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3. ผลการทดลอง 
 
 

1. ผลการคัดเลือกเบื้องตนสําหรับแบคทีเรียยอยโปรตีน  
 การทดสอบหาคา degree of hydrolysis ในอาหาร Frazier gelatin medium 
(FGM) เพื่อเปนการคัดเลือกเบื้องตนถึงความสามารถยอยสลายโปรตีนได ดงัแสดงไวใน
รูปที่ 4 ซึ่งจากรูปที่ 4 ไดคัดเลือกเชื้อมา 5 ไอโซเลท ซึ่งมีคา degree of hydrolysis เรียง
จากมากไปนอยไดแก W10 (12.70)  W6 (11.36)  W310 (9.25)  W30 (8.00) และ W3 
(5.63) ขณะที่เชื้อ W510 (7.49)  S4 (7.30) และ W8 (6.39) มีคา degree of hydrolysis สูง
กวาไอโซเลท W3 แตไมไดคัดเลือกมาศึกษาตอเพราะขนาดของโคโลนีเล็กมากแสดงถึง
การเจริญเติบโตชา ซึ่งจะเห็นวาในสวนของเชื้อ W3 นั้นคา degree of hydrolysis ต่ํากวา
เชื้ออ่ืนๆที่กลาวมา เนื่องจาก W3 มีการเจริญไดดีสังเกตจากลักษณะโคโลนีที่โตสุด จึงมี
สวนทําใหคา degree of hydrolysis มีคาต่ําสุดในกรณีของเชื้อที่เลือกมาเพื่อศึกษาตอ 

 
 
 
 
 
 
 
  
 



 41

 

0.00

2.00

4.00

6.00

8.00

10.00

12.00

14.00
S

4
S

5
S

13
S

41 W
1

W
3

W
4

W
6

W
7

W
8

W
9

W
10

W
11

W
12

W
21

W
22

W
23

W
24

W
30

W
31

W
32

W
33

W
42

W
50

W
51

W
52

W
53

W
54

W
55

W
61

W
62

W
31

0
W

33
0

W
51

0

Isolate

D
eg

re
e 

of
 h

yd
ro

ly
si

s

 
 
รูปที่ 4 คา Degree of hydrolysis ของแบคทีเรียยอยโปรตีนทั้ง 34 ไอโซเลท ที่แยกไดจากนากุงที่มีการเพาะเลี้ยงแบบหนาแนน  
 โดย S = เชื้อที่แยกไดจากดินเลน และ W = เชื้อที่แยกไดจากน้ํา
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2. ผลการคัดเลือกหาสายพันธุท่ียอยโปรตีนไดดี 
 จากการคัดเลือกเบื้องตนพบวา แบคทีเรียยอยโปรตีนที่ผานการคัดเลือกมี 5          
ไอโซเลทไดแก ไอโซเลท W3  W6  W10  W30 และ W310 ซึ่งทั้งหมดแยกไดจากสวนที่
เปนน้ําของบอเลี้ยงกุงแบบหนาแนนเมื่อวัดการเจริญ pH และทําการวิเคราะหหากิจกรรม
เอนไซมยอยโปรตีน พบวา ไอโซเลท W310 และ ไอโซเลท W3 มีการเจริญที่สูงกวา   
ไอโซเลท W6 W10 และ W30 เมื่อวัด pH พบวา คา pH ใกลเคียงกัน ยกเวนในชั่วโมงที่ 
60 ของการเลี้ยง ไอโซเลท W310 มีคา pH ที่สูงกวาไอโซเลทอื่นๆ (8.76) ดังรูปที่ 5 และ
เมื่อทําการวิเคราะหหาคากิจกรรมเอนไซมยอยโปรตีน พบวา ไอโซเลท W30 เมื่อ
เพาะเลี้ยงที่ 24 ชั่วโมงมีคากิจกรรมเอนไซมยอยโปรตีนมากที่สุดคือ 2.88 ยูนิคตอ
มิลลลิิตร แตไอโซเลท W3 ที่ 12 และ 72 ชั่วโมง มีคากิจกรรมของเอนไซม สูงกวา       
ไอโซเลท W6 W10 และ W310 และมีคามากกวาไอโซเลท W30 เมื่อเพาะเลี้ยงได 72 
ชั่วโมง ดังแสดงในรูปที่ 6 
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รูปที่ 5 การเจริญและคา pH ของแบคทีเรียยอยโปรตีนที่ผานการคัดเลือกเบื้องตน 
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Proteolytic activity
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รูปที่ 6 กิจกรรมเอนไซมยอยโปรตีนของเชื้อที่ผานการคัดเลือกเบื้องตน 
 
3. การทดสอบการยับยั้ง Vibrio harveyi   

การทดสอบความสามารถในการยับยัง้ V. harveyi  โดยใชวิธี Agar diffusion ผล
การทดลองพบวาเชื้อ W3 (70 µl) สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของ V. harveyi  ได ซึ่ง
ใหคา inhibition zone  ที่เวลา 24 ชั่วโมง เทากับ  21.61 ± 0.40 มิลลิเมตร ดงัรูปที่ 7 สวน
เชื้อไอโซเลท อ่ืนๆ ไดแก W6 W10 W30 และ W310 ไมสามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อ 
V. harveyi  ได จึงเลือกไอโซเลท W3 ในการศึกษาตอไป เนื่องจากสามารถยอยโปรตีน
ไดดีและยับยั้ง V. harveyi  อีกดวย 

 ผลการทดสอบกับยาและยาปฏิชีวนะ 4 ชนิดไดแก tetracycline (30 µg)  
norfloxacin (10 µg)  oxolinic acid (2 µg) และ sulphamethoxazole trimethoprin (25 µg) 
พบวายาทั้ง 4 ชนิดให inhibition zone เทากับ 26.15 ± 0.80  25.55 ± 0.21  21.67 ± 1.30 
มิลลิเมตร และ 21.04 ± 0.03 มลิลิเมตร ตามลําดับ ดังตารางที่ 1 โดยที ่ tetracycline (30 
µg) และ norfloxacin (10 µg) ใหผลการยับยั้งดีกวาเชื้อไอโซเลท W3 ซึ่งใหคา inhibition 
zone เทากับ 21.16 ± 0.40 มิลลิเมตร 
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รูปที่ 7 การยับยั้ง Vibrio harveyi โดยวิธี Agar diffusion ของแบคทีเรียยอยโปรตนี        
   ไอโซเลท W3 บนอาหาร TSA ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24  
               ชั่วโมง  
 
