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แบคทีเรียสายพันธุ AG-2 ที่คัดแยกไดจากดิน จ.นนทบุรี มีความสามารถในการผลิต    
เดกซแทรนเนสได และใหแอคติวิตีเทากับ 2.446 หนวยตอมิลลิลิตร เมื่อทําการจัดจําแนกเชื้อดวย
การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาและทางชีวเคมี ประกอบกับการทํา 16 เอสไรโบโซมัลดีเอ็นเอ 
พบวาเชื้อแบคทีเรีย AG-2 นี้จัดอยูในกลุมของ Arthrobacter sp. หลังทําการกลายพันธุดวยแสง
อัลตราไวโอเลตจํานวน 3 รอบ  สามารถคัดเลือกสายพันธุกลาย CU15 ซ่ึงใหแอคติวิตีเทากับ 3.201
หนวยตอมิลลิลิตร  จากนั้นทําการกลายพันธุตอดวย NTG (N-methyl-N’-nitro-N-nitrosoguanidine) 
ที่ความเขมขน 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เปนเวลา 5-60 นาทีที่ 37 องศาเซลเซียส เปนจํานวน 4
รอบ ไดสายพันธุกลาย CUN4-10 ซ่ึงใหแอคติวิตีของเดกซแทรนเนสเทากับ 4.530 หนวยตอ
มิลลิลิตร  แตเชื้อนี้มีความเสถียรที่ไมดี เมื่อเปรียบเทียบกับสายพันธุ CUN26 ที่ไดจากการกลายพันธุ
ดวยการฉายแสงอัลตราไวโอเลต 3 รอบและสาร NTG 1 รอบ  พบวาเชื้อมีความเสถียรที่ดีคือ ความ
สามารถในการผลิตเดกซแทรนเนสไมลดลงหลังการถายเชื้อครบ 30 คร้ัง  เมื่อทําการปรับปรุงสูตร
อาหารและสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเดกซแทรนเนส โดยสายพันธุ CUN26 สามารถทําใหการ
ผลิตเดกซแทรนเนสเพิ่มขึ้นได 2.50 เทา โดยจะมีแอคติวิตีเทากับ 6.276 หนวยตอมิลลิลิตร และเมื่อ
ทําการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซม พบวา ที่ 0.05 โมลารฟอสเฟตบัฟเฟอร 
คาความเปนกรด-ดางเทากับ 6.5 อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เอนไซมจะทํางานไดดีที่สุด  โดย
เอนไซมจะมีความเสถียรตอความเปนกรด-ดาง อยูในชวงกวางคือ 5.0-9.0 เสถียรตออุณหภูมิไดถึง
45 องศาเซลเซียส  และมีคา Km เทากับ 2.796 ไมโครโมลาร
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The bacterium AG-2 originally isolated from soil sample in Nontaburi province was 
capable of producing dextranase at 2.446 units/ml. The strain was classified by morphological 
and biochemical characteristics including 16S rRNA gene sequencing as Arthrobacter sp. After 3 
rounds of UV exposure for 80-120 sec, a mutant strain designated CU15 was isolated that capable 
of producing dextranase at 3.201 unit/ml.  Further treatment of cell suspension thereof with 50    
µg/ml of NTG (N-methyl-N-nitro-N-nitrosoguanidine) for 5-60 min at 37oC, yielded in a number 
of mutants with high dextranase activities after four rounds of treatment. The highest producing
strain, CUN4-10, gave the dextranase activity of 4.530 units/ml. However, this organism failed to 
showed its stability toward dextranase production meanwhile strain CUN26, obtained 3 rounds of 
UV exposure and 1 round of NTG treatment respectively, was quite stable by giving 
approximately the same dextranase activity after 30 rounds of subculture. Under the optimal 
conditions for dextranase production, strain CUN26 was able to produce 6.276 units of dextranase 
per ml, or a 2.50-fold increase after appropiate mutation and medium optimization. Optimal
conditions for dextranase activity were at 50oC, pH 6.5 in 0.05 M phosphate buffer. The enzyme 
produced exhibit stability to pH from 5.0 to 9.0 and to temperature up to 45oC. The enzyme had
an apparent Km value for dextran T-2000 of 2.796 µM.
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สัญลักษณและคํายอ

มก. = มิลลิกรัม
มล. = มิลลิลิตร
Oซ = องศาเซลเซียส
% = เปอรเซ็นต
Act. = แอคติวิตี (หนวยตอมิลลิลิตร)
S.A. = แอคติวิตีจําเพาะ (หนวยตอมิลลิกรัม)
Protein = โปรตีน (มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร)



บทนํา

สุขภาพชองปากมีความสําคัญอยางยิ่งตอรางกาย  เนื่องจากชองปากเปนแหลงที่พบการติด
เชื้อไดบอยที่สุดแหลงหนึ่ง  การติดเชื้อของชองปากสวนใหญมักเกิดกับฟน  การติดเชื้อนี้สามารถ
ลุกลามไปยังบริเวณใกลเคียง  ไดแก ใบหนาและคอ  หรือลุกลามไกลออกไปจากแหลงติดเชื้อเขาสู
ภายในกะโหลกศรีษะหรือลงสูชวงอก ซ่ึงจะกอใหเกิดอันตรายกับผูปวยได (Schuster, 1983)

ชองปากแมจะมีพื้นที่เล็กเมื่อเทียบกับรางกาย  แตมีหนาที่ที่สําคัญคือ เปนทางนําอาหารเขา
สูรางกายและทําหนาที่บดเคี้ยวอาหารเพื่อใหยอยงายข้ึนกอนการยอยตอที่กระเพาะและลําไส  เนื่อง
จากชองปากเปนที่กักเก็บเชื้อแบคทีเรียไวจํานวนมาก  จึงสามารถติดเชื้อและกอโรคไดหลายชนิด 
เชน แผลชนิดตางๆ มะเร็ง ฟนผุ และโรคปริทันต  และยังกอปญหาดานกลิ่นปาก  ซ่ึงอาจเกิดจากใน
ปากเอง  หรือทางเดินอาหาร และทางเดินหายใจ  ปจจุบันพบวามีผลิตภัณฑที่ผลิตขึ้นเพื่อใชกับชอง
ปากจํานวนมาก  ทําความร่ํารวยใหกับผูผลิตมากมาย ที่รูจักกันมากที่สุดก็คงเปนยาสีฟน  ยาบวน
ปาก  และผลิตภัณฑที่ใชทําความสะอาดฟน  ไดแก แปรงสีฟนชนิดตางๆ ไมจิ้มฟน ดายขัดฟน  
และอ่ืนๆ  จุดมุงหมายของการใชผลิตภัณฑเหลานี้ก็เพื่อ กําจัดสิ่งสกปรก  ใหมีฟนที่ขาวสะอาด ไม
มีกล่ินปาก มีเหงือกที่แข็งแรง ไมมีโรคปริทันต และไมเกิดฟนผุ โรคปริทันตและโรคฟนผุจัดเปน
ปญหาที่สําคัญของคนทั่วไปเนื่องจากบั่นทอนสุขภาพของรางกาย  นําความเจ็บปวดมาสูผูปวยแลว  
ยังทําใหเกิดความสูญเสียทางดานเศรษฐกิจอีกดวย

จุลินทรียในชองปาก
ตามปกติภายในชองปากจะมีจุลินทรียอยู เปนจํานวนมาก มีทั้งแบคทีเรียที่ตองการ

ออกซิเจน (aerobes) และไมตองการออกซิเจน (anaerobes) แบคทีเรียแกรมบวก (gram-positive 
bacteria) แบคทีเรียแกรมลบ (gram-negative bacteria)  สไปโรขีด (spirochete)  ฟวซิฟอรม แบซิไล 
(fusiform bacilli)  แลคโตแบซิไล (lactobacilli) และสเตรปโตคอกไค (streptococci)  โดยสองชนิด
หลังนี้มีบทบาทที่สําคัญตอการกอใหเกิดฟนผุ (Burnett และ Scherp, 1962; Melville และ Russell, 
1981)

โดยทั่วไปจุลินทรียตางๆ ที่อยูในชองปากจะมีบทบาทเสริมหรือตานซึ่งกันและกัน  ทําให
ชองปากคงสภาพปกติ ไมเกิดโรค  ตราบเทาที่มีความสมดุลของปริมาณและสัดสวนของจุลินทรีย
ในชองปาก  แตหากมีภาวะที่ทําใหจุลินทรียในชองปากเกิดความไมสมดุล เชนเกิดการเจริญของ
แบคทีเรียตัวใดตัวหนึ่งมากกวาปกติ  จุลินทรียที่ปกติไมกอโรค ก็อาจทําใหเกิดโรคได  จุลินทรียใน
ชองปากที่มีความสําคัญในดานนี้คือ  จุลินทรียที่กอใหเกิดโรคฟนผุ  ไดแกพวกที่สามารถผลิตกรด
อินทรียได (Macfarlane และคณะ, 1999)
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โรคในชองปากที่พบและเปนปญหามาก คือ โรคฟนผุ  ซ่ึงเกิดจากคราบจุลินทรีย 
(microbial plaque)

คราบจุลินทรีย (Noltel, 1973; Wolinsky, 1988)
หมายถึงแผนคราบบนผิวฟนที่มีจุลินทรียเปนสวนประกอบที่สําคัญ  ที่เหลือเปนพวกสาร

อินทรีย  และสารอนินทรีย  มีลักษณะ นุม หนืด ยึดติดกับผิวเคลือบฟน  คราบจุลินทรียเกิดไดทุกๆ
แหงในปากโดยเฉพาะ  บนสวนที่แข็ง ไมคอยเคลื่อนไหว ล้ินกวาดไปไมถึงและทําความสะอาดไม
ไดเพียงพอ  เชนบนผิวฟน ซอกฟน ฟนปลอม  และบนวัสดุอุดฟน  คราบจุลินทรียที่เกิดขึ้นนี้จะพบ
วาประกอบดวยแบคทีเรียตางชนิดกันไป  และคราบจุลินทรียนี้มีแบคทีเรียเปนสวนใหญ บางครั้ง
อาจเรียกวา คราบแบคทีเรีย หรือคราบฟน (dental plaque)  ประกอบดวยแบคทีเรีย ประมาณ 70-80 
เปอรเซ็นต ที่สําคัญไดแกพวก Streptococcus, Actinomyces, Neisseria และ Bacteroids  นอกจากนี้
ก็จะมรีา โปรโตซัว และไวรัสเล็กนอย ในระยะเริ่มของคราบจุลินทรีย  แบคทีเรียที่พบมากที่สุดคือ 
กลุมของ Streptococcus ซ่ึงสามารถผลิตกรดอินทรียได และเปนสาเหตุใหเกิดฟนผุ อยางไรก็ตาม 
สัดสวนของจุลินทรียในคราบฟนนี้จะแตกตางกันไปตามความเกาและตําแหนงของคราบจุลินทรีย

การสรางคราบจุลินทรีย (Hamada และ Slade, 1980; Gibbons และ Van Houte, 1980)
คราบจุลินทรียจะประกอบดวย เยื่อฉาบฟน  แบคทีเรีย  และอาหาร  ที่สําคัญคือโปรตีนและ

คารโบไฮเดรต แบงการเกิดคราบจุลินทรียเปน 2 ระยะ คือ

1. การเกาะของแบคทีเรียกับฟน  โดยแบคทีเรียจะตองมีการยึดใหคงอยูกับฟนแลวจึงมีการ
แบงตัวเพิ่มจํานวน  วิธีการเกาะของแบคทีเรียกับฟนมี 2 วิธีคือ วิธีแรกคืออาศัยอันตรกิริยาไฟฟา
สถิตย (electrostatic interaction) โดยปกติผิวของฟนที่แหงและสะอาดจะมีประจุลบ โปรตีนที่อยู
บนผนังเซลลของแบคทีเรียก็จะมีประจเุปนลบ  การยึดจะตองมีไอออนบวกเปนสะพานซึ่งไอออน
นั้นก็คือแคลเซียม (รูปที่ 1)  ในการยึดใหติดแนนนั้นแบคทีเรียจะตองใชสวนของเซลล 
(appendages) ยื่นออกมาชวยจับกับผิวฟนอีกแรงหนึ่งดวย  วิธีที่ 2 คือบนผิวของฟนจะมีหนวยรับ
(receptor) ซ่ึงจะยึดไดพอเหมาะกับโปรตีนที่อยูบนผิวของแบคทีเรีย  เปนแบบแมกุญแจกับลูก
กุญแจ (รูปที่ 1)
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รูปท่ี 1 การเกาะของแบคทีเรียกับฟน ก. โดยมีแคลเซียมเปนสะพาน, ข. โดยวิธีแมกุญแจกับลูก
กุญแจ (พวงเพ็ชร เดชะประทุมวัน, 2536)

2. การแบงตัวอยางรวดเร็วของแบคทีเรีย และ การขยายตัวเปนคราบจุลินทรียบนฟน
ในระยะแรกแบคทีเรียจะเริ่มแบงตัวเรียงตอกันเปนเซลลช้ันเดียว เรียงเซลลตอเซลล  หรือมี

การแบงตัวเปนกลุมเล็กๆ  ซ่ึงการแบงตัวนี้จะเกิดไดในเวลา 2-3 ช่ัวโมง  แบคทีเรียในกลุม
Streptococcus จะเจริญไดดีและเร็ว  โดยเฉพาะเชื้อ Streptococcus mutans  แบคทีเรียในกลุมนี้จะมี
เอนไซมกลูโคซิลทรานสเฟอเรส (glucosyltransferase) หรือ เดกซแทรนซูเครส (dextransucrase)
ซ่ึงเรงปฏิกิริยาการเปลี่ยนซูโครสเปนพอลิเมอรของกลูโคสหรืออีกชื่อหนึ่งคือเดกซแทรน พรอมกับ
ปลดปลอยฟรักโทสอิสระออกมาดวย (Cole,1977; Van Houte และ Russo,1986)  ดังสมการนี้

 n-Sucrose   dextransucrase  หรือ  GTF             [D-Glucose]n  +  n [Fructose]

เดกซแทรนเปนโฮโมพอลิเมอรของกลูโคสที่มีหนวยของกลูโคสตอกันดวยพันธะแอลฟา-1,6-ไกล
โคสิดิก  นอกจากนี้เดกซแทรนยังมีสายที่แตกแขนงออกไปจากสายหลักดวยพันธะแอลฟา-1,3-ไกล
โคสิดิกดวย (รูปที่ 2)  ประกอบกับน้ําหนักโมเลกุลที่สูงจึงทําใหเดกซแทรนละลายน้ํายากและมี
ลักษณะเหนียวหนืดสามารถจับกับผิวฟนได  และลักษณะเหนียวนี้ยังทําหนาที่เปนกาวยึดคราบ
จุลินทรียใหติดกับฟนดวย นอกจากนั้นเดกซแทรนเหลานี้ยังจับกับไกลโคโปรตีนในน้ําลายและเศษ
อาหารตางๆเขาไวดวยทําใหเกิดเปนคราบฟน (plaques)  สงผลใหจุลินทรียตางๆจับเกาะบนผิวฟน
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ไดเพิ่มมากขึ้น  และยังเปนแหลงอาหารและพลังงานที่สําคัญของแบคทีเรียนอกเหนือจากอาหารที่
ไดจากภายนอก (Guggenheim, 1970)

รูปท่ี 2 โครงสรางของเดกซแทรน (Glazer และ Nikaido, 1995)

คราบจุลินทรียและฟนผุ
ฟนผุเกิดจากคราบจุลินทรีย แบคทีเรียในคราบจุลินทรียจะสรางกรดอินทรียหลายชนิด

กรดที่สําคัญคือ กรดแลคติค  ซ่ึงกรดนี้สามารถสลายอะพาไทดที่เคลือบฟนและเนื้อฟน โดย
กระบวนการ demineralization   ทําใหเกิดการสูญเสียเนื้อฟนที่เรียกวา ฟนผุ (รูปที่ 3 และ 4)

รูปท่ี 3 แสดงกระบวนการเกิดฟนผุ (Silverstone และคณะ, 1981)
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รูปท่ี 4  ปจจัยที่กอใหเกิดฟนผุและกระบวนการเกิดฟนผุ (Silverstone และคณะ, 1981)
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แบคทีเรียหลายพันธุในคราบจุลินทรียสามารถสรางกรดไดเมื่อมี คารโบไฮเดรต จุลินทรีย
ที่มีความสําคัญมาก คือ Streptococcus mutans และ Lactobacilli สําหรับ Streptococcus mutans นั้น
พบวามีความสามารถในการผลิตกรดไดอยางรวดเร็ว และยังสรางเดกซแทรนทําใหจับกับแบคทีเรีย
อ่ืนๆได เดกซแทรนนี้เปนแหลงอาหารและแหลงพลังงานใหแกแบคทีเรียดวย (McGhee และ
Michalek, 1981)  ความเปนกรดของคราบจุลินทรียนั้นพบวากอนรับประทานอาหารจะมีคาความ
เปนกรด-ดางเทากับ 6.5-7 หลังจากรับประทานอาหารคาความเปนกรด-ดางจะลดลงอยางรวดเร็ว
และจะมีระยะหนึ่งที่จะมีคาต่ํากวา 5.5 ซ่ึงจะเปนอันตรายตอเคลือบฟน เรียกคาความเปนกรด-ดางนี้
วา คาความเปนกรด-ดางวิกฤติ (critical pH)   การลดลงของคาความเปนกรด-ดางจะมากหรือนอย
ขึ้นกับอาหารที่รับประทาน  ถาเปนพวกน้ําตาล  โดยเฉพาะน้ําตาลซูโครสคาความเปนกรด-ดางจะ
ลดลงอยางรวดเร็ว และมีคาต่ํามาก  ทําใหเคลือบฟนออนตัวและสลายออกมาไดงายเรียกวา
demineralization  เมื่อมีความกวางและลึกมากขึ้นก็จะกลายเปนฟนผุในเวลาตอมา (Burnett และ
Scherp, 1962; Schachtele, 1982)

แบคทีเรียในคราบจุลินทรียสามารถสรางกรดไดชาหรือเร็ว  มากนอยตางกัน  พวก
Streptococci, Lactobacilli, Actinomyces และยีสต จะเปนพวกที่สามารถสรางกรดไดมาก โดย
เฉพาะ Streptococci จะสรางกรดไดมากและเร็วกวาจุลินทรียอ่ืนๆ (Loeache, 1986) ในคนที่มีอัตรา
การเกิดฟนผุสูงจะพบปริมาณของ Streptococcus mutans ในน้ําลายและในคราบจุลินทรียสูงกวาใน
คนที่มีอัตราการเกิดฟนผุต่ํา  ฟนผุในคนไมไดเกิดจากแบคทีเรียชนิดเดียว  เปนการทํางานรวมกัน
ของแบคทีเรียหลายชนิด ดังตารางที่ 1

ตารางที่ 1 แบคทีเรียที่พบเปนสาเหตุของการเกิดฟนผุ (จิรพันธ พันธวุฒิกร, 2542)
แบคทีเรียชนิดพึ่งออกซิเจน แบคทีเรียชนิดไมพึ่งออกซิเจน
แบคทีเรียแกรมบวกรูปกลม
Streptococcus pyogenes
Streptococcus viridans
Streptococcus mutans
Streptococcus salivarius
Streptococcus milleri
Streptococcus intermedius
Streptococcus sanguis
Streptococcus mitis
Streptococcus pneumoniae
Enterococcus faecalis

แบคทีเรียแกรมบวกรูปกลม
Streptococcus sp.
Peptostreptococcus sp.
Peptostreptococcus anaerobius
Peptostreptococcus micros
Peptococcus sp.
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ตารางที่ 1 แบคทีเรียที่พบเปนสาเหตุของการเกิดฟนผุ (จิรพันธ พันธวุฒิกร, 2542) (ตอ)
แบคทีเรียชนิดพึ่งออกซิเจน แบคทีเรียชนิดไมพึ่งออกซิเจน
แบคทีเรียแกรมบวกรูปกลม
Staphylococcus epidermidis
Staphylococcus aureus
แบคทีเรียแกรมลบรูปกลม
Moraxella
Neisseria sp.
แบคทีเรียแกรมบวกรูปแทง
Lactobacillus sp.
Corynebacterium

แบคทีเรียแกรมลบรูปแทง
Klebsiella-Enterobacter sp.
Escherichia coli
Eikenella

แบคทีเรียแกรมลบรูปกลม
Veillonella paruvia

แบคทีเรียแกรมบวกรูปแทง
Actinomyces sp.
Actinomyces israelii
Bifidobacterium sp.
Lactobacillus sp.
Eubacterium sp.
แบคทีเรียแกรมลบรูปแทง
Prevotella sp.
Porphyromonas sp.
Bacteroides sp.
Fusobacterium nucleatum
Leptotrichia buccalis
Capnocytophaga sp.

เมื่อคนบริโภคอาหารที่มีน้ําตาลเขาไป โดยเฉพาะน้ําตาลซูโครสที่รูจักกันในชื่อ น้ําตาล
ทราย      จุลินทรียที่ปนเปอนและกักในคราบฟนจะใชน้ําตาลเปนแหลงพลังงานและคารบอน  จาก
นั้นปลดปลอยกรดอินทรียออกมา  เชน กรดแลคติค กรดอะซิติค และกรดโปรพิออนิค เปนตน  ซ่ึง
กรดอินทรียเหลานี้จะไปกัดกรอนเคลือบฟนและผิวฟน (demineralization) ทําใหเกิดฟนผุในที่สุด
(Melville และ Russell,1981; Thytrup และ Fejerkov,1986)

สําหรับน้ําตาลซูโครสหรือน้ําตาลทรายนั้นมักนิยมนํามาใชในการปรุงอาหารชนิดตางๆ
มากกวาน้ําตาลชนิดอื่น  เนื่องจากราคาถูก  หางายและมีรสชาดเปนที่ถูกใจ  นอกจากนี้ในประเทศ
ไทยนั้นน้ําตาลทรายเกือบทั้งหมดไดมาจากออยซ่ึงเปนพืชเศรษฐกิจราคาถูกในประเทศดวย  ดังนั้น
จึงยังพบปญหาของฟนผุในกลุมประชากรโดยตลอด



8

การปองกันฟนผุ
มีหลักการสําคัญ คือ การเพิ่มความตานทานใหกับฟน  การปองกันการเกิดกรดในคราบฟน  

และการควบคุมจุลินทรียในคราบฟน  โดยวิธีการปองกันฟนผุนั้นมีอยูดวยกันหลายวิธี (Macfarlane 
และคณะ, 1999)
1. การใชสารฟลูออไรด (Wolinsky, 1988; Burnett และ Schuster, 1978) โดยมีใชกันมานานและ
ใชกันอยางแพรหลาย  มักใชในรูปของการเติมลงในน้ําดื่มและผสมในยาสีฟน  โดยกลไกใน
การลดฟนผุ คือจะชวยเพิ่มความทนทานของเคลือบฟนตอกรด โดยฟลูออไรดจะเขาทําปฏิกิริยากับ
หมูไฮดรอกซี ของไฮดรอกซีอะพาไทดที่เปนองคประกอบของฟน  เกิดเปนฟลูออโรอะพาไทดที่
แข็งแรงและทนตอการละลายในกรด  และฟลูออไรดยังมีความสามารถในการยับยั้งเอนไซมอีนอล
เลส (enolase)  ซ่ึงเปนเอนไซมในการเปลี่ยนกรดฟอสโฟกลีเซอริคเปนฟอสโฟอีนอลไพรูเวท  ซ่ึง
จะเปลี่ยนเปนกรดแลคติคตอไป  และยังสามารถยับยั้งการซึมของน้ําตาลกลูโคสเขาเซลลแบคทีเรีย  
ทําใหแบคทีเรียไมมีการสังเคราะหไกลโคเจนภายในเซลลไดจึงทําใหอัตราการเกิดฟนผุลดลง  การ
ใชฟลูออไรดมากเกินไปอาจทําใหเกิดผลขางเคียงได  ผลพิษของฟลูออไรดมีทั้งชนิดเฉียบพลันและ
เร้ือรัง  ชนิดเฉียบพลันนั้นพบนอย อาการที่พบมักเกี่ยวกับระบบทางเดินอาหาร  โดยจะมีการระคาย
เคืองทางเดินอาหาร และกระเพาะอาหาร  ทําใหมีอาการคลื่นไส  อาเจียน  ทองเดิน   ปวดกลามเนื้อ  
และในเด็กอาจถึงแกชีวิตได  สําหรับชนิดเรื้อรังนั้น  จะทําใหฟนตกกระ (fluosis) เกิดรอยดางดําบน
ฟน  ฟนดานขาดความเงางาม  มีจุดขาว  มีจุดเปนกระเปนทางบนฟน  กระดูกหยาบ  กระดูกงุมงอ
โดยเฉพาะที่หลังและขา  อาจมีอาการทางประสาทรวมดวย
2.   การใชน้ําตาลชนิดอื่นที่ไมใชสารซับสเตรตของเอนไซมกลูโคซิลทรานสเฟอเรส เปน
แหลงใหความหวาน เชน  การใชน้ําตาล sorbitol และ xylitol (Burnett และ Schuster, 1978; 
Melville และ Russell, 1981) ผสมลงในอาหารและหมากฝรั่ง  แตยังมีปญหาในเรื่องของรสชาดและ
ราคาแพง  นอกจากนี้ยังมีการนําเอา saccharin และ cyclamate มาใชดวยแตสารทั้งสองชนิดนี้เปน
อันตรายตอรางกายตอมาจึงหามใช  นอกจากนี้ยังมีการนําสารพวกโปรตีน หรือกรดอะมิโนที่มี
ความหวานมาใชแทนน้ําตาลทราย เชน monellin และ aspartame  (ณฐินี สุวรรณสิงห, 2540) แตมี
ขอจํากัดคือ  ไมสามารถใชในอุณหภูมิสูงไดเนื่องจากความรอนจะทําลายโปรตีนซึ่งจะทําใหสูญเสีย
ความหวานไปในที่สุด
3. การใชสารตอตานจุลินทรียซ่ึงมีทั้งที่เปนยาปฏิชีวนะและสารสําหรับฆาเชื้อ  การเลือกยา
ปฏิชีวนะที่ใชนั้นควรเลือกยาที่ใชไดผลอยางกวางขวาง  เชน penicillin,  tetracyclin, erythromycin, 
cephalothin และ bacitracin เปนตน (Burnett และ Schuster, 1978; Melville และ Russell, 1981) แต
มีพึงระวังคือผลขางเคียงที่เกิดจากการใชยา เชน การแพยา หรือการดื้อยาของเชื้อ

สารฆาเชื้อที่ใชกันมากคือ คลอเฮกซิดิน (chlohexidine) ที่ใชเปนน้ํายาบวนปาก (Wolinsky, 
1988; Melville และ Russell, 1981)   ซ่ึงมีผลในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย คือคลอเฮกซิดิน
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จะรวมกับผิวเซลลของแบคทีเรีย  โดยคลอเฮกซิดีนมีประจุบวกจะจับกับฟอสเฟตของกรดไตโคอิก 
( t e ichoic  ac id)  ของแบคที เรียแกรมบวก   และฟอสเฟตในไลโปพอลิแซคคาไรด  
(lipopolysaccharide) ในแบคทีเรียแกรมลบ แตขอเสียของคลอเฮกดีนคือมีรสขมมาก  บางครั้งอาจ
ทําใหตุมรับรสผิดปกติไปหลังใชอมบวนปาก และคลอเฮกซิดีนยังทําใหเกิดคราบสีบนฟน, ล้ิน, ฟน
ปลอม ซ่ึงจะมีสีเหลือง น้ําตาล จนถึงดํา คราบสีนี้การแปรงฟนธรรมดาไมสามารถกําจัดออกได
หมด (พวงเพ็ชร เดชะประทุมวัน, 2536)
4. การใชวัคซีน  โดยการนําเอาเซลลหรือสวนประกอบของเซลลของเชื้อ Streptococcus mutans
ไปทําวัคซีนและฉีดเขาไปในรางกายของคนและสัตวทดลอง  เพื่อดูผลการตอตานฟนผุ (Montville 
และคณะ, 1978; Hamada และ Slade, 1980) แตปญหาของการใชวัคซีนคือ  เซลลของเชื้อมีหลาย
ชนิดที่สามารถกระตุนใหรางกายสรางแอนติบอดีออกมา  แอนติบอดีเหลานี้จะทําใหเกิด cross 
reaction กับกลามเนื้อหัวใจ  ทําใหกลามเนื้อหัวใจอักเสบได (myocarditis)  ซ่ึงเปนอันตรายถึงแก
ชีวิตได
5. การใชสารยับยั้งการทํางานของเอนไซมกลูโคซิลทรานสเฟอเรส เชน น้ําตาลฟรักโทส และ 
pyridoxal-5-phosphate เปนตน (Bowen, 1978) แตสารสวนใหญที่พบยังไมมีประสิทธิภาพที่ดีพอ
และตองใชในปริมาณสูง
6. การใชสารเคลือบฟนไมใหเกิดการจับเกาะเบื้องตน เชน สเปอรมีน (spermine) และสารพวกเล
คติน (Hamada และ Slade, 1980) ทําใหจุลินทรียไมสามารถจับเกาะได  แตวิธีนี้ยังไมไดผลที่ดีนัก
7. การใชเดกซแทรนเนส (Burnett และ Scherp, 1962; Hamada และ Slade, 1980; Melville
และ Russell, 1981; Schachtete, 1982) การใชเดกซแทรนเนสยอยพอลิแซคคารไรดที่ไมละลายน้ํา
ซ่ึงเซลลแบคทีเรียขับออกมาและลดการยึดเกาะของแบคทีเรียบนฟนลง  ขอดีของการนําเอนไซมนี้
มาใช (Barrett, 1986) คือ
- สามารถยอยสลายเดกซแทรนที่ละลาย และไมละลายน้ําได
- ยับยั้งการสรางเดกซแทรนที่ไมละลายน้ําได
- มีผลตอการทํางานและผลิตภัณฑของเอนไซมกลูโคซิลทรานสเฟอเรส
- สามารถลดการรวมตัวกันของเซลล Streptococcus mutans
- ยับยั้งการยึดเกาะของเซลล Streptococcus mutans ในหลอดทดลอง

จากเหตุผลดังกลาว  เดกซแทรนเนสจึงมีความเหมาะสมสําหรับใชในการปองกันฟนผุ

เดกซแทรนเนส
เปน เอนไซมที่มีชื่ อ เ รียกตามระบบการเรียกชื่อ เอนไซมว า  α -1 ,6-g lucan-6-

glucanohydrolase, E.C.3.2.1.11 จัดเปนเอนไซมที่ตองการการชักนํา (inducible enzyme) ของ
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เดกซแทรน  เอนไซมนี้มีความจําเพาะตอการยอยสลายพันธะ แอลฟา-1,6 และพันธะ แอลฟา –1,3 
ที่เช่ือมหนวยยอยของกลูโคสในสายเดกซแทรน  โดยเอนไซมนี้จะยอยสลายพันธะที่เชื่อมหนวย
ของกลูโคสจากปลายดานหนึ่งแลวตัดเขาไปทีละโมเลกุลซ่ึงเปนปฏิกิริยาแบบ exo- หรืออาจยอยที่
จุดใดจุดหนึ่งบนสายเดกซแทรนซึ่งเปนปฏิกิริยาแบบ endo- ทําใหไดสายเดกซแทรนที่ส้ันลง  รูป
แบบการยอยสลายของเอนไซมนี้ขึ้นอยูกับชนิดจุลินทรียที่ผลิตเอนไซม  ผลิตภัณฑที่ยอยไดอาจเปน
โอลิโกเมอร  ไดเมอร  หรือโมโนเมอรของน้ําตาลกลูโคสก็ได

แหลงที่พบเดกซแทรนเนสนี้  พบไดทั้งในเนื้อเยื่อของสัตวเล้ียงลูกดวยนมบางชนิด  และ
จากจุลินทรียกลุมตางๆ  ทั้งเชื้อ รา แบคทีเรีย ยีสต และแอคติโนมัยซีส ดังแสดงในตารางที่ 2

เดกซแทรนเนสที่ผลิตไดจากแบคทีเรียสวนมากจะมีปฏิกิริยาการยอยแบบ exo- ดังนั้นสาย
เดกซแทรนที่ถูกยอยจะใหผลิตภัณฑเปนกลูโคส (Forgarty และ Kelly, 1984) ออกมาและมีผลทําให
ลดการเกาะติดขอแบคทีเรียบนฟนลง  สงผลใหอัตราการเกิดคราบฟนและฟนผุลดลงดวย

ตารางที่ 2  แสดงเชื้อจุลินทรียที่ผลิตเดกซแทรนเนส
เชื้อจุลินทรีย เอกสารอางอิง
แบคทีเรีย
Achromobacter sp.
Arthrobacter sp.
Arthrobacter globiformis
Bacillus circulan
Bacillus megaterium
Bacillus subtilis
Bacteroides sp.
Bacteroides melaninogenicus
Bacteroides ochraceus
Bacteroides oralis
Bacteroides ovatus
Bacteroides thetaiotaomicron
Bifidobacterium sp.
Brevibacterium sp.
Brevibacterium fuscum
Brevibacterium fuscum var dextranlyticum
Capnocytophaga ochracea

Sawai และคณะ, 1974
Kubo และคณะ, 1993
Iwai และคณะ, 1996
Okami และคณะ, 1980; Okami, 1986
Zevenhuizen, 1968
Zevenhuizen, 1968
Staat และคณะ, 1973; Staat และ Schachtele, 1976
Holbrook และ Mcmillan, 1977
Schachtele, 1975; Holbrook และ Mcmillan, 1977
Takahashi, 1982; Wynter และคณะ, 1995
Holbrook และ Mcmillan, 1977
Holbrook และ Mcmillan, 1977
Kaster และ Brown, 1983
Yamaguchi และ Gocho, 1983
Sugiura และ Ito, 1975
Mizuno และคณะ, 1999
Igarashi และคณะ, 1998
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ตารางที่ 2  แสดงเชื้อจุลินทรียที่ผลิตเดกซแทรนเนส (ตอ)
เชื้อจุลินทรีย เอกสารอางอิง
Capnocytophaga sputigena
Cellovibrio fulva
Cellovibrio mixtus
Cytophagus johnsonii
Flavobacterium sp.
Fusobacterium fusiforme
Lactobacillus sp.
Prevotella oralis
Prevotella melaninogenica
Prevotella loescheii
Pseudomonas sp.
Pseudomonas mixta
Streptococcus mitis
Streptococcus mutans
แอคติโนมัยซีส
Actinomyces israelii
Strepromyces cinemonensis
ยีสต
Lipomyces starkeyi
รา
Aspergillus sp.
Aspergillus carneus
Aspergillus luchvasis
Aspergillus fumigatus
Chaetomium gracile
Chaetomium indicum
Chaetomium luteum
Chaetomium thermophilum var coprophilum
Chaetomium thermophilum var thermophilum

Igarashi และคณะ, 1998
Forgarty และ Kelly, 1984
Wynter และคณะ, 1995
Forgarty และคณะ, 1984
Koboyashi และคณะ, 1983
Costa และคณะ, 1974
Staat และคณะ, 1973; Wynter และคณะ, 1995
Igarashi และคณะ, 1998
Igarashi และคณะ, 1998
Igarashi และคณะ, 1998
Galvez-Mariscal และ Lopez-Munguia, 1991
Wynter และคณะ, 1995
Forgarty และคณะ, 1984
Igarashi และคณะ, 1992

Schachtele และคณะ, 1975
Hattori และ Ishibashi, 1981

Webb และ Spencer, 1983; Koenig, 1989

Forgarty และ Kelly, 1984
Fukumoto และคณะ, 1971
Hattori และ Ishibashi, 1981
Hattori และ Ishibashi, 1981
Mizuno และคณะ, 1999
Wynter และคณะ, 1995
Wynter และคณะ, 1995
Wynter และคณะ, 1995
Wynter และคณะ, 1995
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 ตารางที่ 2  แสดงเชื้อจุลินทรียที่ผลิตเดกซแทรนเนส (ตอ)
เชื้อจุลินทรีย เอกสารอางอิง
Chaetomium virescens
Fusarium moniliforme
Gibberella fukuroi
Hamicola grisea
Paecilomyces lilacinus
Penicillium aculeatum
Penicillium funiculosum
Penicillium lilacinum
Penicillium luteum
Penicillium minioluteum
Penicillium purpurogenum
Penicillium roquefortii
Penicillium verruculosum
Spicaria sp.
Sporotichum asteroides
Verticellium sp.

