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การเปลี่ยนโครงสรางทางเคมีของ ent-kaur-16-en-19-oic acid ซึ่งสกัดไดจากเปลือกตนเปลาใหญ 

(Croton oblongifolius Roxb.) โดยอาศัย Aspergillus niger ภายหลังการบมเปนเวลา 7 วัน สกัดแยกผลิตภัณฑ
ดวยไดคลอโรมีเธนและตรวจสอบผลิตภัณฑดวยเทคนิคธินเลเยอรโครมาโต- กราฟ จากโครมาโตแกรมปรากฏจุดที่มี
คา Rf  ตางจากสารตั้งตน 3 จุด คือ Rf 0.68, 0.61 และ 0.58 ตามลําดับ นําสวนสกัดไดคลอโรมีเธนมาทําการแยก
ดวยเทคนิคคอลัมนโครมาโตกราฟไดสารประกอบ 3 ชนิด โครงสรางของสารประกอบทั้งสามพิสูจนเอกลักษณะโดย
อาศัยเทคนิคทางสเปก-   โตรสโคป ขอมูลของแมสสเปกโตรสโกปของสารประกอบ 1 (Rf 0.68) มีมวลโมเลกุลเทากับ 
316 ดังนั้นคาดวาควรจะมีสูตรโมเลกุลเปน C20H28O3 สารประกอบ 2 (Rf  0.61) มีมวลโมเลกุลเทากับ 332 คาดวา
สูตรโมเลกุลเปน C20H28O4 สวน สารประกอบ 3 (Rf 0.58) พิสูจนเอกลักษณดวยเทคนิคแมส- สเปกโตรเมทรีและ
วิเคราะหโครงสรางผลึกโมเลกุลสามมิติพบวาสารประกอบ 3 มีมวลโมเลกุลเทากับ 348 และมีโครงสรางเปน ent-
(7β,11α)-dihydroxy-1-oxo-kaur-16-en-19-oic acid    
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 Biotransformation of ent-kaur-16-en-19-oic acid, the kaurene diterpenoid isolated from the 

plant Croton oblongifolius Roxb., was performed using Aspergillus niger . After 7 days of incubation, the 
culture was extracted with dichloromethane and the products were assayed by Thin Layer 
Chromatography (TLC). The TLC chromatogram showed three spots with Rf values of 0.68, 0.61 and 
0.58. The dichloromethane extract was separated by column chromatography into three compounds. 
The structures of these three compounds were elucidated using spectroscopy technique. Mass 
spectrum of compound 1 (Rf  0.68) showed that the expected molecular weight is 316. Consequently, 
the expected molecular formula of compound 1 is C20H28O3. Compound 2 (Rf 0.61) showed the expected 
molecular weight at 332 due to mass spectrometric data and the expected molecular formula of 
compound 2 is C20H28O4. The structure elucidation of compound 3 (Rf 0.58) using mass spectrometry 
and X-ray crystallography showed that the molecular weight of compound 3 is 348 and the structure is 
ent-(7β,11α)-dihydroxy-1-oxo-kaur-16-en-19-oic acid 

  
 

 
  
 
Department                     -                     . Student’s signature                                .               
Field of study       Biotechnology          . Advisor’s signature                                .               
Academic year             2000                 . Co-advisor’s signature                           . 
 



 ฉ

 
กิตติกรรมประกาศ 

 
 

         วิทยานิพนธฉบับนี้สําเร็จลงไดดวยดี  โดยไดรับความกรุณาจากหลายฝาย  ขอกราบขอบพระคุณ   
ผูชวยศาสตราจารย ดร. หรรษา ปุณณะพยัคฆ อาจารยที่ปรึกษาวิทยานิพนธ  ที่ไดใหความรู และคําแนะนํา 
ตาง ๆ ตลอดระยะเวลาทํางานวิจัย  และไดกรุณาตรวจแกไขวิทยานิพนธฉบับนี้ใหสมบูรณยิ่งขึ้น จึงขอกราบ
ขอบพระคุณมา ณ ที่นี้ 
           ขอกราบขอบพระคุณ รองศาสตราจารย ดร. อมร เพชรสม อาจารยที่ปรึกษาวิทยานิพนธรวม ที่ไดกรุณา
ใหความรู คําแนะนํา ขอคิดเห็น และเอื้อเฟอวัสดุอุปกรณในการทําวิจัยจนทําให งานวิจัยนี้สําเร็จลงได  ตลอดจน
กรุณาตรวจแกไขวิทยานิพนธใหสมบูรณย่ิงขึ้น 
          ขอกราบขอบพระคุณ  รองศาสตราจารย สุมิตรา คงช่ืนสิน ที่ไดกรุณาเปนประธานในการสอบวิทยานพินธ
ในครั้งนี้ 
          ขอกราบขอบพระคุณ อาจารย ดร. สุรชัย พรภคกุล และอาจารย ดร. พลกฤษณ แสงวณิช ที่ไดกรุณาเปน
กรรมการในการสอบวิทยานิพนธ  ตลอดจนใหความรู คําแนะนํา ซึ่งเปนประโยชนอยางยิ่งตอการทําวิจัย 
          ขอขอบคณุ คุณสุภาพร ศิริมงคล ที่เอ้ือเฟอสารต้ังตนที่ใชในงานวิจัย 
          ขอขอบคณุ ภาควิชาเคมี คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ที่ไดอนุเคราะหสารเคมีและ
เครื่องมือในการทําวิจัยครั้งนี้ 
          ขอขอบคณุบัณฑิตวิทยาลัย จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ที่ไดอนุเคราะหทุนอุดหนุนการวิจัย 
          ขอกราบพระคุณอาจารยรวมทั้งบุคลากรในภาควิชาพฤกษศาสตรทุกทาน และขอขอบคณุเพื่อน ๆ พี่ ๆ 
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บทที่ 1 
 

บทนํา 
 
         ในการศึกษาผลิตภัณฑธรรมชาติโดยเฉพาะสารสกัดจากพืช พบวามีการศึกษากันอยาง

กวางขวาง ทั้งในดานการคนหาสารชนิดใหมจากพืช และการทดสอบการเปนสารออกฤทธิ์ทาง    
ชีวภาพ (Biological activity) ของสารที่สกัดได ตลอดจนการนําสารที่ไดมาปรับปรุงหรือ

เปลี่ยนแปลงเพื่อใหไดสารชนิดใหมหรือเพื่อเพิ่มการออกฤทธิ์ทางชีวภาพของสารนั้นๆเพื่อ

ประโยชนในการนํามาใชประยุกตตอไป ซึ่งในการนําสารเหลานี้มาทําการเปลี่ยนแปลงโครงสราง
นั้นสามารถทําไดทั้งการใชกระบวนการทางเคมี (Chemical conversion) โดยการใชสารเคมีใน
การทําปฏิกิริยา   เพื่อใหเกิดการเปลี่ยนแปลงโครงสรางและกระบวนการทางเทคโนโลยีชีวภาพที่
เรียกวาไบโอ- ทรานสฟอรเมชัน (Biotransformation) 
 
         ไบโอทรานสฟอรเมชันเปนวิธีการหนึ่งท่ีนิยมใชในการดัดแปรโครงสรางของสารผลิตภัณฑ  
ธรรมชาติ เชน สารในกลุมสเตอรอยด  (steroids) และ เทอรพีนอยด (terpenoids)  เนื่องจาก
พบวาในการกระตุนใหเกิดปฏิกิริยาบางชนิดโดยเฉพาะปฏิกิริยาไฮดรอกซิเลชัน (Hydroxylation 
reaction) โดยการเติมหมูไฮดรอกซิล (Hydroxyl group) ในโครงสรางของสารเทอรพีนอยดโดยวิธี
ทางเคมีนั้นทําไดยากตองใชปฏิกิริยาหลายขั้นตอนและมีความจําเพาะต่ํา แตดวยกระบวนการ    
ไบโอทรานสฟอรเมชันโดยอาศัยจุลินทรียพบวาสามารถเติมหมูไฮดรอกซิลในโครงสรางของสาร

เทอรพีนอยดบางชนิดได โดยมีขอดีคือ มีความจําเพาะสูงกวาวิธีทางเคมี เนื่องจากเปนปฏิกิริยาที่
เกิดจากการทํางานของเอนไซม   วิธีการงายกวาวิธีทางเคมีและมีคาใชจายที่นอยกวาอีกดวย สาร
ที่นิยมใชกระบวนการไบโอทรานสฟอรเมชันในการเปลี่ยนโครงสรางที่มีการผลิตในเชิง

อุตสาหกรรมคือการผลิตยาในกลุมของสารสเตอรอยดบางชนิด (Blanch และคณะ, 1985) นอก
จากไบโอ- ทรานสฟอรเมชันจะเปนวิธีหนึ่งที่ใชในการผลิตผลิตภัณฑตางๆในกลุมของสารสเต

อรอยดแลวในทางอินทรียเคมีวิธีนี้ยังถูกนํามาใชสังเคราะหในทางเคมีอินทรียอีกดวย 
 
         สารเทอรพีนอยดเปนสารที่พบไดในธรรมชาติทั้งในพืช สัตว และจุลินทรีย โดยเฉพาะในพืช
พบวามีการสรางสารเทอรพีนอยดหลายชนิด  Kaurene diterpenoid จัดเปนสารเทอรพีนอยดชนิด
หนึ่งที่พบไดในพืชและมรีายงานวาเปนสารที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพ เชน สามารถยับยั้งการเจริญของ    
จุลินทรียบางชนิดได (Oliverira และคณะ, 1999) จึงมีผูสนใจศึกษาสารชนิดนี้ ทั้งในดานการ
ทดสอบปฏิกิริยาทางชีวภาพและการนํามาดัดแปลงเพื่อเพิ่มฤทธิ์ทางชีวภาพ ซึ่งมีรายงานวาการที่
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มีหมูไฮดรอกซิลในโครงสรางของ kaurene diterpenoid บางชนิดสามารถเพิ่มการออกฤทธิ์ทาง    
ชีวภาพของสารชนิดนี้ได  (Vieria และคณะ, 2000) ไบโอทรานสฟอรเมชันจึงเปนอีกวิธีหนึ่งที่นิยม
ใชในการเปลี่ยนโครงสรางของสารชนิดนี้ 
 

ent-kaur-16-en-19-oic acid  เปนสารที่มีโครงสรางหลักแบบ kaurene diterpenoid ซึ่ง
พบในพืชหลายชนิด อีกทั้งมีคุณสมบัติเปนสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ เชน เปนสารยับยั้งแบคทีเรีย 
(antibacterial activity ) ยับยั้งการเจริญของรา (antifungal activity) และลดการอักเสบ (anti-
inflammatory activity) เปนตน ไดมีรายงานในการเปลี่ยนโครงสรางของสารชนิดนี้โดยการเติมหมู  
ไฮดรอกซิลในโครงสรางของ ent-kaur-16-en-19-oic acid โดยอาศัยเชื้อราบางชนิด แตยังไมมี
รายงานการเติมหมูไฮดรอกซิลในโครงสรางของ ent-kaur-16-en-19-oic acid โดยเชื้อรา 
Aspergillus niger  ซึ่งพบวาเปนราที่สามารถเติมหมูไฮดรอกซิลในโครงสรางของสารสเตอรอยด 
(Mahato และMajumdar, 1993) และเทอรพีนอยดอ่ืนๆ เชน α-pinene (Prema และ

Bhattacharyya, 1962) Citronellol,  Geraniol และ Linalool (Madyastha และคณะ, 1988)  (-) 
และ (+) Menthol, Terpenolene และ Cavotanacetone  (Asakawa และคณะ,1991)  รวมถึง
สารที่มีโครงสรางแบบ kaurene diterpenoid บางชนิดดวย (Anderson, 1974 ; Granados และ
คณะ , 1986 ; Oliverira และคณะ,1999) 

 
         ในงานวิจัยนี้จะทําการเปลี่ยนโครงสรางทางเคมีของ ent-kaur-16-en-19-oic acid ซึ่งสกัด
ไดจากตนเปลาใหญ (Croton oblongifolius Roxb.) เพื่อเปลี่ยนโครงสรางของสารชนิดนี้โดยใช
เชื้อราคือ A. niger จากนั้นสกัดและทําผลิตภัณฑใหบริสุทธิ์แลวจึงวิเคราะหหาปริมาณและ

โครงสรางทางเคมีของผลิตภัณฑที่ได 
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วัตถุประสงคของงานวิจัย 
 
         1. เพื่อเปล่ียนโครงสรางของ ent-kaur-16-en-19-oic acid ดวยกระบวนการไบโอทรานส- 
ฟอรเมชันโดย A. niger โดยการเติมหมูไฮดรอกซิลในโครงสรางของ ent-kaur-16-en-19-oic acid 
         2. วิเคราะหปริมาณ ทําผลิตภัณฑใหบริสุทธิ์และพิสูจนเอกลักษณของผลิตภัณฑที่ไดจาก
การเปลี่ยนโครงสรางของ ent-kaur-16-en-19-oic acid โดย A. niger 
 
ประโยชนที่คาดวาจะไดรบั 
 
         1. ไดอนุพนัธของ  ent-kaur-16-en-19-oic acid ที่มีการเติมหมูไฮดรอกซิลในโครงสราง ซึ่ง
อาจเปนสารชนิดใหม หรือเปนสารที่มีฤทธิ์ทางชวีภาพ 
         2. เปนแนวทางในการนํากระบวนการไบโอทรานสฟอรเมชัน โดย A. niger มาประยุกตใชใน
การเปลี่ยนโครงสรางทางเคมีของสารเทอรพีนอยดชนิดอ่ืนๆตอไป 



บทที่ 2 
 

เอกสารและงานวจิัยที่เกีย่วของ 
 
ไบโอทรานสฟอรเมชัน (Biotransformation) 
 

ไบโอทรานสฟอรเมชันเปนกระบวนการทางชีวภาพในการเปลี่ยนแปลงหรือดัดแปรสารเคมี

จําพวกสารอินทรีย (Rose, 1980) เพื่อใหไดผลิตภัณฑตามตองการโดยอาศัยปฏิกิริยาจากจุลินทรีย
หรือเอนไซมที่ผลิตจากเซลล อาจเปนเซลลพืช สัตวหรือจุลินทรียบางชนิด (Prave และคณะ, 1987)  
ผลิตภัณฑที่ไดจากกระบวนการไบโอทรานสฟอรเมชันนั้นจะมีโครงสรางที่แตกตางไปจากสารตั้งตน 
โดยผลิตภัณฑที่ไดอาจเปนสารชนดิใหมหรือไดสารตัวกลางเพื่อใชในการผลิตผลิตภัณฑอ่ืนๆตอไป  
ตัวอยางของผลิตภัณฑที่ผลิตไดจากกระบวนการไบโอทรานสฟอรเมชันที่รูจักกันดีและเกาแกที่สุด

อยางหนึ่งคือการทําน้ําสมสายชู ซึ่งเปนการเปลี่ยนเอธานอลใหเปนกรดแอซีติก โดยอาศัยแบคทีเรีย
ที่สามารถผลิตกรดแอซีติกได เชน Gluconobacter หรือ Acetobacter เปนตน (Moat และFoster,  
1988) 
 
         โดยทั่วไปกระบวนการไบโอทรานสฟอรเมชันมักอาศัยจุลินทรียในการกระตุนใหเกิดปฏิกิริยา
เพื่อเปล่ียนแปลงโครงสรางของสารตั้งตน ปฏิกิริยาที่สามารถกระตุนใหเกิดขึ้นไดมีดวยกันหลาย

ชนิดดังตัวอยางในตารางที่ 1  (Wang และคณะ, 1979)   
 

เนื่องจากกระบวนการไบโอทรานสฟอรเมชันเปนปฏิกิริยาที่ถูกกระตุนโดยตัวเรงคือเอนไซม

ดังนั้นจึงมีขอแตกตางจากปฏิกิริยาที่ถูกเรงโดยกระบวนการทางเคมีหลายประการดวยกัน โดย  
คุณสมบัติของกระบวนการไบโอทรานสฟอรเมชันมีดังนี้   (Prave และคณะ, 1987) 

