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บทคัดยอ 

 

         การวิจัยนี้ไดทําการแยกและจัดจําแนกชนิดของโพรไบโอติกในลําไสของปลานิลแดงท่ีเลี้ยงใน

กระชังท้ังหมด 55 ตัว สามารถแยกแบคทีเรียท่ีคาดวามีคุณสมบัติเปนโพรไบโอติกท้ังหมด 70 ไอโซเลท 

หลังจากทดสอบคุณลักษณะทางสัณฐานวิทยาและคุณสมบัติทางชีวเคมีเบื้องตน พบวาจัดอยูในกลุมของ 

Lactobacillus sp. และกลุมของ Bacillus sp. จํานวน 15 ไอโซเลท เม่ือทําการทดสอบคุณสมบัติของ

แบคทีเรียโพรไบโอติกโดยดูจากความทนในการเจริญท่ีสภาวะเปนกรดและในเกลือน้ําดี และความสามารถ

ในการยับยั้งแบคทีเรียกอโรคในปลานิลแดง พบวาแบคทีเรียไอโซเลท M202 เปนแบคทีเรียท่ีมีคุณสมบัติ

เปนโพรไบโอติกท่ีดีท่ีสุด (pH 1, 2, 3, 4; เกลือน้ําดี 0.5%, 1%, 2%, 3% NaCl; สามารถยับยั้งแบคทีเรีย

กอโรคในปลานิล Aeromonas sp., Streptococcus sp., Pseudomonas sp.) และไอโซเลท B312 และ 

B315 มีคุณสมบัติเปนโพรไบโอติกท่ีดีรองลงมา (pH 2, 3, 4; เกลือน้ําดี 0.5%, 1%, 2%, 3% NaCl; 

สามารถยับยั้งแบคทีเรียกอโรคในปลานิล Aeromonas sp., Streptococcus sp., Pseudomonas sp.) 

จากคุณสมบัติขางตนสามารถนําไปประยุกตใชเปนโพรไบโอติกในการเพาะเลี้ยงสัตวน้ําตอไปได 

 

คําสําคัญ :  ปลานิลแดง, แบคทีเรียโพรไบโอติก, Lactobacillus sp., Bacillus sp. 
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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 ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 

 

     ธุรกิจการเลี้ยงปลานิล ปลานิลแดง มีการขยายตัวอยางมาก ทําใหเกิดธุรกิจตางๆ ตามมา เชน 

ธุรกิจการทําอาหารแปรรูป ธุรกิจสงออกอาหารแชแข็ง ธุรกิจการทําเครื่องหนัง เปนตน นํารายไดเขาสู

ประเทศจํานวนมหาศาล จากขอมูลกรมประมงในป 2553 พบวาปริมาณการผลิตปลานิลของประเทศไทยมี

ปริมาณ 200,000 ตัน หรือคิดเปนมูลคา 7,900 ลานบาท เม่ือมีการเลี้ยงปลานิลเพ่ิมมากข้ึน และเปนการ

เลี้ยงแบบหนาแนน ประกอบกับการจัดการการเลี้ยงท่ีไมเหมาะสม ทําใหเกิดปญหาตางๆ ตามมาโดยเฉพาะ 

ดานโรคในปลานิล สวนใหญเม่ือปลาปวยแลวจะไมกินอาหาร การใหยาผสมอาหารจึงไมไดผลในการรักษา 

การจัดการในดานภูมิคุมกันเปนแนวทางหนึ่งในการปองกันการเกิดโรคในปลานิลได ซ่ึงการสงเสริมใหปลา

นิลมีภูมิคุมกันเพ่ิมข้ึนโดยใชแบคทีเรียโพรไบโอติกท่ีมีประโยชนเติมลงในอาหารเพ่ือใหระบบทางเดินอาหาร 

หรือตัวปลาทํางานไดอยางปกติ เพ่ือปรับสภาพหรือเปนตัวตอตานจุลินทรียกอโรคเปนแนวทางท่ีควรศึกษา  

 

    ปจจุบันการใชโพรไบโอติกในอุตสาหกรรมสัตวน้ําตองนําเขาจากตางประเทศ นอกจากเปนการ

เพ่ิมตนทุนใหกับเกษตรกรแลว จุลินทรียท่ีนําเขาจากตางประเทศบางสายพันธุไมเหมาะสมกับสภาวะ

แวดลอมของประเทศไทย ทําใหโพรไบโอติกดังกลาวทํางานไดไมเต็มประสิทธิภาพ การศึกษาครั้งนี้จึง

ทําการศึกษาแบคทีเรียโพรไบโอติกสายพันธุท่ีเปนประโยชน และเหมาะสมกับประเทศไทย เพ่ือใชในการ

พัฒนาการเพาะเลี้ยงปลานิล ปลานิลแดงในระดับการคาตอไป 

 

         1.2 วัตถุประสงคของโครงการวิจัย 

    1.2.1 เพ่ือคัดแยกสายพันธุแบคทีเรียโพรไบโอติกจากลําไสปลานิล       

              1.2.2  เพ่ือศึกษาคุณสมบัติแบคทีเรียโพรไบโอติกจากลําไสปลานิล 

 

         1.3 ขอบเขตของโครงการวิจัย 

     ศึกษาชนิดและจัดจําแนกสายพันธุแบคทีเรียกลุมโพรไบโอติกจากลําไสปลานิล จากฟารมปลา

นิล และทําการศึกษาคุณสมบัติแบคทีเรียกลุมดังกลาว เพ่ือคัดเลือกแบคทีเรียท่ีมีคุณสมบัติโพรไบโอติกใน

ปลานิลได 
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         1.4 ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ 

              1.4.1 คัดแยกสายพันธุแบคทีเรียโพรไบโอติกจากลําไสปลานิล ท่ีมีคุณสมบัติเปนโพรไบโอติกได   

              1.4.2 สามารถนําแบคทีเรียท่ีมีคุณสมบัติโพรไบโอติกสายพันธุท่ีเปนประโยชน และเหมาะสมกับ

