
 

 
บทที่ 3 

ระเบียบวิธีวิจัย 
 

3.1 อุปกรณ์ สารเคมี และจุลินทรีย์ที่ใช้ในการทดลอง 
 

   3.1.1 อุปกรณ์ 

 1. เคร่ืองนิวเคลียร์แมกเนตกิเรโซแนนซ์สเปกโตรมิเตอร์  
             (Nuclear magnetic resonance (NMR) spectrometer): Bruker AVANCE 400 
  2. แมสสเปกโตรมิเตอร์ (Mass spectrometer, MS): Finnigan LC-Q 
  3. อินฟราเรดสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ (Infrared spectrophotometer, IR): Perkin-Elmer       
   FT-IR 
  4. คอลมัน์ (Column) 
  5. แผน่โครมาโตกราฟีแบบผิวบาง (Thin layer chromatograph, TLC): Merck 
  6. ตู้ตรวจวดัรังสีอลัตราไวโอเลต (UV detector) 
  7. เคร่ืองชัง่ 4 และ 5 ต าแหนง่ 
  8. ปัม้ลม (Pump) 
  9. ขวดก้นกลม (Round bottom flask) 
  10. บีกเกอร์ (Beaker) 
  11. ขวดรูปชมพู ่(Erlenmeyer flask) 
  12. กรวยแยก (Separatory funnel) 
  13. หลอดทดลอง (Test tube) 
  14. ท่ีวางหลอดทดลอง (Test tube rack) 
  15. แทง่แมเ่หล็ก (Magnetic bar) 
  16. หลอดฉีดยา (Syringe) 
  17. เคร่ืองควบแนน่ (Condenser) 
  18. เคร่ืองกวน (Stirrer) 
  19. ขวดแก้วขนาดเล็ก (Vial)  
  20. หลอดหยด (Dropper) 
  21. หลอดฉีดยาและเข็ม (Syringe and needle) 
  22. Aluminium foil 
  23. Eppendorf 
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   3.1.2 สารเคมี 

  1. สารสกดัสตีวิโอไซด์  
  2. ไดคลอโรมีเทน (Dichloromethane; CH2Cl2) 
  3. เมทานอล (Methanol; CH3OH) 
  4. เอทิลอะซีเตต (Ethyl acetate; EtOAc) 
  5. เฮกเซน (Hexane; C6H14) 
  6. เอทานอล (Ethanol; C2H5OH) 
  7. 4-เมทอกซีเบนซาลดีไฮด์ (4-methoxybenzaldehyde) 
  8. แอมโมเนียมโมลิปเดต (Ammonium molybdate; (NH4)6MoO4.4H2O) 
  9. แอมโมเนียม ซีเรียม ซลัเฟต (Ammonium cerium (IV) sulfate) 
  10. โซเดียมซลัเฟตปราศจากน า้ (Sodium sulfate anhydrous; Na2SO4 anhydrous) 
  11. โซเดียมคลอไรด์ (Sodium chloride; NaCl) 
  12. เตตระไฮโดรฟิวแรน (Tetrahydrofuran; THF) 
         13. ลิเทียมอะลมูิเนียมไฮไดรด์ (Lithium aluminium hydride; LiAlH4) 
  14. เมทิลไอโอไดด์ (Methyliodide; MeI) 
  15. โพแทสเซียมคาร์บอเนต (Potassium carbonate; K2CO3) 
         16. กรดซลัฟริุก (Sulfuric acid; H2SO4) 
  17. ดวิเทอโรคลอโรฟอร์ม (Deuterochloroform; CDCl3) (NMR solvent) 
  18. ดวิเทอโรเมทานอล (Deuteromethanol; CD3OD) (NMR solvent) 
  19. ดวิเทอโรไพริดีน (Deuteropyridine; C5D5N) (NMR solvent) 
  20. Nitrogen gas 99.9999% (N2 Tank) 
   
 

 3.1.3 อาหารเพาะเชือ้ 

  1. กลโูคส (Glucose) 
  2. เปปโทน (Peptone) 
  3. สารสกดัจากยีสต์ (Yeast extract) 
  4. สารสกดัจากเนือ้ววั (Beef extract) 

 
3.1.4 จุลินทรีย์ที่ใช้ในการทดลอง  

  Bacillus megaterium NRRL B-938 
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3.2 วิธีด าเนินการวิจัย 
 

