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ศนัสณีย์ ศิริลกัษณ์: การใช้โปรตีเอสร่วมกบัเดกซ์แทรนเนสในการสลายคราบจลุินทรีย์ใน
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งานวิจยันี ้ศกึษาการสลายคราบจลุินทรีย์ในแบบจําลองภายนอกร่างกาย  โดยเดกซ์แทรน

เนสจากรา Penicillium pinophilum SMCU3-14 และแบคทีเรีย Arthrobacter sp. AG-2 ซึ่งไม่ว่า

จะใช้เดกซ์แทรนชนิดใดเป็นสารชกันําการผลิตเดกซ์แทรนเนสก็ตาม เดกซ์แทรนเนสท่ีผลิตจากรา 

Penicillium pinophilum SMCU3-14 ให้แอกทิวิตีสูงกว่าเดกซ์แทรนเนสท่ีผลิตจากแบคทีเรีย 

Arthrobacter sp. AG-2 เสมอ และจากการผลิตเดกซ์แทรนเนสทัง้หมด เดกซ์แทรนเนส จากราท่ีมี

เดกซ์แทรนเกรดอุตสาหกรรมเป็นสารชักนําจะให้แอกทิวิตีสูงท่ีสุด ปาเปนมีความสามารถย่อย

โปรตีนดีกว่าเปปซิน เน่ืองจากสามารถย่อยสลายคราบจลุินทรีย์ในช่วงความเป็นกรด-เบสท่ีกว้าง

กวา่เปปซิน เดกซ์แทรนเนสท่ีมีความจําเพาะตอ่พนัธะ α-1,6 สามารถผสมกบัปาเปนได้และยงัคง

สลายคราบจลุินทรีย์ได้เชน่เดมิ การใช้เดกซ์แทรนเนสร่วมกบัปาเปนจึงย่อยสลายคราบจลุินทรีย์ได้

ดีกวา่การใช้เดกซ์แทรนเนสหรือปาเปนเพียงอยา่งใดอย่างหนึ่ง สารผสมเดกซ์แทรนเนสและปาเปน

จะเตรียมเป็นสารทดสอบโดยการผสมพร้อมกันก่อนนําไปทดสอบการสลายคราบจุลินทรีย์ และ

ส่วนผสมท่ีเหมาะสมท่ีสุดต่อการสลายคราบจุลินทรีย์ คือ  เดกซ์แทรนเนสท่ีมีความจําเพาะต่อ

พนัธะ α-1,6 ท่ีความเข้มข้นสดุท้ายเทา่กบั 10 หนว่ยตอ่มิลลิลิตร และปาเปน ความเข้มข้นสดุท้าย

เทา่กบั 0.25 หน่วยตอ่มิลลิลิตร โดยทําปฏิกิริยากบัคราบจลุินทรีย์ท่ีอณุหภูมิห้อง เป็นเวลา 5 นาที 

สามารถลดคราบจุลินทรีย์ ได้ประมาณ 80 เปอร์เซ็นต์ โดยคราบจุลินทรีย์ท่ีศึกษาผ่านกล้อง

จลุทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราดมีลกัษณะคล้ายร่างแห เซลล์จลุินทรีย์ยึดติดกนัน้อยลง ทําให้

คราบจลุินทรีย์หลดุลอ่นได้ง่ายขึน้ 
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The present study focus on microbial plaque degradation in an in vitro model 

by microbial dextranase of the fungus Penicillium pinophilum SMCU3-14 and 

bacteria Arthrobacter sp. AG-2. Regardless of inducer used, P. pinophilum SMCU3-

14 produced higher dextranase activity than that of Arthrobacter sp. AG-2.  Among 

all the systems employed, fungal dextranase with industrial grade dextran as inducer 

gave the highest dextranase activity.  Papain showed better proteolytic activity than 

pepsin, the former showed better plaque degradation as well as wider pH range.  

Dextranase with α-1,6 specificity can withstand papain rather well.  Papain along  

with dextranase could degrade plaque better than using dextranase or papain alone. 

Dextranase and papain mixture was blended together and use for plaque 

degradation.  The best combination for plaque degradation is a mixture consisting of 

10 unit/ml dextranase and 0.25 unit/ml papain.  After 5 minutes incubation at room 

temperature, approximately 80% of plaque was reduced. A scanning electron 

microscope of the remaining plaque revealed a mesh-like structure with less 

bacterial adherence thus cause the detachment of plaque. 
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เทา่ (ขวา) ...................................................................................................... 

(ค) แสดงลกัษณะคราบจุลินทรีย์ท่ีย่อยด้วยเดกซ์แทรนเนส FI เม่ือดดู้วยกล้อง

จลุทรรศน์อิเล็กตรอนแบบสอ่งกราดกําลงัขยาย 2,000 เท่า (ซ้าย) และกําลงัขยาย 

7,500 เทา่ (ขวา) ............................................................................................ 

(ง) แสดงลกัษณะคราบจลุินทรีย์ท่ีย่อยด้วยสารละลายเดกซ์แทรนเนสและปาเปน 

เม่ือดดู้วยกล้องจลุทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราดกําลงัขยาย 2,000 เท่า (ซ้าย) 

และกําลงัขยาย 7,500 เทา่ (ขวา) .................................................................... 
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คาํอธิบายสัญลักษณ์และคาํย่อ 

 

เดกซ์แทรนเนส BI   =   เดกซ์แทรนเนส [α-1,6] หรือ เดกซ์แทรนเนสท่ีผลิตจากแบคทีเรีย  

Arthrobacter sp. AG-2 โดยมีเดกซ์แทรนเกรดอตุสาหกรรมเป็นสาร

ชกันํา จงึเป็นเอนไซม์ท่ีจําเพาะตอ่พนัธะไกลโคซิดิกชนิด α-1,6  

เดกซ์แทรนเนส BB  =  เดกซ์แทรนเนส [α-1,3 และ  α-1,6] หรือ เดกซ์แทรนเนสท่ีผลิตจาก 

แบคทีเรีย Arthrobacter sp. AG-2 โดยมีเดกซ์แทรนท่ีผลิตจาก 

Streptococcus sobrinus 6715 เป็นสารชกันํา จงึเป็นเอนไซม์ท่ี

จําเพาะตอ่พนัธะไกลโคซิดิกชนิด α-1,3 และชนิด α-1,6 

เดกซ์แทรนเนส BB-1,3  =  เดกซ์แทรนเนส [α-1,3] หรือ เดกซ์แทรนเนสท่ีผลิตจากแบคทีเรีย 

Arthrobacter sp.AG-2 โดยเดกซ์แทรนท่ีเป็นสารชกันําได้จากการ

ยอ่ยพนัธะไกลโคซิดิกชนิด α-1,6 ออกจากเดกซ์แทรนท่ีผลิตจาก  

S. sobrinus 6715 จงึเหลือพนัธะชนิด α-1,3  เป็นสว่นใหญ่ จงึเป็น

เอนไซม์ท่ีจําเพาะตอ่พนัธะไกลโคซิดกิชนิด α-1,3  

เดกซ์แทรนเนส FI   =   เดกซ์แทรนเนส [α-1,6] หรือ เดกซ์แทรนเนสท่ีผลิตจากรา  

Penicillium pinophilum SMCU3-14 โดยมีเดกซ์แทรนเกรด

อตุสาหกรรมเป็นสารชกันํา จงึเป็นเอนไซม์ท่ีจําเพาะตอ่พนัธะไกลโค

ซิดกิชนิด α-1,6  

เดกซ์แทรนเนส FB  =  เดกซ์แทรนเนส [α-1,3 และ α-1,6] หรือ เดกซ์แทรนเนสท่ีผลิตจากรา  

P. pinophilum SMCU3-14 โดยมีเดกซ์แทรนท่ีผลิตจาก 

S. sobrinus 6715 เป็นสารชกันํา จงึเป็นเอนไซม์ท่ีจําเพาะตอ่พนัธะ

ไกลโคซิดกิชนิด α-1,3 และ α-1,6 

เดกซ์แทรนเนส FB-1,3 =  เดกซ์แทรนเนส [α-1,3] หรือ เดกซ์แทรนเนสท่ีผลิตจากรา 

P. pinophilum SMCU3-14 โดยเดกซ์แทรนท่ีเป็นสารชกันําได้จาก

การย่อยพนัธะไกลโคซิดกิชนิด α-1,6 ออกจากเดกซ์แทรนท่ีผลิตจาก 

S. sobrinus 6715 จงึเหลือพนัธะชนิด α-1,3  เป็นสว่นใหญ่ จงึเป็น

เอนไซม์ท่ีจําเพาะตอ่พนัธะไกลโคซิดกิชนิด α-1,3  
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บทที่  1 

บทนํา 

1.1 ความเป็นมาและความสาํคัญของปัญหา 

สถานการณ์โรคฟันผเุป็นปัญหาในทกุกลุ่มอาย ุ โดยโรคฟันผุเกิดจากความไม่สมดลุของ

การอยู่ร่วมกนัของจลุินทรีย์ในช่องปาก  เน่ืองจากกระบวนการเมแทบอไลต์ของจุลินทรีย์ในคราบ

จลุินทรีย์มีผลให้คา่ความเป็นกรด-เบสลดต่ําลงจนเกินจดุวิกฤติ (critical pH) ทําให้เกิดการสลาย

แร่ธาตจุากเคลือบฟัน แม้ว่าระบบบฟัเฟอร์ในช่องปากจะสามารถซ่อมแซมเพ่ือการคืนกลบัแร่ธาต ุ

โดยปรับคา่ความเป็นกรด-เบสกลบัสู่คา่ปกติในเวลาตอ่มาได้ก็ตาม (Tanzer, 1989; Edmondson, 

1990 และ Van Houte, 1994) 

คราบฟัน (dental plaque) เป็นแผ่นคราบบนผิวฟันท่ีประกอบด้วยสารอินทรีย์ในกลุ่มของ

พอลิแซ็กคาไรด์ โปรตีน  ไขมนั อนพุนัธ์ของไกลโคโปรตีนในนํา้ลาย สารอนินทรีย์ และประชากร

จลุินทรีย์ (Flemming และคณะ, 2000) ในรูปคราบจุลินทรีย์ท่ีเกิดจากการจบัเกาะเป็นชัน้บางๆ 

ของจุลินทรีย์ร่วมกับโปรตีนจากนํา้ลายท่ีเคลือบบนผิวฟัน  จุลินทรีย์บางชนิดสร้างเอนไซม์          

กลโูคซิลทรานสเฟอเรส (glucosyltransferases; GTFs) ท่ีหลัง่ออกมานอกเซลล์สามารถไฮโดรไลซ์

นํา้ตาลซูโครสและก่อพอลิเมอร์ของนํา้ตาลดี-กลูโคส (D-glucose) ท่ีเรียกกันว่า เดกซ์แทรน 

(dextran) และมิวแทน (mutan)  ทัง้เดกซ์แทรนและมิวแทนนีมี้บทบาทสําคญัในการยึดเกาะกัน

ของจุลินทรีย์กับผิวเคลือบฟัน (primary attachment หรือ colonization) เม่ือคราบฟันร่วมกับ

ปัจจัยอ่ืนท่ีกล่าวมาข้างต้นจะเกิดเป็นพลาค (plaque) เกิดการสะสมของจุลินทรีย์อ่ืนๆ เกิด         

เมแทบอลิซึมปลดปล่อยกรดอินทรีย์ เช่น ไพรูวิค แลคติค ออกมาสลายเคลือบฟันและเนือ้ฟัน

(demineralization) จงึก่อโรคฟันผไุด้ (Hayacibara และคณะ, 2004)   

Streptococcus mutans และ Streptococcus sobrinus เป็นจลุินทรีย์ในกลุ่มมิวแทน 

สเตร็บโตคอคไค (mutans streptococci) ท่ีพบมากในบริเวณคราบจุลินทรีย์ และรอยโรคฟันผ ุ

(Musaka และคณะ, 1989) จึงเป็นจุลินทรีย์ท่ีมีความสําคญัต่อการก่อโรคฟันผุในมนษุย์ ทัง้นี ้ 

S. mutans และ S. sobrinus มีความสามารถในการสร้างกลโูคซิลทรานสเฟอเรสท่ีเกิดปฏิกิริยา

การสังเคราะห์กลูแคนชนิดต่างๆจากนํา้ตาลซูโครส คือ มิวแทนท่ีเป็นพอลิเมอร์ของกลูโคสท่ี

เช่ือมตอ่กันด้วยพนัธะไกลโคซิดิกชนิด α-1,3 เป็นส่วนใหญ่ และเดกซ์แทรนท่ีเป็นพอลิเมอร์ของ

กลโูคสท่ีเช่ือมตอ่กนัด้วยพนัธะไกลโคซิดิกชนิด α-1,6 เป็นส่วนใหญ่ (Hayacibara และคณะ, 

2004) จึงทําให้เกิดคราบจุลินทรีย์บนผิวเคลือบฟัน ดงันัน้ การป้องกันการสร้างหรือการสลาย     

มิวแทนและเดกซ์แทรนจงึสามารถลดคราบจลุินทรีย์ท่ีเป็นสาเหตขุองโรคฟันผไุด้  
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การป้องกนัการเกิดคราบจลุินทรีย์ด้วยการลดการยึดเกาะของจลุินทรีย์ท่ีผิวเคลือบฟันเป็น

วิธีตรงในการป้องกนัโรคฟันผ ุโดยกดการทํางานของยีน gtfB และ gtfC เพ่ือยบัยัง้การสร้างกลโูค

ซิลทรานสเฟอเรส (Xiao และคณะ, 2007 และ Li และคณะ, 2009) หรือการใช้เดกซ์แทรนเนส

ยบัยัง้การยึดเกาะของ S. mutans บริเวณผิวเรียบของฟันในหนทูดลอง (Hamada และคณะ, 

1976) และบนแผ่นไฮดรอกซีอะปาไทต์ (hydroxyapatite disk) ทัง้ระยะแรกของการเกาะติด และ

ระยะท่ีมีการสะสมกลแูคนของคราบจลุินทรีย์ได้ (Simonson และ Jackola, 1979) ซึ่งการป้องกนั

การสร้างคราบจลุินทรีย์อยา่งเดียวยงัไมเ่พียงพอในการป้องกนัฟันผ ุเน่ืองจากคราบจลุินทรีย์ท่ีมีอยู่

ยงัสามารถทําให้เกิดโรคฟันผไุด้เช่นเดิม  ดงันัน้ จึงต้องมีการสลายคราบจลุินทรีย์ควบคูไ่ปกบัการ

ป้องกนัการสร้างคราบจลุินทรีย์เพ่ือเพิ่มประสิทธิภาพในการป้องกนัฟันผดุ้วย  

มิวแทนและเดกซ์แทรนเป็นพอลิเมอร์ของกลโูคสท่ีเกาะติดบนผิวเคลือบฟันอนัเป็นต้นเหตุ

ของการเกิดคราบจุลินทรีย์  ดงันัน้ การสลายคราบจุลินทรีย์นีส้ามารถทําได้โดยใช้เอนไซม์ท่ีมี

ความจําเพาะกบัพนัธะไกลโคซิดิกชนิด  α-1,3 และ/หรือ  α-1,6 โดยงานวิจยันีเ้ลือกใช้เอนไซม์

เดกซ์แทรนเนสท่ีมีความจําเพาะกับพันธะไกลโคซิดิกและตดัพันธะไกลโคซิดิกท่ีเช่ือมระหว่าง

กลูโคสมอนอเมอร์ออกได้  การสร้างเอนไซม์นีต้้องการสารชกันํา คือ เดกซ์แทรน (Igarashi และ

คณะ, 1998) และความจําเพาะของเดกซ์แทรนเนสตอ่พนัธะท่ีจะสลายขึน้กบัชนิดของพนัธะของ

เดกซ์แทรนท่ีใช้ในการชกันํานัน้ๆ (Hare และคณะ, 1978) โดยเดกซ์แทรนท่ีสร้างจากจลุินทรีย์ตา่ง

ชนิดกนัจะมีจํานวนของพนัธะไกลโคซิดิกชนิด α-1,6 และ α-1,3 แตกตา่งกนัไป และหากสารชกั

นํามีจํานวนของพนัธะเป็นแบบใดมากก็จะสร้างเอนไซม์ท่ีมีความจําเพาะตอ่พนัธะนัน้ได้มากกว่า 

เช่น เดกซ์แทรนเกรดอุตสาหกรรมท่ีมีพนัธะไกลโคซิดิกชนิด α-1,6 ถึง 95 เปอร์เซ็นต์ จะชกันําให้

จุลินทรีย์สร้างเดกซ์แทรนเนสชนิดท่ีมีความจําเพาะต่อพันธะไกลโคซิดิกชนิด α-1,6 ได้มาก     

ส่วนเดกซ์แทรนท่ีมีพนัธะไกลโคซิดิกชนิด α-1,3 มากก็จะสร้างเอนไซม์ท่ีมีความจําเพาะตอ่พนัธะ

ไกลโคซิดิกชนิด α-1,3 (Dols และคณะ, 1997)  แม้ว่าจลุินทรีย์กลุ่มสเตร็บโตคอคไคในช่องปาก

จะสร้างเดกซ์แทรนได้ทัง้สองชนิด แต่ชนิดท่ีมีพันธะไกลโคซิดิกชนิด α-1,3 นัน้ มีสมบัติทําให้  

เดกซ์แทรนละลายนํา้ได้ยากและเป็นตวัก่อปัญหามากกว่าพันธะไกลโคซิดิกชนิด α-1,6 จึงมี 

ความต้องการเดกซ์แทรนเนสประเภทนีม้าก  แตเ่ดกซ์แทรนท่ีมีพนัธะไกลโคซิดิกชนิด α-1,3 สูง 

(หรือท่ีเรียกอีกวา่ มิวแทน) ท่ีมีขายในท้องตลาดนัน้มีราคาสงู  จึงจําเป็นต้องผลิตจาก S. sobrinus 

6715  เพ่ือใช้เป็นสารชกันําขึน้เอง และเดกซ์แทรนท่ีผลิตจาก S. sobrinus 6715 ประกอบด้วย

พนัธะไกลโคซิดกิชนิด α-1,3 มากถึง 67 เปอร์เซ็นต์ (Davis และคณะ, 1986)  
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จากการศกึษาของ ณฤดี อศัวเสรีเลิศ (2550) ในการเปรียบเทียบการป้องกนัการเกิดคราบ

จลุินทรีย์ระหว่างเดกซ์แทรนเนส และคลอเฮ็กซิดีนซึ่งเป็นยาฆ่าเชือ้จุลินทรีย์ในช่องปากท่ีนิยมใช้

กนัอย่างแพร่หลาย (Grenier, 1993) พบว่า เดกซ์แทรนเนสจาก Arthrobacter sp. AG-2 ท่ีชกันํา

ด้วยเดกซ์แทรนจาก S. sobrinus 6715 และคลอเฮ็กซิดีนสามารถยบัยัง้การเกิดคราบจลุินทรีย์ได้ 

100 เปอร์เซ็น ต์ และ 97.74 เปอร์เซ็นต์  ตามลําดับ ส่วนการสลายคราบจุลินทรีย์นัน้                

เดกซ์แทรนเนสจาก Arthrobacter sp. AG-2 ท่ีชกันําด้วยเดกซ์แทรนเกรดอุตสาหกรรม และ      

คลอเฮ็กซิดีนสามารถสลายคราบจุลินทรีย์ได้เพียง 30.26 เปอร์เซ็นต์ และ 21.30 เปอร์เซ็นต์ 

ตามลําดบั ผลการศึกษาดงักล่าวแสดงให้เห็นว่าเดกซ์แทรนเนสและคลอเฮ็กซิดีนมีประสิทธิภาพ 

ในการป้องกนัการเกิดคราบจลุินทรีย์มากกวา่การสลายคราบจลุินทรีย์ 

นอกจากนีย้ังมีรายงานว่า Krillase® ซึ่งเป็นโปรตีเอสจากระบบย่อยอาหารของกุ้ ง 

(Euphasia superba) ท่ีมีสมบัติทัง้ย่อยสลายพันธะเพปไทด์แบบสุ่มภายในสายโปรตีน 

(endopeptidase) และย่อยสลายพนัธะเพปไทด์จากปลายสายโปรตีน (exopeptidase) สามารถ

สลายคราบจลุินทรีย์ได้เช่นกนั (Berg และคณะ, 2001) แตท่ัง้เดกซ์แทรนเนสและโปรตีเอสเพียง

ชนิดใดชนิดหนึ่งยังไม่สามารถสลายคราบจุลินทรีย์ได้ 100 เปอร์เซ็นต์  แม้ว่าในระบบท่ีมีแต ่     

โปรตีเอสและเดกซ์แทรนเนสเพียงชนิดใดชนิดหนึ่งนัน้ เอนไซม์ทัง้สองจะทํางานได้ดีก็ตาม  ทัง้นี ้

อาจเน่ืองจากคราบจุลินทรีย์ประกอบด้วยสารอินทรีย์ท่ีเป็นพอลิแซ็กคาไรด์และโปรตีนเป็นส่วน

ใหญ่ ส่วนโปรตีนนัน้อาจบดบงัการเข้าทํางานของเดกซ์แทรนเนสได้ ดงันัน้ คาดว่าการย่อยสลาย

โปรตีนด้วยโปรตีเอสตามด้วยการย่อยสลายเดกซ์แทรนด้วยเดกซ์แทรนเนสจะสามารถเพิ่ม

ประสิทธิภาพการสลายคราบจลุินทรีย์ได้  

โปรตีเอสจําแนกตามกลไกการทํางานได้เป็น กลุ่มเซรีนโปรตีเอส (serine protease)   

ซลัฟ์ไฮดริลโปรตีเอส (sulfhydryl protease) แอซิดโปรตีเอส (acid protease) และเมทลัโล      

โปรตีเอส (metalloprotease) ซึ่งสามารถย่อยสลายพันธะเพปไทด์แบบสุ่มภายในสายโปรตีน   

และจากปลายสายโปรตีนได้ (ปราณี อ่านเปร่ือง, 2543 และ Arbige และ Pitcher, 1986) โดยการ

สลายคราบจุลินทรีย์นีมี้วัตถุประสงค์เพ่ือทําความสะอาดอุปกรณ์ท่ีใช้ภายในช่องปากโดยใช้      

โปรตีเอสร่วมกับเดกซ์แทรนเนส จึงต้องคดัเลือกชนิดของโปรตีเอสโดยคํานึงถึงความปลอดภัย 

ราคา ภาวะของการทําปฏิกิริยาท่ีเหมาะสมใกล้เคียงกับเดกซ์แทรนเนส สามารถสลายโปรตีนได้

รวดเร็วและหลากหลาย ในท่ีนี ้จึงคดัเลือกโปรตีเอสท่ีผลิตในเชิงพาณิชย์เพ่ือใช้ในอุตสาหกรรม

อาหาร คือ ปาเปนและเปปซิน สําหรับเดกซ์แทรนเนสท่ีใช้ คือ เดกซ์แทรนเนสท่ีผลิตจาก 

Arthrobacter sp. AG-2 ซึ่งคดัแยกจากดินในจงัหวดันนทบรีุโดยณฐินี สวุรรณสิงห์ (2540) และ



 

 

4 

เดกซ์แทรนเนสท่ีผลิตจาก P. pinophilum SMCU3-14 ซึ่งได้จากการกลายพนัธุ์ Penicillium sp. 

สายพนัธุ์ 61 ด้วยแสงอลัตราไวโอเลตและ NTG (สวุรรณา นพพรพนัธ์, 2538) ในการสลายคราบ

จลุินทรีย์ในไมโครไตเตอร์เพลตท่ีใช้เป็นแบบจําลองภายนอกร่างกาย  

สําหรับการศึกษานีจ้ะเน้นการสลายคราบจลุินทรีย์ท่ีสร้างจาก S. sobrinus 6715 ใน    

ไมโครไตเตอร์เพลตหรือหลอดทดลองท่ีใช้เป็นแบบจําลองภายนอกร่างกาย โดยใช้เวลาทํา

ปฏิกิริยาท่ีน้อยท่ีสุด ซึ่งจะศึกษาภาวะท่ีเหมาะสม ของแต่ละส่วนผสม ส่วนผสมท่ีเหมาะสม 

อตัราส่วนท่ีเหมาะสม เป็นต้น ทัง้นี ้เพ่ือจะสามารถนําผลการศกึษาท่ีได้นี ้นําไปประยุกต์ใช้ทํา

ความสะอาดอปุกรณ์ภายในชอ่งปาก ฟันปลอม ได้ตอ่ไปในอนาคต 

1.2 วัตถุประสงค์ของการวิจัย 

หาภาวะท่ีเหมาะสมในการใช้โปรตีเอสร่วมกบัเดกซ์แทรนเนสเพ่ือสลายคราบจลุินทรีย์ใน

แบบจําลองภายนอกร่างกาย 

1.3 ประโยชน์ท่ีคาดว่าจะได้รับ 

ทราบภาวะท่ีเหมาะสมของการนําโปรตีเอสไปใช้ร่วมกับเดกซ์แทรนเนสเพ่ือสลายคราบ

จุลินทรีย์บนแบบจําลองภายนอกร่างกาย ซึ่งสามารถประยุกต์ใช้ทําความสะอาดอุปกรณ์ท่ีใช้

ภายในชอ่งปาก   

1.4 ขัน้ตอนงานวิจัย 

1) เตรียมเดกซ์แทรนเพ่ือใช้เป็นสารชกันําในการผลิตเดกซ์แทรนเนส 

2) ผลิตเดกซ์แทรนเนสจาก Arthrobacter sp. AG-2 และ P. pinophilum SMCU3-14  

3) คดัเลือกชนิดของโปรตีเอส 

4) หาภาวะท่ีเหมาะสมในการสลายคราบจุลินทรีย์ในไมโครไตเตอร์เพลตโดยโปรตีเอสท่ี

คดัเลือก และเดกซ์แทรนเนสจาก Arthrobacter sp. AG-2 และ P. pinophilum SMCU 

3-14 
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บทที่  2 

เอกสารและงานวิจัยที่เก่ียวข้อง 

 

ในช่องปากมีพืน้ท่ีประมาณ 214.7 + 12.9 cm2 (Collins และ Dawes,1987) ซึ่งเป็น

จุดเร่ิมต้นของทางเดินอาหารท่ีมีฟันช่วยกัด ฉีก บด เคีย้วอาหารท่ีรับประทานให้มีขนาดเล็กลง 

ก่อนส่งผ่านสู่ระบบการย่อยอาหาร ทําให้ร่างกายได้รับพลงังานเพ่ือการดํารงชีวิต อีกทัง้ยงัทํางาน

ร่วมกับคอหอยและกล่องเสียงในการสร้างเสียงเพ่ือใช้ส่ือสาร รวมถึงช่วยรักษารูปหน้าและ

เสริมสร้างบคุลิกภาพ แตจ่ากผลการสํารวจสภาวะทนัตสขุภาพแห่งชาติครัง้ท่ี 6 พ.ศ. 2549-2550 

(กรมอนามยั, 2551) พบว่า ทกุวยัล้วนมีปัญหาสขุภาพช่องปาก เช่น โรคฟันผ ุโรคปริทนัต์ ดงันัน้

การทําความสะอาดช่องปากและฟันถูกวิธีอย่างสม่ําเสมอหรือการใช้นํา้ยาบ้วนปากร่วมกับการ

แปรงฟันในผู้สงูอายท่ีุมีปัญหาเร่ืองกล้ามเนือ้มือ ชว่ยลดสาเหตขุองโรคฟันผแุละโรคปริทนัต์ได้ 

2.1 ช่องปาก  

ฟันประกอบด้วยเนือ้เย่ือแข็งและเนือ้เย่ืออ่อน ดงัรูปท่ี 2.1 โดยมีเนือ้เย่ือแข็ง 3 ชนิด คือ 

เคลือบฟัน (enamel) เนือ้ฟัน (dentine) และเคลือบรากฟัน (cementum) ซึ่งมีผลึกของไฮดรอก

ซีอะปาไทต์เป็นส่วนประกอบหลกัในเปอร์เซ็นต์ท่ีแตกตา่งกนั  ท่ีเหลือคือ นํา้ คอลลาเจนและสาร

มิวโคพอลิแซ็กคาไรด์ ส่วนเน่ือเย่ืออ่อน 1 ชนิด คือเนือ้เย่ือในของฟัน (dental pulp) ประกอบด้วย

หลอดเลือด หลอดนํา้เหลือง และเส้นประสาท ทําหน้าท่ีนําอาหารสู่ฟัน ส่งความรู้สึกจากฟันไป

โพรงฟันแล้วนําไปสู่สมอง ถ้าเชือ้โรคลุกลามเข้ามาถึงชัน้นี ้จะทําให้เกิดอาการอกัเสบ และการ

ทําลายของเส้นเลือด เส้นประสาท เป็นเหตใุห้ฟันตายได้ (ชชัรี สุชาติลํา้พงศ์ และ ณัฎยา อศัววร

ฤทธ์ิ, 2545 และ สิทธิชยั ขนุทองแก้ว, 2552)  

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 2.1  ภาพแสดงฟันและเนือ้เย่ือปริทนัต์ (ดดัแปลงจาก Hillson, 2005) 

 

 

(เนื�อเยื่อในของฟัน)(เนื�อฟัน)
(เคลือบฟัน)

(เคลือบรากฟัน)

(เอ็นยึดปริทันต)์
(ร่องเหงือก)

(ส่วนพับของเหงือก)(เหงือกระหว่างฟัน)

(กระดูก)

(เนื�อเยื่อในของฟัน)(เนื�อฟัน)
(เคลือบฟัน)

(เคลือบรากฟัน)

(เอ็นยึดปริทันต)์
(ร่องเหงือก)

(ส่วนพับของเหงือก)(เหงือกระหว่างฟัน)

(กระดูก)
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นํา้ลายมีหน้าท่ีเก่ียวกบัการย่อยอาหาร การพดู และป้องกนัการเกิดโรคฟันผ ุเน่ืองจาก 

มีการชะล้าง มีสารต้านจุลชีพ มีความเป็นบฟัเฟอร์ และโปรตีนในนํา้ลายช่วยป้องกนัการสลาย   

แร่ธาต ุ (deminernalizetion) และยงัมีแร่ธาตท่ีุช่วยในการคืนกลบัแร่ธาต ุ(remineralization) ของ

เคลือบฟันทําให้เกิดสมดลุระหว่างการละลายและการคืนกลบัของแร่ธาต ุแตถ้่าภายในช่องปากมี

ความเป็นกรด-เบสต่ํากว่าคา่ความเป็นกรด-เบสวิกฤติ (critical pH) ท่ีมีคา่ประมาณ 5.2-5.5  แล้ว  

การละลายแร่ธาตจุะเกิดมากกวา่การคืนกลบัของแร่ธาตทํุาให้เกิดฟันผไุด้ (Edmonson, 1990)   

ในนํา้ลายยงัมีโปรตีนและมิวซินซึ่งเป็นสารประกอบอินทรีย์ท่ีจะรวมกบัพอลิแซ็กคาไรด์

เกิดเป็นไกลโคโปรตีนท่ีมีอิทธิพลตอ่การเกาะกลุม่กนัของแบคทีเรียในช่องปาก โดยโปรตีนบางชนิด

ในนํา้ลายท่ีมีสภาพเป็นกรดเกิดแรงดงึดดูกบัแคลเซียมบริเวณผิวเคลือบฟันทําให้เกิดการยึดติดกบั

ผิวเคลือบฟัน และโปรตีนในสภาพเป็นเบสยึดเหน่ียวกบัอนมุลูฟอสเฟตบนผิวเคลือบฟัน ทําให้เกิด

เป็นโครงสร้างของฟิล์มบางๆ (acquired pellicle) ท่ีไม่สามารถมองเห็นได้ด้วยตาเปล่า และ

พฒันาเป็นคราบจลุินทรีย์ตอ่ไป 

 

2.2  จุลินทรีย์ในช่องปาก 

ในชอ่งปากสามารถพบจลุินทรีย์ได้ทัง้แบคทีเรีย ยีสต์ สไปโรขีต ไมโครพลาสมา ไวรัสและ

โปรโตซวั แต่ท่ีพบมากท่ีสุดและเป็นสาเหตุของโรคฟันผุ คือแบคทีเรีย แบคทีเรียท่ีพบมีมากกว่า 

500 ชนิด โดยชนิดและปริมาณท่ีพบในแต่ละบริเวณของช่องปากขึน้กบัปัจจยัทางกายภาพ เช่น 

ปริมาณออกซิเจน อาหาร ปัจจัยของเจ้าบ้าน เช่น นํา้ลาย และปัจจัยของแบคทีเรีย เช่น 

ความสามารถในการยดึเกาะ (Robert, 2005)  

แบคทีเรียในชอ่งปากสามารถแบง่ตามคณุสมบตัิในการสร้างกรดได้ 3 กลุ่ม คือ แบคทีเรีย

ท่ีสร้างกรด (acidogenic bacteria) แบคทีเรียท่ีไม่มีการสร้างกรด (non-acidogenic bacteria) 

และแบคทีเรียท่ีสร้างเบส (base-producing bacteria) นอกจากนัน้ยงัมีการแบง่ตามรูปร่าง การ

ย้อมตดิสีแกรม ความต้องการ ก่ึงต้องการหรือไม่ต้องการออกซิเจนในการเจริญเติบโต ตามตาราง

ท่ี 2.1  
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ตารางท่ี 2.1 การจดัแบง่ชนิดของแบคทีเรียในช่องปากออกเป็นพวกท่ีเจริญเติบโตได้ทัง้ในภาวะท่ี

มีออกซิเจนกับในภาวะท่ีไม่มีออกซิเจน กบัพวกท่ีเจริญเติบโตได้เฉพาะในภาวะท่ีไม่มีออกซิเจน

เท่านัน้ พร้อมกบัจดัแบง่แบคทีเรียออกเป็นพวกแบคทีเรียรูปกลม แบคทีเรียรูปแท่ง สไปโรขีต และ

จลุินทรีย์อ่ืนๆ (จินตกร ควูฒันสชุาต,ิ 2542) 

 แบคทีเรียแกรมบวก แบคทีเรียแกรมลบ 

กึ่งต้องการออกซเิจน ไมต้่องการออกซเิจน กึ่งต้องการออกซเิจน ไมต้่องการออกซเิจน 

แบ
คที

เรี
ยรู

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. atypical 

-V. paruvla 

 

แบ
คท

เรี
ยรู

ปแ
ทง่

 

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
จลุ

นิท
รีย์

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

-T. vincentii                                      - C. albicans 

-T. denticola 

-T. socranskii 
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 ปกติในช่องปากจุลินทรีย์จะอยู่ ร่วมกันอย่างสมดุล แต่เม่ือเกิดปัจจัยท่ีมีผลต่อการ

เปล่ียนแปลงของจลุินทรีย์ เช่น การรับประทานคาร์โบไฮเดรตโดยเฉพาะนํา้ตาลซูโครส นํา้ตาลจะ

ถกูยอ่ยสลายเกิดภาวะกรดทําให้ยบัยัง้แบคทีเรียสว่นใหญ่ แตแ่บคทีเรียทนกรด เช่น Streptococci 

และ Lactobacilli สามารถเจริญเติบโตและสร้างกลูแคนในการยึดเกาะ เกิดเป็นคราบจุลินทรีย์ 

และทําให้เกิดโรคฟันผ ุ

 จลุินทรีย์ท่ีสําคญัท่ีพบได้บอ่ยในรอยโรคฟันผ ุคือ mutan streptococci  ซึ่งประกอบด้วย 

S. mutans S. sobrinus S. crecetus และ S. rattus โดยจลุินทรีย์ท่ีพบมากท่ีสดุในคราบจลุินทรีย์

ของมนษุย์คือ S. mutans รองลงมาคือ S. sobrinus จึงสรุปได้ว่าทัง้สองสายพนัธุ์มีความสําคญั

ตอ่การก่อโรคฟันผใุนมนษุย์ ทัง้นี ้Yoo และคณะ (2005) พบว่า S. downei ท่ีอยู่ในคราบจลุินทรีย์

ของลิง (Macaca fascicuralis) สามารถแยกได้จากคราบจลุินทรีย์ในชอ่งปากของคนเชน่เดียวกนั 

  

2.3 คราบจุลินทรีย์ 

จากการศึกษาของ Ritz (1967) พบว่า Streptococci สามารถตรวจพบตลอดระยะเวลา

การสร้างคราบจุลินทรีย์ แต่ Neisseriae และ Nocardia เป็นจุลินทรีย์ท่ีใช้ออกซิเจนในการ

เจริญเติบโตกลับพบได้เพียงช่วงแรก ต่อมาพบ Fusobactrium Corynebacterium และ 

Veillonella ท่ีเป็นจุลินทรีย์ไม่ใช้หรือก่ึงใช้ออกซิเจนในการเจริญเติบโต แสดงว่าตลอดการสร้าง

คราบจลุินทรีย์มีการเปล่ียนกลุ่มของจลุินทรีย์จากสภาวะแวดล้อมท่ีเปล่ียนไป และความหนาของ

คราบจลุินทรีย์ทําให้เกิดภาวะท่ีเหมาะสมกบัจลุินทรีย์ท่ีไมใ่ช้ออกซิเจน  

การสร้างคราบจุลินทรีย์เร่ิมจากแบคทีเรียกลุ่มแรก (initial colonizer) เข้ายึดเกาะกับ 

acquired pellicle และพบแบคทีเรียในกลุ่มท่ีสอง (late colonizer) เข้ายึดเกาะกบัจลุินทรีย์กลุ่ม

