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4. วิจารณผลการทดลอง 
 
 

1. การคัดเลือกแบคทีเรียยอยโปรตีน 
 สภาพธรรมชาติในบอเลี้ยงกุงจะมีการหมุนเวียนของไนโตรเจน ซึ่งเรียกวา      
วัฏจักรไนโตรเจน ซึ่งแบคทีเรียยอยโปรตีนเปนแบคทีเรียที่อยูในกระบวนการขั้นตนที่
เปลี่ยนสารอินทรียไนโตรเจนที่มีขนาดใหญใหเปนกรดอะมิโนหรือใหเปนสารพวก
แอมโมเนีย ทําใหสามารถพบแบคทีเรียพวกนี้ไดในบอเลี้ยงกุง เมื่อนําแบคทีเรียแตละ  
ไอโซเลทมาคัดเลือกเบื้องตนโดยทดสอบหาคา degree of hydrolysis ซึ่งเปนวิธีการ
พ้ืนฐานที่ใชกันทั่วไปสําหรับคัดเลือกเชื้อที่ผลิตเอนไซมปลอยออกนอกเซลล แตก็ควร
พิจารณาการเจริญของเชื้อดวย (Kazanas, 1968) ดังเชนการศึกษาเชื้อไอโซเลท W3 
คา degree of hydrolysis ต่ําสุดในบรรดาเชื้อที่ผานการคัดเลือกเบื้องตน (รูปที่ 4) แลว แต
เมื่อนํามาวิเคราะหหาคากิจกรรมเอนไซมยอยโปรตีนกลับพบวาเชื้อแบคทีเรียยอย
โปรตีนไอโซเลท W3 สามารถผลิตเอนไซมยอยโปรตีนไดมากกวาเชื้อแบคทีเรียยอย
โปรตีนไอโซเลท W6  W10 และ W310 และเมื่อเลี้ยงไประยะหนึ่งคากิจกรรมยอย
โปรตีนไมแตกตางจาก W30 ซึ่งใหคาสูงสุด (รูปที่ 5) ซึ่งแสดงใหเห็นวาในการคัดเลือก
เบื้องตนจะพิจารณาจากคา degree of hydrolysis เพียงอยางเดียวไมได ควรพิจารณาการ
เจริญเติบโตของเชื้อรวมดวยโดยพิจารณาจากขนาดของโคโลนี 
 
2. การทดสอบความสามารถในการยับยั้งเชื้อ V. harveyi  
 จากการศึกษาพบวาเชื้อแบคทีเรียยอยโปรตีนไอโซเลท W3 เปนเพียงไอโซเลท
เดียวที่สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อ V. harveyi แสดงวาเชื้อแบคทีเรียยอยโปรตีน     
ไอโซเลท W3 ผลิตสารบางชนิดออกสูภายนอกเซลลที่สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อ   
V. harveyi เชนการศึกษาของ Chythanya และคณะ (2002) พบวาเชื้อ Pseudomonas     
ไอโซเลท I-2 สามารถผลิตสารออกสูภายนอกเซลลที่สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อ         
V. harveyi ซึ่งสารที่เชื้อผลิตสามารถทนตอเอนไซมยอยโปรตีน เอนไซมยอยไขมัน และ
เอนไซมยอยแปง แมปลอยใหทําปฏิกิริยาเปนเวลานานถึง 1 ชั่วโมง และเชื้อชนิดนี้ไม
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เปนอันตรายตอกุง นอกจากนี้ Vijayan และคณะ (2006) แยกไดเชื้อ Pseudomonas       
ไอโซเลท PS-102 จากบึงน้ําเค็ม Muttukkadu ในประเทศอินเดีย พบวาเชื้อดังกลาว
สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อ V. harveyi ซึ่งสารที่ผลิตจากเชื้อนี้มีลักษณะใกลเคียงกับ
เชื้อ Pseudomonas I-2 คือ ทนตอเอนไซมยอยโปรตีน เอนไซมยอยไขมัน และเอนไซม
ยอยแปง และยังทนความรอน รวมทั้งเชื้อนี้ไมเปนอันตรายตอกุงดวย แตสารยับยั้งที่
สรางโดยไอโซเลท W3 อาจเปนสารประกอบพวกโปรตีนเพราะเชื้อผลิตโปรติเอสมีคา
กิจกรรมของเอนไซม 2.4       ยูนิตตอมิลลิลิตร แตคากิจกรรมจําเพาะ (specific activity) 
ของเอนไซมมีคาต่ํามาก (รูปที่ 14) แสดงวาโปรตีนสวนหนึ่งถูกผลิตออกมาไมใชเปนโป
รติเอส แตอาจเปนสารที่มีคุณสมบัติยับยั้งเชื้อ V. harveyi (antivibrio substance) 
 จากการทดสอบความไวของเชื้อ V. harveyi ตอยามาตรฐานที่ใชควบคุมจุลินทรีย 
มีรายงานของพุธิตา (2545) วาเชื้อ V. harveyi จะไวตอยานอรฟอกซาซิน (norfloxacin)  
และเตทตราซัยคลิน (tetracycline) และในปจจุบันมีการใชยาในกลุมซัลฟาเสริมฤทธิ ์
เชน กลุมซลัฟารวมกับไตรเมทโทพริม (sulphamethoxazole trimethoprin) และกลุม    
ควิโนโลน ยาในกลุมนี ้ เชน ออกโซลินิคแอซิค (oxolinic acid) และนอรฟอกซาซิน 
(norfloxacin) ในการเพาะเลี้ยงสัตวน้ํา (http://www.shrimpcenter.com/tshrimp003.html, 
15/03/2006) ในการศึกษาการตกคางของยาออกโซลินิคแอซิค (oxolinic acid) ของ 
กาญจนา และคณะ (2536) พบวา เมื่อปอนยาในอัตรา 30 มิลลลิิตรตอน้ําหนักกุง 1 
กิโลกรัม ยาจะตกคางใน hepatopancreas เปนเวลานาน 50 วัน ขณะที่ใน haemolymph 
และกลามเนื้อ ยาจะตกคางอยูเปนเวลานาน 24 วัน และ 25 วัน ตามลําดับ และเชื้อไอ
โซเลท W3 ใหผลการยับยั้ง V. harveyi ไดใกลเคียงกับซัลฟาเมททอกซาซิน 
(sulphamethoxazole) และออกโซลินิคแอซิค (oxolinic acid) (ตารางที่ 1) แสดงถงึความ
นาสนใจที่จะใชควบคุมเชื้อ V. harveyi เพื่อทดแทนการใชยาปฏิชีวนะ อยางไรก็ตาม
เนื่องจากวิธีการทดสอบโดยใช agar diffusion ดังนั้นคุณสมบัติการละลายไดและขนาด
ของโมเลกุลของสารยับยั้งและยาอาจมีความแตกตางกันมากรวมทั้งปริมาณของสาร
ยับยั้งดวย แตจากผลการทดลองที่ไดแสดงวาไอโซเลท W3 สามารถยับยั้ง V. harveyi ได
โดยสารที่หลั่งออกมาถูกเจือจางดวยอาหารที่เลี้ยงและใชเพียง 70 µl โดยยังไมผานการ
ทําใหเขมขนจึงมีความนาสนใจที่จะนําไปใชศึกษาตอ 
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3. สภาวะที่เหมาะสมตอการเจริญของเชื้อแบคทีเรียยอยโปรตีนที่คัดเลือกได 
 จากผลการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมตอการเจริญของเชื้อไอโซเลท W3 พบวาเชื้อ
เจริญไดดีในอาหาร NB ที่มี 2% NaCl (รูปที่ 8)  pH 6.5-7 (รูปที่ 9) ที่อุณหภูมิ 28-30 
องศาเซลเซียส (รูปที่ 10) โดยมีการเขยาที่ 150 รอบตอนาที (รูปที่ 11) ซึ่งการเจริญของ
แบคทีเรียสอดคลองกับสภาวะที่เหมาะสมตอการเจริญของกุง คือ อุณหภูมิที่เจริญไดดี
ของกุงจะอยูในชวง 28-30 องศาเซลเซียส (http://www.shrimpcenter.com/T-
shrimp051.html, 12/03/2006) คาความเปนกรดเปนดาง (pH) อยูระหวาง 7.2-8.6 ระดับ
ค ว า ม เ ค็ ม ที่ เ จ ริ ญ เ ติ บ โ ต ไ ด ดี  คื อ  1 0 -2 2  ก รั ม ต อ ลิ ต ร  ห รื อ  1%-2.2% 
(http://www.nicaonline.com/ articles2/site/view_article., 8/03/2006) เนื่องมาจากเชื้อ
แบคทีเรียยอยโปรตีนไอโซเลท W3 ที่ผานการคัดเลือกแยกมาจากน้ําในบอเลี้ยงกุงจาก
จังหวัดปตตานี จึงเปนสาเหตุหนึ่งที่ทําใหสภาวะที่เหมาะสมตอการเจริญของแบคทีเรีย
ยอยโปรตีนสอดคลองกับสภาวะการเลี้ยงกุงที่ผูเลี้ยงตองควบคุมสภาวะภายในบอให
เหมาะสมตอการเจริญของกุงที่เลี้ยง 
  
