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แบคทีเรียสายพันธุ AG-2 ที่คัดแยกไดจากดิน จ.นนทบุรี มีความสามารถในการผลิต    
เดกซแทรนเนสได และใหแอคติวิตีเทากับ 2.446 หนวยตอมิลลิลิตร เมื่อทําการจัดจําแนกเชื้อดวย
การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาและทางชีวเคมี ประกอบกับการทํา 16 เอสไรโบโซมัลดีเอ็นเอ 
พบวาเชื้อแบคทีเรีย AG-2 นี้จัดอยูในกลุมของ Arthrobacter sp. หลังทําการกลายพันธุดวยแสง
อัลตราไวโอเลตจํานวน 3 รอบ  สามารถคัดเลือกสายพันธุกลาย CU15 ซ่ึงใหแอคติวิตีเทากับ 3.201
หนวยตอมิลลิลิตร  จากนั้นทําการกลายพันธุตอดวย NTG (N-methyl-N’-nitro-N-nitrosoguanidine) 
ที่ความเขมขน 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เปนเวลา 5-60 นาทีที่ 37 องศาเซลเซียส เปนจํานวน 4
รอบ ไดสายพันธุกลาย CUN4-10 ซ่ึงใหแอคติวิตีของเดกซแทรนเนสเทากับ 4.530 หนวยตอ
มิลลิลิตร  แตเชื้อนี้มีความเสถียรที่ไมดี เมื่อเปรียบเทียบกับสายพันธุ CUN26 ที่ไดจากการกลายพันธุ
ดวยการฉายแสงอัลตราไวโอเลต 3 รอบและสาร NTG 1 รอบ  พบวาเชื้อมีความเสถียรที่ดีคือ ความ
สามารถในการผลิตเดกซแทรนเนสไมลดลงหลังการถายเชื้อครบ 30 คร้ัง  เมื่อทําการปรับปรุงสูตร
อาหารและสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเดกซแทรนเนส โดยสายพันธุ CUN26 สามารถทําใหการ
ผลิตเดกซแทรนเนสเพิ่มขึ้นได 2.50 เทา โดยจะมีแอคติวิตีเทากับ 6.276 หนวยตอมิลลิลิตร และเมื่อ
ทําการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซม พบวา ที่ 0.05 โมลารฟอสเฟตบัฟเฟอร 
คาความเปนกรด-ดางเทากับ 6.5 อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เอนไซมจะทํางานไดดีที่สุด  โดย
เอนไซมจะมีความเสถียรตอความเปนกรด-ดาง อยูในชวงกวางคือ 5.0-9.0 เสถียรตออุณหภูมิไดถึง
45 องศาเซลเซียส  และมีคา Km เทากับ 2.796 ไมโครโมลาร
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The bacterium AG-2 originally isolated from soil sample in Nontaburi province was 
capable of producing dextranase at 2.446 units/ml. The strain was classified by morphological 
and biochemical characteristics including 16S rRNA gene sequencing as Arthrobacter sp. After 3 
rounds of UV exposure for 80-120 sec, a mutant strain designated CU15 was isolated that capable 
of producing dextranase at 3.201 unit/ml.  Further treatment of cell suspension thereof with 50    
µg/ml of NTG (N-methyl-N-nitro-N-nitrosoguanidine) for 5-60 min at 37oC, yielded in a number 
of mutants with high dextranase activities after four rounds of treatment. The highest producing
strain, CUN4-10, gave the dextranase activity of 4.530 units/ml. However, this organism failed to 
showed its stability toward dextranase production meanwhile strain CUN26, obtained 3 rounds of 
UV exposure and 1 round of NTG treatment respectively, was quite stable by giving 
approximately the same dextranase activity after 30 rounds of subculture. Under the optimal 
conditions for dextranase production, strain CUN26 was able to produce 6.276 units of dextranase 
per ml, or a 2.50-fold increase after appropiate mutation and medium optimization. Optimal
conditions for dextranase activity were at 50oC, pH 6.5 in 0.05 M phosphate buffer. The enzyme 
produced exhibit stability to pH from 5.0 to 9.0 and to temperature up to 45oC. The enzyme had
an apparent Km value for dextran T-2000 of 2.796 µM.
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บทนํา

สุขภาพชองปากมีความสําคัญอยางยิ่งตอรางกาย  เนื่องจากชองปากเปนแหลงที่พบการติด
เชื้อไดบอยที่สุดแหลงหนึ่ง  การติดเชื้อของชองปากสวนใหญมักเกิดกับฟน  การติดเชื้อนี้สามารถ
ลุกลามไปยังบริเวณใกลเคียง  ไดแก ใบหนาและคอ  หรือลุกลามไกลออกไปจากแหลงติดเชื้อเขาสู
ภายในกะโหลกศรีษะหรือลงสูชวงอก ซ่ึงจะกอใหเกิดอันตรายกับผูปวยได (Schuster, 1983)

ชองปากแมจะมีพื้นที่เล็กเมื่อเทียบกับรางกาย  แตมีหนาที่ที่สําคัญคือ เปนทางนําอาหารเขา
สูรางกายและทําหนาที่บดเคี้ยวอาหารเพื่อใหยอยงายข้ึนกอนการยอยตอที่กระเพาะและลําไส  เนื่อง
จากชองปากเปนที่กักเก็บเชื้อแบคทีเรียไวจํานวนมาก  จึงสามารถติดเชื้อและกอโรคไดหลายชนิด 
เชน แผลชนิดตางๆ มะเร็ง ฟนผุ และโรคปริทันต  และยังกอปญหาดานกลิ่นปาก  ซ่ึงอาจเกิดจากใน
ปากเอง  หรือทางเดินอาหาร และทางเดินหายใจ  ปจจุบันพบวามีผลิตภัณฑที่ผลิตขึ้นเพื่อใชกับชอง
ปากจํานวนมาก  ทําความร่ํารวยใหกับผูผลิตมากมาย ที่รูจักกันมากที่สุดก็คงเปนยาสีฟน  ยาบวน
ปาก  และผลิตภัณฑที่ใชทําความสะอาดฟน  ไดแก แปรงสีฟนชนิดตางๆ ไมจิ้มฟน ดายขัดฟน  
และอ่ืนๆ  จุดมุงหมายของการใชผลิตภัณฑเหลานี้ก็เพื่อ กําจัดสิ่งสกปรก  ใหมีฟนที่ขาวสะอาด ไม
มีกล่ินปาก มีเหงือกที่แข็งแรง ไมมีโรคปริทันต และไมเกิดฟนผุ โรคปริทันตและโรคฟนผุจัดเปน
ปญหาที่สําคัญของคนทั่วไปเนื่องจากบั่นทอนสุขภาพของรางกาย  นําความเจ็บปวดมาสูผูปวยแลว  
ยังทําใหเกิดความสูญเสียทางดานเศรษฐกิจอีกดวย

จุลินทรียในชองปาก
ตามปกติภายในชองปากจะมีจุลินทรียอยู เปนจํานวนมาก มีทั้งแบคทีเรียที่ตองการ

ออกซิเจน (aerobes) และไมตองการออกซิเจน (anaerobes) แบคทีเรียแกรมบวก (gram-positive 
bacteria) แบคทีเรียแกรมลบ (gram-negative bacteria)  สไปโรขีด (spirochete)  ฟวซิฟอรม แบซิไล 
(fusiform bacilli)  แลคโตแบซิไล (lactobacilli) และสเตรปโตคอกไค (streptococci)  โดยสองชนิด
หลังนี้มีบทบาทที่สําคัญตอการกอใหเกิดฟนผุ (Burnett และ Scherp, 1962; Melville และ Russell, 
1981)

โดยทั่วไปจุลินทรียตางๆ ที่อยูในชองปากจะมีบทบาทเสริมหรือตานซึ่งกันและกัน  ทําให
ชองปากคงสภาพปกติ ไมเกิดโรค  ตราบเทาที่มีความสมดุลของปริมาณและสัดสวนของจุลินทรีย
ในชองปาก  แตหากมีภาวะที่ทําใหจุลินทรียในชองปากเกิดความไมสมดุล เชนเกิดการเจริญของ
แบคทีเรียตัวใดตัวหนึ่งมากกวาปกติ  จุลินทรียที่ปกติไมกอโรค ก็อาจทําใหเกิดโรคได  จุลินทรียใน
ชองปากที่มีความสําคัญในดานนี้คือ  จุลินทรียที่กอใหเกิดโรคฟนผุ  ไดแกพวกที่สามารถผลิตกรด
อินทรียได (Macfarlane และคณะ, 1999)
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โรคในชองปากที่พบและเปนปญหามาก คือ โรคฟนผุ  ซ่ึงเกิดจากคราบจุลินทรีย 
(microbial plaque)

คราบจุลินทรีย (Noltel, 1973; Wolinsky, 1988)
หมายถึงแผนคราบบนผิวฟนที่มีจุลินทรียเปนสวนประกอบที่สําคัญ  ที่เหลือเปนพวกสาร

อินทรีย  และสารอนินทรีย  มีลักษณะ นุม หนืด ยึดติดกับผิวเคลือบฟน  คราบจุลินทรียเกิดไดทุกๆ
แหงในปากโดยเฉพาะ  บนสวนที่แข็ง ไมคอยเคลื่อนไหว ล้ินกวาดไปไมถึงและทําความสะอาดไม
ไดเพียงพอ  เชนบนผิวฟน ซอกฟน ฟนปลอม  และบนวัสดุอุดฟน  คราบจุลินทรียที่เกิดขึ้นนี้จะพบ
วาประกอบดวยแบคทีเรียตางชนิดกันไป  และคราบจุลินทรียนี้มีแบคทีเรียเปนสวนใหญ บางครั้ง
อาจเรียกวา คราบแบคทีเรีย หรือคราบฟน (dental plaque)  ประกอบดวยแบคทีเรีย ประมาณ 70-80 
เปอรเซ็นต ที่สําคัญไดแกพวก Streptococcus, Actinomyces, Neisseria และ Bacteroids  นอกจากนี้
ก็จะมรีา โปรโตซัว และไวรัสเล็กนอย ในระยะเริ่มของคราบจุลินทรีย  แบคทีเรียที่พบมากที่สุดคือ 
กลุมของ Streptococcus ซ่ึงสามารถผลิตกรดอินทรียได และเปนสาเหตุใหเกิดฟนผุ อยางไรก็ตาม 
สัดสวนของจุลินทรียในคราบฟนนี้จะแตกตางกันไปตามความเกาและตําแหนงของคราบจุลินทรีย

การสรางคราบจุลินทรีย (Hamada และ Slade, 1980; Gibbons และ Van Houte, 1980)
คราบจุลินทรียจะประกอบดวย เยื่อฉาบฟน  แบคทีเรีย  และอาหาร  ที่สําคัญคือโปรตีนและ

คารโบไฮเดรต แบงการเกิดคราบจุลินทรียเปน 2 ระยะ คือ

1. การเกาะของแบคทีเรียกับฟน  โดยแบคทีเรียจะตองมีการยึดใหคงอยูกับฟนแลวจึงมีการ
แบงตัวเพิ่มจํานวน  วิธีการเกาะของแบคทีเรียกับฟนมี 2 วิธีคือ วิธีแรกคืออาศัยอันตรกิริยาไฟฟา
สถิตย (electrostatic interaction) โดยปกติผิวของฟนที่แหงและสะอาดจะมีประจุลบ โปรตีนที่อยู
บนผนังเซลลของแบคทีเรียก็จะมีประจเุปนลบ  การยึดจะตองมีไอออนบวกเปนสะพานซึ่งไอออน
นั้นก็คือแคลเซียม (รูปที่ 1)  ในการยึดใหติดแนนนั้นแบคทีเรียจะตองใชสวนของเซลล 
(appendages) ยื่นออกมาชวยจับกับผิวฟนอีกแรงหนึ่งดวย  วิธีที่ 2 คือบนผิวของฟนจะมีหนวยรับ
(receptor) ซ่ึงจะยึดไดพอเหมาะกับโปรตีนที่อยูบนผิวของแบคทีเรีย  เปนแบบแมกุญแจกับลูก
กุญแจ (รูปที่ 1)
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รูปท่ี 1 การเกาะของแบคทีเรียกับฟน ก. โดยมีแคลเซียมเปนสะพาน, ข. โดยวิธีแมกุญแจกับลูก
กุญแจ (พวงเพ็ชร เดชะประทุมวัน, 2536)

2. การแบงตัวอยางรวดเร็วของแบคทีเรีย และ การขยายตัวเปนคราบจุลินทรียบนฟน
ในระยะแรกแบคทีเรียจะเริ่มแบงตัวเรียงตอกันเปนเซลลช้ันเดียว เรียงเซลลตอเซลล  หรือมี

การแบงตัวเปนกลุมเล็กๆ  ซ่ึงการแบงตัวนี้จะเกิดไดในเวลา 2-3 ช่ัวโมง  แบคทีเรียในกลุม
Streptococcus จะเจริญไดดีและเร็ว  โดยเฉพาะเชื้อ Streptococcus mutans  แบคทีเรียในกลุมนี้จะมี
เอนไซมกลูโคซิลทรานสเฟอเรส (glucosyltransferase) หรือ เดกซแทรนซูเครส (dextransucrase)
ซ่ึงเรงปฏิกิริยาการเปลี่ยนซูโครสเปนพอลิเมอรของกลูโคสหรืออีกชื่อหนึ่งคือเดกซแทรน พรอมกับ
ปลดปลอยฟรักโทสอิสระออกมาดวย (Cole,1977; Van Houte และ Russo,1986)  ดังสมการนี้

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

เดกซแทรนเปนโฮโมพอลิเมอรของกลูโคสที่มีหนวยของกลูโคสตอกันดวยพันธะแอลฟา-1,6-ไกล
โคสิดิก  นอกจากนี้เดกซแทรนยังมีสายที่แตกแขนงออกไปจากสายหลักดวยพันธะแอลฟา-1,3-ไกล
โคสิดิกดวย (รูปที่ 2)  ประกอบกับน้ําหนักโมเลกุลที่สูงจึงทําใหเดกซแทรนละลายน้ํายากและมี
ลักษณะเหนียวหนืดสามารถจับกับผิวฟนได  และลักษณะเหนียวนี้ยังทําหนาที่เปนกาวยึดคราบ
จุลินทรียใหติดกับฟนดวย นอกจากนั้นเดกซแทรนเหลานี้ยังจับกับไกลโคโปรตีนในน้ําลายและเศษ
อาหารตางๆเขาไวดวยทําใหเกิดเปนคราบฟน (plaques)  สงผลใหจุลินทรียตางๆจับเกาะบนผิวฟน
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ไดเพิ่มมากขึ้น  และยังเปนแหลงอาหารและพลังงานที่สําคัญของแบคทีเรียนอกเหนือจากอาหารที่
ไดจากภายนอก (Guggenheim, 1970)

รูปท่ี 2 โครงสรางของเดกซแทรน (Glazer และ Nikaido, 1995)

คราบจุลินทรียและฟนผุ
ฟนผุเกิดจากคราบจุลินทรีย แบคทีเรียในคราบจุลินทรียจะสรางกรดอินทรียหลายชนิด

กรดที่สําคัญคือ กรดแลคติค  ซ่ึงกรดนี้สามารถสลายอะพาไทดที่เคลือบฟนและเนื้อฟน โดย
กระบวนการ demineralization   ทําใหเกิดการสูญเสียเนื้อฟนที่เรียกวา ฟนผุ (รูปที่ 3 และ 4)

รูปท่ี 3 แสดงกระบวนการเกิดฟนผุ (Silverstone และคณะ, 1981)
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รูปท่ี 4  ปจจัยที่กอใหเกิดฟนผุและกระบวนการเกิดฟนผุ (Silverstone และคณะ, 1981)
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แบคทีเรียหลายพันธุในคราบจุลินทรียสามารถสรางกรดไดเมื่อมี คารโบไฮเดรต จุลินทรีย
ที่มีความสําคัญมาก คือ Streptococcus mutans และ Lactobacilli สําหรับ Streptococcus mutans นั้น
พบวามีความสามารถในการผลิตกรดไดอยางรวดเร็ว และยังสรางเดกซแทรนทําใหจับกับแบคทีเรีย
อ่ืนๆได เดกซแทรนนี้เปนแหลงอาหารและแหลงพลังงานใหแกแบคทีเรียดวย (McGhee และ
Michalek, 1981)  ความเปนกรดของคราบจุลินทรียนั้นพบวากอนรับประทานอาหารจะมีคาความ
เปนกรด-ดางเทากับ 6.5-7 หลังจากรับประทานอาหารคาความเปนกรด-ดางจะลดลงอยางรวดเร็ว
และจะมีระยะหนึ่งที่จะมีคาต่ํากวา 5.5 ซ่ึงจะเปนอันตรายตอเคลือบฟน เรียกคาความเปนกรด-ดางนี้
วา คาความเปนกรด-ดางวิกฤติ (critical pH)   การลดลงของคาความเปนกรด-ดางจะมากหรือนอย
ขึ้นกับอาหารที่รับประทาน  ถาเปนพวกน้ําตาล  โดยเฉพาะน้ําตาลซูโครสคาความเปนกรด-ดางจะ
ลดลงอยางรวดเร็ว และมีคาต่ํามาก  ทําใหเคลือบฟนออนตัวและสลายออกมาไดงายเรียกวา
demineralization  เมื่อมีความกวางและลึกมากขึ้นก็จะกลายเปนฟนผุในเวลาตอมา (Burnett และ
Scherp, 1962; Schachtele, 1982)

แบคทีเรียในคราบจุลินทรียสามารถสรางกรดไดชาหรือเร็ว  มากนอยตางกัน  พวก
Streptococci, Lactobacilli, Actinomyces และยีสต จะเปนพวกที่สามารถสรางกรดไดมาก โดย
เฉพาะ Streptococci จะสรางกรดไดมากและเร็วกวาจุลินทรียอ่ืนๆ (Loeache, 1986) ในคนที่มีอัตรา
การเกิดฟนผุสูงจะพบปริมาณของ Streptococcus mutans ในน้ําลายและในคราบจุลินทรียสูงกวาใน
คนที่มีอัตราการเกิดฟนผุต่ํา  ฟนผุในคนไมไดเกิดจากแบคทีเรียชนิดเดียว  เปนการทํางานรวมกัน
ของแบคทีเรียหลายชนิด ดังตารางที่ 1

ตารางที่ 1 แบคทีเรียที่พบเปนสาเหตุของการเกิดฟนผุ (จิรพันธ พันธวุฒิกร, 2542)
แบคทีเรียชนิดพึ่งออกซิเจน แบคทีเรียชนิดไมพึ่งออกซิเจน
แบคทีเรียแกรมบวกรูปกลม
Streptococcus pyogenes
Streptococcus viridans
Streptococcus mutans
Streptococcus salivarius
Streptococcus milleri
Streptococcus intermedius
Streptococcus sanguis
Streptococcus mitis
Streptococcus pneumoniae
Enterococcus faecalis

แบคทีเรียแกรมบวกรูปกลม
Streptococcus sp.
Peptostreptococcus sp.
Peptostreptococcus anaerobius
Peptostreptococcus micros
Peptococcus sp.
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ตารางที่ 1 แบคทีเรียที่พบเปนสาเหตุของการเกิดฟนผุ (จิรพันธ พันธวุฒิกร, 2542) (ตอ)
แบคทีเรียชนิดพึ่งออกซิเจน แบคทีเรียชนิดไมพึ่งออกซิเจน
แบคทีเรียแกรมบวกรูปกลม
Staphylococcus epidermidis
Staphylococcus aureus
แบคทีเรียแกรมลบรูปกลม
Moraxella
Neisseria sp.
แบคทีเรียแกรมบวกรูปแทง
Lactobacillus sp.
Corynebacterium

แบคทีเรียแกรมลบรูปแทง
Klebsiella-Enterobacter sp.
Escherichia coli
Eikenella

แบคทีเรียแกรมลบรูปกลม
Veillonella paruvia

แบคทีเรียแกรมบวกรูปแทง
Actinomyces sp.
Actinomyces israelii
Bifidobacterium sp.
Lactobacillus sp.
Eubacterium sp.
แบคทีเรียแกรมลบรูปแทง
Prevotella sp.
Porphyromonas sp.
Bacteroides sp.
Fusobacterium nucleatum
Leptotrichia buccalis
Capnocytophaga sp.

เมื่อคนบริโภคอาหารที่มีน้ําตาลเขาไป โดยเฉพาะน้ําตาลซูโครสที่รูจักกันในชื่อ น้ําตาล
ทราย      จุลินทรียที่ปนเปอนและกักในคราบฟนจะใชน้ําตาลเปนแหลงพลังงานและคารบอน  จาก
นั้นปลดปลอยกรดอินทรียออกมา  เชน กรดแลคติค กรดอะซิติค และกรดโปรพิออนิค เปนตน  ซ่ึง
กรดอินทรียเหลานี้จะไปกัดกรอนเคลือบฟนและผิวฟน (demineralization) ทําใหเกิดฟนผุในที่สุด
(Melville และ Russell,1981; Thytrup และ Fejerkov,1986)

สําหรับน้ําตาลซูโครสหรือน้ําตาลทรายนั้นมักนิยมนํามาใชในการปรุงอาหารชนิดตางๆ
มากกวาน้ําตาลชนิดอื่น  เนื่องจากราคาถูก  หางายและมีรสชาดเปนที่ถูกใจ  นอกจากนี้ในประเทศ
ไทยนั้นน้ําตาลทรายเกือบทั้งหมดไดมาจากออยซ่ึงเปนพืชเศรษฐกิจราคาถูกในประเทศดวย  ดังนั้น
จึงยังพบปญหาของฟนผุในกลุมประชากรโดยตลอด
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การปองกันฟนผุ
มีหลักการสําคัญ คือ การเพิ่มความตานทานใหกับฟน  การปองกันการเกิดกรดในคราบฟน  

และการควบคุมจุลินทรียในคราบฟน  โดยวิธีการปองกันฟนผุนั้นมีอยูดวยกันหลายวิธี (Macfarlane 
และคณะ, 1999)
1. การใชสารฟลูออไรด (Wolinsky, 1988; Burnett และ Schuster, 1978) โดยมีใชกันมานานและ
ใชกันอยางแพรหลาย  มักใชในรูปของการเติมลงในน้ําดื่มและผสมในยาสีฟน  โดยกลไกใน
การลดฟนผุ คือจะชวยเพิ่มความทนทานของเคลือบฟนตอกรด โดยฟลูออไรดจะเขาทําปฏิกิริยากับ
หมูไฮดรอกซี ของไฮดรอกซีอะพาไทดที่เปนองคประกอบของฟน  เกิดเปนฟลูออโรอะพาไทดที่
แข็งแรงและทนตอการละลายในกรด  และฟลูออไรดยังมีความสามารถในการยับยั้งเอนไซมอีนอล
เลส (enolase)  ซ่ึงเปนเอนไซมในการเปลี่ยนกรดฟอสโฟกลีเซอริคเปนฟอสโฟอีนอลไพรูเวท  ซ่ึง
จะเปลี่ยนเปนกรดแลคติคตอไป  และยังสามารถยับยั้งการซึมของน้ําตาลกลูโคสเขาเซลลแบคทีเรีย  
ทําใหแบคทีเรียไมมีการสังเคราะหไกลโคเจนภายในเซลลไดจึงทําใหอัตราการเกิดฟนผุลดลง  การ
ใชฟลูออไรดมากเกินไปอาจทําใหเกิดผลขางเคียงได  ผลพิษของฟลูออไรดมีทั้งชนิดเฉียบพลันและ
เร้ือรัง  ชนิดเฉียบพลันนั้นพบนอย อาการที่พบมักเกี่ยวกับระบบทางเดินอาหาร  โดยจะมีการระคาย
เคืองทางเดินอาหาร และกระเพาะอาหาร  ทําใหมีอาการคลื่นไส  อาเจียน  ทองเดิน   ปวดกลามเนื้อ  
และในเด็กอาจถึงแกชีวิตได  สําหรับชนิดเรื้อรังนั้น  จะทําใหฟนตกกระ (fluosis) เกิดรอยดางดําบน
ฟน  ฟนดานขาดความเงางาม  มีจุดขาว  มีจุดเปนกระเปนทางบนฟน  กระดูกหยาบ  กระดูกงุมงอ
โดยเฉพาะที่หลังและขา  อาจมีอาการทางประสาทรวมดวย
2.   การใชน้ําตาลชนิดอื่นที่ไมใชสารซับสเตรตของเอนไซมกลูโคซิลทรานสเฟอเรส เปน
แหลงใหความหวาน เชน  การใชน้ําตาล sorbitol และ xylitol (Burnett และ Schuster, 1978; 
Melville และ Russell, 1981) ผสมลงในอาหารและหมากฝรั่ง  แตยังมีปญหาในเรื่องของรสชาดและ
ราคาแพง  นอกจากนี้ยังมีการนําเอา saccharin และ cyclamate มาใชดวยแตสารทั้งสองชนิดนี้เปน
อันตรายตอรางกายตอมาจึงหามใช  นอกจากนี้ยังมีการนําสารพวกโปรตีน หรือกรดอะมิโนที่มี
ความหวานมาใชแทนน้ําตาลทราย เชน monellin และ aspartame  (ณฐินี สุวรรณสิงห, 2540) แตมี
ขอจํากัดคือ  ไมสามารถใชในอุณหภูมิสูงไดเนื่องจากความรอนจะทําลายโปรตีนซึ่งจะทําใหสูญเสีย
ความหวานไปในที่สุด
3. การใชสารตอตานจุลินทรียซ่ึงมีทั้งที่เปนยาปฏิชีวนะและสารสําหรับฆาเชื้อ  การเลือกยา
ปฏิชีวนะที่ใชนั้นควรเลือกยาที่ใชไดผลอยางกวางขวาง  เชน penicillin,  tetracyclin, erythromycin, 
cephalothin และ bacitracin เปนตน (Burnett และ Schuster, 1978; Melville และ Russell, 1981) แต
มีพึงระวังคือผลขางเคียงที่เกิดจากการใชยา เชน การแพยา หรือการดื้อยาของเชื้อ

สารฆาเชื้อที่ใชกันมากคือ คลอเฮกซิดิน (chlohexidine) ที่ใชเปนน้ํายาบวนปาก (Wolinsky, 
1988; Melville และ Russell, 1981)   ซ่ึงมีผลในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย คือคลอเฮกซิดิน
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จะรวมกับผิวเซลลของแบคทีเรีย  โดยคลอเฮกซิดีนมีประจุบวกจะจับกับฟอสเฟตของกรดไตโคอิก 
( t e ichoic  ac id)  ของแบคที เรียแกรมบวก   และฟอสเฟตในไลโปพอลิแซคคาไรด  
(lipopolysaccharide) ในแบคทีเรียแกรมลบ แตขอเสียของคลอเฮกดีนคือมีรสขมมาก  บางครั้งอาจ
ทําใหตุมรับรสผิดปกติไปหลังใชอมบวนปาก และคลอเฮกซิดีนยังทําใหเกิดคราบสีบนฟน, ล้ิน, ฟน
ปลอม ซ่ึงจะมีสีเหลือง น้ําตาล จนถึงดํา คราบสีนี้การแปรงฟนธรรมดาไมสามารถกําจัดออกได
หมด (พวงเพ็ชร เดชะประทุมวัน, 2536)
4. การใชวัคซีน  โดยการนําเอาเซลลหรือสวนประกอบของเซลลของเชื้อ Streptococcus mutans
ไปทําวัคซีนและฉีดเขาไปในรางกายของคนและสัตวทดลอง  เพื่อดูผลการตอตานฟนผุ (Montville 
และคณะ, 1978; Hamada และ Slade, 1980) แตปญหาของการใชวัคซีนคือ  เซลลของเชื้อมีหลาย
ชนิดที่สามารถกระตุนใหรางกายสรางแอนติบอดีออกมา  แอนติบอดีเหลานี้จะทําใหเกิด cross 
reaction กับกลามเนื้อหัวใจ  ทําใหกลามเนื้อหัวใจอักเสบได (myocarditis)  ซ่ึงเปนอันตรายถึงแก
ชีวิตได
5. การใชสารยับยั้งการทํางานของเอนไซมกลูโคซิลทรานสเฟอเรส เชน น้ําตาลฟรักโทส และ 
pyridoxal-5-phosphate เปนตน (Bowen, 1978) แตสารสวนใหญที่พบยังไมมีประสิทธิภาพที่ดีพอ
และตองใชในปริมาณสูง
6. การใชสารเคลือบฟนไมใหเกิดการจับเกาะเบื้องตน เชน สเปอรมีน (spermine) และสารพวกเล
คติน (Hamada และ Slade, 1980) ทําใหจุลินทรียไมสามารถจับเกาะได  แตวิธีนี้ยังไมไดผลที่ดีนัก
7. การใชเดกซแทรนเนส (Burnett และ Scherp, 1962; Hamada และ Slade, 1980; Melville
และ Russell, 1981; Schachtete, 1982) การใชเดกซแทรนเนสยอยพอลิแซคคารไรดที่ไมละลายน้ํา
ซ่ึงเซลลแบคทีเรียขับออกมาและลดการยึดเกาะของแบคทีเรียบนฟนลง  ขอดีของการนําเอนไซมนี้
มาใช (Barrett, 1986) คือ
- สามารถยอยสลายเดกซแทรนที่ละลาย และไมละลายน้ําได
- ยับยั้งการสรางเดกซแทรนที่ไมละลายน้ําได
- มีผลตอการทํางานและผลิตภัณฑของเอนไซมกลูโคซิลทรานสเฟอเรส
- สามารถลดการรวมตัวกันของเซลล Streptococcus mutans
- ยับยั้งการยึดเกาะของเซลล Streptococcus mutans ในหลอดทดลอง

จากเหตุผลดังกลาว  เดกซแทรนเนสจึงมีความเหมาะสมสําหรับใชในการปองกันฟนผุ

เดกซแทรนเนส
เปน เอนไซมที่มีชื่ อ เ รียกตามระบบการเรียกชื่อ เอนไซมว า  α -1 ,6-g lucan-6-

glucanohydrolase, E.C.3.2.1.11 จัดเปนเอนไซมที่ตองการการชักนํา (inducible enzyme) ของ
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เดกซแทรน  เอนไซมนี้มีความจําเพาะตอการยอยสลายพันธะ แอลฟา-1,6 และพันธะ แอลฟา –1,3 
ที่เช่ือมหนวยยอยของกลูโคสในสายเดกซแทรน  โดยเอนไซมนี้จะยอยสลายพันธะที่เชื่อมหนวย
ของกลูโคสจากปลายดานหนึ่งแลวตัดเขาไปทีละโมเลกุลซ่ึงเปนปฏิกิริยาแบบ exo- หรืออาจยอยที่
จุดใดจุดหนึ่งบนสายเดกซแทรนซึ่งเปนปฏิกิริยาแบบ endo- ทําใหไดสายเดกซแทรนที่ส้ันลง  รูป
แบบการยอยสลายของเอนไซมนี้ขึ้นอยูกับชนิดจุลินทรียที่ผลิตเอนไซม  ผลิตภัณฑที่ยอยไดอาจเปน
โอลิโกเมอร  ไดเมอร  หรือโมโนเมอรของน้ําตาลกลูโคสก็ได

แหลงที่พบเดกซแทรนเนสนี้  พบไดทั้งในเนื้อเยื่อของสัตวเล้ียงลูกดวยนมบางชนิด  และ
จากจุลินทรียกลุมตางๆ  ทั้งเชื้อ รา แบคทีเรีย ยีสต และแอคติโนมัยซีส ดังแสดงในตารางที่ 2

เดกซแทรนเนสที่ผลิตไดจากแบคทีเรียสวนมากจะมีปฏิกิริยาการยอยแบบ exo- ดังนั้นสาย
เดกซแทรนที่ถูกยอยจะใหผลิตภัณฑเปนกลูโคส (Forgarty และ Kelly, 1984) ออกมาและมีผลทําให
ลดการเกาะติดขอแบคทีเรียบนฟนลง  สงผลใหอัตราการเกิดคราบฟนและฟนผุลดลงดวย

ตารางที่ 2  แสดงเชื้อจุลินทรียที่ผลิตเดกซแทรนเนส
เชื้อจุลินทรีย เอกสารอางอิง
แบคทีเรีย
Achromobacter sp.
Arthrobacter sp.
Arthrobacter globiformis
Bacillus circulan
Bacillus megaterium
Bacillus subtilis
Bacteroides sp.
Bacteroides melaninogenicus
Bacteroides ochraceus
Bacteroides oralis
Bacteroides ovatus
Bacteroides thetaiotaomicron
Bifidobacterium sp.
Brevibacterium sp.
Brevibacterium fuscum
Brevibacterium fuscum var dextranlyticum
Capnocytophaga ochracea

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

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

Schachtele และคณะ, 1975
Hattori และ Ishibashi, 1981

Webb และ Spencer, 1983; Koenig, 1989

Forgarty และ Kelly, 1984
Fukumoto และคณะ, 1971
Hattori และ Ishibashi, 1981
Hattori และ Ishibashi, 1981
Mizuno และคณะ, 1999
Wynter และคณะ, 1995
Wynter และคณะ, 1995
Wynter และคณะ, 1995
Wynter และคณะ, 1995
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 ตารางที่ 2  แสดงเชื้อจุลินทรียที่ผลิตเดกซแทรนเนส (ตอ)
เชื้อจุลินทรีย เอกสารอางอิง
Chaetomium virescens
Fusarium moniliforme
Gibberella fukuroi
Hamicola grisea
Paecilomyces lilacinus
Penicillium aculeatum
Penicillium funiculosum
Penicillium lilacinum
Penicillium luteum
Penicillium minioluteum
Penicillium purpurogenum
Penicillium roquefortii
Penicillium verruculosum
Spicaria sp.
Sporotichum asteroides
Verticellium sp.

