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การเปลี่ยนโครงสรางทางเคมีของ ent-kaur-16-en-19-oic acid ซึ่งสกัดไดจากเปลือกตนเปลาใหญ 

(Croton oblongifolius Roxb.) โดยอาศัย Aspergillus niger ภายหลังการบมเปนเวลา 7 วัน สกัดแยกผลิตภัณฑ
ดวยไดคลอโรมีเธนและตรวจสอบผลิตภัณฑดวยเทคนิคธินเลเยอรโครมาโต- กราฟ จากโครมาโตแกรมปรากฏจุดที่มี
คา Rf  ตางจากสารตั้งตน 3 จุด คือ Rf 0.68, 0.61 และ 0.58 ตามลําดับ นําสวนสกัดไดคลอโรมีเธนมาทําการแยก
ดวยเทคนิคคอลัมนโครมาโตกราฟไดสารประกอบ 3 ชนิด โครงสรางของสารประกอบทั้งสามพิสูจนเอกลักษณะโดย
อาศัยเทคนิคทางสเปก-   โตรสโคป ขอมูลของแมสสเปกโตรสโกปของสารประกอบ 1 (Rf 0.68) มีมวลโมเลกุลเทากับ 
316 ดังนั้นคาดวาควรจะมีสูตรโมเลกุลเปน C20H28O3 สารประกอบ 2 (Rf  0.61) มีมวลโมเลกุลเทากับ 332 คาดวา
สูตรโมเลกุลเปน C20H28O4 สวน สารประกอบ 3 (Rf 0.58) พิสูจนเอกลักษณดวยเทคนิคแมส- สเปกโตรเมทรีและ
วิเคราะหโครงสรางผลึกโมเลกุลสามมิติพบวาสารประกอบ 3 มีมวลโมเลกุลเทากับ 348 และมีโครงสรางเปน 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 
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บทที่ 1 
 

บทนํา 
 
         ในการศึกษาผลิตภัณฑธรรมชาติโดยเฉพาะสารสกัดจากพืช พบวามีการศึกษากันอยาง

กวางขวาง ทั้งในดานการคนหาสารชนิดใหมจากพืช และการทดสอบการเปนสารออกฤทธิ์ทาง    
ชีวภาพ (Biological activity) ของสารที่สกัดได ตลอดจนการนําสารที่ไดมาปรับปรุงหรือ

เปลี่ยนแปลงเพื่อใหไดสารชนิดใหมหรือเพื่อเพิ่มการออกฤทธิ์ทางชีวภาพของสารนั้นๆเพื่อ

ประโยชนในการนํามาใชประยุกตตอไป ซึ่งในการนําสารเหลานี้มาทําการเปลี่ยนแปลงโครงสราง
นั้นสามารถทําไดทั้งการใชกระบวนการทางเคมี (Chemical conversion) โดยการใชสารเคมีใน
การทําปฏิกิริยา   เพื่อใหเกิดการเปลี่ยนแปลงโครงสรางและกระบวนการทางเทคโนโลยีชีวภาพที่
เรียกวาไบโอ- ทรานสฟอรเมชัน (Biotransformation) 
 
         ไบโอทรานสฟอรเมชันเปนวิธีการหนึ่งท่ีนิยมใชในการดัดแปรโครงสรางของสารผลิตภัณฑ  
ธรรมชาติ เชน สารในกลุมสเตอรอยด  (steroids) และ เทอรพีนอยด (terpenoids)  เนื่องจาก
พบวาในการกระตุนใหเกิดปฏิกิริยาบางชนิดโดยเฉพาะปฏิกิริยาไฮดรอกซิเลชัน (Hydroxylation 
reaction) โดยการเติมหมูไฮดรอกซิล (Hydroxyl group) ในโครงสรางของสารเทอรพีนอยดโดยวิธี
ทางเคมีนั้นทําไดยากตองใชปฏิกิริยาหลายขั้นตอนและมีความจําเพาะต่ํา แตดวยกระบวนการ    
ไบโอทรานสฟอรเมชันโดยอาศัยจุลินทรียพบวาสามารถเติมหมูไฮดรอกซิลในโครงสรางของสาร

เทอรพีนอยดบางชนิดได โดยมีขอดีคือ มีความจําเพาะสูงกวาวิธีทางเคมี เนื่องจากเปนปฏิกิริยาที่
เกิดจากการทํางานของเอนไซม   วิธีการงายกวาวิธีทางเคมีและมีคาใชจายที่นอยกวาอีกดวย สาร
ที่นิยมใชกระบวนการไบโอทรานสฟอรเมชันในการเปลี่ยนโครงสรางที่มีการผลิตในเชิง

อุตสาหกรรมคือการผลิตยาในกลุมของสารสเตอรอยดบางชนิด (Blanch และคณะ, 1985) นอก
จากไบโอ- ทรานสฟอรเมชันจะเปนวิธีหนึ่งที่ใชในการผลิตผลิตภัณฑตางๆในกลุมของสารสเต

อรอยดแลวในทางอินทรียเคมีวิธีนี้ยังถูกนํามาใชสังเคราะหในทางเคมีอินทรียอีกดวย 
 
         สารเทอรพีนอยดเปนสารที่พบไดในธรรมชาติทั้งในพืช สัตว และจุลินทรีย โดยเฉพาะในพืช
พบวามีการสรางสารเทอรพีนอยดหลายชนิด  Kaurene diterpenoid จัดเปนสารเทอรพีนอยดชนิด
หนึ่งที่พบไดในพืชและมรีายงานวาเปนสารที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพ เชน สามารถยับยั้งการเจริญของ    
จุลินทรียบางชนิดได (Oliverira และคณะ, 1999) จึงมีผูสนใจศึกษาสารชนิดนี้ ทั้งในดานการ
ทดสอบปฏิกิริยาทางชีวภาพและการนํามาดัดแปลงเพื่อเพิ่มฤทธิ์ทางชีวภาพ ซึ่งมีรายงานวาการที่
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มีหมูไฮดรอกซิลในโครงสรางของ kaurene diterpenoid บางชนิดสามารถเพิ่มการออกฤทธิ์ทาง    
ชีวภาพของสารชนิดนี้ได  (Vieria และคณะ, 2000) ไบโอทรานสฟอรเมชันจึงเปนอีกวิธีหนึ่งที่นิยม
ใชในการเปลี่ยนโครงสรางของสารชนิดนี้ 
 

ent-kaur-16-en-19-oic acid  เปนสารที่มีโครงสรางหลักแบบ kaurene diterpenoid ซึ่ง
พบในพืชหลายชนิด อีกทั้งมีคุณสมบัติเปนสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ เชน เปนสารยับยั้งแบคทีเรีย 
(antibacterial activity ) ยับยั้งการเจริญของรา (antifungal activity) และลดการอักเสบ (anti-
inflammatory activity) เปนตน ไดมีรายงานในการเปลี่ยนโครงสรางของสารชนิดนี้โดยการเติมหมู  
ไฮดรอกซิลในโครงสรางของ ent-kaur-16-en-19-oic acid โดยอาศัยเชื้อราบางชนิด แตยังไมมี
รายงานการเติมหมูไฮดรอกซิลในโครงสรางของ ent-kaur-16-en-19-oic acid โดยเชื้อรา 
Aspergillus niger  ซึ่งพบวาเปนราที่สามารถเติมหมูไฮดรอกซิลในโครงสรางของสารสเตอรอยด 
(Mahato และMajumdar, 1993) และเทอรพีนอยดอ่ืนๆ เชน α-pinene (Prema และ

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

 
         ในงานวิจัยนี้จะทําการเปลี่ยนโครงสรางทางเคมีของ ent-kaur-16-en-19-oic acid ซึ่งสกัด
ไดจากตนเปลาใหญ (Croton oblongifolius Roxb.) เพื่อเปลี่ยนโครงสรางของสารชนิดนี้โดยใช
เชื้อราคือ A. niger จากนั้นสกัดและทําผลิตภัณฑใหบริสุทธิ์แลวจึงวิเคราะหหาปริมาณและ

โครงสรางทางเคมีของผลิตภัณฑที่ได 
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วัตถุประสงคของงานวิจัย 
 
         1. เพื่อเปล่ียนโครงสรางของ ent-kaur-16-en-19-oic acid ดวยกระบวนการไบโอทรานส- 
ฟอรเมชันโดย A. niger โดยการเติมหมูไฮดรอกซิลในโครงสรางของ ent-kaur-16-en-19-oic acid 
         2. วิเคราะหปริมาณ ทําผลิตภัณฑใหบริสุทธิ์และพิสูจนเอกลักษณของผลิตภัณฑที่ไดจาก
การเปลี่ยนโครงสรางของ ent-kaur-16-en-19-oic acid โดย A. niger 
 
ประโยชนที่คาดวาจะไดรบั 
 
         1. ไดอนุพนัธของ  ent-kaur-16-en-19-oic acid ที่มีการเติมหมูไฮดรอกซิลในโครงสราง ซึ่ง
อาจเปนสารชนิดใหม หรือเปนสารที่มีฤทธิ์ทางชวีภาพ 
         2. เปนแนวทางในการนํากระบวนการไบโอทรานสฟอรเมชัน โดย A. niger มาประยุกตใชใน
การเปลี่ยนโครงสรางทางเคมีของสารเทอรพีนอยดชนิดอ่ืนๆตอไป 



บทที่ 2 
 

เอกสารและงานวจิัยที่เกีย่วของ 
 
ไบโอทรานสฟอรเมชัน (Biotransformation) 
 

ไบโอทรานสฟอรเมชันเปนกระบวนการทางชีวภาพในการเปลี่ยนแปลงหรือดัดแปรสารเคมี

จําพวกสารอินทรีย (Rose, 1980) เพื่อใหไดผลิตภัณฑตามตองการโดยอาศัยปฏิกิริยาจากจุลินทรีย
หรือเอนไซมที่ผลิตจากเซลล อาจเปนเซลลพืช สัตวหรือจุลินทรียบางชนิด (Prave และคณะ, 1987)  
ผลิตภัณฑที่ไดจากกระบวนการไบโอทรานสฟอรเมชันนั้นจะมีโครงสรางที่แตกตางไปจากสารตั้งตน 
โดยผลิตภัณฑที่ไดอาจเปนสารชนดิใหมหรือไดสารตัวกลางเพื่อใชในการผลิตผลิตภัณฑอ่ืนๆตอไป  
ตัวอยางของผลิตภัณฑที่ผลิตไดจากกระบวนการไบโอทรานสฟอรเมชันที่รูจักกันดีและเกาแกที่สุด

อยางหนึ่งคือการทําน้ําสมสายชู ซึ่งเปนการเปลี่ยนเอธานอลใหเปนกรดแอซีติก โดยอาศัยแบคทีเรีย
ที่สามารถผลิตกรดแอซีติกได เชน Gluconobacter หรือ Acetobacter เปนตน (Moat และFoster,  
1988) 
 
         โดยทั่วไปกระบวนการไบโอทรานสฟอรเมชันมักอาศัยจุลินทรียในการกระตุนใหเกิดปฏิกิริยา
เพื่อเปล่ียนแปลงโครงสรางของสารตั้งตน ปฏิกิริยาที่สามารถกระตุนใหเกิดขึ้นไดมีดวยกันหลาย

ชนิดดังตัวอยางในตารางที่ 1  (Wang และคณะ, 1979)   
 

เนื่องจากกระบวนการไบโอทรานสฟอรเมชันเปนปฏิกิริยาที่ถูกกระตุนโดยตัวเรงคือเอนไซม

ดังนั้นจึงมีขอแตกตางจากปฏิกิริยาที่ถูกเรงโดยกระบวนการทางเคมีหลายประการดวยกัน โดย  
คุณสมบัติของกระบวนการไบโอทรานสฟอรเมชันมีดังนี้   (Prave และคณะ, 1987) 

 
         1. เอนไซมมีความจําเพาะทางปฏิกิริยา (Reaction specificity) โดยเอนไซมแตละตัวจะ
สามารถเรงปฏิกิริยาไดชนิดเดียวและยังมีความจําเพาะตอสารตั้งตนดวย (substrate specificity) 
โดยจะเรงปฏิกิริยาสําหรับสารตั้งตนเพียงชนิดเดียวหรือไมกี่ชนิดเทานั้น และจากการที่เอนไซมมี
ความจําเพาะนี้เองทําใหไมเกิดปฏิกิริยาขางเคียงอีกดวย 
        



 

  2. เอนไซมมีความจําเพาะตอตําแหนงที่จะเกิดปฏิกิริยา (Rigiospecificity) การทํางาน
ของเอนไซมจะจําเพาะตอตําแหนงที่จะเกิดปฏิกิริยาในโมเลกุลของสารตั้งตนโดยเกิดจากการที่

ตําแหนงที่จะเกิดปฏิกิริยาสามารถจับกับบริเวณเรงปฏิกิริยาของเอนไซมไดอยางพอดี 
 
ตารางที ่1 ชนดิของปฏิกิริยาไบโอทรานสฟอรเมชันโดยจลุินทรีย (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. เอนไซมมีความจําเพาะตอโครงสรางของสารตั้งตน (Steriospecificity) ในกรณีที่สารตั้งตนมี
โครงสรางมากกวาหนึ่งแบบ โดยอาจมีโครงสรางที่เปนอิแนนชิโอเมอร (enantiomer) กัน ซึ่งอาจ
รวมกันอยูในรูปของของผสมราซิมิก   (racemic mixture) เอนไซมจะสามารถเลือกทําปฏิกิริยาตอ
อิแนนชิโอเมอรที่จําเพาะตอเอนไซมไดเพียงอิแนนชิโอเมอรเดียวเทานั้น และสามารถเลือกทํา

ปฏิกิริยาตอสารตั้งตนชนิดใดชนิดหนึ่งที่มีโครงสรางเหมือนกันแตตางกันที่ Optical activity ได 
         4. ภาวะในการทํางานของเอนไซมไมรุนแรง การทํางานของเอนไซมสวนใหญจะเกิดไดใน
ภาวะที่มีน้ําเปนสวนประกอบจึงไมตองอาศัยสารเคมีที่รุนแรง ความเปนกรดเปนดางไมสูงหรือต่ํา
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เกินไปซึ่งมักใกลเคียงคาความเปนกลางอีกทั้งยังทําปฏิกิริยาในภาวะที่อุณหภูมิไมสูงนัก โดยทั่วไป
มักต่ํากวา 40 องศาเซลเซียส เนื่องจากที่สภาพความเปนกรดดางหรือที่อูณหภูมิสูงเกินไปจะทําให
เอนไซมเสียสภาพและไมสามารถทํางานได ซึ่งคุณสมบัติในขอนี้ทําใหการใชเอนไซมในการผลิต
งายตอการควบคุมภาวะ มีความปลอดภัยและลดปญหาผลกระทบตอส่ิงแวดลอม 
 
         5. เอนไซมจะทํางานโดยการลดพลังงานกระตุน (Lowering of activation energy) ในการ
กระตุนใหเกิดปฏิกิริยาใดๆนั้นโมเลกุลของสารจะตองมีพลังงานที่ต่ําที่สุดที่เพียงพอตอการกระตุน

ใหเกิดปฏิกิริยาได เรียกวาพลงังานกระตุน (activation energy) ยิ่งปฏิกิริยาเกิดยากขึ้นก็ตองมี
พลังงานกระตุนที่สูงขึ้นดวย การที่จะใหโมเลกุลของสารมีพลังงานมากพอนั้นอาจตองมีการให

