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บทคัดยอ 

 

         การวิจัยนี้ไดทําการแยกและจัดจําแนกชนิดของโพรไบโอติกในลําไสของปลานิลแดงท่ีเลี้ยงใน

กระชังท้ังหมด 55 ตัว สามารถแยกแบคทีเรียท่ีคาดวามีคุณสมบัติเปนโพรไบโอติกท้ังหมด 70 ไอโซเลท 

หลังจากทดสอบคุณลักษณะทางสัณฐานวิทยาและคุณสมบัติทางชีวเคมีเบื้องตน พบวาจัดอยูในกลุมของ 

Lactobacillus sp. และกลุมของ Bacillus sp. จํานวน 15 ไอโซเลท เม่ือทําการทดสอบคุณสมบัติของ

แบคทีเรียโพรไบโอติกโดยดูจากความทนในการเจริญท่ีสภาวะเปนกรดและในเกลือน้ําดี และความสามารถ

ในการยับยั้งแบคทีเรียกอโรคในปลานิลแดง พบวาแบคทีเรียไอโซเลท M202 เปนแบคทีเรียท่ีมีคุณสมบัติ

เปนโพรไบโอติกท่ีดีท่ีสุด (pH 1, 2, 3, 4; เกลือน้ําดี 0.5%, 1%, 2%, 3% NaCl; สามารถยับยั้งแบคทีเรีย

กอโรคในปลานิล Aeromonas sp., Streptococcus sp., Pseudomonas sp.) และไอโซเลท B312 และ 

B315 มีคุณสมบัติเปนโพรไบโอติกท่ีดีรองลงมา (pH 2, 3, 4; เกลือน้ําดี 0.5%, 1%, 2%, 3% NaCl; 

สามารถยับยั้งแบคทีเรียกอโรคในปลานิล Aeromonas sp., Streptococcus sp., Pseudomonas sp.) 

จากคุณสมบัติขางตนสามารถนําไปประยุกตใชเปนโพรไบโอติกในการเพาะเลี้ยงสัตวน้ําตอไปได 

 

คําสําคัญ :  ปลานิลแดง, แบคทีเรียโพรไบโอติก, Lactobacillus sp., Bacillus sp. 
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Research Title:    
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Faculty: Faculty of Science Department: Department of Biology 
 

ABSTRACT 

 

         In this study, isolation and identification of probiotic bacteria from intestinal tract 

of red tilapia in cage culture was investigated. The probiotic bacteria total 70 isolates 

were collected from 55 fish samples. These isolates were classified by the morphology 

and biochemical test. They were Lactobacillus sp. and Bacillus sp. as 15 isolates. The 

probiotic properties including acidic condition tolerance, bile salt condition tolerance 

and pathogenic bacteria in red tilapia inhibition were tested for probiotic bacteria 

selection. The result showed that, M202 was the best probiotic bacteria (pH 1, 2, 3, 4; 

bile salt 0.5, 1, 2, 3% NaCl; inhibiting of Streptococcus sp., Aeromonas sp., Pseudomonas 

sp.) while B312 and B315 were subsequently probiotic bacteria (pH 2, 3, 4; bile salt 0.5, 

1, 2, 3% NaCl; inhibiting of Streptococcus sp., Aeromonas sp., Pseudomonas sp.) The 

results of this study could be as a probiotic bacteria and applied in aquaculture. 

 

Keywords :  Red tilapia, probiotic bacteria, Lactobacillus sp., Bacillus sp.                   
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บทที่ 1 
บทนํา 

 
         1.1 ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 

 

     ธุรกิจการเลี้ยงปลานิล ปลานิลแดง มีการขยายตัวอยางมาก ทําใหเกิดธุรกิจตางๆ ตามมา เชน 

ธุรกิจการทําอาหารแปรรูป ธุรกิจสงออกอาหารแชแข็ง ธุรกิจการทําเครื่องหนัง เปนตน นํารายไดเขาสู

ประเทศจํานวนมหาศาล จากขอมูลกรมประมงในป 2553 พบวาปริมาณการผลิตปลานิลของประเทศไทยมี

ปริมาณ 200,000 ตัน หรือคิดเปนมูลคา 7,900 ลานบาท เม่ือมีการเลี้ยงปลานิลเพ่ิมมากข้ึน และเปนการ

เลี้ยงแบบหนาแนน ประกอบกับการจัดการการเลี้ยงท่ีไมเหมาะสม ทําใหเกิดปญหาตางๆ ตามมาโดยเฉพาะ 

ดานโรคในปลานิล สวนใหญเม่ือปลาปวยแลวจะไมกินอาหาร การใหยาผสมอาหารจึงไมไดผลในการรักษา 

การจัดการในดานภูมิคุมกันเปนแนวทางหนึ่งในการปองกันการเกิดโรคในปลานิลได ซ่ึงการสงเสริมใหปลา

นิลมีภูมิคุมกันเพ่ิมข้ึนโดยใชแบคทีเรียโพรไบโอติกท่ีมีประโยชนเติมลงในอาหารเพ่ือใหระบบทางเดินอาหาร 

หรือตัวปลาทํางานไดอยางปกติ เพ่ือปรับสภาพหรือเปนตัวตอตานจุลินทรียกอโรคเปนแนวทางท่ีควรศึกษา  

 

    ปจจุบันการใชโพรไบโอติกในอุตสาหกรรมสัตวน้ําตองนําเขาจากตางประเทศ นอกจากเปนการ

เพ่ิมตนทุนใหกับเกษตรกรแลว จุลินทรียท่ีนําเขาจากตางประเทศบางสายพันธุไมเหมาะสมกับสภาวะ

แวดลอมของประเทศไทย ทําใหโพรไบโอติกดังกลาวทํางานไดไมเต็มประสิทธิภาพ การศึกษาครั้งนี้จึง

ทําการศึกษาแบคทีเรียโพรไบโอติกสายพันธุท่ีเปนประโยชน และเหมาะสมกับประเทศไทย เพ่ือใชในการ

พัฒนาการเพาะเลี้ยงปลานิล ปลานิลแดงในระดับการคาตอไป 

 

         1.2 วัตถุประสงคของโครงการวิจัย 

    1.2.1 เพ่ือคัดแยกสายพันธุแบคทีเรียโพรไบโอติกจากลําไสปลานิล       

              1.2.2  เพ่ือศึกษาคุณสมบัติแบคทีเรียโพรไบโอติกจากลําไสปลานิล 

 

         1.3 ขอบเขตของโครงการวิจัย 

     ศึกษาชนิดและจัดจําแนกสายพันธุแบคทีเรียกลุมโพรไบโอติกจากลําไสปลานิล จากฟารมปลา

นิล และทําการศึกษาคุณสมบัติแบคทีเรียกลุมดังกลาว เพ่ือคัดเลือกแบคทีเรียท่ีมีคุณสมบัติโพรไบโอติกใน

ปลานิลได 
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         1.4 ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ 

