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บทคดัย่อ 
น ้าพริกเป็นอาหารประเภทเครื่องจิ้มชนิดหนึ่ง มีหลากหลายประเภท ประกอบด้วยเครื่องปรุงและ

สมุนไพรต่าง ๆ ทีเ่ป็นประโยชน์ต่อร่างกาย รวมทัง้มจีุลนิทรยีท์ีม่ปีระโยชน์ เช่น แบคทเีรยีกรดแลคตกิ ซึง่พบ
ไดใ้นอาหารทีเ่กดิจากการหมกัแบบไม่ใชอ้อกซเิจน ท าใหไ้ดผ้ลติภณัฑท์ีม่กีรดแลคตกิซึง่สามารถช่วยยดือายุ
ในการเกบ็รกัษาอาหาร รวมทัง้สามารถป้องกนัการเจรญิเติบโตของแบคทเีรยีก่อโรค งานวจิยันี้ไดค้ดักรอง
แบคทเีรยีกรดแลคตกิจากน ้าพรกิ 5 ชนิด โดยการเพาะเลีย้งในอาหาร de Man Regosa Sharpe agar (MRS) 
ทีม่แีคลเซยีมคารบ์อนเนต 1 เปอรเ์ซน็ต ์แลว้ตรวจสอบลกัษณะสณัฐานและทดสอบทางชวีเคม ีแยกแบคทเีรยี
ได ้29 ไอโซเลต เป็นแบคทเีรยีกรดแลคตกิ 14 ไอโซเลต และ Pseudomanas 15 ไอโซเลต เมื่อตรวจสอบดว้ย
วธิีทางชวีโมเลกุลท าให้มัน่ใจว่าเป็นแบคทเีรยีกรดแลคติกสกุลต่าง ๆ ได้แก่ Lactobacillus, Weisella, และ 
Leuconostoc โดยการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ขนาดประมาณ 1,500 คู่เบส ของยีน 16S rRNA ด้วย
โปรแกรม BLASTN เปรยีบเทยีบกบัขอ้มูลใน GenBank ของ NCBI พบว่าสามารถระบุชนิดของแบคทเีรยี
กรดแลคติกสกุลต่าง ๆ ได้เป็น Lactobacillus 4 ชนิด Weisella 1 ชนิด และ Leuconostoc 1 ชนิด และเมื่อ
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สร้างแผนภูมิความสมัพนัธ์ทางพนัธุกรรมและวิเคราะห์การจดักลุ่ม พบว่าสามารถแบ่งกลุ่มและแยกความ
แตกต่างทางพนัธุกรรมของแบคทเีรยีไดช้ดัเจนยิง่ขึน้ 
 

ค าส าคญั : การระบุชนิดของแบคทเีรยี; แบคทเีรยีกรดแลคตกิ; น ้าพรกิ; ยนี 16S rRNA 

 
Abstract 

Chilli pastes are various pickers with many nutritious ingredients including spices and herbs. 
They also have other benefits from some fermented microorganisms such as lactic acid bacteria. 
Therefore, these products contain lactic acid which preserves the shelf life of food and inhibits the 
food pathogen and microbial spoilages. This study, we focused on screening and identifying lactic 
acid bacteria from chilli pastes those grown in de Man-Regosa Sharpe agar (MRS) with 1 % CaCO3, 
followed by using molecular biology, the morphology study and biochemistry tests. The result 
showed that 29 isolates of bacteria were found clear zone on the agar. In 5 chilli pastes, they have 
14 isolates of lactic acid bacteria and 15 isolates of Pseudomonas spp. By using polymerase chain 
reaction for investigating molecular biology, lactic acid bacterial isolates were identified as 
Lactobacillus, Weisella and Leuconostoc. Further investigation using 16S rRNA gene with BLASTN 
program and compared data in GenBank of NCBI, they could be identified for the species, i.e. 4 
species of Lactobacillus, 1 species of Weisella and 1 species of Leuconostoc. Finally, each sample 
was clearly analyzed for phylogenetic tree and cluster analysis for evolutionary relationships and 
segmentation. 
 