พลังงาน เชนใหความรอนสูง แตโดยการทํางานของเอนไซม เอนไซมจะทํางานโดยการลดพลังงาน
กระตุนที่ตองใชใหนอยลงทําใหปฏิกิริยาเกิดขึ้นไดแมในตําแหนงของสารตั้งตนที่ยากตอการกระตุน

ใหเกิดปฏิกิริยาโดยไมตองใชภาวะในการกระตุนที่รุนแรง 
 
         จากคุณสมบัติดังกลาวของกระบวนการไบโอทรานสฟอรเมชันทําใหมีการนํากระบวนการนี้
มาใชในการดัดแปรหรือเปลี่ยนแปลงสารตางๆหลายชนิด โดยนํามาทดแทนกระบวนการทางเคมี 
ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากกระบวนการทางเคมีมีความจําเพาะต่ํากวาการกระตุนโดยเอนไซม บาง

ปฏิกิริยาตองอาศัยการกระตุนภายใตภาวะที่รุนแรงและอันตราย เชน ที่อุณหภูมิสูงและใชสารเคมีที่
เปนอันตราย  บางปฏิกิริยาตองอาศัยอุปกรณที่ยุงยากราคาแพง มีคาใชจายในการผลิตสูง และ
ตองใชปฏิกิริยาหลายขั้นตอนจึงจะไดผลิตภัณฑตามที่ตองการ นอกจากนี้บางปฏิกิริยาไมสามารถ
กระตุนใหเกิดขึ้นไดโดยปฏิกิริยาทางเคมี จากเหตุผลขางตนทําใหไบโอทรานสฟอรเมชันเขามามี
บทบาทในอุตสาหกรรมตางๆมากมาย ไมวาจะเปนอุตสาหกรรมอาหาร เครื่องสําอาง โดยเฉพาะ
อยางยิ่งในอุตสาหกรรมยา และดานการแพทย  โดยนํามาใชในกระบวนการผลิตแทนวิธีทางเคมี
หรือทดแทนวิธีทางเคมีบางสวนเพื่อใหไดสารตัวกลางเพื่อใชผลิตโดยวิธีทางเคมีตอไป นอกจากนีย้งั
นํามาใชประโยชนในการสรางหรือสังเคราะหสารเคมีชนิดใหม หรือตัวยาชนิดใหมเพื่อความ

หลากหลายในการนํามาประยุกตใชอีกดวย (Rose, 1980) 
 
         ตัวอยางในการนํากระบวนการไบโอทรานสฟอรเมชันมาใชในการผลิตผลิตภัณฑในระยะแรก 
คือนํามาใชในการผลิตยาสเตอรอยด ในการผลิตคอรติโซน (Cortisone) ซึ่งเปนสารสเตอรอยดชนิด
หนึ่งซึ่งใชบรรเทาอาการปวดในโรค Rhumatoid artritis (Forgaty และKelly, 1990) ในการผลติ
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คอรติโซน จากสารตั้งตนคือ Deoxycholic acid พบวาตองเติมออกซิเจน ที่ตําแหนงคารบอนที่ 11 
ซึ่งโดยกระบวนการทางเคมีตองอาศัยปฏิกิริยาถึง 32 ข้ันตอน ดังแสดงในภาพที่ 1   

 
 
 
จากการผลิตโดยวิธีนี้ คอรติโซนที่ไดมีราคาประมาณ 200 ดอลลารตอกรัม แตหลังจากที่ 

Peterson  และ Morrey  (1952) พบวาเชื้อราคือ Rhizopus สามารถเติมหมูไฮดรอกซิลที่ตําแหนง
คารบอนที่ 11 ในโมเลกุลของโปรเจสเตอโรน (Progesterone) ได โดยใชปฏิกิริยาเพียงหนึ่งขั้นตอน 
ดังแสดงในภาพที่ 2 และนํา 11 แอลฟา-ไฮดรอกซีโปรเจสเตอโรน (11α-hydroxyprogesterone) 
ที่ไดไปผลิตคอรติโซนและไฮดรอกซีคอรติโซนโดยวิธีทางเคมีตอไป จากการคนพบครั้งนี้สงผลใหมี
การศึกษาการเติมหมูไฮดรอกซิลในโครงสรางของสารสเตอรอยดกันมากขึ้นทั้งในการใชเชื้อรา 
แบคทีเรีย และแอคติโนมัยซิส (Actinomyces) สงผลใหราคาของคอรติโคสเตอรอยดลดลงเหลือ
เพียงต่ํากวา 1 ดอลลารตอกรัม (Forgaty และKelly, 1990)  จากการศึกษาจนถึงปจจุบันพบวาเชื้อ
ราและแบคทีเรียหลายชนิดสามารถเปลี่ยนโครงสรางของสารสเตอรอยดหลายชนิดได (Iizuka และ 
Naioto, 1981)  

 
ในปจจุบันนอกจากสารสเตอรอยดแลวไดมีการนํากระบวนการนี้มาใชในการสังเคราะห

หรือดัดแปรสารชนิดตางๆมากมาย เชน อัลคาลอยด (alkaloid) ยาปฏิชีวนะ เชน เพนนิซิลลิน 
รวมถึงการใชกระบวนการไบโอทรานสฟอรเมชันในการดัดแปรสารเทอรพีนอยด (Terpenoid) บาง
ชนิดดวย เนื่องจากในโครงสรางของสารเทอรพีนอยดนั้นพบวาการกระตุนใหเกิดปฏิกิริยาบางชนิด
โดยวิธีทางเคมี เชน ปฏิกิริยาไฮดรอกซิเลชัน (Hydroxylation reaction) โดยการเติมหมูไฮดรอกซิล 
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หรือปฏิกิริยาออกซิเดชัน (Oxidation reaction) โดยการเติมออกซิเจนในโครงสรางของสารเทอรพี-
นอยดนั้นทําไดยาก โดยเฉพาะในตําแหนงของคารบอนอะตอมที่ยากตอการกระตุนใหเกิดปฏิกิริยา  
(Lamare และFurstoss,1990)  
 
 

                    
 
 
สารเทอรพีนอยด (Terpenoid compounds) 
 

สารเทอรพีนอยด เปนสารที่เกิดจากการจับกันของหนวยของไอโซพรีน (Isoprene unit)   
ดังแสดงในภาพที่ 3  ในลักษณะตางๆกัน เชน บางชนิดอาจจับกันเปนวง  ทั้งนี้แลวแต  functional 
group และ ระดับของความไมอ่ิมตัว (degree of unsaturation) ซึ่งการจับกันของ isoprene จะตอ
กันแบบหัวตอกับทาย ( head-to-tail)  
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สารเทอรพีนอยดสามารถพบไดหลายรูปแบบ เชน อยูในรูปของไฮโดรคารบอน 

(Hydrocarbons) แอลกอฮอล (Alcohols) แอลดีไฮด (Aldehydes) คีโทน (Ketones) แลคโทน 
(Lactone) หรือ ออกไซด (Oxides) และอาจเปนไดทั้งของแข็งและของเหลว สารเทอรพีนอยดอาจ
จําแนกไดตามจํานวนของ isoprene unit  ที่มีในโมเลกุลไดเปนกลุมใหญๆ ดังแสดงในตารางที่ 
2(Pinder, 1960)      

 
ตารางที ่2 จาํนวนหนวยของ Isoprene และคารบอนอะตอมของเทอรพีนอยดแตละชนิด (Pinder, 
1960)      
 

                กลุม จํานวนหนวยของ isoprene จํานวนคารบอนอะตอม 
Monoterpenoids 2 10 
Sesquiterpenoids 3 15 
Diterpenoids 4 20 
Triterpenoids 6 30 
Tetraterpenoids 8 40 
Polyterpenoids                  >  8              >  40 

        
 

 สารเทอรพีนอยดพบไดทั่วไปในธรรมชาติไมวาจะเปนในพืช สัตว หรือแมกระทั่งในจุลินท
รียบางชนิด   สารเทอรพีนอยดที่พบในพืชสวนใหญจะพบในพืชชั้นสูง โดยบางชนิดผลิตสารเทอรพี-
นอยดเพื่อประโยชนในการปองกันตัวเองจากเชื้อราหรือแมลง สารเทอรพีอยดบางชนิดอยูในรูปของ
น้ํามัน  (essential oil )  หรือน้ํามันหอมระเหย (volatile  oil ) ซึ่งสามารถสกัดไดจากสวนตางๆของ
พืช    ซึ่งน้ํามันหอมระเหยบางชนิดสามารถนํามาใชเปนสารใหกลิ่นซึ่งเปนสวนประกอบสําคัญใน
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อุตสาหกรรมน้ําหอมและเครื่องสําอางรวมถึงอาหารและเครื่องดื่มได นอกจากนี้ยังพบวาสารเทอร- 
พีนอยดบางชนิดสามารถใชในการรักษาโรคบางอยางได บางชนิดมีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญ   
ของจุลินทรียที่กอโรค เชน  sesquiterpene lactone ซึ่งมีฤทธิ์ยับยั้งจุลินทรีย  triterpene บางชนิด      
มีฤทธิ์ตานไวรัส  และมาลาเรีย (วีณา, 2534)  diterpene  บางชนิดมีฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรียและมี
ปฏิกิริยาตอตานการเกิดเนื้องอก (antitumor activity)  (Tomson,1993) เปนตน 
 
ent-kaur-16-en-19-oic acid จาก Croton oblongifolius Roxb.หรือเปลาใหญ 
 

Croton oblongifolius Roxb. หรือเปลาใหญ จัดอยูในวงค Euphorbiaceae เปนไมยืนตน
ขนาดกลาง โดยมักพบกระจายอยูทั่วไปในประเทศไทย  เปลาใหญจัดเปนพืชสมุนไพรพื้นบานชนิด
หนึ่งซึ่งมีผลในการรักษาโรคหลายชนิด ในประเทศไทยมีงานวิจัยหลายชิ้นรายงานถึงสารเคมีที่พบ
ในพืชสกุลนี้ ซึ่ง Croton oblongifolius Roxb. จัดเปนพืชสมุนไพรของไทยที่นาสนใจอีกชนิดหนึ่ง 
เนื่องจากพบวาเกือบทุกสวนของตนสามารถใชเปนยาได โดยใบสามารถใชเปนยาบํารุง ผลใชรักษา
อาการปวดประจําเดือน เมล็ดใชเปนยาหามเลือด เปลือกใชรักษาอาการทองอืด สวนรากใชรักษา
โรคทองรวงได (เสงี่ยม, 2505) จากคุณสมบัติดังกลาวทําใหมีการศึกษาถึงองคระกอบทางเคมีใน
ตนเปลาใหญ โดยพบวาสารที่สกัดไดจากตนเปลาใหญที่พบในพื้นที่ตางๆในประเทศไทย

ประกอบดวยสารเคมีที่จัดเปนสารไดเทอรพีนอยดหลายชนิด เชน Cembrane diterpenoid 
(Roengsumran และคณะ 1999a) Labdane diterpenoid (Roengsumran และคณะ,1999b) 
จากสวนของเปลือก Clerodane diterpenoid (Aiyar และSeshadri, 1972) Pimarane 
diterpenoid (Aiyar และ Seshadri, 1970) และ Isopimarane diterpenoid (Aiyar และSeshadri, 
1971) จากสวนของเปลือกและเนื้อไม เปนตน นอกจากนี้ยังพบสารในกลุม Kaurane diterpene 
อีกดวยคือ ent-kaur-16-en-19-oic acid (สุภาพร, 2543)     

 
ent-kaur-16-en-19-oic acid  (Kaurenoic acid) จัดเปน tetracyclic diterpene 

(Hanson, 1994) ชนิดหนึ่งซึ่งมีโครงสรางหลักเปน kaurene diterpene   สารนี้สามารถพบไดในพชื
หลายชนิด โดยพบวา ent-kaur-16-en-19-oic acid เปนสารสําคัญตัวหนึ่งในกระบวนการ

สังเคราะหจิบเบอเรลลิน (Gibberellin) (Stumpf และConn, 1980) ซึ่งเปนสารที่มีผลตอการเจริญ
ของพืช เชน มีผลตอการขยายตัวของเซลลและการยืดยาวของลําตน เรงการออกดอกในพืชบาง
ชนิด และมีผลตอการงอกของเมล็ด เปนตน (สมบุญ, 2538) นอกจากในพืชแลวยังพบไดในเชื้อรา
คอื Gibberella fujikuroi   ซึ่งเปนระยะที่มีการสืบพันธุแบบอาศัยเพศ ของ Fusarium moniliforme 
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(Turner, 1971) ซึ่งเปนราที่กอโรคในพืชโดยมีผลทําใหพืชนั้นเจริญเติบโตผิดปกติ  เนื่องจากไดรับ
จิบเบอเรลลินมากเกินไป  

ในการศึกษาวิถีการสังเคราะห kaurene และจิบเบอเรลลินนั้นพบวากระบวนการ

สังเคราะหมีความคลายคลึงกันทั้งในพืชและจุลินทรีย โดยวิถีการสังเคราะหแสดงในภาพที่ 4       
จากภาพจะเห็นไดวาในกระบวนการสังเคราะหตองผานสารตัวกลางคือ ent-kaur-16-en-19-oic 
acid (kaurenoic acid) เพื่อเปลี่ยนเปน 7β-hydroxykaurenoic acid และจิบเบอเรลลิน (GA12) 
ตอไป จากการคนพบนี้ทําใหมีการศึกษาเกี่ยวกับ ent-kaur-16-en-19-oic acid เพิ่มมากขึ้น  
นอกเหนือจากคุณสมบัติที่เปนสารตัวกลางในการสังเคราะหจิบเบอเรลลินแลวยังพบวาตัวมันเองมี

ฤทธิ์ใหผลคลายกับจิบเบอเรลลินอีกดวย (Mori และMatsui,1966) นอกจากนี้พืชบางชนิดที่มีการ
สกัดพบ ent-kaur-16-en-19-oic acid น้ันพบวาเปนพืชสมุนไพรสามารถนํามารักษาโรคบางชนิด
ได ดังนั้นจึงมีการศึกษาถึงคุณสมบัติในการเปนสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ (Biological activity) ของ 
ent-kaur-16-en-19-oic acid และอนุพันธของ ent-kaur-16-en-19-oic acid โดยในป ค.ศ. 1986 
โดย Yang และคณะไดทําการศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพของ (-)-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 ในอัตราสวน 2:1:1.5 ซึ่งเปนสารที่สกัดไดจาก Wedelia chinensis 
พบวามีผลในการยับยั้งความเสียหายของเซลลเพาะเลี้ยงขั้นปฐมภูมิโดยใชเซลลตับหนูในการ

ทดลอง พบวาสามารถลดการทําลายของเซลลที่เกิดจากการชักนําของสารเคมีคือ Carbon 
tetrachloride (CCl4) และ D-galactosamine (GalN) ได 

