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การคดัแยกแบคทเีรียกลุ่มบาซิลลสั จากล�ำไส้ไก่ไข่เพ่ือใช้เป็นสารเสริม

โปรไบโอตกิในไก่ไข่: ผลต่อสมรรถภาพและคุณภาพไข่

Isolation of Bacillus species from chicken intestine for use as probiotic 
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บทคัดย่อ: การศกึษาครัง้นีมี้วตัถปุระสงค์เพ่ือคดัแยกแบคทีเรียในกลุม่ Bacillus sp. ท่ีสร้างสปอร์ จากล�ำไส้เลก็
สว่นปลายของไก่ไข่ (Ileum) จ�ำนวน 5 ตวัอย่าง เพ่ือศกึษาการเสริมแบคทีเรียโปรไบโอติกในไก่ไข่ เม่ือคดัแยก
แบคทีเรียด้วยอาหาร Nutrient Agar ท�ำการศกึษาลกัษณะทางสณัฐานวิทยา สามารถคดัแยกเชือ้ท่ีมีลกัษณะคล้าย
กบั Bacillus sp. ได้ทัง้หมด 10 ไอโซเลท คือ HODCN05, HODCN10, HODCN12, HODCN17, TODCN27, 
TODCN28, TODCN29, TODCN30, TODCN31 และ TODCN35 จากแบคทีเรียทัง้หมด 36 ไอโซเลต น�ำมา
ทดสอบคณุสมบตัทิางชีวเคมีพบวา่มี 4 ไอโซเลต ท่ีมีคณุสมบตัคิล้ายกบัแบคทีเรียในกลุม่ Bacillus sp. ทดสอบ
คณุสมบตัิความเป็นโปรไบโอติก โดยทดสอบความทนตอ่กรด และประสทิธิภาพการสร้างสปอร์ พบวา่มี 2 ไอโซ
เลท คือ TODCN31 และ TODCN35 มีคณุสมบตัเิป็นโปรไบโอตกิ สามารถทนตอ่สภาพความเป็นกรดได้ถงึ pH 
2.0 ทดสอบประสทิธิภาพการสร้างสปอร์ด้วยอาหาร NA พบวา่ไอโซเลต TODCN31 และ TODCN35 มีประสทิธิภาพ
ในการสร้างสปอร์ คือ 82.4 และ 79.6 เปอร์เซน็ต์ จงึเลือก TODCN31 น�ำมาศกึษาประสทิธิภาพเพ่ือเป็นสารเสริม
โปรไบโอตกิในไก่ไขโ่ดยดผูลตอ่สมรรถภาพและคณุภาพของไข ่พบวา่การเสริมสปอร์ของ Bacillus sp. ท่ีมีคณุสมบตัิ
เป็นโปรไบโอตกิในปริมาณ 1x106 และ 1x108 สปอร์ เป็นเวลา 5 สปัดาห์ ไมมี่ผลตอ่สมรรถภาพการผลติ แตมี่ผล
ท�ำให้น�ำ้หนกัไขแ่ละความหนาของเปลอืกไขเ่พ่ิมขึน้อยา่งมีนยัส�ำคญัทางสถิตเิม่ือเทียบกบักลุม่ควบคมุ ดงันัน้จาก
การศกึษาประสิทธิภาพของการใช้แบคทีเรียในกลุม่ Bacillus sp. ท่ีคดัแยกได้จากล�ำไส้เลก็สว่นปลายของไก่ไข ่
สามารถน�ำไปประยกุต์ใช้เป็นโปรไบโอตกิในสตัว์ได้
ค�ำส�ำคัญ : บาซลิลสั, สปอร์, โปรไบโอตกิ, ล�ำไส้ไก่, ไขไ่ก่

ABSTRACT: This study aimed to isolate Bacillus sp. spore forming bacteria from 5 samples of 
small intestine (Ileum) of laying hens by using Nutrient Agar in order to study bacterial morphology. 
We found all of 10 isolates was HODCN05, HODCN10, HODCN12, HODCN17, TODCN27, 
TODCN28, TODCN29, TODCN30, TODCN31 and TODCN35 from total 36 bacteria isolates 
resemble to Bacillus group. All of 10 isolates were done biochemical test and found that 4 isolates had 
similar properties to Bacillus sp. Testing of probiotic properties, tolerances to acid, spore efficiency 
found that 2 isolates TODCN31 and TODCN35 qualified as a probiotic which can tolerances the 
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ในปัจจบุนัไก่ไขถื่อวา่เป็นสตัว์เศรษฐกิจท่ีส�ำคญั
ของประเทศไทย ซึง่การเลีย้งไก่ไขต้่องค�ำนงึถงึผลผลติ
และคุณภาพของไข่มากขึน้เพ่ือตอบสนองความ
ต้องการของผู้บริโภค เชน่ ไขมี่ขนาดใหญ่ เปลอืกหนา 
หรือไขแ่ดงมีสแีดงเข้ม เกษตรกรผู้เลีย้งไก่ไขจ่งึมีความ
ต้องการปรับปรุงให้สขีองไขแ่ดงเข้มขึน้โดยเสริมสาร
สีสังเคราะห์เพ่ือเป็นแหล่งสารสีในอาหารไก่ไข ่
(อจัฉรา, 2556) นอกจากนีผู้้ผลิตอาหารไก่ไข่หรือ
เกษตรกรผู้ เลีย้งไก่ไขน่ัน้ยงัเสริมสารปฏิชีวนะเพ่ือให้
ได้ผลผลิตมากขึน้ ซึ่งสารปฏิชีวนะเหล่านีห้ากไม่
ระมดัระวงัในการใช้ก็จะท�ำให้เกิดผลเสยีได้ สตัว์ท่ีรับ
สารปฏิชีวนะเป็นเวลานานจะส่งผลให้มีการพฒันา
ของเชือ้เกิดการดือ้ยาขึน้ ท�ำให้เกิดการตกค้างของสาร
ปฏิชีวนะในผลิตภณัฑ์จากสตัว์ และสง่ผลถึงความ
ปลอดภัยต่อสุขภาพของผู้บริโภค ประเทศไทยใน
ฐานะผู้ ผลิตและส่งออกสินค้าเกษตรรายใหญ่จึง
จ�ำเป็นต้องตระหนักถึงมาตรการหรือการปรับปรุง
กระบวนการเพาะเลีย้งสตัว์ท่ีหลีกเลี่ยงการใช้สาร
ปฏิชีวนะท่ีก่อให้เกิดปัญหาดงักล่าว (Abdelqader  
et al., 2013) 

