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 การเปรียบเทยีบการผลิตเดกซแทรนจาก Streptococcus sobrinus 6715 ในอาหาร 
Tryptic soy broth, Brain heart infusion และ Basal medium พบวาอาหาร Basal medium ให
ปริมาณเดกซแทรนสูงสุดในอาหารทั้ง 3 ชนิด และปริมาณซูโครสที่เหมาะสมในการผลิต                      
เดกซแทรนในอาหาร Basal medium คือ 1.5 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนัก เมื่อเปรียบเทียบการเจริญ
พรอมการผลติเดกซแทรนของ S. sobrinus 6715 พบวาเดกซแทรนเปนสารที่ถูกสรางควบคูไปกบั
การเจริญ สาํหรับการผลิตเดกซแทรนพันธะ α-1,3 จากเดกซแทรนจาก S. sobrinus 6715 ทําได
โดยการกาํจัดพันธะ α-1,6 ออกโดยใชเดกซแทรนเนสทีจ่ําเพาะตอพนัธะ α-1,6 จาก Penicilliun 
sp. SMCU 3-14  และเมื่อนําเดกซแทรน T-2000 [α-1,6], เดกซแทรน จาก S.sobrinus 6715 
[α-1,6 และ α-1,3], และเดกซแทรนพันธะ α-1,3 มาชกันําการสรางเดกซแทรนเนสใน 
Arthrobacter sp. AG-2 และตรวจสอบความสามารถในการยอยเดกซแทรนโดยดูการปลดปลอย
น้ําตาลรีดิวซดวยวธิี Somogyi-Nelson และ โครมาโทกราฟแบบของเหลวสมรรถนะสงู พบวาเดกซ
แทรนเนส [α- 1,6] สามารถยอยเดกซแทรน T-2000 โดยปลดปลอยน้ําตาลกลูโคส,ไอโซมอลโทส 
และไอโซมอลโทเททราโอสออกมา และยอยเดกซแทรนจาก S. sobrinus 6715 ได โดยปลดปลอย 
กลูโคส, ไอโซมอลโทเททราโอส และสารที่มี retention time เทากับ 13.00 นาที แตเดกซแทรนเนส 
[α-1,6] ไมสามารถยอยเดกซแทรนพันธะ α-1,3 ได ในขณะที่เดกซแทรนเนสที่ถกูชักนาํดวยเดกซ
แทรนจาก S. sobrinus 6715 [α-1,6 และ α-1,3] และ เดกซแทรนเนส [α-1,3]  สามารถยอย
เดกซแทรนทั้ง 3 ชนิดโดยปลดปลอยเฉพาะกลูโคสเทานั้น  
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 Growth and dextran production of Streptococcus sobrinus 6715 in Tryptic soy 
broth, Brain heart infusion and Basal Medium were compared.  Result obtained 
indicated Basal Medium as better medium among the 3 media tested.  The optimum 
amount of sucrose as inducer for dextran production is 1.5% w/v, with this it was found 
that dextran was produced as primary metabolite. The preparation of dextran with α-1,3 
linkage from S.sobrinus 6715 dextran was carried out by the hydrolysis of α-1,6 
linkages via dextranase of Penicillium sp. SMCU 3-14, an α-1,6 specific dextranase.   
The use of dextran T-2000 [α-1,6 dextran], dextran from S.  sobrinus 6715 [α-1,6 and  
α-1,3 dextran] and the above [α-1,3] dextran as inducer for dextranase production by 
Arthrobacter sp. AG-2 gave rise of different dextranases.   Judging from  products  
liberated by the respective enzyme via Somogyi-Nelson and HPLC analysis revealed 
that: dextranase [α-1,6] hydrolysed dextran T-2000 with the release of glucose, 
isomaltose and isomaltotetraose while glucose, isomaltotetraose and an unknown 
fraction with the retention time of 13 minute were liberated when dextran from                
S. sobrinus 6715 was employed as substrate.  The same enzyme failed to hydrolyse the 
[α-1,3] dextran whereas dextranase from Arthrobacter sp. AG-2 induced by either 
dextran from S. sobrinus 6715 [α-1,6 and α-1,3] or dextran [α-1,3] was able to digest 
all 3 dextrans with the released of glucose as sole product. 
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สัญลกัษณและคํายอ 
 

Oซ = องศาเซลเซยีส 



บทที ่1 
 

บทนํา 
 

ปญหาสุขภาพในชองปากโดยเฉพาะอยางยิ่งโรคเกี่ยวกับเหงือกและฟนนับเปนปญหา
ทางดานทนัตสาธารณสุขทีสํ่าคัญและมีแนวโนมเพิ่มมากข้ึนในปจจุบนั โรคฟนผุเกดิไดกับประชาชน
ทุกเพศทกุวัย แมวาจะมกีารใหความรูและรณรงคใหประชาชนเอาใจใสดูแลตนเอง แตยังพบวา
ประชาชนยงัคงเปนโรคเหงือกและโรคฟนผอุยูเปนจาํนวนมาก ซึ่งกอใหเกดิความเจบ็ปวด บั่นทอน
สุขภาพรางกาย สูญเสียบุคลิกภาพที่ด ี และสิน้เปลืองในการรกัษา การตอสูกับโรคฟนผุเปนที่ทราบ
กันดีวาเปนเรื่องที่ควบคมุไดยาก เนื่องจากปจจยัหลายประการ เชน ชนิดของเชือ้จุลินทรียในชอง
ปาก อาหารและลักษณะนสัิยการบริโภค รวมถงึสุขนิสยัในการรักษาความสะอาดของแตละบุคคล 
และเมื่อเกิดอาการฟนผุขัน้รุนแรงขึ้นแลว รางกายไมสามารถซอมแซมตัวเองดวยวิธกีารทาง
ธรรมชาติได นอกจากตองใชวัสดุหรือส่ิงแปลกปลอมตางๆเขามาทดแทนใหฟนสามารถใชการได
เหมือนเดิม ดังนั้นการปองกันและควบคุมโรคอยางมีประสิทธิภาพจึงมีความสาํคัญมากกวาการ
รักษา จึงมีการคิดคนวิธีการและผลิตภัณฑตางๆ สําหรับชองปากเพือ่การปองกนัฟนผุโดยตางมี
ขอดีและขอเสียแตกตางกนั  

 
จุลินทรียในชองปาก 
ชองปากเปนสวนของรางกายที่มีจุลินทรียอาศัยอยูมากมาย โดยอาจมีจุลินทรียมากถึง 

350  ชนิด และในน้ําลาย 1 มิลลิลิตรอาจมีจุลินทรียถึง 100 ตัว (Antonie van Leeuwenhook, 
1964) จุลินทรียในชองปากจะมีการเปลี่ยนแปลงอยูตลอดเวลา ซึ่งโดยปกตินิเวศวิทยาในชองปาก
จะทําหนาที่ควบคุมสัดสวนของเชื้อจุลนิทรียที่เปนประโยชนและที่เปนโทษใหมีความสมดุลยกันทั้ง
ชนิดและปริมาณ แมวาเชื้อจุลินทรียที่พบภายในปากจะประกอบไปดวยทั้งแบคทีเรีย (bacteria),  
ยีสต (yeast), สไปโรคีต (spirochete), ไมโครพลาสมา (mycoplasma),  ไวรัส (virus) และ       
โปรโตซัว (protozoa) แตจุลินทรียที่มีการศึกษากันมากและพบวาเปนสาเหตุสําคัญของการเกิดฟน
ผุคือแบคทีเรีย แบคทีเรียในชองปากมีทั้งแบคทีเรียรูปกลม (cocci) แบคทีเรียรูปแทง (bacilli), 
แบคทีเรียที่ตองการออกซิเจน (aerobe), แบคทีเรียที่ไมตองการออกซิเจน (anaerobe), แบคทีเรีย
แกรมบวก (gram- positive bacteria) และแบคทีเรียแกรมลบ (gram- negative bacteria) ดัง
แสดงในตารางที่ 1  
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ตารางที่ 1 แบคทีเรียชนิดตางๆที่พบไดในชองปาก (จินตกร, 2542) 
 

แบคทีเรียแกรมบวก แบคทีเรียแกรมลบ  
กึ่งตองการ
ออกซิเจน 

ไมตองการ
ออกซิเจน 

กึ่งตองการ
ออกซิเจน 

ไมตองการออกซิเจน 

แบคทีเรีย 
รูปกลม  

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

Peptostreptococcus 
Peptococcus 
Streptococcus 
 
 
 

Neisseria 
Branhamella 

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

แบคทีเรีย 
รูปแทง 

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

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

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

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

สไปโรคีต  
และ 

จุลินทรีย
อ่ืนๆ 

Treponema      Mycoplasma       Candida       Entamoeba      Trichomonas 
-T. vincentii                          - C. albicans 
-T. denticola 
-T. socranskii 
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ในปจจุบันพบวาแบคทีเรียในกลุมของ Mutans Streptococci ซึ่งไดแก Streptococcus 
mutans และ Streptococcus sobrinus (Mukasa และคณะ, 1989) มีบทบาทในการกอใหเกิดโรค
ฟนผุไดมากที่สุด เนื่องจากเชื้อดังกลาวสามารถยึดติดกับผิวของเคลือบฟนโดยการสรางพอลีเมอร
ทั้งชนิดที่ละลายน้ําและไมละลายน้ําออกมานอกเซลล มีความสามารถในการสรางกรดอินทรีย
หลายชนิด  และมีความทนทานตอกรด  จากการศึกษาพบวาการเกิดฟนผุในผูใหญถึง 90 
เปอรเซ็นต เกิดจาก Streptococcus mutans ในขณะที่บางกลุมไดกลาววา 8-40 เปอรเซ็นต เกิดจาก 
Streptococcus sobrinus และมักพบวาอาการจะรุนแรงถามี Streptococcus sobrinus รวมดวย (Roy 
และคณะ, 1987)  

 
ปจจัยในการกอโรคฟนผุของ Mutans Streptococci  
 

1. ความสามารถในการสรางสารยึดติดกบัผิวของเคลือบฟนจากน้ําตาลซูโครส  
ซูโครสหรือน้ําตาลทรายเปนสารใหความหวานที่มีรสชาติดี หางาย ราคาถูก จึงเปนที่นิยม

ในการบริโภค และใชมากในอุตสาหกรรมอาหาร โดยปริมาณการบริโภคซูโครสโดยเฉลี่ยอยูที่ 50 
กิโลกรัมตอคนตอป (March และ Martin, 1999) แตซูโครสที่เปนที่นิยมบริโภคนี้กลับเปนสารตั้งตน
สําคัญที่แบคทเีรียในชองปากใชในการผลิตพอลิแซ็กคาไรดมีความเหนียวหนืดที่เรียกวา      เดกซ 
แทรน (dextran) เดกซแทรนจะทําหนาที่คลายกาว ยึดใหจุลินทรียติดอยูบนผิวฟนกลายเปนคราบ
จุลินทรีย ซึ่งจะเปนที่เกาะของแบคทีเรียชนิดอ่ืนตอมาดวย ในจํานวนเชื้อแบคทีเรียในชองปาก
ทั้งหมด Mutans Streptococci เปนจุลินทรียที่พบวามีความสามารถในการสรางแผนคราบจุลินท
รีย โดยพบวาทําใหเกิดโรคฟนผุไดในสัตวทดลอง (Hamada และคณะ, 1980)  

Gibbon และคณะ (1966)  และ McCabe และคณะ (1967) รายงานวาเมื่อมีซูโครส 
Mutans Streptococci จะสรางโคโลนีที่สามารถยึดติดกับวัตถุที่มีพื้นผิวแข็งในจานเพาะเชื้อได ซ่ึง
การสรางโคโลนีนี้จะไมเกิดถาเปลี่ยนจากซูโครสเปนกลูโคส หรือเปลี่ยนเปนเชื้อจุลินทรียที่ไมทําให
เกิดโรคฟนผุชนิดอื่น การศึกษานี้แสดงถึงความสัมพันธของความสามารถในการใชซูโครสกับการ
เกิดโรคฟนผุ 

 
2. ความสามารถในการสรางกรดและการทนตอกรด  

ปจจัยที่สําคัญที่สุดทีท่ําใหเกดิโรคฟนผ ุ คือความสามารถของเชื้อจุลินทรียในชองปากที่
สามารถสรางกรดไดจากอาหารประเภทคารโบไฮเดรต ซึ่งกรดที่จลุินทรียสรางนีส้ามารถสลายแร
ธาตุบนผวิฟน (demineralization) ทําใหฟนเกิดการผุกรอน พบวามีจลุินทรียในชองปากที่สามารถ
ผลิตกรดไดหลายชนิด เชน Streptococci, Lactobacilli, Actinomyces และ Yeast แตเมื่อ
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พิจารณาถึงอตัราการสรางกรดของ Mutans Streptococci เปรียบเทียบกับจุลินทรียชนิดอื่นพบวา 
Mutans Streptococci สามารถสรางกรดไดมากกวา (Harper และ Loesche, 1983 และ 1984) 
กรดสําคัญที ่Mutans Streptococci สรางเปนปริมาณมาก คือ กรดแลคติก ซึ่งเปนผลิตผลสุดทาย
จากปฎิกิริยาไกลโคลิซิส (glycolysis) และกรดแลกติกยังเปนกรดที่แกกวากรดชนิดอื่นดวย 
นอกจากนี้ในระหวางวันยังพบวาชนิดของกรดที่พบในคราบฟนมีความแตกตางไป โดยสามารถ
ตรวจพบกรดอะซิติก, กรดซักซินกิ, กรดโพรพิโอนิก และ กรดบิวไทริก (butyric acid) กรดเหลานี้
เกิดจากแบคทเีรียชนิดตางๆ ในคราบฟนชวยกนัผลิตขึ้น (Marsh และ Martin, 1999) Mutans 
Streptococci สามารถสรางกรดอินทรียไดจากน้ําตาลหลายชนิด แตซูโครสเปนแหลงที่สาํคัญที่สุด 
เนื่องจากซโูครสมีความสาํคญัมาตั้งแตกระบวนการเกาะติดและเริ่มตนในการเกิดคราบฟน 
(Horton และคณะ, 1985) 

ในป 1989 DeSoet และคณะ ไดเปรียบเทียบการสรางกรดระหวาง Mutans 
Streptococci และ Streptococci ชนิดอื่น เชน Streptococcus sanquis ที่คาความเปนกรด-ดาง
ระหวาง 5.0 - 7.0 พบวา Streptococcus sobrinus สามารถสรางกรดไดมากกวาจลุินทรียชนิดอื่น
อยางมีนยัสําคัญ และสามารถที่จะสรางกรดไดแมคาความเปนกรด-ดางจะต่าํกวา 6.0 ในขณะที่
เชื้อจุลินทรียตัวอื่นหยุดการสรางกรดแลว  

นอกจากนี้ Mutans Streptococci มีความสามารถในการทนตอกรด  ทําใหสามารถ
เจริญเติบโต หมักน้ําตาล (ferment sugar) และยังสามารถมีชีวิตอยูไดเม่ือคาความเปนกรด-ดางลด
ต่ําลงเปนเวลานาน 

Harper และ Loesche, 1983 รายงานวา Mutans Streptococci สามารถที่จะเติบโตได
ในสภาวะที่มีคาความเปนกรด-ดางต่ํามากกวา streptococci อ่ืนๆ ที่ตั้งถิ่นฐานบนฟน 

ในป ค.ศ. 1980 Svanberg รายงานวาเมื่อบวนปากดวยสารละลายที่เปนกรดจะเพิ่ม
สัดสวนของ Mutans Streptococci ตอเชื้อจุลินทรียทั้งหมดที่อยูในฟน 
 

คราบจุลนิทรยี (plaques)  
คราบจุลินทรยีเปนสิ่งสะสมบนตัวฟนที่เปนจุดเริ่มตนของกระบวนการเกดิฟนผทุั้งหมด 

(Wolinsky, 1988) คราบจลุินทรียประกอบดวยเชื้อจุลินทรียมากมายรวมกับไกลโคโปรตีนในน้าํลาย 
เศษอาหารและสารยึดจําพวกพอลิแซ็กคาไรด โดยจุลินทรียที่สะสมอยูในคราบจลุินทรียนี้จะมกีาร
สรางสารตางๆ รวมทัง้กรด สารพิษ ไฮโดรเจนเพอรออกไซด       และแบคเทอริโอซิน ซึ่งลวนแตเปน
อันตรายตอเนือ้เยื่อที่อยูบริเวณขางเคียง เชน ทําใหเกิดการอักเสบของเหงือก อีกทัง้ฤทธิ์ของกรดยังกดั
กรอนทาํลายเนื้อฟน ในชวงแรกคราบจุลินทรียจะมีลกัษณะเปนแผนบางใส ไมมีสี ทําใหมองดวยตา
เปลาไมเหน็ เมื่อมีการสะสมอยูเปนเวลานานจึงจะพอเหน็เปนคราบสีขาว หรือสีเทาติดอยูบริเวณคอ



 5

ฟนหรือซอกฟน ปกติจะพบคราบจุลินทรียไดทุกบริเวณที่มีการไหลอาบของน้าํลาย แตบริเวณที ่  
คราบจุลินทรยีมักตกคางและสะสมอยูเปนปริมาณมาก คือบริเวณที่รอดพนจากการขัดสีของอาหาร 
ลิ้น ริมฝปาก กระพุงแกม ตลอดจนบริเวณทีไ่มสามารถเขาทําความสะอาดไดถึง 
  

ขั้นตอนการเกิดแผนคราบจุลินทรีย (รูปที่ 1 และ 2) 
 แผนคราบจุลินทรียเกิดขึ้นไดตลอดเวลาและสามารถเกิดไดทันทีหลังการแปรงฟน การเกิด
แผนคราบจุลินทรียเร่ิมจากขั้นตอนของการเกาะติดของแบคทีเรียบนผิวฟนดวยพันธะทางเคมี ซี่งเปน
กลไกที่มีความซับซอนและมีปจจัยเขารวมหลายประการ ซึ่งสรุปไดเปน 4 ขั้นตอน ดังนี้  (ยุพิน และ
คณะ , 2525)  

ข้ันตอนการที่ 1 แบคทีเรียเคลื่อนที่เขาใกลผิวฟนโดยอาศัยแรงดันของน้ําลาย การแพร 
หรือการเคลื่อนที่ของตัวแบคทีเรียเอง 

ขั้นตอนการที่ 2 เมื่อแบคทีเรียเขาใกลผิวฟนมากกวา 100 นาโนเมตร จะมีการเกาะติดกับ
อนุภาคตางๆที่อยูบนผิวฟนเชนเมือกน้ําลาย  โปรตีนหรือเศษอาหาร ดวยพนัธะทางเคมีชนิดออน 
ซึ่งไดแก แรงแวนเดอรวาลว แรงทางไฟฟาสถิต  ซึ่งเปนพันธะที่ไมแข็งแรง สามารถหลุดออกไดงาย 
แตเมื่อแบคทีเรียเขาใกลผิวฟนมากกวา 2 นาโนเมตร จะมีการสรางพันธะที่มีความแข็งแรงมากขึ้น 
คือ พันธะไฮโดรเจน ระหวางหมูไฮดรอกซิลของอนุภาคบนผิวฟน กับหมูฟอสเฟตบนผนังเซลลของ
แบคทีเรีย 

ข้ันตอนที ่3 เปนระยะที่มีการเกาะติดที่แทจริงดวยพนัธะทีม่ีความแข็งแรง ไดแก พันธะ
โคเวเลนตและพันธะไอออนคิระหวางลิแกนดบนผวิฟนและโปรตีนที่เปนองคประกอบบนผนงัเซลล
ของแบคทีเรียทําใหเกิดเปนคราบฟนขึน้ 
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แรงวานเดอรวาลว (van der Waal’s force) พันธะโคเวเลนต (covalent bonding) 

                    
 

แรงทางไฟฟา (electrostatic interaction)  พันธะไฮโดรเจน (hydrogen bonding) 

             

 

 
 

พันธะไอออนคิ (ionic bonding) 

 
 
 
รูปที่ 1 แสดงพันธะเคมีชนดิตางๆ ทีก่อใหเกิดการเกาะติดของแบคทีเรียบนผิวฟน  
(Jeremy และคณะ, 1999) 
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กลไกการเกิดแผนคราบจุลนิทรียสามารถอธิบายไดดังแผนภาพดานลาง 
1. ผิวฟนสะอาดถูกไหลอาบดวยน้ําลาย 

 
2. ไกลโคโปรตีนจากน้ําลายจะถูกผวิฟนดูดซับเอาไวกลายเปนฟลมบางๆ เรียกวาเมือก
น้ําลาย  

     
 

3.  เมือกน้าํลายจะทําหนาที่คลายกาว ยึดจับจุลินทรียจากน้ําลายไวบนผิวฟน            

     
 

4. เชื้อจุลินทรยีมีการแบงตัวเพิ่มข้ึนจากเดมิ พรอมผลิตสารยึดจําพวกพอลิแซ็กคาไรดเพื่อ
ยึดซึ่งกนัและกันไวพรอมกบัทําใหมีจุลนิทรียใหมเขามาสะสมเพิ่ม 

       
 

5. โครงสรางเปลี่ยนแปลงจนไดคราบฟนที่สมบูรณ ปกติใชเวลาประมาณ 2 ถึง 5 วัน
ประกอบดวยจุลินทรียจํานวนมากมายแทรกอยูระหวางสารยึดจาํพวกพอลีแซ็กคาไรด ที่
เปนผลิตผลของเชื้อเอง 

             
รูปที ่2 ภาพจาํลองแสดงการเกิดคราบฟน (Jeremy และคณะ, 1999) 
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เดกซแทรน (dextran) 
เดกซแทรนเปนชื่อโดยทั่วไปของพอลีแซ็กคาไรดที่ประกอบขึ้นจากหนวยยอยไดแก          

ดี-กลูโคส (D-glucose) มีลักษณะเหนียวหนืด ละลายน้ําไดยาก เกิดจากการทํางานของเดกซ
แทรนซูเครส (dextransucrase) หรือ กลูโคซิลทรานสเฟอรเรส (glucosyltransferase) ซึ่งเปน
เอนไซมที่ตองการการชักนํา (inducible enzyme) โดยสารชักนําการสรางเดกซแทรนไดแก ซูโครส 
ในภาวะที่มีซูโครส แบคทีเรียจะผลิตกลูโคซิลทรานสเฟอรเรสมาทําการเปลี่ยนซูโครส ใหเปนเดกซ
แทรน แลวขับออกมานอกเซลล พรอมทั้งปลอยฟรักโทสอิสระออกมาดังปฎิกิริยาตอไปนี้  
(Schachtete, 1982) 

 
         dextransucrase 

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

เดกซแทรนที่ผลิตจากจุลินทรียตางชนิดกันจะมีสมบัติทางเคมี และทางกายภาพแตกตาง
กัน เชน ความเหนียวหนืด, ความสามารถในการละลายน้ํา และสัดสวนของพันธะไกลโคไซด 
(glycosidic linkage) ที่เปนองคประกอบ ซึ่งโดยปกติเดกซแทรนจะประกอบดวยพันธะไกลโคไซด
แบบ α-1,6 และ α-1,3 เปนสวนใหญ พันธะ α-1,4 และ α-1,2 เปนสวนนอย (Jeanes และ
คณะ, 1950) ขนาดโมเลกุลและชนิดของพันธะจะเปนตัวกําหนดความสามารถในการละลายน้ํา
ของเดกซแทรน โดยยิ่งขนาดโมเลกุลใหญและสัดสวนของพันธะไกลโคไซดแบบ α-1,3 มากจะยิ่ง
ละลายน้ําไดยาก โดยเดกซแทรนสามารถแบงออกเปน 2 ชนิด ไดแก  

1. เดกซแทรนที่สามารถละลายน้ําได (water soluble dextran) ซึ่งมีพนัธะ α-1,6 ใน
ปริมาณมาก ถกูสังเคราะหโดยการทาํงานของกลูโคซิลทรานสเฟอรเรส (sucrose:1,6-α-D-
glucan 3-α- and 6-α-glucosyltransferase) ที่สังเคราะหเดกซแทรนพันธะ α-1,6 ปริมาณมาก 
(Lewicki และคณะ, 1971) 

2. เดกซแทรนที่ไมสามารถละลายน้ําได (water insoluble dextran) ซึ่งมีพนัธะ α-1,3 ใน
ปริมาณมาก ถูกสังเคราะหโดยการทาํงานของกลูโคซิลทรานสเฟอรเรส (sucrose:1,3-α-D-
glucan 3-α-glucosyltransferase) ที่สังเคราะหเดกซแทรนพนัธะ α-1,3 ปริมาณมาก 
(Guggenheim และ Newbrun, 1969) 

ในปจจุบนัมีการผลิตเดกซแทรนในทางการคามากมาย โดยมีใหเลือกตามขนาดของ
โมเลกุลและการใชงาน เชน เดกซแทรนเกรดอุตสาหกรรมที่ใชเปนสารปรุงแตงในอุตสาหกรรม
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อาหาร เชนเตมิในไอศกรีม เบเกอรี่ หรือลูกอม ชวยใหเกิดความนุมของเนื้อสัมผัส  เดกซแทรนทีใ่ช
ในทางการแพทย ซึ่งใชในการเพิ่มปริมาตรของโลหิตในผูปวยทีสู่ญเสยีน้ําจากการถกูไฟคลอกโดย
ไมรบกวนระบบของแอนติเจน-แอนติบอดีที่กอใหเกิดการตกตะกอนของเลือด, เดกซแทรน T-2000 
(น้ําหนักโมเลกุล 2,000,000), เดกซแทรน T-40 (น้าํหนักโมเลกุล 40,000) และเดกซแทรน T-20 
(น้ําหนักโมเลกุล 20,000) เปนตน โดยเดกซแทรนที่ผลิตในทางการคาทั้งหมด สังเคราะหจากเชือ้
แบคทีเรีย Leuconostoc mesenteroides NRRL B512F ซึ่งโครงสรางของเดกซแทรนที่เชื้อ
ดังกลาวผลิตขึ้นประกอบดวยพันธะ α-1,6 ถึง 95 เปอรเซ็นต โดยอีก 5 เปอรเซ็นตเปนพนัธะ         
α-1,3 (Lindberg  และ Svensson, 1968 และ Wilham และคณะ, 1955) 

 

          

                                                        
 
 
รูปที ่3 ก. แสดงโครงสรางของเดกซแทรนพันธะ α-1,6 ปริมาณสูง  
           ข. แสดงโครงสรางของเดกซแทรนพันธะ α-1,3 ปริมาณสูง 
(ο แทนหนวยกลูโคสในสาย α-1,6 กลูแคน, − พนัธะ α-1,6 ไกลโคไซด ,  • หนวยกลูโคสใน
สาย α-1,3 กลูแคน, ↓  พนัธะ α-1,3 ไกลโคไซด) 
 

ก. 