ประเทศไทยเพ่ือใชในการสงเสริมใหปลานิลมีภูมิคุมกันเพ่ิมข้ึน เปนการพัฒนาการเพาะเลี้ยง เพ่ิมคุณภาพ

และปริมาณของผลผลิตปลานิล ปลานิลแดงใหดียิ่งข้ึนในระดับการคาได 
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 บทที่ 2 
ทฤษฎีและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 

 
         ปลานิลและปลานิลแดง (Oreochromis sp.) เปนพันธุปลาท่ีเลี้ยงงาย เจริญเติบโตเร็ว เนื้อมีรสชาติ

ดี จึงเปนท่ีนิยมบริโภคของคนท่ัวไป เกษตรกรจึงนิยมหันมาเลี้ยงปลานิลกันมากข้ึน และเปนการเลี้ยงแบบ

หนาแนน มีการใหอาหารสําเร็จรูปในปริมาณมากเกินพอ เพ่ือเพ่ิมผลผลิต อาหารท่ีมากเกินพอดังกลาวทํา

ใหมีการสะสมของสารอินทรียในระบบการเลี้ยงสูงข้ึน เปนสาเหตุใหคุณภาพน้ําไมเหมาะสมกับการเลี้ยง 

รวมถึงเกษตรกรขาดความรูการจัดการท่ีดี สงผลใหปลาเกิดความเครียด ภูมิคุมกันลดลง และปวยเปนโรค

งาย กอใหเกิดโรคระบาดตามมา สําหรับวิธีการท่ีเหมาะสมและเปนมิตรตอสิ่งแวดลอมวิธีหนึ่ง คือ การเพ่ิม

ภูมิคุมกันใหปลา โดยการใชโพรไบโอติกผสมในอาหารใหปลากิน   

 

      สุบัณฑิต และวีรพงศ (2552) ใหความหมายของโพรไบโอติกในเชิงการเลี้ยงสัตวน้ําวา “โพรไบโอ

ติก หมายถึง จุลินทรีย โดยเฉพาะแบคทีเรียหรือผลผลิตจากแบคทีเรียท่ีเติมเขาไปในระบบการเลี้ยงสัตวน้ํา

แลวไปมีผลชวยใหสัตวดังกลาวมีสุขภาพดีข้ึน” โพรไบโอติกท่ีดีนั้นจะตองมีคุณสมบัติดังนี้ (1) เปนจุลินทรีย

สายพันธุท่ีกอประโยชน (2) สามารถเพ่ิมการเจริญเติบโตตอสัตวน้ํา (3) ไมกอใหเกิดโรค (4) เปนเซลลของ

สิ่งมีชีวิตท่ีเพ่ิมจํานวน (5) เจริญและทํางานไดดีในระบบทางเดินอาหาร (6) มีความคงทนตอการเก็บรักษา  

 

       การใชโพรไบโอติกในอุตสาหกรรมสัตวน้ําสามารถชวยเพ่ิมประสิทธิภาพในการยอยสลาย

สารอินทรียในน้ํา ทําใหระบบเพาะเลี้ยงรักษาสมดุลไดมากข้ึน ยับยั้งการเจริญของเชื้อกอโรค กระตุน

ภูมิคุมกัน และสงเสริมการทํางานของระบบทางเดินอาหารของสัตวน้ํา ทําใหสัตวน้ํามีอัตราการเจริญเติบโต

ท่ีดี เปนมิตรกับสิ่งแวดลอมและใหผลผลิตท่ียั่งยืน แบคทีเรียกลุมท่ีมีคุณสมบัติเปนแบคทีเรียโพรไบโอติก

และนิยมนํามาใชกันอยางกวางขวางท้ังในอุตสาหกรรมอาหารและอุตสาหกรรมการเพาะเลี้ยงสัตวน้ํา คือ 

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

แบคทีเรียบาซิลลัส (Bacillus bacteria) สามารถยับยั้งการกอโรคจากแบคทีเรียกอโรคไดอีกดวย (ประพันธ

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

 

       แบคทีเรียแลคติก เปนกลุมแบคทีเรียแกรมบวก มีรูปรางแบบกลม หรือทอน ไมสรางสปอร ไมสราง

เอนไซมคะตะเลส ไมมีไซโตโครม  สามารถจริญไดดีในท่ีสภาพท่ีมีอากาศปริมาณนอยๆ  หรือเจริญไดในท่ีมี

อากาศหรือไมมีอากาศก็ได ทนตอความเปนกรด ตองการสารอาหารสูงในการเติบโต และผลิตกรดแลคติก 

เปนผลิตภัณฑหลักจากการหมักน้ําตาล ประกอบดวยสกุลตางๆ ไดแก Streptococcus, Lactococcus, 

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

Tetragenococcus, Vagococcus, Oenococcus และ Weissella (สิรินดา และกาญจนา, 2554) 
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       แบคทีเรียบาซิลลัส เปนแบคทีเรียแกรมลบ มีรูปรางเปนทอน (rods)  สรางสปอรทนความรอน 

เจริญไดในสภาวะท่ีมีอากาศ  และพบการกระจายท่ัวไปในธรรมชาติ แบคทีเรียในสกุล Bacillus มีมากกวา 

25 ชนิด โดยชนิดท่ีนํามาใชเปนโพรไบโอติกในสัตวน้ํา ไดแก B. subtilis, B. licheniformis,  

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

2549)  

 

 งานวิจัยท่ีเก่ียวกับการนําโพรไบโอติกมาใชในสัตวน้ํา เชน จากการศึกษาของประพันธศักดิ์ และ

คณะ (2554) พบวา Bacillus pumilus ท่ีแยกไดจากลําไสปลานิลในบอเลี้ยง สามารถตานทานตอ

แบคทีเรีย Streptococcus agalactiae ท่ีกอใหเกิดโรค Streptococcosis ในปลานิล และพบวาสามารถ

เพ่ิมระดับของการตอบสนองทางภูมิคุมกันแบบไมจําเพาะเจาะจง จากรายงานของศิริรัตน (2551) พบวา

แบคทีเรียโพรไบโอติก Lactobacillus rhamnosus มีผลชวยกระตุนภูมิคุมกันในปลานิลใหมีความสามารถ