แบคทีเรียในกลุ่ม Bacillus sp. เป็นกลุ่ม
แบคทีเรียท่ีมีความสามารถในการสร้างสปอร์ได้ และ
มีชีวิตอยูใ่นสภาพแวดล้อมได้นาน แบคทีเรีย Bacillus 
sp. มีรูปร่างเป็นทอ่น (Rod-shape) ตดิสแีกรมบวก 
(Gram positive) เป็นแบคทีเรียท่ีเจริญได้ทัง้ในสภาวะ
ท่ีมีอากาศหรือสภาวะท่ีไม่มีอากาศ (Facultative 
anaerobic) ซึง่เป็นโครงสร้างท่ีเกิดขึน้ภายในเซลล์ 
(Endospore) การสร้างสปอร์เป็นการสร้างเพ่ือด�ำรง
ชีพไมใ่ชเ่พ่ือการสบืพนัธุ์ อีกทัง้การสร้างสปอร์และการ
สร้างสนีัน้ ขึน้อยูก่บัปัจจยัหลกัส�ำคญั ได้แก่ ชว่งระยะ

การเจริญเตบิโต อณุหภมิู และอาหาร เป็นต้น และ
บางชนิดเป็นแบคทีเรียท่ีมีคณุสมบตัเิป็นโปรไบโอตกิ 
(probiotic) ท่ีได้รับการยอมรับวา่ปลอดภยัเม่ือน�ำมา
ใช้ในอาหาร วา่มีประโยชน์เม่ือได้รับเข้าไปในร่างกาย
ในปริมาณท่ีเหมาะสม สามารถทนความร้อนและทน
ต่อสภาพแวดล้อมในระบบทางเดินอาหารได้ดี 
นอกจากนีย้งัมีคณุสมบตัท่ีิเป็นผลดีตอ่สขุภาพ ได้แก่ 
การผลิตสารยบัยัง้จลุินทรีย์ก่อโรค ปรับสมดลุของ
จุลินทรีย์ในระบบทางเดินอาหารให้เหมาะสม 
(Kovacs et al., 2010) ท�ำให้ระบบยอ่ยอาหารท�ำงาน
ได้อยา่งมีประสิทธิภาพ ช่วยกระตุ้นระบบภมิูคุ้มกนั
และลดระดบัคอเลสเตอรอลในเลือดได้อีกด้วย (Lee 
et al., 2017)

จากการศกึษางานวิจยัท่ีผา่นมา พบวา่ มีการใช้
โปรไบโอติก เช่น Lactobacil lus, Bacil lus, 
Lactococcus ในอุตสาหกรรมการเลีย้งสตัว์เพ่ิม 
มากขึน้ จงึเป็นทางเลือกอีกทางหนึง่ท่ีมีการวิจยักนั
อย่างกว้างขวางและเร่ิมเป็นท่ียอมรับกนัในปัจจบุนั 
แบคทีเรียท่ีมีคณุสมบตัเิป็นโปรไบโอตกิ สามารถชว่ย
เพ่ิมคณุภาพผลผลิตไข่ น�ำ้หนกัไข่ ความหนาของ
เปลือก และสีของไข่แดง ซึ่ง Bacillus sp. ท่ีมี
คณุสมบตัเิป็นโปรไบโอตกิสามารถแยกได้จากแหลง่
ตา่ง ๆ จากสตัว์ทัง้สตัว์บกและสตัว์น�ำ้ ได้แก่ ล�ำไส้ 
ปลานิล (ณฐัณิชา และคณะ, 2557) ระบบทางเดนิ
อาหารของปลากระพง ระบบทางเดินอาหารของ 
สตัว์ปีก (Nguyen et al., 2015) และมูลลูกสุกร  
(Gu et al., 2015) จากผลติภณัฑ์อาหารหมกั ได้แก่ 
โยเกิร์ต นมเปรีย้ว ผกัผลไม้ดอง (Angmo et al., 2016) 
เป็นต้น 

