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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 

 

 

สาขาวิชาเทคโนโลยีอาหาร ลายมือช่ือนักศึกษา  
ปการศึกษา 2555 ลายมือช่ืออาจารยท่ีปรึกษา  

 

 

 

 

 

 

 

 



ข 

THITIKORN MAHIDSANAN : Bacillus subtilis PRODUCING POLY-γ-

GLUTAMIC ACID (PGA) STRAIN IMPROVEMENT BY RADIATION 

AND/OR CHEMICAL. THESIS ADVISOR: 

ASST. PROF.PIYAWAN GASALUCK,Ph.D., 87 PP. 

 

Bacillus subtilis/POLY-γ-GLUTAMIC ACIDPRODUCTION/ULTRAVIOLET 

RADIATION/NTGMUTATION/STRAIN IMPROVEMENT 

 

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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 เปรียบเทียบกับสายพันธุดั้งเดิม SB-MYP-1 () ใน nutrient broth 
 เปนเวลา 72 ช่ัวโมง ........................................................................................................... .43 

4.15 ความเขมขน PGA (mg/ml) ท่ีผลิตโดย B. subtilis ท่ีผานการปรับปรุงสายพันธุดวยรังสี
อัลตราไวโอเลต UV-112 () เปรียบเทียบกับสายพันธุดั้งเดมิ SB-MYP-1 ()  
ใน nutrient broth เปนเวลา 72 ช่ัวโมง............................................................................... .44 

 

 

 

 

 

 

 

 



ฏ 

สารบัญภาพ (ตอ) 
 

ภาพที่ หนา 
 
4.16 การเจริญของ B. subtilis ท่ีผานการปรับปรุงสายพันธุดวยรังสีอัลตราไวเลต  
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เปนเวลา 72 ช่ัวโมง ........................................................................................................... .45 
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อัลตราไวโอเลต UV-112 () เปนกลาเช้ือเปรียบเทียบกับสายพันธุดั้งเดิม  
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เปนเวลา 72 ช่ัวโมง ........................................................................................................... .49 
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4.24 ความเขมขน PGA (mg/ml) ท่ีผลิตโดย B. subtilis ท่ีผานการปรับปรุงสายพันธุ 

ดวยสารเคมี NTG ไดแก NTG-17 () NTG-53 () NTG-88 () NTG-132 () 
และ NTG-146 () เปรียบเทียบกับสายพันธุดั้งเดิม SB-MYP-1 () ใน nutrient broth 
เปนเวลา 72 ช่ัวโมง ........................................................................................................... .50 
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NTG-17 () NTG-53 () NTG-88 () NTG-132 () และ NTG-146 () 
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เปนเวลา 72 ช่ัวโมง .......................................................................................... .51 
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 NTG-53 () NTG-88 () NTG-132 () และ NTG-146 () เปรียบเทียบกับ 
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 NTG-146 () เปรียบเทียบกับสายพันธุดั้งเดิม SB-MYP-1 () ใน PGA broth  
 เปนเวลา 72 ช่ัวโมง ........................................................................................................... .52 
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 ถ่ัวเหลืองเปนเวลา 72 ช่ัวโมง ............................................................................................ .53 
4.29 การเปล่ียนแปลงคาความเปนกรด-ดาง (pH) ในระหวางการหมักถ่ัวเหลืองดวย           
 B. subtilis ท่ีผานการปรับปรุงสายพันธุดวยสารเคมี NTG ไดแก NTG-17 () NTG-53 

() NTG-88 () NTG-132 () และ NTG-146 () เปนกลาเช้ือเปรียบเทียบกับ 
 สายพันธุดั้งเดิม SB-MYP-1 () ในระหวางการหมักถ่ัวเหลืองเปนเวลา 72 ช่ัวโมง ........ .53 
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4.30 ความเขมขน PGA (mg/g) ท่ีผลิตโดย B. subtilis ท่ีผานการปรับปรุงสายพันธุ 
 ดวยสารเคมี NTG ไดแก NTG-17 () NTG-53 () NTG-88 () NTG-132 ()  
 และ NTG-146 () เปนกลาเช้ือเปรียบเทียบกับสายพันธุดั้งเดิม SB-MYP-1 () 
 ในระหวางการหมักถ่ัวเหลือง เปนเวลา 72 ช่ัวโมง............................................................ .54 
4.31 การเจริญของ B. subtilis ท่ีผานการปรับปรุงสายพันธุดวยรังสีอัลตราไวโอเลตรวมกับ

สารเคมี NTG ไดแก UN-43 () UN-48 () UN-81 () และ UN-84 ()  
 เปรียบเทียบกับสายพันธุดั้งเดิม SB-MYP-1 () ใน nutrient broth เปนเวลา              
 72 ช่ัวโมง .......................................................................................................................... .55 
4.32 การเปล่ียนแปลงคาความเปนกรด-ดาง (pH) ของ nutrient broth เม่ือมีการเจริญของ  

B. subtilis ท่ีผานการปรับปรุงสายพันธุดวยรังสีอัลตราไวโอเลตรวมกับสารเคมี NTG 
 ไดแก UN-43 () UN-48 () UN-81 () และ UN-84 () เปรียบเทียบกับสายพันธุ 
 ดั้งเดิม SB-MYP-1 () ใน nutrient broth เปนเวลา 72 ช่ัวโมง ......................................... .55 
4.33 ความเขมขน PGA (mg/ml) ท่ีผลิตโดย B. subtilis ท่ีผานการปรับปรุงสายพันธุดวยรังสี

อัลตราไวโอเลตรวมกับสารเคมี NTG ไดแก UN-43 () UN-48 () UN-81 () และ 
UN-84 () เปรียบเทียบกับสายพันธุดั้งเดิม SB-MYP-1 () ใน nutrient broth  
เปนเวลา 72 ช่ัวโมง ........................................................................................................... .56 

4.34 การเจริญของ B. subtilis ท่ีผานการปรับปรุงสายพันธุดวยรังสีอัลตราไวโอเลตรวมกับ
สารเคมี NTG ไดแก UN-43 () UN-48 () UN-81 () และ UN-84 ()  

 เปรียบเทียบกับสายพันธุดั้งเดิม SB-MYP-1 () ใน PGA broth เปนเวลา 72 ช่ัวโมง ...... .57 
4.35 การเปล่ียนแปลงคาความเปนกรด-ดาง (pH) ของ PGA broth เม่ือมีการเจริญของ        
 B. subtilis ท่ีผานการปรับปรุงสายพันธุดวยรังสีอัลตราไวโอเลตรวมกับสารเคมี NTG 
 ไดแก UN-43 () UN-48 () UN-81 () และ UN-84 () เปรยีบเทียบกับสายพันธุ 
 ดั้งเดิม SB-MYP-1 () ใน PGA broth เปนเวลา 72 ช่ัวโมง ............................................. .57 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 



ฒ 

สารบัญภาพ (ตอ) 
ภาพที่ หนา 
 
4.36 ความเขมขน PGA (mg/ml) ท่ีผลิตโดย B. subtilis ท่ีผานการปรับปรุงสายพันธุดวย 

 รังสีอัลตราไวโอเลตรวมกับสารเคมี NTG ไดแก UN-43 () UN-48 () UN-81 ()  
 และ UN-84 () เปรียบเทียบกับสายพันธุดั้งเดิม SB-MYP-1 () ใน PGA broth  
 เปนเวลา 72 ช่ัวโมง ........................................................................................................... .58 

4.37 การเจริญของ B. subtilis ท่ีผานการปรับปรุงสายพันธุรังสีอัลตราไวโอเลตรวมกับ 
สารเคมี NTG ไดแก UN-43 () UN-48 () UN-81 () และ UN-84 () เปน 
กลาเช้ือเปรียบเทียบกับสายพันธุดั้งเดิม SB-MYP-1 () ในระหวางการหมักถ่ัวเหลือง 
เปนเวลา 72 ช่ัวโมง ........................................................................................................... .59 

4.38 การเปล่ียนแปลงคาความเปนกรด-ดาง (pH) ในระหวางการหมักถ่ัวเหลืองดวย           
 B. subtilis ท่ีผานการปรับปรุงสายพันธุดวยรังสีอัลตราไวโอเลตรวมกับสารเคมี NTG 

ไดแก UN-43 () UN-48 () UN-81 () และ UN-84 () เปนกลาเช้ือเปรียบเทียบ 
 กับสายพันธุดั้งเดิม SB-MYP-1 () ในระหวางการหมักถ่ัวเหลืองเปนเวลา 72 ช่ัวโมง ... .59 

4.39 ความเขมขน PGA (mg/g) ท่ีผลิตโดย B. subtilis ท่ีผานการปรับปรุงสายพันธุดวยรังสี
อัลตราไวโอเลตรวมกับสารเคมี NTG ไดแก UN-43 () UN-48 () UN-81 () และ 
UN-84 () เปนกลาเช้ือเปรียบเทียบกับสายพันธุดั้งเดิม SB-MYP-1 () ในระหวาง 
การหมักถ่ัวเหลืองเปนเวลา 72 ช่ัวโมง .............................................................................. .60 

4.40 สรุปความเขมขน PGA ของกลาเช้ือท่ีผานการปรับปรุงสายพันธุดวยวิธีการตาง ๆ  
ณ ช่ัวโมงท่ีใหผลการผลิตสูงท่ีสุดในอาหารเล้ียงเช้ือ nutrient broth () PGA broth ()  
และในระหวางการหมักถ่ัวเหลือง () ............................................................................. .62 

4.41 จีโนมิก DNA จาก B. subtilis ท้ัง 11 ไอโซเลต .................................................................. .63 
4.42 แถบรูปแบบผลิตภัณฑพีซีอารจากการทํา PCR-RAPD จากตัวอยางจีโนมิก DNA ของ  

 B. subtilis ท้ัง 11 ไอโซเลต ............................................................................................... .64 

 

 

 

 

 

 

 

 



                                                                                                                             

คําอธิบายสัญลักษณและคํายอ 
 

α   = Alpha 
NH4Cl   = Ammonium chloride 
CaCl2.2H2O  = Calcium (II) chloride dihydrate 
CFU/ml or g  = Colonies forming unit per milliliter or gram  
DNA   = Deoxyribonucleic acid 
K2HPO4   = Dipotassium hydrogen orthophosphate 
EDTA   = Ethylenediaminetetraacetic acid 
γ   = Gamma 
FeCl3.6H2O  = Iron (III) chloride hexahydrate 
MnSO4.H2O  = Manganese (II) sulfate monohydrate 
MgSO4.7H2O  = Magnesium (IV) sulfate heptahydrate 
mm   = Millimeter 
ug/ml   = Microgram per milliliter 
mg/g   = Milligram per gram 
mg/ml   = Milligram per milliliter 
NTG   = N-methyl-N-nitro-nitroso-guanidine 
PCR   = Polymerase chain reaction 
%   = Percent 
% (w/w)  = Percent mass/mass 
% (w/v)   = Percent mass/volume 
×g   = Relative centrifugal force 
RAPD   = Random amplification of polymorphic DNA 
rpm   = Revolution per minute 
UV   = Ultraviolet 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 



1 

บทท่ี 1 
บทนํา 

 
1.1 ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 

กรดแกมมาพอลิกลูตามิก (Poly-γ-glutamic acid; PGA) เปนพอลิเมอรของกรดกลูตามิก 
(glutamic acid) ท่ีประกอบดวย L และ D glutamic acid ท่ีเช่ือมตัวระหวาง α-amino acid และหมู 
γ-carboxylic acid เปนสารเหนียวท่ีแบคทีเรียในสกุล Bacillus sp. ปลอยออกมานอกเซลล ซ่ึงมี
ความสามารถละลายน้ําได  ยอยสลายไดโดยชีววิธี (biodegradable) รับประทานไดไมกอใหเกิดพิษ
ตอมนุษยและส่ิงแวดลอม จึงไดมีการนํา PGA มาใชประโยชนในหลาย ๆ  ดาน เชน ดานอุตสาหกรรม
อาหารไดมีการนํา PGA มาใชในอุตสาหกรรมเบเกอรี่ พบวา PGA มีคุณสมบัติเปนสารปองกัน   
การเกิดผลึกน้ําแข็ง อิมัลซิไฟเออร สเตบิไลเซอร และลดการดูดซับน้ํามัน (Lim et al., 2012;     
Shyu and Sung, 2010; Yokoigawa et al., 2006)  ดานสุขภาพพบวา PGA ชวยเพ่ิมศักยภาพการดูด
ซึมแคลเซียมท่ีลําไส ชวยในการดูแลชองปาก ลดอัตราการเปนโรคเบาหวาน ปองกันการเปนโรค 
ความดันโลหิตสูง เปนตน (Tanimoto, 2010)  ในการผลิต PGA เพ่ือมาใชในอุตสาหกรรมอาหาร  
จะมีการใชกลาเช้ือท่ีคัดแยกไดจากธรรมชาติคือ Bacillus subtilis เล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือและ        
ใชกลาเช้ือในการผลิตถ่ัวเหลืองหมักเพ่ือปลดปลอย PGA  แตปญหาท่ีพบคือเช้ือท่ีคัดแยกไดจาก
ธรรมชาตินั้น มีความสามารถในการผลิต PGA ไดนอย ซ่ึงท่ัวไปอาจเพ่ิมศักยภาพของการผลิตได 
โดยเลือกใชแหลงสับสเตรทและสภาวะท่ีเหมาะสมตอการเจริญและการสรางผลผลิตของจุลินทรีย 
แตการเพ่ิมผลผลิตดวยวิธีนี้จะถูกจํากัดความสามารถในการสรางผลผลิตของจุลินทรียซ่ึงถูกควบคุม
ดวยยีน ซ่ึงจากงานวิจัยของ Huang et al. (2011) กลาเช้ือ B. subtilis ท่ีคัดแยกไดจากถ่ัวเหลืองหมัก              
มีความสามารถในการผลิต PGA ไมเกิน 20 กรัมตอลิตร ดังนั้นถาตองการเพ่ิมผลผลิตใหสูงขึ้นอีก 
จําเปนจะตองปรับปรุงสายพันธุกลาเช้ือใหมีศักยภาพดีขึ้นโดยการปรับปรุงสายพันธุเพ่ือควบคุมยีน
ใหมีความสามารถในการผลิตเอนไซมไดสูงขึ้น วิธีการปรับปรุงสายพันธุมีดวยกันหลายวิธี เชน 
การกลายพันธุ (mutation) การตัดตอยีน (genetic recombination) และการโคลนยีน (gene cloning)  
แตการตัดตอยีนและการโคลนยีนยังมีขอจํากัดในการนํากลาเช้ือมาใชในอุตสาหกรรมอาหาร  
ดังนั้นวิธีท่ีนิยมมากท่ีสุดคือ การกลายพันธุ (induced mutation) ดวยตัวชักนําใหเกิดการกลายพันธุท่ี
เรียกวา ส่ิงกอกลายพันธุ (mutagen) เชน สารเคมีท่ีนิยมใชในการกอกลายพันธุ ไดแก N-methyl-N-
nitro-nitroso-guanidine (NTG) เนื่องจากมีประสิทธิภาพสูงโดยจะเติมหมูแอลคิลใหกับเบสแตละ
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ชนดิท่ีตําแหนงไนโตรเจนหรือออกซิเจนมีผลโดยตรงตอการจับคูผิดและมีผลทางออมทําใหเกิด 
การซอมแซม DNA ผิดไป เปนสาเหตุใหเกิดการกลายพันธุ  นอกจากสารเคมีแลว รังสีจัดเปนตัว  
ชักนําใหเกิดการกลายพันธุไดเชนเดียวกัน  รังสีอัลตราไวโอเลตเปนส่ิงกอกลายพันธุทางกายภาพท่ี
นิยมใชปรับปรุงสายพันธุมากท่ีสุด เนื่องจากเปนวิ ธีท่ีงายและสะดวก มีประสิทธิภาพสูง              
การเปล่ียนแปลงพันธุกรรมของจุลินทรียจะเกิดจากการท่ี  DNA ของจุ ลินทรียดูดซับรังสี
อัลตราไวโอเลตเขาไปโดยตรง ท่ีชวงความยาวคล่ืน 254-260 นาโนเมตร พลังงานท่ีดูดซับไวนี้
สามารถทําใหเกิดการเปล่ียนแปลงพันธะของเบสเพียวรินและไพริมิดีน กลุมเบสไพริมิดีนจะมีการ
เปล่ียนแปลงมากกวาเบสเพียวริน มีผลทําใหเบสไทมีน 2 โมเลกุลท่ีอยูติดกันบนสายพอลินิวคลี   
โอไทดสายเดียวกันของโมเลกุล DNA ท่ีมาเช่ือมตอกันเกิดเปนไทมีนไดเมอร (thymine dimer)     
ทําใหเบสไทมีนไมสามารถจับกับคูเบสอะดีนีนของสายพอลินิวคลีโอไทดสายตรงขามได ทําใหเกิด
เบสทรานซิชันขึ้น ซ่ึงจะไปขัดขวางกระบวนการถายแบบ DNA (DNA replication) หรือทําใหเกิด
การเปล่ียนแปลงลําดับเบสบนสาย DNA แบบสุม เม่ือเกิดการสังเคราะห DNA จะทําใหไดรหัส
พันธุกรรมท่ีเปล่ียนแปลงไปจากเดิม  แตขอเสียของการกลายพันธุดวยรังสีอัลตราไวโอเลตคือ 
สามารถทําใหกลับคืนสูสภาพเดิมได เม่ือนําแบคทีเรียท่ีผานการฉายรังสีอัลตราไวโอเลตแลวไปฉาย
กับแสงแดดหรือแสงจากหลอดฟลูออเรสเซนต จะทําใหโครงสรางเบสไทมีนไดเมอรหลุดออก    
ในปจจุบันก็ยังมีการนําเทคนิคการปรับปรุงสายพันธุจุลินทรียดวยรังสีรวมกับการใชสารเคมี NTG 
เชน มาลินี  สิงโตทอง (2551) ศึกษาการกลายพันธุ Lactococcus lactis MF2 เพ่ือเพ่ิมศักยภาพใน 
การสรางไนซินเพ่ือนําไปใชในอุตสาหกรรมอาหาร โดยการกลายพันธุดวยการฉายรังสี
อัลตราไวโอเลตรวมกับการใชสารเคมี NTG รวมกัน พบวาสายพันธุกลาย 3 ไอโซเลต สามารถ
สรางไนซินในปริมาณท่ีสูงขึ้นกวาสายพันธุดั้งเดิมถึง 7 เทา  Zambare (2010) กลายพันธุเช้ือรา 
Trichoderma reesei MTCC-3929 เพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพการผลิตเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสดวย
การฉายรังสีอัลตราไวโอเลตรวมกับการใชสารเคมี NTG รวมกัน พบวาสายพันธุกลาย NTG-17      
มีกิจกรรมของเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสในระหวางการหมักแบบ submerged เทากับ 318.3        
ยูนิตตอมิลลิลิตร ซ่ึงมีกิจกรรมของเอนไซมสูงขึ้นเม่ือเปรียบเทียบกับสายพันธุดั้งเดิม นอกจากรังสี
อัลตราไวโอเลตแลว รังสีแกมมายังสามารถใชในการปรับปรุงสายพันธุจุลินทรียได เชน Iftikhar    
et al. (2010) ปรับปรุงสายพันธุเช้ือรา Rhizopus oligosporus var. Microsporus เพ่ือผลิตเอนไซม   
ไลเปสดวยรังสีแกมมาปริมาณ 120 กิโลแรด พบวาสายพันธุกลาย IIB-63-γ-8 มีกิจกรรมของ
เอนไซมไลเปสเทากับ 6.88 ยูนิตตอมิลลิลิตร ซ่ึงสูงกวาสายพันธุดั้งเดิมท่ีมีกิจกรรมของเอนไซม   
ไลเปสเพียง 3.20 ยูนิตตอมิลลิลิตร       
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งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงคท่ีจะปรับปรุงสายพันธุ B. subtilis เพ่ือเปนกลาเช้ือท่ีมีประสิทธิภาพ
ในการผลิต PGA ดวยการชักนําใหเกิดการกลายพันธุ 2 วิธี คือ การชักนําใหเกิดการกลายพันธุดวย
รังสี การชักนําใหเกิดการกลายพันธุดวยสารเคมี และการใชท้ัง 2 วิธีรวมกันเพ่ือนําไปพัฒนากลาเช้ือ 
B. subtilis ท่ีมีประสิทธิภาพในการผลิต PGA ในเชิงอุตสาหกรรมอาหารหมักตอไป 
 
1.2 วัตถุประสงคของการศึกษา 

1.2.1 ปรับปรุงสายพันธุ B. subtilis โดยการกลายพันธุ เพ่ือสงเสริมประสิทธิภาพในการผลิต 
PGA 

1.2.2 ศึกษาสภาวะการผลิต PGAของกลาเช้ือ B. subtilis ท่ีปรับปรุงสายพันธุแลวในอาหาร
เล้ียงเช้ือและกระบวนการหมักถ่ัวเหลือง 

 
1.3 ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ  

ไดกลาเช้ือ B. subtilis สายพันธุท่ีปรับปรุงแลว ท่ีมีคุณสมบัติในการผลิตผลิตภัณฑถ่ัวเหลือง
หมักท่ีใหคุณภาพและมีปริมาณ PGA สูงกวาการหมักโดยจุลินทรียท่ีคัดแยกไดจากธรรมชาต ิ
 

1.4 ขอบเขตของการศึกษา 
งานวิจัยนี้ไดมุงศึกษาวิธีการปรับปรุงสายพันธุของ B. subtilis ท่ีคัดแยกไดจากผลิตภัณฑ 

ถ่ัวหมัก โดยปรับปรุงสายพันธุดวยวิธีการชักนําใหกลายพันธุดวยรังสีอัลตราไวโอเลต (UV-C) 
สารเคมี NTG และการใชรังสีอัลตราไวโอเลตรวมกับสารเคมี NTG โดยพิจารณารอยละการรอด
ชีวิตของ B. subtilis และคุณสมบัติการผลิต PGA จากการปรับปรุงสายพันธุดวยวิธีตาง ๆ              
นําเช้ือแตละไอโซเลตท่ีไดมาคัดเลือกศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิต PGA 
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บทท่ี 2 
ปริทัศนวรรณกรรมและงานวิจัยท่ีเกี่ยวของ 

 
2.1 การปรับปรุงสายพันธุจุลินทรีย 

จุลินทรียท่ีแยกไดจากธรรมชาต ิตามปกติแลวจะมีความสามารถในการผลิตสารท่ีตองการ
ไดคอนขางต่ํา แตการนําไปใชในอุตสาหกรรมจึงตองมีการเพ่ิมประสิทธิภาพในการผลิตเพ่ือให
ไดผลผลิตท่ีสูงขึ้น โดยการเลือกอาหารเล้ียงเช้ือและสภาวะท่ีเหมาะสมตอการเจริญและสราง
ผลผลิตของจุลินทรีย แตวิธีนี้จะถูกจํากัดความสามารถสูงสุดในการสรางผลผลิตของจุลินทรียซ่ึงถูก
ควบคุมโดยยีน (gene)  ดังนั้นการเพ่ิมประสิทธิภาพการผลิตในอุตสาหกรรม นอกจากการปรับปรุง
สูตรอาหารเล้ียงเช้ือและสภาวะการผลิตแลว  วิธีการปรับปรุงสายพันธุของจุลินทรียยังเปนส่ิงท่ี
จําเปนและมีความสําคัญตอการเพ่ิมผลผลิตอีกดวย Hungund and Gupta (2010) ไดทําการปรับปรุง
สายพันธุ Gluconacetobacter xylinus NCIM 2526 เพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพการผลิตเซลลูโลส พบวา 
เม่ือกลายพันธุเช้ือดวยรังสีอัลตราไวโอเลตรวมกับ ethyl methanesulfonate ไดสายพันธุกลาย 
GHEM4 ท่ีใหผลผลิตของเซลลูโลสสูงถึง 5.96 กรัมตอลิตร เปรียบเทียบกับสายพันธุดั้งเดิมท่ีใหผล
ผลิตเพียง 3.90 กรัมตอลิตร กลาวคือสายพันธุจุลินทรียท่ีใชหากมีลักษณะพันธุกรรมตามท่ีตองการ
จะทําใหกระบวนการผลิตและผลผลิตเปนไปตามท่ีวางไว อยางไรก็ตามจุลินทรียในธรรมชาติมัก
ตองมีการปรับปรุงเพ่ือใหบรรลุถึงวัตถุประสงคดังกลาว หลักการปรับปรุงสายพันธุ (strain 
improvement) ของจุลินทรียแบงเปน 3 วิธี (อางถึงในสุหัทยา  จิระนันทิพร, 2543) 