แรก  ส่วน Fusobacterium nuclessum พบในระยะเวลารอยต่อของทัง้สองกลุ่ม  นอกจากนัน้

แบคทีเรียในทัง้สองกลุ่ม เช่น S. gordonii S. mutans และ S. sobrinus  ยงัมีการสร้างพอลิ

แซ็กคาไรด์นอกเซลล์ เช่น กลูแคน (glucan) เพ่ือช่วยในการยึดเกาะกนัแน่นโดยไม่ผนักลบัด้วย

(Kolenbrader, 2002) ดงัรูปท่ี 2.2 
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รูปท่ี 2.2  ภาพแสดงรูปแบบของการ

เกาะกลุ่มกันของจุลินทรีย์ในช่องปาก

โดยแสดงบริเวณจดจําท่ีใช้ในการ

เกาะติดกับ acquired pellicle กับ 

initial colonizers และแสดงการยึด

เกาะระหว่าง initial colonizers กับ 

late colonizers โดยมี fusobacteria 

เช่ือมโยง (Kolenbrader, 2002) 

 

 

2.4 ความสัมพันธ์ของการเกิดคราบจุลินทรีย์กับ Mutans Streptococci 

Mutans Streptococci มีเอนไซม์กลโูคซิลทรานสเฟอเรส (glutosyltransferases: GTFs) 

ท่ีหลัง่ออกมานอกเซลล์ทําให้เกิดการสังเคราะห์กลูแคนจากนํา้ตาลซูโครส โดยเอนไซม์สามารถ

สร้างกลูแคนท่ีไม่ละลายนํา้ท่ีเช่ือมต่อกันด้วยพนัธะไกลโคซิดิกชนิด α-1,3 เป็นส่วนใหญ่ หรือ

เรียกว่ามิวแทน (mutan)   สร้างกลแูคนชนิดท่ีละลายนํา้และไม่ละลายนํา้ท่ีเช่ือมตอ่กนัด้วยพนัธะ

ไกลโคซิดกิชนิด α-1,3  และ 1,6  และสร้างกลแูคนชนิดท่ีละลายนํา้ท่ีเช่ือมตอ่กนัด้วยพนัธะไกลโค

ซิดิกชนิด α-1,6  เป็นส่วนใหญ่ หรือเรียกว่าเดกซ์แทรน (dextran) (Mitsue และคณะ, 2004)     

กลูแคนท่ีมีความเหนียวหนืดนีจ้ะเป็นท่ียึดเกาะของจุลินทรีย์บนผิวเคลือบฟัน  นอกจากนัน้ยงัมี

เอนไซม์ฟรุคโตซิลทรานสเฟอเรส (fructosyltransferase: FTF) ท่ีสลายนํา้ตาลซูโครสแล้ว

เปล่ียนเป็นพอลิเมอร์ท่ีเรียกว่าฟรุคแตนส์  แตก่ารยึดเกาะของ S. mutans และ S. sobrinus ขึน้

กบักลแูคนมากกว่าฟรุคแตนส์ (Rozen, 2001) และเป็นการยึดเกาะแบบไม่ผนักลบัท่ีต้องอาศยั

ซูโครส โดยเดกซ์แทรนมีบทบาทในการยึดเกาะเช่นเดียวกับมิวแทน เน่ืองจากเม่ือสลาย          

เดกซ์แทรนด้วยเดกซ์แทรนเนสท่ีสามารถย่อยพนัธะไกลโคซิดิกชนิด α-1,6 ก่อน แล้วทําปฏิกิริยา

กบั S. mutans มีผลให้ S. mutans ยดึเกาะพืน้ผิวลดลง 
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2.5 คราบจุลินทรีย์และการเกิดโรคฟันผุ 

แบคทีเรียท่ีมีความสําคญัในการก่อโรคฟันผใุนมนษุย์มีคณุสมบตัสํิาคญัดงันี ้

2.5.1   ความสามารถในการยดึเกาะกบัผิวเคลือบฟัน 

การยดึเกาะสามารถเกิดขึน้ได้ในสภาวะท่ีมีและไม่มีนํา้ตาลซูโครส ซึ่งในสภาวะท่ี

ไมมี่นํา้ตาลซูโครสนัน้ แบคทีเรียจะมีการยึดเหน่ียวระหว่างผิวเคลือบฟันไม่แน่นหนาทําให้เกิดการ

ผนักลับได้จึงหลุดจากผิวเคลือบฟันได้ง่าย อีกทัง้ยงัมีการสร้างกรดและพอลิแซ็กคาไรด์ภายใน

เซลล์ ท่ีเป็นสารอาหารสํารองยามท่ีเซลล์ขาดแคลนอาหารไม่มาก  แตใ่นสภาวะท่ีมีนํา้ตาลซูโครส

นัน้จะเกิดการย่อยสลายนํา้ตาลซูโครสได้สารหลายชนิด เช่น พอลิแซ็กคาไรด์ภายในเซลล์

(intracellular polysaccharide)  พอลิแซ็กคาไรด์ภายนอกเซลล์ (extracellular polysaccharide)   

กรดอินทรีย์ และพลงังาน  โดยพอลิแซ็กคาไรด์ภายนอกเซลล์ เช่น เดกซ์แทรน มีลกัษณะเหนียว

หนืด จงึชว่ยในการยึดเกาะกบัผิวเคลือบฟันและช่วยส่งเสริมการเกาะติดกบัแบคทีเรียชนิดอ่ืนท่ีไม่

สามารถสร้างพอลิเมอร์ภายนอกเซลล์ได้ เกิดเป็นคราบจุลินทรีย์ท่ีมีความแข็งแรงและห่อหุ้ ม

แบคทีเรียท่ีหลากหลายไว้ด้วยกนั จนเกิดเป็นสงัคมของจลุินทรีย์ (สิทธิชยั ขนุทองแก้ว, 2552) 

 

2.5.2   ความสามารถในการสร้างกรดและการทนกรด 

แบคทีเรียในชอ่งปากต้องมีการปรับตวัให้เหมาะสมกบัการเปล่ียนแปลงของระดบั

นํา้ตาลรอบๆ ตวัจากการรับประทานอาหาร เคร่ืองด่ืม โดยผ่านกระบวนการนํานํา้ตาลเข้าสู่เซลล์

เพ่ือความอยู่รอด ดังนัน้จึงมีความสามารถในการนํานํา้ตาลเข้าสู่เซลล์ได้ในภาวะท่ีมีปริมาณ

นํา้ตาลต่ําหรือสงู จึงอยู่รอดและเจริญได้ดีกว่าแบคทีเรียอ่ืนๆ นํา้ตาลจะถกูสลายได้พลงังานและ

กรด กรดนีจ้ะเข้าทําลายผิวเคลือบฟันโดยตรงและสง่ผลให้บริเวณรอบเซลล์มีความเป็นกรดเพิ่มขึน้

ทําให้สภาพโดยรวมในช่องปากมีค่าความเป็นกรด-เบสท่ีต่ํากว่าค่าความเป็น กรด-เบสวิกฤต ิ

(critical pH) และสง่เสริมการเจริญเตบิโตของจลุินทรีย์ทนกรด (สิทธิชยั ขนุทองแก้ว, 2552) 

จากการศกึษาของ Hashizume และคณะ (2002) พบว่าการสร้างคราบจลุินทรีย์

นอกร่างกาย (in vitro) ของ S. mutans ทําให้ความเป็นกรด-เบสลดลงจาก 7 เป็น 4 ตัง้แตว่นัแรก 

และคงความเป็นกรดตลอด 7 วนัของการทดลอง อีกทัง้ยงัเกิดการเกาะกลุ่ม เพิ่มจํานวนของ

จลุินทรีย์ตลอดระยะเวลาท่ีสมัผสักบัผิวเคลือบฟันจําลอง ดงัรูปท่ี 2.3 
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รูปท่ี 2.3 ภาพจากกล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสง (light micrographs) แสดงการยึดเกาะกนัของ   

S. mutans บนผิวเคลือบฟันในแตล่ะวนัของการทดลองดงันี ้ (a) วนัท่ี 1  (b) วนัท่ี 2   (c) วนัท่ี 4  

และ (d) วนัท่ี 7 (Hashizume และคณะ, 2002) 

 

2.6  โรคฟันผุ 

จากผลการสํารวจสภาวะทนัตสุขภาพแห่งชาติครัง้ท่ี 6 พ.ศ. 2549-2550 (กรมอนามยั, 

2551) พบว่า โรคฟันผุมีแนวโน้มท่ีดีขึน้หากเทียบกับการสํารวจในอดีต แต่ในเด็กก่อนวัยเรียน    

วยัเรียนและเยาวชนยงัพบภาวะการเกิดโรคฟันผอุยู่ ในขณะท่ีวยัทํางานและผู้สงูอายมีุปัญหาการ

สูญเสียฟันจากโรคปริทนัต์ ซึ่งทัง้โรคฟันผุและโรคปริทนัต์ล้วนมีสาเหตจุากคราบจุลินทรีย์ทัง้สิน้ 

แตใ่นท่ีนีข้อกลา่วถึงเพียงโรคฟันผเุทา่นัน้ 

การเกิดโรคฟันผุเกิดจากหลายปัจจัยรวมกัน อย่างเช่น แบคทีเรียท่ีทําให้เกิดคราบ

จุลินทรีย์  คาร์โบไฮเดรตจากอาหาร และส่วนของความไวรับของฟัน (susceptible teeth)  

เน่ืองจาก Mutans Streptococci เช่น S. mutans S. sobrinus สร้างกลแูคนท่ีมีลกัษณะเหนียว

หนืดยึดติดกับเคลือบฟันทําให้เกิดการยึดเกาะของจุลินทรีย์อ่ืนๆจนเป็นสงัคมจลุินทรีย์ท่ีสามารถ           

เมแทบอไลท์คาร์โบไฮเดรตจากอาหารแล้วเกิดกรด ส่งผลให้คา่ความเป็นกรด-เบสลดต่ําลงจนเกิน

จดุวิกฤต ิทําให้เกิดการสลายแร่ธาตจุากเคลือบฟัน  แม้ว่าระบบบฟัเฟอร์จะทํางานให้คา่ความเป็น

กรด-เบสกลับสู่ค่าปกติและร่างกายเกิดการซ่อมแซมโดยการคืนกลับแร่ธาตุในเวลาต่อมา 

(Tanzer, 1989 และ Houte, 1994) แตถ้่าไมรั่กษาสขุลกัษณะช่องปาก มีการบริโภคคาร์โบไฮเดรต

บ่อยครัง้ เกิดกรดทําลายผิวเคลือบฟัน เกิดภาวะท่ีเหมาะสมกับแบคทีเรียท่ีก่อโรคฟันผุ มีคราบ

จุลินทรีย์คอยป้องกันจากภาวะท่ีไม่เหมาะสมแล้ว โรคฟันผุย่อมเกิดขึน้ตามมาอย่างแน่นอน     
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โดยฟันผใุนระยะแรกจะเห็นเป็นรอยโรคฟันผสีุขาว (white spot) (รูปท่ี 2.4) หากมีการลกุลามของ

โรคจะเกิดอาการเสียวฟัน ปวดฟัน เกิดเป็นโพรงและสญูเสียฟันในท่ีสดุ แตถ้่าสามารถหยดุปัจจยัท่ี

ทําให้เกิดฟันผุได้ตัง้แต่ระยะแรกก็จะไม่เกิดอาการลกุลามแต่จะทําให้เกิดเป็นรอยโรคสีนํา้ตาล 

(brown spot) แทน (สิทธิชยั ขนุทองแก้ว, 2552) 

 

 

 

รูปท่ี 2.4  ภาพบนแสดงการย้อมสีคราบจลุินทรีย์ของฟัน ภาพลา่งแสดงฟันตดัท่ีขดูคราบจลุินทรีย์

ออก แสดงให้เห็นจดุขาวขุน่บนฟัน (white spot) ในขณะท่ีฟันซ่ีอ่ืนยงัคงมีคราบจลุินทรีย์ (Edwina, 

2005) 

 

2.7 การป้องกันฟันผุ 
 
2.7.1 การใช้วิธีทางกายภาพ 

การทําความสะอาดฟันโดยการแปรงฟันนัน้ช่วยกําจดัคราบจลุินทรีย์ได้ แตเ่น่ืองจาก

พฤตกิรรมในการทําความสะอาดฟันของคนแตล่ะคนไม่เท่ากนั อาจยงัมีคราบจลุินทรีย์ท่ีซึ่งยากแก่

การมองเห็นด้วยตาเปล่าหลงเหลืออยู่ ดงันัน้จึงอาจใช้สีย้อมคราบจุลินทรีย์ เช่น ปองโซ 4 อาร์  

เป็นตัวบ่งชีค้วามสะอาดหลังการแปรงฟันเพ่ือเสริมประสิทธิภาพในการดูแลอนามัยช่องปาก    

(เกศสดุา เงินประเสริฐ, 2538) 
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2.7.2  การเคลือบฟันและร่องฟัน (Fissure sealant) 

การใช้วสัดท่ีุสามารถยึดเกาะกบัผิวฟันและแข็งตวัได้ เคลือบบริเวณหลมุหรือร่องฟัน

ท่ียากแก่การทําความสะอาด เพ่ือไม่ให้จุลินทรีย์เข้ามาอาศยัอยู่ในร่องฟันแล้วทําให้เกิดฟันผุได้

ง่าย แตปั่ญหาท่ีตามมาคือ การเกิดโรคฟันผซํุา้จากบริเวณเคลือบท่ีมีรอยโรคอยู่แล้ว วสัดเุคลือบ

ตดิร่องฟันได้ไมน่าน วสัดเุคลือบฟันถกูทําลายด้วยกรดจากจลุินทรีย์ ทําให้จลุินทรีย์สามารถแทรก

ตวัเข้าไปทําลายเนือ้ฟันได้เชน่เดมิ (Silverstone, 1974) 

2.7.3 การใช้สารประกอบเรซิน (resin composite)  
Imazato (1995) ศึกษาการตรึงโมโนเมอร์ของ methacryloyloxydodecyl-

pyridinium bromide (MDPB) ให้อยู่ในรูปพอลิเมอร์ท่ีละลายนํา้ได้และไม่ละลายนํา้ใน

สารประกอบเรซิน หลงัจากการทําให้เรซินแข็งตวั พบว่า กิจกรรม (activity) จะลดลงกว่าเดิม แต่

ยังคงมีประสิทธิภาพในการควบคุมและยับยัง้กลุ่มเสต็บโตคอกคัสในช่องปาก (oral 

streptococcus) ได้มากกว่าโมโนเมอร์ท่ีไม่สามารถยบัยัง้จุลินทรีย์ได้หลงัจากการทําให้เรซินแข็ง

ตวั  

Imazato และคณะ (2003) พบว่า เรซินผสม MDPB ท่ียงัไม่แข็งตวัในสภาวะท่ีไม่มี

นํา้ลายสามารถยบัยัง้การเจริญของ S. mutans ได้อย่างสมบรูณ์ และในภาวะท่ีมีนํา้ลาย สามารถ

ยบัยัง้ได้มากกวา่ร้อยละ 99.9 และมีแบคทีเรียมายดึเกาะน้อยกวา่ท่ีผสม MDPB 

2.7.4 การใช้ฟลอูอไรด์ (Fluoride) 

ฟลอูอไรด์ช่วยป้องกนัฟันผุ เพราะฟลูออไรด์มีขนาดเล็กกว่าไอออนไฮดรอกซิล แต่มี

ประจลุบเหมือนกนัจึงแทนท่ีกนัได้ในธรรมชาติ ทําให้ผลึกมีขนาดเล็กลงและมีความเสถียรมากขึน้ 

การละลายของผลึกลดลงจึงช่วยลดการทําลายเคลือบฟันได้ (Robinson และคณะ, 2000) หรือ

ฟลอูอไรด์รวมกบัผลึกกลายเป็นฟลอูอร์อะปาไทต์ท่ีทนการละลายจากกรดกว่าเดิม และฟลอูอไรด์

ยงัยบัยัง้เมแทบอลึซึมของจลุินทรีย์ได้ทําให้ไม่เกิดกรด ดงันัน้ การใช้ฟลูออไรด์จึงเป็นอีกทางหนึ่ง

ในการป้องกนัโรคฟันผ ุ 

จากการศึกษาของขวญัชนก รัตนอบุล (2542) พบว่ายาสีฟันผสมฟลูออไรด์ 1,000 

ส่วนในล้านส่วน มีผลต่อการเพิ่มความแข็งของผิวฟันนํา้นมมากกว่ายาสีฟันผสมฟลูออไรด์ 500 

ส่วนในล้านส่วน แตก่ารได้รับฟลูออไรด์มากเกินอาจเกิดความผิดปกติของกระดกู เกิดโรคฟันตก

กระ เกิดความผิดปกตขิองระบบทางเดินอาหาร  
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จากการศึกษาของกฤษณ์ชยั เบศรภิญโญวงศ์ (2544)  พบว่า การทดลองในเซลล์

โพรงฟัน ฟลูออไรด์จะยบัยัง้การสร้างเส้นใยคอลลาเจน ลดระดบัเอนไซม์อลัคาไลน์ฟอสฟาเตส

และลดการเจริญของเซลล์ด้วย  

2.7.5 การใช้นํา้ตาลเทียม (Artificial sweetener) 

การใช้สารให้ความหวานอ่ืน เช่น นํา้ตาลไซลิทอล นํา้ตาลแมนนิทอล นํา้ตาลซอร์บิ

ทอล แทนนํา้ตาลโมโนแซคคาไรด์หรือไดแซคคาไรด์ ทําให้จลุินทรีย์ท่ีก่อให้เกิดโรคฟันผไุม่สามารถ

เมแทบอไลท์นํา้ตาลเทียม จงึไมเ่กิดกรดทําลายเคลือบฟัน (Ly และคณะ, 2006) 

2.7.6 การใช้ยาปฏิชีวนะและสารต่อต้านเชือ้จุลินทรีย์ (Antibiotic and anti-microbial 

agent) 

 ยาปฏิชีวนะมีผลยบัยัง้จลุินทรีย์จึงใช้ผสมในผลิตภณัฑ์เพ่ือป้องกนัฟันผ ุแตเ่น่ืองจาก

อํานาจของยาปฏิชีวนะไมส่ามารถจํากดัการฆ่าเฉพาะจลุินทรีย์ท่ีทําให้เกิดโรคฟันผ ุรวมถึงมีผลให้

เชือ้เกิดการดือ้ยา เชือ้ประจําถ่ินลดลงทําให้เชือ้ฉวยโอกาสเจริญเพิ่มมากขึน้ วิธีนีจ้ึงไม่นิยมใช้

เทา่ท่ีควร (Berg และคณะ, 2001) 

2.7.7 การใช้วคัซีนป้องกนัโรคฟันผ ุ(Dental caries vaccine) 

การผลิตวัคซีนเ กิดจากมีส่วนประกอบท่ี ทําหน้า ท่ีตอบสนองต่อภูมิคุ้ มกัน 

(components for immune response) จึงนํามาใช้เพ่ือป้องกนัฟันผ ุจากการศกึษาของ Niu และ

คณะ (2009) ได้เพิ่มจํานวนชิน้ส่วน cat (cat fragment) จากจลุินทรีย์ S. sobrinus OMZ176   

gtf-1 โคลนในพลาสมิดแล้วนําไปกระตุ้นภูมิคุ้มกันเพ่ือสร้างวคัซีน เม่ือทดลองในหนูทดลอง

สามารถเหน่ียวนําให้เกิดแอนติบอดีในนํา้ลาย (salivary SIgA antibody) จึงยบัยัง้การติดเชือ้จาก

จลุินทรีย์ S. mutans และ S. sobrinus ท่ีก่อให้เกิดโรคฟันผ ุและการให้วคัซีนทางผิวหนงัมี

ประสิทธิภาพมากกวา่ทางจมกู 
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2.7.8 การลดการเกาะตดิของจลุินทรีย์กบัผิวฟัน 
การลดปัจจยัการเกาะติดของจลุินทรีย์ท่ีผิวฟันจะลดโอกาสเกิดฟันผไุด้ มีการศกึษา

ดงันี ้

Xiao และคณะ (2007) พบว่า สารสกดัจากรวงผึง้ (Nidus Vespae) สามารถยบัยัง้

การเกาะติดของ S. mutans ATCC 25175 บนแผ่นไฮดรอกซีอะปาไทต์ท่ีเคลือบนํา้ลาย เน่ืองจาก

มีการยับยัง้การสร้างเอนไซม์กลูโคซิลทรานสเฟอเรสท่ีหลั่งออกมานอกเซลล์ (extracellular 

glucosyltransferase)  

Li และคณะ (2009) พบว่า methacryloxylethylcetylmdimethyl-nammonium 

chloride (DMAE-CB) ซึ่งเป็นโมโนเมอร์ท่ีมีประจลุบในสารยึดติดฟัน ช่วยกดการทํางานของยีน 

gtfB และ gtfC ของ S. mutans ท่ีเก่ียวกบัการสร้างเอนไซม์กลโูคซิลทรานสเฟอเรส และลดการ

สะสมคราบจลุินทรีย์บนพืน้ผิว 

Lang และคณะ (2010) พบว่า L. paracasic และ L. rhamnosus เป็นจลุินทรีย์ใน

กลุม่แลคโตบาซิลสัท่ีทําหน้าท่ีเป็นโพรไบโอติก สามารถจบักลุ่มร่วมกนัอย่างจําเพาะ (specifically  

co-aggregate) กบัมิวแทนสเตร็บโตคอคไค (mutans streptococci) โดยไม่ทําอนัตรกิริยากับ

จลุินทรีย์อ่ืนในช่องปาก ดงันัน้ mutans streptococci ท่ีล่องลอยในนํา้ลายจะถกูจบัโดยจลุินทรีย์

ในกลุ่มแลคโตบาซิลสัและถกูกําจดัด้วยกระบวนการของร่างกาย เช่น การกลืนนํา้ลาย ทําให้ลด

แบคทีเรียท่ีสร้างคราบจลุินทรีย์ได้ 

Hamada และคณะ (1976) ได้ทดลองผสมเดกซ์แทรนเนสความเข้มข้น 10 หน่วยตอ่

กรัมในนํา้ให้หนทูดลองด่ืม พบว่า สามารถยบัยัง้การพฒันาของโรคฟันผจุาก S. mutans ได้อย่าง

มีนัยสําคญั โดยเดกซ์แทรนเนสช่วยยบัยัง้การเกาะติดบริเวณผิวเรียบของฟันและทําให้เกิดการ

เปล่ียนแปลงภายในคราบจุลินทรีย์ อีกทัง้เอนไซม์นีไ้ม่มีความเป็นพิษกับหนูด้วย และจาก

การศึกษาของ Simonson และ Jackola (1979) พบว่าเดกซ์แทรนเนสจากรา (Fusarium 

dextranase) สามารถรบกวนการเกาะติดของ S. mutans บนแผ่นไฮดรอกซีอะปาไทต์ 

(hydroxyapatite disk) ทัง้ระยะแรกของการเกาะติดและระยะท่ีมีการสะสมกลูแคนของคราบ

จลุินทรีย์ จึงนบัเป็นอีกแนวทางหนึ่งในการใช้เอนไซม์เดกซ์แทรนเนสในการยบัยัง้การเกาะติดของ

เชือ้ก่อโรคฟันผแุละยบัยัง้การสร้างคราบจลุินทรีย์ 
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2.8 เดกซ์แทรน (dextran) 

เดกซ์แทรนท่ีผลิตได้จาก Leuconostoc mesenterooides B-512FMCM มีมวลโมเลกุล

มากกว่า 106 ดาลตนั (Kim และคณะ, 2003) ประกอบด้วยหน่วยย่อยของนํา้ตาลดี-กลโูคส ซึ่งตอ่

กนัเป็นพอลิเมอร์ด้วยพนัธะไกลโคซิดิก α-1,6 เป็นสายหลกัและมีก่ิงสาขาท่ีตอ่กนัด้วยพนัธะไกล

โคซิดิก α-1,2  α-1,3 หรือ α-1,4  จึงจดัว่าเดกซ์แทรนเป็นโฮโมพอลิแซ็กคาไรด์ (รูปท่ี 2.5)     

เดกซ์แทรนเกิดจากกิจกรรมของเอนไซม์กลโูคซิลทรานสเฟอเรสชนิดดี (GTF-D) หรือเอนไซม์เดกซ์

แทรนซูเครส (dextransucrase) ท่ีเร่งการไฮโดรไลซ์ซูโครสให้เป็นกลโูคสและฟรุคโตสอิสระ (รูปท่ี 

2.6) จากนัน้โมเลกลุกลโูคสเช่ือมตอ่กนักลายเป็นพอลิเมอร์ท่ีมีลกัษณะเหนียวหนืด ซึ่งเดกซ์แทรน

เป็นกลแูคนท่ีสามารถละลายนํา้ได้ (water soluble dextran) แตท่ัง้นีก็้ขึน้กบัมวลโมเลกลุ ปริมาณ

ก่ิงสาขา ปริมาณของพนัธะไกลโคซิดกิ α-1,6 กบั α-1,3    ถ้ามีพนัธะไกลโคซิดิกชนิด α-1,3 มาก

ขึน้ การละลายจะลดลงและเม่ือพนัธะไกลโคซิดกิชนิด α-1,3 มากกว่าร้อยละ 43 เดกซ์แทรนจะไม่

ละลายนํา้ (water insoluble dextran) (Khalikova และคณะ, 2005)   

 

 
 

รูปท่ี 2.5 โครงสร้างของเดกซ์แทรน (ท่ีมา : ดดัแปลงจาก Sigma-Aldrich Co.)  

 

 

 

พนัธะแอลฟา-1,3 

พนัธะแอลฟา-1,6 
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รูปท่ี 2.6 ปฏิกิริยาการเกิดเดกซ์แทรนโดยเอนไซม์เดกซ์แทรนซูเครส 
 

จลุินทรีย์ท่ีมีความสามารถสร้างเดกซ์แทรนมีทัง้แบคทีเรียและรา เช่น  Leuconostoc sp. 

Streptococcus sp. Acetobacter capsulatus Lactobacillus sp. และ Rhizopus sp. ซึ่ง

Leuconostoc mesenteroides มีความสําคญัในการสร้างเดกซ์แทรนท่ีสดุ สามารถนําไปพฒันา

เพ่ือใช้ประโยชน์ในด้านตา่งๆ เชน่ เป็นสารเพิ่มความหนืด (thickening agent) ในการผลิตไอศกรีม 

ใช้เป็นสารตัง้ต้นในการผลิต Sephadex สําหรับใช้ใน gel filtration technique ใช้ในเบียร์บางชนิด

เพ่ือให้ได้ลกัษณะท่ีมีการรินไหลดี ใช้เป็นอาหารควบคมุนํา้หนกัตวั เน่ืองจากเดกซ์แทรนเป็นพวก

พอลิแซ็กคาไรด์ท่ีเอนไซม์ในระบบยอ่ยอาหารไมส่ามารถยอ่ยได้ (ปราณี อา่นเปร่ือง, 2547) 

 เดกซ์แทรนมีประโยชน์ตามท่ีได้กล่าวไปแล้ว แตห่ากเกิดการสร้างเดกซ์แทรนในบริเวณท่ี

ไม่ต้องการ ก็อาจเกิดปัญหาได้เช่นกัน เน่ืองจากลักษณะความเหนียวหนืดของเดกซ์แทรน 

ประกอบกับสามารถพบจุลินทรีย์ท่ีสามารถสร้างเอนไซม์เดกซ์แทรนซูเครสได้ทัว่ไป ทัง้ท่ีเป็นเชือ้

ประจําถ่ินหรือเป็นเชือ้ปนเปือ้นในบริเวณท่ีมีนํา้ตาลซูโครสเป็นสบัสเตรท (substrate) จึงทําให้เกิด

ปัญหาอยา่งมากในอตุสาหกรรมนํา้ตาล เช่น ทําให้นํา้อ้อยบดูเปรีย้ว เกิดการอดุตนัในเคร่ืองจกัรท่ี

ผลิตนํา้ตาล นํา้ตาลเกิดเป็นผลึกรูปเข็มทําให้ผลผลิตของนํา้ตาลลดลง อุตสาหกรรมอาหารและ

เคร่ืองด่ืมท่ีใช้นํา้ตาลเป็นสารให้ความหวานจะเกิดการเน่าเสียได้ เช่น ลูกอม ชอคโกแลต เกิดการ

ตกตะกอนของเคร่ืองด่ืม (Aquino และ Franco, 2009 ; นิลเนตร อศัวศิริจินดา, 2551) เกิดปัญหา

กับทันตสาธารณสุขจากการท่ีเดกซ์แทรนถูกสร้างขึน้เพ่ือช่วยในการยึดเกาะพืน้ผิวของฟันของ

จลุินทรีย์ทําให้เกิดคราบจลุินทรีย์ท่ีนําไปสู่โรคฟันผไุด้ 

 

2.9 เดกซ์แทรนเนส (dextranase) 

เดกซ์แทรนเนสเป็นเอนไซม์ท่ีมีความจําเพาะท่ีต้องอาศัยการชักนําจากเดกซ์แทรน ท่ี

สามารถย่อยสลายพนัธะไกลโคไซด์แบบจําเพาะได้ 2 แบบ คือ จําเพาะตอ่พนัธะไกลโคซิดิกชนิด 
α-1,6 บนสายของเดกซ์เทรน (α-1,6-D-glucan-6-glucanohydrolase : E.C. 3.2.1.11) และ

จําเพาะต่อพันธะไกลโคซิดิกชนิด α-1,3 บนสายของเดกซ์เทรน (α-1,3-D-glucan-3-

glucanohydrolase E.C. 3.2.1.59 )  

n-Sucrose      ( D-Glucose)n   +    n(Fructose) 

    ซูโครส           เดกซ์แทรน         ฟรุสโตสอิสระ 

 dextransucrase 
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 2.9.1 การทํางานของเอนไซม์ในการสลายพนัธะได้ 2 แบบ (Khalikova และคณะ, 2005)   

2.9.1.1 Exo-dextranase 

 เป็นเดกซ์แทรนเนสท่ีย่อยสลายพนัธะท่ีเช่ือมโมเลกลุของกลโูคสจากปลาย

รีดวิซ์ของสายเดกซ์แทรน เป็นการตดัทีละโมเลกลุของกลโูคส ผลิตภณัฑ์ท่ีได้ คือ บีต้าดีกลโูคส (ß-

D-glucose) ซึ่งเป็นการเปล่ียนโครงร่าง (configurayion) จากแอลฟาเป็นบีต้า จุลินทรีย์ท่ีผลิต

เอนไซม์นีไ้ด้ คือ S. mutans Arthrobacter globiformis T6 Achromobacter spp, Bacteroides 

oralis IG4a 

 2.9.1.2 Endo-dextranase 

 เป็นเดกซ์แทรนเนสท่ีย่อยสลายพนัธะไกลโคไซด์แบบสุ่มภายในสายของ

เดกซ์แทรน ทําให้ได้พอลิเมอร์ของนํา้ตาลกลโูคสสายสัน้ๆ ผลิตภณัฑ์ท่ีได้ส่วนใหญ่เป็นโอลิโกเมอร์  

โมโนเมอร์ของกลูโคส เช่น ไอโซมอลโทส  ไอโซมอลโทไทรโอส ไอโซมอลโทเททราโอส  และได้

นํา้ตาลดีกลูโคสเป็นส่วนน้อย ทัง้นีผ้ลิตภัณฑ์ยังขึน้กับชนิดของสับสเตรทและแหล่งท่ีมาของ

เอนไซม์ จุลินทรีย์ท่ีผลิตเอนไซม์นีมี้ทัง้รา แบคทีเรียและยีสต์ได้ เช่น Chaetomium gracile 

Chaetomium erraticum Penicillium lilacinum Lipomyces stakyi S. sobrinus 6715 

  เดกซ์แทรนเนสท่ีผลิตจาก Chaetomium gracile และ Chaetomium erraticum 

สามารถย่อยสลายพนัธะไกลโคซิดิกชนิด α -1,6  บนสายของเดกซ์เทรนแบบสุ่ม จึงนํามาผลิต

ทางการค้าเพ่ือใช้ประโยชน์ในอุตสาหกรรม เช่น โรงงานนํา้ตาล จากการศึกษาของ Eggleston 

และ Monge (2005) พบวา่ ในโรงงานนํา้ตาลของสหรัฐอเมริกา เอนไซม์สามารถทํางานและรักษา

กิจกรรม (activity) ได้ท่ีความเป็นกรด-เบสเท่ากับ 5.4-5.8 ทนอุณหภูมิสูงสุดเท่ากับ 50 องศา

เซลเซียส แตกิ่จกรรมลดลงเม่ือความเข้มข้นของนํา้เช่ือมเทา่กบั 25-30 องศาบริกซ์  

 2.9.2 จลุินทรีย์ท่ีสามารถผลิตเอนไซม์เดกซ์แทรนเนสจะย่อยสลายเดกซ์แทรนให้มีขนาด

โมเลกลุท่ีเล็กลงก่อนนํามาใช้เป็นแหล่งพลงังานภายในเซลล์ สามารถพบได้ทัง้รา แบคทีเรีย ยีสต์

และแอคตโินมยัซิส ซึง่สหุทัยา จิระนนัทิพร (2543) ได้สรุปไว้ตามตารางท่ี 2.2  
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ตารางท่ี 2.2  จลุินทรีย์ท่ีสามารถผลิตเดกซ์แทรนเนสได้ 

จลุินทรีย์ เอกสารอ้างอิง 

แบคทเีรีย 

Acromobacter sp. 

Arthrobacter sp. 

Arthrobacter globiformis 

Bacillus circulan 

Bacillus megaterium 

Bacillus subtilis 

Bacteroides sp. 

Bacteroides melaninogenicus 

Bacteroides ochraceus 

Bacteroides oralis 

Bacteroides ovatus 

Bacteroides thetaiotaomicron 

Bifidobacterium sp. 

Brevibacterium sp. 

Brevibacterium fuscum 

Brevibacterium fuscum var dextranlyticum 

Capnocytophaga ochracea 

Capnocytophaga sputigena 

Cellovibrio fulva 

Cellovibrio mixtus 

Cytophagus johnsonii 

Flavobacterium sp. 

Fusobacterium fusiforme 

Lactobacterium sp. 

Prevotella oralis 

Prevotella melaninogenica 

Prevotella loescheii 

 

Sawei และคณะ, 1974; Foxgarty และ Kelly, 1984 

Kubo และคณะ, 1993 

Lwai และคณะ, 1996 

Okami และคณะ, 1980; Okami, 1986 

Zevenhuizen, 1968 

Zevenhuizen, 1968 

Staat และคณะ, 1973; Staat และ Schachtele, 1974 

Holbrook และ Mcmillan, 1977 

Schachtele, 1975;Holbrook และ Mcmillan, 1977 

Takahashi, 1982; Wynter และคณะ, 1995 

Holbrook และ Mcmillan, 1977 

Holbrook และ Mcmillan, 1977 

Kaster และ Brown, 1983 

Yamaguchi และ Gocho, 1983 

Sugiura และ Ito, 1975 

Mizuno และคณะ, 1999 

Igarashi และคณะ, 1998 

Igarashi และคณะ, 1998 

Forgarty และ Kelly, 1984 

Wynter และคณะ, 1995 

Forgarty และคณะ, 1984 

Koboyashi และคณะ, 1983 

Costa และคณะ, 1974 

Staat และคณะ, 1973; Wynter และคณะ, 1995 

Igarashi และคณะ, 1998 

Igarashi และคณะ, 1998 

Igarashi และคณะ, 1998 
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ตารางท่ี 2.2 (ตอ่) 

จลุินทรีย์ เอกสารอ้างอิง 

Pseudomonas sp. 

Pseudomonas mixta 

Streptococcus mitis 

Lactobacillus sp. 

Prevotella oralis 

Prevotella melaninogenica 

Prevotella loescheii 

Pseudomonas sp. 

Pseudomonas mixta 

Streptococcus mitis 

Streptococcus mutans 

Micrococcus sp. สายพนัธ์ Z-10 

แอคตโินมัยซีส 

Actinomyces cinemonensis 

Streptomyces cinemonensis 

ยีสต์ 

Lipomyces starkei 

รา 

Aspergillus sp. 

Aspergillus carneus 

Aspergillus luchvasis 

Aspergillusfumigatus 

Chetomium gracile  

Chetomium indicum 

Chetomium luteum 

Chetomium thermophilum var coprophilum 

Chetomium thermophilum var thermophilum 

Chetomium virescens 

Fusarium moniliforme 

Galvez-Mariscal และ Lopez-Munguia, 1991 

Wynter และคณะ,1995 

Forgarty และคณะ,1984 

Staat และคณะ,1973; Wynter และคณะ,1995 

Lgarashi และคณะ, 1998 

Lgarashi และคณะ, 1998 

Lgarashi และคณะ, 1998 

Galvez-Mariscal และ Lopez-Munguia, 1991 

Wynter และคณะ,1995 

Forgarty และคณะ,1984 

Lgarashi และคณะ, 1992 

ณฐินี สวุรรณสิงห์, 2533 

 

Schachtele และคณะ,1975 

Hattori และ Ishibashi,1981 

 

Webb และ Spencer,1983; Koenig, 1989 

 

Forgarty และ Kelly,1984 

Fukumoto และคณะ,1971 

Hattori และ Ishibashi,1981 

Hattori และ Ishibashi,1981 

Mizuno และคณะ,1999 

Wynter และคณะ,1995 

Wynter และคณะ,1995 

Wynter และคณะ,1995 

Wynter และคณะ,1995 

Wynter และคณะ,1995 
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ตารางท่ี 2.2 (ตอ่) 

จลุินทรีย์ เอกสารอ้างอิง 

Gibberella fukuroi 

 

Hamicola grisea 

Paecilomyces lilacinus 

 

Penicillium aculeatum 

Penicillium funiculosum 

Penicillium lilacinum 

Penicillium luteum 

Penicillium minioluteum 

Penicillium purpurogenum 

Penicillium roguefortii 

Penicillium verruculosum 

Spicaria sp. 

