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บทคดัย่อ 
น ้าพรกิเป็นอาหารของคนไทยทีป่ระกอบไปดว้ยวตัถุดบิ เครื่องปรุง และสมุนไพรต่าง ๆ หลายชนิดที่

เป็นประโยชน์ต่อร่างกาย รวมทัง้มจีุลนิทรยีท์ีม่ปีระโยชน์ เช่น แบคทเีรยีกรดแลคตกิทีส่ามารถพบไดใ้นอาหาร
ทีเ่กดิจากการหมกัแบบไม่ใช้ออกซเิจนท าใหไ้ด้ผลติภณัฑ์เป็นกรดแลคตกิที่สามารถช่วยยดือายุในการเกบ็
รักษาอาหารและสามารถป้องกันการเจริญเติบโตของแบคทีเรียก่อโรคได้ ดังนัน้งานวิจัยนี้จึงคัดกรอง
แบคทเีรยีกรดแลคติกจากน ้าพรกิโดยเพาะเลีย้งในอาหาร de Man Regosa Sharpe agar (MRS) ที่ม ี 1 
เปอรเ์ซน็ต ์แคลเซยีมคารบ์อนเนต (CaCO3) จากน ้าพรกิปลารา้และน ้าพรกิหนุ่ม ซึง่พบแบคทเีรยีกรดแลคตกิ
ทัง้หมด 11 และ 5 ไอโซเลต ตามล าดบั เมื่อตรวจสอบลกัษณะสณัฐานและทดสอบทางชวีเคมแีล้วพบว่ามี
ความมัน่ใจว่าเป็นแบคทเีรยีกรดแลคตกิ สามารถแบ่งเป็นสกุลต่าง ๆ ไดแ้ก่ Lactobacillus spp. และ Weisella 
spp. เป็นตน้ โดยจะน าไปตรวจสอบล าดบันิวคลโีอไทดข์องดเีอน็เอบรเิวณ 16S rDNA เพื่อยนืยนัชนิดและระบุ
สายพนัธุต่์อไป 

ค าส าคญั :   การคดักรองแบคทเีรยี; แบคทเีรยีกรดแลคตกิ; น ้าพรกิ 

Abstract 
Chilli pastes are the nutritious food of Thailand which included many raw materials, which are 

composed spices and herbs. They have benefit of microorganism such as lactic acid bacteria that 
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found in no oxygen food fermentation. Therefore, these products have lactic acid which preserve the 
shelf life of food and inhibit the pathogen and microbial spoilage. This study, we focused on 
screening and identified lactic acid bacteria from chilli pastes that grown in de Man-Regosa Sharpe 
agar (MRS) added with 1 % CaCO3. The result showed that 11 and 5 isolates of bacteria were found 
clear zone on agar in fermented fish chilli paste and Northern Thai green chilli paste, respectively. 
These isolates were screened and identified using Gram’s strain and sugar fermentation for 
investigating bacterial morphology and biochemistry, so we found Lactobacillus sp. and Weisella sp. 
On further, we can certainly using 16S rDNA nucleotide sequence for investigating bacterial strains. 
 

Keywords: screening of bacteria; lactic acid bacteria; chilli paste 
 
1. ค าน า 

น ้าพรกิเป็นอาหารและเป็นภูมปัิญญาของคน
ไทยมาตัง้แต่โบราณ โดยมีอยู่หลากหลายรูปแบบ 
ทัง้ในรปูแบบสดและแหง้ ดว้ยรสชาตทิีจ่ดัจา้นท าให้
น ้ าพริกเป็นที่ชื่นชอบของคนไทยมาเป็นเวลา
ยาวนาน โดยนิยมบรโิภคร่วมกบัผกัสดหรอืผกัลวก 
น ้าพริกประกอบด้วยเครื่องปรุงต่าง ๆ มากมาย 
รวมถึงสมุนไพรทีอุ่ดมไปด้วยประโยชน์ต่อร่างกาย 
จงึเป็นอาหารทีช่ื่นชอบส าหรบัคนทีร่กัษาสุขภาพได้
เป็นอย่างด ี(นิรมล, 2550) 