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

การนําเดกซแทรนเนสมาประยุกตใช
ในป 1969 Leach ไดรายงานไววาในชวงสงครามโลกครั้งที่ 2 มีการนําเดกซแทรนมาใช

เปน blood plasma extender โดยสายเดกซแทรนทั้งหมดนี้เปนหนวยของกลูโคสเรียงตอกัน  และ
เชื่อมกันดวยพันธะแอลฟา-1,6 เปนสวนมาก  โดยเดกซแทรนนี้ไดมาจาก Leuconostoc 
mesenteroides โดยเชื้อนี้จะสรางเดกซแทรนขึ้นจากซูโครสและเดกซแทรนที่ไดนี้มีคุณสมบัติคลาย
กับเดกซแทรนที่เชื้อในกลุม Streptococcus สรางขึ้นในชองปาก  แตมีขนาดใหญเกินกวาที่จะนํามา
ใชเปนพลาสมาสังเคราะหได  ดังนั้นจึงเริ่มมีการวิจัยคนควาเพื่อจะลดขนาดของเดกซแทรนลงมา  
ใหมีขนาดพอเหมาะที่จะนําไปใช  โดยเอนไซมที่ใชไดมาจากเชื้อราหลายชนิด โดยเฉพาะจาก 
Penicillium และ Aspergillus  ตอมาภายหลังจึงมีการนําเดกซแทรนเนสมาประยุกตใชในดานทันต
สาธารณสุข  และนํามาใชแกปญหาในอุตสาหกรรมน้ําตาล  ทําใหเพิ่มประสิทธิภาพของการผลิตน้ํา
ตาลสูงขึ้น (Tilbury, 1971; Jolly และ Prakash, 1987)
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การนําเดกซแทรนเนสไปใชในการปองกันการเกิดคราบฟน
Fitzgerald และคณะ (1968) ไดทําการศึกษาผลของเดกซแทรนเนสจาก Penicillium 

funiculosum ตอการยับยั้งการเกิดฟนผุในหนูแฮมสเตอร  โดยเติมเดกซแทรนเนสลงในอาหารและ
น้ําดื่ม  อาหารที่ใชเล้ียงจะมีซูโครสอยูมาก  พบวาการเติมเดกซแทรนเนสลงไปในน้ําดื่มเพียงอยาง
เดียวจะลดการเกิดฟนผุไดนอยกวาการเติมเดกซแทรนเนสลงไปทั้งในน้ําและอาหาร

Block และคณะ (1969) ไดศึกษาผลการปองกันและรักษาการเกิดคราบฟนและฟนผุในหนู
แฮมสเตอรของเดกซแทรนเนส  พบวาในการปองกันนั้น  สัตวทดลองที่ไดรับเอนไซมจะมีคราบฟน
ลดลงและไมมีฟนผุเลย  ในขณะที่สัตวทดลองชุดควบคุมที่ไมไดรับเอนไซมจะมีคราบฟนมากและ
เกิดฟนผุมาก  ในดานการรักษาเมื่อเล้ียงสัตวทดลองดวยอาหารที่มีน้ําตาลซูโครสสูงเปนเวลา 21 วัน  
จากนั้นเติมเดกซแทรนเนสลงในน้ําใหสัตวทดลองกิน  พบวาภายในเวลา 2 วันคราบฟนจะถูกขจัด
ไปหมดและอัตราการเกิดคราบฟนลดลงดวย

ตอมาในป ค.ศ. 1969 Leach พบวาราสวนมากสรางอะฟลาทอกซิน (aflatoxin) ออกมาใน
สภาวะที่มีการสรางเดกซแทรนเนส  ซ่ึงสงผลใหเกิดอาการแพ  จึงไดเร่ิมมีการนําเดกซแทรนเนส
จากแบคทีเรียมาใชแทน

Schachtele และคณะ (1975) ไดรายงานวาเดกซแทรนเนสจาก Actinomyces isrelii และ 
Bacteroides ochraceus สามารถชวยลดการยึดเกาะของ Streptococcus mutans บนแทงแกวลงได 
80%

นอกจากนี้ในประเทศญี่ปุนมีการเติมเดกซแทรนเนสลงในยาสีฟน  เพื่อใชลดคราบฟนและ
ปองกันฟนผุ ออกจําหนายแลว

ถึงแมจุลินทรียที่สามารถผลิตเดกซแทรนเนสจะมีหลายชนิดก็ตาม  แตเอนไซมที่เหมาะสม
ในการใชขจัดคราบฟน  รวมถึงปองกันการเกิดคราบฟนและฟนผุในชองปากนั้นควรจะมีคุณสมบัติ
ที่เหมาะสมกับสภาวะชองปากของคนดวย เชน สามารถทนตอการเปลี่ยนแปลงคาความเปนกรด-
ดางที่เกิดขึ้นได  และทนตอความเขมขนของเกลือไดสูงเนื่องจากอาหารที่รับประทานเขาไปมีความ
แตกตางกัน  ดังนั้นจุลินทรียที่ผลิตเอนไซมนี้ที่นํามาใชนาจะเปนจุลินทรียที่ทนเค็มไดดวย

จุลินทรียที่แยกไดจากธรรมชาติโดยเฉพาะแบคทีเรีย ตามปกติแลวจะมีความสามารถใน
การผลิตสารที่ตองการไดคอนขางต่ํา  แบคทีเรียที่ผลิตเดกซแทรนเนสไดก็เชนกัน   ดังนั้นกอนที่จะ
นําไปใชในอุตสาหกรรมจะตองมีการเพิ่มประสิทธิภาพในการผลิตเพื่อใหมีผลผลิตที่สูงขึ้น  ซ่ึงโดย
ทั่วไปมักทําการเลือกอาหารและสภาวะที่เหมาะสมตอการเจริญและสรางผลผลิตของจุลินทรีย  แต
การเพิ่มผลผลิตโดยวิธีนี้จะถูกจํากัดโดยความสามารถสูงสุดในการสรางผลผลิตของจุลินทรียซ่ึงถูก
ควบคุมโดยยีน (gene)   ดังนั้นในการเพิ่มประสิทธิภาพการผลิตในอุตสาหกรรม  นอกเหนือจากการ
ปรับปรุงสูตรอาหารและภาวะการผลิตแลว  วิธีการปรับปรุงสายพันธุของจุลินทรียยังเปนสิ่งที่      
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จําเปนและมีความสําคัญตอการเพิ่มผลผลิตอีกดวย กลาวคือสายพันธุของจุลินทรียที่ใชหากมี
ลักษณะพันธุกรรมตามที่ตองการก็จะทําใหกระบวนการผลิตและผลผลิตเปนไปตามที่วางไว    
อยางไรก็ตาม จุลินทรียในธรรมชาติมักตองมีการปรับปรุงเพื่อใหบรรลุถึงวัตถุประสงคดังกลาว  วิธี
การปรับปรุงสายพันธุ (strain improvement) ของจุลินทรียนั้นแบงเปนวิธีการหลัก 3 วิธี  (Baltz, 
1986) คือ

1. การกลายพันธุ (Mutation) เปนวิธีการที่งายและสะดวก  ใชความรูทางพันธุกรรม
ของเชื้อจุลินทรียที่ตองการปรับปรุงนอย  อาศัยเทคนิคที่งายและมีราคาถูก  ประสิทธิภาพของการ 
กลายพันธุขึ้นอยูกับสิ่งที่กอใหเกิดการกลายพันธุและความถูกตองในการคัดเลือกเชื้อ  แตมักใหผล
แบบสุม  ตองมีการคัดเลือกเปนจํานวนมาก

2. Genetic recombination  เปนวิธีที่ตองอาศัยความรูพื้นฐานทั้งทางพันธุกรรมและ
สรีรวิทยาของเชื้อ  รวมถึงคุณสมบัติทางชีวเคมีของเชื้อจุลินทรียที่ศึกษาดวย เชน วิธีการหลอมรวม
โปรโตพลาสต (protoplast fusion) ในแบคทีเรียแกรมลบและยีสต หรือในแบคทีเรีย เชนวิธี 
transformation, conjugation และ transduction

3. Gene cloning เปนวิธีการที่นิยมในปจจุบัน  เปนการปรับปรุงระดับพันธุกรรม  ที่
ตองอาศัยความรูทางพันธุกรรมของเชื้ออยางลึกซึ้ง เปนวิธีที่มีความยุงยาก  เทคนิคตางๆมีความซับ
ซอนและมีราคาแพง เชน การใชเทคนิคทางพันธุวิศวกรรม (genetic engineering) ในการเปลี่ยน
แปลงบริเวณโปรโมเตอร  บริเวณที่เกาะของไรโบโซม  หรือการลดหรือจํากัดเอนไซมที่มีสวนใน
การยับยั้งหรือขัดขวางการสังเคราะหผลิตภัณฑที่ตองการ  เปนตน

การชักนําใหเกิดการกลายพันธุ
การกลายพันธุ  หมายถึง การเปลี่ยนแปลงลักษณะพันธุกรรม  และลักษณะที่เปลี่ยนแปลงนี้

สามารถจะถายทอดจากชั่วอายุหนึ่งไปยังอีกชั่วอายุหนึ่ง  โดยการกลายพันธุแบงออกไดเปน 2 
ระดับ (Snustad และ Simmons, 2000)  คือ
1. การกลายพันธุระดับโครโมโซม (chromosome mutation) คือการกลายพันธุที่เกิดจากการ
เปล่ียนแปลงโครโมโซม อาจจะเปนการเปลี่ยนแปลงโครงสรางของโครโมโซม หรือการเปลี่ยน
แปลงจํานวนโครโมโซม
2. การกลายพันธุระดับยีน (gene mutation หรือ point mutation) คือ การเปลี่ยนแปลงรูปแบบของ
ยีน  ซ่ึงเปนผลมาจากการเปลี่ยนแปลงนิวคลีโอไทดในดีเอ็นเอ  ซ่ึงรวมถึงการแทนที่กันของคูเบส  
และการเพิ่มหรือขาดหายไปของคูเบสซึ่งเปนการกลายพันธุในระดับของยีนในคูเบสเดียวกัน
ของดีเอ็นเอ  ซ่ึงแบงออกเปน 2 ชนิดคือ

2.1 การแทนที่คู เ บส  (base-pa i r  subs t i tu t ion)  คือการแทนที่คู เ บสในสาย                    
พอลินิวคลีโอไทดของดีเอ็นเอ  แบงออกไดเปน 2 ชนิดคือ
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2.1.1 ทรานซิชัน (transition) คือการแทนที่เบสพวกพิวรีนชนิดหนึ่งดวยเบส  
พิวรีนอีกชนิดหนึ่ง  หรือ การแทนที่เบสพวกไพริมิดีนชนิดหนึ่งดวยเบสไพริมิดีนอีกชนิดหนึ่ง  เชน
คูเบส A-T ถูกแทนที่ดวย G-C หรือคูเบส C-G ถูกแทนที่ดวย T-A

2.1.2 ทรานสเวอรชัน (transversion) คือการแทนที่เบสพวกพิวรีนดวยเบสพวก
ไพริมิดีน หรือเบสพวกไพริมิดีนถูกแทนที่ดวยเบสพวกพิวรีน  เชน คูเบส A-T ถูกแทนที่ดวย C-G 
หรือคูเบส A-T ถูกแทนที่ดวยคูเบส T-A เปนตน (รูปที่ 5)

รูปท่ี 5 การเกิดทรานซิชันและทรานสเวอรชัน  (Strickberger, 1985)
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2.2 เฟรมชิฟท มิวเทชัน (frameshift mutation)  คือ การกลายพันธุที่เกิดจากมีการสูญ
เสียนิวคลีโอไทด 1 นิวคลีโอไทดหรือมากกวา หรือ การที่มีนิวคลีโอไทดเพิ่มขึ้นมา 1 นิวคลีโอไทด 
หรือมากกวา หรือมีการเพิ่มหรือขาดหายไปของนิวคลีโอไทด ในสายพอลินิวคลีโอไทดของดีเอ็นเอ  
ทําใหกรอบการอานรหัสพันธุกรรม (reading frame) เปล่ียนแปลงไป (รูปที่ 6)

รูปท่ี 6 การเกิดเฟรมชิฟมิวเทชัน (Strickberger, 1985)
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การเกิดการกลายพันธุ   แบงออกเปน 2 ชนิด (Snustad และ Simmons, 2000) คือ
1. การกลายพันธุที่เกิดขึ้นเองตามธรรมชาติ (spontaneous mutation) ซ่ึงเปนผลมา

จาก รังสี สารเคมี อุณหภูมิ  ที่มีอยูในธรรมชาติ  กระตุนใหเกิดปฏิกิริยาเทาโทเมอริกชิฟท 
(tautomeric shift)  หรือการกอใหเกิดไอออน (ionization) ในโมเลกุลของเบสดีเอ็นเอ  ซ่ึงมีผลทําให
เกิดการแทนที่คูเบสในสายพอลินิวคลีโอไทดของดีเอ็นเอ

อัตราการเกิดการกลายพันธุของสิ่งมีชีวิตแตละชนิดจะแตกตางกันไป และในยีนแตละ
ตําแหนงก็แตกตางกันดวย อัตราการเกิดการกลายพันธุในธรรมชาติคอนขางต่ํา ดังแสดงในตาราง  
ที่ 3

ตารางที่ 3  อัตราการเกิดการกลายพันธุของจีโนมในสิ่งมีชีวิตชนิดตางๆ (Strickberger, 1985)
1 ส่ิงมีชีวิตและลักษณะ 2 การกลายพันธุตอจีโนมตอช่ัวอายุ

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

3×10-9

1×10-8

4×10-10

1×10-9

3×10-9

2×10-7

5×10-8

1×10-6

4×10-8

8×10-8

1×10-6

1×10-5

4×10-6

4×10-5
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ตารางที่ 3 อัตราการเกิดการกลายพันธุของจีโนมในสิ่งมีชีวิตชนิดตางๆ (Strickberger, 1985)  (ตอ)
3 ส่ิงมีชีวิตและลักษณะ การกลายพันธุตอจีโนมตอช่ัวอายุ

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

1×10-4

8×10-6

3×10-5

1×10-6

5×10-6

1×10-5

3×10-5

4-8×10-5

2×10-4

2. การกลายพันธุที่เกิดจากการชักนํา (induced mutation) เปนการกลายพันธุที่เกิดจากการ
ใชส่ิงกอกลายพันธุ (mutagen) ชักนําใหเกิดขึ้น  ซ่ึงสิ่งกอกลายพันธุมีดังนี้

2.1 ส่ิงกอกลายพันธุทางกายภาพ (physical mutation) ไดแก อุณหภูมิ  รังสีตางๆ
ก. อุณหภูมิ จากการทดลองเลี้ยงแมลงหวี่ในอุณหภูมิตางๆกัน พบวาเกิดยีนดอยที่ทําใหเกิด

การตายบนโครโมโซม X (sex linked recessive lethal gene)  ในอัตราที่แตกตางกัน (ประดิษฐ พงศ
ทองคํา, 2543, Weaver และ Hedrick, 1997)

ข. รังสี  เปนสิ่งกอกลายพันธุที่สําคัญในการชักนําใหเกิดการกลายพันธุ  รังสีแบงเปน 2 
ประเภท คือ

      1. รังสีที่กอใหเกิดไอออน (ionizing radiation) ไดแก รังสีเอกซ แกมมา อัลฟา เบตา  
อิเล็กตรอน นิวตรอน โปรตอน และอนุภาคอื่นๆที่มีการเคลื่อนที่เร็ว  รังสีเหลานี้มีอํานาจในการ
ทะลุทะลวงสูง  โดยรังสีเหลานี้จะกอใหเกิดการกลายพันธุดวยการทะลุทะลวงผานเนื้อเยื่อตางๆ  
และทําใหอิเล็กตรอนที่เรียงตัวอยูวงนอกสุด ในโครงสรางอะตอมหลุดออกไป จะทําใหไดไอออนที่
มีประจุบวกขึ้นอิเล็กตรอนที่หลุดออกมานี้เคลื่อนที่ดวยความเร็วสูง  จะชนกับอิเล็กตรอนที่หลุด
ออกมาจากอะตอมอื่น เมื่อพลังงานของอิเล็กตรอนเหลานี้ลดลง  อิเล็กตรอนอิสระเหลานี้จะไปเกาะ
กับอะตอมอื่นทําใหเกิดไอออนที่มีประจุลบขึ้นมา  ดังนั้นจึงมีไอออนทั้งประจุบวกและลบเกิดขึ้น  
ในขณะที่รังสีผานไป  จะทําใหเกิดกลุมของไอออนที่มีประจุบวกและลบ  ไอออนเหลานี้ตองเกิด
ปฏิกิริยาเคมีเพื่อใหประจุเปนกลาง  เพื่อโครงสรางอะตอมจะไดคงที่  ปฏิกิริยาเคมีที่เกิดขึ้นนี้จะมีผล
ทําใหเกิดการกลายพันธุขึ้น คือทําใหเกิดการแตกหักของดีเอ็นเอทั้งสายเดี่ยวและสายคูได  โดย
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บริเวณที่แตกหัก คือตําแหนง phosphodiester backbone เปนบริเวณที่จับกันระหวางน้ําตาลและหมู
ฟอสเฟตของสายพอลินิวคลีโอไทดของดีเอ็นเอ (Fantini, 1975)

การแตกหักของสายดีเอ็นเอระหวางที่อาบรังสี และการตอกันใหมของดีเอ็นเอที่แตกหัก 
อาจตอกันในลักษณะสลับขาง  สลับตําแหนง  หรืออาจเกิดจากการขาดหายไป  ซ่ึงมีผลทําใหเกิด
การเปลี่ยนแปลงสายดีเอ็นเอนั้น  จะมากหรือนอยขึ้นอยูกับปริมาณออกซิเจน  เชน รังสเีอกซ จะ
กระตุนใหเกิดการผิดปกติในสายดีเอ็นเอในบริเวณที่มีออกซิเจนสูงๆ  เพราะวาออกซิเจนจะทําให
โมเลกุลของน้ําที่ผานการอาบรังสี  เกิดการเปลี่ยนแปลงเปนเปอรออกไซด (peroxide) ไดแก H2O2

และ HO2 ทําใหเกิดการแตกหักของสายดีเอ็นเอซึ่งมีผลทําใหเกิดการกลายพันธุขึ้น
        2. รังสีที่ไมกอใหเกิดไอออน (nonionizing radiation) ไดแก รังสีอัลตราไวโอเลต 

(ultraviolet)  แสงสีขาว (visible light)  รังสีอินฟาเรด  และคลื่นไมโครเวฟ เปนตน  รังสีกลุมนี้มี
อํานาจทะลุทะลวงต่ํากวาประเภทแรก

แสงอัลตราไวโอเลต (ultraviolet light) เปนแสงชนิดไมแตกตัวและเปนสิ่งกอกลายพันธุ
ทางกายภาพที่นิยมใชในงานปรับปรุงสายพันธุ  เนื่องจากเปนวิธีที่งายและสะดวก  มีประสิทธิภาพ
สูง  การเปลี่ยนแปลงพันธุกรรมของจลิุนทรียจะเกิดจากการที่ดีเอ็นเอของจุลินทรียดูดซับแสง
อัลตราไวโอเลตเขาไปโดยตรง ที่ชวงความยาวคลื่นที่ 254-260 นาโนเมตร   พลังงานที่ดูดซึมไวนี้
สามารถทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงพันธะของเบสพวกพิวรีน และไพริมิดีน โดยเฉพาะในกลุมเบส
ไพริมิดีนจะมีการเปลี่ยนแปลงงายกวาพิวรีน  โดยจะมีผลทําใหเบสไทมีน 2 โมเลกุลที่อยูติดกันบน
สายพอลินิวคลีโอไทดสายเดียวกันของโมเลกุลดีเอ็นเอมาเชื่อมตอกัน  ทําใหเกิดไทมีนไดเมอร
(thymine dimer) ขึ้น  (Russel,1996)   (รูปที่ 7)

รูปท่ี 7 การเกิดไทมีนไดเมอรจากการฉายแสงอัลตราไวโอเลต (Snustad และคณะ, 1997)
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การเกิดไทมีนไดเมอร  จะทําใหไทมีนไมสามารถจับคูกับอะดินีนของสายพอลินิวคลีโอ
ไทดตรงขามได  มีผลทําใหเกิดทรานซิชันได  เชน คูเบส T-A ถูกแทนที่ดวยคูเบส C-G   นอกจากนี้
รังสีอัลตราไวโอเลตสามารถทําใหเกิดไซโตซีนไดเมอร (cytosine dimer) ไดและมีผลกอใหเกิดการ 
กลายพันธุคือ  จะเกิดปฏิกิริยาดึงหมูอะมิโน (NH2) ออกจากโมเลกุลของไซโตซีนในไซโตซีน      
ไดเมอร (deamination of cytosine dimer) จะทําใหไดยูราซิลไดเมอร (uracil dimer) ซ่ึงจะมีปฏิกิริยา
เหมือนไทมีนไดเมอร  ซ่ึงทําใหเกิดการทรานซิชันได

กลไกที่ทําใหเกิดไดเมอรกลับคืนสูสภาพปกติได คือ light dependent repair หรือ 
Photoreactivation โดยใชเอนไซมโฟโตรีแอคติเวติง (photoreactivating enzyme) หรือเอนไซมดี
เอ็นเอโฟโตไลเอส (DNA photolyase)  ซ่ึงการทํางานของเอนไซมนี้จะทํางานเมื่อมีแสง visible 
light (ชวงความยาวคลื่น 320-370 นาโนเมตร)  โดยการทํางานจะเริ่มจากเอนไซมนี้จะเขาไปเกาะที่
ตําแหนงที่เกิดไทมีนไดเมอร และเอนไซมนี้จะดูดซับแสง visible light ซ่ึงเปนตัวกระตุนให
เอนไซมนี้เขาทําลายพันธะโควาเลนทระหวางไดเมอรใหขาดออกจากกัน  ดังนั้นในการชักนําให
เกิดการกลายพันธุควรทดลองภายใตไฟสีเหลือง  และบมเล้ียงในที่มืดเพื่อปองกันการซอมแซมแบบ 
photoreactivation  (Snustad และคณะ, 1997) (รูปที่ 8)

รูปท่ี 8 ปรากฎการณ Photoreactivation ซอมแซมการเกิดไดเมอรที่เกิดจากการฉายแสง
อัลตราไวโอเลต (Alan และคณะ, 1999)
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การซอมแซมซึ่งยังผลใหเกิดการกลายพันธุลดลงอีกวิธี คือ การซอมแซมแบบ  excision 
repair  หรือ dark  repair ซ่ึงเปนการซอมแซมโดยจะมีการตัดสวนดีเอ็นเอที่เสียหาย  หรือที่ผิดปกติ
ออกไปโดยเอนไซมชนิดตางๆ  และจะมีการเติมสวนของดีเอ็นเอที่ถูกตองเขาไปแทน  มีหลายแบบ
ดวยกันแตที่จะกลาวถึงคือ การซอมแซมโมเลกุลที่เสียหายจากรังสีอัลตราไวโอเลต (UV damage 
repair) ในกรณีที่ไมมีการซอมแซมโดยวิธี photoreactivation การซอมแซมโมเลกุลของดีเอ็นเอ
บริเวณที่เกิดไทมีนไดเมอรนั้นจะเกิดขึ้นโดยมีเอนไซม endonuclease ซ่ึงประกอบดวยเอนไซมยอย 
3 ชนิดคือ A, B และ C excinuclease  โดยเอนไซมเหลานี้จะทําหนาที่ตัดพันธะฟอสโฟไดเอสเทอร  
ตรงตําแหนงนิวคลีโอไทดที่ 8 นับจากปลาย 5’ ของบริเวณที่เกิดไทมีนไดเมอร  และตัดพันธะฟอส
โฟไดเอสเทอรตรงตําแหนงนิวคลีโอไทดที่ 4 นับจากปลาย 3’ ของบริเวณที่เกิดไทมีนไดเมอร  จาก
นั้นจะมีเอนไซมดีเอ็นเอเฮลิเคส 2 (Helicase ΙΙ) ทําหนาที่แยกชิ้นสวนของดีเอ็นเอที่ประกอบดวย 12 
เบสนั้นออกมา  ซ่ึงชิ้นสวนนี้จะถูกยอยสลายไปในที่สุด ตอจากนั้นจะมีเอนไซมดีเอ็นเอพอลิเมอเรส 
1 (DNA polymerase Ι)  และเอนไซมไลเกส (ligase) ทําหนาที่เติมเบสที่ถูกตองตรงบริเวณที่เกิดชอง
วางใหสมบูรณ (Russel, 1996) (รูปที่ 9)

รูปท่ี 9 การซอมแซมแบบ Excision ในจุลินทรียที่ผานการฉายแสงอัลตราไวโอเลต (Alan และคณะ, 
1999)
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อีกกรณีหนึ่งในการซอมแซม  คือ  การเกิดความผิดพลาดในการซอมแซมไทมีนไดเมอรซ่ึง
พบวาเปนสาเหตุใหเกิดการกลายพันธุคือ กระบวนการ SOS repair  เปนการซอมแซมที่เกิดขึ้นหลัง
จากมีการแยกสายพอลินิวคลีโอไทดขณะที่มีการจําลองตัวเอง  เมื่อมีการอานรหัสมาถึงบริเวณนี้
เอนไซมดีเอ็นเอพอลิเมอเรสจะนําเบสมาเติมในสวนที่ขาดหรือผิดปกติไปแบบสุม  และใชสาย       
ดเีอ็นเอที่ซอมแซมแลวเปนแมแบบตอไป  ดังนั้นการซอมแซมแบบนี้มีผลทําใหเกิดการกลายพันธุ
ขึ้น  (Snustad และ Simmons, 2000)  (รูปที่10)

รูปท่ี 10 กระบวนการ SOS repair ที่มีผลทําใหเกิดการกลายพันธุ (Goodenough, 1978)

2.2 ส่ิงกอกลายพันธุเปนสารเคมี (chemical mutagen) แบงออกเปน 3 กลุม
ใหญ  (Russel,1996)  ไดแก

1. สารเคมีที่มี สูต รโครงสรางคลายคลึงกับ เบสชนิดตางๆของดี เอ็นเอ  (base
analogues)  สารเคมีเหลานี้จะเขาแทนที่เบสของดีเอ็นเอในระหวางที่มีการจําลองโมเลกุลของดีเอ็น
เอ (DNA replication)  ซ่ึงมีผลทําใหเกิดการแทนที่เบสชนิดหนึ่งดวยเบสอีกชนดิหนึ่ง  ทําให
โมเลกุลที่ไดใหมของดีเอ็นเอแตกตางไปจากเดิม  ไดแก

ก. สาร 5-โบรโมยูราซิล (5-bromouracil หรือ 5BU)  จะมีโครงสรางคลายคลึงกับเบส
ไทมีน  และสามารถเกิดปฏิกิริยาการเปลี่ยนตําแหนงไฮโดรเจนอะตอม (tautomeric shift) หรือเกิด
ปฏิกิริยาการสูญเสียไฮโดรเจนอะตอม (ionization) ไดเหมือนกับเบสไทมีน  ซ่ึงเมื่อเกิดปฏิกิริยา
เหลานี้แลว  แทนที่จะจับคูเบสอะดินีนตามปกติ  ก็สามารถจับคูกับเบสกัวนีนได  ซึ่งมีผลทําให
เกิดทรานซิชัน (รูปที่ 11a)
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รูปท่ี 11 การกลายพันธุเนื่องจากเบสอะนาล็อก 5-BU และ 2-AP (Alan และคณะ, 1999)
(a)  เบสอะนาล็อค 5-BU (b)  เบสอะนาล็อค 2-AP
ข. สาร 2-อะมิโนพิวรีน (2-aminopurine หรือ 2AP) มีโครงสรางโมเลกุลคลายกับเบสอะดิ

นีน  ระหวางที่มีการจําลองโมเลกุลของดีเอ็นเอ  สามารถเขาแทนที่อะดินีนไดและแทนที่จะจับคูกับ
เบสไทมีน  จะไปจับคูกับเบสไซโตซินไดดวย  ถาสาร 2-อะมิโนพิวรีนจับคูเบสไทมีนตั้งแตแรก  
เมื่อมีการจําลองโมเลกุลของดีเอ็นเอ สาร 2-อะมิโนพิวรีนสามารถจับคูกับเบสไซโตซินได  จึงมีผล
ทําใหเกิดทรานซิชันได (รูปที่ 11b)

2. สารเคมีที่ทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงโครงสรางของเบส
ก. กรดไนตรัส (nitrous acid :HNO2)  จะทําหนาที่ดึงหมูอะมิโน (deamination) ออก

จากโมเลกุลของเบสอะดินีน ไซโตซีน และกัวนีน  ทําใหเบสอะดินีนเปลี่ยนเปนไฮโปแซนทีน
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(hypoxanthine) ซ่ึงสามารถจับคูกับเบสไซโตซีนได  เบสไซโตซีนจะเปลี่ยนเปนยูราซิล (uracil) ซ่ึง
สามารถจับคูกับเบสอะดินีนได  และเบสกัวนีนเปลี่ยนเปนแซนทีน (xanthine) ซ่ึงสามารถจับคูกับ
เบสไซโตซีนได  (รูปที่ 12) ดังนั้นเมื่อเกิดการจําลองตัวของดีเอ็นเอจะทําใหเกิดการแทนที่คูเบส
แบบ ทรานซิชัน

รูปท่ี 12 ผลของกรดไนตรัสที่ทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงภายในโมเลกุลของเบส (Russel, 1996)

ข. สารไฮดรอกซีลามีน (hydroxylamine) และสารที่ใหหมูไฮดรอกซี (OH) โดยสาร
ไฮดรอกซีลามีนจะทําหนาที่เติมหมูไฮดรอกซีใหกับหมูอะมิโน (NH2) ของเบสไซโตซีน  เปล่ียน
เปนสารไฮดรอกซิลอะมิโนไซโตซีนซ่ึงสามารถจับคูกับเบสอะดินีนไดเมื่อเกิดการจําลองตัวของดี
เอ็นเอจะทําใหเกิดการแทนที่คูเบสแบบ ทรานซิชัน  (รูปที่ 13) (Russel, 1996)
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รูปท่ี 13  ผลของไฮดรอกซีลามีนตอโมเลกุลของไซโตซีน (Snustad และ Simmons, 2000)

ค. สารกลุมที่มีหมูอัลคิล (alkylating agent)  ไดแก สารไนโตรเจนมัสตารด (nitrogen 
mustard)   เอธิลอีเธนซัลโฟเนต (ethyl ethansulfonate: EES)  และเอธิลมีเทนซัลโฟเนต (ethyl 
methanesulfonate: EMS)
- เอธิลอีเธนซัลโฟเนต   และเอธิลมีเทนซัลโฟเนต  จะทําหนาที่เติมหมูเอธิลใหกับโมเลกุล
ของเบสกัวนีน  ทําใหมีโครงสรางคลายกับเบสอะดินีน ซ่ึงมีผลทําใหการจับคูเบสผิดปกติ  คือแทน
ที่จะจับคูกับเบสไซโตซีน  ก็จะไปจับกับเบสไทมีนแทน (รูปที่ 14) เมื่อเกิดการจําลองตัวของดีเอ็น
เอจะทําใหเกิดการแทนที่คูเบสแบบ ทรานซิชัน (Snustad และ Simmons, 2000)