ดงันัน้ในงานวิจยันีจ้งึท�ำการคดัแยกและศกึษา
ลกัษณะของแบคทีเรียในกลุ่ม Bacillus sp. ท่ีมี
คณุสมบตัิเป็นโปรไบโอติกท่ีคดัแยกได้จากล�ำไส้ไก่ 

acidity up to pH 2.0 and spore efficiency on NA found that the TODCN31 and TODCN35 isolates 
were effective in producing spores of 82.4 and 79.6 percent, respectively. To study the efficacy of 
Bacillus sp. in laying hen, TODCN31 were selected to use as probiotic supplement in laying hen diet 
for egg performance and quality. Supplementation of Bacillus sp. at 1x106 and 1x108 spores resulted in 
significantly increased egg weight and eggshell thickness, while productive performance did not differ 
compared to control. Therefore, the efficacy of Bacillus sp. as probiotics supplement in laying hen can 
be applied as probiotics in animals.
Keywords: Bacillus species, spore, probiotic, chicken intestine, egg
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มาใช้เป็นสารเสริมโปรไบโอติกในไก่ไข่เพ่ือเพ่ิม
สมรรถภาพและคณุภาพไข ่ เพ่ือเป็นแนวทางในการ
ทดแทนการใช้สารปฏิชีวนะและสารสงัเคราะห์ในการ
เลีย้งไก่ไข่ ส่งผลให้มีความปลอดภัยต่อการผลิต
ผลิตภัณฑ์จากไก่ไข่และได้อาหารท่ีปลอดภัย 
นอกจากนีแ้บคทีเรียท่ีมีคณุสมบตัเิป็นโปรไบโอตกิจะ
เป็นประโยชน์กบัการเลีย้งสตัว์ในด้านการสง่เสริมสขุ
ภาพและเพ่ิมผลผลติท่ีได้จากสตัว์ ซึง่ผลการวิจยัท่ีได้
จะเป็นประโยชน์ในการประยกุต์ใช้เป็นสารเสริมใน
อาหารสตัว์ และเป็นทางเลือกใหมท่ดแทนการใช้ยา
ปฏิชีวนะในสตัว์

วธีิการศกึษา

แหล่งที่มาและการเกบ็ตวัอย่างล�ำไส้ไก่
ท�ำการเก็บตวัอย่างล�ำไส้เล็กสว่นปลายของไก่

ไขพ่นัธุ์ไฮเซก็ บราวน์ อาย ุ70 สปัดาห์ จ�ำนวน 5 ตวั 
ซึง่เป็นไก่จากฟาร์มของมหาวิทยาลยัสงขลานครินทร์ 
วิทยาเขตสรุาษฎร์ธานี โดยท�ำการฆา่ไก่และผา่เปิด
ช่องท้องตามหลกัและวิธีการใช้สตัว์ทดลองเพ่ืองาน
ทางวิทยาศาสตร์ของมหาวิทยาลยัสงขลานครินทร์ 
ท�ำการตดัล�ำไส้เลก็สว่นปลายของไก่โดยใช้เชือกมดั
ปลายทัง้ 2 ด้าน แล้วใช้มีดผา่ตดัท่ีผา่นการฆา่เชือ้ตดั
ล�ำไส้ จากนัน้เก็บตวัอยา่งล�ำไส้ใสใ่นถงุซปิลอ็ค และ
ท�ำการคดัแยกเชือ้โดยทนัที (Nguyen et al., 2015)

การคัดแยกเชือ้และการตรวจนับจ�ำนวน
แบคทเีรียด้วยวธีิให้ความร้อน (Heat treatment)

น�ำตวัอย่างล�ำไส้เลก็สว่นปลายของไก่ 5 กรัม 
แล้วเจือจางด้วยโซเดียมคลอไรด์ 0.85 เปอร์เซ็นต์  
45 มิลลิลิตร น�ำสารละลายท่ีมีการเจือจางท่ีความ 
เข้มข้น 10-1–10-6 น�ำมาให้ร้อนความท่ีอุณหภูมิ  
80 องศาเซลเซียส ในอ่างควบคุมอุณหภูมินาน  
10 นาที และน�ำลงไปแช่ในน�ำ้ท่ีอณุหภมิูห้องทนัที 
จากนัน้น�ำสารละลายตวัอยา่งในแตล่ะความเข้มข้น
มาเลีย้งบนอาหารเลีย้งเชือ้ Nutrient Agar (NA) ด้วย
วิธีการเกลีย่เชือ้ โดยแตล่ะความเข้มข้นท�ำการทดลอง 
2 ซ�ำ้ บม่ท่ีอณุหภมิู 37 องศาเซลเซียส นาน 24 ชัว่โมง 
ท�ำการตรวจนับจ�ำนวนโคโลนีท่ีเกิดขึน้ในแต่ละ
ตวัอยา่ง (กาญจนา, 2556)

การทดสอบการย้อมแกรม และการทดสอบทาง
ชีวเคมีแบคทเีรียในกลุ่ม Bacillus sp.

