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 การเปรียบเทยีบการผลิตเดกซแทรนจาก Streptococcus sobrinus 6715 ในอาหาร 
Tryptic soy broth, Brain heart infusion และ Basal medium พบวาอาหาร Basal medium ให
ปริมาณเดกซแทรนสูงสุดในอาหารทั้ง 3 ชนิด และปริมาณซูโครสที่เหมาะสมในการผลิต                      
เดกซแทรนในอาหาร Basal medium คือ 1.5 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนัก เมื่อเปรียบเทียบการเจริญ
พรอมการผลติเดกซแทรนของ S. sobrinus 6715 พบวาเดกซแทรนเปนสารที่ถูกสรางควบคูไปกบั
การเจริญ สาํหรับการผลิตเดกซแทรนพันธะ α-1,3 จากเดกซแทรนจาก S. sobrinus 6715 ทําได
โดยการกาํจัดพันธะ α-1,6 ออกโดยใชเดกซแทรนเนสทีจ่ําเพาะตอพนัธะ α-1,6 จาก Penicilliun 
sp. SMCU 3-14  และเมื่อนําเดกซแทรน T-2000 [α-1,6], เดกซแทรน จาก S.sobrinus 6715 
[α-1,6 และ α-1,3], และเดกซแทรนพันธะ α-1,3 มาชกันําการสรางเดกซแทรนเนสใน 
Arthrobacter sp. AG-2 และตรวจสอบความสามารถในการยอยเดกซแทรนโดยดูการปลดปลอย
น้ําตาลรีดิวซดวยวธิี Somogyi-Nelson และ โครมาโทกราฟแบบของเหลวสมรรถนะสงู พบวาเดกซ
แทรนเนส [α- 1,6] สามารถยอยเดกซแทรน T-2000 โดยปลดปลอยน้ําตาลกลูโคส,ไอโซมอลโทส 
และไอโซมอลโทเททราโอสออกมา และยอยเดกซแทรนจาก S. sobrinus 6715 ได โดยปลดปลอย 
กลูโคส, ไอโซมอลโทเททราโอส และสารที่มี retention time เทากับ 13.00 นาที แตเดกซแทรนเนส 
[α-1,6] ไมสามารถยอยเดกซแทรนพันธะ α-1,3 ได ในขณะที่เดกซแทรนเนสที่ถกูชักนาํดวยเดกซ
แทรนจาก S. sobrinus 6715 [α-1,6 และ α-1,3] และ เดกซแทรนเนส [α-1,3]  สามารถยอย
เดกซแทรนทั้ง 3 ชนิดโดยปลดปลอยเฉพาะกลูโคสเทานั้น  
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 Growth and dextran production of Streptococcus sobrinus 6715 in Tryptic soy 
broth, Brain heart infusion and Basal Medium were compared.  Result obtained 
indicated Basal Medium as better medium among the 3 media tested.  The optimum 
amount of sucrose as inducer for dextran production is 1.5% w/v, with this it was found 
that dextran was produced as primary metabolite. The preparation of dextran with α-1,3 
linkage from S.sobrinus 6715 dextran was carried out by the hydrolysis of α-1,6 
linkages via dextranase of Penicillium sp. SMCU 3-14, an α-1,6 specific dextranase.   
The use of dextran T-2000 [α-1,6 dextran], dextran from S.  sobrinus 6715 [α-1,6 and  
α-1,3 dextran] and the above [α-1,3] dextran as inducer for dextranase production by 
Arthrobacter sp. AG-2 gave rise of different dextranases.   Judging from  products  
liberated by the respective enzyme via Somogyi-Nelson and HPLC analysis revealed 
that: dextranase [α-1,6] hydrolysed dextran T-2000 with the release of glucose, 
isomaltose and isomaltotetraose while glucose, isomaltotetraose and an unknown 
fraction with the retention time of 13 minute were liberated when dextran from                
S. sobrinus 6715 was employed as substrate.  The same enzyme failed to hydrolyse the 
[α-1,3] dextran whereas dextranase from Arthrobacter sp. AG-2 induced by either 
dextran from S. sobrinus 6715 [α-1,6 and α-1,3] or dextran [α-1,3] was able to digest 
all 3 dextrans with the released of glucose as sole product. 
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สัญลกัษณและคํายอ 
 

Oซ = องศาเซลเซยีส 



บทที ่1 
 

บทนํา 
 

ปญหาสุขภาพในชองปากโดยเฉพาะอยางยิ่งโรคเกี่ยวกับเหงือกและฟนนับเปนปญหา
ทางดานทนัตสาธารณสุขทีสํ่าคัญและมีแนวโนมเพิ่มมากข้ึนในปจจุบนั โรคฟนผุเกดิไดกับประชาชน
ทุกเพศทกุวัย แมวาจะมกีารใหความรูและรณรงคใหประชาชนเอาใจใสดูแลตนเอง แตยังพบวา
ประชาชนยงัคงเปนโรคเหงือกและโรคฟนผอุยูเปนจาํนวนมาก ซึ่งกอใหเกดิความเจบ็ปวด บั่นทอน
สุขภาพรางกาย สูญเสียบุคลิกภาพที่ด ี และสิน้เปลืองในการรกัษา การตอสูกับโรคฟนผุเปนที่ทราบ
กันดีวาเปนเรื่องที่ควบคมุไดยาก เนื่องจากปจจยัหลายประการ เชน ชนิดของเชือ้จุลินทรียในชอง
ปาก อาหารและลักษณะนสัิยการบริโภค รวมถงึสุขนิสยัในการรักษาความสะอาดของแตละบุคคล 
และเมื่อเกิดอาการฟนผุขัน้รุนแรงขึ้นแลว รางกายไมสามารถซอมแซมตัวเองดวยวิธกีารทาง
ธรรมชาติได นอกจากตองใชวัสดุหรือส่ิงแปลกปลอมตางๆเขามาทดแทนใหฟนสามารถใชการได
เหมือนเดิม ดังนั้นการปองกันและควบคุมโรคอยางมีประสิทธิภาพจึงมีความสาํคัญมากกวาการ
รักษา จึงมีการคิดคนวิธีการและผลิตภัณฑตางๆ สําหรับชองปากเพือ่การปองกนัฟนผุโดยตางมี
ขอดีและขอเสียแตกตางกนั  

 
จุลินทรียในชองปาก 
ชองปากเปนสวนของรางกายที่มีจุลินทรียอาศัยอยูมากมาย โดยอาจมีจุลินทรียมากถึง 

350  ชนิด และในน้ําลาย 1 มิลลิลิตรอาจมีจุลินทรียถึง 100 ตัว (Antonie van Leeuwenhook, 
1964) จุลินทรียในชองปากจะมีการเปลี่ยนแปลงอยูตลอดเวลา ซึ่งโดยปกตินิเวศวิทยาในชองปาก
จะทําหนาที่ควบคุมสัดสวนของเชื้อจุลนิทรียที่เปนประโยชนและที่เปนโทษใหมีความสมดุลยกันทั้ง
ชนิดและปริมาณ แมวาเชื้อจุลินทรียที่พบภายในปากจะประกอบไปดวยทั้งแบคทีเรีย (bacteria),  
ยีสต (yeast), สไปโรคีต (spirochete), ไมโครพลาสมา (mycoplasma),  ไวรัส (virus) และ       
โปรโตซัว (protozoa) แตจุลินทรียที่มีการศึกษากันมากและพบวาเปนสาเหตุสําคัญของการเกิดฟน
ผุคือแบคทีเรีย แบคทีเรียในชองปากมีทั้งแบคทีเรียรูปกลม (cocci) แบคทีเรียรูปแทง (bacilli), 
แบคทีเรียที่ตองการออกซิเจน (aerobe), แบคทีเรียที่ไมตองการออกซิเจน (anaerobe), แบคทีเรีย
แกรมบวก (gram- positive bacteria) และแบคทีเรียแกรมลบ (gram- negative bacteria) ดัง
แสดงในตารางที่ 1  
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ตารางที่ 1 แบคทีเรียชนิดตางๆที่พบไดในชองปาก (จินตกร, 2542) 
 

แบคทีเรียแกรมบวก แบคทีเรียแกรมลบ  
กึ่งตองการ
ออกซิเจน 

ไมตองการ
ออกซิเจน 

กึ่งตองการ
ออกซิเจน 

ไมตองการออกซิเจน 

แบคทีเรีย 
รูปกลม  

Streptococcus 
- S. mutans 
- S. sanguis 
- S. salivarius 
- S. milleri 
- S. mitis 
Micrococcus 

Peptostreptococcus 
Peptococcus 
Streptococcus 
 
 
 

Neisseria 
Branhamella 

Veillonella 
- V. alcalescens 
- V. atypica 
- V. parvula 
 
 
 

แบคทีเรีย 
รูปแทง 

Actinomyces 
- A. naeslundii 
- A. viscosus 
Bacterionema 
Rothia 
Nocardia 
Lactobacillus 
- L. acidophilus 
- L. casei 
- L. fermentum 

Actinomyces 
- A. israelii 
- A. odontolyticus 
Arachnia 
Eubacterium 
Propionibacterium 
Bifidobacterium 

Actinobacillus 
- A. actinomyce 
temcomitans 
Capnocytophaga 
- C. gingivalis 
- C. ochracea 
- C. sputigena 
Eikenella 
- E. corrodens 
Haemophilus 
- H. segnis 

Bacteroides 
- B. gingivalis 
- B. intermedius 
- B. forsythus 
- B. melaninogenicus 
- B. loescheii 
- B. dentocola 
- B. corporis 
Fesobacterium 
Leptotrichia 
Campylobacter 
Selenomonas 
Wolinella 

สไปโรคีต  
และ 

จุลินทรีย
อ่ืนๆ 

Treponema      Mycoplasma       Candida       Entamoeba      Trichomonas 
-T. vincentii                          - C. albicans 
-T. denticola 
-T. socranskii 
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ในปจจุบันพบวาแบคทีเรียในกลุมของ Mutans Streptococci ซึ่งไดแก Streptococcus 
mutans และ Streptococcus sobrinus (Mukasa และคณะ, 1989) มีบทบาทในการกอใหเกิดโรค
ฟนผุไดมากที่สุด เนื่องจากเชื้อดังกลาวสามารถยึดติดกับผิวของเคลือบฟนโดยการสรางพอลีเมอร
ทั้งชนิดที่ละลายน้ําและไมละลายน้ําออกมานอกเซลล มีความสามารถในการสรางกรดอินทรีย
หลายชนิด  และมีความทนทานตอกรด  จากการศึกษาพบวาการเกิดฟนผุในผูใหญถึง 90 
เปอรเซ็นต เกิดจาก Streptococcus mutans ในขณะที่บางกลุมไดกลาววา 8-40 เปอรเซ็นต เกิดจาก 
Streptococcus sobrinus และมักพบวาอาการจะรุนแรงถามี Streptococcus sobrinus รวมดวย (Roy 
และคณะ, 1987)  

 
ปจจัยในการกอโรคฟนผุของ Mutans Streptococci  
 

1. ความสามารถในการสรางสารยึดติดกบัผิวของเคลือบฟนจากน้ําตาลซูโครส  
ซูโครสหรือน้ําตาลทรายเปนสารใหความหวานที่มีรสชาติดี หางาย ราคาถูก จึงเปนที่นิยม

ในการบริโภค และใชมากในอุตสาหกรรมอาหาร โดยปริมาณการบริโภคซูโครสโดยเฉลี่ยอยูที่ 50 
กิโลกรัมตอคนตอป (March และ Martin, 1999) แตซูโครสที่เปนที่นิยมบริโภคนี้กลับเปนสารตั้งตน
สําคัญที่แบคทเีรียในชองปากใชในการผลิตพอลิแซ็กคาไรดมีความเหนียวหนืดที่เรียกวา      เดกซ 
แทรน (dextran) เดกซแทรนจะทําหนาที่คลายกาว ยึดใหจุลินทรียติดอยูบนผิวฟนกลายเปนคราบ
จุลินทรีย ซึ่งจะเปนที่เกาะของแบคทีเรียชนิดอ่ืนตอมาดวย ในจํานวนเชื้อแบคทีเรียในชองปาก
ทั้งหมด Mutans Streptococci เปนจุลินทรียที่พบวามีความสามารถในการสรางแผนคราบจุลินท
รีย โดยพบวาทําใหเกิดโรคฟนผุไดในสัตวทดลอง (Hamada และคณะ, 1980)  

Gibbon และคณะ (1966)  และ McCabe และคณะ (1967) รายงานวาเมื่อมีซูโครส 
Mutans Streptococci จะสรางโคโลนีที่สามารถยึดติดกับวัตถุที่มีพื้นผิวแข็งในจานเพาะเชื้อได ซ่ึง
การสรางโคโลนีนี้จะไมเกิดถาเปลี่ยนจากซูโครสเปนกลูโคส หรือเปลี่ยนเปนเชื้อจุลินทรียที่ไมทําให
เกิดโรคฟนผุชนิดอื่น การศึกษานี้แสดงถึงความสัมพันธของความสามารถในการใชซูโครสกับการ
เกิดโรคฟนผุ 

 
2. ความสามารถในการสรางกรดและการทนตอกรด  

ปจจัยที่สําคัญที่สุดทีท่ําใหเกดิโรคฟนผ ุ คือความสามารถของเชื้อจุลินทรียในชองปากที่
สามารถสรางกรดไดจากอาหารประเภทคารโบไฮเดรต ซึ่งกรดที่จลุินทรียสรางนีส้ามารถสลายแร
ธาตุบนผวิฟน (demineralization) ทําใหฟนเกิดการผุกรอน พบวามีจลุินทรียในชองปากที่สามารถ
ผลิตกรดไดหลายชนิด เชน Streptococci, Lactobacilli, Actinomyces และ Yeast แตเมื่อ
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พิจารณาถึงอตัราการสรางกรดของ Mutans Streptococci เปรียบเทียบกับจุลินทรียชนิดอื่นพบวา 
Mutans Streptococci สามารถสรางกรดไดมากกวา (Harper และ Loesche, 1983 และ 1984) 
กรดสําคัญที ่Mutans Streptococci สรางเปนปริมาณมาก คือ กรดแลคติก ซึ่งเปนผลิตผลสุดทาย
จากปฎิกิริยาไกลโคลิซิส (glycolysis) และกรดแลกติกยังเปนกรดที่แกกวากรดชนิดอื่นดวย 
นอกจากนี้ในระหวางวันยังพบวาชนิดของกรดที่พบในคราบฟนมีความแตกตางไป โดยสามารถ
ตรวจพบกรดอะซิติก, กรดซักซินกิ, กรดโพรพิโอนิก และ กรดบิวไทริก (butyric acid) กรดเหลานี้
เกิดจากแบคทเีรียชนิดตางๆ ในคราบฟนชวยกนัผลิตขึ้น (Marsh และ Martin, 1999) Mutans 
Streptococci สามารถสรางกรดอินทรียไดจากน้ําตาลหลายชนิด แตซูโครสเปนแหลงที่สาํคัญที่สุด 
เนื่องจากซโูครสมีความสาํคญัมาตั้งแตกระบวนการเกาะติดและเริ่มตนในการเกิดคราบฟน 
(Horton และคณะ, 1985) 

ในป 1989 DeSoet และคณะ ไดเปรียบเทียบการสรางกรดระหวาง Mutans 
Streptococci และ Streptococci ชนิดอื่น เชน Streptococcus sanquis ที่คาความเปนกรด-ดาง
ระหวาง 5.0 - 7.0 พบวา Streptococcus sobrinus สามารถสรางกรดไดมากกวาจลุินทรียชนิดอื่น
อยางมีนยัสําคัญ และสามารถที่จะสรางกรดไดแมคาความเปนกรด-ดางจะต่าํกวา 6.0 ในขณะที่
เชื้อจุลินทรียตัวอื่นหยุดการสรางกรดแลว  

นอกจากนี้ Mutans Streptococci มีความสามารถในการทนตอกรด  ทําใหสามารถ
เจริญเติบโต หมักน้ําตาล (ferment sugar) และยังสามารถมีชีวิตอยูไดเม่ือคาความเปนกรด-ดางลด
ต่ําลงเปนเวลานาน 

Harper และ Loesche, 1983 รายงานวา Mutans Streptococci สามารถที่จะเติบโตได
ในสภาวะที่มีคาความเปนกรด-ดางต่ํามากกวา streptococci อ่ืนๆ ที่ตั้งถิ่นฐานบนฟน 

ในป ค.ศ. 1980 Svanberg รายงานวาเมื่อบวนปากดวยสารละลายที่เปนกรดจะเพิ่ม
สัดสวนของ Mutans Streptococci ตอเชื้อจุลินทรียทั้งหมดที่อยูในฟน 
 

คราบจุลนิทรยี (plaques)  
คราบจุลินทรยีเปนสิ่งสะสมบนตัวฟนที่เปนจุดเริ่มตนของกระบวนการเกดิฟนผทุั้งหมด 

(Wolinsky, 1988) คราบจลุินทรียประกอบดวยเชื้อจุลินทรียมากมายรวมกับไกลโคโปรตีนในน้าํลาย 
เศษอาหารและสารยึดจําพวกพอลิแซ็กคาไรด โดยจุลินทรียที่สะสมอยูในคราบจลุินทรียนี้จะมกีาร
สรางสารตางๆ รวมทัง้กรด สารพิษ ไฮโดรเจนเพอรออกไซด       และแบคเทอริโอซิน ซึ่งลวนแตเปน
อันตรายตอเนือ้เยื่อที่อยูบริเวณขางเคียง เชน ทําใหเกิดการอักเสบของเหงือก อีกทัง้ฤทธิ์ของกรดยังกดั
กรอนทาํลายเนื้อฟน ในชวงแรกคราบจุลินทรียจะมีลกัษณะเปนแผนบางใส ไมมีสี ทําใหมองดวยตา
เปลาไมเหน็ เมื่อมีการสะสมอยูเปนเวลานานจึงจะพอเหน็เปนคราบสีขาว หรือสีเทาติดอยูบริเวณคอ
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ฟนหรือซอกฟน ปกติจะพบคราบจุลินทรียไดทุกบริเวณที่มีการไหลอาบของน้าํลาย แตบริเวณที ่  
คราบจุลินทรยีมักตกคางและสะสมอยูเปนปริมาณมาก คือบริเวณที่รอดพนจากการขัดสีของอาหาร 
ลิ้น ริมฝปาก กระพุงแกม ตลอดจนบริเวณทีไ่มสามารถเขาทําความสะอาดไดถึง 
  

ขั้นตอนการเกิดแผนคราบจุลินทรีย (รูปที่ 1 และ 2) 
 แผนคราบจุลินทรียเกิดขึ้นไดตลอดเวลาและสามารถเกิดไดทันทีหลังการแปรงฟน การเกิด
แผนคราบจุลินทรียเร่ิมจากขั้นตอนของการเกาะติดของแบคทีเรียบนผิวฟนดวยพันธะทางเคมี ซี่งเปน
กลไกที่มีความซับซอนและมีปจจัยเขารวมหลายประการ ซึ่งสรุปไดเปน 4 ขั้นตอน ดังนี้  (ยุพิน และ
คณะ , 2525)  

ข้ันตอนการที่ 1 แบคทีเรียเคลื่อนที่เขาใกลผิวฟนโดยอาศัยแรงดันของน้ําลาย การแพร 
หรือการเคลื่อนที่ของตัวแบคทีเรียเอง 

ขั้นตอนการที่ 2 เมื่อแบคทีเรียเขาใกลผิวฟนมากกวา 100 นาโนเมตร จะมีการเกาะติดกับ
อนุภาคตางๆที่อยูบนผิวฟนเชนเมือกน้ําลาย  โปรตีนหรือเศษอาหาร ดวยพนัธะทางเคมีชนิดออน 
ซึ่งไดแก แรงแวนเดอรวาลว แรงทางไฟฟาสถิต  ซึ่งเปนพันธะที่ไมแข็งแรง สามารถหลุดออกไดงาย 
แตเมื่อแบคทีเรียเขาใกลผิวฟนมากกวา 2 นาโนเมตร จะมีการสรางพันธะที่มีความแข็งแรงมากขึ้น 
คือ พันธะไฮโดรเจน ระหวางหมูไฮดรอกซิลของอนุภาคบนผิวฟน กับหมูฟอสเฟตบนผนังเซลลของ
แบคทีเรีย 

ข้ันตอนที ่3 เปนระยะที่มีการเกาะติดที่แทจริงดวยพนัธะทีม่ีความแข็งแรง ไดแก พันธะ
โคเวเลนตและพันธะไอออนคิระหวางลิแกนดบนผวิฟนและโปรตีนที่เปนองคประกอบบนผนงัเซลล
ของแบคทีเรียทําใหเกิดเปนคราบฟนขึน้ 
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แรงวานเดอรวาลว (van der Waal’s force) พันธะโคเวเลนต (covalent bonding) 

                    
 

แรงทางไฟฟา (electrostatic interaction)  พันธะไฮโดรเจน (hydrogen bonding) 

             

 

 
 

พันธะไอออนคิ (ionic bonding) 

 
 
 
รูปที่ 1 แสดงพันธะเคมีชนดิตางๆ ทีก่อใหเกิดการเกาะติดของแบคทีเรียบนผิวฟน  
(Jeremy และคณะ, 1999) 
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กลไกการเกิดแผนคราบจุลนิทรียสามารถอธิบายไดดังแผนภาพดานลาง 
1. ผิวฟนสะอาดถูกไหลอาบดวยน้ําลาย 

 
2. ไกลโคโปรตีนจากน้ําลายจะถูกผวิฟนดูดซับเอาไวกลายเปนฟลมบางๆ เรียกวาเมือก
น้ําลาย  

     
 

3.  เมือกน้าํลายจะทําหนาที่คลายกาว ยึดจับจุลินทรียจากน้ําลายไวบนผิวฟน            

     
 

4. เชื้อจุลินทรยีมีการแบงตัวเพิ่มข้ึนจากเดมิ พรอมผลิตสารยึดจําพวกพอลิแซ็กคาไรดเพื่อ
ยึดซึ่งกนัและกันไวพรอมกบัทําใหมีจุลนิทรียใหมเขามาสะสมเพิ่ม 

       
 

5. โครงสรางเปลี่ยนแปลงจนไดคราบฟนที่สมบูรณ ปกติใชเวลาประมาณ 2 ถึง 5 วัน
ประกอบดวยจุลินทรียจํานวนมากมายแทรกอยูระหวางสารยึดจาํพวกพอลีแซ็กคาไรด ที่
เปนผลิตผลของเชื้อเอง 

             
รูปที ่2 ภาพจาํลองแสดงการเกิดคราบฟน (Jeremy และคณะ, 1999) 
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เดกซแทรน (dextran) 
เดกซแทรนเปนชื่อโดยทั่วไปของพอลีแซ็กคาไรดที่ประกอบขึ้นจากหนวยยอยไดแก          

ดี-กลูโคส (D-glucose) มีลักษณะเหนียวหนืด ละลายน้ําไดยาก เกิดจากการทํางานของเดกซ
แทรนซูเครส (dextransucrase) หรือ กลูโคซิลทรานสเฟอรเรส (glucosyltransferase) ซึ่งเปน
เอนไซมที่ตองการการชักนํา (inducible enzyme) โดยสารชักนําการสรางเดกซแทรนไดแก ซูโครส 
ในภาวะที่มีซูโครส แบคทีเรียจะผลิตกลูโคซิลทรานสเฟอรเรสมาทําการเปลี่ยนซูโครส ใหเปนเดกซ
แทรน แลวขับออกมานอกเซลล พรอมทั้งปลอยฟรักโทสอิสระออกมาดังปฎิกิริยาตอไปนี้  
(Schachtete, 1982) 

 
         dextransucrase 

n-sucrose     [D- glucose]n + n[fructose] 
หรือ  glucosyltransferase 
 

เดกซแทรนที่ผลิตจากจุลินทรียตางชนิดกันจะมีสมบัติทางเคมี และทางกายภาพแตกตาง
กัน เชน ความเหนียวหนืด, ความสามารถในการละลายน้ํา และสัดสวนของพันธะไกลโคไซด 
(glycosidic linkage) ที่เปนองคประกอบ ซึ่งโดยปกติเดกซแทรนจะประกอบดวยพันธะไกลโคไซด
แบบ α-1,6 และ α-1,3 เปนสวนใหญ พันธะ α-1,4 และ α-1,2 เปนสวนนอย (Jeanes และ
คณะ, 1950) ขนาดโมเลกุลและชนิดของพันธะจะเปนตัวกําหนดความสามารถในการละลายน้ํา
ของเดกซแทรน โดยยิ่งขนาดโมเลกุลใหญและสัดสวนของพันธะไกลโคไซดแบบ α-1,3 มากจะยิ่ง
ละลายน้ําไดยาก โดยเดกซแทรนสามารถแบงออกเปน 2 ชนิด ไดแก  

1. เดกซแทรนที่สามารถละลายน้ําได (water soluble dextran) ซึ่งมีพนัธะ α-1,6 ใน
ปริมาณมาก ถกูสังเคราะหโดยการทาํงานของกลูโคซิลทรานสเฟอรเรส (sucrose:1,6-α-D-
glucan 3-α- and 6-α-glucosyltransferase) ที่สังเคราะหเดกซแทรนพันธะ α-1,6 ปริมาณมาก 
(Lewicki และคณะ, 1971) 

2. เดกซแทรนที่ไมสามารถละลายน้ําได (water insoluble dextran) ซึ่งมีพนัธะ α-1,3 ใน
ปริมาณมาก ถูกสังเคราะหโดยการทาํงานของกลูโคซิลทรานสเฟอรเรส (sucrose:1,3-α-D-
glucan 3-α-glucosyltransferase) ที่สังเคราะหเดกซแทรนพนัธะ α-1,3 ปริมาณมาก 
(Guggenheim และ Newbrun, 1969) 

ในปจจุบนัมีการผลิตเดกซแทรนในทางการคามากมาย โดยมีใหเลือกตามขนาดของ
โมเลกุลและการใชงาน เชน เดกซแทรนเกรดอุตสาหกรรมที่ใชเปนสารปรุงแตงในอุตสาหกรรม
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อาหาร เชนเตมิในไอศกรีม เบเกอรี่ หรือลูกอม ชวยใหเกิดความนุมของเนื้อสัมผัส  เดกซแทรนทีใ่ช
ในทางการแพทย ซึ่งใชในการเพิ่มปริมาตรของโลหิตในผูปวยทีสู่ญเสยีน้ําจากการถกูไฟคลอกโดย
ไมรบกวนระบบของแอนติเจน-แอนติบอดีที่กอใหเกิดการตกตะกอนของเลือด, เดกซแทรน T-2000 
(น้ําหนักโมเลกุล 2,000,000), เดกซแทรน T-40 (น้าํหนักโมเลกุล 40,000) และเดกซแทรน T-20 
(น้ําหนักโมเลกุล 20,000) เปนตน โดยเดกซแทรนที่ผลิตในทางการคาทั้งหมด สังเคราะหจากเชือ้
แบคทีเรีย Leuconostoc mesenteroides NRRL B512F ซึ่งโครงสรางของเดกซแทรนที่เชื้อ
ดังกลาวผลิตขึ้นประกอบดวยพันธะ α-1,6 ถึง 95 เปอรเซ็นต โดยอีก 5 เปอรเซ็นตเปนพนัธะ         
α-1,3 (Lindberg  และ Svensson, 1968 และ Wilham และคณะ, 1955) 

 

          

                                                        
 
 
รูปที ่3 ก. แสดงโครงสรางของเดกซแทรนพันธะ α-1,6 ปริมาณสูง  
           ข. แสดงโครงสรางของเดกซแทรนพันธะ α-1,3 ปริมาณสูง 
(ο แทนหนวยกลูโคสในสาย α-1,6 กลูแคน, − พนัธะ α-1,6 ไกลโคไซด ,  • หนวยกลูโคสใน
สาย α-1,3 กลูแคน, ↓  พนัธะ α-1,3 ไกลโคไซด) 
 

ก. 

ข. 