เน่ืองจากการนิยมบรโิภคน ้าพรกิเพิม่มากขึน้
เรื่อย ๆ ส่งผลให้มีการผลิตน ้ าพริกออกมาเป็น
จ านวนมาก ปัญหาทีเ่กดิขึน้ตามมาหลงัจากทีม่กีาร
ปรุงเสร็จและเก็บรกัษาเพียงไม่กี่วนั คือ จุลินทรีย์
สามารถเจริญเติบโตได้อย่างรวดเร็ว โดยเฉพาะ
จุลนิทรยีก์่อโรค ซึง่ท าใหอ้าหารเน่าเสยีและมผีลต่อ
สขุภาพ โดยอาจมสีาเหตุจากวตัถุดบิทีใ่ชใ้นการท า
น ้าพรกิล้างไม่สะอาด หรอืภาชนะที่ใช้ในการบรรจุ
น ้าพรกิผ่านการฆ่าเชื้อไม่ไดม้าตรฐาน จงึส่งผลต่อ
คุณภาพของผลติภัณฑ์ ได้แก่ กลิน่ ส ีรสชาติของ
น ้ าพริกเปลี่ยนไป ท าให้อายุในการเก็บรักษา
ผลติภณัฑ ์ (shelf life) ลดลง เวน้แต่ว่าอาหารทีม่ี
การใส่วัตถุกันเสียซึ่งจะช่วยชะลอและยับยัง้การ
เจริญเติบโตของจุลินทรีย์ได้ แต่มีผลข้างเคียง

ตามมาเมื่อมีการสะสมภายในร่างกายมาก โดย
ส่งผลต่อการท างานของตบัและไตในการก าจดัและ
ขบัวตัถุกนัเสยีออกจากร่างกาย 

น ้ าพริกสดถือว่าเป็นอาหารอย่างหนึ่ งที่
สามารถพบจุลินทรีย์ที่เป็นโทษได้ ถ้าอาหารไม่
สะอาดเพยีงพอ แต่บางครัง้อาจพบมจีุลนิทรยีท์ีเ่ป็น
ประโยชน์ เช่น แบคทเีรยีกรดแลคติก ซึ่งบางชนิด
สามารถทนความร้อนได้ดีและส่งเสริมต่อการลด
จ านวนของจุลนิทรยีอ์ื่น ๆ ทีเ่ป็นโทษ หรอืทีเ่รยีกว่า
จุลนิทรยีโ์ปรไบโอตกิ (probiotic) ซึง่สามารถสรา้ง
กรดอนิทรยี ์เช่น กรดแลคตกิ ซึง่สามารถยบัยัง้การ
เจรญิเติบโตของจุลนิทรีย์ก่อโรคและจุลนิทรยี์ที่ท า
ให้อาหารเน่าเสยี จงึมผีลในการช่วยยดือายุในการ
เก็บรักษาผลิตภัณฑ์ และมีความปลอดภัยแก่
ผูบ้รโิภค 
 

