
รายงานการวิจัย 
 

การปรับเปลี่ยนหมู่ฟังก์ชันของสเตียรอยด์โดยวิธีทางชีวภาพ 
Functional Group Modification of Steroid by Biotransformation 

 
 
 
 
 
 

ผู้วิจัย 
 

นางสาวพัชนี  เจริญยิ่ง 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ทุนสนบัสนุนงานวิจัยจากเงินงบประมาณแผ่นดิน ประจ าปีงบประมาณ 2554 
คณะวิทยาศาสตร ์

สถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกล้าเจ้าคุณทหารลาดกระบัง 



I 
 

กิตติกรรมประกาศ 
 
 

 งานวิจัยนี้ส าเร็จลุล่วงตามความตั้งใจในระดับหนึ่งด้วยการสนับสนุนเงินทุนจากส านักงาน
คณะกรรมการวิจัยแห่งชาติ งบประมาณปี 2554 ที่พิจารณาเห็นคุณค่าของงานวิจัยนี้ ขอขอบคุณไว้ 
ณ ที่นี้ 
 

 ขอขอบคุณ รศ. ดวงใจ โอชัยกุล สาขาวิชาเทคโนโลยีชีวภาพ คณะวิทยาศาสตร์ สถาบัน
เทคโนโลยีพระจอมเกล้าเจ้าคุณทหารลาดกระบัง ที่กรุณาเลือกเชื้อจุลินทรีย์ที่ใช้ในโครงการวิจัย
และให้ความรู้เกี่ยวกับการเพาะเลี้ยงเชื้อจุลินทรีย์ 
 

 ขอขอบคุณผู้ช่วยวิจัย คุณณฐกร อ่อนแสง คุณพละวัฒน์ อุ่นเรือน และคุณวิริยะพงศ์ ช้าง
อินทร์  ที่อดทนต่อการท างานนี้ให้ส าเร็จลุล่วงไปได้ด้วยดี 
 

 ขอขอบคุณ สาขาวิชาเคมี คณะวิทยาศาสตร์ สถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกล้าเจ้าคุณทหาร
ลาดกระบัง และเจ้าหน้าที่นักวิทยาศาสตร์ทุกท่านที่เอ้ือเฟื้อความสะดวกตลอดการท างานวิจัยนี้ 
 

 

พัชนี  เจริญยิ่ง 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



II 
 

ชื่อโครงการ การปรับเปลี่ยนหมู่ฟังก์ชันของสเตียรอยด์โดยวิธีทางชีวภาพ 
  Functional Group Modification of Steroid by Biotransformation 
 
ได้รับทุนอุดหนุนการวิจัยจาก ส านักงานคณะกรรมการวิจัยแห่งชาติ 
ประจ าปีงบประมาณ 2554  จ านวนเงิน 300,000 บาท 
ระยะเวลาท าการวิจัย 1 ปี ตั้งแต่ ตุลาคม 2553-กันยายน 2554 
ผู้ด าเนินการวิจัย   ผศ.ดร. พัชนี เจริญยิ่ง 
หน่วยงาน   สาขาวิชาเคมี คณะวิทยาศาสตร์ 
    สถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกล้าเจ้าคุณทหารลาดกระบัง 
    โทรศัพท์  0 2329 8400-11 ต่อ 6241 
 
 

บทคัดย่อ 
 

 วัตถุประสงค์ของงานวิจัยนี้ป็นการศึกษาการปรับเปลี่ยนหมู่ฟังก์ชันของสเตียรอยด์ 2 ชนิด 
ได้แก่ เพรกนินโนโลน 1 และ กรดดีไฮโดรโคลิก 14 ด้วยวิธีทางชีวภาพ (Biotransformation) โดย
ใช้เชื้อรา Fusarium  solani  TISTR  3436 และ Chaetomium globosum TISTR 3039 เป็นตัวเร่ง
ชีวภาพ  ผลการทดลองพบว่า กรดดีไฮโดรโคลิก 14 เกิดปฏิกิริยารีดักชันแบบเฉพาะเจาะที่หมู่คีโตที่
คาร์บอนต าแหน่งที่ 3 ถูกเปลี่ยนเป็น 3-hydroxy-7,12-diketo-5β-cholan-24-oic acid 25 โดย
เอนไซม์จากเชื้อรา Fusarium  solani  TISTR  3436 ส่วนเพรกนินโนโลน 1 ถูกเปลี่ยนเป็น 3β-
hydroxy-17α-oxa-D-homo-androst-5-en-17-one 17 โดยเอนไซม์จากเชื้อรา Chaetomium 
globosum TISTR 3039 ในปริมาณที่ต่ า 
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Abstract 
 

 The objective of this research was to investigate the functional group modification of 
steroid compounds:  pregnenolone 1 and dehydrocholic acid 14 by biotransformation using 
Fusarium  solani  TISTR  3436  and Chaetomium globosum TISTR 3039 strain as biocatalysts.   
The results found that dehydrocholic acid 14 was converted to 3-hydroxy-7,12-diketo-5β-cholan-
24-oic acid 25 by enzyme from  Fusarium  solani  TISTR  3436.  This mold showed different 
affinities for the substrate and selectivities of attack in particular regio- and stereoselectively 
reduced the 3- keto group.  The pregnenolone 1 was transformed by enzyme from Chaetomium 
globosum TISTR 3039 to 3β-hydroxy-17α-oxa-D-homo-androst-5-en-17-one 17 in low yield. 
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บทที ่1 

บทน ำ 
 

1.1 ควำมส ำคญัและทีม่ำของปัญหำ 
 

สารผลิตภณัฑ์ธรรมชาติจ านวนมากถูกคน้พบในส่ิงมีชีวิตทั้งพืช สัตว ์และมนุษย ์ได้ถูก
น ามาใช้ประโยชน์ในหลายๆด้าน เพราะว่าสารเหล่าน้ีมีสมบติัท่ีดีทั้ งทางเคมีและชีวภาพและ
ปลอดภยัมากกว่าสารสังเคราะห์ ต่อมานักวิทยาศาสตร์สนใจน าสารเหล่าน้ีมาท าการปรับเปล่ียน
โครงสร้างดว้ยปฏิกิริยาเคมี ซ่ึงการปรับเปล่ียนในท่ีน้ีหมายถึง การปรับเปล่ียนโครงสร้างทางเคมีซ่ึง
จะน าไปสู่การเปล่ียนแปลงสมบติัทางเคมีและชีวภาพของสารท่ีดีมากยิ่งข้ึน ดว้ยเหตุน้ีในปัจจุบนัจึง
มีงานวจิยัจ  านวนมากท่ีท าการศึกษาเก่ียวกบัสมบติัทางชีวภาพของสารธรรมชาติและสารสังเคราะห์ 
รวมทั้งอนุพนัธ์ของสารผลิตภณัฑธ์รรมชาติเหล่านั้น 
 สเตียรอยด์เป็นกลุ่มของสารประกอบท่ีพบได้ทั้ งในพืชและสัตว์  มีกระบวนการชีว
สังเคราะห์ท่ีคลา้ยคลึงกนั   สารเหล่าน้ีมีความส าคญัทางชีวภาพส่วนใหญ่มกัจะกล่าวถึงฤทธ์ิทาง
เภสัชวิทยา   ปัจจุบนัจึงนิยมน ามาใชใ้นทางการแพทยโ์ดยการพฒันาในรูปของสารสังเคราะห์   เช่น 
ไดมี้การน ายาในกลุ่ม   Antiandrogen มาใชรั้กษาสภาวะ  Hyperandrogenism  สเตียรอยด์ในกลุ่ม  
Cardiac steroid  สามารถใชใ้นการรักษาโรค  congestive heart failure  สเตียรอยด ์ออกซีม  อีเทอร์  มี
ฤทธ์ิในการต่อตา้นเซลล์เน้ืองอกของมนุษย[์1]  Thioxosteroids,  Mercaptospirothiones  และ  
Thiaphosphole steroid  มีฤทธ์ิตา้นเช้ือแบคทีเรียและเช้ือไวรัส[2]  สเตียรอยด์ยงัมีฤทธ์ิท่ีส าคญัอ่ืนๆ 
 ในร่างกายของคนอีกเช่น   เป็น  vitamin D precursor, emulsifying agent เช่น Cholesterol มี diuretic 
activity เช่น Spironolactone, fat emulsifer เช่น Dehydrocholic acid และเป็นยาปฏิชีวนะ เช่น 
fusidic acid[3]  สเตียรอยดท่ี์ไดจ้ากพืชท่ีน ามาใชเ้ป็นยารักษาโรค เช่น  G-strophanthin ไดจ้ากเมล็ด 
 Strophathus qratus Baillon ใช้รักษาโรคหวัใจวายเฉียบพลนั   Ruscogenin     ไดจ้ากตน้   Ruscus 
aculeatus  วงศ ์ Liliaceae  ใชรั้กษาโรคริดสีดวงทวารและ   Scillaren A   ไดจ้ากส่วนใบบนหวัใตดิ้น
ของ   Urginea maritima  Baker   วงศ ์  Liliaceae  ใชเ้ป็นยาขบัเสมหะ [2]  สเตียรอยด์ท่ีพบในสัตวมี์
ปริมาณค่อนขา้งน้อยจึงไม่สามารถใช้เป็นแหล่งส าคญัของสารดงักล่าวได ้ สารกลุ่มสเตียรอยด์ยงั
เป็นฮอร์โมนในสัตวแ์ละพืช    ฮอร์โมนในสัตว ์ เช่น  กลุ่มฮอร์โมนเพศหญิง  (Female sex hormones)  
เช่น   Estrogen (estradiol, estrone และ  estriol)   กลุ่ม   Progestational hormones   เช่น   Progesterone  
และกลุ่มฮอร์โมนเพศชาย (Male sex hormones)   หรือ   androgen   เช่น   Testosterone  และ  
Androsterone นอกจากน้ีสารกลุ่มสเตียรอยด์ยงัมีฤทธ์ิในการเร่งการเจริญเติบโตของพืช   เช่น  
Brassinosteroids  เป็นฮอร์โมนพืชท่ีสามารถเร่งการเจริญเติบโตของพืช   สเตียรอยด์ท่ีอยู่ในกลุ่มน้ี
เช่น  Brassinolide และCastasterone [4] หรือในแง่การยบัย ั้งการงอกและการเจริญเติบโตของพืช 
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Chung และคณะ[5] ไดแ้ยก Stigmastane ชนิดใหม่จากเปลือกขา้ว เม่ือทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพ
พบวา่ สามารถยบัย ั้งการงอกของ เมล็ด Radish ได ้ Macias และคณะ[6] ไดส้กดัแยก peroxide และ 
7-oxo stigmasterol พบวา่สเตียรอยดท์ั้งสองชนิดสามารถยบัย ั้งการงอกของหญา้ขา้วนกได ้ขอ้จ ากดั
ของสเตียรอยด์ท่ีพบในธรรมชาติท่ีพืชและสัตวส์ังเคราะห์ข้ึนมานั้นคือมีปริมาณน้อยแต่ถา้มีการ
น ามาใชใ้นทางการแพทย ์ หรือใชเ้ป็นตวัยามากข้ึน การสังเคราะห์โดยการเปล่ียนแปลงหมู่ฟังก์ชนั
และหรือการเพิ่มหมู่แทนท่ีบนโครงสร้างหลกัของสเตียรอยด์ท าให้คุณสมบติัและการออกฤทธ์ิทาง
เภสัชวิทยาในส่ิงมีชีวิตเปล่ียนแปลงสารกลุ่มน้ีจึงเป็นท่ีสนใจกบันกัวิจยัเป็นอย่างมาก  นอกจากน้ี
พบวา่สเตียรอยด์เป็นสารท่ีมีอยู่ในธรรมชาติจึงมีความปลอดภยัต่อมนุษยแ์ละส่ิงแวดลอ้มมากกว่า
สารเคมีท่ีใชใ้นปัจจุบนั  เพื่อเป็นการต่อยอดงานวจิยัใหดี้และมีคุณภาพ จากงานวิจยัท่ีผา่นมามีความ
สนใจท่ีจะปรับปรุงโครงสร้างของสเตียรอยด์   โดยจะมีการน าเทคนิคเฉพาะในการสังเคราะห์ 
เพื่อให้เกิดความหลากหลายของชนิดสเตียรอยด์สังเคราะห์มากยิ่งข้ึน และน าไปทดสอบฤทธ์ิทาง
ชีวภาพโดยสนใจทดสอบฤทธ์ิในการยบัย ั้งและการส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืชทดสอบ ฤทธ์ิ
การยบัย ั้งเช้ือจุลินทรีย ์และฤทธ์ิความเป็นพิษต่อเซลล์ เพื่อศึกษาถึง Structure-activity relationship 
(SAR) และน ามาเปรียบเทียบผลของถึงฤทธ์ิทางชีวภาพว่ามีคุณสมบัติดีข้ึนหรือไม่มีการ
เปล่ียนแปลง จากงานวิจยัเบ้ืองตน้ของผูว้ิจยัไดท้  าการเปล่ียนหมู่ฟังก์ชนัของสเตียรอยด์โดยวิธีทาง
เคมีของ Pregnenolone 1 ท่ีคาร์บอนต าแหน่ง C-20 เป็นอนุพนัธ์ออกซีม 2 เม่ือน าไปทดสอบความ
เป็นพิษต่อเซลลโ์ดยเปรียบเทียบกบัเซลลป์กติพบวา่ สาร 2 สามารถยบัย ั้งเซลล์พิษ (Cytotoxic) และ
มีฤทธ์ิในการตา้นเช้ือไวรัส Herpes simplex virus type 1 (HSV-1) โดยมีค่า MIC เท่ากบั 12.9 
ไมโครกรัม/มิลลิลิตร  
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เม่ือท าการเปล่ียนหมู่ไฮดรอกซิลท่ีต าแหน่ง C-3 ให้เป็นหมู่แอลลิล อีเทอร์ และน าสเตียรอยด์ 3 ไป
ทดสอบฤทธ์ิในการยบัย ั้งการงอกและการเจริญเติบโตของผกักวางตุง้ พบวา่สเตียรอยด์ 3 ท่ีระดบั
ความเขม้ขน้ 400 ppm สามารถยบัย ั้งการงอกของเมล็ดผกักวางตุง้ 22 เปอร์เซ็นต์ และเม่ือน าไป
ทดสอบฤทธ์ิการตา้นเช้ือจุลินทรียพ์บวา่ มีฤทธ์ิในการตา้นเช้ือแบคทีเรียแกรมบวกสาเหตุของโรค
คอตีบ Corynebacterium diptheriae มีค่า MIC เท่ากบั 3.1 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร[7] 
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 สเตียรอยด์เป็นสารประกอบท่ีเป็นของแข็งจดัเป็นอนุพนัธ์ของสารท่ีมีโครงสร้างเป็นวงท่ี
เรียกวา่ Perhydrocyclopentanephenanthrene ประกอบดว้ยวงหกเหล่ียม 3 วง คือ วง A วง B วง C 
และมีวงห้าเหล่ียม 1 วง คือ วง D ท่ีเช่ือมต่อกนั ซ่ึงในระบบ IUPAC ก าหนดการนบัต าแหน่งของ
คาร์บอนอะตอมของสเตียรอยด ์ดงัตวัอยา่งเช่น Cholestane 4 
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จากโครงสร้างหลกัของสเตียรอยด์ท่ีประกอบด้วยวงหกเหล่ียมและห้าเหล่ียมมาเช่ือมต่อกนั หมู่
แทนท่ีต่างๆ ท่ีมาเกาะหรือหมู่ฟังกช์นัจะมีลกัษณะคลา้ยคลึงกนั นกัเคมีไดใ้ชป้ฏิกิริยาเฉพาะทางเคมี
อินทรียใ์นการปรับเปล่ียนโครงสร้างและ/หรือหมู่ฟังก์ชนัซ่ึงจะเป็นอีกวิธีหน่ึงท่ีจะเป็นการน าไปสู่
การสังเคราะห์สเตียรอยด์ชนิดใหม่ได ้โดยการเลือกใชส้ารท่ีเขา้ท าปฏิกิริยา (reagent) และสภาวะท่ี
ใชใ้นการท าปฏิกิริยาท่ีเหมาะสม รวมทั้งชนิด จ านวน ต าแหน่งและสเตอริโอเคมีของหมู่ฟังก์ชนัท่ี
สายโซ่ดา้นขา้งก็เป็นส่ิงท่ีน่าสนใจในการสังเคราะห์ซ่ึงจะเป็นผลดีอย่างมาก ถา้พบว่าสเตียรอยด์
สังเคราะห์นั้นมีฤทธ์ิทางชีวภาพท่ีแตกต่างกนัออกไปดว้ย  จากรายงานการวิจยัการปรับเปล่ียน
โครงสร้างมกัมุ่งเนน้ไปท่ีหมู่ฟังก์ชนัเป็นส่วนใหญ่ ท่ี ring A และ ring B หรือหมู่ฟังก์ชนัท่ีสายโซ่
ดา้นขา้ง การเกิดปฏิกิริยาของหมู่ฟังก์ชนับนโครงสร้างของสเตียรอยด์จะข้ึนกบัต าแหน่งของหมู่
ฟังก์ชนั เรียงล าดบัความส าคญัในการเกิดปฏิกิริยาคือ 3 11 17 และ 20 ตวัอย่างเช่น การเขา้ท า
ปฏิกิริยาของนิวคลีโอไฟล์ท่ีหมู่คาร์บอนิล การเกิดปฏิกิริยารีดกัชนัโดยไฮไดรด์ไอออน การเกิดคี
ทาล (ketal formation) และปฏิกิริยาการเพิ่มโดยกรินยาร์ดรีเอเจนต ์สามารถเรียงล าดบัต าแหน่งท่ี
วอ่งไวในการเกิดปฏิกิริยาไดคื้อ 3  17  20  11[3] ตวัอย่างความเฉพาะเจาะจงในการ
เกิดปฏิกิริยารีดกัชนัของ 5-androstane–3,17-dione 5 เป็น 3-hydroxy-5-androstane-17-one 6 
แสดงใหเ้ห็นวา่ต าแหน่งท่ี C-3 สามารถเกิดปฏิกิริยาไดดี้กวา่ต าแหน่งท่ี C-17 
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ถ้ามีความไม่อ่ิมตัวของโครงสร้างในลักษณะ ,-unsaturation จะลดความสามารถในการ
เกิดปฏิกิริยารีดกัชนั แต่ไม่รวมถึงการเกิดคีทาล (ketal) เช่นการเกิดปฏิกิริยารีดกัชนัของ androst-4-
ene-3, 17-dione 7 ท่ีต  าแหน่งท่ี C-17 ให ้Testosterone 8 
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Santos และคณะ[8] ไดศึ้กษาการเปล่ียนหมู่ฟังก์ชนัและฤทธ์ิทางชีวภาพของสเตียรอยด์ โดยท าการ
สังเคราะห์สเตียรอยด์ซัลเฟตจาก    3-hydroxy-5-cholestane 9 พบว่า  sodium 2,3-
dihydroxy-5-cholestane-2-sulfate 10 และ disodium 2,3-dihydroxy-5-cholestane disulfate 
11 มีฤทธ์ิต่อตา้นเช้ือ  herpes simplex virus type 2 (HSV-2) และสาร 11 ยงัมีฤทธ์ิต่อตา้นเช้ือไวรัส
ชนิด  Dengue virus type (DEN-2)  และ Junin virus (JV)  
 

                HO
H         R2O

R1O

 
                                    9                                             10  R1 = SO3

-Na+ ; R2 = H 
                                                                                   11  R1 = SO3

-Na+ ; R2 = SO3
-Na+   

 

1.2 ตัวเร่งชีวภำพ (Biocatalyst)[9] 
 

 การใชต้วัเร่งทางชีวภาพในการเปล่ียนสารประกอบอินทรียท่ี์ไม่ไดม้าจากธรรมชาติ ไม่ได้
เป็นวธีิการใหม่ เพราะไดมี้การใชก้นัมามากกวา่ร้อยปีแลว้ โดยไดมี้การใชท้ั้งเซลล์ของจุลินทรียท่ี์มี
เอนไซม์อยู่ขา้งใน (Whole cells หรือ Microbes) หรือเอนไซม์ท่ีท าการแยกออกมา (Isolated 
enzymes) โดยตวัเร่งชีวภาพแบ่งออกเป็น 3 กลุ่ม คือ 

1. เอนไซม ์(Isolated enzyme) 
2. เซลลข์องจุลินทรียท่ี์มีเอนไซมอ์ยูข่า้งใน ( Whole cells หรือ Microbes) 
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3. แอบไซม ์(Abzymes หรือ Catalytic antibodies) 
การเลือกใชต้วัเร่งชีวภาพ (Biocatalyst) ชนิดใดนั้นข้ึนอยูก่บัปัจจยัหลายอยา่ง โดยปกติเอนไซม์