 10

เนื่องจากกลูโคซิลทรานสเฟอรเรสเปนเอนไซมที่มีความจําเพาะในการเรงปฎิกิริยาการ
เปลี่ยนซูโครสเปนเดกซแทรน โดยจะไมเรงปฎิกิริยาการตอสายยาวของกลูโคสอิสระหรือกลูโคส
จากน้ําตาลโมเลกุลคูชนิดอื่น (Jordan และ Keyes, 1966) และดวยความเหนียวหนืดของเดกซ- 
แทรนนี้เองทําใหเดกซแทรนไดรับความสนใจและศึกษาใน 2 แงมุมดังนี้ 
 

1. อุตสาหกรรมการผลิตน้ําตาลทราย (sugar cane industry) 
     อุตสาหกรรมการผลิตน้ําตาลจากออยถือเปนอุตสาหกรรมขนาดใหญของประเทศ ใน
ข้ันตอนของการหีบออยจะมีการปนเปอนเชื้อกลุม Leuconostoc spp. เซน Leuconostoc 
dextranicum และ Leuconostoc mesenteroides  ที่สามารถผลิตเดกซแทรนที่มีพันธะ α-1,6 
เปนสวนใหญจากซูโครสที่มีอยูในน้ําออยได เดกซแทรนที่ผลิตจากแบคทีเรียเหลานี้ เมื่อจับกับ
พื้นผิวทอสงน้ําออยในโรงงาน จะทําใหเกิดการอุดตัน ทําใหอัตราการไหลและการกรองต่ําลงหรือ
หยุดชะงัก (McCalip และคณะ,1939)  อาจทําใหการเกิดผลึกของน้ําตาลชาหรือไมสมบูรณ 
(Imrie และ Tilbury, 1972) นอกจากนี้ความหนืดของเดกซแทรนยังทําใหแบคทีเรียชนิดอื่นที่ปนมา
ในน้ําออยถูกยึดไว และเจริญโดยใชน้ําตาลซูโครสเปนแหลงอาหารแลวปลดปลอยกรดอินทรียที่
เกิดจากการเมตาบอลิซึมออกมา ทําใหความเปนกรดของน้ําออยเพิ่มข้ึน ทําใหน้ําออยบูดเปรี้ยว มี
กลิ่น ทําใหคุณภาพของน้ําตาลต่ําลง 

Antti และคณะ (1998) รายงานวามีการปนเปอนของเชื้อ Leuconostoc mesenteroides 
ในกระบวนการผลิตน้ําตาลจากหัวบีท (sugar beet) โดยซูโครสสวนหนึ่งจะสญูหายไป พรอมทั้งมี
การสรางพอลีแซ็กคาไรดที่มีลักษณะคลายเมือก ซึ่งกอใหเกิดปญหาตอกระบวนการและคุณภาพ
ของผลิตภัณฑ 
 

2. การเกิดคราบจุลินทรียที่เปนสาเหตุของฟนผุ  
     แบคทีเรียในชองปากกลุม Mutans Streptococci สามารถสังเคราะหเดกซแทรนจาก
ซูโครสได โดยเดกซแทรนที่ Mutans Streptococci สังเคราะหจะประกอบดวยทั้งเดกซแทรนที่
ละลายน้ําได (ซึ่งมีพันธะ α-1,6 ปริมาณสูง) และเดกซแทรนที่ไมสามารถละลายน้ําได (ซึ่งมีพันธะ 
α-1,3 ปริมาณสูง) โดยเดกซแทรนที่ไมสามารถละลายน้ําไดนี้เองเปนสาเหตุสําคัญในการทําให
เกิดการรวมกลุมและเกาะติดบนผิวฟนของแบคทีเรีย 

Ebisu และคณะ (1974) ไดศึกษาคุณสมบัติของเดกซแทรนที่ไมสามารถละลายน้ําไดจาก 
Streptococcus mutans OM7 176 พบวา 70 เปอรเซ็นต เปนเดกซแทรนพันธะ α-1,3 และ      
30 เปอรเซ็นต เปนพันธะ α-1,6 สรุปไดวาเดกซแทรนที่มีพันธะ α-1,3 อยูมากจะยิ่งละลายน้ํา
ยากเพราะมีโครงสรางที่แตกแขนงมาก 
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Johnson และคณะ (1974) รายงานวาแบคทีเรียที่สามารถสังเคราะหเดกซแทรนได แตไม
กอใหเกิดการเกาะติดบนผวิฟน และไมทําใหเกิดฟนผ ุ จะสังเคราะหเฉพาะเดกซแทรนที่
ประกอบดวยพันธะ α-1,6   

Usui และคณะ, 1975 ศึกษาเดกซแทรนที่สรางจาก Streptococcus mutans JC-2 โดย
วิธี 13C-NMR พบวาเดกซแทรนที่สามารถละลายน้ําไดจะมีพันธะ α-1,6 ในปริมาณมาก คือ
ประมาณ 60 เปอรเซ็นต และมีพันธะ α-1,3 ประมาณ 40 เปอรเซ็นต สวนเดกซแทรนที่ไมสามารถ
ละลายน้ําไดจะมีพันธะ α-1,6 ประมาณ 48 เปอรเซ็นต และมีพันธะ α-1,3 ประมาณ 52 
เปอรเซ็นต ซึ่งผลการทดลองที่ไดสอดคลองกับการทดลองของ Nisizawa และคณะ (1977) ซึ่งใช
วิธี methylation analysis  
 Pearce (1976) พบวามคีวามสัมพันธระหวางโครงสรางของเดกซแทรนกับคุณสมบัติใน
การเกาะติดบนผิวไฮดรอกซอีะพาไทท (hydroxyapatite) ซึ่งคลายกับองคประกอบบนผวิฟน 
พบวาพนัธะ α-1,3 บนสายเดกซแทรนจะมีผลทาํใหการเกาะติดบนผวิฟนเกิดไดดีขึ้น 
 Walker และคณะ (1984) ไดทําการศึกษาถึงการเกิดโรคฟนผุในคน พบวาเดกซแทรนที่ไม
สามารถละลายน้ําได ซึ่งมีพนัธะ α-1,3 ปริมาณสูง จะชวยใหจุลินทรียยึดเกาะกับผิวฟน ในขณะที่
เดกซแทรนที่สามารถละลายน้ําไดซึ่งมีพนัธะ α-1,6 ปริมาณสูงจะชวยในการยึดเกาะกนัเองของ
แบคทีเรีย 
  

คราบจุลนิทรียกับการเกดิฟนผุ 
เคลือบฟนเปนสวนที่มีแรธาตุมากที่สุดของรางกาย ซึ่งประกอบดวยเแคลเซียม (calcium) 

และ ฟอสเฟต (phosphate) อยูในรูปของเกลือไฮดรอกซีอะพาไทท (hydroxyapatite) ที่ผิวของ
เคลือบฟนจะมีรูเล็กๆมากมาย ซึ่งยอมใหพวกไอออนที่มีขนาดเลก็ๆเชน ไอออนของโซเดยีม 
แคลเซียม และ ฟลูออไรดเขาไปได ไฮดรอกซีอะพาไททละลายไดงายในกรด โดยการละลายขึน้กบั 
คาความเปนกรด-ดาง อุณหภูมิ และไอออนที่อยูโดยรอบ โรคฟนผุคือ โรคที่เกิดกับเนื้อเยื่อแข็งของ
ฟน ซึ่งไดแก สวนของฟนที่โผลข้ึนมาในชองปาก โดยจะมีการทาํลายของเนื้อฟนทําใหเกิดการ
สลายตัว เปอยยุย หรือเปนโพรงหรือรูขึ้น การทาํลายนีจ้ะเปนการทาํลายอยางถาวร โดยรางกาย
จะไมสามารถซอมแซมสวนที่ถูกทําลายไปใหปกติเหมอืนเดิมได นอกจากจะใชวัสดุสังเคราะหอ่ืนๆ
มาทดแทนเนือ้ฟนสวนที่เสยีไปใหทาํหนาที่ไดเหมือนเดมิเทานัน้ อาการฟนผุเร่ิมตนจากแบคทีเรีย
ในชองปากดํารงชีวิตโดยใชอาหารที่มีในคราบฟนในภาวะที่มีออกซิเจนต่ํา ทําใหเกดิผลผลิตเปน
กรดอินทรีย เชนกรด แลคติก ดังปฏิกิริยา 

C 6H 12O 6    2(C 3H 6O 3 )    +   2ATP                                         
 (ซูโครส)                                                  (กรดแลคติก)  
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กรดอินทรียดังกลาวเมื่อสัมผัสกับฟนในระยะเวลาหนึ่งจะทําใหแรธาตใุนเนื้อฟนละลายหายไป 
(demineralization) กลายเปนโพรงหรือรูข้ึน 
 
 

 
 
 
 
รูปที่ 4 แสดงการเมตาบอลสิมของอาหารพวกคารโบไฮเดรตโดยแบคทีเรียในคราบจุลินทรีย  
(จินตกร, 2542)  GTF  หมายถึง เอนไซมกลูโคซิลทรานสเฟอรเรส 

   FTF หมายถงึ  เอนไซมฟรักโตซิลทรานสเฟอรเรส 
 
การปองกันฟนผุ 
การปองกนัฟนผุสามารถทาํไดหลายวิธ ี เชนวธิีทางกายภาพ เชน การบวนปากดวยน้าํ การ

แปรงฟน การฉีดลางคราบฟน และวิธีทางเคมี โดยสารเคมีที่ดีจะตองกําจัดเฉพาะจลุชีพกอโรค จลุ
ชีพจะตองไมดือ้ตอยาหรือสารดังกลาว สารนั้นออกฤทธิ์ไดนานในชองปาก ไมทําอนัตรายตอ
เนื้อเยื่อในชองปากในระดับความเขมขนทีใ่ช สารจะตองลดคราบจุลินทรียและลดการอักเสบ ไม
กอใหเกิดสีบนตัวฟนและเนื้อเยื่อชองปาก ไมเปลี่ยนความรูสึกรับรส กอใหเกิดอาการไมพึงประสงค
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นอย ใชงายและราคาถูก แตในปจจบุันยงัไมมีสารบําบัดเฉพาะที่ชนิดหนึง่ชนดิใดที่มีคุณสมบัติ
ครบถวนดังกลาว (Mandel, 1988; Goodson, 1989 และ Howell, 1991) วิธีทางเคมีที่ใชปองกัน
ฟนผุในปจจุบนั ไดแก 

 
1. การเคลือบรองฟน  
      ตําแหนงทีเ่กิดการผุงายที่สุดในชองปากของคน คือบริเวณหลุมรองฟน ที่อยูบนดานบด

เคี้ยว เพราะบริเวณดังกลาวนี้จะปองกนัสิ่งที่จะมาเกาะติดไดยาก และทําความสะอาดไดยากอีก
ดวย วัสดุที่จะนํามาใชเคลอืบบริเวณนี้อาจเปนพลาสติกที่แข็งตัวไดเอง หรือบางชนิดอาจตองถูก
กระตุนดวยแสงอัลตราไวโอเลตกอนจงึจะแข็งตัว การเคลือบรองฟนก็เพื่อผลในการปองกันไมใหจลิุ
นทรียเขามาอาศัยอยูในรองฟนได ปญหาของการเคลือบหลุมรองฟน ไดแก วัสดุที่ใชในการเคลือบ
มักเคลือบติดรองฟนไดไมนาน และกรณีของการเคลือบรองฟนที่มีรอยผุของโรคอยูกอนแลว อาจ
ทําใหเกิดฟนผตุามมาภายหลังได (Hamada และ Slade, 1980) 

 
2. การใชฟลูออไรด (Wolinsy, 1988; Burnett และ Schuster, 1978) 

       ฟลูออไรดมีคุณสมบัติในการยบัยั้งการเกิดฟนผ ุ เนือ่งจาก ฟลูออไรดสามารถเขารวมตัว
กับผลึกของไฮดรอกซีอะพาไทท (hydroxyapatite) บนผิวฟนใหกลายเปนฟลูออโรอะพาไทท 
(fluoroapatite) ที่มีความคงทน สลายตัวไดยากและทนตอการละลายจากกรดไดดีกวาไฮดรอก
ซีอะพาไทท ฟลูออไรดสามารถลดการเกิดปฎิกิริยาไกลโคลิซิส (glycolysis)  โดยจะไปขัดขวางการ
ทํางานของอีโนเลส (enolase) และไปขัดขวางระบบฟอสฟออีนอลไพรูเวท ทําใหระบบการขนสง
น้ําตาลของแบคทีเรียเสียไป นอกจากนี้ฟลูออไรดจะไปเปลี่ยนแปลงสภาพภายในเซลลของ
แบคทีเรียใหกลายเปนกรด ทาํใหเอนไซมหลกัที่เกีย่วของกับเมตาบอลิสมไมสามารถทํางานได
อยางไรก็ตามการใชฟลูออไรดในปริมาณมากเกินไปอาจกอใหเกิดความเปนพิษไดทั้งความเปนพษิ
แบบเรื้อรัง เชนทาํใหเกิดความผิดปกติที่เคลือบฟน เกิดเปนอาการฟนตกกระขึ้น (dental 
fluorosis) ความผิดปกติของกระดูก ทําใหกระดูกหยาบ งองุม หรือความเปนพษิชนิดเฉียบพลัน 
โดยมีผลตอระบบทางเดินโลหิต กดการทาํงานของศนูยควบคุมการหายใจ จนทาํใหถึงแกชีวิตใน
ที่สุด 
 

3. สารตอตานเชือ้จุลินทรีย 
 สารที่ทาํหนาที่ยับยัง้เชื้อจุลนิทรียมีหลายชนิด ที่ใชกันมาก ไดแก คลอเฮกซิดีน 
(chlohexidine) มีคุณสมบัติในการยบัยั้งเชื้อรา (Stanley และคณะ 1989) และเชือ้แบคทีเรียแกรม
บวกและแกรมลบในชองปากหลายชนิด คลอเฮกซดิีนในขนาดความเขมขนสูงตั้งแต 18-32 
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ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรสามารถฆาจุลนิทรียไดโดยทําหนาที่คลายผงซกัฟอก คือ ประจุบวกของ
คลอเฮกซิดีนจะทําปฏิกิริยากับประจุลบบนผนงัเซลลของจุลินทรีย ทาํใหเยื่อหุมเซลลของจุลินทรีย
ถูกทาํลายและเกิดการรั่วซมึของสารภายในเซลลออกมาภายนอกเซลล (Rolla และคณะ, 1986)  
แตขนาดความเขมขนของคลอเฮกซิดีนต่ําๆ ทาํไดเพียงยับยั้งการเจรญิของจุลินทรยีเทานัน้ ขอเสีย
ของคลอเฮกซดิีนคือ มีรสขมมาก อาจทาํใหตุมรับรสผิดปกติหลังใชอมบวนปาก และอาจทาํใหเกิด
คราบสีบนฟน ลิ้น และฟนปลอมได และถงึแมคลอเฮกซดิีน จะมีผลในการลดระดับเชื้อจุลินทรยีใน
ชองปาก อยางไรก็ตามเชื้อจุลินทรียจะกลับมาในชองปากไดใหมหลังจากชวงระยะเวลาหนึ่ง 
(Bowden, 1996) 
 

4. การใชน้าํตาลเทียม 
การบริโภคน้ําตาลที่แบคทีเรียไมสามารถใชในกระบวนการเมตาบอลิสมได ทําใหสามารถลด

การสรางกรดและลดการเกดิฟนผุได โดยน้ําตาลเทยีมสามารถแบงออกเปน 2 ชนิดใหญๆ ไดแก 
น้ําตาลเทียมที่มีรสหวานจดั ไดแก ซัยคลาเมท (cyclamate) และขัณฑสกร (saccharine) แตจาก
การทดลองในหนทูดลองพบวา น้ําตาลเหลานี้ในปริมาณสูงสามารถทําใหเกิดเปนมะเร็ง ปจจุบัน
จึงไมนยิมใช สวนแมนนทิอล (manitol) ไซลิทอล (xylitol) และซอรบิทอล (sorbitol) เปนน้าํตาล
เทียมที่มีรสหวานนอยกวาซโูครส สวนใหญไมนิยมใชเพราะมีราคาแพง นอกจากนีย้ังมีการใช
กรดอะมิโนที่ใหความหวานเชน แอสพาเทม (aspatame) ซึ่งมีขอจํากัดอยูที่ไมสามารถทนตอ
อุณหภูมิที่สงูมากๆได (ณฐินี สวุรรณสิงห, 2540) 

 
5. ยาปฎิชีวนะ 
มีการทดลองนํายาปฎิชีวนะพวกทีม่ีผลตอแบคทีเรียแกรมบวก เชน พวกเพนิซิลลิน กานามัย

ซิน และแวนโคมัยซิน เมื่อนําไปใสในอาหารหรือน้าํดื่มของสัตวทดลองพบวาสามารถปองกันการ
เกิดฟนผุได ทํานองเดียวกนักับผูปวยบางรายที่ไดรับการรักษาดวยยาปฎิชีวนะเปนเวลานาน การ
เกิดฟนผจุะลดลง ในปจจุบันนีก้ารใชยาปฎิชีวนะเพื่อควบคุมคราบจุลินทรียทีท่ําใหเกิดโรคฟนผุ
เปนวธิีที่ไมเหมาะสม เพราะความสามารถในการฆาเชือ้ของยาปฎิชวีนะอาจกวางมากเกินไป จน
ไมสามารถที่จะจํากัดใหฆาเฉพาะเชื้อทีท่ําใหเกิดโรคฟนผุเทานั้น การใชยาปฏิชวีนะโดยที่ไมได
คัดเลือกในลักษณะนี ้ จะทาํใหเชื้อจุลินทรียมีการปรับตัวและเกิดการดื้อยาขึ้นได (Burnett และ 
Schuster, 1978) 
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6. การใชวัคซนีปองกันฟนผ ุ
 การทดลองผลติวัคซีนเริ่มแรกจะใชเชื้อ S. mutans ที่ถูกทําใหตายโดยฟอรมาลนี หรือใชความ
รอนในการฆาใหตายกอนฉดีเขาไปในบริเวณตอมน้ําลายของลิง เพื่อใหลิงสรางภูมคิุมกันตอเชื้อนี้
ขึ้น พบวาภูมคิุมกันที่ลิงสรางขึ้นสามารถตอตาน S. mutans และลดการเกิดฟนผุได (Taubman 
และ Smith, 1974) แตการใชวัคซีนกรณีนีม้ักมีปญหา เนื่องจากวัคซีนสามารถกอใหเกิดแอนติเจน-
แอนติบอดีคอมเพล็กซ (antigen-antibody complex) ตอเนื้อเยื่อหวัใจ และเนื้อเยือ่ของอวัยวะอืน่
ได (Van de Rijn และคณะ, 1976) และยงักอใหเกิดการทําลายอวัยวะที่เกีย่วของกบัการไหลเวียน
ของเลือดไปทั่วรางกาย เชน ไต ดวย 
 

7. การใชเอนไซมเพื่อลดการเกาะติดของแบคทีเรียในปาก 
 การนาํเอากลแูคนไฮโดรเลส (glucanohydrolase) ซึ่งประกอบดวยเอนไซมเดกซแทรนเนสที่
จําเพาะตอเดกซแทรนพันธะ α-1,3 และเดกซแทรนเนสที่จาํเพาะตอเดกซแทรนพนัธะ α-1,6 ไป
ขัดขวางการเกดิคราบจุลินทรียบนผิวฟน เคยมีการทดลองในหนูทดลองพบวาเดกซแทรนเนส 
สามารถลดการเกิดคราบจุลินทรียไดจริง และการศกึษาโดยใชเดกซแทรนเนสทีจ่ําเพาะตอเดกซ
แทรนพนัธะ α-1,3 ซึ่งแยกไดจากเชื้อรา Trichoderma harzianum ผสมในหมากฝรั่ง แลวทดลอง
ใหคนเคี้ยว พบวาลดการเกดิคราบจุลินทรียและลดการอักเสบของเหงือกลงได  

Blook และคณะ (1969) ไดศึกษาถงึผลของการปองกันฟนผุของเดกซแทรนเนสในหนูแฮม
สเตอร พบวาสัตวทดลองที่ไดรับเอนไซมจะมีคราบฟนลดลงและไมมีฟนผุเลย ในขณะที่
สัตวทดลองชดุควบคุมที่ไมไดรับเอนไซมจะมีคราบฟนและเกิดฟนผมุากกวา ในดานการรักษาเมื่อ
เลี้ยงสัตวทดลองดวยอาหารที่มีน้าํตาลซโูครสสูงเปนเวลา 21 วัน จากนัน้เติมเดกซแทรนเนสลงใน
น้ําใหสัตวทดลองกิน พบวาภายใน 2 วนั คราบฟนจะถูกขจัดไปหมดและอัตราการเกิดคราบฟน
ใหมจะลดลงดวย 

Schachtele และคณะ, 1975 ไดรายงานวาเดกซแทรนเนสจาก Actinomyces isrelii และ 
Bacteroides ochraceus สามารถชวยลดการยึดเกาะของ S. mutans บนแทงแกวลงไดถึง 80 
เปอรเซ็นต 

Guggenheim และ Haller, 1972 รายงานวามกีารลดลงของ S. mutans ในคราบฟนเมื่อบวน
ปากดวยเดกซแทรนเนสที่จาํเพาะตอเดกซแทรนพนัธะ α-1,3 จาก Aspergillus nidulans 
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เดกซแทรนเนส 
เดกซแทรนเนสเปนเอนไซมที่สามารถสลายพันธะบนสายของเดกซแทรนได   เดกซแทรน

เนสเปนเอนไซมที่ตองการการชักนํา (inducible enzyme)  และมีความจําเพาะตอพนัธะเปนอยาง
มาก สามารถแบงเดกซแทรนเนสออกเปน 2 ชนิดตามความจาํเพาะในการสลายพนัธะ ไดแก 

1. เดกซแทรนเนส (α-1,6-glucanase, EC 3.2.1.11) ซึ่งจําเพาะตอพนัธะ α-1,6 บนสาย
เดกซแทรน 

2. เดกซแทรนเนส (α-1,3-glucanase, EC 3.2.1.59) ซึ่งจําเพาะตอพนัธะ α-1,3 บนสาย
เดกซแทรน 

ซึ่งเอนไซมทัง้สองมีประโยชนมากในการใชกาํจัดคราบฟนซึง่เกิดจากแบคทีเรียในชองปาก 
(Tsuchiya และคณะ, 1998) โดยการทํางานของเดกซแทรนเนสในการสลายพันธะของเดกซแทรน
สามารถทําได 2 แบบ คือ 

1. Exo-dextranase เปนเดกซแทรนเนสที่ยอยสลายพนัธะที่เชื่อมโมเลกุลของกลูโคสจาก
ปลายรีดิวซของสายของเดกซแทรน เปนการตัดทีละโมเลกุลของกลูโคส ผลิตภัณฑที่ไดสวนใหญ
คือกลูโคส 
  2. Endo-dextranase เปนเดกซแทรนเนสทีย่อยสลายพันธะที่จุดใดจุดหนึง่ในสายของ
เดกซแทรน ทําใหไดพอลิเมอรของน้าํตาลสายสั้นๆ ผลิตภัณฑที่ไดจากการยอยสลายอาจเปน     
โอลิโกเมอร (oligomer) ไดเมอร (dimer) หรือโมโนเมอร (monomer) ของกลูโคส 
 Sery และ Hehre (1956) รายงานถึงเดกซแทรนเนสจาก Bacteroides ซึ่งจะปลดปลอย
เฉพาะกลูโคสออกมาจากการยอยสลายเดกซแทรน ซึ่งการทาํงานดงักลาวทําใหจัดเดกซแทรนจาก 
Bacteroides เปน exo-hydrolase 
  

จุลินทรียทีส่ามารถผลิตเดกซแทรนเนส  
เดกซแทรนเนสสามารถพบไดในแหลงตางๆ เชน เนื่อเยือ่ของสัตวเลี้ยงลูกดวยนมบางชนิด 

และจากจุลนิทรียตางๆ ทัง้รา ยีสต แอคติโนมัยซิส และแบคทีเรีย แบคทเีรียในชองปากจํานวนมาก
สามารถผลิตเดกซแทรนเนสได (Johnson, 1990) โดยใชในการสลายพนัธะของเดกซแทรนใน 
คราบฟนเพื่อนําน้ําตาลเขาสูเซลลสําหรับเมแทบอลิซึม (Russell และคณะ, 1992 และ Tao และ
คณะ, 1993)   

เชื้อราเปนจุลนิทรียสาํคัญทีส่ามารถผลิตเดกซแทรนเนสไดในปริมาณที่สูงมากกวา
แบคทีเรีย (Sun และคณะ, 1988) แตไมสามารถนาํมาใชในการปองกันฟนผุกับคนได เนื่องจาก
เดกซแทรนที่ราผลิตไดนั้นมกัปนเปอนดวยสารแอฟลาทอกซนิ และมีสวนประกอบของผนงัเซลล 
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เชน  กลูแคน ซึ่งอาจกอใหเกิดการแพได (Leach, 1969) ดังนัน้การคัดเลือกจลิุนทรียเพื่อผลิต          
เดกซแทรนเนสสําหรับใชในการปองกนัฟนผ ุจึงนยิมใชแบคทีเรียเพื่อหลีกเลี่ยงปญหาดังกลาว  
 Kim และคณะ (1999) รายงานถงึการใชเดกซแทรนเนสที่ผลิตจาก Lipomyces starkeyi 
ในการยอยสลายพนัธะ α-1,3 และพันธะ α-1,6 ในสายเดกซแทรน เพื่อประโยชนในการปองกัน
ฟนผ ุ แมเอนไซมที่ไดจะมีประสิทธิภาพดี แตไมสามารถนํามาประยกุตใชกับมนษุยได เนื่องจาก 
Lipomyces starkeyi เปนเชือ้กอโรค 
 ณฐิณี สุวรรณสิงห (2540) ทําการคัดแยกเชื้อจากดนิในจังหวัดนนทบรีุ ที่มีความสามารถ
ในการผลิตเดกซแทรนเนสไดในปริมาณสงู เมื่อทาํการแยกทางอนกุรมวิธานพบวาเชื้อนี้จัดอยูใน
กลุมของ Arthrobacter sp. (สุพัฒน เจริญพรวัฒนา, 2543) 
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ตารางที ่2 แสดงเชื้อจุลินทรียที่สามารถผลิตเดกซแทรนเนสได (สุหัทยา จิระนันทิพร, 2543) 
เชื้อจุลินทรีย เอกสารอางอิง 
แบคทีเรีย 
Acromobacter 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 
Capnocytophaga sputigena 
Cellovibrio fulva 
Cellovibrio mixtus 
Cytophagus johnsonii 
Flavobacterium sp. 
Fusobacterium fusiforme 
Lactobacillus sp. 
Prevotella oralis 
Prevotella melaninogenica 
Prevotella loescheii 
Pseudomonas sp. 

  
Sawei 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 
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 
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ตารางที ่2 แสดงเชื้อจุลินทรยีที่สามารถผลิตเดกซแทรนเนสได (สุหัทยา จิระนันทพิร, 2543) (ตอ) 
เชื้อจุลินทรีย เอกสารอางอิง 
Pseudomonas mixta 
Streptococcus mitis 
Lactobacillus sp. 
Prevotella oralis 
Prevotella melaninogenica 
Prevotella loescheii 
Pseudomonas sp. 
Pseudomonas mixta 
Streptococcus mitis 
Streptococcus mutans 
แอคติโนมัยซีส 
Actinomyces cinemonensis 
Strepromyces cinemonensis 
ยีสต 
Lipomyces starkei 
รา 
Aspergillus sp. 
Aspergillus carneus 
Aspergillus luchvasis 
Aspergillusfumigatus 
Chetomium gracile 
Chetomium indicum 
Chetomium luteum  
Chetomium thermophilum var coprophilum 
Chetomium thermophilum var thermophilum 
Chetomium virescens 
Fusarium moniliforme 
Gibberella fukuroi 
Hamicola grisea 
Paecilomyces lilacinus 

Wynter และคณะ, 1995 
Forgarty และคณะ, 1984 
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 
Wynter และคณะ, 1995 
Simonson และ Liberta, 1975 
Hattori และ Ishibashi, 1981  
Hattori และ Ishibashi, 1981 
Charles และ Farrell, 1957 
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ตารางที ่2 แสดงเชื้อจุลินทรียที่สามารถผลิตเดกซแทรนเนสได (สุหัทยา จิระนันทิพร, 2543) 
(ตอ) 
เชื้อจุลินทรีย เอกสารอางอิง 
Penicillium aculeatum 
Penicillium funiculosum 
Penicillium lilacinum 
Penicillium luteum 
Penicillium minioluteum 
Penicillium purpurogenum 
Penicillium roguefortii 
Penicillium verruculosum 
Spicaria sp. 
Spirotichum asteroides 
Verticellium sp. 

