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2. วัสดุ อุปกรณ และวิธีการ 
 
 

วัสดุ 
 
อาหารเลี้ยงเชื้อและสารเคมี 
 อาหารลี้ยงเชื้อและสารเคมีซึ่งใชในการทดลองไดแสดงไวดังขางลางนี้ 
 
อาหารเลี้ยงเชื้อท่ีใชในการทดลอง 
 
อาหารเลี้ยงเชื้อ บริษัทผูผลิต 
Agar Technical 
Frazier Gelatin Medium (FGM) 
Plate Count Agar (PCA) 
Mueller Hinton Agar (MHA) 
Mueller Hinton Broth (MHB) 
Thiosulfate Citrate Bile Salt Sucrose (TCBS) 
Tryptic Soy Agar (TSA) 
Tryptic Soy Broth (TSB) 
Standard Plate Count Agar (SPCA) 
Beef Extract  

Difco 
เตรียมสวนผสมตามภาคผนวก ก 

Merck 
Difco 
Difco 
Difco 
Difco 
Difco 
Merck 

Difco and Oxoid 
 
สารเคมีท่ีใชในการทดลอง 
 
สารเคมี บริษัทผูผลิต 
95% alcohol LD Science 
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CuSO4.5H2O 
EDTA 
Folin-Ciocalteau reagent 
HCl 
HgCl2 
K2HPO4 

KH2PO4 

BDH 
Merck 
Fluka 
Merck 
BDH 

Ajax Finechem 
Merck 

L-Tyrosine 
NaCl 
Na2CO3 
NaOH 
Sodium citrate 
Trichloroacetic acid 
Tris base 
MnSO4.4H2O 
KOH 
NaNO3 
H2SO4 conc. 
Na2S2O3.5H2O 
K2Cr2O7 
HgSO4 
FeSO4.7H2O 

Fluka 
Lab-Scan 

BDH 
BDH 
BDH 

CARLO ERBA 
Fisher Scientific 

Merck 
BDH 
BDH 
BDH 
BDH 

CARLO ERBA 
BDH 
BDH 

 
อุปกรณ 
 
เครื่องมือ             บริษัทผูผลิตและรุน  
ตูอบ (Hot air oven)    บริษัท MMM Medcenter รุน Venticell 
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หมอนึ่งความดัน (Autoclave)     บริษัท Tommy รุน SS-325 
ตูบมเชื้อ (Incubator)      บริษัท Thai polymedic รุน Gallenkamp 
กลองจุลทรรศน (Microscope)     บริษัท Olympus รุน Co11 
เครื่องชั่ง 3 ตําแหนง (Balance with 3 digitals)  บริษัท Mettler Toledo รุน PL-83-S 
เครื่องสเปกโตโฟโตมิเตอร (Spectrophotometer)  บริษัท Jenway รุน 6400   
         Spactrophotometer สําหรับวัดการเจริญ 
         และบริษัท Perkin Elmer instrument รุน 
         Lambda 25 UV/VIS Spectophotometer 
         สําหรับวัดกิจกรรมเอนไซม 
เครื่องวัดความเปนกรดดาง (pH meter)    บริษัท Metrohm รุน 713 pH Meter 
เครื่องหมุนเหวี่ยงควบคุมอุณหภูมิ (Ultracentrifuge)  บริษัท SANYO รุน Harrier 18/80 
ตูปลอดเชื้อ (Laminar air flow cabinet)     บริษัท Astec Microflow รุน Microflow 
          Advanced Biosafety cabinet 
Auto-pipette          บริษัท eppendrop 
อางควบคุมอุณหภูมิ (Water bath)       บริษัท Julabo รุน Eco Temp TW20 
เครื่องเขยา (Shaker)         บริษัท Thai Polymedic รุน Gallenkamp 
 
จุลินทรียท่ีใชในการศึกษา 
 แบคทีเรียที่สามารถยอยโปรตีนได 34 ไอโซเลท เปนแบคทีเรียที่แยกไดจากน้ํา
และเลนของบอเลี้ยงกุงแบบหนาแนนในจังหวัดปตตานีและจังหวัดสงขลา ซึ่งไดมาจาก
งานวิจัยเรื่องบทบาทของแบคทีเรียในวัฏจักรไนโตรเจนในบอเลี้ยงกุงกุลาดําแบบพัฒนา
เพื่อการเพาะเลี้ยงแบบยั่งยืนของ รศ.ดร. ดวงพร คันธโชติ ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะ
วิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร (ดวงพร, 2546)  

แบคทีเรียอินดิเคเตอร Vibrio harveyi ซึ่งเปนเชื้อกอโรคกุง ไดรับความ
อนุเคราะหจากรศ.ดร. วราภรณ  วุฑฒะกุล ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร 
มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร 
ลูกกุงที่ใชในการศึกษา 
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 ลูกกุงขาวอายุ 30 วัน (P-30) ที่ใชในการทดลอง จํานวน 200 ตัว ไดรับความ
อนุเคราะหจาก คุณ สุรชยั นิลรัตน อําเภอสิเกา จังหวัดตรัง 
 