ตานโรคจากเชื้อแบคทีเรีย Streptococcus agalactiaeไดดียิ่งข้ึน และจากการศึกษาของ Heo และYang 

(2002) ทําการคัดเลือกแบคทีเรียท่ีมีคุณสมบัติเปนโพรไบโอติกจากกลุมแบคทีเรียกรดแลกติกท่ีคัดแยกมา

จากลําไสปลา ปลาหมักและกิมจิ  จํานวน 20 ไอโซเลทพบวา Lactobacillus sakei BK19 มีความสามารถ

ทนกรดไดดีและสามารถยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียบางสายพันธุท่ีกอโรคในปลาได 

 

       สายพันธุจุลินทรีย เปนปจจัยหนึ่งท่ีสําคัญของการนําโพรไบโอติกมาใชเลี้ยงสัตวน้ํา และปจจุบัน

โพรไบโอติกในอุตสาหกรรมสัตวน้ําตองนําเขาจากตางประเทศ บางสายพันธุไมเหมาะสมกับสภาวะแวดลอม

ของประเทศไทย ทําใหโพรไบโอติกดังกลาวทํางานไดไมเต็มประสิทธิภาพ การศึกษาครั้งนี้ จึงทําการศึกษา

คัดแยกแบคทีเรียโพรไบโอติกจากลําไสปลานิล ปลานิลแดง ท่ีมีคุณสมบัติเปนโพรไบโอติกท่ีเปนประโยชน 

และเหมาะสมกับประเทศไทย เพ่ือใชในการพัฒนาการเพาะเลี้ยงในระดับการคาตอไป 
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 บทที่ 3 
วิธีดําเนินการวิจัย 

 

         3.1 การคัดแยกแบคทีเรียโพรไบโอติกจากลําไสปลานิล      

    3.11 สุมเก็บตัวอยางปลานิลแดงจากการเพาะเลี้ยงในฟารม บริเวณคลอง 13 อ.หนองเสือ จ.

ปทุมธานี ครั้งละ 15-20 ตัว ทําการเก็บตัวอยางปลา 3 ครั้ง โดยเก็บทุก 1 เดือน  

    3.1.2 ทําการคัดแยกเชื้อแบคทีเรียจากลําไสปลา โดยนําลําไสมาบดในโกรงท่ีผานการฆาเชื้อ

แลวผสมกับสารละลายโซเดียมคลอไรดความเขมขน 0.85% ในอัตราสวนลําไสปลาตอสารละลายโซเดียม

คลอไรด 1:1   

    3.1.3 ทําการเจือจาง (tenfold serial dilution) สารละลายตัวอยางลําไสปลา และทําการ 

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

อาหารเลี้ยงเชื้อ Bacillus agar และ Lactobacillus MRS agar แลวบมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปน

เวลา 24-48 ชั่วโมง  

    3.1.4 เลือกโคโลนีนํามาแยกเชื้อใหบริสุทธิ์ดวยวิธี streak plate ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิด

เดียวกับท่ีทําการ spread plate แลวนํามาบมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24-48 ชั่วโมง  

    3.1.5 เลือกโคโลนีเดี่ยวๆ ท่ีเจริญบนอาหารแข็งมายอมแกรมเพ่ือศึกษาลักษณะทางสัณฐาน

วิทยา ไดแก การยอมแกรมตรวจสอบรูปรางเซลล การยอมสปอรตรวจดูการสรางสปอรของแบคทีเรีย และ

ทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมี ไดแก การยอมแกรม , การยอมสปอร , การสรางเอนไซมคะตะเลส , 

ความสามารถในการยอยแปง, การทดสอบ Triple Sugar Iron (TSI), การทดสอบ MR-VP (Methyl red-

Voges-proskauer) และการทดสอบ Indole ตามแผนผังการแยกและจัดจําแนกชนิดของโพรไบโอติกใน

ลําไสของปลานิล ปลานิลแดง (ภาพท่ี 3.1) เพ่ือคัดเลือกแบคทีเรียกลุมโพรไบโอติกสําหรับการทดสอบ

คุณสมบัติแบคทีเรียโพรไบโอติกจากลําไสปลานิลตอไป  

3.1.5.1  การยอมแกรม (Ted และ Chistine, 2000) 

  หยดน้ํากลั่นลงบนแผนสไลด 1 หยด ใช loop แตะเชื้อจากอาหารเลี้ยงเชื้อท่ี

เตรียมไวเกลี่ยเชื้อ (smear) ใหเชื้อกระจายเปนแผนฟลมบางๆปลอยใหแหงในอากาศ นํามาตรึงเชื้อ (fix) 

ใหติดแนนกับสไลดโดยผานเปลวไฟ 2-3 ครั้งอยางรวดเร็ว หลังจากนั้นหยดสารละลาย crystal violet เปน

เวลา 1 นาที แลวเทท้ิง ลางแผนสไลดดวยน้ํากลั่น หยดสารละลายไอโอดีนนาน 1 นาที แลวเทท้ิง ลางสี

ออกดวย Ethyl alcohol 95% ท้ิงไว 15 วินาที เพ่ือชะลางสีสวนเกินออกลางแผนสไลดดวยน้ํากลั่น แลว

หยดสารละลาย safranin O เปนเวลา 1นาที ลางสีดวยน้ํากลั่นอีกครั้ง วางแผนสไลดท้ิงไวใหแหง นําไป
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ตรวจสอบลักษณะรูปรางและการจัดเรียงตัวเซลลดวยกลองจุลทรรศน ถาเซลลติดสีมวง แสดงวาเปนแกรม

บวก ถาเซลลติดสีแดง แสดงวาเปนแกรมลบ 

3.1.5.2  การยอมสปอร (Ted and Chistine, 2000) 

  หยดน้ํากลั่นลงบนแผนสไลด1 หยด ใช loop แตะเชื้อจากอาหารเลี้ยงเชื้อท่ี

เตรียมไว เกลี่ยเชื้อ (smear)ใหเชื้อกระจายเปนแผนฟลมบางๆปลอยใหแหงในอากาศ นํามาตรึงเชื้อ (fix) 

