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บทนํา 
 

1.1 ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 
 
 ชองปาก เปนบริเวณเดียวของรางกายที่จุลินทรียที่อาศัยอยูอยางปกติมีความสัมพันธกับ

การกอใหเกิดโรคได โดยโรคที่เกิดขึ้นและสัมพันธกับจุลินทรียนั้นมีอยูดวยกัน 2 โรค คือ โรคฟนผุ 

และโรคปริทันต โรคฟนผุ เปนโรคที่เกิดกับผิวสวนที่แข็งที่สุดของฟนถูกกัดกรอนโดยกรดที่เกิดจาก

จุลินทรียที่ใชแปงเปนอาหาร (Bratthall, 1991; Carlsson, 1988) สวนโรคปริทันต เปนโรคที่

เกี่ยวกับเนื้อเยื่อปริทันต (Marsh และ Martin, 1984) โดยทั้งโรคฟนผุและโรคปริทันตนี้ เปนโรคที่

เกิดจากผลของปฏิกิริยาที่ซับซอนระหวางอาหารกับเชื้อจุลินทรียที่พบปกติในชองปากของสิ่งมีชีวิต 

 ในชองปากมีจุลินทรียจํานวนมากทั้งชนิดที่ตองการออกซิเจนและไมตองการออกซิเจน ทั้ง

แกรมบวก และแกรมลบ โดยเฉพาะ lactobacilli และ streptococci ซึ่งมีบทบาทสําคัญตอการกอ

ฟนผุ (Burnett และ Scherp, 1962; Melville และ Russell, 1981)  โดยทั่วไป จุลินทรียตางๆที่อยู

ในชองปากจะมีบทบาทเสริม หรือตานซึ่งกันและกัน  ทําใหชองปากคงสภาพปกติ ไมเกิดโรค  แต

หากมีภาวะที่ทําใหจุลินทรียในชองปากเกิดความไมสมดุลก็อาจทําใหเกิดโรคได โดยพบวา 

แบคทีเรียในกลุมของ Mutan Streptococci ซึ่งไดแก Streptococcus mutans และ S. sobrinus  

มีบทบาทในการกอใหเกิดโรคฟนผุไดมากที่สุด (Mukasa และคณะ, 1989) เนื่องจากแบคทีเรีย

ดังกลาวเมื่อมีน้ําตาลซูโครสอยูจะสามารถยึดติดกับผิวของเคลือบฟน  โดยการสรางพอลิเมอรทั้ง

ชนิดที่ละลายน้ําและไมละลายน้ําออกมานอกเซลล เมื่อเจริญสามารถปลดปลอยกรดอินทรีย

ออกมาทําลายเนื้อฟนกอใหเกิดโรคฟนผุข้ึน  จากการศึกษาพบวา มีอัตราการกอฟนผุในผูใหญราว 

90% โดย S. mutans  ในขณะที่บางรายงานไดกลาววา 8-40% เกิดจาก S. sobrinus และมัก

พบวา อาการจะรุนแรงถามี S. sobrinus รวมดวย (Russel และ Gilpin, 1987) Streptococcus ที่

พบมากในชองปากมีหลายชนิด ไดแก S. mutans S. sanguis S.mitior หรือ S. mitis S. milleri 

และ S. salivarius เปนตน  จากการทดสอบกับสัตวทดลองที่ปราศจากเชื้อ (germ free animal) ที่

เลี้ยงดวยอาหารที่มีน้ําตาลซูโครส พบวา S. mutans สามารถทําใหเกิดโรคฟนผุไดมากที่สุด 

(Jensen และ Bratthall, 1989; Songpaisan และคณะ, 1994) และเปนสาเหตุของโรคฟนผุในคน  

เนื่องจากความสามารถในการผลิตเดกซแทรนที่มีลักษณะเหนียวหนืดติดอยูที่ผิวฟนทําใหเปนที่

สะสมของจุลินทรียจนเกิดเปนคราบจุลินทรีย 
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 คราบจุลินทรีย เปนแผนคราบบนผิวฟนที่มีจุลินทรียเปนสวนประกอบสําคัญ  ที่เหลือเปน

พวกสารอินทรีย และอนินทรีย  มีลักษณะนุม หนืด ยึดติดกับผิวเคลือบฟน (Noltel, 1973; 

Wolinsky, 1988) คราบจุลินทรียที่เกิดขึ้นนี้พบวาประกอบดวยจุลินทรียตางชนิดกันออกไป และมี

แบคทีเรียเปนสวนใหญ  บางครั้งอาจเรียกวา คราบแบคทีเรีย หรือคราบฟน (dental plaque) และ

คราบจุลินทรียนี้ เองเปนสิ่งสะสมบนฟนที่ เปนจุดเริ่มตนของกระบวนการเกิดฟนผุทั้งหมด 

(Wolinsky, 1988) 

 การปองกันฟนผุสามารถทําไดหลายวิธี ทั้งวิธีทางกายภาพ เคมี และชีวภาพ ซึ่งวิธีที่

ไดผลดีที่สุด คือ การควบคุมทางกายภาพโดยเริ่มจากลักษณะนิสัยในการทําความสะอาดชองปาก

สวนบุคคล และโดยทั่วไปอุปกรณทําความสะอาดชองปากมักจะประกอบไปดวยสารตางๆ ที่

ปองกันฟนผุ หรือสารตอตานจุลินทรีย ซึ่งจะชวยในการเคลือบฟน และรองฟน รวมทั้งสามารถชวย

ในการควบคุมปริมาณจุลินทรียไดอีกดวย (Kurihara และคณะ, 1999; Katsura และคณะ, 2001) 

จากการที่ซูโครสเปนสับสเตรตของการผลิตเดกซแทรนจึงมีการใชสารใหความหวานอื่นๆ ซึ่งไม

กอใหเกิดการสรางเดกซแทรนแทนซูโครส (sugar substitute) ไดแก ไซลิทอล แมนนิทอล และ  

ซอรบิทอล เปนตน หรืออาจใชสารปฏิชีวนะ หรือวัคซีนในการยับยั้งจุลินทรียในชองปาก (Kurihara 

และคณะ,1999; Katsura และคณะ, 2001) แตวิธีนี้ไมนิยมใชกันมากนักเนื่องจากความสามารถ

ในการฆาเชื้อของยามีวงกวางเกินไป อาจมีผลทําลายจุลินทรียชนิดอื่นดวย และอาจกอใหเกิด

ปญหาในการดื้อยาตามมา จากที่ไดกลาวไปขางตนแลววา เดกซแทรนเปนสาเหตุสําคัญในการยึด

เกาะของจุลินทรียชนิดอื่นๆ ที่บริเวณผิวฟนจนกลายเปนคราบจุลินทรีย ปจจุบันจึงมีการใชเดกซ

แทรนเนสในการควบคุมปริมาณเดกซแทรนที่เกิดขึ้น (Marotta และคณะ, 2002) ซึ่งการใชเดกซ

แทรนเนสนับวาเปนวิธีทางชีวภาพ มีความปลอดภัยกวาการใชสารเคมี มีความจําเพาะตอการ

สลายเดกซแทรน และนอกจากนี้ยังมีการวิจัยที่นําเดกซแทรนเนสมาทดลองใชผสมลงในผลติภณัฑ

ทําความสะอาดชองปาก และมีแนวโนมสามารถลดปริมาณของเดกซแทรนไดเปนอยางดี 

 เดกซแทรนเนสเปนเอนไซมที่ตองอาศัยสารชักนํา ดังนั้นในการผลิตเดกซแทรนเนสจาก    

จุลินทรียใดๆ จึงตองเสริมเดกซแทรนลงไปในอาหารเลี้ยงเชื้อ เพื่อทําหนาที่เปนสารชักนําการผลิต

เดกซแทรนเนสดวย (Igarashi และคณะ, 1998) หากชักนําการสรางดวยเดกซแทรนที่มีพันธะ α-

1,6 เดกซแทรนเนสที่ผลิตขึ้นมาจะจําเพาะตอพันธะ α-1,6 บนสายเดกซแทรน ซึ่งในป 1978 

Margaret และคณะ รายงานวา เดกซแทรนเนสที่จําเพาะตอพันธะ α-1,6 จะไมสามารถสลาย

เดกซแทรนพันธะ α-1,3 ในการชักนําเดกซแทรนเนสที่จําเพาะตอพันธะ α-1,6 ในกรณีนี้มักใช

เดกซแทรนที่ผลิตไดจาก Leuconostoc mesenteroides B-512F ที่มีพันธะ α-1,6 มากถึง 95 % 

(Marguerite และคณะ, 1997) ซึ่งเปนเดกซแทรนที่มีจําหนายในเชิงพาณิชยในชื่อของเดกซแทรน

เกรดอุตสาหกรรม สวนเดกซแทรนเนสที่จําเพาะตอพันธะ α-1,3 บนสายเดกซแทรนนั้น จะตอง
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เสริมดวยเดกซแทรนที่มีพันธะ α-1,3 ลงไปในอาหารเลี้ยงเชื้อ เพื่อเปนสารชักนําดวยเชนกัน แตใน

ปจจุบันยังไมพบวามีเดกซแทรนพันธะ α-1,3 จําหนายในทองตลาดในเกรดที่จะใชเปนสารชักนํา

ในอาหารเลี้ยงเชื้อ แตมีอยูเฉพาะที่ใชเปนสารระดับวิเคราะหเทานั้นซึ่งมีราคาสูงมาก ในงานวิจัย

ทั่วไปจึงผลิตเดกซแทรนเองจากเชื้อในกลุม Mutans Streptococci โดยมุงเนนไปที่เดกซแทรนที่ไม

สามารถละลายน้ําไดที่เชื้อผลิตขึ้น เนื่องจากมีพันธะ α-1,3 ในปริมาณสูง Margaret และคณะ 

(1978) รายงานถึงการชักนําการสรางเดกซแทรนเนสดวยเดกซแทรนที่มีพันธะ α-1,3 ใน 

Cladosporium resinae พบวา เดกซแทรนเนสที่เกิดขึ้นจะจําเพาะตอพันธะ α-1,3 บนสายเดกซ

แทรน และสลายเดกซแทรน โดยปลดปลอยน้ําตาลกลูโคสออกมา Huge และคณะ (1986) 

รายงานถึงเดกซแทรนที่ผลิตจาก Streptococcus sobrinus 6715 ซึ่งเปนเชื้อในกลุม Mutans 

Streptococci วาสามารถผลิตเดกซแทรนที่มีพันธะ α-1,3 ไดในปริมาณมากถึง 67 % แบคทีเรีย

ชนิดนี้จึงเหมาะที่จะนํามาใชในการผลิตเดกซแทรนเพื่อเปนสารชักนําการผลิตเดกซแทรนเนสที่

จําเพาะตอพันธะ α-1,3 ดังที่กลาวขางตน 

 ในการทดลองนี้จะศึกษาถึงความสามารถในการผลิตเดกซแทรนเนสของรา และแบคทีเรีย 

ทั้งนี้เปนที่ทราบกันวาราสวนมากนั้นมักจะมีสวนของผนังเซลลที่กอใหเกิดอาการแพได และราบาง

ชนิดยังสรางแอฟลาทอกซิน (aflatoxin) ออกมาในภาวะเดียวกันกับภาวะที่เหมาะสมในการผลิต

เอนไซม จึงไดนําเดกซแทรนเนสจากแบคทีเรียมาใชแทน (Leach, 1969) แตในแบคทีเรียที่แยกได

จากธรรมชาตินั้น จะมีความสามารถในการผลิตคอนขางต่ํา การนําเดกซแทรนเนสจากทั้ง 2 แหลง

นั้นไปใชจึงตองคํานึงถึงแหลงที่มาของเดกซเทรนเนสดวย เชน เดกซแทรนเนสจากรา อาจนําไปใช

ในการขจัดคราบฟนที่เกิดขึ้นบนฟนปลอม หรืออุปกรณทางทันตกรรมอื่นๆ แตเดกซแทรนเนสที่

ผลิตไดจากแบคทีเรียอาจจะนําไปผสมในน้ํายาปวนปาก หรือยาสีฟนได แตตองใชในความเขมขน

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

 แมจะมีจุลินทรียที่สามารถผลิตเดกซแทรนเนสไดหลายชนิดก็ตาม แตเอนไซมที่เหมาะสม

ในการนํามาใชขจัดคราบจุลินทรีย และปองกันฟนผุนั้น ควรทํางานไดดีที่ภาวะภายในชองปากของ 

มนุษย เชน เดกซแทรนเนสจาก Arthrobacter sp. สายพันธุ CB-8 ซึ่งมีความเปนกรด-ดางที่

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

 สําหรับในงานวิจัยนี้ไดศึกษาการนําเดกซแทรนเนสไปใชในการสลายคราบจุลินทรียบน

แบบจําลองพื้นเรียบที่ใชแทนผิวฟน โดยเดกซแทรนเนสที่จําเพาะตอพันธะ α-1,3 และพันธะ α-

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

เปนประโยชนในการนําเดกซแทรนเนสจากจุลินทรียไปใชในการปองกันการเกิดคราบจุลินทรียใน

ชองปาก และการสลายคราบจุลินทรียบนอุปกรณที่ใชกับชองปาก หรืออุปกรณทางทันตกรรมอื่นๆ 
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1.2 วัตถุประสงคของการวิจยั 
 

ศึกษาการสลายเดกซแทรนบนแบบจําลองพื้นเรียบโดยใชไมโครไตเตอรเพลตพอลิสไทรีน

ชนิด 96 หลุม แทนผิวฟน (Froeliger และ Five-Taylor, 2001) ดวยเดกซแทรนเนสที่ผลิตไดจาก P. 

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

 
1.3 ประโยชนที่คาดวาจะไดรบั 
 

 ทราบภาวะที่เหมาะสมในการนําเดกซแทรนเนสจาก P. pinophilum SMCU 3-14 และ 

Arthrobacter sp. AG-2 ไปใชในการปองกันการเกิดคราบจุลินทรีย และการสลายคราบจุลินทรียที่

เกิดขึ้นบนแบบจําลองฟน 



บทที่ 2 
 

ปริทัศนวรรณกรรม 
 

สุขภาพชองปากมีความสําคัญอยางยิ่งตอรางกาย  เนื่องจากชองปากเปนแหลงที่พบการ

ติดเชื้อบอยที่สุดแหงหนึ่ง  ถึงแมชองปากจะมีพื้นที่เล็กเมื่อเทียบกับพื้นที่ของรางกาย แตมีหนาที่

สําคัญ คือ เปนทางนําอาหารเขาสูรางกาย และทําหนาที่บดเคี้ยวอาหารเพื่อใหยอยงายขึ้นกอน

การยอยตอที่กระเพาะ และลําไส  เนื่องจากชองปากเปนที่กักเก็บแบคทีเรียไวเปนจํานวนมาก จึง

สามารถติดเชื้อ และกอโรคไดหลายชนิด เชน แผลชนิดตางๆ มะเร็ง โรคฟนผุ และโรคปริทันต  

ปจจุบัน พบวา มีผลิตภัณฑที่ใชทําความสะอาดฟนเพิ่มมากขึ้นเปนจํานวนมาก ซึ่งผลิตภัณฑ

ทั้งหมดมีจุดมุงหมายเดียวกัน คือ เพื่อกําจัดสิ่งสกปรก ใหมีฟนที่ขาวสะอาด ไมมีกลิ่นปาก มี

เหงือกที่แข็งแรง ไมมีโรคปริทันต และไมเกิดโรคฟนผุ 

 
2.1 ชองปาก 
 

 ชองปาก เปนสวนของรางกายที่มีจุลินทรียอาศัยอยูอยางมากมาย ชนิดของเชื้อจุลินทรีย

ในชองปากขึ้นอยูกับอาหาร และลักษณะนิสัยการบริโภค รวมทั้งสุขนิสัยในการรักษาความสะอาด

ของแตละบุคคล หลายๆ ปจจัยเหลานี้เปนสวนกอใหเกิดปญหาสุขอนามัยในชองปาก โดยเฉพาะ

อยางยิ่งโรคที่เกี่ยวกับเหงือกและฟน 

 ชองปาก เปนเพียงบริเวณเดียวของรางกายที่มีพื้นที่ที่ไมมีการลอกหลุด ทําใหเชื้อจุลินทรีย

เขามาตั้งถิ่นฐานได ซึ่งเนื้อเยื่อพิเศษนี้ทําใหมีการสะสมของเชื้อจุลินทรีย และผลิตผลของ

เชื้อจุลินทรีย จุลินทรียที่พบมากสวนใหญจะเปนพวกแบคทีเรีย ส่ิงสะสมที่เกิดขึ้นนี้ เรียกวา คราบ 

จุลินทรีย (dental plaque) ซึ่งมีสวนเกี่ยวของกันโรคฟนผุและโรคปริทันต 

 น้ําลาย ประกอบดวยแรธาตุหลายชนิด เชน โซเดียม โปแตสเซียม แคลเซียม คลอไรด    

ไบคารบอเนต และฟอสเฟต แรธาตุเหลานี้บางตัวมีคุณสมบัติเปนบัฟเฟอร สามารถไปลดผลใน

การกอใหเกิดฟนผุของกรดที่เกิดขึ้นจากการผลิตของแบคทีเรียได องคประกอบที่เปนสารอินทรีย

ของน้ําลายสวนใหญ คือ โปรตีน และมิวซิน (mucin) มิวซินจะมีความสัมพันธกับพอลิแซ็กคาไรด 

ในการรวมตัวกันเปนไกลโคโปรตีน (glycoprotein) และไกลโคโปรตีนเหลานี้จะมีอิทธิพลตอการ

เกาะกลุมรวมตัวกันของแบคทีเรียตอพื้นผิวภายในชองปาก 

 ความเปนอยูของประชากรจุลินทรียภายในชุมชนของเชื้อจุลินทรีย ข้ึนกับอาหารที่จําเปน

ตอการเจริญเติบโตของจุลินทรีย (Skinner และ Carr, 1974)  อาหารที่แบคทีเรียในปากนําไปใช
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ไดมาจากน้ําลายและน้ําเหลืองเหงือก ในน้ําลายประกอบดวยสารพวกไนโตรเจน เชน กรดอะมโินที่

จําเปนตอการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย สวนในน้ําเหลืองเหงือกจะประกอบดวยปจจัยที่ชวยใน

การเจริญเติบโตของแบคทีเรียที่สําคัญๆ หลายชนิด  นอกจากนี้ในน้ําลายยังประกอบดวยวิตามิน 

คารบอนไดออกไซดที่ละลายน้ําได ซึ่งสามารถไปกระตุนการเจริญเติบโตของแบคทีเรียที่มีอยูใน

ปากไดหลายชนิด โดยเฉพาะอยางยิ่ง คือ พวก Streptococci 

 
2.2 จุลินทรียในชองปาก 
 

 จุลินทรียในชองปากจะมีการเปลี่ยนแปลงอยูตลอดเวลา ซึ่งโดยปกตินิเวศวิทยาในชอง

ปากจะทําหนาที่ควบคุมสัดสวนของเชื้อจุลินทรียที่เปนประโยชนและเปนโทษใหมีความสมดุลยกัน

ทั้งชนิดและปริมาณ แมวาจุลินทรียที่พบภายในปากจะประกอบไปดวยทั้งแบคทีเรีย ยีสต         

สไปโรขีต ไมโครพลาสมา ไวรัส และโปรโตชัว ดังแสดงในรูปที่ 2.1 แตจุลินทรียที่มีการศึกษากัน

มาก และพบวาเปนสาเหตุสําคัญของการเกิดฟนผุ คือ แบคทีเรีย แบคทีเรียในชองปากมีทั้งแบค

มีเรียรูปกลม (cocci) แบคทีเรียรูปแทง (bacilli) แบคทีเรียที่ตองการออกซิเจนและไมตองการ

ออกซิเจน (aerobes and anaerobes) แบคทีเรียแกรมบวกและแบคทีเรียแกรมลบ (Gram-

positive และ Gram-negative bacteria) แสดงในตารางที่ 2.1 และ 2.2 

 

 
 

รูปที่ 2.1 ลักษณะของจุลินทรียที่อาศัยอยูรวมกันในชองปากภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน 

(Kunkel, 2007) 
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ตารางที่ 2.1 แบคทีเรียชนิดตางๆ ที่พบไดในชองปาก (Schuster, 1990) 

 

Gram-Positive Genera Gram-Negative Genera 

Streptococcus sp. Neisseria sp. 

Micrococcus sp. Moraxsella sp. 

Peptostreptococcus sp. Veillonella sp. 

Actinomyces sp. Haemophilus sp. 

Lactobacillus sp. Actinobacillus sp. 

Arachnia sp. Capnocytophaga sp. 

Propionibacterium sp. Eikenella sp. 

Bifidobacterium sp. Campylobacter sp. 

Eubacterium sp. Selenomonas sp. 

Rothia sp. Centipeda sp. 

Bacterionema sp. Treponema sp. 

 Bacteroides sp. 

 Fusobacterium sp. 

 Leptotrichia sp. 

 Wolinella sp. 
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ตารางที่ 2.2 การจัดแบงชนิดของแบคทีเรียออกเปนพวกที่เจริญเติบโตไดทั้งในภาวะที่มีออกซิเจน

กับในภาวะที่ไมมีออกซิเจน กับพวกที่เจริญเติบโตไดเฉพาะในภาวะที่ไมมีออกซิเจนเทานั้น พรอม

กับจัดแบงแบคทีเรียออกเปนพวกแบคทีเรียรูปกลม แบคทีเรียรูปแทง สไปโรขีต และจุลินทรียอ่ืนๆ 

(จินตกร คูวัฒนสุชาติ, 2542) 

 

แบคทีเรียแกรมบวก แบคทีเรียแกรมลบ  
กึ่งตองการออกซิเจน ไมตองการออกซิเจน กึ่งตองการออกซิเจน ไมตองการออกซิเจน 

แบ
คท

ีเร
ียร

ูปก
ลม

 

Streptococcus sp. 

- S. mutans 

- S. sanguis 

- S. salivarius 

- S. milleri 

- S. mitis 

Micrococcus sp. 

Peptostreptococcus sp. 

Peptococcus sp. 

Streptococcus sp. 

Neisseria sp. 

Branhamella sp. 

Veillonella sp. 

- V. alcalescens 

- V. atypica 

- V. paruvla  

แบ
คท

ีเร
ียร

ูปแ
ทง

 

Actinomyces sp. 

- A. naeslundii 

- A. viscosus 

Bacterionema sp. 

Rothia sp. 

Nocardia sp. 

Lactobacillus sp. 

- L. acidophilus 

- L. casei 

- L. fermentum 

Actinomyces sp. 

- A. israelii 

- A. odontolyticus 

Arachnia sp. 

Eubacterium sp. 

Propionibacterium sp. 

Bifidobacterium sp. 

Actinomyces sp. 

- A. actinomyce 

temcomitans 

Capnocytophaga sp. 

- C. gingivalis 

- C. ochracea 

- C. sputigena 

Eikenella sp. 

- E. corrodens 

Haemophilus sp. 

- H. segnis 

Bacteroides sp. 

- B. gingivalis 

- B. intermedius 

- B. forsythus 

- B. melaninogenicus 

- B. loescheii 

- B. denticola 

- B. corporis 

Fusobacterium sp. 

Leptotrichia sp. 

Campylobacter sp. 

Selenomonas sp. 

Wolinella sp. 

