
 
บทที่ 2 

เอกสารและงานวิจัยท่ีเก่ียวข้อง 
 

2.1 ต้นหญ้าหวาน 
 หญ้าหวานมีช่ือทางวิทยาศาสตร์ว่า Stevia rebaudiana (Bertoni) เป็นพืชท่ีมีแหล่งก าเนิด
อยูท่างอเมริกากลางและอเมริกาใต้ เป็นไม้ล้มลกุ มีพุม่เตีย้สงู 30-90 เซนติเมตร ใบเป็นใบเด่ียว รูป
ใบหอกกลบั ขอบใบหยกั มีชอ่ดอกสีขาว สารหลกัท่ีมีปริมาณมากท่ีมีอยู่ในต้นหญ้าหวานคือสตีวิโอ
ไซด์ (stevioside; 1) มีอยู่ 5-10% ของน า้หนกัแห้ง รีโบไดโอไซด์ เอ (rebaudioside A) มี 2-4%     
รีโบไดโอไซด์ ซี (rebaudioside C) มี 1-2%  และไกลโคไซด์มีอยู่ 0.4-0.7%  (Wood et al, 1995) 
หญ้าหวานมีความหวานมากกว่าน า้ตาลซูโครสประมาณ 300 เท่า (Soejarto et al,1983) ไม่มี
แคลอรี ใช้เป็นสารให้ความหวานในอาหาร เคร่ืองดื่ม ลกูกวาด ผกัดอง และอาหารทะเล และใช้เป็น
สารให้ความหวานแทนน า้ตาลในผู้ ป่วยโรคเบาหวาน  และโรคอ้วน หญ้าหวานจึงเป็นท่ีนิยมในการน ามาใช้
บริโภค นอกจากนีส้ารจากหญ้าหวานยงัมีฤทธ์ิทางชีวภาพท่ีส าคญัคือ รักษาระดบัน า้ตาลในเลือด 
รักษาระดบัความดนัโลหิตสงู (Chen et al. 2000) ต้านอนมุูลอิสระ (Xi et al. 1998) ต้านการ
อกัเสบ ต้านเนือ้งอก (Jayaraman et al. 2008)  เป็นต้น  Roberts and Renwick (2008) ศกึษาถึง
ความปลอดภยัในสตัว์ทดลอง พบวา่ไมมี่ผลกระทบตอ่สตัว์ทดลอง แม้ให้กินในปริมาณสงูมากก็ตาม 
 

 

 
 
 

ภาพท่ี 2-1 โครงสร้างของสารสตีวิโอไซด์ (1) 
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2.2 การปรับเปล่ียนทางเคมีของแอนาลอกของสตีวิโอไซด์ 
 ในปี ค.ศ. 1931 Bridel และ Lavieille ศึกษาโครงสร้างของสตีวิโอไซด์ (1)  พบว่าเป็น     
ไดเทอร์ปีนไกลโคไซด์ โครงสร้างหลกัประกอบด้วยส่วนท่ีเป็นอะไกลโคน  และส่วนท่ีเป็นน า้ตาล
กลูโคส 3 หน่วยเกาะอยู่ดงัภาพท่ี 2-1 มีการน าสตีวิโอไซด์ (1)  มาไฮโดรไลส์โดยใช้เอนไซม์จาก
น า้ย่อยของหอยทาก (Helix pomatia) สามารถไฮโดรไลส์สว่นน า้ตาลได้ส่วนอะไกลโคนคือสตีวิ
ออล (2) และใช้สารละลายกรดซลัฟุริกเจือจางไฮโดรไลส์ส่วนน า้ตาลได้ส่วนอะไกลโคนคือไอโซ
สตีวิออล (3) ดงัภาพท่ี 2-3  สารทัง้สองชนิดถกูน ามาเป็นสารตัง้ต้นในการสงัเคราะห์แอนาลอกของสตี
วิโอไซด์เป็นจ านวนมาก  ในส่วนของสารสตีวิออล (2) ท่ีได้จากการไฮโดรไลส์ด้วยเอนไซม์นัน้สามารถ
แยกออกมาในปริมาณท่ีน้อยจงึเป็นข้อจ ากดัในการน ามาสงัเคราะห์เป็นแอนาลอกอ่ืนๆ  ในปี ค.ศ. 
1980 Ogawa  และคณะได้ใช้วิธีการทางเคมีในการสังเคราะห์ ดงัภาพที่ 2-2 สามารถ
สังเคราะห์สารสตีวิออล (2) ได้ในปริมาณท่ีมากกว่าการสงัเคราะห์โดยใช้เอนไซม์   ในปัจจบุนัจึงมี
การใช้การสังเคราะห์โดยวิธีการทางเคมีเพ่ือให้ได้สตีวิออล (2) และไอโซสตีวิออล (3) ในการศึกษา   
แอนาลอกของสตีวิโอไซด์และฤทธ์ิทางชีวภาพต่างๆ   การศึกษาการสังเคราะห์แอนาลอกในการ
ทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพตา่งๆ ของสตีวิโอไซด์ ในปัจจบุนัเป็นท่ีน่าสนใจ เน่ืองจากพบว่าแอนาลอกของ
สตีวิโอไซด์บางชนิดยงัคงมีฤทธ์ิทางชีวภาพในการลดระดบัน า้ตาลในเลือด ลดความดนัโลหิตสงู ต้าน
การอกัเสบ ต้านการเกิดเนือ้งอก และต้านอนมุลูอิสระ เป็นต้น 