Spirotichum asteroids 

Verticellium sp. 

Simonson และ Liberta,1975 

Hattori และ Ishibashi,1981 

Hattori และ Ishibashi, 1981 

Hattori และ Ishibashi, 1981 

Charles และ Farrell, 1957 

Madhu และ Prabhu, 1985 

Chaiet และคณะ, 1970 ; Kosaric และคณะ, 1973 

Galvez-Mariscal และ Lopez-Munguia, 1991 

Fukumoto, 1971 

Mizuno และคณะ, 1999 

Galvez-Mariscal และ Lopez-Munguia, 1991 

Hattori และ Ishibashi, 1981 

Whetley และ Moo-Yong, 1977 

Yamaguchi และ Gocho, 1973 

Hattori และ Ishibashi, 1981 

Tchuchiya และคณะ, 1952 

ท่ีมา : สหุทัยา จิระนนัทิพร, 2543 

 

2.9.3  ประโยชน์ของเดกซ์แทรนเนส 

2.9.3.1 ด้านการแพทย์ 

จากคณุสมบตัิของเดกซ์แทรนท่ีมีความหนืด สามารถเข้ากันได้กับเนือ้เย่ือ 

(biocompatibility) เกิดการย่อยสลายอย่างช้าๆ (slow biodegradability) และความสามารถ

รวมตวักับโมเลกุลได้ในของเหลว (matrix) จึงนําเดกซ์แทรนเนสมาผลิตเดกซ์แทรนให้มีมวล

โมเลกลุท่ีเหมาะสมท่ีใช้ทางการแพทย์ได้ (Ko และคณะ, 1991) 

2.9.3.1.1 ผลิตเดกซ์แทรนท่ีมีนํา้หนกัโมเลกลุจําเพาะเพ่ือรักษาระดบันํา้เลือด

ของผู้ ป่วยท่ีเสียเลือดมาก หรือ ผู้ ป่วยท่ีเกิดแผลไฟไหม้ แทนการใช้กรดและสารละลายอินทรีย์ 

(Khalikova และคณะ, 2005) 
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2.9.3.1.2 การใช้เดกซ์แทรนเนสและเดกซ์แทรนส่งยาไปออกฤทธ์ิท่ีอวยัวะ

เป้าหมาย เช่น การรักษามะเร็งโดยใช้เดกซ์แทรนเป็นตัวห่อหุ้ มยาท่ีเช่ือมต่อกับแอนติบอดีท่ี

จําเพาะตอ่เอนติเจนของเซลล์มะเร็งและเดกซ์แทรนเนส แล้วฉีดแอนติบอดีเข้าไปจบัท่ีเซลล์มะเร็ง 

จากนัน้ฉีดเดกซ์แทรนเนสเข้าไปย่อยเดกซ์แทรนเพ่ือปลดปล่อยยาออกมาท่ีเซลล์มะเร็งเป้าหมาย 

(Hansen, 1998) 

2.9.3.1.3 รักษาเย่ือหุ้มหวัใจอกัเสบ โดยใช้เดกซ์แทรนเนสย่อยไกลโคคาลิค 

(glycocalyx) เพ่ือเพิ่มประสิทธิภาพของยาปฏิชีวนะ (Dall และคณะ, 1990) 

2.9.3.1.4 ผลิตไอโซมอลโทโอลิโกแซ็กคาไรด์ (IMOs) ท่ีเป็นพรีไบโอติก

(prebiotic) ท่ีร่างกายคนไม่สามารถย่อยได้ แตจ่ลุินทรีย์ในลําไส้สามารถย่อยได้ ช่วยส่งเสริมการ

เจริญเติบโตของ Bifidobacteria ในลําไส้ใหญ่ของมนุษย์และสัตว์ ทําให้เกิดสมดุลของ

เชือ้จุลินทรีย์ในลําไส้เล็กและลําไส้ใหญ่ของคน ซึ่งอาจเพิ่มประสิทธิภาพของเอนไซม์โดยการทํา

พนัธุวิศวกรรมหรือผลิตเดกซ์แทรนเนสตรึงรูป (Erhard และ Jordening, 2007 และ Aslan และ 

Tanriseven, 2007) 

 

2.9.3.2 อตุสาหกรรมนํา้ตาลทราย  
เดกซ์แทรนเนสช่วยลดปัญหาท่ีเกิดจากการสะสมของเดกซ์แทรนท่ี

ปนเปื้อนในสายการผลิตท่ีมีผลให้ผลผลิตนํา้ตาลลดลง ใช้เวลาและพลังงานในการผลิตมาก

กวา่เดมิ ลดการเกิดผลึกผิดรูป ซึ่งการใช้เดกซ์แทรนเนสในอตุสาหกรรมยงัไม่สามารถใช้ประโยชน์

จากกิจกรรมได้เต็มท่ี จึงต้องมีการหาสภาวะท่ีเหมาะสมตอ่กิจกรรมของเดกซ์แทรนเนสท่ีใช้ในเชิง

พาณิชย์ในโรงงานนํา้ตาล (Eggleston และ Monge, 2005)  

 

2.9.3.3 ด้านทนัตสาธารณสขุ 
โรคฟันผุมีสาเหตุจากการสะสมของคราบจุลินทรีย์บนผิวฟัน เน่ืองจาก

จลุินทรีย์ในชอ่งปากบางสายพนัธุ์มีเอนไซม์เดกซ์แทรนซูเครสเปล่ียนนํา้ตาลซูโครสเป็นเดกซ์แทรน

เพ่ือยึดเกาะผิวเคลือบฟันกับจุลินทรีย์ในช่องปาก  จึงนําเดกซ์แทรนเนสมาใช้ประโยชน์เพ่ือกําจดั

คราบจลุินทรีย์ หรือลดการยดึเกาะของเชือ้จลุินทรีย์ 

Murayama และคณะ (1973) พบว่า เดกซ์แทรนเนสจาก Spicaria 

violaceae (IFO 6120) มีคณุสมบตัยิอ่ยสลายคราบจลุินทรีย์และป้องกนัการเกิดคราบจลุินทรีย์ใน

คนได้ดีกวา่เดกซ์แทรนเนสจาก P. funiculosum 
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Hamada และคณะ (1976) พบว่า เดกซ์แทรนเนสสามารถยบัยัง้การ

เกาะติด S.  mutans บริเวณผิวเรียบของฟันหนทูดลองและทําให้เกิดการเปล่ียนแปลงภายใน

คราบจลุินทรีย์จงึเป็นการยบัยัง้ฟันผไุด้ 

 Simonson และ Jackola (1979) พบว่า เดกซ์แทรนเนสจากรา (Fusarium 

dextranase) รบกวนการเกาะติดของ S. mutans บนแผ่นไฮดรอกซีอะปาไทต์ (hydroxyapatite 

disk) ตลอดระยะการสร้างคราบจลุินทรีย์ 

 สุวรรณา นพพรพันธุ์  (2538)  ได้พฒันาเชือ้กลายพันธุ์จากการคดัแยก 

Penicillium sp. สายพนัธุ์  61 จากดินของ เอก แสงวิเชียร (2531) โดยใช้แสงอตัราไวโอแลตและ 

NTG (N-methyl-N’-nitro-N-Nitrosoguanidine) จนคดัเลือกได้เป็น Penicillium sp. SMCU-3-14 

และปรับปรุงสตูรอาหารจนสามารถผลิตเดกซ์แทรนเนสได้ 600 หน่วยตอ่มิลลิลิตร ตอ่มาพิมลรัตน์ 

เต็มจิตต์ภักดี (2549) พบว่า Penicillium sp. SMCU-3-14 มีลําดบันิวคลีโอไทด์เหมือนกบั P. 

pinophilum  ร้อยละ 100 จงึจําแนกเป็น P. pinophilum  SMCU 3-14 

 วิมลิน ศิริพฒันานนท์ (2549) ศึกษาการใช้เดกซ์แทรนท่ีผลิตจาก 

Leuconoctoc mesenteroides 473 เป็นสารชกันําการสร้างเดกซ์แทรนเนสใน P. pinophilum 

SMCU3-14 เม่ือเปรียบเทียบการใช้เดกซ์แทรนเชิงพาณิชย์ พบว่า เดกซ์แทรนเนสท่ีผลิตได้มี

คณุสมบตัไิมแ่ตกตา่งกนั 

 ณฐินี สุวรรณสิงห์ (2540) และ Chareonpornwattana และคณะ 

(2001) พบว่า แบคทีเรียท่ีแยกได้จากดินในจังหวัดนนทบุรีสามารถผลิตเดกซ์แทรนเนสท่ีมี     

แอกทิวิตี 4.08 หนว่ยตอ่มิลลิลิตร คือ Arthrobacter sp. AG-2 

 นันทิดา วานิชวงศ์วรรณ (2545) พบว่า  เดกซ์แทรนเนสจาก 

Arthrobacter sp. AG-2 ท่ีได้จากการชกันําด้วยเดกซ์แทรนท่ีผลิตจาก S. sobrinus 6715 สามารถ

ยอ่ยสลายเดกซ์แทรนที-2000 และเดกซ์แทรนท่ีผลิตจาก S. sobrinus 6715 ได้ผลผลิตเป็นกลโูคส 

ส่วนเดกซ์แทรนเนสท่ีได้จากการชักนําด้วยเดกซ์แทรนเกรดอุตสาหกรรมสามารถย่อยสลาย 

เดกซ์แทรนที-2000 ได้ผลผลิตเป็นกลูโคส ไอโซมอลโตส และไอโซมอลโทเททราโอส และย่อย

สลายเดกซ์แทรนท่ีผลิตจาก S. sobrinus 6715 ได้ผลผลิตเป็นกลโูคสและไอโซมอลโทเททราโอส 
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ณฤดี อศัวเสรีเลิศ (2550) ศกึษาความสามารถในการลดการยึดติดของ   

S. sobrinus 6715 บนแบบจําลองพืน้เรียบโดยใช้เดกซ์แทรนเนสท่ีผลิตจากรา P. pinophilum  

SMCU3-14 และผลิตจากแบคทีเรีย Arthrobacter sp. AG-2 โดยใช้การชกันําจากเดกซ์แทรน

เกรดอตุสาหกรรมท่ีมีพนัธะไกลโคซิดิกชนิด α-1,6 และเดกซ์แทรนท่ีผลิตจาก S. sobrinus 6715 

ท่ีมีพนัธะไกลโคซิดิกชนิด α-1,3 มากกว่าชนิด α-1,6 ผลการศกึษาพบว่า เดกซ์แทรนเนสจาก

แบคทีเรีย Arthrobacter sp. AG-2 โดยใช้การชกันําจากเดกซ์แทรนท่ีผลิตจาก S. Sobrinus  

6715 มีประสิทธิภาพในการยบัยัง้การเกิดใหม่ของคราบจุลินทรีย์บนแบบจําลองพืน้ผิวเรียบได้ดี

ท่ีสดุ ส่วนเดกซ์แทรนเนสจากแบคทีเรีย Arthrobacter sp. AG-2 โดยใช้การชกันําจากเดกซ์แทรน

เกรดอตุสาหกรรมให้ประสิทธิภาพในการสลายคราบจลุินทรีย์ท่ีเกิดขึน้แล้วบนแบบจําลองฟันได้ดี

ท่ีสดุ 

2.10 โปรตีเอส 

โปรตีนเป็นส่วนประกอบหนึ่งของคราบจุลินทรีย์ ดงันัน้ การใช้โปรตีเอสย่อยโปรตีนย่อม

เป็นอีกหนึง่วิธีในการลดคราบจลุินทรีย์ได้ 

โปรตีเอส (protease) มีช่ือสามัญหลายช่ือ ได้แก่ เปปตีเดส (peptidase) โปรตีนเนส

(proteinase) และโปรตีโอไลติกเอนไซม์ (proteolytic enzymes) เป็นเอนไซม์ท่ีเร่งปฏิกิริยาการ

ย่อยสลายโปรตีน พบได้ทัง้ในพืช สัตว์ และจุลินทรีย์  สามารถแบ่งโปรตีเอสได้ 4 กลุ่ม ตาม

ลกัษณะบริเวณเร่งของเอนไซม์ (ปราณี อ่านเปร่ือง, 2543 และ Enzyme Nomenclature, 1992) 

คือ  

ก. ซีรีน โปรตีเอส (Serine protease)  

โปรตีเอสท่ีมีอนมุูลซีริน และหมู่อิมิดาโซลอยู่ท่ีบริเวณเร่ง (active site) สามารถ

ย่อยสลายพันธะเพปไทด์อย่างอิสระได้ภายในสายโพลีเพปไทด์ (endopepidase)  สําหรับค่า

ความเป็นกรด-เบสท่ีเหมาะสมในการทํางาน คือ 7-11 จึงเรียกได้ว่าเป็นอัลคาไลน์ โปรตีเอส

(alkaline protease) และจะถูกยบัยัง้โดย DPF (diisoprppyl-phospho-fluoridate) ซึ่งจะทํา

ปฏิกิริยากบัหมูไ่ฮดรอกซิล (OH-) ของอนมุลูซีรินในบริเวณเร่งของเอนไซม์ ตวัอย่างเอนไซม์ในกลุ่ม

นีไ้ด้แก่ ตระกลูไคโมทริปซิน (chymotrypsin family) ทริปซิน (trypsin) อิลาสเทส (elastase) 
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ข. เมทลัโล โปรตีเอส (Metallo-protease) หรือ โปรตีเอสมีโลหะ (Metal-containing 

protease)  

  โปรตีเอสท่ีมีอิออนของโลหะอยู่ในบริเวณเร่ง หรือร่วมในปฏิกิริยาการย่อยสลาย

หรืออยู่ในลกัษณะโคแฟคเตอร์ โปรตีเอสกลุ่มนีเ้กือบทัง้หมดย่อยสลายพนัธะเพปไทด์จากปลาย

สายของโปรตีน (exoopepidase)  อาจเป็นด้านปลายอะมิโน (N-terminal ) หรือด้านปลาย     

คาร์บอกซิล (C-terminal) ทัง้นีข้ึน้กับความจําเพาะของเอนไซม์ สําหรับค่าความเป็นกรด-เบสท่ี

เหมาะสมในการทํางาน คือ 6.5-7.5  จึงเรียกได้ว่าเป็นนิวทรัลโปรตีเอส (neutral protease) และ

จะถกูยบัยัง้โดยสารจบัอิออนของโลหะ (metal chelatying agents) ตวัอย่างเอนไซม์ในกลุ่มนี ้

ได้แก่ คาร์บอกซิเพปติเดส เอ (carboxypeptidase A) ท่ีมีอิออนของสงักะสี ( Zn+) อยู่บริเวณเร่ง  

อิมิโนไดเพปตเิดส (iminodipeptidase) ต้องการอิออนแมงกานีส (Mn+) ในปฏิกิริยายอ่ยสลาย 

ค. แอซิด โปรตีเอส (Acid protease) หรือ แอสปาร์ติคโปรตีเอส (aspartic 

protease) หรือ คาร์บอกซิล โปรตีเอส (carboxyl protease)  

โปรตีเอสท่ีมีหมู่คาร์บอกซิลมากกว่า 1 หมู่ จากอนมุลูกรดแอสปาร์ติกอยู่ในบริเวณ

เร่ง สําหรับค่าความเป็นกรด-เบสท่ีเหมาะสมในการทํางาน คือ 2-4 ตวัอย่างเอนไซม์ในกลุ่มนี ้

ได้แก่ เรนนิน (rennin) เปปซิน (pepsin) 

ง. ไทออล โปรตีเอส (Thiol protease) หรือ ซิสเตอีน โปรตีเอส (cysteine protease) 

หรือ ซลัฟ์ไฮดริลโปรตีเอส (sulfhydryl protease)  

โปรตีเอสท่ีมีอนมุลูซลัฟ์ไฮดริลบริเวณเร่ง สามารถย่อยสลายพนัธะเพปไทด์อย่าง

อิสระได้ภายในสายโพลีเพปไทด์ เป็นนิวทรัลโปรตีเอสทํางานได้ดีท่ีค่าความเป็นกรด-เบสเท่ากับ 

6.0-7.5   และจะถกูยบัยัง้โดยสารจบัหมู่ซลัฟ์ไฮดริล (sulfhydryl reagents) หรือ กลุ่มไทออล (-

SH) ตวัอยา่งเอนไซม์ในกลุม่นีไ้ด้แก่ ไฟซิน (ficin) โบรมิเลน (Bromilian) ปาเปน (papain) 

 

ในท่ีนี ้จะศึกษาโปรตีเอส 2 ชนิด คือ เปปซิน และปาเปน เน่ืองจากเป็นเอนไซม์ท่ีใช้ใน

อุตสาหกรรมอาหาร จึงมีความปลอดภัยต่อการนํามาทดสอบสลายคราบจุลินทรีย์ และอาจ

นํามาใช้ประโยชน์กบัอปุกรณ์ในชอ่งปากตอ่ไป 

 

 

 

 



 

 

26 

2.10.1 เปปซิน (pepsin) 

เปปซินพบได้ทั่วไปในนํา้ย่อยของสัตว์มีกระดูกสันหลัง มีมวลโมเลกุลเท่ากับ 

35,500 มีลกัษณะเป็นพอลิเปปไทด์สายเด่ียว ซึ่งมีกรดอะมิโนจํานวน 321 กรดอะมิโน สําหรับการ

ทําปฏิกิริยานัน้ค่าความเป็นกรด-เบสท่ีเหมาะสมคือ  2.0  และมีความเสถียรของเอนไซม์ท่ีค่า

ความเป็นกรด-เบสเท่ากบั 2.5 กลไกการทําปฏิกิริยา คือ หมู่คาร์บอกซิล  2 หมู่ท่ีอยู่บริเวณเร่งของ       

เปปซิน ทําหน้าท่ีในรูปโปรตอนเนต (protonated form) และในรูปอิออนไนซ์ (ionized) กับ

สบัสเตรท เกิดเป็นสารเชิงซ้อนของเอนไซม์และสบัสเตรท (enzyme-substrate complex: ES 

complex) และสารเชิงซ้อนนีถ้กูหมู่คาร์บอนิลของเอนไซม์เข้าปะทะทําให้ได้อิเล็กตรอนคู ่ จากนัน้

คาร์บอนิลออกซิเจนของเอนไซม์จึงดึงไฮโดรเจนอิออนออก เกิดเป็นสารอะมิโน-เอซิล-เอนไซม์    

เข้าทําปฏิกิริยากบันํา้ได้ผลผลิต 2 หมู่ คือ หมู่อะมิโน (R-NH2) และหมู่คาร์บอกซิล (R-COOH) 

(รูปท่ี 2.7) (ปราณี อา่นเปร่ือง, 2547) 

 
รูปท่ี 2.7 กลไกการทํางานของเปปซิน 
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2.10.2 ปาเปน (papain) 

ปาเปนเป็นเอนไซม์ท่ีพบในยางมะละกอ มีมวลโมเลกลุเท่ากบั 23,406 มีลกัษณะเป็น

สายพอลิเปปไทด์สายเด่ียวเรียงตวักนัของกรดอะมิโนจํานวน 212 ตวั มีพนัธะไดซลัไฟต์ 3 พนัธะท่ี

เกิดจากการจับกันของกรดอะมิโนซิสเตอีน และยังพบกรดอะมิโนซิสเตอีนหนึ่งตวัท่ีบริเวณเร่ง

ตําแหน่งท่ี 25 ด้วย  สําหรับการทําปฏิกิริยานัน้คา่ความเป็นกรด-เบสท่ีเหมาะสมคือช่วง 6.0 - 7.0  

และอณุหภมูิท่ีเหมาะสมคือ 65 องศาเซลเซียส กลไกการทําปฏิกิริยาแบง่เป็น 2 ขัน้ตอนคือ ขัน้แรก

เกิดปฏิกิริยาเติมหมู่เอซิล (acylation) คือท่ีบริเวณเร่งของเอนไซม์ปาเปนนัน้ หมู่อิมิดาโซลจะดึง

ไฮโดรเจนอิออนจากหมู่ซลัฟ์ไฮดริลทําให้เอนไซม์เข้าจบักบัหมู่คาร์บอนิลของสบัสเตรทได้ง่ายและ

รวดเร็ว เกิดเป็นสารเชิงซ้อนของเอนไซม์และสบัสเตรท จากนัน้จึงเกิดการหลดุของอนมุลู R  ทําให้

เหลือส่วนท่ีเป็นเอซิลเอนไซม์ (acyl-enzyme) ในรูปของไทออลเอสเทอร์ (thiol ester) แล้ว

เกิดปฏิกิริยาขัน้ท่ีสองคือปฏิกิริยาสลายหมู่เอซิล (deacylation) คือ หมู่อิมิดาโซลจะแยก

ไฮโดรเจนอิออนจากโมเลกุลของนํา้ทําให้ไฮดรอกไซด์ของนํา้เข้าจับกับหมู่คาร์บอนิลของเอซิล  

เอนไซม์ทําให้หมูเ่อซิลหลดุออก และเอนไซม์กลบัสูภ่าวะปกต ิ(รูปท่ี 2.8) (ปราณี อ่านเปร่ือง, 2547 

และ Arnon, 1970) 

 

(ก) ปฏิกิริยาเตมิหมูเ่อซิล (acylation) 

 
 

(ข) ปฏิกิริยาสลายหมูเ่อซิล (deacylation) 

 
รูปท่ี 2.8 กลไกการทํางานของปาเปน 
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2.10.2.1 ประโยชน์ของปาเปน (ทวีศกัดิ์ วุฒิเวียงธรรม, 2536 และสนัศณี จงจิต

สําราญ,  2538) 

2.10.2.1.1 อตุสาหกรรมเบียร์ เติมปาเปนในกระบวนการย่อยสลายเพ่ือย่อย

โปรตีนจากวตัถุดิบในการผลิตเบียร์ เช่น ข้าวบาร์เลย์และมอลท์ และทําให้เบียร์ใสเม่ือเก็บท่ี

อุณหภูมิต่ําหรือเก็บเป็นระยะเวลานาน โดยปาเปนช่วยย่อยโปรตีนในเบียร์ทําให้ไม่ให้เกิดเป็น

สารประกอบเชิงซ้อนระหว่างโปรตีนและสารประกอบฟีนอล (polyphenolic compounds) ท่ีเป็น

ตะกอนจนทําให้เบียร์ขุน่ 

2.10.2.1.2 อุตสาหกรรมเนือ้สัตว์และปลา  ปาเปนช่วยย่อยโปรตีนใน

เนือ้สัตว์ท่ีมีลักษณะเป็นเส้นใยและเนือ้เย่ือเก่ียวพัน ทําให้เนือ้สัตว์นุ่มขึน้เม่ือนํามาประกอบ

อาหาร ใช้ในการหมกันํา้ปลาเพ่ือลดระยะเวลาในการหมกัและลดปริมาณปลาท่ีใช้ 

2.10.2.1.3 อุตสาหกรรมเวชภัณฑ์ ยา และประโยชน์ทางการแพทย์ ใช้

ปาเปนเป็นองค์ประกอบของยาท่ีช่วยย่อยอาหาร รักษาแผลติดเชือ้ ทําให้เลือดแข็งตวั ฆ่าพยาธิใน

ลําไส้ เป็นสว่นผสมในนํา้ยาคอนเทคเลนส์  เป็นสว่นผสมของยาสีฟัน เป็นต้น 

2.10.2.1.4 อตุสาหกรรมฟอกหนงั ปาเปนชว่ยให้หนงัเรียบและนุม่ 

2.10.2.1.5 อตุสาหกรรมทอผ้า ปาเปนไม่ส่งผลกระทบตอ่โปรตีนในเส้นไหม 

จงึใช้ฟอกไหมให้หมดเมือก และยงัทําให้ไหมไมห่ดยน่ 

2.10.2.1.6 อตุสาหกรรมอาหารสตัว์ ผสมปาเปนในอาหารสตัว์ เพ่ือเป็นสาร

เสริมอาหาร 

  Pitts และคณะ (2003) พบว่า โปรตีเอสความเข้มข้น 2 กรัมตอ่ลิตร สามารถลด

คราบจลุินทรีย์ท่ีสร้างจาก P. aeruginosa ในไมโครไตเตอร์เพลต ได้ร้อยละ 60.70 + 4.6 

  Leroy และคณะ (2008) พบว่า ปาเปนความเข้มข้น 184.8 + 32.4 มิลลิกรัมตอ่

มิลลิลิตร สามารถลดการเกาะติดของแบคทีเรีย Pseudoalteromonas sp. D41 ในไมโครไตเตอร์

เพลต ภายใน 3 ชัว่โมง  

  Molobela และคณะ (2010) พบว่า โปรตีเอส 2 ชนิด คือ Savinase และ 

Everlase ท่ีความเข้มข้น 1 หนว่ยตอ่มิลลิลิตร บม่ท่ี 26 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชัว่โมง สามารถ

สลายคราบจลุินทรีย์ท่ีผลิตจาก P. fluorescens บนไมโครไตเตอร์เพลตได้มากกวา่ร้อยละ 80  
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2.11 สารฟู่ หรือ เม็ดฟู่ 

สารฟู่ ทําความสะอาดฟันปลอมจะมีตวัยาสําคญั (โสภิต บุษยจารุ  และคณะ, 2538 และ 

Andrew, 1984) คือ  

1) bleaching agent  เชน่ โซเดียมเปอร์บอเรต (Sodium perborate)  

2) สารให้ฟองฟู่ ประกอบด้วยกรดซิตริก (Citric acid) และโซเดียมไบคาร์บอเนต (Sodium 

bicarbonate) ท่ีจะทําปฏิกิริยาเคมีกนัเกิดฟองก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ ท่ีช่วยในการแตก

ตวัของเม็ดยา 

3) สารลดแรงตงึผิว เช่น โซเดียมลอริวซลัเฟต (Sodium lauryl sulfate) เพ่ือช่วยทําความ

สะอาด   

จากการศึกษากับอาสาสมัครกลุ่มหนึ่ง ของโสภิต บุษยจารุ และ อภิรดา สุคนธ์พันธ์ 

(2538) ได้ทําการทดลองสตูรส่วนผสมตา่งๆแล้วตอกเป็นเม็ดด้วยเคร่ือง Hydraulic press พบว่า

สารบางชนิดในสูตรตํารับก่อให้เกิดปัญหาขึน้ เช่น Sodium carbonate.10H2O ทําให้เม็ดยาเยิม้

เหลว  การเข้ากนัไม่ได้ของกรดซิตริกและโซเดียมเปอร์บอเรต (Sodium perborate)  ส่วนโซเดียม

เมตาซิลิเกต (Sodium metasilicate) ทําให้สารละลายท่ีได้มีลกัษณะเป็นปยุ ดงันัน้สรุปได้ว่า 

ตํารับเม็ดสารฟู่ ท่ีมีคณุสมบตัิดี ประกอบด้วย 1) Sodium perborate 30%  2) Citric acid 24%  

3) Sodium bicarbonate 32% 4) Sodium tripolyphosphate 3% 5) Sodium sulfate 5% 6) 

Polyvinylpyrolidone 2%  7) starch 2%  8) Sodium lauryl sulfate 0.3%  9) FD&C blue No.2 

0.03% 10) Peppermint oil 0.67% 11) Magnesium stearate 0.5% และ 12) Disodium 

ethylenediaminetetraacetate 0.5%  

สารฟู่ ท่ีเหมาะสมตอ่การทําความสะอาดมีส่วนผสมของโซเดียมไบคาร์บอเนตอยู่ระหว่าง 

25-55 เปอร์เซนต์ และกรดซิตริกอยู่ระหว่าง 10-30 เปอร์เซนต์ของส่วนผสมทัง้หมด (Iain และ

คณะ, 1999) และความเข้มข้นท่ีนํามาทดสอบคือ โซเดียมไบคาร์บอเนตความเข้มข้น 0.75-1.2 

เปอร์เซนต์ และกรดซิตริกความเข้มข้น 1.2 เปอร์เซนต์ (Ely และคณะ, 2007) 

Gohel และ Sumitra (2002) พบว่า สารฟู่ ท่ีมีส่วนผสมของโซเดียมไบคาร์บอเนตและกรด

ซิตริกในอตัราส่วน 1 ตอ่ 1 ท่ีบรรจกุบัส่วนผสมของยาภายในแคปซูลเจลาตินอย่างหนาท่ีมีจกุปิด

แบบละลายนํา้ได้ ภายหลงัจากชัว่โมงท่ี 4 ส่วนผสมของยาถกูปลดปล่อยออกจากแคปซูลอย่าง

รวดเร็ว เน่ืองจากการทําปฏิกิริยาของสารฟู่ ท่ีก่อให้เกิดคาร์บอนไดออกไซด์ดันตัวยาออกจาก

แคปซูล และปริมาณของสารฟู่ ท่ีเหมาะสมขึน้กบันํา้หนกัของจกุปิดด้วย  
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 ในการทดสอบสลายคราบจลุินทรีย์ด้วยสารฟู่ จึงเลือกท่ีจะแปรผนัความเข้มข้นของสารฟู่

และอตัราสว่นระหวา่งโซเดียมไบคาร์บอเนตกบักรดซิตริก เพ่ือได้อตัราส่วนท่ีเหมาะสมท่ีสดุในการ

สลายคราบจลุินทรีย์ 

 ดงันัน้  ในงานวิจัยนีจ้ึงศึกษาการสลายคราบจุลินทรีย์หรือการลดคราบจุลินทรีย์จาก

แบบจําลองภายนอกร่างกาย โดยใช้ เดกซ์แทรนเนส โปรตีเอส สารฟู่  เพียงอย่างใดอย่างหนึ่ง หรือ 

การใช้สารทัง้ 3 ชนิดร่วมกนั เพ่ือเพิ่มประสิทธิภาพการลดคราบจลุินทรีย์ และนําไปประยกุต์ใช้กบั

การทําความสะอาดอปุกรณ์ท่ีใช้ภายในชอ่งปากได้ เชน่ ฟันปลอม เคร่ืองมือแพทย์ 
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บทท่ี  3 

วิธีดาํเนินการวิจัย 

3.1 เคร่ืองมือท่ีใช้ในการวิจัย 

 

1. กล้องจลุทรรศน์ รุ่น CH30RF200 บริษัท Olympus, Japan 

2. กล้องจลุทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด JEOL รุ่น JSM-5410LV, Japan 

3. ฮีมาไซโทมีเตอร์ (Haemacytometer) บริษัท Schott Duran, German 

4. เคร่ืองกําเนิดเสียงความถ่ีสงูชนิดอ่าง (Sonicator) รุ่น RK100 บริษัท Bandelin Electronic, 

Germany 

5. เคร่ืองวดัความเป็นกรด-เบส  (Digital pH meter) รุ่น SevenEasy บริษัท  Mettler-Toledo, 

Switzerland 

6. เคร่ืองชัง่  รุ่น AG285 รุ่น PG2002-S และ รุ่น  PG6002-S บริษัท Mettler Toledo, Switzerland 

7. เคร่ืองผสมสาร (vortex mixer) รุ่น GenieII G-560E บริษัท Scientific Industries, USA 

8. เคร่ืองวัดค่าการดูดกลืนแสง (Spectrophotometer) รุ่น Spectronic 20 Genesys บริษัท 

Spectronic unicam, รุ่น  Genesys 20 บริษัท Thermo Spectronic, USA 

9. เคร่ืองวดัคา่การดดูกลืนแสงสําหรับไมโครไตเตอร์เพลต (Microplate reader) รุ่น Elx 800 บริษัท 

Bio-tek instrument, USA  

10. เคร่ืองเขย่าสําหรับไมโครไตเตอร์เพลต (Microtiterplate shaker) รุ่น PSU-2T บริษัท Biosan, 

Latvia 

11. เคร่ืองเขยา่ รุ่น Innova 2300 บริษัท Brunwick Scientific, USA 

12. เคร่ืองป่ันเหว่ียงชนิดทําความเย็น รุ่น 6500 บริษัท Kubota, Japan และ รุ่น Avanti J-301 

บริษัท Beckman Coulter, German 

13. อา่งนํา้ควบคมุอณุหภมูิ (waterbath) รุ่น WB 14 บริษัท Memmert, Germany 

14. อ่างนํา้ควบคุมอุณหภูมิพร้อมเคร่ืองเขย่า  (waterbath shaker) รุ่น  939XL บริษัท  Amerex 

instrument, USA 
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15. อ่างนํา้ควบคมุอุณหภูมิท่ีประกอบเข้ากับเคร่ืองระเหยแห้งแบบสุญญากาศ รุ่น Digital water 

bath SB-1000 บริษัท Eyela, Thailand 

16. เคร่ืองระเหยแห้งแบบสญุญากาศ รุ่น N-100 บริษัท Eyela, Thailand 

17. เคร่ืองดดูอากาศ รุ่น A-3S บริษัท Eyela, Thailand 

18. เคร่ืองทําความเย็น รุ่น CCA-110 บริษัท Eyela, Thailand 

19. ตู้เย็น 4 องศาเซลเซียส รุ่น SVC-100SAD บริษัท Sandenintercool, Thailand 

20. ตู้แช่แข็งชนิดจุดเยือกแข็งต่ํา (deep freezer) อณุหภูมิ -20 องศาเซลเซียส รุ่น FC20U บริษัท 

Sharp, Thailand 

21. ตู้ เข่ียเชือ้   รุ่น BV-124 บริษัท International Scientific Supply, Thailand รุ่น Clean และ รุ่น 

V6-T บริษัท Labmicro, Thailand และ Bosstech รุ่น HVB 120S บริษัท Boss Scientific , 

Thailand 

22. ตู้บม่เชือ้ควบคมุอณุหภมู ิ(incubator) บริษัท Memmert, Germany 

23. เคร่ืองนึ่งอบฆ่าเชือ้  (Autoclave) รุ่น  MLS 3020 ของบริษัท  SANYO, Japan รุ่น SS-325 และรุ่น 

ES-315 บริษัท Tomy Seiko, Japan และรุ่น HV-25 บริษัท Hirayama, Japan 

24. ตู้อบความร้อน (hot air oven) รุ่น UE 600 ของบริษัท Memmert, Germany 

25. เคร่ืองไมโครเวฟ (microwave oven) รุ่น Sharp, Thailand 

26. โถดดูความชืน้ (Desicator) 

27. ไมโครปิเปตต์ (micropipette) รุ่น P200  P1000 และ P5000 ของบริษัท Gilson, France 

28. ไมโครปิเปตต์ชนิด 8 หวัจา่ย รุ่น BPE-200 บริษัท Labnet International, USA 

29. ไมโครไตเตอร์เพลตชนิดพอลิสไตรีน 96 หลมุ พืน้เรียบ มีฝา (96-wells polystylene microtiter 

plate flat bottom with lid) Costar 3599 บริษัท Corning, USA 

30. หลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ (micro centrifuge tube) ขนาด 1.5 มิลลิลิตร บริษัท Axygen 

Scientific, USA 

31. กระดาษกรอง (filter paper) Whatman เบอร์ 1 บริษัท Whatman International, England 
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3.2 เคมีภัณฑ์ 

 

1. เดกซ์แทรนเกรดอตุสาหกรรม (Dextran industrial grade) บริษัท Sigma chemical, USA 

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

3. ปาเปน (Sigma Chemical Co.,USA) บริษัท Sigma chemical, USA  

4. เปปซิน (Pepsin from porcine gastric mucosa) บริษัท Sigma chemical, USA 

5. เคซีน (Casein hydrolysate) บริษัท Merck, Germany 

6. แอล-ไทโรซีน (L-Tyrosine) บริษัท Merck, Germany 

7. เบรนฮาร์ทอินฟิวชนั (Brain Heart Infusion) บริษัท Difco Laboratory, USA 

8. สารสกดัจากยีสต์ (Yeast extract)บริษัท Bio Springer, France 

9. พอลิเพบโตน (Polypeptone) บริษัท Difco Laboratory, USA 

10. โบวีนซีรัมอลับมูิน (Bovine Serum Albumin) บริษัท Sigma Chemical, USA 

11. โพแทสเซียมคลอไรด์ (KCl) บริษัท Merck, Germany 

12. โพแทสเซียม ไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) บริษัท Merck, Germany 

13. ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4) บริษัท Merck, Germany 