ข. 
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เนื่องจากกลูโคซิลทรานสเฟอรเรสเปนเอนไซมที่มีความจําเพาะในการเรงปฎิกิริยาการ
เปลี่ยนซูโครสเปนเดกซแทรน โดยจะไมเรงปฎิกิริยาการตอสายยาวของกลูโคสอิสระหรือกลูโคส
จากน้ําตาลโมเลกุลคูชนิดอื่น (Jordan และ Keyes, 1966) และดวยความเหนียวหนืดของเดกซ- 
แทรนนี้เองทําใหเดกซแทรนไดรับความสนใจและศึกษาใน 2 แงมุมดังนี้ 
 

1. อุตสาหกรรมการผลิตน้ําตาลทราย (sugar cane industry) 
     อุตสาหกรรมการผลิตน้ําตาลจากออยถือเปนอุตสาหกรรมขนาดใหญของประเทศ ใน
ข้ันตอนของการหีบออยจะมีการปนเปอนเชื้อกลุม Leuconostoc spp. เซน Leuconostoc 
dextranicum และ Leuconostoc mesenteroides  ที่สามารถผลิตเดกซแทรนที่มีพันธะ α-1,6 
เปนสวนใหญจากซูโครสที่มีอยูในน้ําออยได เดกซแทรนที่ผลิตจากแบคทีเรียเหลานี้ เมื่อจับกับ
พื้นผิวทอสงน้ําออยในโรงงาน จะทําใหเกิดการอุดตัน ทําใหอัตราการไหลและการกรองต่ําลงหรือ
หยุดชะงัก (McCalip และคณะ,1939)  อาจทําใหการเกิดผลึกของน้ําตาลชาหรือไมสมบูรณ 
(Imrie และ Tilbury, 1972) นอกจากนี้ความหนืดของเดกซแทรนยังทําใหแบคทีเรียชนิดอื่นที่ปนมา
ในน้ําออยถูกยึดไว และเจริญโดยใชน้ําตาลซูโครสเปนแหลงอาหารแลวปลดปลอยกรดอินทรียที่
เกิดจากการเมตาบอลิซึมออกมา ทําใหความเปนกรดของน้ําออยเพิ่มข้ึน ทําใหน้ําออยบูดเปรี้ยว มี
กลิ่น ทําใหคุณภาพของน้ําตาลต่ําลง 

Antti และคณะ (1998) รายงานวามีการปนเปอนของเชื้อ Leuconostoc mesenteroides 
ในกระบวนการผลิตน้ําตาลจากหัวบีท (sugar beet) โดยซูโครสสวนหนึ่งจะสญูหายไป พรอมทั้งมี
การสรางพอลีแซ็กคาไรดที่มีลักษณะคลายเมือก ซึ่งกอใหเกิดปญหาตอกระบวนการและคุณภาพ
ของผลิตภัณฑ 
 

2. การเกิดคราบจุลินทรียที่เปนสาเหตุของฟนผุ  
     แบคทีเรียในชองปากกลุม Mutans Streptococci สามารถสังเคราะหเดกซแทรนจาก
ซูโครสได โดยเดกซแทรนที่ Mutans Streptococci สังเคราะหจะประกอบดวยทั้งเดกซแทรนที่
ละลายน้ําได (ซึ่งมีพันธะ α-1,6 ปริมาณสูง) และเดกซแทรนที่ไมสามารถละลายน้ําได (ซึ่งมีพันธะ 
α-1,3 ปริมาณสูง) โดยเดกซแทรนที่ไมสามารถละลายน้ําไดนี้เองเปนสาเหตุสําคัญในการทําให
เกิดการรวมกลุมและเกาะติดบนผิวฟนของแบคทีเรีย 

Ebisu และคณะ (1974) ไดศึกษาคุณสมบัติของเดกซแทรนที่ไมสามารถละลายน้ําไดจาก 
Streptococcus mutans OM7 176 พบวา 70 เปอรเซ็นต เปนเดกซแทรนพันธะ α-1,3 และ      
30 เปอรเซ็นต เปนพันธะ α-1,6 สรุปไดวาเดกซแทรนที่มีพันธะ α-1,3 อยูมากจะยิ่งละลายน้ํา
ยากเพราะมีโครงสรางที่แตกแขนงมาก 
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Johnson และคณะ (1974) รายงานวาแบคทีเรียที่สามารถสังเคราะหเดกซแทรนได แตไม
กอใหเกิดการเกาะติดบนผวิฟน และไมทําใหเกิดฟนผ ุ จะสังเคราะหเฉพาะเดกซแทรนที่
ประกอบดวยพันธะ α-1,6   

Usui และคณะ, 1975 ศึกษาเดกซแทรนที่สรางจาก Streptococcus mutans JC-2 โดย
วิธี 13C-NMR พบวาเดกซแทรนที่สามารถละลายน้ําไดจะมีพันธะ α-1,6 ในปริมาณมาก คือ
ประมาณ 60 เปอรเซ็นต และมีพันธะ α-1,3 ประมาณ 40 เปอรเซ็นต สวนเดกซแทรนที่ไมสามารถ
ละลายน้ําไดจะมีพันธะ α-1,6 ประมาณ 48 เปอรเซ็นต และมีพันธะ α-1,3 ประมาณ 52 
เปอรเซ็นต ซึ่งผลการทดลองที่ไดสอดคลองกับการทดลองของ Nisizawa และคณะ (1977) ซึ่งใช
วิธี methylation analysis  
 Pearce (1976) พบวามคีวามสัมพันธระหวางโครงสรางของเดกซแทรนกับคุณสมบัติใน
การเกาะติดบนผิวไฮดรอกซอีะพาไทท (hydroxyapatite) ซึ่งคลายกับองคประกอบบนผวิฟน 
พบวาพนัธะ α-1,3 บนสายเดกซแทรนจะมีผลทาํใหการเกาะติดบนผวิฟนเกิดไดดีขึ้น 
 Walker และคณะ (1984) ไดทําการศึกษาถึงการเกิดโรคฟนผุในคน พบวาเดกซแทรนที่ไม
สามารถละลายน้ําได ซึ่งมีพนัธะ α-1,3 ปริมาณสูง จะชวยใหจุลินทรียยึดเกาะกับผิวฟน ในขณะที่
เดกซแทรนที่สามารถละลายน้ําไดซึ่งมีพนัธะ α-1,6 ปริมาณสูงจะชวยในการยึดเกาะกนัเองของ
แบคทีเรีย 
  

คราบจุลนิทรียกับการเกดิฟนผุ 
เคลือบฟนเปนสวนที่มีแรธาตุมากที่สุดของรางกาย ซึ่งประกอบดวยเแคลเซียม (calcium) 

และ ฟอสเฟต (phosphate) อยูในรูปของเกลือไฮดรอกซีอะพาไทท (hydroxyapatite) ที่ผิวของ
เคลือบฟนจะมีรูเล็กๆมากมาย ซึ่งยอมใหพวกไอออนที่มีขนาดเลก็ๆเชน ไอออนของโซเดยีม 
แคลเซียม และ ฟลูออไรดเขาไปได ไฮดรอกซีอะพาไททละลายไดงายในกรด โดยการละลายขึน้กบั 
คาความเปนกรด-ดาง อุณหภูมิ และไอออนที่อยูโดยรอบ โรคฟนผุคือ โรคที่เกิดกับเนื้อเยื่อแข็งของ
ฟน ซึ่งไดแก สวนของฟนที่โผลข้ึนมาในชองปาก โดยจะมีการทาํลายของเนื้อฟนทําใหเกิดการ
สลายตัว เปอยยุย หรือเปนโพรงหรือรูขึ้น การทาํลายนีจ้ะเปนการทาํลายอยางถาวร โดยรางกาย
จะไมสามารถซอมแซมสวนที่ถูกทําลายไปใหปกติเหมอืนเดิมได นอกจากจะใชวัสดุสังเคราะหอ่ืนๆ
มาทดแทนเนือ้ฟนสวนที่เสยีไปใหทาํหนาที่ไดเหมือนเดมิเทานัน้ อาการฟนผุเร่ิมตนจากแบคทีเรีย
ในชองปากดํารงชีวิตโดยใชอาหารที่มีในคราบฟนในภาวะที่มีออกซิเจนต่ํา ทําใหเกดิผลผลิตเปน
กรดอินทรีย เชนกรด แลคติก ดังปฏิกิริยา 

C 6H 12O 6    2(C 3H 6O 3 )    +   2ATP                                         
 (ซูโครส)                                                  (กรดแลคติก)  
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กรดอินทรียดังกลาวเมื่อสัมผัสกับฟนในระยะเวลาหนึ่งจะทําใหแรธาตใุนเนื้อฟนละลายหายไป 
(demineralization) กลายเปนโพรงหรือรูข้ึน 
 
 

 
 
 
 
รูปที่ 4 แสดงการเมตาบอลสิมของอาหารพวกคารโบไฮเดรตโดยแบคทีเรียในคราบจุลินทรีย  
(จินตกร, 2542)  GTF  หมายถึง เอนไซมกลูโคซิลทรานสเฟอรเรส 

   FTF หมายถงึ  เอนไซมฟรักโตซิลทรานสเฟอรเรส 
 
การปองกันฟนผุ 
การปองกนัฟนผุสามารถทาํไดหลายวิธ ี เชนวธิีทางกายภาพ เชน การบวนปากดวยน้าํ การ

แปรงฟน การฉีดลางคราบฟน และวิธีทางเคมี โดยสารเคมีที่ดีจะตองกําจัดเฉพาะจลุชีพกอโรค จลุ
ชีพจะตองไมดือ้ตอยาหรือสารดังกลาว สารนั้นออกฤทธิ์ไดนานในชองปาก ไมทําอนัตรายตอ
เนื้อเยื่อในชองปากในระดับความเขมขนทีใ่ช สารจะตองลดคราบจุลินทรียและลดการอักเสบ ไม
กอใหเกิดสีบนตัวฟนและเนื้อเยื่อชองปาก ไมเปลี่ยนความรูสึกรับรส กอใหเกิดอาการไมพึงประสงค
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นอย ใชงายและราคาถูก แตในปจจบุันยงัไมมีสารบําบัดเฉพาะที่ชนิดหนึง่ชนดิใดที่มีคุณสมบัติ
ครบถวนดังกลาว (Mandel, 1988; Goodson, 1989 และ Howell, 1991) วิธีทางเคมีที่ใชปองกัน
ฟนผุในปจจุบนั ไดแก 

 
1. การเคลือบรองฟน  
      ตําแหนงทีเ่กิดการผุงายที่สุดในชองปากของคน คือบริเวณหลุมรองฟน ที่อยูบนดานบด

เคี้ยว เพราะบริเวณดังกลาวนี้จะปองกนัสิ่งที่จะมาเกาะติดไดยาก และทําความสะอาดไดยากอีก
ดวย วัสดุที่จะนํามาใชเคลอืบบริเวณนี้อาจเปนพลาสติกที่แข็งตัวไดเอง หรือบางชนิดอาจตองถูก
กระตุนดวยแสงอัลตราไวโอเลตกอนจงึจะแข็งตัว การเคลือบรองฟนก็เพื่อผลในการปองกันไมใหจลิุ
นทรียเขามาอาศัยอยูในรองฟนได ปญหาของการเคลือบหลุมรองฟน ไดแก วัสดุที่ใชในการเคลือบ
มักเคลือบติดรองฟนไดไมนาน และกรณีของการเคลือบรองฟนที่มีรอยผุของโรคอยูกอนแลว อาจ
ทําใหเกิดฟนผตุามมาภายหลังได (Hamada และ Slade, 1980) 

 
2. การใชฟลูออไรด (Wolinsy, 1988; Burnett และ Schuster, 1978) 

       ฟลูออไรดมีคุณสมบัติในการยบัยั้งการเกิดฟนผ ุ เนือ่งจาก ฟลูออไรดสามารถเขารวมตัว
กับผลึกของไฮดรอกซีอะพาไทท (hydroxyapatite) บนผิวฟนใหกลายเปนฟลูออโรอะพาไทท 
(fluoroapatite) ที่มีความคงทน สลายตัวไดยากและทนตอการละลายจากกรดไดดีกวาไฮดรอก
ซีอะพาไทท ฟลูออไรดสามารถลดการเกิดปฎิกิริยาไกลโคลิซิส (glycolysis)  โดยจะไปขัดขวางการ
ทํางานของอีโนเลส (enolase) และไปขัดขวางระบบฟอสฟออีนอลไพรูเวท ทําใหระบบการขนสง
น้ําตาลของแบคทีเรียเสียไป นอกจากนี้ฟลูออไรดจะไปเปลี่ยนแปลงสภาพภายในเซลลของ
แบคทีเรียใหกลายเปนกรด ทาํใหเอนไซมหลกัที่เกีย่วของกับเมตาบอลิสมไมสามารถทํางานได
อยางไรก็ตามการใชฟลูออไรดในปริมาณมากเกินไปอาจกอใหเกิดความเปนพิษไดทั้งความเปนพษิ
แบบเรื้อรัง เชนทาํใหเกิดความผิดปกติที่เคลือบฟน เกิดเปนอาการฟนตกกระขึ้น (dental 
fluorosis) ความผิดปกติของกระดูก ทําใหกระดูกหยาบ งองุม หรือความเปนพษิชนิดเฉียบพลัน 
โดยมีผลตอระบบทางเดินโลหิต กดการทาํงานของศนูยควบคุมการหายใจ จนทาํใหถึงแกชีวิตใน
ที่สุด 
 

3. สารตอตานเชือ้จุลินทรีย 
 สารที่ทาํหนาที่ยับยัง้เชื้อจุลนิทรียมีหลายชนิด ที่ใชกันมาก ไดแก คลอเฮกซิดีน 
(chlohexidine) มีคุณสมบัติในการยบัยั้งเชื้อรา (Stanley และคณะ 1989) และเชือ้แบคทีเรียแกรม
บวกและแกรมลบในชองปากหลายชนิด คลอเฮกซดิีนในขนาดความเขมขนสูงตั้งแต 18-32 
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ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรสามารถฆาจุลนิทรียไดโดยทําหนาที่คลายผงซกัฟอก คือ ประจุบวกของ
คลอเฮกซิดีนจะทําปฏิกิริยากับประจุลบบนผนงัเซลลของจุลินทรีย ทาํใหเยื่อหุมเซลลของจุลินทรีย
ถูกทาํลายและเกิดการรั่วซมึของสารภายในเซลลออกมาภายนอกเซลล (Rolla และคณะ, 1986)  
แตขนาดความเขมขนของคลอเฮกซิดีนต่ําๆ ทาํไดเพียงยับยั้งการเจรญิของจุลินทรยีเทานัน้ ขอเสีย
ของคลอเฮกซดิีนคือ มีรสขมมาก อาจทาํใหตุมรับรสผิดปกติหลังใชอมบวนปาก และอาจทาํใหเกิด
คราบสีบนฟน ลิ้น และฟนปลอมได และถงึแมคลอเฮกซดิีน จะมีผลในการลดระดับเชื้อจุลินทรยีใน
ชองปาก อยางไรก็ตามเชื้อจุลินทรียจะกลับมาในชองปากไดใหมหลังจากชวงระยะเวลาหนึ่ง 
(Bowden, 1996) 
 

4. การใชน้าํตาลเทียม 
การบริโภคน้ําตาลที่แบคทีเรียไมสามารถใชในกระบวนการเมตาบอลิสมได ทําใหสามารถลด

การสรางกรดและลดการเกดิฟนผุได โดยน้ําตาลเทยีมสามารถแบงออกเปน 2 ชนิดใหญๆ ไดแก 
น้ําตาลเทียมที่มีรสหวานจดั ไดแก ซัยคลาเมท (cyclamate) และขัณฑสกร (saccharine) แตจาก
การทดลองในหนทูดลองพบวา น้ําตาลเหลานี้ในปริมาณสูงสามารถทําใหเกิดเปนมะเร็ง ปจจุบัน
จึงไมนยิมใช สวนแมนนทิอล (manitol) ไซลิทอล (xylitol) และซอรบิทอล (sorbitol) เปนน้าํตาล
เทียมที่มีรสหวานนอยกวาซโูครส สวนใหญไมนิยมใชเพราะมีราคาแพง นอกจากนีย้ังมีการใช
กรดอะมิโนที่ใหความหวานเชน แอสพาเทม (aspatame) ซึ่งมีขอจํากัดอยูที่ไมสามารถทนตอ
อุณหภูมิที่สงูมากๆได (ณฐินี สวุรรณสิงห, 2540) 

 
5. ยาปฎิชีวนะ 
มีการทดลองนํายาปฎิชีวนะพวกทีม่ีผลตอแบคทีเรียแกรมบวก เชน พวกเพนิซิลลิน กานามัย

ซิน และแวนโคมัยซิน เมื่อนําไปใสในอาหารหรือน้าํดื่มของสัตวทดลองพบวาสามารถปองกันการ
เกิดฟนผุได ทํานองเดียวกนักับผูปวยบางรายที่ไดรับการรักษาดวยยาปฎิชีวนะเปนเวลานาน การ
เกิดฟนผจุะลดลง ในปจจุบันนีก้ารใชยาปฎิชีวนะเพื่อควบคุมคราบจุลินทรียทีท่ําใหเกิดโรคฟนผุ
เปนวธิีที่ไมเหมาะสม เพราะความสามารถในการฆาเชือ้ของยาปฎิชวีนะอาจกวางมากเกินไป จน
ไมสามารถที่จะจํากัดใหฆาเฉพาะเชื้อทีท่ําใหเกิดโรคฟนผุเทานั้น การใชยาปฏิชวีนะโดยที่ไมได
คัดเลือกในลักษณะนี ้ จะทาํใหเชื้อจุลินทรียมีการปรับตัวและเกิดการดื้อยาขึ้นได (Burnett และ 
Schuster, 1978) 
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6. การใชวัคซนีปองกันฟนผ ุ
 การทดลองผลติวัคซีนเริ่มแรกจะใชเชื้อ S. mutans ที่ถูกทําใหตายโดยฟอรมาลนี หรือใชความ
รอนในการฆาใหตายกอนฉดีเขาไปในบริเวณตอมน้ําลายของลิง เพื่อใหลิงสรางภูมคิุมกันตอเชื้อนี้
ขึ้น พบวาภูมคิุมกันที่ลิงสรางขึ้นสามารถตอตาน S. mutans และลดการเกิดฟนผุได (Taubman 
และ Smith, 1974) แตการใชวัคซีนกรณีนีม้ักมีปญหา เนื่องจากวัคซีนสามารถกอใหเกิดแอนติเจน-
แอนติบอดีคอมเพล็กซ (antigen-antibody complex) ตอเนื้อเยื่อหวัใจ และเนื้อเยือ่ของอวัยวะอืน่
ได (Van de Rijn และคณะ, 1976) และยงักอใหเกิดการทําลายอวัยวะที่เกีย่วของกบัการไหลเวียน
ของเลือดไปทั่วรางกาย เชน ไต ดวย 
 

7. การใชเอนไซมเพื่อลดการเกาะติดของแบคทีเรียในปาก 
 การนาํเอากลแูคนไฮโดรเลส (glucanohydrolase) ซึ่งประกอบดวยเอนไซมเดกซแทรนเนสที่
จําเพาะตอเดกซแทรนพันธะ α-1,3 และเดกซแทรนเนสที่จาํเพาะตอเดกซแทรนพนัธะ α-1,6 ไป
ขัดขวางการเกดิคราบจุลินทรียบนผิวฟน เคยมีการทดลองในหนูทดลองพบวาเดกซแทรนเนส 
สามารถลดการเกิดคราบจุลินทรียไดจริง และการศกึษาโดยใชเดกซแทรนเนสทีจ่ําเพาะตอเดกซ
แทรนพนัธะ α-1,3 ซึ่งแยกไดจากเชื้อรา Trichoderma harzianum ผสมในหมากฝรั่ง แลวทดลอง
ใหคนเคี้ยว พบวาลดการเกดิคราบจุลินทรียและลดการอักเสบของเหงือกลงได  

Blook และคณะ (1969) ไดศึกษาถงึผลของการปองกันฟนผุของเดกซแทรนเนสในหนูแฮม
สเตอร พบวาสัตวทดลองที่ไดรับเอนไซมจะมีคราบฟนลดลงและไมมีฟนผุเลย ในขณะที่
สัตวทดลองชดุควบคุมที่ไมไดรับเอนไซมจะมีคราบฟนและเกิดฟนผมุากกวา ในดานการรักษาเมื่อ
เลี้ยงสัตวทดลองดวยอาหารที่มีน้าํตาลซโูครสสูงเปนเวลา 21 วัน จากนัน้เติมเดกซแทรนเนสลงใน
น้ําใหสัตวทดลองกิน พบวาภายใน 2 วนั คราบฟนจะถูกขจัดไปหมดและอัตราการเกิดคราบฟน
ใหมจะลดลงดวย 

Schachtele และคณะ, 1975 ไดรายงานวาเดกซแทรนเนสจาก Actinomyces isrelii และ 
Bacteroides ochraceus สามารถชวยลดการยึดเกาะของ S. mutans บนแทงแกวลงไดถึง 80 
เปอรเซ็นต 

Guggenheim และ Haller, 1972 รายงานวามกีารลดลงของ S. mutans ในคราบฟนเมื่อบวน
ปากดวยเดกซแทรนเนสที่จาํเพาะตอเดกซแทรนพนัธะ α-1,3 จาก Aspergillus nidulans 
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เดกซแทรนเนส 
เดกซแทรนเนสเปนเอนไซมที่สามารถสลายพันธะบนสายของเดกซแทรนได   เดกซแทรน

เนสเปนเอนไซมที่ตองการการชักนํา (inducible enzyme)  และมีความจําเพาะตอพนัธะเปนอยาง
มาก สามารถแบงเดกซแทรนเนสออกเปน 2 ชนิดตามความจาํเพาะในการสลายพนัธะ ไดแก 

1. เดกซแทรนเนส (α-1,6-glucanase, EC 3.2.1.11) ซึ่งจําเพาะตอพนัธะ α-1,6 บนสาย
เดกซแทรน 

2. เดกซแทรนเนส (α-1,3-glucanase, EC 3.2.1.59) ซึ่งจําเพาะตอพนัธะ α-1,3 บนสาย
เดกซแทรน 

ซึ่งเอนไซมทัง้สองมีประโยชนมากในการใชกาํจัดคราบฟนซึง่เกิดจากแบคทีเรียในชองปาก 
(Tsuchiya และคณะ, 1998) โดยการทํางานของเดกซแทรนเนสในการสลายพันธะของเดกซแทรน
สามารถทําได 2 แบบ คือ 

1. Exo-dextranase เปนเดกซแทรนเนสที่ยอยสลายพนัธะที่เชื่อมโมเลกุลของกลูโคสจาก
ปลายรีดิวซของสายของเดกซแทรน เปนการตัดทีละโมเลกุลของกลูโคส ผลิตภัณฑที่ไดสวนใหญ
คือกลูโคส 
  2. Endo-dextranase เปนเดกซแทรนเนสทีย่อยสลายพันธะที่จุดใดจุดหนึง่ในสายของ
เดกซแทรน ทําใหไดพอลิเมอรของน้าํตาลสายสั้นๆ ผลิตภัณฑที่ไดจากการยอยสลายอาจเปน     
โอลิโกเมอร (oligomer) ไดเมอร (dimer) หรือโมโนเมอร (monomer) ของกลูโคส 
 Sery และ Hehre (1956) รายงานถึงเดกซแทรนเนสจาก Bacteroides ซึ่งจะปลดปลอย
เฉพาะกลูโคสออกมาจากการยอยสลายเดกซแทรน ซึ่งการทาํงานดงักลาวทําใหจัดเดกซแทรนจาก 
Bacteroides เปน exo-hydrolase 
  

จุลินทรียทีส่ามารถผลิตเดกซแทรนเนส  
เดกซแทรนเนสสามารถพบไดในแหลงตางๆ เชน เนื่อเยือ่ของสัตวเลี้ยงลูกดวยนมบางชนิด 

และจากจุลนิทรียตางๆ ทัง้รา ยีสต แอคติโนมัยซิส และแบคทีเรีย แบคทเีรียในชองปากจํานวนมาก
สามารถผลิตเดกซแทรนเนสได (Johnson, 1990) โดยใชในการสลายพนัธะของเดกซแทรนใน 
คราบฟนเพื่อนําน้ําตาลเขาสูเซลลสําหรับเมแทบอลิซึม (Russell และคณะ, 1992 และ Tao และ
คณะ, 1993)   

เชื้อราเปนจุลนิทรียสาํคัญทีส่ามารถผลิตเดกซแทรนเนสไดในปริมาณที่สูงมากกวา
แบคทีเรีย (Sun และคณะ, 1988) แตไมสามารถนาํมาใชในการปองกันฟนผุกับคนได เนื่องจาก
เดกซแทรนที่ราผลิตไดนั้นมกัปนเปอนดวยสารแอฟลาทอกซนิ และมีสวนประกอบของผนงัเซลล 
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เชน  กลูแคน ซึ่งอาจกอใหเกิดการแพได (Leach, 1969) ดังนัน้การคัดเลือกจลิุนทรียเพื่อผลิต          
เดกซแทรนเนสสําหรับใชในการปองกนัฟนผ ุจึงนยิมใชแบคทีเรียเพื่อหลีกเลี่ยงปญหาดังกลาว  
 Kim และคณะ (1999) รายงานถงึการใชเดกซแทรนเนสที่ผลิตจาก Lipomyces starkeyi 
ในการยอยสลายพนัธะ α-1,3 และพันธะ α-1,6 ในสายเดกซแทรน เพื่อประโยชนในการปองกัน
ฟนผ ุ แมเอนไซมที่ไดจะมีประสิทธิภาพดี แตไมสามารถนํามาประยกุตใชกับมนษุยได เนื่องจาก 
Lipomyces starkeyi เปนเชือ้กอโรค 
 ณฐิณี สุวรรณสิงห (2540) ทําการคัดแยกเชื้อจากดนิในจังหวัดนนทบรีุ ที่มีความสามารถ
ในการผลิตเดกซแทรนเนสไดในปริมาณสงู เมื่อทาํการแยกทางอนกุรมวิธานพบวาเชื้อนี้จัดอยูใน
กลุมของ Arthrobacter sp. (สุพัฒน เจริญพรวัฒนา, 2543) 
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ตารางที ่2 แสดงเชื้อจุลินทรียที่สามารถผลิตเดกซแทรนเนสได (สุหัทยา จิระนันทิพร, 2543) 
เชื้อจุลินทรีย เอกสารอางอิง 
แบคทีเรีย 
Acromobacter sp. 
Arthrobacter sp. 
Arthrobacter globiformis 
Bacillus circulan 
Bacillus megaterium 
Bacillus subtilis 
Bacteroides sp. 
Bacteroides melaninogenicus 
Bacteroides ochraceus 
Bacteroides oralis 
Bacteroides ovatus 
Bacteroides thetaiotaomicron 
Bifidobacterium sp. 
Brevibacterium sp. 
Brevibacterium fuscum 
Brevibacterium fuscum var dextranlyticum 
Capnocytophaga ochracea 
Capnocytophaga sputigena 
Cellovibrio fulva 
Cellovibrio mixtus 
Cytophagus johnsonii 
Flavobacterium sp. 
Fusobacterium fusiforme 
Lactobacillus sp. 
Prevotella oralis 
Prevotella melaninogenica 
Prevotella loescheii 
Pseudomonas sp. 