รูปท่ี 14  ผลของเอธิลอีเทนซัลโฟเนต หรือ เอธิลมีเทนซัลโฟเนต ตอโมเลกุลเบสกัวนีน (Gardner 
และคณะ, 1981)
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สารเคมเีหลานีจ้ะมคีณุสมบตัใินการดงึเบสพวกพวิรีน        (depurination)    จากสายพอล ิ 
นิวคลีโอไทดของดีเอ็นเอ ทําใหเกิดชองวางของเบสตรงตําแหนงนั้น  เมื่อเกิดการจําลองโมเลกุล
ของดีเอ็นเอ  ตําแหนงของเบสบนสายพอลินิวคลีโอไทดสายใหมที่ตรงกับตําแหนงที่    พิวรีนถูกดึง
ออกไป  จะมีเบสชนิดใดชนิดหนึ่งเขามาแทนที่ตรงตําแหนงนี้ได ทําใหเกิดการแทนที่คูเบสไดทั้ง
แบบทรานซิชัน และทรานเวอรชัน (Weaver และ Hedrick, 1997)
- สารเคมีที่ทําใหเกิดการเพิ่มหรือขาดหายไปของนิวคลีโอไทดในโมเลกุลของดีเอ็นเอ  ไดแก
สียอมตางๆ (acridine dye) เชน โพรฟลาวิน (proflavin) และ อะคริดิน ออเรนจ (acridine orange) 
ซ่ึงจะมีผลโดยตรงตอโมเลกุลของดีเอ็นเอ  โดยท่ีโมเลกุลของโพรฟลาวิน  จะสามารถสอดแทรกเขา
ไปอยูในระหวางเบสในสายดีเอ็นเอ   เมื่อเกิดการจําลองตัวของดีเอ็นเอ   จะทําใหสาย                       
พอลินิวคลีโอไทดสายใหมที่เขาคูกับสายพอลินิวคลีโอไทดที่มีโมเลกุลของโพรฟลาวินแทรกอยู มี
เบสเพิ่มขึ้นมาอีก 1 เบส ดังรูป 16a หรืออาจทําใหตําแหนงที่โพรฟลาวินสอดแทรกอยูนั้นมีเบสหลุด
ออกมาได ดังรูป16b  ดังนั้นสารโพรฟลาวินจะทําใหเกิดการกลายพันธุไดโดยทําใหเกิดการเพิ่มหรือ
การขาดหายของเบสในสายดีเอ็นเอ (รูปที่ 15 และ 16)  สวนสารอะคริดินออเรนจจะมีผลตอโมเลกุล
ของดีเอ็นเอระหวางที่มีการจําลองโมเลกุลของดีเอ็นเอ โดยขณะที่มีการเขาคูกันของสาย                    
พอลินิวคลีโอไทดจะกระตุนใหเกิดการแลกเปลี่ยนชิ้นสวนของสายพอลินิวคลีโอไทดที่ตาง
ตําแหนงกัน หรือเกิดอันอีควอลครอสซิงโอเวอร (unequal crossing over)  ทําใหสายดีเอ็นเอสาย
หนึ่งมีเบสหายไป 1 เบส และอีกสายหนึ่งมีเบสเพิ่มขึ้นมา 1 เบส (Peter, 1999)

รูปท่ี 15 โครงสรางของ Proflavin และ Acridine orange (Peter, 1999)
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รูปท่ี 16 การกลายพันธุเนื่องจากการแทรกตัวของสารเคมีในกลุมสารที่เขาแทรกตัว (intarcalating 
agent) (Peter, 1999)

สารเคมีที่นิยมใชกอการกลายพันธุ คือ N-methyl-N-nitro-N-nitrosoguanidine (NTG, 
MNNG, NG)  เนื่องจากมีประสิทธิภาพสูง  เปนสารเคมีที่สังเคราะหขึ้นมาจากปฏิกิริยา nitrosation
ของ methylnitroguanidine มีสูตรโมเลกุล C2H5N5O3 มีน้ําหนักโมเลกุลเทากับ 147.10  ลักษณะเปน
ผลึกสีเหลือง  มีจุดหลอมเหลวที่อุณหภูมิ 118 Oซ  จุดเดือดที่ 123.5 Oซ  โครงสรางของ NTG แสดง
ดังรูปที่ 17  NTG สามารถทํางานไดดีในชวงความเปนกรด-ดาง 6.0-9.0 แตมีความเสถียรในสภาวะ
ที่คอนขางเปนกรด  NTG จะแตกตัวเปน nitrous acid  ในสภาวะที่เปนกรด  และแตกตัวเปน
diazomethane (CH2N2) ในสภาวะที่เปนดาง  (Mendel และ Greenberg, 1960)
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รูปท่ี 17 โครงสรางของ NTG (Mendel และ Greenberg, 1960; นิภาพร ศิริเพ็ญ, 2542)

NTG จะทําปฏิกิริยาโดยการเติมหมูอัลคิลใหกับเบสแตละชนิดที่ตําแหนงไนโตรเจนหรือ
ออกซิเจน  เชน ตําแหนง O6 ของเบสกัวนีน และตําแหนง O4 ของเบสไทมีน  มีผลโดยตรงตอการ
จับคูผิด  และมีผลทางออมทําใหเกิดการซอมแซมดีเอ็นเอผิดไป  เปนสาเหตุใหเกิดการกลายพันธุ 
(รูปที่ 18)

รูปท่ี 18  ผลของ NTG ตอเบสกัวนีน และไทมีน (สุวรรณา นพพรพันธุ, 2538)
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ตัวอยางการกลายพันธุจุลินทรียโดยใชแสงอัลตราไวโอเลตและสารเคมี ดังแสดงในตารางที่ 4

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

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

UV+NTG

EMS

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

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

Lee และ Rho, 1999

Kim และ Day, 1995

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

Shah และคณะ (1986)  ไดทําการปรับปรุงสายพันธุ Bacillus licheniformis โดยใชแสง
อัลตราไวโอเลต พบวามีสายพันธุกลาย 1 สายพันธุ คือ US-1 ที่มีความสามารถในการผลิต             
อัลคาไลนโปรตีเอสไดมากกวาสายพันธุตั้งตน 100-110 เปอรเซ็นต

Ray และ Nanda (1996)  ไดทําการกลายพันธุ Bacillus megaterium B6 ดวยแสง
อัลตราไวโอเลตและ NTG ไดสายพันธุกลาย UN12 ที่สามารถผลิต เบตา-อะไมเลส ที่มีประสิทธิ
ภาพสูงกวาสายพันธุตั้งตน 4.5 เทา
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Lee และ Rho (1999)  ไดทําการคัดเลือก Streptomyces fradiae สายพันธุกลายและหา 
สภาวะที่เหมาะสมตอการสรางไทโรซีน  โดยนํา S. fradiae NRRL 2702 มาทําการกลายพันธุดวย
NTG และ แสงอัลตราไวโอเลต  พบวาสามารถคัดเลือกสายพันธุ S. fradiae MNU20 ที่สามารถผลิต
ไทโรซีนไดสูงขึ้น 14 เทา

ในงานวิจัยนี้มุงเนนที่จะทําการปรับปรุงเชื้อ Arthrobacter sp. สายพันธุ AG-2 เพื่อศึกษา
สภาวะที่เหมาะสมในการกลายพันธุโดยใชแสงอัลตราไวโอเลต และสาร NTG คัดเลือกสายพันธุ
ใหมที่มีความสามารถในการผลิตเดกซแทรนเนสเพิ่มมากขึ้น  โดยมีความเสถียรทางพันธุกรรม  
เพื่อพัฒนาไปใชในการผลิตเดกซแทรนเนสในระดับขยายสวนตอไป



บทท่ี 2

อุปกรณ  เคมีภัณฑ  วิธีและขั้นตอนดําเนินงานวิจัย

อุปกรณท่ีใชในงานวิจัย

1. เครื่องเขยา (Shaker) รุน G-10 บริษัท New Brunswick Scientific Co., Inc., U.S.A. และ 
รุน innova 2100 บริษัท New Brunswick Scientific Co., Inc., U.S.A

2. เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (Spectrophotometer) รุน Spectronic 401 บริษัท Milton 
Roy, U.S.A และ รุน Spectronic 21 บริษัท Bausch & Lomb, U.S.A

3. เครื่องวัดความเปนกรด-ดาง (pH meter) รุน Cyberscan 2000 บริษัท Eutech 
Cybernetics, Singapore

4. เครื่องนึ่งอบฆาเชื้อ (Autoclave) รุน SS-325 บริษัท Tomy Seico Co, Ltd., Japan และ รุน 
HA-3D บริษัท Hirayama Manufacturing Corperation, Japan

5. ตูเขี่ยเชื้อแบบ Laminar flow รุน BV-124 บริษัท ISSCO, U.S.A
6. เครื่องผสมสาร (Vortex-Genie 2) รุน G560E บริษัท Scientific Industries Inc., U.S.A
7. อางน้ําควบคุมอุณหภูมิ (Water bath) รุน Temppet บริษัท T-80 Tokyo Rikakikai Co., 

Ltd., Japan และ รุน W 760 Memmert, Germany
8. เครื่องชั่ง รุน PB3002 และ รุน L2000P บริษัท Sartorius, U.S.A
9. เครื่องปนเหวี่ยง (Centrifuge) รุน KS-3000P บริษัท Kubota, Japan
10. เครื่องปนเหวี่ยงชนิดตั้งโตะ (Bench-top centrifuge) รุน H-103N บริษัท Kokusan, 

Japan
11. เครื่องปนเหวี่ยงชนิดทําความเย็น (Refrigerate centrifuge) รุน 1920 บริษัท Kubota, 

Japan
12. เครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิ (Controlled environment incubator shaker) รุน G-27

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

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

เคมีภัณฑชนิดอื่นๆเปนเคมีภัณฑเกรดวิเคราะห (analytical reagent grade) จากบริษัทตางๆ 
ซ่ึงนํามาใชโดยไมตองผานการทําใหบริสุทธิ์อีก
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วิธีดําเนินการทดลอง

1. การจําแนกชนิดทางอนุกรมวิธานของแบคทีเรียท่ีคัดแยกไดจากดิน จ.นนทบุรี โดย ณฐินี       
(ณฐินี สุวรรณสิงห, 2540)
1.1 ทดสอบลักษณะทางสัณฐานวิทยาของแบคทีเรียที่คัดแยกไดจากลักษณะโคโลนีบนอาหาร

แข็ง ลักษณะเซลลภายใตกลองจุลทรรศนและกลองจุลทรรศนอิเลคตรอนแบบสองกราด (Scanning 
Electron Microscrope) โดยศูนยเครื่องมือวิจัยวิทยาศาสตร และเทคโนโลยี จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย
รวมกับการทดสอบทางชีวเคมีดวยระบบจัดจําแนกชนิดจุลินทรีย เอพีไอ โดยสถาบันวิจัยวิทยา
ศาสตรและเทคโนโลยีแหงประเทศไทย

1.2 จําแนกชนิดทางอนุกรมวิธานของแบคทีเรียที่คัดแยกไดโดยการวิเคราะหลําดับเบสของ 16
เอสไรโบโซมัลดีเอ็นเอ   โดยนาถชวา (2543)

2. การเก็บและการเลี้ยงจุลินทรียท่ีใชในการทดลอง

2.1 จุลินทรียที่ใชในการทดลอง
Arthrobacter sp. สายพันธุ AG-2 ที่แยกจากดินจังหวัดนนทบุรี (ณฐินี, 2540)

2.2 อาหารสําหรับการเลี้ยงเชื้อตั้งตน
เล้ียงโดยใชอาหาร Brain heart infusion (BHI)

2.3 การเก็บรักษาแบคทีเรีย
ขีดแบคทีเรีย  ลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง BHI (slant agar)  บมที่อุณหภูมิ 30Oซ  จนเชื้อเจริญ

เต็มที่แลว  เก็บไวที่อุณหภูมิ 4Oซ   จนกวาจะนํามาใช

2.4 การเลี้ยงแบคทีเรียใหสามารถเจริญไดที่ เกลือ NaCl 3 %
ปลูกเชื้อจากขอ 2.3 ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Yamaguchi (ภาคผนวก ก) ที่ไมมีการเติม

NaCl (เกลือ 0%) 50 มล.  ซ่ึงบรรจุอยูในขวดรูปชมพูขนาด 250 มล.  บมที่ตูบมควบคุมอุณหภูมิ
หอง (28-32 Oซ) พรอมใหอากาศดวยการเขยาที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที เปนเวลา 24 ช่ัวโมง 
จากนั้นทําการถายเชื้อปริมาณ 10 %ลงไปในอาหารเหลว Yamaguchi (ภาคผนวก ก) ที่เติม NaCl
0.5%  (น้ําหนักตอปริมาตร) แลวทําการเลี้ยงเชื้อที่สภาวะเดิม  หลังจาก 24 ช่ัวโมง ทําการถายเชื้อ
ปริมาณ 10% ลงไปในอาหารเหลว Yamaguchi (ภาคผนวก ก) ที่เติม NaCl 1%  (น้ําหนักตอ
ปริมาตร) แลวทําการเลี้ยงเช้ือที่สภาวะเดิม  ทําการถายเชื้อไปเรื่อยๆ  โดยมีการเพิ่มความเขมขนของ
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NaCl คร้ังละ 0.5 % ในอาหารเลี้ยงเชื้อ  จนกระทั่งถึง 3 % นําน้ําเล้ียงเชื้อที่ไดไปปนที่ความเร็วรอบ 
8000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที  ที่อุณหภูมิ 4 Oซ สารละลายที่ผานการปนแยกเซลลนําไป
วิเคราะหหาปริมาณเดกซแทรนเนส  ตามวิธีขอ 3.2

2.5 การเลี้ยงแบคทีเรียในขวดแกวรูปชมพู

2.5.1 เตรียมเชื้อตั้งตน
ปลูกเชื้อจากขอ 2.3 ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Yamaguchi (ภาคผนวก ก) ปริมาตร 

50 มล.  ซ่ึงบรรจอุยูในขวดรปูชมพูขนาด 250 มล.  บมทีอุ่ณหภมูหิอง (28-32 Oซ)  เปนเวลา 12 ช่ัวโมง  
พรอมใหอากาศดวยการเขยาที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที   ซ่ึงเชื้อจะเจริญอยูในกึ่งกลางระยะ
ทวีคูณ (mid-log phase)  โดยมีคาการดูดกลืนแสงที่ 560 นาโนเมตร เปน 0.60 แลวใชเปนกลาเชื้อใน
การทดลองตอไป

2.5.2 เล้ียงเชื้อเพื่อการผลิตเดกซแทรนเนสในระดับขวดเขยา
ปลูกเชื้อตั้งตนจากขอ 2.5.1 ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Yamaguchi (ภาคผนวก ก)  

ปริมาณ 10 % (ปริมาตรตอปริมาตรของอาหารเลี้ยงเชื้อ)  คาความเปนกรดดาง 7.0  จากนั้นบมที่
อุณหภูมิหอง (28-32Oซ) พรอมการใหอากาศโดยการเขยาที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที  และเก็บ
ตัวอยางของอาหารเลี้ยงเช้ือที่เวลาตางๆ

3. วิธีการวิเคราะห

3.1 การวิเคราะหการเจริญของเซลล (Growth)
โดยการหาน้ําหนักเซลลแหง  ปเปตตน้ําหมักปริมาตร 20 มล.  ที่ไดจากขอ 2.5.2 นําไปปน

ที่ความเร็วรอบ 8000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที  ที่อุณหภูมิ 4 Oซ  ลางเซลลดวยน้ํากลั่น 2 คร้ัง  
เซลลที่ไดใสลงกระทงอะลูมินั่มฟอยล (aluminium foil) นําไปอบที่อุณหภูมิ 80 Oซ  ชั่งน้ําหนักแหง  
แลวคํานวณหาน้ําหนักแหงของเซลล  สวนสารละลายที่ผานการปนแยกเซลลนําไปวิเคราะหหา
ปริมาณเดกซแทรนเนส

3.2 การตรวจสอบแอคติวิตีของเดกซแทรนเนสจากแบคทีเรีย
นําสวนผสมของปฏิกิริยา (reaction mixture)  0.9 มล. (ประกอบดวย โซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร

0.05 โมลาร  ที่มีความเปนกรด-ดางเทากับ 7.0 จํานวน 0.7 มล. ผสมกับเดกซแทรนที-2000  0.625%
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(น้ําหนักตอปริมาตร) ซ่ึงเปนสับสเตรท 0.2 มล. โดยเติมสวนน้ําใสตัวอยาง 0.1 มล. ผสมใหเขากัน
บมที่อุณหภูมิ 40 Oซ   เปนเวลา 15 นาที  แลวจึงเติมสารละลายอัลคาไลนคอปเปอร (alkaline copper
reagent) (ภาคผนวก ข) 1 มล.  ผสมใหเขากัน  นําตัวอยางมาตมในน้ําเดือด 15 นาที เพื่อหยุด
ปฏิกิริยา  ทําใหเย็นทันที  หลังจากนั้นจึงเติมสารละลายเนลสัน (nelson reagent) (ภาคผนวก ข) 1
มล. ผสมใหเขากัน แลวตั้งเอาไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 30 นาที จากนั้นเติมน้ํากลั่น 5 มล. ผสมให
เขากันอีกครั้ง  นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 520 นาโนเมตร และหาปริมาณน้ําตาล      รีดิวซที่ได
โดยเทียบกับกราฟมาตรฐานของกลูโคสตามวิธีในขอ 3.3

1 หนวย (Unit) ของเดกซแทรนเนส  หมายถึง ปริมาณเอนไซมที่ใชยอยสลายเดกซแทรนที-
2000 แลวไดน้ําตาลรีดิวซเทียบเทากับน้ําตาลกลูโคส 1 ไมโครโมลตอนาที ภายใตสภาวะที่ทดสอบ

3.3 การวิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวส (Reducing Sugar) โดยวิธีของ Somogyi-Nelson 
(Somogyi, 1952)

นําตัวอยาง 1 มล.  มาเติมสารละลายอัลคาไลนคอปเปอร (ภาคผนวก ข)  1 มล.  ผสมใหเขา
กัน แลวนําไปตมในน้ําเดือดเปนเวลา 15 นาที  ทําใหเย็นทันที  หลังจากนั้นจึงเติมสารละลายเนลสัน
(ภาคผนวก ข) 1 มล. ผสมใหเขากัน แลวตั้งเอาไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 30 นาที จากนั้นเติม
น้ํากลั่น 5 มล. ผสมใหเขากันอีกครั้ง  นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 520 นาโนเมตร และทําการหา
ปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่ไดโดยเทียบกับกราฟมาตรฐานของกลูโคส

3.4 การวิเคราะหปริมาณโปรตนี โดยวิธีของ Lowry  (Lowry, 1951)
นําตัวอยางที่ตองการวิเคราะหปริมาตร 1 มล.  มาเติมสารละลายผสม Lowry C (ภาคผนวก 

ข) 5 มล. ผสมใหเขากันดวยเครื่องปนผสม  ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 15 นาที  จึงเติมสาร
ละลาย Lowry D  (ภาคผนวก ข) 0.5 มล. ผสมใหเขากัน  ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง 30 นาที  นําไปวัด
คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร  เปรียบเทียบคาปริมาณโปรตีน  จากกราฟมาตร
ฐานที่ใชโบไวนซีร่ัมอัลบูมิน (Bovine Serum Albumin, BSA) ความเขมขน 0-200 ไมโครกรัมตอ
มล.

คํานวณคาแอคติวิตีจําเพาะ  ทําโดยนําคาแอคติวิตีของเอนไซมเดกซแทรนเนส (หนวยตอ
มล.)  หารดวยปริมาณโปรตีน (มิลลิกรัมตอมล.)  คาแอคติวิตีจําเพาะมีหนวยเปน หนวย (unit) ของ
เอนไซมตอมิลลิกรัมโปรตีน
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3.5 การวิเคราะหปริมาณไนโตรเจนทั้งหมด (total nitrogen)
การวิเคราะหปริมาณไนโตรเจนทั้งหมด (total nitrogen) โดยวิธี Kjeldahl (Bremner, 1970;  

โศภนา อิงควิวัฒน, 2528; วิศิษฐพร เผ่ือนพิภพ, 2529)

ชั่งตัวอยางที่ตองการวิเคราะห 0.1 กรัม ใสลงใน Kjeldahl flask แลวเติมสวนผสมของสาร
เรงปฏิกิริยา (ภาคผนวก ข) 0.6 กรัม และกรดกํามะถันเขมขน 3 มล.  นําไปยอยดวยความรอนจน
สารละลายใส  ไมมีสี  (ประมาณ 45-60 นาที) ตั้งทิ้งไวใหเย็น  หลังจากนั้นทําการเติมน้ํากลั่นลงไป 
20 มล.  ผสมสารละลายใหเขากัน  หลังจากนั้นทําการปรับปริมาตรใหได 50 มล. ในขวดวัด
ปริมาตร   นําสารละลายนี้มา 10 มล.ใสลงในขวดกลั่น  เติมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความ
เขมขน 10 นอรมอล (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 10 มล.  และเติมกลั่น 150 มล.  แลวนําไปกลั่นดวยชุด
กล่ัน Kjeldahl โดยใชขวดแกวรูปชมพูปริมาตร 50 มล.  ซ่ึงบรรจุสารละลายกรดบอริก 2 % (ภาค
ผนวก ข) 10 มล.  และสารละลายอินดิเคเตอร (ภาคผนวก ข) 2-3 หยด เปนภาชนะรองรับของเหลว
ที่กล่ันได  ทําการกลั่นจนไดของเหลวปริมาตรประมาณ 50  มล.  แลวนําของเหลวที่กล่ันไดไป        
ไตเตรตดวยกรดกํามะถันเขมขน 0.01 นอรมอล (ภาคผนวก ข)  โดยท่ีจุดยุติสีของสารละลายจะ
เปลี่ยนจากสีเขียวเปนสีมวงออน  บันทึกปริมาตรของกรดที่ใชเพื่อนําไปคํานวณหาปริมาณ
ไนโตรเจน

การคํานวณ

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

เมื่อ V1 =  ปริมาตรของกรดกํามะถันที่ใชในการไตเตรตตัวอยาง (มล.)
V2 =  ปริมาตรของกรดกํามะถันที่ใชในการไตเตรต blank (มล.)
N  =  นอรมอลลิตี้ (Normality) ของกรดกํามะถันที่ใช
D  =  คาความเจือจาง (ในการทดลองนี้มีคาเทากับ 5)

Blank คือน้ํากลั่นปลอดประจุ 10 มล.ใสใน Kjeldahl flask แลวทําการทดลองเชนเดียวกับตัวอยาง
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4. การชักนําใหเกิดการกลายพันธุ

4.1 การชักนําใหเกิดการกลายพันธุดวยแสงอัลตราไวโอเลต
4.1.1 เล้ียง Arthrobacter sp.สายพันธุ AG-2 ตามวิธีขอ 2.5.1 เมื่อเชื้อเจริญอยูในกึ่งกลาง

ระยะทวีคูณ ที่เวลา 15 ช่ัวโมง  นําสารละลายที่ไดมาปนแยกเซลลที่ความเร็วรอบ 8000 รอบตอนาที  
เปนเวลา 10 นาที ที่อุณหภูมิ 4 Oซ  ลางเซลลดวยสารละลายโซเดียมคลอไรดเขมขน 0.85 % (น้ํา
หนักตอปริมาตร) 2 คร้ัง  จากนั้นทําใหเซลลแขวนลอยอยูในสารละลายโซเดียมคลอไรดเขมขน 
0.85 % (น้ําหนักตอปริมาตร)  ปรับความหนาแนนของเซลลใหอยูชวง   106-107 เซลลตอมล.

4.1.2 ปเปตตเซลลแขวนลอย 10 มล.  ลงในจานเพาะเลี้ยงเชื้อท่ีมีแทงกวนแมเหล็ก
(Magnetic stirrer) กวนตลอด

4.1.3 นําเซลลแขวนลอยไปฉายแสงอัลตราไวโอเลตความยาวคลื่น 254 นาโนเมตร  
กําลังงาน 30 วัตต  จํานวน  1 หลอด  ระยะหางจากแสง 20 เซนติเมตร  โดยมีการกวนตลอดเวลาที่
ระยะเวลาใหการฉายแสงตางๆกัน

4.1.4  กระจายเซลลแขวนลอย 0.1 มล. ที่ผานการฉายแสงอัลตราไวโอเลตบนอาหาร
เล้ียงเชื้อ Yamaguchi (ภาคผนวก ก)  ในจานเพาะเลี้ยงเชื้อ  บมในที่มดื  อุณหภูมิ 30Oซ   เปนเวลา 
24-36 ช่ัวโมง

4.1.5 นับจํานวนโคโลนีที่เจริญ (โคโลนีที่รอด) คํานวณรอยละการรอด
4.1.6 นําโคโลนีที่เจริญไปทําการคัดเลือกสายพันธุใหมตามวิธีในขอ 5

4.2 การชักนําใหเกิดการกลายพันธุดวยสารเคมี NTG
4.2.1 เล้ียง Arthrobacter sp. สายพันธุ AG-2  ตามวิธีขอ 2.5.1 เมื่อเชื้อเจริญอยูในชวงกึ่ง

กลางระยะทวีคูณ  ที่เวลา 12 ชั่วโมง  นําสารละลายที่ไดมาปนแยกเซลลที่ความเร็วรอบ 8000 รอบ
ตอนาที เปนเวลา 10 นาท ี  ที่อุณหภูมิ 4 Oซ  ลางเซลลดวยดวยสารละลายโซเดียมคลอไรดเขมขน
รอยละ 0.85  จํานวน 2 คร้ัง จากนั้นทําใหแขวนลอยอยูใน ทริส-มาลิอิก บัฟเฟอร  ที่มีความเขมขน 
0.1 โมลาร  และคาความเปนกรด-ดางเทากับ 6.0 ปรับความหนาแนนของเซลลใหอยูในชวง 106-107

เซลลตอมล.
4.2.2 นําสารละลาย NTG ใน  ทริส-มาลิอิก บัฟเฟอร 0.1 โมลาร  คาความเปนกรด-ดาง

เทากับ 6.0 แลวเติมลงในหลอดที่มีเซลลแขวนลอยอยู ใหมีความเขมขนสุดทายของ NTG เทากับ 50 
ไมโครกรัมตอมล.  บมที่อุณหภูมิ 37 Oซ    เปนเวลา 0-60 นาทีเก็บตัวอยางเซลลทุกๆ 10 นาที

4.2.3 นําเซลลที่ไดมาปนดวยความเร็วรอบ 8000 รอบตอนาที เปนเวลา 20 นาที ที่
อุณหภูมิ 4 Oซ  และลางเซลล 2 คร้ังดวย  ฟอสเฟตบัฟเฟอร 0.1 โมลาร  และคาความเปนกรด-ดาง
เทากับ 7.0
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4.2.4 กระจายเซลลแขวนลอย 0.1 มล. ที่ไดบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง Yamaguchi (ภาค
ผนวก ก) ในจานเพาะเลี้ยงเชื้อ บมที่อุณหภูมิ 37 Oซ   เปนเวลา 24-36 ช่ัวโมง

4.2.5 นับจํานวนโคโลนีที่เจริญ (โคโลนีที่รอด) คํานวณรอยละการรอด
4.2.6 นําโคโลนีที่เจริญไปทําการคัดเลือกสายพันธุใหมตามวิธีในขอ 5

5. การคัดเลือกเชื้อท่ีไดจากการกลายพันธุ

5.1 การคัดเลือกขั้นปฐมภูมิ (primary screening)
คัดเลือกเชื้อจากจานเพาะเลี้ยงเช้ือในขอ 4.1.6 และ 4.2.6 ที่มีคารอยละการรอดใน

ชวง 0-0.1% สําหรับการกลายพันธุดวยแสงอัลตราไวโอเลต  และ 0-50%  สําหรับการกลายพันธุ
ดวยสาร NTG (Miller, 1972; Fantini, 1975)

5.1.1 เขี่ยเชื้อที่ตองการทดสอบลงบนอาหารแข็ง Yamaguchi (ภาคผนวก ก) ที่มี
เดกซแทรน 0.5% เปนสารชักนําการสรางเดกซแทรนเนส  แลวบมที่อุณหภูมิหอง 1 วัน

5.1.2 ราดทับดวยเอธานอล 95% ทิ้งไว 24 ช่ัวโมง วัดความกวางของบริเวณใสเปนเครื่อง
ช้ีบงการสรางเดกซแทรนเนส  เปรียบเทียบความกวางของบริเวณใสกับสายพันธุตั้งตน

5.1.3 คัดเลือกสายพันธุที่ใหความกวางของบริเวณใสมากกวาสายพันธุตั้งตน  จากนั้นนํา
มาคัดเลือกในขั้นทุติยภูมิ

5.2 การคัดเลือกขั้นทุติยภูมิ (secondary screening)
5.2.1 นําเชื้อที่ผานการคัดเลือกขั้นปฐมภูมิ  เล้ียงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Yamaguchi

(ภาคผนวก ก) เพื่อเตรียมเปนหัวเชื้อตั้งตน  บมที่อุณหภูมิ 30 Oซ  เปนเวลา 12 ช่ัวโมง
5.2.2 ปเปตตหัวเชื้อตั้งตน 10% (ปริมาตร/ปริมาตร)  ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเพื่อการผลิต

เดกซแทรนเนสในหลอดทดลองปริมาตร 5 มล.  บมที่อุณหภูมิหอง  ความเร็วในการเขยา 200 รอบ
ตอนาที  เปนเวลา 36-48 ชั่วโมง

5.2.3 นําน้ําหมักที่ไดมาวิเคราะหหาปริมาณเดกซแทรนเนส และปริมาณโปรตีน
5.2.4 คัดเลือกเชื้อสายพันธุที่ใหปริมาณการผลิตเดกซแทรนเนสสูงกวาสายพันธุตั้งตน

6. การทดสอบความเสถียรในการสรางเดกซแทรนเนสของเชื้อสายพันธุกลาย

นําเชื้อสายพันธุกลายที่ไดจากการคัดเลือกขั้นทุติยภูมิ  มาเล้ียงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวเพื่อ
การผลิตเดกซแทรนเนสตามขอ 2.5.1 และ 2.5.2 วิเคราะหการปริมาณเดกซแทรนเนสดวยวิธี
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Samogyi- Nelson โดยใชสายพันธุกลายที่ผานการถายเชื้อมาแลว 5 คร้ัง  คัดเลือกสายพันธุกลายที่ยัง
สามารถผลิตเดกซแทรนเนสอยางสม่ําเสมอ  และมีปริมาณมากกวาสายพันธุตั้งตน

7. การศึกษาปริมาณเดกซแทรนที่เหมาะสมในการผลิตเดกซแทรนเนสของ Arthrobacter sp. สาย
พันธุกลาย

 เล้ียงเชื้อ Arthrobacter sp. สายพันธุตั้งตนและสายพันธุกลายในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว 
Yamaguchi (ภาคผนวก ก) ที่มีการแปรผันปริมาณเดกซแทรนเปน 0, 0.25, 0.5, 1, 2, 3, 4 และ 5 
เปอรเซนต ตามลําดับ  ที่อุณหภูมิหอง (28-32 Oซ) ความเร็วรอบของการเขยาเปน 200 รอบตอนาที  
อายุหัวเชื้อ 12 ชั่วโมง  ปริมาณหัวเชื้อเริ่มตน 10 % (ปริมาตรตอปริมาตร)  แลวนํามาวิเคราะหหา
ปริมาณเดกซแทรนเนส และปริมาณโปรตีน  เพื่อนําไปคํานวณหาแอคติวิตีจําเพาะของเอนไซม

8.  ศึกษาหาชนิดและปริมาณแหลงไนโตรเจนที่เหมาะสมตอการเลี้ยงเชื้อสายพันธุกลายเพื่อการ
ผลิตเดกซแทรนเนส