นอกจากนี้ยังมีผูศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพของ ent-kaur-16-en-19-oic acid และอนุพันธที่มี
ตอเชื้อไวรัส HIV โดยในป ค.ศ. 1996 โดย Wu  และคณะ ไดศึกษาผลของ kaurane derivative ที่
สกัดไดจากผลของ Annona squamosa คือ 16β,17-dihydroxy ent-kaur-19-oic acid พบวา
สามารถตานการเพิ่มจํานวนของเชื้อไวรัส HIV ( HIV replication) ใน K9 lymphocyte cell ได โดย
มีคา IC50 = 0.8 μg/ml  และในป ค.ศ. 1998 โดย Chang และคณะไดศึกษาสารที่สกัดไดจากผล
ของ Annona glaba 13 ชนิด พบวา kaurane derivative 2 ชนิดคือ methyl-16α-hydroxy-19-al-
ent-kauran-17-oate มีผลออกฤทธิ์อยางออนในการตานการเพิ่มจํานวนของเชื้อไวรัส HIV ใน K9 
lymphocyte cell และอนุพันธอีกชนิดหนึ่งคือ 16α-17-dihydroxy-ent-kauran-19-oic acid ใหผล
ในการยับยั้ง HIV- reverse transcriptase ได 
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ภาพที ่4 การสังเคราะหทางชีวภาพของ kaurene และจิบเบอเรลลิน (GA12)  (Stumpf และConn, 
1980) 

ฤทธิ์ทางชีวภาพของ ent-kaur-16-en-19-oic acid ที่มีการศึกษากันอีกอยางหนึ่งคือ

ความสามารถในการยับยั้ง Trypanosoma cruzi ซึ่งเปนโปรโตซัวชนิดหนึ่งทําใหเกิดโรค Chagas’ 
disease (American trypanosomiasis) โดยในป ค.ศ. 1995 โดย Alves และคณะ พบวา ent- 
kaur-16-en-19 - oic acid ที่สกัดไดจาก Mikania obtusata  มีผลในการยับยั้ง trypomastigote 
ในเลือด โดยมีคา IC50 = 0.5 มก./มล. ในป ค.ศ.1996 โดย Costa และคณะไดศึกษาผลของ 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 ซึ่งเปนสารที่ไดจากการเปลี่ยน
โครงสรางของ ent-kaur-16-en-19-oic โดยวิธีทางเคมี พบวาสารทั้ง 4 ชนิดมีผลในการยับยั้ง T. 
cruzi ได 
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นอกจากนี้ยังมีรายงานถึงฤทธิ์ทางชีวภาพอื่นๆของ  ent-kaur-16-en-19-oic acid ที่สกัด
ไดจากเปลือกของ Annona glabra พบวามีผลในการยับยั้งแบคทีเรีย ยับยั้งเชื้อรา มีฤทธิ์ฆาแมลง
อยางออน (insecticidal activity) ยับยั้งการงอกของสปอร (sporicidal activity) และมีผลทาง 
Cytotoxic activity เมื่อนําไปทดสอบกับเซลลเพาะเลี้ยง (Padmaja และคณะ, 1995)  อีกทั้ง kaur-
16-en-19-oic acid ยังมีผลในการลดอาการอักเสบ (anti-inflammatory) (Alves และคณะ,1995) 
และเปนสารตานการเกิดเนื้องอก (Silva และคณะ, 1999) อีกดวย 

จากคุณสมบัติของ ent-kaur-16-en-19-oic acid และอนุพันธในการเปนสารออกฤทธิ์ทาง    
ชีวภาพดังกลาวทําใหมีผูสนใจทําการทดลองเพื่อเปลี่ยนโครงสรางทางเคมีของ ent-kaur-16-en-
19-oic acid เพื่อใหไดอนุพันธชนิดใหมหรือเพิ่มฤทธิ์ทางชีวภาพ  อีกทั้งมีรายงานวาการที่มีหมู  
ไฮดรอกซิลในโครงสรางหลักของ  kaurane  diterpenoids นั้นสามารถเพิ่มผลการออกฤทธิ์ทางชีว-
ภาพของสารในกลุมนี้ได  ซึ่งในการเติมหมูไฮดรอกซิลในโครงสรางของ kaurene โดยอาศัยจุลิน- 
ทรียโดยกระบวนการไบโอทรานสฟอรเมชันนั้นนับวาเปนอีกวิธีหนึ่งที่นิยมนํามาใชในการเติมหมู   
ไฮดรอกซิลและเปลี่ยนแปลงโครงสรางของ ent-kaur-16-en-19-oic acid เนื่องมาจากคุณสมบัติ
ของกระบวนการไบโอทรานสฟอรเมชันดังที่กลาวมาขางตน โดยมีรายงานในการเปลี่ยนโครงสราง
ของ ent-kaur-16-en-19-oic acid เชนในป ค.ศ.1973 โดย Beilby และคณะ ไดรายงานการเปลีย่น
โครงสรางของสารตั้งตน 6 ชนิด โดยผลการศึกษาแสดงในตารางที่ 3 โดย 4 ชนิด (1-4) มีโครงสราง
หลักเปน ent-Kaurane หนึ่งในจํานวนนั้นคือ ent-kaur-16-en-19-oic acid และสารตั้งตนอีก 2 
ชนิด (5-6) ซึ่งมีโครงสรางหลักเปน ent-Beyerene โดยอาศัยเชื้อรา คือ Aspergillus ochraceous, 
Calonectria decora และ Rhizopus nigricans 

 ในป ค.ศ. 1977 โดย Ghisalberti  และคณะ ไดศึกษาการใชกระบวนการไบโอทรานส
ฟอร-เมชันในการเปลี่ยนแปลงโครงสรางของ 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  ในสวนของสารตั้ง
ตนคือ ent- kaur-16-en-19-oic acid พบวา C. decora สามารถเปลี่ยนโครงสรางของ ent-kaur-
16-en-19-oic acid ไดโดยใหผลิตภัณฑ 3 ชนิด ชนิดแรกคือ 7,15-dihydroxylated acid สวนชนิด
ที่ 2 ชนิดและ 3 มีการเติมหมูไฮดรอกซิลที่ตําแหนงคารบอนที่ 7α และ 15α ตามลําดับ  R. 
nigricans ใหผลิต-ภัณฑ 2 ชนิด  คือชนดิแรกสามารถเติมหมูไฮดรอกซิลที่ตําแหนงคารบอนที่ 7β 
อีกชนิดหนึ่งมีหมูไฮดรอกซิลที่ตําแหนงคารบอนที่ 16 และ17  สวน A. ochraceous นั้นให
ผลิตภัณฑเพียงชนิดเดียวคือมีการเติมหมูไฮดรอกซิลที่ตําแหนงคารบอนที่  16 และ17 ผลการ
ทดลองแสดงในภาพที่ 5 
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ตารางที ่3 ผลการเปลี่ยนโครงสรางของ ent-Kaurane และ ent-Beyerene โดย Aspergillus 
ochraceous , Calonectria decora และ Rhizopus nigricans  (Beilby และคณะ,1973) 

ปริมาณผลิตภัณฑ  (เปอรเซ็นต) 
สารตั้งตน 

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

ในป ค.ศ.1999 Silva และคณะไดทําการเปลี่ยนโครงสรางของ ent-kaur-16-en-19-oic 
acid โดยเชื้อราคือ  Rhizopus stolonifer โดยเมื่อบมเปนเวลา 7 วันไดผลิตภัณฑ 2 ชนิดคือ ent-
7α-hydroxy-kaur-16-en-19-oic acid และ ent-12β-hydroxy-kaur-9 (11), 16-dien-19-oic 
acid และเมื่อบมเปนเวลา 15 วนั ไดผลิตภัณฑเพิ่มข้ึนอีกหนึ่งชนิดคือ ent-16β, 17-dihydroxy-
kaur-19-oic acid โดยผลการวิจัยแสดงในภาพที่ 6 ซึ่งงานวิจัยนี้เปนฉบับแรกที่รายงานเปลี่ยน
โครงสรางของ ent-kaur-16-en-19-oic acid เปน 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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การทดลองเห็นไดวา R. stolonifer สามารถเกิดปฏิกิริยาไฮดรอกซิเลชันในโครงสรางของ ent-kaur-
16-en-19-oic acid ในตําแหนงของวง (Ring) B, C และ D ได นอกจากนี้ยังเกิดปฏิกิริยาดีไฮโดรจิ
เนชัน (Dehydrogenation) ไดอีกดวยโดยเห็นไดจากโครงสรางของ ent-12β-hydroxy-kaur-9 
(11)dien-19-oic acid  ที่ตําแหนงคารบอนที่ 9 และ 11นอกจากนี้พบวา ent-7α-hydroxy-kaur-
16-en-19 - oic acid  ที่ไดนั้นเปนสารที่มีโครงสรางเหมือนกับสารตัวกลางในการสังเคราะหจิบเบอ
เรลลินและฮอรโมนที่เกี่ยวกับการเจริญของพืช และ ent-16β, 17-dihydroxy-kaur-19-oic acid ซึง่
เปนผลิต-ภัณฑอีกชนิดหนึ่งมีโครงสรางเชนเดียวกับสารตานเชื้อไวรัส HIV ที่รายงานโดย Kupchan 
และคณะ ในป 1972 (Silva และคณะ,1999) 
 
เชื้อรา Aspergillus niger  
 

Aspergillus niger เปนเชื้อราที่จัดอยูในไฟลัม Ascomycota สามารถพบไดทั่วไป 
ลักษณะทั่วไปของราชนิดนี้คือ เสนใยมีสีขาว ฟู สายใยมีผนังกั้น (Septate hypha)  สืบพันธุแบบไม
อาศัยเพศ (Asexual reproduction) โดยการสรางสปอร ( Spore) ที่เรียกวาโคนิเดีย (Conidia) โดย
เกิดที่ปลายของเสนใยที่ทําหนาที่ชูสปอร (Conidiophore) ซึ่งที่ปลายของเสนใยจะมีเซลลที่เรียกวา
เฟยลิด (Phialide) ทําหนาที่สรางโคนิเดีย   เมื่อเสนใยแกจะสรางสปอรที่มีสีดํา  

 
       A. niger เปนเชื้อราชนิดหนึ่งซึ่งพบวามีความสําคัญในทางอุตสาหกรรม เนื่องจากสามารถ
นํามาผลิตผลิตภัณฑตางๆไดหลายชนิด เชน Citric acid, Gluconic acid, Fumaric acid และ 
Oxalic acid เปนตน (Raper และFennell, 1977) นอกจากนี้ A. niger ยังเปนแหลงเอนไซมที่
สําคัญหลายชนิดอีกดวย ในกระบวนการไบโอทรานสฟอรเมชัน A. niger นับวาเปนเชื้อราอีกชนิด
หน่ึงที่นิยมนํามาใชในการเปลี่ยนโครงสรางของสารชนิดตางๆ โดยเฉพาะการเติมหมูไฮดรอกซิลใน
โครงสรางของสารเทอรพีนอยดหลายชนิด ซึ่งมีรายงานการใชเชื้อรานี้ในการเปลี่ยนโครงสรางของ 
grindelic acid โดย Hoffmann และPunnapayak ในป ค.ศ. 1988 พบวาพบวาสามารถเติมหมูไฮ
ดรอกซิลในโครงสรางของ grindelic acid ได โดยไดผลิตภัณฑคือ 3α-hydroxygrindelic acid  
นอกจากนี้ยังมีรายงานการใช A. niger ในการเปลี่ยนโครงสรางสารที่มีโครงสรางแบบ kaurane 
diterpene บางชนิดดวย เชนใน ป ค.ศ. 1974 โดย Anderson มีรายงานการใชกระบวนการไบโอ- 
ทรานสฟอรเมชันในการเปลี่ยนโครงสรางของสารตั้งตน 3 ชนิดคือ17-Norkauran-16-one, ent-17- 
Norkauran-16-one และ17-Norphyllocladan-16-one โดยใช A. niger บมเปนเวลา 5 วัน เมื่อใช 
17-Norkauran-16-one เปนสารตั้งตนไดสารผลิตภัณฑมีการเติมหมูไฮดรอกซิลที่ตําแหนงคารบอน
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ที่ 3β เมื่อใช ent-17-Norkauran-16-one เปนสารตั้งตนไดผลิตภัณฑที่มีหมูไฮดรอกซิลที่ตําแหนง
คารบอนที่ 3α และเมื่อใช 17-Norphyllocladan-16-one เปนสารตั้งตนไดผลิตภัณฑ 2 ชนิด ชนิด
แรกมีหมูไฮดรอกซิลที่ตําแหนงคารบอนที่ 3β อีกชนิดหนึ่งมีการเติมหมูคีโตนที่ตําแหนงคารบอนที่ 
3 เชนกัน โดยผลการทดลองแสดงในภาพที่ 7 ภาพที่ 8 และภาพที่ 9 
                        

ภาพที ่6 การเปลี่ยนโครงสรางของ ent-kaur-16-en-19-oic acid (1) โดย Rhizopus stolonifer  
และผลิตภัณฑที่ได 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 และคณะไดทําการเปลี่ยนโครงสรางของ ent-18-
acetoxykaur-16-en-3, 7-dion (1) โดย A. niger พบวาเมื่อบมเปนเวลา 48 ชั่วโมงใหผลิตภัณฑ 
1 ชนิดคือ เกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสที่ตําแหนงของ Acetoxy group (2) และเมื่อบมเปนเวลา 6 วัน
ใหผลิตภัณฑ 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  มีรายงานการเปลี่ยนโครงสรางของ isosteviol (ent-16-ketobeyeran-
19-oic acid) ดวย Aspergillus niger , Penicillium chrysogenum  และ Rhizopus arrhizus 
โดย Oliveira และคณะ ซึ่งในสวนของ A. niger  พบวาสามารถเปลี่ยนโครงสรางของ  isosteviol 
ได  โดยเก็บตัวอยางน้ําเลี้ยงเชื้อไปทดสอบหาสารผลิตภัณฑเมื่อบมเปนเวลา 7 วัน พบวาไดผลิต-
ภัณฑ 2 ชนิด คือ ent-7α-hydroxy-16-ketobeyeran-19-oic acid และ ent-1β,7α-dihydroxy-
16-ketobeyeran-19-oic acid และเมื่อใชเชื้อ  P. chrysogenum พบวาไดผลิตภัณฑหนึ่งชนิดคือ   
ent-17-hydroxy-16-ketobeyeran-19-oic acid สวนเชื้อรา R. arrhizus สามารถเปลี่ยน

โครงสรางของ isosteviol ได เปน 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) เปนผลิตภัณฑซึ่งมหีมูไฮดรอกซิลที่ตําแหนง
คารบอนอะตอมที ่3β  (1a) โดย A. niger  (Anderson และคณะ, 1974) 

 
ภาพที ่8 การเปลี่ยน ent-17-Norkauran-16-one (2) เปนผลิตภัณฑซึ่งมหีมูไฮดรอกซิลที่ตําแหนง
คารบอนอะตอมที ่3α  (2a) โดย A. niger  (Anderson และคณะ, 1974) 
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ภาพที ่9 การเปลี่ยน 17-Norphyllocladan-16-one (3) เปนผลิตภัณฑซึ่งมีหมูไฮดรอกซิลที่
ตําแหนงคารบอนอะตอมที ่3β (3a) และหมูคีโตนทีตาํแหนงคารบอนที ่3 (3b) โดย A. niger           
(Anderson และคณะ, 1974) 
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ภาพที ่10 การเปลี่ยน ent-18-acetoxykaur-16-en-3,7-dion (1) เปนผลิตภัณฑ 5 ชนิด โดย      
A. niger  (Granadose และคณะ, 1986) 
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ภาพที ่11 การเปลี่ยน isosteviol (1) เปน 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) เปน ent -17-hydroxy-16-ketobeyeran-19-oic acid 
(4)โดย A. niger  (Oliveira และคณะ, 1999) 
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ภาพที ่13 การเปลี่ยน isosteviol (1) เปน ent-7α-hydroxy-16- ketobeyeran-19-oic acid 
(5)โดย R. arrhizus  (Oliveira และคณะ, 1999) 
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บทที่ 3 
 