Madhu และ Prabhu ,1985 
Chaiet และ คณะ,1970;Kosaricและคณะ,1973 
Galvez-Mariscal และ Lopez-Munguia,1991 
Fukumoto,1971 
Mizuno และ คณะ,1999 
Galvez-Mariscal และ Lopez-Munguia,1991 
Hattori และ Ishibashi,1981 
Whetley และ Moo-Yong,1977 
Yamaguchi และ Gocho,1973 
Hottari และ Ishibashi ,1981 
Tchuchiya และ คณะ, 1952 

 
 การชกันําการสรางเดกซแทรนเนส  

เดกซแทรนเนสเปนเอนไซมที่ตองอาศัยการชักนาํ (inducible enzyme) ดังนั้นในการผลิต
เดกซแทรนเนสจากจุลินทรยีใดๆ จึงตองเสริมเดกซแทรนในอาหารเลี้ยงเชื้อเพื่อทาํหนาที่เปนสาร
ชักนาํดวย (Igarashi และคณะ, 1998) หากชักนาํการสรางดวยเดกซแทรนทีม่ีพันธะ α-1,6        
เดกซแทรนเนสที่เกิดขึ้นจะจาํเพาะตอพนัธะ α-1,6 บนสายเดกซแทรน (α-1,6-glucanase, EC 
3.2.1.11) (Coral และคณะ, 1996) ซึ่งในป 1978 Hare และคณะ รายงานวาเดกซแทรนเนสที่
จําเพาะตอพนัธะ α-1,6 ไมสามารถยอยสลายเดกซแทรนพนัธะ α-1,3 ได ซึง่การชกันาํเดกซ
แทรนเนสที่จาํเพาะตอพันธะ α-1,6 ในกรณีนี้มกัใชเดกซแทรนที่ผลิตไดจาก Leuconostoc 
mesenteroides B-512 ซึ่งมีพันธะ α-1,6 มากถึง 95 เปอรเซ็นต (Marguerite และคณะ, 1997)  

Margaret และคณะ, 1978 รายงานถงึการชักนาํการสรางเดกซแทรนเนสดวยเดกซแทรน
ที่มีพนัธะ α-1,3 ใน Cladosporiun resinae พบวาเดกซแทรนเนสที่เกิดขึ้นจะจําเพาะตอพันธะ 
α-1,3 บนสายเดกซแทรน (α-1,3-glucanase, EC 3.2.1.59) และยอยสลายเดกซแทรนโดย
ปลดปลอยน้ําตาลกลูโคสออกมา  

แตปจจุบันยังไมพบวามีเดกซแทรนพนัธะ α-1,3 จําหนายในทองตลาด หรืออาจมีแต
ราคาสูงมาก ในงานวิจยัทั่วไปจงึมักผลติเดกซแทรนเองจากเชื้อในกลุม Mutans Streptococci 
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โดยมุงเนนไปที่เดกซแทรนทีไ่มสามารถละลายน้าํไดที่เชือ้ผลิตขึ้น เนื่องจากมพีนัธะ α-1,3 
ปริมาณสูง 
 Claus และคณะ (1999) ทําการผลิตเดกซแทรนพนัธะ α-1,3 ปริมาณสูง จาก S. mutans 
เพื่อใชเปนสบัสเตรทในการชักนาํการสรางเดกซแทรนเนส ทําไดโดยเลี้ยงแบคทีเรียในอาหารและ
ปนแยกเอาเซลลออกโดยการเซนตริฟวสที ่4,000 g และเติมซูโครสความเขมขน 4 เปอรเซ็นตลงไป 
บมที ่35oช 20 ชั่วโมง จากนัน้กรองเอาเดกซแทรนที่ไมละลายน้าํออกจากอาหารเลีย้งมาใชตอไป 
 Margaret และคณะ (1978) ผลิตเดกซแทรนที่มพีันธะ α-1,3 ปริมาณสูงจาก 
Streptococci ในชองปากโดยบมน้าํเลี้ยงเชื้อดวยซูโครส 4 เปอรเซ็นตจากนั้นเติมเอทานอลและปน
แยกเอาเดกซแทรนที่ไมละลายน้าํออกมาซึ่งเดกซแทรนดังกลาวมีพนัธะ α-1,3 ปริมาณสูง 

Huge และคณะ (1986) รายงานถึงเดกซแทรนที่ผลิตจาก Streptococcus sobrinus 
6715 ซึ่งเปนเชื้อในกลุม Mutans Streptococci วาสามารถผลิตเดกซแทรนทีม่ีพนัธะ α-1,3 ไดใน
ปริมาณมากถงึ 67 เปอรเซ็นต แบคทีเรียชนิดนี้จงึเหมาะที่จะนํามาใชในการผลติเดกซแทรนเพื่อ
เปนสารชกันาํการสรางเดกซแทรนเนสที่จาํเพาะตอพันธะ α-1,3 ดังทีก่ลาวขางตน 

 
การผลิตและทําบรสิุทธิ์เดกซแทรนบางสวน 
โดยปกติการเลี้ยง Streptococci เพื่อการผลิตเดกซแทรนมักเลี้ยงในอาหารเพียงไมกี่ชนิด 

ซึ่งไดแก Brain heart infusion, Tryptic soy broth และ Todd hewitt ซึ่งมีราคาแพง และสีของ
อาหารเลีย้งปนกับเดกซแทรนที่ผลิตได ทําใหทาํความสะอาดไดยาก ไดเดกซแทรนทีม่ีสีน้ําตาลเขม 
Gibbons และคณะ (1968) ไดเลี้ยง Human Streptococcus strains GS5 และ LM7 ในอาหาร 
Basal medium ที่มีองคประกอบงาย ราคาถูก สามารถเตรียมไดเองในหองปฎิบัติการ ซึ่งใหเดกซ
แทรนปริมาณมากและมีสีขาว จากนัน้นาํไปผานการทําบริสทุธิ์โดยนําอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีเดกซ
แทรนไปปนเหวี่ยงที ่3,000 rpm นําตะกอนที่ไดลางดวยน้ํากลัน่, โซเดียมไฮดรอกไซด 0.05 นอรมัล 
และ 0.2 นอรมัล กําจัดเซลลแบคทีเรียดวยการใชเครื่องกําเนิดเสียงความถี่สูง 3 นาท ี โดยการใช
ดางทีม่ีความเขมขนมากขึน้ เพื่อกําจัดสารที่ไมตองการออก จากนั้นตกตะกอนดวยเอทานอล ลาง
ตะกอนดวยน้าํกลั่นและนาํไปทําแหงโดยใชเครื่องระเหิดแหงโดยใชความเยน็ จากวิธีการดังกลาว
พบวาตะกอนเดกซแทรนที่ผานการทาํบริสทุธิ์แลวจะประกอบดวย คารโบไฮเดรตอยางนอย 90 
เปอรเซ็นต 

 
 
 



 22

การศึกษาองคประกอบของเดกซแทรน 
Antti และคณะ (1998) พบวามีการปนเปอนของเชื้อจุลินทรยีพรอมทั้งมกีารสรางพอลิ

แซ็กคาไรดในกระบวนการผลิตน้ําตาลจากหัวบที (sugar beet) ทําใหเกิดปญหาตอกระบวนการ
และคุณภาพของผลิตภัณฑ จึงมีการศึกษาถงึชนิดของน้าํตาลโมเลกุลเดี่ยวที่เปนองคประกอบใน
พอลิแซ็กคาไรดที่จุลินทรียดงักลาวผลิตขึ้น โดยการนาํพอลิแซคคาไรดมาไฮโดรไลซดวยกรดซัลฟู
ริก 1 นอรมัล ที ่120 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้นทําใหเปนกลางดวยโซเดียมไฮดรอก
ไซดความเขมขน 5 โมลาร แลวนําไปวิเคราะหน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวทีเ่กิดขึ้น โดยวธิีโครมาโทกราฟ
แบบของเหลวสมรรถนะสงู พบวา น้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวที่พบมากที่สุดคือ กลูโคส 

Greg และคณะ, 1974 ทําการตรวจสอบองคประกอบของเดกซแทรนโดยการยอยสลาย
เดกซแทรน 50 มิลลิกรัมดวยกรดซัลฟูริกเขมขน 0.3 นอรมัล 1 มิลลิลิตร 45 นาที ทําใหเย็นและ
ปรับใหสารละลายเปนกลาง จากนั้นนําสารละลายที่ไดไปตรวจสอบชนิดของผลิตภัณฑที่เกิดขึ้น
ดวยวิธีโครมาโทกราฟแบบกระดาษ  พบวาผลิตภัณฑที่ เกิดขึ้นคือ กลูโคส ไอโซมอลโทส 
(isomaltose) ไอโซมอลโทไทรโอส (isomaltotriose) ไอโซมอลโทเพนตะโอส (isomaltopentaose) 
และไอโซมอลโทเฮกซะโอส (isomaltohexaose) 

Kazuhiro และคณะ, 1982 ทําการตรวจสอบองคประกอบของเดกซแทรนที่ไมละลายน้ํา
จาก Streptococcus mutans  6715-15 โดยใชเดกซแทรน 10 มิลลิกรัม อุนใหรอน เติมกรดฟอร
มิกความเขมขน 98 เปอรเซ็นต 0.15 มิลลิลิตร ในหลอดแกวปดผนึก (ampoule) เติมกรดไฮโดร
คลอริกความเขมขน 0.4 นอรมัล 1.5 มิลลิลิตร ตมที่ 100oซ 30 นาที หยุดปฏิกิริยาดวยการทําให
เย็นทันที เติม Dowex-1 (HCOO-) แลวนําไประเหยแหง จากนั้นตรวจสอบผลิตภัณฑที่ไดดวยวิธี
โครมาโทกราฟแบบกระดาษ พบวาผลิตภัณฑที่เกิดขึ้นคือ ไอโซมอลโทสและไนจีโรส ซึ่งแสดงให
เห็นวาเดกซแทรนดังกลาวประกอบดวนพันธะ α-1,6 และ α-1,3 

 
 การศึกษาการเจริญของ Mutans Streptococci 

คุณสมบัติทางสรีรวิทยาของ Mutans Streptococci, กระบวนการสงัเคราะหเดกซแทรน 
หรือการสรางกรดของเชื้อ ตางมีความสมัพันธกับการเจริญของเชื้อทัง้สิ้น ดังนัน้จงึมีผูการศึกษา
การเจริญของเชื้อในกลุม Mutans Streptococci โดยในภาวะที่ไมมกีารสังเคราะหเดกซแทรน โดย
เลี้ยงแบคทีเรียในอาหารที่ไมมีการเติมซูโครส การเจริญของ Mutans Streptococci สามารถ
ตรวจสอบไดงาย ดวยวิธีการนับจํานวนเซลล (viable cell count) การชั่งน้ําหนักเซลลแหง (dry 
weight) และการวัดความขุน (Turbidity)  
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 Lewson (1971) ตรวจสอบการเจริญของ Mutans Streptococci ที่สามารถผลติเดกซ- 
แทรนได ในอาหารสงัเคราะหดวยวิธกีารวัดคาความขุน (Klett units) พบวาทุกสายพันธุที่
ทําการศึกษามีอัตราการเจรญิสูงสุดที่ชั่วโมงที ่12 ของการเลี้ยง 
 Terleekyi และคณะ (1975) ศึกษาการเจริญของ Mutans Streptococci 14  สายพันธุใน
อาหารสงัเคราะหทางเคมีชนดิตางๆ ในภาวะที่ไมมีการสงัเคราะหเดกซแทรน โดยวิธกีารวัดความ
ขุน (Turbidity) พบวาสามารถศึกษาการเจริญของเชื้อไดเปนอยางด ี
 ในภาวะที่มกีารสังเคราะหเดกซแทรน โดยการเลี้ยง Mutans Streptococci ในอาหารที่มี
การเติมซูโครส พบวา เดกซแทรนที่แบคทีเรียสังเคราะหข้ึนตกตะกอนแยกจากสวนที่เปนของเหลว
ของอาหารเลีย้งเชื้อพรอมกบัเซลลของแบคทีเรีย ดังนั้นการศึกษาการเจริญของเซลลโดยวิธกีาร
ตางๆขางตนจงึไมสามารถทาํได 

Rajaguru และคณะ (2000) ไดแสดงวาสามารถตรวจสอบการเจริญของเซลลแบคทีเรีย
ดวยการวัดปริมาณโปรตีนดวยวธิีของ Lowry  (Lowry และคณะ, 1951) โดยการทําใหเซลลแตก
กอนดวยโซเดยีมไฮดรอกไซดเขมขน 1 โมลาร 20 นาที (akaline hydrolysis) จากนัน้จึงนาํ
สารละลายไปตรวจสอบปริมาณโปรตีน  

  
 ในงานวิจัยนี้มุงเนนการผลิตเดกซแทรนที่มพีันธะ α-1,3 ปริมาณสงูจาก Streptococcus 
sobrinus 6715 สําหรับใชเปนสารชกันาํการผลิตเดกซแทรนเนสใน Arthrobacter sp. AG-2 
พรอมทัง้ศึกษาความสามารถของเดกซแทรนเนสที่ผลิตได ในการยอยสลายเดกซแทรนชนิดตางๆ 
และตรวจสอบผลิตภัณฑที่ไดจากการทําปฏิกิริยา เพื่อเปนความรูพืน้ฐานใหเขาใจถึงลักษณะการ
ทํางานในแงของความจําเพาะตอพนัธะในการยอยสลายเดกซแทรน เพื่อผลในการประยุกตใชเพือ่
ปองกันฟนผุตอไป 
 

 
 



บทที่ 2 
 

อุปกรณ เคมีภัณฑ วิธีและขั้นตอนดําเนินงานวิจัย 
 

อุปกรณทีใ่ชในงานวิจัย 
 
1. เครื่องเขยา (shaker) รุน G-10 บริษัท New Brunswick Scientific Co., Inc., U.S.A. และรุน 

innova 2100 บริษัท New Brunswick Scientific Co., Inc., U.S.A. 
2. เครื่องวัดการดูดกลืนแสง (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 และรุน 

HA-3D บริษัท Hirayama Manufacturing Corperation, Japan 
5. ตูเขี่ยเชื้อแบบ Larminar flow รุน BV-124 บริษัท ISSCO, U.S.A. 
6. เครื่องผสมสาร (mixer) รุน vortex-genies 2 G560E บริษัท Scientific Industries Inc., 

U.S.A. 
7. อางน้ําควบคมุอุณหภูมิ (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  L200P บริษัท Sartorius, U.S.A 
9. เครื่องปนเหวีย่ง (centrifuge) รุน KS-3000P บริษัท Kubota, Japan 
10. เครื่องปนเหวีย่งชนิดตั้งโตะ (benchtop centrifuge) รุน H-103N บริษัท Kubota, Japan 
11. เครื่องปนเหวีย่งชนิดทาํความเย็น (refrigirate centrifuge) รุน 1920 บริษัท Kubota, Japan 
12. เครื่องปนเหวีย่งชนิดทาํความเย็น (refrigirate centrifuge) รุน J-30I บริษัท Beckman, 

Germany 
13. เครื่องเขยาควบคุมอุณหภูม ิ (controlled environment incubator shaker) รุน G-27 บริษัท 

New Brunswick Scientific Co., Inc, U.S.A 
14. เครื่องกวนแมเหล็ก (magnetic stirrer) รุน  502P-2 บริษัท PMC, U.S.A 
15. หลอดแสงอัลตราไวโอเลต (ultraviolet lamp) ความยาวคลื่น 254 นาโนเมตร G30T8 30w 

บริษัท Sankyo Denki, Japan 
16. ตูบมเชื้อ (incubator) รุน Hereaus type B 5050 E  บริษัท Hereaus, Germany 
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17. เครื่องกําเนิดเสียงความถี่สูง  (ultrasonicator) ชนิดอาง รุน FS 4000 บริษัท Decan 
Ultrasonic, England. 

18. ไมโครปเปตต (micropipette) ขนาด 100, 1000 และ 5000 ไมโครลิตร ของบริษัท Gilson, 
France 

19. หลอดกรองชนิดปนเหวีย่งขนาดเล็ก (centrifuge tube filter)  แผนกรองชนิดเซลลโูลสอะซิเตท 
(cellulose acetate filter) ขนาดความกวางของรู 0.45 ไมโครเมตร ปริมาตร 20 มิลลิลิตร ของ
บริษัท Castar, U.S.A. 

20. ชุดเครื่องมือโครมาโทกราฟแบบของเหลวสมรรถนะสงู (high performance liquid 
chromatography, HPLC)  สําหรับตรวจสอบปริมาณและชนิดของน้ําตาล 
- เครื่องโครมาโทกราฟแบบของเหลว (liquid chromatography) รุน 515 ของบริษัท 

Waters, Australia 
- คอลัมน (column)  คารโบไฮเดรตคอลัมน (carbohydrate column) ขนาด 4.6 x 250 

mm ของบริษทั Waters, Australia 
-  เครื่องตรวจสอบ (UV-visible detector)รุน 410 ของบริษัท Waters, Australia 
- เครื่องบันทกึ (recorder) รุน 746 ของบริษัท Waters, Australia 
- กระบอกฉีดยา (microsyrings) ขนาด 100 ไมโครลิตร รุน EXMSR 100 ของบริษทั ITO 

Corporation, Japan 
21. เครื่องระเหยแหงอุณหภูมิต่ํา (Lyophilizer) รุน FD-1 ของบริษัท Eyela, Japan 
 
เคมีภัณฑ 
 
1. เดกซแทรนเกรดอุตสาหกรรม (industrial grade dextran)  บริษัท, Sigma, U.S.A. 
2. ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4)  บริษัท Merck, Germany 
3. โซเดียมคลอไรด (NaCl)  บริษัท Merck, Germany 
4. แมกเนเซยีมซลัเฟต (MgSO4 7H2O)  บริษทั Carlo Erba Regenti, Italy 
5. แมงกานีสซัลเฟต (MnSO4)  บริษัท Carlo Erba Regenti, Italy 
6. ทริปติกซอยบรอท (Tryptic soy broth)  บริษัท Difco Laboratories, U.S.A. 
7. เบรนฮารทอินฟวชัน่ (Brain heart infusion)  บริษัท Difco Laboratories, U.S.A. 
8. โซเดียมคารบอเนต (Na2CO3)  บริษัท Merck, Germany 
9. ทริปโตน (Tryptone)  บริษัท Difco Laboratories, U.S.A. 
10. โพแทสเซยีมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4)  บริษัท AJEX Chemicals, Australia 
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11. โพแทสเซยีมคารบอเนต (K2CO3)  บริษัท Carlo Erba Regenti, Italy 
12. โพแทสเซยีมคลอไรด (KCl)  บริษัท Carlo Erba Regenti, Italy 
13. ซูโครส (sucrose)  บริษัท Sigma, U.S.A. 
14. กลูโคส (glucose)  บริษัท Sigma, U.S.A. 
15. ไอโซมอลโทส (isomaltose)  บริษัท Sigma, U.S.A. 
16. ไอโซมอลโทไทรโอส  (isomaltotriose)  บริษัท Fluka, Germany 
17. ไอโซมอลโทเททราโอส (isomaltotetraose)  บริษัท Fluka, Germany  
18. เมธิลแอลฟาดแีมนโนไพราโนไซด (methyl alpha-D-manopyranoside)  บริษัท Sigma, 

U.S.A. 
19. เซลลูโลส (cellulose)  บริษัท Sigma, U.S.A. 
20. ไนจีแรน (nigeran)  บริษัท Sigma, U.S.A. 
21. โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH)  บริษัท Merck, Germany 
22. โซเดียมไนเตรต (NaNO3)  บริษัท Fluka, Germany 
23. เฟอรรัสซัลเฟต (FeSO4)  บริษัท Unilab, U.S.A. 
24. เอทานอล (C2H5OH)  บริษทั Labscan, Ireland 
25. สารสกัดจากยสีต (yeast extract)  บริษัท Difco Laboratories, U.S.A. 
26. อะซิโตไนไทรลเกรด HPLC (HPLC grade acetonitrile)  บริษัท Labscan, Ireland 
27. น้ําปลอดประจุ (deionized distilled water) 
28. กรดซัลฟูริก (H2SO4)  บริษัท Merck, Germany 
29. เดกซแทรน T-2000 (Dextrans T-2000)  บริษัท, Phamacia, Sweden 
30. อัลบูมินจากซร่ัีมวัว (bovine serum albumin)  บริษัท Sigma, U.S.A. 
 
 
วิธีดําเนินงานทดลอง 
 
1 การเก็บและการเลี้ยงจุลินทรียที่ใชในการวิจัย 
 

1.1 จุลินทรียที่ใชในการวิจัย  
   ไดแก Streptococcus sobrinus 6715  (Dr. R. J. Doyle, University of Louisville, 
Louisville, Kentucky, U.S.A) , Arthrobacter sp. AG-2  (ณฐินี สวุรรณสิงห, 2540) และ 
Penicillium sp. สายพันธSMCU 3-14 (สุวรรณา  นพพรพันธุ, 2538) 
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1.2 การเก็บรักษาจุลินทรีย 
ขีดเชื้อ S. sobrinus 6715 ลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งเอยีง Brain heart infusion (ภาคผนวก 

ก) บมที่อุณหภูมิ 37oซ จนเชื้อเจริญเต็มทีแ่ลวเก็บที่อุณหภูมิ 4oซ จนกวาจะนาํมาใช 
  ขีดเชื้อ Arthrobacter sp. AG-2 ลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งเอียง Yamaguchi (ภาคผนวก ก) 
บมที่อุณหภูม ิ30oซ จนเชื้อเจริญเต็มที่แลวเก็บที่อุณหภมูิ 4oซ จนกวาจะนํามาใช 
  เขี่ยสปอรของเชื้อรา Penicillium sp. สายพนัธุ SMCU 3-14 ลงบนอาหารแข็งเอียง 
Fukumoto (ภาคผนวก ก) บมที่อุณหภูมหิอง (28-32oซ) เปนเวลา 7 วัน จนสปอรเจริญเต็มที่แลว
เก็บที่อุณหภูม ิ4oซ จนกวาจะนํามาใช 
 
2. เตรียมหัวเชื้อเพื่อการผลิตเดกซแทรน 
     เตรียมหัวเชื้อต้ังตน โดยถายเชื้อ S. sobrinus 6715 จากหลอดอาหารเลีย้งเชือ้แข็งเอยีง 
Brain heart infusion ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Brain heart infusion ปริมาตร 50 มิลลิลิตร        
ซึ่งบรรจุอยูในขวดแกวรูปชมพูขนาด 250 มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 37oซ ในภาวะการเลี้ยงเชื้อแบบ
ไมมีการเขยาเปนเวลา 24 ชั่วโมง แลวถายเชื้อ 10 เปอรเซ็นตโดยปริมาตรลงในอาหารเลีย้งเชือ้
เหลว Brain Heart Infusion บมที่อุณหภมูิ 37oซ จนวดัคาการดูดกลืนแสงที่ 550 นาโน-เมตร ได
เทากับ 0.5 – 0.6 ใชเปนกลาเชื้อในการทดลองตอไป 
 
3. การผลิตเดกซแทรน, การเก็บเกีย่ว และทําบริสทุธิ์เดกซแทรนบางสวน (partial purification) 
จากน้ําเลีย้งของ S. sobrinus  6715 (Gibbons และคณะ, 1968)  
 
 3.1 การผลิตเดกซแทรน 
       ทําการถายเชื้อจากขอ 2 ปริมาณ 10 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว 
Tryptic Soy Broth ที่เสริมซูโครสความเขมขน 2 เปอรเซ็นต บมที่อุณหภูมิ 37oซ ในภาวะการเลี้ยง
เชื้อแบบไมมีการเขยา เปนเวลา 24 ชั่วโมงจะไดเดกซแทรนในน้าํเลี้ยงเชื้อของ S. sobrinus  6715 
 
 3.2 การเก็บเกีย่วและทาํบริสทุธิ์เดกซแทรนบางสวน 
       นาํน้าํเลี้ยงเชื้อที่ไดจากการเลี้ยงเชื้อเพื่อการผลิตเดกซแทรนมาปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 3000 
รอบตอนาท ี เปนเวลา 10 นาที นาํตะกอนเดกซแทรนที่ไดละลายในน้ํากลัน่ปริมาตร 1 เทาโดยใช
เครื่องกําเนิดเสียงความถี่สงู (sonicator) เพื่อชวยในการละลายและทําลายเซลลแบคทีเรียที่
ปนเปอนมากบัเดกซแทรน เปนเวลา 3 นาท ี นาํมาปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 3,000 รอบตอนาท ี 10 
นาที จากนัน้ทาํซ้ําทุกขั้นตอนอีก 2 คร้ังโดยละลายเดกซแทรนในโซเดียมไฮดรอกไซด 0.05 นอรมลั 
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และ 0.2 นอรมัล จากนัน้ลางตะกอนดวยน้ํากลั่น 2 คร้ังแลวนําตะกอนที่ไดไปทาํแหงดวยเครื่อง
ระเหยแหงโดยใชอุณหภูมิต่าํ (Lyophilizer) จะไดตะกอนเดกซแทรนที่ผานการทําบริสุทธิ์บางสวนแลว
เพื่อใชในการทดลองตอไป 
  
4. การคัดเลือกสูตรอาหารและความเขมขนของซูโครสทีเ่หมาะสมตอการผลิตเดกซแทรนโดย 
S. sobrinus 6715 
 
 4.1  การคัดเลือกสูตรอาหารเพื่อการผลิตเดกซแทรนโดย S. sobrinus 6715  
   ทาํการถายเชือ้จากขอ 2 ปริมาณ 10 เปอรเซ็นตโดยปรมิาตร ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวที่
มีการเติมซูโครสความเขมขน 2 เปอรเซ็นต โดยอาหารที่เลือกใชคือ Brain Heart Infusion, Tryptic 
Soy Broth (ภาคผนวก ก) และ Basal medium (Gibbon และคณะ, 1968, ภาคผนวก ก) ทําการ
บมที่อุณหภูม ิ 37oซ เก็บตัวอยางของอาหารเลี้ยงเชื้อทุก 3 ชั่วโมง ตั้งแต      0-48 ชั่วโมง ทาํการ
เก็บเกี่ยวและทําบริสทุธิ์เดกซแทรนบางสวนตามขัน้ตอนในขอที ่ 3.2 จากนั้นนําตะกอนเดกซแทรน
ที่ไดใสกระทงอะลูมินัมฟอยล อบที่อุณหภูมิ 80oซ เปนเวลา 18 ชั่วโมง หรือจนน้าํหนักคงที ่ แลว
นําไปชัง่น้าํหนกัแหง คํานวนเปรียบเทียบน้ําหนกัแหงของ เดกซแทรนที่ไดจากอาหารเลี้ยงทั้ง 3 
ชนิด 
 
 4.2 การหาปริมาณซูโครสที่เหมาะสมสําหรับการผลิตเดกซแทรนในอาหารเลี้ยงเชื้อเพื่อการ
ผลิตเดกซแทรนที่คัดเลือกไดในขอ 4.1 
   โดยการถายเชื้อจากขอ 2 ปริมาณ 10 เปอรเซ็นตโดยปริมาตรลงในอาหารเลีย้งเชือ้เหลว 
เพื่อการผลิตเดกซแทรนที่คัดเลือกไดในขอ 4.1 ปริมาณ 10 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร ที่มกีารแปรผัน
ปริมาณซูโครสตั้งแต  0-5 เปอรเซ็นต บมที่อุณหภูมิ 37oซ ในภาวะการเลี้ยงเชื้อแบบไมมีการเขยา
เปนเวลา 24 ชั่วโมง ทาํการเก็บเกี่ยวและทําบริสทุธิ์เดกซแทรนตามขั้นตอนในขอ 3.2 และหา
น้ําหนกัแหงของเดกซแทรนตามวิธีในขอ 4.1 
 
