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งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงคเพ่ือปรับปรุงสายพันธุกลาเช้ือ Bacillus subtilisเพ่ือการผลิตกรด

แกมมาพอลิกลูตามิก (PGA) โดยการชักนําใหเกิดการกลายพันธุโดยใชรังสีอัลตราไวโอเลต การใช
สารเคมีN-methyl-N-nitro-nitroso-guanidine (NTG) และการใชรังสีอัลตราไวโอเลตรวมกับ 
สารเคมีNTG ผลการศึกษาจากการคัดกรองโดยวัดผลผลิต PGAท่ีกลาเช้ือผลิตสูงสุดอยางมี
นัยสําคัญ (P<0.05) ใน PGA broth ณ ช่ัวโมงท่ี 36 โดยเปรียบเทียบกับสายพันธุดั้งเดิม (SB-MYP-1) 
พบวา การใชรังสีอัลตราไวโอเลตในการปรับปรุงสายพันธุ พบ 1 ไอโซเลต คือ UV-112  การใช
สารเคมี NTG พบ 5 ไอโซเลต ไดแก NTG-17 NTG-53 NTG-88 NTG-132 และ NTG-146 และ  
การใชรังสีอัลตราไวโอเลตรวมกับสารเคมี NTG พบ 4 ไอโซเลต ไดแก UN-43 UN-48 UN-81 และ 
UN-84 รวมสายพันธุกลายท้ังส้ิน 10 ไอโซเลต จากนั้นนําสายพันธุกลายนี้มาใชเปนกลาเช้ือทดสอบ       
การเจริญและการผลิต PGA ชวงระยะเวลา 72 ช่ัวโมง ในอาหารเล้ียงเช้ือ ไดแก nutrient broth 
(อาหารเล้ียงเช้ือควบคุม)  PGA broth และในระหวางกระบวนการหมักถ่ัวเหลือง พบวาการผลิต 
PGA ของสายพันธุกลายท้ัง 10 ไอโซเลตในอาหารเล้ียงเช้ือควบคุมสูงกวาสายพันธุดั้งเดิมแตไมมี
ความคงท่ี    สายพันธุท่ีกลายพันธุดวยสารเคมี NTG ท้ัง 5 ไอโซเลตมีความสามารถในการผลิต 
PGA ใน PGA broth สูงและผลผลิต PGA มีความสมํ่าเสมอกวาสายพันธุดั้งเดิมและสายพันธุกลาย
ดวยรังสีอัลตราไวโอเลตซ่ึงสายพันธุกลายดวยสารเคมี NTG นี้มีความเหมาะสมในการนําไปผลิต 
PGA บริสุทธ์ิทางการคาในระดับอุตสาหกรรมสวนสายพันธุท่ีกลายพันธุดวยรังสีอัลตราไวโอเลต
รวมกับสารเคมี NTG มีเพียง 1 ไอโซเลต คือ UN-48 ท่ีใหผลการผลิต PGA ในถ่ัวเหลืองหมัก               
(ถ่ัวเนาหรือนัตโตะ) เทากับ 24.11±0.11 มิลลิกรัมตอกรัมสูงกวาสายพันธุดั้งเดิมณ ช่ัวโมงท่ี 24 และ
ผลผลิต PGA มีความสมํ่าเสมอในระหวางระยะเวลาการหมักถ่ัวเหลืองซ่ึงมีความเปนไปไดใน     
การนําไปใชเปนกลาเช้ือเพ่ือการผลิต PGA และลดระยะเวลาการหมักถ่ัวเหลืองเพ่ือใหมีคุณคาทาง
โภชนาการทางอาหารและเปนท่ียอมรับของผูบริโภค จากการทดสอบความหลากหลายทาง
พันธุกรรมเบ้ืองตนดวยวิธีเพ่ิมจํานวนดีเอ็นเอโดยวิธีพีซีอารจากการใชไพรเมอรแบบสุมพบวา       
จีโนมิกดีเอ็นเอของ B. subtilis กลายพันธุท้ัง 10ไอโซเลตใหแถบ(band) พีซีอารไมมีความแตกตาง
เม่ือเทียบกับสายพันธุดั้งเดิม 
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The aim of this research was to improve the Bacillus subtilis starter culture for 

a high yield production of poly-γ-glutamic acid (PGA) by ultraviolet radiation (UV), 

N-methyl-N-nitro-nitroso-guanidine (NTG) and a combined treatment of UV and 

NTG induced mutagenesis. The results of primary screening, based on the maximum 

PGA production by mutant strains were significantly different (P< 0.05) in PGA broth 

at 36 h compared to the wild type (SB-MYP-1),showed only one isolate (UV-112) 

UV mutant. Five NTG mutagenesis (NTG-17, NTG-53, NTG-88, NTG-132,NTG-

146) and four combined treatment (UN-43, UN-48, UN-81, UN-84) isolates were 

found as well. Those of 10 mutant potential strains were then tested for growth profile 

and PGA production in nutrient broth (control medium), PGA broth and solid state 

soybean fermentation for 72 h. The PGA production of 10 mutant isolates in nutrient 

broth was higher than that of the wild type, but the PGA yields were instable during 

72 h. Five NTG mutant isolates produced a higher yield of PGA and had more stable 

profiles in PGA broth than the wild type and the UV mutant profile, which would be 

suitable for PGA commercial production. There was only one UN-48 mutant by 
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ultraviolet radiation and NTG showing a potential 24.11±0.11mg/g PGA with the 

highest yield at 24 h and a stable PGA profile during soybean fermentation. It is 

therefore possible touseUN-48 as a starter culture for decreasing fermented soybean 

production time to achieve an acceptable nutritional value. The characteristics of 

genomic DNA by random amplified polymorphic DNA (RAPD) of 10 mutant 

isolateswere similar to those ofthe wild type. 
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คําอธิบายสัญลักษณและคํายอ 
 

α   = Alpha 
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RAPD   = Random amplification of polymorphic DNA 
rpm   = Revolution per minute 
UV   = Ultraviolet 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 



1 

บทท่ี 1 
บทนํา 

 
1.1 ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 

กรดแกมมาพอลิกลูตามิก (Poly-γ-glutamic acid; PGA) เปนพอลิเมอรของกรดกลูตามิก 
(glutamic acid) ท่ีประกอบดวย L และ D glutamic acid ท่ีเช่ือมตัวระหวาง α-amino acid และหมู 
γ-carboxylic acid เปนสารเหนียวท่ีแบคทีเรียในสกุล Bacillus sp. ปลอยออกมานอกเซลล ซ่ึงมี
ความสามารถละลายน้ําได  ยอยสลายไดโดยชีววิธี (biodegradable) รับประทานไดไมกอใหเกิดพิษ
ตอมนุษยและส่ิงแวดลอม จึงไดมีการนํา PGA มาใชประโยชนในหลาย ๆ  ดาน เชน ดานอุตสาหกรรม
อาหารไดมีการนํา PGA มาใชในอุตสาหกรรมเบเกอรี่ พบวา PGA มีคุณสมบัติเปนสารปองกัน   
การเกิดผลึกน้ําแข็ง อิมัลซิไฟเออร สเตบิไลเซอร และลดการดูดซับน้ํามัน (Lim et al., 2012;     
Shyu and Sung, 2010; Yokoigawa et al., 2006)  ดานสุขภาพพบวา PGA ชวยเพ่ิมศักยภาพการดูด
ซึมแคลเซียมท่ีลําไส ชวยในการดูแลชองปาก ลดอัตราการเปนโรคเบาหวาน ปองกันการเปนโรค 
ความดันโลหิตสูง เปนตน (Tanimoto, 2010)  ในการผลิต PGA เพ่ือมาใชในอุตสาหกรรมอาหาร  
จะมีการใชกลาเช้ือท่ีคัดแยกไดจากธรรมชาติคือ Bacillus subtilis เล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือและ        
ใชกลาเช้ือในการผลิตถ่ัวเหลืองหมักเพ่ือปลดปลอย PGA  แตปญหาท่ีพบคือเช้ือท่ีคัดแยกไดจาก
ธรรมชาตินั้น มีความสามารถในการผลิต PGA ไดนอย ซ่ึงท่ัวไปอาจเพ่ิมศักยภาพของการผลิตได 
โดยเลือกใชแหลงสับสเตรทและสภาวะท่ีเหมาะสมตอการเจริญและการสรางผลผลิตของจุลินทรีย 
แตการเพ่ิมผลผลิตดวยวิธีนี้จะถูกจํากัดความสามารถในการสรางผลผลิตของจุลินทรียซ่ึงถูกควบคุม
ดวยยีน ซ่ึงจากงานวิจัยของ Huang et al. (2011) กลาเช้ือ B. subtilis ท่ีคัดแยกไดจากถ่ัวเหลืองหมัก              
มีความสามารถในการผลิต PGA ไมเกิน 20 กรัมตอลิตร ดังนั้นถาตองการเพ่ิมผลผลิตใหสูงขึ้นอีก 
จําเปนจะตองปรับปรุงสายพันธุกลาเช้ือใหมีศักยภาพดีขึ้นโดยการปรับปรุงสายพันธุเพ่ือควบคุมยีน
ใหมีความสามารถในการผลิตเอนไซมไดสูงขึ้น วิธีการปรับปรุงสายพันธุมีดวยกันหลายวิธี เชน 
การกลายพันธุ (mutation) การตัดตอยีน (genetic recombination) และการโคลนยีน (gene cloning)  
แตการตัดตอยีนและการโคลนยีนยังมีขอจํากัดในการนํากลาเช้ือมาใชในอุตสาหกรรมอาหาร  
ดังนั้นวิธีท่ีนิยมมากท่ีสุดคือ การกลายพันธุ (induced mutation) ดวยตัวชักนําใหเกิดการกลายพันธุท่ี
เรียกวา ส่ิงกอกลายพันธุ (mutagen) เชน สารเคมีท่ีนิยมใชในการกอกลายพันธุ ไดแก N-methyl-N-
nitro-nitroso-guanidine (NTG) เนื่องจากมีประสิทธิภาพสูงโดยจะเติมหมูแอลคิลใหกับเบสแตละ
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ชนดิท่ีตําแหนงไนโตรเจนหรือออกซิเจนมีผลโดยตรงตอการจับคูผิดและมีผลทางออมทําใหเกิด 
การซอมแซม DNA ผิดไป เปนสาเหตุใหเกิดการกลายพันธุ  นอกจากสารเคมีแลว รังสีจัดเปนตัว  
ชักนําใหเกิดการกลายพันธุไดเชนเดียวกัน  รังสีอัลตราไวโอเลตเปนส่ิงกอกลายพันธุทางกายภาพท่ี
นิยมใชปรับปรุงสายพันธุมากท่ีสุด เนื่องจากเปนวิ ธีท่ีงายและสะดวก มีประสิทธิภาพสูง              
การเปล่ียนแปลงพันธุกรรมของจุลินทรียจะเกิดจากการท่ี  DNA ของจุ ลินทรียดูดซับรังสี
อัลตราไวโอเลตเขาไปโดยตรง ท่ีชวงความยาวคล่ืน 254-260 นาโนเมตร พลังงานท่ีดูดซับไวนี้
สามารถทําใหเกิดการเปล่ียนแปลงพันธะของเบสเพียวรินและไพริมิดีน กลุมเบสไพริมิดีนจะมีการ
เปล่ียนแปลงมากกวาเบสเพียวริน มีผลทําใหเบสไทมีน 2 โมเลกุลท่ีอยูติดกันบนสายพอลินิวคลี   
โอไทดสายเดียวกันของโมเลกุล DNA ท่ีมาเช่ือมตอกันเกิดเปนไทมีนไดเมอร (thymine dimer)     
ทําใหเบสไทมีนไมสามารถจับกับคูเบสอะดีนีนของสายพอลินิวคลีโอไทดสายตรงขามได ทําใหเกิด
เบสทรานซิชันขึ้น ซ่ึงจะไปขัดขวางกระบวนการถายแบบ DNA (DNA replication) หรือทําใหเกิด
การเปล่ียนแปลงลําดับเบสบนสาย DNA แบบสุม เม่ือเกิดการสังเคราะห DNA จะทําใหไดรหัส
พันธุกรรมท่ีเปล่ียนแปลงไปจากเดิม  แตขอเสียของการกลายพันธุดวยรังสีอัลตราไวโอเลตคือ 
สามารถทําใหกลับคืนสูสภาพเดิมได เม่ือนําแบคทีเรียท่ีผานการฉายรังสีอัลตราไวโอเลตแลวไปฉาย
กับแสงแดดหรือแสงจากหลอดฟลูออเรสเซนต จะทําใหโครงสรางเบสไทมีนไดเมอรหลุดออก    
ในปจจุบันก็ยังมีการนําเทคนิคการปรับปรุงสายพันธุจุลินทรียดวยรังสีรวมกับการใชสารเคมี NTG 
เชน มาลินี  สิงโตทอง (2551) ศึกษาการกลายพันธุ Lactococcus lactis MF2 เพ่ือเพ่ิมศักยภาพใน 
การสรางไนซินเพ่ือนําไปใชในอุตสาหกรรมอาหาร โดยการกลายพันธุดวยการฉายรังสี
อัลตราไวโอเลตรวมกับการใชสารเคมี NTG รวมกัน พบวาสายพันธุกลาย 3 ไอโซเลต สามารถ
สรางไนซินในปริมาณท่ีสูงขึ้นกวาสายพันธุดั้งเดิมถึง 7 เทา  Zambare (2010) กลายพันธุเช้ือรา 
Trichoderma reesei MTCC-3929 เพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพการผลิตเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสดวย
การฉายรังสีอัลตราไวโอเลตรวมกับการใชสารเคมี NTG รวมกัน พบวาสายพันธุกลาย NTG-17      
มีกิจกรรมของเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสในระหวางการหมักแบบ submerged เทากับ 318.3        
ยูนิตตอมิลลิลิตร ซ่ึงมีกิจกรรมของเอนไซมสูงขึ้นเม่ือเปรียบเทียบกับสายพันธุดั้งเดิม นอกจากรังสี
อัลตราไวโอเลตแลว รังสีแกมมายังสามารถใชในการปรับปรุงสายพันธุจุลินทรียได เชน Iftikhar    
et al. (2010) ปรับปรุงสายพันธุเช้ือรา Rhizopus oligosporus var. Microsporus เพ่ือผลิตเอนไซม   
ไลเปสดวยรังสีแกมมาปริมาณ 120 กิโลแรด พบวาสายพันธุกลาย IIB-63-γ-8 มีกิจกรรมของ
เอนไซมไลเปสเทากับ 6.88 ยูนิตตอมิลลิลิตร ซ่ึงสูงกวาสายพันธุดั้งเดิมท่ีมีกิจกรรมของเอนไซม   
ไลเปสเพียง 3.20 ยูนิตตอมิลลิลิตร       
 

 

 

 

 

 

 

 

 



3 

งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงคท่ีจะปรับปรุงสายพันธุ B. subtilis เพ่ือเปนกลาเช้ือท่ีมีประสิทธิภาพ
ในการผลิต PGA ดวยการชักนําใหเกิดการกลายพันธุ 2 วิธี คือ การชักนําใหเกิดการกลายพันธุดวย
รังสี การชักนําใหเกิดการกลายพันธุดวยสารเคมี และการใชท้ัง 2 วิธีรวมกันเพ่ือนําไปพัฒนากลาเช้ือ 
B. subtilis ท่ีมีประสิทธิภาพในการผลิต PGA ในเชิงอุตสาหกรรมอาหารหมักตอไป 
 
1.2 วัตถุประสงคของการศึกษา 

1.2.1 ปรับปรุงสายพันธุ B. subtilis โดยการกลายพันธุ เพ่ือสงเสริมประสิทธิภาพในการผลิต 
PGA 

1.2.2 ศึกษาสภาวะการผลิต PGAของกลาเช้ือ B. subtilis ท่ีปรับปรุงสายพันธุแลวในอาหาร
เล้ียงเช้ือและกระบวนการหมักถ่ัวเหลือง 

 
1.3 ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ  

ไดกลาเช้ือ B. subtilis สายพันธุท่ีปรับปรุงแลว ท่ีมีคุณสมบัติในการผลิตผลิตภัณฑถ่ัวเหลือง
หมักท่ีใหคุณภาพและมีปริมาณ PGA สูงกวาการหมักโดยจุลินทรียท่ีคัดแยกไดจากธรรมชาต ิ
 

1.4 ขอบเขตของการศึกษา 
งานวิจัยนี้ไดมุงศึกษาวิธีการปรับปรุงสายพันธุของ B. subtilis ท่ีคัดแยกไดจากผลิตภัณฑ 

ถ่ัวหมัก โดยปรับปรุงสายพันธุดวยวิธีการชักนําใหกลายพันธุดวยรังสีอัลตราไวโอเลต (UV-C) 
สารเคมี NTG และการใชรังสีอัลตราไวโอเลตรวมกับสารเคมี NTG โดยพิจารณารอยละการรอด
ชีวิตของ B. subtilis และคุณสมบัติการผลิต PGA จากการปรับปรุงสายพันธุดวยวิธีตาง ๆ              
นําเช้ือแตละไอโซเลตท่ีไดมาคัดเลือกศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิต PGA 
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บทท่ี 2 
ปริทัศนวรรณกรรมและงานวิจัยท่ีเกี่ยวของ 

 
2.1 การปรับปรุงสายพันธุจุลินทรีย 

จุลินทรียท่ีแยกไดจากธรรมชาต ิตามปกติแลวจะมีความสามารถในการผลิตสารท่ีตองการ
ไดคอนขางต่ํา แตการนําไปใชในอุตสาหกรรมจึงตองมีการเพ่ิมประสิทธิภาพในการผลิตเพ่ือให
ไดผลผลิตท่ีสูงขึ้น โดยการเลือกอาหารเล้ียงเช้ือและสภาวะท่ีเหมาะสมตอการเจริญและสราง
ผลผลิตของจุลินทรีย แตวิธีนี้จะถูกจํากัดความสามารถสูงสุดในการสรางผลผลิตของจุลินทรียซ่ึงถูก
ควบคุมโดยยีน (gene)  ดังนั้นการเพ่ิมประสิทธิภาพการผลิตในอุตสาหกรรม นอกจากการปรับปรุง
สูตรอาหารเล้ียงเช้ือและสภาวะการผลิตแลว  วิธีการปรับปรุงสายพันธุของจุลินทรียยังเปนส่ิงท่ี
จําเปนและมีความสําคัญตอการเพ่ิมผลผลิตอีกดวย Hungund and Gupta (2010) ไดทําการปรับปรุง
สายพันธุ Gluconacetobacter xylinus NCIM 2526 เพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพการผลิตเซลลูโลส พบวา 
เม่ือกลายพันธุเช้ือดวยรังสีอัลตราไวโอเลตรวมกับ ethyl methanesulfonate ไดสายพันธุกลาย 
GHEM4 ท่ีใหผลผลิตของเซลลูโลสสูงถึง 5.96 กรัมตอลิตร เปรียบเทียบกับสายพันธุดั้งเดิมท่ีใหผล
ผลิตเพียง 3.90 กรัมตอลิตร กลาวคือสายพันธุจุลินทรียท่ีใชหากมีลักษณะพันธุกรรมตามท่ีตองการ
จะทําใหกระบวนการผลิตและผลผลิตเปนไปตามท่ีวางไว อยางไรก็ตามจุลินทรียในธรรมชาติมัก
ตองมีการปรับปรุงเพ่ือใหบรรลุถึงวัตถุประสงคดังกลาว หลักการปรับปรุงสายพันธุ (strain 
improvement) ของจุลินทรียแบงเปน 3 วิธี (อางถึงในสุหัทยา  จิระนันทิพร, 2543) 

1. การกลายพันธุ (mutation) เปนวิธีการท่ีงายและสะดวก ใชความรูพ้ืนฐานทางพันธุกรรม
ของเช้ือจุลินทรียท่ีตองการปรับปรุงแบบไมยุงยากซับซอน อาศัยเทคนิคท่ีงายและมีราคาถูก 
ประสิทธิภาพของการกลายพันธุขึ้นอยูกับส่ิงท่ีกอใหเกิดการกลายพันธุและความถูกตอง               
ในการคัดเลือกเช้ือ แตมักใหผลแบบสุม ตองมีการคัดเลือกเปนจํานวนมาก 

2. การตัดตอดีเอ็นเอ (DNA recombination) เปนวิธีท่ีตองอาศัยความรูพ้ืนฐานท้ังทางพันธุกรรม
และสรีรวิทยาของเช้ือ รวมถึงคุณสมบัติทางชีวเคมีของเช้ือจุลินทรียขั้นสูง ในแบคทีเรียแกรมลบ
และยีสต เชน วิธี transformation, conjugation และ transduction 

3. การโคลนยีน (gene cloning) เปนวิธีการท่ีนิยมในปจจุบัน เปนการปรับปรุงระดับพันธุกรรม 
ท่ีตองอาศัยความรูทางพันธุกรรมของเช้ืออยางลึกซ้ึง เปนวิ ธีท่ี มีความยุงยาก เทคนิค   
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ตาง ๆ มีความซับซอนและมีราคาแพง เชน การใชเทคนิคทางพันธุวิศวกรรม (genetic engineering) 
ในการเปล่ียนแปลงบรเิวณโปรโมเตอร บริเวณท่ีเกาะของไรโบโซม หรือการลดหรือจํากัดเอนไซม
ท่ีมีสวนในการยับยั้งหรือขัดขวางการสังเคราะหผลิตภัณฑท่ีตองการ เปนตน 
 
2.2 การกลายพันธุ 

การกลายพันธุ เปนการเปล่ียนแปลงลักษณะทางพันธุกรรม ซ่ึงสามารถถายทอดจาก        
รุนหนึ่งไปยังอีกรุนหนึ่งได  การกลายพันธุแบงออกไดเปน 2 ระดับ (Snustad and Simmons, 2000) 
คือ การกลายพันธุระดับโครโมโซม (chromosome mutation) ซ่ึงเปนการกลายพันธุท่ีเกิดจาก      
การเปล่ียนแปลงโครโมโซม อาจจะเปนการเปล่ียนแปลงโครงสรางของโครโมโซม หรือ                  
การเปล่ียนแปลงจํานวนโครโมโซม และการกลายพันธุระดับยีน (gene mutation หรือ point 
mutation) โดยจะเปล่ียนแปลงรูปแบบของยีน ซ่ึงเปนผลมาจากการเปล่ียนแปลงนิวคลีโอไทดใน    
DNA  ซ่ึงรวมถึงการแทนท่ีกันของคูเบสและการเพ่ิมหรือขาดหายไปของคูเบสซ่ึงเปนการกลาย
พันธุในระดับของยีนในคูเบสเดียวกันของ DNA  ซ่ึงแบงออกเปน 2 ชนิดคอื 

2.2.1 การแทนท่ีคูเบส (base-pair substitution) คือการแทนท่ีคูเบสในสายพอลินิวคลีโอ
ไทดของ DNA แบงออกไดเปน 2 ชนดิคือ 

2.2.1.1 ทรานซิชัน (transition) คือการแทนท่ีเบสพวกพิวรีนชนิดหนึ่งดวยเบสพิวรีน
อีกชนิดหนึ่ง หรือ การแทนท่ีเบสพวกไพริมิดีนชนิดหนึ่งดวยเบสไพริมิดีนอีกชนิดหนึ่ง เชน คูเบส 
A-T ถูกแทนท่ีดวย G-C หรือคูเบส C-G ถูกแทนท่ีดวย T-A 

2.2.1.2 ทรานสเวอรชัน (transversion) คือการแทนท่ีเบสพวกพิวรีนดวยเบสพวก   
ไพริมิดีนหรือเบสพวกไพริมิดีนถูกแทนท่ีดวยเบสพวกพิวรีน เชน คูเบส A-T ถูกแทนท่ีดวย C-G 
หรือคูเบส C-G ถูกแทนท่ีดวยคูเบส A-T เปนตน 

2.2.2 เฟรมชิฟท มิวเทชัน (frameshift mutation) คือ การกลายพันธุท่ีเกิดจากมีการสูญเสีย
นิวคลีโอไทด 1 นิวคลีโอไทดหรือมากกวา หรือ การท่ีมีนิวคลีโอไทดเพ่ิมขึ้นมา 1 นิวคลีโอไทด 
หรือมากกวา หรือมีการเพ่ิมหรือขาดหายไปของนิวคลีโอไทด ในสายพอลินิวคลีโอไทดของ DNA 
ทําใหกรอบการอานรหัสพันธุกรรม (reading frame) เปล่ียนแปลงไป 

 
 การเกิดการกลายพันธุ แบงออกเปน 2 ชนิด (Snustad and Simmons, 2000) คือ การกลาย

พันธุท่ีเกิดขึ้นเองตามธรรมชาติ (spontaneous mutation) ซ่ึงเปนผลมาจาก รังสี สารเคมี อุณหภูมิ    
ท่ีมีอยูในธรรมชาต ิกระตุนใหเกิดปฏิกิริยาเทาโทเมอริกชิฟท (tautomeric shift) หรือการกอใหเกิด
ไอออน (ionization) ในโมเลกุลของเบส DNA ซ่ึงมีผลทําใหเกิดการแทนท่ีคูเบสในสายพอลินิวคลี
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โอไทดของ DNA  และการกลายพันธุท่ีเกิดจากการชักนํา (induced mutation) เปนการกลายพันธุท่ี
เกิดจากการใชส่ิงกอกลายพันธุ (mutagen) ชักนําใหเกิดขึ้น ซ่ึงส่ิงกอกลายพันธุท่ีใชชักนํานี้ ไดแก 
ส่ิงกอกลายพันธุทางกายภาพ เชน อุณหภูมิและรังสีตาง ๆ และส่ิงกอกลายพันธุทางเคมี เชน สารเคมี
ตาง ๆ ซ่ึงจะกลาวในหัวขอตอไป 
 