              1.4.1 คัดแยกสายพันธุแบคทีเรียโพรไบโอติกจากลําไสปลานิล ท่ีมีคุณสมบัติเปนโพรไบโอติกได   

              1.4.2 สามารถนําแบคทีเรียท่ีมีคุณสมบัติโพรไบโอติกสายพันธุท่ีเปนประโยชน และเหมาะสมกับ

ประเทศไทยเพ่ือใชในการสงเสริมใหปลานิลมีภูมิคุมกันเพ่ิมข้ึน เปนการพัฒนาการเพาะเลี้ยง เพ่ิมคุณภาพ

และปริมาณของผลผลิตปลานิล ปลานิลแดงใหดียิ่งข้ึนในระดับการคาได 
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 บทที่ 2 
ทฤษฎีและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 

 
         ปลานิลและปลานิลแดง (Oreochromis sp.) เปนพันธุปลาท่ีเลี้ยงงาย เจริญเติบโตเร็ว เนื้อมีรสชาติ

ดี จึงเปนท่ีนิยมบริโภคของคนท่ัวไป เกษตรกรจึงนิยมหันมาเลี้ยงปลานิลกันมากข้ึน และเปนการเลี้ยงแบบ

หนาแนน มีการใหอาหารสําเร็จรูปในปริมาณมากเกินพอ เพ่ือเพ่ิมผลผลิต อาหารท่ีมากเกินพอดังกลาวทํา

ใหมีการสะสมของสารอินทรียในระบบการเลี้ยงสูงข้ึน เปนสาเหตุใหคุณภาพน้ําไมเหมาะสมกับการเลี้ยง 

รวมถึงเกษตรกรขาดความรูการจัดการท่ีดี สงผลใหปลาเกิดความเครียด ภูมิคุมกันลดลง และปวยเปนโรค

งาย กอใหเกิดโรคระบาดตามมา สําหรับวิธีการท่ีเหมาะสมและเปนมิตรตอสิ่งแวดลอมวิธีหนึ่ง คือ การเพ่ิม

ภูมิคุมกันใหปลา โดยการใชโพรไบโอติกผสมในอาหารใหปลากิน   

 

      สุบัณฑิต และวีรพงศ (2552) ใหความหมายของโพรไบโอติกในเชิงการเลี้ยงสัตวน้ําวา “โพรไบโอ

ติก หมายถึง จุลินทรีย โดยเฉพาะแบคทีเรียหรือผลผลิตจากแบคทีเรียท่ีเติมเขาไปในระบบการเลี้ยงสัตวน้ํา

แลวไปมีผลชวยใหสัตวดังกลาวมีสุขภาพดีข้ึน” โพรไบโอติกท่ีดีนั้นจะตองมีคุณสมบัติดังนี้ (1) เปนจุลินทรีย

สายพันธุท่ีกอประโยชน (2) สามารถเพ่ิมการเจริญเติบโตตอสัตวน้ํา (3) ไมกอใหเกิดโรค (4) เปนเซลลของ

สิ่งมีชีวิตท่ีเพ่ิมจํานวน (5) เจริญและทํางานไดดีในระบบทางเดินอาหาร (6) มีความคงทนตอการเก็บรักษา  

 

       การใชโพรไบโอติกในอุตสาหกรรมสัตวน้ําสามารถชวยเพ่ิมประสิทธิภาพในการยอยสลาย

สารอินทรียในน้ํา ทําใหระบบเพาะเลี้ยงรักษาสมดุลไดมากข้ึน ยับยั้งการเจริญของเชื้อกอโรค กระตุน

ภูมิคุมกัน และสงเสริมการทํางานของระบบทางเดินอาหารของสัตวน้ํา ทําใหสัตวน้ํามีอัตราการเจริญเติบโต

ท่ีดี เปนมิตรกับสิ่งแวดลอมและใหผลผลิตท่ียั่งยืน แบคทีเรียกลุมท่ีมีคุณสมบัติเปนแบคทีเรียโพรไบโอติก

และนิยมนํามาใชกันอยางกวางขวางท้ังในอุตสาหกรรมอาหารและอุตสาหกรรมการเพาะเลี้ยงสัตวน้ํา คือ 

แบคทีเรียแลคติก (Lactic acid bacteria) (สุบัณฑิต และวีรพงศ, 2552) นอกจากนี้ยังมีรายงานการศึกษา

แบคทีเรียบาซิลลัส (Bacillus bacteria) สามารถยับยั้งการกอโรคจากแบคทีเรียกอโรคไดอีกดวย (ประพันธ

ศักดิ์ และคณะ, 2554; Aly et al., 2008) 

 

       แบคทีเรียแลคติก เปนกลุมแบคทีเรียแกรมบวก มีรูปรางแบบกลม หรือทอน ไมสรางสปอร ไมสราง

เอนไซมคะตะเลส ไมมีไซโตโครม  สามารถจริญไดดีในท่ีสภาพท่ีมีอากาศปริมาณนอยๆ  หรือเจริญไดในท่ีมี

อากาศหรือไมมีอากาศก็ได ทนตอความเปนกรด ตองการสารอาหารสูงในการเติบโต และผลิตกรดแลคติก 

เปนผลิตภัณฑหลักจากการหมักน้ําตาล ประกอบดวยสกุลตางๆ ไดแก Streptococcus, Lactococcus, 

Enterococcus, Pediococcus, Leuconostoc, Lactobacillus, Carnobacterium, Aerococcus,  

Tetragenococcus, Vagococcus, Oenococcus และ Weissella (สิรินดา และกาญจนา, 2554) 
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       แบคทีเรียบาซิลลัส เปนแบคทีเรียแกรมลบ มีรูปรางเปนทอน (rods)  สรางสปอรทนความรอน 

เจริญไดในสภาวะท่ีมีอากาศ  และพบการกระจายท่ัวไปในธรรมชาติ แบคทีเรียในสกุล Bacillus มีมากกวา 

25 ชนิด โดยชนิดท่ีนํามาใชเปนโพรไบโอติกในสัตวน้ํา ไดแก B. subtilis, B. licheniformis,  

B. amyloliquefaciens, B. megaterium และ B. pumilus (ยุทธพล และนงนุช, 2554; สุวรรณา, 

2549)  

 

 งานวิจัยท่ีเก่ียวกับการนําโพรไบโอติกมาใชในสัตวน้ํา เชน จากการศึกษาของประพันธศักดิ์ และ

คณะ (2554) พบวา Bacillus pumilus ท่ีแยกไดจากลําไสปลานิลในบอเลี้ยง สามารถตานทานตอ

แบคทีเรีย Streptococcus agalactiae ท่ีกอใหเกิดโรค Streptococcosis ในปลานิล และพบวาสามารถ

เพ่ิมระดับของการตอบสนองทางภูมิคุมกันแบบไมจําเพาะเจาะจง จากรายงานของศิริรัตน (2551) พบวา

แบคทีเรียโพรไบโอติก Lactobacillus rhamnosus มีผลชวยกระตุนภูมิคุมกันในปลานิลใหมีความสามารถ