Keywords: identification of bacterial species; lactic acid bacteria; chilli paste; 16S rRNA gene 
 
1. ค าน า 

น ้าพรกิ (chilli paste) เป็นอาหารที่เกดิจาก
ภูมปัิญญาของคนไทยมาตัง้แต่โบราณ โดยปรุงดว้ย
สมุนไพรต่าง ๆ เช่น พริก กระเทียม เครื่องเทศ 
น ามาโขลกรวมเป็นเน้ือเดยีวกนั เป็นกบัขา้วที่เป็น
เครื่องจิ้ม เพิ่มรสชาติ สสีนั และใช้รบัประทานเป็น
กบัขา้ว หรอืเป็นส่วนประกอบของอาหารต่าง ๆ ที่
ได้รับความนิยมมาจนถึงปัจจุบัน (นิรมล, 2550) 
น ้ าพ ริกของไทย  (Thai’s chilli paste) ในแ ต่ละ
ภูมภิาคมหีลากหลายชนิดและประเภท โดยมคีวาม
แตกต่างกนัตามวธิกีารท า วตัถุดบิ และเครื่องปรุงที่
น ามาประกอบ สามารถจ าแนกเป็น 2 ประเภท คอื 
น ้าพรกิสด และน ้าพรกิแหง้   

น ้ าพริกสดเป็นน ้ าพริกที่ท าจากพริกสดมี
ลกัษณะเป็นกึ่งของแขง็และของเหลวผสมกนั โดย
ส่วนใหญ่เมื่อประกอบเป็นอาหารแล้วนิยมบรโิภค
ทนัท ีเนื่องจากเกบ็รกัษาไดเ้พยีงระยะเวลาสัน้ ๆ มี
โอกาสเน่าเสยีง่ายได้ แต่มขีอ้ด ีคอื ขัน้ตอนการปรุง
สว่นใหญ่ไม่ไดใ้ชค้วามรอ้น ท าใหส้ารอาหารต่าง ๆ 
ไม่ถูกท าลายไปมากนัก ส่วนน ้าพริกแห้งนัน้เป็น
น ้าพรกิที่ปรุงจากพรกิแห้ง มลีกัษณะป่นและบรรจุ
อยู่ในภาชนะที่แห้งและสะอาด แต่น ้ าพริกแห้งมี
ปรมิาณน ้าในอาหารน้อยและมกัใส่วตัถุกนัเสยี จึง
สามารถเกบ็ได้นานและพบจุลนิทรยีต่์าง ๆ ไดน้้อย
กว่าน ้าพรกิสด (วรียา, 2554) 

ปัจจุบนั น ้าพรกิยงัคงไดร้บัความนิยมบรโิภค 
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กนัอย่างแพร่หลาย จงึมขีายตามทอ้งทีต่่าง ๆ ทัง้ใน
ตลาดสดและห้างสรรพสินค้า จึงมีภาวะเสี่ยงต่อ
ความสะอาด ท าให้มปัีญหาเกดิขึน้ คอื มจีุลนิทรยี์
หลายชนิดสามารถเจรญิเตบิโตได ้เช่น จุลนิทรยี์ก่อ
ที่ท าให้อาหารเน่าเสยีและจุลนิทรยี์ก่อโรค ซึ่งมผีล
ต่ออายุในการเกบ็รกัษา โดยเฉพาะน ้าพรกิสดทีม่นี ้า
เป็นสว่นประกอบปรมิาณสงู อาจพบจุลนิทรยีท์ีเ่ป็น
โทษได ้ถา้ปรุงไม่สะอาดเพยีงพอ อย่างไรกต็าม ใน
บางครัง้อาจพบจุลินทรีย์ที่มีประโยชน์ได้เช่นกัน 
เช่น แบคทเีรยีกรดแลคตกิ (lactic acid bacteria) ที่
สามารถยบัยัง้การเจรญิเตบิโตของจุลนิทรยีช์นิดอื่น
ที่เป็นโทษ ซึ่งเรียกว่าโพรไบโอติก (probiotic) ที ่
สามารถสร้างกรดอินทรีย์ เช่น กรดแลคติก  ซึ่ง
ยับยัง้การเจริญเติบโตของจุลินทรีย์ก่อโรคและ
จุลินทรีย์ที่ท าให้อาหารเน่าเสยีได้ และยงัส่งเสริม
การท างานของระบบทางเดนิอาหาร จงึมผีลช่วยยดื
อายุการเกบ็รกัษาผลติภณัฑ์ และมคีวามปลอดภยั
แก่ผูบ้รโิภค (บุษกร, 2552) 
 

