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บทที่ 1 
 

บทนํา 
 

1.1 ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 
 
 ชองปาก เปนบริเวณเดียวของรางกายที่จุลินทรียที่อาศัยอยูอยางปกติมีความสัมพันธกับ

การกอใหเกิดโรคได โดยโรคที่เกิดขึ้นและสัมพันธกับจุลินทรียนั้นมีอยูดวยกัน 2 โรค คือ โรคฟนผุ 

และโรคปริทันต โรคฟนผุ เปนโรคที่เกิดกับผิวสวนที่แข็งที่สุดของฟนถูกกัดกรอนโดยกรดที่เกิดจาก

จุลินทรียที่ใชแปงเปนอาหาร (Bratthall, 1991; Carlsson, 1988) สวนโรคปริทันต เปนโรคที่

เกี่ยวกับเนื้อเยื่อปริทันต (Marsh และ Martin, 1984) โดยทั้งโรคฟนผุและโรคปริทันตนี้ เปนโรคที่

เกิดจากผลของปฏิกิริยาที่ซับซอนระหวางอาหารกับเชื้อจุลินทรียที่พบปกติในชองปากของสิ่งมีชีวิต 

 ในชองปากมีจุลินทรียจํานวนมากทั้งชนิดที่ตองการออกซิเจนและไมตองการออกซิเจน ทั้ง

แกรมบวก และแกรมลบ โดยเฉพาะ lactobacilli และ streptococci ซึ่งมีบทบาทสําคัญตอการกอ

ฟนผุ (Burnett และ Scherp, 1962; Melville และ Russell, 1981)  โดยทั่วไป จุลินทรียตางๆที่อยู

ในชองปากจะมีบทบาทเสริม หรือตานซึ่งกันและกัน  ทําใหชองปากคงสภาพปกติ ไมเกิดโรค  แต

หากมีภาวะที่ทําใหจุลินทรียในชองปากเกิดความไมสมดุลก็อาจทําใหเกิดโรคได โดยพบวา 

แบคทีเรียในกลุมของ Mutan Streptococci ซึ่งไดแก Streptococcus mutans และ S. sobrinus  

มีบทบาทในการกอใหเกิดโรคฟนผุไดมากที่สุด (Mukasa และคณะ, 1989) เนื่องจากแบคทีเรีย

ดังกลาวเมื่อมีน้ําตาลซูโครสอยูจะสามารถยึดติดกับผิวของเคลือบฟน  โดยการสรางพอลิเมอรทั้ง

ชนิดที่ละลายน้ําและไมละลายน้ําออกมานอกเซลล เมื่อเจริญสามารถปลดปลอยกรดอินทรีย

ออกมาทําลายเนื้อฟนกอใหเกิดโรคฟนผุข้ึน  จากการศึกษาพบวา มีอัตราการกอฟนผุในผูใหญราว 

90% โดย S. mutans  ในขณะที่บางรายงานไดกลาววา 8-40% เกิดจาก S. sobrinus และมัก

พบวา อาการจะรุนแรงถามี S. sobrinus รวมดวย (Russel และ Gilpin, 1987) Streptococcus ที่

พบมากในชองปากมีหลายชนิด ไดแก S. mutans S. sanguis S.mitior หรือ S. mitis S. milleri 

และ S. salivarius เปนตน  จากการทดสอบกับสัตวทดลองที่ปราศจากเชื้อ (germ free animal) ที่

เลี้ยงดวยอาหารที่มีน้ําตาลซูโครส พบวา S. mutans สามารถทําใหเกิดโรคฟนผุไดมากที่สุด 

(Jensen และ Bratthall, 1989; Songpaisan และคณะ, 1994) และเปนสาเหตุของโรคฟนผุในคน  

เนื่องจากความสามารถในการผลิตเดกซแทรนที่มีลักษณะเหนียวหนืดติดอยูที่ผิวฟนทําใหเปนที่

สะสมของจุลินทรียจนเกิดเปนคราบจุลินทรีย 
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 คราบจุลินทรีย เปนแผนคราบบนผิวฟนที่มีจุลินทรียเปนสวนประกอบสําคัญ  ที่เหลือเปน

พวกสารอินทรีย และอนินทรีย  มีลักษณะนุม หนืด ยึดติดกับผิวเคลือบฟน (Noltel, 1973; 

Wolinsky, 1988) คราบจุลินทรียที่เกิดขึ้นนี้พบวาประกอบดวยจุลินทรียตางชนิดกันออกไป และมี

แบคทีเรียเปนสวนใหญ  บางครั้งอาจเรียกวา คราบแบคทีเรีย หรือคราบฟน (dental plaque) และ

คราบจุลินทรียนี้ เองเปนสิ่งสะสมบนฟนที่ เปนจุดเริ่มตนของกระบวนการเกิดฟนผุทั้งหมด 

(Wolinsky, 1988) 

 การปองกันฟนผุสามารถทําไดหลายวิธี ทั้งวิธีทางกายภาพ เคมี และชีวภาพ ซึ่งวิธีที่

ไดผลดีที่สุด คือ การควบคุมทางกายภาพโดยเริ่มจากลักษณะนิสัยในการทําความสะอาดชองปาก

สวนบุคคล และโดยทั่วไปอุปกรณทําความสะอาดชองปากมักจะประกอบไปดวยสารตางๆ ที่

ปองกันฟนผุ หรือสารตอตานจุลินทรีย ซึ่งจะชวยในการเคลือบฟน และรองฟน รวมทั้งสามารถชวย

ในการควบคุมปริมาณจุลินทรียไดอีกดวย (Kurihara และคณะ, 1999; Katsura และคณะ, 2001) 

จากการที่ซูโครสเปนสับสเตรตของการผลิตเดกซแทรนจึงมีการใชสารใหความหวานอื่นๆ ซึ่งไม

กอใหเกิดการสรางเดกซแทรนแทนซูโครส (sugar substitute) ไดแก ไซลิทอล แมนนิทอล และ  

ซอรบิทอล เปนตน หรืออาจใชสารปฏิชีวนะ หรือวัคซีนในการยับยั้งจุลินทรียในชองปาก (Kurihara 

และคณะ,1999; Katsura และคณะ, 2001) แตวิธีนี้ไมนิยมใชกันมากนักเนื่องจากความสามารถ

ในการฆาเชื้อของยามีวงกวางเกินไป อาจมีผลทําลายจุลินทรียชนิดอื่นดวย และอาจกอใหเกิด

ปญหาในการดื้อยาตามมา จากที่ไดกลาวไปขางตนแลววา เดกซแทรนเปนสาเหตุสําคัญในการยึด

เกาะของจุลินทรียชนิดอื่นๆ ที่บริเวณผิวฟนจนกลายเปนคราบจุลินทรีย ปจจุบันจึงมีการใชเดกซ

แทรนเนสในการควบคุมปริมาณเดกซแทรนที่เกิดขึ้น (Marotta และคณะ, 2002) ซึ่งการใชเดกซ

แทรนเนสนับวาเปนวิธีทางชีวภาพ มีความปลอดภัยกวาการใชสารเคมี มีความจําเพาะตอการ

สลายเดกซแทรน และนอกจากนี้ยังมีการวิจัยที่นําเดกซแทรนเนสมาทดลองใชผสมลงในผลติภณัฑ

ทําความสะอาดชองปาก และมีแนวโนมสามารถลดปริมาณของเดกซแทรนไดเปนอยางดี 

 เดกซแทรนเนสเปนเอนไซมที่ตองอาศัยสารชักนํา ดังนั้นในการผลิตเดกซแทรนเนสจาก    

จุลินทรียใดๆ จึงตองเสริมเดกซแทรนลงไปในอาหารเลี้ยงเชื้อ เพื่อทําหนาที่เปนสารชักนําการผลิต

เดกซแทรนเนสดวย (Igarashi และคณะ, 1998) หากชักนําการสรางดวยเดกซแทรนที่มีพันธะ α-

1,6 เดกซแทรนเนสที่ผลิตขึ้นมาจะจําเพาะตอพันธะ α-1,6 บนสายเดกซแทรน ซึ่งในป 1978 

Margaret และคณะ รายงานวา เดกซแทรนเนสที่จําเพาะตอพันธะ α-1,6 จะไมสามารถสลาย

เดกซแทรนพันธะ α-1,3 ในการชักนําเดกซแทรนเนสที่จําเพาะตอพันธะ α-1,6 ในกรณีนี้มักใช

เดกซแทรนที่ผลิตไดจาก Leuconostoc mesenteroides B-512F ที่มีพันธะ α-1,6 มากถึง 95 % 

(Marguerite และคณะ, 1997) ซึ่งเปนเดกซแทรนที่มีจําหนายในเชิงพาณิชยในชื่อของเดกซแทรน

เกรดอุตสาหกรรม สวนเดกซแทรนเนสที่จําเพาะตอพันธะ α-1,3 บนสายเดกซแทรนนั้น จะตอง
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เสริมดวยเดกซแทรนที่มีพันธะ α-1,3 ลงไปในอาหารเลี้ยงเชื้อ เพื่อเปนสารชักนําดวยเชนกัน แตใน

ปจจุบันยังไมพบวามีเดกซแทรนพันธะ α-1,3 จําหนายในทองตลาดในเกรดที่จะใชเปนสารชักนํา

ในอาหารเลี้ยงเชื้อ แตมีอยูเฉพาะที่ใชเปนสารระดับวิเคราะหเทานั้นซึ่งมีราคาสูงมาก ในงานวิจัย

ทั่วไปจึงผลิตเดกซแทรนเองจากเชื้อในกลุม Mutans Streptococci โดยมุงเนนไปที่เดกซแทรนที่ไม

สามารถละลายน้ําไดที่เชื้อผลิตขึ้น เนื่องจากมีพันธะ α-1,3 ในปริมาณสูง Margaret และคณะ 

(1978) รายงานถึงการชักนําการสรางเดกซแทรนเนสดวยเดกซแทรนที่มีพันธะ α-1,3 ใน 

Cladosporium resinae พบวา เดกซแทรนเนสที่เกิดขึ้นจะจําเพาะตอพันธะ α-1,3 บนสายเดกซ

แทรน และสลายเดกซแทรน โดยปลดปลอยน้ําตาลกลูโคสออกมา Huge และคณะ (1986) 

รายงานถึงเดกซแทรนที่ผลิตจาก Streptococcus sobrinus 6715 ซึ่งเปนเชื้อในกลุม Mutans 

Streptococci วาสามารถผลิตเดกซแทรนที่มีพันธะ α-1,3 ไดในปริมาณมากถึง 67 % แบคทีเรีย

ชนิดนี้จึงเหมาะที่จะนํามาใชในการผลิตเดกซแทรนเพื่อเปนสารชักนําการผลิตเดกซแทรนเนสที่

จําเพาะตอพันธะ α-1,3 ดังที่กลาวขางตน 

 ในการทดลองนี้จะศึกษาถึงความสามารถในการผลิตเดกซแทรนเนสของรา และแบคทีเรีย 

ทั้งนี้เปนที่ทราบกันวาราสวนมากนั้นมักจะมีสวนของผนังเซลลที่กอใหเกิดอาการแพได และราบาง

ชนิดยังสรางแอฟลาทอกซิน (aflatoxin) ออกมาในภาวะเดียวกันกับภาวะที่เหมาะสมในการผลิต

เอนไซม จึงไดนําเดกซแทรนเนสจากแบคทีเรียมาใชแทน (Leach, 1969) แตในแบคทีเรียที่แยกได

จากธรรมชาตินั้น จะมีความสามารถในการผลิตคอนขางต่ํา การนําเดกซแทรนเนสจากทั้ง 2 แหลง

นั้นไปใชจึงตองคํานึงถึงแหลงที่มาของเดกซเทรนเนสดวย เชน เดกซแทรนเนสจากรา อาจนําไปใช

ในการขจัดคราบฟนที่เกิดขึ้นบนฟนปลอม หรืออุปกรณทางทันตกรรมอื่นๆ แตเดกซแทรนเนสที่

ผลิตไดจากแบคทีเรียอาจจะนําไปผสมในน้ํายาปวนปาก หรือยาสีฟนได แตตองใชในความเขมขน

ที่สูง (Caldwell และคณะ, 1971; Keyes และคณะ, 1971; Murayama และคณะ, 1973) 

 แมจะมีจุลินทรียที่สามารถผลิตเดกซแทรนเนสไดหลายชนิดก็ตาม แตเอนไซมที่เหมาะสม

ในการนํามาใชขจัดคราบจุลินทรีย และปองกันฟนผุนั้น ควรทํางานไดดีที่ภาวะภายในชองปากของ 

มนุษย เชน เดกซแทรนเนสจาก Arthrobacter sp. สายพันธุ CB-8 ซึ่งมีความเปนกรด-ดางที่

เหมาะสมกับการทํางานที่ 5.5-7.5 และเสถียรที่ 37 ๐ซ (Okushima และคณะ, 1991) 

 สําหรับในงานวิจัยนี้ไดศึกษาการนําเดกซแทรนเนสไปใชในการสลายคราบจุลินทรียบน

แบบจําลองพื้นเรียบที่ใชแทนผิวฟน โดยเดกซแทรนเนสที่จําเพาะตอพันธะ α-1,3 และพันธะ α-

1,6 จากแบคทีเรีย Arthrobacter sp. AG-2 และรา Penicillium pinophilum SMCU 3-14 เพื่อ

เปนประโยชนในการนําเดกซแทรนเนสจากจุลินทรียไปใชในการปองกันการเกิดคราบจุลินทรียใน

ชองปาก และการสลายคราบจุลินทรียบนอุปกรณที่ใชกับชองปาก หรืออุปกรณทางทันตกรรมอื่นๆ 
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1.2 วัตถุประสงคของการวิจยั 
 

ศึกษาการสลายเดกซแทรนบนแบบจําลองพื้นเรียบโดยใชไมโครไตเตอรเพลตพอลิสไทรีน

ชนิด 96 หลุม แทนผิวฟน (Froeliger และ Five-Taylor, 2001) ดวยเดกซแทรนเนสที่ผลิตไดจาก P. 

pinophilum SMCU 3-14 และ Arthrobacter sp. AG-2 

 
1.3 ประโยชนที่คาดวาจะไดรบั 
 

 ทราบภาวะที่เหมาะสมในการนําเดกซแทรนเนสจาก P. pinophilum SMCU 3-14 และ 

Arthrobacter sp. AG-2 ไปใชในการปองกันการเกิดคราบจุลินทรีย และการสลายคราบจุลินทรียที่

เกิดขึ้นบนแบบจําลองฟน 



บทที่ 2 
 

ปริทัศนวรรณกรรม 
 

สุขภาพชองปากมีความสําคัญอยางยิ่งตอรางกาย  เนื่องจากชองปากเปนแหลงที่พบการ

ติดเชื้อบอยที่สุดแหงหนึ่ง  ถึงแมชองปากจะมีพื้นที่เล็กเมื่อเทียบกับพื้นที่ของรางกาย แตมีหนาที่

สําคัญ คือ เปนทางนําอาหารเขาสูรางกาย และทําหนาที่บดเคี้ยวอาหารเพื่อใหยอยงายขึ้นกอน

การยอยตอที่กระเพาะ และลําไส  เนื่องจากชองปากเปนที่กักเก็บแบคทีเรียไวเปนจํานวนมาก จึง

สามารถติดเชื้อ และกอโรคไดหลายชนิด เชน แผลชนิดตางๆ มะเร็ง โรคฟนผุ และโรคปริทันต  

ปจจุบัน พบวา มีผลิตภัณฑที่ใชทําความสะอาดฟนเพิ่มมากขึ้นเปนจํานวนมาก ซึ่งผลิตภัณฑ

ทั้งหมดมีจุดมุงหมายเดียวกัน คือ เพื่อกําจัดสิ่งสกปรก ใหมีฟนที่ขาวสะอาด ไมมีกลิ่นปาก มี

เหงือกที่แข็งแรง ไมมีโรคปริทันต และไมเกิดโรคฟนผุ 

 
2.1 ชองปาก 
 

 ชองปาก เปนสวนของรางกายที่มีจุลินทรียอาศัยอยูอยางมากมาย ชนิดของเชื้อจุลินทรีย

ในชองปากขึ้นอยูกับอาหาร และลักษณะนิสัยการบริโภค รวมทั้งสุขนิสัยในการรักษาความสะอาด

ของแตละบุคคล หลายๆ ปจจัยเหลานี้เปนสวนกอใหเกิดปญหาสุขอนามัยในชองปาก โดยเฉพาะ

อยางยิ่งโรคที่เกี่ยวกับเหงือกและฟน 

 ชองปาก เปนเพียงบริเวณเดียวของรางกายที่มีพื้นที่ที่ไมมีการลอกหลุด ทําใหเชื้อจุลินทรีย

เขามาตั้งถิ่นฐานได ซึ่งเนื้อเยื่อพิเศษนี้ทําใหมีการสะสมของเชื้อจุลินทรีย และผลิตผลของ

เชื้อจุลินทรีย จุลินทรียที่พบมากสวนใหญจะเปนพวกแบคทีเรีย ส่ิงสะสมที่เกิดขึ้นนี้ เรียกวา คราบ 

จุลินทรีย (dental plaque) ซึ่งมีสวนเกี่ยวของกันโรคฟนผุและโรคปริทันต 

 น้ําลาย ประกอบดวยแรธาตุหลายชนิด เชน โซเดียม โปแตสเซียม แคลเซียม คลอไรด    

ไบคารบอเนต และฟอสเฟต แรธาตุเหลานี้บางตัวมีคุณสมบัติเปนบัฟเฟอร สามารถไปลดผลใน

การกอใหเกิดฟนผุของกรดที่เกิดขึ้นจากการผลิตของแบคทีเรียได องคประกอบที่เปนสารอินทรีย

ของน้ําลายสวนใหญ คือ โปรตีน และมิวซิน (mucin) มิวซินจะมีความสัมพันธกับพอลิแซ็กคาไรด 

ในการรวมตัวกันเปนไกลโคโปรตีน (glycoprotein) และไกลโคโปรตีนเหลานี้จะมีอิทธิพลตอการ

เกาะกลุมรวมตัวกันของแบคทีเรียตอพื้นผิวภายในชองปาก 

 ความเปนอยูของประชากรจุลินทรียภายในชุมชนของเชื้อจุลินทรีย ข้ึนกับอาหารที่จําเปน

ตอการเจริญเติบโตของจุลินทรีย (Skinner และ Carr, 1974)  อาหารที่แบคทีเรียในปากนําไปใช
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ไดมาจากน้ําลายและน้ําเหลืองเหงือก ในน้ําลายประกอบดวยสารพวกไนโตรเจน เชน กรดอะมโินที่

จําเปนตอการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย สวนในน้ําเหลืองเหงือกจะประกอบดวยปจจัยที่ชวยใน

การเจริญเติบโตของแบคทีเรียที่สําคัญๆ หลายชนิด  นอกจากนี้ในน้ําลายยังประกอบดวยวิตามิน 

คารบอนไดออกไซดที่ละลายน้ําได ซึ่งสามารถไปกระตุนการเจริญเติบโตของแบคทีเรียที่มีอยูใน

ปากไดหลายชนิด โดยเฉพาะอยางยิ่ง คือ พวก Streptococci 

 
2.2 จุลินทรียในชองปาก 
 

 จุลินทรียในชองปากจะมีการเปลี่ยนแปลงอยูตลอดเวลา ซึ่งโดยปกตินิเวศวิทยาในชอง

ปากจะทําหนาที่ควบคุมสัดสวนของเชื้อจุลินทรียที่เปนประโยชนและเปนโทษใหมีความสมดุลยกัน

ทั้งชนิดและปริมาณ แมวาจุลินทรียที่พบภายในปากจะประกอบไปดวยทั้งแบคทีเรีย ยีสต         

สไปโรขีต ไมโครพลาสมา ไวรัส และโปรโตชัว ดังแสดงในรูปที่ 2.1 แตจุลินทรียที่มีการศึกษากัน

มาก และพบวาเปนสาเหตุสําคัญของการเกิดฟนผุ คือ แบคทีเรีย แบคทีเรียในชองปากมีทั้งแบค

มีเรียรูปกลม (cocci) แบคทีเรียรูปแทง (bacilli) แบคทีเรียที่ตองการออกซิเจนและไมตองการ

ออกซิเจน (aerobes and anaerobes) แบคทีเรียแกรมบวกและแบคทีเรียแกรมลบ (Gram-

positive และ Gram-negative bacteria) แสดงในตารางที่ 2.1 และ 2.2 

 

 
 

รูปที่ 2.1 ลักษณะของจุลินทรียที่อาศัยอยูรวมกันในชองปากภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน 

(Kunkel, 2007) 
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ตารางที่ 2.1 แบคทีเรียชนิดตางๆ ที่พบไดในชองปาก (Schuster, 1990) 

 

Gram-Positive Genera Gram-Negative Genera 

Streptococcus sp. Neisseria sp. 

Micrococcus sp. Moraxsella sp. 

Peptostreptococcus sp. Veillonella sp. 

Actinomyces sp. Haemophilus sp. 

Lactobacillus sp. Actinobacillus sp. 

Arachnia sp. Capnocytophaga sp. 

Propionibacterium sp. Eikenella sp. 

Bifidobacterium sp. Campylobacter sp. 

Eubacterium sp. Selenomonas sp. 

Rothia sp. Centipeda sp. 

Bacterionema sp. Treponema sp. 

 Bacteroides sp. 

 Fusobacterium sp. 

 Leptotrichia sp. 

 Wolinella sp. 
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ตารางที่ 2.2 การจัดแบงชนิดของแบคทีเรียออกเปนพวกที่เจริญเติบโตไดทั้งในภาวะที่มีออกซิเจน

กับในภาวะที่ไมมีออกซิเจน กับพวกที่เจริญเติบโตไดเฉพาะในภาวะที่ไมมีออกซิเจนเทานั้น พรอม

กับจัดแบงแบคทีเรียออกเปนพวกแบคทีเรียรูปกลม แบคทีเรียรูปแทง สไปโรขีต และจุลินทรียอ่ืนๆ 

(จินตกร คูวัฒนสุชาติ, 2542) 

 

แบคทีเรียแกรมบวก แบคทีเรียแกรมลบ  
กึ่งตองการออกซิเจน ไมตองการออกซิเจน กึ่งตองการออกซิเจน ไมตองการออกซิเจน 

แบ
คท

ีเร
ียร

ูปก
ลม

 

Streptococcus sp. 

- S. mutans 

- S. sanguis 

- S. salivarius 

- S. milleri 

- S. mitis 

Micrococcus sp. 

Peptostreptococcus sp. 

Peptococcus sp. 

Streptococcus sp. 

Neisseria sp. 

Branhamella sp. 

Veillonella sp. 

- V. alcalescens 

- V. atypica 

- V. paruvla  

แบ
คท

ีเร
ียร

ูปแ
ทง

 

Actinomyces sp. 

- A. naeslundii 

- A. viscosus 

Bacterionema sp. 

Rothia sp. 

Nocardia sp. 

Lactobacillus sp. 

- L. acidophilus 

- L. casei 

- L. fermentum 

Actinomyces sp. 

- A. israelii 

- A. odontolyticus 

Arachnia sp. 

Eubacterium sp. 

Propionibacterium sp. 

Bifidobacterium sp. 

Actinomyces sp. 

- A. actinomyce 

temcomitans 

Capnocytophaga sp. 

- C. gingivalis 

- C. ochracea 

- C. sputigena 

Eikenella sp. 

- E. corrodens 

Haemophilus sp. 

- H. segnis 

Bacteroides sp. 

- B. gingivalis 

- B. intermedius 

- B. forsythus 

- B. melaninogenicus 

- B. loescheii 

- B. denticola 

- B. corporis 

Fusobacterium sp. 

Leptotrichia sp. 

Campylobacter sp. 

Selenomonas sp. 

Wolinella sp. 

สไ
ปโ
รข

ีตแ
ละ

 
จุล

ินท
รีย

อื่น
ๆ Treponema sp.     Mycoplasma sp.     Candida sp.     Entamoeba sp.     Trichomonas sp. 