1. การกลายพันธุ (mutation) เปนวิธีการท่ีงายและสะดวก ใชความรูพ้ืนฐานทางพันธุกรรม
ของเช้ือจุลินทรียท่ีตองการปรับปรุงแบบไมยุงยากซับซอน อาศัยเทคนิคท่ีงายและมีราคาถูก 
ประสิทธิภาพของการกลายพันธุขึ้นอยูกับส่ิงท่ีกอใหเกิดการกลายพันธุและความถูกตอง               
ในการคัดเลือกเช้ือ แตมักใหผลแบบสุม ตองมีการคัดเลือกเปนจํานวนมาก 

2. การตัดตอดีเอ็นเอ (DNA recombination) เปนวิธีท่ีตองอาศัยความรูพ้ืนฐานท้ังทางพันธุกรรม
และสรีรวิทยาของเช้ือ รวมถึงคุณสมบัติทางชีวเคมีของเช้ือจุลินทรียขั้นสูง ในแบคทีเรียแกรมลบ
และยีสต เชน วิธี transformation, conjugation และ transduction 

3. การโคลนยีน (gene cloning) เปนวิธีการท่ีนิยมในปจจุบัน เปนการปรับปรุงระดับพันธุกรรม 
ท่ีตองอาศัยความรูทางพันธุกรรมของเช้ืออยางลึกซ้ึง เปนวิ ธีท่ี มีความยุงยาก เทคนิค   
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ตาง ๆ มีความซับซอนและมีราคาแพง เชน การใชเทคนิคทางพันธุวิศวกรรม (genetic engineering) 
ในการเปล่ียนแปลงบรเิวณโปรโมเตอร บริเวณท่ีเกาะของไรโบโซม หรือการลดหรือจํากัดเอนไซม
ท่ีมีสวนในการยับยั้งหรือขัดขวางการสังเคราะหผลิตภัณฑท่ีตองการ เปนตน 
 
2.2 การกลายพันธุ 

การกลายพันธุ เปนการเปล่ียนแปลงลักษณะทางพันธุกรรม ซ่ึงสามารถถายทอดจาก        
รุนหนึ่งไปยังอีกรุนหนึ่งได  การกลายพันธุแบงออกไดเปน 2 ระดับ (Snustad and Simmons, 2000) 
คือ การกลายพันธุระดับโครโมโซม (chromosome mutation) ซ่ึงเปนการกลายพันธุท่ีเกิดจาก      
การเปล่ียนแปลงโครโมโซม อาจจะเปนการเปล่ียนแปลงโครงสรางของโครโมโซม หรือ                  
การเปล่ียนแปลงจํานวนโครโมโซม และการกลายพันธุระดับยีน (gene mutation หรือ point 
mutation) โดยจะเปล่ียนแปลงรูปแบบของยีน ซ่ึงเปนผลมาจากการเปล่ียนแปลงนิวคลีโอไทดใน    
DNA  ซ่ึงรวมถึงการแทนท่ีกันของคูเบสและการเพ่ิมหรือขาดหายไปของคูเบสซ่ึงเปนการกลาย
พันธุในระดับของยีนในคูเบสเดียวกันของ DNA  ซ่ึงแบงออกเปน 2 ชนิดคอื 

2.2.1 การแทนท่ีคูเบส (base-pair substitution) คือการแทนท่ีคูเบสในสายพอลินิวคลีโอ
ไทดของ DNA แบงออกไดเปน 2 ชนดิคือ 

2.2.1.1 ทรานซิชัน (transition) คือการแทนท่ีเบสพวกพิวรีนชนิดหนึ่งดวยเบสพิวรีน
อีกชนิดหนึ่ง หรือ การแทนท่ีเบสพวกไพริมิดีนชนิดหนึ่งดวยเบสไพริมิดีนอีกชนิดหนึ่ง เชน คูเบส 
A-T ถูกแทนท่ีดวย G-C หรือคูเบส C-G ถูกแทนท่ีดวย T-A 

2.2.1.2 ทรานสเวอรชัน (transversion) คือการแทนท่ีเบสพวกพิวรีนดวยเบสพวก   
ไพริมิดีนหรือเบสพวกไพริมิดีนถูกแทนท่ีดวยเบสพวกพิวรีน เชน คูเบส A-T ถูกแทนท่ีดวย C-G 
หรือคูเบส C-G ถูกแทนท่ีดวยคูเบส A-T เปนตน 

2.2.2 เฟรมชิฟท มิวเทชัน (frameshift mutation) คือ การกลายพันธุท่ีเกิดจากมีการสูญเสีย
นิวคลีโอไทด 1 นิวคลีโอไทดหรือมากกวา หรือ การท่ีมีนิวคลีโอไทดเพ่ิมขึ้นมา 1 นิวคลีโอไทด 
หรือมากกวา หรือมีการเพ่ิมหรือขาดหายไปของนิวคลีโอไทด ในสายพอลินิวคลีโอไทดของ DNA 
ทําใหกรอบการอานรหัสพันธุกรรม (reading frame) เปล่ียนแปลงไป 

 
 การเกิดการกลายพันธุ แบงออกเปน 2 ชนิด (Snustad and Simmons, 2000) คือ การกลาย

พันธุท่ีเกิดขึ้นเองตามธรรมชาติ (spontaneous mutation) ซ่ึงเปนผลมาจาก รังสี สารเคมี อุณหภูมิ    
ท่ีมีอยูในธรรมชาต ิกระตุนใหเกิดปฏิกิริยาเทาโทเมอริกชิฟท (tautomeric shift) หรือการกอใหเกิด
ไอออน (ionization) ในโมเลกุลของเบส DNA ซ่ึงมีผลทําใหเกิดการแทนท่ีคูเบสในสายพอลินิวคลี
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โอไทดของ DNA  และการกลายพันธุท่ีเกิดจากการชักนํา (induced mutation) เปนการกลายพันธุท่ี
เกิดจากการใชส่ิงกอกลายพันธุ (mutagen) ชักนําใหเกิดขึ้น ซ่ึงส่ิงกอกลายพันธุท่ีใชชักนํานี้ ไดแก 
ส่ิงกอกลายพันธุทางกายภาพ เชน อุณหภูมิและรังสีตาง ๆ และส่ิงกอกลายพันธุทางเคมี เชน สารเคมี
ตาง ๆ ซ่ึงจะกลาวในหัวขอตอไป 
 
2.3 สิ่งกอกลายพันธุทางกายภาพ 

รังสีเปนส่ิงกอกลายพันธุทางกายภาพท่ีสําคัญในการชักนําใหเกิดการกลายพันธุและดวย
ความยาวคล่ืนของรังสีท่ีตางกันทําใหมีผลตอการชักนําใหเกิดการกลายพันธุในรูปแบบท่ีแตกตาง
กัน (Weaver and Hedrick, 1977) สามารถแบงออกเปน 2 ประเภท คือ 

2.3.1 รังสีท่ีกอใหเกิดไอออน (ionizing radiation) ไดแก รังสีเอกซ รังสีแกมมา รังสี
แอลฟา รังสีบีตาเปนตน รังสีเหลานี้มีอํานาจในการทะลุทะลวงสูง โดยทะลุทะลวงผานเนื้อเยื่อ   
ตาง ๆ และทําใหอิเล็กตรอนท่ีเรียงอยูวงนอกสุดในโครงสรางอะตอมหลุดออกไป เกิดเปนประจุ
ไอออนบวก สวนอิเล็กตรอนท่ีหลุดออกมานี้จะเคล่ือนท่ีดวยความเร็วสูงไปชนอะตอมอ่ืน ๆ จน
พลังงานของอิเล็กตรอนลดลง จากการเกิดประจุบวกและลบทําใหตองเกิดปฏิกิริยาเคมีทําใหประจุ
เปนกลาง เพ่ือใหโครงสรางของอะตอมคงท่ี ปฏิกิริยาเคมีท่ีเกิดขึ้นมีผลทําใหเกิดการกลายพันธุ   
เชน ทําใหเกิดการแตกหักของโครโมโซมและโครมาติด โดยบริเวณท่ีแตกนี้จะเกี่ยวของกับสวนท่ี
ตอกันของน้ําตาล และหมูฟอสเฟตของสายโพลีนิวคลีโอไทดทําใหเกิดการตัดออกและ               
การสอดแทรก  ยกตัวอยางงานวิจัยท่ีมีการใชรังสีกอใหเกิดไอออนมาปรับปรุงสายพันธุจุลินทรีย 
ไดแก Iqbal et al. (1995) ใชรังสีแกมมาในการกลายพันธุ Pseudomonas aeruginosa S38 เพ่ือลด
ระยะเวลาในกระบวนการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพท่ีจะนําไปเปนอิมัลซิไฟเออรยอยสลายไขมัน           
ในส่ิงแวดลอม โดยพบวาสายพันธุกลาย EBN-8 ใชเวลาเพียง 2-3 ช่ัวโมงในการผลิตสารลดแรง   
ตึงผิวชีวภาพ ซ่ึงใชเวลานอยกวาสายพันธุดั้งเดิมท่ีใชเวลา 3-4 ช่ัวโมง และ Iftikhar et al. (2010)        
ทําการกลายพันธุเช้ือรา Rhizopus oligosporus var. Microsporus เพ่ือผลิตเอนไซมไลเปสมาใชใน
อุตสาหกรรมอาหาร  ดวยรังสีแกมมาปริมาณ 120 กิโลแรด พบวาสายพันธุกลาย IIB-63-γ-8               
มีกิจกรรมของเอนไซมไลเปสเทากับ 6.88 ยูนิตตอมิลลิตร ซ่ึงสูงกวาสายพันธุดั้งเดิมท่ีมีกิจกรรม
ของเอนไซมไลเปสเพียง 3.20 ยูนิตตอมิลลิลิตร 

2.3.2 รังสีท่ีไมกอใหเกิดไอออน (nonionizing radiation) ไดแก รังสีอัลตราไวโอเลต รังสี
ประเภทนี้ จะไมกอใหเกิดไอออนตามทางท่ีเคล่ือนผาน เนื่องจากมีอํานาจในการทะลุทะลวงต่ํากวา
รังสีประเภทแรก 
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รังสีอัลตราไวโอเลต (ultraviolet radiation) เปนรังสีชนิดไมแตกตัวและเปนส่ิง           
กอกลายพันธุทางกายภาพท่ีนิยมใชในงานปรับปรุงสายพันธุ เนื่องจากเปนวิธีท่ีงายและสะดวก                   
มีประสิทธิภาพสูง การเปล่ียนแปลงพันธุกรรมของจุลินทรียจะเกิดจากการท่ี DNA ของจุลินทรียดูด
ซับรังสีอัลตราไวโอเลตเขาไปโดยตรงท่ีชวงความยาวคล่ืน 254-260 นาโนเมตร พลังงานท่ีดูดซับไว
นี้สามารถทําใหเกิดการเปล่ียนแปลงพันธะของเบสพวกพิวรีนและไพริมิดีน โดยเฉพาะในกลุมเบส
ไพริมิดีนจะมีการเปล่ียนแปลงงายกวาพิวรีน โดยจะมีผลทําใหเบสไทมีน 2 โมเลกุลท่ีอยูติดกันบน
สายพอลินิวคลีโอไทดสายเดียวกันของโมเลกุล DNA มาเช่ือมตอกัน ทําใหเกิดไทมีนไดเมอร 
(thymine dimer) ขึ้น (ภาพท่ี 2.1) การเกิดไทมีนไดเมอรจะทําใหไทมีนไมสามารถจับคูกับอะดินีน
ของสายพอลินิวคลีโอไทดตรงขามได มีผลทําใหเกิดเบสทรานซิชันได เชน คูเบส T-A ถูกแทนท่ี
ดวยคูเบส C-G นอกจากนี้รังสีอัลตราไวโอเลตสามารถทําใหเกิด ไซโตซีนไดเมอร (cytosine dimer) 
ไดและมีผลกอใหเกิดการกลายพันธุคือ จะเกิดปฏิกิริยาดึงหมูอะมิโน (NH2) ออกจากโมเลกุลของ 
ไซโตซีนในไซโตซีนไดเมอร (deamination of cytosine dimer) จะทําใหไดยูราซิลไดเมอร (uracil 
dimer) ซ่ึงจะมีปฏิกิริยาเหมือนไทมีนไดเมอร ซ่ึงทําใหเกิดการทรานซิชันได 

 
 

 
 

ภาพที่  2.1  การเกิดไทมีนไดเมอร 
ท่ีมา : ดัดแปลงจาก Griffiths et al. (2000) 
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 ในปจจุบันการใชเอนไซมหรือผลผลิตตาง ๆ จากจุลินทรียมีความตองการเพ่ิมขึ้นอยาง
รวดเร็วและมีบทบาทอยางมากในอุตสาหกรรมท่ีเกี่ยวของกับเทคโนโลยีอาหาร วิทยาศาสตร
การแพทย อุตสาหกรรมยา อุตสาหกรรมเคมี และแหลงเช้ือเพลิง แตการใชจุลินทรียท่ีคัดแยกไดจาก
ธรรมชาติยังมีการใหผลผลิตท่ีนอย ดังนั้นจึงมีการใชรังสีอัลตราไวโอเลตมาปรับปรุงสายพันธุ
จุลินทรีย เชน Toscano et al. (2011) ใชรังสีอัตราไวโอเลตปรับปรุงสายพันธุ เช้ือรา           
Aspergillus niger ในการผลิตเอนไซมไลเปสเพ่ือใชในอุตสาหกรรมเทคโนโลยีชีวภาพ  Elijah et al. 
(2012) กลายพันธุเช้ือ Pluerotus  pulmonarius-LAU 09 ดวยรังสีอัลตราไวโอเลตเพ่ือเพ่ิมศักยภาพ
ในการผลิตเอนไซมแลคเคส พบวาสายพันธุกลาย Pluerotus  pulmonarius-LAU 90 สามารถผลิต
เอนไซมแลคเคสเทากับ 2.50  ยูนิตตอมิลลิลิตร ซ่ึงสูงกวาสายพันธุดั้งเดิมท่ีผลิตไดเพียง 1.75           
ยูนิตตอมิลลิลิตร และ Siripong et al. (2012) ใชรังสีอัตราไวโอเลตปรับปรุงสายพันธุ     
Acetobacter xylinum เพ่ิมประสิทธิภาพการผลิตเซลลูโลสเพ่ือใชในอุตสาหกรรมอาหาร พบวาสาย
พันธุกลาย NU4-UV40-07 มีอัตราการผลิตเซลลูโลสเทากับ 50.59 % ซ่ึงสูงกวาสายพันธุดั้งเดิม 
NU4 ท่ีมีอัตราการผลิตเพียง 39.60 %  เปนตน 
  
2.4 สิ่งกอกลายพันธุทางเคมี 

เปนการชักนําใหเกิดการกลายพันธุโดยใชสารเคมีตาง  ๆดังนี้ 
2.4.1 สารเคมีท่ีมีโครงสรางคลายคลึงกับเบส (base analog) เปนสารเคมีท่ีมีโครงสราง

คลายคลึงกับเบสบางตัวในสาย DNA จึงสามารถเขาไปแทนท่ีได เปนผลใหสาย DNA มีสารเคมีนั้น
แทรกอยูเม่ือเกิดการถายแบบ DNA จะทําใหมีการเขาคูแบบสุม ซ่ึงจะทําใหสาย DNA ท่ีสังเคราะห
ขึ้นผิดไปจากเดิม สารเคมีชนิดนี ้เชน 5-โบรโมยูราซิล ท่ีมีโครงสรางคลายกับเบสไทมีน 2-อะมิโน
เพียวรีนท่ีมีโครงสรางคลายกับเบสอะดีนีน และไฮดรอกซิลลามีนเปนตน 

2.4.2 สารเคมีท่ีทําใหเกิดการเปล่ียนแปลงโครงสรางของเบส (base modifying agent) 
ไดแก กรดไนตรัส ซ่ึงทําใหเกิดการเคล่ือนยายหมูอะมิโนของเบสไซโทซีนออกไปแลวเปล่ียนเปน
กลุมคีโตแทน ทําใหเบสเปล่ียนจากไซโทซีนเปนยูราซิล และไฮดรอกซิลลามีนซ่ึงทําใหเกิด         
การเปล่ียนแปลงกลุมอะมิโนของเบสไซโทซีนเปนกลุมไฮดรอกซีแทน ทําใหเบสเปล่ียนจาก         
ไซโทซีนเปนไฮดรอกซีอะมิโนไซโทซีน นอกจากนี้ยังมีสารท่ีทําใหเกิดการยายหมูเอธิลและเมธิล
ใหแกเบส ซ่ึงจัดสารประเภทนี้ในกลุม alkylation agent และเปนสารท่ีมีประสิทธิภาพสูงใน        
การกอใหเกิดการกลายพันธุ เชน เอธิลมีเทนซัลโฟเนต (EMS), เอธิลอีเทนซัลโฟเนต (EES) และ 
เอ็น-เมธิล-เอ็น-ไนโตร-เอ็น-ไนโตรโซกัวนิดีน (NTG หรือ MNNG) เปนตน 
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ภาพที่  2.2  ผลของ N-methyl-N-nitro-N-nitrosoguanidine ตอเบสกัวนีนและไทมีน 
ท่ีมา : อางถึงใน สุหัทยา จิระนันทิพร. (2543) 
 
 

 
 

 

ภาพที่  2.3  ผลของ ethyl methanesulfonate ตอเบสกัวนีนและไทมีน 
ท่ีมา : Strain Development (www, 2010) 
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2.4.3 สารเคมีท่ีทําใหเกิดการขาดหายไป หรือเพ่ิมนิวคลีโอไทดในสาย DNA (intercalating 
agent) สารกลุมนี้ไดแก โพรฟลาวิน เอทธิเดียมโบรมาย และสียอมอะคริดนี โดยสารพวกนี้จะแทรก
เขาไปอยูระหวางเบสของสาย DNA เม่ือเกิดการถายแบบ DNA จะทําใหการอานลําดับผิดปกติซ่ึง
อาจเกิดการขาดหายไปหรือเพ่ิมขึ้นของเบส 

 
 โดยท่ัวไปนั้นจะนิยมใชรังสีอัลตราไวโอเลตเปนตัวชักนําตัวแรก ในการทําใหเกิด

การกลายพันธุ และเม่ือคัดเลือกจุลินทรียสายพันธุท่ีตองการแลว ก็สามารถนํามาชักนําใหเกิดการ
กลายซํ้าอีกดวยการใชสารเคมีหลังจากท่ีมีการชักนําดวยรังสีอัลตราไวโอเลตแลว  ซ่ึงในปจจุบัน   
ยังมีการนําเทคนิคการปรับปรุงสายพันธุแบคทีเรียและเช้ือราดวยรังสีอัลตราไวโอเลตรวมกับการใช
สารเคมี  เชน มาลินี สิงโตทอง (2551) ศึกษาการกลายพันธุเช้ือ Lactococcus lactis MF2 เพ่ือเพ่ิม
ศักยภาพในการสรางไนซินโดยใชรังสีอัลตราไวโอเลตและ NTG รวมกันพบวาไดสายพันธุกลาย
ขั้นตอนสุดทายคือ MU2NUN2 1, MU2NUN2 2 และ MU2NUN2 3 สามารถสรางไนซินเทากับ 
2,638.89, 2,265.45 และ 2,564.23 ยูนิตตอมิลลิลิตร ซ่ึงสูงขึ้นกวาสายพันธุดั้งเดิมถึง 7 เทา              
ในป 2010 Zambare กลายพันธุเช้ือรา Trichoderma reesei MTCC-3929 เพ่ือเพ่ิมการสรางเอนไซม       
อัลคาไลนโปรติเอสโดยใชรังสีอัลตราไวโอเลตและ NTG รวมกันพบวา สายพันธุกลาย UV-8 มี
กิจกรรมของเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสในการหมักแบบ submerged และ solid state เทากับ 199.6 
และ 552.6 ยูนิตตอมิลลิลิตร ตามลําดับ จากนั้นนําสายพันธุกลาย UV-8 มากลายพันธุตอดวย NTG 
พบวาสายพันธุกลาย NTG-17 มีกิจกรรมของเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสในการหมักแบบ 
submerged และ solid state เทากับ 318.3 และ 747.3 ยูนิตตอมิลลิลิตร ตามลําดับ ซ่ึงมีกิจกรรมของ
เอนไซมสูงขึ้นเม่ือเปรียบเทียบกับสายพันธุดั้งเดิม  และในป 2012 Sangkharak et al. ปรับปรุง     
สายพันธุ Cellulomonas sp. TSU-03 เพ่ือการผลิตเอนไซมเซลลูเลส โดยใชรังสีอัลตราไวโอเลต
รวมกับ NTG พบวาสายพันธุกลาย M23 มีคา cellulase  activity เทากับ 2008 ยูนิตตอมิลลิลิกรัม
โปรตีน รองลงมาคือสายพันธุกลาย M17 มีคา cellulase  activity เทากับ 1884 ยูนิตตอมิลลิลิกรัม
โปรตีน ซ่ึงสายพันธุใหมท้ังสองสายพันธุนี้มีการผลิตเอนไซมเซลลูเลสสูงกวาสายพันธุดั้งเดิม        
ท่ีมีคา cellulase  activity เพียง 1860 ยูนิตตอมิลลิลิกรัมโปรตีน 
 ในขณะเดียวกันยังมีงานวิจัย ท่ีใชสารกอกลายพันธุปรับปรุงสายพันธุยีสต เชน  
Ranadive et al. (2011) ปรับปรุงสายพันธุยีสต Sporidiobolus johnsonii ATCC 20490 ดวยรังสี
อัลตราไวโอเลตและ ethyl methanesulfonate (EMS) เพ่ือเพ่ิมการผลิต coenzyme Q10 พบวา      
สายพันธุกลาย EA 22 มีการผลิต coenzyme Q10 สูงขึ้นสองเทาเม่ือเปรียบเทียบกับสายพันธุดั้งเดิม 
และมีการเปล่ียนแปลงลักษณะทางสัณฐานวิทยา เชน ขนาด สีของโคโลนีเม่ือเจริญบนอาหาร          
yeast malt agar และรูปรางของเซลล เม่ือสองดวยกลองจุลทรรศนแบบสองกราด (scanning 
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electron microscopic) และ Darvishi et al. (2011) ปรับปรุงสายพันธุยีสต Yarrowia lipolytica ดวย
รังสีอัลตราไวโอเลต และ ethyl methanesulfonate เพ่ือเพ่ิมการผลิตเอนไซมไลเปส พบวา ณ เวลา 
24 ช่ัวโมง สายพันธุกลาย U6  มีความสามารถผลิตเอนไซมไลเปส 356 ยูนิตตอมิลลิลิตรในถัง 
bioreactor ขนาด 20 ลิตร ซ่ึงสูงกวาสายพันธุดั้งเดิม 10.5 เทา และคณุสมบัติของเอนไซมท่ีผลิตจาก
สายพันธุกลาย U6 มีการทํางานท่ีเหมาะสม ณ อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส คา pH เทากับ 7.0 
น้ําหนักโมเลกุลเทากับ 38 กิโลดาลตัน ซ่ึงมีคุณสมบัติไมแตกตางกับเอนไซมท่ีผลิตจากสายพันธุ
ดั้งเดิม 

คุณสมบัติของกลาเช้ือจุลินทรียอีกประการหนึ่งนอกจากการผลิตสารเมตาบอไลซใน
ปริมาณท่ีมากแลว จะตองมีความสามารถในการผลิตสารตานการเจริญของจุลินทรียกอโรค โดย 
Krishna et al. (2011) ปรับปรุงสายพันธุ B. subtilis MTCC No.10619 โดยรังสีอัลตราไวโอเลตและ
สารเคมี NTG พบวาสายพันธุกลายมีการผลิตสารตานการเจริญของ Staphylococcus aureus  
(MTCC 96) ท่ีเปนจุลินทรียกอโรคในอาหารมากขึ้น 

 
2.5 คุณสมบัติของ PGA  

Poly-γ-glutamic acid (PGA) เปนสารพอลิเมอรท่ีมีโครงสรางเปนโฮโมพอลิเมอรของ 
glutamic acid ท่ีมี amide เปนตัวเช่ือมระหวาง α-amino acid และหมู γ-carboxylic acid group 
ประกอบดวย D-glutamic acid และ L-glutamic acid (ภาพท่ี 2.4) โดยท่ัวไปแลวพบวา Baciilus sp. 
สามารถผลิต PGA ซ่ึงเปนสารเหนียวโดยขับออกมานอกเซลลในระยะ stationary phase 

 

 
 

ภาพที่  2.4  โครงสรางของ poly-γ-glutamic acid 
ท่ีมา : Shih and Van. (2001) 
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ในป ค.ศ. 1937 Ivanovics และคณะ ไดคนพบ PGA เปนครั้งแรก พบวาเปนสวนประกอบ
ท่ีมีอยูในแคบซูลของ B. anthracis ซ่ึงมีลักษณะเหนียวหนืดและจะปลอยออกมาในอาหารเล้ียงเช้ือ
เม่ือเซลลแกหรือเซลลแตก PGA ท่ีพบเห็นไดงายเปนสารเหนียวท่ีมีอยูใน Natto ซ่ึงเปนถ่ัวเหลือง
หมักของประเทศญี่ปุน เปนสารผสมระหวาง polyglutamic acid และ fructan ซ่ึงถูกผลิตโดย          
B. subtilis natto  และป ค.ศ. 1942 Bovarnick พบวาในการหมักโดยใชกลาเช้ือบริสุทธ์ิของ            
B. subtilis จะสามารถปลอย PGA ออกมาไดอยางอิสระในอาหารเล้ียงเช้ือเหลว นอกจากนี้ยังมี   
การรายงานวา Bacillus หลายสายพันธุสามารถผลิต PGA ไดโดยการปลอยออกมานอกเซลล    
(Shih et al., 2001) 
 