2. อปุกรณ์และวิธีการ 
2.1 แบคทีเรียกรดแลคติกท่ีแยกได้จาก

น ้าพริก 
บทความวจิยัทีเ่ผยแพร่ไปแลว้ (นวฒัน์ และ

คณะ, 2559) ได้เก็บตัวอย่างน ้ าพริก 5 ชนิด ที่
วางขายในตลาดโต้รุ่งหมอสาโรจน์ ถนนสุขุมวิท 
ต าบลเนินพระ อ าเภอเมือง จังหวัดระยอง ได้แก่ 
น ้าพรกิปลารา้ (PR) 3 ตวัอย่าง คอื ยีห่อ้ A, B และ 
C น ้าพรกิหนุ่ม (NU) 2 ตวัอย่าง คอื ยีห่อ้ D และ E 
น ้าพรกิกะปิ (KP) 1 ตวัอย่าง คอื ยีห่อ้ F น ้าพรกิกุง้
จ่อม (KJ) 1 ตัวอย่าง คือ ยี่ห้อ  G และน ้ าพริก
มะม่วง (MG) 1 ตวัอย่าง คอื ยีห่้อ H แลว้น ามาคดั
กรองหาแบคทีเรียกรดแลคติก โดยชัง่ตัวอย่าง
น ้าพริก 25 กรมั ใส่ลงในถุงซิบล็อกอเนกประสงค ์
แล้ว เติม สารละลาย phosphate buffer solution 
(PBS) pH 7.0 ปรมิาตร 225 มลิลลิติร ผสมจนเป็น

เน้ือเดยีวกนั ซึง่มรีะดบัการเจอืจางเป็น 10-1 แลว้ดดู
แต่ละตวัอย่างไปเจอืจางต่อทีร่ะดบัการเจอืจางตัง้แต่ 
10-2 ถงึ 10-4 (Draft International Standard, 2014) 
แลว้ดูดตวัอย่างที่เจอืจางในแต่ละระดบัการเจอืจาง
ใส่ลงบนอาหาร de Man Regosa Sharpe (MRS) 
agar ที่ผสมกับ 1 เปอร์เซ็นต์ แคลเซียมคาร์บอน
เนต (CaCO3) แล้วเกลี่ยให้ทัว่ด้วยแท่งแก้ว บ่ม
แบบไม่ใช้ออกซิเจนใน anaerobic jar ที่อุณหภูม ิ
30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48-72 ชัว่โมง แล้ว
คัดเลือกโคโลนีที่เกิดเป็นวงใส (clear zone) บน
อาหารมาตรวจวเิคราะหเ์พื่อระบุชนิดของแบคทเีรยี
ดว้ยการตรวจสอบลกัษณะสณัฐานและการทดสอบ
ทางชวีเคม ีโดยแยกแบคทเีรยีได ้29 ไอโซเลต เป็น
แบคทเีรยีกรดแลคติกและ Pseudomanas 14 และ 
15 ไอโซเลต ตามล าดบั ซึไ่ดน้ ามาวเิคราะหเ์พื่อระบุ
ชนิดของแบคทเีรยีดว้ยวธิทีางชวีโมเลกุลในงานวจิยั
ครัง้นี้ ทัง้นี้เพื่อใหร้ะบุไดอ้ย่างละเอยีด ถูกต้อง และ
แม่นย ายิง่ขึน้  

2.2 การระบุชนิดของแบคทีเรียด้วยวิธี
ทางชีวโมเลกลุ 

2.2.1 การท าปฏกิริยิาลูกโซ่พอลเิมอเรส
แบบใชโ้คโลนี 

โดยเพิ่มปรมิาณชิ้นดีเอ็นเอของยีน 
16S rRNA ในแบคทเีรยีกรดแลคตกิแต่ละไอโซเลต 
ดว้ยไพรเมอรส์ากล (universal primer) 2 คู่ (บรษิทั 
Sigma-Aldrich Chemie ประเทศสหรัฐอเมริกา ) 
จ านวน 4 สาย คือ (1) F27 (forward primer ชิ้นที ่
1) มลี าดบันิวคลโีอไทด์ คอื 5´-AGAGTTTGATCM 
TGGCTCAG-3´ (Tm = 65.1 อ งศ า  เซ ล เซี ย ส )    
(2) F984 (forward primer ชิ้นที่ 2) มีล าดบันิวคลี-
โอไทด์ คือ 5´-AACGCGAAGAACCTTAC-3´ (Tm 
= 55.2 องศาเซลเซยีส) (3) F'984 (reverse primer 
ชิน้ที ่1) มลี าดบันิวคลโีอไทด ์คอื 5´-GTAAGGTTC 
TTCGCGTT-3´ (Tm = 55.2 องศาเซลเซียส) และ 
(4) R1492 (reverse primer ชิน้ที ่2) มลี าดบันิวคล-ี
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โอไทด์ คอื 5´-TACGGYTACCTTGTTACGACTT-
3´ (Tm = 62.5 องศาเซลเซยีส) (Heuer et al., 1997) 