วิธีการทดลอง 
 
1. การคัดเลอืกเบื้องตนสําหรับแบคทีเรียยอยโปรตีน 
 แบคทีเรียที่นํามาศึกษามี 34 ไอโซเลท แยกจากน้ําและเลนของบอเลี้ยงกุงใน
จังหวัดปตตานีและจังหวัดสงขลา (ดวงพร, 2546) โดยใชอาหาร Frazier gelatin medium 
(FGM) และใชอาหารดังกลาวเก็บรักษาเชื้อ 
 นําเชื้อที่มีการเจริญดีที่อายุ 24 ชั่วโมง มา 1 ลูป (loop) แตะลงที่จุดศูนยกลาง
อาหาร Frazier gelatin medium (FGM)  นําไปบมที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เปนเวลา 
24 ชั่วโมง เมื่อครบกําหนดนําจานเพาะเลี้ยง (plate) ที่มีแบคทีเรียยอยโปรตีนมาราดดวย 
HgCl2 12.5% ราดลงบนโคโลนี ประมาณ 3 มิลลลิิตร ทิ้งไวประมาณ 1-2 นาที จะปรากฏ
วงใส (clear zone) ทําการวัดเพื่อหาคา Degree of hydrolysis โดยใชเวอรเนียรคาลิปเปอร 
(Vernier caliper) เปนเกณฑพิจารณาในการคัดเลือก และพิจารณาการเจริญรวมดวย ทํา
จํานวน 3 ซ้ําตอเชื้อ 
 การคํานวณหาคา Degree of hydrolysis 
 Degree of hydrolysis  = เสนผานศูนยกลางของวงใส (mm) 
      เสนผานศูนยกลางของโคโลนี (mm) 
 
2. การคัดเลอืกหาสายพันธุท่ีสามารถยอยโปรตีนไดสูง 
 นําเชื้อแบคทีเรียที่ผานการคัดเลือกเบื้องตนจากอาหารวุนเอียงที่มีอายุ 24 ชั่วโมง 
มา 1 ลูป (loop) โดยวิธีการปลอดเชือ้ มาเลี้ยงในอาหารเหลว Frazier gelatin medium 
(FGM) 100 มิลลลิิตร บมที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นปรับ
ใหมีคา OD660 เปน 0.5 และใชเปนหัวเชื้อ โดยใชหัวเชื้อ 10% ลงในอาหารเหลว FGM 
100 มิลลิลิตร นําไปบมดวยเครื่องเขยา 150 รอบ/นาที ที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เก็บ
ตัวอยางครั้งละ 10 มิลลิลติร ที่เวลา 0  12  24  36  48  60 และ 72 ชั่วโมง เพื่อวัดการเจริญ 
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pH และหาคากิจกรรมของเอนไซม โดยนําไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 5,000 รอบ/นาที 
เปนเวลา 15 นาที นําสวนใสมา 1 มลิลลิิตร เติม 1 มิลลลิิตร ของ 1% สารละลายเจลาติน 
ที่มี 2% NaCl ใน 0.1 โมลาร Tris-HCl pH 8 บมที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เปนเวลา 
60 นาที หยุดปฏิกิริยาดวย 5% Trichloroacetic acid (TCA) ปริมาตร 3 มิลลลิิตร ผสมให
เขากันตั้งทิ้งไว 10 นาที จากนั้นกรองดวยกระดาษกรอง whatman No.1 นําสวนใสมาวัด
การดูดกลืนแสงที่ 280 นาโนเมตร ใชน้ํากลั่นเปน Blank เพื่อหากิจกรรมเอนไซมยอย
โปรตีน (ดัดแปลงจาก Norberg and Hofsen, 1969 อางโดย ดารณี, 2543) โดยเกณฑการ
คัดเลือกพิจารณาจากเชื้อที่มีกิจกรรมยอยโปรตีนไดและมีการเจริญดี ทําการทดลอง
จํานวน 3 ซ้ํา 
 ทํากราฟมาตรฐานไทโรซีนที่ความเขมขน 3.125  6.25  12.5  25  50 และ 100 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  

การคํานวณกิจกรรมเอนไซมยอยโปรตีน (Unit/ml) (http://www.degp.go.th/ 
data_env/south/animals/water/kunkuladoum.html., 8/07/2005) 

  
Unit/ml =        tyrosine (µg/ml) X dilution 
  sample volume (ml) X incubation time (min) 
 

 โดยกําหนดให 1 หนวยของเอนไซมยอยโปรตนี คือ กิจกรรมการยอยสลาย
โปรตีนไดเปนกรดอะมิโนอิสระไทโรซีนปริมาณ 1 ไมโครกรมัตอนาที 