Wynter และคณะ, 1995
Simonson และ Liberta, 1975
Hattori และ Ishibashi, 1981
Hattori และ Ishibashi, 1981
Charles และ Farrell, 1957
Madhu และ Prabhu, 1985
Chaiet และคณะ, 1970; Kosaric และคณะ, 1973
Galvez-Mariscal และ Lopez-Munguia, 1991
Fukumoto, 1971
Mizuno และคณะ, 1999
Galvez-Mariscal และ Lopez-Munguia, 1991
Hattori และ Ishibashi, 1981
Whetley และ Moo-Young, 1977
Yamaguchi และ Gocho, 1973
Hottari และ Ishibashi, 1981
Tchuchiya และคณะ, 1952

การนําเดกซแทรนเนสมาประยุกตใช
ในป 1969 Leach ไดรายงานไววาในชวงสงครามโลกครั้งที่ 2 มีการนําเดกซแทรนมาใช

เปน blood plasma extender โดยสายเดกซแทรนทั้งหมดนี้เปนหนวยของกลูโคสเรียงตอกัน  และ
เชื่อมกันดวยพันธะแอลฟา-1,6 เปนสวนมาก  โดยเดกซแทรนนี้ไดมาจาก Leuconostoc 
mesenteroides โดยเชื้อนี้จะสรางเดกซแทรนขึ้นจากซูโครสและเดกซแทรนที่ไดนี้มีคุณสมบัติคลาย
กับเดกซแทรนที่เชื้อในกลุม Streptococcus สรางขึ้นในชองปาก  แตมีขนาดใหญเกินกวาที่จะนํามา
ใชเปนพลาสมาสังเคราะหได  ดังนั้นจึงเริ่มมีการวิจัยคนควาเพื่อจะลดขนาดของเดกซแทรนลงมา  
ใหมีขนาดพอเหมาะที่จะนําไปใช  โดยเอนไซมที่ใชไดมาจากเชื้อราหลายชนิด โดยเฉพาะจาก 
Penicillium และ Aspergillus  ตอมาภายหลังจึงมีการนําเดกซแทรนเนสมาประยุกตใชในดานทันต
สาธารณสุข  และนํามาใชแกปญหาในอุตสาหกรรมน้ําตาล  ทําใหเพิ่มประสิทธิภาพของการผลิตน้ํา
ตาลสูงขึ้น (Tilbury, 1971; Jolly และ Prakash, 1987)
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การนําเดกซแทรนเนสไปใชในการปองกันการเกิดคราบฟน
Fitzgerald และคณะ (1968) ไดทําการศึกษาผลของเดกซแทรนเนสจาก Penicillium 

funiculosum ตอการยับยั้งการเกิดฟนผุในหนูแฮมสเตอร  โดยเติมเดกซแทรนเนสลงในอาหารและ
น้ําดื่ม  อาหารที่ใชเล้ียงจะมีซูโครสอยูมาก  พบวาการเติมเดกซแทรนเนสลงไปในน้ําดื่มเพียงอยาง
เดียวจะลดการเกิดฟนผุไดนอยกวาการเติมเดกซแทรนเนสลงไปทั้งในน้ําและอาหาร

Block และคณะ (1969) ไดศึกษาผลการปองกันและรักษาการเกิดคราบฟนและฟนผุในหนู
แฮมสเตอรของเดกซแทรนเนส  พบวาในการปองกันนั้น  สัตวทดลองที่ไดรับเอนไซมจะมีคราบฟน
ลดลงและไมมีฟนผุเลย  ในขณะที่สัตวทดลองชุดควบคุมที่ไมไดรับเอนไซมจะมีคราบฟนมากและ
เกิดฟนผุมาก  ในดานการรักษาเมื่อเล้ียงสัตวทดลองดวยอาหารที่มีน้ําตาลซูโครสสูงเปนเวลา 21 วัน  
จากนั้นเติมเดกซแทรนเนสลงในน้ําใหสัตวทดลองกิน  พบวาภายในเวลา 2 วันคราบฟนจะถูกขจัด
ไปหมดและอัตราการเกิดคราบฟนลดลงดวย

ตอมาในป ค.ศ. 1969 Leach พบวาราสวนมากสรางอะฟลาทอกซิน (aflatoxin) ออกมาใน
สภาวะที่มีการสรางเดกซแทรนเนส  ซ่ึงสงผลใหเกิดอาการแพ  จึงไดเร่ิมมีการนําเดกซแทรนเนส
จากแบคทีเรียมาใชแทน

Schachtele และคณะ (1975) ไดรายงานวาเดกซแทรนเนสจาก Actinomyces isrelii และ 
Bacteroides ochraceus สามารถชวยลดการยึดเกาะของ Streptococcus mutans บนแทงแกวลงได 
80%

นอกจากนี้ในประเทศญี่ปุนมีการเติมเดกซแทรนเนสลงในยาสีฟน  เพื่อใชลดคราบฟนและ
ปองกันฟนผุ ออกจําหนายแลว

ถึงแมจุลินทรียที่สามารถผลิตเดกซแทรนเนสจะมีหลายชนิดก็ตาม  แตเอนไซมที่เหมาะสม
ในการใชขจัดคราบฟน  รวมถึงปองกันการเกิดคราบฟนและฟนผุในชองปากนั้นควรจะมีคุณสมบัติ
ที่เหมาะสมกับสภาวะชองปากของคนดวย เชน สามารถทนตอการเปลี่ยนแปลงคาความเปนกรด-
ดางที่เกิดขึ้นได  และทนตอความเขมขนของเกลือไดสูงเนื่องจากอาหารที่รับประทานเขาไปมีความ
แตกตางกัน  ดังนั้นจุลินทรียที่ผลิตเอนไซมนี้ที่นํามาใชนาจะเปนจุลินทรียที่ทนเค็มไดดวย

จุลินทรียที่แยกไดจากธรรมชาติโดยเฉพาะแบคทีเรีย ตามปกติแลวจะมีความสามารถใน
การผลิตสารที่ตองการไดคอนขางต่ํา  แบคทีเรียที่ผลิตเดกซแทรนเนสไดก็เชนกัน   ดังนั้นกอนที่จะ
นําไปใชในอุตสาหกรรมจะตองมีการเพิ่มประสิทธิภาพในการผลิตเพื่อใหมีผลผลิตที่สูงขึ้น  ซ่ึงโดย
ทั่วไปมักทําการเลือกอาหารและสภาวะที่เหมาะสมตอการเจริญและสรางผลผลิตของจุลินทรีย  แต
การเพิ่มผลผลิตโดยวิธีนี้จะถูกจํากัดโดยความสามารถสูงสุดในการสรางผลผลิตของจุลินทรียซ่ึงถูก
ควบคุมโดยยีน (gene)   ดังนั้นในการเพิ่มประสิทธิภาพการผลิตในอุตสาหกรรม  นอกเหนือจากการ
ปรับปรุงสูตรอาหารและภาวะการผลิตแลว  วิธีการปรับปรุงสายพันธุของจุลินทรียยังเปนสิ่งที่      
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จําเปนและมีความสําคัญตอการเพิ่มผลผลิตอีกดวย กลาวคือสายพันธุของจุลินทรียที่ใชหากมี
ลักษณะพันธุกรรมตามที่ตองการก็จะทําใหกระบวนการผลิตและผลผลิตเปนไปตามที่วางไว    
อยางไรก็ตาม จุลินทรียในธรรมชาติมักตองมีการปรับปรุงเพื่อใหบรรลุถึงวัตถุประสงคดังกลาว  วิธี
การปรับปรุงสายพันธุ (strain improvement) ของจุลินทรียนั้นแบงเปนวิธีการหลัก 3 วิธี  (Baltz, 
1986) คือ

1. การกลายพันธุ (Mutation) เปนวิธีการที่งายและสะดวก  ใชความรูทางพันธุกรรม
ของเชื้อจุลินทรียที่ตองการปรับปรุงนอย  อาศัยเทคนิคที่งายและมีราคาถูก  ประสิทธิภาพของการ 
กลายพันธุขึ้นอยูกับสิ่งที่กอใหเกิดการกลายพันธุและความถูกตองในการคัดเลือกเชื้อ  แตมักใหผล
แบบสุม  ตองมีการคัดเลือกเปนจํานวนมาก

2. Genetic recombination  เปนวิธีที่ตองอาศัยความรูพื้นฐานทั้งทางพันธุกรรมและ
สรีรวิทยาของเชื้อ  รวมถึงคุณสมบัติทางชีวเคมีของเชื้อจุลินทรียที่ศึกษาดวย เชน วิธีการหลอมรวม
โปรโตพลาสต (protoplast fusion) ในแบคทีเรียแกรมลบและยีสต หรือในแบคทีเรีย เชนวิธี 
transformation, conjugation และ transduction

3. Gene cloning เปนวิธีการที่นิยมในปจจุบัน  เปนการปรับปรุงระดับพันธุกรรม  ที่
ตองอาศัยความรูทางพันธุกรรมของเชื้ออยางลึกซึ้ง เปนวิธีที่มีความยุงยาก  เทคนิคตางๆมีความซับ
ซอนและมีราคาแพง เชน การใชเทคนิคทางพันธุวิศวกรรม (genetic engineering) ในการเปลี่ยน
แปลงบริเวณโปรโมเตอร  บริเวณที่เกาะของไรโบโซม  หรือการลดหรือจํากัดเอนไซมที่มีสวนใน
การยับยั้งหรือขัดขวางการสังเคราะหผลิตภัณฑที่ตองการ  เปนตน

การชักนําใหเกิดการกลายพันธุ
การกลายพันธุ  หมายถึง การเปลี่ยนแปลงลักษณะพันธุกรรม  และลักษณะที่เปลี่ยนแปลงนี้

สามารถจะถายทอดจากชั่วอายุหนึ่งไปยังอีกชั่วอายุหนึ่ง  โดยการกลายพันธุแบงออกไดเปน 2 
ระดับ (Snustad และ Simmons, 2000)  คือ
1. การกลายพันธุระดับโครโมโซม (chromosome mutation) คือการกลายพันธุที่เกิดจากการ
เปล่ียนแปลงโครโมโซม อาจจะเปนการเปลี่ยนแปลงโครงสรางของโครโมโซม หรือการเปลี่ยน
แปลงจํานวนโครโมโซม
2. การกลายพันธุระดับยีน (gene mutation หรือ point mutation) คือ การเปลี่ยนแปลงรูปแบบของ
ยีน  ซ่ึงเปนผลมาจากการเปลี่ยนแปลงนิวคลีโอไทดในดีเอ็นเอ  ซ่ึงรวมถึงการแทนที่กันของคูเบส  
และการเพิ่มหรือขาดหายไปของคูเบสซึ่งเปนการกลายพันธุในระดับของยีนในคูเบสเดียวกัน
ของดีเอ็นเอ  ซ่ึงแบงออกเปน 2 ชนิดคือ

2.1 การแทนที่คู เ บส  (base-pa i r  subs t i tu t ion)  คือการแทนที่คู เ บสในสาย                    
พอลินิวคลีโอไทดของดีเอ็นเอ  แบงออกไดเปน 2 ชนิดคือ
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2.1.1 ทรานซิชัน (transition) คือการแทนที่เบสพวกพิวรีนชนิดหนึ่งดวยเบส  
พิวรีนอีกชนิดหนึ่ง  หรือ การแทนที่เบสพวกไพริมิดีนชนิดหนึ่งดวยเบสไพริมิดีนอีกชนิดหนึ่ง  เชน
คูเบส A-T ถูกแทนที่ดวย G-C หรือคูเบส C-G ถูกแทนที่ดวย T-A

2.1.2 ทรานสเวอรชัน (transversion) คือการแทนที่เบสพวกพิวรีนดวยเบสพวก
ไพริมิดีน หรือเบสพวกไพริมิดีนถูกแทนที่ดวยเบสพวกพิวรีน  เชน คูเบส A-T ถูกแทนที่ดวย C-G 
หรือคูเบส A-T ถูกแทนที่ดวยคูเบส T-A เปนตน (รูปที่ 5)

รูปท่ี 5 การเกิดทรานซิชันและทรานสเวอรชัน  (Strickberger, 1985)
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2.2 เฟรมชิฟท มิวเทชัน (frameshift mutation)  คือ การกลายพันธุที่เกิดจากมีการสูญ
เสียนิวคลีโอไทด 1 นิวคลีโอไทดหรือมากกวา หรือ การที่มีนิวคลีโอไทดเพิ่มขึ้นมา 1 นิวคลีโอไทด 
หรือมากกวา หรือมีการเพิ่มหรือขาดหายไปของนิวคลีโอไทด ในสายพอลินิวคลีโอไทดของดีเอ็นเอ  
ทําใหกรอบการอานรหัสพันธุกรรม (reading frame) เปล่ียนแปลงไป (รูปที่ 6)

รูปท่ี 6 การเกิดเฟรมชิฟมิวเทชัน (Strickberger, 1985)
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การเกิดการกลายพันธุ   แบงออกเปน 2 ชนิด (Snustad และ Simmons, 2000) คือ
1. การกลายพันธุที่เกิดขึ้นเองตามธรรมชาติ (spontaneous mutation) ซ่ึงเปนผลมา

จาก รังสี สารเคมี อุณหภูมิ  ที่มีอยูในธรรมชาติ  กระตุนใหเกิดปฏิกิริยาเทาโทเมอริกชิฟท 
(tautomeric shift)  หรือการกอใหเกิดไอออน (ionization) ในโมเลกุลของเบสดีเอ็นเอ  ซ่ึงมีผลทําให
เกิดการแทนที่คูเบสในสายพอลินิวคลีโอไทดของดีเอ็นเอ

อัตราการเกิดการกลายพันธุของสิ่งมีชีวิตแตละชนิดจะแตกตางกันไป และในยีนแตละ
ตําแหนงก็แตกตางกันดวย อัตราการเกิดการกลายพันธุในธรรมชาติคอนขางต่ํา ดังแสดงในตาราง  
ที่ 3

ตารางที่ 3  อัตราการเกิดการกลายพันธุของจีโนมในสิ่งมีชีวิตชนิดตางๆ (Strickberger, 1985)
1 ส่ิงมีชีวิตและลักษณะ 2 การกลายพันธุตอจีโนมตอช่ัวอายุ

Bacteriophage T2 (virus)
      Host range
      Lysis inhibition
Escherichia coli (bacterium)
      Streptomycin resistance
      Streptomycin dependence
      Resistance to phage T1
      Lactose fermentation
Salmonella typhimurium (bacterium)
      Tryptophan  independence
Chlamydomonas reinhardi (algae)
      Streptomycin resistance
Neurospora crassa (fungus)
      Adenine independence
      Inositol independence
Zea mays (corn)
      Shrunken seeds
      Purple seeds
Drosophila melanogaster (fruit fly)
      Electrophoretic variants
      White eye

3×10-9

1×10-8

4×10-10

1×10-9

3×10-9

2×10-7

5×10-8

1×10-6

4×10-8

8×10-8

1×10-6

1×10-5

4×10-6

4×10-5
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ตารางที่ 3 อัตราการเกิดการกลายพันธุของจีโนมในสิ่งมีชีวิตชนิดตางๆ (Strickberger, 1985)  (ตอ)
3 ส่ิงมีชีวิตและลักษณะ การกลายพันธุตอจีโนมตอช่ัวอายุ

      Yellow body
Mus musculus (mouse)
      Brown coat
      Piebald coat
Homo sapiens (human)
      Huntingtons’ chorea
      Aniridia (absence of iris)
      Retinoblastoma (tumor of retina)
      Hemophilia A
      Achondroplasia (dwarfness)
      Neurofibromatosis (tumor of never tissue)

1×10-4

8×10-6

3×10-5

1×10-6

5×10-6

1×10-5

3×10-5

4-8×10-5

2×10-4

2. การกลายพันธุที่เกิดจากการชักนํา (induced mutation) เปนการกลายพันธุที่เกิดจากการ
ใชส่ิงกอกลายพันธุ (mutagen) ชักนําใหเกิดขึ้น  ซ่ึงสิ่งกอกลายพันธุมีดังนี้

2.1 ส่ิงกอกลายพันธุทางกายภาพ (physical mutation) ไดแก อุณหภูมิ  รังสีตางๆ
ก. อุณหภูมิ จากการทดลองเลี้ยงแมลงหวี่ในอุณหภูมิตางๆกัน พบวาเกิดยีนดอยที่ทําใหเกิด

การตายบนโครโมโซม X (sex linked recessive lethal gene)  ในอัตราที่แตกตางกัน (ประดิษฐ พงศ
ทองคํา, 2543, Weaver และ Hedrick, 1997)

ข. รังสี  เปนสิ่งกอกลายพันธุที่สําคัญในการชักนําใหเกิดการกลายพันธุ  รังสีแบงเปน 2 
ประเภท คือ

      1. รังสีที่กอใหเกิดไอออน (ionizing radiation) ไดแก รังสีเอกซ แกมมา อัลฟา เบตา  
อิเล็กตรอน นิวตรอน โปรตอน และอนุภาคอื่นๆที่มีการเคลื่อนที่เร็ว  รังสีเหลานี้มีอํานาจในการ
ทะลุทะลวงสูง  โดยรังสีเหลานี้จะกอใหเกิดการกลายพันธุดวยการทะลุทะลวงผานเนื้อเยื่อตางๆ  
และทําใหอิเล็กตรอนที่เรียงตัวอยูวงนอกสุด ในโครงสรางอะตอมหลุดออกไป จะทําใหไดไอออนที่
มีประจุบวกขึ้นอิเล็กตรอนที่หลุดออกมานี้เคลื่อนที่ดวยความเร็วสูง  จะชนกับอิเล็กตรอนที่หลุด
ออกมาจากอะตอมอื่น เมื่อพลังงานของอิเล็กตรอนเหลานี้ลดลง  อิเล็กตรอนอิสระเหลานี้จะไปเกาะ
กับอะตอมอื่นทําใหเกิดไอออนที่มีประจุลบขึ้นมา  ดังนั้นจึงมีไอออนทั้งประจุบวกและลบเกิดขึ้น  
ในขณะที่รังสีผานไป  จะทําใหเกิดกลุมของไอออนที่มีประจุบวกและลบ  ไอออนเหลานี้ตองเกิด
ปฏิกิริยาเคมีเพื่อใหประจุเปนกลาง  เพื่อโครงสรางอะตอมจะไดคงที่  ปฏิกิริยาเคมีที่เกิดขึ้นนี้จะมีผล
ทําใหเกิดการกลายพันธุขึ้น คือทําใหเกิดการแตกหักของดีเอ็นเอทั้งสายเดี่ยวและสายคูได  โดย
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บริเวณที่แตกหัก คือตําแหนง phosphodiester backbone เปนบริเวณที่จับกันระหวางน้ําตาลและหมู
ฟอสเฟตของสายพอลินิวคลีโอไทดของดีเอ็นเอ (Fantini, 1975)

การแตกหักของสายดีเอ็นเอระหวางที่อาบรังสี และการตอกันใหมของดีเอ็นเอที่แตกหัก 
อาจตอกันในลักษณะสลับขาง  สลับตําแหนง  หรืออาจเกิดจากการขาดหายไป  ซ่ึงมีผลทําใหเกิด
การเปลี่ยนแปลงสายดีเอ็นเอนั้น  จะมากหรือนอยขึ้นอยูกับปริมาณออกซิเจน  เชน รังสเีอกซ จะ
กระตุนใหเกิดการผิดปกติในสายดีเอ็นเอในบริเวณที่มีออกซิเจนสูงๆ  เพราะวาออกซิเจนจะทําให
โมเลกุลของน้ําที่ผานการอาบรังสี  เกิดการเปลี่ยนแปลงเปนเปอรออกไซด (peroxide) ไดแก H2O2

และ HO2 ทําใหเกิดการแตกหักของสายดีเอ็นเอซึ่งมีผลทําใหเกิดการกลายพันธุขึ้น
        2. รังสีที่ไมกอใหเกิดไอออน (nonionizing radiation) ไดแก รังสีอัลตราไวโอเลต 

(ultraviolet)  แสงสีขาว (visible light)  รังสีอินฟาเรด  และคลื่นไมโครเวฟ เปนตน  รังสีกลุมนี้มี
อํานาจทะลุทะลวงต่ํากวาประเภทแรก

แสงอัลตราไวโอเลต (ultraviolet light) เปนแสงชนิดไมแตกตัวและเปนสิ่งกอกลายพันธุ
ทางกายภาพที่นิยมใชในงานปรับปรุงสายพันธุ  เนื่องจากเปนวิธีที่งายและสะดวก  มีประสิทธิภาพ
สูง  การเปลี่ยนแปลงพันธุกรรมของจลิุนทรียจะเกิดจากการที่ดีเอ็นเอของจุลินทรียดูดซับแสง
อัลตราไวโอเลตเขาไปโดยตรง ที่ชวงความยาวคลื่นที่ 254-260 นาโนเมตร   พลังงานที่ดูดซึมไวนี้
สามารถทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงพันธะของเบสพวกพิวรีน และไพริมิดีน โดยเฉพาะในกลุมเบส
ไพริมิดีนจะมีการเปลี่ยนแปลงงายกวาพิวรีน  โดยจะมีผลทําใหเบสไทมีน 2 โมเลกุลที่อยูติดกันบน
สายพอลินิวคลีโอไทดสายเดียวกันของโมเลกุลดีเอ็นเอมาเชื่อมตอกัน  ทําใหเกิดไทมีนไดเมอร
(thymine dimer) ขึ้น  (Russel,1996)   (รูปที่ 7)

รูปท่ี 7 การเกิดไทมีนไดเมอรจากการฉายแสงอัลตราไวโอเลต (Snustad และคณะ, 1997)
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การเกิดไทมีนไดเมอร  จะทําใหไทมีนไมสามารถจับคูกับอะดินีนของสายพอลินิวคลีโอ
ไทดตรงขามได  มีผลทําใหเกิดทรานซิชันได  เชน คูเบส T-A ถูกแทนที่ดวยคูเบส C-G   นอกจากนี้
รังสีอัลตราไวโอเลตสามารถทําใหเกิดไซโตซีนไดเมอร (cytosine dimer) ไดและมีผลกอใหเกิดการ 
กลายพันธุคือ  จะเกิดปฏิกิริยาดึงหมูอะมิโน (NH2) ออกจากโมเลกุลของไซโตซีนในไซโตซีน      
ไดเมอร (deamination of cytosine dimer) จะทําใหไดยูราซิลไดเมอร (uracil dimer) ซ่ึงจะมีปฏิกิริยา
เหมือนไทมีนไดเมอร  ซ่ึงทําใหเกิดการทรานซิชันได

กลไกที่ทําใหเกิดไดเมอรกลับคืนสูสภาพปกติได คือ light dependent repair หรือ 
Photoreactivation โดยใชเอนไซมโฟโตรีแอคติเวติง (photoreactivating enzyme) หรือเอนไซมดี
เอ็นเอโฟโตไลเอส (DNA photolyase)  ซ่ึงการทํางานของเอนไซมนี้จะทํางานเมื่อมีแสง visible 
light (ชวงความยาวคลื่น 320-370 นาโนเมตร)  โดยการทํางานจะเริ่มจากเอนไซมนี้จะเขาไปเกาะที่
ตําแหนงที่เกิดไทมีนไดเมอร และเอนไซมนี้จะดูดซับแสง visible light ซ่ึงเปนตัวกระตุนให
เอนไซมนี้เขาทําลายพันธะโควาเลนทระหวางไดเมอรใหขาดออกจากกัน  ดังนั้นในการชักนําให
เกิดการกลายพันธุควรทดลองภายใตไฟสีเหลือง  และบมเล้ียงในที่มืดเพื่อปองกันการซอมแซมแบบ 
photoreactivation  (Snustad และคณะ, 1997) (รูปที่ 8)

รูปท่ี 8 ปรากฎการณ Photoreactivation ซอมแซมการเกิดไดเมอรที่เกิดจากการฉายแสง
อัลตราไวโอเลต (Alan และคณะ, 1999)
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การซอมแซมซึ่งยังผลใหเกิดการกลายพันธุลดลงอีกวิธี คือ การซอมแซมแบบ  excision 
repair  หรือ dark  repair ซ่ึงเปนการซอมแซมโดยจะมีการตัดสวนดีเอ็นเอที่เสียหาย  หรือที่ผิดปกติ
ออกไปโดยเอนไซมชนิดตางๆ  และจะมีการเติมสวนของดีเอ็นเอที่ถูกตองเขาไปแทน  มีหลายแบบ
ดวยกันแตที่จะกลาวถึงคือ การซอมแซมโมเลกุลที่เสียหายจากรังสีอัลตราไวโอเลต (UV damage 
repair) ในกรณีที่ไมมีการซอมแซมโดยวิธี photoreactivation การซอมแซมโมเลกุลของดีเอ็นเอ
บริเวณที่เกิดไทมีนไดเมอรนั้นจะเกิดขึ้นโดยมีเอนไซม endonuclease ซ่ึงประกอบดวยเอนไซมยอย 
3 ชนิดคือ A, B และ C excinuclease  โดยเอนไซมเหลานี้จะทําหนาที่ตัดพันธะฟอสโฟไดเอสเทอร  
ตรงตําแหนงนิวคลีโอไทดที่ 8 นับจากปลาย 5’ ของบริเวณที่เกิดไทมีนไดเมอร  และตัดพันธะฟอส
โฟไดเอสเทอรตรงตําแหนงนิวคลีโอไทดที่ 4 นับจากปลาย 3’ ของบริเวณที่เกิดไทมีนไดเมอร  จาก
นั้นจะมีเอนไซมดีเอ็นเอเฮลิเคส 2 (Helicase ΙΙ) ทําหนาที่แยกชิ้นสวนของดีเอ็นเอที่ประกอบดวย 12 
เบสนั้นออกมา  ซ่ึงชิ้นสวนนี้จะถูกยอยสลายไปในที่สุด ตอจากนั้นจะมีเอนไซมดีเอ็นเอพอลิเมอเรส 
1 (DNA polymerase Ι)  และเอนไซมไลเกส (ligase) ทําหนาที่เติมเบสที่ถูกตองตรงบริเวณที่เกิดชอง
วางใหสมบูรณ (Russel, 1996) (รูปที่ 9)

รูปท่ี 9 การซอมแซมแบบ Excision ในจุลินทรียที่ผานการฉายแสงอัลตราไวโอเลต (Alan และคณะ, 
1999)
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อีกกรณีหนึ่งในการซอมแซม  คือ  การเกิดความผิดพลาดในการซอมแซมไทมีนไดเมอรซ่ึง
พบวาเปนสาเหตุใหเกิดการกลายพันธุคือ กระบวนการ SOS repair  เปนการซอมแซมที่เกิดขึ้นหลัง
จากมีการแยกสายพอลินิวคลีโอไทดขณะที่มีการจําลองตัวเอง  เมื่อมีการอานรหัสมาถึงบริเวณนี้
เอนไซมดีเอ็นเอพอลิเมอเรสจะนําเบสมาเติมในสวนที่ขาดหรือผิดปกติไปแบบสุม  และใชสาย       
ดเีอ็นเอที่ซอมแซมแลวเปนแมแบบตอไป  ดังนั้นการซอมแซมแบบนี้มีผลทําใหเกิดการกลายพันธุ
ขึ้น  (Snustad และ Simmons, 2000)  (รูปที่10)

รูปท่ี 10 กระบวนการ SOS repair ที่มีผลทําใหเกิดการกลายพันธุ (Goodenough, 1978)

2.2 ส่ิงกอกลายพันธุเปนสารเคมี (chemical mutagen) แบงออกเปน 3 กลุม
ใหญ  (Russel,1996)  ไดแก

1. สารเคมีที่มี สูต รโครงสรางคลายคลึงกับ เบสชนิดตางๆของดี เอ็นเอ  (base
analogues)  สารเคมีเหลานี้จะเขาแทนที่เบสของดีเอ็นเอในระหวางที่มีการจําลองโมเลกุลของดีเอ็น
เอ (DNA replication)  ซ่ึงมีผลทําใหเกิดการแทนที่เบสชนิดหนึ่งดวยเบสอีกชนดิหนึ่ง  ทําให
โมเลกุลที่ไดใหมของดีเอ็นเอแตกตางไปจากเดิม  ไดแก

ก. สาร 5-โบรโมยูราซิล (5-bromouracil หรือ 5BU)  จะมีโครงสรางคลายคลึงกับเบส
ไทมีน  และสามารถเกิดปฏิกิริยาการเปลี่ยนตําแหนงไฮโดรเจนอะตอม (tautomeric shift) หรือเกิด
ปฏิกิริยาการสูญเสียไฮโดรเจนอะตอม (ionization) ไดเหมือนกับเบสไทมีน  ซ่ึงเมื่อเกิดปฏิกิริยา
เหลานี้แลว  แทนที่จะจับคูเบสอะดินีนตามปกติ  ก็สามารถจับคูกับเบสกัวนีนได  ซึ่งมีผลทําให
เกิดทรานซิชัน (รูปที่ 11a)
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รูปท่ี 11 การกลายพันธุเนื่องจากเบสอะนาล็อก 5-BU และ 2-AP (Alan และคณะ, 1999)
(a)  เบสอะนาล็อค 5-BU (b)  เบสอะนาล็อค 2-AP
ข. สาร 2-อะมิโนพิวรีน (2-aminopurine หรือ 2AP) มีโครงสรางโมเลกุลคลายกับเบสอะดิ

นีน  ระหวางที่มีการจําลองโมเลกุลของดีเอ็นเอ  สามารถเขาแทนที่อะดินีนไดและแทนที่จะจับคูกับ
เบสไทมีน  จะไปจับคูกับเบสไซโตซินไดดวย  ถาสาร 2-อะมิโนพิวรีนจับคูเบสไทมีนตั้งแตแรก  
เมื่อมีการจําลองโมเลกุลของดีเอ็นเอ สาร 2-อะมิโนพิวรีนสามารถจับคูกับเบสไซโตซินได  จึงมีผล
ทําใหเกิดทรานซิชันได (รูปที่ 11b)

2. สารเคมีที่ทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงโครงสรางของเบส
ก. กรดไนตรัส (nitrous acid :HNO2)  จะทําหนาที่ดึงหมูอะมิโน (deamination) ออก

จากโมเลกุลของเบสอะดินีน ไซโตซีน และกัวนีน  ทําใหเบสอะดินีนเปลี่ยนเปนไฮโปแซนทีน
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(hypoxanthine) ซ่ึงสามารถจับคูกับเบสไซโตซีนได  เบสไซโตซีนจะเปลี่ยนเปนยูราซิล (uracil) ซ่ึง
สามารถจับคูกับเบสอะดินีนได  และเบสกัวนีนเปลี่ยนเปนแซนทีน (xanthine) ซ่ึงสามารถจับคูกับ
เบสไซโตซีนได  (รูปที่ 12) ดังนั้นเมื่อเกิดการจําลองตัวของดีเอ็นเอจะทําใหเกิดการแทนที่คูเบส
แบบ ทรานซิชัน

รูปท่ี 12 ผลของกรดไนตรัสที่ทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงภายในโมเลกุลของเบส (Russel, 1996)

ข. สารไฮดรอกซีลามีน (hydroxylamine) และสารที่ใหหมูไฮดรอกซี (OH) โดยสาร
ไฮดรอกซีลามีนจะทําหนาที่เติมหมูไฮดรอกซีใหกับหมูอะมิโน (NH2) ของเบสไซโตซีน  เปล่ียน
เปนสารไฮดรอกซิลอะมิโนไซโตซีนซ่ึงสามารถจับคูกับเบสอะดินีนไดเมื่อเกิดการจําลองตัวของดี
เอ็นเอจะทําใหเกิดการแทนที่คูเบสแบบ ทรานซิชัน  (รูปที่ 13) (Russel, 1996)
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รูปท่ี 13  ผลของไฮดรอกซีลามีนตอโมเลกุลของไซโตซีน (Snustad และ Simmons, 2000)

ค. สารกลุมที่มีหมูอัลคิล (alkylating agent)  ไดแก สารไนโตรเจนมัสตารด (nitrogen 
mustard)   เอธิลอีเธนซัลโฟเนต (ethyl ethansulfonate: EES)  และเอธิลมีเทนซัลโฟเนต (ethyl 
methanesulfonate: EMS)
- เอธิลอีเธนซัลโฟเนต   และเอธิลมีเทนซัลโฟเนต  จะทําหนาที่เติมหมูเอธิลใหกับโมเลกุล
ของเบสกัวนีน  ทําใหมีโครงสรางคลายกับเบสอะดินีน ซ่ึงมีผลทําใหการจับคูเบสผิดปกติ  คือแทน
ที่จะจับคูกับเบสไซโตซีน  ก็จะไปจับกับเบสไทมีนแทน (รูปที่ 14) เมื่อเกิดการจําลองตัวของดีเอ็น
เอจะทําใหเกิดการแทนที่คูเบสแบบ ทรานซิชัน (Snustad และ Simmons, 2000)

รูปท่ี 14  ผลของเอธิลอีเทนซัลโฟเนต หรือ เอธิลมีเทนซัลโฟเนต ตอโมเลกุลเบสกัวนีน (Gardner 
และคณะ, 1981)
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สารเคมเีหลานีจ้ะมคีณุสมบตัใินการดงึเบสพวกพวิรีน        (depurination)    จากสายพอล ิ 
นิวคลีโอไทดของดีเอ็นเอ ทําใหเกิดชองวางของเบสตรงตําแหนงนั้น  เมื่อเกิดการจําลองโมเลกุล
ของดีเอ็นเอ  ตําแหนงของเบสบนสายพอลินิวคลีโอไทดสายใหมที่ตรงกับตําแหนงที่    พิวรีนถูกดึง
ออกไป  จะมีเบสชนิดใดชนิดหนึ่งเขามาแทนที่ตรงตําแหนงนี้ได ทําใหเกิดการแทนที่คูเบสไดทั้ง
แบบทรานซิชัน และทรานเวอรชัน (Weaver และ Hedrick, 1997)
- สารเคมีที่ทําใหเกิดการเพิ่มหรือขาดหายไปของนิวคลีโอไทดในโมเลกุลของดีเอ็นเอ  ไดแก
สียอมตางๆ (acridine dye) เชน โพรฟลาวิน (proflavin) และ อะคริดิน ออเรนจ (acridine orange) 
ซ่ึงจะมีผลโดยตรงตอโมเลกุลของดีเอ็นเอ  โดยท่ีโมเลกุลของโพรฟลาวิน  จะสามารถสอดแทรกเขา
ไปอยูในระหวางเบสในสายดีเอ็นเอ   เมื่อเกิดการจําลองตัวของดีเอ็นเอ   จะทําใหสาย                       
พอลินิวคลีโอไทดสายใหมที่เขาคูกับสายพอลินิวคลีโอไทดที่มีโมเลกุลของโพรฟลาวินแทรกอยู มี
เบสเพิ่มขึ้นมาอีก 1 เบส ดังรูป 16a หรืออาจทําใหตําแหนงที่โพรฟลาวินสอดแทรกอยูนั้นมีเบสหลุด
ออกมาได ดังรูป16b  ดังนั้นสารโพรฟลาวินจะทําใหเกิดการกลายพันธุไดโดยทําใหเกิดการเพิ่มหรือ
การขาดหายของเบสในสายดีเอ็นเอ (รูปที่ 15 และ 16)  สวนสารอะคริดินออเรนจจะมีผลตอโมเลกุล
ของดีเอ็นเอระหวางที่มีการจําลองโมเลกุลของดีเอ็นเอ โดยขณะที่มีการเขาคูกันของสาย                    
พอลินิวคลีโอไทดจะกระตุนใหเกิดการแลกเปลี่ยนชิ้นสวนของสายพอลินิวคลีโอไทดที่ตาง
ตําแหนงกัน หรือเกิดอันอีควอลครอสซิงโอเวอร (unequal crossing over)  ทําใหสายดีเอ็นเอสาย
หนึ่งมีเบสหายไป 1 เบส และอีกสายหนึ่งมีเบสเพิ่มขึ้นมา 1 เบส (Peter, 1999)