  
 

 
 
 

ภาพท่ี 2-2  ภาพแสดงการสงัเคราะห์สตีวิออล (2) จากสตีวิโอไซด์ (1) 
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ภาพท่ี 2-3  โครงสร้างสารไอโซสตีวิออล (3) และสารไดไฮโดรไอโซสตีวิออล (4) 
 
  ในปี ค.ศ. 2000 Al’fonsov และคณะได้น าสารไอโซสตีวิออลมาท าปฏิกิริยารีดักชัน  

ได้สารไดไฮโดรไอโซสตีวิออล (4) ท่ีมีฤทธ์ิในการลดระดบัความดนัโลหิตสูงได้ดี ในปี ค.ศ 2008 
Chatsudthipong และคณะ ศกึษาฤทธ์ิทางชีวภาพของสาร 1 สาร 2 สาร 3 และสาร 4 ในการลด
การสญูเสียคลอไรด์ไอออนในล าไส้เล็ก ในโรคท้องร่วง  ซึง่สาเหตหุลกัท่ีท าให้ผู้ ป่วยเสียชีวิตเกิดจาก
การสญูเสียเกลือแร่ในร่างกายมากเกินไป จากการทดลองพบว่าสาร 2 สาร 3 และสาร 4 สามารถ
ปิดชอ่งคลอไรด์ไอออน ลดการสญูเสียคลอไรด์ได้  โดยเฉพาะสาร 4 มีฤทธ์ิคอ่นข้างสงูมาก ในขณะ
ท่ีสารหลกัคือสตีวิโอไซด์ (1) ไมมี่ฤทธ์ิทางชีวภาพนีเ้ลย 
 