 
3. การยับยั้ง Vibrio harveyi โดยใชวิธี Agar diffusion 
 นําเชื้อ V. harveyi ที่อายุ 18 ชั่วโมง จากอาหาร Tryptic Soy Broth (TSB) ที่มี 
1.5% NaCl บมที่ความเร็วรอบ 150 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส จากนั้น
ปรับความขุนของเชื้อเทากับ 0.5 McFarland standard มา swab ลงบนอาหาร Tryptic soy 
agar (TSA) ที่มี NaCl 1.5% จากนั้นเจาะอาหารใหมีเสนผานศูนยกลาง 7 มิลลิเมตร โดย
ใช pasture pipette เจาะ 2 หลุมตอจานเพาะเชื้อ แลวหยดเชื้อที่คัดเลือกไดที่อายุ 18 
ชั่วโมง จากอาหาร FGM ที่มีเกลือ NaCl 2% ซึ่งบมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส แลว
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ปรับความขุนของเชื้อที่คัดเลือกไดโดย spectrophotometer ใหไดคา OD660 เทากับ 0.5 ลง
ในหลุม หลมุละ 70 ไมโครลิตร นําไปบมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 
ชั่วโมง  สวนการวางแผนยาปฏิชีวนะเตรียมเชนเดียวกันแตใชการวางแผนยาลงในจาน
เพาะเชื้อ ซึ่งยาที่นําไปวางไดแก oxonilic acid (2µg)  norfloxacin (10µg)  tetracycline 
(30µg) และ sulphamethoxazole (25µg) วางจานละ 2 ซ้ํา จากนั้นนําไปบมที่อุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง และทํา 3 ซ้ํา (3 จาน) จํานวนซ้ําคือ 6 ซ้ําตอเชื้อหรือ
ยา โดยพิจารณาการยับยั้งเชื้อ V. harveyi จากวงใสที่เกิดขึ้นแลวนํามาเปรียบเทียบกัน 
  
4. สภาวะที่เหมาะสมตอการเจริญของเชื้อแบคทีเรียยอยโปรตีนที่คัดเลือกได  

4.1 ความเขมขนของ NaCl ท่ีเหมาะสมตอการเจริญ 
 นําเชื้อแบคทีเรียที่ผานการคัดเลือก อายุ 24 ชั่วโมง จากอาหารวุนเอียง FGM มา 1 
ลูป (loop) โดยวิธีการปลอดเชื้อมาเลี้ยงในอาหารเหลว Nutrient Broth (NB) 100 
มิลลลิิตร บมที่ความเร็วรอบ 150 รอบตอนาที อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 
ชั่วโมง จากนั้นปรับเชื้อใหมีคา OD660 เปน 0.5 เพื่อใชเปนหัวเชื้อ โดยใชหัวเชื้อ 10% ลง
ในอาหารเหลว NB 100 มิลลลิิตร ที่มเีกลือ NaCl 0%  1%  1.5%  2%  2.5% และ 3% เพื่อ
ดูความเขมขนของเกลือที่เหมาะสมตอการเจริญโดยบมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสและ
เขยาที่ 150 รอบตอนาที เก็บตัวอยางเมื่อเริ่มตนเลี้ยง และทุกๆ 12 ชั่วโมง จนไดการเจริญ
ของเชื้อสูงสุด วัดการเจริญโดยการวัความขุนที่ OD 660 ทํา 3 ซ้ําในแตละการทดสอบ 
 

4.2 pH ท่ีเหมาะสมตอการเจริญ 
 นําเชื้อแบคทีเรียที่ผานการคัดเลือก จากอาหารวุนเอียง FGM มา 1 ลูป (loop) ที่
อายุ 24 ชั่วโมง โดยวิธีการปลอดเชื้อมาเลี้ยงในอาหารเหลว NB 100 มิลลลิิตร ที่ม ี 2% 
NaCl บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เขยาที่ความเร็ว 150 รอบตนาที เปนเวลา 24 
ชั่วโมง จากนั้นใชเชื้อทีม่ีการปรับคา OD660 เปน 0.5 ใชเปนหัวเชื้อ โดยใชหัวเชื้อ 10% 
ลงในอาหารเหลว NB 100 มิลลลิิตร ซึ่งมี 2% NaCl  ที่มีการปรับ pH เริ่มตนเปน 5  5.5  
6  6.5  7  7.5  8  8.5 และ 9 นําไปบมดวยเครื่องเขยาที่ความเร็วรอบ 150 รอบตอนาที ที่
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อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส วัดการเจริญโดยวัดความขุนที่ OD660 เมื่อเริ่มตนการเลี้ยงและ
ทุกๆ 12 ชั่วโมงจนเชื้อมีการเจริญสูงสุด ทํา 3 ซ้ําในแตละชุดการทดสอบ 