ตานโรคจากเชื้อแบคทีเรีย Streptococcus agalactiaeไดดียิ่งข้ึน และจากการศึกษาของ Heo และYang 

(2002) ทําการคัดเลือกแบคทีเรียท่ีมีคุณสมบัติเปนโพรไบโอติกจากกลุมแบคทีเรียกรดแลกติกท่ีคัดแยกมา

จากลําไสปลา ปลาหมักและกิมจิ  จํานวน 20 ไอโซเลทพบวา Lactobacillus sakei BK19 มีความสามารถ

ทนกรดไดดีและสามารถยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียบางสายพันธุท่ีกอโรคในปลาได 

 

       สายพันธุจุลินทรีย เปนปจจัยหนึ่งท่ีสําคัญของการนําโพรไบโอติกมาใชเลี้ยงสัตวน้ํา และปจจุบัน

โพรไบโอติกในอุตสาหกรรมสัตวน้ําตองนําเขาจากตางประเทศ บางสายพันธุไมเหมาะสมกับสภาวะแวดลอม

ของประเทศไทย ทําใหโพรไบโอติกดังกลาวทํางานไดไมเต็มประสิทธิภาพ การศึกษาครั้งนี้ จึงทําการศึกษา

คัดแยกแบคทีเรียโพรไบโอติกจากลําไสปลานิล ปลานิลแดง ท่ีมีคุณสมบัติเปนโพรไบโอติกท่ีเปนประโยชน 

และเหมาะสมกับประเทศไทย เพ่ือใชในการพัฒนาการเพาะเลี้ยงในระดับการคาตอไป 
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 บทที่ 3 
วิธีดําเนินการวิจัย 

 

         3.1 การคัดแยกแบคทีเรียโพรไบโอติกจากลําไสปลานิล      

    3.11 สุมเก็บตัวอยางปลานิลแดงจากการเพาะเลี้ยงในฟารม บริเวณคลอง 13 อ.หนองเสือ จ.

ปทุมธานี ครั้งละ 15-20 ตัว ทําการเก็บตัวอยางปลา 3 ครั้ง โดยเก็บทุก 1 เดือน  

    3.1.2 ทําการคัดแยกเชื้อแบคทีเรียจากลําไสปลา โดยนําลําไสมาบดในโกรงท่ีผานการฆาเชื้อ

แลวผสมกับสารละลายโซเดียมคลอไรดความเขมขน 0.85% ในอัตราสวนลําไสปลาตอสารละลายโซเดียม

คลอไรด 1:1   

    3.1.3 ทําการเจือจาง (tenfold serial dilution) สารละลายตัวอยางลําไสปลา และทําการ 

spread plate ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ท่ีความเจือจาง 10-4, 10-5, 10-6, 10-7, 10-8 และ 10-9 เทา ลงบน

อาหารเลี้ยงเชื้อ Bacillus agar และ Lactobacillus MRS agar แลวบมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปน

เวลา 24-48 ชั่วโมง  

    3.1.4 เลือกโคโลนีนํามาแยกเชื้อใหบริสุทธิ์ดวยวิธี streak plate ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิด

เดียวกับท่ีทําการ spread plate แลวนํามาบมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24-48 ชั่วโมง  

    3.1.5 เลือกโคโลนีเดี่ยวๆ ท่ีเจริญบนอาหารแข็งมายอมแกรมเพ่ือศึกษาลักษณะทางสัณฐาน

วิทยา ไดแก การยอมแกรมตรวจสอบรูปรางเซลล การยอมสปอรตรวจดูการสรางสปอรของแบคทีเรีย และ

ทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมี ไดแก การยอมแกรม , การยอมสปอร , การสรางเอนไซมคะตะเลส , 

ความสามารถในการยอยแปง, การทดสอบ Triple Sugar Iron (TSI), การทดสอบ MR-VP (Methyl red-

Voges-proskauer) และการทดสอบ Indole ตามแผนผังการแยกและจัดจําแนกชนิดของโพรไบโอติกใน

ลําไสของปลานิล ปลานิลแดง (ภาพท่ี 3.1) เพ่ือคัดเลือกแบคทีเรียกลุมโพรไบโอติกสําหรับการทดสอบ

คุณสมบัติแบคทีเรียโพรไบโอติกจากลําไสปลานิลตอไป  

3.1.5.1  การยอมแกรม (Ted และ Chistine, 2000) 

  หยดน้ํากลั่นลงบนแผนสไลด 1 หยด ใช loop แตะเชื้อจากอาหารเลี้ยงเชื้อท่ี

เตรียมไวเกลี่ยเชื้อ (smear) ใหเชื้อกระจายเปนแผนฟลมบางๆปลอยใหแหงในอากาศ นํามาตรึงเชื้อ (fix) 

ใหติดแนนกับสไลดโดยผานเปลวไฟ 2-3 ครั้งอยางรวดเร็ว หลังจากนั้นหยดสารละลาย crystal violet เปน

เวลา 1 นาที แลวเทท้ิง ลางแผนสไลดดวยน้ํากลั่น หยดสารละลายไอโอดีนนาน 1 นาที แลวเทท้ิง ลางสี

ออกดวย Ethyl alcohol 95% ท้ิงไว 15 วินาที เพ่ือชะลางสีสวนเกินออกลางแผนสไลดดวยน้ํากลั่น แลว

หยดสารละลาย safranin O เปนเวลา 1นาที ลางสีดวยน้ํากลั่นอีกครั้ง วางแผนสไลดท้ิงไวใหแหง นําไป
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ตรวจสอบลักษณะรูปรางและการจัดเรียงตัวเซลลดวยกลองจุลทรรศน ถาเซลลติดสีมวง แสดงวาเปนแกรม

บวก ถาเซลลติดสีแดง แสดงวาเปนแกรมลบ 

3.1.5.2  การยอมสปอร (Ted and Chistine, 2000) 

  หยดน้ํากลั่นลงบนแผนสไลด1 หยด ใช loop แตะเชื้อจากอาหารเลี้ยงเชื้อท่ี

เตรียมไว เกลี่ยเชื้อ (smear)ใหเชื้อกระจายเปนแผนฟลมบางๆปลอยใหแหงในอากาศ นํามาตรึงเชื้อ (fix) 

ใหติดแนนกับสไลดโดยผานเปลวไฟ 2-3 ครั้งอยางรวดเร็ว หยดสารละลาย malachite green 

ลงบนสไลดจนทวมบริเวณท่ีมีแบคทีเรียวางภาชนะท่ีมีน้ําบนเครื่องใหความรอน (hot plate) 

ใชตะแกรงพาดบนปากภาชนะหมอ แลวจึงวางสไลดท่ีเกลี่ยและตรึงเชื้อแลว อังบนไอน้ําเดือดเปนเวลา

ประมาณ 5 นาที ระวังอยาใหสียอมแหงคอยเติมสียอมเม่ือสีใกลแหง ท้ิงสไลดจนเย็น จากนั้นลางดวยน้ํา 