5. การศึกษารูปแบบการเจริญและการผลิตเดกซแทรนของ S. sobrinus 6715 ในอาหารและ 
ปริมาณซูโครสที่คัดเลือกไดในขอ 4.1 (อาหาร Basal medium ที่มีซูโครส 1.5 เปอรเซ็นต) 
 
 5.1 การศึกษารูปแบบการเจริญของ S. sobrinus 6715 ในอาหาร Basal medium ที่มีซูโครส 
1.5 เปอรเซ็นต เปรียบเทียบกับรูปแบบการเจริญในอาหาร Basal medium ที่มีกลูโคส 1.5 
เปอรเซ็นต 
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  โดยการถายเชื้อจากขอ 2 ปริมาณ 10 เปอรเซ็นตโดยปริมาตรลงในอาหารเลีย้งเชือ้เหลว 
Basal medium ที่มีการเตมิซูโครส 1.5 เปอรเซ็นต และในอาหาร Basal medium ที่มีการเตมิ
กลูโคส 1.5 เปอรเซ็นต บมที่อุณหภูมิ 37oซ ในภาวะการเลี้ยงแบบไมมีการเขยา เก็บตัวอยางของ
อาหารเลีย้งเชือ้ทุก 3 ชั่วโมง ตั้งแต 0 – 48 ชั่วโมง นาํไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบตอนาท ี
เปนเวลา 10 นาที ลางตะกอนดวยน้ํากลัน่ 2 คร้ัง ตะกอนที่ไดนํามาเติม โซเดียมไฮดรอกไซด  1 
นอรมัล จากนั้นนําไปตมในน้าํเดือด 20 นาที นาํสารละลายที่ไดไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000  
รอบตอนาท ี เปนเวลา 10 นาท ี จากนั้นนําสวนใสไปตรวจสอบปริมาณโปรตีนดวยวิธ ี Lowry 
(Lowry และคณะ, 1951) 
 
 5.2 การศึกษารูปแบบการผลิตเดกซแทรนจาก S. sobrinus 6715 ในอาหาร Basal medium 
ที่มีซูโครส 1.5 เปอรเซ็นต 
 โดยการถายเชื้อจากขอ 2 ปริมาณ 10 เปอรเซ็นตโดยปริมาตรลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว 
Basal medium ที่มีซูโครส 1.5 เปอรเซ็นต บมที่อุณหภูมิ 37oซ ในภาวะการเลี้ยงเชื้อแบบไมมกีาร
เขยาเปนเวลา 24 ชั่วโมง ทาํการเก็บเกี่ยวและทําบริสทุธิ์เดกซแทรนตามขั้นตอนในขอ 3.2 และหา
น้ําหนกัแหงของเดกซแทรนตามวิธีในขอ 4.1 
  
6.  การผลิตเดกซแทรนจาก S. sobrinus 6715 ในปริมาณสูง เพื่อใชในการทดลองตอไป 
      เลี้ยง S. sobrinus 6715  เพื่อการผลติเดกซแทรนในอาหาร Basal medium ที่มีน้าํตาล
ซูโครส 1.5 เปอรเซ็นตและนํามาผานการทําบริสทุธิ์ตามวิธีการในขอ 2 นําเดกซแทรนที่ผลิตไดไป
บดใหละเอียด เก็บในขวดปดฝาที่แหงสนทิเพื่อใชในการทดลองตอไป 
 
7. การเตรียมเดกซแทรนจาก S. sobrinus 6715 ใหมีพนัธะ α-1,3 ปริมาณสูง 
 
 7.1 การเลีย้งเชื้อ Pennicillium sp. SMCU 3-14 เพื่อการผลิตเดกซแทรนเนส [α-1,6] 
 เติมทวนี-80 ความเขมขน 0.1 เปอรเซ็นต ที่ผานการนึ่งฆาเชื้อแลวลงในหลอดเก็บเชื้อรา 
(stock culture) จากขอ 1.2 ใชลูปเขี่ยสปอรใหหลุดออกมาแขวนลอยในทวีน-80 นับสปอรใหอยู
ในชวง 2x107 สปอรตอมิลลิลิตร โดยใชฮมีาไซโทมิเตอร (haemacytometer) ถายสปอรแขวนลอย 
1 มิลลิลิตร ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ Fukumoto (ภาคผนวก ก) 50 มิลลิลิตร ซึ่งบรรจุอยูในขวดแกว
รูปชมพูขนาด 250 มิลลิลิตร บมบนเครื่องเขยาแบบ rotary shaker ที่อัตราการเขยา 200 รอบตอ
นาที เลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมหิองเปนเวลา 10 วัน แยกเซลลออกจากอาหารเลี้ยงเชื้อโดยการกรองผาน
กระดาษกรอง Whatman เบอร 1 เก็บสวนน้ําใสที่ 4oซ  เพื่อใชในการทดลองขั้นตอไป 
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 7.2 การสลายเดกซแทรนที่มพีันธะ α-1,6 ออกจากเดกซแทรนที่ผลิตโดย S. sobrinus 6715  
 นําเดกซแทรนที่ผลิตจาก S. sobrinus 6715 ที่ผานการทําบริสุทธิ์ (จากขอ 6) มายอยสลาย
ดวยเดกซแทรนเนส [α-1,6] ที่ผลิตจาก Pennicillium sp. SMCU 3-14 โดยใช  สับสเตรท 1 
เปอรเซ็นต (น้าํหนักตอปริมาตรของเอนไซม) ในการทาํปฎิกริยา บมพรอมใหการเขยาที ่ 200 รอบ
ตอนาททีี่อุณหภูมิ 55oซ เพื่อใหเอนไซมทําปฎิกริยากับสับสเตรท ทําการเก็บตัวอยางทกุ 1.5 
ชั่วโมง นําตวัอยางที่ไดมาปนเหวี่ยงที ่ 3000 รอบตอนาท ี เปนเวลา 10 นาท ีจากนัน้นาํสวนน้าํใส
มาวัดปริมาณน้ําตาลรีดิวซโดยวิธีของ Somogyi-Nelson (Somogyi, 1952) นาํสวนตะกอนที่เหลอื
จากการยอย  (เดกซแทรน) เมื่อมีปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่วัดไดคงที ่ มาลางดวยน้ํากลัน่ 2 คร้ัง 
จากนั้นเติมเดกซแทรนเนส [α-1,6] ลงไปใหมและเก็บตัวอยางมาวิเคราะหปริมาณน้าํตาลรดีิวซ 
ทําการเก็บตัวอยางและเตมิเอนไซมลงไปใหม ณ เวลาที่น้าํตาลรดีิวซคงที่ดวยวธิีการเชนเดิม 
จนกระทั่งปริมาณน้ําตาลที่คงที่ในครั้งสุดทายเทากับปริมาณน้ําตาลของปฎิกิริยาเริ่มตน (คือเดกซ- 
แทรนที่เหลืออยูที่ไมสามารถถูกยอยดวยเดกซแทรนเนส [α-1,6] ไดอีก)  ลางตะกอนเดกซแทร
นดวยน้ํากลั่น 1 ครั้ง นําไปทําใหแหงดวยการใชเครื่องระเหยแหงที่อุณหภูมิต่ํา (lyophilizer) และ
นํา             เดกซแทรนที่ไดมาบดใหละเอียดเพื่อใชในการทดลองตอไป 
 
8. การตรวจสอบผลิตภัณฑที่ไดจากการยอยเดกซแทรนจาก S. sobrinus  6715 ดวยเดกซแทรน-
เนส [α-1,6] จาก Pennicillium sp. SMCU 3-14  
 นําเดกซแทรนจากขอ 7.2 ที่ผานการระเหยแหง 10 มิลลิกรัม มายอยดวยกรดซัลฟูริก            
1 โมลาร ปริมาตร 1 มิลลิลิตร โดยนาํไปนึ่งในเครื่องนึ่งอบฆาเชื้อ ที่อุณหภูม ิ 120oซ เปนเวลา       
1 ชั่วโมง จากนัน้ทาํการปรบัสารละลายที่ไดใหมีคาความเปนกรด-ดางเทากับ 7 แลวนําไปกรอง
ผานกระดาษกรองขนาด 0.45 ไมครอน ทําการทดลองแบบนี้เชนเดียวกนักับเดกซแทรน T-2000 
และเดกซแทรนจาก S. sobrinus 6715  (ที่ไมผานการยอยดวยเดกซแทรนเนส [α-1,6] จาก 
Pennicillium sp. SMCU 3-14) ในการเปรียบเทียบ จากนัน้นาํไปหาปริมาณและชนิดของน้าํตาล
โดยวิธีโครมาโทกราฟแบบของเหลวสมรรถนะสงู (high performance liquid chromatography) 
โดยใชสารละลายกลูโคสและมอลโทสเปนสารละลายมาตรฐาน 
 
9. การเปรียบเทียบปริมาณน้ําตาลระหวางเดกซแทรนชนิดตางๆ   
 ทําโดยนาํเดกซแทรนทัง้ 4 ชนิด ไดแก เดกซแทรน T-2000, เดกซแทรนเกรดอุตสาหกรรม, 
เดกซแทรนจาก S. sobrinus 6715 และเดกซแทรนพันธะ α-1,3 ปริมาณ 10  มิลลิกรัม มายอย
ดวยดวยกรดซัลฟูริกเขมขน 1 โมลาร ปริมาตร 1 มิลลิลิตร แลวนาํไปนึ่งในเครื่องนึง่อบฆาเชื้อ   
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120oซ เปนเวลา 1 ชั่วโมงจากนั้นปรับสารละลายที่ไดใหมีคาความเปนกรด-ดางเทากับ 7 ทําการ
ตรวจสอบปริมาณน้าํตาลรดีิวซโดยวธิี Somogyi-Nelson (Somogyi, 1952) 
 หมายเหต ุจากผลการทดลองขอ 9 พบวา  
 เดกซแทรน T-2000  1 กรัม มีปริมาณน้าํตาลเทยีบเทากบั 
 เดกซแทรนเกรดอุตสาหกรรม 1.01 กรัม 
 เดกซแทรนจาก S. sobrinus 6715 1.27 กรัม 
 และเทากับเดกซแทรนพันธะ α-1,3   2.058 กรัม 
 จึงยึดถือเอาปริมาณเทียบเทาดังกลาวในการทดลองทุกขัน้ตอนตอจากนี ้
 
10. การผลิตเดกซแทรนเนสจาก Arthrobacter sp. AG-2 โดยการชักนําดวยเดกซแทรนชนิดตางๆ 
 
 10.1 การเตรียมหวัเชื้อต้ังตน 
  ปลูกเชื้อ Arthrobacter sp. AG-2 จากอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งเอียง BHI (slant agar) ลงใน
อาหารเลีย้งเชือ้เหลว Yamaguchi (ภาคผนวก ก) 50 มล. ซึ่งบรรจุอยูในขวดแกวรูปชมพูขนาด 
250 มล. บมที่อุณหภูมหิอง (28-32oซ) ใหอากาศโดยการเขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาท ี เปน
เวลา 12 ชั่วโมง ซึ่งเชื้อจะเจริญอยูในระยะกึ่งกลางทวคีูณ (mid-log phase) ทาํการปนเหวี่ยง
อาหารเลีย้งเชือ้ที่ความเร็ว 10,000 รอบตอนาท ี เก็บเกี่ยวและทําความสะอาดเซลลโดยการลาง
ดวยน้าํกลัน่ 2 คร้ัง จากนัน้ทาํการปรับคาการดูดกลืนแสงที่ 560 นาโนเมตร เทากับ 0.6–0.7 นํามา
เปนกลาเชื้อในการทดลองตอไป (สุหัทยา, 2543) 
 
 10.2 การผลิตเดกซแทรนเนส [α-1,6] จาก Arthrobacter sp. AG-2  
  เลี้ยงเชื้อจากขอ 10.1 ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Yamaguchi (ภาคผนวก ก)                 
10 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร โดยใชเดกซแทรนเกรดอุตสาหกรรมเปนสารชักนาํ นําไปบมที่
อุณหภูมิหอง (28-32oซ) พรอมใหอากาศโดยการเขยาทีค่วามเร็วรอบ 200 รอบตอนาท ี และเก็บ
ตัวอยางของอาหารเลี้ยงเชื้อที่เวลา 36-48 ชั่วโมง ซึง่เปนเวลาที่มกีารผลิตเดกซแทรนเนสสงูสุด 
(สุหัทยา, 2543) 
 
 10.3 การผลิตเดกซแทรนเนส [α-1,3 และα-1,6] จาก Arthrobacter sp. AG-2   
   ทาํการเลีย้ง Arthrobacter sp. AG-2 เพื่อผลิตเดกซแทรนโดยใชภาวะเดียวกนักับขอ 
10.2 แตใชเดกซแทรนที่ผลิตจาก S. sobrinus 6715 เปนสารชักนําแทนเดกซแทรนเกรด
อุตสาหกรรม  
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 10.4 การผลิตเดกซแทรนเนส [α-1,3] จาก Arthrobacter sp. AG-2  
  ดําเนนิการเชนเดียวกับขอ 10.3 แตใชเดกซแทรนพันธะ α-1,3  ที่ผลิตขึ้นจากขอ 7.2 เปน
สารชักนาํแทน 
 
11. การตรวจสอบปริมาณและชนิดของน้ําตาลที่ไดจากการยอยสลายเดกซแทรน T-2000 และ
เดกซแทรนที่ผลิตจาก S. sobrinus 6715 ดวยเดกซแทรนเนส [α-1,6] จาก Pennicillium sp. 
SMCU 3-14 
 
     โดยการนาํเดกซแทรน T-2000 และเดกซแทรนที่ผลิตไดจาก S. sobrinus  6715 ทีผ่านการ
ทําบริสทุธิ์ตามวิธีการในขอ 2 แลวมายอยสลายดวยเดกซแทรนเนส [α-1,6] ที่ผลิตจาก 
Pennicillium sp. SMCU 3-14 โดยใชสับสเตรท 2 เปอรเซ็นตน้ําหนักตอปริมาตรในการทํา
ปฎิกริยา บมพรอมใหการเขยาที่อุณหภูมิ  55oซ เพือ่ใหเอนไซมทาํปฎิกริยา เกบ็ตัวอยางที่เวลา
ตางๆ  นําตัวอยางมาปนเหวี่ยงที่ความเรว็ 10,000 รอบตอนาท ี เปนเวลา 10 นาท ี จากนัน้กรอง
สวนน้ําใสผานแผนกรองที่มขีนาด 0.45 ไมครอน เติมสารละลายมาตรฐานภายใน (internal 
standard) เมธิล แอลฟา-ดี-แมนโนไพแรนโนไซด (methyl alpha–D–mannopyrannoside) ความ
เขมขน 12.5 เปอรเซ็นต ปริมาตร 5 ไมโครลิตร แลวนาํไปวิเคราะหปริมาณและชนิดของน้าํตาล
ดวยวิธีโครมาโทกราฟแบบของเหลวสมรรถนะสงู (high performance liquid chromatography, 
HPLC)  ซึ่งประกอบดวยสวนตางๆ ดังนี ้
 เครื่องโครมาโทกราฟแบบของเหลว เลือกใชคอลัมนคารโบไฮเดรต (aminopropyl) ขนาด     
4.6 x 250 mm ตั้งอุณหภูมิสารละลายตัวพา 30oซ ตั้งอุณหภูมิคอลัมนที่อุณหภูมหิอง (28-32oซ) 
โดยใชสารละลายอะซิโตไนไทรลเขมขน 70 เปอรเซ็นต (ภาคผนวก ข) เปนสารละลายตัวพา และ
ใชอัตราการไหล 1.2  มิลลิลิตรตอนาท ี
 ฉีดสารละลายตัวอยางที่ตองการหาปริมาณและชนิดของน้าํตาลปริมาตร 20 ไมโครลิตร นํา
พื้นที่ใตกราฟที่ไดจากการวิเคราะหในแตละตัวอยาง ไปเทียบหาปรมิาณของสารจากกราฟมาตร-
ฐาน และเวลาที่สารถกูชะออกจากคอลัมนนําไปเทียบชนดิของน้ําตาลจากสารมาตรฐานเชนกนั 
 
12. การตรวจสอบความสามารถของเดกซแทรนเนสจาก Arthrobacter sp. AG-2  ที่ผลิตไดในขอ 
10 ในการยอยสลายเดกซแทรนชนิดตางๆ  
 
 12.1 การตรวจสอบความสามารถของเดกซแทรนเนส [α-1,6] จาก Arthrobacter sp. AG-2  
ที่ชักนําดวยเดกซแทรนเกรดอุตสาหกรรมตามวิธกีารในขอ 10.2 ในการยอยสลายเดกซแทรนชนดิ
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ตางๆ คือ เดกซแทรน T-2000, เดกซแทรนจาก S. sobrinus 6715 และ เดกซแทรนพันธะ α-1,3 
(ที่ผลิตไดจากขอ 7.2) โดยตรวจสอบปริมาณน้าํตาลรีดิวซดวยวธิ ี Somogyi-Nelson และ
ตรวจสอบชนดิและปริมาณน้ําตาลที่ไดหลังจากการยอย ดวยวธิีโครมาโทกราฟแบบของเหลว
สมรรถนะสงู 
 
  12.1.1 การตรวจสอบความสามารถของเดกซแทรนเนส [α-1,6] จาก Arthrobacter sp. 
AG-2 ที่ผลิตตามวิธีในขอ 10.2  
 โดยการนําเดกซแทรนเนส [α-1,6] มาทาํปฎิกริยากบัเดกซแทรนทั้ง 3 ชนิดโดยใชสับสเตรท 
1 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) ในการทําปฎิกริยา บมพรอมใหการเขยาที ่ 200 รอบตอนาท ีที่
อุณหภูมิ 45oซ เก็บตัวอยางที่เวลาตางๆ นําตัวอยางที่ไดไปปนเหวีย่งที่ 10,000 รอบตอนาที เปน
เวลา 10 นาที นาํสวนน้าํใสไปตรวจหาปริมาณน้าํตาลรีดิวซดวยวิธีของ Somogyi-Nelson 
(Somogyi, 1952) 
 
 12.1.2 ตรวจสอบชนิดและปริมาณน้าํตาลที่ไดจากการยอยเดกซแทรนชนิดตางๆดวยเดกซ
แทรนเนส [α-1,6] ที่ผลิตจาก Arthrobacter sp. AG-2 ตามวิธีในขอ 10.2  

โดยนําเดกซแทรนเนส [α-1,6] มาทําปฎิกริยากับเดกซแทรนทั้ง 3 ชนิดโดยใชสับสเตรท 2 
เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) ในการทาํปฎิกริยา บมพรอมใหการเขยาที ่ 200 รอบตอนาท ี ที่
อุณหภูมิ 45oซ เก็บตัวอยางที่เวลาตางๆ จากนั้นกรองผานแผนกรองทีม่ีขนาด 0.45 ไมครอน นําไป
วัดปริมาณและชนิดของน้ําตาลดวยวธิีโครมาโทกราฟแบบของเหลวสมรรถนะสงู ซึง่ประกอบ ดวย
สวนตางๆ ดังขอ 11 ท ี่อัตราการไหล 0.8 มิลลิลิตรตอนาท ี

 
 12.2 การตรวจสอบความสามารถของเดกซแทรนเนส [α-1,3 และ α-1,6] จาก 
Arthrobacter sp. AG-2  ที่ชักนําดวยเดกซแทรนจาก S. sobrinus 6715 ตามวธิกีารในขอ 10.3 
ในการยอยสลายเดกซแทรนชนิดตางๆ คือ เดกซแทรน T-2000, เดกซแทรนจาก S. sobrinus 
6715 และเดกซแทรนพนัธะ α-1,3 (ที่ผลิตไดจากขอ 7.2) โดยตรวจสอบปริมาณน้าํตาลรีดิวซดวย
วิธี Somogyi-Nelson และตรวจสอบชนดิและปริมาณน้ําตาลที่ไดหลังจากการยอยดวยวธิีโครมา-
โทกราฟแบบของเหลวสมรรถนะสงู 
 
  12.2.1 การตรวจสอบความสามารถของเดกซแทรนเนส [α-1,3 และ α-1,6] จาก 
Arthrobacter sp. AG-2  ทีผ่ลิตตามวิธีขอ 10.3  
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  ทําการทดลองตามขอ 12.1.1 โดยใชเดกซแทรนเนส [α-1,3 และ α-1,6] จาก 
Arthrobacter sp. AG-2  ทีผ่ลิตตามวิธีขอ 10.3 มาทาํปฎิกริยากับเดกซแทรนทั้ง 3 ชนิด  
 
  12.2.2 ตรวจสอบชนิดและปริมาณน้าํตาลที่ไดจากการยอยเดกซแทรนชนิดตางๆดวย
เดกซแทรนเนส [α-1,3 และ α-1,6] ที่ผลิตจาก Arthrobacter sp. AG-2 ตามวิธใีนขอ 10.3  

ทําการทดลองตามขอ 12.1.2 โดยใชเดกซแทรนเนส [α-1,3 และ α-1,6] จาก 
Arthrobacter sp. AG-2  ทีผ่ลิตตามวิธีขอ 10.3 มาทาํปฎิกริยากับเดกซแทรนทั้ง 3 ชนิด 

 
 12.3 การตรวจสอบความสามารถของเดกซแทรนเนส [α-1,3] จาก Arthrobacter sp. AG-2  
ที่ชักนําดวยเดกซแทรนพันธะ α-1,3 ตามวิธกีารในขอ 10.4 ในการยอยสลายเดกซแทรนชนดิ
ตางๆ คือ เดกซแทรน T-2000, เดกซแทรนจาก S. sobrinus 6715 และเดกซแทรนพนัธะ α-1,3 
(ที่ผลิตไดจากขอ 7.2) โดยตรวจสอบปริมาณน้าํตาลรีดิวซดวยวธิ ี Somogyi-Nelson และ
ตรวจสอบชนดิและปริมาณน้ําตาลที่ไดหลังจากการยอย ดวยวธิีโครมาโทกราฟแบบของเหลว
สมรรถนะสงู 
 
  12.3.1 การตรวจสอบความสามารถของเดกซแทรนเนส [α-1,3] จาก Arthrobacter sp. 
AG-2  ที่ผลิตตามวิธีขอ 10.4 
  ทําการทดลองตามขอ 12.1.1 โดยใชเดกซแทรนเนส [α-1,3] จาก Arthrobacter sp.  
AG-2  ที่ผลิตตามวิธีขอ 10.4 มาทําปฎิกริยากับเดกซแทรนทั้ง 3 ชนิด  
 
  12.3.2 ตรวจสอบชนิดและปริมาณน้าํตาลที่ไดจากการยอยเดกซแทรนชนิดตางๆดวย
เดกซแทรนเนส [α-1,3] ที่ผลิตจาก Arthrobacter sp. AG-2 ตามวิธใีนขอ 10.4  

ทําการทดลองตามขอ 12.1.2 โดยใชเดกซแทรนเนส [α-1,3 และ α-1,6] จาก 
Arthrobacter sp. AG-2  ทีผ่ลิตตามวิธีขอ 10.4 มาทาํปฎิกริยากับเดกซแทรนทั้ง 3 ชนิด  
 
13. การตรวจสอบความสามารถของเดกซแทรนเนส [α-1,6] และเดกซแทรนเนส [α-1,3] จาก 
Arthrobacter sp. AG-2  ในการยอยสลายเซลลูโลสและไนจีแรน  
 
 13.1 การตรวจสอบความสามารถของเดกซแทรนเนส [α-1,6] จาก Arthrobacter sp. AG-2 
ที่ผลิตตามวธิีในขอ 10.2 ในการยอยสลายเซลลูโลสและไนจีแรน  
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 โดยการนําเดกซแทรนเนส [α-1,6] มาทาํปฎิกริยากับเซลลูโลสและไนจีแรนโดยใช    
สับสเตรท 1 เปอรเซ็นต (น้ําหนกัตอปริมาตร) ในการทําปฎิกริยา บมพรอมใหการเขยาที ่200 รอบ
ตอนาท ีที่อุณหภูมิ 45oซ เกบ็ตัวอยางที่เวลาตางๆ นาํตวัอยางที่ไดไปปนเหวี่ยงที ่ 10,000 รอบตอ
นาที เปนเวลา 10 นาท ี นําสวนน้ําใสไปตรวจหาปริมาณน้ําตาลรีดิวซดวยวธิีของ Somogyi-
Nelson (Somogyi, 1952) 
 
 13.2 การตรวจสอบความสามารถของเดกซแทรนเนส [α-1,3] จาก Arthrobacter sp. AG-2 
ที่ผลิตตามวธิีในขอ 10.4 ในการยอยสลายเซลลูโลสและไนจีแรน  
 โดยการนําเดกซแทรนเนส [α-1,3] มาทาํปฎิกริยากับเซลลูโลสและไนจีแรนโดยใช    
สับสเตรท 1 เปอรเซ็นต (น้ําหนกัตอปริมาตร) ในการทําปฎิกริยา บมพรอมใหการเขยาที ่200 รอบ
ตอนาท ีที่อุณหภูมิ 45oซ เกบ็ตัวอยางที่เวลาตางๆ นาํตวัอยางที่ไดไปปนเหวี่ยงที ่ 10,000 รอบตอ
นาที เปนเวลา 10 นาท ี นําสวนน้ําใสไปตรวจหาปริมาณน้ําตาลรีดิวซดวยวธิีของ Somogyi-
Nelson (Somogyi, 1952) 
 
14. วิธกีารวิเคราะห 
 
 14.1 การวิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซ (Reducing sugar) โดยวธิขีอง Somogyi-Nelson 
(Somogyi, 1952) 
 นําตัวอยาง 1 มิลลิลิตร มาเติมสารละลายอัลคาไลนคอปเปอร (ภาคผนวก ข) 1 มิลลิลิตร 
ผสมใหเขากนัแลวนําไปตมในน้าํเดือดเปนเวลา 15 นาท ี แลวทําใหเยน็ทนัที หลังจากนัน้เติม
สารละลายเนลสัน (ภาคผนวก ข) 1 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน ตั้งทิ้งเอาไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 
30 นาที จากนั้นเติมน้าํกลัน่ 5 มิลลิลิตร ผสมใหเขากนัอีกครั้ง นําไปวัดคาการดดูกลืนแสงที่ 520 
นาโนเมตร  และทําการหาปริมาณ น้ําตาลรีดิวซที่ได โดยเทียบกบักราฟมาตรฐานของกลูโคส 
 
 14.2 การวิเคราะหปริมาณโปรตีน โดยวิธขีอง Lowry (Lowry, 1951) 
       นําตัวอยางที่ตองการวิเคราะหปริมาตร 1 มิลลิลิตร มาเติมสารละลายผสม Lowry C 
(ภาคผนวก ข) 5 มิลลิลิตร ผสมใหเขากนัดวยเครื่องปนผสม ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 15 
นาที จงึเติมสารละลาย Lowry D (ภาคผนวก ข) 0.5 ผสมใหเขากนั ตั้งทิง้ไวที่อุณหภูมิหอง 30 
นาที จากนัน้นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร เปรียบเทียบคาปริมาณ
โปรตีนที่ไดโดยเทียบกับกราฟมาตรฐานที่ใชโบรไวนซีร่ัมอัลบูมิน (Bovine serum  albumin, BSA) 
ความเขมขน 0-200 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 



บทที่ 3 
 

ผลการทดลอง 
 

สัญลกัษณและคํายอในงานวิจยั 
 
เดกซแทรน T-2000 และเดกซแทรนเกรดอุตสาหกรรม คือ เดกซแทรนที่ผลิตจาก 
Leuconostoc mesenteroides B-512F ซึ่งมีรายงานวามพีันธะ α-1,6 มากถงึ 95 เปอรเซ็นต 
(จากบริษัท Sigma และ Pharmacia) 
 
เดกซแทรนจาก Streptococcus sobrinus 6715 เปนเดกซแทรนที่มีรายงานวาประกอบดวย 
พันธะ α-1,3 ปริมาณมากถงึ 67 เปอรเซ็นต ที่เหลือเปนพันธะ α-1,2, α-1,4 และ α-1,6 (Huge 
และคณะ,1986) 
 
