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4. วิจารณผลการทดลอง 
 
 

1. การคัดเลือกแบคทีเรียยอยโปรตีน 
 สภาพธรรมชาติในบอเลี้ยงกุงจะมีการหมุนเวียนของไนโตรเจน ซึ่งเรียกวา      
วัฏจักรไนโตรเจน ซึ่งแบคทีเรียยอยโปรตีนเปนแบคทีเรียที่อยูในกระบวนการขั้นตนที่
เปลี่ยนสารอินทรียไนโตรเจนที่มีขนาดใหญใหเปนกรดอะมิโนหรือใหเปนสารพวก
แอมโมเนีย ทําใหสามารถพบแบคทีเรียพวกนี้ไดในบอเลี้ยงกุง เมื่อนําแบคทีเรียแตละ  
ไอโซเลทมาคัดเลือกเบื้องตนโดยทดสอบหาคา degree of hydrolysis ซึ่งเปนวิธีการ
พ้ืนฐานที่ใชกันทั่วไปสําหรับคัดเลือกเชื้อที่ผลิตเอนไซมปลอยออกนอกเซลล แตก็ควร
พิจารณาการเจริญของเชื้อดวย (Kazanas, 1968) ดังเชนการศึกษาเชื้อไอโซเลท W3 
คา degree of hydrolysis ต่ําสุดในบรรดาเชื้อที่ผานการคัดเลือกเบื้องตน (รูปที่ 4) แลว แต
เมื่อนํามาวิเคราะหหาคากิจกรรมเอนไซมยอยโปรตีนกลับพบวาเชื้อแบคทีเรียยอย
โปรตีนไอโซเลท W3 สามารถผลิตเอนไซมยอยโปรตีนไดมากกวาเชื้อแบคทีเรียยอย
โปรตีนไอโซเลท W6  W10 และ W310 และเมื่อเลี้ยงไประยะหนึ่งคากิจกรรมยอย
โปรตีนไมแตกตางจาก W30 ซึ่งใหคาสูงสุด (รูปที่ 5) ซึ่งแสดงใหเห็นวาในการคัดเลือก
เบื้องตนจะพิจารณาจากคา degree of hydrolysis เพียงอยางเดียวไมได ควรพิจารณาการ
เจริญเติบโตของเชื้อรวมดวยโดยพิจารณาจากขนาดของโคโลนี 
 