- T. vincentii                                    - C. albicans 

- T. denticola 

- T. socranskii 
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 Streptococci เปนจุลินทรียที่พบไดตามปกติในชองปากเปนสวนใหญ (Skinner และ 

Quesnel, 1978; McCarthy และคณะ, 1965) กลาวคือ จะพบ Streptococci โดยเฉลี่ยประมาณ 

28% จากจุลินทรียทั้งหมดที่เพาะเลี้ยงไดจากคราบจุลินทรีย และพบประมาณ 29% จากตัวอยาง 

จุลินทรียที่นํามาจากบริเวณรองเหงือก  สวนตัวอยางจุลินทรียที่นํามาจากบริเวณลิ้น และน้ําลาย

จะพบ Streptococci ประมาณ 45% และ 46% ตามลําดับ  สวนใหญของ Streptococci ที่พบนี้

จะเปนชนิด α-hemolytic  ผลิตผลพวกพอลิแซ็กคาไรดภายในปากที่เกิดจากการผลิตของ           

จุลินทรียกับน้ําตาลซูโครสมีความสําคัญตอสมบัติทางนิเวศวิทยา  สารพอลิเมอรที่ไมละลายน้ําที่ 

จุลินทรียผลิตออกมา (insoluble extracellular polymer) มีบทบาทสําคัญตอการอาศัยของ 

Streptococcus sp. ในชองปากบางชนิดตอผิวฟนที่ไมมีอะไรปกคลุม  ผลิตผลพวกพอลิเมอรยัง

เปนตัวหลักที่ใชในการทดสอบเพื่อแยกชนิดของจุลินทรียเหลานี้ดวย 

 Streptococcus sp. ที่พบไดอยางเดนชัดในชองปากมีหลายชนิด เชน S. mutans S. 

sanguis S. mitior หรือ S. mitis S. milleri และ S. salivarius เปนตน (รูปที่ 2.2) แตที่สําคัญที่สุด 

คือ S. mutans โดยมีวารสารเปนจํานวนมากที่ตีพิมพเกี่ยวกับแบคทีเรียตัวนี้มากกวาจุลินทรียตัว

อ่ืนที่พบไดในปาก  ที่เปนเชนนี้เพราะเชื่อวาแบคทีเรียตัวนี้มีบทบาทตอการเริ่มกอใหเกิดฟนผุ 

(Hamada และ Slade, 1980; Loesche, 1986)  กลาวคือ เมื่อนําแบคทีเรียนี้ไปทดสอบกับ

สัตวทดลองที่ปราศจากเชื้อ (germ free animal) ที่เลี้ยงดูดวยอาหารที่มีน้ําตาลซูโครส พบวา 

สามารถทําใหเกิดโรคฟนผุไดมากที่สุด และจากการสํารวจการระบาดของโรค พบวา เชื้อ S. 

mutans เปนสาเหตุของโรคฟนผุในคน เนื่องจาก S. mutans สามารถผลิตเดกซแทรน (dextran) ที่

เปนพอลิเมอรของน้ําตาลกลูโคสได  ซึ่งเดกซแทรนนี้จะมีลักษณะเหนียวหนืดติดอยูที่ผิวฟนทําให

เปนที่สะสมของจุลินทรีย นอกจากแบคทีเรียในกลุม Streptococcus sp. จะมีสวนเกี่ยวของในการ

กอใหเกิดโรคฟนผุแลว บางชนิดยังสามารถทําใหเกิดโรคขึ้นไดเมื่อมีโอกาส (opportunistic 

pathogen) (Jensen และ Bratthall, 1989; Songpaisan และคณะ,1994) 
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รูปที่ 2.2 ลักษณะของ S. mutans (ซาย) และ S. sanguis (ขวา) ภายใตกลองจุลทรรศน

อิเล็กตรอน (Kunkel, 2007)  
 
2.3 โรคฟนผุ 
 
 ฟนผุ เกิดเนื่องจากมีกรดกัดทําลายผิวเคลือบฟน ซึ่งกรดนี้เกิดขึ้นเนื่องจากการที่แบคทีเรีย

ในชองปากของเราที่มีอยูแลวตามปกติมีการเจริญ และเกิดกระบวนการเมแทบอลิซึมสุดทาย

ปลอยกรดออกมาทําลายเนื้อฟน ประกอบกับในชองปากมีคราบจุลินทรียซึ่งมีส่ิงแวดลอมที่

เหมาะสมตอการเจริญของแบคทีเรียเหลานี้ทําใหเจริญไดดีข้ึน เพราะในคราบจุลินทรียจะปริมาณ

ออกซิเจนที่ตํ่า มีอาหารอุดมสมบูรณ อีกทั้งยังเปนที่อาศัยที่ปลอดภัยทําใหรอดพนจากการทําลาย 

คราบแบคทีเรียเหลานี้จะติดคางอยูตามซอกฟนและบนผิวฟน ไมสามารถขจัดออกไปใหหมดดวย

การแปรงฟน คนที่มีคราบอาหารตกคางหลงเหลืออยูมากโอกาสที่จะเกิดฟนผุยอมมีมากขึ้น โรค

ฟนผุในระยะเริ่มตนจะยังไมกอใหเกิดอาการเสียวหรือเจ็บปวด แตจะพบการเปลี่ยนแปลงที่เกิดขึ้น

ที่บริเวณผิวฟนใหเห็นเปนจุดหรือฝาขาวขุนคลายชอลก ถาสังเกตเห็นหรือตรวจพบแตเนิ่นๆ แลว 

จะสามารถรักษาใหไมเกิดเปนรูผุได แตถาไมไดรับการรักษาจะเกิดการทําลายของเนื้อฟนตอไป 

ตามลําดับ ดังแสดงในรูปที่ 2.3 
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ฟนปกต ิ ฟนผุระยะแรกเริ่ม เหน็เปนรอยขาวขุน 

  
  

ฟนผุระยะที ่1 ฟนผุระยะที ่2 

  
  

ฟนผุระยะที ่3 ฟนผุระยะที ่4 

  
 

รูปที่ 2.3 ระยะความรุนแรงของการเกิดโรคฟนผุ (กองทันตสาธารณสุข กรมอนามัย, 2551) 

 

ฟนผุระยะที่ 1 เร่ิมเห็นเปนรูผุที่ผิวฟนอาจมีสีเทาหรือดํา มีสีขาวขุนรอบๆ ระยะนี้ยังไม

พบวามีอาการใดๆ 

ฟนผุระยะที่ 2 รูฟนที่ผุลุกลามกวาง และลึกขึ้นเขาสูชั้นเนื้อฟนใกลโพรงประสาท ทําให

เกิดอาการเสียวฟน โดยเฉพาะเมื่อกินอาหารหวาน หรือน้ําเย็นๆ 

ฟนผุระยะที่ 3 รูฟนที่ผุลุกลามลึกลงไปถึงโพรงประสาทฟน ซึ่งเปนที่อยูของประสาทรับ

ความรูสึก ทําใหปวด เคี้ยวไมได 

ฟนผุระยะที่ 4 การอักเสบลุกลามออกไป รอบตัวฟน ถึงอวัยวะรอบตัวฟน อาจเกิดฝ 

หนอง ฟนโยก ปวด เคี้ยวไมได 
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 2.3.1 บทบาทของ S. mutans ตอการเกิดโรคฟนผุ 
 

 บทบาทของ S. mutans ที่มีความสัมพันธตอการทําใหเกิดฟนผุสามารถอธิบายไดดังนี้  

คราบจุลินทรียที่เกิดขึ้นตามปกติในปากคนเราอาจกอใหเกิดฟนผุข้ึนได โดยปกติแลวรอยผุระยะ

เร่ิมจะมีขนาดเล็กและจะคอยๆ ขยายกวางออกไปอยางชาๆ บางครั้งรางกายจะสามารถจัดการกับ

รอยผุเล็กๆ ที่เร่ิมเกิดขึ้นพวกนี้ดวยวิธีการทางกระบวนการสรางสารประกอบพวกแรธาตุข้ึนมาใหม 

(remineralization) ชุมชนจุลินทรียที่อาศัยอยูในคราบจุลินทรียจะมีความสัมพันธกับส่ิงมีชีวิตที่

เปนแหลงอาศัยของจุลินทรียนั้นๆ เปนอยางดีพอๆ กับความสัมพันธที่มีตอจุลินทรียที่พบไดเปน

ปกติในชองปาก แตถาเมื่อใดระดับของ S. mutans ที่เจริญเติบโตทับอยูบนคราบจุลินทรียมี

ระดับสูง  ซึ่งอาจเกิดขึ้นจากความกดดันในเรื่องของอาหาร หรือเปนผลมาจากนิเวศวิทยาที่เกิดขึ้น

ภายในบางอยางชวยเสริมใหเชื้อดังกลาวเจริญไดดีข้ึน รอยโรคของการผุของฟนเล็กๆ เหลานี้ก็จะ

เกิดขึ้น 

 
 2.3.2 ปจจัยในการกอโรคฟนผุของ Mutans Streptococci 
 

 2.3.2.1 ความสามารถในการสรางสารยึดติดกับผิวของเคลือบฟนจากน้ําตาลซูโครส 

 

 ซูโครส หรือน้ําตาลทราย เปนสารใหความหวานที่มีรสชาติดี หางาย ราคาถูก จึง

เปนที่นิยมในการบริโภค และใชมากในอุตสาหกรรมอาหาร แตซูโครสนี้เองกลับเปนสารตั้งตน

สําคัญที่แบคทีเรียในชองปากใชในการผลิตพอลิแซ็กคาไรดที่มีความเหนียวหนืดหรือที่เรียกวา 

เดกซแทรน (dextran) โดยเดกซแทรนนี้จะทําหนาที่คลายกาว ยึดใหจุลินทรียติดอยูบนผิวฟน

กลายเปนคราบจุลินทรีย ซึ่งจะเปนที่เกาะของแบคทีเรียชนิดอื่นตามมา ในจํานวนเชื้อแบคทีเรียใน

ชองปากทั้งหมด พบวา Mutans Streptococci เปนจุลินทรียที่ทําใหเกิดโรคฟนผุในสัตวทดลอง 

(Hamada,1980) 

 Gibbon และคณะ (1966) และ McCabe และคณะ (1967) รายงานวา เมื่อมี

ซูโครส Mutans Streptococci จะสรางโคโลนีที่สามารถยึดติดกับวัตถุที่มีพื้นผิวแข็งในจานเพาะ

เชื้อได ซึ่งการสรางโคโลนีนี้จะไมเกิดถาเปลี่ยนซูโครสเปนกลูโคส หรือเปล่ียนเปนจุลินทรียชนิดอื่น

ที่ไมทําใหเกิดโรคฟนผุ การศึกษานี้แสดงถึงความสัมพันธของความสามารถในการใชซูโครสกับ

การเกิดโรคฟนผุ 

 

 



 13 

 2.3.2.2 ความสามารถในการสรางกรดและการทนตอกรด 

 

 ปจจัยที่สําคัญที่สุดที่ทําใหเกิดโรคฟนผุ คือ ความสามารถของเชื้อจุลินทรียในชอง

ปากที่สามารถสรางกรดไดจากอาหารประเภทคารโบไฮเดรต ซึ่งกรดที่จุลินทรียสรางนี้สามารถ

สลายแรธาตุบนผิวฟน (demineralization) ทําใหฟนเกิดการผุกรอน พบวามีจุลินทรียในชองปากที่

สามารถผลิตกรดไดหลายชนิด เชน Streptococci Lactobacilli Actinomyces และ Yeast แตเมื่อ

พิจารณาถึงอัตราการสรางกรดของ Mutans Streptococci เปรียบเทียบกับจุลินทรียชนิดอืน่ พบวา 

Mutans Streptococci สามารถสรางกรดไดมากกวา (Harper และ Loesche, 1983 และ 1984) 

กรดสําคัญที่ Mutans Streptococci สรางเปนปริมาณมาก คือ กรดแลกติก ซึ่งเปนผลิตภัณฑที่

เกิดจากเมแทบอลิซึมของไพรูเวทที่เปนผลิตผลสุดทายจากปฏิกิริยาไกลโคลิซิส (glycolysis) และ

กรดแลกติกยังเปนกรดที่แกกวากรดชนิดอื่นดวย นอกจากนี้ในระหวางวันยังพบวาชนิดของกรดที่

พบในคราบจุลินทรียมีความแตกตางไป โดยสามารถตรวจพบ กรดอะซิติก กรดซักซินิก กรดโพรพิ

โอนิก และกรดบิวไทริก กรดเหลานี้เกิดจากแบคทีเรียชนิดตางๆ ในคราบจุลินทรียชวยกันผลิตขึ้น 

Mutans Streptococci สามารถสรางกรดอินทรียไดจากน้ําตาลหลายชนิด แตซูโครสเปนแหลง

สําคัญที่สุด เนื่องจากซูโครสมีความสําคัญมาตั้งแตกระบวนการเกาะติดและเริ่มตนในการเกิด

คราบจุลินทรีย 

 
2.4 คราบจุลนิทรีย 
 
 คราบจุลินทรีย เปนแผนคราบบนผิวฟนที่มีจุลินทรียเปนสวนประกอบสําคัญ  ที่เหลือเปน

พวกสารอินทรีย และสารอนินทรีย  มีลักษณะนุม หนืด ยึดติดกับผิวเคลือบฟน (Noltel, 1973; 

Wolinsky, 1988) คราบจุลินทรียที่เกิดขึ้นนี้จะพบวา ประกอบดวยจุลินทรียตางชนิดกันออกไป 

และมีแบคทีเรียเปนสวนใหญ บางครั้งอาจเรียกวา คราบแบคทีเรีย หรือคราบจุลินทรีย (dental 

plaque) ดังแสดงในรูปที่ 2.4 ซึ่งจะประกอบดวยแบคทีเรีย ประมาณ 70-80% ที่สําคัญ ไดแก พวก 

Streptococcus Actinomyces และ Neisseria  นอกจากนี้ก็จะมีรา โปรโตซัว และไวรัสเล็กนอย  

ในระยะเริ่มของคราบจุลินทรีย  แบคทีเรียที่พบมากที่สุด คือ กลุมของ Streptococcus ซึ่งสามารถ

ผลิตกรดอินทรียได และเปนสาเหตุใหเกิดฟนผุ 

 คราบจุลินทรีย เปนสิ่งสะสมบนตัวฟนที่เปนจุดเริ่มตนของกระบวนการเกิดฟนผุทั้งหมด 

(Wolinsky, 1988) และถือไดวาเปนที่อยูอาศัยของจุลินทรีย (macrohabitat) ซึ่งภายในคราบ       

จุลินทรียนี้ ประกอบดวยสิ่งแวดลอมเล็กๆ เปนจํานวนมาก  ส่ิงแวดลอมเล็กๆ นี้คอยๆ เกิดขึ้นจาก

ปจจัยที่สําคัญทางนิเวศวิทยา  โครงสรางและการเกิดขึ้นของคราบจุลินทรียเปนไปตามรูปแบบการ
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ต้ังถิ่นฐานของแบคทีเรีย  การยึดเกาะของ pioneer species เชน Neisseria และ S. sanguis จะ

เกิดขึ้นกอนแลวตามมาดวยการคอยๆ เพิ่มข้ึนของจุลินทรียชนิดตางๆ ที่ซับซอนมากขึ้น จนกระทั่ง

เกิดชุมชนจุลินทรียที่มีหลากหลายสปชีส รวมไปถึงมีแบคทีเรียพวกฟลาเมนต พวกที่ไมตองการ

ออกซิเจนในการเจริญเติบโตเปนจํานวนมาก การเปลี่ยนแปลงและการรวมตัวกันขึ้นมาใหมของ   

จุลินทรียในสิ่งแวดลอมเล็กๆ (micro-environment) นี้ สามารถเกิดขึ้นไดตลอดเวลาซึ่งอาจเปนผล

มาจากปจจัยของสิ่งมีชีวิตที่เปนที่อาศัยของจุลินทรีย (host factors) หรืออาจเปนผลมาจากสิ่ง

ตางๆ ที่เกิดขึ้นภายในชุมชนของจุลินทรีย (activity of community) และจุลินทรียชนิดแรกๆ ที่

เกิดขึ้นบนคราบจุลินทรียนี้จะมีการใชน้ําตาลที่เหลือจากการยอยอาหารเปนสารตั้งตนในการสราง

เดกซแทรน และจากการรวมตัวกันของจุลินทรียชนิดตางๆ ทําใหมีการสรางกรดอินทรียออกมา

ทําลายเนื้อฟนจึงเปนสาเหตุใหเกิดฟนผุนั่นเอง (dental caries หรือ tooth decay) 

 

 
 

รูปที่ 2.4 ความหลากหลายของจุลินทรียที่อาศัยอยูในคราบจุลินทรียภายใตกลองจุลทรรศน

อิเล็กตรอน (Todar, 2007) 

 

 

 

 

 

 

 

 
 



 15 

 2.4.1 กลไกที่เกีย่วของกับการเกิดคราบจลุนิทรีย 
 

 การเริ่มมีการยึดเกาะของจุลินทรียเปนปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นระหวางจุลินทรียกับพื้นผิวที่    

จุลินทรียไปเกาะ โดยมีพวกพอลิเมอรที่อยูนอกตัวเซลลเขามาเกี่ยวของ และมีอิทธิพลตอการเริ่ม

ยึดเกาะของจุลินทรีย การเกิดคราบจุลินทรียนั้น (Lyndhe, 1984) สามารถแบงเปนขั้นตอนอยาง

งายๆ ไดเปน 4 ข้ันตอน ดังนี้ (จินตกร คูวัฒนสุชาติ, 2542) 

 

 1. ระยะแผนฟลมที่เกิดขึ้นที่ไมคงตัว เปนระยะที่สามารถเปลี่ยนกลับไปกลับมาได โดย

จะเริ่มมีการยึดเกาะหรือมีการดูดซับของจุลินทรียตอพื้นผิวที่ถูกยึดเกาะ 

 2. ระยะแผนฟลมที่เกิดขึ้นมีความคงตัวไมกลับไปกลับมา โดยที่ในระยะนี้จะมีพวก    

พอลิเมอรเขามาทําหนาที่ในการเชื่อมตอระหวางจุลินทรียกับพื้นผิวที่ถูกยึดเกาะ ซึ่งระยะนี้มี

บทบาทสําคัญตอการยึดเกาะของจุลินทรียตัวตอไป 

 3. ระยะที่มีการเกิดซ้ําซากของระยะที่ 1 และระยะที่ 2 ซึ่งการยึดเกาะแบบติดแนนของ 

จุลินทรียที่เพิ่งเริ่มมีการยึดเกาะนี้จะเปนการยึดเกาะติดกันของจุลินทรียตัวอื่น 

 4. ระยะสุดทายเปนระยะที่จุ ลินทรียที่ เกาะติดบนพื้นผิวที่ถูกยึดเกาะจะมีการ

เจริญเติบโตเพิ่มจํานวนขึ้น จนเกิดเปนแผนฟลมบางๆ ข้ึนในที่สุด 

 

 อยางไรก็ตาม การเกิดคราบจุลินทรียเปนกระบวนการที่ดําเนินตอกันไปตลอดเวลาไมมี

การหยุดนิ่ง เร่ิมจากการยึดเกาะของจุลินทรีย การเจริญเติบโตของจุลินทรีย การหลุดออกจากการ

ยึดเกาะ และการกลับเขามายึดเกาะใหมของจุลินทรีย ดังนั้นการเกิดคราบจุลินทรียจึงสามารถ

เกิดขึ้นไดซ้ําแลวซ้ําอีก 

 
 2.4.2 คราบจุลนิทรียกับการเกดิฟนผุ 
 
 เคลือบฟน เปนสวนที่มีแรธาตุมากที่สุดของรางกาย ซึ่งประกอบดวย แคลเซียม 

(calcium) และฟอสเฟต (phosphate) อยูในรูปของเกลือไฮดรอกซีอะพาไทท (hydroxyapatite) ที่

ผิวของเคลือบฟนจะมีรูเล็กๆ มากมาย ซึ่งยอมใหพวกไอออนที่มีขนาดเล็ก เชน ไอออนของโซเดียม 

แคลเซียม และฟลูออไรดเขาไปได  ไฮดรอกซีอะพาไททสามารถละลายไดงายในกรด  โดยการ

ละลายจะขึ้นกับคาความเปนกรด-ดาง อุณหภูมิ และไอออนที่อยูโดยรอบ  โรคฟนผุเปนโรคที่เกิด

กับเนื้อเยื่อแข็งของฟนซึ่งไดแก สวนของฟนที่โผลข้ึนมาในชองปาก  โดยจะมีการทําลายของเนื้อ

ฟน ทําใหเกิดการสลายตัว เปอยยุย หรือเปนโพรง หรือรูข้ึน  การทําลายนี้จะเปนการทําลายอยาง
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ถาวร โดยรางกายจะไมสามารถซอมแซมสวนที่ถูกทําลายไปใหปกติเหมือนเดิมได  นอกจากจะใช

วัสดุสังเคราะหอ่ืนๆมาทดแทนเนื้อฟนสวนที่เสียไปใหทําหนาที่ไดเหมือนเดิมเทานั้น  อาหารฟนผุ

เร่ิมตนจากแบคทีเรียในชองปากดํารงชีวิตโดยใชอาหารที่มีในคราบจุลินทรียในภาวะที่มีออกซิเจน

ตํ่า ทําใหเกิดผลผลิตเปนกรดอินทรีย เชน กรดแลคติก (lactic acid) กรดอินทรียดังกลาว เมื่อ

สัมผัสกับฟนในระยะเวลาหนึ่ง จะทําใหแรธาตุในเนื้อฟนละลายหายไป (demineralization) 

กลายเปนโพรง หรือรูข้ึน 

 
2.5 แนวทางแกไข และการปองกันฟนผ ุ
 

 ในปจจุบันมีหลากหลายวิธทีี่นยิมใชในการปองกันฟนผ ุไดแก 

 

 1. การใชวิธีทางกายภาพในการทําความสะอาดชองปาก  โดยใชอุปกรณทําความสะอาด 

ฟนที่มีสวนประกอบของสารตางๆ ที่ปองกันฟนผุ เชน สารฟลูออไรด (fluoride) คลอรีนไดออกไซด 

(chlorine dioxide) หรือสารตอตานจุลินทรีย (antimicrobial agent) เปนตน แตวิธีนี้ตองขึ้นอยูกับ

ลักษณะนิสัยสวนบุคคลของแตละคนดวย 

 2. การใชสารประกอบเรซิน (resin composite, RC) และสารเซรามิก (ceramic filling, 

CF) ซึ่งเปนสารอนินทรีย ในการปองกันการเกิดคราบจุลินทรียและการเกิดโรคเหงือกอักเสบ 

(gingival inflammation) (Konradsson และ Dijken, 2002) 

 3. การใชสารใหความหวานอื่นแทน  (sugar substitutes)   เชน น้ําตาลไซลิทอล (xylitol) 

หรือใชสารปองกัน เชน acarbose ซึ่งไดมีการรายงานไววา acarbose ซึ่งเปนออรัลโอลิโกแซ็ก   

คาไรด (oral oligosaccharide) ชนิดหนึ่ง และเปนสารปองกันโรคเบาหวาน (anti-diabetic 

agent) มีความสามารถในการยับยั้งการสรางเดกซแทรนได โดยมีความเกี่ยวของกับกลไกของ

คารโบไฮเดรตซึ่งทําหนาที่เปนตัวรับน้ําตาล D-glucose ที่ปลดปลอยออกมา (Kim และคณะ, 

1998) หรือใชเอสเทอรของคารโบไฮเดรต (carbohydrate fatty acid ester) ไดแก 6-O-

lauroylsucrose, 6′-O-lauroylmaltose และ 6′′-O-lauroylmaltotriose  โดย Devulapalle และ

คณะ (2004) ไดมีการรายงานไววา เอสเทอรเหลานี้มีความปลอดภัย และมีความสามารถในการ

ปองกันฟนผุได โดยเกิดการยับยั้งกิจกรรมของเอนไซมกลูโคซิลทรานสเฟอเรส ซึ่งสามารถนําสาร

ตางๆ ขางตน ไปประยุกตใชผสมลงในผลิตภัณฑทําความสะอาดชองปากได  นอกจากนี้ ยังมีการ

ใชกรดอะมิโนที่ใหความหวานแทนการใชน้ําตาลทราย เชน monellin และ aspartame (Keyes, 

1968) แตมีขอจํากัดอยูที่ไมสามารถทนตออุณหภูมิสูงมากๆได เนื่องจากความรอนจะทําลาย

โปรตีนซึ่งจะทําใหสูญเสียความหวานไปในที่สุด 
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 4. การใชเทคนิคทางพันธุวิศวกรรม ในการปรับปรุงสายพันธุของ S. mutans ไมใหเกดิการ

สรางกรดแลคติคออกมา โดยสายพันธุที่ใชมีความสามารถเขาไปแทนที่แบคทีเรียอื่นๆ ที่อาศัยอยู

ภายในชองปาก 

 5. การใช passive immunization โดยการตอตาน S. mutans ดวย anti-S. mutans 

monoclonal antibody  

 6. การใชวัคซีน (vaccine) ในการยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย  ซึ่ง  Monchois และคณะ 

(1999) ไดมีการศึกษาถึงกลไกการทํางาน และความสัมพันธระหวางโครงสรางและหนาที่ของ

เอนไซมกลูแคนซูเครส (glucansucrase) เพื่อนําไปพัฒนาผลิตเปนวัคซีนสําหรับปองกันฟนผุ

ตอไปได  การทดลองผลิตวัคซีนเริ่มแรกจะใช S. mutans ที่ถูกทําใหตายโดยฟอรมาลีน หรือใช

ความรอนในการฆาใหตายกอนฉีดเขาไปในบริเวณตอมน้ําลายของลิง เพื่อใหลิงสรางภูมิคุมกันตอ

เชื้อนี้ข้ึน พบวา ภูมิคุมกันที่ลิงสรางขึ้นสามารถตอตาน S. mutans และลดการเกิดฟนผุได 

(Taubman และ Smith, 1974)  แตการใชวัคซีนกรณีนี้มักมีปญหา เนื่องจากวัคซีนสามารถ

กอใหเกิด antigen-antibody complex ตอเนื้อเยื่อหัวใจ และเนื้อเยื่อของอวัยวะอื่นได (Van de 

Rijn และคณะ,1976)  และยังกอใหเกิดการทําลายอวัยวะที่เกี่ยวของกับการไหลเวียนของเลือดไป

ทั่วรางกาย เชน ไต ดวย 

 7. การใชสารเคลือบฟนไมใหเกิดการจับเกาะเบื้องตน เชน สเปอรมีน (spermine) และ

สารพวกแลคติน (Hamada และ Slade, 1980) ทําใหจุลินทรียไมสามารถจับเกาะได แตวิธีนี้ยังไม

ไดผลที่ดีนัก 

 8. การใชเดกซแทรนเนสในการควบคุมปริมาณเดกซแทรนที่เกิดขึ้น ซึ่ง Marotta และคณะ 

(2002) ไดทําการทดลองใชเอนไซมระดับคุณภาพอาหาร (food grade) 2 ชนิด คือ เดกซแทรนเนส 

50 L (Dextranase 50 L) และเดกซโทรไซม (Dextrozyme) ในระดับหองปฏิบัติการ ซึ่งเดกซแทรน

เนส 50 L จะมีความจําเพาะตอพันธะ α-1,3 มากกวาพันธะ α-1,6 สวนเดกซโทรไซมจะจําเพาะ

ตอพันธะ α-1,6 มากกวา โดยไดทดลองผสมเอนไซมทั้ง 2 ชนิดลงในผลิตภัณฑน้ํายาบวนปากเพือ่

ใชเปนตัวควบคุมการเกิดคราบจุลินทรีย พบวาเดกซแทรนเนส 50 L มีความสามารถในการปองกัน

การสรางกลูแคนที่สรางขึ้นจากเชื้อ S. sobrinus ได และกลูแคนที่สรางออกมาจะไมมีคุณสมบัติใน

การยึดเกาะอีกทั้งเดกซแทรนเนส 50 L ยังสามารถสลายกลูแคนกอนการสังเคราะห (pre-

synthesis) ไดบางสวน (ประมาณ 20%) ดวย แตเดกซโทรไซมจะไมสามารถปองกันและสลาย  

กลูแคนได แตจะทําใหกลูแคนนั้นไมมีคุณสมบัติในการยึดเกาะเชนเดียวกัน และเอนไซมทั้ง 2 ชนิด

จะมีความอยูตัวดีในผลิตภัณฑน้ํายาบวนปากที่คาความเปนกรด-ดางประมาณ 5.0 ดังนั้นจึงเปน

แนวทางที่สําคัญในการประยุกตใชเดกซแทรนเนสผสมลงในผลิตภัณฑประเภทยาสีฟน หรือน้ํายา
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บวนปาก ในการปองกันฟนผุตอไป  ขอดีของการนําเดกซแทรนเนสมาใช (Barrett และคณะ, 

1986) คือ 

  - สามารถยอยสลายเดกซแทรนที่ละลาย และไมละลายน้ําได 

  - ยับยั้งการสรางเดกซแทรนที่ไมละลายน้ําได 

  - มีผลตอการทํางาน และผลิตภัณฑของเอนไซมกลูโคซิลทรานเฟอเรส 

  - สามารถลดการรวมตัวกันของเซลล S. mutans ในหลอดทดลอง 

 จากแนวทางการแกปญหาที่ไดเสนอไป การใชเดกซแทรนเนสนับวาเปนวิธีทางชีวภาพที่มี

ความปลอดภัยกวาการใชสารเคมี และนอกจากนี้ยังมีการรายงานการศึกษาวิจัยเกี่ยวกับการนํา

เดกซแทรนเนสมาทดลองใชมากมาย และมีแนวโนมที่สามารถลดปริมาณของเดกซแทรนไดเปน

อยางดี 

 
2.6 เดกซแทรน 
 
 เดกซแทรน เปนโฮโมพอลิแซ็กคาไรด (homopolysaccharide) ของกลูโคสชนิดที่ผลิตแลว

ปลดปลอยออกมาภายนอกเซลล (exopolysaccharide) (Jeanes และคณะ, 1954; Robyt, 

1986; Sutherland, 1996; Broadbent และคณะ, 2003) ที่ประกอบขึ้นจากหนวยยอยของน้ําตาล

ดี-กลูโคส (D-glucose) จับกันดวยพันธะไกลโคไซดชนิด α-1,6  เปนสวนใหญ และมีพันธะไกล  

โคไซดชนิด α-1,2 α-1,3 และ α-1,4 เปนสวนของกิ่งสาขา (Wynter และคณะ, 1996; 

Sutherland, 1996) ดังแสดงในรูปที่ 2.5 ซึ่งขนาดโมเลกุลและชนิดของพันธะจะเปนตัวกําหนด

ความสามารถในการละลายน้ําของเดกซแทรน โดยยิ่งขนาดโมเลกุลใหญและสัดสวนของพันธะ 

α-1,3 มากจะยิ่งละลายน้ําไดยาก 

 เดกซแทรน จะมีลักษณะเหนียวหนืด เปนเมือก (slimy) หรือเปนแผนเมือก (mucous 

mass) คลายกาว ประกอบกับมีน้ําหนักโมเลกุลที่สูงจึงสามารถละลายน้ําไดยาก และมีลักษณะ

เหนียวหนืดสามารถจับกับผิวฟนได  ลักษณะเหนียวหนืดนี้ยังทําหนาที่เปนกาวยึดคราบจุลินทรีย

ใหติดกับฟนดวย นอกจากนั้นเดกซแทรนเหลานี้ยังจับกับไกลโคโปรตีนในน้ําลายและเศษอาหาร

ตางๆ เขาไวดวย ทําใหเกิดคราบจุลินทรียสงผลใหจุลินทรียตางๆ จับเกาะบนผิวฟนไดเพิ่มมากขึ้น 

นอกจากนี้ยังเปนแหลงอาหารและแหลงพลังงานที่สําคัญของแบคทีเรีย นอกเหนือจากอาหารที่ได

จากภายนอก (Guggenheim, 1970)  

 เดกซแทรน  เกิดจากการทํางานของเอนไซมเดกซแทรนซูเครส (dextransucrase) หรือ

เรียกอีกชื่อหนึ่งวา กลูโคซิลทรานสเฟอรเรส (glucosyltransferase, GTF) (1,6-α-glucan:D-

glucose-2-glucosyltransferase; E.C. 2.4.1.5) ของแบคทีเรีย ซึ่งเอนไซมชนิดนี้เปนเอนไซมที่
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สรางออกมาภายนอกเซลล (extracellular enzyme) และเปนเอนไซมที่ตองการการชักนํา 

(inducible enzyme)  โดยสารชักนําการสรางเดกซแทรน ไดแก ซูโครส 

 

  n-Sucrose    [D-Glucose]n   +   n[Fructose] 

 

 

จากปฏิกิริยาขางบนนี้ เอนไซมกลูโคซิลทรานเฟอรเรส หรือเดกซแทรนซูเครส จะเรงปฏิกิริยาการ

เปลี่ยนซูโครส เปนพอลิเมอรของกลูโคส หรืออีกชื่อหนึ่ง คือ เดกซแทรน (dextran) พรอมกับ

ปลดปลอยฟรักโทสอิสระออกมาดวย (Cole, 1977; Van Houte และ Russo, 1986) 

 

 
 

รูปที่ 2.5 โครงสรางของเดกซแทรน (Polydex Pharmaceuticals Ltd., 2007) 

 

 เดกซแทรนที่จุลินทรียแตละชนิดสรางขึ้นจะมีความยาว ขนาดโมเลกุล และจํานวนแขนง

ยอยแตกตางกัน โดยจะมีขนาดโมเลกุลต้ังแตหลายพันไปจนถึงหลายลานดาลตัน ซึ่งตามที่ได

กลาวไปขางตนแลววา น้ําหนักโมเลกุลที่มากและการแตกแขนงของพันธะไกลโคไซด จะทําให

ความสามารถในการละลายน้ําของเดกซแทรนลดลง จุลินทรียที่พบวาสามารถสรางเดกซแทรน    

ซูเครสไดดี คือ กลุมของ Leuconostoc sp. Streptococcus sp. Acetobacter sp. และ 

Betabacterium sp. 