 
         1. เอนไซมมีความจําเพาะทางปฏิกิริยา (Reaction specificity) โดยเอนไซมแตละตัวจะ
สามารถเรงปฏิกิริยาไดชนิดเดียวและยังมีความจําเพาะตอสารตั้งตนดวย (substrate specificity) 
โดยจะเรงปฏิกิริยาสําหรับสารตั้งตนเพียงชนิดเดียวหรือไมกี่ชนิดเทานั้น และจากการที่เอนไซมมี
ความจําเพาะนี้เองทําใหไมเกิดปฏิกิริยาขางเคียงอีกดวย 
        



 

  2. เอนไซมมีความจําเพาะตอตําแหนงที่จะเกิดปฏิกิริยา (Rigiospecificity) การทํางาน
ของเอนไซมจะจําเพาะตอตําแหนงที่จะเกิดปฏิกิริยาในโมเลกุลของสารตั้งตนโดยเกิดจากการที่

ตําแหนงที่จะเกิดปฏิกิริยาสามารถจับกับบริเวณเรงปฏิกิริยาของเอนไซมไดอยางพอดี 
 
ตารางที ่1 ชนดิของปฏิกิริยาไบโอทรานสฟอรเมชันโดยจลุินทรีย (Wang และ

คณะ1979) 
 

Hydroxylation Oxidation 
Hydrolysis Esterification 
Methylation Demethylation 
Condensation Hydration 
Decarboxylation Amination 
Amidation Phosphorylation 
Racemization Isomerization 
Epoxidation Reduction 
Acylation                                           Halogenation 
Transglycosidation                            Epimerization 
Dehydration                                      Deamination 
Cleavage of C-C bounds 

 
       
 
 
   3. เอนไซมมีความจําเพาะตอโครงสรางของสารตั้งตน (Steriospecificity) ในกรณีที่สารตั้งตนมี
โครงสรางมากกวาหนึ่งแบบ โดยอาจมีโครงสรางที่เปนอิแนนชิโอเมอร (enantiomer) กัน ซึ่งอาจ
รวมกันอยูในรูปของของผสมราซิมิก   (racemic mixture) เอนไซมจะสามารถเลือกทําปฏิกิริยาตอ
อิแนนชิโอเมอรที่จําเพาะตอเอนไซมไดเพียงอิแนนชิโอเมอรเดียวเทานั้น และสามารถเลือกทํา

ปฏิกิริยาตอสารตั้งตนชนิดใดชนิดหนึ่งที่มีโครงสรางเหมือนกันแตตางกันที่ Optical activity ได 
         4. ภาวะในการทํางานของเอนไซมไมรุนแรง การทํางานของเอนไซมสวนใหญจะเกิดไดใน
ภาวะที่มีน้ําเปนสวนประกอบจึงไมตองอาศัยสารเคมีที่รุนแรง ความเปนกรดเปนดางไมสูงหรือต่ํา
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เกินไปซึ่งมักใกลเคียงคาความเปนกลางอีกทั้งยังทําปฏิกิริยาในภาวะที่อุณหภูมิไมสูงนัก โดยทั่วไป
มักต่ํากวา 40 องศาเซลเซียส เนื่องจากที่สภาพความเปนกรดดางหรือที่อูณหภูมิสูงเกินไปจะทําให
เอนไซมเสียสภาพและไมสามารถทํางานได ซึ่งคุณสมบัติในขอนี้ทําใหการใชเอนไซมในการผลิต
งายตอการควบคุมภาวะ มีความปลอดภัยและลดปญหาผลกระทบตอส่ิงแวดลอม 
 
         5. เอนไซมจะทํางานโดยการลดพลังงานกระตุน (Lowering of activation energy) ในการ
กระตุนใหเกิดปฏิกิริยาใดๆนั้นโมเลกุลของสารจะตองมีพลังงานที่ต่ําที่สุดที่เพียงพอตอการกระตุน

ใหเกิดปฏิกิริยาได เรียกวาพลงังานกระตุน (activation energy) ยิ่งปฏิกิริยาเกิดยากขึ้นก็ตองมี
พลังงานกระตุนที่สูงขึ้นดวย การที่จะใหโมเลกุลของสารมีพลังงานมากพอนั้นอาจตองมีการให

พลังงาน เชนใหความรอนสูง แตโดยการทํางานของเอนไซม เอนไซมจะทํางานโดยการลดพลังงาน
กระตุนที่ตองใชใหนอยลงทําใหปฏิกิริยาเกิดขึ้นไดแมในตําแหนงของสารตั้งตนที่ยากตอการกระตุน

ใหเกิดปฏิกิริยาโดยไมตองใชภาวะในการกระตุนที่รุนแรง 
 
         จากคุณสมบัติดังกลาวของกระบวนการไบโอทรานสฟอรเมชันทําใหมีการนํากระบวนการนี้
มาใชในการดัดแปรหรือเปลี่ยนแปลงสารตางๆหลายชนิด โดยนํามาทดแทนกระบวนการทางเคมี 
ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากกระบวนการทางเคมีมีความจําเพาะต่ํากวาการกระตุนโดยเอนไซม บาง

ปฏิกิริยาตองอาศัยการกระตุนภายใตภาวะที่รุนแรงและอันตราย เชน ที่อุณหภูมิสูงและใชสารเคมีที่
เปนอันตราย  บางปฏิกิริยาตองอาศัยอุปกรณที่ยุงยากราคาแพง มีคาใชจายในการผลิตสูง และ
ตองใชปฏิกิริยาหลายขั้นตอนจึงจะไดผลิตภัณฑตามที่ตองการ นอกจากนี้บางปฏิกิริยาไมสามารถ
กระตุนใหเกิดขึ้นไดโดยปฏิกิริยาทางเคมี จากเหตุผลขางตนทําใหไบโอทรานสฟอรเมชันเขามามี
บทบาทในอุตสาหกรรมตางๆมากมาย ไมวาจะเปนอุตสาหกรรมอาหาร เครื่องสําอาง โดยเฉพาะ
อยางยิ่งในอุตสาหกรรมยา และดานการแพทย  โดยนํามาใชในกระบวนการผลิตแทนวิธีทางเคมี
หรือทดแทนวิธีทางเคมีบางสวนเพื่อใหไดสารตัวกลางเพื่อใชผลิตโดยวิธีทางเคมีตอไป นอกจากนีย้งั
นํามาใชประโยชนในการสรางหรือสังเคราะหสารเคมีชนิดใหม หรือตัวยาชนิดใหมเพื่อความ

หลากหลายในการนํามาประยุกตใชอีกดวย (Rose, 1980) 
 
         ตัวอยางในการนํากระบวนการไบโอทรานสฟอรเมชันมาใชในการผลิตผลิตภัณฑในระยะแรก 
คือนํามาใชในการผลิตยาสเตอรอยด ในการผลิตคอรติโซน (Cortisone) ซึ่งเปนสารสเตอรอยดชนิด
หนึ่งซึ่งใชบรรเทาอาการปวดในโรค Rhumatoid artritis (Forgaty และKelly, 1990) ในการผลติ
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คอรติโซน จากสารตั้งตนคือ Deoxycholic acid พบวาตองเติมออกซิเจน ที่ตําแหนงคารบอนที่ 11 
ซึ่งโดยกระบวนการทางเคมีตองอาศัยปฏิกิริยาถึง 32 ข้ันตอน ดังแสดงในภาพที่ 1   

 
 
 
จากการผลิตโดยวิธีนี้ คอรติโซนที่ไดมีราคาประมาณ 200 ดอลลารตอกรัม แตหลังจากที่ 

Peterson  และ Morrey  (1952) พบวาเชื้อราคือ Rhizopus สามารถเติมหมูไฮดรอกซิลที่ตําแหนง
คารบอนที่ 11 ในโมเลกุลของโปรเจสเตอโรน (Progesterone) ได โดยใชปฏิกิริยาเพียงหนึ่งขั้นตอน 
ดังแสดงในภาพที่ 2 และนํา 11 แอลฟา-ไฮดรอกซีโปรเจสเตอโรน (11α-hydroxyprogesterone) 
ที่ไดไปผลิตคอรติโซนและไฮดรอกซีคอรติโซนโดยวิธีทางเคมีตอไป จากการคนพบครั้งนี้สงผลใหมี
การศึกษาการเติมหมูไฮดรอกซิลในโครงสรางของสารสเตอรอยดกันมากขึ้นทั้งในการใชเชื้อรา 
แบคทีเรีย และแอคติโนมัยซิส (Actinomyces) สงผลใหราคาของคอรติโคสเตอรอยดลดลงเหลือ
เพียงต่ํากวา 1 ดอลลารตอกรัม (Forgaty และKelly, 1990)  จากการศึกษาจนถึงปจจุบันพบวาเชื้อ
ราและแบคทีเรียหลายชนิดสามารถเปลี่ยนโครงสรางของสารสเตอรอยดหลายชนิดได (Iizuka และ 
Naioto, 1981)  

 
ในปจจุบันนอกจากสารสเตอรอยดแลวไดมีการนํากระบวนการนี้มาใชในการสังเคราะห

หรือดัดแปรสารชนิดตางๆมากมาย เชน อัลคาลอยด (alkaloid) ยาปฏิชีวนะ เชน เพนนิซิลลิน 
รวมถึงการใชกระบวนการไบโอทรานสฟอรเมชันในการดัดแปรสารเทอรพีนอยด (Terpenoid) บาง
ชนิดดวย เนื่องจากในโครงสรางของสารเทอรพีนอยดนั้นพบวาการกระตุนใหเกิดปฏิกิริยาบางชนิด
โดยวิธีทางเคมี เชน ปฏิกิริยาไฮดรอกซิเลชัน (Hydroxylation reaction) โดยการเติมหมูไฮดรอกซิล 
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หรือปฏิกิริยาออกซิเดชัน (Oxidation reaction) โดยการเติมออกซิเจนในโครงสรางของสารเทอรพี-
นอยดนั้นทําไดยาก โดยเฉพาะในตําแหนงของคารบอนอะตอมที่ยากตอการกระตุนใหเกิดปฏิกิริยา  
(Lamare และFurstoss,1990)  
 
 

                    
 
 
สารเทอรพีนอยด (Terpenoid compounds) 
 

สารเทอรพีนอยด เปนสารที่เกิดจากการจับกันของหนวยของไอโซพรีน (Isoprene unit)   
ดังแสดงในภาพที่ 3  ในลักษณะตางๆกัน เชน บางชนิดอาจจับกันเปนวง  ทั้งนี้แลวแต  functional 
group และ ระดับของความไมอ่ิมตัว (degree of unsaturation) ซึ่งการจับกันของ isoprene จะตอ
กันแบบหัวตอกับทาย ( head-to-tail)  
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สารเทอรพีนอยดสามารถพบไดหลายรูปแบบ เชน อยูในรูปของไฮโดรคารบอน 

(Hydrocarbons) แอลกอฮอล (Alcohols) แอลดีไฮด (Aldehydes) คีโทน (Ketones) แลคโทน 
(Lactone) หรือ ออกไซด (Oxides) และอาจเปนไดทั้งของแข็งและของเหลว สารเทอรพีนอยดอาจ
จําแนกไดตามจํานวนของ isoprene unit  ที่มีในโมเลกุลไดเปนกลุมใหญๆ ดังแสดงในตารางที่ 
2(Pinder, 1960)      

 
ตารางที ่2 จาํนวนหนวยของ Isoprene และคารบอนอะตอมของเทอรพีนอยดแตละชนิด (Pinder, 
1960)      
 

                กลุม จํานวนหนวยของ isoprene จํานวนคารบอนอะตอม 
Monoterpenoids 2 10 
Sesquiterpenoids 3 15 
Diterpenoids 4 20 
Triterpenoids 6 30 
Tetraterpenoids 8 40 
Polyterpenoids                  >  8              >  40 

        
 

 สารเทอรพีนอยดพบไดทั่วไปในธรรมชาติไมวาจะเปนในพืช สัตว หรือแมกระทั่งในจุลินท
รียบางชนิด   สารเทอรพีนอยดที่พบในพืชสวนใหญจะพบในพืชชั้นสูง โดยบางชนิดผลิตสารเทอรพี-
นอยดเพื่อประโยชนในการปองกันตัวเองจากเชื้อราหรือแมลง สารเทอรพีอยดบางชนิดอยูในรูปของ
น้ํามัน  (essential oil )  หรือน้ํามันหอมระเหย (volatile  oil ) ซึ่งสามารถสกัดไดจากสวนตางๆของ
พืช    ซึ่งน้ํามันหอมระเหยบางชนิดสามารถนํามาใชเปนสารใหกลิ่นซึ่งเปนสวนประกอบสําคัญใน
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อุตสาหกรรมน้ําหอมและเครื่องสําอางรวมถึงอาหารและเครื่องดื่มได นอกจากนี้ยังพบวาสารเทอร- 
พีนอยดบางชนิดสามารถใชในการรักษาโรคบางอยางได บางชนิดมีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญ   
ของจุลินทรียที่กอโรค เชน  sesquiterpene lactone ซึ่งมีฤทธิ์ยับยั้งจุลินทรีย  triterpene บางชนิด      
มีฤทธิ์ตานไวรัส  และมาลาเรีย (วีณา, 2534)  diterpene  บางชนิดมีฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรียและมี
ปฏิกิริยาตอตานการเกิดเนื้องอก (antitumor activity)  (Tomson,1993) เปนตน 
 
ent-kaur-16-en-19-oic acid จาก Croton oblongifolius Roxb.หรือเปลาใหญ 
 

Croton oblongifolius Roxb. หรือเปลาใหญ จัดอยูในวงค Euphorbiaceae เปนไมยืนตน
ขนาดกลาง โดยมักพบกระจายอยูทั่วไปในประเทศไทย  เปลาใหญจัดเปนพืชสมุนไพรพื้นบานชนิด
หนึ่งซึ่งมีผลในการรักษาโรคหลายชนิด ในประเทศไทยมีงานวิจัยหลายชิ้นรายงานถึงสารเคมีที่พบ
ในพืชสกุลนี้ ซึ่ง Croton oblongifolius Roxb. จัดเปนพืชสมุนไพรของไทยที่นาสนใจอีกชนิดหนึ่ง 
เนื่องจากพบวาเกือบทุกสวนของตนสามารถใชเปนยาได โดยใบสามารถใชเปนยาบํารุง ผลใชรักษา
อาการปวดประจําเดือน เมล็ดใชเปนยาหามเลือด เปลือกใชรักษาอาการทองอืด สวนรากใชรักษา
โรคทองรวงได (เสงี่ยม, 2505) จากคุณสมบัติดังกลาวทําใหมีการศึกษาถึงองคระกอบทางเคมีใน
ตนเปลาใหญ โดยพบวาสารที่สกัดไดจากตนเปลาใหญที่พบในพื้นที่ตางๆในประเทศไทย

ประกอบดวยสารเคมีที่จัดเปนสารไดเทอรพีนอยดหลายชนิด เชน Cembrane diterpenoid 
(Roengsumran และคณะ 1999a) Labdane diterpenoid (Roengsumran และคณะ,1999b) 
จากสวนของเปลือก Clerodane diterpenoid (Aiyar และSeshadri, 1972) Pimarane 
diterpenoid (Aiyar และ Seshadri, 1970) และ Isopimarane diterpenoid (Aiyar และSeshadri, 
1971) จากสวนของเปลือกและเนื้อไม เปนตน นอกจากนี้ยังพบสารในกลุม Kaurane diterpene 
อีกดวยคือ ent-kaur-16-en-19-oic acid (สุภาพร, 2543)     

 
ent-kaur-16-en-19-oic acid  (Kaurenoic acid) จัดเปน tetracyclic diterpene 

(Hanson, 1994) ชนิดหนึ่งซึ่งมีโครงสรางหลักเปน kaurene diterpene   สารนี้สามารถพบไดในพชื
หลายชนิด โดยพบวา ent-kaur-16-en-19-oic acid เปนสารสําคัญตัวหนึ่งในกระบวนการ

สังเคราะหจิบเบอเรลลิน (Gibberellin) (Stumpf และConn, 1980) ซึ่งเปนสารที่มีผลตอการเจริญ
ของพืช เชน มีผลตอการขยายตัวของเซลลและการยืดยาวของลําตน เรงการออกดอกในพืชบาง
ชนิด และมีผลตอการงอกของเมล็ด เปนตน (สมบุญ, 2538) นอกจากในพืชแลวยังพบไดในเชื้อรา
คอื Gibberella fujikuroi   ซึ่งเปนระยะที่มีการสืบพันธุแบบอาศัยเพศ ของ Fusarium moniliforme 
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(Turner, 1971) ซึ่งเปนราที่กอโรคในพืชโดยมีผลทําใหพืชนั้นเจริญเติบโตผิดปกติ  เนื่องจากไดรับ
จิบเบอเรลลินมากเกินไป  