แลวซับใหแหงหยดสารละลาย safranin O ลงไป ท้ิงไวนาน 30-60 วินาที แลวลางดวยน้ํา ซับใหแหงนําไป

ตรวจดูดวยดวยกลองจุลทรรศนโดยใชเลนสใกลวัตถุกําลังขยาย 100x 

3.1.5.3  การทดสอบการสรางเอนไซมคะตะเลส (Collins et al.,1995) 

  ใชลูปเข่ียเชื้อลงบนสไลดและหยดสารละลายไฮโดรเจนเปอรออกไซด (H2O2) 

ความเขมขน 3% บนสไลด 1 หยด สังเกตผล หากเกิดฟองอากาศข้ึนแสดงวาเชื้อสามารถสรางเอนไซม 

คะตะเลสไดใหผลเปนบวก และไมมีฟองอากาศแสดงวาเชื้อไมสามารถสรางเอนไซมคะตะเลสใหผลเปนลบ 

3.1.5.4  การทดสอบความสามารถในการยอยแปง (Ted and Chistine, 2000) 

  นําแบคทีเรียท่ีคัดเลือกมา streak plate ในอาหาร starch agar แลวนําไปบมท่ี

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเปนเวลา 48 ชั่วโมง หลังจากนั้นทําการหยดสารละลายไอโอดีนลงบนอาหาร 

starch agar ท้ิงไว 5-10 นาที สังเกตการเปลี่ยนแปลง บันทึกผลการทดลอง หากแบคทีเรียสามารถผลิต

เอนไซมอะไมเลส จะเกิด clear zone รอบๆ โคโลนีของแบคทีเรีย 

3.1.5.5  การทดสอบTriple Sugar Iron (TSI) (Collins et al.,1995) 

  ใชเข็มเข่ียเชื้อแตะเชื้อแบคทีเรียท่ีคัดเลือกแทงตรงๆลงในอาหารและ streak บน

ผิวหนาอาหารนําไปบมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24-48 ชั่วโมง สังเกตการเปลี่ยนแปลง 

บันทึกผลการทดลอง 

 - K/A  แสดงวา มีการหมักน้ําตาลกลูโคสเพียงตัวเดียว 

 - A/A  แสดงวา มีการหมักน้ําตาลกลูโคสแลกโตสและ/หรือซูโครส (หมักน้ําตาล

อยางนอย 2 ตัว) 

 - A/A g,H2S  แสดงวา มีการหมักน้ําตาลกลูโคสแลกโตสและ/หรือซูโครสสราง

แกสและผลิต H2S 

 - A/A g  แสดงวา มีการหมักน้ําตาลกลูโคสแลกโตสและ/หรือซูโครสสรางแกส 
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3.1.5.6  การทดสอบโดยวิธีMethyl red (Collins et al.,1995) 

  นําแบคทีเรียท่ีคัดเลือกมาเลี้ยงในอาหารเหลว Methylred-Voges proskauer 

บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24-48 ชั่วโมง จากนั้นหยด methyl red 5 หยด ตออาหาร

เหลว Methyl red–Voges proskauer 5 มิลลิลิตร สังเกตการเปลี่ยนสีของอาหารเลี้ยงเชื้อทันทีหลังหยด 

methyl red โดยจุลินทรียท่ีสรางกรดไดมาก เม่ือหยดสารละลาย methyl red อาหารเลี้ยงเชื้อจะ

เปลี่ยนเปนสีแดง 

3.1.5.7  การทดสอบโดยวิธี Voges proskauer (Collins et al.,1995) 

 นําแบคทีเรียท่ีคัดเลือกมาเลี้ยงในอาหารเหลว Methyl red-Voges proskauer 

บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24-48 ชั่วโมง จากนั้นหยดสารละลาย 5% naphthol 5 หยด 

เขยาใหเขากัน จากนั้นหยดสารละลาย 40% KOH 2 หยด เขยาใหเขากัน ตั้งท้ิงไว 10-15 นาที ทดสอบ

ความสามารถของจุลินทรียในการสราง acetyl methylcarbinol จากการหมักน้ําตาลกลูโคสโดย acetyl 

methylcarbinol จะถูกออกซิไดซเกิดเปน diacetyl ซ่ึงเม่ือหยดสารละลายโพแทสเซียมไฮดรอกไซด 

(KOH) จะใหผลเปนสีแดง 

3.1.5.8  การทดสอบโดยวิธี Indole (Collins et al.,1995) 

  นําแบคทีเรียท่ีคัดเลือกมาเลี้ยงในอาหาร Tryptone broth บมท่ีอุณหภูมิ 35±2 

องศาเซลเซียส เปนเวลา 24-48 ชั่วโมง อานผลโดยหยดสารละลาย Kovac's reagent 5 หยดสังเกตสี

อาหารท่ีเปลี่ยนแปลง ซ่ึง tryptophan จะถูกออกซิไดซโดยแบคทีเรีย ไดสาร indole, skatole และ 

indoleacetic acid (โดยเอนไซม tryptophanase) โดย indole จะทําปฏิกิริยากับ aldehyde หากมีวง

แหวนสีชมพูอมมวงเกิดท่ีผิวหนาแสดงวาใหผลบวก 

 

3.2 การทดสอบคุณสมบัติแบคทีเรียโพรไบโอติกจากลําไสปลานิล 

     การเตรียมหัวเชื้อแบคทีเรียเพ่ือทดสอบคุณสมบัติโพรไบโอติก โดยการเข่ียเชื้อแบคทีเรียท่ี

คัดเลือกมาแลวขางตน แตละไอโซเลตมา 1 โคโลนี ลงในอาหารเหลว Bacillus broth หรือ MRS broth 

บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง แลวนํามาปรับความขุนของสารละลายแบคทีเรียโพร

ไบโอติกใหมีปริมาณเทากับ 0.5 McFarland standard (ประมาณ 108 CFU/mL) เพ่ือเตรียมทดสอบความ

ทนกรด ความทนเกลือ และความสามารถในการยับยั้งจุลินทรียกอโรคในปลานิล 

     3.2.1 การทดสอบความทนกรด (ดัดแปลงจาก คมแข และคณะ, 2553) 

             นําหัวเชื้อแบคทีเรียท่ีคัดเลือกได มาเลี้ยงในอาหารเหลวท่ีปรับคาความเปนกรด-ดาง ท่ี 

1, 2, 3 และ 4 บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง แลวนํามา spread palte บมท่ี

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง นับจํานวนโคโลนีเปรียบเทียบการเจริญของแบคทีเรียท่ี

ระดับความเปนกรด-ดางตางๆ โดยใชคาความเปนกรด-ดาง 7 เปนตัวควบคุม โดยเปลี่ยนเปนคา Log แลว

คํานวณหาเปอรเซ็นตการทนกรด 
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ภาพท่ี 3.1 แสดงแผนผังการแยกและจัดจําแนกชนิดของโพรไบโอติกในลําไสของปลานิล 
              (ดัดแปลงจาก Vos,  et al., 2009) 