2. อปุกรณ์และวิธีการ 
2.1 การเกบ็ตวัอย่างน ้าพริกและการคดั

แยกแบคทีเรียกรดแลคติก 
เกบ็ตวัอย่างน ้าพรกิทีว่างขายตามตลาด

สดและหา้งสรรพสนิคา้มาวเิคราะห์ ตวัอย่างจ านวน 
5 ตวัอย่าง คอื น ้าพรกิปลารา้ 3 ตวัอย่าง (ยีห่อ้ A, 
B และ C) และ น ้าพรกิหนุ่ม 2 ตวัอย่าง (ยีห่อ้ D, 
และ E) โดยชัง่ตวัอย่างน ้าพรกิใส่ลงในถุงซบิลอ็ก
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อเนกประสงศ์ที่ผสมกับสารละลาย phosphate 
buffer solution (PBS) pH 7.0 จนเป็นเนื้อเดยีวกนั 
โดยเจือจางที่  10-1 แล้วดูด เฉพาะส่วนที่ เ ป็น
ของเหลวมาเจอืจางต่อที่ระดบัการเจอืจางเป็น 10-2 
ถึง 10-4 ในแต่ละตัวอย่าง (Draft International 
Standard, 2014) หลงัจากนัน้ดูดตวัอย่างแต่ละ
ระดบัการเจอืจางลงในอาหาร de Man Regosa 
Sharpe (MRS) agar ทีผ่สมกบั 1 เปอรเ์ซน็ต ์
แคลเซยีมคาร์บอนเนต (CaCO3) เกลี่ยเชื้อให้ทัว่
ด้วยแท่งแก้ว น าไปบ่มแบบไม่ใช้ออกซิเจนใน 
anaerobic jar ทีอุ่ณหภูม ิ30 องศาเซลเซยีส เป็น
เวลา 48-72 ชัว่โมง แลว้คดัเลอืกโคโลนีทีเ่กดิเป็นวง
ใส (clear zone) บนจานเพาะเชื้อมาตรวจสอบ
ลักษณะสัณฐานและทดสอบทางชีวเคมีต่อไป 
(ส านกังานมาตรฐานผลติภณัฑอ์ุตสาหกรรม, 2548) 

2.2 การตรวจสอบลกัษณะสณัฐานและ
การทดสอบทางชีวเคมี 

2.2.1 การย้อมสแีกรม น าโคโลนีของ
แบคทเีรยีแตะลงบนแผ่นสไลด์ แลว้ยอ้มสดี้วยชุด
ย้อมแกรม แล้วล้างออกด้วยน ้ า ทิ้งไว้ให้แห้ง 
สุดท้ายตรวจดูด้วยกล้องจุลทรรศน์ที่ก าลังขยาย 
100X โดยน า immersion oil มาหยดบนแผ่นสไลด์
ก่อนสอ่งด ู(นงลกัษณ์ และปรชีา, 2550) 

2.2.2 การทดสอบทางชีวเคมีโดยการ
หมกัน ้าตาล น าห่วงถ่ายเชือ้ (loop) แตะโคโลนีของ
แบคทีเรยีใส่ลงในหลอดทดลองที่มีอาหาร phenol 
red carbohydrate broth โดยใชน้ ้าตาลทีผ่สมลงใน
อาหารแตกต่างกนัจ านวน 10 ชนิด ไดแ้ก่ sorbitol, 
cellobiose, thehalose, lactose, maltose, 
mannitol, xylose, rhamnose, raffinose และ 
arabinose จากนัน้น าไปบ่มในสภาวะที่ไม่มี
ออกซิเจน อุณหภูมิ 30 องศาเซสเซียส เป็นเวลา 
48-72 ชัว่โมง วเิคราะหผ์ลโดยสงัเกตการเปลีย่นสี
และฟองอากาศทีเ่กดิขึน้ (Nielsen et al., 2007) 

2.2.3 การทดสอบการสร้างเอนไซม์   
แคตาเลส น าห่วงถ่ายเชื้อแตะโคโลนีของแบคทเีรยี
มาวางบนสไลดท์ีส่ะอาด จากนัน้หยด 3 เปอรเ์ซน็ต ์
ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ แล้วสงัเกตการสร้างฟอง 
อากาศทีเ่กดิขึน้ (Gelman et al., 2001) 

2.2.4 การทดสอบการเคลื่ อนที่ขอ ง
แบคทเีรยี น าเขม็เขีย่เชือ้ (needle) แตะโคโลนีของ
แบคทเีรยีมาจิม้ลงบนอาหาร motility medium ทีอ่ยู่
ในหลอดทดลอง จากนัน้น าไปบ่มทีอุณหภูมิ 30 
องศาเซสเซยีส เป็นเวลา 24-72 ชัว่โมง ในสภาวะที่
ไม่มีออกซิเจน สงัเกตว่าแบคทีเรียสามารถเจริญ 
เตบิโตทัว่ทัง้หลอดไดห้รอืไม่ (Horn et al., 2002) 