ในการศึกษาวิถีการสังเคราะห kaurene และจิบเบอเรลลินนั้นพบวากระบวนการ

สังเคราะหมีความคลายคลึงกันทั้งในพืชและจุลินทรีย โดยวิถีการสังเคราะหแสดงในภาพที่ 4       
จากภาพจะเห็นไดวาในกระบวนการสังเคราะหตองผานสารตัวกลางคือ ent-kaur-16-en-19-oic 
acid (kaurenoic acid) เพื่อเปลี่ยนเปน 7β-hydroxykaurenoic acid และจิบเบอเรลลิน (GA12) 
ตอไป จากการคนพบนี้ทําใหมีการศึกษาเกี่ยวกับ ent-kaur-16-en-19-oic acid เพิ่มมากขึ้น  
นอกเหนือจากคุณสมบัติที่เปนสารตัวกลางในการสังเคราะหจิบเบอเรลลินแลวยังพบวาตัวมันเองมี

ฤทธิ์ใหผลคลายกับจิบเบอเรลลินอีกดวย (Mori และMatsui,1966) นอกจากนี้พืชบางชนิดที่มีการ
สกัดพบ ent-kaur-16-en-19-oic acid น้ันพบวาเปนพืชสมุนไพรสามารถนํามารักษาโรคบางชนิด
ได ดังนั้นจึงมีการศึกษาถึงคุณสมบัติในการเปนสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ (Biological activity) ของ 
ent-kaur-16-en-19-oic acid และอนุพันธของ ent-kaur-16-en-19-oic acid โดยในป ค.ศ. 1986 
โดย Yang และคณะไดทําการศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพของ (-)-kaur-16-en-19-oic acid และ ของ
ผสมของ kaurenoids 3 ชนิดคือ 3α-angeloyloxy-, 3α-tiglinoyloxy- และ 3α-senecioyloxy-
kaur-16-en-19-oic acid ในอัตราสวน 2:1:1.5 ซึ่งเปนสารที่สกัดไดจาก Wedelia chinensis 
พบวามีผลในการยับยั้งความเสียหายของเซลลเพาะเลี้ยงขั้นปฐมภูมิโดยใชเซลลตับหนูในการ

ทดลอง พบวาสามารถลดการทําลายของเซลลที่เกิดจากการชักนําของสารเคมีคือ Carbon 
tetrachloride (CCl4) และ D-galactosamine (GalN) ได 

นอกจากนี้ยังมีผูศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพของ ent-kaur-16-en-19-oic acid และอนุพันธที่มี
ตอเชื้อไวรัส HIV โดยในป ค.ศ. 1996 โดย Wu  และคณะ ไดศึกษาผลของ kaurane derivative ที่
สกัดไดจากผลของ Annona squamosa คือ 16β,17-dihydroxy ent-kaur-19-oic acid พบวา
สามารถตานการเพิ่มจํานวนของเชื้อไวรัส HIV ( HIV replication) ใน K9 lymphocyte cell ได โดย
มีคา IC50 = 0.8 μg/ml  และในป ค.ศ. 1998 โดย Chang และคณะไดศึกษาสารที่สกัดไดจากผล
ของ Annona glaba 13 ชนิด พบวา kaurane derivative 2 ชนิดคือ methyl-16α-hydroxy-19-al-
ent-kauran-17-oate มีผลออกฤทธิ์อยางออนในการตานการเพิ่มจํานวนของเชื้อไวรัส HIV ใน K9 
lymphocyte cell และอนุพันธอีกชนิดหนึ่งคือ 16α-17-dihydroxy-ent-kauran-19-oic acid ใหผล
ในการยับยั้ง HIV- reverse transcriptase ได 
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ภาพที ่4 การสังเคราะหทางชีวภาพของ kaurene และจิบเบอเรลลิน (GA12)  (Stumpf และConn, 
1980) 

ฤทธิ์ทางชีวภาพของ ent-kaur-16-en-19-oic acid ที่มีการศึกษากันอีกอยางหนึ่งคือ

ความสามารถในการยับยั้ง Trypanosoma cruzi ซึ่งเปนโปรโตซัวชนิดหนึ่งทําใหเกิดโรค Chagas’ 
disease (American trypanosomiasis) โดยในป ค.ศ. 1995 โดย Alves และคณะ พบวา ent- 
kaur-16-en-19 - oic acid ที่สกัดไดจาก Mikania obtusata  มีผลในการยับยั้ง trypomastigote 
ในเลือด โดยมีคา IC50 = 0.5 มก./มล. ในป ค.ศ.1996 โดย Costa และคณะไดศึกษาผลของ ent-
kaur-16-en- 19-oic acid, (-) - trachyloban-19-oic acid และ (-)– kauran-16α- ol ที่สกัดได
จากรากของ Viguiera aspillioides และ (-)-kaur-16-en-19-ol ซึ่งเปนสารที่ไดจากการเปลี่ยน
โครงสรางของ ent-kaur-16-en-19-oic โดยวิธีทางเคมี พบวาสารทั้ง 4 ชนิดมีผลในการยับยั้ง T. 
cruzi ได 
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นอกจากนี้ยังมีรายงานถึงฤทธิ์ทางชีวภาพอื่นๆของ  ent-kaur-16-en-19-oic acid ที่สกัด
ไดจากเปลือกของ Annona glabra พบวามีผลในการยับยั้งแบคทีเรีย ยับยั้งเชื้อรา มีฤทธิ์ฆาแมลง
อยางออน (insecticidal activity) ยับยั้งการงอกของสปอร (sporicidal activity) และมีผลทาง 
Cytotoxic activity เมื่อนําไปทดสอบกับเซลลเพาะเลี้ยง (Padmaja และคณะ, 1995)  อีกทั้ง kaur-
16-en-19-oic acid ยังมีผลในการลดอาการอักเสบ (anti-inflammatory) (Alves และคณะ,1995) 
และเปนสารตานการเกิดเนื้องอก (Silva และคณะ, 1999) อีกดวย 

จากคุณสมบัติของ ent-kaur-16-en-19-oic acid และอนุพันธในการเปนสารออกฤทธิ์ทาง    
ชีวภาพดังกลาวทําใหมีผูสนใจทําการทดลองเพื่อเปลี่ยนโครงสรางทางเคมีของ ent-kaur-16-en-
19-oic acid เพื่อใหไดอนุพันธชนิดใหมหรือเพิ่มฤทธิ์ทางชีวภาพ  อีกทั้งมีรายงานวาการที่มีหมู  
ไฮดรอกซิลในโครงสรางหลักของ  kaurane  diterpenoids นั้นสามารถเพิ่มผลการออกฤทธิ์ทางชีว-
ภาพของสารในกลุมนี้ได  ซึ่งในการเติมหมูไฮดรอกซิลในโครงสรางของ kaurene โดยอาศัยจุลิน- 
ทรียโดยกระบวนการไบโอทรานสฟอรเมชันนั้นนับวาเปนอีกวิธีหนึ่งที่นิยมนํามาใชในการเติมหมู   
ไฮดรอกซิลและเปลี่ยนแปลงโครงสรางของ ent-kaur-16-en-19-oic acid เนื่องมาจากคุณสมบัติ
ของกระบวนการไบโอทรานสฟอรเมชันดังที่กลาวมาขางตน โดยมีรายงานในการเปลี่ยนโครงสราง
ของ ent-kaur-16-en-19-oic acid เชนในป ค.ศ.1973 โดย Beilby และคณะ ไดรายงานการเปลีย่น
โครงสรางของสารตั้งตน 6 ชนิด โดยผลการศึกษาแสดงในตารางที่ 3 โดย 4 ชนิด (1-4) มีโครงสราง
หลักเปน ent-Kaurane หนึ่งในจํานวนนั้นคือ ent-kaur-16-en-19-oic acid และสารตั้งตนอีก 2 
ชนิด (5-6) ซึ่งมีโครงสรางหลักเปน ent-Beyerene โดยอาศัยเชื้อรา คือ Aspergillus ochraceous, 
Calonectria decora และ Rhizopus nigricans 

 ในป ค.ศ. 1977 โดย Ghisalberti  และคณะ ไดศึกษาการใชกระบวนการไบโอทรานส
ฟอร-เมชันในการเปลี่ยนแปลงโครงสรางของ ent-kaur-16-en-19-oic acid, ent-16-oxo-17-
kauran–19-oic acid และ ent-19-hydroxy-16-oxo-17nor-kaurane โดยเชื้อรา 3 ชนิดคือ 
Rhizopus  nigricans  Aspergillus ochraceous และ Calonectria decora  ในสวนของสารตั้ง
ตนคือ ent- kaur-16-en-19-oic acid พบวา C. decora สามารถเปลี่ยนโครงสรางของ ent-kaur-
16-en-19-oic acid ไดโดยใหผลิตภัณฑ 3 ชนิด ชนิดแรกคือ 7,15-dihydroxylated acid สวนชนิด
ที่ 2 ชนิดและ 3 มีการเติมหมูไฮดรอกซิลที่ตําแหนงคารบอนที่ 7α และ 15α ตามลําดับ  R. 
nigricans ใหผลิต-ภัณฑ 2 ชนิด  คือชนดิแรกสามารถเติมหมูไฮดรอกซิลที่ตําแหนงคารบอนที่ 7β 
อีกชนิดหนึ่งมีหมูไฮดรอกซิลที่ตําแหนงคารบอนที่ 16 และ17  สวน A. ochraceous นั้นให
ผลิตภัณฑเพียงชนิดเดียวคือมีการเติมหมูไฮดรอกซิลที่ตําแหนงคารบอนที่  16 และ17 ผลการ
ทดลองแสดงในภาพที่ 5 

                                               13



 

ตารางที ่3 ผลการเปลี่ยนโครงสรางของ ent-Kaurane และ ent-Beyerene โดย Aspergillus 
ochraceous , Calonectria decora และ Rhizopus nigricans  (Beilby และคณะ,1973) 

ปริมาณผลิตภัณฑ  (เปอรเซ็นต) 
สารตั้งตน 

A. ochraceous C. decora R. nigricans 
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ภาพที ่5 การเปลี่ยนโครงสรางของ ent-kaur-16-en-19-oic acid โดย Aspergillus ochraceous, 
Calonectria decora และ Rhizopus nigricans ( Ghisalberti  และคณะ,1977) 
 

ในป ค.ศ.1999 Silva และคณะไดทําการเปลี่ยนโครงสรางของ ent-kaur-16-en-19-oic 
acid โดยเชื้อราคือ  Rhizopus stolonifer โดยเมื่อบมเปนเวลา 7 วันไดผลิตภัณฑ 2 ชนิดคือ ent-
7α-hydroxy-kaur-16-en-19-oic acid และ ent-12β-hydroxy-kaur-9 (11), 16-dien-19-oic 
acid และเมื่อบมเปนเวลา 15 วนั ไดผลิตภัณฑเพิ่มข้ึนอีกหนึ่งชนิดคือ ent-16β, 17-dihydroxy-
kaur-19-oic acid โดยผลการวิจัยแสดงในภาพที่ 6 ซึ่งงานวิจัยนี้เปนฉบับแรกที่รายงานเปลี่ยน
โครงสรางของ ent-kaur-16-en-19-oic acid เปน ent-12β-hydroxy-kaur-9 (11), 16-dien-19-
oic acid และ ent-16β,17-dihydroxy-kaur-19-oic acid โดยอาศัย R.stolonifer ได และจากผล
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การทดลองเห็นไดวา R. stolonifer สามารถเกิดปฏิกิริยาไฮดรอกซิเลชันในโครงสรางของ ent-kaur-
16-en-19-oic acid ในตําแหนงของวง (Ring) B, C และ D ได นอกจากนี้ยังเกิดปฏิกิริยาดีไฮโดรจิ
เนชัน (Dehydrogenation) ไดอีกดวยโดยเห็นไดจากโครงสรางของ ent-12β-hydroxy-kaur-9 
(11)dien-19-oic acid  ที่ตําแหนงคารบอนที่ 9 และ 11นอกจากนี้พบวา ent-7α-hydroxy-kaur-
16-en-19 - oic acid  ที่ไดนั้นเปนสารที่มีโครงสรางเหมือนกับสารตัวกลางในการสังเคราะหจิบเบอ
เรลลินและฮอรโมนที่เกี่ยวกับการเจริญของพืช และ ent-16β, 17-dihydroxy-kaur-19-oic acid ซึง่
เปนผลิต-ภัณฑอีกชนิดหนึ่งมีโครงสรางเชนเดียวกับสารตานเชื้อไวรัส HIV ที่รายงานโดย Kupchan 
และคณะ ในป 1972 (Silva และคณะ,1999) 
 
เชื้อรา Aspergillus niger  
 

Aspergillus niger เปนเชื้อราที่จัดอยูในไฟลัม Ascomycota สามารถพบไดทั่วไป 
ลักษณะทั่วไปของราชนิดนี้คือ เสนใยมีสีขาว ฟู สายใยมีผนังกั้น (Septate hypha)  สืบพันธุแบบไม
อาศัยเพศ (Asexual reproduction) โดยการสรางสปอร ( Spore) ที่เรียกวาโคนิเดีย (Conidia) โดย
เกิดที่ปลายของเสนใยที่ทําหนาที่ชูสปอร (Conidiophore) ซึ่งที่ปลายของเสนใยจะมีเซลลที่เรียกวา
เฟยลิด (Phialide) ทําหนาที่สรางโคนิเดีย   เมื่อเสนใยแกจะสรางสปอรที่มีสีดํา  

 
       A. niger เปนเชื้อราชนิดหนึ่งซึ่งพบวามีความสําคัญในทางอุตสาหกรรม เนื่องจากสามารถ
นํามาผลิตผลิตภัณฑตางๆไดหลายชนิด เชน Citric acid, Gluconic acid, Fumaric acid และ 
Oxalic acid เปนตน (Raper และFennell, 1977) นอกจากนี้ A. niger ยังเปนแหลงเอนไซมที่
สําคัญหลายชนิดอีกดวย ในกระบวนการไบโอทรานสฟอรเมชัน A. niger นับวาเปนเชื้อราอีกชนิด
หน่ึงที่นิยมนํามาใชในการเปลี่ยนโครงสรางของสารชนิดตางๆ โดยเฉพาะการเติมหมูไฮดรอกซิลใน
โครงสรางของสารเทอรพีนอยดหลายชนิด ซึ่งมีรายงานการใชเชื้อรานี้ในการเปลี่ยนโครงสรางของ 
grindelic acid โดย Hoffmann และPunnapayak ในป ค.ศ. 1988 พบวาพบวาสามารถเติมหมูไฮ
ดรอกซิลในโครงสรางของ grindelic acid ได โดยไดผลิตภัณฑคือ 3α-hydroxygrindelic acid  
นอกจากนี้ยังมีรายงานการใช A. niger ในการเปลี่ยนโครงสรางสารที่มีโครงสรางแบบ kaurane 
diterpene บางชนิดดวย เชนใน ป ค.ศ. 1974 โดย Anderson มีรายงานการใชกระบวนการไบโอ- 
ทรานสฟอรเมชันในการเปลี่ยนโครงสรางของสารตั้งตน 3 ชนิดคือ17-Norkauran-16-one, ent-17- 
Norkauran-16-one และ17-Norphyllocladan-16-one โดยใช A. niger บมเปนเวลา 5 วัน เมื่อใช 
17-Norkauran-16-one เปนสารตั้งตนไดสารผลิตภัณฑมีการเติมหมูไฮดรอกซิลที่ตําแหนงคารบอน
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ที่ 3β เมื่อใช ent-17-Norkauran-16-one เปนสารตั้งตนไดผลิตภัณฑที่มีหมูไฮดรอกซิลที่ตําแหนง
คารบอนที่ 3α และเมื่อใช 17-Norphyllocladan-16-one เปนสารตั้งตนไดผลิตภัณฑ 2 ชนิด ชนิด
แรกมีหมูไฮดรอกซิลที่ตําแหนงคารบอนที่ 3β อีกชนิดหนึ่งมีการเติมหมูคีโตนที่ตําแหนงคารบอนที่ 
3 เชนกัน โดยผลการทดลองแสดงในภาพที่ 7 ภาพที่ 8 และภาพที่ 9 
                        