ท่ีถูกแยกออกมา (Isolated enzymes) จะมีราคาแพง แต่ให้ผลิตภณัฑ์ในปริมาณท่ีสูง ในขณะท่ีเซลล์
ของจุลินทรีย ์(Whole cells) มีราคาถูกและจดัการควบคุมง่าย แต่ไดผ้ลิตภณัฑ์ท่ีมีความเขม้ขน้ ส่วน
ใหญ่แลว้จะถูกน ามาใชใ้นการเกิดปฏิกิริยาเพียงไม่ก่ีชนิดเท่านั้น ตารางท่ี 2.1 สรุปชนิดของเอนไซม์
ท่ีส าคญัและชนิดของปฏิกิริยาท่ีเอนไซมเ์หล่านั้นท าหนา้ท่ีเป็นตวัเร่งปฏิกิริยา 

 

ตารางที ่1.1 แสดงเอนไซมบ์างชนิดท่ีใชใ้นการสังเคราะห์สารอินทรีย ์

Enzyme Class 
Number 

Classified 
Number 

Available 
Reaction Type 

%Used in 
Research 

Oxidoreductases ~ 650 90 Oxidation/Reduction(redox) 25 

Transferases ~720 90 
Functional Group Transfer (Me, 

Phosphoryl, Ac, etc) 
5 

Hydrolases ~640 125 
Hydrolysis/Synthesis 

(esters,amides, nitriles, epoxide,etc) 
65 

Lyases ~260 35 Addition/Elimination 5 
Isomerases ~120 6 Racemization/Epimerization 1 

Ligases ~80 5 Bond formation/Cleavage 
(C-O,C-S,C-N,C-C bonds) 

1 

 

1.3 ชนิดของกระบวนการเปลีย่นแปลงโดยใช้จุลนิทรีย์ 
 

 กระบวนการเปล่ียนแปลงโดยใชจุ้ลินทรียข์องสารประกอบทางเคมี สามารถแบ่งไดเ้ป็น 2 
ประเภท 
 1. การเปล่ียนแปลงทางชีวภาพโดยใชก้ารเปล่ียนแปลงทางชีวภาพโดยตรง
(Biosynthetically directed biotransformations) 
 2. การเปล่ียนแปลงทางชีวภาพแบบซีโนไบโอติก (Xenobiotic biotransformation) การ
สังเคราะห์ทางชีวภาพโดยใช้การเปล่ียนแปลงทางชีวภาพโดยตรง จะเกิดขั้นตอนการเปล่ียนแปลง
ของสารตั้งตน้ท่ีต่อเน่ืองกนัซ่ึงท าให้เกิดโครงสร้างโมเลกุลท่ีมีความคลา้ยคลึงกบัอินเทอร์มีเดียตท่ี
ไดจ้ากการสังเคราะห์ทางชีวภาพของสารท่ีจุลินทรียส์ร้าง ในขณะท่ีการเปล่ียนแปลงทางชีวภาพ
แบบซีโนไบโอติก เกิดจากการใช้สารตั้งต้นซ่ึงจุลินทรีย์ท  าให้เกิดการเปล่ียนไปอย่างสมบูรณ์ 
จากนั้นจะเกิดการขจดัพิษออกของเช้ือราซ่ึงเป็นระบบการป้องกนัตวัของมนั  โดยปกติแล้วการ
เปล่ียนแปลงทางชีวภาพแบบซีโนไบโอติกจะมีขั้นตอนการใช้เอนไซม์เพียงหน่ึงหรือสองขั้นตอน
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เท่านั้น ในขณะท่ีการสังเคราะห์ทางชีวภาพจะเกิดขั้นตอนท่ีต่อเน่ืองกนัไปและดว้ยเหตุน้ีเองจะท า
ให้ประสิทธิภาพทั้งหมดของกระบวนการในเวลาถดัมาลดนอ้ยลง  อยา่งไรก็ตามในกระบวนการ
เปล่ียนแปลงทั้งสองชนิดน้ีจะถูกน ามาใชป้ระโยชน์ไดเ้ป็นผลส าเร็จเพื่อท าให้เกิดการเปล่ียนแปลง
ทางเคมีได้หลากหลายชนิด เช่น การเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชัน (Oxidation)  ไฮโดรไลซิส 
(Hydrolysis)  รี ดั ก ชั น  (Reduction)  แ ล ะ ฮ า โ ล จี เ น ชั น  (Halogenation) ดี ฮ า โ ล จี เ น ชั น
(Dehalogenation)  แอลคิลเลชัน (Alkylation)  ดีแอลคิลเลชัน (Dealkylation)  ไอโซเมอไรเซชัน
(Isomerization)  แอลดอล คอนเดนเซชนั (Aldol condensation) ไมเคิล รีแอคชนั (Michael reaction) 
และการเตรียมเอสเทอร์ (Esters)  เอไมด ์(Amides)  แลคโทน (Lactones)  แอซิดแอนไฮไดรด์ (Acid 
anhydrides)  อีพอกไซด์ (Epoxide) และไนไตรล์ (Nitriles)  การสังเคราะห์ทางชีวภาพโดยใช้การ
เปล่ียนแปลงทางชีวภาพโดยตรง พบวา่เป็นวิธีท่ีช่วยท าให้เกิดความเขา้ใจในโครงสร้างและกลไก
หลกัของรูปแบบการสังเคราะห์ทางชีวภาพ เม่ือการเปล่ียนแปลงทางเคมีโดยใชจุ้ลินทรีย์ (Microbial 
transformation) ถูกน ามาประยุกตใ์ช้กบัยาและกระบวนการซีโนไบโอติก (Xenobiotic) อ่ืนๆ เมทา
บอไลท ์(metabolite) ท่ีได ้มกัจะเหมือนกบัท่ีสังเกตุพบในระบบทางชีวภาพของสัตวเ์ล้ียงลูกดว้ยนม 
ซ่ึงเป็นเพราะระบบของไซโตโครม พี-450 โมโนออกซีจีเนส (Cytochrome P-450 monooxygenase 
systems) ของจุลินทรียบ์างตวัท่ีเหมือนกบัสัตวเ์ล้ียงลูกดว้ยนม ดงันั้นการเปล่ียนแปลงทางเคมีโดย
ใช้จุลินทรีย์ ถือว่าเป็น “แบบจ าลองท่ีสมบูรณ์ (complementary in vitro model)” ส าหรับ
กระบวนการเมทาบอลิซึมในยาของสัตวเ์ล้ียงลูกดว้ยนม จึงมีความสนใจค่อนขา้งมากท่ีจะท าการ
พฒันาระบบของจุลินทรียเ์พื่อให้สามารถน าไปใช้ประโยชน์ในการสังเคราะห์สารทัว่ๆไปท่ีให้
ความเฉพาะเจาะจงในรูปแบบการท าปฏิกิริยา โดยปฏิกิริยาท่ีเหมือนกันน้ีมักเกิดได้โดยการ
สังเคราะห์ทางเคมี อย่างไรก็ตาม มีขอ้ดีและขอ้จ ากดับางประการในการน าไปปรับใช้กบัวิธีการ
เปล่ียนแปลงทางชีวภาพ 
ข้อดี 

1. ตวัเร่งปฏิกิริยามีประสิทธิภาพ (ให้ความเร็วของปฏิกิริยาเร็วกวา่ไม่ไดใ้ชเ้อนไซม ์108-1010 
เท่าและใช้ในปริมาณท่ีนอ้ยมาก คือ 10-3-10-4 โมลเปอร์เซ็นต ์เน่ืองจากเป็นการจ ากดัการ
เกิดปฏิกิริยาขา้งเคียง) 

2. สภาวะปฏิกิริยาไม่รุนแรง (pH 5-8 ท่ีอุณหภูมิ 20-40 องศาเซลเซียส จะท าให้เกิดการ
สลายตวัต ่า) 

3. เป็นมิตรกบัส่ิงแวดลอ้ม (จะเกิดการสลายตวัอยา่งสมบูรณ์หลงัจากการใชง้าน) 
4. สามารถน าไปใชเ้ป็นตวัเร่งไดก้บัปฏิกิริยาท่ีหลากหลาย 
5. มีความเฉพาะเจาะจงในการท าปฏิกิริยา 

 Chemoselectivity: เป็นการท าปฏิกิริยากบัหมู่ฟังก์ชนัเพียงหมู่เดียวแมว้า่จะมีหมู่ฟังก์ชนัท่ี
วอ่งไวต่อปฏิกิริยาอ่ืนๆ อยูด่ว้ย 
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Regioselectivity: เป็นการท าปฏิกิริยาแค่เพียงหน่ึงในหลายๆ บริเวณภายในโมเลกุล 
 Enantioselectivity: เป็นการเขา้ท าปฏิกิริยา หรือผลิตอีนแอนทิโอเมอร์เพียงตวัเดียว เพราะ
เอนไซมน์ั้นเป็นตวัเร่งแบบไครัล (Chiral catalysts) 
 เน่ืองจากยงัมีปฏิกิริยาเคมีอินทรียท่ี์ส าคญัมากมายท่ีตอ้งใชส้ารเคมีท่ีแพงในการท าปฏิกิริยา
หรือมีขั้นตอนในการท าปฏิกิริยาท่ียุง่ยาก แต่ก็สามารถจดัการไดโ้ดยใชเ้อนไซมเ์ป็นตวัเร่งปฏิกิริยา
ซ่ึงประโยชน์ในการสังเคราะห์หลกัแบบน้ี คือ การมีความเฉพาะเจาะจงในการท าปฏิกิริยาเน่ืองจาก
เอนไซมเ์ป็นโปรตีนไครัลโมเลกุลขนาดใหญ่ (Proteinous chiral molecules) มีส่วนของโครงสร้าง
สามมิติ  (Stereostructure)  ท่ี มีลักษณะเฉพาะในต าแหน่ง ท่ีว่องไวต่อปฏิ กิ ริยา ซ่ึงมันจะมี
ความสามารถในการเลือกเขา้ไปยงัส่วนโครงสร้างของสารตั้งตน้ หรือการเขา้ไปท าปฏิกิริยาสูง ซ่ึง
ท่ีไดก้ล่าวมาทั้งหมดก็เป็นขอ้ดีของวธีิการน้ี ส าหรับขอ้เสียมีดงัน้ี คือ 
ข้อเสีย 
 1. การควบคุม หรือปรับเปล่ียนตวัแปรต่างๆ ท าไดจ้  ากดัเน่ืองจากมีความยากในการ 
เปล่ียนแปลงสภาวะเพื่อท่ีจะท าใหป้ฏิกิริยาชา้ลง 

2. เอนไซมท่ี์มีรูปแบบเป็นอีนแอนทิโอเมอร์สามารถหาไดจ้ากธรรมชาติเท่านั้น 
3. มีความวอ่งไวต่อปฏิกิริยาสูงสุดในน ้าท าใหเ้ป็นการลดความสามารถในการน าไปใช ้

งานในสารอินทรีย ์
4. บางกรณีมีราคาแพง 
ขอ้เสียเหล่าน้ีสามารถก าจดัไดใ้นบางกรณี ตวัอยา่งเช่น การปรับเปล่ียนสภาวะของปฏิกิริยา

ใหเ้หมาะสม เช่น การปรับเปล่ียนค่า pH หรือความมีขั้วของตวัท าละลาย เป็นตน้ ส่วนตวัเร่งชีวภาพ
สามารถน ามาใช้ไดใ้นตวัท าละลายอินทรีย ์ เอนไซมน์ั้นเป็นตวัเร่งปฏิกิริยาท่ีมีประสิทธิภาพและ
สามารถน ากลบัมาใช้ใหม่ได้ และมีหลายชนิดท่ีหาได้ง่าย ราคาถูก โดยสามารถจะน ามาใช้ใน
รูปแบบท่ีมีความบริสุทธ์ิบางส่วน ส่วนเซลล์ (Whole cells) อยา่งเช่น จุลินทรีย ์ พืช และเซลล์ของ
เช้ือจุลินทรียท่ี์เพาะข้ึนนั้นก็สามารถน ามาใชไ้ดเ้ช่นเดียวกนั 
 

1.4 กระบวนกำรเปลีย่นแปลงทำงเคมโีดยใช้จุลนิทรีย์ของสเตียรอยด์[9] 
 

การเปล่ียนแปลงทางเคมีโดยใช้จุลินทรีย์ของสเตียรอยด์เป็นวิธีการส าคัญท่ีท าให้ได้
อนุพนัธ์ของสเตียรอยด์ตวัใหม่ซ่ึงน าไปใชไ้ดใ้นทางเภสัชกรรม และเป็นวิธีการทางเคมีท่ีเป็นมิตร
กบัส่ิงแวดลอ้ม (Green chemistry) โดยเอนไซมโ์มโนออกซีจีเนส (Monooxygenases) และรีดกัเทส
(Reductases) ท่ีมีอยูใ่นจุลินทรียแ์ละในสัตวเ์ล้ียงลูกดว้ยนมนั้นมีความคลา้ยคลึงกนัมาก ดงันั้นจึงมี
ความเป็นไปไดท่ี้จะใชต้วัอยา่งจุลินทรียใ์นการติดตามและท านายผลของกระบวนการเมทาบอลิซึม
ของสารท่ีสนใจทดสอบในส่ิงมีชีวิต จากงานวิจยัต่างๆ พบว่าไดมี้การเสนอให้น าสเตียรอยด์ อาทิ
เช่น เพรกนินโนโลน โปรเจสเทอโรน และสเตียรอยดท่ี์เป็นอนุพนัธ์ของซลัเฟต เช่น แอลโลเพรกเน
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โนโลน (Allopregnenolone ) ท าหน้าท่ีเป็นแอลโลสเตียริก โมดูเลเตอร์ (Allosteric modulators) 
ของตวัรับสัญญาณในระบบประสาท และท่ีมากกวา่นั้นคือพวกสารประกอบเหล่าน้ีมีความสามารถ
ในการจ ากดัความรุนแรงเม่ือเกิดการท าลายเส้นประสาทท่ีไขสันหลงัข้ึน โดยโปรเจสเทอโรนจะท า
หนา้ท่ีส าคญัในการซ่อมแซมเยื่อหุ้มไมอิลิน (Myelin sheath) ท่ีเกิดความเสียหายท่ีระบบประสาท
และนอกจากน้ีอนุพนัธ์ของไฮดรอกซีก็มีลกัษณะเฉพาะ คือ มีความสามารถในการเกิดปฏิกิริยาทาง
ชีวภาพสูงกวา่สารตั้งตน้ท่ีมีขั้วนอ้ย ดงัตวัอยา่งเช่น อนุพนัธ์ของ 7-ไฮดรอกซีของดีไฮโดรอีพิแอน
โดรสเตอโรน (Dehydroepiandrosterone, DHEA) ท่ีพบได้ในร่างกายมนุษยมี์ความว่องไวต่อ
ปฏิกิริยามากกว่าสาร DHEA ในด้านลักษณะของระบบภูมิคุ้มกัน การเกิดไฮดรอกซิลเลชัน 
(Hydroxylation) ท่ีต าแหน่งของคาร์บอนตติยภูมิท าให้ไดส้ารท่ีมีสมบติัในการตา้นการเกิดสารก่อ
มะเร็งท่ีมีความวอ่งไวต่อปฏิกิริยาสูงโดยเฉพาะการตา้นการเกิดมะเร็งเตา้นมและมะเร็งมดลูกซ่ึงสาร
ท่ีมีสมบติัเหล่าน้ีจะเป็นสารอนุพนัธ์ของแอนโดรสตีนไดโอน (Androstenedione) เช่น 6β,14α-
dihydroxyandrost-4-en-3, 17-dione และ14α-hydroxyandrost-4-en-3,6,17-trione โดยหมู่ไฮดรอก
ซิลท่ีต าแหน่ง 7α ของแอนโดรสตีนไดโอน (Androstenedione) จะเกิดเป็น 7α-hydroxyandrost-4-
en-3, 17-dione ซ่ึงสารเหล่าน้ีพบวา่น าไปใชง้านในดา้นของอุตสาหกรรมการสังเคราะห์สารท่ีเป็น
ยาขบัปัสสาวะ 
 

OH

HO

H

H H

hydroxylation

oxidation

hydroxylation

epoxidation,
hydrolysis

oxidation, 
double bond rearrangement

 
 

รูปที ่1.1 แสดงต าแหน่งคาร์บอนของสเตียรอยดท่ี์เกิดกระบวนการเปล่ียนแปลงทางเคมี 
โดยใชจุ้ลินทรีย ์

 

 การปรับเปล่ียนโครงสร้างโดยเฉพาะท่ีหมู่ฟังกช์นัโดยการใชเ้อนไซมจ์ากเช้ือจุลินทรียห์รือ
เรียกว่า Biotransformation (Microbial transformation) เป็นแนวทางการสังเคราะห์สารอินทรีย์
แนวทางใหม่ในการปรับเปล่ียนโครงสร้างของสารอินทรียโ์ดยเฉพาะสารธรรมชาติ โดยเป็นวิธีท่ีมี
ความส าคญัในแง่ความเฉพาะเจาะจงและมีสเตอริโอเคมีท่ีแน่นอน นอกจากนั้นยงัเป็นวิธีท่ีการ
สังเคราะห์แบบเคมีสะอาด (Green Chemistry) เน่ืองจากมีการใชส้ารเคมีท่ีเป็นพิษ เช่น ตวัท าละลาย 
หรือสารเขา้ท าปฏิกิริยา (รีเอเจนต)์ นอ้ยมากจนถึงไม่ใชเ้ลย[10,11] การปรับเปล่ียนโครงสร้างของ 
สเตียรอยด์โดยวิธี Biotransformation โดยการใช้เช้ือจุลินทรียช์นิดต่างๆ และรวมถึงการทดสอบ
ฤทธ์ิทางชีวภาพของอนุพนัธ์วา่มีฤทธ์ิท่ีคลา้ยคลึงหรือแตกต่างกนัอยา่งไร มีรายงานวิจยัท่ีเก่ียวขอ้ง
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ตวัอย่างเช่น Bortolini และคณะ[12] รายงานถึงปฏิกิริยา hydroxylation ของไบลด์แอซิด โดยใช้ 
Fusarium equiseti M 41 โดยการเพิ่มหมู่ไฮดรอกซิลท่ีคาร์บอนต าแหน่ง C-7 
 

COOH

HO

COOH

HO OH

Fusarium equiseti M 41

 
               12        13 
 

 Cravotto และคณะ[13] รายงานการท าปฏิกิริยา regio และ stereoselective reductions ของ 
dehydrocholic acid ดว้ยวธีิ Biotransformation โดยใช ้Trametes hirsute และ Collybia velutipes  
 

COOH

O

OO

biotransformation

COOH

O

OHO  
  14                      15 
 

 Wilson และคณะ[14] ใช้ Fusarium oxysporum var. cubense ในการเกิด steroid 
transformation ของ 3-hydroxypregn-5-en-20-one 16 โดยมีการเพิ่มหมู่ไฮดรอกซิลท่ีต าแหน่ง C-
7 และมีสเตอริโอเคมีท่ีแน่นอน 
 

HO

O

HO

O

OH

F. oxysporum var. cubense

 
                            1                                                                                        16 
 

 Kolek และคณะ[15] ใช ้Pennicillium lilacinum AM 111 ในการเกิดปฏิกิริยา Baeyer-
Villiger oxidation ของ pregnenolone 1 เกิดเป็นสารผลิตภณัฑ์คือ 3β-hydroxy-17α-oxa-D-homo-
androst-5-en-17-one 17 
 

HO

O

HO

O

P. lilacinum AM 111

O

 
                              1                                                                                     17 
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และ androstenedione 18 เกิดเป็นสารผลิตภณัฑคื์อ testololactone 19 
 

O

O O
O

P. lilacinum AM 111

O  
                                18                                                                                      19 
 

 Janeczko และคณะ[16] ใช้ Chaetomium sp. KCH 6651 ในการเพิ่มหมู่ไฮดรอกซิลของ 
androstenedione 18 
 

O

O

O

O

OH
Chaetomium sp. KCH 6651

 
                                 18                                                            20 
 

 Al-Aboudi และคณะ[17] ไดเ้ปล่ียนหมู่ hydroxyl ท่ีต าแหน่ง C-7 ให้เป็นหมู่ keto ของ 
methyl cholate 21โดยใช ้Aspergillus niger และพบวา่เวลาในการท าปฏิกิริยามีส่วนเก่ียวขอ้งโดย
เม่ือท าปฏิกิริยา 104 ชัว่โมง เกิดสารผลิตภณัฑ ์22 และท่ี 32 ชัว่โมง จะมีเพียงสารตั้งตน้ 21  
 