วัสดุอุปกรณและวธิีการทดลอง 
 

3.1 อุปกรณที่ใชในงานวจิัย 
 
1. เครื่องเขยา (Shaker) 
2. หมอนึ่งความดันไอน้ํา (Stream Sterilizer/Autoclave) ของบริษัท Ta Chang Medical   
    Instrument  Factory, Taiching, Taiwan 
3. เครื่องระเหยภายใตสูญญากาศแบบหมุน (Rotary Vacuum Evaporator) รุน N-N series  ของ 
    บริษัท Tokyo Rikakikai Co.,LTD, Japan 
4. แผนโครมาโตกราฟแบบผิวบางเคลือบดวยซิลิกาเจล silica gel 60 F254 ของบริษัท  E.Merck    
    Darmstadt, Germany 
5. เครื่องวัดคาความเปนกรด-ดาง (pH meter) รุน ion analyzer 255 ของบริษัท  Corning,USA. 
6. เครื่องชั่ง 2 ตําแหนง รุน U4600P ของบริษัท Sartorius 
7. เครื่องเอกซเรยโครงสรางผลึก (X-ray Diffractrometer) SIEMEN SMART Diffractrometer  
    ภาควิชาฟสิกส คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร 
8. เครื่องแมสสเปกโตรมิเตอร รุน Trio 2000 ของบริษัท Micro mass 
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 3.2 เคมีภัณฑที่ใชในงานวิจัย 
 

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 
วุนผง (Agar) Difco 
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3.3 เชื้อจุลินทรียที่ใชในงานวิจัย 
 

เชื้อ Aspergillus niger จากหองปฏิบัติการพฤกษศาสตรเชิงอุตสาหกรรม ภาควิชา
พฤกษ-ศาสตร คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 

3.4 สารต้ังตน (Substrate) 
            ent-kaur-16-en-19-oic-acid สกัดไดจากเปลือกตนเปลาใหญ (Croton oblongifolius 
Roxb.)  จากกุยบุรี จังหวัดประจวบคีรีขันธ โดย สุภาพร ศิริมงคล ภาควิชาเคมี คณะวิทยาศาสตร
จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย โดยมีมวลโมเลกุลเทากับ 302 สูตรโมเลกุลคือ C20H30O2    และโครงสราง

ทางเคมีแสดงในภาพที่ 14 

ภาพที ่14 โครงสรางทางเคมีของ ent-kaur-16-en-19-oic acid 
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3.5 วิธีดําเนนิงานวิจัย 
 
3.5.1 วิธีการเก็บรักษาและเลี้ยงจุลินทรีย 
 
         3.5.1.1 การเก็บรักษาเชื้อจุลินทรีย 
             เข่ียเชื้อราโดยใชเข็มเขี่ยเชื้อลากบนอาหารแข็งเอียง (Slant agar) สําหรับเก็บรักษาเชื้อ 
Potato Dextrose Agar (ภาคผนวก ก) บมเชื้อที่อุณหภูมิหอง (Room temperature) เปนเวลา 5 
วัน เมื่อเชื้อเจริญดีแลวจึงนําไปเก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
 
         3.5.1.2 การเตรียมสปอรแขวนลอย (Spore suspension)                                                                

เตรียมสปอรแขวนลอยใน 1% tween 80 ในน้ํากลั่น โดยเท 1% tween 80 ที่นึ่งฆาเชื้อ
แลวลงในหลอดเก็บเชื้อในขอ 3.5.1.1  ใชเข็มเขี่ยเชื้อ เข่ียใหสปอรของรากระจายตัวใน 1% tween 
80  จากนั้นกรองดวยผาขาวบางที่ผานการฆาเชื้อแลว นับสปอรโดยใช  Haemacytometer 
(ภาคผนวก จ) และปรับจํานวนใหมีความเขมขน  2.5 x 106- 2.5x107 สปอรตอมิลลิลิตร  

 
         3.5.1.3 การงอกเปนสายใย 
            ถายสปอรแขวนลอยที่เตรียมไดในขอ 3.5.1.2 จํานวน 1 มิลลิลิตร ลงในอาหารเหลว
ปริมาตร 50 มิลลิลิตร สําหรับเตรียมหัวเชื้อคือ SMG medium (ภาคผนวก ก) ซึ่งบรรจุอยูในขวด
รูปชมพู (Erlenmeyer flask) ขนาด 250 มิลลิลิตร นําไปเขยาบนเครื่องเขยาที่อุณหภูมิหอง 
ความเร็ว 150 รอบตอนาที เปนเวลา 72 ชั่วโมง 
 
3.5.2 การเปลี่ยนโครงสรางโดยวิธีทางเทคโนโลยีชีวภาพของ ent-kaur-16-en-19-oic-acid   
         นําหัวเชื้อจากขอ 3.5.1.3 ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ถายลงในอาหารเหลวชนิดเดียวกับที่ใชใน
การงอกเปนสายใยปริมาตร 50 มิลลิลิตรที่บรรจุในขวดรูปชมพูขนาด 250 มิลลิลิตร นําไปเขยาที่
อุณหภูมิหองความเร็วรอบ 150 รอบตอนาที เปนเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นเติมสารตั้งตนซึ่งละลาย
ในไดเมธิลซัลฟอกไซด โดยใหแตละขวดมีปริมาณของสารตั้งตนเทากับ 20 มิลลิกรัม นําไปเขยาที่
ภาวะเดิมเปนเวลา 7 วัน 
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3.5.3 การสกดัแยกผลิตภณัฑจากอาหารเลีย้งเชื้อ   
 

นําเชื้อราพรอมทั้งอาหารเลี้ยงเชื้อที่เตรียมไดในขอ 3.5.2 มาสกัดแยกดวยไดคลอโรมีเธน 
โดยที่อัตราสวนไดคลอโรมีเธนตอน้ําเลี้ยงเชื้อเปน 1:1 และทําการสกัดทั้งหมด 3 ครัง้ จากนัน้นาํชัน้
ของไดคลอโรมีเธนมากําจัดน้ําออกดวยการเติมโซเดียมซัลเฟตแอนไฮดรัส นําไดคลอโรมีเธนที่

กําจัดนํ้าออกแลวมาระเหยเอาไดคลอโรมีเธนออกจนแหงโดยใชเครื่องระเหยภายใตสูญญากาศ

แบบหมุน นําสารที่สกัดไดไปทําการวิเคราะหหาสารผลิตภัณฑโดยเทคนิคธินเลเยอรโครมาโตก

ราฟ (Thin Layer Chromatography) 
 
3.5.4 การวิเคราะหสารที่สกัดแยกจากอาหารเลี้ยงเชื้อโดยเทคนิคธินเลเยอรโครมาโตกรา-
ฟ (Thin Layer Chromatography) 
 

หยดสารที่ไดจากการสกัดไดตามวิธีในขอ 3.5.3 บนแผนธินเลเยอรโครมาโตกราฟ (TLC 
aluminum sheet silica gel 60 F254)  รอใหสารที่หยดแหง จากนั้นนําไปวางในโถแกวที่บรรจุดวย
ตัวทําละลาย (ระบบตัวทําละลายที่ใชแสดงในภาคผนวก ข) โดยใหตําแหนงเริ่มตนที่หยดสารอยู
เหนือระดับของตัวทําละลาย ปดฝาใหสนิท รอใหตัวทําละลายเคลื่อนที่จนถึงแนวของตัวทําละลาย  
(Solvent front) จากนั้นนําแผนซิลิกาออกจากโถแกว ตรวจสอบตําแหนงของสารโดยใหแผนซิลิกา
สัมผัสกับไอระเหยของสารไอโอดีน ทําเครื่องหมายรอบตําแหนงของสารที่ปรากฏ และวัดระยะทาง
ในการเคลื่อนที่ของสาร พรอมทั้งหาคาการเคลื่อนที่สัมพัทธ (Ratio of front (Rf)) โดยวิธีใน
ภาคผนวก ข   
 
 
3.5.5 การทาํผลิตภัณฑใหบริสุทธิ์โดยวธิีคอลัมนโครมาโตกราฟ (Column 
Chromatography) 
         3.5.5.1 วิธีการเตรียมคอลัมนของซิลิกา เจล 

     นําซิลิกาเจลน้ําหนักประมาณ 20 เทา ของน้ําหนักสารที่ตองการแยกมาแชในตัวทํา
ละลายที่เหมาะสมกวนใหเขากัน คอยๆบรรจุซิลิกาเจลลงในคอลัมนแกว ขนาด 2 X 50 เซนติเมตร 
รอใหซิลิกาเจลเรียงตัวในคอลัมนจนกระทั่งไมมีการยุบตัวของผิวซิลิกาเจล  จากนั้นลางคอลัมน
โดยการผานตัวทําละลายชนิดเดียวกับที่ใชในการแชซิลิกาเจล ปริมาตรอยางนอยหนึ่งเทาของ

ปริมาตรคอลัมน 
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  3.5.5.2 การทําผลิตภัณฑใหบริสุทธิ์ 
     นําสารที่แยกไดในขอ 3.5.3 มาสกัดดวยเฮกเซน นําสวนของเฮกเซนออก นําสวนที่ไม

ละลายในเฮกเซนมาบรรจุลงในคอลัมนที่เตรียมไดในขอ 3.5.5.1 แลวชะดวยระบบตัวทําละลาย
อยางตอเนื่อง โดยใชตัวระบบตัวทําละลาย คือ เฮกเซน-เอธิลอะซิเตต และ เอธิลอะซิเตต-เมธา
นอล โดยปรับปริมาณตัวทําละลายแตละชนิดเพื่อเพิ่มสภาพขั้ว (Polarity) ของระบบตัวทําละลาย 
เก็บสารที่ผานจากคอลัมนโดยใชหลอดแกว นําสารที่เก็บไดไปตรวจสอบดวยเทคนิคธินเลเยอรโคร
มา-โตกราฟ จากนั้นรวมสารที่มีระยะการเคลื่อนที่ตรงกันเขาไวดวยกันแลวระเหยเอาตัวทําละลาย
ออกดวยเครื่องระเหยภายใตสูญญากาศแบบหมนุ 
 
3.5.6 การตกผลึก 
 

3.5.6.1 นําสารที่แยกไดจากวิธีคอลัมนโครมาโตกราฟมาตกผลึก โดยนํามาละลายใน

เอธิลอะซิเตตโดยใหสารละลายหมดในเอธิลอะซิเตตปริมาณนอยที่สุดขณะรอนจากนั้นเติมเฮกเซน

ทีละหยดจนสารละลายเริ่มขุนแลวตั้งทิ้งไวใหตกผลึก  
 
3.5.6.2 ถาสารที่แยกไดจากวิธีคอลัมนโครมาโตกราฟไมละลายในเอธิลอะซิเตตใหนํามา

ละลายในเมธานอลขณะรอน จากนั้นตั้งทิ้งไวใหตกผลึก 
 

3.5.7 การวิเคราะหโครงสรางดวยเครื่องมือทางเคมี  
 

3.5.7.1 ตรวจโครงสรางของโมเลกุลดวยเครื่องแมสเปกโตรมิเตอร (MS) โดยนําสาร

ตัวอยางมาละลายในตัวทําละลายที่เหมาะสม ฉีดสารตัวอยางเขาสูเครื่อง Mass spectrometer 
รุน Trio 2000 ของบริษัท Micro mass ดวยเครื่อง High performance liquid chromatography 
โดยที่วัฏภาคเคลื่อนที่เปน 0.1% Formic acid ใน 50:50 ของ Methanol: Water (อัตราไหลเทากับ 
0.5 มิลลิลิตร/นาที) เครื่อง Mass spectrometer ใชสวนผลิตไอออนชนิด atmospheric pressure 
chemical ionization (APCI)  
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3.5.7.2 ตรวจโครงสรางของโมเลกุลโดยการวิเคราะหโครงสรางผลึกโมเลกุลสามมิติโดย
เครื่องเอกซเรยโครงสรางผลึกของบริษัท SIEMEN SMART ภาควิชาฟสิกส คณะวิทยาศาสตร 
มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร 



บทที่ 4 
 

ผลการทดลอง 
 

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

และสวนสืบพันธุแบบไมอาศัยเพศของ A. niger มีลักษณะแสดงในภาพที่ 15 และลักษณะโคโลนี
เมื่อเลี้ยงบน Potato Dextrose Agar เปนเวลา 5 วันแสดงในภาพที่ 16 

 

 
 
ภาพที ่15 ลักษณะของสปอร (A) และสวนสืบพนัธุแบบไมอาศัยเพศ (B) ของ A. niger           
(กําลังขยาย 420 เทา) 
 

 
ภาพที ่16 ลักษณะโคโลนีของ A. niger เมื่อเลี้ยงบน Potato Dextrose Agar เปนเวลา  5 วัน 



 32

4.2 ระยะเวลาที่เหมาะสมในการสรางผลิตภัณฑ 
         หลังจากเติมสารตั้งตนคือ ent-kaur-16-en-19-oic acid ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อตามวิธีการ
ทดลองในบทที่ 3 ขอ 3.5.2 แลว เก็บตัวอยางมาทดสอบหาสารผลิตภัณฑ โดยทําการเก็บน้ําเลี้ยง
เชื้อทุก 24 ชั่วโมงเปนเวลา 14 วัน โดยแบงน้ําเลี้ยงเชื้อปริมาตร 2 มิลลิลิตร มาสกัดดวยไดคลอโร
มี-เธนในอัตราสวนไดคลอโรมีเธนตอสารตัวอยางในอัตราสวน 1:1 นําสวนของไดคลอโรมีเธนมา
ตรวจสอบดวยเทคนิคธินเลเยอรโครมาโตกราฟตามวิธีการทดลองในบทที่ 3 ขอ 3.5.4 โดย

เปรียบเทียบกับชุดควบคุม 2 ชุด คือ ชุดควบคุมที่ 1 คือเล้ียงเชื้อราในอาหารเลี้ยงเชื้อแตไมใสสาร
ต้ังตน และชุดควบคุมที่ 2 ประกอบดวยอาหารเลี้ยงเชื้อและสารตั้งตนโดยไมใสเชื้อ  พรอมทั้งเทียบ
กับสารตั้งตนมาตรฐานดวย ทําการทดสอบโดยใชระบบตัวทําละลายคือ เฮกเซน: เอธิลอะซิเตต: 
กรดแอซีติก ผลการทดลองพบวา ในวันที่ 2 หลังจากใสสารตั้งตนเริ่มปรากฏตําแหนงของสารเปน
จุดสีน้ําตาลเมื่อทดสอบดวยเทคนิคธินเลเยอรโครมาโตกราฟซึ่งมีระยะการเคลื่อนที่ต่ํากวาระยะ

การเคลื่อนที่ของสารตั้งตน และมีระยะการเคลื่อนที่ที่แตกตางกับชุดควบคุมทั้ง 2 ชุด โดยจุดสี
น้ําตาลที่คาดวาจะเปนผลิตภัณฑจะมีสีเขมข้ึนเรื่อยๆจนกระทั่งมีสีเขมที่สุดในวันที่ 7 หลังจากใส
สารตั้งตน 
 