ภาพที ่6 การเปลี่ยนโครงสรางของ ent-kaur-16-en-19-oic acid (1) โดย Rhizopus stolonifer  
และผลิตภัณฑที่ได ent-7α-hydroxy-kaur-16-en-19-oic acid (2), ent-12β-hydroxy-kaur-9 
(11),16-dien-19-oic acid (3) และ ent-16β,17-dihydroxy-kaur-19-oic acid (4) (Silva และ
คณะ,1999)
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ในป ค.ศ. 1986 โดย Granadose และคณะไดทําการเปลี่ยนโครงสรางของ ent-18-
acetoxykaur-16-en-3, 7-dion (1) โดย A. niger พบวาเมื่อบมเปนเวลา 48 ชั่วโมงใหผลิตภัณฑ 
1 ชนิดคือ เกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสที่ตําแหนงของ Acetoxy group (2) และเมื่อบมเปนเวลา 6 วัน
ใหผลิตภัณฑ คือ ent-16β,18-trihydroxykauran-3,7-dione (3) , ent-17,18-trihydroxykauran-
3,7-dione (4), ent-16α,17,18-trihydroxykauran-3,7-dione(5) และ ent-16β,17,18-
trihydroxykauran-3,7-dione (6) ผลการทดลองแสดงในภาพที่ 10 

ในป ค.ศ. 1999  มีรายงานการเปลี่ยนโครงสรางของ isosteviol (ent-16-ketobeyeran-
19-oic acid) ดวย Aspergillus niger , Penicillium chrysogenum  และ Rhizopus arrhizus 
โดย Oliveira และคณะ ซึ่งในสวนของ A. niger  พบวาสามารถเปลี่ยนโครงสรางของ  isosteviol 
ได  โดยเก็บตัวอยางน้ําเลี้ยงเชื้อไปทดสอบหาสารผลิตภัณฑเมื่อบมเปนเวลา 7 วัน พบวาไดผลิต-
ภัณฑ 2 ชนิด คือ ent-7α-hydroxy-16-ketobeyeran-19-oic acid และ ent-1β,7α-dihydroxy-
16-ketobeyeran-19-oic acid และเมื่อใชเชื้อ  P. chrysogenum พบวาไดผลิตภัณฑหนึ่งชนิดคือ   
ent-17-hydroxy-16-ketobeyeran-19-oic acid สวนเชื้อรา R. arrhizus สามารถเปลี่ยน

โครงสรางของ isosteviol ได เปน ent-7α-hydroxy-16- ketobeyeran-19-oic acid  ผลการ
ทดลองแสดงในภาพที่ 11, 12 และ 13 ตามลําดับ 
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ภาพที ่7 การเปลี่ยน 17-Norkauran-16-one (1) เปนผลิตภัณฑซึ่งมหีมูไฮดรอกซิลที่ตําแหนง
คารบอนอะตอมที ่3β  (1a) โดย A. niger  (Anderson และคณะ, 1974) 

 
ภาพที ่8 การเปลี่ยน ent-17-Norkauran-16-one (2) เปนผลิตภัณฑซึ่งมหีมูไฮดรอกซิลที่ตําแหนง
คารบอนอะตอมที ่3α  (2a) โดย A. niger  (Anderson และคณะ, 1974) 
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ภาพที ่9 การเปลี่ยน 17-Norphyllocladan-16-one (3) เปนผลิตภัณฑซึ่งมีหมูไฮดรอกซิลที่
ตําแหนงคารบอนอะตอมที ่3β (3a) และหมูคีโตนทีตาํแหนงคารบอนที ่3 (3b) โดย A. niger           
(Anderson และคณะ, 1974) 
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ภาพที ่10 การเปลี่ยน ent-18-acetoxykaur-16-en-3,7-dion (1) เปนผลิตภัณฑ 5 ชนิด โดย      
A. niger  (Granadose และคณะ, 1986) 

                                               21



 

 
ภาพที ่11 การเปลี่ยน isosteviol (1) เปน ent-7α-hydroxy-16-ketobeyeran-19-oic acid 
(2)และ ent-β, 7α-dihydroxy-6-ketobeyeran-9-oic acid (3) โดย A. niger  (Oliveira และ
คณะ, 1999) 

 
ภาพที ่12 การเปลี่ยน isosteviol (1) เปน ent -17-hydroxy-16-ketobeyeran-19-oic acid 
(4)โดย A. niger  (Oliveira และคณะ, 1999) 
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ภาพที ่13 การเปลี่ยน isosteviol (1) เปน ent-7α-hydroxy-16- ketobeyeran-19-oic acid 
(5)โดย R. arrhizus  (Oliveira และคณะ, 1999) 
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บทที่ 3 
 

วัสดุอุปกรณและวธิีการทดลอง 
 

3.1 อุปกรณที่ใชในงานวจิัย 
 
1. เครื่องเขยา (Shaker) 
2. หมอนึ่งความดันไอน้ํา (Stream Sterilizer/Autoclave) ของบริษัท Ta Chang Medical   
    Instrument  Factory, Taiching, Taiwan 
3. เครื่องระเหยภายใตสูญญากาศแบบหมุน (Rotary Vacuum Evaporator) รุน N-N series  ของ 
    บริษัท Tokyo Rikakikai Co.,LTD, Japan 
4. แผนโครมาโตกราฟแบบผิวบางเคลือบดวยซิลิกาเจล silica gel 60 F254 ของบริษัท  E.Merck    
    Darmstadt, Germany 
5. เครื่องวัดคาความเปนกรด-ดาง (pH meter) รุน ion analyzer 255 ของบริษัท  Corning,USA. 
6. เครื่องชั่ง 2 ตําแหนง รุน U4600P ของบริษัท Sartorius 
7. เครื่องเอกซเรยโครงสรางผลึก (X-ray Diffractrometer) SIEMEN SMART Diffractrometer  
    ภาควิชาฟสิกส คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร 
8. เครื่องแมสสเปกโตรมิเตอร รุน Trio 2000 ของบริษัท Micro mass 
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 3.2 เคมีภัณฑที่ใชในงานวิจัย 
 

สารเคม ี บริษัท 

ไดโปแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต Carlo Erba Reagent 
 (di-potassium hydrogen phosphate)  
ซิลิกา เจล  Merck 
(Silica gel 60 Art. 1.07734.1000 (70-230 mesh ATMS))  
โซเดียมซัลเฟตแอนไฮดรัส (Sodium sulfate anhydrous) Carlo Erba Reagent 
ไดเมธิลซัลฟอกไซด ( Dimethylsulfoxide ) Merck 
โซเดียมคลอไรด (Sodium chloride) Merck 
ไดคลอโรมีเธน (Dichloromethane) Carlo Erba Reagent 
ผงสกัดยีสต (Yeast extract) Difco 
เอธิลอะซิเตต (Ethylacetate) Carlo Erba Reagent 
เมธานอล  (Methanol) BDH laboratory supplies 
กรดแอซีติก (Acetic acid) Carlo Erba Reagent 
เด็กโตรส (Dextrose) Merck 
ทวนี 80(tween  80) Fluka 
เฮกเซน (Hexanes) J.T.Baker 
ไอโอดีน (Iodine) Fluka 
วุนผง (Agar) Difco 
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3.3 เชื้อจุลินทรียที่ใชในงานวิจัย 
 

เชื้อ Aspergillus niger จากหองปฏิบัติการพฤกษศาสตรเชิงอุตสาหกรรม ภาควิชา
พฤกษ-ศาสตร คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 

3.4 สารต้ังตน (Substrate) 
            ent-kaur-16-en-19-oic-acid สกัดไดจากเปลือกตนเปลาใหญ (Croton oblongifolius 
Roxb.)  จากกุยบุรี จังหวัดประจวบคีรีขันธ โดย สุภาพร ศิริมงคล ภาควิชาเคมี คณะวิทยาศาสตร
จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย โดยมีมวลโมเลกุลเทากับ 302 สูตรโมเลกุลคือ C20H30O2    และโครงสราง

ทางเคมีแสดงในภาพที่ 14 

ภาพที ่14 โครงสรางทางเคมีของ ent-kaur-16-en-19-oic acid 
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3.5 วิธีดําเนนิงานวิจัย 
 
3.5.1 วิธีการเก็บรักษาและเลี้ยงจุลินทรีย 
 
         3.5.1.1 การเก็บรักษาเชื้อจุลินทรีย 
             เข่ียเชื้อราโดยใชเข็มเขี่ยเชื้อลากบนอาหารแข็งเอียง (Slant agar) สําหรับเก็บรักษาเชื้อ 
Potato Dextrose Agar (ภาคผนวก ก) บมเชื้อที่อุณหภูมิหอง (Room temperature) เปนเวลา 5 
วัน เมื่อเชื้อเจริญดีแลวจึงนําไปเก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
 
         3.5.1.2 การเตรียมสปอรแขวนลอย (Spore suspension)                                                                

เตรียมสปอรแขวนลอยใน 1% tween 80 ในน้ํากลั่น โดยเท 1% tween 80 ที่นึ่งฆาเชื้อ
แลวลงในหลอดเก็บเชื้อในขอ 3.5.1.1  ใชเข็มเขี่ยเชื้อ เข่ียใหสปอรของรากระจายตัวใน 1% tween 
80  จากนั้นกรองดวยผาขาวบางที่ผานการฆาเชื้อแลว นับสปอรโดยใช  Haemacytometer 
(ภาคผนวก จ) และปรับจํานวนใหมีความเขมขน  2.5 x 106- 2.5x107 สปอรตอมิลลิลิตร  

 
         3.5.1.3 การงอกเปนสายใย 
            ถายสปอรแขวนลอยที่เตรียมไดในขอ 3.5.1.2 จํานวน 1 มิลลิลิตร ลงในอาหารเหลว
ปริมาตร 50 มิลลิลิตร สําหรับเตรียมหัวเชื้อคือ SMG medium (ภาคผนวก ก) ซึ่งบรรจุอยูในขวด
รูปชมพู (Erlenmeyer flask) ขนาด 250 มิลลิลิตร นําไปเขยาบนเครื่องเขยาที่อุณหภูมิหอง 
ความเร็ว 150 รอบตอนาที เปนเวลา 72 ชั่วโมง 
 
3.5.2 การเปลี่ยนโครงสรางโดยวิธีทางเทคโนโลยีชีวภาพของ ent-kaur-16-en-19-oic-acid   
         นําหัวเชื้อจากขอ 3.5.1.3 ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ถายลงในอาหารเหลวชนิดเดียวกับที่ใชใน
การงอกเปนสายใยปริมาตร 50 มิลลิลิตรที่บรรจุในขวดรูปชมพูขนาด 250 มิลลิลิตร นําไปเขยาที่
อุณหภูมิหองความเร็วรอบ 150 รอบตอนาที เปนเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นเติมสารตั้งตนซึ่งละลาย
ในไดเมธิลซัลฟอกไซด โดยใหแตละขวดมีปริมาณของสารตั้งตนเทากับ 20 มิลลิกรัม นําไปเขยาที่
ภาวะเดิมเปนเวลา 7 วัน 
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3.5.3 การสกดัแยกผลิตภณัฑจากอาหารเลีย้งเชื้อ   
 

นําเชื้อราพรอมทั้งอาหารเลี้ยงเชื้อที่เตรียมไดในขอ 3.5.2 มาสกัดแยกดวยไดคลอโรมีเธน 
โดยที่อัตราสวนไดคลอโรมีเธนตอน้ําเลี้ยงเชื้อเปน 1:1 และทําการสกัดทั้งหมด 3 ครัง้ จากนัน้นาํชัน้
ของไดคลอโรมีเธนมากําจัดน้ําออกดวยการเติมโซเดียมซัลเฟตแอนไฮดรัส นําไดคลอโรมีเธนที่

กําจัดนํ้าออกแลวมาระเหยเอาไดคลอโรมีเธนออกจนแหงโดยใชเครื่องระเหยภายใตสูญญากาศ

แบบหมุน นําสารที่สกัดไดไปทําการวิเคราะหหาสารผลิตภัณฑโดยเทคนิคธินเลเยอรโครมาโตก

ราฟ (Thin Layer Chromatography) 
 
3.5.4 การวิเคราะหสารที่สกัดแยกจากอาหารเลี้ยงเชื้อโดยเทคนิคธินเลเยอรโครมาโตกรา-
ฟ (Thin Layer Chromatography) 
 

หยดสารที่ไดจากการสกัดไดตามวิธีในขอ 3.5.3 บนแผนธินเลเยอรโครมาโตกราฟ (TLC 
aluminum sheet silica gel 60 F254)  รอใหสารที่หยดแหง จากนั้นนําไปวางในโถแกวที่บรรจุดวย
ตัวทําละลาย (ระบบตัวทําละลายที่ใชแสดงในภาคผนวก ข) โดยใหตําแหนงเริ่มตนที่หยดสารอยู
เหนือระดับของตัวทําละลาย ปดฝาใหสนิท รอใหตัวทําละลายเคลื่อนที่จนถึงแนวของตัวทําละลาย  
(Solvent front) จากนั้นนําแผนซิลิกาออกจากโถแกว ตรวจสอบตําแหนงของสารโดยใหแผนซิลิกา
สัมผัสกับไอระเหยของสารไอโอดีน ทําเครื่องหมายรอบตําแหนงของสารที่ปรากฏ และวัดระยะทาง
ในการเคลื่อนที่ของสาร พรอมทั้งหาคาการเคลื่อนที่สัมพัทธ (Ratio of front (Rf)) โดยวิธีใน
ภาคผนวก ข   
 
 
3.5.5 การทาํผลิตภัณฑใหบริสุทธิ์โดยวธิีคอลัมนโครมาโตกราฟ (Column 
Chromatography) 
         3.5.5.1 วิธีการเตรียมคอลัมนของซิลิกา เจล 

     นําซิลิกาเจลน้ําหนักประมาณ 20 เทา ของน้ําหนักสารที่ตองการแยกมาแชในตัวทํา
ละลายที่เหมาะสมกวนใหเขากัน คอยๆบรรจุซิลิกาเจลลงในคอลัมนแกว ขนาด 2 X 50 เซนติเมตร 
รอใหซิลิกาเจลเรียงตัวในคอลัมนจนกระทั่งไมมีการยุบตัวของผิวซิลิกาเจล  จากนั้นลางคอลัมน
โดยการผานตัวทําละลายชนิดเดียวกับที่ใชในการแชซิลิกาเจล ปริมาตรอยางนอยหนึ่งเทาของ

ปริมาตรคอลัมน 
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  3.5.5.2 การทําผลิตภัณฑใหบริสุทธิ์ 
     นําสารที่แยกไดในขอ 3.5.3 มาสกัดดวยเฮกเซน นําสวนของเฮกเซนออก นําสวนที่ไม

ละลายในเฮกเซนมาบรรจุลงในคอลัมนที่เตรียมไดในขอ 3.5.5.1 แลวชะดวยระบบตัวทําละลาย
อยางตอเนื่อง โดยใชตัวระบบตัวทําละลาย คือ เฮกเซน-เอธิลอะซิเตต และ เอธิลอะซิเตต-เมธา
นอล โดยปรับปริมาณตัวทําละลายแตละชนิดเพื่อเพิ่มสภาพขั้ว (Polarity) ของระบบตัวทําละลาย 
เก็บสารที่ผานจากคอลัมนโดยใชหลอดแกว นําสารที่เก็บไดไปตรวจสอบดวยเทคนิคธินเลเยอรโคร
มา-โตกราฟ จากนั้นรวมสารที่มีระยะการเคลื่อนที่ตรงกันเขาไวดวยกันแลวระเหยเอาตัวทําละลาย
ออกดวยเครื่องระเหยภายใตสูญญากาศแบบหมนุ 
 