2. การทดสอบความสามารถในการยับยั้งเชื้อ V. harveyi  
 จากการศึกษาพบวาเชื้อแบคทีเรียยอยโปรตีนไอโซเลท W3 เปนเพียงไอโซเลท
เดียวที่สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อ V. harveyi แสดงวาเชื้อแบคทีเรียยอยโปรตีน     
ไอโซเลท W3 ผลิตสารบางชนิดออกสูภายนอกเซลลที่สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อ   
V. harveyi เชนการศึกษาของ Chythanya และคณะ (2002) พบวาเชื้อ Pseudomonas     
ไอโซเลท I-2 สามารถผลิตสารออกสูภายนอกเซลลที่สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อ         
V. harveyi ซึ่งสารที่เชื้อผลิตสามารถทนตอเอนไซมยอยโปรตีน เอนไซมยอยไขมัน และ
เอนไซมยอยแปง แมปลอยใหทําปฏิกิริยาเปนเวลานานถึง 1 ชั่วโมง และเชื้อชนิดนี้ไม
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เปนอันตรายตอกุง นอกจากนี้ Vijayan และคณะ (2006) แยกไดเชื้อ Pseudomonas       
ไอโซเลท PS-102 จากบึงน้ําเค็ม Muttukkadu ในประเทศอินเดีย พบวาเชื้อดังกลาว
สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อ V. harveyi ซึ่งสารที่ผลิตจากเชื้อนี้มีลักษณะใกลเคียงกับ
เชื้อ Pseudomonas I-2 คือ ทนตอเอนไซมยอยโปรตีน เอนไซมยอยไขมัน และเอนไซม
ยอยแปง และยังทนความรอน รวมทั้งเชื้อนี้ไมเปนอันตรายตอกุงดวย แตสารยับยั้งที่
สรางโดยไอโซเลท W3 อาจเปนสารประกอบพวกโปรตีนเพราะเชื้อผลิตโปรติเอสมีคา
กิจกรรมของเอนไซม 2.4       ยูนิตตอมิลลิลิตร แตคากิจกรรมจําเพาะ (specific activity) 
ของเอนไซมมีคาต่ํามาก (รูปที่ 14) แสดงวาโปรตีนสวนหนึ่งถูกผลิตออกมาไมใชเปนโป
รติเอส แตอาจเปนสารที่มีคุณสมบัติยับยั้งเชื้อ V. harveyi (antivibrio substance) 
 จากการทดสอบความไวของเชื้อ V. harveyi ตอยามาตรฐานที่ใชควบคุมจุลินทรีย 
มีรายงานของพุธิตา (2545) วาเชื้อ V. harveyi จะไวตอยานอรฟอกซาซิน (norfloxacin)  
และเตทตราซัยคลิน (tetracycline) และในปจจุบันมีการใชยาในกลุมซัลฟาเสริมฤทธิ ์
เชน กลุมซลัฟารวมกับไตรเมทโทพริม (sulphamethoxazole trimethoprin) และกลุม    
ควิโนโลน ยาในกลุมนี ้ เชน ออกโซลินิคแอซิค (oxolinic acid) และนอรฟอกซาซิน 
(norfloxacin) ในการเพาะเลี้ยงสัตวน้ํา (http://www.shrimpcenter.com/tshrimp003.html, 
15/03/2006) ในการศึกษาการตกคางของยาออกโซลินิคแอซิค (oxolinic acid) ของ 
กาญจนา และคณะ (2536) พบวา เมื่อปอนยาในอัตรา 30 มิลลลิิตรตอน้ําหนักกุง 1 
กิโลกรัม ยาจะตกคางใน hepatopancreas เปนเวลานาน 50 วัน ขณะที่ใน haemolymph 
และกลามเนื้อ ยาจะตกคางอยูเปนเวลานาน 24 วัน และ 25 วัน ตามลําดับ และเชื้อไอ
โซเลท W3 ใหผลการยับยั้ง V. harveyi ไดใกลเคียงกับซัลฟาเมททอกซาซิน 
(sulphamethoxazole) และออกโซลินิคแอซิค (oxolinic acid) (ตารางที่ 1) แสดงถงึความ
นาสนใจที่จะใชควบคุมเชื้อ V. harveyi เพื่อทดแทนการใชยาปฏิชีวนะ อยางไรก็ตาม
เนื่องจากวิธีการทดสอบโดยใช agar diffusion ดังนั้นคุณสมบัติการละลายไดและขนาด
ของโมเลกุลของสารยับยั้งและยาอาจมีความแตกตางกันมากรวมทั้งปริมาณของสาร
ยับยั้งดวย แตจากผลการทดลองที่ไดแสดงวาไอโซเลท W3 สามารถยับยั้ง V. harveyi ได
โดยสารที่หลั่งออกมาถูกเจือจางดวยอาหารที่เลี้ยงและใชเพียง 70 µl โดยยังไมผานการ
ทําใหเขมขนจึงมีความนาสนใจที่จะนําไปใชศึกษาตอ 
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3. สภาวะที่เหมาะสมตอการเจริญของเชื้อแบคทีเรียยอยโปรตีนที่คัดเลือกได 
 จากผลการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมตอการเจริญของเชื้อไอโซเลท W3 พบวาเชื้อ
เจริญไดดีในอาหาร NB ที่มี 2% NaCl (รูปที่ 8)  pH 6.5-7 (รูปที่ 9) ที่อุณหภูมิ 28-30 
องศาเซลเซียส (รูปที่ 10) โดยมีการเขยาที่ 150 รอบตอนาที (รูปที่ 11) ซึ่งการเจริญของ
แบคทีเรียสอดคลองกับสภาวะที่เหมาะสมตอการเจริญของกุง คือ อุณหภูมิที่เจริญไดดี
ของกุงจะอยูในชวง 28-30 องศาเซลเซียส (http://www.shrimpcenter.com/T-
shrimp051.html, 12/03/2006) คาความเปนกรดเปนดาง (pH) อยูระหวาง 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
แบคทีเรียยอยโปรตีนไอโซเลท W3 ที่ผานการคัดเลือกแยกมาจากน้ําในบอเลี้ยงกุงจาก
จังหวัดปตตานี จึงเปนสาเหตุหนึ่งที่ทําใหสภาวะที่เหมาะสมตอการเจริญของแบคทีเรีย
ยอยโปรตีนสอดคลองกับสภาวะการเลี้ยงกุงที่ผูเลี้ยงตองควบคุมสภาวะภายในบอให
เหมาะสมตอการเจริญของกุงที่เลี้ยง 
  