 8.1.1 ชนิดของแหลงไนโตรเจนที่เหมาะสมตอการเลี้ยงเชื้อสายพันธุกลายเพื่อการผลิต        
เดกซแทรนเนส
 นําเชื้อสายพันธุกลายในอาหารเลี้ยงเหลวที่ไดจากขอ 7 ที่มีเดกซแทรน 10 กรัมตอลิตร โดย
แปรผันชนิดของแหลงไนโตรเจน ชนิดอินทรียไนโตรเจนไดแก สารสกัดจากยีสต, สารสกัดจาก
เนื้อ, พอลิเปปโตน และ ทริปโตน  ชนิดอนินทรียไนโตรเจนไดแก แอมโมเนียมซัลเฟต, 
แอมโมเนียมไนเทรต, โซเดียมไนเทรต และ โพแทสเซยีมไนเทรต  เมื่อใชปริมาณไนโตรเจนทั้ง
หมดที่เทากันคือ 0.1089%  (น้ําหนักตอปริมาตร) ที่อุณหภูมิหอง (28-32 Oซ) ความเร็วรอบของการ
เขยาเปน 200 รอบตอนาที   อายุหัวเชื้อ 12 ช่ัวโมง  ปริมาณหัวเชื้อเริ่มตน 10 % (ปริมาตรตอ
ปริมาตร)  แลวนํามาวิเคราะหหาปริมาณเดกซแทรนเนส และปริมาณโปรตีน  เพื่อนําไปคํานวณหา
แอคติวิตีของเอนไซม

 8.1.2 ปริมาณไนโตรเจนที่เหมาะสมตอการเล้ียงเชื้อเพื่อการผลิตเดกซแทรนเนส
จากขอ 8.1.1 เลือกใชทริปโตนและแอมโมเนียมซัลเฟต เปนแหลงไนโตรสําหรับการผลิต           

เดกซแทรนเนส  ไดทดลองหาปริมาณการใชและการผสมที่เหมาะสม  โดยเลี้ยงเชื้อสายพันธุกลาย
ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวที่ไดจากขอ 8.1.1 แตแปรผันปริมาณแอมโมเนียมและทริปโตนเริ่มตนเปน
ดังตารางที่ 5
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ตารางที่ 5  การแปรผันปริมาณ แอมโมเนียมและทริปโตนเริ่มตน

       แอมโมเนียม
                 ซัลเฟต
                           (%)*
ทริปโตน  (%)*

0
(0 กรัมตอ
ลิตร)

25
(0.272 กรัม
ตอลิตร)

50
(0.545 กรัม
ตอลิตร)

75
(0.817 กรัม
ตอลิตร)

100
(1.089 กรัม
ตอลิตร)

100
(1.089 กรัมตอลิตร) 100:0 100:25 100:50 100:75 100:100

75
(0.817 กรัมตอลิตร) 75:0 75:25 75:50 75:75 75:100

50
(0.545 กรัมตอลิตร) 50:0 50:25 50:50 50:75 50:100

25
(0.272 กรัมตอลิตร)

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

0
(0 กรัมตอลิตร) 0:0 0:25 0:50 0:75 0:100

* หมายเหตุ    % ของเเหลงไนโตรเจนเเตละชนิดเมื่อเทียบกับปริมาณไนโตรเจนทั้งหมดในอาหาร
เล้ียงเชื้อ (100 % ไนโตรเจนมีคาเทากับ 1.089 กรัมตอลิตร)

 แลวทําการเลี้ยงที่อุณหภูมิหอง (28-32 Oซ) ความเร็วรอบของการเขยาเปน 200 รอบตอนาที  
อายุหัวเชื้อ 12 ช่ัวโมง  ปริมาณหัวเชื้อเริ่มตน 10 % (ปริมาตรตอปริมาตร)  แลวนํามาวิเคราะหหา
ปริมาณแอคติวิตีของเดกซแทรนเนส

9. ศึกษาปริมาณแมกนีเซียมซัลเฟตที่เหมาะสมตอการเลี้ยงเชื้อสายพันธุกลายเพื่อการผลิต                 
เดกซแทรนเนส

 นําเชื้อสายพันธุกลายในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวท่ีไดจากขอ 8.1.2 มาทําการแปรผันปริมาณ
แมกนีเซียมซัลเฟตเริ่มตนเปน 0, 0.005, 0.01, 0.02, 0.03 และ 0.04 % ตามลําดับ  แลวทําการเลี้ยงที่
อุณหภูมิหอง (28-32 Oซ) ความเร็วรอบของการเขยาเปน 200 รอบตอนาที  อายุหัวเชื้อ 12 ช่ัวโมง  
ปริมาณหัวเชื้อเริ่มตน 10 % (ปริมาตรตอปริมาตร)  แลวนํามาวิเคราะหหาปริมาณเดกซแทรนเนส 
และปริมาณโปรตีน  เพื่อนําไปคํานวณหาแอคติวิตีจําเพาะของเอนไซม
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10.  ศึกษาปจจัยทางกายภาพบางประการตอการเลี้ยงเชื้อสายพันธุกลาย

10.1 ความเปนกรด-ดางที่ เหมาะสมตอการเลี้ยงเชื้อสายพันธุกลายเพื่อการผลิต                 
เดกซแทรนเนส
 โดยนําเชื้อสายพันธุกลายในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวท่ีไดจากขอ 9 มาทําการแปรผันคาความเปน
กรด-ดาง เร่ิมตนของอาหารเลี้ยงเชื้อเปน 4.0 – 10.0 แลวทําการเลี้ยงที่อุณหภูมิหอง (28-32 Oซ) 
ความเร็วรอบของการเขยาเปน 200 รอบตอนาที  อายุหัวเชื้อ 12 ชั่วโมง  ปริมาณหัวเชื้อเริ่มตน 10 % 
(ปริมาตรตอปริมาตร)  แลวนํามาวิเคราะหหาปริมาณแอคติวิตีของเดกซแทรนเนส
 

10.2    อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการเล้ียงเชื้อสายพันธุกลายเพื่อการผลิตเดกซแทรนเนส
เมื่อทราบสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมจากขอ 9 และคาความเปนกรดดางที่เหมาะสมจาก

ขอ 10.1 แลว  มาทําการแปรผันอุณหภูมิในการเลี้ยงเชื้อโดย  ทําการเลี้ยงเชื้อที่มีการแปรผันอุณหภูมิ
เปน 30, 37, 40 Oซ  และอุณหภูมิหอง (28-32 Oซ) ที่มีความเร็วรอบของการเขยาเปน 200 รอบตอ
นาที  อายุหัวเชื้อ 12 ช่ัวโมง  ปริมาณหัวเชื้อเริ่มตน 10 % (ปริมาตรตอปริมาตร)  แลวนํามาวิเคราะห
หาปริมาณแอคติวิตีของเดกซแทรนเนส

10.3    ความเร็วรอบที่เหมาะสมตอการเล้ียงเชื้อสายพันธุกลายเพื่อการผลิตเดกซแทรนเนส
ทําการเลี้ยงเชื้อสายพันธุกลายในอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสม  และสภาวะที่เหมาะสมจากขอ 

10.2 โดยทําการแปรผันความเร็วรอบของการเขยาเปน 150, 200 และ 250 รอบตอนาที  ที่มีอายุ    
หัวเชื้อ 12 ชั่วโมง  ปริมาณหัวเชื้อเริ่มตน 10 % (ปริมาตรตอปริมาตร)  แลวนํามาวิเคราะหหา
ปริมาณแอคติวิตีของเดกซแทรนเนส

11. ศึกษาสมบัติของเอนไซมเดกซแทรนเนสที่ไดจาก Arthrobacter sp. สายพันธุกลาย

11.1 ความเปนกรด-ดางที่เหมาะสมกับการทํางานของเอนไซม
บมเอนไซมในสารผสมของปฏิกิริยาที่มีบัฟเฟอรที่มีคาความเปนกรด-ดาง ดังนี้

- อะซิเตทบัฟเฟอร 0.05 โมลาร ในชวงความเปนกรด-ดางเทากับ 4.0-6.0
- ฟอสเฟตบัฟเฟอร 0.05 โมลาร ในชวงความเปนกรด-ดางเทากับ 6.0-8.0
- ทริส-(ไฮดรอกซีเมทิล)-อะมิโนมีเทนบัฟเฟอร 0.05 โมลาร ในชวงความเปนกรด-ดางเทากับ 8.0-
9.0

ที่อุณหภูมิ 40 Oซ  เปนเวลา 15 นาที  จากนั้นทําการตรวจสอบแอคติวิตีของเอนไซมตามวิธี
ในขอ 3.2
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11.2 อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซม
บมเอนไซมในสารผสมของปฏิกิริยาที่มีการแปรผันของอุณหภูมิที่ใชเปน 30, 37, 

40, 45, 50, 55, 60 และ 70 Oซ   บมเอนไซมเปนเวลา 15 นาที  จากนั้นทําการตรวจสอบแอคติวิตีของ
เอนไซมตามวิธีในขอ 3.2

11.3 ความเสถียรของเอนไซมตอความเปนกรด-ดางของบัฟเฟอร
บมเอนไซมในบัฟเฟอรที่มีความเปนกรดดางตางๆ ดังนี้

- อะซิเตทบัฟเฟอร 0.05 โมลาร ในชวงความเปนกรด-ดางเทากับ 4.0-6.0
- ฟอสเฟตบัฟเฟอร 0.05 โมลาร ในชวงความเปนกรด-ดางเทากับ 6.0-8.0
- ทริส-(ไฮดรอกซีเมทิล)-อะมิโนมีเทนบัฟเฟอร 0.05 โมลาร ในชวงความเปนกรด-ดางเทากับ  8.0-
9.0

โดยบมเอนไซมเปนเวลา 30 นาที  ที่อุณหภูมิ 4 Oซ  และทําการตรวจสอบแอคติวิตีของ
เอนไซมตามวิธีในขอ 3.2

11.4 ความเสถียรของเอนไซมตออุณหภูมิ
บมเอนไซมในฟอสเฟต บัฟเฟอร 0.05 โมลาร ที่มีความเปนกรด-ดางเทากับ 6.5 ที่อุณหภูมิ 

30, 37, 40, 45, 50, 55, 60 และ 70 Oซ   เปนเวลา 30 นาที และทําการตรวจสอบแอคติวิตีของเอนไซม
ตามวิธีในขอ 3.2

11.5 ความเขมขนของโซเดียมคลอไรดตอการทํางานของเอนไซม
บมเอนไซมในฟอสเฟต บัฟเฟอร 0.05 โมลาร ที่มีความเปนกรด-ดางเทากับ 6.5 และเกลือ

โซเดียมคลอไรด เขมขน 0, 0.5, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 และ 10 % เปนเวลา 30 นาที และทําการตรวจ
สอบแอคติวิตีของเอนไซมตามวิธีในขอ 3.2

11.6 การหาคา Km ของเอนไซม
ทําการแปรผันความเขมขนของสับสเตรทที่มีความเขมขนเทากับ 0.15625, 0.3125, 0.625, 

1.25 และ 1.875 % ของเดกซแทรนที-2000 โดยบมเอนไซมกับสารผสมของปฏิกิริยาที่มีความ     
เขมขนของสับสเตรทตางๆกัน เปนเวลา 15 นาที    ทําการตรวจสอบแอคติวิตีของเอนไซมตามวิธี
ในขอ 3.2 แลวนํามาเขียนกราฟในรูปของไลนวีเวอร-เบิรก (Line weaver-Burk plot) ระหวาง 1/V
และ 1/[S] หาคาจุดตัดแกน X นําไปคํานวณคา Km ของเดกซแทรนเนส



บทท่ี 3
ผลการทดลอง

1. การจําแนกชนิดทางอนุกรมวิธานของแบคทีเรียสายพันธุ AG-2 ที่คัดแยกไดจากดิน จ.
นนทบุรี

จากการศึกษาสมบัติของแบคทีเรียสายพันธุ AG-2 ที่คัดแยกไดโดยณฐินี สุวรรณสิงห 
(2540) พบวาลักษณะโคโลนีบนอาหารแข็ง Brain heart infusion (BHI)  (ภาคผนวก ก) มีรูปราง
กลม  สีขาว  และทึบแสง  ดังแสดงในรูปที่ 19 เมื่อทําการศึกษาใตกลองจุลทรรศนพบวาเซลลของ
แบคทีเรียสายพันธุ AG-2 มีลักษณะเปนแทง ติดสีกรัมบวก  ดังแสดงในรูปที่ 20  และเมื่อศึกษาใต
กลองจุลทรรศนอิเลคตรอนแบบสองกราด (Scanning Electron Microscrope) พบวาเชื้อมีรูปรางไม
แนนอน เปนไดทั้งแทงสั้นและยาว  ผิวเรียบ  มีขนาดประมาณ 1-2 ไมโครเมตร ดังแสดงในรูปที่ 21  
สวนลักษณะตางๆที่ใชในการจําแนกทางอนุกรมวิธานคือ ลักษณะทางสัณฐานวิทยา และผลการ
ศึกษาทางชีวเคม ี ไดแสดงไวในตารางที่ 6 และ 7

รูปท่ี 19 ลักษณะโคโลนีของแบคทีเรียสายพันธุ AG-2 บนอาหารแข็ง Brain heart infusion (BHI)   
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รูปท่ี 20 ลักษณะรูปรางของแบคทีเรียสายพันธุ AG-2 ใตกลองจุลทรรศน (กําลังขยาย 1000)

รูปท่ี 21 ลักษณะรูปรางของแบคทีเรียสายพันธุ AG-2ใตกลองจุลทรรศนอิเลคตรอนแบบสองกราด 
(Scanning Electron Microscrope)
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ตารางที่ 6 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของแบคทีเรียสายพันธุ AG-2
ลักษณะที่ศึกษา ลักษณะที่สังเกตเห็น

ลักษณะของเซลล
            การติดสีกรัม
            รูปรางของเซลล
            การติดสี acid-fast
            การสรางสปอร
ลักษณะของโคโลนี
            รูปราง
            สี
            ขนาด
            การผานของแสง
            ลักษณะขอบ

                        กรัมบวก
                        แทง
                        ไมติดสี
                        ไมสรางสปอร

                        กลม
                        ขาว
                        เสนผาศูนยกลางประมาณ 1 มม.
                        ทึบแสง
                        ขอบเรียบ

ปฏิกิริยาทางชีวเคมีของแบคทีเรียสายพันธุ AG-2 วิเคราะหดวยระบบจัดจําแนกจุลินทรีย  
เอพีไอ  โดยสถาบันวิจัยวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี แหงประเทศไทย

ตารางที่ 7   ผลการศึกษาดานชีวเคมีของแบคทีเรียสายพันธุ AG-2
ลักษณะที่ศึกษา ผลการศึกษาดานชีวเคมี

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

-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
+
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ตารางที่ 7   ผลการศึกษาดานชีวเคมีของแบคทีเรียสายพันธุ AG-2 (ตอ1)
ลักษณะที่ศึกษา ผลการศึกษาดานชีวเคมี

การสรางกรดที่ไดจากการหมัก :
ดี-แมนโนส (D-mannose)
แอล-ซอรโบส (L-sorbose)
แรมโนส (rhamnose)
ดัลซิทอล (dulcitol)
อิโนซิทอล (inositol)
แมนนิทอล (mannitol)
ซอรบิทอล (sorbitol)
แอลฟา-เมทธิล-ดี-แมนโนไซด (α-methyl-D-mannoside)
แอลฟา-เมทธิล-ดี-กลูโคไซด ((α-methyl-D-glucoside)
เอ็น-อะซิติล-กลูโคซามีน (N-acetyl-glucosamine)
เอมิลดาลีน (amyedaline)
อารบิวทีน (arbutine)
เอสคูลิน (esculin)
ซาลิซีน (salicine)
เซลโลไบโอส (cellobiose)
มอสโทส (maltose)
แลคโทส (lactose)
เมลิไบโอส (melibiose)
ซูโครส (sucrose)
ทรีฮาโลส (trehalose)
อินนูลิน (inuline)
เมเลไซโทส (melezitose
ดี-ราฟฟโนส (D-raffinose)
แปง (starch)
ไกลโคเจน (glycogen)
ไซลิทอล (xylitol)
เบตา-เจนติโอไบโอส (β-gentiobiose)
ดี-ทูราโนส (D-turanose)
ดี-ไลโซส (D-lyxose)

-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
+
-
-
-
-
-
+
-
+
-
+
-
-
-
-
-
-
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ตารางที่ 7   ผลการศึกษาดานชีวเคมีของแบคทีเรียสายพันธุ AG-2 (ตอ2)
ลักษณะที่ศึกษา ผลการศึกษาดานชีวเคมี

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

-
-
-
-
-
-
-
-

หมายเหตุ : + คือมีการสรางกรดได ; - คือไมสามารถสรางกรดได

จากการวิเคราะหหาลําดับเบสของ 16เอส ไรโบโซมัลดีเอ็นเอของแบคทีเรียสายพันธุ AG-2 
โดยนาถชวา (2543) พบวา ยีน 16 เอสไรโบโซมัลดีเอ็นเอของแบคทีเรียสายพันธุนี้มีขนาดประมาณ 
1.48 กิโลเบส (Kb) และมีลําดับเบสดังรูปที่ 22

หลังจากนําลําดับเบสของ16 เอสไรโบโซมัลดีเอ็นเอของแบคทีเรียสายพันธุ AG-2 เปรียบ
เทียบกับ16เอส ไรโบโซมัลอารเอ็นเอของจุลินทรียชนิดอ่ืนที่มีฐานขอมูลของ Gen Bank โดยใช
โปรแกรม BLAST พบวา ลําดับเบสของ 16 เอส ไรโบโซมัลดีเอ็นเอของแบคทีเรียสายพันธุ AG-2
คลายกับลําดับเบส 16 เอส ไรโบโซมัลดีเอ็นเอของแบคทีเรียสายพันธุ Arthrobacter globiformis, A. 
pascens และ A. ramosus   โดยมีความคลายคลึง (% homology) เทากับ 98 %  จากนั้นนําลําดับ16 
เอสไรโบโซมัลดีเอ็นเอจากแบคทีเรียในสกุลตางๆมาทํา alignment ดวยโปรแกรม CLUSTALX
และสราง Phylogenic Tree โดยโปรแกรม PAUP* (Swofford, D.L. 2000. Phylogenetic Analysis 
Using Parsimony (* and other method). Version 4. Sinauer Associates, Sunderland, 
Massachusetts.) ดังแสดงในรูปที่ 23

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

รูปท่ี 22 ลําดับเบสของ 16 เอสไรโบโซมัลดีเอ็นเอของ Arthrobacter sp. สายพันธุ AG-2
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รูปท่ี 23  Phytogenic tree  ของ Arthrobacter sp. สายพันธุ AG-2
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2 การศึกษาผลของการเพิ่มโซเดียมคลอไรดตอความสามารถในการผลิตเดกซแทรนเนส ของ
Arthrobacter sp. สายพันธุ AG-2
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รูปที่ 24  ผลการเพิ่มเกลือตอความสามารถในการผลิตเดกซแทรนเนสของ Arthrobacter sp.       
สายพันธุ AG-2

เนื่องจากการในชองปากนั้นมีสภาวะตางๆมากมายทั้งนี้ขึ้นกับการบริโภคอาหารดวย   
เดกซแทรนเนสที่จะนําไปใชในชองปากนั้นจึงตองมีความสามารถในการทนสภาวะในชองปากได  
ซ่ึงความสามารถในการทํางานไดในชองปากที่มีเกลืออยูนั้นเปนสิ่งสําคัญ เพราะอาหารที่บริโภคนั้น
มักจะมีเกลืออยูดวยเสมอ  จึงทดลองความสามารถในการเจริญและการสรางเดกซแทรนเนสเมื่อมี
เกลืออยูดวย  โดยเลี้ยง Arthrobacter sp. สายพันธุ AG-2 ในอาหารเหลว Yamaguchi (ภาคผนวก ก) 
ที่มีความเขมขนของโซเดียมคลอไรดในอาหารเลี้ยงเชื้อตางๆกันจาก 0-3 % ตามวิธีการทดลองใน
บทที่ 2 ขอ 2.4 จะไดผลดังรูปที่ 24 พบวา  การเพิ่มความเขมขนของเกลือไมมีผลตอความสามารถ
ในการผลิตเดกซแทรนเนส โดยเชื้อ Arthrobacter sp. สายพันธุ AG-2 จะใหแอคติวิตีจําเพาะสูงที่
สุด  ที่ความเขมขนของโซเดียมคลอไรด 3 %  ดังนั้นในการทดลองตอไปจึงเลือกใชอาหารเลี้ยงเช้ือ
ที่มีการเติมเกลือ 3 %
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3 ศึกษารูปแบบการเจริญของเชื้อ Arthrobacter sp. สายพันธุ AG-2

3.1 การหาระยะเวลาที่ เหมาะสมในการเจริญเพื่อเตรียมหัวเชื้อตั้งตนในอาหารเหลว  
Yamaguchi (ภาคผนวก ก)

เล้ียง Arthrobacter sp. สายพันธุ AG-2 ซ่ึงเปนสายพันธุตั้งตนที่ใชในงานวิจัยครั้งนี้
ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Yamaguchi (ภาคผนวก ก)  ในระดับขวดเขยาที่อุณหภูมิหอง (28-32 Oซ)  
เขยาใหอากาศที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที  วัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 560 นาโน
เมตร  ที่ระยะเวลาตางๆได   ดังแสดงผลในรูปที่ 25
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รูปท่ี 25 แสดงการเจริญของเชื้อ Arthrobacter sp. สายพันธุ AG-2 โดยการวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 
560 นาโนเมตร

พบวาการเจริญของเชื้อ Arthrobacter sp. สายพันธุ AG-2 จะมีกึ่งกลางระยะทวีคูณ (mid 
log phase) อยูที่ช่ัวโมงที่ 15 ซ่ึงเปนระยะการเจริญที่เหมาะสมในการนําไปกลายพันธุ
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3.2 ศึกษารูปแบบการเจริญและการสรางเดกซแทรนเนสของ Arthrobacter sp. สายพันธุ
AG-2

เล้ียง Arthrobacter sp. สายพันธุ AG-2 ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Yamaguchi     
(ภาคผนวก ก) โดยใชอายุหัวเชื้อ 15 ช่ัวโมง  ปริมาณ 10 %  ทําการเลี้ยงที่อุณหภูมิหอง (28-32 Oซ)  
เขยาใหอากาศที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที  แลวเก็บตัวอยางในระยะเวลาตางๆ  เพื่อนํามา
วิเคราะหการเจริญ, แอคติวิตี, โปรตีน และ แอคติวิตีจําเพาะ

รูปท่ี 26  รูปแบบการเจริญและการสรางเดกซแทรนเนสของ Arthrobacter sp. สายพันธุ AG-2

พบวาแอคติวิตีและแอคติวิตีจําเพาะจะเริ่มเพิ่มขึ้นอยางรวดเร็วในชั่วโมงที่ 9 และในชั่วโมง
ที่ 36 เชื้อจะมีการสรางแอคติวิตีและแอคติวิตีจําเพาะสูงที่สุด  จากนั้นจะคงที่จนถึงชั่วโมงที่ 48  ดัง
แสดงในรูปที่ 26
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4 การชักนําใหเกิดการกลายพันธุดวยแสงอัลตราไวโอเลต

4.1 การชักนําใหเกิดการกลายพันธุ AG-2 ดวยแสงอัลตราไวโอเลต รอบท่ี 1

ทําการชักนําการกลายพันธุ Arthrobacter sp. สายพันธุ AG-2 ดวยการฉายแสง
อัลตราไวโอเลตที่ความยาวคลื่น 254 นาโนเมตร  โดยใชหัวเชื้อตั้งตนอายุ 15 ช่ัวโมง ซ่ึงอยูในชวง
กึ่งกลางทวีคูณ และดําเนินการกลายพันธุตามวิธีในบทที่ 2 ขอ 4.1  จากนั้นนําเชื้อที่ผานการฉายแสง
อัลตราไวโอเลต  แลวนํามาบมในที่มืด อุณหภูมิหอง (28-32 Oซ) เปนเวลา 24-48 ช่ัวโมง  นับจํานวน
โคโลนีที่รอดแลวคํานวณรอยละการรอด ไดผลดังตารางที่ 8 และรูปที่ 27 ทําการนับโคโลนีในชวง
ที่มีรอยละการรอด 0.1-5.0 ซ่ึงเปนชวงที่เกิดการกลายพันธุที่เหมาะสม ซ่ึงตรงกับผลที่ไดจากการ
ฉายแสงอัลตราไวโอเลต นาน 80-120 วินาที  โดยใหรอยละการรอด 3.19-0.06

ตารางที่ 8 จํานวนโคโลนีที่รอดและรอยละการรอดของ AG-2 ภายหลังการฉายแสงอัลตราไวโอเลต
ที่ 254 นาโนเมตร

เวลา (วินาที) จํานวนโคโลนีเฉลี่ยบนจานเพาะ
เล้ียงเชื้อ (เซลลตอมล.)

รอยละการรอด

0 6.2 × 108 100
15 5.1 × 108 82.46
30   4.5 × 108 72.58
45 9.09 × 107 14.67
60 4.65 × 107 7.50
80 1.98 × 107 3.19
100 6.2 × 106 1.00
120 3.72 × 105 0.06
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รูปท่ี 27  รอยละการรอดของ Arthrobacter sp. สายพันธุ AG-2 ที่ผานการฉายแสง UV ที่ 254 นาโน
เมตร ที่เวลาตางๆ
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4.1.1 การคัดเลือกเชื้อสายพันธุกลาย Arthrobacter sp. สายพันธุ AG-2 ที่มีการผลิต
เดกซแทรนเนสไดเพิ่มขึ้นในขั้นปฐมภูมิและทุติยภูมิ

เมื่อนําเชื้อที่ผานการฉายแสงอัลตราไวโอเลต ในชวงเวลา 80-120 วินาที มาทําการ
คัดเลือกขั้นปฐมภูมิโดยดูการใหบริเวณใสบนอาหาร Yamaguchi (ภาคผนวก ก) หลังจากบมเปน
เวลา 24-48 ชั่วโมง (ดังรูป ง1 ภาคผนวก ง) ไดเชื้อที่ผานการคัดเลือกขั้นปฐมภูมิทั้งหมด 287      
สายพันธุ   คัดเลือกสายพันธุที่มีความกวางของบริเวณใสขนาดใหญกวาสายพันธุตั้งตน 
Arthrobacter sp. AG-2 ไดจํานวน 20 สายพันธุ มาทําการคัดเลือกขั้นทุติยภูมิตอไปโดยนํามาเลี้ยง
ในอาหารเหลว  ในจํานวนนั้นมีสายพันธุกลาย 4 สายพันธุที่ใหแอคติวิตีจําเพาะของเดกซแทรนเนส
สูงกวาสายพันธุตั้งตน  ดังแสดงในตารางที่ 9

ตารางที่ 9 เปรียบเทียบปริมาณเอนไซมในอาหารเหลวเพื่อการผลิตเอนไซมของสายพันธุตั้งตน
AG-2 กับสายพันธุกลายที่ผานการฉายแสงอัลตราไวโอเลต 1 รอบ

รอยละการเพิ่มเทียบกับ
Arthrobacter sp.  AG-2

สายพันธุ

แอคติวิตี
(หนวย/มล.)

โปรตีน
(มก./มล.)

แอคติวิตี
จําเพาะ

(หนวย/มก.)

แอคติวิตี
(หนวย/มล.)

แอคติวิตี
จําเพาะ

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

เมื่อนําสายพันธุกลายทั้ง 4 ที่ผานการทดสอบขั้นทุติยภูมิจากขอ 4.1.1 มาเลี้ยงในอาหาร
เหลวอีกครั้งเพื่อตรวจสอบความเสถียรตอการผลิตเดกซแทรนเนส  หลังจากมีการถายเชื้อไป 5 คร้ัง  
เปรียบเทียบกับสายพันธุตั้งตน  ปริมาณเดกซแทรนเนสที่ผลิตไดแสดงไวในตารางที่ 10

ตารางที่ 10  การทดสอบความเสถียรในการผลิตเดกซแทรนเนสของสายพันธุกลายที่ผานการฉาย   
แสงอัลตราไวโอเลต 1 รอบ

กอนถายเชื้อ* หลังถายเชื้อ 5 คร้ัง รอยละการลดลงสายพันธุ
แอคติวิตี
(หนวย/
มล.)

แอคติวิตี
จําเพาะ
(หนวย/
มก.)

แอคติวิตี
(หนวย/
มล.)

แอคติวิตี
จําเพาะ
(หนวย/
มก.)

แอคติวิตี
(หนวย/
มล.)

แอคติวิตี
จําเพาะ
(หนวย/
มก.)

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

*หมายถึงคาที่ไดจากปริมาณเดกซแทรนเนสในขั้นตน

พบวาหลังจากการถายเชื้อ 5 คร้ัง  สายพันธุ AU3 ใหแอคติวิตีของเดกซแทรนเนสลดลงคิด
เปนรอยละ 15.96  ขณะที่ AU5, AU13 และ AU15 ใหแอคติวิตีของเดกซแทรนเนสลดลงคิดเปน
รอยละ 16.37, 31.18 และ 27.24 ตามลําดับ และเมื่อเปรียบเทียบปริมาณเดกซแทรนเนสหลังการถาย
เชื้อ 5 คร้ังของสายพันธุกลายทั้ง 4 สายพันธุ  สายพันธุ AU3 และ AU5 สามารถผลิตเดกซแทรนเนส
ที่มีแอคติวิตีสูงกวาสายพันธุตั้งตน AG-2 คิดเปนรอยละ 25.51 และ 21.69  ขณะที่ในกรณีของ      
แอคติวิตีจําเพาะนั้นสายพันธุ AU3 มีแอคติวิตีจําเพาะสูงกวาสายพันธุตั้งตน AG-2 คิดเปนรอยละ 
8.658

ดังนั้นจึงเลือกสายพันธุ AU3 ไปทําการกลายพันธุตอไป เพื่อใหไดสายพันธุที่มีประสิทธิ
ภาพในการผลิตเดกซแทรนเนสไดมากขึ้น

4.2 การชักนําใหเกิดการกลายพันธุดวยแสงอัลตราไวโอเลต รอบท่ี 2
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นําเชื้อ Arthrobacter sp. AU3 ซ่ึงกลายพันธุมาจาก Arthrobacter sp. AG-2 ดวยการฉาย
แสงอัลตราไวโอเลต (เดกซแทรนเนสแอคติวิตี 3.055 หนวยตอมล. แอคติวิตีจําเพาะ เทากับ 2.485 
หนวยตอมก.   มากลายพันธุซํ้าดวยการฉายแสงอัลตราไวโอเลตนาน 60-120 วินาที  ที่ใหอัตราการ
รอดชีวิตรอยละ 5-0.07 (ภาคผนวก ค) แลวนําเชื้อที่ผานการฉายแสงอัลตราไวโอเลตมาเลี้ยงใน
อาหารแข็ง Yamaguchi (ภาคผนวก ก) และบมในที่มืด  อุณหภูมิหอง เปนเวลา 24-48 ช่ัวโมง

4.2.1 การคดัเลือกเชื้อสายพันธุกลายที่ใหเดกซแทรนเนสแอคติวิตีสูงไดเพิ่มขึ้นในขั้น
ปฐมภูมิและทุติยภูมิ

เมื่อนําเชื้อ Arthrobacter sp. AU3 ที่ผานการฉายแสง UV ในชวงเวลา 60-120 
วินาที มาทําการคัดเลือกขั้นปฐมภูมิโดยดูการใหบริเวณใสบนอาหาร Yamaguchi  (ภาคผนวก ก) 
หลังจากบมเปนเวลา 24-48 ชั่วโมง  ไดเชื้อที่ผานการคัดเลือกขั้นนี้ทั้งหมด 255 สายพันธุ  เลือก    
สายพันธุที่มีความกวางของบริเวณใสขนาดใหญกวาสายพันธุตั้งตน Arthrobacter sp. สายพันธุ 
AU3 ได 19 สายพันธุ แลวทําการคัดเลือกขั้นทุติยภูมิตอไปโดยนํามาเลี้ยงในอาหารเหลว  ในจํานวน
นี้ปรากฎมีสายพันธุกลาย 10 สายพันธุที่ใหเดกซแทรนเนสแอคติวิตีสูงกวาสายพันธุตั้งตน  ดังแสดง
ในตารางที่ 11
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ตารางที่ 11 เปรียบเทียบปริมาณเอนไซมในอาหารเหลวเพื่อการผลิตเอนไซมของสายพันธุตั้งตน
AU3 กับสายพันธุกลายที่ผานการฉายแสงอัลตราไวโอเลต 2 รอบ

รอยละการเพิ่มเทียบ
กับ Arthrobacter sp

AU3

รอยละการเพิ่มเทียบ
กับ Arthrobacter sp

AG-2

สายพันธุ

แอคติวิตี
(หนวย/
มล.)