3.5.6 การตกผลึก 
 

3.5.6.1 นําสารที่แยกไดจากวิธีคอลัมนโครมาโตกราฟมาตกผลึก โดยนํามาละลายใน

เอธิลอะซิเตตโดยใหสารละลายหมดในเอธิลอะซิเตตปริมาณนอยที่สุดขณะรอนจากนั้นเติมเฮกเซน

ทีละหยดจนสารละลายเริ่มขุนแลวตั้งทิ้งไวใหตกผลึก  
 
3.5.6.2 ถาสารที่แยกไดจากวิธีคอลัมนโครมาโตกราฟไมละลายในเอธิลอะซิเตตใหนํามา

ละลายในเมธานอลขณะรอน จากนั้นตั้งทิ้งไวใหตกผลึก 
 

3.5.7 การวิเคราะหโครงสรางดวยเครื่องมือทางเคมี  
 

3.5.7.1 ตรวจโครงสรางของโมเลกุลดวยเครื่องแมสเปกโตรมิเตอร (MS) โดยนําสาร

ตัวอยางมาละลายในตัวทําละลายที่เหมาะสม ฉีดสารตัวอยางเขาสูเครื่อง Mass spectrometer 
รุน Trio 2000 ของบริษัท Micro mass ดวยเครื่อง High performance liquid chromatography 
โดยที่วัฏภาคเคลื่อนที่เปน 0.1% Formic acid ใน 50:50 ของ Methanol: Water (อัตราไหลเทากับ 
0.5 มิลลิลิตร/นาที) เครื่อง Mass spectrometer ใชสวนผลิตไอออนชนิด atmospheric pressure 
chemical ionization (APCI)  
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3.5.7.2 ตรวจโครงสรางของโมเลกุลโดยการวิเคราะหโครงสรางผลึกโมเลกุลสามมิติโดย
เครื่องเอกซเรยโครงสรางผลึกของบริษัท SIEMEN SMART ภาควิชาฟสิกส คณะวิทยาศาสตร 
มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร 



บทที่ 4 
 

ผลการทดลอง 
 

4.1 ลักษณะของเชื้อ Aspergillus niger  
จากการเลี้ยงเชื้อรา Aspergillus niger บนอาหาร Potato Dextrose Agar ลักษณะสปอร

และสวนสืบพันธุแบบไมอาศัยเพศของ A. niger มีลักษณะแสดงในภาพที่ 15 และลักษณะโคโลนี
เมื่อเลี้ยงบน Potato Dextrose Agar เปนเวลา 5 วันแสดงในภาพที่ 16 

 

 
 
ภาพที ่15 ลักษณะของสปอร (A) และสวนสืบพนัธุแบบไมอาศัยเพศ (B) ของ A. niger           
(กําลังขยาย 420 เทา) 
 

 
ภาพที ่16 ลักษณะโคโลนีของ A. niger เมื่อเลี้ยงบน Potato Dextrose Agar เปนเวลา  5 วัน 
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4.2 ระยะเวลาที่เหมาะสมในการสรางผลิตภัณฑ 
         หลังจากเติมสารตั้งตนคือ ent-kaur-16-en-19-oic acid ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อตามวิธีการ
ทดลองในบทที่ 3 ขอ 3.5.2 แลว เก็บตัวอยางมาทดสอบหาสารผลิตภัณฑ โดยทําการเก็บน้ําเลี้ยง
เชื้อทุก 24 ชั่วโมงเปนเวลา 14 วัน โดยแบงน้ําเลี้ยงเชื้อปริมาตร 2 มิลลิลิตร มาสกัดดวยไดคลอโร
มี-เธนในอัตราสวนไดคลอโรมีเธนตอสารตัวอยางในอัตราสวน 1:1 นําสวนของไดคลอโรมีเธนมา
ตรวจสอบดวยเทคนิคธินเลเยอรโครมาโตกราฟตามวิธีการทดลองในบทที่ 3 ขอ 3.5.4 โดย

เปรียบเทียบกับชุดควบคุม 2 ชุด คือ ชุดควบคุมที่ 1 คือเล้ียงเชื้อราในอาหารเลี้ยงเชื้อแตไมใสสาร
ต้ังตน และชุดควบคุมที่ 2 ประกอบดวยอาหารเลี้ยงเชื้อและสารตั้งตนโดยไมใสเชื้อ  พรอมทั้งเทียบ
กับสารตั้งตนมาตรฐานดวย ทําการทดสอบโดยใชระบบตัวทําละลายคือ เฮกเซน: เอธิลอะซิเตต: 
กรดแอซีติก ผลการทดลองพบวา ในวันที่ 2 หลังจากใสสารตั้งตนเริ่มปรากฏตําแหนงของสารเปน
จุดสีน้ําตาลเมื่อทดสอบดวยเทคนิคธินเลเยอรโครมาโตกราฟซึ่งมีระยะการเคลื่อนที่ต่ํากวาระยะ

การเคลื่อนที่ของสารตั้งตน และมีระยะการเคลื่อนที่ที่แตกตางกับชุดควบคุมทั้ง 2 ชุด โดยจุดสี
น้ําตาลที่คาดวาจะเปนผลิตภัณฑจะมีสีเขมข้ึนเรื่อยๆจนกระทั่งมีสีเขมที่สุดในวันที่ 7 หลังจากใส
สารตั้งตน 
 
4.3 การตรวจหาสารผลิตภัณฑดวยเทคนิคธินเลเยอรโครมาโตกราฟ 
         นําสารที่สกัดไดจากสวนของไดคลอโรมีเธนมาทําการทดสอบดวยเทคนิคธินเลเยอรโครมา
โตกราฟตามวิธีการทดลองในบทที่ 3 ขอ 3.5.4 โดยใชระบบตัวทําละลายคือ เฮกเซน: เอธิลอะซิ
เตต : กรดแอซีติก (70:30:2) ผลการทดลองพบวาปรากฏตําแหนงของสารที่คาดวานาจะเปนสาร
ผลิต-ภัณฑที่ไดจากกระบวนการไบโอทรานสฟอรเมชัน ซึ่งมีระยะการเคลื่อนที่ต่ํากวาสารตั้งตน

สองจุดดวยกัน โดยสารตั้งตนมีคา Rf = 0.64 สารที่คาดวาจะเปนผลิตภัณฑตัวแรก (A) มีคา Rf = 
0.16   ตัวที่สอง (B) มีคา Rf  = 0.1 ตามลําดับ  โดยผลการตรวจสอบแสดงในภาพที่ 17 
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ภาพที่ 17 โครมาโตแกรมของผลิตภัณฑที่ไดจากการเปลี่ยนโครงสรางของ ent-kaur-16-en-19-
oic acid โดย Aspergillus niger เมื่อบมเปนเวลา 7 วัน ทดสอบดวยเทคนิคธินเลเยอรโครมาโต- 
กราฟ โดยใชระบบตัวทําละลายคือ เฮกเซน : เอธิลอะซิเตต : กรดแอซีติก ในอัตราสวน 70:30:2 
      1 คือ สารตั้งตน (ent-kaur-16-en-19-oic acid) 
      2 คือ สวนของไดคลอโรมีเธนที่สกัดจากการเลี้ยงเชื้อที่ไมใสสารตั้งตน 
      3 คอื สวนของไดคลอโรมีเธนที่สกัดจากอาหารเลี้ยงเชื้อและสารตั้งตนที่ไมมีเชื้อ 
      4 คือ สวนของไดคลอโรมีเธนที่สกัดจากชุดทดลอง 
            

    จากโครมาโตแกรมในภาพที่ 17 จะสังเกตเห็นวาที่จุดเริ่มตนยังมีจุดสีน้ําตาลปรากฏอยู
ทั้งในชุดทดลองและชุดควบคุมทั้งสองชุด ดังนั้นจึงคาดวานาจะมีสารที่ไมสามารถเคลื่อนที่ไดดีใน
ระบบตัวทําละลายระบบน้ี จึงทําการเปลี่ยนระบบตัวทําละลายใหมเพื่อเพิ่มสภาพข้ัวใหสารที่อยู
บริเวณจุดเริ่มตนสามารถเคลื่อนที่ไดดีข้ึนโดยใชระบบตัวทําละลายใหมคือ เอธิลอะซิเตต:เมธา
นอล ในอัตราสวน 85:15  โดยผลการทดลองแสดงในภาพที่ 18 
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ภาพที่ 18 โครมาโตแกรมของผลิตภัณฑที่ไดจากการเปลี่ยนโครงสรางของ ent-kaur-16-en-19-
oic acid โดย Aspergillus niger เมื่อบมเปนเวลา 7 วัน ทดสอบดวยเทคนิคธินเลเยอรโครมาโต- 
กราฟ โดยใชระบบตัวทําละลายคือ เอธิลอะซิเตต : เมธานอล ในอัตราสวน 85:15 

       1 คือ สารตั้งตน (ent-kaur-16-en-19-oic acid) 
                   2 คือ สวนของไดคลอโรมีเธนที่สกัดจากการเลี้ยงเชื้อที่ไมใสสารตั้งตน 

       3 คือ สวนของไดคลอโรมีเธนที่สกัดจากอาหารเลี้ยงเชื้อและสารตั้งตนที่ไมมีเชื้อ 
                   4 คือ สวนของไดคลอโรมีเธนที่สกัดจากชุดทดลอง 
 

จากโครมาโตแกรมในภาพที่ 18 จะเห็นไดวาในชุดทดลองปรากฎตําแหนงของสารที่คาด
วาจะเปนผลิตภัณฑ 3 จุด คือจุด C (Rf = 0.68) จุด D (Rf = 0.61) และจุด E (Rf = 0.58) 
ตามลําดับ สวนสารตั้งตน (ent-kaur-16-en-19-oic acid) มีคา Rf = 0.70 นอกจากนี้ยังปรากฎจุด
ของสารที่ไมสามารถเคลื่อนที่ไดในระบบตัวทําละลาย เฮกเซน : เอธิลอะซิเตต : กรดแอซีติก ใน
อัตราสวน 70 : 30 : 2 แตสามารถเคลื่อนที่ไดในระบบตัวทําละลาย เอธิลอะซิเตต : เมธานอล ใน
อัตราสวน 85 : 15 คือจุด F  แตเนื่องจากมีระยะการเคลื่อนที่ตรงกับจุดที่ปรากฏในชุดควบคุมท่ี 1 
และ 2 ดังนั้นจึงคาดวาจุด F ไมใชผลิตภัณฑที่เกิดจากกระบวนการนี้  
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จากผลการทดสอบดวยเทคนิคธินเลเยอรโครมาโตกราฟเมื่อเปรียบเทียบระบบตัวทํา

ละลายทั้งสองระบบพบวาระบบตัวทําละลายคือ เอธิลอะซิเตต : เมธานอล ในอัตราสวน 85:15 
สามารถแยกสารไดดีกวาระบบตัวทําละลาย เฮกเซน : เอธิลอะซิเตต : กรดแอซีติก ในอัตราสวน  
70:30:2 โดยระบบตัวทําละลาย เอธิลอะซิเตต : เมธานอล ใหโครมาโตแกรมซึ่งแยกสารออกไดเปน 
3 จดุดวยกัน สวนระบบตัวทําละลายเฮกเซน : เอธิลอะซิเตต : กรดแอซีติก นั้นใหโครมาโตแกรมซึ่ง
แยกสารออกไดเพียง 2 จุด ดังนั้นจึงเลือกระบบตัวทําละลาย เอธิลอะซิเตต : เมธานอล ใน
อัตราสวน 85:15 เปนระบบตัวทําละลายในการตรวจสอบสารผลิตภัณฑดวยเทคนิคธินเลเยอรโคร
มาโต-กราฟในงานวิจัยนี้ 

 
เมื่อไดระบบตัวทําละลายที่เหมาะสมแลวทําการทดสอบระยะเวลาในการสรางผลิตภัณฑ

อีกครั้งหนึ่งโดยใชตัวทําละลายคือ เอธิลอะซิเตต : เมธานอล ในอัตราสวน 85 : 15 ผลการทดลอง
พบวา ในวันที่ 2 หลังจากใสสารตั้งตนตรวจพบสารที่คาดวาจะเปนผลิตภัณฑ 3 จุดดวยกัน โดยจุด
ที่มีคา Rf = 0.68 จะมีสีเขมที่สุดรองลงมาคือ จุดที่มีคา Rf = 0.61 และ 0.58 ตามลําดับ แตเมื่อบม
เปนเวลา 4 วันหลังจากเติมสารตั้งตนพบวาสีของจุดที่มีคา Rf = 0.68 และ0.61จะจางลง สวนสี
ของจุดที่มีคา Rf = 0.58 จะเขมข้ึนและมีสีเขมที่สุดในวันที่ 7 หลังจากใสสารตั้งตน จากนั้นสีของทัง้ 
3 จุดจะคอยๆ จางลงและจางที่สุดในวันที่ 14 หลังจากใสสารตั้งตน 

 
4.4 การสกัดสารผลิตภัณฑ 
       สกัดสารผลิตภัณฑตามวิธีการทดลองในบทที่ 3 ขอ 3.5.3 โดยใชไดคลอโรมีเธนตอน้ําเลี้ยง
เชื้อในอัตราสวน 1:1  จากน้ําเลี้ยงเชื้อปริมาตร 2.5 ลิตร ปริมาณสารตั้งตน 1.0 กรัม สารสกัดที่ได
จากการระเหยเอาไดคลอโรมีเธนออกมีลักษณะเปนของเหลวสีน้ําตาลหนัก 3.28 กรัม 
 
4.5 การทําผลิตภัณฑใหบริสุทธิ์ 
       จากโครมาโตแกรมในภาพที่ 17 และ 18 พบวานอกจากจุดของสารที่คาดวาเปนผลิตภัณฑ
แลว ยังรากฎตําแหนงสารอื่นๆที่มีระยะการเคลื่อนที่ตรงกับชุดทดลองทั้ง 2 ชุดดวย  จึงนําสวนที่ได
จากการสกัดดวยไดคลอโรมีเธนที่ไดในขอ 4.4 มาสกัดดวยเฮกเซนเพื่อเอาสารประกอบที่มีข้ัวต่ําๆ 
ซึ่งมีระยะการเคลื่อนที่สูงกวาสารที่คาดวาเปนผลิตภัณฑออก เพื่อใหงายตอการนําไปทําใหบริสุทธิ์
ดวยเทคนิคคอลัมนโครมาโตกราฟ นําสวนที่เหลือจากการสกัดดวยเฮกเซนมาทดสอบดวยเทคนิค
ธินเลเยอรโครมาโตกราฟอีกครั้ง  โดยทดสอบกับตัวทําละลายทั้งสองระบบ ผลการทดสอบแสดง
ในภาพท่ี 18 
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ภาพที ่19 โครมาโตแกรมของผลิตภัณฑที่ไดจากการเปลี่ยนโครงสรางของ ent-kaur-16-en-19-
oic acid โดย Aspergillus niger เมื่อบมเปนเวลา 7 วัน หลงัสกัดสารจากสวนของไดคลอโรมีเธน
ดวยเฮกเซน  ทดสอบดวยเทคนิคธนิเลเยอรโครมาโตกราฟ โดยภาพ 19A ใชระบบตัวทําละลายคือ 
เฮกเซน : เอธิลอะซิเตต : กรดแอซีติก ในอตัราสวน 70:30:2 และ ภาพ 19B ใชระบบตัวทําละลาย

คือ เอธิลอะซิเตต : เมธานอล ในอัตราสวน 85:15 
            1 คือ สารตั้งตน (ent-kaur-16-en-19-oic acid)   
               2 คือ สารจากสวนของไดคลอโรมีเธนหลังจากสกัดดวยเฮกเซน 
 

        จากภาพที่ 19A และ 19B พบวาไมปรากฎจุดของสารอื่นๆที่มีระยะการเคลื่อนที่สูงกวาสารที่
คาดวาเปนผลิตภัณฑ จากนั้นนําสารที่ไดมาทําใหบริสุทธิ์ดวยวิธีคอลัมนโครมาโตกราฟโดยใช

ระบบตัวทําละลาย คือ เฮกเซน - เอธิลอะซิเตต และ เอธิลอะซิเตต - เมธานอล โดยปรับปริมาณ
ของตัวทําละลายแตละชนิดโดยใหสภาพขั้วเพิ่มข้ึนเรื่อยๆ ทดสอบลําดับสวนที่เก็บไดดวยเทคนิค 
ธินเลเยอรโครมาโตกราฟโดยใชระบบตัวทําละลาย เอธิลอะซิเตต : เมธานอล ในอัตราสวน 85:15 
เก็บสารที่มีระยะการเคลื่อนที่ตรงกันเมื่อทดสอบดวยเทคนิคธินเลเยอรโครมาโตกราฟเขาไวดวยกัน