ใช้ไมจ้ิ้มฟันปราศจากเชือ้เขีย่โคโลนี
ของแบคทีเรยีกรดแลคติกที่อยู่บนจานเพาะเชื้อ 1 
โคโลนี มาผสมกับ TE บัฟเฟอร์ 100 ไมโครลิตร 
น าไปเขย่าอย่างแรงด้วยเครื่องเขย่าเพื่อให้เซลล์
แบคทเีรยีแตก แลว้วดัค่าการดูดกลนืแสงที่มคีวาม
ยาวคลื่น 260 นาโนเมตร (OD260) จากนัน้เจือจาง
ให้ตัวอย่างมีค่า OD260 เท่ากับ 0.1 แล้วดูด 1-2 
ไมโครลิตร ผสมกับสารที่ใช้ ในการท าปฏิกิริยา 
ลูกโซ่พอลิเมอเรสในหลอดขนาด 200 ไมโครลิตร 
(นฤมล และธรีะชยั, 2553; นฤมล และธรีะชยั, 2554) 
โดยใช้เอนไซม์ Taq DNA polymerase ของบริษัท 

RBC Bioscience (ไต้หวัน) แล้วน าไปเข้าเครื่อง 
thermocycler โดยตัง้อุณหภูมต่ิาง ๆ ทีใ่ชใ้นการท า
ปฏกิริยิาลกูโซ่พอลเิมอเรส คอื (1) initial denature-
tion ทีอุ่ณหภูม ิ94 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 5 นาท ี
(2) denaturation ที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 1 นาที (3) annealing ที่ อุณหภูมิ  51 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที (4) extension ที่
อุณหภูม ิ72 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 2 นาท ีโดย 
(2)-(4) ท าซ ้า 25 รอบ และ (5) final extension ที่
อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาท ี
จากนัน้น าผลผลติจากปฏิกริยิาลูกโซ่พอลเิมอร์เรส
ไปแยกขนาดของดีเอ็นเอด้วยวธิีอิเล็กโทรโฟรซีิส 
(electrophoresis) ในเจลอะกาโรส (agarose gel) 
ความเข้มข้น 1.5 เปอร์เซ็นต์ แล้วน าเจลไปย้อม
ด้วยเอธิเดียมโบรไมด์ (ethidium bromide) 4-8 
นาที และตรวจสอบแถบดีเอ็นเอด้วยเครื่อง UV-
transilluminator ซึ่ งจะ เห็นแถบดี เอ็น เอขนาด
ประมาณ  1,000 คู่ เบส (คู่ ไพ รเมอร์ F27 และ 
F'984) และขนาดประมาณ 500 คู่เบส (คู่ไพร์เมอร ์
F984 และ R1492) จากนัน้จึงส่งผลผลิตที่ได้ไป
ตรวจสอบล าดบันิวคลโีอไทดท์ีบ่รษิทั SolGent และ 
Bioneer ประเทศเกาหลใีต ้ 

2.2.2 การประกอบเป็นสายเดยีวกนัและ
การแกไ้ขล าดบันิวคลโีอไทดข์องยนี 16S rRNA 

เมื่อได้รบัข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์
ของดเีอน็เอประมาณ 1,000 และ 500 คู่เบส มาแลว้ 
จงึน ามาประกอบเป็นสายเดียวกนัและแก้ไขล าดบั  
นิวคลโีอไทด์ให้ถูกต้อง เพื่อให้ได้ยีน 16S rRNA ที่
สมบูรณ์ส าหรบัใช้ในการระบุชนิดของแบคทีเรีย
ต่อไป 

โดยตรวจสอบและแกไ้ขล าดบันิวคล-ี
โอไทด์ให้ถูกต้องตามกราฟโครมาโตแกรม (chro-
matogram) ด้วยโปรแกรม Bioedit 7.2.5 (http:// 
www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html) แลว้น า
ล าดบันิวคลโีอไทด์สายหน้า (forward primer) และ
ล าดับนิวคลีโอไทด์สายหลัง (reverse primer) มา
ประกอบให้เป็นสายเดียวกนั โดยงานวิจยันี้ ได้น า
ล าดบันิวคลโีอไทดส์ายหลงัทีไ่ดจ้ากไพรเมอร ์F'984 
และ R1492 มากลับล าดับนิวคลีโอไทด์ (reverse 
complement) ให้ เป็ นสายห น้ าด้ วย โป รแกรม 
Reverse Complement (http://www.bioinforma 
tics.org/sms/rev_comp.html) แล้วน าล าดบันิวคลี-
โอไทด์ทัง้ 4 สาย ที่ได้จากไพรเมอร์ F27, F'984, 
F984 และ R1492 ซึ่งมีส่วนซ้อนทับกัน (overlap) 
มาเชื่อมต่อและประกอบรวมกันทัง้หมด โดยท า
เหมือนกันในทุกตัวอย่าง ซึ่งจะได้ล าดับนิวคลีโอ-
ไทดส์ายทีส่มบูรณ์ของ 16S rRNA จากนัน้น าล าดบั
นิวคลโีอไทดท์ีไ่ดไ้ประบชุนิดของแบคทเีรยีต่อไป 