 

 

 

 

 

dextransucrase 

หรือ glucosyltransferase 
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 2.6.1 ชนิดของเดกซแทรน 
  

 2.6.1.1 เดกซแทรนที่สามารถละลายน้ําได (water soluble dextran) 

 เปนเดกซแทรนที่มีพันธะ α-1,6 ในปริมาณมาก ถูกสังเคราะหโดยการทาํงานของ

กลูโคซิลทรานเฟอเรสที่สังเคราะหเดกซแทรนพันธะ α-1,6 ไดในปริมาณมาก (Lewicki และคณะ

,1971) 

 

 2.6.1.2 เดกซแทรนที่ไมสามารถละลายน้ําได (water insoluble dextran หรือ less 

soluble dextran) 

 เปนเดกซแทรนที่มีพันธะ α-1,3 ในปริมาณมาก ถูกสังเคราะหโดยการทาํงานของ

กลูโคซิลทรานเฟอเรสที่สังเคราะหเดกซแทรนพันธะ α-1,3 ไดในปริมาณมาก (Guggenheim และ 

Newbrun, 1969) 

 

 ในปจจุบันมีการผลิตเดกซแทรนในทางการคามากมาย โดยมีใหเลือกตามขนาดของ

โมเลกุลและการใชงาน เชน เดกซแทรนเกรดอุตสาหกรรมที่ใหเปนสารปรุงแตงในอุตสาหกรรม

อาหาร เชน เติมในไอศกรีม เบเกอรี่ หรือลูกอม ชวยใหเกิดความนุมของเนื้อสัมผัส เดกซแทรนที่ใช

ในทางการแพทย ซึ่งใชในการเพิ่มปริมาณของโลหิตในผูปวยที่สูญเสียน้ําจากการถูกไฟคลอก โดย

ไมรบกวนระบบของแอนติเจน-แอนติบอดีที่กอใหเกิดการตกตะกอนของเลือด เดกซแทรน T-2000 

(น้ําหนักโมเลกุล 2,000,000 ดาลตัน) เดกซแทรน T-40 (น้ําหนักโมเลกุล 40,000 ดาลตัน) และ

เดกซแทรน T-20 (น้ําหนักโมเลกุล 20,000 ดาลตัน) เปนตน โดยเดกซแทรนที่ผลิตทางการคา

ทั้งหมดสังเคราะหไดจาก Leuconostoc mesenteroides NRRL B512F ซึ่งประกอบดวยพันธะ 

α-1,6 ถึง 95% โดยอีก 5% เปนพันธะ α-1,3 (Wilham และคณะ,1955; Santos และคณะ, 

2000) และจากคุณสมบัติที่เหนียวหนืดของเดกซแทรนนี้เองทําใหเดกซแทรนไดรับความสนใจและ

ศึกษากันมาก 
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 2.6.2 ปญหาที่เกิดจากการสะสมของเดกซแทรน 
 

 2.6.2.1 อุตสาหกรรมการผลิตน้ําตาลทราย (sugar cane industry) 

 

 น้ําตาลทราย เปนสินคาทางเกษตรกรรมที่สามารถนํารายไดเขาสูประเทศ

มากกวาปละสองหมื่นลานบาท ซึ่งถือวาเปนอุตสาหกรรมที่ทํารายไดใหแกประเทศเปนจาํนวนมาก

ในแตละป  โดยมีพืชเศรษฐกิจที่สําคัญเปนวัตถุดิบ คือ ออย ซึ่งสามารถเพาะปลูกไดทั่วไปในเขต

รอนชื้น แตพบวา ไดประสบปญหาในระหวางกระบวนการเก็บเกี่ยว และกระบวนการผลิตน้ําตาล 

เนื่องจากมีการปนเปอนของจุลินทรียในกลุมของ Leuconostoc sp. ที่มีความสามารถในการผลิต

เดกซแทรนจากซูโครสที่มีอยูในน้ําออย โดยเดกซแทรนที่เกิดขึ้นเมื่อจับกับผิวของทอสงน้ําออยจะ

ทําใหเกิดการอุดตันสงผลใหอัตราการผลิตต่ําลง  นอกจากนี้ความหนืดของเดกซแทรนยังทําให

แบคทีเรียที่ปนเปอนชนิดอื่นมาเกาะติด และเจริญสามารถปลอยกรดอินทรียออกมาได เปนสาเหตุ

ทําใหเกิดการบูดเปรี้ยวของน้ําตาล  เมื่อมีเดกซแทรนมากขึ้นจะสงผลใหน้ําออยมีความหนืดมาก

ข้ึน ทําใหน้ําออยเดือดชาลง ใสไดยากขึ้น อัตราการตกผลึกของซูโครสชาลง และผลึกของซูโครสจะ

ยาวผิดปกติ (บุญสง แสงออน, 2527) น้ําตาลฟรักโทสที่เหลืออยูยังอาจสลายตัวใหเปนกรดอินทรยี 

และสารประกอบที่มีสี (สันติ์ ฉายตระกูล, 2525)  นอกจากนี้การที่น้ําออยมีเดกซแทรนปนเปอนมา

นั้น จะทําใหเกิดปญหาเกี่ยวกับการตรวจวัดคุณภาพของน้ําออยเปนอยางมาก  ทั้งนี้เนื่องจาก

สมบัติทางชีวเคมีของเดกซแทรนที่สามารถเบี่ยงเบนแสง (Polarized light) ได และยังทําใหคาการ

เบี่ยงเบนแสง (Polarization) สูงกวาคาของน้ําตาลซูโครสถึง 3 เทา ทําใหการวัดคาการเบี่ยงเบน

แสงมีความผิดพลาด (Singleton, 2006) ดวยเหตุนี้เองทําใหเกิดการสูญเสียน้ําตาลไปถึงรอยละ 

9.2 ของผลผลิตน้ําตาลทรายที่ไดตอป 

 Antti และคณะ  (1999) ร าย งานว า  มี ก า รปน เป อ นของ  Leuconostoc 

mesenteroides ในกระบวนการผลิตน้ําตาลจากหัวบีท (sugar beet) โดยซูโครสสวนหนึ่งจะสูญ

หายไป พรอมทั้งมีการสรางพอลิแซ็กคาไรดที่มีลักษณะคลายเมือก ซึ่งกอใหเกิดปญหาตอ

กระบวนการและคุณภาพของผลิตภัณฑ 

 Egglestona และ  Monge (2005) พบการปนเปอนของ Leuconostoc sp. ใน

กระบวนการผลิตน้ําตาลทรายที่หลุยสเซียนา สหรัฐอเมริกา สงผลใหสูญเสียปริมาณน้ําตาลทราย

เปนจํานวนมาก เนื่องมาจาก Leuconostoc sp. สามารถผลิตเอนไซมเดกซแทรนซูเครสออกมา 

และเปลี่ยนซูโครสที่มีอยูในน้ําออยใหเปนเดกซแทรนได 
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 2.6.2.2 การเกิดคราบจุลินทรียที่เปนสาเหตุของโรคฟนผุ 

 

 ปจจัยการกอโรคฟนผุเกิดจากการที่จุลินทรียในชองปากชนิด oral streptococci 

สามารถสรางเอนไซมเดกซแทรนซูเครส หรือกลูโคซิลทรานเฟอเรส ซึ่งจะเรงปฏิกิริยาการเปลี่ยน

ซูโครสที่เปนสับสเตรตของเอนไซมใหกลายเปนเดกซแทรนที่ละลายน้ําไดยาก สามารถจับกับผิว

ฟนไดเกิดเปนคราบจุลินทรีย สงผลใหเกิดการสะสมของจุลินทรียบนผิวฟนมากขึ้น จุลินทรียบน

คราบจุลินทรียนั้นจะหมักอาหารประเภทคารโบไฮเดรตแลวปลดปลอยกรดอินทรียออกมา ทําให

เกิดการละลายของสารประกอบจําพวกแรธาตุบริเวณผิวเคลือบฟน หรือเนื้อฟนกลายเปนภาวะฟน

ผุข้ึน 

 Ebisu และคณะ (1974) ไดศึกษาคุณสมบัติของเดกซแทรนที่ไมสามารถละลาย

น้ําไดจาก Streptococcus mutans OM7 176 พบวา 70% เปนเดกซแทรนที่ประกอบดวยพันธะ 

α-1,3 และอีก 30% เปนเดกซแทรนที่ประกอบดวยพันธะ α-1,6 สรุปไดวาเดกซแทรนที่

ประกอบดวยพันธะ α-1,3 อยูมากจะยิ่งละลายน้ําไดยากเพราะมีโครงสรางที่แตกแขนงมาก 

 Johnson และคณะ (1974) รายงานวา แบคทีเรียที่สามารถสังเคราะหเดกซแทรน

ได แตไมกอใหเกิดการเกาะติดบนผิวฟน และไมทําใหเกิดฟนผุ จะสังเคราะหเฉพาะเดกซแทรนที่

ประกอบดวยพันธะ α-1,6 

 Walker และคณะ (1984) ไดศึกษาการเกิดโรคฟนผุในคน พบวา เดกซแทรนที่ไม

สามารถละลายน้ําได ซึ่งมีพันธะ α-1,3 ปริมาณสูง จะชวยใหจุลินทรียยึดเกาะกับผิวฟน ในขณะที่

เดกซแทรนที่สามารถละลายน้ําไดซึ่งมีพันธะ α-1,6 ปริมาณสูงจะชวยในการยึดเกาะกันเองของ

แบคทีเรีย 

 Yu และคณะ (2006) กลาวไววา แบคทีเรีย S. mutans ที่มีอยูในชองปากจะเริ่ม

สรางคราบจุลินทรียโดยการสังเคราะหกลูแคนขึ้นจากน้ําตาลซูโครสที่ไดรับมาจากอาหาร จากนั้น

จะปลดปลอยกรดอินทรียออกมาทําลายผิวเคลือบฟนเปนผลใหเกิดอาการฟนผุ 

 
2.7 เดกซแทรนเนส 
 
 เดกซแทรนเนส จัดเปนเอนไซมที่ตองการการชักนํา (inducible enzyme) โดยเดกซแทรน

จะเปนตัวที่ชักนําใหเกิดการแสดงออกของยีน dexA ในระดับ mRNA ใหเกิดการสรางเดกซแทรน

เนส (Fukumoto และคณะ, 1971; Simonson และ Liberta, 1975; Madhu และ Prabhu, 1984)  

เอนไซมนี้มีความจําเพาะตอการยอยสลายพันธะ α-1,6 และพันธะ α-1,3 ที่เชื่อมหนวยยอยของ

กลูโคสในสายเดกซแทรน  โดยเอนไซมนี้จะยอยสลายพันธะที่เชื่อมหนวยของกลูโคสจากปลาย
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ดานหนึ่งแลวตัดเขาไปทีละโมเลกุล ซึ่งเปนปฏิกิริยาแบบ exo-dextranase หรืออาจยอยที่จุดใดจุด

หนึ่งบนสายเดกซแทรน ซึ่งเปนปฏิกิริยาแบบ endo-dextranase ทําใหไดสายเดกซแทรนที่ส้ันลง  

ซึ่งปฏิกิริยาทั้ง 2 แบบนี้จะมีความจําเพาะตอการสลายพันธะแตกตางกันดวย (Sutherland, 1996)  

โดยรูปแบบการยอยสลายของเอนไซมนี้ข้ึนอยูกับชนิดของจุลินทรียที่ผลิตเอนไซม  สวนผลิตภัณฑ

ที่ไดอาจเปนโอลิโกเมอร (oligomer) ไดเมอร (dimer) หรือโมโนเมอร (monomer) ของน้ําตาล

กลูโคส 

 
 2.7.1 ชนิดของเดกซแทรนเนสเมื่อแบงตามความจําเพาะในการสลายพันธะ 
 

 2.7.1.1 เดกซแทรนเนส (α-1,6-D-glucan-6-glucanohydrolase, E.C. 3.2.1.11)  ซึ่ง

จําเพาะตอพันธะ α-1,6 บนสายเดกซแทรน 

 

 2.7.1.2 เดกซแทรนเนส (α-1,3-D-glucan-3-glucanohydrolase, E.C. 3.2.1.59)  ซึ่ง

จําเพาะตอพันธะ α-1,3 บนสายเดกซแทรน 

 
 2.7.2 ลักษณะการทํางานของเดกซแทรนเนสในการสลายพันธะของเดกซแทรน 
(Walker, 1978) 
 

 2.7.2.1 exo-dextranase 

 

 เปนเดกซแทรนเนสที่ยอยสลายพันธะที่เชื่อมโมเลกุลของกลูโคสจากปลายรีดิวซ

ของสายเดกซแทรน เปนการตัดทีละโมเลกุลของกลูโคส ผลิตภัณฑที่ไดสวนใหญ คือกลูโคส และ 

ไอโซมอลโทส จุลินทรียที่สราง exo-dextranase ไดแก S. mutans, Achromobacter spp. และ 

Arthrobacter globiformis T6 เปนตน (Wynter, 1997; Sutherland, 1996) 

 

 2.7.2.2 endo-dextranase 

 

 เปนเดกซแทรนเนสที่ยอยสลายพันธะไกลโคไซด ที่จุดใดจุดหนึ่งในสายของเดกซ

แทรน ทําใหไดพอลิเมอรของน้ําตาลสายสั้นๆ ผลิตภัณฑที่ไดจากการยอยสลายอาจเปนโอลิ       

โกเมอร (oligomer) ไดเมอร (dimer) หรือโมโนเมอร (monomer) ของกลูโคส เชน ไอโซมอลโทส  

ไอโซมอลโทเททราโอส (isomaltetraose) และไอโซมอลโทเพนทะโอส (isomaltopentaose)     
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เปนตน   ซึ่งจะเกิดการยอยอยางชาๆ ดวย exo-dextranase ตอไปจนไดผลิตภัณฑเปนโมเลกุลที่

เล็กลง จุลินทรียที่สราง endo-dextranase ไดแก Chaetomium gracile, S. mutans, 

Cladosporium resinae, Flavobacterium spp. และ Pseudomonas spp. เปนตน ซึ่งจุลินทรีย

แตละชนิดก็จะสราง endo-dextranase ที่จําเพาะตอพันธะแตกตางกันไปอีกดวย (Wynter, 1997; 

Sutherland, 1996) 

 

 เดกซแทรนเนสสามารถพบไดในแหลงตางๆ เชน ในลําไสของสัตวเลี้ยงลูกดวยนมบาง

ชนิด (Sidebotham, 1974) และจากจลิุนทรียตางๆ ทั้งรา (Fukumoto และคณะ, 1971, 

Simonson และ Liberta, 1975; Madhu และ Prabhu, 1984) ยีสต (Koenig และ Day, 1988)  

แอคติโนมัยซสิ (Actinomyces) และแบคทีเรียทัง้แกรมบวกและแกรมลบหลายชนิด (Lawman 

และ Bleiweis, 1991; Okushima และคณะ, 1991)  ตามที่สุหทัยา จิระนนัทพิร (2543) ไดสรุปไว 

เชน Arthrobacter globiformis, Bacillus megaterium, Streptomyces cinemonensis, 

Lipomyces starkeyi, Chaetomium gracile, Penicillium minioluteum เปนตน 

 จากที่ผานมาไดมีการศึกษาเกี่ยวกับเดกซแทรนเนสมาตั้งแตป 1952  หลังจากที่มีการ

คนพบวา คราบจุลินทรียประกอบดวยเดกซแทรน  ตอมาจึงมีการนําเดกซแทรนเนสมาเปนสาร

ปองกันฟนผุ (anticaries agent) (Leach, 1969; Barrett และคณะ, 1986)  การนําเดกซแทรน

เนสไปใชกอนที่จะมีพอลิแซ็กคาไรดเกิดขึ้น จะงายตอการปองกันการเกิดคราบจุลินทรีย แตถา

ปลอยใหคราบจุลินทรียโตเต็มที่แลว จึงมาใชเดกซแทรนเนสจะพบวา การขจัดคราบจุลินทรียจะทํา

ไดยากกวา (Wiater และคณะ, 2004) 

 Fitzgerald และคณะ (1968) ไดศึกษาผลของเดกซแทรนเนสจาก Penicillium 

funiculosum ตอการยับยั้งการเกิดฟนผุในหนูแฮมสเตอร  โดยเติมเดกซแทรนเนสลงในอาหาร 

และน้ําดื่มของหนู  อาหารที่ใชเลี้ยงจะมีซูโครสอยูมาก พบวา การเติมเดกซแทรนเนสลงไปในน้ํา

ด่ืมเพียงอยางเดียว จะลดการเกิดฟนผุไดนอยกวาการเติมเดกซแทรนเนสลงไปทั้งในน้ํา และ

อาหาร 

 Block และคณะ (1969) ไดศึกษาผลการปองกัน และรักษาการเกิดคราบจุลินทรีย และ

ฟนผุในหนูแฮมสเตอรของเดกซแทรนเนส พบวา การปองกันนั้นสัตวทดลองที่ไดรับเอนไซม จะมี

คราบจุลินทรียลดลง และไมมีฟนผุเลย  ในขณะที่สัตวทดลองชุดควบคุมที่ไมไดรับเอนไซม จะมี

คราบจุลินทรียมาก และเกิดฟนผุมาก  ในดานการรักษา เมื่อเลี้ยงสัตวทดลองดวยอาหารที่มี

น้ําตาลซูโครสสูง เปนเวลา 21 วัน  จากนั้นเติมเอนไซมลงในน้ําใหสัตวทดลองดื่ม พบวา ภายใน

เวลา 2 วัน คราบจุลินทรียจะถูกขจัดไปหมด และอัตราการเกิดคราบจุลินทรียก็จะลดลงดวย 
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 ตอมาในป ค.ศ. 1969 Leach พบวา ราสวนมากสรางอะฟลาทอกซิน (aflatoxin) ออกมา

ในสภาวะที่มีการสรางเดกซแทรนเนสดวย  ซึ่งจะสงผลใหเกิดอาการแพ จึงไดเร่ิมมีการนําเดกซ

แทรนเนสจากแบคทีเรียมาใชแทน 

 Schachtele และคณะ (1975) ไดศึกษาความสามารถในการชวยลดการยึดเกาะของ 

Streptococcus mutans บนแทงแกว โดยเดกซแทรนเนสที่ไดจาก Actinomyces isrelii และ 

Bacteroides ochraceus 

 Kim และคณะ (1999) รายงานถึงการใชเดกซแทรนเนสที่ผลิตจาก Lipomyces starkeyi 

ในการยอยสลายพันธะ α-1,3 และพันธะ α-1,6 ในสายเดกซแทรน เพื่อประโยชนในการปองกัน

ฟนผุ แมเดกซแทรนเนสที่ไดจะมีประสิทธิภาพดี แตไมสามารถนํามาประยุกตใชกับมนุษยได 

เนื่องจาก L. starkeyi เปนเชื้อกอโรค 

 Khalikova และคณะ (2003) ไดกลาวไววาแบคทีเรียในกลุม Streptococci จะผลิตพอลิ

แซ็กคาไรดออกมาภายนอกเซลลซึ่งสวนใหญจะเปนเดกซแทรน โดยเฉพาะ S. mutans และ S. 

sobrinus จะกอใหเกิดคราบจุลินทรียหรือคราบหินปูนบนผิวฟน แตจะสามารถกําจัดออกไปไดดวย

การใชเดกซแทรนเนส 

 Wiater และคณะ (2004) ศึกษาความสามารถของมิวทาเนส และเดกซแทรนเนสจากรา

แบบ in vitro ทั้งในแงของการทํางานรวมกัน และการทํางานแบบเดี่ยว พบวา เอนไซมทั้ง 2 ชนิดมี

ประสิทธิภาพที่ดีในการปองกัน และยอยสลายกลูแคนที่เกิดขึ้น โดยเฉพาะเมื่อใชเอนไซมทั้ง 2 

ชนิดรวมกัน 

 นอกจากนี้ในทางการคามีบริษัทในประเทศญี่ปุน ไดเติมเดกซแทรนเนสลงในยาสีฟนเพื่อ

ใชลดคราบจุลินทรีย และปองกันฟนผุออกจําหนายแลว 

 ถึงแมวา จุลินทรียที่สามารถผลิตเดกซแทรนเนสไดจะมีหลายชนิดก็ตาม แตเอนไซมที่

เหมาะสมในการใชขจัดคราบจุลินทรีย  รวมถึงปองกันการเกิดคราบจุลินทรีย และฟนผุในชองปาก

นั้น ควรจะมีคุณสมบัติที่เหมาะสมกับสภาวะในชองปากของคนดวย เชน สามารถทนตอการ

เปลี่ยนแปลงคาความเปนกรด-ดางที่เกิดขึ้นได และทนตอความเขมขนของเกลือไดสูง เนื่องจาก

อาหารที่ไดรับประทานเขาไปนั้นมีความแตกตางกัน  ดังนั้นจุลินทรียที่ผลิตเอนไซมนี้ที่นํามาใช

นาจะเปนจุลินทรียที่ทนเค็มไดดวย 

 การศึกษาเดกซแทรนเนสที่ผานมาในประเทศไทยนั้น ไดมีการศึกษามาอยางตอเนื่องที่

ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย  โดยในป 2531 เอก แสงวิเชียร

ไดเก็บตัวอยางดินจากแหลงตางๆ ภายในประเทศ เพื่อคัดเลือกหาราที่สามารถผลิตเดกซแทรนเนส

ได  จากตัวอยางทั้งหมด พบวา มีรา Penicillium sp. สายพันธุ 61 สามารถผลิตเอนไซมได 42 

หนวยตอมล. เมื่อเลี้ยงในสูตรอาหารของ Fukumoto ที่ผานการปรับปรุง ภายใตการบมเขยาที่
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อุณหภูมิหอง เปนเวลา 6 วัน  ตอมามีการพัฒนาอยางตอเนื่องเพื่อใหเชื้อสามารถผลิตเดกซแทรน

เนสไดมากขึ้น  ป 2538 สุวรรณา นพพรพันธ ไดกลายพันธุเชื้อดวยแสงอัลตราไวโอเลต และ NTG 

(N-methyl-N’-nitro-N-nitrosoguanidine) จนได Penicillium sp. SMCU 3-14 ที่มีความสามารถ

ผลิตเดกซแทรนเนสไดในปริมาณที่สูงถึง 330 หนวยตอมล. จากนั้นมีการปรับปรุงสูตรอาหารโดยมี

การเติมกากน้ําตาลลงไป ทําใหเชื้อสามารถผลิตเดกซแทรนเนสไดสูงถึงประมาณ 600 หนวย

ตอมล. (ศิโรจน ศรีสรากรณ, 2547) คาความเปนกรด-ดางที่เหมาะสมสําหรับเดกซแทรนเนสที่ผลิต

ไดจาก Penicillium sp. SMCU 3-14 เทากับ 4.5 และอุณหภูมิที่เหมาะสมในการทํางานของเดกซ

แทรเนส คือ 55 ๐ซ (พัชราวดี บุตรทา, 2548) ตอมาในป 2549 พิมลรัตน เต็มจิตตภักดี ไดหาลําดับ

นิวคลีโอไทดบริเวณ ITS region ของ Penicillium sp. SMCU 3-14 พบวา ลําดับนิวคลีโอไทดใน

บริเวณนี้ของ Penicillium sp. SMCU 3-14 มีความเหมือนกับ Penicillium pinophilum 100% ที่

ความเชื่อมั่น 100% จึงไดจัดจําแนก Penicillium sp. SMCU 3-14 เปน Penicillium pinophilum 

SMCU 3-14 

 ในป 2540 ณฐินี สุวรรณสิงห ไดคัดแยกแบคทีเรียสายพันธุ AG-2 ที่สามารถสรางเดกซ

แทรนเนสจากดินในจังหวัดนนทบุรี เมื่อศึกษาคุณสมบัติของเอนไซม พบวา สามารถผลิตเดกซ

แทรนเนสที่มีแอกทิวิตี 4.08 หนวยตอมิลลิลิตร เมื่อเลี้ยงในอาหารเหลวสูตรที่ปรับปรุงแลวโดย 

ณฐินี สุวรรณสิงห (2540) โดยคาความเปนกรด-ดาง และอุณหภูมิที่เหมาะสมที่สุดตอการทํางาน

ของเดกซแทรนเนส คือ 6.5 และ 40 ๐ซ ตามลําดับ และมีความเสถียรที่ความเปนกรด-ดาง และ

อุณหภูมิ 4.0–7.0 และ 30-37 ๐ซ ตามลําดับ  จากนั้น Chareonpornwattana และคณะ (2001) 

ไดศึกษาสมบัติทางชีวเคมี และวิเคราะหลําดับ  นิวคลีโอไทดของ 16S ribosomal RNA และไดจัด

จําแนกแบคทีเรียสายพันธุ AG-2 เปน Arthrobacter sp. AG-2 ซึ่งจากคุณสมบัติทางกายภาพของ

เดกซแทรนเนสที่ผลิตจาก Arthrobacter sp. AG-2 นั้น พบวา มีความเหมาะสมที่จะนําไปใชกับ

