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งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงคเพ่ือปรับปรุงสายพันธุกลาเช้ือ Bacillus subtilisเพ่ือการผลิตกรด

แกมมาพอลิกลูตามิก (PGA) โดยการชักนําใหเกิดการกลายพันธุโดยใชรังสีอัลตราไวโอเลต การใช
สารเคมีN-methyl-N-nitro-nitroso-guanidine (NTG) และการใชรังสีอัลตราไวโอเลตรวมกับ 
สารเคมีNTG ผลการศึกษาจากการคัดกรองโดยวัดผลผลิต PGAท่ีกลาเช้ือผลิตสูงสุดอยางมี
นัยสําคัญ (P<0.05) ใน PGA broth ณ ช่ัวโมงท่ี 36 โดยเปรียบเทียบกับสายพันธุดั้งเดิม (SB-MYP-1) 
พบวา การใชรังสีอัลตราไวโอเลตในการปรับปรุงสายพันธุ พบ 1 ไอโซเลต คือ UV-112  การใช
สารเคมี NTG พบ 5 ไอโซเลต ไดแก NTG-17 NTG-53 NTG-88 NTG-132 และ NTG-146 และ  
การใชรังสีอัลตราไวโอเลตรวมกับสารเคมี NTG พบ 4 ไอโซเลต ไดแก UN-43 UN-48 UN-81 และ 
UN-84 รวมสายพันธุกลายท้ังส้ิน 10 ไอโซเลต จากนั้นนําสายพันธุกลายนี้มาใชเปนกลาเช้ือทดสอบ       
การเจริญและการผลิต PGA ชวงระยะเวลา 72 ช่ัวโมง ในอาหารเล้ียงเช้ือ ไดแก nutrient broth 
(อาหารเล้ียงเช้ือควบคุม)  PGA broth และในระหวางกระบวนการหมักถ่ัวเหลือง พบวาการผลิต 
PGA ของสายพันธุกลายท้ัง 10 ไอโซเลตในอาหารเล้ียงเช้ือควบคุมสูงกวาสายพันธุดั้งเดิมแตไมมี
ความคงท่ี    สายพันธุท่ีกลายพันธุดวยสารเคมี NTG ท้ัง 5 ไอโซเลตมีความสามารถในการผลิต 
PGA ใน PGA broth สูงและผลผลิต PGA มีความสมํ่าเสมอกวาสายพันธุดั้งเดิมและสายพันธุกลาย
ดวยรังสีอัลตราไวโอเลตซ่ึงสายพันธุกลายดวยสารเคมี NTG นี้มีความเหมาะสมในการนําไปผลิต 
PGA บริสุทธ์ิทางการคาในระดับอุตสาหกรรมสวนสายพันธุท่ีกลายพันธุดวยรังสีอัลตราไวโอเลต
รวมกับสารเคมี NTG มีเพียง 1 ไอโซเลต คือ UN-48 ท่ีใหผลการผลิต PGA ในถ่ัวเหลืองหมัก               
(ถ่ัวเนาหรือนัตโตะ) เทากับ 24.11±0.11 มิลลิกรัมตอกรัมสูงกวาสายพันธุดั้งเดิมณ ช่ัวโมงท่ี 24 และ
ผลผลิต PGA มีความสมํ่าเสมอในระหวางระยะเวลาการหมักถ่ัวเหลืองซ่ึงมีความเปนไปไดใน     
การนําไปใชเปนกลาเช้ือเพ่ือการผลิต PGA และลดระยะเวลาการหมักถ่ัวเหลืองเพ่ือใหมีคุณคาทาง
โภชนาการทางอาหารและเปนท่ียอมรับของผูบริโภค จากการทดสอบความหลากหลายทาง
พันธุกรรมเบ้ืองตนดวยวิธีเพ่ิมจํานวนดีเอ็นเอโดยวิธีพีซีอารจากการใชไพรเมอรแบบสุมพบวา       
จีโนมิกดีเอ็นเอของ B. subtilis กลายพันธุท้ัง 10ไอโซเลตใหแถบ(band) พีซีอารไมมีความแตกตาง
เม่ือเทียบกับสายพันธุดั้งเดิม 
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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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