  
Sawei และคณะ, 1974 
Kubo และคณะ, 1993 
Iwai และคณะ, 1996 
Okami และคณะ, 1980; Okami, 1986 
Zevenhuizen, 1968  
Zevenhuizen, 1968 
Staat และคณะ, 1973; Staat และ Schachtele, 1976 
Holbrook และ Mcmillan, 1977 
Schachtele, 1975;Holbrook และ Mcmillan, 1977 
Takahashi, 1982; Wynter และคณะ, 1995 
Holbrook และ Mcmillan, 1977 
Holbrook และ Mcmillan, 1977 
Kaster และ Brown, 1983 
Yamaguchi และ Gocho, 1983 
Sugiura และ Ito, 1975 
Mizuno และคณะ, 1999 
Igarashi และคณะ, 1998 
Igarashi และคณะ, 1998 
Forgarty และ Kelly, 1984 
Wynter และคณะ, 1995 
Forgarty และคณะ, 1984 
Koboyashi และคณะ, 1983 
Costa และคณะ, 1974 
Staat และคณะ, 1973; Wynter และคณะ,1995 
Igarashi และคณะ, 1998 
Igarashi และคณะ, 1998 
Igarashi และคณะ, 1998 
Galvez-Mariscal และ Lopez-Munguia, 1991 
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ตารางที ่2 แสดงเชื้อจุลินทรยีที่สามารถผลิตเดกซแทรนเนสได (สุหัทยา จิระนันทพิร, 2543) (ตอ) 
เชื้อจุลินทรีย เอกสารอางอิง 
Pseudomonas mixta 
Streptococcus mitis 
Lactobacillus sp. 
Prevotella oralis 
Prevotella melaninogenica 
Prevotella loescheii 
Pseudomonas sp. 
Pseudomonas mixta 
Streptococcus mitis 
Streptococcus mutans 
แอคติโนมัยซีส 
Actinomyces cinemonensis 
Strepromyces cinemonensis 
ยีสต 
Lipomyces starkei 
รา 
Aspergillus sp. 
Aspergillus carneus 
Aspergillus luchvasis 
Aspergillusfumigatus 
Chetomium gracile 
Chetomium indicum 
Chetomium luteum  
Chetomium thermophilum var coprophilum 
Chetomium thermophilum var thermophilum 
Chetomium virescens 
Fusarium moniliforme 
Gibberella fukuroi 
Hamicola grisea 
Paecilomyces lilacinus 

Wynter และคณะ, 1995 
Forgarty และคณะ, 1984 
Staat และคณะ, 1973; Wynter และคณะ,1995 
Igarashi และคณะ, 1998 
Igarashi และคณะ, 1998 
Igarashi และคณะ, 1998 
Galvez-Mariscal และ Lopez-Munguia, 1991 
Wynter และคณะ, 1995 
Forgarty และคณะ, 1984 
Igarashi และคณะ, 1992 
 
Schachtele และคณะ, 1975 
Hattori และ Ishibashi, 1981 
 
Webb และ Spencer, 1983; Koenig, 1989 
 
Forgarty และ Kelly, 1984 
Fukumoto และคณะ, 1971 
Hattori และ Ishibashi, 1981 
Hattori และ Ishibashi, 1981 
Mizuno และคณะ, 1999 
Wynter และคณะ, 1995 
Wynter และคณะ, 1995 
Wynter และคณะ, 1995 
Wynter และคณะ, 1995 
Wynter และคณะ, 1995 
Simonson และ Liberta, 1975 
Hattori และ Ishibashi, 1981  
Hattori และ Ishibashi, 1981 
Charles และ Farrell, 1957 
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ตารางที ่2 แสดงเชื้อจุลินทรียที่สามารถผลิตเดกซแทรนเนสได (สุหัทยา จิระนันทิพร, 2543) 
(ตอ) 
เชื้อจุลินทรีย เอกสารอางอิง 
Penicillium aculeatum 
Penicillium funiculosum 
Penicillium lilacinum 
Penicillium luteum 
Penicillium minioluteum 
Penicillium purpurogenum 
Penicillium roguefortii 
Penicillium verruculosum 
Spicaria sp. 
Spirotichum asteroides 
Verticellium sp. 

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

 
 การชกันําการสรางเดกซแทรนเนส  

เดกซแทรนเนสเปนเอนไซมที่ตองอาศัยการชักนาํ (inducible enzyme) ดังนั้นในการผลิต
เดกซแทรนเนสจากจุลินทรยีใดๆ จึงตองเสริมเดกซแทรนในอาหารเลี้ยงเชื้อเพื่อทาํหนาที่เปนสาร
ชักนาํดวย (Igarashi และคณะ, 1998) หากชักนาํการสรางดวยเดกซแทรนทีม่ีพันธะ α-1,6        
เดกซแทรนเนสที่เกิดขึ้นจะจาํเพาะตอพนัธะ α-1,6 บนสายเดกซแทรน (α-1,6-glucanase, EC 
3.2.1.11) (Coral และคณะ, 1996) ซึ่งในป 1978 Hare และคณะ รายงานวาเดกซแทรนเนสที่
จําเพาะตอพนัธะ α-1,6 ไมสามารถยอยสลายเดกซแทรนพนัธะ α-1,3 ได ซึง่การชกันาํเดกซ
แทรนเนสที่จาํเพาะตอพันธะ α-1,6 ในกรณีนี้มกัใชเดกซแทรนที่ผลิตไดจาก Leuconostoc 
mesenteroides B-512 ซึ่งมีพันธะ α-1,6 มากถึง 95 เปอรเซ็นต (Marguerite และคณะ, 1997)  

Margaret และคณะ, 1978 รายงานถงึการชักนาํการสรางเดกซแทรนเนสดวยเดกซแทรน
ที่มีพนัธะ α-1,3 ใน Cladosporiun resinae พบวาเดกซแทรนเนสที่เกิดขึ้นจะจําเพาะตอพันธะ 
α-1,3 บนสายเดกซแทรน (α-1,3-glucanase, EC 3.2.1.59) และยอยสลายเดกซแทรนโดย
ปลดปลอยน้ําตาลกลูโคสออกมา  

แตปจจุบันยังไมพบวามีเดกซแทรนพนัธะ α-1,3 จําหนายในทองตลาด หรืออาจมีแต
ราคาสูงมาก ในงานวิจยัทั่วไปจงึมักผลติเดกซแทรนเองจากเชื้อในกลุม Mutans Streptococci 
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โดยมุงเนนไปที่เดกซแทรนทีไ่มสามารถละลายน้าํไดที่เชือ้ผลิตขึ้น เนื่องจากมพีนัธะ α-1,3 
ปริมาณสูง 
 Claus และคณะ (1999) ทําการผลิตเดกซแทรนพนัธะ α-1,3 ปริมาณสูง จาก S. mutans 
เพื่อใชเปนสบัสเตรทในการชักนาํการสรางเดกซแทรนเนส ทําไดโดยเลี้ยงแบคทีเรียในอาหารและ
ปนแยกเอาเซลลออกโดยการเซนตริฟวสที ่4,000 g และเติมซูโครสความเขมขน 4 เปอรเซ็นตลงไป 
บมที ่35oช 20 ชั่วโมง จากนัน้กรองเอาเดกซแทรนที่ไมละลายน้าํออกจากอาหารเลีย้งมาใชตอไป 
 Margaret และคณะ (1978) ผลิตเดกซแทรนที่มพีันธะ α-1,3 ปริมาณสูงจาก 
Streptococci ในชองปากโดยบมน้าํเลี้ยงเชื้อดวยซูโครส 4 เปอรเซ็นตจากนั้นเติมเอทานอลและปน
แยกเอาเดกซแทรนที่ไมละลายน้าํออกมาซึ่งเดกซแทรนดังกลาวมีพนัธะ α-1,3 ปริมาณสูง 

Huge และคณะ (1986) รายงานถึงเดกซแทรนที่ผลิตจาก Streptococcus sobrinus 
6715 ซึ่งเปนเชื้อในกลุม Mutans Streptococci วาสามารถผลิตเดกซแทรนทีม่ีพนัธะ α-1,3 ไดใน
ปริมาณมากถงึ 67 เปอรเซ็นต แบคทีเรียชนิดนี้จงึเหมาะที่จะนํามาใชในการผลติเดกซแทรนเพื่อ
เปนสารชกันาํการสรางเดกซแทรนเนสที่จาํเพาะตอพันธะ α-1,3 ดังทีก่ลาวขางตน 

 
การผลิตและทําบรสิุทธิ์เดกซแทรนบางสวน 
โดยปกติการเลี้ยง Streptococci เพื่อการผลิตเดกซแทรนมักเลี้ยงในอาหารเพียงไมกี่ชนิด 

ซึ่งไดแก Brain heart infusion, Tryptic soy broth และ Todd hewitt ซึ่งมีราคาแพง และสีของ
อาหารเลีย้งปนกับเดกซแทรนที่ผลิตได ทําใหทาํความสะอาดไดยาก ไดเดกซแทรนทีม่ีสีน้ําตาลเขม 
Gibbons และคณะ (1968) ไดเลี้ยง Human Streptococcus strains GS5 และ LM7 ในอาหาร 
Basal medium ที่มีองคประกอบงาย ราคาถูก สามารถเตรียมไดเองในหองปฎิบัติการ ซึ่งใหเดกซ
แทรนปริมาณมากและมีสีขาว จากนัน้นาํไปผานการทําบริสทุธิ์โดยนําอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีเดกซ
แทรนไปปนเหวี่ยงที ่3,000 rpm นําตะกอนที่ไดลางดวยน้ํากลัน่, โซเดียมไฮดรอกไซด 0.05 นอรมัล 
และ 0.2 นอรมัล กําจัดเซลลแบคทีเรียดวยการใชเครื่องกําเนิดเสียงความถี่สูง 3 นาท ี โดยการใช
ดางทีม่ีความเขมขนมากขึน้ เพื่อกําจัดสารที่ไมตองการออก จากนั้นตกตะกอนดวยเอทานอล ลาง
ตะกอนดวยน้าํกลั่นและนาํไปทําแหงโดยใชเครื่องระเหิดแหงโดยใชความเยน็ จากวิธีการดังกลาว
พบวาตะกอนเดกซแทรนที่ผานการทาํบริสทุธิ์แลวจะประกอบดวย คารโบไฮเดรตอยางนอย 90 
เปอรเซ็นต 
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การศึกษาองคประกอบของเดกซแทรน 
Antti และคณะ (1998) พบวามีการปนเปอนของเชื้อจุลินทรยีพรอมทั้งมกีารสรางพอลิ

แซ็กคาไรดในกระบวนการผลิตน้ําตาลจากหัวบที (sugar beet) ทําใหเกิดปญหาตอกระบวนการ
และคุณภาพของผลิตภัณฑ จึงมีการศึกษาถงึชนิดของน้าํตาลโมเลกุลเดี่ยวที่เปนองคประกอบใน
พอลิแซ็กคาไรดที่จุลินทรียดงักลาวผลิตขึ้น โดยการนาํพอลิแซคคาไรดมาไฮโดรไลซดวยกรดซัลฟู
ริก 1 นอรมัล ที ่120 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้นทําใหเปนกลางดวยโซเดียมไฮดรอก
ไซดความเขมขน 5 โมลาร แลวนําไปวิเคราะหน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวทีเ่กิดขึ้น โดยวธิีโครมาโทกราฟ
แบบของเหลวสมรรถนะสงู พบวา น้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวที่พบมากที่สุดคือ กลูโคส 

Greg และคณะ, 1974 ทําการตรวจสอบองคประกอบของเดกซแทรนโดยการยอยสลาย
เดกซแทรน 50 มิลลิกรัมดวยกรดซัลฟูริกเขมขน 0.3 นอรมัล 1 มิลลิลิตร 45 นาที ทําใหเย็นและ
ปรับใหสารละลายเปนกลาง จากนั้นนําสารละลายที่ไดไปตรวจสอบชนิดของผลิตภัณฑที่เกิดขึ้น
ดวยวิธีโครมาโทกราฟแบบกระดาษ  พบวาผลิตภัณฑที่ เกิดขึ้นคือ กลูโคส ไอโซมอลโทส 
(isomaltose) ไอโซมอลโทไทรโอส (isomaltotriose) ไอโซมอลโทเพนตะโอส (isomaltopentaose) 
และไอโซมอลโทเฮกซะโอส (isomaltohexaose) 

Kazuhiro และคณะ, 1982 ทําการตรวจสอบองคประกอบของเดกซแทรนที่ไมละลายน้ํา
จาก Streptococcus mutans  6715-15 โดยใชเดกซแทรน 10 มิลลิกรัม อุนใหรอน เติมกรดฟอร
มิกความเขมขน 98 เปอรเซ็นต 0.15 มิลลิลิตร ในหลอดแกวปดผนึก (ampoule) เติมกรดไฮโดร
คลอริกความเขมขน 0.4 นอรมัล 1.5 มิลลิลิตร ตมที่ 100oซ 30 นาที หยุดปฏิกิริยาดวยการทําให
เย็นทันที เติม Dowex-1 (HCOO-) แลวนําไประเหยแหง จากนั้นตรวจสอบผลิตภัณฑที่ไดดวยวิธี
โครมาโทกราฟแบบกระดาษ พบวาผลิตภัณฑที่เกิดขึ้นคือ ไอโซมอลโทสและไนจีโรส ซึ่งแสดงให
เห็นวาเดกซแทรนดังกลาวประกอบดวนพันธะ α-1,6 และ α-1,3 

 
 การศึกษาการเจริญของ Mutans Streptococci 

คุณสมบัติทางสรีรวิทยาของ Mutans Streptococci, กระบวนการสงัเคราะหเดกซแทรน 
หรือการสรางกรดของเชื้อ ตางมีความสมัพันธกับการเจริญของเชื้อทัง้สิ้น ดังนัน้จงึมีผูการศึกษา
การเจริญของเชื้อในกลุม Mutans Streptococci โดยในภาวะที่ไมมกีารสังเคราะหเดกซแทรน โดย
เลี้ยงแบคทีเรียในอาหารที่ไมมีการเติมซูโครส การเจริญของ Mutans Streptococci สามารถ
ตรวจสอบไดงาย ดวยวิธีการนับจํานวนเซลล (viable cell count) การชั่งน้ําหนักเซลลแหง (dry 
weight) และการวัดความขุน (Turbidity)  
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 Lewson (1971) ตรวจสอบการเจริญของ Mutans Streptococci ที่สามารถผลติเดกซ- 
แทรนได ในอาหารสงัเคราะหดวยวิธกีารวัดคาความขุน (Klett units) พบวาทุกสายพันธุที่
ทําการศึกษามีอัตราการเจรญิสูงสุดที่ชั่วโมงที ่12 ของการเลี้ยง 
 Terleekyi และคณะ (1975) ศึกษาการเจริญของ Mutans Streptococci 14  สายพันธุใน
อาหารสงัเคราะหทางเคมีชนดิตางๆ ในภาวะที่ไมมีการสงัเคราะหเดกซแทรน โดยวิธกีารวัดความ
ขุน (Turbidity) พบวาสามารถศึกษาการเจริญของเชื้อไดเปนอยางด ี
 ในภาวะที่มกีารสังเคราะหเดกซแทรน โดยการเลี้ยง Mutans Streptococci ในอาหารที่มี
การเติมซูโครส พบวา เดกซแทรนที่แบคทีเรียสังเคราะหข้ึนตกตะกอนแยกจากสวนที่เปนของเหลว
ของอาหารเลีย้งเชื้อพรอมกบัเซลลของแบคทีเรีย ดังนั้นการศึกษาการเจริญของเซลลโดยวิธกีาร
ตางๆขางตนจงึไมสามารถทาํได 

Rajaguru และคณะ (2000) ไดแสดงวาสามารถตรวจสอบการเจริญของเซลลแบคทีเรีย
ดวยการวัดปริมาณโปรตีนดวยวธิีของ Lowry  (Lowry และคณะ, 1951) โดยการทําใหเซลลแตก
กอนดวยโซเดยีมไฮดรอกไซดเขมขน 1 โมลาร 20 นาที (akaline hydrolysis) จากนัน้จึงนาํ
สารละลายไปตรวจสอบปริมาณโปรตีน  

  
 ในงานวิจัยนี้มุงเนนการผลิตเดกซแทรนที่มพีันธะ α-1,3 ปริมาณสงูจาก Streptococcus 
sobrinus 6715 สําหรับใชเปนสารชกันาํการผลิตเดกซแทรนเนสใน Arthrobacter sp. AG-2 
พรอมทัง้ศึกษาความสามารถของเดกซแทรนเนสที่ผลิตได ในการยอยสลายเดกซแทรนชนิดตางๆ 
และตรวจสอบผลิตภัณฑที่ไดจากการทําปฏิกิริยา เพื่อเปนความรูพืน้ฐานใหเขาใจถึงลักษณะการ
ทํางานในแงของความจําเพาะตอพนัธะในการยอยสลายเดกซแทรน เพื่อผลในการประยุกตใชเพือ่
ปองกันฟนผุตอไป 
 

 
 



บทที่ 2 
 

อุปกรณ เคมีภัณฑ วิธีและขั้นตอนดําเนินงานวิจัย 
 

อุปกรณทีใ่ชในงานวิจัย 
 
1. เครื่องเขยา (shaker) รุน G-10 บริษัท New Brunswick Scientific Co., Inc., U.S.A. และรุน 

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

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

U.S.A. 
7. อางน้ําควบคมุอุณหภูมิ (water bath) รุน Temppet บริษัท T-80 Tokyo Rikakikai Co., Ltd., 

Japan และ รุน W 760 Memmert, Germany 
8. เครื่องชั่ง รุน PB3002 และ รุน  L200P บริษัท Sartorius, U.S.A 
9. เครื่องปนเหวีย่ง (centrifuge) รุน KS-3000P บริษัท Kubota, Japan 
10. เครื่องปนเหวีย่งชนิดตั้งโตะ (benchtop centrifuge) รุน H-103N บริษัท Kubota, Japan 
11. เครื่องปนเหวีย่งชนิดทาํความเย็น (refrigirate centrifuge) รุน 1920 บริษัท Kubota, Japan 
12. เครื่องปนเหวีย่งชนิดทาํความเย็น (refrigirate centrifuge) รุน J-30I บริษัท Beckman, 

Germany 
13. เครื่องเขยาควบคุมอุณหภูม ิ (controlled environment incubator shaker) รุน G-27 บริษัท 

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

บริษัท Sankyo Denki, Japan 
16. ตูบมเชื้อ (incubator) รุน Hereaus type B 5050 E  บริษัท Hereaus, Germany 
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17. เครื่องกําเนิดเสียงความถี่สูง  (ultrasonicator) ชนิดอาง รุน FS 4000 บริษัท Decan 
Ultrasonic, England. 

18. ไมโครปเปตต (micropipette) ขนาด 100, 1000 และ 5000 ไมโครลิตร ของบริษัท Gilson, 
France 

19. หลอดกรองชนิดปนเหวีย่งขนาดเล็ก (centrifuge tube filter)  แผนกรองชนิดเซลลโูลสอะซิเตท 
(cellulose acetate filter) ขนาดความกวางของรู 0.45 ไมโครเมตร ปริมาตร 20 มิลลิลิตร ของ
บริษัท Castar, U.S.A. 

20. ชุดเครื่องมือโครมาโทกราฟแบบของเหลวสมรรถนะสงู (high performance liquid 
chromatography, HPLC)  สําหรับตรวจสอบปริมาณและชนิดของน้ําตาล 
- เครื่องโครมาโทกราฟแบบของเหลว (liquid chromatography) รุน 515 ของบริษัท 

Waters, Australia 
- คอลัมน (column)  คารโบไฮเดรตคอลัมน (carbohydrate column) ขนาด 4.6 x 250 

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

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

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

1.1 จุลินทรียที่ใชในการวิจัย  
   ไดแก Streptococcus sobrinus 6715  (Dr. R. J. Doyle, University of Louisville, 
Louisville, Kentucky, U.S.A) , Arthrobacter sp. AG-2  (ณฐินี สวุรรณสิงห, 2540) และ 
Penicillium sp. สายพันธSMCU 3-14 (สุวรรณา  นพพรพันธุ, 2538) 
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1.2 การเก็บรักษาจุลินทรีย 
ขีดเชื้อ S. sobrinus 6715 ลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งเอยีง Brain heart infusion (ภาคผนวก 

ก) บมที่อุณหภูมิ 37oซ จนเชื้อเจริญเต็มทีแ่ลวเก็บที่อุณหภูมิ 4oซ จนกวาจะนาํมาใช 
  ขีดเชื้อ Arthrobacter sp. AG-2 ลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งเอียง Yamaguchi (ภาคผนวก ก) 
บมที่อุณหภูม ิ30oซ จนเชื้อเจริญเต็มที่แลวเก็บที่อุณหภมูิ 4oซ จนกวาจะนํามาใช 
  เขี่ยสปอรของเชื้อรา Penicillium sp. สายพนัธุ SMCU 3-14 ลงบนอาหารแข็งเอียง 
Fukumoto (ภาคผนวก ก) บมที่อุณหภูมหิอง (28-32oซ) เปนเวลา 7 วัน จนสปอรเจริญเต็มที่แลว
เก็บที่อุณหภูม ิ4oซ จนกวาจะนํามาใช 
 
2. เตรียมหัวเชื้อเพื่อการผลิตเดกซแทรน 
     เตรียมหัวเชื้อต้ังตน โดยถายเชื้อ S. sobrinus 6715 จากหลอดอาหารเลีย้งเชือ้แข็งเอยีง 
Brain heart infusion ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Brain heart infusion ปริมาตร 50 มิลลิลิตร        
ซึ่งบรรจุอยูในขวดแกวรูปชมพูขนาด 250 มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 37oซ ในภาวะการเลี้ยงเชื้อแบบ
ไมมีการเขยาเปนเวลา 24 ชั่วโมง แลวถายเชื้อ 10 เปอรเซ็นตโดยปริมาตรลงในอาหารเลีย้งเชือ้
เหลว Brain Heart Infusion บมที่อุณหภมูิ 37oซ จนวดัคาการดูดกลืนแสงที่ 550 นาโน-เมตร ได
เทากับ 0.5 – 0.6 ใชเปนกลาเชื้อในการทดลองตอไป 
 
3. การผลิตเดกซแทรน, การเก็บเกีย่ว และทําบริสทุธิ์เดกซแทรนบางสวน (partial purification) 
จากน้ําเลีย้งของ S. sobrinus  6715 (Gibbons และคณะ, 1968)  
 
 3.1 การผลิตเดกซแทรน 
       ทําการถายเชื้อจากขอ 2 ปริมาณ 10 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว 
Tryptic Soy Broth ที่เสริมซูโครสความเขมขน 2 เปอรเซ็นต บมที่อุณหภูมิ 37oซ ในภาวะการเลี้ยง
เชื้อแบบไมมีการเขยา เปนเวลา 24 ชั่วโมงจะไดเดกซแทรนในน้าํเลี้ยงเชื้อของ S. sobrinus  6715 
 
 3.2 การเก็บเกีย่วและทาํบริสทุธิ์เดกซแทรนบางสวน 
       นาํน้าํเลี้ยงเชื้อที่ไดจากการเลี้ยงเชื้อเพื่อการผลิตเดกซแทรนมาปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 3000 
รอบตอนาท ี เปนเวลา 10 นาที นาํตะกอนเดกซแทรนที่ไดละลายในน้ํากลัน่ปริมาตร 1 เทาโดยใช
เครื่องกําเนิดเสียงความถี่สงู (sonicator) เพื่อชวยในการละลายและทําลายเซลลแบคทีเรียที่
ปนเปอนมากบัเดกซแทรน เปนเวลา 3 นาท ี นาํมาปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 3,000 รอบตอนาท ี 10 
นาที จากนัน้ทาํซ้ําทุกขั้นตอนอีก 2 คร้ังโดยละลายเดกซแทรนในโซเดียมไฮดรอกไซด 0.05 นอรมลั 
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และ 0.2 นอรมัล จากนัน้ลางตะกอนดวยน้ํากลั่น 2 คร้ังแลวนําตะกอนที่ไดไปทาํแหงดวยเครื่อง
ระเหยแหงโดยใชอุณหภูมิต่าํ (Lyophilizer) จะไดตะกอนเดกซแทรนที่ผานการทําบริสุทธิ์บางสวนแลว
เพื่อใชในการทดลองตอไป 
  
4. การคัดเลือกสูตรอาหารและความเขมขนของซูโครสทีเ่หมาะสมตอการผลิตเดกซแทรนโดย 
S. sobrinus 6715 
 
 4.1  การคัดเลือกสูตรอาหารเพื่อการผลิตเดกซแทรนโดย S. sobrinus 6715  
   ทาํการถายเชือ้จากขอ 2 ปริมาณ 10 เปอรเซ็นตโดยปรมิาตร ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวที่
มีการเติมซูโครสความเขมขน 2 เปอรเซ็นต โดยอาหารที่เลือกใชคือ Brain Heart Infusion, Tryptic 
Soy Broth (ภาคผนวก ก) และ Basal medium (Gibbon และคณะ, 1968, ภาคผนวก ก) ทําการ
บมที่อุณหภูม ิ 37oซ เก็บตัวอยางของอาหารเลี้ยงเชื้อทุก 3 ชั่วโมง ตั้งแต      0-48 ชั่วโมง ทาํการ
เก็บเกี่ยวและทําบริสทุธิ์เดกซแทรนบางสวนตามขัน้ตอนในขอที ่ 3.2 จากนั้นนําตะกอนเดกซแทรน
ที่ไดใสกระทงอะลูมินัมฟอยล อบที่อุณหภูมิ 80oซ เปนเวลา 18 ชั่วโมง หรือจนน้าํหนักคงที ่ แลว
นําไปชัง่น้าํหนกัแหง คํานวนเปรียบเทียบน้ําหนกัแหงของ เดกซแทรนที่ไดจากอาหารเลี้ยงทั้ง 3 
ชนิด 
 
 4.2 การหาปริมาณซูโครสที่เหมาะสมสําหรับการผลิตเดกซแทรนในอาหารเลี้ยงเชื้อเพื่อการ
ผลิตเดกซแทรนที่คัดเลือกไดในขอ 4.1 
   โดยการถายเชื้อจากขอ 2 ปริมาณ 10 เปอรเซ็นตโดยปริมาตรลงในอาหารเลีย้งเชือ้เหลว 
เพื่อการผลิตเดกซแทรนที่คัดเลือกไดในขอ 4.1 ปริมาณ 10 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร ที่มกีารแปรผัน
ปริมาณซูโครสตั้งแต  0-5 เปอรเซ็นต บมที่อุณหภูมิ 37oซ ในภาวะการเลี้ยงเชื้อแบบไมมีการเขยา
เปนเวลา 24 ชั่วโมง ทาํการเก็บเกี่ยวและทําบริสทุธิ์เดกซแทรนตามขั้นตอนในขอ 3.2 และหา
น้ําหนกัแหงของเดกซแทรนตามวิธีในขอ 4.1 
 
5. การศึกษารูปแบบการเจริญและการผลิตเดกซแทรนของ S. sobrinus 6715 ในอาหารและ 
ปริมาณซูโครสที่คัดเลือกไดในขอ 4.1 (อาหาร Basal medium ที่มีซูโครส 1.5 เปอรเซ็นต) 
 
 5.1 การศึกษารูปแบบการเจริญของ S. sobrinus 6715 ในอาหาร Basal medium ที่มีซูโครส 
1.5 เปอรเซ็นต เปรียบเทียบกับรูปแบบการเจริญในอาหาร Basal medium ที่มีกลูโคส 1.5 
เปอรเซ็นต 
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  โดยการถายเชื้อจากขอ 2 ปริมาณ 10 เปอรเซ็นตโดยปริมาตรลงในอาหารเลีย้งเชือ้เหลว 
Basal medium ที่มีการเตมิซูโครส 1.5 เปอรเซ็นต และในอาหาร Basal medium ที่มีการเตมิ
กลูโคส 1.5 เปอรเซ็นต บมที่อุณหภูมิ 37oซ ในภาวะการเลี้ยงแบบไมมีการเขยา เก็บตัวอยางของ
อาหารเลีย้งเชือ้ทุก 3 ชั่วโมง ตั้งแต 0 – 48 ชั่วโมง นาํไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบตอนาท ี
เปนเวลา 10 นาที ลางตะกอนดวยน้ํากลัน่ 2 คร้ัง ตะกอนที่ไดนํามาเติม โซเดียมไฮดรอกไซด  1 
นอรมัล จากนั้นนําไปตมในน้าํเดือด 20 นาที นาํสารละลายที่ไดไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000  
รอบตอนาท ี เปนเวลา 10 นาท ี จากนั้นนําสวนใสไปตรวจสอบปริมาณโปรตีนดวยวิธ ี Lowry 
(Lowry และคณะ, 1951) 
 