4.3 อุณหภูมท่ีิเหมาะสมตอการเจริญ 
 นําเชื้อแบคทีเรียที่ผานการคัดเลือกอายุ 24 ชั่วโมงจากอาหารวุนเอียง FGM มา 1 
ลูป โดยวิธีการปลอดเชื้อมาเลี้ยงในอาหารเหลว NB 100 มิลลลิิตร ที่มี 2% NaCl  และ 
pH เริ่มตนของอาหารเปน 7 บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชัว่โมง 
จากนั้นใชเชื้อที่มีการปรับคา OD660 เปน 0.5 ใชเปนหัวเชื้อ โดยใชหัวเชื้อ10% ลงใน
อาหารเหลว NB 100 มิลลิลิตร ที่มี 2% NaCl  และ pH เริ่มตนเปน 7 นําไปบมที่อุณหภูมิ 
25  28  30  35 และ 40 องศาเซลเซียส ดวยเครื่องเขยาที่ความเร็ว 150 รอบตอนาที ซึ่ง
เหมาะสมตอการเจริญ โดยวัดการเจริญของเชื้อจากความขุนที่ OD660 เมื่อเริ่มตนเลี้ยงและ
ทุกๆ 12 ชั่วโมงจนเชื้อมีการเจริญสูงสุด ทํา 3 ซ้ําในแตละการทดลอง 
 

4.4 ความเร็วรอบของการเขยาที่เหมาะสมตอการเจริญ 
 นําเชื้อแบคทีเรียที่ผานการคัดเลือก อายุ 24 ชั่วโมง จากอาหารวุนเอียง FGM มา 1 
ลูป (loop) โดยวิธีการปลอดเชื้อมาเลี้ยงในอาหารเหลว NB 100 มิลลลิิตร ที่มี 2% NaCl  
และ pH เริ่มตนเปน 7 บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นใช
เชื้อที่มีการปรับคา OD660 เปน 0.5 ใชเปนหัวเชื้อ โดยใชหัวเชือ้ 10% ลงในอาหารเหลว 
NB 100 มิลลิลิตร ที่มี 2% NaCl  และ pH เริ่มตนเปน 7 นําไปบมดวยเครื่องเขยาที่
ความเร็ว 0  100  150  200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เพื่อหาสภาวะที่
เหมาะสมตอการเจริญของเชื้อโดยการวัดการเจริญจากคา OD660 เมื่อเริ่มเลี้ยงและทุก 12 
ชั่วโมงจนเชื้อมีการเจริญสูงสุด ทํา 3 ซ้ําในแตละการทดสอบ  
 
5. การผลิตเอนไซมยอยโปรตีนของแบคทีเรียท่ีคัดเลือกไดภายใตสภาวะที่เหมาะสมตอ 
    การเจริญ 
  5.1 การเจริญของแบคทีเรียท่ีคัดเลือกไดภายใตสภาวะที่เหมาะสม  
 การเจริญเติบโตของแบคทีเรียที่คัดเลือกไดซึ่งเลี้ยงไดภายใตสภาวะที่เหมาะสม
ตอการเจริญ คือ นําเชื้อแบคทีเรียที่ผานการคัดเลือกอายุ 24 ชั่วโมง จากอาหารวุนเอียง 
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FGM มา 1 ลูป (loop) โดยวิธีการปลอดเชื้อมาเลี้ยงในอาหารเหลว NB 100 มิลลิลิตร ที่มี 
2% NaCl pH เริ่มตนของอาหารเทากับ 7 บมที่ความเร็วรอบ 150 รอบตอนาที อุณหภูมิ 
30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง และมีการปรับคา OD660 เปน 0.5 เพื่อใชเปนหัว
เชื้อ โดยใชหัวเชื้อ 10% ลงในอาหารเหลว NB และเลี้ยงภายใตสภาวะเดียวกับที่เตรียม
หัวเชื้อ ทําการเก็บตัวอยางที่ 0  2  4  7  10  12  15  20  25  30  36 และ 42 ชั่วโมงโดยหา
เวลาที่ใชเพิ่มจํานวนเปน 2 เทา (td: Doubling time)  และคาอัตราการเติบโตจําเพาะ (µ: 
Specific growth rate) จากสูตร 
    µ =   0.693 
               td 
 5.2 การผลิตเอนไซมยอยโปรตีนของแบคทีเรียท่ีคัดเลือกไดภายใตสภาวะที่ 
       เหมาะสมตอการเจริญ  
 การวิเคราะหเอนไซมที่สภาวะที่เหมาะสมตอการเจริญทําโดยนําเชื้อแบคทีเรียที่
ผานการคัดเลือกอายุ 24 ชั่วโมง จากอาหารวุนเอียง FGM มา 1 ลูป (loop) โดยวิธกีาร
ปลอดเชื้อมาเลี้ยงในอาหารเหลว FGM 100 มิลลิลิตร ที่มี 2% NaCl pH เริ่มตนของ
อาหารเทากับ 7 บมที่ความเร็วรอบ 150 รอบตอนาที อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 24 ชั่วโมง และมีการปรับคา OD660 เปน 0.5 เพื่อใชหัวเชื้อ โดยใชหัวเชื้อ 10% ลง
ในอาหารเหลว FGM และเลี้ยงภายใตสภาวะเดียวกับที่เตรียมหัวเชื้อ จากนั้นวิเคราะห
กิจกรรมของเอนไซมตามวิธีในขอ 2 โดยเจลาตินที่ใชเปนซับสเตรทในการทดสอบ
ละลายในฟอสเฟตบัพเฟอร (phosphate buffer) pH 7 และทํา 3 ซ้ําในการทดลองนี้ และ
สําหรับวิธีการวิเคราะหโปรตีนใชวิธขีอง Lowry และคณะ (1951) ในการวิเคราะห
โปรตีนโดยมี Bovine serum albumin เปนมาตรฐาน โดยเตรียมความเขมขนที่ 0  2  4  6  
8 และ 10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร (ภาคผนวก ข) 
 
