
 

 
 บทที่ 5  

อภปิราย และสรุปผลการทดลอง 
 
5.1 การสังเคราะห์สารตัง้ต้น 
 

สารสกดัสตีวิโอไซด์ (1) น ามาท าปฏิกิริยากบั 20% สารละลายกรดซลัฟุริก ให้ความร้อนท่ี
อณุหภมูิ 60-70 OC แล้วน าสารผลิตภัณฑ์มาแยกให้บริสุทธ์ิด้วยวิธีคอลัมน์โครมาโตกราฟี โดย
ใช้ตวัดูดซับเป็นซิลิกาเจลชนิดละเอียดและตวัชะเป็นสารละลายผสมไดคลอโรมีเทนและเมทา
นอล ได้สารไอโซสตีวิออล (3) (96%) น าสารบริสุทธ์ิท่ีแยกได้มาวิเคราะห์หาโครงสร้างท่ีแน่นอน
ด้วยโปรตอนเอ็นเอ็มอาร์สเปกโตรสโกปี และแมสสเปกโตรเมทรี พบว่าสอดคล้องกบัสารท่ีเคยมีการ
รายงานแล้ว 

 
5.2 การปรับเปล่ียนโครงสร้างสารไอโซสตีวิออลโดยวิธีการทางเคมี 

   5.2.1 การสังเคราะห์สารไดไฮโดรไอโซสตีวิออล 
   สารไอโซสตีวอิอล (3) น ามาท าการปรับเปล่ียนโครงสร้างโดยการท าปฏิกิริยารีดกัชนั
ด้วยโซเดียมโบโรไฮไดด์ในตวัท าละลายเตตระไฮโดรฟูแรนได้สารไดไฮโดรไอโซสตีวิออล (4, 98%) ท่ี
ถูกรีดิวซ์ท่ีต าแหน่ง 16 จากหมู่ฟังก์ชนัคีโตนเป็นแอลกอฮอล์ สารท่ีสงัเคราะห์ได้มีสภาพความมีขัว้
มากกวา่สารตัง้ต้นและมีการพิสจูน์โครงสร้างพบวา่สอดคล้องกบัสารท่ีเคยมีการรายงานแล้ว 
 

   5.2.2 การสังเคราะห์สารไดไฮโดรไอโซสตีวิออลเมทิลเอสเตอร์ 
   สารไดไฮโดรไอโซสตีวิออล (4) ท่ีได้จากปฏิกิริยารีดกัชนัน ามาท าปฏิกิริยาเมทิลเล
ชนัด้วยเมทิลไอโอไดด์และสารโพแทสเซียมคาร์บอเนตในตวัท าละลายอะซีโตน น าผลิตภณัฑ์ท่ีได้มา
แยกด้วยวิธีคอลัมน์โครมาโตกราฟี โดยใช้ซิลิกาเจลขนาด 0.063-0.200 มิลลิเมตร  สารท่ีสงัเคราะห์
ได้มีสภาพความมีขัว้ต ่ากว่าสารตัง้ต้นจากการพิสูจน์โครงสร้างสารโดยเทคนิคทางสเปกโตรสโกปี 
พบว่ามีการเมทิลเลตเข้าท่ีต าแหน่ง 19 ได้สารไดไฮโดรไอโซสตีวิออลเมทิลเอสเตอร์ (18, 82%) และ
สอดคล้องกบัสารท่ีเคยมีการรายงานมาแล้ว 
 
   5.2.3 การสังเคราะห์สารแอลกอฮอลแอนาลอกที่ต าแหน่ง 19 
   น าสาร  18 มาท าปฏิกิริยารีดกัช ันด้วยลิเทียมอะลูมิเนียมไฮไดรด์ในตวัท า
ละลายเตตระไฮโดรฟิวแรน แล้วน ามาแยกด้วยวิธีคอลมัน์โครมาโตกราฟี โดยใช้ตวัชะเป็นสารละลาย
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ผสมของเฮกเซนและเอทิลอะซีเตต สารบริสทุธ์ิท่ีแยกได้มีสภาพความมีขัว้มากกว่าสารตัง้ต้น จากการ
พิสูจน์โครงสร้างโดยเทคนิคทางสเปกโตรสโกปีพบว่าท่ีต าแหน่ง 19 ถูกรีดิวส์จากเอสเตอร์เป็น
แอลกอฮอล์ได้สารแอลกอฮอลแอนาลอกท่ีต าแหนง่ 19 (19, 81%) 
 
5.3 การปรับเปล่ียนโครงสร้างสารโดยกระบวนการทางชีวภาพ 

 