ทําการเก็บลําดับสวนจนกระทั่งไมมีจุดของสารปรากฏอีกเมื่อทดสอบดวยเทคนิคธินเลเยอรโครมา-
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โตกราฟ  จากวิธีนี้ไดสารที่คาดวาเปนสารผลิตภัณฑแยกอยูในลําดับสวน 3 สวนดวยกัน นําลําดับ
สวนที่มีสารผลิตภัณฑไประเหยเอาตัวทําละลายออกโดยใชเครื่องระเหยภายใตสูญญากาศแบบ

หมุน ชั่งน้ําหนักลําดับสวนที่ได โดยผลการทดลองแสดงในตารางที่ 4 
 
ตารางที่ 4  ผลการแยกสารจากสวนสกัดไดคลอโรมีเธนดวยวิธีคอลัมนโครมาโตกราฟ 
 

ตัวชะ สารที่แยกได 
น้ําหนกั

ลําดับสวน

(มิลลิกรัม) 

รอยละโดยน้าํหนกั

ของผลิตภัณฑเทยีบ

กับสารตั้งตน  
ลักษณะสาร 

25 % เฮกเซนใน 
เอธิลอะซิเตต 

Compound 
1 211 7.0 ของแข็งสีขาวขุน 

100% เอธิลอะซิ-
เตต 

Compound 
2 45 1.5 ของแข็งสีขาวขุน 

5% เมธานอลใน 
เอธิลอะซิเตต 

Compound 
3 538 17.9 ของแข็งสีขาวขุน 

หมายเหตุ ผลการทดลองในตารางที่ 4 ไดจากการใชปริมาณสารตั้งตนหนัก 3.0 กรัม 
      

  นําสารที่ไดในแตละลําดับสวนมาทดสอบดวยเทคนิคธินเลเยอรโครมาโตกราฟโดยใช
ระบบตัวทําละลายคือ  เอธิลอะซิเตต : เมธานอล ในอัตราสวน 85 :15 ไดผลดังแสดงในภาพที่ 20 

จากภาพที่ 20 พบวาในแตละลําดับสวนปรากฏจุดของสารเพียงจุดเดียว โดย Compound 
1 มีระยะการเคลื่อนที่สูงที่สุด (Rf = 0.68) รองลงมาคือ Compound 2 (Rf = 0.61) และ 
Compound 3 (Rf = 0.58) ตามลําดับ เมื่อเทียบโครมาโตแกรมในภาพที่ 20 กับภาพที่ 18 ซึ่งเปน
สวนสกัดกอนผานคอลัมนพบวามีตําแหนงของสารที่คาดวาเปนผลิตภัณฑทั้ง 3 ชนิดสอดคลองกัน 
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ภาพที ่20 โครมาโตแกรมของลําดับสวนที่ไดจากการแยกโดยวิธีคอลมันโครมาโตกราฟ ทดสอบ
ดวยเทคนิคธนิเลเยอรโครมาโตกราฟ โดยใชระบบตัวทาํละลาย เอธิลอะซิเตต : เมธานอล ใน

อัตราสวน 85 :15 
A คือ สารตั้งตน (ent-kaur-16-en-19-oic acid) 
ลําดับสวน Compound 1  (C1) มีคา Rf = 0.68 
ลําดับสวน Compound 2  (C2) มีคา Rf = 0.61 
ลําดับสวน Compound 3  (C3) มีคา Rf = 0.58 

 
4.6 การตกผลึก 
       นําลําดับสวนที่ไดทั้งสามสวนมาตกผลึก โดย Compound 1 และ Compound 2 ตกผลึกตาม
วิธีการทดลองในบทที่ 3 ขอ 3.5.6.1 พบวา Compound 1 และ Compound 2 ไมสามารถตกผลึก
ได สวน Compound 3 สามารถตกผลึกไดตามวิธีการทดลองในบทที่ 3 ขอ 3.5.6.2 โดยผลึกที่ได
เปนผลึกใสรูปแทง มีจุดหลอมเหลว 247- 248 องศาเซลเซียส 
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4.7 การพิสูจนเอกลักษณของผลิตภัณฑโดยวิธีทางเคมี 
       4.7.1 การวิเคราะหโครงสรางทางเคมีของ Compound 3 

4.7.1.1 การวิเคราะหโครงสรางผลึกโมเลกุลสามมิติของ Compound 3 
นําผลึกของ Compound 3 ที่ไดไปวิเคราะหโครงสรางผลึกโมเลกุลสามมิติโดยเทคนิค 

Single-Crystal X-ray Diffraction ผลการวิเคราะหโครงสรางผลึกแสดงในภาคผนวก ค และ ภาพ 
ORTEP ซึ่งแสดงตําแหนงของคารบอน ไฮโดรเจน และออกซิเจน ของ Compound 3 ในรูปแบบ 3 
มิต ิแสดงในภาพที่ 21 

 ภาพที่ 21 ภาพแสดงโครงสรางแบบ  ORTEP ของ Compound 3 
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4.7.1.2 ผลการวิเคราะหดวยเทคนิคแมสสเปกโตรเมทรี 
การวิเคราะหดวยเทคนิคแมสสเปกโตรเมทรีไดผลดังแสดงในภาคผนวก ง  พบวามีคามวล

ตอประจุสูงสุดที่ 349  จากเทคนิคแมสสเปกโตรเมททรีแสดงวาสารดังกลาวมีมวลโมเลกุลเทากับ 
348 โดยที่คามวลตอประจุ 349 ที่ปรากฏอยูในสเปกตรัมแสดงถึงภาวะของสารที่มีการรวมตัวกับ
โปรตอน 1 ตัว ([ M+H] +โดยที่ M แทนมวลโมเลกุลของ Compound 3) 

จากผลการวิเคราะหโครงสรางผลึกโมเลกุลสามมิติประกอบกับผลการวิเคราะหดวย

เทคนิคแมสสเปกโตรเมทรีของ Compound 3 สอดคลองกับสารที่มีสูตรโมเลกุลเปน C20H28O5

โครงสรางทางเคมี แสดงในภาพที่ 22 

 
  

ภาพที ่22 โครงสรางทางเคมีของ Compound 3 
 
4.7.2 การวิเคราะหโครงสรางทางเคมีของ Compound 1 
นํา Compound 1 ที่ไดไปวิเคราะหดวยเทคนิคแมสสเปกโตรเมทรี ผลการวิเคราะหแสดง

ในภาคผนวก ง จากแมสเปกตรัมที่ไดพบวา Compound 1 มีคามวลตอประจุสูงสุดเทากับ 317 
จากเทคนิคแมสสเปกโตรเมททรีแสดงวาสารดังกลาวมีมวลโมเลกุลเทากับ 316 โดยที่คามวลตอ
ประจุ 317 ที่ปรากฎอยูในสเปกตรัมแสดงถึงภาวะของสารที่มีการรวมตัวกับโปรตอน 1 ตัว           
([ M+H]+ โดยที่ M แทนมวลโมเลกุลของ Compound 1) ซึ่งเมื่อเทียบผลการทดลองกับสารตั้งตน
และผลการวิเคราะหที่ไดจาก Compound 3 คาดวา Compound 1 ควรจะมีสูตรโมเลกุลเปน 
C20H28O3 โดยนาจะมีสูตรโครงสรางดังในภาพที่ 23 นอกจากนี้ยังปรากฏคามวลตอประจุที่  299, 
349 และ 381 อันแสดงถึง [M-H2O+H]+, [M+MeOH+H]+,[M+2MeOH+H]+ ตามลําดับ (โดย 
M แทนมวลโมเลกุลของ Compound 1)             



 41

 
ภาพที ่23 โครงสรางที่คาดวาจะเปนของ Compound 1 

 
4.7.3 การวิเคราะหโครงสรางทางเคมีของ Compound 2 
นํา Compound 2 ที่ไดไปวิเคราะหดวยเทคนิคแมสสเปกโตรเมทรี ผลการวิเคราะหแสดง

ในภาคผนวก ง จากแมสเปกตรัมที่ไดพบวา Compound 2 มีคามวลตอประจุสูงสุดเทากับ 333 
จากเทคนิคแมสสเปกโตรเมททรีแสดงวาสารดังกลาวมีมวลโมเลกุลเทากับ 332 โดยที่คามวลตอ
ประจุ 333 ที่ปรากฏอยูในสเปกตรัมแสดงถึงภาวะของสารที่มีการรวมตัวกับโปรตอน 1 ตัว           
([ M+H] + โดยที่ M แทนมวลโมเลกุลของ Compound 2) ซึ่งเมื่อเทียบผลการทดลองกับสารตั้ง
ตนและผลการวิเคราะหที่ไดจาก Compound 3 คาดวา Compound 1 ควรจะมีสูตรโมเลกุลเปน 
C20H28O4 โดยนาจะมีสูตรโครงสรางดังในภาพที่ 24 นอกจากนี้ยังปรากฏคามวลตอประจุที่ 315, 
365 และ 397 อันแสดงถึง [M-H2O+H] +, [M+MeOH+H]+, [M+2MeOH+H]+ ตามลําดับ 
(โดย M แทนมวลโมเลกุลของ Compound 2)            

 
ภาพที ่24 โครงสรางที่คาดวาจะเปนของ Compound 2 
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เมื่อพิจารณาแมสสเปกตรัมของ Compound 1 และ Compound 2 พบวาแมสสเปกตรัม
ของ Compound 1มีคามวลตอประจุที่ 333 ปรากฏอยูดวย เมื่อเปรียบเทียบกับแมสสเปกตรัมของ 
Compound 2 ซึ่งมีคามวลตอประจุ 333 คาดวาสารที่มีคามวลตอประจุ 333 ที่ปรากฏในแมส-
สเปกตรัมของ Compound 1 นาจะเปนสารชนิดเดียวกันกับ Compound 2 ดังนั้นอาจเปนไดวาใน
สวนของ Compound 1 มี Compound 2 ปนอยูดวยเล็กนอย 
 



บทที ่5 
 

สรุปและวิจารณผลการทดลอง 
 
การหาระยะเวลาที่เหมาะสมในการสรางผลิตภัณฑ    

จากการทดลองเพื่อหาระยะเวลาที่เหมาะสมในการสรางผลิตภัณฑพบวาสามารถพบ         
ผลิตภัณฑไดในวันที่ 2 หลังจากใสสารตั้งตนคือ ent-kaur-16-en-19 oic acid ลงในอาหารเลี้ยง
เชื้อ ตามวิธีการทดลองในบทที่ 3 ขอ 3.5.2 โดยในวันที่ 2 หลังจากเติมสารตั้งตน เมื่อทดสอบ
ตัวอยางดวยเทคนิคธินเลเยอรโครมาโตกราฟโดยใชระบบตัวทําละลายคือ เอธิลอะซิเตต : เมธา
นอล  อัตราสวน  85 : 15  พบวาปรากฏจุดของสารในโครมาโตแกรมบนแผนธินเลเยอรโครมาโตก
ราฟ 3 จุดดวยกันคือ จุดที่มีคา Rf = 0.68 , 0.61 และ Rf = 0.58 โดยจุดที่มีคา Rf = 0.68  และ 
0.61 จะมีสีเขมกวาจุดที่มีคา Rf = 0.58 และเมื่อวันที่ 4 หลังจากเติมสารตั้งตนพบวาจุดที่มีคา Rf = 
0.59 จะเริ่มมีสีเขมข้ึนเรื่อยๆ และเขมกวาจุดที่มีคา Rf = 0.68 และ 0.61 และเขมที่สุดเมื่อบมเปน
เวลา 7 วัน จากนั้นสีจะคอยๆจางลง สวนสารที่มีคา Rf = 0.68 และ 0.61 นั้นสีจะจางลงหลังจาก
วันที่ 4 โดยสารที่คาดวาเปนผลิตภัณฑหลักนาจะเปนสารที่มีคา Rf = 0.58 และเปนสารที่มีปริมาณ
มากที่สุดเนื่องจากจุดที่ปรากฏบนแผนโครมาโตแกรมมีสีเขมกวาจุดอื่นๆ ดังนั้นระยะเวลาที่

เหมาะสมในการสรางผลิตภัณฑคือการบมเปนเวลา 7 วันหลังจากเติมสารตั้งตน  
 
 
การตรวจหาผลิตภัณฑดวยเทคนิคธินเลเยอรโครมาโตกราฟ    

เมื่อนําสารสกัดในสวนของไดคลอโรมีเธนมาทดสอบดวยเทคนิคธินเลเยอรโครมาโตกราฟ 
โดยใชตัวทําละลาย 2 ระบบ คือ เฮกเซน : เอธิลอะซิเตต : กรดแอซีติก อัตราสวน 70  : 30 : 2  และ 
เอธิลอะซิเตต : เมธานอล  อัตราสวน  85 : 15   พบวาในระบบตัวทําละลายคือ เอธิลอะซิเตต : 
เมธานอล  อัตราสวน  85 : 15 สามารถแยกสารไดดีกวาระบบตัวทําละลายแบบแรก เห็นไดจาก
โครมาโตแกรมที่ปรากฏจุดของสารผลิตภัณฑ 3 จุด ในขณะที่ระบบตัวทําละลายระบบแรกสามารถ
แยกสารผลิตภัณฑไดเพียง 2 จุด ดังนั้นระบบตัวทําละลายที่ควรใชในการตรวจสอบสารผลิตภัณฑ
คือ เอธิลอะซิเตต : เมธานอล  อัตราสวน  85 : 15  
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การทาํผลิตภณัฑใหบรสิุทธิ์ดวยวิธีคอลมันโครมาโตกราฟ  
ในการทําผลิตภัณฑใหบริสุทธิ์โดยวิธีคอลัมนโครมาโตกราฟ ไดสารผลิตภัณฑแยกอยูใน

ลําดับสวน 3 สวนดวยกันคือ Compound 1, Compound 2 และCompound 3 เมื่อระเหยเอาตัว
ทําละลายออก พบวาทั้ง 3 ชนิดมีลักษณะเปนของแข็งสีขาว ซึ่งเมื่อทดสอบโดยเทคนิคธินเลเยอร
โครมาโตกราฟ โดยใชตัวทําละลายคือ เอธิลอะซิเตต : เมธานอล อัตราสวน  85 : 15  พบวา 
Compound 1 มีคา Rf = 0.68, Compound 2 มีคา Rf = 0.61 และ Compound 3 มีคา Rf = 0.58 
ตามลําดับ จากคา Rf สามารถเรียงลําดับสภาพขั้วของสารทั้ง 3 ชนิดไดโดย Compound 3 มีสภาพ
ขั้วสูงที่สุด รองลงมาคือ Compound 2 และ Compound 1 ตามลําดับ และจากปริมาณของสารที่
ไดทั้ง 3 ชนิดคิดเปนรอยละของผลิตภัณฑตอปริมาณสารตั้งตนได โดย Compound 3 คิดเปนรอย
ละของผลิตภัณฑตอปริมาณสารตั้งตนเทากับ 17.9 ซ่ึงเปนสารที่มีปริมาณมากที่สุด รองลงมาคือ 
Compound 1 คิดเปนรอยละ 7.0 และCompound 2 คิดเปนรอยละ 1.5 ของปริมาณสารตั้งตน 
ตามลําดับ 
 