6. ลักษณะของเอนไซมจากเชื้อท่ีคัดเลือกได 

6.1 อุณหภูมแิละ pH ท่ีเหมาะสมตอการทํางานของเอนไซม 
 สําหรับการหาอุณหภูมิที่ เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมโดยนําเชื้อ
แบคทีเรียที่ผานการคัดเลือกอายุ 24 ชั่วโมงจากอาหารวุนเอียง FGM มา 1 ลูป (loop) โดย
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วิธีการปลอดเชื้อมาเลี้ยงในอาหารเหลว FGM 100 มิลลิลิตร ที่มี 2% NaCl pH เริ่มตน
ของอาหาร 7 บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส โดยเขยาที่ 150 รอบตอนาทีเปนเวลา 24 
ชั่วโมง ปรับเชื้อใหมีคา OD660 เปน 0.5 เพื่อใชเปนหัวเชื้อ โดยใชหัวเชื้อ 10% เลี้ยงใน
อาหารเหลว FGM 100 มิลลิลิตร ภายใตสภาวะเดียวกับการเตรียมหัวเชื้อ เลี้ยงเปนเวลา 
36 ชั่วโมง จากนั้นนําไปหมุนเหว่ียงที่ความเร็ว 5,000 รอบตอนาที เปนเวลา 15 นาที นํา
สวนใสมา 1 มิลลิลิตร เติม 1% สารละลายเจลาติน ใน 0.1 โมลาร Tris-HCl pH 8 1 
มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เปนเวลา 60 นาที หยุดปฏิกิริยาดวย 
Trichloloacitic acid (TCA) 5% ปริมาตร 3 มิลลิลิตร ทิ้งไว 10 นาที กรองดวยกระดาษ
กรอง watman No.1 นําสวนใสมาวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 280 นาโนเมตร และทํา
เชนเดียวกันสําหรับอุณหภูมิที่เหลือเพียงแตเปลี่ยนการบมเปนที่ 30  35 และ 40 องศา
เซลเซียส และสําหรับการหา pH ที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมโดยนําสวนใสมา 
1 มิลลิลิตร ปเปตสารละลายเจลาติน 1 มิลลิลิตร ที่ละลายใน 0.1 โมลารฟอสเฟส
บัพเฟอร (phosphate buffer) pH 7 และสําหรับ pH 8 และ 9 ใช Tris-HCl ที่มีการปรับ pH 
เปน 8 และ 9 (Purwani et al., 2004) แตละชุดการทดลองทํา 3 ซ้ํา  
 

6.2 อุณหภูมแิละ pH ท่ีมีผลตอความคงตัวของเอนไซม 
 นําเชื้อแบคทีเรียที่ผานการคัดเลือกอายุ 24 ชั่วโมงจากอาหารวุนเอียง FGM มา 1 
ลูป (loop) โดยวิธีการปลอดเชื้อมาเลี้ยงในอาหารเหลว FGM 100 มิลลลิิตร ที่มี 2% NaCl  
pH เริ่มตนของอาหาร 7 บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส โดยเขยา 150 รอบตอนาที เปน
เวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นปรับเชื้อใหมคีา OD660 เปน 0.5 เพื่อใชเปนกลาเชื้อ โดยใชหัวเชือ้ 
10% เลี้ยงลงในอาหารเหลว FGM 100 มิลลิลิตร ภายใตสภาวะเดียวกับที่เตรียมหัวเชื้อ 
เลี้ยงเปนเวลา 36 ชั่วโมง แลวนําไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 5,000 รอบตอนาที เปน
เวลา 15 นาที นํามาทดสอบความคงตัวของเอนไซมตออุณหภูมิ ทดสอบที่อุณหภูมิ 28  
30  35 และ 40 องศาเซลเซียส โดยนําสวนใสมา 1 มิลลิลิตรตอการทดสอบแตละ
อุณหภูมิ บมเปนเวลา 60  120  180 และ 240 นาที (Thangam et al.,2002) จากนั้น
วิเคราะหหาคากิจกรรมของเอนไซมตามวิธีทําในขอ 2  แตละชดุทดลองทํา 3 ซ้ํา 
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 สวนการวัดความคงตัวของเอนไซมตอ pH นําสวนใสมา 1 มิลลลิิตรตอการ
ทดสอบแตละคาของ pH จากนั้นเติมบัฟเฟอรที่มีคา pH 7  8 และ 9 ลงในหลอดทดลอง 1 
มิลลลิิตร บมที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เปนเวลา 60  120  180 และ 240 นาที 
(Thangam et al.,2002) จากนั้นนํามาวัดคากิจกรรมของเอนไซมตามวิธีในขอ 2  แตละชุด
การทดลองทํา 3 ซ้ํา 
 