2.2.5 การทดสอบการสร้างเอนไซม์  
อารจ์นิีนไดไฮโดรเลสในอาหารทีม่กีารเตมิอารจ์นิีน 
น าเขม็เขีย่เชือ้แตะโคโลนีของแบคทเีรยีมาจิม้ลงบน
อาหาร arginine dihydrolase broth ทีอ่ยู่ในหลอด
ทดลอง จากนัน้น าไปบ่มทีอุณหภูมิ 30 องศา     
เซสเซยีส เป็นเวลา 24-72 ชัว่โมง ในสภาวะทีไ่ม่มี
ออกซเิจน สงัเกตการเปลี่ยนสขีองอาหารที่เกดิขึน้
ถ้าอาหารเปลี่ยนสจีากสมี่วงเป็นสเีหลอืงในวนัที่ 1 
และเปลีย่นสกีลบัมาเป็นสมี่วงเหมอืนเดมิในวนัที ่2 
แสดงว่ามีผลเป็นบวก แต่กรณีแบคทีเรียกรด      
แลคตกิจะตอ้งมผีลเป็นลบ (Williams et al., 1971) 
 

3. ผลการวิจยัและวิจารณ์ 
ผลการวจิยัพบว่าสามารถคดักรองแบคทเีรยี

จากน ้าพรกิปลารา้ทัง้หมด 11 ไอโซเลต คอื ยีห่อ้ A 
ไดแ้ก่ PR01 ยีห่อ้ B ไดแ้ก่ PR02, PR03, PR04, 
PR05, PR06, PR07 และ PR08 ยีห่อ้ C ไดแ้ก่ 
PR09, PR10 และ PR11 ส่วนน ้าพริกหนุ่มมี
ทัง้หมด 5 ไอโซเลต คอื ยีห่อ้ D ไดแ้ก่ NU01 และ 
NU02 ยีห่อ้ E ไดแ้ก่ NU03, NU04 และ NU05 
รวมทัง้หมด 16 ไอโซเลต โดยทัง้ 16 ไอโซเลต
น่าจะเป็นแบคทเีรยีกรดแลคตกิเนื่องจากมกีารสรา้ง
วงใส (clear zone) เมื่อเจรญิในอาหาร MRS agar 
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ส่วนกรดแลคติกที่แบคทีเรียสร้างขึ้นนัน้เมื่อท า
ปฏกิริยิากบั CaCO3 ท าใหไ้ดผ้ลติภณัฑเ์ป็นอนุพนัธ์
เชงิซอ้นของ Ca(C3H6O3)2 น ้าและคารบ์อนไดออก
ไซต์เกดิขึน้ (Moorehead and Shumway, 2008) 
ซึ่งสารเชิงซ้อน Ca(C3H6O3)2 ท าให้เกิดวงใสบน
อาหารแข็ง ดังรูปที่ 1 ลักษณะวงใสที่เกิดขึ้น
สามารถใชเ้ป็นตวับ่งชีส้ าหรบัการคดัเลอืกเพื่อน าไป
ทดสอบดว้ยวธิอีื่น ๆ และใชพ้สิจูน์ว่าเป็นแบคทเีรยี
กรดแลคติก จริงหรือไม่ ต่อไปได้  นอกจากนี้
แบคทีเรียกรดแลคติกทุกตัวสามารถสร้างกรดได้
แล้ว บางสายพนัธุย์งัสามารถสรา้งแบคเทอรโิอซนิ 
(bacteriocin) ได้ซึ่งเป็นโปรตีนหรอืเพปไทด์ที่ถูก
สร้างขึน้จากไรโบโซมที่ช่วยส่งเสรมิการยบัยัง้การ
เจรญิเติบโตของแบคทเีรียที่ก่อโรคและอาหารเน่า
เสยีและมฤีทธิย์บัยัง้คลา้ยกบัยาปฏชิวีนะ (อรอนงค,์ 
2550) โดยการไปท าลายเยื่อหุม้เซลลข์องแบคทเีรยี 
(Jack et.al., 1995) สายพนัธุ์ทีส่ามารถสงัเคราะห์
ได้ เช่น Lactococcus lactis พบได้ในนมที่ไม่มี
ไขมัน (Choi et al., 2000) Pediococcus 
pentosaceus และ Pediococcus acidilactici 
(Papagianni and Anastasiadou, 2009) พบไดใ้น
ผกัและเนื้อสตัวท์ี่ผ่านกระบวนการหมกั โดยส่วน
ใหญ่แลว้จะสงัเคราะห์ออกมาพรอ้มกบักรดแลคติก 
และแบคทีเรียที่สามารถถูกยบัยัง้ได้ เช่น  Listeria 
monocytogenes (Pucci, 1988) Clostridium 
botulinum (Okereke and Montville, 1991) 
Bacillus cereus และ Staphylococcus aureus 
(Noonpakdee  et al., 2009) โดยการเขา้ไปยบัยัง้
การสร้างผนัง เซลล์และท าลายเยื่ อหุ้ม เซลล์ 
นอกจากนี้ยังมีความสามารถในการยับยัง้เซลล์ 
มะเรง็ปากมดลูก (cervical cancer) และล าไสใ้หญ่ 
(colon cancer) ได้ด้วย (Shukla and Goyal, 
2013) 

