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บทคัดย่อ: งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาคุณสมบตัิและความคงทนของสปอร์บาซิลลสัโพรไบโอติกในสภาวะตา่ง ๆ ของแบคทีเรียทั้ง 
4 ไอโซเลต ได้แก่ Bacillus aryabhattai (CKNJh11), THPS1, PWR01 และ OYNH19 ซึ่งคัดแยกได้จากดินบริเวณบ่อกุ้ง ดินบ่อน้ำพุ
ร้อน เซรั่มก้อนถ้วยยางพารา และ มูลไก่ โดยทั้ง 4 ไอโซเลต มีประสิทธิภาพในการสร้างสปอร์ คือ 97.05, 92.21, 92.08 และ 84.58%
ตามลำดับ ในการทดสอบการทนต่อกรดในกระเพาะอาหาร พบว่ามีอัตราการรอดชีวิตสูงกว่า 83% การทนต่อเกลือน้ำดี มีอัตราการรอด
สูงกว่า 73% และสปอร์ของไอโซเลต OYNH19 สามารถทนความร้อนได้ดีที่สุดที่อุณหภูมิ 80 °C โดยมีอัตราการรอดชีวิต คือ 91.30% 
ส่วน B. aryabhattai (CKNJh11), THPS1 และ PWR01 สามารถทนความร้อนได้ดีที่สุดที่อุณหภูมิ 70 °C โดยมีอัตราการรอดชีวิต คือ 
85.94, 90.10 และ 90.79% ตามลำดับ ความสามารถการทนต่อแอลกอฮอล์ ไลโซไซม์ และความเค็ม พบว่าสปอร์ของทั้ง 4 ไอโซเลต มี
อัตราการรอดชีวิตที่สูงกว่า 70% เมื่อนําสปอร์ทั้ง 4 ไอโซเลต มาผสมในอาหารไก่และเก็บไว้ที่อุณหภูมิต่าง ๆ เป็นระยะเวลา 30 วัน 
พบว่าสปอร์แบคทีเรียของทั้ง 4 ไอโซเลต มีอัตราการรอดชีวิตสูงกว่า 70% จากผลการศึกษาครั้งนี้ แสดงให้เห็นว่าสปอร์ของแบคทีเรีย
กลุ่มบาซิลลัสที่ผ่านการทดสอบทั้ง 4 ไอโซเลต มีความเสถียร คงทน และทนทานต่อสภาวะต่าง ๆ ได้ดี สามารถนำไปประยุกต์ใช้เป็นโพร
ไบโอติกทางการเกษตรด้านการเลี้ยงสัตว์และอุตสาหกรรมอาหารสัตว์ได้ 
คำสำคัญ: ความคงทน; สปอร์; บาซิลลสั; โพรไบโอติก; อาหารไก ่

ABSTRACT: The objective of this research was to study the properties and persistence of probiotic Bacillus spore 
under different conditions of 4 bacteria isolates of namely B. aryabhattai (CKNJh11), THPS1, PWR01, and OYNH19 
which were separated from shrimp pond soil, hot spring soil, cup lump rubber and chicken feces. The 4 isolates had 
97.05, 92.21, 92.08, and 84.58% of sporulation efficiency, respectively. In the gastric acid tolerance test the survival 
rate was greater than 83%. Bile salt tolerance had a higher survival rate than 73% and the isolate OYNH19 spores 
were the best heat resistant at 80 °C, with a survival rate of 91.30%. B. aryabhattai (CKNJh11), THPS1 and PWR01 
had the best heat resistance at 70 °C, with survival rates of 85.94, 90.10 and 90.79%, respectively. The ability of 
tolerances to alcohol lysozyme and salinity of 4 isolates had higher survival rates of more than 70%. When the four 
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isolates of the bacterial spores were mixed in chicken feed and kept at various temperatures for 30 days, the 
bacterial spores of the 4 isolates showed a survival rate of more than 70%. The results of this study showed that 
the Bacillus spores tested in all 4 isolates were stable, durable, and resistant to various conditions. It can be applied 
to use as probiotics in agriculture, animal husbandry, and the feed industry. 
Keywords: stability; spore; Bacillus; probiotic; chicken feed 
 

บทนำ 
ในปัจจุบันมีการนำจุลินทรีย์มาประยุกต์ใช้ประโยชน์มากมาย ทั้งด้านอุตสาหกรรม ด้านการเกษตร ด้านสิ่งแวดล้อม รวมถึง