2.6 การประยุกตใช PGA ในดานอุตสาหกรรมอาหาร 

คุณสมบัติของ PGA ท่ีนาสนใจและเปนประโยชนในดานอุตสาหกรรมอาหาร คือเปนสาร
ท่ียอยสลายไดในสภาพธรรมชาติ และรับประทานไดโดยไมกอใหเกิดอันตรายตอรางกาย ดังนั้น
นักวิจัยปจจุบันจึงใหความสนใจศึกษา โดยเฉพาะอยางยิ่งกรรมวิธีการผลิตท่ีจะใหไดปริมาณสารท่ี
ตองการมาก ๆ เ พ่ือนําไปใชในอุตสาหกรรมประเภทตาง ๆ เชน อุตสาหกรรมอาหาร ยา 
เครื่องสําอาง และรวมท้ังการใช เ พ่ือส่ิงแวดลอม โดยจะเปนสารเพ่ิมความเหนียวหนืด                 
สารดูดความช้ืน สารลดความขม สารปองกันการแข็งตัว สารชวยลดการรับน้ําหนัก เปนตัวจับและ
พายาเขาสูรางกาย และเปนสารดูดซับโลหะหนัก  โดยเฉพาะอยางยิ่งทางดานสุขภาพพบวา PGA 
ชวยเพ่ิมศักยภาพการดูดซึมแคลเซียมท่ีลําไส ชวยในการการดูแลชองปาก ลดอัตราการเปน
โรคเบาหวาน ปองกันการเปนโรคความดันโลหิตสูง เปนตน (Shih and Van, 2001; Tanimoto, 
2010)  

ในอุตสาหกรรมการผลิตอาหารแชแข็ง การหลอมละลายอาหารอาจสงผลตอเนื้อเยื่อและ
สภาพของอาหารเสียไปได หากไมมีสารปองกันการทําลายของผลึกน้ําแข็งท่ีใชในการแชแข็ง    
สารปองกันการทําลายของผลึกน้ําแข็งท่ีใชกันอยางแพรหลาย เชน antifreeze protein (AEPs)    
สวนใหญผลิตจากกรดอะมิโนท่ีมีเกลือโซเดียมเปนองคประกอบหลักของพันธะเปปไทด เชน 
oligopeptide และ PGA  ท่ีผลิตจาก B. licheniformis โดยการใชการวัดคาสีท่ีแตกตางกันในการจัด
จําแนกชนิดของสารท่ีเรียกวา differential scanning colorimetry  (DSC) ทําใหทราบมวลโมเลกุล
ของ PGA และมีท้ังแบบ α และ γ ซ่ึงการเกิดไอโซเมอรแบบใดนั้น ขึ้นอยูกับความเขมขนและชนิด
ของเกลือ โดยท่ีเกลือโซเดียมมีผลมากท่ีสุด การใช PGA เปน cryoprotectant ในการแชแข็งอาหาร
จะสงผลตอรสชาติอาหารนอยกวา cryoprotectant ชนิดอ่ืน ๆ  มีงานวิจัยท่ีนํา PGA มาใชใน
อุตสาหกรรมเบเกอรี่ ไดแก Yokoigawa et al. (2006) เติม PGA ในผลิตภัณฑโดแชแข็งท่ีหมักดวย
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ยีสต พบวา เม่ือเพ่ิมความเขมขนของ PGA ทําใหคารอยละของ freeze tolerance ratio ในโดแชแข็ง
สูงขึ้น  ในขณะเดียวกัน PGA ยังมีคุณสมบัติเปนอิมัลซิไฟเออรและลดการดูดซับน้ํามันในเบเกอรี่ 
เชน การศึกษาของ Shyu and Sung (2010) ศึกษาการเติม PGA ในแปงสปองคเคก พบวา เม่ือเพ่ิม
ความเขมขนของ PGA สงผลใหความคงตัวในการขึ้นโฟมและคาความหนืดของแปงสปองคเคก
สูงขึ้น  และ Lim et al. (2012) พบวาเม่ือเติม PGA ปริมาณ 1 กรัมตอ 100 กรัมของน้ําหนักโดนัท
ทอด จะทําใหลดการดูดซับน้ํามันและทําใหมีการยอมรับทางประสาทสัมผัสโดยรวมของผูบริโภคดี
ขึ้น เม่ือเปรียบเทียบกับโดนัททอดท่ีไมมีการเติม PGA 

นอกจากนี้ยังมีการใช PGA เปนสารลดความขมของอาหาร โดยการเติมเขาในอาหารท่ีมี 
รสขมตาง ๆ เชน กรดอะมิโน เปปไทด ควินิน คาเฟอีน และแรธาตุตาง ๆ การเติม PGA หรือเกลือท่ี
รับประทานไดในทางอุตสาหกรรมตาง ๆ เชน อาหารท่ีผลิตจากแปงขนมอบ และการผลิตกวยเตี๋ยว
เพ่ือเปนการยืดอายุการเก็บรักษา และการทําใหสภาพอาหารคงรูปราง นอกจากนี้ยังมีการใช PGA 
ในการทําใหไอศกรีมคงสภาพไมละลาย รวมถึงการใชเปนสารเพ่ิมความเหนียวหนืดในน้ําผลไม 
และเพ่ิมรสชาติกับเครื่องดื่มไดดีขึ้น 

กลาเช้ือท่ีคัดแยกไดจากธรรมชาติมีความสามารถในการผลิต PGA แตปญหาท่ีพบคือ
ความสามารถในการผลิต PGA ต่ําและไมมีความเสถียร   หากตองการเพ่ิมศักยภาพของการผลิตทํา
ไดโดยการควบคุมแหลงสับสเตรทและสภาวะท่ีเหมาะสมตอการเจริญและการสรางผลผลิตของ
จุลินทรีย อยางไรก็ตามการเพ่ิมผลผลิตดวยวิธีนี้ถูกจํากัดปริมาณการผลิตโดยการควบคุมของยีน 
หากถาตองการเพ่ิมผลผลิตใหสูงขึ้น จําเปนตองปรับปรุงสายพันธุ เพ่ือควบคุมยีนใหมีความสามารถ
ในการผลิตเอนไซมไดสูงขึ้น 
 
2.7 ยีนและเอนไซมที่เกี่ยวของกับการสังเคราะห PGA  

 PGA มีโครงสรางและหนาท่ีแตกตางไปจากโปรตีนถึงแมวาจะเปนพอลิเมอรท่ีเปน 
glutamate ท่ีเช่ือมตอกันดวยพันธะ γ-amide แตการสังเคราะหไมขึ้นอยูกับไรโบโซม ยีนมีสวน
สําคัญตอกลไกการผลิต PGA   Vietri et al. (1995) พบวาใน B. anthracis ยีนอยูบนพลาสมิดท่ีมี
ขนาดใหญ สวนใน B. subtilis TAM-4 ยีนจะไมอยูบนพลาสมิด แตจะอยูบน genomic DNA  

Ashiuchi et al. (1999) ไดจําลอง DNA genomic ของ B. subtilis IFP 3360 ใสใน 
Escherichia coli พบวามี 3 ยีนท่ีควบคุมระบบ PGS (poly-γ-glutamate synthetic system; pgs BCA) 
(ภาพท่ี 2.5) ไดแก pgs B, pgs C และ pgs A ซ่ึงยีน pgs BCA มีความเหมือนกับยีน Cap BCA ของ      
B. anthracis ทําใหสันนิษฐานไดวานาจะเปนยีนท่ีควบคุมเอนไซมท่ีเกี่ยวของกับเยื่อหุมเซลลท่ีมี
ความสําคัญในการสรางแคปซูลท่ีประกอบดวย poly-γ-L-glutamic acid  นอกจากนี้การทํางาน
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รวมกันของยีน pgs BCA และ glutamate recemase gene ของ B. subtilis IFO 3336 สามารถผลิต 
PGA ไดมากกวา E. coli clone ท่ีมียีน pgs BCA เพียงอยางเดียว  

 

 
ภาพที่  2.5  องคประกอบทางพันธุกรรมท่ีจําเปนสําหรับการสังเคราะห PGA ท่ีแสดงออกในเช้ือ        

B. anthracis, B. subtilis และ B. licheniformis 
ท่ีมา : Candela and Fouet. (2006) 
 
 ในการผลิต PGA จะตองอาศัยกระบวนการท่ีสําคัญไดแก  transamidation และ 
transpeptidation ซ่ึงจะมีเอนไซมท่ีเกี่ยวของประกอบดวย alanine recemase และ D-L glutamyl 
transaminase โดยจะเปล่ียน L-glutamic acid ใหเปน D-glutamic acid ซ่ึงเปนการเปล่ียนทางออม 
ดังสมการ (ภาพท่ี 2.6) 
 

 
 

ภาพที่  2.6  กระบวนการสังเคราะห PGA ดวยเอนไซม 
ท่ีมา : Shih et al.  (2005) 
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 Bovarnick, 1942 (อางใน Shih and Van, 2001) ศึกษากระบวนการผลิต PGA เปนคนแรก 
แตไมประสบความสําเร็จ จนกระท่ังป 1954 ไดทําการศึกษาปจจัยท่ีมีผลตอการผลิต PGA และ     
หาสภาวะท่ีเกลืออนินทรีย glutamic, citric acid, glycerol  รวมถึงปริมาณเช้ือท่ีใช แตสารอาหารท่ี
นักวิจัยใหความสนใจศึกษา ไดแก  L-glutamic acid ซ่ึงจัดวาเปนแหลงไนโตรเจนท่ีสําคัญมาก   
โดยจะเปนสารตั้งตนหลักของการผลิต 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 ถั่วเหลืองหมักหรือถั่วเนา 
 ถ่ัวเหลืองหมักหรือถ่ัวเนา เปนผลิตภัณฑอาหารหมักทางภาคเหนือของประเทศไทยท่ีได
จากการหมักถ่ัวเหลืองโดยเช้ือ B. subtilis ซ่ึงมีรูปแบบการหมักเปน alkaline fermentation โดยเช้ือ
จะปลอยเอนไซมอะไมเลส โปรติเอสออกจากเซลล มายอยคารโบไฮเดรตและโปรตีนใน ถ่ัวเหลือง 
ทําใหไดสารประกอบและกล่ินตาง ๆ ท่ีมีคุณสมบัติในการเพ่ิมคุณคาทางโภชนาการมากขึ้น    
(Dajanta et al., 2011; Inatsu et al., 2006) 
 

2.8.1 วิธีการหมักถ่ัวเหลืองหมักแบบพ้ืนบาน 
  ขั้นตอนแรกลางถ่ัวเหลืองดวยน้ําสะอาดเพ่ือกําจัดส่ิงสกปรก ตมถ่ัวเหลือง
ประมาณ 3-4 ช่ัวโมง ขณะตมตองคอยเติมน้ําใหระดับน้ําทวมเมล็ดถ่ัวเสมอ โดยมีอัตราสวนถ่ัว 1 
กิโลกรัมตอน้ํา 1 ลิตร หลังจากตมแลวผ่ึงใหแหง ทําการหมักโดยการเตรียมตะกรารองดวยใบตอง 
แลวนําถ่ัวเหลืองวางบนใบตอง ปดทับดวยใบตองอีกช้ันหนึ่งเพ่ือปองกันการสูญเสียความช้ืนและ
ปองกันการปนเปอนจากเช้ือรา ตั้งท้ิงไวท่ีอุณหภูมิหอง 2-3 วัน  จะไดถ่ัวเนาซ่ึงจะเปล่ียนจากสี
เหลืองออกน้ําตาลออนเปนสีน้ําตาลออกเทา และมีกล่ินฉุนของแอมโมเนีย   นําถ่ัวเนาไปบดแลว
เติมเกลือ หรือสารปรุงรส เชน กระเทียม หอม พริกแกง ขิง เปนตน แลวหอดวยใบตอง นําไปนึ่ง
หรือยางกอนรับประทาน วิธีนี้จะเก็บถ่ัวเนาได 2 วัน แตถาตองการเก็บถ่ัวเนาใหไดนาน ๆ จะตอง
นําถ่ัวเนาบดมาทําใหกลม ขนาดเสนผานศูนยกลางประมาณ 1.0-1.5 เซนติเมตร แลวจึงนําไปกดให
เปนแผนบาง ๆ ผ่ึงแดดใหแหง ซ่ึงจะสามารถเก็บรักษาถ่ัวเนาไดนานหลายเดือน 
 

 
 

ก ข    
ภาพที่  2.8  ถ่ัวเหลืองหมัก (ก) ถ่ัวเหลืองหมักแผน (ข) 
ท่ีมา : Natto (www, 2010) (ก) 
        ถ่ัวเนาแผน (www, 2553) (ข) 
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 2.8.2 วิธีการหมักถ่ัวเหลืองหมักแบบใชกลาเช้ือบริสุทธ์ิ 
  เริ่มตนดวยการนําถ่ัวเหลืองท่ีลางน้ําแลวมาตมเปนเวลา 3-4 ช่ัวโมง จนเนื้อของ  
ถ่ัวเหลืองนุมและสุกจนท่ัวท้ังหมด จากนั้นถายเทน้ําท้ิงออกแลวใสเช้ือแบคทีเรีย  B. subtilis ลงไป
ใหมีการกระจายของเช้ือสมํ่าเสมอท่ัวถ่ัวเหลืองหมัก  ทําการหมักท่ีอุณหภูมิ 30-37 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 3-4 วัน จะไดถ่ัวเนาท่ีมีลักษณะเปนเมือกเหนียว ๆ สีขาวหรือเทา หรืออาจไมมีสีเกิดขึ้นบน
ผิวหนาของถ่ัว มีกล่ินฉุนของแอมโมเนีย ไมมีกล่ินถ่ัว สีของถ่ัวเหลืองจะเปล่ียนจากสีเหลืองออก
น้ําตาลออนเปนสีน้ําตาลเทา มีวิตามินบี 2 โปรตีนท่ีละลายน้ําไดและมีการยอยไดงายขึ้น   
คุณสมบัติของกลาเช้ือท่ีใชในการผลิตถ่ัวเหลืองหมักตองมีความสามารถในการผลิตเอนไซม        
อะไมเลส โปรติ เอส เพ่ือยอยสับสเตรตท่ี เปนคารโบไฮเดรตและโปรตีนในถ่ัวเหลือง                     
ในขณะเดียวกันกลาเช้ือตองมีความสามารถในการผลิตสารท่ีเปน antimicrobial substance เพ่ือ
ทําลายเช้ือจุลินทรียกอโรคและจุลินทรียท่ีไมเกี่ยวของในระหวางการหมัก (Inatsu et al., 2006; 
Zheng et al., 1999) 

 นอกจากนี้ยังมีการศึกษาผลของสภาวะการแชถ่ัวและใชกลาเช้ือ  B. subtilis          
ท่ีมีผลตอคุณภาพถ่ัวเหลืองหมัก  ไดแก Wei et al. (2001)  ศึกษาการแชถ่ัวเหลืองเปนเวลา             
20 ช่ัวโมง ณ อุณหภูมิหอง และใหความรอนท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 40 นาที หมัก
โดยกลาเช้ือ B. natto NRRL-3383 ท่ีอุณหภูมิ 40-42 องศาเซลเซียส พบวาลดระยะเวลาในการหมัก
เหลือเพียง 18 ช่ัวโมง มีปริมาณแอมโมเนียลดลง ทําใหไดถ่ัวหมักท่ีมีกล่ินและคุณภาพดี                 
ปยะวรรณ  กาสลัก และ รัชฎาพร  อุนศิวิไลย  (2554)  ไดรายงานวาเม่ือใชกลาเช้ือ B. subtilis          
SB-MYP-1 ท่ีคัดแยกไดจากการหมักถ่ัวเหลืองแบบธรรมชาตใินการหมักถ่ัวเหลืองท่ีผานการทําให
สุกโดยใชหมอนึ่งภายใตความดันท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที สามารถชวยลด   
กล่ินอับของถ่ัวและยังเพ่ิมคุณคาทางโภชนาการมากกวาการหมักดวยธรรมชาต ิ
 
2.9 แบคทีเรียที่เกี่ยวของในกระบวนการหมักถั่วเนาและการผลิต PGA 
 กระบวนการหมักท่ีใชในการทําอาหารพ้ืนเมือง จําเปนจะตองอาศัยจุลินทรียเขามา
เกี่ยวของ เนื่องจากจุลินทรียจะมีบทบาทในการเปล่ียนวัตถุดิบใหมีลักษณะของผลิตภัณฑตามท่ี
ตองการ โดยการทํางานท่ีจําเพาะของเอนไซมท่ีจุลินทรียสรางขึ้น และเปนการเพ่ิมคุณคาทางอาหาร
ของวัตถุดิบใหมีมากขึ้น ท้ังยังชวยสรางสารท่ีสงเสริมใหอาหารมีรสชาติดี และชวยทําลาย
สวนประกอบท่ีไมตองการในอาหารใหหมดไป สงผลตอการยืดอายุการเก็บรักษาของผลิตภัณฑ  
ถ่ัวเหลืองหมัก  อาหารหมักพ้ืนเมืองจากถ่ัวเหลืองท่ีมีกรรมวิธีการผลิตคลายคลึงกับถ่ัวเนา แตอาจ
แตกตางกันท่ีลักษณะของผลิตภัณฑ ไดแก natto, kinema และ chungkookjang ซ่ึงไดมีรายงาน
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เกี่ยวกับแบคทีเรียท่ีมีบทบาทในการหมัก  natto ท่ีเปนอาหารพ้ืนเมืองของชาวญี่ปุน โดยใช           
ถ่ัวเหลืองเปนวัตถุดิบและใชแบคทีเรีย B. subtilis (natto) ในการหมักทําใหได natto ท่ีมีกล่ินและ
รสชาติ เฉพาะตัว โดยเฉพาะอยางยิ่ งก ล่ินเหม็นอับของถ่ัว และยังมีการผลิตเมือกซ่ึงเปน               
สารพอลิเมอรออกมา จึงทําใหกอน natto มีเมือกท่ีผิวโดยรอบ  

Kinema เปนถ่ัวเหลืองหมักพ้ืนเมืองของประชาชนท่ีอาศัยอยูในหิมาลายันตะวันออกของ
เทือกเขาดาจีลิงและรัฐสิขิม ในประเทศอินเดีย เนปาล และภูฏาน นิยมทําเปนแกงรับประทานกับ
ขาวตม ซ่ึงกรรมวิธีการผลิตคลายกับ natto   ผลิตภัณฑท่ีไดมีลักษณะกล่ินและรสชาติคลายกับ 
itohiki-natto มาก  และยังพบจุลินทรียในการหมัก kinema แบบธรรมชาติไดแก B. subtilis ซ่ึงเปน
เช้ือท่ีเดนและยังมีเช้ือประจําถ่ินพวก Enterococcus faecium, Candida parapsilosis และ 
Geotrichum candidum  สวน Tamang and Nikkuni (1998) ศึกษาผลของอุณหภูมิตอการหมัก 
kinema พบวาสภาวะท่ีเหมาะสมในการหมัก kinema ท่ีใหคุณภาพดีท่ีสุดและในการหมักไดใชเช้ือ 
B. subtilis KK2:B10 เปนกลาเช้ือ โดยจะทําใหไดไนโตรเจนท่ีละลายน้ําและสาร PGA เพ่ิมมากขึ้น 
เม่ือบมถึง 24 ช่ัวโมง 

การศึกษาถ่ัวเหลืองหมักในประเทศเกาหลีท่ีเรียกวา chungkookjang ท่ีใชเปนเครื่องปรุงรส
และไดคัดแยกแบคทีเรียท่ีมีบทบาทในการหมักคือ B. subtilis แตจากการทดสอบคุณสมบัติใน   
การเกิดสปอรพบวา สามารถสรางสปอรไดในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีไมมีแมงกานีส (Mn2+) ดังนั้นจึงจัด
วาเปนสายพันธุใหม โดยมีช่ือวา B. subtilis var chungkookjang และนอกจากนี้ยังสามารถผลิต 
PGA ได (Ashiuchi et al., 2001)  

การศึกษาเกี่ยวกับถ่ัวเนาของประเทศไทยมีรายงานการศึกษาท่ีนาสนใจของ Sundhagul     
et al. (1972) ซ่ึงไดศึกษาแบคทีเรียในถ่ัวเนาท่ีผลิตในเขตจังหวัดทางภาคเหนือของประเทศไทย  
และไดเก็บตัวอยางถ่ัวเนาท่ีจําหนายในตลาดเขต จังหวัดลําพูน และลําปาง พบแบคทีเรียแกรมบวก 
รูปทอนยาว มีเอนโดสปอร ซ่ึงเม่ือทดสอบทางชีวเคมีเปรียบเทียบกับ B. subtilis (natto) และ          
B. subtilis พบวาเปน B. subtilis นอกจากนี้ยังพบแบคทีเรียแกรมลบทอนส้ัน ไมมีเอนโดสปอร และ
แบคทีเรียแกรมบวก ทอนส้ัน ไมมีเอนโดสปอร และเม่ือนําท้ังหมดไปใชเปนกลาเช้ือตั้งตนในการ
หมักถ่ัวเนา  พบวามี 2 ไอโซเลต ท่ีเปน B. subtilis และใหผลิตภัณฑท่ีคลาย natto มาก ซ่ึงมีโปรตีน
และไขมันสูง รวมท้ังการศึกษากรรมวิธีการเก็บรักษาใหถ่ัวเนาเก็บไดนาน ๆ โดยการทําถ่ัวเนาแผน
ตากแหง 

Inatsu et al. (2002) ไดแยกแบคทีเรียจากตัวอยางผลิตภัณฑถ่ัวเหลืองหมักในประเทศแถบ
เอเชียตะวันออกและตะวันออกเฉียงใตพบวา 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) ไดทําการเก็บตัวอยางถ่ัวเนา
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จากภาคเหนือของประเทศไทย คัดเลือกเฉพาะ B. subtilis นํามาเปรียบเทียบกับ B. subtilis var natto 
สายพันธุ Miyagino ซ่ึงเปนสายพันธุท่ีใชในการหมัก natto  พบวา มี 7 สายพันธุท่ีมีความสามารถใน
การผลิต PGA บนอาหาร GSP agar และ NA plate ไดดีกวา B. subtilis var natto สายพันธุ 
Miyagino 20 สายพันธุผลิต PGA บนอาหาร GSP agar และ NA plate ไมแตกตางกับ B. subtilis var 
natto สายพันธุ Miyagino  และอีก 18 สายพันธุไมสามารถผลิต PGA บนอาหารท้ังสองชนิดท่ีนํามา
ทดสอบ 
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บทท่ี 3 
วิธีการทดลอง 

 
3.1 แหลงและการเตรียมเช้ือ B. subtilis  

3.1.1 แหลงของจุลินทรีย 
B. subtilis ท่ีใชในการศึกษา คือ B. subtilis SB-MYP-1 ซ่ึงคัดแยกจากผลิตภัณฑถ่ัวหมัก

และจําแนกสายพันธุโดยใชชุดทดสอบสําเร็จรูป API 50 CHB medium และ API 20E                    
(ปยะวรรณ กาสลักและรัชฎาพร อุนศิวิไลย, 2554) เตรียม B. subtilis SB-MYP-1 ใหอยูในรูปของ
สารแขวนลอยในสารละลายโซเดียมคลอไรด 0.85% (w/v) ใน 30% (v/v) กลีเซอรอล ใหมีความ
เขมขนสุดทายของเซลลประมาณ 107 เซลลตอมิลลิลิตร เก็บในหลอดเก็บเช้ือ แชแข็งท่ีอุณหภูมิ -20 
และ -80 องศาเซลเซียส 

3.1.2 การเตรียมเช้ือ B. subtilis SB-MYP-1  
นําเช้ือจากตูเก็บเช้ือจุลินทรียท่ีควบคุมอุณหภูมิท่ี -20 องศาเซลเซียส มาเพาะเล้ียงบน

อาหาร nutrient agar บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง  เก็บโคโลนีเดี่ยวเล้ียงใน 
nutrient broth บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง บนเครื่องเขยาท่ีความเร็วรอบ 
200 rpm นําไปแยกเซลลโดยการปนเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 10,000×g เปนเวลา 10 นาที ท่ีอุณหภูมิ   
4 องศาเซลเซียส ลางเซลลดวยสารละลายโซเดียมคลอไรด 0.85% (w/v) จํานวน 2 ครั้ง   ทําใหเซลล
แขวนลอยอยูในสารละลายโซเดียมคลอไรด 0.85% (w/v) โดยปรับความหนาแนนของเซลลดวย 
McFarland standard No. 1 ใหอยูในชวง 106-107 เซลลตอมิลลิลิตร  เพ่ือนําไปใชศึกษาตอไป 
 