OH

HO OH

COOMe

OH

HO

COOMe

O

A. niger

 
                                        21                                                                  22 
 

 Changtam และคณะ[18] ไดส้ังเคราะห์ 3-dehydro-2-deoxy-ecdysteroids 24 จาก 3-
hydroxy-2-mesyloxy analogues 23 โดยการท า Functional group-mediated biotransformation โดย
ใช ้Curvularia lunata NRRL 2178 
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O
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H
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C. lunata NPRL 2178

 
                                     23                                                                                24 
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จากการปรับเปล่ียนโครงสร้างน้ีจะไดส้เตียรอยด์สังเคราะห์ท่ีมีหมู่ฟังก์ชนัท่ีหลากหลายชนิดมาก
ยิ่งข้ึน ซ่ึงจะเป็นการดีอย่างมากถา้ผลิตภณัฑ์ท่ีไดน้ั้นสามารถให้ผลิตข้ึนมาไดใ้นเปอร์เซ็นต์ท่ีสูง
เพียงพอท่ีจะน าไปใช้เป็นสารตั้งตน้ในการผลิตสเตียรอยด์สังเคราะห์ชนิดใหม่ไดอี้ก และจุดเด่น
ของปฏิกิริยาปรับเปล่ียนหมู่ฟังก์ชันโดยการใช้วิธี Biotransformation มีความเฉพาะเจาะจงต่อ
ต าแหน่งท่ีเกิดปฏิกิริยาท่ีวงของนิวเคลียสของสเตียรอยด์และผลท่ีอาจจะตามมาคือ เม่ือน าไป
ทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพพบว่าสเตียรอยด์สังเคราะห์เหล่าน้ีอาจจะมีฤทธ์ิทางชีวภาพท่ีใหม่ ๆ 
แตกต่างกนัออกไปและสเตียรอยด์สังเคราะห์บางชนิดถูกพฒันาข้ึนมาเป็นตวัยาหรือเป็นตวัส่งผา่น
ยาเขา้สู่เซลลไ์ด ้
 

1.5 วตัถุประสงค์ของโครงกำรวจิัย 
 

 1. เพื่อเป็นแนวทางในการสังเคราะห์สเตียรอยดช์นิดใหม่ โดยการเลือกใชเ้ทคนิค  
Biotransformation ในการสังเคราะห์และสารท่ีเขา้ท าปฏิกิริยา 
 2. เพื่อทราบถึงชนิดของเช้ือจุลินทรียท่ี์สามารถปลดปล่อยเอนไซมเ์ขา้ท าปฏิกิริยาเฉพาะ 
กบัสเตียรอยด์ 
 3. เพื่อศึกษาแนวทางการใชป้ระโยชน์จากสารอนุพนัธ์ของสเตียรอยด์โดยทดสอบฤทธ์ิ 
ทางชีวภาพในดา้นการยบัย ั้งและการส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืชทดสอบ 
 4. เพื่อศึกษาแนวทางการใชป้ระโยชน์จากสารอนุพนัธ์ของสเตียรอยด์โดยทดสอบฤทธ์ิ 
ทางชีวภาพในดา้นการตา้นเช้ือจุลินทรีย ์
 5. เพื่อศึกษาผลของอนุพนัธ์ของสเตียรอยด์ต่อการเป็นพิษของเซลล ์
 

1.6 ขอบเขตของงำนวจิัย 
 

 1. ท าการสังเคราะห์สเตียรอยดโ์ดยการดดัแปลงหมู่ฟังกช์นัหรือการเพิ่มหมู่แทนท่ีของ 
นิวเคลียส จากการท าปฏิกิริยาระหวา่งสเตียรอยด์และจุลินทรียท่ี์เหมาะสม 
 2. ทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพในการยบัย ั้งและส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืชทดสอบ 
 3. ทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพในการตา้นเช้ือจุลินทรียไ์ดแ้ก่ Gram positive และ negative 
bacteria  
 4. ทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพในดา้นความเป็นพิษต่อเซลล ์
 

1.7 วธิีกำรด ำเนินกำรวจิัย 
 

 ขั้นตอนการวิจยัแบ่งออกเป็น 3 ขั้นตอน กล่าวโดยสรุปดงัน้ี 
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          ขั้นตอนที่ 1 ท ำกำรสังเครำะห์สเตียรอยด์เป้ำหมำยโดยใช้วธีิทำงชีวภำพ 
(Biotransformation) 
          ก าหนดสเตียรอยด์ตั้ งต้นคือ เพรกนินโนโลน 1 และกรดดีไฮโดรโคลิก 14 จาก
โครงสร้างของสเตียรอยด์ทั้งสามชนิดน้ีพบว่า มีส่วนท่ีแตกต่างกันโดยเพรกนินโนโลน 1 เป็น
โมเลกุลท่ีมีขั้วต ่ากวา่กรดดีไฮโดรโคลิก 14 ซ่ึงแต่ละวงประกอบดว้ยหมู่ฟังก์ชนัท่ีมีขั้วสูงคือ หมู่ไฮ
ดรอกซิล และหมู่คาร์บอกซิล แนวความคิดคือ จะเปล่ียนหมู่ฟังก์ชนัและหรือเพิ่มหมู่ฟังก์ชนัโดย
การใชเ้ช้ือจุลินทรียท่ี์คดัเลือกแลว้เขา้ไปท าปฏิกิริยาโดยการปลดปล่อยเอนไซมจ์ากจุลินทรียส์ร้าง
ข้ึน เช้ือจุลินทรียท่ี์ใช้จะเลือกใช้เป็นเช้ือราโรคพืช เช่น Fusarium solani TISTR 3436 และ 
Chaetomium globosum TISTR 3093 วิธีการทดลองจะด าเนินการทดลองโดยเล้ียงเช้ือในอาหาร
เล้ียงเช้ือแบบ liquid medium กบัอาหารเล้ียง 2 ชนิด ไดแ้ก่ อาหาร PDB[19] และอาหารเหลวสูตร 
3% glucose : 1% peptone[20] พร้อมกบัเช้ือจุลินทรียท่ี์ตอ้งการน ามาท าปฏิกิริยากบัสารตั้งตน้ ใน
สภาวะปลอดเช้ือ จากนั้นเติมสารตั้งตน้ท่ีละลายใน DMSO หรือ อะซิโตน และ Tween 80 จากนั้น
ท าการเขยา่ตามเวลาท่ีก าหนดเป็นเวลา 1 3 5 7 9 และ 11 วนั ตรวจสอบการเกิดปฏิกิริยาโดยเทคนิค
ทินเลเยอร์โครมาโทกราฟี เม่ือปฏิกิริยาเกิดข้ึนสมบูรณ์โดยพิจารณาการลดลงของปริมาณสารตั้งตน้ 
ท าการหยดุปฏิกิริยาโดยการสกดัลา้งดว้ยตวัท าละลายอินทรียท่ี์เหมาะสม น าอนุพนัธ์ของสเตียรอยด์
ท่ีได้จากปฎิกิริยา  (Crude product) มาท าให้บริสุทธ์ิโดยเทคนิคทางโครมาโตกราฟี  ศึกษาหา
โครงสร้างโดยใชเ้ทคนิคทางสเปกโทรสโกปี และทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพ 
 

 ขั้นตอนที่ 2 ทดสอบฤทธ์ิในกำรยบัยั้งกำรงอกและกำรเจริญเติบโตของต้นกล้ำพชื
ทดสอบ 
 ท ำกำรทดสอบโดยวิธี   Vial Test  ท าการเจือจางอนุพนัธ์  4 ระดบัความเขม้ขน้  คือ  1,000 
500 250 และ 125 ppm โดยใชน้ ้ ากลัน่เป็นวิธีการเปรียบเทียบ เพื่อทดสอบผลต่อการงอกและการ
เจริญเติบโตของพืชทดสอบ 2 ชนิด น าเมล็ดพืชทดสอบวางในขวด (vial) ท่ีความเข้มขน้ต่างๆ 
จากนั้นใชพ้าราฟิลม์ปิดปากหลอด วางไวท่ี้อุณหภูมิหอ้ง 
 กำรวำงแผนกำรทดลอง  กำรวัดผลและกำรเก็บข้อมูล ในการทดลองน้ีแต่ละพืชทดสอบใช้
แผนการทดลองแบบ   Factorial in Completely Randomized Design จ านวน   4  ซ ้ า  ท าการนบัเมล็ดท่ี
งอกหลังจากเพาะเมล็ด   7  วนั  จากนั้นน าข้อมูลท่ีได้ไปวิเคราะห์ความแปรปรวนทางสถิติและ
เปรียบเทียบค่าเฉล่ียดว้ยวิธี  Dancan’s Multiple Range Test (DMRT) ท่ีระดบัความเช่ือมัน่   95 
เปอร์เซ็นต ์
  พืชทดสอบจะเลือกใชพ้ืชจ านวน 2 ชนิดคือ 

หญา้ขา้วนก (Echinochloa crus.galli L. Beauv) 
ผกัโขมจีน (Aramanthus tricolor) 
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 การวดัผล ท าการบนัทึกผลการทดลองโดยวดัความยาวรากและความยาวล าตน้ในวนัท่ี 7 
ของการทดลองถ่ายรูปเปรียบเทียบผลการทดลองในวนัท่ี 7 หลงัจากวนัเพาะเมล็ด 
 

 ขั้นตอนที ่3 กำรทดสอบฤทธ์ิกำรต้ำนเช้ือจุลนิทรีย์ 
        การทดสอบอนุพนัธ์ของสเตียรอยด์ต่อการตา้นเช้ือจุลินทรียจ์ะน าไปทดสอบกบัเช้ือ
แบคทีเรีย Gram positive และ negative โดยท าการทดสอบแบบ Disc Method ท าการบนัทึกผลการ
ทดลองโดยการวดัเส้นผา่ศูนยก์ลางของ clear zone และค านวณหาค่า MIC 
 

 ขั้นตอนที ่4 กำรทดสอบควำมเป็นพษิต่อเซลล์ 
       การทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ของอนุพนัธ์ของสเตียรอยด์ส่งทดสอบ ณ ศูนยพ์นัธุ
วศิวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพแห่งชาติ (BIOTEC) ส านกังานพฒันาวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี
แห่งชาติ และหน่วยบริหารจดัการทรัพยากรจุลินทรีย ์ศูนยเ์คร่ืองมือวิทยาศาสตร์ คณะวิทยาศาสตร์ 
สถาบนัเทคโนโลยพีระจอมเกลา้เจา้คุณทหารลาดกระบงั 
 

1.8 ประโยชน์ทีค่ำดว่ำจะได้รับ 
 1. สามารถสังเคราะห์อนุพนัธ์ของสเตียรอยดโ์ดยการเปล่ียนหมู่ฟังกช์นัดว้ยวธีิ  
Biotransformation ได ้
 2. สามารถทราบถึงชนิดของจุลินทรียใ์นการเกิด Biotransformation ของสเตียรอยด ์
 3. สามารถทราบถึงฤทธ์ิของอนุพนัธ์ของสเตียรอยดใ์นการยบัย ั้งการงอกและการ 
ส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืชทดสอบและการตา้นเช้ือจุลินทรีย ์
 4. สามารถน าอนพนัธ์ของสเตีรอยดท่ี์ออกฤทธ์ิไปใชไ้ดโ้ดยตรงหรือเป็นส่วนผสม 
เพื่อใหก้ารออกฤทธ์ิต่อการยบัย ั้งการงอกและส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืชทดสอบ 
 5. สามารถทราบถึงฤทธ์ิของอนุพนัธ์สเตีรอยดต่์อความเป็นพิษของเซลล ์
 6. เป็นข้อมูลเบ้ืองต้นส าหรับการพฒันาเพื่อผลิตส่วนผสมของยาท่ีมีฤทธ์ิในการต้าน
เช้ือจุลินทรีย ์
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บทที ่2 

วธีิกำรด ำเนินกำรวจิัย 
 

2.1 สำรเคมทีีใ่ช้ในกำรทดลอง 
        เกรด  ยีห้่อ 

1. กรดดีไฮโดรคลอริก    วเิคราะห์ Fluka 
2. เพรกนินโนโลน    วเิคราะห์ Fluka 
3. เฮกเซน     การคา้  Zen point 
4. เอททิล แอซิเตต    การคา้  Zen point 
5. ไดคลอโรมีเทน    การคา้  Zen point 
6. เมทานอล     การคา้  Zen point 
7. แอนไฮดรัสโซเดียมซลัเฟต   วเิคราะห์ Fisher 
8. อนิซาลดีไฮด ์     วเิคราะห์ Panreac  
9. แอลกอฮอลลบ์ริสุทธ์ิ (Absolute alcohol) วเิคราะห์ Carlo Erba  
10.กรดซลัฟูริก     วเิคราะห์ Lab-scan 
11. สารละลายอ่ิมตวัโซเดียมคลอไรด ์  
12. Silica gel 60 0.04-0.06 mm     Scharlau GE0048 

 

2.2 อำหำรเลีย้งเช้ือ 
1. อาหาร PDA (Potato Dextrose Agar)    Biomark 
2. อาหาร PDB (Potato Dextrose Broth)    Scharlau 

 3. Glucose       Ajax finechem  
 4. Peptone       Himedia 
 

2.3 อปุกรณ์และเคร่ืองมอืทีใ่ช้ในกำรทดลอง 
 

 1. ผลิตภณัฑเ์คร่ืองแกว้ใชส้ าหรับการทดลองทางเคมีอินทรีย ์
 2. หลอดทดลอง (Test tube) ขนาด 16 × 160 มิลลิเมตร 
 3.ขวดแกว้ขนาดเล็ก (Vial) ขนาด 1.8 × 4.1 มิลลิเมตร 
 4. หลอดหยด (Dropper) 
 5. ขวดแบน (Flat bottle) 
 6. คอลมัน์แกว้ (Glass column) ส าหรับคอลมัน์โครมาโทกราฟี 
 7. หลอดแคปปิลลารี (Capillary tube) 
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 8. ส าลี (Cotton) 
 9. ผา้ก๊อซ (Gauze) 
 10. กระดาษฟรอยด ์(Aluminium froid  sheet) 
 11. ชอ้นตกัสาร (Spatula) 
 12. เขม็เข่ียเช้ือปลายงอ (Stainless steel needle-curved end) 
 13. แท่งแม่เหล็ก (Magnetic bar) 
 14. แผน่ทินเลเยอร์โครมาโทกราฟี (TLC aluminium sheet, silica gel F254 Merck) 
 15. Stand and Clamp 
 16. ไมโครปิเปต (Micropipette) 
 17. ตะเกียงแอลกอฮอล ์(Alcohol bunner) 
 18. ตูอ้บ (Hot air oven) 
 19. ตูบ้่มเพาะเช้ือ (Incubator) MEMMERT 
 20. ตูป้ลอดเช้ือ (Laminar flowcabinet) ISSCO Laminar Flow Model 
 21. แผน่ใหค้วามร้อน (Hot plate) 
 22. เคร่ืองป่ันกวนสารละลาย (Stirrer) 
 23. เคร่ืองเขยา่ (Orbital shaker) GALLENKAMP 
 24. เคร่ืองชัง่สาร  Denver  Instrument  Company  รุ่น  TC-254  (Max  250  g , d  0.1 mg) 
 25. หมอ้น่ึงไอน ้า (Autoclave) TOMY รุ่น High Pressure Steam sterilizer ES - 315 
 26. กลอ้งจุลทรรศน์ (Microscope) OLYMPUS OPTICAL รุ่น MODEL CH30RF200 
 27. เคร่ืองระเหยสุญญากาศ (Evaporator) BÜCHI รุ่น Rotavap R-114 
 28. เคร่ืองกรองสุญญากาศ (Vacuum filtration) 

29. เคร่ืองฮีมาไซโตมิเตอร์ (Heamacytometer) HBG 0.0025 mm2, 0.100 mm Tiefe Depth          
  Profondur 
 30. เคร่ืองอลัตราโซนิค ULTR Asonik รุ่น 136H 
 31. เคร่ืองหาจุดหลอมเหลว GALLEKAMP SANYO 
 32. เคร่ืองฟูเรียทรานส์ฟอร์มอินฟาเรดPerkin Elmer รุ่น Spectrum GX 60237 
 33. เคร่ืองฟูเรียทรานส์ฟอร์มนิวเคลียร์แมกเนติกเรโซแนนซ์ BRUKER รุ่น Avance 
                 DPX 300 ความถ่ี 300 เมกะเฮิร์ท 
 

2.4 เช้ือรำทีใ่ช้ในกำรทดลอง 

 

 เช้ือราท่ีใชใ้นงานวิจยัไดรั้บจากสถาบนัวิจยัวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งประเทศไทย 
จะท าการศึกษาตั้งแต่การเพาะเล้ียงเช้ือจนถึงการน าไปท าปิิกิริยากบัสารตั้งตน้ คือ เพรกนินโนโลน 
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1 และกรดดีไฮโดรโคลิก 14 ในท่ีน้ีจะกล่าวถึงลกัษณะทัว่ไปของเช้ือราทั้งสองสายพนัธ์ เช้ือราทั้ง
สอง ชนิดไดแ้ก่ 

1. Chaetomium globosum TISTR 3093 
 

 
 
 
 

รูปที ่2.1 เช้ือรา Chaetomium globosum TISTR 3093 
 

ลกัษณะทัว่ไปของ Chaetomium spp. เป็นเช้ือราพวก saprophytes ท่ีจดัอยู่ในกลุ่ม 

Ascomycetes เช้ือราพวกน้ีจะมีโครงสร้างสีด า จึงเห็นเป็นจุดด่างด าบนผวิหนา้วตัถุ สามารถเจริญได้
ดีในเศษซากพืชและสัตวท่ี์เน่าเป่ือยผุพงั และอินทรียว์ตัถุต่างๆ มีการขยายพนัธ์ุโดยใชเ้พศและทน
ต่อสภาพแวดลอ้มต่างๆ ไดดี้ โดยพบวา่มี C. globosum และ C. cupreum สายพนัธ์ุท่ีเฉพาะเจาะจง 
สามารถควบคุมเช้ือรา สาเหตุท่ีท าให้เกิดโรคพืช ไดแ้ก่ Fusarium spp.  Rhizoctonia spp. และ 
Pythium spp. โดยไดมี้การทดลองการควบคุมโรคทั้งในพืชผกัและไมผ้ล พบวา่ สามารถควบคุม
โรคได้เท่าเทียมกบัการใช้สารเคมีป้องกนัก าจดัเช้ือรา และช่วยให้การเจริญเติบโตของพืชและ
ผลผลิตดีกวา่เม่ือเทียบกบักลุ่มควบคุมและ ยงัมีคุณสมบติัป้องกนัโรคในลกัษณะ broad spectrum 
mycofungicide ไดด้ว้ย  
 

2. Fusarium solani TISTR 3436 
 

 
 

 

รูปที ่2.2 เช้ือรา Fusarium solani TISTR 3436 
 

ลกัษณะทัว่ไปของเช้ือรา Fusarium solani (Mart.) Sacc. ก่อให้เกิดโรคซัดเดนเดท (Sudden 
death syndrome, SDS) อาการเร่ิมจากใบมีสีซีดลงตรงแผน่ใบระหวา่งเส้นใบเป็นแถบขนานไปกบั
เส้นใย ในขณะท่ีเส้นใบยงัเขียวอยูท่  าให้ใบแห้งตายและร่วงก่อนก าหนดแต่กา้นใบยงัติดอยู่กบัล า
ตน้ ตน้ยืนแห้งตา เน่ืองจากเช้ือโรคเขา้ท าลายท่อน ้ าท่ออาหาร ถา้โรคระบาดในระยะก่อนออกดอก
อาจท าความเสียหายไดถึ้ง 100 เปอร์เซ็นต ์
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2.5 กำรทดลองทัว่ไป 

 