สไ
ปโ
รข

ีตแ
ละ

 
จุล

ินท
รีย

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

- T. vincentii                                    - C. albicans 

- T. denticola 

- T. socranskii 
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 Streptococci เปนจุลินทรียที่พบไดตามปกติในชองปากเปนสวนใหญ (Skinner และ 

Quesnel, 1978; McCarthy และคณะ, 1965) กลาวคือ จะพบ Streptococci โดยเฉลี่ยประมาณ 

28% จากจุลินทรียทั้งหมดที่เพาะเลี้ยงไดจากคราบจุลินทรีย และพบประมาณ 29% จากตัวอยาง 

จุลินทรียที่นํามาจากบริเวณรองเหงือก  สวนตัวอยางจุลินทรียที่นํามาจากบริเวณลิ้น และน้ําลาย

จะพบ Streptococci ประมาณ 45% และ 46% ตามลําดับ  สวนใหญของ Streptococci ที่พบนี้

จะเปนชนิด α-hemolytic  ผลิตผลพวกพอลิแซ็กคาไรดภายในปากที่เกิดจากการผลิตของ           

จุลินทรียกับน้ําตาลซูโครสมีความสําคัญตอสมบัติทางนิเวศวิทยา  สารพอลิเมอรที่ไมละลายน้ําที่ 

จุลินทรียผลิตออกมา (insoluble extracellular polymer) มีบทบาทสําคัญตอการอาศัยของ 

Streptococcus sp. ในชองปากบางชนิดตอผิวฟนที่ไมมีอะไรปกคลุม  ผลิตผลพวกพอลิเมอรยัง

เปนตัวหลักที่ใชในการทดสอบเพื่อแยกชนิดของจุลินทรียเหลานี้ดวย 

 Streptococcus sp. ที่พบไดอยางเดนชัดในชองปากมีหลายชนิด เชน S. mutans S. 

sanguis S. mitior หรือ S. mitis S. milleri และ S. salivarius เปนตน (รูปที่ 2.2) แตที่สําคัญที่สุด 

คือ S. mutans โดยมีวารสารเปนจํานวนมากที่ตีพิมพเกี่ยวกับแบคทีเรียตัวนี้มากกวาจุลินทรียตัว

อ่ืนที่พบไดในปาก  ที่เปนเชนนี้เพราะเชื่อวาแบคทีเรียตัวนี้มีบทบาทตอการเริ่มกอใหเกิดฟนผุ 

(Hamada และ Slade, 1980; Loesche, 1986)  กลาวคือ เมื่อนําแบคทีเรียนี้ไปทดสอบกับ

สัตวทดลองที่ปราศจากเชื้อ (germ free animal) ที่เลี้ยงดูดวยอาหารที่มีน้ําตาลซูโครส พบวา 

สามารถทําใหเกิดโรคฟนผุไดมากที่สุด และจากการสํารวจการระบาดของโรค พบวา เชื้อ S. 

mutans เปนสาเหตุของโรคฟนผุในคน เนื่องจาก S. mutans สามารถผลิตเดกซแทรน (dextran) ที่

เปนพอลิเมอรของน้ําตาลกลูโคสได  ซึ่งเดกซแทรนนี้จะมีลักษณะเหนียวหนืดติดอยูที่ผิวฟนทําให

เปนที่สะสมของจุลินทรีย นอกจากแบคทีเรียในกลุม Streptococcus sp. จะมีสวนเกี่ยวของในการ

กอใหเกิดโรคฟนผุแลว บางชนิดยังสามารถทําใหเกิดโรคขึ้นไดเมื่อมีโอกาส (opportunistic 

pathogen) (Jensen และ Bratthall, 1989; Songpaisan และคณะ,1994) 
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รูปที่ 2.2 ลักษณะของ S. mutans (ซาย) และ S. sanguis (ขวา) ภายใตกลองจุลทรรศน

อิเล็กตรอน (Kunkel, 2007)  
 
2.3 โรคฟนผุ 
 
 ฟนผุ เกิดเนื่องจากมีกรดกัดทําลายผิวเคลือบฟน ซึ่งกรดนี้เกิดขึ้นเนื่องจากการที่แบคทีเรีย

ในชองปากของเราที่มีอยูแลวตามปกติมีการเจริญ และเกิดกระบวนการเมแทบอลิซึมสุดทาย

ปลอยกรดออกมาทําลายเนื้อฟน ประกอบกับในชองปากมีคราบจุลินทรียซึ่งมีส่ิงแวดลอมที่

เหมาะสมตอการเจริญของแบคทีเรียเหลานี้ทําใหเจริญไดดีข้ึน เพราะในคราบจุลินทรียจะปริมาณ

ออกซิเจนที่ตํ่า มีอาหารอุดมสมบูรณ อีกทั้งยังเปนที่อาศัยที่ปลอดภัยทําใหรอดพนจากการทําลาย 

คราบแบคทีเรียเหลานี้จะติดคางอยูตามซอกฟนและบนผิวฟน ไมสามารถขจัดออกไปใหหมดดวย

การแปรงฟน คนที่มีคราบอาหารตกคางหลงเหลืออยูมากโอกาสที่จะเกิดฟนผุยอมมีมากขึ้น โรค

ฟนผุในระยะเริ่มตนจะยังไมกอใหเกิดอาการเสียวหรือเจ็บปวด แตจะพบการเปลี่ยนแปลงที่เกิดขึ้น

ที่บริเวณผิวฟนใหเห็นเปนจุดหรือฝาขาวขุนคลายชอลก ถาสังเกตเห็นหรือตรวจพบแตเนิ่นๆ แลว 

จะสามารถรักษาใหไมเกิดเปนรูผุได แตถาไมไดรับการรักษาจะเกิดการทําลายของเนื้อฟนตอไป 

ตามลําดับ ดังแสดงในรูปที่ 2.3 
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ฟนปกต ิ ฟนผุระยะแรกเริ่ม เหน็เปนรอยขาวขุน 

  
  

ฟนผุระยะที ่1 ฟนผุระยะที ่2 

  
  

ฟนผุระยะที ่3 ฟนผุระยะที ่4 

  
 

รูปที่ 2.3 ระยะความรุนแรงของการเกิดโรคฟนผุ (กองทันตสาธารณสุข กรมอนามัย, 2551) 

 

ฟนผุระยะที่ 1 เร่ิมเห็นเปนรูผุที่ผิวฟนอาจมีสีเทาหรือดํา มีสีขาวขุนรอบๆ ระยะนี้ยังไม

พบวามีอาการใดๆ 

ฟนผุระยะที่ 2 รูฟนที่ผุลุกลามกวาง และลึกขึ้นเขาสูชั้นเนื้อฟนใกลโพรงประสาท ทําให

เกิดอาการเสียวฟน โดยเฉพาะเมื่อกินอาหารหวาน หรือน้ําเย็นๆ 

ฟนผุระยะที่ 3 รูฟนที่ผุลุกลามลึกลงไปถึงโพรงประสาทฟน ซึ่งเปนที่อยูของประสาทรับ

ความรูสึก ทําใหปวด เคี้ยวไมได 

ฟนผุระยะที่ 4 การอักเสบลุกลามออกไป รอบตัวฟน ถึงอวัยวะรอบตัวฟน อาจเกิดฝ 

หนอง ฟนโยก ปวด เคี้ยวไมได 
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 2.3.1 บทบาทของ S. mutans ตอการเกิดโรคฟนผุ 
 

 บทบาทของ S. mutans ที่มีความสัมพันธตอการทําใหเกิดฟนผุสามารถอธิบายไดดังนี้  

คราบจุลินทรียที่เกิดขึ้นตามปกติในปากคนเราอาจกอใหเกิดฟนผุข้ึนได โดยปกติแลวรอยผุระยะ

เร่ิมจะมีขนาดเล็กและจะคอยๆ ขยายกวางออกไปอยางชาๆ บางครั้งรางกายจะสามารถจัดการกับ

รอยผุเล็กๆ ที่เร่ิมเกิดขึ้นพวกนี้ดวยวิธีการทางกระบวนการสรางสารประกอบพวกแรธาตุข้ึนมาใหม 

(remineralization) ชุมชนจุลินทรียที่อาศัยอยูในคราบจุลินทรียจะมีความสัมพันธกับส่ิงมีชีวิตที่

เปนแหลงอาศัยของจุลินทรียนั้นๆ เปนอยางดีพอๆ กับความสัมพันธที่มีตอจุลินทรียที่พบไดเปน

ปกติในชองปาก แตถาเมื่อใดระดับของ S. mutans ที่เจริญเติบโตทับอยูบนคราบจุลินทรียมี

ระดับสูง  ซึ่งอาจเกิดขึ้นจากความกดดันในเรื่องของอาหาร หรือเปนผลมาจากนิเวศวิทยาที่เกิดขึ้น

ภายในบางอยางชวยเสริมใหเชื้อดังกลาวเจริญไดดีข้ึน รอยโรคของการผุของฟนเล็กๆ เหลานี้ก็จะ

เกิดขึ้น 

 
 2.3.2 ปจจัยในการกอโรคฟนผุของ Mutans Streptococci 
 

 2.3.2.1 ความสามารถในการสรางสารยึดติดกับผิวของเคลือบฟนจากน้ําตาลซูโครส 

 

 ซูโครส หรือน้ําตาลทราย เปนสารใหความหวานที่มีรสชาติดี หางาย ราคาถูก จึง

เปนที่นิยมในการบริโภค และใชมากในอุตสาหกรรมอาหาร แตซูโครสนี้เองกลับเปนสารตั้งตน

สําคัญที่แบคทีเรียในชองปากใชในการผลิตพอลิแซ็กคาไรดที่มีความเหนียวหนืดหรือที่เรียกวา 

เดกซแทรน (dextran) โดยเดกซแทรนนี้จะทําหนาที่คลายกาว ยึดใหจุลินทรียติดอยูบนผิวฟน

กลายเปนคราบจุลินทรีย ซึ่งจะเปนที่เกาะของแบคทีเรียชนิดอื่นตามมา ในจํานวนเชื้อแบคทีเรียใน

ชองปากทั้งหมด พบวา Mutans Streptococci เปนจุลินทรียที่ทําใหเกิดโรคฟนผุในสัตวทดลอง 

(Hamada,1980) 

 Gibbon และคณะ (1966) และ McCabe และคณะ (1967) รายงานวา เมื่อมี

ซูโครส Mutans Streptococci จะสรางโคโลนีที่สามารถยึดติดกับวัตถุที่มีพื้นผิวแข็งในจานเพาะ

เชื้อได ซึ่งการสรางโคโลนีนี้จะไมเกิดถาเปลี่ยนซูโครสเปนกลูโคส หรือเปล่ียนเปนจุลินทรียชนิดอื่น

ที่ไมทําใหเกิดโรคฟนผุ การศึกษานี้แสดงถึงความสัมพันธของความสามารถในการใชซูโครสกับ

การเกิดโรคฟนผุ 
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 2.3.2.2 ความสามารถในการสรางกรดและการทนตอกรด 

 

 ปจจัยที่สําคัญที่สุดที่ทําใหเกิดโรคฟนผุ คือ ความสามารถของเชื้อจุลินทรียในชอง

ปากที่สามารถสรางกรดไดจากอาหารประเภทคารโบไฮเดรต ซึ่งกรดที่จุลินทรียสรางนี้สามารถ

สลายแรธาตุบนผิวฟน (demineralization) ทําใหฟนเกิดการผุกรอน พบวามีจุลินทรียในชองปากที่

สามารถผลิตกรดไดหลายชนิด เชน Streptococci Lactobacilli Actinomyces และ Yeast แตเมื่อ

พิจารณาถึงอัตราการสรางกรดของ Mutans Streptococci เปรียบเทียบกับจุลินทรียชนิดอืน่ พบวา 

Mutans Streptococci สามารถสรางกรดไดมากกวา (Harper และ Loesche, 1983 และ 1984) 

กรดสําคัญที่ Mutans Streptococci สรางเปนปริมาณมาก คือ กรดแลกติก ซึ่งเปนผลิตภัณฑที่

เกิดจากเมแทบอลิซึมของไพรูเวทที่เปนผลิตผลสุดทายจากปฏิกิริยาไกลโคลิซิส (glycolysis) และ

กรดแลกติกยังเปนกรดที่แกกวากรดชนิดอื่นดวย นอกจากนี้ในระหวางวันยังพบวาชนิดของกรดที่

พบในคราบจุลินทรียมีความแตกตางไป โดยสามารถตรวจพบ กรดอะซิติก กรดซักซินิก กรดโพรพิ

โอนิก และกรดบิวไทริก กรดเหลานี้เกิดจากแบคทีเรียชนิดตางๆ ในคราบจุลินทรียชวยกันผลิตขึ้น 

Mutans Streptococci สามารถสรางกรดอินทรียไดจากน้ําตาลหลายชนิด แตซูโครสเปนแหลง

สําคัญที่สุด เนื่องจากซูโครสมีความสําคัญมาตั้งแตกระบวนการเกาะติดและเริ่มตนในการเกิด

คราบจุลินทรีย 

 
2.4 คราบจุลนิทรีย 
 
 คราบจุลินทรีย เปนแผนคราบบนผิวฟนที่มีจุลินทรียเปนสวนประกอบสําคัญ  ที่เหลือเปน

พวกสารอินทรีย และสารอนินทรีย  มีลักษณะนุม หนืด ยึดติดกับผิวเคลือบฟน (Noltel, 1973; 

Wolinsky, 1988) คราบจุลินทรียที่เกิดขึ้นนี้จะพบวา ประกอบดวยจุลินทรียตางชนิดกันออกไป 

และมีแบคทีเรียเปนสวนใหญ บางครั้งอาจเรียกวา คราบแบคทีเรีย หรือคราบจุลินทรีย (dental 

plaque) ดังแสดงในรูปที่ 2.4 ซึ่งจะประกอบดวยแบคทีเรีย ประมาณ 70-80% ที่สําคัญ ไดแก พวก 

Streptococcus Actinomyces และ Neisseria  นอกจากนี้ก็จะมีรา โปรโตซัว และไวรัสเล็กนอย  

ในระยะเริ่มของคราบจุลินทรีย  แบคทีเรียที่พบมากที่สุด คือ กลุมของ Streptococcus ซึ่งสามารถ

ผลิตกรดอินทรียได และเปนสาเหตุใหเกิดฟนผุ 

 คราบจุลินทรีย เปนสิ่งสะสมบนตัวฟนที่เปนจุดเริ่มตนของกระบวนการเกิดฟนผุทั้งหมด 

(Wolinsky, 1988) และถือไดวาเปนที่อยูอาศัยของจุลินทรีย (macrohabitat) ซึ่งภายในคราบ       

จุลินทรียนี้ ประกอบดวยสิ่งแวดลอมเล็กๆ เปนจํานวนมาก  ส่ิงแวดลอมเล็กๆ นี้คอยๆ เกิดขึ้นจาก

ปจจัยที่สําคัญทางนิเวศวิทยา  โครงสรางและการเกิดขึ้นของคราบจุลินทรียเปนไปตามรูปแบบการ
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ต้ังถิ่นฐานของแบคทีเรีย  การยึดเกาะของ pioneer species เชน Neisseria และ S. sanguis จะ

เกิดขึ้นกอนแลวตามมาดวยการคอยๆ เพิ่มข้ึนของจุลินทรียชนิดตางๆ ที่ซับซอนมากขึ้น จนกระทั่ง

เกิดชุมชนจุลินทรียที่มีหลากหลายสปชีส รวมไปถึงมีแบคทีเรียพวกฟลาเมนต พวกที่ไมตองการ

ออกซิเจนในการเจริญเติบโตเปนจํานวนมาก การเปลี่ยนแปลงและการรวมตัวกันขึ้นมาใหมของ   

จุลินทรียในสิ่งแวดลอมเล็กๆ (micro-environment) นี้ สามารถเกิดขึ้นไดตลอดเวลาซึ่งอาจเปนผล

มาจากปจจัยของสิ่งมีชีวิตที่เปนที่อาศัยของจุลินทรีย (host factors) หรืออาจเปนผลมาจากสิ่ง

ตางๆ ที่เกิดขึ้นภายในชุมชนของจุลินทรีย (activity of community) และจุลินทรียชนิดแรกๆ ที่

เกิดขึ้นบนคราบจุลินทรียนี้จะมีการใชน้ําตาลที่เหลือจากการยอยอาหารเปนสารตั้งตนในการสราง

เดกซแทรน และจากการรวมตัวกันของจุลินทรียชนิดตางๆ ทําใหมีการสรางกรดอินทรียออกมา

ทําลายเนื้อฟนจึงเปนสาเหตุใหเกิดฟนผุนั่นเอง (dental caries หรือ tooth decay) 

 

 
 

รูปที่ 2.4 ความหลากหลายของจุลินทรียที่อาศัยอยูในคราบจุลินทรียภายใตกลองจุลทรรศน

อิเล็กตรอน (Todar, 2007) 
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 2.4.1 กลไกที่เกีย่วของกับการเกิดคราบจลุนิทรีย 
 

 การเริ่มมีการยึดเกาะของจุลินทรียเปนปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นระหวางจุลินทรียกับพื้นผิวที่    

จุลินทรียไปเกาะ โดยมีพวกพอลิเมอรที่อยูนอกตัวเซลลเขามาเกี่ยวของ และมีอิทธิพลตอการเริ่ม

ยึดเกาะของจุลินทรีย การเกิดคราบจุลินทรียนั้น (Lyndhe, 1984) สามารถแบงเปนขั้นตอนอยาง

งายๆ ไดเปน 4 ข้ันตอน ดังนี้ (จินตกร คูวัฒนสุชาติ, 2542) 

 

 1. ระยะแผนฟลมที่เกิดขึ้นที่ไมคงตัว เปนระยะที่สามารถเปลี่ยนกลับไปกลับมาได โดย

จะเริ่มมีการยึดเกาะหรือมีการดูดซับของจุลินทรียตอพื้นผิวที่ถูกยึดเกาะ 

 2. ระยะแผนฟลมที่เกิดขึ้นมีความคงตัวไมกลับไปกลับมา โดยที่ในระยะนี้จะมีพวก    

พอลิเมอรเขามาทําหนาที่ในการเชื่อมตอระหวางจุลินทรียกับพื้นผิวที่ถูกยึดเกาะ ซึ่งระยะนี้มี

บทบาทสําคัญตอการยึดเกาะของจุลินทรียตัวตอไป 

 3. ระยะที่มีการเกิดซ้ําซากของระยะที่ 1 และระยะที่ 2 ซึ่งการยึดเกาะแบบติดแนนของ 

จุลินทรียที่เพิ่งเริ่มมีการยึดเกาะนี้จะเปนการยึดเกาะติดกันของจุลินทรียตัวอื่น 

 4. ระยะสุดทายเปนระยะที่จุ ลินทรียที่ เกาะติดบนพื้นผิวที่ถูกยึดเกาะจะมีการ

เจริญเติบโตเพิ่มจํานวนขึ้น จนเกิดเปนแผนฟลมบางๆ ข้ึนในที่สุด 

 

 อยางไรก็ตาม การเกิดคราบจุลินทรียเปนกระบวนการที่ดําเนินตอกันไปตลอดเวลาไมมี

การหยุดนิ่ง เร่ิมจากการยึดเกาะของจุลินทรีย การเจริญเติบโตของจุลินทรีย การหลุดออกจากการ

ยึดเกาะ และการกลับเขามายึดเกาะใหมของจุลินทรีย ดังนั้นการเกิดคราบจุลินทรียจึงสามารถ

เกิดขึ้นไดซ้ําแลวซ้ําอีก 

 
 2.4.2 คราบจุลนิทรียกับการเกดิฟนผุ 
 
 เคลือบฟน เปนสวนที่มีแรธาตุมากที่สุดของรางกาย ซึ่งประกอบดวย แคลเซียม 

(calcium) และฟอสเฟต (phosphate) อยูในรูปของเกลือไฮดรอกซีอะพาไทท (hydroxyapatite) ที่

ผิวของเคลือบฟนจะมีรูเล็กๆ มากมาย ซึ่งยอมใหพวกไอออนที่มีขนาดเล็ก เชน ไอออนของโซเดียม 

แคลเซียม และฟลูออไรดเขาไปได  ไฮดรอกซีอะพาไททสามารถละลายไดงายในกรด  โดยการ

ละลายจะขึ้นกับคาความเปนกรด-ดาง อุณหภูมิ และไอออนที่อยูโดยรอบ  โรคฟนผุเปนโรคที่เกิด

กับเนื้อเยื่อแข็งของฟนซึ่งไดแก สวนของฟนที่โผลข้ึนมาในชองปาก  โดยจะมีการทําลายของเนื้อ

ฟน ทําใหเกิดการสลายตัว เปอยยุย หรือเปนโพรง หรือรูข้ึน  การทําลายนี้จะเปนการทําลายอยาง
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ถาวร โดยรางกายจะไมสามารถซอมแซมสวนที่ถูกทําลายไปใหปกติเหมือนเดิมได  นอกจากจะใช

วัสดุสังเคราะหอ่ืนๆมาทดแทนเนื้อฟนสวนที่เสียไปใหทําหนาที่ไดเหมือนเดิมเทานั้น  อาหารฟนผุ

เร่ิมตนจากแบคทีเรียในชองปากดํารงชีวิตโดยใชอาหารที่มีในคราบจุลินทรียในภาวะที่มีออกซิเจน

ตํ่า ทําใหเกิดผลผลิตเปนกรดอินทรีย เชน กรดแลคติก (lactic acid) กรดอินทรียดังกลาว เมื่อ

สัมผัสกับฟนในระยะเวลาหนึ่ง จะทําใหแรธาตุในเนื้อฟนละลายหายไป (demineralization) 

กลายเปนโพรง หรือรูข้ึน 

 
2.5 แนวทางแกไข และการปองกันฟนผ ุ
 

 ในปจจุบันมีหลากหลายวิธทีี่นยิมใชในการปองกันฟนผ ุไดแก 

 

 1. การใชวิธีทางกายภาพในการทําความสะอาดชองปาก  โดยใชอุปกรณทําความสะอาด 

ฟนที่มีสวนประกอบของสารตางๆ ที่ปองกันฟนผุ เชน สารฟลูออไรด (fluoride) คลอรีนไดออกไซด 

(chlorine dioxide) หรือสารตอตานจุลินทรีย (antimicrobial agent) เปนตน แตวิธีนี้ตองขึ้นอยูกับ

ลักษณะนิสัยสวนบุคคลของแตละคนดวย 

 2. การใชสารประกอบเรซิน (resin composite, RC) และสารเซรามิก (ceramic filling, 

CF) ซึ่งเปนสารอนินทรีย ในการปองกันการเกิดคราบจุลินทรียและการเกิดโรคเหงือกอักเสบ 

(gingival inflammation) (Konradsson และ Dijken, 2002) 

 3. การใชสารใหความหวานอื่นแทน  (sugar substitutes)   เชน น้ําตาลไซลิทอล (xylitol) 

หรือใชสารปองกัน เชน acarbose ซึ่งไดมีการรายงานไววา acarbose ซึ่งเปนออรัลโอลิโกแซ็ก   

คาไรด (oral oligosaccharide) ชนิดหนึ่ง และเปนสารปองกันโรคเบาหวาน (anti-diabetic 

agent) มีความสามารถในการยับยั้งการสรางเดกซแทรนได โดยมีความเกี่ยวของกับกลไกของ

คารโบไฮเดรตซึ่งทําหนาที่เปนตัวรับน้ําตาล D-glucose ที่ปลดปลอยออกมา (Kim และคณะ, 

1998) หรือใชเอสเทอรของคารโบไฮเดรต (carbohydrate fatty acid ester) ไดแก 6-O-

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

คณะ (2004) ไดมีการรายงานไววา เอสเทอรเหลานี้มีความปลอดภัย และมีความสามารถในการ

ปองกันฟนผุได โดยเกิดการยับยั้งกิจกรรมของเอนไซมกลูโคซิลทรานสเฟอเรส ซึ่งสามารถนําสาร

ตางๆ ขางตน ไปประยุกตใชผสมลงในผลิตภัณฑทําความสะอาดชองปากได  นอกจากนี้ ยังมีการ

ใชกรดอะมิโนที่ใหความหวานแทนการใชน้ําตาลทราย เชน monellin และ aspartame (Keyes, 

1968) แตมีขอจํากัดอยูที่ไมสามารถทนตออุณหภูมิสูงมากๆได เนื่องจากความรอนจะทําลาย

โปรตีนซึ่งจะทําใหสูญเสียความหวานไปในที่สุด 
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 4. การใชเทคนิคทางพันธุวิศวกรรม ในการปรับปรุงสายพันธุของ S. mutans ไมใหเกดิการ

สรางกรดแลคติคออกมา โดยสายพันธุที่ใชมีความสามารถเขาไปแทนที่แบคทีเรียอื่นๆ ที่อาศัยอยู

ภายในชองปาก 

 5. การใช passive immunization โดยการตอตาน S. mutans ดวย anti-S. mutans 

monoclonal antibody  

 6. การใชวัคซีน (vaccine) ในการยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย  ซึ่ง  Monchois และคณะ 

(1999) ไดมีการศึกษาถึงกลไกการทํางาน และความสัมพันธระหวางโครงสรางและหนาที่ของ

เอนไซมกลูแคนซูเครส (glucansucrase) เพื่อนําไปพัฒนาผลิตเปนวัคซีนสําหรับปองกันฟนผุ

ตอไปได  การทดลองผลิตวัคซีนเริ่มแรกจะใช S. mutans ที่ถูกทําใหตายโดยฟอรมาลีน หรือใช

ความรอนในการฆาใหตายกอนฉีดเขาไปในบริเวณตอมน้ําลายของลิง เพื่อใหลิงสรางภูมิคุมกันตอ

เชื้อนี้ข้ึน พบวา ภูมิคุมกันที่ลิงสรางขึ้นสามารถตอตาน S. mutans และลดการเกิดฟนผุได 

(Taubman และ Smith, 1974)  แตการใชวัคซีนกรณีนี้มักมีปญหา เนื่องจากวัคซีนสามารถ

กอใหเกิด antigen-antibody complex ตอเนื้อเยื่อหัวใจ และเนื้อเยื่อของอวัยวะอื่นได (Van de 

Rijn และคณะ,1976)  และยังกอใหเกิดการทําลายอวัยวะที่เกี่ยวของกับการไหลเวียนของเลือดไป

ทั่วรางกาย เชน ไต ดวย 

 7. การใชสารเคลือบฟนไมใหเกิดการจับเกาะเบื้องตน เชน สเปอรมีน (spermine) และ

สารพวกแลคติน (Hamada และ Slade, 1980) ทําใหจุลินทรียไมสามารถจับเกาะได แตวิธีนี้ยังไม

ไดผลที่ดีนัก 

 8. การใชเดกซแทรนเนสในการควบคุมปริมาณเดกซแทรนที่เกิดขึ้น ซึ่ง Marotta และคณะ 

(2002) ไดทําการทดลองใชเอนไซมระดับคุณภาพอาหาร (food grade) 2 ชนิด คือ เดกซแทรนเนส 

50 L (Dextranase 50 L) และเดกซโทรไซม (Dextrozyme) ในระดับหองปฏิบัติการ ซึ่งเดกซแทรน

เนส 50 L จะมีความจําเพาะตอพันธะ α-1,3 มากกวาพันธะ α-1,6 สวนเดกซโทรไซมจะจําเพาะ

ตอพันธะ α-1,6 มากกวา โดยไดทดลองผสมเอนไซมทั้ง 2 ชนิดลงในผลิตภัณฑน้ํายาบวนปากเพือ่

ใชเปนตัวควบคุมการเกิดคราบจุลินทรีย พบวาเดกซแทรนเนส 50 L มีความสามารถในการปองกัน

การสรางกลูแคนที่สรางขึ้นจากเชื้อ S. sobrinus ได และกลูแคนที่สรางออกมาจะไมมีคุณสมบัติใน

การยึดเกาะอีกทั้งเดกซแทรนเนส 50 L ยังสามารถสลายกลูแคนกอนการสังเคราะห (pre-

synthesis) ไดบางสวน (ประมาณ 20%) ดวย แตเดกซโทรไซมจะไมสามารถปองกันและสลาย  

กลูแคนได แตจะทําใหกลูแคนนั้นไมมีคุณสมบัติในการยึดเกาะเชนเดียวกัน และเอนไซมทั้ง 2 ชนิด

จะมีความอยูตัวดีในผลิตภัณฑน้ํายาบวนปากที่คาความเปนกรด-ดางประมาณ 5.0 ดังนั้นจึงเปน

แนวทางที่สําคัญในการประยุกตใชเดกซแทรนเนสผสมลงในผลิตภัณฑประเภทยาสีฟน หรือน้ํายา
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บวนปาก ในการปองกันฟนผุตอไป  ขอดีของการนําเดกซแทรนเนสมาใช (Barrett และคณะ, 

1986) คือ 

  - สามารถยอยสลายเดกซแทรนที่ละลาย และไมละลายน้ําได 

  - ยับยั้งการสรางเดกซแทรนที่ไมละลายน้ําได 

  - มีผลตอการทํางาน และผลิตภัณฑของเอนไซมกลูโคซิลทรานเฟอเรส 

  - สามารถลดการรวมตัวกันของเซลล S. mutans ในหลอดทดลอง 

 จากแนวทางการแกปญหาที่ไดเสนอไป การใชเดกซแทรนเนสนับวาเปนวิธีทางชีวภาพที่มี

ความปลอดภัยกวาการใชสารเคมี และนอกจากนี้ยังมีการรายงานการศึกษาวิจัยเกี่ยวกับการนํา

เดกซแทรนเนสมาทดลองใชมากมาย และมีแนวโนมที่สามารถลดปริมาณของเดกซแทรนไดเปน

อยางดี 

 
2.6 เดกซแทรน 
 
 เดกซแทรน เปนโฮโมพอลิแซ็กคาไรด (homopolysaccharide) ของกลูโคสชนิดที่ผลิตแลว

ปลดปลอยออกมาภายนอกเซลล (exopolysaccharide) (Jeanes และคณะ, 1954; Robyt, 

1986; Sutherland, 1996; Broadbent และคณะ, 2003) ที่ประกอบขึ้นจากหนวยยอยของน้ําตาล

ดี-กลูโคส (D-glucose) จับกันดวยพันธะไกลโคไซดชนิด α-1,6  เปนสวนใหญ และมีพันธะไกล  

โคไซดชนิด α-1,2 α-1,3 และ α-1,4 เปนสวนของกิ่งสาขา (Wynter และคณะ, 1996; 

Sutherland, 1996) ดังแสดงในรูปที่ 2.5 ซึ่งขนาดโมเลกุลและชนิดของพันธะจะเปนตัวกําหนด

ความสามารถในการละลายน้ําของเดกซแทรน โดยยิ่งขนาดโมเลกุลใหญและสัดสวนของพันธะ 

α-1,3 มากจะยิ่งละลายน้ําไดยาก 

 เดกซแทรน จะมีลักษณะเหนียวหนืด เปนเมือก (slimy) หรือเปนแผนเมือก (mucous 

mass) คลายกาว ประกอบกับมีน้ําหนักโมเลกุลที่สูงจึงสามารถละลายน้ําไดยาก และมีลักษณะ

เหนียวหนืดสามารถจับกับผิวฟนได  ลักษณะเหนียวหนืดนี้ยังทําหนาที่เปนกาวยึดคราบจุลินทรีย

ใหติดกับฟนดวย นอกจากนั้นเดกซแทรนเหลานี้ยังจับกับไกลโคโปรตีนในน้ําลายและเศษอาหาร

ตางๆ เขาไวดวย ทําใหเกิดคราบจุลินทรียสงผลใหจุลินทรียตางๆ จับเกาะบนผิวฟนไดเพิ่มมากขึ้น 

นอกจากนี้ยังเปนแหลงอาหารและแหลงพลังงานที่สําคัญของแบคทีเรีย นอกเหนือจากอาหารที่ได

จากภายนอก (Guggenheim, 1970)  

 เดกซแทรน  เกิดจากการทํางานของเอนไซมเดกซแทรนซูเครส (dextransucrase) หรือ

เรียกอีกชื่อหนึ่งวา กลูโคซิลทรานสเฟอรเรส (glucosyltransferase, GTF) (1,6-α-glucan:D-

glucose-2-glucosyltransferase; E.C. 2.4.1.5) ของแบคทีเรีย ซึ่งเอนไซมชนิดนี้เปนเอนไซมที่
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สรางออกมาภายนอกเซลล (extracellular enzyme) และเปนเอนไซมที่ตองการการชักนํา 

(inducible enzyme)  โดยสารชักนําการสรางเดกซแทรน ไดแก ซูโครส 

 

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

 

 

จากปฏิกิริยาขางบนนี้ เอนไซมกลูโคซิลทรานเฟอรเรส หรือเดกซแทรนซูเครส จะเรงปฏิกิริยาการ

เปลี่ยนซูโครส เปนพอลิเมอรของกลูโคส หรืออีกชื่อหนึ่ง คือ เดกซแทรน (dextran) พรอมกับ

ปลดปลอยฟรักโทสอิสระออกมาดวย (Cole, 1977; Van Houte และ Russo, 1986) 

 

 
 

รูปที่ 2.5 โครงสรางของเดกซแทรน (Polydex Pharmaceuticals Ltd., 2007) 

 

 เดกซแทรนที่จุลินทรียแตละชนิดสรางขึ้นจะมีความยาว ขนาดโมเลกุล และจํานวนแขนง

ยอยแตกตางกัน โดยจะมีขนาดโมเลกุลต้ังแตหลายพันไปจนถึงหลายลานดาลตัน ซึ่งตามที่ได

กลาวไปขางตนแลววา น้ําหนักโมเลกุลที่มากและการแตกแขนงของพันธะไกลโคไซด จะทําให

ความสามารถในการละลายน้ําของเดกซแทรนลดลง จุลินทรียที่พบวาสามารถสรางเดกซแทรน    

ซูเครสไดดี คือ กลุมของ Leuconostoc sp. Streptococcus sp. Acetobacter sp. และ 

Betabacterium sp. 