ชองปากของมนุษย 

 เปนที่ทราบกันวาเดกซแทรนเนสเปนเอนไซมชนิดที่สามารถชักนําได (inducible enzyme) 

ผลที่ตามมาคือ ความจําเพาะตอการยอยเดกซแทรนจะขึ้นกับชนิดของพันธะที่ใชเชื่อมหนวย

โมเลกุลกลูโคสเขาดวยกัน เชน พันธะ α-1,6 จะถูกยอยไดหากสารชักนํานั้นเปนเดกซแทรนที่เชื่อ

หนวยกลูโคสดวยพันธะ α-1,6 แตจะไมตัดกลูโคสที่เชื่อมกันดวยพันธะ α-1,3  และเชนเดียวกัน

กับพวกที่ชักนําดวยเดกซแทรน α-1,3 จะตัดเฉพาะกลูโคสที่เชื่อมกันดวยพันธะ α-1,3 ไมตัดพวก

ที่เชื่อมกันดวยพันธะ α-1,6 สืบเนื่องจากการที่เดกซแทรนมีการเชื่อมดวยพันธะที่ตางกันภายใน

เดกซแทรน เชน สวนแกนกลางสวนใหญเปน α-1,6 สวนแขนงจะเปน α-1,3 α-1,4 และ α-1,2 

บาง ดังนั้น ผลการสลายของเดกซแทรนหนึ่งๆ ยอมข้ึนกับ 2 ปจจัย คือ 
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  1. ชนิดของพันธะที่มีอยูในเดกซแทรนนั้นๆ ตามที่กลาวมาแลวขางตนวา เดกซแทรนที่

ผลิตโดย L. mesenteroides NRRL B512F จะมีพันธะสวนใหญเปน α-1,6 และรองลงมาคือ α-

1,3 และ α-1,4 กับ α-1,2 บาง (Wilham และคณะ,1955; Santos และคณะ, 2000) สวนเดกซ

แทรนที่ผลิตโดย S. sobrinus 6715 แมวาจะมีพันธะ α-1,6 อยูดวยแตปริมาณของ α-1,3 จะสูง

กวาของ L. mesenteroides NRRL B512F มาก โดยมีสัดสวนของพันธะ α-1,6 ตอพันธะ α-1,3 

เทากับ 33 ตอ 67  (Huge และคณะ, 1986) ดังนั้นการจะยอยเดกซแทรนจาก S. sobrinus 6715 

ใหไดดียอมตองการการเสริมดวยเดกซแทรนเนสที่มีความจําเพาะตอ α-1,3 เพิ่มมากกวาการยอย

เดกซแทรนจาก L. mesenteroides NRRL B512F 

  2. ชนิดของเดกซแทรนเนส โดยความจําเพาะนั้นเกิดจากการชักนําโดยเดกซแทรน 

หากเดกซแทรนที่ใชชักนํามีพันธะที่เชื่อมหนวยกลูโคสใดความจําเพาะของเดกซแทรนเนสที่ไดก็จะ

เปนอยางนั้น เดกซแทรนที่มีจําหนายในทางการคาสวนใหญจะผลิตโดย L. mesenteroides 

NRRL B512F ดังนั้นจะมีพันธะ α-1,6 มาก α-1,3 นอย ซึ่งจะใชไดดีในการขจัดเดกซแทรนที่

ปนเปอนในน้ําออยที่มีสาเหตุจาก Leuconostoc sp. แตหากนํามาใชกับเดกซแทรนจาก 

Streptococcus sp. อาจใหผลไมดีเทาที่ควรเนื่องจากมีความจําเพาะตอ α-1,3 ตํ่า 

 ดังนั้นในการศึกษานี้เพื่อพิสูจนแนวคิดดังกลาว จึงไดทดลองผลิตเดกซแทรนเนสโดยใช

เดกซแทรนเกรดอุตสาหกรรมซึ่งผลิตจาก L. mesenteroides NRRL B512F เปนตัวแทนพวกที่มี

พันธะ α-1,6 สูง และใชเดกซแทรนจาก S. sobrinus 6715 ซึ่งผลิตขึ้นเองในการทดลองนี้เปน

ตัวแทนของพวกที่มีพันธะ α-1,3 สูง 

 นันทิดา วานิชวงศวรรณ (2545) ศึกษาการผลิตเดกซแทรนโดย S. sobrinus 6715 เพื่อใช

เปนสารชักนําในการผลิตเดกซแทรนเนสใน Arthrobacter sp. AG-2 พบวา เดกซแทรนเปนสารที่

ถูกสรางควบคูไปกับการเจริญ โดยจะสามารถผลิตไดดีที่สุดในอาหาร Basal medium ที่เสริมดวย

น้ําตาลซูโครส 1.5% โดยน้ําหนัก และเมื่อนําเดกซแทรนที่ไดจาก S. sobrinus 6715 และเดกซ

แทรนเกรดอุตสาหกรรมไปชักนําการผลิตเดกซแทรนเนสใน Arthrobacter sp. AG-2 พบวา เดกซ

แทรนเนสที่ถูกชักนําดวยเดกซแทรนที่ไดจาก S. sobrinus 6715 จะสามารถยอยสลายเดกซแทรน 

ที-2000 และเดกซแทรนที่ไดจาก S. sobrinus 6715 ได โดยจะปลดปลอยเฉพาะกลูโคสออกมา

เทานั้น สวนเดกซแทรนเนสที่ไดจากการชักนําดวยเดกซแทรนเกรดอุตสาหกรรมนั้น เมื่อยอยสลาย

เดกซแทรน ที-2000 จะปลดปลอยกลูโคส ไอโซมอลโทส และไอโซมอลโทเททราโอสออกมา แตเมื่อ

นําไปยอยเดกซแทรนที่ไดจาก S. sobrinus 6715 จะปลดปลอยออกมาเพียงกลูโคส และไอโซมอล

โทเททราโอส 
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 ในการทดลองนี้ไดศึกษาเดกซแทรนเนสจากจุลินทรียทั้งในแบคทีเรีย Arthrobacter sp. 

AG-2 และรา P.  pinophilum SMCU 3-14 ที่ชักนําการผลิตเดกซแทรนเนสดวยเดกซแทรนเกรด

อุตสาหกรรม และเดกซแทรนที่ไดจาก S. sobrinus 6715 เพื่อศึกษาถึงความสามารถในการ

ปองกันการเกิดคราบจุลินทรีย และการสลายคราบจุลินทรียที่เกิดขึ้น ซึ่งสวนใหญจะเปนเดกซ

แทรนชนิดที่ไมละลายน้ํา และเกิดขึ้นจาก S. sobrinus 6715 โดยในการศึกษาที่ผานมาสวนใหญ

จะเปนการศึกษาการทํางานของเดกซแทรนเนสที่ไดจากรา และยังไมมีงานวิจัยใดที่ทําการชักนํา

การผลิตเดกซแทรนเนสจากแบคทีเรียและราดวยเดกซแทรนจาก S. sobrinus 6715 และ

การศึกษาการปองกันการเกิดคราบจุลินทรีย และการสลายคราบจุลินทรียนั้นจําเปนตองทําใน

แบบจําลอง ที่ผานมาเคยมีการศึกษาบนแบบจําลองไวพอสรุปได ดังนี้ 

 Simonson และ Jackola (1979) ศึกษาผลของเดกซแทรนเนสจาก Fusarium และ 

Penicillium ที่ชวยลดการยึดติดของ S. mutans บนเม็ดไฮดรอกซีอะพาไทท (hydroxyapatite 

beads) 

 Larrimore และคณะ (1983) ใชไมโครไตเตอรเพลตเปนแบบจําลองฟนในการศึกษา

ความสามารถในการยึดติดของ S. mutans สายพันธุกลายที่มีขอบกพรองในการยึดติด 

 Murchison และคณะ (1985) ศึกษาการยับยั้งการยึดติดของ S. mutans โดย S. mutans 

6715 สายพันธุกลายซึ่งเปนสายพันธุที่ไมยึดติด โดยใชไมโครไตเตอรเพลท และหลอดแกวเปน

แบบจําลองฟน 

 Froeliger และ Five-Taylor (2001) ศึกษาความสามารถในการเกิดคราบจุลินทรียของ S. 

parasanguis FW213 ซึ่งเปนแบคทีเรียที่กอใหเกิดคราบจุลินทรียบนผิวฟน โดยใชไมโครไตเตอร

เพลตเปนแบบจําลองในการศึกษา 

 Igarashi (2004) ศึกษาการยึดติดบนพื้นเรียบของ S. mutans สายพันธุปกติและสายพนัธุ

กลาย โดยใชไมโครไตเตอรเพลตเปนแบบจําลอง 

 Wiater และคณะ (2004) ใชแผนแกว (glass plate) ในการศึกษาการยอยสลายมิวแทน 

(โฮโมพอลิเมอรของกลูโคสที่เชื่อมตอกันดวยพันธะไกลโคไซด α-1,3 เปนสวนใหญ) และการ

ปองกันการเกิดคราบจุลินทรียที่เกิดขึ้นจากแบคทีเรียในกลุม Streptococci โดยใชเอนไซมในกลุม

ของกลูคาเนสที่ผลิตไดจากรา 

 Yu และคณะ (2006) ไดศึกษาถึงความสามารถของสารสกัดจาก Asarum sieboldii ใน

การลดความสามารถในการยึดติดของ S. mutans บนเม็ดไฮดรอกซีอะพาไทท 
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 โดยในงานวิจัยนี้ไดเลือกใชไมโครไตเตอรเพลตชนิดพื้นเรียบ 96 หลุม (96-wells 

microtiter plate flat bottom) มาเปนแบบจําลองพื้นเรียบในการทดสอบ เนื่องจากสามารถทําการ

ทดสอบไดงาย รวดเร็ว การนํามาใชงานไมยุงยาก มีคาใชจายที่ไมสูงมากนัก สามารถทําไดหลาย

ชุดทดสอบในเพลตเดียว 



บทที่ 3 
 

อุปกรณ เคมีภัณฑ และวิธีทดลอง 
 
3.1  เครื่องมือที่ใชในการทดลอง 

 
1. เครื่องปนเหวี่ยงชนิดทําความเย็น รุน 6500 บริษัท Kubota, Japan และรุน Avanti J-30I  

 บริษัท Beckman Coulter, Germany 

2. เครื่องวัดความเปนกรด-ดาง (Digital pH meter) รุน SevenEasy บริษัท Mettler Toledo 

Co., Ltd., Switzerland 

3. เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (Spectrophotometer) รุน Spectronic 20 Genesys บริษัท 

Spectronic Unicam, USA, รุน Gensys 20 บริษัท Thermo Spectronic, USA 

4. เครื่องชั่งรุน PG 2002-S, รุน PB 3002 และรุน AG285 บริษัท Mettler Toledo Co., 

Ltd., Switzerland 

5. เครื่องนึ่งอบฆาเชื้อ (Autoclave) รุน SS-325 และรุน ES-315 บริษัท Tomy Seiko, Ltd., 

Japan, รุน MLS 3020 บริษัท Sanyo Co., Ltd., Japan และรุน HV-25, บริษัท 

Hirayama, Co., Ltd., Japan 

6. ตูเขี่ยเชื้อ ISSCO รุน BV-124, บริษัท International Scientific Supply Co., Ltd., 

Thailand, รุน Clean, รุน V 3-4 บริษัท Triwork 2000 Co., Ltd., Thailand และ 

Bosstech รุน HVB 120S บริษัท Boss Scientific Associate L.P., Thailand 

7. เครื่องเขยา รุน Innova 2300 บริษัท New Brunwick Scientific Co., Inc., Edison, N.J., 

USA 

8. ตูแชแข็งชนิดจุดเยือกแข็งต่ํา -20 ๐ซ บริษัท Sanyo Electric, Japan 

9. ตูแชแข็งจุดเยือกแข็งต่ํา -70 ๐ซ บริษัท Forma Scientific, USA 

10. อางน้ําควบคุมอุณหภูมิ (Water bath) รุน W 200 และรุน WB 22 บริษัท Memmert, 

Germany 

11. เครื่องระเหยแหงแบบสุญญากาศ รุน N-100 บริษัท Eyela, Japan 

12. อางน้ําควบคุมอุณหภูมิ รุน WB14 รุน W760 บริษัท Memmert Co., Ltd., Germany 

และชนิดที่ประกอบเขากับเครื่องระเหยแหงแบบสุญญากาศ รุน digital water bath SB-

1000 บริษัท Eyela, Japan 

13. เครื่องทําความเย็น รุน CCA-110 บริษัท Eyela, Japan 
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14. เครื่องดูดอากาศ รุน A-3S บริษัท Eyela, Japan 

15. ตูบมเชื้อควบคุมอุณหภูมิ (Incubator) บริษัท Memmert, Germany 

16. เครื่องผสมสาร (Vortex-Genie2) รุน G-560E บริษัท Scientific Industries Inc., USA 

17. เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสงสําหรับไมโครไตเตอรเพลต (Microplate reader) รุน ELX 

800 บริษัท Bio-Tek Instruments Inc., USA และรุน Multiskan MMC/340 บริษัท 

Titertek Instruments Inc., USA 

18. เครื่องเขยาสําหรับไมโครไตเตอรเพลต (Microplate shaker) รุน PSU-2T บริษัท Biosan 

Ltd., Latvia 

19. เครื่องกําเนิดเสียงความถี่สูง ชนิดอาง รุน Soronex RK 100 บริษัท Bandelin 

Electronic, Germany 

20. กลองจุลทรรศน รุน CH30RF200 บริษัท Olympus, Japan 

21. ตูอบความรอน รุน UE 600 และรุน UL 80 บริษัท Memmert Co., Ltd., Germany 

22. ไมโครปเปตต ขนาด 200, 1000 และ 5000 ไมโครลิตร บริษัท Gilson, France 

23. ไมโครปเปตตชนิด 8 หัวจาย ขนาด 200 ไมโครลิตร รุน BPE-200 บริษัท Labnet 

International Inc., USA 

24. ไมโครไตเตอรเพลตชนิด 96 หลุม พื้นเรียบ มีฝา (96-wells microtiter plate flat bottom 

with lid) Costar 3599 บริษัท Corning Inc., USA 

25. ฮีมาไซโทมิเตอร บริษัท Schott Duran, Germany 

26. กระดาษกรอง Whatman เบอร 1 บริษทั Whatman International Ltd., England 
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3.2 เคมีภัณฑที่ใชในการทดลอง 
 

1. เดกซแทรนเกรดอุตสาหกรรม (Dextran industrial grade) บริษัท Sigma Chemical 

Co., USA 

2. เดกซแทรน ที-2000 (Dextran T-2000) บริษัท Amersham Biosciences, Sweden 

3. เบรนฮารทอินฟวชัน (Brain Heart Infusion) บริษัท Difco Laboratories, USA 

4. สารสกัดจากยีสต (Yeast extract) บริษัท Labscan Asia, Co., Ltd., Ireland 

5. พอลิเพบโตน (Polypeptone) บริษัท Difco Laboratories, USA 

6. โบวีนซีรัมอัลบูมิน บริษัท Sigma Chemical Co., USA 

7. โพแทสเซียมคลอไรด (KCl) บริษัท Merck, Germany 

8. โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) บริษัท Merck, Germany 

9. ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4) บริษัท Merck, Germany 

10. แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (MgSO4⋅7H2O) บริษัท Merck, Germany 

11. เฟอรรัสซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (FeSO4⋅7H2O) บริษัท Merck, Germany 

12. โซเดียมคลอไรด (NaCl) บริษัท Carlo Erba Reagenti, Italy 

13. โซเดียมคารบอเนต (Na2CO3) บริษัท Merck, Germany 

14. โซเดียมไนเตรต (NaNO3) บริษัท Carlo Erba Reagenti, Italy 

15. โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) บริษัท Merck, Germany 

16. โซเดียมอะซิเตต (CH3COONa) บริษัท Merck, Germany 

17. โซเดียมซัลเฟต (Na2SO4) บริษัท Merck, Germany 

18. โซเดียมอารซีเนต (NaHAsO4) บริษัท Ajax Chemicals, Australia 

19. โซเดียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (NaH2PO4) บริษัท Merck, Germany 

20. โซเดียมโพแทสเซียมทาร เทรตเตตระไฮเดรต  (C4H4KNaO6.4H2O) บริษัท  Merck, 

Germany 

21. ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟตโดเดกขะไฮเดรต  (Na2HPO4⋅12H2O) บริษัท Merck, 

Germany 

22. คอปเปอรซัลเฟตเพนตะไฮเดรต (CuSO4⋅5H2O) บริษัท Merck, Germany 

23. แอมโมเนียมโมลิบเดตเตตระไฮเดรต ((NH4)6Mo7O24⋅4H2O) บริษัท Merck, Germany 

24. กรดไฮโดรคลอริก (HCl) บริษัท Merck, Germany 

25. กรดอะซิติก (CH3COOH) บริษัท Merck, Germany 

26. สารละลายโฟลิน ฟนอล รีเอเจนต (Folin phenol reagent) บริษัท Merck, Germany 
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27. คริสตัลไวโอเลต (Crystal violet) บริษัท Fluka, Japan 

28. คลอเฮกซิดีน (Chlohexidine) C-20 บริษัท Osoth Laboratories Co., Ltd., Thailand 

29. Tween-80 บริษัท Merck, Germany 

30. กลีเซอรอล (Glycerol) บริษัท Merck, Germany 
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3.3 วิธีการดําเนินงานวิจัย 
 

3.3.1 การเลี้ยง และการเก็บจุลินทรียที่ใชในงานวิจัย 
 

3.3.1.1 จุลินทรียที่ใชในงานวิจัย 

 

 3.3.1.1.1 แบคทีเรีย Streptococcus sobrinus 6715 ไดรับจากรองศาสตราจารย 

ดร. รัชชพิน ศรีสัจจะลักษณ ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะทันตแพทยศาสตร มหาวิทยาลัยมหิดล ซึ่ง

เปนแบคทีเรียที่แยกไดจากชองปาก และมีความสามารถในการผลิตเดกซแทรน 

 

 3.3.1.1.2 แบคทีเรีย Arthrobacter sp. AG-2 คัดแยกมาจากดินในจังหวัดนนทบุรี 

โดยณฐินี สุวรรณสิงห (2540) เปนแบคทีเรียที่มีความสามารถในการผลิตเดกซแทรนเนส 

 

 3.3.1.1.3 รา Penicillium pinophilum SMCU 3-14 เปนเชื้อที่สุวรรณา นพพรพันธ 

(2538) ทําใหเกิดการกลายพันธุดวยแสงอัลตราไวโอเลต และ N-methyl-N’-nitro-N-

nitrosoguanidine (NTG) จาก Penicillium sp. สายพันธุ 61 ที่คัดแยกไดจากดินโดยเอก แสง

วิเชียร (2531) ซึ่งมีความสามารถในการผลิตเดกซแทรนเนส 

 

 3.3.1.2 การเก็บรักษาจุลินทรียที่ใชในงานวิจัย 

 

 3.3.1.2.1 การเก็บรักษาจุลินทรียในระยะสั้น 

 

  เขี่ยเชื้อ S. sobrinus 6715 ลงบนอาหารแข็งเอียง Brain Heart Infusion 

(BHI) (ภาคผนวก ก หมายเลข 1.3) แลวนําไปบมที่อุณหภูมิ 37 ๐ซ ในภาวะการเลี้ยงเชื้อแบบไม

เขยา เปนเวลา 24 ชั่วโมง เมื่อเชื้อเจริญเต็มที่แลวใหเก็บไวที่อุณหภูมิ 4 ๐ซ จนกวาจะนํามาใช 

  เขี่ยเชื้อ Arthrobacter sp. AG-2 ลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งเอียง 

Yamaguchi (ภาคผนวก ก หมายเลข 2.2) นําไปบมที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 24-48 ชั่วโมง หรือ

จนกวาเชื้อจะเจริญเต็มที่ เมื่อเชื้อเจริญเต็มที่แลวใหเก็บไวที่อุณหภูมิ 4 ๐ซ จนกวาจะนํามาใช 

  เขี่ยสปอรของรา P. pinophilum SMCU 3-14 ลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง

เอียงของ Fukumoto และคณะ (1971) ที่ปรับปรุงโดย เอก แสงวิเชียร (2531) (ภาคผนวก ก 
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หมายเลข 3.1) นําไปบมที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 7 วัน จนสังเกตเห็นสปอรของราเจริญเต็มหนา

อาหาร จึงนําไปเก็บที่อุณหภูมิ 4 ๐ซ จนกวาจะนํามาใช 

 

 3.3.1.2.2 การเก็บรักษาจุลินทรียในระยะยาว 

 

   เขี่ยเชื้อ S. sobrinus 6715 ลงในอาหารเหลว BHI (ภาคผนวก ก 

หมายเลข 1.1) แลวนําไปบมที่อุณหภูมิ 37 ๐ซ ในภาวะการเลี้ยงเชื้อแบบไมเขยา เปนเวลา 24 

ชั่วโมง เมื่อเชื้อเจริญเต็มที่แลวนําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 8,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 

นาที นํามาละลายเซลลกลับในอาหารเหลว BHI ที่มีกลีเซอรอลอยู 15% และนําไปเก็บไวที่

อุณหภูมิ -70 ๐ซ 

  เขี่ยเชื้อ Arthrobacter sp. AG-2 ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Yamaguchi 

(ภาคผนวก ก หมายเลข 2.1) นําไปบมที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 24-48 ชั่วโมง เมื่อเชื้อเจริญเต็มที่

แลวนําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 8,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที นํามาละลายเซลลกลับ

ในอาหารเหลว BHI ที่มีกลีเซอรอลอยู 15% และนําไปเก็บไวที่อุณหภูมิ -70 ๐ซ 

  เขี่ยสปอรของรา P. pinophilum SMCU 3-14 ลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง

เอียงของ Fukumoto และคณะ (1971) ที่ปรับปรุงโดย เอก แสงวิเชียร (2531) นําไปบมที่

อุณหภูมิหอง เปนเวลา 7 วัน เมื่อเชื้อเจริญเต็มที่แลวขูดสปอรของราใหแขวนลอยอยูในกลีเซอรอล 

15% และนําไปเก็บไวที่อุณหภูมิ -70 ๐ซ 

 
 3.3.2 การเตรียมเดกซแทรนจาก S. sobrinus 6715 (นันทิดา วานิชวงศวรรณ, 2545) 
 

 3.3.2.1 การเตรียมหัวเชื้อเพื่อการผลิตเดกซแทรน 

 

  ถายเชื้อ S. sobrinus 6715 จากอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งเอียง BHI ลงในอาหารเลี้ยง

เชื้อเหลว BHI ปริมาตร 50 มล. ซึ่งบรรจุอยูในฟลาสกขนาด 250 มล. บมที่อุณหภูมิ 37 ๐ซ  ใน

ภาวะการเลี้ยงเชื้อแบบไมเขยา เปนเวลา 24 ชั่วโมง แลวถายเชื้อ 10%โดยปริมาตร ลงในอาหาร

เลี้ยงเชื้อเหลว BHI บมที่อุณหภูมิ 37 ๐ซ  ในภาวะการเลี้ยงเชื้อแบบไมเขยา จนวัดคาการดูดกลืน

แสงที่ความยาวคลื่น 560 นาโนเมตรไดเทากับ 0.5-0.6 แลวจึงนําไปใชเปนกลาเชื้อในการทดลอง

ตอไป 
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 3.3.2.2 การผลิตเดกซแทรน 

 

  ถายเชื้อจากขอ 3.3.2.1 ปริมาณ 10%โดยปริมาตร ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว 

BHI ที่เสริมดวยซูโครสความเขมขน 2% (ภาคผนวก ก หมายเลข 1.2) นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 ๐ซ  

ในภาวะการเลี้ยงเชื้อแบบไมเขยา เปนเวลา 24 ชั่วโมง จะไดเดกซแทรนในน้ําเลี้ยงเชื้อของ S. 

sobrinus 6715 

 

 3.3.2.3 การทําบริสุทธิ์เดกซแทรนบางสวน 

 

  นําน้ําเลี้ยงเชื้อที่ไดจากขอ 3.3.2.2 มาปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 3,000 รอบตอนาที 

เปนเวลา 10 นาที นําตะกอนเดกซแทรนที่ไดละลายในน้ํากลั่นปริมาตร 1 เทาโดยใชเครื่องกําเนิด

เสียงความถี่สูง (sonicator) เปนเวลา 3 นาที เพื่อชวยในการละลายและทําลายเซลลแบคทีเรียที่

ปนเปอนมากับเดกซแทรน นํามาปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 3,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที 

จากนั้นทําซ้ําทุกขั้นตอนอีก 2 คร้ัง แลวนําตะกอนที่ไดมารวมกันแลวนําไปทําใหแหงดวยเครื่อง

ระเหยแหงโดยใชอุณหภูมิตํ่า (lyophilizer) จะไดตะกอนเดกซแทรนที่ผานการทําบริสุทธิ์บางสวน 

เพื่อใชในการทดลองตอไป 

 
 3.3.3 การเตรียมเดกซแทรนเนสจากจุลินทรีย 
 

 3.3.3.1 การเตรียมเดกซแทรนเนสจาก Arthrobacter sp. AG-2 โดยใชเดกซแทรนเกรด

อุตสาหกรรม และเดกซแทรนจาก S. sobrinus 6715 เปนสารชักนํา (นันทิดา วานิชวงศวรรณ, 

2545) 

 

 3.3.3.1.1 การเตรียมหัวเชื้อต้ังตน 

 

  ถายเชื้อ Arthrobacter sp. AG-2 จากอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งเอียง BHI 

(ภาคผนวก ก หมายเลข 1.3) ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Yamaguchi ปริมาตร 50 มล. ซึ่งบรรจุอยู

ในฟลาสกขนาด 250 มล. บมที่อุณหภูมิหอง ใหอากาศโดยการเขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที 

เปนเวลา 12 ชั่วโมง ซึ่งเชื้อจะเจริญอยูในระยะกึ่งกลางทวีคูณ (mid-log phase) ปนเหวี่ยงอาหาร

เลี้ยงเชื้อที่ความเร็ว 8,000 รอบตอนาที เก็บเกี่ยวและทําความสะอาดเซลลโดยการลางดวยน้ํา
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กลั่น 2 คร้ัง จากนั้นปรับคาการดูดกลืนแสงที่ 560 นาโนเมตร ใหเทากับ 0.6-0.7 นํามาเปนกลาเชื้อ

ในการทดลองตอไป (สุหัทยา จิระนันทิพร, 2543) 

 

 3.3.3.1.2 การผลิตเดกซแทรนเนส α-1,6 จาก Arthrobacter sp. AG-2 

 

  นําเชื้อที่ไดจากขอ 3.3.3.1.1 10 % โดยปริมาตร ถายลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ

เหลว Yamaguchi ซึ่งมีเดกซแทรนเกรดอุตสาหกรรมเปนสารชักนํา นําไปบมที่อุณหภูมิหอง พรอม

ใหอากาศโดยการเขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที และเก็บตัวอยางของอาหารเลี้ยงเชื้อที่เวลา 

36-48 ชั่วโมง ซึ่งเปนเวลาที่มีการผลิตเดกซแทรนเนสสูงสุด นํามาปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 8,000 รอบ

ตอนาที เปนเวลา 10 นาที นําสวนน้ําใสนํามาวิเคราะหหาแอกทิวิตีและปริมาณโปรตีน คํานวณหา

แอกทิวิตีจําเพาะของเดกซแทรนเนส 

 

 3.3.3.1.3 การผลิตเดกซแทรนเนส α-1,3 และ α-1,6 จาก Arthrobacter sp. AG-2 

 