4. การเจริญและการผลิตเอนไซมยอยโปรตีนของแบคทีเรียท่ีคัดเลือกไดภายใตสภาวะที่            
เหมาะสม 

 จากการเจริญและคากิจกรรมของเอนไซม (รูปที่ 13) พบวาในชวงการเจริญของ
เชื้ออยูในระยะ log phase คากิจกรรมของเอนไซมเริ่มเพิ่มขึ้น เนื่องจากในระยะ log 
phase เปนระยะที่เชื้อเพิ่มจํานวนขึ้นอยางรวดเร็ว และคากิจกรรมของเอนไซมยอย
โปรตีนเพิ่มสูงในระยะ stationary phase ของการเจริญอาจเปนเพราะเปนระยะที่อัตรา
การเจริญและการตายเทากัน ทําใหมีการผลิตเอนไซมมากกวาระยะ log phase ดังเชน 
การศึกษาการเจริญและการผลิตเอนไซมยอยโปรตีนของเชื้อ Pseudomonas maltaphilia 
พบวา คากิจกรรมของเอนไซมยอยโปรตีนเพิ่มตามการเจริญ และสูงสุดในระยะการ
เจริญชวง stationary phase (Boethling, 1975) อีกทั้งการศึกษาของ Jewell (2000) พบวา
การผลิตเอนไซมยอยโปรตีนของเชื้อ Burkholderia สายพันธุ 2.2 N เริ่มผลิตเอนไซมยอย
โปรตีนเมื่อเขาสูระยะ stationary phase และเชื้อจะผลิตเอนไซมสูงสุดเมื่อเขาสูระยะ late 
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stationary phase และจากรูปที่ 13 พบวา pH ในชั่วโมงที่ 10-12 ลดลง และเพิ่มขึ้นและ
ลดลงอีกในชั่วโมงที่ 36 อาจเปนเพราะแอมโมเนียที่เกิดจากการยอยสลายโปรตีนและ
กรดอะมิโนก็ถูกใชเปนแหลงไนโตรเจนดวย 
 