ตารางที่ 1  การยับยั้งการเจริญของ Vibrio harveyi โดยไอโซเลท W3 และยาปฏิชีวนะ 
 

เชื้อ/ยาปฏิชวีนะ Inhibition zone (mm) 
W3 (70 µl) 21.62 ± 0.40 
Sulphamethoxazole trimethoprin (25 µg) 20.02 ± 0.03 
Tetracycline (30 µg) 26.05 ± 0.80 
Norfloxacin (10 µg) 24.97 ± 0.21 
Oxolinic acid (2 µg) 21.98 ± 1.30 
 
4. ผลของสภาวะที่เหมาะสมตอการเจริญของเชื้อแบคทีเรียยอยโปรตีนที่คัดเลือกได  
 จากผลการทดลองการยอยสลายโปรตนีโดยการหาคา degrees of hydrolysis และ 
การยับยั้งเชื้อกอโรค V. harveyi ไดเชื้อที่ผานการคัดเลือก 1 ไอโซเลท คือ W3 เนื่องจาก
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เชื้อไอโซเลท W3 สามารถยับยั้งการเจริญของ V. harveyi ไดและยอยโปรตนีไดดี จึงได
นําเชื้อไอโซเลทดังกลาวนี้มาทดลองหาสภาวะที่เหมาะสมตอการเจริญของเชื้อ 

4.1 ความเขมขนของโซเดียมคลอไรด (NaCl) ท่ีเหมาะสมตอการเจริญของเชื้อ
ไอโซเลท W3 

 จากการทดลองพบวาที่ความเขมขนของ 2% NaCl (OD660 เทากับ 0.63) การเจริญ
ของเชื้อสูงกวาที่ความเขมขนอื่นที่ทําการทดลอง ไดแก 0% 0.5% 1.0% 1.5% 2.5% และ 
3% ดังแสดงในรูปที่ 8 แตพบวาที่ความเขมขนของ 2.5% NaCl (OD660 เทากับ 0.61) การ
เจริญของเชื้อใกลเคียงกับที่ความเขมขนของ 2% NaCl โดยที่อาหารไมเติม NaCl มีการ
เจริญโดยวัดคา OD660 ได 0.52 ดังนั้นจึงเลือกเติม 2% NaCl สําหรับการศึกษาตอ 
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รูปที่ 8 ความเขมขนของ NaCl ในอาหาร NB ตอการเจริญของเชื้อไอโซเลท  W3  
            ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เมื่อเพาะเลี้ยงได 36 ชั่วโมง 
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4.2 pH ท่ีเหมาะสมตอการเจริญของเชื้อ 
 จากการทดลองพบวาที่เวลา 36 ชั่วโมง เชื้อไอโซเลท W3 มีการเจริญไดสูงที่ pH 
7 (OD660 เทากับ 1.05) และรองลงมาที่ pH 6.5 (OD660 เทากับ 0.92) การเจริญที่ pH 6.5 
และ 7 มีความแตกตางกันนอยมาก และเมื่อเลี้ยงตอไปจนถึงชั่วโมงที่ 48 ก็พบวาเชื้อ     
ไอโซเลท W3 สามารถเจริญไดดีที่ pH 7.5 (OD660 เทากับ 0.86) และ pH ที่ทําการทดลอง
ไดแก pH 5  5.5  6  6.5  7  7.5  8  8.5 และ 9 โดยพบวาสภาวะเปนกรดออน (pH 5-6) 
และดางออน (pH 8-9) เชื้อมีการเจริญใกลเคียงกันโดยมีคา OD660 อยูในชวง 0.65-0.73 
และ 0.75-0.79 ตามลําดับ ดังรูปที่ 9 สําหรับการศึกษาครั้งตอไปเลือกใช pH เริ่มตนของ
อาหารใหเปน 7 
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รูปที่ 9 ผลของ pH ตอการเจริญของเชื้อไอโซเลท W3 ที่ยอยโปรตีนเมื่อเลี้ยงในอาหาร 
 NB ที่เติม 2% NaCl เปนเวลา 36 ชั่วโมง  
 

4.3 อุณหภูมท่ีิเหมาะสมตอการเจริญของเชื้อ  
 จากรูปที่ 10 พบวาที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เชื้อไอโซเลท W3 มีการ
เจริญเติบโตสูงสุด (OD660 เทากับ 0.90) แตใกลเคยีงมากกับที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
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(OD660 เทากับ 0.88) ขณะที่อุณหภูมิอ่ืนที่ทําการทดลอง ซึ่งไดแก 25 และ 35 เชื้อมีการ
เจริญเติบโตปานกลาง (OD660 เทากับ 0.36 และ 0.47 ตามลําดับ) และต่ําสุดที่ 40 องศา
เซลเซียส (OD660 เทากับ 0.09) จากผลการทดลองจึงเลือกใชอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส
สําหรับการศึกษาครั้งตอไป (ตูบมสวนกลางตั้งอุณหภูมิไว 30 องศาเซลเซียส) 
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รูปที่ 10 ผลของอุณหภูมิตอการเจริญของเชื้อไอโซเลท W3 เมื่อเลี้ยงในอาหาร NB ที่มี    
   2% NaCl เปนเวลา 36 ชั่วโมง 
 