3.2 การศึกษาระยะการเจริญมาตรฐานและระยะกึ่งกลางทวีคูณ (mid log phase)  ของ 
B. subtilis SB-MYP-1เพื่อการปรับปรุงสายพันธุ 

นําเช้ือท่ีเตรียมจากขอ 3.1.2 ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ใสลงใน nutrient broth ปริมาตร              
2 มิลลิลิตร บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส บนเครื่องเขยาท่ีความเร็วรอบ 200 rpm  ตรวจนับ            
การเจริญโดยวิธี spread plate บน plate count agar และวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 600   
นาโนเมตรดวยสเปกโตรโฟโตมิเตอร ณ ช่ัวโมงท่ี 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12 และ 24  สรางกราฟการเจริญ
ของ B. subtilis หาระยะกึ่งกลางทวีคูณ เพ่ือใชในการเล้ียงเช้ือกอนปรับปรุงสายพันธุ 
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3.3 การศึกษาการเจริญและการผลิต PGA ของ B. subtilis SB-MYP-1 ในอาหารเลี้ยง
เช้ือเหลว 

นําเช้ือท่ีเตรียมจากขอ 3.1.2 ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ใสใน 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 มิลลิลิตรในขวดรูปชมพูขนาด 125 มิลลิลิตร บมท่ี
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส บนเครื่องเขยาท่ีความเร็วรอบ 200 rpm ตรวจนับปริมาณเช้ือ (CFU/ml) 
วัดคา pH และความเขมขน PGA (mg/ml) ท่ีระยะเวลาตาง ๆ ทุก 12 ช่ัวโมงเปนเวลา 72 ช่ัวโมง 
เปรียบเทียบการเจริญของ B. subtilis SB-MYP-1 คา pH  การผลิต PGA ในอาหารเล้ียงเช้ือท้ังสอง
ชนิด และพิจารณาระยะเวลาท่ีเหมาะสมของการผลิต PGA เพ่ือใชศึกษาเปนกรณีเดียวกันกับเช้ือท่ี
ผานการปรับปรุงสายพันธุตอไป 

 
3.4 การศึกษาการเจริญและการผลิต PGA ของ B. subtilis SB-MYP-1 ในระหวาง
กระบวนการหมักถั่วเหลือง 

3.4.1 ถ่ัวเหลืองตราไรทิพย นํามาคัดเลือกเพ่ือแยกส่ิงเจือปนออกใหหมด ลางใหสะอาด แชท้ิง
ไวขามคืนเปนเวลา 24 ช่ัวโมงท่ีอุณหภูมิหอง รินน้ําออกใหหมด ท้ิงใหถ่ัวเหลืองสะเด็ดน้ํา จากนั้น
ใหความรอนถ่ัวเหลืองดวยหมอนึ่งความดัน 121 องศาเซลเซียส 15 นาที ท้ิงใหเย็นและผ่ึงให  
สะเด็ดน้ํา ถายใสตะกราพลาสติกท่ีรองดวยอะลูมิเนียมฟอยล  

3.4.2 นํา B. subtilis SB-MYP-1 ท่ีมีจํานวนเซลลเริ่มตน 106-107 เซลลตอมิลลิลิตรท่ีเตรียมไว
จากขอ 3.1.2 เติมลงไป 1 มิลลิลิตรตอถ่ัวเหลือง 150 กรัม หมักในจานแกวท่ีมีขนาดเสนผาน
ศูนยกลาง 15 เซนติเมตร บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ตรวจนับปริมาณจุลินทรียท้ังหมดบน 
plate count agar  วัดคา pH และความเขมขนของ PGA ท่ีระยะเวลาตาง ๆ ทุก 12 ช่ัวโมง เปนเวลา         
72 ช่ัวโมง เปรียบเทียบการเจริญของ B. subtilis  คา pH  และการผลิต PGA ในถ่ัวเหลืองหมักท่ีหมัก
ดวยกลาเช้ือท่ีผานการปรับปรุงสายพันธุกับกลาเช้ือสายพันธุดั้งเดิม (SB-MYP-1) 
 
3.5 การปรับปรุงสายพันธุโดยใชรังสอีัลตราไวโอเลต 

เล้ียงเช้ือ B. subtilis SB-MYP-1 ท่ีตองการปรับปรุงสายพันธุดวยรังสีตามวิธีขอ 3.1.2  เม่ือเช้ือ
เจริญอยูในชวงกึ่งกลางทวีคูณ นํา B. subtilis SB-MYP-1 ท่ีเพาะเล้ียงมาปนแยกเซลลท่ีความเร็วรอบ 
10,000×g เปนเวลา 10 นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ลางเซลลดวยสารละลายโซเดียมคลอไรด 
0.85% (w/v) จํานวน 2 ครั้ง ทําใหเซลลแขวนลอยอยูในสารละลายโซเดียมคลอไรด 0.85% (w/v) 
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โดยปรับความหนาแนนของเซลลใหอยูในชวง 106-107 เซลลตอมิลลิลิตร นําเซลลแขวนลอย         
50 มิลลิลิตรใสลงในจานเพาะเล้ียงขนาดเสนผานศูนยกลาง 15 เซนติเมตร จากนั้นฉายรังสี     
อัลตราไวโอเลต (หลอด UV-C ชนิด G30T8, SANKYO DENKI) ท่ีมีความยาวคล่ืน 253.7            
นาโนเมตร กําลังงาน 30 วัตต ระยะหางจากหลอดถึงจานเพาะเล้ียง 50 เซนติเมตร ใชแทงแมเหล็ก
กวน (magnetic stirrer) ตลอดเวลาในระหวางการฉายรังสี โดยท่ีระยะเวลาการฉายรังสีตั้งแต         
0-200 วินาที  ทําการตรวจนับเช้ือดวยวิธี spread plate บน nutrient agar บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส ในท่ีมืดเปนเวลา 24 ช่ัวโมง คํานวณรอยละของการรอด  สรางกราฟการอยูรอด  จากนั้น
คัดเลือกโคโลนีท่ีอยูในชวงเวลาท่ีมีคารอยละการรอดเทากบั 0.1-10 ซ่ึงเปนชวงท่ีเกิดการกลายพันธุ
ท่ีเหมาะสมท่ีจะใหประสิทธิภาพการกลายพันธุท่ีดีท่ีสุด (Siripong et al. 2012) แลวนําไปคัดเลือก
สายพันธุกลายในขั้นตอนตอไป 
 
3.6 การปรับปรุงสายพันธุโดยใชสารเคมี NTG 

เล้ียงเช้ือ B. subtilis SB-MYP-1 ท่ีตองการปรับปรุงสายพันธุดวยสารเคมี NTG (บริษัท TCI 
AMERICA, น้ําหนักโมเลกุลเทากับ 147.09) ตามวิธีขอ 3.1.2  เม่ือเช้ือเจริญอยูในชวงกึ่งกลางทวีคูณ 
นํา B. subtilis SB-MYP-1 ท่ีเพาะเล้ียงมาปนปนแยกเซลลท่ีความเร็วรอบ 10,000×g เปนเวลา         
10 นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ลางเซลลดวยสารละลายโซเดียมคลอไรด 0.85% (w/v) จํานวน     
2 ครั้ง จากนั้นทําใหเซลลแขวนลอยอยูใน Tris-maleate buffer ท่ีมีความเขมขน 0.1โมลาร และคา
ความเปนกรด-ดางเทากบั 6.0 ปรับความหนาแนนของเซลลใหอยูในชวง 106-107 เซลลตอมิลลิลิตร 
จากนั้นนําเซลลแขวนลอยในสารละลาย NTG ท่ีละลายใน Tris-maleate buffer  0.1 โมลาร คาความ
เปนกรด-ดางเทากับ 6.0 ใหมีความเขมขนสุดทายของ NTG เทากับ 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 
และ 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 60 นาที บนเครื่องเขยา
ท่ีความเร็วรอบ 200 rpm  นําเซลลท่ีไดมาปนดวยความเร็วรอบ 10,000×g เปนเวลา 10 นาที ท่ี
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส และลางเซลลจํานวน 2 ครั้งดวยสารละลายโซเดียมคลอไรด 0.85% (w/v) 
จํานวน 2 ครั้ง ทําการตรวจนับเช้ือดวยวิธี spread plate บน nutrient agar บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง นับจํานวนโคโลนีท่ีเจริญไดใน NTG ท่ีความเขมขนตาง ๆ กัน  
คํานวณรอยละของการรอด  สรางกราฟการรอดเพ่ือศึกษาอัตราการอยูรอดของเซลล  คัดเลือก  
ความเขมขนของ NTG ท่ีเช้ือมีคารอยละการรอดเทากับ 0.1-10 ซ่ึงเปนชวงท่ีเกิดการกลายพันธุท่ี
เหมาะสม ท่ีจะใหประสิทธิภาพการกลายพันธุท่ีดีท่ีสุด (Siripong et al. 2012) แลวนําไปคัดเลือก
สายพันธุกลายในขั้นตอนตอไป 
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3.7 การปรับปรุงสายพันธุโดยใชรังสอีัลตราไวโอเลตรวมกับสารเคมี NTG 
นําสายพันธุท่ีคัดเลือกไดจากขอ 3.5 มาทําการปรับปรุงสายพันธุซํ้าดวยสารเคมี NTG          

ตามวิธีการในขอ 3.6 
 
3.8 การคัดเลือกเช้ือที่ผานการปรับปรุงสายพันธุ 

3.8.1 การคัดเลือกขั้นปฐมภูมิ (primary screening) 
  คัดเลือกจากจานเพาะเล้ียงเช้ือในขอ 3.5 3.6 และ 3.7 ท่ีมีคารอยละการรอดในชวง 0.1-10 
นําโคโลนีจากจานเพาะเล้ียงเช้ือดังกลาวมาปลูกเช้ือแบบจุด (spot test) ลงบนผิวของอาหาร   
nutrient agar และ PGA agar  บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในท่ีมืดเปนเวลา 24 ช่ัวโมง          
การวิเคราะหผลทางสถิต ิวางแผนการทดลองแบบ CRD วิเคราะหความแปรปรวนโดยใช ANOVA      
ท่ีระดับนัยสําคัญทางสถิติเทากับ 0.05 เปรียบเทียบคาเฉล่ียของขนาดโคโลนีรวมเมือกบน          
PGA agar แตละสายพันธุกับสายพันธุดั้งเดิม (SB-MYP-1) โดยใชวิธี Fisher's least significant 
difference (LSD)  

3.8.2 การคัดเลือกขั้นทุติยภูมิ (secondary screening) 
  นําเช้ือท่ีผานการคัดเลือกปฐมภูมิแลวเล้ียงใน nutrient broth เพ่ือเตรียมเปนเช้ือเริ่มตน
ตามขอ 3.1.2  นําเช้ือปริมาตร 50 ไมโครลิตร ใสลงใน PGA broth ปริมาตร 5 มิลลิลิตร บมท่ี
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในท่ีมืดเปนเวลา 36 ช่ัวโมง บนเครื่องเขยาท่ีความเร็วรอบ 200 rpm  
แลววิเคราะหหาความเขมขนของ PGA วิเคราะหผลทางสถิติวางแผนการทดลองแบบ CRD 
วิเคราะหความแปรปรวนโดยใช ANOVA ท่ีระดับนัยสําคัญทางสถิติเทากับ 0.05 เปรียบเทียบ
คาเฉล่ียของความเขมขนของ PGA ท่ีผลิตไดในแตละสายพันธุกับสายพันธุดั้งเดิม (SB-MYP-1) 
โดยใชวิธี Fisher's least significant difference (LSD) 
 
3.9 การหาระยะการเจริญมาตรฐานของ B. subtilis ที่ผานการปรับปรุงสายพันธุ 

นําเช้ือกลายพันธุซ่ึงเตรียมตามวิธีการในขอ 3.1.2 ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ใสลงใน nutrient 
broth ปริมาตร 2 มิลลิลิตร บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส บนเครื่องเขยาท่ีความเร็วรอบ 200 rpm 
ตรวจนับการเจริญโดยวิธี spread plate บน plate count agar ณ ช่ัวโมงท่ี 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12 และ 24 
สรางกราฟการเจริญของ B. subtilis ท่ีผานการปรับปรุงสายพันธุ 
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3.10 การศึกษาการเจริญและการผลิต PGA ของ B. subtilis ที่ผานการปรับปรุงสายพันธุ 
ศึกษาการเจริญและการผลิต PGA ของ B. subtilis ท่ีผานการปรับปรุงสายพันธุในอาหาร    

เล้ียงเช้ือและในระหวางกระบวนการหมักถ่ัวเหลือง เปนระยะเวลา 72 ช่ัวโมง ซ่ึงทําตามวิธีการใน
ขอ 3.3 และ 3.4   ศึกษาการเจริญของ B. subtilis คา pH และการผลิต PGA ใน nutrient broth       
PGA broth และในระหวางกระบวนการหมักถ่ัวเหลือง เปรียบเทียบระหวางสายพันธุดั้งเดิม               
(SB-MYP-1) กับสายพันธุท่ีผานการปรับปรุงสายพันธุ  

 
3.11 การวิเคราะหจํานวนจุลินทรีย  

 นําตัวอยางเช้ือจากอาหารเล้ียงเช้ือ 1 มิลลิลิตร ในขอ 3.2  3.3  3.9  3.10 และตัวอยางถ่ัวเหลือง
หมักสด 10 กรัม ทําการเจือจางกับสารละลายโซเดียมคลอไรด 0.85 % (w/v) ท่ีระดับ 10 เทา  
จากนั้นทําการเจือจางเปนลําดับ (serial dilution) เลือกความเจือจางระดับท่ีเหมาะสม 3 ระดับ         
ท่ีมีจํานวนโคโลนีอยูในชวงระหวาง 30-300 โคโลนี  นําตัวอยางเช้ือจากแตละระดับความเจือจางท่ี
เหมาะสม 0.1 มิลลิลิตร เกล่ียลงในจานเพาะเช้ือ (spread plate) บน plate count agar  บมท่ีอุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส นาน 24 ช่ัวโมง นับจํานวนโคโลนี รายงานผลจํานวนจุลินทรียเปนโคโลนีตอ
มิลลิลิตรหรือกรัม (CFU/ml or g) (BAM, 2001) 
 
3.12 การวิเคราะหการเปลี่ยนแปลงความเปนกรด-ดาง (pH) ของ B. subtilis 

 ตัวอยางเช้ือจากอาหารเล้ียงเช้ือในขอ 3.3  3.10 ปริมาตร 10 มิลลิลิตร วัดคา pH ดวยเครื่อง pH 
meter  (Meter Toledo MP220) กรณีตัวอยางถ่ัวเหลืองหมักทําใหเปนเนื้อเดียวกันดวย homogenizer 
โดยช่ังตัวอยางถ่ัวเหลืองหมักสด 10  กรัม ปนผสมกับน้ํากล่ันท่ีกําจัดไอออน (deionized water)    
90  มิลลิลิตร วัดคา pH ดวยเครื่อง pH meter ซ่ึงจะทําการปรับเทียบเครื่องมือกอนใชทุกวัน 

 
3.13 การวิเคราะหปริมาณการผลิต PGA ของ B. subtilis 

นําตัวอยางเช้ือจากอาหารเล้ียงเช้ือในขอ 3.3  3.10 ไปเหวี่ยงเพ่ือแยกเซลลออกท่ีความเร็วรอบ
10,000×g เปนเวลา 10 นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  กรณีตัวอยางถ่ัวเหลืองหมักทําใหเปน   
เนื้อเดียวกันดวย homogenizer โดยการช่ังตัวอยางถ่ัวเหลืองหมักสด 10  กรัม ปนผสมกับน้ํากล่ันท่ี
กําจัดไอออน (deionized water) 90  มิลลิลิตร แยกตะกอนและสวนใสโดยปนเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 
10,000×g เปนเวลา 10 นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นําเฉพาะสวนใสท่ีได 1 มิลลิลิตร ใสลงใน
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  ปนเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 2,500×g  เปนเวลา 10 นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส       
นําสวนใสมาทําการเจือจางลง 25 เทา ดวยสารละลายโซเดียมคลอไรด 0.85 % (w/v) วัดคาการ
ดูดกลืนแสงดวยเครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอรท่ีความยาวคล่ืน 520 นาโนเมตร (Tahara et al. 1998) 
คํานวณหาความเขมขนของ PGA โดยเปรียบเทียบคาการดูดกลืนแสงกับกราฟมาตรฐานความ
เขมขน PGA (บริษัท MP Biomedicals) 

 
3.14 การวิเคราะหความหลากหลายทางพันธุกรรมของ B. subtilis ที่ผานการปรับปรุง
สายพันธุดวยเทคนิค random amplification of polymorphic DNA (RAPD) 

3.14.1 การสกัดจีโนมิก DNA จาก B. subtilis ดวยชุดสกัด DNA สําเร็จรูป (Wizard®Genomic 
DNA Purification Kit) 

  เล้ียงเช้ือ B. subtilis แตละไอโซเลต ใน nutrient broth บมบนเครื่องเขยาความเร็วรอบ 
200 rpm ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง นําเช้ือปริมาตร 1 มิลลิลิตรใสลงใน 
Eppendorf tube ท่ีสะอาดและปลอดเช้ือ  แยกเซลลออกจากอาหารเล้ียงเช้ือเหลวโดยการนําไป     
ปนเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 13,000×g เปนเวลา 2 นาที เทสวนใสท้ิง จากนั้นละลายตะกอนเซลลท่ีได
ในสารละลาย EDTA 50 มิลลิโมลาร pH 8.0 ปริมาตร 480 ไมโครลิตร ไลโซไซมความเขมขน 20 
มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาตร 120 ไมโครลิตร บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที  
ปนเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 13,000×g เปนเวลา 2 นาที ท้ิงสวนใส  จากนั้นเติม nuclei lysis solution 
ปริมาตร 600 ไมโครลิตรลงในตะกอนเซลล บมใน  water bath อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เปนเวลา 
5 นาที ทําใหเย็นลงท่ีอุณหภูมิหอง เติม RNase solution ความเขมขน 4 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
ปริมาตร 3 ไมโครลิตร  บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที  หลังจากทําใหเย็นลง          
จะตกตะกอนโปรตีนดวย protein precipitation ปริมาตร 200 ไมโครลิตร บมในน้ําแข็งเปนเวลา      
5 นาที แลวปนเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 13,000×g เปนเวลา 2 นาที  เพ่ือแยกตะกอนโปรตีนกับ DNA 
จากนั้นปเปตสวนใสท่ีมี DNA ละลายอยู   ลางดวย isopropanol ปริมาตร 600 ไมโครลิตร ปนเหวี่ยง
ท่ีความเร็วรอบ 13,000×g เปนเวลา 2 นาที เพ่ือแยก isopropanol ท้ิง  ลางตะกอน DNA อีกครั้งดวย 
70% (v/v) ethanol  ตากตะกอน DNA จนกวา ethanol จะแหงเปนเวลา 10-15 นาที  หลังจากนั้น
ละลายตะกอนดวย rehydration solution (Tris-Hydrochloride ความเขมขน 10 มิลลิโมลาร pH 7.4 
และ EDTA ความเขมขน 1 มิลลิโมลาร pH 8.0) ปริมาตร 100 ไมโครลิตร  นําสารละลาย DNA ไป
ตรวจวิเคราะหคุณภาพของจีโนมิก DNA ท่ีไดดวยวิธีเจลอะกาโรสอิเลคโตรโฟเรซีส สารละลาย 
DNA สามารถเก็บไวไดท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
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3.14.2 การวิเคราะหเชิงคุณภาพของจีโนมิก DNA ของ B. subtilis ดวยดวยวิธีเจล             
อะกาโรสอิเลคโตรโฟเรซีส   

 วิเคราะหคุณภาพของจีโนมิก DNA ดวย 1.5 % (w/v) เจลอะกาโรสอิเลคโตร        
โฟเรซีสโดยช่ังผงอะกาโรสหนัก 0.75 กรัม ละลายในสารละลายบัฟเฟอร 1X Tris-borate-EDTA 
(TBE) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ใหความรอนจนละลายเปนเนื้อเดียวกัน รอใหเย็นลงแลวเทลงในถาด
ของชุดอิเลคโตรโฟเรซีส ท้ิงใหเจลอะกาโรสแข็งตัว เทสารละลายบัฟเฟอร 1X TBE ลงไปใหทวม
เจลสูงประมาณ 0.5-1.0 เซนติเมตร  เติม DNA ตัวอยางและ DNA มาตรฐานท่ีผสมกับ loading dye 
ประมาณ 10 ไมโครลิตร ลงในหลุมเจล  ปดฝาเครื่อง agarose gel electrophoresis apparatus 
(Phamacia Biotech Model HE99x-15-1-5) ตอขั้วไฟฟาใชกระแสไฟฟาความตางศักยท่ี 135 โวลต 
เปนเวลา 40 นาที หรือใหแถบสีเคล่ือนท่ีลงมาประมาณ 2 ใน 3 ของความยาวเจล จากนั้นปด
แหลงจายกระแสไฟฟา นําแผนเจลมาแชในสารละลาย ethidium bromide (0.5 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตร) ประมาณ 15-30 นาที ลางสารละลายสวนเกินออก (destaining) โดยการจุมลงในน้ํากล่ัน  
จากนั้นนําแผนเจลไปวางบนกลองท่ีมีรังสีอัลตราไวโอเลต (MacroVue UVis-20 Hoefer) จะเห็น
แถบ DNA เรืองแสง บันทึกภาพผลการทดลองท่ีได  

3.14.3 การวิเคราะหความหลากหลายทางพันธุกรรมของ B. subtilis ท่ีผานการปรับปรุงสาย
พันธุดวยเทคนิค random amplification of polymorphic DNA (RAPD) 

ไพรเมอรท่ีนํามาใชในปฏิกิริยา RAPD-PCR คือ 5'-AGTCAGCCAC-3' (Hosoi, 2010) 
ซ่ึงปริมาตรรวมของปฏิกิริยาเทากับ 15 ไมโครลิตร ประกอบดวย น้ําท่ีผานการฆาเช้ือ 10X บัฟเฟอร 
จีโนมิก DNA จากขอ 3.14.1 ความเขมขน 50 นาโนกรัมตอไมโครลิตร deoxynucleoside triphosphate 
(dNTP) ความเขมขน 2 มิลลิโมลาร  ไพรเมอร RAPD ความเขมขน 5 พิโคโมลตอไมโครลิตร 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 
โดยทําปฏิกิริยาพีซีอารท้ังหมด 30 รอบ สุดทายของปฏิกิริยาตามดวย final extension ท่ีอุณหภูมิ 72 
องศาเซลเซียส นาน 5 นาที  จากนั้นนําผลิตภัณฑพีซีอารมาตรวจสอบดวยวิธีเจลอะกาโรสอิเลคโตร
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  
ภายใตสภาวะเขยา 200 rpm  เพ่ือศึกษาระยะการเจริญมาตรฐานและระยะ mid log phase โดย      
การวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตรและตรวจนับจํานวนจุลินทรียเพ่ือศึกษา     
การเจริญ ณ เวลาตาง ๆ ใหผลดังแสดงในภาพท่ี 4.1 พบวา B. subtilis SB-MYP-1 มีการเจริญในชวง
ระยะ log phase ท่ี 2-8 ช่ัวโมง และเริ่มเขาสูระยะ stationary phase ณ ช่ัวโมงท่ี 10  ระยะ stationary 
phase นี้จะเปนระยะท่ีกลาเช้ือ B. subtilis เริ่มมีการปลอดปลอย PGA ในระหวางกระบวนการหมัก 
(Sung et al. 2005) การเจริญระยะ mid log phase ของ B. subtilis SB-MYP-1 อยูช่ัวโมงท่ี 6-8    
ซ่ึงเปนระยะเวลาท่ีเซลลแบคทีเรียแบงตัวอยางรวดเร็วในอัตราคงท่ี สารพันธุกรรมมีความวองไว
และมีประสิทธิภาพตอการตอบสนองตอสารกอกลายพันธุ (Stitzel et al. 2001) ดังนั้น ณ เวลาท่ี      
6 ช่ัวโมงจึงกําหนดใหเปนระยะการเจริญท่ีเหมาะสมในการเล้ียง B. subtilis SB-MYP-1           
เพ่ือนําไปใชในการปรับปรุงสายพันธุตอไป   
 
 

 
ภาพที่  4.1 การเจริญมาตรฐาน () และคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร ()