2.3 ลักษณะท่ัวไปของเชือ้ Bacillus megaterium 
 เชือ้ Bacillus megaterium จดัอยู่ใน Familly Bacillaceae เช่นเดียวกบั เชือ้ Bacillus 
subtilis   เป็นเชือ้แกรมบวก เซลล์รูปท่อน จดัเป็นเชือ้จลุินทรีย์ท่ีต้องการอากาศ หรือใช้อากาศ
เล็กน้อย (aerobe or facultative) เชือ้ Bacillus megaterium สามารถสร้างกรดได้จากน า้ตาล   
อะราบิโนส ไซโลส และแมนนิทอล ย่อยเจลาตินได้ดีท่ีอณุหภูมิ 22 OC และสามารถสร้างสปอร์ได้
ภายในเซลล์ (endospore forming) โดยเอนโดสปอร์มีความทนตอ่สภาวะตามธรรมชาติ และการ
เกิดเอนโดสปอร์จะเร่ิมสร้างเม่ือสารอาหารลดลงหรือเข้าสู่ช่วงระยะคงท่ี (stationary phase) โดยเซลล์
หนึ่งเซลล์จะมีเพียงหนึ่งเอนโดสปอร์เท่านัน้  เม่ือเอนโดสปอร์เจริญเต็มท่ีจะสามารถปล่อยสู่ภายนอก
โดยการแตกออกของเซลล์แม่ เม่ือมีอาหารท่ีเหมาะสมสปอร์จะงอกใหม่เป็น vegetative cell อีกครัง้ 
และสามารถเจริญได้ในอาหารสตูรขัน้ต ่า (minimal medium) โดยไม่จ าเป็นต้องมีสารจ าเพาะหรือ
สารเร่งการเจริญ (Vary. 1994) และสามารถพบเชือ้นีไ้ด้ทัว่ไปในดินและบริเวณท่ีมีการเพาะปลูก 
เน่ืองจากความสามารถท่ีหลากหลายของเชือ้  Bacillus megaterium  จึงได้มีการประยกุต์ใช้งาน
เชือ้นีใ้นด้านต่างๆ รวมทัง้ทางด้านอาหาร และอุตสาหกรรมยา เน่ืองจากเป็นเชือ้ท่ีไม่ก่อโรค 
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ซึ่งตรงข้ามกับเชือ้ Escherichia coli  และเน่ืองจากเชือ้ดงักล่าวสามารถใช้เป็นแหล่งคาร์บอน
ได้หลากหลาย จึงเป็นท่ีนิยมใช้ในระดบัอุตสาหกรรมท่ีสามารถเลือกอาหารเลีย้งเชือ้ท่ีมีราคา
ถูกได้ โดยเชือ้ Bacillus megaterium  สามารถผลิตเอนไซม์แอลฟาอะไมเลส (-amylase) และ
บีต้าอะไมเลส (-amylase) ซึ่งใช้งานในอตุสาหกรรมขนมปัง (Nigam, P. and Singh, D. 1995)  
ยิ่งกว่านัน้ยังสามารถผลิตเอนไซม์ penicillin G acylases ซึ่งจ าเป็นต่อการสังเคราะห์สาร           
-lactam เพ่ือใช้ในการผลิตยาปฏิชีวนะ (Panbangred et al. 2000) เอนไซม์โปรติเอส (protease) ซึ่งใช้
ในอุตสาหกรรมหนงั ยิ่งกว่านัน้เชือ้ Bacillus megaterium ยงัสามารถผลิตสาร polyhydroxybutyrate 
(PHB) ซึ่งเป็นสารตัง้ต้นเพ่ือผลิตพลาสติกทางชีวภาพท่ีย่อยสลายได้เองตามธรรมชาติ (Hori et al. 
2002) หรือความสามารถในการสังเคราะห์วิตามินบี 12 ได้ทัง้สภาพท่ีต้องการอากาศและไม่
ต้องการอากาศได้ (Raux et al. 1998) 
 จากความสามารถท่ีหลากหลายของเชือ้ Bacillus megaterium จงึมีความสนใจในการ
น ามาปรับเปล่ียนโครงสร้างของสารแอนาลอกของสตีวิโอไซด์ (stevioside, 1) เพ่ือให้ได้สารเมแทบอ
ไลท์ ท่ีมีโครงสร้างหลากหลายและมีฤทธ์ิทางชีวภาพท่ีสงูขึน้ 
 
2.4 การปรับเปล่ียนโดยกระบวนการทางชีวภาพ 
 การปรับเปล่ียนโครงสร้างของสารโดยใช้แอนาลอกของสตีวิโอไซด์ (stevioside, 1) ด้วย
กระบวนการทางชีวภาพได้มีการศึกษามานานพอสมควรแล้ว โดยในปี ค.ศ. 2004  Akihisa และ
คณะ  รายงานถึงการปรับเปล่ียนโครงสร้างสารไอโซสตีวิออล (isosteviol, 3) ท่ีได้จากปฏิกิริยา
ไฮโดรไลซิสโดยกรดของสารสตีวิโอไซด์ ซึ่งมีฤทธ์ิทางชีวภาพท่ีส าคญัคือ ลดระดบัน า้ตาลในเลือด 
และยับยัง้การเกิดเซลล์เนือ้งอก โดยใช้เชือ้ราท่ีแตกต่างกัน 3 ชนิดได้แก่ Aspergillus niger, 
Glomerella cingulata และ Moriteirella elongate ซึ่งสารไอโซสตีวิออล (3) ถูกปรับเปล่ียน
โครงสร้างด้วยเชือ้ Aspergillus niger ได้สารผลิตภณัฑ์คือ 7-hydroxyisosteviol (5), 7,11-
dihydroxyisosteviol (6) และ 12-hydroxyisosteviol (7)  ในส่วนของเชือ้ Glomerella cingulata 
ได้สารผลิตภณัฑ์คือ 17-hydroxyisosteviol (8) และสารผลิตภณัฑ์ท่ีได้จากการปรับเปล่ียนด้วยเชือ้ 
Moriteirella elongate คือ 7-oxoisosteviol (9) พบว่าสาร  5,  6, 7, 8  และ 9 มีฤทธ์ิในการยบัยัง้
การเกิดเซลล์เนือ้งอกมากกวา่สารไอโซสตีวิออล (3) ซึง่เป็นสารตัง้ต้น 
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ภาพท่ี 2-4  โครงสร้างสารแอนาลอกของสตีวิโอไซด์ สาร 5-9  