5. ลักษณะของโปรติเอสท่ีผลิตจากแบคทีเรียท่ีคัดเลือกได 

5.1 อุณหภูมแิละ pH ท่ีเหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมยอยโปรตีน 
 ผลการทดลองพบวาอุณหภูมิที่ทํางานไดดีของเอนไซมยอยโปรตีนที่ผลิตโดย  
ไอโซเลท W3 คือ 35 องศาเซลเซียส (รูปที่ 15) โดยที่อุณหภูมิดังกลาวไมเหมาะสมใน
การเพาะเลี้ยงกุงเพราะอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการเลี้ยงกุงขาวจะอยูระหวางอุณหภูมิ 24-
32 องศาเซลเซียส(http://www.shrimpcenter.com/T-shrimp051.html, 12/03/2006) แต
บางครั้งอุณหภูมิของน้ําในบอเลี้ยงกุงจะเพิ่มสูงขึ้นในฤดูรอน ซึ่งอุณหภูมิของน้ําจะ
เปลี่ยนแปลงตามฤดูกาลหรืออาจเปนไปไดวาไอโซเลท W3 อาจมาจากดินบริเวณใกลบอ
เลี้ยง ซึ่งในดินมักมีอุณหภูมิเฉลี่ยสูงกวาในน้ํา จากการศึกษาแบคทีเรียที่แยกไดจากทะเล
พบวาอุณหภูมิที่เหมาะสมตอโปรติเอสบางครั้งก็ไมเปนอุณหภูมิเดียวกันกับอุณหภูมิที่
เหมาะสมตอการเจริญเติบโต (Hoyoux et al., 2001; Vazquez et al., 2004) ซึ่ง Vazquez 
และคณะ (2004) ศึกษาเชื้อ Pseudomonas sp. 8 ไอโซเลท ที่เจริญเติบโตที่อุณหภูมิ 20             
องศาเซลเซียส แตกลับพบวาอุณหภูมิที่ดีตอการทํางานของเอนไซมยอยโปรตีนอยูที่
อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส 
 ในสวนของ pH ของบอเลี้ยงกุงพบวาในบอเลี้ยงโดยทั่วไปมี pH อยูระหวาง 7.2-
8.6  (http://www.nicaonline.com/articles2/site/ view_article., 8/03/2006) ซึ่งจากการ
ทดลอง pH ที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมยอยโปรตีนอยูที่ pH 8 (รูปที่ 14) ซึ่ง
เปนลักษณะของ alkaline protease ที่จะทํางานไดดีที่ pH 6.7-9 (ปราณี, 2543) และ pH 8 
อยูในชวง pH ของการเลี้ยงกุง เนื่องมาจากแบคทีเรียยอยโปรตนีไอโซเลท W3 ไดแยกมา
จากน้ําในบอเลี้ยงกุง ซึ่งน้ําภายในบอเลี้ยงผูเลี้ยงจะมีการควบคุมคาของ pH ใหอยูในชวง 
7.2-8.6 เสมอ ทั้งนี้ถาสภาพภายในบอมีสภาพที่เปนกรด (pH ต่ํา) ไนไตรทภายในบอจะ
เปลี่ยนเปนกรดไนตรัส ซึ่งจะทําใหการเจริญของกุงชะงัก แตถาภายในบอมีคา pH ที่สูง 
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(pH 8.4-9) จะทําใหแอมโมเนียมเปลี่ยนรูปเปนกาซแอมโมเนีย ซึ่งมีพิษตอกุงเชนกัน 
(เบญจมินทร, 2544) 
 

5.2 ผลของอุณหภูมิและ pH ตอความคงตัวของเอนไซม 
 จากการทดลองความคงตัวของเอนไซมที่เปนผลจากอุณหภูมิ (รูปที่ 17) พบวา ที่
อุณหภูมิ 28  30 และ 35 องศาเซลเซียส โปรติเอสมีความคงตัวแมเวลาผานไป 4 ชั่วโมง 
แลวก็ตาม แตที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เมื่อเวลาผานไป 4 ชั่วโมง คากิจกรรมของ
เอนไซมลดลง โดยที่อุณหภูมิ 28  30 และ 35 องศาเซลเซียส เปนชวงอุณหภูมิของน้ํา 
และเปนชวงของอุณหภูมิที่แบคทีเรียโปรตีนไอโซเลท W3 คุนเคยจึงทําใหเอนไซมที่
ผลิตมีความคงตัวที่อุณหภูมิดังกลาว จึงมีความสามารถยอยสลายโปรตีนในบอเลี้ยงกุงได 
 สําหรับความคงตัวของโปรติเอสที่ผลิตโดยไอโซเลท W3 เปนผลจาก pH จากรูป
ที่ 18 พบวาที่ pH 7 8 และ 9 ถึงแมวาเมื่อเวลาผานไปถึง 4 ชั่วโมง คากิจกรรมของ
เอนไซมก็ยังคงไมลดลง อาจเนื่องมาจากความคุนเคยตอคา pH ของแบคทีเรียยอย
โปรตีนที่คัดเลือกไดจากบอเลี้ยงกุงที่มีสภาวะของคา pH ภายในบอเลี้ยงอยูระหวาง 7.2-
8.6 (http://www.nicaonline.com/articles2/site/ view_article, 8/03/2006)  
 จากการทดสอบผลของอุณหภูมิและ pH ตอความคงตัวของเอนไซม คากิจกรรม
จากรูปที่ 17 และ 18 แมเวลาผานไป 4 ชั่วโมง ยังคงเพิ่มขึ้น เนื่องมาจากในสวนใสที่
นํามาทดสอบอาจมีสวนของตัวเซลลปนอยูและเปนเอนไซมที่ไมไดผานการทําให
บริสุทธิ์ ดงันั้นจึงควรทําการกรองสวนใสเพื่อใหปราศจากเชื้อและทําใหบริสุทธิ์กอนที่
จะนํามาทดสอบหาความคงตัวของเอนไซม และเนื่องจากการศึกษาครั้งนี้ไดทดลอง
ในชวงระยะเวลาที่สั้นเกินไป สําหรับการศึกษาครั้งตอไปควรขยายเวลาการทดสอบ
ออกไป เชน จาก 4 ชั่วโมงมาเปน 24-48 ชั่วโมง 
 
7. ผลของตัวยับยั้งกิจกรรมของเอนไซมยอยโปรตีน 
 จากการศึกษาตัวยับยั้งกิจกรรมของเอนไซมที่ผลิตจากเชื้อไอโซเลท W3 พบวา 
EDTA มีคา relative activity (158.54%) สูงกวาชุดควบคุม (100%) และไอออนของ
โลหะที่ใชทดสอบก็มีคา relative activity สูงกวา EDTA และชุดควบคุม (รูปที่ 17) แตผล