  ดําเนินการเชนเดียวกับขอ 3.3.3.1.2 แตใชเดกซแทรนที่ผลิตขึ้นจาก S. 

sobrinus 6715 ในขอ 3.3.2.3 เปนสารชักนําในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Yamaguchi แทนเดกซแทรน

เกรดอุตสาหกรรม 

 

 3.3.3.2 การเตรียมเดกซแทรนเนสจาก P. pinophilum SMCU 3-14 โดยใชเดกซแทรน

เกรดอุตสาหกรรม และเดกซแทรนจาก S. sobrinus 6715 เปนสารชักนํา 

 

 3.3.3.2.1 การเตรียมหัวเชื้อต้ังตน 

 

  เขี่ยสปอรของรา P. pinophilum SMCU 3-14 ลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง

เอียงของ Fukumoto และคณะ (1971) ที่ปรับปรุงโดย เอก แสงวิเชียร (2531) บมที่อุณหภูมิหอง

เปนเวลา 7 วัน เมื่อสปอรเจริญเต็มที่แลวเติมทวีน-80 ความเขมขน 0.1% ที่ผานการนึ่งฆาเชื้อลง

บนหนาอาหาร แลวใชลูปเขี่ยสปอรใหหลุดออกมาแขวนลอยในทวีน-80 นับสปอรใหอยูในชวง 

2x107 สปอรตอมล. โดยใชฮีมาไซโทมิเตอร 
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 3.3.3.2.2 การผลิตเดกซแทรนเนส α-1,6 จาก P. pinophilum SMCU 3-14 (อนันต

พงษ สุขเกษ, 2543) 

 

  ถายสปอรแขวนลอยที่ไดจากขอ 3.3.3.2.1 ปริมาตร 1 มล. ลงในอาหาร

เลี้ยงเชื้อเหลวของ Fukumoto และคณะ (1971) ที่ปรับปรุงโดยศิโรจน ศรีสรากรณ (2547) 

(ภาคผนวก ก หมายเลข 3.2) ซึ่งมีเดกซแทรนเกรดอุตสาหกรรมเปนสารชักนํา ปริมาตร 50 มล. ที่

บรรจุอยูในฟลาสกขนาด 250 มล. บมดวยเครื่องเขยาอัตราเร็ว 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง

เปนเวลา 10 วัน จากนั้นนํามาแยกสปอรและเสนใยออกจากอาหารเลี้ยงเชื้อโดยการกรองผาน

กระดาษกรอง Whatman เบอร 1 แลวนําสวนน้ําใสมาวิเคราะหหาแอกทิวิตีและปริมาณโปรตีน 

คํานวณหาแอกทิวิตีจําเพาะของเดกซแทรนเนส 

 

 3.3.3.2.3 การผลิตเดกซแทรนเนส α-1,3 และ α-1,6 จาก P. pinophilum SMCU 

3-14 

 

  ดําเนินการเชนเดียวกับขอ 3.3.3.2.2 แตใชเดกซแทรนที่ผลิตขึ้นจาก S. 

sobrinus 6715 ในขอ 3.3.2.3 เปนสารชักนําในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวของ Fukumoto และคณะ 

(1971) ที่ปรับปรุงโดยศิโรจน ศรีสรากรณ (2547) แทนเดกซแทรนเกรดอุตสาหกรรม 

 

 ตอไปเพื่อความสะดวกในการเรียกชื่อเอนไซมจึงขอเรียก 

  เดกซแทรนเนส BI แทน เดกซแทรนเนส α-1,6 จาก Arthrobacter sp. AG-2 ที่

ถูกชักนําดวยเดกซแทรนเกรดอุตสาหกรรม (dextran industrial grade) 

  เดกซแทรนเนส BB แทน เดกซแทรนเนส α-1,3 และ α-1,6 จาก Arthrobacter 

sp. AG-2 ที่ถูกชักนําดวยเดกซแทรนจากแบคทีเรีย S. sobrinus 6715 

  เดกซแทรนเนส FI แทน เดกซแทรนเนส α-1,6 จาก P. pinophilum SMCU 3-14 

ที่ถูกชักนําดวยเดกซแทรนเกรดอุตสาหกรรม 

  เดกซแทรนเนส FB แทน เดกซแทรนเนส α-1,3 และ α-1,6 จาก P. pinophilum 

SMCU 3-14 ที่ถูกชักนําดวยเดกซแทรนจาก S. sobrinus 6715 
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 3.3.4 การตรวจสอบแอกทิวิตีจําเพาะของเดกซแทรนเนส 
 

 3.3.4.1 การตรวจสอบแอกทิวิตีของเดกซแทรนเนส 

 

  แอกทิวิตีของเดกซแทรนเนสในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวสามารถตรวจสอบไดตามวิธี

ของ Fukumoto และคณะ (1971) 

 

  สารผสมของปฏิกิริยาในการวิเคราะหแอกทิวิตีของเดกซแทรนเนส BI และ BB 

ประกอบดวย 

   สารละลายเดกซแทรน ที-2000 ความเขมขน 0.625% โดยน้ําหนัก ใน

โซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร 0.05 โมลาร คาความเปนกรด-ดาง 7.0 ปริมาตร 0.4 มล. 

   โซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร 0.05 โมลาร คาความเปนกรด-ดาง 7.0 ปริมาตร 

0.5 มล. 

   เดกซแทรนเนสที่ความเจือจางที่เหมาะสม 0.1 มล. 

 

  สวนสารผสมของปฏิกิริยาในการวิเคราะหแอกทิวิตีของเดกซแทรนเนส FI และ 

FB ประกอบดวย 

   สารละลายเดกซแทรน ที-2000 ความเขมขน 0.625% โดยน้ําหนัก ใน

โซเดียมอะซิเตตบัฟเฟอร 0.05 โมลาร คาความเปนกรด-ดาง 4.5 ปริมาตร 0.4 มล. 

   โซเดียมอะซิเตตบัฟเฟอร 0.05 โมลาร คาความเปนกรด-ดาง 4.5 ปริมาตร 

0.5 มล. 

   เดกซแทรนเนสที่ความเจือจางที่เหมาะสม 0.1 มล. 

 

  นําสารผสมของปฏิกิริยาไปบมที่อุณหภูมิ 55 ๐ซ เก็บตัวอยางที่ 0 และ 15 นาที 

นําตัวอยางที่ไดไปหยุดปฏิกิริยาดวยการตมในน้ําเดือดเปนเวลา 5 นาที แลวทําใหเย็นลง จากนั้น

นําไปวิเคราหหาปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่ถูกปลดปลอยออกมาดวยวิธีของ Somogyi-Nelson 

(Somogyi, 1952) 

 

  1 หนวยของเดกซแทรนเนส คือ ปริมาณเอนไซมที่สลายเดกซแทรน ที-2000 แลว

ปลดปลอยน้ําตาลรีดิวซเทียบเทากับน้ําตาลกลูโคส 1 ไมโครโมลตอนาที ภายใตภาวะที่ทดสอบ 
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 3.3.4.2 การวิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซดวยวิธีของ Somogyi-Nelson (Somogyi, 

1952) 

 

  นําสารตัวอยางที่ตองการวิเคราะหที่ความเขมขนที่เหมาะสมปริมาตร 1 มล. มา

เติมสารละลายแอลคาไลนคอปเปอร (Alkaline copper reagent) (ภาคผนวก ข หมายเลข 1.1) 

ปริมาตร 1 มล. ผสมใหเขากันนําไปตมในอางน้ําเดือดเปนเวลา 15 นาที แลวทําใหเย็นลงอยาง

รวดเร็ว จากนั้นเติมสารละลายเนลสัน (Nelson’s reagent) (ภาคผนวก ข หมายเลข 1.2) ปริมาตร 

1 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันแลวตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 30 นาที เติมน้ํากลั่น 5 มล. ผสมให

เขากัน แลวนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 520 นาโนเมตร เพื่อดูปริมาณน้ําตาล

รีดิวซ 

  เปรียบเทียบคาปริมาณน้ําตาลรีดิวซไดจากกราฟมาตรฐานของกลูโคสที่ความ

เขมขน 0-200 ไมโครกรัมตอมล. (ภาคผนวก ค หมายเลข 1) 

 

 3.3.4.3 การวิเคราะหปริมาณโปรตีนดวยวิธีของ Lowry (Lowry, 1951) 

 

  นําสารตัวอยางที่ตองการวิเคราะหในความเขมขนที่เหมาะสมปริมาตร 1 มล.มา

เติมสารละลายผสม Lowry C (ภาคผนวก ข หมายเลข 2.3) ปริมาณ 5 มล. ผสมใหเขากันดวย

เครื่องปนผสม ต้ังทิ้งไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 15 นาที จึงเติมสารละลาย Lowry D (ภาคผนวก ข 

หมายเลข 2.4) ปริมาตร 0.5 มล. ผสมใหเขากันแลวตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง 30 นาที จากนั้นนําไป

วัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร 

  เปรียบเทียบคาปริมาณโปรตีนไดจากกราฟมาตรฐานของโบวีนซีรัมอัลบูมิน (Bovine 

serum albumin) ความเขมขน 0-200 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร (ภาคผนวก ค หมายเลข 2) 

 
 3.3.5 เวลาในการกอคราบจุลินทรียบนไมโครไตเตอรเพลตที่ใชเปนแบบจําลองพื้น
เรียบ โดย S. sobrinus 6715 
 

 3.3.5.1 การเตรียมหัวเชื้อต้ังตน 

 

  ถายเชื้อจากขอ 3.3.2.1 ปริมาณ 10% โดยปริมาตร ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว 

BHI นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 ๐ซ ในภาวะการเลี้ยงเชื้อแบบไมเขยา เปนเวลา 18-24 ชั่วโมง เมื่อครบ

ตามเวลาแลวใหเทอาหารเลี้ยงเชื้อทิ้งเพื่อเก็บเกี่ยวเซลลที่กนฟลาสก และนําอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว 
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BHI ที่เสริมดวยน้ําตาลซูโครส 2% โดยน้ําหนัก มาละลายเซลลกลับใหไดคาการดูดกลืนแสงที่

ความยาวคลื่น 560 นาโนเมตรเทากับ 0.1 

 

 3.3.5.2 เวลาที่เหมาะสมในการกอคราบจุลินทรียบนไมโครไตเตอรเพลต โดย S. 

sobrinus 6715 

 

  นําเชื้อที่ ไดจากขอ  3.3.5.1 เติมลงในไมโครไตเตอร เพลต  (96-well 

polystyrene microtiter plate) หลุมละ 160 ไมโครลิตร และเติมน้ํากลั่นปลอดเชื้อ 40 ไมโครลิตร 

นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 ๐ซ ในภาวะที่มีออกซิเจนต่ําที่เวลาตางๆ เพื่อหาระยะเวลาที่เหมาะสมใน

การเกิดคราบจุลินทรีย จากนั้นนําไปตรวจสอบการเกิดคราบจุลินทรียตามวิธีในขอ 3.3.8 

 
 3.3.6 ภาวะที่เหมาะสมในการปองกันการเกิดคราบจุลินทรียบนไมโครไตเตอรเพลต 
 
 3.3.6.1 ศึกษาเวลาที่ใชในการปองกันการเกิดคราบจุลินทรีย 

 

 แบงชุดการทดลองออกเปน 6 ชุด แตละชุดจะเติมเชื้อที่ไดจากขอ 3.3.5.1 160 

ไมโครลิตร และสารทดสอบอีก 40 ไมโครลิตร โดยแตละชุดจะใชสารทดสอบที่แตกตางกันไปดังนี้ 

 

  ชุดที่ 1 เติมน้ํากลั่นปลอดเชื้อเพื่อเปนชุดควบคุม 

  ชุดที่ 2 เติมคลอเฮ็กซิดีน (Chlorhexidine) เพื่อเปนชุดควบคุมผลบวก 

  ชุดที่ 3 เติมเดกซแทรนเนส BI จากขอ 3.3.3.1.2 ใหมีความเขมขนสุดทาย

ของเดกซแทรนเนสเปน 1 หนวยตอมล. 

  ชุดที่ 4 เติมเดกซแทรนเนส BB จากขอ 3.3.3.1.3 ใหมีความเขมขนสุดทาย

ของเดกซแทรนเนสเปน 1 หนวยตอมล. 

  ชุดที่ 5 เติมเดกซแทรนเนส FI จากขอ 3.3.3.2.2 ใหมีความเขมขนสุดทาย 

ของเดกซแทรนเนสเปน 1 หนวยตอมล. 

  ชุดที่ 6 เติมเดกซแทรนเนส FB จากขอ 3.3.3.2.3 ใหมีความเขมขนสุดทาย

ของเดกซแทรนเนสเปน 1 หนวยตอมล. 

 

 ทําการทดลองทั้งหมด 3 ซ้ํา และมีชุดควบคุมของแตละชุดการทดลองโดยใช

อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว BHI ที่เสริมดวยน้ําตาลซูโครส 2% โดยน้ําหนัก เชนเดียวกับที่ใชในการ
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เตรียมเชื้อขอ 3.3.5.1 แทนเชื้อที่ไดจากขอ 3.3.5.1 โดยทํา 3 ซ้ําเชนกัน จากนั้นนําไปบมที่อุณหภูมิ 

37 ๐ซ ในภาวะที่มีออกซิเจนต่ํา แปรผันเวลาที่ใชในการบมต้ังแต 3 4 5 6 และ 7 ชั่วโมง จากนั้น

นําไปตรวจสอบการเกิดคราบจุลินทรียตามวิธีในขอ 3.3.8 

 

 3.3.6.2 ศึกษาการปองกันการเกิดคราบจุลินทรียโดยเดกซแทรนเนส BI และ FI 

 

 3.3.6.2.1 การปองกันการเกิดคราบจุลินทรียโดยเดกซแทรนเนส BI 

 

  เติมเชื้อที่ไดจากขอ 3.3.5.1 160 ไมโครลิตร และสารทดสอบอีก 40 

ไมโครลิตร โดยจะแบงออกเปน 

 

   ชุดที่ 1 เติมน้ํากลั่นปลอดเชื้อเพื่อเปนชุดควบคุม 

   ชุดที่ 2 เติมคลอเฮ็กซิดีนเพื่อเปนชุดควบคุมผลบวก 

   ชุดที่ 3 เติมเดกซแทรนเนส BI ใหมีความเขมขนสุดทายของเดกซแทรน

เนสเปน 1 หนวยตอมล. 

   ชุดที่ 4 ทําเชนเดียวกับชุดที่ 3 แตใหเติมเดกซแทรนเนส BI เพิ่มเขาไป

อีก 0.5 หนวยตอมล. 

   ชุดที่ 5 ทําเชนเดียวกับชุดที่ 3 และเมื่อบมครบ 5 ชั่วโมงแลวใหเติม

เดกซแทรนเนส BI เพิ่มเขาไปอีก 0.5 หนวยตอมล. 

 

  ทําการทดลองทั้งหมด 3 ซ้ํา และมีชุดควบคุมของแตละชุดการทดลองโดย

ใชอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว BHI ที่เสริมดวยน้ําตาลซูโครส 2% โดยน้ําหนัก เชนเดียวกับที่ใชในการ

เตรียมเชื้อขอ 3.3.5.1 แทนเชื้อที่ไดจากขอ 3.3.5.1 โดยทํา 3 ซ้ําเชนกัน จากนั้นนําไปบมที่อุณหภูมิ 

37 ๐ซ ในภาวะที่มีออกซิเจนต่ํา แปรผันเวลาที่ใชในการบมต้ังแต 3 4 5 6 และ 7 ชั่วโมง จากนั้น

นําไปตรวจสอบการเกิดคราบจุลินทรียตามวิธีในขอ 3.3.8 

 

 3.3.6.2.2 การปองกันการเกิดคราบจุลินทรียโดยเดกซแทรนเนส FI 

 

  ทําเชนเดียวกับขอ 3.3.6.2.1 แตเปลี่ยนเดกซแทรนเนสที่ใชทดสอบจาก

เดกซแทรนเนส BI เปนเดกซแทรนเนส FI 
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 3.3.6.3 ศึกษาคาความเปนกรด-ดางที่ใชในการปองกันการเกิดคราบจุลินทรีย 

 

  ทําการทดลองเชนเดียวกับขอ 3.3.6.1 แตแปรผันคาความเปนกรด-ดางของ

อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว BHI ที่เสริมดวยน้ําตาลซูโครส 2% โดยน้ําหนัก ที่ 4.0 4.5 5.0 5.5 6.0 6.5 

7.0 7.5 และ 8.0 นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 ๐ซ ในภาวะที่มีออกซิเจนต่ํา บมเปนเวลา 5 และ 7 ชั่วโมง 

จึงนําไปตรวจสอบการเกิดคราบจุลินทรียตามวิธีในขอ 3.3.8 

 

 3.3.6.4 ศึกษาเวลาที่เหมาะสมในการปองกันการเกิดคราบจุลินทรียที่คาความเปนกรด-

ดางที่คัดเลือกแลว 

 

  ทําการทดลองเชนเดียวกับขอ 3.3.6.1 แตนําผลของคาความเปนกรด-ดางของ

อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว BHI ที่เสริมดวยน้ําตาลซูโครส 2% โดยน้ําหนัก ที่เหมาะสมจากขอ 3.3.6.3 

มาใชในการทดสอบ โดยแปรผันเวลาที่ใชในการบมที่ 0 15 30 60 120 180 240 และ 300 นาที 

 

 3.3.6.5 ศึกษาปริมาณความเขมขนของเดกซแทรนเนส BI และ FI ที่เหมาะสมในการ

ปองกันการเกิดคราบจุลินทรีย 

 

  ทําการทดลองเชนเดียวกับขอ 3.3.6.1 โดยทําเฉพาะชุดการทดลองที่ 1 2 3 และ 

5 เทานั้น แตจะทําการแปรผันปริมาณความเขมขนของเดกซแทรนเนสที่ความเขมขนสุดทาย

เทากับ 1 2 3 4 และ 5 หนวยตอมล. 

 
 3.3.7 ภาวะที่เหมาะสมในการสลายคราบจุลินทรียบนไมโครไตเตอรเพลต 
 

 3.3.7.1 เปรียบเทียบการสลายคราบจุลินทรียโดยเดกซแทรนเนสในระบบของอาหารเลี้ยง

เชื้อเหลว BHI ที่เสริมดวยน้ําตาลซูโครส 2% โดยน้ําหนัก และในระบบบัฟเฟอรที่เวลาตางๆ 

 

 เลี้ยงเชื้อ S. sobrinus 6715 เพื่อใหเกิดคราบจุลินทรียบนไมโครไตเตอรเพลต

ตามวิธีในขอ 3.3.5.2 โดยเลือกใชเวลาในการเกิดคราบจุลินทรียที่เหมาะสม จากนั้นเทอาหารเลี้ยง

เชื้อทิ้งแลวลางดวยน้ํากลั่น 3 คร้ัง ทิ้งไวใหแหง แลวเติมอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว BHI ที่เสริมดวย

น้ําตาลซูโครส 2% โดยน้ําหนัก หรือบัฟเฟอรที่คาความเปนกรด-ดางที่เหมาะสมตอการทํางานของ
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เดกซแทรนเนส160 ไมโครลิตร และสารทดสอบ 40 ไมโครลิตร โดยจะใชสารทดสอบที่แตกตางกัน

ไป ดังนี้ 

 

  ชุดที่ 1 เติมน้ํากลั่นปลอดเชื้อเพื่อเปนชุดควบคุม 

  ชุดที่ 2 เติมคลอเฮ็กซิดีนเพื่อเปนชุดควบคุมผลบวก 

  ชุดที่ 3 เติมเดกซแทรนเนส BI ใหมีความเขมขนสุดทายของเดกซแทรนเนส

เปน 1 หนวยตอมล. 

  ชุดที่ 4 เติมเดกซแทรนเนส BB ใหมีความเขมขนสุดทายของเดกซแทรนเนส

เปน 1 หนวยตอมล. 

  ชุดที่ 5 เติมเดกซแทรนเนส FI ใหมีความเขมขนสุดทายของเดกซแทรนเนส

เปน 1 หนวยตอมล. 

  ชุดที่ 6 เติมเดกซแทรนเนส FB ใหมีความเขมขนสุดทายของเดกซแทรนเนส

เปน 1 หนวยตอมล. 

 

 สําหรับในระบบบัฟเฟอร เดกซแทรนเนส BI และ BB ใชโซเดียมฟอสเฟตปฟเฟอร

ความเขมขน 0.05 โมลาร ที่คาความเปนกรด-ดางเทากับ 7.0 สวนเดกซแทรนเนส FI และ FB ใช

โซเดียมอะซิเตตบัฟเฟอรความเขมขน 0.05 โมลาร ที่คาความเปนกรด-ดางเทากับ 4.5 

 ทําการทดลองทั้งหมด 3 ซ้ํา และมีชุดควบคุมของแตละชุดการทดลองโดยใช

อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว BHI ที่เสริมดวยน้ําตาลซูโครส 2% โดยน้ําหนัก เชนเดียวกับที่ใชในการ

เตรียมเชื้อขอ 3.3.5.1 หรือบัฟเฟอรแทนเชื้อที่ไดจากขอ 3.3.5.1 โดยทํา 3 ซ้ําเชนกัน จากนั้นนําไป

วางไวที่อุณหภูมิหอง แปรผันเวลาที่ใชในการทําปฏิกิริยาตั้งแต 0 5 10 15 20 25 30 นาที จากนั้น

นําไปตรวจสอบการเกิดคราบจุลินทรียตามวิธีในขอ 3.3.8 

 

 3.3.7.2 เปรียบเทียบการสลายคราบจุลินทรียโดยเดกซแทรนเนส FI และ FB ที่อุณหภูมิ 

37 ๐ซ และอุณหภูมิหอง 

 

  เลือกระบบที่เหมาะสมตอการทํางานของเดกซแทรนเนสจากขอ 3.3.7.1 แลว

นํามาทดสอบการทํางานของเดกซแทรนเนสที่อุณหภูมิ 37 ๐ซ และอุณหภูมิหอง โดยเลือกทดสอบ

กับเดกซแทรนเนส FI และ FB 
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 3.3.7.3 ศึกษาคาความเปนกรด-ดางที่ใชในการสลายคราบจุลินทรีย 

 

  คัดเลือกระบบการทํางานและอุณหภูมิในการทํางานของเดกซแทรนเนสที่

เหมาะสมจากขอ 3.3.7.1 และ 3.3.7.2 ตามลําดับ แลวนํามาศึกษาคาความเปนกรด-ดางที่ใชใน

การสลายคราบจุลินทรีย โดยแปรผันคาความเปนกรด-ดางที่ 4.0 4.5 5.0 5.5 6.0 6.5 7.0 7.5 

และ 8.0 โดยใชเวลาในการทําปฏิกิริยาที่เหมาะสม 

 

   คาความเปนกรด-ดางที่ 4.0-6.0 ใชโซเดียมอะซิเตตบัฟเฟอรความเขมขน 

0.05 โมลาร 

   คาความเปนกรด-ดางที่ 6.0-8.0 ใชโซเดียมฟอสเฟตปฟเฟอรความเขมขน 

0.05 โมลาร 

 

 3.3.7.4 ศึกษาชวงเวลาที่เหมาะสมในการสลายคราบจุลินทรียที่คาความเปนกรด-ดางที่

เหมาะสม 

 

  ทําการทดลองเชนเดียวกับขอ 3.3.7.3 โดยเลือกใชผลของคาความเปนกรด-ดางที่

เหมาะสมมาทําการทดสอบ โดยแปรผันเวลาที่ใชในการสลายคราบจุลินทรียที่ 0 15 30 60 120 

และ 180 นาที 

 

 3.3.7.5 ศึกษาปริมาณความเขมขนของเดกซแทรนเนส BI และ FI ที่เหมาะสมในการ

สลายคราบจุลินทรีย 

 

  เลือกใชผลของการทําปฏิกิริยาที่ดีที่สุดจากขอ 3.3.7.4 และทําการทดสอบ

ปริมาณความเขมขนของเดกซแทรนเนส BI และ FI ที่เหมาะสม โดยแปรผันปริมาณความเขมขน

ของเดกซแทรนเนส BI และ FI ที่ความเขมขนสุดทายเทากับ 1 2 3 4 และ 5 หนวยตอมล. 

 

 3.3.7.6 ศึกษาประสิทธิภาพในการสลายคราบจุลินทรีย โดยเดกซแทรนเนส BB รวมกับ

เดกซแทรนเนส FI 

 

  เลี้ยงเชื้อ S. sobrinus 6715 เพื่อใหเกิดคราบจุลินทรียบนไมโครไตเตอรเพลต

ตามวิธีในขอ 3.3.5.2 โดยเลือกใชเวลาในการเกิดคราบจุลินทรียที่เหมาะสม จากนั้นใหเทอาหาร



 46 

เลี้ยงเชื้อทิ้งแลวลางดวยน้ํากลั่น 3 คร้ัง ทิ้งไวใหแหง แลวจึงเติมโซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอรความ

เขมขน 0.05 โมลาร ที่คาความเปนกรด-ดางเทากับ 7.0 ลงไป 160 ไมโครลิตร และสารทดสอบ 40 

ไมโครลิตร โดยสารทดสอบในแตละชุดจะแตกตางกันไป ดังนี้ 

 

   ชุดที่ 1 เติมน้าํกลั่นปลอดเชือ้เพื่อเปนชุดควบคุม 

   ชุดที่ 2 เติมคลอเฮ็กซิดีนเพื่อเปนชุดควบคมุผลบวก 

   ชุดที่ 3 เติมเดกซแทรนเนส BB ใหมีความเขมขนสุดทายของเดกซแทรนเนส

เปน 1 หนวยตอมล. 

   ชุดที่ 4 เติมเดกซแทรนเนส FI ใหมีความเขมขนสุดทายของเดกซแทรนเนส

เปน 1 หนวยตอมล. 

   ชุดที่ 5 เติมเดกซแทรนเนส BB รวมกับเดกซแทรนเนส FI ใหมีความเขมขน

สุดทายของเดกซแทรนเนสแตละชนิดเปน 1 หนวยตอมล. 

 

   ชุดที่ 6 เติมเดกซแทรนเนส FI ใหมีความเขมขนสุดทายของเดกซแทรนเนส

เปน 1 หนวยตอมล. จากนั้นเมื่อทิ้งใหทําปฏิกิริยาครบ 60 นาทีแลวใหเติมเดกซแทรนเนส BB เขา

ไปอีก 1 หนวยตอมล. 