 
      ในปีเดียวกนั (2004) Yang และคณะ รายงานการปรับเปล่ียนโครงสร้างสาร ไดไฮโดร

ไอโซสตีวิออล   (dihydroisosteviol, 4) ท่ีได้จากการท าปฏิกิริยารีดกัชนัของสารไอโซสตีวิออล 
สาร 4 ซึง่มีฤทธ์ิทางชีวภาพท่ีส าคญัในการลดความดนัโลหิตสงู การทดลองนีใ้ช้เชือ้จลุินทรีย์ท่ี
แตกตา่งกนั 2 ชนิดคือ Bacillus megaterium และ Aspergillus niger  กล่าวคือสารไดไฮโดร
ไอโซสตีวิออล ถกูปรับเปล่ียนโครงสร้างด้วยเชือ้ Bacillus megaterium ได้สารผลิตภณัฑ์คือ 
สาร 7-hydroxydihydroisosteviol (10), สาร dihydroxyisosteviol glucopyranosyl ester 
(11) และ 7-hydroxydihydroisosteviol glucopyranosyl ester (12) ในส่วนของเชือ้ 
Aspergillus niger  ได้สารผลิตภณัฑ์คือสาร 1α,7-dihydroxydihydroisosteviol (13)  และ 
1α,7-dihydroxyisosteviol (14) พบวา่สารผลิตภณัฑ์ดงักล่าว แสดงฤทธ์ิในการลดความดนั
โลหิตสงู โดยท่ีสาร 12 และ สาร 13 แสดงฤทธ์ิท่ีสงูกวา่สารตัง้ต้น  
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ภาพท่ี 2-5  โครงสร้างสารแอนาลอกของสตีวิโอไซด์ สาร 10-14  
 
                สารไดไฮโดรไอโซสตีวิออล (4)  นอกจากพบว่ามีฤทธ์ิสูงในการลดระดบัความดนัโลหิต
แล้ว ยงัพบวา่มีฤทธ์ิในการต้านเซลล์มะเร็งอีกด้วย โดย Lin และคณะ (2007) ได้น าสารไดไฮโดรไอ
โซสตีวิออลมาปรับเปลี่ยนโดยกระบวนการทางชีวภาพ ด้วยเชือ้ Mortierella isabellina  
ได้สารผลิตภัณฑ์คือ สาร  10,14α-hydroxydihydroisosteviol (15), 12α-hydroxyisosteviol 
(16) และ 7,12α-dihydroxyisosteviol (17) พบว่าผลิตภัณฑ์ดงักล่าวสามารถยบัยัง้เซลล์มะเร็ง
ได้ 
 

                        
 

  ภาพท่ี 2-6  โครงสร้างสารแอนาลอกของสตีวิโอไซด์ สาร 15-17  
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   ในสว่นของการศกึษาถึงความสามารถของเชือ้ Bacillus megaterium ท่ีใช้ในการ
ปรับเปล่ียนโครงสร้างของสารไดไฮโดรไอโซสตีวิออลเมทิลเอสเตอร์ (dihydroisosteviol methyl 
ester, 18) และแอลกอฮอลแอนาลอกท่ีต าแหนง่ 19  (19-alcoholic analogues, 19) ท่ีด าเนินการ
วิจยัครัง้นีย้งัไมมี่การศกึษามาก่อน 
 