 5.2 การศึกษารูปแบบการผลิตเดกซแทรนจาก S. sobrinus 6715 ในอาหาร Basal medium 
ที่มีซูโครส 1.5 เปอรเซ็นต 
 โดยการถายเชื้อจากขอ 2 ปริมาณ 10 เปอรเซ็นตโดยปริมาตรลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว 
Basal medium ที่มีซูโครส 1.5 เปอรเซ็นต บมที่อุณหภูมิ 37oซ ในภาวะการเลี้ยงเชื้อแบบไมมกีาร
เขยาเปนเวลา 24 ชั่วโมง ทาํการเก็บเกี่ยวและทําบริสทุธิ์เดกซแทรนตามขั้นตอนในขอ 3.2 และหา
น้ําหนกัแหงของเดกซแทรนตามวิธีในขอ 4.1 
  
6.  การผลิตเดกซแทรนจาก S. sobrinus 6715 ในปริมาณสูง เพื่อใชในการทดลองตอไป 
      เลี้ยง S. sobrinus 6715  เพื่อการผลติเดกซแทรนในอาหาร Basal medium ที่มีน้าํตาล
ซูโครส 1.5 เปอรเซ็นตและนํามาผานการทําบริสทุธิ์ตามวิธีการในขอ 2 นําเดกซแทรนที่ผลิตไดไป
บดใหละเอียด เก็บในขวดปดฝาที่แหงสนทิเพื่อใชในการทดลองตอไป 
 
7. การเตรียมเดกซแทรนจาก S. sobrinus 6715 ใหมีพนัธะ α-1,3 ปริมาณสูง 
 
 7.1 การเลีย้งเชื้อ Pennicillium sp. SMCU 3-14 เพื่อการผลิตเดกซแทรนเนส [α-1,6] 
 เติมทวนี-80 ความเขมขน 0.1 เปอรเซ็นต ที่ผานการนึ่งฆาเชื้อแลวลงในหลอดเก็บเชื้อรา 
(stock culture) จากขอ 1.2 ใชลูปเขี่ยสปอรใหหลุดออกมาแขวนลอยในทวีน-80 นับสปอรใหอยู
ในชวง 2x107 สปอรตอมิลลิลิตร โดยใชฮมีาไซโทมิเตอร (haemacytometer) ถายสปอรแขวนลอย 
1 มิลลิลิตร ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ Fukumoto (ภาคผนวก ก) 50 มิลลิลิตร ซึ่งบรรจุอยูในขวดแกว
รูปชมพูขนาด 250 มิลลิลิตร บมบนเครื่องเขยาแบบ rotary shaker ที่อัตราการเขยา 200 รอบตอ
นาที เลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมหิองเปนเวลา 10 วัน แยกเซลลออกจากอาหารเลี้ยงเชื้อโดยการกรองผาน
กระดาษกรอง Whatman เบอร 1 เก็บสวนน้ําใสที่ 4oซ  เพื่อใชในการทดลองขั้นตอไป 
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 7.2 การสลายเดกซแทรนที่มพีันธะ α-1,6 ออกจากเดกซแทรนที่ผลิตโดย S. sobrinus 6715  
 นําเดกซแทรนที่ผลิตจาก S. sobrinus 6715 ที่ผานการทําบริสุทธิ์ (จากขอ 6) มายอยสลาย
ดวยเดกซแทรนเนส [α-1,6] ที่ผลิตจาก Pennicillium sp. SMCU 3-14 โดยใช  สับสเตรท 1 
เปอรเซ็นต (น้าํหนักตอปริมาตรของเอนไซม) ในการทาํปฎิกริยา บมพรอมใหการเขยาที ่ 200 รอบ
ตอนาททีี่อุณหภูมิ 55oซ เพื่อใหเอนไซมทําปฎิกริยากับสับสเตรท ทําการเก็บตัวอยางทกุ 1.5 
ชั่วโมง นําตวัอยางที่ไดมาปนเหวี่ยงที ่ 3000 รอบตอนาท ี เปนเวลา 10 นาท ีจากนัน้นาํสวนน้าํใส
มาวัดปริมาณน้ําตาลรีดิวซโดยวิธีของ Somogyi-Nelson (Somogyi, 1952) นาํสวนตะกอนที่เหลอื
จากการยอย  (เดกซแทรน) เมื่อมีปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่วัดไดคงที ่ มาลางดวยน้ํากลัน่ 2 คร้ัง 
จากนั้นเติมเดกซแทรนเนส [α-1,6] ลงไปใหมและเก็บตัวอยางมาวิเคราะหปริมาณน้าํตาลรดีิวซ 
ทําการเก็บตัวอยางและเตมิเอนไซมลงไปใหม ณ เวลาที่น้าํตาลรดีิวซคงที่ดวยวธิีการเชนเดิม 
จนกระทั่งปริมาณน้ําตาลที่คงที่ในครั้งสุดทายเทากับปริมาณน้ําตาลของปฎิกิริยาเริ่มตน (คือเดกซ- 
แทรนที่เหลืออยูที่ไมสามารถถูกยอยดวยเดกซแทรนเนส [α-1,6] ไดอีก)  ลางตะกอนเดกซแทร
นดวยน้ํากลั่น 1 ครั้ง นําไปทําใหแหงดวยการใชเครื่องระเหยแหงที่อุณหภูมิต่ํา (lyophilizer) และ
นํา             เดกซแทรนที่ไดมาบดใหละเอียดเพื่อใชในการทดลองตอไป 
 
8. การตรวจสอบผลิตภัณฑที่ไดจากการยอยเดกซแทรนจาก S. sobrinus  6715 ดวยเดกซแทรน-
เนส [α-1,6] จาก Pennicillium sp. SMCU 3-14  
 นําเดกซแทรนจากขอ 7.2 ที่ผานการระเหยแหง 10 มิลลิกรัม มายอยดวยกรดซัลฟูริก            
1 โมลาร ปริมาตร 1 มิลลิลิตร โดยนาํไปนึ่งในเครื่องนึ่งอบฆาเชื้อ ที่อุณหภูม ิ 120oซ เปนเวลา       
1 ชั่วโมง จากนัน้ทาํการปรบัสารละลายที่ไดใหมีคาความเปนกรด-ดางเทากับ 7 แลวนําไปกรอง
ผานกระดาษกรองขนาด 0.45 ไมครอน ทําการทดลองแบบนี้เชนเดียวกนักับเดกซแทรน T-2000 
และเดกซแทรนจาก S. sobrinus 6715  (ที่ไมผานการยอยดวยเดกซแทรนเนส [α-1,6] จาก 
Pennicillium sp. SMCU 3-14) ในการเปรียบเทียบ จากนัน้นาํไปหาปริมาณและชนิดของน้าํตาล
โดยวิธีโครมาโทกราฟแบบของเหลวสมรรถนะสงู (high performance liquid chromatography) 
โดยใชสารละลายกลูโคสและมอลโทสเปนสารละลายมาตรฐาน 
 
9. การเปรียบเทียบปริมาณน้ําตาลระหวางเดกซแทรนชนิดตางๆ   
 ทําโดยนาํเดกซแทรนทัง้ 4 ชนิด ไดแก เดกซแทรน T-2000, เดกซแทรนเกรดอุตสาหกรรม, 
เดกซแทรนจาก S. sobrinus 6715 และเดกซแทรนพันธะ α-1,3 ปริมาณ 10  มิลลิกรัม มายอย
ดวยดวยกรดซัลฟูริกเขมขน 1 โมลาร ปริมาตร 1 มิลลิลิตร แลวนาํไปนึ่งในเครื่องนึง่อบฆาเชื้อ   
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120oซ เปนเวลา 1 ชั่วโมงจากนั้นปรับสารละลายที่ไดใหมีคาความเปนกรด-ดางเทากับ 7 ทําการ
ตรวจสอบปริมาณน้าํตาลรดีิวซโดยวธิี Somogyi-Nelson (Somogyi, 1952) 
 หมายเหต ุจากผลการทดลองขอ 9 พบวา  
 เดกซแทรน T-2000  1 กรัม มีปริมาณน้าํตาลเทยีบเทากบั 
 เดกซแทรนเกรดอุตสาหกรรม 1.01 กรัม 
 เดกซแทรนจาก S. sobrinus 6715 1.27 กรัม 
 และเทากับเดกซแทรนพันธะ α-1,3   2.058 กรัม 
 จึงยึดถือเอาปริมาณเทียบเทาดังกลาวในการทดลองทุกขัน้ตอนตอจากนี ้
 
10. การผลิตเดกซแทรนเนสจาก Arthrobacter sp. AG-2 โดยการชักนําดวยเดกซแทรนชนิดตางๆ 
 
 10.1 การเตรียมหวัเชื้อต้ังตน 
  ปลูกเชื้อ Arthrobacter sp. AG-2 จากอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งเอียง BHI (slant agar) ลงใน
อาหารเลีย้งเชือ้เหลว Yamaguchi (ภาคผนวก ก) 50 มล. ซึ่งบรรจุอยูในขวดแกวรูปชมพูขนาด 
250 มล. บมที่อุณหภูมหิอง (28-32oซ) ใหอากาศโดยการเขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาท ี เปน
เวลา 12 ชั่วโมง ซึ่งเชื้อจะเจริญอยูในระยะกึ่งกลางทวคีูณ (mid-log phase) ทาํการปนเหวี่ยง
อาหารเลีย้งเชือ้ที่ความเร็ว 10,000 รอบตอนาท ี เก็บเกี่ยวและทําความสะอาดเซลลโดยการลาง
ดวยน้าํกลัน่ 2 คร้ัง จากนัน้ทาํการปรับคาการดูดกลืนแสงที่ 560 นาโนเมตร เทากับ 0.6–0.7 นํามา
เปนกลาเชื้อในการทดลองตอไป (สุหัทยา, 2543) 
 
 10.2 การผลิตเดกซแทรนเนส [α-1,6] จาก Arthrobacter sp. AG-2  
  เลี้ยงเชื้อจากขอ 10.1 ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Yamaguchi (ภาคผนวก ก)                 
10 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร โดยใชเดกซแทรนเกรดอุตสาหกรรมเปนสารชักนาํ นําไปบมที่
อุณหภูมิหอง (28-32oซ) พรอมใหอากาศโดยการเขยาทีค่วามเร็วรอบ 200 รอบตอนาท ี และเก็บ
ตัวอยางของอาหารเลี้ยงเชื้อที่เวลา 36-48 ชั่วโมง ซึง่เปนเวลาที่มกีารผลิตเดกซแทรนเนสสงูสุด 
(สุหัทยา, 2543) 
 
 10.3 การผลิตเดกซแทรนเนส [α-1,3 และα-1,6] จาก Arthrobacter sp. AG-2   
   ทาํการเลีย้ง Arthrobacter sp. AG-2 เพื่อผลิตเดกซแทรนโดยใชภาวะเดียวกนักับขอ 
10.2 แตใชเดกซแทรนที่ผลิตจาก S. sobrinus 6715 เปนสารชักนําแทนเดกซแทรนเกรด
อุตสาหกรรม  
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 10.4 การผลิตเดกซแทรนเนส [α-1,3] จาก Arthrobacter sp. AG-2  
  ดําเนนิการเชนเดียวกับขอ 10.3 แตใชเดกซแทรนพันธะ α-1,3  ที่ผลิตขึ้นจากขอ 7.2 เปน
สารชักนาํแทน 
 
11. การตรวจสอบปริมาณและชนิดของน้ําตาลที่ไดจากการยอยสลายเดกซแทรน T-2000 และ
เดกซแทรนที่ผลิตจาก S. sobrinus 6715 ดวยเดกซแทรนเนส [α-1,6] จาก Pennicillium sp. 
SMCU 3-14 
 
     โดยการนาํเดกซแทรน T-2000 และเดกซแทรนที่ผลิตไดจาก S. sobrinus  6715 ทีผ่านการ
ทําบริสทุธิ์ตามวิธีการในขอ 2 แลวมายอยสลายดวยเดกซแทรนเนส [α-1,6] ที่ผลิตจาก 
Pennicillium sp. SMCU 3-14 โดยใชสับสเตรท 2 เปอรเซ็นตน้ําหนักตอปริมาตรในการทํา
ปฎิกริยา บมพรอมใหการเขยาที่อุณหภูมิ  55oซ เพือ่ใหเอนไซมทาํปฎิกริยา เกบ็ตัวอยางที่เวลา
ตางๆ  นําตัวอยางมาปนเหวี่ยงที่ความเรว็ 10,000 รอบตอนาท ี เปนเวลา 10 นาท ี จากนัน้กรอง
สวนน้ําใสผานแผนกรองที่มขีนาด 0.45 ไมครอน เติมสารละลายมาตรฐานภายใน (internal 
standard) เมธิล แอลฟา-ดี-แมนโนไพแรนโนไซด (methyl alpha–D–mannopyrannoside) ความ
เขมขน 12.5 เปอรเซ็นต ปริมาตร 5 ไมโครลิตร แลวนาํไปวิเคราะหปริมาณและชนิดของน้าํตาล
ดวยวิธีโครมาโทกราฟแบบของเหลวสมรรถนะสงู (high performance liquid chromatography, 
HPLC)  ซึ่งประกอบดวยสวนตางๆ ดังนี ้
 เครื่องโครมาโทกราฟแบบของเหลว เลือกใชคอลัมนคารโบไฮเดรต (aminopropyl) ขนาด     
4.6 x 250 mm ตั้งอุณหภูมิสารละลายตัวพา 30oซ ตั้งอุณหภูมิคอลัมนที่อุณหภูมหิอง (28-32oซ) 
โดยใชสารละลายอะซิโตไนไทรลเขมขน 70 เปอรเซ็นต (ภาคผนวก ข) เปนสารละลายตัวพา และ
ใชอัตราการไหล 1.2  มิลลิลิตรตอนาท ี
 ฉีดสารละลายตัวอยางที่ตองการหาปริมาณและชนิดของน้าํตาลปริมาตร 20 ไมโครลิตร นํา
พื้นที่ใตกราฟที่ไดจากการวิเคราะหในแตละตัวอยาง ไปเทียบหาปรมิาณของสารจากกราฟมาตร-
ฐาน และเวลาที่สารถกูชะออกจากคอลัมนนําไปเทียบชนดิของน้ําตาลจากสารมาตรฐานเชนกนั 
 
12. การตรวจสอบความสามารถของเดกซแทรนเนสจาก Arthrobacter sp. AG-2  ที่ผลิตไดในขอ 
10 ในการยอยสลายเดกซแทรนชนิดตางๆ  
 
 12.1 การตรวจสอบความสามารถของเดกซแทรนเนส [α-1,6] จาก Arthrobacter sp. AG-2  
ที่ชักนําดวยเดกซแทรนเกรดอุตสาหกรรมตามวิธกีารในขอ 10.2 ในการยอยสลายเดกซแทรนชนดิ
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ตางๆ คือ เดกซแทรน T-2000, เดกซแทรนจาก S. sobrinus 6715 และ เดกซแทรนพันธะ α-1,3 
(ที่ผลิตไดจากขอ 7.2) โดยตรวจสอบปริมาณน้าํตาลรีดิวซดวยวธิ ี Somogyi-Nelson และ
ตรวจสอบชนดิและปริมาณน้ําตาลที่ไดหลังจากการยอย ดวยวธิีโครมาโทกราฟแบบของเหลว
สมรรถนะสงู 
 
  12.1.1 การตรวจสอบความสามารถของเดกซแทรนเนส [α-1,6] จาก Arthrobacter sp. 
AG-2 ที่ผลิตตามวิธีในขอ 10.2  
 โดยการนําเดกซแทรนเนส [α-1,6] มาทาํปฎิกริยากบัเดกซแทรนทั้ง 3 ชนิดโดยใชสับสเตรท 
1 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) ในการทําปฎิกริยา บมพรอมใหการเขยาที ่ 200 รอบตอนาท ีที่
อุณหภูมิ 45oซ เก็บตัวอยางที่เวลาตางๆ นําตัวอยางที่ไดไปปนเหวีย่งที่ 10,000 รอบตอนาที เปน
เวลา 10 นาที นาํสวนน้าํใสไปตรวจหาปริมาณน้าํตาลรีดิวซดวยวิธีของ Somogyi-Nelson 
(Somogyi, 1952) 
 
 12.1.2 ตรวจสอบชนิดและปริมาณน้าํตาลที่ไดจากการยอยเดกซแทรนชนิดตางๆดวยเดกซ
แทรนเนส [α-1,6] ที่ผลิตจาก Arthrobacter sp. AG-2 ตามวิธีในขอ 10.2  

โดยนําเดกซแทรนเนส [α-1,6] มาทําปฎิกริยากับเดกซแทรนทั้ง 3 ชนิดโดยใชสับสเตรท 2 
เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) ในการทาํปฎิกริยา บมพรอมใหการเขยาที ่ 200 รอบตอนาท ี ที่
อุณหภูมิ 45oซ เก็บตัวอยางที่เวลาตางๆ จากนั้นกรองผานแผนกรองทีม่ีขนาด 0.45 ไมครอน นําไป
วัดปริมาณและชนิดของน้ําตาลดวยวธิีโครมาโทกราฟแบบของเหลวสมรรถนะสงู ซึง่ประกอบ ดวย
สวนตางๆ ดังขอ 11 ท ี่อัตราการไหล 0.8 มิลลิลิตรตอนาท ี

 
 12.2 การตรวจสอบความสามารถของเดกซแทรนเนส [α-1,3 และ α-1,6] จาก 
Arthrobacter sp. AG-2  ที่ชักนําดวยเดกซแทรนจาก S. sobrinus 6715 ตามวธิกีารในขอ 10.3 
ในการยอยสลายเดกซแทรนชนิดตางๆ คือ เดกซแทรน T-2000, เดกซแทรนจาก S. sobrinus 
6715 และเดกซแทรนพนัธะ α-1,3 (ที่ผลิตไดจากขอ 7.2) โดยตรวจสอบปริมาณน้าํตาลรีดิวซดวย
วิธี Somogyi-Nelson และตรวจสอบชนดิและปริมาณน้ําตาลที่ไดหลังจากการยอยดวยวธิีโครมา-
โทกราฟแบบของเหลวสมรรถนะสงู 
 
  12.2.1 การตรวจสอบความสามารถของเดกซแทรนเนส [α-1,3 และ α-1,6] จาก 
Arthrobacter sp. AG-2  ทีผ่ลิตตามวิธีขอ 10.3  
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  ทําการทดลองตามขอ 12.1.1 โดยใชเดกซแทรนเนส [α-1,3 และ α-1,6] จาก 
Arthrobacter sp. AG-2  ทีผ่ลิตตามวิธีขอ 10.3 มาทาํปฎิกริยากับเดกซแทรนทั้ง 3 ชนิด  
 
  12.2.2 ตรวจสอบชนิดและปริมาณน้าํตาลที่ไดจากการยอยเดกซแทรนชนิดตางๆดวย
เดกซแทรนเนส [α-1,3 และ α-1,6] ที่ผลิตจาก Arthrobacter sp. AG-2 ตามวิธใีนขอ 10.3  

ทําการทดลองตามขอ 12.1.2 โดยใชเดกซแทรนเนส [α-1,3 และ α-1,6] จาก 
Arthrobacter sp. AG-2  ทีผ่ลิตตามวิธีขอ 10.3 มาทาํปฎิกริยากับเดกซแทรนทั้ง 3 ชนิด 

 
 12.3 การตรวจสอบความสามารถของเดกซแทรนเนส [α-1,3] จาก Arthrobacter sp. AG-2  
ที่ชักนําดวยเดกซแทรนพันธะ α-1,3 ตามวิธกีารในขอ 10.4 ในการยอยสลายเดกซแทรนชนดิ
ตางๆ คือ เดกซแทรน T-2000, เดกซแทรนจาก S. sobrinus 6715 และเดกซแทรนพนัธะ α-1,3 
(ที่ผลิตไดจากขอ 7.2) โดยตรวจสอบปริมาณน้าํตาลรีดิวซดวยวธิ ี Somogyi-Nelson และ
ตรวจสอบชนดิและปริมาณน้ําตาลที่ไดหลังจากการยอย ดวยวธิีโครมาโทกราฟแบบของเหลว
สมรรถนะสงู 
 
  12.3.1 การตรวจสอบความสามารถของเดกซแทรนเนส [α-1,3] จาก Arthrobacter sp. 
AG-2  ที่ผลิตตามวิธีขอ 10.4 
  ทําการทดลองตามขอ 12.1.1 โดยใชเดกซแทรนเนส [α-1,3] จาก Arthrobacter sp.  
AG-2  ที่ผลิตตามวิธีขอ 10.4 มาทําปฎิกริยากับเดกซแทรนทั้ง 3 ชนิด  
 
  12.3.2 ตรวจสอบชนิดและปริมาณน้าํตาลที่ไดจากการยอยเดกซแทรนชนิดตางๆดวย
เดกซแทรนเนส [α-1,3] ที่ผลิตจาก Arthrobacter sp. AG-2 ตามวิธใีนขอ 10.4  

ทําการทดลองตามขอ 12.1.2 โดยใชเดกซแทรนเนส [α-1,3 และ α-1,6] จาก 
Arthrobacter sp. AG-2  ทีผ่ลิตตามวิธีขอ 10.4 มาทาํปฎิกริยากับเดกซแทรนทั้ง 3 ชนิด  
 
13. การตรวจสอบความสามารถของเดกซแทรนเนส [α-1,6] และเดกซแทรนเนส [α-1,3] จาก 
Arthrobacter sp. AG-2  ในการยอยสลายเซลลูโลสและไนจีแรน  
 
 13.1 การตรวจสอบความสามารถของเดกซแทรนเนส [α-1,6] จาก Arthrobacter sp. AG-2 
ที่ผลิตตามวธิีในขอ 10.2 ในการยอยสลายเซลลูโลสและไนจีแรน  
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 โดยการนําเดกซแทรนเนส [α-1,6] มาทาํปฎิกริยากับเซลลูโลสและไนจีแรนโดยใช    
สับสเตรท 1 เปอรเซ็นต (น้ําหนกัตอปริมาตร) ในการทําปฎิกริยา บมพรอมใหการเขยาที ่200 รอบ
ตอนาท ีที่อุณหภูมิ 45oซ เกบ็ตัวอยางที่เวลาตางๆ นาํตวัอยางที่ไดไปปนเหวี่ยงที ่ 10,000 รอบตอ
นาที เปนเวลา 10 นาท ี นําสวนน้ําใสไปตรวจหาปริมาณน้ําตาลรีดิวซดวยวธิีของ Somogyi-
Nelson (Somogyi, 1952) 
 
 13.2 การตรวจสอบความสามารถของเดกซแทรนเนส [α-1,3] จาก Arthrobacter sp. AG-2 
ที่ผลิตตามวธิีในขอ 10.4 ในการยอยสลายเซลลูโลสและไนจีแรน  
 โดยการนําเดกซแทรนเนส [α-1,3] มาทาํปฎิกริยากับเซลลูโลสและไนจีแรนโดยใช    
สับสเตรท 1 เปอรเซ็นต (น้ําหนกัตอปริมาตร) ในการทําปฎิกริยา บมพรอมใหการเขยาที ่200 รอบ
ตอนาท ีที่อุณหภูมิ 45oซ เกบ็ตัวอยางที่เวลาตางๆ นาํตวัอยางที่ไดไปปนเหวี่ยงที ่ 10,000 รอบตอ
นาที เปนเวลา 10 นาท ี นําสวนน้ําใสไปตรวจหาปริมาณน้ําตาลรีดิวซดวยวธิีของ Somogyi-
Nelson (Somogyi, 1952) 
 
14. วิธกีารวิเคราะห 
 
 14.1 การวิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซ (Reducing sugar) โดยวธิขีอง Somogyi-Nelson 
(Somogyi, 1952) 
 นําตัวอยาง 1 มิลลิลิตร มาเติมสารละลายอัลคาไลนคอปเปอร (ภาคผนวก ข) 1 มิลลิลิตร 
ผสมใหเขากนัแลวนําไปตมในน้าํเดือดเปนเวลา 15 นาท ี แลวทําใหเยน็ทนัที หลังจากนัน้เติม
สารละลายเนลสัน (ภาคผนวก ข) 1 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน ตั้งทิ้งเอาไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 
30 นาที จากนั้นเติมน้าํกลัน่ 5 มิลลิลิตร ผสมใหเขากนัอีกครั้ง นําไปวัดคาการดดูกลืนแสงที่ 520 
นาโนเมตร  และทําการหาปริมาณ น้ําตาลรีดิวซที่ได โดยเทียบกบักราฟมาตรฐานของกลูโคส 
 
 14.2 การวิเคราะหปริมาณโปรตีน โดยวิธขีอง Lowry (Lowry, 1951) 
       นําตัวอยางที่ตองการวิเคราะหปริมาตร 1 มิลลิลิตร มาเติมสารละลายผสม Lowry C 
(ภาคผนวก ข) 5 มิลลิลิตร ผสมใหเขากนัดวยเครื่องปนผสม ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 15 
นาที จงึเติมสารละลาย Lowry D (ภาคผนวก ข) 0.5 ผสมใหเขากนั ตั้งทิง้ไวที่อุณหภูมิหอง 30 
นาที จากนัน้นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร เปรียบเทียบคาปริมาณ
โปรตีนที่ไดโดยเทียบกับกราฟมาตรฐานที่ใชโบรไวนซีร่ัมอัลบูมิน (Bovine serum  albumin, BSA) 
ความเขมขน 0-200 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 



บทที่ 3 
 

ผลการทดลอง 
 

สัญลกัษณและคํายอในงานวิจยั 
 
เดกซแทรน T-2000 และเดกซแทรนเกรดอุตสาหกรรม คือ เดกซแทรนที่ผลิตจาก 
Leuconostoc mesenteroides B-512F ซึ่งมีรายงานวามพีันธะ α-1,6 มากถงึ 95 เปอรเซ็นต 
(จากบริษัท Sigma และ Pharmacia) 
 
เดกซแทรนจาก Streptococcus sobrinus 6715 เปนเดกซแทรนที่มีรายงานวาประกอบดวย 
พันธะ α-1,3 ปริมาณมากถงึ 67 เปอรเซ็นต ที่เหลือเปนพันธะ α-1,2, α-1,4 และ α-1,6 (Huge 
และคณะ,1986) 
 
เดกซแทรนพันธะ α-1,3 คือเดกซแทรนที่ไดจากการนําเดกซแทรนจาก Streptococcus 
sobrinus 6715 มาทําการยอยดวยเอนไซมเดกซแทรนเนส [α-1,6] จาก Penicillium sp. SMCU 
3-14 ที่ชกันาํโดยเดกซแทรนเกรดอุตสาหกรรมขางตน และสามารถยอยเดกซแทรน   T-2000 ได
อยางดี ดงันัน้เดกซแทรนทีผ่านกระบวนการยอยนี้แลวจึงจัดวาเปนเดกซแทรนที่มพีันธะ α-1,3 
ปริมาณสูง (ดงัวิธกีารทดลองขอ 7.2) 
 
เดกซแทรนเนส [α-1,6]    คือเดกซแทรนเนสที่จําเพาะในการตัดสายเดกซแทรนพันธะ          
[α-1,6]  โดยการผลิตเดกซแทรนเนส [α-1,6] นี้จะชกันาํโดยเดกซแทรนเกรดอุตสาหกรรม 
(Pharmacia) 
 
เดกซแทรนเนส [α-1,3 และ α-1,6]    คือเดกซแทรนเนสที่จาํเพาะในการตัดสายเดกซแทรน
พันธะ α-1,3 และ พันธะ α-1,6  โดยการผลิตเดกซแทรนเนส [α-1,3 และ α-1,6]  นี้จะชกันาํ
โดยเดกซแทรนที่สรางจาก Streptococcus sobrinus 6715 
 