4.4 ความเร็วรอบของการเขยาที่เหมาะสมตอการเจริญของเชื้อ 
 จากการทดลองพบวาเชื้อไอโซเลท W3 ที่ความเร็วรอบ 200 rpm เชื้อมีการเจริญ
สูงกวาที่ความเร็วรอบ 150 rpm ที่เวลา 12 ชั่วโมง แตเมื่อเลี้ยงไปจนกระทั่งถึง 36 ชั่วโมง
พบวา การเจริญของเชื้อเทากับที่ความเร็วรอบ 150 rpm และเมื่อเวลา 48 ชั่วโมงการเจริญ
ของเชื้อต่ํากวาที่ความเร็วรอบ 150 rpm เล็กนอยและกรณีที่ไมมีการเขยาเชื้อเจริญต่ําสุด 
(OD660 เทากับ 0.204) ดังแสดงในรูปที่ 11 ดังนั้นจึงเลือกใชการเขยาที่ 150 รอบตอนาที 
สําหรับการศึกษาครั้งตอไป 
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รูปที่ 11 ความเร็วรอบการเจริญของเชื้อไอโซเลท W3 ในอาหาร NB ที่มี 2% NaCl  
              ตอการเจริญของเชื้อไอโซเลท W3   
 
5. การผลิตเอนไซมยอยโปรตีนของแบคทีเรียท่ีคัดเลือกไดภายใตสภาวะที่เหมาะสมตอ          

การเจริญ 
 5.1 การเจริญของแบคทีเรียท่ีคัดเลือกไดภายใตสภาวะที่เหมาะสม 
 เมื่อทําการเลี้ยง เชื้อที่คัดเลือกไดภายใตสภาวะที่เหมาะสม (ในอาหาร NB ที่มี 2% 
NaCl  pH เริ่มตน 7 บมที่ความเร็วรอบ 150 รอบตอนาที อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส) จาก
รูปที่ 12 พบวาเชื้อแบคทีเรียยอยโปรตีนเขาสูระยะ log phase ในชั่วโมงที ่ 2 ถึง 12 ของ
การเลี้ยง จากนั้นเขาสูระยะ stationary phase ที่ชัว่โมงที่ 15 ถึง 42 ของการเลี้ยง และเมื่อ
หาระยะเวลาที่เชื้อใชเพิ่มจํานวนเปน 2 เทา (td: doubling time) มีคาเทากับ 48 นาที  เมือ่
นําคา td มาหาคาอัตราการเติบโตจําเพาะ (µ: specific growth rate) ซึ่งคาที่ไดมีคาเทากับ 
0.87 ตอชั่วโมง (h-1) หรือ 52.2 ตอนาที 
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รูปที่ 12 การเจริญของเชื้อไอโซเลท W3 ในอาหาร NB ที่มี 2% NaCl ภายใตสภาวะที่  

เหมาะสมตอการเจริญ 
 
 5.2 การผลิตเอนไซมยอยโปรตีนของแบคทีเรียท่ีคัดเลือกไดภายใตสภาวะที่ 

 เหมาะสมตอการเจริญ  
 เมื่อทําการเลี้ยง เชื้อที่คัดเลือกไดภายใตสภาวะที่เหมาะสม (ในอาหาร FGM ที่มี 
2% NaCl  pH เริ่มตน 7 บมที่ความเร็วรอบ 150 รอบตอนาที อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส) 
นํามาหาคากิจกรรมของเอนไซม โดยใชระยะเวลาเดียวกับเวลาที่ทําการวัดการเจริญของ
เชื้อพบวาเชื้อสามารถผลิตเอนไซมไดสูงสุดที่ชั่วโมงที่ 12 ของการเลี้ยงโดยวัดคา
กิจกรรมเอนไซมไดเทากับ 2.4 ยูนิตตอมิลลิลิตร (U/ml) ดังรูปที่ 13 ขณะที่มี specific 
activity เทากับ 0.02 (รปูที่ 14) การยอยโปรตีนสงผลให pH คอยๆสูงขึ้นจากเริ่มตนเลี้ยง
มีคาเทากับ 7 เพิ่มเปน 7.3 ทีช่ั่วโมงที่ 10 แลวลดลงที่ชั่วโมงที่ 12 จากนั้นเพิ่มขึ้นและ
ลดลงอีกครั้งที่ชั่วโมง 36 และเมื่อสิ้นสุดการเลี้ยงที่ชั่วโมงที่ 48 มีคา pH เปน 8.1 
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รูปที่ 13 การเจริญ pH และคากิจกรรมของเอนไซมยอยโปรตีนของเชื้อไอโซเลท W3 ใน
 อาหาร FGM ที่มี 2% NaCl ภายใตสภาวะที่เหมาะสมตอการเจริญ  
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รูปที่ 14 คากิจกรรมของเอนไซมยอยโปรตีนในอาหาร FGM ที่มี 2% NaCl ภายใต     
  สภาวะที่เหมาะสมตอการเจริญ 

(h) 
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6. ลักษณะของเอนไซมจากเชื้อท่ีคัดเลือกได 
6.1 อุณหภูมแิละ pH ท่ีเหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมยอยโปรตีน 

 จากการทดลองพบวาที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส คากิจกรรมเอนไซมยอย
โปรตีนมีคาสูงสุด (3.77 ยูนิตตอมิลลิลิตร) รองลงมาคือที่อุณหภูมิที่ 30 องศาเซลเซียส 
(2.44 ยูนิตตอมิลลิลิตร) ในขณะที่อุณหภูมิ 28 และ 40 องศาเซลเซียสก็ไมแตกตางกัน คือ 
มีคาประมาณ 2.09 และ 2.01 ยูนิตตอมิลลลิิตร ดังรูปที่ 15 แตอุณหภูมิของน้ําที่วัดไดจาก
บอเลี้ยงกุงอยูระหวาง 28–30 องศาเซลเซียส ดังนัน้จึงเลือกที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
ในการทดลองหาสภาวะของ pH ที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซม เพื่อประยุกตใช
ใหเหมาะในการเลี้ยงกุงในอนาคต 
 จากการทดลองพบวาที่ pH 8 กิจกรรมเอนไซมยอยโปรตีนของเชื้อไอโซเลท W3  
มีคาสูงที่สุด (2.44 ยูนิตตอมิลลิลิตร) เมื่อเทียบกับ pH 7 (1.70 ยูนิตตอมิลลิลิตร) และ pH 
9 (2.11 ยูนิตตอมิลลิลิตร) ดังรูปที่ 16 จากผลแสดงวาเอนไซมที่เชื้อสรางขึ้นเปน alkaline 
protease (pH ที่เหมาะสม 6.7-9) (ปราณี,2543) 
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รูปที่ 15 ผลของอุณหภูมิตอกิจกรรมเอนไซมยอยโปรตีนของไอโซเลท W3  
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รูปที่ 16 ผลของ pH ตอกิจกรรมเอนไซมยอยโปรตีนที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  
 