     
    3.2.2 การทดสอบความทนเกลือ (ดัดแปลงจาก คมแข และคณะ, 2553) 

            นําหัวเชื้อแบคทีเรียท่ีคัดเลือกได มาเลี้ยงในอาหารเหลวท่ีผสมโซเดียมคลอไรดท่ีระดับ

ความเขมขน 0.5, 1, 2, และ 3 เปอรเซ็นต บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง แลวนํามา 

spread palte บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง นับจํานวนโคโลนีเปรียบเทียบการ

เจริญของแบคทีเรียท่ีระดับความเขมขนของโซเดียมคลอไรดตางๆ โดยเปลี่ยนเปนคา Log แลวคํานวณหา

เปอรเซ็นตการทนเกลือ 
 

    3.2.3 การทดสอบความสามารถในการยับยั้งแบคทีเรียกอโรคในปลานิล  

            นําแบคทีเรียกอโรคในปลานิล จํานวน 3 ชนิด ไดแก Streptococcus sp., 

Aeromonas sp. และ Pseudomonas sp. มาปรับความขุนของสารละลายเชื้อ ใหมีปริมาณเทากับ 0.5 

McFarland standard (ประมาณ 108 CFU/mL) ทําการเลี้ยงเชื้อลงบนอาหารแข็ง โดยวิธี Spread plate 

จากนั้นวางดิสกลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ หยดเชื้อแบคทีเรียโพรไบโอติก ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ลงบนอาหาร

แข็ง นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24-48 ชั่วโมง ทําการตรวจสอบผลดวยการดูการเกิด 

Clear zone เพ่ือดูการยับยั้งของเชื้อแบคทีเรียไพรไบโอติกตอเชื้อกอโรค 

Cocci   Spiral Rod 

Catalase 

Test 

Endospore stain 

 

 Gram Stain  

+ - 

+ - 

Starch hydrolysis 

 

+ - 

Acid from glucose 

 

+ - 

MR-VP test 

+ - 

Hydrogen sulfide 

 

+ - 

Bacillus spp. 

Indole test 

Gas from glucose 
+ - 

+ - 
Heterofermentative 
Lactobacillus spp. 

Homofermentative 
Lactobacillus spp. + - 
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   บทที่ 4 
ผลการวิจัย 

 

         4.1 การคัดแยกแบคทีเรียท่ีคาดวาเปนโพรไบโอติกจากลําไสปลานิล      

     จากการนําตัวอยางปลานิลแดงมาทําการแยกเชื้อจากระบบทางเดินอาหาร โดยนําลําไสของ

ปลานิลแดงมาบดดวยน้ําเกลืออัตราสวน 1:1 แลวเจือจางตัวอยางลําไส (tenfold serial dilution) ดวย

0.85% โซเดียมคลอไรด ปเปตสารละลายมาปริมาณ 0.1 มิลลิลิตร แลว spread plate ลงในอาหาร 

Bacillus agar และ Lactobacillus MRS agar บมเชื้อเปนเวลา 24-48 ชั่วโมง โดยเชื้อแบคทีเรียท่ีเลี้ยง

ดวยอาหาร Lactobacillus MRS agar จะใชระยะเวลาการเจริญและนับโคโลนีท่ี 48 ชั่วโมง ซ่ึงนานกวา

แบคทีเรียท่ีเลี้ยงดวยอาหาร Bacillus agar ซ่ึงมีระยะเวลาการเจริญและนับโคโลนีท่ี 24 ชั่วโมง 

      จากนั้นทําการตรวจนับจํานวนโคโลนีในตัวอยางปลานิลแดง โดยผลการตรวจนับจํานวนโคโลนี

แบคทีเรียจากลําไสปลานิลแดงหลังจากการ Spread plate พบวาการสุมเก็บตัวอยางปลานิลแดงครั้งท่ี 1 

จํานวน 15 ตัว ในอาหาร Bacillus agar มีจํานวนโคโลนีอยูในชวง 2.3x106-1.87x107cells/ml อาหาร 

Lactobacillus MRS agar อยูในชวง 1.5x106-1.05x109 cells/ml ครั้งท่ี 2 จํานวน 20 ตัว ในอาหาร 

Bacillus agar มีจํานวนโคโลนี 3.18x107 cells/ml อาหาร Lactobacillus MRS agar อยูในชวง

1.94x107-1.25x108 cells/ml และครั้งท่ี 3 จํานวน 20 ตัว ในอาหาร Bacillus agar มีจํานวนโคโลนีอยู

ในชวง 6x103-8x106 cells/ml อาหาร Lactobacillus MRS agar อยูในชวง 2x103-1.3x106 cells/ml  

      หลังจากการแยกเชื้อจากลําไสปลานิลแดงแลวไดทําการคัดเลือกโคโลนีท่ีคัดแยกไดในแตละ

ครั้งโดยเปรียบเทียบกับลักษณะโคโลนีจากงานวิจัย (จํารูญ และคณะ, 2552; พรพรรณ , 2550; Tsai et 

al., 2010; Wang et al., 2010; Chiaramonte et al., 2009; Waldeck et al., 2006 และ Parry et 

al., 1983;) จากอาหารท้ัง 2 ชนิด ไดจํานวนท้ังหมด 70 ไอโซเลทในเบื้องตน และนําท้ัง 70 ไอโซเลท

ดังกลาวไปทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมีเบื้องตน พบวาจัดอยูในกลุมของ Bacillus sp. และกลุมของ 

Lactobacillus sp. จํานวน 15 ไอโซเลท ดังแสดงในตารางท่ี 4.1 และลักษณะโคโลนีดังแสดงใน 

ภาพท่ี 4.1  
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ตารางท่ี 4.1 แสดงคุณลักษณะทางสัณฐานวิทยาและคุณสมบัติทางชีวเคมีของแบคทีเรียโพรไบโอติกในลําไสของปลานิล 

ลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
Bacillus agar 

B201 B301 B302 B308 B312 B315 B318 B319 B321 
การยอมแกรม + + + + + + + + + 
รูปรางเซลล แทง แทง แทง แทง แทง แทง แทง แทง แทง 
การยอมสปอร + + + + + + + + + 
ลักษณะโคโลนีบนอาหารแข็ง       
 - รูปราง (form) 
- สีโคโลน ี
- ระดับความนูน (elavation) 
- ผิวหนา (surface) 
- ขอบโคโลน ี

