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การตรวจหาการมีชีวิตรอดของกล้าเชือ้ Pediococcus pentosaceus TISTR 536  
ในแหนมเนือ้โค ด้วยวธีิพีซีอาร์อาร์เอพีด ี

Detection of Pediococcus pentosaceus TISTR 536 as starter culture in beef Nham by 
PCR-RAPD technique 

 

สุกัญญา วาวงค์1,2 คมแข พลิาสมบตัิ3 นวลพรรณ งามย่ีสุ่น4 และอดศิร เสวตวิวัฒน์5 

 
บทคัดย่อ 

การศกึษาครัง้นีมี้วตัถปุระสงค์เพ่ือตรวจหาการมีชีวิตรอดของกล้าเชือ้ Pediococcus pentosaceus TISTR 
536 ท่ีเติมลงในแหนมเนือ้โค ซึ่งหมกัท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 วนั คดัแยกแบคทีเรีย กรดแลกติกจาก
ตวัอยา่งแหนมท่ีใสก่ล้าเชือ้ P. pentosaceus TISTR 536 จํานวน 60 ไอโซเลท จากนัน้จําแนกชนิดของเชือ้ท่ีคดัแยกได้
โดยการวิเคราะห์หาลายพิมพ์ดีเอ็นเอด้วยวิธีพีซีอาร์อาร์เอพีดี (PCR-RAPD) ผลการศึกษาพบลักษณะลายพิมพ์         
ดีเอ็นเอของเชือ้ท่ีแยกได้จากกระบวนการหมกัแหนมวนัท่ี 2 และ 3 มีความคล้ายคลงึกบัลายพิมพ์ดีเอ็นเอของกล้าเชือ้        
P. pentosaceus TISTR 536 คือ มีแถบดีเอ็นเอท่ีชดัเจนสามขนาด โดยแถบดีเอ็นเอมีขนาดประมาณ 700 bp, 750 
bp และ 1200 bp เม่ือนําเชือ้ดงักลา่วมาตรวจสอบการมีอยู่ของยีนท่ีสร้างสารแบคเทอริโอซิน pediocin PA-1 พบว่ามี
ชิน้ยีน pediocin PA-1 ท่ีมีขนาด 300 bp เกิดขึน้ และเม่ือทําการวิเคราะห์หาลําดบันิวคลีโอไทด์ของสายพนัธุ์ดงักลา่ว 
พบว่ามีความเหมือนกับ P. pentosaceus ถึง 99 เปอร์เซ็นต์ จึงกล่าวได้ว่า กล้าเชือ้ P. pentosaceus TISTR 536 
สามารถมีชีวิตรอดในแหนม จนถงึวนัท่ีสามของการหมกั 
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Abstract 
The objective of this study was to detect starter culture growth of Pediococcus pentosaceus 

TISTR 536 during fermentation process of beef Nham, product was incubated for 3 days at 30๐C. A total 
of 60 lactic acid bacteria isolates were collected from Nham during fermented process. These colonies 
were further characterized for P. pentosaceus TISTR 536 fingerprint by PCR-RAPD technique. The results 
showed 3 distinct DNA bands of 700 bp, 750 bp and 1200 bp which were corresponding to DNA 
fingerprint of the starter culture. Moreover, a bacteriocin gene, pediocin PA-1, was also detected by PCR 
with product of 300 bp. Nucleotides sequence of the isolates were analysed and identified as 99 % 
homology with P. pentosaceus. Therefore, P. pentosaceus TISTR 536 can be survive until the third day of 
Nham fermentation process. 
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คาํนํา 
แหนมเป็นผลติภณัฑ์อาหารหมกัประเภทเนือ้ท่ีได้รับความนิยมในประเทศไทย ซึง่หมกัโดยอาศยัเชือ้จลุินทรีย์