รูปท่ี 15 โครงสรางของ Proflavin และ Acridine orange (Peter, 1999)
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รูปท่ี 16 การกลายพันธุเนื่องจากการแทรกตัวของสารเคมีในกลุมสารที่เขาแทรกตัว (intarcalating 
agent) (Peter, 1999)

สารเคมีที่นิยมใชกอการกลายพันธุ คือ N-methyl-N-nitro-N-nitrosoguanidine (NTG, 
MNNG, NG)  เนื่องจากมีประสิทธิภาพสูง  เปนสารเคมีที่สังเคราะหขึ้นมาจากปฏิกิริยา nitrosation
ของ methylnitroguanidine มีสูตรโมเลกุล C2H5N5O3 มีน้ําหนักโมเลกุลเทากับ 147.10  ลักษณะเปน
ผลึกสีเหลือง  มีจุดหลอมเหลวที่อุณหภูมิ 118 Oซ  จุดเดือดที่ 123.5 Oซ  โครงสรางของ NTG แสดง
ดังรูปที่ 17  NTG สามารถทํางานไดดีในชวงความเปนกรด-ดาง 6.0-9.0 แตมีความเสถียรในสภาวะ
ที่คอนขางเปนกรด  NTG จะแตกตัวเปน nitrous acid  ในสภาวะที่เปนกรด  และแตกตัวเปน
diazomethane (CH2N2) ในสภาวะที่เปนดาง  (Mendel และ Greenberg, 1960)
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รูปท่ี 17 โครงสรางของ NTG (Mendel และ Greenberg, 1960; นิภาพร ศิริเพ็ญ, 2542)

NTG จะทําปฏิกิริยาโดยการเติมหมูอัลคิลใหกับเบสแตละชนิดที่ตําแหนงไนโตรเจนหรือ
ออกซิเจน  เชน ตําแหนง O6 ของเบสกัวนีน และตําแหนง O4 ของเบสไทมีน  มีผลโดยตรงตอการ
จับคูผิด  และมีผลทางออมทําใหเกิดการซอมแซมดีเอ็นเอผิดไป  เปนสาเหตุใหเกิดการกลายพันธุ 
(รูปที่ 18)

รูปท่ี 18  ผลของ NTG ตอเบสกัวนีน และไทมีน (สุวรรณา นพพรพันธุ, 2538)
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ตัวอยางการกลายพันธุจุลินทรียโดยใชแสงอัลตราไวโอเลตและสารเคมี ดังแสดงในตารางที่ 4

ตารางที่ 4 แสดงการกลายพันธุจุลินทรียโดยใชแสงอัลตราไวโอเลตและสารเคมี
จุลินทรีย วีธีที่ใช เอกสารอางอิง
แบคทีเรีย
Streptococcus lactis
Streptococcus zooepidemicus NH-131
Pseudomonas amyloderamosa SB15
Clostridium acetobutylicum ATCC 824
Aerococcus viridans CCM 2452
Pseudomonas amyloderamosa SB15
Bacillus megaterium B6
Streptococcus zooepidemicus ATCC 35246
Streptococcus equi ATCC 6580
Streptococcus zooepidemicus ATCC 35246
แอคติโนมัยซีส
Streptomyces fradiae NRRL 2702
ยีสต
Lipomyces starkeyi
รา
Aspergillus niger NCIM-616
Aspergillus niger (G-IV-10)
Penicillium chrysogenum
Penicillium sp. 61

UV
UV+NTG
NTG
NTG
UV
UV+NTG
UV+NTG
UV
NTG
UV+NTG

UV+NTG

EMS

UV+NTG
UV+NTG
UV+NTG
UV+NTG

Kalra และคณะ, 1973
Akasaka และคณะ, 1989
Fujita และคณะ, 1990
Annous และ Blaschek, 1991
Suchova และคณะ, 1992
Wu และคณะ, 1993
Ray และ Nanda, 1996
Park และคณะ, 1996
Kim และคณะ, 1996
นิภาพร ศิริเพ็ญ, 2542

Lee และ Rho, 1999

Kim และ Day, 1995

Rasouli และ Kulkarni, 1994
Jan และ Anna, 1997
โชตนา ประมวลวัลลิกุล, 2534
สุวรรณา นพพรพันธุ, 2538

Shah และคณะ (1986)  ไดทําการปรับปรุงสายพันธุ Bacillus licheniformis โดยใชแสง
อัลตราไวโอเลต พบวามีสายพันธุกลาย 1 สายพันธุ คือ US-1 ที่มีความสามารถในการผลิต             
อัลคาไลนโปรตีเอสไดมากกวาสายพันธุตั้งตน 100-110 เปอรเซ็นต

Ray และ Nanda (1996)  ไดทําการกลายพันธุ Bacillus megaterium B6 ดวยแสง
อัลตราไวโอเลตและ NTG ไดสายพันธุกลาย UN12 ที่สามารถผลิต เบตา-อะไมเลส ที่มีประสิทธิ
ภาพสูงกวาสายพันธุตั้งตน 4.5 เทา
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Lee และ Rho (1999)  ไดทําการคัดเลือก Streptomyces fradiae สายพันธุกลายและหา 
สภาวะที่เหมาะสมตอการสรางไทโรซีน  โดยนํา S. fradiae NRRL 2702 มาทําการกลายพันธุดวย
NTG และ แสงอัลตราไวโอเลต  พบวาสามารถคัดเลือกสายพันธุ S. fradiae MNU20 ที่สามารถผลิต
ไทโรซีนไดสูงขึ้น 14 เทา

ในงานวิจัยนี้มุงเนนที่จะทําการปรับปรุงเชื้อ Arthrobacter sp. สายพันธุ AG-2 เพื่อศึกษา
สภาวะที่เหมาะสมในการกลายพันธุโดยใชแสงอัลตราไวโอเลต และสาร NTG คัดเลือกสายพันธุ
ใหมที่มีความสามารถในการผลิตเดกซแทรนเนสเพิ่มมากขึ้น  โดยมีความเสถียรทางพันธุกรรม  
เพื่อพัฒนาไปใชในการผลิตเดกซแทรนเนสในระดับขยายสวนตอไป



บทท่ี 2

อุปกรณ  เคมีภัณฑ  วิธีและขั้นตอนดําเนินงานวิจัย

อุปกรณท่ีใชในงานวิจัย

1. เครื่องเขยา (Shaker) รุน G-10 บริษัท New Brunswick Scientific Co., Inc., U.S.A. และ 
รุน innova 2100 บริษัท New Brunswick Scientific Co., Inc., U.S.A

2. เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (Spectrophotometer) รุน Spectronic 401 บริษัท Milton 
Roy, U.S.A และ รุน Spectronic 21 บริษัท Bausch & Lomb, U.S.A

3. เครื่องวัดความเปนกรด-ดาง (pH meter) รุน Cyberscan 2000 บริษัท Eutech 
Cybernetics, Singapore

4. เครื่องนึ่งอบฆาเชื้อ (Autoclave) รุน SS-325 บริษัท Tomy Seico Co, Ltd., Japan และ รุน 
HA-3D บริษัท Hirayama Manufacturing Corperation, Japan

5. ตูเขี่ยเชื้อแบบ Laminar flow รุน BV-124 บริษัท ISSCO, U.S.A
6. เครื่องผสมสาร (Vortex-Genie 2) รุน G560E บริษัท Scientific Industries Inc., U.S.A
7. อางน้ําควบคุมอุณหภูมิ (Water bath) รุน Temppet บริษัท T-80 Tokyo Rikakikai Co., 

Ltd., Japan และ รุน W 760 Memmert, Germany
8. เครื่องชั่ง รุน PB3002 และ รุน L2000P บริษัท Sartorius, U.S.A
9. เครื่องปนเหวี่ยง (Centrifuge) รุน KS-3000P บริษัท Kubota, Japan
10. เครื่องปนเหวี่ยงชนิดตั้งโตะ (Bench-top centrifuge) รุน H-103N บริษัท Kokusan, 

Japan
11. เครื่องปนเหวี่ยงชนิดทําความเย็น (Refrigerate centrifuge) รุน 1920 บริษัท Kubota, 

Japan
12. เครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิ (Controlled environment incubator shaker) รุน G-27

บริษัท New Brunswick Scientific Co., Inc., U.S.A
13. เครื่องกวนแมเหล็ก (Magnetic stirrer) รุน 502P-2 บริษัท PMC, U.S.A
14. หลอดแสงอัลตราไวโอเลต (Ultraviolet lamp) ความยาวคลื่น 254 นาโนเมตร G30T8 

30W บริษัท Sankyo Denki, Japan
15. เครื่องหาปริมาณไนโตรเจน (Kjeldatherm) บริษัท Gerhardt, Germany
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เคมีภัณฑ
1. เดกซแทรนจากเชื้อรา Pennicillium sp. เกรดอุตสาหกรรม
2. ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Na2HPO4) บริษัท Merck, Germany
3. โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) บริษัท Merck, Germany
4. โพแทสเซียมไนเตรท (KNO3) บริษัท May & Baker, England
5. โซเดียมคลอไรด (NaCl) บริษัท Carlo Erba Regenti, Italy
6. กรดเกลือ (HCl) บริษัท J.T. Baker, U.S.A
7. สารสกัดจากยีสต (yeast extract)
8. สารสกัดจากเนื้อ (beef extract) บริษัท Difco, USA.
9. ทริปโตน (tryptone) บริษัท Difco, USA.
10. แมกนีเซียมซัลเฟต (MgSO4 • 7H2O) บริษัท Carlo Erba Regenti, Italy
11. ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4) บริษัท Merck, Germany
12. โพแทสเซียมซัลเฟต (K2HPO4) บริษัท May & Baker, England
13. คอปเปอรซัลเฟตเพนตาไฮเดรท (CuSO4• 5H2O) บริษัท Merck, Germany
14. ซีลีเนียม (Se) บริษัท Fluka , Singapore
15. บอริกแอซิด (H3BO3) บริษัท Merck, Germany
16. เมทธิลเรดอินดิเคเตอร (C.I. 13020) บริษัท Merck, Germany
17. เมทธิลลีนบลู (C16H18CIN3S) บริษัท Fluka , Singapore
18. เมทธิลออเรนจ [(CH3)2NC6H4N:NC6H4SO3Na] บริษัท BDH Chemical, England
19. โซเดียมคารบอเนต (Na2CO3) บริษัท Merck, Germany
20. โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) บริษัท Merck, Germany
21. โซเดียมไนเตรท (NaNO3) บริษัท Fluka , Singapore
22. แอมโมเนียมซัลเฟต [(NH4)2 SO4] บริษัท May & Baker, England
23. แอมโมเนียมไนเตรท [(NH4) NO3] บริษัท J.T. Baker, U.S.A
24. เอธานอล (Ethanol) กรมสรรพมิต, ประเทศไทย
25. เอน-เมทิล-เอน-ไนโตร-เอน-ไนโตรโซกัวนิดีน (N-methyl-N-nitro-N-
nitrosoguanidine, C2H5N5O3)บริษัท Nagalai Tesque Inc., Japan

เคมีภัณฑชนิดอื่นๆเปนเคมีภัณฑเกรดวิเคราะห (analytical reagent grade) จากบริษัทตางๆ 
ซ่ึงนํามาใชโดยไมตองผานการทําใหบริสุทธิ์อีก
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วิธีดําเนินการทดลอง

1. การจําแนกชนิดทางอนุกรมวิธานของแบคทีเรียท่ีคัดแยกไดจากดิน จ.นนทบุรี โดย ณฐินี       
(ณฐินี สุวรรณสิงห, 2540)
1.1 ทดสอบลักษณะทางสัณฐานวิทยาของแบคทีเรียที่คัดแยกไดจากลักษณะโคโลนีบนอาหาร

แข็ง ลักษณะเซลลภายใตกลองจุลทรรศนและกลองจุลทรรศนอิเลคตรอนแบบสองกราด (Scanning 
Electron Microscrope) โดยศูนยเครื่องมือวิจัยวิทยาศาสตร และเทคโนโลยี จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย
รวมกับการทดสอบทางชีวเคมีดวยระบบจัดจําแนกชนิดจุลินทรีย เอพีไอ โดยสถาบันวิจัยวิทยา
ศาสตรและเทคโนโลยีแหงประเทศไทย

1.2 จําแนกชนิดทางอนุกรมวิธานของแบคทีเรียที่คัดแยกไดโดยการวิเคราะหลําดับเบสของ 16
เอสไรโบโซมัลดีเอ็นเอ   โดยนาถชวา (2543)

2. การเก็บและการเลี้ยงจุลินทรียท่ีใชในการทดลอง

2.1 จุลินทรียที่ใชในการทดลอง
Arthrobacter sp. สายพันธุ AG-2 ที่แยกจากดินจังหวัดนนทบุรี (ณฐินี, 2540)

2.2 อาหารสําหรับการเลี้ยงเชื้อตั้งตน
เล้ียงโดยใชอาหาร Brain heart infusion (BHI)

2.3 การเก็บรักษาแบคทีเรีย
ขีดแบคทีเรีย  ลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง BHI (slant agar)  บมที่อุณหภูมิ 30Oซ  จนเชื้อเจริญ

เต็มที่แลว  เก็บไวที่อุณหภูมิ 4Oซ   จนกวาจะนํามาใช

2.4 การเลี้ยงแบคทีเรียใหสามารถเจริญไดที่ เกลือ NaCl 3 %
ปลูกเชื้อจากขอ 2.3 ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Yamaguchi (ภาคผนวก ก) ที่ไมมีการเติม

NaCl (เกลือ 0%) 50 มล.  ซ่ึงบรรจุอยูในขวดรูปชมพูขนาด 250 มล.  บมที่ตูบมควบคุมอุณหภูมิ
หอง (28-32 Oซ) พรอมใหอากาศดวยการเขยาที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที เปนเวลา 24 ช่ัวโมง 
จากนั้นทําการถายเชื้อปริมาณ 10 %ลงไปในอาหารเหลว Yamaguchi (ภาคผนวก ก) ที่เติม NaCl
0.5%  (น้ําหนักตอปริมาตร) แลวทําการเลี้ยงเชื้อที่สภาวะเดิม  หลังจาก 24 ช่ัวโมง ทําการถายเชื้อ
ปริมาณ 10% ลงไปในอาหารเหลว Yamaguchi (ภาคผนวก ก) ที่เติม NaCl 1%  (น้ําหนักตอ
ปริมาตร) แลวทําการเลี้ยงเช้ือที่สภาวะเดิม  ทําการถายเชื้อไปเรื่อยๆ  โดยมีการเพิ่มความเขมขนของ
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NaCl คร้ังละ 0.5 % ในอาหารเลี้ยงเชื้อ  จนกระทั่งถึง 3 % นําน้ําเล้ียงเชื้อที่ไดไปปนที่ความเร็วรอบ 
8000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที  ที่อุณหภูมิ 4 Oซ สารละลายที่ผานการปนแยกเซลลนําไป
วิเคราะหหาปริมาณเดกซแทรนเนส  ตามวิธีขอ 3.2

2.5 การเลี้ยงแบคทีเรียในขวดแกวรูปชมพู

2.5.1 เตรียมเชื้อตั้งตน
ปลูกเชื้อจากขอ 2.3 ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Yamaguchi (ภาคผนวก ก) ปริมาตร 

50 มล.  ซ่ึงบรรจอุยูในขวดรปูชมพูขนาด 250 มล.  บมทีอุ่ณหภมูหิอง (28-32 Oซ)  เปนเวลา 12 ช่ัวโมง  
พรอมใหอากาศดวยการเขยาที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที   ซ่ึงเชื้อจะเจริญอยูในกึ่งกลางระยะ
ทวีคูณ (mid-log phase)  โดยมีคาการดูดกลืนแสงที่ 560 นาโนเมตร เปน 0.60 แลวใชเปนกลาเชื้อใน
การทดลองตอไป

2.5.2 เล้ียงเชื้อเพื่อการผลิตเดกซแทรนเนสในระดับขวดเขยา
ปลูกเชื้อตั้งตนจากขอ 2.5.1 ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Yamaguchi (ภาคผนวก ก)  

ปริมาณ 10 % (ปริมาตรตอปริมาตรของอาหารเลี้ยงเชื้อ)  คาความเปนกรดดาง 7.0  จากนั้นบมที่
อุณหภูมิหอง (28-32Oซ) พรอมการใหอากาศโดยการเขยาที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที  และเก็บ
ตัวอยางของอาหารเลี้ยงเช้ือที่เวลาตางๆ

3. วิธีการวิเคราะห

3.1 การวิเคราะหการเจริญของเซลล (Growth)
โดยการหาน้ําหนักเซลลแหง  ปเปตตน้ําหมักปริมาตร 20 มล.  ที่ไดจากขอ 2.5.2 นําไปปน

ที่ความเร็วรอบ 8000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที  ที่อุณหภูมิ 4 Oซ  ลางเซลลดวยน้ํากลั่น 2 คร้ัง  
เซลลที่ไดใสลงกระทงอะลูมินั่มฟอยล (aluminium foil) นําไปอบที่อุณหภูมิ 80 Oซ  ชั่งน้ําหนักแหง  
แลวคํานวณหาน้ําหนักแหงของเซลล  สวนสารละลายที่ผานการปนแยกเซลลนําไปวิเคราะหหา
ปริมาณเดกซแทรนเนส

3.2 การตรวจสอบแอคติวิตีของเดกซแทรนเนสจากแบคทีเรีย
นําสวนผสมของปฏิกิริยา (reaction mixture)  0.9 มล. (ประกอบดวย โซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร

0.05 โมลาร  ที่มีความเปนกรด-ดางเทากับ 7.0 จํานวน 0.7 มล. ผสมกับเดกซแทรนที-2000  0.625%
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(น้ําหนักตอปริมาตร) ซ่ึงเปนสับสเตรท 0.2 มล. โดยเติมสวนน้ําใสตัวอยาง 0.1 มล. ผสมใหเขากัน
บมที่อุณหภูมิ 40 Oซ   เปนเวลา 15 นาที  แลวจึงเติมสารละลายอัลคาไลนคอปเปอร (alkaline copper
reagent) (ภาคผนวก ข) 1 มล.  ผสมใหเขากัน  นําตัวอยางมาตมในน้ําเดือด 15 นาที เพื่อหยุด
ปฏิกิริยา  ทําใหเย็นทันที  หลังจากนั้นจึงเติมสารละลายเนลสัน (nelson reagent) (ภาคผนวก ข) 1
มล. ผสมใหเขากัน แลวตั้งเอาไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 30 นาที จากนั้นเติมน้ํากลั่น 5 มล. ผสมให
เขากันอีกครั้ง  นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 520 นาโนเมตร และหาปริมาณน้ําตาล      รีดิวซที่ได
โดยเทียบกับกราฟมาตรฐานของกลูโคสตามวิธีในขอ 3.3

1 หนวย (Unit) ของเดกซแทรนเนส  หมายถึง ปริมาณเอนไซมที่ใชยอยสลายเดกซแทรนที-
2000 แลวไดน้ําตาลรีดิวซเทียบเทากับน้ําตาลกลูโคส 1 ไมโครโมลตอนาที ภายใตสภาวะที่ทดสอบ

3.3 การวิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวส (Reducing Sugar) โดยวิธีของ Somogyi-Nelson 
(Somogyi, 1952)

นําตัวอยาง 1 มล.  มาเติมสารละลายอัลคาไลนคอปเปอร (ภาคผนวก ข)  1 มล.  ผสมใหเขา
กัน แลวนําไปตมในน้ําเดือดเปนเวลา 15 นาที  ทําใหเย็นทันที  หลังจากนั้นจึงเติมสารละลายเนลสัน
(ภาคผนวก ข) 1 มล. ผสมใหเขากัน แลวตั้งเอาไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 30 นาที จากนั้นเติม
น้ํากลั่น 5 มล. ผสมใหเขากันอีกครั้ง  นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 520 นาโนเมตร และทําการหา
ปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่ไดโดยเทียบกับกราฟมาตรฐานของกลูโคส

3.4 การวิเคราะหปริมาณโปรตนี โดยวิธีของ Lowry  (Lowry, 1951)
นําตัวอยางที่ตองการวิเคราะหปริมาตร 1 มล.  มาเติมสารละลายผสม Lowry C (ภาคผนวก 

ข) 5 มล. ผสมใหเขากันดวยเครื่องปนผสม  ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 15 นาที  จึงเติมสาร
ละลาย Lowry D  (ภาคผนวก ข) 0.5 มล. ผสมใหเขากัน  ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง 30 นาที  นําไปวัด
คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร  เปรียบเทียบคาปริมาณโปรตีน  จากกราฟมาตร
ฐานที่ใชโบไวนซีร่ัมอัลบูมิน (Bovine Serum Albumin, BSA) ความเขมขน 0-200 ไมโครกรัมตอ
มล.

คํานวณคาแอคติวิตีจําเพาะ  ทําโดยนําคาแอคติวิตีของเอนไซมเดกซแทรนเนส (หนวยตอ
มล.)  หารดวยปริมาณโปรตีน (มิลลิกรัมตอมล.)  คาแอคติวิตีจําเพาะมีหนวยเปน หนวย (unit) ของ
เอนไซมตอมิลลิกรัมโปรตีน
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3.5 การวิเคราะหปริมาณไนโตรเจนทั้งหมด (total nitrogen)
การวิเคราะหปริมาณไนโตรเจนทั้งหมด (total nitrogen) โดยวิธี Kjeldahl (Bremner, 1970;  

โศภนา อิงควิวัฒน, 2528; วิศิษฐพร เผ่ือนพิภพ, 2529)

ชั่งตัวอยางที่ตองการวิเคราะห 0.1 กรัม ใสลงใน Kjeldahl flask แลวเติมสวนผสมของสาร
เรงปฏิกิริยา (ภาคผนวก ข) 0.6 กรัม และกรดกํามะถันเขมขน 3 มล.  นําไปยอยดวยความรอนจน
สารละลายใส  ไมมีสี  (ประมาณ 45-60 นาที) ตั้งทิ้งไวใหเย็น  หลังจากนั้นทําการเติมน้ํากลั่นลงไป 
20 มล.  ผสมสารละลายใหเขากัน  หลังจากนั้นทําการปรับปริมาตรใหได 50 มล. ในขวดวัด
ปริมาตร   นําสารละลายนี้มา 10 มล.ใสลงในขวดกลั่น  เติมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความ
เขมขน 10 นอรมอล (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 10 มล.  และเติมกลั่น 150 มล.  แลวนําไปกลั่นดวยชุด
กล่ัน Kjeldahl โดยใชขวดแกวรูปชมพูปริมาตร 50 มล.  ซ่ึงบรรจุสารละลายกรดบอริก 2 % (ภาค
ผนวก ข) 10 มล.  และสารละลายอินดิเคเตอร (ภาคผนวก ข) 2-3 หยด เปนภาชนะรองรับของเหลว
ที่กล่ันได  ทําการกลั่นจนไดของเหลวปริมาตรประมาณ 50  มล.  แลวนําของเหลวที่กล่ันไดไป        
ไตเตรตดวยกรดกํามะถันเขมขน 0.01 นอรมอล (ภาคผนวก ข)  โดยท่ีจุดยุติสีของสารละลายจะ
เปลี่ยนจากสีเขียวเปนสีมวงออน  บันทึกปริมาตรของกรดที่ใชเพื่อนําไปคํานวณหาปริมาณ
ไนโตรเจน

การคํานวณ

ไนโตรเจน (%) = (V1 - V2 ) N × 0.014 × 100 × D
                       W

เมื่อ V1 =  ปริมาตรของกรดกํามะถันที่ใชในการไตเตรตตัวอยาง (มล.)
V2 =  ปริมาตรของกรดกํามะถันที่ใชในการไตเตรต blank (มล.)
N  =  นอรมอลลิตี้ (Normality) ของกรดกํามะถันที่ใช
D  =  คาความเจือจาง (ในการทดลองนี้มีคาเทากับ 5)

Blank คือน้ํากลั่นปลอดประจุ 10 มล.ใสใน Kjeldahl flask แลวทําการทดลองเชนเดียวกับตัวอยาง
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4. การชักนําใหเกิดการกลายพันธุ

4.1 การชักนําใหเกิดการกลายพันธุดวยแสงอัลตราไวโอเลต
4.1.1 เล้ียง Arthrobacter sp.สายพันธุ AG-2 ตามวิธีขอ 2.5.1 เมื่อเชื้อเจริญอยูในกึ่งกลาง

ระยะทวีคูณ ที่เวลา 15 ช่ัวโมง  นําสารละลายที่ไดมาปนแยกเซลลที่ความเร็วรอบ 8000 รอบตอนาที  
เปนเวลา 10 นาที ที่อุณหภูมิ 4 Oซ  ลางเซลลดวยสารละลายโซเดียมคลอไรดเขมขน 0.85 % (น้ํา
หนักตอปริมาตร) 2 คร้ัง  จากนั้นทําใหเซลลแขวนลอยอยูในสารละลายโซเดียมคลอไรดเขมขน 
0.85 % (น้ําหนักตอปริมาตร)  ปรับความหนาแนนของเซลลใหอยูชวง   106-107 เซลลตอมล.

4.1.2 ปเปตตเซลลแขวนลอย 10 มล.  ลงในจานเพาะเลี้ยงเชื้อท่ีมีแทงกวนแมเหล็ก
(Magnetic stirrer) กวนตลอด

4.1.3 นําเซลลแขวนลอยไปฉายแสงอัลตราไวโอเลตความยาวคลื่น 254 นาโนเมตร  
กําลังงาน 30 วัตต  จํานวน  1 หลอด  ระยะหางจากแสง 20 เซนติเมตร  โดยมีการกวนตลอดเวลาที่
ระยะเวลาใหการฉายแสงตางๆกัน

4.1.4  กระจายเซลลแขวนลอย 0.1 มล. ที่ผานการฉายแสงอัลตราไวโอเลตบนอาหาร
เล้ียงเชื้อ Yamaguchi (ภาคผนวก ก)  ในจานเพาะเลี้ยงเชื้อ  บมในที่มดื  อุณหภูมิ 30Oซ   เปนเวลา 
24-36 ช่ัวโมง

4.1.5 นับจํานวนโคโลนีที่เจริญ (โคโลนีที่รอด) คํานวณรอยละการรอด
4.1.6 นําโคโลนีที่เจริญไปทําการคัดเลือกสายพันธุใหมตามวิธีในขอ 5

4.2 การชักนําใหเกิดการกลายพันธุดวยสารเคมี NTG
4.2.1 เล้ียง Arthrobacter sp. สายพันธุ AG-2  ตามวิธีขอ 2.5.1 เมื่อเชื้อเจริญอยูในชวงกึ่ง

กลางระยะทวีคูณ  ที่เวลา 12 ชั่วโมง  นําสารละลายที่ไดมาปนแยกเซลลที่ความเร็วรอบ 8000 รอบ
ตอนาที เปนเวลา 10 นาท ี  ที่อุณหภูมิ 4 Oซ  ลางเซลลดวยดวยสารละลายโซเดียมคลอไรดเขมขน
รอยละ 0.85  จํานวน 2 คร้ัง จากนั้นทําใหแขวนลอยอยูใน ทริส-มาลิอิก บัฟเฟอร  ที่มีความเขมขน 
0.1 โมลาร  และคาความเปนกรด-ดางเทากับ 6.0 ปรับความหนาแนนของเซลลใหอยูในชวง 106-107

เซลลตอมล.
4.2.2 นําสารละลาย NTG ใน  ทริส-มาลิอิก บัฟเฟอร 0.1 โมลาร  คาความเปนกรด-ดาง

เทากับ 6.0 แลวเติมลงในหลอดที่มีเซลลแขวนลอยอยู ใหมีความเขมขนสุดทายของ NTG เทากับ 50 
ไมโครกรัมตอมล.  บมที่อุณหภูมิ 37 Oซ    เปนเวลา 0-60 นาทีเก็บตัวอยางเซลลทุกๆ 10 นาที

4.2.3 นําเซลลที่ไดมาปนดวยความเร็วรอบ 8000 รอบตอนาที เปนเวลา 20 นาที ที่
อุณหภูมิ 4 Oซ  และลางเซลล 2 คร้ังดวย  ฟอสเฟตบัฟเฟอร 0.1 โมลาร  และคาความเปนกรด-ดาง
เทากับ 7.0
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4.2.4 กระจายเซลลแขวนลอย 0.1 มล. ที่ไดบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง Yamaguchi (ภาค
ผนวก ก) ในจานเพาะเลี้ยงเชื้อ บมที่อุณหภูมิ 37 Oซ   เปนเวลา 24-36 ช่ัวโมง

4.2.5 นับจํานวนโคโลนีที่เจริญ (โคโลนีที่รอด) คํานวณรอยละการรอด
4.2.6 นําโคโลนีที่เจริญไปทําการคัดเลือกสายพันธุใหมตามวิธีในขอ 5

5. การคัดเลือกเชื้อท่ีไดจากการกลายพันธุ

5.1 การคัดเลือกขั้นปฐมภูมิ (primary screening)
คัดเลือกเชื้อจากจานเพาะเลี้ยงเช้ือในขอ 4.1.6 และ 4.2.6 ที่มีคารอยละการรอดใน

ชวง 0-0.1% สําหรับการกลายพันธุดวยแสงอัลตราไวโอเลต  และ 0-50%  สําหรับการกลายพันธุ
ดวยสาร NTG (Miller, 1972; Fantini, 1975)

5.1.1 เขี่ยเชื้อที่ตองการทดสอบลงบนอาหารแข็ง Yamaguchi (ภาคผนวก ก) ที่มี
เดกซแทรน 0.5% เปนสารชักนําการสรางเดกซแทรนเนส  แลวบมที่อุณหภูมิหอง 1 วัน

5.1.2 ราดทับดวยเอธานอล 95% ทิ้งไว 24 ช่ัวโมง วัดความกวางของบริเวณใสเปนเครื่อง
ช้ีบงการสรางเดกซแทรนเนส  เปรียบเทียบความกวางของบริเวณใสกับสายพันธุตั้งตน

5.1.3 คัดเลือกสายพันธุที่ใหความกวางของบริเวณใสมากกวาสายพันธุตั้งตน  จากนั้นนํา
มาคัดเลือกในขั้นทุติยภูมิ

5.2 การคัดเลือกขั้นทุติยภูมิ (secondary screening)
5.2.1 นําเชื้อที่ผานการคัดเลือกขั้นปฐมภูมิ  เล้ียงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Yamaguchi

(ภาคผนวก ก) เพื่อเตรียมเปนหัวเชื้อตั้งตน  บมที่อุณหภูมิ 30 Oซ  เปนเวลา 12 ช่ัวโมง
5.2.2 ปเปตตหัวเชื้อตั้งตน 10% (ปริมาตร/ปริมาตร)  ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเพื่อการผลิต

เดกซแทรนเนสในหลอดทดลองปริมาตร 5 มล.  บมที่อุณหภูมิหอง  ความเร็วในการเขยา 200 รอบ
ตอนาที  เปนเวลา 36-48 ชั่วโมง

5.2.3 นําน้ําหมักที่ไดมาวิเคราะหหาปริมาณเดกซแทรนเนส และปริมาณโปรตีน
5.2.4 คัดเลือกเชื้อสายพันธุที่ใหปริมาณการผลิตเดกซแทรนเนสสูงกวาสายพันธุตั้งตน

6. การทดสอบความเสถียรในการสรางเดกซแทรนเนสของเชื้อสายพันธุกลาย

นําเชื้อสายพันธุกลายที่ไดจากการคัดเลือกขั้นทุติยภูมิ  มาเล้ียงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวเพื่อ
การผลิตเดกซแทรนเนสตามขอ 2.5.1 และ 2.5.2 วิเคราะหการปริมาณเดกซแทรนเนสดวยวิธี
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Samogyi- Nelson โดยใชสายพันธุกลายที่ผานการถายเชื้อมาแลว 5 คร้ัง  คัดเลือกสายพันธุกลายที่ยัง
สามารถผลิตเดกซแทรนเนสอยางสม่ําเสมอ  และมีปริมาณมากกวาสายพันธุตั้งตน

7. การศึกษาปริมาณเดกซแทรนที่เหมาะสมในการผลิตเดกซแทรนเนสของ Arthrobacter sp. สาย
พันธุกลาย

 เล้ียงเชื้อ Arthrobacter sp. สายพันธุตั้งตนและสายพันธุกลายในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว 
Yamaguchi (ภาคผนวก ก) ที่มีการแปรผันปริมาณเดกซแทรนเปน 0, 0.25, 0.5, 1, 2, 3, 4 และ 5 
เปอรเซนต ตามลําดับ  ที่อุณหภูมิหอง (28-32 Oซ) ความเร็วรอบของการเขยาเปน 200 รอบตอนาที  
อายุหัวเชื้อ 12 ชั่วโมง  ปริมาณหัวเชื้อเริ่มตน 10 % (ปริมาตรตอปริมาตร)  แลวนํามาวิเคราะหหา
ปริมาณเดกซแทรนเนส และปริมาณโปรตีน  เพื่อนําไปคํานวณหาแอคติวิตีจําเพาะของเอนไซม

8.  ศึกษาหาชนิดและปริมาณแหลงไนโตรเจนที่เหมาะสมตอการเลี้ยงเชื้อสายพันธุกลายเพื่อการ
ผลิตเดกซแทรนเนส

 8.1.1 ชนิดของแหลงไนโตรเจนที่เหมาะสมตอการเลี้ยงเชื้อสายพันธุกลายเพื่อการผลิต        
เดกซแทรนเนส
 นําเชื้อสายพันธุกลายในอาหารเลี้ยงเหลวที่ไดจากขอ 7 ที่มีเดกซแทรน 10 กรัมตอลิตร โดย
แปรผันชนิดของแหลงไนโตรเจน ชนิดอินทรียไนโตรเจนไดแก สารสกัดจากยีสต, สารสกัดจาก
เนื้อ, พอลิเปปโตน และ ทริปโตน  ชนิดอนินทรียไนโตรเจนไดแก แอมโมเนียมซัลเฟต, 
แอมโมเนียมไนเทรต, โซเดียมไนเทรต และ โพแทสเซยีมไนเทรต  เมื่อใชปริมาณไนโตรเจนทั้ง
หมดที่เทากันคือ 0.1089%  (น้ําหนักตอปริมาตร) ที่อุณหภูมิหอง (28-32 Oซ) ความเร็วรอบของการ
เขยาเปน 200 รอบตอนาที   อายุหัวเชื้อ 12 ช่ัวโมง  ปริมาณหัวเชื้อเริ่มตน 10 % (ปริมาตรตอ
ปริมาตร)  แลวนํามาวิเคราะหหาปริมาณเดกซแทรนเนส และปริมาณโปรตีน  เพื่อนําไปคํานวณหา
แอคติวิตีของเอนไซม