3.2.1 สังเคราะห์สารตัง้ต้นและวิเคราะห์โครงสร้าง 
น าสารสกดัสตีวิโอไซด์ (1) (7 กรัม) ละลายด้วย 20% สารละลายกรดซลัฟุริก 

ปริมาตร 50 มิลลิลิตร น าไปให้ความร้อนท่ีอุณหภูมิ 60-70 OC กวนสารละลายผสมเป็นเวลา 6 
ชัว่โมง จากนัน้ท าสารละลายผสมให้อุ่นท่ีอณุหภูมิ 35-40 OC  สกดัด้วยเอทิลอะซีเตตปริมาตร 100 
มิลลิลิตร จ านวน 3 ครัง้ และล้างส่วนสกัดชัน้เอทิลอะซีเตตด้วยน า้ ท าให้ปราศจากน า้ด้วย 
anhydrous Na2SO4 น าส่วนสกัดท่ีได้ไประเหยตวัท าละลายออกให้แห้ง แล้วน าสารผลิตภัณฑ์
ไปแยกด้วยวิธีคอลัมน์โครมาโตกราฟี โดยใช้ตวัดูดซับเป็นซิลิกาเจลชนิดละเอียดและตวัชะเป็น
ไดคลอโรมีเทน-เมทานอล (98:2) ได้สารไอโซสตีวิออล (3) จ านวน 2.4 กรัม  (96%) น าสาร
บริสุทธ์ิท่ีแยกได้มาวิเคราะห์หาโครงสร้างท่ีแน่นอนด้วยโปรตอนเอ็นเอ็มอาร์สเปกโตรสโกปี        
(1H-NMR spectroscopy) แมสสเปกโตรเมทรี (Mass spectrometry) และเปรียบเทียบกบัสารท่ีมี
อยูแ่ล้ว 
  

 3.2.2 ปรับเปล่ียนโครงสร้างสารไอโซสตีวิออลโดยวิธีการทางเคมีและวิเคราะห์ 
โครงสร้างของสาร ดังต่อไปนี ้
   3.2.2.1 สังเคราะห์สารไดไฮโดรไอโซสตีวิออล 
    ละลายสาร 3 (2.2 กรัม)  ในเตตระไฮโดรฟิวแรนจ านวน 5 มิลลิลิตร แล้ว
เตมิโซเดียมโบโรไฮไดด์ จ านวน 850 มิลลิกรัม กวนสารละลายผสมท่ีอณุหภูมิห้องเป็นเวลา 3 ชัว่โมง 
หยดุปฏิกิริยาโดยเตมิน า้ปริมาตร 15 มิลลิลิตร สกดัด้วยเอทิลอะซีเตตปริมาตร 100 มิลลิลิตร จ านวน 
3 ครัง้ และล้างสว่นสกดัชัน้เอทิลอะซีเตตด้วยน า้ ท าให้ปราศจากน า้ด้วย anhydrous Na2SO4 กรอง
แล้วน าส่วนสกัดที่ได้ไประเหยตวัท าละลายออกให้แห้ง แล้วน าสารผลิตภัณฑ์ไปแยกด้วยวิธี
คอลัมน์โครมาโตกราฟี โดยใช้ตวัดูดซับเป็นซิลิกาเจลชนิดละเอียดและตวัชะเป็น ไดคลอโรมีเทน-
เมทานอล (97:3) ได้สาร 4 จ านวน 2.17 กรัม (98%) น าสารบริสทุธ์ิท่ีแยกได้ไปหาโครงสร้างโดย
เทคนิคทางสเปกโตรสโกปี 
 