ด้านสุขภาพ จุลินทรีย์เป็นสิ่งมีชีวิตขนาดเล็กที่พบได้ในสิ่งแวดล้อม คน และสัตว์ มีทั้งชนิดที่เป็นประโยชน์และเป็นโทษ โพรไบโอติก
จัดเป็นเช้ือจุลินทรีย์กลุ่มที่เป็นประโยชน์ต่อร่างกาย เมื่อมีอยู่ในปริมาณที่เหมาะสมจะช่วยให้ระบบในร่างกายทำงานเป็นปกติ (Anee et 
al., 2021) โดยเฉพาะระบบทางเด ินอาหารและระบบภูม ิค ุ ้มก ันกล ุ ่ม โพรไบโอติก ได ้แก่ แบคทีเร ียในกลุ ่ม Lactobacilli, 
Bifidobacterium, Streptococci และ Bacillus (Alkalbani et al., 2019) สปอร์ของแบคทีเรียเป็นสิ่งถูกสร้างขึ้นเมื่อแบคทีเรียอยู่ใน
สภาพแวดล้อมที่ไม่เหมาะสม และเป็นโครงสร้างที่ทำให้แบคทีเรียมีความทนทานต่อสภาวะแวดล้อมต่าง  ๆ รวมทั้งสามารถทนต่อ
อุณหภูมิต่าง ๆ ในกระบวนการผลิตในปัจจุบันสปอร์โพรไบโอติกถูกใช้อย่างกว้างขวางในมนุษย์เพื่อเป็นอาหารเสริมในสัตว์ใช้เป็นสาร
เสริมเร่งการเจริญเติบโต (Ramlucken et al., 2020) ดังนั้นแบคทีเรียในกลุ่มบาซิลลัสนั้นจึงเป็นหนึ่งในทางเลือกของโพรไบโอติกที่มี
ประสิทธิภาพ เป็นที่ยอมรับในปัจจุบัน และมีความปลอดภัยในการนำมาใช้ในด้านต่าง ๆ ไม่ว่าจะเป็นด้านการแพทย์  ด้านการเกษตร 
และการเลี้ยงสัตว์ เป็นต้น (Cutting, 2011) 

แบคทีเรียสกุล Bacillus spp. สามารถคัดแยกได้จากสิ ่งแวดล้อมต่าง ๆ ได้แก่ ดิน (Mohkam et al., 2019) น้ำพุร้อน
(Mohammad et. al., 2017) ระบบทางเดินอาหารของสัตว์ (Nguyen et. al., 2015) และมูลสัตว์ (Li et al., 2019) เป็นต้น โดย
แบคทีเรียสกุล Bacillus spp. จากแหล่งที่ต่างกันจะมีคุณสมบัติที ่แตกต่างกันออกไปตามสิ่งแวดล้อมที่อาศัยอยู่  แบคทีเรียสกุล          
Bacillus spp. ที่นิยมนำมาใช้เป็นสารเสริมโพรไบโอติกทั้งในมนุษย์และสัตว์มากที่สุด ได้แก่ B. subtilis, B. clausii, B. aryabhattai, 
B. coagulans และ B. licheniformis (Elshaghabee et al., 2017) เนื่องจากเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มของแบคทีเรียแลคติกที่ไม่สร้าง
สปอร์ (Konuray and Erginkaya, 2018) อีกทั้งง่ายต่อการเก็บรักษาและการนำไปใช้ในรูปของโพรไบโอติก 

ปัจจุบันมีการนำจุลินทรีย์ในกลุ่มของ Bacillus spp. มาประยุกต์ใช้ในด้านอุตสาหกรรมการผลิตอาหารสัตว์ไม่ว่าจะเป็นสตัว์
บกหรือสัตว์น้ำ หรือใช้เสริมในอาหารสัตว์เพื่อเพิ่มอัตราการเจริญเติบโต และเพิ่มผลผลิตที่ได้จากสัตว์ (อรทัย และคณะ, 2563) โดย
มุ่งหวังประโยชน์ลดการใช้สารปฏิชีวนะช่วยเร่งการเจริญเติบโตและป้องกันโรคในสัตว์ เนื่องจากในอดีตได้มีการใช้สารปฏิชีวนะอย่าง
แพร่หลายในการเลี้ยงสัตว์ ผลเสียที่ติดตามมาของการใช้สารปฏิชีวนะคือ การตกค้างของสารปฏิชีวนะที่เป็นอันตรายต่อสุขภาพและชีวิต
ของผู้บริโภค ในขณะที่จุลินทรีย์โพรไบโอติกไม่ก่อให้เกิดอันตรายต่อมนุษย์และสัตว์ ในอุตสาหกรรมการเลี้ยงสัตว์จะนำโพรไบโอติกมาใช้
ในรูปสารละลายหรือเสริมกับอาหารสัตว์ โดยพบว่าสามารถลดความเครียดของสัตว์ เพิ่มความต้านทานโรคทำให้สัตว์เจริญเติบโตได้
อย่างแข็งแรงกระตุ้นระบบภูมิคุ้มกัน และเพิ่มผลผลิตของสัตว์ (คึกฤทธ์ิ, 2561; Barbosa et al., 2005)  