เดกซแทรนพันธะ α-1,3 คือเดกซแทรนที่ไดจากการนําเดกซแทรนจาก Streptococcus 
sobrinus 6715 มาทําการยอยดวยเอนไซมเดกซแทรนเนส [α-1,6] จาก Penicillium sp. SMCU 
3-14 ที่ชกันาํโดยเดกซแทรนเกรดอุตสาหกรรมขางตน และสามารถยอยเดกซแทรน   T-2000 ได
อยางดี ดงันัน้เดกซแทรนทีผ่านกระบวนการยอยนี้แลวจึงจัดวาเปนเดกซแทรนที่มพีันธะ α-1,3 
ปริมาณสูง (ดงัวิธกีารทดลองขอ 7.2) 
 
เดกซแทรนเนส [α-1,6]    คือเดกซแทรนเนสที่จําเพาะในการตัดสายเดกซแทรนพันธะ          
[α-1,6]  โดยการผลิตเดกซแทรนเนส [α-1,6] นี้จะชกันาํโดยเดกซแทรนเกรดอุตสาหกรรม 
(Pharmacia) 
 
เดกซแทรนเนส [α-1,3 และ α-1,6]    คือเดกซแทรนเนสที่จาํเพาะในการตัดสายเดกซแทรน
พันธะ α-1,3 และ พันธะ α-1,6  โดยการผลิตเดกซแทรนเนส [α-1,3 และ α-1,6]  นี้จะชกันาํ
โดยเดกซแทรนที่สรางจาก Streptococcus sobrinus 6715 
 
เดกซแทรนเนส [α-1,3]     คือเดกซแทรนเนสที่จําเพาะในการตัดสายเดกซแทรนพันธะ    α-1,3  
โดยการผลิตเดกซแทรนเนส [α-1,3] นี้จะชักนาํโดยเดกซแทรนพนัธะ    α-1,3  ที่ผลิตไดจากการ
ทดลองขอ 7.2 
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3.1 การคัดเลือกสูตรอาหารเพื่อการผลิตเดกซแทรน โดย S. sobrinus 6715 
 
ทําการเปรียบเทียบปริมาณเดกซแทรนที่ผลิตจาก S. sobrinus 6715 ในอาหาร 3 ชนิดที่

เลือกมาศึกษาในการผลิตเดกซแทรน ไดแก Brain heart infusion, Tryptic soy broth และ Basal 
medium ตามวิธีในขอ 4.1 พบวาการเลีย้ง S. sobrinus 6715 ในอาหาร Basal medium จะให
ปริมาณเดกซแทรนสูงที่สุด โดยชั่วโมงที ่ 15 ของการเลี้ยงจะใหปริมาณเดกซแทรน 1.6 มิลลิกรัม
ตอมิลลิลิตร ดังรูปที ่ 5 ในขณะที ่ Brain heart infusion ใหปริมาณเดกซแทรนสูงสุดที ่ 1.44  
มิลลิกรัมตอมลิลิลิตรในชั่วโมงที ่ 21  และอาหาร Tryptic soy broth ใหปริมาณเดกซแทรนสงูสดุ 
1.37 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรในชั่วโมงที่  18  (รูปที่ 5) และยังพบวาลกัษณะเดกซแทรนที่ไดจากการ
เลี้ยง S. sobrinus 6715 ในอาหาร  Basal medium จะมีลักษณะขาวสะอาดกวาเดกซแทรนที่ได
จากอาหารชนดิอื่น (รูปที่ 6 และ 7) จึงเลือกใชอาหาร Basal medium ในการผลิตเดกซแทรนเพือ่
การทดลองตอไป 

 

 
 
รูปที่ 5  แสดงปริมาณเดกซแทรนที่ผลิตโดย S. sobrinus 6715 ที่เวลาตางๆ ในอาหาร Basal 
medium, Brain heart infusion และ Tryptic soy broth ที่อุณหภูมิ 37oซ ในภาวะการเลี้ยงเชือ้
แบบไมมีการเขยา 
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รูปที่ 6 แสดงลักษณะของเดกซแทรนที่ผลิตโดย S. sobrinus 6715 เมื่อเลี้ยงในอาหาร Brain 
heart infusion (BHI), Tryptic soy broth (TSB) และ Basal medium ที่เสริมดวยซูโครส 2% ที่
อุณหภูมิ 37Oซ ในภาวะการเลี้ยงเชื้อแบบไมมีการเขยา เปนเวลา 24 ซัว่โมง 
 
 
 
 
 
 
 
 



 39

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 7 แสดงลักษณะของเดกซแทรนที่ผลิตโดย S. sobrinus 6715 เมื่อเลี้ยงในอาหาร Brain 
heart infusion (BHI), Tryptic soy broth (TSB) และ Basal medium ที่เสริมดวยซูโครส 2% ที่
อุณหภูมิ 37Oซ ในภาวะการเลี้ยงเชื้อแบบไมมีการเขยา หลังจากผานการระเหยแหง 
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3.2  ปริมาณซูโครสที่เหมาะสมสาํหรับการผลิตเดกซแทรนในอาหารเลี้ยงเชื้อ Basal 
medium  

 
ทําการแปรผันปริมาณซูโครสเพื่อหาความเขมขนที่เหมาะสมในการผลติเดกซแทรนจาก 

S. sobrinus 6715 ในอาหาร Basal medium โดยมีการแปรผันความเขมขนของซโูครสตั้งแต 0 ถึง 
5 เปอรเซ็นต (น้ําหนกัตอปริมาตร) ไดผลการทดลองดังแสดงในรูปที่ 8 พบวาความเขมขนของ
ซูโครสที่ใหปริมาณเดกซแทรนสูงสุดคือ จาก 1.0 เปอรเซ็นตเปนตนไป จึงเลือก 1.5 เปอรเซ็นต
สําหรับผลิตเดกซแทรนเพื่อใชในการทดลองตอไป 
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รูปที่ 8  แสดงปริมาณเดกซแทรนที่ผลิตจาก S. sobrinus 6715 ในอาหาร Basal medium โดยมี
การแปรผันปริมาณซูโครสตั้งแต 0-5 เปอรเซ็นต (น้ําหนกัตอปริมาตร) ที ่37oซ เปนเวลา 24 ชัว่โมง 
ในภาวะการเลี้ยงเชื้อแบบไมมีการเขยา 
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3.3.ลักษณะการเจริญของ S. sobrinus 6715 ในอาหาร Basal medium ที่มีซูโครส 1.5 
เปอรเซ็นต 
 

เมื่อทําการศึกษาลักษณะเจริญของ S. sobrinus 6715 ในภาวะที่มีการสังเคราะห      
เดกซแทรน โดยเลี้ยงเชื้อในอาหาร Basal medium ทีม่ีการเติมซูโครส 1.5 เปอรเซ็นต  ทาํการ
วิเคราะหการเจริญของเชื้อตามวธิี 5.1 โดยวัดอัตราการเจริญของเซลลดวยการหาปริมาณโปรตีน
โดยวิธ ีLowry (Lowry และคณะ, 1951) เปรียบเทยีบผลการทดลองนี้กับปริมาณโปรตีนจากเซลล
แบคทีเรียที่เลีย้งในอาหาร Basal medium ที่มีการเติมกลูโคส 1.5  เปอรเซ็นต ผลการทดลองดงัรูป
ที่ 9 พบวาแบคทีเรียทีเ่ลี้ยงในอาหารทั้ง 2 ชนิดมีอัตราการเจริญแตกตางกนั ในอาหาร Basal 
medium ที่มีการเติมกลูโคส 1.5 เปอรเซ็นต มีอัตราการเจริญสูงสุดที่ชัว่โมงที ่15 ใหปริมาณโปรตีน 
0.173 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ในขณะที่อาหาร Basal medium ที่มีการเติมซูโครส 1.5 เปอรเซ็นต มี
อัตราการเจรญิสูงสุดที่ชั่วโมงที ่ 9 เชนกนัแตใหปริมาณโปรตีนเพียง 0.056 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
ซึ่งต่ํากวาการเลี้ยงในอาหารที่มีการเติมกลโูคส 

 
รูปที่ 9 แสดงการเจริญของ S. sobrinus 6715 โดยการวัดปริมาณโปรตีนจากเซลล ในอาหาร 
Basal medium ที่มีการเติมกลูโคส และซูโครสที่ความเขมขน 1.5 เปอรเซ็นต (น้าํหนกัตอปริมาตร)  
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3.4 การผลิตเดกซแทรนจาก S. sobrinus 6715 ในอาหารเหลว Basal medium ที่มีซูโครส 
1.5 เปอรเซ็นต 

 
ทําการเลี้ยง S. sobrinus 6715 ในอาหารเหลว Basal medium ที่มีความเขมขนของ

ซูโครส 1.5 เปอรเซ็นต เกบ็ตัวอยางที่เวลาตางๆกนั ตั้งแต 0 ถึง 48 ชั่วโมงเพือ่หาระยะเวลาที่
เหมาะสมในการผลิตเดกซแทรน นาํเดกซแทรนที่ไดไปผานการทาํบริสุทธิ์บางสวนตามวธิีการในขอ 
3.2 เพื่อกําจดัเซลลแบคทีเรียและสารปนเปอนจากอาหาร จากนั้นทาํการตรวจสอบน้ําหนักแหง
ของเดกซแทรนตามวิธีการในขอ 5.2 ไดผลการทดลองแสดงในรูปที ่  10 พบวา S. sobrinus 6715 
ผลิตเดกซแทรนไดสูงสุดในชัว่โมงที่ 9 ของการเลีย้ง โดยใหปริมาณเดกซแทรน 2.2 มิลลิกรัมตอ
มิลลิลิตร และปริมาณเดกซแทรนจะคงทีจ่นกระทั่งชัว่โมงที ่ 24 จึงเริ่มลดลง ดังนั้นระยะเวลาที่
เหมาะสมที่สุดในการเก็บเกีย่วเดกซแทรนคือช่ัวโมงที่ 9 ถึงชัว่โมงที ่ 21 ของการเลี้ยง เมือ่
เปรียบเทยีบลกัษณะการผลิตเดกซแทรนกบัการเจริญของเชื้อพบวาเดกซแทรนเปนสารที่ถกูผลิต
ควบคูไปกับการเจริญ  
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รูปที่ 10  แสดงการผลิตเดกซแทรนโดย S. sobrinus 6715 ในอาหาร Basal medium ที่มีความ
เขมขนของซูโครส 1.5 เปอรเซ็นต ทีเ่วลา 0-48 ชั่วโมง อุณหภูมิ 37oซ ในภาวะการเลี้ยงแบบไมมี
การเขยา 
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3.5 การยอยเดกซแทรนจาก S. sobrinus 6715 ดวยเดกซแทรนเนส [α-1,6] จาก 
Penicillium  sp. SMCU 3-14 ในขั้นตอนการผลิตเดกซแทรนพันธะ α-1,3 

 
เมื่อนําเดกซแทรนที่ผลิตจาก S. sobrinus 6715 ที่ผานการทาํบริสุทธิ์แลวมายอยสลาย

ดวยเดกซแทรนเนส [α-1,6]  จาก Penicillium sp. SMCU 3-14  โดยบมพรอมใหการเขยาที่
อุณหภูมิ 55oซ เก็บตัวอยางที่เวลาตางๆ จากนัน้นาํสารละลายไปวัดปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่
ปลดปลอยจากเดกซแทรน โดยวิธีของ Somogyi-Nelson (Somogyi, 1952) ไดผลการทดลองดงั
แสดงรูปที่ 11 พบวาปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่มีอยูในปฏิกริยาเริ่มตน (0 ชั่วโมง) เทากับ 80.62 
มิลลิกรัมตอมลิลิลิตร เมื่อทาํการยอยเดกซแทรนจาก S. sobrinus 6715 ดวยเดกซแทรนเนส [α-
1,6] ในครั้งที ่ 1 พบวาเมื่อใหเวลาในการทําปฏิกิริยามากขึ้น ปริมาณน้ําตาลรีดิวซจะเพิม่ข้ึนจาก
ปริมาณเริ่มตนที่มีอยู และปริมาณน้าํตาลรีดิวซจะเพิม่สูงสุดเมื่อใหเวลาในการทําปฏิกิริยา 4.5 
ชั่วโมง จากนัน้จะคงที่ และเมื่อทาํการลางตะกอนดวยน้ํากลัน่และเตมิเดกซแทรนเนสใหมอีกครั้ง 
ปริมาณน้าํตาลรีดิวซยังคงเพิ่มข้ึนจงึดําเนนิการยอยซ้ําตอจนถงึครั้งที ่ 4 ซึ่งพบวาไมมีการเพิม่ข้ึน
ของน้ําตาลรีดิวซอีก โดยปริมาณน้ําตาลที่ตรวจสอบไดหลังทําปฎิกิริยาเทากบัปริมาณน้ําตาลทีม่ี
อยูเดิมในเอนไซม และเมือ่ตรวจสอบปริมาณของสารที่เหลือจากการยอยสลายเทยีบกับปริมาณ
เดกซแทรนเริม่ตนเทากับ 44.67 เปอรเซ็นต (ตารางที่ 3)  ลักษณะของสารที่ผานการยอย และผาน
การทาํแหงแลว แสดงดังรูปที่ 12 
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 รูปที่ 11 แสดงผลการยอยสลายเดกซแทรนที่ผลิตจาก S. sobrinus 6715 ดวยเดกซแทรนเนส   
[α-1,6] จาก Penicillium sp. SMCU 3-14 
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ตารางที่ 3 แสดงปริมาณเดกซแทรนจาก S. sobrinus 6715 กอนและหลังการยอยดวย          
เดกซแทรนเนส [α-1,6] จาก Penicillium sp. SMCU 3-14 จนกระทั่งปริมาณน้าํตาลรีดิวซคงที ่
 
ปริมาณเดกซแทรนจาก S. sobrinus 6715  
กอนการยอยดวยเดกซแทรนเนส [α-1,6]   

จาก Penicillium sp. SMCU 3-14 
(เปอรเซ็นต) 

ปริมาณสารที่เหลือหลงัการยอยเดกซแทรน 
จาก S. sobrinus 6715 ดวยเดกซแทรนเนส  
[α-1,6]  จาก Penicillium sp. SMCU 3-14 

(เปอรเซ็นต) 
100 44.67 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
รูปที่ 12 แสดงลักษณะของเดกซแทรนทีผ่ลิตโดย S. sobrinus 6715 ในอาหาร Basal medium 
และสารที่เหลอืจากการยอยดวยเดกซแทรนเนส [α-1,6] จาก Penicillium sp. SMCU 3-14        
4 คร้ัง และผานการทําแหงแลว 

ก. เดกซแทรนที่ผลิตโดย S. sobrinus 6715 
ข. สารที่เหลือจากการยอยเดกซแทรนที่ผลิตโดย S. sobrinus 6715 ดวยเดกซแทรนเนส  

[α-1,6] จาก Penicillium sp. SMCU 3-14 
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3.6 การตรวจสอบวาสารที่เหลือจากการยอยเดกซแทรนจาก S. sobrinus 6715 ดวยเดกซ
แทรนเนส [α-1,6] จาก Penicillium sp. SMCU 3-14  เปนเดกซแทรนจริง 
 

เมื่อนําสารที่เหลือจากการยอยสลายที่ไดจากวธิีการทดลองขอ 7.2 10 มิลลิกรัม มายอย
ดวยกรดซัลฟูริก 1 นอรมัล 1 มิลลิลิตร ที ่120oซ 1 ชัว่โมง แลวนําไปปรบัความเปนกรด-ดางเทากับ 
7.0 จากนัน้นาํไปตรวจหาชนิดของสารที่ไดดวยวิธีโครมาโทกราฟแบบของเหลวสมรรถนะสงู โดย
เปรียบเทยีบกบัเดกซแทรน T-2000 และเดกซแทรนจาก S. sobrinus 6715 (ที่ไมผานการยอยดวย
เดกซแทรนเนส [α–1,6] จาก Penicillium sp. SMCU 3-14) ซึ่งผานการสลายดวยกรดเชนกนั 
โดยมีกลูโคสและมอลโทสเปนสารละลายมาตรฐาน  พบวาที่เวลา 3.60 นาที สารที่ไดจากการยอย
สลายเดกซแทรน T-2000 (รูป 13ง, 13ช และ 13ญ)  เดกซแทรนจาก S. sobrinus 6715 (รูป 9จ, 
9ซ และ  9ฎ) และเดกซแทรนพนัธะ α-1,3 (รูป 13ฉ, 13ฌ และ 13ฏ) ดวยกรดซัลฟูริก 1 นอรมัล 
ตางมีเวลารีเทนชัน (retention time) เดียวกนักับกลูโคส เมื่อทาํการตรวจสอบยืนยันอีกครั้งดวย
การผสมสารทีไ่ดจากการยอยเดกซแทรนทัง้ 3 ชนิด พรอมกับสารมาตรฐานกลูโคสและมอลโทส 
(รูปที่ 13ฐ) พบวาสารที่ไดจากการยอยเดกซแทรนทั้ง 3 ชนิดยังคงเคลื่อนที่ออกมาที่เวลาเดียวกนั
และเปนเวลาเดียวกับกลโูคส จึงกลาวไดวาผลิตภัณฑที่ไดจากการยอยสลายเดกซแทรนพันธะ  
α–1,3 ดวยกรดซัลฟูริก เปนผลิตภัณฑชนิดเดยีวกนักับผลิตภัณฑที่ไดจากการยอยสลายเดกซ- 
แทรน T-2000  และเดกซแทรนจาก S. sobrinus 6715  โดยผลิตภัณฑดังกลาวคือกลูโคส 
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รูปที่  13  โครมาโทแกรมแสดงผลิตภัณฑที่ไดจากการยอยสลายเดกซแทรน T-2000 เดกซแทรน 
จาก S. sobrinus 6715 และเดกซแทรนพันธะ α-1,3 ดวยกรดซัลฟริูก (โดยใชอัตราการไหลของ
สารละลายตวัพา 0.8 มิลลิลิตรตอนาที) 
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รูปที่  13  โครมาโทแกรมแสดงผลิตภัณฑที่ไดจากการยอยสลายเดกซแทรน T-2000 เดกซแทรน 
จาก S. sobrinus 6715 และเดกซแทรนพันธะ α-1,3 ดวยกรดซัลฟริูก (โดยใชอัตราการไหลของ
สารละลายตวัพา 0.8 มิลลิลิตรตอนาที) (ตอ) 
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3.7 ผลิตภัณฑจากการยอยเดกซแทรน T-2000 และเดกซแทรนจาก S. sobrinus 6715 
ดวยเดกซแทรนเนส [α-1,6] จาก Penicillium sp. SMCU 3-14 
 

3.7.1 การยอยเดกซแทรน T-2000 ดวยเดกซแทรนเนส [α-1,6] จาก Penicillium sp. SMCU 
3-14  

 
เพื่อศึกษาถงึผลของการยอยสลายและผลติภัณฑที่เกิดขึน้จากการทําปฎิกิริยาระหวาง

เดกซแทนเนส [α-1,6] (ที่ถูกชกันาํดวยเดกซแทรนเกรดอุตสาหกรรมที่มีพนัธะ α-1,6 โดย  
Penicillium sp. SMCU 3-14) กับเดกซแทรน T-2000 โดยทาํการตรวจสอบปริมาณและชนิดของ
นํ้าตาลของเดกซแทรนเนส [α-1,6] กอนการทาํปฏิกิริยากับเดกซแทรน T-2000 ดวยวธิีโครมาโท 
กราฟแบบของเหลวสมรรถนะสูงเพื่อเปรียบเทยีบกับผลิตภัณฑที่เกิดขึ้นหลงัทาํปฎิกิริยา พบวามี
ผลิตภัณฑเพยีงชนิดเดียวถกูชะผานคอลมันออกมาทีเ่วลา 5.77 นาที เมื่อตรวจสอบโดยการเทยีบ
กับสารมาตรฐาน  (รูปที ่ 14 ก.) พบวาสารดังกลาวเปนกลูโคส (รูปที ่ 14 ข.)  โดยมีความเขมขน
เทากับ 7 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร (รูปที่ 15)  ในขณะทีเ่มื่อใหเดกซแทรนเนสทาํปฎิกิริยากับเดกซ
แทรน       T-2000 พบวามผีลิตภัณฑทั้งหมด 3 ชนิดถกูชะออกมา (รูปที่ 14 ค.) เมื่อเปรียบเทยีบ
กับสารมาตรฐานพบวาเปนกลูโคส, ไอโซมอลโทส และไอโซมอลโทเททราโอส โดยถูกชะผาน
คอลัมนออกมาที่เวลา 5.77 นาที, 7.24 นาท ีและ 9.75 นาทีตามลาํดบั โดยกลโูคส, ไอโซมอลโทส 
และ   ไอโซมอลโทเททราโอสที่ไดมีความเขมขนสูงสุดเทากับ 23, 102 และ 123 มิลลิกรัมตอ
มิลลิลิตรตามลําดับ (รูปที่ 15) 
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รูปที่ 14  โครมาโทแกรมแสดงชนิดของน้ําตาลกอนและหลังการยอยเดกซแทรน T-2000 ดวย
เดกซแทรนเนส [α-1,6] จาก Penicillium sp. SMCU 3-14 (โดยใชอัตราการไหลของสารละลาย
ตัวพา 1.2 มิลลิลิตรตอนาที) 
ก. สารมาตรฐานน้ําตาลกลโูคส, ไอโซมอลโทส, ไอโซมอลโทไทรโอสและไอโซมอลโทเททราโอส 
ข. ชนิดของน้ําตาลที่มีในเดกซแทรนเนส [α-1,6] กอนการทําปฏิกิริยา 
ค. ชนิดของน้าํตาลที่ตรวจพบหลงัจากการทําปฏิกิริยา 
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)

กลูโคส ไอโซมอลโตส ไอโซมอลโตเททราโอส
 

รูปที่ 15 แสดงปริมาณน้ําตาลชนิดตางๆที่ไดจากการยอยเดกซแทรน T-2000 ดวยเดกซแทรนเนส 
[α-1,6] จาก Penicillium sp. SMCU 3-14 

ก. 

ข. 

ค. 
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3.7.2 การยอยเดกซแทรนจาก S. sobrinus 6715 ดวยเดกซแทรนเนส [α-1,6] จาก Penicillium 
sp. SMCU 3-14 
   

เมื่อวิเคราะหปริมาณและชนิดของน้าํตาลในเดกซแทรนเนส [α-1,6] กอนการยอยเดกซ-
แทรน T-2000 (รูปที่ 16ข) เทยีบกับสารมาตรฐาน (รูป 16ก) ตรวจพบกลูโคสความเขมขนเทากับ 
11 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร (รูปที่ 17) และหลังจากการยอย (รูปที ่16ค) พบวากลูโคสเพิ่มข้ึนและเพิม่
สูงสุดเทากับ 20 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร นอกจากนีย้งัพบไอโซมอลโทสเกิดขึน้และมีความเขมขน
สูงสุดเทากับ 23.8 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร (รูปที ่ 17)  ดังนัน้สรุปไดวาผลิตภัณฑที่เกิดขึ้นจากการ
ยอยเดกซแทรน T-2000 ดวยเดกซแทรนเนส [α-1,6]  ไดแกกลูโคสและไอโซมอลโทส  

 
รูปที่ 16 โครมาโทแกรมแสดงชนิดของน้ําตาลกอนและหลังการยอยเดกซแทรนจาก                
S. sobrinus 6715 ดวยเดกซแทรนเนส [α-1,6] จาก Penicillium sp. SMCU 3-14 (โดยใชอัตรา
การไหลของสารละลายตวัพา 1.2 มิลลิลิตรตอนาที) 
ก. สารมาตรฐานน้ําตาลกลโูคส, ไอโซมอลโทส, ไอโซมอลโทไทรโอสและไอโซมอลโทเททราโอส 
ข. ชนิดของน้ําตาลที่มีในเดกซแทรนเนส [α-1,6] กอนการทําปฏิกิริยา 
ค. ชนิดของน้าํตาลที่ตรวจพบหลงัจากการทําปฏิกิริยา 

ก. 

ข. 