4.3 การตรวจหาสารผลิตภัณฑดวยเทคนิคธินเลเยอรโครมาโตกราฟ 
         นําสารที่สกัดไดจากสวนของไดคลอโรมีเธนมาทําการทดสอบดวยเทคนิคธินเลเยอรโครมา
โตกราฟตามวิธีการทดลองในบทที่ 3 ขอ 3.5.4 โดยใชระบบตัวทําละลายคือ เฮกเซน: เอธิลอะซิ
เตต : กรดแอซีติก (70:30:2) ผลการทดลองพบวาปรากฏตําแหนงของสารที่คาดวานาจะเปนสาร
ผลิต-ภัณฑที่ไดจากกระบวนการไบโอทรานสฟอรเมชัน ซึ่งมีระยะการเคลื่อนที่ต่ํากวาสารตั้งตน

สองจุดดวยกัน โดยสารตั้งตนมีคา Rf = 0.64 สารที่คาดวาจะเปนผลิตภัณฑตัวแรก (A) มีคา Rf = 
0.16   ตัวที่สอง (B) มีคา Rf  = 0.1 ตามลําดับ  โดยผลการตรวจสอบแสดงในภาพที่ 17 
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ภาพที่ 17 โครมาโตแกรมของผลิตภัณฑที่ไดจากการเปลี่ยนโครงสรางของ ent-kaur-16-en-19-
oic acid โดย Aspergillus niger เมื่อบมเปนเวลา 7 วัน ทดสอบดวยเทคนิคธินเลเยอรโครมาโต- 
กราฟ โดยใชระบบตัวทําละลายคือ เฮกเซน : เอธิลอะซิเตต : กรดแอซีติก ในอัตราสวน 70:30:2 
      1 คือ สารตั้งตน (ent-kaur-16-en-19-oic acid) 
      2 คือ สวนของไดคลอโรมีเธนที่สกัดจากการเลี้ยงเชื้อที่ไมใสสารตั้งตน 
      3 คอื สวนของไดคลอโรมีเธนที่สกัดจากอาหารเลี้ยงเชื้อและสารตั้งตนที่ไมมีเชื้อ 
      4 คือ สวนของไดคลอโรมีเธนที่สกัดจากชุดทดลอง 
            

    จากโครมาโตแกรมในภาพที่ 17 จะสังเกตเห็นวาที่จุดเริ่มตนยังมีจุดสีน้ําตาลปรากฏอยู
ทั้งในชุดทดลองและชุดควบคุมทั้งสองชุด ดังนั้นจึงคาดวานาจะมีสารที่ไมสามารถเคลื่อนที่ไดดีใน
ระบบตัวทําละลายระบบน้ี จึงทําการเปลี่ยนระบบตัวทําละลายใหมเพื่อเพิ่มสภาพข้ัวใหสารที่อยู
บริเวณจุดเริ่มตนสามารถเคลื่อนที่ไดดีข้ึนโดยใชระบบตัวทําละลายใหมคือ เอธิลอะซิเตต:เมธา
นอล ในอัตราสวน 85:15  โดยผลการทดลองแสดงในภาพที่ 18 
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ภาพที่ 18 โครมาโตแกรมของผลิตภัณฑที่ไดจากการเปลี่ยนโครงสรางของ ent-kaur-16-en-19-
oic acid โดย Aspergillus niger เมื่อบมเปนเวลา 7 วัน ทดสอบดวยเทคนิคธินเลเยอรโครมาโต- 
กราฟ โดยใชระบบตัวทําละลายคือ เอธิลอะซิเตต : เมธานอล ในอัตราสวน 85:15 

       1 คือ สารตั้งตน (ent-kaur-16-en-19-oic acid) 
                   2 คือ สวนของไดคลอโรมีเธนที่สกัดจากการเลี้ยงเชื้อที่ไมใสสารตั้งตน 

       3 คือ สวนของไดคลอโรมีเธนที่สกัดจากอาหารเลี้ยงเชื้อและสารตั้งตนที่ไมมีเชื้อ 
                   4 คือ สวนของไดคลอโรมีเธนที่สกัดจากชุดทดลอง 
 

จากโครมาโตแกรมในภาพที่ 18 จะเห็นไดวาในชุดทดลองปรากฎตําแหนงของสารที่คาด
วาจะเปนผลิตภัณฑ 3 จุด คือจุด C (Rf = 0.68) จุด D (Rf = 0.61) และจุด E (Rf = 0.58) 
ตามลําดับ สวนสารตั้งตน (ent-kaur-16-en-19-oic acid) มีคา Rf = 0.70 นอกจากนี้ยังปรากฎจุด
ของสารที่ไมสามารถเคลื่อนที่ไดในระบบตัวทําละลาย เฮกเซน : เอธิลอะซิเตต : กรดแอซีติก ใน
อัตราสวน 70 : 30 : 2 แตสามารถเคลื่อนที่ไดในระบบตัวทําละลาย เอธิลอะซิเตต : เมธานอล ใน
อัตราสวน 85 : 15 คือจุด F  แตเนื่องจากมีระยะการเคลื่อนที่ตรงกับจุดที่ปรากฏในชุดควบคุมท่ี 1 
และ 2 ดังนั้นจึงคาดวาจุด F ไมใชผลิตภัณฑที่เกิดจากกระบวนการนี้  
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จากผลการทดสอบดวยเทคนิคธินเลเยอรโครมาโตกราฟเมื่อเปรียบเทียบระบบตัวทํา

ละลายทั้งสองระบบพบวาระบบตัวทําละลายคือ เอธิลอะซิเตต : เมธานอล ในอัตราสวน 85:15 
สามารถแยกสารไดดีกวาระบบตัวทําละลาย เฮกเซน : เอธิลอะซิเตต : กรดแอซีติก ในอัตราสวน  
70:30:2 โดยระบบตัวทําละลาย เอธิลอะซิเตต : เมธานอล ใหโครมาโตแกรมซึ่งแยกสารออกไดเปน 
3 จดุดวยกัน สวนระบบตัวทําละลายเฮกเซน : เอธิลอะซิเตต : กรดแอซีติก นั้นใหโครมาโตแกรมซึ่ง
แยกสารออกไดเพียง 2 จุด ดังนั้นจึงเลือกระบบตัวทําละลาย เอธิลอะซิเตต : เมธานอล ใน
อัตราสวน 85:15 เปนระบบตัวทําละลายในการตรวจสอบสารผลิตภัณฑดวยเทคนิคธินเลเยอรโคร
มาโต-กราฟในงานวิจัยนี้ 

 
เมื่อไดระบบตัวทําละลายที่เหมาะสมแลวทําการทดสอบระยะเวลาในการสรางผลิตภัณฑ

อีกครั้งหนึ่งโดยใชตัวทําละลายคือ เอธิลอะซิเตต : เมธานอล ในอัตราสวน 85 : 15 ผลการทดลอง
พบวา ในวันที่ 2 หลังจากใสสารตั้งตนตรวจพบสารที่คาดวาจะเปนผลิตภัณฑ 3 จุดดวยกัน โดยจุด
ที่มีคา Rf = 0.68 จะมีสีเขมที่สุดรองลงมาคือ จุดที่มีคา Rf = 0.61 และ 0.58 ตามลําดับ แตเมื่อบม
เปนเวลา 4 วันหลังจากเติมสารตั้งตนพบวาสีของจุดที่มีคา Rf = 0.68 และ0.61จะจางลง สวนสี
ของจุดที่มีคา Rf = 0.58 จะเขมข้ึนและมีสีเขมที่สุดในวันที่ 7 หลังจากใสสารตั้งตน จากนั้นสีของทัง้ 
3 จุดจะคอยๆ จางลงและจางที่สุดในวันที่ 14 หลังจากใสสารตั้งตน 

 
4.4 การสกัดสารผลิตภัณฑ 
       สกัดสารผลิตภัณฑตามวิธีการทดลองในบทที่ 3 ขอ 3.5.3 โดยใชไดคลอโรมีเธนตอน้ําเลี้ยง
เชื้อในอัตราสวน 1:1  จากน้ําเลี้ยงเชื้อปริมาตร 2.5 ลิตร ปริมาณสารตั้งตน 1.0 กรัม สารสกัดที่ได
จากการระเหยเอาไดคลอโรมีเธนออกมีลักษณะเปนของเหลวสีน้ําตาลหนัก 3.28 กรัม 
 
4.5 การทําผลิตภัณฑใหบริสุทธิ์ 
       จากโครมาโตแกรมในภาพที่ 17 และ 18 พบวานอกจากจุดของสารที่คาดวาเปนผลิตภัณฑ
แลว ยังรากฎตําแหนงสารอื่นๆที่มีระยะการเคลื่อนที่ตรงกับชุดทดลองทั้ง 2 ชุดดวย  จึงนําสวนที่ได
จากการสกัดดวยไดคลอโรมีเธนที่ไดในขอ 4.4 มาสกัดดวยเฮกเซนเพื่อเอาสารประกอบที่มีข้ัวต่ําๆ 
ซึ่งมีระยะการเคลื่อนที่สูงกวาสารที่คาดวาเปนผลิตภัณฑออก เพื่อใหงายตอการนําไปทําใหบริสุทธิ์
ดวยเทคนิคคอลัมนโครมาโตกราฟ นําสวนที่เหลือจากการสกัดดวยเฮกเซนมาทดสอบดวยเทคนิค
ธินเลเยอรโครมาโตกราฟอีกครั้ง  โดยทดสอบกับตัวทําละลายทั้งสองระบบ ผลการทดสอบแสดง
ในภาพท่ี 18 
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ภาพที ่19 โครมาโตแกรมของผลิตภัณฑที่ไดจากการเปลี่ยนโครงสรางของ ent-kaur-16-en-19-
oic acid โดย Aspergillus niger เมื่อบมเปนเวลา 7 วัน หลงัสกัดสารจากสวนของไดคลอโรมีเธน
ดวยเฮกเซน  ทดสอบดวยเทคนิคธนิเลเยอรโครมาโตกราฟ โดยภาพ 19A ใชระบบตัวทําละลายคือ 
เฮกเซน : เอธิลอะซิเตต : กรดแอซีติก ในอตัราสวน 70:30:2 และ ภาพ 19B ใชระบบตัวทําละลาย

คือ เอธิลอะซิเตต : เมธานอล ในอัตราสวน 85:15 
            1 คือ สารตั้งตน (ent-kaur-16-en-19-oic acid)   
               2 คือ สารจากสวนของไดคลอโรมีเธนหลังจากสกัดดวยเฮกเซน 
 

        จากภาพที่ 19A และ 19B พบวาไมปรากฎจุดของสารอื่นๆที่มีระยะการเคลื่อนที่สูงกวาสารที่
คาดวาเปนผลิตภัณฑ จากนั้นนําสารที่ไดมาทําใหบริสุทธิ์ดวยวิธีคอลัมนโครมาโตกราฟโดยใช

ระบบตัวทําละลาย คือ เฮกเซน - เอธิลอะซิเตต และ เอธิลอะซิเตต - เมธานอล โดยปรับปริมาณ
ของตัวทําละลายแตละชนิดโดยใหสภาพขั้วเพิ่มข้ึนเรื่อยๆ ทดสอบลําดับสวนที่เก็บไดดวยเทคนิค 
ธินเลเยอรโครมาโตกราฟโดยใชระบบตัวทําละลาย เอธิลอะซิเตต : เมธานอล ในอัตราสวน 85:15 
เก็บสารที่มีระยะการเคลื่อนที่ตรงกันเมื่อทดสอบดวยเทคนิคธินเลเยอรโครมาโตกราฟเขาไวดวยกัน

ทําการเก็บลําดับสวนจนกระทั่งไมมีจุดของสารปรากฏอีกเมื่อทดสอบดวยเทคนิคธินเลเยอรโครมา-
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โตกราฟ  จากวิธีนี้ไดสารที่คาดวาเปนสารผลิตภัณฑแยกอยูในลําดับสวน 3 สวนดวยกัน นําลําดับ
สวนที่มีสารผลิตภัณฑไประเหยเอาตัวทําละลายออกโดยใชเครื่องระเหยภายใตสูญญากาศแบบ

หมุน ชั่งน้ําหนักลําดับสวนที่ได โดยผลการทดลองแสดงในตารางที่ 4 
 
ตารางที่ 4  ผลการแยกสารจากสวนสกัดไดคลอโรมีเธนดวยวิธีคอลัมนโครมาโตกราฟ 
 

ตัวชะ สารที่แยกได 
น้ําหนกั

ลําดับสวน

(มิลลิกรัม) 

รอยละโดยน้าํหนกั

ของผลิตภัณฑเทยีบ

กับสารตั้งตน  
ลักษณะสาร 

25 % เฮกเซนใน 
เอธิลอะซิเตต 

Compound 
1 211 7.0 ของแข็งสีขาวขุน 

100% เอธิลอะซิ-
เตต 

Compound 
2 45 1.5 ของแข็งสีขาวขุน 

5% เมธานอลใน 
เอธิลอะซิเตต 

Compound 
3 538 17.9 ของแข็งสีขาวขุน 

หมายเหตุ ผลการทดลองในตารางที่ 4 ไดจากการใชปริมาณสารตั้งตนหนัก 3.0 กรัม 
      

  นําสารที่ไดในแตละลําดับสวนมาทดสอบดวยเทคนิคธินเลเยอรโครมาโตกราฟโดยใช
ระบบตัวทําละลายคือ  เอธิลอะซิเตต : เมธานอล ในอัตราสวน 85 :15 ไดผลดังแสดงในภาพที่ 20 

จากภาพที่ 20 พบวาในแตละลําดับสวนปรากฏจุดของสารเพียงจุดเดียว โดย Compound 
1 มีระยะการเคลื่อนที่สูงที่สุด (Rf = 0.68) รองลงมาคือ Compound 2 (Rf = 0.61) และ 
Compound 3 (Rf = 0.58) ตามลําดับ เมื่อเทียบโครมาโตแกรมในภาพที่ 20 กับภาพที่ 18 ซึ่งเปน
สวนสกัดกอนผานคอลัมนพบวามีตําแหนงของสารที่คาดวาเปนผลิตภัณฑทั้ง 3 ชนิดสอดคลองกัน 
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ภาพที ่20 โครมาโตแกรมของลําดับสวนที่ไดจากการแยกโดยวิธีคอลมันโครมาโตกราฟ ทดสอบ
ดวยเทคนิคธนิเลเยอรโครมาโตกราฟ โดยใชระบบตัวทาํละลาย เอธิลอะซิเตต : เมธานอล ใน

อัตราสวน 85 :15 
A คือ สารตั้งตน (ent-kaur-16-en-19-oic acid) 
ลําดับสวน Compound 1  (C1) มีคา Rf = 0.68 
ลําดับสวน Compound 2  (C2) มีคา Rf = 0.61 
ลําดับสวน Compound 3  (C3) มีคา Rf = 0.58 

 
4.6 การตกผลึก 
       นําลําดับสวนที่ไดทั้งสามสวนมาตกผลึก โดย Compound 1 และ Compound 2 ตกผลึกตาม
วิธีการทดลองในบทที่ 3 ขอ 3.5.6.1 พบวา Compound 1 และ Compound 2 ไมสามารถตกผลึก
ได สวน Compound 3 สามารถตกผลึกไดตามวิธีการทดลองในบทที่ 3 ขอ 3.5.6.2 โดยผลึกที่ได
เปนผลึกใสรูปแทง มีจุดหลอมเหลว 247- 248 องศาเซลเซียส 
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4.7 การพิสูจนเอกลักษณของผลิตภัณฑโดยวิธีทางเคมี 
       4.7.1 การวิเคราะหโครงสรางทางเคมีของ Compound 3 