4. การเจริญและการผลิตเอนไซมยอยโปรตีนของแบคทีเรียท่ีคัดเลือกไดภายใตสภาวะที่            
เหมาะสม 

 จากการเจริญและคากิจกรรมของเอนไซม (รูปที่ 13) พบวาในชวงการเจริญของ
เชื้ออยูในระยะ log phase คากิจกรรมของเอนไซมเริ่มเพิ่มขึ้น เนื่องจากในระยะ log 
phase เปนระยะที่เชื้อเพิ่มจํานวนขึ้นอยางรวดเร็ว และคากิจกรรมของเอนไซมยอย
โปรตีนเพิ่มสูงในระยะ stationary phase ของการเจริญอาจเปนเพราะเปนระยะที่อัตรา
การเจริญและการตายเทากัน ทําใหมีการผลิตเอนไซมมากกวาระยะ log phase ดังเชน 
การศึกษาการเจริญและการผลิตเอนไซมยอยโปรตีนของเชื้อ Pseudomonas maltaphilia 
พบวา คากิจกรรมของเอนไซมยอยโปรตีนเพิ่มตามการเจริญ และสูงสุดในระยะการ
เจริญชวง stationary phase (Boethling, 1975) อีกทั้งการศึกษาของ Jewell (2000) พบวา
การผลิตเอนไซมยอยโปรตีนของเชื้อ Burkholderia สายพันธุ 2.2 N เริ่มผลิตเอนไซมยอย
โปรตีนเมื่อเขาสูระยะ stationary phase และเชื้อจะผลิตเอนไซมสูงสุดเมื่อเขาสูระยะ late 
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stationary phase และจากรูปที่ 13 พบวา pH ในชั่วโมงที่ 10-12 ลดลง และเพิ่มขึ้นและ
ลดลงอีกในชั่วโมงที่ 36 อาจเปนเพราะแอมโมเนียที่เกิดจากการยอยสลายโปรตีนและ
กรดอะมิโนก็ถูกใชเปนแหลงไนโตรเจนดวย 
 