ค. 
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รูปที่ 17  แสดงปริมาณกลโูคส และไอโซมอลโทสที่ถูกปลดปลอยจากการยอยเดกซแทรนจาก      
S. sobrinus 6715 ดวยเดกซแทรนเนส [α-1,6] จาก Penicillium sp. SMCU 3-14 
 
 จากการทดลองในขอ 3.7.1 จะเหน็ไดวาเมื่อชักนาํการสรางเดกซแทรนเนส [α-1,6] ใน 
Penicillium sp. SMCU 3-14 ดวยเดกซแทรนเกรดอุตสาหกรรม และนําเดกซแทรนเนสดังกลาวมา
ทําปฏิกิริยากบัเดกซแทรน T–2000 พบวาผลิตภัณฑที่ไดคือ กลูโคส ไอโซมอลโทส และไอโซมอล
โทเททราโอส และเมื่อนําเดกซแทรนเนสดังกลาวมาทาํปฏิกิริยากับเดกซแทรนจาก S. sobrinus 
6715 ดังผลการทดลองที่ 3.7.2 พบวาผลิตภัณฑที่ไดคือ กลูโคส และไอโซมอลโทส ดังแสดงไวใน
ตารางที่ 4 
 
ตารางที่ 4 แสดงผลิตภัณฑที่ไดจากการยอยเดกซแทรนชนิดตางๆ ดวยเดกซแทรนเนส  [α-1,6] 
จาก  Penicillium sp. SMCU 3-14 
สารชักนาํการสราง 
เดกซแทรนเนส สับสเตรท ผลิตภัณฑที่เกดิขึ้น 

จากการทาํปฏิกิริยา 
เดกซแทรน T-2000  
[พันธะ α-1,6 สูง] 

กลูโคส ไอโซมอลโทส และ 
ไอโซมอลโทเททราโอส เดกซแทรน 

เกรดอุตสาหกรรม 
[พันธะ α-1,6 สูง] 

เดกซแทรนจาก S. sobrinus 6715 
[พันธะ α-1,3 และ α-1,6 สูง] 

กลูโคส และ ไอโซมอลโทส 
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 3.8 การเปรียบเทียบปริมาณน้ําตาลระหวางเดกซแทรน T-2000, เดกซแทรนเกรด
อุตสาหกรรม, เดกซแทรนจาก S. sobrinus 6715 และเดกซแทรนพันธะ α-1,3  ที่ผลิตขึ้น 
 
 เนื่องจากในขั้นตอนการเก็บเกี่ยวเดกซแทรนเนสจาก S. sobrinus 6715 อาจมีสวนของผนงั
เซลลแบคทีเรียหรือสวนประกอบของอาหารปนเปอนดวย   ทาํใหปริมาณของเดกซแทรนที่ไดไมใช
เดกซแทรนที่แทจริงเพียงอยางเดียว จึงทาํการตรวจสอบปริมาณน้าํตาลที่เปนองคประกอบในเดกซ
แทรนแตละชนิดโดยยอยดวยกรดซัลฟูริกตามวิธกีารในขอ 9 และนาํสารละลายทีไ่ดไปตรวจสอบ
ปริมาณน้าํตาลรีดิวซโดยวิธ ี Somogyi-Nelson พบวา เดกซแทรน T-2000 มีความบริสุทธิ์สูงที่สดุ
โดยมีความบริสุทธิ์เทากับ 66 เปอรเซน็ต, เดกซแทรนเกรดอุตสาหกรรมมีความบริสุทธิ ์ 65 
เปอรเซ็นต, เดกซแทรนจาก S. sobrinus 6715 มีความบริสทุธิ ์ 52 เปอรเซ็นต สวนเดกซแทรน
พันธะ α-1,3  มีความบริสุทธิ์ต ำที่สุดเทากับ 32 เปอรเซ็นต เมื่อเปรียบเทยีบปริมาณน้ําตาลรีดิวซ
จากเดกซแทรนทัง้ 4 ชนิดพบวา เดกซแทรน T-2000 1.00 กรัม มีปริมาณน้ําตาลรีดิวซเทียบเทากับ
เดกซแทรนเกรดอุตสาหกรรม 1.01 กรัม, เทากับเดกซแทรนจาก S. sobrinus 6715 1.27 กรัม 
และเทากับเดกซแทรนพันธะ α-1,3  2.09  กรัม  (ตารางที ่ 5) ดงันั้นจงึใชปริมาณเทียบเทาของ
เดกซแทรนทั้ง 4 ชนิดดงักลาวในการทดลองขั้นตอไป 
 
ตารางที่ 5 แสดงปริมาณน้าํตาลรีดิวซที่วเิคราะหไดจากการยอยเดกซแทรน T-2000, เดกซแทรน
เกรดอุตสาหกรรม, เดกซแทรนจาก S. sobrinus 6715 และเดกซแทรนพนัธะ α-1,3  ดวยกรดซัล
ฟูริก 

เดกซแทรน 
ความบริสุทธิข์อง     
เดกซแทรน    
(เปอรเซ็นต) 

ปริมาณน้าํตาล
เปรียบเทยีบกบัเดกซ

แทรน 
T-2000 (กรัมตอกรัม) 

เดกซแทรน T-2000 
เดกซแทรนเกรดอุตสาหกรรม 
เดกซแทรนจากS. sobrinus 6715 
เดกซแทรนพันธะ α 1,3 

66 
65 
52 
32 

1 
1.01 
1.27 
2.058 
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3.9 ผลการยอยเดกซแทรน T-2000, เดกซแทรนจาก S. sobrinus 6715 และเดกซแทรน
พันธะ α-1,3 ดวยเดกซแทรนเนส [α-1,6] จาก Arthrobacter sp. AG-2 โดยการตรวจสอบ
ปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่เกดิ 
 

เพื่อศึกษาถงึความจาํเพาะตอการยอยพันธะ α-1,6 ในสายเดกซแทรนของ               
เดกซแทรนเนส [α-1,6] (ซึ่งถูกชกันาํดวยเดกซแทรนเกรดอุตสาหกรรมซึ่งมพีันธะ α-1,6 ปริมาณ
สูงจาก Arthrobacter sp. AG-2) โดยนาํเดกซแทรนเนส [α-1,6] จาก Arthrobacter sp. AG-2 
(จากการทดลองขอ 12.1.1) มายอยเดกซแทรน T-2000,  เดกซแทรนจาก S. sobrinus 6715 และ
เดกซแทรนพันธะ α-1,3 แลวตรวจวัดปริมาณน้าํตาลรดีิวซดวยวิธี Somogyi-Nelson ไดผลการ
ทดลองดังรูปที่ 18  พบวาเดกซแทรนเนส [α-1,6] จาก Arthrobacter sp. AG-2 สามารถยอย
เดกซแทรน T-2000 , เดกซแทรนจาก S. sobrinus 6715  และเดกซแทรนพันธะ α-1,3 ได โดยใน
การยอยเดกซแทรน T-2000 ซึ่งมพีันธะ α-1,6 ปริมาณสูง ใหอัตราเร็วในการปลดปลอยน้ําตาล
รีดิวซสูงสุด โดยมีปริมาณน้าํตาลรีดิวซสูงสุดที่ 4.5 ชัว่โมง เทากับ 493.2 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร, 
การยอยเดกซแทรนจาก S. sobrinus 6715 ซึ่งประกอบดวยทัง้พนัธะ    α-1,3 และ α-1,6  ให
อัตราเร็วในการปลดปลอยน้าํตาลรีดิวซต่ํากวา โดยใหน้าํตาลรีดิวซสุดที ่ 4.5 ชั่วโมงเชนกนัเทากับ 
282.2 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และไมพบน้ําตาลรีดิวซในการยอยเดกซแทรนพนัธะ α-1,3  
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รูปที่ 18 แสดงปริมาณน้ําตาลรีดิวซทีไ่ดจากการยอยเดกซแทรน T-2000, เดกซแทรนจาก          
S. sobrinus 6715 และเดกซแทรนพันธะ α-1,3 ดวยเดกซแทรนเนส [α-1,6] จาก Arthrobacter 
sp. AG-2  
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3.10 ผลการยอยเดกซแทรน T-2000, เดกซแทรนจาก S. sobrinus 6715 และเดกซแทรน
พันธะ α-1,3 ดวยเดกซแทรนเนส [α-1,6] จาก Arthrobacter sp. AG-2 โดยตรวจสอบดวย
วิธีโครมาโทกราฟแบบของเหลวสมรรถนะสูง 
 

3.10.1 ผลการยอยเดกซแทรน T-2000 ดวยเดกซแทรนเนส [α-1,6] จาก Arthrobacter sp. 
AG-2  
 

 เมื่อวิเคราะหปริมาณและชนิดของน้าํตาลในเดกซแทรนเนส [α-1,6] กอนการยอยเดกซ-
แทรน T-2000 (รูปที่ 19ข) เทียบกับสารมาตรฐาน (รูปที ่19ก) ตรวจพบกลูโคสความเขมขนเทากบั 
44 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร (รูปที่ 20) และหลังจากการยอย (รูปที ่19ค และ 20) พบวากลูโคสเพิ่มข้ึน
และเพิ่มสูงสุดเทากับ 530 มิลลิกรัมตอมลิลิลิตร นอกจากนี้ยังพบผลิตภัณฑอีกสองชนิดคือ ไอโซ
มอลโทเททราโอสโดยมีความเขมขนสูงสุดเทากับ 61 มลิลิกรัมตอมิลลิลิตร สวนผลติภัณฑอีกชนดิ
ที่มีเวลารีเทนชันเทากับ 13 นาท ี ดังนัน้จึงสรุปไดวา ผลิตภัณฑที่เกดิขึ้นจากการยอยเดกซแทรน    
T-2000 ดวยเดกซแทรนเนส [α-1,6] ไดแกกลูโคส, ไอโซมอลโทเททราโอส และสารที่มีเวลรีเทนชนั
เทากบั 13.00 นาท ี

 
รูปที่ 19 โครมาโทแกรมแสดงชนิดของน้ําตาลกอนและหลังการยอยเดกซแทรน T-2000 ดวย 
เดกซแทรนเนส [α-1,6] จาก Arthrobacter sp. AG-2 (โดยใชอัตราการไหลของสารละลายตัวพา 
1.2 มิลลิลิตรตอนาที) 
ก. สารมาตรฐานน้ําตาลกลโูคส, ไอโซมอลโทส, ไอโซมอลโทไทรโอสและไอโซมอลโทเททราโอส 
ข. ชนิดของน้ําตาลที่มีในเดกซแทรนเนส [α-1,6] กอนการทําปฏิกิริยา 
ค. ชนิดของน้าํตาลที่ตรวจพบหลงัจากการทําปฏิกิริยา 

ก. 

ข. 

ค. 
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กลูโคส ไอโซมอลโทเททราโอส  
 
 
 
 
รูปที่ 20 แสดงปริมาณกลโูคส และ ไอโซมอลโทเททราโอสที่ถูกปลดปลอยจากการยอยเดกซแทรน 
T-2000 ดวยเดกซแทรนเนส [α-1,6] จาก Arthrobacter sp. AG-2  
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3.10.2 ผลการยอยเดกซแทรนจาก S. sobrinus 6715 ดวยเดกซแทรนเนส [α-1,6] จาก 
Arthrobacter sp. AG-2   

  
เมื่อวิเคราะหปริมาณและชนิดของน้าํตาลในเดกซแทรนเนส [α-1,6] กอนการยอยเดกซ- 

แทรนจาก S. sobrinus 6715 (รูปที ่21ข) เทียบกับสารมาตรฐาน (รูป 21ก) ตรวจพบกลูโคสความ
เขมขนเทากับ 441 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร (รูปที่ 22) และหลังจากการยอย (รูปที่ 21ค และ 22) 
พบวากลูโคสเพิ่มข้ึนและเพิม่สูงสุดเทากับ 599 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร นอกจากนีย้ังพบไอโซมอล
โท-เททราโอสเกิดขึ้นและมีความเขมขนสูงสุดเทากับ 9 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร  ดังนัน้สรุปไดวา
ผลิตภัณฑที่เกดิขึ้นจากการยอยเดกซแทรนจาก S. sobrinus 6715  ดวยเดกซแทรนเนส [α-1,6]  
ไดแกกลูโคสและไอโซมอลโทเททราโอส 

 

 
รูปที่ 21 โครมาโทแกรมแสดงชนิดของน้ําตาลกอนและหลังการยอยเดกซแทรนจาก S. sobrinus 
6715 ดวยเดกซแทรนเนส [α-1,6] จาก Arthrobacter sp. AG-2 (โดยใชอัตราการไหลของ
สารละลายตวัพา 1.2 มิลลิลติรตอนาที) 
ก.  สารมาตรฐานน้ําตาลกลูโคส, ไอโซมอลโทส, ไอโซมอลโทไทรโอสและไอโซมอลโทเททราโอส 
ข.  ชนิดของน้าํตาลทีม่ีในเดกซแทรนเนส [α-1,6] กอนการทําปฏิกิริยา 
ค. ชนิดของน้าํตาลที่ตรวจพบหลงัจากการทําปฏิกิริยา 

ก. 

ข. 

ค. 
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รูปที่ 22 แสดงปริมาณกลโูคส และไอโซมอลโทเททราโอสทีถู่กปลดปลอยจากการยอยเดกซแทร
นจาก  S. sobrinus 6715 ดวยเดกซแทรนเนส [α-1,6] จาก Arthrobacter sp.    AG-2  
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3.10.3 ผลการยอยเดกซแทรนพนัธะ α-1,3 ดวยเดกซแทรนเนส [α-1,6] จาก Arthrobacter 
sp. AG-2 

  
เมื่อวิเคราะหปริมาณและชนิดของน้าํตาลในเดกซแทรนเนส [α-1,6] กอนการยอยเดกซ-

แทรนพนัธะ α-1,3    (รูปที่ 23ข) เทยีบกับสารมาตรฐาน (รูป 23ก) พบวากอนยอยตรวจพบ
กลูโคสความเขมขนเทากับ 420 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร(รูปที่ 24) และหลังจากการยอยไมพบวามี
ผลิตภัณฑเกิดขึ้น (รูปที่ 23ค และ 24) ดังนัน้สรุปไดวาเดกซแทรนเนส [α-1,6]  มีความจําเพาะตอ
พันธะ  [α-1,6] บนสายเดกซแทรน จงึไมสามารถยอยเดกซแทรนพันธะ [α-1,3] ได   

 

 
 

รูปที่ 23 โครมาโทแกรมแสดงชนิดของน้ําตาลกอนและหลังการยอยเดกซแทรนจาก                
S. sobrinus 6715 ดวยเดกซแทรนเนส [α-1,6] จาก Arthrobacter sp. AG-2 (โดยใชอัตราการ
ไหลของสารละลายตัวพา 1.2 มิลลิลิตรตอนาที) 
ก. สารมาตรฐานน้ําตาลกลโูคส, ไอโซมอลโทส, ไอโซมอลโทไทรโอสและไอโซมอลโทเททราโอส  
ข. ชนิดของน้ําตาลที่มีในเดกซแทรนเนส [α-1,6]  กอนการทาํปฏิกิริยา 
ค. ชนิดของน้าํตาลที่ตรวจพบหลงัการทาํปฏิกิริยา 

ก. 

ข. 

ค. 
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รูปที่ 24 แสดงการปริมาณกลูโคสที่ไดจากการยอยเดกซแทรนพันธะ α-1,3 ดวยเดกซแทรนเนส 
[α-1,6] จาก Arthrobacter sp. AG-2  
 
 จากการทดลองในขอ 3.10 จะเหน็ไดวา เดกซแทรนเนส [α-1,6] จะยอยเดกซแทรนที่มี
สวนประกอบของกลูโคสที่เชื่อมโดยพนัธะ α-1,6 (เดกซแทรน T-2000 และ เดกซแทรนจาก        
S. sobrinus) ได  โดยผลิตภัณฑที่ไดคือ กลูโคส และมอลโทเททราโอส แตไมสามารถยอยเดกซ-
แทรนพนัธะ α-1,3 ได  ผลิตภัณฑที่เกิดจากการยอยแสดงดังตารางที ่6 
 
ตารางที่ 6 แสดงผลิตภัณฑที่ไดจากการยอยเดกซแทรนชนิดตางๆ ดวยเดกซแทรนเนส    [α-1,6] 
จาก Arthrobacter sp. AG-2  
สารชักนาํการสราง 
เดกซแทรนเนส สับสเตรท ผลิตภัณฑที่เกดิขึ้นจากการ 

ทําปฏิกิริยา 
เดกซแทรน T-2000  
[พันธะ α-1,6 สูง] 

กลูโคส และไอโซมอลโท   
เททราโอส 

เดกซแทรนจาก S. sobrinus 6715 
[พันธะ α-1,3 และ α-1,6 สูง] 

กลูโคส และไอโซมอลโท    
เททราโอส 

เดกซแทรน 
เกรดอุตสาหกรรม 
[พันธะ α-1,6 สูง] 

เดกซแทรนพันธะ [α-1,3] ไมเกิดผลิตภัณฑ 
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3.11 ผลการยอยเดกซแทรน T-2000, เดกซแทรนจาก S. sobrinus 6715 และเดกซ-   
แทรนพันธะ α-1,3 ดวยเดกซแทรนเนส [α-1,3 และ α-1,6] จาก Arthrobacter sp.          
AG-2 ดวยการตรวจสอบปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่เกดิขึ้น 

 
เมื่อใชเดกซแทรนจาก S. sobrinus 6715 ซึ่งประกอบดวยทัง้พนัธะ α-1,3 และ α-1,6 

เพื่อชักนําการสรางเดกซแทรนเนส [α-1,3 และ α-1,6] จาก Arthrobacter sp. AG-2 และศึกษา
ถึงความสามารถของเดกซแทรนเนส [α-1,3 และ α-1,6] ในการยอยเดกซแทรนพนัธะตางๆ โดย
การนาํเดกซแทรนเนส [α-1,3 และ α-1,6] มายอยเดกซแทรน T-2000, เดกซแทรนจาก             
S. sobrinus 6715 และเดกซแทรนพนัธะ α-1,3 (ที่ไดจากการทดลองขอ 7.2) ไดผลการทดลองดัง
รูปที่ 25 พบวาเดกซแทรนเนส [α-1,3 และ α-1,6] สามารถยอยเดกซแทรน T-2000 โดยให
น้ําตาลรีดิวซสูงสุดที่ชัว่โมงที ่ 4.5 เทากับ 318.86 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร, สามารถยอยเดกซแทร
นจาก S. sobrinus 6715 โดยปลดปลอยน้ําตาลรีดิวซออกมาสงูสุดทีช่ั่วโมงที ่4.5 เทากบั 133.86 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรและยังสามารถยอยเดกซแทรน α-1,3 ไดโดยปลดปลอยน้าํตาลรีดิวซออก
มาสูงสุดในช่ัวโมงที่ 1.5 เทากับ 88.65 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร จึงกลาวไดวาเดกซแทรนเนสทีม่ีสาร
ชักนาํเปนเดกซแทรนพนัธะ α-1,3 และ α-1,6 สามารถยอยเดกซแทรนทัง้พนัธะ α-1,3 และ
พันธะ α-1,6 ได 
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รูปที่ 25 แสดงปริมาณน้ําตาลรีดิวซทีไ่ดจากการยอยเดกซแทรน T-2000, เดกซแทรนจาก          
S. sobrinus 6715 และเดกซแทรนพันธะ α-1,3 ดวยเดกซแทรนเนส [α-1,3 และ α-1,6] จาก 
Arthrobacter sp. AG-2  
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 63

3.12 ผลการยอยเดกซแทรน T-2000, เดกซแทรนจาก S. sobrinus 6715 และเดกซแทรน
พันธะ α-1,3 ดวยเดกซแทรนเนส [α-1,3 และ α-1,6] จาก Arthrobacter sp.   AG-2  โดย
ตรวจสอบดวยวิธโีครมาโทกราฟแบบของเหลวสมรรถนะสูง 
 

3.12.1 ผลการยอยเดกซแทรน T-2000 ดวยเดกซแทรนเนส [α-1,3 และ α-1,6] จาก 
Arthrobacter sp. AG-2  

เมื่อวิเคราะหปริมาณและชนิดของน้าํตาลในเดกซแทรนเนส [α-1,3 และ α-1,6] กอน
การยอยเดกซแทรน T-2000 (รูปที่ 26ข) เทียบกับสารมาตรฐาน (รูป 26ก) พบวากอนยอยตรวจพบ
กลูโคสความเขมขนเทากับ 250 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร (รูปที่ 27) และหลังจากการยอย (รูปที่ 26ค) 
พบเฉพาะกลูโคส โดยมีปริมาณเพิ่มสูงสุดเปน 400 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร (รูปที่ 27) ดังนั้นสรุปได
วาผลิตภัณฑที่เกิดขึ้นจากการยอยเดกซแทรน T-2000 ดวยเดกซแทรนเนส [α-1,3 และ α-1,6] 
คือกลูโคส   

 
รูปที่ 26 โครมาโทแกรมแสดงชนิดของน้ําตาลกอนและหลังการยอยเดกซแทรน T-2000 ดวย  
เดกซแทรนเนส [α-1,3 และ α-1,6] จาก Arthrobacter sp. AG-2 (โดยใชอัตราการไหลของ
สารละลายตวัพา 1.2 มิลลิลติรตอนาที) 
ก. สารมาตรฐานน้ําตาลกลโูคส, ไอโซมอลโทส, ไอโซมอลโทไทรโอสและไอโซมอลโทเททราโอส 
ข. ชนิดของน้ําตาลที่มีในเดกซแทรนเนส [α-1,3 และ α-1,6] กอนการทําปฏิกิริยา 
ค. ชนิดของน้าํตาลที่ตรวจพบหลงัจากการทําปฏิกิริยา 

ก. 

ข. 

ค. 
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รูปที่  27  แสดงการปริมาณกลูโคสที่ไดจากการยอยเดกซแทรน  T-2000 ดวยเดกซแทรนเนส    
[α-1,3 และ α-1,6] จาก Arthrobacter sp. AG-2  
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3.12.2 ผลการยอยเดกซแทรนจาก S. sobrinus 6715 ดวยเดกซแทรนเนส [α-1,3 และ      
α-1,6] จาก Arthrobacter sp. AG-2  

 
เมื่อวิเคราะหปริมาณ และชนิดของน้าํตาลในเดกซแทรนเนส [α-1,3 และ α-1,6] กอน

การยอยเดกซแทรนจาก S. sobrinus 6715 (รูปที่ 28ข) เทียบกบัสารมาตรฐาน (รูป 28ก) พบวา
กอนยอยตรวจพบกลูโคสความเขมขนเทากับ 239 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร (รูปที่ 29) และหลังจาก
การยอย (รูปที่ 28ค) พบเฉพาะกลูโคส โดยมีปริมาณเพิ่มสูงสุดเปน 475 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร (รูป
ที่ 29) ดังนั้นสรุปไดวาผลิตภัณฑที่เกิดขึน้จากการยอยเดกซแทรนจาก S. sobrinus 6715 ดวย
เดกซแทรนเนส [α-1,3 และ   α-1,6] คือ กลูโคส   

 
รูปที่  28 โครมาโทแกรมแสดงชนิดของน้ําตาลกอนและหลังการยอยเดกซแทรนจาก S. sobrinus 
6715 ดวยเดกซแทรนเนส [α-1,3 และ α-1,6]] จาก Arthrobacter sp. AG-2 (โดยใชอัตราการไหล
ของสารละลายตัวพา 1.2 มลิลิลิตรตอนาที) 
ก. สารมาตรฐานน้ําตาลกลโูคส, ไอโซมอลโทส, ไอโซมอลโทไทรโอสและไอโซมอลโทเททราโอส 
ข. ชนิดของน้ําตาลที่มีในเดกซแทรนเนส [α-1,3 และ α-1,6] กอนการทําปฏิกิริยา  
ค. ชนิดของน้าํตาลที่ตรวจพบหลงัจากการทําปฏิกิริยา 
 
 

ก. 

ข. 

ค. 
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รูปที่  29  แสดงการปริมาณกลูโคสที่ไดจากการยอยเดกซแทรนจาก S. sobrinus  6715  ดวย
เดกซแทรนเนส [α-1,3 และ α-1,6] จาก Arthrobacter sp. AG-2  
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3.12.3 ผลการยอยเดกซแทรนพนัธะ α-1,3 ดวยเดกซแทรนเนส  [α-1,3 และ α-1,6]  จาก 
Arthrobacter sp. AG-2  

 
เมื่อวิเคราะหปริมาณ และชนิดของน้าํตาลในเดกซแทรนเนส [α-1,3 และ α-1,6] กอน

การยอยเดกซแทรนพนัธะ α-1,3 (รูปที่ 30ข) เทียบกบัสารมาตรฐาน (รูป 30ก) พบวากอนยอย
ตรวจพบกลูโคสความเขมขนเทากับ 211 มิลลิกรัมตอมลิลิลิตร (รูปที่ 31) และหลังจากการยอย 
(รูปที่ 30ค) พบเฉพาะกลูโคส โดยมีปริมาณเพิ่มสูงสุดเปน 406 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร (รูปที่ 31) 
ดังนัน้สรุปไดวาผลิตภัณฑที่เกิดขึ้นจากการยอยเดกซแทรนพนัธะ α-1,3 ดวยเดกซแทรนเนส [α-
1,3 และ α-1,6] คือ กลูโคส   

 
 

รูปที่ 30 โครมาโทแกรมแสดงชนิดของน้ําตาลกอนและหลังการยอยเดกซแทรนพันธะ α-1,3  ดวย
เดกซแทรนเนส  [α-1,3 และ α-1,6]  จาก Arthrobacter sp. AG-2 (โดยใชอัตราการไหลของ
สารละลายตวัพา 1.2 มิลลิลติรตอนาที) 
ก. สารมาตรฐานน้ําตาลกลโูคส, ไอโซมอลโทส, ไอโซมอลโทไทรโอสและไอโซมอลโทเททราโอส 
ข. ชนิดของน้ําตาลที่มีในเดกซแทรนเนส [α-1,3 และ α-1,6] กอนการทําปฏิกิริยา 
ค. ชนิดของน้าํตาลที่ตรวจพบหลงัจากการทําปฏิกิริยา 
 

ก. 

ข. 

ค. 
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รูปที่ 31 ปริมาณกลูโคสไดจากการยอยเดกซแทรนพันธะ α-1,3 ดวยเดกซแทรนเนส  [α-1,3 
และ α-1,6] จาก Arthrobacter sp. AG-2 
 

จากการทดลองในขอ 3.12 เมื่อชักนาํการสรางเดกซแทรนเนส [α-1,3 และ α-1,6] ใน 
Arthrobacter sp. AG-2 ดวยเดกซแทรนจาก S. sobrinus 6715  และเมื่อนาํเดกซแทรนเนสดัง 
กลาวมาทําปฏิกิริยากับเดกซแทรนทัง้ 3 ชนิดไดแก เดกซแทรน T–2000 (ซึ่งมพีันธะ α-1,6 
ปริมาณสูง), เดกซแทรนจาก S. sobrinus 6715 และเดกซแทรนพันธะ α-1,3 พบวา เดกซแทรน
เนส [α-1,3 และ α-1,6] สามารถยอยเดกซแทรนทั้ง 3 ชนิดไดโดยผลิตภัณฑที่ไดจากการยอย
เดกซแทรนทุกชนิดคือกลูโคสเพียงอยางเดียว ดังตารางที่ 7  
 
ตารางที่ 7 แสดงผลิตภัณฑที่ไดจากการยอยเดกซแทรนชนิดตางๆ ดวยเดกซแทรนเนส   [α-1,3 
และ α-1,6]  จาก Arthrobacter sp. AG-2 
สารชักนาํการสราง 
เดกซแทรนเนส สับสเตรท ผลิตภัณฑที่เกดิขึ้นจากการ 

ทําปฏิกิริยา 
เดกซแทรน T-2000  
[พันธะ α-1,6 สูง] 

กลูโคส  

เดกซแทรนจาก S. sobrinus 6715 
[พันธะα-1,3 และ α-1,6 สูง] 

กลูโคส  

เดกซแทรนจาก        
S. sobrinus 6715 
[พันธะα-1,3 และ    
α-1,6 สูง] 

เดกซแทรนพันธะ [α-1,3] กลูโคส  
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3.13 ผลยอยเดกซแทรน T-2000, เดกซแทรนจาก S. sobrinus 6715 และเดกซแทรน
พันธะ α-1,3 ดวยเดกซแทรนเนส [α-1,3] จาก Arthrobacter sp. AG-2 โดยตรวจสอบ
ปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่เกดิขึ้น 
 
 เพื่อทดสอบความสามารถของเดกซแทรนเนส [α-1,3] (ซึ่งถกูชักนําดวยเดกซแทรนเกรด
อุตสาหกรรมซึง่มีพนัธะ α-1,6 ปริมาณสงูจาก Arthrobacter sp. AG-2) ในการยอยเดกซแทรน
พันธะตางๆ โดยการนาํเดกซแทรนเนส [α-1,3]  ดังกลาวมายอยสลายเดกซแทรน T-2000, เดกซ-
แทรนจาก S. sobrinus 6715 และเดกซแทรนพนัธะ α-1,3 แลวตรวจสอบปริมาณน้าํตาลรดีิวซ
ดวยวิธ ี Somogyi-Nelson ไดผลการทดลองดังรูปที ่ 32 พบวาเดกซแทรนเนส [α-1,3] สามารถ
ยอยเดกซแทรน T-2000 ได โดยปลดปลอยน้ําตาลรีดิวซออกมาสูงสุดที่ชั่วโมงที่ 4.5 เทากับ 37.73 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร,  สามารถยอยเดกซแทรนจาก S. sobrinus 6715 โดยปลดปลอยน้ําตาล   
รีดิวซออกมาสงูสุดที่ชัว่โมงที ่ 4.5 เทากับ 32.72 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรและยอยเดกซแทรนพันธะ 
α-1,3 ได โดยปลดปลอยน้าํตาลรีดิวซออกมาสงูสุดที่ชัว่โมงที่ 4.5 เทากบั 29.55 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตร จึงกลาวไดวาเดกซแทรนเนสทีถ่กูชักนาํโดยเดกซแทรนพันธะ α-1,3 สามารถยอยเดกซ-
แทรนทัง้พนัธะ α-1,3 และ  α-1,6 ได  
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เดกซแทรน  T-2000 เดกซแทรนจาก  S. sobrinus  6715 เดกซแทรนพันธะแอลฟา  1,3

 
รูปที่ 32 แสดงปริมาณน้ําตาลรีดิวซทีไ่ดจากการยอยเดกซแทรน T-2000, เดกซแทรนจาก         
S. sobrinus 6715 และเดกซแทรนพันธะ α-1,3 ดวยเดกซแทรนเนส [α-1,3] จาก Arthrobacter 
sp. AG-2  
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3.14 ผลการยอยเดกซแทรน T-2000, เดกซแทรนจาก S. sobrinus 6715 และ เดกซแทรน
พันธะ α-1,3 ดวยเดกซแทรนเนส [α-1,3] จาก Arthrobacter sp.AG-2 โดยตรวจสอบดวย
วิธีโครมาโทกราฟแบบของเหลวสมรรถนะสูง 
 

3.14.1 ผลการยอยเดกซแทรน T-2000 ดวยเดกซแทรนเนส  [α-1,3] จาก Arthrobacter sp. 
AG-2  

 
เมื่อวิเคราะหปริมาณ และชนิดของน้าํตาลในเดกซแทรนเนส [α-1,3] กอนการยอยเดกซ-

แทรน T-2000 (รูปที่ 33ข) เทยีบกับสารมาตรฐาน (รูป 33ก) ตรวจพบกลูโคสความเขมขนเทากับ 
262 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร (รูปที่ 34) และหลังจากการยอย (รูปที่ 33ค) พบเฉพาะกลูโคส โดยมี
ปริมาณเพิ่มสูงสุดเปน 478 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร (รูปที่ 34) ดังนัน้สรุปไดวาผลิตภัณฑที่เกิดขึน้
จากการยอยเดกซแทรน T-2000 ดวยเดกซแทรนเนส [α-1,3] คือ กลูโคส 

 
รูปที่ 33 โครมาโทแกรมแสดงชนิดของน้ําตาลกอนและหลังการยอยเดกซแทรน T-2000 ดวย 
เดกซแทรนเนส [α-1,3]  จาก Arthrobacter sp. AG-2 (โดยใชอัตราการไหลของสารละลายตวัพา 
1.2 มิลลิลิตรตอนาที) 
ก. สารมาตรฐานน้ําตาลกลโูคส, ไอโซมอลโทส, ไอโซมอลโทไทรโอสและไอโซมอลโทเททราโอส 
ข. ชนิดของน้ําตาลในเดกซแทรนเนส [α-1,3] กอนการทาํปฏิกิริยา 
ค. ชนิดของน้าํตาลที่ตรวจพบหลงัการทาํปฏิกิริยา 

ก. 