14. แมกนีเซียมซลัเฟตเฮปตะไฮเดรต (MgSO4.7H2O) บริษัท Merck, Germany 

15. เฟอรัสซลัเฟตเฮปตะไฮเดรต (FeSO4.7H2O) บริษัท Merck, Germany 

16. โซเดียมคลอไรด์ (NaCl) บริษัท Merck, Germany 

17. โซเดียมคาร์บอเนต (Na2CO3) บริษัท Merck, Germany 

18. โซเดียมไบคาร์บอเนต (NaHCO3) บริษัท Merck, Germany 

19. โซเดียมไนเตรต (NaNO3) บริษัท Merck, Germany 

20. โซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH) บริษัท Merck, Germany 

21. โซเดียมอะซิเตต (CH3COONa) บริษัท Merck, Germany 

22. โซเดียมซลัเฟต (Na2SO4) บริษัท Merck, Germany 

23. โซเดียมอาร์ซีเนต (NaHAsO4) บริษัท Merck, Germany 

24. โซเดียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (NaH2PO4) บริษัท Merck, Germany 
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25. โซเดียมโพแทสเซียมทาร์เทรตเตตระไฮเดรต (C4 H4KNaO6 .4H2O) บริษัท Merck, Germany 

26. ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟตโดเดกขะไฮเดรต (Na2HPO4.12H2O) บริษัท Merck, Germany 

27. คอปเปอร์ซลัเฟตเพนตะไฮเดรต (CuSO4.5H2O) บริษัท Merck, Germany 

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

29. กรดไฮโดรคลอริก (HCl) บริษัท Merck, Germany 

30. กรดอะเซตกิ (CH3COOH) บริษัท Merck, Germany 

31. กรดซลัฟริูก (Sulfuric acid) บริษัท Merck, Germany 

32. กรดไตรคลอโรอะเซตกิ (Trichloraacetic acid : TCA) บริษัท Merck, Germany 

33. สารละลายโฟลีน ฟีนอล รีเอเจนต์ (Folin phenol reagent) บริษัท Merck, Germany 

34. คริสตลัไวโอเลต (Crytal violet) บริษัท Fluka, Japan 

35. คลอเฮกซิดีน (Chlohexidine) C-20 บริษัท Osoth Laboratories, Thailand 

36. ทวีน 80 (Tween 80) บริษัท Merck, Germany 

37. กลีเซอรอล (Glycerol) บริษัท Merck, Germany 

38. กลโูคส 

หมายเหต ุ สารเคมีท่ีใช้ในการทดลองทกุชนิดเป็นเกรดเพ่ือการวิเคราะห์ (analytical grade) 
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3.3 วิธีการดาํเนินการวิจัย 

3.3.1 จุลินทรีย์ในงานวิจัย 

3.3.1.1 การเตรียมกล้าเชือ้ S. sobrinus 6715 (นนัทิดา วานิชวงศ์วรรณ, 2545) 

ถ่ายเชือ้ S. sobrinus 6715 ท่ีได้รับจาก รศ.ดร.รัชชพิน ศรีสจัจะลกัษณ์  ภาควิชา

จุลชีววิทยา คณะทนัตแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลยัมหิดล ซึ่งเป็นแบคทีเรียท่ีแยกได้จากช่องปาก 

และมีความสามารถในการผลิตเดกซ์แทรน ท่ีเก็บรักษาสายพันธุ์ไว้ ลงในอาหารเลีย้งเชือ้เหลว 

Brain Heart Infusion (BHI) บม่ท่ีอณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในภาวะการเลีย้งเชือ้แบบไม่เขย่า 

เป็นเวลา 24 ชัว่โมง  แล้วถ่ายเชือ้ 10 เปอร์เซ็นต์โดยปริมาตร ลงในอาหารเลีย้งเชือ้เหลว BHI  บม่

ท่ีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส ในภาวะการเลีย้งเชือ้แบบไมเ่ขย่า เป็นเวลา 24 ชัว่โมง  จนวดัคา่การ

ดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 560 นาโนเมตร ได้เทา่กบั 0.5-0.6 แล้วจงึนํามาใช้เป็นกล้าเชือ้ตอ่ไป 

3.3.1.2 การเตรียมกล้าเชือ้ Arthrobacter sp. AG-2 (สหุทัยา จิระนนัทิพร, 2543) 

 ถ่ายเชือ้ Arthrobacter sp. AG-2 จากอาหารแข็งเอียงลงในอาหารเลีย้งเชือ้เหลว 

Yamaguchi ท่ีมีปริมาตร 50 มิลลิลิตร บม่ท่ีอณุหภูมิห้อง ให้อากาศโดยการเขย่าท่ีความเร็ว 200 

รอบต่อนาที เป็นเวลา 12 ชั่วโมง  ป่ันเหว่ียงอาหารเลีย้งเชือ้ท่ีความเร็วรอบ 8,000 รอบต่อนาที 

เป็นเวลา 10 นาที ล้างเซลล์ด้วยนํา้กลั่น 2 ครัง้  ปรับค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 560     

นาโนเมตร ได้เทา่กบั 0.6-0.7 แล้วจงึนํามาใช้เป็นกล้าเชือ้ตอ่ไป (สหุทัยา จิระนนัทิพร, 2543) 

 3.3.1.3 การเตรียมกล้าเชือ้ P. pinophilum SMCU3-14 (Fukumoto และคณะ, 1971 

และ เอก แสงวิเชียร, 2531) 

เข่ียสปอร์  P. pinophilum SMCU3-14 ลงบนอาหารแข็งเอียง Fukumoto บม่ท่ี

อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 7 วัน แล้วเติมทวีน-80 ความเข้มข้น 0.1 เปอร์เซ็นต์ ท่ีปลอดเชือ้ลงบน

ผิวหน้าอาหาร จากนัน้เข่ียสปอร์ให้หลดุออกมาแขวนลอยแล้วนบัสปอร์ด้วยฮีมาไซโทมีเตอร์ให้อยู่

ในชว่ง 2x107 สปอร์ตอ่มิลลิลิตร แล้วนํามาใช้ตอ่ไป  
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3.3.2 การเตรียมเดกซ์แทรนเพ่ือใช้เป็นสารชักนําในการผลิตเดกซ์แทรนเนส 

3.3.2.1 เดกซ์แทรนท่ีมีพนัธะไกลโคซิดกิชนิด α-1,6  เป็นสว่นใหญ่ 

เดกซ์แทรนท่ีมีพนัธะไกลโคซิดิกชนิด α-1,6  เป็นส่วนใหญ่ คือ เดกซ์แทรนเกรด

อตุสาหกรรม (Sigma Co.; USA)  ท่ีผลิตจาก Leuconostoc mesenteroides B-512F ซึ่งพบว่ามี

พนัธะไกลโคซิดิกชนิด α-1,6 ประมาณ 95 เปอร์เซ็นต์ และพันธะไกลโคซิดิกชนิด α-1,3  

ประมาณ 5 เปอร์เซ็นต์ (Peter, 1994) 

3.3.2.2 เดกซ์แทรนท่ีมีพันธะไกลโคซิดิกชนิด α-1,6 และชนิด α-1,3 ท่ีผลิตโดย          

S. sobrinus 6715 (นนัทิดา วานิชวงศ์วรรณ, 2545) 

ถ่ายกล้าเชือ้ S. sobrinus 6715 จากข้อ 3.3.1.1  ปริมาณ 10 เปอร์เซ็นต์โดย

ปริมาตร ลงในอาหารเลีย้งเชือ้เหลว BHI ท่ีเสริมด้วยซูโครสความเข้มข้น 2 เปอร์เซ็นต์ บ่มท่ี

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในภาวะการเลีย้งเชือ้แบบไม่เขย่า เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนัน้ทํา

บริสทุธ์ิเดกซ์แทรนบางสว่นในนํา้เลีย้งเชือ้ โดยการป่ันเหว่ียง 3,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 10 นาที 

ล้างตะกอนเดกซ์แทรนด้วยนํา้กลั่นโดยใช้เคร่ืองกําเนิดเสียงความถ่ีสูงเป็นเวลา 3 นาที ทําซํา้ 2 

ครัง้ แล้วนําตะกอนท่ีได้ไปทําให้แห้งด้วยเคร่ืองระเหยแห้งโดยใช้อณุหภมูิต่ํา 

3.3.2.3 เดกซ์แทรนท่ีมีพนัธะไกลโคซิดิกชนิด α-1,3 ในปริมาณสงูจากการสลายเดกซ์

แทรนพนัธะไกลโคซิดิกชนิด α-1,6 ออกจากเดกซ์แทรนท่ีผลิตโดย S. sobrinus 6715 (นนัทิดา  

วานิชวงศ์วรรณ, 2545) 

 เติมเดกซ์แทรนเนสจากราจาก  P. pinophilum SMCU3-14 ท่ีมีสารชกันําเป็น

เดกซ์แทรนเกรดอตุสาหกรรม ซึ่งจะมีพนัธะไกลโคซิดิกชนิด α-1,6 เป็นส่วนใหญ่ (เดกซ์แทรนเนส 

FI) ตามวิธีข้อ 3.3.6.2  ผสมกบัเดกซ์แทรนท่ีผลิตโดย S. sobrinus 6715 ท่ีผ่านการทําบริสทุธ์ิ

บางสว่นจากข้อ 3.3.2.2 ปริมาณ 1 เปอร์เซ็นต์ (นํา้หนกัตอ่ปริมาตรเอนไซม์) แล้วบม่ท่ีอณุหภูมิ 55 

องศาเซลเซียส เขย่า 200 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 9 ชัว่โมง เพ่ือย่อยพนัธะไกลโคซิดิกชนิด α-1,6 

ของเดกซ์แทรนท่ีผลิตโดย S. sobrinus 6715  จากนัน้ล้างตะกอนโดยการป่ันเหว่ียง 3,000 รอบตอ่

นาที นาน 10 นาที จึงเก็บตะกอนแล้วเติมเดกซ์แทรนเนส FI ใหม่ ทําปฏิกิริยาซํา้ 4 ครัง้ เม่ือครบ

การทําปฏิกิริยาให้ล้างตะกอนเดกซ์แทรน ทําแห้งด้วยเคร่ืองระเหยแห้งโดยใช้อุณหภูมิต่ํา จะได้

สารชกันําเป็นเดกซ์แทรนท่ีมีพนัธะไกลโคซิดกิชนิด α-1,3 ในปริมาณสงู 



 

 

37 

3.3.3 การเปรียบเทียบความเข้มข้นของเดกซ์แทรนเนสท่ีเหมาะสมในการผลิตเดกซ์แทรน

ท่ีมีพันธะไกลโคซิดกิชนิด α-1,3 ในปริมาณสูง 

ทําตามวิธี ข้อ 3.3.2.3 โดยความเข้มข้นของเดกซ์แทรนเนส FI สําหรับการย่อยพนัธะ 

ไกลโคซิดิกชนิด α-1,6 ออกจากเดกซ์แทรนท่ีผลิตโดย S. sobrinus 6715  เท่ากบั 20  40  60  80 

และ 100 หน่วยตอ่มิลลิลิตร และเก็บตวัอย่างเพ่ือวดัปริมาณนํา้ตาลรีดิวซ์ทกุ 1.5 ชัว่โมง จนครบ  

9 ชัว่โมง ทําปฏิกิริยาอีก 4 ครัง้ หรือจนกระทัง่เดกซ์แทรนเนส FI ไม่สามารถย่อยสลายเดกซ์แทรน

ได้อีก โดยวดัจากปริมาณนํา้ตาลรีดิวซ์ (Somogyi, 1952) ของปฏิกิริยาเร่ิมต้นเท่ากบัหลงัการทํา

ปฏิกิริยา  

3.3.4 การตรวจสอบผลิตภัณฑ์ของการย่อยสลายเดกซ์แทรนท่ีมีพันธะไกลโคซิดิกชนิด  
α-1,6 ออกจากเดกซ์แทรนท่ีผลิตโดย S. sobrinus 6715 ด้วย เดกซ์แทรนเนส FI 

ทําตามวิธี ข้อ 3.3.2.3 โดยความเข้มข้นของเดกซ์แทรนเนส FI เท่ากับ 20 หน่วยต่อ

มิลลิลิตร เก็บตวัอย่างท่ีเวลา 0 0.5 3.0 และ 9.0 ชัว่โมง มาป่ันเหว่ียง 10,000 รอบตอ่นาที เป็น

เวลา 10 นาที กรองนํา้สว่นใสผ่านกระดาษกรองขนาด 0.45 ไมครอน จากนัน้นําตวัอย่างวิเคราะห์

ปริมาณและชนิดของนํา้ตาลโดยวิธีโครมาโทกราฟฟีแบบของเหลวสมรรถนะสูง (High 

performance liquid chromatography; HPLC) มีสารละลายกลูโคส มอลโทส มอลโทไทรโอส 

มอลโทเททราโอสเป็นสารละลายมาตรฐาน 

เคร่ืองโครมาโทกราฟฟีแบบของเหลว  เลือกใช้คอลัมน์คาร์โบไฮเดรต (PrevailTM 

Carbohydrate ES Column) ขนาด 4.6x250 nm ตัง้อณุหภูมิสารละลายตวัพา 30 องศาเซลเซียส 

ตัง้อุณหภูมิคอลมัน์ท่ีอุณหภูมิห้อง โดยใช้สารละลายอะซิโตไนไทรล์เข้มข้น 70 เปอร์เซ็นต์ เป็น

สารละลายตวัพา และใช้อัตราการไหล 0.2 มิลลิลิตรต่อนาที โดยมี HPLC detector เป็น 

Evaporative Light Scattering Detector (ELSD) 
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3.3.5 การตรวจสอบว่าเดกซ์แทรนท่ีมีพันธะไกลโคซิดิกชนิด α-1,3 ในปริมาณสูง เป็น

เดกซ์แทรนท่ีเป็นพอลิเมอร์ของนํา้ตาลกลูโคส (นันทดิา วานิชวงศ์วรรณ, 2545) 

 นําเดกซ์แทรนที-2000, เดกซ์แทรนเกรดอตุสาหกรรม  เดกซ์แทรนท่ีผลิตจาก S. sobrinus 

6715 และเดกซ์แทรนท่ีมีพนัธะไกลโคซิดิกชนิด α-1,3 ในปริมาณสงู ท่ีผ่านการระเหยแห้งปริมาณ 

10 มิลลิกรัม มาย่อยด้วยกรดซลัฟริูก 1 โมลาร์ ปริมาตร 1 มิลลิลิตร โดยนําไปนึ่งในเคร่ืองอบฆ่า

เชือ้ท่ีอณุหภูมิ 120 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชัว่โมง จากนัน้ปรับสารละลายท่ีได้ให้มีคา่ความ

เป็นกรด-เบสเท่ากับ 7.0 แล้วนําไปกรองผ่านกระดาษกรองขนาด 0.45 ไมครอน จากนัน้นําไป

วิเคราะห์ปริมาณและชนิดของนํา้ตาลโดยวิธีโครมาโทกราฟฟีแบบของเหลวสมรรถนะสูง ท่ีมี

สารละลายกลโูคส มอลโทส มอลโทไทรโอส มอลโทเททราโอสเป็นสารละลายมาตรฐาน 

 เคร่ืองโครมาโทกราฟฟีแบบของเหลว  เลือกใช้คอลัมน์คาร์โบไฮเดรต (PrevailTM 

Carbohydrate ES Column) ขนาด 4.6x250 nm ตัง้อณุหภูมิสารละลายตวัพา 30 องศาเซลเซียส 

ตัง้อุณหภูมิคอลมัน์ท่ีอุณหภูมิห้อง โดยใช้สารละลายอะซิโตไนไทรล์เข้มข้น 70 เปอร์เซ็นต์ เป็น

สารละลายตวัพา และใช้อตัราการไหล 0.2 มิลลิลิตรตอ่นาที โดยมี HPLC detector เป็น ELSD 

3.3.6 การผลิตเดกซ์แทรนเนสจาก Arthrobacter sp. AG-2 และ P. pinophilum SMCU3-14 

ด้วยสารชักนําคือ เดกซ์แทรนท่ีมีพันธะไกลโคซิดิกชนิด α-1,6  เป็นส่วนใหญ่ (จากข้อ 

3.3.2.1) เดกซ์แทรนท่ีมีพันธะไกลโคซิดิกชนิด α-1,6 และ  α-1,3 ท่ีผลิตโดย S. sobrinus 

6715 (จากข้อ 3.3.2.2) หรือ เดกซ์แทรนท่ีมีพันธะไกลโคซิดิกชนิด α-1,3 ในปริมาณสูง 

(จากข้อ 3.3.2.3) (นันทดิา วานิชวงศ์วรรณ, 2545 และ ณฤดี อัศวเสรีเลิศ, 2550) 

3.3.6.1 การผลิตเดกซ์แทรนเนสจาก Arthrobacter sp. AG-2  

ถ่ายกล้าเชือ้ Arthrobacter sp.AG-2 จากข้อ 3.3.1.2 ปริมาณ 10 เปอร์เซ็นต์โดย

ปริมาตร ลงในอาหารเลีย้งเชือ้เหลว Yamaguchi ซึ่งมีเดกซ์แทรนจากข้อ 3.3.2.1   3.3.2.2 หรือ 

3.3.2.3 เป็นสารชกันํา บม่ท่ีอณุหภมูิห้อง ให้อากาศโดยการเขย่าท่ีความเร็ว 200 รอบตอ่นาที และ

เก็บตวัอย่างอาหารท่ีเวลา 36-48 ชัว่โมง  แล้วป่ันเหว่ียงท่ีความเร็วรอบ 8,000 รอบต่อนาที เป็น

เวลา 10 นาที เก็บนํา้สว่นใสท่ีมีเดกซ์แทรนเนสเพ่ือใช้ในการทดลองตอ่ไป 
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โดยเดกซ์แทรนเนสท่ีผลิตจากแบคทีเรีย Arthrobacter sp. AG-2 ท่ีได้นัน้ ในท่ีนี ้

กําหนดให้เป็น 

- เดกซ์แทรนเนส BI หรือ เดกซ์แทรนเนส [α-1,6] ท่ีผลิตจากแบคทีเรีย ท่ีได้จากการ

เตมิเดกซ์แทรนเกรดอตุสาหกรรมเป็นสารชกันํา จงึเป็นเอนไซม์ท่ีจําเพาะตอ่พนัธะไกลโคซิดกิชนิด 

α-1,6  

- เดกซ์แทรนเนส BB หรือ เดกซ์แทรนเนส [α-1,3 และ  α-1,6] ท่ีผลิตจากแบคทีเรีย ท่ี

ได้จากการเตมิเดกซ์แทรนท่ีผลิตจาก S. sobrinus 6715 เป็นสารชกันํา จงึเป็นเอนไซม์ท่ีจําเพาะ

ตอ่พนัธะไกลโคซิดิกชนิด α-1,3 และชนิด α-1,6 

- เดกซ์แทรนเนส BB-1,3 หรือ เดกซ์แทรนเนส [α-1,3] ท่ีผลิตจากแบคทีเรีย ท่ีได้จาก

การเติมเดกซ์แทรนท่ีเป็นสารชกันําได้จากการย่อยพนัธะไกลโคซิดิกชนิด α-1,6 ออกจากเดกซ์

แทรนท่ีผลิตจาก S. sobrinus 6715 จึงเหลือพนัธะชนิด α-1,3  เป็นส่วนใหญ่ จึงเป็นเอนไซม์ท่ี

จําเพาะตอ่พนัธะไกลโคซิดกิชนิด α-1,3  

3.3.6.2 การผลิตเดกซ์แทรนเนสจาก P. pinophilum SMCU3-14  

 ถ่ายสปอร์แขวนลอยของ P. pinophilum SMCU3-14 จากข้อ 3.3.1.3 ปริมาตร 1 

มิลลิลิตร ลงในอาหารเลีย้งเชือ้เหลว Fukumoto  ปริมาตร 50 มิลลิลิตร (Fukumoto และคณะ, 

1971 และ ศิโรจน์ ศรีสราภรณ์, 2547) ซึ่งมีเดกซ์แทรนจากข้อ 3.3.2.1  3.3.2.2 หรือ 3.3.2.3 เป็น

สารชกันํา บม่ท่ีอณุหภมูิห้อง ให้อากาศโดยการเขยา่ท่ีความเร็ว 200 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 10  วนั 

จากนัน้กรองเก็บนํา้สว่นใสท่ีมีเดกซ์แทรนเนส เพ่ือใช้ในการทดลองตอ่ไป 

โดยเดกซ์แทรนเนสท่ีผลิตจาก P. pinophilum SMCU3-14 ในท่ีนีกํ้าหนดให้เป็น 

- เดกซ์แทรนเนส FI หรือ เดกซ์แทรนเนส [α-1,6] ท่ีผลิตจากรา ท่ีได้จากการเตมิเดกซ์

แทรนเกรดอตุสาหกรรมเป็นสารชกันํา จงึเป็นเอนไซม์ท่ีจําเพาะตอ่พนัธะไกลโคซิดิกชนิด α-1,6  

- เดกซ์แทรนเนส FB หรือ เดกซ์แทรนเนส [α-1,3 และ  α-1,6] ท่ีผลิตจากรา ท่ีได้จาก

การเตมิเดกซ์แทรนท่ีผลิตจาก S. sobrinus 6715 เป็นสารชกันํา จงึเป็นเอนไซม์ท่ีจําเพาะตอ่พนัธะ

ไกลโคซิดกิชนิด α-1,3 และชนิด α-1,6 

- เดกซ์แทรนเนส FB-1,3 หรือ เดกซ์แทรนเนส [α-1,3] ท่ีผลิตจากรา ท่ีได้จากการเตมิ

เดกซ์แทรนท่ีเป็นสารชกันําได้จากการย่อยพนัธะไกลโคซิดกิชนิด α-1,6 ออกจากเดกซ์แทรนท่ีผลิต

จาก S. sobrinus 6715 จงึเหลือพนัธะชนิด α-1,3  เป็นสว่นใหญ่ จงึเป็นเอนไซม์ท่ีจําเพาะตอ่

พนัธะไกลโคซิดิกชนิด α-1,3  
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3.3.7 การตรวจสอบแอกทวิิตีจาํเพาะของเดกซ์แทรนเนส (Fukumoto และคณะ, 1971) 

เตมิเดกซ์แทรนเนสจากข้อ 3.3.6 ท่ีมีความเจือจางท่ีเหมาะสม ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ลงใน

สารละลายเดกซ์แทรน ที-2000 ความเข้มข้น 0.625 เปอร์เซ็นต์โดยนํา้หนกั ปริมาตร 0.4 มิลลิลิตร 

และบฟัเฟอร์ความเข้มข้น 0.05 โมลาร์ ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร โดยบฟัเฟอร์สําหรับเดกซ์แทรนเนส 

จาก Arthrobacter sp. AG-2 คือ โซเดียมฟอสเฟตบฟัเฟอร์ ค่าความเป็นกรด-เบสเท่ากับ 7.0 

(ณฐินี สวุรรณสิงห์, 2540)  และบฟัเฟอร์สําหรับเดกซ์แทรนเนสจาก  P. pinophilum SMCU3-14 

คือ โซเดียมอะซิเตตบฟัเฟอร์ คา่ความเป็นกรด-เบสเท่ากบั 4.5 (พชัราวดี บุตรทา, 2548) นําสาร

ผสมทําปฏิกิริยาท่ีอณุหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 0 นาที และ 15 นาที แล้วต้มในนํา้เดือด   

5 นาที เพ่ือหยดุปฏิกิริยา ทําการทดลองซํา้  3 ครัง้ จากนัน้วิเคราะห์ปริมาณนํา้ตาลรีดิวซ์ด้วยวิธี

ของ Somogyi (1952)  และวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนด้วยวิธีของ Lowry และคณะ (1951) เพ่ือ

คํานวณแอกทิวิตีจําเพาะของเดกซ์แทรนเนสจากสารชกันําตา่งกนั 

1 หน่วย (Unit) ของเดกซ์แทรนเนส หมายถึง ปริมาณเอนไซม์ท่ีย่อยสลายเดกซ์แทรน     

ที-2000 และปลดปลอ่ยนํา้ตาลรีดวิซ์เทียบเทา่กบันํา้ตาลกลโูคส 1 ไมโครโมลตอ่นาที ภายใต้ภาวะ

ท่ีทดสอบ 

3.3.7.1 การวิเคราะห์ปริมาณนํา้ตาลรีดิวซ์ด้วยวิธีของ Somogyi-Nelson (Somogyi, 

1952)   

 นําสารตัวอย่างท่ีมีความเข้มข้นท่ีเหมาะสม ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมกับ

สารละลายอลัคาไลน์คอปเปอร์ (ภาคผนวก ข ข้อ 1.1) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ต้มในอ่างนํา้เดือด 

เป็นเวลา 15 นาที เม่ือครบเวลานํามาทําให้เย็นลงอย่างรวดเร็วโดยแช่ในอ่างนํา้เย็นท่ีมีนํา้แข็ง   

เอาออกจากอ่างมาตัง้อุณหภูมิห้องแล้วเติมสารละลายเนลสนั (ภาคผนวก ข ข้อ 1.2) ปริมาตร     

1 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากนั ตัง้ไว้ท่ีอณุหภูมิห้อง เป็นเวลา 30 นาที เติมนํา้กลัน่ 5 มิลลิลิตร ผสมให้

เข้ากนัแล้วนําไปวดัคา่การดดูกลืนแสงท่ี 520 นาโนเมตร  

คํานวณปริมาณนํา้ตาลรีดิวซ์ โดยเปรียบเทียบจากกราฟมาตรฐานของกลูโคสท่ี

ความเข้มข้น 0-200 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร (ภาคผนวก ค ข้อ 1) 
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3.3.7.2 การวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนด้วยวิธีของ Lowry (Lowry, 1951)  

นําสารตัวอย่างท่ีมีความเข้มข้นท่ีเหมาะสม ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมกับ

สารละลาย Lowry C (ภาคผนวก ข ข้อ 2.3) ปริมาณ 5 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน ตัง้ไว้ท่ี

อณุหภูมิห้อง เป็นเวลา 15 นาที เติมสารละลาย Lowry D (ภาคผนวก ข ข้อ 2.4) ปริมาณ 0.5 

มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากนั ตัง้ไว้ท่ีอณุหภูมิห้อง เป็นเวลา 30 นาที แล้วนําไปวดัคา่การดดูกลืนแสงท่ี 

660 นาโนเมตร 

คํานวณปริมาณโปรตีนโดยเปรียบเทียบจากกราฟมาตรฐานของโบวีนซีรัมอลับมูิน 

ท่ีความเข้มข้น 0-200 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร (ภาคผนวก ค ข้อ 2) 

 

3.3.8 การสร้างคราบจุลินทรีย์ในไมโครไตเตอร์เพลตจากกล้าเชือ้ S. sobrinus 6715   

(ณฤดี อัศวเสรีเลิศ, 2550) 

ถ่ายกล้าเชือ้ S. sobrinus 6715 จากข้อ 3.3.1.1 ปริมาณ 10 เปอร์เซ็นต์โดยปริมาตร ลงใน

อาหารเลีย้งเชือ้เหลว BHI บม่ท่ีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส ในภาวะการเลีย้งเชือ้แบบไม่เขย่า เป็น

เวลา 18-24 ชัว่โมง จากนัน้เทอาหารเลีย้งเชือ้ทิง้แล้วแขวนลอยเซลล์ท่ีก้นฟลาสก์ด้วยอาหารเลีย้ง

เชือ้เหลว BHI ท่ีเสริมด้วยซูโครสความเข้มข้น 2 เปอร์เซ็นต์ จนวดัคา่การดดูกลืนแสงท่ีความยาว

คล่ืน 560 นาโนเมตร ได้เท่ากับ 0.1 แล้วเติมลงในไมโครไตเตอร์เพลตชนิดพอลิสไตรีนแบบพืน้

เรียบ 96 หลมุ (96-wells polystylene microtiter plate flat bottom ) หลมุละ 160 ไมโครลิตร 

และเตมินํา้กลัน่ปลอดเชือ้ 40 ไมโครลิตร บม่ท่ีอณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในกล่องสแตนเลสท่ีจดุ

เทียนแล้วปิดฝาเพ่ือให้อยู่ในภาวะท่ีมีออกซิเจนต่ํา เป็นเวลา 3 ชัว่โมง จะได้คราบจุลินทรีย์ใน      

ไมโครไตเตอร์เพลต จากนัน้เทอาหารเลีย้งเชือ้ทิง้ ล้างด้วยนํา้กลัน่ 3 ครัง้ วางให้แห้งก่อนนําไปใช้

เป็นแบบจําลองสําหรับการสลายคราบจลุินทรีย์ภายนอกร่างกาย  

การสร้างคราบจลุินทรีย์ในหลอดทดลองขนาด 13 x 150 มิลลิเมตร ทําเช่นเดียวกนั แตเ่ติม

เซลล์แขวนลอยท่ีมีค่าดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 560 นาโนเมตร ได้เท่ากับ 0.1 ปริมาณหลอด

ละ 4 มิลลิลิตร และเตมินํา้กลัน่ปลอดเชือ้ 1 มิลลิลิตร  

 

 



 

 

42 

3.3.9 การตรวจสอบปริมาณคราบจุลินทรีย์ท่ีลดลง (ณฤดี อัศวเสรีเลิศ, 2550, Leroy และ

คณะ, 2008 และ Yano และคณะ, 2010) 

ตรวจวดัปริมาณคราบจลุินทรีย์ท่ีเหลืออยู่หลังการทดสอบโดยเทบฟัเฟอร์ท่ีเหลือทิง้ 

ล้างคราบจุลินทรีย์ด้วยนํา้กลัน่ 3 ครัง้ ทิง้ไว้ให้แห้ง ย้อมสีด้วยสารละลายคริสตลัไวโอเลต 0.02 

เปอร์เซ็นต์โดยนํา้หนัก 50 ไมโครลิตร นาน 15 นาที  ล้างด้วยนํา้กลั่น 3 ครัง้ ทิง้ไว้ให้แห้ง เติม

กรดอะซิตกิ 30 เปอร์เซ็นต์โดยปริมาตร 200 ไมโครลิตร แล้วนําไปวางบนเคร่ืองเขย่าสําหรับไมโคร

ไตเตอร์เพลตนาน 10 นาที วดัคา่การดดูกลืนแสงท่ี 540 นาโนเมตร ด้วยเคร่ืองวดัการดดูกลืนแสง

สําหรับไมโครไตเตอร์เพลต (Microtiter plate reader)  

การวดัปริมาณคราบจุลินทรีย์ท่ีเหลืออยู่ในหลอดทดลอง ล้างคราบจุลินทรีย์ด้วยนํา้

กลั่น 3 ครัง้ ทิง้ไว้ให้แห้ง ย้อมสีด้วยสารละลายคริสตัลไวโอเลต 0.02 เปอร์เซ็นต์โดยนํา้หนัก         

1 มิลลิลิตร นาน 15 นาที ล้างด้วยนํา้กลัน่ 3 ครัง้ ทิง้ไว้ให้แห้ง เติมกรดอะซิติก 30 เปอร์เซ็นต์โดย

ปริมาตร 5 มิลลิลิตร วัดค่าการดดูกลืนแสงท่ี 540 นาโนเมตร ด้วยเคร่ืองวดัการดูดกลืนแสง 

(Spectrophotometer)  

คํานวณเปอร์เซ็นต์คราบจลุินทรีย์ท่ีลดลง (Percentage reduction) (Pitts และคณะ, 

2003  และ Molobala และคณะ, 2010) ดงันี ้ 

 

B= คา่เฉล่ียคา่ดดูกลืนแสงท่ี 540 นาโนเมตร ท่ีไมมี่คราบจลุินทรีย์และไมมี่สารทดสอบ (Blank) 

C = คา่เฉล่ียคา่ดดูกลืนแสงท่ี 540 นาโนเมตร ท่ีมีคราบจลุินทรีย์ แตไ่มมี่สารทดสอบ (Control) 

T = คา่เฉล่ียคา่ดดูกลืนแสงท่ี 540 นาโนเมตร ท่ีมีคราบจลุินทรีย์ และมีสารทดสอบ (Treatment) 
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3.3.10 การศึกษาภาวะท่ีเหมาะสมต่อการสลายคราบจุลินทรีย์ด้วยเดกซ์แทรนเนส 

3.3.10.1 ชนิดของเดกซ์แทรนเนสตอ่การสลายคราบจลุินทรีย์ 

สร้างคราบจุลินทรีย์ ตามวิธีข้อ 3.3.8 จากนัน้เติมบัฟเฟอร์ปริมาตร 160 

ไมโครลิตร ลงในไมโครไตเตอร์เพลต โดยบฟัเฟอร์สําหรับเดกซ์แทรนเนส BI คือ โซเดียมฟอสเฟต

บฟัเฟอร์ คา่ความเป็นกรด-เบสเทา่กบั 7.0 และบฟัเฟอร์สําหรับเดกซ์แทรนเนส FI  FB หรือ      FB-

1,3 คือ โซเดียมอะซิเตตบฟัเฟอร์ คา่ความเป็นกรด-เบสเท่ากบั 4.5  จากนัน้เติมเดกซ์แทรนเนส BI 

FI  FB หรือ FB-1,3 ปริมาตร 40 ไมโครลิตร โดยให้ความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากบั 1 หน่วยต่อ

มิลลิลิตร ทําปฏิกิริยาท่ีอณุหภูมิห้อง เป็นเวลา 15 นาที แล้วจึงตรวจสอบปริมาณคราบจลุินทรีย์ท่ี

ลดลง ตามวิธีข้อ 3.3.9  

3.3.10.2 ความเข้มข้นท่ีเหมาะสมตอ่การสลายคราบจลุินทรีย์ของเดกซ์แทรนเนส 

สร้างคราบจลุินทรีย์ ตามวิธีข้อ 3.3.8 จากนัน้เติมบฟัเฟอร์ท่ีเหมาะสมสําหรับ

เดกซ์แทรนเนส ปริมาตร 160 ไมโครลิตร ลงในไมโครไตเตอร์เพลต เติมสารทดสอบปริมาตร 40 

ไมโครลิตร โดยสารทดสอบ คือ เดกซ์แทรนเนส BI FI FB หรือ FB-1,3 ความเข้มข้นสดุท้ายเท่ากบั  

1  2  3  4 และ 5 หน่วยตอ่มิลลิลิตร ทําปฏิกิริยาท่ีอณุหภูมิห้อง เป็นเวลา 5 และ 15 นาที แล้วจึง

ตรวจสอบปริมาณคราบจลุินทรีย์ท่ีลดลง ตามวิธีข้อ 3.3.9  

3.3.10.3 ประสิทธิภาพการทํางานร่วมกนัระหว่างเดกซ์แทรนเนส 2 ชนิด จากรา ตอ่การ

สลายคราบจลุินทรีย์ 

สร้างคราบจลุินทรีย์ ตามวิธีข้อ 3.3.8 จากนัน้เติมโซเดียมอะซิเตตบฟัเฟอร์ คา่

ความเป็นกรด-เบสเท่ากบั 4.5   ปริมาตร 120 ไมโครลิตร ลงในไมโครไตเตอร์เพลต จากนัน้เติม

เดกซ์แทรนเนส FI ความเข้มข้นสดุท้ายเท่ากบั 1 หน่วยตอ่มิลลิลิตร ปริมาตร 40 ไมโครลิตร ทํา

ปฏิกิริยาท่ีอณุหภูมิห้อง เป็นเวลา 45 นาที แล้วเติมเดกซ์แทรนเนส FI  FB หรือ FB-1,3 ความ

เข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ  1 หน่วยต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 40 ไมโครลิตร ทําปฏิกิริยาตอ่อีก 15 นาที 

ตรวจสอบปริมาณคราบจลุินทรีย์ท่ีลดลง ท่ีเวลา  0  5  10  15  20  30  45 และ 60 นาที ตามวิธี

ข้อ 3.3.9 จากนัน้ทําการทดลองเช่นดิม แตเ่ติมเดกซ์แทรนเนส FB  แทนเดกซ์แทรนเนส FI ในครัง้

แรกของการทําปฏิกิริยา 
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3.3.11 การเพิ่มประสิทธิภาพในการลดคราบจุลินทรีย์ในแบบจาํลองภายนอกร่างกาย 

3.3.11.1 การใช้สารฟู่ ร่วมกบัเดกซ์แทรนเนส 

สร้างคราบจลุินทรีย์ ตามวิธีข้อ 3.3.8 จากนัน้เติมโซเดียมอะซิเตตบฟัเฟอร์ คา่

ความเป็นกรด-เบสเท่ากับ 4.5   ปริมาตร 120 ไมโครลิตร ลงในไมโครไตเตอร์เพลต และสาร

ทดสอบปริมาตร 80 ไมโครลิตร ทําปฏิกิริยาท่ีอณุหภมูิห้อง โดยสารทดสอบคือ 

ก. สารฟู่  มีเปอร์เซ็นต์ของสว่นผสมท่ีเป็นความเข้มข้นสดุท้าย ดงันี ้

• 0.25% โซเดียมไบคาร์บอเนต + 0.25% กรดซิตริก 

• 0.25% โซเดียมไบคาร์บอเนต + 0.50% กรดซิตริก 

• 0.50% โซเดียมไบคาร์บอเนต + 0.50% กรดซิตริก 

ข. เดกซ์แทรนเนส FI ความเข้มข้นสดุท้ายเทา่กบั 1 หนว่ยตอ่มิลลิลิตร 

ซึง่จะมีวิธีในการทดสอบดงันี ้

วิธีท่ี 1 คือ เตมิสารฟู่  ปริมาตร 80 ไมโครลิตร ทําปฏิกิริยา 5 นาที  

วิธีท่ี 2 คือ เตมิสารฟู่  ปริมาตร 40 ไมโครลิตร ผสมกบัเดกซ์แทรนเนส FI ปริมาตร 40 ไมโครลิตร ทํา