 77

การศึกษาของ Hamamoto และคณะ (1994)  Vazquez และคณะ (2004) และ Lama และ
คณะ (2005) พบวาเอนไซมจากเชื้อ Pseudomonas ถูกยับยั้งไดโดย EDTA ซึ่ง EDTA จะ
เขาไปจับกับอิออนของโลหะภายในโมเลกุลของเอนไซม ทําใหเอนไซมไมสามารถ
ทํางานได (ปราณี, 2543) และในรายงานของ Häse และ Finkelstein (1993) วาลักษณะ
ของเอนไซมที่ผลิตจากเชื้อ Pseudomonas spp. เปนเอนไซมที่มีลักษณะเปน    โปรติเอส
โลหะ (metalloprotease) และเปนโปรติเอสเซรีน (serine protease or alkaline protease) 
อีกทั้ง Hoshino และคณะ (1997)  Chessa และคณะ (2000)  Secades และคณะ (2001) 
และ Vazquez และคณะ (2004) ไดทําการศึกษาเกี่ยวกับลักษณะของเอนไซมที่แยกได
จากเชื้อ Pseudomonas พบวา EDTA ยับยั้งการทํางานของเอนไซมชนิดนี้ แตใน
การศึกษาครั้งนี้เอนไซมจากเชื้อไอโซเลท W3 เปนเอนไซมที่ไมบริสุทธิ์ (crude enzyme) 
และปริมาณของสารยับยั้งที่ใช 0.01 mM อาจต่ําเกินไปจึงทําใหไมสามารถระบุไดวา
เอนไซมจากเชื้อไอโซเลท W3 เปนเอนไซมในกลุมโปรติเอสโลหะได แตจากการศึกษา
พบวาเอนไซมจากเชื้อไอโซเลท W3 ทํางานไดในชวง pH ระหวาง 7-9 ดังนั้นเอนไซม
จากเชื้อไอโซเลท W3 จัดเปนเอนไซมในกลุม alkaline protease  
 
6. ลักษณะของแบคทีเรียยอยโปรตีนที่คัดเลือกได 

6.1 ลักษณะทางสัณฐานวิทยา สรีระวิทยาและชีวเคมีของเชื้อท่ีคัดเลือกได 
 จากผลการศึกษาทางสัณฐานวิทยา สรีระวิทยาและชีวเคมีของเชื้อไอโซเลท W3 
ที่คัดเลือกได พบวาเปนเชื้อในจีนัส (Genus) Pseudomonas ไมสามารถระบุ species ได 
แตจากการวิเคราะห 16S rDNA sequence พบวาคือ Pseudomonas sp. pDL01 ซึ่งเมื่อ
สืบคนขอมูลเชื้อดังกลาวพบวาเปนงานวิจัยที่ยังไมไดตีพิมพ เชื้อชนิดนี้สามารถพบได
โดยทั่วไปในน้ําทะเล ดังเชนงานวิจัยของ Than และคณะ (2004) ซึ่งทําการคัดเลือกเชื้อ
จากน้ําทะเลเปนจํานวน 14 ไอโซเลท และเมื่อศึกษาถึงคุณสมบัติของเชื้อดังกลาวพบวา
ทั้งหมดเปน Pseudomonas ที่มีคุณสมบัติผลิตเอนไซมยอยโปรตีนชนิด alkaline 
metalloprotease และสามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อ V. harveyi ได ซึ่งไอโซเลท W3 
ผลิตเอนไซมยอยโปรตนีชนิด alkaline protease และสามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อ V. 
harveyi ได เชื้อ Pseudomonas ยังพบไดในบอเลี้ยงกุง (Otta et al., 1999; Chythanya et 
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al., 2002) ในเหงือก ผิวหนัง และตับของปลา (Cahill, 1990) เชื้อ Pseudomonas เปน      
จุลินทรียประจําถิ่น (normal flora) ในแหลงน้ําตามธรรมชาติดวย (Krieg and Holt, 
1984) และมกีารพบวาเชื้อ Pseudomonas มีความเกี่ยวของกับการยอยสลายสารยอยยาก
และสารพิษในสิ่งแวดลอมดวย (Auling, 1993; Vazquez et al., 2004) 
 

6.2 ผลของยาปฏิชีวนะที่ใชยับยั้งแบคทีเรียแกรมลบ/Pseudomonas ตอเชื้อไอโซเลท 
      W3 

 จากการศึกษาการใชยาและปฏิชีวนะที่ใชสําหรับยับยั้งเชื้อแบคทีเรียแกรมลบ
และยาปฏิชีวนะที่ใชสําหรับควบคุมเชื้อในกลุม Pseudomonas ปรากฏวา ยาทั้ง 2 ชุด (ยา
สําหรับควบคุมแบคทีเรียแกรมลบและยาที่ใชควบคุม Pseudomonas) สามารถยับยั้งการ
เจริญเติบโตของเชื้อไอโซเลท W3 ได ยกเวน ยา cephalothin (30 µg) ดังตารางที่ 2 และ 
3 และเมื่อทดสอบการแตกของเม็ดเลือดแดงพบวา เชื้อไอโซเลท W3 ก็ไมทําใหเม็ดเลือด
แดงแตก (รูปที่ 23) ซึง่จากผลการทดลองทั้ง 2 นี้แสดงใหเห็นวาเชื้อแบคทีเรียยอย
โปรตีนไอโซเลท W3 นาจะเปนเชื้อที่มีอยูตามธรรมชาติไมกอใหเกิดโรคโดยพิจารณา
จากอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการเจริญของเชื้อก็เปนอุณหภูมิของแหลงน้ําตามธรรมชาติ 
โดยสายพันธุของ Psuedomonas ที่ทําใหเกิดโรคได เมื่อเลี้ยงใน blood agar จะทําใหมี
การแตกของเม็ดเลือดแดงบนอาหาร blood agar (Champoux et al., 1991) และเชื้อไอ
โซเลท W3 ไมใช Pseudomonas aeruginosa (ผลจาก 16S rDNA analysis ดูรายละเอียด
จากภาคผนวก ค) 
 จากผลการทดลองที่กลาวมาแสดงถึงความเปนไปไดของเชื้อไอโซเลท W3 ใน
การยอยสลายโปรตีน ยับยั้ง V. harveyi ซึ่งเปนเชื้อกอโรคที่สําคัญของกุงและเปนเชื้อที่มี
อยูในธรรมชาติ จึงไดทดลองใชปรับคุณภาพน้ําและยับยั้ง V. harveyi ในการเลี้ยงกุงใน
สภาวะจําลอง 
 
7. การประยุกตใชไอโซเลท W3 ในสภาวะจําลองบอเลี้ยงกุง 
 7.1 คา BOD และ DO ในสภาวะจําลองบอเลี้ยงกุง 