 

 

 

 

 

dextransucrase 

หรือ glucosyltransferase 
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 2.6.1 ชนิดของเดกซแทรน 
  

 2.6.1.1 เดกซแทรนที่สามารถละลายน้ําได (water soluble dextran) 

 เปนเดกซแทรนที่มีพันธะ α-1,6 ในปริมาณมาก ถูกสังเคราะหโดยการทาํงานของ

กลูโคซิลทรานเฟอเรสที่สังเคราะหเดกซแทรนพันธะ α-1,6 ไดในปริมาณมาก (Lewicki และคณะ

,1971) 

 

 2.6.1.2 เดกซแทรนที่ไมสามารถละลายน้ําได (water insoluble dextran หรือ less 

soluble dextran) 

 เปนเดกซแทรนที่มีพันธะ α-1,3 ในปริมาณมาก ถูกสังเคราะหโดยการทาํงานของ

กลูโคซิลทรานเฟอเรสที่สังเคราะหเดกซแทรนพันธะ α-1,3 ไดในปริมาณมาก (Guggenheim และ 

Newbrun, 1969) 

 

 ในปจจุบันมีการผลิตเดกซแทรนในทางการคามากมาย โดยมีใหเลือกตามขนาดของ

โมเลกุลและการใชงาน เชน เดกซแทรนเกรดอุตสาหกรรมที่ใหเปนสารปรุงแตงในอุตสาหกรรม

อาหาร เชน เติมในไอศกรีม เบเกอรี่ หรือลูกอม ชวยใหเกิดความนุมของเนื้อสัมผัส เดกซแทรนที่ใช

ในทางการแพทย ซึ่งใชในการเพิ่มปริมาณของโลหิตในผูปวยที่สูญเสียน้ําจากการถูกไฟคลอก โดย

ไมรบกวนระบบของแอนติเจน-แอนติบอดีที่กอใหเกิดการตกตะกอนของเลือด เดกซแทรน T-2000 

(น้ําหนักโมเลกุล 2,000,000 ดาลตัน) เดกซแทรน T-40 (น้ําหนักโมเลกุล 40,000 ดาลตัน) และ

เดกซแทรน T-20 (น้ําหนักโมเลกุล 20,000 ดาลตัน) เปนตน โดยเดกซแทรนที่ผลิตทางการคา

ทั้งหมดสังเคราะหไดจาก Leuconostoc mesenteroides NRRL B512F ซึ่งประกอบดวยพันธะ 

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

2000) และจากคุณสมบัติที่เหนียวหนืดของเดกซแทรนนี้เองทําใหเดกซแทรนไดรับความสนใจและ

ศึกษากันมาก 
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 2.6.2 ปญหาที่เกิดจากการสะสมของเดกซแทรน 
 

 2.6.2.1 อุตสาหกรรมการผลิตน้ําตาลทราย (sugar cane industry) 

 

 น้ําตาลทราย เปนสินคาทางเกษตรกรรมที่สามารถนํารายไดเขาสูประเทศ

มากกวาปละสองหมื่นลานบาท ซึ่งถือวาเปนอุตสาหกรรมที่ทํารายไดใหแกประเทศเปนจาํนวนมาก

ในแตละป  โดยมีพืชเศรษฐกิจที่สําคัญเปนวัตถุดิบ คือ ออย ซึ่งสามารถเพาะปลูกไดทั่วไปในเขต

รอนชื้น แตพบวา ไดประสบปญหาในระหวางกระบวนการเก็บเกี่ยว และกระบวนการผลิตน้ําตาล 

เนื่องจากมีการปนเปอนของจุลินทรียในกลุมของ Leuconostoc sp. ที่มีความสามารถในการผลิต

เดกซแทรนจากซูโครสที่มีอยูในน้ําออย โดยเดกซแทรนที่เกิดขึ้นเมื่อจับกับผิวของทอสงน้ําออยจะ

ทําใหเกิดการอุดตันสงผลใหอัตราการผลิตต่ําลง  นอกจากนี้ความหนืดของเดกซแทรนยังทําให

แบคทีเรียที่ปนเปอนชนิดอื่นมาเกาะติด และเจริญสามารถปลอยกรดอินทรียออกมาได เปนสาเหตุ

ทําใหเกิดการบูดเปรี้ยวของน้ําตาล  เมื่อมีเดกซแทรนมากขึ้นจะสงผลใหน้ําออยมีความหนืดมาก

ข้ึน ทําใหน้ําออยเดือดชาลง ใสไดยากขึ้น อัตราการตกผลึกของซูโครสชาลง และผลึกของซูโครสจะ

ยาวผิดปกติ (บุญสง แสงออน, 2527) น้ําตาลฟรักโทสที่เหลืออยูยังอาจสลายตัวใหเปนกรดอินทรยี 

และสารประกอบที่มีสี (สันติ์ ฉายตระกูล, 2525)  นอกจากนี้การที่น้ําออยมีเดกซแทรนปนเปอนมา

นั้น จะทําใหเกิดปญหาเกี่ยวกับการตรวจวัดคุณภาพของน้ําออยเปนอยางมาก  ทั้งนี้เนื่องจาก

สมบัติทางชีวเคมีของเดกซแทรนที่สามารถเบี่ยงเบนแสง (Polarized light) ได และยังทําใหคาการ

เบี่ยงเบนแสง (Polarization) สูงกวาคาของน้ําตาลซูโครสถึง 3 เทา ทําใหการวัดคาการเบี่ยงเบน

แสงมีความผิดพลาด (Singleton, 2006) ดวยเหตุนี้เองทําใหเกิดการสูญเสียน้ําตาลไปถึงรอยละ 

9.2 ของผลผลิตน้ําตาลทรายที่ไดตอป 

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

mesenteroides ในกระบวนการผลิตน้ําตาลจากหัวบีท (sugar beet) โดยซูโครสสวนหนึ่งจะสูญ

หายไป พรอมทั้งมีการสรางพอลิแซ็กคาไรดที่มีลักษณะคลายเมือก ซึ่งกอใหเกิดปญหาตอ

กระบวนการและคุณภาพของผลิตภัณฑ 

 Egglestona และ  Monge (2005) พบการปนเปอนของ Leuconostoc sp. ใน

กระบวนการผลิตน้ําตาลทรายที่หลุยสเซียนา สหรัฐอเมริกา สงผลใหสูญเสียปริมาณน้ําตาลทราย

เปนจํานวนมาก เนื่องมาจาก Leuconostoc sp. สามารถผลิตเอนไซมเดกซแทรนซูเครสออกมา 

และเปลี่ยนซูโครสที่มีอยูในน้ําออยใหเปนเดกซแทรนได 
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 2.6.2.2 การเกิดคราบจุลินทรียที่เปนสาเหตุของโรคฟนผุ 

 

 ปจจัยการกอโรคฟนผุเกิดจากการที่จุลินทรียในชองปากชนิด oral streptococci 

สามารถสรางเอนไซมเดกซแทรนซูเครส หรือกลูโคซิลทรานเฟอเรส ซึ่งจะเรงปฏิกิริยาการเปลี่ยน

ซูโครสที่เปนสับสเตรตของเอนไซมใหกลายเปนเดกซแทรนที่ละลายน้ําไดยาก สามารถจับกับผิว

ฟนไดเกิดเปนคราบจุลินทรีย สงผลใหเกิดการสะสมของจุลินทรียบนผิวฟนมากขึ้น จุลินทรียบน

คราบจุลินทรียนั้นจะหมักอาหารประเภทคารโบไฮเดรตแลวปลดปลอยกรดอินทรียออกมา ทําให

เกิดการละลายของสารประกอบจําพวกแรธาตุบริเวณผิวเคลือบฟน หรือเนื้อฟนกลายเปนภาวะฟน

ผุข้ึน 

 Ebisu และคณะ (1974) ไดศึกษาคุณสมบัติของเดกซแทรนที่ไมสามารถละลาย

น้ําไดจาก Streptococcus mutans OM7 176 พบวา 70% เปนเดกซแทรนที่ประกอบดวยพันธะ 

α-1,3 และอีก 30% เปนเดกซแทรนที่ประกอบดวยพันธะ α-1,6 สรุปไดวาเดกซแทรนที่

ประกอบดวยพันธะ α-1,3 อยูมากจะยิ่งละลายน้ําไดยากเพราะมีโครงสรางที่แตกแขนงมาก 

 Johnson และคณะ (1974) รายงานวา แบคทีเรียที่สามารถสังเคราะหเดกซแทรน

ได แตไมกอใหเกิดการเกาะติดบนผิวฟน และไมทําใหเกิดฟนผุ จะสังเคราะหเฉพาะเดกซแทรนที่

ประกอบดวยพันธะ α-1,6 

 Walker และคณะ (1984) ไดศึกษาการเกิดโรคฟนผุในคน พบวา เดกซแทรนที่ไม

สามารถละลายน้ําได ซึ่งมีพันธะ α-1,3 ปริมาณสูง จะชวยใหจุลินทรียยึดเกาะกับผิวฟน ในขณะที่

เดกซแทรนที่สามารถละลายน้ําไดซึ่งมีพันธะ α-1,6 ปริมาณสูงจะชวยในการยึดเกาะกันเองของ

แบคทีเรีย 

 Yu และคณะ (2006) กลาวไววา แบคทีเรีย S. mutans ที่มีอยูในชองปากจะเริ่ม

สรางคราบจุลินทรียโดยการสังเคราะหกลูแคนขึ้นจากน้ําตาลซูโครสที่ไดรับมาจากอาหาร จากนั้น

จะปลดปลอยกรดอินทรียออกมาทําลายผิวเคลือบฟนเปนผลใหเกิดอาการฟนผุ 

 
2.7 เดกซแทรนเนส 
 
 เดกซแทรนเนส จัดเปนเอนไซมที่ตองการการชักนํา (inducible enzyme) โดยเดกซแทรน

จะเปนตัวที่ชักนําใหเกิดการแสดงออกของยีน dexA ในระดับ mRNA ใหเกิดการสรางเดกซแทรน

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

เอนไซมนี้มีความจําเพาะตอการยอยสลายพันธะ α-1,6 และพันธะ α-1,3 ที่เชื่อมหนวยยอยของ

กลูโคสในสายเดกซแทรน  โดยเอนไซมนี้จะยอยสลายพันธะที่เชื่อมหนวยของกลูโคสจากปลาย
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ดานหนึ่งแลวตัดเขาไปทีละโมเลกุล ซึ่งเปนปฏิกิริยาแบบ exo-dextranase หรืออาจยอยที่จุดใดจุด

หนึ่งบนสายเดกซแทรน ซึ่งเปนปฏิกิริยาแบบ endo-dextranase ทําใหไดสายเดกซแทรนที่ส้ันลง  

ซึ่งปฏิกิริยาทั้ง 2 แบบนี้จะมีความจําเพาะตอการสลายพันธะแตกตางกันดวย (Sutherland, 1996)  

โดยรูปแบบการยอยสลายของเอนไซมนี้ข้ึนอยูกับชนิดของจุลินทรียที่ผลิตเอนไซม  สวนผลิตภัณฑ

ที่ไดอาจเปนโอลิโกเมอร (oligomer) ไดเมอร (dimer) หรือโมโนเมอร (monomer) ของน้ําตาล

กลูโคส 

 
 2.7.1 ชนิดของเดกซแทรนเนสเมื่อแบงตามความจําเพาะในการสลายพันธะ 
 

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

จําเพาะตอพันธะ α-1,6 บนสายเดกซแทรน 

 

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

จําเพาะตอพันธะ α-1,3 บนสายเดกซแทรน 

 
 2.7.2 ลักษณะการทํางานของเดกซแทรนเนสในการสลายพันธะของเดกซแทรน 
(Walker, 1978) 
 

 2.7.2.1 exo-dextranase 

 

 เปนเดกซแทรนเนสที่ยอยสลายพันธะที่เชื่อมโมเลกุลของกลูโคสจากปลายรีดิวซ

ของสายเดกซแทรน เปนการตัดทีละโมเลกุลของกลูโคส ผลิตภัณฑที่ไดสวนใหญ คือกลูโคส และ 

ไอโซมอลโทส จุลินทรียที่สราง exo-dextranase ไดแก S. mutans, Achromobacter spp. และ 

Arthrobacter globiformis T6 เปนตน (Wynter, 1997; Sutherland, 1996) 

 

 2.7.2.2 endo-dextranase 

 

 เปนเดกซแทรนเนสที่ยอยสลายพันธะไกลโคไซด ที่จุดใดจุดหนึ่งในสายของเดกซ

แทรน ทําใหไดพอลิเมอรของน้ําตาลสายสั้นๆ ผลิตภัณฑที่ไดจากการยอยสลายอาจเปนโอลิ       

โกเมอร (oligomer) ไดเมอร (dimer) หรือโมโนเมอร (monomer) ของกลูโคส เชน ไอโซมอลโทส  

ไอโซมอลโทเททราโอส (isomaltetraose) และไอโซมอลโทเพนทะโอส (isomaltopentaose)     
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เปนตน   ซึ่งจะเกิดการยอยอยางชาๆ ดวย exo-dextranase ตอไปจนไดผลิตภัณฑเปนโมเลกุลที่

เล็กลง จุลินทรียที่สราง endo-dextranase ไดแก Chaetomium gracile, S. mutans, 

Cladosporium resinae, Flavobacterium spp. และ Pseudomonas spp. เปนตน ซึ่งจุลินทรีย

แตละชนิดก็จะสราง endo-dextranase ที่จําเพาะตอพันธะแตกตางกันไปอีกดวย (Wynter, 1997; 

Sutherland, 1996) 

 

 เดกซแทรนเนสสามารถพบไดในแหลงตางๆ เชน ในลําไสของสัตวเลี้ยงลูกดวยนมบาง

ชนิด (Sidebotham, 1974) และจากจลิุนทรียตางๆ ทั้งรา (Fukumoto และคณะ, 1971, 

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

แอคติโนมัยซสิ (Actinomyces) และแบคทีเรียทัง้แกรมบวกและแกรมลบหลายชนิด (Lawman 

และ Bleiweis, 1991; Okushima และคณะ, 1991)  ตามที่สุหทัยา จิระนนัทพิร (2543) ไดสรุปไว 

เชน Arthrobacter globiformis, Bacillus megaterium, Streptomyces cinemonensis, 

Lipomyces starkeyi, Chaetomium gracile, Penicillium minioluteum เปนตน 

 จากที่ผานมาไดมีการศึกษาเกี่ยวกับเดกซแทรนเนสมาตั้งแตป 1952  หลังจากที่มีการ

คนพบวา คราบจุลินทรียประกอบดวยเดกซแทรน  ตอมาจึงมีการนําเดกซแทรนเนสมาเปนสาร

ปองกันฟนผุ (anticaries agent) (Leach, 1969; Barrett และคณะ, 1986)  การนําเดกซแทรน

เนสไปใชกอนที่จะมีพอลิแซ็กคาไรดเกิดขึ้น จะงายตอการปองกันการเกิดคราบจุลินทรีย แตถา

ปลอยใหคราบจุลินทรียโตเต็มที่แลว จึงมาใชเดกซแทรนเนสจะพบวา การขจัดคราบจุลินทรียจะทํา

ไดยากกวา (Wiater และคณะ, 2004) 

 Fitzgerald และคณะ (1968) ไดศึกษาผลของเดกซแทรนเนสจาก Penicillium 

funiculosum ตอการยับยั้งการเกิดฟนผุในหนูแฮมสเตอร  โดยเติมเดกซแทรนเนสลงในอาหาร 

และน้ําดื่มของหนู  อาหารที่ใชเลี้ยงจะมีซูโครสอยูมาก พบวา การเติมเดกซแทรนเนสลงไปในน้ํา

ด่ืมเพียงอยางเดียว จะลดการเกิดฟนผุไดนอยกวาการเติมเดกซแทรนเนสลงไปทั้งในน้ํา และ

อาหาร 

 Block และคณะ (1969) ไดศึกษาผลการปองกัน และรักษาการเกิดคราบจุลินทรีย และ

ฟนผุในหนูแฮมสเตอรของเดกซแทรนเนส พบวา การปองกันนั้นสัตวทดลองที่ไดรับเอนไซม จะมี

คราบจุลินทรียลดลง และไมมีฟนผุเลย  ในขณะที่สัตวทดลองชุดควบคุมที่ไมไดรับเอนไซม จะมี

คราบจุลินทรียมาก และเกิดฟนผุมาก  ในดานการรักษา เมื่อเลี้ยงสัตวทดลองดวยอาหารที่มี

น้ําตาลซูโครสสูง เปนเวลา 21 วัน  จากนั้นเติมเอนไซมลงในน้ําใหสัตวทดลองดื่ม พบวา ภายใน

เวลา 2 วัน คราบจุลินทรียจะถูกขจัดไปหมด และอัตราการเกิดคราบจุลินทรียก็จะลดลงดวย 
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 ตอมาในป ค.ศ. 1969 Leach พบวา ราสวนมากสรางอะฟลาทอกซิน (aflatoxin) ออกมา

ในสภาวะที่มีการสรางเดกซแทรนเนสดวย  ซึ่งจะสงผลใหเกิดอาการแพ จึงไดเร่ิมมีการนําเดกซ

แทรนเนสจากแบคทีเรียมาใชแทน 

 Schachtele และคณะ (1975) ไดศึกษาความสามารถในการชวยลดการยึดเกาะของ 

Streptococcus mutans บนแทงแกว โดยเดกซแทรนเนสที่ไดจาก Actinomyces isrelii และ 

Bacteroides ochraceus 

 Kim และคณะ (1999) รายงานถึงการใชเดกซแทรนเนสที่ผลิตจาก Lipomyces starkeyi 

ในการยอยสลายพันธะ α-1,3 และพันธะ α-1,6 ในสายเดกซแทรน เพื่อประโยชนในการปองกัน

ฟนผุ แมเดกซแทรนเนสที่ไดจะมีประสิทธิภาพดี แตไมสามารถนํามาประยุกตใชกับมนุษยได 

เนื่องจาก L. starkeyi เปนเชื้อกอโรค 

 Khalikova และคณะ (2003) ไดกลาวไววาแบคทีเรียในกลุม Streptococci จะผลิตพอลิ

แซ็กคาไรดออกมาภายนอกเซลลซึ่งสวนใหญจะเปนเดกซแทรน โดยเฉพาะ S. mutans และ S. 

sobrinus จะกอใหเกิดคราบจุลินทรียหรือคราบหินปูนบนผิวฟน แตจะสามารถกําจัดออกไปไดดวย

การใชเดกซแทรนเนส 

 Wiater และคณะ (2004) ศึกษาความสามารถของมิวทาเนส และเดกซแทรนเนสจากรา

แบบ in vitro ทั้งในแงของการทํางานรวมกัน และการทํางานแบบเดี่ยว พบวา เอนไซมทั้ง 2 ชนิดมี

ประสิทธิภาพที่ดีในการปองกัน และยอยสลายกลูแคนที่เกิดขึ้น โดยเฉพาะเมื่อใชเอนไซมทั้ง 2 

ชนิดรวมกัน 

 นอกจากนี้ในทางการคามีบริษัทในประเทศญี่ปุน ไดเติมเดกซแทรนเนสลงในยาสีฟนเพื่อ

ใชลดคราบจุลินทรีย และปองกันฟนผุออกจําหนายแลว 

 ถึงแมวา จุลินทรียที่สามารถผลิตเดกซแทรนเนสไดจะมีหลายชนิดก็ตาม แตเอนไซมที่

เหมาะสมในการใชขจัดคราบจุลินทรีย  รวมถึงปองกันการเกิดคราบจุลินทรีย และฟนผุในชองปาก

นั้น ควรจะมีคุณสมบัติที่เหมาะสมกับสภาวะในชองปากของคนดวย เชน สามารถทนตอการ

เปลี่ยนแปลงคาความเปนกรด-ดางที่เกิดขึ้นได และทนตอความเขมขนของเกลือไดสูง เนื่องจาก

อาหารที่ไดรับประทานเขาไปนั้นมีความแตกตางกัน  ดังนั้นจุลินทรียที่ผลิตเอนไซมนี้ที่นํามาใช

นาจะเปนจุลินทรียที่ทนเค็มไดดวย 

 การศึกษาเดกซแทรนเนสที่ผานมาในประเทศไทยนั้น ไดมีการศึกษามาอยางตอเนื่องที่

ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย  โดยในป 2531 เอก แสงวิเชียร

ไดเก็บตัวอยางดินจากแหลงตางๆ ภายในประเทศ เพื่อคัดเลือกหาราที่สามารถผลิตเดกซแทรนเนส

ได  จากตัวอยางทั้งหมด พบวา มีรา Penicillium sp. สายพันธุ 61 สามารถผลิตเอนไซมได 42 

หนวยตอมล. เมื่อเลี้ยงในสูตรอาหารของ Fukumoto ที่ผานการปรับปรุง ภายใตการบมเขยาที่
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อุณหภูมิหอง เปนเวลา 6 วัน  ตอมามีการพัฒนาอยางตอเนื่องเพื่อใหเชื้อสามารถผลิตเดกซแทรน

เนสไดมากขึ้น  ป 2538 สุวรรณา นพพรพันธ ไดกลายพันธุเชื้อดวยแสงอัลตราไวโอเลต และ NTG 

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

ผลิตเดกซแทรนเนสไดในปริมาณที่สูงถึง 330 หนวยตอมล. จากนั้นมีการปรับปรุงสูตรอาหารโดยมี

การเติมกากน้ําตาลลงไป ทําใหเชื้อสามารถผลิตเดกซแทรนเนสไดสูงถึงประมาณ 600 หนวย

ตอมล. (ศิโรจน ศรีสรากรณ, 2547) คาความเปนกรด-ดางที่เหมาะสมสําหรับเดกซแทรนเนสที่ผลิต

ไดจาก Penicillium sp. SMCU 3-14 เทากับ 4.5 และอุณหภูมิที่เหมาะสมในการทํางานของเดกซ

แทรเนส คือ 55 ๐ซ (พัชราวดี บุตรทา, 2548) ตอมาในป 2549 พิมลรัตน เต็มจิตตภักดี ไดหาลําดับ

นิวคลีโอไทดบริเวณ ITS region ของ Penicillium sp. SMCU 3-14 พบวา ลําดับนิวคลีโอไทดใน

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

ความเชื่อมั่น 100% จึงไดจัดจําแนก Penicillium sp. SMCU 3-14 เปน Penicillium pinophilum 

SMCU 3-14 

 ในป 2540 ณฐินี สุวรรณสิงห ไดคัดแยกแบคทีเรียสายพันธุ AG-2 ที่สามารถสรางเดกซ

แทรนเนสจากดินในจังหวัดนนทบุรี เมื่อศึกษาคุณสมบัติของเอนไซม พบวา สามารถผลิตเดกซ

แทรนเนสที่มีแอกทิวิตี 4.08 หนวยตอมิลลิลิตร เมื่อเลี้ยงในอาหารเหลวสูตรที่ปรับปรุงแลวโดย 

ณฐินี สุวรรณสิงห (2540) โดยคาความเปนกรด-ดาง และอุณหภูมิที่เหมาะสมที่สุดตอการทํางาน

ของเดกซแทรนเนส คือ 6.5 และ 40 ๐ซ ตามลําดับ และมีความเสถียรที่ความเปนกรด-ดาง และ

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

ไดศึกษาสมบัติทางชีวเคมี และวิเคราะหลําดับ  นิวคลีโอไทดของ 16S ribosomal RNA และไดจัด

จําแนกแบคทีเรียสายพันธุ AG-2 เปน Arthrobacter sp. AG-2 ซึ่งจากคุณสมบัติทางกายภาพของ

เดกซแทรนเนสที่ผลิตจาก Arthrobacter sp. AG-2 นั้น พบวา มีความเหมาะสมที่จะนําไปใชกับ

ชองปากของมนุษย 

 เปนที่ทราบกันวาเดกซแทรนเนสเปนเอนไซมชนิดที่สามารถชักนําได (inducible enzyme) 