6.3 หาสารยับยั้งการทํางานของเอนไซม 
 นําเชื้อแบคทีเรียที่ผานการคัดเลือก จากอาหารวุนเอียง FGM อายุ 24 ชั่วโมง มา 1 
ลูป (loop) โดยวิธีการปลอดเชื้อมาเลี้ยงในอาหารเหลว FGM 100 มิลลิลิตร ที่มีเกลือ 
NaCl 2% pH เริ่มตนของอาหาร 7 บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เขยาที่ 150 รอบตอ
นาที เปนเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นใชเชื้อที่มีการปรับคา OD660 เปน 0.5 ใชเปนกลาเชื้อ 
โดยใชหัวเชือ้ 10% เลีย้งลงในอาหารเหลว FGM 100 มิลลิลิตร ภายใตสภาวะเดียวกับ
การเตรียมหัวเชื้อ เลี้ยงเชื้อจนมีอายุ 36 ชั่วโมง แลวนําไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 
5,000 รอบตอนาที เปนเวลา 15 นาที นําสวนใสมา 1 มลิลลิิตร เติมตัวยับยั้งการทํางาน
ของเอนไซมและไอออนของโลหะ 1 มิลลิลิตร ทีม่ีความเขมขน 0.01 M ไดแก EDTA 
Zn2+  Cu2+  Mg2+  Fe2+และ Ca2+ (Thangam et al.,2002) นําไปบมที่อุณหภูมิ 35 องศา
เซลเซียส ซึง่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมเปนเวลา 15 นาที จากนั้นนํามาวัดคา
กิจกรรมของเอนไซมตามวิธีในขอ 2   
 
7. ลักษณะของเชื้อท่ีคัดเลือกได 

7.1. การเทียบเคียงเชื้อท่ีคัดเลือกได 
 ผลการยอมแกรมพบวาเชื้อติดสีแกรมลบ มีรูปรางเปนแทงสั้นจึงเทียบเคียงใน
ระดับจีนัส (Genus) ดวยวิธีการแบบดั้งเดิมตาม Bergey’s Manual of Systematic  
Bacteriology vol.1 (Krieg and Holt, 1984) นอกจากนี้ยังไดใชชุดทดสอบ ทางชีวเคมี 
(Test Kit: API 20 E) ของบริษัท BIOMERIEUX โดยทําการวิเคราะหตามวิธีที่บริษัท
แนบมากับชุดทดสอบและ ดูรูปรางเซลลดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนชนิดสองกราด 
(Scanning Electron Microscope: SEM)  โดยสงเชื้อไปที่ศูนยเครื่องมือกลาง 
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มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร และเทียบเคียงเชื้อในระดับสปชี่ (species) โดยใชวิธีการ
เรียงลําดับเบส (16S rDNA) โดยสงไปเทียบเคียงเชื้อที่หองปฏิบัติการ UK-VECTOR 
ศูนยพัฒนาและถายทอดเทคโนโลยีรัฐรวมเอกชน (ศรอ.) มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 
วิทยาเขตบางเขน ซึ่งใชโปรแกรม DNASIS V3.7 ในการจัดเรียงลําดับเบส DNA และ
สราง phylogenetic tree   

7.2 ยาปฏิชีวนะที่ใชยับยั้งแบคทีเรียแกรมลบ/Pseudomonas ตอเชื้อท่ีคัดเลือกไดและ 
ดูลักษณะการแตกของเม็ดเลือดแดง 