เดกซแทรนเนส [α-1,3]     คือเดกซแทรนเนสที่จําเพาะในการตัดสายเดกซแทรนพันธะ    α-1,3  
โดยการผลิตเดกซแทรนเนส [α-1,3] นี้จะชักนาํโดยเดกซแทรนพนัธะ    α-1,3  ที่ผลิตไดจากการ
ทดลองขอ 7.2 
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3.1 การคัดเลือกสูตรอาหารเพื่อการผลิตเดกซแทรน โดย S. sobrinus 6715 
 
ทําการเปรียบเทียบปริมาณเดกซแทรนที่ผลิตจาก S. sobrinus 6715 ในอาหาร 3 ชนิดที่

เลือกมาศึกษาในการผลิตเดกซแทรน ไดแก Brain heart infusion, Tryptic soy broth และ Basal 
medium ตามวิธีในขอ 4.1 พบวาการเลีย้ง S. sobrinus 6715 ในอาหาร Basal medium จะให
ปริมาณเดกซแทรนสูงที่สุด โดยชั่วโมงที ่ 15 ของการเลี้ยงจะใหปริมาณเดกซแทรน 1.6 มิลลิกรัม
ตอมิลลิลิตร ดังรูปที ่ 5 ในขณะที ่ Brain heart infusion ใหปริมาณเดกซแทรนสูงสุดที ่ 1.44  
มิลลิกรัมตอมลิลิลิตรในชั่วโมงที ่ 21  และอาหาร Tryptic soy broth ใหปริมาณเดกซแทรนสงูสดุ 
1.37 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรในชั่วโมงที่  18  (รูปที่ 5) และยังพบวาลกัษณะเดกซแทรนที่ไดจากการ
เลี้ยง S. sobrinus 6715 ในอาหาร  Basal medium จะมีลักษณะขาวสะอาดกวาเดกซแทรนที่ได
จากอาหารชนดิอื่น (รูปที่ 6 และ 7) จึงเลือกใชอาหาร Basal medium ในการผลิตเดกซแทรนเพือ่
การทดลองตอไป 

 

 
 
รูปที่ 5  แสดงปริมาณเดกซแทรนที่ผลิตโดย S. sobrinus 6715 ที่เวลาตางๆ ในอาหาร Basal 
medium, Brain heart infusion และ Tryptic soy broth ที่อุณหภูมิ 37oซ ในภาวะการเลี้ยงเชือ้
แบบไมมีการเขยา 
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รูปที่ 6 แสดงลักษณะของเดกซแทรนที่ผลิตโดย S. sobrinus 6715 เมื่อเลี้ยงในอาหาร Brain 
heart infusion (BHI), Tryptic soy broth (TSB) และ Basal medium ที่เสริมดวยซูโครส 2% ที่
อุณหภูมิ 37Oซ ในภาวะการเลี้ยงเชื้อแบบไมมีการเขยา เปนเวลา 24 ซัว่โมง 
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รูปที่ 7 แสดงลักษณะของเดกซแทรนที่ผลิตโดย S. sobrinus 6715 เมื่อเลี้ยงในอาหาร Brain 
heart infusion (BHI), Tryptic soy broth (TSB) และ Basal medium ที่เสริมดวยซูโครส 2% ที่
อุณหภูมิ 37Oซ ในภาวะการเลี้ยงเชื้อแบบไมมีการเขยา หลังจากผานการระเหยแหง 
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3.2  ปริมาณซูโครสที่เหมาะสมสาํหรับการผลิตเดกซแทรนในอาหารเลี้ยงเชื้อ Basal 
medium  

 
ทําการแปรผันปริมาณซูโครสเพื่อหาความเขมขนที่เหมาะสมในการผลติเดกซแทรนจาก 

S. sobrinus 6715 ในอาหาร Basal medium โดยมีการแปรผันความเขมขนของซโูครสตั้งแต 0 ถึง 
5 เปอรเซ็นต (น้ําหนกัตอปริมาตร) ไดผลการทดลองดังแสดงในรูปที่ 8 พบวาความเขมขนของ
ซูโครสที่ใหปริมาณเดกซแทรนสูงสุดคือ จาก 1.0 เปอรเซ็นตเปนตนไป จึงเลือก 1.5 เปอรเซ็นต
สําหรับผลิตเดกซแทรนเพื่อใชในการทดลองตอไป 

 

0.0
0.5
1.0
1.5
2.0
2.5
3.0
3.5
4.0

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0 4.5 5.0

ความเขมขนของซูโครส (เปอรเซ็นตนํ้าหนักตอปริมาตร)

เดก
ซแ
ทร
น (
มิล
ลิก
รัม
ตอ
มิล
ลิล
ิตร
ขอ
งอ
าห
ารเ
ลี้ย
งเช

ื้อ)

 
 

รูปที่ 8  แสดงปริมาณเดกซแทรนที่ผลิตจาก S. sobrinus 6715 ในอาหาร Basal medium โดยมี
การแปรผันปริมาณซูโครสตั้งแต 0-5 เปอรเซ็นต (น้ําหนกัตอปริมาตร) ที ่37oซ เปนเวลา 24 ชัว่โมง 
ในภาวะการเลี้ยงเชื้อแบบไมมีการเขยา 
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3.3.ลักษณะการเจริญของ S. sobrinus 6715 ในอาหาร Basal medium ที่มีซูโครส 1.5 
เปอรเซ็นต 
 

เมื่อทําการศึกษาลักษณะเจริญของ S. sobrinus 6715 ในภาวะที่มีการสังเคราะห      
เดกซแทรน โดยเลี้ยงเชื้อในอาหาร Basal medium ทีม่ีการเติมซูโครส 1.5 เปอรเซ็นต  ทาํการ
วิเคราะหการเจริญของเชื้อตามวธิี 5.1 โดยวัดอัตราการเจริญของเซลลดวยการหาปริมาณโปรตีน
โดยวิธ ีLowry (Lowry และคณะ, 1951) เปรียบเทยีบผลการทดลองนี้กับปริมาณโปรตีนจากเซลล
แบคทีเรียที่เลีย้งในอาหาร Basal medium ที่มีการเติมกลูโคส 1.5  เปอรเซ็นต ผลการทดลองดงัรูป
ที่ 9 พบวาแบคทีเรียทีเ่ลี้ยงในอาหารทั้ง 2 ชนิดมีอัตราการเจริญแตกตางกนั ในอาหาร Basal 
medium ที่มีการเติมกลูโคส 1.5 เปอรเซ็นต มีอัตราการเจริญสูงสุดที่ชัว่โมงที ่15 ใหปริมาณโปรตีน 
0.173 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ในขณะที่อาหาร Basal medium ที่มีการเติมซูโครส 1.5 เปอรเซ็นต มี
อัตราการเจรญิสูงสุดที่ชั่วโมงที ่ 9 เชนกนัแตใหปริมาณโปรตีนเพียง 0.056 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
ซึ่งต่ํากวาการเลี้ยงในอาหารที่มีการเติมกลโูคส 

 
รูปที่ 9 แสดงการเจริญของ S. sobrinus 6715 โดยการวัดปริมาณโปรตีนจากเซลล ในอาหาร 
Basal medium ที่มีการเติมกลูโคส และซูโครสที่ความเขมขน 1.5 เปอรเซ็นต (น้าํหนกัตอปริมาตร)  
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3.4 การผลิตเดกซแทรนจาก S. sobrinus 6715 ในอาหารเหลว Basal medium ที่มีซูโครส 
1.5 เปอรเซ็นต 

 
ทําการเลี้ยง S. sobrinus 6715 ในอาหารเหลว Basal medium ที่มีความเขมขนของ

ซูโครส 1.5 เปอรเซ็นต เกบ็ตัวอยางที่เวลาตางๆกนั ตั้งแต 0 ถึง 48 ชั่วโมงเพือ่หาระยะเวลาที่
เหมาะสมในการผลิตเดกซแทรน นาํเดกซแทรนที่ไดไปผานการทาํบริสุทธิ์บางสวนตามวธิีการในขอ 
3.2 เพื่อกําจดัเซลลแบคทีเรียและสารปนเปอนจากอาหาร จากนั้นทาํการตรวจสอบน้ําหนักแหง
ของเดกซแทรนตามวิธีการในขอ 5.2 ไดผลการทดลองแสดงในรูปที ่  10 พบวา S. sobrinus 6715 
ผลิตเดกซแทรนไดสูงสุดในชัว่โมงที่ 9 ของการเลีย้ง โดยใหปริมาณเดกซแทรน 2.2 มิลลิกรัมตอ
มิลลิลิตร และปริมาณเดกซแทรนจะคงทีจ่นกระทั่งชัว่โมงที ่ 24 จึงเริ่มลดลง ดังนั้นระยะเวลาที่
เหมาะสมที่สุดในการเก็บเกีย่วเดกซแทรนคือช่ัวโมงที่ 9 ถึงชัว่โมงที ่ 21 ของการเลี้ยง เมือ่
เปรียบเทยีบลกัษณะการผลิตเดกซแทรนกบัการเจริญของเชื้อพบวาเดกซแทรนเปนสารที่ถกูผลิต
ควบคูไปกับการเจริญ  
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รูปที่ 10  แสดงการผลิตเดกซแทรนโดย S. sobrinus 6715 ในอาหาร Basal medium ที่มีความ
เขมขนของซูโครส 1.5 เปอรเซ็นต ทีเ่วลา 0-48 ชั่วโมง อุณหภูมิ 37oซ ในภาวะการเลี้ยงแบบไมมี
การเขยา 
 



 43

3.5 การยอยเดกซแทรนจาก S. sobrinus 6715 ดวยเดกซแทรนเนส [α-1,6] จาก 
Penicillium  sp. SMCU 3-14 ในขั้นตอนการผลิตเดกซแทรนพันธะ α-1,3 

 
เมื่อนําเดกซแทรนที่ผลิตจาก S. sobrinus 6715 ที่ผานการทาํบริสุทธิ์แลวมายอยสลาย

ดวยเดกซแทรนเนส [α-1,6]  จาก Penicillium sp. SMCU 3-14  โดยบมพรอมใหการเขยาที่
อุณหภูมิ 55oซ เก็บตัวอยางที่เวลาตางๆ จากนัน้นาํสารละลายไปวัดปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่
ปลดปลอยจากเดกซแทรน โดยวิธีของ Somogyi-Nelson (Somogyi, 1952) ไดผลการทดลองดงั
แสดงรูปที่ 11 พบวาปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่มีอยูในปฏิกริยาเริ่มตน (0 ชั่วโมง) เทากับ 80.62 
มิลลิกรัมตอมลิลิลิตร เมื่อทาํการยอยเดกซแทรนจาก S. sobrinus 6715 ดวยเดกซแทรนเนส [α-
1,6] ในครั้งที ่ 1 พบวาเมื่อใหเวลาในการทําปฏิกิริยามากขึ้น ปริมาณน้ําตาลรีดิวซจะเพิม่ข้ึนจาก
ปริมาณเริ่มตนที่มีอยู และปริมาณน้าํตาลรีดิวซจะเพิม่สูงสุดเมื่อใหเวลาในการทําปฏิกิริยา 4.5 
ชั่วโมง จากนัน้จะคงที่ และเมื่อทาํการลางตะกอนดวยน้ํากลัน่และเตมิเดกซแทรนเนสใหมอีกครั้ง 
ปริมาณน้าํตาลรีดิวซยังคงเพิ่มข้ึนจงึดําเนนิการยอยซ้ําตอจนถงึครั้งที ่ 4 ซึ่งพบวาไมมีการเพิม่ข้ึน
ของน้ําตาลรีดิวซอีก โดยปริมาณน้ําตาลที่ตรวจสอบไดหลังทําปฎิกิริยาเทากบัปริมาณน้ําตาลทีม่ี
อยูเดิมในเอนไซม และเมือ่ตรวจสอบปริมาณของสารที่เหลือจากการยอยสลายเทยีบกับปริมาณ
เดกซแทรนเริม่ตนเทากับ 44.67 เปอรเซ็นต (ตารางที่ 3)  ลักษณะของสารที่ผานการยอย และผาน
การทาํแหงแลว แสดงดังรูปที่ 12 
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 รูปที่ 11 แสดงผลการยอยสลายเดกซแทรนที่ผลิตจาก S. sobrinus 6715 ดวยเดกซแทรนเนส   
[α-1,6] จาก Penicillium sp. SMCU 3-14 
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ตารางที่ 3 แสดงปริมาณเดกซแทรนจาก S. sobrinus 6715 กอนและหลังการยอยดวย          
เดกซแทรนเนส [α-1,6] จาก Penicillium sp. SMCU 3-14 จนกระทั่งปริมาณน้าํตาลรีดิวซคงที ่
 
ปริมาณเดกซแทรนจาก S. sobrinus 6715  
กอนการยอยดวยเดกซแทรนเนส [α-1,6]   

จาก Penicillium sp. SMCU 3-14 
(เปอรเซ็นต) 

ปริมาณสารที่เหลือหลงัการยอยเดกซแทรน 
จาก S. sobrinus 6715 ดวยเดกซแทรนเนส  
[α-1,6]  จาก Penicillium sp. SMCU 3-14 

(เปอรเซ็นต) 
100 44.67 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
รูปที่ 12 แสดงลักษณะของเดกซแทรนทีผ่ลิตโดย S. sobrinus 6715 ในอาหาร Basal medium 
และสารที่เหลอืจากการยอยดวยเดกซแทรนเนส [α-1,6] จาก Penicillium sp. SMCU 3-14        
4 คร้ัง และผานการทําแหงแลว 

ก. เดกซแทรนที่ผลิตโดย S. sobrinus 6715 
ข. สารที่เหลือจากการยอยเดกซแทรนที่ผลิตโดย S. sobrinus 6715 ดวยเดกซแทรนเนส  

[α-1,6] จาก Penicillium sp. SMCU 3-14 
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3.6 การตรวจสอบวาสารที่เหลือจากการยอยเดกซแทรนจาก S. sobrinus 6715 ดวยเดกซ
แทรนเนส [α-1,6] จาก Penicillium sp. SMCU 3-14  เปนเดกซแทรนจริง 
 

เมื่อนําสารที่เหลือจากการยอยสลายที่ไดจากวธิีการทดลองขอ 7.2 10 มิลลิกรัม มายอย
ดวยกรดซัลฟูริก 1 นอรมัล 1 มิลลิลิตร ที ่120oซ 1 ชัว่โมง แลวนําไปปรบัความเปนกรด-ดางเทากับ 
7.0 จากนัน้นาํไปตรวจหาชนิดของสารที่ไดดวยวิธีโครมาโทกราฟแบบของเหลวสมรรถนะสงู โดย
เปรียบเทยีบกบัเดกซแทรน T-2000 และเดกซแทรนจาก S. sobrinus 6715 (ที่ไมผานการยอยดวย
เดกซแทรนเนส [α–1,6] จาก Penicillium sp. SMCU 3-14) ซึ่งผานการสลายดวยกรดเชนกนั 
โดยมีกลูโคสและมอลโทสเปนสารละลายมาตรฐาน  พบวาที่เวลา 3.60 นาที สารที่ไดจากการยอย
สลายเดกซแทรน T-2000 (รูป 13ง, 13ช และ 13ญ)  เดกซแทรนจาก S. sobrinus 6715 (รูป 9จ, 
9ซ และ  9ฎ) และเดกซแทรนพนัธะ α-1,3 (รูป 13ฉ, 13ฌ และ 13ฏ) ดวยกรดซัลฟูริก 1 นอรมัล 
ตางมีเวลารีเทนชัน (retention time) เดียวกนักับกลูโคส เมื่อทาํการตรวจสอบยืนยันอีกครั้งดวย
การผสมสารทีไ่ดจากการยอยเดกซแทรนทัง้ 3 ชนิด พรอมกับสารมาตรฐานกลูโคสและมอลโทส 
(รูปที่ 13ฐ) พบวาสารที่ไดจากการยอยเดกซแทรนทั้ง 3 ชนิดยังคงเคลื่อนที่ออกมาที่เวลาเดียวกนั
และเปนเวลาเดียวกับกลโูคส จึงกลาวไดวาผลิตภัณฑที่ไดจากการยอยสลายเดกซแทรนพันธะ  
α–1,3 ดวยกรดซัลฟูริก เปนผลิตภัณฑชนิดเดยีวกนักับผลิตภัณฑที่ไดจากการยอยสลายเดกซ- 
แทรน T-2000  และเดกซแทรนจาก S. sobrinus 6715  โดยผลิตภัณฑดังกลาวคือกลูโคส 
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รูปที่  13  โครมาโทแกรมแสดงผลิตภัณฑที่ไดจากการยอยสลายเดกซแทรน T-2000 เดกซแทรน 
จาก S. sobrinus 6715 และเดกซแทรนพันธะ α-1,3 ดวยกรดซัลฟริูก (โดยใชอัตราการไหลของ
สารละลายตวัพา 0.8 มิลลิลิตรตอนาที) 
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รูปที่  13  โครมาโทแกรมแสดงผลิตภัณฑที่ไดจากการยอยสลายเดกซแทรน T-2000 เดกซแทรน 
จาก S. sobrinus 6715 และเดกซแทรนพันธะ α-1,3 ดวยกรดซัลฟริูก (โดยใชอัตราการไหลของ
สารละลายตวัพา 0.8 มิลลิลิตรตอนาที) (ตอ) 
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3.7 ผลิตภัณฑจากการยอยเดกซแทรน T-2000 และเดกซแทรนจาก S. sobrinus 6715 
ดวยเดกซแทรนเนส [α-1,6] จาก Penicillium sp. SMCU 3-14 
 

3.7.1 การยอยเดกซแทรน T-2000 ดวยเดกซแทรนเนส [α-1,6] จาก Penicillium sp. SMCU 
3-14  

 
เพื่อศึกษาถงึผลของการยอยสลายและผลติภัณฑที่เกิดขึน้จากการทําปฎิกิริยาระหวาง

เดกซแทนเนส [α-1,6] (ที่ถูกชกันาํดวยเดกซแทรนเกรดอุตสาหกรรมที่มีพนัธะ α-1,6 โดย  
Penicillium sp. SMCU 3-14) กับเดกซแทรน T-2000 โดยทาํการตรวจสอบปริมาณและชนิดของ
นํ้าตาลของเดกซแทรนเนส [α-1,6] กอนการทาํปฏิกิริยากับเดกซแทรน T-2000 ดวยวธิีโครมาโท 
กราฟแบบของเหลวสมรรถนะสูงเพื่อเปรียบเทยีบกับผลิตภัณฑที่เกิดขึ้นหลงัทาํปฎิกิริยา พบวามี
ผลิตภัณฑเพยีงชนิดเดียวถกูชะผานคอลมันออกมาทีเ่วลา 5.77 นาที เมื่อตรวจสอบโดยการเทยีบ
กับสารมาตรฐาน  (รูปที ่ 14 ก.) พบวาสารดังกลาวเปนกลูโคส (รูปที ่ 14 ข.)  โดยมีความเขมขน
เทากับ 7 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร (รูปที่ 15)  ในขณะทีเ่มื่อใหเดกซแทรนเนสทาํปฎิกิริยากับเดกซ
แทรน       T-2000 พบวามผีลิตภัณฑทั้งหมด 3 ชนิดถกูชะออกมา (รูปที่ 14 ค.) เมื่อเปรียบเทยีบ
กับสารมาตรฐานพบวาเปนกลูโคส, ไอโซมอลโทส และไอโซมอลโทเททราโอส โดยถูกชะผาน
คอลัมนออกมาที่เวลา 5.77 นาที, 7.24 นาท ีและ 9.75 นาทีตามลาํดบั โดยกลโูคส, ไอโซมอลโทส 
และ   ไอโซมอลโทเททราโอสที่ไดมีความเขมขนสูงสุดเทากับ 23, 102 และ 123 มิลลิกรัมตอ
มิลลิลิตรตามลําดับ (รูปที่ 15) 
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รูปที่ 14  โครมาโทแกรมแสดงชนิดของน้ําตาลกอนและหลังการยอยเดกซแทรน T-2000 ดวย
เดกซแทรนเนส [α-1,6] จาก Penicillium sp. SMCU 3-14 (โดยใชอัตราการไหลของสารละลาย
ตัวพา 1.2 มิลลิลิตรตอนาที) 
ก. สารมาตรฐานน้ําตาลกลโูคส, ไอโซมอลโทส, ไอโซมอลโทไทรโอสและไอโซมอลโทเททราโอส 
ข. ชนิดของน้ําตาลที่มีในเดกซแทรนเนส [α-1,6] กอนการทําปฏิกิริยา 
ค. ชนิดของน้าํตาลที่ตรวจพบหลงัจากการทําปฏิกิริยา 
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รูปที่ 15 แสดงปริมาณน้ําตาลชนิดตางๆที่ไดจากการยอยเดกซแทรน T-2000 ดวยเดกซแทรนเนส 
[α-1,6] จาก Penicillium sp. SMCU 3-14 

ก. 

ข. 

ค. 
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3.7.2 การยอยเดกซแทรนจาก S. sobrinus 6715 ดวยเดกซแทรนเนส [α-1,6] จาก Penicillium 
sp. SMCU 3-14 
   

เมื่อวิเคราะหปริมาณและชนิดของน้าํตาลในเดกซแทรนเนส [α-1,6] กอนการยอยเดกซ-
แทรน T-2000 (รูปที่ 16ข) เทยีบกับสารมาตรฐาน (รูป 16ก) ตรวจพบกลูโคสความเขมขนเทากับ 
11 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร (รูปที่ 17) และหลังจากการยอย (รูปที ่16ค) พบวากลูโคสเพิ่มข้ึนและเพิม่
สูงสุดเทากับ 20 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร นอกจากนีย้งัพบไอโซมอลโทสเกิดขึน้และมีความเขมขน
สูงสุดเทากับ 23.8 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร (รูปที ่ 17)  ดังนัน้สรุปไดวาผลิตภัณฑที่เกิดขึ้นจากการ
ยอยเดกซแทรน T-2000 ดวยเดกซแทรนเนส [α-1,6]  ไดแกกลูโคสและไอโซมอลโทส  

 
รูปที่ 16 โครมาโทแกรมแสดงชนิดของน้ําตาลกอนและหลังการยอยเดกซแทรนจาก                
S. sobrinus 6715 ดวยเดกซแทรนเนส [α-1,6] จาก Penicillium sp. SMCU 3-14 (โดยใชอัตรา
การไหลของสารละลายตวัพา 1.2 มิลลิลิตรตอนาที) 
ก. สารมาตรฐานน้ําตาลกลโูคส, ไอโซมอลโทส, ไอโซมอลโทไทรโอสและไอโซมอลโทเททราโอส 
ข. ชนิดของน้ําตาลที่มีในเดกซแทรนเนส [α-1,6] กอนการทําปฏิกิริยา 
ค. ชนิดของน้าํตาลที่ตรวจพบหลงัจากการทําปฏิกิริยา 

ก. 

ข. 

ค. 



 51

0.000

5.000

10.000

15.000

20.000

25.000

0 15 30 45 60 75 90
เวลา (นาที)

คว
าม
เขม

ขน
 

(มิล
ลิก
รัม
ตอ
มิล
ลิล
ิตร
สา
รผ
สม
ปฎ

ิกิริ
ยา)

กลูโคส ไอโซมอลโทส
 

 
รูปที่ 17  แสดงปริมาณกลโูคส และไอโซมอลโทสที่ถูกปลดปลอยจากการยอยเดกซแทรนจาก      
S. sobrinus 6715 ดวยเดกซแทรนเนส [α-1,6] จาก Penicillium sp. SMCU 3-14 
 
 จากการทดลองในขอ 3.7.1 จะเหน็ไดวาเมื่อชักนาํการสรางเดกซแทรนเนส [α-1,6] ใน 
Penicillium sp. SMCU 3-14 ดวยเดกซแทรนเกรดอุตสาหกรรม และนําเดกซแทรนเนสดังกลาวมา
ทําปฏิกิริยากบัเดกซแทรน T–2000 พบวาผลิตภัณฑที่ไดคือ กลูโคส ไอโซมอลโทส และไอโซมอล
โทเททราโอส และเมื่อนําเดกซแทรนเนสดังกลาวมาทาํปฏิกิริยากับเดกซแทรนจาก S. sobrinus 
6715 ดังผลการทดลองที่ 3.7.2 พบวาผลิตภัณฑที่ไดคือ กลูโคส และไอโซมอลโทส ดังแสดงไวใน
ตารางที่ 4 
 
ตารางที่ 4 แสดงผลิตภัณฑที่ไดจากการยอยเดกซแทรนชนิดตางๆ ดวยเดกซแทรนเนส  [α-1,6] 
จาก  Penicillium sp. SMCU 3-14 
สารชักนาํการสราง 
เดกซแทรนเนส สับสเตรท ผลิตภัณฑที่เกดิขึ้น 

จากการทาํปฏิกิริยา 
เดกซแทรน T-2000  
[พันธะ α-1,6 สูง] 

กลูโคส ไอโซมอลโทส และ 
ไอโซมอลโทเททราโอส เดกซแทรน 

เกรดอุตสาหกรรม 
[พันธะ α-1,6 สูง] 

เดกซแทรนจาก S. sobrinus 6715 
[พันธะ α-1,3 และ α-1,6 สูง] 

กลูโคส และ ไอโซมอลโทส 
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 3.8 การเปรียบเทียบปริมาณน้ําตาลระหวางเดกซแทรน T-2000, เดกซแทรนเกรด
อุตสาหกรรม, เดกซแทรนจาก S. sobrinus 6715 และเดกซแทรนพันธะ α-1,3  ที่ผลิตขึ้น 
 
 เนื่องจากในขั้นตอนการเก็บเกี่ยวเดกซแทรนเนสจาก S. sobrinus 6715 อาจมีสวนของผนงั
เซลลแบคทีเรียหรือสวนประกอบของอาหารปนเปอนดวย   ทาํใหปริมาณของเดกซแทรนที่ไดไมใช
เดกซแทรนที่แทจริงเพียงอยางเดียว จึงทาํการตรวจสอบปริมาณน้าํตาลที่เปนองคประกอบในเดกซ
แทรนแตละชนิดโดยยอยดวยกรดซัลฟูริกตามวิธกีารในขอ 9 และนาํสารละลายทีไ่ดไปตรวจสอบ
ปริมาณน้าํตาลรีดิวซโดยวิธ ี Somogyi-Nelson พบวา เดกซแทรน T-2000 มีความบริสุทธิ์สูงที่สดุ
โดยมีความบริสุทธิ์เทากับ 66 เปอรเซน็ต, เดกซแทรนเกรดอุตสาหกรรมมีความบริสุทธิ ์ 65 
เปอรเซ็นต, เดกซแทรนจาก S. sobrinus 6715 มีความบริสทุธิ ์ 52 เปอรเซ็นต สวนเดกซแทรน
พันธะ α-1,3  มีความบริสุทธิ์ต ำที่สุดเทากับ 32 เปอรเซ็นต เมื่อเปรียบเทยีบปริมาณน้ําตาลรีดิวซ
จากเดกซแทรนทัง้ 4 ชนิดพบวา เดกซแทรน T-2000 1.00 กรัม มีปริมาณน้ําตาลรีดิวซเทียบเทากับ
เดกซแทรนเกรดอุตสาหกรรม 1.01 กรัม, เทากับเดกซแทรนจาก S. sobrinus 6715 1.27 กรัม 
และเทากับเดกซแทรนพันธะ α-1,3  2.09  กรัม  (ตารางที ่ 5) ดงันั้นจงึใชปริมาณเทียบเทาของ
เดกซแทรนทั้ง 4 ชนิดดงักลาวในการทดลองขั้นตอไป 
 
ตารางที่ 5 แสดงปริมาณน้าํตาลรีดิวซที่วเิคราะหไดจากการยอยเดกซแทรน T-2000, เดกซแทรน
เกรดอุตสาหกรรม, เดกซแทรนจาก S. sobrinus 6715 และเดกซแทรนพนัธะ α-1,3  ดวยกรดซัล
ฟูริก 