ระหวางการเจริญของ 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 
ภายใตสภาวะเขยา 200 rpm และในระหวางกระบวนการหมักถั่วเหลืองที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส โดยการตรวจนับจํานวน B. subtilis บน plate count agar วัดคา pH และความเขมขน
ของ PGA ท่ีผลิตไดในทุก 12 ช่ัวโมง เปนเวลา 72 ช่ัวโมง  ดังภาพท่ี 4.2 พบวามีการเจริญของ         
B. subtilis SB-MYP-1 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ 2 ชนิด และในถั่ว เหลืองหมักแตกตางกันพบ    
การเปลี่ยนแปลงคา pH 2 ลักษณะ (ภาพที่ 4.3) คือคา pH สูงขึ้นในกรณีถั่ว เหลืองหมัก    
สวนการเจริญของ B. subtilis ใน PGA broth ทําใหสภาวะของอาหารเลี้ยงเชื้อมีความเปน
กรดมากขึ้น แตกตางจากใน nutrient broth พบวาคา pH สูงขึ้นในชั่วโมงที่ 36 อยูในชวง
ปลาย log phase และจะคอยๆลดลงจน อยางไรก็ตามท่ีช่ัวโมงท่ี 72 คา pH ในถ่ัวเหลืองหมัก 
และ PGA broth คือ pH 8.14 และ pH 5.91 ตามลําดับ ขณะที่ใน nutrient broth ตางจาก
ช่ัวโมงเริ่มตนเล็กนอยคือ pH 6.69 ซ่ึงอาหารเล้ียงเช้ือท้ัง 2 ชนิดมีความแตกตางกันท่ีองคประกอบ 
โดย nutrient broth เปนอาหารเลี้ยงเชื้อประเภท non synthetic media ท่ีจะประกอบดวยเนื้อเยื่อ
พืชและสัตว ซ่ึงมีสารประกอบอินทรียอยูมากมายหลายชนิด แตกตางจาก  PGA broth ท่ีจัดอยูใน
กลุม synthetic media ท่ีมีการจํากัดสารอาหารหรือสวนประกอบทางเคมีท่ีแนนอนเพื่อการผลิต 
PGA (Chiu et al, 2004; Ronald, 2010) 
   

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

ในระหวางกระบวนการหมักถ่ัวเหลือง () เปนเวลา 72 ช่ัวโมง 
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ภาพที่  4.3 การเปล่ียนแปลงคาความเปนกรด-ดาง (pH) ของ B. subtilis SB-MYP-1 ท่ีเจริญ 
ในnutrient broth () PGA broth () และในระหวางกระบวนการหมักถ่ัวเหลือง  ( 
เปนเวลา 72 ช่ัวโมง 

 
ดังนั้นจึงทําให B. subtilis ถูกจํากัดการเจริญใน PGA broth แตเมื่อพิจารณาสภาวะการ

หมักถั่ว เหลืองคา pH มีแนวโนมสูงขึ้น ซ่ึงในระหวาง การเจริญนั้น B. subtilis จะมีการผลิต
เอนไซมที่สําคัญ ไดแก อะไมเลส   โปรติเอส มายอยสลายสับสเตรทที่สําคัญในถั่วเหลือง 
เชน โปรตีน คารโบไฮเดรต โดยสับสเตรทที่มีปริมาณสูงสุดคือ โปรตีน จะสงผลใหมี
ปริมาณแอมโมเนียและคา pH สูงขึ้น ในระหวางกระบวนการหมักถั่วเหลือง (Allagheny    
et al. 1996)   

จากภาพท่ี 4.4 จะสังเกตไดวา  ผลจากการเจริญของ B. subtilis ใน nutrient broth ถึงแมไมมี
สับสเตรทสําหรับผลิต PGA แตยังคงพบการผลิต PGA ขึ้นบางในช่ัวโมงท่ี 24  แตหลังจากช่ัวโมงท่ี 
36 ถึง 72 ไมพบการผลิต  PGA   สวนในระหวางการหมักถ่ัวเหลืองพบวาความเขมขนของ PGA 
เพ่ิมขึ้นเรื่อย ๆ ตามระยะเวลาของการบมเช้ือและการผลิต PGA สูงสุด ณ ช่ัวโมงท่ี 36 ถึง 72  และ
ใน PGA broth เริ่มพบการผลิต PGA และมีความเขมขนสูงสุดในช่ัวโมงท่ี 36  Shih  and Van  
(2001) และ Sung et al. (2005) ใหเหตุผลวาการผลิต PGA ของกลาเช้ือแบคทีเรียกลุม B. subtilis        
โดยการใช L-glutamic acid ใน PGA broth และถ่ัวเหลือง เปนสับสเตรทท่ีสําคัญ PGA จะถูกผลิต
ออกมานอกเซลลปริมาณสูงในชวงการเจริญระยะ stationary phase 
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ภาพที่  4.4 ความเขมขน PGA (mg/ml,g) ของ B. subtilis SB-MYP-1 ท่ีเจริญใน nutrient  

broth () PGA broth () และในระหวางกระบวนการหมักถ่ัวเหลือง () เปนเวลา 72 ช่ัวโมง 
 
จากการศึกษาการเจริญและการผลิต PGA ของ B. subtilis SB-MYP-1 ใน nutrient broth 

PGA broth และในระหวางกระบวนการหมักถ่ัวเหลือง พบวา มีความสามารถในการผลิต PGA สูง
ท้ังใน PGA broth และถ่ัวเหลืองหมัก ณ ช่ัวโมงท่ี 36 48 60 และ 72 ซ่ึงส่ีชวงเวลานี้ไมมีความ
แตกตางกันทางสถิติ (P > 0.05) ดังนั้นจึงคัดเลือกระยะเวลา 36 ช่ัวโมง ไปศึกษาการผลิต PGA ใน 
PGA broth เพ่ือการคัดเลือกสายพันธุของ B. subtilis ท่ีผานการปรับปรุงสายพันธุในขั้นตอนตอไป 
โดยศึกษาการปรับปรุงสายพันธุ B. subtilis ดวยรังสีอัลตราไวโอเลต สารเคมี NTG และรังสี
อัลตราไวโอเลตรวมกับสารเคมี NTG เพ่ือท่ีจะไดกลาเช้ือกลายพันธุท่ีมีประสิทธิภาพในการผลิต 
PGA มากกวาสายพันธุดั้งเดิมนําไปใชในอุตสาหกรรมอาหารตอไป 

 

4.3 การปรับปรุงสายพันธุโดยใชรังสอีัลตราไวโอเลต 
 นํา B. subtilis SB-MYP-1ท่ีมีอายุการเจริญในช่ัวโมงท่ี 6 ซ่ึงเปนระยะกึ่งกลางทวีคูณ    
มาทําการปรับปรุงสายพันธุดวยการฉายรังสีอัลตราไวโอเลต ตามวิธีการในขอ 3.5  จากนั้นนําเช้ือท่ี 
ผานการฉายรังสีอัลตราไวโอเลตมาบมในท่ีมืด อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง   
นับจํานวนโคโลนีท่ีรอด ไดผลดังภาพท่ี 4.5   คัดเลือกเก็บโคโลนีบน nutrient agar ท่ีอยูในชวงเวลา
ท่ีมีคารอยละการรอดเทากับ 0.1-10 ซ่ึงใหผลการฉายรังสีอัลตราไวโอเลตในชวง 40 60 และ 80 
วินาที โดยมีอัตราการรอดรอยละ 0.19  0.0067 และ 0.0002 ตามลําดับ ไดเช้ือกลายพันธุใหม
ท้ังหมด 125 ไอโซเลต 
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ภาพที่  4.5 ปริมาณเซลล () และรอยละการรอด () ของ B. subtilis SB-MYP-1 ท่ีผานการฉาย 

รังสีอัลตราไวโอเลตเปรียบเทียบกับรอยละการรอดของเซลลท่ีไมไดฉายรังสี 
อัลตราไวโอเลต () ท่ีเวลา 0-200 วินาที 

 
จากภาพท่ี 4.5 เม่ือ B. subtilis สัมผัสรังสีอัลตราไวโอเลตแตละชวงเวลา พบวา มีการลดลง

ของจํานวนเซลล สงผลใหอัตราการรอดลดลง ท้ังนี้เนื่องจากรังสีอัลตราไวโอเลตมีผลทําใหรหัส
พันธุกรรมซ่ึงเปนบริเวณท่ีสังเคราะหโปรตีนเพ่ือเปนองคประกอบสําคัญของเซลลเกิดการ
เปล่ียนแปลงไป จนไมสามารถสรางโปรตีนชนิดนั้นขึ้นมาได  หรือสรางขึ้นมาแลวแต มี
องคประกอบท่ีเปล่ียนแปลงไปจนไมสามารถนําไปใชประโยชนตอเซลลไดอีก เซลลก็จะตายลง  
ซ่ึงสอดคลองกับงานวิจัยหลาย ๆ งานท่ีมีการปรับปรุงสายพันธุจุลินทรียดวยรังสีอัลตราไวโอเลต 
เชน  Toscano et al. (2011) ปรับปรุงสายพันธุเช้ือรา Aspergillus niger  เพ่ือการผลิตเอนไซมไลเปส
มาใชในอุตสาหกรรมอาหาร พบวา เม่ือนําสปอรของเช้ือรามาสัมผัสรังสีอัลตราไวโอเลตเปนเวลา 
160 วินาที ปริมาณสปอรลดลงซ่ึงมีอัตราการรอดนอยกวารอยละ 1  Ranadive et al. (2011)       
กลายพันธุยีสต Sporidiobolus johnsonii ATCC 20490 เพ่ือเพ่ิมการผลิต coenzyme Q10 โดยการให
เซลลยีสตสัมผัสรังสีอัลตราไวโอเลตเปนเวลา 20 นาที  พบวามีอัตราการตายเทากับรอยละ 90 และ
งานวิจัยของ  Siripong et al. (2012) ใชรังสีอัลตราไวโอเลตปรับปรุงสายพันธุ  Acetobacter xylinum 
ATCC 10245 เพ่ือเพ่ิมการผลิตเซลลูโลส พบวาเม่ือใชรังสีอัลตราไวโอเลตสัมผัสเซลล ณ ชวงเวลา
ตาง ๆ ไดแก  20 40 และ 60 นาที จะมีการลดลงของเซลลโดยมีอัตราการรอดเทากับรอยละ 8.53 
5.80 และ 1.27 ตามลําดับ เปนตน 
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4.4 การคัดเลือกสายพันธุ B. subtilis ที่ปรับปรุงสายพันธุดวยรังสีอัลตราไวโอเลตที่
สามารถผลิต PGA ไดในข้ันปฐมภูม ิ(primary screening) 
 เขี่ยโคโลนีเช้ือท่ีคัดเลือกจานเพาะเล้ียงเช้ือท่ีมีคารอยละการรอดในชวง 0.1-10 มาทดสอบ
ปลูกเช้ือแบบจุด (spot test) ลงบนผิวของอาหารชุดควบคุม nutrient agar และ PGA agar บมท่ี
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในท่ีมืด เปนเวลา 24 ช่ัวโมง พบวาบน nutrient agar   มีเช้ือกลายพันธุท่ี
เกิดเมือกจํานวน 125 ไอโซเลต และเม่ือพิจารณาขนาดโคโลนีรวมเมือกบน PGA agar พบวา          
มีจํานวน 38 ไอโซเลต ท่ีมีขนาดโคโลนีรวมเมือกใหญกวาสายพันธุดั้งเดิม (SB-MYP-1) อยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ (P < 0.05) ดังแสดงในตารางท่ี 4.1 
 
ตารางที ่ 4.1  การคัดเลือกขั้นปฐมภูมิ (primary screening) ของ B. subtilis สายพันธุตาง ๆ ท่ี

ปรับปรุงสายพันธุดวยรังสีอัลตราไวโอเลต 

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 มีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P < 0.05) กับสายพันธุดั้งเดิม (SB-MYP-1) 
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4.5 การคัดเลือกสายพันธุ B. subtilis ที่ปรับปรุงสายพันธุดวยรังสีอัลตราไวโอเลตที่
สามารถผลิต PGA ไดในข้ันทุติยภูมิ (secondary screening) 
 นํา B. subtilis สายพันธุกลายโดยรังสีอัลตราไวโอเลตท่ีคัดเลือกไดจากขั้นปฐมภูมิซ่ึง        
มีจํานวน 38 ไอโซเลต มาเล้ียงใน PGA broth ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในท่ีมืดเปนเวลา          
36 ช่ัวโมง บนเครื่องเขยาท่ีความเร็วรอบ 200 rpm เพ่ือทดสอบการผลิต PGA  พบวา UV-112 เพียง   
ไอโซเลตเดียวท่ีมีความสามารถในการผลิต PGA เทากับ 25.14±0.04 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ซ่ึง      
สูงกวาสายพันธุดั้งเดิม (SB-MYP-1) ท่ีมีความสามารถในการผลิตเพียง 22.55±0.20 มิลลิกรัมตอ
มิลลิลิตร อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P < 0.05) ดังแสดงในภาพท่ี 4.6 
 

 
ภาพที่  4.6  ความเขมขน PGA (mg/ml) ของเช้ือกลายพันธุท่ีผานการปรับปรุงสายพันธุดวยรังสี

อัลตราไวโอเลตสามารถผลิตได 
 คือ สายพันธุกลายท่ีผลิต PGA สูงกวาสายพันธุดั้งเดิม (SB-MYP-1) อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P < 0.05)  
 
  เม่ือพิจารณาจากจํานวนเช้ือกลายพันธุท่ีผานการปรับปรุงสายพันธุดวยรังสีอัลตราไวโอเลต
ไดจํานวน 38 ไอโซเลต พบวามี 6 ไอโซเลต ท่ีสามารถผลิต PGA ในชวง 0-5 mg/ml คิดเปน    
15.79 %  1 ไอโซเลตท่ีสามารถผลิต PGA ในชวง 10-14 mg/ml คิดเปน 2.63 %   30 ไอโซเลตท่ี
สามารถผลิต PGA ในชวง 15-24 mg/ml คิดเปน 78.95 %  และ 1 ไอโซเลตท่ีสามารถผลิต PGA 
ในชวง 0-5 mg/ml คิดเปน 2.63 %  (ภาพท่ี 4.7) ถึงแมวาสายพันธุกลาย (UV-112) ท่ีผานกลายพันธุ
แลวการผลิต PGA สูงกวาสายพันธุดั้งเดิมมีเพียง 2.63 %  อยางไรก็ตามยังมีสายพันธุท่ีสามารถ
เลือกใชหรือศึกษาในกลุมสายพันธุกลายท่ีมีการผลิต PGA ไมแตกตางกับสายพันธุดั้งเดิมมากถึง 
78.95 % 
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ภาพที่  4.7 จํานวน (รอยละ) ของเช้ือกลายพันธุท่ีผานการปรับปรุงสายพันธุดวยรังสีอัลตราไวโอเลต 

สามารถผลิต PGA ในชวงความเขมขนตาง ๆ 
 

จากการปรับปรุงสายพันธุดวยรังสีอัลตราไวโอเลตพบวา สายพันธุกลายมีการผลิต PGA 
สูงขึ้น เทาเดิมหรืออาจลดลง อันเนื่องจากการกลายพันธุดวยรังสีอัลตราไวโอเลต จะทําใหเกิด 
thymine dimer ในโมเลกุลของสายโพลินิวคลีโอไทด ทําใหเบสไทมีนไมสามารถจับคูกับอะดีนีน 
ของสายโพลินิวคลีโอไทดท่ีอยูตรงขามกันได สงผลใหเกิดการเปล่ียนแปลงของลําดับเบสใน     
โมโลกุลของโพลินิวคลีโอไทดแบบสุม เม่ือเกิดการสังเคราะห DNA ทําให DNA ท่ีมีลําดับเบส
เปล่ียนแปลงไปจากเดิม และเม่ือเกิดการถอดรหัสขึ้น จะทําใหไดรหัสพันธุกรรมท่ีเปล่ียนแปลงไป 
หากเกิดการกลายแลวรหัสพันธุกรรมท่ีเปล่ียนแปลงไปนั้นอยูในบริเวณท่ีเกี่ยวของกับการ
สังเคราะหโปรตีนท่ีเปนเอนไซมท่ีตองการ ก็จะทําใหไดสายพันธุท่ีมีความสามารถในการผลิต
เอนไซมหรือโปรตีนเปล่ียนแปลงไป (มาลินี สิงโตทอง, 2551; Siripong  et al. 2012; Toscano et al. 
2011; Zambare, 2010) ซ่ีงในงานวิจัยหลาย ๆ งานในปจจุบันไดนําเทคนิคการใชรังสี
อัลตราไวโอเลตมากลายพันธุจุลินทรียเพ่ือเพ่ิมสารเมตาบอไลซสําคัญมาใชในอุตสาหกรรมอาหาร 
จะทําใหไดเช้ือกลายพันธุใหมท่ีมีคุณสมบัติในการผลิตสารเมตาบอไลซสูงขึ้น หรือลดลงได 
ยกตัวอยางงานวิจัยของ Iftikhar et al. (2010) ใชรังสีอัลตราไวโอเลตกลายพันธุเช้ือรา         
Rhizopus oligosporus var. Microsporus เพ่ือการผลิตเอนไซมไลเปส พบวา มีเช้ือรากลายพันธุ        
6  ไอโซเลตท่ีใหผลผลิตเอนไซมไลเปสลดลง และมีเช้ือรากลายพันธุ 4 ไอโซเลตท่ีใหผลการผลิต
เอนไซมไลเปสสูงขึ้นเม่ือเปรียบเทียบกับสายพันธุดั้งเดิมอยางมีนัยสําคัญทางสถิต ิ
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4.6 การปรับปรุงสายพันธุโดยใชสารเคมี NTG 
 นํา B. subtilis SB-MYP-1ท่ีมีอายุการเจริญในช่ัวโมงท่ี 6 ซ่ึงเปนระยะกึ่งกลางทวีคูณ    
มาทําการปรับปรุงสายพันธุดวยสารเคมี NTG ตามวิธีการในขอ 3.6  จากนั้นนําเช้ือท่ีผานการ    
กลายพันธุดวย NTG บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 60 นาที  นับจํานวนโคโลนีท่ีรอด
ไดผลดังภาพท่ี 4.8  คัดเลือกเก็บโคโลนีบน nutrient agar ท่ีอยูในชวงเวลาท่ีมีคารอยละการรอด
เทากบั 0.1-10 ซ่ึงใหผลการใชสารเคมีในชวงความเขมขน 40 50 60 70 80 และ 90 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตร โดยมีอัตราการรอดรอยละ 0.009  0.005  0.003  0.003  0.003 และ 0.001 ตามลําดับ ไดเช้ือ
กลายพันธุใหมท้ังหมด 147 ไอโซเลต 
 
 

 
ภาพที่  4.8 ปริมาณเซลล () และรอยละการรอด () ของ B. subtilis SB-MYP-1 ท่ีผานการ 

สัมผัสสารเคมี NTG เปรียบเทียบกับรอยละการรอดของเซลลท่ีไมไดสัมผัส 
สารเคมี NTG  () ท่ีความเขมขน 0-100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

 

 จากภาพท่ี 4.8  เม่ือ B. subtilis สัมผัสสารเคมี NTG แตละความเขมขน พบวาจํานวนเซลลท่ี
รอดชีวิตจะลดลง เม่ือเพ่ิมความเขมขนของ NTG โดย NTG เปนสารเคมีในกลุม alkylating agent   
ท่ีสามารถเติมหมูเมทิลใหกับเบส ทําใหการจับคูเบสผิดพลาดไป เกิดการเปล่ียนแปลงลําดับเบส   
ในสาย DNA แบบสุม ขณะท่ีมีการสังเคราะห DNA ทําใหสาย DNA มีลําดับเบสเปล่ียนแปลงไป
จากเดิม เม่ือเกิดการถอดรหัสขึ้นจึงทําใหไดรหัสพันธุกรรมท่ีเปล่ียนแปลงไป เชนเดียวกับการ  
กลายพันธุดวยรังสีอัลตราไวโอเลต ถารหัสพันธุกรรมเปล่ียนแปลงไปจะทําใหบริเวณท่ีสังเคราะห
โปรตีนท่ีเปนองคประกอบสําคัญของเซลลเปล่ียนแปลงไป จนไมสามารถสรางโปรตีนชนิดนั้น  
ขึ้นได หรือสรางขึ้นมาไดแตองคประกอบเปล่ียนแปลงไปจนไมสามารถใชใหเปนประโยชนตอ
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เซลล เซลลนั้นจะตาย ซ่ึงเปนสาเหตุของการลดจํานวนเซลลลงหลังจากใชสารเคมี NTG ซ่ึง
สอดคลองกับงานวิจัยของ Siripong et al. (2012) เม่ือใชสารเคมี NTG ปรับปรุงสายพันธุ A. xylinum 
ATCC  10245 เพ่ือเพ่ิมการผลิตเซลลูโลส พบวาเม่ือใชสารเคมี NTG ณ ชวงความเขมขนตาง ๆ 
ไดแก  20  30  40  50 และ 60 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร จะมีการลดลงของเซลล โดยมีอัตราการรอด
เทากับรอยละ 8.0  6.0  5.33  2.50  และ 0.2 ตามลําดับ 
 
4.7 การคัดเลือกสายพันธุ B. subtilis ที่ปรับปรุงสายพันธุดวยสารเคมี NTG ในข้ัน  
ปฐมภูม ิ(primary screening) 

เขี่ยโคโลนีเช้ือท่ีคัดเลือกจานเพาะเล้ียงเช้ือท่ีมีคารอยละการรอดในชวง 0.1-10 มาทดสอบ
ปลูกเช้ือแบบจุด (spot test) ลงบนผิวของอาหารชุดควบคุม nutrient agar และ PGA agar บมท่ี
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในท่ีมืด เปนเวลา 24 ช่ัวโมง พบวาบน nutrient agar   มีเช้ือกลายพันธุท่ี
เกิดเมือกจํานวน 147 ไอโซเลต และเม่ือพิจารณาขนาดโคโลนีรวมเมือกบน PGA agar พบวา          
มีจํานวน 9 ไอโซเลต ท่ีมีขนาดโคโลนีรวมเมือกใหญกวาสายพันธุดั้งเดิม (SB-MYP-1) อยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ (P < 0.05) ดังแสดงในตารางท่ี 4.2 

 
ตารางที ่ 4.2 การคัดเลือกขั้นปฐมภูมิ (primary screening) ของ B. subtilis สายพันธุตาง ๆ ท่ี

ปรับปรุงสายพันธุดวยสารเคมี 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 มีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P < 0.05) กับสายพันธุดั้งเดิม (SB-MYP-1) 
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4.8 การคัดเลือกสายพันธุ B. subtilis ที่ปรับปรุงสายพันธุดวยสารเคมี NTG ที่สามารถ
ผลิต PGA ไดในข้ันทุติยภูมิ (secondary screening) 
 นํา B. subtilis สายพันธุกลายดวยสารเคมี NTG ท่ีคัดเลือกไดจากขั้นปฐมภูมิซ่ึงมีจํานวน    
9 ไอโซเลต มาเล้ียงใน PGA broth ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 36 ช่ัวโมง บนเครื่องเขยา
ท่ีความเร็วรอบ 200 rpm พบวามี 5 ไอโซเลต ไดแก NTG-17 NTG-53 NTG-88 NTG-132 และ 
NTG-146 ท่ีมีความสามารถในการผลิต PGA สูงกวาสายพันธุดั้งเดิม (SB-MYP-1) อยางมีนัยสําคัญ
ทางสถิติ (P < 0.05) ดังแสดงในภาพท่ี 4.9 
 
 

 
ภาพที่  4.9 ความเขมขน PGA (mg/ml) ของเช้ือกลายพันธุท่ีผานการปรับปรุงสายพันธุดวยสารเคมี 
 NTG สามารถผลิตได 
 คือ สายพันธุกลายท่ีผลิต PGA สูงกวาสายพันธุดั้งเดิม (SB-MYP-1) อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P < 0.05)  
 
4.9 การปรับปรุงสายพันธุโดยใชรังสีอัลตราไวโอเลตรวมกับสารเคมี NTG 
 จากการปรับปรุงสายพันธุ B. subtilis SB-MYP-1 ดวยรังสีอัลตราไวโอเลตในขอ 4.3 และ
การคัดเลือกขั้นทุติยภูมิในขอ 4.5 พบวา มีเพียง 1 ไอโซเลต คือ UV-112 ท่ีใหผลการผลิต PGA       
สูงกวาสายพันธุดั้งเดิม ณ ช่ัวโมงท่ี 36 ใน PGA broth อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P < 0.05) ดังนั้น     
จึงนําเช้ือกลายพันธุ  UV-112 มาทําการปรับปรุงสายพันธุ ซํ้ารวมกับสารเคมี NTG โดย                
ดําเนินการกลายพันธุตามวิธีการในขอ 3.7 
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 การปรับปรุงสายพันธุ B. subtilis UV-112 ดวยการกลายพันธุรวมกับสารเคมี NTG โดย
ใชเช้ือเริ่มตนท่ีมีอายุ 6 ช่ัวโมงในชวง mid log phase แลวดําเนินการกลายพันธุตามวิธีการในขอ 3.3 
จากนั้นนําเช้ือท่ีผานการกลายพันธุดวย NTG บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 60 นาที  
นับจํานวนโคโลนีท่ีรอดไดผลดังภาพท่ี 4.10  คัดเลือกเก็บโคโลนีบน nutrient agar ท่ีอยูในชวงเวลา
ท่ีมีคารอยละการรอดเทากับ 0.1-10 ซ่ึงใหผลการใชสารเคมีในชวงความเขมขน 40 50 และ 60 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร โดยมีอัตราการรอดรอยละ 0.002  0.001 และ 0.001 ตามลําดับ ไดเช้ือ  
กลายพันธุใหมท้ังหมด 84 ไอโซเลต  
 