จากธรรมชาติ การหมักแหนมตามสภาพธรรมชาติ (natural fermentation) เป็นการหมักโดยอาศัยอุณหภูมิของ
สภาพแวดล้อม และแบคทีเรียกรดแลกติกตามธรรมชาติ ซึ่งมกัได้ผลผลิตท่ีมีลกัษณะไม่คงท่ี และไม่สามารถควบคมุ
คณุภาพของผลิตภณัฑ์ได้ เน่ืองจากเนือ้สตัว์ท่ีใช้เป็นวตัถดิุบมกัมีเชือ้จลุินทรีย์ประจําถ่ินและจลุินทรีย์ท่ีปนเปือ้นจาก
แหล่งต่างๆ ซึ่งจุลินทรีย์เหล่านีมี้ผลต่อกระบวนการหมักของแหนม ส่งผลต่อคุณภาพและความปลอดภัยของ
ผลิตภณัฑ์แหนม ดงันัน้การปรับปรุงคณุภาพของผลิตภณัฑ์แหนมสามารถทําได้โดยใช้กล้าเชือ้บริสทุธ์ิเข้ามาช่วยใน
กระบวนการผลิต โดยในการทดลองครัง้นีไ้ด้นํากล้าเชือ้ P. pentosaceus TISTR 536 ท่ีคดัแยกได้จากแหนมมาใช้ 
โดยเชือ้ดงักลา่วเป็นสายพนัธุ์ท่ีสามารถสร้างสารแบคเทอริโอซิน pediocin PA-1 (Swetwiwathana et al., 2002) ท่ีมี
คณุสมบติัในการยบัยัง้เชือ้จลุินทรีย์ท่ีทําให้ผลิตภณัฑ์เน่าเสีย และเชือ้ก่อโรค เช่น Listeria monocytogenes เป็นต้น 
(Swetwiwathana, 2005) นอกจากนีเ้ชือ้ P. pentosaceus TISTR 536 ยงัมีคณุสมบติัเบือ้งต้นของการเป็นโปรไบโอ
ติกโดยมีความสามารถทนความเป็นกรด-ด่างตัง้แต่ 2 ขึน้ไป มีชีวิตรอดในระบบทางเดินอาหารจําลองโดยสามารถทน
เกลือนํา้ดีในระดบัความเข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์ (Swetwiwathana et al., 2009) ดงันัน้จึงได้นําเชือ้ดงักลา่วมาใช้เป็นกล้า
เชือ้ในการผลิตแหนม การนําเชือ้ดังกล่าวมาเป็นกล้าเชือ้จําเป็นจะต้องตรวจสอบว่า เชือ้นัน้สามารถมีชีวิตรอดใน
กระบวนการหมักแหนมไ ด้  การศึกษาค รั ้ง นี ใ้ ช้ เ ทค นิค  Polymerase Chain Reaction-Random Amplified 
Polymorphic DNA (PCR-RAPD) ซึง่เป็นวิธีทางชีวโมเลกลุท่ีมีความน่าเช่ือถือ มีความถกูต้องและ แม่นยํา โดยการใช้
ไพรเมอร์สายสัน้ๆ เพียงชนิดเดียว ประมาณ 8-10 นิวคลีโอไทด์ในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอท่ีไม่ทราบลําดบัเบสท่ีบริเวณ
ใดๆ แบบลกูโซ่โดยการจบัแบบสุม่ (สริุนทร์, 2552) เป็นวิธีท่ีสามารถแยกชนิดของแบคทีเรียสายพนัธุ์ท่ีใกล้เคียงออก
จากกนัได้ ดงันัน้การนําเทคนิคดงักล่าวมาใช้จะช่วยทําให้ทราบบทบาทและการเปลี่ยนแปลงของจลุินทรีย์ท่ีเก่ียวข้อง
กบักระบวนการหมกัแหนม ซึง่จะทําให้เข้าใจในกระบวนการหมกั และสามารถควบคมุกระบวนการผลิตให้เป็นไปตาม
ความต้องการได้ ดงันัน้การศกึษาครัง้นีจ้ึงมีวตัถปุระสงค์ในการนําเทคนิควิธี PCR-RAPD มาใช้ในการตรวจสอบการ
อยูร่อดของกล้าเชือ้ P. pentosaceus TISTR 536 เพ่ือนํามาใช้เป็นกล้าเชือ้แบคทีเรียในแหนมเนือ้โค 
 