  จลุินทรีย์ท่ีใช้ในกระบวนการปรับเปล่ียนทางชีวภาพคือ Bacillus megaterium 
NRRL B-938 ท่ีได้จากแหล่งเก็บเชือ้ Northern Regional Research Laboratory (NRRL)         
มลรัฐอิลลินอยด์ ประเทศสหรัฐอเมริกา  
  สารตัง้ต้นสองชนิดท่ีถูกน ามาปรับเปล่ียนโครงสร้างโดยกระบวนการทางชีวภาพ
คือไดไฮโดรไอโซสตีวิออลเมทิลเอสเตอร์ (18) และสารแอลกอฮอลแอนาลอกท่ีต าแหนง่ 19 (19)  
 
          5.3.1 การปรับเปล่ียนโครงสร้างสารโดยกระบวนการทางชีวภาพด้วยสาร 
ไดไฮโดรไอโซสตีวิออลเมทลิเอสเตอร์ 

 

  น าสารไดไฮโดรไอโซสตีวิออลเมทิลเอสเตอร์ (18) มาท าการปรับเปล่ียนโครงสร้าง
สารโดย Bacillus megaterium NRRL B-938 พบว่าเกิดเมแทบอไลท์ 20 (2.8%) ท่ีเกิดไฮดรอก
ซิเลชนั (hydroxylation) ท่ีต าแหน่งท่ี  7 จากการพิสจูน์โครงสร้างทางเทคนิคทางสเปกโตรสโกปี
เปรียบเทียบกบัสารตัง้ต้นคือไดไฮโดรไอโซสตีวิออลเมทิลเอสเตอร์ (18) พบว่าโปรตอนท่ีต าแหน่ง
ท่ี 7 มีการเล่ือนของสญัญานโปรตอนมาท่ีคา่ระดบัพลงังานต ่ากว่า คือ 3.29 ppm และแสดงคา่
สญัญานเรโซแนนซ์กบัโปรตอนข้างเคียง  (coupling) เป็นลกัษณะ doublet of doublet มีคา่การ
คูค่วบ (coupling constant)  เท่ากบั 11.9 และ 4.0 Hz ตามล าดบั แสดงให้เห็นถึงการชีข้ึน้ของ
โปรตอนท่ีต าแหน่งท่ี 7 จากข้อมูลความสอดคล้องกนั (correlation) ของต าแหน่งโปรตอนและ
คาร์บอน (HMBC) พบว่าโปรตอนท่ีต าแหน่งท่ี 7 มีความสอดคล้องกบัคาร์บอนท่ีต าแหน่งท่ี C-5 
C-6 C-9 C-14 และ C-15  จากข้อมลูทางเอ็นเอ็มอาร์สเปกโตรสโกปี และแมสสเปกโตรเมทรี 
สามารถยืนยนัโครงสร้างของสารเมแทบอไลท์ 20 ได้ คือ 7-dihydroisosteviol methyl ester   
 
 5.3.2 การปรับเปล่ียนโครงสร้างสารโดยกระบวนการทางชีวภาพด้วย 
สารแอลกอฮอลแอนาลอกที่ต าแหน่ง 19         

      

 สารแอลกอฮอลแอนาลอกท่ีต าแหน่ง 19  (19) น ามาท าการปรับเปล่ียนโครงสร้างสาร
โดย Bacillus megaterium NRRL B-938 พบว่าเกิดเมแทบอไลท์ 21 (1.1%) เมแทบอไลท์ 22 
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(2.8%) และเมแทบอไลท์ 23 (1.3%) ตามล าดบัความมีขัว้จากน้อยไปมาก สารหลกัท่ีมีปริมาณ
มากคือ เมแทบอไลท์ 22 
 

   5.3.2.1 การวิเคราะห์หาโครงสร้างของสารเมแทบอไลท์ 21 
  สารเมแทบอไลท์ 21 ท่ีได้จากการปรับเปล่ียนโครงสร้างของสาร 19 นัน้เป็นสาร  
เมแทบอไลท์ท่ีมีความมีขัว้ต ่าท่ีสุด จากการวิเคราะห์โครงสร้างด้วยเทคนิคทางสเปกโตรสโกปี 
พบวา่สารเมแทบอไลท์ 21 เกิดจากปฏิกิริยาไฮดรอกซิเลชนัท่ีต าแหน่งท่ี 6 เม่ือเปรียบเทียบกบัสาร
ตัง้ต้นคือสารแอลกอฮอลแอนาลอกท่ีต าแหน่ง 19  (19) พบว่าโปรตอนท่ีต าแหน่งท่ี 6 มีการเล่ือน
ของสัญญานโปรตอนมาท่ีค่าระดบัพลังงานต ่ากว่า คือ 3.51 ppm และแสดงค่าสัญญาน           
เรโซแนนซ์กับโปรตอนข้างเคียงเป็นลกัษณะ broad singlet มีคา่ W1/2  (Band width at half 
hight) เทา่กบั 8.5 Hz แสดงให้เห็นถึงต าแหน่งการชีข้ึน้ของโปรตอนตรงต าแหน่งท่ี 6 (แบบเบต้า) 
จากข้อมูลความสอดคล้องกันของต าแหน่งโปรตอนและคาร์บอน (HMBC) พบว่าโปรตอนท่ี
ต าแหนง่ท่ี 6 มีความสอดคล้องกบัคาร์บอนท่ีต าแหน่งท่ี C-5 และ C-7 จากข้อมลูทางเอ็นเอ็มอาร์
สเปกโตรสโกปี และแมสสเปกโตรเมทรี สามารถยืนยนัโครงสร้างของสารเมแทบอไลท์ 21 ได้ 
  