ดังนั้น ในงานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาคุณสมบัติและความคงทนของสปอร์แบคทีเรียกลุ่ม Bacillus spp. ในสภาวะ
ต่าง ๆ ได้แก่ กรดเกลือน้ำดี ความร้อน ไลโซไซม์ และศึกษาประสิทธิภาพการผสมสปอร์ของ Bacillus spp. ลงในอาหารไก่โดยเก็บไวท้ี่
อุณหภูมิและเวลาต่าง ๆ เพื่อนำมาเป็นแนวทางในการประยุกต์ใช้เป็นโพรไบโอติกทางการเกษตรด้านการเลี้ยงสัตว์ 
 
วิธีการศึกษา 
แหล่งที่มา สัญฐานวิทยา การทดสอบทางชีวเคมี และประสิทธิภาพการสร้างสปอร์ของแบคทีเรีย 

นำแบคทีเรียจากแหล่งตัวอย่าง จากดินบ่อน้ำพุร้อน คือ ไอโซเลต THPS1 (พัณณิตา และ สริตา, 2561) จากดินบริเวณบ่อกุ้ง 
คือ B. aryabhattai (CKNJh11) (อรทัย, 2563) จากมูลไก่ คือไอโซเลต OYN19 (อรทัย, 2563) จากเซรั ่มก้อนถ้วยยางพารา คือ        
ไอโซเลต PWR01 (วราภรณ์ และคณะ, 2564) ทั้งหมด 4 ไอโซเลต มาเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ Nutrient Agar (NA) ด้วยวิธีการเกลี่ย
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เชื้อ (Spread plate) และบ่มที่อุณหภูมิ 37 °C นาน 24 ชม. ตรวจนับจํานวนโคโลนี จากนั้นนําแบคทีเรียแกรมบวกที่ได้จากการทดสอบ
ย้อมแกรม (Gram strain) มาศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา และทดสอบทางชีวเคมี ได้แก่ Motility test, Starch hydrolysis test, 
Oxidase test, Catalase test และ Indole test จากนั้นนำเชื้อมาเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ Luria-Bertani (LB) broth บ่มที่อุณหภูมิ 
37 °C นาน 18 ชม. จากนั้นถ่ายเชื้อลงบน Difco Sporulation Medium (DSM) และนำไปบ่มที่อุณหภูมิ 30 °C นาน 72 ชม. ขูดสปอร์
ออกจากผิวหน้าอาหารและล้างด้วยน้ำกลั่นฆ่าเชื้อ จากนั้นแบ่งเป็นสองกลุ่มการทดลอง คือ กลุ่มที่ไม่ให้ความร้อน และให้ความร้อนท่ี
อุณหภูมิ 80 °C จากนั้นเจือจางและนำมาเกลี่ยลงบนอาหารเลี้ยงเช้ือ NA บ่มที่อุณหภูมิ 37 °C นาน 24 ชม. วางแผนทุกการทดลองแบบ 
completely randomized design (CRD) ม ีการทดลองท ั ้ งหมด 3 ซ ้ ำ  และเปร ียบเท ียบประส ิทธ ิภาพการสร ้ างสปอร์  
(Permpoonpattana et al., 2012)  
การทดสอบความทนต่อกรดและเกลือน้ำดีของสปอร์แบคทีเรีย 

นำสปอร์ของแบคทีเรียมาทดสอบการทนต่อกรดโดยถ่ายสปอร์ลงในเปปซิน pH 2.0, 3.0 และ 4.0 เกลือน้ำดีความเข้มข้น 0.1, 
0.3 และ 0.5% บ่มในตู้บ่มแบบเขย่าด้วยความเร็วรอบ 150 รอบ/นาที ที่อุณหภูมิ 37 °C เป็นเวลา 3 ชม. จากนั้นตรวจสอบการมีชีวิต
โดยเจือจางด้วยโซเดียมคลอไรด์ 0.85% และนำมาเกลี่ยลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ NA บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชม. 
วางแผนทุกการทดลองแบบ completely randomized design (CRD) มีการทดลองทั้งหมด 3 ซ้ำ และคำนวณอัตราการรอดชีวิต 

(Kavitha et al., 2018) 
การทดสอบการทนความร้อนของสปอร์แบคทีเรีย 

นำสปอร์ของแบคทีเรียมาให้ความร้อนที่อุณหภูมิ 50, 70, 80 และ 95 °C เป็นเวลา 30 นาที ตรวจการมีชีวิตของเชื้อโดยเจือ
จางด้วยโซเดียมคลอไรด์ 0.85% และนำมาเกลี่ยลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ NA บ่มที่อุณหภูมิ 37 °C เป็นเวลา 24 ชม. วางแผนทุกการ
ทดลองแบบ completely randomized design (CRD) มีการทดลองทั้งหมด 3 ซ้ำ และคำนวณอัตราการรอดชีวิต (Luong et al., 
2018)  
การทดสอบความทนต่อไลโซไซม์ของสปอร์แบคทีเรีย 