ผลการพิสูจนเอกลักษณของสารผลิตภัณฑทั้ง 3 ชนิดโดยเทคนิคทางเคมี  
        การพิสูจนเอกลักษณของ Compound 3 โดยการวิเคราะหโครงสรางผลึกโมเลกุลสามมิติโดย
เทคนิค Single-Crystal X-ray Diffraction และเทคนิคแมสสเปกโตรเมทรี พบวาสอดคลองกับสารที่
มีสูตรโมเลกุลเปน C20H28O5 มีมวลโมเลกุลเทากับ 348 และมีโครงสรางทางเคมีดังในภาพที่ 22 
จากโครงสรางทางเคมีของ Compound 3 ที่วิเคราะหไดเทียบกับโครงสรางทางเคมีของสารตั้งตน
พบวามีการเติมหมูไฮดรอกซิลในโครงสรางของสารตั้งตน 2 หมูดวยกันคือที่ตําแหนงคารบอนที่ 7 
และ 11 และมีออกซิเจนเพิ่มข้ึน 1 โมเลกุลที่ตําแหนงคารบอนที่ 1 จากภาพ ORTEP ซึ่งแสดง
โครงสรางของ Compound 3 พรอมทั้งแสดงตําแหนงของคารบอนอะตอม ไฮโดรเจนอะตอม 
ออกซิเจนอะตอม และระนาบของโครงสรางทางเคมีของ Compound 3 จะเห็นไดวาในการเติม
หมูไฮดรอกซิลที่ตําแหนงของคารบอนอะตอมที่ 7 นั้นเปนตําแหนงที่ตรงกันขามกับตําแหนง

คารบอนที่ 20 ซึ่งการเกิดปฏิกิริยาที่ตําแหนงนี้เนื่องมาจากเปนตําแหนงที่ไมมีหมูฟงคชันนัล 
(functional group) อ่ืนๆ มากีดขวางทําใหงายตอการเขาทําปฏิกิริยา  เชนเดียวกันกับการเติม
หมูไฮดรอกซิลที่ตําแหนงของคารบอนที่ 11 ซึ่งเปนตําแหนงที่ตรงกันขามกับตําแหนงของคารบอนที่ 
15   

ในการที่มีหมูไฮดรอกซิลที่ตําแหนงคารบอนที่ 11 ในโครงสรางของ Compound 3 นั้น
นาจะเกิดจากการเติมหมูไฮดรอกซิลที่ตําแหนงคารบอนที่ 11 ในโครงสรางของ Compound 2 โดย
มีรายงานการเติมหมูไฮดรอกซิลที่ตําแหนงคารบอนที่ 11 ในโครงสรางของ kaurane diterpenoid 
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บางชนิด โดยในป ค.ศ. 1994 Fraga และคณะ ไดดัดแปลงโครงสรางของ ent-16β,17-epoxy-
7α-hydroxykaurane โดยเชื้อรา Gibberella fujikuroi ไดผลิตภัณฑซึ่งมีการเติมหมูไฮดรอกซิลที่
ตําแหนงคารบอนที่ 11 คือ ent-7α,11α,17-tetrahydroxykaurane และในป ค.ศ. 1996  Fraga 
และคณะไดรายงานการเติมหมูไฮดรอกซิลในตําแหนงคารบอนที่ 7 และ 11 ในโครงสรางของ       
3α - hydroxy -15 - oxo – ent - (16S) -kaurane โดย  Gibberella fujikuroi  ไดผลิตภัณฑหลัก
คือ 3α,7α,11β-trihydroxy-15-oxo–ent-(16S)-kaurane ซึ่งมีการเติมหมูไฮดรอกซิลที่ตําแหนง
คารบอนที่ 7 และ 11 อีกทั้งยังมีผลิตภัณฑตัวอ่ืนๆที่ไดจากกระบวนการเดียวกันอีก 5 ชนิด ซึ่งหนึ่ง
ในจํานวนนั้นคือ 3α,7α -dihydroxy–15-oxo–ent -(16S)-kaurane ซึ่งเปนการเติมหมูไฮดรอกซิล
ที่ตําแหนงคารบอนที่ 7 ในโครงสรางของสารตั้งตนรวมอยูดวย 

ในการพิสูจนเอกลักษณของ Compound 1 เนื่องจากไมสามารถตกผลึกไดจึงไมสามารถ
ใชการวิเคราะหโครงสรางผลึกโมเลกุลสามมิติในการวิเคราะหโครงสรางของ Compound 1 ได 
ดังนั้นจึงตองอาศัยเทคนิคแมสสเปกโตรเมทรีในการทํานายโครงสรางของ Compound 1 ซึ่งผลจาก
แมสสเปกตรัมและขอมูลเปรียบเทียบกับสารตั้งตนและผลการวิเคราะหที่ไดจาก Compound 3 
คาดวา Compound 1 ควรจะมีสูตรโมเลกุลเปน C20H28O3 มีมวลโมเลกุลเทากับ 316 และนาจะมี
โครงสรางดังในภาพที่ 23 จากโครงสรางทางเคมีที่คาดวาจะเปนของ Compound 1 เทียบกับสาร
ตั้งตนพบวามีโครงสรางที่ตางจากสารตั้งตนคือมีออกซิเจนเพิ่มข้ึนอีก 1 โมเลกุลที่ตําแหนงคารบอน
ที่ 1 ซึ่งในการเติมออกซิเจนที่ตําแหนงนี้อาจเปนไดวาเกิดจากการเติมหมูไฮดรอกซิลแลวจึง

เปลี่ยนเปนออกซิเจน แตจากผลที่ปรากฏในโครมาโตแกรมเมื่อทดสอบดวยเทคนิคธินเลเยอรโครมา
โตกราฟพบวา Compound 1 เปนจุดที่มีสีเขมกวา Compound 2 และ Compound 3 ในชวงแรก
ของการบม ซึ่งคาดวา Compound 1 นาจะเปนผลิตภัณฑตัวแรกในกระบวนการนี้ เมื่อวิเคราะห 
Compound 1 ดวยเทคนิคแมสสเปกโตรเมทรี พบวามีการเติมหมูคีโตนที่ตําแหนงคารบอนที่ 1 
แทนที่จะเปนหมูไฮดรอกซิล จากงานวิจัยของ Oliveira และคณะ ในป ค.ศ. 1999 ในการเปลี่ยน
โครงสรางของ isosteviol  ซึ่งเปนไดเทอรพีนอยดที่มีโครงสรางแบบ kaurene diterpene ชนิดหนึ่ง
โดย A. niger  พบวาไดผลิตภัณฑที่มีการเติมหมูไฮดรอกซิลที่ตําแหนงที่ 1 ซึ่งสามารถตรวจพบได
เม่ือบมเปนเวลานานกวา 7 วัน นั่นแสดงวาผลิตภัณฑที่มีการเติมหมูไฮดรอกซิลที่ตําแหนงคารบอน
อะตอมที่ 1 นี้คอนขางจะคงตัว ซึ่งถามีการเติมหมูไฮดรอกซิลที่ตําแหนงนี้ของ ent-kaur-16-en-19-
oic acid ก็นาจะสามารถตรวจพบผลิตภัณฑที่มีหมูไฮดรอกซิลที่คารบอนตําแหนงที่ 1 ได แตในการ
เปลี่ยนโครงสรางของ ent-kaur-16-en-19-oic acid โดย A. niger ในงานวจิัยนี้ไมพบ ent-kaur-
16-en-19-oic acid ที่มีการเติมหมูไฮดรอกซิลที่ตําแหนงคารบอนที่ 1 ซึ่งอาจเปนไดวา  A. niger 
สายพันธุนี้สามารถเติมออกซิเจนที่ตําแหนงคารบอนอะตอมที่ 1 ของ ent-kaur-16-en-19-oic acid 
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ไดโดยตรง หรือถามีการเติมหมูไฮดรอกซิลในโครงสรางของสารตั้งตนที่ตําแหนงคารบอนอะตอมที่ 
1 กอนการเปลี่ยนเปนหมูคีโตนจริง การที่ตรวจไมพบสารชนิดนี้อาจเกิดจากการเติมหมูไฮดรอกซิล
แลวจึงเปลี่ยนไปเปนหมูคีโตนภายในเวลาอันรวดเร็วจนทําใหไมสามารถตรวจพบไดเมื่อทําการ

ตรวจสอบสารผลิตภัณฑตามเวลาในการทดลอง  
การพิสูจนเอกลักษณของ Compound 2 พบวา เนื่องจากไมสามารถตกผลึกได

เชนเดียวกับ Compound 1 ดังนั้นจึงใชเทคนิคในการวิเคราะหเชนเดียวกับการวิเคราะห 
Compound 1 ในการทํานายโครงสรางของ Compound 2 ซึ่งผลจากแมสสเปกตรัมและขอมูล
เปรียบเทียบกับสารตั้งตน และผลการวิเคราะหที่ไดจาก Compound 3 คาดวา Compound 2 ควร
จะมีสูตรโมเลกุลเปน C20H28O4  มีมวลโมเลกุลเทากับ 332 และนาจะมีสูตรโครงสรางดังในภาพที่ 
24 จากโครงสรางทางเคมีที่คาดวาจะเปนของ Compound 2 เทียบกับสารตั้งตน พบวามีโครงสราง
ที่ตางจากสารตั้งตน คือมีหมูไฮดรอกซิลที่ตําแหนงคารบอนที่ 7 และมีหมูคีโตนที่ตําแหนงคารบอน
ที่ 1  ซึ่งในการเติมหมูไฮดรอกซิลที่ตําแหนงคารบอนอะตอมที่ 7 นั้นพบวาเปนตําแหนงที่พบไดบอย
ในการเติมหมูไฮดรอกซิลในโครงสรางของสารที่มีโครงสรางแบบ   kaurane diterpenoid    โดย
อาศัยจุลินทรีย เชน จากรายงานของ Beilby และคณะ ในป ค.ศ. 1973  Ghisalberti และคณะ ป 
ค.ศ. 1977 และ ในงานวิจัยของ Silva และ คณะ ในป ค.ศ. 1999 ไดทําการเปลี่ยนโครงสรางของ
ent-kaur-16-en-19-oic acid โดยอาศัยเชื้อราพบวาผลิตภัณฑที่ไดนั้นมีการเติมหมูไฮดรอกซิลที่
คารบอนอะตอมตําแหนงที่ 7 ในโครงสรางของ ent-kaur-16-en-19-oic acid รวมอยูดวยแตไมพบ
การเติมออกซิเจนที่ตําแหนงคารบอนตําแหนงที่ 1  นอกจาก ent-kaur-16-en-19-oic acid แลวยัง
มีรายงานการเติมหมูไฮดรอกซิลที่คารบอนตําแหนงที่ 7 โดยใชสาร kaurane diterpeniod อ่ืนๆเปน
สารต้ังตนอีกดวย (Boaventura และคณะ, 1995 ; Oliveira และคณะ, 1999 ; Vieira และคณะ, 
2000) นอกจากนี้ยังมีรายงานการใชเชื้อรา A. niger ในการเปลี่ยนโครงสรางของ isosteviol ได
ผลิตภัณฑซึ่งมีการเติมหมูไฮดรอกซิลในตําแหนงคารบอนที่ 7 เชนกัน ซึ่งในการเติมหมูไฮดรอกซิล
ในโครงสรางของ kaurane diterpenoid บริเวณคารบอนตําแหนงที่ 7 นั้นอาจเปนตําแหนงที่งายตอ
การทําปฏิกริิยาทั้งนี้ขึ้นกับความจําเพาะของเอนไซมดวย  

เมื่อพิจารณาจากโครงสรางของ Compound 1, Compound 2 และ Compound 3 ทั้ง 3 
ชนิดพบวาไมเกิดการเปลี่ยนแปลงในตําแหนงคารบอนที่ 16 และ 17 โดยในงานวิจัยอื่นที่มี

ผูรายงานไวแลวพบวาเมื่อใช kaurane diterpenoid บางชนิดเปนสารตั้งตนในการเปลี่ยน

โครงสรางโดยอาศัยจุลินทรีย นอกจากการเติมหมูไฮดรอกซิลหรือออกซิเจนในวง A B และC แลว
ยังมีการทําปฏิกิริยาในสวนของคารบอนอะตอมที่ 16 และ 17 ดวย (Ghisalberti และคณะ, 1977; 
Granados และคณะ, 1986; Boaventura และคณะ, 1995 และ Takahashi และคณะ, 1999) แต
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ในงานวิจัยนี้พบวา A. niger จะไมเขาทําปฏิกิริยาในตําแหนงคารบอนที่ 16 และ17 ของ ent-kaur-
16-en-19-oic acid  ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากความจําเพาะของเอนไซม 

 
จากการพิ สูจน เอกลักษณของสารผลิตภัณฑที่ ไดทั้ งสามชนิดสามารถสรุปไดวา 

Aspergillus niger สามารถเปลี่ยนโครงสรางของ ent-kaur-16-en-19-oic acid ไดสารผลิตภัณฑ 
3 ชนิดดวยกัน คือ Compound 1, Compound 2 และ Compound 3 โดยแสดงในภาพที่ 25 
จากภาพที่ 25 เมื่อพิจารณาโครงสรางของผลิตภัณฑทั้งสามชนิดที่ไดจากผลการวิเคราะหทางเคมี
และผลจากการทดสอบดวยเทคนิคธินเลเยอรโครมาโตกราฟ  อาจคาดไดวาผลิตภัณฑชนิดแรกที่
เกิดขึ้นในกระบวนการไบโอทรานสฟอรเมชันในงานวิจัยนี้นาจะเริ่มจากเชื้อ A. niger  เกิดปฏิกิริยา
ออกซิเดชันโดยเติมหมูคีโตนที่ตาํแหนงคารบอนอะตอมที่ 1 ในโครงสรางของ ent-kaur-16-en-19-
oic acid ไดผลิตภัณฑชนิดแรกคือ Compound 1 จากนั้นจะเติมหมูไฮดรอกซิลที่ตําแหนงคารบอน
อะตอมที่ 7 ในโครงสรางของ Compound 1 ไดเปน Compound 2 และสุดทายคือการเติมหมูไฮดร
อกซิลที่ตําแหนงคารบอนที่ 11 ในโครงสรางของ Compound 2 ไดผลิตภัณฑคือ Compound 3 ซึ่ง 
Compound 3 นาจะเปนผลิตภัณฑหลักในกระบวนการนี้ เนื่องจากเปนสารที่มีปริมาณมากและมี
ความคงตัวกวาผลิตภัณฑตัวอื่น  
 
 ขอเสนอแนะในงานวิจัย 
 

1. จากงานวิจัยครั้งนี้พบวายังไมสามารถแยกผลิตภัณฑบางตัวใหบริสุทธิ์ไดคือในสวนของ 
Compound 1 ซึ่งมี Compound 2 ปนอยูเล็กนอย ดังนั้นในงานขั้นตอไปจึงควรทําการแยกผลิต-
ภัณฑที่ไดใหบริสุทธิ์ นอกจากนี้ควรมีการวิเคราะหเพื่อเก็บขอมูลทางสเปกโตรสโกปของผลิตภัณฑ
ทั้ง 3 ชนิดเพิ่มเติม เชน ขอมูลในการวิเคราะหดวยเทคนิค NMR และ IR เปนตน เพื่อความสมบูรณ
ในการวิเคราะหโครงสรางของผลิตภัณฑตอไป 

 
2. จากผลการวิเคราะหโครงสรางของผลิตภัณฑทั้ง 3 ชนิดพบวา A. niger  สามารถ

เกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันและไฮดรอกซิเลชนั ในตําแหนงของวง A และ B ในโครงสรางของ ent-
kaur-16-en-19-oic acid  โดยเติมหมูคีโตนที่คารบอนอะตอมตําแหนงที่ 1 และเติมหมูไฮดรอกซิล
ที่คารบอนอะตอมตําแหนงที่ 7 และ 11 ซึ่งควรมีการศึกษาถึงความจําเพาะตอตําแหนงที่ทํา
ปฏิกิริยาของเชื้อราชนิดนี้โดยทดลองเปลี่ยนสารตั้งตนที่ใชเปนสารซึ่งเปนอนุพันธของ kauranoic 
acid ที่มีหมูฟงคชันอื่นๆ เชน kaurane diterpenoid ที่มีหมู methyl ester, alcohol หรือ epoxide 
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ในโครงสรางหรือเปลี่ยนสารตั้งตนเปนสารไดเทอรพีนอยดชนิดอื่น เชน labdane diterpenoid, 
clerodane diterpenoid หรือ hardwickiic acid เปนตน เพื่อศึกษาวาเมื่อทําการเปลี่ยนสารตั้งตน
เชื้อจะสามารถเขาทําปฏิกิริยาไดในตําแหนงเดิมหรือไม ซึ่งในกรณีที่พบวา A. niger สายพันธุนี้มี
ความจําเพาะตอตําแหนงในการทําปฏิกิริยาในการเติมออกซิเจนที่ตําแหนงคารบอนอะตอมที่ 1 
และหมูไฮดรอกซิลในตําแหนงคารบอนอะตอมที่ 7 และ 11 ก็จะสามารถนํามาประยุกตใชในการ
สังเคราะหอนุพันธของ kaurane diterpenoid หรือ diterpenoid ชนิดอื่นๆ ที่ตองการเติมหมูไฮดร
อกซิลและออกซิเจนอยางจําเพาะได 
        3. ทําการทดสอบคุณสมบัติในการเปนสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพของผลิตภัณฑที่ได เนื่องจาก
มีรายงานวา ent-kaur-16-en-19-oic acid ที่ใชเปนสารตั้งตนนั้นเปนสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพอยาง
หนึ่ง ดังนั้นจึงควรมีการทดสอบผลิตภัณฑที่ไดวามีคุณสมบัติเปนสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพหรือไม 
เชน ทดสอบผลทาง cytotoxic activity เพื่อประโยชนในการประยุกตใชทางเทคโนโลยี-      ชวีภาพ
ตอไป 