   3.2.2.2 สังเคราะห์สารไดไฮโดรไอโซสตีวิออลเมทลิเอสเตอร์ 
    น าสาร 4 (2.1 กรัม)  มาละลายด้วยอะซีโตนปริมาตร 3 มิลลิลิตร เติม
โพแทสเซียมคาร์บอเนตจ านวน 150 มิลลิกรัม กวนสารละลายผสมท่ีอณุหภูมิห้องเป็นเวลา 2 นาที 
เติมเมทิลไอโอไดด์จ านวน 1.2 มิลลิลิตร กวนสารละลายผสมท่ีอณุหภูมิห้องเป็นเวลา 4 ชัว่โมง หยดุ
ปฏิกิริยาโดยเติมน า้ปริมาตร 15 มิลลิลิตร สกดัด้วยไดคลอโรมีเทนปริมาตร 80 มิลลิลิตร จ านวน 4 
ครัง้ และล้างสว่นสกดัชัน้ไดคลอโรมีเทนด้วยน า้ ท าให้ปราศจากน า้ด้วย anhydrous Na2SO4 กรอง
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แล้วน าส่วนสกัดที่ได้ไประเหยตวัท าละลายออกให้แห้ง แล้วน าสารผลิตภัณฑ์ไปแยกด้วยวิธี
คอลัมน์โครมาโตกราฟี โดยใช้ตวัดูดซับเป็นซิลิกาเจลชนิดละเอียดและตวัชะเป็นไดคลอโรมีเทน-
เมทานอล (99:1) ได้สาร 18 จ านวน 1.8 กรัม (82%) น าสารบริสุทธ์ิท่ีแยกได้ไปหาโครงสร้างโดย
เทคนิคทางสเปกโตรสโกปี 
 

   3.2.2.3 สังเคราะห์สารแอลกอฮอลแอนาลอกที่ต าแหน่ง 19 
 ละลายสาร 18 (950 มิลลิกรัม) ในเตตระไฮโดรฟิวแรนจ านวน 3 มิลลิลิตร 

แล้วเติมลิเทียมอะลูมิเนียมไฮไดรด์ จ านวน 920 กรัม น าไปรีฟลกัซ์เป็นเวลา 12 ชัว่โมง หยุด
ปฏิกิริยาโดยเตมิสารละลายโซเดียมซลัเฟตลงไปปริมาตร  4 มิลลิลิตร กรอง น าส่วนสารละลายมา
ระเหยตัวท าละลายออก แล้วน ามาแยกด้วยวิธีคอลัมน์โครมาโตกราฟี โดยใช้ซิลิกาเจลขนาด 
0.063-0.200 มิลลิเมตร ใช้ตวัชะไดคลอโรมีเทน-เมทานอล (96:4) ได้สาร 19 จ านวน 800 มิลลิกรัม 
(81%) น าสารบริสทุธ์ิท่ีแยกได้ไปหาโครงสร้างโดยเทคนิคทางสเปกโตรสโกปี 

 
 3.2.3 ปรับเปล่ียนโครงสร้างสารโดยกระบวนการทางชีวภาพ 

 

  3.2.3.1 การเตรียมเชือ้ Bacillus megaterium NRRL B-938 
   3.2.3.1.1 การเตรียมเชือ้บนอาหารแข็ง 
   น าเชือ้บริสทุธ์ิของ Bacillus megaterium NRRL B-938 ท่ีได้จากแหลง่
เก็บเชือ้ Northern Regional Research Laboratory (NRRL) มลรัฐอิลลินอยด์ ประเทศ
สหรัฐอเมริกา ถ่ายลงในอาหารเพาะเชือ้แข็ง (Nutrient Agar; NA) บม่ท่ีอณุหภมูิห้องเป็นเวลา 1 
วนั จากนัน้เตรียมเชือ้ในรูปของเซลล์แขวนลอยให้ได้ความเข้มข้น 108 ตอ่มิลลิลิตร 
 

   3.2.3.1.2 การเพาะเลีย้งเชือ้ Bacillus megaterium NRRL B-938  ใน
อาหารเหลว 
   น าเซลล์แขวนลอยท่ีเตรียมไว้ข้างต้นมา 1 มิลลิลิตร ถ่ายลงในฟลาสก์ท่ีมี
อาหารเหลว (ภาคผนวก ก) ท่ีมีปริมาตร 100 มิลลิลิตร ท่ีบรรจอุยู่ในฟลาสก์ขนาด 250 มิลลิลิตร 
น าไปบม่บนเคร่ืองเขยา่ท่ีความเร็ว  200 รอบตอ่นาที ท่ีอณุหภมูิห้องเป็นเวลา 10-15 ชัว่โมง  
 
 