นำสปอร์ของแบคทีเรียมาทดสอบการทนต่อไลโซไซม์โดยถ่ายเชื้อลงในไลโซไซม์ในอัตราส่วน 1:1 นำไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 °C 
เป็นเวลา 30, 60 และ 120 นาที ตรวจการมีชีวิตของเชื้อโดยเจือจางด้วยโซเดียมคลอไรด์ 0.85% และนำมาเกลี่ยลงบนอาหารเลี้ยงเช้ือ 
NA บ่มที ่อุณหภูมิ 37 °C เป็นเวลา 24 ชม. วางแผนทุกการทดลองแบบ completely randomized design (CRD) มีการทดลอง
ทั้งหมด 3 ซ้ำ และคำนวณอัตราการรอดชีวิต (Ragul et al., 2017)  
การผสมสปอร์ขอแบคทีเรียในอาหารไก่ และการตรวจสอบความมีชีวิตของสปอร์  

นำสปอร์ของแบคทีเรียมาผสมในอาหารไก่ที่ผ่านการฆ่าเชื ้อและทำให้แห้งโดยทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง นำอาหารมาเก็บไว้ที่
อุณหภูมิ 4, 25 และ 37 °C เป็นเวลา 14 และ 30 วัน ทดลอง 3 ซ้ำ จากนั้นนำอาหารไกป่ริมาณ 1 ก. มาเจือจาง ด้วยโซเดียม คลอไรด์ 
0.85% เกลี่ยลงบนอาหาร NA บ่มที่อุณหภูมิ 37 °C นาน 24 ชม. วางแผนทุกการทดลองแบบ completely randomized design 
(CRD) มีการทดลองทั้งหมด 3 ซ้ำ และคำนวณอัตราการรอดชีวิต (Nguyen et al., 2015; อรทัย และคณะ 2563)  
การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ  
 นำข้อมูลผลการทดลองมาวิเคราะห์ทางสถิติ โดยใช้วิธีวิเคราะห์การวิเคราะห์ความแปรปรวน (Analysis of variance) และหา
ความแตกต่างของค่าเฉลี่ยแต่ละกลุม่การทดลองด้วยวิธี Duncan’s new multiple range test ที่ความเช่ือมั่นร้อยละ 95 และพิจารณา
ความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ โดยใช้โปรแกรม SPSS 
  
ผลการศึกษา  
การศึกษาลักษณะสัญฐานวิทยา ทดสอบทางชีวเคมี และการสร้างสปอร์ 
 จากการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาเพื่อยืนยันแบคทีเรีย พบว่า ย้อมติดสีแกรมบวก และมีรูปร่าง เป็นแท่งสั้นหรือแท่งยาว 
(Table 1) ส่วนการทดสอบทางชีวเคมี ได้แก่ แคทาเลส ออกซิเดส อินโดล การเคลื่อนที่ ไฮโดรลิซิสของแป้ง และการสร้างสปอร์ พบว่า
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แบคทีเรียทุกไอโซเลต สามารถเคลื่อนที่ได้ ทดสอบการย่อยไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (H2O2) พบว่าสามารถผลิตเอนไซม์แคทาเลส และ
สามารถผลิตเอนไซม์อะไมเลสมาใช้ในการย่อยแป้งซึ่งให้ผลการทดสอบเป็นบวก ทดสอบออกซิเดส พบว่าไม่มีการผลิตเอนไซม์ไซโทโครม
ออกซิเดส และการทดสอบอินโดล พบว่าไม่สามารถผลิตอินโดลจากทริพโตเฟนได้ ซึ่งให้ผลการทดสอบเป็นลบ และจากการทดสอบ
ประสิทธิภาพการสร้างสปอร์ของแบคทีเรียจํานวน 4 ไอโซเลต ได้แก่ PWR01, THPS1, OYNH19 และ B. aryabhattai (CKNJh11) 
พบว่า ทั้ง 4 ไอโซเลต สามารถสร้างสปอร์ได้ และมีประสิทธิภาพในการสร้างสปอร์ คือ 97.05, 92.21, 92.08 และ 84.58% ตามลำดับ 
โดย PWR01 มีประสิทธิภาพการสร้างสปอร์สูงที่สุดเมื่อเปรียบเทียบกับไอโซเลตอื่น (P<0.05) (Figure 1) 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 1 The percentage of spore efficiency of isolated bacteria 
* Different lowercase superscripts (a–c) on the bar indicate significant differences (P<0.05) 

(n = 3, Error bars represent standard deviation among three replicates) 
 
Table 1 Morphology and biochemical test of four isolated bacteria 

 
Bacteria Gram stain Shape 

Biochemical test 

Catalase Oxidase 
Starch 

hydrolysis Motility Indole 
CKNJh11 + bacilli + - + + - 
THPS1 + bacilli + - + + - 
PWR01 + bacilli + - + + - 
OYNH19 + rod + - + + - 