2.3 สิ่งกอกลายพันธุทางกายภาพ 

รังสีเปนส่ิงกอกลายพันธุทางกายภาพท่ีสําคัญในการชักนําใหเกิดการกลายพันธุและดวย
ความยาวคล่ืนของรังสีท่ีตางกันทําใหมีผลตอการชักนําใหเกิดการกลายพันธุในรูปแบบท่ีแตกตาง
กัน (Weaver and Hedrick, 1977) สามารถแบงออกเปน 2 ประเภท คือ 

2.3.1 รังสีท่ีกอใหเกิดไอออน (ionizing radiation) ไดแก รังสีเอกซ รังสีแกมมา รังสี
แอลฟา รังสีบีตาเปนตน รังสีเหลานี้มีอํานาจในการทะลุทะลวงสูง โดยทะลุทะลวงผานเนื้อเยื่อ   
ตาง ๆ และทําใหอิเล็กตรอนท่ีเรียงอยูวงนอกสุดในโครงสรางอะตอมหลุดออกไป เกิดเปนประจุ
ไอออนบวก สวนอิเล็กตรอนท่ีหลุดออกมานี้จะเคล่ือนท่ีดวยความเร็วสูงไปชนอะตอมอ่ืน ๆ จน
พลังงานของอิเล็กตรอนลดลง จากการเกิดประจุบวกและลบทําใหตองเกิดปฏิกิริยาเคมีทําใหประจุ
เปนกลาง เพ่ือใหโครงสรางของอะตอมคงท่ี ปฏิกิริยาเคมีท่ีเกิดขึ้นมีผลทําใหเกิดการกลายพันธุ   
เชน ทําใหเกิดการแตกหักของโครโมโซมและโครมาติด โดยบริเวณท่ีแตกนี้จะเกี่ยวของกับสวนท่ี
ตอกันของน้ําตาล และหมูฟอสเฟตของสายโพลีนิวคลีโอไทดทําใหเกิดการตัดออกและ               
การสอดแทรก  ยกตัวอยางงานวิจัยท่ีมีการใชรังสีกอใหเกิดไอออนมาปรับปรุงสายพันธุจุลินทรีย 
ไดแก Iqbal et al. (1995) ใชรังสีแกมมาในการกลายพันธุ Pseudomonas aeruginosa S38 เพ่ือลด
ระยะเวลาในกระบวนการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพท่ีจะนําไปเปนอิมัลซิไฟเออรยอยสลายไขมัน           
ในส่ิงแวดลอม โดยพบวาสายพันธุกลาย EBN-8 ใชเวลาเพียง 2-3 ช่ัวโมงในการผลิตสารลดแรง   
ตึงผิวชีวภาพ ซ่ึงใชเวลานอยกวาสายพันธุดั้งเดิมท่ีใชเวลา 3-4 ช่ัวโมง และ Iftikhar et al. (2010)        
ทําการกลายพันธุเช้ือรา Rhizopus oligosporus var. Microsporus เพ่ือผลิตเอนไซมไลเปสมาใชใน
อุตสาหกรรมอาหาร  ดวยรังสีแกมมาปริมาณ 120 กิโลแรด พบวาสายพันธุกลาย IIB-63-γ-8               
มีกิจกรรมของเอนไซมไลเปสเทากับ 6.88 ยูนิตตอมิลลิตร ซ่ึงสูงกวาสายพันธุดั้งเดิมท่ีมีกิจกรรม
ของเอนไซมไลเปสเพียง 3.20 ยูนิตตอมิลลิลิตร 

2.3.2 รังสีท่ีไมกอใหเกิดไอออน (nonionizing radiation) ไดแก รังสีอัลตราไวโอเลต รังสี
ประเภทนี้ จะไมกอใหเกิดไอออนตามทางท่ีเคล่ือนผาน เนื่องจากมีอํานาจในการทะลุทะลวงต่ํากวา
รังสีประเภทแรก 
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รังสีอัลตราไวโอเลต (ultraviolet radiation) เปนรังสีชนิดไมแตกตัวและเปนส่ิง           
กอกลายพันธุทางกายภาพท่ีนิยมใชในงานปรับปรุงสายพันธุ เนื่องจากเปนวิธีท่ีงายและสะดวก                   
มีประสิทธิภาพสูง การเปล่ียนแปลงพันธุกรรมของจุลินทรียจะเกิดจากการท่ี DNA ของจุลินทรียดูด
ซับรังสีอัลตราไวโอเลตเขาไปโดยตรงท่ีชวงความยาวคล่ืน 254-260 นาโนเมตร พลังงานท่ีดูดซับไว
นี้สามารถทําใหเกิดการเปล่ียนแปลงพันธะของเบสพวกพิวรีนและไพริมิดีน โดยเฉพาะในกลุมเบส
ไพริมิดีนจะมีการเปล่ียนแปลงงายกวาพิวรีน โดยจะมีผลทําใหเบสไทมีน 2 โมเลกุลท่ีอยูติดกันบน
สายพอลินิวคลีโอไทดสายเดียวกันของโมเลกุล DNA มาเช่ือมตอกัน ทําใหเกิดไทมีนไดเมอร 
(thymine dimer) ขึ้น (ภาพท่ี 2.1) การเกิดไทมีนไดเมอรจะทําใหไทมีนไมสามารถจับคูกับอะดินีน
ของสายพอลินิวคลีโอไทดตรงขามได มีผลทําใหเกิดเบสทรานซิชันได เชน คูเบส T-A ถูกแทนท่ี
ดวยคูเบส C-G นอกจากนี้รังสีอัลตราไวโอเลตสามารถทําใหเกิด ไซโตซีนไดเมอร (cytosine dimer) 
ไดและมีผลกอใหเกิดการกลายพันธุคือ จะเกิดปฏิกิริยาดึงหมูอะมิโน (NH2) ออกจากโมเลกุลของ 
ไซโตซีนในไซโตซีนไดเมอร (deamination of cytosine dimer) จะทําใหไดยูราซิลไดเมอร (uracil 
dimer) ซ่ึงจะมีปฏิกิริยาเหมือนไทมีนไดเมอร ซ่ึงทําใหเกิดการทรานซิชันได 

 
 

 
 

ภาพที่  2.1  การเกิดไทมีนไดเมอร 
ท่ีมา : ดัดแปลงจาก Griffiths et al. (2000) 
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 ในปจจุบันการใชเอนไซมหรือผลผลิตตาง ๆ จากจุลินทรียมีความตองการเพ่ิมขึ้นอยาง
รวดเร็วและมีบทบาทอยางมากในอุตสาหกรรมท่ีเกี่ยวของกับเทคโนโลยีอาหาร วิทยาศาสตร
การแพทย อุตสาหกรรมยา อุตสาหกรรมเคมี และแหลงเช้ือเพลิง แตการใชจุลินทรียท่ีคัดแยกไดจาก
ธรรมชาติยังมีการใหผลผลิตท่ีนอย ดังนั้นจึงมีการใชรังสีอัลตราไวโอเลตมาปรับปรุงสายพันธุ
จุลินทรีย เชน Toscano et al. (2011) ใชรังสีอัตราไวโอเลตปรับปรุงสายพันธุ เช้ือรา           
Aspergillus niger ในการผลิตเอนไซมไลเปสเพ่ือใชในอุตสาหกรรมเทคโนโลยีชีวภาพ  Elijah et al. 
(2012) กลายพันธุเช้ือ Pluerotus  pulmonarius-LAU 09 ดวยรังสีอัลตราไวโอเลตเพ่ือเพ่ิมศักยภาพ
ในการผลิตเอนไซมแลคเคส พบวาสายพันธุกลาย Pluerotus  pulmonarius-LAU 90 สามารถผลิต
เอนไซมแลคเคสเทากับ 2.50  ยูนิตตอมิลลิลิตร ซ่ึงสูงกวาสายพันธุดั้งเดิมท่ีผลิตไดเพียง 1.75           
ยูนิตตอมิลลิลิตร และ Siripong et al. (2012) ใชรังสีอัตราไวโอเลตปรับปรุงสายพันธุ     
Acetobacter xylinum เพ่ิมประสิทธิภาพการผลิตเซลลูโลสเพ่ือใชในอุตสาหกรรมอาหาร พบวาสาย
พันธุกลาย NU4-UV40-07 มีอัตราการผลิตเซลลูโลสเทากับ 50.59 % ซ่ึงสูงกวาสายพันธุดั้งเดิม 
NU4 ท่ีมีอัตราการผลิตเพียง 39.60 %  เปนตน 
  
2.4 สิ่งกอกลายพันธุทางเคมี 

เปนการชักนําใหเกิดการกลายพันธุโดยใชสารเคมีตาง  ๆดังนี้ 
2.4.1 สารเคมีท่ีมีโครงสรางคลายคลึงกับเบส (base analog) เปนสารเคมีท่ีมีโครงสราง

คลายคลึงกับเบสบางตัวในสาย DNA จึงสามารถเขาไปแทนท่ีได เปนผลใหสาย DNA มีสารเคมีนั้น
แทรกอยูเม่ือเกิดการถายแบบ DNA จะทําใหมีการเขาคูแบบสุม ซ่ึงจะทําใหสาย DNA ท่ีสังเคราะห
ขึ้นผิดไปจากเดิม สารเคมีชนิดนี ้เชน 5-โบรโมยูราซิล ท่ีมีโครงสรางคลายกับเบสไทมีน 2-อะมิโน
เพียวรีนท่ีมีโครงสรางคลายกับเบสอะดีนีน และไฮดรอกซิลลามีนเปนตน 

2.4.2 สารเคมีท่ีทําใหเกิดการเปล่ียนแปลงโครงสรางของเบส (base modifying agent) 
ไดแก กรดไนตรัส ซ่ึงทําใหเกิดการเคล่ือนยายหมูอะมิโนของเบสไซโทซีนออกไปแลวเปล่ียนเปน
กลุมคีโตแทน ทําใหเบสเปล่ียนจากไซโทซีนเปนยูราซิล และไฮดรอกซิลลามีนซ่ึงทําใหเกิด         
การเปล่ียนแปลงกลุมอะมิโนของเบสไซโทซีนเปนกลุมไฮดรอกซีแทน ทําใหเบสเปล่ียนจาก         
ไซโทซีนเปนไฮดรอกซีอะมิโนไซโทซีน นอกจากนี้ยังมีสารท่ีทําใหเกิดการยายหมูเอธิลและเมธิล
ใหแกเบส ซ่ึงจัดสารประเภทนี้ในกลุม alkylation agent และเปนสารท่ีมีประสิทธิภาพสูงใน        
การกอใหเกิดการกลายพันธุ เชน เอธิลมีเทนซัลโฟเนต (EMS), เอธิลอีเทนซัลโฟเนต (EES) และ 
เอ็น-เมธิล-เอ็น-ไนโตร-เอ็น-ไนโตรโซกัวนิดีน (NTG หรือ MNNG) เปนตน 
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ภาพที่  2.2  ผลของ N-methyl-N-nitro-N-nitrosoguanidine ตอเบสกัวนีนและไทมีน 
ท่ีมา : อางถึงใน สุหัทยา จิระนันทิพร. (2543) 
 
 

 
 

 

ภาพที่  2.3  ผลของ ethyl methanesulfonate ตอเบสกัวนีนและไทมีน 
ท่ีมา : Strain Development (www, 2010) 
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2.4.3 สารเคมีท่ีทําใหเกิดการขาดหายไป หรือเพ่ิมนิวคลีโอไทดในสาย DNA (intercalating 
agent) สารกลุมนี้ไดแก โพรฟลาวิน เอทธิเดียมโบรมาย และสียอมอะคริดนี โดยสารพวกนี้จะแทรก
เขาไปอยูระหวางเบสของสาย DNA เม่ือเกิดการถายแบบ DNA จะทําใหการอานลําดับผิดปกติซ่ึง
อาจเกิดการขาดหายไปหรือเพ่ิมขึ้นของเบส 

 
 โดยท่ัวไปนั้นจะนิยมใชรังสีอัลตราไวโอเลตเปนตัวชักนําตัวแรก ในการทําใหเกิด

การกลายพันธุ และเม่ือคัดเลือกจุลินทรียสายพันธุท่ีตองการแลว ก็สามารถนํามาชักนําใหเกิดการ
กลายซํ้าอีกดวยการใชสารเคมีหลังจากท่ีมีการชักนําดวยรังสีอัลตราไวโอเลตแลว  ซ่ึงในปจจุบัน   
ยังมีการนําเทคนิคการปรับปรุงสายพันธุแบคทีเรียและเช้ือราดวยรังสีอัลตราไวโอเลตรวมกับการใช
สารเคมี  เชน มาลินี สิงโตทอง (2551) ศึกษาการกลายพันธุเช้ือ Lactococcus lactis MF2 เพ่ือเพ่ิม
ศักยภาพในการสรางไนซินโดยใชรังสีอัลตราไวโอเลตและ NTG รวมกันพบวาไดสายพันธุกลาย
ขั้นตอนสุดทายคือ MU2NUN2 1, MU2NUN2 2 และ MU2NUN2 3 สามารถสรางไนซินเทากับ 
2,638.89, 2,265.45 และ 2,564.23 ยูนิตตอมิลลิลิตร ซ่ึงสูงขึ้นกวาสายพันธุดั้งเดิมถึง 7 เทา              
ในป 2010 Zambare กลายพันธุเช้ือรา Trichoderma reesei MTCC-3929 เพ่ือเพ่ิมการสรางเอนไซม       
อัลคาไลนโปรติเอสโดยใชรังสีอัลตราไวโอเลตและ NTG รวมกันพบวา สายพันธุกลาย UV-8 มี
กิจกรรมของเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสในการหมักแบบ submerged และ solid state เทากับ 199.6 
และ 552.6 ยูนิตตอมิลลิลิตร ตามลําดับ จากนั้นนําสายพันธุกลาย UV-8 มากลายพันธุตอดวย NTG 
พบวาสายพันธุกลาย NTG-17 มีกิจกรรมของเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสในการหมักแบบ 
submerged และ solid state เทากับ 318.3 และ 747.3 ยูนิตตอมิลลิลิตร ตามลําดับ ซ่ึงมีกิจกรรมของ
เอนไซมสูงขึ้นเม่ือเปรียบเทียบกับสายพันธุดั้งเดิม  และในป 2012 Sangkharak et al. ปรับปรุง     
สายพันธุ Cellulomonas sp. TSU-03 เพ่ือการผลิตเอนไซมเซลลูเลส โดยใชรังสีอัลตราไวโอเลต
รวมกับ NTG พบวาสายพันธุกลาย M23 มีคา cellulase  activity เทากับ 2008 ยูนิตตอมิลลิลิกรัม
โปรตีน รองลงมาคือสายพันธุกลาย M17 มีคา cellulase  activity เทากับ 1884 ยูนิตตอมิลลิลิกรัม
โปรตีน ซ่ึงสายพันธุใหมท้ังสองสายพันธุนี้มีการผลิตเอนไซมเซลลูเลสสูงกวาสายพันธุดั้งเดิม        
ท่ีมีคา cellulase  activity เพียง 1860 ยูนิตตอมิลลิลิกรัมโปรตีน 
 ในขณะเดียวกันยังมีงานวิจัย ท่ีใชสารกอกลายพันธุปรับปรุงสายพันธุยีสต เชน  
Ranadive et al. (2011) ปรับปรุงสายพันธุยีสต Sporidiobolus johnsonii ATCC 20490 ดวยรังสี
อัลตราไวโอเลตและ ethyl methanesulfonate (EMS) เพ่ือเพ่ิมการผลิต coenzyme Q10 พบวา      
สายพันธุกลาย EA 22 มีการผลิต coenzyme Q10 สูงขึ้นสองเทาเม่ือเปรียบเทียบกับสายพันธุดั้งเดิม 
และมีการเปล่ียนแปลงลักษณะทางสัณฐานวิทยา เชน ขนาด สีของโคโลนีเม่ือเจริญบนอาหาร          
yeast malt agar และรูปรางของเซลล เม่ือสองดวยกลองจุลทรรศนแบบสองกราด (scanning 
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electron microscopic) และ Darvishi et al. (2011) ปรับปรุงสายพันธุยีสต Yarrowia lipolytica ดวย
รังสีอัลตราไวโอเลต และ ethyl methanesulfonate เพ่ือเพ่ิมการผลิตเอนไซมไลเปส พบวา ณ เวลา 
24 ช่ัวโมง สายพันธุกลาย U6  มีความสามารถผลิตเอนไซมไลเปส 356 ยูนิตตอมิลลิลิตรในถัง 
bioreactor ขนาด 20 ลิตร ซ่ึงสูงกวาสายพันธุดั้งเดิม 10.5 เทา และคณุสมบัติของเอนไซมท่ีผลิตจาก
สายพันธุกลาย U6 มีการทํางานท่ีเหมาะสม ณ อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส คา pH เทากับ 7.0 
น้ําหนักโมเลกุลเทากับ 38 กิโลดาลตัน ซ่ึงมีคุณสมบัติไมแตกตางกับเอนไซมท่ีผลิตจากสายพันธุ
ดั้งเดิม 

คุณสมบัติของกลาเช้ือจุลินทรียอีกประการหนึ่งนอกจากการผลิตสารเมตาบอไลซใน
ปริมาณท่ีมากแลว จะตองมีความสามารถในการผลิตสารตานการเจริญของจุลินทรียกอโรค โดย 
Krishna et al. (2011) ปรับปรุงสายพันธุ B. subtilis MTCC No.10619 โดยรังสีอัลตราไวโอเลตและ
สารเคมี NTG พบวาสายพันธุกลายมีการผลิตสารตานการเจริญของ Staphylococcus aureus  
(MTCC 96) ท่ีเปนจุลินทรียกอโรคในอาหารมากขึ้น 

 
2.5 คุณสมบัติของ PGA  

Poly-γ-glutamic acid (PGA) เปนสารพอลิเมอรท่ีมีโครงสรางเปนโฮโมพอลิเมอรของ 
glutamic acid ท่ีมี amide เปนตัวเช่ือมระหวาง α-amino acid และหมู γ-carboxylic acid group 
ประกอบดวย D-glutamic acid และ L-glutamic acid (ภาพท่ี 2.4) โดยท่ัวไปแลวพบวา Baciilus sp. 
สามารถผลิต PGA ซ่ึงเปนสารเหนียวโดยขับออกมานอกเซลลในระยะ stationary phase 

 

 
 

ภาพที่  2.4  โครงสรางของ poly-γ-glutamic acid 
ท่ีมา : Shih and Van. (2001) 
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ในป ค.ศ. 1937 Ivanovics และคณะ ไดคนพบ PGA เปนครั้งแรก พบวาเปนสวนประกอบ
ท่ีมีอยูในแคบซูลของ B. anthracis ซ่ึงมีลักษณะเหนียวหนืดและจะปลอยออกมาในอาหารเล้ียงเช้ือ
เม่ือเซลลแกหรือเซลลแตก PGA ท่ีพบเห็นไดงายเปนสารเหนียวท่ีมีอยูใน Natto ซ่ึงเปนถ่ัวเหลือง
หมักของประเทศญี่ปุน เปนสารผสมระหวาง polyglutamic acid และ fructan ซ่ึงถูกผลิตโดย          
B. subtilis natto  และป ค.ศ. 1942 Bovarnick พบวาในการหมักโดยใชกลาเช้ือบริสุทธ์ิของ            
B. subtilis จะสามารถปลอย PGA ออกมาไดอยางอิสระในอาหารเล้ียงเช้ือเหลว นอกจากนี้ยังมี   
การรายงานวา Bacillus หลายสายพันธุสามารถผลิต PGA ไดโดยการปลอยออกมานอกเซลล    
(Shih et al., 2001) 
 
2.6 การประยุกตใช PGA ในดานอุตสาหกรรมอาหาร 

คุณสมบัติของ PGA ท่ีนาสนใจและเปนประโยชนในดานอุตสาหกรรมอาหาร คือเปนสาร
ท่ียอยสลายไดในสภาพธรรมชาติ และรับประทานไดโดยไมกอใหเกิดอันตรายตอรางกาย ดังนั้น
นักวิจัยปจจุบันจึงใหความสนใจศึกษา โดยเฉพาะอยางยิ่งกรรมวิธีการผลิตท่ีจะใหไดปริมาณสารท่ี
ตองการมาก ๆ เ พ่ือนําไปใชในอุตสาหกรรมประเภทตาง ๆ เชน อุตสาหกรรมอาหาร ยา 
เครื่องสําอาง และรวมท้ังการใช เ พ่ือส่ิงแวดลอม โดยจะเปนสารเพ่ิมความเหนียวหนืด                 
สารดูดความช้ืน สารลดความขม สารปองกันการแข็งตัว สารชวยลดการรับน้ําหนัก เปนตัวจับและ
พายาเขาสูรางกาย และเปนสารดูดซับโลหะหนัก  โดยเฉพาะอยางยิ่งทางดานสุขภาพพบวา PGA 
ชวยเพ่ิมศักยภาพการดูดซึมแคลเซียมท่ีลําไส ชวยในการการดูแลชองปาก ลดอัตราการเปน
โรคเบาหวาน ปองกันการเปนโรคความดันโลหิตสูง เปนตน (Shih and Van, 2001; Tanimoto, 
2010)  

ในอุตสาหกรรมการผลิตอาหารแชแข็ง การหลอมละลายอาหารอาจสงผลตอเนื้อเยื่อและ
สภาพของอาหารเสียไปได หากไมมีสารปองกันการทําลายของผลึกน้ําแข็งท่ีใชในการแชแข็ง    
สารปองกันการทําลายของผลึกน้ําแข็งท่ีใชกันอยางแพรหลาย เชน antifreeze protein (AEPs)    
สวนใหญผลิตจากกรดอะมิโนท่ีมีเกลือโซเดียมเปนองคประกอบหลักของพันธะเปปไทด เชน 
oligopeptide และ PGA  ท่ีผลิตจาก B. licheniformis โดยการใชการวัดคาสีท่ีแตกตางกันในการจัด
จําแนกชนิดของสารท่ีเรียกวา differential scanning colorimetry  (DSC) ทําใหทราบมวลโมเลกุล
ของ PGA และมีท้ังแบบ α และ γ ซ่ึงการเกิดไอโซเมอรแบบใดนั้น ขึ้นอยูกับความเขมขนและชนิด
ของเกลือ โดยท่ีเกลือโซเดียมมีผลมากท่ีสุด การใช PGA เปน cryoprotectant ในการแชแข็งอาหาร
จะสงผลตอรสชาติอาหารนอยกวา cryoprotectant ชนิดอ่ืน ๆ  มีงานวิจัยท่ีนํา PGA มาใชใน
อุตสาหกรรมเบเกอรี่ ไดแก Yokoigawa et al. (2006) เติม PGA ในผลิตภัณฑโดแชแข็งท่ีหมักดวย
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ยีสต พบวา เม่ือเพ่ิมความเขมขนของ PGA ทําใหคารอยละของ freeze tolerance ratio ในโดแชแข็ง
สูงขึ้น  ในขณะเดียวกัน PGA ยังมีคุณสมบัติเปนอิมัลซิไฟเออรและลดการดูดซับน้ํามันในเบเกอรี่ 
เชน การศึกษาของ Shyu and Sung (2010) ศึกษาการเติม PGA ในแปงสปองคเคก พบวา เม่ือเพ่ิม
ความเขมขนของ PGA สงผลใหความคงตัวในการขึ้นโฟมและคาความหนืดของแปงสปองคเคก
สูงขึ้น  และ Lim et al. (2012) พบวาเม่ือเติม PGA ปริมาณ 1 กรัมตอ 100 กรัมของน้ําหนักโดนัท
ทอด จะทําใหลดการดูดซับน้ํามันและทําใหมีการยอมรับทางประสาทสัมผัสโดยรวมของผูบริโภคดี
ขึ้น เม่ือเปรียบเทียบกับโดนัททอดท่ีไมมีการเติม PGA 

นอกจากนี้ยังมีการใช PGA เปนสารลดความขมของอาหาร โดยการเติมเขาในอาหารท่ีมี 
รสขมตาง ๆ เชน กรดอะมิโน เปปไทด ควินิน คาเฟอีน และแรธาตุตาง ๆ การเติม PGA หรือเกลือท่ี
รับประทานไดในทางอุตสาหกรรมตาง ๆ เชน อาหารท่ีผลิตจากแปงขนมอบ และการผลิตกวยเตี๋ยว
เพ่ือเปนการยืดอายุการเก็บรักษา และการทําใหสภาพอาหารคงรูปราง นอกจากนี้ยังมีการใช PGA 
ในการทําใหไอศกรีมคงสภาพไมละลาย รวมถึงการใชเปนสารเพ่ิมความเหนียวหนืดในน้ําผลไม 
และเพ่ิมรสชาติกับเครื่องดื่มไดดีขึ้น 

กลาเช้ือท่ีคัดแยกไดจากธรรมชาติมีความสามารถในการผลิต PGA แตปญหาท่ีพบคือ
ความสามารถในการผลิต PGA ต่ําและไมมีความเสถียร   หากตองการเพ่ิมศักยภาพของการผลิตทํา
ไดโดยการควบคุมแหลงสับสเตรทและสภาวะท่ีเหมาะสมตอการเจริญและการสรางผลผลิตของ
จุลินทรีย อยางไรก็ตามการเพ่ิมผลผลิตดวยวิธีนี้ถูกจํากัดปริมาณการผลิตโดยการควบคุมของยีน 
หากถาตองการเพ่ิมผลผลิตใหสูงขึ้น จําเปนตองปรับปรุงสายพันธุ เพ่ือควบคุมยีนใหมีความสามารถ
ในการผลิตเอนไซมไดสูงขึ้น 
 