 79

 ในการทดลองเลี้ยงกุงในสภาวะจําลองบอเลี้ยงกุง โดยมีการเติมและไมมีการเติม
แบคทีเรียยอยโปรตีนไอโซเลท W3 พบวาการเปลี่ยนแปลงของคา BOD ทั้ง 2 ชุดการ
ทดลองมีการเปลี่ยนแปลงไปในทิศทางเดียวกันและคา BOD ที่ไมแตกตางกัน (รูปที่ 24) 
เนื่องจากการที่กุงมีการเจริญเติบโตและปลอยสิ่งขับถายออกมามากจึงทําใหมีคา BOD ที่
สูง และยังมีการเติมแบคทีเรียยอยโปรตีนลงไป จึงเปนการเพิ่มคา BOD และคา BOD ทั้ง
ในชุดควบคุมและที่เติมเชื้อมีคาสูงเกินไปสงผลใหมีแอมโมเนียมเกิดขึ้นมาก (รูปที ่ 26) 
และไนเตรท (รูปที่ 27) มากตามปริมาณแอมโมเนียม เปนเพราะมีการใหอากาศ
ตลอดเวลาคา DO สูง (รูปที่ 25) สงเสริมใหเกิดกระบวนการ nitrification และสงผลทํา
ให pH ลดลงในชวงหลังของการเลี้ยงกุง จากผลการทดลองสวนนี้อาจกลาวไดวามีการ
ใหอาหารกุงมากไปจึงมีอาหารสวนหนึ่งเหลือตกคาง เมื่อไฟฟาดับไมมีการใหอากาศ
สงผลใหกุงตาย 
 ในสภาวะปกติการยอยสลายสารอินทรียจนกระทั่งไดสารที่เสถียรที่ไมสลายตัว
อีก อาจใชเวลามากคืออยางนอยประมาณ 20 วัน (เบญจมินทร, 2544) ซึ่งจะมีลักษณะที่
สอดคลองกับผลการทดลองที่คา BOD ลดลงในวนัที่ 20 ของการทดลอง แตก็ยังมีคาสูง
ดวยเหตุผลที่กลาวมาแลว 
 7.2 ปริมาณของแอมโมเนียท่ีเกิดขึ้นในสภาวะจําลองบอเลี้ยงกุง 
 เนื่องจากสิ่งขับถาย อาหารกุงที่เหลือมีสวนประกอบหลักเปนอินทรียไนโตรเจน 
ผลจากการยอยสลายโดยแบคทีเรียยอยโปรตีน ทําใหเกิดแอมโมเนียหรือแอมโมเนียม
ข้ึนกับ pH ซึ่งในการทดลองนี้อยูในรูปแอมโมเนียมและมีคา pH ต่ํากวา 9 (เบญจมินทร, 
2544) จากการวัดคาแอมโมเนียมในตูทดลองทั้ง 2 ชุดการทดลอง (ชุดที่ไมใสแบคทีเรีย
ยอยโปรตีนและชุดที่ใสแบคทีเรียยอยโปรตีน) พบวาคาแอมโมเนียมที่ วัดไดมีคา
ใกลเคียงกันยกเวนบางชวงของการทดลองและเปนไปในทิศทางเดียวกัน (รูปที่ 26)  เมื่อ
สิ้นสุดการเลี้ยงชุดที่มีการเติมแบคทีเรียจะมีคาของแอมโมเนียมมากกวาชุดที่ไมมีการเติม
แบคทีเรีย เนื่องจากมีการใสแบคทีเรียยอยโปรตีนลงไป ทําใหคาของแอมโมเนียมมีคาสูง 
ซึ่งสอดคลองกับปริมาณของแบคทีเรียยอยโปรตีนในตูทดลอง (รูปที่ 30) และอยูในระยะ
ที่กุงมีการเจริญเติบโตจึงมีสิ่งขับถายมากสงผลใหมีปริมาณแอมโมเนียมในตูทดลองมาก 
ซึ่ ง จ า ก บ ท ค ว า ม ที่ ก ล า ว ใ น  http://www.shrimpcenter.com/page000495.html 
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(16/04/2006) วาในบอที่ควบคุมใหจุลินทรีย (heterotropic) มีบทบาทสําคัญในบอเลี้ยง
กุง ถึงแมจะมีปริมาณของแอมโมเนียสูงก็จะไมสงผลกระทบตอการเจริญของกุง ซึ่งจาก
ผลการทดลองนี้พบวาแอมโมเนียมีคาสูงเกินคาที่เหมาะสมสําหรับการเจริญของกุงคือไม
เกิน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร (http://www.kungthai.com/KungThai/con_detail.php?id=19, 
2/05/2006) แนวทางหนึ่งที่จะลดปริมาณแอมโมเนียในบอเลี้ยงกุงคือการเติมแหลง
คารบอน (C) ลงไป จุลินทรียจะนําคารบอนมาเปนแหลงพลังงานและดึงไนโตรเจน 
( แ อ ม โ ม เ นี ย )  ใ น น้ํ า ม า เ ป น ส ว น ป ร ะ ก อ บ ใ น ก า ร ส ร า ง ตั ว เ ซ ล ล 
(http://www.shrimpcenter.com/page000495.html, 16/04/2006) แตของการทดลองนี้
สงผลกระทบเพราะไมมีการเติมแหลงคารบอน ถึงแมมีการใหอากาศมากพอ และ
ปริมาณแอมโมเนียที่มากเกินไปสงผลใหกุงเจริญไดไมดีเทาที่ควร 