The increased mark (+) in column rod shapes is gram positive bacteria and positive of biochemical test 
(−) in column rod shapes is gram negative bacteria and negative of biochemical test 
 
การทดสอบความทนต่อกรดและเกลือน้ำดีของสปอร์แบคทีเรีย 

จากการทดสอบความสามารถในการทนต่อกรดที่ pH 2.0, 3.0 และ 4.0 เป็นเวลา 3 ชม. พบว่าที่สภาวะกรด pH 2.0 ของ             
B. aryabhattai (CKNJh11) และ ไอโซเลต OYNH19 มีอัตราการรอดชีวิตสูงที่สุด คือ 93.49 และ 91.95% ตามลำดับ (P<0.05) ที่ pH 
4.0 ของ B. aryabhattai (CKNJh11), ไอโซเลต THPS1 และ ไอโซเลต OYNH19 มีอัตราการรอดชีวิตสูงที่สุด คือ 90.07, 89.47 และ 
90.76% ตามลำดับ (P<0.05) และการทดสอบความสามารถในการทนต่อเกลือน้ำดีที ่ความเข็มข้น 0.1 , 0.3 และ 0.5% พบว่า              
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ทุกไอโซเลตมีอัตราการรอดชีวิตสูง และทนเกลือน้ำดีที่ความเข้มข้นในระดับต่าง ๆ แต่อัตราการรอดชีวิตไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ 
(Table 2) 
 

Table 2 Tolerance activity of four spores isolates at different pH and Bile salt concentration 
Bacteria Survival rate of isolated bacteria (%)  Survival rate of isolated bacteria (%) 

pH Bile salt (%) 
2.0 3.0 4.0 0.1 0.3 0.5 

CKNJh11 93.49±0.60aA 88.88±0.90B 90.07±0.59aB  90.31±2.81 87.41±1.73 91.86±2.44 
THPS1 86.17±1.81c 89.35±1.47 89.47±1.10a  87.56±1.79 89.35±1.32 88.35±2.87 
PWR01 90.67±0.92b 84.97±3.34 81.98±4.34b  84.00±0.48 84.20±1.30 83.85±0.69 
OYNH19 91.95±1.04ab 88.96±0.94B 90.76±0.70a  87.24±1.28 87.70±0.60 86.89±1.09 

Values (mean ± SD, n = 3) with different superscripts in each row are significantly different (P<0.05).  
(A, B) Uppercase letters in the same row are significantly different between pH for each isolate (P<0.05).  
(a, b, c) Lowercase letters in the same column significant different among isolate for each pH and bile salt (P<0.05). 
 
การทดสอบการทนความร้อนของสปอร์แบคทีเรีย 

จากการทดสอบการทนต่อความร้อนที่อุณหภูมิ 50, 70, 80 และ 95 °C เป็นเวลา 30 นาที พบว่าการทดสอบการทนต่อความ
ร้อนที่อุณหภูมิ 50 °C ของไอโซเลต PWR01 มีอัตราการรอดชีวิตสูงที่สุด คือ 99.60% (P<0.05) ที่อุณหภูมิ 70 °C ของไอโซเลต THPS1 
และ PWR01 มีอัตราการรอดชีวิตสูงที่สุด คือ 90.10 และ 90.79% ตามลำดับ (P<0.05) ที่อุณหภูมิ 80 °C ของไอโซเลต PWR01 และ 
OYNH19 มีอัตราการรอดชีวิตสูงที่สุด คือ 90.35 และ 91.30% ตามลำดับ (P<0.05) และที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส ทุกไอโซเลตมี
อัตราการรอดชีวิตที่ไม่แตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) (Table 3) 
 
Table 3 Tolerance activity of four spore isolates at different heat temperature 

Temperature 
(oC) 

Time  
(min) 

Survival rate of isolated bacteria (%) 
CKNJh11 THPS1 PWR01 OYNH19 

50 30 91.50±3.99bA 93.96±0.97bA 99.60±0.69aA 92.22±0.18bA 
70 30 85.94±1.25bB 90.10±0.93aB 90.79±2.75aB 88.50±0.41bA 
80 30 78.41±2.99cC 82.71±2.92bC 90.35±0.54aB 91.30±0.41aB 
95 30 72.61±2.07D 71.51±0.00D 71.42±0.00C 70.11±1.99C 

Values (mean ± SD, n = 3) with different superscripts in each row are significantly different (P<0.05).  
(A, B, C) Uppercase letters in the same column are significantly different temperature (P<0.05).  
(a, b, c) Lowercase letters in same row are significant difference between isolate bacteria (P<0.05).  
 