2.2.3 การระบุชนิดของแบคทีเรียโดย
เปรยีบเทยีบกบัขอ้มลูใน GenBank 

เมื่อได้ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 
16S rRNA ทีส่มบูรณ์ครบทุกตวัอย่างแลว้ น าขอ้มูล
ทัง้หมดมาวเิคราะหเ์พื่อระบุชนิดของแบคทเีรยีดว้ย
โปรแกรม BLASTN ในฐานขอ้มลู GenBank (https: 
//blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) ข อ ง  National 
Center for Biotechnology Information (NCBI) 
เพื่อเปรยีบเทยีบล าดบันิวคลโีอไทดก์บัฐานขอ้มลูจน
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ทราบสกุลและชนิดของแบคทีเรยีที่มคีวามเหมอืน
หรอืใกลเ้คยีงกนัมากทีสุ่ด โดยเลอืกจากเปอรเ์ซน็ต์
ความเหมือน (% identities) สูงสุด แล้วน าล าดับ   
นิวคลีโอไทด์ของตัวอย่างทัง้หมดมาจัดเรียงและ
เปรียบเทียบต าแหน่งต่าง ๆ (multiple sequence 
alignment) โดย ใช้ โป รแก รม  ClustalW (http:// 
www.genome.jp/tools/clustalw) เพื่อสรา้งแผน ภูมิ
ความสมัพันธ์ทางพันธุกรรม (phylogenetic tree) 
และกราฟส าหรบัการวเิคราะหก์ารจดัแบ่งกลุ่มต่อไป  

2.2.4 การสร้างแผนภูมิความสัมพันธ์
ทางพนัธุกรรม 

หลงัจากจดัเรยีงต าแหน่งของล าดบั 
นิวคลีโอไทด์เรียบร้อยแล้ว น าข้อมูลทัง้หมดมา
ศึกษาความสมัพันธ์ทางวิวฒันาการของสิ่งมีชีวิต
ด้วยการสร้างแผนภูมคิวามสมัพนัธ์ทางพนัธุกรรม 
(phylogenetic tree) ด้วยโปรแกรม MEGA 6.06 
(http://www.megasoftware.net) โ ด ย ก า ร เลื อ ก
วิธีการสร้างแบบจ าลองแผนภูมิของ neighbor-
joining และใชส้ตูรการค านวณแผนภูมทิางสถติขิอง 
maximum composite likelihood ที่ มี ก า รตั ้ ง ค่ า
จ านวนรอบในการสรา้งแผนภูมทิีเ่ป็นไปไดม้ากทีสุ่ด
เท่ ากับ 1,000 รอบ (Bootstrap method) สังเกต
และบนัทกึแผนภูมคิวามสมัพนัธท์างพนัธุกรรมทีไ่ด ้

2.2.5 การสร้างกราฟส าหรับวิเคราะห์
การจดัแบ่งกลุ่ม 

น าข้อมูลของตัวอย่างทัง้หมดมาจดั
แบ่งกลุ่มโดยใชโ้ปรแกรม NTSYSpc-2.01e (http:// 
www.exetersoftware.com/cat/ntsyspc/ntsyspc.ht
ml) ซึง่ขอ้มลูทีใ่ชส้ าหรบัการวเิคราะหด์ว้ยโปรแกรม
นี้ต้องอยู่ในรูปแบบเครื่องหมายโมเลกุล ซึ่งท าได้
โดยน าขอ้มูลของล าดบันิวคลโีอไทดท์ัง้หมดเปลีย่น
ให้อยู่ในรูปของเครื่องหมายโมเลกุลด้วยโปรแกรม 
Microsoft Excel โ ด ย ข้ อ มู ล ที่ น า ม า ใ ช้ เ ป็ น
เครื่องหมายโมเลกุลจะเลือกเฉพาะต าแหน่งของ
ล าดบันิวคลโีอไทดท์ีแ่ตกต่างกนั 2 นิวคลโีอไทด ์ซึง่