 

 
ภาพที่  4.10 ปริมาณเซลล () และรอยละการรอด () ของ B.subtilis SB-MYP-1 ท่ีผานการ

ฉายรังสีอัลตราไวโอเลตรวมกับสัมผัสสารเคมี NTG เปรียบเทียบกับรอยละการรอด
ของเซลลท่ีไมไดสัมผัสสารเคมี NTG () ท่ีความเขมขน 0-100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  

 
4.10 การคัดเลือกสายพันธุ B. subtilis ที่ปรับปรุงสายพันธุดวยรังสีอัลตราไวโอเลต
รวมกับสารเคมี NTG ในข้ันปฐมภูม ิ(primary screening) 

เขี่ยโคโลนีเช้ือท่ีคัดเลือกจานเพาะเล้ียงเช้ือท่ีมีคารอยละการรอดในชวง 0.1-10 มาทดสอบ
ปลูกเช้ือแบบจุด (spot test) ลงบนผิวของอาหารชุดควบคุม nutrient agar และ PGA agar บมท่ี
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในท่ีมืด เปนเวลา 24 ช่ัวโมง พบวาบน nutrient agar   มีเช้ือกลายพันธุท่ี
เกิดเมือกจํานวน 84 ไอโซเลต และเม่ือพิจารณาขนาดโคโลนีรวมเมือกบน PGA agar พบวา            
มีจํานวน 12 ไอโซเลต ท่ีมีขนาดโคโลนีรวมเมือกใหญกวาสายพันธุดั้งเดิม (SB-MYP-1) อยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ (P < 0.05) ดังแสดงในตารางท่ี 4.3 
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ตารางที ่ 4.3 การคัดเลือกขั้นปฐมภูมิ (primary screening) ของ B. subtilis สายพันธุตาง ๆ ท่ี
ปรับปรุงสายพันธุดวยรังสีอัลตราไวโอเลตรวมกับสารเคมี 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 มีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P < 0.05) กับสายพันธุดั้งเดิม (SB-MYP-1) 
 
4.11 การคัดเลือกสายพันธุ B. subtilis ที่ปรับปรุงสายพันธุดวยรังสีอัลตราไวโอเลต
รวมกับสารเคมี NTG ที่สามารถผลิต PGA ไดในข้ันทุติยภูมิ (secondary screening) 

นํา B. subtilis สายพันธุกลายดวยรังสี UV รวมกับสารเคมี NTG ท่ีคัดเลือกไดจากขั้น    
ปฐมภูมิซ่ึงมีจํานวน 12 ไอโซเลต มาเล้ียงใน PGA broth ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา             
36 ช่ัวโมง บนเครื่องเขยาท่ีความเร็วรอบ 200 rpm พบวามี 4 ไอโซเลต ไดแก UN-43 UN-48 UN-81 
และ UN-84 ท่ีมีความสามารถในการผลิต PGA สูงกวาสายพันธุดั้งเดิม (SB-MYP-1) อยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ (P < 0.05) ดังแสดงในภาพท่ี 4.11 
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ภาพที่  4.11 ความเขมขน PGA (mg/ml) ของเช้ือกลายพันธุท่ีผานการปรับปรุงสายพันธุดวยรังสี
อัลตราไวโอเลตรวมกับสารเคมี NTG สามารถผลิตได 

 คือ สายพันธุกลายท่ีผลิต PGA สูงกวาสายพันธุดั้งเดิม (SB-MYP-1) อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P < 0.05)  
 
 จากการปรับปรุงสายพันธุ B. subtilis SB-MYP-1 โดยวิธีการกลายพันธุดวยรังสี
อัลตราไวโอเลต สารเคมี NTG และรังสีอัลตราไวโอเลตรวมกับสารเคมี NTG  ไดเช้ือกลายพันธุ    
ท่ีมีความสามารถในการผลิต PGA สูงสุด ณ ช่ัวโมงท่ี 36 จํานวน 10 ไอโซเลต ไดแก UV-112       
NTG-17  NTG-53  NTG-88  NTG-132  NTG-146  UN-43  UN-48  UN-81  และ UN-84  จึงนํา 
เช้ือกลายพันธุท้ัง 10 ไอโซเลตนี้ไปศึกษากราฟการเจริญมาตรฐาน  การเจริญและการผลิต PGA ใน
อาหารเล้ียงเช้ือสองชนิดคือ nutrient broth   PGA broth และระหวางกระบวนการหมักถ่ัวเหลือง 
โดยเปรียบเทียบกับสายพันธุ SB-MYP-1 ในขั้นตอนตอไป 
 
4.12 การเจริญมาตรฐานของ B. subtilis ที่ผานการปรับปรุงสายพันธุ 
 จากการศึกษาการเจริญมาตรฐานของ B. subtilis ท่ีผานการปรับปรุงดวยรังสี
อัลตราไวโอเลต สารเคมี NTG และรังสีอัลตราไวโอเลตรวมกับสารเคมี NTG  ใน nutrient broth 
โดยทําการตรวจนับการเจริญ ในแตละชวงเวลา (ภาพท่ี 4.12) พบวา เช้ือกลายพันธุทุกไอโซเลตมี
การเจริญในชวงระยะ log phase ท่ี 2-8 ช่ัวโมง และจะเริ่มเขาสูระยะ stationary phase ในช่ัวโมงท่ี 
10  โดยระยะ stationary phase นี้จะเปนระยะท่ีกลาเช้ือ B. subtilis เริ่มมีการปลอดปลอย PGA 
ออกมาในระหวางกระบวนการหมัก (Sung et al. 2005) ซ่ึงจะมีการศึกษาการผลิต PGA ในชวง
ระยะเวลา 72 ช่ัวโมงระหวางการเจริญในอาหารเล้ียงเช้ือและระหวางการหมักถ่ัวเหลืองโดยจะ
ติดตามการเจริญ คา pH และการผลิต PGA ทุก 12 ช่ัวโมงในขั้นตอนตอไป 
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ภาพที่  4.12 กราฟการเจริญมาตรฐานของ B. subtilis ท่ีผานการปรับปรุงสายพันธุ  
ก) รังสีอัลตราไวโอเลต ข) สารเคมี NTG และ ค) รังสีอัลตราไวโอเลตรวมกับสารเคมี
NTG เทียบกับสายพันธุดั้งเดิม (SB-MYP-1) 
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4.13 การศึกษาการเจริญและการผลิต PGA ของ B. subtilis ที่ผานการปรับปรุงสายพันธุ
ในอาหารเลี้ยงเช้ือและในระหวางกระบวนการหมักถั่วเหลือง 
 4.13.1 ศึกษาการเจริญและการผลิต PGA ของ B. subtilis ท่ีผานการปรับปรุงสายพันธุดวย
รังสีอัลตราไวโอเลตใน nutrient broth   
  การเจริญของ B. subtilis สายพันธุท่ีปรับปรุงดวยรังสีอัลตราไวโอเลต (UV-112) 
ใน nutrient broth เม่ือเปรียบเทียบกับสายพันธุดั้งเดิม (SB-MYP-1) ในภาพท่ี 4.13 พบวา UV-112  
มีการเจริญลดลงในชวงช่ัวโมงท่ี 36 แตสายพันธุดั้งเดิมยังคงมีการเจริญในช่ัวโมงท่ี 36 และ 48     
ซ่ึงอาจเปนไปไดวาผลของรังสีอัลตราไวโอเลตทําใหการแสดงออกทางพันธุกรรมของกลาเช้ือกลาย
พันธุเปล่ียนแปลงไปจากเดิม สอดคลองกับงานวิจัยของ Kadam et al. (2006) มีการเปรียบเทียบ        
การเจริญของ L. delbrueckii ท่ีผานการปรับปรุงสายพันธุดวยรังสีอัลตราไวโอเลต พบวา เช้ือ   
กลายพันธุมีรูปแบบการเจริญชวงระยะเวลา 72 ช่ัวโมงแตกตางกับ L. delbrueckii NCIM 2365 ซ่ึง
เปนเช้ือสายพันธุดั้งเดิม    จากการเจริญนี้สามารถพิจารณารวมกับการเปล่ียนแปลงคา pH พบวา 
nutrient broth ท่ีเล้ียงสายพันธุดั้งเดิมมีคา  pH สูงสุด ณ ชั่วโมงที่ 36 ค ือเทากับ 7.91           
(ภาพท่ี 4.14) เนื่องจาก B. subtilis SB-MYP-1 มีการใชแหลงคารบอน แหลงไนโตรเจนใน 
nutrient  broth  และมีสารเมตาบอไลซ ซึ่งเปนผลผลิตสําคัญ เชน แอมโมเนีย ออกมาใน
ระหวางการ เ จริญ สงผลใหทําใหสภาวะใน อาหารเ ลี ้ยง เ ชื ้อ เปนดาง  ใ นขณะเดียวก ัน    
nutrient broth ท่ีเล้ียงเช้ือกลายพันธุ UV-112 มีคา pH คงท่ี ณ ชั่วโมงที่ 36 48 60 และ 72 คือ
เทากับ 6.67 6.91 6.69 และ 6.63 ตามลําดับ ซ่ึงแสดงใหเห็นวา UV-112 มีความสามารถในการ
ใชสารอาหารไดนอยกวาสายพันธุดั้งเดิม จึงทําใหมีการผลิตแอมโมเนียไดนอย  
  การผลิต PGA ของ B. subtilis UV-112 ใน nutrient broth เม่ือเปรียบเทียบกับ   
สายพันธุดั้งเดิม ในภาพท่ี 4.15 พบวามีความสามารถในการผลิต PGA อยางสมํ่าเสมอ และ      
ความเขมขน PGA สูงกวาสายพันธุดั้งเดิมในชวงระยะเวลา 72 ช่ัวโมงอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ     
(P < 0.05) เปนผลเนื่องจากรังสีอัลตราไวโอเลตจากการปรับปรุงสายพันธุ ทําใหกลาเช้ือกลายพันธุ  
มีความสามารถในการผลิตสารเมตาบอไลซเพ่ิมสูงขึ้น ดังเชนตัวอยางงานวิจัยท่ีมีการใชรังสี
อัลตราไวโอเลตกลายพันธุ L. delbrueckii NCIM 2365 เพ่ือปรับปรุงการผลิตกรดแลคติก พบวา  
กลาเช้ือสายพันธุกลาย มีการผลิตกรดแลคติกสูงและสมํ่าเสมอกวาสายพันธุดั้งเดิม (Kadam et al. 
2006) 
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ภาพที่  4.13 การเจริญของ B. subtilis ท่ีผานการปรับปรุงสายพันธุดวยรังสีอัลตราไวโอเลต  UV 

112 () เปรียบเทียบกับสายพันธุดั้งเดิม SB-MYP-1 () ใน nutrient broth  เปน
เวลา 72 ช่ัวโมง 

 
 

 
ภาพที่  4.14 การเปล่ียนแปลงคาความเปนกรด-ดาง (pH) ของ nutrient broth เม่ือมีการเจริญ 

ของ B. subtilis ท่ีผานการปรับปรุงสายพันธุดวยรังสีอัลตราไวโอเลต UV-112 () 
เปรียบเทียบกับสายพันธุดั้งเดิม SB-MYP-1 () ใน nutrient broth เปนเวลา           
72 ช่ัวโมง 
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ภาพที่  4.15 ความเขมขน PGA (mg/ml) ท่ีผลิตโดย B. subtilis ท่ีผานการปรับปรุงสายพันธุดวย 

รังสีอัลตราไวโอเลต UV-112 () เปรียบเทียบกับสายพันธุดั้งเดมิ SB-MYP-1 () 
ใน nutrient broth เปนเวลา 72 ช่ัวโมง 

 
4.13.2 ศึกษาการเจริญและการผลิต PGA ของ B. subtilis ท่ีผานการปรับปรุงสายพันธุดวย

รังสีอัลตราไวโอเลตใน PGA broth   
  การเจริญของ B. subtilis สายพันธุท่ีปรับปรุงดวยรังสีอัลตราไวโอเลต (UV-112) 
ใน PGA broth เม่ือเปรียบเทียบกับสายพันธุดั้งเดิม (SB-MYP-1)   ภาพท่ี 4.16 พบวา UV-112         
มีการเจริญท่ีช่ัวโมงท่ี 12 และ 24 ซ่ึงเปนระยะ stationary phase สูงกวาสายพันธุดั้งเดิมอยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ (P < 0.05) ซ่ึงกลาเช้ือกลายพันธุอาจมีความสามารถในการใชสารอาหารใน  
PGA broth ไดดีกวากลาเช้ือสายพันธุดั้งเดิม ในขณะเดียวกันคา pH ของ PGA broth ท่ีเล้ียง            
B. subtilis สายพันธุดั้งเดิมและ UV-112 มีคา pH ลดลง ณ ช่ัวโมงท่ี 36  เทากับ 5.75 และ 5.99 
ตามลําดับ (ภาพท่ี 4.17) ซ่ึงเปนผลอันเนื่องมาจากกลาเช้ือมีการใชสารอาหารใน PGA broth เชน   
L-glutamic acid น้ําตาลกลูโคส เกิดการปลดปลอย PGA ออกมา ทําใหมีความเขมขน PGA สูงขึ้น
ในอาหารเล้ียงเช้ือ  สงผลใหมีสภาวะเปนกรด (Chiu et al. 2004)  แตเม่ือพิจารณาถึงความเขมขน
ของ  PGA ในอาหารเล้ียงเช้ือ (ภาพท่ี 4.18) พบวา UV-112 มีการผลิต PGA สูงกวาสายพันธุดั้งเดิม 
ณ ช่ัวโมงท่ี 24 และ 36 อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P < 0.05) แตไมมีความสมํ่าเสมอเม่ือเปรียบเทียบ
กับการผลิต PGA  ของกลาเช้ือสายพันธุดั้งเดิม ดังนั้น UV-112 อาจไมเหมาะสมท่ีจะนําไปเปน   
กลาเช้ือเพ่ือการผลิต PGA ใน PGA broth 
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ภาพที่  4.16 การเจริญของ B. subtilis ท่ีผานการปรับปรุงสายพันธุดวยรังสีอัลตราไวเลต UV-112 

() เปรียบเทียบกับสายพันธุดั้งเดิม SB-MYP-1 () ใน PGA broth เปนเวลา        
72 ช่ัวโมง 

 
 

 
ภาพที่  4.17 การเปล่ียนแปลงคาความเปนกรด-ดาง (pH) ของ PGA broth เม่ือมีการเจริญของ 

B. subtilis ท่ีผานการปรับปรุงสายพันธุดวยรังสีอัลตราไวโอเลต UV-112 () 
เปรียบเทียบกับสายพันธุดั้งเดิม SB-MYP-1 () ใน PGA broth เปนเวลา 72 ช่ัวโมง 
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ภาพที่  4.18 ความเขมขน PGA (mg/ml) ท่ีผลิตโดย B. subtilis ท่ีผานการปรับปรุงสายพันธุดวย 

รังสีอัลตราไวโอเลต UV-112 () เปรียบเทียบกับสายพันธุดั้งเดิม SB-MYP-1 () 
ใน PGA broth เปนเวลา 72 ช่ัวโมง 

 
4.13.3 ศึกษาการเจริญและการผลิต PGA ของ B. subtilis ท่ีผานการปรับปรุงสายพันธุดวย

รังสีอัลตราไวโอเลตในระหวางการหมักถ่ัวเหลือง 
การเจริญของ B. subtilis สายพันธุท่ีปรับปรุงดวยรังสีอัลตราไวโอเลต (UV-112) 

ในระหวางการหมักถ่ัวเปนเวลา 72 ช่ัวโมง เม่ือเปรียบเทียบกับสายพันธุดั้งเดิม (SB-MYP-1) ใน
ภาพท่ี 4.19 พบวาไมมีความแตกตางกัน โดยจะมีระยะ stationary phase ตั้งแตช่ัวโมงท่ี 12 ถึง 48  
คา pH มีแนวโนมเพ่ิมสูงขึ้น (ภาพท่ี 4.20) เนื่องจากกลาเช้ือ B. subtilis มีการผลิตเอนไซมท่ีสําคัญ 
เชน อะไมเลส  โปรติเอส มายอยสับสเตรทท่ีสําคัญในถ่ัวเหลือง เชน โปรตีน คารโบไฮเดรต โดย
สับสเตรทท่ีมีปริมาณสูงสุดคือ โปรตีน ทําใหมีปริมาณแอมโมเนียและคา pH สูงขึ้นในระหวาง  
การหมักถ่ัวเหลือง  ซ่ึงคุณลักษณะทางเคมีท่ีดีของถ่ัวเหลืองหมักจะมีคา pH จะอยูในชวง 7.5-8.5  
ซ่ึงจะแปรผันตรงกับปริมาณแอมโมเนียในระหวางหมักคือ 0.8 -1.0 % (Allagheny et al. 1996, 
Visessanguan et al. 2005)   เม่ือพิจารณาการเจริญในภาพท่ี 4.19 ควบคูกับการผลิต PGA ในภาพท่ี 
4.21 พบวาระหวางการหมักถ่ัวเหลืองดวยกลาเช้ือสายพันธุดั้งเดิมจะมีการผลิต PGA ท่ีสูงและ
สมํ่าเสมอกวาการใช UV-112 โดยกลาเช้ือจะมีการปลดปลอย PGA ตั้งแตช่ัวโมงท่ี 12 ซ่ึงเปนระยะ 
stationary phase แตอยางไรก็ตามสายพันธุ UV-112 มีการผลิต PGA ท่ีนอยกวาสายพันธุดั้งเดิม 
ดังนั้น UV-112 อาจไมเหมาะสมท่ีจะนําไปเปนกลาเช้ือในการหมักถ่ัวเหลือง 
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ภาพที่  4.19 การเจริญของ B. subtilis ท่ีผานการปรับปรุงสายพันธุดวยรังสีอัลตราไวโอเลต  

UV-112 () เปรียบเทียบกับสายพันธุดั้งเดิม SB-MYP-1 () ในระหวางการหมักถ่ัว
เหลืองเปนเวลา 72 ช่ัวโมง 

 
 

 
ภาพที่  4.20 การเปล่ียนแปลงคาความเปนกรด-ดาง (pH) ในระหวางการหมักถ่ัวเหลืองดวย 

B. subtilis ท่ีผานการปรับปรุงสายพันธุดวยรังสีอัลตราไวโอเลต UV-112 ()  
เปนกลาเช้ือเปรียบเทียบกับสายพันธุดั้งเดิม SB-MYP-1 () เปนเวลา 72 ช่ัวโมง 
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ภาพที่  4.21 ความเขมขน PGA (mg/g) ท่ีผลิตโดย B. subtilis ท่ีผานการปรับปรุงสายพันธุดวยรังสี 

อัลตราไวโอเลต UV-112 () เปนกลาเช้ือเปรียบเทียบกับสายพันธุดั้งเดิม SB-MYP-1 
() ในระหวางการหมักถ่ัวเหลืองเปนเวลา 72 ช่ัวโมง 

 
 จากการศึกษาการเจริญและการผลิต PGA ของ B. subtilis ท่ีผานการปรับปรุงสายพันธุ
ดวยรังสีอัลตราไวโอเลตในอาหารเล้ียงเช้ือท้ัง 2 ชนิดและในระหวางการหมักถ่ัวเหลือง จะไดวา 
การผลิต PGA ของกลาเช้ือกลายพันธุในแตละสภาวะไมมีความสมํ่าเสมอเม่ือเปรียบเทียบกับ     
สายพันธุดั้งเดิม ดังนั้นจึงไมมีความเหมาะสมท่ีจะนําไปเปนกลาเช้ือเพ่ือการผลิต PGA  
 

4.13.4 ศึกษาการเจริญและการผลิต PGA ของ B. subtilis ท่ีผานการปรับปรุงสายพันธุดวย
สารเคมี NTG ใน nutrient broth   
  การเจริญของ B. subtilis ท่ีผานการปรับปรุงสายพันธุดวยสารเคมี NTG ท้ัง           
5 ไอโซเลต ไดแก NTG -17 NTG-53 NTG-88 NTG-132 และ NTG-146 ใน nutrient broth เปนเวลา 
72 ช่ัวโมงโดยเปรียบเทียบกับสายพันธุดั้งเดิม (ภาพท่ี 4.22) พบวาเช้ือกลายพันธุ 5 ไอโซเลตเริ่มมี
ปริมาณลดลง ณ ช่ัวโมงท่ี 48 อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P < 0.05)  คา pH ใน nutrient broth              
มีรูปแบบท่ีแตกตางกันในแตละไอโซเลต ซ่ึงสภาวะการหมักของแตละไอโซเลตนั้นจะเริ่มเขาสู
สภาวะดางในแตละช่ัวโมงท่ีแตกตางกัน โดย  NTG -17 NTG-53 NTG-88 NTG-132 และสายพันธุ
ดั้งเดิม จะเริ่มเขาสูสภาวะดางในช่ัวโมงท่ี 36  แต NTG-146 จะเขาสูสภาวะดางในช่ัวโมงท่ี 48  
(ภาพท่ี 4.23)    การผลิต PGA ของกลาเช้ือกลายพันธุท้ัง 5 ไอโซเลตใน nutrient broth  (ภาพท่ี 4.24) 
พบวามีการผลิตท่ีสูงกวาสายพันธุดั้งเดิมอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P < 0.05) แตไมมีความ
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สมํ่าเสมอ  จะเห็นไดวารูปแบบการผลิต PGA และการเจริญในอาหารเล้ียงเช้ือ nutrient broth       
แตละไอโซเลตของกลาเช้ือกลายพันธุดวยสารเคมี NTG มีความแตกตางกัน เนื่องจากเปนผลของ
สารกอกลายพันธุ NTG  ท่ีสามารถเติมหมูเมทิลใหกับเบสภายในสาย DNA ทําใหการจับคูเบส
ผิดพลาดไป เกิดการเปล่ียนแปลงลําดับเบสในสาย DNA แบบสุม เม่ือเกิดการถอดรหัสขึ้นจึงทําให
ไดรหัสพันธุกรรมท่ีเปล่ียนแปลงไป สงผลใหการแสดงออกทางพันธุกรรมเปล่ียนแปลงไป    
(มาลินี สิงโตทอง, 2551) 
 

 
ภาพที่  4.22 การเจริญของ B. subtilis ท่ีผานการปรับปรุงสายพันธุดวยสารเคมี NTG ไดแก NTG-17 

() NTG-53 () NTG-88 () NTG-132 () และ NTG-146 () เปรียบเทียบกับ
สายพันธุดั้งเดิม SB-MYP-1 () ใน nutrient broth เปนเวลา 72 ช่ัวโมง 

 

 
ภาพที่  4.23 การเปล่ียนแปลงคาความเปนกรด-ดาง (pH) ของ nutrient  broth เม่ือมีการเจริญของ  

B. subtilis ท่ีผานการปรับปรุงสายพันธุดวยสารเคมี NTG ไดแก NTG-17 () NTG-53 
() NTG-88 () NTG-132 () และ NTG-146 () เปรียบเทียบกับสายพันธุดั้งเดิม 
SB-MYP-1 () เปนเวลา 72 ช่ัวโมง 
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ภาพที่  4.24 ความเขมขน PGA (mg/ml) ท่ีผลิตโดย B. subtilis ท่ีผานการปรับปรุงสายพันธุดวย 
 สารเคมี NTG ไดแก NTG-17 () NTG-53 () NTG-88 () NTG-132 () และ 

NTG-146 () เปรียบเทียบกับสายพันธุดั้งเดิม SB-MYP-1 () ใน nutrient broth  
เปนเวลา 72 ช่ัวโมง 

 
4.13.5 ศึกษาการเจริญและการผลิต PGA ของ B. subtilis ท่ีผานการปรับปรุงสายพันธุดวย

สารเคมี NTG ใน PGA broth 
 การเจริญของ B. subtilis ท่ีผานการปรับปรุงสายพันธุดวยสารเคมี NTG ท้ัง           