การทดสอบความทนต่อไลโซไซม์ของสปอร์แบคทีเรีย 

จากผลการทดสอบสปอร์ต่อการทนไลโซไซม์เป็นเวลา 30, 60 และ 120 นาที พบว่าที่การทดสอบการทนต่อไลโซไซม์ เป็น
เวลา 30 นาที ทุกไอโซเลตมีอัตราการรอดชีวิตของสปอร์ที่ไม่แตกต่างกัน (P>0.05) การทดสอบในไลโซไซม์เป็นเวลา 60 นาที พบว่า   
ไอโซเลต PWR01 และ OYNH19 มีอัตราการรอดชีวิตของสปอร์แบคทีเรียสูงที่สุดเมื่อเปรียบเทียบกับไอโซเลตอื่น  โดยมีอัตราการรอด
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ชีวิต คือ 90.73 และ 92.95% ตามลำดับ (P<0.05) และที่การทดสอบการทนต่อไลโซไซม์เป็นเวลา 120 นาที พบว่า ไอโซเลต THPS1, 
PWR01 และ OYNH19 มีอัตราการรอดชีวิตของสปอร์แบคทีเรียสูงที ่ส ุด คือ 91.21, 90.49 และ 90.53% ตามลำดับ (P<0.05)           
(Table 4)  
 
Table 4 Lysozyme tolerance activity of four spore isolates  

Lysozyme Time (min) 
Survival rate of isolated bacteria (%) 

CKNJh11  THPS1   PWR01   OYNH19 

50 𝜇g/ml 

30 89.15±0.94 87.88±1.83B 90.08±0.36 90.30±1.80B 
60 89.00±2.23b 90.10±0.84bA 90.73±0.27a 92.95±0.35aA 
120 86.78±0.66b 91.21±0.78aA 90.49±0.65a 90.53±0.24aB 

Values (mean ± SD, n = 3) with different superscripts in each row are significantly different (P<0.05).  
(A, B) Uppercase letters in the same column are significantly different between time for each isolate (P<0.05).  
(a, b, c) Lowercase letters in the same row are significant difference between isolate bacteria (P<0.05)  
 
การผสมสปอร์ของแบคทีเรียในอาหารไก่ และการตรวจสอบความมีชีวิตของสปอร์ 

จากการทดสอบอัตราการรอดชีวิตของสปอร์เมื่อผสมในอาหารไก่ เกบ็ไว้ท่ีอุณหภมูิต่างกัน 4, 25 และ 37 °C เป็นเวลา 14 และ 
30 วัน หลังการทดสอบเก็บสปอร์ในอาหารไกเ่ป็นเวลา 14 วัน พบว่า สปอร์ของทั้ง 4 ไอโซเลตมอีัตราการรอดชีวิตที่ไม่แตกตา่งกันท่ี
อุณหภูมิ 4 และ 37 °C แต่ที่อุณหภูมิ 25 °C พบว่าไอโซเลต THPS1 มีอัตราการรอดชีวิตสูงที่สดุ คอื 97.92% (P<0.05) และหลังการ
ทดสอบเก็บสปอร์ในอาหารไก่เป็นเวลา 30 วัน ที่อุณหภูม ิ4, 25 และ 37 °C พบว่า สปอร์ของทั้ง 4 ไอโซเลต ยังคงมีอัตราการรอดชีวิตที่
สูงกว่า 70% แต่อัตราการรอดชีวิตของสปอร์ทุกไอโซเลตไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) (Table 5) 
 
Table 5 Survival rate of four spore isolates at different condition in chicken feed 

Bacteria Survival rate of isolated bacteria (%)  Survival rate of isolated bacteria (%) 
14 Day 30 Day 

4˚C 25˚C 37˚C 4˚C 25˚C 37˚C 
CKNJh11 83.09±6.92 76.19±2.06c 74.99±3.57  73.80±2.06 77.81±5.54 77.21±5.04 
THPS1 85.41±2.74B 97.92±1.87aA 77.58±5.38C  76.90±4.74 75.24±3.23 76.95±4.82 
PWR01 74.48±2.83 74.99±3.57c 82.65±2.02  79.40±2.06 78.48±2.54 77.53±0.89 
OYNH19 76.54±0.59C 93.21±1.05bA 80.53±1.95B  80.76±1.62 75.36±2.73 73.30±4.89 

Values (mean ± SD, n = 3) with different superscripts in each row are significantly different (P<0.05)  
(A, B) Uppercase letters in the same row was (a, b, c) lowercase letters in the same column indicated significantly 
different (P<0.05) 