2.7 ยีนและเอนไซมที่เกี่ยวของกับการสังเคราะห PGA  

 PGA มีโครงสรางและหนาท่ีแตกตางไปจากโปรตีนถึงแมวาจะเปนพอลิเมอรท่ีเปน 
glutamate ท่ีเช่ือมตอกันดวยพันธะ γ-amide แตการสังเคราะหไมขึ้นอยูกับไรโบโซม ยีนมีสวน
สําคัญตอกลไกการผลิต PGA   Vietri et al. (1995) พบวาใน B. anthracis ยีนอยูบนพลาสมิดท่ีมี
ขนาดใหญ สวนใน B. subtilis TAM-4 ยีนจะไมอยูบนพลาสมิด แตจะอยูบน genomic DNA  

Ashiuchi et al. (1999) ไดจําลอง DNA genomic ของ B. subtilis IFP 3360 ใสใน 
Escherichia coli พบวามี 3 ยีนท่ีควบคุมระบบ PGS (poly-γ-glutamate synthetic system; pgs BCA) 
(ภาพท่ี 2.5) ไดแก pgs B, pgs C และ pgs A ซ่ึงยีน pgs BCA มีความเหมือนกับยีน Cap BCA ของ      
B. anthracis ทําใหสันนิษฐานไดวานาจะเปนยีนท่ีควบคุมเอนไซมท่ีเกี่ยวของกับเยื่อหุมเซลลท่ีมี
ความสําคัญในการสรางแคปซูลท่ีประกอบดวย poly-γ-L-glutamic acid  นอกจากนี้การทํางาน
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รวมกันของยีน pgs BCA และ glutamate recemase gene ของ B. subtilis IFO 3336 สามารถผลิต 
PGA ไดมากกวา E. coli clone ท่ีมียีน pgs BCA เพียงอยางเดียว  

 

 
ภาพที่  2.5  องคประกอบทางพันธุกรรมท่ีจําเปนสําหรับการสังเคราะห PGA ท่ีแสดงออกในเช้ือ        

B. anthracis, B. subtilis และ B. licheniformis 
ท่ีมา : Candela and Fouet. (2006) 
 
 ในการผลิต PGA จะตองอาศัยกระบวนการท่ีสําคัญไดแก  transamidation และ 
transpeptidation ซ่ึงจะมีเอนไซมท่ีเกี่ยวของประกอบดวย alanine recemase และ D-L glutamyl 
transaminase โดยจะเปล่ียน L-glutamic acid ใหเปน D-glutamic acid ซ่ึงเปนการเปล่ียนทางออม 
ดังสมการ (ภาพท่ี 2.6) 
 

 
 

ภาพที่  2.6  กระบวนการสังเคราะห PGA ดวยเอนไซม 
ท่ีมา : Shih et al.  (2005) 
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 Bovarnick, 1942 (อางใน Shih and Van, 2001) ศึกษากระบวนการผลิต PGA เปนคนแรก 
แตไมประสบความสําเร็จ จนกระท่ังป 1954 ไดทําการศึกษาปจจัยท่ีมีผลตอการผลิต PGA และ     
หาสภาวะท่ีเกลืออนินทรีย glutamic, citric acid, glycerol  รวมถึงปริมาณเช้ือท่ีใช แตสารอาหารท่ี
นักวิจัยใหความสนใจศึกษา ไดแก  L-glutamic acid ซ่ึงจัดวาเปนแหลงไนโตรเจนท่ีสําคัญมาก   
โดยจะเปนสารตั้งตนหลักของการผลิต PGA ใน Tricarboxylic acid cycle (TCA cycle) (ภาพท่ี 2.7) 
 

 
 
 

ภาพที่  2.7  กระบวนการสังเคราะห PGA ใน TCA Cycle ของเช้ือ B. subtilis  
ท่ีมา : Ho et al. (2006) 
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2.8 ถั่วเหลืองหมักหรือถั่วเนา 
 ถ่ัวเหลืองหมักหรือถ่ัวเนา เปนผลิตภัณฑอาหารหมักทางภาคเหนือของประเทศไทยท่ีได
จากการหมักถ่ัวเหลืองโดยเช้ือ B. subtilis ซ่ึงมีรูปแบบการหมักเปน alkaline fermentation โดยเช้ือ
จะปลอยเอนไซมอะไมเลส โปรติเอสออกจากเซลล มายอยคารโบไฮเดรตและโปรตีนใน ถ่ัวเหลือง 
ทําใหไดสารประกอบและกล่ินตาง ๆ ท่ีมีคุณสมบัติในการเพ่ิมคุณคาทางโภชนาการมากขึ้น    
(Dajanta et al., 2011; Inatsu et al., 2006) 
 

2.8.1 วิธีการหมักถ่ัวเหลืองหมักแบบพ้ืนบาน 
  ขั้นตอนแรกลางถ่ัวเหลืองดวยน้ําสะอาดเพ่ือกําจัดส่ิงสกปรก ตมถ่ัวเหลือง
ประมาณ 3-4 ช่ัวโมง ขณะตมตองคอยเติมน้ําใหระดับน้ําทวมเมล็ดถ่ัวเสมอ โดยมีอัตราสวนถ่ัว 1 
กิโลกรัมตอน้ํา 1 ลิตร หลังจากตมแลวผ่ึงใหแหง ทําการหมักโดยการเตรียมตะกรารองดวยใบตอง 
แลวนําถ่ัวเหลืองวางบนใบตอง ปดทับดวยใบตองอีกช้ันหนึ่งเพ่ือปองกันการสูญเสียความช้ืนและ
ปองกันการปนเปอนจากเช้ือรา ตั้งท้ิงไวท่ีอุณหภูมิหอง 2-3 วัน  จะไดถ่ัวเนาซ่ึงจะเปล่ียนจากสี
เหลืองออกน้ําตาลออนเปนสีน้ําตาลออกเทา และมีกล่ินฉุนของแอมโมเนีย   นําถ่ัวเนาไปบดแลว
เติมเกลือ หรือสารปรุงรส เชน กระเทียม หอม พริกแกง ขิง เปนตน แลวหอดวยใบตอง นําไปนึ่ง
หรือยางกอนรับประทาน วิธีนี้จะเก็บถ่ัวเนาได 2 วัน แตถาตองการเก็บถ่ัวเนาใหไดนาน ๆ จะตอง
นําถ่ัวเนาบดมาทําใหกลม ขนาดเสนผานศูนยกลางประมาณ 1.0-1.5 เซนติเมตร แลวจึงนําไปกดให
เปนแผนบาง ๆ ผ่ึงแดดใหแหง ซ่ึงจะสามารถเก็บรักษาถ่ัวเนาไดนานหลายเดือน 
 

 
 

ก ข    
ภาพที่  2.8  ถ่ัวเหลืองหมัก (ก) ถ่ัวเหลืองหมักแผน (ข) 
ท่ีมา : Natto (www, 2010) (ก) 
        ถ่ัวเนาแผน (www, 2553) (ข) 
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 2.8.2 วิธีการหมักถ่ัวเหลืองหมักแบบใชกลาเช้ือบริสุทธ์ิ 
  เริ่มตนดวยการนําถ่ัวเหลืองท่ีลางน้ําแลวมาตมเปนเวลา 3-4 ช่ัวโมง จนเนื้อของ  
ถ่ัวเหลืองนุมและสุกจนท่ัวท้ังหมด จากนั้นถายเทน้ําท้ิงออกแลวใสเช้ือแบคทีเรีย  B. subtilis ลงไป
ใหมีการกระจายของเช้ือสมํ่าเสมอท่ัวถ่ัวเหลืองหมัก  ทําการหมักท่ีอุณหภูมิ 30-37 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 3-4 วัน จะไดถ่ัวเนาท่ีมีลักษณะเปนเมือกเหนียว ๆ สีขาวหรือเทา หรืออาจไมมีสีเกิดขึ้นบน
ผิวหนาของถ่ัว มีกล่ินฉุนของแอมโมเนีย ไมมีกล่ินถ่ัว สีของถ่ัวเหลืองจะเปล่ียนจากสีเหลืองออก
น้ําตาลออนเปนสีน้ําตาลเทา มีวิตามินบี 2 โปรตีนท่ีละลายน้ําไดและมีการยอยไดงายขึ้น   
คุณสมบัติของกลาเช้ือท่ีใชในการผลิตถ่ัวเหลืองหมักตองมีความสามารถในการผลิตเอนไซม        
อะไมเลส โปรติ เอส เพ่ือยอยสับสเตรตท่ี เปนคารโบไฮเดรตและโปรตีนในถ่ัวเหลือง                     
ในขณะเดียวกันกลาเช้ือตองมีความสามารถในการผลิตสารท่ีเปน antimicrobial substance เพ่ือ
ทําลายเช้ือจุลินทรียกอโรคและจุลินทรียท่ีไมเกี่ยวของในระหวางการหมัก (Inatsu et al., 2006; 
Zheng et al., 1999) 

 นอกจากนี้ยังมีการศึกษาผลของสภาวะการแชถ่ัวและใชกลาเช้ือ  B. subtilis          
ท่ีมีผลตอคุณภาพถ่ัวเหลืองหมัก  ไดแก Wei et al. (2001)  ศึกษาการแชถ่ัวเหลืองเปนเวลา             
20 ช่ัวโมง ณ อุณหภูมิหอง และใหความรอนท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 40 นาที หมัก
โดยกลาเช้ือ B. natto NRRL-3383 ท่ีอุณหภูมิ 40-42 องศาเซลเซียส พบวาลดระยะเวลาในการหมัก
เหลือเพียง 18 ช่ัวโมง มีปริมาณแอมโมเนียลดลง ทําใหไดถ่ัวหมักท่ีมีกล่ินและคุณภาพดี                 
ปยะวรรณ  กาสลัก และ รัชฎาพร  อุนศิวิไลย  (2554)  ไดรายงานวาเม่ือใชกลาเช้ือ B. subtilis          
SB-MYP-1 ท่ีคัดแยกไดจากการหมักถ่ัวเหลืองแบบธรรมชาตใินการหมักถ่ัวเหลืองท่ีผานการทําให
สุกโดยใชหมอนึ่งภายใตความดันท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที สามารถชวยลด   
กล่ินอับของถ่ัวและยังเพ่ิมคุณคาทางโภชนาการมากกวาการหมักดวยธรรมชาต ิ
 
2.9 แบคทีเรียที่เกี่ยวของในกระบวนการหมักถั่วเนาและการผลิต PGA 
 กระบวนการหมักท่ีใชในการทําอาหารพ้ืนเมือง จําเปนจะตองอาศัยจุลินทรียเขามา
เกี่ยวของ เนื่องจากจุลินทรียจะมีบทบาทในการเปล่ียนวัตถุดิบใหมีลักษณะของผลิตภัณฑตามท่ี
ตองการ โดยการทํางานท่ีจําเพาะของเอนไซมท่ีจุลินทรียสรางขึ้น และเปนการเพ่ิมคุณคาทางอาหาร
ของวัตถุดิบใหมีมากขึ้น ท้ังยังชวยสรางสารท่ีสงเสริมใหอาหารมีรสชาติดี และชวยทําลาย
สวนประกอบท่ีไมตองการในอาหารใหหมดไป สงผลตอการยืดอายุการเก็บรักษาของผลิตภัณฑ  
ถ่ัวเหลืองหมัก  อาหารหมักพ้ืนเมืองจากถ่ัวเหลืองท่ีมีกรรมวิธีการผลิตคลายคลึงกับถ่ัวเนา แตอาจ
แตกตางกันท่ีลักษณะของผลิตภัณฑ ไดแก natto, kinema และ chungkookjang ซ่ึงไดมีรายงาน
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เกี่ยวกับแบคทีเรียท่ีมีบทบาทในการหมัก  natto ท่ีเปนอาหารพ้ืนเมืองของชาวญี่ปุน โดยใช           
ถ่ัวเหลืองเปนวัตถุดิบและใชแบคทีเรีย B. subtilis (natto) ในการหมักทําใหได natto ท่ีมีกล่ินและ
รสชาติ เฉพาะตัว โดยเฉพาะอยางยิ่ งก ล่ินเหม็นอับของถ่ัว และยังมีการผลิตเมือกซ่ึงเปน               
สารพอลิเมอรออกมา จึงทําใหกอน natto มีเมือกท่ีผิวโดยรอบ  

Kinema เปนถ่ัวเหลืองหมักพ้ืนเมืองของประชาชนท่ีอาศัยอยูในหิมาลายันตะวันออกของ
เทือกเขาดาจีลิงและรัฐสิขิม ในประเทศอินเดีย เนปาล และภูฏาน นิยมทําเปนแกงรับประทานกับ
ขาวตม ซ่ึงกรรมวิธีการผลิตคลายกับ natto   ผลิตภัณฑท่ีไดมีลักษณะกล่ินและรสชาติคลายกับ 
itohiki-natto มาก  และยังพบจุลินทรียในการหมัก kinema แบบธรรมชาติไดแก B. subtilis ซ่ึงเปน
เช้ือท่ีเดนและยังมีเช้ือประจําถ่ินพวก Enterococcus faecium, Candida parapsilosis และ 
Geotrichum candidum  สวน Tamang and Nikkuni (1998) ศึกษาผลของอุณหภูมิตอการหมัก 
kinema พบวาสภาวะท่ีเหมาะสมในการหมัก kinema ท่ีใหคุณภาพดีท่ีสุดและในการหมักไดใชเช้ือ 
B. subtilis KK2:B10 เปนกลาเช้ือ โดยจะทําใหไดไนโตรเจนท่ีละลายน้ําและสาร PGA เพ่ิมมากขึ้น 
เม่ือบมถึง 24 ช่ัวโมง 

การศึกษาถ่ัวเหลืองหมักในประเทศเกาหลีท่ีเรียกวา chungkookjang ท่ีใชเปนเครื่องปรุงรส
และไดคัดแยกแบคทีเรียท่ีมีบทบาทในการหมักคือ B. subtilis แตจากการทดสอบคุณสมบัติใน   
การเกิดสปอรพบวา สามารถสรางสปอรไดในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีไมมีแมงกานีส (Mn2+) ดังนั้นจึงจัด
วาเปนสายพันธุใหม โดยมีช่ือวา B. subtilis var chungkookjang และนอกจากนี้ยังสามารถผลิต 
PGA ได (Ashiuchi et al., 2001)  

การศึกษาเกี่ยวกับถ่ัวเนาของประเทศไทยมีรายงานการศึกษาท่ีนาสนใจของ Sundhagul     
et al. (1972) ซ่ึงไดศึกษาแบคทีเรียในถ่ัวเนาท่ีผลิตในเขตจังหวัดทางภาคเหนือของประเทศไทย  
และไดเก็บตัวอยางถ่ัวเนาท่ีจําหนายในตลาดเขต จังหวัดลําพูน และลําปาง พบแบคทีเรียแกรมบวก 
รูปทอนยาว มีเอนโดสปอร ซ่ึงเม่ือทดสอบทางชีวเคมีเปรียบเทียบกับ B. subtilis (natto) และ          
B. subtilis พบวาเปน B. subtilis นอกจากนี้ยังพบแบคทีเรียแกรมลบทอนส้ัน ไมมีเอนโดสปอร และ
แบคทีเรียแกรมบวก ทอนส้ัน ไมมีเอนโดสปอร และเม่ือนําท้ังหมดไปใชเปนกลาเช้ือตั้งตนในการ
หมักถ่ัวเนา  พบวามี 2 ไอโซเลต ท่ีเปน B. subtilis และใหผลิตภัณฑท่ีคลาย natto มาก ซ่ึงมีโปรตีน
และไขมันสูง รวมท้ังการศึกษากรรมวิธีการเก็บรักษาใหถ่ัวเนาเก็บไดนาน ๆ โดยการทําถ่ัวเนาแผน
ตากแหง 

Inatsu et al. (2002) ไดแยกแบคทีเรียจากตัวอยางผลิตภัณฑถ่ัวเหลืองหมักในประเทศแถบ
เอเชียตะวันออกและตะวันออกเฉียงใตพบวา B. subtilis 63 ไอโซเลต จากท้ังหมด 90 ไอโซเลต      
มีความสามารถในการผลิต PGA ทดสอบจากการเล้ียงบนอาหาร GSP (glutamic acid, sucrose และ 
phyton) agar ท่ีเติม L-glutamate ในอาหาร และ Inatsu et al. (2006) ไดทําการเก็บตัวอยางถ่ัวเนา
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จากภาคเหนือของประเทศไทย คัดเลือกเฉพาะ B. subtilis นํามาเปรียบเทียบกับ B. subtilis var natto 
สายพันธุ Miyagino ซ่ึงเปนสายพันธุท่ีใชในการหมัก natto  พบวา มี 7 สายพันธุท่ีมีความสามารถใน
การผลิต PGA บนอาหาร GSP agar และ NA plate ไดดีกวา B. subtilis var natto สายพันธุ 
Miyagino 20 สายพันธุผลิต PGA บนอาหาร GSP agar และ NA plate ไมแตกตางกับ B. subtilis var 
natto สายพันธุ Miyagino  และอีก 18 สายพันธุไมสามารถผลิต PGA บนอาหารท้ังสองชนิดท่ีนํามา
ทดสอบ 
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บทท่ี 3 
วิธีการทดลอง 

 
3.1 แหลงและการเตรียมเช้ือ B. subtilis  

3.1.1 แหลงของจุลินทรีย 
B. subtilis ท่ีใชในการศึกษา คือ B. subtilis SB-MYP-1 ซ่ึงคัดแยกจากผลิตภัณฑถ่ัวหมัก

และจําแนกสายพันธุโดยใชชุดทดสอบสําเร็จรูป API 50 CHB medium และ API 20E                    
(ปยะวรรณ กาสลักและรัชฎาพร อุนศิวิไลย, 2554) เตรียม B. subtilis SB-MYP-1 ใหอยูในรูปของ
สารแขวนลอยในสารละลายโซเดียมคลอไรด 0.85% (w/v) ใน 30% (v/v) กลีเซอรอล ใหมีความ
เขมขนสุดทายของเซลลประมาณ 107 เซลลตอมิลลิลิตร เก็บในหลอดเก็บเช้ือ แชแข็งท่ีอุณหภูมิ -20 
และ -80 องศาเซลเซียส 

3.1.2 การเตรียมเช้ือ B. subtilis SB-MYP-1  
นําเช้ือจากตูเก็บเช้ือจุลินทรียท่ีควบคุมอุณหภูมิท่ี -20 องศาเซลเซียส มาเพาะเล้ียงบน

อาหาร nutrient agar บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง  เก็บโคโลนีเดี่ยวเล้ียงใน 
nutrient broth บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง บนเครื่องเขยาท่ีความเร็วรอบ 
200 rpm นําไปแยกเซลลโดยการปนเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 10,000×g เปนเวลา 10 นาที ท่ีอุณหภูมิ   
4 องศาเซลเซียส ลางเซลลดวยสารละลายโซเดียมคลอไรด 0.85% (w/v) จํานวน 2 ครั้ง   ทําใหเซลล
แขวนลอยอยูในสารละลายโซเดียมคลอไรด 0.85% (w/v) โดยปรับความหนาแนนของเซลลดวย 
McFarland standard No. 1 ใหอยูในชวง 106-107 เซลลตอมิลลิลิตร  เพ่ือนําไปใชศึกษาตอไป 
 
3.2 การศึกษาระยะการเจริญมาตรฐานและระยะกึ่งกลางทวีคูณ (mid log phase)  ของ 
B. subtilis SB-MYP-1เพื่อการปรับปรุงสายพันธุ 

นําเช้ือท่ีเตรียมจากขอ 3.1.2 ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ใสลงใน nutrient broth ปริมาตร              
2 มิลลิลิตร บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส บนเครื่องเขยาท่ีความเร็วรอบ 200 rpm  ตรวจนับ            
การเจริญโดยวิธี spread plate บน plate count agar และวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 600   
นาโนเมตรดวยสเปกโตรโฟโตมิเตอร ณ ช่ัวโมงท่ี 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12 และ 24  สรางกราฟการเจริญ
ของ B. subtilis หาระยะกึ่งกลางทวีคูณ เพ่ือใชในการเล้ียงเช้ือกอนปรับปรุงสายพันธุ 
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3.3 การศึกษาการเจริญและการผลิต PGA ของ B. subtilis SB-MYP-1 ในอาหารเลี้ยง
เช้ือเหลว 

นําเช้ือท่ีเตรียมจากขอ 3.1.2 ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ใสใน nutrient broth และ PGA broth  
(L-glutamic acid 20 กรัม, citric acid 12 กรัม, glucose 20 กรัม, NH4Cl 7 กรัม, K2HPO4 0.5 กรัม, 
MgSO4.7H2O 0.5 กรัม, FeCl3.6H2O 0.04 กรัม, CaCl2.2H2O 0.15 กรัม, MnSO4.H2O 0.10 กรัม,    
น้ํากล่ัน 1,000 มิลลิลิตร) ซ่ึงมีปริมาตร 50 มิลลิลิตรในขวดรูปชมพูขนาด 125 มิลลิลิตร บมท่ี
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส บนเครื่องเขยาท่ีความเร็วรอบ 200 rpm ตรวจนับปริมาณเช้ือ (CFU/ml) 
วัดคา pH และความเขมขน PGA (mg/ml) ท่ีระยะเวลาตาง ๆ ทุก 12 ช่ัวโมงเปนเวลา 72 ช่ัวโมง 
เปรียบเทียบการเจริญของ B. subtilis SB-MYP-1 คา pH  การผลิต PGA ในอาหารเล้ียงเช้ือท้ังสอง
ชนิด และพิจารณาระยะเวลาท่ีเหมาะสมของการผลิต PGA เพ่ือใชศึกษาเปนกรณีเดียวกันกับเช้ือท่ี
ผานการปรับปรุงสายพันธุตอไป 

 
3.4 การศึกษาการเจริญและการผลิต PGA ของ B. subtilis SB-MYP-1 ในระหวาง
กระบวนการหมักถั่วเหลือง 

3.4.1 ถ่ัวเหลืองตราไรทิพย นํามาคัดเลือกเพ่ือแยกส่ิงเจือปนออกใหหมด ลางใหสะอาด แชท้ิง
ไวขามคืนเปนเวลา 24 ช่ัวโมงท่ีอุณหภูมิหอง รินน้ําออกใหหมด ท้ิงใหถ่ัวเหลืองสะเด็ดน้ํา จากนั้น
ใหความรอนถ่ัวเหลืองดวยหมอนึ่งความดัน 121 องศาเซลเซียส 15 นาที ท้ิงใหเย็นและผ่ึงให  
สะเด็ดน้ํา ถายใสตะกราพลาสติกท่ีรองดวยอะลูมิเนียมฟอยล  

3.4.2 นํา B. subtilis SB-MYP-1 ท่ีมีจํานวนเซลลเริ่มตน 106-107 เซลลตอมิลลิลิตรท่ีเตรียมไว
จากขอ 3.1.2 เติมลงไป 1 มิลลิลิตรตอถ่ัวเหลือง 150 กรัม หมักในจานแกวท่ีมีขนาดเสนผาน
ศูนยกลาง 15 เซนติเมตร บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ตรวจนับปริมาณจุลินทรียท้ังหมดบน 
plate count agar  วัดคา pH และความเขมขนของ PGA ท่ีระยะเวลาตาง ๆ ทุก 12 ช่ัวโมง เปนเวลา         
72 ช่ัวโมง เปรียบเทียบการเจริญของ B. subtilis  คา pH  และการผลิต PGA ในถ่ัวเหลืองหมักท่ีหมัก
ดวยกลาเช้ือท่ีผานการปรับปรุงสายพันธุกับกลาเช้ือสายพันธุดั้งเดิม (SB-MYP-1) 
 
3.5 การปรับปรุงสายพันธุโดยใชรังสอีัลตราไวโอเลต 

เล้ียงเช้ือ B. subtilis SB-MYP-1 ท่ีตองการปรับปรุงสายพันธุดวยรังสีตามวิธีขอ 3.1.2  เม่ือเช้ือ
เจริญอยูในชวงกึ่งกลางทวีคูณ นํา B. subtilis SB-MYP-1 ท่ีเพาะเล้ียงมาปนแยกเซลลท่ีความเร็วรอบ 
10,000×g เปนเวลา 10 นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ลางเซลลดวยสารละลายโซเดียมคลอไรด 
0.85% (w/v) จํานวน 2 ครั้ง ทําใหเซลลแขวนลอยอยูในสารละลายโซเดียมคลอไรด 0.85% (w/v) 
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โดยปรับความหนาแนนของเซลลใหอยูในชวง 106-107 เซลลตอมิลลิลิตร นําเซลลแขวนลอย         
50 มิลลิลิตรใสลงในจานเพาะเล้ียงขนาดเสนผานศูนยกลาง 15 เซนติเมตร จากนั้นฉายรังสี     
อัลตราไวโอเลต (หลอด UV-C ชนิด G30T8, SANKYO DENKI) ท่ีมีความยาวคล่ืน 253.7            
นาโนเมตร กําลังงาน 30 วัตต ระยะหางจากหลอดถึงจานเพาะเล้ียง 50 เซนติเมตร ใชแทงแมเหล็ก
กวน (magnetic stirrer) ตลอดเวลาในระหวางการฉายรังสี โดยท่ีระยะเวลาการฉายรังสีตั้งแต         
0-200 วินาที  ทําการตรวจนับเช้ือดวยวิธี spread plate บน nutrient agar บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส ในท่ีมืดเปนเวลา 24 ช่ัวโมง คํานวณรอยละของการรอด  สรางกราฟการอยูรอด  จากนั้น
คัดเลือกโคโลนีท่ีอยูในชวงเวลาท่ีมีคารอยละการรอดเทากบั 0.1-10 ซ่ึงเปนชวงท่ีเกิดการกลายพันธุ
ท่ีเหมาะสมท่ีจะใหประสิทธิภาพการกลายพันธุท่ีดีท่ีสุด (Siripong et al. 2012) แลวนําไปคัดเลือก
สายพันธุกลายในขั้นตอนตอไป 
 