   5.3.2.2 การวิเคราะห์หาโครงสร้างของสารเมแทบอไลท์ 22 
    สารเมแทบอไลท์ 22 ท่ีได้จากการปรับเปล่ียนโครงสร้างของสาร 19 นัน้เป็นสาร     
เมแทบอไลท์ท่ีมีปริมาณมากท่ีสุด ซึ่งมากกว่าสารเมแทบอไลท์ท่ี 21 และ 23  จากการวิเคราะห์
โครงสร้างด้วยเทคนิคทางสเปกโตรสโกปี พบวา่สารเมแทบอไลท์ 22 เกิดจากปฏิกิริยาไฮดรอกซิเล
ชนัท่ีต าแหน่งท่ี 7 เม่ือเปรียบเทียบกบัสารตัง้ต้นคือสารแอลกอฮอลแอนาลอกท่ีต าแหน่ง 19  (19) 
พบว่าโปรตอนท่ีต าแหน่งท่ี 7 มีการเล่ือนของสญัญานโปรตอนมาท่ีค่าระดบัพลงังานต ่ากว่า คือ 
3.12 ppm และแสดงคา่สญัญานเรโซแนนซ์กบัโปรตอนข้างเคียง (coupling) เป็นลกัษณะ broad 
singlet โดยมีลกัษณะของสญัญาณตา่งจาก สารเมแทโบไลท์ 20 ท่ีเกิดจากปฏิกิริยาไฮดรอกซิเล
ชนัท่ีต าแหน่งท่ี 7 เช่นกัน ดงันัน้แสดงให้เห็นถึงการชีล้งของโปรตอนท่ีต าแหน่งท่ี 7 จากข้อมูล
ความสอดคล้องกนัของต าแหน่งโปรตอนและคาร์บอน (HMBC) พบว่าโปรตอนท่ีต าแหน่งท่ี 7 มี
ความสอดคล้องกบัคาร์บอนท่ีต าแหน่งท่ี C-5 C-8 และ C-9  จากข้อมลูทางเอ็นเอ็มอาร์สเปกโตร 
สโกปี และแมสสเปกโตรเมทรี สามารถยืนยนัโครงสร้างของสารเมแทบอไลท์ 22 ได้ 
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   5.3.2.3 การวิเคราะห์หาโครงสร้างของสารเมแทบอไลท์ 23 
  สารเมแทบอไลท์ 23 เป็นสารเมแทบอไลท์ท่ีมีความมีขัว้มากท่ีสุด จากการ
วิเคราะห์โครงสร้างด้วยเทคนิคทางสเปกโตรสโกปี พบว่าสารเมแทบอไลท์ 23 เกิดจากปฏิกิริยา 
ไฮดรอกซิเลชนัท่ีต าแหน่งท่ี 1 และต าแหน่งท่ี 7  เม่ือเปรียบเทียบกบัสารตัง้ต้นคือสารแอลกอฮอล
แอนาลอกท่ีต าแหนง่ 19  (19) พบวา่โปรตอนท่ีต าแหนง่ท่ี 1 มีการเล่ือนของสญัญานโปรตอนมาท่ี
คา่ระดบัพลงังานต ่ากวา่ คือ 3.25 ppm และแสดงคา่สญัญานเรโซแนนซ์กบัโปรตอนข้างเคียงเป็น
ลกัษณะ broad doublet มีค่าการคู่ควบเท่ากับ 5.5 Hz จากข้อมูลความสอดคล้องกันของ
ต าแหน่งโปรตอนและคาร์บอน (HMBC) พบว่าโปรตอนท่ีต าแหน่งท่ี 1 มีความสอดคล้องกับ
คาร์บอนท่ีต าแหน่งท่ี C-2 C-3 C-9 และ C-20 จากคา่ของแรงคูค่วบแสดงให้ถึงการชีข้ึน้ของ
โปรตอนท่ีต าแหน่งท่ี 1 (แบบอัลฟา) และเกิดไฮดรอกซิเลชันท่ีต าแหน่งท่ี 7 พบว่าโปรตอนท่ี
ต าแหน่งท่ี 7 มีการเล่ือนของสญัญานโปรตอนมาท่ีคา่ระดบัพลงังานต ่ากว่า คือ 3.31 ppm และ
แสดงคา่สญัญานเรโซแนนซ์กบัโปรตอนข้างเคียงเป็นลกัษณะ broad singlet มีคา่ W1/2  (Band 
width at half hight) เท่ากบั 6.8 Hz แสดงให้เห็นถึงต าแหน่งการชีล้งของโปรตอนตรงต าแหน่งท่ี 
7 (แบบแอลฟา) จากข้อมูลความสอดคล้องกันของต าแหน่งโปรตอนและคาร์บอน (HMBC) 
พบว่าโปรตอนท่ีต าแหน่งท่ี 7 มีความสอดคล้องกบัคาร์บอนท่ีต าแหน่งท่ี C-5 C-6 C-9 C-14 และ 
C-15  จากข้อมลูทางเอ็นเอ็มอาร์สเปกโตรสโกปี และแมสสเปกโตรเมทรี สามารถยืนยนัโครงสร้าง
ของสารเมแทบอไลท์ 23 ได้ 
 