ใหติดแนนกับสไลดโดยผานเปลวไฟ 2-3 ครั้งอยางรวดเร็ว หยดสารละลาย malachite green 

ลงบนสไลดจนทวมบริเวณท่ีมีแบคทีเรียวางภาชนะท่ีมีน้ําบนเครื่องใหความรอน (hot plate) 

ใชตะแกรงพาดบนปากภาชนะหมอ แลวจึงวางสไลดท่ีเกลี่ยและตรึงเชื้อแลว อังบนไอน้ําเดือดเปนเวลา

ประมาณ 5 นาที ระวังอยาใหสียอมแหงคอยเติมสียอมเม่ือสีใกลแหง ท้ิงสไลดจนเย็น จากนั้นลางดวยน้ํา 

แลวซับใหแหงหยดสารละลาย safranin O ลงไป ท้ิงไวนาน 30-60 วินาที แลวลางดวยน้ํา ซับใหแหงนําไป

ตรวจดูดวยดวยกลองจุลทรรศนโดยใชเลนสใกลวัตถุกําลังขยาย 100x 

3.1.5.3  การทดสอบการสรางเอนไซมคะตะเลส (Collins et al.,1995) 

  ใชลูปเข่ียเชื้อลงบนสไลดและหยดสารละลายไฮโดรเจนเปอรออกไซด (H2O2) 

ความเขมขน 3% บนสไลด 1 หยด สังเกตผล หากเกิดฟองอากาศข้ึนแสดงวาเชื้อสามารถสรางเอนไซม 

คะตะเลสไดใหผลเปนบวก และไมมีฟองอากาศแสดงวาเชื้อไมสามารถสรางเอนไซมคะตะเลสใหผลเปนลบ 

3.1.5.4  การทดสอบความสามารถในการยอยแปง (Ted and Chistine, 2000) 

  นําแบคทีเรียท่ีคัดเลือกมา streak plate ในอาหาร starch agar แลวนําไปบมท่ี

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเปนเวลา 48 ชั่วโมง หลังจากนั้นทําการหยดสารละลายไอโอดีนลงบนอาหาร 

starch agar ท้ิงไว 5-10 นาที สังเกตการเปลี่ยนแปลง บันทึกผลการทดลอง หากแบคทีเรียสามารถผลิต

เอนไซมอะไมเลส จะเกิด clear zone รอบๆ โคโลนีของแบคทีเรีย 

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

  ใชเข็มเข่ียเชื้อแตะเชื้อแบคทีเรียท่ีคัดเลือกแทงตรงๆลงในอาหารและ streak บน

ผิวหนาอาหารนําไปบมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24-48 ชั่วโมง สังเกตการเปลี่ยนแปลง 

บันทึกผลการทดลอง 

 - K/A  แสดงวา มีการหมักน้ําตาลกลูโคสเพียงตัวเดียว 

 - A/A  แสดงวา มีการหมักน้ําตาลกลูโคสแลกโตสและ/หรือซูโครส (หมักน้ําตาล

อยางนอย 2 ตัว) 

 - A/A g,H2S  แสดงวา มีการหมักน้ําตาลกลูโคสแลกโตสและ/หรือซูโครสสราง

แกสและผลิต H2S 

 - A/A g  แสดงวา มีการหมักน้ําตาลกลูโคสแลกโตสและ/หรือซูโครสสรางแกส 
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3.1.5.6  การทดสอบโดยวิธีMethyl red (Collins et al.,1995) 

  นําแบคทีเรียท่ีคัดเลือกมาเลี้ยงในอาหารเหลว Methylred-Voges proskauer 

บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24-48 ชั่วโมง จากนั้นหยด methyl red 5 หยด ตออาหาร

เหลว Methyl red–Voges proskauer 5 มิลลิลิตร สังเกตการเปลี่ยนสีของอาหารเลี้ยงเชื้อทันทีหลังหยด 

methyl red โดยจุลินทรียท่ีสรางกรดไดมาก เม่ือหยดสารละลาย methyl red อาหารเลี้ยงเชื้อจะ

เปลี่ยนเปนสีแดง 

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

 นําแบคทีเรียท่ีคัดเลือกมาเลี้ยงในอาหารเหลว Methyl red-Voges proskauer 

บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24-48 ชั่วโมง จากนั้นหยดสารละลาย 5% naphthol 5 หยด 

เขยาใหเขากัน จากนั้นหยดสารละลาย 40% KOH 2 หยด เขยาใหเขากัน ตั้งท้ิงไว 10-15 นาที ทดสอบ

ความสามารถของจุลินทรียในการสราง acetyl methylcarbinol จากการหมักน้ําตาลกลูโคสโดย acetyl 

methylcarbinol จะถูกออกซิไดซเกิดเปน diacetyl ซ่ึงเม่ือหยดสารละลายโพแทสเซียมไฮดรอกไซด 

(KOH) จะใหผลเปนสีแดง 

3.1.5.8  การทดสอบโดยวิธี Indole (Collins et al.,1995) 

  นําแบคทีเรียท่ีคัดเลือกมาเลี้ยงในอาหาร Tryptone broth บมท่ีอุณหภูมิ 35±2 

องศาเซลเซียส เปนเวลา 24-48 ชั่วโมง อานผลโดยหยดสารละลาย Kovac's reagent 5 หยดสังเกตสี

อาหารท่ีเปลี่ยนแปลง ซ่ึง tryptophan จะถูกออกซิไดซโดยแบคทีเรีย ไดสาร indole, skatole และ 

indoleacetic acid (โดยเอนไซม tryptophanase) โดย indole จะทําปฏิกิริยากับ aldehyde หากมีวง

แหวนสีชมพูอมมวงเกิดท่ีผิวหนาแสดงวาใหผลบวก 

 

3.2 การทดสอบคุณสมบัติแบคทีเรียโพรไบโอติกจากลําไสปลานิล 

     การเตรียมหัวเชื้อแบคทีเรียเพ่ือทดสอบคุณสมบัติโพรไบโอติก โดยการเข่ียเชื้อแบคทีเรียท่ี