3.6 การปรับปรุงสายพันธุโดยใชสารเคมี NTG 

เล้ียงเช้ือ B. subtilis SB-MYP-1 ท่ีตองการปรับปรุงสายพันธุดวยสารเคมี NTG (บริษัท TCI 
AMERICA, น้ําหนักโมเลกุลเทากับ 147.09) ตามวิธีขอ 3.1.2  เม่ือเช้ือเจริญอยูในชวงกึ่งกลางทวีคูณ 
นํา B. subtilis SB-MYP-1 ท่ีเพาะเล้ียงมาปนปนแยกเซลลท่ีความเร็วรอบ 10,000×g เปนเวลา         
10 นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ลางเซลลดวยสารละลายโซเดียมคลอไรด 0.85% (w/v) จํานวน     
2 ครั้ง จากนั้นทําใหเซลลแขวนลอยอยูใน Tris-maleate buffer ท่ีมีความเขมขน 0.1โมลาร และคา
ความเปนกรด-ดางเทากบั 6.0 ปรับความหนาแนนของเซลลใหอยูในชวง 106-107 เซลลตอมิลลิลิตร 
จากนั้นนําเซลลแขวนลอยในสารละลาย NTG ท่ีละลายใน Tris-maleate buffer  0.1 โมลาร คาความ
เปนกรด-ดางเทากับ 6.0 ใหมีความเขมขนสุดทายของ NTG เทากับ 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 
และ 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 60 นาที บนเครื่องเขยา
ท่ีความเร็วรอบ 200 rpm  นําเซลลท่ีไดมาปนดวยความเร็วรอบ 10,000×g เปนเวลา 10 นาที ท่ี
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส และลางเซลลจํานวน 2 ครั้งดวยสารละลายโซเดียมคลอไรด 0.85% (w/v) 
จํานวน 2 ครั้ง ทําการตรวจนับเช้ือดวยวิธี spread plate บน nutrient agar บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง นับจํานวนโคโลนีท่ีเจริญไดใน NTG ท่ีความเขมขนตาง ๆ กัน  
คํานวณรอยละของการรอด  สรางกราฟการรอดเพ่ือศึกษาอัตราการอยูรอดของเซลล  คัดเลือก  
ความเขมขนของ NTG ท่ีเช้ือมีคารอยละการรอดเทากับ 0.1-10 ซ่ึงเปนชวงท่ีเกิดการกลายพันธุท่ี
เหมาะสม ท่ีจะใหประสิทธิภาพการกลายพันธุท่ีดีท่ีสุด (Siripong et al. 2012) แลวนําไปคัดเลือก
สายพันธุกลายในขั้นตอนตอไป 
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3.7 การปรับปรุงสายพันธุโดยใชรังสอีัลตราไวโอเลตรวมกับสารเคมี NTG 
นําสายพันธุท่ีคัดเลือกไดจากขอ 3.5 มาทําการปรับปรุงสายพันธุซํ้าดวยสารเคมี NTG          

ตามวิธีการในขอ 3.6 
 
3.8 การคัดเลือกเช้ือที่ผานการปรับปรุงสายพันธุ 

3.8.1 การคัดเลือกขั้นปฐมภูมิ (primary screening) 
  คัดเลือกจากจานเพาะเล้ียงเช้ือในขอ 3.5 3.6 และ 3.7 ท่ีมีคารอยละการรอดในชวง 0.1-10 
นําโคโลนีจากจานเพาะเล้ียงเช้ือดังกลาวมาปลูกเช้ือแบบจุด (spot test) ลงบนผิวของอาหาร   
nutrient agar และ PGA agar  บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในท่ีมืดเปนเวลา 24 ช่ัวโมง          
การวิเคราะหผลทางสถิต ิวางแผนการทดลองแบบ CRD วิเคราะหความแปรปรวนโดยใช ANOVA      
ท่ีระดับนัยสําคัญทางสถิติเทากับ 0.05 เปรียบเทียบคาเฉล่ียของขนาดโคโลนีรวมเมือกบน          
PGA agar แตละสายพันธุกับสายพันธุดั้งเดิม (SB-MYP-1) โดยใชวิธี Fisher's least significant 
difference (LSD)  

3.8.2 การคัดเลือกขั้นทุติยภูมิ (secondary screening) 
  นําเช้ือท่ีผานการคัดเลือกปฐมภูมิแลวเล้ียงใน nutrient broth เพ่ือเตรียมเปนเช้ือเริ่มตน
ตามขอ 3.1.2  นําเช้ือปริมาตร 50 ไมโครลิตร ใสลงใน PGA broth ปริมาตร 5 มิลลิลิตร บมท่ี
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในท่ีมืดเปนเวลา 36 ช่ัวโมง บนเครื่องเขยาท่ีความเร็วรอบ 200 rpm  
แลววิเคราะหหาความเขมขนของ PGA วิเคราะหผลทางสถิติวางแผนการทดลองแบบ CRD 
วิเคราะหความแปรปรวนโดยใช ANOVA ท่ีระดับนัยสําคัญทางสถิติเทากับ 0.05 เปรียบเทียบ
คาเฉล่ียของความเขมขนของ PGA ท่ีผลิตไดในแตละสายพันธุกับสายพันธุดั้งเดิม (SB-MYP-1) 
โดยใชวิธี Fisher's least significant difference (LSD) 
 
3.9 การหาระยะการเจริญมาตรฐานของ B. subtilis ที่ผานการปรับปรุงสายพันธุ 

นําเช้ือกลายพันธุซ่ึงเตรียมตามวิธีการในขอ 3.1.2 ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ใสลงใน nutrient 
broth ปริมาตร 2 มิลลิลิตร บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส บนเครื่องเขยาท่ีความเร็วรอบ 200 rpm 
ตรวจนับการเจริญโดยวิธี spread plate บน plate count agar ณ ช่ัวโมงท่ี 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12 และ 24 
สรางกราฟการเจริญของ B. subtilis ท่ีผานการปรับปรุงสายพันธุ 
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3.10 การศึกษาการเจริญและการผลิต PGA ของ B. subtilis ที่ผานการปรับปรุงสายพันธุ 
ศึกษาการเจริญและการผลิต PGA ของ B. subtilis ท่ีผานการปรับปรุงสายพันธุในอาหาร    

เล้ียงเช้ือและในระหวางกระบวนการหมักถ่ัวเหลือง เปนระยะเวลา 72 ช่ัวโมง ซ่ึงทําตามวิธีการใน
ขอ 3.3 และ 3.4   ศึกษาการเจริญของ B. subtilis คา pH และการผลิต PGA ใน nutrient broth       
PGA broth และในระหวางกระบวนการหมักถ่ัวเหลือง เปรียบเทียบระหวางสายพันธุดั้งเดิม               
(SB-MYP-1) กับสายพันธุท่ีผานการปรับปรุงสายพันธุ  

 
3.11 การวิเคราะหจํานวนจุลินทรีย  

 นําตัวอยางเช้ือจากอาหารเล้ียงเช้ือ 1 มิลลิลิตร ในขอ 3.2  3.3  3.9  3.10 และตัวอยางถ่ัวเหลือง
หมักสด 10 กรัม ทําการเจือจางกับสารละลายโซเดียมคลอไรด 0.85 % (w/v) ท่ีระดับ 10 เทา  
จากนั้นทําการเจือจางเปนลําดับ (serial dilution) เลือกความเจือจางระดับท่ีเหมาะสม 3 ระดับ         
ท่ีมีจํานวนโคโลนีอยูในชวงระหวาง 30-300 โคโลนี  นําตัวอยางเช้ือจากแตละระดับความเจือจางท่ี
เหมาะสม 0.1 มิลลิลิตร เกล่ียลงในจานเพาะเช้ือ (spread plate) บน plate count agar  บมท่ีอุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส นาน 24 ช่ัวโมง นับจํานวนโคโลนี รายงานผลจํานวนจุลินทรียเปนโคโลนีตอ
มิลลิลิตรหรือกรัม (CFU/ml or g) (BAM, 2001) 
 
3.12 การวิเคราะหการเปลี่ยนแปลงความเปนกรด-ดาง (pH) ของ B. subtilis 

 ตัวอยางเช้ือจากอาหารเล้ียงเช้ือในขอ 3.3  3.10 ปริมาตร 10 มิลลิลิตร วัดคา pH ดวยเครื่อง pH 
meter  (Meter Toledo MP220) กรณีตัวอยางถ่ัวเหลืองหมักทําใหเปนเนื้อเดียวกันดวย homogenizer 
โดยช่ังตัวอยางถ่ัวเหลืองหมักสด 10  กรัม ปนผสมกับน้ํากล่ันท่ีกําจัดไอออน (deionized water)    
90  มิลลิลิตร วัดคา pH ดวยเครื่อง pH meter ซ่ึงจะทําการปรับเทียบเครื่องมือกอนใชทุกวัน 

 
3.13 การวิเคราะหปริมาณการผลิต PGA ของ B. subtilis 

นําตัวอยางเช้ือจากอาหารเล้ียงเช้ือในขอ 3.3  3.10 ไปเหวี่ยงเพ่ือแยกเซลลออกท่ีความเร็วรอบ
10,000×g เปนเวลา 10 นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  กรณีตัวอยางถ่ัวเหลืองหมักทําใหเปน   
เนื้อเดียวกันดวย homogenizer โดยการช่ังตัวอยางถ่ัวเหลืองหมักสด 10  กรัม ปนผสมกับน้ํากล่ันท่ี
กําจัดไอออน (deionized water) 90  มิลลิลิตร แยกตะกอนและสวนใสโดยปนเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 
10,000×g เปนเวลา 10 นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นําเฉพาะสวนใสท่ีได 1 มิลลิลิตร ใสลงใน
หลอดทดลองขนาด 16×150 มิลลิเมตร หลังจากนั้นเติมสารละลาย safranin O  0.1 % (w/v) 1 
มิลลิลิตร citrate buffer 0.06 โมลาร  pH 6.0  1 มิลลิลิตร สารละลายโซเดียมคลอไรด 0.85 % (w/v) 
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1 มิลลิลิตร  ปนเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 2,500×g  เปนเวลา 10 นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส       
นําสวนใสมาทําการเจือจางลง 25 เทา ดวยสารละลายโซเดียมคลอไรด 0.85 % (w/v) วัดคาการ
ดูดกลืนแสงดวยเครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอรท่ีความยาวคล่ืน 520 นาโนเมตร (Tahara et al. 1998) 
คํานวณหาความเขมขนของ PGA โดยเปรียบเทียบคาการดูดกลืนแสงกับกราฟมาตรฐานความ
เขมขน PGA (บริษัท MP Biomedicals) 

 
3.14 การวิเคราะหความหลากหลายทางพันธุกรรมของ B. subtilis ที่ผานการปรับปรุง
สายพันธุดวยเทคนิค random amplification of polymorphic DNA (RAPD) 

3.14.1 การสกัดจีโนมิก DNA จาก B. subtilis ดวยชุดสกัด DNA สําเร็จรูป (Wizard®Genomic 
DNA Purification Kit) 

  เล้ียงเช้ือ B. subtilis แตละไอโซเลต ใน nutrient broth บมบนเครื่องเขยาความเร็วรอบ 
200 rpm ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง นําเช้ือปริมาตร 1 มิลลิลิตรใสลงใน 
Eppendorf tube ท่ีสะอาดและปลอดเช้ือ  แยกเซลลออกจากอาหารเล้ียงเช้ือเหลวโดยการนําไป     
ปนเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 13,000×g เปนเวลา 2 นาที เทสวนใสท้ิง จากนั้นละลายตะกอนเซลลท่ีได
ในสารละลาย EDTA 50 มิลลิโมลาร pH 8.0 ปริมาตร 480 ไมโครลิตร ไลโซไซมความเขมขน 20 
มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาตร 120 ไมโครลิตร บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที  
ปนเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 13,000×g เปนเวลา 2 นาที ท้ิงสวนใส  จากนั้นเติม nuclei lysis solution 
ปริมาตร 600 ไมโครลิตรลงในตะกอนเซลล บมใน  water bath อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เปนเวลา 
5 นาที ทําใหเย็นลงท่ีอุณหภูมิหอง เติม RNase solution ความเขมขน 4 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
ปริมาตร 3 ไมโครลิตร  บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที  หลังจากทําใหเย็นลง          
จะตกตะกอนโปรตีนดวย protein precipitation ปริมาตร 200 ไมโครลิตร บมในน้ําแข็งเปนเวลา      
5 นาที แลวปนเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 13,000×g เปนเวลา 2 นาที  เพ่ือแยกตะกอนโปรตีนกับ DNA 
จากนั้นปเปตสวนใสท่ีมี DNA ละลายอยู   ลางดวย isopropanol ปริมาตร 600 ไมโครลิตร ปนเหวี่ยง
ท่ีความเร็วรอบ 13,000×g เปนเวลา 2 นาที เพ่ือแยก isopropanol ท้ิง  ลางตะกอน DNA อีกครั้งดวย 
70% (v/v) ethanol  ตากตะกอน DNA จนกวา ethanol จะแหงเปนเวลา 10-15 นาที  หลังจากนั้น
ละลายตะกอนดวย rehydration solution (Tris-Hydrochloride ความเขมขน 10 มิลลิโมลาร pH 7.4 
และ EDTA ความเขมขน 1 มิลลิโมลาร pH 8.0) ปริมาตร 100 ไมโครลิตร  นําสารละลาย DNA ไป
ตรวจวิเคราะหคุณภาพของจีโนมิก DNA ท่ีไดดวยวิธีเจลอะกาโรสอิเลคโตรโฟเรซีส สารละลาย 
DNA สามารถเก็บไวไดท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
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3.14.2 การวิเคราะหเชิงคุณภาพของจีโนมิก DNA ของ B. subtilis ดวยดวยวิธีเจล             
อะกาโรสอิเลคโตรโฟเรซีส   

 วิเคราะหคุณภาพของจีโนมิก DNA ดวย 1.5 % (w/v) เจลอะกาโรสอิเลคโตร        
โฟเรซีสโดยช่ังผงอะกาโรสหนัก 0.75 กรัม ละลายในสารละลายบัฟเฟอร 1X Tris-borate-EDTA 
(TBE) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ใหความรอนจนละลายเปนเนื้อเดียวกัน รอใหเย็นลงแลวเทลงในถาด
ของชุดอิเลคโตรโฟเรซีส ท้ิงใหเจลอะกาโรสแข็งตัว เทสารละลายบัฟเฟอร 1X TBE ลงไปใหทวม
เจลสูงประมาณ 0.5-1.0 เซนติเมตร  เติม DNA ตัวอยางและ DNA มาตรฐานท่ีผสมกับ loading dye 
ประมาณ 10 ไมโครลิตร ลงในหลุมเจล  ปดฝาเครื่อง agarose gel electrophoresis apparatus 
(Phamacia Biotech Model HE99x-15-1-5) ตอขั้วไฟฟาใชกระแสไฟฟาความตางศักยท่ี 135 โวลต 
เปนเวลา 40 นาที หรือใหแถบสีเคล่ือนท่ีลงมาประมาณ 2 ใน 3 ของความยาวเจล จากนั้นปด
แหลงจายกระแสไฟฟา นําแผนเจลมาแชในสารละลาย ethidium bromide (0.5 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตร) ประมาณ 15-30 นาที ลางสารละลายสวนเกินออก (destaining) โดยการจุมลงในน้ํากล่ัน  
จากนั้นนําแผนเจลไปวางบนกลองท่ีมีรังสีอัลตราไวโอเลต (MacroVue UVis-20 Hoefer) จะเห็น
แถบ DNA เรืองแสง บันทึกภาพผลการทดลองท่ีได  

3.14.3 การวิเคราะหความหลากหลายทางพันธุกรรมของ B. subtilis ท่ีผานการปรับปรุงสาย
พันธุดวยเทคนิค random amplification of polymorphic DNA (RAPD) 

ไพรเมอรท่ีนํามาใชในปฏิกิริยา RAPD-PCR คือ 5'-AGTCAGCCAC-3' (Hosoi, 2010) 
ซ่ึงปริมาตรรวมของปฏิกิริยาเทากับ 15 ไมโครลิตร ประกอบดวย น้ําท่ีผานการฆาเช้ือ 10X บัฟเฟอร 
จีโนมิก DNA จากขอ 3.14.1 ความเขมขน 50 นาโนกรัมตอไมโครลิตร deoxynucleoside triphosphate 
(dNTP) ความเขมขน 2 มิลลิโมลาร  ไพรเมอร RAPD ความเขมขน 5 พิโคโมลตอไมโครลิตร และ 
Taq DNA polymerase ตั้งโปรแกรมอุณหภูมิและจํานวนรอบดังนี้ pre-denaturation ท่ีอุณหภูมิ 95 
องศาเซลเซียส นาน 2 นาที  denaturation ท่ีอุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที  annealing ท่ี
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที  และ extension ท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส นาน 2 นาที 
โดยทําปฏิกิริยาพีซีอารท้ังหมด 30 รอบ สุดทายของปฏิกิริยาตามดวย final extension ท่ีอุณหภูมิ 72 
องศาเซลเซียส นาน 5 นาที  จากนั้นนําผลิตภัณฑพีซีอารมาตรวจสอบดวยวิธีเจลอะกาโรสอิเลคโตร
โฟเรซีส 
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บทท่ี 4 
ผลการทดลองและวิจารณ 

 
4.1 การศึกษาระยะการเจริญมาตรฐานและระยะกึ่งกลางทวีคูณ (mid log phase) ของ   
B. subtilis SB-MYP-1 
 เม่ือเล้ียง B. subtilis SB-MYP-1 ใน nutrient broth ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  
ภายใตสภาวะเขยา 200 rpm  เพ่ือศึกษาระยะการเจริญมาตรฐานและระยะ mid log phase โดย      
การวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตรและตรวจนับจํานวนจุลินทรียเพ่ือศึกษา     
การเจริญ ณ เวลาตาง ๆ ใหผลดังแสดงในภาพท่ี 4.1 พบวา B. subtilis SB-MYP-1 มีการเจริญในชวง
ระยะ log phase ท่ี 2-8 ช่ัวโมง และเริ่มเขาสูระยะ stationary phase ณ ช่ัวโมงท่ี 10  ระยะ stationary 
phase นี้จะเปนระยะท่ีกลาเช้ือ B. subtilis เริ่มมีการปลอดปลอย PGA ในระหวางกระบวนการหมัก 
(Sung et al. 2005) การเจริญระยะ mid log phase ของ B. subtilis SB-MYP-1 อยูช่ัวโมงท่ี 6-8    
ซ่ึงเปนระยะเวลาท่ีเซลลแบคทีเรียแบงตัวอยางรวดเร็วในอัตราคงท่ี สารพันธุกรรมมีความวองไว
และมีประสิทธิภาพตอการตอบสนองตอสารกอกลายพันธุ (Stitzel et al. 2001) ดังนั้น ณ เวลาท่ี      
6 ช่ัวโมงจึงกําหนดใหเปนระยะการเจริญท่ีเหมาะสมในการเล้ียง B. subtilis SB-MYP-1           
เพ่ือนําไปใชในการปรับปรุงสายพันธุตอไป   
 
 

 
ภาพที่  4.1 การเจริญมาตรฐาน () และคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร ()

ระหวางการเจริญของ B. subtilis SB-MYP-1 ใน nutrient broth 
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4.2 การศึกษาการเจริญและการผลิต PGA ของ B. subtilis SB-MYP-1 
 จากการศึกษาการเจริญของ B. subtilis SB-MYP-1 ใน nutrient broth PGA broth 
ภายใตสภาวะเขยา 200 rpm และในระหวางกระบวนการหมักถั่วเหลืองที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส โดยการตรวจนับจํานวน B. subtilis บน plate count agar วัดคา pH และความเขมขน
ของ PGA ท่ีผลิตไดในทุก 12 ช่ัวโมง เปนเวลา 72 ช่ัวโมง  ดังภาพท่ี 4.2 พบวามีการเจริญของ         
B. subtilis SB-MYP-1 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ 2 ชนิด และในถั่ว เหลืองหมักแตกตางกันพบ    
การเปลี่ยนแปลงคา pH 2 ลักษณะ (ภาพที่ 4.3) คือคา pH สูงขึ้นในกรณีถั่ว เหลืองหมัก    
สวนการเจริญของ B. subtilis ใน PGA broth ทําใหสภาวะของอาหารเลี้ยงเชื้อมีความเปน
กรดมากขึ้น แตกตางจากใน nutrient broth พบวาคา pH สูงขึ้นในชั่วโมงที่ 36 อยูในชวง
ปลาย log phase และจะคอยๆลดลงจน อยางไรก็ตามท่ีช่ัวโมงท่ี 72 คา pH ในถ่ัวเหลืองหมัก 
และ PGA broth คือ pH 8.14 และ pH 5.91 ตามลําดับ ขณะที่ใน nutrient broth ตางจาก
ช่ัวโมงเริ่มตนเล็กนอยคือ pH 6.69 ซ่ึงอาหารเล้ียงเช้ือท้ัง 2 ชนิดมีความแตกตางกันท่ีองคประกอบ 
โดย nutrient broth เปนอาหารเลี้ยงเชื้อประเภท non synthetic media ท่ีจะประกอบดวยเนื้อเยื่อ
พืชและสัตว ซ่ึงมีสารประกอบอินทรียอยูมากมายหลายชนิด แตกตางจาก  PGA broth ท่ีจัดอยูใน
กลุม synthetic media ท่ีมีการจํากัดสารอาหารหรือสวนประกอบทางเคมีท่ีแนนอนเพื่อการผลิต 
PGA (Chiu et al, 2004; Ronald, 2010) 
   

 
ภาพที่  4.2 การเจริญของ B. subtilis SB-MYP-1ในnutrient broth () PGA broth () และ         

ในระหวางกระบวนการหมักถ่ัวเหลือง () เปนเวลา 72 ช่ัวโมง 
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ภาพที่  4.3 การเปล่ียนแปลงคาความเปนกรด-ดาง (pH) ของ B. subtilis SB-MYP-1 ท่ีเจริญ 
ในnutrient broth () PGA broth () และในระหวางกระบวนการหมักถ่ัวเหลือง  ( 
เปนเวลา 72 ช่ัวโมง 

 
ดังนั้นจึงทําให B. subtilis ถูกจํากัดการเจริญใน PGA broth แตเมื่อพิจารณาสภาวะการ

หมักถั่ว เหลืองคา pH มีแนวโนมสูงขึ้น ซ่ึงในระหวาง การเจริญนั้น B. subtilis จะมีการผลิต
เอนไซมที่สําคัญ ไดแก อะไมเลส   โปรติเอส มายอยสลายสับสเตรทที่สําคัญในถั่วเหลือง 
เชน โปรตีน คารโบไฮเดรต โดยสับสเตรทที่มีปริมาณสูงสุดคือ โปรตีน จะสงผลใหมี
ปริมาณแอมโมเนียและคา pH สูงขึ้น ในระหวางกระบวนการหมักถั่วเหลือง (Allagheny    
et al. 1996)   

จากภาพท่ี 4.4 จะสังเกตไดวา  ผลจากการเจริญของ B. subtilis ใน nutrient broth ถึงแมไมมี
สับสเตรทสําหรับผลิต PGA แตยังคงพบการผลิต PGA ขึ้นบางในช่ัวโมงท่ี 24  แตหลังจากช่ัวโมงท่ี 
36 ถึง 72 ไมพบการผลิต  PGA   สวนในระหวางการหมักถ่ัวเหลืองพบวาความเขมขนของ PGA 
เพ่ิมขึ้นเรื่อย ๆ ตามระยะเวลาของการบมเช้ือและการผลิต PGA สูงสุด ณ ช่ัวโมงท่ี 36 ถึง 72  และ
ใน PGA broth เริ่มพบการผลิต PGA และมีความเขมขนสูงสุดในช่ัวโมงท่ี 36  Shih  and Van  
(2001) และ Sung et al. (2005) ใหเหตุผลวาการผลิต PGA ของกลาเช้ือแบคทีเรียกลุม B. subtilis        
โดยการใช L-glutamic acid ใน PGA broth และถ่ัวเหลือง เปนสับสเตรทท่ีสําคัญ PGA จะถูกผลิต
ออกมานอกเซลลปริมาณสูงในชวงการเจริญระยะ stationary phase 
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ภาพที่  4.4 ความเขมขน PGA (mg/ml,g) ของ B. subtilis SB-MYP-1 ท่ีเจริญใน nutrient  

broth () PGA broth () และในระหวางกระบวนการหมักถ่ัวเหลือง () เปนเวลา 72 ช่ัวโมง 
 
จากการศึกษาการเจริญและการผลิต PGA ของ B. subtilis SB-MYP-1 ใน nutrient broth 

PGA broth และในระหวางกระบวนการหมักถ่ัวเหลือง พบวา มีความสามารถในการผลิต PGA สูง
ท้ังใน PGA broth และถ่ัวเหลืองหมัก ณ ช่ัวโมงท่ี 36 48 60 และ 72 ซ่ึงส่ีชวงเวลานี้ไมมีความ
แตกตางกันทางสถิติ (P > 0.05) ดังนั้นจึงคัดเลือกระยะเวลา 36 ช่ัวโมง ไปศึกษาการผลิต PGA ใน 
PGA broth เพ่ือการคัดเลือกสายพันธุของ B. subtilis ท่ีผานการปรับปรุงสายพันธุในขั้นตอนตอไป 
โดยศึกษาการปรับปรุงสายพันธุ B. subtilis ดวยรังสีอัลตราไวโอเลต สารเคมี NTG และรังสี
อัลตราไวโอเลตรวมกับสารเคมี NTG เพ่ือท่ีจะไดกลาเช้ือกลายพันธุท่ีมีประสิทธิภาพในการผลิต 
PGA มากกวาสายพันธุดั้งเดิมนําไปใชในอุตสาหกรรมอาหารตอไป 

 