เมื่อตรวจสอบลกัษณะสณัฐานด้วยวิธีย้อม
แกรมจะใช้วิธีการทดสอบตามมาตรฐานของ 

Bergey’s manual (Breed et al., 1957) พบว่า
แบคทีเรียทุกไอโซเลตย้อมติดสีม่วงของ crystal 
violet ซึง่จดัเป็นแบคทเีรยีแกรมบวก และมลีกัษณะ
เป็นรูปท่อน (rod) ที่แตกต่างกนัไป ดงัรูปที่ 2 ผล 
ไอโซเลตดงักล่าวสามารถคาดเดาไดว้่าทุกไอโซเลต
มสีกุล Lactobacillus sp. เช่น PR11 และ Weisella 
sp. เช่น PR04 และ NU04 ดงัรูปที ่2 เนื่องจาก 2 
สกุลนี้หลายสายพันธุ์มีลักษณะเป็นรูปท่อน โดย
ส่วนใหญ่แบคทีเรียกรดแลคติกสามารถพบได้ใน
อาหารหลายชนิดที่เกิดจากการหมกั เช่น ปลาร้า
พบ Lactobacillus acidipiscis (Tanasupawat et 
al., 2000) ปลาสม้พบ Lactobacillus plantarum 
(Hwanhlem et al., 2011) และคมิฉิพบ Weisella 
confusa (Cho et al., 2009) หรอือาหารสดทีเ่กบ็ไว้
เป็นเวลานาน เช่น Chili bo (Leisner et al., 1999) 
ซึ่งเป็นเครื่องปรุงรสของประเทศมาเลเซียที่มีพริก
เป็นส่วนประกอบ ซึ่งผ่านการเก็บด้วยการแช่เย็น
เป็นเวลา 25 วนั แลว้คดัแยกแบคทเีรยีกรดแลคตกิ
โดยใช้อาหาร MRS agar และวเิคราะหส์ายพนัธุ์
ของแบคทเีรยีดว้ยยนี 16S rRNA ไดท้ัง้หมด 3 สาย
พนัธุ์ คอื Lactobacillus animalis, Weissella 
paramesenteroides และ Weissella viridescens 
นอกจากนี้บางงานวจิยัยงัพบแบคทเีรยีรูปทรงกลม 
(coccus) ในอาหารอื่น ๆ ได้แก่ Pediococcus 
pentosaceus ทีพ่บในน ้านม (Tserovska et al., 
2002) คมิฉิ (Jang et al., 2014) และไสก้รอก (Nie 
et al., 2014) เป็นต้น ซึง่สามารถสงัเกตไดจ้ากการ
ย้อมแกรมและส่องกล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสงที่มี
ก าลงัขยาย 100X เช่นกนั (Cal et al., 1999) ส่วน
การทดสอบทางชีวเคมีโดยการหมักน ้ าตาลชนิด 
ต่าง ๆ 10 ชนิด พบว่าแบคทเีรยีสามารถสรา้งกรด
ไดจ้งึท าใหอ้าหาร phenol red carbohydrate broth 
ม ีpH ลดลง และเปลีย่นสขีองอาหารจากสแีดงเป็นสี
เหลอืง โดยไอโซเลตทีม่กีารสรา้งกรดมากจะท าใหม้ี
สเีหลอืงเขม้มากขึน้ ดงัรปูที ่3 และทุกไอโซเลตไม่มี
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การสร้างก๊าซเกดิขึน้ แต่มบีางสายพนัธุท์ีส่ามารถ
สร้างก๊าซได้ เช่น Lactobacillus brevis ที่พบใน
ผลติภณัฑจ์ากน ้านม (Nikita and Hemangi, 2012) 
โดยผลการหมกัน ้าตาลชนิดต่าง ๆ แสดงดงัตารางที ่