6.2 ผลของอุณหภูมิและ pH ตอความคงตัวของเอนไซม 
 จากรูปที่ 17 พบวาคาความคงตัวของเอนไซมยอยโปรตีน ที่อุณหภูมิ 28  30 และ 
35 องศาเซลเซียส เมื่อเวลาผานไป 4 ชั่วโมง คากิจกรรมของเอนไซมยังคงมีอยูและคา
กิจกรรมไมลดลงมีแตเพิ่มขึ้นตามระยะเวลาการบม แตที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เมื่อ
เวลาผานไป 3 ชั่วโมง กิจกรรมของเอนไซมเริ่มมีคาลดลง ซึ่งแสดงใหเห็นวาเอนไซม
ยอยโปรตีนจากไอโซเลท W3 สามารถคงตัวที่อุณหภูมิ 28  30 และ 35 องศาเซลเซียส ได
เปนเวลานานอยางนอย 4 ชั่วโมง ซึ่งเปนเวลาที่ใชศึกษาพิจารณาจากผลซึ่งอาจมีความคง
ตัวนานกวานี้ก็เปนได 
 สําหรับคา pH ตอความคงตัวของเอนไซม จากรูปที่ 18 พบวา แมเวลาผานไป 4 
ชั่วโมง คากิจกรรมของเอนไซมที่ pH 7  8 และ 9 ไมไดลดลงมีแตเพิ่มขึ้นตามระยะเวลา 
แสดงใหเห็นวาเอนไซมมีความคงตัวที่ pH 7  8 และ 9 ไดเปนเวลานานอยางนอย 4 
ชั่วโมง 
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รูปที่ 17 ผลของอุณหภูมิตอความคงตัวของเอนไซมยอยโปรตีนจากไอโซเลท W3  
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รูปที่ 18 ผลของ pH ตอความคงตัวของเอนไซม ที่ 35 องศาเซลเซียส 
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6.3 ผลของตัวยับยั้งกิจกรรมของเอนไซมยอยโปรตีน 
 ผลของตัวยับยั้งเมื่อเทียบกับชุดควบคุมซึ่งไมมีตัวยับยั้งกิจกรรมของเอนไซม 
(100 %) พบวา EDTA มีคา relative activity นอยที่สุดคือ 158.55% ตามดวย Fe2+ 
(160.63 %)  Zn2+ (162.23 %)  Cu2+ (164.54 %) Mg2+ (167.37 %)  Mn2+ (171.51%) และ 
Ca2+ (176.78 %) ตามลําดับ ดังรูปที่ 19 ดังนั้นโปรติเอสที่เชื้อ W3 ผลิตไมจัดอยูในกลุม
โปรติเอสโลหะ  
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รูปที่ 19 ผลของตัวยับยั้งตอกิจกรรมของเอนไซมยอยโปรตีนผลิตโดยไอโซเลท W3 ที่ 

อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส pH 8 
 
7. ลักษณะของเชื้อท่ีคัดเลือกได 

7.1 ลักษณะทางสัณฐานวิทยา สรีระวิทยาและชีวเคมีของเชื้อท่ีคัดเลือกได 
 เมื่อนําเชื้อที่คัดเลือกไดไอโซเลท W3 มาทดสอบทางชีวเคมี ดวยวิธีการแบบ
ดั้งเดิม (conventional method) ตาม Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology 
(Krieg and Holt, 1984) เพื่อเทียบเคียงในระดับจีนัส (genus) พบวา ติดสี Gram ลบ มี
รูปรางแทงสั้น เมื่อทดสอบ catalase  oxidase  และ cirate test ใหผลบวก แตทดสอบ 
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indole และ MR-VP ใหผลเปนลบซึ่งลักษณะที่กลาวมาจัดวาเปนเชื้อในสกุล 
Pseudomonas และยังทดสอบอื่นๆ อีกพบวาเชื้อสามารถเคลื่อนที่ได สามารถยอย         
เจลาตินได ออกซิไดซกลูโคสและฟรุกโตส และยังสามารถใช L-arginine ได สรางรงค
วัตถุ (Pigment) สีเขียว ดังตารางที่ 2 และเมื่อนํามาเลี้ยงบนอาหาร CM559 Pseudomonas 
Agar Base ซึ่งเปนอาหารที่จําเพาะตอเชื้อ Pseudomonas sp. ปรากฏวาเชื้อที่ผานการ
คัดเลือกสามารถเจริญไดและมีการสรางรงควัตถุ (pigment) ที่มีสีเขียว ดังรูปที่ 20 และ
เมื่อทดสอบดวย Test kits ชนิด API 20 E ไดผลเชนเดียวกับที่ทดสอบเองคือ การใช 
cirate ใหผลบวก อีกทั้งเชื้อไอโซเลท W3 สามารถยอยเจลาตินและ D-glucose  และผล
การทดสอบอื่นๆ ดังตารางที่ 2 และ รูปที่ 21 และผลการนําเชื้อดังกลาวไปสองดูดวย
กลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนชนิดสองกราด (Scanning Electron Microscope: SEM) 
ไดผลดังรูปที่ 22 และเทียบเคียงเชื้อในระดับสปชี่ (species) โดยใชคุณลักษณะตามที่
กลาวมาแตไมสามารถจัดลงในสปชี่ (species) ใดจึงไดใชวิธีการเรียงลําดับเบส (16S 
rDNA) พบวาเชื้อไอโซเลท W3 มีลําดับเบสตรงกับ AF 125317 ซึ่งก็คือ Pseudomonas 
sp. pDL01 AF 125317 โดยมีคา identity เปน 100% (โดยใช partial 16S rDNA sequence 
analysis ดูรายละเอียดในภาคผนวก ค) 
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รูปที่ 20 เชื้อแบคทีเรียยอยโปรตีนไอโซเลท W3 ในอาหาร CM559 Pseudomonas Agar 