5. ลักษณะของโปรติเอสท่ีผลิตจากแบคทีเรียท่ีคัดเลือกได 

5.1 อุณหภูมแิละ pH ท่ีเหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมยอยโปรตีน 
 ผลการทดลองพบวาอุณหภูมิที่ทํางานไดดีของเอนไซมยอยโปรตีนที่ผลิตโดย  
ไอโซเลท W3 คือ 35 องศาเซลเซียส (รูปที่ 15) โดยที่อุณหภูมิดังกลาวไมเหมาะสมใน
การเพาะเลี้ยงกุงเพราะอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการเลี้ยงกุงขาวจะอยูระหวางอุณหภูมิ 24-
32 องศาเซลเซียส(http://www.shrimpcenter.com/T-shrimp051.html, 12/03/2006) แต
บางครั้งอุณหภูมิของน้ําในบอเลี้ยงกุงจะเพิ่มสูงขึ้นในฤดูรอน ซึ่งอุณหภูมิของน้ําจะ
เปลี่ยนแปลงตามฤดูกาลหรืออาจเปนไปไดวาไอโซเลท W3 อาจมาจากดินบริเวณใกลบอ
เลี้ยง ซึ่งในดินมักมีอุณหภูมิเฉลี่ยสูงกวาในน้ํา จากการศึกษาแบคทีเรียที่แยกไดจากทะเล
พบวาอุณหภูมิที่เหมาะสมตอโปรติเอสบางครั้งก็ไมเปนอุณหภูมิเดียวกันกับอุณหภูมิที่
เหมาะสมตอการเจริญเติบโต (Hoyoux et al., 2001; Vazquez et al., 2004) ซึ่ง Vazquez 
และคณะ (2004) ศึกษาเชื้อ Pseudomonas sp. 8 ไอโซเลท ที่เจริญเติบโตที่อุณหภูมิ 20             
องศาเซลเซียส แตกลับพบวาอุณหภูมิที่ดีตอการทํางานของเอนไซมยอยโปรตีนอยูที่
อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส 
 ในสวนของ pH ของบอเลี้ยงกุงพบวาในบอเลี้ยงโดยทั่วไปมี pH อยูระหวาง 7.2-
8.6  (http://www.nicaonline.com/articles2/site/ view_article., 8/03/2006) ซึ่งจากการ
ทดลอง pH ที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมยอยโปรตีนอยูที่ pH 8 (รูปที่ 14) ซึ่ง
เปนลักษณะของ alkaline protease ที่จะทํางานไดดีที่ pH 6.7-9 (ปราณี, 2543) และ pH 8 
อยูในชวง pH ของการเลี้ยงกุง เนื่องมาจากแบคทีเรียยอยโปรตนีไอโซเลท W3 ไดแยกมา
จากน้ําในบอเลี้ยงกุง ซึ่งน้ําภายในบอเลี้ยงผูเลี้ยงจะมีการควบคุมคาของ pH ใหอยูในชวง 
7.2-8.6 เสมอ ทั้งนี้ถาสภาพภายในบอมีสภาพที่เปนกรด (pH ต่ํา) ไนไตรทภายในบอจะ
เปลี่ยนเปนกรดไนตรัส ซึ่งจะทําใหการเจริญของกุงชะงัก แตถาภายในบอมีคา pH ที่สูง 



 76

(pH 8.4-9) จะทําใหแอมโมเนียมเปลี่ยนรูปเปนกาซแอมโมเนีย ซึ่งมีพิษตอกุงเชนกัน 
(เบญจมินทร, 2544) 
 

5.2 ผลของอุณหภูมิและ pH ตอความคงตัวของเอนไซม 
 จากการทดลองความคงตัวของเอนไซมที่เปนผลจากอุณหภูมิ (รูปที่ 17) พบวา ที่
อุณหภูมิ 28  30 และ 35 องศาเซลเซียส โปรติเอสมีความคงตัวแมเวลาผานไป 4 ชั่วโมง 
แลวก็ตาม แตที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เมื่อเวลาผานไป 4 ชั่วโมง คากิจกรรมของ
เอนไซมลดลง โดยที่อุณหภูมิ 28  30 และ 35 องศาเซลเซียส เปนชวงอุณหภูมิของน้ํา 
และเปนชวงของอุณหภูมิที่แบคทีเรียโปรตีนไอโซเลท W3 คุนเคยจึงทําใหเอนไซมที่
ผลิตมีความคงตัวที่อุณหภูมิดังกลาว จึงมีความสามารถยอยสลายโปรตีนในบอเลี้ยงกุงได 
 สําหรับความคงตัวของโปรติเอสที่ผลิตโดยไอโซเลท W3 เปนผลจาก pH จากรูป
ที่ 18 พบวาที่ pH 7 8 และ 9 ถึงแมวาเมื่อเวลาผานไปถึง 4 ชั่วโมง คากิจกรรมของ
เอนไซมก็ยังคงไมลดลง อาจเนื่องมาจากความคุนเคยตอคา pH ของแบคทีเรียยอย
โปรตีนที่คัดเลือกไดจากบอเลี้ยงกุงที่มีสภาวะของคา pH ภายในบอเลี้ยงอยูระหวาง 7.2-
8.6 (http://www.nicaonline.com/articles2/site/ view_article, 8/03/2006)  
 จากการทดสอบผลของอุณหภูมิและ pH ตอความคงตัวของเอนไซม คากิจกรรม
จากรูปที่ 17 และ 18 แมเวลาผานไป 4 ชั่วโมง ยังคงเพิ่มขึ้น เนื่องมาจากในสวนใสที่
นํามาทดสอบอาจมีสวนของตัวเซลลปนอยูและเปนเอนไซมที่ไมไดผานการทําให
บริสุทธิ์ ดงันั้นจึงควรทําการกรองสวนใสเพื่อใหปราศจากเชื้อและทําใหบริสุทธิ์กอนที่
จะนํามาทดสอบหาความคงตัวของเอนไซม และเนื่องจากการศึกษาครั้งนี้ไดทดลอง
ในชวงระยะเวลาที่สั้นเกินไป สําหรับการศึกษาครั้งตอไปควรขยายเวลาการทดสอบ
ออกไป เชน จาก 4 ชั่วโมงมาเปน 24-48 ชั่วโมง 
 