4.7.1.1 การวิเคราะหโครงสรางผลึกโมเลกุลสามมิติของ Compound 3 
นําผลึกของ Compound 3 ที่ไดไปวิเคราะหโครงสรางผลึกโมเลกุลสามมิติโดยเทคนิค 

Single-Crystal X-ray Diffraction ผลการวิเคราะหโครงสรางผลึกแสดงในภาคผนวก ค และ ภาพ 
ORTEP ซึ่งแสดงตําแหนงของคารบอน ไฮโดรเจน และออกซิเจน ของ Compound 3 ในรูปแบบ 3 
มิต ิแสดงในภาพที่ 21 

 ภาพที่ 21 ภาพแสดงโครงสรางแบบ  ORTEP ของ Compound 3 
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4.7.1.2 ผลการวิเคราะหดวยเทคนิคแมสสเปกโตรเมทรี 
การวิเคราะหดวยเทคนิคแมสสเปกโตรเมทรีไดผลดังแสดงในภาคผนวก ง  พบวามีคามวล

ตอประจุสูงสุดที่ 349  จากเทคนิคแมสสเปกโตรเมททรีแสดงวาสารดังกลาวมีมวลโมเลกุลเทากับ 
348 โดยที่คามวลตอประจุ 349 ที่ปรากฏอยูในสเปกตรัมแสดงถึงภาวะของสารที่มีการรวมตัวกับ
โปรตอน 1 ตัว ([ M+H] +โดยที่ M แทนมวลโมเลกุลของ Compound 3) 

จากผลการวิเคราะหโครงสรางผลึกโมเลกุลสามมิติประกอบกับผลการวิเคราะหดวย

เทคนิคแมสสเปกโตรเมทรีของ Compound 3 สอดคลองกับสารที่มีสูตรโมเลกุลเปน C20H28O5

โครงสรางทางเคมี แสดงในภาพที่ 22 

 
  

ภาพที ่22 โครงสรางทางเคมีของ Compound 3 
 
4.7.2 การวิเคราะหโครงสรางทางเคมีของ Compound 1 
นํา Compound 1 ที่ไดไปวิเคราะหดวยเทคนิคแมสสเปกโตรเมทรี ผลการวิเคราะหแสดง

ในภาคผนวก ง จากแมสเปกตรัมที่ไดพบวา Compound 1 มีคามวลตอประจุสูงสุดเทากับ 317 
จากเทคนิคแมสสเปกโตรเมททรีแสดงวาสารดังกลาวมีมวลโมเลกุลเทากับ 316 โดยที่คามวลตอ
ประจุ 317 ที่ปรากฎอยูในสเปกตรัมแสดงถึงภาวะของสารที่มีการรวมตัวกับโปรตอน 1 ตัว           
([ M+H]+ โดยที่ M แทนมวลโมเลกุลของ Compound 1) ซึ่งเมื่อเทียบผลการทดลองกับสารตั้งตน
และผลการวิเคราะหที่ไดจาก Compound 3 คาดวา Compound 1 ควรจะมีสูตรโมเลกุลเปน 
C20H28O3 โดยนาจะมีสูตรโครงสรางดังในภาพที่ 23 นอกจากนี้ยังปรากฏคามวลตอประจุที่  299, 
349 และ 381 อันแสดงถึง [M-H2O+H]+, [M+MeOH+H]+,[M+2MeOH+H]+ ตามลําดับ (โดย 
M แทนมวลโมเลกุลของ Compound 1)             
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ภาพที ่23 โครงสรางที่คาดวาจะเปนของ Compound 1 

 
4.7.3 การวิเคราะหโครงสรางทางเคมีของ Compound 2 
นํา Compound 2 ที่ไดไปวิเคราะหดวยเทคนิคแมสสเปกโตรเมทรี ผลการวิเคราะหแสดง

ในภาคผนวก ง จากแมสเปกตรัมที่ไดพบวา Compound 2 มีคามวลตอประจุสูงสุดเทากับ 333 
จากเทคนิคแมสสเปกโตรเมททรีแสดงวาสารดังกลาวมีมวลโมเลกุลเทากับ 332 โดยที่คามวลตอ
ประจุ 333 ที่ปรากฏอยูในสเปกตรัมแสดงถึงภาวะของสารที่มีการรวมตัวกับโปรตอน 1 ตัว           
([ M+H] + โดยที่ M แทนมวลโมเลกุลของ Compound 2) ซึ่งเมื่อเทียบผลการทดลองกับสารตั้ง
ตนและผลการวิเคราะหที่ไดจาก Compound 3 คาดวา Compound 1 ควรจะมีสูตรโมเลกุลเปน 
C20H28O4 โดยนาจะมีสูตรโครงสรางดังในภาพที่ 24 นอกจากนี้ยังปรากฏคามวลตอประจุที่ 315, 
365 และ 397 อันแสดงถึง [M-H2O+H] +, [M+MeOH+H]+, [M+2MeOH+H]+ ตามลําดับ 
(โดย M แทนมวลโมเลกุลของ Compound 2)            

 
ภาพที ่24 โครงสรางที่คาดวาจะเปนของ Compound 2 
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เมื่อพิจารณาแมสสเปกตรัมของ Compound 1 และ Compound 2 พบวาแมสสเปกตรัม
ของ Compound 1มีคามวลตอประจุที่ 333 ปรากฏอยูดวย เมื่อเปรียบเทียบกับแมสสเปกตรัมของ 
Compound 2 ซึ่งมีคามวลตอประจุ 333 คาดวาสารที่มีคามวลตอประจุ 333 ที่ปรากฏในแมส-
สเปกตรัมของ Compound 1 นาจะเปนสารชนิดเดียวกันกับ Compound 2 ดังนั้นอาจเปนไดวาใน
สวนของ Compound 1 มี Compound 2 ปนอยูดวยเล็กนอย 
 



บทที ่5 
 

สรุปและวิจารณผลการทดลอง 
 
การหาระยะเวลาที่เหมาะสมในการสรางผลิตภัณฑ    

จากการทดลองเพื่อหาระยะเวลาที่เหมาะสมในการสรางผลิตภัณฑพบวาสามารถพบ         
ผลิตภัณฑไดในวันที่ 2 หลังจากใสสารตั้งตนคือ ent-kaur-16-en-19 oic acid ลงในอาหารเลี้ยง
เชื้อ ตามวิธีการทดลองในบทที่ 3 ขอ 3.5.2 โดยในวันที่ 2 หลังจากเติมสารตั้งตน เมื่อทดสอบ
ตัวอยางดวยเทคนิคธินเลเยอรโครมาโตกราฟโดยใชระบบตัวทําละลายคือ เอธิลอะซิเตต : เมธา
นอล  อัตราสวน  85 : 15  พบวาปรากฏจุดของสารในโครมาโตแกรมบนแผนธินเลเยอรโครมาโตก
ราฟ 3 จุดดวยกันคือ จุดที่มีคา Rf = 0.68 , 0.61 และ Rf = 0.58 โดยจุดที่มีคา Rf = 0.68  และ 
0.61 จะมีสีเขมกวาจุดที่มีคา Rf = 0.58 และเมื่อวันที่ 4 หลังจากเติมสารตั้งตนพบวาจุดที่มีคา Rf = 
0.59 จะเริ่มมีสีเขมข้ึนเรื่อยๆ และเขมกวาจุดที่มีคา Rf = 0.68 และ 0.61 และเขมที่สุดเมื่อบมเปน
เวลา 7 วัน จากนั้นสีจะคอยๆจางลง สวนสารที่มีคา Rf = 0.68 และ 0.61 นั้นสีจะจางลงหลังจาก
วันที่ 4 โดยสารที่คาดวาเปนผลิตภัณฑหลักนาจะเปนสารที่มีคา Rf = 0.58 และเปนสารที่มีปริมาณ
มากที่สุดเนื่องจากจุดที่ปรากฏบนแผนโครมาโตแกรมมีสีเขมกวาจุดอื่นๆ ดังนั้นระยะเวลาที่

เหมาะสมในการสรางผลิตภัณฑคือการบมเปนเวลา 7 วันหลังจากเติมสารตั้งตน  
 
 
การตรวจหาผลิตภัณฑดวยเทคนิคธินเลเยอรโครมาโตกราฟ    

เมื่อนําสารสกัดในสวนของไดคลอโรมีเธนมาทดสอบดวยเทคนิคธินเลเยอรโครมาโตกราฟ 
โดยใชตัวทําละลาย 2 ระบบ คือ เฮกเซน : เอธิลอะซิเตต : กรดแอซีติก อัตราสวน 70  : 30 : 2  และ 
เอธิลอะซิเตต : เมธานอล  อัตราสวน  85 : 15   พบวาในระบบตัวทําละลายคือ เอธิลอะซิเตต : 
เมธานอล  อัตราสวน  85 : 15 สามารถแยกสารไดดีกวาระบบตัวทําละลายแบบแรก เห็นไดจาก
โครมาโตแกรมที่ปรากฏจุดของสารผลิตภัณฑ 3 จุด ในขณะที่ระบบตัวทําละลายระบบแรกสามารถ
แยกสารผลิตภัณฑไดเพียง 2 จุด ดังนั้นระบบตัวทําละลายที่ควรใชในการตรวจสอบสารผลิตภัณฑ
คือ เอธิลอะซิเตต : เมธานอล  อัตราสวน  85 : 15  
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การทาํผลิตภณัฑใหบรสิุทธิ์ดวยวิธีคอลมันโครมาโตกราฟ  
ในการทําผลิตภัณฑใหบริสุทธิ์โดยวิธีคอลัมนโครมาโตกราฟ ไดสารผลิตภัณฑแยกอยูใน

ลําดับสวน 3 สวนดวยกันคือ Compound 1, Compound 2 และCompound 3 เมื่อระเหยเอาตัว
ทําละลายออก พบวาทั้ง 3 ชนิดมีลักษณะเปนของแข็งสีขาว ซึ่งเมื่อทดสอบโดยเทคนิคธินเลเยอร
โครมาโตกราฟ โดยใชตัวทําละลายคือ เอธิลอะซิเตต : เมธานอล อัตราสวน  85 : 15  พบวา 
Compound 1 มีคา Rf = 0.68, Compound 2 มีคา Rf = 0.61 และ Compound 3 มีคา Rf = 0.58 
ตามลําดับ จากคา Rf สามารถเรียงลําดับสภาพขั้วของสารทั้ง 3 ชนิดไดโดย Compound 3 มีสภาพ
ขั้วสูงที่สุด รองลงมาคือ Compound 2 และ Compound 1 ตามลําดับ และจากปริมาณของสารที่
ไดทั้ง 3 ชนิดคิดเปนรอยละของผลิตภัณฑตอปริมาณสารตั้งตนได โดย Compound 3 คิดเปนรอย
ละของผลิตภัณฑตอปริมาณสารตั้งตนเทากับ 17.9 ซ่ึงเปนสารที่มีปริมาณมากที่สุด รองลงมาคือ 
Compound 1 คิดเปนรอยละ 7.0 และCompound 2 คิดเปนรอยละ 1.5 ของปริมาณสารตั้งตน 
ตามลําดับ 
 
ผลการพิสูจนเอกลักษณของสารผลิตภัณฑทั้ง 3 ชนิดโดยเทคนิคทางเคมี  
        การพิสูจนเอกลักษณของ Compound 3 โดยการวิเคราะหโครงสรางผลึกโมเลกุลสามมิติโดย
เทคนิค Single-Crystal X-ray Diffraction และเทคนิคแมสสเปกโตรเมทรี พบวาสอดคลองกับสารที่
มีสูตรโมเลกุลเปน C20H28O5 มีมวลโมเลกุลเทากับ 348 และมีโครงสรางทางเคมีดังในภาพที่ 22 
จากโครงสรางทางเคมีของ Compound 3 ที่วิเคราะหไดเทียบกับโครงสรางทางเคมีของสารตั้งตน
พบวามีการเติมหมูไฮดรอกซิลในโครงสรางของสารตั้งตน 2 หมูดวยกันคือที่ตําแหนงคารบอนที่ 7 
และ 11 และมีออกซิเจนเพิ่มข้ึน 1 โมเลกุลที่ตําแหนงคารบอนที่ 1 จากภาพ ORTEP ซึ่งแสดง
โครงสรางของ Compound 3 พรอมทั้งแสดงตําแหนงของคารบอนอะตอม ไฮโดรเจนอะตอม 
ออกซิเจนอะตอม และระนาบของโครงสรางทางเคมีของ Compound 3 จะเห็นไดวาในการเติม
หมูไฮดรอกซิลที่ตําแหนงของคารบอนอะตอมที่ 7 นั้นเปนตําแหนงที่ตรงกันขามกับตําแหนง

คารบอนที่ 20 ซึ่งการเกิดปฏิกิริยาที่ตําแหนงนี้เนื่องมาจากเปนตําแหนงที่ไมมีหมูฟงคชันนัล 
(functional group) อ่ืนๆ มากีดขวางทําใหงายตอการเขาทําปฏิกิริยา  เชนเดียวกันกับการเติม
หมูไฮดรอกซิลที่ตําแหนงของคารบอนที่ 11 ซึ่งเปนตําแหนงที่ตรงกันขามกับตําแหนงของคารบอนที่ 
15   

ในการที่มีหมูไฮดรอกซิลที่ตําแหนงคารบอนที่ 11 ในโครงสรางของ Compound 3 นั้น
นาจะเกิดจากการเติมหมูไฮดรอกซิลที่ตําแหนงคารบอนที่ 11 ในโครงสรางของ Compound 2 โดย
มีรายงานการเติมหมูไฮดรอกซิลที่ตําแหนงคารบอนที่ 11 ในโครงสรางของ kaurane diterpenoid 
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บางชนิด โดยในป ค.ศ. 1994 Fraga และคณะ ไดดัดแปลงโครงสรางของ ent-16β,17-epoxy-
7α-hydroxykaurane โดยเชื้อรา Gibberella fujikuroi ไดผลิตภัณฑซึ่งมีการเติมหมูไฮดรอกซิลที่
ตําแหนงคารบอนที่ 11 คือ ent-7α,11α,17-tetrahydroxykaurane และในป ค.ศ. 1996  Fraga 
และคณะไดรายงานการเติมหมูไฮดรอกซิลในตําแหนงคารบอนที่ 7 และ 11 ในโครงสรางของ       
3α - hydroxy -15 - oxo – ent - (16S) -kaurane โดย  Gibberella fujikuroi  ไดผลิตภัณฑหลัก
คือ 3α,7α,11β-trihydroxy-15-oxo–ent-(16S)-kaurane ซึ่งมีการเติมหมูไฮดรอกซิลที่ตําแหนง
คารบอนที่ 7 และ 11 อีกทั้งยังมีผลิตภัณฑตัวอ่ืนๆที่ไดจากกระบวนการเดียวกันอีก 5 ชนิด ซึ่งหนึ่ง
ในจํานวนนั้นคือ 3α,7α -dihydroxy–15-oxo–ent -(16S)-kaurane ซึ่งเปนการเติมหมูไฮดรอกซิล
ที่ตําแหนงคารบอนที่ 7 ในโครงสรางของสารตั้งตนรวมอยูดวย 