อุปกรณ์และวิธีการ 
1. การเตรียมตัวอย่างแหนม  
 เตรียมแหนมนํา้หนกั 6 กิโลกรัม ซึง่มีสว่นผสมดงันีคื้อ เนือ้โคบด 5 กิโลกรัม ข้าวสกุ 400 กรัม กระเทียมสด 400 
กรัม ผงเพรก (โซเดียมไนไตรท์ 0.5%) 110 กรัม ฟอสเฟต 20 กรัม นํา้ตาลทราย 20 กรัม และ โมโนโซเดียม กลตูาเมท 
10 กรัม ผสมส่วนผสมทัง้หมดแล้วนวด เป็นเวลา 10 นาทีจนส่วนผสมเหนียวจึงใสก่ล้าเชือ้ P. pentosaceus TISTR 
536 จํานวน 106 cfu/g ท่ีเตรียมไว้อัดแหนมลงไส้พลาสติกแท่งมัดปลายทัง้สองด้านด้วยเคร่ืองมัดไส้กรอก (Max, 
Japan) 
2. การเตรียมกล้าเชือ้ P. pentosaceus TISTR 536 
  ถ่ายเชือ้ลงสูอ่าหารเหลว MRS broth (Merck, Germany) บ่มท่ีอณุหภมิู 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18-20 
ชัว่โมง (Swetwiwathana, 2005) 
3. การคัดแยกแบคทีเรียกรดแลกตกิจากแหนม (Pilasombut, 2009) 
  โดยการนําตวัอย่างแหนม 25 กรัม มาทําการเจือจางด้วยสารละลายเปปโตน ความเข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์ ให้
ได้ระดบัความเจือจางท่ีเหมาะสมนําไป spread plate บนอาหารแข็ง MRS ท่ีเติมแคลเซียมคาร์บอเนต ความเข้มข้น 
0.5 เปอร์เซ็นต์ จากนัน้นําไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั่วโมง ในสภาวะไร้ออกซิเจน สุ่มเลือก
โคโลนีท่ีมีบริเวณใส (clear zone) รอบๆ โคโลนี โดยสุม่จํานวน 20 โคโลนีต่อวนั จากนัน้นํามาแยกให้ได้โคโลนีเด่ียว
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โดยการ streak plate แล้วบ่มท่ีอณุหภมิู 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48-72 ชัว่โมง นํามาเลีย้งในอาหารเหลว MRS 
ปริมาตร 5 มิลลลิติร เพ่ือทําเป็น stock culture ในกลีเซอรอลท่ีความเข้มข้นสดุท้าย 15 เปอร์เซ็นต์ จากนัน้จึงนําไปเก็บไว้
ท่ีอณุหภมิู –20 องศาเซลเซียส เพ่ือใช้ในการศกึษาตอ่ไป 
4. การตรวจสอบแบคทีเรียกรดแลกตกิโดยเทคนิคพีซีอาร์อาร์เอพีดี 
  โดยใช้ไพรเมอร์ OPA-3 (5’-AGTCAGCCAC-3’) (Oneca et al., 2003) ท่ีจําเพาะกบัแบคทีเรีย กรดแลกติก
เข้าจบัแบบสุม่ สว่นประกอบของสารละลายสําหรับทําปฏิกิริยาพีซีอาร์คือ 10x PCR buffer with (NH4)2SO4 , 25 mM 
MgCl2, 10 mM dNTP, 10 μM Primer OPA – 3, 5U/μl Taq DNA polymerase โดยมีความเข้มข้นสดุท้ายเท่ากบั 1x 
2 mM 400 μM 0.4 μM และ 0.1 μM ตามลําดบั นํา้กลัน่ปริมาณ 18 ไมโครลิตร และ Colony template ปริมาณรวม 
25 ไมโครลติร  อณุหภมิูท่ีใช้ทําปฏิกิริยาเร่ิมต้นด้วยอณุหภมิู 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที และตามด้วยรอบของ
อณุหภมิู 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที 36 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที และอณุหภมิู 72 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 1 นาที จํานวน 45 รอบ และท่ีอณุหภมิู 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที เก็บผลผลิต (PCR product) ท่ี