ข. 

ค. 
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รูปที่  34  แสดงปริมาณกลโูคสที่ไดจากการยอยเดกซแทรน T-2000 ดวยเดกซแทรนเนส         
[α-1,3]  จาก Arthrobacter sp. AG-2  
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3.14.2 ผลจากการยอยเดกซแทรนจาก S. sobrinus 6715 ดวยเดกซแทรนเนส   [α-1,3] จาก 
Arthrobacter sp. AG-2  

 
เมื่อวิเคราะหปริมาณและชนิดน้าํตาลของเดกซแทรนเนส [α-1,3] กอนการยอยเดกซ-  

แทรนจาก S. sobrinus 6715 (รูปที่ 35ข) เทียบกับสารมาตรฐาน (รูป 35ก) ตรวจพบกลูโคสความ
เขมขนเทากับ 259 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร (รูปที่ 36) และหลังจากการยอย (รูปที่ 35ค และ 36) พบ
เฉพาะกลูโคส โดยมีปริมาณเพิ่มสูงสุดเปน 487 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ดังนัน้สรุปไดวาผลิตภัณฑที่
เกิดขึ้นจากการยอยเดกซแทรนจาก S. sobrinus 6715 ดวยเดกซแทรนเนส  [α-1,3] คือ กลูโคส   

 
รูปที่ 35  โครมาโทแกรมแสดงชนิดของน้ําตาลกอนและหลังการยอยเดกซแทรนจาก                  
S. sobrinus 6715 ดวยเดกซแทรนเนส [α-1,3]  จาก Arthrobacter sp. AG-2 (โดยใชอัตราการ
ไหลของสารละลายตัวพา 1.2 มิลลิลิตรตอนาที) 
ก. สารมาตรฐานน้ําตาลกลโูคส, ไอโซมอลโทส, ไอโซมอลโทไทรโอสและไอโซมอลโทเททราโอส 
ข. ชนิดของน้าํตาลทีม่ีในเดกซแทรนเนส [α-1,3] กอนการทําปฏิกิริยา 
ค. ชนิดของน้าํตาลที่ตรวจพบหลงัจากทาํปฏิกิริยา 
 
 
 

ก. 

ข. 

ค. 



 73

 
 

0

100

200

300

400

500

600

0 30 60 90 120 150 180 210 240 270 300 330
เวลา (นาที)

คว
าม
เขม

ขน
กล
ูโคส

 
(มิล

ลิก
รัม
ตอ
มิล
ลิล
ิตร
สา
รผ
สม
ปฎ

ิกิริ
ยา)

 
 
รูปที่  36  แสดงปริมาณกลโูคสที่ไดจากการยอยเดกซแทรนจาก S. sobrinus 6715               
ดวยเดกซแทรนเนส [α-1,3]  จาก Arthrobacter sp. AG-2  
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3.14.3 ผลการยอยเดกซแทรนพนัธะ α-1,3 ดวยเดกซแทรนเนส [α-1,3] จาก Arthrobacter 
sp. AG-2  

 
เมื่อวิเคราะหปริมาณ และชนิดของน้ําตาลในเดกซแทรนเนส [α-1,3] กอนการยอย             

เดกซแทรนพันธะ α-1,3 (รูปที่ 37ข) เทียบกับสารมาตรฐาน (รูป 37ก) ตรวจพบกลโูคส                
ความเขมขนเทากบั 321 มลิลิกรัมตอมิลลิลิตร (รูปที่ 38) และหลังจากการยอย (รูปที่ 37ค และ 
38) พบเฉพาะกลูโคส โดยมีปริมาณเพิม่สูงสุดเปน 493 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ดังนัน้สรุปไดวา
ผลิตภัณฑที่เกดิขึ้นจากการยอยเดกซแทรนพันธะ α-1,3 ดวยเดกซแทรนเนส [α-1,3] คือ กลูโคส   

 
รูปที่ 37 โครมาโทแกรมแสดงชนิดของน้ําตาลกอนและหลังการยอยเดกซแทรนพันธะ α-1,3 ดวย
เดกซแทรนเนส [α-1,3]  จาก Arthrobacter sp. AG-2 (โดยใชอัตราการไหลของสารละลายตวัพา 
1.2 มิลลิลิตรตอนาที) 
ก. สารมาตรฐานน้ําตาลกลโูคส, ไอโซมอลโทส, ไอโซมอลโทไทรโอสและไอโซมอลโทเททราโอส 
ข. ชนิดของน้าํตาลทีม่ีในเดกซแทรนเนส [α-1,3] กอนการทําปฏิกิริยา 
ค. ชนิดของน้าํตาลหลงัจากการทาํปฏิกิริยา 
 
 
 
 

ก. 

ข. 

ค. 
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รูปที่ 38 แสดงปริมาณกลโูคสที่ไดจากการยอยเดกซแทรนพนัธะ α-1,3 ดวยเดกซแทรนเนส     
[α-1,3] จาก Arthrobacter sp. AG-2  

 
 
จากการทดลองในขอ 3.14 เมื่อชักนาํการสรางเดกซแทรนเนสใน Arthrobacter sp. AG-2 

ดวยเดกซแทรนพนัธะ α-1,3 และเมื่อนําเดกซแทรนเนสดังกลาวมาทาํปฏิกิริยากับเดกซแทรนทั้ง 3 
ชนิด ไดแก เดกซแทรน T–2000, เดกซแทรนจาก S. sobrinus 6715 และเดกซแทรนพนัธะ α-1,3 
พบวาผลิตภัณฑที่ไดจากการยอยเดกซแทรนทุกชนิดคอื กลูโคส เพียงชนิดเดียว (ตารางที่ 8)  
 
ตารางที่ 8 แสดงผลิตภัณฑที่ไดจากการยอยเดกซแทรนชนิดตางๆ ดวยเดกซแทรนเนส  [α-1,3] 
จาก Arthrobacter sp. AG-2 
สารชักนาํการสราง 
เดกซแทรนเนส สับสเตรท 

ผลิตภัณฑที่เกดิขึ้นจากการ 
ทําปฏิกิริยา 

เดกซแทรน T-2000  
[พันธะ α-1,6 สูง] 

กลูโคส  

เดกซแทรนจาก S. sobrinus 6715 
[พันธะα-1,3 และ α-1,6 สูง] 

กลูโคส  เดกซแทรนพนัธะ    
α-1,3 

เดกซแทรนพันธะ [α-1,3] กลูโคส  
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ตารางที ่ 9 แสดงผลิตภัณฑทั้งหมดที่ไดจากการยอยเดกซแทรน T-2000, เดกซแทรนจาก           
S. sobrinus  6715 และเดกซแทรนพนัธะ α–1,3 ดวยเดกซแทรนเนสจาก Penicillium sp. 
SMCU 3-14 และ Arthrobacter sp. AG-2 ที่ถูกชกันาํดวยเดกซแทรนพนัธะตางๆ  

สับสเตรท 
เดกซแทรน 
 T-2000 

เดกซแทรนจาก 
S. sobrinus 6715 

เดกซแทรน 
พันธะ α-1,3 

สารชักนาํ แหลง 
เดกซแทรนเนส 

ผลิตภัณฑที่ได ผลิตภัณฑที่ได ผลิตภัณฑที่ได 

Penicillium sp. 
SMCU 3-14 

กลูโคส, ไอโซ
มอลโทส และ  

ไอโซมอลโทเททรา
โอส 

กลูโคส และ  
ไอโซมอลโทเททราโอส ไมมี 

เดกซแทรน
เกรด 

อุตสาหกรรม Arthrobacter 
sp. AG-2 

กลูโคส  
ไอโซมอลโท- 
เททราโอส 

และสารที่มี เวลารี
เทนชั่นเทากับ 
13.00 นาที 

กลูโคส และ  
ไอโซมอลโทเททราโอส 

กลูโคส 

เดกซแทรนจาก 
S. sobrinus 

6715 

Arthrobacter 
sp. AG-2 

กลูโคส กลูโคส กลูโคส 

เดกซแทรน
พันธะ α-1,3 

Arthrobacter 
sp. AG-2 

กลูโคส กลูโคส กลูโคส 
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3.15 การตรวจสอบความสามารถในการยอยเซลลูโลส และไนจีแรนของ                
เดกซแทรนเนส [α-1,6] จาก Arthrobacter sp. AG-2  
 
 3.15.1 ความสามารถในการยอยเซลลูโลส และไนจีแรนของเดกซแทรนเนส [α-1,6] จาก 
Arthrobacter sp. AG-2 
 
 เพื่อทดสอบความสามารถในการยอยเซลลูโลสซึ่งเปนพอลิเมอรของกลูโคสตอกันดวย
พันธะ [β-1,4] และไนจีแรนซึ่งเปนพอลเิมอรของกลูโคสตอกันดวยพันธะ [α-1,3 สลับกับพนัธะ 
α-1,4] ของเดกซแทรนเนส [α-1,6] จาก Arthrobacter sp. AG-2 แลวตรวจสอบปริมาณน้าํตาล
รีดิวซโดยวิธีของ Somogyi-Nelson พบวาปริมาณน้าํตาลรีดิวซคอนขางคงที่จากปริมาณน้าํตาล
รีดิวซในเอนไซมเร่ิมตน แสดงวาเดกซแทรนเนส [α-1,6] จาก Arthrobacter sp. AG-2 ไมสามารถ
ยอยสลายเซลลูโลสและไนจแีรนได (รูปที่ 39) 
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รูปที่ 39 แสดงระดับน้าํตาลรีดิวซจากการยอยเซลลูโลส และไนจีแรน ดวยเดกซแทรนเนส [α-1,6] 
จาก Arthrobacter sp. AG-2 
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3.15.2 ความสามารถในการยอยเซลลโูลสและไนจแีรนดวยเดกซแทรนเนส [α-1,3]  จาก 
Arthrobacter sp. AG-2  
 
 เพื่อทดสอบความสามารถในการยอยเซลลูโลสซึ่งมีเปนพอลิเมอรกลูโคสตอกันดวยพันธะ 
[β-1,4] และไนจีแรนซึ่งเปนพอลิเมอรของกลูโคสตอกันดวยพนัธะ [α-1,3 และ พนัธะ              
α-1,4] ของเดกซแทรนเนส [α-1,3] จาก Arthrobacter sp. AG-2 แลวตรวจสอบปริมาณน้าํตาล
รีดิวซโดยวิธีของ Somogyi-Nelson พบวาปริมาณน้าํตาลรีดิวซคอนขางคงที่จากปริมาณน้าํตาล
รีดิวซในเอนไซมเร่ิมตนแสดงวาเดกซแทรนเนส [α-1,3] จาก Arthrobacter sp. AG-2 ไมสามารถ
ยอยสลายเซลลูโลสและไนจแีรนได (รูปที่ 40) 
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เซลลูโลส ไนจีแรน  
 
รูปที่ 40 แสดงระดับน้ําตาลรีดิวซจกการยอยสลายเซลลูโลส และไนจีแรน ดวยเดกซแทรนเนส 
[α-1,3] จาก Arthrobacter sp. AG-2 
 
 
 
 



บทที่ 4 
 

สรุปและวิจารณผลการทดลอง 
 

การผลิตเดกซแทรนจาก Streptococcus sobrinus 6715 เพือ่ใชในการศึกษาไดมี
รายงานการผลิตในอาหาร Brain heart infusion และ Tryptic soy Broth แตเนื่องจากอาหารทัง้
สองชนิดมีราคาสูงและใหเดกซแทรนที่มลีักษณะเหนยีว ทําความสะอาดยาก เมือ่ผานการทาํแหง
แลวยังคงมีสนี้ําตาลเขมเนือ่งจากองคประกอบของอาหารติดมากับเดกซแทรนที่ผลิตได จึงไม
เหมาะทีจ่ะนาํอาหารทั้งสองชนิดดังกลาวมาใชในการผลิตเดกซแทรนปริมาณมาก Gibbon และ
คณะ, 1968 เสนอสูตรอาหาร Basal medium เพื่อการผลิตเดกซแทรน เมื่อพิจารณาถงึ
องคประกอบของอาหารพบวามีสวนประกอบงาย มีราคาถูก และเมื่อทดลองเปรียบเทียบปริมาณ
เดกซแทรนที่ผลิตไดจากอาหารทั้ง 3 ชนิดพบวา Basal medium ใหปริมาณเดกซแทรนสูงสุด (รูปที ่
5) อีกทั้งเดกซแทรนที่ผลิตไดยังมีลักษณะขาวสะอาด (รูปที่ 6 และ 7) ดังนั้นอาหาร Basal 
medium จึงมีความเหมาะสมเพื่อใชในการผลิตเดกซแทรนปริมาณมากเพื่อใชในการศึกษาตอไป 

จากการที่สารตั้งตนในการสงัเคราะหเดกซแทรนคือ น้าํตาลซูโครส จึงทําการศึกษาถงึ
ความเขมขนทีเ่หมาะสมตอการผลิตเดกซแทรนจาก S. sobrinus 6715 ในอาหาร Basal medium 
พบวาความเขมขนของซูโครสที่เหมาะสมตอการผลิตเดกซแทรนในอาหาร Basal medium คือ 1.5 
เปอรเซ็นต โดยเมื่อเพิ่มความเขมขนของซูโครสสูงขึ้น จะไมมีผลทาํใหการผลิตเดกซแทรนเพิ่มข้ึน
(รูปที่ 8)  

ในภาวะที่มกีารสังเคราะหเดกซแทรน เซลลของแบคทีเรียและเดกซแทรนที่เชื้อผลิตขึ้นจะ
ตกตะกอนแยกจากอาหารเลี้ยง ทําใหการศึกษาการเจริญของแบคทีเรียโดยใชวิธกีารวัดความขุน 
(turbidity) หรือการนับจาํนวนเซลลบนจานเพาะเชื้อ (plate count) หรือการหาน้ําหนกัเซลลแหง 
(dry weight) ไมสามารถทําได ดงันัน้ในงานวิจัยนี้จึงตองวิเคราะหอัตราการเจรญิของเซลลดวย
การวัดปริมาณโปรตีนภายในเซลลตามวธิีการของ Rajaguru และคณะ ในป 2000 เปรียบเทยีบ
ระหวางภาวะที่มีการสังเคราะหเดกซแทรนโดยเลี้ยงในอาหารที่มีการเติมซูโครส และในภาวะที่ไมมี
การสังเคราะหเดกซแทรนโดยเลี้ยงในอาหารที่มีการเติมกลูโคส (รูปที่ 9) พบวาในภาวะที่มกีาร
สังเคราะหเดกซแทรนแบคทีเรียจะมีการเจริญต่ํากวาซึ่งนาจะเปนผลเนือ่งจาก พลงังานสวนหนึง่ที่
ใชในการเจรญิถูกใชไปในการสังเคราะหเดกซแทรน และในภาวะทีม่กีารผลิตเดกซแทรน อัตราการ
เจริญจะลดลงในชั่วโมงที่ 24 ถึงซัว่โมงที ่ 33 และเพิ่มข้ึนอีกครั้งในซัว่โมงที ่ 36 ซึง่โดยปกติการ
ตรวจสอบการเจริญโดยการวัดปริมาณโปรตีนนั้น ปริมาณโปรตีนควรจะคงที่เมื่อการเจริญหยุดลง 
หรือเพิ่มข้ึนเมือ่การเจริญเพิม่ขึ้น หากแตในขณะการวัดปริมาณโปรตีนดังกลาวจะตองทาํการเก็บ
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เกี่ยวเซลลออกจากอาหารเลี้ยงเชื้อกอน ดวยวธิีการปนเหวี่ยง ดังนั้นในภาวะทีก่ารเจริญคงทีห่รือ
เซลลมีการสลายตัว ปริมาณโปรตีนอาจสูญหายไปในขั้นตอนการเกบ็เกี่ยวทําใหปริมาณโปรตีนที่
ตรวจสอบไดอาจนอยกวาทีม่ีอยูจริง 

เมื่อศึกษาลกัษณะการผลิตเดกซแทรนจาก S. sobrinus 6715 ในอาหาร Basal medium 
ที่มีความเขมขนของซูโครส 1.5 เปอรเซ็นต พบวาปรมิาณเดกซแทรนเพิม่สูงสุดทีช่ั่วโมงที่ 9 และ
คอนขางคงที่จนกระทั่งชัว่โมงที ่ 24 จึงเริม่ลดลง (รูปที ่ 10) เนื่องจากเดกซแทรนเปนพอลิเมอรที่
แบคทีเรียสังเคราะหขึ้น เพื่อใชเปนอาหารสํารอง ดังนั้นในภาวะขาดแคลนอาหาร แบคทีเรียจะ
สรางเดกซแทรนเนสออกมายอยสลายเดกซแทรนเพื่อใชเปนอาหารแทนที่อาหารทีห่มดไป ซึ่ง
สอดคลองกับการเจริญโดยในขณะที่เดกซแทรนมีปริมาณลดลงจะเห็นไดวาการเจริญมีการเพิม่ข้ึน
เล็กนอย อยางไรก็ตามเพื่อความแนใจที่วาการลดลงของเดกซแทรนเปนผลจากการทาํงานของ
เดกซแทรนเนส จะตองมีการตรวจสอบแอคติวิตีของเดกซแทรนเนสในแตละชวงเวลาตอไป และ
ระยะเวลาที่เหมาะสมในการเก็บเดกซแทรนจาก S. sobrinus 6715 คือที่ระหวางเวลา 9 ถึง 21 
ชั่วโมงของการเลี้ยงเชื้อกอนที่แบคทีเรียจะสลายมนัไปใชในการเจริญและเมื่อเปรียบเทียบลักษณะ
การเจริญควบคูกับลักษณะของการผลิตเดกซแทรนจากในอาหาร Basal medium ที่มีซูโครส 1.5 
เปอรเซ็นต พบวาเดกซแทรนมีการสรางไปพรอมๆกับการเจริญ  

เนื่องจากเดกซแทรนเนสเปนเอนไซมชนิดที่ตองการการชักนํา (inducible enzyme) ดวย
เดกซแทรน  และจากการที่พันธะที่เชื่อมโมเลกุลของกลูโคสจะเปนตัวบงบอกถึงความจําเพาะของ
เอนไซม   นั่นคือเดกซแทรนพันธะ α-1,6 ที่ใชเปนสารชักนําจะชักนําเดกซแทรนเนสที่มี
ความจําเพาะตอพันธะ α-1,6 (Coral และคณะ, 1996) ในขณะที่เดกซแทรนชนิด  α-1,3 ที่ใชชัก
นําจะใหเอนไซมที่จําเพาะตอพันธะ α-1,3 (Walker และคณะ, 1984) จากวัตถุประสงคของ
การศึกษานี้ตองการขจัดเดกซแทรนในชองปากเพื่อการปองกันการเกิดฟนผุ ฃึ่งเดกซแทรนในชอง
ปากเปนพวกที่สรางโดยจุลินทรียจําพวก cariogenic cocci ซึ่งมีพันธะ α-1,3 ปริมาณสูง จึง
จําเปนตองใชเดกซแทรนชนิดที่มีพันธะ α-1,3 สําหรบัชักนําการสรางเอนไซม     อยางไรก็ตาม
เดกซแทรนที่มีจําหนายนั้นจะเปนเดกซแทรนที่ผลิตโดย Leuconostoc mesenteroides ที่มี
สวนประกอบเปนพันธะ α-1,6 มากกวา 95% (Sigma, USA) และยังไมสามารถหาชนิดที่มีพันธะ 
α-1,3 เพื่อใชเปนสารชักนําได  ในการศึกษานี้จึงจําเปนตองผลิตเดกซแทรนชนิดที่มีพันธะ α-1,3 
ปริมาณสูงเพื่อใชเปนสารชักนําขึ้นเอง จากการที่มีรายงานวา S.sobrinus 6715 สามารถผลิต
เดกซแทรนที่มีสวนประกอบชนิด α-1,3 ปริมาณสูงถึง 67% และที่เหลือเปน α-1,6 เปนสวนใหญ 
(Lindberg และ Svensson, 1968)    จึงทําการผลิตเดกซแทรนจากจุลินทรียนี้แลวนาํเดกซแทรนที่
ไดไปใชเปนสารชักนําการผลิตเดกซแทรนเนสโดย Arthrobacter sp. AG-2  โดยวิธีนี้จะทําใหได
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เอนไซมที่มีความจําเพาะตอชนิด α-1,6 และ α-1,3   สําหรับกรณีที่ตองการผลิตเฉพาะชนิด α-
1,3 จะทําไดโดยการทําลายเดกซแทรนที่มีพันธะ α-1,6 ออกจากเดกซแทรนที่ไดจาก S.sobrinus 
6715  อยางเต็มที่ดวยเดกซแทรนเนสที่มีความจําเพาะตอพันธะ α-1,6 ที่ผลิตจาก Penicillium 
sp. SMCU   3-14 (อนันตพงศ สุขเกษ, 2543)  แลวจึงนําไปใชเล้ียง Arthrobacter sp. AG-2 ให
ผลิตเดกซ-   แทรนเนสที่มีความจําเพาะตอ α-1,3 อีกทีหนึ่ง 
 ในการเตรียมเดกซแทรนพันธะ α-1,3 นั้นพบวาเมื่อทําการยอยเดกซแทรนจาก 
S.sobrinus 6715 ดวยเดกซแทรนเนสจาก Penicillium sp. SMCU 3-14 (รูปที่ 11) จะมีการ
ปลดปลอยน้ําตาลรีดิวซออกในระดับหนึ่งจากนั้นปริมาณน้ําตาลรีดิวจะคงระดับ     ซึ่งอาจเปนไป
ไดวาการคงระดับของน้ําตาลรีดิวซอาจเนื่องมาจากพันธะ α-1,6 หมดแลวหรือเอนไซมหมดฤทธิ์
ในการยอยตอไป เพื่อใหมั่นใจวาจะยอยพันธะ α-1,6 ออกใหมากที่สุดจึงทําซ้ําขั้นตอนขางตนอีก
จนไมมีการปลดปลอยน้ําตาลรีดิวซ พบวาในการยอยครั้งที่ 4 ไมพบการปลดปลอยน้ําตาลรีดิวซ 
ออกมาจึงถือวาเดกซแทรนนี้ปลอดจากหรือมีเดกซแทรนพันธะ α-1,6 นอยมาก โดยปริมาณเดกซ
แทรนที่เหลือหลังจากผานขั้นตอนการกําจัดพันธะ α-1,6 แลว เหลืออยู 44.67 เปอรเซ็นต ซึ่งตาม
รายงานของ Lindberg และ Svensson ในป 1968 กลาววา   S.sobrinus 6715 ผลิตเดกซแทรนที่
มีพันธะ α-1,3 มากถึง 67 เปอรเซ็นต ดังนั้นหลังการกําจัด ควรมีเดกซแทรนเหลืออยูเทากับ หรือ
ใกลเคียง 67 เปอรเซ็นต แตจากขั้นตอนการยอยสลายพันธะ α-1,6 จะตองผานการลางตะกอน
และปนเหวี่ยงหลายครั้งจงึอาจทําใหเดกซแทรนบางสวนสูญหายไป     

เพื่อพิสูจนวาสวนที่เหลือจากการสลายดวยเดกซแทรนเนสที่จําเพาะตอ [α-1,6] จาก 
Penicillium sp. SMCU 3-14  เปนเดกซแทรนจริงจึงทาํการยอยสวนนี้ดวยกรดซัลฟูริค (acid 
hydrolysis) แลววิเคราะหผลิตภัณฑไดโดยวิธีโครมาโทกราฟแบบของเหลวสมรรถนะสงู 
เปรียบเทียบกบัผลิตภัณฑทีไ่ดจากเดกซแทรน T-2000 และเดกซแทรนจาก S.sobrinus 6715    
ปรากฏวาเดกซแทรนทัง้สามใหผลิตภัณฑที่มเีวลารีเทนชันเทากับ 3.85 นาท ี ซึ่งตรงกับกลูโคส
แสดงวาตางเปนพอลิเมอรของกลูโคส    และเมื่อทดลองยอยเดกซแทรน T-2000 และ เดกซแทรน
ที่ไดจาก     S. sobrinus 6715 ดวยเดกซแทรนเนสทีจ่ําเพาะตอ [α-1,6] จาก Penicillium sp. 
SMCU 3-14 และวิเคราะหผลิตภัณฑดวยวิธโีครมาโทกราฟแบบของเหลวสมรรถนะสงู พบวา
ผลิตภัณฑจากเดกซแทรน T-2000 ที่ไดจาก Leuconostoc นั้นให กลูโคส  ไอโซมอลโทส และ ไอ
โซมอลโทเททราโอส ในขณะที่เดกซแทรนที่ไดจาก S .sobrinus 6715 ใหเพียงกลูโคสและไอโซ
มอลโทสซึง่สอดคลองกับรายงานของ Polokonik และ Walker,  1977 และ Walker และคณะ  
1951 ที่รายงานวาเดกซแทรนเนสที่มีความจําเพาะตอ α-1,6 จะตัดเดกซแทรนแบบสุมเปนโอลิ
โกแซ็กคาไรดสายสั้น ๆ ที่มีกลูโคส 3-4 โมเลกุลหรือตัดเดกซแทรนเปนโมโนเมอรของกลูโคสเพยีง
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อยางเดยีว (Fisher และ Stein, 1960)    อยางไรก็ตามผลิตภัณฑที่ไดจากการยอยเดกซแทรนชนิด
ตาง ๆ มีรายงานวาจะใหผลิตภัณฑทีม่ีความแตกตางกนัแลวแตชนิดของจุลินทรียและชนิดของ
เดกซแทรน-นสที่ใช อาทิเชนมีรายงานถึงการทํางานของเดกซแทรนเนสจากราในการยอยสลาย
เดกซแทรน จาก Leuconostoc mesenteroides NRRL B512F พบวาผลิตภัณฑที่ได เปนน้ําตาล
โมเลกุลคูและ   โอลิโกแซ็กคาไรด ซึ่งมหีนวยยอยเปนกลโูคส (Jeanes และ Wilham,1950) 

ในป 1952 Jeanes และคณะ ใชวิธีการโครมาโทกราฟแบบกระดาษ (paper 
chromatography) ตรวจสอบผลิตภัณฑที่ ไดจากการทําปฏิกริยาระหวางเดกซแทรนจาก 
Leuconostoc sp.และเดกซแทรนเนสจาก Penicillium sp. พบวาผลิตภัณฑที่ไดเปนน้ําตาลไอโซ-
มอลโทส (isomaltose) 