ตวัท าละลายอินทรียไ์ดแ้ก่ เฮกเซน ไดคลอโรมีเทน (DCM) เอทิล แอซิเตต และ เมทานอล 
ท่ีใชส้ าหรับการท าคลอลมัน์โครมาโทกราฟีเป็นเกรดทางการคา้ถูกน ามาผา่นกระบวนการกลัน่ก่อน
น าไปใชทุ้กคร้ัง ส่วนสารเคมีท่ีไดจ้ากการซ้ือจะน ามาใชโ้ดยปราศจากการท าสารใหบ้ริสุทธ์ิ 
 การวิเคราะห์ด้วยเทคนิคทินเลเยอร์โครมาโทกราฟี (TLC) ท าให้ปรากฏบนแผ่น 
aluminium sheet silica  gel  F254  Merck ตรวจสอบจุดของสารผลิตภณัฑ์ดว้ยการดูดกลืนแสง
อลัตราไวโอเลตท่ีความยาวคล่ืน 254 และ 366 นาโนเมตร และ/หรือโดยการยอ้มดว้ย anisaldehyde 
reagent แลว้ใหค้วามร้อนแผน่ TLC บนแผน่ใหค้วามร้อนท่ีอุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 
นาที 
 สเปกตรัม 1H NMR และ 13C NMR บนัทึกโดยเคร่ืองฟูเรียทรานส์ฟอร์มนิวเคลียร์แมก
เนติกเรโซแนนซ์ BRUKER รุ่น Avance DPX 300 ความถ่ี 300 เมกกะเฮิร์ท การเตรียมสารตวัอยา่ง
จะท าการละลายโดยใชต้วัท าละลาย CDCl3 และ CD3OD จะปรากฏต าแหน่งสัญญาณของ CHCl3ท่ี 
 7.25 ppm ส าหรับสเปกตรัม 1H NMR และท่ี  77.5 ppm ส าหรับสเปกตรัม 13C NMR และ 
CD3OH ท่ี  4.80 ppm ส าหรับสเปกตรัม 1H NMR และท่ี  49.0 ppm ส าหรับสเปกตรัม 13C NMR  
  

2.6 ขั้นตอนกำรวจิัย[19,20] 
 งานวจิยัแบ่งการทดลองออกเป็น 7 ขั้นตอนดงัน้ี 
 ขั้นตอนที ่1 วธีิกำรเตรียมอำหำรเลีย้งเช้ือ 
 1. อาหารแขง็ Potato Dextrose Agar (PDA) 
  1.1ชัง่อาหารส าเร็จรูป PDA 39 กรัม ใส่ในบีกเกอร์ขนาด 1 ลิตร 

 1.2 เติมน ้ ากลัน่ปริมาตร 1 ลิตร ผสมให้เขา้กนัโดยน าไปให้ความร้อนในเตาอบ
ไมโครเวฟ เพื่อใหอ้าหารส าเร็จรูป PDA ละลายเป็นเน้ือเดียวกนั   

 1.3 แบ่งใส่ขวดแบนขวดละ 25 มิลลิลิตรต่อขวดปิดจุกด้วยส าลีและหุ้มด้วย
ถุงพลาสติก   

 1.4 น าเข้าไปอบในหม้อน่ึงไอน ้ า  (Autoclave)  อุณหภูมิ  121  องศาเซลเซียส  
ความดนั  15  ปอนดต่์อตารางน้ิว  เป็นเวลา  15  นาที  แลว้จึงน าออกจากหมอ้น่ึงไอน ้า 

 1.5 น าขวดอาหารท่ีผ่านการอบแล้วมาวางเอียงท ามุมประมาณ 170 องศากบั
แนวแกนโลก ตั้งทั้งไวท่ี้อุณหภูมิหอ้งใหอ้าหารแขง็ตวั จะไดอ้าหารท่ีมีลกัษณะผวิเอียง (Agar slant) 

 1.6 วางอาหารเหลว PDA ท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 1 วนั ก่อนน าไปใช ้ทั้งน้ีเพื่อ
เป็นการตรวจสอบว่ามีเช้ือราหรือเช้ือแบคทีเรียปะปนอยู่หรือไม่ถ้าไม่พบก็สามารถน าไปใช้ใน
ขั้นตอนต่อไป 
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 2. อาหารเหลวสูตร 3 % glucose : 1 % peptone 
 2.1 ชัง่ glucose 30 กรัม และ peptone 10 กรัม ใส่ลงในบีกเกอร์ขนาด 1 ลิตร 
 2.2 เติมน ้ากลัน่ปริมาตร 960 มิลลิลิตร คนใหเ้ขา้กนั 

  2.3 เทอาหารเหลวใส่ขวดรูปชมพู่ขนาด 250 มิลลิลิตร ปริมาตร 90 มิลลิลิตรต่อ
ขวด ปิดปากขวดรูปชมพูด่ว้ยดว้ยส าลี หุม้ปากขวดรูปชมพูท่ี่ปิดส าลีดว้ยถุงพลาสติกหรือกระดาษ 

 2.4 น าเข้าไปอบในหม้อน่ึงไอน ้ า  (Autoclave)  อุณหภูมิ  121  องศาเซลเซียส  
ความดนั  15  ปอนด์ต่อตารางน้ิว  เป็นเวลา  15  นาที  แลว้จึงน าออกจากหมอ้น่ึงไอน ้ า ตั้งทิ้งไวใ้ห้
เยน็ท่ีอุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา  1 ชัว่โมง  

 2.5 วางอาหารเหลวสูตร 3 % glucose : 1 % peptone ท่ีอุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 1 วนั 
ก่อนน าไปใช ้ ทั้งน้ีเพื่อเป็นการตรวจสอบวา่มีเช้ือราหรือเช้ือแบคทีเรียปะปนอยูห่รือไม่ ถา้ไม่พบก็
สามารถน าไปใชใ้นขั้นตอนต่อไป 

3. อาหารเหลว Potato dextrose broth (PDB) 
  3.1 ชัง่อาหารส าเร็จรูป PDB 48 กรัม ลงในบีกเกอร์ จากนั้นปรับปริมาตรอาหาร
ดว้ยน ้ากลัน่ใหไ้ด ้2000 มิลลิลิตร ผสมใหเ้ขา้กนั 
  3.2 เทอาหารเหลวใส่ขวดรูปชมพู่ขนาด 250 มิลลิลิตร ปริมาตร 90 มิลลิลิตรต่อ
ขวด แลว้ปิดจุกส าลี หุ้มกระดาษ จากนั้นน าเขา้หมอ้น่ึงความดนัไอน ้ า (Autoclave) ท่ีอุณหภูมิ 121 
องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนดต่์อตารางน้ิว เป็นเวลา 15 นาที 
 

 ขั้นตอนที ่2 กำรเพำะเลีย้งเช้ือรำ   F. solani TISTR 3436 และ C. globosum TISTR 3093 
 

  เช้ือราทั้ งสองชนิดถูกน ามาเพาะเล้ียงให้มีความแข็งแรงเพิ่มข้ึนและเป็นการ
ขยายพนัธ์ุ ท าโดยน าช้ินวุน้ท่ีมีเช้ือรามาตดัขนาดประมาณ 2 ตารางมิลลิเมตร แล้วน าไปวางบน
ผิวหน้าของอาหารท่ีเตรียมไวใ้นขวดแบนแล้วจึงน าไปบ่มในตูบ้่มเพาะเช้ือท่ีอุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 7 วนัส าหรับ F. solani  TISTR 3436   และ 28 วนัส าหรับ C. globosum TISTR 
3093 เพื่อให้เช้ือราเจริญเติบโตและสร้างสปอร์เต็มท่ี จากนั้นน าเช้ือรามาเตรียมสปอร์แขวนลอย 
(Spore suspension) 
 

 ขั้นตอนที ่3 กำรเตรียมสปอร์แขวนลอยของเช้ือรำ (Spore suspension) 

 

  3.1 เตรียมขวดรูปชมพู่ขนาด  500  มิลลิลิตร  1  ขวด  ปิเปตขนาด  10  มิลลิลิตร  
10  อนั  กรวยกรองอุดปลายดว้ยส าลี1อนั 
  3.2 เตรียมทวีน 80  เขม้ขน้  0.05 %  ปริมาตร  500  มิลลิลิตร  ในขวดรูปชมพู่
ขนาด  1ลิตร  ปิดปากชวดรูปชมพูด่ว้ยกระดาษฟรอยด ์
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  3.3 เตรียมน ้ากลัน่ปริมาตร 500 มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพู่ขนาด 1 ลิตร ปิดปากขวด
รูปชมพูด่ว้ยกระดาษฟรอยด ์
  3.4 น าส่ิงท่ีเตรียมในขอ้ 3.1 3.2 และ 3.3 อบในหมอ้น่ึงไอน ้ าท่ีอุณหภูมิ 121 องศา
เซลเซียส ความดนั 15 ปอนดต่์อตารางน้ิว เป็นเวลา 15 นาที 

 3.5 หลงัจากนั้นน าส่ิงท่ีเตรียมในขอ้ 3.1 อบในตูอ้บท่ีอุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 

 3.6 น าทวนี 80 ท่ีผา่นการฆ่าเช้ือแลว้ใส่ลงในขวดแบนท่ีมีเส้นใยของเช้ือรา จาก
ขั้นตอนท่ี 2 ขวดละ 25 มิลลิลิตร 
  3.7 ใชเ้ขม็เข่ียเช้ือขดูสปอร์ออกจากเส้นใยท่ีผสมอยูใ่นของเหลว   และกรองเส้นใย
ออกโดยกรองผา่นกรวยกรองอุดส าลีท่ีผา่นการฆ่าเช้ือ 
  3.8 น าของเหลวท่ีผา่นการกรองซ่ึงมีสปอร์แขวนลอยอยูด่ว้ยมานบัสปอร์โดย 
เคร่ืองฮีมาไซโตมิเตอร์ แลว้เจือจางดว้ยน ้ากลัน่ใหมี้สปอร์เช้ือราเร่ิมตน้ท่ี 1× 10-6 สปอร์ต่อมิลลิลิตร 
 

 

 

 

 

 

 
 
 

รูปที ่2.3 การนบัจ านวนสปอร์แขวนลอยดว้ยเคร่ืองฮีมาไซโตมิเตอร์ 
 

 ขั้นตอนที ่4 กำรเติมสำรตั้งต้นลงในเช้ือรำ   
  เตรียมอาหารเหลว PDB บรรจุในขวดรูปชมพู่ขนาด 250 มิลลิลิตร ปริมาตรอาหาร 
90 มิลลิลิตร น าไปฆ่าเช้ือโดยใช้หมอ้น่ึงความดนัไอน ้ าท่ี 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที ทิ้ง
ให้เยน็ เติมสารแขวนลอยของเช้ือราท่ีเตรียมไดจ้ากขอ้ 2.6.3 ร้อยละ 10 ของปริมาตรอาหาร (10 
มิลลิลิตรต่อขวด) เล้ียงบนเคร่ืองเขย่า (Rotary shaker) ท่ีความเร็วรอบ 150 รอบต่อนาที 
อุณหภูมิหอ้ง (30 ± 2 องศาเซลเซียส) เป็นเวลา 7 วนั จากนั้นน าสารตั้งตน้ท่ีตอ้งการศึกษาคือ กรดดี
ไฮโดรคลอริก 14 และเพรกนินโนโลน 1 โดยชัง่สารตั้งตน้อยา่งละ 100  มิลลิกรัม ใส่ในขวดแกว้

1 2 

3 4 

5 

5 
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ขนาดเล็ก (vial)  ละลายดว้ยแอซิโตน ปริมาตร 3 มิลลิลิตร จากนั้นเติม Tween 80 ปริมาตร 2.5 
มิลลิลิตร เขยา่ใหส้ารตั้งตน้ละลายใหเ้ขา้กนั แลว้เติมลงในขวดรูปชมพูเ่ล้ียงเช้ือ ดงัน้ี 
 1. กรดดีไฮโดรคลอริก 14+ขวดรูปชมพูเ่ล้ียงเช้ือ fusarium 4 ขวด 
 2. กรดดีไฮโดรคลอริก 14+ขวดรูปชมพูเ่ล้ียงเช้ือ chaetomium 4 ขวด 
 3. เพรกนินโนโลน 1+ขวดรูปชมพูเ่ล้ียงเช้ือ fusarium 4 ขวด 
 4. เพรกนินโนโลน 1+ขวดรูปชมพูเ่ล้ียงเช้ือ chaetomium 4 ขวด 
 5. กรดดีไฮโดรคลอริก 14+อาหาร PDB 4 ขวด 
 6. เพรกนินโนโลน 1+อาหาร PDB 4 ขวด 
 7. ขวดรูปชมพูเ่ล้ียงเช้ือ fusarium 1 ขวด 
 8. ขวดรูปชมพูเ่ล้ียงเช้ือ chaetomium 1 ขวด 
เขย่าขวดรูปชมพู่เล้ียงเช้ือท่ีความเร็วรอบ 150-200 รอบ/นาที ท่ีอุณหภูมิห้อง จากนั้นเก็บตวัอย่าง
ของสารละลายเพื่อศึกษาการด าเนินไปของปฏิกิริยาในวนัท่ี 1 3 5 และ 7 เพื่อท าการสกดัแยกสาร
ผลิตภณัฑ์ต่อไปดว้ยเอททิล แอซิเตต ท าการทดลองซ ้ า แต่เปล่ียนอาหารเล้ียงเช้ือเป็นอาหารเหลว
สูตร 3% glucose : 1% peptone 
  

 ขั้นตอนที ่5 กำรสกดัและแยกสำรผลติภัณฑ์ 
 

  1. เม่ือครบวนัท่ีก าหนด น าขวดรูปชมพูเ่ล้ียงเช้ือมาแยกส่วนของกากเส้นใยและน ้ า
ออกกดว้ยเคร่ืองกรองสุญญากาศ  
  2. เติมเอทิล แอซิเตต ปริมาตร 30 มิลลิลิตร ท าการสกดัสารผลิตภณัฑ์โดยใช้
เคร่ืองอลัตราโซนิคเป็นเวลา 45 นาที จากนั้นน ามาเทใส่กรวยแยก ตั้งทิ้งไวจ้นเห็นการแยกชั้นของ
เอทิล แอซิเตตกบัน ้า 
  3.ไขเอาสารละลายในชั้นน ้าทิ้ง แลว้ท าตามขอ้ 2 อีก 1 คร้ัง  
  4. เติมสารละลายอ่ิมตวัของโซเดียมคลอไรด ์ลงในกรวยแยกเพื่อลา้งอิมลัชนัท่ี 
เกิดข้ึน จากนั้นตั้งกรวยแยกทิ้งไวจ้นเห็นการแยกชั้นของเอทิล แอซิเตตกบัน ้า ไขชั้นน ้าทิ้ง 
  5. ท าซ ้ าข้อ 4 อีก 1 คร้ัง ไขชั้นเอทิล แอซิเตตเก็บในขวดรูปชมพู่ขนาด 100 
มิลลิลิตร เติมโซเดียมซลัเฟตปราศจากน ้าเพื่อดูดเอาน ้ าออก จากนั้นกรองแยกชั้นเอทิล แอซิเตตและ
โซเดียมซลัเฟตปราศจากน ้า 
  6. ระเหยเอทิล แอซิเตตออกด้วยเคร่ืองระเหยสุญญากาศ ท่ีอุณหภูมิ 40 องศา
เซลเซียส ชัง่น ้าหนกัสารสกดัหยาบ (สารผลิตภณัฑ)์ ท่ีได ้
  7. ท าตามขั้นตอนท่ี 1-6 ส าหรับการสกดัหยาบจากขวดรูปชมพูเ่ล้ียงเช้ือ ในวนัท่ี 3  
5 และ 7  
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ขั้นตอนที ่6 กำรแยกสำรสกดัหยำบโดยใช้เทคนิคโครมำโทกรำฟี 
  1. เตรียมตวัท าละลายส าหรับการตรวจสอบการเกิดปฏิกิริยาดว้ยเทคนิคทินเลเยอร์
โครมาโทกราฟี ใชต้วัท าละลายเฮกเซน : เอทิล แอซิเตต ใส่ในขวดแกว้ท่ีมีกระดาษกรองวางไวด้า้น
ในของขวดแกว้ 
  2. ตดัแผ่นทินเลเยอร์โครมาโทกราฟี ขนาด 2×5 เซนติเมตร จากนั้นขีดเส้นจาก
ปลายขอบบนและขอบล่างของแผน่เพื่อใชใ้นการหาค่า Rf 
  3. ท าการจุดเคร่ืองหมายไวท่ี้แผน่ทินเลเยอร์โครมาโทกราฟี จ านวน 3 จุด โดยใช้
สัญลกัษณ์ ดงัน้ี   
 

       S RxM  

จุด S   คือ  สารตั้งตน้  
    จุด M  คือ  สารตั้งตน้ + ขวดรูปชมพูท่ี่เติมสารตั้งตน้กบัเช้ือรา       
    จุด RX คือ ขวดรูปชมพูท่ี่เติมสารตั้งตน้กบัเช้ือรา 

 

 

  4.ใช้หลอดแคปพิลารีจุ่มสารแล้วจุดลงบนแผ่นทินเลเยอร์โครมาโทกราฟีท่ีท า
เคร่ืองหมายไวจุ้ดละ 5 คร้ัง 
  5.น าแผ่นทินเลเยอร์โครมาโทกราฟีแช่ในตวัท าละลายท่ีเตรียมไว ้สังเกตการ
เคล่ือนท่ีของตวัท าละลายไปยงัขอบบน จากนั้นน าออกมาวางไวข้า้งนอกขวดใหแ้ผน่ทินเลเยอร์แหง้ 
  6. น าแผน่ทินเลเยอร์โครมาโทกราฟีไปส่องดว้ยแสงอลัตราไวโอเลต ท่ีความยาว 
คล่ืน 254 นาโนเมตร แลว้ท าเคร่ืองหมายการเคล่ือนท่ีจุดของสาร 
  7. ยอ้มแผ่นทินเลเยอร์โครมาโทกราฟี ดว้ย anisaldehyde reagent แลว้น าไปให้
ความร้อนบนแผน่ใหค้วามร้อน ท่ีอุณหภูมิประมาณ 110 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที 

  8. จดบนัทึกการเปล่ียนแปลงสีของจุดสารท่ีเกิดข้ึน 
 

 ขั้นตอนที ่7 กำรศึกษำกำรเกดิปฏิกริิยำด้วยเทคนิคนิวเคลยีร์แมกเนติกเรโซแนนซ์ 
  การศึกษาปฏิกิริยาของสารตั้งตน้เปล่ียนเป็นสารผลิตภณัฑ ์จะท าการศึกษาจากสาร
สกดัหยาบโดยเทคนิคนิวเคลียร์แมกเนติกเรโซแนนซ์ (NMR) สเปกตรัมของ 1H NMR และ 13C 
NMR ถูกบนัทึกโดยเคร่ืองฟูเรียทรานส์ฟอร์มนิวเคลียร์แมกเนติกเรโซแนนซ์ BRUKER รุ่น Avance 
DPX 300 ความถ่ี 300 เมกกะเฮิร์ท ในหน่วย ppm การเตรียมตวัอย่าง (สารสกดัหยาบ) จะท าการ
ละลายโดยใชต้วัท าละลาย CDCl3 ส าหรับสเปตรัมของ 

1H NMR จะปรากฏต าแหน่งสัญญาณของ 
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CHCl3 ท่ี  7.25 ppm และส าหรับสเปตรัมของ 13C NMR จะปรากฏต าแหน่งสัญญาณของ CDCl3 ท่ี 
 77.5 ppm  
 

2.7 กำรทดสอบฤทธิ์ต้ำนเช้ือจุลนิทรีย์โดยวธีิ Disc diffusion method 
 

 การทดสอบฤทธ์ิตา้นเช้ือจุลินทรียโ์ดยวิธี  Disc diffusion method จากหน่วยบริหารจดัการ
ทรัพยากรจุลินทรีย ์ศูนยเ์คร่ืองมือวิทยาศาสตร์ คณะวิทยาศาสตร์ สถาบนัเทคโนโลยีพระจอมเกลา้
เจา้คุณทหารลาดกระบงั 

 1. น าเช้ือจุลินทรียช์นิดต่างๆ ท่ีเก็บไวบ้น Tryticase Soy Agar (TSA) เพาะลงในอาหารเล้ียง
เช้ือชนิด Meuller  Hinton  Agar (MHA) บ่มเพาะเช้ือท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18-24 
ชัว่โมง ส าหรับเช้ือราใชอ้าหารเล้ียงเช้ือชนิด Sabouraud Dextrose  Agar (SDA) บ่มเพาะเช้ือท่ี
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18-24  ชัว่โมง 
 2. หลงัจากนั้นท าการเข่ียเช้ือจุลินทรียท่ี์ถูก activated แลว้ลงมาใน 0.85  % โซเดียมคลอ
ไรด ์ ปรับใหไ้ดค้วามขุ่นเท่ากบั  0.5  Mcfarland  
 3. น าเช้ือจุลินทรียท่ี์เตรียมไดม้าเพาะลงบนจานเพาะเช้ือท่ีมีอาหารเล้ียงเช้ือชนิด Mueller 
Hinton Ager อยู่ โดยการขีดลงบนหน้าวุน้ให้ทัว่จ  านวน 3 คร้ัง ท าให้ได้จานอาหารเล้ียงเช้ือมี
เช้ือจุลินทรียช์นิดต่างๆ อยูบ่นหนา้วุน้ 
 4. หลงัจากนั้นน าแผ่นดิสก์ขนาด 0.6 มิลลิเมตร ท่ีมีสารตวัอย่างท่ีความเขม้ขน้ต่าง ๆ ซ่ึง
ละลายด้วยไดคลอโรมีเทน วางบนผิววุน้ท่ีมีเช้ือจุลินทรียช์นิดต่างๆ จากนั้นท าการบ่มทิ้งไวท่ี้
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง  
 5. อาหารส าหรับเช้ือจุลินทรียใ์ชเ้ป็นชนิด Sabouraud Agar และท าการบ่มทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ซ่ึงอุณหภูมิและเวลาข้ึนอยูก่บัเช้ือจุลินทรียแ์ต่ละชนิด 
 6.ท าการวดัเส้นผา่นศูนยก์ลางของ Clear zone ท่ีเกิดข้ึน  
 