ในการพิสูจนเอกลักษณของ Compound 1 เนื่องจากไมสามารถตกผลึกไดจึงไมสามารถ
ใชการวิเคราะหโครงสรางผลึกโมเลกุลสามมิติในการวิเคราะหโครงสรางของ Compound 1 ได 
ดังนั้นจึงตองอาศัยเทคนิคแมสสเปกโตรเมทรีในการทํานายโครงสรางของ Compound 1 ซึ่งผลจาก
แมสสเปกตรัมและขอมูลเปรียบเทียบกับสารตั้งตนและผลการวิเคราะหที่ไดจาก Compound 3 
คาดวา Compound 1 ควรจะมีสูตรโมเลกุลเปน C20H28O3 มีมวลโมเลกุลเทากับ 316 และนาจะมี
โครงสรางดังในภาพที่ 23 จากโครงสรางทางเคมีที่คาดวาจะเปนของ Compound 1 เทียบกับสาร
ตั้งตนพบวามีโครงสรางที่ตางจากสารตั้งตนคือมีออกซิเจนเพิ่มข้ึนอีก 1 โมเลกุลที่ตําแหนงคารบอน
ที่ 1 ซึ่งในการเติมออกซิเจนที่ตําแหนงนี้อาจเปนไดวาเกิดจากการเติมหมูไฮดรอกซิลแลวจึง

เปลี่ยนเปนออกซิเจน แตจากผลที่ปรากฏในโครมาโตแกรมเมื่อทดสอบดวยเทคนิคธินเลเยอรโครมา
โตกราฟพบวา Compound 1 เปนจุดที่มีสีเขมกวา Compound 2 และ Compound 3 ในชวงแรก
ของการบม ซึ่งคาดวา Compound 1 นาจะเปนผลิตภัณฑตัวแรกในกระบวนการนี้ เมื่อวิเคราะห 
Compound 1 ดวยเทคนิคแมสสเปกโตรเมทรี พบวามีการเติมหมูคีโตนที่ตําแหนงคารบอนที่ 1 
แทนที่จะเปนหมูไฮดรอกซิล จากงานวิจัยของ Oliveira และคณะ ในป ค.ศ. 1999 ในการเปลี่ยน
โครงสรางของ isosteviol  ซึ่งเปนไดเทอรพีนอยดที่มีโครงสรางแบบ kaurene diterpene ชนิดหนึ่ง
โดย A. niger  พบวาไดผลิตภัณฑที่มีการเติมหมูไฮดรอกซิลที่ตําแหนงที่ 1 ซึ่งสามารถตรวจพบได
เม่ือบมเปนเวลานานกวา 7 วัน นั่นแสดงวาผลิตภัณฑที่มีการเติมหมูไฮดรอกซิลที่ตําแหนงคารบอน
อะตอมที่ 1 นี้คอนขางจะคงตัว ซึ่งถามีการเติมหมูไฮดรอกซิลที่ตําแหนงนี้ของ ent-kaur-16-en-19-
oic acid ก็นาจะสามารถตรวจพบผลิตภัณฑที่มีหมูไฮดรอกซิลที่คารบอนตําแหนงที่ 1 ได แตในการ
เปลี่ยนโครงสรางของ ent-kaur-16-en-19-oic acid โดย A. niger ในงานวจิัยนี้ไมพบ ent-kaur-
16-en-19-oic acid ที่มีการเติมหมูไฮดรอกซิลที่ตําแหนงคารบอนที่ 1 ซึ่งอาจเปนไดวา  A. niger 
สายพันธุนี้สามารถเติมออกซิเจนที่ตําแหนงคารบอนอะตอมที่ 1 ของ ent-kaur-16-en-19-oic acid 
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ไดโดยตรง หรือถามีการเติมหมูไฮดรอกซิลในโครงสรางของสารตั้งตนที่ตําแหนงคารบอนอะตอมที่ 
1 กอนการเปลี่ยนเปนหมูคีโตนจริง การที่ตรวจไมพบสารชนิดนี้อาจเกิดจากการเติมหมูไฮดรอกซิล
แลวจึงเปลี่ยนไปเปนหมูคีโตนภายในเวลาอันรวดเร็วจนทําใหไมสามารถตรวจพบไดเมื่อทําการ

ตรวจสอบสารผลิตภัณฑตามเวลาในการทดลอง  
การพิสูจนเอกลักษณของ Compound 2 พบวา เนื่องจากไมสามารถตกผลึกได

เชนเดียวกับ Compound 1 ดังนั้นจึงใชเทคนิคในการวิเคราะหเชนเดียวกับการวิเคราะห 
Compound 1 ในการทํานายโครงสรางของ Compound 2 ซึ่งผลจากแมสสเปกตรัมและขอมูล
เปรียบเทียบกับสารตั้งตน และผลการวิเคราะหที่ไดจาก Compound 3 คาดวา Compound 2 ควร
จะมีสูตรโมเลกุลเปน C20H28O4  มีมวลโมเลกุลเทากับ 332 และนาจะมีสูตรโครงสรางดังในภาพที่ 
24 จากโครงสรางทางเคมีที่คาดวาจะเปนของ Compound 2 เทียบกับสารตั้งตน พบวามีโครงสราง
ที่ตางจากสารตั้งตน คือมีหมูไฮดรอกซิลที่ตําแหนงคารบอนที่ 7 และมีหมูคีโตนที่ตําแหนงคารบอน
ที่ 1  ซึ่งในการเติมหมูไฮดรอกซิลที่ตําแหนงคารบอนอะตอมที่ 7 นั้นพบวาเปนตําแหนงที่พบไดบอย
ในการเติมหมูไฮดรอกซิลในโครงสรางของสารที่มีโครงสรางแบบ   kaurane diterpenoid    โดย
อาศัยจุลินทรีย เชน จากรายงานของ Beilby และคณะ ในป ค.ศ. 1973  Ghisalberti และคณะ ป 
ค.ศ. 1977 และ ในงานวิจัยของ Silva และ คณะ ในป ค.ศ. 1999 ไดทําการเปลี่ยนโครงสรางของ
ent-kaur-16-en-19-oic acid โดยอาศัยเชื้อราพบวาผลิตภัณฑที่ไดนั้นมีการเติมหมูไฮดรอกซิลที่
คารบอนอะตอมตําแหนงที่ 7 ในโครงสรางของ ent-kaur-16-en-19-oic acid รวมอยูดวยแตไมพบ
การเติมออกซิเจนที่ตําแหนงคารบอนตําแหนงที่ 1  นอกจาก ent-kaur-16-en-19-oic acid แลวยัง
มีรายงานการเติมหมูไฮดรอกซิลที่คารบอนตําแหนงที่ 7 โดยใชสาร kaurane diterpeniod อ่ืนๆเปน
สารต้ังตนอีกดวย (Boaventura และคณะ, 1995 ; Oliveira และคณะ, 1999 ; Vieira และคณะ, 
2000) นอกจากนี้ยังมีรายงานการใชเชื้อรา A. niger ในการเปลี่ยนโครงสรางของ isosteviol ได
ผลิตภัณฑซึ่งมีการเติมหมูไฮดรอกซิลในตําแหนงคารบอนที่ 7 เชนกัน ซึ่งในการเติมหมูไฮดรอกซิล
ในโครงสรางของ kaurane diterpenoid บริเวณคารบอนตําแหนงที่ 7 นั้นอาจเปนตําแหนงที่งายตอ
การทําปฏิกริิยาทั้งนี้ขึ้นกับความจําเพาะของเอนไซมดวย  

เมื่อพิจารณาจากโครงสรางของ Compound 1, Compound 2 และ Compound 3 ทั้ง 3 
ชนิดพบวาไมเกิดการเปลี่ยนแปลงในตําแหนงคารบอนที่ 16 และ 17 โดยในงานวิจัยอื่นที่มี

ผูรายงานไวแลวพบวาเมื่อใช kaurane diterpenoid บางชนิดเปนสารตั้งตนในการเปลี่ยน

โครงสรางโดยอาศัยจุลินทรีย นอกจากการเติมหมูไฮดรอกซิลหรือออกซิเจนในวง A B และC แลว
ยังมีการทําปฏิกิริยาในสวนของคารบอนอะตอมที่ 16 และ 17 ดวย (Ghisalberti และคณะ, 1977; 
Granados และคณะ, 1986; Boaventura และคณะ, 1995 และ Takahashi และคณะ, 1999) แต
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ในงานวิจัยนี้พบวา A. niger จะไมเขาทําปฏิกิริยาในตําแหนงคารบอนที่ 16 และ17 ของ ent-kaur-
16-en-19-oic acid  ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากความจําเพาะของเอนไซม 

 
จากการพิ สูจน เอกลักษณของสารผลิตภัณฑที่ ไดทั้ งสามชนิดสามารถสรุปไดวา 

Aspergillus niger สามารถเปลี่ยนโครงสรางของ ent-kaur-16-en-19-oic acid ไดสารผลิตภัณฑ 
3 ชนิดดวยกัน คือ Compound 1, Compound 2 และ Compound 3 โดยแสดงในภาพที่ 25 
จากภาพที่ 25 เมื่อพิจารณาโครงสรางของผลิตภัณฑทั้งสามชนิดที่ไดจากผลการวิเคราะหทางเคมี
และผลจากการทดสอบดวยเทคนิคธินเลเยอรโครมาโตกราฟ  อาจคาดไดวาผลิตภัณฑชนิดแรกที่
เกิดขึ้นในกระบวนการไบโอทรานสฟอรเมชันในงานวิจัยนี้นาจะเริ่มจากเชื้อ A. niger  เกิดปฏิกิริยา
ออกซิเดชันโดยเติมหมูคีโตนที่ตาํแหนงคารบอนอะตอมที่ 1 ในโครงสรางของ ent-kaur-16-en-19-
oic acid ไดผลิตภัณฑชนิดแรกคือ Compound 1 จากนั้นจะเติมหมูไฮดรอกซิลที่ตําแหนงคารบอน
อะตอมที่ 7 ในโครงสรางของ Compound 1 ไดเปน Compound 2 และสุดทายคือการเติมหมูไฮดร
อกซิลที่ตําแหนงคารบอนที่ 11 ในโครงสรางของ Compound 2 ไดผลิตภัณฑคือ Compound 3 ซึ่ง 
Compound 3 นาจะเปนผลิตภัณฑหลักในกระบวนการนี้ เนื่องจากเปนสารที่มีปริมาณมากและมี
ความคงตัวกวาผลิตภัณฑตัวอื่น  
 
 ขอเสนอแนะในงานวิจัย 
 

1. จากงานวิจัยครั้งนี้พบวายังไมสามารถแยกผลิตภัณฑบางตัวใหบริสุทธิ์ไดคือในสวนของ 
Compound 1 ซึ่งมี Compound 2 ปนอยูเล็กนอย ดังนั้นในงานขั้นตอไปจึงควรทําการแยกผลิต-
ภัณฑที่ไดใหบริสุทธิ์ นอกจากนี้ควรมีการวิเคราะหเพื่อเก็บขอมูลทางสเปกโตรสโกปของผลิตภัณฑ
ทั้ง 3 ชนิดเพิ่มเติม เชน ขอมูลในการวิเคราะหดวยเทคนิค NMR และ IR เปนตน เพื่อความสมบูรณ
ในการวิเคราะหโครงสรางของผลิตภัณฑตอไป 

 
2. จากผลการวิเคราะหโครงสรางของผลิตภัณฑทั้ง 3 ชนิดพบวา A. niger  สามารถ

เกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันและไฮดรอกซิเลชนั ในตําแหนงของวง A และ B ในโครงสรางของ ent-
kaur-16-en-19-oic acid  โดยเติมหมูคีโตนที่คารบอนอะตอมตําแหนงที่ 1 และเติมหมูไฮดรอกซิล
ที่คารบอนอะตอมตําแหนงที่ 7 และ 11 ซึ่งควรมีการศึกษาถึงความจําเพาะตอตําแหนงที่ทํา
ปฏิกิริยาของเชื้อราชนิดนี้โดยทดลองเปลี่ยนสารตั้งตนที่ใชเปนสารซึ่งเปนอนุพันธของ kauranoic 
acid ที่มีหมูฟงคชันอื่นๆ เชน kaurane diterpenoid ที่มีหมู methyl ester, alcohol หรือ epoxide 
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ในโครงสรางหรือเปลี่ยนสารตั้งตนเปนสารไดเทอรพีนอยดชนิดอื่น เชน labdane diterpenoid, 
clerodane diterpenoid หรือ hardwickiic acid เปนตน เพื่อศึกษาวาเมื่อทําการเปลี่ยนสารตั้งตน
เชื้อจะสามารถเขาทําปฏิกิริยาไดในตําแหนงเดิมหรือไม ซึ่งในกรณีที่พบวา A. niger สายพันธุนี้มี
ความจําเพาะตอตําแหนงในการทําปฏิกิริยาในการเติมออกซิเจนที่ตําแหนงคารบอนอะตอมที่ 1 
และหมูไฮดรอกซิลในตําแหนงคารบอนอะตอมที่ 7 และ 11 ก็จะสามารถนํามาประยุกตใชในการ
สังเคราะหอนุพันธของ kaurane diterpenoid หรือ diterpenoid ชนิดอื่นๆ ที่ตองการเติมหมูไฮดร
อกซิลและออกซิเจนอยางจําเพาะได 
        3. ทําการทดสอบคุณสมบัติในการเปนสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพของผลิตภัณฑที่ได เนื่องจาก
มีรายงานวา ent-kaur-16-en-19-oic acid ที่ใชเปนสารตั้งตนนั้นเปนสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพอยาง
หนึ่ง ดังนั้นจึงควรมีการทดสอบผลิตภัณฑที่ไดวามีคุณสมบัติเปนสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพหรือไม 
เชน ทดสอบผลทาง cytotoxic activity เพื่อประโยชนในการประยุกตใชทางเทคโนโลยี-      ชวีภาพ
ตอไป 



 

              ภาพที่ 25 การเปลี่ยนโครงสรางของ ent-kaur-16-en-19-oic acid โดย Aspergillus 
niger  เมื่อบมเปนเวลา 7 วัน 
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ภาษาไทย 
 
วีณา  วิรัจฉริยากูล. 2534. ยาและผลิตภัณฑจากธรรมชาติ. ภาควิชาเภสัชวินิจฉัย  คณะเภสัช-ศาสตร  

มหาวิทยาลัยมหิดล. 
สมบุญ เตชะภิญญาวัฒน. 2538. สรีระวิทยาของพืช. ภาควิชาพฤกษศาสตร คณะวิทยาศาสตร 

มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร. 
สุภาพร ศิริมงคล. 2543. คอเรนไดเทอรพีนจากเปลือกตนเปลาใหญ Croton oblongifolius Roxb.จากกุยบุรี

จังหวัดประจวบคีรีขันธ. วิทยานิพนธปริญญามหาบัณฑิต  ภาควิชาเคมี  คณะวิทยาศาสตร 
จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย. 

 เสงี่ยม พงสบุญรอด. 2502. ไมเทศเมืองไทย. พิมพครั้งที่ 1. เขษมบรรณกิจ. 
 
 
ภาษาอังกฤษ 
 
Aiyar, V.N. and Seshadri, T.R. 1970. Components of Croton oblongifolius. Tetrahedron, 26: 5275 - 

5279. 
Aiyar, V.N. and Seshadri, T.R. 1971. Components of Croton oblongifolius Roxb. Indian J.Chem. 9: 613 

- 614. 
Aiyar, V.N. and Seshadri, T.R.1972. 11-dehydro-hardwickiic acid from Croton oblongifolius. 

Phytochemistry, 11:1473 - 1476. 
Alves, T. M. A., Chaves, P. P. G., Santos L.M.S.T., Nagem, T.J., Murta, A.M.F., Deravolo, I.P., 

Romanha, A.J. and Zani, C. 1995. A Diterpene from Mikania obtusata Active on 
Trypanosoma cruzi. Planta. Med. 61: 85 - 87. 