อณุหภมิู 4 องศาเซลเซียส ตรวจสอบลายพิมพ์ดีเอ็นเอด้วยวิธีอิเลก็โตรโฟรีซิสบนอะกาโรสเจล (Vivantis, Malaysia) 
ความเข้มข้น 1.5 เปอร์เซน็ต์ 
5. การสกัดดีเอน็เอ 
 ดดัแปลงจากวิธีของ Carolissen-Mackay et al. (1997) โดยนําเชือ้ปริมาณ 1 มิลลิลิตร ไปป่ันเหว่ียง แล้ว
เติมสารละลาย A (TE buffer, เปอร์เซ็นต์ 6.7) แล้วเขย่าให้เข้ากนั จากนัน้เติมเอนไซม์ lysozyme (Sigma, U.S.A) 
ความเข้มข้น 70 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร บ่มท่ีอณุหภมิู 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 60 นาที แล้วเติม SDS ความเข้มข้น 
20 เปอร์เซ็นต์ ผสมให้เข้ากนั เติมเอนไซม์ RNase (Fermentas, U.S.A) ปริมาณ 4 ไมโครลิตร และบ่มท่ีอณุหภมิู 37 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที ตกตะกอนโปรตีนด้วย phenol: chloroform (1: 1) (Merk, Germany) และตกตะกอนดี
เอ็นเอในสว่นใสด้วย isopropanol (Invitrogen, U.S.A) ปริมาณ 2 เท่าของปริมาณสารละลายดีเอ็นเอ ล้างตะกอนดี
เอ็นเอด้วยเอทานอล ความเข้มข้น 70 เปอร์เซ็นต์ จากนัน้ทําให้แห้งและละลายดีเอ็นเอด้วยนํา้ท่ีผ่านการฆ่าเชือ้แล้ว 
จากนัน้นําไปตรวจสอบด้วยวิธีอิเลก็โตรโฟรีซิสบนอะกาโรสเจล ความเข้มข้น 0.8 เปอร์เซน็ต์  
6. การตรวจสอบยีนที่สร้างสารแบคเทอริโอซนิ pediocin PA-1 
 โดยใช้ไพรเมอร์ Pedi_1F (5’-GAGTGGGAACTAGAATAAGCGCGTA-3’) และ Pedi_1R (5’-TTACTCTTA 
TTCATAAAATCACCCC-3’) (Swetwiwathana, 2005) ท่ีจําเพาะกับยีนท่ีสร้างสาร แบคเทอริโอซิน pediocin PA-1 
สว่นประกอบของสารละลายสําหรับทําปฏิกิริยาพีซีอาร์มีดงันี ้10X PCR buffer with (NH4)2SO4, 25 mM MgCl2, 10 
mM dNTP, 10 μM Primer Pedi_1F และ Pedi_1R และ 5U/μl Taq DNA polymerase โดยมีความเข้มข้นสดุท้าย
เท่ากับ 1x, 2 mM, 400 μM, 0.4 μM และ 0.05 μM ตามลําดบั, นํา้กลัน่ปริมาณ 16.25 ไมโครลิตร และ DNA template      
1 ไมโครลิตร ซึ่งมีปริมาณรวม 25 ไมโครลิตร อณุหภมิูท่ีใช้ทําปฏิกิริยาเร่ิมต้นด้วยอณุหภมิู 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
3 นาที และตามด้วยรอบของอณุหภมิู 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที 53 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที และ 
72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที จํานวน 30 รอบ และท่ีอณุหภมิู 72 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 7 นาที เก็บผลผลิต   
พีซีอาร์ท่ีอณุหภมิู 4 องศาเซลเซียส ตรวจสอบด้วยวิธีอิเลก็โตรโฟรีซิสบนอะกาโรสเจล ความเข้มข้น 0.8 เปอร์เซน็ต์  
7. การวเิคราะห์หาลาํดับเบสของ 16S rDNA 
 7.1 การสงัเคราะห์ดีเอน็เอเป้าหมายด้วยเทคนิคเพ่ิมขยายจํานวนดีเอน็เอแบบปฏิกิริยาลกูโซ ่