7.3 ปริมาณ NO3
- ท่ีเกิดขึ้นในสภาวะจําลองบอเลี้ยงกุง 

 จากกราฟที่แสดงปริมาณไนเตรทในตูทดลอง (รูปที่ 27) พบวาปริมาณของ      
ไนเตรทมีคาที่เพิ่มขึ้นตลอดระยะเวลาของการเลี้ยงและเปนไปในทิศทางเดียวกันทั้งชุด
ควบคุมและเติมไอโซเลท W3 แตที่ 24 และ 32 วันของการเลี้ยงปริมาณของไนเตรทใน
ชุดที่มีการใสแบคทีเรียยอยโปรตีนมีปริมาณที่มากกวาเล็กนอยพอสังเกตได ปริมาณ    
ไนเตรทที่มากขึ้น เนื่องจากการออกซิไดซแอมโมเนียมไปเปนไนไตรทและเปลี่ยน     
ไนไตรทเปนไนเตรท (nitrification) ซึ่งเห็นไดจากรูปที่ 26 และ 27 ที่ชวงเวลาที่ 24 และ 
32 วันของการเลี้ยงที่ปริมาณของแอมโมเนียมลดลงสอดคลองกับปริมาณไนเตรทที่
เพิ่มขึ้นแสดงวากระบวนการไนตริฟเคชัน (nitrification) เกิดขึ้นมากภายในบอเลี้ยงกุง
เพราะมีการใหออกซิเจน (DO) อยูในระดับ 6-8 มิลลิกรัมตอลิตร (รูปที่ 25)  ดังนั้น      
ไนเตรทจึงสะสมมากขึ้นเรื่อยๆภายในบอเลี้ยงกุง การเกิดกระบวนการไนตริฟเคชันทํา
ใหเกิด H+ และ NO3

- สงผลให pH ลดลงมาก และในการลดปริมาณไนเตรททําโดยการ
ถายน้ําในบอเลี้ยงกุง (http://www.shrimpcenter.com/page 000495.html, 16/04/2006) ซึ่ง
ในการทดลองนี้ไมไดทํา จึงอาจเปนเหตุผลหนึ่งที่ทําใหกุงโตชา 
  7.4 อุณหภูม ิpH และความเค็มภายในสภาวะจําลองบอเลี้ยงกุง 
 ในการทดลองครั้งนี้ทําการทดลองในชวงฤดูฝนซึ่งอากาศคอนขางเย็นจึงทําให
อุณหภูมิในตูทดลองอยูในชวง 24-26 องศาเซลเซียส ซึ่งไมคอยเหมาะสมตอการเจริญ
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ของกุงและเชื้อ Pseudomonas sp. W3 ดวย แตยังทําใหน้ําทะเลที่ใสในการทดลองระเหย
ออกไปบางจึงทําใหความเค็มของน้ําเพิ่มขึ้นจาก 25 กรัมตอลิตร  ไปเรื่อยๆจนเปน 32.6 
กรัมตอลิตร ซึ่งการเปลี่ยนแปลงของอุณหภูมิและความเค็มยังอยูในชวงที่เจริญไดของกุง 
(http://www.shrimpcenter.com/T-shrimp051.html, 12/03/2006) สําหรับการ
เปลี่ยนแปลงของ pH จะอยูในชวง 6.5-8 โดยที่ในชวงวันที่ 0-24 ของการเลี้ยงกุง pH 
ภายในตูอยูระหวาง 6.9-8 และในชวงวันที่ 28-32 ของการเลี้ยง pH จะอยูในชวง 6.5-6.97 
ซึ่งในชวงวันที่ 0-24 คา pH ภายในตูเลี้ยงยังคงอยูในชวงที่กุงเจริญได 
(http://www.nicaonline.com/articles2/site/ view_article, 8/03/2006) แตในชวงหลังของ
การเลี้ยงกุงพบวาคา pH ลดต่ําลงมากคือ เหตุผลหลักจากการเกิดไนตริฟเคชันดังที่กลาว
มาแลว และอาจมีสาเหตุเนื่องจากการเกิดตะกอนและการยอยสลายสารอินทรียของ       
จุลินทรียภายในตูเพาะเลี้ยงดังสมการ 
 
สารอินทรีย + O2   จุลินทรีย   CO2 + H2O + เซลลจุลินทรียใหม + สารที่เสถียร 
CO2 + H2O        H2CO3              HCO3

- + H+ 
2NH3 + 3O2   จุลินทรีย 2NO2

- + 2 H2O + 2 H+ 
2NO2

- + O2    จุลินทรีย  2NO3
-    

 
ซึ่งคารบอเนต ไฮโดรเจนอิออน และไนเตรททําให pH ต่ําไมเหมาะกับการเลี้ยงกุงเพราะ
ทําใหกุงออนแอและการเจริญเติบโตชะงัก (เบญจมินทร, 2544) 

7.5 ปริมาณเชื้อในสภาวะจําลองบอเลี้ยงกุง 
7.5.1 ปริมาณแบคทีเรียท้ังหมด (HPC) 