เพยีงพอส าหรบัการจดัแบ่งกลุ่มในระดบัชนิด และ
ผลของกราฟทีแ่สดงออกจะอยู่ในรูปแบบที่ง่ายและ
ไม่ซบัซอ้น จากนัน้น าขอ้มูลทัง้หมดเขา้สู่โปรแกรม 
NTSYSpc-2.01e แ ล้ ว ค า น วณ ท า ง ส ถิ ติ เพื่ อ
วเิคราะห์หาค่าทัว่ไป (general) ค่าความคล้ายคลงึ
กัน  (similarity) และค่ าก ารจัด ล าดับ ตั วอย่ า ง  

(ordination) ออกมา จากนัน้น าข้อมูลทัง้หมดมา
แสดงผลในรูปของกราฟการกระจายแบบ 2 มิต ิ
(XY scatter) ผ่ า น โป ร แ ก รม  Microsoft Excel 
สงัเกตกราฟและบนัทกึผลทีไ่ด ้
 

3. ผลการวิจยัและวิจารณ์ 
3.1 การคดักรองแบคทีเรียกรดแลคติก

จากน ้าพริก 5 ชนิด 
ผลการวิจัยพบว่าสามารถคัดกรอง

แบคที เรียจากน ้ าพริก 5 ชนิด ได้ทั ้งหมด 29       
ไอโซเลต (isolate) คอื น ้าพรกิปลารา้ 13 ไอโซเลต 
ไดแ้ก่ ยีห่้อ A คอื PR01 ยี่หอ้ B คอื PR02, PR03, 
PR04, PR05, PR06, PR07 และ PR08 ยี่ห้ อ  C 
คื อ  PR09, PR10, PR11, PR13 แ ล ะ  PR14 
น ้าพรกิหนุ่ม 5 ไอโซเลต ได้แก่ ยี่ห้อ D คอื NU01 
และ NU02 ยี่ห้อ E คือ NU03, NU04 และ NU05 
น ้าพรกิกะปิ 3 ไอโซเลต ได้แก่ ยี่ห้อ F คอื KP01, 
KP02 และ KP04 น ้าพรกิกุง้จ่อม 5 ไอโซเลต ไดแ้ก่ 
ยี่ห้อ G คือ KJ01, KJ02, KJ03, KJ04 และ KJ05 
น ้ าพริกมะม่วง 3 ไอโซเลต ได้แก่  ยี่ห้อ H คือ 
MG01, MG02 และ MG03 โดยทัง้ 29 ไอโซเลต
น่าจะเป็นแบคทเีรยีกรดแลคตกิเน่ืองจากมกีารสรา้ง
วงใส (clear zone) เมื่อเจริญบนอาหารแข็ง MRS 
ส่วนกรดแลคติกที่แบคทีเรียสร้างขึ้นนัน้เมื่อท า
ปฏกิริยิากบั CaCO3 ท าใหไ้ดผ้ลติภณัฑเ์ป็นอนุพนัธ์
เชิงซ้อนของ Ca(C3H6O3)2 น ้ า และคาร์บอนได- 
ออก ไซต์ เกิ ด ขึ้ น  (Moorehead and Shumway, 
2008) ซึง่สารเชงิซอ้น Ca(C3H6O3)2 ท าใหเ้กดิวงใส
บนอาหารแขง็และสามารถใชเ้ป็นตวับ่งชีส้ าหรบัการ
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คัดเลือกเพื่อน าไปทดสอบด้วยวิธีอื่น ๆ ต่อไป 
(นวฒัน์ และคณะ, 2559) 

3.2 การระบุชนิดของแบคทีเรียด้วยวิธี
ชีวโมเลกลุ 

3.2.1 ชนิดของแบคทีเรยีกรดแลคติกที่
ระบุได ้

จากบทความวิจยัที่เผยแพร่ไปแล้ว 
(นวฒัน์ และคณะ, 2559) ไดร้ะบุชนิดของแบคทเีรยี
กรดแลคตกิดว้ยการตรวจสอบลกัษณะสณัฐานและ
การทดสอบทางชวีเคมขีองแบคทเีรยีกรดแลคตกิที่
แยกไดจ้ากน ้าพรกิปลารา้และน ้าพรกิหนุ่ม จ านวน 
16 ไอโซเลต พบว่าสามารถระบุไดใ้นระดบัสกุล  