 8.1.2 ปริมาณไนโตรเจนที่เหมาะสมตอการเล้ียงเชื้อเพื่อการผลิตเดกซแทรนเนส
จากขอ 8.1.1 เลือกใชทริปโตนและแอมโมเนียมซัลเฟต เปนแหลงไนโตรสําหรับการผลิต           

เดกซแทรนเนส  ไดทดลองหาปริมาณการใชและการผสมที่เหมาะสม  โดยเลี้ยงเชื้อสายพันธุกลาย
ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวที่ไดจากขอ 8.1.1 แตแปรผันปริมาณแอมโมเนียมและทริปโตนเริ่มตนเปน
ดังตารางที่ 5
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ตารางที่ 5  การแปรผันปริมาณ แอมโมเนียมและทริปโตนเริ่มตน

       แอมโมเนียม
                 ซัลเฟต
                           (%)*
ทริปโตน  (%)*

0
(0 กรัมตอ
ลิตร)

25
(0.272 กรัม
ตอลิตร)

50
(0.545 กรัม
ตอลิตร)

75
(0.817 กรัม
ตอลิตร)

100
(1.089 กรัม
ตอลิตร)

100
(1.089 กรัมตอลิตร) 100:0 100:25 100:50 100:75 100:100

75
(0.817 กรัมตอลิตร) 75:0 75:25 75:50 75:75 75:100

50
(0.545 กรัมตอลิตร) 50:0 50:25 50:50 50:75 50:100

25
(0.272 กรัมตอลิตร)

25:0 25:25 25:50 25:75 25:100

0
(0 กรัมตอลิตร) 0:0 0:25 0:50 0:75 0:100

* หมายเหตุ    % ของเเหลงไนโตรเจนเเตละชนิดเมื่อเทียบกับปริมาณไนโตรเจนทั้งหมดในอาหาร
เล้ียงเชื้อ (100 % ไนโตรเจนมีคาเทากับ 1.089 กรัมตอลิตร)

 แลวทําการเลี้ยงที่อุณหภูมิหอง (28-32 Oซ) ความเร็วรอบของการเขยาเปน 200 รอบตอนาที  
อายุหัวเชื้อ 12 ช่ัวโมง  ปริมาณหัวเชื้อเริ่มตน 10 % (ปริมาตรตอปริมาตร)  แลวนํามาวิเคราะหหา
ปริมาณแอคติวิตีของเดกซแทรนเนส

9. ศึกษาปริมาณแมกนีเซียมซัลเฟตที่เหมาะสมตอการเลี้ยงเชื้อสายพันธุกลายเพื่อการผลิต                 
เดกซแทรนเนส

 นําเชื้อสายพันธุกลายในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวท่ีไดจากขอ 8.1.2 มาทําการแปรผันปริมาณ
แมกนีเซียมซัลเฟตเริ่มตนเปน 0, 0.005, 0.01, 0.02, 0.03 และ 0.04 % ตามลําดับ  แลวทําการเลี้ยงที่
อุณหภูมิหอง (28-32 Oซ) ความเร็วรอบของการเขยาเปน 200 รอบตอนาที  อายุหัวเชื้อ 12 ช่ัวโมง  
ปริมาณหัวเชื้อเริ่มตน 10 % (ปริมาตรตอปริมาตร)  แลวนํามาวิเคราะหหาปริมาณเดกซแทรนเนส 
และปริมาณโปรตีน  เพื่อนําไปคํานวณหาแอคติวิตีจําเพาะของเอนไซม
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10.  ศึกษาปจจัยทางกายภาพบางประการตอการเลี้ยงเชื้อสายพันธุกลาย

10.1 ความเปนกรด-ดางที่ เหมาะสมตอการเลี้ยงเชื้อสายพันธุกลายเพื่อการผลิต                 
เดกซแทรนเนส
 โดยนําเชื้อสายพันธุกลายในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวท่ีไดจากขอ 9 มาทําการแปรผันคาความเปน
กรด-ดาง เร่ิมตนของอาหารเลี้ยงเชื้อเปน 4.0 – 10.0 แลวทําการเลี้ยงที่อุณหภูมิหอง (28-32 Oซ) 
ความเร็วรอบของการเขยาเปน 200 รอบตอนาที  อายุหัวเชื้อ 12 ชั่วโมง  ปริมาณหัวเชื้อเริ่มตน 10 % 
(ปริมาตรตอปริมาตร)  แลวนํามาวิเคราะหหาปริมาณแอคติวิตีของเดกซแทรนเนส
 

10.2    อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการเล้ียงเชื้อสายพันธุกลายเพื่อการผลิตเดกซแทรนเนส
เมื่อทราบสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมจากขอ 9 และคาความเปนกรดดางที่เหมาะสมจาก

ขอ 10.1 แลว  มาทําการแปรผันอุณหภูมิในการเลี้ยงเชื้อโดย  ทําการเลี้ยงเชื้อที่มีการแปรผันอุณหภูมิ
เปน 30, 37, 40 Oซ  และอุณหภูมิหอง (28-32 Oซ) ที่มีความเร็วรอบของการเขยาเปน 200 รอบตอ
นาที  อายุหัวเชื้อ 12 ช่ัวโมง  ปริมาณหัวเชื้อเริ่มตน 10 % (ปริมาตรตอปริมาตร)  แลวนํามาวิเคราะห
หาปริมาณแอคติวิตีของเดกซแทรนเนส

10.3    ความเร็วรอบที่เหมาะสมตอการเล้ียงเชื้อสายพันธุกลายเพื่อการผลิตเดกซแทรนเนส
ทําการเลี้ยงเชื้อสายพันธุกลายในอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสม  และสภาวะที่เหมาะสมจากขอ 

10.2 โดยทําการแปรผันความเร็วรอบของการเขยาเปน 150, 200 และ 250 รอบตอนาที  ที่มีอายุ    
หัวเชื้อ 12 ชั่วโมง  ปริมาณหัวเชื้อเริ่มตน 10 % (ปริมาตรตอปริมาตร)  แลวนํามาวิเคราะหหา
ปริมาณแอคติวิตีของเดกซแทรนเนส

11. ศึกษาสมบัติของเอนไซมเดกซแทรนเนสที่ไดจาก Arthrobacter sp. สายพันธุกลาย

11.1 ความเปนกรด-ดางที่เหมาะสมกับการทํางานของเอนไซม
บมเอนไซมในสารผสมของปฏิกิริยาที่มีบัฟเฟอรที่มีคาความเปนกรด-ดาง ดังนี้

- อะซิเตทบัฟเฟอร 0.05 โมลาร ในชวงความเปนกรด-ดางเทากับ 4.0-6.0
- ฟอสเฟตบัฟเฟอร 0.05 โมลาร ในชวงความเปนกรด-ดางเทากับ 6.0-8.0
- ทริส-(ไฮดรอกซีเมทิล)-อะมิโนมีเทนบัฟเฟอร 0.05 โมลาร ในชวงความเปนกรด-ดางเทากับ 8.0-
9.0

ที่อุณหภูมิ 40 Oซ  เปนเวลา 15 นาที  จากนั้นทําการตรวจสอบแอคติวิตีของเอนไซมตามวิธี
ในขอ 3.2
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11.2 อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซม
บมเอนไซมในสารผสมของปฏิกิริยาที่มีการแปรผันของอุณหภูมิที่ใชเปน 30, 37, 

40, 45, 50, 55, 60 และ 70 Oซ   บมเอนไซมเปนเวลา 15 นาที  จากนั้นทําการตรวจสอบแอคติวิตีของ
เอนไซมตามวิธีในขอ 3.2

11.3 ความเสถียรของเอนไซมตอความเปนกรด-ดางของบัฟเฟอร
บมเอนไซมในบัฟเฟอรที่มีความเปนกรดดางตางๆ ดังนี้

- อะซิเตทบัฟเฟอร 0.05 โมลาร ในชวงความเปนกรด-ดางเทากับ 4.0-6.0
- ฟอสเฟตบัฟเฟอร 0.05 โมลาร ในชวงความเปนกรด-ดางเทากับ 6.0-8.0
- ทริส-(ไฮดรอกซีเมทิล)-อะมิโนมีเทนบัฟเฟอร 0.05 โมลาร ในชวงความเปนกรด-ดางเทากับ  8.0-
9.0

โดยบมเอนไซมเปนเวลา 30 นาที  ที่อุณหภูมิ 4 Oซ  และทําการตรวจสอบแอคติวิตีของ
เอนไซมตามวิธีในขอ 3.2

11.4 ความเสถียรของเอนไซมตออุณหภูมิ
บมเอนไซมในฟอสเฟต บัฟเฟอร 0.05 โมลาร ที่มีความเปนกรด-ดางเทากับ 6.5 ที่อุณหภูมิ 

30, 37, 40, 45, 50, 55, 60 และ 70 Oซ   เปนเวลา 30 นาที และทําการตรวจสอบแอคติวิตีของเอนไซม
ตามวิธีในขอ 3.2

11.5 ความเขมขนของโซเดียมคลอไรดตอการทํางานของเอนไซม
บมเอนไซมในฟอสเฟต บัฟเฟอร 0.05 โมลาร ที่มีความเปนกรด-ดางเทากับ 6.5 และเกลือ

โซเดียมคลอไรด เขมขน 0, 0.5, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 และ 10 % เปนเวลา 30 นาที และทําการตรวจ
สอบแอคติวิตีของเอนไซมตามวิธีในขอ 3.2

11.6 การหาคา Km ของเอนไซม
ทําการแปรผันความเขมขนของสับสเตรทที่มีความเขมขนเทากับ 0.15625, 0.3125, 0.625, 

1.25 และ 1.875 % ของเดกซแทรนที-2000 โดยบมเอนไซมกับสารผสมของปฏิกิริยาที่มีความ     
เขมขนของสับสเตรทตางๆกัน เปนเวลา 15 นาที    ทําการตรวจสอบแอคติวิตีของเอนไซมตามวิธี
ในขอ 3.2 แลวนํามาเขียนกราฟในรูปของไลนวีเวอร-เบิรก (Line weaver-Burk plot) ระหวาง 1/V
และ 1/[S] หาคาจุดตัดแกน X นําไปคํานวณคา Km ของเดกซแทรนเนส



บทท่ี 3
ผลการทดลอง

1. การจําแนกชนิดทางอนุกรมวิธานของแบคทีเรียสายพันธุ AG-2 ที่คัดแยกไดจากดิน จ.
นนทบุรี

จากการศึกษาสมบัติของแบคทีเรียสายพันธุ AG-2 ที่คัดแยกไดโดยณฐินี สุวรรณสิงห 
(2540) พบวาลักษณะโคโลนีบนอาหารแข็ง Brain heart infusion (BHI)  (ภาคผนวก ก) มีรูปราง
กลม  สีขาว  และทึบแสง  ดังแสดงในรูปที่ 19 เมื่อทําการศึกษาใตกลองจุลทรรศนพบวาเซลลของ
แบคทีเรียสายพันธุ AG-2 มีลักษณะเปนแทง ติดสีกรัมบวก  ดังแสดงในรูปที่ 20  และเมื่อศึกษาใต
กลองจุลทรรศนอิเลคตรอนแบบสองกราด (Scanning Electron Microscrope) พบวาเชื้อมีรูปรางไม
แนนอน เปนไดทั้งแทงสั้นและยาว  ผิวเรียบ  มีขนาดประมาณ 1-2 ไมโครเมตร ดังแสดงในรูปที่ 21  
สวนลักษณะตางๆที่ใชในการจําแนกทางอนุกรมวิธานคือ ลักษณะทางสัณฐานวิทยา และผลการ
ศึกษาทางชีวเคม ี ไดแสดงไวในตารางที่ 6 และ 7

รูปท่ี 19 ลักษณะโคโลนีของแบคทีเรียสายพันธุ AG-2 บนอาหารแข็ง Brain heart infusion (BHI)   
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รูปท่ี 20 ลักษณะรูปรางของแบคทีเรียสายพันธุ AG-2 ใตกลองจุลทรรศน (กําลังขยาย 1000)

รูปท่ี 21 ลักษณะรูปรางของแบคทีเรียสายพันธุ AG-2ใตกลองจุลทรรศนอิเลคตรอนแบบสองกราด 
(Scanning Electron Microscrope)
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ตารางที่ 6 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของแบคทีเรียสายพันธุ AG-2
ลักษณะที่ศึกษา ลักษณะที่สังเกตเห็น

ลักษณะของเซลล
            การติดสีกรัม
            รูปรางของเซลล
            การติดสี acid-fast
            การสรางสปอร
ลักษณะของโคโลนี
            รูปราง
            สี
            ขนาด
            การผานของแสง
            ลักษณะขอบ

                        กรัมบวก
                        แทง
                        ไมติดสี
                        ไมสรางสปอร

                        กลม
                        ขาว
                        เสนผาศูนยกลางประมาณ 1 มม.
                        ทึบแสง
                        ขอบเรียบ

ปฏิกิริยาทางชีวเคมีของแบคทีเรียสายพันธุ AG-2 วิเคราะหดวยระบบจัดจําแนกจุลินทรีย  
เอพีไอ  โดยสถาบันวิจัยวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี แหงประเทศไทย

ตารางที่ 7   ผลการศึกษาดานชีวเคมีของแบคทีเรียสายพันธุ AG-2
ลักษณะที่ศึกษา ผลการศึกษาดานชีวเคมี

การสรางกรดที่ไดจากการหมัก:
กลีเซอรอล (glycerol)
อิริไตรทอล (erythritol)
ดี-อะราบิโนส (D-arabinose)
แอล-อะราบิโนส (L-arabinose)
ไรโบส (ribose)
ดี-ไซโลส (D-xylose)
แอล-ไซโลส (L-xylose)
อะโดนิทอล (adonitol)
เบตา-เมธิล-ดี-ไซโลไซด (β-methyl-D-xyloside)
กาแลคโตส (galactose)
ดี-กลูโคส (D-glucose)
ดี-ฟรักโทส (D-fructose)

-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
+
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ตารางที่ 7   ผลการศึกษาดานชีวเคมีของแบคทีเรียสายพันธุ AG-2 (ตอ1)
ลักษณะที่ศึกษา ผลการศึกษาดานชีวเคมี

การสรางกรดที่ไดจากการหมัก :
ดี-แมนโนส (D-mannose)
แอล-ซอรโบส (L-sorbose)
แรมโนส (rhamnose)
ดัลซิทอล (dulcitol)
อิโนซิทอล (inositol)
แมนนิทอล (mannitol)
ซอรบิทอล (sorbitol)
แอลฟา-เมทธิล-ดี-แมนโนไซด (α-methyl-D-mannoside)
แอลฟา-เมทธิล-ดี-กลูโคไซด ((α-methyl-D-glucoside)
เอ็น-อะซิติล-กลูโคซามีน (N-acetyl-glucosamine)
เอมิลดาลีน (amyedaline)
อารบิวทีน (arbutine)
เอสคูลิน (esculin)
ซาลิซีน (salicine)
เซลโลไบโอส (cellobiose)
มอสโทส (maltose)
แลคโทส (lactose)
เมลิไบโอส (melibiose)
ซูโครส (sucrose)
ทรีฮาโลส (trehalose)
อินนูลิน (inuline)
เมเลไซโทส (melezitose
ดี-ราฟฟโนส (D-raffinose)
แปง (starch)
ไกลโคเจน (glycogen)
ไซลิทอล (xylitol)
เบตา-เจนติโอไบโอส (β-gentiobiose)
ดี-ทูราโนส (D-turanose)
ดี-ไลโซส (D-lyxose)

-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
+
-
-
-
-
-
+
-
+
-
+
-
-
-
-
-
-
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ตารางที่ 7   ผลการศึกษาดานชีวเคมีของแบคทีเรียสายพันธุ AG-2 (ตอ2)
ลักษณะที่ศึกษา ผลการศึกษาดานชีวเคมี

การสรางกรดที่ไดจากการหมัก :
ดี- ทากาโทส (D-tagatose)
ดี-ฟูโคส (D-fucose)
แอล-ฟูโคส (L-fucose)
ดี-อะราบิโนส (D-arabinose)
แอล-อะราบิโนส (L-arabinose)
กลูโคเนท (gluconate)
2-คีโต-กลูโคเนท (2-keto-gluconate)
5-คีโต-กลูโคเนท (5-keto-gluconate)

-
-
-
-
-
-
-
-

หมายเหตุ : + คือมีการสรางกรดได ; - คือไมสามารถสรางกรดได

จากการวิเคราะหหาลําดับเบสของ 16เอส ไรโบโซมัลดีเอ็นเอของแบคทีเรียสายพันธุ AG-2 
โดยนาถชวา (2543) พบวา ยีน 16 เอสไรโบโซมัลดีเอ็นเอของแบคทีเรียสายพันธุนี้มีขนาดประมาณ 
1.48 กิโลเบส (Kb) และมีลําดับเบสดังรูปที่ 22

หลังจากนําลําดับเบสของ16 เอสไรโบโซมัลดีเอ็นเอของแบคทีเรียสายพันธุ AG-2 เปรียบ
เทียบกับ16เอส ไรโบโซมัลอารเอ็นเอของจุลินทรียชนิดอ่ืนที่มีฐานขอมูลของ Gen Bank โดยใช
โปรแกรม BLAST พบวา ลําดับเบสของ 16 เอส ไรโบโซมัลดีเอ็นเอของแบคทีเรียสายพันธุ AG-2
คลายกับลําดับเบส 16 เอส ไรโบโซมัลดีเอ็นเอของแบคทีเรียสายพันธุ Arthrobacter globiformis, A. 
pascens และ A. ramosus   โดยมีความคลายคลึง (% homology) เทากับ 98 %  จากนั้นนําลําดับ16 
เอสไรโบโซมัลดีเอ็นเอจากแบคทีเรียในสกุลตางๆมาทํา alignment ดวยโปรแกรม CLUSTALX
และสราง Phylogenic Tree โดยโปรแกรม PAUP* (Swofford, D.L. 2000. Phylogenetic Analysis 
Using Parsimony (* and other method). Version 4. Sinauer Associates, Sunderland, 
Massachusetts.) ดังแสดงในรูปที่ 23

ดังนั้น  จากผลการศึกษาดานชีวเคมีและทางสัณฐานวิทยา รวมกับการวิเคราะหลําดับเบส
ของ 16 เอสไรโบโซมัลดีเอ็นเอ  สามารถยืนยันไดวาเชื้อแบคทีเรียสายพันธุ AG-2 เปนแบคทีเรียใน
สกุล Arthrobacter
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AGAGTTTGAT CCTGGCTCAG GATGAACGCT GGCGGCGTGC
TTAACACATG CAAGTCGAAC GATGATCCGG TGCTTGCACC
GGTGATTAGT GGCGAACGGG TGAGTAACAC GTGAGTAACC
TGCCCTTGAC TCTGGGATAA GCCTGGGAAA CTGGGTCTAA
TACCGGATAT GACCTTCCAT CGCATGGTGG TTGGTGGAAA
GCTTTTGTGG TTTTGGATGG ACTCGCGGCC TATCAGCTTG
TTGGTGAGGT AATGGCTTAC CAAGGCGACG ACGGGTAGCC
GGCCTGAGAG GGTGACCGGC CACACTGGGA CTGAGACACG
GCCCAGACTC CTACGGGAGG CAGCAGTGGG GAATATTGCA
CAATGGGCGC AAGCCTGATG CAGCGACGCC GCGTGAGGGA
TGACGGCCTT CGGGTTGTAA ACCTCTTTCA GTAGGGAAGA
AGCGAAAGTG ACGGTACCTG CAGAAGAAGC GCCGGCTAAC
TACGTGCCAG CAGCCGCGGT AATACGTAGG GCGCAAGCGT
TATCCGATTA TTGGCGTAAA GAGCTCGTAG GCGGTTTGTC
GCGTCTGCCG TGAAAGTCCG GGGCTCAACT CCGGATCTGC
GGTGGGTACG GGCAGACTAG AGTGATGTAG GGGAGACTGG
AATTCCTGGT GTAGCGGTGA AATGCGCAGA TATCAGGAGG
AACACCGATG GCGAAGGCAG GTCTCTGGGC ATTAACTGAC
GCTGAGGAGC GAAAGCATGG GGAGCGAACA GGATTAGATA
CCCTGGTAGT CCATGCCGTA AACGTTGGGC ACTAGGTGTG
GGGGACATTC CACGTTTTCC GCGCCGTAGC TAACGCATTA
AGTGCCCCGC CTGGGGAGTA CGGCCGCAAG GCTAAAACTC
AAAGGAATTG ACGGGGGCCC GCACAAGCGG CGGAGCATGC
GGATTAATTC GATGCAACGC GAAGAACCTT ACCAAGGCTT
GACATGGACC GGACCGCCGC AGAAATGTGG TTTCCCCTTT
GGGGCTGGTT TACAGGTGGT GCATGGTTGT CGTCAGCTCG
TGTCGTGAGA TGTTGGGTTA AGTCCCGCAA CGAGCGCAAC
CCTCGTTCTA TGTTGCCAGC ACGTGATGGT GGGGACTCAT
AGGAGACTGC CGGGGTCAAC TCGGAGGAAG GTGGGGACGA
CGTCAAATCA TCATGCCCCT TATGTCTTGG GCTTCACGCA
TGCTACAATG GCCGGTACAA AGGGTTGCGA TACTGTGAGG
TGGAGCTAAT CCCAAAAAGC CGGTCTCAGT TCGGATTGGG
GTCTGCAACT CGACCCCATG AAGTCGGAGT CGCTAGTAAT
CGCAGATCAG CAACGCTGCG GTGAATACGT TCCCGGGCCT
TGTACACACC GCCCGTCAAG TCACGAAAGT TGGTAACACC
CGAAGCCGGT GGCCTAACCC CTGTGGGAGG GAGCCGTCGA
AGGTGGGACT GGCGATTGGG ACTAAGTCGT AACAAGGTAA
CC

รูปท่ี 22 ลําดับเบสของ 16 เอสไรโบโซมัลดีเอ็นเอของ Arthrobacter sp. สายพันธุ AG-2
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รูปท่ี 23  Phytogenic tree  ของ Arthrobacter sp. สายพันธุ AG-2
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2 การศึกษาผลของการเพิ่มโซเดียมคลอไรดตอความสามารถในการผลิตเดกซแทรนเนส ของ
Arthrobacter sp. สายพันธุ AG-2
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รูปที่ 24  ผลการเพิ่มเกลือตอความสามารถในการผลิตเดกซแทรนเนสของ Arthrobacter sp.       
สายพันธุ AG-2

เนื่องจากการในชองปากนั้นมีสภาวะตางๆมากมายทั้งนี้ขึ้นกับการบริโภคอาหารดวย   
เดกซแทรนเนสที่จะนําไปใชในชองปากนั้นจึงตองมีความสามารถในการทนสภาวะในชองปากได  
ซ่ึงความสามารถในการทํางานไดในชองปากที่มีเกลืออยูนั้นเปนสิ่งสําคัญ เพราะอาหารที่บริโภคนั้น
มักจะมีเกลืออยูดวยเสมอ  จึงทดลองความสามารถในการเจริญและการสรางเดกซแทรนเนสเมื่อมี
เกลืออยูดวย  โดยเลี้ยง Arthrobacter sp. สายพันธุ AG-2 ในอาหารเหลว Yamaguchi (ภาคผนวก ก) 
ที่มีความเขมขนของโซเดียมคลอไรดในอาหารเลี้ยงเชื้อตางๆกันจาก 0-3 % ตามวิธีการทดลองใน
บทที่ 2 ขอ 2.4 จะไดผลดังรูปที่ 24 พบวา  การเพิ่มความเขมขนของเกลือไมมีผลตอความสามารถ
ในการผลิตเดกซแทรนเนส โดยเชื้อ Arthrobacter sp. สายพันธุ AG-2 จะใหแอคติวิตีจําเพาะสูงที่
สุด  ที่ความเขมขนของโซเดียมคลอไรด 3 %  ดังนั้นในการทดลองตอไปจึงเลือกใชอาหารเลี้ยงเช้ือ
ที่มีการเติมเกลือ 3 %
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3 ศึกษารูปแบบการเจริญของเชื้อ Arthrobacter sp. สายพันธุ AG-2

3.1 การหาระยะเวลาที่ เหมาะสมในการเจริญเพื่อเตรียมหัวเชื้อตั้งตนในอาหารเหลว  
Yamaguchi (ภาคผนวก ก)

เล้ียง Arthrobacter sp. สายพันธุ AG-2 ซ่ึงเปนสายพันธุตั้งตนที่ใชในงานวิจัยครั้งนี้
ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Yamaguchi (ภาคผนวก ก)  ในระดับขวดเขยาที่อุณหภูมิหอง (28-32 Oซ)  
เขยาใหอากาศที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที  วัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 560 นาโน
เมตร  ที่ระยะเวลาตางๆได   ดังแสดงผลในรูปที่ 25
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รูปท่ี 25 แสดงการเจริญของเชื้อ Arthrobacter sp. สายพันธุ AG-2 โดยการวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 
560 นาโนเมตร

พบวาการเจริญของเชื้อ Arthrobacter sp. สายพันธุ AG-2 จะมีกึ่งกลางระยะทวีคูณ (mid 
log phase) อยูที่ช่ัวโมงที่ 15 ซ่ึงเปนระยะการเจริญที่เหมาะสมในการนําไปกลายพันธุ
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3.2 ศึกษารูปแบบการเจริญและการสรางเดกซแทรนเนสของ Arthrobacter sp. สายพันธุ
AG-2

เล้ียง Arthrobacter sp. สายพันธุ AG-2 ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Yamaguchi     
(ภาคผนวก ก) โดยใชอายุหัวเชื้อ 15 ช่ัวโมง  ปริมาณ 10 %  ทําการเลี้ยงที่อุณหภูมิหอง (28-32 Oซ)  
เขยาใหอากาศที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที  แลวเก็บตัวอยางในระยะเวลาตางๆ  เพื่อนํามา
วิเคราะหการเจริญ, แอคติวิตี, โปรตีน และ แอคติวิตีจําเพาะ

รูปท่ี 26  รูปแบบการเจริญและการสรางเดกซแทรนเนสของ Arthrobacter sp. สายพันธุ AG-2

พบวาแอคติวิตีและแอคติวิตีจําเพาะจะเริ่มเพิ่มขึ้นอยางรวดเร็วในชั่วโมงที่ 9 และในชั่วโมง
ที่ 36 เชื้อจะมีการสรางแอคติวิตีและแอคติวิตีจําเพาะสูงที่สุด  จากนั้นจะคงที่จนถึงชั่วโมงที่ 48  ดัง
แสดงในรูปที่ 26
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4 การชักนําใหเกิดการกลายพันธุดวยแสงอัลตราไวโอเลต

4.1 การชักนําใหเกิดการกลายพันธุ AG-2 ดวยแสงอัลตราไวโอเลต รอบท่ี 1

ทําการชักนําการกลายพันธุ Arthrobacter sp. สายพันธุ AG-2 ดวยการฉายแสง
อัลตราไวโอเลตที่ความยาวคลื่น 254 นาโนเมตร  โดยใชหัวเชื้อตั้งตนอายุ 15 ช่ัวโมง ซ่ึงอยูในชวง
กึ่งกลางทวีคูณ และดําเนินการกลายพันธุตามวิธีในบทที่ 2 ขอ 4.1  จากนั้นนําเชื้อที่ผานการฉายแสง
อัลตราไวโอเลต  แลวนํามาบมในที่มืด อุณหภูมิหอง (28-32 Oซ) เปนเวลา 24-48 ช่ัวโมง  นับจํานวน
โคโลนีที่รอดแลวคํานวณรอยละการรอด ไดผลดังตารางที่ 8 และรูปที่ 27 ทําการนับโคโลนีในชวง
ที่มีรอยละการรอด 0.1-5.0 ซ่ึงเปนชวงที่เกิดการกลายพันธุที่เหมาะสม ซ่ึงตรงกับผลที่ไดจากการ
ฉายแสงอัลตราไวโอเลต นาน 80-120 วินาที  โดยใหรอยละการรอด 3.19-0.06

ตารางที่ 8 จํานวนโคโลนีที่รอดและรอยละการรอดของ AG-2 ภายหลังการฉายแสงอัลตราไวโอเลต
ที่ 254 นาโนเมตร

เวลา (วินาที) จํานวนโคโลนีเฉลี่ยบนจานเพาะ
เล้ียงเชื้อ (เซลลตอมล.)

รอยละการรอด

0 6.2 × 108 100
15 5.1 × 108 82.46
30   4.5 × 108 72.58
45 9.09 × 107 14.67
60 4.65 × 107 7.50
80 1.98 × 107 3.19
100 6.2 × 106 1.00
120 3.72 × 105 0.06
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รูปท่ี 27  รอยละการรอดของ Arthrobacter sp. สายพันธุ AG-2 ที่ผานการฉายแสง UV ที่ 254 นาโน
เมตร ที่เวลาตางๆ
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4.1.1 การคัดเลือกเชื้อสายพันธุกลาย Arthrobacter sp. สายพันธุ AG-2 ที่มีการผลิต
เดกซแทรนเนสไดเพิ่มขึ้นในขั้นปฐมภูมิและทุติยภูมิ

เมื่อนําเชื้อที่ผานการฉายแสงอัลตราไวโอเลต ในชวงเวลา 80-120 วินาที มาทําการ
คัดเลือกขั้นปฐมภูมิโดยดูการใหบริเวณใสบนอาหาร Yamaguchi (ภาคผนวก ก) หลังจากบมเปน
เวลา 24-48 ชั่วโมง (ดังรูป ง1 ภาคผนวก ง) ไดเชื้อที่ผานการคัดเลือกขั้นปฐมภูมิทั้งหมด 287      
สายพันธุ   คัดเลือกสายพันธุที่มีความกวางของบริเวณใสขนาดใหญกวาสายพันธุตั้งตน 
Arthrobacter sp. AG-2 ไดจํานวน 20 สายพันธุ มาทําการคัดเลือกขั้นทุติยภูมิตอไปโดยนํามาเลี้ยง
ในอาหารเหลว  ในจํานวนนั้นมีสายพันธุกลาย 4 สายพันธุที่ใหแอคติวิตีจําเพาะของเดกซแทรนเนส
สูงกวาสายพันธุตั้งตน  ดังแสดงในตารางที่ 9

ตารางที่ 9 เปรียบเทียบปริมาณเอนไซมในอาหารเหลวเพื่อการผลิตเอนไซมของสายพันธุตั้งตน
AG-2 กับสายพันธุกลายที่ผานการฉายแสงอัลตราไวโอเลต 1 รอบ

รอยละการเพิ่มเทียบกับ
Arthrobacter sp.  AG-2

สายพันธุ

แอคติวิตี
(หนวย/มล.)

โปรตีน
(มก./มล.)

แอคติวิตี
จําเพาะ

(หนวย/มก.)

แอคติวิตี
(หนวย/มล.)

แอคติวิตี
จําเพาะ

(หนวย/มก.)
AU3 3.635 1.453 2.502 49.34 8.83
AU5 3.542 1.424 2.487 44.81 8.18
AU13 3.175 1.280 2.480 29.80 7.87
AU15 2.975 1.333 2.349 21.63 2.17
AG-2 2.446 1.064 2.299 - -



56

4.1.2 การทดสอบความเสถียรในการผลิตเดกซแทรนเนสของสายพันธุกลาย

เมื่อนําสายพันธุกลายทั้ง 4 ที่ผานการทดสอบขั้นทุติยภูมิจากขอ 4.1.1 มาเลี้ยงในอาหาร
เหลวอีกครั้งเพื่อตรวจสอบความเสถียรตอการผลิตเดกซแทรนเนส  หลังจากมีการถายเชื้อไป 5 คร้ัง  
เปรียบเทียบกับสายพันธุตั้งตน  ปริมาณเดกซแทรนเนสที่ผลิตไดแสดงไวในตารางที่ 10

ตารางที่ 10  การทดสอบความเสถียรในการผลิตเดกซแทรนเนสของสายพันธุกลายที่ผานการฉาย   
แสงอัลตราไวโอเลต 1 รอบ

กอนถายเชื้อ* หลังถายเชื้อ 5 คร้ัง รอยละการลดลงสายพันธุ
แอคติวิตี
(หนวย/
มล.)

แอคติวิตี
จําเพาะ
(หนวย/
มก.)

แอคติวิตี
(หนวย/
มล.)

แอคติวิตี
จําเพาะ
(หนวย/
มก.)

แอคติวิตี
(หนวย/
มล.)

แอคติวิตี
จําเพาะ
(หนวย/
มก.)

AU3 3.635 2.502 3.055 2.485 15.96 0.68
AU5 3.542 2.487 2.962 2.296 16.37 7.68
AU13 3.175 2.480 2.185 1.868 31.18 24.68
AU15 2.975 2.349 2.165 1.835 27.24 21.88
AG-2 2.446 2.299 2.434 2.287 0.49 0.52

*หมายถึงคาที่ไดจากปริมาณเดกซแทรนเนสในขั้นตน

พบวาหลังจากการถายเชื้อ 5 คร้ัง  สายพันธุ AU3 ใหแอคติวิตีของเดกซแทรนเนสลดลงคิด
เปนรอยละ 15.96  ขณะที่ AU5, AU13 และ AU15 ใหแอคติวิตีของเดกซแทรนเนสลดลงคิดเปน
รอยละ 16.37, 31.18 และ 27.24 ตามลําดับ และเมื่อเปรียบเทียบปริมาณเดกซแทรนเนสหลังการถาย
เชื้อ 5 คร้ังของสายพันธุกลายทั้ง 4 สายพันธุ  สายพันธุ AU3 และ AU5 สามารถผลิตเดกซแทรนเนส
ที่มีแอคติวิตีสูงกวาสายพันธุตั้งตน AG-2 คิดเปนรอยละ 25.51 และ 21.69  ขณะที่ในกรณีของ      
แอคติวิตีจําเพาะนั้นสายพันธุ AU3 มีแอคติวิตีจําเพาะสูงกวาสายพันธุตั้งตน AG-2 คิดเปนรอยละ 
8.658

ดังนั้นจึงเลือกสายพันธุ AU3 ไปทําการกลายพันธุตอไป เพื่อใหไดสายพันธุที่มีประสิทธิ
ภาพในการผลิตเดกซแทรนเนสไดมากขึ้น

4.2 การชักนําใหเกิดการกลายพันธุดวยแสงอัลตราไวโอเลต รอบท่ี 2
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นําเชื้อ Arthrobacter sp. AU3 ซ่ึงกลายพันธุมาจาก Arthrobacter sp. AG-2 ดวยการฉาย
แสงอัลตราไวโอเลต (เดกซแทรนเนสแอคติวิตี 3.055 หนวยตอมล. แอคติวิตีจําเพาะ เทากับ 2.485 
หนวยตอมก.   มากลายพันธุซํ้าดวยการฉายแสงอัลตราไวโอเลตนาน 60-120 วินาที  ที่ใหอัตราการ
รอดชีวิตรอยละ 5-0.07 (ภาคผนวก ค) แลวนําเชื้อที่ผานการฉายแสงอัลตราไวโอเลตมาเลี้ยงใน
อาหารแข็ง Yamaguchi (ภาคผนวก ก) และบมในที่มืด  อุณหภูมิหอง เปนเวลา 24-48 ช่ัวโมง

4.2.1 การคดัเลือกเชื้อสายพันธุกลายที่ใหเดกซแทรนเนสแอคติวิตีสูงไดเพิ่มขึ้นในขั้น
ปฐมภูมิและทุติยภูมิ

เมื่อนําเชื้อ Arthrobacter sp. AU3 ที่ผานการฉายแสง UV ในชวงเวลา 60-120 
วินาที มาทําการคัดเลือกขั้นปฐมภูมิโดยดูการใหบริเวณใสบนอาหาร Yamaguchi  (ภาคผนวก ก) 
หลังจากบมเปนเวลา 24-48 ชั่วโมง  ไดเชื้อที่ผานการคัดเลือกขั้นนี้ทั้งหมด 255 สายพันธุ  เลือก    
สายพันธุที่มีความกวางของบริเวณใสขนาดใหญกวาสายพันธุตั้งตน Arthrobacter sp. สายพันธุ 
AU3 ได 19 สายพันธุ แลวทําการคัดเลือกขั้นทุติยภูมิตอไปโดยนํามาเลี้ยงในอาหารเหลว  ในจํานวน
นี้ปรากฎมีสายพันธุกลาย 10 สายพันธุที่ใหเดกซแทรนเนสแอคติวิตีสูงกวาสายพันธุตั้งตน  ดังแสดง
ในตารางที่ 11
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ตารางที่ 11 เปรียบเทียบปริมาณเอนไซมในอาหารเหลวเพื่อการผลิตเอนไซมของสายพันธุตั้งตน
AU3 กับสายพันธุกลายที่ผานการฉายแสงอัลตราไวโอเลต 2 รอบ

รอยละการเพิ่มเทียบ
กับ Arthrobacter sp

AU3

รอยละการเพิ่มเทียบ
กับ Arthrobacter sp

AG-2

สายพันธุ

แอคติวิตี
(หนวย/
มล.)