 
ไมแนนอน 
ขาวขุน 
แบน 

รอยยน 
หยัก 

 
กลม 
สม 
นูน 

เรียบ 
หยัก 

 
ไมแนนอน 

ใส 
แบน 
เรียบ 
คลื่น 

 
ไมแนนอน 
ขาวขุน 
แบน 

ขรุขระ 
เกลี้ยง 

 
ไมแนนอน 
ขาวขุน 
แบน 

ขรุขระ 
คลื่น 

 
ไมแนนอน 
ขาวขุน 
แบน 

ขรุขระ 
เกลี้ยง 

 
ไมแนนอน 
ขาวขุน 
แบน 

ขรุขระ 
เกลี้ยง 

 
ไมแนนอน 
ขาวขุน 
แบน 
ยน 
หยัก 

 
ไมแนนอน  
ขาวขุน 
แบน 

ขรุขระ 
เกลี้ยง 

การทดสอบคะตะเลส + + + + + + + + + 

การทดสอบ TSI K/A K/A K/A K/A K/A K/A K/N K/A K/A 

การทดสอบ Methyl red - + - - - - - - - 

การทดสอบ Voges-proskauer - - - - - - - - - 

การทดสอบ Indole - - - - - - - - - 

การทดสอบการยอยแปง - - + - - + + + + 

 หมายเหตุ: + = เจริญได ; - = เจริญไมได ; K/A = หมักน้ําตาลกลูโคสและผลิตกรด ; A/A= ผลิตกรด ; NA = ไมเปลี่ยนแปลง 
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ตารางท่ี 4.1 (ตอ) แสดงคุณลักษณะทางสัณฐานวิทยาและคุณสมบัติทางชีวเคมีของแบคทีเรียโพรไบโอติกในลําไสของปลานิล 

ลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
Bacillus agar MRS 

B322 B323 M105 M201 M202 M301 

การยอมแกรม + + + + + + 

รูปรางเซลล แทง แทง แทง แทง แทง แทง 
การยอมสปอร + + - - - - 
ลักษณะโคโลนีบนอาหารแข็ง 
 - รูปราง (form) 
- สีโคโลน ี
- ระดับความนูน (elavation) 
- ผิวหนา (surface) 

 
ไมแนนอน 

ครีม 
แบน 

ขรุขระ 
คลื่น 

 
ไมแนนอน 
ขาวขุน 
แบน 

ขรุขระ 
คลื่น 

 
กลม 
ขาว 
นูน 

เรียบ 
เกลี้ยง 

 
กลม 

เหลือง 
นูน 

เรียบ 
เกลี้ยง 

 
กลม 

เหลือง 
นูน 

ขรุขระ 
เกลี้ยง 

 
กลม 
ขาว 
นูน 

เรียบ 
เกลี้ยง  

การทดสอบคะตะเลส + + - - - - 
การทดสอบ TSI K/A K/A NA A/A A/A A/A 
การทดสอบ Methyl red - - - - - - 
การทดสอบ Voges-proskauer - - - - - - 
การทดสอบIndole - - - - - - 
การทดสอบการยอยแปง + + - - - - 
 

หมายเหตุ: + = เจริญได ; - = เจริญไมได  ; K/A = หมักน้ําตาลกลูโคสและผลิตกรด ; A/A= ผลิตกรด ; NA = ไมเปลี่ยนแปลง 
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B201     B301    B302 

 

         
B308    B312    B315 
 

       
B318 B319 B321 
 

       
B322 B323 M105 
 

       
M201 M202 M301 
 

ภาพท่ี 4.1 แสดงลักษณะโคโลนีท่ีคาดวาเปนโพรไบโอติกท่ีแยกไดจากลําไสปลานิล 
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         4.2 การทดสอบคุณสมบัติแบคทีเรียโพรไบโอติกจากลําไสปลานิล 

              4.2.1  ผลการทดสอบความทนกรด 

              จากการทดสอบความทนกรดของแบคทีเรียท่ีคาดวาเปนโพรไบโอติกท่ีคัดแยกได

ท้ังหมด 15 ไอโซเลท ดวยวิธกีาร Spread plate ท่ีระดับพีเอช 1, 2, 3 และ 4 พบวามีเชื้อจํานวน 4 ไอโซ

เลท ท่ีมีแนวโนมสามารถเจริญไดภายใตสภาวะความเปนกรดท่ีพีเอช 1, 2, 3 และ 4 ไดแก B201, B301, 

M201 และ M202 และมีเชื้อจํานวน 3 ไอโซเลท ท่ีมีแนวโนมสามารถเจริญไดภายใตสภาวะความเปนกรด

ท่ีพีเอช 2, 3 และ 4 ไดแก B308, B312 และ B315 ดังแสดงในตารางท่ี 4.2 

                

      4.2.2  ผลการทดสอบความทนเกลือ 

              จากการทดสอบความทนเกลือของแบคทีเรียท่ีคาดวาเปนโพรไบโอติกท่ีคัดแยกได

ท้ังหมด 15 ไอโซเลท ดวยวิธีการ Spread plate ท่ีระดับความเขมขนของโซเดียมคลอไรด 0.5, 1, 2 และ 

3 เปอรเซ็นต พบวามีเชื้อจํานวน 12 ไอโซเลท ท่ีมีแนวโนมสามารถเจริญไดภายใตสภาวะเกลือน้ําดีเขมขน 

0.5, 1, 2 และ 3 เปอรเซ็นต ไดแก B301, B302, B312, B315, B318, B319, B321,  B323, M105, 

M201, M202 และ M301 และมีเชื้อจํานวน 1 ไอโซเลท ท่ีมีแนวโนมสามารถเจริญไดภายใตสภาวะเกลือ

น้ําดีเขมขน 0.5, 1, และ 2 เปอรเซ็นต ไดแก B322 ดังแสดงในตารางท่ี 4.2 

 

     4.2.3  ผลการทดสอบความสามารถในการยับย้ังแบคทีเรียกอโรค 

               จากการทดสอบความสามารถในการยับยั้งแบคทีเรียกอโรคของแบคทีเรียท่ีคาดวาเปน

โพรไบโอติกท่ีคัดเลือกได 15 ไอโซเลท ซ่ึงแบคทีเรียกอโรคท่ีใชในการทดสอบ ท้ังแบคทีเรียแกรมบวกและ

แกรมลบเปนสายพันธุท่ีกอใหเกิดโรคในปลานิลแดงจํานวน 3 ชนิด ไดแก Streptococcus sp., 

Aeromonas sp. และ Pseudomonas sp. จากการศึกษาความสามารถในการยับยั้งแบคทีเรียกอโรคของ

แบคทีเรียท่ีคาดวาเปนโพรไบโอติกท่ีคัดแยกได พบวามี 4 ไอโซเลท ท่ีสามารถยับยั้งแบคทีเรียกอโรคไดท้ัง 

3 ชนิด ไดแก B312, B315, M105 และ M202 และมี 6 ไอโซเลท ท่ีสามารถยับยั้งแบคทีเรียกอโรคได 2 

ชนิด ไดแก B302, B318, B322, B323, M201 และ M301 ดังแสดงในตารางท่ี 4.3 
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ตารางท่ี 4.2 แสดงเปอรเซ็นตความทนกรดของเชื้อแบคทีเรียท่ีคาพีเอชระดับตางๆ และเปอรเซ็นตความทนเกลือของเชื้อแบคทีเรียท่ีคาความเขมขนของเกลือระดับตางๆ 
 

 

หมายเหตุ: - = ไมสามารถเจริญได 

 

 