1 นอกจากนี้แบคทเีรยีทรงกลมกลุ่ม Pediococcus 
sp. ใหผ้ลแตกต่างกนัจากแบคทเีรยีรูปท่อนเช่นกนั 
(Cal et al., 1999) 

 

  
  

รปูท่ี 1 ลักษณะวงใสรอบโคโลนี
ของแบคทีเรยีกรดแลคติก 
2 ไ อ โ ซ เ ลต  คื อ  PR05 
(ซา้ย) และ PR06 (ขวา) 

รปูท่ี 3 ตวัอย่างการทดสอบทางชวีเคมโีดยการหมกัน ้าตาลแลคโตส
(lactose) [+ คอื Klebsiella pneumonia (positive control), - 
คอื Pseudomonas aeruginosa (negative control), 1-5 คอื 
ตวัอย่าง PR05, PR08, NU01, NU04และ PR09 ตามล าดบั] 

 

   
PR04 NU04 PR11 

 

รปูท่ี 2 รูปร่างลักษณะของแบคทีเรียแลคติกเมื่อย้อมด้วยสีแกรมและตรวจดูภายใต้กล้องจุลทรรศน์ที่มี
ก าลงัขยาย 100X 

 
การทดสอบการสรา้งเอนไซมแ์คตาเลสของ

แบคทีเรียกรดแลคติกพบว่าทุกสายพันธุ์ไม่มี
เอนไซมแ์คตาเลส เนื่องจากไม่มฟีองอากาศเกดิขึน้
จงึมผีลเป็นลบทุกตวั ท าใหแ้บคทเีรยีกรดแลคตกิไม่

สามารถสลายไฮโดรเจนเปอรอ์อกไซต์ใหก้ลายเป็น
ก๊าซออกซเิจนกบัน ้าได้ แต่ Lactobacillus sp., 
Leuconostocs sp., Streptococcus sp. และ 
Pediococcus sp. บางสายพนัธุส์ามารถท าใหเ้กดิ
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ฟองอากาศไดเ้ลก็น้อย เมื่อเพาะเลีย้งในอาหารแขง็
ทีม่สีว่นผสมของแมงกานีสไดออกไซต์ (MDO) และ 
Blood o-dianisidine (HBD) ทีม่กีารใหค้วามรอ้น
และบ่มในสภาวะที่ไม่มีออกซิเจน (Whittenbury, 
1964) ส่วนการทดสอบการเคลื่อนทีข่องแบคทเีรยี 
พบว่าทุกสายพนัธุ์ไม่มีการสร้าง rhizoid จึงไม่
สามารถเจริญเติบโตทัว่ทัง้หลอดอาหาร แต่จะ
เจริญเติบโตเฉพาะบริเวณที่มกีารจิ้มตัวอย่างของ
แบคทีเรียลงไปเท่านัน้ จึงสรุปได้ว่าทุกสายพันธุ์
คาดว่าน่าจะเป็นแบคทีเรียกรดแลคติก ยกเว้น 
Sporolactobacillus sp. ทีส่ามารถสรา้ง rhizoid ได้
เมื่อเพาะเลีย้งในอาหาร motility medium (Wood, 
1992) ส่วนการทดสอบการสร้างเอนไซมอ์าร์จนิีน-