2.8 กำรทดสอบควำมเป็นพษิต่อเซลล์สัตว์โดยวธิี MTT assay   
 

 การทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์สัตวโ์ดยวิธี  MTT assay จากหน่วยบริหารจดัการ
ทรัพยากรจุลินทรีย ์ศูนยเ์คร่ืองมือวิทยาศาสตร์ คณะวิทยาศาสตร์ สถาบนัเทคโนโลยีพระจอมเกลา้
เจา้คุณทหารลาดกระบงั 
 1. เตรียมเซลลไ์ลน์ของมะเร็งเตา้นม  (Human breast adenocarcinoma, MCF-7) ในอาหาร 
Dulbecco’s Modification of Eagle’s Medium (DMEM) เสริมดว้ย 10 เปอร์เซ็นต ์ FBS โดย
เพาะเล้ียงในขวดเพาะเล้ียงขนาด 25 ตารางเซนติเมตร 
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   2. เตรียม Stock สารตวัอยา่งท่ีใชท้ดสอบ  โดยใช ้DMSO  เป็นตวัท าละลาย ปริมาตร 5-10  
มิลลิลิตร  ท าการกรองดว้ยแผน่กรองท่ีมีช่องผา่นขนาด  0.2 ไมโครเมตร  และใส่ขวดแกว้ท่ีปลอด
เช้ือ  หุม้ขวดแกว้ดว้ยแผน่อลูมิเนียมฟอยดเ์พื่อป้องกนัแสง  จากนั้นเก็บไวใ้นตูแ้ช่แขง็อุณหภูมิ  -20  
องศาเซลเซียส 
 3. เตรียมสารตัวอย่างความเข้มข้นต่างๆท่ีต้องการทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ไลน์   
MCF-7 โดยเจือจางเป็นสองเท่า (two-fold dilution) ไดแ้ก่ความเขม้ขน้ 1,000 500 250 และ 125 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดบั 
 4. ปลูกเซลลไ์ลน์  MCF-7  จ  านวน  1 × 105  เซลลต่์อมิลลิลิตร  ลงในจานเพาะเล้ียงชนิด  
98  หลุม  (96-well  plate)  ปริมาตร  100  ไมโครลิตรต่อหลุม  ทดสอบ  3  ซ ้ า  น าจานเพาะเล้ียงท่ี
ปลูกเซลลแ์ลว้บ่มท่ีอุณหภูมิ  37  องศาเซลเซียส  เป็นเวลา  24  ชัว่โมง 
 5. น าจานเพาะเล้ียงเซลลอ์อกจากตูบ้่ม  ดูดอาหารออกจากหลุมใหห้มด  แลว้เติมสาร
ตวัอยา่งความเขม้ขน้ท่ีก าหนด  (กลุ่มควบคุมเป็น  2  กลุ่ม  คือ  ความเขม้ขน้ของ  DMSO  1  แถวท่ี
เจือจางกบัอาหาร DMEM  และอีก  1  แถวเป็นเซลลป์กติซ่ึงเพาะเล้ียงในอาหาร  DMEM)  ปริมาตร  
100  ไมโครลิตรต่อหลุม  น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ  37  องศาเซลเซียส  เป็นเวลา  24  ชัว่โมง 
 6. เ ม่ือบ่มเซลล์ในสารตัวอย่างครบ 24 ชั่วโมง ดูดสารละลาย MTT (3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide ) ความเขม้ขน้  5  มิลลิลิตร  ใส่ลงไปในแต่
ละหลุมท่ีทดสอบ  ปริมาตร  10  ไมโครลิตรต่อหลุม  น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ  37  องศาเซลเซียส  เป็น
เวลา  4  ชัว่โมง 
 7. จากนั้นดูดสารละลาย  MTT  ทิ้ง  แลว้เติมสารละลาย  DMSO : 10 % SDS  อตัราส่วน     
9 : 1  ปริมาตร  150  ไมโครลิตรต่อหลุม  เพื่อละลายผลึกฟอร์มาซานจะไดส้ารละลายสีม่วง 
 8. น าไปวดัค่าการดูดกลืนแสงดว้ยเคร่ืองไมโครไตเตอร์ เพลทรีดเดอร์ ท่ีความยาวคล่ืน 
ของแผน่กรองแสงเท่ากบั  570 นาโนเมตร 
 9. ค  านวณหาค่า % Cytotoxicity ของแต่ละความเขม้ขน้ดงัน้ี คือ 
  % Cytotoxicity  =  [(A-B)/A] × 100 
  A = ค่าการดูดกลืนแสงของหลุมควบคุม (หลุมท่ีมีเซลลใ์นอาหารเพาะเล้ียง) 
  B = ค่าการดูดกลืนแสงของหลุมท่ีมีเซลลใ์นสารตวัอยา่งแต่ละความเขม้ขน้ 
หมำยเหตุ   
      การทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ปกติ  (African green monkey kidney fibroblast, Vero) 
ปลูกเซลลป์ริมาตร 5 × 105 เซลลต่์อมิลลิลิตร ในอาหาร DMEM 
 
 
 

http://en.wikipedia.org/wiki/Di-
http://en.wikipedia.org/wiki/Di-
http://en.wikipedia.org/wiki/Thiazole
http://en.wikipedia.org/wiki/Phenyl
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บทที ่3  

อภิปรำยและวจิำรณ์ผลกำรทดลอง 
 

งานวิจัยน้ีเป็นการศึกษาการเปล่ียนหมู่ฟังก์ชันของสเตียรอยด์โดยวิธีทางชีวภาพ จะ
พิจารณาจากการเปล่ียนหมู่ฟังก์ชนัหรือการเปล่ียนโครงสร้างของสเตียรอยด์ตั้งตน้ไดแ้ก่ เพรกนิน
โนโลน 1 และ กรดดีไฮโดรโคลิก 14   เพื่อให้ไดส้เตียรอยด์ชนิดใหม่ และเป็นอีกแนวทางเลือก
หน่ึงในการสังเคราะห์ทางเคมีอินทรียโ์ดยใช้สารเคมีทางชีวภาพทดแทนสารเคมี และจดัเป็นเคมี
สะอาด (Green Chemistry) เน่ืองจากปล่อยสารพิษเขา้สู่สภาวะแวดลอ้มนอ้ยกวา่การใชส้ารเคมี จึง
เป็นมิตรต่อส่ิงแวดลอ้ม 
 

3.1 กำรเปลีย่นหมู่ฟังก์ชันของเพรกนินโนโลน 1 และกรดดีไฮโดรโคลกิ 14 ด้วยวธิีทำง
ชีวภำพ (Biotransformation) 
 

 การพิสูจน์โครงสร้างของสเตียรอยด์ทั้งสองดว้ยเทคนิค 1H NMR และ 13C NMR ไดผ้ล
ดงัต่อไปน้ี 
 

 เพรกนินโนโลน 1  
 
 
 
 
 
      1 

 

 จากงานวิจยัของ  Szendi และคณะ[21]  ท าการพิสูจน์โครงสร้างของเพรกนินโนโลน 1 

โดยเทคนิค 1H NMR และ 13C NMR  พบวา่   1H NMR (300 MHz, CDCl3)   1.84 และ1.08 (2H, 
H-1),  1.84 และ1.48 (2H, H-2),  3.54 (1H, H-3),  2.27 (2H, H-4),  5.34 (1H, H-6),  1.97 และ 1.57 
(2H, H-7),  1.46 (1H, H-8),  0.98 (1H, H-9),  1.62 และ 1.47 (2H, H-11),  2.04 และ 1.43 (2H, H-
12),  1.17 (1H, H-14), 1.68 และ 1.23 (2H, H-15),  2.19 และ 1.66 (2H, H-16),  2.55 (1H, H-17),  
0.63 (3H, H-18),  1.00 (2H, H-19) และ  2.11 (3H, H-21)  13C NMR (75.5 MHz)   37.3 (C-1),  
31.6 (C-2), 71.7 (C-3), 42.3 (C-4),  140.8 (C-5),  121.4 (C-6),  31.8 (C-7),  31.9 (C-8),  50.0 (C-
9),  36.6 (C-10),  21.1 (C-11), 38.9 (C-12), 44.0 (C-13),  56.9 (C-14),  24.5 (C-15),  22.9 (C-16),  
63.7 (C-17),  13.2  (C-18), 19.4 (C-19), 209.4 (C-20), 31.5 (C-21)  เม่ือตรวจสอบเปรียบเทียบ 1H 
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NMR  และ 13C NMR กบัเพรกนินโนโลน 1 จากบริษทั  Fluka ไดผ้ล 1H NMR และ 13C NMR 
สอดคลอ้งกบัขอ้มูลของ  Szendi และคณะ[21] ไดเ้สนอไว ้

 
รูปที ่3.1 สเปกตรัม 1H NMR ของเพรกนินโนโลน 1 

 

รูปท่ี 3.1 แสดงสเปกตรัม 1H NMR ของเพรกนินโนโลน 11H  NMR (300 MHz, CDCl3) ; 
δ 1.20 และ1.14  (2H, t , H-1), 1.84 และ 1.81 (2H, m , H-2 ), 3.52 (1H, m , H-3), 2.29 (2H, d, H-
4) , 5.35 (1H, d, H-6) , 1.85 (2H, m, H-7), 1.49 (1H, d, H-8), 1.19-1.10 (1H, m, H-9), 1.66-1.58 
(2H, m, H-11), 1.69 (2H, t, H-12), 1.24-1.14 (1H, m, H-14), 1.53-1.44 (2H, m, H-15), 2.05 ( 2H, 
m, H-16), 2.54 (1H, t, H-17, JH-17, H-16= 8.0 Hz), 0.63 (3H, s, H-18 ), 1.01 ( 3H, s, H-19 ) และ 2.13 
( 3H, s, H-21) 
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รูปที ่3.2 สเปกตรัม 13C NMR ของเพรกนินโนโลน 1 

 

และรูปท่ี 3.2 แสดงสเปกตรัม 13C NMR ของเพรกนินโนโลน 1 13C NMR (75.5 MHz) ; δ 
37.3 (C-1), 31.6 (C-2), 71.7 (C-3), 42.2 (C-4), 140.8 (C-5) , 121.3 (C-6), 31.7 (C-7), 31.8 (C-8), 
49.9 (C-9 ), 36.5 (C-10), 21.0 (C-11), 38.8 (C-12), 44.0 (C-13), 56.9 (C-14), 24.4 (C-15), 22.8 (C-
16), 63.7 (C-17), 13.2 (C-18), 19.3 (C-19), 209.6 (C-20) และ 31.5 (C-21) 

 

 กรดดีไฮโดรโคลิก 14 
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Cravotto และคณะ[13] รายงาน 1H NMR และ 13C NMR ของกรดดีไฮโดรโคลิก 14 ดงัน้ี 
1H NMR (300 MHz, CDCl3):  2.00 (d, H-1), 2.29 (m, H-2), 2.23 และ 2.16 (d, H-4), 2.37 (d, H-
5), 2.96 และ 2.07 (d, H-6), 0.93 (s, H-8), 2.39 (d, H-9), 2.88 และ 2.18(d, H-11), 1.88 (d, H-14), 
2.34 และ 1.29 (d, H-15), 2.08 และ 1.38 (d, H-16), 2.08 (s, H-17), 1.11 (s, H-18), 1.43 (s, H-19), 
1.34 (s, H-20), 0.89 (d, H-21), 1.90 และ 1.46 (s, H-22), 2.48 และ 2.34 (s, H-23); 13C NMR (75.5 
MHz) :  35.54 (C-1), 36.46 (C-2), 209.80 (C-3), 42.77 (C-4), 46.86 (C-5), 44.98 (C-6), 208.14 
(C-7), 48.90 (C-8), 49.03 (C-9), 36.05 (C-10), 38.65 (C-11), 212.60 (C-12), 57.00 (C-13), 51.87 
(C-14), 25.16 (C-15), 27.63 (C-16), 45.66 (C-17), 11.87 (C-18), 21.88 (C-19), 35.26 (C-20), 
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18.62 (C-21), 30.42 (C-22), 31.26 (C-23) และ 177.30 (C-24) เม่ือเปรียบเทียบกบังานวิจยัของ 
Cravotto และคณะ[13] พบวา่ 1H NMR และ 13C NMR ของกรดดีไฮโดรโคลิก 14 จากบริษทั Fluka 
สอดคลอ้งกบัขอ้มูลท่ี Cravotto และคณะ[13] ไดเ้สนอไว ้ 

 

 

รูปที ่3.3 สเปกตรัม 1H NMR ของกรดดีไฮโดรโคลิก 14 
 

 จากรูปท่ี 3.3 และ 3.4 แสดงสเปกตรัม 1H NMR และ 13C NMR ของกรดดีไฮโดรโคลิก 14  
1H  NMR (300 MHz, CDCl3) : δ 2.28 (2H, t, H-2), 2.23  และ 2.16 (2H, m, H-4), 2.94 (2H , m , 
H-6), 2.90 (1H, m, H-8), 2.87 และ 2.73 (2H, m, H-11), 1.08 (3H, s, H-1), 1.41 (3H, s, H-19), 0.85 
(3H, d, H-21)  และโปรตอนท่ีอยูใ่นช่วงค่า δ 2.44 ถึง 1.20 ppm เป็น  mutiplet ของหมู่  methylene  
และ  methyne และ 13C  NMR (75.5 MHz) : δ 209.8 (C-3), 209.1 (C-7), 212.6 (C-12 ), 57.0 (C-
13), 51.8 (C-14) 25.1 (C-1 ), 27.6 (C-16), 11.8 (C-18), 21.8 (C-19), 18.6 (C-21), 30.4 (C-22), 31.2 
(C-23) และ 177.3 (C-24) และคาร์บอนท่ีอยู่ในช่วงค่า δ 49.8  ถึง  35.3  ppm  เป็นของหมู ่ 
methylene  และ  methyne 
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รูปที ่3.4 สเปกตรัม 13C NMR ของกรดดีไฮโดรโคลิก 14 

 

ขอ้มูลจากการวเิคราะห์โครงสร้างของเพรกนินโนโลน 1 และกรดดีไฮโดรโคลิก 14 ดว้ยเทคนิค 1H 
NMR และ 13C NMR จะถูกน ามาเปรียบเทียบกบัขอ้มูลท่ีไดจ้ากการปฏิกิริยาระหวา่งสเตียรอยด์ตั้ง
ตน้กบัเอนไซมท่ี์ผลิตจากเช้ือรา F. solani TISTR 3436 และ C. globosum TISTR 3093 เพื่อ
ตรวจสอบปฏิกิริยาท่ีเกิดข้ึนในช่วงเวลาท่ีก าหนดและวเิคราะห์โครงสร้างของสารผลิตภณัฑ์ 

 

 3.1.1 ผลของอำหำรเหลว PDB ต่อเพรกนินโนโลน 1 และกรดดีไฮโดรโคลกิ 14 
 

เม่ือน าของผสมจากการเขยา่ระหว่างเพรกนินโนโลน 1 กบัอาหารเหลว PDB มาท าการ
สกดัแยกสารท่ีเกิดข้ึนดว้ยเอทิล แอซิเตต และท าการทดสอบดว้ยเทคนิคทินเลเยอร์โครมาโทกราฟี
ของการทดลองวนัท่ี 1 3 5 และ 7 โดยใชเ้ฮกเซน :  เอทิล แอซิเตต อตัราส่วนเท่ากบั 1 : 1 เม่ือ
เปรียบเทียบค่า Rf ของจุดบนแผ่นทินเลเยอร์โครมาโทกราฟี ก าหนดให้จุด S คือสารตั้งตน้ (เพรก
นินโนโลน 1) M คือจุดผสมระหวา่งสารตั้งตน้และสารสกดัหยาบ และ Rx คือ สารสกดัหยาบจาก
ของผสมระหว่างสารตั้งตน้และอาหารเหลว PDB ผลการทดลองปรากฏจุด M และ Rx มีค่า Rf 
เท่ากบัจุด S (รูปท่ี 3.5) และขอ้มูลจากเทคนิค 1H NMR ของสารสกดัหยาบพบวา่  สเปกตรัมท่ีไดไ้ม่
มีการเปล่ียนแปลงเม่ือเปรียบเทียบกบัสเปกตรัมของสารตั้งตน้ สัญญาณ 1H  NMR ของสารสกดั
หยาบระหวา่งเพรกนินโนโลน 1 และอาหารเหลว PDB ปรากฏสัญญาณดงัน้ี: 1H NMR (300 MHz, 
CDCl3) :  1.84 และ 1.08 (H-1, t), 1.84 และ1.48 (H-2, m), 3.34 (H-3, m), 2.27 (H-4, d), 5.34 (H-
6, t), 1.84 (H-7, t), 1.46 (H-8, m), 0.98 (H-9, t), 1.62-1.47 (H-11, m), 1.69 (H-12, t), 1.17 (H-14, 
m), 1.53-1.44 (H-15, m), 2.19 (H-16, m), 2.55 (H-17, t), 0.63 (H-18, s), 1.00 (H-19, s) และ 2.11 
(H-21, s) และ 3.69 (H จาก dextrose  ของอาหารเหลว PDB) ซ่ึงสามารถยืนยนัไดว้า่อาหารเหลว 
PDB ไม่มีผลต่อการเกิดปฏิกิริยาและไม่ท าปฏิกิริยากบัเพรกนินโนโลน 1 
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S M Rx  
 

รูปที ่3.5 แผน่ทินเลเยอร์โครมาโทกราฟีของเพรกนินโนโลน 1 เปรียบทียบกบัสารสกดัหยาบ 
S หมายถึงสารตั้งตน้; M หมายถึง จุดผสมระหวา่งสารตั้งตน้และสารสกดัหยาบ; 

           Rx หมายถึง สารสกดัหยาบจากของผสมระหวา่งเพรกนินโนโลน 1กบัอาหารเหลว PDB 
 

ในท านองเดียวกนัเม่ือน ากรดดีไฮโดรโคลิก 14 เขย่ารวมกบัอาหารเหลว PDB พบว่า 
หลงัจากท าการสกดัแยกของผสมในขวดเล้ียงเช้ือดว้ยเอทิล แอซิเตต และท าการทดสอบสารสกดั
หยาบดว้ยเทคนิคทินเลเยอร์โครมาโทกราฟีของการทดลองวนัท่ี 1 3 5 และ 7โดยใชเ้ฮกเซน :  เอทิล 
แอซิเตต อตัราส่วนเท่ากบั 2 : 8 เม่ือเปรียบเทียบค่า Rf ของจุดบนแผน่ทินเลเยอร์โครมาโทกราฟี 
ก าหนดใหจุ้ด S คือสารตั้งตน้ (กรดดีไฮโดรโคลิก 14) M คือจุดผสมระหวา่งสารตั้งตน้และสารสกดั
หยาบ และ Rx คือ สารสกดัหยาบจากของผสมระหวา่งสารตั้งตน้และอาหารเหลว PDB ปรากฏจุด 
M และ Rx มีค่า Rf เท่ากบัจุด S (รูปท่ี 3.6) และขอ้มูลจากเทคนิค 1H NMR ของสารสกดัหยาบพบวา่ 
สเปกตรัมท่ีไดไ้ม่มีการเปล่ียนแปลงเม่ือเปรียบเทียบกบัสเปกตรัมของสารตั้งตน้ สัญญาณ 1H NMR 
ของสารสกดัหยาบระหวา่งกรดดีไฮโดรโคลิก 14 และอาหารเหลว PDB ปรากฏสัญญาณดงัน้ี: 1H 
NMR (300 MHz, CDCl3) :  2.00 ( H-1,d), 2.29 (H-2, m), 2.23 2.16 ( H-4, d), 2.37(H-5, d), 2.96 
2.07 ( H-6, d), 2.93 ( H-8, s), 2.39 ( H-9, d), 2.88 2.18 (H-11, d), 1.88 ( H-14, d), 2.34 1.29 ( H-
15, d), 2.08 และ1.38 ( H-16, d), 2.08 ( H-17, s), 1.11( H-18, s), 1.43 (H-19, s), 1.34 (H-20, s), 
0.89 (H-21, d), 1.90 และ 1.46 (H-22, s), 2.48 และ 2.34 (H-23, s) และ 3.69 (H จาก dextrose  ของ
อาหารเหลว PDB) ซ่ึงสามารถยืนยนัไดว้่าอาหารเหลว PDB ไม่มีผลต่อการเกิดปฏิกิริยาและไม่ท า
ปฏิกิริยากบักรดดีไฮโดรโคลิก 14 
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S M Rx  
 