7. ผลของตัวยับยั้งกิจกรรมของเอนไซมยอยโปรตีน 
 จากการศึกษาตัวยับยั้งกิจกรรมของเอนไซมที่ผลิตจากเชื้อไอโซเลท W3 พบวา 
EDTA มีคา relative activity (158.54%) สูงกวาชุดควบคุม (100%) และไอออนของ
โลหะที่ใชทดสอบก็มีคา relative activity สูงกวา EDTA และชุดควบคุม (รูปที่ 17) แตผล
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การศึกษาของ Hamamoto และคณะ (1994)  Vazquez และคณะ (2004) และ Lama และ
คณะ (2005) พบวาเอนไซมจากเชื้อ Pseudomonas ถูกยับยั้งไดโดย EDTA ซึ่ง EDTA จะ
เขาไปจับกับอิออนของโลหะภายในโมเลกุลของเอนไซม ทําใหเอนไซมไมสามารถ
ทํางานได (ปราณี, 2543) และในรายงานของ Häse และ Finkelstein (1993) วาลักษณะ
ของเอนไซมที่ผลิตจากเชื้อ Pseudomonas spp. เปนเอนไซมที่มีลักษณะเปน    โปรติเอส
โลหะ (metalloprotease) และเปนโปรติเอสเซรีน (serine protease or alkaline protease) 
อีกทั้ง Hoshino และคณะ (1997)  Chessa และคณะ (2000)  Secades และคณะ (2001) 
และ Vazquez และคณะ (2004) ไดทําการศึกษาเกี่ยวกับลักษณะของเอนไซมที่แยกได
จากเชื้อ Pseudomonas พบวา EDTA ยับยั้งการทํางานของเอนไซมชนิดนี้ แตใน
การศึกษาครั้งนี้เอนไซมจากเชื้อไอโซเลท W3 เปนเอนไซมที่ไมบริสุทธิ์ (crude enzyme) 
และปริมาณของสารยับยั้งที่ใช 0.01 mM อาจต่ําเกินไปจึงทําใหไมสามารถระบุไดวา
เอนไซมจากเชื้อไอโซเลท W3 เปนเอนไซมในกลุมโปรติเอสโลหะได แตจากการศึกษา
พบวาเอนไซมจากเชื้อไอโซเลท W3 ทํางานไดในชวง pH ระหวาง 7-9 ดังนั้นเอนไซม
จากเชื้อไอโซเลท W3 จัดเปนเอนไซมในกลุม alkaline protease  
 