 นําเชื้อที่คัดเลือกไดอายุ 24 ชั่วโมง จากอาหาร Muller Hillton Broth (MHB) ซึ่ง
ปรับความขุนของเชื้อเทากับ 0.5 Mcfarland standard มา swab บนอาหาร Muller Hillton 
Agar (MHA) จากนั้นวางแผนยาที่ใชยับยั้งแบคทีเรียแกรมลบลงในจานอาหาร 
chloramphenicol (30µg) gentamicin (10µg) amikacin (30µg) cephalothin (30µg) 
tetracycline (30µg) netilmicin (30µg) ceftazidime (30µg) โดยที่ norfloxacin (10µg) 
และ trimethoprim-sulfamethoxazole (25µg) เปนยาที่ใชยับยั้ง Pseudomonas นําไปบมที่
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง ทําการวัด Inhibition zone โดยใชเวอร
เนียรคาลิปเปอร (Vernier caliper) ทํา 3 ซ้ําสําหรับยาปฏิชีวนะแตละชนิด 
 ทดสอบการยอยสลายเม็ดเลือดแดงของเชื้อ (hemolytic) ซึ่งดูลักษณะการแตก
ของเม็ดเลือดแดงบนอาหาร Blood Agar ทําโดยการนําเชื้อ streak ลงบนอาหาร Blood 
Agar นําไปบมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง ทํา 3 ซ้ํา   
 
8. การทดสอบใชเชื้อท่ีคัดเลือกไดเพื่อปรับปรุงคุณภาพน้ําและควบคุม V. harveyi ใน       

สภาวะจําลองบอเลี้ยงกุง 
8.1 การเตรียมแบคทีเรีย 

 เลี้ยงแบคทีเรียที่คัดเลือกไดในอาหาร FGM ที่มีเกลือ NaCl 2% pH เริ่มตน 7 
ภายใตสภาวะที่เหมาะสมตอการเจริญของแบคทีเรีย และเลี้ยงจนการเจริญของแบคทีเรีย
อยูในระยะ late log phase ซึ่งเหมาะสมที่จะนําไปใชในภาคสนามเพราะมีการเจริญดีและ
ทนตอสิ่งแวดลอมไดดี (Talaro and Talaro, 1996 ; Vanderhove et al., 1991) ปรบั
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จํานวนแบคทีเรียใหไดประมาณ 108 CFU/ml กอนปลอยแบคทีเรียลงในตูเลี้ยงกุง 
(ภาคผนวก ข) 

8.2 การเตรียมน้ําทะเล 
 นําน้ําทะเลที่มีความเค็ม 30 กรัมตอลิตร ทําการฆาเชื้อโดยการเติมคลอรีนที่มี
ความเขมขนประมาณ 30 มิลลกิรัมตอลิตร คาอัลคาไลน 100 มิลลิกรัมตอลติร ตามวิธีใน
ภาคผนวก ข (Boyd and Tucker, 1992) พักน้ําทิ้งไวโดยมีการใหอากาศตลอดเวลา
ประมาณ 2 วันเพื่อกําจัดคลอรีน นําน้ําไปใสตูแกวใสขนาด 45 x 45 x 60 cm ประมาณ 3
ใน 4 สวนของตู ใสหัวทรายลงในตูทดลองทุกตูตูละ 1 หัว และใสตาขายไนลอนลงในตู
สําหรับเลี้ยงกุงขาวเพื่อเปนที่เกาะใหแกกุงในระหวางการเลี้ยง 

8.3 การเตรียมลูกกุงขาวและชุดการทดลอง 
 ใชลูกกุงขาวที่มีน้ําหนักระหวาง 2.30-2.60 g ที่มีอายุ 1 เดือน พักกุงทิ้งไวโดยให
กินอาหารเม็ดธรรมดา วันละ 4 ครั้ง ใหครั้งละ 0.4 g (7.00 น. 12.00 น. 17.00 น. และ 
22.00 น.) ใหกุงปรับตัว 48 ชั่วโมง แลวนําลูกกุงมาใสในตูทดลองที่เตรียมไวตูละ 10 ตัว 
โดยมีแผนการทดลองเพื่อใชแบคทีเรียยอยโปรตีนที่คัดเลือกไดในการเลี้ยงกุงซึ่งมี 2 
วัตถุประสงคคือ การปรับปรุงคุณภาพน้ําและการยับยั้งเชื้อ V. harveyi  
 แบงการทดลองออกเปน 4 ชุด การทดลองแตละชุดทํา 3 ซ้ํา คือ 
 ชุดการทดลองที่ 1 เปนชุดการควบคุม ซึ่งไมใสแบคทีเรีย 
 ชุดการทดลองที่ 2 คือชุดการทดลองที่ใสเชื้อแบคทีเรียยอยโปรตีนที่คัดเลือกได  
                                          เพียงเชื้อเดียว  
 โดยชุดการทดลองที่ 1 และ 2 เปรียบเทียบกันเพื่อดูวัตถุประสงคการบําบัดน้ําเสีย
ของเชื้อแบคทีเรียยอยโปรตีนที่คัดเลือกได 

ชุดการทดลองที่ 3 เปนชุดควบคุม เติมเฉพาะเชื้อ V. harveyi เทานั้น 
ชุดการทดลองที่ 4 เปนชุดการทดลองที่มีการเติมเชื้อที่คัดเลือกไดและเชื้อ          