ไดไฮโดรเลส พบว่าหากแบคทเีรยีกรดแลคตกิมกีาร
สร้างกรดจะท าให้ pH ของอาหารมคี่าต ่าลง และ
อาหารจะเปลี่ยนสจีากสมี่วงเป็นสเีหลอืงในวนัที่ 1 
และต่อมาจะเปลี่ยนสกีลบัมาเป็นสมี่วงเหมอืนเดิม
ในวนัที ่2 เมื่อมกีารสรา้งแอมโมเนียของแบคทเีรยี
เกิดขึ้น ซึ่งจะแสดงว่ามีผลเป็นบวก แต่กรณีของ
แบคทีเรียกรดแลคติกส่วนใหญ่จะให้ผลเป็นลบ
เนื่องจากไม่มกีารเปลี่ยนสหีรอืเปลี่ยนเป็นสเีหลอืง
แต่ไม่กลบัมาเป็นสมี่วง แต่มีงานวิจยัที่ทดสอบ
พบว่าแบคทเีรยีสายพนัธุ ์Lactobacillus brevis และ 
Streptococcus thermophilus ให้ผลเป็นบวก 
(Nikita and Hemangi, 2012) 

 
ตารางท่ี 1 ผลการทดสอบการหมกัน ้าตาล 10 ชนิด ของแบคทเีรยีทีค่ดักรองไดจ้ากน ้าพรกิ 
 

ไอโซเลต 
ชนิดของน ้าตาล 

Sorbitol Cellobiose Thehalose Lactose Maltose Mannitol Xylose Rhamnose Raffinose Arabinose 
PR01 - + - - + + - - - - 
PR02 - + - + + - - - + - 
PR03 - + + + + + - + + - 
PR04 + + + + + + + + + + 
PR05 + + + + + + + + + + 
PR06 - + - + + - - - - - 
PR07 - - - - + - - + - - 
PR08 + + + + + + + - + - 
PR09 - - + - - + + - + - 
PR10 + + - - + - - - - + 
PR11 + + + + + + + + + + 
NU01 - - + + - + + - + - 
NU02 + + + + + + + + + + 
NU03 + + + + + + + + + + 
NU04 + + - + + + - - - - 
NU05 + - - - + - + - - + 
 

ดงันัน้ลกัษณะสณัฐานและการทดสอบทาง
ชวีเคมนีี้ยงัไม่สามารถระบุสายพนัธุ์ของแบคทเีรีย

ไดอ้ย่างชดัอย่างชดัเจน เนื่องจากมหีลายงานวจิยัที่
ใหผ้ลค่อนขา้งหลากหลายและไม่มรีปูแบบทีแ่น่นอน 
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สง่ผลใหก้ารระบุสายพนัธุต์อ้งอาศยัการคาดเดาเป็น
หลัก จึงต้องน าไปตรวจหาล าดับนิวคลีโอไทด์ 
(nucleotide) ของดเีอน็เอบรเิวณ 16S rDNA เพื่อ
ระบุสายพนัธุข์องแบคทเีรยีกรดแลคตกิต่อไป ซึง่มี
หลายงานวิจัยได้กล่าวไว้ เช่น การตรวจสอบ
แบคทเีรยีกรดแลคตกิจากไสก้รอกแหง้หมกัดว้ยวธิี
เทคนิคพีซีอาร์แบบรวดเร็ว (RAPD-PCR) โดยใช้
ไพรเ์มอรส์ายเดี่ยว 1 สาย และไพรเ์มอรท์ีจ่ าเพาะ
อีก 1 คู่ ในการตรวจสอบยีน 16S rDNA เพื่อ
ตรวจสอบแบคทีเรีย  Lactobacillus sp. และ
วิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์พบว่ามีสามารถ
ตรวจสอบสงูถงึ 95 เปอรเ์ซน็ต ์(Fleck et al., 2012) 
บางบางงานวจิยัใช้ยีนอื่น ๆ ร่วมกบั 16S rDNA 
เพื่อระบุสายพนัธุไ์ดช้ดัเจนยิง่ขึน้ เช่น การตรวจหา
แบคทเีรยีกรดแลคติกของคมิฉิที่อยู่ในขัน้ตอนของ
การหมักด้วยวิธีมัลติเพล็กซ์พีซีอาร์ (multiplex 
PCR) โดยการเพิม่จ านวนยนีเป้าหมายที่แตกต่าง
กัน เพื่อใช้ในการตรวจสอบแบคทีเรียสายพันธุ์   
ต่าง ๆ ใหม้คีวามละเอยีดและจ าเพาะเจาะจงมาก
ยิง่ขึน้ ซึ่งเทคนิคนี้มปีระสทิธภิาพในการตรวจสอบ
สูงถึง 86.5-100 เปอร์เซน็ต์ (Cho, 2009) ซึ่ง
หลังจากระบุสายพันธุ์แบคทีเรียกรดแลคติกแล้ว 
สามารถน างานไปต่อยอดเพื่อศกึษาการท างานของ
ยีนต่าง ๆ ของแบคทีเรียได้ด้วยการศึกษาและ
ประยุกต์ใช้วชิาชีววทิยาระบบ (system biology) 
เขา้มาช่วยเพื่อให้ไดผ้ลที่ชดัเจนและน่าเชื่อถือมาก
ยิง่ขึน้ โดยการใชค้อมพวิเตอรว์เิคราะหล์กัษณะของ
ยีน เพื่ อศึกษาการแสดงออกของยีนว่ ามีการ
เหนี่ยวน าหรือยับยัง้ เช่น ยีนที่มีสามารถในการ
สรา้งกรดแลคตกิของแบคทเีรยี (de Vos, 1999) จน
สดุทา้ยน าไปใชป้ระโยชน์ในระดบัอุตสาหกรรม โดย
การปรับปรุงสายพันธุ์ของแบคทีเรียกรดแลคติก 
เพื่อใช้ประโยชน์ส าหรบัการปรบัปรุงคุณภาพของ
อาหาร เช่น ไวน์ โดยการตัดต่อยนีของแบคทเีรีย
กรดแลคติกเพื่อผลิตกรดแลคติกให้มีปริมาณที่