 

              ภาพที่ 25 การเปลี่ยนโครงสรางของ ent-kaur-16-en-19-oic acid โดย Aspergillus 
niger  เมื่อบมเปนเวลา 7 วัน 
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ภาคผนวก  



 

ภาคผนวก ก 
 

การเตรยีมอาหาร 
 

Potato Dextrose Agar (PDA) มีองคประกอบดังนี ้
มันฝร่ัง 200 กรัม 
น้ําตาลเดร็กโตส   20 กรัม 
วุนผง   20 กรัม 
น้ํากลัน่     1 ลิตร 

        
  นํามันฝร่ังที่ลางสะอาดแลวมาหั่นเปนชิ้นสี่เหลี่ยมลูกเตาขนาดประมาณ 1 ลบ.ซม. ไปตม

ในน้ํากลั่นปริมาตร 500 มิลลิลิตร จนมันฝร่ังสุก สังเกตุไดจากเมื่อใชมือบีบแลวมันฝร่ังจะนิ่มและ
แตกออกงาย จากนั้นกรองแยกเอาสวนที่เปนน้ําออกมา เติมสวนผสมที่เหลือลงไป คนใหละลาย
หมด จากนั้นเติมน้ํากลั่นใหไดปริมาตร 1 ลิตร  นําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 
15 นาที 

 
 

Soy Bean Meal Glucose medium (SMG medium) มีองคประกอบดังนี ้
น้ําตาลกลูโคส 20 กรัม 
ผงสกัดจากยสีต   5 กรัม 
soy bean meal   5 กรัม 
โซเดียมคลอไรด   5 กรัม 
ไดโปแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต   5 กรัม 
น้ํากลัน่   1 ลิตร 

       



 

   ชั่ง soy bean meal ในสัดสวนตออาหาร 50 มล.ใสในขวดรูปชมพูแตละขวด ผสม
สวนผสมอื่นๆเขาดวยกัน เติมน้ํากลั่นแลวคนใหละลาย ปรับ pH เทากับ 7 จากนั้นแบงใสขวดรูป
ชมพูที่ชั่ง soy bean meal เตรียมไว  นําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

ภาคผนวก ข 
 

การคํานวณคาการเคลื่อนที่สัมพัทธ (Ratio of front (Rf)) 
         เมื่อนาํแผนโตรมาโตกราฟแบบผิวบางออกจากโถแกวที่บรรจุตัวทําละลายแลววัดระยะทางที่
ตัวทําละลายเคลื่อนที ่(solvent front) และระยะการเคลื่อนที่ของสารที่ปรากฏบนแผนธินเลเยอร-
โครมาโตกราฟ จากนั้นนํามาคํานวณตามสูตรดังนี ้
 

ระยะทางที่สารเคลื่อนที่ 
Rf    = 

ระยะทางที่ตัวทําละลายเคลื่อนที่ 
 
 

ระบบตัวทาํละลายที่ใช (Solvent system)ในการทดลอง 
 

เฮกเซน : เอธิลอะซิเตต : กรดแอซีติก                 อัตราสวน       70  : 30 : 2 
(Hexane : Ethyl acetate : acetic acid )  
เอธิลอะซิเตต : เมธานอล                                  อัตราสวน          85 : 15 
(Ethyl acetate : Methanol ) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

ภาคผนวก ค 
 
ขอมูลของผลึก และโครงสรางของ Compound 3 

Empirical formula                  C20 H28 O5 
Formula weight                     348.42 
Temperature                      293(2) K 
Wavelength                       0.71073 A° 
Crystal system, space group       orthorhombic, P2(1)2(1)2(1) 
Unit cell dimensions              a = 7.87820(10) A°   alpha = 90 deg. 
 b = 14.2772(2) A °   beta = 90 deg. 
 c = 15.7818(2) A°   gamma = 90 deg. 
 Volume                          1775.12(4) A°3 
Z, Calculated density              4,  1.304 mg/m 3 
Absorption coefficient            0.092 mm-1 
F(000)                             752 
Theta range for data collection    1.92 to 30.45 deg. 
Limiting indices                 -11<=h<=11, -17<=k<=19, -18<=l<=21 
Reflections collected / unique     13268 / 4958 [R(int) = 0.0152] 
Completeness to theta = 30.45      0.946 
Refinement method               Full-matrix least-squares on F^2 
Data / restraints / parameters    4958 / 0 / 338 
Goodness-of-fit on F^2             1.035 
Final R indices [I>2sigma(I)]      R1 = 0.0300, wR2 = 0.0798 
R indices (all data)              R1 = 0.0331, wR2 = 0.0823 
Absolute structure parameter      -0.5(6) 
Largest diff. peak and hole      0.207 and -0.130 e.A°-3 
  

 



 

ตําแหนงพกิัดของอะตอมในแนวแกน x ,y และ z และตัวแปรแทนที่ไอโซโทรปคที่เทากัน นิยามเปน
1/3 ของเสนแกนออรโธโกนอล (U(eq)) 
 
         x y z U(eq) 

C(1) 5393(2) 11329(1) -1115(1) 31(1) 
C(2) 4052(2) 11967(1) -750(1) 40(1) 
C(3) 3854(2) 11819(1) 204(1) 37(1) 
C(4) 3549(1) 10790(1) 445(1) 27(1) 
C(5) 4994(1) 10188(1) 41(1) 22(1) 
C(6) 5064(1) 9168(1) 340(1) 25(1) 
C(7) 6793(1) 8741(1) 140(1) 25(1) 
C(8) 7114(1) 8732(1) -816(1) 24(1) 
C(9) 6860(1) 9731(1) -1221(1) 23(1) 
C(10) 5186(1) 10263(1) -957(1) 23(1) 
C(11) 7283(1) 9630(1) -2191(1) 30(1) 
C(12) 6577(2) 8757(1) -2631(1) 37(1) 
C(13) 6920(2) 7864(1) -2112(1) 40(1) 
C(14) 6020(2) 7968(1) -1253(1) 34(1) 
C(15) 8933(2) 8355(1) -1017(1) 34(1) 
C(16) 8772(2) 7818(1) -1847(1) 40(1) 
C(17) 10022(3) 7381(1) -2251(1 58(1) 
C(18) 3635(2) 10732(1) 1426(1) 39(1) 
C(19) 1734(1) 10495(1) 216(1) 32(1) 
C(20) 3579(2) 9945(1) -1446(1) 32(1) 
O(1) 8134(1) 9250(1) 547(1) 34(1) 
O(2) 673(1) 11013(1) -77(1) 57(1) 
O(3) 1411(1) 9605(1) 408(1) 43(1) 
O(4) 6814(1) 10418(1) -2708(1) 44(1) 
O(5) 6599(2) 11671(1) -1492(1) 47(1) 

C ( 1-20 ) คือ ตําแหนงของคารบอนอะตอม และ O (1-5) คือ ตําแหนงของออกซิเจนอะตอม  



 

ความยาวพันธะระหวาง คารบอน - คารบอน และ คารบอน - ออกซิเจน ในโครงสรางของ   
Compound 3 

            พันธะ ความยาวพันธะ(อังสตรอม) 
C(1)-O(5) 1.2218 
C(1)-C(2) 1.5096 

  C(1)-C(10) 1.5515 
C(2)-C(3) 1.5296 
C(3)-C(4) 1.5357 

  C(4)-C(19) 1.5338 
  C(4)-C(18) 1.5530 

C(4)-C(5) 1.5622 
C(5)-C(6) 1.5316 

  C(5)-C(10) 1.5867 
C(6)-C(7) 1.5254 
C(7)-O(1) 1.4347 
C(7)-C(8) 1.5296 

  C(8)-C(14) 1.5516 
  C(8)-C(15) 1.5630 

C(8)-C(9) 1.5754 
  C(9)-C(11) 1.5745 
 C(9)-C(10) 1.5776 

   C(10)-C(20) 1.5503 
 C(11)-O(4) 1.4376 

   C(11)-C(12) 1.5306 
   C(12)-C(13) 1.5395 

  
  

 



 

ความยาวพันธะระหวาง คารบอน - คารบอน และ คารบอน - ออกซิเจน ในโครงสรางของ 
Compound 3 (ตอ) 
 

พันธะ ความยาวพันธะ(อังสตรอม) 
C(13)-C(16) 1.5190 
C(13)-C(14) 1.5370 
C(15)-C(16) 1.5231 
C(16)-C(17) 1.3294 

                      C(19)-O(2) 1.2074 
                      C(19)-O(3) 1.3320 

              C ( 1- 20 ) คือ ตําแหนงของคารบอนอะตอม 
O (1- 5 ) คือ ตําแหนงของออกซิเจนอะตอม  

คาของมุมที่เกดิพันธะระหวางอะตอมของคารบอนและออกซิเจนในโครงสรางของ Compound 3 
 พนัธะ            มุมระหวางพนัธะ(องศา) 

O(5)-C(1)-C(2) 119.24 
  O(5)-C(1)-C(10) 123.49 
  C(2)-C(1)-C(10) 117.23 

                            C(1)-C(2)-C(3) 111.31 
                            C(2)-C(3)-C(4) 113.05 

  C(19)-C(4)-C(3) 110.50 
    C(19)-C(4)-C(18) 105.15 
  C(3)-C(4)-C(18) 106.89 
  C(19)-C(4)-C(5) 115.61 
C(3)-C(4)-C(5) 108.17 

  C(18)-C(4)-C(5) 110.20 
C(6)-C(5)-C(4) 115.10 

  C(6)-C(5)-C(10) 111.49 
  C(4)-C(5)-C(10) 115.94 
C(7)-C(6)-C(5) 110.42 
O(1)-C(7)-C(6) 111.18 



 

O(1)-C(7)-C(8) 108.95 
C(6)-C(7)-C(8) 110.84 

  C(7)-C(8)-C(14) 110.61 
  C(7)-C(8)-C(15) 110.77 

    C(14)-C(8)-C(15) 100.21 
C(7)-C(8)-C(9) 111.78 

  C(14)-C(8)-C(9) 112.68 
  C(15)-C(8)-C(9) 110.24 
  C(11)-C(9)-C(8) 106.52 

    C(11)-C(9)-C(10) 118.49 
   C(8)-C(9)-C(10) 115.80 

คาของมุมที่เกดิพันธะระหวางอะตอมของคารบอนและออกซิเจนในโครงสรางของ Compound 3 
(ตอ) 

พันธะ มุมระหวางพนัธะ(องศา) 
 C(20)-C(10)-C(1) 107.05 
 C(20)-C(10)-C(9) 114.26 
C(1)-C(10)-C(9) 110.00 

  C(20)-C(10)-C(5) 113.37 
C(1)-C(10)-C(5) 103.61 
 C(9)-C(10)-C(5) 108.00 

   O(4)-C(11)-C(12) 106.63 
 O(4)-C(11)-C(9) 115.22 

  C(12)-C(11)-C(9) 116.04 
   C(11)-C(12)-C(13) 111.66 
   C(16)-C(13)-C(14) 101.80 
   C(16)-C(13)-C(12) 110.54 
   C(14)-C(13)-C(12) 107.96 
 C(13)-C(14)-C(8) 101.74 
 C(16)-C(15)-C(8) 105.73 

   C(17)-C(16)-C(13) 126.87 



 

   C(17)-C(16)-C(15) 125.95 
   C(13)-C(16)-C(15) 107.17 

O(2)-C(19)-O(3) 122.68 
O(2)-C(19)-C(4) 124.55 
O(3)-C(19)-C(4) 112.70 

              C ( 1- 20 ) คือ ตําแหนงของคารบอนอะตอม 
O (1- 5 ) คือ ตําแหนงของออกซิเจนอะตอม  



ภาคผนวก ง 

 
แมสสเปกตรัมของ Compound 3 

 
แมสสเปกตรัมของ Compound 1 



 

 
แมสสเปกตรัมของ Compound 2 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 
 

ภาคผนวก จ 
การตรวจนับจํานวนสปอรดวยวิธ ีDirect Microscopic Count  

โดยใช Counting chamber ของ Haemacytometer 
         Haemacytometer เปนเครื่องมือที่ใชสําหรับนับเม็ดเลือด แตไดนํามาประยุกตใชในการนับ

จํานวนจุลินทรียและสปอรของเชื้อรา เครื่องมือนี้เปนสไลดมีชองแบงไวแนนอนและมีขอบยกสูงจาก
บริเวณท่ีขีดไว เมื่อปดดวย cover glass และสไลด ในบริเวณที่มีขีดคิดเปนความลึก 0.1-0.2 
มิลลิเมตร แลวแตบริษัทผูผลิต ขีดแบงที่กําหนดไวประกอบดวยชองสี่เหลี่ยมจตุรัสใหญ 25 ชองแตละ
ชองมีขนาด 0.2 x 0.2 ตารางมิลลิลิตร ในแตละชองใหญนี้มีขีดแบงเปนชองเล็กอีก 16 ชอง แตละชอง
มีเนื้อที่ 0.05 x 0.05 ตารางมิลลิลิตร ดังนั้นของเหลวที่บรรจุอยูในชองจะมีปริมาตร 0.00025 ลูกบาศก
มิลลิเมตร (0.05 x 0.05 x 0.1) เครื่องมือนี้จะมี cover glass ที่มีขนาดและความหนาเฉพาะ จึงไมควร
ใช cover glass อ่ืนปดแทน เนื่องจากน้ําหนักของกระจกจะมีผลทําใหปริมาตรภายในชองสไลดกับ
กระจกปดนี้ผิดไปได อีกประการหนึ่ง ถากระจกหนาเกินไปจะมีปญหาตอการโฟกัสกลอง 

 
การตรวจนับ : ตัวอยางสปอร ควรเจือจางในระดับที่สามารถจะตรวจนับจํานวนไดสะดวกในแตละ
ชองเล็ก ควรมีจํานวนอยูระหวาง 1-10 เซลล เมื่อตรวจนับใหปฏิบัติดังนี้ 
          - ลางเครื่องมือใหสะอาดและเช็ดใหแหง 
          - ปดทับบริเวณสี่เหลี่ยมซึ่งมีชองแบง ดวยกระจกปดสไลด (cover glass) ที่จําเพาะเจาะจง 



 

          - ใชปเปดที่มีความจําเพาะกับเครื่องนี้ โดยแตะปลายปเปตที่ชองวางระหวางสไลดและกระจก
ปด โดยปลอยใหตัวอยางคอยๆ ซึมผานเขาไปในบริเวณชองซึ่งกําหนดปริมาตรดังกลาวไวขางตน 
          - ตรวจนับโดยใช objective กําลังขยาย 40 เทา  
          - นับจํานวนสปอรในแตละชองเล็ก การตรวจนับควรตรวจนับทั้งสิ้นมากกวา 10 ชองขึ้นไป 

 



ประวัติผูเขียน 
                   นางสาวจรัสลักษณ เพชรวัง เกิดวันที่ 11 กรกฎาคม พ.ศ. 2517 ที่จังหวัดสุราษฎรธานี 
สําเร็จปริญญาวิทยาศาสตรบัณฑิต (เทคนิคการแพทย) จากคณะสหเวชศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย เมื่อ
ปการศึกษา 2538 และเขาศึกษาตอหลักสูตรวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต สาขาเทคโนโลยีทางชีวภาพ คณะ
วิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ในปการศึกษา 2540 สําเร็จการศึกษาในปการศึกษา 2543 
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