Base 
 

 
รูปที่ 21 เชื้อแบคทีเรียยอยโปรตีนไอโซเลท W3 ในชุดทดสอบ API 20 E 
 

 
รูปที่ 22 เชื้อแบคทีเรียยอยโปรตีนไอโซเลท W3 เมื่อสองดวยกลอง SEM 
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ตารางที่ 2 ลักษณะทางสัณฐานวิทยา สรีระวิทยาและชีวเคมีของเชื้อที่คัดเลือกได 
 
Characteristic Conventional 

Method 
Test Kit 

 (API 20 E) 
Bergy’s Manual  
(Pseudomonas)* 

Short rod 0.44 x 1.00 µm ND Short Rod 
Gram stain - ND - 
Motility + ND + 
Catalase test + ND + 
Oxidase test + ND D 
Cirate test (CIT) + + D 
Indole test (IND) - - - 
Methyl red test - ND - 
Voges-Proskauer test (VP) - - - 
H2S production  (H2S) K/K (-) - ND 
Urease (URE) - - ND 
Gelatin (GEL) + + D 
Oxidation-fermentation 
glucose  

+/- ND ND 

Oxidation-fermentation 
fructose 

+ / - ND ND 

Oxidation-fermentation 
lactose  

- / - ND ND 

D-glucose (GLU) ND + D 
D-mannitol (MAN) ND - D 
L-arabinose (ARA) ND - D 
Amygdalin (AMY) ND - ND 
D-sucrose (SAC) ND - D 
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ตารางที่ 2 ลักษณะทางสัณฐานวิทยา สรีระวิทยาและชีวเคมีของเชื้อที่คัดเลือกได (ตอ) 
 

Characteristic Conventional 
Method 

Test Kit 
(API 20 E) 

Bergy’s Manual  
(Pseudomonas)* 

L-rhamnose (RHA) ND - D 
D-sorbitol (SOR) ND - D 
Inositol (INO) ND - ND 
Litmus milk  peptonization ND ND 
L-arginine (ADH) + + D 
Nitrate reduction test - ND D 
L-ornithine (ODC) - - D 
L-lysine (LDC) - - D 
L-trpytophane (TDA) ND - D 
Water-soluble 
fluorescence  
pigment formed 

+ ND D 

หมายเหตุ *  = อางจาก Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology
        (Krieg and Holt, 1984) 
  (+)  = สามารถใชสารที่ทดสอบได หรือสรางรงควัตถุ 
          (pigment) ได หรือเคลื่อนที่ได  
  (-)  = ไมสามารถใชสารที่ทดสอบได 
  D  = Different reactions occur in different taxa (species of 
        a genus or genera of a family) 
  ND  = Not Determined 
  K  = Alkaline 
  Peptonization = เชื้อแบคทีเรียสามารถสลายโปรตีนได 
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7.2 ผลของยาปฏิชีวนะที่ใชยับยั้งแบคทีเรียแกรมลบ/Pseudomonas ตอเชื้อไอโซเลท 
      W3 

 จากการทดลองพบวาเชื้อมีความไวตอยาปฏิชีวนะที่ใชทดสอบเกือบทุกชนิด 
ไดแก gentamicin (10 µg)  amikacin (30 µg)  tetracycline (30 µg)  netilmicin (30 µg)   
ceftazidime (30 µg) และ norfloxacin (10 µg) ยกเวน cephalothin (30 µg) ที่เชื้อมีความ
ตานทานยา และเชื้อมีความตานทานยาปานกลางในกรณีของยา chloramphenicol (30 
µg) และยา trimethoprim-sulfamethoxazole (25 µg) ดังแสดงในตารางที่ 3 และ 4 
 เมื่อทดสอบการ hemolytic เพื่อดูลักษณะการแตกของเม็ดเลือดแดงบนอาหาร 
Blood agar พบวา เชื้อไอโซเลท W3 ไมสามารถทําใหเม็ดเลือดแดงในอาหาร Blood 
agar แตกได ดังรูปที่ 23 แสดงวาเชื้อ W3 ไมนาเปนเชื้อกอโรค 
 

 
รูปที่ 23 การเจริญบนอาหาร Blood agar ของเชื้อ Pseudomonas sp. W3  
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ตารางที่  3 ผลของยาปฏิชีวนะที่ ใชควบคุมเชื้อในกลุมแบคที เรียแกรมลบตอ 
Pseudomonas sp. W3   

 
Antibiotic Disk 

Content 
Resistant Intermediate Susceptible 

Chloramphenicol 30 µg  /  
Gentamicin 10 µg   / 
Amikacin 30 µg   / 
Cephalothin 30 µg /   
Tetracycline 30 µg   / 
Netilmicin 30 µg   / 
Ceftazidime 30 µg   / 
 