ปฏิกิริยาพร้อมกนั 5 นาที 

วิธีท่ี 3 คือ เตมิสารฟู่  ปริมาตร 40 ไมโครลิตร ทําปฏิกิริยา 10 นาที จากนัน้เตมิเดกซ์แทรนเนส FI 

ปริมาตร 40 ไมโครลิตร ทําปฏิกิริยาตอ่อีก 5 นาที รวมเวลาทําปฏิกิริยาเป็น 15 นาที  

จากนัน้ตรวจสอบปริมาณคราบจลุินทรีย์ท่ีลดลง ตามวิธีข้อ 3.3.9 เม่ือได้วิธีท่ีเหมาะสมแล้วแปรผนั

เปอร์เซ็นต์ของสว่นผสมสารฟู่  ดงันี ้

• 0.50% โซเดียมไบคาร์บอเนต + 1.00% กรดซิตริก 

• 0.50% โซเดียมไบคาร์บอเนต + 1.50% กรดซิตริก 

• 0.75% โซเดียมไบคาร์บอเนต + 1.00% กรดซิตริก 

• 0.75% โซเดียมไบคาร์บอเนต + 1.50% กรดซิตริก 

• 1.00% โซเดียมไบคาร์บอเนต + 1.00% กรดซิตริก 

• 1.00% โซเดียมไบคาร์บอเนต + 1.50% กรดซิตริก 

ทดสอบตามวิธีท่ีเหมาะสม และตรวจสอบปริมาณคราบจลุินทรีย์ท่ีลดลง ตามวิธีข้อ 3.3.9 
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3.3.11.2 การใช้โปรตีเอส 

3.3.11.2.1 ผลของอณุหภูมิและระยะเวลาท่ีมีผลตอ่การลดคราบจลุินทรีย์ของ

โปรตีเอส 

สร้างคราบจลุินทรีย์ ตามวิธีข้อ 3.3.8 เติมบฟัเฟอร์ตามค่าความเป็นกรด-เบส 

ท่ีระบขุ้างขวดของโปรตีเอส ปริมาตร 160 ไมโครลิตร เติมสารละลายเอนไซม์เปปซิน หรือ ปาเปน 

ปริมาตร 40 ไมโครลิตร ท่ีมีความเข้มข้นสดุท้ายเท่ากบั 1 หน่วยต่อมิลลิลิตร โดยบฟัเฟอร์สําหรับ 

เปปซิน คือ สารละลายกรดไฮโดรคลอริก/โพแทสเซียมคลอไรด์บฟัเฟอร์ค่าความเป็นกรด-เบส

เท่ากับ 2.5 และบฟัเฟอร์สําหรับปาเปนคือ สารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ ค่าความเป็นกรด-เบส

เท่ากบั 7.0 ทําปฏิกิริยาท่ีอณุหภูมิห้อง และท่ีอณุหภูมิ  25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1  2  3  4  5 

10  15  20  25 และ 30 นาที จากนัน้ตรวจสอบปริมาณคราบจลุินทรีย์ท่ีลดลง ตามวิธีข้อ 3.3.9 

  3.3.11.2.2 ผลของค่าความเป็นกรด-เบส ท่ีเหมาะสมต่อการลดคราบจุลินทรีย์

ของโปรตีเอส 

สร้างคราบจลุินทรีย์ ตามวิธีข้อ 3.3.8  เติมบฟัเฟอร์ ปริมาตร 160 ไมโครลิตร และ

เตมิสารละลายเอนไซม์เปปซิน หรือ ปาเปน ปริมาตร 40 ไมโครลิตร ท่ีมีความเข้มข้นสดุท้ายเท่ากบั 

1 หน่วยตอ่มิลลิลิตร โดยแปรผนัคา่ความเป็นกรด-เบส ของบฟัเฟอร์ท่ี 2.0  2.5  3.0  3.5  4.0  4.5  

5.0  5.5  6.0  6.5  7.0  7.5 และ 8.0 

คา่ความเป็นกรด-เบส   

• 2.0 และ 2.5 คือสารละลายกรดไฮโดรคลอริก/โพแทสเซียมคลอไรด์บฟัเฟอร์ 

• 3.0 คือสารละลายโพแทสเซียมไฮโดรเจนพทาเลต/กรดไฮโดรคลอริกบฟัเฟอร์ 

• 3.5  4.0  4.5  5.0  5.5 และ 6.0 คือสารละลายโซเดียมอะซิเตตบฟัเฟอร์ 

• 6.5  7.0  7.5 และ 8.0 คือสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ 

ทําปฏิกิริยาท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 10 นาที จากนัน้ตรวจสอบปริมาณคราบจุลินทรีย์ท่ีลดลง 

ตามวิธีข้อ 3.3.9 
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3.3.11.2.3 ศกึษาการใช้โปรตีเอสร่วมกบัเดกซ์แทรนเนส FI 

สร้างคราบจลุินทรีย์ ตามวิธีข้อ 3.3.8 จากนัน้เติมบฟัเฟอร์ คา่ความเป็นกรด-เบส

ท่ีเหมาะสมกับปาเปนและเดกซ์แทรนเนส จากข้อ 3.3.11.2.2 ปริมาตร 120 ไมโครลิตร ลงใน      

ไมโครไตเตอร์เพลต และสารทดสอบปริมาตร 80 ไมโครลิตร ทําปฏิกิริยาท่ีอุณหภูมิท่ีเหมาะสม

ตามข้อ 3.3.11.2.1 โดยสารทดสอบคือ 

ก. โปรตีเอส ท่ีคดัเลือกจากข้อ 3.3.11.2.1 และ ข้อ 3.3.11.2.2   

ข. เดกซ์แทรนเนส FI FB หรือ FB-1,3  ความเข้มข้นสดุท้ายเทา่กบั 1 หนว่ยตอ่มิลลิลิตร 

ซึง่จะมีวิธีในการทดสอบดงันี ้

วิธีท่ี 1 คือ เติมเดกซ์แทรนเนส FI   FB หรือ FB-1,3 ปริมาตร 80 ไมโครลิตร ความเข้มข้น

สดุท้ายเทา่กบั 1 หนว่ยตอ่มิลลิลิตร ทําปฏิกิริยา 15 นาที 

วิธีท่ี 2 คือ เติมเดกซ์แทรนเนส FI   FB หรือ FB-1,3 ปริมาตร 40 ไมโครลิตร ความเข้มข้น

สุดท้ายเท่ากับ 1 หน่วยต่อมิลลิลิตร ผสมโปรตีเอสท่ีคดัเลือกความเข้มข้น

สดุท้ายเทา่กบั 1 หนว่ยตอ่มิลลิลิตร ทําปฏิกิริยาพร้อมกนัเป็นเวลา 15 นาที 

วิธีท่ี 3 คือ เติมโปรตีเอสท่ีคดัเลือกความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 1 หน่วยต่อมิลลิลิตรทํา

ปฏิกิริยา 10 นาที จากนัน้เทส่วนผสมทิง้แล้วล้างนํา้ 3 ครัง้ จึงเติมเดกซ์แทรน

เนส FI FB หรือ FB-1,3 ความเข้มข้นสดุท้ายเท่ากบั 1 หน่วยตอ่มิลลิลิตร ทํา

ปฏิกิริยาตอ่อีก 15 นาที รวมเวลาทําปฏิกิริยาทัง้สิน้ 25 นาที 

เม่ือครบเวลาทําปฏิกิริยา ตรวจสอบปริมาณคราบจลุินทรีย์ท่ีลดลง ตามวิธีข้อ 3.3.9 

3.3.11.2.4 ศกึษาระยะเวลาของการผสมโปรตีเอสกบัเดกซ์แทรนเนส FI ท่ีมีผลตอ่

การลดคราบจลุินทรีย์ 

ผสมโปรตีเอสท่ีคดัเลือกกบัเดกซ์แทรนเนส FI เป็นเวลา 0 15 30 45 และ 60 

นาที จากนัน้ทดสอบการสลายคราบจุลินทรีย์ท่ี ภาวะทดสอบตามข้อ 3.3.11.2.3 เป็นเวลา 15 

นาที เม่ือครบกําหนดเวลานํานํา้ส่วนใสไปหาแอกทิวีตีของเดกซ์แทรนเนส FI ตามข้อ 3.3.7 และ

ตรวจสอบปริมาณคราบจลุินทรีย์ท่ีลดลง ตามวิธีข้อ 3.3.9 
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3.3.11.3 การลดคราบจลุินทรีย์ในแบบจําลองภายนอกร่างกาย ภายในระยะเวลา 5 นาที 

  3.3.11.3.1 การเพิ่มความเข้มข้นของเดกซ์แทรนเนส FI 

สร้างคราบจลุินทรีย์ในหลอดทดลอง ตามวิธีข้อ 3.3.8 เติมบฟัเฟอร์ ปริมาตร 4 

มิลลิลิตร และเติมเดกซ์แทรนเนส FI ปริมาตร 1 มิลลิลิตร โดยแปรผนัความเข้มข้นสดุท้าย เท่ากบั 

1 10 20 30 และ 40 หน่วยตอ่มิลลิลิตร ทําปฏิกิริยา 5 นาที ท่ีอณุหภูมิห้อง เม่ือครบกําหนดเวลา

ต้มเดือด 5 นาที เพ่ือทําลายเอนไซม์ และตรวจสอบปริมาณคราบจลุินทรีย์ท่ีลดลง ตามวิธีข้อ 

3.3.9 

3.3.11.3.2 การเพิ่มความเข้มข้นโปรตีเอสท่ีคดัเลือกผสมกับเดกซ์แทรนเนส FI 

ความเข้มข้นท่ีคดัเลือกจากข้อ 3.3.11.3.1 

สร้างคราบจลุินทรีย์ในหลอดทดลอง ตามวิธีข้อ 3.3.8 เติมบฟัเฟอร์ ปริมาตร 3 

มิลลิลิตร และเติมเดกซ์แทรนเนส FI ความเข้มข้นท่ีคัดเลือกจากข้อ 3.3.11.3.1 ปริมาตร 1 

มิลลิลิตร ผสมกบัโปรตีเอสท่ีคดัเลือก ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ท่ีแปรผนัความเข้มข้นสดุท้าย เท่ากบั 1 

3 และ 5 หน่วยตอ่มิลลิลิตร ทําปฏิกิริยา 5 นาที ท่ีอณุหภูมิห้อง เม่ือครบกําหนดเวลาต้มเดือด 5 

นาที เพ่ือทําลายเอนไซม์ และตรวจสอบปริมาณคราบจลุินทรีย์ท่ีลดลง ตามวิธีข้อ 3.3.9 

3.3.11.3.3 การแปรผนัอตัราสว่นความเข้มข้นของโปรตีเอสท่ีคดัเลือกกบัเดกซ์

แทรนเนส FI สําหรับการสลายคราบจลุินทรีย์ 

สร้างคราบจลุินทรีย์ในหลอดทดลอง ตามวิธีข้อ 3.3.8 เติมบฟัเฟอร์ ปริมาตร 3 

มิลลิลิตร และเตมิเดกซ์แทรนเนส FI ปริมาตร 1 มิลลิลิตร โดยแปรผนัความเข้มข้นสดุท้ายเท่ากบั 0 

1 5 10 50 และ 100 หน่วยตอ่มิลลิลิตร ผสมกบัโปรตีเอสท่ีคดัเลือก ท่ีแปรผนัความเข้มข้นสดุท้าย 

เท่ากับ 0.00 0.10 0.25 0.50 0.75 และ 1.00 หน่วยต่อมิลลิลิตร ทําปฏิกิริยา 5 นาที ท่ี

อณุหภูมิห้อง เม่ือครบกําหนดเวลาต้มเดือด 5 นาที เพ่ือทําลายเอนไซม์ และตรวจสอบปริมาณ

คราบจลุินทรีย์ท่ีลดลง ตามวิธีข้อ 3.3.9 
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3.3.11.3.4 การใช้สารฟู่ ร่วมกับส่วนผสมของโปรตีเอสท่ีคดัเลือกและเดกซ์แทรน

เนส สําหรับการสลายคราบจลุินทรีย์ 

สร้างคราบจลุินทรีย์ ตามวิธีข้อ 3.3.8 เติมบฟัเฟอร์ ปริมาตร 3 มิลลิลิตร และเติม

สารทดสอบปริมาตร 2 มิลลิลิตร โดยสว่นผสมของสารทดสอบ คือ  

• สารฟู่  (0.75 % โซเดียมไบคาร์บอร์เนต + 1.00 % กรดซิตริก) 

• เดกซ์แทรนเนส FI ความเข้มข้นสดุท้ายท่ีเหมาะสม จากข้อ 3.3.11.3.3 

• โปรตีเอส ความเข้มข้นสดุท้ายท่ีเหมาะสม จากข้อ 3.3.11.3.3 

ทดสอบโดยแปรผนัลําดบัและเวลาในการเตมิสารทดสอบดงันี ้

• เตมิสารฟู่ เพียงอยา่งเดียว 

• เตมิสว่นผสมท่ีมีเดกซ์แทรนเนสและโปรตีเอส พร้อมกนั 

• เตมิสว่นผสมท่ีมีสารฟู่  เดกซ์แทรนเนส และโปรตีเอส พร้อมกนั  

• เตมิสารฟู่ ทําปฏิกิริยาก่อนเป็นเวลา 1 นาที แล้วเตมิสว่นผสมโปรตีเอสกบัเดกซ์แทรนเนส  FI  

• เตมิสารฟู่ ทําปฏิกิริยาก่อนเป็นเวลา 4 นาที แล้วเตมิสว่นผสมโปรตีเอสกบัเดกซ์แทรนเนส  FI  

• เตมิสว่นผสมโปรตีเอสกบัเดกซ์แทรนเนส FI ทําปฏิกิริยาก่อนเป็นเวลา 1 นาที แล้วเตมิสารฟู่  

• เตมิสว่นผสมโปรตีเอสกบัเดกซ์แทรนเนส FI ทําปฏิกิริยาก่อนเป็นเวลา 4 นาที แล้วเตมิสารฟู่  

ทําปฏิกิริยาจนครบ 5 นาที ท่ีอุณหภูมิห้อง จากนัน้ต้มเดือด 5 นาที เพ่ือทําลายเอนไซม์ และ

ตรวจสอบปริมาณคราบจลุินทรีย์ท่ีลดลง ตามวิธีข้อ 3.3.9 

3.3.11.3.5 ลําดบัการเติมสารฟู่  โปรตีเอสและเดกซ์แทรนเนส ท่ีเหมาะสมตอ่การ

สลายคราบจลุินทรีย์ 

สร้างคราบจลุินทรีย์ ตามวิธีข้อ 3.3.8 เติมบฟัเฟอร์ ปริมาตร 3 มิลลิลิตร และเติม

สารทดสอบปริมาตร 2 มิลลิลิตร โดยส่วนผสมของสารทดสอบ ตามข้อ 3.3.11.3.4 ทดสอบโดย

แปรผนัลําดบัในการเตมิสารทดสอบดงันี ้

• เตมิสารฟู่ ท่ีเวลา 0 นาที เตมิเดกซ์แทรนเนสท่ีเวลา 2 นาที และเตมิโปรตีเอสท่ีเวลา 4 นาที 

• เตมิสารฟู่ ท่ีเวลา 0 นาที เตมิโปรตีเอสท่ีเวลา 2 นาที และเตมิเดกซ์แทรนเนสท่ีเวลา 4 นาที 

• เตมิโปรตีเอสท่ีเวลา 0 นาที เตมิสารฟู่ ท่ีเวลา 2 นาที และเตมิเดกซ์แทรนเนสท่ีเวลา 4 นาที 

• เตมิโปรตีเอสท่ีเวลา 0 นาที เตมิเดกซ์แทรนเนสท่ีเวลา 2 นาที และเตมิสารฟู่ ท่ีเวลา 4 นาที 
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• เตมิเดกซ์แทรนเนสท่ีเวลา 0 นาที เตมิสารฟู่ ท่ีเวลา 2 นาที และเตมิโปรตีเอสท่ีเวลา 4 นาที 

• เตมิเดกซ์แทรนเนสท่ีเวลา 0 นาที เตมิโปรตีเอสท่ีเวลา 2 นาที และเตมิสารฟู่ ท่ีเวลา 4 นาที 

ทําปฏิกิริยาจนครบ 6 นาที ท่ีอุณหภูมิห้อง จากนัน้ต้มเดือด 5 นาที เพ่ือทําลายเอนไซม์ และ

ตรวจสอบปริมาณคราบจลุินทรีย์ท่ีลดลง ตามวิธีข้อ 3.3.9 

3.3.11.4 การตรวจสอบปริมาณนํา้ตาลรีดิวซ์หลังจากการย่อยสลายคราบ

จลุินทรีย์ 

หลงัการทดสอบการยอ่ย นํานํา้สว่นใสมาตรวจสอบปริมาณนํา้ตาลรีดิวซ์หลงัจาก

การยอ่ยสลายคราบจลุินทรีย์ ด้วยวิธีของ Somogyi-Nelson ตามวิธี ข้อ 3.3.7.1  

3.3.11.5 การตรวจสอบลกัษณะคราบจุลินทรีย์ด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอน

แบบสอ่งกราด 

3.3.11.5.1 การสร้างคราบจลุินทรีย์บนแผน่สไลด์ 

สร้างคราบจุลินทรีย์ตามวิธีข้อ 3.3.8 แต่ใช้จานเพาะเชือ้ท่ีมีแผ่นปิดสไลด์

ปราศจากเชือ้แทนไมโครไตเตอร์เพลตหรือหลอดทดลอง  เม่ือครบกําหนดเวลานําสไลด์มาล้างและ

ทดสอบการสลายคราบจลุินทรีย์ในจานเพาะเชือ้ท่ีมีสารละลายโซเดียมอะซิเตตบฟัเฟอร์ ปริมาตร 

16 มิลลิลิตร และเตมิสารทดสอบปริมาตร 4 มิลลิลิตร ดงันี ้

• เตมิสารละลายโซเดียมอะซิเตตบฟัเฟอร์ (ชดุควบคมุ) 

• เตมิเดกซ์แทรนเนส ให้มีความเข้มข้นสดุท้าย เทา่กบั 1 หนว่ยตอ่มิลลิลิตร 

• เตมิปาเปน ให้มีความเข้มข้นสดุท้าย เทา่กบั 0.25 หนว่ยตอ่มิลลิลิตร 

• เติมส่วนผสมท่ีมีเดกซ์แทรนเนสความเข้มข้นสุดท้าย เท่ากับ 1 หน่วยต่อมิลลิลิตรและ     

โปรตีเอสความเข้มข้นสดุท้าย เทา่กบั 0.25 หนว่ยตอ่มิลลิลิตร พร้อมกนั 

ทําปฏิกิริยาจนครบ 5 นาที ท่ีอุณหภูมิห้อง จากนัน้ล้างสไลด์ เพ่ือตรวจสอบ

ลกัษณะคราบจลุินทรีย์ด้วยกล้องจลุทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด 
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3.3.11.5.2 ขัน้ตอนการเตรียมตัวอย่างสําหรับศึกษาด้วยกล้องจุลทรรศน์

อิเล็กตรอนแบบสอ่งกราด 

ตรวจสอบขนาดแผน่สไลด์ท่ีมีคราบจลุินทรีย์ให้มีขนาดไม่เกิน 5 ตารางเซนติเมตร 

และหนาไม่เกิน 3 มิลลิเมตร หากเกินจากท่ีกําหนดต้องตดัให้เรียบร้อยก่อนแช่ตวัอย่างใน 2.5% 

กลตูารัลดีไฮด์ ใน 0.1 M สารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ คา่ความเป็นกรด-เบส เท่ากบั 7.2 นาน 1-2 

ชัว่โมง จากนัน้ล้างด้วยสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ 2 ครัง้ นํา้กลัน่ 1 ครัง้ ครัง้ละ 10 นาที แล้วจึง

นํานํา้ออก       (dehydrate) ด้วยเอทานอล ความเข้มข้น 30% 50% 70% และ 95% ความเข้มข้น

ละ 1 ครัง้ ครัง้ละ 10 นาที ตามลําดบั  แล้วจึงแช่ใน absolute ethanol  จํานวน 3 ครัง้ ครัง้ละ 10 

นาที จึงนําตวัอย่างมาทําแห้ง ณ จดุวิกฤตด้วยเคร่ือง Critical Point Dryer (ย่ีห้อ Balze, model 

CPD 020) แล้วจึงติดตวัอย่างบนแท่นวางตวัอย่าง (stub) ด้วยเทปกาวสองหน้าหรือกาว นํา

ตวัอย่างไปฉาบทองด้วยเคร่ือง Ion sputter (ย่ีห้อ Balze, model SCD 040) แล้วนําไปส่องดดู้วย

กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (ย่ีห้อ JEOL, model JSM-5410LV) โดยส่งตรวจ

ตวัอยา่งท่ีศนูย์เคร่ืองมือวิจยัวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั 
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บทท่ี 4 

ผลการทดลอง 

 

4.1 การเตรียมเดกซ์แทรนเพ่ือใช้เป็นสารชักนําในการผลิตเดกซ์แทรนเนส 

4.1.1 เดกซ์แทรนท่ีมีพันธะ α-1,6 สูง  

เดกซ์แทรนท่ีมีพนัธะ α-1,6  สงูท่ีใช้คือ เดกซ์แทรนเกรดอุตสาหกรรมท่ีมีจําหน่ายทาง

การค้า (Sigma Co.; USA)  ซึ่งผลิตจาก Leuconostoc mesenteroides B-512F  มีพนัธะ α-1,6 

ประมาณ 95 เปอร์เซ็นต์ และพนัธะ  α-1,3 ประมาณ 5 เปอร์เซ็นต์ (Peter, 1994) 

4.1.2 เดกซ์แทรนท่ีมีพันธะ α-1,3 และ α-1,6   

เดกซ์แทรนท่ีมีพันธะ α-1,3 และ α-1,6 เป็นเดกซ์แทรนท่ีเตรียมขึน้ใช้เองจาก          

S. sobrinus 6715  ภายใต้สภาวะการเลีย้งด้วยอาหารเลีย้งเชือ้เหลว BHI ท่ีเสริมด้วยซูโครสความ

เข้มข้น 2 เปอร์เซ็นต์ บม่ท่ีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส แบบไมเ่ขยา่ เป็นเวลา 24 ชัว่โมง  มีลกัษณะ

เป็นผงละเอียดสีขาว ดงัรูปท่ี 4.1  มีพนัธะ α-1,6 ประมาณ 33 เปอร์เซ็นต์ และพนัธะ α-1,3 

ประมาณ 67 เปอร์เซ็นต์ (Davis และคณะ, 1986)  นําแผ่นฟิล์มสีขาวมาทําบริสทุธ์ิบางส่วนและ

ทําแห้งด้วยเคร่ืองระเหยแห้งโดยใช้อณุหภมูิต่ํา ตามวิธีในข้อ 3.3.2.2 

 

 
 

รูปท่ี 4.1 ลกัษณะของเดกซ์แทรนท่ีมีพนัธะ α-1,3 และ α-1,6 ท่ีผลิตโดย S. sobrinus 6715  
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4.1.3 เดกซ์แทรนท่ีมีพันธะ α-1,3 เป็นส่วนใหญ่ จากการสลายพันธะ α-1,6 ออกจาก

เดกซ์แทรนท่ีผลิตโดย S. sobrinus 6715 

4.1.3.1 การเปรียบเทียบแอกทิวิตีของเดกซ์แทรนเนส [α-1,6] จาก P. pinophilum 

SMCU3-14 หรือ เดกซ์แทรนเนส FI เพ่ือผลิตเดกซ์แทรนพนัธะ α-1,3 ด้วยการย่อยสลายพนัธะ α-

1,6 ออกจากเดกซ์แทรนท่ีผลิตโดย S. sobrinus 6715 จากข้อ 4.1.2 

จากการยอ่ยแดกซ์แทรนท่ีผลิตโดย S. sobrinus 6715 ด้วย เดกซ์แทรนเนส FI  

ท่ีมีแอกทิวิตีเท่ากบั 20 40 60 80 และ 100 หน่วยตอ่มิลลิลิตร เก็บตวัอย่างเพ่ือวดัปริมาณนํา้ตาล

รีดิวซ์ ทกุ 1.5 ชัว่โมง จนครบ 9 ชัว่โมง จากนัน้ป่ันเหว่ียง ล้างตะกอนแล้วเติมเดกซ์แทรนเนส FI 

แอกทิวิตีเท่าเดิมอีกครัง้ ทําปฏิกิริยาซํา้ 4 ครัง้ จากรูปท่ี 4.2 พบว่าจากการย่อยครัง้ท่ี 1  เดกซ์

แทรนเนส FI ท่ีมีแอกทิวิตีเท่ากบั 20 40 60 80 และ 100 หน่วยตอ่มิลลิลิตร ย่อยเดกซ์แทรนท่ีผลิต

โดย S. sobrinus 6715 ให้ผลิตภณัฑ์เป็นนํา้ตาลรีดิวซ์เพิ่มมากขึน้ตามระยะเวลาการย่อยเทียบ

จากเวลาเร่ิมต้น (0 ชั่วโมง) โดยปริมาณนํา้ตาลรีดิวซ์ท่ีเพิ่มขึน้สูงสุดคือ 869.70  1,044.85 

1012.12   1,110.31 และ 1,244.85 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร ตามลําดบั จากนัน้ล้างตะกอนเดกซ์

แทรนด้วยนํา้กลัน่และเติมเดกซ์แทรนเนส FI แอกทิวิตีเท่าเดิมใหม่อีก 3 ครัง้ พบว่าการย่อยครัง้ท่ี  

2 และ 3 นัน้ เดกซ์แทรนเนส FI ท่ีมีแอกทิวิตีเท่ากบั 20 40 60 80 และ 100 หน่วยตอ่มิลลิลิตร 

ย่อยเดกซ์แทรนและให้ปริมาณนํา้ตาลรีดิวซ์เพิ่มขึน้เล็กน้อยเช่นเดียวกัน และการย่อยครัง้ท่ี  4 

พบว่า ปริมาณนํา้ตาลรีดิวซ์ท่ีเพิ่มขึน้สงูสดุจากการย่อย คือ 15.03  16.25   24.49  30.54  และ  

24.73 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร ตามลําดบั ซึ่งถือว่าปริมาณนํา้ตาลรีดิวซ์เพิ่มขึน้น้อยมาก จึงกล่าวได้

ว่าเดกซ์แทรนท่ีมีพนัธะ α-1,6 และ α-1,3 ท่ีผลิตโดย S. sobrinus 6715 ถกูย่อยด้วยเดกซ์แทรน

เนส [α-1,6] หรือ เดกซ์แทรนเนส FI จนเหลือเป็นเดกซ์แทรนท่ีมีพนัธะ α-1,3 เป็นสว่นใหญ่  
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รูปท่ี 4.2 แสดงผลการยอ่ยเดกซ์แทรนท่ีผลิตจาก S. sobrinus 6715 ด้วย เดกซ์แทรนเนส [α-1,6] 

จาก P. pinophilum SMCU3-14 หรือ เดกซ์แทรนเนส FI ท่ีมีความเข้มข้น (ก.) 20 หน่วยต่อ

มิลลิลิตร (ข.) 40 หน่วยตอ่มิลลิลิตร  (ค.) 60 หน่วยตอ่มิลลิลิตร  (ง.) 80 หน่วยตอ่มิลลิลิตร และ 

(จ.) 100 หนว่ยตอ่มิลลิลิตร โดยวดัจากปริมาณนํา้ตาลรีดิวซ์ท่ีเพิ่มขึน้จากเวลาเร่ิมต้น (ชัว่โมงท่ี 0) 
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(ก.) แอกทิวิตี 20 หน่วยต่อมิลลิลิตร 
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(ข.) แอกทิวิตี 40 หน่วยต่อมิลลิลิตร 
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รูปท่ี 4.2 (ตอ่) แสดงผลการย่อยเดกซ์แทรนท่ีผลิตจาก S. sobrinus 6715 ด้วย เดกซ์แทรนเนส 

[α-1,6] จาก P. pinophilum SMCU3-14 หรือ เดกซ์แทรนเนส FI ท่ีมีความเข้มข้น (ก.) แอกทิวิตี 

20 หน่วยตอ่มิลลิลิตร (ข.) 40 หน่วยตอ่มิลลิลิตร  (ค.) 60 หน่วยตอ่มิลลิลิตร  (ง.) 80 หน่วยตอ่

มิลลิลิตร และ (จ.) 100 หน่วยต่อมิลลิลิตร โดยวดัจากปริมาณนํา้ตาลรีดิวซ์ท่ีเพิ่มขึน้จากเวลา

เร่ิมต้น (ชัว่โมงท่ี 0) 
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(ค.) แอกทิวิตี 60 หน่วยต่อมิลลิลิตร 
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(ง.) แอกทิวิตี 80 หน่วยต่อมิลลิลิตร 
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รูปท่ี 4.2 (ตอ่) แสดงผลการย่อยเดกซ์แทรนท่ีผลิตจาก S. sobrinus 6715 ด้วย เดกซ์แทรนเนส 

[α-1,6] จาก P. pinophilum SMCU3-14 หรือ เดกซ์แทรนเนส FI ท่ีมีความเข้มข้น (ก.) แอกทิวิตี 

20 หน่วยตอ่มิลลิลิตร (ข.) 40 หน่วยตอ่มิลลิลิตร  (ค.) 60 หน่วยตอ่มิลลิลิตร  (ง.) 80 หน่วยตอ่

มิลลิลิตร และ (จ.) 100 หน่วยต่อมิลลิลิตร โดยวดัจากปริมาณนํา้ตาลรีดิวซ์ท่ีเพิ่มขึน้จากเวลา

เร่ิมต้น (ชัว่โมงท่ี 0) 

 

จากนัน้นําเดกซ์แทรนท่ีเหลือจากการย่อยมาทําบริสทุธ์ิบางส่วนแล้วทําแห้ง

ด้วยเคร่ืองระเหยแห้งโดยใช้อุณหภูมิต่ําพบว่าลักษณะของเดกซ์แทรนท่ีเหลืออยู่มีลักษณะ

คล้ายกันและสีของเดกซ์แทรนมีสีนํา้ตาลเข้มขึน้ตามแอกทิวิตีท่ีเพิ่มขึน้ ดังแสดงในรูปท่ี 4.3 

เ น่ืองจากเดกซ์แทรนเนสเป็นเอนไซม์ท่ีหลั่งออกมาภายนอกเซลล์ และในงานวิจัยนี ใ้ ช้              

เดกซ์แทรนเนสแบบเอนไซม์หยาบ (Crude enzyme) ท่ีผลิตจากเชือ้ P. pinophilum SMCU3-14 

ท่ีมีกากนํา้ตาลเป็นสว่นประกอบในอาหารเลีย้งเชือ้ ซึง่ให้แอกทิวิตีสงูถึง 858.25 หน่วยตอ่มิลลิลิตร 

จึ ง ต้อง เ จื อจ าง เอนไ ซ ม์ ใ ห้ มี ความ เ ข้ม ข้น ท่ี เหม าะ สม ก่อนการทดสอบ ทํา ใ ห้ สี ของ                     

เดกซ์แทรนเนสแปรตามความเข้มข้นของแอกทิวิตีเดกซ์แทรนเนส 
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(จ.) แอกทิวิตี 100 หน่วยต่อมิลลิลิตร 



 

 

56 

    
                                        (ก)                                                   (ข) 

 
(ค) 

              
                                  (ง)                                                                (จ) 

รูปท่ี 4.3 ลกัษณะเดกซ์แทรนท่ีมีพนัธะ α-1,3 เป็นส่วนใหญ่ท่ีเหลือจากการย่อยเดกซ์แทรนท่ีผลิต

จาก S. sobrinus 6715 ด้วย เดกซ์แทรนเนส FI ท่ีมีความเข้มข้น (ก.) 20 หน่วยตอ่มิลลิลิตร (ข.) 