นําไอโซเลทเพิ่มปริมาณชิน้สว่น 16S rDNA ท่ีมีขนาด 1,500 bp จากดีเอ็นเอของไอโซเลทท่ีพบชิน้ยีน แบคเทอริโอซิน 
pediocin PA-1 ท่ีสกดัแยกได้ด้วยเทคนิคพีซีอาร์โดยใช้ไพรเมอร์ท่ีจําเพาะกบัแบคทีเรีย BSF8/20 (5’-AGAGTTTGAT 
CCTGGCTCAG-3’) และREVB(5’-GGTTACCTTGTTACGACTT-3’) (Kanokratana et al., 2004) ซึง่เป็น universal 
primer ของแบคทีเรีย โดยส่วนประกอบของสารละลายสําหรับทําปฏิกิริยาพีซีอาร์มีส่วนประกอบเช่นเดียวกับการ
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ตรวจสอบยีนท่ีสร้างสารแบคเทอริโอซิน pediocin PA-1 กําหนดอณุหภมิู 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 นาที ตามด้วย
รอบของอณุหภมิู 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 วินาที 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที และ 72 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 1 นาที 45 วินาที จํานวน 35 รอบ คงอณุหภูมิท่ี 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที เก็บดีเอ็นเอท่ี
สงัเคราะห์ได้ท่ีอณุหภมิู 4 องศาเซลเซียส ตรวจสอบผลผลติพีซีอาร์เช่นเดียวกบัการสกดัดีเอน็เอ 
8. การถ่ายทอดยีน 16S rDNA และตรวจสอบโคลนที่ได้ 
 เม่ือตรวจสอบพบดีเอ็นเอตามขนาดท่ีต้องการแล้ว ทําการสกดัแยกดี เอ็น เอออกจากเจลและทําให้บริสทุธ์ิ
ด้วยชดุ Favor PrepTM GEL/PCR Purification Kit (Favorgen, Taiwan) นําดีเอ็นเอท่ีแยกออกจากเจล เช่ือมต่อกบัพ
ลาสมิดเวคเตอร์ pTZ57R/T (Fermentas, U.S.A.) นําดีเอ็นเอสายผสมเข้าสูเ่ซลล์ E. coli DH5 ท่ีมีสภาพเป็นคอม
พลีเทนต์เซลล์โดยการกระตุ้นด้วยความร้อน (heat shock) (Sambrook et al., 2001) ตรวจสอบโคลนท่ีได้รับดีเอ็นเอ
สายผสมด้วยเทคนิค Blue – White screening โดยคดัเลือกโคลนจากการแสดงลกัษณะทางฟีโนไทป์ท่ีเปล่ียนแปลง 
ในลกัษณะการต้านทานต่อยาปฎิชีวนะแอมพิซิลิน และเปล่ียนสีของโคโลนีจากการย่อยซบัสเตรท X – Gal (Vivantis, 
Malaysia) นําโคลนท่ีคดัเลือกได้มาสกดัพลาสมิด โดยใช้ชุดแยก  พลาสมิดสํา เ ร็จ รูป FavorPrep Plasmid DNA 
Extraction Mini Kit (Favorgen, Taiwan) ตรวจสอบขนาดของชิน้สว่นดีเอ็นเอโดยการตดัด้วยเอนไซม์จําเพาะ XbaI 
(Vivantis, Malaysia) และ BamHI (Vivantis, Malaysia) ท่ีจะแยกเฉพาะสว่นของยีนออกมา นําโคลนท่ีมีขนาดยีน
สอดแทรกท่ีถกูต้อง ไปตรวจสอบสง่วิเคราะห์ลําดบันิวคลีโอไทด์ท่ีบริษัท First BASE Laboratories ประเทศมาเลเซีย 
ตรวจสอบลําดับนิวคลีโอไทด์จากโคลนท่ีได้ว่ามีความเหมือนหรือคล้ายคลึงกับดีเอ็นเอของแบคทีเรียชนิดใดใน
ฐานข้อมลู โดยใช้โปรแกรม BLASTN (Basic Local Alignment Search Tools) จากฐานข้อมลู NCBI ในอินเตอร์เน็ต
ท่ี (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)  
 