เหมาะสมต่อคุณภาพของไวน์ (Nisiotou et al., 
2015) หรอืโคลนยนีลงในสิง่มชีวีติอื่น ๆ ให้มกีาร
สร้างกรดแลคติกได้ เช่น การโคลนยีนแบคทีเรีย
กรดแลคติก เข้าสู่สาหร่ายสีเขียวแกมน ้ า เงิน 
Synechocystis sp. เพื่อเพิ่มปริมาณของกรด     
แลคติก โดยเริ่มจากการศึกษาวิถีเมตาบอริซึม 
(metabolic pathway) ของสิง่มชีวีติทีต่้องการโคลน 
จากนัน้หายนีที่มผีลต่อการผลติกรดแลคติก เช่น 
ยีน ldh ที่ท าห น้าที่ส ัง เคราห์ เอนไซม์ lactate 
dehydrogenase ที่สามารถเปลี่ยนสารสัง้ต้นจาก 
pyruvate ไปเป็น lactate ได้ แล้วโคลนยนีเขา้สู่
สาหร่าย จากนัน้น ายนีไปศกึษาการแสดงออกของ
ยีนโดยการท าพีซีอาร์แบบย้อนกลับ (RT-PCR) 
แล้วเพิ่มปริมาณเซลล์ของสาหร่ายและสกัดแยก
เฉพาะส่วนทีเ่ป็นน ้า (supernatant) เพื่อวเิคราะห์
ปรมิาณกรดแลคติกด้วยเครื่อง high-performance 
liquid chromatography (HPLC) เป็นล าดบัสุดทา้ย 
(Joseph et al., 2013) 
 

4. สรปุ 
การตรวจกรองแบคทเีรยีแลคตกิจากน ้าพรกิ

พบว่าสามารถคดัเลือกแบคทีเรียได้ 16 ไอโซเลต 
เมื่อตรวจสอบลักษณะสัณฐานและทดสอบทาง
ชวีเคมสีามารถยนืยนัผลเบือ้งตน้ว่าทัง้ 16 ไอโซเลต
เป็นแบคทีเรียแลคติก ซึ่งจะต้องน าไปตรวจหา
ล าดบันิวคลโีอไทด์ของดเีอน็เอบรเิวณ 16S rDNA 
เพื่อยนืยนัชนิดและระบสุายพนัธุท์ีแ่น่ชดัต่อไป 
 

5. รายการอ้างอิง 
นงลักษณ์ สุวรรณพินิจ และปรีชา สุวรรณพินิจ, 
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