โปรตีน
(มก./
มล.)

แอคติวิตี
จําเพาะ
(หนวย/
มก.)

แอคติวิตี
(หนวย/
มล.)

แอคติวิตี
จําเพาะ
(หนวย/
มก.)

แอคติวิตี
(หนวย/
มล.)

แอคติวิตี
จําเพาะ
(หนวย/
มก.)

BU3 2.537 1.299 1.953 10.59 1.83 31.25 49.88
BU5 2.870 1.245 2.305 25.11 20.18 48.47 76.90
BU13 2.303 1.237 1.862 0.39 -2.92 19.14 42.90
BU15 2.459 1.211 2.031 7.19 5.89 27.21 55.87
BU18 2.583 1.308 1.975 12.60 2.97 33.63 51.57
BU20 2.860 1.863 1.535 24.67 -19.97 47.96 17.81
BU25 2.303 1.265 1.821 0.39 -5.06 19.14 39.75
BU33 2.390 1.925 1.242 4.18 -35.25 23.64 -4.68
BU36 2.362 1.233 1.916 2.96 -0.14 22.19 47.05
BU40 2.322 1.203 1.930 1.22 0.63 20.12 48.12
AU3 2.294 1.196 1.918 18.68 47.20
AG-2 1.933 1.484 1.303

หมายเหตุ : สายพันธุตั้งตนคือ สายพันธุ AU3
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4.2.2 การทดสอบความเสถียรในการผลิตเดกซแทรนเนสของสายพันธุกลาย

เมื่อนําสายพันธุกลายทั้ง 5 ที่ผานการทดสอบขั้นทุติยภูมิจากการทดลองขอ 4.2.1 
มาเลี้ยงในอาหารเหลวใหมเพื่อตรวจสอบความเสถียรตอการผลิตเดกซแทรนเนส  หลังจากมีการ
ถายเชื้อไป 5 คร้ัง เปรียบเทียบกับสายพันธุตั้งตน AU3

ตารางที่ 12  การทดสอบความเสถียรในการผลิตเดกซแทรนเนสของสายพันธุกลายที่ไดจากการฉาย   
แสงอัลตราไวโอเลต 2 รอบ

กอนถายเชื้อ* หลังถายเชื้อ 5 คร้ัง รอยละการลดลงสายพันธุ
แอคติวิตี
(หนวย/
มล.)

แอคติวิตี
จําเพาะ
(หนวย/
มก.)

แอคติวิตี
(หนวย/
มล.)

แอคติวิตี
จําเพาะ
(หนวย/
มก.)

แอคติวิตี
(หนวย/
มล.)

แอคติวิตี
จําเพาะ
(หนวย/
มก.)

BU3 2.537 1.953 1.927 1.570 24.04 19.61
BU5 2.870 2.305 2.466 2.188 14.08 5.08
BU15 2.459 2.031 1.768 1.960 28.10 3.50
BU18 2.583 1.975 2.208 1.839 14.52 6.89
BU40 2.322 1.930 1.120 1.249 51.77 35.28
AU3 2.294 1.918 1.834 1.626 20.05 15.22
AG-2 1.933 1.303 1.914 1.296 0.98 0.54

*หมายถึงคาที่ไดจากปริมาณเดกซแทรนเนสในขั้นตน

พบวาแอคติวิตีของเดกซแทรนเนสที่ไดลดลงจากกอนการถายเชื้อ โดยสายพันธุ BU3, 
BU5, BU15, BU18 และ BU40 ใหเดกซแทรนเนสแอคติวิตีลดลงคิดเปนรอยละ 24.04, 14.08, 
28.10, 14.52 และ 51.77 ตามลําดับ ดังตารางที่ 12  ทั้งนี้สายพันธุ BU5 และ BU15 สามารถให             
เดกซแทรนเนสแอคติวิตีสูงกวาสายพันธุตั้งตน AU3 คิดเปนรอยละ 34.46  และ 20.39  เมื่อคิดแอคติ
วิตีจําเพาะสายพันธุ BU5 สูงกวาสายพันธุตั้งตน AU3 คิดเปนรอยละ 34.56

ดังนั้นจึงเลือกสายพันธุ BU5 ไปทําการกลายพันธุตอไป เพื่อใหไดสายพันธุที่มี             
ประสิทธิภาพในการผลิตเดกซแทรนเนสไดมากขึ้น
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4.3 การชักนําใหเกิดการกลายพันธุดวยแสงอัลตราไวโอเลต รอบท่ี 3

นํา Arthrobacter sp. BU5 ซ่ึงกลายพันธุมาจาก Arthrobacter sp. AU3 ดวยการฉายแสง
อัลตราไวโอเลตซึ่งใหเดกซแทรนเนสแอคติวิตีสูงสุดเทากับ 2.466 หนวยตอมล. และมี         แอคติวิ
ตีจําเพาะเทากับ 2.188 หนวยตอมก.   มากลายพันธุซํ้าดวยการฉายแสงอัลตราไวโอเลตนาน 80-140 
วินาที  ซ่ึงใหอัตราการรอดรอยละ 5.33-0.031 (ภาคผนวก ค)  แลวนําเชื้อที่ผานการฉายแสง
อัลตราไวโอเลตมาเลี้ยงในอาหารแข็ง Yamaguchi (ภาคผนวก ก) นํามาบมในที่มืด  อุณหภูมิหอง 
เปนเวลา 24-48 ช่ัวโมง

4.3.1 การคัดเลือกเชื้อสายพันธุกลายที่มีการผลิตเดกซแทรนเนสไดเพิ่มขึ้นในขั้น ปฐมภูมิ
และทุติยภูมิ

เมื่อนําเชื้อ Arthrobacter sp. BU5 ที่ผานการฉายแสง UV ในชวงเวลา 80-140 
วินาที มาทําการคัดเลือกขั้นปฐมภูมิโดยดูการใหบริเวณใสบนอาหาร Yamaguchi (ภาคผนวก ก)
หลังจากบมเปนเวลา 24-48 ชั่วโมง  ไดเชื้อที่ผานการคัดเลือกขั้นปฐมภูมิทั้งหมด 255 สายพันธุ  
เลือกสายพันธุที่มีความกวางของบริเวณใสขนาดใหญกวาสายพันธุตั้งตน Arthrobacter sp.         
สายพันธุ BU5 ไดจํานวน 13 สายพันธุมาคัดเลือกขั้นทุติยภูมิตอไปโดยนํามาเลี้ยงในอาหารเหลวได
เชื้อสายพันธุกลาย 7 สายพันธุที่มีการผลิตเดกซแทรนเนสสูงกวาสายพันธุตั้งตน  ดังแสดงในตาราง
ที่ 13
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ตารางที่ 13 เปรียบเทียบปริมาณเอนไซมในอาหารเหลวเพื่อการผลิตเอนไซมของสายพันธุตั้งตน
BU5 กับสายพันธุกลายที่ผานการฉายแสงอัลตราไวโอเลต 3 รอบ

รอยละการเพิ่มเทียบ
กับ BU5

รอยละการเพิ่มเทียบ
กับ AG-2

สายพันธุ

แอคติวิตี
(หนวย/
มล.)

โปรตีน
(มก./
มล.)

แอคติวิตี
จําเพาะ
(หนวย/
มก.)

แอคติวิตี
(หนวย/
มล.)

แอคติวิตี
จําเพาะ
(หนวย/
มก.)

แอคติวิตี
(หนวย/
มล.)

แอคติวิตี
จําเพาะ
(หนวย/
มก.)

CU2 2.790 1.093 2.553 3.03 -1.66 23.67 18.03
CU15 3.245 1.043 3.111 19.83 19.84 43.84 43.83
CU16 3.055 1.096 2.787 12.81 7.36 35.42 28.85
CU22 3.107 1.077 2.885 14.73 11.12 37.72 33.38
CU29 2.872 1.107 2.594 6.06 -0.08 27.30 19.93
CU44 2.988 1.131 2.642 10.34 1.77 32.45 22.15
CU48 2.722 1.221 2.229 0.52 -14.12 20.66 3.05
BU5 2.708 1.043 2.596 20.04 20.01
AG-2 2.256 1.043 2.163

หมายเหตุ : สายพันธุตั้งตนคือ สายพันธุ BU5
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4.3.2 การทดสอบความเสถียรในการผลิตเดกซแทรนเนสของสายพันธุกลาย

เมื่อนําสายพันธุกลายทั้ง 4 ที่ผานการทดสอบขั้นทุติยภูมิจากขอ 4.3.1 มาเลี้ยงใน
อาหารเหลวอีกครั้งเพื่อการผลิตเดกซแทรนเนส  หลังจากมีการถายเชื้อไป 5 คร้ัง  เปรียบเทียบกับ
สายพันธุตั้งตน  ปริมาณเดกซแทรนเนสที่ผลิตไดแสดงไวในตารางที่ 14

ตารางที่ 14  การทดสอบความเสถียรในการผลิตเดกซแทรนเนสของสายพันธุกลายที่ผานการฉาย   
แสงอัลตราไวโอเลต 3 รอบ

กอนถายเชื้อ* หลังถายเชื้อ 5 คร้ัง รอยละการลดลงสายพันธุ
แอคติวิตี
(หนวย/
มล.)

แอคติวิตี
จําเพาะ
(หนวย/
มก.)

แอคติวิตี
(หนวย/
มล.)

แอคติวิตี
จําเพาะ
(หนวย/
มก.)

แอคติวิตี
(หนวย/
มล.)

แอคติวิตี
จําเพาะ
(หนวย/
มก.)

CU15 3.245 3.111 3.201 2.991 1.26 3.86
CU16 3.055 2.787 3.014 2.679 1.34 3.88
CU22 3.107 2.885 2.716 2.802 12.58 2.88
CU44 2.988 2.642 2.850 2.426 4.62 8.18
BU5 2.708 2.596 2.492 2.386 7.98 8.09
AG-2 2.256 2.163 2.237 2.158 0.84 0.23

*หมายถึงคาที่ไดจากปริมาณเดกซแทรนเนสในขั้นตน

พบวาแอคติวิตีของเดกซแทรนเนสที่ไดนั้นลดลงจากกอนการถายเช้ือ  โดยสายพันธุ CU15, 
CU16, CU22 และ CU44 หลังการถายเชื้อจํานวน 5 คร้ัง ใหเดกซแทรนเนสแอคติวิตีที่ลดลงคิดเปน
รอยละ 1.26, 1.34, 12.58 และ 4.62 ตามลําดับ  แตสายพันธุกลายทั้ง 4 ยังสามารถผลิต               
เดกซแทรนเนสที่มีแอคติวิตีสูงกวาสายพันธุตั้งตน BU5 คิดเปนรอยละ 28.57, 20.95, 9.26  และ 
14.37 ตามลําดับ โดยแอคติวิตีจําเพาะ สายพันธุ CU15 สูงกวาสายพันธุตั้งตน BU5 คิดเปนรอยละ 
25.36

ดังนั้นจึงเลือกสายพันธุ CU15 ไปทําการกลายพันธุตอไป เพื่อใหไดสายพันธุที่มีประสิทธิ
ภาพในการผลิตเดกซแทรนเนสไดมากขึ้น
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5. การหาความเขมขนท่ีเหมาะสมของ NTG ในการกลายพันธุ Arthrobacter sp. CU15

เนื่องจากผลการกลายพันธุดวยแสงอัลตราไวโอเลตในทั้ง 3 รอบที่ผานมา  สายพันธุกลาย
ใหแอคติวิตีของเดกซแทรนเนสที่ไมคงที่  ซ่ึงมักพบในการกลายพันธุดวยแสงอัลตราไวโอเลต  การ
ทดลองตอไปจึงทําการกลายพันธุเชื้อที่คัดเลือกโดยใชสาร NTG แลวคัดเลือกสายพันธุกลายที่ให
เดกซแทรนเนสสูงสุด  ซ่ึงทําโดยนําเชื้อสายพันธุ Arthrobacter sp. CU15 ที่ผลิตเดกซแทรนเนสสูง
สุดเทากับ 3.201 หนวยตอมล.  มากลายพันธุตอดวยสารเคมี NTG โดยแปรผันความเขมขนตั้งแต
50-200 ไมโครกรัมตอมล. ในทริสมาลิอิกบัฟเฟอร ความเขมขน 0.1   โมลาร คาความเปนกรด-ดาง
เทากับ 6.0  ที่ 37 Oซ   เปนเวลา 30 นาที  หลังจากการกลายพันธุนําเชื้อบมที่อุณหภูมิหองเปนเวลา
24-36 ชั่วโมง  นับจํานวนโคโลนีที่เจริญและคํานวณรอยละการรอด ไดผลดังตารางที่ 15 และรูปที่
28

ตารางที่ 15 จํานวนโคโลนีที่รอดและรอยละการรอดของ Arthrobacter sp. CU15 ภายหลัง
การกลายพันธุดวย NTG 0-200 ไมโครกรัมตอมล.

ความเขมขน NTG
(ไมโครกรัมตอมล.)

จํานวนโคโลนีเฉลี่ยจากจานเพาะเลี้ยงเชื้อ
(เซลลตอมล.)

รอยละการรอด

0 38 × 108 100
50 94 × 107 25.41
100 32 × 107 8.65
150 24 × 107 6.49
200 52 × 106 1.41

จากที่มีรายงานของ Miller (1972) กลาววา  ภาวะที่การกลายพันธุที่ใหรอยละการรอดอยูใน
ชวงรอยละ 0-50 เปนชวงที่ทําใหเกิดกลายพันธุที่ดีที่สุด  ดังนั้นจึงเลือกใชความเขมขน NTG เทากับ
50 ไมโครกรัมตอมล.  แลวทําการแปรผันเวลาในการที่เชื้อสัมผัสกับ NTG ที่จะใหประสิทธิภาพ
การกลายพันธุที่ดีที่สุดตอไป



64

รูปท่ี 28  ความสัมพันธระหวางรอยละการรอดของเชื้อ CU15 หลังการบมรวมกับสาร NTG ที่ความ
เขมขนระหวาง 0-200 ไมโครกรัมตอมล.  ที่อุณหภูมิ 37 Oซ เปนเวลา 30 นาที
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5.1  การหาระยะเวลาที่เหมาะสมสําหรับการกลายพันธุ Arthrobacter sp. CU15 ดวย NTG
รอบท่ี 1

ในการคัดเลือกภาวะการกลายพันธุ Arthrobacter sp. CU15 ดวย NTG เพื่อใหไดอัตราการ
รอดชีวิตอยูในชวงระหวาง 0-50 เปอรเซ็นตนั้น  พบวาหากคงปริมาณ NTG ไวที่ 50 ไมโครกรัมตอ
มล. แลวบมเชื้ออยูในชวงระหวาง 10-60 นาที ที่ 37 Oซ  จะใหอัตราการรอดของเชื้ออยูในชวง
13.38-0.01 ซ่ึงอยูในขอบเขตที่ตองการ  ดังผลที่แสดงในตารางที่ 16 และรูปที่ 29

ตารางที่ 16 จํานวนโคโลนีที่รอด  และรอยละการรอดของ Arthrobacter sp. CU15 ภายหลัง
การกลายพันธุดวยสาร NTG ความเขมขน 50 ไมโครกรัมตอมล.  ที่เวลาตางๆ

เวลา (นาที) จํานวนโคโลนีเฉลี่ยจากจานเพาะเลี้ยงเชื้อ
(เซลลตอมิลิลิตร)

รอยละการรอด

0 68 × 108 100
5 33 × 108 48.53
10 91 × 107 13.38
20 83 × 107 12.21
30 34 × 107 5.00
40 12.8 × 107 1.88
50 28 × 106 0.41
60 10 × 105 0.01
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รูปท่ี 29   รอยละการรอดของ CU15  ที่กลายพันธุดวยสารเคมี NTG ความเขมขน 50 ไมโครกรัมตอ
มล. ที่เวลาตางๆ
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5.1.1 การคัดเลือกเชื้อท่ีสรางเดกซแทรนเนสหลังการกลายพันธุ CU15 ดวย NTG

การคัดเลือกเชื้อสายพันธุกลายที่มีการผลิตเดกซแทรนเนสไดเพิ่มขึ้นในขั้น     
ปฐมภูมิและทุติยภูมิ

หลังการกลายพันธุ Arthrobacter sp. CU15 ดวยสาร NTG มาทําการคัดเลือกขั้น
ปฐมภูมิโดยดูการใหบริเวณใสบนอาหาร Yamaguchi (ภาคผนวก ก) หลังจากบมเปนเวลา 24-48 ช่ัว
โมง  ไดเชื้อทั้งหมด 150 สายพันธุ  เลือกสายพันธุที่มีความกวางของบริเวณใสขนาดใหญกวาสาย
พันธุ CU15 ไดจํานวน 26 สายพันธุ  ทําการคัดเลือกขั้นทุติยภูมิตอไปโดยนํามาเลี้ยงในอาหารเหลว  
ไดเชื้อสายพันธุกลาย 11 สายพันธุที่ใหเดกซแทรนเนสแอคติวิตีสูงกวาสายพันธุตั้งตน ดังแสดงใน
ตารางที่ 17
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ตารางที่ 17 เปรียบเทียบปริมาณเอนไซมในอาหารเหลวเพื่อการผลิตเอนไซมของสายพันธุตั้งตน 
CU15 กับสายพันธุกลายที่ผานการฉายแสงอัลตราไวโอเลต 3 รอบ และชักนําดวย
NTG 1 รอบ

รอยละการเพิ่มเทียบ
กับ CU15

รอยละการเพิ่มเทียบ
กับ AG-2

สายพันธุ

แอคติวิตี
(หนวย/
มล.)

โปรตีน
(มก./
มล.)

แอคติวิตี
จําเพาะ
(หนวย/
มก.)

แอคติวิตี
(หนวย/
มล.)

แอคติวิตี
จําเพาะ
(หนวย/
มก.)

แอคติวิตี
(หนวย/
มล.)

แอคติวิตี
จําเพาะ
(หนวย/
มก.)

CUN1 4.214 1.061 3.972 6.12 15.94 37.04 40.70
CUN4 4.120 1.099 3.749 3.75 9.43 33.98 32.80
CUN5 4.276 1.144 3.738 7.68 9.11 39.06 32.41
CUN8 4.382 1.195 3.667 10.35 7.03 42.50 29.90
CUN9 4.687 1.133 4.137 18.03 20.75 52.43 46.55
CUN11 4.220 1.099 3.840 6.27 12.08 37.24 36.03
CUN12 4.239 1.125 3.768 6.75 9.98 37.85 33.48
CUN14 4.288 1.131 3.791 7.98 10.65 39.45 34.29
CUN26 4.923 1.195 4.120 23.97 20.25 60.10 45.94
CUN31 4.108 1.128 3.642 3.45 6.30 33.59 29.01
CUN37 4.139 1.075 3.850 4.23 12.38 34.60 36.38
CU15 3.971 1.159 3.426 29.14 21.36
AG-2 3.075 1.089 2.823

สายพันธุตั้งตนคือ สายพันธุ CU15

5.1.2 การทดสอบความเสถียรในการผลิตเดกซแทรนเนสของสายพันธุกลาย

นําสายพันธุกลายทั้ง 5 ที่ผานการทดสอบขั้นทุติยภูมิ  มาเลี้ยงในอาหารเหลวเพื่อ
การผลิตอีกครั้ง  หลังการถายเชื้อ 5 คร้ัง  โดยทําการทดลองเชนเดียวกับการทดสอบในขั้นทุติยภูมิ
แลวหาปริมาณเดกซแทรนเนสที่ผลิตไดเทียบกับปริมาณที่ไดกอนการถายเชื้อ
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ตารางที่ 18 การทดสอบความเสถียรในการผลิตเดกซแทรนเนสของสายพันธุกลายที่ไดหลังจากการ
ชักนําดวย NTG รอบที่ 1

กอนถายเชื้อ* หลังถายเชื้อ 5 คร้ัง รอยละการลดลงสายพันธุ
แอคติวิตี
(หนวย/
มล.)

แอคติวิตี
จําเพาะ
(หนวย/
มก.)

แอคติวิตี
(หนวย/
มล.)

แอคติวิตี
จําเพาะ
(หนวย/
มก.)

แอคติวิตี
(หนวย/
มล.)

แอคติวิตี
จําเพาะ
(หนวย/
มก.)

CUN1 4.214 3.972 3.747 3.511 11.08 11.61
CUN9 4.687 4.137 4.563 3.574 2.65 13.61
CUN11 4.220 3.840 3.461 2.878 17.99 25.05
CUN26 4.923 4.120 4.793 4.045 2.64 1.82
CUN37 4.139 3.850 2.471 2.538 40.30 34.08
CU15 3.971 3.426 3.871 3.185 2.51 7.03
AG-2 3.075 2.823 3.047 2.801 0.91 0.78

*หมายถึงคาที่ไดจากปริมาณเดกซแทรนเนสในขั้นตน

พบวาสายพันธุกลายทั้ง 5 สายพันธุคือ CUN1, CUN9, CUN11, CUN26 และ CUN37มี
เดกซแทรนเนสแอคติวิตีลดลงคิดเปนรอยละ 11.08, 2.65, 17.99, 2.64 และ 40.30 ตามลําดับ ดัง
แสดงในตารางที่ 18  ทั้งนี้สายพันธุ CUN9 และ CUN26 สามารถใหเดกซแทรนเนสแอคติวิตีที่สูง
กวาสายพันธุตั้งตน CU15 คิดเปนรอยละ 17.88 และ 23.82 ตามลําดับ โดยแอคติวิตีจําเพาะของสาย
พันธุ CUN26 สูงกวาสายพันธุตั้งตน CU15 คิดเปนรอยละ 27

ดังนั้นจึงนํา CUN26 ไปทําการกลายพันธุตอไป  เพื่อใหไดสายพันธุที่มีประสิทธิภาพใน
การผลิตเดกซแทรนเนสไดมากขึ้น

5.2 การชักนําใหเกิดการกลายพันธุดวย NTG รอบที่ 2

นําเชื้อ Arthrobacter sp. CUN26 ซ่ึงผานการกลายพันธุดวยสาร NTG และผลิตเดกซแทรน
เนสสูงสุดเทากับ 4.793 หนวยตอมล.  มีแอคติวิตีจําเพาะเทากับ 4.045 หนวยตอมก.  มา กลายพันธุ
ซํ้าดวยสาร NTGนาน 10-80 นาที ที่ 37 Oซ  จะทําใหอัตราการรอดของเชื้ออยูในชวงต่ํากวา 25 %
(ภาคผนวก ค)  ซ่ึงอยูในขอบเขตที่ตองการ  นําเชื้อที่ผานการกลายพันธุดวย NTG มาเลี้ยงในอาหาร
แข็ง Yamaguchi (ภาคผนวก ก)  บมที่อุณหภูมิหอง (28-32 Oซ) เปนเวลา 24-48 ช่ัวโมง
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5.2.1 การคัดเลือกเชื้อท่ีสรางเดกซแทรนเนสหลังการกลายพันธุ Arthrobacter sp. CUN26
ดวย NTG

การคัดเลือกเชื้อสายพันธุกลายที่มีการผลิตเดกซแทรนเนสไดเพิ่มขึ้นในขั้น     ปฐมภูมิและทุติยภูมิ
หลังการกลายพันธุ Arthrobacter sp. CUN26 ดวยสาร NTG  มาทําการคัดเลือกขั้น

ปฐมภูมิโดยดูขนาดบริเวณใสบนอาหาร Yamaguchi (ภาคผนวก ก) หลังจากบมเปนเวลา 24-48     
ชั่วโมง ไดเชื้อที่ผานการคัดเลือกขั้นปฐมภูมิทั้งหมด 100 สายพันธุ เลือกสายพันธุที่มีความกวางของ
บริเวณใสที่มีขนาดใหญกวาสายพันธุ CUN26 ไดจํานวน 18 สายพันธุ ทําการคัดเลือกขั้นทุติยภูมิ
โดยนํามาเลี้ยงในอาหารเหลว ไดเชื้อสายพันธุกลาย 4 สายพันธุที่ใหเดกซแทรนเนสแอคติวิตีสูงกวา
สายพันธุตั้งตน  ดังแสดงในตารางที่ 19
ตารางที่ 19  เปรียบเทียบปริมาณเอนไซมในอาหารเหลวเพื่อการผลิตเอนไซมของสายพันธุตั้งตน   

CUN26 กับสายพันธุกลายที่ผานการฉายแสงอัลตราไวโอเลต 3 รอบ และชักนําดวย
NTG รอบที่ 2

รอยละการเพิ่มเทียบ
กับ CUN26

รอยละการเพิ่มเทียบ
กับ AG-2

สายพันธุ

แอคติวิตี
(หนวย/
มล.)

โปรตีน
(มก./
มล.)

แอคติวิตี
จําเพาะ
(หนวย/
มก.)

แอคติวิตี
(หนวย/
มล.)

แอคติวิตี
จําเพาะ
(หนวย/
มก.)

แอคติวิตี
(หนวย/
มล.)

แอคติวิตี
จําเพาะ
(หนวย/
มก.)

CUN2-5 4.538 1.117 4.063 27.01 33.66 99.21 77.63
CUN2-7 4.183 1.261 3.317 17.07 9.57 83.63 45.61
CUN2-21 3.641 1.192 3.055 1.90 0.99 59.83 34.21
CUN2-23 3.785 1.099 3.444 5.93 13.53 66.16 50.88
CUN26 3.573 1.157 3.088 56.85 32.90
AG-2 2.278 1.003 2.271

หมายเหตุ : สายพันธุตั้งตนคือ สายพันธุ CUN26
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5.2.2 การทดสอบความเสถียรในการผลิตเดกซแทรนเนสของสายพันธุกลาย

นําสายพันธุกลายทั้ง 4 ที่ผานการทดสอบขั้นทุติยภูมิ  มาเล้ียงในอาหารเหลวเพื่อ
การผลิตอีกครั้ง  หลังจากมีการถายเชื้อไป 5 คร้ัง  โดยทําการทดลองเชนเดียวกับการทดสอบในขั้น
ทุติยภูมิ  เปรียบเทียบกับสายพันธุตั้งตน  หาแอคติวิตีของเดกซแทรนเนสที่ผลิตได

ตารางที่ 20  การทดสอบความเสถียรในการผลิตเดกซแทรนเนสของสายพันธุตางๆที่ไดหลังจากการ
ชักนําดวย NTG รอบที่ 2

กอนถายเชื้อ* หลังถายเชื้อ 5 คร้ัง รอยละการลดลงสายพันธุ
แอคติวิตี
(หนวย/
มล.)

แอคติวิตี
จําเพาะ
(หนวย/
มก.)

แอคติวิตี
(หนวย/
มล.)

แอคติวิตี
จําเพาะ
(หนวย/
มก.)

แอคติวิตี
(หนวย/
มล.)

แอคติวิตี
จําเพาะ
(หนวย/
มก.)

CUN2-5 4.538 4.063 4.270 3.905 5.91 3.89
CUN2-7 4.183 3.317 4.084 2.818 2.37 15.04
CUN2-21 3.641 3.055 3.236 2.284 11.12 25.24
CUN2-23 3.785 3.444 3.542 2.928 6.42 14.98
CUN26 3.573 3.088 3.484 2.986 2.49 3.30
AG-2 2.278 2.271 2.256 2.257 0.97 0.62

* หมายถึงคาที่ไดจากปริมาณเดกซแทรนเนสในขั้นตน

จากผลในตารางที่ 20 พบวาสายพันธุกลายทั้ง 4 สายพันธุคือ CUN2-5, CUN2-7, CUN2-21
และ CUN2-23 ใหเดกซแทรนเนสแอคติวิตีลดลงคิดเปนรอยละ 5.91, 2.37, 11.12 และ 6.42 ตาม
ลําดับ  และเมื่อเปรียบเทียบปริมาณเดกซแทรนเนสหลังการถายเชื้อ 5 คร้ัง สายพันธุ CUN2-5 และ
CUN2-7 ยังสามารถผลิตเดกซแทรนเนสที่มีแอคติวิตีสูงกวาสายพันธุตั้งตน CUN26 คิดเปนรอยละ
22.56 และ 17.22 ตามลําดับ เมื่อคิดแอคติวิตีจําเพาะสายพันธุ CUN2-5 สูงกวาสายพันธุตั้งตน
CUN26 คิดเปนรอยละ 30.78

ดังนั้นจึงนํา CUN2-5 ไปทําการกลายพันธุตอไป เพื่อใหไดสายพันธุที่มีประสิทธิภาพใน
การผลิตเดกซแทรนเนสไดมากขึ้น
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5.3 การหาความเขมขนท่ีเหมาะสมของ NTG ในการกลายพันธุ Arthrobacter sp. CUN2-5

จากการกลายพันธุดวย NTG ในรอบที่ผานมา  การใชสารเคมี NTG ที่ความเขมขน 50
ไมโครกรัมตอมล. ในทริสมาลิอิกบัฟเฟอร คาความเปนกรด-ดางเทากับ 6.0 ที่ 37 Oซ  เปนเวลา 0-80
นาทีนั้น  พบวาเชื้อจะใหอัตราการรอดอยูในขอบเขตที่ตองการนั้นตองใชเวลานาน  เพื่อยืดระยะ
เวลาการกลายพันธุใหส้ันลงโดยทําการแปรผันความเขมขนของ NTG อีกครั้ง เพื่อหาความเขมขน
ของ NTG ที่เหมาะสมกับการกลายพันธุ CUN2-5   มากลายพันธุตอดวยสารเคมี NTG โดยแปรผัน
ความเขมขนตั้งแต 50-300 ไมโครกรัมตอมล. ภายใตสภาวะเดียวกันกับขางตน  นับจํานวนโคโลนี
และคํานวณรอยละการรอด ดังแสดงในตารางที่ 21 และรูปที่ 30

ตารางที่ 21 จํานวนโคโลนีที่รอด  และรอยละการรอดของ CUN2-5 ภายหลังการกลายพนัธุ
ดวย NTG 0-300 ไมโครกรัมตอมล.

ความเขมขน NTG
(ไมโครกรัมตอมล.)

จํานวนโคโลนีเฉลี่ยจากจานเพาะเลี้ยงเชื้อ
(เซลลตอมล.)

รอยละการรอด

0 36.5 × 108 100
50 22 × 108 60.27
100 16 × 108 43.84
150 10 × 108 27.40
200 39.5 × 107 10.82
250 22 × 107 6.03
300 85 × 106 2.33

จากรายงานของ Miller (1972) ที่รายงานวา ภาวะการกลายพันธุที่ใหรอยละการรอดอยูใน
ชวงรอยละ 0-50 เปนชวงที่ทําใหเกิดกลายพันธุที่ดีที่สุด ในที่นี้คือความเขมขนเทากับ 100
ไมโครกรัมตอมล.  แตในการทดลองจะคงความเขมขน NTG ที่ 150 ไมโครกรัมตอมล.แลวแปรผัน
เวลาในการที่เชื้อสัมผัสกับ NTG เพื่อหาเวลาที่ใหการกลายพันธุที่ดีที่สุด
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รูปท่ี 30 ความสัมพันธระหวางรอยละการรอดของเชื้อ CUN2-5 หลังการบมรวมกับสาร NTG ที่
ความเขมขนระหวาง 0-300 ไมโครกรัมตอมล.  ที่อุณหภูมิ 37 Oซ  เปนเวลา 30 นาที

ในการหาความเขมขนที่เหมาะสมของ NTG ในการกลายพันธุ Arthrobacter sp. CUN2-5
นั้นไดทําการคัดเลือกเชื้อสายพันธุกลายที่ไดจากการกลายพันธุคร้ังนี้ดวย
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5.3.1  การคัดเลือกเชื้อที่สรางเดกซแทรนเนสหลังการกลายพันธุ CUN2-5 ดวย NTG

การคัดเลือกเชื้อสายพันธุกลายที่มีการผลิตเดกซแทรนเนสไดเพิ่มขึ้นในขั้นปฐมภูมิและทุติยภูมิ

หลังการกลายพันธุ Arthrobacter sp. CUN2-5 ดวย NTG  มาทําการคัดเลือกขั้น
ปฐมภูมิโดยดูขนาดของบริเวณใสบนอาหาร Yamaguchi (ภาคผนวก ก) หลังจากบมเปนเวลา 24-48
ชั่วโมง  ไดเชื้อที่ผานการคัดเลือกขั้นปฐมภูมิทั้งหมด 150 สายพันธุ  เลือกสายพันธุที่มีความกวาง
ของบริเวณใสขนาดใหญกวาสายพันธุ CUN2-5 ไดจํานวน 28 สายพันธุ มาทําการคัดเลือกขั้น
ทุติยภูมิตอไปโดยนํามาเลี้ยงในอาหารเหลว  ไดสายพันธุกลาย 5 สายพันธุที่ใหผลิตเดกซแทรนเนส
แอคติวิตีสูงกวาสายพันธุตั้งตน  ดังแสดงในตารางที่ 22

ตารางที่ 22  เปรียบเทียบปริมาณเอนไซมในอาหารเหลวเพื่อการผลิตเอนไซมของสายพันธุตั้งตน   
CUN2-5 กับสายพันธุกลายที่ผานการฉายแสงอัลตราไวโอเลต 3 รอบ และชักนํา
ดวย NTG รอบที่ 3

รอยละการเพิ่มเทียบ
กับ CUN2-5

รอยละการเพิ่มเทียบ
กับ AG-2

สายพันธุ

แอคติวิตี
(หนวย/
มล.)