ผลการทดลองและวิจารณ์ 
1. การตรวจสอบแบคทีเรียกรดแลกตกิโดยเทคนิคพีซีอาร์อาร์เอพีดี 
 จากการสุ่มแบคทีเรียกรดแลกติกจากแหนมท่ีผ่านกระบวนการหมัก 3 วนั ทําการสุ่มมาทัง้หมด 60 โคโลนี    
โดยสุม่วนัละ 20 โคโลนี และใช้ไพรเมอร์ OPA-3 ในการตรวจสอบการมีชีวิตรอดของกล้าเชือ้ P. pentosaceus TISTR 
536 ท่ีเติมเข้าไปในแหนม ผลการทดลองพบว่าในวนัแรกของกระบวนการหมกัไม่พบไอโซเลทใดท่ีมีลายพิมพ์ดีเอ็นเอ
คล้ายกบัลายพิมพ์ดีเอ็นเอของ P. pentosaceus TISTR 536 จากทัง้หมด 20 โคโลนี แต่พบลกัษณะลายพิมพ์ดีเอ็นเอ
ของไอโซเลทท่ีได้จากกระบวนการหมกัแหนมวนัท่ี 2 จํานวน 10 โคโลนีจากทัง้หมด 20 โคโลนี (ไอโซเลท 21-40)          
( Figure 1(B)) และวนัท่ี 3 จํานวน 11 โคโลนีจากทัง้หมด 20 โคโลนี (ไอโซเลท 41-60) ( Figure 1(C)) คล้ายคลงึกบั
ลายพิมพ์ดีเอ็นเอของเชือ้ P. pentosaceus TISTR 536 จึงคาดว่าน่าจะเป็นเชือ้สายพนัธุ์เดียวกนักบั P. pentosaceus 
TISTR 536 ซึง่มีแถบดีเอน็เอท่ีชดัเจนเกิดขึน้สามแถบ ได้แก่แถบขนาดประมาณ 700 bp, 750 bp และประมาณ 1200 
bp จากการศกึษาครัง้นี ้ไม่พบเชือ้ P. pentosaceus TISTR 536 ในกระบวนการหมกัวนัแรก เน่ืองจากมีความเป็นไป
ได้ว่ากล้าเชือ้ท่ีเติมเข้าไปยงัไม่เจริญ หรือมีจํานวนไม่มากพอ และอาจสุม่โคโลนีไม่ทัว่ถึง จึงสุม่ตรวจไม่พบ อย่างไรก็
ตามการศึกษาต่อไปจะต้องทําการยืนยนัชนิดของเชือ้ท่ีมีลายพิมพ์ดีเอ็นเอท่ีมีลกัษณะเหมือนกนักบัลายพิมพ์ดีเอ็นเอ           
P. pentosaceus TISTR 536 โดยการหาลําดบันิวคลีโอไทด์ต่อไป ซึง่จากการศกึษาความหลากหลายของแบคทีเรีย
กรดแลกติกท่ีแยกได้จากแหนมของ Kunawasen (2000) พบเชือ้ P. pentosaceus เกิดขึน้ในระหว่างการหมัก 84 
ชัว่โมง และ Varnam and Sutherland (1995) พบ Pediococcus ในช่วงสดุท้ายของกระบวนการหมกัตามธรรมชาติ  
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Figure 1 DNA fingerprint of amplified single colony of Nham   inoculated  with P. pentosaceus TISTR 536 
using OPA-03  primer at day 1-3 of fermentation process. Lane M =  DNA standard  1 kb Ladder; 
P536 = DNA fingerprint of P. pentosaceus TISTR 536; (A) lane 1-20 = DNA fingerprint of single 
colony at day 1 of fermentation; (B) lane 21-40 = DNA fingerprint of single colony at day 2 of 
fermentation; (C) lane 41-60 = DNA fingerprint of single colony at day 3 of fermentation; N = 
Negative control 
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2. การตรวจสอบยีนที่สร้างสารแบคเทอริโอซนิ pediocin PA-1 
 สุม่เชือ้ไอโซเลท 21-24 (Figure 1(B)) และ 41-44 (Figure 1(C)) มาตรวจสอบยีนแบคเทอริโอซิน pediocin 