 

 

 

รหัสไอโซเลท B201 B301 B302 B308 B312 B315 B318 B319 B321 B322 B323 M105 M201 M202 M301 
การทดสอบความทนกรด                
    -      พีเอช 1 54.36 41.18 - - - - - - - - - - 53.44 51.53 - 
    -      พีเอช 2 47.96 58.58 - 61.50 35.35 56.91 - - - - - - 50.74 60.95 - 
    -      พีเอช 3 46.66 57.22 - 47.96 45.13 41.97 43.53 60.80 54.47 - - - 72.04 84.95 - 
    -      พีเอช 4 
การทดสอบความทนเกลือ 

70.04 72.42 - 52.64 57.83 71.48 50.91 76.00 63.16 - - - 88.97 43.09 67.84 

    -      ความเขมขน 0.5% 48.53 81.35 58.17 33.51 57.75 59.32 87.33 94.36 60.45 97.58 79.73 58.22 59.08 61.26 51.04 
    -      ความเขมขน 1% 77.05 75.22 59.70 27.50 57.99 57.24 82.13 93.26 55.56 87.06 80.05 47.37 59.35 57.44 52.19 
    -      ความเขมขน 2% - 81.99 58.43 - 58.35 57.16 84.25 84.17 54.83 66.83 74.24 56.84 57.50 56.87 55.11 
    -      ความเขมขน 3% - 81.93 57.88 - 58.22 55.96 62.78 85.56 54.64 - 78.24 56.54 59.08 56.87 59.08 
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ตารางท่ี 4.3 แสดงผลการทดสอบความสามารถในการยับยั้งแบคทีเรียกอโรค 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.3  แบคทีเรียท่ีมีคุณสมบัติการเปนแบคทีเรียโพรไบโอติก 

      จากการทดสอบคุณสมบัติการเปนแบคทีเรียโพรไบโอติกเบื้องตนพบวารหัสไอโซเลทท่ีมี

คุณสมบัติการเปนแบคทีเรียโพรไบโอติกท่ีมีประสิทธิภาพท่ีสุด คือ M202 และรหัสไอโซเลท   B312 และ 

B315 มีประสิทธิภาพรองลงมา ซ่ึงสอดคลองกับคุณสมบัติ การเปนแบคทีเรียโพรไบโอติกท่ีดี กลาวคือ มี

ความสามารถในการเจริญไดภายใตสภาวะความเปนกรด มีความสามารถในการเจริญภายใตสภาวะเกลือ

น้ําดี และความสามารถในการยับยั้งแบคทีเรียกอโรค  

 

      ผลการทดสอบคุณสมบัติการเปนแบคทีเรียโพรไบโอติกท่ีดีนั้นพบวาเชื้อแบคทีเรียไอโซเลท 

M202 ซ่ึงจัดอยูในกลุมของเชื้อ Lactobacillus sp. สามารถเจริญไดดีในอาหารทดสอบท่ีมีคาพีเอช 1-4 

และทนเกลือไดท่ีระดับความเขมขน 0.5-3%  สอดคลองกับงานวิจัยของ Chowhury et al. (2012) ท่ีทํา

การทดสอบความสามารถในการทนกรดของ L. plantarum พบวาสามารถเจริญไดท่ีพีเอชระหวาง 4-8 

และทนเกลือไดท่ีระดับความเขมขน 1-9% และงานวิจัยของ สุนทรี (2551) ระบุวาแบคทีเรียแลกติก  

สามารถทนตอคาความเปนกรด-ดาง ไดท่ีคาพีเอชตั้งแต 2-10 และยังสามารถเจริญไดในอาหารท่ีมีเกลือถึง 

6% ในขณะท่ีแบคทีเรียไอโซเลท B312 และ B315 ซ่ึงจัดอยูในกลุมของเชื้อ Bacillus spp. สามารถเจริญ

 
รหัส 

ไอโซเลท 

แบคทีเรียกอโรค 

Streptococcus sp. Aeromonas sp. Pseudomonas sp. 

B201 - + - 
B301 + - - 
B302 + - + 
B308 + - - 
B312 + + + 
B315 + + + 
B318 + + - 
B319 - + - 
B321 + - - 
B322 + - + 
B323 + - + 
M105 + + + 
M201 + + - 
M202 + + + 
M301 + + - 
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ไดดีในอาหารทดสอบท่ีมีคาพีเอช 2-4 และทนเกลือไดท่ีระดับความเขมขน 0.5-3% สอดคลองกับงานวิจัย

ของพรพรรณ (2550) ท่ีกลาววาเชื้อ Bacillus sp. สามารถทนเกลือไดท่ีความเขมขน 2-10% และสามารถ

เจริญไดท่ีพีเอชแตกตางกันคือ B. acidocaldarius สามารถเจริญไดท่ีพีเอช 2-6 และ B. alcalophilus 

สามารถเจริญไดท่ีพีเอช 9-10 

 

    จากการทดลองความสามารถในการยับยั้งแบคทีเรียกอโรค เชื้อแบคทีเรียไอโซเลท 

M202 ท่ีเปน Lactobacillus sp และ B312 กับ B315 ท่ีเปน Bacillus sp. สามารถยับยั้ง 

Streptococcus sp., Aeromonas sp. และ Pseudomonas sp. ท่ีใชในการทดสอบครั้งนี้ได ซ่ึง

สอดคลองกับการศึกษาของภัทริดา และคณะ (2554) ท่ีไดศึกษาประสิทธิภาพของการใชแบคทีเรีย 

Bacillus spp. 3 สายพันธุ ไดแก B. licheniformis, B. pumilus และ B. subtilis ตอการยับยั้งเชื้อ

แบคทีเรียกอโรค (Aeromonas hydrophila ABRCA1 และ Streptococcus agalactiae ABRCS1) ใน

ปลานิล (Oreochromis niloticus) โดยวิธี Cross streak method พบวา B. licheniformis สามารถ

สรางสารยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ A. hydrophila ABRCA1 สวนเชื้อ B. licheniformis, B. pumilus 

และ B. subtilis สามารถเจริญทับโคโลนีของเชื้อ S. agalactiae ABRCS1 ได และมีความสอดคลองกับ

การศึกษาของวิศัย (2555) ซ่ึงไดทําการศึกษาการแยกเชื้อแบคทีเรียสรางกรดแลกติก จากผลิตภัณฑอาหาร

หมัก เพ่ือใชเปนแหลงของโพรไบโอติก โดยทําการแยกเชื้อแบคทีเรียกรดแลกติกจากอาหารหมัก 6 ตัวอยาง 

และนําไปศึกษาคุณสมบัติการเปนแบคทีเรียโพรไบโอติก โดยทําการศึกษาความสามารถในการยับยั้ง

แบคทีเรียกอโรคในปลา พบวาสามารถยับยั้งกอโรค Aeromonas hydrophila ได  

 