 
วิจารณ์ 

ในการศึกษาคุณสมบัติและความคงทนของสปอร์บาซิลลัสโพรไบโอติก ในสภาวะต่าง ๆ ของแบคทีเรียทั้ง 4 ไอโซเลต ได้แก่   
B. aryabhattai (CKNJh11), THPS1, PWR01 และ OYNH19 ซึ่งคัดแยกได้จากดินบริเวณบ่อกุ ้ง ดินบ่อน้ำพุร้อน เซรั ่มก้อนถ้วย
ยางพารา และมูลไก่ จากการทดสอบประสิทธิภาพการสร้างสปอร์ พบว่าทั้ง 4 ไอโซเลตมีประสิทธิภาพการสร้างสปอร์ คือ 97.05, 
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92.21, 92.08 และ 84.58% ตามลำดับ ซึ่งเมื่อเปรียบเทียบกับงานวิจัยของ Erdem et al. (2013) และ Ramlucken et al. (2020) 
พบว่าแบคทีเรียกลุ่ม Bacillus spp. สามารถผลิตสปอร์ได้สูงกว่า 80% โดยประสิทธิภาพการผลิตสปอร์ของแบคทีเรียจะขึ้นอยู่กับปัจจัย
หลายปัจจัย ได้แก่ สารอาหาร อุณหภูมิ ความเป็นกรด-ด่าง สปอร์ของแบคทีเรียเกิดขึ้นเมื่อสภาวะ แวดล้อมไม่เหมาะสม เช่น ขาด
อาหาร ความร้อน หรือความแห้งแล้ง สารเคมี และรังสี เป็นต้น ซึ่งงานวิจัยนี้ให้ผลสอดคล้องกับงานวิจัยข้างต้น เนื่องจากแบคทีเรียกลุ่ม 
Bacillus spp. มีคุณสมบัติที่ สามารถสร้างสปอร์ซึ่งทนต่ออุณหภูมิสูงและสภาพแวดล้อมตา่ง ๆ ได้ดี ผลทดสอบการทนต่อกรดและเกลือ
น้ำดีพบว่าสามารถทนต่อสภาวะที่เป็นกรดได้ถึงค่า pH 4.0 และทนต่อความเข้มข้นของเกลือน้ำดีได้สูงถึง 0.5% โดยทุกไอโซเลต มีอัตรา
การรอดชีวิตสูงกว่า 80% สอดคล้องกับงานวิจัยของ Sookchaiyaporn et al. (2020) ที ่ได้นำสปอร์ Bacillus sp. KUAQ1 และ 
Bacillus sp. KUAQ2 มาทดสอบการทนต่อกรดและเกลือน้ำดี พบว่าสามารถทนต่อค่า pH ในช่วง 2-9 ได้ดีและสามารถทนค่า pH 
ในช่วง 2 นานถึง 6 ชม. และสามารถทนต่อกรดเกลือ 0.5, 1.0 และ 2.0% ได้นานถึง 4 ชม. และยังพบว่าในช่วงเวลา 2 ชม. แรก สปอร์
ของ Bacillus sp. KUAQ1 และ Bacillus sp. KUAQ2 สามารถเจริญได้ดีอีกด้วย ผลการทดสอบการทนความร้อนของสปอร์แบคทีเรีย 
พบว่าแบคทีเรียทุกไอโซเลตสามารถทนความร้อนทีอุ่ณหภูมิ 50, 70, 80 และ 95 °C เป็นเวลา 30 นาที ได้ดี โดยทุกไอโซเลตมีอัตราการ
รอดชีวิตสูงว่า 70% ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ Barbosa et al. (2005) ที่ได้นำสปอร์แบคทีเรียมาทดสอบการทนความร้อน พบว่า
สามารถทนต่อความร้อนที่ 70-110 °C ได้นาน 30 นาที โดยที่มี อัตราการรอดชีวิตสูงถึง 70-80% และยังสอดคล้องกับงานวิจัยของ 
Larsen et al. (2013) ที่ได้นำสปอร์ของ B. amyloliquefaciens มาทดสอบการทนต่อความร้อนซึ่งพบว่าสปอร์สามารถทนความร้อนที่ 
99 °C ได้นานถึง 10 นาที และสปอร์ของ B. amyloliquefaciens สามารถทนความร้อนได้ถึง 105 °C ได้นานถึง 24 นาที ผลการ
ทดสอบการทนต่อ ไลโซไซม์ของสปอร์แบคทีเรีย 4 ไอโซเลต พบว่าสามารถทนต่อไลโซไซม์ได้ โดยมีอัตราการรอดชีวิตสูงว่า 89% โดย
สอดคล้องกับงานวิจัยของ Ragul et al. (2017) ที่ได้นำสปอร์ของแบคทีเรียที่คัดแยกได้ไปทำการทดสอบการทนต่อไลโซไซม์ โดยนำ
สปอร์ที่ได้ผสมกับไลโซไซม์ 3 ชม. โดยตรวจอัตราการรอดตายที่ 30 และ 120 นาที ทดสอบพบว่าสปอร์สามารถทนต่อความเข้มข้น
ของไลโซไซม์ทั้ง 2 ความเข้มข้นได้ดีอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ จากการทดสอบการผสมสปอร์ของแบคที เรียทั้ง 4 ไอโซเลตในอาหารไก่ 
และตรวจสอบความมีชีวิตของสปอร์ พบว่าการทดสอบอัตราการรอดชีวิตของสปอร์เมื่อผสมในอาหารไก่ เก็บไว้ท่ีอุณหภูมิต่างกัน 4, 25 
และ 37 °C เป็นเวลา 30 วัน ของแบคทีเรีย 4 ไอโซเลต พบว่าอัตราการรอดชีวิตของสปอร์ก็ยังคงสูงกว่า 70% โดย B.aryabhattai 
(CKNJh11) และ THPS1  ในวันที่ 30 ที่อุณหภูมิ 4, 25 และ 37 °C อัตราการรอดชีวิตของสปอร์ยังคงสูงกว่า 70% ไอโซเลต PWR01 
และ OYNH19 ในวันที่ 30 ที่อุณหภูมิ 4, 25 และ 37 °C อัตราการรอดชีวิตของสปอร์ยังคงสูงกว่า 72% Ramlucken et al. (2020) ได้
กล่าวไว้ว่าแบคทีเรียกลุ่ม Bacillus spp. มีความสามารถในการรอดชีวิตได้ถึง 100% ในสภาวะที่ไม่เอื้ออำนวยของระบบทางเดินอาหาร 
ที่สำคัญยังสามารถใช้เป็นโพรไบโอติกสำหรับอาหารสัตว์ เนื่องสามารถผลิตสปอร์ได้มาก สปอร์สามารถคงสภาพการมีชีวิตได้ประมาณ 
90% ในระหว่างกระบวนการเก็บ นอกจากน้ี สปอร์เหล่านี้ยังคงปริมาณที่ความเข้มข้น 1 × 109 สปอร์ เมื่อทำเป็นผลิตภัณฑ์โพรไบโอติก 
โดยมีอายุการเก็บรักษา 5 ปี นอกจากนี้สปอร์ยังคงมีการรอดชีวิตในกระบวนการผลิตอาหารสัตว์ปีกได้อีกด้วย และสอดคล้องกับงานวิจัย
ของ Ramlucken et al. (2021) ที่ได้ศึกษาการผลิตและความเสถียรของ  โพรไบโอติกจากแบคทีเรียกลุ่ม Bacillus spp. หลายสาย
พันธุ์ สำหรับใช้เป็นผลิตภัณฑ์ในสัตว์ปีก โดยนำสปอร์มาผสมในอาหารไก่เนื้อและนำไปเข้ากระบวนการอัดรีดเป็นเม็ดที่ผ่านอุณหภูมิ
ตั้งแต่ 75 ถึง 80 องศาเซลเซียสแล้วนำมาบดเป็นขนาดต่าง ๆ ตามชนิดของอาหาร นับสปอร์เริ่มต้นและสุดท้ายระหว่างการผสมอาหาร 
โดยในระหว่างการผสมอาหารพบว่าจำนวนสปอร์ที่นับได้ต่ำสุด 1x106 CFU ต่อปริมาณอาหาร 1 ก. ผลการศึกษานี้สนับสนุนการใช้
แบคทีเรียกลุ่ม Bacillus spp. เป็นโพรไบโอติกในอาหารสัตว์ เนื่องจากมีความเสถียร มีอัตราการรอดของสปอร์สูงในช่วงต่าง  ๆ ของ
กระบวนการผลิตอาหารสัตว์ และยังแสดงให้เห็นศักยภาพโดยรวมของโพรไบโอติกกลุ ่ม Bacillus spp. ที ่สามารถนำไปใช้ใน
อุตสาหกรรมอาหารสัตว์ได้อย่างมีประสิทธิภาพ 
 