40 หนว่ยตอ่มิลลิลิตร  (ค.) 60 หน่วยตอ่มิลลิลิตร  (ง.) 80 หน่วยตอ่มิลลิลิตร และ (จ.) 100 หน่วย

ตอ่มิลลิลิตร จากนัน้นํามาทําบริสทุธ์ิเดกซ์แทรน บางส่วนแล้วทําให้แห้งด้วยเคร่ืองระเหยแห้งโดย

ใช้อณุหภมูิต่ํา  

 

ดงันัน้ในการผลิตเดกซ์แทรนท่ีมีพนัธะ α-1,3 เป็นส่วนใหญ่เพ่ือเป็นสารชกันํา

ในการผลิตเดกซ์แทรนเนส [α-1,3] จึงเลือก เดกซ์แทรนเนส FI ท่ีมีแอกทิวิตีเท่ากบั 20 หน่วยตอ่

มิลลิลิตร เติมเอนไซม์ใหม่จํานวน 4 ครัง้ ทกุ 9 ชัว่โมง เน่ืองจากสามารถผลิตเดกซ์แทรนท่ีมีพนัธะ 

α-1,3 เป็นสว่นใหญ่โดยใช้แอกทิวิตีน้อยท่ีสดุในการทดสอบ  
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4.1.3.2  การตรวจสอบผลิตภณัฑ์ของการย่อยสลายเดกซ์แทรนท่ีมีพนัธะ α-1,6 ออก

จากเดกซ์แทรนท่ีผลิตโดย S. sobrinus 6715 ด้วย เดกซ์แทรนเนส FI ท่ีมีแอกทิวิตีเท่ากบั 20 

หนว่ยตอ่มิลลิลิตร 

ตรวจสอบผลิตภณัฑ์ท่ีเกิดขึน้จากการย่อยเดกซ์แทรนท่ีผลิตโดย S. sobrinus 

6715 ด้วย เดกซ์แทรนเนส FI ท่ีมีแอกทิวิตีเท่ากบั 20 หน่วยตอ่มิลลิลิตร โดยเก็บตวัอย่างจากการ

ย่อยครัง้ท่ี  1 ท่ีเวลา 0.0 0.5 3.0 และ 9.0 ชัว่โมง มากรองผ่านกระดาษกรองขนาด 0.45 ไมครอน 

จากนัน้นําไปหาปริมาณและชนิดของนํา้ตาลโดยวิธีโครมาโทกราฟฟีแบบของเหลวสมรรถนะสูง 

โดยใช้สารละลายกลูโคส มอลโทส มอลโทไทรโอส มอลโทเททราโอสเป็นสารละลายมาตรฐาน 

จากรูปท่ี 4.4 พบวา่ การยอ่ยเป็นเวลา 0.5 3.0 และ 9.0 ชัว่โมง ให้ผลิตภณัฑ์ท่ีเดน่ชดัเม่ือเทียบกบั

สารละลายมาตรฐาน คือ กลโูคสและมอลโทส  

จากรูปท่ี  4.2 (ก) เม่ือพิจารณาการย่อยครัง้ท่ี 1 ของการสลายพนัธะ α-1,6 

ออกจากเดกซ์แทรนท่ีผลิตโดย S. sobrinus 6715 ด้วย เดกซ์แทรนเนส FI  นัน้ พบว่าปริมาณ

นํา้ตาลรีดิวซ์ท่ีเป็นผลิตภณัฑ์จากการย่อยเพิ่มขึน้มากสดุในเวลา 0-1.5 ชัว่โมง และช่วงเวลา 1.5-

9.0 ชัว่โมง ปริมาณนํา้ตาลรีดวิซ์เพิ่มขึน้เล็กน้อยจนคอ่นข้างคงท่ี เน่ืองจากเม่ือผ่านการย่อยไป 9.0 

ชัว่โมง เอนไซม์มีแอกทิวิตีลดลง 81.57 เปอร์เซ็นต์ จากการท่ีนํา้ตาลรีดิวซ์คงท่ีนัน้อาจเกิดจากการ

ย่อยโดยสมบูรณ์หรือเกิดจากการท่ีเอนไซม์หมดแอกทิวิตี จึงทดสอบโดยเติมเดกซ์แทรนเนส FI   

20 หนว่ยตอ่มิลลิลิตรเพิ่มท่ีเวลา 4.5 ชัว่โมง จากรูปท่ี 4.5 พบว่า การเติมเอนไซม์เพิ่มมีผลให้อตัรา

การเพิ่มของนํา้ตาลรีดิวซ์สูงขึน้กว่าการไม่เติมเอนไซม์ แต่น้อยกว่าช่วง 0-1.5 ชัว่โมง เน่ืองจาก

ช่วงเวลา 0-4.5 ชัว่โมง เดกซ์แทรนเนส FI ย่อยพนัธะ  α-1,6 ออกจากเดกซ์แทรนท่ีผลิตโดย S. 

sobrinus 6715 ได้เป็นส่วนใหญ่ จึงเหลือพนัธะ α-1,6 เป็นส่วนน้อย และพนัธะอ่ืนๆ เช่น พนัธะ 

α-1,3 ท่ีไม่ถูกย่อย  ดงันัน้ การเติมเดกซ์แทรนเนส FI เพิ่มจึงเป็นการย่อยเดกซ์แทรนท่ีเหลือ

เพิ่มเตมิ   
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(ก)  สารละลายมาตรฐาน 

    
(ข) 0.0 ชัว่โมง        (ค) 0.5 ชัว่โมง  (ง) 3.0 ชัว่โมง  (จ) 9.0 ชัว่โมง 

รูปท่ี 4.4 โครมาโทรแกรมแสดง (ก) สารละลายมาตรฐาน และผลิตภัณฑ์ของการย่อยครัง้ท่ี 1 

สําหรับการย่อยเดกซ์แทรนท่ีผลิตโดย S. sobrinus 6715 ด้วยเดกซ์แทรนเนส [α-1,6] แอกทิวิตี

เท่ากบั 20 หน่วยตอ่มิลลิลิตรท่ีเวลา (ข) 0.0 ชัว่โมง (ค) 0.5 ชัว่โมง (ง) 3.0 ชัว่โมง และ (จ) 9.0 

ชัว่โมง  

6.800   กลโูคส 

9.366   มอลโทส 

12.833   มอลโทไทรโอส 

19.316   มอลโทเททราโอส 
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รูปท่ี 4.5 แสดงผลการย่อยครัง้ท่ี 1 ของการย่อยเดกซ์แทรนท่ีผลิตจาก S. sobrinus 6715 ด้วย

เดกซ์แทรนเนส [α-1,6] จาก P. pinophilum SMCU3-14 แอกทิวิตี 20 หน่วยตอ่มิลลิลิตร ท่ีมีการ

เตมิ/ไมเ่ตมิเดกซ์แทรนเนส [α-1,6] แอกทิวิตี 20 หนว่ยตอ่มิลลิลิตร เพิ่มท่ีเวลา 4.5 ชัว่โมง 

 

4.1.3.3  การผลิตเดกซ์แทรนท่ีมีพนัธะ α-1,3 เป็นส่วนใหญ่โดยย่อยสลายพนัธะ α-1,6 

ออกจากเดกซ์แทรนท่ีผลิตโดย S. sobrinus 6715 ด้วย เดกซ์แทรนเนส FI ท่ีมีแอกทิวิตีเท่ากบั 20 

หนว่ยตอ่มิลลิลิตร โดยไมล้่างตะกอนเดกซ์แทรนก่อนการเตมิเอนไซม์ซํา้แตล่ะครัง้ 

ย่อยสลายพนัธะ α-1,6 ออกจากเดกซ์แทรนท่ีผลิตโดย S. sobrinus 6715 

โดยเติมเดกซ์แทรนเนส FI ท่ีมีแอกทิวิตีเท่ากบั 20  หน่วยตอ่มิลลิลิตร ทกุ 8 ชัว่โมง บม่ท่ีอณุหภูมิ 

55 องศาเซลเซียส พร้อมเขยา่ท่ี 200 รอบตอ่นาที  และเก็บตวัอย่างเพ่ือวดัปริมาณนํา้ตาลรีดิวซ์ทกุ 

2 ชัว่โมง จากรูปท่ี 4.6 แสดงวา่ การยอ่ยครัง้ท่ี 1 มีอตัราการเกิดผลิตภณัฑ์จากการย่อยเดกซ์แทรน 

คือ นํา้ตาลรีดิวซ์สูงสุด รองลงมาคือ การย่อยครัง้ท่ี 2 และ 3 ตามลําดบั และการย่อยครัง้ท่ี 4 

ปริมาณนํา้ตาลรีดิวซ์ท่ีเพิ่มขึน้คงท่ี นัน่คือ เดกซ์แทรนท่ีเหลือจากการย่อยครัง้ท่ีส่ีควรจะเป็นเดกซ์

แทรนท่ีมีพนัธะ α-1,3 เป็นสว่นใหญ่  
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จากการทดสอบข้อ 4.1.3.1 และ 4.1.3.3. ท่ีมีการล้างหรือไม่ล้างตะกอนเดกซ์

แทรนก่อนการเติมเอนไซม์ซํา้แต่ละครัง้ ให้ผลการทดลองท่ีสอดคล้องกัน คือ เดกซ์แทรนท่ีเหลือ

จากการยอ่ยครัง้ท่ี 4 เป็นเดกซ์แทรนท่ีมีพนัธะ α-1,3 เป็นสว่นใหญ่ เน่ืองจากเดิมเดกซ์แทรนท่ีผลิต

โดย S. sobrinus 6715 มีทัง้พนัธะ α-1,6 และพนัธะ  α-1,3 ประมาณ 33 เปอร์เซ็นต์ และ 67

เปอร์เซ็นต์ ตามลําดบั ซึ่งในการย่อยครัง้ท่ี 4 ท่ีมีการเติม เดกซ์แทรนเนส FI กลบัไม่มีผลตอ่การ

เพิ่มปริมาณนํา้ตาลรีดิวซ์เหมือนกบัครัง้ท่ี 1-3 แสดงว่า เดกซ์แทรนพนัธะ α-1,6  ถกูย่อยสลายจน

หมดในการยอ่ยครัง้ท่ี 4 และคงเหลือเป็นเดกซ์แทรนท่ีมีพนัธะ α-1,3 เป็นสว่นใหญ่  

 

 
 

รูปท่ี 4.6 แสดงผลการย่อยเดกซ์แทรนท่ีผลิตจาก S. sobrinus 6715 ด้วย เดกซ์แทรนเนส FI ซึ่งมี

แอกทิวิตี 20 หนว่ยตอ่มิลลิลิตร จํานวน 4 ครัง้ (ตามลกูศร) คือ ชัว่โมงท่ี 0  ชัว่โมงท่ี 8  ชัว่โมงท่ี 16 

และชัว่โมงท่ี 24 
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4.1.3.3 การตรวจสอบวา่เดกซ์แทรนท่ีมีพนัธะ α-1,3 เป็นสว่นใหญ่ท่ีเหลือจากการย่อย

เดกซ์แทรนท่ีผลิตจาก S. sobrinus 6715 ด้วยเดกซ์แทรนเนส FI เป็นเดกซ์แทรนท่ีเป็นพอลิเมอร์

ของนํา้ตาลกลโูคส 

นําเดกซ์แทรนที-2000 เดกซ์แทรนเกรดอุตสาหกรรม เดกซ์แทรนท่ีผลิตจาก               

S. sobrinus 6715 และเดกซ์แทรนท่ีมีพนัธะ α-1,3 เป็นสว่นใหญ่ท่ีเหลือจากการย่อยเดกซ์แทรนท่ี

ผลิตจาก S. sobrinus 6715 ด้วยเดกซ์แทรนเนส FI และผ่านการระเหยแห้งแล้ว ชนิดละ 10 

มิลลิกรัม มายอ่ยด้วยกรดซลัฟูริก 1 โมลาร์ ปริมาตร 1 มิลลิลิตร โดยนําไปนึ่งในเคร่ืองอบฆ่าเชือ้ท่ี

อณุหภมูิ 120 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชัว่โมง จากนัน้ปรับสารละลายท่ีได้ให้มีคา่ความเป็นกรด-

เบสเท่ากบั 7.0 แล้วนําไปกรองผ่านกระดาษกรองขนาด 0.45 ไมครอน จากนัน้นําไปหาปริมาณ

และชนิดของนํา้ตาลโดยวิธีโครมาโทกราฟฟีแบบของเหลวสมรรถนะสงู โดยใช้สารละลายกลโูคส 

มอลโทส มอลโทไทรโอส มอลโทเททราโอสเป็นสารละลายมาตรฐาน จากรูปท่ี 4.7 พบว่า ท่ีเวลา 

6.8 นาที สารท่ีได้จากการยอ่ยสลายเดกซ์แทรน ที-2000 (รูป ข)  เดกซ์แทรนเกรดอตุสาหกรรม (รูป 

ค)   เดกซ์แทรนท่ีผลิตจาก S.sobrinus 6715 (รูป ง)  และเดกซ์แทรนท่ีมีพนัธะ α-1,3 ในปริมาณ

สงูท่ีเหลือจากการย่อยเดกซ์แทรนท่ีผลิตจาก S.sobrinus 6715 ด้วยเดกซ์แทรนเนส [α-1,6] (รูป 

ง) มีเวลารีเทนชนั (Retension time) เดียวกนักบักลโูคส ซึ่งได้ผลิตภณัฑ์เพียงชนิดเดียว และให้ผล

สอดคล้องกบังานวิจยัของนนัทิดา วานิชวงศ์วรรณ (2545) จึงกล่าวได้ว่าเดกซ์แทรนทัง้  4 ชนิดท่ี

ผา่นการยอ่ยด้วยกรดซลัฟูริก ได้ผลิตภณัฑ์เพียงชนิดเดียว คือ กลโูคส ดงันัน้ เดกซ์แทรนท่ีมีพนัธะ 

α-1,3 เป็นส่วนใหญ่เป็นเดกซ์แทรนท่ีเป็นพอลิเมอร์ของนํา้ตาลกลโูคส เช่นเดียวกบัเดกซ์แทรน ที-

2000 เดกซ์แทรนเกรดอตุสาหกรรม และเดกซ์แทรนท่ีผลิตจาก S. sobrinus 6715 
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(ก) สารละลายมาตรฐาน 

        
(ข) เดกซ์แทรน ที-2000          (ค)   เดกซ์แทรนเกรดอตุสาหกรรม

      

(ง) เดกซ์แทรนท่ีผลิตจาก S. sobrinus 6715 (จ) เดกซ์แทรนท่ีมีพนัธะ α-1,3 เป็นสว่นใหญ่ 

รูปท่ี 4.7 โครมาโทรแกรมแสดง (ก) สารละลายมาตรฐาน และผลิตภณัฑ์ท่ีได้จากการยอ่ยสลาย

ด้วยกรดซลัฟริูกของ (ข) เดกซ์แทรน ที-2000 (ค) เดกซ์แทรนเกรดอตุสาหกรรม (ง) เดกซ์แทรนท่ี

ผลิตจาก S. sobrinus 6715 และ (จ) เดกซ์แทรนท่ีมีพนัธะ α-1,3 เป็นสว่นใหญ่ท่ีเหลือจากการ

ยอ่ยเดกซ์แทรนท่ีผลิตจาก S. sobrinus 6715 ด้วยเดกซ์แทรนเนส [α-1,6] 

6.900   กลโูคส 

9.466   มอลโทส 

13.266   มอลโทไทรโทสโอส 

8.233   ซูโครส 

19.066   มอลโทเททราโอส 

6.850   กลโูคส 6.850   กลโูคส 

6.883   กลโูคส 6.883   กลโูคส 
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4.2 แอกทิวิตีจําเพาะของเดกซ์แทรนเนสจาก Arthrobacter sp. AG-2 และ P. pinophilum 

SMCU3-14 ท่ีชักนําด้วยเดกซ์แทรนเกรดอุตสาหกรรม  เดกซ์แทรนจาก S. sobrinus 6715 

และเดกซ์แทรนท่ีมีพันธะ α-1,3 เป็นส่วนใหญ่ท่ีเหลือจากการย่อยเดกซ์แทรนจาก         

S. sobrinus 6715 ด้วยเดกซ์แทรนเนส FI   

   เดกซ์แทรนเนสท่ีใช้ในการทดลองนีจ้ะผลิตจากจลุินทรีย์คือ แบคทีเรีย Arthrobacter sp. 

AG-2 และรา P. pinophilum SMCU3-14 โดยแตล่ะชนิดจะชกันําด้วยสารชกันํา 3 ชนิด ได้แก่ 

1) เดกซ์แทรนเกรดอุตสาหกรรม (Sigma Co.; USA) ท่ีมีพนัธะ α-1,6 ปริมาณสูงจะให้

เดกซ์แทรนเนสท่ีมีความจําเพาะตอ่ α-1,6 หรือเรียกในท่ีนีเ้ป็น เดกซ์แทรนเนส [α-1,6]  ช่ือย่อ BI 

(เดกซ์แทรนเนสจากแบคทีเรีย) และช่ือยอ่ FI (เดกซ์แทรนเนสจากรา) 

2) เดกซ์แทรนท่ีมีพนัธะ α-1,3 และ α-1,6 ท่ีผลิตโดย S. sobrinus 6715 จะผลิตได้เดกซ์

แทรนเนสท่ีมีความจําเพาะตอ่ α-1,3 และ α-1,6  หรือเรียกในท่ีนีเ้ป็น เดกซ์แทรนเนส [α-1,3 และ 

α-1,6]  ช่ือยอ่ BB (เดกซ์แทรนเนสจากแบคทีเรีย) และช่ือยอ่ FB (เดกซ์แทรนเนสจากรา) 

3) เดกซ์แทรนท่ีมีพันธะ α-1,3 เป็นส่วนใหญ่ท่ีเหลือจากการย่อยเดกซ์แทรนจาก 

S.sobrinus 6715 ด้วย เดกซ์แทรนเนส [α-1,6] อย่างเต็มท่ี   ได้เดกซ์แทรนเนสท่ีมีความจําเพาะ

ตอ่ α-1,3 หรือเรียกในท่ีนีเ้ป็น  เดกซ์แทรนเนส [α-1,3] ช่ือย่อ BB-1,3 (เดกซ์แทรนเนสจาก

แบคทีเรีย) และช่ือยอ่ FB-1,3 (เดกซ์แทรนเนสจากรา) 

เม่ือวิเคราะห์แอกทิวิตีจําเพาะของเดกซ์แทรนเนสทัง้ 6 ชนิดโดยสบัสเตรทคือเดกซ์แทรน 

ที-2000 ท่ีมีพนัธะ α-1,6 สงู และวิเคราะห์ตามวิธีในข้อ 3.3.7 พบว่า เดกซ์แทรนเนสท่ีผลิตจากรา 

P. pinophilum SMCU3-14 มีแอกทิวิตีสงูกว่าเดกซ์แทรนเนสท่ีผลิตจากแบคทีเรีย Arthrobacter 

sp. AG-2 ไมว่า่จะใช้เดกซ์แทรนชนิดใดเป็นสารชกันําก็ตาม และหากพิจารณาในแง่ของสารชกันํา

พบว่าเดกซ์แทรนเนสท่ีมีสารชักนําเป็นเดกซ์แทรนเกรดอุตสาหกรรมให้แอกทิวิตีมากท่ีสุด 

รองลงมาคือ เดกซ์แทรนท่ีมีพันธะ α-1,3 และ α-1,6 ท่ีผลิตโดย S. sobrinus 6715 และ         

เดกซ์แทรนท่ีมีพนัธะ α-1,3 เป็นส่วนใหญ่ท่ีเหลือจากการย่อยเดกซ์แทรนจาก S. sobrinus 6715 

ด้วย [α-1,6] เดกซ์แทรนเนส ตามลําดบั ดงัแสดงในตารางท่ี 4.1 
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ตารางท่ี 4.1  แสดงการเปรียบเทียบแอกทิวิตี ปริมาณโปรตีน และแอกทิวิตีจําเพาะของเดกซ์แทรนเนส 

แหล่งของเดกซ์แทรนเนส ตัวย่อ แอกทวิิต*ี ปริมาณ

โปรตีน 

(มก.ต่อมล.) 

แอกทวิิตี

จาํเพาะ 

และชนิดของสารชกันํา 

 

(หน่วย

ต่อมล.) 

(หน่วยต่อ 

มก.โปรตีน) 

แบคทีเรีย 

       Arthrobacter sp.AG-2 

       

 

เดกซ์แทรนเกรดอตุสาหกรรม  (BI) 24.18 

 

2.15 

 

11.25 

 

 

เดกซ์แทรนจาก S. sobrinus 6715 (BB) 0.15 

 

1.88 

 

0.08 

 

 

เดกซ์แทรนท่ีเหลอืจากการยอ่ยเดกซ์แทรนจาก  

S. sobrinus 6715 ด้วย [α -1,6] เดกซ์แทรนเนส (BB-1,3) 0 

 

1.14 

 

0 

 รา 

        P. pinophilum SMCU 3-14 

       

 

เดกซ์แทรนเกรดอตุสาหกรรม  (FI) 858.25 

 

4.11 

 

208.82 

 

 

เดกซ์แทรนจาก S. sobrinus 6715 (FB) 614.25 

 

4.82 

 

127.44 

 

  

เดกซ์แทรนท่ีเหลอืจากการยอ่ยเดกซ์แทรนจาก  

S. sobrinus 6715 ด้วย [α -1,6] เดกซ์แทรนเนส (FB-1,3) 5.47   4.36   1.25   

 

*ในการวดัแอกทิวติีของเดกซ์แทรนเนสนัน้จะใช้เดกซ์แทรนที-2000 เป็นสบัสเตรทซึง่มีพนัธะ α-1,6 สงู 
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4.3 การสร้างคราบจุลินทรีย์ในไมโครไตเตอร์เพลตจากกล้าเชือ้ S. sobrinus 6715   

การสร้างคราบจลุินทรีย์ในไมโครไตเตอร์เพลตจาก S. sobrinus 6715  โดยเติมเชือ้ลง

ในอาหารเลีย้งเชือ้เหลว BHI ท่ีเสริมด้วยซูโครสความเข้มข้น 2 เปอร์เซ็นต์ จนมีคา่การดดูกลืนแสง

ท่ีความยาวคล่ืน 560 นาโนเมตร เท่ากบั 0.1 หรือเท่ากบั 2.46 x 108 เซลล์ตอ่มิลลิลิตร จึงเติมใน

ไมโครไตเตอร์เพลตหรือหลอดทดลอง บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในภาวะท่ีมีออกซิเจนต่ํา 

เป็นเวลา 3 ชัว่โมง จะได้คราบจลุินทรีย์ ดงัรูปท่ี 4.8 

 

  
(ก) (ข) 

รูปท่ี 4.8 แสดงคราบจลุินทรีย์ท่ีเกิดจาก S. sobrinus 6715 ใน (ก) ไมโครไตเตอร์เพลต       

(ข) หลอดทดลอง 
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4.4 ภาวะท่ีเหมาะสมต่อการสลายคราบจุลินทรีย์ด้วยเดกซ์แทรนเนส 

 ศกึษาภาวะการสลายคราบจลุินทรีย์บนไมโครไตเตอร์เพลต หรือหลอดทดลอง  ท่ีใช้เป็น

แบบจําลองภายนอกร่างกาย โดยทดสอบท่ีอุณหภูมิห้อง และระบบบัฟเฟอร์ท่ีเหมาะสมกับ

เอนไซม์ เพ่ือสามารถนําไปประยกุต์ใช้ในการล้างทําความสะอาดอปุกรณ์ท่ีใช้ภายในช่องปาก เช่น 

ฟันปลอม  

4.4.1 ชนิดของเดกซ์แทรนเนสต่อการสลายคราบจุลินทรีย์ 

จากข้อ 4.2 ท่ีแอกทิวิตีของเดกซ์แทรนเนส BB และ BB-1,3  มีค่าน้อยมากไม่สามารถ

นํามาศกึษาตอ่ได้  ดงันัน้การศึกษาตอ่ไปจึงเปรียบเทียบเฉพาะความสามารถในการสลายคราบ

จลุินทรีย์ของเดกซ์แทรนเนส BI FI FB และ FB-1,3 ท่ีมีความเข้มข้น 1 หน่วยตอ่มิลลิลิตร ในเวลา 

15 นาที เท่านัน้ พบว่า เดกซ์แทรนเนสจากแบคทีเรีย (BI) และเดกซ์แทรนเนสจากรา (FI FB และ 

FB-1,3) สามารถย่อยสลายคราบจุลินทรีย์ได้ใกล้เคียงกนัโดยไม่แตกต่างกันอย่างมีนยัสําคญั     

ดงัรูปท่ี 4.9 แตใ่นการผลิตเดกซ์แทรนเนสในปริมาตรท่ีเทา่กนัราจะผลิตเดกซ์แทรนเนสท่ีมีแอกทิวิตี

สงูกว่า จึงเหมาะสมตอ่การผลิตในเชิงอตุสาหกรรมมากกว่า ดงันัน้จึงเลือกเดกซ์แทรนเนสจากรา

เพ่ือการทดสอบตอ่ไป   

 

 
รูปท่ี 4.9 การสลายคราบจลุินทรีย์โดยเดกซ์แทรนเนส BI FI FB และ FB-1,3 ท่ีมีความเข้มข้น 1 

หนว่ยตอ่มิลลิลิตร ในระบบบฟัเฟอร์ อณุหภมูิห้อง เป็นเวลา 15 นาที 
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4.4.2 ความเข้มข้นท่ีเหมาะสมต่อการสลายคราบจุลินทรีย์ของเดกซ์แทรนเนส FI 

FB และ FB-1,3 โดยมีระยะเวลาสลายคราบเป็นเวลา 5 และ 15 นาที  

จากการสลายคราบจุลินทรีย์ด้วยเดกซ์แทรนเนส FI FB และ FB-1,3 ท่ีมีความเข้มข้น

สดุท้ายเป็น 1  2  3  4 และ 5 หน่วยตอ่มิลลิลิตร และระยะเวลาสลายคราบจลุินทรีย์เป็นเวลา 5 

และ 15 นาที จากรูปท่ี 4.10 พบว่า เดกซ์แทรนเนส FI และ FB สามารถสลายคราบจลุินทรีย์ได้

เพิ่มมากขึน้ตามความเข้มข้นและระยะเวลาท่ีเพิ่มขึน้ แต่เดกซ์แทรนเนส FB-1,3 เม่ือเพิ่มความ

เข้มข้นจาก 1 หน่วยตอ่มิลลิลิตร เป็น 2 หน่วยตอ่มิลลิลิตร จะสลายคราบจลุินทรีย์ได้สงูท่ีสดุ และ

การสลายคราบจะลดลงเม่ือความเข้มข้นสงูกว่า 2 หน่วยตอ่มิลลิลิตร เน่ืองจากแอกทิวิตีเร่ิมต้น

จากเอนไซม์หยาบ (Crude enzyme) ของเดกซ์แทรนเนส FB-1,3 ต่ํากว่าเดกซ์แทรนเนส FI และ 

FB เทา่กบั 156.90 และ 112.29 เทา่ ตามลําดบั จงึต้องปรับความเข้มข้นสดุท้ายของแตล่ะเอนไซม์

ให้เทา่กนัเพ่ือเปรียบเทียบความเข้มข้นท่ีเหมาะสมตอ่การสลายคราบจลุินทรีย์ของเดกซ์แทรนเนส

ได้ จึงทําให้ต้องใช้เนือ้สารของเดกซ์แทรนเนส FB-1,3 มากกว่า ดังนัน้ เนือ้สารดังกล่าวท่ีมี

สว่นผสมของอาหารเลีย้งเชือ้อาจเข้ายดึติดกบัคราบจลุินทรีย์ทําให้บดบงัการทํางานของเอนไซม์ได้  

เม่ือเปรียบเทียบประสิทธิภาพของการสลายคราบจลุินทรีย์ พบว่า เดกซ์แทรนเนส FI และ 

FB สลายคราบจลุินทรีย์ได้ใกล้เคียงกนัในทกุความเข้มข้น และเดกซ์แทรนเนส FI FB และ FB-1,3 

ท่ีความเข้มข้น 1-2 หน่วยต่อมิลลิลิตร มีระยะเวลาสลายคราบจุลินทรีย์ 15 นาที สามารถย่อย

สลายคราบได้ใกล้เคียงกนั แตเ่ดกซ์แทรนเนส FI เป็นเอนไซม์ท่ีใช้เดกซ์แทรนเนสเกรดอตุสาหกรรม

เป็นสารชักนํา จึงผลิตง่ายกว่าและเหมาะสมต่อการผลิตเอนไซม์เชิงอุตสาหกรรมมากกว่าการ

เตรียมสารชกันําเองจากแบคทีเรีย S. sobrinus 6715   จึงใช้เดกซ์แทรนเนส FI ในการทดสอบ

ตอ่ไป 

สําหรับความเข้มข้นและระยะเวลาท่ีเหมาะสมท่ีสุดต่อการสลายคราบจุลินทรีย์ด้วย    

เดกซ์แทรนเนส FI คือ ความเข้มข้น 5 หน่วยตอ่มิลลิลิตร ท่ีระยะเวลา 5 นาที หรือ ความเข้มข้น 1 

หน่วยต่อมิลลิลิตร ท่ีระยะเวลา 15 นาที ทัง้นีข้ึน้กับจุดประสงค์ของการทดสอบว่าต้องการ

ประหยดัเวลา หรือประหยดัเอนไซม์ 
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(ก) การสลายคราบจุลินทรีย์ด้วยเดกซ์แทรนเนส FI 

 
 

 

(ข) การสลายคราบจุลินทรีย์ด้วยเดกซ์แทรนเนส FB 

 

 
 

รูปท่ี 4.10 การสลายคราบจุลินทรีย์โดย (ก) เดกซ์แทรนเนส FI  (ข)เดกซ์แทรนเนส FB และ        

(ค) เดกซ์แทรนเนส FB-1,3 ท่ีมีความเข้มข้น 1  2  3  4 และ 5 หน่วยตอ่มิลลิลิตร เป็นเวลา 5 และ 

15 นาที ในระบบบฟัเฟอร์ อณุหภมูิห้อง  
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(ค) การสลายคราบจุลินทรีย์ด้วยเดกซ์แทรนเนส FB-1,3 

 

 
 

รูปท่ี 4.10 (ตอ่) การสลายคราบจลุินทรีย์โดย (ก) เดกซ์แทรนเนส FI  (ข)เดกซ์แทรนเนส FB และ 

(ค)เดกซ์แทรนเนส FB-1,3 ท่ีมีความเข้มข้น 1  2  3  4 และ 5 หนว่ยตอ่มิลลิลิตร เป็นเวลา 5 และ 

15 นาที ในระบบบฟัเฟอร์ อณุหภมูิห้อง  
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4.4.3 ประสิทธิภาพของการทาํงานร่วมกันระหว่างเดกซ์แทรนเนส 2 ชนิด ต่อการ

สลายคราบจุลินทรีย์ 

จากการศกึษาท่ีผ่านมาโดยย่อยสลายคราบจลุินทรีย์ด้วยเดกซ์แทรนเนสชนิดใดชนิดหนึ่ง

เป็นเวลา 15 นาที ยงัไม่สามารถย่อยสลายคราบจลุินทรีย์ได้ 100 เปอร์เซ็นต์ จึงเพิ่มประสิทธิภาพ

ของการยอ่ยสลายคราบจลุินทรีย์ด้วยการเติมเดกซ์แทรนเนส FI ความเข้มข้น 1 หน่วยตอ่มิลลิลิตร 

ทําปฏิกิริยาเป็นเวลา 0-45 นาที แล้วเติมเดกซ์แทรนเนส (FI  FB หรือ FB-1,3) ความเข้มข้น 1 

หน่วยตอ่มิลลิลิตร ท่ีเวลา 45 นาที แล้วทําปฏิกิริยาตอ่อีก 15 นาที พบว่า การเพิ่มระยะเวลาการ

สลายคราบของจุลินทรีย์เป็นเวลา 45 นาที ให้ผลไม่แตกต่างจากการย่อยสลายคราบจุลินทรีย์ 

เพียง 15 นาที ซึ่งการย่อยสลายคราบจุลินทรีย์ค่อนข้างคงท่ี อาจเน่ืองมาจากเดกซ์แทรนเนส FI 

ย่อยสลายคราบจลุินทรีย์ท่ีมีพนัธะ α-1,6 ได้หมดและเหลือพนัธะอ่ืนๆ ท่ีเดกซ์แทรนเนส FI ไม่

สามารถย่อยได้ หรือประสิทธิภาพการทํางานของเดกซ์แทรนเนสลดลงจากระยะเวลาการสลาย

คราบจลุินทรีย์ท่ีนานขึน้ จงึเตมิเดกซ์แทรนเนส FI, FB หรือ FB-1,3 แล้วทําปฏิกิริยาตอ่ พบว่า  การ

ย่อยสลายคราบจุลินทรีย์เพิ่มขึน้เล็กน้อย แตไ่ม่แตกต่างกันอย่างมีนยัสําคญั และการเติมเดกซ์

แทรนเนส FB-1,3 จะทําให้คราบจลุินทรีย์ลดลงมากท่ีสดุ ดงัรูปท่ี 4.11 (ก)  

เม่ือทําการทดลองเช่นเดิม แตเ่ติมเดกซ์แทรนเนส FB ความเข้มข้น 1 หน่วยตอ่มิลลิลิตร 

ทําปฏิกิริยาเป็นเวลา 0-45 นาที แทน เดกซ์แทรนเนส FI แล้วเติมเดกซ์แทรนเนส (FI FB หรือ    

FB-1,3) ความเข้มข้น 1 หน่วยตอ่มิลลิลิตร ท่ีเวลา 45 นาที แล้วทําปฏิกิริยาตอ่อีก 15 นาที พบว่า 

การย่อยสลายคราบจุลินทรีย์เพิ่มขึน้เล็กน้อย แต่ไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยสําคัญ และการเติม       

เดกซ์แทรนเนส FB-1,3 จะทําให้คราบจลุินทรีย์ลดลงมากท่ีสดุ ดงัรูป 4.11 (ข) 

จากผลการทดลองสรุปได้ว่า การเพิ่มระยะเวลาการย่อยสลายคราบจุลินทรีย์ หรือการ

ทํางานร่วมกันของเดกซ์แทรนเนส 2 ชนิด ไม่มีผลต่อการเพิ่มประสิทธิภาพของการสลายคราบ

จลุินทรีย์อยา่งมีนยัสําคญั 
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รูปท่ี 4.11 แสดงการยอ่ยสลายคราบจลุินทรีย์ของเดกซ์แทรนเนส (ก) FI และ (ข) FB ความเข้มข้น 

1 หน่วยตอ่มิลลิลิตร เป็นเวลา 0-45 นาที แล้วเติมเดกซ์แทรนเนส (FI FB และ FB-1,3) ความ

เข้มข้น 1 หนว่ยตอ่มิลลิลิตร ท่ีเวลา 45 นาที แล้วยอ่ยสลายคราบตอ่อีก 15 นาที  

 

 

 
รูปท่ี 4.11 แสดงการยอ่ยสลายคราบจลุินทรีย์ของเดกซ์แทรนเนส (ก) FI และ (ข) FB ความเข้มข้น 

1 หน่วยตอ่มิลลิลิตร เป็นเวลา 0-45 นาที แล้วเติมเดกซ์แทรนเนส (FI FB และ FB-1,3) ความ

เข้มข้น 1 หนว่ยตอ่มิลลิลิตร ท่ีเวลา 45 นาที แล้วยอ่ยสลายคราบตอ่อีก 15 นาที 
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4.5 การเพิ่มประสิทธิภาพในการลดคราบจุลินทรีย์ในแบบจาํลองภายนอกร่างกาย 

จากการทดลองท่ีผ่านมา จะเห็นได้ว่า เดกซ์แทรนเนสสามารถสลายคราบจุลินทรีย์ได้

เพียงส่วนหนึ่ง และใช้เวลาการย่อยสลายคราบจุลินทรีย์ท่ีนานถึง 15 นาที จึงต้องหาวิธีเพิ่ม

ประสิทธิภาพของการลดคราบจุลินทรีย์บนแบบจําลองภายนอกร่างกายเพ่ือลดเวลาท่ีใช้ลงแต่

ยงัคงมีประสิทธิภาพ 

 

4.5.1 การใช้สารฟู่ร่วมกับเดกซ์แทรนเนส 

เม่ือทดสอบการลดคราบจุลินทรีย์โดยใช้สารฟู่ ร่วมกับเดกซ์แทรนเนส FI ความเข้มข้น 5 

หนว่ยตอ่มิลลิลิตร ด้วยวิธีตา่งๆคือ วิธีท่ี 1 คือ เติมสารฟู่ เท่านัน้  วิธีท่ี 2 คือ เติมสารผสมของสารฟู่

กับเดกซ์แทรนเนสทําปฏิกิริยาพร้อมกัน และวิธีท่ี 3 คือ เติมสารฟู่  ทําปฏิกิริยาก่อน 10 นาที 

จากนัน้เตมิเดกซ์แทรนเนส FI ทําปฏิกิริยาตอ่อีก 5 นาที พบว่า การใช้สารฟู่ ร่วมกบัเดกซ์แทรนเนส

ไม่ว่าวิธีใดก็ตามลดปริมาณคราบจลุินทรีย์ได้น้อยกว่าการเติมเดกซ์แทรนเนส FI เพียงอย่างเดียว 

และเม่ือเปรียบเทียบแตล่ะวิธีของการเติมสารฟู่  พบว่า วิธีท่ี 2 มีประสิทธิภาพใกล้เคียงกบัวิธีท่ี 3 

แต่ใช้เวลาน้อยกว่า และอัตราส่วนผสมของสารฟู่ มีผลตอ่การทําปฏิกิริยาของเดกซ์แทรนเนส FI 

(รูปท่ี 4.12) 

 

 
รูปท่ี 4.12 แสดงผลการสลายคราบจลุินทรีย์ด้วยวิธีตา่ง คือ วิธีท่ี 1 คือ สารฟู่ เพียงอย่างเดียว ทํา

ปฏิกิริยาเป็นเวลา  5 นาที  วิธีท่ี 2 คือ สารฟู่ ผสมกบัเดกซ์แทรนเนส FI ทําปฏิกิริยาพร้อมกนัเป็น

เวลา 5 นาที และ วิธีท่ี 3 คือ สารฟู่  ทําปฏิกิริยา 10 นาที แล้วเติมเดกซ์แทรนเนส FI ทําปฏิกิริยาตอ่ 

5 นาที รวมเวลาทําปฏิกิริยาเป็น 15 นาที 
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จากผลการทดลองข้างต้น จึงยืนยันผลการลดคราบจุลินทรีย์โดยใช้วิธีท่ี 2 คือ ผสม    

เดกซ์แทรนเนส FI ความเข้มข้น 5 หน่วยตอ่มิลลิลิตร กบัสารฟู่ ท่ีมีอตัราส่วนผสมตา่งๆ โดยแปรผนั

ความเข้มข้นละอตัราส่วนเพ่ือหาส่วนผสมท่ีเหมาะสมในการสลายคราบจลุินทรีย์ ทําปฏิกิริยาเป็น

เวลา 5 นาที ดงัรูปท่ี 4.13 พบว่า อตัราส่วนผสมของสารฟู่ ท่ีมีค่าความเป็นกรด-เบสท่ีเป็นกลาง

มากกว่าจะลดคราบจุลินทรีย์ได้มากกว่าแตน้่อยกว่าการใช้เดกซ์แทรนเนสเพียงอย่างเดียว ดงันัน้ 

สารฟู่ ไมมี่ผลตอ่การเพิ่มประสิทธิภาพของการลดคราบจลุินทรีย์ เน่ืองจากสารฟู่ จะทําให้เกิดฟองฟู่

ท่ีลอยขึน้สูผ่ิวหน้า จงึอาจมีโอกาสให้เดกซ์แทรนเนสเข้าทําปฏิกิริยาการย่อยสลายคราบท่ีก้นเพลต 

หรือก้นหลอดทดลองน้อยลง  

 

 
 

รูปท่ี 4.13 แสดงผลการสลายคราบจลุินทรีย์ด้วยเดกซ์แทรนเนส FI กบัสารฟู่ ท่ีมีอตัราส่วนผสมท่ี

แตกตา่งกนั 
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4.5.2 การใช้โปรตีเอส 

เน่ืองจากโปรตีน เป็นหนึ่งในส่วนประกอบของคราบจุลินทรีย์ ดงันัน้การย่อยโปรตีนด้วย 

โปรตีเอส จึงน่าจะเป็นวิธีหนึ่งท่ีสามารถลดปริมาณคราบจุลินทรีย์ได้ การทดลองนีเ้ลือกใช้        

โปรตีเอส 2 ชนิด คือ ปาเปน และเปปซิน เน่ืองจากเป็นเอนไซม์ทีมีการย่อยโปรตีนแบบสุ่ม และมี

ค่าความเป็นกรด-เบส เหมาะสมกับการผสมเดกซ์แทรนเนสเพ่ือเพิ่มประสิทธิภาพการลดคราบ

จลุินทรีย์    

 

4.5.2.1 ผลของอุณหภูมิและระยะเวลาท่ีมีผลต่อการลดคราบจุลินทรีย์ของ      

โปรตีเอส 

จากรูปท่ี 4.14 เปรียบเทียบความสามารถในการลดคราบจุลินทรีย์ด้วยปาเปนความเข้มข้น    

1 หน่วยตอ่มิลลิลิตร เป็นเวลา 1 2 3 4  5 10 15  20 25 และ 30 นาที ท่ีอณุหภูมิห้อง (30 องศา

เซลเซียส) และท่ีอณุหภมูิ  25 องศาเซลเซียส (อณุหภมูิท่ีระบโุดยผู้ผลิต) พบว่า ปาเปนสามารถลด

คราบจุลินทรีย์ท่ีอุณหภูมิห้องได้ดีกว่าท่ี 25 องศาเซลเซียส และ คราบจุลินทรีย์ท่ีเหลืออยู่ลดลง

ตามระยะเวลาการทําปฏิกิริยาและคอ่นข้างคงท่ีตัง้แต่นาทีท่ี 10 ดงันัน้ ในการลดคราบจุลินทรีย์

ด้วยปาเปนจงึเลือกใช้เวลาทําปฏิกิริยา 10 นาที ท่ีอณุหภมูิห้อง เพ่ือการทดสอบตอ่ไป 

 
รูปท่ี 4.14 แสดงการสลายคราบจุลิทรีย์ด้วยปาเปน ท่ีอุณหภูมิห้องและท่ีอุณหภูมิ 25 องศา