                                             
ภาพท่ี 2-7  โครงสร้างสารแอนาลอกของสตีวิโอไซด์ สาร 18 และ 19 

 
2.5. กรอบแนวคิดในการวิจัย (Conceptual Framework) 

                จากการศึกษาฤทธ์ิทางชีวภาพของสารในกลุ่มสตีวิโอไซด์และแอนาลอกของ  สตีวิโอ
ไซด์ ท่ีผ่านมาพบว่าสารในกลุ่มนีมี้ฤทธ์ิทางชีวภาพท่ีน่าสนใจและมีความหลากหลาย เช่น ฤทธ์ิ
ในการควบคุมระดบัน า้ตาลในเลือด ลดความดนัโลหิตสูง ต้านมะเร็ง ต้านเชือ้จุลินทรีย์ต้านการ
อักเสบ ลดอนุมูลอิสระ ฤทธ์ิในการเร่งการเจริญเติบโตของพืช  และพบว่าสารไดไฮโดรไอโซสตี
วิออล (สาร 4) มีผลในการลดการสูญเสียคลอไรด์ไอออนในผู้ ป่วยท่ีมีอาการท้องร่วง                   

              การน าสารในกลุ่มนีม้าท าการปรับเปลี่ยนโดยกระบวนการทางชีวภาพด้วยการใช้
เอนไซม์จากเชือ้จุลินทรีย์มีข้อดีกว่าวิธีการทางเคมี จะได้สารเมแทบอไลท์ที่เกิดขึน้ได้ยากโดย
วิธีการทางเคมี เช่นเมแทบอไลท์ที่เกิดไฮดรอกซิเลตที่ต าแหน่งต่างๆ ของโครงสร้าง ซึ่งทาง
เคมีเกิดได้ยากมาก สารเมแทบอไลท์ที่เกิดการไฮดรอกซิเลตดงักล่าวมีความเฉพาะเจาะจง
ทางสเตอริโอเคมี และมีฤทธ์ิทางชีวภาพท่ีหลากหลาย  อาจท าให้ได้สารใหม่ท่ีมีฤทธ์ิทางชีวภาพท่ีดี
กว่าเดิม และได้สารแอนาลอกเพิ่มขึน้ เป็นแนวทางในการน าไปสงัเคราะห์เพ่ือให้ได้แอนาลอก และสาร
ใหม ่ 
      กลุม่วิจยัได้เห็นประโยชน์ท่ีจะน าแอนาลอกของสารในกลุม่นีม้าท าการปรับเปล่ียนโครงสร้าง 
เพ่ือให้ได้สารท่ีมีฤทธ์ิทางชีวภาพท่ีดีขึน้และได้แอนาลอกท่ีมีจ านวนมากขึน้เพ่ือน าไปพฒันาเป็นยาและ 
สารออกฤทธ์ิตอ่ไป   โดยได้น าสารไดไฮโดรไอโซสตีวิออลเมทิลเอสเตอร์   (สาร 18)   และแอลกอฮอล 
แอนาลอกท่ีต าแหนง่ 19 (สาร 19)  ซึง่มีโครงสร้างหลกัเหมือนสารไดไฮโดรไอโซสตีวิออล   (สาร 4)  ท่ี 
มีผลในการลดการสญูเสียคลอไรด์ไอออนในผู้ ป่วยท่ีมีอาการท้องร่วงซึง่เป็นสาเหตท่ีุท าให้ผู้ ป่วยเสียชีวิต  
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มาท าการปรับเปล่ียนโครงสร้างด้วยกระบวนการทางชีวภาพโดย Bacillus megaterium NRRL B-938 
ซึ่งคาดว่าจะได้สารเมแทบอไลท์ท่ีเกิดขึน้ได้ยากโดยวิธีการเคมี ซึ่งอาจเป็นสารใหม่ท่ีไม่มีการศึกษา 
มาก่อน และมีฤทธ์ิทางชีวภาพท่ีสูงกว่าสารเร่ิมต้นและสามารถน าไปทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพท่ีหลาก 
หลายมากขึน้ 