โปรตีน
(มก./
มล.)

แอคติวิตี
จําเพาะ
(หนวย/
มก.)

แอคติวิตี
(หนวย/
มล.)

แอคติวิตี
จําเพาะ
(หนวย/
มก.)

แอคติวิตี
(หนวย/
มล.)

แอคติวิตี
จําเพาะ
(หนวย/
มก.)

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

หมายเหตุ : สายพันธุตั้งตนคือ สายพันธุ AU3
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4.2.2 การทดสอบความเสถียรในการผลิตเดกซแทรนเนสของสายพันธุกลาย

เมื่อนําสายพันธุกลายทั้ง 5 ที่ผานการทดสอบขั้นทุติยภูมิจากการทดลองขอ 4.2.1 
มาเลี้ยงในอาหารเหลวใหมเพื่อตรวจสอบความเสถียรตอการผลิตเดกซแทรนเนส  หลังจากมีการ
ถายเชื้อไป 5 คร้ัง เปรียบเทียบกับสายพันธุตั้งตน AU3

ตารางที่ 12  การทดสอบความเสถียรในการผลิตเดกซแทรนเนสของสายพันธุกลายที่ไดจากการฉาย   
แสงอัลตราไวโอเลต 2 รอบ

กอนถายเชื้อ* หลังถายเชื้อ 5 คร้ัง รอยละการลดลงสายพันธุ
แอคติวิตี
(หนวย/
มล.)

แอคติวิตี
จําเพาะ
(หนวย/
มก.)

แอคติวิตี
(หนวย/
มล.)

แอคติวิตี
จําเพาะ
(หนวย/
มก.)

แอคติวิตี
(หนวย/
มล.)

แอคติวิตี
จําเพาะ
(หนวย/
มก.)

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

*หมายถึงคาที่ไดจากปริมาณเดกซแทรนเนสในขั้นตน

พบวาแอคติวิตีของเดกซแทรนเนสที่ไดลดลงจากกอนการถายเชื้อ โดยสายพันธุ BU3, 
BU5, BU15, BU18 และ BU40 ใหเดกซแทรนเนสแอคติวิตีลดลงคิดเปนรอยละ 24.04, 14.08, 
28.10, 14.52 และ 51.77 ตามลําดับ ดังตารางที่ 12  ทั้งนี้สายพันธุ BU5 และ BU15 สามารถให             
เดกซแทรนเนสแอคติวิตีสูงกวาสายพันธุตั้งตน AU3 คิดเปนรอยละ 34.46  และ 20.39  เมื่อคิดแอคติ
วิตีจําเพาะสายพันธุ BU5 สูงกวาสายพันธุตั้งตน AU3 คิดเปนรอยละ 34.56

ดังนั้นจึงเลือกสายพันธุ BU5 ไปทําการกลายพันธุตอไป เพื่อใหไดสายพันธุที่มี             
ประสิทธิภาพในการผลิตเดกซแทรนเนสไดมากขึ้น
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4.3 การชักนําใหเกิดการกลายพันธุดวยแสงอัลตราไวโอเลต รอบท่ี 3

นํา Arthrobacter sp. BU5 ซ่ึงกลายพันธุมาจาก Arthrobacter sp. AU3 ดวยการฉายแสง
อัลตราไวโอเลตซึ่งใหเดกซแทรนเนสแอคติวิตีสูงสุดเทากับ 2.466 หนวยตอมล. และมี         แอคติวิ
ตีจําเพาะเทากับ 2.188 หนวยตอมก.   มากลายพันธุซํ้าดวยการฉายแสงอัลตราไวโอเลตนาน 80-140 
วินาที  ซ่ึงใหอัตราการรอดรอยละ 5.33-0.031 (ภาคผนวก ค)  แลวนําเชื้อที่ผานการฉายแสง
อัลตราไวโอเลตมาเลี้ยงในอาหารแข็ง Yamaguchi (ภาคผนวก ก) นํามาบมในที่มืด  อุณหภูมิหอง 
เปนเวลา 24-48 ช่ัวโมง

4.3.1 การคัดเลือกเชื้อสายพันธุกลายที่มีการผลิตเดกซแทรนเนสไดเพิ่มขึ้นในขั้น ปฐมภูมิ
และทุติยภูมิ

เมื่อนําเชื้อ Arthrobacter sp. BU5 ที่ผานการฉายแสง UV ในชวงเวลา 80-140 
วินาที มาทําการคัดเลือกขั้นปฐมภูมิโดยดูการใหบริเวณใสบนอาหาร Yamaguchi (ภาคผนวก ก)
หลังจากบมเปนเวลา 24-48 ชั่วโมง  ไดเชื้อที่ผานการคัดเลือกขั้นปฐมภูมิทั้งหมด 255 สายพันธุ  
เลือกสายพันธุที่มีความกวางของบริเวณใสขนาดใหญกวาสายพันธุตั้งตน Arthrobacter sp.         
สายพันธุ BU5 ไดจํานวน 13 สายพันธุมาคัดเลือกขั้นทุติยภูมิตอไปโดยนํามาเลี้ยงในอาหารเหลวได
เชื้อสายพันธุกลาย 7 สายพันธุที่มีการผลิตเดกซแทรนเนสสูงกวาสายพันธุตั้งตน  ดังแสดงในตาราง
ที่ 13
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ตารางที่ 13 เปรียบเทียบปริมาณเอนไซมในอาหารเหลวเพื่อการผลิตเอนไซมของสายพันธุตั้งตน
BU5 กับสายพันธุกลายที่ผานการฉายแสงอัลตราไวโอเลต 3 รอบ

รอยละการเพิ่มเทียบ
กับ BU5

รอยละการเพิ่มเทียบ
กับ AG-2

สายพันธุ

แอคติวิตี
(หนวย/
มล.)

โปรตีน
(มก./
มล.)

แอคติวิตี
จําเพาะ
(หนวย/
มก.)

แอคติวิตี
(หนวย/
มล.)

แอคติวิตี
จําเพาะ
(หนวย/
มก.)

แอคติวิตี
(หนวย/
มล.)

แอคติวิตี
จําเพาะ
(หนวย/
มก.)

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

หมายเหตุ : สายพันธุตั้งตนคือ สายพันธุ BU5
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4.3.2 การทดสอบความเสถียรในการผลิตเดกซแทรนเนสของสายพันธุกลาย

เมื่อนําสายพันธุกลายทั้ง 4 ที่ผานการทดสอบขั้นทุติยภูมิจากขอ 4.3.1 มาเลี้ยงใน
อาหารเหลวอีกครั้งเพื่อการผลิตเดกซแทรนเนส  หลังจากมีการถายเชื้อไป 5 คร้ัง  เปรียบเทียบกับ
สายพันธุตั้งตน  ปริมาณเดกซแทรนเนสที่ผลิตไดแสดงไวในตารางที่ 14

ตารางที่ 14  การทดสอบความเสถียรในการผลิตเดกซแทรนเนสของสายพันธุกลายที่ผานการฉาย   
แสงอัลตราไวโอเลต 3 รอบ

กอนถายเชื้อ* หลังถายเชื้อ 5 คร้ัง รอยละการลดลงสายพันธุ
แอคติวิตี
(หนวย/
มล.)

แอคติวิตี
จําเพาะ
(หนวย/
มก.)

แอคติวิตี
(หนวย/
มล.)

แอคติวิตี
จําเพาะ
(หนวย/
มก.)

แอคติวิตี
(หนวย/
มล.)

แอคติวิตี
จําเพาะ
(หนวย/
มก.)

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

*หมายถึงคาที่ไดจากปริมาณเดกซแทรนเนสในขั้นตน

พบวาแอคติวิตีของเดกซแทรนเนสที่ไดนั้นลดลงจากกอนการถายเช้ือ  โดยสายพันธุ CU15, 
CU16, CU22 และ CU44 หลังการถายเชื้อจํานวน 5 คร้ัง ใหเดกซแทรนเนสแอคติวิตีที่ลดลงคิดเปน
รอยละ 1.26, 1.34, 12.58 และ 4.62 ตามลําดับ  แตสายพันธุกลายทั้ง 4 ยังสามารถผลิต               
เดกซแทรนเนสที่มีแอคติวิตีสูงกวาสายพันธุตั้งตน BU5 คิดเปนรอยละ 28.57, 20.95, 9.26  และ 
14.37 ตามลําดับ โดยแอคติวิตีจําเพาะ สายพันธุ CU15 สูงกวาสายพันธุตั้งตน BU5 คิดเปนรอยละ 
25.36

ดังนั้นจึงเลือกสายพันธุ CU15 ไปทําการกลายพันธุตอไป เพื่อใหไดสายพันธุที่มีประสิทธิ
ภาพในการผลิตเดกซแทรนเนสไดมากขึ้น
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5. การหาความเขมขนท่ีเหมาะสมของ NTG ในการกลายพันธุ Arthrobacter sp. CU15

เนื่องจากผลการกลายพันธุดวยแสงอัลตราไวโอเลตในทั้ง 3 รอบที่ผานมา  สายพันธุกลาย
ใหแอคติวิตีของเดกซแทรนเนสที่ไมคงที่  ซ่ึงมักพบในการกลายพันธุดวยแสงอัลตราไวโอเลต  การ
ทดลองตอไปจึงทําการกลายพันธุเชื้อที่คัดเลือกโดยใชสาร NTG แลวคัดเลือกสายพันธุกลายที่ให
เดกซแทรนเนสสูงสุด  ซ่ึงทําโดยนําเชื้อสายพันธุ Arthrobacter sp. CU15 ที่ผลิตเดกซแทรนเนสสูง
สุดเทากับ 3.201 หนวยตอมล.  มากลายพันธุตอดวยสารเคมี NTG โดยแปรผันความเขมขนตั้งแต
50-200 ไมโครกรัมตอมล. ในทริสมาลิอิกบัฟเฟอร ความเขมขน 0.1   โมลาร คาความเปนกรด-ดาง
เทากับ 6.0  ที่ 37 Oซ   เปนเวลา 30 นาที  หลังจากการกลายพันธุนําเชื้อบมที่อุณหภูมิหองเปนเวลา
24-36 ชั่วโมง  นับจํานวนโคโลนีที่เจริญและคํานวณรอยละการรอด ไดผลดังตารางที่ 15 และรูปที่
28

ตารางที่ 15 จํานวนโคโลนีที่รอดและรอยละการรอดของ Arthrobacter sp. CU15 ภายหลัง
การกลายพันธุดวย NTG 0-200 ไมโครกรัมตอมล.

ความเขมขน NTG
(ไมโครกรัมตอมล.)

จํานวนโคโลนีเฉลี่ยจากจานเพาะเลี้ยงเชื้อ
(เซลลตอมล.)

รอยละการรอด

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

จากที่มีรายงานของ Miller (1972) กลาววา  ภาวะที่การกลายพันธุที่ใหรอยละการรอดอยูใน
ชวงรอยละ 0-50 เปนชวงที่ทําใหเกิดกลายพันธุที่ดีที่สุด  ดังนั้นจึงเลือกใชความเขมขน NTG เทากับ
50 ไมโครกรัมตอมล.  แลวทําการแปรผันเวลาในการที่เชื้อสัมผัสกับ NTG ที่จะใหประสิทธิภาพ
การกลายพันธุที่ดีที่สุดตอไป
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รูปท่ี 28  ความสัมพันธระหวางรอยละการรอดของเชื้อ CU15 หลังการบมรวมกับสาร NTG ที่ความ
เขมขนระหวาง 0-200 ไมโครกรัมตอมล.  ที่อุณหภูมิ 37 Oซ เปนเวลา 30 นาที
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5.1  การหาระยะเวลาที่เหมาะสมสําหรับการกลายพันธุ Arthrobacter sp. CU15 ดวย NTG
รอบท่ี 1

ในการคัดเลือกภาวะการกลายพันธุ Arthrobacter sp. CU15 ดวย NTG เพื่อใหไดอัตราการ
รอดชีวิตอยูในชวงระหวาง 0-50 เปอรเซ็นตนั้น  พบวาหากคงปริมาณ NTG ไวที่ 50 ไมโครกรัมตอ
มล. แลวบมเชื้ออยูในชวงระหวาง 10-60 นาที ที่ 37 Oซ  จะใหอัตราการรอดของเชื้ออยูในชวง
13.38-0.01 ซ่ึงอยูในขอบเขตที่ตองการ  ดังผลที่แสดงในตารางที่ 16 และรูปที่ 29

ตารางที่ 16 จํานวนโคโลนีที่รอด  และรอยละการรอดของ Arthrobacter sp. CU15 ภายหลัง
การกลายพันธุดวยสาร NTG ความเขมขน 50 ไมโครกรัมตอมล.  ที่เวลาตางๆ

เวลา (นาที) จํานวนโคโลนีเฉลี่ยจากจานเพาะเลี้ยงเชื้อ
(เซลลตอมิลิลิตร)

รอยละการรอด

0 68 × 108 100
5 33 × 108 48.53
10 91 × 107 13.38
20 83 × 107 12.21
30 34 × 107 5.00
40 12.8 × 107 1.88
50 28 × 106 0.41
60 10 × 105 0.01
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รูปท่ี 29   รอยละการรอดของ CU15  ที่กลายพันธุดวยสารเคมี NTG ความเขมขน 50 ไมโครกรัมตอ
มล. ที่เวลาตางๆ
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5.1.1 การคัดเลือกเชื้อท่ีสรางเดกซแทรนเนสหลังการกลายพันธุ CU15 ดวย NTG

การคัดเลือกเชื้อสายพันธุกลายที่มีการผลิตเดกซแทรนเนสไดเพิ่มขึ้นในขั้น     
ปฐมภูมิและทุติยภูมิ

หลังการกลายพันธุ Arthrobacter sp. CU15 ดวยสาร NTG มาทําการคัดเลือกขั้น
ปฐมภูมิโดยดูการใหบริเวณใสบนอาหาร Yamaguchi (ภาคผนวก ก) หลังจากบมเปนเวลา 24-48 ช่ัว
โมง  ไดเชื้อทั้งหมด 150 สายพันธุ  เลือกสายพันธุที่มีความกวางของบริเวณใสขนาดใหญกวาสาย
พันธุ CU15 ไดจํานวน 26 สายพันธุ  ทําการคัดเลือกขั้นทุติยภูมิตอไปโดยนํามาเลี้ยงในอาหารเหลว  
ไดเชื้อสายพันธุกลาย 11 สายพันธุที่ใหเดกซแทรนเนสแอคติวิตีสูงกวาสายพันธุตั้งตน ดังแสดงใน
ตารางที่ 17
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ตารางที่ 17 เปรียบเทียบปริมาณเอนไซมในอาหารเหลวเพื่อการผลิตเอนไซมของสายพันธุตั้งตน 
CU15 กับสายพันธุกลายที่ผานการฉายแสงอัลตราไวโอเลต 3 รอบ และชักนําดวย
NTG 1 รอบ

รอยละการเพิ่มเทียบ
กับ CU15

รอยละการเพิ่มเทียบ
กับ AG-2

สายพันธุ

แอคติวิตี
(หนวย/
มล.)

โปรตีน
(มก./
มล.)

แอคติวิตี
จําเพาะ
(หนวย/
มก.)

แอคติวิตี
(หนวย/
มล.)

แอคติวิตี
จําเพาะ
(หนวย/
มก.)

แอคติวิตี
(หนวย/
มล.)

แอคติวิตี
จําเพาะ
(หนวย/
มก.)

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

สายพันธุตั้งตนคือ สายพันธุ CU15

5.1.2 การทดสอบความเสถียรในการผลิตเดกซแทรนเนสของสายพันธุกลาย

นําสายพันธุกลายทั้ง 5 ที่ผานการทดสอบขั้นทุติยภูมิ  มาเลี้ยงในอาหารเหลวเพื่อ
การผลิตอีกครั้ง  หลังการถายเชื้อ 5 คร้ัง  โดยทําการทดลองเชนเดียวกับการทดสอบในขั้นทุติยภูมิ
แลวหาปริมาณเดกซแทรนเนสที่ผลิตไดเทียบกับปริมาณที่ไดกอนการถายเชื้อ
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ตารางที่ 18 การทดสอบความเสถียรในการผลิตเดกซแทรนเนสของสายพันธุกลายที่ไดหลังจากการ
ชักนําดวย NTG รอบที่ 1

กอนถายเชื้อ* หลังถายเชื้อ 5 คร้ัง รอยละการลดลงสายพันธุ
แอคติวิตี
(หนวย/
มล.)

แอคติวิตี
จําเพาะ
(หนวย/
มก.)

แอคติวิตี
(หนวย/
มล.)

แอคติวิตี
จําเพาะ
(หนวย/
มก.)

แอคติวิตี
(หนวย/
มล.)

แอคติวิตี
จําเพาะ
(หนวย/
มก.)

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

*หมายถึงคาที่ไดจากปริมาณเดกซแทรนเนสในขั้นตน

พบวาสายพันธุกลายทั้ง 5 สายพันธุคือ CUN1, CUN9, CUN11, CUN26 และ CUN37มี
เดกซแทรนเนสแอคติวิตีลดลงคิดเปนรอยละ 11.08, 2.65, 17.99, 2.64 และ 40.30 ตามลําดับ ดัง
แสดงในตารางที่ 18  ทั้งนี้สายพันธุ CUN9 และ CUN26 สามารถใหเดกซแทรนเนสแอคติวิตีที่สูง
กวาสายพันธุตั้งตน CU15 คิดเปนรอยละ 17.88 และ 23.82 ตามลําดับ โดยแอคติวิตีจําเพาะของสาย
พันธุ CUN26 สูงกวาสายพันธุตั้งตน CU15 คิดเปนรอยละ 27

ดังนั้นจึงนํา CUN26 ไปทําการกลายพันธุตอไป  เพื่อใหไดสายพันธุที่มีประสิทธิภาพใน
การผลิตเดกซแทรนเนสไดมากขึ้น

5.2 การชักนําใหเกิดการกลายพันธุดวย NTG รอบที่ 2

นําเชื้อ Arthrobacter sp. CUN26 ซ่ึงผานการกลายพันธุดวยสาร NTG และผลิตเดกซแทรน
เนสสูงสุดเทากับ 4.793 หนวยตอมล.  มีแอคติวิตีจําเพาะเทากับ 4.045 หนวยตอมก.  มา กลายพันธุ
ซํ้าดวยสาร NTGนาน 10-80 นาที ที่ 37 Oซ  จะทําใหอัตราการรอดของเชื้ออยูในชวงต่ํากวา 25 %
(ภาคผนวก ค)  ซ่ึงอยูในขอบเขตที่ตองการ  นําเชื้อที่ผานการกลายพันธุดวย NTG มาเลี้ยงในอาหาร
แข็ง Yamaguchi (ภาคผนวก ก)  บมที่อุณหภูมิหอง (28-32 Oซ) เปนเวลา 24-48 ช่ัวโมง
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5.2.1 การคัดเลือกเชื้อท่ีสรางเดกซแทรนเนสหลังการกลายพันธุ Arthrobacter sp. CUN26
ดวย NTG

การคัดเลือกเชื้อสายพันธุกลายที่มีการผลิตเดกซแทรนเนสไดเพิ่มขึ้นในขั้น     ปฐมภูมิและทุติยภูมิ
หลังการกลายพันธุ Arthrobacter sp. CUN26 ดวยสาร NTG  มาทําการคัดเลือกขั้น

ปฐมภูมิโดยดูขนาดบริเวณใสบนอาหาร Yamaguchi (ภาคผนวก ก) หลังจากบมเปนเวลา 24-48     
ชั่วโมง ไดเชื้อที่ผานการคัดเลือกขั้นปฐมภูมิทั้งหมด 100 สายพันธุ เลือกสายพันธุที่มีความกวางของ
บริเวณใสที่มีขนาดใหญกวาสายพันธุ CUN26 ไดจํานวน 18 สายพันธุ ทําการคัดเลือกขั้นทุติยภูมิ
โดยนํามาเลี้ยงในอาหารเหลว ไดเชื้อสายพันธุกลาย 4 สายพันธุที่ใหเดกซแทรนเนสแอคติวิตีสูงกวา
สายพันธุตั้งตน  ดังแสดงในตารางที่ 19
ตารางที่ 19  เปรียบเทียบปริมาณเอนไซมในอาหารเหลวเพื่อการผลิตเอนไซมของสายพันธุตั้งตน   

CUN26 กับสายพันธุกลายที่ผานการฉายแสงอัลตราไวโอเลต 3 รอบ และชักนําดวย
NTG รอบที่ 2

รอยละการเพิ่มเทียบ
กับ CUN26

รอยละการเพิ่มเทียบ
กับ AG-2

สายพันธุ

แอคติวิตี
(หนวย/
มล.)

โปรตีน
(มก./
มล.)

แอคติวิตี
จําเพาะ
(หนวย/
มก.)

แอคติวิตี
(หนวย/
มล.)

แอคติวิตี
จําเพาะ
(หนวย/
มก.)

แอคติวิตี
(หนวย/
มล.)

แอคติวิตี
จําเพาะ
(หนวย/
มก.)

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

หมายเหตุ : สายพันธุตั้งตนคือ สายพันธุ CUN26
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5.2.2 การทดสอบความเสถียรในการผลิตเดกซแทรนเนสของสายพันธุกลาย

นําสายพันธุกลายทั้ง 4 ที่ผานการทดสอบขั้นทุติยภูมิ  มาเล้ียงในอาหารเหลวเพื่อ
การผลิตอีกครั้ง  หลังจากมีการถายเชื้อไป 5 คร้ัง  โดยทําการทดลองเชนเดียวกับการทดสอบในขั้น
ทุติยภูมิ  เปรียบเทียบกับสายพันธุตั้งตน  หาแอคติวิตีของเดกซแทรนเนสที่ผลิตได

ตารางที่ 20  การทดสอบความเสถียรในการผลิตเดกซแทรนเนสของสายพันธุตางๆที่ไดหลังจากการ
ชักนําดวย NTG รอบที่ 2

กอนถายเชื้อ* หลังถายเชื้อ 5 คร้ัง รอยละการลดลงสายพันธุ
แอคติวิตี
(หนวย/
มล.)

แอคติวิตี
จําเพาะ
(หนวย/
มก.)

แอคติวิตี
(หนวย/
มล.)

แอคติวิตี
จําเพาะ
(หนวย/
มก.)

แอคติวิตี
(หนวย/
มล.)

แอคติวิตี
จําเพาะ
(หนวย/
มก.)

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

* หมายถึงคาที่ไดจากปริมาณเดกซแทรนเนสในขั้นตน

จากผลในตารางที่ 20 พบวาสายพันธุกลายทั้ง 4 สายพันธุคือ CUN2-5, CUN2-7, CUN2-21
และ CUN2-23 ใหเดกซแทรนเนสแอคติวิตีลดลงคิดเปนรอยละ 5.91, 2.37, 11.12 และ 6.42 ตาม
ลําดับ  และเมื่อเปรียบเทียบปริมาณเดกซแทรนเนสหลังการถายเชื้อ 5 คร้ัง สายพันธุ CUN2-5 และ
CUN2-7 ยังสามารถผลิตเดกซแทรนเนสที่มีแอคติวิตีสูงกวาสายพันธุตั้งตน CUN26 คิดเปนรอยละ
22.56 และ 17.22 ตามลําดับ เมื่อคิดแอคติวิตีจําเพาะสายพันธุ CUN2-5 สูงกวาสายพันธุตั้งตน
CUN26 คิดเปนรอยละ 30.78

ดังนั้นจึงนํา CUN2-5 ไปทําการกลายพันธุตอไป เพื่อใหไดสายพันธุที่มีประสิทธิภาพใน
การผลิตเดกซแทรนเนสไดมากขึ้น
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5.3 การหาความเขมขนท่ีเหมาะสมของ NTG ในการกลายพันธุ Arthrobacter sp. CUN2-5

จากการกลายพันธุดวย NTG ในรอบที่ผานมา  การใชสารเคมี NTG ที่ความเขมขน 50
ไมโครกรัมตอมล. ในทริสมาลิอิกบัฟเฟอร คาความเปนกรด-ดางเทากับ 6.0 ที่ 37 Oซ  เปนเวลา 0-80
นาทีนั้น  พบวาเชื้อจะใหอัตราการรอดอยูในขอบเขตที่ตองการนั้นตองใชเวลานาน  เพื่อยืดระยะ
เวลาการกลายพันธุใหส้ันลงโดยทําการแปรผันความเขมขนของ NTG อีกครั้ง เพื่อหาความเขมขน
ของ NTG ที่เหมาะสมกับการกลายพันธุ CUN2-5   มากลายพันธุตอดวยสารเคมี NTG โดยแปรผัน
ความเขมขนตั้งแต 50-300 ไมโครกรัมตอมล. ภายใตสภาวะเดียวกันกับขางตน  นับจํานวนโคโลนี
และคํานวณรอยละการรอด ดังแสดงในตารางที่ 21 และรูปที่ 30

ตารางที่ 21 จํานวนโคโลนีที่รอด  และรอยละการรอดของ CUN2-5 ภายหลังการกลายพนัธุ
ดวย NTG 0-300 ไมโครกรัมตอมล.

ความเขมขน NTG
(ไมโครกรัมตอมล.)

จํานวนโคโลนีเฉลี่ยจากจานเพาะเลี้ยงเชื้อ
(เซลลตอมล.)

รอยละการรอด

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

จากรายงานของ Miller (1972) ที่รายงานวา ภาวะการกลายพันธุที่ใหรอยละการรอดอยูใน
ชวงรอยละ 0-50 เปนชวงที่ทําใหเกิดกลายพันธุที่ดีที่สุด ในที่นี้คือความเขมขนเทากับ 100
ไมโครกรัมตอมล.  แตในการทดลองจะคงความเขมขน NTG ที่ 150 ไมโครกรัมตอมล.แลวแปรผัน
เวลาในการที่เชื้อสัมผัสกับ NTG เพื่อหาเวลาที่ใหการกลายพันธุที่ดีที่สุด
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รูปท่ี 30 ความสัมพันธระหวางรอยละการรอดของเชื้อ CUN2-5 หลังการบมรวมกับสาร NTG ที่
ความเขมขนระหวาง 0-300 ไมโครกรัมตอมล.  ที่อุณหภูมิ 37 Oซ  เปนเวลา 30 นาที

ในการหาความเขมขนที่เหมาะสมของ NTG ในการกลายพันธุ Arthrobacter sp. CUN2-5
นั้นไดทําการคัดเลือกเชื้อสายพันธุกลายที่ไดจากการกลายพันธุคร้ังนี้ดวย
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5.3.1  การคัดเลือกเชื้อที่สรางเดกซแทรนเนสหลังการกลายพันธุ CUN2-5 ดวย NTG

การคัดเลือกเชื้อสายพันธุกลายที่มีการผลิตเดกซแทรนเนสไดเพิ่มขึ้นในขั้นปฐมภูมิและทุติยภูมิ

หลังการกลายพันธุ Arthrobacter sp. CUN2-5 ดวย NTG  มาทําการคัดเลือกขั้น
ปฐมภูมิโดยดูขนาดของบริเวณใสบนอาหาร Yamaguchi (ภาคผนวก ก) หลังจากบมเปนเวลา 24-48
ชั่วโมง  ไดเชื้อที่ผานการคัดเลือกขั้นปฐมภูมิทั้งหมด 150 สายพันธุ  เลือกสายพันธุที่มีความกวาง
ของบริเวณใสขนาดใหญกวาสายพันธุ CUN2-5 ไดจํานวน 28 สายพันธุ มาทําการคัดเลือกขั้น
ทุติยภูมิตอไปโดยนํามาเลี้ยงในอาหารเหลว  ไดสายพันธุกลาย 5 สายพันธุที่ใหผลิตเดกซแทรนเนส
แอคติวิตีสูงกวาสายพันธุตั้งตน  ดังแสดงในตารางที่ 22

ตารางที่ 22  เปรียบเทียบปริมาณเอนไซมในอาหารเหลวเพื่อการผลิตเอนไซมของสายพันธุตั้งตน   
CUN2-5 กับสายพันธุกลายที่ผานการฉายแสงอัลตราไวโอเลต 3 รอบ และชักนํา
ดวย NTG รอบที่ 3

รอยละการเพิ่มเทียบ
กับ CUN2-5

รอยละการเพิ่มเทียบ
กับ AG-2

สายพันธุ

แอคติวิตี
(หนวย/
มล.)

โปรตีน
(มก./
มล.)

แอคติวิตี
จําเพาะ
(หนวย/
มก.)

แอคติวิตี
(หนวย/
มล.)

แอคติวิตี
จําเพาะ
(หนวย/
มก.)

แอคติวิตี
(หนวย/
มล.)

แอคติวิตี
จําเพาะ
(หนวย/
มก.)

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

หมายเหตุ : สายพันธุตั้งตนคือ สายพันธุ CUN2-5



75

5.3.2  การทดสอบความเสถียรในการผลิตเดกซแทรนเนสของสายพันธุกลาย

เลือกสายพันธุกลาย 4 สายพันธุที่ผานการทดสอบขั้นทุติยภูมิ  มาเลี้ยงในอาหารเหลวเพื่อ
การผลิตอีกครั้ง  หลังจากมีการถายเชื้อไป 5 คร้ัง  โดยทําการทดลองเชนเดียวกับการทดสอบในขั้น
ทุติยภูมิ  เปรียบเทียบกับสายพันธุตั้งตน  วัดปริมาณเดกซแทรนเนสที่ผลิตได  ดังตารางที่ 23

ตารางที่ 23  การทดสอบความเสถียรในการผลิตเดกซแทรนเนสของสายพันธุตางๆที่ไดหลังจากการ
ชักนําดวย NTG รอบที่ 3

กอนถายเชื้อ* หลังถายเชื้อ 5 คร้ัง รอยละการลดลงสายพันธุ
แอคติวิตี
(หนวย/
มล.)

แอคติวิตี
จําเพาะ
(หนวย/
มก.)

แอคติวิตี
(หนวย/
มล.)

แอคติวิตี
จําเพาะ
(หนวย/
มก.)

แอคติวิตี
(หนวย/
มล.)

แอคติวิตี
จําเพาะ
(หนวย/
มก.)

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

*หมายถึงคาที่ไดจากปริมาณเดกซแทรนเนสในขั้นตน

พบวาแอคติวิตีของเดกซแทรนเนสที่ไดนั้นลดลงจากกอนการถายเช้ือ โดยสายพันธุกลาย
ทั้ง 4 สายพันธุคือ CUN3-1, CUN3-15, CUN3-17 และ CUN3-23 ใหเดกซแทรนเนสแอคติวิตีลดลง
คิดเปนรอยละ 7.76, 16.58, 28.96 และ 5.65 ตามลําดับ โดยสายพันธุ CUN3-1 และ CUN3-23 ยัง
สามารถผลิตเดกซแทรนเนสที่มีแอคติวิตีสูงกวาสายพันธุตั้งตน CUN2-5 คิดเปนรอยละ 12.00 และ
4.55 ตามลําดับ  เมื่อคิดแอคติวิตีจําเพาะ สายพันธุ CUN3-1 สูงกวาสายพันธุตั้งตน CUN2-5 คิดเปน
รอยละ 12.82

ดังนั้นจึงนํา CUN3-1 ไปทําการกลายพันธุตอไป เพื่อใหไดสายพันธุที่มีประสิทธิภาพใน
การผลิตเดกซแทรนเนสไดมากขึ้น



76

5.4  การชักนําใหเกิดการกลายพันธุดวย NTG รอบที่ 4

นําเชื้อ Arthrobacter sp. CUN3-1 ซ่ึงผานการกลายพันธุดวยสาร NTG และผลิต
เดกซแทรนเนสสูงสุดเทากับ 4.134 หนวยตอมล. มีแอคติวิตีจําเพาะเทากับ 3.882 หนวยตอมก. มา
กลายพันธุซํ้าดวยสาร NTGนาน 10-60 นาที  ที่ 37 Oซ  จะใหอัตราการรอดอยูในชวง 16.18-2.19 %
(ภาคผนวก ค) นําเชื้อที่ผานการกลายพันธุมาเลี้ยงในอาหารแข็ง Yamaguchi (ภาคผนวก ก)  บมที่
อุณหภูมิหอง (28-32 Oซ)  เปนเวลา 24-48 ช่ัวโมง

5.4.1  การคัดเลือกเชื้อท่ีสรางเดกซแทรนเนสหลังการกลายพันธุ Arthrobacter sp. CUN3-1 ดวย
NTG

การคัดเลือกเชื้อสายพันธุกลายที่มีการผลิตเดกซแทรนเนสไดเพิ่มขึ้นในขั้น ปฐมภูมิและทุติยภูมิ
หลังการกลายพันธุ  Arthrobacter sp. CUN3-1 ดวย NTG มาทําการคัดเลือกขั้นปฐมภูมิโดย

ดูการใหบริเวณใสบนอาหาร Yamaguchi  (ภาคผนวก ก) หลังจากบมเปนเวลา 24-48 ช่ัวโมง  ได
เชื้อที่ผานการคัดเลือกขั้นปฐมภูมิทั้งหมด 120 สายพันธุ เลือกสายพันธุที่มีความกวางของบริเวณใส
ขนาดใหญกวาสายพันธุ CUN3-1 ไดจํานวน 8 สายพันธุ ทําการคัดเลือกขั้นทุติยภูมิตอไปโดยนํามา
เล้ียงในอาหารเหลว  ไดเชื้อสายพันธุกลาย 2 สายพันธุที่มีการผลิตเดกซแทรนเนสสูงกวาสายพันธุ
ตั้งตน  ดังแสดงในตารางที่ 24



77

ตารางที่ 24  เปรียบเทียบปริมาณเอนไซมในอาหารเหลวเพื่อการผลิตเอนไซมของสายพันธุตั้งตน   
CUN3-1 กับสายพันธุกลายที่ผานการฉายแสงอัลตราไวโอเลต 3 รอบ และชักนํา
ดวย NTG รอบที่ 4

รอยละการเพิ่มเทียบ
กับ CUN3-1

รอยละการเพิ่มเทียบ
กับ AG-2

สายพันธุ

แอคติวิตี
(หนวย/
มล.)