คัดเลือกมาแลวขางตน แตละไอโซเลตมา 1 โคโลนี ลงในอาหารเหลว Bacillus broth หรือ MRS broth 

บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง แลวนํามาปรับความขุนของสารละลายแบคทีเรียโพร

ไบโอติกใหมีปริมาณเทากับ 0.5 McFarland standard (ประมาณ 108 CFU/mL) เพ่ือเตรียมทดสอบความ

ทนกรด ความทนเกลือ และความสามารถในการยับยั้งจุลินทรียกอโรคในปลานิล 

     3.2.1 การทดสอบความทนกรด (ดัดแปลงจาก คมแข และคณะ, 2553) 

             นําหัวเชื้อแบคทีเรียท่ีคัดเลือกได มาเลี้ยงในอาหารเหลวท่ีปรับคาความเปนกรด-ดาง ท่ี 

1, 2, 3 และ 4 บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง แลวนํามา spread palte บมท่ี

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง นับจํานวนโคโลนีเปรียบเทียบการเจริญของแบคทีเรียท่ี

ระดับความเปนกรด-ดางตางๆ โดยใชคาความเปนกรด-ดาง 7 เปนตัวควบคุม โดยเปลี่ยนเปนคา Log แลว

คํานวณหาเปอรเซ็นตการทนกรด 
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ภาพท่ี 3.1 แสดงแผนผังการแยกและจัดจําแนกชนิดของโพรไบโอติกในลําไสของปลานิล 
              (ดัดแปลงจาก Vos,  et al., 2009) 

     
    3.2.2 การทดสอบความทนเกลือ (ดัดแปลงจาก คมแข และคณะ, 2553) 

            นําหัวเชื้อแบคทีเรียท่ีคัดเลือกได มาเลี้ยงในอาหารเหลวท่ีผสมโซเดียมคลอไรดท่ีระดับ

ความเขมขน 0.5, 1, 2, และ 3 เปอรเซ็นต บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง แลวนํามา 

spread palte บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง นับจํานวนโคโลนีเปรียบเทียบการ

เจริญของแบคทีเรียท่ีระดับความเขมขนของโซเดียมคลอไรดตางๆ โดยเปลี่ยนเปนคา Log แลวคํานวณหา

เปอรเซ็นตการทนเกลือ 
 

    3.2.3 การทดสอบความสามารถในการยับยั้งแบคทีเรียกอโรคในปลานิล  

            นําแบคทีเรียกอโรคในปลานิล จํานวน 3 ชนิด ไดแก Streptococcus sp., 

Aeromonas sp. และ Pseudomonas sp. มาปรับความขุนของสารละลายเชื้อ ใหมีปริมาณเทากับ 0.5 

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

จากนั้นวางดิสกลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ หยดเชื้อแบคทีเรียโพรไบโอติก ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ลงบนอาหาร

แข็ง นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24-48 ชั่วโมง ทําการตรวจสอบผลดวยการดูการเกิด 

Clear zone เพ่ือดูการยับยั้งของเชื้อแบคทีเรียไพรไบโอติกตอเชื้อกอโรค 

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 การคัดแยกแบคทีเรียท่ีคาดวาเปนโพรไบโอติกจากลําไสปลานิล      

     จากการนําตัวอยางปลานิลแดงมาทําการแยกเชื้อจากระบบทางเดินอาหาร โดยนําลําไสของ

ปลานิลแดงมาบดดวยน้ําเกลืออัตราสวน 1:1 แลวเจือจางตัวอยางลําไส (tenfold serial dilution) ดวย

0.85% โซเดียมคลอไรด ปเปตสารละลายมาปริมาณ 0.1 มิลลิลิตร แลว spread plate ลงในอาหาร 

Bacillus agar และ Lactobacillus MRS agar บมเชื้อเปนเวลา 24-48 ชั่วโมง โดยเชื้อแบคทีเรียท่ีเลี้ยง

ดวยอาหาร Lactobacillus MRS agar จะใชระยะเวลาการเจริญและนับโคโลนีท่ี 48 ชั่วโมง ซ่ึงนานกวา

แบคทีเรียท่ีเลี้ยงดวยอาหาร Bacillus agar ซ่ึงมีระยะเวลาการเจริญและนับโคโลนีท่ี 24 ชั่วโมง 

      จากนั้นทําการตรวจนับจํานวนโคโลนีในตัวอยางปลานิลแดง โดยผลการตรวจนับจํานวนโคโลนี

แบคทีเรียจากลําไสปลานิลแดงหลังจากการ Spread plate พบวาการสุมเก็บตัวอยางปลานิลแดงครั้งท่ี 1 

จํานวน 15 ตัว ในอาหาร Bacillus agar มีจํานวนโคโลนีอยูในชวง 2.3x106-1.87x107cells/ml อาหาร 

Lactobacillus MRS agar อยูในชวง 1.5x106-1.05x109 cells/ml ครั้งท่ี 2 จํานวน 20 ตัว ในอาหาร 

Bacillus agar มีจํานวนโคโลนี 3.18x107 cells/ml อาหาร Lactobacillus MRS agar อยูในชวง

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

ในชวง 6x103-8x106 cells/ml อาหาร Lactobacillus MRS agar อยูในชวง 2x103-1.3x106 cells/ml  

      หลังจากการแยกเชื้อจากลําไสปลานิลแดงแลวไดทําการคัดเลือกโคโลนีท่ีคัดแยกไดในแตละ

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 ไดจํานวนท้ังหมด 70 ไอโซเลทในเบื้องตน และนําท้ัง 70 ไอโซเลท

ดังกลาวไปทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมีเบื้องตน พบวาจัดอยูในกลุมของ Bacillus sp. และกลุมของ 

Lactobacillus sp. จํานวน 15 ไอโซเลท ดังแสดงในตารางท่ี 4.1 และลักษณะโคโลนีดังแสดงใน 

ภาพท่ี 4.1  
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ตารางท่ี 4.1 แสดงคุณลักษณะทางสัณฐานวิทยาและคุณสมบัติทางชีวเคมีของแบคทีเรียโพรไบโอติกในลําไสของปลานิล 

ลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
Bacillus agar 

B201 B301 B302 B308 B312 B315 B318 B319 B321 
การยอมแกรม + + + + + + + + + 
รูปรางเซลล แทง แทง แทง แทง แทง แทง แทง แทง แทง 
การยอมสปอร + + + + + + + + + 
ลักษณะโคโลนีบนอาหารแข็ง       
 - รูปราง (form) 
- สีโคโลน ี
- ระดับความนูน (elavation) 
- ผิวหนา (surface) 
- ขอบโคโลน ี

 
ไมแนนอน 
ขาวขุน 
แบน 

รอยยน 
หยัก 

 
กลม 
สม 
นูน 

เรียบ 
หยัก 

 
ไมแนนอน 

ใส 
แบน 
เรียบ 
คลื่น 

 
ไมแนนอน 
ขาวขุน 
แบน 

ขรุขระ 
เกลี้ยง 

 
ไมแนนอน 
ขาวขุน 
แบน 

ขรุขระ 
คลื่น 

 
ไมแนนอน 
ขาวขุน 
แบน 

ขรุขระ 
เกลี้ยง 

 
ไมแนนอน 
ขาวขุน 
แบน 

ขรุขระ 
เกลี้ยง 

 
ไมแนนอน 
ขาวขุน 
แบน 
ยน 
หยัก 

 
ไมแนนอน  
ขาวขุน 
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 - - - - - - - - - 

การทดสอบการยอยแปง - - + - - + + + + 

 หมายเหตุ: + = เจริญได ; - = เจริญไมได ; K/A = หมักน้ําตาลกลูโคสและผลิตกรด ; A/A= ผลิตกรด ; NA = ไมเปลี่ยนแปลง 

 



11 

 

 

 

ตารางท่ี 4.1 (ตอ) แสดงคุณลักษณะทางสัณฐานวิทยาและคุณสมบัติทางชีวเคมีของแบคทีเรียโพรไบโอติกในลําไสของปลานิล 

ลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
Bacillus agar MRS 

B322 B323 M105 M201 M202 M301 

การยอมแกรม + + + + + + 

รูปรางเซลล แทง แทง แทง แทง แทง แทง 
การยอมสปอร + + - - - - 
ลักษณะโคโลนีบนอาหารแข็ง 
 - รูปราง (form) 
- สีโคโลน ี
- ระดับความนูน (elavation) 
- ผิวหนา (surface) 

 
ไมแนนอน 

ครีม 
แบน 

ขรุขระ 
คลื่น 

 
ไมแนนอน 
ขาวขุน 
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 - - - - - - 
การทดสอบการยอยแปง + + - - - - 
 

หมายเหตุ: + = เจริญได ; - = เจริญไมได  ; K/A = หมักน้ําตาลกลูโคสและผลิตกรด ; A/A= ผลิตกรด ; NA = ไมเปลี่ยนแปลง 
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B201     B301    B302 

 

         
B308    B312    B315 
 

       
B318 B319 B321 
 

       
B322 B323 M105 
 

       
M201 M202 M301 
 

ภาพท่ี 4.1 แสดงลักษณะโคโลนีท่ีคาดวาเปนโพรไบโอติกท่ีแยกไดจากลําไสปลานิล 
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         4.2 การทดสอบคุณสมบัติแบคทีเรียโพรไบโอติกจากลําไสปลานิล 

              4.2.1  ผลการทดสอบความทนกรด 

              จากการทดสอบความทนกรดของแบคทีเรียท่ีคาดวาเปนโพรไบโอติกท่ีคัดแยกได

ท้ังหมด 15 ไอโซเลท ดวยวิธกีาร Spread plate ท่ีระดับพีเอช 1, 2, 3 และ 4 พบวามีเชื้อจํานวน 4 ไอโซ

เลท ท่ีมีแนวโนมสามารถเจริญไดภายใตสภาวะความเปนกรดท่ีพีเอช 1, 2, 3 และ 4 ไดแก B201, B301, 

M201 และ M202 และมีเชื้อจํานวน 3 ไอโซเลท ท่ีมีแนวโนมสามารถเจริญไดภายใตสภาวะความเปนกรด

ท่ีพีเอช 2, 3 และ 4 ไดแก B308, B312 และ B315 ดังแสดงในตารางท่ี 4.2 

                

      4.2.2  ผลการทดสอบความทนเกลือ 

              จากการทดสอบความทนเกลือของแบคทีเรียท่ีคาดวาเปนโพรไบโอติกท่ีคัดแยกได

ท้ังหมด 15 ไอโซเลท ดวยวิธีการ Spread plate ท่ีระดับความเขมขนของโซเดียมคลอไรด 0.5, 1, 2 และ 

3 เปอรเซ็นต พบวามีเชื้อจํานวน 12 ไอโซเลท ท่ีมีแนวโนมสามารถเจริญไดภายใตสภาวะเกลือน้ําดีเขมขน 

0.5, 1, 2 และ 3 เปอรเซ็นต ไดแก B301, B302, B312, B315, B318, B319, B321,  B323, M105, 

M201, M202 และ M301 และมีเชื้อจํานวน 1 ไอโซเลท ท่ีมีแนวโนมสามารถเจริญไดภายใตสภาวะเกลือ

น้ําดีเขมขน 0.5, 1, และ 2 เปอรเซ็นต ไดแก B322 ดังแสดงในตารางท่ี 4.2 

 

     4.2.3  ผลการทดสอบความสามารถในการยับย้ังแบคทีเรียกอโรค 

               จากการทดสอบความสามารถในการยับยั้งแบคทีเรียกอโรคของแบคทีเรียท่ีคาดวาเปน

โพรไบโอติกท่ีคัดเลือกได 15 ไอโซเลท ซ่ึงแบคทีเรียกอโรคท่ีใชในการทดสอบ ท้ังแบคทีเรียแกรมบวกและ

แกรมลบเปนสายพันธุท่ีกอใหเกิดโรคในปลานิลแดงจํานวน 3 ชนิด ไดแก Streptococcus sp., 

Aeromonas sp. และ Pseudomonas sp. จากการศึกษาความสามารถในการยับยั้งแบคทีเรียกอโรคของ