 

  ทําการทดลองทั้งหมด 3 ซ้ํา และมีชุดควบคุมของแตละชุดการทดลองโดยใช

อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว BHI ที่เสริมดวยน้ําตาลซูโครส 2% โดยน้ําหนัก เชนเดียวกับที่ใชในการ

เตรียมเชื้อขอ 3.3.5.1 แทนเชื้อที่ไดจากขอ 3.3.5.1 โดยทํา 3 ซ้ําเชนกัน นําไปวางไวที่อุณหภูมิหอง 

เปนเวลา 120 นาที จากนั้นนําไปตรวจสอบการเกิดคราบจุลินทรียตามวิธีในขอ 3.3.8 

 
 3.3.8 การตรวจสอบคราบจุลินทรีย (ดัดแปลงจาก Froeliger และ Five-Taylor, 2001; 
O’Toole และ Kolter, 1998) 
 

  นําไมโครไตเตอรเพลตที่ตองการตรวจสอบมาเทอาหารเลี้ยงเชื้อหรือบัฟเฟอรทิ้ง นํา    

ไมโครไตเตอรเพลตไปลางดวยน้ํากลั่น 3 คร้ัง ทิ้งไวใหแหง เติมสารละลายคริสตัลไวโอเลต 0.02% 

โดยน้ําหนัก 50 ไมโครลิตร ทิ้งไวนาน 15 นาที ลางดวยน้ํากลั่น 3 คร้ัง ทิ้งไวใหแหง จากนั้นเติม

กรดอะซิติก 30% โดยปริมาตร 200 ไมโครลิตร แลวนําไปวางบนเครื่องเขยาสําหรับไมโครไตเตอร

เพลต (Microplate shaker) นาน 10 นาที นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 540       
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นาโนเมตร ดวยเครื่องวัดคาการดูดกลืนแสงสําหรับไมโครไตเตอรเพลต (Microplate reader) โดย

คาการดูดกลืนแสงที่วัดไดนั้นจะแปรผันตรงกับปริมาณเดกซแทรน 



บทที่ 4 
 

ผลการทดลอง 
 
4.1 เดกซแทรนจาก Streptococcus sobrinus 6715 
 

 เมื่อเลี้ยงเชื้อ S. sobrinus 6715 ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว BHI ที่เสริมดวยน้ําตาลซูโครส 

2% โดยน้ําหนักเพื่อเปนสารชักนําในการผลิตเดกซแทรน หลังการบม 24 ชั่วโมง พบวา ที่กน    

ฟลาสกมีเดกซแทรน และเซลลของ S. sobrinus 6715 ติดอยู มีลักษณะเปนแผนฟลมสีขาวเคลือบ

ติดแนนอยูที่กนฟลาสก หลังการเก็บเกี่ยวและทําบริสุทธิ์ตามวิธีในขอ 3.3.2.3 แลวจะไดเดกซ

แทรนที่มีลักษณะเปนผงละเอียดสีขาว ดังแสดงในรูปที่ 4.1 

 

 
 

รูปที่ 4.1 ลักษณะของเดกซแทรนที่ผลิตไดจาก S. sobrinus 6715 

 
4.2 เดกซแทรนเนสจาก Arthrobacter sp. AG-2 และ Penicillium pinophilum SMCU 3-14 
ที่ชักนําดวยเดกซแทรนเกรดอุตสาหกรรม และเดกซแทรนจาก S. sobrinus 6715 
 

 เดกซแทรนเนสจากจุลินทรียที่ใชในการทดลองนี้ไดมาจากแบคทีเรีย Arthrobacter sp. 

AG-2 และรา P. pinophilum SMCU 3-14 ที่ถูกชักนําดวยเดกซแทรน 2 ชนิด คือ เดกซแทรนเกรด

อุตสาหกรรมซึ่งมีพันธะ α-1,6 ในปริมาณสูง ทําใหไดเดกซแทรนเนสที่มีความจําเพาะตอพันธะ 

α-1,6 หรือเดกซแทรนจาก S. sobrinus 6715 ซึ่งมีพันธะ α-1,3 และ α-1,6 ทําใหไดเดกซแทรน

เนสที่มีความจําเพาะตอพันธะ α-1,3 และ α-1,6 เปรียบเทียบแอกทิวิตีของเดกซแทรนเนสจาก 

ทั้ง 2 แหลงที่ใชเดกซแทรนที่ตางกันเปนสารชักนําตามวิธีในขอ 3.3.4.1 และวิเคราะหหาปริมาณ
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โปรตีน เพื่อคํานวณหาแอกทิวิตีจําเพาะของเดกซแทรนเนส จากผลการวิเคราะหแอกทิวิตีของเดกซ

แทรนเนส พบวา เดกซแทรนเนสที่ผลิตจาก P. pinophilum SMCU 3-14 จะมีแอกทิวิตีมากกวา

เดกซแทรนเนสที่ผลิตจาก Arthrobacter sp. AG-2 ไมวาจะถูกชักนําดวยเดกซแทรนชนิดใดก็ตาม 

ในอีกแงหนึ่ง พบวา เดกซแทรนเนสที่ถูกชักนําดวยเดกซแทรนเกรดอุตสาหกรรมจะมีแอกทิวิตี

มากกวาเดกซแทรนเนสที่ถูกชักนําดวยเดกซแทรนจาก S. sobrinus 6715 ไมวาเดกซแทรนเนสนั้น

จะผลิตขึ้นจากเชื้อใดเชนกัน ผลการวิเคราะหแอกทิวิตี ปริมาณโปรตีน และแอกทิวิตีจําเพาะของ

เดกซแทรนเนสแสดงในตารางที่ 4.1 

 

ตารางที่ 4.1 เปรียบเทียบแอกทิวิตี ปริมาณโปรตีน และแอกทิวิตีจําเพาะของเดกซแทรนเนส 

 

แหลงของเดกซแทรนเนส 
และชนิดของสารชักนาํ 

แอกทิวิตี 
(หนวยตอมล.) 

ปริมาณโปรตีน 
(มก.ตอมล.) 

แอกทิวิตีจําเพาะ 
(หนวยตอมก.โปรตีน) 

Arthrobacter sp. AG-2 

เดกซแทรนเกรดอุตสาหกรรม 

เดกซแทรนจาก S. sobrinus 6715 

 

4.42 

0.40 

 

2.69 

1.54 

 

1.64 

0.26 

P. pinophilum SMCU 3-14 

เดกซแทรนเกรดอุตสาหกรรม 

เดกซแทรนจาก S. sobrinus 6715 

 

1,105.30 

779.96 

 

5.01 

4.85 

 

220.71 

160.88 

 

หมายเหตุ ในการวัดแอกทิวิตีของเดกซแทรนเนสนั้นจะใชเดกซแทรน ที-2000 เปนสับสเตรตซึ่งมี

พันธะ α-1,6 สูง 

 
4.3 เวลาการกอคราบจุลินทรียบนไมโครไตเตอรเพลตที่ใชเปนแบบจําลองพื้นเรียบ 
 

 การเกิดคราบจุลินทรียของ S. sobrinus 6715 บนไมโครไตเตอรเพลตที่ใชเปนแบบจําลอง

พื้นเรียบตอเวลาการบม โดยใชอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว BHI ที่เสริมดวยน้ําตาลซูโครส 2% โดย

น้ําหนัก แลวบมที่อุณหภูมิ 37 ๐ซ ในภาวะที่ไมมีออกซิเจน เชื้อเร่ิมตนมีคาการดูดกลืนแสงที่ความ

ยาวคลื่น 560 นาโนเมตรเทากับ 0.1 หรือเทากับ 3.02x108 เซลลตอมล. พบวา S. sobrinus 6715 

จะกอใหเกิดคราบจุลินทรียเพิ่มข้ึนตามเวลาที่เพิ่มข้ึน ดังแสดงในรูปที่ 4.2 และรูปที่ 4.3 



 50 

y = 0.1864x

R2 = 0.969
0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

1.2

1.4

0 1 2 3 4 5 6 7

เวลา (ช่ัวโมง)

คา
กา
รด

ูดก
ลืน

แส
งที่

 5
40

 น
าโ
นเ
มต

ร

 
รูปที่ 4.2 ความสัมพันธระหวางการเกิดคราบจุลินทรียบนไมโครไตเตอรเพลตของ S. sobrinus 

6715 กับเวลา 

 

 
 

 

 

รูปที่ 4.3 ลักษณะคราบจุลินทรียของ S. sobrinus 6715 ที่เวลาตางๆ บนไมโครไตเตอรเพลต เมื่อ

ยอมดวยคริสตัลไวโอเลต 0.02% โดยน้ําหนัก 

 

 นอกจากนี้ยังพบวา หากเกิดคราบจุลินทรียมากเกินไปบนผิวของหลุมไมโครไตเตอรเพลต

แลวจะเกิดการหลุดลอก สงผลใหมีคาการดูดกลืนแสงที่แปรผันไป และไมนาเชื่อถือได ดังนั้นใน

การทดลองตอไปเวลาที่ใชในการบมใหเกิดคราบจุลินทรียบนไมโครไตเตอรเพลตจะใชไมเกิน        

7 ชั่วโมง เนื่องจากชวงเวลาที่ 0-7 ชั่วโมงเปนชวงเวลาที่เหมาะสมที่สุดที่ไมมีการหลุดออกของ

คราบจุลินทรีย 

0 ชั่วโมง 7 ชั่วโมง 
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 ในการศึกษาตอไปจะศึกษาการนําเดกซแทรนเนสไปใชใน 2 ลักษณะ คือ การปองกันการ

เกิดคราบจุลินทรีย เพื่อเปนประโยชนในการนําเดกซแทรนเนสไปใชในชองปาก และการสลาย

คราบจุลินทรีย เพื่อเปนประโยชนระบบจําลองการใชเดกซแทรนเนสนอกชองปาก เชน นําไปใชกับ

อุปกรณที่ใชกับชองปาก หรืออุปกรณทางทันตกรรม เปนตน โดยแตละระบบนั้น จะศึกษาบน

พื้นฐานความเปนไปไดในการนําไปใชในภาวะจริง 

 
4.4 การศึกษาภาวะที่เหมาะสมในการปองกันการเกิดคราบจุลินทรีย 
 

 ศึกษาภาวะในการปองกันการเกิดคราบจุลินทรีย โดยการเติมเดกซแทรนเนสจากจุลินทรีย

ลงในชุดการทดลองเปรียบเทียบกับชุดควบคุมผลบวกที่ใชคลอเฮ็กซิดีน (chlorhexidine) เปนสาร

ทดสอบ มีรายงานไววา คลอเฮ็กซิดีนเปนยาตานแบคทีเรียที่ใหผลดีที่สุดซึ่งสามารถตานการเกิด

คราบจุลินทรีย หรือโรคเหงือกอักเสบได (Wolinsky และ Hume,1985; Featherstone, 2000) และ

สามารถตานแบคทีเรียในกลุม mutan streptococci ไดดวย (Emilson, 1994) โดยในการศึกษานี้

จะทําขึ้นบนพื้นฐานความเปนจริงที่จะนําไปประยุกตใชไดในชองปาก 

 

 4.4.1 เวลาที่เหมาะสมในการปองกันการเกิดคราบจุลินทรีย 

 

  จากการแปรผันเวลาที่ใชในการปองกันการเกิดคราบจุลินทรีย โดยเลี้ยงเชื้อ S. 

sobrinus 6715 รวมกับเดกซแทรนเนส BI BB FI และ FB ที่ความเขมขนสุดทายเทากับ 1 หนวย

ตอมล. บมที่ 37 ๐ซ ในภาวะที่ไมมีออกซิเจน เปนเวลา 3 4 5 6 และ 7 ชั่วโมง 

  เมื่อพิจารณาจากรูปที่ 4.4 พบวา เดกซแทรนเนส BB มีประสิทธิภาพในการปองกันการ

เกิดคราบจุลินทรียสูงที่สุด โดยสามารถลดปริมาณการเกิดคราบจุลินทรียลงไดถึง 96.92% ที่

ชั่วโมงที่ 3 และ 99.14% ที่ชั่วโมงที่ 7 เมื่อเทียบการเกิดคราบจุลินทรียในชุดควบคุมที่ใชน้ํากลั่น

ปลอดเชื้อเปน 100% และใหผลดีเทียบเทากับคลอเฮ็กซิดีน รองลงมาคือ เดกซแทรนเนส BI สวน

เดกซแทรนเนส FI และ FB นั้นมีประสิทธิภาพใกลเคียงกัน 
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รูปที่ 4.4 การปองกันการเกิดคราบจุลินทรียในชองปากที่เวลาตางๆ ดวยเดกซแทรนเนสจาก        

จุลินทรีย 

 

 4.4.2 การปองกันการเกิดคราบจุลินทรียโดยเดกซแทรนเนส BI และ FI 

 

  จากผลการศึกษาถึงเวลาที่เหมาะสมในการปองกันการเกิดคราบจุลินทรียในขอ 4.4.1  

นั้นจะเห็นไดวาเดกซแทรนเนสยังคงมีประสิทธิภาพเมื่อเวลาผานไปถึง 7 ชั่วโมง แตประสิทธิภาพ

ในการทํางานอาจจะคงที่หรือลดลงเล็กนอย จากเหตุผลดังกลาวทําใหสนใจที่จะศึกษารูปแบบการ

สลายของคราบจุลินทรีย โดยเลือกเดกซแทรนเนส BI และ FI เปนตัวแทนในการศึกษา เนื่องจาก

เดกซแทรนเนส BB และ FB มีตนทุนในการผลิตที่สูง ทําการทดลองเชนเดียวกัน แตเมื่อเวลาผาน

ไป 5 ชั่วโมง จะเติมเดกซแทรนเนสเพิ่มเขาไปอีก 0.5 หนวยตอมล. แลวบมตอจนครบ 7 ชั่วโมง 

  รูปที่ 4.5 แสดงใหเห็นวาประสิทธิภาพในการปองกันการเกิดคราบจุลินทรียของเดกซ

แทรนเนส BI แมเวลาผานไปถึง  7 ชั่วโมงก็ยังคงสามารถปองกันการเกิดคราบจุลินทรียไดดีที่

ปริมาณความเขมขน 1 หนวยตอมล. เมื่อเพิ่มความเขมขนของเดกซแทรนเนส BI ข้ึนอีก 0.5 หนวย

ตอมล. (BI+BI) ความสามารถในการปองกันการเกิดคราบจุลินทรียจะเพิ่มข้ึนเล็กนอย และเมื่อ

0 
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การสลายเริ่มคงที่จึงทดลองเพิ่มความเขมขนของเดกซแทรนเนส BI เขาไปที่ชั่วโมงที่ 5 (BI>>BI) 

เพื่อดูการทํางานของเดกซแทรนเนสวาดีข้ึนหรือไม พบวา ความสามารถในการปองกันการเกิด

คราบจุลินทรียจะเพิ่มข้ึนเพียงเล็กนอยเชนกัน แสดงใหเห็นวา เดกซแทรนเนส BI ยังคงมี

ประสิทธิภาพที่ดีในการปองกันการเกิดคราบจุลินทรียบนแบบจําลองพื้นเรียบแมวาเวลาจะผานไป

นานถึง 7 ชั่วโมง 

 รูปที่ 4.6 แสดงใหเห็นวาประสิทธิภาพในการปองกันการเกิดคราบจุลินทรียของเดกซแทรน

เนส FI กับเดกซแทรนเนส BI นั้นไมแตกตางกัน ถึงจะมีการเพิ่มความเขมขนของเดกซแทรนเนส FI 

ข้ึนอีก 0.5 หนวยตอมล. (FI+FI) หรือเติมเดกซแทรนเนส FI เพิ่มเขาไปหลังจากบมไปแลว 5 ชั่วโมง 

(FI>>FI) ความสามารถในการปองกันการเกิดคราบจุลินทรียนั้นจะดีข้ึนเพียงเล็กนอยเทานั้น 
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รูปที่ 4.5 การปองกันการเกิดคราบจุลินทรียโดยเดกซแทรนเนส BI 

0 
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รูปที่ 4.6 การปองกันการเกิดคราบจุลินทรียโดยเดกซแทรนเนส FI 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

0 
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 4.4.3 คาความเปนกรด-ดางที่เหมาะสมตอการทํางานของเดกซแทรนเนสเพื่อปองกันการเกิด

คราบจุลินทรีย 

 

  ศึกษาคาความเปนกรด-ดางที่เหมาะสมในการปองกันการเกิดคราบจุลินทรียดวยเดกซ

แทรนเนสจากจุลินทรีย โดยแปรผันคาความเปนกรด-ดางของอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว BHI ที่เสริม

ดวยน้ําตาลซูโครส 2% โดยน้ําหนัก ที่ 4.0 4.5 5.0 5.5 6.0 6.5 7.0 7.5 และ 8.0 และใชเวลาใน

การปองกันการเกิดคราบจุลินทรียที่ 5 และ 7 ชั่วโมง ผลการทดลองที่ไดดังแสดงในรูปที่ 4.7 

  จากรูปที่ 4.7 แสดงใหเห็นวาไมวาที่คาความเปนกรด-ดางนั้นจะมากหรือนอยเดกซ

แทรนเนสจากจุลินทรียไมวาจะเปนเดกซแทรนเนส BI BB FI หรือ FB ก็ยังคงมีประสิทธิภาพในการ

ปองกันการเกิดคราบจุลินทรียที่ดี แตประสิทธิภาพในการปองกันที่ชั่วโมงที่ 5 นั้นจะดีกวาที่ชั่วโมง

ที่ 7 ดังนั้นในการคัดเลือกคาความเปนกรด-ดางที่จะนําไปใชในการทดลองตอๆ ไปนั้น จะเลือกที่

คาความเปนกรด-ดางเทากับ 7.0 เพราะเปนคาความเปนกรด-ดางที่ใกลเคียงกับคาความเปนกรด-

ดางในชองปาก โดยคาเฉลี่ยความเปนกรด-ดางของน้ําลายในภาวะปกติจะมีคาเทากับ 6.75    

(จินตกร คูวัฒนสุชาติ, 2544) นอกจากนี้ ยังไดมีการศึกษาแลววาเดกซแทรนเนสจากจลิุนทรยีทัง้ 2 

แหลงนี้ มีความเสถียรที่คาความเปนกรด-ดางดังกลาว แสดงในตารางที่ 4.2 

 

ตารางที่ 4.2 คาความเสถียรตอคาความเปนกรด-ดางของเดกซแทรนเนสจากจุลินทรีย 

 

จุลินทรียที่ใชในการผลิตเดกซแทรนเนส คาความเสถยีรตอความเปนกรด-ดาง 

Arthrobacter sp. AG-2 

P. pinophilum SMCU 3-14 

5.5-7.0 (สุหัทยา จิระนนัทพิร,2543) 

4.5-7.0 (พัชราวดี บุตรทา, 2548) 
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รูปที่ 4.7 การปองกันการเกิดคราบจุลินทรียในชองปากโดยเดกซแทรนเนสจากจุลินทรียที่คาความ

เปนกรด-ดางตางๆ ที่ 5 ชั่วโมง (บน) และ 7 ชั่วโมง (ลาง) 
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 4.4.4 เวลาที่เหมาะสมในการปองกันการเกิดคราบจุลินทรียที่คาความเปนกรด-ดางเทากับ 

7.0 

 

  จากผลการทดลองในขอ 4.4.3 จึงไดศึกษาเวลาที่ใชในการปองกันการเกิดคราบ          

จุลินทรียที่คาความเปนกรด-ดางเทากับ 7.0 เพื่อหาเวลาที่เหมาะสมในการปองกนัการเกดิคราบจลิุ

นทรียดวยเดกซแทรนเนสจากจุลินทรีย โดยศึกษาที่เวลา 0 15 30 60 120 180 240 และ 300 นาที 

พบวา เดกซแทรนเนสที่ไดจากจุลินทรียทั้งเดกซแทรนเนส BI BB FI และ FB นั้น สามารถปองกัน

การเกิดคราบจุลินทรียไดต้ังแตเร่ิมตน โดยเดกซแทรนเนส BB มีประสิทธิภาพดีที่สุด และดีกวาการ

ยับยั้งการเจริญของเชื้อดวยคลอเฮ็กซิดีน รองลงมาเปนเดกซแทรนเนสจาก BI สวนเดกซแทรน    

เนสจาก FI และ FB นั้นมีประสิทธิภาพที่ใกลเคียงกัน ดังแสดงในรูปที่ 4.8 
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รูปที่ 4.8 การปองกันการเกิดคราบจุลินทรียในชองปากโดยเดกซแทรนเนสจากจุลินทรียที่คาความ

เปนกรด-ดางเทากับ 7.0 ที่เวลา 0-300 นาที 
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  จากรูปที่ 4.8 จะเห็นไดวาเดกซแทรนเนสจากจุลินทรียยังคงสามารถปองกันการเกิด

คราบจุลินทรียไดในขณะที่มีการเกิดคราบจุลินทรียเพิ่มข้ึนอยางรวดเร็วตั้งแตชั่วโมงที่ 2 ดังนั้น

การศึกษาความเขมขนของเดกซแทรนเนสในขั้นตอไปจึงเลือกเวลาที่ใชในการปองกันการเกิดคราบ

จุลินทรียที่ 3 ชั่วโมง 

 

 4.4.5 ความเขมขนของเดกซแทรนเนส BI และ FI ตอการปองกันการเกิดคราบจุลินทรียที่เวลา 

3 ชั่วโมง และคาความเปนกรด-ดางเทากับ 7.0 

 

  จากการศึกษาที่ผานมาไดใชความเขมขนของเดกซแทรนเนสที่ 1 หนวยตอมล. ซึ่งมี

ประสิทธิภาพที่ดี ในการทดลองนี้จึงไดเพิ่มปริมาณความเขมขนของเดกซแทรนเนสขึ้นอีกเพื่อดูวา

เมื่อเพิ่มความเขมขนของเดกซแทรนเนสขึ้นแลวจะสามารถปองกันการเกิดคราบจุลินทรียไดดีข้ึน

หรือไม โดย ทําการศึกษาที่คาความเปนกรด-ดางเทากับ 7.0 เปนเวลา 3 ชั่วโมง และใชความ

เขมขนของเดกซแทรนเนสที่ 1 2 3 4 และ 5 หนวยตอมล. สาเหตุที่เลือกศึกษาในเดกซแทรนเนส BI 

และ FI นั้นเปนเพราะวาเดกซแทรนเนส BB มีประสิทธิภาพที่ดีมากอยูแลวที่ความเขมขน 1 หนวย

ตอมล. สวนเดกซแทรนเนส FB นั้นมีประสิทธิภาพใกลเคียงกับเดกซแทรนเนส FI แตมีตนทุนใน

การผลิตที่สูงกวาจึงไมนํามาทดสอบ 

  จากรูปที่ 4.9 แสดงใหเห็นวาเมื่อเพิ่มความเขมขนของเดกซแทรนเนส BI และ FI 

ความสามารถในการปองกันการเกิดคราบจุลินทรียจะคอนขางคงที่ ดังนั้นในการนําไปใชจึง

เลือกใชที่ความเขมขนของเดกซแทรนเนสเทากับ 2-3 หนวยตอมล. 
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ไมมีการเติมเดกซแทรนเนส 1 หนวยตอมล. 2 หนวยตอมล.

3 หนวยตอมล. 4 หนวยตอมล. 5 หนวยตอมล.
 

 

รูปที่ 4.9 การปองกันการเกิดคราบจุลินทรียในชองปากโดยเดกซแทรนเนส BI และ FI ที่ความ

เขมขน 1 2 3 4 และ 5 หนวยตอมล.ที่คาความเปนกรด-ดางเทากับ 7.0 เปนเวลา 3 ชั่วโมง  

 

 ผลจากการศึกษาที่ผานมาเมื่อนํามาเปรียบเทียบความสามารถในการปองกันการเกิด

คราบจุลินทรียโดยเดกซแทรนเนสที่ความเขมขน 1 หนวยตอมล. บมที่อุณหภูมิ 37 ๐ซ ในอาหาร

เลี้ยงเชื้อเหลว BHI ที่เสริมดวยน้ําตาลซูโครส 2% โดยน้ําหนัก ที่คาความเปนกรด-ดางเทากับ 7.0 

เปนเวลา 3 ชั่วโมงเทียบกับชุดควบคุม แสดงในตารางที่ 4.3  
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ตารางที่ 4.3 ประสิทธิภาพในการปองกันการเกิดคราบจุลินทรียโดยเดกซแทรนเนสจากจุลินทรีย 

 

แหลงของเดกซแทรนเนส 
และชนิดของสารชักนาํ 

การปองกันการเกิดคราบจุลินทรีย (%) 

คลอเฮ็กซิดีน 97.74 

Arthrobacter sp. AG-2 

เดกซแทรนเกรดอุตสาหกรรม (BI) 

เดกซแทรนจาก S. sobrinus 6715 (BB) 

 

94.61 

100 

P. pinophilum SMCU 3-14 

เดกซแทรนเกรดอุตสาหกรรม (FI) 

เดกซแทรนจาก S. sobrinus 6715 (FB) 

 

75.61 

74.51 

 

 จากตารางที่ 4.3 เปรียบเทียบใหเห็นวา เดกซแทรนเนส BB สามารถปองกันการเกิดคราบ

จุลินทรียไดถึง 100% ในขณะที่คลอเฮ็กซิดีนปองกันการเกิดคราบจุลินทรียได 97.74% เดกซแทรน

เนส BI ปองกันไดประมาณ 95% สวนเดกซแทรนเนส FI และ FB สามารถปองกันการเกิดคราบ    

จุลินทรียไดใกลเคียงกัน คือ สามารถปองกันการเกิดคราบจุลินทรียไดมากกวา 70%  

 
4.5 การศึกษาภาวะที่เหมาะสมในการสลายคราบจุลินทรีย 
  
 ศึกษาถึงภาวะที่ใชในการสลายคราบจุลินทรียภายนอกชองปากดวยเดกซแทรนเนสจาก  

จุลินทรีย เปรียบเทียบกับชุดควบคุมผลบวกที่ใชคลอเฮ็กซิดีน (chlorhexidine) เปนสารทดสอบ 

โดยการศึกษานี้จะทําขึ้นบนพื้นฐานความเปนจริงที่จะนําไปประยุกตใชไดกับอุปกรณที่ใชกับชอง

ปาก 

 

 4.5.1 การสลายคราบจุลินทรียโดยเดกซแทรนเนสจากจุลินทรียในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว BHI 

และในบัฟเฟอรที่เวลาตางๆ 
 
  หลังจากเลี้ยง S. sobrinus 6715 ใหเกิดคราบจุลินทรียบนไมโครไตเตอรเพลตที่ 3 

ชั่วโมงแลว นํามาทําปฏิกิริยากับเดกซแทรนเนสจากจุลินทรียที่ความเขมขนสุดทายเทากบั 1 หนวย

ตอมล. ทั้งในระบบที่เติมดวยอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว BHI ที่เสริมดวยน้ําตาลซูโครส 2% โดยน้ําหนัก 
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และระบบที่เติมดวยบัฟเฟอร แปรผันเวลาที่ใชในการสลายตั้งแต 0 5 10 15 20 25 30 นาที และ

บมไวที่อุณหภูมิหอง 

  จากรูปที่ 4.10 และ 4.11 พบวา เดกซแทรนเนส BI FI และ FB สามารถสลายคราบ      

จุลินทรียไดต้ังแตเร่ิมมีการเติมเดกซแทรนเนสลงไปในทั้ง 2 ระบบ และใหผลที่ดีกวาคลอเฮ็กซิดีน 

แตในทางตรงกันขามไมวาเวลาที่ใชในการสลายจะนานแคไหนก็ตามเดกซแทรนเนส BB ยังคงไม

สามารถสลายคราบจุลินทรียไดในทั้ง 2 ระบบเชนกัน 

 

 4.5.2 การสลายคราบจุลินทรียโดยเดกซแทรนเนส FI และ FB ที่อุณหภูมิ 37 ๐ซ และ

อุณหภูมิหอง 

 

  จากขอ 4.5.1 เห็นไดวาการสลายคราบจุลินทรียของเดกซแทรนเนสในทั้ง 2 ระบบนั้นมี

ความแตกตางกันไมมากจึงเลือกการทํางานในระบบบัฟเฟอรมาศึกษาเรื่องอุณหภูมิตอ โดยเลือก

ศึกษาที่อุณหภูมิ 37 ๐ซ และอุณหภูมิหอง ซึ่งเปนอุณหภูมิที่สามารถนําไปใชไดจริงกับอุปกรณที่ใช

กับชองปาก เลือกศึกษาโดยใชเดกซแทรนเนส FI และ FB และใชเวลาในการสลายที่ 0 5 10 15 20 

25 และ 30 นาที 

  จากรูปที่ 4.12 เปรียบเทียบความสามารถในการสลายคราบจุลินทรียของเดกซแทรน

เนส FI และ FB ในระบบบัฟเฟอร ที่อุณหภูมิ 37 ๐ซ และอุณหภูมิหอง พบวา เดกซแทรนเนส FI 

และ FB สามารถทํางานไดดีทั้งที่อุณหภูมิ 37 ๐ซ และอุณหภูมิหอง ดังนั้นจึงเลือกอุณหภูมิหอง