รูปที ่3.6 แผน่ทินเลเยอร์โครมาโทกราฟีของกรดดีไฮโดรโคลิก 14 เปรียบทียบกบัสารสกดัหยาบ 
            S หมายถึงสารตั้งตน้; M หมายถึง จุดผสมระหวา่งสารตั้งตน้และสารสกดัหยาบ;  
           Rx หมายถึง สารสกดัหยาบจากของผสมระหวา่งกรดดีไฮโดรโคลิก 14 กบัอาหารเหลว PDB 

 

3.1.2 ผลของอำหำรเหลวสูตร 3% Glucose : 1% Peptone ต่อเพรกนินโนโลน 1 
และกรดดีไฮโดรโคลกิ 14 

 

เม่ือเปล่ียนอาหารเหลวเป็นสูตร 3% glucose : 1% peptone และด าเนินวิธีการทดลองดงัท่ี
กล่าวไวแ้ลว้ในหวัขอ้ 3.1.1 พบวา่ให้ผลการทดลองเช่นเดียวกบัอาหารเหลว PDB กล่าวคืออาหาร
เหลวสูตร 3% glucose : 1% peptone ไม่มีผลต่อการเกิดปฏิกิริยากบัเพรกนินโนโลน 1 และกรดดี
ไฮโดรโคลิก 14 แต่เม่ือเปรียบเทียบผลการทดลองโดยพิจารณาจาก 13C NMR สเปกตรัมของสาร
สกดัหยาบจากปฏิกิริยาระหว่างกรดดีไฮโดรโคลิก 14 และเอนไซม์จากเช้ือรา F. solani TISTR 
3436 เปรียบเทียบการทดลองในระยะเวลา 7 วนั พบวา่อาหารเหลวสูตร 3% glucose : 1% peptone 
(รูปท่ี 3.7) จะเกิดสารผลิตภณัฑ์ในปริมาณมากกว่าอาหารเหลว PDB (รูปท่ี 3.8) ซ่ึงเหลือปริมาณ
สารตั้งต้นน้อยกว่าหรือไม่มีสารตั้งต้นเหลืออยู่เลย นอกจากนั้นเกิดปฏิกิริยาข้างเคียงน้อยกว่า 
งานวจิยัน้ีจะเลือกใชอ้าหารเหลวสูตร 3% glucose : 1% peptone ในการเล้ียงเช้ือราทั้งสองชนิด 
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รูปที ่3.7 สเปกตรัม 13C NMR ของสารสกดัหยาบจากปฏิกิริยาระหวา่งกรดดีไฮโดรโคลิก 14  
และเช้ือรา F. solani TISTR 3436 ในอาหารเหลวสูตร 3% glucose : 1% peptone วนัท่ี 7 

 
 

 
 

รูปที ่3.8 สเปกตรัม 13C NMR ของสารสกดัหยาบจากปฏิกิริยาระหวา่งกรดดีไฮโดรโคลิก 14  
และเช้ือรา F. solani TISTR 3436 ในอาหารเหลว PDB วนัท่ี 7 

 

3.1.3 ปฏิกิริยำระหว่ำงกรดดีไฮโดรโคลิก14 และเอนไซม์จำกเช้ือรำ F. solani 
TISTR 3436 
 

 เม่ือน ากรดดีไฮโดรโคลิก 14 ท าปฏิกิริยากบัเอนไซมท่ี์ไดจ้ากเช้ือรา F. solani TISTR 3436 
โดยท าการเขยา่ขวดรูปชมพูเ่ล้ียงเช้ือท่ีความเร็วรอบ 150-200 รอบ/นาที ท่ีอุณหภูมิห้อง เก็บตวัอยา่ง
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ของผสมในขวดเล้ียงเช้ือเพื่อศึกษาการด าเนินไปของปฏิกิริยาในวนัท่ี 1 3 5 และ 7 เม่ือครบจ านวน
วนัท่ีก าหนดจะท าการสกดัแยกสารผลิตภณัฑ์ออกจากอาหารเล้ียงเช้ือและเส้นใยดว้ยเอทิล แอซิเตต 
และศึกษาขอ้มูลเบ้ืองตน้จากการเปล่ียนแปลงของสารตั้งตน้และสีของจุดสารผลิตภณัฑ์ ท าการ
ทดสอบการเกิดปฏิกิริยาดว้ยเทคนิคทินเลเยอร์โครมาโทกราฟีโดยใชไ้ดคลอโรมีเทน : เมทานอล 
อตัราส่วนเท่ากบั 9 : 1 และการท าปฏิกิริยาของจุดสารกบั anisaldehyde reagent บนแผน่ทินเลเยอร์
โครมาโทกราฟี ในวนัท่ี 5 และ 7 พบวา่ วนัท่ี 5 จุด Rx ปรากฏลกัษณะของจุดแตกต่างจากจุด S ซ่ึง
เป็นจุดของสารตั้งตน้ แสดงว่ามีการเปล่ียนแปลงไปเป็นสารผลิตภณัฑ์ ต าแหน่งของจุดท่ีเกิดข้ึน
ใหม่น้ีอยูต่  ่ากวา่จุดของสารตั้งตน้ และสารผลิตภณัฑท่ี์เกิดข้ึนมีขั้วสูงกวา่สารตั้งตน้  
 

S M Rx  
 

รูปที ่3.9 แผน่ทินเลเยอร์โครมาโทกราฟีของกรดดีไฮโดรโคลิก 14 เปรียบทียบกบัสารสกดัหยาบ 
    S หมายถึงสารตั้งตน้; M หมายถึง จุดผสมระหวา่งสารตั้งตน้และสารสกดัหยาบ;  
    Rx หมายถึง สารสกดัหยาบท่ีไดจ้ากปฏิกิริยาระหวา่งกรดดีไฮโดรโคลิก 14 กบัเช้ือรา 
 

และเม่ือน าสารสกดัหยาบของวนัท่ี 7 มาท าการทดสอบดว้ยแผน่ทินเลเยอร์โครมาโทรกราฟีพบวา่ ท่ี
จุด Rx ปรากฏลกัษณะของจุดแตกต่างกบัจุด S ซ่ึงเป็นจุดของสารตั้งตน้ แสดงวา่มีการเปล่ียนแปลง
ของสารตั้งตน้เปล่ียนไปเป็นสารผลิตภณัฑ์ จากการเปรียบเทียบกบัแผน่ทินเลเยอร์โครมาโทกราฟี
และเทคนิค 13C NMR ของวนัท่ี 5 และ 7 พบวา่ในวนัท่ี 7 มีการเปล่ียนแปลงของกรดดีไฮโดรโคลิก 
14 เป็นสารผลิตภณัฑเ์กิดข้ึนมากกวา่ในวนัท่ี 5 และจากการตรวจสอบการเกิดสารผลิตภณัฑ์ดว้ยผล
ดว้ยเทคนิค 1H  และ 13C NMR สเปกโทรสโกปีพบวา่ ในวนัท่ี 5 หลงัจากน ากรดดีไฮโดรโคลิก 14 
ท าปฏิกิริยากบัเอนไซมจ์ากเช้ือรา F. solani TISTR 3436  จะเกิดปฏิกิริยารีดกัชนัเปล่ียนหมู่คีโตท่ี
ต าแหน่ง C-3 เป็นหมู่ไฮดรอกซิล เม่ือเปรียบเทียบ 1H และ 13C NMR  สเปกตรัมของสารสกดัหยาบ
กบัสารตั้งตน้พีคท่ีเกิดข้ึนใหม่ซ่ึงอาจระบุไดว้า่เป็นสาร 25 ดงัน้ี:1H NMR (300 MHz, CD3OD):  
4.12 (H-3, m) และ 13C NMR (75.5 MHz):  211.6 (C-7), 65.3 (C-3) และ 214.5 (C-12)โดยพบ
สัญญาณท่ี  209.8 (C-3), 209.1 (C-7) และ 212.6 (C-12) จะมีความเข้มของพีคลดลงเม่ือ
เปรียบเทียบกบัสารตั้งตน้ ส่วนสเปกตรัมของสารสกดัหยาบของวนัท่ี 7 พบว่า สเปกตรัมของ 1H 
และ 13C NMR เหมือนกบัสเปกตรัมของวนัท่ี 5 แต่สัญญาณของ 13C NMR (75.5 MHz) ท่ี  209.8 
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(C-3) จะไม่ปรากฎพีค (รูปท่ี 3.7) โดยอาจกล่าวไดว้า่มีสารผลิตภณัฑ์เกิดข้ึนในปริมาณเพิ่มมากข้ึน 
เม่ือน าสารสกดัหยาบมาแยกสารผลิตภณัฑ์ดว้ยเทคนิคโครมาโทรกราฟี โดยใชต้วัชะสารเป็นตวัท า
ละลายผสมระหวา่งไดคลอโรมีเทน : เมทานอล อตัราส่วนเท่ากบั 9 : 1  ไดส้ารผลิตภณัฑ์ 3-
hydroxy-7,12-diketo-5β-cholan-24-oic acid 25 คิดเป็นอตัราร้อยละ 68.5 เปอร์เซ็นต ์ 
 

แผนภำพที ่3.1 
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และเม่ือน าสารผลิตภณัฑ์ไปพิสูจน์โครงสร้างดว้ยเทคนิคทางสเปกโทรสโกปีพบวา่ เม่ือหมู่คาร์บอ
นิลท่ีต าแหน่งท่ี  C-3 ของกรดดีไฮโดรโคลิก 14 ถูกเปล่ียนเป็นหมูไ่ฮดรอกซิลเกิดเป็นสาร 25 จะพบ
ต าแหน่งสัญญาณของ 1H NMR ของคาร์บอนต าแหน่งท่ี C-3 (H-3, m) ปรากฏท่ี δ 4.12 ppm และ
ต าแหน่งสัญญาณของ 13 C NMR ของคาร์บอนต าแหน่งท่ี C-3 ท่ี δ 209.8 ppm หายไปแต่จะพบ
สัญญาณเกิดข้ึนใหม่ท่ีสนามแม่เหล็กสูงกวา่ท่ี δ 65.3 ppm ขอ้มูลของ 1H และ 13C NMR สรุปได้
ดงัน้ี 
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รูปที ่3.10 สเปกตรัม 1H NMR ของ 3-Hydroxy-7,12-diketo-5β-cholan-24-oic acid 25 

                                                            

จากรูปท่ี 3.10 แสดงสเปกตรัม  1H  NMR (300 MHz, CD3OD)  ของสาร 25 ปรากฏ
สัญญาณท่ี δ 4.12 (1H, m, H-3), 1.05 (3H, s, H-18), 0.87 (3H , d, H-21)  และโปรตอนท่ีอยูใ่นช่วง
ค่า δเท่ากบั 3.60 ถึง 1.27  ppm  เป็น  mutiplet ของหมู่  methylene  methyl  และ  methyne 

 
 

รูปที ่3.11 สเปกตรัม 13C NMR ของ 3-Hydroxy-7,12-diketo-5β-cholan-24-oic acid 25 
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และรูปท่ี 3.11 แสดงสเปกตรัม 13C NMR (75.5 MHz) ของสาร 25 ปรากฏสัญญาณท่ี δ 65.3 (C-3), 
211.3(C-7), 213.9 (C-12), 11.8 (C-18), 18.6 (C-21), 177.0 (C-24) คาร์บอนท่ีอยูใ่นช่วงค่า δ 
เท่ากบั 84.8 ถึง 22.5 ppm เป็นของหมู่ methylene methyl และ methyne 
 Cravotto และคณะ[13]ไดร้ายงานผลของการเปล่ียนหมู่ฟังก์ชนัของกรดดีไฮโดรโคลิกดว้ย
วิธีทางชีวภาพโดยการใช้เช้ือจุลินทรีย ์2 ชนิดไดแ้ก่ Trameteshirsuta และ Collybiavelutipes จาก
การทดลองพบวา่ เอนไซมจ์ากเช้ือจุลินทรียท์ั้งสองท าใหเ้กิดปฏิกิริยารีดกัชนัข้ึนท่ีคาร์บอนต าแหน่ง 
C-3 โดยเปล่ียนจากหมู่คาร์บอนิลเป็นหมู่ไฮดรอกซิลไดส้ารผลิตภณัฑ์คือ 3-hydroxy-7,12-diketo-
5β-cholan-24-oic acid 25 และเม่ือพิจารณาจากโครงสร้างของสาร 25 จะเห็นไดว้่าปฏิกิริยาจะ
เกิดข้ึนอยา่งเฉพาะเจาะจงในการท าปฏิกิริยาโดยท่ีหมู่คาร์บอนิลท่ีต าแหน่ง C-7  และ C-12 จะไม่ถูก
รีดิวส์ย ังคง เ ป็นหมู่คา ร์บอนิลเหมือนเ ดิม  กล่าวได้ว่าปฏิ กิ ริยา ท่ี เ กิด ข้ึนมีทั้ งความเป็น 
chemoselectivity และ regioselectivity ซ่ึงขอ้มูลทางนิวเคลียแมกเนติกเรโซแนนซ์ท่ีได้จากการ
ทดลองสอดคล้องกับรายงานผลงานวิจัยของ Cravotto และคณะ[13] และเม่ือด าเนินปฏิกิริยา
ระหว่างกรดไฮโดรโคลิก 14 กบั F. solani TISTR 3436 เป็นเวลา 9 วนัพบวา่ หมู่คีโตท่ีคาร์บอน
ต าแหน่งท่ี C-7 และ C-12 ถูกเอนไซมจ์าก F. solani TISTR 3436 รีดิวส์เป็นหมู่ไฮดรอกซิล เม่ือท า
การทดสอบสารผลิตภณัฑด์ว้ยเทคนิคทินเลเยอร์โครมาโทกราฟีเปรียบเทียบกบัสารมาตรฐานพบวา่ 
สารผลิตภณัฑท่ี์ไดคื้อกรดโคลิก 26 
 

แผนภำพที ่ 3.2 
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เม่ือเปรียบเทียบสัญญาณของ 1H NMR (300 MHz, CDCl3)  ของโปรตอนต าแหน่งท่ี 3 (H-3), 7 (H-
7) และ 12 (H-12) ปรากฏสญัญาณท่ี δ 3.25 3.69 และ  3.85  ppm  และต าแหน่งสัญญาณของ 13 C 
NMR (75.5 MHz)  ของคาร์บอนต าแหน่งท่ี C-3 C-7 และ C-12  ไม่ปรากฏสัญญาณท่ี  δ 209.8, 
209.2  และ  212.6  ppm  แต่ปรากฏสัญญาณท่ีความเขม้สนามแม่เหล็กสูงกวา่ (δ 73.4 และ 70.0 
ppm) ขอ้มูลทางนิวเคลียแมกเนติกเรโซแนนซ์ของกรดโคลิก 26   สรุปไดด้งัน้ี 
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ขอ้มูลจากสเปกตรัม  1H  NMR  ของสาร 26  พบวา่ 1H  NMR (300 MHz, CDCl3): δ 3.69  (1H, m, 
H-3), 1.05 (3H, s ,H-18), 0.87 (3H, d, H-21) โปรตอนท่ีอยูใ่นช่วงค่า δ เท่ากบั 3.60 ถึง 1.27  ppm  
เป็น  mutiplet ของหมู่  methylene  methyl  และ  methyne   และ13C  NMR  (75.5 MHz) ของสาร 
26 ปรากฏสัญญาณท่ี δ  13.3  (C-18 ), 173.7 (C-24 ) คาร์บอนท่ีอยูใ่นช่วงค่า δ เท่ากบั  85.9 ถึง  
22.4  ppm  เป็นของหมู่  methylene  methyl  และ  methyne ซ่ึงสอดคลอ้งกบัผลทางนิวเคลียแมก
เนติกเรโซแนนซ์ตามทฤษฏีของกรดโคลิก 26 จากการรายงานผลงานวิจยัของWaterhous และคณะ
[22]  
 จากผลการทดลองอาจกล่าวไดว้า่ F. solani TISTR 3436 สามารถปล่อยเอนไซม ์reductases 
ออกมาในปริมาณท่ีสามารถเกิดปฏิกิริยารีดกัชนักบักรดดีไฮโดรโคลิก เม่ือใชเ้วลาการทดลอง 7 วนั 
โดยการเกิดปฏิกิริยาจะเกิดข้ึนท่ีคาร์บอนต าแหน่งท่ี C-3 เท่านั้น ซ่ึงเป็นต าแหน่งท่ีว่องไวในการ
เกิดปฏิกิริยา[3] ไดส้ารผลิตภณัฑ์ 3-hydroxy-7,12-diketo-5β-cholan-24-oic acid 25 เพียงตวัเดียว
แสดงถึงลักษณะการเกิดปฏิกิริยาท่ีมีทั้ งความเป็น chemoselectivity และ regioselectivity เม่ือ
พิจารณาจาก 1H NMR และ 13C NMR สเปกตรัมของสาร 25 ท่ีไดจ้ากการทดลองพบว่า สาร
ผลิตภณัฑ์ท่ีเกิดข้ึนมีสองไอโซเมอร์ เม่ือพิจารณาถึงสเตอริโอเคมีของสาร 25 สามารถอธิบาย
โครงสร้างของสาร 25 ไดคื้อท่ีต าแหน่งคาร์บอน C-3 หมู่ไฮดรอกซิลของสารผลิตภณัฑ์จะช้ีข้ึน
เหนือระนาบและช้ีลงใตร้ะนาบ เม่ือเปรียบเทียบจากค่า δ กบัผลทางทฤษฏีสรุปไดว้า่เอนไซมจ์าก
เช้ือรา F. solani TISTR 3436 ท าให้เกิดปฏิกิริยารีดกัชนัไดส้ารผลิตภณัฑ์หลกัคือ 3β--hydroxy-
7,12-diketo-5β-cholan-24-oic acid  และผลิตภณัฑ์รองคือ 3α--hydroxy-7,12-diketo-5β-cholan-
24-oic acid ในท่ีน้ีผูว้ิจยัไม่ไดท้  าการแยกแต่ละไอโซเมอร์เป็นสารบริสุทธ์ิ ขอ้มูลในการทดสอบ
ฤทธ์ิทางชีวภาพจะเป็นสารผสมของสองไอโซเมอร์ และเม่ือใชเ้วลาการทดลองมากกวา่ 7 วนั ให้
เกิดการเปล่ียนแปลงหมู่คาร์บอนิลท่ีคาร์บอนต าแหน่งท่ี  C-3 C-7 และ C-12  ไปเป็นหมู่ไฮดรอกซิล  
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 3.1.4 ปฏิกิริยำระหว่ำงเพรกนินโนโลน 1 และเอนไซม์จำกเช้ือรำ F. solani 
TISTR 3436 

 

 วธีิการทดลองและสภาวะท่ีใชใ้นการทดลองจะด าเนินการเช่นเดียวกบัขอ้  3.1.3 จากผลการ
ทดลองพบว่าเม่ือท าการทดลองเม่ือเวลานอ้ยกว่าหรือเท่ากบั 7 วนั จะไม่พบการเปล่ียนแปลงของ
สารตั้งตน้ แต่เม่ือปล่อยให้ปฏิกิริยาด าเนินไปท่ีเวลามากกวา่ 7 วนัพบวา่ F. solani TISTR 3436 จะ
ปล่อยเอนไซม ์reductases ออกมาในปริมาณท่ีสามารถเกิดปฏิกริยารีดกัชนักบัเพรกนินโนโลน 1ให้
เกิดการเปล่ียนแปลงหมู่คาร์บอนิลท่ีคาร์บอนต าแหน่งท่ี 20 เป็นหมู่ไฮดรอกซิล ไดส้ารผลิตภณัฑ์คือ 
3β-hydroxypregn-5-en-20-ol 27  
 