น�ำเชือ้ท่ีเลีย้งในอาหารเลีย้งเชือ้ NA ท่ีได้จาก
การแยกให้บริสทุธ์ิ ท�ำการทดสอบการย้อมแกรม เพ่ือ
ดรููปร่างของเซลล์และการสร้างสปอร์ โดยใช้ชดุย้อม
แกรม และน�ำเฉพาะแบคทีเรียท่ีเป็น แกรมบวกทัง้ท่ี
เหน็และไมเ่หน็การสร้างสปอร์ภายในเซลล์ไปท�ำการ
ทดสอบทางชีวเคมี คือ Motility test, Catalase test, 
Oxidase test, Indole test และ Starch hydrolysis 
test โดยอ้างอิงผลการทดสอบ จากผลการทดสอบ
ทางชีวเคมีของแบคทีเรียกลุ่ม Bacillus sp. ตาม
รายงานของ Navinchandran et al., (2014)

การทดสอบคุณสมบัติความเป็นโปรไบโอติกที่
ทนกรด

น�ำเชื อ้ ท่ี มีผลการทดสอบทางชีวเคมีเป็น
แบคทีเรียกลุม่ Bacillus sp. น�ำมาเลีย้งตอ่ในอาหาร 
Nutrient Broth (NB) ท่ีท�ำการปรับคา่ pH 2.0, 2.5 
และ 3.0 โดยใช้สารละลายกรดไฮโดรคลอริก และ 
โซเดียมไฮดรอกไซด์ บม่ท่ีอณุหภมิู 35-37 องศาเซลเซียส 
ในตู้บม่เชือ้แบบเขยา่ ด้วยความเร็วรอบ 150 รอบ/
นาที นาน 16-18 ชัว่โมง จากนัน้ตรวจสอบแบคทีเรีย
ท่ีรอดชีวิต ด้วยวิธีการเกลี่ยเชือ้บนอาหารเลีย้งเชือ้ 
NA และท�ำการบม่ท่ีอณุหภมิู 37 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 48 ชัว่โมง โดยคดัเลอืกแบคทีเรียท่ีสามารถรอด
ชีวิตได้ในสภาวะท่ีมีคา่ pH 2 – 3.5 (Garcia-Ruiz  
et al., 2014)

การทดสอบประสิทธิภาพการสร้างสปอร์ของ
แบคทเีรียที่คัดแยกได้ 

น�ำเชือ้ท่ีมีคณุสมบตัคิวามเป็นโปรไบโอตกิท่ีทน
กรด น�ำมาเลีย้งตอ่ในอาหารเหลว NB บม่ท่ีอณุหภมิู 
30 องศาเซลเซียส ในตู้บม่เชือ้แบบเขยา่ ด้วยความเร็ว
รอบ 150 รอบ/นาที นาน 48 ชัว่โมง การทดสอบหา
ประสิทธิภาพการสร้างสปอร์โดยแบ่งเป็นสองกลุ่ม
ทดลอง คือ กลุม่ท่ีทดสอบด้วยความร้อน น�ำเชือ้ไปให้
ความร้อนท่ีอณุหภมิู 80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา  
10 นาที และกลุม่ท่ีไมใ่ห้ความร้อน จากนัน้ท�ำการเจือ
จางเชือ้ท่ีความเข้มข้น 10-1–10-6 และน�ำเชือ้ท่ีความ
เข้มข้น 10-4–10-6 มาเลีย้งบนอาหารเลีย้งเชือ้ NA ด้วย
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วิธีการเกลีย่เชือ้ โดยในแตล่ะความเข้มข้นจะท�ำการ
ทดลอง 2 ซ�ำ้ บม่ท่ีอณุหภมิู 30 องศาเซลเซียส นาน 
72 ชัว่โมง ท�ำการตรวจนบัจ�ำนวนโคโลนีท่ีเกิดขึน้ใน
แต่ละกลุ่มเพ่ือเปรียบเทียบประสิทธิภาพการสร้าง 
สปอร์ ท�ำการทดสอบการสร้างสปอร์โดยการน�ำหว่ง
ถ่ายเชือ้แตะเชือ้ท่ีเจริญบนอาหาร NA มาเกลี่ยบน
กระจกสไลด์ท่ีมีน�ำ้กลัน่ผ่านการฆ่าเชือ้แล้วหยดอยู ่
เกลี่ยให้เข้ากนั สอ่งภายใต้กล้องจลุทรรศน์ ท่ีก�ำลงั
ขยาย 1,000 เทา่ เพ่ือดกูารสร้างสปอร์ของแบคทีเรีย 
(Manzo et al., 2013)

ประสทิธิภาพการสร้างสปอร์  (%)     =       

การเตรียมสปอร์เชือ้เพื่อใช้เป็นสารเสริมโปรไบ
โอตกิในไก่

น�ำแบคทีเรียท่ีคดัเลอืกได้มาเลีย้งในอาหารเหลว 
NB ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพู่ บ่มท่ี
อุณหภูมิ 35-37 องศาเซลเซียส นาน 12 ชั่วโมง  
จากนัน้ถ่ายลงในอาหารเหลว NB ปริมาตร 2 มิลลลิติร 
ลงบน NA ให้ทั่วบริเวณผิวหน้าอาหารแล้วจึงดูด 
สว่นเกินของเชือ้ออกจากจานเพาะเชือ้ บม่ท่ีอณุหภมิู  
30 องศาเซลเซียส นาน 72 ชัว่โมง จากนัน้ใช้แผ่น
สไลด์ท่ีฆา่เชือ้ขดูสปอร์บนผิวหน้าอาหารลงในหลอด
เซนตริฟิวขนาด 50 มิลลลิติร ท�ำการล้างเซลล์ด้วยน�ำ้
กลัน่ฆา่เชือ้ท่ีแชเ่ยน็ และน�ำสปอร์ท่ีได้มาให้ความร้อน 
68 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 45 นาที เพ่ือท�ำการฆา่
เซลล์แบคทีเรีย ปรับให้มีปริมาณสปอร์เป็น 1x106 
และ 1x108 สปอร์ และท�ำการปอ้นเชือ้ใสใ่นปากไก่
โดยตรงด้วยกระบอกฉีดยาขนาด 1 มิลลลิติร (Gao  
et al., 2017)