 จากการนับจํานวนเชื้อแบคที เรียทั้งหมดภายในตูทดลองที่มีการเติมเชื้อ 
Pseudomonas sp. W3 และไมมีการเติมเชื้อแบคทีเรีย (รูปที่ 28) พบวาที่จุดเริ่มตนของชุด
การทดลองทั้ง 2 ชุด จํานวนของเชื้อแบคทีเรียมีปริมาณที่แตกตางกันเพราะการเติมเชื้อ 
แตเมื่อเวลาผานไปเปนเวลา 4 วัน จํานวนของเชื้อแบคทีเรียทั้ง 2 ชุดการทดลองมีปริมาณ
ที่ใกลเคียงกันและหลังจากนั้นมีปริมาณเพิ่มขึ้น เนื่องมาจากในตูที่มีการเติมเชื้อ 
Pseudomonas sp. W3 มีการปรับตัวใหเหมาะสมตอสภาวะแวดลอมภายในตูทดลองที่มี
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สภาพที่แตกตางจากสภาวะที่เลี้ยงภายในหองทดลอง และสําหรับชุดที่ไมเติมเชื้อการมี
แบคทีเรียเกิดขึ้นภายในตูเปนการปนเปอนจากอุปกรณและวัสดุ เชน น้ําที่ใชภายในตูที่
เลี้ยงรวมทั้งมากับตัวกุงที่ใชทดลองก็เปนได และในชุดการทดลองที่มีการเติมเชื้อ V. 
harveyi และอีกชุดที่มีการเติมทั้งเชื้อ V. harveyi และเชื้อ Pseudomonas sp. W3 และชุดที่
ไมมีการเติมเชื้อแบคทีเรีย (รูปที่ 29) ปริมาณของเชื้อภายในตูก็มีปริมาณใกลเคียงกัน 
ยกเวนที่จุดเริ่มตนการเลี้ยงก็ดวยเหตุดังที่กลาวมาแลว  แตพอสังเกตไดวาชุดที่ไมเติมเชื้อ
มีปริมาณแบคทีเรียทั้งหมดสูงสุดตามดวยชุดที่เติมเชื้อ W3 และ V. harveyi และต่ําสุดใน
ตูที่เติม V. harveyi เพียงอยางเดียวทําให V. harveyi เจริญไดดีผูแขงขันนอยหรือตัว
ควบคุมไมมี (รูปที่ 31) และเปนการแสดงวาการเติมเชื้อลงไมวาจะเปนไอโซเลท W3 
หรือ V. harveyi หรือทั้ง 2 เชื้อ เชื้อที่เติมลงไปสวนหนึ่งยังคงมีการเจริญเติบโต และ
กิจกรรมของเชื้อสงผลตอคุณสมบัติทางเคมี-กายภาพของน้ําในตูเลี้ยงดังที่กลาวมาแลว 
และยังมีผลตอการเจริญเติบโตของกุง ซึ่งจะกลาวตอไป 
 7.5.2 ปริมาณแบคทีเรียยอยโปรตีน 
 เมื่อทําการนับปริมาณของเชื้อแบคทีเรียยอยโปรตีนในตูการทดลองที่มีการเติม
เชื้อ Pseudomonas sp. W3 และไมมีการเติมเชื้อแบคทีเรีย (รูปที่ 30) ปริมาณของเชื้อ
แบคทีเรียยอยโปรตีนก็มีปริมาณที่ใกลเคียงกัน เนื่องจากแบคทีเรียยอยโปรตีนสามารถ
พบไดในบอเลี้ยงกุง (บอดิน) แบคทีเรียยอยโปรตีนจัดอยูในกลุมผูยอยสลายในบอเลี้ยง
กุง (เบจมินทร, 2544) และอาจเปนแบคทีเรียที่จัดอยูในกลุม ammonifying bacteria ที่อยู
ในวัฏจักรไนโตรเจน โดยจะยอยสารอินทรียไนโตรเจนเปนแอมโมเนียหรือแอมโมเนียม 
(ดวงพร, 2545) แตเนื่องจากไอโซเลท W3 ไมมีเอนไซมยอยยูเรีย (Urease) ที่จะทําใหเกิด
แอมโมเนีย (NH3) (ตามตารางที่ 2) แตปริมาณแอมโมเนียม (NH4

+) ของชุดที่เติมเชื้อสูง
กวาชุดที่ไมเติม ในบางจุด (รูปที่ 26) แสดงวาอาจเกิดจากกรดอะมิโนที่ไดจากการยอย
โดยไอโซเลท W3 สงเสริมการเจริญของ proteolytic bacteria ที่มี เอนไซมยอยยูเรีย 
(urease) จากผลการทดลองนี้แสดงวา การเติมแบคทีเรียยอยโปรตีนเพื่อคาดหวังวาจะ
ชวยเรื่องการยอยสลายสารอาจไมจําเปน และควบคุมยากที่จะบรรลุวัตถุประสงคในการ
ควบคุมคุณภาพน้ํา วิธีที่งายกวาในการจัดการคือ การใหอาหารในปริมาณที่พอเหมาะให
กุงกินหมด เพื่อใหระบบนิเวศเขาสูสมดุลไดภายในระยะเวลาที่สั้น 
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 7.5.3 ปริมาณ V. harveyi 
 สําหรับการทดสอบความสามารถในการยับยั้งเชื้อ V. harveyi ที่กอโรคในกุงโดย
เชื้อ Pseudomonas sp. W3 เมื่อเปรียบเทียบปริมาณของเชื้อ V. harveyi ในชุดการทดลอง
ที่มีการเติมเชื้อ V. harveyi เพียงอยางเดียวลงไปในตูทดลองกับชุดที่เติมทั้งเชื้อ 
Pseudomonas W3 และเชื้อ V. harveyi พบวาชุดที่มีการเติมเชื้อทั้ง 2 ชนิด ปริมาณ V. 
harveyi ลดลงอยูในชวง 0.94-1.66 log CFU/ml ที่วันที่ 12 และ 32 ของการเลี้ยงกุง (รูปที่ 
31) แสดงวา Pseudomonas sp. W3 สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อ V. harveyi ได และ
พบวาการมี V. harveyi ในน้ําเลี้ยงกุงมากยอมมีโอกาสที่ไปจูโจมกุงทําใหกุงติดเชื้อได 
ซึ่งจํานวนของเชื้อ V. harveyi ที่กอใหเกิดโรคกบักุงในระยะ post larva ของกุงขาวคือ 
105 CFU/ml ทําใหเกิดโรค negricans และโรคเรอืงแสงในกุงขาว (Robertson et al., 
1998; Aguirre-Guzmán et al., 2001) ซึ่งสังเกตไดจากการพบการเรืองแสงของกุงในตูที่
ไมมีการเติม Pseudomonas sp. W3 สงผลใหการเจริญเติบโตของกุงต่ํากวาชุดที่มีการเติม 
Pseudomonas sp. W3 (รปูที่ 32) และการที่พบวามีกุงตายในตูที่เติมเฉพาะเชื้อ V. harveyi 
เมื่อเลี้ยงไปได 2 วัน โดยตายถึง 40% ก็เปนชวงที่เชื้อ V. harveyi มีปริมาณสูงถึง 2.8 x 
105 CFU/ml แตในชุดการทกลองที่มีเชื้อ Pseudomonas sp. W3 อยูดวยพบกุงตายในวันที่ 
4 ของการเลี้ยง และมกีารตายนอยกวา (35%) แมวาปริมาณเชื้อ V. harveyi ที่เวลา
ดังกลาวไมตางกัน แสดงวาสารยับยั้งที่หลั่งออกมาโดย Pseudomonas sp. W3 ทําใหเชื้อ 
V. harveyi ออนแอก็เปนไดจึงไมอาจจูโจมกุงไดดีเทาที่ควรมีนักวิจัยจํานวนมากศึกษา
เกี่ยวกับการใชเชื้อแบคทีเรียซึ่งผลิตสารปฏิชีวนะในการยับยั้งการเจริญของเชื้อ   V. 
harveyi ซึ่งแบคทีเรียดังกลาวไดแก เชื้อ Bacillus ซึ่งเปนที่ยอมรับในระดบัอุตสาหกรรม 
ถึงแมวาเชื้อ Bacillus ไมไดเปนเชื้อประจําถิ่นในทะเล (Gullian et al., 2004; Rengpipat  
et al., 2000) และยังมีการคนพบวาเชื้อที่แยกไดจากทะเลมีจํานวนนอยที่สามารถสราง
สารปฏิชีวนะได ซึ่งเชื้อจากทะเลที่สามารถสรางสารปฏิชีวนะสวนใหญจะอยูในจีนัส 
(Genus) Alteromonas (Dopazo et al., 1988; Tanasomwang et al., 1998; Gullian et al., 
2004) และจากรายงานการศึกษาการยับยั้งการเจริญของเชื้อ V. harveyi ของ Chythanya 
และคณะ (2002)  Than และคณะ (2004) และ Vijayan และคณะ (2006) พบวาเชื้อที่แยก
ไดจากทะเลเปนเชื้อในจีนัส (Genus) Pseudomonas  ซึ่ง Than และคณะ (2004) ยังได
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รายงานอีกวาเชื้อที่แยกไดจากทะเลพวก Pseudomonas สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อ
แกรมลบไดดีกวาเชื้อแกรมบวก และสําหรับการศึกษานี้ผลการทดสอบความไวตอยา
ปฏิชีวนะ และการทําใหเม็ดเลือดแดงแตก สนับสนุนวา Pseudomonas sp. W3 นาจะเปน
เชื้อที่มีอยูตามธรรมชาตมิากกวาจะเปนเชื้อที่ไปปนเปอนอยูในธรรมชาติซึ่งมีความ
นาสนใจสําหรับการนําไปศึกษาตอ 