ตารางที่ 4 ผลของยาปฏิชีวนะที่ใชควบคุมกลุม Pseudomonas spp. ตอเชื้อ    

Pseudomonas sp. W3 
 
Antibiotic Disk 

Content 
Resistant Intermediate Susceptible 

Chloramphenicol 30 µg  /  
Norfloxacin 10 µg   / 
Trimethoprim-
sulfamethoxazole 

25 µg  /  

Cephalothin 30 µg /   
Tetracycline 30 µg   / 
Netilmicin 30 µg   / 
Amikacin 30 µg   / 
Gentamicin 10 µg   / 
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8. การประยุกตใชไอโซเลท W3 ในการเลี้ยงกุงในสภาวะจําลอง 
 8.1 คา BOD และ DO ในสภาวะจําลอง 
 จากการทดลองพบวา การเปลี่ยนแปลงของคา BOD มีลักษณะการขึ้นลง
เหมือนกันทั้งในชุดที่เติมเชื้อ Pseudomonas sp. W3 และชุดควบคุมโดยวันที่ 4 ของการ
ทดลองคา BOD ลดลงเมื่อเทียบกับเมื่อเริ่มตนการทดลอง จากนั้นมีคาเพิ่มสูงขึ้นเรื่อยๆ 
จนกระทั่งถึงวันที่ 10 หลังจากนั้นจะคอยๆ ลดลงมีคาเทากับ 12 มิลลิกรัมตอลิตร เมื่อ
เลี้ยงไปได 18 วันและเพิ่มขึ้นอีกจนมีคาสูงสุดเทากับ 105.33 มิลลิกรัมตอลิตรที่ 32 วัน
สําหรับชุดที่เติมเชื้อ ขณะที่ชุดควบคุมมีคา 94 มิลลกิรัมตอลิตร ดังรูปที่ 24   เมื่อทําการ
วัดคา DO ภายในตูเลี้ยงกุงจําลองพบวา คา DO ภายในชุดการทดลองที่เติมเชื้อ 
Pseudomonas sp. W3 มีคาอยูในชวง 7.33-8.20 มิลลิกรัมตอลิตร ดังรูปที่ 25 และจากรูป
ที่ 25 พบวาคา DO ทั้ง 2 ชดุการทดลองมีคาที่ใกลเคียงกันตลอดการเลี้ยงกุง 
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รูปที่ 24 การเปลี่ยนแปลงของคา BOD ในสภาวะจําลองบอเลี้ยงกุงขาว เมื่อมีการเติมเชื้อ
   Pseudomonas sp. W3 
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รูปที่ 25 การเปลี่ยนแปลงของคา DO ในสภาวะจําลองบอเลี้ยงกุงขาว เมื่อมีการเติมเชื้อ
   Pseudomonas sp. W3 
 
 8.2 ปริมาณของแอมโมเนียท่ีเกิดขึ้นในสภาวะจําลองบอเลี้ยงกุง 
 เชนเดียวกับคา BOD ที่การเปลี่ยนแปลงของคาแอมโมเนียในชดุควบคุมและชุดที่
เติมเชื้อ Pseudomonas sp. W3 มีแนวโนมการเปลี่ยนแปลงแบบเดียวกัน และแทบไมมี
ความแตกตางระหวางชุดควบคุมและชุดทดสอบ จากการทดลองพบวา ปริมาณ
แอมโมเนียเพิ่มขึ้นมากเมื่อวันที่ 12 ของการทดลอง (16.82 มิลลิกรัมตอลิตร) จากนั้น
ปริมาณแอมโมเนียลดลงจนต่ําสุดที่วันที่ 24 ของการทดลอง (1.19 มิลลิกรัมตอลิตร) 
และจากนั้นเพิ่มสูงขึ้นอยูในชวงวันที่ 28 ของการเลี้ยง (16.25 มิลลิกรัมตอลิตร) ปริมาณ
แอมโมเนียของทั้ง 2 ชุดการทดลองมีการเปลี่ยนแปลงไปในทิศทางเดียวกัน และมี
ปริมาณที่ใกลเคียงกันตลอดระยะเวลาการเลี้ยงกุง ดังรูปที่ 26 
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รูปที่ 26 ปรมิาณแอมโมเนียที่เกิดขึ้นในระหวางการเลี้ยงกุงในสภาวะจําลองบอ       
 เมื่อมีการเติมเชื้อ Pseudomonas sp. W3 
 

8.3 ปริมาณ NO3
- ท่ีเกิดขึ้นในสภาวะจําลองบอเลี้ยงกุง 

 การเปลี่ยนแปลงไนเตรทในชุดควบคุมและชุดทดสอบมีการเปลี่ยนแปลงใน
รูปแบบเดียวกัน จากการทดลองพบวา ปริมาณ NO3

- ที่เกิดขึ้นในสภาวะจําลองบอเลี้ยง
กุง จะเพิ่มขึ้นเรื่อยๆ และที่วันที่ 32 ของการทดลอง ปริมาณ NO3

- ของชุดเติมเชื้อ 
Pseudomonas sp. W3 มีคา 7.55 มิลลิกรัมตอลิตร ในขณะที่ชุดควบคุมมีปริมาณ NO3

- 
เทากับ 5.50 มิลลิกรัมตอลิตร ซึ่งพบวาในวันที่ 24 และ 32 ของการเลี้ยง ปรมิาณ NO3

- ใน
ชุดที่เติมเชื้อ Pseudomonas sp. W3 มีคามากกวาในชุดควบคุม ดังรูปที่ 27 
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รูปที่ 27 ปรมิาณ NO3

- ที่เกิดขึ้นในสภาวะจําลองบอเลี้ยงกุงเมื่อมีการเติมเชื้อ   
   Pseudomonas sp. W3 
 
 8.4 อุณหภูม ิpH และความเค็มภายในสภาวะจําลอง 
 จากการวัดอุณหภูมิ และความเค็มภายในสภาวะจําลองการเลี้ยงกุง พบวาการ
เปลี่ยนแปลงของพารามิเตอรดังกลาวภายในสภาวะการเลี้ยงจําลอง มีการเปลี่ยนแปลง
คอนขางนอย ในสภาวะจําลอง คือ อุณหภูมิภายในตูทดลองจะอยูระหวาง 24.2-26 องศา
เซลเซียส และความเค็มของน้ําในตูทดลองอยูระหวาง 25-32.6 กรัมตอลิตร ซึ่งความเค็ม
ของน้ําจะเพิ่มสูงขึ้นเรื่อยๆ ตลอดระยะเวลาของการเลี้ยง สวน pH ของสภาวะจําลอง
ลดลงในวันที่ 28 ของการเลี้ยงทั้ง 4 ชุดการทดลอง จาก pH ซึ่งอยูในระดับ pHเริ่มตน
เลี้ยง 7.60 ลดลงเปนประมาณ pH ที่อยูในระดับเฉลี่ย 6.71 ของชวงวันที่ 28-32 วันของ
การเลี้ยง ดังตารางที่ 5  
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ตารางที่ 5 การเปลี่ยนแปลงของอุณหภูมิ pH และความเค็มภายในสภาวะจําลองบอเลี้ยงกุง 
 