จ านวน 2 สกุล คอื Lactobacillus และ Weisella  
เมื่อตรวจสอบล าดบันิวคลโีอไทดข์อง

ยีน 16S rRNA ในแบคทีเรยีทัง้ 29 ไอโซเลต แล้ว
วเิคราะหด์ว้ยโปรแกรม BLASTN เพื่อระบุชนิดของ
แบคทีเรียกรดแลคติกให้ละเอียดมากขึ้นโดยการ
เปรยีบเทยีบกบัขอ้มลูใน GenBank พบว่าแบคทเีรยี 
14 ไอโซเลต คอื แบคทเีรยีกรดแลคตกิ แบ่งเป็น 3 
สกุล และ 6 ชนิด (ตารางที่ 1) โดยเลือกค่าความ
เหมือน 96-100 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งมีความน่าเชื่อถือ
และถูกต้องสูง ส่วนแบคทีเรียอีก 15 ไอโซเลต ที่
เหลอื คอื Pseudomonas แบ่งเป็น 3 ชนิด 

 
ตารางท่ี 2 ผลการระบุชนิดของแบคทเีรยีกรดแลคตกิจากการเปรยีบเทยีบกบัขอ้มลูใน GenBank 
 

หมายเลขไอโซเลต (isolate)  
(นวฒัน์ และคณะ, 2559) 

แบคทเีรยีกรดแลคตกิใน GenBank 
สกุล (genus) ชนิด (species) สายพนัธุ ์(strain)  

KP01  Lactobacillus  plantarum  JBE 245  
KJ02, KJ03, KJ05 และ PR14  Lactobacillus farciminis DSM 20185 
KJ04  Lactobacillus farciminis Y124D 
PR13 Lactobacillus farciminis NBRC 107150  
PR02  Lactobacillus sakei NRIC 0125  
PR07 และ PR11  Lactobacillus sakei 23k  
PR09  Lactobacillus acidipiscis LZLJ18-1  
PR10  Lactobacillus acidipiscis Ni 1465  
KP04  Weissella viridescens JCM 1174  
NU01  Leuconostoc  galicum  IMAUFB 093  

 
3.2.2 แผนภูมิความสมัพันธ์ทางพันธุ -

กรรมของแบคทเีรยีกรดแลคตกิ 
การวิเคราะห์แผนภูมิความสมัพันธ์

ทางพนัธุกรรมของแบคทเีรยีกรดแลคตกิทัง้หมด 14   
ไอโซเลต จากล าดบันิวคลโีอไทดข์องยนี 16S rRNA 
ดว้ยโปรแกรม MEGA 6.06 โดยใชแ้บบจ าลองแผน 
ภูมขิอง neighbor-joining และวเิคราะหแ์ผนภูมทิาง

ส ถิ ติ ด้ ว ย วิ ธี  maximum composite likelihood 
พบว่าทีร่ะยะห่างทางพนัธุกรรมเท่ากบั 0.02 มสีกุล 
Lactobacillus มชีนิดทีแ่ตกต่างกนัและสามารถแยก
ความแตกต่างกันของพันธุกรรมได้อย่างชัดเจน 
รวมถึง Weissella viridescens และ Leuconostoc 
garlicum ซึ่งมคีวามแตกต่างของพนัธุกรรมเช่นกนั 
แต่บางสายพนัธุอ์าจแบ่งแยกไดไ้ม่ชดัเจน เนื่องจาก
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มพีนัธุกรรมเหมือนหรอืใกล้เคียงกนัมาก ส่งผลให้
แผนภูมิความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมมีลักษณะ
ซอ้นทบักนั ตวัอย่าง เช่น Lactobacillus farciminis 
strain KJ02, KJ03, และ KJ05 ซึ่งมีค่า Bootstrap 

เพยีง 43-46 เปอรเ์ซน็ต์ ซึง่แสดงใหเ้หน็ว่าแผนภูมิ
ที่ได้อาจยังไม่ถูกต้องสมบูรณ์นัก และอาจมีรูป
แบบจ าลองอื่นทีเ่ป็นไปไดอ้กี ดงัรปูที ่1 

 

 
 