7.6 การเจรญิเติบโตของกุงที่เลี้ยงในสภาวะจําลองบอเลี้ยงกุง 
7.6.1 ผลการเติมเชื้อไอโซเลท W3 เพื่อรักษาคุณภาพน้ํา 

 จากการเจริญของกุงในชุดที่มีการเติมแบคทีเรียยอยโปรตีนลงไปเมื่อเทียบกับชุด
ที่ไมมีการเติมแบคทีเรียพบวาการเจริญเติบโตของกุงทั้ง 2 ชุดมีคาที่ใกลเคียงกัน ทําให
สรุปไดวาการเติมแบคทีเรียยอยโปรตนีไอโซเลท W3 ไมกระทบตอการเจริญของกุง 
และจากรูปที่ 30 พบวาในวันที่ 30 ของการเลี้ยงจะมีอัตราการเจริญตอวันโดยคิดเปน
เปอรเซ็นตเทากับ 9.41% ซึ่งมีอัตราการเจริญของกุงใกลเคียงกับชุดควบคุม (9.44%) ซึ่ง
เปนสาเหตุมาจากคาที่สูงของ BOD แอมโมเนีย (NH4

+) ไนเตรท (NO3
-)  เกินคาที่

เหมาะสมตอการเจริญเติบโตของกุง ขณะที่อุณหภูมิก็ต่ํากวาคาที่เหมาะสมตอการเจริญ
ของกุง และ pH ที่ต่ําในชวงหลังของการเลี้ยง (อยูในชวง 6.5-6.97) การที ่pH อยูในชวง
ดังกลาว มีขอดีคือ ทําใหพวกสารอนินทรียไนโตรเจนอยูในรูปแอมโมเนียมที่ไมมีพิษตอ
กุง แต pH ที่ต่ํามากก็สงผลเสียทําใหกุงเกิดอาการเครียด การกินอาหารสะดุด และ
ภูมิคุมกันลดลงได ซึ่งผลของอาการดังกลาวทําใหการเจริญของกุงชะงักได (เบจมินทร, 
2544) จากผลที่กลาวมาเปนผลที่เกิดเปนลูกโซจากการมีสารอินทรียมากดังที่กลาว
มาแลวในชวงตน แสดงวาการเติมเชื้อเพื่อรักษาคุณภาพน้ํายากในการจัดการเพื่อให
บรรลุวัตถุประสงค 
 7.6.2 ผลการเติมเชื้อไอโซเลท W3 เพื่อควบคุม V. harveyi 
 เมื่อวัดการเจริญของกุงในตูที่มีการเติมเชื้อแบคทีเรียยอยโปรตีนไอโซเลท W3 
เทานั้น พบวาการเจริญมีลักษณะเชนเดียวกับในตูที่ไมมีการเติมเชื้อ แตเมื่อเปรียบเทียบ
กับตูที่มีการเติมเชื้อแบคทีเรีย Pseudomonas sp. W3 รวมกับ V. harveyi และอีกชุดที่เติม 
V.  harveyi เพียงชนิดเดียว พบวาอัตราการเจริญของกุงของตูที่มีการเติมเชื้อแบคทีเรีย 2 
ชนิดสูงกวาตูที่เติมเชื้อ V. harveyi เพียงชนิดเดียวและสูงกวาชุดทดสอบอื่นๆดวย 
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เนื่องจากเมื่อกุงติดเชื้อ V. harveyi  กุงจะมีอาการ ไมกินอาหาร สีซีดลง และเกิดการเรือง
แสงในเวลากลางคืน (http://www.kungthai.com/KungThai/ con_detail.php? id=28, 
15/03/2006) ซึ่งพบในการทดลองนี้ และเหตุผลของการติดเชื้อ V. harveyi ไดกลาว
มาแลว จากการทดลองแสดงวาการเติมเชื้อที่ควบคุม V. harveyi ไดทําใหกุงมีอัตราการ
เจริญดีกวาชุดการทดลองอื่นๆ เพราะกุงแข็งแรงกวาเนื่องจากไมมีเชื้อโรค และแสดงวา
ในธรรมชาติยอมมีเชื้อ V. harveyi อยูแมวาในการทดลองนี้ไมไดตรวจนับ V. harveyi ใน
ชุดควบคุมที่ไมมีการเติมเชื้อ ดังนั้นการปองกันการติดเชื้อจึงเปนสิ่งจําเปนที่ควบคูกับ
การรักษาคุณภาพน้ําใหเหมาะสมตอการเจริญเติบโตของกุง 
 