Temperature (°C) Salinity (ppt) pH Time 
(day) C W3 V W3+V C W3 V W3+V C W3 V W3+V 

0 26 26 26 26 25 25 25 25 7.6 7.6 7.6 7.6 
4 25.5 25.5 25.6 25.5 30 30 30 30 7.7 7.7 7.5 7.7 
8 25 25 25 25 30 30 30 30 7.8 7.7 7.5 7.7 
12 25 25 25 25 31 31 31 30.5 7.7 7.7 7.7 8.0 
16 24.5 24.5 24.5 24.5 32 31.5 31 30.5 7.8 7.8 7.9 7.9 
20 24 24 24.2 24.2 30.7 31.5 30.6 31 7.2 6.9 7.7 7.7 
24 25 25 25 25 31.5 31.2 31.3 30.8 7.1 7.0 7.7 7.1 
28 25 25 25 25 30.5 30.8 31 31.7 6.7 6.7 6.6 6.7 
32 24.9 24.8 24.8 24.8 31.5 31.5 32.2 31.6 6.8 6.5 7.0 6.7 

หมายเหตุ C   = ชุดควบคุมที่ไมมีการเติมเชื้อ 
  W3   = เติมเชื้อยอยโปรตีน Pseudomonas sp. W3 
  V   = เติมเชื้อ V. harveyi 
  W3 + V = เติมเชื้อยอยโปรตีน Pseudomonas sp.W3 และเชื้อ V. harveyi 
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8.5 ปริมาณเชื้อแบคทีเรียในสภาวะจําลองการเลี้ยงกุง 
8.5.1 แบคทีเรียท้ังหมด 
จากการตรวจนับเชื้อแบคทีเรียในสภาวะจําลอง โดยทําการนับจํานวนแบคทีเรีย

ทั้งหมด (Heterotrophic plate count: HPC) แบคทีเรียยอยโปรตีน (Proteolytic bacteria: 
PTB) และจํานวนเชื้อ V. harveyi พบวา จํานวนแบคทีเรียทั้งหมดในตูควบคุมซึ่งไมมีการ
เติมเชื้อ Pseudomonas sp. W3 และตูที่มีการเติมเชื้อ Pseudomonas sp. W3 พบความ
แตกตางมากที่จุดเริ่มตนของการเลี้ยง แตหลังจากนั้นพบวาปริมาณของเชื้อแบคทีเรีย
ตั้งแตวันที่ 4 ของการทดลองจนวันสุดทายของการทดลองของทั้ง 2 ตูมีคาที่ใกลเคียงกัน 
คือ วันที่ 4 ปริมาณเชื้อ HPC ในตูที่เติมเชื้อเทากับ 4.91 log CFU/ml และในชุดควบคุมมี
คาเทากับ 4.73 log CFU/ml ดังนั้นตูที่มีการเติมเชื้อลงไปมีปริมาณเชื้อ HPC มากกวา
เล็กนอย ดังรูปที่ 28 และสําหรับปริมาณแบคทีเรียทั้งหมดของตูที่มีการเติมเชื้อ V. 
harveyi และตูที่มีการเติมเชื้อ V. harveyi และเชื้อ Pseudomonas sp. W3 ก็พบวา ปริมาณ
เชื้อ HPC ของทั้ง 2 ตูแตกตางกันมากที่จุกเริ่มตนแตตอมามีปริมาณของ HPC ในตู
ใกลเคียงกันคือ ในวันที่ 4 และวันสิ้นสุดการเลี้ยง ภายในตูที่เติมเชื้อ 2 ชนิดมีปริมาณ
แบคทีเรียเทากับ 4.16 และ 5.69 log CFU/ml สวนตูที่เติมเฉพาะเชื้อ V. harveyi มีปริมาณ 
HPC เทากับ 3.78 และ 5.90 log CFU/ml ขณะที่ชุดควบคุมที่ไมมีการเติมเชื้อมีคา HPC 
ต่ําสุดเทากับ 0.93 และ 4.42 log CFU/ml ดังรูปที่ 29 
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รูปที่ 28 จํานวนเชื้อแบคทีเรียทั้งหมดในสภาวะจําลองที่มีการเติมเชื้อ Pseudomonas sp. 

W3  
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รูปที่ 29 จํานวนเชื้อแบคทีเรียทั้งหมดในสภาวะจําลองการเลี้ยงกุงที่มีการเติมเชื้อ 

Pseudomonas sp. W3 ผสมกับเชื้อ V. harveyi และเติมเชื้อ V. harveyi เทานั้น   
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8.5.2 แบคทีเรียยอยโปรตีน 
สําหรับการนับเชื้อที่สามารถยอยโปรตีนในการทดลองชุดที่มีการเติมเชื้อ

แบคทีเรียที่สามารถยอยโปรตีนเพียงอยางเดียวพบวาเมื่อเริ่มตนเลี้ยงมีคา 5.44 log 
CFU/ml และวันที่ 4 ของการทดลองจํานวนเชื้อ PTB เทากับ 4.16 log CFU/ml และคอย
เพิ่มสูงขึ้นในวันที่ 8 (5.83 log CFU/ml) ของการทดลองจนกระทั่งวันที่ 24 ของการ
ทดลองจํานวนของเชื้อ PTB ลดต่ําลงอีก (4.86 log CFU/ml) และเริ่มคงตัวจนกระทั่งชวง
สุดทายของการทดลอง (4.60 log CFU/ml) (วันที่ 32 ของการทดลอง) และสําหรับชุด
ควบคุมที่ไมมีการเติมไอโซเลท W3 ปริมาณ PTB ตลอดเวลาการเลี้ยงมีคาใกลเคียงกับ
ชุดที่มีการเติมเชื้อ ดังรูปที่ 30 และสิ่งที่สังเกตไดจากการตรวจนับเชื้อ พบวาชุดที่เติมเชื้อ
ไอโซเลท W3 มีลักษณะสีของโคโลนีที่เจริญบนอาหาร FGM เชนเดียวกับสีของเชื้อไอ
โซเลท W3 คือมีสีน้ําตาลออน ขณะที่ในชุดควบคุมมีลักษณะสีของโคโลนีสีขาวขุน 
แสดงวาในตูที่เติมเชื้อสวนใหญของแบคทีเรียยอยโปรตีนคือไอโซเลท W3 ที่เติมลงไป 
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รูปที่ 30 จํานวนเชื้อแบคทีเรียยอยโปรตีนในสภาวะจําลองการเลี้ยงกุงที่มีการเติมเชื้อ