แผนภำพที ่ 3.3 
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 เม่ือทดสอบดว้ยเทคนิคทินเลเยอร์โครมาโทกราฟี  โดยใชร้ะบบตวัท าละลายเป็นเฮกเซน : 
เอทิล แอซิเตต อตัราส่วนเท่ากบั 7 : 3 และทดสอบดว้ย anisaldehyde reagent จะปรากฏจุดสีม่วงเทา
ของสารผลิตภณัฑ์ปรากฏต ่ากว่าสารตั้งตน้ ซ่ึงแสดงว่าสารผลิตภณัฑ์มีขั้วสูงกว่าสารตั้งตน้เม่ือน า
สารสกดัหยาบไปตรวจสอบดว้ยเทคนิคนิวเคลียแมกเนติกเรโซแนนซ์ พบวา่มีการเปล่ียนหมู่คาร์บอ
นิลท่ีต าแหน่งท่ี  20  ของเพรกนินโนโลน 1 เป็นหมู่ไฮดรอกซิล ปรากฏต าแหน่งสัญญาณของ 1H 
NMR  ของโปรตอนต าแหน่งท่ี 20 (H-20) ท่ี δ 3.71  ppm  และไม่ปรากฏต าแหน่งสัญญาณของ 13C 
NMR  ของคาร์บอนต าแหน่งท่ี C-20 ท่ี  δ 209.6  ppm แต่ปรากฏสัญญาณท่ีไปทางสนามแม่เหล็ก
สูงกวา่ท่ี δ 70.4  ppm ซ่ึงแสดงถึงการท่ีคาร์บอนอะตอมนั้นอยูใ่นยา่นมีอะตอมดึงอิเล็กตรอนเกาะ
อยู ่ ขอ้มูล 1H NMR  และ 13C NMR  ของ 3β-hydroxypregn-5-en-20-ol 27 สรุปไดด้งัน้ี 
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จากรูปท่ี 3.12 และ 3.13 แสดงสเปกตรัม  1H  NMR และ 13C  NMR  ของสาร 27 ปรากฏสัญญาณท่ี 
δ  5.34  (1H, t, H-6), 2.11  และ  2.02 (1H , m , H-16) , 2.33 (1H, t, H-17), 0.63 (3H, s , H-18), 
1.01 (3H, s, H-19), 3.71 (3H, m, H-20), 1.23 (3H, d, H-21)  และโปรตอนท่ีอยูใ่นช่วงค่า δ เท่ากบั 
3.64  ถึง  0.86  ppm  เป็น  mutiplet ของหมู่  methylene  และ methyne และ 13C  NMR ปรากฏ
สัญญาณท่ี δ  72.7 (C-3) 140.8 (C-5 ), 121.4 (C-6), 13.8 (C-18), 71.7 (C-20)  และคาร์บอนท่ีอยู่
ในช่วงค่า δ เท่ากบั  70.2  ถึง  18.6  ppm  เป็นของหมู่  methylene    methyl  และ  methyne 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

รูปที ่3.12 สเปกตรัม 1H NMR ของ 3β-Hydroxypregn-5-en-20-ol 27       

                                                                                                                     
 

 
 

รูปที ่3.13 สเปกตรัม 13C NMR ของ 3β-Hydroxypregn-5-en-20-ol 27  
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 3.1.5 ปฏกิริิยำระหว่ำงกรดไฮโดรโคลกิ 14 และเอนไซม์จำกเช้ือรำ C. globosum 
TISTR 3093 
 

วิธีการทดลอง และสภาวะท่ีใชใ้นการทดลองจะด าเนินการเช่นเดียวกบัหัวขอ้  3.1.3 และ 
3.1.4 น ากรดดีไฮโดรโคริก 14 ท  าปฏิกิริยากบัเอนไซมท่ี์ไดจ้ากเช้ือรา C. globosum TISTR 3093 
และท าการเก็บตวัอยา่งของผสมเพื่อศึกษาการด าเนินไปของปฏิกิริยาในวนัท่ี 1 3 5 และ 7  เม่ือท า
การสกดัแยกสารผลิตภณัฑด์ว้ยเอทิล แอซิเตต และท าการทดสอบการเกิดปฏิกิริยาดว้ยเทคนิคทินเล
เยอร์โครมาโทกราฟีในวนัท่ี 1 3 5 และ 7 โดยใชต้วัท าละลายเฮกเซน : เอทิล แอซิเตต อตัราส่วน
เท่ากบั 2 : 8 พบว่า ท่ีจุด Rx ซ่ึงเป็นจุดปฏิกิริยาของสารตั้งต้นกบัเอนไซม์ท่ีได้จากเช้ือรา C. 
globosum TISTR 3093 มีค่า Rf เดียวกบัจุด S หรือจุดของสารตั้งตน้แสดงวา่ไม่มีการเปล่ียนแปลง
ของสารตั้งตน้ เม่ือน าสารสกดัหยาบไปตรวจสอบการเกิดสารผลิตภณัฑ์ด้วยผลดว้ยเทคนิค 1H  
NMR และ 13C NMR สเปกโทรสโกปีพบวา่ เม่ือเปรียบเทียบสเปกตรัมของสารสกดัหยาบกบัสารตั้ง
ตน้จะปรากฏสัญญาณท่ีต าแหน่งใกลเ้คียงกนั ซ่ึงเป็นการยนืยนัไดว้า่ไม่มีปฏิกิริยาเกิดข้ึน 

 

S M Rx  
 

รูปที ่3.14 แผน่ทินเลเยอร์โครมาโทกราฟีของกรดดีไฮโดรโคลิก 14 เปรียบทียบกบัสารสกดัหยาบ 
     S หมายถึงสารตั้งตน้; M หมายถึง จุดผสมระหวา่งสารตั้งตน้และสารสกดัหยาบ;  
     Rx หมายถึง สารสกดัหยาบจากปฏิกิริยาระหวา่งกรดดีไฮโดรโคลิก 14 กบัเช้ือรา 

 

3.1.6 ปฏิกริิยำระหว่ำงเพรกนินโนโลน 1 และเอนไซม์จำกเช้ือรำ C. globosum 
TISTR 3093 

 

 วิธีการทดลอง และสภาวะท่ีใช้ในการทดลองจะด าเนินการเช่นเดียวกบัหวัขอ้  3.1.3 และ 
3.1.4 น ากรดดีไฮโดรโคลิก 1 ท  าปฏิกิริยากบัเอนไซมท่ี์ไดจ้ากเช้ือรา C. globosum  TISTR 3093 
และท าการเก็บตวัอยา่งของผสมเพื่อศึกษาการด าเนินไปของปฏิกิริยาในวนัท่ี 1 3 5 และ 7 เม่ือท า
การสกดัแยกสารผลิตภณัฑด์ว้ยเอทิล แอซิเตต และท าการทดสอบการเกิดปฏิกิริยาดว้ยเทคนิคทินเล
เยอร์โครมาโทกราฟีในวนัท่ี 1 3 5 และ 7 โดยใชต้วัท าละลายเฮกเซน : เอทิล แอซิเตต อตัราส่วน
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เท่ากบั 2 : 8 พบวา่ ท่ีจุด Rx ซ่ึงเป็นจุดปฏิกิริยาของสารตั้งตน้กบัเช้ือรา C. globosum TISTR 3093  
มีลกัษณะเช่นเดียวกบัจุด S หรือจุดของสารตั้งตน้แสดงวา่ไม่มีการเปล่ียนแปลงของสารตั้งตน้ และ
เม่ือปล่อยใหป้ฏิกิริยาด าเนินมากกวา่ 7 วนั โดยตรวจสอบการเกิดปฏิกิริยาดว้ยเทคนิคทินเลเยอร์โคร
มาโทกราฟีในวนัท่ี 11 พบวา่มีการเปล่ียนแปลงของสารตั้งตน้ โดยเกิดจุดของสารท่ีมีต าแหน่งท่ีต ่า
กว่าเล็กน้อย ซ่ึงแสดงว่าสารผลิตภณัฑ์มีขั้วสูงกว่าเล็กน้อย และมีจุดของสารผลิตภณัฑ์ชนิดอ่ืน
เกิดข้ึนอีกหลายชนิดท่ีมีขั้วต ่ากวา่สารตั้งตน้ 
 

S M Rx  
 

รูปที ่3.15 แผน่ทินเลเยอร์โครมาโทกราฟีของเพรกนินโนโลน 1 เปรียบทียบกบัสารสกดัหยาบ 
         S หมายถึงสารตั้งตน้; M หมายถึง จุดผสมระหวา่งสารตั้งตน้และสารสกดัหยาบ;  
         Rx หมายถึง สารสกดัหยาบจากปฏิกิริยาระหวา่งเพรกนินโนโลน 1 กบัเช้ือรา 
 

แต่ในการทดลองน้ีขั้นตอนการเล้ียงเช้ือ C. globosum  TISTR 3093 มีความยากในการควบคุมการ
เจริญเติบโตของเช้ือราให้ไดใ้นระยะท่ีเหมาะสมต่อการน าไปท าการทดลองในขั้นตอนการเติมสาร
ตั้งตน้เพื่อเขา้ไปท าปฏิกิริยา ในการเล้ียงเช้ือรา C. globosum  TISTR 3093 บางชุดการทดลองพบวา่
เม็ดเซลล์ของเช้ือมีขนาดเล็กไม่สมบูรณ์ และมีการปนเป้ือนของเช้ือจุลินทรีย์ท่ีอยู่ในสภาวะ
แวดลอ้มไดง่้าย ท าใหเ้ป็นสาเหตุส าคญัท่ีท าให้ผลการทดลองในแต่ละชุดจะเกิดข้ึนแตกต่างกนัดว้ย 
แต่ส่ิงท่ีสังเกตไดว้า่ในการทดลองแต่ละชุดนั้นมีส่ิงท่ีคลา้ยคลึงกนัคือจุดของสารบนแผน่ทิเลเยอร์
โครมาโทกราฟี เม่ือท าปฏิกิริยากบั anisaldehyde reagent จะปรากฏจุดสีของสารหลายชนิดเกิดข้ึน
และมีสารตั้งตน้เหลือปปนอยูด่ว้ย ซ่ึงสอดคลอ้งกบังานวิจยัของ Janeczko และคณะ[16] ไดร้ายงาน
ผลการทดลองจากการน าเพรกนินโนโลน 1 ท  าปฏิกิริยากบัเอนไซมท่ี์ไดจ้าก Chaetomium sp. KCH 
6651 พบวา่เกิดสารผลิตภณัฑ์ท่ีแตกต่างกนัหลายชนิด และมีเปอร์เซ็นตผ์ลผลิตท่ีนอ้ยมาก กล่าวได้
วา่จากการท่ีเพรกนินโนโลน 1 เปล่ียนเป็นสารผลิตภณัฑ์หลายชนิดนั้นอาจเน่ืองจากโครงสร้างของ
เพรกนินิโนโลน 1 ประกอบดว้ยหมู่ฟังก์ชนัหลายหมู่ เช่นหมู่ไฮดรอกซิล (C-3) พนัธะคู่ท่ีต  าแหน่ง 
C-5  และหมู่เมทิลคีโตนท่ีต าแหน่ง C-20 ของวง D อยา่งไรก็ตาม Janeczko และคณะ[16] ไดเ้สนอ
แนวทางการเกิดปฏิกิริยาของเพรกนินโนโลน 1 เหมือนกบัการเกิดปฏิกิริยาของ progesterone และ 
dehydroepiandrosterone (DHEA) 28 ซ่ึงจดัเป็นกลุ่มสเตียรอยด์ชนิดเดียวกบัเพรกนินโนโลน 1 คือ
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การมีพนัธะคู่อยูท่ี่คาร์บอนต าแหน่งท่ี 5 (a 5-en steroid compound) โดยจะมีการเพิ่มหมู่ไฮดรอก
ซิลหรือเกิดปฏิกิริยาไฮดรอกซิเลชนัข้ึนท่ีคาร์บอนต าแหน่งท่ี C-7 กลายเป็นต าแหน่งของแอลลิล 
แอลกอฮอล์ และตามดว้ยการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชนัท่ีหมู่ไฮดรอกซิลท่ีต าแหน่ง C-3 เป็นหมู่คีโต 
ดงัแสดงในแผนภาพท่ี 3.4  
 

แผนภำพที ่3.4  
 

HO

O

HO

O

OH

O

OHO

                    28     29    30 
 

ผูว้ิจยัไดท้  าการตรวจสอบการเกิดปฏิกิริยาของเพรกนินโนโลน 1 กบั C. globosum  TISTR 3093  
ดว้ยเทคนิคโครมาโทกราฟี พบวา่มีจุดสารเกิดข้ึนหลายจุด แสดงในรูปท่ี 3.15 และเม่ือท าการแยก
เป็นสารบริสุทธ์ิดว้ยวิธีคอลมัน์โครมาโทกราฟีไดส้ารออกมาในปริมาณท่ีน้อยมากและยากต่อการ
แยกดว้ยเทคนิคน้ี การศึกษาของผูว้ิจยัจะท าโดยการพิจารณาจากผลของ 1H NMR และ 13C NMR 
ของสารสกดัหยาบจากปฏิกิริยาเปรียบเทียบกบัผลทางทฤษฏี จากการขอ้มูล 1H NMR และ 13C 
NMR พบวา่ค่า δ  นั้นแตกต่างจากขอ้มูลท่ี Janeczko และคณะ[16] ไดน้ าเสนอไว ้จากการทดลอง
เพรกนินโนโลน 1  ไม่ได้เปล่ียนเป็นสาร 29 แต่ข้อมูลท่ีได้จะมีโครงสร้างใกล้เคียงกับการ
เปล่ียนแปลงของหมู่คีโตนท่ีคาร์บอนต าแหน่ง C-20 ท่ีวง D ของเพรกนินโนโลน 1 เป็นหมู่เอส
เทอร์เกิดเป็นสารผลิตภณัฑ์คือ 3β-hydroxy-17α-oxa-D-homo-androst-5-en-17-one  17 พิจารณา
จากสเปกตรัมของ 13C NMR ไม่ปรากฏสัญญาณต าแหน่งสัญญาณของคาร์บอนต าแหน่งท่ี C-20  
ของเพรกนินโนโลน 1 ท่ี δ 209.6 ppm แต่ปรากฏสัญญาณท่ี δ 174.6 ppm ซ่ึงเป็นค่า δ ของ
คาร์บอนของหมู่คาร์บอนิลของเอสเทอร์ ขอ้มูลทางนิวเคลียแมกเนติกเรโซแนนซ์ของสาร 17 จาก
รูปท่ี 3.16 แสดงสเปกตรัม  1H  NMR ของสารสกดัหยาบท่ีมีสาร 17 ปนอยูใ่นปริมาณท่ีนอ้ยมาก 
พบวา่ 1H  NMR (300 MHz, CDCl3): δ 3.70 (1H, m, H-3), 5.34 (1H, s, H-6) , 0.65 (3H, s, H-18) , 
1.01 (3H, s, H-19)โปรตอนท่ีอยูใ่นช่วงค่า δ เท่ากบั  2.77 ถึง 0.88  ppm  เป็น  mutiplet ของหมู่  
methyl methylene และ  methyne 
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รูปที ่3.16 สเปกตรัม 1H NMR ของสารสกดัหยาบจากปฏิกิริยาระหวา่งเพรกนินโนโลน 1กบั  
C. globosum TISTR 3093   

 

                   และรูปท่ี 3.17 แสดงสเปกตรัม13C-NMR ของสาร 17 พบวา่ 13C NMR (75.5 MHz): δ 
174.5 (C-17), 14.0 (C-18), 21.0 (C-19) คาร์บอนท่ีอยูใ่นช่วงค่า δ เท่ากบั 130.22 ถึง 29.77 ppm 
เป็นของหมู่ methyl methylene และ methyne 
 

 
 

รูปที ่3.17 สเปกตรัม 13C NMR ของสารสกดัหยาบจากปฏิกิริยาระหวา่งเพรกนินโนโลน 1 กบั  
C. globosum TISTR 3093   
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Kolek และคณะ[15, 23] ไดอ้ธิบายการเกิดปฏิกิริยา Biotransformation ของเพรกนินโนโลน 1 ดว้ย
เช้ือ Penicillium camemberti AM 83 และไดเ้สนอกลไกของปฏิกิริยาเกิดเกิดข้ึนแบบ Baeyer–
Villigerbiooxidation (BV biooxidation) โดยการใช้เอนไซมท่ี์มีช่ือเรียกทัว่ไปว่า Baeyer-Villiger 
monooxygenase (BVMO) ซ่ึงเป็นปฏิกิริยาเฉพาะท่ีเกิดข้ึนท่ีวง D ของสเตียรอยด์ดงัแสดงใน
แผนภาพท่ี 3.5 เร่ิมจากขั้นตอนท่ี 1 เกิด monooxygenase hydroxylation ขั้นตอนท่ี 2 มีการขจดั 
acetaldehyde และเกิด oxygenative lactonization ในขั้นตอนสุดทา้ย จากการทดลองพบวา่ไดต้อ้งใช้
เวลา 11 วนัจะไดส้ารผลิตภณัฑ์ปริมาณมากท่ีสุดดงัแผนภาพท่ี 3.5 ขอ้สนบัสนุนผลการทดลองท่ี
อาจจะกล่าวไดว้า่ C. globosum TISTR 3093 สามารถปล่อยเอนไซมท่ี์ท าใหเ้กิดปฎิกิริยาออกซิเดชนั
ข้ึนท่ีวง D เปล่ียนเป็นวงแลคโตน คือสังเกตไดจ้ากขณะท าการสกดัแยกคือมีกล่ินของกรดแอซิติก
เกิดข้ึน และผลจาก 1H NMR ปรากฏโปรตอนของกรด (acidic proton) เห็นพีคเป็น br. singlet ปน
อยู่ การเกิดกรดแอซิติกอาจเกิดข้ึนจากปฏิกิริยาขั้นตอนท่ีสองคือการเกิด Aldol reaction ท่ีมีการ
ก าจดัหมู่เมทิลคีโตนออกในรูปของแอเซตทลัดีไฮด์ (CH3CHO) และแอเซตทลัดีไฮด์ท่ีเกิดข้ึนจะถูก
ออกซิไดส์ต่อเป็นกรดแอซิติก (CH3COOH) ดว้ยเอนไซมท่ี์เกิดจากเช้ือ C. globosum TISTR 3093 
 

แผนภำพที ่ 3.5 
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3.2 ผลกำรทดสอบฤทธิ์ทำงชีวภำพ 
 การทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพจะท าการทดสอบเฉพาะกรดดีไฮโดรโคลิก 14 กบั 3-hydroxy-
7,12-diketo-5β-cholan-24-oic acid 25 เท่านั้น เน่ืองจากไม่สามารถแยกสารผลิตภณัฑ์ท่ีไดจ้าก
ปฏิกิริยาของเพรกนินโนโลน 1 กบัเอนไซม์จากเช้ือ C. globosum TISTR 3093 ไดใ้นรูปของสาร
บริสุทธ์ิ 

 3.2.1 ผลกำรทดสอบฤทธิ์ในกำรยบัยั้งกำรงอกและกำรเจริญเติบโตของต้นกล้ำพชื
ทดสอบ 
 ในการทดสอบผลของกรดดีไฮโดรโคลิก 14 และ 3-hydroxy-7,12-diketo-5β-cholan-24-
oic acid 25 ต่อพชืทดสอบ 2 ชนิด คือ ผกัโขมจีน และหญา้ขา้วนก โดยวิธี Vial Test ผลการทดสอบ
แสดงไดด้งัน้ี  
 

ผลต่อกำรงอกและกำรเจริญเติบโตของผกัโขมจีน 
 

 ผลต่อกำรงอกของผกัโขมจีน 
 

 กรดดีไฮโดรโคลิก 14 มีผลต่อการยบัย ั้งการงอกไดท่ี้ระดบัความเขม้ขน้ 1,000 ppm โดย
สามารถยบัย ั้งไดอ้ยา่งสมบูรณ์ ในขณะท่ีสาร 25 ไม่มีผลต่อการงอกของผกัโขมจีนอยา่งมีนยัส าคญั
ทางสถิติ 
 

 ผลต่อกำรเจริญเติบโตของผกัโขมจีน 
 

 ในดา้นความยาวตน้พบว่า กรดดีไฮโดรโคลิก 14 ท่ีระดบัความเขม้ขน้ 125 250 500 และ 
1,000 ppm มีผลต่อการยบัย ั้งความยาวตน้ได ้33.93 3.37 27.78  และ 100 เปอร์เซ็นต์ตามล าดบั 
ในขณะท่ีสาร 25 ไม่มีผลต่อความยาวตน้ของผกัโขมจีนอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ 
 ในดา้นความยาวรากพบวา่ กรดดีไฮโดรโคลิก 14 ท่ีระดบัความเขม้ขน้ 500 และ 1,000 ppm 
มีผลต่อการยบัย ั้งความยาวตน้ได ้64.63 และ 100 เปอร์เซ็นตต์ามล าดบั ในขณะท่ีสาร 25 ไม่มีผลต่อ
ความยาวรากของผกัโขมจีนอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ 
 