4.3 การปรับปรุงสายพันธุโดยใชรังสอีัลตราไวโอเลต 
 นํา B. subtilis SB-MYP-1ท่ีมีอายุการเจริญในช่ัวโมงท่ี 6 ซ่ึงเปนระยะกึ่งกลางทวีคูณ    
มาทําการปรับปรุงสายพันธุดวยการฉายรังสีอัลตราไวโอเลต ตามวิธีการในขอ 3.5  จากนั้นนําเช้ือท่ี 
ผานการฉายรังสีอัลตราไวโอเลตมาบมในท่ีมืด อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง   
นับจํานวนโคโลนีท่ีรอด ไดผลดังภาพท่ี 4.5   คัดเลือกเก็บโคโลนีบน nutrient agar ท่ีอยูในชวงเวลา
ท่ีมีคารอยละการรอดเทากับ 0.1-10 ซ่ึงใหผลการฉายรังสีอัลตราไวโอเลตในชวง 40 60 และ 80 
วินาที โดยมีอัตราการรอดรอยละ 0.19  0.0067 และ 0.0002 ตามลําดับ ไดเช้ือกลายพันธุใหม
ท้ังหมด 125 ไอโซเลต 
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ภาพที่  4.5 ปริมาณเซลล () และรอยละการรอด () ของ B. subtilis SB-MYP-1 ท่ีผานการฉาย 

รังสีอัลตราไวโอเลตเปรียบเทียบกับรอยละการรอดของเซลลท่ีไมไดฉายรังสี 
อัลตราไวโอเลต () ท่ีเวลา 0-200 วินาที 

 
จากภาพท่ี 4.5 เม่ือ B. subtilis สัมผัสรังสีอัลตราไวโอเลตแตละชวงเวลา พบวา มีการลดลง

ของจํานวนเซลล สงผลใหอัตราการรอดลดลง ท้ังนี้เนื่องจากรังสีอัลตราไวโอเลตมีผลทําใหรหัส
พันธุกรรมซ่ึงเปนบริเวณท่ีสังเคราะหโปรตีนเพ่ือเปนองคประกอบสําคัญของเซลลเกิดการ
เปล่ียนแปลงไป จนไมสามารถสรางโปรตีนชนิดนั้นขึ้นมาได  หรือสรางขึ้นมาแลวแต มี
องคประกอบท่ีเปล่ียนแปลงไปจนไมสามารถนําไปใชประโยชนตอเซลลไดอีก เซลลก็จะตายลง  
ซ่ึงสอดคลองกับงานวิจัยหลาย ๆ งานท่ีมีการปรับปรุงสายพันธุจุลินทรียดวยรังสีอัลตราไวโอเลต 
เชน  Toscano et al. (2011) ปรับปรุงสายพันธุเช้ือรา Aspergillus niger  เพ่ือการผลิตเอนไซมไลเปส
มาใชในอุตสาหกรรมอาหาร พบวา เม่ือนําสปอรของเช้ือรามาสัมผัสรังสีอัลตราไวโอเลตเปนเวลา 
160 วินาที ปริมาณสปอรลดลงซ่ึงมีอัตราการรอดนอยกวารอยละ 1  Ranadive et al. (2011)       
กลายพันธุยีสต Sporidiobolus johnsonii ATCC 20490 เพ่ือเพ่ิมการผลิต coenzyme Q10 โดยการให
เซลลยีสตสัมผัสรังสีอัลตราไวโอเลตเปนเวลา 20 นาที  พบวามีอัตราการตายเทากับรอยละ 90 และ
งานวิจัยของ  Siripong et al. (2012) ใชรังสีอัลตราไวโอเลตปรับปรุงสายพันธุ  Acetobacter xylinum 
ATCC 10245 เพ่ือเพ่ิมการผลิตเซลลูโลส พบวาเม่ือใชรังสีอัลตราไวโอเลตสัมผัสเซลล ณ ชวงเวลา
ตาง ๆ ไดแก  20 40 และ 60 นาที จะมีการลดลงของเซลลโดยมีอัตราการรอดเทากับรอยละ 8.53 
5.80 และ 1.27 ตามลําดับ เปนตน 
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4.4 การคัดเลือกสายพันธุ B. subtilis ที่ปรับปรุงสายพันธุดวยรังสีอัลตราไวโอเลตที่
สามารถผลิต PGA ไดในข้ันปฐมภูม ิ(primary screening) 
 เขี่ยโคโลนีเช้ือท่ีคัดเลือกจานเพาะเล้ียงเช้ือท่ีมีคารอยละการรอดในชวง 0.1-10 มาทดสอบ
ปลูกเช้ือแบบจุด (spot test) ลงบนผิวของอาหารชุดควบคุม nutrient agar และ PGA agar บมท่ี
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในท่ีมืด เปนเวลา 24 ช่ัวโมง พบวาบน nutrient agar   มีเช้ือกลายพันธุท่ี
เกิดเมือกจํานวน 125 ไอโซเลต และเม่ือพิจารณาขนาดโคโลนีรวมเมือกบน PGA agar พบวา          
มีจํานวน 38 ไอโซเลต ท่ีมีขนาดโคโลนีรวมเมือกใหญกวาสายพันธุดั้งเดิม (SB-MYP-1) อยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ (P < 0.05) ดังแสดงในตารางท่ี 4.1 
 
ตารางที ่ 4.1  การคัดเลือกขั้นปฐมภูมิ (primary screening) ของ B. subtilis สายพันธุตาง ๆ ท่ี

ปรับปรุงสายพันธุดวยรังสีอัลตราไวโอเลต 

ไอโซเลต ขนาดโคโลนีรวมเมือกบน 
PGA agar (mm) ไอโซเลต ขนาดโคโลนีรวมเมือกบน 

PGA agar (mm) 

SB-MYP-1 (wild type) 6.0±0.00 UV-57 9.0±0.00 
UV-1 9.5±0.71 UV-60 11.0±0.00 
UV-4 10.5±2.12 UV-61 10.0±2.83 
UV-5 12.0±0.00 UV-62 12.0±2.83 

UV-13 12.5±0.71 UV-65 9.0±0.00 
UV-17 11.5±3.54 UV-66 11.0±1.41 
UV-18 11.5±2.12 UV-69 9.0±0.00 
UV-23 9.5±2.12 UV-71 9.5±0.71 
UV-24 9.0±4.24 UV-72 9.0±1.41 
UV-25 9.5±0.71 UV-79 9.5±4.95 
UV-26 9.0±1.41 UV-80 9.0±0.00 
UV-28 12.5±0.71 UV-81 9.5±0.71 
UV-29 11.5±2.12 UV-83 9.0±1.41 
UV-30 10.0±0.00 UV-89 9.0±0.00 
UV-31 9.5±0.71 UV-104 9.0±0.00 
UV-34 11.0±1.41 UV-109 11.0±0.00 
UV-36 9.5±0.71 UV-112 11.0±0.00 
UV-37 11.0±0.00 UV-113 10.0±1.41 
UV-38 9.0±1.41 UV-119 9.5±0.71 
UV-45 9.5±0.71   

 คือ มีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P < 0.05) กับสายพันธุดั้งเดิม (SB-MYP-1) 
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4.5 การคัดเลือกสายพันธุ B. subtilis ที่ปรับปรุงสายพันธุดวยรังสีอัลตราไวโอเลตที่
สามารถผลิต PGA ไดในข้ันทุติยภูมิ (secondary screening) 
 นํา B. subtilis สายพันธุกลายโดยรังสีอัลตราไวโอเลตท่ีคัดเลือกไดจากขั้นปฐมภูมิซ่ึง        
มีจํานวน 38 ไอโซเลต มาเล้ียงใน PGA broth ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในท่ีมืดเปนเวลา          
36 ช่ัวโมง บนเครื่องเขยาท่ีความเร็วรอบ 200 rpm เพ่ือทดสอบการผลิต PGA  พบวา UV-112 เพียง   
ไอโซเลตเดียวท่ีมีความสามารถในการผลิต PGA เทากับ 25.14±0.04 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ซ่ึง      
สูงกวาสายพันธุดั้งเดิม (SB-MYP-1) ท่ีมีความสามารถในการผลิตเพียง 22.55±0.20 มิลลิกรัมตอ
มิลลิลิตร อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P < 0.05) ดังแสดงในภาพท่ี 4.6 
 

 
ภาพที่  4.6  ความเขมขน PGA (mg/ml) ของเช้ือกลายพันธุท่ีผานการปรับปรุงสายพันธุดวยรังสี

อัลตราไวโอเลตสามารถผลิตได 
 คือ สายพันธุกลายท่ีผลิต PGA สูงกวาสายพันธุดั้งเดิม (SB-MYP-1) อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P < 0.05)  
 
  เม่ือพิจารณาจากจํานวนเช้ือกลายพันธุท่ีผานการปรับปรุงสายพันธุดวยรังสีอัลตราไวโอเลต
ไดจํานวน 38 ไอโซเลต พบวามี 6 ไอโซเลต ท่ีสามารถผลิต PGA ในชวง 0-5 mg/ml คิดเปน    
15.79 %  1 ไอโซเลตท่ีสามารถผลิต PGA ในชวง 10-14 mg/ml คิดเปน 2.63 %   30 ไอโซเลตท่ี
สามารถผลิต PGA ในชวง 15-24 mg/ml คิดเปน 78.95 %  และ 1 ไอโซเลตท่ีสามารถผลิต PGA 
ในชวง 0-5 mg/ml คิดเปน 2.63 %  (ภาพท่ี 4.7) ถึงแมวาสายพันธุกลาย (UV-112) ท่ีผานกลายพันธุ
แลวการผลิต PGA สูงกวาสายพันธุดั้งเดิมมีเพียง 2.63 %  อยางไรก็ตามยังมีสายพันธุท่ีสามารถ
เลือกใชหรือศึกษาในกลุมสายพันธุกลายท่ีมีการผลิต PGA ไมแตกตางกับสายพันธุดั้งเดิมมากถึง 
78.95 % 
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ภาพที่  4.7 จํานวน (รอยละ) ของเช้ือกลายพันธุท่ีผานการปรับปรุงสายพันธุดวยรังสีอัลตราไวโอเลต 

สามารถผลิต PGA ในชวงความเขมขนตาง ๆ 
 

จากการปรับปรุงสายพันธุดวยรังสีอัลตราไวโอเลตพบวา สายพันธุกลายมีการผลิต PGA 
สูงขึ้น เทาเดิมหรืออาจลดลง อันเนื่องจากการกลายพันธุดวยรังสีอัลตราไวโอเลต จะทําใหเกิด 
thymine dimer ในโมเลกุลของสายโพลินิวคลีโอไทด ทําใหเบสไทมีนไมสามารถจับคูกับอะดีนีน 
ของสายโพลินิวคลีโอไทดท่ีอยูตรงขามกันได สงผลใหเกิดการเปล่ียนแปลงของลําดับเบสใน     
โมโลกุลของโพลินิวคลีโอไทดแบบสุม เม่ือเกิดการสังเคราะห DNA ทําให DNA ท่ีมีลําดับเบส
เปล่ียนแปลงไปจากเดิม และเม่ือเกิดการถอดรหัสขึ้น จะทําใหไดรหัสพันธุกรรมท่ีเปล่ียนแปลงไป 
หากเกิดการกลายแลวรหัสพันธุกรรมท่ีเปล่ียนแปลงไปนั้นอยูในบริเวณท่ีเกี่ยวของกับการ
สังเคราะหโปรตีนท่ีเปนเอนไซมท่ีตองการ ก็จะทําใหไดสายพันธุท่ีมีความสามารถในการผลิต
เอนไซมหรือโปรตีนเปล่ียนแปลงไป (มาลินี สิงโตทอง, 2551; Siripong  et al. 2012; Toscano et al. 
2011; Zambare, 2010) ซ่ีงในงานวิจัยหลาย ๆ งานในปจจุบันไดนําเทคนิคการใชรังสี
อัลตราไวโอเลตมากลายพันธุจุลินทรียเพ่ือเพ่ิมสารเมตาบอไลซสําคัญมาใชในอุตสาหกรรมอาหาร 
จะทําใหไดเช้ือกลายพันธุใหมท่ีมีคุณสมบัติในการผลิตสารเมตาบอไลซสูงขึ้น หรือลดลงได 
ยกตัวอยางงานวิจัยของ Iftikhar et al. (2010) ใชรังสีอัลตราไวโอเลตกลายพันธุเช้ือรา         
Rhizopus oligosporus var. Microsporus เพ่ือการผลิตเอนไซมไลเปส พบวา มีเช้ือรากลายพันธุ        
6  ไอโซเลตท่ีใหผลผลิตเอนไซมไลเปสลดลง และมีเช้ือรากลายพันธุ 4 ไอโซเลตท่ีใหผลการผลิต
เอนไซมไลเปสสูงขึ้นเม่ือเปรียบเทียบกับสายพันธุดั้งเดิมอยางมีนัยสําคัญทางสถิต ิ
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4.6 การปรับปรุงสายพันธุโดยใชสารเคมี NTG 
 นํา B. subtilis SB-MYP-1ท่ีมีอายุการเจริญในช่ัวโมงท่ี 6 ซ่ึงเปนระยะกึ่งกลางทวีคูณ    
มาทําการปรับปรุงสายพันธุดวยสารเคมี NTG ตามวิธีการในขอ 3.6  จากนั้นนําเช้ือท่ีผานการ    
กลายพันธุดวย NTG บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 60 นาที  นับจํานวนโคโลนีท่ีรอด
ไดผลดังภาพท่ี 4.8  คัดเลือกเก็บโคโลนีบน nutrient agar ท่ีอยูในชวงเวลาท่ีมีคารอยละการรอด
เทากบั 0.1-10 ซ่ึงใหผลการใชสารเคมีในชวงความเขมขน 40 50 60 70 80 และ 90 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตร โดยมีอัตราการรอดรอยละ 0.009  0.005  0.003  0.003  0.003 และ 0.001 ตามลําดับ ไดเช้ือ
กลายพันธุใหมท้ังหมด 147 ไอโซเลต 
 
 

 
ภาพที่  4.8 ปริมาณเซลล () และรอยละการรอด () ของ B. subtilis SB-MYP-1 ท่ีผานการ 

สัมผัสสารเคมี NTG เปรียบเทียบกับรอยละการรอดของเซลลท่ีไมไดสัมผัส 
สารเคมี NTG  () ท่ีความเขมขน 0-100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

 

 จากภาพท่ี 4.8  เม่ือ B. subtilis สัมผัสสารเคมี NTG แตละความเขมขน พบวาจํานวนเซลลท่ี
รอดชีวิตจะลดลง เม่ือเพ่ิมความเขมขนของ NTG โดย NTG เปนสารเคมีในกลุม alkylating agent   
ท่ีสามารถเติมหมูเมทิลใหกับเบส ทําใหการจับคูเบสผิดพลาดไป เกิดการเปล่ียนแปลงลําดับเบส   
ในสาย DNA แบบสุม ขณะท่ีมีการสังเคราะห DNA ทําใหสาย DNA มีลําดับเบสเปล่ียนแปลงไป
จากเดิม เม่ือเกิดการถอดรหัสขึ้นจึงทําใหไดรหัสพันธุกรรมท่ีเปล่ียนแปลงไป เชนเดียวกับการ  
กลายพันธุดวยรังสีอัลตราไวโอเลต ถารหัสพันธุกรรมเปล่ียนแปลงไปจะทําใหบริเวณท่ีสังเคราะห
โปรตีนท่ีเปนองคประกอบสําคัญของเซลลเปล่ียนแปลงไป จนไมสามารถสรางโปรตีนชนิดนั้น  
ขึ้นได หรือสรางขึ้นมาไดแตองคประกอบเปล่ียนแปลงไปจนไมสามารถใชใหเปนประโยชนตอ
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เซลล เซลลนั้นจะตาย ซ่ึงเปนสาเหตุของการลดจํานวนเซลลลงหลังจากใชสารเคมี NTG ซ่ึง
สอดคลองกับงานวิจัยของ Siripong et al. (2012) เม่ือใชสารเคมี NTG ปรับปรุงสายพันธุ A. xylinum 
ATCC  10245 เพ่ือเพ่ิมการผลิตเซลลูโลส พบวาเม่ือใชสารเคมี NTG ณ ชวงความเขมขนตาง ๆ 
ไดแก  20  30  40  50 และ 60 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร จะมีการลดลงของเซลล โดยมีอัตราการรอด
เทากับรอยละ 8.0  6.0  5.33  2.50  และ 0.2 ตามลําดับ 
 
4.7 การคัดเลือกสายพันธุ B. subtilis ที่ปรับปรุงสายพันธุดวยสารเคมี NTG ในข้ัน  
ปฐมภูม ิ(primary screening) 

เขี่ยโคโลนีเช้ือท่ีคัดเลือกจานเพาะเล้ียงเช้ือท่ีมีคารอยละการรอดในชวง 0.1-10 มาทดสอบ
ปลูกเช้ือแบบจุด (spot test) ลงบนผิวของอาหารชุดควบคุม nutrient agar และ PGA agar บมท่ี
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในท่ีมืด เปนเวลา 24 ช่ัวโมง พบวาบน nutrient agar   มีเช้ือกลายพันธุท่ี
เกิดเมือกจํานวน 147 ไอโซเลต และเม่ือพิจารณาขนาดโคโลนีรวมเมือกบน PGA agar พบวา          
มีจํานวน 9 ไอโซเลต ท่ีมีขนาดโคโลนีรวมเมือกใหญกวาสายพันธุดั้งเดิม (SB-MYP-1) อยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ (P < 0.05) ดังแสดงในตารางท่ี 4.2 

 
ตารางที ่ 4.2 การคัดเลือกขั้นปฐมภูมิ (primary screening) ของ B. subtilis สายพันธุตาง ๆ ท่ี

ปรับปรุงสายพันธุดวยสารเคมี NTG 

ไอโซเลต ขนาดโคโลนีรวมเมือกบน PGA agar (mm) 

SB-MYP-1 (wild type) 6.0±0.00 
NTG-16 8.0±0.00 
NTG-17 8.0±0.00 
NTG-53 8.0±0.00 
NTG-88 8.0±0.00 

NTG-100 8.0±1.41 
NTG-130 9.0±0.00 
NTG-132 8.5±0.71 
NTG-146 8.5±0.71 
NTG-147 10.0±1.41 

 คือ มีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P < 0.05) กับสายพันธุดั้งเดิม (SB-MYP-1) 
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4.8 การคัดเลือกสายพันธุ B. subtilis ที่ปรับปรุงสายพันธุดวยสารเคมี NTG ที่สามารถ
ผลิต PGA ไดในข้ันทุติยภูมิ (secondary screening) 
 นํา B. subtilis สายพันธุกลายดวยสารเคมี NTG ท่ีคัดเลือกไดจากขั้นปฐมภูมิซ่ึงมีจํานวน    
9 ไอโซเลต มาเล้ียงใน PGA broth ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 36 ช่ัวโมง บนเครื่องเขยา
ท่ีความเร็วรอบ 200 rpm พบวามี 5 ไอโซเลต ไดแก NTG-17 NTG-53 NTG-88 NTG-132 และ 
NTG-146 ท่ีมีความสามารถในการผลิต PGA สูงกวาสายพันธุดั้งเดิม (SB-MYP-1) อยางมีนัยสําคัญ
ทางสถิติ (P < 0.05) ดังแสดงในภาพท่ี 4.9 
 
 

 
ภาพที่  4.9 ความเขมขน PGA (mg/ml) ของเช้ือกลายพันธุท่ีผานการปรับปรุงสายพันธุดวยสารเคมี 
 NTG สามารถผลิตได 
 คือ สายพันธุกลายท่ีผลิต PGA สูงกวาสายพันธุดั้งเดิม (SB-MYP-1) อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P < 0.05)  
 
4.9 การปรับปรุงสายพันธุโดยใชรังสีอัลตราไวโอเลตรวมกับสารเคมี NTG 
 จากการปรับปรุงสายพันธุ B. subtilis SB-MYP-1 ดวยรังสีอัลตราไวโอเลตในขอ 4.3 และ
การคัดเลือกขั้นทุติยภูมิในขอ 4.5 พบวา มีเพียง 1 ไอโซเลต คือ UV-112 ท่ีใหผลการผลิต PGA       
สูงกวาสายพันธุดั้งเดิม ณ ช่ัวโมงท่ี 36 ใน PGA broth อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P < 0.05) ดังนั้น     
จึงนําเช้ือกลายพันธุ  UV-112 มาทําการปรับปรุงสายพันธุ ซํ้ารวมกับสารเคมี NTG โดย                
ดําเนินการกลายพันธุตามวิธีการในขอ 3.7 
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 การปรับปรุงสายพันธุ B. subtilis UV-112 ดวยการกลายพันธุรวมกับสารเคมี NTG โดย
ใชเช้ือเริ่มตนท่ีมีอายุ 6 ช่ัวโมงในชวง mid log phase แลวดําเนินการกลายพันธุตามวิธีการในขอ 3.3 
จากนั้นนําเช้ือท่ีผานการกลายพันธุดวย NTG บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 60 นาที  
นับจํานวนโคโลนีท่ีรอดไดผลดังภาพท่ี 4.10  คัดเลือกเก็บโคโลนีบน nutrient agar ท่ีอยูในชวงเวลา
ท่ีมีคารอยละการรอดเทากับ 0.1-10 ซ่ึงใหผลการใชสารเคมีในชวงความเขมขน 40 50 และ 60 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร โดยมีอัตราการรอดรอยละ 0.002  0.001 และ 0.001 ตามลําดับ ไดเช้ือ  
กลายพันธุใหมท้ังหมด 84 ไอโซเลต  
 
 

 
ภาพที่  4.10 ปริมาณเซลล () และรอยละการรอด () ของ B.subtilis SB-MYP-1 ท่ีผานการ

ฉายรังสีอัลตราไวโอเลตรวมกับสัมผัสสารเคมี NTG เปรียบเทียบกับรอยละการรอด
ของเซลลท่ีไมไดสัมผัสสารเคมี NTG () ท่ีความเขมขน 0-100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  

 
4.10 การคัดเลือกสายพันธุ B. subtilis ที่ปรับปรุงสายพันธุดวยรังสีอัลตราไวโอเลต
รวมกับสารเคมี NTG ในข้ันปฐมภูม ิ(primary screening) 

เขี่ยโคโลนีเช้ือท่ีคัดเลือกจานเพาะเล้ียงเช้ือท่ีมีคารอยละการรอดในชวง 0.1-10 มาทดสอบ
ปลูกเช้ือแบบจุด (spot test) ลงบนผิวของอาหารชุดควบคุม nutrient agar และ PGA agar บมท่ี
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในท่ีมืด เปนเวลา 24 ช่ัวโมง พบวาบน nutrient agar   มีเช้ือกลายพันธุท่ี
เกิดเมือกจํานวน 84 ไอโซเลต และเม่ือพิจารณาขนาดโคโลนีรวมเมือกบน PGA agar พบวา            
มีจํานวน 12 ไอโซเลต ท่ีมีขนาดโคโลนีรวมเมือกใหญกวาสายพันธุดั้งเดิม (SB-MYP-1) อยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ (P < 0.05) ดังแสดงในตารางท่ี 4.3 
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ตารางที ่ 4.3 การคัดเลือกขั้นปฐมภูมิ (primary screening) ของ B. subtilis สายพันธุตาง ๆ ท่ี
ปรับปรุงสายพันธุดวยรังสีอัลตราไวโอเลตรวมกับสารเคมี NTG 

ไอโซเลต ขนาดโคโลนีรวมเมือกบน PGA agar (mm) 

SB-MYP-1 (wild type) 6.0±0.00 
UN-9 9.5±3.54 
UN-16 9.5±2.12 
UN-19 9.0±0.00 
UN-20 8.0±0.00 
UN-23 10.0±0.00 
UN-43 12.0±0.00 
UN-48 9.0±0.00 
UN-59 9.0±0.00 
UN-76 10.5±0.71 
UN-77 11.0±1.41 
UN-81 9.0±0.00 
UN-84 9.0±0.00 

 คือ มีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P < 0.05) กับสายพันธุดั้งเดิม (SB-MYP-1) 
 
4.11 การคัดเลือกสายพันธุ B. subtilis ที่ปรับปรุงสายพันธุดวยรังสีอัลตราไวโอเลต
รวมกับสารเคมี NTG ที่สามารถผลิต PGA ไดในข้ันทุติยภูมิ (secondary screening) 

นํา B. subtilis สายพันธุกลายดวยรังสี UV รวมกับสารเคมี NTG ท่ีคัดเลือกไดจากขั้น    
ปฐมภูมิซ่ึงมีจํานวน 12 ไอโซเลต มาเล้ียงใน PGA broth ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา             
36 ช่ัวโมง บนเครื่องเขยาท่ีความเร็วรอบ 200 rpm พบวามี 4 ไอโซเลต ไดแก UN-43 UN-48 UN-81 
และ UN-84 ท่ีมีความสามารถในการผลิต PGA สูงกวาสายพันธุดั้งเดิม (SB-MYP-1) อยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ (P < 0.05) ดังแสดงในภาพท่ี 4.11 
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ภาพที่  4.11 ความเขมขน PGA (mg/ml) ของเช้ือกลายพันธุท่ีผานการปรับปรุงสายพันธุดวยรังสี
อัลตราไวโอเลตรวมกับสารเคมี NTG สามารถผลิตได 

 คือ สายพันธุกลายท่ีผลิต PGA สูงกวาสายพันธุดั้งเดิม (SB-MYP-1) อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P < 0.05)  
 