แบคทีเรียท่ีคาดวาเปนโพรไบโอติกท่ีคัดแยกได พบวามี 4 ไอโซเลท ท่ีสามารถยับยั้งแบคทีเรียกอโรคไดท้ัง 

3 ชนิด ไดแก B312, B315, M105 และ M202 และมี 6 ไอโซเลท ท่ีสามารถยับยั้งแบคทีเรียกอโรคได 2 

ชนิด ไดแก B302, B318, B322, B323, M201 และ M301 ดังแสดงในตารางท่ี 4.3 
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ตารางท่ี 4.2 แสดงเปอรเซ็นตความทนกรดของเชื้อแบคทีเรียท่ีคาพีเอชระดับตางๆ และเปอรเซ็นตความทนเกลือของเชื้อแบคทีเรียท่ีคาความเขมขนของเกลือระดับตางๆ 
 

 

หมายเหตุ: - = ไมสามารถเจริญได 

 

 

 

 

 

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 

    -      ความเขมขน 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 
    -      ความเขมขน 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 
    -      ความเขมขน 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 
    -      ความเขมขน 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 แสดงผลการทดสอบความสามารถในการยับยั้งแบคทีเรียกอโรค 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.3  แบคทีเรียท่ีมีคุณสมบัติการเปนแบคทีเรียโพรไบโอติก 

      จากการทดสอบคุณสมบัติการเปนแบคทีเรียโพรไบโอติกเบื้องตนพบวารหัสไอโซเลทท่ีมี

คุณสมบัติการเปนแบคทีเรียโพรไบโอติกท่ีมีประสิทธิภาพท่ีสุด คือ M202 และรหัสไอโซเลท   B312 และ 

B315 มีประสิทธิภาพรองลงมา ซ่ึงสอดคลองกับคุณสมบัติ การเปนแบคทีเรียโพรไบโอติกท่ีดี กลาวคือ มี

ความสามารถในการเจริญไดภายใตสภาวะความเปนกรด มีความสามารถในการเจริญภายใตสภาวะเกลือ

น้ําดี และความสามารถในการยับยั้งแบคทีเรียกอโรค  

 

      ผลการทดสอบคุณสมบัติการเปนแบคทีเรียโพรไบโอติกท่ีดีนั้นพบวาเชื้อแบคทีเรียไอโซเลท 

M202 ซ่ึงจัดอยูในกลุมของเชื้อ Lactobacillus sp. สามารถเจริญไดดีในอาหารทดสอบท่ีมีคาพีเอช 1-4 

และทนเกลือไดท่ีระดับความเขมขน 0.5-3%  สอดคลองกับงานวิจัยของ Chowhury et al. (2012) ท่ีทํา

การทดสอบความสามารถในการทนกรดของ L. plantarum พบวาสามารถเจริญไดท่ีพีเอชระหวาง 4-8 

และทนเกลือไดท่ีระดับความเขมขน 1-9% และงานวิจัยของ สุนทรี (2551) ระบุวาแบคทีเรียแลกติก  

สามารถทนตอคาความเปนกรด-ดาง ไดท่ีคาพีเอชตั้งแต 2-10 และยังสามารถเจริญไดในอาหารท่ีมีเกลือถึง 

6% ในขณะท่ีแบคทีเรียไอโซเลท B312 และ B315 ซ่ึงจัดอยูในกลุมของเชื้อ Bacillus spp. สามารถเจริญ

 
รหัส 

ไอโซเลท 

แบคทีเรียกอโรค 

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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ไดดีในอาหารทดสอบท่ีมีคาพีเอช 2-4 และทนเกลือไดท่ีระดับความเขมขน 0.5-3% สอดคลองกับงานวิจัย

ของพรพรรณ (2550) ท่ีกลาววาเชื้อ Bacillus sp. สามารถทนเกลือไดท่ีความเขมขน 2-10% และสามารถ

เจริญไดท่ีพีเอชแตกตางกันคือ B. acidocaldarius สามารถเจริญไดท่ีพีเอช 2-6 และ B. alcalophilus 

สามารถเจริญไดท่ีพีเอช 9-10 

 

    จากการทดลองความสามารถในการยับยั้งแบคทีเรียกอโรค เชื้อแบคทีเรียไอโซเลท 

M202 ท่ีเปน Lactobacillus sp และ B312 กับ B315 ท่ีเปน Bacillus sp. สามารถยับยั้ง 

Streptococcus sp., Aeromonas sp. และ Pseudomonas sp. ท่ีใชในการทดสอบครั้งนี้ได ซ่ึง

สอดคลองกับการศึกษาของภัทริดา และคณะ (2554) ท่ีไดศึกษาประสิทธิภาพของการใชแบคทีเรีย 

Bacillus spp. 3 สายพันธุ ไดแก B. licheniformis, B. pumilus และ B. subtilis ตอการยับยั้งเชื้อ

แบคทีเรียกอโรค (Aeromonas hydrophila ABRCA1 และ Streptococcus agalactiae ABRCS1) ใน

ปลานิล (Oreochromis niloticus) โดยวิธี Cross streak method พบวา B. licheniformis สามารถ

สรางสารยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ A. hydrophila ABRCA1 สวนเชื้อ B. licheniformis, B. pumilus 

และ B. subtilis สามารถเจริญทับโคโลนีของเชื้อ S. agalactiae ABRCS1 ได และมีความสอดคลองกับ

การศึกษาของวิศัย (2555) ซ่ึงไดทําการศึกษาการแยกเชื้อแบคทีเรียสรางกรดแลกติก จากผลิตภัณฑอาหาร

หมัก เพ่ือใชเปนแหลงของโพรไบโอติก โดยทําการแยกเชื้อแบคทีเรียกรดแลกติกจากอาหารหมัก 6 ตัวอยาง 

และนําไปศึกษาคุณสมบัติการเปนแบคทีเรียโพรไบโอติก โดยทําการศึกษาความสามารถในการยับยั้ง