การศกึษาผลของ Bacillus sp. ที่มีคุณสมบตัเิป็น
โปรไบโอตกิในไก่ไข่

การทดลองครัง้นีเ้ป็นการศกึษาในเบือ้งต้นของ
การใช้แบคทีเรียกลุม่ Bacillus sp. เพ่ือเป็นสารเสริม
โปรไบโอติกในไก่ไข่ ทดลองโดยใช้ไก่ไข่พนัธุ์ไฮไลน์ 
บราวน์ อาย ุ 22 สปัดาห์ วางแผนการทดลองแบบ 
Completely Randomized Design (CRD) โดยแบง่
กลุม่การทดลองออกเป็น 3 กลุม่แตล่ะกลุม่มีไก่ 5 ตวั 

รวมไก่ทัง้หมด 15 ตวั ท�ำการทดลองเป็นระยะเวลา 
5 สัปดาห์ ทุกกลุ่มทดลองให้เชือ้ตามปริมาณท่ี
ก�ำหนด 1 ครัง้/วนั คือ ชว่งเยน็เวลา 17.00 น. ให้ทกุ
วนัตลอดการทดลอง โดยกลุม่ทดลองประกอบด้วย 
กลุม่ท่ี 1 กลุม่ควบคมุ (ไมไ่ด้รับสารเสริมโปรไบโอตกิ), 
กลุม่ท่ี 2 ไก่ได้รับสารเสริมโปรไบโอตกิท่ีระดบั 1x106 
สปอร์ และ กลุม่ท่ี 3 ไก่ได้รับสารเสริมโปรไบโอติก 
ท่ีระดบั 1x108 สปอร์ ซึง่ปริมาณของโปรไบโอติกท่ี 
ใช้อ้างอิงมาจากการศึกษาในห้องปฏิบตัิการก่อน
หน้านี ้

การเกบ็ข้อมูลและการวเิคราะห์ผลทางสถติิ
ท�ำการตรวจวดัคณุภาพไขใ่นทกุ ๆ  สปัดาห์ โดย

ไข่ท่ีน�ำมาตรวจสอบคุณภาพเป็นไข่ท่ีเก็บในวัน
สดุท้ายของแต่ละสปัดาห์ โดยเก็บไข่จากไก่ทุกตวั  
(ซ�ำ้ละ 1 ฟอง) ท�ำการตรวจสอบน�ำ้หนกัไข ่ความหนา
เปลือกไข่ ความแข็งแรงของเปลือกไข่ และสีไข่แดง 
โดยใช้เคร่ืองตรวจสอบคุณภาพไข่ (Digital Egg 
Tester) ส�ำหรับสมรรถภาพการผลติ ได้แก่ น�ำ้หนกัตวั
ของไก่ เปอร์เซน็ต์ผลผลติไข ่อตัราการกินอาหารของ
ไก่ และอัตราการเปลี่ยนอาหารเป็นผลผลิตไข ่ 
น�ำข้อมลูท่ีได้แตล่ะกลุม่การทดลองมาวิเคราะห์ทาง
สถิต ิโดยใช้วิธีวิเคราะห์ความแปรปรวน (Analysis of 
variance) และหาความแตกตา่งของคา่เฉลี่ยแตล่ะ
กลุม่การทดลองด้วยวิธี Duncan ท่ีระดบัความเช่ือมัน่
ร้อยละ 95 ค่า P<0.05 จะพิจารณาว่าแตกต่าง 
อย่างมีนยัส�ำคญัทางสถิติ โดยใช้โปรแกรม SPSS 
version 22

ผลการศกึษา

การศกึษาลักษณะสรีรวทิยาและทางชีวเคมีของ
เชือ้ที่คัดแยกได้

จากการคดัแยก Bacillus sp. ท่ีมีคณุสมบตัเิป็น
โปรไบโอติกจากล�ำไส้เล็กสว่นปลายของไก่ จ�ำนวน  
5 ตวัอย่าง สามารถคดัแยกเชือ้ท่ีมีลกัษณะคล้าย 
Bacillus sp. ทัง้หมด 10 ไอโซเลท ท่ีย้อมตดิสีแกรม
บวกและมีรูปร่างเป็นแทง่ จาก 36 ไอโซเลท ซึง่มีการ
ศกึษาลกัษณะของสี และรูปร่างโคโลนีท่ีปรากฏ ซึง่
แบง่กลุม่ของสีออกเป็น 5 สี คือ ส้ม ส้มครีม เหลือง 