รปูท่ี 1  แผนภูมคิวามสมัพนัธท์างพนัธุกรรมของแบคทเีรยีกรดแลคตกิ 14 ไอโซเลต 
 

3.2.3 กราฟส าหรบัการวเิคราะห์การจดั
แบ่งกลุ่ม 

เมื่อวิเคราะห์การจัดแบ่งกลุ่มของ
แบคทีเรยีกรดแลคติกด้วยล าดบันิวคลีโอไทด์ของ
ยีน 16S rRNA โดยใช้โปรแกรม NTSYSpc-2.01e 
และสร้างกราฟด้วยโปรแกรม Microsoft excel 
พบว่าแบคทเีรยีกรดแลคตกิทุกสายพนัธุส์ามารถจดั
แบ่งกลุ่มตามลักษณะชนิดของแบคทีเรียได้อย่าง
ชดัเจน ซึ่งพล็อตข้อมูลได้โดยใช้ค่าระยะห่างทาง
พันธุกรรมที่อยู่ ในรูป 2 มิติ (2D) หรือ physical 
coordinate (PC) โดยก าหนดให ้PC1 คอื ระยะห่าง
ท างพัน ธุ ก รรม ในแนวแกน  X และ PC2 คือ 
ระยะห่างทางพนัธุกรรมในแนวแกน Y จงึท าใหเ้กดิ
การกระจายของขอ้มลูต่าง ๆ ออกไป และท าใหเ้หน็

ข้อมูลที่มีลักษณะทางพันธุกรรมเหมือนกันหรือ
ใกล้เคยีงกนัจะมาอยู่ติดกนัเป็นกลุ่ม ๆ ซึ่งผลที่ได้
จากการจดัแบ่งกลุ่มมคีวามใกลเ้คยีงกนักบัแผนภูมิ
ความสมัพนัธท์างพนัธุกรรม โดยจากรปูที ่2 พบว่า
แบคทีเรยีกรดแลคติกบางชนิดมกีารกระจายเพยีง
เล็กน้อย เนื่องจากมีค่าระยะห่างทางพันธุกรรมที่
ใกล้เคียงกนัมาก ซึ่งอาจเกดิจากการเปลี่ยนล าดบั  
นิวคลโีอไทด ์อย่างไรกต็าม งานวจิยัครัง้นี้ได้เลอืก
เฉพาะต าแหน่งที่มกีารเปลีย่นแปลงเพยีง 2 นิวคล-ี
โอไทด์ ในการสร้างเป็นเครื่องหมายโมเลกุล จึงมี
ความละเอยีดของขอ้มูลไม่มากนัก ดงันัน้แบคทเีรยี
บางสายพนัธุจ์งึมขีอ้มูลไม่มากพอส าหรบัการพลอ็ต
กราฟ เช่น Leuconostoc galicum และ Weissella 
viridescens (รปูที ่2) 
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รปูท่ี 2 กราฟการกระจายแบบ 2 มิติ ส าหรบัการจดักลุ่มของแบคทีเรยีกรดแลคติก 14 ไอโซเลต [ คือ 
Lactobacillus farciminis,  คื อ  Lactobacillus plantarum,  คื อ  Lactobacillus acidipiscis,      
 คอื Lactobacillus sakei,  คอื Leuconostoc galicum และ คอื Weissella viridescens] 

 
4. สรปุ 

การคัดกรองแบคทีเรียกรดแลคติกจาก
น ้าพรกิพบว่าไดแ้บคทเีรยีกรดแลคตกิ 14 ไอโซเลต 
เมื่อระบุชนิดของแบคทเีรยีด้วยล าดบันิวคลโีอไทด์
ของยนี 16S rRNA พบว่าระบุแบคทเีรยีกรดแลคตกิ
ได้เป็น 6 ชนิด ใน 3 สกุล และเมื่อน าล าดบันิวคลี-
โอไทด์ของยีน 16S rRNA ไปสร้างแผนภูมิความ 
สมัพันธ์ทางพันธุกรรมและกราฟส าหรบัวิเคราะห์
การจดัแบ่งกลุ่ม พบว่ามคีวามสอดคล้องกนั โดยมี
ความแตกต่างของล าดับนิวคลีโอไทด์ได้อย่าง
ชดัเจน ซึ่งการใช้ล าดบันิวคลโีอไทด์ยนี 16S rRNA 
นี้มีความถูกต้อง น่าเชื่อถือ และมีความแม่นย าสูง
กว่าการตรวจสอบลกัษณะสณัฐานและการทดสอบ
ทางชวีเคมี อย่างไรกต็าม โครงสร้างบางส่วนของ
แผนภูมคิวามสมัพนัธุท์างพนัธุกรรมมคี่า Bootstrap 
ต ่ากว่า 50 เปอร์เซ็นต์ ดังนัน้จึงควรเลือกใช้แบบ 
จ าลองหรอืวเิคราะห์แผนภูมทิางสถิติด้วยวธิอีื่น ๆ 
เพิม่เตมิ หรอืเพิม่ล าดบันิวคลโีอไทดบ์รเิวณอื่นร่วม
ดว้ย ทัง้นี้เพื่อใหไ้ดผ้ลทีถู่กตอ้งมากยิง่ขึน้  
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