ผลที่ตามมาคือ ความจําเพาะตอการยอยเดกซแทรนจะขึ้นกับชนิดของพันธะที่ใชเชื่อมหนวย

โมเลกุลกลูโคสเขาดวยกัน เชน พันธะ α-1,6 จะถูกยอยไดหากสารชักนํานั้นเปนเดกซแทรนที่เชื่อ

หนวยกลูโคสดวยพันธะ α-1,6 แตจะไมตัดกลูโคสที่เชื่อมกันดวยพันธะ α-1,3  และเชนเดียวกัน

กับพวกที่ชักนําดวยเดกซแทรน α-1,3 จะตัดเฉพาะกลูโคสที่เชื่อมกันดวยพันธะ α-1,3 ไมตัดพวก

ที่เชื่อมกันดวยพันธะ α-1,6 สืบเนื่องจากการที่เดกซแทรนมีการเชื่อมดวยพันธะที่ตางกันภายใน

เดกซแทรน เชน สวนแกนกลางสวนใหญเปน α-1,6 สวนแขนงจะเปน α-1,3 α-1,4 และ α-1,2 

บาง ดังนั้น ผลการสลายของเดกซแทรนหนึ่งๆ ยอมข้ึนกับ 2 ปจจัย คือ 
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  1. ชนิดของพันธะที่มีอยูในเดกซแทรนนั้นๆ ตามที่กลาวมาแลวขางตนวา เดกซแทรนที่

ผลิตโดย L. mesenteroides NRRL B512F จะมีพันธะสวนใหญเปน α-1,6 และรองลงมาคือ α-

1,3 และ α-1,4 กับ α-1,2 บาง (Wilham และคณะ,1955; Santos และคณะ, 2000) สวนเดกซ

แทรนที่ผลิตโดย S. sobrinus 6715 แมวาจะมีพันธะ α-1,6 อยูดวยแตปริมาณของ α-1,3 จะสูง

กวาของ L. mesenteroides NRRL B512F มาก โดยมีสัดสวนของพันธะ α-1,6 ตอพันธะ α-1,3 

เทากับ 33 ตอ 67  (Huge และคณะ, 1986) ดังนั้นการจะยอยเดกซแทรนจาก S. sobrinus 6715 

ใหไดดียอมตองการการเสริมดวยเดกซแทรนเนสที่มีความจําเพาะตอ α-1,3 เพิ่มมากกวาการยอย

เดกซแทรนจาก L. mesenteroides NRRL B512F 

  2. ชนิดของเดกซแทรนเนส โดยความจําเพาะนั้นเกิดจากการชักนําโดยเดกซแทรน 

หากเดกซแทรนที่ใชชักนํามีพันธะที่เชื่อมหนวยกลูโคสใดความจําเพาะของเดกซแทรนเนสที่ไดก็จะ

เปนอยางนั้น เดกซแทรนที่มีจําหนายในทางการคาสวนใหญจะผลิตโดย L. mesenteroides 

NRRL B512F ดังนั้นจะมีพันธะ α-1,6 มาก α-1,3 นอย ซึ่งจะใชไดดีในการขจัดเดกซแทรนที่

ปนเปอนในน้ําออยที่มีสาเหตุจาก Leuconostoc sp. แตหากนํามาใชกับเดกซแทรนจาก 

Streptococcus sp. อาจใหผลไมดีเทาที่ควรเนื่องจากมีความจําเพาะตอ α-1,3 ตํ่า 

 ดังนั้นในการศึกษานี้เพื่อพิสูจนแนวคิดดังกลาว จึงไดทดลองผลิตเดกซแทรนเนสโดยใช

เดกซแทรนเกรดอุตสาหกรรมซึ่งผลิตจาก L. mesenteroides NRRL B512F เปนตัวแทนพวกที่มี

พันธะ α-1,6 สูง และใชเดกซแทรนจาก S. sobrinus 6715 ซึ่งผลิตขึ้นเองในการทดลองนี้เปน

ตัวแทนของพวกที่มีพันธะ α-1,3 สูง 

 นันทิดา วานิชวงศวรรณ (2545) ศึกษาการผลิตเดกซแทรนโดย S. sobrinus 6715 เพื่อใช

เปนสารชักนําในการผลิตเดกซแทรนเนสใน Arthrobacter sp. AG-2 พบวา เดกซแทรนเปนสารที่

ถูกสรางควบคูไปกับการเจริญ โดยจะสามารถผลิตไดดีที่สุดในอาหาร Basal medium ที่เสริมดวย

น้ําตาลซูโครส 1.5% โดยน้ําหนัก และเมื่อนําเดกซแทรนที่ไดจาก S. sobrinus 6715 และเดกซ

แทรนเกรดอุตสาหกรรมไปชักนําการผลิตเดกซแทรนเนสใน Arthrobacter sp. AG-2 พบวา เดกซ

แทรนเนสที่ถูกชักนําดวยเดกซแทรนที่ไดจาก S. sobrinus 6715 จะสามารถยอยสลายเดกซแทรน 

ที-2000 และเดกซแทรนที่ไดจาก S. sobrinus 6715 ได โดยจะปลดปลอยเฉพาะกลูโคสออกมา

เทานั้น สวนเดกซแทรนเนสที่ไดจากการชักนําดวยเดกซแทรนเกรดอุตสาหกรรมนั้น เมื่อยอยสลาย

เดกซแทรน ที-2000 จะปลดปลอยกลูโคส ไอโซมอลโทส และไอโซมอลโทเททราโอสออกมา แตเมื่อ

นําไปยอยเดกซแทรนที่ไดจาก S. sobrinus 6715 จะปลดปลอยออกมาเพียงกลูโคส และไอโซมอล

โทเททราโอส 
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 ในการทดลองนี้ไดศึกษาเดกซแทรนเนสจากจุลินทรียทั้งในแบคทีเรีย Arthrobacter sp. 

AG-2 และรา P.  pinophilum SMCU 3-14 ที่ชักนําการผลิตเดกซแทรนเนสดวยเดกซแทรนเกรด

อุตสาหกรรม และเดกซแทรนที่ไดจาก S. sobrinus 6715 เพื่อศึกษาถึงความสามารถในการ

ปองกันการเกิดคราบจุลินทรีย และการสลายคราบจุลินทรียที่เกิดขึ้น ซึ่งสวนใหญจะเปนเดกซ

แทรนชนิดที่ไมละลายน้ํา และเกิดขึ้นจาก S. sobrinus 6715 โดยในการศึกษาที่ผานมาสวนใหญ

จะเปนการศึกษาการทํางานของเดกซแทรนเนสที่ไดจากรา และยังไมมีงานวิจัยใดที่ทําการชักนํา

การผลิตเดกซแทรนเนสจากแบคทีเรียและราดวยเดกซแทรนจาก S. sobrinus 6715 และ

การศึกษาการปองกันการเกิดคราบจุลินทรีย และการสลายคราบจุลินทรียนั้นจําเปนตองทําใน

แบบจําลอง ที่ผานมาเคยมีการศึกษาบนแบบจําลองไวพอสรุปได ดังนี้ 

 Simonson และ Jackola (1979) ศึกษาผลของเดกซแทรนเนสจาก Fusarium และ 

Penicillium ที่ชวยลดการยึดติดของ S. mutans บนเม็ดไฮดรอกซีอะพาไทท (hydroxyapatite 

beads) 

 Larrimore และคณะ (1983) ใชไมโครไตเตอรเพลตเปนแบบจําลองฟนในการศึกษา

ความสามารถในการยึดติดของ S. mutans สายพันธุกลายที่มีขอบกพรองในการยึดติด 

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

6715 สายพันธุกลายซึ่งเปนสายพันธุที่ไมยึดติด โดยใชไมโครไตเตอรเพลท และหลอดแกวเปน

แบบจําลองฟน 

 Froeliger และ Five-Taylor (2001) ศึกษาความสามารถในการเกิดคราบจุลินทรียของ S. 

parasanguis FW213 ซึ่งเปนแบคทีเรียที่กอใหเกิดคราบจุลินทรียบนผิวฟน โดยใชไมโครไตเตอร

เพลตเปนแบบจําลองในการศึกษา 

 Igarashi (2004) ศึกษาการยึดติดบนพื้นเรียบของ S. mutans สายพันธุปกติและสายพนัธุ

กลาย โดยใชไมโครไตเตอรเพลตเปนแบบจําลอง 

 Wiater และคณะ (2004) ใชแผนแกว (glass plate) ในการศึกษาการยอยสลายมิวแทน 

(โฮโมพอลิเมอรของกลูโคสที่เชื่อมตอกันดวยพันธะไกลโคไซด α-1,3 เปนสวนใหญ) และการ

ปองกันการเกิดคราบจุลินทรียที่เกิดขึ้นจากแบคทีเรียในกลุม Streptococci โดยใชเอนไซมในกลุม

ของกลูคาเนสที่ผลิตไดจากรา 

 Yu และคณะ (2006) ไดศึกษาถึงความสามารถของสารสกัดจาก Asarum sieboldii ใน

การลดความสามารถในการยึดติดของ S. mutans บนเม็ดไฮดรอกซีอะพาไทท 
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 โดยในงานวิจัยนี้ไดเลือกใชไมโครไตเตอรเพลตชนิดพื้นเรียบ 96 หลุม (96-wells 

microtiter plate flat bottom) มาเปนแบบจําลองพื้นเรียบในการทดสอบ เนื่องจากสามารถทําการ

ทดสอบไดงาย รวดเร็ว การนํามาใชงานไมยุงยาก มีคาใชจายที่ไมสูงมากนัก สามารถทําไดหลาย

ชุดทดสอบในเพลตเดียว 



บทที่ 3 
 

อุปกรณ เคมีภัณฑ และวิธีทดลอง 
 
3.1  เครื่องมือที่ใชในการทดลอง 

 
1. เครื่องปนเหวี่ยงชนิดทําความเย็น รุน 6500 บริษัท Kubota, Japan และรุน Avanti J-30I  

 บริษัท Beckman Coulter, Germany 

2. เครื่องวัดความเปนกรด-ดาง (Digital pH meter) รุน SevenEasy บริษัท Mettler Toledo 

Co., Ltd., Switzerland 

3. เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (Spectrophotometer) รุน Spectronic 20 Genesys บริษัท 

Spectronic Unicam, USA, รุน Gensys 20 บริษัท Thermo Spectronic, USA 

4. เครื่องชั่งรุน PG 2002-S, รุน PB 3002 และรุน AG285 บริษัท Mettler Toledo Co., 

Ltd., Switzerland 

5. เครื่องนึ่งอบฆาเชื้อ (Autoclave) รุน SS-325 และรุน ES-315 บริษัท Tomy Seiko, Ltd., 

Japan, รุน MLS 3020 บริษัท Sanyo Co., Ltd., Japan และรุน HV-25, บริษัท 

Hirayama, Co., Ltd., Japan 

6. ตูเขี่ยเชื้อ ISSCO รุน BV-124, บริษัท International Scientific Supply Co., Ltd., 

Thailand, รุน Clean, รุน V 3-4 บริษัท Triwork 2000 Co., Ltd., Thailand และ 

Bosstech รุน HVB 120S บริษัท Boss Scientific Associate L.P., Thailand 

7. เครื่องเขยา รุน Innova 2300 บริษัท New Brunwick Scientific Co., Inc., Edison, N.J., 

USA 

8. ตูแชแข็งชนิดจุดเยือกแข็งต่ํา -20 ๐ซ บริษัท Sanyo Electric, Japan 

9. ตูแชแข็งจุดเยือกแข็งต่ํา -70 ๐ซ บริษัท Forma Scientific, USA 

10. อางน้ําควบคุมอุณหภูมิ (Water bath) รุน W 200 และรุน WB 22 บริษัท Memmert, 

Germany 

11. เครื่องระเหยแหงแบบสุญญากาศ รุน N-100 บริษัท Eyela, Japan 

12. อางน้ําควบคุมอุณหภูมิ รุน WB14 รุน W760 บริษัท Memmert Co., Ltd., Germany 

และชนิดที่ประกอบเขากับเครื่องระเหยแหงแบบสุญญากาศ รุน digital water bath SB-

1000 บริษัท Eyela, Japan 

13. เครื่องทําความเย็น รุน CCA-110 บริษัท Eyela, Japan 
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14. เครื่องดูดอากาศ รุน A-3S บริษัท Eyela, Japan 

15. ตูบมเชื้อควบคุมอุณหภูมิ (Incubator) บริษัท Memmert, Germany 

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

17. เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสงสําหรับไมโครไตเตอรเพลต (Microplate reader) รุน ELX 

800 บริษัท Bio-Tek Instruments Inc., USA และรุน Multiskan MMC/340 บริษัท 

Titertek Instruments Inc., USA 

18. เครื่องเขยาสําหรับไมโครไตเตอรเพลต (Microplate shaker) รุน PSU-2T บริษัท Biosan 

Ltd., Latvia 

19. เครื่องกําเนิดเสียงความถี่สูง ชนิดอาง รุน Soronex RK 100 บริษัท Bandelin 

Electronic, Germany 

20. กลองจุลทรรศน รุน CH30RF200 บริษัท Olympus, Japan 

21. ตูอบความรอน รุน UE 600 และรุน UL 80 บริษัท Memmert Co., Ltd., Germany 

22. ไมโครปเปตต ขนาด 200, 1000 และ 5000 ไมโครลิตร บริษัท Gilson, France 

23. ไมโครปเปตตชนิด 8 หัวจาย ขนาด 200 ไมโครลิตร รุน BPE-200 บริษัท Labnet 

International Inc., USA 

24. ไมโครไตเตอรเพลตชนิด 96 หลุม พื้นเรียบ มีฝา (96-wells microtiter plate flat bottom 

with lid) Costar 3599 บริษัท Corning Inc., USA 

25. ฮีมาไซโทมิเตอร บริษัท Schott Duran, Germany 

26. กระดาษกรอง Whatman เบอร 1 บริษทั Whatman International Ltd., England 
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3.2 เคมีภัณฑที่ใชในการทดลอง 
 

1. เดกซแทรนเกรดอุตสาหกรรม (Dextran industrial grade) บริษัท Sigma Chemical 

Co., USA 

2. เดกซแทรน ที-2000 (Dextran T-2000) บริษัท Amersham Biosciences, Sweden 

3. เบรนฮารทอินฟวชัน (Brain Heart Infusion) บริษัท Difco Laboratories, USA 

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

5. พอลิเพบโตน (Polypeptone) บริษัท Difco Laboratories, USA 

6. โบวีนซีรัมอัลบูมิน บริษัท Sigma Chemical Co., USA 

7. โพแทสเซียมคลอไรด (KCl) บริษัท Merck, Germany 

8. โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) บริษัท Merck, Germany 

9. ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4) บริษัท Merck, Germany 

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

11. เฟอรรัสซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (FeSO4⋅7H2O) บริษัท Merck, Germany 

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

13. โซเดียมคารบอเนต (Na2CO3) บริษัท Merck, Germany 

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

15. โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) บริษัท Merck, Germany 

16. โซเดียมอะซิเตต (CH3COONa) บริษัท Merck, Germany 

17. โซเดียมซัลเฟต (Na2SO4) บริษัท Merck, Germany 

18. โซเดียมอารซีเนต (NaHAsO4) บริษัท Ajax Chemicals, Australia 

19. โซเดียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (NaH2PO4) บริษัท Merck, Germany 

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

Germany 

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

Germany 

22. คอปเปอรซัลเฟตเพนตะไฮเดรต (CuSO4⋅5H2O) บริษัท Merck, Germany 

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

24. กรดไฮโดรคลอริก (HCl) บริษัท Merck, Germany 

25. กรดอะซิติก (CH3COOH) บริษัท Merck, Germany 

26. สารละลายโฟลิน ฟนอล รีเอเจนต (Folin phenol reagent) บริษัท Merck, Germany 
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27. คริสตัลไวโอเลต (Crystal violet) บริษัท Fluka, Japan 

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

29. Tween-80 บริษัท Merck, Germany 

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

3.3.1 การเลี้ยง และการเก็บจุลินทรียที่ใชในงานวิจัย 
 

3.3.1.1 จุลินทรียที่ใชในงานวิจัย 

 

 3.3.1.1.1 แบคทีเรีย Streptococcus sobrinus 6715 ไดรับจากรองศาสตราจารย 

ดร. รัชชพิน ศรีสัจจะลักษณ ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะทันตแพทยศาสตร มหาวิทยาลัยมหิดล ซึ่ง

เปนแบคทีเรียที่แยกไดจากชองปาก และมีความสามารถในการผลิตเดกซแทรน 

 

 3.3.1.1.2 แบคทีเรีย Arthrobacter sp. AG-2 คัดแยกมาจากดินในจังหวัดนนทบุรี 

โดยณฐินี สุวรรณสิงห (2540) เปนแบคทีเรียที่มีความสามารถในการผลิตเดกซแทรนเนส 

 

 3.3.1.1.3 รา Penicillium pinophilum SMCU 3-14 เปนเชื้อที่สุวรรณา นพพรพันธ 

(2538) ทําใหเกิดการกลายพันธุดวยแสงอัลตราไวโอเลต และ N-methyl-N’-nitro-N-

nitrosoguanidine (NTG) จาก Penicillium sp. สายพันธุ 61 ที่คัดแยกไดจากดินโดยเอก แสง

วิเชียร (2531) ซึ่งมีความสามารถในการผลิตเดกซแทรนเนส 

 

 3.3.1.2 การเก็บรักษาจุลินทรียที่ใชในงานวิจัย 

 

 3.3.1.2.1 การเก็บรักษาจุลินทรียในระยะสั้น 

 

  เขี่ยเชื้อ S. sobrinus 6715 ลงบนอาหารแข็งเอียง Brain Heart Infusion 

(BHI) (ภาคผนวก ก หมายเลข 1.3) แลวนําไปบมที่อุณหภูมิ 37 ๐ซ ในภาวะการเลี้ยงเชื้อแบบไม

เขยา เปนเวลา 24 ชั่วโมง เมื่อเชื้อเจริญเต็มที่แลวใหเก็บไวที่อุณหภูมิ 4 ๐ซ จนกวาจะนํามาใช 

  เขี่ยเชื้อ Arthrobacter sp. AG-2 ลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งเอียง 

Yamaguchi (ภาคผนวก ก หมายเลข 2.2) นําไปบมที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 24-48 ชั่วโมง หรือ

จนกวาเชื้อจะเจริญเต็มที่ เมื่อเชื้อเจริญเต็มที่แลวใหเก็บไวที่อุณหภูมิ 4 ๐ซ จนกวาจะนํามาใช 

  เขี่ยสปอรของรา P. pinophilum SMCU 3-14 ลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง

เอียงของ Fukumoto และคณะ (1971) ที่ปรับปรุงโดย เอก แสงวิเชียร (2531) (ภาคผนวก ก 
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หมายเลข 3.1) นําไปบมที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 7 วัน จนสังเกตเห็นสปอรของราเจริญเต็มหนา

อาหาร จึงนําไปเก็บที่อุณหภูมิ 4 ๐ซ จนกวาจะนํามาใช 

 

 3.3.1.2.2 การเก็บรักษาจุลินทรียในระยะยาว 

 

   เขี่ยเชื้อ S. sobrinus 6715 ลงในอาหารเหลว BHI (ภาคผนวก ก 

หมายเลข 1.1) แลวนําไปบมที่อุณหภูมิ 37 ๐ซ ในภาวะการเลี้ยงเชื้อแบบไมเขยา เปนเวลา 24 

ชั่วโมง เมื่อเชื้อเจริญเต็มที่แลวนําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 8,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 

นาที นํามาละลายเซลลกลับในอาหารเหลว BHI ที่มีกลีเซอรอลอยู 15% และนําไปเก็บไวที่

อุณหภูมิ -70 ๐ซ 

  เขี่ยเชื้อ Arthrobacter sp. AG-2 ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Yamaguchi 

(ภาคผนวก ก หมายเลข 2.1) นําไปบมที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 24-48 ชั่วโมง เมื่อเชื้อเจริญเต็มที่

แลวนําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 8,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที นํามาละลายเซลลกลับ

ในอาหารเหลว BHI ที่มีกลีเซอรอลอยู 15% และนําไปเก็บไวที่อุณหภูมิ -70 ๐ซ 

  เขี่ยสปอรของรา P. pinophilum SMCU 3-14 ลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง

เอียงของ Fukumoto และคณะ (1971) ที่ปรับปรุงโดย เอก แสงวิเชียร (2531) นําไปบมที่

อุณหภูมิหอง เปนเวลา 7 วัน เมื่อเชื้อเจริญเต็มที่แลวขูดสปอรของราใหแขวนลอยอยูในกลีเซอรอล 

15% และนําไปเก็บไวที่อุณหภูมิ -70 ๐ซ 

 
 3.3.2 การเตรียมเดกซแทรนจาก S. sobrinus 6715 (นันทิดา วานิชวงศวรรณ, 2545) 
 

 3.3.2.1 การเตรียมหัวเชื้อเพื่อการผลิตเดกซแทรน 

 

  ถายเชื้อ S. sobrinus 6715 จากอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งเอียง BHI ลงในอาหารเลี้ยง

เชื้อเหลว BHI ปริมาตร 50 มล. ซึ่งบรรจุอยูในฟลาสกขนาด 250 มล. บมที่อุณหภูมิ 37 ๐ซ  ใน

ภาวะการเลี้ยงเชื้อแบบไมเขยา เปนเวลา 24 ชั่วโมง แลวถายเชื้อ 10%โดยปริมาตร ลงในอาหาร

เลี้ยงเชื้อเหลว BHI บมที่อุณหภูมิ 37 ๐ซ  ในภาวะการเลี้ยงเชื้อแบบไมเขยา จนวัดคาการดูดกลืน

แสงที่ความยาวคลื่น 560 นาโนเมตรไดเทากับ 0.5-0.6 แลวจึงนําไปใชเปนกลาเชื้อในการทดลอง

ตอไป 
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 3.3.2.2 การผลิตเดกซแทรน 

 

  ถายเชื้อจากขอ 3.3.2.1 ปริมาณ 10%โดยปริมาตร ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว 

BHI ที่เสริมดวยซูโครสความเขมขน 2% (ภาคผนวก ก หมายเลข 1.2) นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 ๐ซ  

ในภาวะการเลี้ยงเชื้อแบบไมเขยา เปนเวลา 24 ชั่วโมง จะไดเดกซแทรนในน้ําเลี้ยงเชื้อของ S. 

sobrinus 6715 

 

 3.3.2.3 การทําบริสุทธิ์เดกซแทรนบางสวน 

 

  นําน้ําเลี้ยงเชื้อที่ไดจากขอ 3.3.2.2 มาปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 3,000 รอบตอนาที 

เปนเวลา 10 นาที นําตะกอนเดกซแทรนที่ไดละลายในน้ํากลั่นปริมาตร 1 เทาโดยใชเครื่องกําเนิด

เสียงความถี่สูง (sonicator) เปนเวลา 3 นาที เพื่อชวยในการละลายและทําลายเซลลแบคทีเรียที่

ปนเปอนมากับเดกซแทรน นํามาปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 3,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที 

จากนั้นทําซ้ําทุกขั้นตอนอีก 2 คร้ัง แลวนําตะกอนที่ไดมารวมกันแลวนําไปทําใหแหงดวยเครื่อง

ระเหยแหงโดยใชอุณหภูมิตํ่า (lyophilizer) จะไดตะกอนเดกซแทรนที่ผานการทําบริสุทธิ์บางสวน 

เพื่อใชในการทดลองตอไป 

 
 3.3.3 การเตรียมเดกซแทรนเนสจากจุลินทรีย 
 

 3.3.3.1 การเตรียมเดกซแทรนเนสจาก Arthrobacter sp. AG-2 โดยใชเดกซแทรนเกรด

อุตสาหกรรม และเดกซแทรนจาก S. sobrinus 6715 เปนสารชักนํา (นันทิดา วานิชวงศวรรณ, 

2545) 

 

 3.3.3.1.1 การเตรียมหัวเชื้อต้ังตน 

 

  ถายเชื้อ Arthrobacter sp. AG-2 จากอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งเอียง BHI 

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

ในฟลาสกขนาด 250 มล. บมที่อุณหภูมิหอง ใหอากาศโดยการเขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที 

เปนเวลา 12 ชั่วโมง ซึ่งเชื้อจะเจริญอยูในระยะกึ่งกลางทวีคูณ (mid-log phase) ปนเหวี่ยงอาหาร

เลี้ยงเชื้อที่ความเร็ว 8,000 รอบตอนาที เก็บเกี่ยวและทําความสะอาดเซลลโดยการลางดวยน้ํา
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กลั่น 2 คร้ัง จากนั้นปรับคาการดูดกลืนแสงที่ 560 นาโนเมตร ใหเทากับ 0.6-0.7 นํามาเปนกลาเชื้อ

ในการทดลองตอไป (สุหัทยา จิระนันทิพร, 2543) 

 

 3.3.3.1.2 การผลิตเดกซแทรนเนส α-1,6 จาก Arthrobacter sp. AG-2 

 

  นําเชื้อที่ไดจากขอ 3.3.3.1.1 10 % โดยปริมาตร ถายลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ

เหลว Yamaguchi ซึ่งมีเดกซแทรนเกรดอุตสาหกรรมเปนสารชักนํา นําไปบมที่อุณหภูมิหอง พรอม

ใหอากาศโดยการเขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที และเก็บตัวอยางของอาหารเลี้ยงเชื้อที่เวลา 

36-48 ชั่วโมง ซึ่งเปนเวลาที่มีการผลิตเดกซแทรนเนสสูงสุด นํามาปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 8,000 รอบ

ตอนาที เปนเวลา 10 นาที นําสวนน้ําใสนํามาวิเคราะหหาแอกทิวิตีและปริมาณโปรตีน คํานวณหา

แอกทิวิตีจําเพาะของเดกซแทรนเนส 

 

 3.3.3.1.3 การผลิตเดกซแทรนเนส α-1,3 และ α-1,6 จาก Arthrobacter sp. AG-2 

 

  ดําเนินการเชนเดียวกับขอ 3.3.3.1.2 แตใชเดกซแทรนที่ผลิตขึ้นจาก S. 

sobrinus 6715 ในขอ 3.3.2.3 เปนสารชักนําในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Yamaguchi แทนเดกซแทรน

เกรดอุตสาหกรรม 

 

 3.3.3.2 การเตรียมเดกซแทรนเนสจาก P. pinophilum SMCU 3-14 โดยใชเดกซแทรน

เกรดอุตสาหกรรม และเดกซแทรนจาก S. sobrinus 6715 เปนสารชักนํา 

 

 3.3.3.2.1 การเตรียมหัวเชื้อต้ังตน 

 

  เขี่ยสปอรของรา P. pinophilum SMCU 3-14 ลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง

เอียงของ Fukumoto และคณะ (1971) ที่ปรับปรุงโดย เอก แสงวิเชียร (2531) บมที่อุณหภูมิหอง

เปนเวลา 7 วัน เมื่อสปอรเจริญเต็มที่แลวเติมทวีน-80 ความเขมขน 0.1% ที่ผานการนึ่งฆาเชื้อลง

บนหนาอาหาร แลวใชลูปเขี่ยสปอรใหหลุดออกมาแขวนลอยในทวีน-80 นับสปอรใหอยูในชวง 

2x107 สปอรตอมล. โดยใชฮีมาไซโทมิเตอร 
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 3.3.3.2.2 การผลิตเดกซแทรนเนส α-1,6 จาก P. pinophilum SMCU 3-14 (อนันต

พงษ สุขเกษ, 2543) 

 

  ถายสปอรแขวนลอยที่ไดจากขอ 3.3.3.2.1 ปริมาตร 1 มล. ลงในอาหาร

เลี้ยงเชื้อเหลวของ Fukumoto และคณะ (1971) ที่ปรับปรุงโดยศิโรจน ศรีสรากรณ (2547) 

(ภาคผนวก ก หมายเลข 3.2) ซึ่งมีเดกซแทรนเกรดอุตสาหกรรมเปนสารชักนํา ปริมาตร 50 มล. ที่

บรรจุอยูในฟลาสกขนาด 250 มล. บมดวยเครื่องเขยาอัตราเร็ว 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง

เปนเวลา 10 วัน จากนั้นนํามาแยกสปอรและเสนใยออกจากอาหารเลี้ยงเชื้อโดยการกรองผาน

กระดาษกรอง Whatman เบอร 1 แลวนําสวนน้ําใสมาวิเคราะหหาแอกทิวิตีและปริมาณโปรตีน 

คํานวณหาแอกทิวิตีจําเพาะของเดกซแทรนเนส 

 

 3.3.3.2.3 การผลิตเดกซแทรนเนส α-1,3 และ α-1,6 จาก P. pinophilum SMCU 

3-14 

 

  ดําเนินการเชนเดียวกับขอ 3.3.3.2.2 แตใชเดกซแทรนที่ผลิตขึ้นจาก S. 

sobrinus 6715 ในขอ 3.3.2.3 เปนสารชักนําในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวของ Fukumoto และคณะ 

(1971) ที่ปรับปรุงโดยศิโรจน ศรีสรากรณ (2547) แทนเดกซแทรนเกรดอุตสาหกรรม 

 

 ตอไปเพื่อความสะดวกในการเรียกชื่อเอนไซมจึงขอเรียก 

  เดกซแทรนเนส BI แทน เดกซแทรนเนส α-1,6 จาก Arthrobacter sp. AG-2 ที่

ถูกชักนําดวยเดกซแทรนเกรดอุตสาหกรรม (dextran industrial grade) 

  เดกซแทรนเนส BB แทน เดกซแทรนเนส α-1,3 และ α-1,6 จาก Arthrobacter 

sp. AG-2 ที่ถูกชักนําดวยเดกซแทรนจากแบคทีเรีย S. sobrinus 6715 

  เดกซแทรนเนส FI แทน เดกซแทรนเนส α-1,6 จาก P. pinophilum SMCU 3-14 

ที่ถูกชักนําดวยเดกซแทรนเกรดอุตสาหกรรม 

  เดกซแทรนเนส FB แทน เดกซแทรนเนส α-1,3 และ α-1,6 จาก P. pinophilum 

SMCU 3-14 ที่ถูกชักนําดวยเดกซแทรนจาก S. sobrinus 6715 
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 3.3.4 การตรวจสอบแอกทิวิตีจําเพาะของเดกซแทรนเนส 
 

 3.3.4.1 การตรวจสอบแอกทิวิตีของเดกซแทรนเนส 

 

  แอกทิวิตีของเดกซแทรนเนสในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวสามารถตรวจสอบไดตามวิธี

ของ Fukumoto และคณะ (1971) 

 

  สารผสมของปฏิกิริยาในการวิเคราะหแอกทิวิตีของเดกซแทรนเนส BI และ BB 

ประกอบดวย 

   สารละลายเดกซแทรน ที-2000 ความเขมขน 0.625% โดยน้ําหนัก ใน

โซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร 0.05 โมลาร คาความเปนกรด-ดาง 7.0 ปริมาตร 0.4 มล. 

   โซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร 0.05 โมลาร คาความเปนกรด-ดาง 7.0 ปริมาตร 

0.5 มล. 

   เดกซแทรนเนสที่ความเจือจางที่เหมาะสม 0.1 มล. 

 

  สวนสารผสมของปฏิกิริยาในการวิเคราะหแอกทิวิตีของเดกซแทรนเนส FI และ 

FB ประกอบดวย 

   สารละลายเดกซแทรน ที-2000 ความเขมขน 0.625% โดยน้ําหนัก ใน

โซเดียมอะซิเตตบัฟเฟอร 0.05 โมลาร คาความเปนกรด-ดาง 4.5 ปริมาตร 0.4 มล. 

   โซเดียมอะซิเตตบัฟเฟอร 0.05 โมลาร คาความเปนกรด-ดาง 4.5 ปริมาตร 

0.5 มล. 

   เดกซแทรนเนสที่ความเจือจางที่เหมาะสม 0.1 มล. 

 

  นําสารผสมของปฏิกิริยาไปบมที่อุณหภูมิ 55 ๐ซ เก็บตัวอยางที่ 0 และ 15 นาที 

นําตัวอยางที่ไดไปหยุดปฏิกิริยาดวยการตมในน้ําเดือดเปนเวลา 5 นาที แลวทําใหเย็นลง จากนั้น

นําไปวิเคราหหาปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่ถูกปลดปลอยออกมาดวยวิธีของ Somogyi-Nelson 

(Somogyi, 1952) 

 

  1 หนวยของเดกซแทรนเนส คือ ปริมาณเอนไซมที่สลายเดกซแทรน ที-2000 แลว

ปลดปลอยน้ําตาลรีดิวซเทียบเทากับน้ําตาลกลูโคส 1 ไมโครโมลตอนาที ภายใตภาวะที่ทดสอบ 
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 3.3.4.2 การวิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซดวยวิธีของ Somogyi-Nelson (Somogyi, 

1952) 

 

  นําสารตัวอยางที่ตองการวิเคราะหที่ความเขมขนที่เหมาะสมปริมาตร 1 มล. มา

เติมสารละลายแอลคาไลนคอปเปอร (Alkaline copper reagent) (ภาคผนวก ข หมายเลข 1.1) 

ปริมาตร 1 มล. ผสมใหเขากันนําไปตมในอางน้ําเดือดเปนเวลา 15 นาที แลวทําใหเย็นลงอยาง

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

1 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันแลวตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 30 นาที เติมน้ํากลั่น 5 มล. ผสมให

เขากัน แลวนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 520 นาโนเมตร เพื่อดูปริมาณน้ําตาล

รีดิวซ 

  เปรียบเทียบคาปริมาณน้ําตาลรีดิวซไดจากกราฟมาตรฐานของกลูโคสที่ความ

เขมขน 0-200 ไมโครกรัมตอมล. (ภาคผนวก ค หมายเลข 1) 

 

 3.3.4.3 การวิเคราะหปริมาณโปรตีนดวยวิธีของ Lowry (Lowry, 1951) 

 

  นําสารตัวอยางที่ตองการวิเคราะหในความเขมขนที่เหมาะสมปริมาตร 1 มล.มา

เติมสารละลายผสม Lowry C (ภาคผนวก ข หมายเลข 2.3) ปริมาณ 5 มล. ผสมใหเขากันดวย

เครื่องปนผสม ต้ังทิ้งไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 15 นาที จึงเติมสารละลาย Lowry D (ภาคผนวก ข 

หมายเลข 2.4) ปริมาตร 0.5 มล. ผสมใหเขากันแลวตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง 30 นาที จากนั้นนําไป

วัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร 

  เปรียบเทียบคาปริมาณโปรตีนไดจากกราฟมาตรฐานของโบวีนซีรัมอัลบูมิน (Bovine 

serum albumin) ความเขมขน 0-200 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร (ภาคผนวก ค หมายเลข 2) 

 
 3.3.5 เวลาในการกอคราบจุลินทรียบนไมโครไตเตอรเพลตที่ใชเปนแบบจําลองพื้น
เรียบ โดย S. sobrinus 6715 
 

 3.3.5.1 การเตรียมหัวเชื้อต้ังตน 

 

  ถายเชื้อจากขอ 3.3.2.1 ปริมาณ 10% โดยปริมาตร ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว 

BHI นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 ๐ซ ในภาวะการเลี้ยงเชื้อแบบไมเขยา เปนเวลา 18-24 ชั่วโมง เมื่อครบ

ตามเวลาแลวใหเทอาหารเลี้ยงเชื้อทิ้งเพื่อเก็บเกี่ยวเซลลที่กนฟลาสก และนําอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว 
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BHI ที่เสริมดวยน้ําตาลซูโครส 2% โดยน้ําหนัก มาละลายเซลลกลับใหไดคาการดูดกลืนแสงที่

ความยาวคลื่น 560 นาโนเมตรเทากับ 0.1 

 

 3.3.5.2 เวลาที่เหมาะสมในการกอคราบจุลินทรียบนไมโครไตเตอรเพลต โดย S. 

sobrinus 6715 

 

  นําเชื้อที่ ไดจากขอ  3.3.5.1 เติมลงในไมโครไตเตอร เพลต  (96-well 

polystyrene microtiter plate) หลุมละ 160 ไมโครลิตร และเติมน้ํากลั่นปลอดเชื้อ 40 ไมโครลิตร 

นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 ๐ซ ในภาวะที่มีออกซิเจนต่ําที่เวลาตางๆ เพื่อหาระยะเวลาที่เหมาะสมใน

การเกิดคราบจุลินทรีย จากนั้นนําไปตรวจสอบการเกิดคราบจุลินทรียตามวิธีในขอ 3.3.8 

 
 3.3.6 ภาวะที่เหมาะสมในการปองกันการเกิดคราบจุลินทรียบนไมโครไตเตอรเพลต 
 
 3.3.6.1 ศึกษาเวลาที่ใชในการปองกันการเกิดคราบจุลินทรีย 

 

 แบงชุดการทดลองออกเปน 6 ชุด แตละชุดจะเติมเชื้อที่ไดจากขอ 3.3.5.1 160 

ไมโครลิตร และสารทดสอบอีก 40 ไมโครลิตร โดยแตละชุดจะใชสารทดสอบที่แตกตางกันไปดังนี้ 

 

  ชุดที่ 1 เติมน้ํากลั่นปลอดเชื้อเพื่อเปนชุดควบคุม 

  ชุดที่ 2 เติมคลอเฮ็กซิดีน (Chlorhexidine) เพื่อเปนชุดควบคุมผลบวก 

  ชุดที่ 3 เติมเดกซแทรนเนส BI จากขอ 3.3.3.1.2 ใหมีความเขมขนสุดทาย

ของเดกซแทรนเนสเปน 1 หนวยตอมล. 

  ชุดที่ 4 เติมเดกซแทรนเนส BB จากขอ 3.3.3.1.3 ใหมีความเขมขนสุดทาย

ของเดกซแทรนเนสเปน 1 หนวยตอมล. 

  ชุดที่ 5 เติมเดกซแทรนเนส FI จากขอ 3.3.3.2.2 ใหมีความเขมขนสุดทาย 

ของเดกซแทรนเนสเปน 1 หนวยตอมล. 

  ชุดที่ 6 เติมเดกซแทรนเนส FB จากขอ 3.3.3.2.3 ใหมีความเขมขนสุดทาย

ของเดกซแทรนเนสเปน 1 หนวยตอมล. 

 

 ทําการทดลองทั้งหมด 3 ซ้ํา และมีชุดควบคุมของแตละชุดการทดลองโดยใช

อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว BHI ที่เสริมดวยน้ําตาลซูโครส 2% โดยน้ําหนัก เชนเดียวกับที่ใชในการ
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เตรียมเชื้อขอ 3.3.5.1 แทนเชื้อที่ไดจากขอ 3.3.5.1 โดยทํา 3 ซ้ําเชนกัน จากนั้นนําไปบมที่อุณหภูมิ 

37 ๐ซ ในภาวะที่มีออกซิเจนต่ํา แปรผันเวลาที่ใชในการบมต้ังแต 3 4 5 6 และ 7 ชั่วโมง จากนั้น

นําไปตรวจสอบการเกิดคราบจุลินทรียตามวิธีในขอ 3.3.8 

 

 3.3.6.2 ศึกษาการปองกันการเกิดคราบจุลินทรียโดยเดกซแทรนเนส BI และ FI 

 

 3.3.6.2.1 การปองกันการเกิดคราบจุลินทรียโดยเดกซแทรนเนส BI 

 

  เติมเชื้อที่ไดจากขอ 3.3.5.1 160 ไมโครลิตร และสารทดสอบอีก 40 

ไมโครลิตร โดยจะแบงออกเปน 

 

   ชุดที่ 1 เติมน้ํากลั่นปลอดเชื้อเพื่อเปนชุดควบคุม 

   ชุดที่ 2 เติมคลอเฮ็กซิดีนเพื่อเปนชุดควบคุมผลบวก 

   ชุดที่ 3 เติมเดกซแทรนเนส BI ใหมีความเขมขนสุดทายของเดกซแทรน

เนสเปน 1 หนวยตอมล. 

   ชุดที่ 4 ทําเชนเดียวกับชุดที่ 3 แตใหเติมเดกซแทรนเนส BI เพิ่มเขาไป

อีก 0.5 หนวยตอมล. 

   ชุดที่ 5 ทําเชนเดียวกับชุดที่ 3 และเมื่อบมครบ 5 ชั่วโมงแลวใหเติม

เดกซแทรนเนส BI เพิ่มเขาไปอีก 0.5 หนวยตอมล. 

 

  ทําการทดลองทั้งหมด 3 ซ้ํา และมีชุดควบคุมของแตละชุดการทดลองโดย

ใชอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว BHI ที่เสริมดวยน้ําตาลซูโครส 2% โดยน้ําหนัก เชนเดียวกับที่ใชในการ

เตรียมเชื้อขอ 3.3.5.1 แทนเชื้อที่ไดจากขอ 3.3.5.1 โดยทํา 3 ซ้ําเชนกัน จากนั้นนําไปบมที่อุณหภูมิ 

37 ๐ซ ในภาวะที่มีออกซิเจนต่ํา แปรผันเวลาที่ใชในการบมต้ังแต 3 4 5 6 และ 7 ชั่วโมง จากนั้น

นําไปตรวจสอบการเกิดคราบจุลินทรียตามวิธีในขอ 3.3.8 

 

 3.3.6.2.2 การปองกันการเกิดคราบจุลินทรียโดยเดกซแทรนเนส FI 

 

  ทําเชนเดียวกับขอ 3.3.6.2.1 แตเปลี่ยนเดกซแทรนเนสที่ใชทดสอบจาก

เดกซแทรนเนส BI เปนเดกซแทรนเนส FI 
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 3.3.6.3 ศึกษาคาความเปนกรด-ดางที่ใชในการปองกันการเกิดคราบจุลินทรีย 

 

  ทําการทดลองเชนเดียวกับขอ 3.3.6.1 แตแปรผันคาความเปนกรด-ดางของ

อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว BHI ที่เสริมดวยน้ําตาลซูโครส 2% โดยน้ําหนัก ที่ 4.0 4.5 5.0 5.5 6.0 6.5 

7.0 7.5 และ 8.0 นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 ๐ซ ในภาวะที่มีออกซิเจนต่ํา บมเปนเวลา 5 และ 7 ชั่วโมง 

จึงนําไปตรวจสอบการเกิดคราบจุลินทรียตามวิธีในขอ 3.3.8 

 

 3.3.6.4 ศึกษาเวลาที่เหมาะสมในการปองกันการเกิดคราบจุลินทรียที่คาความเปนกรด-

ดางที่คัดเลือกแลว 

 

  ทําการทดลองเชนเดียวกับขอ 3.3.6.1 แตนําผลของคาความเปนกรด-ดางของ

อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว BHI ที่เสริมดวยน้ําตาลซูโครส 2% โดยน้ําหนัก ที่เหมาะสมจากขอ 3.3.6.3 

มาใชในการทดสอบ โดยแปรผันเวลาที่ใชในการบมที่ 0 15 30 60 120 180 240 และ 300 นาที 

 

 3.3.6.5 ศึกษาปริมาณความเขมขนของเดกซแทรนเนส BI และ FI ที่เหมาะสมในการ

ปองกันการเกิดคราบจุลินทรีย 

 

  ทําการทดลองเชนเดียวกับขอ 3.3.6.1 โดยทําเฉพาะชุดการทดลองที่ 1 2 3 และ 

5 เทานั้น แตจะทําการแปรผันปริมาณความเขมขนของเดกซแทรนเนสที่ความเขมขนสุดทาย

เทากับ 1 2 3 4 และ 5 หนวยตอมล. 

 
 3.3.7 ภาวะที่เหมาะสมในการสลายคราบจุลินทรียบนไมโครไตเตอรเพลต 
 

 3.3.7.1 เปรียบเทียบการสลายคราบจุลินทรียโดยเดกซแทรนเนสในระบบของอาหารเลี้ยง

เชื้อเหลว BHI ที่เสริมดวยน้ําตาลซูโครส 2% โดยน้ําหนัก และในระบบบัฟเฟอรที่เวลาตางๆ 

 

 เลี้ยงเชื้อ S. sobrinus 6715 เพื่อใหเกิดคราบจุลินทรียบนไมโครไตเตอรเพลต

ตามวิธีในขอ 3.3.5.2 โดยเลือกใชเวลาในการเกิดคราบจุลินทรียที่เหมาะสม จากนั้นเทอาหารเลี้ยง

เชื้อทิ้งแลวลางดวยน้ํากลั่น 3 คร้ัง ทิ้งไวใหแหง แลวเติมอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว BHI ที่เสริมดวย

น้ําตาลซูโครส 2% โดยน้ําหนัก หรือบัฟเฟอรที่คาความเปนกรด-ดางที่เหมาะสมตอการทํางานของ
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เดกซแทรนเนส160 ไมโครลิตร และสารทดสอบ 40 ไมโครลิตร โดยจะใชสารทดสอบที่แตกตางกัน

ไป ดังนี้ 

 

  ชุดที่ 1 เติมน้ํากลั่นปลอดเชื้อเพื่อเปนชุดควบคุม 

  ชุดที่ 2 เติมคลอเฮ็กซิดีนเพื่อเปนชุดควบคุมผลบวก 

  ชุดที่ 3 เติมเดกซแทรนเนส BI ใหมีความเขมขนสุดทายของเดกซแทรนเนส

เปน 1 หนวยตอมล. 

  ชุดที่ 4 เติมเดกซแทรนเนส BB ใหมีความเขมขนสุดทายของเดกซแทรนเนส

เปน 1 หนวยตอมล. 

  ชุดที่ 5 เติมเดกซแทรนเนส FI ใหมีความเขมขนสุดทายของเดกซแทรนเนส

เปน 1 หนวยตอมล. 

  ชุดที่ 6 เติมเดกซแทรนเนส FB ใหมีความเขมขนสุดทายของเดกซแทรนเนส

เปน 1 หนวยตอมล. 

 

 สําหรับในระบบบัฟเฟอร เดกซแทรนเนส BI และ BB ใชโซเดียมฟอสเฟตปฟเฟอร

ความเขมขน 0.05 โมลาร ที่คาความเปนกรด-ดางเทากับ 7.0 สวนเดกซแทรนเนส FI และ FB ใช

โซเดียมอะซิเตตบัฟเฟอรความเขมขน 0.05 โมลาร ที่คาความเปนกรด-ดางเทากับ 4.5 

 ทําการทดลองทั้งหมด 3 ซ้ํา และมีชุดควบคุมของแตละชุดการทดลองโดยใช

อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว BHI ที่เสริมดวยน้ําตาลซูโครส 2% โดยน้ําหนัก เชนเดียวกับที่ใชในการ

เตรียมเชื้อขอ 3.3.5.1 หรือบัฟเฟอรแทนเชื้อที่ไดจากขอ 3.3.5.1 โดยทํา 3 ซ้ําเชนกัน จากนั้นนําไป

วางไวที่อุณหภูมิหอง แปรผันเวลาที่ใชในการทําปฏิกิริยาตั้งแต 0 5 10 15 20 25 30 นาที จากนั้น

นําไปตรวจสอบการเกิดคราบจุลินทรียตามวิธีในขอ 3.3.8 

 

 3.3.7.2 เปรียบเทียบการสลายคราบจุลินทรียโดยเดกซแทรนเนส FI และ FB ที่อุณหภูมิ 

37 ๐ซ และอุณหภูมิหอง 

 

  เลือกระบบที่เหมาะสมตอการทํางานของเดกซแทรนเนสจากขอ 3.3.7.1 แลว

นํามาทดสอบการทํางานของเดกซแทรนเนสที่อุณหภูมิ 37 ๐ซ และอุณหภูมิหอง โดยเลือกทดสอบ

กับเดกซแทรนเนส FI และ FB 
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 3.3.7.3 ศึกษาคาความเปนกรด-ดางที่ใชในการสลายคราบจุลินทรีย 

 

  คัดเลือกระบบการทํางานและอุณหภูมิในการทํางานของเดกซแทรนเนสที่

เหมาะสมจากขอ 3.3.7.1 และ 3.3.7.2 ตามลําดับ แลวนํามาศึกษาคาความเปนกรด-ดางที่ใชใน

การสลายคราบจุลินทรีย โดยแปรผันคาความเปนกรด-ดางที่ 4.0 4.5 5.0 5.5 6.0 6.5 7.0 7.5 

และ 8.0 โดยใชเวลาในการทําปฏิกิริยาที่เหมาะสม 

 

   คาความเปนกรด-ดางที่ 4.0-6.0 ใชโซเดียมอะซิเตตบัฟเฟอรความเขมขน 

0.05 โมลาร 

   คาความเปนกรด-ดางที่ 6.0-8.0 ใชโซเดียมฟอสเฟตปฟเฟอรความเขมขน 

0.05 โมลาร 

 

 3.3.7.4 ศึกษาชวงเวลาที่เหมาะสมในการสลายคราบจุลินทรียที่คาความเปนกรด-ดางที่

เหมาะสม 

 

  ทําการทดลองเชนเดียวกับขอ 3.3.7.3 โดยเลือกใชผลของคาความเปนกรด-ดางที่

เหมาะสมมาทําการทดสอบ โดยแปรผันเวลาที่ใชในการสลายคราบจุลินทรียที่ 0 15 30 60 120 

และ 180 นาที 

 

 3.3.7.5 ศึกษาปริมาณความเขมขนของเดกซแทรนเนส BI และ FI ที่เหมาะสมในการ

สลายคราบจุลินทรีย 

 

  เลือกใชผลของการทําปฏิกิริยาที่ดีที่สุดจากขอ 3.3.7.4 และทําการทดสอบ

ปริมาณความเขมขนของเดกซแทรนเนส BI และ FI ที่เหมาะสม โดยแปรผันปริมาณความเขมขน

ของเดกซแทรนเนส BI และ FI ที่ความเขมขนสุดทายเทากับ 1 2 3 4 และ 5 หนวยตอมล. 

 

 3.3.7.6 ศึกษาประสิทธิภาพในการสลายคราบจุลินทรีย โดยเดกซแทรนเนส BB รวมกับ

เดกซแทรนเนส FI 

 

  เลี้ยงเชื้อ S. sobrinus 6715 เพื่อใหเกิดคราบจุลินทรียบนไมโครไตเตอรเพลต

ตามวิธีในขอ 3.3.5.2 โดยเลือกใชเวลาในการเกิดคราบจุลินทรียที่เหมาะสม จากนั้นใหเทอาหาร
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เลี้ยงเชื้อทิ้งแลวลางดวยน้ํากลั่น 3 คร้ัง ทิ้งไวใหแหง แลวจึงเติมโซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอรความ

เขมขน 0.05 โมลาร ที่คาความเปนกรด-ดางเทากับ 7.0 ลงไป 160 ไมโครลิตร และสารทดสอบ 40 

ไมโครลิตร โดยสารทดสอบในแตละชุดจะแตกตางกันไป ดังนี้ 

 

   ชุดที่ 1 เติมน้าํกลั่นปลอดเชือ้เพื่อเปนชุดควบคุม 

   ชุดที่ 2 เติมคลอเฮ็กซิดีนเพื่อเปนชุดควบคมุผลบวก 

   ชุดที่ 3 เติมเดกซแทรนเนส BB ใหมีความเขมขนสุดทายของเดกซแทรนเนส

เปน 1 หนวยตอมล. 

   ชุดที่ 4 เติมเดกซแทรนเนส FI ใหมีความเขมขนสุดทายของเดกซแทรนเนส

เปน 1 หนวยตอมล. 

   ชุดที่ 5 เติมเดกซแทรนเนส BB รวมกับเดกซแทรนเนส FI ใหมีความเขมขน

สุดทายของเดกซแทรนเนสแตละชนิดเปน 1 หนวยตอมล. 

 

   ชุดที่ 6 เติมเดกซแทรนเนส FI ใหมีความเขมขนสุดทายของเดกซแทรนเนส

เปน 1 หนวยตอมล. จากนั้นเมื่อทิ้งใหทําปฏิกิริยาครบ 60 นาทีแลวใหเติมเดกซแทรนเนส BB เขา

ไปอีก 1 หนวยตอมล. 

 

  ทําการทดลองทั้งหมด 3 ซ้ํา และมีชุดควบคุมของแตละชุดการทดลองโดยใช

อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว BHI ที่เสริมดวยน้ําตาลซูโครส 2% โดยน้ําหนัก เชนเดียวกับที่ใชในการ

เตรียมเชื้อขอ 3.3.5.1 แทนเชื้อที่ไดจากขอ 3.3.5.1 โดยทํา 3 ซ้ําเชนกัน นําไปวางไวที่อุณหภูมิหอง 

เปนเวลา 120 นาที จากนั้นนําไปตรวจสอบการเกิดคราบจุลินทรียตามวิธีในขอ 3.3.8 

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

  นําไมโครไตเตอรเพลตที่ตองการตรวจสอบมาเทอาหารเลี้ยงเชื้อหรือบัฟเฟอรทิ้ง นํา    

ไมโครไตเตอรเพลตไปลางดวยน้ํากลั่น 3 คร้ัง ทิ้งไวใหแหง เติมสารละลายคริสตัลไวโอเลต 0.02% 

โดยน้ําหนัก 50 ไมโครลิตร ทิ้งไวนาน 15 นาที ลางดวยน้ํากลั่น 3 คร้ัง ทิ้งไวใหแหง จากนั้นเติม

กรดอะซิติก 30% โดยปริมาตร 200 ไมโครลิตร แลวนําไปวางบนเครื่องเขยาสําหรับไมโครไตเตอร

เพลต (Microplate shaker) นาน 10 นาที นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 540       
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นาโนเมตร ดวยเครื่องวัดคาการดูดกลืนแสงสําหรับไมโครไตเตอรเพลต (Microplate reader) โดย

คาการดูดกลืนแสงที่วัดไดนั้นจะแปรผันตรงกับปริมาณเดกซแทรน 



บทที่ 4 
 

ผลการทดลอง 
 
4.1 เดกซแทรนจาก Streptococcus sobrinus 6715 
 

 เมื่อเลี้ยงเชื้อ S. sobrinus 6715 ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว BHI ที่เสริมดวยน้ําตาลซูโครส 

2% โดยน้ําหนักเพื่อเปนสารชักนําในการผลิตเดกซแทรน หลังการบม 24 ชั่วโมง พบวา ที่กน    

ฟลาสกมีเดกซแทรน และเซลลของ S. sobrinus 6715 ติดอยู มีลักษณะเปนแผนฟลมสีขาวเคลือบ

ติดแนนอยูที่กนฟลาสก หลังการเก็บเกี่ยวและทําบริสุทธิ์ตามวิธีในขอ 3.3.2.3 แลวจะไดเดกซ

แทรนที่มีลักษณะเปนผงละเอียดสีขาว ดังแสดงในรูปที่ 4.1 

 

 
 

รูปที่ 4.1 ลักษณะของเดกซแทรนที่ผลิตไดจาก S. sobrinus 6715 

 
4.2 เดกซแทรนเนสจาก Arthrobacter sp. AG-2 และ Penicillium pinophilum SMCU 3-14 
ที่ชักนําดวยเดกซแทรนเกรดอุตสาหกรรม และเดกซแทรนจาก S. sobrinus 6715 
 

 เดกซแทรนเนสจากจุลินทรียที่ใชในการทดลองนี้ไดมาจากแบคทีเรีย Arthrobacter sp. 