โปรตีน
(มก./
มล.)

แอคติวิตี
จําเพาะ
(หนวย/
มก.)

แอคติวิตี
(หนวย/
มล.)

แอคติวิตี
จําเพาะ
(หนวย/
มก.)

แอคติวิตี
(หนวย/
มล.)

แอคติวิตี
จําเพาะ
(หนวย/
มก.)

CUN3-1 4.482 1.035 4.330 6.35 15.90 71.46 104.05
CUN3-8 4.258 1.083 3.932 1.04 5.25 62.89 85.30
CUN3-15 4.245 0.981 4.327 0.74 15.81 62.40 103.91
CUN3-17 4.320 1.003 4.307 2.52 15.28 65.26 102.97
CUN3-23 4.090 0.957 4.274 -2.94 14.40 56.47 101.41
CUN2-5 4.214 1.128 3.736 61.21 76.06
CUN26 3.922 1.185 3.310 50.07 55.98
AG-2 2.614 1.232 2.122

หมายเหตุ : สายพันธุตั้งตนคือ สายพันธุ CUN2-5
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5.3.2  การทดสอบความเสถียรในการผลิตเดกซแทรนเนสของสายพันธุกลาย

เลือกสายพันธุกลาย 4 สายพันธุที่ผานการทดสอบขั้นทุติยภูมิ  มาเลี้ยงในอาหารเหลวเพื่อ
การผลิตอีกครั้ง  หลังจากมีการถายเชื้อไป 5 คร้ัง  โดยทําการทดลองเชนเดียวกับการทดสอบในขั้น
ทุติยภูมิ  เปรียบเทียบกับสายพันธุตั้งตน  วัดปริมาณเดกซแทรนเนสที่ผลิตได  ดังตารางที่ 23

ตารางที่ 23  การทดสอบความเสถียรในการผลิตเดกซแทรนเนสของสายพันธุตางๆที่ไดหลังจากการ
ชักนําดวย NTG รอบที่ 3

กอนถายเชื้อ* หลังถายเชื้อ 5 คร้ัง รอยละการลดลงสายพันธุ
แอคติวิตี
(หนวย/
มล.)

แอคติวิตี
จําเพาะ
(หนวย/
มก.)

แอคติวิตี
(หนวย/
มล.)

แอคติวิตี
จําเพาะ
(หนวย/
มก.)

แอคติวิตี
(หนวย/
มล.)

แอคติวิตี
จําเพาะ
(หนวย/
มก.)

CUN3-1 4.482 4.330 4.134 3.882 7.76 10.35
CUN3-15 4.245 4.327 3.541 3.594 16.58 16.94
CUN3-17 4.320 4.307 3.069 2.795 28.96 35.11
CUN3-23 4.090 4.274 3.859 3.591 5.65 15.99
CUN2-5 4.214 3.736 3.691 3.441 12.41 7.90
CUN26 3.922 3.310 3.687 3.134 5.99 5.32
AG-2 2.614 2.122 2.595 2.119 0.73 0.14

*หมายถึงคาที่ไดจากปริมาณเดกซแทรนเนสในขั้นตน

พบวาแอคติวิตีของเดกซแทรนเนสที่ไดนั้นลดลงจากกอนการถายเช้ือ โดยสายพันธุกลาย
ทั้ง 4 สายพันธุคือ CUN3-1, CUN3-15, CUN3-17 และ CUN3-23 ใหเดกซแทรนเนสแอคติวิตีลดลง
คิดเปนรอยละ 7.76, 16.58, 28.96 และ 5.65 ตามลําดับ โดยสายพันธุ CUN3-1 และ CUN3-23 ยัง
สามารถผลิตเดกซแทรนเนสที่มีแอคติวิตีสูงกวาสายพันธุตั้งตน CUN2-5 คิดเปนรอยละ 12.00 และ
4.55 ตามลําดับ  เมื่อคิดแอคติวิตีจําเพาะ สายพันธุ CUN3-1 สูงกวาสายพันธุตั้งตน CUN2-5 คิดเปน
รอยละ 12.82

ดังนั้นจึงนํา CUN3-1 ไปทําการกลายพันธุตอไป เพื่อใหไดสายพันธุที่มีประสิทธิภาพใน
การผลิตเดกซแทรนเนสไดมากขึ้น
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5.4  การชักนําใหเกิดการกลายพันธุดวย NTG รอบที่ 4

นําเชื้อ Arthrobacter sp. CUN3-1 ซ่ึงผานการกลายพันธุดวยสาร NTG และผลิต
เดกซแทรนเนสสูงสุดเทากับ 4.134 หนวยตอมล. มีแอคติวิตีจําเพาะเทากับ 3.882 หนวยตอมก. มา
กลายพันธุซํ้าดวยสาร NTGนาน 10-60 นาที  ที่ 37 Oซ  จะใหอัตราการรอดอยูในชวง 16.18-2.19 %
(ภาคผนวก ค) นําเชื้อที่ผานการกลายพันธุมาเลี้ยงในอาหารแข็ง Yamaguchi (ภาคผนวก ก)  บมที่
อุณหภูมิหอง (28-32 Oซ)  เปนเวลา 24-48 ช่ัวโมง

5.4.1  การคัดเลือกเชื้อท่ีสรางเดกซแทรนเนสหลังการกลายพันธุ Arthrobacter sp. CUN3-1 ดวย
NTG

การคัดเลือกเชื้อสายพันธุกลายที่มีการผลิตเดกซแทรนเนสไดเพิ่มขึ้นในขั้น ปฐมภูมิและทุติยภูมิ
หลังการกลายพันธุ  Arthrobacter sp. CUN3-1 ดวย NTG มาทําการคัดเลือกขั้นปฐมภูมิโดย

ดูการใหบริเวณใสบนอาหาร Yamaguchi  (ภาคผนวก ก) หลังจากบมเปนเวลา 24-48 ช่ัวโมง  ได
เชื้อที่ผานการคัดเลือกขั้นปฐมภูมิทั้งหมด 120 สายพันธุ เลือกสายพันธุที่มีความกวางของบริเวณใส
ขนาดใหญกวาสายพันธุ CUN3-1 ไดจํานวน 8 สายพันธุ ทําการคัดเลือกขั้นทุติยภูมิตอไปโดยนํามา
เล้ียงในอาหารเหลว  ไดเชื้อสายพันธุกลาย 2 สายพันธุที่มีการผลิตเดกซแทรนเนสสูงกวาสายพันธุ
ตั้งตน  ดังแสดงในตารางที่ 24
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ตารางที่ 24  เปรียบเทียบปริมาณเอนไซมในอาหารเหลวเพื่อการผลิตเอนไซมของสายพันธุตั้งตน   
CUN3-1 กับสายพันธุกลายที่ผานการฉายแสงอัลตราไวโอเลต 3 รอบ และชักนํา
ดวย NTG รอบที่ 4

รอยละการเพิ่มเทียบ
กับ CUN3-1

รอยละการเพิ่มเทียบ
กับ AG-2

สายพันธุ

แอคติวิตี
(หนวย/
มล.)

โปรตีน
(มก./
มล.)

แอคติวิตี
จําเพาะ
(หนวย/
มก.)

แอคติวิตี
(หนวย/
มล.)

แอคติวิตี
จําเพาะ
(หนวย/
มก.)

แอคติวิตี
(หนวย/
มล.)

แอคติวิตี
จําเพาะ
(หนวย/
มก.)

CUN4-10 4.487 1.080 4.155 20.71 14.81 96.37 94.89
CUN4-29 3.934 1.085 3.626 5.84 0.19 72.17 70.08
CUN3-1 3.717 1.027 3.619 62.67 69.75
CUN2-5 3.518 1.121 3.138 53.96 47.19
CUN26 3.385 1.063 3.184 48.12 49.34
AG-2 2.285 1.072 2.132

หมายเหตุ : สายพันธุตั้งตนคือ สายพันธุ CUN3-1

5.4.2  การทดสอบความเสถียรในการผลิตเดกซแทรนเนสของสายพันธุกลาย

นําสายพันธุกลายทั้ง 2 ที่ผานการทดสอบขั้นทุติยภูมิ  มาเลี้ยงในอาหารเหลวเพื่อการผลิต
อีกครั้ง  หลังจากมีการถายเชื้อไป 5 คร้ัง  โดยทําการทดลองเชนเดียวกับการทดสอบในขั้นทุติยภูมิ
เปรียบเทียบกับสายพันธุตั้งตน  วัดปริมาณเดกซแทรนเนสที่ผลิตได  ดังตารางที่ 25
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ตารางที่ 25  การทดสอบความเสถียรในการผลิตเดกซแทรนเนสของสายพันธุตางๆที่ไดหลังจากการ
ชักนําดวย NTG รอบที่ 4

กอนถายเชื้อ* หลังถายเชื้อ 5 คร้ัง รอยละการลดลงสายพันธุ
แอคติวิตี
(หนวย/
มล.)

แอคติวิตี
จําเพาะ
(หนวย/
มก.)

แอคติวิตี
(หนวย/
มล.)

แอคติวิตี
จําเพาะ
(หนวย/
มก.)

แอคติวิตี
(หนวย/
มล.)

แอคติวิตี
จําเพาะ
(หนวย/
มก.)

CUN4-10 4.487 4.155 4.530 4.226 +0.96 +1.71
CUN4-29 3.934 3.626 2.932 2.542 25.47 29.90
CUN3-1 3.717 3.619 3.605 3.514 3.01 2.90
CUN2-5 3.518 3.138 3.014 2.856 14.33 8.99
CUN26 3.382 3.184 3.352 3.202 0.71 +0.57
AG-2 2.285 2.132 2.267 2.117 0.79 0.70

*หมายถึงคาที่ไดจากปริมาณเดกซแทรนเนสในขั้นตน

พบวาสายพันธุกลาย CUN4-29 ใหเดกซแทรนเนสแอคติวิตีลดลงคิดเปนรอยละ 25.47
สวนสายพันธุ CUN4-10 หลังการถายเชื้อ 5 คร้ังมีการผลิตเดกซแทรนเนสเพิ่มขึ้นคิดเปนรอยละ
0.96 อีกทั้งยังสามารถผลิตเดกซแทรนเนสที่มีแอคติวิตีสูงกวาสายพันธุตั้งตน CUN3-1  คิดเปนรอย
ละ 25.66  และเมื่อคิดแอคติวิตีจําเพาะของสายพันธุ CUN4-10 มีคาสูงกวาสายพันธุตั้งตน CUN3-1
คิดเปนรอยละ 20.26

จากผลการทดลองในตารางที่ 25 จะเห็นวาเชื้อสายพันธุกลาย Arthrobacter sp. CUN4-10
และ Arthrobacter sp. CUN26 หลังการถายเชื้อ 5 คร้ัง กลับมีแอคติวิตีที่เพิ่มขึ้น  ดังนั้นจึงนําเชื้อ
สายพันธุกลายทั้ง 2 นี้มาทดสอบความเสถียรอีกครั้ง  โดยการถายเชื้อ 30 คร้ัง  หลังจากนั้นทําการวัด
ปริมาณเดกซแทรนเนสแอคติวิตีที่ผลิตไดเทียบกับสายพันธุตั้งตน  ดังตารางที่ 26



79

ตารางที่ 26 การทดสอบความเสถียรในการผลิตเดกซแทรนเนสของสายพันธุกลาย CUN26 และ
CUN4-10 ที่ไดจากการชักนําดวยแสงอัลตราไวโอเลต และ NTG

กอนถายเชื้อ หลังถายเชื้อ รอยละการลดลงสายพันธุ
แอคติวิตี
(หนวย/
มล.)

แอคติวิตี
จําเพาะ
(หนวย/
มก.)

แอคติวิตี
(หนวย/
มล.)

แอคติวิตี
จําเพาะ
(หนวย/
มก.)

แอคติวิตี
(หนวย/
มล.)

แอคติวิตี
จําเพาะ
(หนวย/
มก.)

CUN4-10 4.487 4.155 3.261 3.472 27.32 16.44
CUN26 3.382 3.184 3.403 3.252 +0.62 +2.14
AG-2 2.285 2.132 2.265 2.111 0.88 0.98

หลังการถายเชื้อครบ 30 คร้ัง  พบวาเดกซแทรนเนสแอคติวิตีที่ไดจากสายพันธุกลาย
Arthrobacter sp. CUN26 มีความเสถียรที่ดีกวา Arthrobacter sp. CUN4-10 โดยสายพันธุกลาย
CUN4-10 หลังจากการถายเชื้อครบ 30 คร้ังมีรอยละการลดลงเทากับ 27.32 ในขณะที่ สายพันธุ
CUN26 หลังการถายเชื้อครบ 30 คร้ังมีรอยละการเพิ่มขึ้นเปน 0.62 ซ่ึงจะเห็นวาสายพันธุกลาย
Arthrobacter sp. CUN26 มีความเสถียรที่ดี และเมื่อดูรูปในภาคผนวก ง รูป ง2 ซ่ึงเปนการเปรียบ
เทียบบริเวณใสบนอาหารแข็ง Yamaguchi ที่มบีลูเดกซแทรน (Blue dextran) 0.5 % หลังจากบม
เล้ียงเชื้อเปนเวลา 24-48 ช่ัวโมง  จะเห็นวาสายพันธุกลาย Arthrobacter sp. CUN26 มี        แอคติวิตี
สูงกวาสายพันธุตั้งตน Arthrobacter sp.  AG-2  ดังนั้นจึงเลือกสายพันธุกลาย Arthrobacter sp.
CUN26 สําหรับใชในการศึกษาตอไป

6. รูปแบบการเจริญของเชื้อสายพันธุกลาย Arthrobacter sp. CUN26 เปรียบเทียบกับสายพันธุ
ตั้งตน Arthrobacter sp. AG-2

เล้ียง Arthrobacter sp. สายพันธุ AG-2 และสายพันธุกลาย Arthrobacter sp. CUN26 ใน
อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Yamaguchi (ภาคผนวก ก) โดยใชอายุหัวเชื้อ 15 ช่ัวโมง  ปริมาณ 10 %  ทํา
การเลี้ยงที่อุณหภูมิหอง (28-32 องศาเซลเซียส)  เขยาใหอากาศที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที  
แลวเก็บตัวอยางในระยะเวลาตางๆ  แลวนําไปวิเคราะหการเจริญ, แอคติวิตี, โปรตีน และ แอคติวิตี
จําเพาะ  แสดงผลดังรูปที่ 31
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รูปที่ 31  รูปแบบการเจริญ และการสรางเดกซแทรนเนสของเชื้อสายพันธุตั้งตน Arthrobacter sp.
AG-2  และสายพันธุกลาย Arthrobacter sp. CUN26
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จากรูปที่ 31 พบวาการเจริญของ (น้ําหนักเซลลแหง) สายพันธุตั้งตน Arthrobacter sp.
AG-2 และสายพันธุกลาย Arthrobacter sp. CUN26 นั้นแตกตางกันนอยมาก  สวนการสราง
เดกซแทรนเนสจะเห็นวาสายพันธุกลายมีการผลิตเดกซแทรนเนสสูงกวาสายพันธุตั้งตนมาก โดยใน
ชั่วโมงที่ 36 สายพันธุกลายจะผลิตเดกซแทรนเนสได 4.678 หนวยตอมล. และมีแอคติวิตีจําเพาะเทา
กับ 4.096 หนวยตอมก.  สวนสายพันธุตั้งตนใหผลิตเดกซแทรนเนสแอคติวิตีเทากับ 2.235 หนวย
ตอมล.  และมีแอคติวิตีจําเพาะเทากับ 2.064 หนวยตอมก.  สายพันธุกลายมีแอคติวิตีและแอคติวิตี
จําเพาะสูงกวาสายพันธุตั้งตน (ในชั่วโมงที่ 36) คิดเปนรอยละ 109.31 และ 98.45 ตามลําดับ

7. ปริมาณเดกซแทรนที่เหมาะสมตอการผลิตเดกซแทรนเนสของเชื้อสายพันธุกลาย Arthrobacter
sp. CUN26

เมื่อทําการศึกษาปริมาณสารชักนํา (inducer) ไดแก เดกซแทรนที่เหมาะสมตอการผลิต
เดกซแทรนเนสโดยการแปรผันปริมาณเดกซแทรนเปน 0.25, 0.5, 1, 2, 3, 4 และ 5 % (น้ําหนักตอ
ปริมาตร) หลังจากนั้นทําการวัดปริมาณเดกซแทรนเนสที่ผลิตไดเทียบกับสายพันธุตั้งตน ไดผลดัง
ตารางที่ 27 และรูปที่ 32

ตารางที่ 27  การหาปริมาณเดกซแทรนเนสที่เหมาะสมตอเชื้อสายพันธุกลาย Arthrobacter sp.
CUN26

เดกซแทรน (%) แอคติวิตี (หนวย/มล.) โปรตีน (มก./มล.) แอคติวิตีจําเพาะ
(หนวย/มก.)

0 0.075 0.923 0.081
0.25 3.025 0.976 3.099
0.5 3.379 1.032 3.274
1 4.648 1.087 4.275
2 4.692 1.280 3.666
3 5.254 1.531 3.431
4 6.085 1.608 3.784
5 6.122 1.787 3.426
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รูปท่ี 32 การแปรผันปริมาณเดกซแทรนที่เหมาะสมตอการผลิตเดกซแทรนเนสของเชื้อสายพันธุ
กลาย Arthrobacter sp. CUN26

พบวา  ปริมาณเดกซแทรนที่ เหมาะสมตอการผลิตเดกซแทรนเนสของสายพันธุ 
Arthrobacter sp. CUN26 คือ 1 %  โดยใหแอคติวิตีจําเพาะที่สูงสุดเทากับ 4.275 หนวยตอมก.  ดัง
นั้นจึงใชปริมาณเดกซแทรน 1 % ในอาหารเลี้ยงเชื้อเพื่อการผลิตแทนเดกซแทรน 0.5 %

8. หาชนิดและปริมาณไนโตรเจนที่เหมาะสมตอการเลี้ยงเชื้อสายพันธุกลาย Arthrobacter sp.
CUN26

8.1  ชนิดของแหลงไนโตรเจนที่เหมาะสมตอการเล้ียงเชื้อเพื่อการผลิตเดกซแทรนเนส
เมื่อทําการศึกษาแหลงไนโตรเจนที่เหมาะสมตอการผลิตเดกซแทรนเนสโดยการ

เล้ียงเชื้อ Arthrobacter sp. CUN26 ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่เสริมดวยแหลงไนโตรเจนตางๆที่ไดรับการ
ปรับใหมีไนโตรเจนเทากับ 0.1089 % (น้ําหนักตอปริมาตร) หลังจากนั้นทําการวัดปริมาณเดกซแท
รนเนสที่ผลิตไดเทียบกับสายพันธุตั้งตน  ไดผลดังตารางที่ 28  และรูปที่ 33
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ตารางที่ 28  การหาแหลงไนโตรเจนที่เหมาะสมตอเชื้อสายพันธุกลาย Arthrobacter sp. CUN26

แหลงไนโตรเจน แอคติวิตี (หนวย/มล.) โปรตีน (มก./มล.)
โพแทสเซียมไนเตรท 3.875 0.387
โซเดียมไนเตรท 4.164 0.520

แอมโมเนียมไนเตรท 2.082 0.189
แอมโมเนียมซัลเฟต 4.827 0.179
สารสกัดจากยีสต 4.809 1.256
สารสกัดจากเนื้อ 3.501 1.472
พอลิเปปโตน 6.116 1.540
ทริปโตน 6.377 1.763

รูปท่ี 33 ชนิดของแหลงไนโตรเจนที่เหมาะสมตอการเล้ียงเชื้อสายพันธุกลาย Arthrobacter sp.
CUN26 เพื่อการผลิตเดกซแทรนเนส
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ผลการทดลองพบวาแหลงอนินทรียไนโตรเจนที่เหมาะสมตอการผลิตเดกซแทรนเนสคือ 
แอมโมเนียมซัลเฟต ซ่ึงใหคาแอคติวิตีเทากับ 4.827 หนวยตอมล.  และแหลงอินทรียไนโตรเจนที่
เหมาะสมคือทริปโตน  ซ่ึงใหคาแอคติวิตีเทากับ 6.377 หนวยตอมล.  ดังนั้นจึงเลือกทริปโตนและ
แอมโมเนียมซัลเฟต  เปนแหลงไนโตรเจนสําหรับการผลิตเดกซแทรนเนส

8.2 ปริมาณไนโตรเจนที่เหมาะสมตอการเล้ียงเชื้อเพื่อการผลิตเดกซแทรนเนส

จากตารางที่ 28 และรูปที่ 33 จะเห็นวาแหลงอนินทรียไนโตรเจนที่เหมาะสมตอ
การผลิตเดกซแทรนเนสคือ แอมโมเนียมซัลเฟต และแหลงอินทรียไนโตรเจนที่เหมาะสมคือ     
ทริปโตน  ดังนั้นจึงทดลองนํา Arthrobacter sp. CUN26 มาเลี้ยงในอาหารที่มีการผสมระหวาง 
แอมโมเนียมซัลเฟต กับ ทริปโตน  โดยนํามาหาอัตราสวนผสมที่เหมาะสม  ดังตารางที่ 5 (บทที่ 2)  
จากนั้นทําการวัดแอคติวิตีและแอคติวิตีจําเพาะของเดกซแทรนเนสที่ผลิตไดเทียบกับสายพันธุตั้งตน

พบวาในการผสมแอมโมเนียมซัลเฟต และทริปโตนในอัตราสวน 25 ตอ 25 % นั้น
จะใหแอคติวิตีของเดกซแทรนเนสสูงที่สุด  ซ่ึงมีคาเทากับ 6.183 หนวยตอมล.  ดังแสดงในตารางที่ 
29 ซ่ึงมีคาที่สูงกวาสายพันธุตั้งตน Arthrobacter sp. AG-2 และสายพันธุกลาย Arthrobacter sp.
CUN26 ที่เล้ียงในอาหารเลี้ยงเชื้อสูตรเดิม (ตารางที่ 30 และรูปที่ 34) ดังนั้นจึงเลือกใชแอมโมเนียม
ซัลเฟต และ ทริปโตน เปนแหลงไนโตรเจนที่เหมาะสมตอการผลิตเดกซแทรนเนส ที่อัตราสวนรอย
ละ 25 ตอ 25 (%ของแหลงไนโตรเจนแตละชนดิเทียบกับปริมาณไนโตรเจนทั้งหมดในอาหารเลี้ยง
เชื้อโดย 100 %ไนโตรเจนมีคาเทากับ 1.0899 กรัมตอลิตร)
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ตารางที่ 29 การศึกษาหาปริมาณไนโตรเจนที่เหมาะสมตอการผลิตเดกซแทรนเนสของสายพันธุ
กลาย Arthrobacter sp. CUN26

แอมโมเนียม
ซัลเฟต*

                 (%)
ทริปโตน*
(%)

0
(0 กรัมตอลิตร)

25
(0.272 กรัมตอ

ลิตร)

50
(0.545 กรัมตอ

ลิตร)

75
(0.817 กรัมตอ

ลิตร)

100
(1.089 กรัมตอ

ลิตร)

Act. = 5.974 Act. = 5.165 Act. = 4.955 Act. = 4.033 Act. = 4.368100
(1.089 กรัมตอ

ลิตร) Protein = 1.565 Protein = 1.432 Protein = 1.446 Protein = 1.453 Protein = 1.456

Act. = 4.940 Act. = 4.745 Act. = 4.697 Act. = 4.516 Act. = 3.69275
(0.817 กรัมตอ

ลิตร) Protein = 1.043 Protein = 1.123 Protein = 1.096 Protein = 1.061 Protein = 1.157

Act. = 6.070 Act. = 5.313 Act. = 4.663 Act. = 5.015 Act. = 4.98650
(0.545 กรัมตอ

ลิตร) Protein = 0.732 Protein = 0.827 Protein = 0.736 Protein = 0.731 Protein = 0.765

Act. = 3.716 Act. = 6.183 Act. = 5.027 Act. = 5.494 Act. = 5.22225
(0.272 กรัมตอ

ลิตร) Protein = 0.376 Protein =0.376 Protein = 0.395 Protein = 0.387 Protein = 0.424

Act. = 0.110 Act. = 2.071 Act. = 2.413 Act. = 2.876 Act. = 3.2650
(0 กรัมตอลิตร) Protein = 0.128 Protein = 0.126 Protein = 0.122 Protein = 0.125 Protein = 0.128

*หมายเหตุ : %ของแหลงไนโตรเจนแตละชนิดเทียบกับปริมาณไนโตรเจนทั้งหมดในอาหารเลี้ยง
เชื้อ โดย 100 %ไนโตรเจนมีคาเทากับ 1.089 กรัมตอลิตร

ตารางที่ 30  การผลิตเดกซแทรนเนสของสายพันธุตั้งตน Arthrobacter sp. AG-2 และสายพันธุกลาย
Arthrobacter sp. CUN26 ในอาหารเหลว Yamaguchi (ภาคผนวก ก)

แอคติวิตี (หนวย/มล.) โปรตีน (มก./มล.)
อาหารเลี้ยงเชื้อสูตรเดิม/ CUN26 4.559 1.082
อาหารเลี้ยงเชื้อสูตรเดิม/ AG-2 2.392 1.122
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รูปท่ี 34 ปริมาณไนโตรเจนที่เหมาะสมตอการผลิตเดกซแทรนเนส (หนวยตอมล.) ของสายพันธุ
CUN 26
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9. ปริมาณแมกนีเซียมซัลเฟตที่เหมาะสมตอการเลี้ยงเชื้อสายพันธุกลาย Arthrobacter sp.
CUN26 เพื่อการผลิตเดกซแทรนเนส

ใชอาหารเลี้ยงเชื้อที่ไดจากการทดลองที่ 6 และ 7 เปนสูตรเร่ิมตนแลวแปรผัน
ปริมาณแมกนีเซียมซัลเฟต  และวัดแอคติวิตีของเดกซแทรนเนสที่ผลิตไดเทียบกับสายพันธุตั้งตน

ตารางที่ 31 หาปริมาณแมกนีเซียมซัลเฟตที่เหมาะสมตอเชื้อสายพันธุกลาย Arthrobacter sp CUN26
แมกนีเซียมซัลเฟต (%) แอคติวิตี (หนวย/มล.) โปรตีน (มก./มล.)

0.005 4.570 0.394
0.01 6.014 0.370
0.02 6.303 0.378
0.03 5.995 0.382
0.04 6.141 0.398

รูปที่ 35 ปริมาณแมกนีเซียมซัลเฟตที่เหมาะสมตอการเล้ียงเชื้อสายพันธุกลาย CUN26

เมื่อทําการแปรผันปริมาณแมกนีเซียมซัลเฟตที่เหมาะสมตอการเลี้ยงเชื้อเพื่อการผลิต       
เดกซแทรนเนส  พบวาปริมาณแมกนีเซียมซัลเฟตที่เหมาะสมคือ 0.02 %  ซ่ึงจะใหคาแอคติวิตีสูงสุด

0
1
2
3
4
5
6
7

0.005 0.01 0.02 0.03 0.04

ปริมาณแมกนี เซี ยมซัล เฟต  (% )

แอค
ติวิตี

(หน
วย/

มล
.),โ

ปรตี
น(ม

ก./
มล

.)

แอคติวิ ตี โปรตีน



88

เทากับ 6.303 หนวยตอมล.  ดังแสดงในตารางที่ 31 และรูปที่ 35  จึงเลือกใชปริมาณแมกนีเซียม
ซัลเฟตเทากับ 0.02 %ในอาหารเลี้ยงเชื้อเพื่อการผลิตของสายพันธุกลาย Arthrobacter sp. CUN26

10. ปจจัยทางกายภาพที่เหมาะสมตอการเลี้ยงเชื้อสายพันธุกลาย Arthrobacter sp.  CUN26 เพื่อ
การผลิตเดกซแทรนเนส

ทําการศึกษาปจจัยทางกายภาพที่เหมาะสมตอการเล้ียงเชื้อสายพันธุกลาย Arthrobacter sp.
CUN26 อันไดแกความเปนกรด-ดาง  อุณหภูมิ  และความเร็วรอบในการเขยาที่เหมาะสมตอการ
เล้ียงเชื้อสายพันธุกลาย Arthrobacter sp.  CUN26

10.1 การศึกษาความเปนกรด-ดางที่เหมาะสมตอการเล้ียงเชื้อสายพันธุกลาย Arthrobacter
sp.  CUN26 เพื่อการผลิตเดกซแทรนเนส

โดยทําการแปรผันคาความเปนกรด-ดางเริ่มตนของอาหารเลี้ยงเชื้อเปน 4.0-10.0 หลังการ
เล้ียงเชื้อแลวนํามาวิเคราะหปริมาณเดกซแทรนเนส  เทียบกับสายพันธุตั้งตน

ตารางที่ 32 คาความเปนกรด-ดางที่เหมาะสมตอการเล้ียงเชื้อสายพันธุกลาย Arthrobacter sp.
CUN26

คาความเปนกรด-ดาง แอคติวิตี (หนวย/มล.) โปรตีน (มก./มล.)
4 0.260 0.592
5 2.870 0.400
6 4.304 0.373
7 6.257 0.381
8 5.773 0.397
9 5.450 0.381
10 5.102 0.392
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รูปท่ี 36 คาความเปนกรด-ดางที่เหมาะสมตอการเล้ียงเชื้อเพื่อการผลิตเดกซแทรนเนสของเชื้อ
สายพันธุกลายกลาย Arthrobacter sp.  CUN26

เมื่อทําการแปรผันคาความเปนกรด-ดางเริ่มตนของอาหารเลี้ยงเชื้อเปน 4.0-10.0  แลวพบวา
คาความเปนกรด-ดางที่เหมาะสมตอการเล้ียงเชื้อคือ 7.0  โดยใหคาแอคติวิตีสูงสุด เทากับ 6.257
หนวยตอมล.  ดังแสดงในตารางที่ 32 และรูปที่ 36 จึงเลือกใชคาความเปนกรด-ดางเริ่มตนที่เหมาะ
สมตอการผลิตเดกซแทรนเนสของสายพันธุกลาย Arthrobacter sp.  CUN26 ที่ 7.0

10.2 อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการเลี้ยงเชื้อสายพันธุกลาย Arthrobacter sp.  CUN26 เพื่อการ
ผลิตเดกซแทรนเนส

แปรผันอุณหภูมิในการเลี้ยงเชื้อเปน 30, 37, 40Oซ และอุณหภูมิหอง (28-32Oซ) หลังการ
เล้ียงเชื้อแลวนํามาวิเคราะหเดกซแทรนเนสแอคติวิตี  เทียบกับสายพันธุตั้งตน  ดังตารางที่ 33 และ
รูปที่ 37
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ตารางที่ 33  อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการเลี้ยงเชื้อสายพันธุกลาย Arthrobacter sp.  CUN26

อุณหภูมิ (Oซ) แอคติวิตี(หนวย/มล.) โปรตีน (มก./มล.)
30 5.985 0.372
37 6.276 0.369
40 1.301 0.411

อุณหภูมิหอง (28-32) 6.096 0.376

รูปท่ี 37  อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการเลี้ยงเชื้อสายพันธุกลาย Arthrobacter sp.  CUN26
เพื่อการผลิตเดกซแทรนเนส

เมื่อทําการแปรผันอุณหภูมิในการเลี้ยงเชื้อสายพันธุกลาย Arthrobacter sp.  CUN26 เปน
30,37,40 องศาเซลเซียส และอุณหภูมิหอง (28-32Oซ)  แลวพบวาอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการเล้ียง
เชื้อคือ 37 Oซ  โดยใหคาแอคติวิตีสูงสุด เทากับ 6.276 หนวยตอมล. จึงเลือกใชเปนอุณหภูมิที่
เหมาะสมตอการผลิตเดกซแทรนเนสสายพันธุกลาย Arthrobacter sp.  CUN26 ที่ 37 Oซ
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10.3 ความเร็วรอบของการเขยาที่เหมาะสมตอการเล้ียงเชื้อสายพันธุกลาย Arthrobacter
sp.  CUN26 เพื่อการผลิตเดกซแทรนเนส

โดยทําการแปรผันความเร็วรอบของการเขยาในการเลี้ยงเชื้อเปน 150, 200 และ 250 รอบ
ตอนาที หลังการเลี้ยงเชื้อแลวนํามาวิเคราะหปริมาณเดกซแทรนเนส  เทียบกับสายพันธุตั้งตน  ได
ผลดังตารางที่ 34  และรูปที่ 38

ตารางที่ 34    ความเร็วรอบของการเขยาที่เหมาะสมตอการเล้ียงเชื้อสายพันธุกลาย Arthrobacter sp.
CUN26

รอบของการเขยา (รอบตอนาที) แอคติวิตี(หนวย/มล.) โปรตีน (มก./มล.)
150 5.199 0.391
200 6.420 0.377
250 6.152 0.380

รูปท่ี 38 ความเร็วรอบของการเขยาที่เหมาะสมตอการเล้ียงเชื้อสายพันธุกลาย Arthrobacter sp.
CUN26 เพื่อการผลิตเดกซแทรนเนส
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เมื่อแปรผันความเร็วรอบของการเขยาในการเลี้ยงเชื้อสายพันธุกลาย Arthrobacter sp.
CUN26 เปน 150, 200 และ 250 รอบตอนาที  พบวา ความเร็วรอบของการเขยาที่เหมาะสมตอการ
เล้ียงเชื้อ Arthrobacter sp. CUN26 คือ 200 รอบตอนาที  โดยใหคาแอคติวิตีสูงสุด  เทากับ 6.420
หนวยตอมล.  ดังนั้นจึงเลือกใชความเร็วรอบในการเขยาเทากับ 200 รอบตอนาที ในการเลี้ยง
สายพันธุกลาย Arthrobacter sp. CUN26 เพื่อการผลิตเดกซแทรนเนส

11. เปรียบเทียบสูตรอาหาร สภาวะเดิม กับ สูตรปรับปรุงและสภาวะใหมที่เหมาะสมตอการเลี้ยง
เชื้อสายพันธุกลาย Arthrobacter sp.  CUN26

นําสูตรอาหารและสภาวะที่ไดจากการปรับปรุงใหเหมาะกับการผลิตเดกซแทรนเนสของ
เชื้อสายพันธุกลาย Arthrobacter sp.  CUN26 (ตารางที่ 30)  มาทําการเลี้ยงเช้ือเพื่อเปรียบเทียบรูป
แบบการเจริญและแอคติวิตี  ไดผลดังรูปที่ 39

ตารางที่ 35 เปรียบเทียบสูตรอาหารเดิม สภาวะเดิม กับสูตรปรับปรุงและสภาวะปรับปรุง ที่เหมาะ
สมตอการเลี้ยงเชื้อสายพันธุกลาย Arthrobacter sp.  CUN26

สูตรเดิม/ สภาวะเดิม
(กรัมตอลิตร)

สูตรปรับปรงุ/ สภาวะปรับปรุง
(กรัมตอลิตร)

K2HPO4 2 2
KH2PO4 1 1

NaCl 30 30
MgSO4•7H2O 0.1 0.2
Polypeptone 10 -
Yeast extract 0.1 -
(NH4)2SO4 - 1.28
Tryptone - 2.44
Dextran 5 10

คาความเปนกรด-ดาง 7.0 7.0
อุณหภูมิ อุณหภูมิหอง (28-32Oซ) 37Oซ

รอบของการเขยา 200 rpm 200 rpm
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 รูปท่ี 39 เปรียบเทียบการเจริญของเชื้อสายพันธุกลาย Arthrobacter sp. CUN26 ในอาหารเลี้ยงสูตร
เดิม สภาวะเดิม กับสูตรปรับปรุง สภาวะปรับปรุง
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พบวา การเจริญของเชื้อสายพันธุกลาย Arthrobacter sp. CUN26 ในอาหารเลี้ยงเชื้อสูตร
เดิม  สภาวะเดิม  และอาหารเลี้ยงเชื้อสูตรปรับปรุง  สภาวะปรับปรุง  ไมแตกตางกันเมื่อดูจากน้ํา
หนักเซลลแหง  สวนแอคติวิตีของเดกซแทรนเนสที่เชื้อผลิตไดนั้น  จะเห็นวาการเลี้ยงเชื้อในอาหาร
เล้ียงเชื้อสูตรปรับปรุง ที่เล้ียงในสภาวะปรับปรุง  จะมีคาสูงกวาการเลี้ยงในอาหารสูตรเดิม  สภาวะ
เดิม  โดยเมื่อทําการเลี้ยงเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อสูตรปรับปรุง  สภาวะปรับปรงุ เชื้อจะมีแอคติวิตีสูง
สุดในชั่วโมงที่ 36 เทากับ 6.31 หนวยตอมล.  ซ่ึงเมื่อเทียบกับการเลี้ยงเชื้อในอาหารสูตรเดิม 
(Yamaguchi) สภาวะเดิม  ในชั่วโมงที่ 36 นั้น  พบวาการเลี้ยงเชื้อในอาหารเลี้ยงเช้ือสูตรปรับปรุง   
ที่เล้ียงในสภาวะปรับปรุงจะมีคามีแอคติวิตีสูงกวาการเลี้ยงในอาหารสูตรเดิม  สภาวะเดิม  คิดเปน
รอยละ 34.88 (1.3 เทา)
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12. เปรียบเทียบแอคติวิตี และโปรตีน ระหวาง Arthrobacter sp. AG-2 สายพันธุตั้งตน, 
Arthrobacter sp. CUN26 สายพันธุกลายในอาหารเลี้ยงเชื้อสูตรเดิม  และ Arthrobacter sp. CUN26 
สายพันธุกลายในอาหารเลี้ยงเชื้อสูตรปรับปรุง

ทําการเลี้ยง Arthrobacter sp.  AG-2 สายพันธุตั้งตนในอาหารเลี้ยงเชื้อสูตรเดิม และสาย
พันธุกลาย Arthrobacter sp. CUN26 ทั้งในอาหารเลี้ยงเชื้อสูตรเดิม และ สูตรปรับปรุงตามภาวะจาก
ขอ 11  เมื่อวิเคราะหปริมาณแอคติวิตี  และโปรตีน  ดังแสดงผลในตารางที่ 36, รูปที่ 40

ตารางที่ 36 เปรียบเทียบแอคติวิตี และโปรตีน ระหวาง Arthrobacter sp.  AG-2 สายพันธุตั้งตน, 
Arthrobacter sp. CUN26 สายพันธุกลายในอาหารเลี้ยงเชื้อสูตรเดิม  และ Arthrobacter sp. CUN26 
สายพันธุกลายในอาหารเลี้ยงเชื้อสูตรปรับปรุง

แอคติวิตี
(หนวย/มล.)