โปรตีน
(มก./
มล.)

แอคติวิตี
จําเพาะ
(หนวย/
มก.)

แอคติวิตี
(หนวย/
มล.)

แอคติวิตี
จําเพาะ
(หนวย/
มก.)

แอคติวิตี
(หนวย/
มล.)

แอคติวิตี
จําเพาะ
(หนวย/
มก.)

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

หมายเหตุ : สายพันธุตั้งตนคือ สายพันธุ CUN3-1

5.4.2  การทดสอบความเสถียรในการผลิตเดกซแทรนเนสของสายพันธุกลาย

นําสายพันธุกลายทั้ง 2 ที่ผานการทดสอบขั้นทุติยภูมิ  มาเลี้ยงในอาหารเหลวเพื่อการผลิต
อีกครั้ง  หลังจากมีการถายเชื้อไป 5 คร้ัง  โดยทําการทดลองเชนเดียวกับการทดสอบในขั้นทุติยภูมิ
เปรียบเทียบกับสายพันธุตั้งตน  วัดปริมาณเดกซแทรนเนสที่ผลิตได  ดังตารางที่ 25
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ตารางที่ 25  การทดสอบความเสถียรในการผลิตเดกซแทรนเนสของสายพันธุตางๆที่ไดหลังจากการ
ชักนําดวย NTG รอบที่ 4

กอนถายเชื้อ* หลังถายเชื้อ 5 คร้ัง รอยละการลดลงสายพันธุ
แอคติวิตี
(หนวย/
มล.)

แอคติวิตี
จําเพาะ
(หนวย/
มก.)

แอคติวิตี
(หนวย/
มล.)

แอคติวิตี
จําเพาะ
(หนวย/
มก.)

แอคติวิตี
(หนวย/
มล.)

แอคติวิตี
จําเพาะ
(หนวย/
มก.)

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

*หมายถึงคาที่ไดจากปริมาณเดกซแทรนเนสในขั้นตน

พบวาสายพันธุกลาย CUN4-29 ใหเดกซแทรนเนสแอคติวิตีลดลงคิดเปนรอยละ 25.47
สวนสายพันธุ CUN4-10 หลังการถายเชื้อ 5 คร้ังมีการผลิตเดกซแทรนเนสเพิ่มขึ้นคิดเปนรอยละ
0.96 อีกทั้งยังสามารถผลิตเดกซแทรนเนสที่มีแอคติวิตีสูงกวาสายพันธุตั้งตน CUN3-1  คิดเปนรอย
ละ 25.66  และเมื่อคิดแอคติวิตีจําเพาะของสายพันธุ CUN4-10 มีคาสูงกวาสายพันธุตั้งตน CUN3-1
คิดเปนรอยละ 20.26

จากผลการทดลองในตารางที่ 25 จะเห็นวาเชื้อสายพันธุกลาย Arthrobacter sp. CUN4-10
และ Arthrobacter sp. CUN26 หลังการถายเชื้อ 5 คร้ัง กลับมีแอคติวิตีที่เพิ่มขึ้น  ดังนั้นจึงนําเชื้อ
สายพันธุกลายทั้ง 2 นี้มาทดสอบความเสถียรอีกครั้ง  โดยการถายเชื้อ 30 คร้ัง  หลังจากนั้นทําการวัด
ปริมาณเดกซแทรนเนสแอคติวิตีที่ผลิตไดเทียบกับสายพันธุตั้งตน  ดังตารางที่ 26
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ตารางที่ 26 การทดสอบความเสถียรในการผลิตเดกซแทรนเนสของสายพันธุกลาย CUN26 และ
CUN4-10 ที่ไดจากการชักนําดวยแสงอัลตราไวโอเลต และ NTG

กอนถายเชื้อ หลังถายเชื้อ รอยละการลดลงสายพันธุ
แอคติวิตี
(หนวย/
มล.)

แอคติวิตี
จําเพาะ
(หนวย/
มก.)

แอคติวิตี
(หนวย/
มล.)

แอคติวิตี
จําเพาะ
(หนวย/
มก.)

แอคติวิตี
(หนวย/
มล.)

แอคติวิตี
จําเพาะ
(หนวย/
มก.)

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

หลังการถายเชื้อครบ 30 คร้ัง  พบวาเดกซแทรนเนสแอคติวิตีที่ไดจากสายพันธุกลาย
Arthrobacter sp. CUN26 มีความเสถียรที่ดีกวา Arthrobacter sp. CUN4-10 โดยสายพันธุกลาย
CUN4-10 หลังจากการถายเชื้อครบ 30 คร้ังมีรอยละการลดลงเทากับ 27.32 ในขณะที่ สายพันธุ
CUN26 หลังการถายเชื้อครบ 30 คร้ังมีรอยละการเพิ่มขึ้นเปน 0.62 ซ่ึงจะเห็นวาสายพันธุกลาย
Arthrobacter sp. CUN26 มีความเสถียรที่ดี และเมื่อดูรูปในภาคผนวก ง รูป ง2 ซ่ึงเปนการเปรียบ
เทียบบริเวณใสบนอาหารแข็ง Yamaguchi ที่มบีลูเดกซแทรน (Blue dextran) 0.5 % หลังจากบม
เล้ียงเชื้อเปนเวลา 24-48 ช่ัวโมง  จะเห็นวาสายพันธุกลาย Arthrobacter sp. CUN26 มี        แอคติวิตี
สูงกวาสายพันธุตั้งตน Arthrobacter sp.  AG-2  ดังนั้นจึงเลือกสายพันธุกลาย Arthrobacter sp.
CUN26 สําหรับใชในการศึกษาตอไป

6. รูปแบบการเจริญของเชื้อสายพันธุกลาย Arthrobacter sp. CUN26 เปรียบเทียบกับสายพันธุ
ตั้งตน Arthrobacter sp. AG-2

เล้ียง Arthrobacter sp. สายพันธุ AG-2 และสายพันธุกลาย Arthrobacter sp. CUN26 ใน
อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Yamaguchi (ภาคผนวก ก) โดยใชอายุหัวเชื้อ 15 ช่ัวโมง  ปริมาณ 10 %  ทํา
การเลี้ยงที่อุณหภูมิหอง (28-32 องศาเซลเซียส)  เขยาใหอากาศที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที  
แลวเก็บตัวอยางในระยะเวลาตางๆ  แลวนําไปวิเคราะหการเจริญ, แอคติวิตี, โปรตีน และ แอคติวิตี
จําเพาะ  แสดงผลดังรูปที่ 31
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รูปที่ 31  รูปแบบการเจริญ และการสรางเดกซแทรนเนสของเชื้อสายพันธุตั้งตน Arthrobacter sp.
AG-2  และสายพันธุกลาย Arthrobacter sp. CUN26
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จากรูปที่ 31 พบวาการเจริญของ (น้ําหนักเซลลแหง) สายพันธุตั้งตน Arthrobacter sp.
AG-2 และสายพันธุกลาย Arthrobacter sp. CUN26 นั้นแตกตางกันนอยมาก  สวนการสราง
เดกซแทรนเนสจะเห็นวาสายพันธุกลายมีการผลิตเดกซแทรนเนสสูงกวาสายพันธุตั้งตนมาก โดยใน
ชั่วโมงที่ 36 สายพันธุกลายจะผลิตเดกซแทรนเนสได 4.678 หนวยตอมล. และมีแอคติวิตีจําเพาะเทา
กับ 4.096 หนวยตอมก.  สวนสายพันธุตั้งตนใหผลิตเดกซแทรนเนสแอคติวิตีเทากับ 2.235 หนวย
ตอมล.  และมีแอคติวิตีจําเพาะเทากับ 2.064 หนวยตอมก.  สายพันธุกลายมีแอคติวิตีและแอคติวิตี
จําเพาะสูงกวาสายพันธุตั้งตน (ในชั่วโมงที่ 36) คิดเปนรอยละ 109.31 และ 98.45 ตามลําดับ

7. ปริมาณเดกซแทรนที่เหมาะสมตอการผลิตเดกซแทรนเนสของเชื้อสายพันธุกลาย Arthrobacter
sp. CUN26

เมื่อทําการศึกษาปริมาณสารชักนํา (inducer) ไดแก เดกซแทรนที่เหมาะสมตอการผลิต
เดกซแทรนเนสโดยการแปรผันปริมาณเดกซแทรนเปน 0.25, 0.5, 1, 2, 3, 4 และ 5 % (น้ําหนักตอ
ปริมาตร) หลังจากนั้นทําการวัดปริมาณเดกซแทรนเนสที่ผลิตไดเทียบกับสายพันธุตั้งตน ไดผลดัง
ตารางที่ 27 และรูปที่ 32

ตารางที่ 27  การหาปริมาณเดกซแทรนเนสที่เหมาะสมตอเชื้อสายพันธุกลาย Arthrobacter sp.
CUN26

เดกซแทรน (%) แอคติวิตี (หนวย/มล.) โปรตีน (มก./มล.) แอคติวิตีจําเพาะ
(หนวย/มก.)

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

พบวา  ปริมาณเดกซแทรนที่ เหมาะสมตอการผลิตเดกซแทรนเนสของสายพันธุ 
Arthrobacter sp. CUN26 คือ 1 %  โดยใหแอคติวิตีจําเพาะที่สูงสุดเทากับ 4.275 หนวยตอมก.  ดัง
นั้นจึงใชปริมาณเดกซแทรน 1 % ในอาหารเลี้ยงเชื้อเพื่อการผลิตแทนเดกซแทรน 0.5 %

8. หาชนิดและปริมาณไนโตรเจนที่เหมาะสมตอการเลี้ยงเชื้อสายพันธุกลาย Arthrobacter sp.
CUN26

8.1  ชนิดของแหลงไนโตรเจนที่เหมาะสมตอการเล้ียงเชื้อเพื่อการผลิตเดกซแทรนเนส
เมื่อทําการศึกษาแหลงไนโตรเจนที่เหมาะสมตอการผลิตเดกซแทรนเนสโดยการ

เล้ียงเชื้อ Arthrobacter sp. CUN26 ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่เสริมดวยแหลงไนโตรเจนตางๆที่ไดรับการ
ปรับใหมีไนโตรเจนเทากับ 0.1089 % (น้ําหนักตอปริมาตร) หลังจากนั้นทําการวัดปริมาณเดกซแท
รนเนสที่ผลิตไดเทียบกับสายพันธุตั้งตน  ไดผลดังตารางที่ 28  และรูปที่ 33
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ตารางที่ 28  การหาแหลงไนโตรเจนที่เหมาะสมตอเชื้อสายพันธุกลาย Arthrobacter sp. CUN26

แหลงไนโตรเจน แอคติวิตี (หนวย/มล.) โปรตีน (มก./มล.)
โพแทสเซียมไนเตรท 3.875 0.387
โซเดียมไนเตรท 4.164 0.520

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

รูปท่ี 33 ชนิดของแหลงไนโตรเจนที่เหมาะสมตอการเล้ียงเชื้อสายพันธุกลาย Arthrobacter sp.
CUN26 เพื่อการผลิตเดกซแทรนเนส
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ผลการทดลองพบวาแหลงอนินทรียไนโตรเจนที่เหมาะสมตอการผลิตเดกซแทรนเนสคือ 
แอมโมเนียมซัลเฟต ซ่ึงใหคาแอคติวิตีเทากับ 4.827 หนวยตอมล.  และแหลงอินทรียไนโตรเจนที่
เหมาะสมคือทริปโตน  ซ่ึงใหคาแอคติวิตีเทากับ 6.377 หนวยตอมล.  ดังนั้นจึงเลือกทริปโตนและ
แอมโมเนียมซัลเฟต  เปนแหลงไนโตรเจนสําหรับการผลิตเดกซแทรนเนส

8.2 ปริมาณไนโตรเจนที่เหมาะสมตอการเล้ียงเชื้อเพื่อการผลิตเดกซแทรนเนส

จากตารางที่ 28 และรูปที่ 33 จะเห็นวาแหลงอนินทรียไนโตรเจนที่เหมาะสมตอ
การผลิตเดกซแทรนเนสคือ แอมโมเนียมซัลเฟต และแหลงอินทรียไนโตรเจนที่เหมาะสมคือ     
ทริปโตน  ดังนั้นจึงทดลองนํา Arthrobacter sp. CUN26 มาเลี้ยงในอาหารที่มีการผสมระหวาง 
แอมโมเนียมซัลเฟต กับ ทริปโตน  โดยนํามาหาอัตราสวนผสมที่เหมาะสม  ดังตารางที่ 5 (บทที่ 2)  
จากนั้นทําการวัดแอคติวิตีและแอคติวิตีจําเพาะของเดกซแทรนเนสที่ผลิตไดเทียบกับสายพันธุตั้งตน

พบวาในการผสมแอมโมเนียมซัลเฟต และทริปโตนในอัตราสวน 25 ตอ 25 % นั้น
จะใหแอคติวิตีของเดกซแทรนเนสสูงที่สุด  ซ่ึงมีคาเทากับ 6.183 หนวยตอมล.  ดังแสดงในตารางที่ 
29 ซ่ึงมีคาที่สูงกวาสายพันธุตั้งตน Arthrobacter sp. AG-2 และสายพันธุกลาย Arthrobacter sp.
CUN26 ที่เล้ียงในอาหารเลี้ยงเชื้อสูตรเดิม (ตารางที่ 30 และรูปที่ 34) ดังนั้นจึงเลือกใชแอมโมเนียม
ซัลเฟต และ ทริปโตน เปนแหลงไนโตรเจนที่เหมาะสมตอการผลิตเดกซแทรนเนส ที่อัตราสวนรอย
ละ 25 ตอ 25 (%ของแหลงไนโตรเจนแตละชนดิเทียบกับปริมาณไนโตรเจนทั้งหมดในอาหารเลี้ยง
เชื้อโดย 100 %ไนโตรเจนมีคาเทากับ 1.0899 กรัมตอลิตร)
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ตารางที่ 29 การศึกษาหาปริมาณไนโตรเจนที่เหมาะสมตอการผลิตเดกซแทรนเนสของสายพันธุ
กลาย Arthrobacter sp. CUN26

แอมโมเนียม
ซัลเฟต*

                 (%)
ทริปโตน*
(%)

0
(0 กรัมตอลิตร)

25
(0.272 กรัมตอ

ลิตร)

50
(0.545 กรัมตอ

ลิตร)

75
(0.817 กรัมตอ

ลิตร)

100
(1.089 กรัมตอ

ลิตร)

Act. = 5.974 Act. = 5.165 Act. = 4.955 Act. = 4.033 Act. = 4.368100
(1.089 กรัมตอ

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

Act. = 4.940 Act. = 4.745 Act. = 4.697 Act. = 4.516 Act. = 3.69275
(0.817 กรัมตอ

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

Act. = 6.070 Act. = 5.313 Act. = 4.663 Act. = 5.015 Act. = 4.98650
(0.545 กรัมตอ

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

Act. = 3.716 Act. = 6.183 Act. = 5.027 Act. = 5.494 Act. = 5.22225
(0.272 กรัมตอ

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

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

*หมายเหตุ : %ของแหลงไนโตรเจนแตละชนิดเทียบกับปริมาณไนโตรเจนทั้งหมดในอาหารเลี้ยง
เชื้อ โดย 100 %ไนโตรเจนมีคาเทากับ 1.089 กรัมตอลิตร

ตารางที่ 30  การผลิตเดกซแทรนเนสของสายพันธุตั้งตน Arthrobacter sp. AG-2 และสายพันธุกลาย
Arthrobacter sp. CUN26 ในอาหารเหลว Yamaguchi (ภาคผนวก ก)

แอคติวิตี (หนวย/มล.) โปรตีน (มก./มล.)
อาหารเลี้ยงเชื้อสูตรเดิม/ CUN26 4.559 1.082
อาหารเลี้ยงเชื้อสูตรเดิม/ AG-2 2.392 1.122
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รูปท่ี 34 ปริมาณไนโตรเจนที่เหมาะสมตอการผลิตเดกซแทรนเนส (หนวยตอมล.) ของสายพันธุ
CUN 26
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9. ปริมาณแมกนีเซียมซัลเฟตที่เหมาะสมตอการเลี้ยงเชื้อสายพันธุกลาย Arthrobacter sp.
CUN26 เพื่อการผลิตเดกซแทรนเนส

ใชอาหารเลี้ยงเชื้อที่ไดจากการทดลองที่ 6 และ 7 เปนสูตรเร่ิมตนแลวแปรผัน
ปริมาณแมกนีเซียมซัลเฟต  และวัดแอคติวิตีของเดกซแทรนเนสที่ผลิตไดเทียบกับสายพันธุตั้งตน

ตารางที่ 31 หาปริมาณแมกนีเซียมซัลเฟตที่เหมาะสมตอเชื้อสายพันธุกลาย Arthrobacter sp CUN26
แมกนีเซียมซัลเฟต (%) แอคติวิตี (หนวย/มล.) โปรตีน (มก./มล.)

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

รูปที่ 35 ปริมาณแมกนีเซียมซัลเฟตที่เหมาะสมตอการเล้ียงเชื้อสายพันธุกลาย CUN26

เมื่อทําการแปรผันปริมาณแมกนีเซียมซัลเฟตที่เหมาะสมตอการเลี้ยงเชื้อเพื่อการผลิต       
เดกซแทรนเนส  พบวาปริมาณแมกนีเซียมซัลเฟตที่เหมาะสมคือ 0.02 %  ซ่ึงจะใหคาแอคติวิตีสูงสุด
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เทากับ 6.303 หนวยตอมล.  ดังแสดงในตารางที่ 31 และรูปที่ 35  จึงเลือกใชปริมาณแมกนีเซียม
ซัลเฟตเทากับ 0.02 %ในอาหารเลี้ยงเชื้อเพื่อการผลิตของสายพันธุกลาย Arthrobacter sp. CUN26

10. ปจจัยทางกายภาพที่เหมาะสมตอการเลี้ยงเชื้อสายพันธุกลาย Arthrobacter sp.  CUN26 เพื่อ
การผลิตเดกซแทรนเนส

ทําการศึกษาปจจัยทางกายภาพที่เหมาะสมตอการเล้ียงเชื้อสายพันธุกลาย Arthrobacter sp.
CUN26 อันไดแกความเปนกรด-ดาง  อุณหภูมิ  และความเร็วรอบในการเขยาที่เหมาะสมตอการ
เล้ียงเชื้อสายพันธุกลาย Arthrobacter sp.  CUN26

10.1 การศึกษาความเปนกรด-ดางที่เหมาะสมตอการเล้ียงเชื้อสายพันธุกลาย Arthrobacter
sp.  CUN26 เพื่อการผลิตเดกซแทรนเนส

โดยทําการแปรผันคาความเปนกรด-ดางเริ่มตนของอาหารเลี้ยงเชื้อเปน 4.0-10.0 หลังการ
เล้ียงเชื้อแลวนํามาวิเคราะหปริมาณเดกซแทรนเนส  เทียบกับสายพันธุตั้งตน

ตารางที่ 32 คาความเปนกรด-ดางที่เหมาะสมตอการเล้ียงเชื้อสายพันธุกลาย Arthrobacter sp.
CUN26

คาความเปนกรด-ดาง แอคติวิตี (หนวย/มล.) โปรตีน (มก./มล.)
4 0.260 0.592
5 2.870 0.400
6 4.304 0.373
7 6.257 0.381
8 5.773 0.397
9 5.450 0.381
10 5.102 0.392
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รูปท่ี 36 คาความเปนกรด-ดางที่เหมาะสมตอการเล้ียงเชื้อเพื่อการผลิตเดกซแทรนเนสของเชื้อ
สายพันธุกลายกลาย Arthrobacter sp.  CUN26

เมื่อทําการแปรผันคาความเปนกรด-ดางเริ่มตนของอาหารเลี้ยงเชื้อเปน 4.0-10.0  แลวพบวา
คาความเปนกรด-ดางที่เหมาะสมตอการเล้ียงเชื้อคือ 7.0  โดยใหคาแอคติวิตีสูงสุด เทากับ 6.257
หนวยตอมล.  ดังแสดงในตารางที่ 32 และรูปที่ 36 จึงเลือกใชคาความเปนกรด-ดางเริ่มตนที่เหมาะ
สมตอการผลิตเดกซแทรนเนสของสายพันธุกลาย Arthrobacter sp.  CUN26 ที่ 7.0

10.2 อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการเลี้ยงเชื้อสายพันธุกลาย Arthrobacter sp.  CUN26 เพื่อการ
ผลิตเดกซแทรนเนส

แปรผันอุณหภูมิในการเลี้ยงเชื้อเปน 30, 37, 40Oซ และอุณหภูมิหอง (28-32Oซ) หลังการ
เล้ียงเชื้อแลวนํามาวิเคราะหเดกซแทรนเนสแอคติวิตี  เทียบกับสายพันธุตั้งตน  ดังตารางที่ 33 และ
รูปที่ 37
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ตารางที่ 33  อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการเลี้ยงเชื้อสายพันธุกลาย Arthrobacter sp.  CUN26

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

อุณหภูมิหอง (28-32) 6.096 0.376

รูปท่ี 37  อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการเลี้ยงเชื้อสายพันธุกลาย Arthrobacter sp.  CUN26
เพื่อการผลิตเดกซแทรนเนส

เมื่อทําการแปรผันอุณหภูมิในการเลี้ยงเชื้อสายพันธุกลาย Arthrobacter sp.  CUN26 เปน
30,37,40 องศาเซลเซียส และอุณหภูมิหอง (28-32Oซ)  แลวพบวาอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการเล้ียง
เชื้อคือ 37 Oซ  โดยใหคาแอคติวิตีสูงสุด เทากับ 6.276 หนวยตอมล. จึงเลือกใชเปนอุณหภูมิที่
เหมาะสมตอการผลิตเดกซแทรนเนสสายพันธุกลาย Arthrobacter sp.  CUN26 ที่ 37 Oซ
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10.3 ความเร็วรอบของการเขยาที่เหมาะสมตอการเล้ียงเชื้อสายพันธุกลาย Arthrobacter
sp.  CUN26 เพื่อการผลิตเดกซแทรนเนส

โดยทําการแปรผันความเร็วรอบของการเขยาในการเลี้ยงเชื้อเปน 150, 200 และ 250 รอบ
ตอนาที หลังการเลี้ยงเชื้อแลวนํามาวิเคราะหปริมาณเดกซแทรนเนส  เทียบกับสายพันธุตั้งตน  ได
ผลดังตารางที่ 34  และรูปที่ 38

ตารางที่ 34    ความเร็วรอบของการเขยาที่เหมาะสมตอการเล้ียงเชื้อสายพันธุกลาย Arthrobacter sp.
CUN26

รอบของการเขยา (รอบตอนาที) แอคติวิตี(หนวย/มล.) โปรตีน (มก./มล.)
150 5.199 0.391
200 6.420 0.377
250 6.152 0.380

รูปท่ี 38 ความเร็วรอบของการเขยาที่เหมาะสมตอการเล้ียงเชื้อสายพันธุกลาย Arthrobacter sp.
CUN26 เพื่อการผลิตเดกซแทรนเนส
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เมื่อแปรผันความเร็วรอบของการเขยาในการเลี้ยงเชื้อสายพันธุกลาย Arthrobacter sp.
CUN26 เปน 150, 200 และ 250 รอบตอนาที  พบวา ความเร็วรอบของการเขยาที่เหมาะสมตอการ
เล้ียงเชื้อ Arthrobacter sp. CUN26 คือ 200 รอบตอนาที  โดยใหคาแอคติวิตีสูงสุด  เทากับ 6.420
หนวยตอมล.  ดังนั้นจึงเลือกใชความเร็วรอบในการเขยาเทากับ 200 รอบตอนาที ในการเลี้ยง
สายพันธุกลาย Arthrobacter sp. CUN26 เพื่อการผลิตเดกซแทรนเนส

11. เปรียบเทียบสูตรอาหาร สภาวะเดิม กับ สูตรปรับปรุงและสภาวะใหมที่เหมาะสมตอการเลี้ยง
เชื้อสายพันธุกลาย Arthrobacter sp.  CUN26

นําสูตรอาหารและสภาวะที่ไดจากการปรับปรุงใหเหมาะกับการผลิตเดกซแทรนเนสของ
เชื้อสายพันธุกลาย Arthrobacter sp.  CUN26 (ตารางที่ 30)  มาทําการเลี้ยงเช้ือเพื่อเปรียบเทียบรูป
แบบการเจริญและแอคติวิตี  ไดผลดังรูปที่ 39

ตารางที่ 35 เปรียบเทียบสูตรอาหารเดิม สภาวะเดิม กับสูตรปรับปรุงและสภาวะปรับปรุง ที่เหมาะ
สมตอการเลี้ยงเชื้อสายพันธุกลาย Arthrobacter sp.  CUN26

สูตรเดิม/ สภาวะเดิม
(กรัมตอลิตร)

สูตรปรับปรงุ/ สภาวะปรับปรุง
(กรัมตอลิตร)

K2HPO4 2 2
KH2PO4 1 1

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

คาความเปนกรด-ดาง 7.0 7.0
อุณหภูมิ อุณหภูมิหอง (28-32Oซ) 37Oซ

รอบของการเขยา 200 rpm 200 rpm
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 รูปท่ี 39 เปรียบเทียบการเจริญของเชื้อสายพันธุกลาย Arthrobacter sp. CUN26 ในอาหารเลี้ยงสูตร
เดิม สภาวะเดิม กับสูตรปรับปรุง สภาวะปรับปรุง
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พบวา การเจริญของเชื้อสายพันธุกลาย Arthrobacter sp. CUN26 ในอาหารเลี้ยงเชื้อสูตร
เดิม  สภาวะเดิม  และอาหารเลี้ยงเชื้อสูตรปรับปรุง  สภาวะปรับปรุง  ไมแตกตางกันเมื่อดูจากน้ํา
หนักเซลลแหง  สวนแอคติวิตีของเดกซแทรนเนสที่เชื้อผลิตไดนั้น  จะเห็นวาการเลี้ยงเชื้อในอาหาร
เล้ียงเชื้อสูตรปรับปรุง ที่เล้ียงในสภาวะปรับปรุง  จะมีคาสูงกวาการเลี้ยงในอาหารสูตรเดิม  สภาวะ
เดิม  โดยเมื่อทําการเลี้ยงเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อสูตรปรับปรุง  สภาวะปรับปรงุ เชื้อจะมีแอคติวิตีสูง
สุดในชั่วโมงที่ 36 เทากับ 6.31 หนวยตอมล.  ซ่ึงเมื่อเทียบกับการเลี้ยงเชื้อในอาหารสูตรเดิม 
(Yamaguchi) สภาวะเดิม  ในชั่วโมงที่ 36 นั้น  พบวาการเลี้ยงเชื้อในอาหารเลี้ยงเช้ือสูตรปรับปรุง   
ที่เล้ียงในสภาวะปรับปรุงจะมีคามีแอคติวิตีสูงกวาการเลี้ยงในอาหารสูตรเดิม  สภาวะเดิม  คิดเปน
รอยละ 34.88 (1.3 เทา)
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12. เปรียบเทียบแอคติวิตี และโปรตีน ระหวาง Arthrobacter sp. AG-2 สายพันธุตั้งตน, 
Arthrobacter sp. CUN26 สายพันธุกลายในอาหารเลี้ยงเชื้อสูตรเดิม  และ Arthrobacter sp. CUN26 
สายพันธุกลายในอาหารเลี้ยงเชื้อสูตรปรับปรุง

ทําการเลี้ยง Arthrobacter sp.  AG-2 สายพันธุตั้งตนในอาหารเลี้ยงเชื้อสูตรเดิม และสาย
พันธุกลาย Arthrobacter sp. CUN26 ทั้งในอาหารเลี้ยงเชื้อสูตรเดิม และ สูตรปรับปรุงตามภาวะจาก
ขอ 11  เมื่อวิเคราะหปริมาณแอคติวิตี  และโปรตีน  ดังแสดงผลในตารางที่ 36, รูปที่ 40

ตารางที่ 36 เปรียบเทียบแอคติวิตี และโปรตีน ระหวาง Arthrobacter sp.  AG-2 สายพันธุตั้งตน, 
Arthrobacter sp. CUN26 สายพันธุกลายในอาหารเลี้ยงเชื้อสูตรเดิม  และ Arthrobacter sp. CUN26 
สายพันธุกลายในอาหารเลี้ยงเชื้อสูตรปรับปรุง

แอคติวิตี
(หนวย/มล.)

โปรตีน
(มก./มล.)

รอยละการเพิ่มแอคติวิตี
(หนวย/มล.)