           ขอมูลจากการศึกษาครั้งนี้ สามารถนําไปเปนฐานขอมูลแบคทีเรียโพรไบโอติกเบื้องตนใน

การศึกษาเพ่ิมเติมเพ่ือระบุสายพันธุแบคทีเรียโพรไบโอติก สําหรับนําไปประยุกตใชในดานอุตสาหกรรมการ

เพาะเลี้ยงสัตวน้ํา โดยนําไปทําโพรไบโอติกท่ีเติมในอาหารสัตวน้ํา เพ่ือชวยสงเสริมการเจริญเติบโต ยับยั้ง

เชื้อกอโรค และกระตุนภูมิคุมกันของสัตวน้ํา เพ่ือใหเกิดสมดุลในระบบทางเดินอาหาร โดยโพรไบโอติกจะ

ยอยสารอาหารขนาดใหญใหเปนสารอาหารขนาดเล็ก ชวยใหสัตวน้ําดูดซึมอาหารไดดียิ่งข้ึน โดยเฉพาะการ

เพาะเลี้ยงปลานิลแดงในลูกปลาท่ีมีอัตราการตายสูงอันเปนผลมาจากแบคทีเรียกอโรค การนําแบคทีเรียโพร

ไบโอติกมาใชในดานอาหารสัตว ทําไดโดยการเตรียมหัวเชื้อผสมกับอาหารปลา เพ่ือใหเชื้อเขาสูระบบ

ทางเดินอาหารโดยท่ีเชื้อยังคงคุณสมบัติโพรไบโอติก มีผลลดอัตราการตายและทําใหปลาท่ีเพาะเลี้ยงมี

ภูมิคุมกันท่ีแข็งแรงข้ึนโรค นอกจากนี้ยังสามารถนําโพรไบโอติกไปใชยอยสลายเศษอาหารและสารอินทรีย

ในบอเพาะเลี้ยงสัตวน้ํา เพ่ือเปนการปรับปรุงคุณภาพน้ําและลดความเครียดอันเกิดจากมลพิษในน้ําไดอีก

ดวย 
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บทที่ 5 

สรุปผลการวิจัยและขอเสนอแนะ 

 

         5.1 สรุปผลการวิจัย 

    การแยกเชื้อแบคทีเรียโพรไบโอติกจากลําไสของปลานิลแดง 55 ตัวอยาง โดยสุมเก็บตัวอยาง

ปลานิลแดงท่ีเลี้ยงในกระชังนํามาแยกและจัดจําแนกชนิดของโพรไบโอติก ดวยวิธี Total plate count บน

อาหารเลี้ยงเชื้อ Bacillus agar และ Lactobacillus MRS agar บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปน

เวลา 24-48 ชั่วโมง จากนั้นคัดเลือกไอโซเลทท่ีคัดแยกไดโดยเปรียบเทียบกับลักษณะโคโลนีจากขอมูล

งานวิจัยท่ีรายงานมาแลว ไดท้ังหมด 70 ไอโซเลท หลังจากนั้นนําไปศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยา และ

ทดสอบชีวเคมีเบื้องตน พบแบคทีเรียท่ีคาดวาเปนแบคทีเรียโพรไบโอติกในลําไสของปลานิลแดง จํานวน 15 

ไอโซเลท จัดเปนกลุม Bacillus sp. จํานวน 11 ไอโซเลท ไดแก B201, B301, B302, B308, B312, B315, 

B318, B319, B321, B322 และ B323 และกลุม Lactobacillus sp. จํานวน 4 ไอโซเลท ไดแก M105, 

M201, M202 และ M301 

    การทดสอบคุณสมบัติแบคทีเรียโพรไบโอติกจากลําไสปลานิล จากท้ังหมด 15 ไอโซเลท พบวา

เชื้อแบคทีเรียไอโซเลท M202 ซ่ึงจัดอยูในกลุมของเชื้อ Lactobacillus sp. สามารถเจริญไดดีในอาหาร

ทดสอบท่ีมีคาพีเอช 1-4 และทนเกลือไดท่ีระดับความเขมขน 0.5-3%  และสามารถยับยั้งแบคทีเรียกอโรค 

Streptococcus sp., Aeromonas sp. และ Pseudomonas sp. ไดอีกดวย จึงจัดเปนแบคทีเรียท่ีมี

คุณสมบัติเปนโพรไบโอติกท่ีดีท่ีสุด และไอโซเลท B312 และ B315 ซ่ึงจัดอยูในกลุมของเชื้อ Bacillus sp. 

สามารถเจริญไดดีในอาหารทดสอบท่ีมีคาพีเอช 2-4 และทนเกลือไดท่ีระดับความเขมขน 0.5-3%  และ

สามารถยับยั้งแบคทีเรียกอโรค Streptococcus sp., Aeromonas sp. และ Pseudomonas sp. ไดอีก

ดวย จัดวามีคุณสมบัติเปนโพรไบโอติกท่ีดีรองลงมา 

         5.2 ขอเสนอแนะ 

               1. เนื่องจากการศึกษาครั้งนี้เปนการศึกษาการแยกและจัดจําแนกชนิดของโพรไบโอติกในลําไส

ของปลานิล และทดสอบคุณสมบัติความเปนแบคทีเรียโพรไบโอติกเบื้องตน ดังนั้นจึงควรทดสอบความเปน

คุณสมบัติโพรไบโอติกอ่ืนๆ เชน ความสามารถในการยอยโปรตีน และความสามารถในการตานทานยา

ปฏิชีวนะ 

     2. ควรศึกษาชนิดสายพันธุโดยเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทด 16S rRNA หรือทดสอบ API20E  

เพ่ือระบุสายพันธุโพรไบโอติก 

     3. ควรศึกษาความเปนไปไดในการนําแบคทีเรียโพรไบโอติกไปประยุกตใชในการทําอาหารเลี้ยง

สัตวเพ่ือชวยลดการใชสารเคมีและยาปฏิชีวนะในระบบการเพาะเลี้ยงสัตวน้ํา 
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ขอมูลประวัติผูวิจัย 

ประวัติสวนตัว 

ชื่อ-สกุล : นายวรกฤต  วรนันทกิจ 

ตําแหนงปจจุบัน: อาจารยประจําภาควิชาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร สถาบัเทคโนโลยีพระจอมเกลา 
                      เจาคุณทหารลาดกระบัง ลาดกระบัง กรุงเทพฯ 

ประวัติการศึกษา 

ปท่ีจบ
การศึกษา 

ระดับปริญญาและ 
อักษรยอปริญญา 

สาขาวิชา วิชาเอก
การศึกษา 

ชื่อสถาบัน ประเทศ 

2539 ปริญญาตรี วท.บ. ประมง เพาะเลี้ยงสัตวน้ํา มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร ไทย 
2553 ปริญญาเอก วท.ด. พันธุวิศวกรรม พันธุวิศวกรรม มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร ไทย 

 

สาขาวิจัยท่ีมีความชํานาญพิเศษ (แตกตางจากวุฒิการศึกษา): โรคสัตวน้ํา, โพรไบโอติกในสัตวน้ํา  
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