โปรตีน
(มก./มล.)

รอยละการเพิ่มแอคติวิตี
(หนวย/มล.)

Arthrobacter sp.  AG-2 2.514 1.237 -
Arthrobacter sp. CUN26 /

สูตรเดิม
4.568 1.102 81.70

(1.82เทา)
Arthrobacter sp. CUN26 /

สูตรปรับปรุง
6.276 0.369 149.64

(2.50เทา)
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รูปท่ี 40 เปรียบเทียบแอคติวิตี และโปรตีน ระหวาง Arthrobacter sp.  AG-2 สายพันธุตั้งตน, 
Arthrobacter sp. CUN26 สายพันธุกลายในอาหารเลี้ยงเชื้อสูตรเดิม  และ Arthrobacter sp. CUN26 
สายพันธุกลายในอาหารเลี้ยงเช้ือสูตรปรับปรุง

พบวาสายพันธุกลาย Arthrobacter sp. CUN26 ใหแอคติวิตีของเอนไซมสูงกวา 
Arthrobacter sp.  AG-2 สายพันธุตั้งตน  คิดเปน 81.70%  เมื่อทําการปรับปรุงอาหารและสภาวะที่
เหมาะสมตอการผลิตเดกซแทรนเนสแลว  จะเห็นวาเชื้อสายพันธุกลาย Arthrobacter sp. CUN26 มี
แอคติวิตีสูงกวา Arthrobacter sp.  AG-2 สายพันธุตั้งตน  คิดเปน 149.64 % หรือ 2.5 เทาของสาย
พันธุตั้งตน
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13. สมบัติของเดกซแทรนเนสที่ไดจากแบคทีเรียสายพันธุกลาย Arthrobacter sp CUN26

13.1 ความเปนกรด-ดาง ที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซม

เมื่อใหเอนไซมทําปฏิกิริยากับสับสเตรทในบัฟเฟอรที่มีการแปรผันความเปนกรด-
ดาง ตั้งแต 4.0-9.0 ภายใตสภาวะมาตรฐาน  แลวตรวจสอบแอคติวิตีของเอนไซม  พบวา  ฟอสเฟต
บัฟเฟอรที่ความเปนกรด-ดางเทากับ 6.5 นี้เหมาะสมที่สุดตอการทํางานของเอนไซม  ดังแสดงในรูป
ที่ 41

รูปท่ี 41  ผลของคาความเปนกรด-ดางตอการทํางานของเอนไซมเดกซแทรนเนสจากเชื้อสายพันธุ
กลาย Arthrobacter sp. CUN26 โดยบมเอนไซมในบัฟเฟอรชนิดตางๆ
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13.2 อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซม

เมื่อใหเอนไซมทําปฏิกิริยากับสับสเตรทในฟอสเฟตบัฟเฟอร คาความเปนกรด-ดาง เทากับ 6.5  ที่มี
การบมปฏิกิริยาตางๆอันไดแก 30, 37, 40, 45, 50, 55, 60 และ 70Oซ  พบวาอุณหภูมิ 50Oซ
เปนอุณหภูมิที่เหมาะสมที่สุดตอการทํางานของเอนไซม  ดังแสดงในรูปที่ 42

รูปท่ี 42  ผลของอุณหภูมิตอการทํางานของเอนไซมเดกซแทรนเนสจากเชื้อสายพันธุกลาย
Arthrobacter sp. CUN26 โดยแปรผันอุณหภูมิที่ใชตั้งแต 30-70 Oซ
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13.3 ความเสถียรของเอนไซมตอความเปนกรด-ดาง

นําเอนไซมในบัฟเฟอรตางๆ ตามวิธีการทดลองในบทที่ 2 ขอที่ 11.3 ที่มี
ความเปนกรด-ดางอยูในชวง 4.0-9.0 มาบมที่อุณหภูมิ 4 Oซ เปนเวลา 30 นาที แลวตรวจ
สอบแอคติวิตีของเอนไซมภายใตสภาวะมาตรฐาน  จากการตรวจสอบความเสถียรตอความ
เปนกรด-ดาง  พบวาเดกซแทรนเนสที่ไดจากเชื้อสายพันธุกลาย Arthrobacter sp CUN26 มี
ความเสถียรตอคาความเปนกรด-ดาง ในชวงกวาง คือ 5.0-9.0 เปนชวงที่มีแอคติวิตี
ประมาณ 90-100 %  ทั้งนี้ขึ้นอยูกับชนิดของบัฟเฟอรดวย  ดังแสดงในรูปที่ 43

รูปท่ี 43 ความเสถียรตอความเปนกรด-ดางของเอนไซมเดกซแทรนเนสจากเชื้อสายพันธุกลาย
Arthrobacter sp. CUN26
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13.4 ความเสถียรของเอนไซมตออุณหภูมิ

นําเอนไซมที่เจือจางดวยความเขมขนที่พอเหมาะ มาบมที่อุณหภูมิ 30, 37,
40, 45, 50, 55, 60 และ 70Oซ เปนเวลา 30 นาที แลวตรวจสอบแอคติวิตีของเอนไซมภายใต
สภาวะมาตรฐาน  เมื่อตรวจสอบความเสถียรของเอนไซมตออุณหภูมิพบวา เดกซแทรน
เนสจากเชื้อสายพันธุกลาย Arthrobacter sp CUN26 มีความเสถียรตออุณหภูมิในชวง 30-
45 Oซ   และมีแอคติวิตีลดลงเหลือประมาณ 70 % เมื่อบมที่อุณหภูมิ 50Oซ   และจะสูญเสีย
แอคติวิตีอยางรวดเร็วเมื่อบมที่อุณหภูมิสูงกวา 55Oซ   ดังแสดงในรูปที่ 44
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รูปท่ี 44  ความเสถียรตออุณหภูมิของเอนไซมเดกซแทรนเนสจากเชื้อสายพันธุกลาย
Arthrobacter sp. CUN26
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13.5 ผลของความเขมขนของโซเดียมคลอไรดตอการทํางานของเอนไซม

เมื่อทําการแปรผันความเขมขนของโซเดียมคลอไรด (NaCl) ตั้งแต 0-10
%ในฟอสเฟตบัฟเฟอร 0.05 โมลาร ความเปนกรดดางเทากับ 6.5  แลวบมเอนไซมเปนเวลา
30 นาที เมื่อตรวจสอบแอคติวิตีของเอนไซมภายใตสภาวะมาตรฐาน  พบวาเอนไซมจะ
ทาํงานไดดเีมือ่มโีซเดยีมคลอไรดเขมขน 0-4 %  และเมือ่มคีวามเขมขนของโซเดยีมคลอไรด
เพิม่ขึน้มากกวา 4 %  แอคติวิตีของเอนไซมจะลดลงตามคามเขมขนของเกลือที่เพิ่มขึ้น    
ดังแสดงในรูปที่ 45

รูปท่ี 45 ผลของความเขมขนของโซเดียมคลอไรดตอการทํางานของเอนไซมเดกซแทรน
เนสจากเชื้อสายพันธุกลาย Arthrobacter sp. CUN26
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13.6 การหาคา Km ของเดกซแทรนเนสที่ไดจากเชื้อสายพันธุกลาย Arthrobacter sp
CUN26

นําเอนไซมมาทําปฏิกิริยากับสับสเตรทที่ความเขมขนตางๆกัน  แปรผัน
ความ    เขมขนของเดกซแทรนที-2000 เปน 0.15625, 0.3125, 0.625, 1.25 และ 1.875 %
แลวตรวจสอบ   แอคติวิตีของเอนไซม  นํามาคํานวณเพื่อเขียนกราฟแบบ ไลนวีเวอร-เบิรก
(Line weaver-Burk plot)  จะไดกราฟดังรูปที่ 46  ซ่ึงไดคา Km ของเดกซแทรนเนสตอเดกซ
แทรนที-2000 เปน 2.796 ไมโครโมลาร

รูปท่ี 46 กราฟไลนวีเวอร-เบิรก (Line weaver-Burk plot) ของเดกซแทรนเนสจาก Arthrobacter sp
CUN26 สายพันธุกลาย
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14. สมบัติของเดกซแทรนเนสจากเชื้อแบคทีเรียสายพันธุกลาย Arthrobacter sp. CUN26 และจาก
สายพันธุตั้งตน Arthrobacter sp. AG-2   

ตารางที่ 37  สมบัติของเดกซแทรนเนสที่ไดจาก Arthrobacter sp. AG-2 สายพันธุตั้งตน และ
สายพันธุกลาย Arthrobacter sp. CUN26 ที่ไดจากการกลายพันธุ

เดกซแทรนเนส
สมบัติของเอนไซม Arthrobacter sp.    AG-2 Arthrobacter sp. CUN26

- อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางาน
- คาความเปนกรด-ดางที่เหมาะสมตอ

การทํางาน
- ความเสถียรตออุณหภูมิ
- ความเสถียรตอความเปนกรด-ดาง
- คา Km ตอเดกซแทรนที-2000 (µM)

55 องศาเซลเซียส
ฟอสเฟตบัฟเฟอร,pH = 7.0

สูงถึง 40 องศาเซลเซียส
5.5-7.0

3.22

50 องศาเซลเซียส
ฟอสเฟตบัฟเฟอร,pH = 6.5

สูงถึง 45 องศาเซลเซียส
5.0-9.0
2.796

เมื่อตรวจสอบคุณสมบัติของเอนไซมเดกซแทรนเนสจากสายพันธุตั้งตน AG-2 เทียบกับ
สายพันธุกลาย CUN26 พบวาเอนไซมจากสายพันธุ CUN26 มีลักษณะที่ตางไปจาก AG-2 ทั้ง
อุณหภูมิและความเปนกรด-ดางที่เหมาะสมตอการทํางาน  โดยมีการเปลี่ยนจาก 55 องศาเซลเซียส 
และคาความเปนกรด-ดางเทากับ 7.0 เปน 50 องศาเซลเซียส และ ความเปนกรด-ดางเทากับ 6.5  ใน
ขณะที่มีความเสถียรตออุณหภูมิและคาความเปนกรด-ดางที่เพิ่มขึ้น  และสายพันธุกลาย CUN26 มี
ความจําเพาะตอเดกซแทรนที-2000 มากกวาสายพันธุตั้งตน AG-2 



บทที่ 4

สรุปและวิจารณผลการทดลอง

การทดลองนี้ไดใชเชื้อแบคทีเรียสายพันธุ AG-2 ที่คัดแยกไดจากดิน จ.นนทบุรี โดย ณฐินี 
สุวรรณสิงห (2540)  ซ่ึงเปนเชื้อที่มีความสามารถในการผลิตเดกซแทรนเนสได  จากการนํา
แบคทีเรียสายพันธุ AG-2 มาทําการจําแนกทางอนุกรมวิธานโดยใชลักษณะทางสัณฐานวิทยาและ
ทางสรีรวิทยา รวมกับการวิเคราะหลําดับเบสของ 16 เอสไรโบโซมัลอารเอ็นเอ  สามารถจําแนก
แบคทีเรียสายพันธุ AG-2 จัดอยูในสกุล Arthrobacter sp. เชื้อสกุลนี้ไดเคยมีรายงานของ Sawai และ
คณะ ในป 1976 อันไดแก Arthrobacter globiformis T6 ที่แยกไดจากดิน วามีความสามารถในการ
สรางไอโซมอลโต-เดกซแทรนเนส (isomalto-dextranase) ซ่ึงสามารถยอยสลายเดกซแทรนใหเปน
ไอโซมอลโตส และในขณะเดียวกันไอโซมอลโตสที่ไดนี้จะมีผลยับยั้งการสรางเดกซแทรน ทําให
ลดการเกิดฟนผุลงได  และ จากงานวิจัยของ Kubo และคณะ ในป 1993 ไดทําการทรานสฟอรม 
พลาสมิดที่มีเดกซแทรนเนสยีน จาก Arthrobacter sp. สายพันธุ CB-8 เขาไปใน Streptococcus 
gordonii ทําใหยับยังการสรางเดกซแทรนของ Streptococcus gordonii ได ทําใหการเกาะติดของเชื้อ
และอัตราการเกิดฟนผุลดลง

เนื่องจากสภาวะในชองปากนั้นมีการแปรเปลี่ยนไดอยางกวางขวาง  โดยข้ึนกับสิ่งที่บริโภค
เขาไป  ดังนั้นเดกซแทรนเนสที่จะนําไปใชในชองปากนั้นควรมีความสามารถในการทนสภาวะ
ตางๆในชองปากได  ซ่ึงเกลือโซเดียมคลอไรด (NaCl) เปนสารหนึ่งที่มีการบริโภคอยางตอเนื่องจาก
อาหารที่บริโภค  เอนไซมที่เหมาะสมจึงควรสามารถทนตอความเค็มอยางนอยในระดับที่มนุษย
บริโภคเขาไป  จากผลการทดลองที่ 2 จะเห็นวา เชื้อ Arthrobacter sp. AG-2 มีความสามารถในการ
ผลิตเดกซแทรนเนสในอาหารที่มีเกลือโซเดียมคลอไรดอยู  โดยจะมีคาแอคติวิตีจําเพาะที่ดีที่สุดใน
อาหารที่มีการเติมเกลือโซเดียมคลอไรด 3 %  ดังนั้นในขั้นตอนตอๆไปในการกลายพันธุ AG-2 ให
สามารถสรางเดกซแทรนเนสที่มีแอคติวิตีสูงจะเติมเกลือโซเดียมคลอไรดลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเปน 
3 %เสมอ  ทั้งนี้เนื่องจากวาอาหารที่รับประทานเขาไป  มักมีระดับเกลือโซเดียมคลอไรดไมเกิน 3 %

ในงานวิจัยนี้มีจุดมุงหมายในการปรับปรุงสายพันธุ Arthrobacter sp. AG-2 โดยใชสูตร
อาหาร Yamaguchi (ภาคผนวก ก) ที่มีความเขมขนของเกลือโซเดียมคลอไรด 3 %  และใชภาวะการ
เล้ียงเชื้อของ คาความเปนกรด-ดางเริ่มตนของอาหารเลี้ยงเชื้อ 7.0  อัตราเร็วในการเขยา 200 รอบตอ
นาที  ที่อุณหภูมิหอง (28-32Oซ) ปริมาณหัวเชื้อตั้งตน 10 %  ตามรายงานของ ณฐินี สุวรรณสิงห 
(2540)  เปนภาวะมาตรฐานเริ่มตนในการทดลองนี้
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จากการที่ความไวรับ (sensitivity) ของจุลินทรียตอสารกอการกลายพันธุนั้นมีความแตก
ตางกันที่อายุเชื้อตางๆ  ในทางปฏิบัติควรเลือกเชื้อที่มีการเจริญอยูในชวงกึ่งกลางทวีคูณ (mid log 
phase) เนื่องจากเชื้อในชวงนี้มีอัตราการเจริญเปนไปอยางเต็มที่และคงที่  และเปนระยะที่เซลล   
แข็งแรงและมีกิจกรรมของเซลลที่ดี (Caldwell, 1995) มีรายงานของ Adelberg และคณะในป 1965 
ศึกษาชวงอายุของ E. coli K12 ที่เหมาะสมในการกลายพันธุ  โดยแปรระยะการเจริญในชวง ทวีคูณ
(logarithmic), เร่ิมตนคงที่ (early stationary) และหลังจากคงที่ (late stationary) พบวา  เมื่อกลาย
พันธุ E. coli K12 ดวย NTG ความเขมขน 100 ไมโครกรัมตอมล.  ในการเจริญชวง logarithmic จะ
ใหอัตราการกลายพันธุ 1.2 x 10-3 ตอเชื้อที่รอด ซ่ึงมากกวาชวงการเจริญ early และ late stationary ที่
ใหอัตราการกลายพันธุเพียง 0.27 x 10-3 และ 0.12 x 10-3 ตอเชื้อที่รอด ตามลําดับ

ดังนั้นการทดลองในขั้นแรกจึงศึกษาถึงรูปแบบการเจริญของ Arthrobacter sp. AG-2 ที่
เหมาะสมในการกลายพันธุ  พบวาการเจริญในอาหารเหลว Yamaguchi ช่ัวโมงที่ 12-15 เชื้อจะเจริญ
อยูในระยะกึ่งกลางทวีคูณ (mid log phase) จึงใชเชื้อ Arthrobacter sp. AG-2 ในชวงอายุ 15 ชั่วโมง
ในการกลายพันธุ

เมื่อศึกษาถึงการเจริญและการผลิตเดกซแทรนเนสโดย Arthrobacter sp. AG-2 ในอาหาร
เล้ียงเชื้อ Yamaguchi เพื่อหาระยะเวลาที่เหมาะสมในการผลิตเพื่อการคัดเลือกสายพันธุกลาย  ในขั้น
ทุติยภูมิ  พบวาปริมาณแอคติวิตีจําเพาะคอยๆเพิ่มปริมาณมากขึ้น  จนสูงสุดในชั่วโมงที่ 39 ของการ
เล้ียงเชื้อคือ 2.136 หนวยตอมก. และเมื่อพิจารณาในชั่วโมงที่ 36 พบวาปริมาณแอคติวิตีจําเพาะที่ได
เทากับ 2.069 หนวยตอมก. ซ่ึงไมแตกตางจากปริมาณแอคติวิตีจําเพาะในชั่วโมงที่ 39 มากนัก ดังนั้น
ระยะเวลาที่เหมาะสมในการผลิตเดกซแทรนเนสเพื่อการคัดเลือกเชื้อสายพันธุกลายในขั้นทุติยภูมิ
คือ 36-48 ชั่วโมง

การคัดเลือกเชื้อสายพันธุกลายในขั้นปฐมภูมินั้นอาศัยการสังเกตความกวางของบริเวณใส
บนอาหารแข็ง Yamaguchi ที่เททับดวยเอธานอล เปนเวลา 6-12 ชั่วโมง ในการคัดเลือกดังกลาวการ
ดูลักษณะโคโลนีภายนอกนั้นจะไมสามารถบอกไดถึงความแตกตางระหวางสายพันธุตั้งตนและ  
สายพันธุกลายในเชิงปริมาณได  ดังนั้นในการคัดเลือกโคโลนีที่จะมาทดสอบในขั้นปฐมภูมินั้นจึง
เปนการคัดเลือกแบบสุมโดยอาศัยอัตรารอยละการรอดที่เหมาะสมในการที่จะเกิดเชื้อสายพันธุ
กลาย เชนในการกลายพันธุดวยแสงอัลตราไวโอเลต  รอยละการรอดที่ 0.1-5.0 จะเปนชวงที่เกิด
การกลายพันธุเหมาะสม (Fantini, 1975)  สวนการกลายพันธุดวยสารเคมี NTG นั้นไดมีรายงานของ
Miller ในป 1972 รายงานไววา  ภาวะการกลายพันธุดวยสาร NTG ที่รอยละการรอดอยูในชวง 0-50 
นั้นเปนชวงที่ทําใหเกิดการกลายพันธุไดดีที่สุด  ซ่ึงเปนชวงรอยละการรอดที่กวางมากสําหรับการ
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คัดเลือกสายพันธุกลายที่เปนการคัดเลือกแบบสุมและไมสามารถดูความแตกตางของเชื้อดวย
ลักษณะภายนอกได ทําใหการคัดเลือกเชื้อสายพันธุกลายมีความยุงยาก จํานวนเชื้อที่จะนํามาใช 
คัดเลือกมีปริมาณมากทําใหการทํางานเปนไปไดชาและลําบาก  ดังนั้นผูทดลองจึงไดคัดเลือกเชื้อ
สายพันธุกลายที่ผานการกลายพันธุดวยสาร NTG ที่มีรอยละการรอดอยูในชวง 0-30 เปนชวงที่ทํา
ใหเกิดการกลายพันธุที่ดีที่สุด  สําหรับการคัดเลือกเชื้อในขั้นปฐมภูมิโดยอาศัยการสังเกตความกวาง
ของบริเวณใสนั้น  ไมสามารถบอกคาที่แนนอนของการสรางเดกซแทรนเนสไดวาการสรางนั้นมี
มากนอยเพียงใด  เพียงแตเปนการสังเกตผลคราวๆวามีเชื้อใดที่สามารถใหบริเวณใสบนอาหารเลี้ยง
เช้ือแข็งที่มีการเดกซแทรนลงไปแลวใหความกวางของบริเวณใสมากกวาสายพันธุตั้งตน จึงนาจะ
เปนเชื้อสายพันธุกลายที่สามารถสรางเดกซแทรนเนสที่สูงกวาสายพันธุตั้งตนได  แตไมสามารถ
บอกคาที่แนนอนไดเนื่องจาก  ในการสังเกตความกวางของบริเวณใสบนจานเลี้ยงเชื้อนั้นตอง 
ควบคุมปจจัยหลายอยางเพื่อเปรียบเทียบปริมาณที่แนนอน เชน ขนาดของจานเลี้ยงเช้ือ, ปริมาณ
อาหารแข็งในจานเลี้ยงเชื้อ และขนาดของเชื้อที่จุดลงไป เปนตน  ซ่ึงเปนการควบคุมที่ทําไดลําบาก  
ดังนั้นการบอกความสามารถของเชื้อสายพันธุกลายในการสรางเดกซแทรนเนส  จึงตองทําการ 
คัดเลือกในขั้นทุติยภูมิดวยการวิเคราะหหาปริมาณน้ําตาลกลูโคสที่เกิดขึ้นจากการยอยสลาย 
สับสเตรท (เดกซแทรนที-2000) ดวยเอนไซมที่ไดจากเชื้อสายพันธุกลายที่สามารถหาแอคติวิตีของ
เอนไซมในเชิงปริมาณได  จากนั้นทําการวิเคราะหหาปริมาณโปรตีนเพื่อนํามาคํานวณหาแอคติวิตี
จําเพาะของเดกซแทรนเนส  แลวทําการเปรียบเทียบปริมาณแอคติวิตีจําเพาะของสายพันธุตั้งตนและ
สายพันธุกลาย  เพื่อเลือกเชื้อสายพันธุกลายที่มีความสามารถในการผลิตเดกซแทรนเนสสูงกวา 
สายพันธุตั้งตน

การปรับปรุงสายพันธุในงานวิจัยครั้งนี้  ใชส่ิงชักนําที่ทําใหเกิดการกลายพันธุ 2 ชนิดคือ 
แสงอัลตราไวโอเลต  และสาร NTG เพราะการใชสารชักนําการกลายพันธุหลายๆชนิดรวมกันจะทํา
ใหเกิดการเปลี่ยนแปลงสารพันธุกรรมไดหลายรูปแบบ ไดสายพันธุกลายที่มีสารพันธุกรรมแตกตาง
จากสายพันธุตั้งตนมากขึ้น  ทําใหโอกาสการกลายพันธุกลับ (reverse mutaion) ไปมีสารพันธุกรรม
เหมือนสายพันธุตั้งตนนอยลง (Fantini, 1975)

จากการทําการกลายพันธุ Arthrobacter sp. AG-2 ดัวยแสงอัลตราไวโอเลต 3 รอบ และ 
NTG 4 รอบ ทําใหไดสายพันธุกลาย Arthrobacter sp CUN4-10 มีแอคติวิตีจําเพาะของเดกซแทรน
เนส เทากับ 4.155 หนวยตอมก.  มากกวาสายพันธุตั้งตน Arthrobacter sp AG-2 ซ่ึงมีแอคติวิตี
จําเพาะของเดกซแทรนเนสเทากับ 2.132 หนวยตอมก.  โดยมีลําดับการกลายพันธุดังรูปที่ 47
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Arthrobacter sp. AG-2
(แอคติวิตีจําเพาะของเดกซแทรนเนส 2.299 หนวยตอมก.)

      1st UV
สายพันธุ AU3

(แอคติวิตีจําเพาะของเดกซแทรนเนส 2.502 หนวยตอมก. มากกวาสายพันธุตั้งตน AG-2 1.088 เทา)
      2nd UV

สายพันธุ BU5
(แอคติวิตีจําเพาะของเดกซแทรนเนส 2.305 หนวยตอมก. มากกวาสายพันธุตั้งตน AG-2 1.769 เทา)

3rd UV
สายพันธุ CU15

(แอคติวิตีจําเพาะของเดกซแทรนเนส 3.111 หนวยตอมก. มากกวาสายพันธุตั้งตน AG-2 1.438 เทา)
1st NTG

สายพันธุ CUN26
(แอคติวิตีจําเพาะของเดกซแทรนเนส 4.120 หนวยตอมก. มากกวาสายพันธุตั้งตน AG-2 1.459 เทา)

2nd NTG
สายพันธุ CUN2-5

(แอคติวิตีจําเพาะของเดกซแทรนเนส 4.063 หนวยตอมก. มากกวาสายพันธุตั้งตน AG-2 1.789 เทา)
3rd NTG

สายพันธุ CUN3-1
(แอคติวิตีจําเพาะของเดกซแทรนเนส 4.330 หนวยตอมก. มากกวาสายพันธุตั้งตน AG-2 2.041 เทา)

4th NTG
สายพันธุ CUN4-10

(แอคติวิตีจําเพาะของเดกซแทรนเนส 4.155 หนวยตอมก. มากกวาสายพันธุตั้งตน AG-2 1.930 เทา)

รูปท่ี 47 ลําดับขั้นตอนการกลายพันธุ Arthrobacter sp. AG-2 ดวยแสงอัลตราไวโอเลต และสาร
NTG ไดสายพันธุกลาย CUN4-10
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จากรูปที่ 46  จะเห็นวาคาที่เพิ่มขึ้นของสายพันธุกลายที่ไดจากการกลายพันธุแตละครั้ง  เมื่อ
เทียบกับสายพันธุตั้งตนนั้นมีคาที่ไมแนนอน  เชน สายพันธุ BU5 มีคาแอคติวิตีจําเพาะสูงกวา 
สายพันธุ AG-2 1.769 เทา เมื่อนําสายพันธุ BU5 ไปกลายพันธุดวยแสงอัลตราไวโอเลตจะไดเชื้อ
สายพันธุ CU15 ซ่ึงสายพันธุ CU15 มีคาแอคติวิตีจําเพาะสูงกวาสายพันธุ AG-2 1.438 เทาซึ่งมคีา 
ลดลงจากตอนที่ทําการกลายพันธุสายพันธุ AU3 ดวยแสงอัลตราไวโอเลตแลวไดเชื้อสายพันธุกลาย 
BU5 ทั้งนี้เนื่องมาจากในการเลี้ยงเชื้อสายพันธุตั้งตน  แตละครั้งจะไดแอคติวิตีจําเพาะของสายพันธุ
ตั้งตน AG-2 ไมคงที่  แตไมแตกตางกันในแตละครั้งที่เล้ียงมากนัก  ทั้งนี้ขึ้นกับสภาวะแวดลอม เชน
อุณหภูมิ, อากาศ และอาหาร เปนตน  ดังนั้นในการทดลองจึงตองทําการเปรียบเทียบแอตติวิตีของ
เชื้อสายพันธุตั้งตน AG-2 ทุกครั้งในการคัดเลือกสายพันธุกลาย ทั้งขั้นปฐมภูมิและทุติยภูมิ  สวน
เชื้อสายพันธุกลายที่ไดจากการกลายพันธุในแตละครั้งนั้น  มีคาแอคติวิตีจําเพาะเพิ่มขึ้นจาก AG-2
เปนคาที่ไมแนนอนดังรูปที่ 46 นั้น เชน สายพันธุ BU5 มีคาแอคติวิตีจําเพาะสูงกวาสายพันธุ AG-2
1.769 เทา แตเมื่อนําสายพันธุ BU5 ไปกลายพันธุดวยแสงอัลตราไวโอเลตจะไดเชื้อสายพันธุ CU15
ซ่ึงสายพันธุ CU15 มีคาแอคติวิตีจําเพาะสูงกวาสายพนัธุ AG-2 1.438 เทา  ทั้งนี้เนื่องมาจากในการ 
กลายพันธุแตละครั้งเชื้อสายพันธุกลายที่ไดมีความไมเสถียร  แอคติวิตีจําเพาะจะลดลงเมื่อนํามาทํา
การกลายพันธุตอ  จึงมีโอกาสไดเชื้อสายพันธุกลายที่มีแอคติวิตีจําเพาะที่ต่ําลงแตยังคงมีคาที่สูงกวา
สายพนัธุตัง้ตน AG-2 ดงันัน้ในการเปรยีบเทยีบแอคตวิติจีาํเพาะของเดกซแทรนเนสจากเชือ้สายพนัธุ
กลายที่ไดจากการกลายพันธุแตละครั้งนั้น  จะตองมีการเปรียบเทียบระหวางเชื้อสายพันธุตั้งตน 
AG-2 และสายพันธุกลายที่เปนเชื้อตั้งตนในการทําการกลายพันธุในครั้งนั้น กับเชื้อสายพันธุกลายที่
ไดจากการกลายพันธุคร้ังนั้นดวย

การกลายพันธุดวยแสงอัลตราไวโอเลตมักนิยมใชในการกลายพันธุคร้ังแรกของจุลินทรีย  
เปนวิธีการที่งายและสะดวกที่สุดในการกลายพันธุเชื้อเพื่อใหไดสายพันธุกลายที่มีสมบัติแตกตาง
กัน  มีรายงานถึงอัตรารอยละการรอดที่จะใหไดเชื้อสายพันธุกลายที่ดี คือชวง 0.1-1.0 % (Miller, 
1972; Carton and Brown, 1981) และ 0-5 % (Fantini, 1975)  ดังนั้นในงานวิจัยนี้จึงคัดเลือกเชื้อ 
สายพันธุกลายที่อัตรารอยละการรอด 0-5 %  เพื่อใหมีโอกาสไดเชื้อสายพันธุกลายที่ดี

ในป ค.ศ. 1968 Clowes และ Hays ไดรายงานวาปจจัยที่มีผลตอการกลายพันธุดวยแสง
อัลตราไวโอเลตมีหลายปจจัยดวยกัน ดังตัวอยางเชน ความหนาแนนของเชื้อในการกลายพันธุ  
เนื่องจากแสงอัลตราไวโอเลตผานทะลุเนื้อเยื่อตางๆไดไมดี  ดังนั้นหากมีความหนาแนนของเซลล
แขวนลอยมาก ก็จะทําใหโอกาสที่แสงอัลตราไวโอเลตจะสัมผัสกับเซลลไดนอยลง  ในทางปฏิบัติ  
ปริมาณเซลลแขวนลอยที่เหมาะสมคือ นอยกวา 108 เซลลตอมล.  อาหารเลี้ยงเชื้อก็มีสวนสําคัญใน
การกลายพันธุดวยแสงอัลตราไวโอเลตนั้นถาเซลลแขวนลอยอยูในอาหารเลี้ยงเชื้อจะทําให 
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ประสิทธิภาพในการกลายพันธุนั้นลดลง  เนื่องจากอาหารเลี้ยงเชื้อสามารถดูดซับแสง
อัลตราไวโอเลตไดมากกวาจึงทําใหปริมาณที่แสงอัลตราไวโอเลตผานไปสูเชื้อแขวนลอยลดลงดวย  
อีกทั้งยังอาจทําใหเกิดการสรางสารพิษหรือสารอินทรีย เปอรออกไซด ที่จะรบกวนทําใหระยะเวลา
ในการฉายแสงอัลตราไวโอเลตยาวออกไป ในทางปฏิบัติควรใชเซลลที่แขวนลอยอยูในบัฟเฟอร
หรือน้ําเกลือ (NaCl 0.85%) เพราะมีการดดูซับแสงอัลตราไวโอเลตที่ต่ํา  สวนในลักษณะทาง 
กายภาพของเชื้อนั้น ในเซลลที่มีขนาดใหญดีเอ็นเอของแบคทีเรียในนิวเคลียสนั้นมักจะนอยกวาใน
เซลลที่มีขนาดเล็ก เมื่อพิจารณาความสัมพันธมวลตอปริมาตรเซลล  ทั้งนี้การกลายพันธุดวยแสง
อัลตราไวโอเลตยังขึ้นกับ ความเขมของแสงอัลตราไวโอเลตที่ใชในการกลายพันธุ  และระยะหาง
ของแสงอัลตราไวโอเลตกับเซลลแขวนลอยดวย