เนื่องจากของเดกซแทรน T-2000, เดกซแทรนเกรดอุตสาหกรรม, เดกซแทรนจาก           
S. sobrinus 6715  และเดกซแทรนพันธะ α-1,3 มคีวามบริสุทธิแ์ตกตางกนั ดังนัน้เพื่อความ
เที่ยงตรงในการเปรียบเทียบที่จะเกิดขึน้ในผลการทดลองตอๆไปจึงทําการวัดปริมาณน้ําตาลที่มีอยู
ในเดกซแทรนทั้ง 4 ชนิดดวยวธิีการไฮโดรไลซดวยกรดและวัดปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่เกิดขึ้นพบวา
เดกซแทรน T-2000 ใหปริมาณน้าํตาลสงูสุดตอกรัมเดกซแทรนเนื่องจากเปนเดกซแทรนทีม่ีความ
บริสุทธิ์สูง, เดกซแทรนเกรดอุตสาหกรรมมปีริมาณน้าํตาลต่าํกวาแตใกลเคียงกับเดกซแทรน         
T-2000 เนื่องจากมีความบริสุทธิ์นอยกวา, เดกซแทรนจาก S. sobrinus 6715 มีปริมาณน้ําตาล
ต่ํากวาเดกซแทรน T-2000 และเดกซแทรนเกรดอตุสาหกรรม เนื่องจากในขั้นตอนการเก็บ      
เดกซแทรนจาก S. sobrinus 6715 อาจมีสวนของผนังเซลลหรือสารปนเปอนจากอาหารที่ถูก
กําจัดไมหมดในขั้นตอนการทําบริสุทธิ ์ ทําใหมีปริมาณน้ําตาลในสัดสวนกรัมตอกรัมเดกซแทรน 
นอยกวาเดกซแทรนทีม่ีความบริสุทธิ์มากกวา  สวนเดกซแทรนพันธะ α-1,3 มีปริมาณน้ําตาลต่ํา
ที่สุดเนื่องจากในขั้นตอนของการกําจัดพันธะ  α-1,6 ออกจากสายของเดกซแทรนทําใหมีปริมาณ
น้ําตาลลดลง ในขณะที่ผนังเซลลและสารปนเปอนจากอาหารยงัคงมีอยูเทาเดิม 

เมื่อนําเดกซแทรนเนส [α-1,6] จาก Arthrobacter sp. AG-2 ที่ชักนําดวยเดกซแทรน
เกรดอุตสาหกรรมไปยอยเดกซแทรนชนิดตาง ๆ พบวาเอนไซมนี้สามารถยอยเดกซแทรน T-2000 
และเดกซแทรนจาก S.sobrinus 6715 ซึ่งตางมีสวนประกอบของเดกซแทรนชนิด α-1,6 อยูดวย
และอัตราการยอยโดยพิจารณาจากคาความชันของน้ําตาลรีดิวซที่ปลดปลอย  การยอยเดกซแทรน 
T-2000 ซึ่งมีปริมาณ α-1,6 มากเกิดขึ้นในอัตราที่เร็วกวาเดกซแทรนของ S.sobrinus 6715 ที่มี
สัดสวนต่ํากวา (รูปที่ 18) แตไมสามารถยอยเดกซแทรน α-1,3 ที่เตรียมขึ้นไดเปนการยืนยันวา
เดกซแทรนเนสที่ชักนําขึ้นเปนเดกซแทรนเนส [α-1,6] โดยที่ผลิตภัณฑที่ไดเมื่อตรวจสอบโดยวิธี
โครมาโทกราฟแบบของเหลวสมรรถนะสูง พบวาเดกซแทรน T-2000 ใหผลิตภัณฑคือกลูโคส  ไอ
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โซมอลโทเททราโอส และอีกพีคหนึ่งที่มีเวลารีเทนชันเทากับ 13 นาที  สวนเดกซแทรนจาก 
S.sobrinus 6715 ใหกลูโคสและไอโซมอลโทเททราโอส  สวนเดกซแทรน α-1,3 นั้นไมให
ผลิตภัณฑใดๆ 
 สําหรับเดกซแทรนเนส [α-1,3 และ α-1,6] ที่ไดจาก Arthrobacter sp. AG-2 ที่ชักนํา
ดวยเดกซแทรนจาก S.sobrinus 6715 นั้นสามารถยอยเดกซแทรน T-2000 ไดในอัตราที่เร็วกวา
เดกซแทรนจาก S.sobrinus 6715 แมวาในกรณีนี้เอนไซมมีทั้งสองแอคติวิตีก็ตาม   เหตุผลนี้อาจ
เปนไปไดวาการเขาทําปฏิกิริยาของเอนไซมเดกซแทรนเนส [α-1,6] ตอเดกซแทรน T-2000 นั้นทํา
ไดสะดวกเนื่องจากพันธะสวนใหญบนสายของเดกซแทรน T-2000 เปนพันธะ α-1,6 เทานั้น
ในขณะที่ของ S.sobrinus 6715 นั้นแมวาเดกซแทรนเนส [α-1,6] จะยอยเดกซแทรนพันธะ α- 
1,6 และ เดกซแทรนเนส [α-1,3] จะยอยเดกซแทรนพันธะ α- 1,3 ก็ตาม   แตบางสวนของ α-
1,3 นั้นเปนสวนแตกแขนง (branching) จําเปนตองยอยดวยเดกซแทรนเนส [α-1,3] กอนแลว 
เดกซ-   แทรนเนส [α-1,6]  และ เดกซแทรนเนส [α-1,3] จึงจะเขาทําการยอยได  อีกสาเหตหุนึง่ที่
เปนไปไดคือ  เดกซแทรนพันธะ α- 1,6 นั้นละลายน้ําไดดีจึงทําใหเอนไซมเขากระทําไดงายกวา 
เดกซ-  แทรนพันธะ α- 1,3 ที่ละลายน้ําไดยากกวา 

เมื่อตรวจสอบผลิตภัณฑจากการยอยสลายดวยวิธีโครมาโทกราฟแบบของเหลวสมรรถนะ
สูงพบวาผลิตภัณฑที่ไดจากการยอยสลายเดกซแทรนทั้ง 3 ชนิดดวยเดกซแทรนเนส     [α-1,3 
และ α-1,6] จาก Arthrobacter sp. AG-2 คือ กลูโคสเพียงชนิดเดียว 

จากการทดสอบความสามารถของเดกซแทรนเนส [α-1,3] จาก Arthrobacter sp. AG-2 
ที่ถูกชกันาํจากเดกซแทรนพนัธะ α-1,3 ที่ผลิตขึ้นในการยอยสลายเดกซแทรน T-2000, เดกซ-   
แทรนจาก S. sobrinus 6715 และเดกซแทรนพันธะ α-1,3 พบวาเดกซแทรนเนส [α-1,3] 
สามารถยอยสลายเดกซแทรน T-2000, เดกซแทรนจาก S. sobrinus 6715 และเดกซแทรนพันธะ     
α-1,3 ได (รูปที ่ 32) จึงเปนการยนืยนัวาเมื่อชักนาํการสรางเดกซแทรนเนสดวยเดกซแทรนพันธะ 
α-1,3 เดกซแทรนเนสดงักลาวสามารถแสดงแอคติวิตีในการยอยสลายเดกซแทรนพนัธะ α-1,3 
ไดจริง  แตอยางไรก็ตามการชักนําดวยเดกซแทรนพันธะ α-1,3 ดังกลาว เดกซแทรนเนสที่ไดกลบั
มีแอคติวิตีในการยอยสลายเดกซแทรนพันธะ α-1,6 ดวย  ผลดังกลาวแสดงใหเหน็ในเบื้องตนวา
เดกซแทรนเนส [α-1,3] มีความสามารถในการยอยสลายพันธะ α-1,6 ได  

เมื่อตรวจสอบผลิตภัณฑจากการยอยสลายดวยวธิีโครมาโทกราฟแบบของเหลวสมรรถนะ
สูงพบวาผลิตภัณฑที่ไดจากการยอยสลายเดกซแทรนทั้ง 3 ชนิดดวยเดกซแทรนเนส     [α-1,3] 
จาก Arthrobacter sp. AG-2 คือ กลูโคสเพียงชนิดเดียว 
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จากผลการทดลองดังกลาวขางตน ผลิตภัณฑที่ตรวจพบจากการยอยสลายเปนเพียงโอลิ
โกแซ็กคาไรดสายสั้นๆ ซึง่โดยความจรงิอาจมีพอลิแซก็คาไรดขนาดใหญเกิดขึ้นจากการยอยสลาย 
หากแตความสามารถของคอลัมนจะตรวจสอบไดเฉพาะโอลิโกแซ็กคาไรดที่มีขนาดโมเลกุลตํ่าๆ
เทานั้น และพบวาผลิตภัณฑที่ไดจากการยอยสลายเดกซแทรน ดวยเดกซแทรนเนสชนิดตางๆ แม
จะใหผลิตภัณฑที่ตางกนั แตผลิตภัณฑที่ไดตางเปนหนวยยอยซึง่มกีลูโคสเปนองคประกอบทั้งสิ้น 
สอดคลองกับรายงานของ Russel และคณะ ในป 1990 กลาววาเดกซแทรนเนสจาก S. mutans  
Ingbritt เมื่อทําปฎิกริยากบัเดกซแทรนจะใหอนพุันธทีม่ีกลูโคสเปนองคประกอบจําพวกไอโซมอล
โทโอลิโกแซ็กคาไรดเชนเดียวกับรายงานของ Teruo และคณะ ในป 1974 กลาววาเดกซแทรนเน
สจาก Acromobacter sp. เมื่อทําปฏิกริยากับเดกซแทรนพบวาผลิตภัณฑที่ไดจากการตรวจสอบ
โดยวิธีโครมาโทกราฟแบบกระดาษ คือ ไอโซมอลโทส 
 Bo และ Jengen (1996) ตรวจสอบผลิตภัณฑจากการยอยสลายเดกซแทรนดวยเดกซ- 
แทรนเนสจาก Thermomyces lanuginosus ดวยวิธ ี thin layer chromatography พบวา
ผลิตภัณฑที่เกดิขึ้นเปนน้ําตาลกลูโคสเพียงอยางเดียว และพบผลติภัณฑเดียวกนัจากการทํางาน
ของเดกซแทรนเนสจาก Lipomyces lopofer  

นอกจากนีย้ังพบวามีแบคทเีรียอีกหลายชนิดที่ผลิตเดกซแทรนเนสที่เมื่อทําการยอยสลาย
เดกซแทรนแลวไดผลิตภัณฑเปนไอโซมอลโทส 

เมื่อทําการตรวจสอบความสามารถของเดกซแทรนเนสในการยอยสลายไนจีแรน(nigeran) 
ที่ประกอบดวยหนวยของกลูโคสตอกันดวยพนัธะ [α-1,3 สลับกับพนัธะ α-1,4] พบวาทั้ง         
เดกซแทรนเนส [α-1,6] และเดกซแทรนเนส [α-1,3] จาก Arthrobacter sp. AG-2 ไมสามารถ
ยอยสลายไนจแีรนได แสดงใหเหน็วาแมเดกซแทรนเนส [α-1,3] จะมีความสามารถในการยอย
สลายพนัธะ α-1,3 บนสายของเดกซแทรนแตไมมีความจําเพาะในการสลายพันธะ  α-1,3 ที่ปน
อยูกับพนัธะ α-1,4 บนสายของไนจีแรน ดังรูปที ่39 และ 40 
 



บทที่ 5 
 

ขอเสนอแนะงานวจิัย 
 
 การศึกษานี้ เดกซแทรนเนสที่เตรียมไดอาจมีการปนเปอนดวยเดกซแทรนเนสที่เปนชนิด 
α-1,4 และ α-1,2 ได ทั้งนี้เนื่องจากเดกซแทรนจาก Streptococcus sobrinus ที่ใชเปนสารชักนํา
นั้นมีเดกซแทรนที่เปนพันธะ α-1,4 และ α-1,2 ปนอยู    การกําจัดแอคติวิตีของทัง้สองพนัธะนี ้ยงั
ไมสามารถทําไดประกอบกับเอนไซมที่มีความจําเพาะตอพันธะทั้ง 2 ชนิดนั้นนาจะมีปริมาณนอย
เนื่องจากองคประกอบของเดกซแทรนที่มีพันธะทั้งสองนี้มีปริมาณซึ่งนอยกวาทั้ง α-1,6 และ      
α-1,3 มาก       
 การศึกษานี้เปนการดําเนินการโดยอาศัยหลักการวาการที่เอนไซมจะมีความจําเพาะตอ
พันธะใดจะขึ้นกับเดกซแทรนที่ใชชักนําซึ่งการศึกษานี้ใหผลตามหลักการ  แตอยางไรก็ตามสําหรับ
การยืนยันผลโดยตรงนั้นสามารถทําไดโดยการศึกษาผลิตภัณฑที่ไดจากการยอยโดยการวิเคราะห
พันธะ (linkage analysis) ตอไป 
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ภาคผนวก ก 
 
สูตรอาหารและวธิีเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 
 

1. สูตรอาหารสําหรับการเลี้ยงเชื้อ 
1.1 สูตรอาหาร Basal medium 

ในอาหาร 1 ลิตร ประกอบดวย 
ทริปโตน (Tryptone)  20 .0 กรัม 
โซเดียมคลอไรด (NaCl)  2.0 กรัม 

 ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4) 3.0 กรัม 
โพแทสเซยีมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) 2.0 กรัม 
โพแทสเซยีมคารบอเนต (K2CO3)  1.0 กรัม 
แมกนีเซยีมซลัเฟต (MgSO4 •7H2O) 0.12 กรัม 
แมงกานีสซัลเฟต  (MnSO4)  0.015 กรัม 
ซูโครส  (Sucrose)  15.0 กรัม 
นึ่งฆาเชื้อที่ภาวะมาตรฐาน 121oซ ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิว้ เปนเวลา 15 นาที
หมายเหต:ุ ซโูครสทําการอบฆาเชื้อที1่10o ซ ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 
10 นาที เติมลงในอาหารเลี้ยงเชื้อใหไดความเขมขนสุดทายเปน 1.5 เปอรเซ็นตโดย
น้ําหนกั 

 
1.2 สูตรอาหาร Tryptic soy broth 

ในอาหาร 1 ลิตร ประกอบดวย 
Bacto tryptone  17.0 กรัม 

 (Pancreatic Digest of Casein) 
Bacto soy tone  3.0  กรัม 
(Papaic Digest of Soybean Meal) 
Bacto dextose  2.5 กรัม 

 โซเดียมคลอไรด (NaCl) 5.0  กรัม 
ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4) 2.5  กรัม 
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ชั่ง Tryptic soy Broth 30 กรัม ละลายในน้าํกลัน่ (Distill water) 1 ลิตร ผสมใหเปนเนื้อ
เดียวกนั นึ่งฆาเชื้อที่ภาวะมาตรฐาน 121oซ ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิว้ เปนเวลา 15 
นาท ี
 

1.3 สูตรอาหาร Brain heart infusion 
ในอาหาร 1 ลิตร ประกอบดวย 
Calf Brains, Infusion form  200.0 กรัม 

 Beef Heart, Infusion form  250.0 กรัม 
 โปรติโอสเปปโตน (Bacto Proteose Peptone)  10.0 กรัม 
 เดกซโตรส (Bacto Dextose)      2.0  กรัม 
 โซเดียมคลอไรด (NaCl)     5.0 กรัม 
 ไดโซเดียมฟอสเฟต  (Na2HPO4)     2.5 กรัม 
 ชั่ง Brain heart infusion 37 กรัม ละลายในน้าํกลัน่ (Distilled water) 1 ลิตร จากนัน้นึง่

ฆาเชื้อที่ภาวะมาตรฐาน 121oซ ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาท ี
 

1.4 สูตรอาหารของ Yamaguchi 
  ในอาหาร 1 ลิตร ประกอบดวย 
      เดกซแทรนเกรดอุตสาหกรรม 5.0  กรัม 
      พอลิเปปโตน 10.0  กรัม 
 ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4) 2.0  กรัม 
 โพแทสเซยีมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) 1.0  กรัม 
 แมกนีเซยีมซลัเฟต (MgSO4 7H2O)  0.1 กรัม 
 สารสกัดจากยสีต (Yeast extract)  0.1  กรัม 
 โซเดียมคลอไรด (NaCl) 30.0  กรัม 

ปรับความเปนกรด - ดางเริ่มตนที ่ 7.0 นึง่ฆาเชื้อที่ภาวะมาตรฐาน 121oซ ความดัน 15 
ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาท ี
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1.5 สูตรอาหารของ Fukumoto 
ในอาหาร 1 ลิตร ประกอบดวย 
เดกซแทรนเกรดอุตสาหกรรม  10.0  กรัม 

      โซเดียมไนเตรต (NaNO3) 2.0  กรัม 
 ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4) 2.0  กรัม 
 โพแทสเซยีมคลอไรด (KCl) 0.5  กรัม 
 แมกเนเซยีมซลัเฟต (MgSO4 7H2O)  0.5 กรัม 
 เฟอรรัสซัลเฟต (FeSO4) 0.005 กรัม 
 สารสกัดจากยสีต (Yeast extract)  2.0  กรัม 

ปรับความเปนกรด - ดางเริ่มตนที ่ 4.0 นึง่ฆาเชื้อที่ภาวะมาตรฐาน 121oซ ความดัน 15 
ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาท ี
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ภาคผนวก ข 
 

สารเคมีทีใ่ชในการทดลอง 
 

1. การเตรียมสารละลายสําหรบัวิเคราะหปริมาณน้าํตาลรดีิวซโดยวธิี Somogyi-Nelson  
(Somogyi, 1952) 

 
1.1 สารละลายอัลคาไลนคอปเปอร (Alkaline Copper reagent) 

ละลายโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต 71 กรัม และโซเดียมโพแทสเซยีมทารเทรต 40.0 กรัม 
ในน้าํกลัน่ 700 มิลลิลิตร เติมโซเดียมไฮดรอกไซดที่มีความเขมขน 1.0 นอรมัล  ลงไป 100 
มิลลิลิตรและเติมสารละลายคอปเปอรซัลเฟตที่มีความเขมขน 10 เปอรเซ็นตโดยน้าํหนักลงไป 80 
มิลลิลิตร ผสมใหเขากนัและทําใหรอน จากนัน้เติมโซเดียมซัลเฟต 180 กรัม  ละลายใหเขากนัและ
ปรับปริมาตรสุดทายเปน 1,000 มิลลิลิตร ดวยน้ํากลั่น เก็บในขวดสชีา ตั้งทิ้งไวทีอุ่ณหภูมิหอง 24 
ชั่วโมง 
 

1.2 สารละลายเนลสัน (Nelson reagent) 
ละลายแอมโมเนียมโมลิบเดต 53.2 กรัม ในน้าํกลัน่ 900 มิลลิลิตร เติมกรดซัลฟูริกเขมขน
ลงไป 21 มิลลิลิตร ผสมใหเขากนั แลวเติมสารละลายโซเดียมอารซิเนตทีม่ีความเขมขน 
12 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนกัลงไป 50 มิลลิลิตร และปรับปริมาตรสุดทายเปน 1,000 
มิลลิลิตร ดวยน้ํากลัน่ เก็บในขวดสีชา  ตั้งทิง้ไวที่อุณหภูมิหอง 24 ชั่วโมง ถามีตะกอนให
กรองออกกอนนําไปใช 

 
2. สารละลายสาํหรับวิเคราะหปริมาณโปรตีน (Lowry’s reagent) 
 

2.1 สารละลาย Lowry A ประกอบดวย 
โซเดียมคารบอเนต (Na2CO3) 60.0 กรัม 
โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH)  12.0  กรัม 
โซเดียมโพแทสเซียมทารเทรต 0.6 กรัม 
น้ํากลัน่ 3000 มิลลิลิตร 
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2.2 สารละลาย Lowry B ประกอบดวย 
คอปเปอรซัลเฟต (CuSO4) 50.0 กรัม 
น้ํากลัน่ 1000 มิลลิลิตร 

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

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

3. การละลายสําหรับการวเิคราะหปริมาณและชนิดของน้ําตาลดวยวธิีโครมาโทกราฟแบบ
ของเหลวสมรรถนะสงู  
 

3.1  สารละลายมาตรฐานภายใน (internal standard) 
   เมธิลแอลฟาดีแมนโนไพราโนไซด 12.5 กรัม 
   เติมน้าํกลัน่ปลอดประจุจนปริมาตรสุดทายเปน  100 มิลลิลิตร 

  ปนดวยเครื่องปนผสมจนละลายหมด กรองผานแผนกรองทีม่ีขนาดรูกวาง 0.45 
ไมโครเมตร เก็บที ่ 4 องศาเซลเซยีส เพื่อเปนสารมาตรฐานภายในสําหรับใชในการวิเคราะห
ปริมาณและชนิดของน้าํตาลโดยวิธีโครมาโทกราฟแบบของเหลวสมรรถนะสงูโดยเติมในอัตราสวน 
ตัวอยาง 200 ไมโครลิตรตอสารละลายมาตรฐาน 5 ไมโครลิตร 
 
 3.2  สารละลายมาตรฐานน้าํตาลกลูโคส, ไอโซมอลโทส และ ไอโซมอลโทเททราโอส 
  ซั่งสารดังนี้ กลูโคส, ไอโซมอลโทส และ ไอโซมอลโทเททราโอส ชนิดละ 1 กรัม เติมน้ํากลั่น
ปลอดประจุลงในน้ําตาลแตละชนิดใหมีปริมาตรเปน 10 มิลลิลิตร ปนดวยเครื่องปนผสมจนละลาย
หมดกรองผานแผนกรองทีม่ีขนาดรูกวาง 0.45 ไมโครเมตร เก็บที่ 4 องศาเซลเซียสเพื่อใชเปนสาร
มาตรฐาน 
 
 3.3 สารละลายอะซิโตไนไตรทเขมขน 70 เปอรเซ็นต (โดยปริมาตร)ในน้ํา 
  อะซิโตไนไตรท  70 มิลลิลิตร 
  น้ํากลัน่ปลอดประจุ 30 มิลลิลิตร 
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  กรองผานแผนกรองที่มีขนาดรู 0.45 ไมโครเมตร กําจัดอากาศออกดวยเครื่องกาํเนิดเสียง
ความถี่สูงจนกระทั่งไมเหลอืฟองอากาศ 
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ภาคผนวก ค 
 

กราฟมาตรฐาน 
 
1. กราฟมาตรฐานน้ําตาลรีดิวซเมื่อวเิคราะหดวยวิธี Samogi-Nelson 
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รูปที่ 41 กราฟมาตรฐานแสดงคาการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 520 นาโนเมตร กับน้าํตาล
กลูโคสความเขมขน 0-200 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
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2. กราฟมาตรฐานโปรตนีเมือ่วิเคราะหดวยวิธ ีLowry 
 
 
 

 
 
รูปที่ 42 กราฟมาตรฐานแสดงคาการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร กับโปรตีน
มาตรฐาน โบวีนซีร่ัมอัลบูมนิ ความเขมขน 0-200 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
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3. กราฟมาตรฐานน้ําตาลกลูโคสเมื่อวิเคราะหดวยวธิีโครมาโทกราฟแบบของเหลวสมรรถนะสงู 
 
 

y = 0.0317x
R2 = 0.9953
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รูปที่ 43 กราฟมาตรฐานระหวางปริมาณกลูโคสกับอัตราสวนระหวางพื้นที่ใตกราฟของกลูโคสตอ
เมธิลแอลฟาดกีลูโคไพราโนไซด ที่ไดจากการวิเคราะห็ดวยวิเคราะหดวยวิธีโครมาโทกราฟแบบ
ของเหลวสมรรถนะสงู 
 

หาความเขมขนของกลูโคสไดจากการนําอตัราสวนระหวางพื้นที่ใตกราฟของกลูโคสและ
เมธิลแอลฟาดกีลูโคไพแรนโนไซดที่ไดจากการวิเคราะหดวยวิธโีครมาโทกราฟแบบของเหลว
สมรรถนะสงูมาแทนคาในสมการเสนตรง ดังนี ้
พื้นที่ใตกราฟ  = ความชันของกราฟมาตรฐาน x ปริมาณกลูโคส 
โดยที่ ความชนัของกราฟมาตรฐาน  = 0.0317 
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2. กราฟมาตรฐานน้าํตาลไอโซมอลโทสเมื่อวเิคราะหดวยวธิีโครมาโทกราฟแบบของเหลว
สมรรถนะสงู 
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R2 = 0.9961
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รูปที่ 44 กราฟมาตรฐานระหวางปริมาณไอโซมอลโทสกบัอัตราสวนระหวางพื้นที่ใตกราฟของไอโซ
มอลโทสและเมธิลแอลฟาดกีลูโคไพราโนไซด ที่ไดจากการวิเคราะห็ดวยวิเคราะหดวยวิธีโครมาโท-
กราฟแบบของเหลวสมรรถนะสูง  
 

หาความเขมขนของไอโซมอลโทสไดจากการนําอัตราสวนระหวางพืน้ที่ใตกราฟของไอโซ
มอลโทสและเมธิลแอลฟาดกีลูโคไพราโนไซดที่ไดจากการวิเคราะหดวยวิธีโครมาโทกราฟแบบ
ของเหลวสมรรถนะสงูมาแทนคาในสมการเสนตรง ดงันี ้
พื้นที่ใตกราฟ  = ความชันของกราฟมาตรฐาน x ปริมาณไอโซมอลโทส 
โดยที่ ความชนัของกราฟมาตรฐาน  = 0.0323 
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5.กราฟมาตรฐานไอโซมอลโทไทรโอสเมื่อวิเคราะหดวยวิธีโครมาโทกราฟแบบของเหลวสมรรถนะ
สูง 
 
 

y = 0.0307x
R2 = 0.9948
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รูปที่ 45 กราฟมาตรฐานระหวางปริมาณไอโซมอลโทไทรโอสกับอัตราสวนระหวางพืน้ที่ใตกราฟ
ของไอโซมอลโทไทรโอสและเมธิลแอลฟาดกีลูโคไพราโนไซด ที่ไดจากการวิเคราะหดวยวิธีโคร-
มาโทกราฟแบบของเหลวสมรรถนะสูง 
 

หาความเขมขนของไอโซมอลโทไทรโอสไดจากการนาํอัตราสวนระหวางพืน้ที่ใตกราฟของ
มอลโทไทรโอสและเมธิลแอลฟาดีกลูโคไพราโนไซดที่ไดจากการวิเคราะหดวยวิธีโครมาโทกราฟ
แบบของเหลวสมรรถนะสงูมาแทนคาในสมการเสนตรง ดังนี ้
พื้นที่ใตกราฟ  = ความชันของกราฟมาตรฐาน x ปริมาณไอโซมอลโทไทรโอส 
โดยที่ ความชนัของกราฟมาตรฐาน  = 0.0307 
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6.กราฟมาตรฐานไอโซมอลโทเททราโอสเมื่อวิเคราะหดวยวธิีโครมาโทกราฟแบบของเหลว
สมรรถนะสงู 
 
 

y = 0.0146x
R2 = 0.9962
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รูปที่ 46 กราฟมาตรฐานระหวางปริมาณไอโซมอลโทเททราโอสกับอัตราสวนระหวางพืน้ที่ใตกราฟ
ของไอโซมอลโทเททราโอสและเมธิลแอลฟาดีกลูโคไพราโนไซดที่ไดจากการวเิคราะหดวยวิธีโคร-
มาโทกราฟแบบของเหลวสมรรถนะสูง 
 

หาความเขมขนของไอโซมอลโทเททราโอสไดจากการนําอัตราสวนระหวางพืน้ที่ใตกราฟ
ของไอโซมอลโทเททราโอสและเมธิลแอลฟาดีกลูโคไพราโนไซดที่ไดจากการวเิคราะหดวยวิธีโคร-
มาโทกราฟแบบของเหลวสมรรถนะสูง มาแทนคาในสมการเสนตรง ดงันี ้
พื้นที่ใตกราฟ  = ความชันของกราฟมาตรฐาน x ปริมาณไอโซมอลโทเททราโอส 
โดยที่ ความชนัของกราฟมาตรฐาน  = 0.0146 
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ประวัติผูเขยีน 
 
 นางสาว นนัทดิา วานิชวงศวรรณ เกิดวนัที่ 3 ตุลาคม พ.ศ. 2521 ทีจ่ังหวัดกรุงเทพฯ ไดรับ
ปริญญาวิทยาศาสตรบัณฑิต สาขาชวีวทิยา คณะวทิยาศาสตร มหาวทิยาลัยมหิดล ในป
การศึกษา 2542 เขารับการศึกษาตอในข้ัน ปริญญามหาบัณฑิต สาขาจลุชีววทิยาทาง
อุตสาหกรรม ภาควิชาจุลชีววทิยา คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลยั ในปการศึกษา 
2543 ที่อยูปจจุบัน 14/1 ซอยกรุงเทพฯ-นนท 5 ถนนกรงุเทพฯ-นนท เขต บางซื่อ กรุงเทพฯ 10800 
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