เซลเซียส 
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เม่ือทดสอบด้วยเปปซินความเข้มข้น 1 หน่วยต่อมิลลิลิตรแทนปาเปน ทําปฏิกิริยาท่ี

อณุหภูมิห้องและ 37 องศาเซลเซียส (อุณหภูมิท่ีระบขุ้างขวดสารเคมี) พบว่า เปปซินสามารถลด

คราบจลุินทรีย์ท่ีอณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียสได้ดีกว่าแตต่ัง้แตน่าทีท่ี 10 การลดคราบจลุินทรีย์ทัง้

สองอุณหภูมิมีค่าไม่แตกต่างกันอย่างมีนยัสําคญั ดงัรูปท่ี 4.15 ดงันัน้ ในการลดคราบจุลินทรีย์

ด้วยเปปซินจึงเลือกใช้เวลาทําปฏิกิริยา 10 นาที ท่ีอณุหภูมิห้อง เพ่ือประยกุต์ใช้ทําความสะอาด

อปุกรณ์ในชอ่งปากโดยไมต้่องควบคมุอณุหภมูิ  

 
รูปท่ี 4.15 แสดงการสลายคราบจุลิทรีย์ด้วยเปปซิน ท่ีอุณหภูมิห้องและท่ีอุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียส 

 

4.5.2.2 ผลของค่าความเป็นกรด-เบส ท่ีเหมาะสมต่อการลดคราบจุลินทรีย์ของ

โปรตีเอส 

ศกึษาค่าความเป็นกรด-เบสท่ีเหมาะสมต่อการลดคราบจุลินทรีย์ของปาเปนและเปปซิน 

ความเข้มข้น 1 หน่วยตอ่มิลลิลิตร โดยแปรผนัคา่ความเป็นกรด-เบสของบฟัเฟอร์ท่ี 2.0 2.5  3.0 

3.5  4.0  4.5  5.0  5.5  6.0  6.5  7.0 7.5 และ 8.0 (คา่ความเป็นกรด-เบส เท่ากบั 2.0 และ 2.5 

คือ สารละลายกรดไฮโดรคลอริก/โพแทสเซียมคลอไรด์บฟัเฟอร์, ค่าความเป็นกรด-เบส  เท่ากับ 

3.0 คือ สารละลายโพแทสเซียมไฮโดรเจนพทาเลต/กรดไฮโดรคลอริกบฟัเฟอร์  คา่ความเป็นกรด-

เบสเท่ากบั 3.5  4.0  4.5  5.0 5.5 และ 6.0 คือสารละลายโซเดียมอะซิเตตบฟัเฟอร์, คา่ความเป็น 

กรด-เบส เท่ากบั 6.5  7.0  7.5 และ 8.0 คือสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์) และใช้เวลาทําปฏิกิริยา 

10 นาที ท่ีอณุหภูมิห้อง จากรูปท่ี 4.16 พบว่า เปปซินลดคราบจลุินทรีย์ได้มากท่ีสดุท่ีคา่ความเป็น

0

20

40

60

80

100

1 2 3 4 5 10 15 20 25 30 

คร
าบ

จลุ
ินท

รีย์
ที่ล

ดล
ง 

(เป
อร์

เซ
็นต์

) 

เวลาทําปฏิกิริยา (นาที) 

pepsin อณุหภมูิห้อง pepsin 37 องศาเซลเซียส 



 

 

76 

กรด-เบส เทา่กบั 2.5–3.5 สว่นปาเปนสามารถลดคราบจลุินทรีย์ได้มากกว่าเปปซิน ท่ีคา่ความเป็น

กรด-เบส เท่ากบั 2.0-8.0 และลดคราบจลุินทรีย์ได้สงูสดุท่ี คา่ความเป็นกรด-เบส เท่ากบั 2.5 สรุป

ได้วา่ ปาเปนมีคา่ความเป็นกรด-เบสสําหรับการลดคราบจลุินทรีย์ท่ีกว้างกวา่เปปซิน  

เพ่ือยืนยันว่าปาเปนสามารถลดคราบจุลินทรีย์ได้ทัง้ภาวะท่ีเป็นกรดและเป็นกลาง จึง  

แปรผนัระยะเวลาทําปฏิกิริยาท่ี เวลา 0 5 10 15 20 25 และ 30 นาที พบว่า ปาเปนลดคราบ

จลุินทรีย์ได้มากกว่าเปปซินท่ีคา่ความเป็นกรด-เบส เท่ากับ 2.5 และ 7.0 เช่นเดิม ดงัรูปท่ี 4.17 

ดงันัน้ จงึเลือกปาเปน เพ่ือทําการทดลองตอ่ไป 

 

 
 

รูปท่ี 4.16 แสดงคราบจลุินทรีย์ท่ีลดลงโดยปาเปนและเปปซิน ท่ีบฟัเฟอร์ท่ีมีคา่ความเป็นกรด-เบส 

เทา่กบั 2.0-8.0 
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รูปท่ี 4.17 แสดงคราบจลุินทรีย์ท่ีลดลงโดยปาเปนและเปปซิน ท่ีบฟัเฟอร์ท่ีมีคา่ความเป็นกรด-เบส

เทา่กบั 2.5 และ 7.0 

 

4.5.3 การใช้ปาเปนร่วมกับเดกซ์แทรนเนส FI 
 

  4.5.3.1 ` การใช้ปาเปนร่วมกับเดกซ์แทรนเนสในการลดคราบจุลินทรีย์ 

จากการทดลองท่ีผ่านมาพบว่า ปาเปนสามารถลดคราบจุลินทรีย์ได้ท่ีค่าความเป็น      

กรด-เบส เท่ากับ 2.0-8.0 `ท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 10 นาที จึงนําปาเปนมาใช้ร่วมกับ           

เดกซ์แทรนเนสตามวิธีตา่งๆในระบบอะซิเตตบฟัเฟอร์ คา่ความเป็นกรด-เบส เท่ากบั 4.5 ซึ่งเป็นคา่

ความเป็นกรด-เบส ท่ีเหมาะสมตอ่การทําปฏิกิริยาของเดกซ์แทรนเนส FI เพ่ือเพิ่มประสิทธิภาพการ

ลดคราบจุลินทรีย์ โดยวิธีท่ี 1 คือ เติมเดกซ์แทรนเนสเท่านัน้ วิธีท่ี 2 คือ เติมสารผสมของเดกซ์

แทรนเนสกบัโปรตีเอส ทําปฏิกิริยาพร้อมกนั และวิธีท่ี 3 คือ เติมโปรตีเอสทําปฏิกิริยาก่อน 10 นาที 

จากนัน้เทสว่นผสมทิง้แล้วล้างนํา้ 3 ครัง้ จงึเติมเดกซ์แทรนเนสทําปฏิกิริยาตอ่อีก 15 นาที จากการ

เปรียบเทียบพบว่า การใช้ปาเปนร่วมกบัเดกซ์แทรนเนส แบบวิธีท่ี 2 และแบบวิธีท่ี 3 จะลดคราบ

จุลินทรีย์ได้ใกล้เคียงกันและมากกว่าการใช้ปาเปนหรือเดกซ์แทรนเนสเพียงอย่างใดอย่างหนึ่ง 

(ปาเปน และวิธีท่ี 1 ตามลําดบั) จึงเลือกวิธีท่ี 2 คือ การผสมปาเปนกับเดกซ์แทรนเนสแล้วทํา

ปฏิกิริยากับคราบจุลินทรีย์พร้อมกัน และเลือกเดกซ์แทรนเนส FI สําหรับการทดลองต่อไป 

เน่ืองจากใช้เวลาในการลดคราบจลุินทรีย์น้อยกวา่วิธีท่ี 3 
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รูปท่ี 4.18 แสดงคราบจุลินทรีย์ท่ีลดลงโดยปาเปนและเปปซิน ท่ีบฟัเฟอร์ คา่ความเป็นกรด-เบส 

เท่ากบั 2.5 และ 7.0 โดยทดสอบด้วยวิธีตา่งๆ คือ วิธีท่ี 1 คือ เดกซ์แทรนเนส FI FB หรือ FB-1,3 

ความเข้มข้น 1 หน่วยตอ่มิลลิลิตรเท่านัน้ ทําปฏิกิริยา 15 นาที วิธีท่ี 2 คือ เดกซ์แทรนเนส FI  FB 

หรือ   FB-1,3 ความเข้มข้น 1 หน่วยตอ่มิลลิลิตร ผสมปาเปนความเข้มข้น 1 หน่วยตอ่มิลลิลิตร            

ทําปฏิกิริยาพร้อมกนัเป็นเวลา 15 นาที และ วิธีท่ี 3 คือ ปาเปนความเข้มข้น 1 หน่วยตอ่มิลลิลิตร 

ทําปฏิกิริยา 10 นาที จากนัน้เทส่วนผสมทิง้แล้วล้างนํา้ 3 ครัง้ จึงเติมเดกซ์แทรนเนส FI  FB หรือ 

FB-1,3 ความเข้มข้น 1 หน่วยตอ่มิลลิลิตร ทําปฏิกิริยาตอ่อีก 15 นาที รวมเวลาทําปฏิกิริยาทัง้สิน้ 

25 นาที 

 

4.5.3.2 ผลของปาเปนตอ่เดกซ์แทรนเนส FI และผลของการลดคราบจลุินทรีย์ 

เน่ืองจากปาเปนเป็นเอนไซม์ท่ีย่อยโปรตีนได้ และเดกซ์แทรนเนสเป็นเอนไซม์ท่ีเป็นโปรตีน

จึงมีโอกาสถูกย่อยด้วยปาเปนเช่นกัน ดังนัน้  จึงศึกษาผลของระยะเวลาผสมปาเปนกับ           

เดกซ์แทรนเนส FI ตอ่การลดคราบจลุินทรีย์ โดยการผสมปาเปนกบัเดกซ์แทรนเนส FI ความเข้มข้น 

อย่างละ 1 หน่วยต่อมิลลิลิตร ในระบบอะซิเตตบฟัเฟอร์ ค่าความเป็นกรด-เบส เท่ากับ 4.5 เป็น

เวลา 0 15 30 45 และ 60 นาที แล้วจึงนําไปทดสอบการสลายคราบจลุินทรีย์เป็นเวลา 15 นาที ท่ี

อณุหภมูิห้อง พบวา่ ไมว่า่จะผสม เดกซ์แทรนเนสกับปาเปนเป็นเวลา 0-60 นาที เดกซ์แทรนเนส

ยังคงมีแอกทิวิตีใกล้เคียงกับการไม่ผสมกับปาเปน และสามารถย่อยสลายคราบจุลินทรีย์ได้

ใกล้เคียงกนัเชน่เดมิดงัตารางท่ี 4.2 
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ตารางท่ี 4.2 แสดงแอกทิวิตีท่ีเหลือของเดกซ์แทรนเนส FI หลงัจากผสมปาเปน เป็นเวลา 0-60 

นาที และ เปอร์เซ็นต์คราบจลุินทรีย์ท่ีลดลงจากการนําส่วนผสมไปทดสอบการสลายคราบจลุินทรีย์ 

 

 

ระยะเวลาผสม 

(นาที) 

แอกทวิิตีท่ีเหลือของ 

เดกซ์แทรนเนส FI 

หลังจากผสมปาเปน 

 (หน่วยต่อมิลลิลิตร) 

 

คราบจุลินทรีย์ท่ีลดลง 

(เปอร์เซ็นต์) 

0 0.88 96.79 + 0.36 

15 0.96 97.26 + 0.90 

30 0.98 97.54 + 0.56 

45 0.99 98.72 + 0.62 

60 0.98 99.05 + 1.17 

 

แสดงวา่ สามารถผสมเดกซ์แทรนเนสกบัปาเปนเพ่ือใช้เป็นสารผสมในการสลายคราบจลุินทรีย์ได้ 

และเป็นการสลายคราบจลุินทรีย์ในขัน้ตอนเดียว ประหยดัเวลา สะดวกตอ่การปรับใช้หรือผลิตเพ่ือ

จําหนา่ยทางอตุสาหกรรม  

 

4.6 การลดคราบจุลินทรีย์ในแบบจาํลองภายนอกร่างกาย ภายในระยะเวลา 5 

นาที 

4.6.1 การเพิ่มความเข้มข้นของเดกซ์แทรนเนส FI 

จากการสลายคราบจลุินทรีย์ของเดกซ์แทรนเนส FI ความเข้มข้น 1  10  20  30 และ 40 

หน่วยตอ่มิลิลิตร ในระบบอะซิเตตบฟัเฟอร์ คา่ความเป็นกรด-เบส เท่ากบั 4.5 เป็นเวลา 0-5 นาที 

จากรูป 4.19 พบว่า เดกซ์แทรนเนส FI สามารถลดคราบจุลินทรีย์ได้เพิ่มขึน้ตามความเข้มข้นท่ี

เพิ่มขึน้ และท่ีความเข้มข้นของเดกซ์แทรนเนส เท่ากบั 20  30 และ 40 หน่วยตอ่มิลลิลิตร จะลด

คราบจุลินทรีย์ได้ใกล้เคียงกัน ดงันัน้ จะเลือกเดกซ์แทรนเนสความเข้มข้น 20 หน่วยต่อมิลลิลิตร 

สําหรับการลดคราบจลุินทรีย์ ภายในระยะเวลา 5 นาที ด้วยเดกซ์แทรนเนสเพียงอย่างเดียว แต่

หากต้องการเพิ่มประสิทธิภาพการลดคราบจลุินทรีย์โดยใช้ปาเปนร่วมกบัเดกซ์แทรนเนส จะเลือก

เดกซ์แทรนเนสความเข้มข้น 10 หน่วยตอ่มิลลิลิตร สําหรับการทดสอบตอ่ไป เพ่ือเป็นการประหยดั

เดกซ์แทรนเนสและสามารถตรวจสอบประสิทธิภาพท่ีเพิ่มขึน้ได้ชดัเจนกวา่ 
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รูปท่ี 4.19 แสดงการสลายคราบจลุินทรีย์ของเดกซ์แทรนเนส FI ความเข้มข้น 1 10 20 30 และ 40 

หนว่ยตอ่มิลลิลิตร เป็นเวลา 0-5 นาที 

 

4.6.2 การเพิ่มความเข้มข้นปาเปนท่ีผสมกับเดกซ์แทรนเนส FI ความเข้มข้น 10 

หน่วยต่อมิลลิลิตร 

การทดสอบการสลายคราบจลุินทรีย์โดยผสมปาเปน ความเข้มข้น 1 3 หรือ 5 หน่วยต่อ

มิลลิลิตร กบัเดกซ์แทรนเนส FI ความเข้มข้น 10 หน่วยตอ่มิลลิลิตร ในระบบอะซิเตตบฟัเฟอร์ ค่า

ความเป็นกรด-เบส เท่ากับ 4.5 ทําปฏิกิริยาท่ีเวลา 0-5 นาที จากรูปท่ี 4.20 พบว่า ปาเปนความ

เข้มข้น 1  3 หรือ 5 หน่วยตอ่มิลลิลิตรท่ีผสมกบัเดกซ์แทรนเนส สามารถย่อยสลายคราบจลุินทรีย์

ได้เท่ากัน และมากกว่าการใช้เดกซ์แทรนเนสหรือปาเปนเพียงอย่างใดอย่างหนึ่ง ดงันัน้ภาวะท่ี

เหมาะสม สําหรับการสลายคราบจลุินทรีย์ คือ ปาเปนความเข้มข้น 1 หน่วยตอ่มิลลิลิตรผสมกับ

เดกซ์แทรนเนส ความเข้มข้น 10 หนว่ยตอ่มิลลิลิตร 
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รูปท่ี 4.20 แสดงการสลายคราบจลุินทรีย์ของการผสมปาเปน ความเข้มข้น 1 3 หรือ 5 หนว่ยตอ่

มิลลิลิตร กบัเดกซ์แทรนเนส FI ความเข้มข้น 10 หนว่ยตอ่มลิลิลิตร ทําปฏิกิริยาท่ีเวลา 0-5 นาที 

 

4.6.3 การแปรผันอัตราส่วนความเข้มข้นของปาเปนกับเดกซ์แทรนเนส สาํหรับ

การสลายคราบจุลินทรีย์ 

จากการทดสอบการสลายคราบจุลินทรีย์ท่ีผ่านมา  ภาวะท่ีเหมาะสม สําหรับการ

สลายคราบจลุินทรีย์ คือ ปาเปนความเข้มข้น 1 หน่วยตอ่มิลลิลิตรผสมกับเดกซ์แทรนเนส ความ

เข้มข้น 10 หน่วยตอ่มิลลิลิตร แตถ้่าสามารถหาอตัราส่วนของการผสมท่ีเหมาะสมระหว่างปาเปน

และเดกซ์แทรนเนส FI ได้ จะสามารถลดปริมาณเอนไซม์และคงประสิทธิภาพในการลดคราบ

จลุินทรีย์ได จึงทดลองตอ่โดยแปรผนัความเข้มข้นของปาเปน คือ 0.00  0.10  0.25  0.50  0.75 

และ 1.00 หนว่ยตอ่มิลลิลิตร และแปรผนัความเข้มข้นของเดกซ์แทรนเนส คือ 0  1  5  10  50 และ 

100 หน่วยตอ่มิลลิลิตร ท่ีอณุหภูมิห้อง ในระบบอะซิเตตบฟัเฟอร์ ค่าความเป็นกรด-เบส เท่ากับ 

4.5 เป็นเวลา 5 นาที  
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ปาเปน 1 หนว่ยตอ่มิลลิลิตร + FI 10 หนว่ยตอ่มิลลิลิตร 

ปาเปน 3 หนว่ยตอ่มิลลิลิตร + FI 10 หนว่ยตอ่มิลลิลิตร 

ปาเปน 5 หนว่ยตอ่มิลลิลิตร + FI 10 หนว่ยตอ่มิลลิลิตร 
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ตารางท่ี 4.3 แสดงเปอร์เซ็นต์คราบจลุินทรีย์ท่ีลดลง จากการแปรผนัความเข้มข้นของปาเปนและ

เดกซ์แทรนเนส FI  

เดกซ์แทรนเนส FI ปาเปน (หน่วยต่อมิลลิลิตร) 

(หน่วยต่อ

มิลลิลิตร) 0.00 0.10 0.25 0.50 0.75 1.00 

0 

 

0.00% 

(0.00) 

6.07% 

(5.17) 

15.05% 

(5.39) 

17.15% 

(2.65) 

19.58% 

(2.93) 

16.79% 

(5.36) 

1 

 

11.04% 

(4.37) 

20.39% 

(2.79) 

17.90% 

(2.61) 

26.54% 

(3.60) 

37.01% 

(2.70) 

31.80% 

(9.06) 

5 

 

14.89% 

(3.33) 

50.00% 

(3.10) 

53.03% 

(4.98) 

65.49% 

(2.55) 

71.24% 

(5.46) 

78.44% 

(5.50) 

10 

 

13.47% 

(0.61) 

61.33% 

(9.33) 

80.62% 

(3.60) 

67.23% 

(7.04) 

71.12% 

(6.26) 

83.90% 

(3.08) 

50 

 

15.23% 

(0.91) 

83.68% 

(0.30) 

80.10% 

(1.94) 

82.73% 

(5.45) 

89.16% 

(1.40) 

85.32% 

(5.90) 

100 

 

14.14% 

(6.74) 

85.50% 

(4.92) 

93.99% 

(0.79) 

84.83% 

(5.49) 

90.94% 

(4.87) 

87.10% 

(5.51) 

 

จากตารางท่ี 4.3 แสดงให้เห็นวา่ การลดคราบจลุินทรีย์ได้มากกว่า 80 เปอร์เซ็นต์ มีอตัราส่วนผสม

ระหวา่งเดกซ์แทรนเนสและปาเปน คือ  

1) เดกซ์แทรนเนส FI ความเข้มข้น 10 หน่วยตอ่มิลลิลิตร  ผสมกบั ปาเปนความเข้มข้น 0.25 

หรือ 1.00 หนว่ยตอ่มิลลิลิตร  

2) เดกซ์แทรนเนส FI ความเข้มข้น 50 หน่วยตอ่มิลลิลิตร  ผสมกบั ปาเปนความเข้มข้น 0.10  

0.25  0.50  0.75 และ 1.00 หนว่ยตอ่มิลลิลิตร 

3) เดกซ์แทรนเนส FI ความเข้มข้น 100 หน่วยต่อมิลลิลิตร  ผสมกับ ปาเปนความเข้มข้น 

0.10  0.25  0.50  0.75 และ 1.00 หนว่ยตอ่มิลลิลิตร 
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ดงันัน้ จึงเลือกอตัราส่วนท่ีน้อยท่ีสุด คือ เดกซ์แทรนเนส FI ความเข้มข้น 10 หน่วยต่อ

มิลลิลิตร  ผสมกบัปาเปนความเข้มข้น 0.25 หน่วยตอ่มิลลิลิตร สําหรับการลดคราบจลุินทรีย์

ในการทดลองตอ่ไป 

 

4.6.4 การใช้สารฟู่ร่วมกับส่วนผสมของปาเปนและเดกซ์แทรนเนส สําหรับการ

สลายคราบจุลินทรีย์ 

สําหรับส่วนผสมเดกซ์แทรนเนส FI กบัปาเปน สามารถลดคราบจลุินทรียได้เป็นอย่าง

ดี จึงศกึษาตอ่ว่าการเติมสารฟู่  (0.75 % โซเดียมไบคาร์บอร์เนต + 1.00 % กรดซิตริก) จะเพิ่ม

ประสิทธิภาพการลดคราบจลุินทรีย์ ภายใน 5 นาที ได้หรือไม่ โดยทดสอบในภาวะตา่งๆ ตามรูปท่ี 

4.21 พบวา่  

1) การลดคราบจุลินทรีย์ได้มากท่ีสดุคือ ใช้ส่วนผสมเดกซ์แทรนเนส FI กบัปาเปน รองลงมาคือ 

การเติมส่วนผสมเดกซ์แทรนเนส FI กับปาเปนก่อนเติมสารฟู่  และ การเติมสารฟู่ ก่อนเติม

สว่นผสมเดกซ์แทรนเนส FI กบัปาเปน  

2) สารฟู่ ท่ีเตมิมีผลให้เกิดการสลายคราบจลุินทรีย์น้อยลง 

3) การสลายคราบจลุินทรีย์ขึน้กบัเวลาการทําปฏิกิริยาของสว่นผสมเดกซ์แทรนเนส FI กบัปาเปน  

 
รูปท่ี 4.21 แสดงเปอร์เซ็นต์คราบจลุินทรีย์ท่ีลดลงจากการเตมิสารทดสอบในภาวะตา่งๆ 
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4.6.5 ลาํดับการเตมิสารฟู่ ปาเปนและเดกซ์แทรนเนส ท่ีเหมาะสมต่อการสลาย

คราบจุลินทรีย์ 

ศกึษาการสลายคราบจลุินทรีย์โดยการเติมสารทดสอบ 3 ชนิด โดยเติมสารทดสอบชนิดท่ี 

1 ท่ีเวลา 0 นาที และเติมสารทดสอบท่ี 2 และ 3 ท่ีเวลา  2 และ 4 นาที ตามลําดบั ซึ่งสารทดสอบ

ทัง้ 3 ชนิด คือ FI ความเข้มข้น 1 หน่วยตอ่มิลลิลิตร  ปาเปน ความเข้มข้น 1 หน่วยตอ่มิลลิลิตร 

และสารฟู่  ทดสอบโดยเปล่ียนลําดบัการเติมเพ่ือลดคราบจลุินทรีย์ จากรูปท่ี 4.22 พบว่า การเติม

เดกซ์แทรนเนส FI เป็นลําดบัท่ี 1 จะลดคราบจุลินทรีย์ได้มากท่ีสุด รองลงมาคือ การเติมเดกซ์

แทรนเนส FI เป็นลําดบัท่ี 2 และ 3 ตามลําดบั และการเติมเดกซ์แทรนเนสและปาเปนในลําดบัท่ี

ติดกันจะลดคราบจุลินทรีย์ได้ดีกว่าเติมสารฟู่ แทรก สรุปได้ว่า ระยะเวลาการทําปฏิกิริยาของ

เอนไซม์มีผลตอ่การสลายคราบจลุินทรีย์ และเดกซ์แทรนเนส FI มีผลตอ่การสลายคราบจลุินทรีย์

มากกวา่ปาเปนและสารฟู่ ในระยะเวลาท่ีเทา่กนั  

 
 

รูปท่ี  4.22 แสดงคราบจลุินทรีย์ท่ีลดลงจากการแปรผนัลําดบัการเตมิสารฟู่  ปาเปนและเดกซ์

แทรนเนส 
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4.6.6 การตรวจสอบปริมาณนํา้ตาลรีดวิซ์หลังจากการย่อยสลายคราบจุลินทรีย์ 

การวดัความสามารถของเอนไซม์สามารถวดัจากปริมาณผลิตภัณฑ์ท่ีเกิดขึน้ได้  ซึ่งใน

ท่ีนีจ้ะวดัปริมาณนํา้ตาลรีดิวซ์ท่ีเป็นผลิตภณัฑ์ของการย่อยเดกซ์แทรนด้วยเดกซ์แทรนเนส แตจ่าก

การวัดปริมาณนํา้ตาลรีดิวซ์ท่ีเกิดขึน้หลงัการทดสอบ พบว่า ปริมาณนํา้ตาลรีดิวซ์ท่ีเกิดขึน้น้อย

มาก เม่ือเทียบกบัความสมัพนัธ์ของเปอร์เซ็นต์คราบจลุินทรีย์ท่ีลดลง ซึ่งอาจเกิดจากขัน้ตอนการ

ล้างคราบจุลินทรีย์ก่อนการทดสอบมีผลให้คราบจุลินทรีย์ส่วนเกินหลุดออกและเหลือเพียงคราบ

จลุินทรีย์ท่ีมีความเหนียวแนน่ยดึเกาะบนแบบจําลองภายนอกร่างกาย  

ดงันัน้ เพ่ือเป็นการยืนยนัว่าเดกซ์แทรนเนสสามารถย่อยคราบจลุินทรีย์ได้จริง จึงศึกษา

เปรียบเทียบปริมาณนํา้ตาลรีดิวซ์ท่ีเกิดขึน้หลังการย่อยคราบจุลินทรีย์ 2 แบบ คือ ล้างคราบ

จลุินทรีย์และไม่ล้างคราบจลุินทรีย์ ก่อนการทดสอบ จากนัน้ทดสอบการสลายคราบจลุินทรีย์โดย

เติมเดกซ์แทรนเนส FI ความเข้มข้น 1 5 10 15 และ 20 หน่วยต่อมิลลิลิตร ทําปฏิกิริยาท่ี

อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 5 นาที เม่ือครบเวลานํานํา้ส่วนใสตรวจสอบปริมาณนํา้ตาลรีดิวซ์ จาก

ตารางท่ี 4.4 พบว่า การเพิ่มความเข้มข้นของเดกซ์แทรนเนสมีผลต่อการเพิ่มขึน้ของเปอร์เซ็นต์

คราบจลุินทรีย์ท่ีลดลงเชน่เดียวกบัปริมาณนํา้ตาลรีดวิซ์ท่ีเพิ่มขึน้ของการย่อยคราบจลุินทรีย์ท่ีไม่ได้

ล้างก่อนการทดสอบ แตป่ริมาณนํา้ตาลรีดิวซ์ท่ีเพิ่มขึน้ของการย่อยคราบจุลินทรีย์ท่ีล้างก่อนการ

ทดสอบกลับค่อนข้างคงท่ี แสดงให้เห็นว่า เดกซ์แทรนเนสสามารถย่อยสลายคราบจุลินทรีย์ได้

ผลิตภณัฑ์เป็นนํา้ตาลรีดิวซ์จริง แต่การล้างคราบจุลินทรีย์ก่อนการทดสอบมีผลให้คราบจุลินทรีย์

สว่นเกินหลดุออก ทําให้ได้ปริมาณนํา้ตาลรีดวิซ์แตกตา่งกนั 

ตารางท่ี 4.4 แสดงเปอร์เซ็นต์คราบจลุินทรีย์ท่ีลดลงและปริมาณนํา้ตาลรีดิวซ์ท่ีเพิ่มขึน้ โดยเดกซ์

แทรนเนส FI 

 

ความเข้มข้นของ

เดกซ์แทรนเนส 

(หน่วยต่อมิลลิลิตร) 

 

เปอร์เซ็นต์คราบ

จุลินทรีย์ท่ีลดลง 

(เปอร์เซ็นต์) 

ปริมาณนํา้ตาลรีดวิซ์ท่ีเพิ่มขึน้ 

(ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 

ล้างคราบจุลินทรีย์ 

ก่อนการทดสอบ 

ไม่ล้างคราบ

จุลินทรีย์ 

ก่อนการทดสอบ 

1 0.13 + 1.45 0.00 4.43 

5 10.55 + 4.95 1.09 6.79 

10 18.79 + 5.71 1.03 8.97 

15 19.85 + 1.64 1.15 11.88 

20 24.64 + 2.09 1.09 14.73 
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ศึกษาเพิ่มเติม โดยการทดลองเช่นเดียวกับการทดลองข้างต้น แต่ใช้สารทดสอบเป็น 

ปาเปนความเข้มข้น 0.25 หน่วยตอ่มิลลิลิตร ผสมกบัเดกซ์แทรนเนส FI ความเข้มข้น 1 5 10 15 

และ 20 หน่วยต่อมิลลิลิตร จากตารางท่ี 4.5 พบว่า สารผสมปาเปนและเดกซ์แทรนเนสสามารถ

สลายคราบจลุินทรีย์ได้ผลิตภณัฑ์เป็นนํา้ตาลรีดิวซ์ โดยการล้างคราบจลุินทรีย์ก่อนการทดสอบนัน้ 

ปริมาณนํา้ตาลรีดิวซ์เพิ่มขึน้น้อยกว่าการไม่ล้างคราบจุลินทรีย์ก่อนการทดสอบ และปริมาณ

นํา้ตาลรีดวิซ์เพิ่มขึน้ตามความเข้มข้นของเดกซ์แทรนเนส FI ท่ีทดสอบเช่นเดียวกนั แสดงให้เห็นว่า 

เดกซ์แทรนเนสท่ีผสมรวมกับปาเปนในการทดสอบ ยังคงสามารถย่อยสลายคราบจุลินทรีย์ได้

ผลิตภณัฑ์เป็นนํา้ตาลรีดวิซ์จริง 

 

ตารางท่ี 4.5 แสดงเปอร์เซ็นต์คราบจลุินทรีย์ท่ีลดลงและปริมาณนํา้ตาลรีดิวซ์ท่ีเพิ่มขึน้ โดยสาร

ผสมปาเปนและเดกซ์แทรนเนส FI 

 

สารผสมปาเปนและ

เดกซ์แทรนเนสท่ีมี

ความเข้มข้นต่างๆ 

(หน่วยต่อมิลลิลิตร) 

 

เปอร์เซ็นต์คราบ

จุลินทรีย์ท่ีลดลง 

(เปอร์เซ็นต์) 

ปริมาณนํา้ตาลรีดวิซ์ท่ีเพิ่มขึน้ 

(ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 

ล้างคราบจุลินทรีย์ 

ก่อนการทดสอบ 

ไม่ล้างคราบ

จุลินทรีย์ 

ก่อนการทดสอบ 

1 33.36 + 4.61 3.76 6.24 

5 44.01 + 1.32 5.69 12.42 

10 65.27 + 2.17 3.76 12.73 

15 70.14 + 1.12 4.00 21.34 

20 73.76 + 3.26 5.33 21.88 

 

จากตารางท่ี 4.4 และตารางท่ี 4.5 แสดงให้เห็นว่า การเติมปาเปนเพิ่มในส่วนผสม มีผล

ตอ่การเพิ่มเปอร์เซ็นต์คราบจลุินทรีย์ท่ีลดลงประมาณ  3.5 เท่า และปริมาณนํา้ตาลรีดิวซ์เพิ่มขึน้

ประมาณ 1.5 เทา่ อาจเน่ืองมาจากปาเปนมีผลตอ่ความสามารถของเดกซ์แทรนเนส FI ทําให้ย่อย

คราบจลุินทรีย์ได้ปริมาณนํา้ตาลรีดิวซ์เพิ่มมากขึน้ จึงมีผลตอ่การเกาะติดของคราบจลุินทรีย์ทําให้

เกิดการหลดุลอ่นได้ง่ายขึน้ 
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  4.6.7 การตรวจสอบลักษณะคราบจุลินทรีย์ด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบ

ส่องกราด 

เม่ือสร้างคราบจุลินทรีย์บนแผ่นปิดสไลด์ ดงัรูปท่ี 4.23 แล้วจึงนําออกมาทดสอบ

การย่อยคราบจุลินทรีย์ด้วยเดกซ์แทรนเนส ความเข้มข้นสุดท้าย เท่ากับ 10 หน่วยต่อมิลลิลิตร 

และ/หรือ ปาเปนความเข้มข้นสดุท้าย เท่ากับ 0.25 หน่วยต่อมิลลิลิตร ทดสอบเป็นเวลา 5 นาที 

แล้วจึงเตรียมตวัอย่างเพ่ือดลูกัษณะคราบจุลินทรีย์ด้วยกล้องจลุทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด 

พบว่า คราบจุลินทรีย์ของชุดควบคมุมีลกัษณะเป็นแผ่นหนาเกาะติดกันแน่นและเซลล์แบคทีเรีย

เกาะกันเป็นกลุ่มอยู่กับคราบจุลินทรีย์ (รูปท่ี 4.24 (ก)) คราบจุลินทรีย์ท่ีถูกย่อยด้วยปาเปนมี

ลกัษณะเป็นแผ่นหนามีร่องรอยของการย่อยเล็กน้อย และเซลล์แบคทีเรียยงัคงเกาะกนัแน่น (รูปท่ี 

4.24 (ข)) คราบจลุินทรีย์ท่ีถกูย่อยด้วยเดกซ์แทรนเนสเกิดช่องว่างจากการย่อยเป็นจํานวนมากซึ่ง

มากกว่าการย่อยด้วยปาเปนแต่น้อยกว่าสารผสมของเดกซ์แทรนเนสและปาเปน เน่ืองจากคราบ

จลุินทรีย์ประกอบด้วยพอลิเมอร์ของนํา้ตาลดี-กลโูคสท่ีตอ่กนัด้วยพนัธะไกลโคซิดิกชนิด α-1,6 จึง

ถกูยอ่ยด้วยเดกซ์แทรนเนส [α-1,6] และความหนาแน่นของเซลล์แบคทีเรียน้อยกว่าการใช้ปาเปน

เพียงอย่างเดียว(รูปท่ี 4.24 (ค)) และคราบจลุินทรีย์ท่ีถกูย่อยด้วยสารผสมของเดกซ์แทรนเนสและ

ปาเปน มีชอ่งวา่งของคราบจลุินทรีย์มากท่ีสดุ  ทําให้เซลล์แบคทีเรียเกิดการยึดติดกนัน้อยท่ีสดุ  จึง

เป็นส่วนผสมท่ีมีประสิทธิภาพมากท่ีสุดในการสลายคราบจุลินทรีย์ รองลงมาคือ เดกซ์แทรนเนส 

ปาเปน ตามลําดบั 

 

รูปท่ี  4.23 แสดงคราบจลุินทรีย์ท่ีถกูสร้างบนแผน่ปิดสไลด์ 
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รูปท่ี  4.24 (ก) แสดงลกัษณะคราบจลุินทรีย์ท่ีเป็นชดุควบคมุ เม่ือดดู้วยกล้องจลุทรรศน์

อิเล็กตรอนแบบส่องกราดกําลงัขยาย 2,000 เทา่ (ซ้าย) และกําลงัขยาย 7,500 เทา่ (ขวา)  

 

    

รูปท่ี  4.24 (ข) แสดงลกัษณะคราบจลุินทรีย์ท่ียอ่ยด้วยปาเปน เม่ือดดู้วยกล้องจลุทรรศน์

อิเล็กตรอนแบบส่องกราดกําลงัขยาย 2,000 เทา่ (ซ้าย) และกําลงัขยาย 7,500 เทา่ (ขวา)  
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รูปท่ี  4.24 (ค) แสดงลกัษณะคราบจลุินทรีย์ท่ีย่อยด้วยเดกซ์แทรนเนส FI เม่ือดูด้วยกล้อง

จุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราดกําลงัขยาย 2,000 เท่า (ซ้าย) และกําลงัขยาย 7,500 เท่า 

(ขวา)  

 

 

    
 

รูปท่ี  4.24 (ง) แสดงลกัษณะคราบจลุินทรีย์ท่ียอ่ยด้วยสารละลายเดกซ์แทรนเนสและปาเปน เม่ือ

ดดู้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราดกําลังขยาย 2,000 เท่า (ซ้าย) และกําลงัขยาย 

7,500 เทา่ (ขวา)  
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บทที่  5 

สรุปผลการวิจยั อภิปรายผล และข้อเสนอแนะ 

 

5.1 สรุปผลการวิจัย และอภปิรายผลการวิจัย 

งานวิจัยนีศ้ึกษาการสลายคราบจุลินทรีย์โดยใช้โปรตีเอสร่วมกับเดกซ์แทรนเนสใน  

ไมโครไตเตอร์เพลตและหลอดทดลองท่ีใช้เป็นแบบจําลองภายนอกร่างกาย  

การสลายคราบจลุินทรีย์ด้วยเดกซ์แทรนเนสนัน้ผลิตจากแบคทีเรีย Arthrobacter sp. 