AG-2 และรา P. pinophilum SMCU 3-14 ที่ถูกชักนําดวยเดกซแทรน 2 ชนิด คือ เดกซแทรนเกรด

อุตสาหกรรมซึ่งมีพันธะ α-1,6 ในปริมาณสูง ทําใหไดเดกซแทรนเนสที่มีความจําเพาะตอพันธะ 

α-1,6 หรือเดกซแทรนจาก S. sobrinus 6715 ซึ่งมีพันธะ α-1,3 และ α-1,6 ทําใหไดเดกซแทรน

เนสที่มีความจําเพาะตอพันธะ α-1,3 และ α-1,6 เปรียบเทียบแอกทิวิตีของเดกซแทรนเนสจาก 

ทั้ง 2 แหลงที่ใชเดกซแทรนที่ตางกันเปนสารชักนําตามวิธีในขอ 3.3.4.1 และวิเคราะหหาปริมาณ
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โปรตีน เพื่อคํานวณหาแอกทิวิตีจําเพาะของเดกซแทรนเนส จากผลการวิเคราะหแอกทิวิตีของเดกซ

แทรนเนส พบวา เดกซแทรนเนสที่ผลิตจาก P. pinophilum SMCU 3-14 จะมีแอกทิวิตีมากกวา

เดกซแทรนเนสที่ผลิตจาก Arthrobacter sp. AG-2 ไมวาจะถูกชักนําดวยเดกซแทรนชนิดใดก็ตาม 

ในอีกแงหนึ่ง พบวา เดกซแทรนเนสที่ถูกชักนําดวยเดกซแทรนเกรดอุตสาหกรรมจะมีแอกทิวิตี

มากกวาเดกซแทรนเนสที่ถูกชักนําดวยเดกซแทรนจาก S. sobrinus 6715 ไมวาเดกซแทรนเนสนั้น

จะผลิตขึ้นจากเชื้อใดเชนกัน ผลการวิเคราะหแอกทิวิตี ปริมาณโปรตีน และแอกทิวิตีจําเพาะของ

เดกซแทรนเนสแสดงในตารางที่ 4.1 

 

ตารางที่ 4.1 เปรียบเทียบแอกทิวิตี ปริมาณโปรตีน และแอกทิวิตีจําเพาะของเดกซแทรนเนส 

 

แหลงของเดกซแทรนเนส 
และชนิดของสารชักนาํ 

แอกทิวิตี 
(หนวยตอมล.) 

ปริมาณโปรตีน 
(มก.ตอมล.) 

แอกทิวิตีจําเพาะ 
(หนวยตอมก.โปรตีน) 

Arthrobacter sp. AG-2 

เดกซแทรนเกรดอุตสาหกรรม 

เดกซแทรนจาก S. sobrinus 6715 

 

4.42 

0.40 

 

2.69 

1.54 

 

1.64 

0.26 

P. pinophilum SMCU 3-14 

เดกซแทรนเกรดอุตสาหกรรม 

เดกซแทรนจาก S. sobrinus 6715 

 

1,105.30 

779.96 

 

5.01 

4.85 

 

220.71 

160.88 

 

หมายเหตุ ในการวัดแอกทิวิตีของเดกซแทรนเนสนั้นจะใชเดกซแทรน ที-2000 เปนสับสเตรตซึ่งมี

พันธะ α-1,6 สูง 

 
4.3 เวลาการกอคราบจุลินทรียบนไมโครไตเตอรเพลตที่ใชเปนแบบจําลองพื้นเรียบ 
 

 การเกิดคราบจุลินทรียของ S. sobrinus 6715 บนไมโครไตเตอรเพลตที่ใชเปนแบบจําลอง

พื้นเรียบตอเวลาการบม โดยใชอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว BHI ที่เสริมดวยน้ําตาลซูโครส 2% โดย

น้ําหนัก แลวบมที่อุณหภูมิ 37 ๐ซ ในภาวะที่ไมมีออกซิเจน เชื้อเร่ิมตนมีคาการดูดกลืนแสงที่ความ

ยาวคลื่น 560 นาโนเมตรเทากับ 0.1 หรือเทากับ 3.02x108 เซลลตอมล. พบวา S. sobrinus 6715 

จะกอใหเกิดคราบจุลินทรียเพิ่มข้ึนตามเวลาที่เพิ่มข้ึน ดังแสดงในรูปที่ 4.2 และรูปที่ 4.3 
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รูปที่ 4.2 ความสัมพันธระหวางการเกิดคราบจุลินทรียบนไมโครไตเตอรเพลตของ S. sobrinus 

6715 กับเวลา 

 

 
 

 

 

รูปที่ 4.3 ลักษณะคราบจุลินทรียของ S. sobrinus 6715 ที่เวลาตางๆ บนไมโครไตเตอรเพลต เมื่อ

ยอมดวยคริสตัลไวโอเลต 0.02% โดยน้ําหนัก 

 

 นอกจากนี้ยังพบวา หากเกิดคราบจุลินทรียมากเกินไปบนผิวของหลุมไมโครไตเตอรเพลต

แลวจะเกิดการหลุดลอก สงผลใหมีคาการดูดกลืนแสงที่แปรผันไป และไมนาเชื่อถือได ดังนั้นใน

การทดลองตอไปเวลาที่ใชในการบมใหเกิดคราบจุลินทรียบนไมโครไตเตอรเพลตจะใชไมเกิน        

7 ชั่วโมง เนื่องจากชวงเวลาที่ 0-7 ชั่วโมงเปนชวงเวลาที่เหมาะสมที่สุดที่ไมมีการหลุดออกของ

คราบจุลินทรีย 

0 ชั่วโมง 7 ชั่วโมง 
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 ในการศึกษาตอไปจะศึกษาการนําเดกซแทรนเนสไปใชใน 2 ลักษณะ คือ การปองกันการ

เกิดคราบจุลินทรีย เพื่อเปนประโยชนในการนําเดกซแทรนเนสไปใชในชองปาก และการสลาย

คราบจุลินทรีย เพื่อเปนประโยชนระบบจําลองการใชเดกซแทรนเนสนอกชองปาก เชน นําไปใชกับ

อุปกรณที่ใชกับชองปาก หรืออุปกรณทางทันตกรรม เปนตน โดยแตละระบบนั้น จะศึกษาบน

พื้นฐานความเปนไปไดในการนําไปใชในภาวะจริง 

 
4.4 การศึกษาภาวะที่เหมาะสมในการปองกันการเกิดคราบจุลินทรีย 
 

 ศึกษาภาวะในการปองกันการเกิดคราบจุลินทรีย โดยการเติมเดกซแทรนเนสจากจุลินทรีย

ลงในชุดการทดลองเปรียบเทียบกับชุดควบคุมผลบวกที่ใชคลอเฮ็กซิดีน (chlorhexidine) เปนสาร

ทดสอบ มีรายงานไววา คลอเฮ็กซิดีนเปนยาตานแบคทีเรียที่ใหผลดีที่สุดซึ่งสามารถตานการเกิด

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

สามารถตานแบคทีเรียในกลุม mutan streptococci ไดดวย (Emilson, 1994) โดยในการศึกษานี้

จะทําขึ้นบนพื้นฐานความเปนจริงที่จะนําไปประยุกตใชไดในชองปาก 

 

 4.4.1 เวลาที่เหมาะสมในการปองกันการเกิดคราบจุลินทรีย 

 

  จากการแปรผันเวลาที่ใชในการปองกันการเกิดคราบจุลินทรีย โดยเลี้ยงเชื้อ S. 

sobrinus 6715 รวมกับเดกซแทรนเนส BI BB FI และ FB ที่ความเขมขนสุดทายเทากับ 1 หนวย

ตอมล. บมที่ 37 ๐ซ ในภาวะที่ไมมีออกซิเจน เปนเวลา 3 4 5 6 และ 7 ชั่วโมง 

  เมื่อพิจารณาจากรูปที่ 4.4 พบวา เดกซแทรนเนส BB มีประสิทธิภาพในการปองกันการ

เกิดคราบจุลินทรียสูงที่สุด โดยสามารถลดปริมาณการเกิดคราบจุลินทรียลงไดถึง 96.92% ที่

ชั่วโมงที่ 3 และ 99.14% ที่ชั่วโมงที่ 7 เมื่อเทียบการเกิดคราบจุลินทรียในชุดควบคุมที่ใชน้ํากลั่น

ปลอดเชื้อเปน 100% และใหผลดีเทียบเทากับคลอเฮ็กซิดีน รองลงมาคือ เดกซแทรนเนส BI สวน

เดกซแทรนเนส FI และ FB นั้นมีประสิทธิภาพใกลเคียงกัน 
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ชุดควบคุม คลอเฮ็กซิดีน BI BB FI FB
 

 

รูปที่ 4.4 การปองกันการเกิดคราบจุลินทรียในชองปากที่เวลาตางๆ ดวยเดกซแทรนเนสจาก        

จุลินทรีย 

 

 4.4.2 การปองกันการเกิดคราบจุลินทรียโดยเดกซแทรนเนส BI และ FI 

 

  จากผลการศึกษาถึงเวลาที่เหมาะสมในการปองกันการเกิดคราบจุลินทรียในขอ 4.4.1  

นั้นจะเห็นไดวาเดกซแทรนเนสยังคงมีประสิทธิภาพเมื่อเวลาผานไปถึง 7 ชั่วโมง แตประสิทธิภาพ

ในการทํางานอาจจะคงที่หรือลดลงเล็กนอย จากเหตุผลดังกลาวทําใหสนใจที่จะศึกษารูปแบบการ

สลายของคราบจุลินทรีย โดยเลือกเดกซแทรนเนส BI และ FI เปนตัวแทนในการศึกษา เนื่องจาก

เดกซแทรนเนส BB และ FB มีตนทุนในการผลิตที่สูง ทําการทดลองเชนเดียวกัน แตเมื่อเวลาผาน

ไป 5 ชั่วโมง จะเติมเดกซแทรนเนสเพิ่มเขาไปอีก 0.5 หนวยตอมล. แลวบมตอจนครบ 7 ชั่วโมง 

  รูปที่ 4.5 แสดงใหเห็นวาประสิทธิภาพในการปองกันการเกิดคราบจุลินทรียของเดกซ

แทรนเนส BI แมเวลาผานไปถึง  7 ชั่วโมงก็ยังคงสามารถปองกันการเกิดคราบจุลินทรียไดดีที่

ปริมาณความเขมขน 1 หนวยตอมล. เมื่อเพิ่มความเขมขนของเดกซแทรนเนส BI ข้ึนอีก 0.5 หนวย

ตอมล. (BI+BI) ความสามารถในการปองกันการเกิดคราบจุลินทรียจะเพิ่มข้ึนเล็กนอย และเมื่อ

0 
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การสลายเริ่มคงที่จึงทดลองเพิ่มความเขมขนของเดกซแทรนเนส BI เขาไปที่ชั่วโมงที่ 5 (BI>>BI) 

เพื่อดูการทํางานของเดกซแทรนเนสวาดีข้ึนหรือไม พบวา ความสามารถในการปองกันการเกิด

คราบจุลินทรียจะเพิ่มข้ึนเพียงเล็กนอยเชนกัน แสดงใหเห็นวา เดกซแทรนเนส BI ยังคงมี

ประสิทธิภาพที่ดีในการปองกันการเกิดคราบจุลินทรียบนแบบจําลองพื้นเรียบแมวาเวลาจะผานไป

นานถึง 7 ชั่วโมง 

 รูปที่ 4.6 แสดงใหเห็นวาประสิทธิภาพในการปองกันการเกิดคราบจุลินทรียของเดกซแทรน

เนส FI กับเดกซแทรนเนส BI นั้นไมแตกตางกัน ถึงจะมีการเพิ่มความเขมขนของเดกซแทรนเนส FI 

ข้ึนอีก 0.5 หนวยตอมล. (FI+FI) หรือเติมเดกซแทรนเนส FI เพิ่มเขาไปหลังจากบมไปแลว 5 ชั่วโมง 

(FI>>FI) ความสามารถในการปองกันการเกิดคราบจุลินทรียนั้นจะดีข้ึนเพียงเล็กนอยเทานั้น 
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รูปที่ 4.5 การปองกันการเกิดคราบจุลินทรียโดยเดกซแทรนเนส BI 

0 
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รูปที่ 4.6 การปองกันการเกิดคราบจุลินทรียโดยเดกซแทรนเนส FI 
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 4.4.3 คาความเปนกรด-ดางที่เหมาะสมตอการทํางานของเดกซแทรนเนสเพื่อปองกันการเกิด

คราบจุลินทรีย 

 

  ศึกษาคาความเปนกรด-ดางที่เหมาะสมในการปองกันการเกิดคราบจุลินทรียดวยเดกซ

แทรนเนสจากจุลินทรีย โดยแปรผันคาความเปนกรด-ดางของอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว BHI ที่เสริม

ดวยน้ําตาลซูโครส 2% โดยน้ําหนัก ที่ 4.0 4.5 5.0 5.5 6.0 6.5 7.0 7.5 และ 8.0 และใชเวลาใน

การปองกันการเกิดคราบจุลินทรียที่ 5 และ 7 ชั่วโมง ผลการทดลองที่ไดดังแสดงในรูปที่ 4.7 

  จากรูปที่ 4.7 แสดงใหเห็นวาไมวาที่คาความเปนกรด-ดางนั้นจะมากหรือนอยเดกซ

แทรนเนสจากจุลินทรียไมวาจะเปนเดกซแทรนเนส BI BB FI หรือ FB ก็ยังคงมีประสิทธิภาพในการ

ปองกันการเกิดคราบจุลินทรียที่ดี แตประสิทธิภาพในการปองกันที่ชั่วโมงที่ 5 นั้นจะดีกวาที่ชั่วโมง

ที่ 7 ดังนั้นในการคัดเลือกคาความเปนกรด-ดางที่จะนําไปใชในการทดลองตอๆ ไปนั้น จะเลือกที่

คาความเปนกรด-ดางเทากับ 7.0 เพราะเปนคาความเปนกรด-ดางที่ใกลเคียงกับคาความเปนกรด-

ดางในชองปาก โดยคาเฉลี่ยความเปนกรด-ดางของน้ําลายในภาวะปกติจะมีคาเทากับ 6.75    

(จินตกร คูวัฒนสุชาติ, 2544) นอกจากนี้ ยังไดมีการศึกษาแลววาเดกซแทรนเนสจากจลิุนทรยีทัง้ 2 

แหลงนี้ มีความเสถียรที่คาความเปนกรด-ดางดังกลาว แสดงในตารางที่ 4.2 

 

ตารางที่ 4.2 คาความเสถียรตอคาความเปนกรด-ดางของเดกซแทรนเนสจากจุลินทรีย 

 

จุลินทรียที่ใชในการผลิตเดกซแทรนเนส คาความเสถยีรตอความเปนกรด-ดาง 

Arthrobacter sp. AG-2 

P. pinophilum SMCU 3-14 

5.5-7.0 (สุหัทยา จิระนนัทพิร,2543) 

4.5-7.0 (พัชราวดี บุตรทา, 2548) 
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ชุดควบคุม คลอเฮ็กซิดีน BI BB FI FB
 

 

รูปที่ 4.7 การปองกันการเกิดคราบจุลินทรียในชองปากโดยเดกซแทรนเนสจากจุลินทรียที่คาความ

เปนกรด-ดางตางๆ ที่ 5 ชั่วโมง (บน) และ 7 ชั่วโมง (ลาง) 
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 4.4.4 เวลาที่เหมาะสมในการปองกันการเกิดคราบจุลินทรียที่คาความเปนกรด-ดางเทากับ 

7.0 

 

  จากผลการทดลองในขอ 4.4.3 จึงไดศึกษาเวลาที่ใชในการปองกันการเกิดคราบ          

จุลินทรียที่คาความเปนกรด-ดางเทากับ 7.0 เพื่อหาเวลาที่เหมาะสมในการปองกนัการเกดิคราบจลิุ

นทรียดวยเดกซแทรนเนสจากจุลินทรีย โดยศึกษาที่เวลา 0 15 30 60 120 180 240 และ 300 นาที 

พบวา เดกซแทรนเนสที่ไดจากจุลินทรียทั้งเดกซแทรนเนส BI BB FI และ FB นั้น สามารถปองกัน

การเกิดคราบจุลินทรียไดต้ังแตเร่ิมตน โดยเดกซแทรนเนส BB มีประสิทธิภาพดีที่สุด และดีกวาการ

ยับยั้งการเจริญของเชื้อดวยคลอเฮ็กซิดีน รองลงมาเปนเดกซแทรนเนสจาก BI สวนเดกซแทรน    

เนสจาก FI และ FB นั้นมีประสิทธิภาพที่ใกลเคียงกัน ดังแสดงในรูปที่ 4.8 
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รูปที่ 4.8 การปองกันการเกิดคราบจุลินทรียในชองปากโดยเดกซแทรนเนสจากจุลินทรียที่คาความ

เปนกรด-ดางเทากับ 7.0 ที่เวลา 0-300 นาที 
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  จากรูปที่ 4.8 จะเห็นไดวาเดกซแทรนเนสจากจุลินทรียยังคงสามารถปองกันการเกิด

คราบจุลินทรียไดในขณะที่มีการเกิดคราบจุลินทรียเพิ่มข้ึนอยางรวดเร็วตั้งแตชั่วโมงที่ 2 ดังนั้น

การศึกษาความเขมขนของเดกซแทรนเนสในขั้นตอไปจึงเลือกเวลาที่ใชในการปองกันการเกิดคราบ

จุลินทรียที่ 3 ชั่วโมง 

 

 4.4.5 ความเขมขนของเดกซแทรนเนส BI และ FI ตอการปองกันการเกิดคราบจุลินทรียที่เวลา 

3 ชั่วโมง และคาความเปนกรด-ดางเทากับ 7.0 

 

  จากการศึกษาที่ผานมาไดใชความเขมขนของเดกซแทรนเนสที่ 1 หนวยตอมล. ซึ่งมี

ประสิทธิภาพที่ดี ในการทดลองนี้จึงไดเพิ่มปริมาณความเขมขนของเดกซแทรนเนสขึ้นอีกเพื่อดูวา

เมื่อเพิ่มความเขมขนของเดกซแทรนเนสขึ้นแลวจะสามารถปองกันการเกิดคราบจุลินทรียไดดีข้ึน

หรือไม โดย ทําการศึกษาที่คาความเปนกรด-ดางเทากับ 7.0 เปนเวลา 3 ชั่วโมง และใชความ

เขมขนของเดกซแทรนเนสที่ 1 2 3 4 และ 5 หนวยตอมล. สาเหตุที่เลือกศึกษาในเดกซแทรนเนส BI 

และ FI นั้นเปนเพราะวาเดกซแทรนเนส BB มีประสิทธิภาพที่ดีมากอยูแลวที่ความเขมขน 1 หนวย

ตอมล. สวนเดกซแทรนเนส FB นั้นมีประสิทธิภาพใกลเคียงกับเดกซแทรนเนส FI แตมีตนทุนใน

การผลิตที่สูงกวาจึงไมนํามาทดสอบ 

  จากรูปที่ 4.9 แสดงใหเห็นวาเมื่อเพิ่มความเขมขนของเดกซแทรนเนส BI และ FI 

ความสามารถในการปองกันการเกิดคราบจุลินทรียจะคอนขางคงที่ ดังนั้นในการนําไปใชจึง

เลือกใชที่ความเขมขนของเดกซแทรนเนสเทากับ 2-3 หนวยตอมล. 
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ไมมีการเติมเดกซแทรนเนส 1 หนวยตอมล. 2 หนวยตอมล.

3 หนวยตอมล. 4 หนวยตอมล. 5 หนวยตอมล.
 

 

รูปที่ 4.9 การปองกันการเกิดคราบจุลินทรียในชองปากโดยเดกซแทรนเนส BI และ FI ที่ความ

เขมขน 1 2 3 4 และ 5 หนวยตอมล.ที่คาความเปนกรด-ดางเทากับ 7.0 เปนเวลา 3 ชั่วโมง  

 

 ผลจากการศึกษาที่ผานมาเมื่อนํามาเปรียบเทียบความสามารถในการปองกันการเกิด

คราบจุลินทรียโดยเดกซแทรนเนสที่ความเขมขน 1 หนวยตอมล. บมที่อุณหภูมิ 37 ๐ซ ในอาหาร

เลี้ยงเชื้อเหลว BHI ที่เสริมดวยน้ําตาลซูโครส 2% โดยน้ําหนัก ที่คาความเปนกรด-ดางเทากับ 7.0 

เปนเวลา 3 ชั่วโมงเทียบกับชุดควบคุม แสดงในตารางที่ 4.3  
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ตารางที่ 4.3 ประสิทธิภาพในการปองกันการเกิดคราบจุลินทรียโดยเดกซแทรนเนสจากจุลินทรีย 

 

แหลงของเดกซแทรนเนส 
และชนิดของสารชักนาํ 

การปองกันการเกิดคราบจุลินทรีย (%) 

คลอเฮ็กซิดีน 97.74 

Arthrobacter sp. AG-2 

เดกซแทรนเกรดอุตสาหกรรม (BI) 

เดกซแทรนจาก S. sobrinus 6715 (BB) 

 

94.61 

100 

P. pinophilum SMCU 3-14 

เดกซแทรนเกรดอุตสาหกรรม (FI) 

เดกซแทรนจาก S. sobrinus 6715 (FB) 

 

75.61 

74.51 

 

 จากตารางที่ 4.3 เปรียบเทียบใหเห็นวา เดกซแทรนเนส BB สามารถปองกันการเกิดคราบ

จุลินทรียไดถึง 100% ในขณะที่คลอเฮ็กซิดีนปองกันการเกิดคราบจุลินทรียได 97.74% เดกซแทรน

เนส BI ปองกันไดประมาณ 95% สวนเดกซแทรนเนส FI และ FB สามารถปองกันการเกิดคราบ    

จุลินทรียไดใกลเคียงกัน คือ สามารถปองกันการเกิดคราบจุลินทรียไดมากกวา 70%  

 
4.5 การศึกษาภาวะที่เหมาะสมในการสลายคราบจุลินทรีย 
  
 ศึกษาถึงภาวะที่ใชในการสลายคราบจุลินทรียภายนอกชองปากดวยเดกซแทรนเนสจาก  

จุลินทรีย เปรียบเทียบกับชุดควบคุมผลบวกที่ใชคลอเฮ็กซิดีน (chlorhexidine) เปนสารทดสอบ 

โดยการศึกษานี้จะทําขึ้นบนพื้นฐานความเปนจริงที่จะนําไปประยุกตใชไดกับอุปกรณที่ใชกับชอง

ปาก 

 

 4.5.1 การสลายคราบจุลินทรียโดยเดกซแทรนเนสจากจุลินทรียในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว BHI 

และในบัฟเฟอรที่เวลาตางๆ 
 
  หลังจากเลี้ยง S. sobrinus 6715 ใหเกิดคราบจุลินทรียบนไมโครไตเตอรเพลตที่ 3 

ชั่วโมงแลว นํามาทําปฏิกิริยากับเดกซแทรนเนสจากจุลินทรียที่ความเขมขนสุดทายเทากบั 1 หนวย

ตอมล. ทั้งในระบบที่เติมดวยอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว BHI ที่เสริมดวยน้ําตาลซูโครส 2% โดยน้ําหนัก 
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และระบบที่เติมดวยบัฟเฟอร แปรผันเวลาที่ใชในการสลายตั้งแต 0 5 10 15 20 25 30 นาที และ

บมไวที่อุณหภูมิหอง 

  จากรูปที่ 4.10 และ 4.11 พบวา เดกซแทรนเนส BI FI และ FB สามารถสลายคราบ      

จุลินทรียไดต้ังแตเร่ิมมีการเติมเดกซแทรนเนสลงไปในทั้ง 2 ระบบ และใหผลที่ดีกวาคลอเฮ็กซิดีน 

แตในทางตรงกันขามไมวาเวลาที่ใชในการสลายจะนานแคไหนก็ตามเดกซแทรนเนส BB ยังคงไม

สามารถสลายคราบจุลินทรียไดในทั้ง 2 ระบบเชนกัน 

 

 4.5.2 การสลายคราบจุลินทรียโดยเดกซแทรนเนส FI และ FB ที่อุณหภูมิ 37 ๐ซ และ

อุณหภูมิหอง 

 

  จากขอ 4.5.1 เห็นไดวาการสลายคราบจุลินทรียของเดกซแทรนเนสในทั้ง 2 ระบบนั้นมี

ความแตกตางกันไมมากจึงเลือกการทํางานในระบบบัฟเฟอรมาศึกษาเรื่องอุณหภูมิตอ โดยเลือก

ศึกษาที่อุณหภูมิ 37 ๐ซ และอุณหภูมิหอง ซึ่งเปนอุณหภูมิที่สามารถนําไปใชไดจริงกับอุปกรณที่ใช

กับชองปาก เลือกศึกษาโดยใชเดกซแทรนเนส FI และ FB และใชเวลาในการสลายที่ 0 5 10 15 20 

25 และ 30 นาที 

  จากรูปที่ 4.12 เปรียบเทียบความสามารถในการสลายคราบจุลินทรียของเดกซแทรน

เนส FI และ FB ในระบบบัฟเฟอร ที่อุณหภูมิ 37 ๐ซ และอุณหภูมิหอง พบวา เดกซแทรนเนส FI 

และ FB สามารถทํางานไดดีทั้งที่อุณหภูมิ 37 ๐ซ และอุณหภูมิหอง ดังนั้นจึงเลือกอุณหภูมิหอง

สําหรับการทดลองตอไป เพราะงายตอการนําไปใชในชีวิตจริงมากกวา 
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ชุดควบคุม คลอเฮ็กซิดีน BI BB
 

 

รูปที่ 4.10 การสลายคราบจุลินทรียโดยเดกซแทรนเนส BI และ BB ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว BHI 

(บน) และในบัฟเฟอร (ลาง) ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 0-30 นาที 
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ชุดควบคุม คลอเฮ็กซิดีน FI FB
 