          3.2.3.2 การเตมิสารไดไฮโดรไอโซสตีวิออลเมทลิเอสเตอร์ 

              ชัง่สารไดไฮโดรไอโซสตีวิออลเมทิลเอสเตอร์ (18) จ านวน 400 มิลลิกรัม 
แล้วน าไปละลายด้วยตัวท าละลายไดเมทิลซัลฟอกไซด์ท่ีความเข้มข้น 10 มิลลิกรัมต่อ 100 
ไมโครลิตร และ Tween 80 ปริมาตร 5 ไมโครลิตร กวนจนเป็นสารละลายเนือ้เดียวกนั ปิเปตต์
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สารละลายของสารตัง้ต้นปริมาตร 100 ไมโครลิตร (อตัราส่วน 10 มิลลิกรัมตอ่ 1 ฟลาสก์) ลงใน  
ฟลาสก์ท่ีมีเชือ้ Bacillus megaterium NRRL B-938 เจริญอยู่ (จากข้อ 3.2.3.1.2) น าไปเขย่าบน
เคร่ืองเขยา่ตอ่ ท่ีความเร็ว 200 รอบตอ่นาที ท่ีอณุหภมูิห้อง (27-30 OC) เป็นเวลา  7 วนั 
 

  3.2.3.3 การวิเคราะห์หาสารเมแทบอไลท์ในข้อ 3.2.3.2 
  เก็บตวัอย่างจากการเพาะเลีย้งเชือ้ จากข้อ 3.2.3.2 มาสกัดด้วยเอทิลอะซีเตต
จ านวน 3 ครัง้ ครัง้ละ 100 มิลลิลิตร จากนัน้น าไประเหยตวัท าละลายออกด้วยเคร่ืองระเหยตวัท า
ละลาย แล้วน ามาแยกด้วยวิธีคอลัมน์โครมาโตกราฟี โดยใช้ซิลิกาเจลขนาด 0.063-0.200 
มิลลิเมตร  ใช้ตวัชะเฮกเซน-เอทิลอะซีเตต (20:60) ได้สาร 20 จ านวน 7.5 มิลลิกรัม (2.8%) น าสาร
บริสทุธ์ิท่ีแยกได้ไปหาโครงสร้างโดยเทคนิคทางสเปกโตรสโกปี  
 
  

  3.2.3.4 การเตมิสารแอลกอฮอลแอนาลอกที่ต าแหน่ง 19 
  ชัง่สารแอลกอฮอลแอนาลอกท่ีต าแหน่ง 19 (19) จ านวน 400 มิลลิกรัม แล้วน าไป
ละลายด้วยตวัท าละลายไดเมทิลซลัฟอกไซด์ ท่ีความเข้มข้น 10 มิลลิกรัมตอ่ 100 ไมโครลิตร และ 
Tween 80 ปริมาตร 5 ไมโครลิตร คนจนเป็นสารละลายเนือ้เดียวกนั ปิเปตต์สารละลายของสารตัง้
ต้นปริมาตร 100 ไมโครลิตร (อตัราส่วน 10 มิลลิกรัมตอ่ 1 ฟลาสก์) ลงในฟลาสก์ท่ีมีเชือ้ Bacillus 
megaterium NRRL B-938 เจริญอยู่ (จากข้อ 3.2.3.1.2) น าไปเขย่าบนเคร่ืองเขย่าตอ่ ท่ีความเร็ว 
200 รอบตอ่นาที ท่ีอณุหภมูิห้อง (27-30 OC) เป็นเวลา 7 วนั 
 
 

  3.2.3.5 การวิเคราะห์หาสารเมแทบอไลท์ในข้อ 3.2.3.4 
  เก็บตวัอย่างจากการเพาะเลีย้งเชือ้ จากข้อ 3.2.3.4 มาสกัดด้วยเอทิลอะซีเตต
จ านวน 3 ครัง้ ครัง้ละ 100 มิลลิลิตร จากนัน้น าไประเหยตวัท าละลายออกด้วยเคร่ืองระเหยตวัท า
ละลาย แล้วน ามาแยกด้วยวิธีคอลัมน์โครมาโตกราฟี โดยใช้ซิลิกาเจลขนาด 0.063-0.200 
มิลลิเมตร ใช้ตวัชะเฮกเซน-เอทิลอะซีเตต (20:65) ได้สาร 21 จ านวน  2.6 มิลลิกรัม (1.1%) สาร 22 
จ านวน  7.0 มิลลิกรัม (2.8%) และสาร 23 จ านวน 3.5  มิลลิกรัม (1.3%)  น าสารบริสทุธ์ิท่ีแยกได้ไป
หาโครงสร้างโดยเทคนิคทางสเปกโตรสโกปี 
 
  
 
 