เดกซแทรน 
ความบริสุทธิข์อง     
เดกซแทรน    
(เปอรเซ็นต) 

ปริมาณน้าํตาล
เปรียบเทยีบกบัเดกซ

แทรน 
T-2000 (กรัมตอกรัม) 

เดกซแทรน T-2000 
เดกซแทรนเกรดอุตสาหกรรม 
เดกซแทรนจากS. sobrinus 6715 
เดกซแทรนพันธะ α 1,3 

66 
65 
52 
32 

1 
1.01 
1.27 
2.058 
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3.9 ผลการยอยเดกซแทรน T-2000, เดกซแทรนจาก S. sobrinus 6715 และเดกซแทรน
พันธะ α-1,3 ดวยเดกซแทรนเนส [α-1,6] จาก Arthrobacter sp. AG-2 โดยการตรวจสอบ
ปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่เกดิ 
 

เพื่อศึกษาถงึความจาํเพาะตอการยอยพันธะ α-1,6 ในสายเดกซแทรนของ               
เดกซแทรนเนส [α-1,6] (ซึ่งถูกชกันาํดวยเดกซแทรนเกรดอุตสาหกรรมซึ่งมพีันธะ α-1,6 ปริมาณ
สูงจาก Arthrobacter sp. AG-2) โดยนาํเดกซแทรนเนส [α-1,6] จาก Arthrobacter sp. AG-2 
(จากการทดลองขอ 12.1.1) มายอยเดกซแทรน T-2000,  เดกซแทรนจาก S. sobrinus 6715 และ
เดกซแทรนพันธะ α-1,3 แลวตรวจวัดปริมาณน้าํตาลรดีิวซดวยวิธี Somogyi-Nelson ไดผลการ
ทดลองดังรูปที่ 18  พบวาเดกซแทรนเนส [α-1,6] จาก Arthrobacter sp. AG-2 สามารถยอย
เดกซแทรน T-2000 , เดกซแทรนจาก S. sobrinus 6715  และเดกซแทรนพันธะ α-1,3 ได โดยใน
การยอยเดกซแทรน T-2000 ซึ่งมพีันธะ α-1,6 ปริมาณสูง ใหอัตราเร็วในการปลดปลอยน้ําตาล
รีดิวซสูงสุด โดยมีปริมาณน้าํตาลรีดิวซสูงสุดที่ 4.5 ชัว่โมง เทากับ 493.2 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร, 
การยอยเดกซแทรนจาก S. sobrinus 6715 ซึ่งประกอบดวยทัง้พนัธะ    α-1,3 และ α-1,6  ให
อัตราเร็วในการปลดปลอยน้าํตาลรีดิวซต่ํากวา โดยใหน้าํตาลรีดิวซสุดที ่ 4.5 ชั่วโมงเชนกนัเทากับ 
282.2 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และไมพบน้ําตาลรีดิวซในการยอยเดกซแทรนพนัธะ α-1,3  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



 54

 

0
100
200
300
400
500
600

0 1 2 3 4 5 6
เวลา (ชั่วโมง)ปริ

มา
ณน

้ําต
าล
รีด
ืวซ
 (ไม

โคร
กร
ัมต
อม
ิลล
ิลิต
รส
ารผ

สม
ปฎ

ิกิริ
ยา)

เดกซแทรน  T-2000

เดกซแทรนจาก  S. sobrinus  6715

เดกซแทรนพันธะแอลฟา  1,3

 
 

 
 
รูปที่ 18 แสดงปริมาณน้ําตาลรีดิวซทีไ่ดจากการยอยเดกซแทรน T-2000, เดกซแทรนจาก          
S. sobrinus 6715 และเดกซแทรนพันธะ α-1,3 ดวยเดกซแทรนเนส [α-1,6] จาก Arthrobacter 
sp. AG-2  
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3.10 ผลการยอยเดกซแทรน T-2000, เดกซแทรนจาก S. sobrinus 6715 และเดกซแทรน
พันธะ α-1,3 ดวยเดกซแทรนเนส [α-1,6] จาก Arthrobacter sp. AG-2 โดยตรวจสอบดวย
วิธีโครมาโทกราฟแบบของเหลวสมรรถนะสูง 
 

3.10.1 ผลการยอยเดกซแทรน T-2000 ดวยเดกซแทรนเนส [α-1,6] จาก Arthrobacter sp. 
AG-2  
 

 เมื่อวิเคราะหปริมาณและชนิดของน้าํตาลในเดกซแทรนเนส [α-1,6] กอนการยอยเดกซ-
แทรน T-2000 (รูปที่ 19ข) เทียบกับสารมาตรฐาน (รูปที ่19ก) ตรวจพบกลูโคสความเขมขนเทากบั 
44 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร (รูปที่ 20) และหลังจากการยอย (รูปที ่19ค และ 20) พบวากลูโคสเพิ่มข้ึน
และเพิ่มสูงสุดเทากับ 530 มิลลิกรัมตอมลิลิลิตร นอกจากนี้ยังพบผลิตภัณฑอีกสองชนิดคือ ไอโซ
มอลโทเททราโอสโดยมีความเขมขนสูงสุดเทากับ 61 มลิลิกรัมตอมิลลิลิตร สวนผลติภัณฑอีกชนดิ
ที่มีเวลารีเทนชันเทากับ 13 นาท ี ดังนัน้จึงสรุปไดวา ผลิตภัณฑที่เกดิขึ้นจากการยอยเดกซแทรน    
T-2000 ดวยเดกซแทรนเนส [α-1,6] ไดแกกลูโคส, ไอโซมอลโทเททราโอส และสารที่มีเวลรีเทนชนั
เทากบั 13.00 นาท ี

 
รูปที่ 19 โครมาโทแกรมแสดงชนิดของน้ําตาลกอนและหลังการยอยเดกซแทรน T-2000 ดวย 
เดกซแทรนเนส [α-1,6] จาก Arthrobacter sp. AG-2 (โดยใชอัตราการไหลของสารละลายตัวพา 
1.2 มิลลิลิตรตอนาที) 
ก. สารมาตรฐานน้ําตาลกลโูคส, ไอโซมอลโทส, ไอโซมอลโทไทรโอสและไอโซมอลโทเททราโอส 
ข. ชนิดของน้ําตาลที่มีในเดกซแทรนเนส [α-1,6] กอนการทําปฏิกิริยา 
ค. ชนิดของน้าํตาลที่ตรวจพบหลงัจากการทําปฏิกิริยา 

ก. 

ข. 

ค. 
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กลูโคส ไอโซมอลโทเททราโอส  
 
 
 
 
รูปที่ 20 แสดงปริมาณกลโูคส และ ไอโซมอลโทเททราโอสที่ถูกปลดปลอยจากการยอยเดกซแทรน 
T-2000 ดวยเดกซแทรนเนส [α-1,6] จาก Arthrobacter sp. AG-2  
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3.10.2 ผลการยอยเดกซแทรนจาก S. sobrinus 6715 ดวยเดกซแทรนเนส [α-1,6] จาก 
Arthrobacter sp. AG-2   

  
เมื่อวิเคราะหปริมาณและชนิดของน้าํตาลในเดกซแทรนเนส [α-1,6] กอนการยอยเดกซ- 

แทรนจาก S. sobrinus 6715 (รูปที ่21ข) เทียบกับสารมาตรฐาน (รูป 21ก) ตรวจพบกลูโคสความ
เขมขนเทากับ 441 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร (รูปที่ 22) และหลังจากการยอย (รูปที่ 21ค และ 22) 
พบวากลูโคสเพิ่มข้ึนและเพิม่สูงสุดเทากับ 599 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร นอกจากนีย้ังพบไอโซมอล
โท-เททราโอสเกิดขึ้นและมีความเขมขนสูงสุดเทากับ 9 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร  ดังนัน้สรุปไดวา
ผลิตภัณฑที่เกดิขึ้นจากการยอยเดกซแทรนจาก S. sobrinus 6715  ดวยเดกซแทรนเนส [α-1,6]  
ไดแกกลูโคสและไอโซมอลโทเททราโอส 

 

 
รูปที่ 21 โครมาโทแกรมแสดงชนิดของน้ําตาลกอนและหลังการยอยเดกซแทรนจาก S. sobrinus 
6715 ดวยเดกซแทรนเนส [α-1,6] จาก Arthrobacter sp. AG-2 (โดยใชอัตราการไหลของ
สารละลายตวัพา 1.2 มิลลิลติรตอนาที) 
ก.  สารมาตรฐานน้ําตาลกลูโคส, ไอโซมอลโทส, ไอโซมอลโทไทรโอสและไอโซมอลโทเททราโอส 
ข.  ชนิดของน้าํตาลทีม่ีในเดกซแทรนเนส [α-1,6] กอนการทําปฏิกิริยา 
ค. ชนิดของน้าํตาลที่ตรวจพบหลงัจากการทําปฏิกิริยา 

ก. 

ข. 

ค. 
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รูปที่ 22 แสดงปริมาณกลโูคส และไอโซมอลโทเททราโอสทีถู่กปลดปลอยจากการยอยเดกซแทร
นจาก  S. sobrinus 6715 ดวยเดกซแทรนเนส [α-1,6] จาก Arthrobacter sp.    AG-2  
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3.10.3 ผลการยอยเดกซแทรนพนัธะ α-1,3 ดวยเดกซแทรนเนส [α-1,6] จาก Arthrobacter 
sp. AG-2 

  
เมื่อวิเคราะหปริมาณและชนิดของน้าํตาลในเดกซแทรนเนส [α-1,6] กอนการยอยเดกซ-

แทรนพนัธะ α-1,3    (รูปที่ 23ข) เทยีบกับสารมาตรฐาน (รูป 23ก) พบวากอนยอยตรวจพบ
กลูโคสความเขมขนเทากับ 420 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร(รูปที่ 24) และหลังจากการยอยไมพบวามี
ผลิตภัณฑเกิดขึ้น (รูปที่ 23ค และ 24) ดังนัน้สรุปไดวาเดกซแทรนเนส [α-1,6]  มีความจําเพาะตอ
พันธะ  [α-1,6] บนสายเดกซแทรน จงึไมสามารถยอยเดกซแทรนพันธะ [α-1,3] ได   

 

 
 

รูปที่ 23 โครมาโทแกรมแสดงชนิดของน้ําตาลกอนและหลังการยอยเดกซแทรนจาก                
S. sobrinus 6715 ดวยเดกซแทรนเนส [α-1,6] จาก Arthrobacter sp. AG-2 (โดยใชอัตราการ
ไหลของสารละลายตัวพา 1.2 มิลลิลิตรตอนาที) 
ก. สารมาตรฐานน้ําตาลกลโูคส, ไอโซมอลโทส, ไอโซมอลโทไทรโอสและไอโซมอลโทเททราโอส  
ข. ชนิดของน้ําตาลที่มีในเดกซแทรนเนส [α-1,6]  กอนการทาํปฏิกิริยา 
ค. ชนิดของน้าํตาลที่ตรวจพบหลงัการทาํปฏิกิริยา 

ก. 

ข. 

ค. 
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รูปที่ 24 แสดงการปริมาณกลูโคสที่ไดจากการยอยเดกซแทรนพันธะ α-1,3 ดวยเดกซแทรนเนส 
[α-1,6] จาก Arthrobacter sp. AG-2  
 
 จากการทดลองในขอ 3.10 จะเหน็ไดวา เดกซแทรนเนส [α-1,6] จะยอยเดกซแทรนที่มี
สวนประกอบของกลูโคสที่เชื่อมโดยพนัธะ α-1,6 (เดกซแทรน T-2000 และ เดกซแทรนจาก        
S. sobrinus) ได  โดยผลิตภัณฑที่ไดคือ กลูโคส และมอลโทเททราโอส แตไมสามารถยอยเดกซ-
แทรนพนัธะ α-1,3 ได  ผลิตภัณฑที่เกิดจากการยอยแสดงดังตารางที ่6 
 
ตารางที่ 6 แสดงผลิตภัณฑที่ไดจากการยอยเดกซแทรนชนิดตางๆ ดวยเดกซแทรนเนส    [α-1,6] 
จาก Arthrobacter sp. AG-2  
สารชักนาํการสราง 
เดกซแทรนเนส สับสเตรท ผลิตภัณฑที่เกดิขึ้นจากการ 

ทําปฏิกิริยา 
เดกซแทรน T-2000  
[พันธะ α-1,6 สูง] 

กลูโคส และไอโซมอลโท   
เททราโอส 

เดกซแทรนจาก S. sobrinus 6715 
[พันธะ α-1,3 และ α-1,6 สูง] 

กลูโคส และไอโซมอลโท    
เททราโอส 

เดกซแทรน 
เกรดอุตสาหกรรม 
[พันธะ α-1,6 สูง] 

เดกซแทรนพันธะ [α-1,3] ไมเกิดผลิตภัณฑ 
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3.11 ผลการยอยเดกซแทรน T-2000, เดกซแทรนจาก S. sobrinus 6715 และเดกซ-   
แทรนพันธะ α-1,3 ดวยเดกซแทรนเนส [α-1,3 และ α-1,6] จาก Arthrobacter sp.          
AG-2 ดวยการตรวจสอบปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่เกดิขึ้น 

 
เมื่อใชเดกซแทรนจาก S. sobrinus 6715 ซึ่งประกอบดวยทัง้พนัธะ α-1,3 และ α-1,6 

เพื่อชักนําการสรางเดกซแทรนเนส [α-1,3 และ α-1,6] จาก Arthrobacter sp. AG-2 และศึกษา
ถึงความสามารถของเดกซแทรนเนส [α-1,3 และ α-1,6] ในการยอยเดกซแทรนพนัธะตางๆ โดย
การนาํเดกซแทรนเนส [α-1,3 และ α-1,6] มายอยเดกซแทรน T-2000, เดกซแทรนจาก             
S. sobrinus 6715 และเดกซแทรนพนัธะ α-1,3 (ที่ไดจากการทดลองขอ 7.2) ไดผลการทดลองดัง
รูปที่ 25 พบวาเดกซแทรนเนส [α-1,3 และ α-1,6] สามารถยอยเดกซแทรน T-2000 โดยให
น้ําตาลรีดิวซสูงสุดที่ชัว่โมงที ่ 4.5 เทากับ 318.86 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร, สามารถยอยเดกซแทร
นจาก S. sobrinus 6715 โดยปลดปลอยน้ําตาลรีดิวซออกมาสงูสุดทีช่ั่วโมงที ่4.5 เทากบั 133.86 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรและยังสามารถยอยเดกซแทรน α-1,3 ไดโดยปลดปลอยน้าํตาลรีดิวซออก
มาสูงสุดในช่ัวโมงที่ 1.5 เทากับ 88.65 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร จึงกลาวไดวาเดกซแทรนเนสทีม่ีสาร
ชักนาํเปนเดกซแทรนพนัธะ α-1,3 และ α-1,6 สามารถยอยเดกซแทรนทัง้พนัธะ α-1,3 และ
พันธะ α-1,6 ได 
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รูปที่ 25 แสดงปริมาณน้ําตาลรีดิวซทีไ่ดจากการยอยเดกซแทรน T-2000, เดกซแทรนจาก          
S. sobrinus 6715 และเดกซแทรนพันธะ α-1,3 ดวยเดกซแทรนเนส [α-1,3 และ α-1,6] จาก 
Arthrobacter sp. AG-2  
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3.12 ผลการยอยเดกซแทรน T-2000, เดกซแทรนจาก S. sobrinus 6715 และเดกซแทรน
พันธะ α-1,3 ดวยเดกซแทรนเนส [α-1,3 และ α-1,6] จาก Arthrobacter sp.   AG-2  โดย
ตรวจสอบดวยวิธโีครมาโทกราฟแบบของเหลวสมรรถนะสูง 
 

3.12.1 ผลการยอยเดกซแทรน T-2000 ดวยเดกซแทรนเนส [α-1,3 และ α-1,6] จาก 
Arthrobacter sp. AG-2  

เมื่อวิเคราะหปริมาณและชนิดของน้าํตาลในเดกซแทรนเนส [α-1,3 และ α-1,6] กอน
การยอยเดกซแทรน T-2000 (รูปที่ 26ข) เทียบกับสารมาตรฐาน (รูป 26ก) พบวากอนยอยตรวจพบ
กลูโคสความเขมขนเทากับ 250 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร (รูปที่ 27) และหลังจากการยอย (รูปที่ 26ค) 
พบเฉพาะกลูโคส โดยมีปริมาณเพิ่มสูงสุดเปน 400 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร (รูปที่ 27) ดังนั้นสรุปได
วาผลิตภัณฑที่เกิดขึ้นจากการยอยเดกซแทรน T-2000 ดวยเดกซแทรนเนส [α-1,3 และ α-1,6] 
คือกลูโคส   

 
รูปที่ 26 โครมาโทแกรมแสดงชนิดของน้ําตาลกอนและหลังการยอยเดกซแทรน T-2000 ดวย  
เดกซแทรนเนส [α-1,3 และ α-1,6] จาก Arthrobacter sp. AG-2 (โดยใชอัตราการไหลของ
สารละลายตวัพา 1.2 มิลลิลติรตอนาที) 
ก. สารมาตรฐานน้ําตาลกลโูคส, ไอโซมอลโทส, ไอโซมอลโทไทรโอสและไอโซมอลโทเททราโอส 
ข. ชนิดของน้ําตาลที่มีในเดกซแทรนเนส [α-1,3 และ α-1,6] กอนการทําปฏิกิริยา 
ค. ชนิดของน้าํตาลที่ตรวจพบหลงัจากการทําปฏิกิริยา 

ก. 

ข. 

ค. 
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รูปที่  27  แสดงการปริมาณกลูโคสที่ไดจากการยอยเดกซแทรน  T-2000 ดวยเดกซแทรนเนส    
[α-1,3 และ α-1,6] จาก Arthrobacter sp. AG-2  
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3.12.2 ผลการยอยเดกซแทรนจาก S. sobrinus 6715 ดวยเดกซแทรนเนส [α-1,3 และ      
α-1,6] จาก Arthrobacter sp. AG-2  

 
เมื่อวิเคราะหปริมาณ และชนิดของน้าํตาลในเดกซแทรนเนส [α-1,3 และ α-1,6] กอน

การยอยเดกซแทรนจาก S. sobrinus 6715 (รูปที่ 28ข) เทียบกบัสารมาตรฐาน (รูป 28ก) พบวา
กอนยอยตรวจพบกลูโคสความเขมขนเทากับ 239 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร (รูปที่ 29) และหลังจาก
การยอย (รูปที่ 28ค) พบเฉพาะกลูโคส โดยมีปริมาณเพิ่มสูงสุดเปน 475 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร (รูป
ที่ 29) ดังนั้นสรุปไดวาผลิตภัณฑที่เกิดขึน้จากการยอยเดกซแทรนจาก S. sobrinus 6715 ดวย
เดกซแทรนเนส [α-1,3 และ   α-1,6] คือ กลูโคส   

 
รูปที่  28 โครมาโทแกรมแสดงชนิดของน้ําตาลกอนและหลังการยอยเดกซแทรนจาก S. sobrinus 
6715 ดวยเดกซแทรนเนส [α-1,3 และ α-1,6]] จาก Arthrobacter sp. AG-2 (โดยใชอัตราการไหล
ของสารละลายตัวพา 1.2 มลิลิลิตรตอนาที) 
ก. สารมาตรฐานน้ําตาลกลโูคส, ไอโซมอลโทส, ไอโซมอลโทไทรโอสและไอโซมอลโทเททราโอส 
ข. ชนิดของน้ําตาลที่มีในเดกซแทรนเนส [α-1,3 และ α-1,6] กอนการทําปฏิกิริยา  
ค. ชนิดของน้าํตาลที่ตรวจพบหลงัจากการทําปฏิกิริยา 
 
 

ก. 

ข. 

ค. 



 66

 

0

100

200

300

400

500

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

คว
าม
เขม

ขน
กล
ูโคส

 
(มิล

ลิก
รัม
ตอ
มิล
ลิล
ิตส
ารผ

สม
ปฎ

ิกิริ
ยา
ร)

 
 
 
รูปที่  29  แสดงการปริมาณกลูโคสที่ไดจากการยอยเดกซแทรนจาก S. sobrinus  6715  ดวย
เดกซแทรนเนส [α-1,3 และ α-1,6] จาก Arthrobacter sp. AG-2  
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3.12.3 ผลการยอยเดกซแทรนพนัธะ α-1,3 ดวยเดกซแทรนเนส  [α-1,3 และ α-1,6]  จาก 
Arthrobacter sp. AG-2  

 
เมื่อวิเคราะหปริมาณ และชนิดของน้าํตาลในเดกซแทรนเนส [α-1,3 และ α-1,6] กอน

การยอยเดกซแทรนพนัธะ α-1,3 (รูปที่ 30ข) เทียบกบัสารมาตรฐาน (รูป 30ก) พบวากอนยอย
ตรวจพบกลูโคสความเขมขนเทากับ 211 มิลลิกรัมตอมลิลิลิตร (รูปที่ 31) และหลังจากการยอย 
(รูปที่ 30ค) พบเฉพาะกลูโคส โดยมีปริมาณเพิ่มสูงสุดเปน 406 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร (รูปที่ 31) 
ดังนัน้สรุปไดวาผลิตภัณฑที่เกิดขึ้นจากการยอยเดกซแทรนพนัธะ α-1,3 ดวยเดกซแทรนเนส [α-
1,3 และ α-1,6] คือ กลูโคส   

 
 

รูปที่ 30 โครมาโทแกรมแสดงชนิดของน้ําตาลกอนและหลังการยอยเดกซแทรนพันธะ α-1,3  ดวย
เดกซแทรนเนส  [α-1,3 และ α-1,6]  จาก Arthrobacter sp. AG-2 (โดยใชอัตราการไหลของ
สารละลายตวัพา 1.2 มิลลิลติรตอนาที) 
ก. สารมาตรฐานน้ําตาลกลโูคส, ไอโซมอลโทส, ไอโซมอลโทไทรโอสและไอโซมอลโทเททราโอส 
ข. ชนิดของน้ําตาลที่มีในเดกซแทรนเนส [α-1,3 และ α-1,6] กอนการทําปฏิกิริยา 
ค. ชนิดของน้าํตาลที่ตรวจพบหลงัจากการทําปฏิกิริยา 
 

ก. 

ข. 

ค. 
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รูปที่ 31 ปริมาณกลูโคสไดจากการยอยเดกซแทรนพันธะ α-1,3 ดวยเดกซแทรนเนส  [α-1,3 
และ α-1,6] จาก Arthrobacter sp. AG-2 
 

จากการทดลองในขอ 3.12 เมื่อชักนาํการสรางเดกซแทรนเนส [α-1,3 และ α-1,6] ใน 
Arthrobacter sp. AG-2 ดวยเดกซแทรนจาก S. sobrinus 6715  และเมื่อนาํเดกซแทรนเนสดัง 
กลาวมาทําปฏิกิริยากับเดกซแทรนทัง้ 3 ชนิดไดแก เดกซแทรน T–2000 (ซึ่งมพีันธะ α-1,6 
ปริมาณสูง), เดกซแทรนจาก S. sobrinus 6715 และเดกซแทรนพันธะ α-1,3 พบวา เดกซแทรน
เนส [α-1,3 และ α-1,6] สามารถยอยเดกซแทรนทั้ง 3 ชนิดไดโดยผลิตภัณฑที่ไดจากการยอย
เดกซแทรนทุกชนิดคือกลูโคสเพียงอยางเดียว ดังตารางที่ 7  
 
ตารางที่ 7 แสดงผลิตภัณฑที่ไดจากการยอยเดกซแทรนชนิดตางๆ ดวยเดกซแทรนเนส   [α-1,3 
และ α-1,6]  จาก Arthrobacter sp. AG-2 
สารชักนาํการสราง 
เดกซแทรนเนส สับสเตรท ผลิตภัณฑที่เกดิขึ้นจากการ 

ทําปฏิกิริยา 
เดกซแทรน T-2000  
[พันธะ α-1,6 สูง] 

กลูโคส  

เดกซแทรนจาก S. sobrinus 6715 
[พันธะα-1,3 และ α-1,6 สูง] 

กลูโคส  

เดกซแทรนจาก        
S. sobrinus 6715 
[พันธะα-1,3 และ    
α-1,6 สูง] 

เดกซแทรนพันธะ [α-1,3] กลูโคส  
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3.13 ผลยอยเดกซแทรน T-2000, เดกซแทรนจาก S. sobrinus 6715 และเดกซแทรน
พันธะ α-1,3 ดวยเดกซแทรนเนส [α-1,3] จาก Arthrobacter sp. AG-2 โดยตรวจสอบ
ปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่เกดิขึ้น 
 
 เพื่อทดสอบความสามารถของเดกซแทรนเนส [α-1,3] (ซึ่งถกูชักนําดวยเดกซแทรนเกรด
อุตสาหกรรมซึง่มีพนัธะ α-1,6 ปริมาณสงูจาก Arthrobacter sp. AG-2) ในการยอยเดกซแทรน
พันธะตางๆ โดยการนาํเดกซแทรนเนส [α-1,3]  ดังกลาวมายอยสลายเดกซแทรน T-2000, เดกซ-
แทรนจาก S. sobrinus 6715 และเดกซแทรนพนัธะ α-1,3 แลวตรวจสอบปริมาณน้าํตาลรดีิวซ
ดวยวิธ ี Somogyi-Nelson ไดผลการทดลองดังรูปที ่ 32 พบวาเดกซแทรนเนส [α-1,3] สามารถ
ยอยเดกซแทรน T-2000 ได โดยปลดปลอยน้ําตาลรีดิวซออกมาสูงสุดที่ชั่วโมงที่ 4.5 เทากับ 37.73 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร,  สามารถยอยเดกซแทรนจาก S. sobrinus 6715 โดยปลดปลอยน้ําตาล   
รีดิวซออกมาสงูสุดที่ชัว่โมงที ่ 4.5 เทากับ 32.72 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรและยอยเดกซแทรนพันธะ 
α-1,3 ได โดยปลดปลอยน้าํตาลรีดิวซออกมาสงูสุดที่ชัว่โมงที่ 4.5 เทากบั 29.55 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตร จึงกลาวไดวาเดกซแทรนเนสทีถ่กูชักนาํโดยเดกซแทรนพันธะ α-1,3 สามารถยอยเดกซ-
แทรนทัง้พนัธะ α-1,3 และ  α-1,6 ได  
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เดกซแทรน  T-2000 เดกซแทรนจาก  S. sobrinus  6715 เดกซแทรนพันธะแอลฟา  1,3

 
รูปที่ 32 แสดงปริมาณน้ําตาลรีดิวซทีไ่ดจากการยอยเดกซแทรน T-2000, เดกซแทรนจาก         
S. sobrinus 6715 และเดกซแทรนพันธะ α-1,3 ดวยเดกซแทรนเนส [α-1,3] จาก Arthrobacter 
sp. AG-2  
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3.14 ผลการยอยเดกซแทรน T-2000, เดกซแทรนจาก S. sobrinus 6715 และ เดกซแทรน
พันธะ α-1,3 ดวยเดกซแทรนเนส [α-1,3] จาก Arthrobacter sp.AG-2 โดยตรวจสอบดวย
วิธีโครมาโทกราฟแบบของเหลวสมรรถนะสูง 
 

3.14.1 ผลการยอยเดกซแทรน T-2000 ดวยเดกซแทรนเนส  [α-1,3] จาก Arthrobacter sp. 
AG-2  

 
เมื่อวิเคราะหปริมาณ และชนิดของน้าํตาลในเดกซแทรนเนส [α-1,3] กอนการยอยเดกซ-

แทรน T-2000 (รูปที่ 33ข) เทยีบกับสารมาตรฐาน (รูป 33ก) ตรวจพบกลูโคสความเขมขนเทากับ 
262 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร (รูปที่ 34) และหลังจากการยอย (รูปที่ 33ค) พบเฉพาะกลูโคส โดยมี
ปริมาณเพิ่มสูงสุดเปน 478 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร (รูปที่ 34) ดังนัน้สรุปไดวาผลิตภัณฑที่เกิดขึน้
จากการยอยเดกซแทรน T-2000 ดวยเดกซแทรนเนส [α-1,3] คือ กลูโคส 

 
รูปที่ 33 โครมาโทแกรมแสดงชนิดของน้ําตาลกอนและหลังการยอยเดกซแทรน T-2000 ดวย 
เดกซแทรนเนส [α-1,3]  จาก Arthrobacter sp. AG-2 (โดยใชอัตราการไหลของสารละลายตวัพา 
1.2 มิลลิลิตรตอนาที) 
ก. สารมาตรฐานน้ําตาลกลโูคส, ไอโซมอลโทส, ไอโซมอลโทไทรโอสและไอโซมอลโทเททราโอส 
ข. ชนิดของน้ําตาลในเดกซแทรนเนส [α-1,3] กอนการทาํปฏิกิริยา 
ค. ชนิดของน้าํตาลที่ตรวจพบหลงัการทาํปฏิกิริยา 

ก. 