ผลต่อกำรงอกและกำรเจริญเติบโตของหญ้ำข้ำวนก 
 

 ผลต่อกำรงอกของหญ้ำข้ำวนก 
 

 กรดดีไฮโดรโคลิก 14 และสาร 25 ไม่มีผลต่อการงอกของผกัโขมจีนอยา่งมีนยัส าคญัทาง
สถิติ ท่ีทุกระดบัความเขม้ขน้ 
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ผลต่อกำรเจริญเติบโตของหญ้ำข้ำวนก 
 

 ในดา้นความยาวตน้พบว่า กรดดีไฮโดรโคลิก 14 ท่ีระดบัความเขม้ขน้ 125 ppm มีผลต่อ
การยบัย ั้งความยาวตน้ได้ 10.44 เปอร์เซ็นต์ ในขณะท่ีสาร 25 ไม่มีผลต่อความยาวต้นของหญ้า
ขา้วนกอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ 
 ในดา้นความยาวรากพบวา่ กรดดีไฮโดรโคลิก 14 มีผลต่อการส่งเสริมความยาวรากท่ีระดบั
ความเขม้ขน้ 250-500  ppm โดยท่ีระดบัความเขม้ขน้ 250 และ 500 ppm สามารถส่งเสริมได ้35.36 
และ 20.71 เปอร์เซ็นตต์ามล าดบั และมีผลต่อการยบัย ั้งความยาวรากไดท่ี้ระดบัความเขม้ขน้ 1,000 
ppm โดยสามารถยบัย ั้งได้ 9.82 เปอร์เซ็นต์ ในขณะท่ีสาร 25 ไม่มีผลต่อความยาวรากของหญา้
ขา้วนกอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ 
 

 3.2.2 ผลกำรทดสอบฤทธ์ิต้ำนเช้ือจุลนิทรีย์ 
 

 น า 3-hydroxy-7,12-diketo-5β-cholan-24-oic acid 25 มาทดสอบฤทธ์ิตา้นเช้ือจุลินทรีย์
เบ้ืองตน้เปรียบเทียบกบักรดดีไฮโดรโคลิก 14  ซ่ึงประกอบดว้ยเช้ือแบคทีเรียแกรมบวกและเช้ือ
แบคทีเรียแกรมลบทั้งส้ิน  6  ชนิด  คือ  Staphylococcus  aureus ATCC 25923  Micrococcus  luteus 
ATCC 9341  Bacillus  subtilis ATCC 6633  Escherichia  coli  ATCC 25922  Pseudomonas  
aeruginosa ATCC 27853  และ  Candida  albicans ATCC 10231  โดยใชว้ิธีทดสอบแบบ Disc  
diffusion  method  ท่ีระดบัความเขม้ขน้  10  มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร  1  มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร  และ  
500  ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  ตามวิธีมาตรฐานของห้องปฏิบติัการทางวิทยาศาสตร์และการแพทย ์ 
(Clinical  and  Laboratory  Standards  Institute - CLSI)  พบวา่สาร 25 ไม่มีฤทธ์ิยบัย ั้งเช้ือจุลินทรีย์
ดงักล่าวผลการทดลองแสดงในตารางท่ี  3.1 เน่ืองจากไม่ไดมี้การแยกสารผลิตภณัฑ์ท่ีเกิดข้ึนจาก
ปฏิกิริยาระหว่างเพรกนินโนโลน 1กบัเอนไซม์ของ C. globosum TISTR 3093 จึงไม่ไดน้ ามา
ทดสอบฤทธ์ิตา้นเช้ือจุลินทรีย ์
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ตำรำงที ่3.1 ผลการทดสอบฤทธ์ิในการตา้นเช้ือจุลินทรียข์องสาร 25 เปรียบเทียบ 
                    กบักรดดีไฮโดรโคลิก 14  
 

ล าดบั สารตวัอยา่ง 
ความ
เขม้ขน้  
(mg/ml) 

บริเวณการยบัย ั้ง  (มิลลิเมตร) 
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0 
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0 
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0 
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0 
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0 
0 
0 

0 
0 
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Inactive 

 

 3.2.3 ผลกำรทดสอบควำมเป็นพษิต่อเซลล์ 
  

การทดสอบน้ีท าการทดสอบเฉพาะสเตียรอยด์ท่ีใช้เป็นสารตั้งตน้ถูกน ามาทดสอบความ
เป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งเตา้นม (Human breast adenocarcinoma, MCF-7) และเซลล์ปกติ (African 
green monkey kidney fibroblast, Vero) ดว้ยวิธี MTT  assay  (Primary  screening) โดยใช ้ DMSO  
เป็นตวัท าละลาย ท่ีระดบัความเขม้ขน้ในการทดสอบเบ้ืองตน้  1,000  ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร พบวา่
เพรกนินโนโลน 1 มีค่าความเป็นพิษต่อเซลลม์ะเร็งเตา้นมท่ีค่าความเป็นพิษมากกวา่  50  เปอร์เซ็นต ์
และมีความเป็นพิษต่อเซลลป์กตินอ้ยกวา่ 50 เปอร์เซ็นต ์ซ่ึงเป็นค่าท่ียอมรับได ้(40.65%)  ส่วนกรด
ดีไฮโดรโคลิก 14 ทดสอบดว้ยวิธี REMA (Resazurin Microplate assay) กบัเซลล์ MCF7-Breast 
cancer เปรียบเทียบกบัตวัยา ellipticine และ doxorubicineพบวา่กรดดีไฮโดรโคลิก 14 ไม่มีฤทธ์ิใน
การตา้นเซลลม์ะเร็งเตา้นม  
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บทที่  4 
สรุปผลและข้อเสนอแนะ 

 

4.1 ผลของกำรเปลีย่นหมู่ฟังก์ชันของเพรกนินโนโลน 1 และกรดดีไฮโดรโคลกิ 14 ด้วย
วธิีทำงชีวภำพ (Biotransformation) 
 

 จากการศึกษาการเปล่ียนรูปดว้ยวธีิทางชีวภาพ (Biotransformation) พบวา่อาหารเหลวท่ี
เหมาะสมส าหรับเช้ือรา F. solani TISTR 3436 และ C. globosum TISTR 3093 คือ 3% glucose : 
1% peptone ในการเพาะเล้ียงเช้ือราทั้งสองชนิดพบวา่  F. solani TISTR 3436 จะเล้ียงไดง่้ายและ
จ านวนวนัในการเพาะเล้ียงนอ้ยกวา่ ท าใหส้ามารถควบคุมสภาวะไดดี้กวา่ C. globosum TISTR 
3093 ท่ีใชเ้วลาในการเพาะเล้ียงนานกวา่ ซ่ึงจะเส่ียงต่อการปนเป้ือนจากสภาวะแวดลอ้ม 

เม่ือน าเช้ือรา F. solani TISTR 3436 ท าปฏิกิริยากบักรดดีไฮโดรโคลิก 14 ท่ีอุณหภูมิห้อง 
เป็นเวลา 7 วนั  F. solani TISTR 3436 จะปลดปล่อยเอนไซม์ reductase เข้าท าปฏิกิริยา
เฉพาะเจาะจงท่ีหมู่คาร์บอนิลท่ีคาร์บอนต าแหน่งท่ี C-3 ได้สารผลิตภัณฑ์คือ 3-hydroxy-7,12-
diketo-5β-cholan-24-oic acid 25 และเม่ือปฏิกิริยาด าเนินต่อไปมากกวา่ 7 วนั พบวา่หมู่คาร์บอนิลท่ี
คาร์บอนต าแหน่ง C-3 C-7 และ C-12 ของกรดดีไฮโดรโคลิก 14 ถูกรีดิวส์เป็นหมู่ไฮดรอกซิลเกิด
เป็นกรดโคลิก 26 และเม่ือเปล่ียนสารตั้งตน้เป็นเพรกนินโนโลน 1 ท  าปฏิกิริยาท่ีสภาวะเดียวกนั
พบว่า เอนไซม์จาก F. solani TISTR 3436 จะรีดิวส์หมู่คาร์บอนิลท่ีคาร์บอนต าแหน่งท่ี C-20 
เปล่ียนเป็นหมู่ไฮดรอกซิลเพียงตวัเดียวเท่านั้น ขอ้มูลท่ีไดจ้ากการทดลองน้ีสามารถยืนยนัไดว้า่เช้ือ
รา F. solani TISTR 3436 จะผลิตเอนไซม ์reductase ท่ีท าใหเ้กิดปฏิกิริยารีดกัชนัข้ึนได ้
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เม่ือเปล่ียนใชเ้ช้ือรา C. globosum TISTR 3093 ท าปฏิกิริยากบัเพรกนินโนโลน 1 พบวา่ C. 
globosum TISTR 3093   จะปลดปล่อยเอนไซม ์oxidase ท าใหเ้กิดปฎิกิริยาออกซิเดชนัแบบ Baeyer-
Villiger monooxygenase (BVMO) ปฏิกิริยาน้ีเป็นปฏิกิริยาเฉพาะท่ีเกิดข้ึนท่ีวง D ของสเตียรอยด์ 
โดยปฏิกิริยาเกิดผ่านการแตกพนัธะระหว่างคาร์บอนท่ีต าแหน่ง 17 กบัหมู่เมทิลคีโตนเกิดเป็นวง
แลคโตนข้ึน ได้สารผลิตภณัฑ์ท่ีชัดเจนและใกล้กบัโครงสร้างของ 3β-Hydroxy-17α-oxa-D -
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homo-androst-5-en-17-one  17 แต่เน่ืองจากมีสารผลิตภณัฑ์เกิดข้ึนหลายชนิดและในแต่ละชุดการ
ทดลองมีความแตกต่างกนัมากจึงไม่ไดท้  าการแยกสารผลิตณัฑ ์ 
 

OH

H

H H

O O

 
17 

 

4.2 ผลกำรทดสอบทำงชีวภำพ 
 4.2.1 ผลกำรทดสอบฤทธ์ิในกำรยบัยั้งกำรงอกและกำรเจริญเติบโตของต้นกล้ำพชืทดสอบ 
 

 ในการทดสอบผลขอกรดดีไฮโดรโคลิก 14 และ 3-hydroxy-7,12-diketo-5β-cholan-24-oic 
acid 25 ของพืชทดสอบ 2 ชนิด คือ ผกัโขมจีน และหญา้ขา้วนก โดยวิธี Vial Test พบว่า กรดดี
ไฮโดรโคลิก 14 มีผลต่อการงอกและการเจริญเติบโตต่อผกัโขมจีนท่ีระดบัความเขม้ขน้สูงสุดคือ 
1,000 ppm โดยสามารถยบัย ั้งการงอกไดอ้ย่างสมบูรณ์ แต่ไม่มีผลต่อการงอกของหญา้ขา้วนก ใน
ดา้นการเจริญเติบโตกรดดีไฮโดรโคลิกสามารถส่งเสริมความยาวรากท่ีระดบัความเขม้ขน้  250-500 
ppm สามารถส่งเสริมได ้35.36 และ 20.71 เปอร์เซ็นตต์ามล าดบั และมีผลต่อการยบัย ั้งความยาวราก
ไดท่ี้ระดบัความเขม้ขน้ 1,000 ppm โดยสามารถยบัย ั้งได ้9.82 เปอร์เซ็นต ์ ส่วนสาร 25 ไม่มีผลต่อ
การงอกและการเจริญเติบโตของพืชทดสอบทั้งสองชนิด 
 

 4.2.2 ผลกำรทดสอบฤทธ์ิต้ำนเช้ือจุลนิทรีย์ 
 

 เม่ือน า 3-hydroxy-7,12-diketo-5β-cholan-24-oic acid 25 มาทดสอบฤทธ์ิตา้นเช้ือจุลินทรีย์
เบ้ืองตน้เปรียบเทียบกบักรดดีไฮโดรโคลิก 14  ซ่ึงประกอบดว้ยเช้ือแบคทีเรียแกรมบวกและเช้ือ
แบคทีเรียแกรมลบทั้งส้ิน  6  ชนิด  คือ  Staphylococcus  aureus ATCC 25923  Micrococcus  luteus 
ATCC 9341  Bacillus  subtilis ATCC 6633  Escherichia  coli  ATCC 25922  Pseudomonas  
aeruginosa ATCC 27853  และ  Candida  albicans ATCC 10231  โดยใชว้ิธีทดสอบแบบ Disc  
diffusion  method  ท่ีระดบัความเขม้ขน้  10  มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร  1  มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร  และ  
500  ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร พบวา่กรดดีไฮโดรโคลิก 14 และ สาร 25 ไม่มีฤทธ์ิยบัย ั้งเช้ือจุลินทรีย์
ดงักล่าว 
 

 4.2.3 ผลกำรทดสอบควำมเป็นพษิต่อเซลล์ 
เม่ือน าเพรกนินโนโลน 1 และกรดดีไฮโดรโคลิก 14 ถูกน ามาทดสอบความเป็นพิษต่อ

เซลล์มะเร็งเตา้นม (Human breast adenocarcinoma, MCF-7) และเซลล์ปกติ (African green 
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monkey kidney fibroblast, Vero) ดว้ยวิธี MTT  assay  (Primary  screening) ท่ีระดบัความเขม้ขน้ใน
การทดสอบเบ้ืองตน้  1,000  ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร พบวา่เพรกนินโนโลน 1 มีค่าความเป็นพิษต่อ
เซลล์มะเร็งเตา้นมท่ีค่าความเป็นพิษมากกวา่  50 เปอร์เซ็นต์ และมีความเป็นพิษต่อเซลล์ปกตินอ้ย
กวา่ 50 เปอร์เซ็นต ์ซ่ึงเป็นค่าท่ียอมรับได ้(40.65%) ส่วนกรดดีไฮโดรโคลิก 14 ไม่มีฤทธ์ิในการตา้น
เซลลม์ะเร็งเตา้นม เม่ือเปรียบเทียบกบัตวัยา ellipticine และ doxorubicine 
 

4.3 ข้อเสนอแนะ 
 การเปล่ียนหมู่ฟังกช์นัของสเตียรอยด์โดยวธีิทางชีวภาพ เป็นอีกแนวทางหน่ึงในการ
สังเคราะห์ทางเคมีอินทรีย ์ ขอ้ดีของวธีิน้ีคือเป็นการลดการใชส้ารเคมี ท่ีอนัตรายและเป็นพิษต่อ
มนุษยแ์ละส่ิงแวดลอ้ม มีตน้ทุนท่ีต ่ากวา่ และสามารถประยกุตใ์ชใ้นการสังเคราะห์สารปริมาณมาก
ได ้ ซ่ึงเหมาะกบัในการสังเคราะห์สารในขั้นอุตสาหกรรม จากงานวจิยัน้ีเช้ือจุลินทรียท์ั้งสองสาย
พนัธ์ยงัไม่ถูกรายงานในเร่ืองของการท าหนา้ท่ีเป็นตวัเร่งชีวภาพ (Biocatalyst) เอนไซมท่ี์ไดจ้ากเช้ือ 
F. solani TISTR 3436 จดัเป็นเอนไซม ์ reductase ท่ีท าใหเ้กิดปฏิกิริยารีดกัชนัและท่ีน่าสนใจคือ
สามารถท าปฏิกิริยาเฉพาะเจาะจงกบัหมู่คาร์บอนิล (หมู่คีโต) โดยสามารถก าหนดการเขา้ท า
ปฏิกิริยาในแต่ละหมู่ไดจ้ากวนัท่ีท าปฏิกิริยา สารผลิตภณัฑท่ี์ไดมี้สเตอริโอเคมีท่ีเฉพาะเจาะจง ซ่ึง
เหมาะสมกบัการน าไปพฒันาในการเตรียมเป็นสเตียรอยด์ตั้งตน้ เพื่อใชใ้นการสังเคราะห์ตวัยาชนิด
อ่ืนต่อไป ส่วนเอนไซมท่ี์ไดจ้ากเช้ือ C. globosum TISTR 3093   จดัเป็นเอนไซม ์ oxidase ท่ีท าให้
เกิดปฏิกิริยาออกซิเดชนั จากการวเิคราะห์ดว้ย 1H NMR และ 13C NMR สารสกดัหยาบของปฏิกิริยา
ของปฏิกิริยาระหวา่งเพรกนินโนโลน 1 และเอนไซมจ์ากเช้ือ C. globosum TISTR 3093 พบวา่
เกิดปฏิกิริยาออกซิเดชนัแบบ Baeyer-Villiger monooxygenase (BVMO) เฉพาะท่ีวง D ของเพรก
นินโนโลน 1 ซ่ึงเป็นแนวทางการเตรียมสเตียรอยดแ์ลคโตนอีกวธีิหน่ึง แต่เน่ืองจากการควบคุม
สภาวะในการเล้ียงเช้ือ  C. globosum TISTR 3093 ท าไดย้ากกวา่ของเช้ือ F. solani TISTR 3436 จึง
อาจเป็นสาเหตุหน่ึงท่ีท าใหเ้กิดสารผลิตภณัฑห์ลายชนิดและปริมาณท่ีนอ้ย ซ่ึงท าใหย้ากต่อการแยก
ในรูปสารบริสุทธ์ิ ส่ิงท่ีควรแกไ้ขคือ อาจจะตอ้งมีการเปล่ียนอาหารเหลวท่ีใชใ้นการเล้ียงเช้ือให้
เหมาะสมมากกวา่น้ี ค่า pH ของอาหารเหลวส าหรับเล้ียงเช้ือเป็นส่ิงหน่ึงท่ีควรค านึงถึง และการใช้
เทคนิคในการแยกสารควรใชเ้คร่ืองมือท่ีทนัสมยัอยา่งเช่น เคร่ือง HPLC หรือ เคร่ือง GC-MS มาใช้
ในการแยกสารเพื่อใหท้ราบถึงชนิดของสารผลิตภณัฑเ์บ้ืองตน้ก่อน  
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รูปท่ี ผ.1 1H NMR สเปกตรัมของสารสกัดหยาบจากเพรกนินโนโลน 1 และอาหารเหลว PDB  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี ผ.2 1H NMR สเปกตรัมของสารสกัดหยาบจากกรดดีไฮโดรโคลิก 14 และอาหารเหลว PDB  
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รูปท่ี ผ.3 1H NMR สเปกตรัมของสารสกัดหยาบจากปฏิกิริยาระหว่างกรดดีไฮโดรโคลิก 14  
และเชื้อ F. solani TISTR 3436 ในวันที่ 5 

 

 
 

รูปท่ี ผ. 4 13C NMR สเปกตรัมของสารสกัดหยาบจากปฏิกิริยาระหว่างกรดดีไฮโดรโคลิก 14  
และเชื้อ F. solani TISTR 3436 ในวันที่ 5 
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รูปท่ี ผ. 5 1H NMR สเปกตรัมของสารสกัดหยาบจากปฏิกิริยาระหว่างกรดดีไฮโดรโคลิก 14  
และเชื้อ F. solani TISTR 3436 ในวันที่ 7 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี ผ. 6 13C NMR สเปกตรัมของสารสกัดหยาบจากปฏิกิริยาระหว่างกรดดีไฮโดรโคลิก 14  
และเชื้อ F. solani TISTR 3436 ในวันที่ 7 
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รูปท่ี ผ. 7 1H NMR สเปกตรัมของสารสกัดหยาบจากปฏิกิริยาระหว่างกรดดีไฮโดรโคลิก 14  
และเชื้อ C. globosum TISTR 3093 ในวันที่ 7 

 

 

รูปท่ี ผ. 8 13C NMR สเปกตรัมของสารสกัดหยาบจากปฏิกิริยาระหว่างกรดดีไฮโดรโคลิก 14  
และเชื้อ C. globosum TISTR 3093 ในวันที่ 7 
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รูปท่ี ผ. 9  1H NMR สเปกตรัมของสารสกัดหยาบจากปฏิกิริยาระหว่างเพรกนินโนโลน 1  
และเชื้อ F. solani TISTR 3436 ในวันที่ 7 

 

 

รูปท่ี ผ. 10  13C NMR สเปกตรัมของสารสกัดหยาบจากปฏิกิริยาระหว่างเพรกนินโนโลน 1  
และเชื้อ F. solani TISTR 3436 ในวันที่ 7 
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รูปท่ี ผ. 11 1H NMR สเปกตรัมของสารสกัดหยาบจากปฏิกิริยาระหว่างเพรกนินโนโลน 1  
และเชื้อ C. globosum TISTR 3093 ในวันที่ 7 

 

รูปท่ี ผ. 12 13C NMR สเปกตรัมของสารสกัดหยาบจากปฏิกิริยาระหว่างเพรกนินโนโลน 1  
และเชื้อ C. globosum TISTR 3093 ในวันที่ 7 