สําหรับการทดลองตอไป เพราะงายตอการนําไปใชในชีวิตจริงมากกวา 
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ชุดควบคุม คลอเฮ็กซิดีน BI BB
 

 

รูปที่ 4.10 การสลายคราบจุลินทรียโดยเดกซแทรนเนส BI และ BB ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว BHI 

(บน) และในบัฟเฟอร (ลาง) ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 0-30 นาที 
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ชุดควบคุม คลอเฮ็กซิดีน FI FB
 

 

รูปที่ 4.11 การสลายคราบจุลินทรียโดยเดกซแทรนเนส FI และ FB ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว BHI 

(บน) และในบัฟเฟอร (ลาง) ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 0-30 นาที 
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ชุดควบคุม คลอเฮ็กซิดีน FI FB
 

 

รูปที่ 4.12 การสลายคราบจุลินทรียโดยเดกซแทรนเนส FI และ FB ในระบบบัฟเฟอร ที่อุณหภูมิ 

37 ๐ซ (บน) และอุณหภูมิหอง (ลาง) เปนเวลา 0-30 นาที 
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 4.5.3 คาความเปนกรด-ดางที่เหมาะสมในการสลายคราบจุลินทรียนอกชองปากโดยเดกซ

แทรนเนส 

 

  ศึกษาคาความเปนกรด-ดางที่เหมาะสมในการสลายคราบจุลินทรียดวยเดกซแทรน     

เนสจากจุลินทรีย โดยแปรผันคาความเปนกรด-ดางของบัฟเฟอรที่ 4.0 4.5 5.0 5.5 6.0 6.5 7.0 

7.5 และ 8.0 และใชเวลาในการทําปฏิกิริยาที่ 15 นาที ที่อุณหภูมิหอง 

  จากรูปที่ 4.13 พบวา เดกซแทรนเนส BI FI และ FB สามารถสลายคราบจุลินทรียไดใน

ทุกคาความเปนกรด-ดาง แตสําหรับเดกซแทรนเนส BB นั้นไมสามารถสลายคราบจุลินทรียไดใน

ทุกคาความเปนกรด-ดาง ดังนั้นสําหรับในการทดลองตอไปจะเลือกทดลองที่คาความเปนกรด-ดาง

เทากับ 7.0 เนื่องจากที่คาความเปนกรด-ดางเทากับ 7.0 นี้ในความเปนจริงสามารถนําไปใชไดงาย

กวา และเดกซแทรนเนสจะมีความเสถียรที่คาความเปนกรด-ดางเทากับ 7.0 เชนเดียวกับที่กลาวไว

ในขอ 4.4.3 
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ชุดควบคุม คลอเฮ็กซิดีน BI BB FI FB
 

 

รูปที่ 4.13 การสลายคราบจุลินทรียที่คาความเปนกรด-ดางตางๆ โดยเดกซแทรนเนสจากจุลินทรีย 

ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 15 นาที 

  * ทดสอบในโซเดียมอะซิเตตบัฟเฟอร ความเขมขน 0.05 โมลาร 

  ** ทดสอบในโซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร ความเขมขน 0.05 โมลาร 

 

 4.5.4 เวลาที่เหมาะสมในการสลายคราบจุลินทรียนอกชองปากโดยเดกซแทรนเนสในระบบ

บัฟเฟอรที่คาความเปนกรด-ดางเทากับ 7.0 

 

  ตามที่ไดกลาวไวในขอที่ 4.5.3 จึงเลือกทําการศึกษาความสามารถในการสลายคราบ   

จุลินทรียในระบบบัฟเฟอรที่คาความเปนกรด-ดางเทากับ 7.0 ในอุณหภูมิหอง เปนเวลา 0 15 30 

60 120 และ 180 นาที เพื่อหาเวลาในการสลายคราบจุลินทรียที่ดีที่สุดที่จะสามารถนําไป

ประยุกตใชไดจริง 

  จากรูปที่ 4.14 แสดงใหเห็นถึงความสามารถในการสลายคราบจุลินทรียของเดกซแทรน

เนส BI FI และ FB วาสามารถสลายคราบจุลินทรียใหเห็นไดอยางชัดเจนตั้งแต 15 นาทีแรกที่มกีาร
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เติมเดกซแทรนเนส ดังนั้นในการทดลองตอไปจึงเลือกใชเวลาในการสลายคราบจุลินทรียที่         

15 นาที สวนเดกซแทรนเนส BB นั้นยังคงไมสามารถสลายคราบจุลินทรียไดเชนเดิม  
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ชุดควบคุม คลอเฮ็กซิดีน BI BB FI FB
 

 

รูปที่ 4.14 การสลายคราบจุลิทรียในระบบบัฟเฟอรที่คาความเปนกรด-ดางเทากับ 7.0 ที่

อุณหภูมิหอง 

 

 4.5.5 ความเขมขนที่เหมาะสมของเดกซแทรนเนส BI และ FI ในการสลายคราบจุลินทรีย ใน

ระบบบัฟเฟอรที่คาความเปนกรด-ดางเทากับ 7.0 เปนเวลา 15 นาที 

 

  ตลอดการศึกษาผลของการสลายคราบจุลินทรียนอกชองปากโดยเดกซแทรนเนสจาก   

จุลินทรียนั้น จะใชเดกซแทรนเนสที่ความเขมขนสุดทายเทากับ 1 หนวยตอมล. และเห็นแลววา

เดกซแทรนเนส BI FI และ FB มีประสิทธิภาพที่ดี แตในการทดลองนี้ไดเพิ่มความเขมขนของเดกซ

แทรนเนสขึ้นอีกเพื่อดูวาเมื่อความเขมขนของเดกซแทรนเนสเพิ่มข้ึนจะมีประสิทธิภาพในการสลาย

เพิ่มข้ึนหรือไม โดยทําการศึกษากับเดกซแทรนเนส BI และ FI เนื่องจากเดกซแทรนเนส BB นั้น
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ใหผลการสลายไมดี สวนเดกซแทรนเนส FB ใหผลการสลายคราบจุลินทรียที่ใกลเคียงกับเดกซ

แทรนเนส FI แตมีตนทุนในการผลิตที่สูงกวาจึงไมนํามาทดสอบ 

  จากรูปที่  4 .15 แสดงให เห็นวา เมื่ อ เพิ่มความเขมขนของเดกซแทรนเนส  FI 

ความสามารถในการสลายคราบจุลินทรียจะคอนขางคงที่ แตสําหรับเดกซแทรนเนส BI นั้นเมื่อ

เพิ่มความเขมขนของเดกซแทรนเนสจะไมสงผลที่ดีข้ึน ดังนั้นความเขมขนของเดกซแทรนเนสที่ 2 

หนวยตอมล. ก็เปนปริมาณที่เพียงพอแลวสําหรับเดกซแทรนเนสทั้ง 2 ชนิด 
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ไมมีการเติมเดกซแทรนเนส 1 หนวยตอมล. 2 หนวยตอมล.

3 หนวยตอมล. 4 หนวยตอมล. 5 หนวยตอมล.
 

 

รูปที่ 4.15 การสลายคราบจุลินทรียโดยเดกซแทรนเนส BI และ FI ที่ความเขมขน 1 2 3 4 และ 5 

หนวยตอมล. ในระบบบัฟเฟอรที่คาความเปนกรด-ดางเทากับ 7.0 เปนเวลา 15 นาที  
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 4.5.6 ประสิทธิภาพการทํางานของเดกซแทรนเนส BB รวมกับเดกซแทรนเนส FI ในการสลาย

คราบจุลินทรีย 

 

  จากการศึกษาที่ผานมาในการสลายคราบจุลินทรียจะเห็นไดวาเดกซแทรนเนส BB นั้น

ไมสามารถสลายคราบจุลินทรียได แตเดกซแทรนเนส FI สามารถสลายคราบจุลินทรียไดดี ดังนั้น

จึงไดนําเดกซแทรนเนสทั้ง 2 ชนิดนี้มาทดลองทํางานรวมกันวาเดกซแทรนเนส FI นั้นจะสามารถ

เสริมการทํางานของเดกซแทรนเนส BB ไดหรือไม 

  ผลการทํางานรวมกันของเดกซแทรนเนส BB และ FI ในรูปที่ 4.16 พบวา เมื่อมีการเติม

เดกซแทรนเนส FI เพิ่มอีก 1 หนวยตอมล. จากเดกซแทรนเนส BB ที่มีอยูเดิม 1 หนวยตอมล. 

(BB+FI) ไมมีผลในการเพิ่มความสามารถในการสลายคราบจุลินทรีย เชนเดียวกับเมื่อปลอยให

เดกซแทรนเนส FI สลายคราบจุลินทรียไปกอนเปนเวลา 60 นาที แลวจึงเติมเดกซแทรนเนส BB 

เขาไป 1 หนวยตอมล. (FI>>BB) เดกซแทรนเนส BB ที่เติมเขาไปนั้นไมทําใหการสลายคราบ       

จุลินทรียของเดกซแทรนเนส FI ดีข้ึนเลย 
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ชุดควบคุม คลอเฮ็กซิดีน BB FI BB+FI FI>>BB
 

 

รูปที่ 4.16 การทํางานของเดกซแทรนเนส BB รวมกับเดกซแทรนเนส FI ในระบบบัฟเฟอรที่       

คาความเปนกรด-ดางเทากับ 7.0 ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 0-120 นาที 

 

 ผลจากการศึกษาที่ผานมาเมื่อนํามาเปรียบเทียบความสามารถในการสลายคราบ           

จุลินทรียที่เกิดขึ้นที่ 3 ชั่วโมง โดยเดกซแทรนเนสที่ความเขมขน 1 หนวยตอมล. ทําปฏิกิริยาที่

อุณหภูมิหอง ในระบบบัฟเฟอรที่คาความเปนกรด-ดางเทากับ 7.0 ที่เวลา 15 นาที เทียบกับชุด

ควบคุม แสดงในตารางที่ 4.4 
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ตารางที่ 4.4 ประสิทธิภาพในการสลายคราบจุลินทรียโดยเดกซแทรนเนสจากจุลินทรีย 

 

แหลงของเดกซแทรนเนส 
และชนิดของสารชักนาํ 

การสลายคราบจุลนิทรีย (%) 

คลอเฮ็กซิดีน 21.30 

Arthrobacter sp. AG-2 

เดกซแทรนเกรดอุตสาหกรรม (BI) 

เดกซแทรนจาก S. sobrinus 6715 (BB) 

 

30.26 

0 

P. pinophilum SMCU 3-14 

เดกซแทรนเกรดอุตสาหกรรม (FI) 

เดกซแทรนจาก S. sobrinus 6715 (FB) 

 

19.92 

22.74 

 

 จากตารางที่ 4.4 แสดงใหเห็นวาเดกซแทรนเนส BI นั้นมีประสิทธิภาพในการสลายคราบ 

จุลินทรียที่ดีกวาคลอเฮ็กซิดีน โดยเดกซแทรนเนส BI สามารถสลายคราบจุลินทรียได 30.26% 

ในขณะที่คลอเฮ็กซิดีนสลายคราบจุลินทรียไดประมาณ 20% ซึ่งใกลเคียงกลับประสิทธิภาพในการ

สลายคราบจุลินทรียของเดกซแทรนเนส FI และ FB สวนเดกซแทรนเนส BB ไมสามารถสลาย

คราบจุลินทรียได 



บทที่ 5 
 

สรุปและวิจารณผลการทดลอง 
 

ในงานวิจัยนี้สนใจศึกษาการนําเดกซแทรนเนสไปใชในการปองกันฟนผุ เพราะการใชเดกซ

แทรนเนสนับวาเปนวิธีทางชีวภาพ มีความปลอดภัยกวาการใชสารเคมี มีความจําเพาะตอการ

สลายเดกซแทรน เนื่องจากเดกซแทรนเนสเปนเอนไซมที่ตองอาศัยสารชักนําคือ เดกซแทรน นั่นคือ 

พันธะที่เชื่อมตอโมเลกุลของกลูโคสใหตอกันเปนเดกซแทรนนั้นจะเปนตัวบงบอกถึงความจําเพาะ

ของเดกซแทรนเนส คือ ถาเดกซแทรนเนสถูกชักนําใหมีการผลิตดวยเดกซแทรนพันธะ α-1,6 ก็จะ

ไดเดกซแทรนเนสที่มีความจําเพาะตอพันธะ α-1,6 ในขณะที่ถาชักนําการผลิตเดกซแทรนเนสดวย

เดกซแทรนพันธะ α-1,3 เดกซแทรนเนสที่ไดก็จะจําเพาะตอพันธะ α-1,3 ดวยเชนกัน (Walker 

และคณะ, 1984) และจากวัตถุประสงคของงานวิจัยนี้ที่จะตองการศึกษาการสลายเดกซแทรนบน

แบบจําลองพื้นเรียบนั้นจึงจําเปนตองใชเดกซแทรนเนสที่จําเพาะตอพันธะ α-1,3 ดวย เพราะ

เดกซแทรนที่เกิดจากแบคทีเรียที่อาศัยในชองปาก เชน S. sobrinus 6715 นั้น เปนเดกซแทรนที่มี

พันธะ α-1,3 ในสัดสวนที่มากกวาพันธะ α-1,6 คือ มีพันธะ α-1,3 มากถึง 67 % และที่เหลือจะ

เปนพันธะ α-1,6 (Huge และคณะ, 1986) จึงทําการผลิตเดกซแทรนจาก S. sobrinus 6715 แลว

นําไปใชในการชักนําการผลิตเดกซแทรนเนส 

 

เดกซแทรนเนสที่ใชในงานวิจัยนี้ไดมาจากแบคทีเรีย Arthrobacter sp. AG-2 และรา 

Penicillium pinophilum SMCU 3-14 ที่ถูกชักนําดวยเดกซแทรนเกรดอุตสาหกรรมที่มีพันธะ α-

1,6 ในปริมาณมากกวา 95% (Marguerite และคณะ, 1997)  และเดกซแทรนที่ไดจาก 

Streptococcus sobrinus 6715 ที่มีพันธะ α-1,3 สัดสวนที่มากกวาพันธะ α-1,6 (Huge และ

คณะ, 1986) ดังนั้นจะไดเดกซแทรนเนส 4 ชนิดดวยกันคือ เดกซแทรนเนสจาก Arthrobacter sp. 

AG-2 ที่ถูกชักนําดวยเดกซแทรนเกรดอุตสาหกรรม (เดกซแทรนเนส BI) และที่ถูกชักนําดวยเดกซ

แทรน S. sobrinus 6715 (เดกซแทรนเนส BB)  เดกซแทรนเนสจาก P. pinophilum SMCU 3-14 

ที่ถูกชักนําดวยเดกซแทรนเกรดอุตสาหกรรม (เดกซแทรนเนส FI) และที่ถูกชักนําดวยเดกซแทรน S. 

sobrinus 6715 (เดกซแทรนเนส FB) แอกทิวิตีจําเพาะของเดกซแทรนเนสแตละตัวแสดงในตาราง

ที่ 4.1 โดยเดกซแทรนเนสที่ผลิตไดจาก P. pinophilum SMCU 3-14 จะมีแอกทิวิตีที่ดีกวาเดกซ

แทรนเนสที่ผลิตจาก Arthrobacter sp. AG-2 ไมวาจะถูกชักนําดวยเดกซแทรนชนิดใดก็ตาม ใน

ขณะเดียวกันเดกซแทรนเนสที่ถูกชักนําดวยเดกซแทรนเกรดอุตสาหกรรม ก็จะมีแอกทิวิตีที่สูงกวา
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เดกซแทรนเนสที่ถูกชักนําดวยเดกซแทรนจาก S. sobrinus 6715 ไมวาจะเปนเดกซแทรนเนสที่

ผลิตจาก Arthrobacter sp. AG-2 หรือ P. pinophilum SMCU 3-14 ทั้งนี้เปนเพราะวาเดกซแทรน 

ที-2000 ที่ใชเปนสับสเตรตนั้นมีสัดสวนของพันธะ α-1,6 สูงมากถึง 95% (บริษัท Sigma และ 

Pharmacia) ดังนั้นเมื่อวัดแอกทิวิ ตีของเดกซแทรนเนสที่ชักนําดวยเดกซแทรนเนสเกรด

อุตสาหกรรมซึ่งจําเพาะตอพันธะ α-1,6 แอกทิวิตีจึงสูงกวาเดกซแทรนเนสที่ถูกชักนําดวยเดกซ

แทรนจาก S. sobrinus 6715 ที่จําเพาะตอ α-1,6 นอยกวา 

 

การทดสอบการเกิดคราบจุลินทรียของ S. sobrinus 6715 บนผิวฟนที่ทําใน

หองปฏิบัติการนั้นสามารถทดสอบไดกับวัสดุหลากหลายชนิดที่นํามาเปนแบบจําลอง เชน แผน

โลหะ ลวด แผนแกว เม็ดไฮดรอกซีอะพาไทท ผงเคลือบฟนหรือฟนที่นํามาตัดแบง ไมโครไตเตอร

เพลต เปนตน แตในงานวิจัยนี้ไดเลือกใชไมโครไตเตอรเพลตชนิดพื้นเรียบ 96 หลุม (96-wells 

microtiter plate flat bottom) มาเปนแบบจําลองพื้นเรียบในการทดสอบ เนื่องจากสามารถทําการ

ทดสอบไดงาย รวดเร็ว การนํามาใชงานไมยุงยาก มีคาใชจายที่ไมสูงมากนัก สามารถทําไดหลาย

ชุดทดสอบในเพลตเดียว 

 

การยึดติดของ S. sobrinus 6715 บนแบบจําลองพื้นเรียบเมื่อเลี้ยงเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อ

เหลว BHI ที่เสริมดวยน้ําตาลซูโครส 2% โดยน้ําหนัก ที่ 37 ๐ซ ในภาวะการเลี้ยงเชื้อแบบไมมี

ออกซิเจนนั้น จะเพิ่มข้ึนตามเวลาที่เพิ่มข้ึน เพราะเมื่อมีการเจริญของเชื้อจะมีการผลิตเดกซแทรน 

ออกมาพรอมกับการเจริญ (นันทิดา วานิชวงศวรรณ, 2545) ทําใหเซลลของเชื้อนั้นถูกยึดติดไวบน

แบบจําลองพื้นเรียบดวยเดกซแทรนไมละลายน้ําซึ่งมีพันธะ α-1,3 ปริมาณสูง ในขณะที่เดกซ

แทรนที่สามารถละลายน้ําไดซึ่งมีพันธะ α-1,6 ปริมาณสูงจะชวยในการยึดเกาะกันเองของ

แบคทีเรีย (Walker และคณะ, 1984) เมื่อเวลาผานไปปริมาณของเดกซแทรนจะเพิ่มข้ึนเรื่อยๆ จน

ไมสามารถยึดติดบนพื้นผิวของแบบจําลองไดทั้งหมด ทําใหเกิดคราบจุลินทรียที่หนาขึ้นและเมื่อ

นํามาตรวจสอบคราบจุลินทรียจะมีคราบจุลินทรียบางสวนที่ไมไดยึดติดอยูกับพื้นผิวของ

แบบจําลองหลุดลอกออกไป คาที่วัดไดจึงเกิดการแปรผันมาก ดังนั้นเวลาที่ใชในการทําใหเกิด

คราบจุลินทรียบนแบบจําลองพื้นเรียบนั้นควรที่จะไมเกิน 7 ชั่วโมง ซึ่งที่ 7 ชั่วโมงนี้จะสังเกตเห็น

คราบจุลินทรียที่ยึดติดอยูที่พื้นผิวของแบบจําลองเต็มพอดี (รูปที่ 4.3) 

 

การทดสอบการปองกันการเกิดคราบจุลินทรียบนแบบจําลองพื้นเรียบในงานวิจัยนี้ไดทํา

การทดสอบกับเดกซแทรนเนสทั้ง 4 ชนิด คือ เดกซแทรนเนส BI BB FI และ FB ที่ความเขมขน 1 

หนวยตอมล. ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว BHI ที่เสริมดวยน้ําตาลซูโครส 2% โดยน้ําหนัก บมที่
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อุณหภูมิ 37 ๐ซ ในภาวะที่ไมมีออกซิเจน พบวา ผลของการปองกันการเกิดคราบจุลินทรียโดยเดกซ

แทรนเนสที่เวลา 3 4 5 6 และ 7 ชั่วโมงนั้น เดกซแทรนเนส BB จะใหผลที่ดีมาก รองลงมาเปน

เดกซแทรนเนส BI สวนเดกซแทรนเนส FI และ FB นั้นใหผลที่ใกลเคียงกัน (รูปที่ 4.4) ถึงแมวาทั้ง

เดกซแทรนเนส BB และ FB จะเปนเดกซแทรนเนสที่จําเพาะตอพันธะ α-1,3 เหมือนกันแตใหผลที่

ตางกัน ทั้งนี้เปนผลเนื่องจากเดกซแทรนเนสที่ผลิตจากจุลินทรียสวนใหญโดยเฉพาะราจะมี

คุณสมบัติเปนเอนไซมชนิดเอนโดเดกซแทรนเนสมากกวา ซึ่งจะสามารถสลายไดเฉพาะภายใน

สายเดกซแทรนแบบสุมเทานั้น โดยจะแตกตางจากเอกโซเดกซแทรนเนสที่ทําการตัดทีละโมเลกุล

ของกลูโคสที่ปลายสายของเดกซแทรน (Sutherland, 1996; Wynter, 1997) ซึ่งเมื่อเดกซแทรนถูก

สลายเปน โอลิโกแซ็กคาไรดสายสั้นๆ แลว เอนโดเดกซแทรนเนสจะไมสามารถสลายโอลิโกแซ็ก  

คาไรดสายสั้นๆ นั้นไดอีก แตจากการรายงานของ นันทิดา วานิชวงศวรรณ (2545) ไดตรวจสอบ

ผลิตภัณฑจากการสลายเดกซแทรนจาก S. sobrinus 6715 โดยเดกซแทรนเนสจาก Arthrobacter 

sp. AG-2 ที่ถูกชักนําดวยเดกซแทรนจาก S. sobrinus 6715 พบวา ผลิตภัณฑที่ไดมีเพียงกลูโคส

ชนิดเดียว แสดงวาเดกซแทรนเนส BB นั้นจะสามารถตัดโมเลกุลของเดกซแทรนใหเปนเพียง

โมเลกุลเดี่ยวของกลูโคสได ซึ่งเมื่อเหลือเพียงกลูโคสก็จะสามารถละลายน้ําได ลักษณะเหนียวหนดื

ของเดกซแทรนก็จะหมดไปทําใหไมยึดติดกับพื้นผิวของแบบจําลอง สวนเดกซแทรนเนส BI และ FI 

นั้นเปนเดกซแทรนเนสที่มีความจําเพาะตอพันธะ α-1,6 แตเดกซแทรนที่ S. sobrinus 6715 ผลิต

ข้ึนนั้นเปนเดกซแทรนที่มีพันธะ α-1,3 ในปริมาณสูง ดังนั้นในการสลายเดกซแทรนจาก S. 

sobrinus 6715 นั้นจําเปนตองเปนเดกซแทรนเนสที่มีความจําเพาะตอพันธะ α-1,3 ดวยถึงจะให

ประสิทธิภาพที่ดี 

 

ในการศึกษาการปองกันการเกิดคราบจุลินทรียโดยเดกซแทรนเนส BI และ FI พบวา เดกซ

แทรนเนสทั้งสองสามารถทํางานไดดีถึง  7 ชั่วโมง จากการทดลองแมวาหลังจาก 5 ชั่วโมงจะมีการ

เติมเดกซแทรนเนสเพิ่มข้ึนแตผลที่ไดในการปองกันการเกิดคราบจุลินทรียนั้นยังคงไมแตกตางไป

จากเดิมมาก (รูปที่ 4.5 และ 4.6) อาจเปนเพราะวาเดกซแทรนเนส BI และ FI นั้นมีความจําเพาะ

ตอพันธะ α-1,6 และเดกซแทรนเนสที่เติมไปต้ังแตแรกนั้นสลายเดกซแทรนพันธะ α-1,6 ไป

หมดแลว เมื่อเติมเดกซแทรนเนสที่จําเพาะตอ α-1,6 ลงไปเพิ่มอีกจึงไมเห็นความแตกตางในการ

สลายคราบจุลินทรีย เพราะเดกซแทรนที่เหลืออยูนั้นนาจะเปนเดกซแทรนพันธะ α-1,3 เปนสวน

ใหญ 
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คาความเปนกรด-ดางที่เหมาะสมตอการทํางานของเดกซแทรนเนสทั้ง 4 ชนิดในการ

ปองกันการเกิดคราบจุลินทรียบนแบบจําลองพื้นเรียบ พบวา เมื่อแปรผันคาความเปนกรด-ดาง

ของอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว BHI ที่เสริมดวยน้ําตาลซูโครส 2% โดยน้ําหนัก ต้ังแต 4.0 4.5 5.0 5.5 

6.0 6.5 7.0 7.5 และ 8.0 เดกซแทรนเนสทั้ง 4 ชนิดนั้นยังคงทํางานไดดีในทุกคาความเปนกรดดาง

ที่ 5 ชั่วโมง แตเมื่อถึง 7 ชั่วโมงประสิทธิภาพของเดกซแทรนเนส BI FI และ FB จะลดลง การเลือก

คาความเปนกรด-ดางที่ 7.0 มาใชในการศึกษาเรื่องเวลาในการปองกันการเกิดคราบจุลินทรียตอ 

เนื่องจากที่คาความเปนกรด-ดางที่ 7.0 นี้เดกซแทรนเนสทั้ง 4 ชนิดมีความเสถียรตอคาความเปน

กรด-ดาง (ตารางที่ 4.2) เมื่อศึกษาเวลาที่เหมาะสมในการนําไปใชในการปองกันการเกิดคราบ     

จุลินทรียที่ความเขมขนของเดกซแทรนเนสเทากับ 1 หนวยตอมล. คาความเปนกรด-ดางเทากับ 

7.0 อุณหภูมิ 37 ๐ซ โดยใชเวลาในการทดสอบตั้งแต 0 15 30 60 120 180 240 และ 300 นาที 

(รูปที่ 4.8) พบวา เดกซแทรนเนสทั้ง 4 ชนิดสามารถปองกันไมใหเกิดคราบจุลินทรียไดต้ังแตเร่ิม

เติมเดกซแทรนเนสลงไป โดยเดกซแทรนเนส BB ใหผลดีที่สุดโดยสามารถยับยั้งการเกิดคราบ      

จุลินทรียได 100% ตลอดระยะเวลาที่ทดสอบ สวนเดกซแทรนเนส BI FI และ FB สามารถยับยั้ง

การเกิดคราบจุลินทรียไดดีที่สุดที่ 180 นาที โดยสามารถยับยั้งการเกิดคราบจุลินทรียไดถึง 94.61 

75.61 และ 74.51% ตามลําดับ เมื่อทดลองเพิ่มความเขมขนของเดกซแทรนเนส BI และ FI เปน   

2 3 4 และ 5 หนวยตอมล. และทดสอบที่ภาวะเดิม พบวา ถาความเขมขนของเดกซแทรนเนส

เพิ่มข้ึนความสามารถในการปองกันการเกิดคราบจุลินทรียก็จะมากขึ้นตามไปดวย 

 

การนําเดกซแทรนเนสจากจุลินทรียไปใชในชองปากนั้น เดกซแทรนเนสที่ดีควรทํางานไดดี

ที่ภาวะภายในชองปาก ซึ่งเดกซแทรนเนสที่ใชในงานวิจัยนี้มีคุณสมบัติครบทุกตัว คือ สามารถ