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

สูตรเดิม
4.568 1.102 81.70

(1.82เทา)
Arthrobacter sp. CUN26 /

สูตรปรับปรุง
6.276 0.369 149.64

(2.50เทา)
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รูปท่ี 40 เปรียบเทียบแอคติวิตี และโปรตีน ระหวาง Arthrobacter sp.  AG-2 สายพันธุตั้งตน, 
Arthrobacter sp. CUN26 สายพันธุกลายในอาหารเลี้ยงเชื้อสูตรเดิม  และ Arthrobacter sp. CUN26 
สายพันธุกลายในอาหารเลี้ยงเช้ือสูตรปรับปรุง

พบวาสายพันธุกลาย Arthrobacter sp. CUN26 ใหแอคติวิตีของเอนไซมสูงกวา 
Arthrobacter sp.  AG-2 สายพันธุตั้งตน  คิดเปน 81.70%  เมื่อทําการปรับปรุงอาหารและสภาวะที่
เหมาะสมตอการผลิตเดกซแทรนเนสแลว  จะเห็นวาเชื้อสายพันธุกลาย Arthrobacter sp. CUN26 มี
แอคติวิตีสูงกวา Arthrobacter sp.  AG-2 สายพันธุตั้งตน  คิดเปน 149.64 % หรือ 2.5 เทาของสาย
พันธุตั้งตน
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13. สมบัติของเดกซแทรนเนสที่ไดจากแบคทีเรียสายพันธุกลาย Arthrobacter sp CUN26

13.1 ความเปนกรด-ดาง ที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซม

เมื่อใหเอนไซมทําปฏิกิริยากับสับสเตรทในบัฟเฟอรที่มีการแปรผันความเปนกรด-
ดาง ตั้งแต 4.0-9.0 ภายใตสภาวะมาตรฐาน  แลวตรวจสอบแอคติวิตีของเอนไซม  พบวา  ฟอสเฟต
บัฟเฟอรที่ความเปนกรด-ดางเทากับ 6.5 นี้เหมาะสมที่สุดตอการทํางานของเอนไซม  ดังแสดงในรูป
ที่ 41

รูปท่ี 41  ผลของคาความเปนกรด-ดางตอการทํางานของเอนไซมเดกซแทรนเนสจากเชื้อสายพันธุ
กลาย Arthrobacter sp. CUN26 โดยบมเอนไซมในบัฟเฟอรชนิดตางๆ
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13.2 อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซม

เมื่อใหเอนไซมทําปฏิกิริยากับสับสเตรทในฟอสเฟตบัฟเฟอร คาความเปนกรด-ดาง เทากับ 6.5  ที่มี
การบมปฏิกิริยาตางๆอันไดแก 30, 37, 40, 45, 50, 55, 60 และ 70Oซ  พบวาอุณหภูมิ 50Oซ
เปนอุณหภูมิที่เหมาะสมที่สุดตอการทํางานของเอนไซม  ดังแสดงในรูปที่ 42

รูปท่ี 42  ผลของอุณหภูมิตอการทํางานของเอนไซมเดกซแทรนเนสจากเชื้อสายพันธุกลาย
Arthrobacter sp. CUN26 โดยแปรผันอุณหภูมิที่ใชตั้งแต 30-70 Oซ
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13.3 ความเสถียรของเอนไซมตอความเปนกรด-ดาง

นําเอนไซมในบัฟเฟอรตางๆ ตามวิธีการทดลองในบทที่ 2 ขอที่ 11.3 ที่มี
ความเปนกรด-ดางอยูในชวง 4.0-9.0 มาบมที่อุณหภูมิ 4 Oซ เปนเวลา 30 นาที แลวตรวจ
สอบแอคติวิตีของเอนไซมภายใตสภาวะมาตรฐาน  จากการตรวจสอบความเสถียรตอความ
เปนกรด-ดาง  พบวาเดกซแทรนเนสที่ไดจากเชื้อสายพันธุกลาย Arthrobacter sp CUN26 มี
ความเสถียรตอคาความเปนกรด-ดาง ในชวงกวาง คือ 5.0-9.0 เปนชวงที่มีแอคติวิตี
ประมาณ 90-100 %  ทั้งนี้ขึ้นอยูกับชนิดของบัฟเฟอรดวย  ดังแสดงในรูปที่ 43

รูปท่ี 43 ความเสถียรตอความเปนกรด-ดางของเอนไซมเดกซแทรนเนสจากเชื้อสายพันธุกลาย
Arthrobacter sp. CUN26
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13.4 ความเสถียรของเอนไซมตออุณหภูมิ

นําเอนไซมที่เจือจางดวยความเขมขนที่พอเหมาะ มาบมที่อุณหภูมิ 30, 37,
40, 45, 50, 55, 60 และ 70Oซ เปนเวลา 30 นาที แลวตรวจสอบแอคติวิตีของเอนไซมภายใต
สภาวะมาตรฐาน  เมื่อตรวจสอบความเสถียรของเอนไซมตออุณหภูมิพบวา เดกซแทรน
เนสจากเชื้อสายพันธุกลาย Arthrobacter sp CUN26 มีความเสถียรตออุณหภูมิในชวง 30-
45 Oซ   และมีแอคติวิตีลดลงเหลือประมาณ 70 % เมื่อบมที่อุณหภูมิ 50Oซ   และจะสูญเสีย
แอคติวิตีอยางรวดเร็วเมื่อบมที่อุณหภูมิสูงกวา 55Oซ   ดังแสดงในรูปที่ 44
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รูปท่ี 44  ความเสถียรตออุณหภูมิของเอนไซมเดกซแทรนเนสจากเชื้อสายพันธุกลาย
Arthrobacter sp. CUN26
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13.5 ผลของความเขมขนของโซเดียมคลอไรดตอการทํางานของเอนไซม

เมื่อทําการแปรผันความเขมขนของโซเดียมคลอไรด (NaCl) ตั้งแต 0-10
%ในฟอสเฟตบัฟเฟอร 0.05 โมลาร ความเปนกรดดางเทากับ 6.5  แลวบมเอนไซมเปนเวลา
30 นาที เมื่อตรวจสอบแอคติวิตีของเอนไซมภายใตสภาวะมาตรฐาน  พบวาเอนไซมจะ
ทาํงานไดดเีมือ่มโีซเดยีมคลอไรดเขมขน 0-4 %  และเมือ่มคีวามเขมขนของโซเดยีมคลอไรด
เพิม่ขึน้มากกวา 4 %  แอคติวิตีของเอนไซมจะลดลงตามคามเขมขนของเกลือที่เพิ่มขึ้น    
ดังแสดงในรูปที่ 45

รูปท่ี 45 ผลของความเขมขนของโซเดียมคลอไรดตอการทํางานของเอนไซมเดกซแทรน
เนสจากเชื้อสายพันธุกลาย Arthrobacter sp. CUN26
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13.6 การหาคา Km ของเดกซแทรนเนสที่ไดจากเชื้อสายพันธุกลาย Arthrobacter sp
CUN26

นําเอนไซมมาทําปฏิกิริยากับสับสเตรทที่ความเขมขนตางๆกัน  แปรผัน
ความ    เขมขนของเดกซแทรนที-2000 เปน 0.15625, 0.3125, 0.625, 1.25 และ 1.875 %
แลวตรวจสอบ   แอคติวิตีของเอนไซม  นํามาคํานวณเพื่อเขียนกราฟแบบ ไลนวีเวอร-เบิรก
(Line weaver-Burk plot)  จะไดกราฟดังรูปที่ 46  ซ่ึงไดคา Km ของเดกซแทรนเนสตอเดกซ
แทรนที-2000 เปน 2.796 ไมโครโมลาร

รูปท่ี 46 กราฟไลนวีเวอร-เบิรก (Line weaver-Burk plot) ของเดกซแทรนเนสจาก Arthrobacter sp
CUN26 สายพันธุกลาย
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14. สมบัติของเดกซแทรนเนสจากเชื้อแบคทีเรียสายพันธุกลาย Arthrobacter sp. CUN26 และจาก
สายพันธุตั้งตน Arthrobacter sp. AG-2   

ตารางที่ 37  สมบัติของเดกซแทรนเนสที่ไดจาก Arthrobacter sp. AG-2 สายพันธุตั้งตน และ
สายพันธุกลาย Arthrobacter sp. CUN26 ที่ไดจากการกลายพันธุ

เดกซแทรนเนส
สมบัติของเอนไซม Arthrobacter sp.    AG-2 Arthrobacter sp. CUN26

- อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางาน
- คาความเปนกรด-ดางที่เหมาะสมตอ

การทํางาน
- ความเสถียรตออุณหภูมิ
- ความเสถียรตอความเปนกรด-ดาง
- คา Km ตอเดกซแทรนที-2000 (µM)

55 องศาเซลเซียส
ฟอสเฟตบัฟเฟอร,pH = 7.0

สูงถึง 40 องศาเซลเซียส
5.5-7.0

3.22

50 องศาเซลเซียส
ฟอสเฟตบัฟเฟอร,pH = 6.5

สูงถึง 45 องศาเซลเซียส
5.0-9.0
2.796

เมื่อตรวจสอบคุณสมบัติของเอนไซมเดกซแทรนเนสจากสายพันธุตั้งตน AG-2 เทียบกับ
สายพันธุกลาย CUN26 พบวาเอนไซมจากสายพันธุ CUN26 มีลักษณะที่ตางไปจาก AG-2 ทั้ง
อุณหภูมิและความเปนกรด-ดางที่เหมาะสมตอการทํางาน  โดยมีการเปลี่ยนจาก 55 องศาเซลเซียส 
และคาความเปนกรด-ดางเทากับ 7.0 เปน 50 องศาเซลเซียส และ ความเปนกรด-ดางเทากับ 6.5  ใน
ขณะที่มีความเสถียรตออุณหภูมิและคาความเปนกรด-ดางที่เพิ่มขึ้น  และสายพันธุกลาย CUN26 มี
ความจําเพาะตอเดกซแทรนที-2000 มากกวาสายพันธุตั้งตน AG-2 



บทที่ 4

สรุปและวิจารณผลการทดลอง

การทดลองนี้ไดใชเชื้อแบคทีเรียสายพันธุ AG-2 ที่คัดแยกไดจากดิน จ.นนทบุรี โดย ณฐินี 
สุวรรณสิงห (2540)  ซ่ึงเปนเชื้อที่มีความสามารถในการผลิตเดกซแทรนเนสได  จากการนํา
แบคทีเรียสายพันธุ AG-2 มาทําการจําแนกทางอนุกรมวิธานโดยใชลักษณะทางสัณฐานวิทยาและ
ทางสรีรวิทยา รวมกับการวิเคราะหลําดับเบสของ 16 เอสไรโบโซมัลอารเอ็นเอ  สามารถจําแนก
แบคทีเรียสายพันธุ AG-2 จัดอยูในสกุล Arthrobacter sp. เชื้อสกุลนี้ไดเคยมีรายงานของ Sawai และ
คณะ ในป 1976 อันไดแก Arthrobacter globiformis T6 ที่แยกไดจากดิน วามีความสามารถในการ
สรางไอโซมอลโต-เดกซแทรนเนส (isomalto-dextranase) ซ่ึงสามารถยอยสลายเดกซแทรนใหเปน
ไอโซมอลโตส และในขณะเดียวกันไอโซมอลโตสที่ไดนี้จะมีผลยับยั้งการสรางเดกซแทรน ทําให
ลดการเกิดฟนผุลงได  และ จากงานวิจัยของ Kubo และคณะ ในป 1993 ไดทําการทรานสฟอรม 
พลาสมิดที่มีเดกซแทรนเนสยีน จาก Arthrobacter sp. สายพันธุ CB-8 เขาไปใน Streptococcus 
gordonii ทําใหยับยังการสรางเดกซแทรนของ Streptococcus gordonii ได ทําใหการเกาะติดของเชื้อ
และอัตราการเกิดฟนผุลดลง

เนื่องจากสภาวะในชองปากนั้นมีการแปรเปลี่ยนไดอยางกวางขวาง  โดยข้ึนกับสิ่งที่บริโภค
เขาไป  ดังนั้นเดกซแทรนเนสที่จะนําไปใชในชองปากนั้นควรมีความสามารถในการทนสภาวะ
ตางๆในชองปากได  ซ่ึงเกลือโซเดียมคลอไรด (NaCl) เปนสารหนึ่งที่มีการบริโภคอยางตอเนื่องจาก
อาหารที่บริโภค  เอนไซมที่เหมาะสมจึงควรสามารถทนตอความเค็มอยางนอยในระดับที่มนุษย
บริโภคเขาไป  จากผลการทดลองที่ 2 จะเห็นวา เชื้อ Arthrobacter sp. AG-2 มีความสามารถในการ
ผลิตเดกซแทรนเนสในอาหารที่มีเกลือโซเดียมคลอไรดอยู  โดยจะมีคาแอคติวิตีจําเพาะที่ดีที่สุดใน
อาหารที่มีการเติมเกลือโซเดียมคลอไรด 3 %  ดังนั้นในขั้นตอนตอๆไปในการกลายพันธุ AG-2 ให
สามารถสรางเดกซแทรนเนสที่มีแอคติวิตีสูงจะเติมเกลือโซเดียมคลอไรดลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเปน 
3 %เสมอ  ทั้งนี้เนื่องจากวาอาหารที่รับประทานเขาไป  มักมีระดับเกลือโซเดียมคลอไรดไมเกิน 3 %

ในงานวิจัยนี้มีจุดมุงหมายในการปรับปรุงสายพันธุ Arthrobacter sp. AG-2 โดยใชสูตร
อาหาร Yamaguchi (ภาคผนวก ก) ที่มีความเขมขนของเกลือโซเดียมคลอไรด 3 %  และใชภาวะการ
เล้ียงเชื้อของ คาความเปนกรด-ดางเริ่มตนของอาหารเลี้ยงเชื้อ 7.0  อัตราเร็วในการเขยา 200 รอบตอ
นาที  ที่อุณหภูมิหอง (28-32Oซ) ปริมาณหัวเชื้อตั้งตน 10 %  ตามรายงานของ ณฐินี สุวรรณสิงห 
(2540)  เปนภาวะมาตรฐานเริ่มตนในการทดลองนี้
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จากการที่ความไวรับ (sensitivity) ของจุลินทรียตอสารกอการกลายพันธุนั้นมีความแตก
ตางกันที่อายุเชื้อตางๆ  ในทางปฏิบัติควรเลือกเชื้อที่มีการเจริญอยูในชวงกึ่งกลางทวีคูณ (mid log 
phase) เนื่องจากเชื้อในชวงนี้มีอัตราการเจริญเปนไปอยางเต็มที่และคงที่  และเปนระยะที่เซลล   
แข็งแรงและมีกิจกรรมของเซลลที่ดี (Caldwell, 1995) มีรายงานของ Adelberg และคณะในป 1965 
ศึกษาชวงอายุของ E. coli K12 ที่เหมาะสมในการกลายพันธุ  โดยแปรระยะการเจริญในชวง ทวีคูณ
(logarithmic), เร่ิมตนคงที่ (early stationary) และหลังจากคงที่ (late stationary) พบวา  เมื่อกลาย
พันธุ E. coli K12 ดวย NTG ความเขมขน 100 ไมโครกรัมตอมล.  ในการเจริญชวง logarithmic จะ
ใหอัตราการกลายพันธุ 1.2 x 10-3 ตอเชื้อที่รอด ซ่ึงมากกวาชวงการเจริญ early และ late stationary ที่
ใหอัตราการกลายพันธุเพียง 0.27 x 10-3 และ 0.12 x 10-3 ตอเชื้อที่รอด ตามลําดับ

ดังนั้นการทดลองในขั้นแรกจึงศึกษาถึงรูปแบบการเจริญของ Arthrobacter sp. AG-2 ที่
เหมาะสมในการกลายพันธุ  พบวาการเจริญในอาหารเหลว Yamaguchi ช่ัวโมงที่ 12-15 เชื้อจะเจริญ
อยูในระยะกึ่งกลางทวีคูณ (mid log phase) จึงใชเชื้อ Arthrobacter sp. AG-2 ในชวงอายุ 15 ชั่วโมง
ในการกลายพันธุ

เมื่อศึกษาถึงการเจริญและการผลิตเดกซแทรนเนสโดย Arthrobacter sp. AG-2 ในอาหาร
เล้ียงเชื้อ Yamaguchi เพื่อหาระยะเวลาที่เหมาะสมในการผลิตเพื่อการคัดเลือกสายพันธุกลาย  ในขั้น
ทุติยภูมิ  พบวาปริมาณแอคติวิตีจําเพาะคอยๆเพิ่มปริมาณมากขึ้น  จนสูงสุดในชั่วโมงที่ 39 ของการ
เล้ียงเชื้อคือ 2.136 หนวยตอมก. และเมื่อพิจารณาในชั่วโมงที่ 36 พบวาปริมาณแอคติวิตีจําเพาะที่ได
เทากับ 2.069 หนวยตอมก. ซ่ึงไมแตกตางจากปริมาณแอคติวิตีจําเพาะในชั่วโมงที่ 39 มากนัก ดังนั้น
ระยะเวลาที่เหมาะสมในการผลิตเดกซแทรนเนสเพื่อการคัดเลือกเชื้อสายพันธุกลายในขั้นทุติยภูมิ
คือ 36-48 ชั่วโมง

การคัดเลือกเชื้อสายพันธุกลายในขั้นปฐมภูมินั้นอาศัยการสังเกตความกวางของบริเวณใส
บนอาหารแข็ง Yamaguchi ที่เททับดวยเอธานอล เปนเวลา 6-12 ชั่วโมง ในการคัดเลือกดังกลาวการ
ดูลักษณะโคโลนีภายนอกนั้นจะไมสามารถบอกไดถึงความแตกตางระหวางสายพันธุตั้งตนและ  
สายพันธุกลายในเชิงปริมาณได  ดังนั้นในการคัดเลือกโคโลนีที่จะมาทดสอบในขั้นปฐมภูมินั้นจึง
เปนการคัดเลือกแบบสุมโดยอาศัยอัตรารอยละการรอดที่เหมาะสมในการที่จะเกิดเชื้อสายพันธุ
กลาย เชนในการกลายพันธุดวยแสงอัลตราไวโอเลต  รอยละการรอดที่ 0.1-5.0 จะเปนชวงที่เกิด
การกลายพันธุเหมาะสม (Fantini, 1975)  สวนการกลายพันธุดวยสารเคมี NTG นั้นไดมีรายงานของ
Miller ในป 1972 รายงานไววา  ภาวะการกลายพันธุดวยสาร NTG ที่รอยละการรอดอยูในชวง 0-50 
นั้นเปนชวงที่ทําใหเกิดการกลายพันธุไดดีที่สุด  ซ่ึงเปนชวงรอยละการรอดที่กวางมากสําหรับการ



106

คัดเลือกสายพันธุกลายที่เปนการคัดเลือกแบบสุมและไมสามารถดูความแตกตางของเชื้อดวย
ลักษณะภายนอกได ทําใหการคัดเลือกเชื้อสายพันธุกลายมีความยุงยาก จํานวนเชื้อที่จะนํามาใช 
คัดเลือกมีปริมาณมากทําใหการทํางานเปนไปไดชาและลําบาก  ดังนั้นผูทดลองจึงไดคัดเลือกเชื้อ
สายพันธุกลายที่ผานการกลายพันธุดวยสาร NTG ที่มีรอยละการรอดอยูในชวง 0-30 เปนชวงที่ทํา
ใหเกิดการกลายพันธุที่ดีที่สุด  สําหรับการคัดเลือกเชื้อในขั้นปฐมภูมิโดยอาศัยการสังเกตความกวาง
ของบริเวณใสนั้น  ไมสามารถบอกคาที่แนนอนของการสรางเดกซแทรนเนสไดวาการสรางนั้นมี
มากนอยเพียงใด  เพียงแตเปนการสังเกตผลคราวๆวามีเชื้อใดที่สามารถใหบริเวณใสบนอาหารเลี้ยง
เช้ือแข็งที่มีการเดกซแทรนลงไปแลวใหความกวางของบริเวณใสมากกวาสายพันธุตั้งตน จึงนาจะ
เปนเชื้อสายพันธุกลายที่สามารถสรางเดกซแทรนเนสที่สูงกวาสายพันธุตั้งตนได  แตไมสามารถ
บอกคาที่แนนอนไดเนื่องจาก  ในการสังเกตความกวางของบริเวณใสบนจานเลี้ยงเชื้อนั้นตอง 
ควบคุมปจจัยหลายอยางเพื่อเปรียบเทียบปริมาณที่แนนอน เชน ขนาดของจานเลี้ยงเช้ือ, ปริมาณ
อาหารแข็งในจานเลี้ยงเชื้อ และขนาดของเชื้อที่จุดลงไป เปนตน  ซ่ึงเปนการควบคุมที่ทําไดลําบาก  
ดังนั้นการบอกความสามารถของเชื้อสายพันธุกลายในการสรางเดกซแทรนเนส  จึงตองทําการ 
คัดเลือกในขั้นทุติยภูมิดวยการวิเคราะหหาปริมาณน้ําตาลกลูโคสที่เกิดขึ้นจากการยอยสลาย 
สับสเตรท (เดกซแทรนที-2000) ดวยเอนไซมที่ไดจากเชื้อสายพันธุกลายที่สามารถหาแอคติวิตีของ
เอนไซมในเชิงปริมาณได  จากนั้นทําการวิเคราะหหาปริมาณโปรตีนเพื่อนํามาคํานวณหาแอคติวิตี
จําเพาะของเดกซแทรนเนส  แลวทําการเปรียบเทียบปริมาณแอคติวิตีจําเพาะของสายพันธุตั้งตนและ
สายพันธุกลาย  เพื่อเลือกเชื้อสายพันธุกลายที่มีความสามารถในการผลิตเดกซแทรนเนสสูงกวา 
สายพันธุตั้งตน

การปรับปรุงสายพันธุในงานวิจัยครั้งนี้  ใชส่ิงชักนําที่ทําใหเกิดการกลายพันธุ 2 ชนิดคือ 
แสงอัลตราไวโอเลต  และสาร NTG เพราะการใชสารชักนําการกลายพันธุหลายๆชนิดรวมกันจะทํา
ใหเกิดการเปลี่ยนแปลงสารพันธุกรรมไดหลายรูปแบบ ไดสายพันธุกลายที่มีสารพันธุกรรมแตกตาง
จากสายพันธุตั้งตนมากขึ้น  ทําใหโอกาสการกลายพันธุกลับ (reverse mutaion) ไปมีสารพันธุกรรม
เหมือนสายพันธุตั้งตนนอยลง (Fantini, 1975)

จากการทําการกลายพันธุ Arthrobacter sp. AG-2 ดัวยแสงอัลตราไวโอเลต 3 รอบ และ 
NTG 4 รอบ ทําใหไดสายพันธุกลาย Arthrobacter sp CUN4-10 มีแอคติวิตีจําเพาะของเดกซแทรน
เนส เทากับ 4.155 หนวยตอมก.  มากกวาสายพันธุตั้งตน Arthrobacter sp AG-2 ซ่ึงมีแอคติวิตี
จําเพาะของเดกซแทรนเนสเทากับ 2.132 หนวยตอมก.  โดยมีลําดับการกลายพันธุดังรูปที่ 47
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Arthrobacter sp. AG-2
(แอคติวิตีจําเพาะของเดกซแทรนเนส 2.299 หนวยตอมก.)

      1st UV
สายพันธุ AU3

(แอคติวิตีจําเพาะของเดกซแทรนเนส 2.502 หนวยตอมก. มากกวาสายพันธุตั้งตน AG-2 1.088 เทา)
      2nd UV

สายพันธุ BU5
(แอคติวิตีจําเพาะของเดกซแทรนเนส 2.305 หนวยตอมก. มากกวาสายพันธุตั้งตน AG-2 1.769 เทา)

3rd UV
สายพันธุ CU15

(แอคติวิตีจําเพาะของเดกซแทรนเนส 3.111 หนวยตอมก. มากกวาสายพันธุตั้งตน AG-2 1.438 เทา)
1st NTG

สายพันธุ CUN26
(แอคติวิตีจําเพาะของเดกซแทรนเนส 4.120 หนวยตอมก. มากกวาสายพันธุตั้งตน AG-2 1.459 เทา)

2nd NTG
สายพันธุ CUN2-5

(แอคติวิตีจําเพาะของเดกซแทรนเนส 4.063 หนวยตอมก. มากกวาสายพันธุตั้งตน AG-2 1.789 เทา)
3rd NTG

สายพันธุ CUN3-1
(แอคติวิตีจําเพาะของเดกซแทรนเนส 4.330 หนวยตอมก. มากกวาสายพันธุตั้งตน AG-2 2.041 เทา)

4th NTG
สายพันธุ CUN4-10

(แอคติวิตีจําเพาะของเดกซแทรนเนส 4.155 หนวยตอมก. มากกวาสายพันธุตั้งตน AG-2 1.930 เทา)

รูปท่ี 47 ลําดับขั้นตอนการกลายพันธุ Arthrobacter sp. AG-2 ดวยแสงอัลตราไวโอเลต และสาร
NTG ไดสายพันธุกลาย CUN4-10
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จากรูปที่ 46  จะเห็นวาคาที่เพิ่มขึ้นของสายพันธุกลายที่ไดจากการกลายพันธุแตละครั้ง  เมื่อ
เทียบกับสายพันธุตั้งตนนั้นมีคาที่ไมแนนอน  เชน สายพันธุ BU5 มีคาแอคติวิตีจําเพาะสูงกวา 
สายพันธุ AG-2 1.769 เทา เมื่อนําสายพันธุ BU5 ไปกลายพันธุดวยแสงอัลตราไวโอเลตจะไดเชื้อ
สายพันธุ CU15 ซ่ึงสายพันธุ CU15 มีคาแอคติวิตีจําเพาะสูงกวาสายพันธุ AG-2 1.438 เทาซึ่งมคีา 
ลดลงจากตอนที่ทําการกลายพันธุสายพันธุ AU3 ดวยแสงอัลตราไวโอเลตแลวไดเชื้อสายพันธุกลาย 
BU5 ทั้งนี้เนื่องมาจากในการเลี้ยงเชื้อสายพันธุตั้งตน  แตละครั้งจะไดแอคติวิตีจําเพาะของสายพันธุ
ตั้งตน AG-2 ไมคงที่  แตไมแตกตางกันในแตละครั้งที่เล้ียงมากนัก  ทั้งนี้ขึ้นกับสภาวะแวดลอม เชน
อุณหภูมิ, อากาศ และอาหาร เปนตน  ดังนั้นในการทดลองจึงตองทําการเปรียบเทียบแอตติวิตีของ
เชื้อสายพันธุตั้งตน AG-2 ทุกครั้งในการคัดเลือกสายพันธุกลาย ทั้งขั้นปฐมภูมิและทุติยภูมิ  สวน
เชื้อสายพันธุกลายที่ไดจากการกลายพันธุในแตละครั้งนั้น  มีคาแอคติวิตีจําเพาะเพิ่มขึ้นจาก AG-2
เปนคาที่ไมแนนอนดังรูปที่ 46 นั้น เชน สายพันธุ BU5 มีคาแอคติวิตีจําเพาะสูงกวาสายพันธุ AG-2
1.769 เทา แตเมื่อนําสายพันธุ BU5 ไปกลายพันธุดวยแสงอัลตราไวโอเลตจะไดเชื้อสายพันธุ CU15
ซ่ึงสายพันธุ CU15 มีคาแอคติวิตีจําเพาะสูงกวาสายพนัธุ AG-2 1.438 เทา  ทั้งนี้เนื่องมาจากในการ 
กลายพันธุแตละครั้งเชื้อสายพันธุกลายที่ไดมีความไมเสถียร  แอคติวิตีจําเพาะจะลดลงเมื่อนํามาทํา
การกลายพันธุตอ  จึงมีโอกาสไดเชื้อสายพันธุกลายที่มีแอคติวิตีจําเพาะที่ต่ําลงแตยังคงมีคาที่สูงกวา
สายพนัธุตัง้ตน AG-2 ดงันัน้ในการเปรยีบเทยีบแอคตวิติจีาํเพาะของเดกซแทรนเนสจากเชือ้สายพนัธุ
กลายที่ไดจากการกลายพันธุแตละครั้งนั้น  จะตองมีการเปรียบเทียบระหวางเชื้อสายพันธุตั้งตน 
AG-2 และสายพันธุกลายที่เปนเชื้อตั้งตนในการทําการกลายพันธุในครั้งนั้น กับเชื้อสายพันธุกลายที่
ไดจากการกลายพันธุคร้ังนั้นดวย

การกลายพันธุดวยแสงอัลตราไวโอเลตมักนิยมใชในการกลายพันธุคร้ังแรกของจุลินทรีย  
เปนวิธีการที่งายและสะดวกที่สุดในการกลายพันธุเชื้อเพื่อใหไดสายพันธุกลายที่มีสมบัติแตกตาง
กัน  มีรายงานถึงอัตรารอยละการรอดที่จะใหไดเชื้อสายพันธุกลายที่ดี คือชวง 0.1-1.0 % (Miller, 
1972; Carton and Brown, 1981) และ 0-5 % (Fantini, 1975)  ดังนั้นในงานวิจัยนี้จึงคัดเลือกเชื้อ 
สายพันธุกลายที่อัตรารอยละการรอด 0-5 %  เพื่อใหมีโอกาสไดเชื้อสายพันธุกลายที่ดี

ในป ค.ศ. 1968 Clowes และ Hays ไดรายงานวาปจจัยที่มีผลตอการกลายพันธุดวยแสง
อัลตราไวโอเลตมีหลายปจจัยดวยกัน ดังตัวอยางเชน ความหนาแนนของเชื้อในการกลายพันธุ  
เนื่องจากแสงอัลตราไวโอเลตผานทะลุเนื้อเยื่อตางๆไดไมดี  ดังนั้นหากมีความหนาแนนของเซลล
แขวนลอยมาก ก็จะทําใหโอกาสที่แสงอัลตราไวโอเลตจะสัมผัสกับเซลลไดนอยลง  ในทางปฏิบัติ  
ปริมาณเซลลแขวนลอยที่เหมาะสมคือ นอยกวา 108 เซลลตอมล.  อาหารเลี้ยงเชื้อก็มีสวนสําคัญใน
การกลายพันธุดวยแสงอัลตราไวโอเลตนั้นถาเซลลแขวนลอยอยูในอาหารเลี้ยงเชื้อจะทําให 
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ประสิทธิภาพในการกลายพันธุนั้นลดลง  เนื่องจากอาหารเลี้ยงเชื้อสามารถดูดซับแสง
อัลตราไวโอเลตไดมากกวาจึงทําใหปริมาณที่แสงอัลตราไวโอเลตผานไปสูเชื้อแขวนลอยลดลงดวย  
อีกทั้งยังอาจทําใหเกิดการสรางสารพิษหรือสารอินทรีย เปอรออกไซด ที่จะรบกวนทําใหระยะเวลา
ในการฉายแสงอัลตราไวโอเลตยาวออกไป ในทางปฏิบัติควรใชเซลลที่แขวนลอยอยูในบัฟเฟอร
หรือน้ําเกลือ (NaCl 0.85%) เพราะมีการดดูซับแสงอัลตราไวโอเลตที่ต่ํา  สวนในลักษณะทาง 
กายภาพของเชื้อนั้น ในเซลลที่มีขนาดใหญดีเอ็นเอของแบคทีเรียในนิวเคลียสนั้นมักจะนอยกวาใน
เซลลที่มีขนาดเล็ก เมื่อพิจารณาความสัมพันธมวลตอปริมาตรเซลล  ทั้งนี้การกลายพันธุดวยแสง
อัลตราไวโอเลตยังขึ้นกับ ความเขมของแสงอัลตราไวโอเลตที่ใชในการกลายพันธุ  และระยะหาง
ของแสงอัลตราไวโอเลตกับเซลลแขวนลอยดวย

ดังนั้นในการปรับปรุงสายพันธุโดยการใชแสงอัลตราไวโอเลต  เพื่อใหไดประสิทธิภาพใน
การกลายพันธุสูงสุด  จงึควรหาภาวะที่เหมาะสมตางๆที่เกี่ยวของกับปจจัยขางตน  เพื่อเพิ่มโอกาส
การไดเชื้อสายพันธุกลายเพิ่มมากขึ้น โดยพบวาภาวะที่เหมาะสมตอการกลายพันธุ Arthrobacter sp. 
AG-2  คือการฉายแสงอัลตราไวโอเลตที่ความยาวคลื่น 254 นาโนเมตร ระยะหางจากแหลงแสง 30 
เซนติเมตร เปนเวลา 80-120 วินาที ไดชวงรอยละการรอด 3.19-0.06

เมื่อพิจารณาเวลาการฉายแสงอัลตราไวโอเลตที่เหมาะสมในแตละครั้งของการทดลองพบ
วาเวลาที่ใชจะมีการเปลี่ยนแปลงไปทั้งนี้ขึ้นกับชนิดของจุลชีพดวย  โดยจากการทดลองนี้  หลังจาก
การกลายพันธุ Arthrobacter sp. AG-2 และไดสายพันธุกลาย AU3 และ BU5 ตามลําดับ  นํามาหา
ระยะเวลาที่เหมาะสมในการฉายแสงอัลตราไวโอเลตพบวาสายพันธุกลาย AU3 และ BU5 ใชเวลา 
60-120 วินาที และ 80-140 วินาที ตามลําดับ จะเห็นไดวาเชื้อที่ผานการกลายพันธุมาหลายครั้งนั้น
จะมีอัตราการรอดที่สูงขึ้น  เนื่องจากเชื้ออาจมีความตานทานตอแสงอัลตราไวโอเลตเพิ่มขึ้น