ดังนั้นในการปรับปรุงสายพันธุโดยการใชแสงอัลตราไวโอเลต  เพื่อใหไดประสิทธิภาพใน
การกลายพันธุสูงสุด  จงึควรหาภาวะที่เหมาะสมตางๆที่เกี่ยวของกับปจจัยขางตน  เพื่อเพิ่มโอกาส
การไดเชื้อสายพันธุกลายเพิ่มมากขึ้น โดยพบวาภาวะที่เหมาะสมตอการกลายพันธุ Arthrobacter sp. 
AG-2  คือการฉายแสงอัลตราไวโอเลตที่ความยาวคลื่น 254 นาโนเมตร ระยะหางจากแหลงแสง 30 
เซนติเมตร เปนเวลา 80-120 วินาที ไดชวงรอยละการรอด 3.19-0.06

เมื่อพิจารณาเวลาการฉายแสงอัลตราไวโอเลตที่เหมาะสมในแตละครั้งของการทดลองพบ
วาเวลาที่ใชจะมีการเปลี่ยนแปลงไปทั้งนี้ขึ้นกับชนิดของจุลชีพดวย  โดยจากการทดลองนี้  หลังจาก
การกลายพันธุ Arthrobacter sp. AG-2 และไดสายพันธุกลาย AU3 และ BU5 ตามลําดับ  นํามาหา
ระยะเวลาที่เหมาะสมในการฉายแสงอัลตราไวโอเลตพบวาสายพันธุกลาย AU3 และ BU5 ใชเวลา 
60-120 วินาที และ 80-140 วินาที ตามลําดับ จะเห็นไดวาเชื้อที่ผานการกลายพันธุมาหลายครั้งนั้น
จะมีอัตราการรอดที่สูงขึ้น  เนื่องจากเชื้ออาจมีความตานทานตอแสงอัลตราไวโอเลตเพิ่มขึ้น

ในการทดลองพบวาในการกลายพันธุแตละครั้งนั้น  กราฟรอยละการรอดที่ไดจะมีความ
แตกตางกันไป (ผลการทดลองแสดงในภาคผนวก ค) ทั้งนี้เปนเพราะเชื้อที่นํามาเปนเชื้อในการกลาย
พันธุแตละครั้งนั้นจะมีลักษณะทางสรีระวิทยาแตกตางกัน  ปริมาณเซลลเร่ิมตนไมเทากัน  ระยะ
เวลาในการกอใหเกิดการกลายพันธุจึงแตกตางกัน  และจะเห็นวาเชื้อท่ีผานการกลายพันธุมาแลว
หลายครั้งนั้นจะเกิดการตานทานตอส่ิงกลายพันธุมากขึ้น  ดังเชน ในการกลายพันธุเชื้อสายพันธุ
กลาย CUN26 พบวาเชื้อจะใหอัตราการรอดอยูในขอบเขตที่ตองการนั้นตองใชเวลานานกวาเดิม คอื 
0-80 นาที ดังนั้นจึงตองทําการแปรผันความเขมขนของ NTG อีกครั้งเพื่อหาความเขมขนที่เหมาะสม
ในการกลายพันธุเชื้อสายพันธุกลาย CUN26
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การที่สายพันธุกลาย CUN4-10 สามารถผลิตเดกซแทรนเนสไดเพิ่มมากขึ้นเปนผลเนื่องมา
จากแสงอัลตราไวโอเลตและสาร NTG ไปทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงบนสารพันธุกรรมหรือยีนที่
เกีย่วของกบัการควบคมุการสงัเคราะหเดกซแทรนเนส  จงึมสีงผลใหเกดิการสงัเคราะหเดกซแทรนเนส
ไดมากขึ้น  โดยการเปลี่ยนแปลงนี้อาจเกิดขึ้นเพียงเล็กนอยในแตละขั้นตอนของการกลายพันธุ  เมื่อ
ทําการกลายพันธุตอไปอีกหลายๆรอบ  อาจทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงในสารพันธุกรรมเพิ่มมากขึ้น  
ทําใหการสงัเคราะหเดกซแทรนเนสไดมากขึ้นตามลําดับในการสายพันธุกลายรุนตอๆมา

จากงานวิจัยนี้หลังจากทําการ กลายพันธุดวยแสงอัลตราไวโอเลตและสาร NTG แลว
สามารถเลือกเชื้อที่มีความสามารถผลิตเดกซแทรนเนสไดดีและมีความเสถียรที่ดี 2 ชนิดคือ CUN26
และ CUN4-10  หลังจากทําการตรวจสอบความเสถียรอีกครั้งโดยการทําการถายเชื้อทั้งหมด 30 คร้ัง  
แลวทําการตรวจสอบแอคติวิตีจําเพาะ  พบวาเชื้อสายพันธุกลาย CUN26 มีความเสถียรที่ดี  มีการ
ผลิตเดกซแทรนเนสที่คอนขางคงที่  สวนเชื้อสายพนัธุกลาย CUN4-10 นั้นมีความไมเสถียรจะเห็น
ไดจากรอยละการลดลงของแอคติวิตีจําเพาะเทากับ 27.32 ดังนั้นจึงเลือกเชื้อสายพันธุกลาย CUN26
เปนเชื้อสายพันธุกลายที่ไดจากการ กลายพันธุ Arthrobacter sp. AG-2 เพื่อการผลิตเดกซแทรนเนส
ที่ดีที่สุด

การเจริญและการผลิตเดกซแทรนเนสของสายพันธกลาย CUN26 เปรียบเทียบกับสายพันธุ
ตั้งตน AG-2 ในระดับขวดเขยา และวิเคราะหปริมาณแอคติวิตี  จากผลที่ไดสายพันธุกลาย CUN26
สามารถผลิตเดกซแทรนเนสไดสูงกวาสายพันธุตั้งตน AG-2 คิดเปนรอยละ 98.45

การศึกษาปริมาณเดกซแทรนที่เหมาะสมตอการผลิตเดกซแทรนเนสของเชื้อสายพันธุกลาย
CUN26 พบวาเดกซแทรนที่มีความเหมาะสมในการชักนําเพื่อการสรางเดกซแทรนเนสของสาย
พันธุกลายจะมีคาเทากับ 1 % ซ่ึงแตกตางไปจากสายพันธุตั้งตนที่ตองการเพียง 0.5 % (ณฐินี, 2540)  
ทั้งนี้เนื่องจากเดกซแทรนเนสเปนเอนไซมที่สรางขึ้นโดยตองการการชักนํา (Inducible enzyme)
โดยสารที่ใชชักนําคือเดกซแทรน ซ่ึงเปนสับสเตรทของเอนไซม  ปริมาณเอนไซมที่สรางขึ้นจะแปร
ผันตามปริมาณของสารที่ชักนํา  โดยสายพันธุตั้งตน AG-2 ตองการปริมาณของสารชักนําคือ 0.5 %  
เมื่อเพิ่มปริมาณสารชักนํามากขึ้นปริมาณเอนไซมที่ไดจะมีปริมาณเทาเดิม  ในขณะที่สายพันธุกลาย 
CUN26 ซ่ึงมีความสามารถในการผลิตเดกซแทรนเนสไดสูงกวาสายพันธุตั้งตนจึงตองการปริมาณ
ของสารชักนํามากกวาเดิม คือ 1 %  เมื่อศึกษาแหลงไนโตรเจนและปริมาณไนโตรเจนที่เหมาะสม 
พบวา แอมโมเนียมซัลเฟตเปนแหลงอนินทรียไนโตรเจนที่เหมาะสมที่สุด โดยใหคาแอคติวิตีสูงสุด
เทากับ 4.827 หนวยตอมล.  ทั้งนี้เนื่องจากวาแอมโมเนีย (NH3) สามารถถูกนําไปใชไดงายในเซลล
โดยไมตองผานกระบวนการเมตาบอลิสมที่ซับซอนและไมตองใชพลังงานมากนัก  ในแหลง
ไนโตรเจนที่เปนไนเตรทจะถูกนําไปใชไดยากกวาเพราะการนําไปใชจะตองผานการรีดิวซใหเปน
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แอมโมเนียกอน  สวนแหลงอินทรียไนโตรเจนที่ไดทําการศึกษานั้นพบวาทริปโตนเปนแหลง
อินทรียไนโตรเจนที่เหมาะสมที่สุด คือจะใหคาแอคติวิตีเทากับ 6.377 หนวยตอมล.  โดยปกติแลว
เชื้อจุลินทรียจะเจริญในอาหารที่มีอินทรียไนโตรเจนไดเร็วกวาอนินทรียไนโตรเจน  และใน
กระบวนการผลิตสารบางชนิด เชน กรดอะมิโน เอนไซม จะจุลินทรียจะเจริญและผลิตสารนั้นไดใน
อาหารที่มีอินทรียไนโตรเจนอยูดวย  ดังนั้นแหลงไนโตรเจนที่เหมาะสมตอการผลิตเดกซแทรนเนส
นี้จะใชแหลงไนโตรเจนจาก 2 แหลงคือ อนินทรียไนโตรเจน คือแอมโมเนียมซัลเฟต  และอินทรีย
ไนโตรเจนคือ ทริปโตน  แลวทําการหาปริมาณสัดสวนที่เหมาะสมในการผลิตเดกซแทรนเนสได
เทากับรอยละ 25 ตอ 25 จากนั้นศึกษาปริมาณแมกนีเซียมซัลเฟตที่เหมาะสม  พบวาปริมาณ
แมกนีเซียมซัลเฟต 0.02 % จะทําใหการผลิตเดกซแทรนเนสของ CUN26 มีคาแอคติวิตีสูงสุดเทากับ 
6.303 หนวยตอมล.  ทั้งนี้แมกนีเซียมเปนแรธาตุที่มีความสําคัญโดยมีผลตอการเจริญเติบโตและการ
ทํางานของเอนไซมแบคทีเรีย

ปจจัยทางกายภาพที่เหมาะสมตอการเลี้ยงเชื้อสายพันธุกลายที่ทําการศึกษาไดแก คาความ
เปนกรด-ดางเริ่มตนที่เหมาะสม  อุณหภูมิที่เหมาะสมในการเลี้ยงเชื้อ และความเรว็รอบของการเขยา
ในการเลี้ยงเชื้อ  ซ่ึงปจจัยเหลานี้มีความสําคัญที่จะเปนขอมูลที่ใชในการศึกษาระดับขยายสวนตอไป

ความเปนกรด-ดางเริ่มตนที่เหมาะสมตอการเลี้ยงเชื้อและการผลิตเดกซแทรนเนสของ   
สายพันธุกลาย CUN26 คือ 7.0 ซ่ึงในสูตรอาหารจะมีสารควบคุมคาความเปนกรด-ดางที่เหมาะสม
คือ ฟอสเฟต  โดยจะทําหนาที่เปนบัฟเฟอรควบคุมคาความเปนกรด-ดางไวใหอยูในชวง 7.0  สวน
อุณหภูมิที่เหมาะสมนั้น  พบวาที่ 37 Oซ ใหคาแอคติวิตีสูงสุดเทากับ 6.276 หนวยตอมล. ในขณะที่
อุณหภูมิ 30Oซ  และอุณหภูมิหอง (28-32Oซ) ใหคาแอคติวิตีจําเพาะต่ํากวา 37Oซ ไมมากนัก  สวนที่
อุณหภูมิ 40Oซ นั้นมีคาแอคติวิตีต่ํามากคือ 1.301 หนวยตอมล. ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากการผลิต 
เดกซแทรนเนสจะขึ้นกับการเจริญของเซลล (Growth associate) ดังนั้นที่อุณหภูมิสูงเกินไปอาจสง
ผลใหเกิดการสูญเสีย (leakage) ขององคประกอบของเซลล เชนกรดนิวคลีอิก, กรดอะมิโน และ
โปรตีน เปนตน ซ่ึงสงผลใหเซลลตายได  เมื่อศึกษาปริมาณออกซิเจนที่เหมาะสมโดยการหารอบ
ของการเขยา  พบวาที่ความเร็วรอบของการเขยาเทากับ 200 รอบตอนาที จะใหคาแอคติวิตีสูงสุด 
เทากับ 6.420 หนวยตอมล.  สวนรอบของการเขยาที่ 150 และ 250 รอบตอนาทีนั้นจะใหคาแอคติวิตี
เทากับ 5.199 และ 6.152 หนวยตอมล. ตามลําดับ  เนื่องจากการเขยาที่ 150 รอบตอนาทีมีผลทําให
การละลายของออกซิเจนในอาหารนอย  ทําใหเชื้อเจริญและสรางเดกซแทรนเนสไดไมดีจึงมี        
แอคติวิตีจําเพาะไมสูงนัก
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เมื่อทําการเปรียบเทียบสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อ สูตรเดิม สภาวะเดิม กับ สูตรปรับปรุง สภาวะ
ปรับปรุง จะเปนดังตารางที่ 35 และเมื่อศึกษารูปแบบการเจริญ  เพื่อหาระยะเวลาที่เหมาะสมในการ
เพาะเลี้ยงเชื้อสายพันธุกลาย CUN26 เพื่อใหไดการผลิตเดกซแทรนเนสสูงสุด  พบวาในชั่วโมงที่ 
36-48 เปนระยะเวลาที่เหมาะสมในการเลือกเก็บเชื้อ ซ่ึงถาเลยระยะเวลานี้ไปแลวอาจทําใหปริมาณ
เดกซแทรนเนสลดลง  เนื่องจากการที่เซลลตายและสลายตัวปลดปลอยโปรตีเอสซึ่งสามารถยอย
สลายโปรตีนได จึงทําใหสูญเสียเดกซแทรนเนสไป และเมื่อเปรียบเทียบแอคติวิตีจําเพาะของ 
Arthrobacter sp. AG-2 สายพันธุตั้งตน และสายพันธุกลาย Arthrobacter sp. CUN26 ที่ทําการปรับ
ปรุงสูตรอาหารและสภาวะที่เหมาะสมแลวพบวา สายพันธุกลาย CUN26 จะมีแอคติวิตีที่สูงกวา 
AG-2 สายพันธุตั้งตน คิดเปน 149.64% หรือ 2.5 เทา  ทั้งนี้ความแตกตางที่พบอาจเนื่องจากเชื้อสาย
พันธุกลายมีการเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรมไปซึ่งสงผลใหลักษณะพันธุกรรมที่เปล่ียนนั้นมีผลตอ 
ความเหมาะสมของสูตรอาหารและสภาวะเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมตอการเจริญและการเลี้ยงเชื้อ 
แตกตางกันออกไป

จากการศึกษาสมบัติของเดกซแทรนเนสจาก Arthrobacter sp. CUN26 สายพันธุกลาย  พบ
วา เอนไซมนี้มีคาความเปนกรด-ดางและอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทาํงานของเอนไซมคือ 0.05  
โมลารฟอสเฟตบัฟเฟอรที่คาความเปนกรดดางเทากับ 6.5 ที่อุณหภูมิ 50Oซ  เมื่อเปรียบเทียบกับ 
คุณสมบัติของเอนไซมที่สรางโดย Arthrobacter sp. AG-2 ซ่ึงเปนสายพันธุตั้งตน (ตารางที่ 37) พบ
วาความเปนกรด-ดางและอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมมีคาใกลเคียงกัน  และเมื่อ
ศึกษาความเสถียรตอความเปนกรด-ดางของเอนไซม พบวาเอนไซมนี้มีความเสถียรตอความเปน
กรด-ดางในชวงกวาง คือระหวาง 5.0-9.0 ซ่ึงเมื่อเทียบกับความเสถียรของเดกซแทรนเนสที่ไดจาก
สายพันธุตั้งตน AG-2 พบวาเอนไซมที่ไดจากสายพันธุกลาย CUN26 จะมีความเสถียรในชวงของ
ความเปนกรด-ดางที่กวางกวาเอนไซมที่ไดจากสายพันธุตั้งตน AG-2 (ตารางที่ 37)  จากการที่ 
เดกซแทรนเนสสายพันธุกลาย CUN26 มีความเสถียรตอความเปนกรด-ดางในชวงกวาง และ
สามารถทํางานไดดีเมื่อมีเกลือโซเดียมคลอไรดถึง 4% นั้น  ทําใหเปนผลดีตอการนําเอนไซมไป
ประยุกตใชในทางอตุสาหกรรมในอนาคต  โดยเฉพาะเมื่อนําเอนไซมไปใชในทางทันตกรรมเนื่อง
จากในชองปากนั้นมีการแปรปรวนของความเขมขนของโซเดียมคลอไรดในชองปากและคาความ
เปนกรด-ดางสูงมาก  สําหรับความเสถียรตออุณหภูมิของเดกซแทรนเนสนั้น  พบวา เอนไซมนี้มี
ความเสถียรตออุณหภูมิในชวงที่คอนขางกวาง โดยมีความเสถียรตออุณหภูมิไดสูงถึง 45Oซ  เมือ่
อุณหภมูสูิงขึน้เปน 50Oซ เอนไซม (โปรตนี) จะเริม่เสยีสภาพธรรมชาตสิงผลใหแอคตวิติอีงเอนไซม
ลดลง  และเมื่ออุณหภูมิสูงถึง 55 Oซ จะทําใหเอนไซมนี้เสียสภาพโดยสมบูรณ ซ่ึงมีผลใหไมมี 
แอคติวิตีของเอนไซมเกิดขึ้น  อยางไรก็ตามเมื่อพิจารณาการนําไปใชในชองปาก  จะพบวาอุณหภูมิ
ในชองปากนั้นจะอยูในชวง 30-40Oซ ซ่ึงเปนชวงอุณหภูมิที่เอนไซมเดกซแทรนเนสยังคงมีความ
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เสถียรอยู  ดังนั้นเอนไซมนี้นาจะนําไปประยุกตใชในทางทันตกรรมไดตอไป  เมื่อศึกษาประสิทธิ
ภาพในการเรงปฏิกิริยาของเดกซแทรนเนสจาก Arthrobacter sp. CUN26 สายพันธุกลาย  พบวา
อัตราเร็วสูงสุดของปฏิกิริยา (Vmax) เทากับ 1.060 ไมโครโมลของเดกซแทรน (ที-2000) ตอนาที  
และมีคาคงที่ Michaelis (Km) เทากับ 2.796 ไมโครโมลาร ที่อุณหภูมิ 50Oซ ในฟอสเฟตบัฟเฟอร 
0.05 โมลารที่ความเปนกรด-ดางเทากับ 6.5
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ภาคผนวก ก

สูตรอาหารและวิธีการเตรียมอาหารสําหรับเล้ียงเชื้อ

1. สูตรอาหารสําหรับการเลี้ยงเชื้อ
1.1 สูตรอาหารของ Yamaguchi

ในอาหาร 1 ลิตร  ประกอบดวย
เดกซแทรนเกรดอุตสาหกรรม 5.0 กรัม
พอลิเปปโตน 10.0 กรัม
ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4) 2.0 กรัม
โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) 1.0 กรัม
แมกนีเซียมซัลเฟต (MgSO4•7H2O) 0.1 กรัม
สารสกัดจากยีสต (Yeast extract) 0.1 กรัม
โซเดียมคลอไรด (NaCl) 30.0 กรัม

ปรับความเปนกรดดางเริ่มตน 7.0 นึ่งฆาเชื้อที่ภาวะมาตรฐาน 121Oซ  ความดัน 15 ปอนด
ตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที
หมายเหตุ: สูตรอาหารของ Yamaguchi ในขอนี้นั้นมีความเขมขนของ NaCl ในอาหารเทากับ 3 %  
ดังนั้นถาตองการเปลี่ยนแปลงความเขมขนของ NaCl ใหเปล่ียนปริมาณของ NaCl ที่ใช

1.2 สูตรอาหารดัดแปลงของ Okami (BHI)
ในอาหาร 1 ลิตร ประกอบดวย
Calf Brains, Infusion from 200.0 กรัม
Beef Heart, Infusion from 250.0 กรัม
โปรติโอส เปปโตน (Bacto Proteose Peptone) 10.0 กรัม
เดกซโตรส (Bacto Dextrose) 2.0 กรัม
โซเดียมคลอไรด (NaCl) 5 กรัม
ไดโซเดียมฟอสเฟต (Na2HPO4) 2.5 กรัม

 
ช่ัง Brain heart Infusion  กรัมละลายในน้ํากลั่น (Distilled water) 1 ลิตร  ถาตองการใหมี

ความเขมขนของเกลือ 3 %ใหเติม NaCl 30 กรัมลงไปดวย จากนั้นนําไปนึ่งฆาเชื้อที่ภาวะมาตรฐาน 
121 Oซ  ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที
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2. สูตรอาหารสําหรับการคัดเลือกเชื้อ Yamaguchi agar
ในอาหาร 1 ลิตร  ประกอบดวย

เดกซแทรนเกรดอุตสาหกรรม 5.0 กรัม
พอลิเปปโตน 10.0 กรัม
ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต(K2HPO4) 2.0 กรัม
โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) 1.0 กรัม
แมกนีเซียมซัลเฟต (MgSO4•7H2O) 0.1 กรัม
สารสกัดจากยีสต (Yeast extract) 0.1 กรัม
โซเดียมคลอไรด (NaCl) 30.0 กรัม
วุนผง (Agar) 15 กรัม

ปรับความเปนกรดดางเริ่มตน 7.0 นึ่งฆาเชื้อที่ภาวะมาตรฐาน 121Oซ  ความดัน 15 ปอนด
ตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที
หมายเหตุ: สูตรอาหารของ Yamaguchi ในขอนี้นั้นมีความเขมขนของ NaCl ในอาหารเทากับ 3 %  
ดังนั้นถาตองการเปลี่ยนแปลงความเขมขนของ NaCl ใหเปล่ียนปริมาณของ NaCl ที่ใช
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สารเคมีท่ีใชในการทดลอง

1. สารละลายทริส-มาลิอิก บัฟเฟอร  ความเขมขน 0.1 โมลาร  ความเปนกรด-ดาง เทากับ 6.0

ในสารละลายบัฟเฟอร 1 ลิตร  ประกอบดวย
ทริส-(ไฮดรอกซีเมทิล)-อะมีโนมีเทน (C4H11NO3) 12.1 กรัม
กรดมาลิอิก 11.6 กรัม
ปรับคาความเปนกรด-ดางเปน 6.0 ดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด

2. สารละลายฟอสเฟต บัฟเฟอร ความเขมขน 0.05 โมลาร  คาความเปนกรด-ดางเทากับ 7.0

ในสารละลายบัฟเฟอร 1 ลิตร  ประกอบดวย
โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) 2.7 กรัม
ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4) 5.25 กรัม
ปรับคาความเปนกรด-ดางเปน 7.0 ดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด

3. การเตรียมสารละลายสําหรับการวิเคราะหเดกซแทรนเนสโดยการหาปริมาณน้ําตาลรีดิวซ

3.1 สารละลายเดกซแทรน ที 2000 ความเขมขน 0.625%

ละลายเดกซแทรน ที 2000 จํานวน 0.625 กรัม ในฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 0.05           
โมลาร  และปรับปริมาตรใหเปน 100 มล.

3.2 สารละลายอัลคาไลน คอปเปอร (Alkaline Copper reagent)

ละลายโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต 71 กรัม และโซเดียมโปแตสเซียมทารเทรต 40.0 กรัม
ในน้ํากลั่น 700 มล.  เติมโซเดียมไฮดรอกไซดที่มีความเขมขน 1.0 นอรมอล ลงไป 100 มล.  และ
เติมสารละลายคอปเปอรซัลเฟตที่มีความเขมขน 10 % ลงไป 80 มล. ผสมใหเขากันและทําใหรอน  
จากนั้นเติมโซเดียมซัลเฟต 180 กรัม ละลายใหเขากันและปรับปริมาตรสุดทายเปน 1000 มล.ดวยน้ํา
กล่ัน  เก็บในขวดสีชา ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง 24 ชั่วโมง
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3.3 สารละลายเนลสัน (Nelson reagent)

ละลายแอมโมเนียมโมลิบเดต 53.2 กรัม ในน้ํากลั่น 900 มล.  เติมกรดซัลฟูริกเขมขนลงไป 
21 มล.ผสมใหเขากัน แลวเติมสารละลายโซเดียมอาซิเนตที่มีความเขมขน 12 % ลงไป 50 มล.  และ
ปรับปริมาตรสุดทายใหเปน 1000 มล. ดวยน้ํากลั่น เก็บในขวดสีชา  ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง 24 ช่ัว
โมง  ถามีตะกอนใหกรองออกกอนนําไปใช

4. สารละลายสําหรับวิเคราะหปริมาณโปรตีน  (Lowry’s method)

4.1 สารละลาย Lowry A ประกอบดวย
โซเดียมคารบอเนต (Na2CO3) 60.0 กรัม
โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) 12.0 กรัม
โซเดียมโพแทสเซียมทารเทรต 0.6 กรัม
น้ํากลั่น 300 มล.

4.2 สารละลาย Lowry B ประกอบดวย
คอปเปอรซัลเฟต (CUSO4) 50.0 กรัม
น้ํากลั่น 1000 มล.

4.3 สารละลาย Lowry C ประกอบดวย
Lowry A 50 สวน
Lowry B 1 สวน

4.4 สารละลาย Lowry D (Phenol reagent) ประกอบดวย
สารละลายโฟลิน ฟนอล รีเอเจนต (Folin phenol reagent) 1 สวน
น้ํากลั่น 1 สวน

5. สารเคมีสําหรับวิเคราะหหาปริมาณไนโตรเจนทั้งหมด
5.1 สารเรงปฏิกิริยา  ประกอบดวยสวนผสมของ

โพแทสเซียมซัลเฟตแอนไฮดรัส (K2SO4) 100 สวน
คอปเปอรซัลเฟตเพนตาไฮเดรท (CuSO4• 5H2O) 10 สวน
ผงซีลีเนียม (Selenium powder) 1 สวน

5.2 สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด  ความเขมขน 40 %
โซเดียมไฮดรอกไซด 40 กรัม  ละลายในน้ํากล่ันและปรับปริมาตรเทากับ 100 มล.
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5.3 สารละลายกรดบอริก  ความเขมขน 4 %
กรดบอริก 40 กรัม  ละลายในน้ํากลั่นและปรับปริมาตรเปน 1000 มล.

5.4 สารละลายอินดิเคเตอร ประกอบดวย
Methyl red 0.2 % ในเอธานอล 95 % 2 สวน
Methylene blue 0.2% ในเอธานอล 95 % 1 สวน

5.5 กรดกํามะถันเขมขน (Sulphuric acid)
5.6 Methy orange indicator solution  ความเขมขน 0.1 %

Methyl orange 0.1 กรัม  ละลายในน้ํากลั่นและปรับปริมาตรเปน 100 มล.
5.7 สารละลายมาตรฐานโซเดียมคารบอเนต (Na2CO3) ความเขมขน 0.4 นอรมัล

โซเดียมคารบอเนตแอนไฮดรัส (น้ําหนักโมเลกุล 105.99) นํามาอบที่อุณหภูมิ 100Oซ 
ประมาณ 3 ช่ัวโมง  ทิ้งใหเย็นใน Desiccator  และนํามา  5.2990 กรัม  ทําใหเปนสารละลายโดยเติม
น้ํากลั่นจนไดปริมาตร 1000 มล.

5.8 สารละลายมาตรฐานของกรดกํามะถัน ความเขมขน 0.1 นอรมัล
กรดกํามะถัน 28 มล.  เติมน้ํากลั่นจนไดปริมาตร  1000 มล.  แลวหาความเขมขนของกรด

กํามะถัน  0.1 นอรมัล  โดยใชสารละลาย 0.1 นอรมัลโซเดียมคารบอเนต  จํานวน 25 มล.  และสาร
ละลาย Methyl orange เปนอินดิเคเตอร  จุดยุติจะเปลี่ยนสารละลายโซเดียมคารบอเนตจากสเีหลือง
เปนสีชมพู

คํานวณความเขมขนของสารละลายกรดกํามะถันโดยใชสูตร
N1V1 = N2V2

เมื่อ    N1  =  นอรมัลของสารละลายโซเดียมคารบอเนต  เทากับ 0.1 นอรมัล
          N2 =  นอรมัลของสารละลายมาตรฐานกรดกํามะถัน
          V1 =  ปริมาตรของสารละลายมาตรฐานโซเดียมคารบอเนต เทากับ 25 มล.
          V2 =  ปริมาตรของสารละลายมาตรฐานกรดกํามะถันที่ใชในการไตเตรท (มล.)

5.9 สารละลายกรดกํามะถัน 0.01 นอรมัล
ใชกรดกํามะถัน 0.1 นอรมัลจํานวน 100 มล.  และเติมน้ํากลั่นเปน 1000 มล.
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ภาคผนวก ค

กราฟมาตรฐาน

1. กราฟมาตรฐานน้ําตาลรีดิวซ

รูปท่ี 48  กราฟมาตรฐานแสดงคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 520 นาโนเมตร  กับน้ําตาล
กลูโคสความเขมขน 0-200 ไมโครกรัมตอมล.
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2. กราฟมาตรฐานของโปรตีน

รูปท่ี 49  กราฟมาตรฐานแสดงคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร  กับโปรตีน 
มาตรฐานโบวีนซีร่ัมอัลบูมิน ความเขมขน 0-200 ไมโครกรัมตอมล.
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รูปท่ี 50  รอยละการรอดของ AU3 ที่ผานการฉายแสงอัลตราไวโอเลตที่ 254 นาโนเมตร ที่เวลา
ตางๆ
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รูปท่ี 51  รอยละการรอดของ BU5 ที่ผานการฉายแสงอัลตราไวโอเลตที่ 254 นาโนเมตร ที่เวลา
ตางๆ
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รูปท่ี 52  รอยละการรอดของ CUN26 ที่กลายพันธุดวยสารเคมี NTG ความเขมขน 50 ไมโครกรัม
ตอมล. ที่เวลาตางๆ
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รูปท่ี 53  รอยละการรอดของ CUN3-1 ที่กลายพันธุดวยสารเคมี NTG ความเขมขน 150 ไมโครกรัม
ตอมล. ที่เวลาตางๆ
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ภาคผนวก ง

รูปแสดงการสรางเดกซแทรนเนสบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง

1. การตรวจสอบการสรางเดกซแทรนเนสบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง โดยการเททับเอธานอล 95 % บน
อาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง Yamaguchi (ภาคผนวก ก) เพื่อทําการคัดเลือกเชื้อสายพันธุกลายโดยดูการให
ความกวางของบริเวณใส

รูป 54  รูปแสดงการคัดเลือกเชื้อสายพันธุกลายโดยการดูความสามารถในการใหบริเวณใสบน
อาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง Yamaguchi ที่มีการเททับดวยเอธานอล
หมายเหตุ : AG-2   คือ เชื้อ Arthrobacter sp. AG-2  สายพันธุตั้งตน

   AU3  คือ เชื้อ Arthrobacter sp. AU3 สายพันธุกลายที่ไดจากการกลายพันธุดวยแสง
อัลตราไวโอเลตรอบที่ 1

     สวนเชื้ออ่ืนที่ไมไดบอกชนิดไวเปนเชื้อ Arthrobacter sp. สายพันธุกลายอื่นๆ ที่ไดจาก
การกลายพันธุดวยแสงอัลตราไวโอเลตรอบที่ 1



135

2. เปรียบเทียบการสรางเดกซแทรนเนสของเชื้อสายพันธุตั้งตน Arthrobacter sp. AG-2 และ
Arthrobacter sp. CUN26 สายพันธุกลาย (ที่คัดเลือกไดจากเชื้อสายพันธุกลายทั้งหมดที่ทําการกลาย
พันธุ)  บนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง Yamaguchi (ภาคผนวก ก) ที่มีการเติมบลูเดกซแทรน แทน        
เดกซแทรนเกรดอุตสาหกรรม เพื่อใชเปนสับสเตรทที่มีอินดิเคเตอรในการบอกความสามารถในการ
ผลิตเดกซแทรนเนส  โดยดูการใหความกวางของบริเวณใส

รูปท่ี 55  รูปความกวางของบริเวณใสบนอาหารที่มีบลูเดกซแทรน โดยทําการเปรียบเทียบระหวาง
เชื้อสายพันธุตั้งตน Arthrobacter sp. AG-2 และสายพันธุกลาย Arthrobacter sp. CUN26
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ภาคผนวก จ

การเตรียมการและการปองกันอันตรายจากการกลายพันธุ

แสงอัลตราไวโอเลต

เปนรังสีที่ทําใหเกิดการกลายพันธุในจุลินทรีย อาจทําใหเกิดมะเร็งผิวหนังได การปฏิบัติ
งานที่เกี่ยวของกับแสงอัลตราไวโอเลตควรมีการสวมแวนปองกัน หามมองหลอด UV โดยตรง
เพราะเปนแสงที่เปนอันตรายตอตา ควรมีการสวมแวนปองกันหรือใชแสงอัลตราไวโอเลตที่อยูภาย
ในตูเขี่ยเชื้อที่มีกระจกกั้น ควรสวมถุงมือเมื่อตองทาํงานภายใตแสงอัลตราไวโอเลต เนื่องจากแสง
อัลตราไวโอเลตนี้ผานกระจกไดไมดี เชื้อท่ีตองการฉายแสงเพื่อกลายพันธุจึงตองเปดฝาจานเพราะ
เล้ียงเชื้อไว

สารเคมี NTG (N-methy1-N’ – nitro –N – nitrosoguanidine)

สาร NTG เปนอันตรายตอส่ิงมีชีวิต และอาจเปนสารกอมะเร็ง (carcinogen) ดวย ดังนั้นใน
การทดลองจึงตองทําดวยความระมัดระวัง สาร NTG เปนสารที่อันตรายตอการสัมผัส การสูดดม 
การทดลองเกี่ยวกับสาร NTG ทั้งในลักษณะผลึกของแข็ง หรือสารละลาย ควรสวมถุงมือยางตลอด
เวลา ควรสวมผาปดปากเพื่อปองกันละอองหรือไอระเหย หามใชปากในการดูดปเปตสารชนิดนี้เด็ด
ขาด การชั่งสาร NTG ควรทําในที่ไมมีลมพัด ไมควรช่ังบนกระดาษชั่งสารเพราะอาจปลิวไปทําให
เกิดอันตรายตอผูทําการทดลองและผูที่อยูในบริเวณใกลเคียง อยาเปดขวดที่ใสสาร NTG ทิ้งไว ควร
ใชหลอดปลอดเชื้อที่แหงสนิทและมีฝาปด ช่ังน้ําหนักหลอดเปลากอน แลวจึงใชชอนตักสาร NTG
เติมลงในหลอด ปดฝาแลวช่ังน้ําหนักอีกครั้ง คํานวณน้ําหนักของสารและนําไปเตรียมเปน stock ซ่ึง
ควรเตรียมใหมทุกครั้งเมื่อตองการใช

อุปกรณที่สัมผัสกับสาร NTG นําไปแชใน 1 N NaOH ในตูควัน เปดเครื่องใหดูดควันออก
ทิ้งไวประมาณ 24 ช่ัวโมง จึงนํามาลาง และควรสวมถุงมือยางในการลางดวย
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ประวัติผูเขียน

นางสาว สุหัทยา  จิระนันทิพร  เกิดวันที่ 5 กรกฎาคม พ.ศ. 2519 ที่จังหวัดกรุงเทพฯ ไดรับ
ปริญญาวิทยาศาสตรบัณฑิต  สาขาจุลชีววิทยา  ภาควิชาจุลชีววิทยา  คณะวิทยาศาสตร   
จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ในปการศึกษา 2540 และเขารับการศึกษาตอในชั้นปริญญามหาบัณฑิต 
สาขาจุลชีววิทยาทางอุตสาหกรรม ภาควชิาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 
ในปการศึกษา 2541 ที่อยูปจจุบัน  50/725  ซอยสุขุมวิท 105  ถนนสุขุมวิท  เขต 
บางนา  กรุงเทพฯ  10260
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