 จากการปรับปรุงสายพันธุ B. subtilis SB-MYP-1 โดยวิธีการกลายพันธุดวยรังสี
อัลตราไวโอเลต สารเคมี NTG และรังสีอัลตราไวโอเลตรวมกับสารเคมี NTG  ไดเช้ือกลายพันธุ    
ท่ีมีความสามารถในการผลิต PGA สูงสุด ณ ช่ัวโมงท่ี 36 จํานวน 10 ไอโซเลต ไดแก UV-112       
NTG-17  NTG-53  NTG-88  NTG-132  NTG-146  UN-43  UN-48  UN-81  และ UN-84  จึงนํา 
เช้ือกลายพันธุท้ัง 10 ไอโซเลตนี้ไปศึกษากราฟการเจริญมาตรฐาน  การเจริญและการผลิต PGA ใน
อาหารเล้ียงเช้ือสองชนิดคือ nutrient broth   PGA broth และระหวางกระบวนการหมักถ่ัวเหลือง 
โดยเปรียบเทียบกับสายพันธุ SB-MYP-1 ในขั้นตอนตอไป 
 
4.12 การเจริญมาตรฐานของ B. subtilis ที่ผานการปรับปรุงสายพันธุ 
 จากการศึกษาการเจริญมาตรฐานของ B. subtilis ท่ีผานการปรับปรุงดวยรังสี
อัลตราไวโอเลต สารเคมี NTG และรังสีอัลตราไวโอเลตรวมกับสารเคมี NTG  ใน nutrient broth 
โดยทําการตรวจนับการเจริญ ในแตละชวงเวลา (ภาพท่ี 4.12) พบวา เช้ือกลายพันธุทุกไอโซเลตมี
การเจริญในชวงระยะ log phase ท่ี 2-8 ช่ัวโมง และจะเริ่มเขาสูระยะ stationary phase ในช่ัวโมงท่ี 
10  โดยระยะ stationary phase นี้จะเปนระยะท่ีกลาเช้ือ B. subtilis เริ่มมีการปลอดปลอย PGA 
ออกมาในระหวางกระบวนการหมัก (Sung et al. 2005) ซ่ึงจะมีการศึกษาการผลิต PGA ในชวง
ระยะเวลา 72 ช่ัวโมงระหวางการเจริญในอาหารเล้ียงเช้ือและระหวางการหมักถ่ัวเหลืองโดยจะ
ติดตามการเจริญ คา pH และการผลิต PGA ทุก 12 ช่ัวโมงในขั้นตอนตอไป 
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ภาพที่  4.12 กราฟการเจริญมาตรฐานของ B. subtilis ท่ีผานการปรับปรุงสายพันธุ  
ก) รังสีอัลตราไวโอเลต ข) สารเคมี NTG และ ค) รังสีอัลตราไวโอเลตรวมกับสารเคมี
NTG เทียบกับสายพันธุดั้งเดิม (SB-MYP-1) 
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4.13 การศึกษาการเจริญและการผลิต PGA ของ B. subtilis ที่ผานการปรับปรุงสายพันธุ
ในอาหารเลี้ยงเช้ือและในระหวางกระบวนการหมักถั่วเหลือง 
 4.13.1 ศึกษาการเจริญและการผลิต PGA ของ B. subtilis ท่ีผานการปรับปรุงสายพันธุดวย
รังสีอัลตราไวโอเลตใน nutrient broth   
  การเจริญของ B. subtilis สายพันธุท่ีปรับปรุงดวยรังสีอัลตราไวโอเลต (UV-112) 
ใน nutrient broth เม่ือเปรียบเทียบกับสายพันธุดั้งเดิม (SB-MYP-1) ในภาพท่ี 4.13 พบวา UV-112  
มีการเจริญลดลงในชวงช่ัวโมงท่ี 36 แตสายพันธุดั้งเดิมยังคงมีการเจริญในช่ัวโมงท่ี 36 และ 48     
ซ่ึงอาจเปนไปไดวาผลของรังสีอัลตราไวโอเลตทําใหการแสดงออกทางพันธุกรรมของกลาเช้ือกลาย
พันธุเปล่ียนแปลงไปจากเดิม สอดคลองกับงานวิจัยของ Kadam et al. (2006) มีการเปรียบเทียบ        
การเจริญของ L. delbrueckii ท่ีผานการปรับปรุงสายพันธุดวยรังสีอัลตราไวโอเลต พบวา เช้ือ   
กลายพันธุมีรูปแบบการเจริญชวงระยะเวลา 72 ช่ัวโมงแตกตางกับ L. delbrueckii NCIM 2365 ซ่ึง
เปนเช้ือสายพันธุดั้งเดิม    จากการเจริญนี้สามารถพิจารณารวมกับการเปล่ียนแปลงคา pH พบวา 
nutrient broth ท่ีเล้ียงสายพันธุดั้งเดิมมีคา  pH สูงสุด ณ ชั่วโมงที่ 36 ค ือเทากับ 7.91           
(ภาพท่ี 4.14) เนื่องจาก B. subtilis SB-MYP-1 มีการใชแหลงคารบอน แหลงไนโตรเจนใน 
nutrient  broth  และมีสารเมตาบอไลซ ซึ่งเปนผลผลิตสําคัญ เชน แอมโมเนีย ออกมาใน
ระหวางการ เ จริญ สงผลใหทําใหสภาวะใน อาหารเ ลี ้ยง เ ชื ้อ เปนดาง  ใ นขณะเดียวก ัน    
nutrient broth ท่ีเล้ียงเช้ือกลายพันธุ UV-112 มีคา pH คงท่ี ณ ชั่วโมงที่ 36 48 60 และ 72 คือ
เทากับ 6.67 6.91 6.69 และ 6.63 ตามลําดับ ซ่ึงแสดงใหเห็นวา UV-112 มีความสามารถในการ
ใชสารอาหารไดนอยกวาสายพันธุดั้งเดิม จึงทําใหมีการผลิตแอมโมเนียไดนอย  
  การผลิต PGA ของ B. subtilis UV-112 ใน nutrient broth เม่ือเปรียบเทียบกับ   
สายพันธุดั้งเดิม ในภาพท่ี 4.15 พบวามีความสามารถในการผลิต PGA อยางสมํ่าเสมอ และ      
ความเขมขน PGA สูงกวาสายพันธุดั้งเดิมในชวงระยะเวลา 72 ช่ัวโมงอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ     
(P < 0.05) เปนผลเนื่องจากรังสีอัลตราไวโอเลตจากการปรับปรุงสายพันธุ ทําใหกลาเช้ือกลายพันธุ  
มีความสามารถในการผลิตสารเมตาบอไลซเพ่ิมสูงขึ้น ดังเชนตัวอยางงานวิจัยท่ีมีการใชรังสี
อัลตราไวโอเลตกลายพันธุ L. delbrueckii NCIM 2365 เพ่ือปรับปรุงการผลิตกรดแลคติก พบวา  
กลาเช้ือสายพันธุกลาย มีการผลิตกรดแลคติกสูงและสมํ่าเสมอกวาสายพันธุดั้งเดิม (Kadam et al. 
2006) 
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ภาพที่  4.13 การเจริญของ B. subtilis ท่ีผานการปรับปรุงสายพันธุดวยรังสีอัลตราไวโอเลต  UV 

112 () เปรียบเทียบกับสายพันธุดั้งเดิม SB-MYP-1 () ใน nutrient broth  เปน
เวลา 72 ช่ัวโมง 

 
 

 
ภาพที่  4.14 การเปล่ียนแปลงคาความเปนกรด-ดาง (pH) ของ nutrient broth เม่ือมีการเจริญ 

ของ B. subtilis ท่ีผานการปรับปรุงสายพันธุดวยรังสีอัลตราไวโอเลต UV-112 () 
เปรียบเทียบกับสายพันธุดั้งเดิม SB-MYP-1 () ใน nutrient broth เปนเวลา           
72 ช่ัวโมง 
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ภาพที่  4.15 ความเขมขน PGA (mg/ml) ท่ีผลิตโดย B. subtilis ท่ีผานการปรับปรุงสายพันธุดวย 

รังสีอัลตราไวโอเลต UV-112 () เปรียบเทียบกับสายพันธุดั้งเดมิ SB-MYP-1 () 
ใน nutrient broth เปนเวลา 72 ช่ัวโมง 

 
4.13.2 ศึกษาการเจริญและการผลิต PGA ของ B. subtilis ท่ีผานการปรับปรุงสายพันธุดวย

รังสีอัลตราไวโอเลตใน PGA broth   
  การเจริญของ B. subtilis สายพันธุท่ีปรับปรุงดวยรังสีอัลตราไวโอเลต (UV-112) 
ใน PGA broth เม่ือเปรียบเทียบกับสายพันธุดั้งเดิม (SB-MYP-1)   ภาพท่ี 4.16 พบวา UV-112         
มีการเจริญท่ีช่ัวโมงท่ี 12 และ 24 ซ่ึงเปนระยะ stationary phase สูงกวาสายพันธุดั้งเดิมอยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ (P < 0.05) ซ่ึงกลาเช้ือกลายพันธุอาจมีความสามารถในการใชสารอาหารใน  
PGA broth ไดดีกวากลาเช้ือสายพันธุดั้งเดิม ในขณะเดียวกันคา pH ของ PGA broth ท่ีเล้ียง            
B. subtilis สายพันธุดั้งเดิมและ UV-112 มีคา pH ลดลง ณ ช่ัวโมงท่ี 36  เทากับ 5.75 และ 5.99 
ตามลําดับ (ภาพท่ี 4.17) ซ่ึงเปนผลอันเนื่องมาจากกลาเช้ือมีการใชสารอาหารใน PGA broth เชน   
L-glutamic acid น้ําตาลกลูโคส เกิดการปลดปลอย PGA ออกมา ทําใหมีความเขมขน PGA สูงขึ้น
ในอาหารเล้ียงเช้ือ  สงผลใหมีสภาวะเปนกรด (Chiu et al. 2004)  แตเม่ือพิจารณาถึงความเขมขน
ของ  PGA ในอาหารเล้ียงเช้ือ (ภาพท่ี 4.18) พบวา UV-112 มีการผลิต PGA สูงกวาสายพันธุดั้งเดิม 
ณ ช่ัวโมงท่ี 24 และ 36 อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P < 0.05) แตไมมีความสมํ่าเสมอเม่ือเปรียบเทียบ
กับการผลิต PGA  ของกลาเช้ือสายพันธุดั้งเดิม ดังนั้น UV-112 อาจไมเหมาะสมท่ีจะนําไปเปน   
กลาเช้ือเพ่ือการผลิต PGA ใน PGA broth 
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ภาพที่  4.16 การเจริญของ B. subtilis ท่ีผานการปรับปรุงสายพันธุดวยรังสีอัลตราไวเลต UV-112 

() เปรียบเทียบกับสายพันธุดั้งเดิม SB-MYP-1 () ใน PGA broth เปนเวลา        
72 ช่ัวโมง 

 
 

 
ภาพที่  4.17 การเปล่ียนแปลงคาความเปนกรด-ดาง (pH) ของ PGA broth เม่ือมีการเจริญของ 

B. subtilis ท่ีผานการปรับปรุงสายพันธุดวยรังสีอัลตราไวโอเลต UV-112 () 
เปรียบเทียบกับสายพันธุดั้งเดิม SB-MYP-1 () ใน PGA broth เปนเวลา 72 ช่ัวโมง 
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ภาพที่  4.18 ความเขมขน PGA (mg/ml) ท่ีผลิตโดย B. subtilis ท่ีผานการปรับปรุงสายพันธุดวย 

รังสีอัลตราไวโอเลต UV-112 () เปรียบเทียบกับสายพันธุดั้งเดิม SB-MYP-1 () 
ใน PGA broth เปนเวลา 72 ช่ัวโมง 

 
4.13.3 ศึกษาการเจริญและการผลิต PGA ของ B. subtilis ท่ีผานการปรับปรุงสายพันธุดวย

รังสีอัลตราไวโอเลตในระหวางการหมักถ่ัวเหลือง 
การเจริญของ B. subtilis สายพันธุท่ีปรับปรุงดวยรังสีอัลตราไวโอเลต (UV-112) 

ในระหวางการหมักถ่ัวเปนเวลา 72 ช่ัวโมง เม่ือเปรียบเทียบกับสายพันธุดั้งเดิม (SB-MYP-1) ใน
ภาพท่ี 4.19 พบวาไมมีความแตกตางกัน โดยจะมีระยะ stationary phase ตั้งแตช่ัวโมงท่ี 12 ถึง 48  
คา pH มีแนวโนมเพ่ิมสูงขึ้น (ภาพท่ี 4.20) เนื่องจากกลาเช้ือ B. subtilis มีการผลิตเอนไซมท่ีสําคัญ 
เชน อะไมเลส  โปรติเอส มายอยสับสเตรทท่ีสําคัญในถ่ัวเหลือง เชน โปรตีน คารโบไฮเดรต โดย
สับสเตรทท่ีมีปริมาณสูงสุดคือ โปรตีน ทําใหมีปริมาณแอมโมเนียและคา pH สูงขึ้นในระหวาง  
การหมักถ่ัวเหลือง  ซ่ึงคุณลักษณะทางเคมีท่ีดีของถ่ัวเหลืองหมักจะมีคา pH จะอยูในชวง 7.5-8.5  
ซ่ึงจะแปรผันตรงกับปริมาณแอมโมเนียในระหวางหมักคือ 0.8 -1.0 % (Allagheny et al. 1996, 
Visessanguan et al. 2005)   เม่ือพิจารณาการเจริญในภาพท่ี 4.19 ควบคูกับการผลิต PGA ในภาพท่ี 
4.21 พบวาระหวางการหมักถ่ัวเหลืองดวยกลาเช้ือสายพันธุดั้งเดิมจะมีการผลิต PGA ท่ีสูงและ
สมํ่าเสมอกวาการใช UV-112 โดยกลาเช้ือจะมีการปลดปลอย PGA ตั้งแตช่ัวโมงท่ี 12 ซ่ึงเปนระยะ 
stationary phase แตอยางไรก็ตามสายพันธุ UV-112 มีการผลิต PGA ท่ีนอยกวาสายพันธุดั้งเดิม 
ดังนั้น UV-112 อาจไมเหมาะสมท่ีจะนําไปเปนกลาเช้ือในการหมักถ่ัวเหลือง 
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ภาพที่  4.19 การเจริญของ B. subtilis ท่ีผานการปรับปรุงสายพันธุดวยรังสีอัลตราไวโอเลต  

UV-112 () เปรียบเทียบกับสายพันธุดั้งเดิม SB-MYP-1 () ในระหวางการหมักถ่ัว
เหลืองเปนเวลา 72 ช่ัวโมง 

 
 

 
ภาพที่  4.20 การเปล่ียนแปลงคาความเปนกรด-ดาง (pH) ในระหวางการหมักถ่ัวเหลืองดวย 

B. subtilis ท่ีผานการปรับปรุงสายพันธุดวยรังสีอัลตราไวโอเลต UV-112 ()  
เปนกลาเช้ือเปรียบเทียบกับสายพันธุดั้งเดิม SB-MYP-1 () เปนเวลา 72 ช่ัวโมง 
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ภาพที่  4.21 ความเขมขน PGA (mg/g) ท่ีผลิตโดย B. subtilis ท่ีผานการปรับปรุงสายพันธุดวยรังสี 

อัลตราไวโอเลต UV-112 () เปนกลาเช้ือเปรียบเทียบกับสายพันธุดั้งเดิม SB-MYP-1 
() ในระหวางการหมักถ่ัวเหลืองเปนเวลา 72 ช่ัวโมง 

 
 จากการศึกษาการเจริญและการผลิต PGA ของ B. subtilis ท่ีผานการปรับปรุงสายพันธุ
ดวยรังสีอัลตราไวโอเลตในอาหารเล้ียงเช้ือท้ัง 2 ชนิดและในระหวางการหมักถ่ัวเหลือง จะไดวา 
การผลิต PGA ของกลาเช้ือกลายพันธุในแตละสภาวะไมมีความสมํ่าเสมอเม่ือเปรียบเทียบกับ     
สายพันธุดั้งเดิม ดังนั้นจึงไมมีความเหมาะสมท่ีจะนําไปเปนกลาเช้ือเพ่ือการผลิต PGA  
 

4.13.4 ศึกษาการเจริญและการผลิต PGA ของ B. subtilis ท่ีผานการปรับปรุงสายพันธุดวย
สารเคมี NTG ใน nutrient broth   
  การเจริญของ B. subtilis ท่ีผานการปรับปรุงสายพันธุดวยสารเคมี NTG ท้ัง           
5 ไอโซเลต ไดแก NTG -17 NTG-53 NTG-88 NTG-132 และ NTG-146 ใน nutrient broth เปนเวลา 
72 ช่ัวโมงโดยเปรียบเทียบกับสายพันธุดั้งเดิม (ภาพท่ี 4.22) พบวาเช้ือกลายพันธุ 5 ไอโซเลตเริ่มมี
ปริมาณลดลง ณ ช่ัวโมงท่ี 48 อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P < 0.05)  คา pH ใน nutrient broth              
มีรูปแบบท่ีแตกตางกันในแตละไอโซเลต ซ่ึงสภาวะการหมักของแตละไอโซเลตนั้นจะเริ่มเขาสู
สภาวะดางในแตละช่ัวโมงท่ีแตกตางกัน โดย  NTG -17 NTG-53 NTG-88 NTG-132 และสายพันธุ
ดั้งเดิม จะเริ่มเขาสูสภาวะดางในช่ัวโมงท่ี 36  แต NTG-146 จะเขาสูสภาวะดางในช่ัวโมงท่ี 48  
(ภาพท่ี 4.23)    การผลิต PGA ของกลาเช้ือกลายพันธุท้ัง 5 ไอโซเลตใน nutrient broth  (ภาพท่ี 4.24) 
พบวามีการผลิตท่ีสูงกวาสายพันธุดั้งเดิมอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P < 0.05) แตไมมีความ
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สมํ่าเสมอ  จะเห็นไดวารูปแบบการผลิต PGA และการเจริญในอาหารเล้ียงเช้ือ nutrient broth       
แตละไอโซเลตของกลาเช้ือกลายพันธุดวยสารเคมี NTG มีความแตกตางกัน เนื่องจากเปนผลของ
สารกอกลายพันธุ NTG  ท่ีสามารถเติมหมูเมทิลใหกับเบสภายในสาย DNA ทําใหการจับคูเบส
ผิดพลาดไป เกิดการเปล่ียนแปลงลําดับเบสในสาย DNA แบบสุม เม่ือเกิดการถอดรหัสขึ้นจึงทําให
ไดรหัสพันธุกรรมท่ีเปล่ียนแปลงไป สงผลใหการแสดงออกทางพันธุกรรมเปล่ียนแปลงไป    
(มาลินี สิงโตทอง, 2551) 
 

 
ภาพที่  4.22 การเจริญของ B. subtilis ท่ีผานการปรับปรุงสายพันธุดวยสารเคมี NTG ไดแก NTG-17 

() NTG-53 () NTG-88 () NTG-132 () และ NTG-146 () เปรียบเทียบกับ
สายพันธุดั้งเดิม SB-MYP-1 () ใน nutrient broth เปนเวลา 72 ช่ัวโมง 

 

 
ภาพที่  4.23 การเปล่ียนแปลงคาความเปนกรด-ดาง (pH) ของ nutrient  broth เม่ือมีการเจริญของ  

B. subtilis ท่ีผานการปรับปรุงสายพันธุดวยสารเคมี NTG ไดแก NTG-17 () NTG-53 
() NTG-88 () NTG-132 () และ NTG-146 () เปรียบเทียบกับสายพันธุดั้งเดิม 
SB-MYP-1 () เปนเวลา 72 ช่ัวโมง 
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ภาพที่  4.24 ความเขมขน PGA (mg/ml) ท่ีผลิตโดย B. subtilis ท่ีผานการปรับปรุงสายพันธุดวย 
 สารเคมี NTG ไดแก NTG-17 () NTG-53 () NTG-88 () NTG-132 () และ 

NTG-146 () เปรียบเทียบกับสายพันธุดั้งเดิม SB-MYP-1 () ใน nutrient broth  
เปนเวลา 72 ช่ัวโมง 

 
4.13.5 ศึกษาการเจริญและการผลิต PGA ของ B. subtilis ท่ีผานการปรับปรุงสายพันธุดวย

สารเคมี NTG ใน PGA broth 
 การเจริญของ B. subtilis ท่ีผานการปรับปรุงสายพันธุดวยสารเคมี NTG ท้ัง           

5 ไอโซเลต (ภาพท่ี 4.25) พบวากลาเช้ือกลายพันธุมีความสามารถในการเจริญใน PGA broth        
สูงกวากลาเช้ือสายพันธุดั้งเดิมในชวงระยะเวลา 72 ช่ัวโมง   คา pH พบวา PGA broth ท่ีเล้ียง      
กลาเช้ือกลายพันธุและสายพันธุดั้งเดิมมีคาลดลง ณ ช่ัวโมงท่ี 48 อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ              
(P < 0.05) ดังแสดงในภาพท่ี 4.26 ซ่ึงเปนผลอันเนื่องมาจากกลาเช้ือมีการใชสารอาหารใน PGA 
broth ทําให   มีการผลิต PGA เกิดสภาวะอาหารเล้ียงเช้ือเปนกรด (Chiu et al. 2004)   พิจารณา
ควบคูกับภาพท่ี 4.27 พบวาเช้ือกลายพันธุท้ัง 5 ไอโซเลตมีความสามารถในการผลิต PGA สูงกวา
สายพันธุดั้งเดิมอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P < 0.05) โดยทุกสายพันธุกลายมีการผลิต PGA ขึ้น       
ณ ช่ัวโมงท่ี 12 ซ่ึงเปนระยะ  stationary phase ของการเจริญและมีการผลิตอยางสมํ่าเสมอในชวง
ระยะเวลา 72 ช่ัวโมง ดังนั้นกลาเช้ือกลายพันธุดวยสารเคมี NTG อาจมีความเหมาะสมท่ีจะนําไป
เปนกลาเช้ือเพ่ือการผลิต PGA ใน PGA broth 
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ภาพที่  4.25 การเจริญของ B. subtilis ท่ีผานการปรับปรุงสายพันธุดวยสารเคมี NTG ไดแก 

NTG-17 () NTG-53 () NTG-88 () NTG-132 () และ NTG-146 () 
เปรียบเทียบกับสายพันธุดั้งเดิม SB-MYP-1 () ใน PGA broth เปนเวลา         
72 ช่ัวโมง 

 
 

 
ภาพที่  4.26 การเปล่ียนแปลงคาความเปนกรด-ดาง (pH) ของ PGA broth เม่ือมีการเจริญของ 

B. subtilis ท่ีผานการปรับปรุงสายพันธุดวยสารเคมี NTG ไดแก NTG-17 ()      
NTG-53 () NTG-88 () NTG-132 () และ NTG-146 () เปรียบเทียบกับสาย
พันธุดั้งเดิม SB-MYP-1 () เปนเวลา 72 ช่ัวโมง 
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ภาพที่  4.27 ความเขมขน PGA (mg/ml) ท่ีผลิตโดย B. subtilis ท่ีผานการปรับปรุงสายพันธุดวย 

สารเคมี NTG ไดแก NTG-17 () NTG-53 () NTG-88 () NTG-132 () และ 
NTG-146 () เปรียบเทียบกับสายพันธุดั้งเดิม SB-MYP-1 () ใน PGA broth      
เปนเวลา 72 ช่ัวโมง 

 
4.13.6 ศึกษาการเจริญและการผลิต PGA ของ B. subtilis ท่ีผานการปรับปรุงสายพันธุดวย

สารเคมี NTG ในระหวางการหมักถ่ัวเหลือง 
 การเจริญของ B. subtilis ท่ีผานการปรับปรุงสายพันธุดวยสารเคมี NTG ท้ัง           

5 ไอโซเลต (ภาพท่ี 4.28) พบวากลาเช้ือกลายพันธุ NTG- 17 NTG-88 NTG-132 และ NTG-146     
มีความสามารถในการเจริญในระหวางการหมักถ่ัวเหลืองสูงกวากลาเช้ือสายพันธุดั้งเดิม  ณ  ช่ัวโมง   
ท่ี 12  ซ่ึงแตกตางกับ NTG-53 ท่ีมีความสามารถในการเจริญนอยกวาสายพันธุดั้งเดิมในชวง
ระยะเวลา 72 ช่ัวโมงของการหมัก จึงแสดงใหเห็นวา NTG-53 มีความสามารถในการใชสารอาหาร
หลักในถ่ัวเหลืองนอยกวากลาเช้ือกลายพันธุตัวอ่ืนๆ  คา pH (ภาพท่ี 4.29) พบวามีกลาเช้ือ        
กลายพันธุ NTG-53 NTG-132 และสายพันธุดั้งเดิม มีการหมักในสภาวะดาง ณ ช่ัวโมงท่ี 36  ท่ีมีคา 
pH เทากับ 7.84 8.01 และ 7.78 ตามลําดับ   NTG-17 NTG-88 และ NTG-146 มีการหมักในสภาวะ
ดาง ณ ช่ัวโมงท่ี 60 ท่ีมีคา pH เทากับ 8.24 7.58 และ 8.19 ตามลําดับ เช่ือมโยงไดวาอัตราการผลิต
แอมโมเนียของแตละไอโซเลตจากการใชสารอาหารโปรตีนในถ่ัวเหลืองมีความแตกตางกัน สงผล
ใหคา pH มีความเปนดางแตกตางกันในแตละชวงเวลาของการหมักถ่ัวเหลือง  การผลิต PGA ใน
ระหวางการหมักถ่ัวเหลือง (ภาพท่ี 4.30) พบวากลาเช้ือกลายพันธุท้ัง 5 ไอโซเลตมีการผลิต PGA สูง 
ณ ช่ัวโมงท่ี 12 แตไมมีความสมํ่าเสมอเม่ือเปรียบเทียบกับสายพันธุดั้งเดิม ดังนั้นกลาเช้ือสายพันธุ
กลายดวยสารเคมี NTG อาจไมเหมาะสมท่ีจะนําไปเปนกลาเช้ือเพ่ือการผลิต PGA ในถ่ัวเหลืองหมัก 
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ภาพที่  4.28 การเจริญของ B. subtilis ท่ีผานการปรับปรุงสายพันธุดวยสารเคมี NTG ไดแก  