แบคทีเรียยอยโปรตีน W3 
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8.5.3 เชื้อ V. harveyi 
ในสวนของการยับยั้งการเจริญของเชื้อ V. harveyi เมื่อทําการนับจํานวนเชื้อ

ภายในตูที่มีการใชเชื้อ 2 ชนิด คือ Pseudomonas sp. W3 และ V. harveyi เปรียบเทียบกับ
ตูที่ใสเฉพาะเชื้อ V. harveyi พบวา จํานวนเชื้อที่มีอยูภายในตูทดลองที่มีการใสเชื้อ 2 
ชนิดมีจํานวนเชื้อ V. harveyi ภายในตูทดลองนอยกวาตูที่มีการเติมเชื้อ V. harveyi เพียง
อยางเดียวคือ ในวันที ่12  16  20  และ 32 ของการเลี้ยง ตูซึ่งใสเชื้อ 2 ชนิดมีปริมาณเชื้อ 
V. harveyi เทากับ 2.16  1.64  1.61  และ 1.33 log CFU/ml ในขณะที่ตูที่เติมเชื้อ             
V. harveyi เพียงชนิดเดียวมีปริมาณเชื้อเทากับ 3.10  2.98  2.89  และ 2.99 log CFU/ml 
ดังรูปที่ 31  
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รูปที่ 31 จํานวนเชื้อ V. harveyi ที่มีอยูภายในตูทดลองเลี้ยงกุงที่มีการเติมเชื้อ 2 ชนิด คือ 
 Pseudomonas sp. W3 และ V. harveyi กับตูที่เติมเฉพาะเชื้อ V. harveyi 

 
8.6 การเจรญิเติบโตของกุงที่เลี้ยงในสภาวะจําลอง 
8.6.1 ผลการเติมเชื้อไอโซเลท W3 เพื่อรักษาคุณภาพน้ํา 
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 จากการชั่งน้ําหนักกุงกอนทําการเลี้ยงในสภาวะจําลองในตูที่มีการเติมเชื้อ 
Pseudomonas sp. W3 พบวา น้ําหนักของกุงโดยเฉลี่ยมีคาเทากับ 2.50 กรัม เมื่อทําการ
เลี้ยงได 30 วันไดนํากุงมาชั่งน้ําหนักอีกครั้ง พบวา น้ําหนักของกุงเพิ่มเปน 7.06 กรัม 
และเมื่อนําน้ําหนักกุงที่ไดมาหาอัตราการเจริญเติบโตตอวันโดยคิดเปนเปอรเซ็นต พบวา 
อัตราการเจริญเพิ่มขึ้นในระยะการเลี้ยง 30 วัน มีคาเทากับ 9.41% สําหรับในชุดที่ไมเติม
เชื้อน้ําหนักของกุงเฉลี่ยเทากับ 2.50 กรัมเชนกัน เมื่อกุงอายุได 30 วันน้ําหนักเฉลี่ยเทากับ 
7.08 กรัม ซึ่งเมื่อนําน้ําหนักกุงมาหาคาอัตราการเจริญพบวาในวันที่ 30 ของการเลี้ยง 
อัตราการเจริญเทากับ 9.44% ดังรูปที่ 32  
 8.6.2 ผลการเติมเชื้อไอโซเลท W3 เพื่อควบคุม V. harveyi 
 เมื่อทําการชั่งน้ําหนักกุงกอนทําการทดลองในตูที่เติมเชื้อ Pseudomonas sp. W3 
ผสมกับการเติมเชื้อ V. harveyi  พบวา ในวันที่เริ่มตนเลี้ยงกุงน้ําหนักของกุงมีคาเฉลี่ย
เทากับ 2.35 กรัม เมื่อเลี้ยงไปเปนเวลา 30 วัน พบวาน้ําหนักของกุงมีคาเทากับ 7.17 กรัม 
สําหรับชุดที่มีการเติมเชื้อ V. harveyi เพียงอยางเดียว พบวา น้ําหนักของกุงในวันที่
เริ่มตนเลี้ยงและวันที่ 30 ของการเลี้ยงมีคาเทากับ 2.55 กรัม และ 7.10 กรัม ตามลําดับ ซึ่ง
พบไดวามีคานอยกวาชุดที่มีการเติมเชื้อทั้ง 2 ซึ่งเมื่อนําชุดที่มีการเติมเชื้อทั้ง 2 ชนิดมาหา
อัตราการเจริญเติบโตตอวันโดยคิดเปนเปอรเซ็นต พบวา อัตราการเจริญเมื่อเลี้ยงไปได 
30 วันเทากับ 10.17% สวนชุดที่เติม V. harveyi เพียงชนิดเดียวพบวา อัตราการเจริญที่ 30 
วันของการเลี้ยงมีคาเทากับ 9.28% ดังรูปที่ 32  
 เมื่อสังเกตการณตายของกุงในชุดทดลองพบวา ในวันที่ 2 ของการทดลอง ชุดที่
ใสเฉพาะเชื้อ V. harveyi พบกุงตายเฉลี่ย 4 ตัว คิดเปน 40% ในขณะที่ชุดที่เติมเชื้อ 
Pseudomonas sp. W3 และ V. harveyi พบการตายของกุงในวันที่ 4 ของการเลี้ยง ซึ่งกุงมี
การตายเฉลี่ย 3.5 ตัว คิดเปน 35% 
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Growth rate of shrimp
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รูปที่ 32 อัตราการเจริญของกุงขาวที่เลี้ยงภายใตสภาวะจําลองเปนเวลา 30 วัน 
 

 
 