    จ�ำนวนสปอร์ท่ีให้ความร้อน      x  100
จ�ำนวนสปอร์ท่ีไมไ่ด้ให้ความร้อน
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เหลืองครีม และครีม ผลการทดสอบทางชีวเคมีของ
ทัง้ 10 ไอโซเลท พบว่ามี 4 ไอโซเลท ท่ีคล้ายกับ 
Bacillus sp. (Table 1) จากการทดสอบทางชีวเคมี 
คือ Motility, Indole, Starch hydrolysis, Oxidase 
และ Catalase ท�ำให้ได้แบคทีเรียไอโซเลทท่ี 

ผลการทดสอบทางชีวเคมีตรงกับ แบคทีเรียกลุ่ม 
Bacillus sp. จ�ำนวน 4 ไอโซเลท คือ HODCN10, 
TODCN29, TODCN31 และ TODCN35 เพ่ือน�ำมา
ศกึษาคณุสมบตัคิวามเป็นโปรไบโอตกิ

Table 1 Biochemical characteristics of the isolate Bacillus sp. from chicken intestine

Isolated No. Biochemical test
Motility test Indole test Starch hydrolysis test Catalase test Oxidase test

HODCN05 + - - + -
HODCN10 + - + + -
HODCN12 - - - + -
HODCN17 - - + + -
TODCN27 - - + + -
TODCN28 + - - + -
TODCN29 + - + + -
TODCN30 + - - + -
TODCN31 + - + + -
TODCN35 + - + + -

Bacillus subtilis + - + + -

The increased mark (+) is positive test result and the increased mark (-) is negative test result. 

The biochemical tests of Bacillus sp. Motility, Indole, Starch hydrolysis, Oxidase, and Catalase the result are +, -, +, 

+ and  -  respectively

การทดสอบคุณสมบัติความเป็นโปรไบโอติกที่
ทนกรด

ในการศกึษาคณุสมบตัคิวามเป็นโปรไบโอตกิท่ี
ทนกรด จะใช้ 4 ไอโซเลทท่ีมีผลการทดสอบทาง
ชีวเคมีคล้ายกับ Bacillus sp. คือ HODCN10, 

TODCN29, TODCN31 และ TODCN35 มาศกึษา
การเจริญในสภาวะท่ีไมเ่หมาะสม โดยการตรวจสอบ
ความสามารถในการทนกรด พบวา่ TODCN31 และ 
TODCN35 สามารถเจริญในสภาวะท่ีเป็นกรดได้ดี
ท่ีสดุ (Table 2)

Table 2 Growth of bacteria at pH 2.0, 2.5, 3.0 in NB and spread plate on NA

Isolate No. Growth of bacteria
Control (pH 7.4) pH 2.0 pH 2.5 pH 3.0

HODCN10
TODCN29
TODCN31
TODCN35

+++++
+++++
+++++
+++++

+
+

+++
+++

+++
+++

++++
++++

++++
++++
++++
++++

The increased mark (+) indicates the number of bacteria growing on NA
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จากผลการทดสอบคุณสมบัติโปรไบโอติกท่ี 
ทนต่อกรดของแบคทีเรียท่ีคดัแยกได้ จึงได้ท�ำการ 
คัดเลือกไอโซเลท TODCN31 และ TODCN35  
ซึง่สามารถทดกรดได้ดีถงึคา่ pH 2.0 ซึง่จะสามารถ
ทนต่อความเป็นกรดในระบบทางเดินอาหารของ 
ไก่ได้ จงึเหมาะสมส�ำหรับน�ำมาใช้เป็นโปรไบโอตกิได้ 

การทดสอบประสิทธิภาพการสร้างสปอร์
ในการศกึษาประสทิธิภาพการสร้างสปอร์จะใช้ 

2 ไอโซเลท ท่ีมีความสามารถในการทนกรด ได้ดี คือ 
TODCN31 และ TODCN35 มาศกึษาประสทิธิภาพ
การสร้างสปอร์บนอาหาร NA โดยจะมีการใช้ความ
ร้อน 80 องศาเซลเซียส เพ่ือท�ำลายเซลล์ปกติ พบวา่ 
TODCN31 มีประสิทธิภาพการสร้างสปอร์ดีกว่า 
TODCN35 (Table 3)

Table 3 Spore efficiency of the isolate Bacillus sp. from chicken intestine

Isolate No. Control or Heat CFU/ml % Spore efficiency
TODCN31 Control

Heat
1.08 x 109

8.9 x 108
82.4%

TODCN35 Control
Heat

6.4 x 108

5.1 x 108
79.6%

จากการศกึษาประสทิธิภาพการสร้างสปอร์ของ
แบคทีเรียไอโซเลท TODCN31 และ TODCN35 โดย
ประสทิธิภาพการสร้างสปอร์ คือ 82.4% และ 79.6% 
ตามล�ำดบั จงึได้คดัเลือกไอโซเลท TODCN31 มาใช้
เป็นโปรไบโอติกเสริมในไก่ เพราะมีประสทิธิภาพกา
รสร้างสปอร์ได้ดีท่ีสดุ คณุสมบตัิของสปอร์จะท�ำให้
สามารถทนต่อสภาพแวดล้อมต่าง ๆ ในระบบทาง
เดนิอาหารของไก่ได้