5 ไอโซเลต (ภาพท่ี 4.25) พบวากลาเช้ือกลายพันธุมีความสามารถในการเจริญใน PGA broth        
สูงกวากลาเช้ือสายพันธุดั้งเดิมในชวงระยะเวลา 72 ช่ัวโมง   คา pH พบวา PGA broth ท่ีเล้ียง      
กลาเช้ือกลายพันธุและสายพันธุดั้งเดิมมีคาลดลง ณ ช่ัวโมงท่ี 48 อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ              
(P < 0.05) ดังแสดงในภาพท่ี 4.26 ซ่ึงเปนผลอันเนื่องมาจากกลาเช้ือมีการใชสารอาหารใน PGA 
broth ทําให   มีการผลิต PGA เกิดสภาวะอาหารเล้ียงเช้ือเปนกรด (Chiu et al. 2004)   พิจารณา
ควบคูกับภาพท่ี 4.27 พบวาเช้ือกลายพันธุท้ัง 5 ไอโซเลตมีความสามารถในการผลิต PGA สูงกวา
สายพันธุดั้งเดิมอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P < 0.05) โดยทุกสายพันธุกลายมีการผลิต PGA ขึ้น       
ณ ช่ัวโมงท่ี 12 ซ่ึงเปนระยะ  stationary phase ของการเจริญและมีการผลิตอยางสมํ่าเสมอในชวง
ระยะเวลา 72 ช่ัวโมง ดังนั้นกลาเช้ือกลายพันธุดวยสารเคมี NTG อาจมีความเหมาะสมท่ีจะนําไป
เปนกลาเช้ือเพ่ือการผลิต PGA ใน PGA broth 
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ภาพที่  4.25 การเจริญของ B. subtilis ท่ีผานการปรับปรุงสายพันธุดวยสารเคมี NTG ไดแก 

NTG-17 () NTG-53 () NTG-88 () NTG-132 () และ NTG-146 () 
เปรียบเทียบกับสายพันธุดั้งเดิม SB-MYP-1 () ใน PGA broth เปนเวลา         
72 ช่ัวโมง 

 
 

 
ภาพที่  4.26 การเปล่ียนแปลงคาความเปนกรด-ดาง (pH) ของ PGA broth เม่ือมีการเจริญของ 

B. subtilis ท่ีผานการปรับปรุงสายพันธุดวยสารเคมี NTG ไดแก NTG-17 ()      
NTG-53 () NTG-88 () NTG-132 () และ NTG-146 () เปรียบเทียบกับสาย
พันธุดั้งเดิม SB-MYP-1 () เปนเวลา 72 ช่ัวโมง 
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ภาพที่  4.27 ความเขมขน PGA (mg/ml) ท่ีผลิตโดย B. subtilis ท่ีผานการปรับปรุงสายพันธุดวย 

สารเคมี NTG ไดแก NTG-17 () NTG-53 () NTG-88 () NTG-132 () และ 
NTG-146 () เปรียบเทียบกับสายพันธุดั้งเดิม SB-MYP-1 () ใน PGA broth      
เปนเวลา 72 ช่ัวโมง 

 
4.13.6 ศึกษาการเจริญและการผลิต PGA ของ B. subtilis ท่ีผานการปรับปรุงสายพันธุดวย

สารเคมี NTG ในระหวางการหมักถ่ัวเหลือง 
 การเจริญของ B. subtilis ท่ีผานการปรับปรุงสายพันธุดวยสารเคมี NTG ท้ัง           

5 ไอโซเลต (ภาพท่ี 4.28) พบวากลาเช้ือกลายพันธุ NTG- 17 NTG-88 NTG-132 และ NTG-146     
มีความสามารถในการเจริญในระหวางการหมักถ่ัวเหลืองสูงกวากลาเช้ือสายพันธุดั้งเดิม  ณ  ช่ัวโมง   
ท่ี 12  ซ่ึงแตกตางกับ NTG-53 ท่ีมีความสามารถในการเจริญนอยกวาสายพันธุดั้งเดิมในชวง
ระยะเวลา 72 ช่ัวโมงของการหมัก จึงแสดงใหเห็นวา NTG-53 มีความสามารถในการใชสารอาหาร
หลักในถ่ัวเหลืองนอยกวากลาเช้ือกลายพันธุตัวอ่ืนๆ  คา pH (ภาพท่ี 4.29) พบวามีกลาเช้ือ        
กลายพันธุ NTG-53 NTG-132 และสายพันธุดั้งเดิม มีการหมักในสภาวะดาง ณ ช่ัวโมงท่ี 36  ท่ีมีคา 
pH เทากับ 7.84 8.01 และ 7.78 ตามลําดับ   NTG-17 NTG-88 และ NTG-146 มีการหมักในสภาวะ
ดาง ณ ช่ัวโมงท่ี 60 ท่ีมีคา pH เทากับ 8.24 7.58 และ 8.19 ตามลําดับ เช่ือมโยงไดวาอัตราการผลิต
แอมโมเนียของแตละไอโซเลตจากการใชสารอาหารโปรตีนในถ่ัวเหลืองมีความแตกตางกัน สงผล
ใหคา pH มีความเปนดางแตกตางกันในแตละชวงเวลาของการหมักถ่ัวเหลือง  การผลิต PGA ใน
ระหวางการหมักถ่ัวเหลือง (ภาพท่ี 4.30) พบวากลาเช้ือกลายพันธุท้ัง 5 ไอโซเลตมีการผลิต PGA สูง 
ณ ช่ัวโมงท่ี 12 แตไมมีความสมํ่าเสมอเม่ือเปรียบเทียบกับสายพันธุดั้งเดิม ดังนั้นกลาเช้ือสายพันธุ
กลายดวยสารเคมี NTG อาจไมเหมาะสมท่ีจะนําไปเปนกลาเช้ือเพ่ือการผลิต PGA ในถ่ัวเหลืองหมัก 
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ภาพที่  4.28 การเจริญของ B. subtilis ท่ีผานการปรับปรุงสายพันธุดวยสารเคมี NTG ไดแก  

NTG-17 () NTG-53 () NTG-88 () NTG-132 () และ NTG-146 () เปน 
กลาเช้ือเปรียบเทียบกับสายพันธุดั้งเดิม SB-MYP-1 () ในระหวางการหมักถ่ัวเหลือง
เปนเวลา 72 ช่ัวโมง 

 

 
ภาพที่  4.29  การเปล่ียนแปลงคาความเปนกรด-ดาง (pH) ในระหวางการหมักถ่ัวเหลืองดวย 

B. subtilis ท่ีผานการปรับปรุงสายพันธุดวยสารเคมี NTG ไดแก NTG-17 ()     
NTG-53 () NTG-88 () NTG-132 () และ NTG-146 () เปนกลาเช้ือ
เปรียบเทียบกับ สายพันธุดั้งเดิม SB-MYP-1 () ในระหวางการหมักถ่ัวเหลืองเปน
เวลา 72 ช่ัวโมง 
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ภาพที่  4.30 ความเขมขน PGA (mg/g) ท่ีผลิตโดย B. subtilis ท่ีผานการปรับปรุงสายพันธุดวย 
 สารเคมี NTG ไดแก NTG-17 () NTG-53 () NTG-88 () NTG-132 () และ 

NTG-146 () เปนกลาเช้ือเปรียบเทียบกับสายพันธุดั้งเดิม SB-MYP-1 () ใน
ระหวางการหมักถ่ัวเหลืองเปนเวลา 72 ช่ัวโมง 

 
จากการศึกษาการเจริญและการผลิต PGA ของ B. subtilis ท่ีผานการปรับปรุงสายพันธุ

ดวยสารเคมี NTG ในอาหารเล้ียงเช้ือท้ัง 2 ชนิดและในระหวางการหมักถ่ัวเหลือง จะไดวา          
การผลิต PGA ของกลาเช้ือกลายพันธุในอาหารเล้ียงเช้ือ PGA broth มีความเขมขนสูงและสมํ่าเสมอ
เม่ือเปรียบเทียบกับสายพันธุดั้งเดิม ดังนั้นจึงมีความเหมาะสมท่ีจะนําไปเปนกลาเช้ือเพ่ือการผลิต 
PGA ใน PGA broth ในอุตสาหกรรมตอไป 
 

4.13.7 ศึกษาการเจริญและการผลิต PGA ของ B. subtilis ท่ีผานการปรับปรุงสายพันธุดวย
รังสีอัลตราไวโอเลตรวมกับสารเคมี NTG ใน nutrient broth 

 การเจริญของ B. subtilis ท่ีผานการปรับปรุงสายพันธุดวยรังสีอัลตราไวโอเลต
รวมกับสารเคมี NTG ท้ัง 4 ไอโซเลต ไดแก UN-43 UN-48 UN-81 และ UN-84 ใน nutrient broth 
เปนเวลา 72 ช่ัวโมงโดยเปรียบเทียบกับสายพันธุดั้งเดิม (ภาพท่ี 4.31) พบวาเช้ือกลายพันธุ 4          
ไอโซเลตเริ่มมีปริมาณลดลง ณ ช่ัวโมงท่ี 48 อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P < 0.05)  คา pH ใน nutrient 
broth มีรูปแบบท่ีแตกตางกันในแตละไอโซเลต ซ่ึงสภาวะการหมักของแตละไอโซเลตจะเริ่มเขาสู
สภาวะดางใน  แตละช่ัวโมงท่ีแตกตางกัน โดย  UN-84 และสายพันธุดั้งเดิม  เริ่มเขาสูสภาวะดางใน
ช่ัวโมงท่ี 36  ซ่ึงมีคา pH เทากับ 8.01  และ 7.91 ตามลําดับ UN-43 จะเขาสูสภาวะดางในช่ัวโมงท่ี 
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48 ซ่ึงมีคา pH เทากับ 8.30  แตมี 2 ไอโซเลต คือ UN-48 และ UN-81 ท่ีมีคา pH คงท่ีและมีสภาพ
เปนกลาง (ภาพท่ี 4.32)   การผลิต PGA ของกลาเช้ือกลายพันธุท้ัง 4 ไอโซเลตใน nutrient broth  
(ภาพท่ี 4.33) พบวามีการผลิตท่ีสูงกวาสายพันธุดั้งเดิมอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P < 0.05)            
แตหลังจากช่ัวโมงท่ี 12 ความเขมขนของ PGA ท่ีกลาเช้ือผลิตออกมานั้นไมมีความสมํ่าเสมอ   

 

 
ภาพที่  4.31 การเจริญของ B. subtilis ท่ีผานการปรับปรุงสายพันธุดวยรังสีอัลตราไวโอเลตรวมกับ 

สารเคมี NTG ไดแก UN-43 () UN-48 () UN-81 () และ UN-84 () 
เปรียบเทียบกับสายพันธุดั้งเดิม SB-MYP-1 () ใน nutrient broth เปนเวลา             
72 ช่ัวโมง 

  
 

 
ภาพที่  4.32 การเปล่ียนแปลงคาความเปนกรด-ดาง (pH) ของ nutrient broth เม่ือมีการเจริญของ   

B. subtilis ท่ีผานการปรับปรุงสายพันธุดวยรังสีอัลตราไวโอเลตรวมกับสารเคมี NTG
ไดแก UN-43 () UN-48 () UN-81 () และ UN-84 () เปรียบเทียบกับสายพันธุ
ดั้งเดิม SB-MYP-1 () ใน nutrient broth เปนเวลา 72 ช่ัวโมง 
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ภาพที่  4.33 ความเขมขน PGA (mg/ml) ท่ีผลิตโดย B. subtilis ท่ีผานการปรับปรุงสายพันธุดวย 
 รังสีอัลตราไวโอเลตรวมกับสารเคมี NTG ไดแก UN-43 () UN-48 () UN-81 () 

และ UN-84 () เปรียบเทียบกับสายพันธุดั้งเดิม SB-MYP-1 () ใน nutrient broth 
เปนเวลา 72 ช่ัวโมง 

 
4.13.8 ศึกษาการเจริญและการผลิต PGA ของ B. subtilis ท่ีผานการปรับปรุงสายพันธุดวย

รังสีอัลตราไวโอเลตรวมกับสารเคมี NTG ใน PGA broth 
การเจริญของ B. subtilis ท่ีผานการปรับปรุงสายพันธุดวยรังสีอัลตราไวโอเลต

รวมกับสารเคมี NTG ท้ัง 4 ไอโซเลต (ภาพท่ี 4.34) พบวากลาเช้ือกลายพันธุมีความสามารถในการ
เจริญใน PGA broth สูงกวากลาเช้ือสายพันธุดั้งเดิมในชวงระยะเวลา 12 ช่ัวโมง   คา pH ในอาหาร 
PGA broth ท่ีใชกลาเช้ือกลายพันธุ (ภาพท่ี 4.35) มีคา pH คงท่ีหรือสูงขึ้น  ซ่ึงโดยตามปกติแลว   
การเล้ียง B. subtilis ใน PGA broth  คา pH จะลดลง เนื่องจาก B. subtilis มีการใชแหลง
ไนโตรเจนในอาหาร PGA broth ที่สําคัญ คือ L-glutamic acid และแหลงคารบอน คือ 
น้ําตาลกลูโคส เพื่อการผลิต PGA สงผลใหความเขมขน PGA ในอาหารเลี้ยงเชื้อเพิ่มขึ ้น     
สภาวะในอาหารเลี้ยงเชื้อจะเปนกรด (Chiu et al. 2004)  เม่ือพิจารณารวมกับการผลิต PGA 
(ภาพท่ี 4.36) พบวาการผลิต PGA ของกลาเช้ือกลายพันธุท้ัง  4 ไอโซเลต ไมมีความสมํ่าเสมอเม่ือ
เปรียบเทียบกับกลาเ ช้ือสายพันธุดั้ ง เดิม ซ่ึงอาจมีความเปนไปไดวากลาเ ช้ือกลายพันธุ มี
ความสามารถในการเปล่ียนสารตั้งตนในอาหาร PGA broth เพ่ือการผลิต PGA นอยกวากลาเช้ือ 
สายพันธุดั้งเดิม จึงทําใหการผลิต PGA นั้นไมมีความสมํ่าเสมอในชวงระยะเวลา 72 ช่ัวโมง  ดังนั้น  
กลาเช้ือสายพันธุกลายดวยรังสีอัลตราไวโอเลตรวมกับสารเคมี NTG อาจไมเหมาะสมท่ีจะนําไป
เปนกลาเช้ือเพ่ือการผลิต PGA ใน PGA broth 
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ภาพที่  4.34 การเจริญของ B. subtilis ท่ีผานการปรับปรุงสายพันธุดวยรังสีอัลตราไวโอเลตรวมกับ 

สารเคมี NTG ไดแก UN-43 () UN-48 () UN-81 () และ UN-84 () 
เปรียบเทียบกับสายพันธุดั้งเดิม SB-MYP-1 () ใน PGA broth เปนเวลา 72 ช่ัวโมง 

 
 

 
ภาพที่  4.35 การเปล่ียนแปลงคาความเปนกรด-ดาง (pH) ของ PGA broth เม่ือมีการเจริญของ 

B. subtilis ท่ีผานการปรับปรุงสายพันธุดวยรังสีอัลตราไวโอเลตรวมกับสารเคมี NTG
ไดแก UN-43 () UN-48 () UN-81 () และ UN-84 () เปรยีบเทียบกับสายพันธุ
ดั้งเดิม SB-MYP-1 () ใน PGA broth เปนเวลา 72 ช่ัวโมง 
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ภาพที่  4.36 ความเขมขน PGA (mg/ml) ท่ีผลิตโดย B. subtilis ท่ีผานการปรับปรุงสายพันธุดวย 

รังสีอัลตราไวโอเลตรวมกับสารเคมี NTG ไดแก UN-43 () UN-48 () UN-81 () 
และ UN-84 () เปรียบเทียบกับสายพันธุดั้งเดิม SB-MYP-1 () ใน PGA broth   
เปนเวลา 72 ช่ัวโมง 

 
4.13.9 ศึกษาการเจริญและการผลิต PGA ของ B. subtilis ท่ีผานการปรับปรุงสายพันธุดวย

รังสีอัลตราไวโอเลตรวมกับสารเคมี NTG ในระหวางการหมักถ่ัวเหลือง 
การเจริญของ B. subtilis ท่ีผานการปรับปรุงสายพันธุดวยรังสีอัลตราไวโอเลต

รวมกับสารเคมี NTG ท้ัง 4 ไอโซเลต (ภาพท่ี 4.37) พบวากลาเช้ือกลายพันธุมีความสามารถใน    
การเจริญในระหวางการหมักถ่ัวเหลืองสูงกวากลาเช้ือสายพันธุดั้งเดิมในชวงระยะเวลา 12 ช่ัวโมง  
และมีการเจริญคงท่ีในชวงระยะเวลา 72 ช่ัวโมง ซ่ึงแตกตางกับกลาเช้ือสายพันธุดั้งเดิมท่ีมี          
การเจริญลดลงอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P < 0.05) ณ ช่ัวโมงท่ี 60 ของการหมัก คา pH (ภาพท่ี 
4.38)  พบวามีรูปแบบของการหมักเปนสภาวะดาง  เม่ือพิจารณาแตละไอโซเลตจะเห็นไดวากลาเช้ือ
กลายพันธุ UN-84 มีการหมักในสภาวะดาง ณ ช่ัวโมงท่ี 60  ซ่ึงเขาสูสภาวะดางชากวากลาเช้ือ   
กลายพันธุ UN-43 UN-48 UN-81 และกลาเช้ือสายพันธุดั้งเดิม  ท่ีมีการหมักในสภาวะดาง ณ ช่ัวโมง
ท่ี 36 และ 48  เช่ือมโยงไดวาอัตราการผลิตแอมโมเนียของแตละไอโซเลตจากการใชสารอาหาร
โปรตีนในถ่ัวเหลืองมีความแตกตางกัน สงผลใหคา pH มีความเปนดางแตกตางกันในแตละ
ชวงเวลาของการหมักถ่ัวเหลือง   และจากการผลิต PGA ในระหวางการหมักถ่ัวเหลือง (ภาพท่ี 4.39) 
พบวากลาเช้ือกลายพันธุเพียงไอโซเลตเดียว (UN-48) ท่ีมีความสามารถในการผลิต PGA สูงกวา 
สายพันธุดั้งเดิม ณ ช่ัวโมงท่ี 24 และมีความสมํ่าเสมอไมแตกตางกับสายพันธุดั้งเดิมในชวง
ระยะเวลา 72 ช่ัวโมงของการหมัก ดังนั้น UN-48 อาจมีความเปนไปไดในการนํากลาเช้ือเพ่ือ       
การผลิต PGA ในถ่ัวเหลืองหมัก 
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ภาพที่  4.37 การเจริญของ B. subtilis ท่ีผานการปรับปรุงสายพันธุรังสีอัลตราไวโอเลตรวมกับ 

สารเคมี NTG ไดแก UN-43 () UN-48 () UN-81 () และ UN-84 () เปน    
กลาเช้ือเปรียบเทียบกับสายพันธุดั้งเดิม SB-MYP-1 () ในระหวางการหมักถ่ัวเหลือง
เปนเวลา 72 ช่ัวโมง 

 
 

 
ภาพที่  4.38 การเปล่ียนแปลงคาความเปนกรด-ดาง (pH) ในระหวางการหมักถ่ัวเหลืองดวย           

B. subtilis ท่ีผานการปรับปรุงสายพันธุดวยรังสีอัลตราไวโอเลตรวมกับสารเคมี NTG 
ไดแก UN-43 () UN-48 () UN-81 () และ UN-84 () เปนกลาเช้ือเปรียบเทียบ
กับสายพันธุดั้งเดิม SB-MYP-1 () ในระหวางการหมักถ่ัวเหลืองเปนเวลา 72 ช่ัวโมง 
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ภาพที่  4.39 ความเขมขน PGA (mg/g) ท่ีผลิตโดย B. subtilis ท่ีผานการปรับปรุงสายพันธุดวยรังสี

อัลตราไวโอเลตรวมกับสารเคมี NTG ไดแก UN-43 () UN-48 () UN-81 () 
และ UN-84 () เปนกลาเช้ือเปรียบเทียบกับสายพันธุดั้งเดิม  SB-MYP-1 () ใน
ระหวาง  การหมักถ่ัวเหลืองเปนเวลา 72 ช่ัวโมง 

 
จากการศึกษาการเจริญและการผลิต PGA ของ B. subtilis ท่ีผานการปรับปรุงสายพันธุ

ดวยรังสีอัลตราไวโอเลตรวมกับสารเคมี NTG ในอาหารเล้ียงเช้ือท้ัง 2 ชนิดและในระหวางการหมัก
ถ่ัวเหลือง จะไดวาการผลิต PGA ของกลาเช้ือกลายพันธุ UN-48 มีความเขมขนสูงและสมํ่าเสมอ  
เม่ือเปรียบเทียบกับสายพันธุดั้งเดิม ดังนั้นจึงมีความเหมาะสมท่ีจะนําไปเปนกลาเช้ือเพ่ือการผลิต    
PGAในถ่ัวเหลืองหมักและเปนประโยชนตออุตสาหกรรมอาหารหมักตอไป 

 
กลาเช้ือ B. subtilis ท่ีปรับปรุงสายพันธุดวยวิธีการตาง ๆ พบวาการเจริญ การผลิต 

PGA ในอาหารเล้ียงเช้ือและในระหวางการหมักถ่ัวเหลืองชวงระยะเวลา 72 ช่ัวโมง แตกตางกัน
อยางมีนัยสําคัญ (P < 0.05) เม่ือเปรียบเทียบกับสายพันธุดั้งเดิม (SB-MYP-1)  การใชสารกอกลาย
พันธุ ไดแก รังสีอัลตราไวโอเลต (UV-C) สารเคมี NTG  ทําใหเกิดลักษณะทางพันธุกรรมของ       
B. subtilis ท่ีแสดงออกมาในสภาพแวดลอมตาง ๆ เปล่ียนแปลงไปจากเดิม โดยกลไกของรังสี
อัลตราไวโอเลต คือ การทําใหเกิดไทมีนไดเมอร โดยเบสไทมีนไมสามารถจับคูกับอะดีนีนของสาย
โพลินิวคลีโอไทดท่ีอยูตรงขามกันได ซ่ึงรังสีอัลตราไวโอเลตชนิด UV-C นี้จะเปนรังสีคล่ืนส้ัน
ในชวง 253.7 นาโนเมตร มีพลังงาน 4.43-12.4 อิเล็กตรอนโวลต ซ่ึงมีพลังงานสูงและมี
ประสิทธิภาพการกลายพันธุกวารังสีอัลตราไวโอเลตชนิดอ่ืน สําหรับกลไกของสารเคมี NTG ซ่ึง
เปน alkylating agent จะไปเติมหมูเมทิลใหกับเบส ดังนั้นผลของสารกอกลายพันธุทําใหเกิดการ
เปล่ียนแปลงของลําดับเบสภายในโมเลกุลของสายโพลินิวคลีโอไทดแบบสุม (random  mutagenesis)  
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เม่ือเกิดการสังเคราะห DNA ทําใหได DNA ท่ีมีลําดับเบสเปล่ียนแปลงไปจากเดิม  เม่ือเกิดการ
ถอดรหัสขึ้นจะทําใหไดรหัสพันธุกรรมท่ีเปล่ียนแปลงไป มีผลทําใหไดลําดับของกรดอะมิโน
เปล่ียนแปลงไปจากเดิม  ถาการเปล่ียนแปลงนั้นอยูในบริเวณท่ีเกี่ยวของกับการสังเคราะหโปรตีนท่ี
เปนเอนไซมท่ีตองการ จะทําใหไดสายพันธุกลายท่ีมีความสามารถในการผลิตเอนไซมหรือผลผลิต
ท่ีเปล่ียนแปลงไป โดยอาจทําใหไดผลผลิตมากขึ้นหรือนอยลงไดในระหวางการหมัก (พิสุทธ์ิ พวง
นาค, 2542; มาลินี สิงหโตทอง, 2551;  Ranadive   et al. 2011; Sher et al. 2012) 
 เม่ือสรุปความเขมขน PGA ใน nutrient broth (อาหารเล้ียงเช้ือควบคุม) PGA broth และ
ระหวางการหมักถ่ัวเหลืองเปนเวลา 72 ช่ัวโมงของกลาเช้ือแตละไอโซเลตท่ีผานการปรับปรุง     
สายพันธุดวยรังสีอัลตราไวโอเลต (ภาพท่ี 4.40) จะเห็นไดวากลาเช้ือกลายพันธุใหผลการผลิต PGA 
ในความเขมขนท่ี สูงท่ีสุด ณ ช่ัวโมงแตกตางกัน ดังนี้คือ UV-112  NTG-53  NTG-88  NTG-146  
UN-43  UN-81 และ UN-84 ใหผลการผลิต PGA ใน nutrient broth สูงสุด ณ ช่ัวโมงท่ี 12   NTG-17  
NTG-132 และ  UN-48 ใหผลการผลิต PGA ใน nutrient broth สูงสุด ณ ช่ัวโมงท่ี 24   NTG-146 
ใหผลการผลิต PGA ใน PGA broth สูงสุด ณ ช่ัวโมงท่ี 12  NTG-17  NTG-53  NTG-88 และ   
NTG-132 ใหผลการผลิต PGA ใน PGA broth สูงสุด ณ ช่ัวโมงท่ี 24  UV-112 UN-43 UN-48    
UN-81 และ UN-84 ใหผลการผลิต PGA ใน PGA broth สูงสุด ณ ช่ัวโมงท่ี 36  NTG-53 NTG-132 
และ NTG-146 ใหผลการผลิต PGA ในระหวางการหมักถ่ัวเหลืองสูงสุด ณ ช่ัวโมงท่ี 12  UV-112  
NTG-17  NTG-88  และ UN-48 ใหผลการผลิต PGA ในระหวางการหมักถ่ัวเหลืองสูงสุด ณ ช่ัวโมง
ท่ี 24   UN-43 ใหผลการผลิต PGA ในระหวางการหมักถ่ัวเหลืองสูงสุด ณ ช่ัวโมงท่ี 48   UN-81 
และ UN-84 ใหผลการผลิต PGA ในระหวางการหมักถ่ัวเหลืองสูงสุด ณ ช่ัวโมงท่ี 60  ซ่ึงจะเห็นได
วาจากการสรุปผลความเขมขน PGA ท่ีผลิตไดในแตละไอโซเลตของเช้ือกลายพันธุ จะสามารถ    
ทําใหควบคุมการผลิต PGA ในอาหารเล้ียงเช้ือและในระหวางการผลิตถ่ัวเหลืองหมักได ซ่ึงกลาเช้ือ
กลายพันธุแตละไอโซเลตสามารถนําไปใชเพ่ือการผลิต PGA แตกตางกันในแตละสภาวะ โดย   
กลาเช้ือท่ีผานการปรับปรุงสายพันธุดวยสารเคมี NTG มีความเหมาะสมในการนําไปเล้ียงเพ่ือ     
การผลิต PGA บริสุทธ์ิทางการคาในระดับอุตสาหกรรม   สวนกลาเช้ือท่ีผานการปรับปรุงสายพันธุ
ดวยรังสีอัลตราไวโอเลตรวมกับสารเคมี NTG มีเพียง 1 ไอโซเลต คือ UN-48 ท่ีใหผลการผลิต PGA 
สูงกวากลาเช้ือสายพันธุดั้งเดิมในช่ัวโมงท่ี 24 ระหวางการหมักถ่ัวเหลืองและมีความสามารถใน 
การผลิต PGA อยางสมํ่าเสมอไมแตกตางกับกลาเช้ือสายพันธุดั้งเดิม ดั้งนั้น UN-48 อาจมีความ
เปนไปไดในการนํากลาเช้ือเพ่ือการผลิต PGA ในระหวางการหมักถ่ัวเหลืองเพ่ือใหมีคุณคาทาง
โภชนาการอาหารตอไป   แตอยางไรก็ตามอาจจะตองมีการศึกษาผลของการนํากลาเช้ือไปใชใน
อุตสาหกรรมอาหารหมักเกี่ยวกับการผลิตสารท่ีเปนอันตรายตอผูบริโภค เพ่ือใหมีความม่ันใจไดวา 
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กลาเช้ือท่ีผานการปรับปรุงสายพันธุมีความปลอดภัยท่ีจะไมผลิตสารพิษท่ีเปนอันตรายตอผูบริโภค
ในระหวางกระบวนการหมัก 
 