PA-1 ท่ีสร้างโดย P. pentosaceus TISTR 536 เพ่ือยืนยนัว่าไอโซเลทดงักลา่วน่าจะเป็นกล้าเชือ้ P. pentosaceus 
TISTR 536 ท่ีเติมเข้าไปในแหนม ผลการทดลองพบวา่ จากการใช้ไพรเมอร์ Pedi_1F และ Pedi_1R  ท่ีจําเพาะกบัยีนท่ี
สร้างสารแบคเทอริโอซิน pediocin PA-1 พบชิน้ยีนมีขนาด 300 bp ซึง่สอดคล้องกบั Swetwiwathana (2005) ได้ใช้
ไพรเมอร์ชนิดเดียวกนันีส้งัเคราะห์ชิน้สว่นยีน pediocin PA-1 จากเชือ้ P. pentosaceus สายพนัธุ์ TISTR 536 พบว่า
ยีนมีขนาด 300 bp (Figure 2) 
 

                    M           21    22   23    24     41    42    43    44      N      M 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 2 Showing the DNA product of P. pentosaceus TISTR 536 after PCR reaction, using specific 

primer Pedi_1F and Pedi_1R to amplify pediocin PA-1 gene. Lane M = DNA  standard 100 bp 
Ladder; P536 = pediocin PA-1 gene of P. pentosaceus TISTR 536; lane 21-24 = pediocin PA-1 
gene isolated at day 2 of fermentation; lane 41-44 = pediocin PA-1 gene isolated at day 3 of 
fermentation, lane N = Negative control 

 

3. การวเิคราะห์หาลาํดับนิวคลีโอไทด์ของ 16S rDNA 
จากการสุม่ไอโซเลทท่ี 21 และ 41 (จาก Figure 1) เพ่ือนํามาวิเคราะห์หาลําดบันิวคลีโอไทด์ พบว่ามีลําดบั  

นิวคลีโอไทด์ ความเหมือนกับสายพันธุ์  P. pentosaceus ถึง 99 เปอร์เซ็นต์ (Accession No. AB481102.1 วันท่ี 
9/01/54) (Figure 3) 

ในกระบวนการหมักแหนมวันท่ี 2 และ 3 นัน้ พบไอโซเลทท่ีมีลายพิมพ์ดีเอ็นเอคล้ายคลึงกับกล้าเชือ้           
P. pentosaceus TISTR 536 ท่ีมีชิน้ยีน pediocin PA-1 จํานวน 10 และ 11 ไอโซเลทจากจํานวนเชือ้เร่ิมต้นทัง้หมด 
1.45x107 cfu/g และ 1.38x107 cfu/g ตามลําดบั ซึง่จากการศกึษาครัง้นีไ้ด้ทําการแบง่เพลทอาหารเป็น 6 สว่น สว่นละ 
20 โคโลนีโดยประมาณ ดงันัน้กลา่วได้ว่า สามารถพบการมีชีวิตรอดของกล้าเชือ้ P. pentosaceus TISTR 536 ใน
กระบวนการหมกัวนัท่ี 2 ได้ 6x106 cfu/g หรือ 41.37 เปอร์เซ็นต์ของปริมาณเชือ้ทัง้หมดในกระบวนการหมกัวนัท่ี 2 
และในกระบวนการหมกัวนัท่ี 3 ได้ 6.6 x106 cfu/g หรือ 47.82 เปอร์เซ็นต์ของปริมาณเชือ้ทัง้หมดในกระบวนการหมกั
วนัท่ี 3 
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Figure 3 Neucleotide alignment sequence of isolate 21 and 41. A black background indicates neucleotide 
conserved residues. (Accession No. AB481102.1) 
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สรุปผลการทดลอง 
การศกึษาการมีชีวิตรอดของกล้าเชือ้ P. pentosaceus TISTR 536 ในกระบวนการหมกัแหนมนัน้ ตรวจพบ

ลกัษณะลายพิมพ์ดีเอ็นเอท่ีคล้ายคลงึกบักล้าเชือ้ P. pentosaceus TISTR 536 ในวนัท่ี 2 และ 3 ของกระบวนการ
หมกัแหนม ในขณะเดียวกนัไอโซเลทดงักลา่วยงัตรวจพบยีน pediocin PA-1 ท่ีสร้างโดยกล้าเชือ้ P. pentosaceus 
TISTR 536 แสดงให้เห็นว่า เชือ้สามารถมีชีวิตรอดในระหว่างกระบวนการหมกัไปจนถึงสิน้สดุกระบวนการหมกัแหนม
เนือ้โค ดงันัน้จากการศกึษาครัง้นี ้แสดงให้เห็นว่ามีความเป็นไปได้ในการนําเชือ้ P. pentosaceus TISTR 536 มาใช้
เป็นกล้าเชือ้ในการหมกัแหนมเนือ้โคได้ 
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