ข. 

ค. 
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รูปที่  34  แสดงปริมาณกลโูคสที่ไดจากการยอยเดกซแทรน T-2000 ดวยเดกซแทรนเนส         
[α-1,3]  จาก Arthrobacter sp. AG-2  
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3.14.2 ผลจากการยอยเดกซแทรนจาก S. sobrinus 6715 ดวยเดกซแทรนเนส   [α-1,3] จาก 
Arthrobacter sp. AG-2  

 
เมื่อวิเคราะหปริมาณและชนิดน้าํตาลของเดกซแทรนเนส [α-1,3] กอนการยอยเดกซ-  

แทรนจาก S. sobrinus 6715 (รูปที่ 35ข) เทียบกับสารมาตรฐาน (รูป 35ก) ตรวจพบกลูโคสความ
เขมขนเทากับ 259 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร (รูปที่ 36) และหลังจากการยอย (รูปที่ 35ค และ 36) พบ
เฉพาะกลูโคส โดยมีปริมาณเพิ่มสูงสุดเปน 487 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ดังนัน้สรุปไดวาผลิตภัณฑที่
เกิดขึ้นจากการยอยเดกซแทรนจาก S. sobrinus 6715 ดวยเดกซแทรนเนส  [α-1,3] คือ กลูโคส   

 
รูปที่ 35  โครมาโทแกรมแสดงชนิดของน้ําตาลกอนและหลังการยอยเดกซแทรนจาก                  
S. sobrinus 6715 ดวยเดกซแทรนเนส [α-1,3]  จาก Arthrobacter sp. AG-2 (โดยใชอัตราการ
ไหลของสารละลายตัวพา 1.2 มิลลิลิตรตอนาที) 
ก. สารมาตรฐานน้ําตาลกลโูคส, ไอโซมอลโทส, ไอโซมอลโทไทรโอสและไอโซมอลโทเททราโอส 
ข. ชนิดของน้าํตาลทีม่ีในเดกซแทรนเนส [α-1,3] กอนการทําปฏิกิริยา 
ค. ชนิดของน้าํตาลที่ตรวจพบหลงัจากทาํปฏิกิริยา 
 
 
 

ก. 

ข. 

ค. 
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รูปที่  36  แสดงปริมาณกลโูคสที่ไดจากการยอยเดกซแทรนจาก S. sobrinus 6715               
ดวยเดกซแทรนเนส [α-1,3]  จาก Arthrobacter sp. AG-2  
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3.14.3 ผลการยอยเดกซแทรนพนัธะ α-1,3 ดวยเดกซแทรนเนส [α-1,3] จาก Arthrobacter 
sp. AG-2  

 
เมื่อวิเคราะหปริมาณ และชนิดของน้ําตาลในเดกซแทรนเนส [α-1,3] กอนการยอย             

เดกซแทรนพันธะ α-1,3 (รูปที่ 37ข) เทียบกับสารมาตรฐาน (รูป 37ก) ตรวจพบกลโูคส                
ความเขมขนเทากบั 321 มลิลิกรัมตอมิลลิลิตร (รูปที่ 38) และหลังจากการยอย (รูปที่ 37ค และ 
38) พบเฉพาะกลูโคส โดยมีปริมาณเพิม่สูงสุดเปน 493 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ดังนัน้สรุปไดวา
ผลิตภัณฑที่เกดิขึ้นจากการยอยเดกซแทรนพันธะ α-1,3 ดวยเดกซแทรนเนส [α-1,3] คือ กลูโคส   

 
รูปที่ 37 โครมาโทแกรมแสดงชนิดของน้ําตาลกอนและหลังการยอยเดกซแทรนพันธะ α-1,3 ดวย
เดกซแทรนเนส [α-1,3]  จาก Arthrobacter sp. AG-2 (โดยใชอัตราการไหลของสารละลายตวัพา 
1.2 มิลลิลิตรตอนาที) 
ก. สารมาตรฐานน้ําตาลกลโูคส, ไอโซมอลโทส, ไอโซมอลโทไทรโอสและไอโซมอลโทเททราโอส 
ข. ชนิดของน้าํตาลทีม่ีในเดกซแทรนเนส [α-1,3] กอนการทําปฏิกิริยา 
ค. ชนิดของน้าํตาลหลงัจากการทาํปฏิกิริยา 
 
 
 
 

ก. 

ข. 

ค. 
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รูปที่ 38 แสดงปริมาณกลโูคสที่ไดจากการยอยเดกซแทรนพนัธะ α-1,3 ดวยเดกซแทรนเนส     
[α-1,3] จาก Arthrobacter sp. AG-2  

 
 
จากการทดลองในขอ 3.14 เมื่อชักนาํการสรางเดกซแทรนเนสใน Arthrobacter sp. AG-2 

ดวยเดกซแทรนพนัธะ α-1,3 และเมื่อนําเดกซแทรนเนสดังกลาวมาทาํปฏิกิริยากับเดกซแทรนทั้ง 3 
ชนิด ไดแก เดกซแทรน T–2000, เดกซแทรนจาก S. sobrinus 6715 และเดกซแทรนพนัธะ α-1,3 
พบวาผลิตภัณฑที่ไดจากการยอยเดกซแทรนทุกชนิดคอื กลูโคส เพียงชนิดเดียว (ตารางที่ 8)  
 
ตารางที่ 8 แสดงผลิตภัณฑที่ไดจากการยอยเดกซแทรนชนิดตางๆ ดวยเดกซแทรนเนส  [α-1,3] 
จาก Arthrobacter sp. AG-2 
สารชักนาํการสราง 
เดกซแทรนเนส สับสเตรท 

ผลิตภัณฑที่เกดิขึ้นจากการ 
ทําปฏิกิริยา 

เดกซแทรน T-2000  
[พันธะ α-1,6 สูง] 

กลูโคส  

เดกซแทรนจาก S. sobrinus 6715 
[พันธะα-1,3 และ α-1,6 สูง] 

กลูโคส  เดกซแทรนพนัธะ    
α-1,3 

เดกซแทรนพันธะ [α-1,3] กลูโคส  
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ตารางที ่ 9 แสดงผลิตภัณฑทั้งหมดที่ไดจากการยอยเดกซแทรน T-2000, เดกซแทรนจาก           
S. sobrinus  6715 และเดกซแทรนพนัธะ α–1,3 ดวยเดกซแทรนเนสจาก Penicillium sp. 
SMCU 3-14 และ Arthrobacter sp. AG-2 ที่ถูกชกันาํดวยเดกซแทรนพนัธะตางๆ  

สับสเตรท 
เดกซแทรน 
 T-2000 

เดกซแทรนจาก 
S. sobrinus 6715 

เดกซแทรน 
พันธะ α-1,3 

สารชักนาํ แหลง 
เดกซแทรนเนส 

ผลิตภัณฑที่ได ผลิตภัณฑที่ได ผลิตภัณฑที่ได 

Penicillium sp. 
SMCU 3-14 

กลูโคส, ไอโซ
มอลโทส และ  

ไอโซมอลโทเททรา
โอส 

กลูโคส และ  
ไอโซมอลโทเททราโอส ไมมี 

เดกซแทรน
เกรด 

อุตสาหกรรม Arthrobacter 
sp. AG-2 

กลูโคส  
ไอโซมอลโท- 
เททราโอส 

และสารที่มี เวลารี
เทนชั่นเทากับ 
13.00 นาที 

กลูโคส และ  
ไอโซมอลโทเททราโอส 

กลูโคส 

เดกซแทรนจาก 
S. sobrinus 

6715 

Arthrobacter 
sp. AG-2 

กลูโคส กลูโคส กลูโคส 

เดกซแทรน
พันธะ α-1,3 

Arthrobacter 
sp. AG-2 

กลูโคส กลูโคส กลูโคส 
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3.15 การตรวจสอบความสามารถในการยอยเซลลูโลส และไนจีแรนของ                
เดกซแทรนเนส [α-1,6] จาก Arthrobacter sp. AG-2  
 
 3.15.1 ความสามารถในการยอยเซลลูโลส และไนจีแรนของเดกซแทรนเนส [α-1,6] จาก 
Arthrobacter sp. AG-2 
 
 เพื่อทดสอบความสามารถในการยอยเซลลูโลสซึ่งเปนพอลิเมอรของกลูโคสตอกันดวย
พันธะ [β-1,4] และไนจีแรนซึ่งเปนพอลเิมอรของกลูโคสตอกันดวยพันธะ [α-1,3 สลับกับพนัธะ 
α-1,4] ของเดกซแทรนเนส [α-1,6] จาก Arthrobacter sp. AG-2 แลวตรวจสอบปริมาณน้าํตาล
รีดิวซโดยวิธีของ Somogyi-Nelson พบวาปริมาณน้าํตาลรีดิวซคอนขางคงที่จากปริมาณน้าํตาล
รีดิวซในเอนไซมเร่ิมตน แสดงวาเดกซแทรนเนส [α-1,6] จาก Arthrobacter sp. AG-2 ไมสามารถ
ยอยสลายเซลลูโลสและไนจแีรนได (รูปที่ 39) 
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เซลลูโลส ไนจีแรน
 

 
รูปที่ 39 แสดงระดับน้าํตาลรีดิวซจากการยอยเซลลูโลส และไนจีแรน ดวยเดกซแทรนเนส [α-1,6] 
จาก Arthrobacter sp. AG-2 
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3.15.2 ความสามารถในการยอยเซลลโูลสและไนจแีรนดวยเดกซแทรนเนส [α-1,3]  จาก 
Arthrobacter sp. AG-2  
 
 เพื่อทดสอบความสามารถในการยอยเซลลูโลสซึ่งมีเปนพอลิเมอรกลูโคสตอกันดวยพันธะ 
[β-1,4] และไนจีแรนซึ่งเปนพอลิเมอรของกลูโคสตอกันดวยพนัธะ [α-1,3 และ พนัธะ              
α-1,4] ของเดกซแทรนเนส [α-1,3] จาก Arthrobacter sp. AG-2 แลวตรวจสอบปริมาณน้าํตาล
รีดิวซโดยวิธีของ Somogyi-Nelson พบวาปริมาณน้าํตาลรีดิวซคอนขางคงที่จากปริมาณน้าํตาล
รีดิวซในเอนไซมเร่ิมตนแสดงวาเดกซแทรนเนส [α-1,3] จาก Arthrobacter sp. AG-2 ไมสามารถ
ยอยสลายเซลลูโลสและไนจแีรนได (รูปที่ 40) 
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เซลลูโลส ไนจีแรน  
 
รูปที่ 40 แสดงระดับน้ําตาลรีดิวซจกการยอยสลายเซลลูโลส และไนจีแรน ดวยเดกซแทรนเนส 
[α-1,3] จาก Arthrobacter sp. AG-2 
 
 
 
 



บทที่ 4 
 

สรุปและวิจารณผลการทดลอง 
 

การผลิตเดกซแทรนจาก Streptococcus sobrinus 6715 เพือ่ใชในการศึกษาไดมี
รายงานการผลิตในอาหาร Brain heart infusion และ Tryptic soy Broth แตเนื่องจากอาหารทัง้
สองชนิดมีราคาสูงและใหเดกซแทรนที่มลีักษณะเหนยีว ทําความสะอาดยาก เมือ่ผานการทาํแหง
แลวยังคงมีสนี้ําตาลเขมเนือ่งจากองคประกอบของอาหารติดมากับเดกซแทรนที่ผลิตได จึงไม
เหมาะทีจ่ะนาํอาหารทั้งสองชนิดดังกลาวมาใชในการผลิตเดกซแทรนปริมาณมาก Gibbon และ
คณะ, 1968 เสนอสูตรอาหาร Basal medium เพื่อการผลิตเดกซแทรน เมื่อพิจารณาถงึ
องคประกอบของอาหารพบวามีสวนประกอบงาย มีราคาถูก และเมื่อทดลองเปรียบเทียบปริมาณ
เดกซแทรนที่ผลิตไดจากอาหารทั้ง 3 ชนิดพบวา Basal medium ใหปริมาณเดกซแทรนสูงสุด (รูปที ่
5) อีกทั้งเดกซแทรนที่ผลิตไดยังมีลักษณะขาวสะอาด (รูปที่ 6 และ 7) ดังนั้นอาหาร Basal 
medium จึงมีความเหมาะสมเพื่อใชในการผลิตเดกซแทรนปริมาณมากเพื่อใชในการศึกษาตอไป 

จากการที่สารตั้งตนในการสงัเคราะหเดกซแทรนคือ น้าํตาลซูโครส จึงทําการศึกษาถงึ
ความเขมขนทีเ่หมาะสมตอการผลิตเดกซแทรนจาก S. sobrinus 6715 ในอาหาร Basal medium 
พบวาความเขมขนของซูโครสที่เหมาะสมตอการผลิตเดกซแทรนในอาหาร Basal medium คือ 1.5 
เปอรเซ็นต โดยเมื่อเพิ่มความเขมขนของซูโครสสูงขึ้น จะไมมีผลทาํใหการผลิตเดกซแทรนเพิ่มข้ึน
(รูปที่ 8)  

ในภาวะที่มกีารสังเคราะหเดกซแทรน เซลลของแบคทีเรียและเดกซแทรนที่เชื้อผลิตขึ้นจะ
ตกตะกอนแยกจากอาหารเลี้ยง ทําใหการศึกษาการเจริญของแบคทีเรียโดยใชวิธกีารวัดความขุน 
(turbidity) หรือการนับจาํนวนเซลลบนจานเพาะเชื้อ (plate count) หรือการหาน้ําหนกัเซลลแหง 
(dry weight) ไมสามารถทําได ดงันัน้ในงานวิจัยนี้จึงตองวิเคราะหอัตราการเจรญิของเซลลดวย
การวัดปริมาณโปรตีนภายในเซลลตามวธิีการของ Rajaguru และคณะ ในป 2000 เปรียบเทยีบ
ระหวางภาวะที่มีการสังเคราะหเดกซแทรนโดยเลี้ยงในอาหารที่มีการเติมซูโครส และในภาวะที่ไมมี
การสังเคราะหเดกซแทรนโดยเลี้ยงในอาหารที่มีการเติมกลูโคส (รูปที่ 9) พบวาในภาวะที่มกีาร
สังเคราะหเดกซแทรนแบคทีเรียจะมีการเจริญต่ํากวาซึ่งนาจะเปนผลเนือ่งจาก พลงังานสวนหนึง่ที่
ใชในการเจรญิถูกใชไปในการสังเคราะหเดกซแทรน และในภาวะทีม่กีารผลิตเดกซแทรน อัตราการ
เจริญจะลดลงในชั่วโมงที่ 24 ถึงซัว่โมงที ่ 33 และเพิ่มข้ึนอีกครั้งในซัว่โมงที ่ 36 ซึง่โดยปกติการ
ตรวจสอบการเจริญโดยการวัดปริมาณโปรตีนนั้น ปริมาณโปรตีนควรจะคงที่เมื่อการเจริญหยุดลง 
หรือเพิ่มข้ึนเมือ่การเจริญเพิม่ขึ้น หากแตในขณะการวัดปริมาณโปรตีนดังกลาวจะตองทาํการเก็บ
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เกี่ยวเซลลออกจากอาหารเลี้ยงเชื้อกอน ดวยวธิีการปนเหวี่ยง ดังนั้นในภาวะทีก่ารเจริญคงทีห่รือ
เซลลมีการสลายตัว ปริมาณโปรตีนอาจสูญหายไปในขั้นตอนการเกบ็เกี่ยวทําใหปริมาณโปรตีนที่
ตรวจสอบไดอาจนอยกวาทีม่ีอยูจริง 

เมื่อศึกษาลกัษณะการผลิตเดกซแทรนจาก S. sobrinus 6715 ในอาหาร Basal medium 
ที่มีความเขมขนของซูโครส 1.5 เปอรเซ็นต พบวาปรมิาณเดกซแทรนเพิม่สูงสุดทีช่ั่วโมงที่ 9 และ
คอนขางคงที่จนกระทั่งชัว่โมงที ่ 24 จึงเริม่ลดลง (รูปที ่ 10) เนื่องจากเดกซแทรนเปนพอลิเมอรที่
แบคทีเรียสังเคราะหขึ้น เพื่อใชเปนอาหารสํารอง ดังนั้นในภาวะขาดแคลนอาหาร แบคทีเรียจะ
สรางเดกซแทรนเนสออกมายอยสลายเดกซแทรนเพื่อใชเปนอาหารแทนที่อาหารทีห่มดไป ซึ่ง
สอดคลองกับการเจริญโดยในขณะที่เดกซแทรนมีปริมาณลดลงจะเห็นไดวาการเจริญมีการเพิม่ข้ึน
เล็กนอย อยางไรก็ตามเพื่อความแนใจที่วาการลดลงของเดกซแทรนเปนผลจากการทาํงานของ
เดกซแทรนเนส จะตองมีการตรวจสอบแอคติวิตีของเดกซแทรนเนสในแตละชวงเวลาตอไป และ
ระยะเวลาที่เหมาะสมในการเก็บเดกซแทรนจาก S. sobrinus 6715 คือที่ระหวางเวลา 9 ถึง 21 
ชั่วโมงของการเลี้ยงเชื้อกอนที่แบคทีเรียจะสลายมนัไปใชในการเจริญและเมื่อเปรียบเทียบลักษณะ
การเจริญควบคูกับลักษณะของการผลิตเดกซแทรนจากในอาหาร Basal medium ที่มีซูโครส 1.5 
เปอรเซ็นต พบวาเดกซแทรนมีการสรางไปพรอมๆกับการเจริญ  

เนื่องจากเดกซแทรนเนสเปนเอนไซมชนิดที่ตองการการชักนํา (inducible enzyme) ดวย
เดกซแทรน  และจากการที่พันธะที่เชื่อมโมเลกุลของกลูโคสจะเปนตัวบงบอกถึงความจําเพาะของ
เอนไซม   นั่นคือเดกซแทรนพันธะ α-1,6 ที่ใชเปนสารชักนําจะชักนําเดกซแทรนเนสที่มี
ความจําเพาะตอพันธะ α-1,6 (Coral และคณะ, 1996) ในขณะที่เดกซแทรนชนิด  α-1,3 ที่ใชชัก
นําจะใหเอนไซมที่จําเพาะตอพันธะ α-1,3 (Walker และคณะ, 1984) จากวัตถุประสงคของ
การศึกษานี้ตองการขจัดเดกซแทรนในชองปากเพื่อการปองกันการเกิดฟนผุ ฃึ่งเดกซแทรนในชอง
ปากเปนพวกที่สรางโดยจุลินทรียจําพวก cariogenic cocci ซึ่งมีพันธะ α-1,3 ปริมาณสูง จึง
จําเปนตองใชเดกซแทรนชนิดที่มีพันธะ α-1,3 สําหรบัชักนําการสรางเอนไซม     อยางไรก็ตาม
เดกซแทรนที่มีจําหนายนั้นจะเปนเดกซแทรนที่ผลิตโดย Leuconostoc mesenteroides ที่มี
สวนประกอบเปนพันธะ α-1,6 มากกวา 95% (Sigma, USA) และยังไมสามารถหาชนิดที่มีพันธะ 
α-1,3 เพื่อใชเปนสารชักนําได  ในการศึกษานี้จึงจําเปนตองผลิตเดกซแทรนชนิดที่มีพันธะ α-1,3 
ปริมาณสูงเพื่อใชเปนสารชักนําขึ้นเอง จากการที่มีรายงานวา S.sobrinus 6715 สามารถผลิต
เดกซแทรนที่มีสวนประกอบชนิด α-1,3 ปริมาณสูงถึง 67% และที่เหลือเปน α-1,6 เปนสวนใหญ 
(Lindberg และ Svensson, 1968)    จึงทําการผลิตเดกซแทรนจากจุลินทรียนี้แลวนาํเดกซแทรนที่
ไดไปใชเปนสารชักนําการผลิตเดกซแทรนเนสโดย Arthrobacter sp. AG-2  โดยวิธีนี้จะทําใหได
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เอนไซมที่มีความจําเพาะตอชนิด α-1,6 และ α-1,3   สําหรับกรณีที่ตองการผลิตเฉพาะชนิด α-
1,3 จะทําไดโดยการทําลายเดกซแทรนที่มีพันธะ α-1,6 ออกจากเดกซแทรนที่ไดจาก S.sobrinus 
6715  อยางเต็มที่ดวยเดกซแทรนเนสที่มีความจําเพาะตอพันธะ α-1,6 ที่ผลิตจาก Penicillium 
sp. SMCU   3-14 (อนันตพงศ สุขเกษ, 2543)  แลวจึงนําไปใชเล้ียง Arthrobacter sp. AG-2 ให
ผลิตเดกซ-   แทรนเนสที่มีความจําเพาะตอ α-1,3 อีกทีหนึ่ง 
 ในการเตรียมเดกซแทรนพันธะ α-1,3 นั้นพบวาเมื่อทําการยอยเดกซแทรนจาก 
S.sobrinus 6715 ดวยเดกซแทรนเนสจาก Penicillium sp. SMCU 3-14 (รูปที่ 11) จะมีการ
ปลดปลอยน้ําตาลรีดิวซออกในระดับหนึ่งจากนั้นปริมาณน้ําตาลรีดิวจะคงระดับ     ซึ่งอาจเปนไป
ไดวาการคงระดับของน้ําตาลรีดิวซอาจเนื่องมาจากพันธะ α-1,6 หมดแลวหรือเอนไซมหมดฤทธิ์
ในการยอยตอไป เพื่อใหมั่นใจวาจะยอยพันธะ α-1,6 ออกใหมากที่สุดจึงทําซ้ําขั้นตอนขางตนอีก
จนไมมีการปลดปลอยน้ําตาลรีดิวซ พบวาในการยอยครั้งที่ 4 ไมพบการปลดปลอยน้ําตาลรีดิวซ 
ออกมาจึงถือวาเดกซแทรนนี้ปลอดจากหรือมีเดกซแทรนพันธะ α-1,6 นอยมาก โดยปริมาณเดกซ
แทรนที่เหลือหลังจากผานขั้นตอนการกําจัดพันธะ α-1,6 แลว เหลืออยู 44.67 เปอรเซ็นต ซึ่งตาม
รายงานของ Lindberg และ Svensson ในป 1968 กลาววา   S.sobrinus 6715 ผลิตเดกซแทรนที่
มีพันธะ α-1,3 มากถึง 67 เปอรเซ็นต ดังนั้นหลังการกําจัด ควรมีเดกซแทรนเหลืออยูเทากับ หรือ
ใกลเคียง 67 เปอรเซ็นต แตจากขั้นตอนการยอยสลายพันธะ α-1,6 จะตองผานการลางตะกอน
และปนเหวี่ยงหลายครั้งจงึอาจทําใหเดกซแทรนบางสวนสูญหายไป     

เพื่อพิสูจนวาสวนที่เหลือจากการสลายดวยเดกซแทรนเนสที่จําเพาะตอ [α-1,6] จาก 
Penicillium sp. SMCU 3-14  เปนเดกซแทรนจริงจึงทาํการยอยสวนนี้ดวยกรดซัลฟูริค (acid 
hydrolysis) แลววิเคราะหผลิตภัณฑไดโดยวิธีโครมาโทกราฟแบบของเหลวสมรรถนะสงู 
เปรียบเทียบกบัผลิตภัณฑทีไ่ดจากเดกซแทรน T-2000 และเดกซแทรนจาก S.sobrinus 6715    
ปรากฏวาเดกซแทรนทัง้สามใหผลิตภัณฑที่มเีวลารีเทนชันเทากับ 3.85 นาท ี ซึ่งตรงกับกลูโคส
แสดงวาตางเปนพอลิเมอรของกลูโคส    และเมื่อทดลองยอยเดกซแทรน T-2000 และ เดกซแทรน
ที่ไดจาก     S. sobrinus 6715 ดวยเดกซแทรนเนสทีจ่ําเพาะตอ [α-1,6] จาก Penicillium sp. 
SMCU 3-14 และวิเคราะหผลิตภัณฑดวยวิธโีครมาโทกราฟแบบของเหลวสมรรถนะสงู พบวา
ผลิตภัณฑจากเดกซแทรน T-2000 ที่ไดจาก Leuconostoc นั้นให กลูโคส  ไอโซมอลโทส และ ไอ
โซมอลโทเททราโอส ในขณะที่เดกซแทรนที่ไดจาก S .sobrinus 6715 ใหเพียงกลูโคสและไอโซ
มอลโทสซึง่สอดคลองกับรายงานของ Polokonik และ Walker,  1977 และ Walker และคณะ  
1951 ที่รายงานวาเดกซแทรนเนสที่มีความจําเพาะตอ α-1,6 จะตัดเดกซแทรนแบบสุมเปนโอลิ
โกแซ็กคาไรดสายสั้น ๆ ที่มีกลูโคส 3-4 โมเลกุลหรือตัดเดกซแทรนเปนโมโนเมอรของกลูโคสเพยีง
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อยางเดยีว (Fisher และ Stein, 1960)    อยางไรก็ตามผลิตภัณฑที่ไดจากการยอยเดกซแทรนชนิด
ตาง ๆ มีรายงานวาจะใหผลิตภัณฑทีม่ีความแตกตางกนัแลวแตชนิดของจุลินทรียและชนิดของ
เดกซแทรน-นสที่ใช อาทิเชนมีรายงานถึงการทํางานของเดกซแทรนเนสจากราในการยอยสลาย
เดกซแทรน จาก Leuconostoc mesenteroides NRRL B512F พบวาผลิตภัณฑที่ได เปนน้ําตาล
โมเลกุลคูและ   โอลิโกแซ็กคาไรด ซึ่งมหีนวยยอยเปนกลโูคส (Jeanes และ Wilham,1950) 

ในป 1952 Jeanes และคณะ ใชวิธีการโครมาโทกราฟแบบกระดาษ (paper 
chromatography) ตรวจสอบผลิตภัณฑที่ ไดจากการทําปฏิกริยาระหวางเดกซแทรนจาก 
Leuconostoc sp.และเดกซแทรนเนสจาก Penicillium sp. พบวาผลิตภัณฑที่ไดเปนน้ําตาลไอโซ-
มอลโทส (isomaltose) 