ผลการเสริม Bacillus sp. ที่มีคุณสมบตัเิป็นโปร
ไบโอตกิต่อสมรรถภาพและคุณภาพของไข่

ในการใช้แบคทีเรียกลุม่ Bacillus sp. ท่ีมีความ
สามารถในการสร้างสปอร์ เพ่ือเป็นโปรไบโอติกใน 
ไก่ไข ่ตอ่สมรรถภาพและคณุภาพไขใ่นด้านตา่ง ๆ  คือ 

น�ำ้หนกัไข ่ความแขง็แรงของเปลอืกไข ่ความหนาของ
เปลือกไข่ และสีของไข่แดง จากการทดลองพบว่า 
การป้อนสปอร์ของเชือ้ไอโซเลท TODCN31 ท่ีมี
คณุสมบตัเิป็นโปรไบโอตกิเข้าไปในปากไก่โดยตรงท่ี
ระดบัความเข้มข้นของเชือ้ท่ี 0, 1x106 และ 1x108 สปอร์ 
เป็นเวลา 5 สปัดาห์ ผลการทดลองพบวา่ การเสริม
โปรไบโอติกในไก่ไข่มีผลท�ำให้น�ำ้หนกัไข่ และความ
หนาของเปลือกไข่เพ่ิมขึน้อย่างมีนยัส�ำคญัทางสถิติ
เม่ือเทียบกบักลุม่ควบคมุ (P<0.05) (Table 4) สว่น
ความแข็งแรงของเปลือกไข่ และสีของไข่แดง ไม่มี
ความแตกต่างกันทางสถิติเม่ือเทียบกับกลุ่มท่ีไม่มี
การเสริมโปรไบโอตกิ ส�ำหรับในด้านสมรรถภาพการ
ผลติพบวา่ไมมี่ความแตกตา่งกนัระหวา่งกลุม่ทดลอง 
(P>0.05) (Table 5)

Table 4 Effects of Bacillus sp. supplementation in laying hen on egg quality

Item Control 1x106 Spores 1x108 Spores SEM P-value

Egg weight (g) 54.54b± 0.80 56.72a± 0.71 57.8a± 1.81 0.55 0.004

Eggshell strength (kg/cm2) 3.80 ± 0.27 4.23 ± 0.47 4.11 ± 0.40 0.18 0.239

Eggshell thickness (mm) 0.34b± 0.005 0.36a± 0.004 0.36a± 0.004 0.002 0.0001

Yolk color score 7.36 ± 0.35 7.46 ± 0.36 7.42 ± 0.34 0.16 0.90

a-b Means with different superscripts within the same row differ significantly (P<0.05)



Table 5 Effects of Bacillus sp. supplementation in laying hen on productive performance

Item Control 1x106 Spores 1x108 Spores SEM P-value

Initial body weight (kg) 1.73 ± 0.06 1.72 ± 0.10 1.73 ± 0.01 0.03 0.93
Final body weight (kg) 1.77 ± 0.12 1.78 ± 0.12 178 ± 0.06 0.05 0.84
Egg production (%) 95.84 ± 3.71 98.34 ± 2.28 94.58 ± 6.22 1.65 0.28
Feed intake (g/d) 108.93 ± 4.61 109.72 ± 5.78 112.99 ± 3.57 2.37 0.46
Feed conversion ratio 2.12 ± 0.08 1.97 ± 0.10 2.09 ± 0.06 0.04 0.09

วจิารณ์

จากการคดัแยกแบคทีเรียกลุม่ Bacillus sp. จาก
ล�ำไส้เลก็สว่นปลายของไก่ไขจ่�ำนวน 5 ตวัอยา่ง พบวา่ 
สามารถแยกแบคทีเรียท่ีสร้างสารสีและมีลกัษณะ 
โคโลนีคล้ายกบั Bacillus sp. ได้จ�ำนวน 36 ไอโซเลท 
ซึง่สอดคล้องกบังานวิจยัของ Nguyen et al. (2015) 
ท่ีได้คดัแยกแบคทีเรียกลุม่ Bacillus ท่ีสร้างสปอร์จาก
ระบบทางเดินอาหารของไก่ จากนัน้น�ำมาทดสอบ 
การย้อมแกรม เพ่ือดลูกัษณะรูปร่าง เก็บเชือ้ท่ีย้อมตดิ
สแีกรมบวก รูปร่างเป็นแทง่ ทัง้หมด 10 ไอโซเลท ได้แก่ 
HODCN05, HODCN10, HODCN12, HODCN17, 
TODCN27, TODCN28, TODCN29, TODCN30, 
TODCN31 และ TODCN35 น�ำมาทดสอบทางชีวเคมี 
คือ Motility test, Catalase test, Oxidase test, 
Indole test และ Starch hydrolysis test 
(Navinchandran et al., 2014) จากการทดสอบทาง
ชีวเคมี ท�ำให้ได้แบคทีเรียไอโซเลทท่ีผลการทดสอบ
ทางชีวเคมีตรงกบั แบคทีเรียกลุม่ Bacillus sp. จ�ำนวน 
4 ไอโซเลท คือ HODCN10, TODCN29, TODCN31 
และ TODCN35 น�ำทัง้ 4 ไอโซเลทมาทดสอบ
คณุสมบตัคิวามเป็นโปรไบโอตกิท่ีทนตอ่กรด (Garcia-
Ruiz et al., 2014) พบวา่มี 2 ไอโซเลท TODCN31 
และ TODCN35 ท่ีสามารถทนกรดได้ดีท่ีสดุถงึคา่ pH 
2.0 ซึง่สอดคล้องกบังานวิจยัของ Gu et al. (2015) ท่ี
ศกึษาศกัยภาพโปรไบโอตกิ B. coagulans ท่ีคดัแยก
ได้จากมลูลกูสกุร โดยทดสอบคณุสมบตัโิปรไบโอตกิ
ท่ีทนกรดพบวา่สามารถทนกรดได้ถงึ pH ต�่ำสดุ pH 
1.0 โดยท่ีอตัราการรอดชีวิตของ B. coagulans ยงัสงู
ถึง 80% น�ำแบคทีเรียทัง้สองไอโซเลทมาทดสอบ
ประสิทธิภาพการสร้างสปอร์บนอาหาร NA พบว่า 
TODCN31 และ TODCN35 มีประสทิธิภาพการสร้าง
สปอร์ 82.4 และ 79.6 เปอร์เซน็ต์ ตามล�ำดบั จงึเลอืก