NTG-17 () NTG-53 () NTG-88 () NTG-132 () และ NTG-146 () เปน 
กลาเช้ือเปรียบเทียบกับสายพันธุดั้งเดิม SB-MYP-1 () ในระหวางการหมักถ่ัวเหลือง
เปนเวลา 72 ช่ัวโมง 

 

 
ภาพที่  4.29  การเปล่ียนแปลงคาความเปนกรด-ดาง (pH) ในระหวางการหมักถ่ัวเหลืองดวย 

B. subtilis ท่ีผานการปรับปรุงสายพันธุดวยสารเคมี NTG ไดแก NTG-17 ()     
NTG-53 () NTG-88 () NTG-132 () และ NTG-146 () เปนกลาเช้ือ
เปรียบเทียบกับ สายพันธุดั้งเดิม SB-MYP-1 () ในระหวางการหมักถ่ัวเหลืองเปน
เวลา 72 ช่ัวโมง 
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ภาพที่  4.30 ความเขมขน PGA (mg/g) ท่ีผลิตโดย B. subtilis ท่ีผานการปรับปรุงสายพันธุดวย 
 สารเคมี NTG ไดแก NTG-17 () NTG-53 () NTG-88 () NTG-132 () และ 

NTG-146 () เปนกลาเช้ือเปรียบเทียบกับสายพันธุดั้งเดิม SB-MYP-1 () ใน
ระหวางการหมักถ่ัวเหลืองเปนเวลา 72 ช่ัวโมง 

 
จากการศึกษาการเจริญและการผลิต PGA ของ B. subtilis ท่ีผานการปรับปรุงสายพันธุ

ดวยสารเคมี NTG ในอาหารเล้ียงเช้ือท้ัง 2 ชนิดและในระหวางการหมักถ่ัวเหลือง จะไดวา          
การผลิต PGA ของกลาเช้ือกลายพันธุในอาหารเล้ียงเช้ือ PGA broth มีความเขมขนสูงและสมํ่าเสมอ
เม่ือเปรียบเทียบกับสายพันธุดั้งเดิม ดังนั้นจึงมีความเหมาะสมท่ีจะนําไปเปนกลาเช้ือเพ่ือการผลิต 
PGA ใน PGA broth ในอุตสาหกรรมตอไป 
 

4.13.7 ศึกษาการเจริญและการผลิต PGA ของ B. subtilis ท่ีผานการปรับปรุงสายพันธุดวย
รังสีอัลตราไวโอเลตรวมกับสารเคมี NTG ใน nutrient broth 

 การเจริญของ B. subtilis ท่ีผานการปรับปรุงสายพันธุดวยรังสีอัลตราไวโอเลต
รวมกับสารเคมี NTG ท้ัง 4 ไอโซเลต ไดแก UN-43 UN-48 UN-81 และ UN-84 ใน nutrient broth 
เปนเวลา 72 ช่ัวโมงโดยเปรียบเทียบกับสายพันธุดั้งเดิม (ภาพท่ี 4.31) พบวาเช้ือกลายพันธุ 4          
ไอโซเลตเริ่มมีปริมาณลดลง ณ ช่ัวโมงท่ี 48 อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P < 0.05)  คา pH ใน nutrient 
broth มีรูปแบบท่ีแตกตางกันในแตละไอโซเลต ซ่ึงสภาวะการหมักของแตละไอโซเลตจะเริ่มเขาสู
สภาวะดางใน  แตละช่ัวโมงท่ีแตกตางกัน โดย  UN-84 และสายพันธุดั้งเดิม  เริ่มเขาสูสภาวะดางใน
ช่ัวโมงท่ี 36  ซ่ึงมีคา pH เทากับ 8.01  และ 7.91 ตามลําดับ UN-43 จะเขาสูสภาวะดางในช่ัวโมงท่ี 
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48 ซ่ึงมีคา pH เทากับ 8.30  แตมี 2 ไอโซเลต คือ UN-48 และ UN-81 ท่ีมีคา pH คงท่ีและมีสภาพ
เปนกลาง (ภาพท่ี 4.32)   การผลิต PGA ของกลาเช้ือกลายพันธุท้ัง 4 ไอโซเลตใน nutrient broth  
(ภาพท่ี 4.33) พบวามีการผลิตท่ีสูงกวาสายพันธุดั้งเดิมอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P < 0.05)            
แตหลังจากช่ัวโมงท่ี 12 ความเขมขนของ PGA ท่ีกลาเช้ือผลิตออกมานั้นไมมีความสมํ่าเสมอ   

 

 
ภาพที่  4.31 การเจริญของ B. subtilis ท่ีผานการปรับปรุงสายพันธุดวยรังสีอัลตราไวโอเลตรวมกับ 

สารเคมี NTG ไดแก UN-43 () UN-48 () UN-81 () และ UN-84 () 
เปรียบเทียบกับสายพันธุดั้งเดิม SB-MYP-1 () ใน nutrient broth เปนเวลา             
72 ช่ัวโมง 

  
 

 
ภาพที่  4.32 การเปล่ียนแปลงคาความเปนกรด-ดาง (pH) ของ nutrient broth เม่ือมีการเจริญของ   

B. subtilis ท่ีผานการปรับปรุงสายพันธุดวยรังสีอัลตราไวโอเลตรวมกับสารเคมี NTG
ไดแก UN-43 () UN-48 () UN-81 () และ UN-84 () เปรียบเทียบกับสายพันธุ
ดั้งเดิม SB-MYP-1 () ใน nutrient broth เปนเวลา 72 ช่ัวโมง 
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ภาพที่  4.33 ความเขมขน PGA (mg/ml) ท่ีผลิตโดย B. subtilis ท่ีผานการปรับปรุงสายพันธุดวย 
 รังสีอัลตราไวโอเลตรวมกับสารเคมี NTG ไดแก UN-43 () UN-48 () UN-81 () 

และ UN-84 () เปรียบเทียบกับสายพันธุดั้งเดิม SB-MYP-1 () ใน nutrient broth 
เปนเวลา 72 ช่ัวโมง 

 
4.13.8 ศึกษาการเจริญและการผลิต PGA ของ B. subtilis ท่ีผานการปรับปรุงสายพันธุดวย

รังสีอัลตราไวโอเลตรวมกับสารเคมี NTG ใน PGA broth 
การเจริญของ B. subtilis ท่ีผานการปรับปรุงสายพันธุดวยรังสีอัลตราไวโอเลต

รวมกับสารเคมี NTG ท้ัง 4 ไอโซเลต (ภาพท่ี 4.34) พบวากลาเช้ือกลายพันธุมีความสามารถในการ
เจริญใน PGA broth สูงกวากลาเช้ือสายพันธุดั้งเดิมในชวงระยะเวลา 12 ช่ัวโมง   คา pH ในอาหาร 
PGA broth ท่ีใชกลาเช้ือกลายพันธุ (ภาพท่ี 4.35) มีคา pH คงท่ีหรือสูงขึ้น  ซ่ึงโดยตามปกติแลว   
การเล้ียง B. subtilis ใน PGA broth  คา pH จะลดลง เนื่องจาก B. subtilis มีการใชแหลง
ไนโตรเจนในอาหาร PGA broth ที่สําคัญ คือ L-glutamic acid และแหลงคารบอน คือ 
น้ําตาลกลูโคส เพื่อการผลิต PGA สงผลใหความเขมขน PGA ในอาหารเลี้ยงเชื้อเพิ่มขึ ้น     
สภาวะในอาหารเลี้ยงเชื้อจะเปนกรด (Chiu et al. 2004)  เม่ือพิจารณารวมกับการผลิต PGA 
(ภาพท่ี 4.36) พบวาการผลิต PGA ของกลาเช้ือกลายพันธุท้ัง  4 ไอโซเลต ไมมีความสมํ่าเสมอเม่ือ
เปรียบเทียบกับกลาเ ช้ือสายพันธุดั้ ง เดิม ซ่ึงอาจมีความเปนไปไดวากลาเ ช้ือกลายพันธุ มี
ความสามารถในการเปล่ียนสารตั้งตนในอาหาร PGA broth เพ่ือการผลิต PGA นอยกวากลาเช้ือ 
สายพันธุดั้งเดิม จึงทําใหการผลิต PGA นั้นไมมีความสมํ่าเสมอในชวงระยะเวลา 72 ช่ัวโมง  ดังนั้น  
กลาเช้ือสายพันธุกลายดวยรังสีอัลตราไวโอเลตรวมกับสารเคมี NTG อาจไมเหมาะสมท่ีจะนําไป
เปนกลาเช้ือเพ่ือการผลิต PGA ใน PGA broth 
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ภาพที่  4.34 การเจริญของ B. subtilis ท่ีผานการปรับปรุงสายพันธุดวยรังสีอัลตราไวโอเลตรวมกับ 

สารเคมี NTG ไดแก UN-43 () UN-48 () UN-81 () และ UN-84 () 
เปรียบเทียบกับสายพันธุดั้งเดิม SB-MYP-1 () ใน PGA broth เปนเวลา 72 ช่ัวโมง 

 
 

 
ภาพที่  4.35 การเปล่ียนแปลงคาความเปนกรด-ดาง (pH) ของ PGA broth เม่ือมีการเจริญของ 

B. subtilis ท่ีผานการปรับปรุงสายพันธุดวยรังสีอัลตราไวโอเลตรวมกับสารเคมี NTG
ไดแก UN-43 () UN-48 () UN-81 () และ UN-84 () เปรยีบเทียบกับสายพันธุ
ดั้งเดิม SB-MYP-1 () ใน PGA broth เปนเวลา 72 ช่ัวโมง 
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ภาพที่  4.36 ความเขมขน PGA (mg/ml) ท่ีผลิตโดย B. subtilis ท่ีผานการปรับปรุงสายพันธุดวย 

รังสีอัลตราไวโอเลตรวมกับสารเคมี NTG ไดแก UN-43 () UN-48 () UN-81 () 
และ UN-84 () เปรียบเทียบกับสายพันธุดั้งเดิม SB-MYP-1 () ใน PGA broth   
เปนเวลา 72 ช่ัวโมง 

 
4.13.9 ศึกษาการเจริญและการผลิต PGA ของ B. subtilis ท่ีผานการปรับปรุงสายพันธุดวย

รังสีอัลตราไวโอเลตรวมกับสารเคมี NTG ในระหวางการหมักถ่ัวเหลือง 
การเจริญของ B. subtilis ท่ีผานการปรับปรุงสายพันธุดวยรังสีอัลตราไวโอเลต

รวมกับสารเคมี NTG ท้ัง 4 ไอโซเลต (ภาพท่ี 4.37) พบวากลาเช้ือกลายพันธุมีความสามารถใน    
การเจริญในระหวางการหมักถ่ัวเหลืองสูงกวากลาเช้ือสายพันธุดั้งเดิมในชวงระยะเวลา 12 ช่ัวโมง  
และมีการเจริญคงท่ีในชวงระยะเวลา 72 ช่ัวโมง ซ่ึงแตกตางกับกลาเช้ือสายพันธุดั้งเดิมท่ีมี          
การเจริญลดลงอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P < 0.05) ณ ช่ัวโมงท่ี 60 ของการหมัก คา pH (ภาพท่ี 
4.38)  พบวามีรูปแบบของการหมักเปนสภาวะดาง  เม่ือพิจารณาแตละไอโซเลตจะเห็นไดวากลาเช้ือ
กลายพันธุ UN-84 มีการหมักในสภาวะดาง ณ ช่ัวโมงท่ี 60  ซ่ึงเขาสูสภาวะดางชากวากลาเช้ือ   
กลายพันธุ UN-43 UN-48 UN-81 และกลาเช้ือสายพันธุดั้งเดิม  ท่ีมีการหมักในสภาวะดาง ณ ช่ัวโมง
ท่ี 36 และ 48  เช่ือมโยงไดวาอัตราการผลิตแอมโมเนียของแตละไอโซเลตจากการใชสารอาหาร
โปรตีนในถ่ัวเหลืองมีความแตกตางกัน สงผลใหคา pH มีความเปนดางแตกตางกันในแตละ
ชวงเวลาของการหมักถ่ัวเหลือง   และจากการผลิต PGA ในระหวางการหมักถ่ัวเหลือง (ภาพท่ี 4.39) 
พบวากลาเช้ือกลายพันธุเพียงไอโซเลตเดียว (UN-48) ท่ีมีความสามารถในการผลิต PGA สูงกวา 
สายพันธุดั้งเดิม ณ ช่ัวโมงท่ี 24 และมีความสมํ่าเสมอไมแตกตางกับสายพันธุดั้งเดิมในชวง
ระยะเวลา 72 ช่ัวโมงของการหมัก ดังนั้น UN-48 อาจมีความเปนไปไดในการนํากลาเช้ือเพ่ือ       
การผลิต PGA ในถ่ัวเหลืองหมัก 
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ภาพที่  4.37 การเจริญของ B. subtilis ท่ีผานการปรับปรุงสายพันธุรังสีอัลตราไวโอเลตรวมกับ 

สารเคมี NTG ไดแก UN-43 () UN-48 () UN-81 () และ UN-84 () เปน    
กลาเช้ือเปรียบเทียบกับสายพันธุดั้งเดิม SB-MYP-1 () ในระหวางการหมักถ่ัวเหลือง
เปนเวลา 72 ช่ัวโมง 

 
 

 
ภาพที่  4.38 การเปล่ียนแปลงคาความเปนกรด-ดาง (pH) ในระหวางการหมักถ่ัวเหลืองดวย           

B. subtilis ท่ีผานการปรับปรุงสายพันธุดวยรังสีอัลตราไวโอเลตรวมกับสารเคมี NTG 
ไดแก UN-43 () UN-48 () UN-81 () และ UN-84 () เปนกลาเช้ือเปรียบเทียบ
กับสายพันธุดั้งเดิม SB-MYP-1 () ในระหวางการหมักถ่ัวเหลืองเปนเวลา 72 ช่ัวโมง 
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ภาพที่  4.39 ความเขมขน PGA (mg/g) ท่ีผลิตโดย B. subtilis ท่ีผานการปรับปรุงสายพันธุดวยรังสี

อัลตราไวโอเลตรวมกับสารเคมี NTG ไดแก UN-43 () UN-48 () UN-81 () 
และ UN-84 () เปนกลาเช้ือเปรียบเทียบกับสายพันธุดั้งเดิม  SB-MYP-1 () ใน
ระหวาง  การหมักถ่ัวเหลืองเปนเวลา 72 ช่ัวโมง 

 
จากการศึกษาการเจริญและการผลิต PGA ของ B. subtilis ท่ีผานการปรับปรุงสายพันธุ

ดวยรังสีอัลตราไวโอเลตรวมกับสารเคมี NTG ในอาหารเล้ียงเช้ือท้ัง 2 ชนิดและในระหวางการหมัก
ถ่ัวเหลือง จะไดวาการผลิต PGA ของกลาเช้ือกลายพันธุ UN-48 มีความเขมขนสูงและสมํ่าเสมอ  
เม่ือเปรียบเทียบกับสายพันธุดั้งเดิม ดังนั้นจึงมีความเหมาะสมท่ีจะนําไปเปนกลาเช้ือเพ่ือการผลิต    
PGAในถ่ัวเหลืองหมักและเปนประโยชนตออุตสาหกรรมอาหารหมักตอไป 

 
กลาเช้ือ B. subtilis ท่ีปรับปรุงสายพันธุดวยวิธีการตาง ๆ พบวาการเจริญ การผลิต 

PGA ในอาหารเล้ียงเช้ือและในระหวางการหมักถ่ัวเหลืองชวงระยะเวลา 72 ช่ัวโมง แตกตางกัน
อยางมีนัยสําคัญ (P < 0.05) เม่ือเปรียบเทียบกับสายพันธุดั้งเดิม (SB-MYP-1)  การใชสารกอกลาย
พันธุ ไดแก รังสีอัลตราไวโอเลต (UV-C) สารเคมี NTG  ทําใหเกิดลักษณะทางพันธุกรรมของ       
B. subtilis ท่ีแสดงออกมาในสภาพแวดลอมตาง ๆ เปล่ียนแปลงไปจากเดิม โดยกลไกของรังสี
อัลตราไวโอเลต คือ การทําใหเกิดไทมีนไดเมอร โดยเบสไทมีนไมสามารถจับคูกับอะดีนีนของสาย
โพลินิวคลีโอไทดท่ีอยูตรงขามกันได ซ่ึงรังสีอัลตราไวโอเลตชนิด UV-C นี้จะเปนรังสีคล่ืนส้ัน
ในชวง 253.7 นาโนเมตร มีพลังงาน 4.43-12.4 อิเล็กตรอนโวลต ซ่ึงมีพลังงานสูงและมี
ประสิทธิภาพการกลายพันธุกวารังสีอัลตราไวโอเลตชนิดอ่ืน สําหรับกลไกของสารเคมี NTG ซ่ึง
เปน alkylating agent จะไปเติมหมูเมทิลใหกับเบส ดังนั้นผลของสารกอกลายพันธุทําใหเกิดการ
เปล่ียนแปลงของลําดับเบสภายในโมเลกุลของสายโพลินิวคลีโอไทดแบบสุม (random  mutagenesis)  
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เม่ือเกิดการสังเคราะห DNA ทําใหได DNA ท่ีมีลําดับเบสเปล่ียนแปลงไปจากเดิม  เม่ือเกิดการ
ถอดรหัสขึ้นจะทําใหไดรหัสพันธุกรรมท่ีเปล่ียนแปลงไป มีผลทําใหไดลําดับของกรดอะมิโน
เปล่ียนแปลงไปจากเดิม  ถาการเปล่ียนแปลงนั้นอยูในบริเวณท่ีเกี่ยวของกับการสังเคราะหโปรตีนท่ี
เปนเอนไซมท่ีตองการ จะทําใหไดสายพันธุกลายท่ีมีความสามารถในการผลิตเอนไซมหรือผลผลิต
ท่ีเปล่ียนแปลงไป โดยอาจทําใหไดผลผลิตมากขึ้นหรือนอยลงไดในระหวางการหมัก (พิสุทธ์ิ พวง
นาค, 2542; มาลินี สิงหโตทอง, 2551;  Ranadive   et al. 2011; Sher et al. 2012) 
 เม่ือสรุปความเขมขน PGA ใน nutrient broth (อาหารเล้ียงเช้ือควบคุม) PGA broth และ
ระหวางการหมักถ่ัวเหลืองเปนเวลา 72 ช่ัวโมงของกลาเช้ือแตละไอโซเลตท่ีผานการปรับปรุง     
สายพันธุดวยรังสีอัลตราไวโอเลต (ภาพท่ี 4.40) จะเห็นไดวากลาเช้ือกลายพันธุใหผลการผลิต PGA 
ในความเขมขนท่ี สูงท่ีสุด ณ ช่ัวโมงแตกตางกัน ดังนี้คือ UV-112  NTG-53  NTG-88  NTG-146  
UN-43  UN-81 และ UN-84 ใหผลการผลิต PGA ใน nutrient broth สูงสุด ณ ช่ัวโมงท่ี 12   NTG-17  
NTG-132 และ  UN-48 ใหผลการผลิต PGA ใน nutrient broth สูงสุด ณ ช่ัวโมงท่ี 24   NTG-146 
ใหผลการผลิต PGA ใน PGA broth สูงสุด ณ ช่ัวโมงท่ี 12  NTG-17  NTG-53  NTG-88 และ   
NTG-132 ใหผลการผลิต PGA ใน PGA broth สูงสุด ณ ช่ัวโมงท่ี 24  UV-112 UN-43 UN-48    
UN-81 และ UN-84 ใหผลการผลิต PGA ใน PGA broth สูงสุด ณ ช่ัวโมงท่ี 36  NTG-53 NTG-132 
และ NTG-146 ใหผลการผลิต PGA ในระหวางการหมักถ่ัวเหลืองสูงสุด ณ ช่ัวโมงท่ี 12  UV-112  
NTG-17  NTG-88  และ UN-48 ใหผลการผลิต PGA ในระหวางการหมักถ่ัวเหลืองสูงสุด ณ ช่ัวโมง
ท่ี 24   UN-43 ใหผลการผลิต PGA ในระหวางการหมักถ่ัวเหลืองสูงสุด ณ ช่ัวโมงท่ี 48   UN-81 
และ UN-84 ใหผลการผลิต PGA ในระหวางการหมักถ่ัวเหลืองสูงสุด ณ ช่ัวโมงท่ี 60  ซ่ึงจะเห็นได
วาจากการสรุปผลความเขมขน PGA ท่ีผลิตไดในแตละไอโซเลตของเช้ือกลายพันธุ จะสามารถ    
ทําใหควบคุมการผลิต PGA ในอาหารเล้ียงเช้ือและในระหวางการผลิตถ่ัวเหลืองหมักได ซ่ึงกลาเช้ือ
กลายพันธุแตละไอโซเลตสามารถนําไปใชเพ่ือการผลิต PGA แตกตางกันในแตละสภาวะ โดย   
กลาเช้ือท่ีผานการปรับปรุงสายพันธุดวยสารเคมี NTG มีความเหมาะสมในการนําไปเล้ียงเพ่ือ     
การผลิต PGA บริสุทธ์ิทางการคาในระดับอุตสาหกรรม   สวนกลาเช้ือท่ีผานการปรับปรุงสายพันธุ
ดวยรังสีอัลตราไวโอเลตรวมกับสารเคมี NTG มีเพียง 1 ไอโซเลต คือ UN-48 ท่ีใหผลการผลิต PGA 
สูงกวากลาเช้ือสายพันธุดั้งเดิมในช่ัวโมงท่ี 24 ระหวางการหมักถ่ัวเหลืองและมีความสามารถใน 
การผลิต PGA อยางสมํ่าเสมอไมแตกตางกับกลาเช้ือสายพันธุดั้งเดิม ดั้งนั้น UN-48 อาจมีความ
เปนไปไดในการนํากลาเช้ือเพ่ือการผลิต PGA ในระหวางการหมักถ่ัวเหลืองเพ่ือใหมีคุณคาทาง
โภชนาการอาหารตอไป   แตอยางไรก็ตามอาจจะตองมีการศึกษาผลของการนํากลาเช้ือไปใชใน
อุตสาหกรรมอาหารหมักเกี่ยวกับการผลิตสารท่ีเปนอันตรายตอผูบริโภค เพ่ือใหมีความม่ันใจไดวา 
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กลาเช้ือท่ีผานการปรับปรุงสายพันธุมีความปลอดภัยท่ีจะไมผลิตสารพิษท่ีเปนอันตรายตอผูบริโภค
ในระหวางกระบวนการหมัก 
 

 
ภาพที่  4.40 สรุปความเขมขน PGA ของกลาเช้ือท่ีผานการปรับปรุงสายพันธุดวยวิธีการตาง ๆ       

ณ ช่ัวโมงท่ีใหผลการผลิตสูงท่ีสุดในอาหารเล้ียงเช้ือ nutrient broth () PGA broth 
() และในระหวางการหมักถ่ัวเหลือง () 
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4.14 การวิเคราะหความหลากหลายทางพันธุกรรมของ B. subtilis ที่ผานการปรับปรุง
สายพันธุดวยเทคนิค random amplification of polymorphic DNA (RAPD) 
 จากการสกัดจีโนมิก DNA ของ B. subtilis ท้ัง 11 ไอโซเลต ดวยชุดสกัด DNA สําเร็จรูป 
Wizard®Genomic DNA Purification kit  ทําการตรวจสอบคุณภาพของจีโนมิก DNA ท่ีสกัดไดโดย
วิธีเจลอะกาโรสอิเลคโตรโฟเรซีส ดังภาพท่ี 4.41 
 

 
 
ภาพที่  4.41  จีโนมิก DNA จาก B. subtilis ท้ัง 11 ไอโซเลต    

Land M= DNA มาตรฐาน (100 base pairs) Land 6= B. subtilis NTG-132 
Land 1= B. subtilis SB-MYP-1 (wild type) Land 7= B. subtilis NTG-146 
Land 2= B. subtilis UV-112   Land 8= B. subtilis UN-43 
Land 3= B. subtilis NTG-17    Land 9= B. subtilis UN-48 
Land 4= B. subtilis NTG-53    Land 10= B. subtilis UN-81 
Land 5= B. subtilis NTG-88    Land 11= B. subtilis UN-84 
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 พบวา จีโนมิก DNA ของ B. subtilis ท้ัง 11 ไอโซเลตท่ีสกัดไดมีแถบจีโนมิก DNA เพียง
แถบเดียว สรุปไดวา จีโนมิก DNA ท่ีไดมีคุณภาพท่ีดี ซ่ึงไมพบแถบท่ีแสดงถึงการแตกหักของ 
DNA ปราศจากการปนเปอนของอารเอนเอ ซ่ึง DNA ท่ีสกัดไดนี้เหมาะสมนําไปเปน แมแบบใน
การศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมดวยวิธี PCR-RAPD ของ B. subtilis ท่ีผานการปรับปรุง
สายพันธุดวยวิธีการตางๆ    

เม่ือนําจีโนมิก DNA ของ B. subtilis ท้ัง 11 ไอโซเลตท่ีสกัดไดมาเพ่ิมจํานวนโดยวิธีพีซีอาร 
เม่ือใชไพรเมอรแบบสุม พบวาจีโนมิก DNA ของ B. subtilis ท้ัง 11 ไอโซเลต ใหรูปแบบผลิตภัณฑ
พีซีอารไมมีความแตกตางกันเม่ือเทียบกับสายพันธุดั้งเดิม (SB-MYP-1) ดังภาพท่ี 4.42 
 

 
 
ภาพที่  4.42 แถบรูปแบบผลิตภัณฑพีซีอารจากการทํา PCR-RAPD จากตัวอยางจีโนมิก DNA ของ           