 
ภาพที่  4.40 สรุปความเขมขน PGA ของกลาเช้ือท่ีผานการปรับปรุงสายพันธุดวยวิธีการตาง ๆ       

ณ ช่ัวโมงท่ีใหผลการผลิตสูงท่ีสุดในอาหารเล้ียงเช้ือ nutrient broth () PGA broth 
() และในระหวางการหมักถ่ัวเหลือง () 
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4.14 การวิเคราะหความหลากหลายทางพันธุกรรมของ B. subtilis ที่ผานการปรับปรุง
สายพันธุดวยเทคนิค random amplification of polymorphic DNA (RAPD) 
 จากการสกัดจีโนมิก DNA ของ B. subtilis ท้ัง 11 ไอโซเลต ดวยชุดสกัด DNA สําเร็จรูป 
Wizard®Genomic DNA Purification kit  ทําการตรวจสอบคุณภาพของจีโนมิก DNA ท่ีสกัดไดโดย
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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 พบวา จีโนมิก DNA ของ B. subtilis ท้ัง 11 ไอโซเลตท่ีสกัดไดมีแถบจีโนมิก DNA เพียง
แถบเดียว สรุปไดวา จีโนมิก DNA ท่ีไดมีคุณภาพท่ีดี ซ่ึงไมพบแถบท่ีแสดงถึงการแตกหักของ 
DNA ปราศจากการปนเปอนของอารเอนเอ ซ่ึง DNA ท่ีสกัดไดนี้เหมาะสมนําไปเปน แมแบบใน
การศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมดวยวิธี PCR-RAPD ของ B. subtilis ท่ีผานการปรับปรุง
สายพันธุดวยวิธีการตางๆ    

เม่ือนําจีโนมิก DNA ของ B. subtilis ท้ัง 11 ไอโซเลตท่ีสกัดไดมาเพ่ิมจํานวนโดยวิธีพีซีอาร 
เม่ือใชไพรเมอรแบบสุม พบวาจีโนมิก DNA ของ B. subtilis ท้ัง 11 ไอโซเลต ใหรูปแบบผลิตภัณฑ
พีซีอารไมมีความแตกตางกันเม่ือเทียบกับสายพันธุดั้งเดิม (SB-MYP-1) ดังภาพท่ี 4.42 
 

 
 
ภาพที่  4.42 แถบรูปแบบผลิตภัณฑพีซีอารจากการทํา PCR-RAPD จากตัวอยางจีโนมิก 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 จะเห็นไดวา แถบรูปแบบผลิตภัณฑพีซีอารของจีโนมิก DNA B. subtilis 
ท้ัง 11 ไอโซเลต ใหรูปแบบท่ีไมมีความแตกตางกัน ซ่ึงอาจเปนไปไดวาไพรเมอรท่ีใชในการทํา
ปฏิกิริยาขยายปริมาณ DNA แบบสุม ยังไมสามารถตรวจจับตําแหนง DNA ท่ีเปล่ียนแปลงไป
เนื่องจากผลกระทบของสารกอกลายพันธุ  จึงทําใหไมสามารถแยกความแตกตางระหวางเช้ือ   
กลายพันธุกับสายพันธุดั้งเดิมได  ยกตัวอยางงานวิจัยท่ีปรับปรุงสายพันธุจุลินทรียแลววิเคราะห
ความหลากหลายดวยเทคนิค PCR-RAPD ไดแก Jetawattana (2001) ใชเทคนิค PCR-RAPD ตรวจ
วิเคราะหความหลากหลายทางพันธุกรรมของแบคทีเรีย Acetobacter pasteurianus SKU1108 ท่ี
กลายพันธุดวยสารเคมี MNNG พบวา ท้ัง 8 ไอโซเลตใหแถบรูปแบบผลิตภัณฑพีซีอารไมแตกตาง
กันเม่ือเทียบกับสายพันธุดั้งเดิม  ดังนั้นอาจมีการศึกษาชนิดและความเหมาะสมของไพรเมอร   
หลาย ๆ ตัวท่ีนํามาใชทําปฏิกิริยาขยายปริมาณ DNA แบบสุมดูความแตกตางของ B. subtilis แตละ  
ไอโซเลต เพ่ือใหแยกความแตกตางไดชัดเจนยิ่งขึ้น (Hosoi, 2010) 
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บทท่ี 5 
บทสรุปและขอเสนอแนะ 

 
5.1 บทสรุป 
 การปรับปรุงสายพันธุกลาเช้ือ B. subtilis SB-MYP-1 ท่ีคัดแยกไดจากผลิตภัณฑถ่ัวเหลือง
หมักโดยธรรมชาต ิดวยการใชรังสีอัลตราไวโอเลต สารเคมี NTG และการใชรังสีอัลตราไวโอเลต
รวมกับสารเคมี NTG เพ่ือการผลิตกรดแกมมาพอลิกลูตามิก (Poly-γ-glutamic acid; PGA) ซ่ึงแตละ
ไอโซเลตท่ีผานการปรับปรุงสายพันธุดวยวิธีการตาง ๆ คัดเลือกสายพันธุกลายเบ้ืองตนบนอาหาร
เล้ียงเช้ือ PGA agar ท่ีใหผลการผลิต PGA สูงกวาสายพันธุดั้งเดิม SB-MYP-1 ซ่ึงดวยวิธีการใชรังสี
อัลตราไวโอเลตพบ 1 ไอโซเลต คือ UV-112 การใชสารเคมี NTG มี 5 ไอโซเลต คือ NTG-17   
NTG-53  NTG-88  NTG-132  NTG-146  และการใชรังสีอัลตราไวโอเลตรวมกับสารเคมี NTG      
มี 4 ไอโซเลต คือ UN-43  UN-48  UN-81  UN-84  จากนั้นนําเช้ือสายพันธุกลายท้ัง 10 ไอโซเลต     
มาศึกษาการเจริญและการผลิต PGA ใน nutrient broth ซ่ึงเปนอาหารเล้ียงเช้ือควบคุม  PGA broth 
และในกระบวนการหมักถ่ัวเหลืองในชวงระยะเวลา 72 ช่ัวโมง พบวาแตละไอโซเลตใหผล      
ความเปนไปไดในการผลิต PGA แตละสภาวะแตกตางกัน โดยสายพันธุกลายดวยสารเคมี NTG   
ท้ัง 5 ไอโซเลต มีความสามารถในการผลิต PGA ใน PGA broth สูงและความเขมขนของการผลิต 
PGA มีความสมํ่าเสมอกวาสายพันธุดั้งเดิม ซ่ึงเปนผลดีตอการนํากลาเช้ือกลายพันธุดวยสารเคมี 
NTG นี้ไปใชเพ่ือการผลิต PGA บริสุทธ์ิทางการคา  สวนสายพันธุกลายดวยรังสีอัลตราไวโอเลต
รวมกับสารเคมี NTG มีเพียง 1 ไอโซเลต คือ UN-48 ท่ีใหผลการผลิต PGA ในถ่ัวเหลืองหมักสูงกวา
สายพันธุดั้งเดิมและความเขมขนของการผลิตมีความสมํ่าเสมอในระหวางระยะเวลาการหมัก       
ซ่ึงเช้ือกลายพันธุ UN-48 นี้มีความเปนไปไดในการใชเปนกลาเช้ือเพ่ือการผลิต PGA ในระหวาง
การหมักถ่ัวเหลือง    ดังนั้นการปรับปรุงสายพันธุแตละวิธีมีความเปนไปไดในการไดกลาเช้ือ      
สายพันธุกลายท่ีใหผลการผลิต PGA แตจะมีขอดีขอเสียแตกตางกันในแตละสภาวะจึงสามารถ 
เลือกวิธีการปรับปรุงท่ีเหมาะสม เพ่ือนํากลาเช้ือท่ีมีประสิทธิภาพไปใชในการยกระดับสภาวะ    
การผลิต PGA ในระดับอุตสาหกรรมอาหารตอไป 

ความเขมขนของ PGA ท่ีกลาเช้ือกลายพันธุแตละไอโซเลต ณ เวลาท่ีใหผลการผลิต PGA 
สูงท่ีสุด (ตารางภาคผนวกท่ี ค 7) พบวากลาเช้ือกลายพันธุดวยสารเคมี NTG มีความสามารถในการ
ผลิต PGA สูงกวาสายพันธุดั้งเดิมและมีความเขมขน PGA คงท่ีในอาหารเล้ียงเช้ือ PGA broth ซ่ึงมี
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ความเหมาะสมในการนําไปเล้ียงเพ่ือการผลิต PGA บริสุทธ์ิทางการคาในระดับอุตสาหกรรม     
สวนกลาเช้ือกลายพันธุดวยรังสีอัลตราไวโอเลตรวมกับสารเคมี NTG  พบ 1 ไอโซเลตคือ UN-48   
ท่ีใหผลการผลิต PGA ในถ่ัวเหลืองหมักมีความเขมขนเทากับ 24.11±0.11 มิลลิกรัมตอกรัม สูงสุด    
ณ ช่ัวโมงท่ี 24 และมีความสมํ่าเสมอ  แตสายพันธุดั้งเดิมมีการผลิต PGA เขมขนเทากับ 23.85±0.16 
มิลลิกรัมตอกรัม สูงสุด ณ ช่ัวโมงท่ี 48  ดั้งนั้น UN-48 อาจมีความเปนไปไดท่ีจะเปนกลาเช้ือเพ่ือ
การผลิต PGA โดยลดระยะเวลาการหมักถ่ัวเหลือง ซ่ึงตามปกติการใชกลาเช้ือสายพันธุดั้งเดิม    
ตองใชเวลาถึง 48 ช่ัวโมง เพ่ือใหมีคุณคาทางโภชนาการและมีคุณภาพตรงกับความตองการของ
ผูบริโภค  แตอยางไรก็ตามควรมีการศึกษาผลของการนํากลาเช้ือกลายพันธุไปใชในอุตสาหกรรม
อาหารหมักเกี่ยวกับการผลิตสารท่ีเปนอันตรายตอผูบริโภค เพ่ือใหมีความม่ันใจไดวากลาเช้ือท่ี  
ผานการปรับปรุงสายพันธุมีความปลอดภัยท่ีจะไมผลิตสารพิษท่ีเปนอันตรายตอผูบริโภคใน
ระหวางกระบวนการหมัก 

 
5.2 ขอเสนอแนะ 

5.2.1 ควรมีการศึกษาวิธีการเก็บรักษากลาเช้ือสายพันธุกลายในสภาวะตาง ๆ  เชน การใช freeze-dried 
หรือ spray-dry เพ่ือเก็บรักษากลาเช้ือใหมีประสิทธิภาพในการผลิต PGA และมีอายุการเก็บท่ี
ยาวนานสําหรับใชในอุตสาหกรรมอาหารตอไป (Burgain et al. 2011, Santivarangkna et al. 2007) 

5.2.2 ควรมีการศึกษาผลของการใชกลาเช้ือสายพันธุกลายตอคุณภาพทางกายภาพของผลิตภัณฑ
ถ่ัวเหลืองหมัก  เชน สี กล่ิน เนื้อสัมผัส เปรียบเทียบกับการใชกลาเช้ือสายพันธุท่ีคัดแยกไดจาก
ธรรมชาต ิ(SB-MYP-1) 
 5.2.3 ควรมีการศึกษารูปแบบการแสดงออกของยีนและตําแหนงท่ีกลายพันธุของสายพันธุกลาย
ดวยเทคนิคทางเทคโนโลยีชีวภาพดวยวิธี Restriction fragment length polymorphism (RFLP) 
(Marty et al. 2012) 
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ภาคผนวก ก 
อาหารเลี้ยงเช้ือและสารเคมี 

 
1. อาหารเลี้ยงเชื้อ 

1.1  Plate count agar  (PCA)  

 ละลายอาหารสําเร็จรูปตอน้ํากล่ัน 1 ลิตร ปรับ pH ครั้งสุดทาย 7.0 ± 0.2  ถายใสขวด        
นึ่งฆาเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที เทใสจานเพาะเช้ือจานละประมาณ               
15 มิลลิลิตร 
 

1.2 Nutrient agar (NA) 

ละลายอาหารสําเร็จรูปตอน้ํากล่ัน 1 ลิตร ปรับ pH ครั้งสุดทาย 7.0 ± 0.2 ถายใสขวด         
นึ่งฆาเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที เทใสจานเพาะเช้ือจานละประมาณ               
15 มิลลิลิตร 
 

1.3 Nutrient broth (NB) 

ละลายอาหารสําเร็จรูปตอน้ํากล่ัน 1 ลิตร ปรับ pH ครั้งสุดทาย 7.0 ± 0.2 ถายใสขวด         
นึ่งฆาเช้ือท่ีอุณหภูมิ 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 

ละลายสวนผสมน้ํากล่ัน 1 ลิตร ปรับ pH ครั้งสุดทาย 7.0 ± 0.2 ถายใสขวด นึ่งฆาเช้ือ          
ท่ีอุณหภูมิ 115 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที เทใสจานเพาะเช้ือจานละประมาณ 20 มิลลิลิตร 

 
1.5 PGA broth 

ละลายสวนผสมน้ํากล่ัน 1 ลิตร ปรับ pH ครั้งสุดทาย 7.0 ± 0.2 ถายใสขวด นึ่งฆาเช้ือ          
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 ความเขมขน 0.1 โมลาร pH 6.0 

ในสารละลายบัฟเฟอร 1 ลิตร ประกอบดวย 

ปรับ pH สุดทายเทากับ 6.0 ดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ถายใสขวดหรือหลอด
ทดลอง และนึ่งฆาเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที 

 
2.2  Tris-HCl buffer ความเขมขน 10 มิลลิโมลาร pH 7.4 

ในสารละลายบัฟเฟอร 1 ลิตร ประกอบดวย 

ปรับ pH สุดทายเทากับ 7.4 ดวยสารละลายไฮโดรคลอริก  ถายใสขวดและนึ่งฆาเช้ือท่ี
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที 

 
2.3  Tris-borate-EDTA ความเขมขน 10X 

ในสารละลายบัฟเฟอร 1 ลิตร ประกอบดวย 

ละลายสวนผสมใหเขากัน  ถายใสขวดและนึ่งฆาเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส       
นาน 15 นาที 

 
2.4  Sodium citrate buffer ความเขมขน 0.1 โมลาร pH 6.0 

ในสารละลายบัฟเฟอร 1 ลิตร ประกอบดวย 

ปรับ pH สุดทายเทากับ 6.0 ดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ถายใสขวดหรือหลอด
ทดลอง และนึ่งฆาเช้ือท่ีอุณหภูมิ 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 ความเขมขน 0.85 % (w/v) 

ละลายโซเดียมคลอไรดในน้ํากล่ัน 1 ลิตร ถายใสขวดหรือหลอดทดลอง และนึ่งฆาเช้ือ          
ท่ีอุณหภูมิ 121°C นาน 15 นาที 
 

2.6 Safranin O ความเขมขน 0.1 % (w/v) 

ละลาย safranin O ในน้ํากล่ัน 1 ลิตร ถายใสขวดสีชา 
 

2.7 EDTA ความเขมขน 50 มิลลิโมลาร pH 8.0 
ในสารละลาย 1 ลิตร ประกอบดวย 

ละลาย EDTA ในน้ํากล่ัน 1 ลิตร ปรับ pH สุดทายเทากับ 8.0 ดวยสารละลายโซเดียม     
ไฮดรอกไซด ถายใสขวดหรือหลอดทดลอง และนึ่งฆาเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121°C นาน 15 นาที 

 
2.8 Loading dye  

ประกอบดวย 

ผสมสารตางๆ ใหเขากันแลวเติมน้ํากล่ันท่ีผานการฆาเช้ือใหมีปริมาตรครบ 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 
น้ํากล่ันท่ีผานการฆาเช้ือ  
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ภาคผนวก ข 
ตัวอยางการทํา spot test ในการคัดเลือกเช้ือกลายพันธุเบื้องตนเพื่อการผลิต PGA 
 

 
 

 
 

 
 
UV คือ ไอโซเลตของกลาเช้ือกลายพันธุท่ีปรับปรุงดวยรังสีอัลตราไวโอเลต  
NTG คือ ไอโซเลตของกลาเช้ือกลายพันธุท่ีปรับปรุงดวยสารเคมี NTG  
UN คือ ไอโซเลตของกลาเช้ือกลายพันธุท่ีปรับปรุงดวยรังสีอัลตราไวโอเลตรวมกับสารเคมี NTG 
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UV คือ ไอโซเลตของกลาเช้ือกลายพันธุท่ีปรับปรุงดวยรังสีอัลตราไวโอเลต  
NTG คือ ไอโซเลตของกลาเช้ือกลายพันธุท่ีปรับปรุงดวยสารเคมี NTG  
UN คือ ไอโซเลตของกลาเช้ือกลายพันธุท่ีปรับปรุงดวยรังสีอัลตราไวโอเลตรวมกับสารเคมี NTG 
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ภาคผนวก ค 
ตัวอยางการวิเคราะหผลทางสถิติและผลการทดลอง 

 
ตารางภาคผนวก ค 1 การวิเคราะหวาเรียนซ (Analysis of Variance: ANOVA) ของการผลิต PGA 
ของ B. subtilis สายพันธุตาง ๆ ณ ช่ัวโมงท่ี 36 ใน PGA broth จากการคัดเลือกสายพันธุใหมท่ี
ปรับปรุงสายพันธุดวยรังสีอัลตราไวโอเลต  
 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 การวิเคราะหวาเรียนซ (Analysis of Variance: ANOVA) ของการผลิต PGA 
ของ B. subtilis สายพันธุตาง ๆ ณ ช่ัวโมงท่ี 36 ใน PGA broth จากการคัดเลือกสายพันธุใหมท่ี
ปรับปรุงสายพันธุดวยสารเคมี 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    

 

 

 

 

 

 

 

 

 



85 

ตารางภาคผนวก ค 3 การวิเคราะหวาเรียนซ (Analysis of Variance: ANOVA) ของการผลิต PGA 
ของ B. subtilis สายพันธุตาง ๆ ณ ช่ัวโมงท่ี 36 ใน PGA broth จากการคัดเลือกสายพันธุใหมท่ี
ปรับปรุงสายพันธุดวยรังสีอัลตราไวโอเลตรวมกับสารเคมี 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 การวิเคราะหวาเรียนซ (Analysis of Variance: ANOVA) ปริมาณการผลิต 
PGA สูงสุดของ B. subtilis สายพันธุตาง 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 การวิเคราะหวาเรียนซ (Analysis of Variance: ANOVA) ปริมาณการผลิต 
PGA สูงสุดของ B. subtilis สายพันธุตาง 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 การวิเคราะหวาเรียนซ (Analysis of Variance: ANOVA) ปริมาณการผลิต 
PGA สูงสุดของ B. subtilis สายพันธุตาง ๆ ในระหวางการหมักถ่ัวเหลืองระยะเวลา 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 สรุปความเขมขนของการผลิต PGA สูงสุดของ B. subtilis สายพันธุ   
ตาง ๆ  ท่ีเจริญใน nutrient broth  PGA broth  และระหวางกระบวนการหมักถ่ัวเหลือง ระยะเวลา 72 ช่ัวโมง 

ไอโซเลต 
ความเขมขน 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 ไอโซเลตของกลาเช้ือกลายพันธุ ท่ีปรับปรุงดวยรังสีอัลตราไวโอเลต  
NTG คือ ไอโซเลตของกลาเช้ือกลายพันธุ ท่ีปรับปรุงดวยสารเคมี NTG  
UN คือ ไอโซเลตของกลาเช้ือกลายพันธุท่ีปรับปรุงดวยรังสีอัลตราไวโอเลตรวมกับสารเคมี NTG 
 คือ มีความแตกตางกันในแนวต้ังอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P < 0.05) กับสายพันธุ ด้ังเดิม (SB-MYP-1) 
a, b, c คือมีความแตกตางในแนวนอนอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P < 0.05) 

 

 

 

 

 

 

 

 



ประวัติผูเขียน 
 

นายฐิติกร มหิสนันท เกิดเม่ือวันท่ี 11 มิถุนายน พ.ศ. 2531 ท่ีจังหวัดนครราชสีมา สําเร็จ
การศึกษาระดับมัธยมศึกษาตอนตนและตอนปลายจากโรงเรียนราชสีมาวิทยาลัย ในปการศึกษา 
2548 จากนั้นสําเร็จการศึกษาระดับปริญญาตรีหลักสูตรวิทยาศาสตรบัณฑิตโปรแกรมวิชา
วิทยาศาสตรและเทคโนโลยีการอาหาร (เกียรตินิยมอันดับ 2) จากมหาวิทยาลัยราชภัฏนครราชสีมา 
ในปการศึกษา 2552 และเขาศึกษาตอในระดับปริญญาโทหลักสูตรวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต สาขาวิชา
เทคโนโลยีอาหาร มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี ในปการศึกษา 2553 

 
ประสบการณทํางาน 
- ผูชวยสอนวิชา 315212 ปฏิบัติการจุลชีววิทยาอาหาร 1 ในภาคการศึกษา 1/2554 

1/2555 สาขาวิชาเทคโนโลยีอาหาร  สํานักวิชาเทคโนโลยีการเกษตร มหาวิทยาลัย
เทคโนโลยีสุรนารี 

- ผูชวยสอนวิชา 315214 ปฏิบัติการจุลชีววิทยาอาหาร 2 ในภาคการศึกษา 2/2554 
2/2555 สาขาวิชาเทคโนโลยีอาหาร  สํานักวิชาเทคโนโลยีการเกษตร มหาวิทยาลัย
เทคโนโลยีสุรนารี 

- ผูชวยสอนวิชา 315232 ปฏิบัติการการแปรรูปอาหาร 1 ในภาคการศึกษา 3/2554 
สาขาวิชาเทคโนโลยีอาหาร สํานักวิชาเทคโนโลยีการเกษตร    
มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี 

 

 

 

 

 

 

 

 