Anderson, A.B., Maccrindle, R. and Turnbull, J.K. 1974. Microbiological Transformation of 17-
Norkauran-16-one, ent-17-Norkauren-16-one, and 17-Norphyllocladan-16-one by Aspergillus 
niger. Can. J. Chem. 53: 1181 - 1188. 

 Asakawa, Y., Takahashi, H., Toyota , M. and  Noma, Y. 1991.  Biotransformation  of     



 51

 monoterpenoids,  (-)- and (+)- Menthol, Terpenolene  and  Carvotanacetone   by  
Aspergillus  species.  Phytochemistry 30 (12): 3981 - 3987. 

Beilby, J.P., Ghisalberti, E.L., Jefferies, P.R., Sefton, M.A. and Sheppard, P.N. 1973. Microbiological 
Transformation of Tetracyclic Triterpenes. Tetrahedral Lett. 28: 2589 - 2592. 

Blanch, H.W., Drew, S. and Wang, I.C.1985. Comprensive Biotechnology. Pergamon press. 
Boaventura, M.A.D., Oliveira, A.B., Hanson, J.R., Hitchcock, P.B. and Takahashi, J.A. 1995. The 

biotransformation of methyl ent-15-oxokaur-16-en-19-oate by Rhizopus stolonifer and Mucor 
plumbeus. Phytochemistry. 40: 1667-1669. 

Chang, F.R., Yang, P.Y., Lin, J.Y., Lee, K.H. and Wu, Y.C. 1998. Bioactive Kaurane Diterpenoids from 
Annona glabra. J. Nat. Prod. 61: 437- 439. 

Costa, F.B., Albuquerque, S. and Vidhnewski, W. 1966. Diterpenoid and Synthesis Derivative from 
Viguiera aspillioides with Trypanomicidal activity. Planta. Med. 62: 557- 559. 

Cowan, M.M.1999. Plant Products as Antimicrobial Agents. Clin. Micro. Rew. 12: 564-582. 
Fogarty, W.M. and Kelly, C.T.1990. Transformation of  Antibiotic and Steroids. Microbial  

Enzyme and Biotechnology.  Elsevier Science  Publishing CO.INC. 
Fraga, B.M., Gonzalez, P., Guillermo, R., Hanson, J.R., Hernandez, H.G. and Takahashi, J.A. 1994. 

The microbiological transformation of two ent –16β,17-epoxykaurane derivatives by 
Gibberella fujikuroi . Phytochemistry.37: 717- 721. 

Fraga, B.M., Hernandez, H.G.and Guillermo, R.1996. The Biotransformation of Two 3,15-Oxygenate 
ent – Kaurane Derivatives by Gibberella fujikuroi. J. Nat. Prod. 59: 952-957. 

Ghisalberti, E.L., Jefferies, P.R., Sefton, M.A. and Sheppard, P.N.1977. Microbiological 
Transformation of 19-oxygenated ent-kauranes. Tetrahedron.33:  2451 - 2456. 

Granados, A.G., Martinaz, A., Onorato, M.E. and Arias, J.M.1986. Microbial Transformation of 
Tetracyclic Diterpenes: Conversion of ent-Kaurenones by Aspergillus niger. J. Nat. Prod. 49: 
126 - 132. 

Hanson, J.R. 1992. The Microbiological Transformation of Diterpenoids. Nat. Prod. Rep.: 139 - 151. 
Hoffmann, J.J. and  Punnapayak, H.1988. Bioconversion of Grindelic acid into 3α-hydroxygrindelic 

acid. J. Nat. Prod. 51: 125 - 128. 
Iizuka, H.and Naito, A. 1981. Microbial Conversion of Steroids and alkaloids. University of 



 52

             Tokyo Press.  
Lamare, V. and  Furstoss, R. 1990.  Bioconversion  of  Sesquiterpenes.  Tetrahedron 46:   4109 - 

4132. 
Mari, K. and Matsui, M. 1966. Total synthesis of (±)-Kaur-16-en-19-oic acid. Tetrahedron Letters. 2: 

175-180. 
Madyastha, K.M. and Krishna Murthy, N.S.R. 1988.  Transformation of Acetates  of   

              Citronellol, Geraniol and Linalool by Aspergillus  niger : Regiospecific Hydroxylation of  
Citronellol  by Cell - Free  System.  Appl. Microbiol. Biotechnol.  28: 324 - 329. 

Moat, A.G. and Foster, J.W. 1988. Microbial Physiology. John wiley &Son. 
Oliveira, B.H., Santos, M.C. and Leal, S.P. 1999. Biotransformation of the diterpenoid, isosterviol, by 

Aspergillus niger, Pennicillium chysoginum and Rhizopus arrhizus. Phytochemistry. 51: 727- 
741. 

Pedmaja, V., Thankamany, V., Hara, N., Fujimoto, Y. and Hisham, A. 1995. Biological Activity of 
Annona glabra. J. Ethnophamaculogy. 48: 21-24. 

Peterson, D.H. and Murray, H.C. 1952.  Microbiological Oxygenation of Steroid at Carbon 11. J. Am. 
Chem. Soc. 74: 1871 - 1872. 

Pinder, A.R. 1960.  The Chemistry of Terpenes.  John Wiley &Son INC.  
Prave,  P., Faust, U., Sittig, W.and Sakatsch, D.A.1987. Biotransformation. Fundamentals of 

Biotechnology.  VOH  Verlagsgesellschaft  mbH. 
Prema, B.R. and  Bhattacharyya, P.K. 1962 .  Microbial  Transformation  of  Terpenes  II :   

Transformations of ∝-pinene.  Appl. Microbial. 10: 524 - 528. 
Raper, K.B., Fennell, D. 1977. The genus Aspergillus. Robert E. Krieger Publishing. 
Roengsumran, S., Petson, A., Sommit, D. and Vilaivan, T. 1999 a. Labdane Diterpenoids from Croton 

oblongifolius. Phytochemistry. 50: 449 - 453. 
Roengsumran, S., Singtotong, P., Pudhom, K., Ngamrochanavanic, N., Petson, A. and 

Chaichantipyuth, C.1999 b. Neocrotocembranal  from  Croton oblongifolius. J. Nat. Prod. 62: 
1163 - 1168. 

Rose, A.H.1980.  Microbial Enzymes and Bioconversions.  Academic Press.  
Silva, E.A.,Takahashi, J.A., Boaventura, M.A.D., Oliveira, A.B.1999. The biotransformation  of ent-kaur-

16-en-19-oic acid by Rhizopus stolonifer. Phytpchemistry. 59: 397-400. 
Stumpf, P.K. and Conn, E.E. 1980. The Biochemistry of Plant. Academic Press. 



 53

Tomson, R.H. 1993.  The Chemistry of Natural Products.  Chapman & Hall. 
Turner, W.B. 1971. Fungal Metabolites. Academic Press.  
Vieria, H.S., Takahashi, J.A. and Boaventura, M.A.D. 2000. Biotransformation of methyl ent-17-

hydroxy-16β-Kauran-19-oate by Rhizopus stolonifer. App. Micro. Biotech. 53: 601 - 604. 
Wang, D.I.C., Cooney, G.L., Demain, A.L., Dunnill, P., Humphrer, A.E. and Lilly, M.D. 1979. 

Fermentation and Enzyme Technology. John wiley &Son. 
Wu, Y.C., Hung, Y.C., Chang, F.R., Consentino, M. and Wang, H.K. 1996. Identification of ent-16β,17-

Dihydroxykauran-19-oic Acid as an Anti-HIV Principle and Isolation of New Diterpenoids 
Annosquamosin A and B from Annona squamosa. J. Nat. Prod. 59: 635 - 637. 

Yang, L.L., Yen, K.Y., Konno, C., Oshima, Y. Kiso, Y. and Hikino, H. 1986. Antihepatotoxic Principal of 
Wedelia Chinensis Herbs. Planta. Med.: 499 - 500. 

 
 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาคผนวก  



 

ภาคผนวก ก 
 

การเตรยีมอาหาร 
 

Potato Dextrose Agar (PDA) มีองคประกอบดังนี ้
มันฝร่ัง 200 กรัม 
น้ําตาลเดร็กโตส   20 กรัม 
วุนผง   20 กรัม 
น้ํากลัน่     1 ลิตร 

        
  นํามันฝร่ังที่ลางสะอาดแลวมาหั่นเปนชิ้นสี่เหลี่ยมลูกเตาขนาดประมาณ 1 ลบ.ซม. ไปตม

ในน้ํากลั่นปริมาตร 500 มิลลิลิตร จนมันฝร่ังสุก สังเกตุไดจากเมื่อใชมือบีบแลวมันฝร่ังจะนิ่มและ
แตกออกงาย จากนั้นกรองแยกเอาสวนที่เปนน้ําออกมา เติมสวนผสมที่เหลือลงไป คนใหละลาย
หมด จากนั้นเติมน้ํากลั่นใหไดปริมาตร 1 ลิตร  นําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 
15 นาที 

 
 

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

       



 

   ชั่ง soy bean meal ในสัดสวนตออาหาร 50 มล.ใสในขวดรูปชมพูแตละขวด ผสม
สวนผสมอื่นๆเขาดวยกัน เติมน้ํากลั่นแลวคนใหละลาย ปรับ pH เทากับ 7 จากนั้นแบงใสขวดรูป
ชมพูที่ชั่ง soy bean meal เตรียมไว  นําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

ภาคผนวก ข 
 

การคํานวณคาการเคลื่อนที่สัมพัทธ (Ratio of front (Rf)) 
         เมื่อนาํแผนโตรมาโตกราฟแบบผิวบางออกจากโถแกวที่บรรจุตัวทําละลายแลววัดระยะทางที่
ตัวทําละลายเคลื่อนที ่(solvent front) และระยะการเคลื่อนที่ของสารที่ปรากฏบนแผนธินเลเยอร-
โครมาโตกราฟ จากนั้นนํามาคํานวณตามสูตรดังนี ้
 

ระยะทางที่สารเคลื่อนที่ 
Rf    = 

ระยะทางที่ตัวทําละลายเคลื่อนที่ 
 
 

ระบบตัวทาํละลายที่ใช (Solvent system)ในการทดลอง 
 

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

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

ภาคผนวก ค 
 
ขอมูลของผลึก และโครงสรางของ 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 
  

 



 

ตําแหนงพกิัดของอะตอมในแนวแกน x ,y และ z และตัวแปรแทนที่ไอโซโทรปคที่เทากัน นิยามเปน
1/3 ของเสนแกนออรโธโกนอล (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 ตําแหนงของคารบอนอะตอม และ O (1-5) คือ ตําแหนงของออกซิเจนอะตอม  



 

ความยาวพันธะระหวาง คารบอน - คารบอน และ คารบอน - ออกซิเจน ในโครงสรางของ   
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 

  
  

 



 

ความยาวพันธะระหวาง คารบอน - คารบอน และ คารบอน - ออกซิเจน ในโครงสรางของ 
Compound 3 (ตอ) 
 

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 ตําแหนงของคารบอนอะตอม 
O (1- 5 ) คือ ตําแหนงของออกซิเจนอะตอม  

คาของมุมที่เกดิพันธะระหวางอะตอมของคารบอนและออกซิเจนในโครงสรางของ Compound 3 
 พนัธะ            มุมระหวางพนัธะ(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 

คาของมุมที่เกดิพันธะระหวางอะตอมของคารบอนและออกซิเจนในโครงสรางของ Compound 3 
(ตอ) 

พันธะ มุมระหวางพนัธะ(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 ตําแหนงของคารบอนอะตอม 
O (1- 5 ) คือ ตําแหนงของออกซิเจนอะตอม  



ภาคผนวก ง 

 
แมสสเปกตรัมของ Compound 3 

 
แมสสเปกตรัมของ Compound 1 



 

 
แมสสเปกตรัมของ Compound 2 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 
 

ภาคผนวก จ 
การตรวจนับจํานวนสปอรดวยวิธ ีDirect Microscopic Count  

โดยใช Counting chamber ของ Haemacytometer 
         Haemacytometer เปนเครื่องมือที่ใชสําหรับนับเม็ดเลือด แตไดนํามาประยุกตใชในการนับ

จํานวนจุลินทรียและสปอรของเชื้อรา เครื่องมือนี้เปนสไลดมีชองแบงไวแนนอนและมีขอบยกสูงจาก
บริเวณท่ีขีดไว เมื่อปดดวย cover glass และสไลด ในบริเวณที่มีขีดคิดเปนความลึก 0.1-0.2 
มิลลิเมตร แลวแตบริษัทผูผลิต ขีดแบงที่กําหนดไวประกอบดวยชองสี่เหลี่ยมจตุรัสใหญ 25 ชองแตละ
ชองมีขนาด 0.2 x 0.2 ตารางมิลลิลิตร ในแตละชองใหญนี้มีขีดแบงเปนชองเล็กอีก 16 ชอง แตละชอง
มีเนื้อที่ 0.05 x 0.05 ตารางมิลลิลิตร ดังนั้นของเหลวที่บรรจุอยูในชองจะมีปริมาตร 0.00025 ลูกบาศก
มิลลิเมตร (0.05 x 0.05 x 0.1) เครื่องมือนี้จะมี cover glass ที่มีขนาดและความหนาเฉพาะ จึงไมควร
ใช cover glass อ่ืนปดแทน เนื่องจากน้ําหนักของกระจกจะมีผลทําใหปริมาตรภายในชองสไลดกับ
กระจกปดนี้ผิดไปได อีกประการหนึ่ง ถากระจกหนาเกินไปจะมีปญหาตอการโฟกัสกลอง 

 
การตรวจนับ : ตัวอยางสปอร ควรเจือจางในระดับที่สามารถจะตรวจนับจํานวนไดสะดวกในแตละ
ชองเล็ก ควรมีจํานวนอยูระหวาง 1-10 เซลล เมื่อตรวจนับใหปฏิบัติดังนี้ 
          - ลางเครื่องมือใหสะอาดและเช็ดใหแหง 
          - ปดทับบริเวณสี่เหลี่ยมซึ่งมีชองแบง ดวยกระจกปดสไลด (cover glass) ที่จําเพาะเจาะจง 



 

          - ใชปเปดที่มีความจําเพาะกับเครื่องนี้ โดยแตะปลายปเปตที่ชองวางระหวางสไลดและกระจก
ปด โดยปลอยใหตัวอยางคอยๆ ซึมผานเขาไปในบริเวณชองซึ่งกําหนดปริมาตรดังกลาวไวขางตน 
          - ตรวจนับโดยใช objective กําลังขยาย 40 เทา  
          - นับจํานวนสปอรในแตละชองเล็ก การตรวจนับควรตรวจนับทั้งสิ้นมากกวา 10 ชองขึ้นไป 

 



ประวัติผูเขียน 
                   นางสาวจรัสลักษณ เพชรวัง เกิดวันที่ 11 กรกฎาคม พ.ศ. 2517 ที่จังหวัดสุราษฎรธานี 
สําเร็จปริญญาวิทยาศาสตรบัณฑิต (เทคนิคการแพทย) จากคณะสหเวชศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย เมื่อ
ปการศึกษา 2538 และเขาศึกษาตอหลักสูตรวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต สาขาเทคโนโลยีทางชีวภาพ คณะ
วิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ในปการศึกษา 2540 สําเร็จการศึกษาในปการศึกษา 2543 
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