ไอโซเลท TODCN31 มาใช้เป็นโปรไบโอตกิเสริมในไก่ไข ่
จากการใช้สปอร์ของแบคทีเรียกลุม่ Bacillus sp. 

ไอโซเลท TODCN31 เป็นโปรไบโอตกิเสริมในไก่ไขต่อ่
สมรรถภาพการผลติและคณุภาพของไข ่โดยใช้สปอร์
ของเชือ้ป้อนใส่ปากไก่โดยตรงด้วยกระบอกฉีดยา
ขนาด 1 มิลลลิติร ผลตอ่คณุภาพไข ่ได้แก่ น�ำ้หนกัไข ่
ความแขง็แรงของเปลอืกไข ่ความหนาของเปลอืกไข ่
และสขีองไขแ่ดง พบวา่ การเสริมสปอร์ Bacillus sp. 
ท่ีมีคณุสมบตัเิป็นโปรไบโอตกิในปริมาณ 1x106 และ 
1x108 สปอร์ มีผลท�ำให้น�ำ้หนกัไขแ่ละความหนาของ
เปลอืกไขเ่พ่ิมขึน้อยา่งมีนยัส�ำคญัทางสถิต ิโดยมีแนว
โน้มความหนาของเปลือกไขเ่พ่ิมขึน้ 2.8 เปอร์เซน็ต์ 
เม่ือเปรียบเทียบกบักลุม่ควบคมุ ซึง่สอดคล้องกบังาน
วิจยัของ Abdelqader et al. (2013) ท่ีได้ศกึษาผลการ
เสริม Bacillus subtilis ในไก่ไข ่ ซึง่จากผลการวิจยั 
พบวา่ท�ำให้น�ำ้หนกัไข่ และความหนาของเปลือกไข่
เพ่ิมขึน้ สว่นความแขง็แรงของเปลอืกไข ่และสไีขแ่ดง 
ไม่มีความแตกต่างเม่ือเปรียบเทียบกบักลุม่ควบคมุ 
ส�ำหรับผลตอ่สมรรถภาพการผลติของไก่ไขพ่บวา่ ไมมี่
ความแตกตา่งกนั และงานวิจยัของ Lei et al. (2013) 
ท่ีอ้างโดย Yang et al. (2017) ท่ีแสดงให้เหน็วา่การ
เสริม B. licheniformis และ B. subtilis ในอาหาร 1.0 
× 106 CFU/g มีผลให้คณุภาพไข ่น�ำ้หนกัตวัของไก่ 
เพ่ิมขึน้และท�ำให้จ�ำนวนของ Escherichia coli และ 
Salmonella sp. ลดลง ในการเสริมสปอร์ของเชือ้ท่ีมี
คณุสมบตัเิป็นโปรไบโอตกิควรเสริมในปริมาณ 1x106 
สปอร์ ซึง่เป็นระดบัท่ีเพียงพอตอ่การปรับปรุงคณุภาพ
ของไขไ่ก่ให้ดีขึน้ได้ จากผลการทดลองทัง้หมดแสดง
ถึงผลดีในด้านตา่ง ๆ จากการน�ำโปรไบโอติกมาใช้
เสริมในสตัว์ และสามารถเป็นแนวทางในการผลิต
ผลติภณัฑ์ใหม ่ๆ  ท่ีไมก่่อให้เกิดสารตกค้างในผลผลติ
ท่ีได้จากสตัว์ นอกจากนีย้งัสามารถทดแทนการใช้
สารปฏิชีวนะในอตุสาหกรรมการเลีย้งสตัว์ได้อีกด้วย 
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ก า ร เ ส ริ ม ส ป อ ร์ ข อ ง แ บ ค ที เ รี ย ใ น ก ลุ่ ม  
Bacillus sp. ท่ีมีคุณสมบัติเป็นโปรไบโอติกใน
ปริมาณ 1x106 และ 1x108 สปอร์ เป็นเวลา 5 สปัดาห์ 
มีผลท�ำให้น�ำ้หนักไข่และความหนาของเปลือกไข่ 
เพ่ิมขึน้ ซึ่งผลการวิจัยท่ีได้จะเป็นประโยชน์ใน 
การประยุกต์ใช้เป็นทางเลือกใหม่ทดแทนการใช้ 
ยาปฏิชีวนะในอตุสาหกรรมการเลีย้งสตัว์
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