ในการทดลองพบวาในการกลายพันธุแตละครั้งนั้น  กราฟรอยละการรอดที่ไดจะมีความ
แตกตางกันไป (ผลการทดลองแสดงในภาคผนวก ค) ทั้งนี้เปนเพราะเชื้อที่นํามาเปนเชื้อในการกลาย
พันธุแตละครั้งนั้นจะมีลักษณะทางสรีระวิทยาแตกตางกัน  ปริมาณเซลลเร่ิมตนไมเทากัน  ระยะ
เวลาในการกอใหเกิดการกลายพันธุจึงแตกตางกัน  และจะเห็นวาเชื้อท่ีผานการกลายพันธุมาแลว
หลายครั้งนั้นจะเกิดการตานทานตอส่ิงกลายพันธุมากขึ้น  ดังเชน ในการกลายพันธุเชื้อสายพันธุ
กลาย CUN26 พบวาเชื้อจะใหอัตราการรอดอยูในขอบเขตที่ตองการนั้นตองใชเวลานานกวาเดิม คอื 
0-80 นาที ดังนั้นจึงตองทําการแปรผันความเขมขนของ NTG อีกครั้งเพื่อหาความเขมขนที่เหมาะสม
ในการกลายพันธุเชื้อสายพันธุกลาย CUN26
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การที่สายพันธุกลาย CUN4-10 สามารถผลิตเดกซแทรนเนสไดเพิ่มมากขึ้นเปนผลเนื่องมา
จากแสงอัลตราไวโอเลตและสาร NTG ไปทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงบนสารพันธุกรรมหรือยีนที่
เกีย่วของกบัการควบคมุการสงัเคราะหเดกซแทรนเนส  จงึมสีงผลใหเกดิการสงัเคราะหเดกซแทรนเนส
ไดมากขึ้น  โดยการเปลี่ยนแปลงนี้อาจเกิดขึ้นเพียงเล็กนอยในแตละขั้นตอนของการกลายพันธุ  เมื่อ
ทําการกลายพันธุตอไปอีกหลายๆรอบ  อาจทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงในสารพันธุกรรมเพิ่มมากขึ้น  
ทําใหการสงัเคราะหเดกซแทรนเนสไดมากขึ้นตามลําดับในการสายพันธุกลายรุนตอๆมา

จากงานวิจัยนี้หลังจากทําการ กลายพันธุดวยแสงอัลตราไวโอเลตและสาร NTG แลว
สามารถเลือกเชื้อที่มีความสามารถผลิตเดกซแทรนเนสไดดีและมีความเสถียรที่ดี 2 ชนิดคือ CUN26
และ CUN4-10  หลังจากทําการตรวจสอบความเสถียรอีกครั้งโดยการทําการถายเชื้อทั้งหมด 30 คร้ัง  
แลวทําการตรวจสอบแอคติวิตีจําเพาะ  พบวาเชื้อสายพันธุกลาย CUN26 มีความเสถียรที่ดี  มีการ
ผลิตเดกซแทรนเนสที่คอนขางคงที่  สวนเชื้อสายพนัธุกลาย CUN4-10 นั้นมีความไมเสถียรจะเห็น
ไดจากรอยละการลดลงของแอคติวิตีจําเพาะเทากับ 27.32 ดังนั้นจึงเลือกเชื้อสายพันธุกลาย CUN26
เปนเชื้อสายพันธุกลายที่ไดจากการ กลายพันธุ Arthrobacter sp. AG-2 เพื่อการผลิตเดกซแทรนเนส
ที่ดีที่สุด

การเจริญและการผลิตเดกซแทรนเนสของสายพันธกลาย CUN26 เปรียบเทียบกับสายพันธุ
ตั้งตน AG-2 ในระดับขวดเขยา และวิเคราะหปริมาณแอคติวิตี  จากผลที่ไดสายพันธุกลาย CUN26
สามารถผลิตเดกซแทรนเนสไดสูงกวาสายพันธุตั้งตน AG-2 คิดเปนรอยละ 98.45

การศึกษาปริมาณเดกซแทรนที่เหมาะสมตอการผลิตเดกซแทรนเนสของเชื้อสายพันธุกลาย
CUN26 พบวาเดกซแทรนที่มีความเหมาะสมในการชักนําเพื่อการสรางเดกซแทรนเนสของสาย
พันธุกลายจะมีคาเทากับ 1 % ซ่ึงแตกตางไปจากสายพันธุตั้งตนที่ตองการเพียง 0.5 % (ณฐินี, 2540)  
ทั้งนี้เนื่องจากเดกซแทรนเนสเปนเอนไซมที่สรางขึ้นโดยตองการการชักนํา (Inducible enzyme)
โดยสารที่ใชชักนําคือเดกซแทรน ซ่ึงเปนสับสเตรทของเอนไซม  ปริมาณเอนไซมที่สรางขึ้นจะแปร
ผันตามปริมาณของสารที่ชักนํา  โดยสายพันธุตั้งตน AG-2 ตองการปริมาณของสารชักนําคือ 0.5 %  
เมื่อเพิ่มปริมาณสารชักนํามากขึ้นปริมาณเอนไซมที่ไดจะมีปริมาณเทาเดิม  ในขณะที่สายพันธุกลาย 
CUN26 ซ่ึงมีความสามารถในการผลิตเดกซแทรนเนสไดสูงกวาสายพันธุตั้งตนจึงตองการปริมาณ
ของสารชักนํามากกวาเดิม คือ 1 %  เมื่อศึกษาแหลงไนโตรเจนและปริมาณไนโตรเจนที่เหมาะสม 
พบวา แอมโมเนียมซัลเฟตเปนแหลงอนินทรียไนโตรเจนที่เหมาะสมที่สุด โดยใหคาแอคติวิตีสูงสุด
เทากับ 4.827 หนวยตอมล.  ทั้งนี้เนื่องจากวาแอมโมเนีย (NH3) สามารถถูกนําไปใชไดงายในเซลล
โดยไมตองผานกระบวนการเมตาบอลิสมที่ซับซอนและไมตองใชพลังงานมากนัก  ในแหลง
ไนโตรเจนที่เปนไนเตรทจะถูกนําไปใชไดยากกวาเพราะการนําไปใชจะตองผานการรีดิวซใหเปน
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แอมโมเนียกอน  สวนแหลงอินทรียไนโตรเจนที่ไดทําการศึกษานั้นพบวาทริปโตนเปนแหลง
อินทรียไนโตรเจนที่เหมาะสมที่สุด คือจะใหคาแอคติวิตีเทากับ 6.377 หนวยตอมล.  โดยปกติแลว
เชื้อจุลินทรียจะเจริญในอาหารที่มีอินทรียไนโตรเจนไดเร็วกวาอนินทรียไนโตรเจน  และใน
กระบวนการผลิตสารบางชนิด เชน กรดอะมิโน เอนไซม จะจุลินทรียจะเจริญและผลิตสารนั้นไดใน
อาหารที่มีอินทรียไนโตรเจนอยูดวย  ดังนั้นแหลงไนโตรเจนที่เหมาะสมตอการผลิตเดกซแทรนเนส
นี้จะใชแหลงไนโตรเจนจาก 2 แหลงคือ อนินทรียไนโตรเจน คือแอมโมเนียมซัลเฟต  และอินทรีย
ไนโตรเจนคือ ทริปโตน  แลวทําการหาปริมาณสัดสวนที่เหมาะสมในการผลิตเดกซแทรนเนสได
เทากับรอยละ 25 ตอ 25 จากนั้นศึกษาปริมาณแมกนีเซียมซัลเฟตที่เหมาะสม  พบวาปริมาณ
แมกนีเซียมซัลเฟต 0.02 % จะทําใหการผลิตเดกซแทรนเนสของ CUN26 มีคาแอคติวิตีสูงสุดเทากับ 
6.303 หนวยตอมล.  ทั้งนี้แมกนีเซียมเปนแรธาตุที่มีความสําคัญโดยมีผลตอการเจริญเติบโตและการ
ทํางานของเอนไซมแบคทีเรีย

ปจจัยทางกายภาพที่เหมาะสมตอการเลี้ยงเชื้อสายพันธุกลายที่ทําการศึกษาไดแก คาความ
เปนกรด-ดางเริ่มตนที่เหมาะสม  อุณหภูมิที่เหมาะสมในการเลี้ยงเชื้อ และความเรว็รอบของการเขยา
ในการเลี้ยงเชื้อ  ซ่ึงปจจัยเหลานี้มีความสําคัญที่จะเปนขอมูลที่ใชในการศึกษาระดับขยายสวนตอไป

ความเปนกรด-ดางเริ่มตนที่เหมาะสมตอการเลี้ยงเชื้อและการผลิตเดกซแทรนเนสของ   
สายพันธุกลาย CUN26 คือ 7.0 ซ่ึงในสูตรอาหารจะมีสารควบคุมคาความเปนกรด-ดางที่เหมาะสม
คือ ฟอสเฟต  โดยจะทําหนาที่เปนบัฟเฟอรควบคุมคาความเปนกรด-ดางไวใหอยูในชวง 7.0  สวน
อุณหภูมิที่เหมาะสมนั้น  พบวาที่ 37 Oซ ใหคาแอคติวิตีสูงสุดเทากับ 6.276 หนวยตอมล. ในขณะที่
อุณหภูมิ 30Oซ  และอุณหภูมิหอง (28-32Oซ) ใหคาแอคติวิตีจําเพาะต่ํากวา 37Oซ ไมมากนัก  สวนที่
อุณหภูมิ 40Oซ นั้นมีคาแอคติวิตีต่ํามากคือ 1.301 หนวยตอมล. ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากการผลิต 
เดกซแทรนเนสจะขึ้นกับการเจริญของเซลล (Growth associate) ดังนั้นที่อุณหภูมิสูงเกินไปอาจสง
ผลใหเกิดการสูญเสีย (leakage) ขององคประกอบของเซลล เชนกรดนิวคลีอิก, กรดอะมิโน และ
โปรตีน เปนตน ซ่ึงสงผลใหเซลลตายได  เมื่อศึกษาปริมาณออกซิเจนที่เหมาะสมโดยการหารอบ
ของการเขยา  พบวาที่ความเร็วรอบของการเขยาเทากับ 200 รอบตอนาที จะใหคาแอคติวิตีสูงสุด 
เทากับ 6.420 หนวยตอมล.  สวนรอบของการเขยาที่ 150 และ 250 รอบตอนาทีนั้นจะใหคาแอคติวิตี
เทากับ 5.199 และ 6.152 หนวยตอมล. ตามลําดับ  เนื่องจากการเขยาที่ 150 รอบตอนาทีมีผลทําให
การละลายของออกซิเจนในอาหารนอย  ทําใหเชื้อเจริญและสรางเดกซแทรนเนสไดไมดีจึงมี        
แอคติวิตีจําเพาะไมสูงนัก
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เมื่อทําการเปรียบเทียบสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อ สูตรเดิม สภาวะเดิม กับ สูตรปรับปรุง สภาวะ
ปรับปรุง จะเปนดังตารางที่ 35 และเมื่อศึกษารูปแบบการเจริญ  เพื่อหาระยะเวลาที่เหมาะสมในการ
เพาะเลี้ยงเชื้อสายพันธุกลาย CUN26 เพื่อใหไดการผลิตเดกซแทรนเนสสูงสุด  พบวาในชั่วโมงที่ 
36-48 เปนระยะเวลาที่เหมาะสมในการเลือกเก็บเชื้อ ซ่ึงถาเลยระยะเวลานี้ไปแลวอาจทําใหปริมาณ
เดกซแทรนเนสลดลง  เนื่องจากการที่เซลลตายและสลายตัวปลดปลอยโปรตีเอสซึ่งสามารถยอย
สลายโปรตีนได จึงทําใหสูญเสียเดกซแทรนเนสไป และเมื่อเปรียบเทียบแอคติวิตีจําเพาะของ 
Arthrobacter sp. AG-2 สายพันธุตั้งตน และสายพันธุกลาย Arthrobacter sp. CUN26 ที่ทําการปรับ
ปรุงสูตรอาหารและสภาวะที่เหมาะสมแลวพบวา สายพันธุกลาย CUN26 จะมีแอคติวิตีที่สูงกวา 
AG-2 สายพันธุตั้งตน คิดเปน 149.64% หรือ 2.5 เทา  ทั้งนี้ความแตกตางที่พบอาจเนื่องจากเชื้อสาย
พันธุกลายมีการเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรมไปซึ่งสงผลใหลักษณะพันธุกรรมที่เปล่ียนนั้นมีผลตอ 
ความเหมาะสมของสูตรอาหารและสภาวะเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมตอการเจริญและการเลี้ยงเชื้อ 
แตกตางกันออกไป

จากการศึกษาสมบัติของเดกซแทรนเนสจาก Arthrobacter sp. CUN26 สายพันธุกลาย  พบ
วา เอนไซมนี้มีคาความเปนกรด-ดางและอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทาํงานของเอนไซมคือ 0.05  
โมลารฟอสเฟตบัฟเฟอรที่คาความเปนกรดดางเทากับ 6.5 ที่อุณหภูมิ 50Oซ  เมื่อเปรียบเทียบกับ 
คุณสมบัติของเอนไซมที่สรางโดย Arthrobacter sp. AG-2 ซ่ึงเปนสายพันธุตั้งตน (ตารางที่ 37) พบ
วาความเปนกรด-ดางและอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมมีคาใกลเคียงกัน  และเมื่อ
ศึกษาความเสถียรตอความเปนกรด-ดางของเอนไซม พบวาเอนไซมนี้มีความเสถียรตอความเปน
กรด-ดางในชวงกวาง คือระหวาง 5.0-9.0 ซ่ึงเมื่อเทียบกับความเสถียรของเดกซแทรนเนสที่ไดจาก
สายพันธุตั้งตน AG-2 พบวาเอนไซมที่ไดจากสายพันธุกลาย CUN26 จะมีความเสถียรในชวงของ
ความเปนกรด-ดางที่กวางกวาเอนไซมที่ไดจากสายพันธุตั้งตน AG-2 (ตารางที่ 37)  จากการที่ 
เดกซแทรนเนสสายพันธุกลาย CUN26 มีความเสถียรตอความเปนกรด-ดางในชวงกวาง และ
สามารถทํางานไดดีเมื่อมีเกลือโซเดียมคลอไรดถึง 4% นั้น  ทําใหเปนผลดีตอการนําเอนไซมไป
ประยุกตใชในทางอตุสาหกรรมในอนาคต  โดยเฉพาะเมื่อนําเอนไซมไปใชในทางทันตกรรมเนื่อง
จากในชองปากนั้นมีการแปรปรวนของความเขมขนของโซเดียมคลอไรดในชองปากและคาความ
เปนกรด-ดางสูงมาก  สําหรับความเสถียรตออุณหภูมิของเดกซแทรนเนสนั้น  พบวา เอนไซมนี้มี
ความเสถียรตออุณหภูมิในชวงที่คอนขางกวาง โดยมีความเสถียรตออุณหภูมิไดสูงถึง 45Oซ  เมือ่
อุณหภมูสูิงขึน้เปน 50Oซ เอนไซม (โปรตนี) จะเริม่เสยีสภาพธรรมชาตสิงผลใหแอคตวิติอีงเอนไซม
ลดลง  และเมื่ออุณหภูมิสูงถึง 55 Oซ จะทําใหเอนไซมนี้เสียสภาพโดยสมบูรณ ซ่ึงมีผลใหไมมี 
แอคติวิตีของเอนไซมเกิดขึ้น  อยางไรก็ตามเมื่อพิจารณาการนําไปใชในชองปาก  จะพบวาอุณหภูมิ
ในชองปากนั้นจะอยูในชวง 30-40Oซ ซ่ึงเปนชวงอุณหภูมิที่เอนไซมเดกซแทรนเนสยังคงมีความ
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เสถียรอยู  ดังนั้นเอนไซมนี้นาจะนําไปประยุกตใชในทางทันตกรรมไดตอไป  เมื่อศึกษาประสิทธิ
ภาพในการเรงปฏิกิริยาของเดกซแทรนเนสจาก Arthrobacter sp. CUN26 สายพันธุกลาย  พบวา
อัตราเร็วสูงสุดของปฏิกิริยา (Vmax) เทากับ 1.060 ไมโครโมลของเดกซแทรน (ที-2000) ตอนาที  
และมีคาคงที่ Michaelis (Km) เทากับ 2.796 ไมโครโมลาร ที่อุณหภูมิ 50Oซ ในฟอสเฟตบัฟเฟอร 
0.05 โมลารที่ความเปนกรด-ดางเทากับ 6.5
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ภาคผนวก ก

สูตรอาหารและวิธีการเตรียมอาหารสําหรับเล้ียงเชื้อ

1. สูตรอาหารสําหรับการเลี้ยงเชื้อ
1.1 สูตรอาหารของ Yamaguchi

ในอาหาร 1 ลิตร  ประกอบดวย
เดกซแทรนเกรดอุตสาหกรรม 5.0 กรัม
พอลิเปปโตน 10.0 กรัม
ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4) 2.0 กรัม
โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) 1.0 กรัม
แมกนีเซียมซัลเฟต (MgSO4•7H2O) 0.1 กรัม
สารสกัดจากยีสต (Yeast extract) 0.1 กรัม
โซเดียมคลอไรด (NaCl) 30.0 กรัม

ปรับความเปนกรดดางเริ่มตน 7.0 นึ่งฆาเชื้อที่ภาวะมาตรฐาน 121Oซ  ความดัน 15 ปอนด
ตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที
หมายเหตุ: สูตรอาหารของ Yamaguchi ในขอนี้นั้นมีความเขมขนของ NaCl ในอาหารเทากับ 3 %  
ดังนั้นถาตองการเปลี่ยนแปลงความเขมขนของ NaCl ใหเปล่ียนปริมาณของ NaCl ที่ใช

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

 
ช่ัง Brain heart Infusion  กรัมละลายในน้ํากลั่น (Distilled water) 1 ลิตร  ถาตองการใหมี

ความเขมขนของเกลือ 3 %ใหเติม NaCl 30 กรัมลงไปดวย จากนั้นนําไปนึ่งฆาเชื้อที่ภาวะมาตรฐาน 
121 Oซ  ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที
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2. สูตรอาหารสําหรับการคัดเลือกเชื้อ Yamaguchi agar
ในอาหาร 1 ลิตร  ประกอบดวย

เดกซแทรนเกรดอุตสาหกรรม 5.0 กรัม
พอลิเปปโตน 10.0 กรัม
ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต(K2HPO4) 2.0 กรัม
โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) 1.0 กรัม
แมกนีเซียมซัลเฟต (MgSO4•7H2O) 0.1 กรัม
สารสกัดจากยีสต (Yeast extract) 0.1 กรัม
โซเดียมคลอไรด (NaCl) 30.0 กรัม
วุนผง (Agar) 15 กรัม

ปรับความเปนกรดดางเริ่มตน 7.0 นึ่งฆาเชื้อที่ภาวะมาตรฐาน 121Oซ  ความดัน 15 ปอนด
ตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที
หมายเหตุ: สูตรอาหารของ Yamaguchi ในขอนี้นั้นมีความเขมขนของ NaCl ในอาหารเทากับ 3 %  
ดังนั้นถาตองการเปลี่ยนแปลงความเขมขนของ NaCl ใหเปล่ียนปริมาณของ NaCl ที่ใช
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สารเคมีท่ีใชในการทดลอง

1. สารละลายทริส-มาลิอิก บัฟเฟอร  ความเขมขน 0.1 โมลาร  ความเปนกรด-ดาง เทากับ 6.0

ในสารละลายบัฟเฟอร 1 ลิตร  ประกอบดวย
ทริส-(ไฮดรอกซีเมทิล)-อะมีโนมีเทน (C4H11NO3) 12.1 กรัม
กรดมาลิอิก 11.6 กรัม
ปรับคาความเปนกรด-ดางเปน 6.0 ดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด

2. สารละลายฟอสเฟต บัฟเฟอร ความเขมขน 0.05 โมลาร  คาความเปนกรด-ดางเทากับ 7.0

ในสารละลายบัฟเฟอร 1 ลิตร  ประกอบดวย
โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) 2.7 กรัม
ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4) 5.25 กรัม
ปรับคาความเปนกรด-ดางเปน 7.0 ดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด

3. การเตรียมสารละลายสําหรับการวิเคราะหเดกซแทรนเนสโดยการหาปริมาณน้ําตาลรีดิวซ

3.1 สารละลายเดกซแทรน ที 2000 ความเขมขน 0.625%

ละลายเดกซแทรน ที 2000 จํานวน 0.625 กรัม ในฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 0.05           
โมลาร  และปรับปริมาตรใหเปน 100 มล.

3.2 สารละลายอัลคาไลน คอปเปอร (Alkaline Copper reagent)

ละลายโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต 71 กรัม และโซเดียมโปแตสเซียมทารเทรต 40.0 กรัม
ในน้ํากลั่น 700 มล.  เติมโซเดียมไฮดรอกไซดที่มีความเขมขน 1.0 นอรมอล ลงไป 100 มล.  และ
เติมสารละลายคอปเปอรซัลเฟตที่มีความเขมขน 10 % ลงไป 80 มล. ผสมใหเขากันและทําใหรอน  
จากนั้นเติมโซเดียมซัลเฟต 180 กรัม ละลายใหเขากันและปรับปริมาตรสุดทายเปน 1000 มล.ดวยน้ํา
กล่ัน  เก็บในขวดสีชา ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง 24 ชั่วโมง
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3.3 สารละลายเนลสัน (Nelson reagent)

ละลายแอมโมเนียมโมลิบเดต 53.2 กรัม ในน้ํากลั่น 900 มล.  เติมกรดซัลฟูริกเขมขนลงไป 
21 มล.ผสมใหเขากัน แลวเติมสารละลายโซเดียมอาซิเนตที่มีความเขมขน 12 % ลงไป 50 มล.  และ
ปรับปริมาตรสุดทายใหเปน 1000 มล. ดวยน้ํากลั่น เก็บในขวดสีชา  ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง 24 ช่ัว
โมง  ถามีตะกอนใหกรองออกกอนนําไปใช

4. สารละลายสําหรับวิเคราะหปริมาณโปรตีน  (Lowry’s method)

4.1 สารละลาย Lowry A ประกอบดวย
โซเดียมคารบอเนต (Na2CO3) 60.0 กรัม
โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) 12.0 กรัม
โซเดียมโพแทสเซียมทารเทรต 0.6 กรัม
น้ํากลั่น 300 มล.

4.2 สารละลาย Lowry B ประกอบดวย
คอปเปอรซัลเฟต (CUSO4) 50.0 กรัม
น้ํากลั่น 1000 มล.

4.3 สารละลาย Lowry C ประกอบดวย
Lowry A 50 สวน
Lowry B 1 สวน

4.4 สารละลาย Lowry D (Phenol reagent) ประกอบดวย
สารละลายโฟลิน ฟนอล รีเอเจนต (Folin phenol reagent) 1 สวน
น้ํากลั่น 1 สวน

5. สารเคมีสําหรับวิเคราะหหาปริมาณไนโตรเจนทั้งหมด
5.1 สารเรงปฏิกิริยา  ประกอบดวยสวนผสมของ

โพแทสเซียมซัลเฟตแอนไฮดรัส (K2SO4) 100 สวน
คอปเปอรซัลเฟตเพนตาไฮเดรท (CuSO4• 5H2O) 10 สวน
ผงซีลีเนียม (Selenium powder) 1 สวน

5.2 สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด  ความเขมขน 40 %
โซเดียมไฮดรอกไซด 40 กรัม  ละลายในน้ํากล่ันและปรับปริมาตรเทากับ 100 มล.
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5.3 สารละลายกรดบอริก  ความเขมขน 4 %
กรดบอริก 40 กรัม  ละลายในน้ํากลั่นและปรับปริมาตรเปน 1000 มล.

5.4 สารละลายอินดิเคเตอร ประกอบดวย
Methyl red 0.2 % ในเอธานอล 95 % 2 สวน
Methylene blue 0.2% ในเอธานอล 95 % 1 สวน

5.5 กรดกํามะถันเขมขน (Sulphuric acid)
5.6 Methy orange indicator solution  ความเขมขน 0.1 %

Methyl orange 0.1 กรัม  ละลายในน้ํากลั่นและปรับปริมาตรเปน 100 มล.
5.7 สารละลายมาตรฐานโซเดียมคารบอเนต (Na2CO3) ความเขมขน 0.4 นอรมัล

โซเดียมคารบอเนตแอนไฮดรัส (น้ําหนักโมเลกุล 105.99) นํามาอบที่อุณหภูมิ 100Oซ 
ประมาณ 3 ช่ัวโมง  ทิ้งใหเย็นใน Desiccator  และนํามา  5.2990 กรัม  ทําใหเปนสารละลายโดยเติม
น้ํากลั่นจนไดปริมาตร 1000 มล.

5.8 สารละลายมาตรฐานของกรดกํามะถัน ความเขมขน 0.1 นอรมัล
กรดกํามะถัน 28 มล.  เติมน้ํากลั่นจนไดปริมาตร  1000 มล.  แลวหาความเขมขนของกรด

กํามะถัน  0.1 นอรมัล  โดยใชสารละลาย 0.1 นอรมัลโซเดียมคารบอเนต  จํานวน 25 มล.  และสาร
ละลาย Methyl orange เปนอินดิเคเตอร  จุดยุติจะเปลี่ยนสารละลายโซเดียมคารบอเนตจากสเีหลือง
เปนสีชมพู

คํานวณความเขมขนของสารละลายกรดกํามะถันโดยใชสูตร
N1V1 = N2V2

เมื่อ    N1  =  นอรมัลของสารละลายโซเดียมคารบอเนต  เทากับ 0.1 นอรมัล
          N2 =  นอรมัลของสารละลายมาตรฐานกรดกํามะถัน
          V1 =  ปริมาตรของสารละลายมาตรฐานโซเดียมคารบอเนต เทากับ 25 มล.
          V2 =  ปริมาตรของสารละลายมาตรฐานกรดกํามะถันที่ใชในการไตเตรท (มล.)

5.9 สารละลายกรดกํามะถัน 0.01 นอรมัล
ใชกรดกํามะถัน 0.1 นอรมัลจํานวน 100 มล.  และเติมน้ํากลั่นเปน 1000 มล.
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กราฟมาตรฐาน

1. กราฟมาตรฐานน้ําตาลรีดิวซ

รูปท่ี 48  กราฟมาตรฐานแสดงคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 520 นาโนเมตร  กับน้ําตาล
กลูโคสความเขมขน 0-200 ไมโครกรัมตอมล.
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2. กราฟมาตรฐานของโปรตีน

รูปท่ี 49  กราฟมาตรฐานแสดงคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร  กับโปรตีน 
มาตรฐานโบวีนซีร่ัมอัลบูมิน ความเขมขน 0-200 ไมโครกรัมตอมล.
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รูปท่ี 50  รอยละการรอดของ AU3 ที่ผานการฉายแสงอัลตราไวโอเลตที่ 254 นาโนเมตร ที่เวลา
ตางๆ
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รูปท่ี 51  รอยละการรอดของ BU5 ที่ผานการฉายแสงอัลตราไวโอเลตที่ 254 นาโนเมตร ที่เวลา
ตางๆ
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รูปท่ี 52  รอยละการรอดของ CUN26 ที่กลายพันธุดวยสารเคมี NTG ความเขมขน 50 ไมโครกรัม
ตอมล. ที่เวลาตางๆ
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รูปท่ี 53  รอยละการรอดของ CUN3-1 ที่กลายพันธุดวยสารเคมี NTG ความเขมขน 150 ไมโครกรัม
ตอมล. ที่เวลาตางๆ
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รูปแสดงการสรางเดกซแทรนเนสบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง

1. การตรวจสอบการสรางเดกซแทรนเนสบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง โดยการเททับเอธานอล 95 % บน
อาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง Yamaguchi (ภาคผนวก ก) เพื่อทําการคัดเลือกเชื้อสายพันธุกลายโดยดูการให
ความกวางของบริเวณใส

รูป 54  รูปแสดงการคัดเลือกเชื้อสายพันธุกลายโดยการดูความสามารถในการใหบริเวณใสบน
อาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง Yamaguchi ที่มีการเททับดวยเอธานอล
หมายเหตุ : AG-2   คือ เชื้อ Arthrobacter sp. AG-2  สายพันธุตั้งตน

   AU3  คือ เชื้อ Arthrobacter sp. AU3 สายพันธุกลายที่ไดจากการกลายพันธุดวยแสง
อัลตราไวโอเลตรอบที่ 1

     สวนเชื้ออ่ืนที่ไมไดบอกชนิดไวเปนเชื้อ Arthrobacter sp. สายพันธุกลายอื่นๆ ที่ไดจาก
การกลายพันธุดวยแสงอัลตราไวโอเลตรอบที่ 1
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2. เปรียบเทียบการสรางเดกซแทรนเนสของเชื้อสายพันธุตั้งตน Arthrobacter sp. AG-2 และ
Arthrobacter sp. CUN26 สายพันธุกลาย (ที่คัดเลือกไดจากเชื้อสายพันธุกลายทั้งหมดที่ทําการกลาย
พันธุ)  บนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง Yamaguchi (ภาคผนวก ก) ที่มีการเติมบลูเดกซแทรน แทน        
เดกซแทรนเกรดอุตสาหกรรม เพื่อใชเปนสับสเตรทที่มีอินดิเคเตอรในการบอกความสามารถในการ
ผลิตเดกซแทรนเนส  โดยดูการใหความกวางของบริเวณใส

รูปท่ี 55  รูปความกวางของบริเวณใสบนอาหารที่มีบลูเดกซแทรน โดยทําการเปรียบเทียบระหวาง
เชื้อสายพันธุตั้งตน Arthrobacter sp. AG-2 และสายพันธุกลาย Arthrobacter sp. CUN26
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ภาคผนวก จ

การเตรียมการและการปองกันอันตรายจากการกลายพันธุ

แสงอัลตราไวโอเลต

เปนรังสีที่ทําใหเกิดการกลายพันธุในจุลินทรีย อาจทําใหเกิดมะเร็งผิวหนังได การปฏิบัติ
งานที่เกี่ยวของกับแสงอัลตราไวโอเลตควรมีการสวมแวนปองกัน หามมองหลอด UV โดยตรง
เพราะเปนแสงที่เปนอันตรายตอตา ควรมีการสวมแวนปองกันหรือใชแสงอัลตราไวโอเลตที่อยูภาย
ในตูเขี่ยเชื้อที่มีกระจกกั้น ควรสวมถุงมือเมื่อตองทาํงานภายใตแสงอัลตราไวโอเลต เนื่องจากแสง
อัลตราไวโอเลตนี้ผานกระจกไดไมดี เชื้อท่ีตองการฉายแสงเพื่อกลายพันธุจึงตองเปดฝาจานเพราะ
เล้ียงเชื้อไว

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

สาร NTG เปนอันตรายตอส่ิงมีชีวิต และอาจเปนสารกอมะเร็ง (carcinogen) ดวย ดังนั้นใน
การทดลองจึงตองทําดวยความระมัดระวัง สาร NTG เปนสารที่อันตรายตอการสัมผัส การสูดดม 
การทดลองเกี่ยวกับสาร NTG ทั้งในลักษณะผลึกของแข็ง หรือสารละลาย ควรสวมถุงมือยางตลอด
เวลา ควรสวมผาปดปากเพื่อปองกันละอองหรือไอระเหย หามใชปากในการดูดปเปตสารชนิดนี้เด็ด
ขาด การชั่งสาร NTG ควรทําในที่ไมมีลมพัด ไมควรช่ังบนกระดาษชั่งสารเพราะอาจปลิวไปทําให
เกิดอันตรายตอผูทําการทดลองและผูที่อยูในบริเวณใกลเคียง อยาเปดขวดที่ใสสาร NTG ทิ้งไว ควร
ใชหลอดปลอดเชื้อที่แหงสนิทและมีฝาปด ช่ังน้ําหนักหลอดเปลากอน แลวจึงใชชอนตักสาร NTG
เติมลงในหลอด ปดฝาแลวช่ังน้ําหนักอีกครั้ง คํานวณน้ําหนักของสารและนําไปเตรียมเปน stock ซ่ึง
ควรเตรียมใหมทุกครั้งเมื่อตองการใช

อุปกรณที่สัมผัสกับสาร NTG นําไปแชใน 1 N NaOH ในตูควัน เปดเครื่องใหดูดควันออก
ทิ้งไวประมาณ 24 ช่ัวโมง จึงนํามาลาง และควรสวมถุงมือยางในการลางดวย
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ประวัติผูเขียน

นางสาว สุหัทยา  จิระนันทิพร  เกิดวันที่ 5 กรกฎาคม พ.ศ. 2519 ที่จังหวัดกรุงเทพฯ ไดรับ
ปริญญาวิทยาศาสตรบัณฑิต  สาขาจุลชีววิทยา  ภาควิชาจุลชีววิทยา  คณะวิทยาศาสตร   
จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ในปการศึกษา 2540 และเขารับการศึกษาตอในชั้นปริญญามหาบัณฑิต 
สาขาจุลชีววิทยาทางอุตสาหกรรม ภาควชิาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 
ในปการศึกษา 2541 ที่อยูปจจุบัน  50/725  ซอยสุขุมวิท 105  ถนนสุขุมวิท  เขต 
บางนา  กรุงเทพฯ  10260
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