 

รูปที่ 4.11 การสลายคราบจุลินทรียโดยเดกซแทรนเนส FI และ FB ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว BHI 

(บน) และในบัฟเฟอร (ลาง) ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 0-30 นาที 
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ชุดควบคุม คลอเฮ็กซิดีน FI FB
 

 

รูปที่ 4.12 การสลายคราบจุลินทรียโดยเดกซแทรนเนส FI และ FB ในระบบบัฟเฟอร ที่อุณหภูมิ 

37 ๐ซ (บน) และอุณหภูมิหอง (ลาง) เปนเวลา 0-30 นาที 
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 4.5.3 คาความเปนกรด-ดางที่เหมาะสมในการสลายคราบจุลินทรียนอกชองปากโดยเดกซ

แทรนเนส 

 

  ศึกษาคาความเปนกรด-ดางที่เหมาะสมในการสลายคราบจุลินทรียดวยเดกซแทรน     

เนสจากจุลินทรีย โดยแปรผันคาความเปนกรด-ดางของบัฟเฟอรที่ 4.0 4.5 5.0 5.5 6.0 6.5 7.0 

7.5 และ 8.0 และใชเวลาในการทําปฏิกิริยาที่ 15 นาที ที่อุณหภูมิหอง 

  จากรูปที่ 4.13 พบวา เดกซแทรนเนส BI FI และ FB สามารถสลายคราบจุลินทรียไดใน

ทุกคาความเปนกรด-ดาง แตสําหรับเดกซแทรนเนส BB นั้นไมสามารถสลายคราบจุลินทรียไดใน

ทุกคาความเปนกรด-ดาง ดังนั้นสําหรับในการทดลองตอไปจะเลือกทดลองที่คาความเปนกรด-ดาง

เทากับ 7.0 เนื่องจากที่คาความเปนกรด-ดางเทากับ 7.0 นี้ในความเปนจริงสามารถนําไปใชไดงาย

กวา และเดกซแทรนเนสจะมีความเสถียรที่คาความเปนกรด-ดางเทากับ 7.0 เชนเดียวกับที่กลาวไว

ในขอ 4.4.3 
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ชุดควบคุม คลอเฮ็กซิดีน BI BB FI FB
 

 

รูปที่ 4.13 การสลายคราบจุลินทรียที่คาความเปนกรด-ดางตางๆ โดยเดกซแทรนเนสจากจุลินทรีย 

ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 15 นาที 

  * ทดสอบในโซเดียมอะซิเตตบัฟเฟอร ความเขมขน 0.05 โมลาร 

  ** ทดสอบในโซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร ความเขมขน 0.05 โมลาร 

 

 4.5.4 เวลาที่เหมาะสมในการสลายคราบจุลินทรียนอกชองปากโดยเดกซแทรนเนสในระบบ

บัฟเฟอรที่คาความเปนกรด-ดางเทากับ 7.0 

 

  ตามที่ไดกลาวไวในขอที่ 4.5.3 จึงเลือกทําการศึกษาความสามารถในการสลายคราบ   

จุลินทรียในระบบบัฟเฟอรที่คาความเปนกรด-ดางเทากับ 7.0 ในอุณหภูมิหอง เปนเวลา 0 15 30 

60 120 และ 180 นาที เพื่อหาเวลาในการสลายคราบจุลินทรียที่ดีที่สุดที่จะสามารถนําไป

ประยุกตใชไดจริง 

  จากรูปที่ 4.14 แสดงใหเห็นถึงความสามารถในการสลายคราบจุลินทรียของเดกซแทรน

เนส BI FI และ FB วาสามารถสลายคราบจุลินทรียใหเห็นไดอยางชัดเจนตั้งแต 15 นาทีแรกที่มกีาร
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เติมเดกซแทรนเนส ดังนั้นในการทดลองตอไปจึงเลือกใชเวลาในการสลายคราบจุลินทรียที่         

15 นาที สวนเดกซแทรนเนส BB นั้นยังคงไมสามารถสลายคราบจุลินทรียไดเชนเดิม  
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ชุดควบคุม คลอเฮ็กซิดีน BI BB FI FB
 

 

รูปที่ 4.14 การสลายคราบจุลิทรียในระบบบัฟเฟอรที่คาความเปนกรด-ดางเทากับ 7.0 ที่

อุณหภูมิหอง 

 

 4.5.5 ความเขมขนที่เหมาะสมของเดกซแทรนเนส BI และ FI ในการสลายคราบจุลินทรีย ใน

ระบบบัฟเฟอรที่คาความเปนกรด-ดางเทากับ 7.0 เปนเวลา 15 นาที 

 

  ตลอดการศึกษาผลของการสลายคราบจุลินทรียนอกชองปากโดยเดกซแทรนเนสจาก   

จุลินทรียนั้น จะใชเดกซแทรนเนสที่ความเขมขนสุดทายเทากับ 1 หนวยตอมล. และเห็นแลววา

เดกซแทรนเนส BI FI และ FB มีประสิทธิภาพที่ดี แตในการทดลองนี้ไดเพิ่มความเขมขนของเดกซ

แทรนเนสขึ้นอีกเพื่อดูวาเมื่อความเขมขนของเดกซแทรนเนสเพิ่มข้ึนจะมีประสิทธิภาพในการสลาย

เพิ่มข้ึนหรือไม โดยทําการศึกษากับเดกซแทรนเนส BI และ FI เนื่องจากเดกซแทรนเนส BB นั้น
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ใหผลการสลายไมดี สวนเดกซแทรนเนส FB ใหผลการสลายคราบจุลินทรียที่ใกลเคียงกับเดกซ

แทรนเนส FI แตมีตนทุนในการผลิตที่สูงกวาจึงไมนํามาทดสอบ 

  จากรูปที่  4 .15 แสดงให เห็นวา เมื่ อ เพิ่มความเขมขนของเดกซแทรนเนส  FI 

ความสามารถในการสลายคราบจุลินทรียจะคอนขางคงที่ แตสําหรับเดกซแทรนเนส BI นั้นเมื่อ

เพิ่มความเขมขนของเดกซแทรนเนสจะไมสงผลที่ดีข้ึน ดังนั้นความเขมขนของเดกซแทรนเนสที่ 2 

หนวยตอมล. ก็เปนปริมาณที่เพียงพอแลวสําหรับเดกซแทรนเนสทั้ง 2 ชนิด 
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ไมมีการเติมเดกซแทรนเนส 1 หนวยตอมล. 2 หนวยตอมล.

3 หนวยตอมล. 4 หนวยตอมล. 5 หนวยตอมล.
 

 

รูปที่ 4.15 การสลายคราบจุลินทรียโดยเดกซแทรนเนส BI และ FI ที่ความเขมขน 1 2 3 4 และ 5 

หนวยตอมล. ในระบบบัฟเฟอรที่คาความเปนกรด-ดางเทากับ 7.0 เปนเวลา 15 นาที  
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 4.5.6 ประสิทธิภาพการทํางานของเดกซแทรนเนส BB รวมกับเดกซแทรนเนส FI ในการสลาย

คราบจุลินทรีย 

 

  จากการศึกษาที่ผานมาในการสลายคราบจุลินทรียจะเห็นไดวาเดกซแทรนเนส BB นั้น

ไมสามารถสลายคราบจุลินทรียได แตเดกซแทรนเนส FI สามารถสลายคราบจุลินทรียไดดี ดังนั้น

จึงไดนําเดกซแทรนเนสทั้ง 2 ชนิดนี้มาทดลองทํางานรวมกันวาเดกซแทรนเนส FI นั้นจะสามารถ

เสริมการทํางานของเดกซแทรนเนส BB ไดหรือไม 

  ผลการทํางานรวมกันของเดกซแทรนเนส BB และ FI ในรูปที่ 4.16 พบวา เมื่อมีการเติม

เดกซแทรนเนส FI เพิ่มอีก 1 หนวยตอมล. จากเดกซแทรนเนส BB ที่มีอยูเดิม 1 หนวยตอมล. 

(BB+FI) ไมมีผลในการเพิ่มความสามารถในการสลายคราบจุลินทรีย เชนเดียวกับเมื่อปลอยให

เดกซแทรนเนส FI สลายคราบจุลินทรียไปกอนเปนเวลา 60 นาที แลวจึงเติมเดกซแทรนเนส BB 

เขาไป 1 หนวยตอมล. (FI>>BB) เดกซแทรนเนส BB ที่เติมเขาไปนั้นไมทําใหการสลายคราบ       

จุลินทรียของเดกซแทรนเนส FI ดีข้ึนเลย 
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รูปที่ 4.16 การทํางานของเดกซแทรนเนส BB รวมกับเดกซแทรนเนส FI ในระบบบัฟเฟอรที่       

คาความเปนกรด-ดางเทากับ 7.0 ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 0-120 นาที 

 

 ผลจากการศึกษาที่ผานมาเมื่อนํามาเปรียบเทียบความสามารถในการสลายคราบ           

จุลินทรียที่เกิดขึ้นที่ 3 ชั่วโมง โดยเดกซแทรนเนสที่ความเขมขน 1 หนวยตอมล. ทําปฏิกิริยาที่

อุณหภูมิหอง ในระบบบัฟเฟอรที่คาความเปนกรด-ดางเทากับ 7.0 ที่เวลา 15 นาที เทียบกับชุด

ควบคุม แสดงในตารางที่ 4.4 

 

 

 

 

 

 

 

 



 71 

ตารางที่ 4.4 ประสิทธิภาพในการสลายคราบจุลินทรียโดยเดกซแทรนเนสจากจุลินทรีย 

 

แหลงของเดกซแทรนเนส 
และชนิดของสารชักนาํ 

การสลายคราบจุลนิทรีย (%) 

คลอเฮ็กซิดีน 21.30 

Arthrobacter sp. AG-2 

เดกซแทรนเกรดอุตสาหกรรม (BI) 

เดกซแทรนจาก S. sobrinus 6715 (BB) 

 

30.26 

0 

P. pinophilum SMCU 3-14 

เดกซแทรนเกรดอุตสาหกรรม (FI) 

เดกซแทรนจาก S. sobrinus 6715 (FB) 

 

19.92 

22.74 

 

 จากตารางที่ 4.4 แสดงใหเห็นวาเดกซแทรนเนส BI นั้นมีประสิทธิภาพในการสลายคราบ 

จุลินทรียที่ดีกวาคลอเฮ็กซิดีน โดยเดกซแทรนเนส BI สามารถสลายคราบจุลินทรียได 30.26% 

ในขณะที่คลอเฮ็กซิดีนสลายคราบจุลินทรียไดประมาณ 20% ซึ่งใกลเคียงกลับประสิทธิภาพในการ

สลายคราบจุลินทรียของเดกซแทรนเนส FI และ FB สวนเดกซแทรนเนส BB ไมสามารถสลาย

คราบจุลินทรียได 



บทที่ 5 
 

สรุปและวิจารณผลการทดลอง 
 

ในงานวิจัยนี้สนใจศึกษาการนําเดกซแทรนเนสไปใชในการปองกันฟนผุ เพราะการใชเดกซ

แทรนเนสนับวาเปนวิธีทางชีวภาพ มีความปลอดภัยกวาการใชสารเคมี มีความจําเพาะตอการ

สลายเดกซแทรน เนื่องจากเดกซแทรนเนสเปนเอนไซมที่ตองอาศัยสารชักนําคือ เดกซแทรน นั่นคือ 

พันธะที่เชื่อมตอโมเลกุลของกลูโคสใหตอกันเปนเดกซแทรนนั้นจะเปนตัวบงบอกถึงความจําเพาะ

ของเดกซแทรนเนส คือ ถาเดกซแทรนเนสถูกชักนําใหมีการผลิตดวยเดกซแทรนพันธะ α-1,6 ก็จะ

ไดเดกซแทรนเนสที่มีความจําเพาะตอพันธะ α-1,6 ในขณะที่ถาชักนําการผลิตเดกซแทรนเนสดวย

เดกซแทรนพันธะ α-1,3 เดกซแทรนเนสที่ไดก็จะจําเพาะตอพันธะ α-1,3 ดวยเชนกัน (Walker 

และคณะ, 1984) และจากวัตถุประสงคของงานวิจัยนี้ที่จะตองการศึกษาการสลายเดกซแทรนบน

แบบจําลองพื้นเรียบนั้นจึงจําเปนตองใชเดกซแทรนเนสที่จําเพาะตอพันธะ α-1,3 ดวย เพราะ

เดกซแทรนที่เกิดจากแบคทีเรียที่อาศัยในชองปาก เชน S. sobrinus 6715 นั้น เปนเดกซแทรนที่มี

พันธะ α-1,3 ในสัดสวนที่มากกวาพันธะ α-1,6 คือ มีพันธะ α-1,3 มากถึง 67 % และที่เหลือจะ

เปนพันธะ α-1,6 (Huge และคณะ, 1986) จึงทําการผลิตเดกซแทรนจาก S. sobrinus 6715 แลว

นําไปใชในการชักนําการผลิตเดกซแทรนเนส 

 

เดกซแทรนเนสที่ใชในงานวิจัยนี้ไดมาจากแบคทีเรีย Arthrobacter sp. AG-2 และรา 

Penicillium pinophilum SMCU 3-14 ที่ถูกชักนําดวยเดกซแทรนเกรดอุตสาหกรรมที่มีพันธะ α-

1,6 ในปริมาณมากกวา 95% (Marguerite และคณะ, 1997)  และเดกซแทรนที่ไดจาก 

Streptococcus sobrinus 6715 ที่มีพันธะ α-1,3 สัดสวนที่มากกวาพันธะ α-1,6 (Huge และ

คณะ, 1986) ดังนั้นจะไดเดกซแทรนเนส 4 ชนิดดวยกันคือ เดกซแทรนเนสจาก Arthrobacter sp. 

AG-2 ที่ถูกชักนําดวยเดกซแทรนเกรดอุตสาหกรรม (เดกซแทรนเนส BI) และที่ถูกชักนําดวยเดกซ

แทรน S. sobrinus 6715 (เดกซแทรนเนส BB)  เดกซแทรนเนสจาก P. pinophilum SMCU 3-14 

ที่ถูกชักนําดวยเดกซแทรนเกรดอุตสาหกรรม (เดกซแทรนเนส FI) และที่ถูกชักนําดวยเดกซแทรน S. 

sobrinus 6715 (เดกซแทรนเนส FB) แอกทิวิตีจําเพาะของเดกซแทรนเนสแตละตัวแสดงในตาราง

ที่ 4.1 โดยเดกซแทรนเนสที่ผลิตไดจาก P. pinophilum SMCU 3-14 จะมีแอกทิวิตีที่ดีกวาเดกซ

แทรนเนสที่ผลิตจาก Arthrobacter sp. AG-2 ไมวาจะถูกชักนําดวยเดกซแทรนชนิดใดก็ตาม ใน

ขณะเดียวกันเดกซแทรนเนสที่ถูกชักนําดวยเดกซแทรนเกรดอุตสาหกรรม ก็จะมีแอกทิวิตีที่สูงกวา
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เดกซแทรนเนสที่ถูกชักนําดวยเดกซแทรนจาก S. sobrinus 6715 ไมวาจะเปนเดกซแทรนเนสที่

ผลิตจาก Arthrobacter sp. AG-2 หรือ P. pinophilum SMCU 3-14 ทั้งนี้เปนเพราะวาเดกซแทรน 

ที-2000 ที่ใชเปนสับสเตรตนั้นมีสัดสวนของพันธะ α-1,6 สูงมากถึง 95% (บริษัท Sigma และ 

Pharmacia) ดังนั้นเมื่อวัดแอกทิวิ ตีของเดกซแทรนเนสที่ชักนําดวยเดกซแทรนเนสเกรด

อุตสาหกรรมซึ่งจําเพาะตอพันธะ α-1,6 แอกทิวิตีจึงสูงกวาเดกซแทรนเนสที่ถูกชักนําดวยเดกซ

แทรนจาก S. sobrinus 6715 ที่จําเพาะตอ α-1,6 นอยกวา 

 

การทดสอบการเกิดคราบจุลินทรียของ S. sobrinus 6715 บนผิวฟนที่ทําใน

หองปฏิบัติการนั้นสามารถทดสอบไดกับวัสดุหลากหลายชนิดที่นํามาเปนแบบจําลอง เชน แผน

โลหะ ลวด แผนแกว เม็ดไฮดรอกซีอะพาไทท ผงเคลือบฟนหรือฟนที่นํามาตัดแบง ไมโครไตเตอร

เพลต เปนตน แตในงานวิจัยนี้ไดเลือกใชไมโครไตเตอรเพลตชนิดพื้นเรียบ 96 หลุม (96-wells 

microtiter plate flat bottom) มาเปนแบบจําลองพื้นเรียบในการทดสอบ เนื่องจากสามารถทําการ

ทดสอบไดงาย รวดเร็ว การนํามาใชงานไมยุงยาก มีคาใชจายที่ไมสูงมากนัก สามารถทําไดหลาย

ชุดทดสอบในเพลตเดียว 

 

การยึดติดของ S. sobrinus 6715 บนแบบจําลองพื้นเรียบเมื่อเลี้ยงเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อ

เหลว BHI ที่เสริมดวยน้ําตาลซูโครส 2% โดยน้ําหนัก ที่ 37 ๐ซ ในภาวะการเลี้ยงเชื้อแบบไมมี

ออกซิเจนนั้น จะเพิ่มข้ึนตามเวลาที่เพิ่มข้ึน เพราะเมื่อมีการเจริญของเชื้อจะมีการผลิตเดกซแทรน 

ออกมาพรอมกับการเจริญ (นันทิดา วานิชวงศวรรณ, 2545) ทําใหเซลลของเชื้อนั้นถูกยึดติดไวบน

แบบจําลองพื้นเรียบดวยเดกซแทรนไมละลายน้ําซึ่งมีพันธะ α-1,3 ปริมาณสูง ในขณะที่เดกซ

แทรนที่สามารถละลายน้ําไดซึ่งมีพันธะ α-1,6 ปริมาณสูงจะชวยในการยึดเกาะกันเองของ

แบคทีเรีย (Walker และคณะ, 1984) เมื่อเวลาผานไปปริมาณของเดกซแทรนจะเพิ่มข้ึนเรื่อยๆ จน

ไมสามารถยึดติดบนพื้นผิวของแบบจําลองไดทั้งหมด ทําใหเกิดคราบจุลินทรียที่หนาขึ้นและเมื่อ

นํามาตรวจสอบคราบจุลินทรียจะมีคราบจุลินทรียบางสวนที่ไมไดยึดติดอยูกับพื้นผิวของ

แบบจําลองหลุดลอกออกไป คาที่วัดไดจึงเกิดการแปรผันมาก ดังนั้นเวลาที่ใชในการทําใหเกิด

คราบจุลินทรียบนแบบจําลองพื้นเรียบนั้นควรที่จะไมเกิน 7 ชั่วโมง ซึ่งที่ 7 ชั่วโมงนี้จะสังเกตเห็น

คราบจุลินทรียที่ยึดติดอยูที่พื้นผิวของแบบจําลองเต็มพอดี (รูปที่ 4.3) 

 

การทดสอบการปองกันการเกิดคราบจุลินทรียบนแบบจําลองพื้นเรียบในงานวิจัยนี้ไดทํา

การทดสอบกับเดกซแทรนเนสทั้ง 4 ชนิด คือ เดกซแทรนเนส BI BB FI และ FB ที่ความเขมขน 1 

หนวยตอมล. ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว BHI ที่เสริมดวยน้ําตาลซูโครส 2% โดยน้ําหนัก บมที่
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อุณหภูมิ 37 ๐ซ ในภาวะที่ไมมีออกซิเจน พบวา ผลของการปองกันการเกิดคราบจุลินทรียโดยเดกซ

แทรนเนสที่เวลา 3 4 5 6 และ 7 ชั่วโมงนั้น เดกซแทรนเนส BB จะใหผลที่ดีมาก รองลงมาเปน

เดกซแทรนเนส BI สวนเดกซแทรนเนส FI และ FB นั้นใหผลที่ใกลเคียงกัน (รูปที่ 4.4) ถึงแมวาทั้ง

เดกซแทรนเนส BB และ FB จะเปนเดกซแทรนเนสที่จําเพาะตอพันธะ α-1,3 เหมือนกันแตใหผลที่

ตางกัน ทั้งนี้เปนผลเนื่องจากเดกซแทรนเนสที่ผลิตจากจุลินทรียสวนใหญโดยเฉพาะราจะมี

คุณสมบัติเปนเอนไซมชนิดเอนโดเดกซแทรนเนสมากกวา ซึ่งจะสามารถสลายไดเฉพาะภายใน

สายเดกซแทรนแบบสุมเทานั้น โดยจะแตกตางจากเอกโซเดกซแทรนเนสที่ทําการตัดทีละโมเลกุล

ของกลูโคสที่ปลายสายของเดกซแทรน (Sutherland, 1996; Wynter, 1997) ซึ่งเมื่อเดกซแทรนถูก

สลายเปน โอลิโกแซ็กคาไรดสายสั้นๆ แลว เอนโดเดกซแทรนเนสจะไมสามารถสลายโอลิโกแซ็ก  

คาไรดสายสั้นๆ นั้นไดอีก แตจากการรายงานของ นันทิดา วานิชวงศวรรณ (2545) ไดตรวจสอบ

ผลิตภัณฑจากการสลายเดกซแทรนจาก S. sobrinus 6715 โดยเดกซแทรนเนสจาก Arthrobacter 

sp. AG-2 ที่ถูกชักนําดวยเดกซแทรนจาก S. sobrinus 6715 พบวา ผลิตภัณฑที่ไดมีเพียงกลูโคส

ชนิดเดียว แสดงวาเดกซแทรนเนส BB นั้นจะสามารถตัดโมเลกุลของเดกซแทรนใหเปนเพียง

โมเลกุลเดี่ยวของกลูโคสได ซึ่งเมื่อเหลือเพียงกลูโคสก็จะสามารถละลายน้ําได ลักษณะเหนียวหนดื

ของเดกซแทรนก็จะหมดไปทําใหไมยึดติดกับพื้นผิวของแบบจําลอง สวนเดกซแทรนเนส BI และ FI 

นั้นเปนเดกซแทรนเนสที่มีความจําเพาะตอพันธะ α-1,6 แตเดกซแทรนที่ S. sobrinus 6715 ผลิต

ข้ึนนั้นเปนเดกซแทรนที่มีพันธะ α-1,3 ในปริมาณสูง ดังนั้นในการสลายเดกซแทรนจาก S. 

sobrinus 6715 นั้นจําเปนตองเปนเดกซแทรนเนสที่มีความจําเพาะตอพันธะ α-1,3 ดวยถึงจะให

ประสิทธิภาพที่ดี 

 

ในการศึกษาการปองกันการเกิดคราบจุลินทรียโดยเดกซแทรนเนส BI และ FI พบวา เดกซ

แทรนเนสทั้งสองสามารถทํางานไดดีถึง  7 ชั่วโมง จากการทดลองแมวาหลังจาก 5 ชั่วโมงจะมีการ

เติมเดกซแทรนเนสเพิ่มข้ึนแตผลที่ไดในการปองกันการเกิดคราบจุลินทรียนั้นยังคงไมแตกตางไป

จากเดิมมาก (รูปที่ 4.5 และ 4.6) อาจเปนเพราะวาเดกซแทรนเนส BI และ FI นั้นมีความจําเพาะ

ตอพันธะ α-1,6 และเดกซแทรนเนสที่เติมไปต้ังแตแรกนั้นสลายเดกซแทรนพันธะ α-1,6 ไป

หมดแลว เมื่อเติมเดกซแทรนเนสที่จําเพาะตอ α-1,6 ลงไปเพิ่มอีกจึงไมเห็นความแตกตางในการ

สลายคราบจุลินทรีย เพราะเดกซแทรนที่เหลืออยูนั้นนาจะเปนเดกซแทรนพันธะ α-1,3 เปนสวน

ใหญ 
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คาความเปนกรด-ดางที่เหมาะสมตอการทํางานของเดกซแทรนเนสทั้ง 4 ชนิดในการ

ปองกันการเกิดคราบจุลินทรียบนแบบจําลองพื้นเรียบ พบวา เมื่อแปรผันคาความเปนกรด-ดาง

ของอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว BHI ที่เสริมดวยน้ําตาลซูโครส 2% โดยน้ําหนัก ต้ังแต 4.0 4.5 5.0 5.5 

6.0 6.5 7.0 7.5 และ 8.0 เดกซแทรนเนสทั้ง 4 ชนิดนั้นยังคงทํางานไดดีในทุกคาความเปนกรดดาง

ที่ 5 ชั่วโมง แตเมื่อถึง 7 ชั่วโมงประสิทธิภาพของเดกซแทรนเนส BI FI และ FB จะลดลง การเลือก

คาความเปนกรด-ดางที่ 7.0 มาใชในการศึกษาเรื่องเวลาในการปองกันการเกิดคราบจุลินทรียตอ 

เนื่องจากที่คาความเปนกรด-ดางที่ 7.0 นี้เดกซแทรนเนสทั้ง 4 ชนิดมีความเสถียรตอคาความเปน

กรด-ดาง (ตารางที่ 4.2) เมื่อศึกษาเวลาที่เหมาะสมในการนําไปใชในการปองกันการเกิดคราบ     

จุลินทรียที่ความเขมขนของเดกซแทรนเนสเทากับ 1 หนวยตอมล. คาความเปนกรด-ดางเทากับ 

7.0 อุณหภูมิ 37 ๐ซ โดยใชเวลาในการทดสอบตั้งแต 0 15 30 60 120 180 240 และ 300 นาที 

(รูปที่ 4.8) พบวา เดกซแทรนเนสทั้ง 4 ชนิดสามารถปองกันไมใหเกิดคราบจุลินทรียไดต้ังแตเร่ิม

เติมเดกซแทรนเนสลงไป โดยเดกซแทรนเนส BB ใหผลดีที่สุดโดยสามารถยับยั้งการเกิดคราบ      

จุลินทรียได 100% ตลอดระยะเวลาที่ทดสอบ สวนเดกซแทรนเนส BI FI และ FB สามารถยับยั้ง

การเกิดคราบจุลินทรียไดดีที่สุดที่ 180 นาที โดยสามารถยับยั้งการเกิดคราบจุลินทรียไดถึง 94.61 

75.61 และ 74.51% ตามลําดับ เมื่อทดลองเพิ่มความเขมขนของเดกซแทรนเนส BI และ FI เปน   

2 3 4 และ 5 หนวยตอมล. และทดสอบที่ภาวะเดิม พบวา ถาความเขมขนของเดกซแทรนเนส

เพิ่มข้ึนความสามารถในการปองกันการเกิดคราบจุลินทรียก็จะมากขึ้นตามไปดวย 

 

การนําเดกซแทรนเนสจากจุลินทรียไปใชในชองปากนั้น เดกซแทรนเนสที่ดีควรทํางานไดดี

ที่ภาวะภายในชองปาก ซึ่งเดกซแทรนเนสที่ใชในงานวิจัยนี้มีคุณสมบัติครบทุกตัว คือ สามารถ

ทํางานไดในชวงของความเปนกรด-ดางที่กวาง และเสถียรที่อุณหภูมิ 37 ๐ซ แตเดกซแทรนเนสที่ดี