ทํางานไดในชวงของความเปนกรด-ดางที่กวาง และเสถียรที่อุณหภูมิ 37 ๐ซ แตเดกซแทรนเนสที่ดี

ที่สุด คือ เดกซแทรนเนสจาก Arthrobacter sp. AG-2 ที่ถูกชักนําดวยเดกซแทรนจาก S. sobrinus 

6715 เนื่องจากมีประสิทธิภาพสูงในการยับยั้งการเกิดคราบจุลินทรียไมวาจะในภาวะใดก็ตาม 

เพราะในชองปากนั้นจะมีคาความเปนกรด-ดางเปลี่ยนแปลงอยูตลอดเวลาขึ้นอยูกับน้ําลาย และ

ชนิดของอาหารที่รับประทาน เมื่อมีของหวานอยูในปากคาความเปนกรด-ดางจะลดลงอยาง

รวดเร็วเหลือเพียง 5.0 เปนผลมาจากการเผาผลาญอาหารของแบคทีเรียและใหกรดแลคติกออก

มา (จินตกร คูวัฒนสุชาติ, 2544) ซึ่งที่คาความเปนกรด-ดางที่ 5.0 นั้นเดกซแทรนเนสจาก 

Arthrobacter sp. AG-2 ที่ถูกชักนําดวยเดกซแทรนจาก S. sobrinus 6715 ก็ยังคงประสิทธิภาพที่

ดี โดยสามารถยับยั้งการเกิดคราบจุลินทรียไดถึง 100% 
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ในงานวิจัยนี้นอกจากจะสนใจในการนําเดกซแทรนเนสจากจุลินทรียไปใชในการปองกัน

การเกิดคราบจุลินทรียแลว ยังสนใจถึงการสลายคราบจุลินทรียที่เกิดขึ้นแลวบนพื้นผิวแบบจําลอง 

ในการทดสอบนั้นไดทําการสรางคราบจุลินทรียใหเกิดขึ้นบนพื้นผิวแบบจําลองกอนในอาหารเลี้ยง

เชื้อเหลว BHI ที่เสริมดวยน้ําตาลซูโครส 2% โดยน้ําหนัก และบมที่อุณหภูมิ 37 ๐ซ ในภาวะที่ไมมี

ออกซิเจน เปนเวลา 3 ชั่วโมง เนื่องจากที่เวลา 3 ชั่วโมงนี้การเกิดคราบจุลินทรียนั้นจะเกิดขึ้นใน

ปริมาณที่เหมาะสม และอยูในชวงกึ่งกลางของการเพิ่มข้ึนของคราบจุลินทรีย (รูปที่ 4.2) ลักษณะ

ของคราบจุลินทรียที่ไดก็ไมมากหรือนอยจนเกินไป (รูปที่ 4.3) เมื่อนํามาทดสอบกับสารทดสอบ

ตางๆ แลวสามารถเห็นการเปลี่ยนแปลงไดดี เมื่อนําแบบจําลองที่มีคราบจุลินทรียยึดติดอยูนั้นมา

เติมดวยอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว BHI ที่เสริมดวยน้ําตาลซูโครส 2% โดยน้ําหนัก เปรียบเทียบกับการ

เติมดวยบัฟเฟอรที่คาความเปนกรด-ดางที่เหมาะสมตอการทํางานของเดกซแทรนเนสชนิดนั้นๆ 

พบวา ในระบบที่ใชบัฟเฟอรในการทํางานจะใหผลที่ดีกวาการใชอาหารเลี้ยงเหลว BHI ที่เสริมดวย

น้ําตาลซูโครส 2% โดยน้ําหนัก ที่ไมมีการควบคุมคาความเปนกรด-ดาง แตจะสังเกตเห็นไดวา 

เดกซแทรนเนส BB จะไมสามารถสลายคราบจุลินทรียที่เกิดขึ้นแลวไดเลย (รูปที่ 4.10 และ 4.11) 

อาจเนื่องจาก S. sobrinus 6715 เมื่อกอใหเกิดคราบจุลินทรียบนพื้นผิวของแบบจําลองนั้นจะใช

เดกซแทรนพันธะ α-1,3 ในการยึดติดกับพื้นผิวของแบบจําลอง แตจะใชพันธะ α-1,6 ในการยึด

ติดกันเองของแบคทีเรียตามที่ไดกลาวมาแลว ทําใหเดกซแทรนเนส BB ซึ่งจําเพาะตอพันธะ α-

1,3 นั้นไมสามารถเขาไปสลายได สวนเดกซแทรนเนส FI และ FB นั้นมีประสิทธิภาพที่ใกลเคียงกัน

แตเดกซแทรนเนส FB จะมีตนทุนในการผลิตที่สูงกวา ดังนั้นจึงเลือกเดกซแทรนเนส BI และ FB 

เปนตัวแทนในการศึกษาประสิทธิภาพในการสลายคราบจุลินทรียที่ อุณหภูมิ 37 ๐ซ และ

อุณหภูมิหองนั้น พบวา เดกซแทรนเนส BI และ FI สามารถทํางานไดในทั้ง 2 อุณหภูมิที่ทําการ

ทดสอบ (รูปที่ 4.12) ดังนั้นในการทดสอบตอไปจะเลือกทดสอบที่อุณหภูมิหอง เพราะวัตถุประสงค

หลักที่จะนําเดกซแทรนเนสไปใชในการสลายคราบจุลินทรียนั้นตองการที่จะนําไปใชกับอุปกรณที่

ใชในชองปาก ดังนั้นการทํางานของเดกซแทรนเนสนั้นไมควรที่จะยุงยากเกินไป การทําทดสอบที่

อุณหภูมิหองจึงสําคัญที่สุดเพราะไมตองยุงยากในการควบคุมอุณหภูมิ โดยที่อุณหภูมิหองนี้เดกซ

แทรนเนสสามารถทํางานไดดีต้ังแตเร่ิมมีการเติมเดกซแทรนเนสเขาไปในระบบทดสอบจนครบ

เวลาทดสอบที่ 30 นาที 

 

คาความเปนกรด-ดางที่เหมาะสมตอการทํางานของเดกซแทรนเนสในการสลายคราบ     

จุลินทรียที่เกิดขึ้นแลวไดทดสอบขึ้นในระบบบัฟเฟอรที่คาความเปนกรด-ดางเทากับ 4.0 4.5 5.0 

5.5 6.0 6.5 7.0 7.5 และ 8.0 และใชเวลาในการทําปฏิกิริยาที่ 15 นาที ที่อุณหภูมิหอง พบวา 

เดกซแทรนเนส BI FI และ FB นั้น สามารถสลายคราบจุลินทรียไดดีในชวงที่ทําการทดสอบ 
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สําหรับเดกซแทรนเนส BB นั้นใหผลการทดสอบเหมือนเชนเคยคือ ไมสามารถสลายคราบจุลินทรีย

ที่เกิดขึ้นกอนแลวไดเลย (รูปที่ 4.13) ในการทดสอบตอไปจะเลือกทดสอบที่คาความเปนกรด-ดาง

เทากับ 7.0 ดวยเหตุผลเดียวกับเร่ืองของอุณหภูมิ และอยางที่ไดกลาวมาแลววาเดกซแทรนเนสทั้ง

สองมีความเสถียรตอคาความเปนกรด-ดางเทากับ 7.0 (ตารางที่ 4.2) เมื่อทดสอบการสลายคราบ

จุลินทรียบนพื้นผิวของแบบจําลองเพื่อหาเวลาที่เหมาะสมในการนําไปใชที่ความเขมขนของเดกซ

แทรนเนสเทากับ 1 หนวยตอมล. คาความเปนกรด-ดางเทากับ 7.0 อุณหภูมิหอง โดยใชเวลาใน

การทดสอบตั้งแต 0 15 30 60 120 และ 180 นาที พบวา เดกซแทรนเนส BI FI และ FB สามารถ

ทํางานไดต้ังแตมีการเริ่มเติมเดกซแทรนเนสเขาไปในระบบ และจะทํางานไดดีข้ึนเรื่อยๆ เมื่อเวลา

ผานไป (รูปที่ 4.14) จากนั้นไดทดสอบประสิทธิภาพของเดกซแทรนเนส BI และ FI เมื่อมีความ

เขมขนมากขึ้นที 2 3 4 และ 5 หนวยตอมล. ที่คาความเปนกรด-ดางเทากับ 7.0 อุณหภูมิหอง เปน

เวลา 15 นาที (รูปที่ 4.15) พบวา เมื่อเพิ่มความเขมขนของเดกซแทรนเนส FI ใหเทากบั 2 หนวยตอ

มล. เดกซแทรนเนสจะทํางานไดดีแตถามีการเพิ่มความเขมขนอีกการทํางานจะเริ่มคงที่ สวนเดกซ

แทรนเนส BI นั้นความเขมขนที่มากกวา 1 หนวยตอมล. ไมสงผลใหการสลายดีข้ึนเลย 

 

จากการทดสอบที่ผานมาเห็นไดวา เดกซแทรนเนส BB นั้นจะไมสามารถสลายคราบ       

จุลินทรียไดจึงไดทดสอบการทํางานของเดกซแทรนเนส BB รวมกับเดกซแทรนเนส FI (รูปที่ 4.16) 

พบวา ถึงแมจะมีการเติมเดกซแทรนเนส FI เขาไปเพิ่มก็ไมสงผลใหการทํางานของเดกซแทรนเนส 

BB ดีข้ึนเลย ไมวาจะใหเดกซแทรนเนส FI ทํางานไปกอน หรือวาเติมลงไปพรอมกันเดกซแทรนเนส 

BB ก็ยังคงไมสามารถสลายคราบจุลินทรียที่เกิดขึ้นแลวบนแบบจําลองได 

 

การทดสอบที่ผ านมาในการสลายคราบจุ ลินทรียทั้ งหมด  เดกซแทรนเนสจาก 

Arthrobacter sp. AG-2 ที่ถูกชักนําดวยเดกซแทรนเกรดอุตสาหกรรมนั้นใหผลดีที่สุดในการสลาย

คราบจุลินทรียบนแบบจําลองพื้นเรียบ โดยสามารถสลายคราบจุลินทรียไดที่อุณหภูมิหอง โดยใช

ความเขมขนต่ํา เวลานอย และทํางานไดดีในชวงของคาความเปนกรด-ดางที่กวาง 

 

 เมื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพของเดกซแทรนเนสในการปองกันการเกิดคราบจุลินทรียบน

แบบจําลองพื้นเรียบกับปริมาณคราบจุลินทรียในชุดควบคุม ทดสอบที่อุณหภูมิ 37 ๐ซ เปนเวลา   

3 ชั่วโมง ที่คาความเปนกรด-ดางเทากับ 7.0 และใชความเขมขนสุดทายของเดกซแทรนเนสเทากับ 

1 หนวยตอมล. และการเปรียบเทียบประสิทธิภาพในการสลายคราบจุลินทรียบนแบบจําลอง     

พื้นเรียบกับปริมาณคราบจุลินทรียในชุดควบคุม ทดสอบที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 15 นาที          

คาความเปนกรด-ดางเทากับ 7.0 และใชเดกซแทรนเนสที่ความเขมขนสุดทาย 1 หนวยตอมล.  
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โดยทดสอบกับคราบจุลินทรียที่มีอายุ 3 ชั่วโมง จะพบวา การปองกันการเกิดคราบจุลินทรียนั้นมี

ประสิทธิภาพที่ดีกวาการสลายคราบจุลินทรีย ดังแสดงในตารางที่ 5.1 

 

ตารางที่ 5.1 ประสิทธิภาพในการปองกันการเกิดคราบจุลินทรีย และการสลายคราบจุลินทรียดวย

เดกซแทรนเนสจากจุลินทรียบนแบบจําลองพื้นเรียบ 

 

แหลงของเดกซแทรนเนส 
และชนิดของสารชักนาํ 

การปองกันการเกิด 
คราบจุลนิทรีย (%) 

การสลาย 
คราบจุลนิทรีย (%) 

คลอเฮ็กซิดีน 97.74 21.30 

Arthrobacter sp. AG-2 

เดกซแทรนเกรดอุตสาหกรรม 

เดกซแทรนจาก S. sobrinus 6715 

 

94.61 

100 

 

30.26 

0 

P. pinophilum SMCU 3-14 

เดกซแทรนเกรดอุตสาหกรรม 

เดกซแทรนจาก S. sobrinus 6715 

 

75.61 

74.51 

 

19.92 

22.74 

 

 

 จากตารางที่ 5.1 แสดงใหเห็นวา เดกซแทรนเนส BB นั้นมีประสิทธิภาพที่ดีในการปองกัน

การเกิดคราบจุลินทรียที่เกิดขึ้นใหมได โดยไมมีคราบจุลินทรียหลงเหลืออยูเลย ในขณะที่เดกซ

แทรนเนส BI FI และ FB นั้นก็สามารถปองกันการเกิดคราบจุลินทรียไดเชนกันแตในปริมาณที่นอย

กวา สวนการสลายคราบจุลินทรียที่เกิดขึ้นแลวนั้นเดกซแทรนเนส BI มีประสิทธิภาพที่ดีที่สุดแตยัง

ไมสามารถสลายคราบจุลินทรียไปไดทั้งหมดเชนเดียวกับเดกซแทรนเนส FI และ FB แตเดกซแทรน

เนส BB นั้นไมสามารถสลายคราบจุลินทรียที่เกิดขึ้นแลวไดเลย ดังนั้นการนําเดกซแทรนเนสจาก  

จุลินทรียไปใชใหเกิดประสิทธิภาพที่ดีที่สุดนั้น ควรนําเดกซแทรนเนสไปใชกอนที่จะมีการเกิดใหม

ของคราบจุลินทรียเพราะเดกซแทรนเนสจากจุลินทรียจะสามารถลดการเกิดใหมของคราบ           

จุลินทรียไดดีกวาการสลายคราบจุลินทรียที่เกิดขึ้นกอนแลว 
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ภาคผนวก ก 
 

สูตร และวธิกีารเตรยีมอาหารเลี้ยงเชือ้ 
 

1. สูตร และวิธีการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อสําหรับ Streptococcus sobrinus 6715 

 

1.1 อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Brain Heart Infusion (BHI) 

 

 BHI (Difco Laboratories)    37 กรัม 

 

 ละลายอาหารในน้ํากลั่นปริมาตร 1,000 มล. จากนั้นนําไปนึ่งฆาเชื้อแบบมาตรฐานที่

อุณหภูมิ 121 ๐ซ เปนเวลา 15 นาที 

 

1.2 อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Brain Heart Infusion (BHI) ที่เสริมดวยซูโครส 2% 

 

 BHI (Difco Laboratories)    37 กรัม 

 ซูโครส (Sucrose)     20 กรัม 

 

 ละลายสารทั้งหมดรวมกันในน้ํากลั่นปริมาตร 1,000 มล. จากนั้นนําไปนึ่งฆาเชื้อที่

อุณหภูมิ 110 ๐ซ เปนเวลา 10 นาที 

 

1.3 อาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง Brain Heart Infusion (BHI) 

 

 เตรียมอาหารดวยวิธีเดียวกับอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว BHI แตละลายวุนผง 15 กรัมตอ

อาหาร 1,000 มล. เพิ่มลงไป จากนั้นนําไปนึ่งฆาเชื้อแบบมาตรฐานที่อุณหภูมิ 121 ๐ซ เปนเวลา 

15 นาที 
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2. สูตร และวิธีการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อสําหรับ Arthrobacter sp. AG-2 

 

2.1 อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Yamaguchi (Yamaguchi และ Gocho, 1973) 

 

 เดกซแทรนเกรดอุตสาหกรรม (Dextran industrial grade) 5.0 กรัม 

 พอลิเปปโตน (Polypeptone)     10.0 กรัม 

 ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4)   2.0 กรัม 

 โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4)   1.0 กรัม 

 แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (MgSO4⋅7H2O)  0.1 กรัม 

 สารสกัดจากยีสต (Yeast extract)    0.1 กรัม 

 โซเดียมคลอไรด (NaCl)     30.0 กรัม 

 

 ละลายสารทั้งหมดยกเวนเดกซแทรนในน้ํากลั่นปริมาตรประมาณ 500 มล. ปรับคา

ความเปนกรด-ดางใหเปน 7.0 จากนั้นเติมเดกซแทรนแลวนําไปละลายโดยการอุนดวยความรอน

และปรับปริมาตรสารละลายใหเปน 1,000 มล. นําไปนึ่งฆาเชื้อแบบมาตรฐานที่อุณหภูมิ 121 ๐ซ 

เปนเวลา 15 นาที 

 

2.2 อาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง Yamaguchi 

 

 เตรียมอาหารดวยวิธีเดียวกับอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Yamaguchi แตละลายวุนผง 15 

กรัมตออาหาร 1,000 มล. เพิ่มลงไป จากนั้นนําไปนึ่งฆาเชื้อแบบมาตรฐานที่อุณหภูมิ 121 ๐ซ เปน

เวลา 15 นาที 
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3. สูตร และวิธีการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อสําหรับ Penicillium pinophilum SMCU 3-14 

 

3.1 อาหารเลี้ยงเชื้อแข็งของ Fukumoto และคณะ (1971) ที่ปรับปรุงโดย เอก แสงวิเชียร 

(2531) 

 

 เดกซแทรนเกรดอุตสาหกรรม (Dextran industrial grade) 10.0 กรัม 

 โซเดียมไนเตรต (NaNO3)     2.0 กรัม 

 ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4)   2.0 กรัม 

 โพแทสเซียมคลอไรด (KCl)     0.5 กรัม 

 แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (MgSO4⋅7H2O)  0.5 กรัม 

 เฟอรรัสซัลเฟต (FeSO4)     0.005 กรัม 

 สารสกัดจากยีสต (Yeast extract)    2.0 กรัม 

 วุนผง       15.0 กรัม 

 

 ละลายสารทั้งหมดยกเวนเดกซแทรนและวุนผงในน้ํากลั่นปริมาตรประมาณ 500 มล. 

ปรับคาความเปนกรด-ดางใหเปน 4.5 จากนั้นเติมเดกซแทรนและวุนผงแลวนําไปละลายโดยการ

อุนดวยความรอนและปรับปริมาตรสารละลายใหเปน 1,000 มล. นําไปนึ่งฆาเชื้อแบบมาตรฐานที่

อุณหภูมิ 121 ๐ซ เปนเวลา 15 นาที 

 

3.2 อาหารเลี้ยงเชื้อเหลวของ Fukumoto และคณะ (1971) ที่ปรับปรุงโดยศิโรจน ศรีสรา 

กรณ (2547) 

 

 เดกซแทรนเกรดอุตสาหกรรม (Dextran industrial grade) 10.0 กรัม 

 กากน้ําตาล (Molass)     15.0 มล. 

 สารสกัดจากยีสต (Yeast extract)    3.9 กรัม 

 โซเดียมไนเตรต (NaNO3)     0.9 กรัม 

 แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (MgSO4⋅7H2O)  0.5 กรัม 

 ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4)   2.0 กรัม 

 โพแทสเซียมคลอไรด (KCl)     0.5 กรัม 
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 ละลายสารทั้งหมดยกเวนเดกซแทรนในน้ํากลั่นปริมาตรประมาณ 500 มล. ปรับคา

ความเปนกรด-ดางใหเปน 4.0 จากนั้นเติมเดกซแทรนแลวนําไปละลายโดยการอุนดวยความรอน

และปรับปริมาตรสารละลายใหเปน 1,000 มล. นําไปนึ่งฆาเชื้อแบบมาตรฐานที่อุณหภูมิ 121 ๐ซ 

เปนเวลา 15 นาที 
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ภาคผนวก ข 
 

สารเคม ี
 

1. สารละลายสําหรับวิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซดวยวิธีของ Somogyi-Nelson (Somogyi, 

1952) 

  

1.1 สารละลายอัลคาไลน คอปเปอร (Alkaline copper reagent) 

 

 สารละลายไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟตโดเดกขะไฮเดรต (Na2HPO4⋅12H2O) 71 

กรัม และเกลือของโซเดียมโพแทสเซียมทารเทรตเตตระไฮเดรต (C4H4KNaO6⋅4H2O) 40 กรัม ใน

น้ํากลั่น 700 มล. เติมโซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) ความเขมขน 1 นอรมอล 100 มล. แลวเติม

สารละลายคอปเปอรซัลเฟตเพนตะไฮเดรต (CuSO4⋅5H2O) ความเขมขน 10% 80 มล. ผสมใหเขา

กัน จากนั้นเติมโซเดียมซัลเฟต (Na2SO4) ปริมาณ 180 กรัม ละลายใหเขากันแลวปรับปริมาตร

สุดทายดวยน้ํากลั่นเปน 1 ลิตร เก็บในขวดสีชา ต้ังทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง 24-48 ชั่วโมง ถามีตะกอน

ใหกรองออกกอนนําไปใช 

 

1.2 สารละลายเนลสัน (Nelson’s reagent) 

 

 ละลายแอมโมเนียมโมลิบเดตเตตระไฮเดรต ((NH4)6Mo7O24⋅4H2O) 53.2 กรัม ในน้ํา

กลั่น 900 มล. กรดซัลฟูริกเขมขน 21 มล. ผสมใหเขากัน แลวเติมสารละลายโซเดียมอารซีเนต 

(NaHAsO4) ความเขมขน 12% 50 มล. ปรับปริมาตรสุดทายดวยน้ํากลั่นใหเปน 1 ลิตร เก็บในขวด

สีชา ต้ังทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง 24-48 ชั่วโมง ถามีตะกอนใหกรองออกกอนนําไปใช 
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2. สารละลายสําหรับวิเคราะหปริมาณโปรตีนดวยวิธีของ Lowry (Lowry, 1951) 

  

2.1 สารละลาย Lowry A 

 

โซเดียมคารบอเนต (Na2CO3)    60.0 กรัม 

โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH)    12.0 กรัม 

โซเดียมโพแทสเซียมทารเทรต (C4H4KNaO6⋅4H2O)  0.6 กรัม 

น้ํากลั่น       3,000 มล. 

 

2.2 สารละลาย Lowry B 

 

คอปเปอรซัลเฟตเพนตะไฮเดรต (CuSO4⋅5H2O)  5.0 กรัม 

น้ํากลั่น       1,000 มล. 

 

2.3 สารละลาย Lowry C 

 

สารละลาย Lowry A     50 สวน 

สารละลาย Lowry B     1 สวน 

 

2.4 สารละลาย Lowry D 

 

สารละลายโฟลินฟนอลรีเอเจนท (Folin phenol reagent) 1 สวน 

น้ํากลั่น       1 สวน 
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3. สารละลายเดกซแทรน ที-2000 ความเขมขน 0.625% (โดยน้ําหนัก) 

 

 ละลายเดกซแทรน ที-2000 0.625 กรัม ในโซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร ความเขมขน 0.05 

โมลาร ที่คาความเปนกรด-ดางเทากับ 7.0 สําหรับเดกซแทรนเนสจาก Arthrobacter sp. AG-2 

สวนเดกซแทรนเนสจาก P. pinophilum SMCU 3-14 ใหละลายในโซเดียมอะซิเตตบัฟเฟอร ความ

เขมขน 0.05 โมลาร ที่คาความเปนกรด-ดางเทากับ 4.5 จากนั้นนําไปละลายโดยใชเครื่องกําเนิด

เสียงความถี่สูง (sonicator) จนกวาจะละลายหมด และปรับปริมาตรสุดทายดวยขวดวัดปริมาตร

ขนาด 100 มล. 

 

4. สารละลายโซเดียมอะซิเตตบัฟเฟอรความเขมขน 0.05 โมลาร คาความเปนกรด-ดางตางๆ 

 

 เตรียมสารละลายโซเดียมอะซิเตตบัฟเฟอรความเขมขน 1.0 โมลาร ที่คาความเปนกรด-

ดางตางๆ ไดแก 4.0 4.5 5.0 5.5 และ 6.0 โดยละลายโซเดียมอะซิเตต 1.21 2.91 5.07 6.94 และ 

7.76 กรัม ตามลําดับ ในน้ํากลั่น 80 มล. ปรับคาความเปนกรด-ดางตามตองการดวยกรดอะซิติก 

และปรับปริมาตรดวยขวดวัดปริมาตรขนาด 100 มล. จากนั้นเจือจางสารละลายโซเดียมอะซิเตต

บัฟเฟอรความเขมขน 1.0 โมลาร แตละคาความเปนกรด-ดางใหเปน 0.05 โมลาร ดวยน้ํากลั่น 

 

5. สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 0.05 โมลาร คาความเปนกรด-ดางตางๆ 

 

 เตรียมสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 1.0 โมลาร ที่คาความเปนกรด-ดาง 6.0 

6.5 7.0 7.5 และ 8.0 โดยละลายไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต 1.87 4.60 8.55 11.74 และ 13.34 

กรัม และโซเดียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 10.42 8.11 4.77 2.46 และ 0.85 กรัม ตามลําดับ ในน้ํา

กลั่น 80 มล. ปรับคาความเปนกรด-ดางตามตองการดวยโซเดียมไฮดรอกไซด และปรับปริมาตร

ดวยขวดวัดปริมาตรขนาด 100 มล. จากนั้นเจือจางสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 1.0 

โมลาร แตละคาความเปนกรด-ดางใหเปน 0.05 โมลาร ดวยน้ํากลั่น 

 

6. สารละลายคริสตัลไวโอเลต 0.02% (โดยน้ําหนัก) 

 

 ละลายคริสตัลไวโอเลต (Crystal violet) 0.02 กรัม ในน้ํากลั่นใหมีปริมาตรสุดทายเทากับ 

100 มล. เก็บในขวดสีชา 
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7. กรดอะซิติกความเขมขน 30% (โดยปริมาตร) 

 

 เติมกรดอะซิติกเขมขน 30 มล. ลงในน้ํากลั่นปริมาตร 70 มล. เก็บในขวดสีชา 

 

8. สารละลาย Tween-80 0.1% โดยปริมาตร 

 

 ผสม Tween-80 ปริมาตร 0.1 มล. ในน้ํากลั่น และปรับปริมาตรสุดทายใหเปน 100 มล. 

จากนั้นนําไปนึ่งฆาเชื้อแบบมาตรฐานที่อุณหภูมิ 121 ๐ซ เปนเวลา 15 นาที 
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ภาคผนวก ค 
 

กราฟมาตรฐาน 
 

1. กราฟมาตรฐานสําหรับวิเคราะหน้ําตาลรีดิวซดวยวิธีของ Somogyi-Nelson (Somogyi,1952) 

 

 กราฟมาตรฐานกลูโคส ความเขมขน 0-200 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
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2. กราฟมาตรฐานสําหรับวิเคราะหโปรตีนดวยวิธีของ Lowry (Lowry,1951) 

 

 กราฟมาตรฐานของโบวีนซีรัมอัลบูมิน ความเขมขน 0-200 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

 

y = 0.0025x

R2 = 0.9982
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 

 นางสาวณฤดี อัศวเสรีเลิศ เกิดเมื่อวันที่ 19 มีนาคม พ.ศ. 2525 ที่จังหวัดกรุงเทพมหานคร 

ไดรับปริญญาวิทยาศาสตรบัณฑิต จากภาควิชาชีววิทยา วิชาเอกจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร 

มหาวิทยาลัยศรีนครินทรวิโรฒ ในปการศึกษา 2546 และเขารับการศึกษาตอในระดับปริญญา

มหาบัณฑิต สาขาวิชาจุลชีววิทยาทางอุตสาหกรรม ที่ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร 

จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ในปการศึกษา 2547 ที่อยูปจจุบัน 2469/12 ถนนเพชรบุรีตัดใหม แขวง

บางกะป เขตหวยขวาง กรุงเทพมหานคร 10310 
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