สรุป 

การศึกษาในครั้งนี้แสดงให้เห็นถึงประสิทธิภาพความคงทนของสปอร์แบคทีเรียทั้ง 4  ไอโซเลต ได้แก่ B. aryabhattai 
(CKNJh11), THPS1, PWR01 และ OYNH19 ซึ่งมีคุณสมบัติความเป็นโพรไบโอตกิท่ีมีประสิทธิภาพในการสร้างสปอร์สูง มีคุณสมบัติเปน็
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โพรไบโอติกที่สามารถทนต่อสูงได้ดี สามารถทนต่อสภาวะจำลองของกรดและเกลือน้ำดี ไลโซไซม์ และเมื่อผสมสปอร์ในอาหารไก่ เก็บที่
อุณหภูมิ 4, 25 และ 37 °C เป็นเวลา 30 วัน พบว่าสปอร์ยังคงมีอัตราการรอดชีวิตสูง ทั้งนี้คุณสมบัติโพรไบโอติกของทั้ง 4 ไอโซเลตมี
ประสิทธิภาพดีในแต่ละด้าน ซึ่งสามารถนำมาพัฒนาและประยุกต์ใช้เป็นโพรไบโอติกทางการเกษตรและอุตสาหกรรมอาหารสัตว์ต่อไปได้
โดยการนำทั้ง 4 ไอโซเลตมารวมกัน เพื่อเพ่ิมประสิทธิภาพโพรไบโอติกให้ดียิ่งข้ึน  
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