เนื่องจากของเดกซแทรน T-2000, เดกซแทรนเกรดอุตสาหกรรม, เดกซแทรนจาก           
S. sobrinus 6715  และเดกซแทรนพันธะ α-1,3 มคีวามบริสุทธิแ์ตกตางกนั ดังนัน้เพื่อความ
เที่ยงตรงในการเปรียบเทียบที่จะเกิดขึน้ในผลการทดลองตอๆไปจึงทําการวัดปริมาณน้ําตาลที่มีอยู
ในเดกซแทรนทั้ง 4 ชนิดดวยวธิีการไฮโดรไลซดวยกรดและวัดปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่เกิดขึ้นพบวา
เดกซแทรน T-2000 ใหปริมาณน้าํตาลสงูสุดตอกรัมเดกซแทรนเนื่องจากเปนเดกซแทรนทีม่ีความ
บริสุทธิ์สูง, เดกซแทรนเกรดอุตสาหกรรมมปีริมาณน้าํตาลต่าํกวาแตใกลเคียงกับเดกซแทรน         
T-2000 เนื่องจากมีความบริสุทธิ์นอยกวา, เดกซแทรนจาก S. sobrinus 6715 มีปริมาณน้ําตาล
ต่ํากวาเดกซแทรน T-2000 และเดกซแทรนเกรดอตุสาหกรรม เนื่องจากในขั้นตอนการเก็บ      
เดกซแทรนจาก S. sobrinus 6715 อาจมีสวนของผนังเซลลหรือสารปนเปอนจากอาหารที่ถูก
กําจัดไมหมดในขั้นตอนการทําบริสุทธิ ์ ทําใหมีปริมาณน้ําตาลในสัดสวนกรัมตอกรัมเดกซแทรน 
นอยกวาเดกซแทรนทีม่ีความบริสุทธิ์มากกวา  สวนเดกซแทรนพันธะ α-1,3 มีปริมาณน้ําตาลต่ํา
ที่สุดเนื่องจากในขั้นตอนของการกําจัดพันธะ  α-1,6 ออกจากสายของเดกซแทรนทําใหมีปริมาณ
น้ําตาลลดลง ในขณะที่ผนังเซลลและสารปนเปอนจากอาหารยงัคงมีอยูเทาเดิม 

เมื่อนําเดกซแทรนเนส [α-1,6] จาก Arthrobacter sp. AG-2 ที่ชักนําดวยเดกซแทรน
เกรดอุตสาหกรรมไปยอยเดกซแทรนชนิดตาง ๆ พบวาเอนไซมนี้สามารถยอยเดกซแทรน T-2000 
และเดกซแทรนจาก S.sobrinus 6715 ซึ่งตางมีสวนประกอบของเดกซแทรนชนิด α-1,6 อยูดวย
และอัตราการยอยโดยพิจารณาจากคาความชันของน้ําตาลรีดิวซที่ปลดปลอย  การยอยเดกซแทรน 
T-2000 ซึ่งมีปริมาณ α-1,6 มากเกิดขึ้นในอัตราที่เร็วกวาเดกซแทรนของ S.sobrinus 6715 ที่มี
สัดสวนต่ํากวา (รูปที่ 18) แตไมสามารถยอยเดกซแทรน α-1,3 ที่เตรียมขึ้นไดเปนการยืนยันวา
เดกซแทรนเนสที่ชักนําขึ้นเปนเดกซแทรนเนส [α-1,6] โดยที่ผลิตภัณฑที่ไดเมื่อตรวจสอบโดยวิธี
โครมาโทกราฟแบบของเหลวสมรรถนะสูง พบวาเดกซแทรน T-2000 ใหผลิตภัณฑคือกลูโคส  ไอ
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โซมอลโทเททราโอส และอีกพีคหนึ่งที่มีเวลารีเทนชันเทากับ 13 นาที  สวนเดกซแทรนจาก 
S.sobrinus 6715 ใหกลูโคสและไอโซมอลโทเททราโอส  สวนเดกซแทรน α-1,3 นั้นไมให
ผลิตภัณฑใดๆ 
 สําหรับเดกซแทรนเนส [α-1,3 และ α-1,6] ที่ไดจาก Arthrobacter sp. AG-2 ที่ชักนํา
ดวยเดกซแทรนจาก S.sobrinus 6715 นั้นสามารถยอยเดกซแทรน T-2000 ไดในอัตราที่เร็วกวา
เดกซแทรนจาก S.sobrinus 6715 แมวาในกรณีนี้เอนไซมมีทั้งสองแอคติวิตีก็ตาม   เหตุผลนี้อาจ
เปนไปไดวาการเขาทําปฏิกิริยาของเอนไซมเดกซแทรนเนส [α-1,6] ตอเดกซแทรน T-2000 นั้นทํา
ไดสะดวกเนื่องจากพันธะสวนใหญบนสายของเดกซแทรน T-2000 เปนพันธะ α-1,6 เทานั้น
ในขณะที่ของ S.sobrinus 6715 นั้นแมวาเดกซแทรนเนส [α-1,6] จะยอยเดกซแทรนพันธะ α- 
1,6 และ เดกซแทรนเนส [α-1,3] จะยอยเดกซแทรนพันธะ α- 1,3 ก็ตาม   แตบางสวนของ α-
1,3 นั้นเปนสวนแตกแขนง (branching) จําเปนตองยอยดวยเดกซแทรนเนส [α-1,3] กอนแลว 
เดกซ-   แทรนเนส [α-1,6]  และ เดกซแทรนเนส [α-1,3] จึงจะเขาทําการยอยได  อีกสาเหตหุนึง่ที่
เปนไปไดคือ  เดกซแทรนพันธะ α- 1,6 นั้นละลายน้ําไดดีจึงทําใหเอนไซมเขากระทําไดงายกวา 
เดกซ-  แทรนพันธะ α- 1,3 ที่ละลายน้ําไดยากกวา 

เมื่อตรวจสอบผลิตภัณฑจากการยอยสลายดวยวิธีโครมาโทกราฟแบบของเหลวสมรรถนะ
สูงพบวาผลิตภัณฑที่ไดจากการยอยสลายเดกซแทรนทั้ง 3 ชนิดดวยเดกซแทรนเนส     [α-1,3 
และ α-1,6] จาก Arthrobacter sp. AG-2 คือ กลูโคสเพียงชนิดเดียว 

จากการทดสอบความสามารถของเดกซแทรนเนส [α-1,3] จาก Arthrobacter sp. AG-2 
ที่ถูกชกันาํจากเดกซแทรนพนัธะ α-1,3 ที่ผลิตขึ้นในการยอยสลายเดกซแทรน T-2000, เดกซ-   
แทรนจาก S. sobrinus 6715 และเดกซแทรนพันธะ α-1,3 พบวาเดกซแทรนเนส [α-1,3] 
สามารถยอยสลายเดกซแทรน T-2000, เดกซแทรนจาก S. sobrinus 6715 และเดกซแทรนพันธะ     
α-1,3 ได (รูปที ่ 32) จึงเปนการยนืยนัวาเมื่อชักนาํการสรางเดกซแทรนเนสดวยเดกซแทรนพันธะ 
α-1,3 เดกซแทรนเนสดงักลาวสามารถแสดงแอคติวิตีในการยอยสลายเดกซแทรนพนัธะ α-1,3 
ไดจริง  แตอยางไรก็ตามการชักนําดวยเดกซแทรนพันธะ α-1,3 ดังกลาว เดกซแทรนเนสที่ไดกลบั
มีแอคติวิตีในการยอยสลายเดกซแทรนพันธะ α-1,6 ดวย  ผลดังกลาวแสดงใหเหน็ในเบื้องตนวา
เดกซแทรนเนส [α-1,3] มีความสามารถในการยอยสลายพันธะ α-1,6 ได  

เมื่อตรวจสอบผลิตภัณฑจากการยอยสลายดวยวธิีโครมาโทกราฟแบบของเหลวสมรรถนะ
สูงพบวาผลิตภัณฑที่ไดจากการยอยสลายเดกซแทรนทั้ง 3 ชนิดดวยเดกซแทรนเนส     [α-1,3] 
จาก Arthrobacter sp. AG-2 คือ กลูโคสเพียงชนิดเดียว 
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จากผลการทดลองดังกลาวขางตน ผลิตภัณฑที่ตรวจพบจากการยอยสลายเปนเพียงโอลิ
โกแซ็กคาไรดสายสั้นๆ ซึง่โดยความจรงิอาจมีพอลิแซก็คาไรดขนาดใหญเกิดขึ้นจากการยอยสลาย 
หากแตความสามารถของคอลัมนจะตรวจสอบไดเฉพาะโอลิโกแซ็กคาไรดที่มีขนาดโมเลกุลตํ่าๆ
เทานั้น และพบวาผลิตภัณฑที่ไดจากการยอยสลายเดกซแทรน ดวยเดกซแทรนเนสชนิดตางๆ แม
จะใหผลิตภัณฑที่ตางกนั แตผลิตภัณฑที่ไดตางเปนหนวยยอยซึง่มกีลูโคสเปนองคประกอบทั้งสิ้น 
สอดคลองกับรายงานของ Russel และคณะ ในป 1990 กลาววาเดกซแทรนเนสจาก S. mutans  
Ingbritt เมื่อทําปฎิกริยากบัเดกซแทรนจะใหอนพุันธทีม่ีกลูโคสเปนองคประกอบจําพวกไอโซมอล
โทโอลิโกแซ็กคาไรดเชนเดียวกับรายงานของ Teruo และคณะ ในป 1974 กลาววาเดกซแทรนเน
สจาก Acromobacter sp. เมื่อทําปฏิกริยากับเดกซแทรนพบวาผลิตภัณฑที่ไดจากการตรวจสอบ
โดยวิธีโครมาโทกราฟแบบกระดาษ คือ ไอโซมอลโทส 
 Bo และ Jengen (1996) ตรวจสอบผลิตภัณฑจากการยอยสลายเดกซแทรนดวยเดกซ- 
แทรนเนสจาก Thermomyces lanuginosus ดวยวิธ ี thin layer chromatography พบวา
ผลิตภัณฑที่เกดิขึ้นเปนน้ําตาลกลูโคสเพียงอยางเดียว และพบผลติภัณฑเดียวกนัจากการทํางาน
ของเดกซแทรนเนสจาก Lipomyces lopofer  

นอกจากนีย้ังพบวามีแบคทเีรียอีกหลายชนิดที่ผลิตเดกซแทรนเนสที่เมื่อทําการยอยสลาย
เดกซแทรนแลวไดผลิตภัณฑเปนไอโซมอลโทส 

เมื่อทําการตรวจสอบความสามารถของเดกซแทรนเนสในการยอยสลายไนจีแรน(nigeran) 
ที่ประกอบดวยหนวยของกลูโคสตอกันดวยพนัธะ [α-1,3 สลับกับพนัธะ α-1,4] พบวาทั้ง         
เดกซแทรนเนส [α-1,6] และเดกซแทรนเนส [α-1,3] จาก Arthrobacter sp. AG-2 ไมสามารถ
ยอยสลายไนจแีรนได แสดงใหเหน็วาแมเดกซแทรนเนส [α-1,3] จะมีความสามารถในการยอย
สลายพนัธะ α-1,3 บนสายของเดกซแทรนแตไมมีความจําเพาะในการสลายพันธะ  α-1,3 ที่ปน
อยูกับพนัธะ α-1,4 บนสายของไนจีแรน ดังรูปที ่39 และ 40 
 



บทที่ 5 
 

ขอเสนอแนะงานวจิัย 
 
 การศึกษานี้ เดกซแทรนเนสที่เตรียมไดอาจมีการปนเปอนดวยเดกซแทรนเนสที่เปนชนิด 
α-1,4 และ α-1,2 ได ทั้งนี้เนื่องจากเดกซแทรนจาก Streptococcus sobrinus ที่ใชเปนสารชักนํา
นั้นมีเดกซแทรนที่เปนพันธะ α-1,4 และ α-1,2 ปนอยู    การกําจัดแอคติวิตีของทัง้สองพนัธะนี ้ยงั
ไมสามารถทําไดประกอบกับเอนไซมที่มีความจําเพาะตอพันธะทั้ง 2 ชนิดนั้นนาจะมีปริมาณนอย
เนื่องจากองคประกอบของเดกซแทรนที่มีพันธะทั้งสองนี้มีปริมาณซึ่งนอยกวาทั้ง α-1,6 และ      
α-1,3 มาก       
 การศึกษานี้เปนการดําเนินการโดยอาศัยหลักการวาการที่เอนไซมจะมีความจําเพาะตอ
พันธะใดจะขึ้นกับเดกซแทรนที่ใชชักนําซึ่งการศึกษานี้ใหผลตามหลักการ  แตอยางไรก็ตามสําหรับ
การยืนยันผลโดยตรงนั้นสามารถทําไดโดยการศึกษาผลิตภัณฑที่ไดจากการยอยโดยการวิเคราะห
พันธะ (linkage analysis) ตอไป 
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ภาคผนวก ก 
 
สูตรอาหารและวธิีเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 
 

1. สูตรอาหารสําหรับการเลี้ยงเชื้อ 
1.1 สูตรอาหาร Basal medium 

ในอาหาร 1 ลิตร ประกอบดวย 
ทริปโตน (Tryptone)  20 .0 กรัม 
โซเดียมคลอไรด (NaCl)  2.0 กรัม 

 ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4) 3.0 กรัม 
โพแทสเซยีมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) 2.0 กรัม 
โพแทสเซยีมคารบอเนต (K2CO3)  1.0 กรัม 
แมกนีเซยีมซลัเฟต (MgSO4 •7H2O) 0.12 กรัม 
แมงกานีสซัลเฟต  (MnSO4)  0.015 กรัม 
ซูโครส  (Sucrose)  15.0 กรัม 
นึ่งฆาเชื้อที่ภาวะมาตรฐาน 121oซ ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิว้ เปนเวลา 15 นาที
หมายเหต:ุ ซโูครสทําการอบฆาเชื้อที1่10o ซ ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 
10 นาที เติมลงในอาหารเลี้ยงเชื้อใหไดความเขมขนสุดทายเปน 1.5 เปอรเซ็นตโดย
น้ําหนกั 

 
1.2 สูตรอาหาร Tryptic soy broth 

ในอาหาร 1 ลิตร ประกอบดวย 
Bacto tryptone  17.0 กรัม 

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

 โซเดียมคลอไรด (NaCl) 5.0  กรัม 
ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4) 2.5  กรัม 
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ชั่ง Tryptic soy Broth 30 กรัม ละลายในน้าํกลัน่ (Distill water) 1 ลิตร ผสมใหเปนเนื้อ
เดียวกนั นึ่งฆาเชื้อที่ภาวะมาตรฐาน 121oซ ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิว้ เปนเวลา 15 
นาท ี
 

1.3 สูตรอาหาร Brain heart infusion 
ในอาหาร 1 ลิตร ประกอบดวย 
Calf Brains, Infusion form  200.0 กรัม 

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

ฆาเชื้อที่ภาวะมาตรฐาน 121oซ ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาท ี
 

1.4 สูตรอาหารของ Yamaguchi 
  ในอาหาร 1 ลิตร ประกอบดวย 
      เดกซแทรนเกรดอุตสาหกรรม 5.0  กรัม 
      พอลิเปปโตน 10.0  กรัม 
 ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4) 2.0  กรัม 
 โพแทสเซยีมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) 1.0  กรัม 
 แมกนีเซยีมซลัเฟต (MgSO4 7H2O)  0.1 กรัม 
 สารสกัดจากยสีต (Yeast extract)  0.1  กรัม 
 โซเดียมคลอไรด (NaCl) 30.0  กรัม 

ปรับความเปนกรด - ดางเริ่มตนที ่ 7.0 นึง่ฆาเชื้อที่ภาวะมาตรฐาน 121oซ ความดัน 15 
ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาท ี
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1.5 สูตรอาหารของ Fukumoto 
ในอาหาร 1 ลิตร ประกอบดวย 
เดกซแทรนเกรดอุตสาหกรรม  10.0  กรัม 

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

ปรับความเปนกรด - ดางเริ่มตนที ่ 4.0 นึง่ฆาเชื้อที่ภาวะมาตรฐาน 121oซ ความดัน 15 
ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาท ี
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ภาคผนวก ข 
 

สารเคมีทีใ่ชในการทดลอง 
 

1. การเตรียมสารละลายสําหรบัวิเคราะหปริมาณน้าํตาลรดีิวซโดยวธิี Somogyi-Nelson  
(Somogyi, 1952) 

 
1.1 สารละลายอัลคาไลนคอปเปอร (Alkaline Copper reagent) 

ละลายโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต 71 กรัม และโซเดียมโพแทสเซยีมทารเทรต 40.0 กรัม 
ในน้าํกลัน่ 700 มิลลิลิตร เติมโซเดียมไฮดรอกไซดที่มีความเขมขน 1.0 นอรมัล  ลงไป 100 
มิลลิลิตรและเติมสารละลายคอปเปอรซัลเฟตที่มีความเขมขน 10 เปอรเซ็นตโดยน้าํหนักลงไป 80 
มิลลิลิตร ผสมใหเขากนัและทําใหรอน จากนัน้เติมโซเดียมซัลเฟต 180 กรัม  ละลายใหเขากนัและ
ปรับปริมาตรสุดทายเปน 1,000 มิลลิลิตร ดวยน้ํากลั่น เก็บในขวดสชีา ตั้งทิ้งไวทีอุ่ณหภูมิหอง 24 
ชั่วโมง 
 

1.2 สารละลายเนลสัน (Nelson reagent) 
ละลายแอมโมเนียมโมลิบเดต 53.2 กรัม ในน้าํกลัน่ 900 มิลลิลิตร เติมกรดซัลฟูริกเขมขน
ลงไป 21 มิลลิลิตร ผสมใหเขากนั แลวเติมสารละลายโซเดียมอารซิเนตทีม่ีความเขมขน 
12 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนกัลงไป 50 มิลลิลิตร และปรับปริมาตรสุดทายเปน 1,000 
มิลลิลิตร ดวยน้ํากลัน่ เก็บในขวดสีชา  ตั้งทิง้ไวที่อุณหภูมิหอง 24 ชั่วโมง ถามีตะกอนให
กรองออกกอนนําไปใช 

 
2. สารละลายสาํหรับวิเคราะหปริมาณโปรตีน (Lowry’s reagent) 
 

2.1 สารละลาย Lowry A ประกอบดวย 
โซเดียมคารบอเนต (Na2CO3) 60.0 กรัม 
โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH)  12.0  กรัม 
โซเดียมโพแทสเซียมทารเทรต 0.6 กรัม 
น้ํากลัน่ 3000 มิลลิลิตร 
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2.2 สารละลาย Lowry B ประกอบดวย 
คอปเปอรซัลเฟต (CuSO4) 50.0 กรัม 
น้ํากลัน่ 1000 มิลลิลิตร 

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

2.4 สารละลาย Lowry D (phenol reagent) ประกอบดวย 
สารละลายโฟลิน ฟนอล รีเอเจนต (Folin phenol reagent) 1  สวน 
น้ํากลัน่ 1 สวน 
 

3. การละลายสําหรับการวเิคราะหปริมาณและชนิดของน้ําตาลดวยวธิีโครมาโทกราฟแบบ
ของเหลวสมรรถนะสงู  
 

3.1  สารละลายมาตรฐานภายใน (internal standard) 
   เมธิลแอลฟาดีแมนโนไพราโนไซด 12.5 กรัม 
   เติมน้าํกลัน่ปลอดประจุจนปริมาตรสุดทายเปน  100 มิลลิลิตร 

  ปนดวยเครื่องปนผสมจนละลายหมด กรองผานแผนกรองทีม่ีขนาดรูกวาง 0.45 
ไมโครเมตร เก็บที ่ 4 องศาเซลเซยีส เพื่อเปนสารมาตรฐานภายในสําหรับใชในการวิเคราะห
ปริมาณและชนิดของน้าํตาลโดยวิธีโครมาโทกราฟแบบของเหลวสมรรถนะสงูโดยเติมในอัตราสวน 
ตัวอยาง 200 ไมโครลิตรตอสารละลายมาตรฐาน 5 ไมโครลิตร 
 
 3.2  สารละลายมาตรฐานน้าํตาลกลูโคส, ไอโซมอลโทส และ ไอโซมอลโทเททราโอส 
  ซั่งสารดังนี้ กลูโคส, ไอโซมอลโทส และ ไอโซมอลโทเททราโอส ชนิดละ 1 กรัม เติมน้ํากลั่น
ปลอดประจุลงในน้ําตาลแตละชนิดใหมีปริมาตรเปน 10 มิลลิลิตร ปนดวยเครื่องปนผสมจนละลาย
หมดกรองผานแผนกรองทีม่ีขนาดรูกวาง 0.45 ไมโครเมตร เก็บที่ 4 องศาเซลเซียสเพื่อใชเปนสาร
มาตรฐาน 
 
 3.3 สารละลายอะซิโตไนไตรทเขมขน 70 เปอรเซ็นต (โดยปริมาตร)ในน้ํา 
  อะซิโตไนไตรท  70 มิลลิลิตร 
  น้ํากลัน่ปลอดประจุ 30 มิลลิลิตร 
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  กรองผานแผนกรองที่มีขนาดรู 0.45 ไมโครเมตร กําจัดอากาศออกดวยเครื่องกาํเนิดเสียง
ความถี่สูงจนกระทั่งไมเหลอืฟองอากาศ 
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ภาคผนวก ค 
 

กราฟมาตรฐาน 
 
1. กราฟมาตรฐานน้ําตาลรีดิวซเมื่อวเิคราะหดวยวิธี Samogi-Nelson 
 
 

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200

ความเขมขนของน้ําตาลกลูโคส (0-0.2 mg/ml)

คา
กา
รด
ูดก
ลืน
แส
งท
ี่ 52

0 น
าโน

เมต
ร

 
 
รูปที่ 41 กราฟมาตรฐานแสดงคาการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 520 นาโนเมตร กับน้าํตาล
กลูโคสความเขมขน 0-200 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

99

2. กราฟมาตรฐานโปรตนีเมือ่วิเคราะหดวยวิธ ีLowry 
 
 
 

 
 
รูปที่ 42 กราฟมาตรฐานแสดงคาการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร กับโปรตีน
มาตรฐาน โบวีนซีร่ัมอัลบูมนิ ความเขมขน 0-200 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
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3. กราฟมาตรฐานน้ําตาลกลูโคสเมื่อวิเคราะหดวยวธิีโครมาโทกราฟแบบของเหลวสมรรถนะสงู 
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รูปที่ 43 กราฟมาตรฐานระหวางปริมาณกลูโคสกับอัตราสวนระหวางพื้นที่ใตกราฟของกลูโคสตอ
เมธิลแอลฟาดกีลูโคไพราโนไซด ที่ไดจากการวิเคราะห็ดวยวิเคราะหดวยวิธีโครมาโทกราฟแบบ
ของเหลวสมรรถนะสงู 
 

หาความเขมขนของกลูโคสไดจากการนําอตัราสวนระหวางพื้นที่ใตกราฟของกลูโคสและ
เมธิลแอลฟาดกีลูโคไพแรนโนไซดที่ไดจากการวิเคราะหดวยวิธโีครมาโทกราฟแบบของเหลว
สมรรถนะสงูมาแทนคาในสมการเสนตรง ดังนี ้
พื้นที่ใตกราฟ  = ความชันของกราฟมาตรฐาน x ปริมาณกลูโคส 
โดยที่ ความชนัของกราฟมาตรฐาน  = 0.0317 
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2. กราฟมาตรฐานน้าํตาลไอโซมอลโทสเมื่อวเิคราะหดวยวธิีโครมาโทกราฟแบบของเหลว
สมรรถนะสงู 

 
 

y = 0.0323x
R2 = 0.9961
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รูปที่ 44 กราฟมาตรฐานระหวางปริมาณไอโซมอลโทสกบัอัตราสวนระหวางพื้นที่ใตกราฟของไอโซ
มอลโทสและเมธิลแอลฟาดกีลูโคไพราโนไซด ที่ไดจากการวิเคราะห็ดวยวิเคราะหดวยวิธีโครมาโท-
กราฟแบบของเหลวสมรรถนะสูง  
 

หาความเขมขนของไอโซมอลโทสไดจากการนําอัตราสวนระหวางพืน้ที่ใตกราฟของไอโซ
มอลโทสและเมธิลแอลฟาดกีลูโคไพราโนไซดที่ไดจากการวิเคราะหดวยวิธีโครมาโทกราฟแบบ
ของเหลวสมรรถนะสงูมาแทนคาในสมการเสนตรง ดงันี ้
พื้นที่ใตกราฟ  = ความชันของกราฟมาตรฐาน x ปริมาณไอโซมอลโทส 
โดยที่ ความชนัของกราฟมาตรฐาน  = 0.0323 
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5.กราฟมาตรฐานไอโซมอลโทไทรโอสเมื่อวิเคราะหดวยวิธีโครมาโทกราฟแบบของเหลวสมรรถนะ
สูง 
 
 

y = 0.0307x
R2 = 0.9948
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รูปที่ 45 กราฟมาตรฐานระหวางปริมาณไอโซมอลโทไทรโอสกับอัตราสวนระหวางพืน้ที่ใตกราฟ
ของไอโซมอลโทไทรโอสและเมธิลแอลฟาดกีลูโคไพราโนไซด ที่ไดจากการวิเคราะหดวยวิธีโคร-
มาโทกราฟแบบของเหลวสมรรถนะสูง 
 

หาความเขมขนของไอโซมอลโทไทรโอสไดจากการนาํอัตราสวนระหวางพืน้ที่ใตกราฟของ
มอลโทไทรโอสและเมธิลแอลฟาดีกลูโคไพราโนไซดที่ไดจากการวิเคราะหดวยวิธีโครมาโทกราฟ
แบบของเหลวสมรรถนะสงูมาแทนคาในสมการเสนตรง ดังนี ้
พื้นที่ใตกราฟ  = ความชันของกราฟมาตรฐาน x ปริมาณไอโซมอลโทไทรโอส 
โดยที่ ความชนัของกราฟมาตรฐาน  = 0.0307 
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6.กราฟมาตรฐานไอโซมอลโทเททราโอสเมื่อวิเคราะหดวยวธิีโครมาโทกราฟแบบของเหลว
สมรรถนะสงู 
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รูปที่ 46 กราฟมาตรฐานระหวางปริมาณไอโซมอลโทเททราโอสกับอัตราสวนระหวางพืน้ที่ใตกราฟ
ของไอโซมอลโทเททราโอสและเมธิลแอลฟาดีกลูโคไพราโนไซดที่ไดจากการวเิคราะหดวยวิธีโคร-
มาโทกราฟแบบของเหลวสมรรถนะสูง 
 

หาความเขมขนของไอโซมอลโทเททราโอสไดจากการนําอัตราสวนระหวางพืน้ที่ใตกราฟ
ของไอโซมอลโทเททราโอสและเมธิลแอลฟาดีกลูโคไพราโนไซดที่ไดจากการวเิคราะหดวยวิธีโคร-
มาโทกราฟแบบของเหลวสมรรถนะสูง มาแทนคาในสมการเสนตรง ดงันี ้
พื้นที่ใตกราฟ  = ความชันของกราฟมาตรฐาน x ปริมาณไอโซมอลโทเททราโอส 
โดยที่ ความชนัของกราฟมาตรฐาน  = 0.0146 
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ประวัติผูเขยีน 
 
 นางสาว นนัทดิา วานิชวงศวรรณ เกิดวนัที่ 3 ตุลาคม พ.ศ. 2521 ทีจ่ังหวัดกรุงเทพฯ ไดรับ
ปริญญาวิทยาศาสตรบัณฑิต สาขาชวีวทิยา คณะวทิยาศาสตร มหาวทิยาลัยมหิดล ในป
การศึกษา 2542 เขารับการศึกษาตอในข้ัน ปริญญามหาบัณฑิต สาขาจลุชีววทิยาทาง
อุตสาหกรรม ภาควิชาจุลชีววทิยา คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลยั ในปการศึกษา 
2543 ที่อยูปจจุบัน 14/1 ซอยกรุงเทพฯ-นนท 5 ถนนกรงุเทพฯ-นนท เขต บางซื่อ กรุงเทพฯ 10800 
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