แบคทีเรียกอโรคในปลา พบวาสามารถยับยั้งกอโรค Aeromonas hydrophila ได  

 

           ขอมูลจากการศึกษาครั้งนี้ สามารถนําไปเปนฐานขอมูลแบคทีเรียโพรไบโอติกเบื้องตนใน

การศึกษาเพ่ิมเติมเพ่ือระบุสายพันธุแบคทีเรียโพรไบโอติก สําหรับนําไปประยุกตใชในดานอุตสาหกรรมการ

เพาะเลี้ยงสัตวน้ํา โดยนําไปทําโพรไบโอติกท่ีเติมในอาหารสัตวน้ํา เพ่ือชวยสงเสริมการเจริญเติบโต ยับยั้ง

เชื้อกอโรค และกระตุนภูมิคุมกันของสัตวน้ํา เพ่ือใหเกิดสมดุลในระบบทางเดินอาหาร โดยโพรไบโอติกจะ

ยอยสารอาหารขนาดใหญใหเปนสารอาหารขนาดเล็ก ชวยใหสัตวน้ําดูดซึมอาหารไดดียิ่งข้ึน โดยเฉพาะการ

เพาะเลี้ยงปลานิลแดงในลูกปลาท่ีมีอัตราการตายสูงอันเปนผลมาจากแบคทีเรียกอโรค การนําแบคทีเรียโพร

ไบโอติกมาใชในดานอาหารสัตว ทําไดโดยการเตรียมหัวเชื้อผสมกับอาหารปลา เพ่ือใหเชื้อเขาสูระบบ

ทางเดินอาหารโดยท่ีเชื้อยังคงคุณสมบัติโพรไบโอติก มีผลลดอัตราการตายและทําใหปลาท่ีเพาะเลี้ยงมี

ภูมิคุมกันท่ีแข็งแรงข้ึนโรค นอกจากนี้ยังสามารถนําโพรไบโอติกไปใชยอยสลายเศษอาหารและสารอินทรีย

ในบอเพาะเลี้ยงสัตวน้ํา เพ่ือเปนการปรับปรุงคุณภาพน้ําและลดความเครียดอันเกิดจากมลพิษในน้ําไดอีก

ดวย 
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บทที่ 5 

สรุปผลการวิจัยและขอเสนอแนะ 

 

         5.1 สรุปผลการวิจัย 

    การแยกเชื้อแบคทีเรียโพรไบโอติกจากลําไสของปลานิลแดง 55 ตัวอยาง โดยสุมเก็บตัวอยาง

ปลานิลแดงท่ีเลี้ยงในกระชังนํามาแยกและจัดจําแนกชนิดของโพรไบโอติก ดวยวิธี Total plate count บน

อาหารเลี้ยงเชื้อ Bacillus agar และ Lactobacillus MRS agar บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปน

เวลา 24-48 ชั่วโมง จากนั้นคัดเลือกไอโซเลทท่ีคัดแยกไดโดยเปรียบเทียบกับลักษณะโคโลนีจากขอมูล

งานวิจัยท่ีรายงานมาแลว ไดท้ังหมด 70 ไอโซเลท หลังจากนั้นนําไปศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยา และ

ทดสอบชีวเคมีเบื้องตน พบแบคทีเรียท่ีคาดวาเปนแบคทีเรียโพรไบโอติกในลําไสของปลานิลแดง จํานวน 15 

ไอโซเลท จัดเปนกลุม Bacillus sp. จํานวน 11 ไอโซเลท ไดแก B201, B301, B302, B308, B312, B315, 

B318, B319, B321, B322 และ B323 และกลุม Lactobacillus sp. จํานวน 4 ไอโซเลท ไดแก M105, 

M201, M202 และ M301 

    การทดสอบคุณสมบัติแบคทีเรียโพรไบโอติกจากลําไสปลานิล จากท้ังหมด 15 ไอโซเลท พบวา

เชื้อแบคทีเรียไอโซเลท M202 ซ่ึงจัดอยูในกลุมของเชื้อ Lactobacillus sp. สามารถเจริญไดดีในอาหาร

ทดสอบท่ีมีคาพีเอช 1-4 และทนเกลือไดท่ีระดับความเขมขน 0.5-3%  และสามารถยับยั้งแบคทีเรียกอโรค 

Streptococcus sp., Aeromonas sp. และ Pseudomonas sp. ไดอีกดวย จึงจัดเปนแบคทีเรียท่ีมี

คุณสมบัติเปนโพรไบโอติกท่ีดีท่ีสุด และไอโซเลท B312 และ B315 ซ่ึงจัดอยูในกลุมของเชื้อ Bacillus sp. 

สามารถเจริญไดดีในอาหารทดสอบท่ีมีคาพีเอช 2-4 และทนเกลือไดท่ีระดับความเขมขน 0.5-3%  และ

สามารถยับยั้งแบคทีเรียกอโรค Streptococcus sp., Aeromonas sp. และ Pseudomonas sp. ไดอีก

ดวย จัดวามีคุณสมบัติเปนโพรไบโอติกท่ีดีรองลงมา 

         5.2 ขอเสนอแนะ 

               1. เนื่องจากการศึกษาครั้งนี้เปนการศึกษาการแยกและจัดจําแนกชนิดของโพรไบโอติกในลําไส

ของปลานิล และทดสอบคุณสมบัติความเปนแบคทีเรียโพรไบโอติกเบื้องตน ดังนั้นจึงควรทดสอบความเปน

คุณสมบัติโพรไบโอติกอ่ืนๆ เชน ความสามารถในการยอยโปรตีน และความสามารถในการตานทานยา

ปฏิชีวนะ 

     2. ควรศึกษาชนิดสายพันธุโดยเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทด 16S rRNA หรือทดสอบ API20E  

เพ่ือระบุสายพันธุโพรไบโอติก 

     3. ควรศึกษาความเปนไปไดในการนําแบคทีเรียโพรไบโอติกไปประยุกตใชในการทําอาหารเลี้ยง

สัตวเพ่ือชวยลดการใชสารเคมีและยาปฏิชีวนะในระบบการเพาะเลี้ยงสัตวน้ํา 
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