ที่สุด คือ เดกซแทรนเนสจาก Arthrobacter sp. AG-2 ที่ถูกชักนําดวยเดกซแทรนจาก S. sobrinus 

6715 เนื่องจากมีประสิทธิภาพสูงในการยับยั้งการเกิดคราบจุลินทรียไมวาจะในภาวะใดก็ตาม 

เพราะในชองปากนั้นจะมีคาความเปนกรด-ดางเปลี่ยนแปลงอยูตลอดเวลาขึ้นอยูกับน้ําลาย และ

ชนิดของอาหารที่รับประทาน เมื่อมีของหวานอยูในปากคาความเปนกรด-ดางจะลดลงอยาง

รวดเร็วเหลือเพียง 5.0 เปนผลมาจากการเผาผลาญอาหารของแบคทีเรียและใหกรดแลคติกออก

มา (จินตกร คูวัฒนสุชาติ, 2544) ซึ่งที่คาความเปนกรด-ดางที่ 5.0 นั้นเดกซแทรนเนสจาก 

Arthrobacter sp. AG-2 ที่ถูกชักนําดวยเดกซแทรนจาก S. sobrinus 6715 ก็ยังคงประสิทธิภาพที่

ดี โดยสามารถยับยั้งการเกิดคราบจุลินทรียไดถึง 100% 
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ในงานวิจัยนี้นอกจากจะสนใจในการนําเดกซแทรนเนสจากจุลินทรียไปใชในการปองกัน

การเกิดคราบจุลินทรียแลว ยังสนใจถึงการสลายคราบจุลินทรียที่เกิดขึ้นแลวบนพื้นผิวแบบจําลอง 

ในการทดสอบนั้นไดทําการสรางคราบจุลินทรียใหเกิดขึ้นบนพื้นผิวแบบจําลองกอนในอาหารเลี้ยง

เชื้อเหลว BHI ที่เสริมดวยน้ําตาลซูโครส 2% โดยน้ําหนัก และบมที่อุณหภูมิ 37 ๐ซ ในภาวะที่ไมมี

ออกซิเจน เปนเวลา 3 ชั่วโมง เนื่องจากที่เวลา 3 ชั่วโมงนี้การเกิดคราบจุลินทรียนั้นจะเกิดขึ้นใน

ปริมาณที่เหมาะสม และอยูในชวงกึ่งกลางของการเพิ่มข้ึนของคราบจุลินทรีย (รูปที่ 4.2) ลักษณะ

ของคราบจุลินทรียที่ไดก็ไมมากหรือนอยจนเกินไป (รูปที่ 4.3) เมื่อนํามาทดสอบกับสารทดสอบ

ตางๆ แลวสามารถเห็นการเปลี่ยนแปลงไดดี เมื่อนําแบบจําลองที่มีคราบจุลินทรียยึดติดอยูนั้นมา

เติมดวยอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว BHI ที่เสริมดวยน้ําตาลซูโครส 2% โดยน้ําหนัก เปรียบเทียบกับการ

เติมดวยบัฟเฟอรที่คาความเปนกรด-ดางที่เหมาะสมตอการทํางานของเดกซแทรนเนสชนิดนั้นๆ 

พบวา ในระบบที่ใชบัฟเฟอรในการทํางานจะใหผลที่ดีกวาการใชอาหารเลี้ยงเหลว BHI ที่เสริมดวย

น้ําตาลซูโครส 2% โดยน้ําหนัก ที่ไมมีการควบคุมคาความเปนกรด-ดาง แตจะสังเกตเห็นไดวา 

เดกซแทรนเนส BB จะไมสามารถสลายคราบจุลินทรียที่เกิดขึ้นแลวไดเลย (รูปที่ 4.10 และ 4.11) 

อาจเนื่องจาก S. sobrinus 6715 เมื่อกอใหเกิดคราบจุลินทรียบนพื้นผิวของแบบจําลองนั้นจะใช

เดกซแทรนพันธะ α-1,3 ในการยึดติดกับพื้นผิวของแบบจําลอง แตจะใชพันธะ α-1,6 ในการยึด

ติดกันเองของแบคทีเรียตามที่ไดกลาวมาแลว ทําใหเดกซแทรนเนส BB ซึ่งจําเพาะตอพันธะ α-

1,3 นั้นไมสามารถเขาไปสลายได สวนเดกซแทรนเนส FI และ FB นั้นมีประสิทธิภาพที่ใกลเคียงกัน

แตเดกซแทรนเนส FB จะมีตนทุนในการผลิตที่สูงกวา ดังนั้นจึงเลือกเดกซแทรนเนส BI และ FB 

เปนตัวแทนในการศึกษาประสิทธิภาพในการสลายคราบจุลินทรียที่ อุณหภูมิ 37 ๐ซ และ

อุณหภูมิหองนั้น พบวา เดกซแทรนเนส BI และ FI สามารถทํางานไดในทั้ง 2 อุณหภูมิที่ทําการ

ทดสอบ (รูปที่ 4.12) ดังนั้นในการทดสอบตอไปจะเลือกทดสอบที่อุณหภูมิหอง เพราะวัตถุประสงค

หลักที่จะนําเดกซแทรนเนสไปใชในการสลายคราบจุลินทรียนั้นตองการที่จะนําไปใชกับอุปกรณที่

ใชในชองปาก ดังนั้นการทํางานของเดกซแทรนเนสนั้นไมควรที่จะยุงยากเกินไป การทําทดสอบที่

อุณหภูมิหองจึงสําคัญที่สุดเพราะไมตองยุงยากในการควบคุมอุณหภูมิ โดยที่อุณหภูมิหองนี้เดกซ

แทรนเนสสามารถทํางานไดดีต้ังแตเร่ิมมีการเติมเดกซแทรนเนสเขาไปในระบบทดสอบจนครบ

เวลาทดสอบที่ 30 นาที 

 

คาความเปนกรด-ดางที่เหมาะสมตอการทํางานของเดกซแทรนเนสในการสลายคราบ     

จุลินทรียที่เกิดขึ้นแลวไดทดสอบขึ้นในระบบบัฟเฟอรที่คาความเปนกรด-ดางเทากับ 4.0 4.5 5.0 

5.5 6.0 6.5 7.0 7.5 และ 8.0 และใชเวลาในการทําปฏิกิริยาที่ 15 นาที ที่อุณหภูมิหอง พบวา 

เดกซแทรนเนส BI FI และ FB นั้น สามารถสลายคราบจุลินทรียไดดีในชวงที่ทําการทดสอบ 
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สําหรับเดกซแทรนเนส BB นั้นใหผลการทดสอบเหมือนเชนเคยคือ ไมสามารถสลายคราบจุลินทรีย

ที่เกิดขึ้นกอนแลวไดเลย (รูปที่ 4.13) ในการทดสอบตอไปจะเลือกทดสอบที่คาความเปนกรด-ดาง

เทากับ 7.0 ดวยเหตุผลเดียวกับเร่ืองของอุณหภูมิ และอยางที่ไดกลาวมาแลววาเดกซแทรนเนสทั้ง

สองมีความเสถียรตอคาความเปนกรด-ดางเทากับ 7.0 (ตารางที่ 4.2) เมื่อทดสอบการสลายคราบ

จุลินทรียบนพื้นผิวของแบบจําลองเพื่อหาเวลาที่เหมาะสมในการนําไปใชที่ความเขมขนของเดกซ

แทรนเนสเทากับ 1 หนวยตอมล. คาความเปนกรด-ดางเทากับ 7.0 อุณหภูมิหอง โดยใชเวลาใน

การทดสอบตั้งแต 0 15 30 60 120 และ 180 นาที พบวา เดกซแทรนเนส BI FI และ FB สามารถ

ทํางานไดต้ังแตมีการเริ่มเติมเดกซแทรนเนสเขาไปในระบบ และจะทํางานไดดีข้ึนเรื่อยๆ เมื่อเวลา

ผานไป (รูปที่ 4.14) จากนั้นไดทดสอบประสิทธิภาพของเดกซแทรนเนส BI และ FI เมื่อมีความ

เขมขนมากขึ้นที 2 3 4 และ 5 หนวยตอมล. ที่คาความเปนกรด-ดางเทากับ 7.0 อุณหภูมิหอง เปน

เวลา 15 นาที (รูปที่ 4.15) พบวา เมื่อเพิ่มความเขมขนของเดกซแทรนเนส FI ใหเทากบั 2 หนวยตอ

มล. เดกซแทรนเนสจะทํางานไดดีแตถามีการเพิ่มความเขมขนอีกการทํางานจะเริ่มคงที่ สวนเดกซ

แทรนเนส BI นั้นความเขมขนที่มากกวา 1 หนวยตอมล. ไมสงผลใหการสลายดีข้ึนเลย 

 

จากการทดสอบที่ผานมาเห็นไดวา เดกซแทรนเนส BB นั้นจะไมสามารถสลายคราบ       

จุลินทรียไดจึงไดทดสอบการทํางานของเดกซแทรนเนส BB รวมกับเดกซแทรนเนส FI (รูปที่ 4.16) 

พบวา ถึงแมจะมีการเติมเดกซแทรนเนส FI เขาไปเพิ่มก็ไมสงผลใหการทํางานของเดกซแทรนเนส 

BB ดีข้ึนเลย ไมวาจะใหเดกซแทรนเนส FI ทํางานไปกอน หรือวาเติมลงไปพรอมกันเดกซแทรนเนส 

BB ก็ยังคงไมสามารถสลายคราบจุลินทรียที่เกิดขึ้นแลวบนแบบจําลองได 

 

การทดสอบที่ผ านมาในการสลายคราบจุ ลินทรียทั้ งหมด  เดกซแทรนเนสจาก 

Arthrobacter sp. AG-2 ที่ถูกชักนําดวยเดกซแทรนเกรดอุตสาหกรรมนั้นใหผลดีที่สุดในการสลาย

คราบจุลินทรียบนแบบจําลองพื้นเรียบ โดยสามารถสลายคราบจุลินทรียไดที่อุณหภูมิหอง โดยใช

ความเขมขนต่ํา เวลานอย และทํางานไดดีในชวงของคาความเปนกรด-ดางที่กวาง 

 

 เมื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพของเดกซแทรนเนสในการปองกันการเกิดคราบจุลินทรียบน

แบบจําลองพื้นเรียบกับปริมาณคราบจุลินทรียในชุดควบคุม ทดสอบที่อุณหภูมิ 37 ๐ซ เปนเวลา   

3 ชั่วโมง ที่คาความเปนกรด-ดางเทากับ 7.0 และใชความเขมขนสุดทายของเดกซแทรนเนสเทากับ 

1 หนวยตอมล. และการเปรียบเทียบประสิทธิภาพในการสลายคราบจุลินทรียบนแบบจําลอง     

พื้นเรียบกับปริมาณคราบจุลินทรียในชุดควบคุม ทดสอบที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 15 นาที          

คาความเปนกรด-ดางเทากับ 7.0 และใชเดกซแทรนเนสที่ความเขมขนสุดทาย 1 หนวยตอมล.  
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โดยทดสอบกับคราบจุลินทรียที่มีอายุ 3 ชั่วโมง จะพบวา การปองกันการเกิดคราบจุลินทรียนั้นมี

ประสิทธิภาพที่ดีกวาการสลายคราบจุลินทรีย ดังแสดงในตารางที่ 5.1 

 

ตารางที่ 5.1 ประสิทธิภาพในการปองกันการเกิดคราบจุลินทรีย และการสลายคราบจุลินทรียดวย

เดกซแทรนเนสจากจุลินทรียบนแบบจําลองพื้นเรียบ 

 

แหลงของเดกซแทรนเนส 
และชนิดของสารชักนาํ 

การปองกันการเกิด 
คราบจุลนิทรีย (%) 

การสลาย 
คราบจุลนิทรีย (%) 

คลอเฮ็กซิดีน 97.74 21.30 

Arthrobacter sp. AG-2 

เดกซแทรนเกรดอุตสาหกรรม 

เดกซแทรนจาก S. sobrinus 6715 

 

94.61 

100 

 

30.26 

0 

P. pinophilum SMCU 3-14 

เดกซแทรนเกรดอุตสาหกรรม 

เดกซแทรนจาก S. sobrinus 6715 

 

75.61 

74.51 

 

19.92 

22.74 

 

 

 จากตารางที่ 5.1 แสดงใหเห็นวา เดกซแทรนเนส BB นั้นมีประสิทธิภาพที่ดีในการปองกัน

การเกิดคราบจุลินทรียที่เกิดขึ้นใหมได โดยไมมีคราบจุลินทรียหลงเหลืออยูเลย ในขณะที่เดกซ

แทรนเนส BI FI และ FB นั้นก็สามารถปองกันการเกิดคราบจุลินทรียไดเชนกันแตในปริมาณที่นอย

กวา สวนการสลายคราบจุลินทรียที่เกิดขึ้นแลวนั้นเดกซแทรนเนส BI มีประสิทธิภาพที่ดีที่สุดแตยัง

ไมสามารถสลายคราบจุลินทรียไปไดทั้งหมดเชนเดียวกับเดกซแทรนเนส FI และ FB แตเดกซแทรน

เนส BB นั้นไมสามารถสลายคราบจุลินทรียที่เกิดขึ้นแลวไดเลย ดังนั้นการนําเดกซแทรนเนสจาก  

จุลินทรียไปใชใหเกิดประสิทธิภาพที่ดีที่สุดนั้น ควรนําเดกซแทรนเนสไปใชกอนที่จะมีการเกิดใหม

ของคราบจุลินทรียเพราะเดกซแทรนเนสจากจุลินทรียจะสามารถลดการเกิดใหมของคราบ           

จุลินทรียไดดีกวาการสลายคราบจุลินทรียที่เกิดขึ้นกอนแลว 
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ภาคผนวก ก 
 

สูตร และวธิกีารเตรยีมอาหารเลี้ยงเชือ้ 
 

1. สูตร และวิธีการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อสําหรับ Streptococcus sobrinus 6715 

 

1.1 อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Brain Heart Infusion (BHI) 

 

 BHI (Difco Laboratories)    37 กรัม 

 

 ละลายอาหารในน้ํากลั่นปริมาตร 1,000 มล. จากนั้นนําไปนึ่งฆาเชื้อแบบมาตรฐานที่

อุณหภูมิ 121 ๐ซ เปนเวลา 15 นาที 

 

1.2 อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Brain Heart Infusion (BHI) ที่เสริมดวยซูโครส 2% 

 

 BHI (Difco Laboratories)    37 กรัม 

 ซูโครส (Sucrose)     20 กรัม 

 

 ละลายสารทั้งหมดรวมกันในน้ํากลั่นปริมาตร 1,000 มล. จากนั้นนําไปนึ่งฆาเชื้อที่

อุณหภูมิ 110 ๐ซ เปนเวลา 10 นาที 

 

1.3 อาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง Brain Heart Infusion (BHI) 

 

 เตรียมอาหารดวยวิธีเดียวกับอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว BHI แตละลายวุนผง 15 กรัมตอ

อาหาร 1,000 มล. เพิ่มลงไป จากนั้นนําไปนึ่งฆาเชื้อแบบมาตรฐานที่อุณหภูมิ 121 ๐ซ เปนเวลา 

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

 

2.1 อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Yamaguchi (Yamaguchi และ Gocho, 1973) 

 

 เดกซแทรนเกรดอุตสาหกรรม (Dextran industrial grade) 5.0 กรัม 

 พอลิเปปโตน (Polypeptone)     10.0 กรัม 

 ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4)   2.0 กรัม 

 โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4)   1.0 กรัม 

 แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (MgSO4⋅7H2O)  0.1 กรัม 

 สารสกัดจากยีสต (Yeast extract)    0.1 กรัม 

 โซเดียมคลอไรด (NaCl)     30.0 กรัม 

 

 ละลายสารทั้งหมดยกเวนเดกซแทรนในน้ํากลั่นปริมาตรประมาณ 500 มล. ปรับคา

ความเปนกรด-ดางใหเปน 7.0 จากนั้นเติมเดกซแทรนแลวนําไปละลายโดยการอุนดวยความรอน

และปรับปริมาตรสารละลายใหเปน 1,000 มล. นําไปนึ่งฆาเชื้อแบบมาตรฐานที่อุณหภูมิ 121 ๐ซ 

เปนเวลา 15 นาที 

 

2.2 อาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง Yamaguchi 

 

 เตรียมอาหารดวยวิธีเดียวกับอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Yamaguchi แตละลายวุนผง 15 

กรัมตออาหาร 1,000 มล. เพิ่มลงไป จากนั้นนําไปนึ่งฆาเชื้อแบบมาตรฐานที่อุณหภูมิ 121 ๐ซ เปน

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

 

3.1 อาหารเลี้ยงเชื้อแข็งของ Fukumoto และคณะ (1971) ที่ปรับปรุงโดย เอก แสงวิเชียร 

(2531) 

 

 เดกซแทรนเกรดอุตสาหกรรม (Dextran industrial grade) 10.0 กรัม 

 โซเดียมไนเตรต (NaNO3)     2.0 กรัม 

 ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4)   2.0 กรัม 

 โพแทสเซียมคลอไรด (KCl)     0.5 กรัม 

 แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (MgSO4⋅7H2O)  0.5 กรัม 

 เฟอรรัสซัลเฟต (FeSO4)     0.005 กรัม 

 สารสกัดจากยีสต (Yeast extract)    2.0 กรัม 

 วุนผง       15.0 กรัม 

 

 ละลายสารทั้งหมดยกเวนเดกซแทรนและวุนผงในน้ํากลั่นปริมาตรประมาณ 500 มล. 

ปรับคาความเปนกรด-ดางใหเปน 4.5 จากนั้นเติมเดกซแทรนและวุนผงแลวนําไปละลายโดยการ

อุนดวยความรอนและปรับปริมาตรสารละลายใหเปน 1,000 มล. นําไปนึ่งฆาเชื้อแบบมาตรฐานที่

อุณหภูมิ 121 ๐ซ เปนเวลา 15 นาที 

 

3.2 อาหารเลี้ยงเชื้อเหลวของ Fukumoto และคณะ (1971) ที่ปรับปรุงโดยศิโรจน ศรีสรา 

กรณ (2547) 

 

 เดกซแทรนเกรดอุตสาหกรรม (Dextran industrial grade) 10.0 กรัม 

 กากน้ําตาล (Molass)     15.0 มล. 

 สารสกัดจากยีสต (Yeast extract)    3.9 กรัม 

 โซเดียมไนเตรต (NaNO3)     0.9 กรัม 

 แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (MgSO4⋅7H2O)  0.5 กรัม 

 ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4)   2.0 กรัม 

 โพแทสเซียมคลอไรด (KCl)     0.5 กรัม 
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 ละลายสารทั้งหมดยกเวนเดกซแทรนในน้ํากลั่นปริมาตรประมาณ 500 มล. ปรับคา

ความเปนกรด-ดางใหเปน 4.0 จากนั้นเติมเดกซแทรนแลวนําไปละลายโดยการอุนดวยความรอน

และปรับปริมาตรสารละลายใหเปน 1,000 มล. นําไปนึ่งฆาเชื้อแบบมาตรฐานที่อุณหภูมิ 121 ๐ซ 

เปนเวลา 15 นาที 
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ภาคผนวก ข 
 

สารเคม ี
 

1. สารละลายสําหรับวิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซดวยวิธีของ Somogyi-Nelson (Somogyi, 

1952) 

  

1.1 สารละลายอัลคาไลน คอปเปอร (Alkaline copper reagent) 

 

 สารละลายไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟตโดเดกขะไฮเดรต (Na2HPO4⋅12H2O) 71 

กรัม และเกลือของโซเดียมโพแทสเซียมทารเทรตเตตระไฮเดรต (C4H4KNaO6⋅4H2O) 40 กรัม ใน

น้ํากลั่น 700 มล. เติมโซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) ความเขมขน 1 นอรมอล 100 มล. แลวเติม

สารละลายคอปเปอรซัลเฟตเพนตะไฮเดรต (CuSO4⋅5H2O) ความเขมขน 10% 80 มล. ผสมใหเขา

กัน จากนั้นเติมโซเดียมซัลเฟต (Na2SO4) ปริมาณ 180 กรัม ละลายใหเขากันแลวปรับปริมาตร

สุดทายดวยน้ํากลั่นเปน 1 ลิตร เก็บในขวดสีชา ต้ังทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง 24-48 ชั่วโมง ถามีตะกอน

ใหกรองออกกอนนําไปใช 

 

1.2 สารละลายเนลสัน (Nelson’s reagent) 

 

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

กลั่น 900 มล. กรดซัลฟูริกเขมขน 21 มล. ผสมใหเขากัน แลวเติมสารละลายโซเดียมอารซีเนต 

(NaHAsO4) ความเขมขน 12% 50 มล. ปรับปริมาตรสุดทายดวยน้ํากลั่นใหเปน 1 ลิตร เก็บในขวด

สีชา ต้ังทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง 24-48 ชั่วโมง ถามีตะกอนใหกรองออกกอนนําไปใช 
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2. สารละลายสําหรับวิเคราะหปริมาณโปรตีนดวยวิธีของ Lowry (Lowry, 1951) 

  

2.1 สารละลาย Lowry A 

 

โซเดียมคารบอเนต (Na2CO3)    60.0 กรัม 

โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH)    12.0 กรัม 

โซเดียมโพแทสเซียมทารเทรต (C4H4KNaO6⋅4H2O)  0.6 กรัม 

น้ํากลั่น       3,000 มล. 

 

2.2 สารละลาย Lowry B 

 

คอปเปอรซัลเฟตเพนตะไฮเดรต (CuSO4⋅5H2O)  5.0 กรัม 

น้ํากลั่น       1,000 มล. 

 

2.3 สารละลาย Lowry C 

 

สารละลาย Lowry A     50 สวน 

สารละลาย Lowry B     1 สวน 

 

2.4 สารละลาย Lowry D 

 

สารละลายโฟลินฟนอลรีเอเจนท (Folin phenol reagent) 1 สวน 

น้ํากลั่น       1 สวน 
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3. สารละลายเดกซแทรน ที-2000 ความเขมขน 0.625% (โดยน้ําหนัก) 

 

 ละลายเดกซแทรน ที-2000 0.625 กรัม ในโซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร ความเขมขน 0.05 

โมลาร ที่คาความเปนกรด-ดางเทากับ 7.0 สําหรับเดกซแทรนเนสจาก Arthrobacter sp. AG-2 

สวนเดกซแทรนเนสจาก P. pinophilum SMCU 3-14 ใหละลายในโซเดียมอะซิเตตบัฟเฟอร ความ

เขมขน 0.05 โมลาร ที่คาความเปนกรด-ดางเทากับ 4.5 จากนั้นนําไปละลายโดยใชเครื่องกําเนิด

เสียงความถี่สูง (sonicator) จนกวาจะละลายหมด และปรับปริมาตรสุดทายดวยขวดวัดปริมาตร

ขนาด 100 มล. 

 

4. สารละลายโซเดียมอะซิเตตบัฟเฟอรความเขมขน 0.05 โมลาร คาความเปนกรด-ดางตางๆ 

 

 เตรียมสารละลายโซเดียมอะซิเตตบัฟเฟอรความเขมขน 1.0 โมลาร ที่คาความเปนกรด-

ดางตางๆ ไดแก 4.0 4.5 5.0 5.5 และ 6.0 โดยละลายโซเดียมอะซิเตต 1.21 2.91 5.07 6.94 และ 

7.76 กรัม ตามลําดับ ในน้ํากลั่น 80 มล. ปรับคาความเปนกรด-ดางตามตองการดวยกรดอะซิติก 

และปรับปริมาตรดวยขวดวัดปริมาตรขนาด 100 มล. จากนั้นเจือจางสารละลายโซเดียมอะซิเตต

บัฟเฟอรความเขมขน 1.0 โมลาร แตละคาความเปนกรด-ดางใหเปน 0.05 โมลาร ดวยน้ํากลั่น 

 

5. สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 0.05 โมลาร คาความเปนกรด-ดางตางๆ 

 

 เตรียมสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 1.0 โมลาร ที่คาความเปนกรด-ดาง 6.0 

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

กรัม และโซเดียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 10.42 8.11 4.77 2.46 และ 0.85 กรัม ตามลําดับ ในน้ํา

กลั่น 80 มล. ปรับคาความเปนกรด-ดางตามตองการดวยโซเดียมไฮดรอกไซด และปรับปริมาตร

ดวยขวดวัดปริมาตรขนาด 100 มล. จากนั้นเจือจางสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 1.0 

โมลาร แตละคาความเปนกรด-ดางใหเปน 0.05 โมลาร ดวยน้ํากลั่น 

 

6. สารละลายคริสตัลไวโอเลต 0.02% (โดยน้ําหนัก) 

 

 ละลายคริสตัลไวโอเลต (Crystal violet) 0.02 กรัม ในน้ํากลั่นใหมีปริมาตรสุดทายเทากับ 

100 มล. เก็บในขวดสีชา 

 



 96 

7. กรดอะซิติกความเขมขน 30% (โดยปริมาตร) 

 

 เติมกรดอะซิติกเขมขน 30 มล. ลงในน้ํากลั่นปริมาตร 70 มล. เก็บในขวดสีชา 

 

8. สารละลาย Tween-80 0.1% โดยปริมาตร 

 

 ผสม Tween-80 ปริมาตร 0.1 มล. ในน้ํากลั่น และปรับปริมาตรสุดทายใหเปน 100 มล. 

จากนั้นนําไปนึ่งฆาเชื้อแบบมาตรฐานที่อุณหภูมิ 121 ๐ซ เปนเวลา 15 นาที 
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ภาคผนวก ค 
 

กราฟมาตรฐาน 
 

1. กราฟมาตรฐานสําหรับวิเคราะหน้ําตาลรีดิวซดวยวิธีของ Somogyi-Nelson (Somogyi,1952) 

 

 กราฟมาตรฐานกลูโคส ความเขมขน 0-200 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

 

y = 0.0058x

R2 = 0.9997
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2. กราฟมาตรฐานสําหรับวิเคราะหโปรตีนดวยวิธีของ Lowry (Lowry,1951) 

 

 กราฟมาตรฐานของโบวีนซีรัมอัลบูมิน ความเขมขน 0-200 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

 

y = 0.0025x

R2 = 0.9982
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 

 นางสาวณฤดี อัศวเสรีเลิศ เกิดเมื่อวันที่ 19 มีนาคม พ.ศ. 2525 ที่จังหวัดกรุงเทพมหานคร 

ไดรับปริญญาวิทยาศาสตรบัณฑิต จากภาควิชาชีววิทยา วิชาเอกจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร 

มหาวิทยาลัยศรีนครินทรวิโรฒ ในปการศึกษา 2546 และเขารับการศึกษาตอในระดับปริญญา

มหาบัณฑิต สาขาวิชาจุลชีววิทยาทางอุตสาหกรรม ที่ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร 

จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ในปการศึกษา 2547 ที่อยูปจจุบัน 2469/12 ถนนเพชรบุรีตัดใหม แขวง

บางกะป เขตหวยขวาง กรุงเทพมหานคร 10310 
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