AG-2 และรา Penicillium pinophilum SMCU3-14 ท่ีมีเดกซ์แทรนเป็นสารชกันําการผลิต โดย

ความจําเพาะของเดกซ์แทรนเนสต่อการสลายพันธะขึน้กับพันธะของเดกซ์แทรนนัน้ๆซึ่งคราบ

จลุินทรีย์ในงานวิจยันีเ้ป็นเดกซ์แทรนท่ีมีทัง้พนัธะไกลโคซิดิกชนิด α-1,3 และ α-1,6  จึงต้องการ

ผลิตเดกซ์แทรนเนสสําหรับการสลายคราบจลุินทรีย์ท่ีมีความจําเพาะตอ่พนัธะไกลโคซิดกิดงันี ้ 

1) เดกซ์แทรนเนสท่ีมีความจําเพาะต่อพนัธะไกลโคซิดิกชนิด α-1,6 จึงใช้เดกซ์แทรนเกรด

อตุสาหกรรมท่ีมีพนัธะ α-1,6 ประมาณ 95 เปอร์เซ็นต์ เป็นสารชกันํา 

2) เดกซ์แทรนเนสท่ีมีความจําเพาะตอ่พนัธะไกลโคซิดิกชนิด α-1,3 และ α-1,6  จึงใช้เดกซ์

แทรนท่ีผลิตโดย S. sobrinus 6715 มีพนัธะชนิด α-1,3 ประมาณ 67 เปอร์เซ็นต์ และ

ชนิด α-1,6 ประมาณ 33 เปอร์เซ็นต์ เป็นสารชกันํา 

3) เดกซ์แทรนเนสท่ีมีความจําเพาะต่อพันธะไกลโคซิดิกชนิด α-1,3 จึงใช้เดกซ์แทรนท่ีมี

พนัธะชนิด α-1,3 เป็นสว่นใหญ่ ท่ีได้จากการยอ่ยพนัธะชนิด α-1,6 ออกจากเดกซ์แทรนท่ี

ผลิตโดย S. sobrinus 6715 เป็นสารชกันํา 

 ในการผลิตเดกซ์แทรนท่ีมีพนัธะไกลโคซิดิกชนิด α-1,3 เป็นส่วนใหญ่ มีการตรวจสอบ

ว่าพันธะไกลโคซิดิกชนิด α-1,6 ถูกย่อยไปจนหมดแล้วหรือไม่ โดยพิจารณาจากการไม่เกิด

ผลิตภัณฑ์เพิ่มขึน้หลงัการย่อย นัน่ก็คือ ปริมาณนํา้ตาลรีดิวซ์สะสมคงท่ี จากรูปท่ี 4.2 เห็นได้ว่า 

ปริมาณนํา้ตาลรีดิวซ์สะสมเร่ิมคงท่ี อาจเน่ืองจากพนัธะไกลโคซิดิกชนิด α-1,6 ถูกย่อยจนหมด 

หรือเกิดการสญูเสียสบัสเตรทในขัน้ตอนการล้างตะกอน หรือ เดกซ์แทรนเนสสญูเสียแอกทิวิตี จึง

ศึกษาต่อโดยการเติมเดกซ์แทรนเนส  [α-1,6] ใหม่ ทุก 8 ชัว่โมงเพ่ือชดเชยส่วนท่ีสูญเสียไป

ดงักล่าว พบว่า ตัง้แต่ชั่วโมงท่ี 20 ปริมาณนํา้ตาลรีดิวซ์สะสมคงท่ี (รูปท่ี 4.6) แสดงให้เห็นว่า 

พนัธะชนิด α-1,6 ถกูย่อยไปเป็นส่วนใหญ่แล้ว และคงเหลือพนัธะอ่ืนๆท่ีเดกซ์แทรนเนส [α-1,6] 

ไมส่ามารถยอ่ยได้ เชน่ พนัธะไกลโคซิดกิชนิด α-1,3  
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การผลิตเดกซ์แทรนเนสจากสารชกันําข้างต้นจะได้เดกซ์แทรนเนสทัง้หมด 6 ชนิด 

(ตารางท่ี 4.1) โดยเดกซ์แทรนเนสจากรามีแอกทิวิตีและแอกทิวิตีจําเพาะสงูกว่าแบคทีเรียไม่ว่าจะ

ใช้เดกซ์แทรนชนิดใดเป็นสารชกันําก็ตาม ซึ่งเดกซ์แทรนท่ีมีพนัธะไกลโคซิดิกชนิด α-1,3 เป็นส่วน

ใหญ่ท่ีใช้เป็นสารชักนําจะให้แอกทิวิตีน้อยมาก เน่ืองจากสับสเตรทท่ีมีพันธะไกลโคซิดิกชนิด      
α-1,3 มีราคาจําหน่ายสงูมาก  จึงใช้เดกซ์แทรนที-2000 ท่ีมีพนัธะไกลโคซิดิกชนิด α-1,6 สงู เป็น

สบัสเตรทชนิดเดียวในการวดัแอกทิวิตี  เม่ือปรับแอกทิวิตีของเดกซ์แทรนเนสให้เท่ากันแล้ว เดกซ์

แทรนเนสจากรา FI  FB และ FB-1,3 จะมีความจําเพาะตอ่พนัธะไกลโคซิดิกชนิด α-1,6 เท่ากนั 

ในขณะท่ีความจําเพาะต่อพันธะไกลโคซิดิกชนิด α-1,3 จะเรียงลําดับจากน้อยไปหามาก ซึ่ง   

เดกซ์แทรนเนสจากราจะสลายคราบจุลินทรีย์ได้ใกล้เคียงกัน เป็นผลจากการทํางานของ         

เดกซ์แทรนเนสท่ีจําเพาะต่อพนัธะ α-1,6 ท่ีย่อยสลายสายหลกัของเดกซ์แทรน และทําให้พนัธะ  

α-1,3 ท่ีต่อเป็นก่ิงสาขาของสายหลกัหลุดออกด้วย เม่ือมวลโมเลกุลของเดกซ์แทรนลดลงและมี

พนัธะ α-1,3 น้อยกว่า 43 เปอร์เซ็นต์แล้ว เดกซ์แทรนนัน้จะละลายนํา้ส่งผลให้คราบจุลินทรีย์

ลดลงประกอบกบัเดกซ์แทรนในคราบจลุินทรีย์ท่ีมีบทบาทตอ่การยึดติดมีปริมาณน้อย ดงันัน้คราบ

จุลินทรีย์ท่ีเหลืออยู่จะมีสับเตรทของพันธะ α-1,3 เหลือน้อยมาก ถึงแม้ว่าจะมีการทํางานของ 

เดกซ์แทรนเนสท่ีจําเพาะตอ่พนัธะ α-1,3 ก็อาจเห็นความแตกตา่งของคราบจลุินทรีย์ท่ีลดลงได้ไม่

ชดัเจน อีกทัง้การผลิตสารชกันําสําหรับการผลิตเดกซ์แทรนเนส FB และ FB-1,3  มีหลายขัน้ตอน 

มีระยะเวลาการผลิตมาก และได้ปริมาณน้อยจึงไม่เหมาะแก่การนํามาใช้ในทางอุตสาหกรรม จึง

คดัเลือกเดกซ์แทรนเนส FI สําหรับการสลายคราบจลุินทรีย์ร่วมกบัโปรตีเอส 

โปรตีเอสท่ีเลือกใช้ คือ ปาเปน เน่ืองจากปาเปนมีคา่ความเป็นกรด-เบสท่ีเหมาะสมตอ่

การสลายคราบจุลินทรีย์ท่ีกว้างกว่าเปปซิน คือ ช่วงความเป็นกรด-เบส เท่ากับ 2.5-8.0 ท่ี

อณุหภมูิห้อง (รูปท่ี 4.14  4.15  4.16 และ 4.17) 

การสลายคราบจุลินทรีย์โดยใช้สารผสมของเดกซ์แทรนเนสและปาเปนสามารถสลาย

คราบจุลินทรีย์ได้ดีกว่าการใช้เดกซ์แทรนเนสหรือปาเปนเพียงอย่างใดอย่างหนึ่ง และส่วนผสมท่ี

เหมาะสมท่ีสดุคือ สารผสมของเดกซ์แทรนเนสความเข้มข้น 10 หน่วยตอ่มิลลิลิตรกบัปาเปนความ

เข้มข้น 0.25 หน่วยต่อมิลลิลิตร ท่ีสามารถลดคราบจุลินทรีย์ได้มากกว่า 80 เปอร์เซ็นต์ ท่ี

อณุหภูมิห้อง ภายในเวลา 5 นาที โดยลกัษณะคราบจุลินทรีย์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอน

แบบสอ่งกราด (รูปท่ี 4.24) มีช่องว่างระหว่างเซลล์จํานวนมากและเพิ่มขึน้จากเดิม ทําให้จลุินทรีย์

ท่ียึดเกาะกับคราบจุลินทรีย์มีจํานวนลดน้อยลง เป็นผลจากการสลายคราบจุลินทรีย์ด้วย        

เดกซ์แทรนเนสและปาเปน อย่างท่ีทราบว่าเดกซ์แทรนเนสเป็นเอนไซม์ซึ่งเป็นโปรตีนชนิดหนึ่งย่อม
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ถกูย่อยด้วยโปรตีเอสได้ แตจ่ากการทดลองเดกซ์แทรนเนสยงัมีความสามารถในการสลายพนัธะ

ไกลโคซิดิกชนิด α-1,6 ได้ เน่ืองจากปาเปนย่อยพนัธะเพปไทด์แบบสุ่มแตไ่ม่ตดัส่วนท่ีเป็นบริเวณ

เร่งของเอนไซม์ จงึไมส่ง่ผลกระทบตอ่เดกซ์แทรนเนสในการสลายคราบจลุินทรีย์ 

ทัง้ นี ค้วามสัมพันธ์ของนํา้ตาลรีดิวซ์ ท่ี เ กิดขึ น้หลังการสลายคราบจุลินทรีย์ไม่ มี

ความสมัพนัธ์แบบเส้นตรงกบัปริมาณคราบจุลินทรีย์ท่ีลดลง (ตารางท่ี 4.4 และ 4.5) เน่ืองจาก

คราบจลุินทรีย์ประกอบด้วยสว่นอ่ืนๆอีก เช่น มิวแทน ไขมนั สารอนินทรีย์ จลุินทรีย์ นอกเหนือจาก

เดกซ์แทรนท่ีถกูย่อยสลายและเกิดผลิตภณัฑ์เป็นนํา้ตาลรีดิวซ์ เม่ือเดกซ์แทรนท่ีมีบทบาทตอ่การ

ยึดติดของจุลินทรีย์ลดลง จุลินทรีย์เหล่านัน้ก็จะหลุดออกไปพร้อมกับเดกซ์แทรนและส่วนหนึ่งจะ

หลดุลอ่นออกจากคราบจลุินทรีย์ได้ง่ายขึน้  

ในงานวิจัยนี ้พบว่า สารฟู่ ไม่เพิ่มประสิทธิภาพในการสลายคราบจุลินทรีย์ เม่ือใช้

ร่วมกับเดกซ์แทรนเนส หรือเดกซ์แทรนเนสร่วมกับปาเปน เน่ืองจากสารฟู่ ท่ีใช้เป็นสารละลายของ

กรดซิตริกและโซเดียมไบคาร์บอเนต ท่ีทําปฏิกิริยากนัแล้วเกิดฟองฟู่ ของก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์

ลอยขึน้สู่ผิวหน้าของเหลว  และนําพาเดกซ์แทรนเนสขึน้สู่ผิวหน้าของเหลวด้วย ทําให้              

เดกซ์แทรนเนสเข้าทําปฏิกิริยากบัคราบจลุินทรีย์ท่ีอยู่ด้านล่างของแบบจําลองจลุินทรีย์ได้ยากขึน้  

ซึ่งแตกต่างจากการใช้เม็ดฟู่ ท่ีมีนํา้หนกัจึงอยู่บริเวณด้านล่างท่ีมีคราบจุลินทรีย์โดยตรงและอาจมี

ส่วนประกอบอ่ืนๆในเม็ดฟู่ ท่ีมีผลต่อการสลายคราบจุลินทรีย์มากกว่าการมีแค่กรดซิตริกและ

โซเดียมไบคาร์บอเนต (โสภิต บษุยจารุ และ อภิรดา สคุนธ์พนัธ์, 2538)  

 

5.2 ข้อเสนอแนะ 

1. ในงานวิจัยต่อไป อาจศึกษาเก่ียวกับการทํางานของปาเปนร่วมกับเดกซ์แทรนเนส

เพิ่มเติมว่าปาเปนมีผลต่อการเพิ่มแอกทิวิตีของเดกซ์แทรนเนสโดยตรงหรือไม่ นอกเหนือจากท่ี

ปาเปนไม่ส่งผลกระทบต่อบริเวณเร่งของเดกซ์แทรนเนส และยงัคงทําหน้าท่ีในการสลายคราบ

จลุินทรีย์ของแตล่ะเอนไซม์ได้เชน่เดมิ 

2. ศกึษาการใช้สารผสมเดกซ์แทรนเนสกบัปาเปนท่ีมีผลต่อการใช้งานจริงกบัอปุกรณ์ใน

ชอ่งปาก เชน่ ฟันปลอม อปุกรณ์ท่ีใช้ในทางทนัตกรรม 

3. ศกึษาปริมาณเดกซ์แทรนท่ีมีอยูท่ัง้หมดในคราบจลุินทรีย์ ทัง้ท่ีมีการล้างคราบจลุินทรีย์

และไม่ล้างคราบจุลินทรีย์ ก่อนและหลังการทดสอบการสลายคราบจุลินทรีย์ เพ่ือเป็นอีกหนึ่ง

แนวทางในการยืนยนัผลการทดลอง 
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ภาคผนวก ก 

สูตรและวิธีการเตรียมอาหารเลีย้งเซลล์ 

 

1. อาหารเลีย้งเชือ้สาํหรับ Streptococcus sobrinus 6715 

1.1 อาหารเลีย้งเชือ้เหลว Brain Heart Infusion (BHI) 

BHI      37 กรัม  

ละลายส่วนผสมในนํา้กลัน่ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร นําไปนึ่งฆ่าเชือ้ด้วยอุณหภูมิ 

121 องศาเซลเซียส ความดนัไอ 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ เป็นเวลา 15 นาที 

สําหรับอาหารเลีย้งเชือ้แข็งเตรียมอาหารเช่นเดียวกับอาหารเลีย้งเชือ้เหลว แล้วเติม

วุ้นผงเพิ่ม 15 กรัมตอ่อาหารเหลว 1,000 มิลลิลิตร ก่อนนําไปนึ่งฆ่าเชือ้ด้วยอณุหภูมิ 121 องศา

เซลเซียส ความดนัไอ 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ เป็นเวลา 15 นาที 

1.2 อาหารเลีย้งเชือ้เหลว Brain Heart Infusion (BHI) ท่ีเสริมด้วยซูโครส 2 เปอร์เซ็นต์ 

BHI         37.0 กรัม

ซูโครส (Sucrose)      20.0  กรัม 

ละลายส่วนผสมทัง้หมดในนํา้กลัน่ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร นําไปนึ่งฆ่าเชือ้ด้วย

อณุหภมู ิ110 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

 

2. อาหารเลีย้งเชือ้สาํหรับ Arthrobacter sp.AG-2 

2.1 อาหารเลีย้งเชือ้เหลว Yamaguchi (yamaguchi และ Gocho, 1973) 

เดกซ์แทรนเกรดอตุสาหกรรม (Dextran industrial grade)    5.0  กรัม 

พอลิเพบโตน (Polypeptone)      10.0  กรัม 

ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4)     2.0  กรัม 

โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4)     1.0  กรัม 

แมกนีเซียมซลัเฟตเฮปตะไฮเดรต (MgSO4.7H2O)      0.1  กรัม 

สารสกดัจากยีสต์ (Yeast extract)      0.1  กรัม 

โซเดียมคลอไรด์ (NaCl)        30.0  กรัม 
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ละลายส่วนผสมทัง้หมดยกเว้นเดกซ์แทรนในนํา้กลัน่ปริมาตรประมาณ 500 มิลลิลิตร 

ปรับคา่ความเป็นกรด-เบสให้เป็น 7.0 ด้วยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้น 1 นอร์

มลั หรือสารละลายกรดไฮโดรคลอริกความเข้มข้น 1 นอร์มลั จากนัน้เติมเดกซ์แทรน นําไป

ละลายโดยอุน่ให้ความร้อนด้วยเคร่ืองไมโครเวฟและปรับปริมาตรอาหารเลีย้งเชือ้ให้เป็น 1,000 

มิลลิลิตร ด้วยนํา้กลัน่ และนําไปนึ่งฆ่าเชือ้ด้วยความดนัไอ 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ อณุหภูมิ 

121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

สําหรับอาหารเลีย้งเชือ้แข็งเตรียมอาหารเช่นเดียวกบัอารหารเลีย้งเชือ้เหลวแล้วเติมวุ้น

ผงเพิ่ม 15 กรัมตอ่อาหารเหลว 1,000 มิลลิลิตร ก่อนนําไปนึ่งฆ่าเชือ้ด้วยอณุหภูมิ 121 องศา

เซลเซียส ความดนัไอ 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ เป็นเวลา 15 นาที 

3. อาหารเลีย้งเชือ้สาํหรับ Penicillium pinophilum SMCU 3-14 

3.1 อาหารเลีย้งเชือ้แข็งของ Fukumoto และคณะ (1971) ท่ีปรับปรุงโดย เอก แสงวิเชียร 

(2531)  

เดกซ์แทรนเกรดอตุสาหกรรม (Dextran industrial grade)  10.0  กรัม 

โซเดียมไนเตรต (NaNO3)       2.0  กรัม 

ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4)     2.0  กรัม 

โพแทสเซียมคลอไรด์ (KCl)       0.5  กรัม 

แมกนีเซียมซลัเฟตเฮปตะไฮเดรต (MgSO4.7H2O)      0.5  กรัม 

เฟอรัสซลัเฟตเฮปตะไฮเดรต (FeSO4.7H2O)       0.005  กรัม 

สารสกดัจากยีสต์ (Yeast extract)      2.0  กรัม 

วุ้นผง          15.0  กรัม 

 

ละลายส่วนผสมทัง้หมดยกเว้นเดกซ์แทรนในนํา้กลัน่ปริมาตรประมาณ 500 มิลลิลิตร 

ปรับคา่ความเป็นกรด-เบสให้เป็น 4.8 ด้วยสารละลายกรดไฮโดรคลอริกความเข้มข้น 1 นอร์มลั

หรือ สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้น 1 นอร์มลั จากนัน้เติมเดกซ์แทรนและวุ้นผง 

นําไปละลายโดยอุ่นให้ความร้อนด้วยเคร่ืองไมโครเวฟและปรับปริมาตรอาหารเลีย้งเชือ้ให้เป็น 

1,000 มิลลิลิตร ด้วยนํา้กลัน่ และนําไปนึ่งฆ่าเชือ้ด้วยความดนัไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิว้ 

อณุหภมู ิ121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
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3.2 อาหารเลีย้งเชือ้แข็งของ Fukumoto และคณะ (1971) ท่ีปรับปรุงโดย ศิโรจน์ ศรีสรา

กรณ์  (2547)  

เดกซ์แทรนเกรดอตุสาหกรรม (Dextran industrial grade)  10.0  กรัม 

กากนํา้ตาล (Molass)      15.0 มล. 

โซเดียมไนเตรต (NaNO3)       0.9 กรัม 

ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4)     2.0  กรัม 

โพแทสเซียมคลอไรด์ (KCl)       0.5  กรัม 

แมกนีเซียมซลัเฟตเฮปตะไฮเดรต (MgSO4.7H2O)      0.5  กรัม 

เฟอรัสซลัเฟตเฮปตะไฮเดรต (FeSO4.7H2O)       0.005  กรัม 

สารสกดัจากยีสต์ (Yeast extract)      3.9  กรัม 

 

ละลายส่วนผสมทัง้หมดยกเว้นเดกซ์แทรนในนํา้กลัน่ปริมาตรประมาณ 500 มิลลิลิตร 

ปรับคา่ความเป็นกรด-เบสให้เป็น 4.0 ด้วยสารละลายกรดไฮโดรคลอริกความเข้มข้น 1 นอร์มลั

หรือ สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้น 1 นอร์มลั จากนัน้เติมเดกซ์แทรน นําไป

ละลายโดยอุน่ให้ความร้อนด้วยเคร่ืองไมโครเวฟและปรับปริมาตรอาหารเลีย้งเชือ้ให้เป็น 1,000 

มิลลิลิตร ด้วยนํา้กลัน่ และนําไปนึ่งฆ่าเชือ้ด้วยความดนัไอ 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ อณุหภูมิ 

121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
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 ภาคผนวก ข  

 สารเคมีและอุปกรณ์ท่ีใช้ในการทดลอง  

 

 

1. สารละลายสําหรับวิเคราะห์ปริมาณนํา้ตาลรีดิวซ์ด้วยวิธีของ Somogyi-Nelson 

(Somogyi, 1952) 

1.1 สารละลายอลัคาไลน์คอปเปอร์ (Alkaline copper reagent) 

ละลายไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟตโดเดกขะไฮเดรต (Na2HPO4.12H2O) 71 กรัม 

และโซเดียมโพแทสเซียมทาร์เทรตเตตระไฮเดรต (C4 H4KNaO6 .4H2O) 40 กรัม ในนํา้กลัน่ 

700 มิลลิลิตร  เติมโซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH) ความเข้มข้น 1 นอร์มอล ปริมาตร 100 

มิลลิลิตร แล้วเติมสารละลายคอปเปอร์ซลัเฟตเพนตะไฮเดรต (CuSO4.5H2O) ความเข้มข้น 10 

เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 80 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากนั จากนัน้ค่อยๆเติมโซเดียมซลัเฟต (Na2SO4) 

ปริมาณ 180 กรัม ในสารละลายท่ีตัง้ในอ่างควบคมุอณุหภูมิประมาณ 50 องศาเซลเซียส เพ่ือ

ช่วยในการละลายแล้วปรับปริมาตรสุดท้ายด้วยนํา้กลัน่เป็น 1,000 มิลลิลิตร เก็บในขวดสีชา 

ตัง้ทิง้ไว้ท่ีอณุหภมูิห้อง 1-2 วนั ถ้ามีตะกอนกรองก่อนใช้ 

1.2 สารละลายเนลสนั (Nelson’s reagent) 

ละลายแอมโมเนียมโมลิบเดตเตตระไฮเดรต ((NH4)6Mo7O24.4H2O) 53.2 กรัม ในนํา้

กลัน่ 900 มิลลิลิตร แล้วเติมกรดซลัฟูริกเข้มข้น (Sulfuric acid) ปริมาตร 21 มิลลิลิตร ผสมให้

เข้ากัน จากนัน้เติมสารละลายโซเดียมอาร์ซีเนต (NaHAsO4) ความเข้มข้น 12 เปอร์เซ็นต์ 

ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ละลายให้เข้ากันแล้วปรับปริมาตรสุดท้ายด้วยนํา้กลั่นเป็น 1,000 

มิลลิลิตร เก็บในขวดสีชา ตัง้ทิง้ไว้ท่ีอณุหภมูิห้อง 1-2 วนั ถ้ามีตะกอนกรองก่อนใช้ 

2. สารละลายสาํหรับวิเคราะห์ปริมาณนํา้ตาลโปรตีนด้วยวิธีของ Lowry (Lowry, 1951) 

2.1 สารละลาย Lowry A 

ละลายโซเดียมคาร์บอเนต (Na2CO3)  20 กรัม โซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH) 4 กรัม 

และโซเดียมโพแทสเซียมทาร์เทรตเตตระไฮเดรต (C4 H4KNaO6 .4H2O) 0.2 กรัม ในนํา้กลัน่ 

1,000 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากนัแล้วเก็บในขวดสีชา  
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2.2 สารละลาย Lowry B 

ละลายคอปเปอร์ซลัเฟตเพนตะไฮเดรต (CuSO4.5H2O) 5.0 กรัม ในนํา้กลัน่ 1,000 

มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากนัแล้วเก็บในขวดสีชา  

2.3 สารละลาย Lowry C 

ผสมสารละลาย Lowry A 50 ส่วน กับสารละลาย Lowry B 1 ส่วน โดยในการ

วิเคราะห์ปริมาณโปรตีนนีต้้องเตรียมใหมท่กุครัง้  

2.4 สารละลาย Lowry D 

ผสมสารละลายโฟลีนฟีนอลรีเอเจนท์ (Folin phenol reagent) 1 ส่วน กบันํา้กลัน่ 1 

สว่น โดยในการวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนนีต้้องเตรียมใหมท่กุครัง้  

3. สารละลายเดกซ์แทรนที-2000 ความเข้มข้น 0.625 เปอร์เซ็นต์ 

ละลายเดกซ์แทรนที-2000 ปริมาณ 0.625 กรัม ในโซเดียมฟอสเฟตบฟัเฟอร์ ความ

เข้มข้น 0.05 โมลาร์ ท่ีค่าความเป็นกรด-เบสเท่ากับ 7.0 สําหรับเดกซ์แทรนเนสท่ีผลิตจาก 

Arthrobacter sp.AG-2 จากนัน้นําไปละลายโดยใช้เคร่ืองกําเนิดความถ่ีสูง (Sonicator) 

จนกวา่จะละลายหมด และปรับปริมาตรสดุท้ายด้วยขวดปรับปริมาตรขนาด 100 มิลลิลิตร  

ละลายเดกซ์แทรนที-2000 ปริมาณ 0.625 กรัม ในโซเดียมอะซิเตตบฟัเฟอร์ ความ

เข้มข้น 0.05 โมลาร์ ท่ีค่าความเป็นกรด-เบสเท่ากับ 4.5 สําหรับเดกซ์แทรนเนสท่ีผลิตจาก 

Penicillium pinophilum SMCU3-14 จากนัน้นําไปละลายโดยใช้เคร่ืองกําเนิดความถ่ีสูง 

(Sonicator) จนกว่าจะละลายหมด และปรับปริมาตรสดุท้ายด้วยขวดปรับปริมาตรขนาด 100 

มิลลิลิตร 
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4. สารละลายกรดไฮโดรคลอริก/โพแทสเซียมคลอไรด์บัฟเฟอร์ ความเข้มข้น 0.05 โม

ลาร์ ค่าความเป็นกรดต่างๆ 

เตรียมสารละลายโพแทสเซียมคลอไรด์ ความเข้มข้น 0.2 โมลาร์ ปริมาตร 50 

มิลลิลิตร ปรับค่าความเป็นกรด-เบสเท่ากบั 2.0 และ 2.5 ด้วยสารละลายกรดไฮโดรคลอริก

ความเข้มข้น 0.2 โมลาร์ จากนัน้เจือจางสารละลายไฮโดรคลอริก/โพแทสเซียมคลอไรด์บฟัเฟอร์ 

ความเข้มข้น 0.2 โมลาร์ ท่ีได้เป็นความเข้มข้น 0.05 โมลาร์ ด้วยนํา้กลัน่ 

5. สารละลายโพแทสเซียมไฮโดรเจนพทาเลต/กรดไฮโดรคลอริก ความเข้มข้น 0.05 

โมลาร์ ค่าความเป็นกรดต่างๆ 

เตรียมสารละลายโพแทสเซียมไฮโดรเจนพทาเลต ความเข้มข้น 0.1 โมลาร์ ปรับคา่

ความเป็นกรด-เบสเท่ากับ 3.0 ด้วยสารละลายกรดไฮโดรคลอริกความเข้มข้น 0.1 โมลาร์ 

จากนัน้เจือจางสารละลายโพแทสเซียมไฮโดรเจนพทาเลต/กรดไฮโดรคลอริก ความเข้มข้น 0.1 

โมลาร์ ท่ีได้เป็นความเข้มข้น 0.05 โมลาร์ ด้วยนํา้กลัน่ 

6. สารละลายโซเดียมอะซิเตตบัฟเฟอร์ ความเข้มข้น 0.05 โมลาร์ ค่าความเป็นกรด

ต่างๆ 

เตรียมสารละลายโซเดียมอะซิเตตบฟัเฟอร์ ความเข้มข้น 1.0 โมลาร์ ท่ีคา่ความเป็น

กรด-เบสตา่งๆได้แก่ 3.5 4.0 4.5 5.0 5.5 และ 6.0 โดยละลายโซเดียมอะซิเตต 0.42 1.21 2.91 

5.07 6.94 และ 7.76 กรัม ตามลําดบั ในนํา้กลัน่ 80 มิลลิลิตร ปรับคา่ความเป็นกรด-เบสตาม

ต้องการด้วยกรดอะซิติก (Acetic acid ) และปรับปริมาตรสดุท้ายด้วยขวดปรับปริมาตรขนาด 

100 มิลลิลิตร จากนัน้เจือจางโซเดียมฟอสเฟตบฟัเฟอร์ ความเข้มข้น 1.0 โมลาร์ ท่ีได้เป็นความ

เข้มข้น 0.05 โมลาร์ ด้วยนํา้กลัน่ 
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7. สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ ความเข้มข้น 0.05 โมลาร์ ค่าความเป็นกรดต่างๆ 

เตรียมสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ ความเข้มข้น 1.0 โมลาร์ ท่ีคา่ความเป็นกรด-เบส

ตา่งๆได้แก่  

คา่ความเป็น

กรด-เบส 

ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต

(กรัม) 

โซเดียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต

(กรัม) 

นํา้กลัน่ 

(มิลลิลิตร) 

6.0 1.87 10.42 80 

6.5 4.60 8.11 80 

7.0 8.55 4.77 80 

7.5 11.74 2.46 80 

8.0 13.34 0.85 80 

 

ปรับคา่ความเป็นกรด-เบสตามต้องการด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH) และปรับ

ปริมาตรสดุท้ายด้วยขวดปรับปริมาตรขนาด 100 มิลลิลิตร จากนัน้เจือจางสารละลายฟอสเฟต

บฟัเฟอร์ ความเข้มข้น 1.0 โมลาร์ ความเข้มข้น 1.0 โมลาร์ ท่ีได้เป็นความเข้มข้น 0.05 โมลาร์ 

ด้วยนํา้กลัน่ 

8. สารละลายคริสตัลไวโอเลต 0.02 เปอร์เซ็นต์ (โดยนํา้หนัก) 

ละลายคริสตลัไวโอเลต (Crytal violet) 0.02 กรัม ในนํา้กลัน่ 100 มิลลิลิตร ผสมให้

เข้ากนัแล้วเก็บในขวดสีชา 

9. กรดอะเซตกิ (CH3COOH) ความเข้มข้น 30 เปอร์เซ็นต์ (โดยปริมาตร) 

เติมกรดอะเซติกเข้มข้น 30 มิลลิลิตร ลงในนํา้กลัน่ปริมาตร 70 มิลลิลิตร ผสมให้เข้า

กนัแล้วเก็บในขวดสีชา 

10. สารละลายทวีน-80 (Tween-80) ความเข้มข้น 0.1 เปอร์เซ็นต์ (โดยปริมาตร) 

ผสมทวีน-80 ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ลงในนํา้กลัน่แล้วปรับปริมาตรสุดท้ายเป็น 

100 มิลลิลิตร และนําไปนึ่งฆ่าเชือ้ด้วยความดนัไอ 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ อณุหภูมิ 121 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
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11. โซเดียมไฮดรอกไซด์ ความเข้มข้น 0.1 นอร์มัล (0.1 N NaOH) 

ละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ 0.4 กรัม ในนํา้กลัน่ 100 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากนั 

12. สารละลายเคซีน ความเข้มข้น 1.5 เปอร์เซ็นต์  

ละลายเคซีนในสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ ความเข้มข้น 0.1 นอร์มลั คนและ

ปรับคา่ความเป็นกรด-เบสเท่ากบั 7 จึงเติมฟอสเฟตบฟัเฟอร์ความเข้มข้น 0.5 โมลาร์ แล้วปรับ

ปริมาตรเป็น 100 มิลลิลิตร ด้วยนํา้กลัน่ 

13. สารละลายไตรคลอโรอะเซตกิแอซิด ความเข้มข้น 0.4 โมลาร์  

ละลายกรดไตรคลอโรอะเซตกิ 6.53 กรัมในนํา้กลัน่ 100 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากนั 

14. สารละลายโซเดียมคาร์บอเนต ความเข้มข้น 0.4 โมลาร์  

ละลายโซเดียมคาร์บอเนต 4.24 กรัมในนํา้กลัน่ 100 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากนั 

15. สารละลายโฟลินรีเอเจนท์  

เตรียม Folin-ciocateus เจือจางกบันํา้กลัน่ในอตัราส่วน 1 ตอ่ 1 และต้องเตรียมใหม่

ทกุครัง้ท่ีใช้ 

 

 

 

 

 

 

 

 



   110 

 

ภาคผนวก ค 

 กราฟมาตรฐาน  

 

 

1. กราฟมาตรฐานสําหรับวิเคราะห์นํา้ตาลรีดิวซ์ด้วยวิธีของ Somogyi-Nelson 

(Somogyi, 1952) 

 

กราฟมาตรฐานกลโูคส ความเข้มข้น 0-200 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

y = 0.0047x 

R² = 0.9998 
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2. กราฟมาตรฐานสาํหรับวิเคราะห์โปรตีนด้วยวิธีของ Lowry (Lowry,1951) 

 

กราฟมาตรฐานของโบวีนซีรัมอลับมูิน ความเข้มข้น 0-200 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

y = 0.0023x 

R² = 0.9969 
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3. กราฟมาตรฐานสาํหรับวิเคราะห์แอกทวิิตีของโปรตีเอส 

 

กราฟมาตรฐานของแอล-ไทโรซีน ความเข้มข้น 0-200 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร 
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จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั ในปีการศกึษา 2552 

 

ผลงานทางวิชาการ 

Sirilak. S., Assawasereelert. N., and Thaniyavarn. S. Dental biofilm degradation by 

combination of dextranase and papain. The First ASEAN Plus Three Graduate Research 

Congress (AGRC), 2012 March 1-2, The Empress Hotel, Chiang Mai, Thailand. 

 

 

 

 


	ปกภาษาไทย
	ปกภาษาอังกฤษ
	หน้าอนุมัติ
	บทคัดย่อภาษาไทย
	บทคัดย่อภาษาอังกฤษ
	กิตติกรรมประกาศ
	สารบัญ
	รายการคำย่อ
	บทที่ 1 บทนำ
	1.1 ความเป็นมาและความสำคัญของปัญหา
	1.2 วัตถุประสงค์ของการวิจัย
	1.3 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ
	1.4 ขั้นตอนงานวิจัย

	บทที่ 2 เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง
	2.1 ช่องปาก
	2.2 จุลินทรีย์ในช่องปาก
	2.3 คราบจุลินทรีย์
	2.4 ความสัมพันธ์ของการเกิดคราบจุลินทรีย์กับ Mutans Streptococci
	2.5 คราบจุลินทรีย์และการเกิดโรคฟันผุ
	2.6 โรคฟันผุ
	2.7 การป้องกันฟันผุ
	2.8 เดกซ์แทรน (dextran)
	2.9 เดกซ์แทรนเนส (dextranase)
	2.10 โปรตีเอส
	2.11 สารฟู่ หรือ เม็ดฟู่

	บทที่ 3 วิธีดำเนินการวิจัย
	3.1 เครื่องมือที่ใช้ในการวิจัย
	3.2 เคมีภัณฑ์
	3.3 วิธีการดำเนินการวิจัย

	บทที่ 4 ผลการทดลอง
	4.1 การเตรียมเดกซ์แทรนเพื่อใช้เป็นสารชักนำในการผลิตเดกซ์แทรนเนส
	4.2 แอกทิวิตีจำเพาะของเดกซ์แทรนเนสจาก Arthrobacter sp. AG-2 และ P. pinophilum SMCU3-14 ที่ชักนำด้วยเดกซ์แทรนเกรดอุตสาหกรรม เดกซ์แทรนจาก S. sobrinus 6715 และเดกซ์แทรนที่มีพันธะ α-1,3 เป็นส่วนใหญ่ที่เหลือจากการย่อยเดกซ์แทรนจาก S. sobrinus 6715 ด้วยเดกซ์แทรนเนส FI
	4.3 การสร้างคราบจุลินทรีย์ในไมโครไตเตอร์เพลตจากกล้าเชื้อ S. sobrinus 6715
	4.4 ภาวะที่เหมาะสมต่อการสลายคราบจุลินทรีย์ด้วยเดกซ์แทรนเนส
	4.5 การเพิ่มประสิทธิภาพในการลดคราบจุลินทรีย์ในแบบจำลองภายนอกร่างกาย
	4.6 การลดคราบจุลินทรีย์ในแบบจำลองภายนอกร่างกาย ภายในระยะเวลา 5 นาที

	บทที่ 5 สรุปผลการวิจัย อภิปรายผล และข้อเสนอแนะ
	5.1 สรุปผลการวิจัย และอภิปรายผลการวิจัย
	5.2 ข้อเสนอแนะ

	รายการอ้างอิง
	ภาคผนวก
	ประวัติผู้เขียน