B. subtilis ท้ัง 11 ไอโซเลต    
Land M= DNA มาตรฐาน (100 base pairs) Land 6= B. subtilis NTG-132 
Land 1= B. subtilis SB-MYP-1 (wild type) Land 7= B. subtilis NTG-146 
Land 2= B. subtilis UV-112   Land 8= B. subtilis UN-43 
Land 3= B. subtilis NTG-17    Land 9= B. subtilis UN-48 
Land 4= B. subtilis NTG-53    Land 10= B. subtilis UN-81 
Land 5= B. subtilis NTG-88    Land 11= B. subtilis UN-84 
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 จากภาพท่ี 4.42 จะเห็นไดวา แถบรูปแบบผลิตภัณฑพีซีอารของจีโนมิก DNA B. subtilis 
ท้ัง 11 ไอโซเลต ใหรูปแบบท่ีไมมีความแตกตางกัน ซ่ึงอาจเปนไปไดวาไพรเมอรท่ีใชในการทํา
ปฏิกิริยาขยายปริมาณ DNA แบบสุม ยังไมสามารถตรวจจับตําแหนง DNA ท่ีเปล่ียนแปลงไป
เนื่องจากผลกระทบของสารกอกลายพันธุ  จึงทําใหไมสามารถแยกความแตกตางระหวางเช้ือ   
กลายพันธุกับสายพันธุดั้งเดิมได  ยกตัวอยางงานวิจัยท่ีปรับปรุงสายพันธุจุลินทรียแลววิเคราะห
ความหลากหลายดวยเทคนิค PCR-RAPD ไดแก Jetawattana (2001) ใชเทคนิค PCR-RAPD ตรวจ
วิเคราะหความหลากหลายทางพันธุกรรมของแบคทีเรีย Acetobacter pasteurianus SKU1108 ท่ี
กลายพันธุดวยสารเคมี MNNG พบวา ท้ัง 8 ไอโซเลตใหแถบรูปแบบผลิตภัณฑพีซีอารไมแตกตาง
กันเม่ือเทียบกับสายพันธุดั้งเดิม  ดังนั้นอาจมีการศึกษาชนิดและความเหมาะสมของไพรเมอร   
หลาย ๆ ตัวท่ีนํามาใชทําปฏิกิริยาขยายปริมาณ DNA แบบสุมดูความแตกตางของ B. subtilis แตละ  
ไอโซเลต เพ่ือใหแยกความแตกตางไดชัดเจนยิ่งขึ้น (Hosoi, 2010) 
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บทท่ี 5 
บทสรุปและขอเสนอแนะ 

 
5.1 บทสรุป 
 การปรับปรุงสายพันธุกลาเช้ือ B. subtilis SB-MYP-1 ท่ีคัดแยกไดจากผลิตภัณฑถ่ัวเหลือง
หมักโดยธรรมชาต ิดวยการใชรังสีอัลตราไวโอเลต สารเคมี NTG และการใชรังสีอัลตราไวโอเลต
รวมกับสารเคมี NTG เพ่ือการผลิตกรดแกมมาพอลิกลูตามิก (Poly-γ-glutamic acid; PGA) ซ่ึงแตละ
ไอโซเลตท่ีผานการปรับปรุงสายพันธุดวยวิธีการตาง ๆ คัดเลือกสายพันธุกลายเบ้ืองตนบนอาหาร
เล้ียงเช้ือ PGA agar ท่ีใหผลการผลิต PGA สูงกวาสายพันธุดั้งเดิม SB-MYP-1 ซ่ึงดวยวิธีการใชรังสี
อัลตราไวโอเลตพบ 1 ไอโซเลต คือ UV-112 การใชสารเคมี NTG มี 5 ไอโซเลต คือ NTG-17   
NTG-53  NTG-88  NTG-132  NTG-146  และการใชรังสีอัลตราไวโอเลตรวมกับสารเคมี NTG      
มี 4 ไอโซเลต คือ UN-43  UN-48  UN-81  UN-84  จากนั้นนําเช้ือสายพันธุกลายท้ัง 10 ไอโซเลต     
มาศึกษาการเจริญและการผลิต PGA ใน nutrient broth ซ่ึงเปนอาหารเล้ียงเช้ือควบคุม  PGA broth 
และในกระบวนการหมักถ่ัวเหลืองในชวงระยะเวลา 72 ช่ัวโมง พบวาแตละไอโซเลตใหผล      
ความเปนไปไดในการผลิต PGA แตละสภาวะแตกตางกัน โดยสายพันธุกลายดวยสารเคมี NTG   
ท้ัง 5 ไอโซเลต มีความสามารถในการผลิต PGA ใน PGA broth สูงและความเขมขนของการผลิต 
PGA มีความสมํ่าเสมอกวาสายพันธุดั้งเดิม ซ่ึงเปนผลดีตอการนํากลาเช้ือกลายพันธุดวยสารเคมี 
NTG นี้ไปใชเพ่ือการผลิต PGA บริสุทธ์ิทางการคา  สวนสายพันธุกลายดวยรังสีอัลตราไวโอเลต
รวมกับสารเคมี NTG มีเพียง 1 ไอโซเลต คือ UN-48 ท่ีใหผลการผลิต PGA ในถ่ัวเหลืองหมักสูงกวา
สายพันธุดั้งเดิมและความเขมขนของการผลิตมีความสมํ่าเสมอในระหวางระยะเวลาการหมัก       
ซ่ึงเช้ือกลายพันธุ UN-48 นี้มีความเปนไปไดในการใชเปนกลาเช้ือเพ่ือการผลิต PGA ในระหวาง
การหมักถ่ัวเหลือง    ดังนั้นการปรับปรุงสายพันธุแตละวิธีมีความเปนไปไดในการไดกลาเช้ือ      
สายพันธุกลายท่ีใหผลการผลิต PGA แตจะมีขอดีขอเสียแตกตางกันในแตละสภาวะจึงสามารถ 
เลือกวิธีการปรับปรุงท่ีเหมาะสม เพ่ือนํากลาเช้ือท่ีมีประสิทธิภาพไปใชในการยกระดับสภาวะ    
การผลิต PGA ในระดับอุตสาหกรรมอาหารตอไป 

ความเขมขนของ PGA ท่ีกลาเช้ือกลายพันธุแตละไอโซเลต ณ เวลาท่ีใหผลการผลิต PGA 
สูงท่ีสุด (ตารางภาคผนวกท่ี ค 7) พบวากลาเช้ือกลายพันธุดวยสารเคมี NTG มีความสามารถในการ
ผลิต PGA สูงกวาสายพันธุดั้งเดิมและมีความเขมขน PGA คงท่ีในอาหารเล้ียงเช้ือ PGA broth ซ่ึงมี
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ความเหมาะสมในการนําไปเล้ียงเพ่ือการผลิต PGA บริสุทธ์ิทางการคาในระดับอุตสาหกรรม     
สวนกลาเช้ือกลายพันธุดวยรังสีอัลตราไวโอเลตรวมกับสารเคมี NTG  พบ 1 ไอโซเลตคือ UN-48   
ท่ีใหผลการผลิต PGA ในถ่ัวเหลืองหมักมีความเขมขนเทากับ 24.11±0.11 มิลลิกรัมตอกรัม สูงสุด    
ณ ช่ัวโมงท่ี 24 และมีความสมํ่าเสมอ  แตสายพันธุดั้งเดิมมีการผลิต PGA เขมขนเทากับ 23.85±0.16 
มิลลิกรัมตอกรัม สูงสุด ณ ช่ัวโมงท่ี 48  ดั้งนั้น UN-48 อาจมีความเปนไปไดท่ีจะเปนกลาเช้ือเพ่ือ
การผลิต PGA โดยลดระยะเวลาการหมักถ่ัวเหลือง ซ่ึงตามปกติการใชกลาเช้ือสายพันธุดั้งเดิม    
ตองใชเวลาถึง 48 ช่ัวโมง เพ่ือใหมีคุณคาทางโภชนาการและมีคุณภาพตรงกับความตองการของ
ผูบริโภค  แตอยางไรก็ตามควรมีการศึกษาผลของการนํากลาเช้ือกลายพันธุไปใชในอุตสาหกรรม
อาหารหมักเกี่ยวกับการผลิตสารท่ีเปนอันตรายตอผูบริโภค เพ่ือใหมีความม่ันใจไดวากลาเช้ือท่ี  
ผานการปรับปรุงสายพันธุมีความปลอดภัยท่ีจะไมผลิตสารพิษท่ีเปนอันตรายตอผูบริโภคใน
ระหวางกระบวนการหมัก 

 
5.2 ขอเสนอแนะ 

5.2.1 ควรมีการศึกษาวิธีการเก็บรักษากลาเช้ือสายพันธุกลายในสภาวะตาง ๆ  เชน การใช freeze-dried 
หรือ spray-dry เพ่ือเก็บรักษากลาเช้ือใหมีประสิทธิภาพในการผลิต PGA และมีอายุการเก็บท่ี
ยาวนานสําหรับใชในอุตสาหกรรมอาหารตอไป (Burgain et al. 2011, Santivarangkna et al. 2007) 

5.2.2 ควรมีการศึกษาผลของการใชกลาเช้ือสายพันธุกลายตอคุณภาพทางกายภาพของผลิตภัณฑ
ถ่ัวเหลืองหมัก  เชน สี กล่ิน เนื้อสัมผัส เปรียบเทียบกับการใชกลาเช้ือสายพันธุท่ีคัดแยกไดจาก
ธรรมชาต ิ(SB-MYP-1) 
 5.2.3 ควรมีการศึกษารูปแบบการแสดงออกของยีนและตําแหนงท่ีกลายพันธุของสายพันธุกลาย
ดวยเทคนิคทางเทคโนโลยีชีวภาพดวยวิธี Restriction fragment length polymorphism (RFLP) 
(Marty et al. 2012) 
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ภาคผนวก ก 
อาหารเลี้ยงเช้ือและสารเคมี 

 
1. อาหารเลี้ยงเชื้อ 

1.1  Plate count agar  (PCA)  

 ละลายอาหารสําเร็จรูปตอน้ํากล่ัน 1 ลิตร ปรับ pH ครั้งสุดทาย 7.0 ± 0.2  ถายใสขวด        
นึ่งฆาเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที เทใสจานเพาะเช้ือจานละประมาณ               
15 มิลลิลิตร 
 

1.2 Nutrient agar (NA) 

ละลายอาหารสําเร็จรูปตอน้ํากล่ัน 1 ลิตร ปรับ pH ครั้งสุดทาย 7.0 ± 0.2 ถายใสขวด         
นึ่งฆาเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที เทใสจานเพาะเช้ือจานละประมาณ               
15 มิลลิลิตร 
 

1.3 Nutrient broth (NB) 

ละลายอาหารสําเร็จรูปตอน้ํากล่ัน 1 ลิตร ปรับ pH ครั้งสุดทาย 7.0 ± 0.2 ถายใสขวด         
นึ่งฆาเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที 

Tryptone  5   กรัม 
Yeast extract 2.5   กรัม 
Dextrose 1   กรัม 
Agar 15   กรัม 

Peptone  5   กรัม 
Yeast extract 3   กรัม 
Agar 15   กรัม 

Peptone  5   กรัม 
Yeast extract 3   กรัม 
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1.4 PGA agar 

ละลายสวนผสมน้ํากล่ัน 1 ลิตร ปรับ pH ครั้งสุดทาย 7.0 ± 0.2 ถายใสขวด นึ่งฆาเช้ือ          
ท่ีอุณหภูมิ 115 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที เทใสจานเพาะเช้ือจานละประมาณ 20 มิลลิลิตร 

 
1.5 PGA broth 

ละลายสวนผสมน้ํากล่ัน 1 ลิตร ปรับ pH ครั้งสุดทาย 7.0 ± 0.2 ถายใสขวด นึ่งฆาเช้ือ          
ท่ีอุณหภูมิ 115 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที  
 
 
 
 

L-glutamic acid 20   กรัม 
Citric acid 12   กรัม 
Glucose 20   กรัม 
NH4Cl 7   กรัม 
K2HPO4 0.5   กรัม 
MgSO4.7H2O 0.5   กรัม 
FeCl3.6H2O 0.04   กรัม 
CaCl2.2H2O 0.15   กรัม 
MnSO4.H2O 0.104   กรัม 
Agar 15   กรัม 

L-glutamic acid 20   กรัม 
Citric acid 12   กรัม 
Glucose 20   กรัม 
NH4Cl 7   กรัม 
K2HPO4 0.5   กรัม 
MgSO4.7H2O 0.5   กรัม 
FeCl3.6H2O 0.04   กรัม 
CaCl2.2H2O 0.15   กรัม 
MnSO4.H2O 0.104   กรัม 
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2. สารเคมี 
2.1  Tris-maleate buffer ความเขมขน 0.1 โมลาร pH 6.0 

ในสารละลายบัฟเฟอร 1 ลิตร ประกอบดวย 

ปรับ pH สุดทายเทากับ 6.0 ดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ถายใสขวดหรือหลอด
ทดลอง และนึ่งฆาเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที 

 
2.2  Tris-HCl buffer ความเขมขน 10 มิลลิโมลาร pH 7.4 

ในสารละลายบัฟเฟอร 1 ลิตร ประกอบดวย 

ปรับ pH สุดทายเทากับ 7.4 ดวยสารละลายไฮโดรคลอริก  ถายใสขวดและนึ่งฆาเช้ือท่ี
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที 

 
2.3  Tris-borate-EDTA ความเขมขน 10X 

ในสารละลายบัฟเฟอร 1 ลิตร ประกอบดวย 

ละลายสวนผสมใหเขากัน  ถายใสขวดและนึ่งฆาเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส       
นาน 15 นาที 

 
2.4  Sodium citrate buffer ความเขมขน 0.1 โมลาร pH 6.0 

ในสารละลายบัฟเฟอร 1 ลิตร ประกอบดวย 

ปรับ pH สุดทายเทากับ 6.0 ดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ถายใสขวดหรือหลอด
ทดลอง และนึ่งฆาเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที 

 

Tris-hydroxymethyl amino methane 12.1   กรัม 
Maleic  acid 11.6   กรัม 

Tris-hydroxymethyl amino methane 1.21   กรัม 

Tris-hydroxymethyl amino methane 108  กรัม 
Boric acid 55  กรัม 
EDTA 9.3  กรัม 

Citric acid 21.01   กรัม 
Sodium citrate 29.41   กรัม 
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2.5 Sodium chloride ความเขมขน 0.85 % (w/v) 

ละลายโซเดียมคลอไรดในน้ํากล่ัน 1 ลิตร ถายใสขวดหรือหลอดทดลอง และนึ่งฆาเช้ือ          
ท่ีอุณหภูมิ 121°C นาน 15 นาที 
 

2.6 Safranin O ความเขมขน 0.1 % (w/v) 

ละลาย safranin O ในน้ํากล่ัน 1 ลิตร ถายใสขวดสีชา 
 

2.7 EDTA ความเขมขน 50 มิลลิโมลาร pH 8.0 
ในสารละลาย 1 ลิตร ประกอบดวย 

ละลาย EDTA ในน้ํากล่ัน 1 ลิตร ปรับ pH สุดทายเทากับ 8.0 ดวยสารละลายโซเดียม     
ไฮดรอกไซด ถายใสขวดหรือหลอดทดลอง และนึ่งฆาเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121°C นาน 15 นาที 

 
2.8 Loading dye  

ประกอบดวย 

ผสมสารตางๆ ใหเขากันแลวเติมน้ํากล่ันท่ีผานการฆาเช้ือใหมีปริมาตรครบ 10 มิลลิลิตร 

Sodium chloride 8.5   กรัม 

Safranin O 1   กรัม 

EDTA 18.61   กรัม 

Urea 2.4   กรัม 
Sucrose 5  กรัม 
Bromophenol blue 1 มิลลิลิตรจาก 0.5 % ของ stock 
Xylene cyanol 1 มิลลิลิตรจาก 0.5 % ของ stock 
0.5M EDTA 2  มิลลิลิตร 
น้ํากล่ันท่ีผานการฆาเช้ือ  
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ภาคผนวก ข 
ตัวอยางการทํา spot test ในการคัดเลือกเช้ือกลายพันธุเบื้องตนเพื่อการผลิต PGA 
 

 
 

 
 

 
 
UV คือ ไอโซเลตของกลาเช้ือกลายพันธุท่ีปรับปรุงดวยรังสีอัลตราไวโอเลต  
NTG คือ ไอโซเลตของกลาเช้ือกลายพันธุท่ีปรับปรุงดวยสารเคมี NTG  
UN คือ ไอโซเลตของกลาเช้ือกลายพันธุท่ีปรับปรุงดวยรังสีอัลตราไวโอเลตรวมกับสารเคมี NTG 

 

UV-4 

UV-6 

UV-5 

UV-1 

UV-3 

UV-2 

UV-4 

UV-6 

UV-5 

UV-1 

UV-2 

UV-3 

UV-7 UV-7 

UV-8 

UV-9 

UV-9 UV-8 

UV-19 UV-19 

UV-20 

UV-20 

UV-21 

UV-21 

UV-25 UV-25 

UV-26 
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UV-27 
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UV-53 

UV-53 

UV-54 

UV-54 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



83 

 

 
 

 
 

 
 
UV คือ ไอโซเลตของกลาเช้ือกลายพันธุท่ีปรับปรุงดวยรังสีอัลตราไวโอเลต  
NTG คือ ไอโซเลตของกลาเช้ือกลายพันธุท่ีปรับปรุงดวยสารเคมี NTG  
UN คือ ไอโซเลตของกลาเช้ือกลายพันธุท่ีปรับปรุงดวยรังสีอัลตราไวโอเลตรวมกับสารเคมี NTG 

NTG-118 NTG-118 

NTG-119 

NTG-119 NTG-120 

NTG-120 

NTG-145 NTG-145 

NTG-146 

NTG-146 NTG-147 

NTG-147 

UN-43 UN-43 

UN-44 

UN-44 UN-45 

UN-45 

UN-76 UN-76 

UN-77 

UN-78 UN-78 

UN-78 

SB-MYP-1 

wild type 

 

 

 

 

 

 

 

 



84 

ภาคผนวก ค 
ตัวอยางการวิเคราะหผลทางสถิติและผลการทดลอง 

 
ตารางภาคผนวก ค 1 การวิเคราะหวาเรียนซ (Analysis of Variance: ANOVA) ของการผลิต PGA 
ของ B. subtilis สายพันธุตาง ๆ ณ ช่ัวโมงท่ี 36 ใน PGA broth จากการคัดเลือกสายพันธุใหมท่ี
ปรับปรุงสายพันธุดวยรังสีอัลตราไวโอเลต  
 ANOVA 

  
Sum of 
Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 5867.208 38 154.400 220.137 .000 
Within Groups 54.708 78 .701   

Total 5921.916 116    
 

 
ตารางภาคผนวก ค 2 การวิเคราะหวาเรียนซ (Analysis of Variance: ANOVA) ของการผลิต PGA 
ของ B. subtilis สายพันธุตาง ๆ ณ ช่ัวโมงท่ี 36 ใน PGA broth จากการคัดเลือกสายพันธุใหมท่ี
ปรับปรุงสายพันธุดวยสารเคมี NTG 
 ANOVA 

  
Sum of 
Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 148.926 9 16.547 39.777 .000 
Within Groups 8.320 20 .416   

Total 157.246 29    
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ตารางภาคผนวก ค 3 การวิเคราะหวาเรียนซ (Analysis of Variance: ANOVA) ของการผลิต PGA 
ของ B. subtilis สายพันธุตาง ๆ ณ ช่ัวโมงท่ี 36 ใน PGA broth จากการคัดเลือกสายพันธุใหมท่ี
ปรับปรุงสายพันธุดวยรังสีอัลตราไวโอเลตรวมกับสารเคมี NTG 
 ANOVA 

  
Sum of 
Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 1902.901 12 158.575 874.186 .000 
Within Groups 4.716 26 .181   

Total 1907.617 38    
 
ตารางภาคผนวก ค 4 การวิเคราะหวาเรียนซ (Analysis of Variance: ANOVA) ปริมาณการผลิต 
PGA สูงสุดของ B. subtilis สายพันธุตาง ๆ ท่ีเจริญใน Nutrient broth ระยะเวลา 72 ช่ัวโมง 
 ANOVA 

  
Sum of 
Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 1485.361 10 148.536 60.566 .000 
Within Groups 29.430 12 2.452   

Total 1514.790 22    
  

 
ตารางภาคผนวก ค 5 การวิเคราะหวาเรียนซ (Analysis of Variance: ANOVA) ปริมาณการผลิต 
PGA สูงสุดของ B. subtilis สายพันธุตาง ๆ ท่ีเจริญใน PGA broth ระยะเวลา 72 ช่ัวโมง 
 ANOVA 

  
Sum of 
Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 18.001 10 1.800 51.066 .000 
Within Groups .423 12 .035   

Total 18.424 22    
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ตารางภาคผนวก ค 6 การวิเคราะหวาเรียนซ (Analysis of Variance: ANOVA) ปริมาณการผลิต 
PGA สูงสุดของ B. subtilis สายพันธุตาง ๆ ในระหวางการหมักถ่ัวเหลืองระยะเวลา 72 ช่ัวโมง 
 ANOVA 

  
Sum of 
Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 360.046 10 36.005 51.363 .000 
Within Groups 7.711 11 .701   

Total 367.757 21    
 
ตารางภาคผนวก ค 7 สรุปความเขมขนของการผลิต PGA สูงสุดของ B. subtilis สายพันธุ   
ตาง ๆ  ท่ีเจริญใน nutrient broth  PGA broth  และระหวางกระบวนการหมักถ่ัวเหลือง ระยะเวลา 72 ช่ัวโมง 

ไอโซเลต 
ความเขมขน PGA (mg/ml , g)  (ช่ัวโมงท่ีมีการผลิต PGA  สูงสุด) 
nutrient broth PGA broth ถ่ัวเหลืองหมัก 

SB-MYP-1 
(wild type) 

3.50±3.04(24)b 22.55±0.20(36)a 23.85±0.16(48)a 

UV-112 8.99±3.21(12)b,  25.35±0.17(36)a,  11.10±2.34(24)b,  
NTG-17 22.64±0.08(24)b,  25.14±0.11(24)a,  18.48±1.03(24)c,  
NTG-53 17.52±0.28(12)b,  25.69±0.17(24)a,  16.18±0.28(12)c,  
NTG-88 12.71±0.42(12)c,  25.88±0.22(24)a,  19.24±0.11(24)b,  
NTG-132 26.18±0.19(24)ab,  26.10±0.03(24)ab,  20.48±0.47(12)b,  
NTG-146 24.10±0.14(12)b,  26.18±0.19(12)a,  23.11±0.92(12)b 

UN-43 21.94±0.42(12)b,   24.63±0.33(36)a,  24.49±0.03(48)a 
UN-48 26.04±0.17(24) a,  25.16±0.19(36)b,  24.11±0.11(24)c 
UN-81 26.90±0.17(12)a,   24.72±0.25(36)b,  21.21±0.11(60)c,  
UN-84 24.41±0.08(12)b,  24.78±0.22(36)ab,  24.98±0.06(60)a 

UV คือ ไอโซเลตของกลาเช้ือกลายพันธุ ท่ีปรับปรุงดวยรังสีอัลตราไวโอเลต  
NTG คือ ไอโซเลตของกลาเช้ือกลายพันธุ ท่ีปรับปรุงดวยสารเคมี NTG  
UN คือ ไอโซเลตของกลาเช้ือกลายพันธุท่ีปรับปรุงดวยรังสีอัลตราไวโอเลตรวมกับสารเคมี NTG 
 คือ มีความแตกตางกันในแนวต้ังอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P < 0.05) กับสายพันธุ ด้ังเดิม (SB-MYP-1) 
a, b, c คือมีความแตกตางในแนวนอนอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P < 0.05) 

 

 

 

 

 

 

 

 



ประวัติผูเขียน 
 

นายฐิติกร มหิสนันท เกิดเม่ือวันท่ี 11 มิถุนายน พ.ศ. 2531 ท่ีจังหวัดนครราชสีมา สําเร็จ
การศึกษาระดับมัธยมศึกษาตอนตนและตอนปลายจากโรงเรียนราชสีมาวิทยาลัย ในปการศึกษา 
2548 จากนั้นสําเร็จการศึกษาระดับปริญญาตรีหลักสูตรวิทยาศาสตรบัณฑิตโปรแกรมวิชา
วิทยาศาสตรและเทคโนโลยีการอาหาร (เกียรตินิยมอันดับ 2) จากมหาวิทยาลัยราชภัฏนครราชสีมา 
ในปการศึกษา 2552 และเขาศึกษาตอในระดับปริญญาโทหลักสูตรวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต สาขาวิชา
เทคโนโลยีอาหาร มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี ในปการศึกษา 2553 

 
ประสบการณทํางาน 
- ผูชวยสอนวิชา 315212 ปฏิบัติการจุลชีววิทยาอาหาร 1 ในภาคการศึกษา 1/2554 

1/2555 สาขาวิชาเทคโนโลยีอาหาร  สํานักวิชาเทคโนโลยีการเกษตร มหาวิทยาลัย
เทคโนโลยีสุรนารี 

- ผูชวยสอนวิชา 315214 ปฏิบัติการจุลชีววิทยาอาหาร 2 ในภาคการศึกษา 2/2554 
2/2555 สาขาวิชาเทคโนโลยีอาหาร  สํานักวิชาเทคโนโลยีการเกษตร มหาวิทยาลัย
เทคโนโลยีสุรนารี 

- ผูชวยสอนวิชา 315232 ปฏิบัติการการแปรรูปอาหาร 1 ในภาคการศึกษา 3/2554 
สาขาวิชาเทคโนโลยีอาหาร สํานักวิชาเทคโนโลยีการเกษตร    
มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี 

 

 

 

 

 

 

 

 