V. harveyi 
 ชุดการทดลองที่ 3 และ 4 เปรียบเทียบกันเพื่อดูผลการยับยัง้การเจริญของเชื้อ    
V. harveyi โดยแบคทีเรียที่คัดเลือกได ขณะที่ชุดการทดลองที่ 1 3 และ 4 เพื่อดูผลของ
เชื้อที่เติมตอการเจริญเติบโตของกุง 
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 สําหรับปริมาณของแบคทีเรียที่คัดเลือกไดและ V. harveyi แตละชนิดปรับใหได
ประมาณ 108 CFU/ml แลวใสเชื้อลงในตูที่มีกุงขาวสําหรับพรอมทดลอง  โ ด ย ที่ ชุ ด
การทดสอบที่ 1 และ 2 ใชเพื่อพิจารณาผลของเชื้อแบคทีเรียที่คัดเลือกได ในการรักษา
คุณภาพน้ําดังที่กลาวมาแลว ซึ่งพารามิเตอรที่ติดตาม คือ อุณหภูมิ pH ความเค็ม BOD 
แอมโมเนีย ไนเตรท แบคทีเรียทั้งหมด แบคทีเรยียอยโปรตีน และการเจริญของกุง แตละ
พารามิเตอรติดตามทุกๆ 4 วัน ยกเวน BOD แอมโมเนีย และไนเตรท ซึ่งจะติดตามทุกๆ 7 
วัน สวนการเจริญของกุงวัดการเจริญเมื่อเริ่มตนเลี้ยงและเมื่อเลี้ยงไปได 30 วัน 
 ขณะที่ชุดการทดลองที่ 1  3 และ 4 ใชเพื่อพิจารณาผลของเชื้อแบคทีเรียที่
คัดเลือกได ในการควบคุมเชื้อ V. harveyi โดยพารามิเตอรที่ติดตามไดแก อุณหภูมิ  pH 
ความเค็ม V. harveyi และการเจริญเติบโตของกุงโดยแตละพารามิเตอรติดตามทุกๆ 4 วัน 
ยกเวนการเจริญเติบโตของกุง โดยวัดการเจริญของกุงเมื่อเริ่มตนเลี้ยงและเลี้ยงไปได 30 
วัน และเนื่องจากในการศึกษานี้เมื่อเลี้ยงกุงไปได 48 วัน เกิดไฟฟาดับเปนเวลา 18 
ชั่วโมง ทําใหกุงสวนหนึ่งตายไปจึงนําเสนอผลการทดลองเพียง 32 วันของการเลี้ยงกุง 
 8.4 ตรวจสอบคุณภาพน้ํา 
 วัดอุณหภูมิน้ําโดยใชเทอรโมมิเตอร ความเค็มของน้ําโดยใช Salinometer pH 
โดยใช pH meter คา DO ใชเครื่อง YSI Environmental EcoSense®DO200  และ BOD ที่ 
20 องศาเซลเซียส 5 วัน โดยวิเคราะหคา DO ที่เริ่มตนและที่ 5 วันโดยใช Azide 
Modification ตามวิธีของ APHA (1998) ดูรายละเอียดในภาคผนวก ข และหาปริมาณ
แอมโมเนีย และปริมาณไนไตรทโดยวิธี Colorization Method ซึ่งใช Test kit ของบริษัท 
Merck และวัดโดยเครื่อง Spectroqucent NOVA 60 ของบริษัท Merck  German 
 8.5 ตรวจนับเชื้อจุลินทรีย 
 ใชวิธีการ Standard Plate Count นับเชื้อแบคทีเรียทั้งหมด (Heterotrophic Plate 
Count: HPC) โดยใชอาหาร Plate Count Agar (PCA) และนับ Proteolytic bacteria 
(PTB) โดยใชอาหาร Frazier Gelatin Medium (FGM) ซึ่งในอาหารแตละชนดิเติมเกลือ 
NaCl 2% บมที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง สําหรับเชื้อ V. harveyi 
นับโดยใชอาหาร Thiosulfate Citrate Bile Salt Sucrose (TCBS) บมที่อุณหภูมิ 28 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง 
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8.6 วัดการเจริญของกุงขาว 
 ชั่งน้ําหนักกุงเมื่อเริ่มตนเลี้ยงและเมื่อเลี้ยงได 30 วัน โดยหาคาเฉลี่ยน้ําหนักเปยก 
เพื่อคํานวณหาน้ําหนักลูกกุงที่เพิ่มขึ้นจากเดิม แลวนําคาน้ําหนักไปวิเคราะหหาอัตราการ
เจริญเติบโตของลูกกุง โดยใชวิธีการตาม Lobban (1985) ดังสูตรขางลาง 
 

G = (Wt/W0) X (100/t) 
 เมื่อ 
    G  = อัตราการเจริญเติบโตตอวันคิดเปนเปอรเซ็นต 
  Wt  = น้ําหนักสุดทาย 
  W0 = น้ําหนักเริ่มตน 
       t = ระยะเวลาที่ทดลอง 
   
 
 
  