สรุปผลการทดลอง 
  1. สามารถสงัเคราะห์สารตัง้ต้นในการน ามาปรับเปล่ียนโครงสร้างสารโดยกระบวนการ 
      ทางชีวภาพได้เป็นสารไดไฮโดรไอโซสตีวิออลเมทิลเอสเตอร์ (18) และสารแอลกอฮอล 
      แอนาลอกท่ีต าแหนง่ 19 (19)      
2. สามารถท าการปรับเปล่ียนสารไดไฮโดรไอโซสตีวิออลเมทิลเอสเตอร์ (18) โดยกระบวน 
    การทางชีวภาพโดยเชือ้ Bacillus megaterium NRRL B-938 ได้สารเมแทบอไลท์ 20  
    ซึง่เกิดจากปฏิกิริยาไฮดรอกซิเลชนัท่ีต าแหนง่ท่ี 7 และได้มีการยืนยนัโครงสร้างด้วย 
    เทคนิคทางสเปกโตรสโกปีเรียบร้อยแล้ว 

 3.  สามารถท าการปรับเปล่ียนสารแอลกอฮอลแอนาลอกท่ีต าแหน่ง 19 (19) โดย 
      กระบวนการทางชีวภาพโดยเชือ้ Bacillus megaterium NRRL B-938 ได้ 
     สารเมแทบอไลท์ 21 - 23  ท่ี เ กิดปฏิกิริยาไฮดรอกซิ เลชันท่ีต าแหน่งต่างๆ    
     โดยสารเมแทบอไลท์  21 มีการไฮดรอกซิเลตท่ีต าแหน่งท่ี 6 สารเมแทบอไลท์ 22  
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    มีการไฮดรอกซเิลตท่ีต าแหนง่ท่ี 7 และสารเมแทบอไลท์ 23 มีการไฮดรอกซิเลต  2  
    ต าแหนง่คือต าแหนง่ท่ี 1 และต าแหนง่ท่ี 7 ซึง่สารเมแทบอไลท์ท่ีได้ทัง้สามชนิดได้มี 
    การยืนยนัโครงสร้างด้วยเทคนิคทางสเปกโตรสโกปีเรียบร้อยแล้ว สารเมแทบอไลท์ 
    ทัง้สามชนิดเป็นสารท่ีไมเ่คยมีการรายงานมาก่อน 
4. ได้ทราบข้อมลูวา่เชือ้ Bacillus megaterium NRRL B-938 สามารถปรับเปล่ียน 
    โครงสร้างของสารในต าแหนง่ท่ีเกิดได้ยากหรือไมส่ามารถเกิดได้โดยวิธีการทาง    
    เคมีคือการเกิดปฏิกิริยาไฮดรอกซิเลชนัท่ีต าแหนง่ของเมทิลลีนคาร์บอน (CH2) ของ 
    โครงสร้างสารประกอบ 
5. ได้สารเมแทบอไลท์แอนาลอกใหมเ่กิดขึน้เพ่ือน าไปสูก่ารทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพ 
    เพ่ือเปรียบเทียบกบัสารตัง้ต้นเดมิหรือทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพในด้านอ่ืนๆ ตอ่ไป 

 