6. ลักษณะของแบคทีเรียยอยโปรตีนที่คัดเลือกได 

6.1 ลักษณะทางสัณฐานวิทยา สรีระวิทยาและชีวเคมีของเชื้อท่ีคัดเลือกได 
 จากผลการศึกษาทางสัณฐานวิทยา สรีระวิทยาและชีวเคมีของเชื้อไอโซเลท W3 
ที่คัดเลือกได พบวาเปนเชื้อในจีนัส (Genus) Pseudomonas ไมสามารถระบุ species ได 
แตจากการวิเคราะห 16S rDNA sequence พบวาคือ Pseudomonas sp. pDL01 ซึ่งเมื่อ
สืบคนขอมูลเชื้อดังกลาวพบวาเปนงานวิจัยที่ยังไมไดตีพิมพ เชื้อชนิดนี้สามารถพบได
โดยทั่วไปในน้ําทะเล ดังเชนงานวิจัยของ Than และคณะ (2004) ซึ่งทําการคัดเลือกเชื้อ
จากน้ําทะเลเปนจํานวน 14 ไอโซเลท และเมื่อศึกษาถึงคุณสมบัติของเชื้อดังกลาวพบวา
ทั้งหมดเปน Pseudomonas ที่มีคุณสมบัติผลิตเอนไซมยอยโปรตีนชนิด alkaline 
metalloprotease และสามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อ V. harveyi ได ซึ่งไอโซเลท W3 
ผลิตเอนไซมยอยโปรตนีชนิด alkaline protease และสามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อ V. 
harveyi ได เชื้อ Pseudomonas ยังพบไดในบอเลี้ยงกุง (Otta et al., 1999; Chythanya et 
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al., 2002) ในเหงือก ผิวหนัง และตับของปลา (Cahill, 1990) เชื้อ Pseudomonas เปน      
จุลินทรียประจําถิ่น (normal flora) ในแหลงน้ําตามธรรมชาติดวย (Krieg and Holt, 
1984) และมกีารพบวาเชื้อ Pseudomonas มีความเกี่ยวของกับการยอยสลายสารยอยยาก
และสารพิษในสิ่งแวดลอมดวย (Auling, 1993; Vazquez et al., 2004) 
 

6.2 ผลของยาปฏิชีวนะที่ใชยับยั้งแบคทีเรียแกรมลบ/Pseudomonas ตอเชื้อไอโซเลท 
      W3 

 จากการศึกษาการใชยาและปฏิชีวนะที่ใชสําหรับยับยั้งเชื้อแบคทีเรียแกรมลบ
และยาปฏิชีวนะที่ใชสําหรับควบคุมเชื้อในกลุม Pseudomonas ปรากฏวา ยาทั้ง 2 ชุด (ยา
สําหรับควบคุมแบคทีเรียแกรมลบและยาที่ใชควบคุม Pseudomonas) สามารถยับยั้งการ
เจริญเติบโตของเชื้อไอโซเลท W3 ได ยกเวน ยา cephalothin (30 µg) ดังตารางที่ 2 และ 
3 และเมื่อทดสอบการแตกของเม็ดเลือดแดงพบวา เชื้อไอโซเลท W3 ก็ไมทําใหเม็ดเลือด
แดงแตก (รูปที่ 23) ซึง่จากผลการทดลองทั้ง 2 นี้แสดงใหเห็นวาเชื้อแบคทีเรียยอย
โปรตีนไอโซเลท W3 นาจะเปนเชื้อที่มีอยูตามธรรมชาติไมกอใหเกิดโรคโดยพิจารณา
จากอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการเจริญของเชื้อก็เปนอุณหภูมิของแหลงน้ําตามธรรมชาติ 
โดยสายพันธุของ Psuedomonas ที่ทําใหเกิดโรคได เมื่อเลี้ยงใน blood agar จะทําใหมี
การแตกของเม็ดเลือดแดงบนอาหาร blood agar (Champoux et al., 1991) และเชื้อไอ
โซเลท W3 ไมใช Pseudomonas aeruginosa (ผลจาก 16S rDNA analysis ดูรายละเอียด
จากภาคผนวก ค) 
 จากผลการทดลองที่กลาวมาแสดงถึงความเปนไปไดของเชื้อไอโซเลท W3 ใน
การยอยสลายโปรตีน ยับยั้ง V. harveyi ซึ่งเปนเชื้อกอโรคที่สําคัญของกุงและเปนเชื้อที่มี
อยูในธรรมชาติ จึงไดทดลองใชปรับคุณภาพน้ําและยับยั้ง V. harveyi ในการเลี้ยงกุงใน
สภาวะจําลอง 
 
7. การประยุกตใชไอโซเลท W3 ในสภาวะจําลองบอเลี้ยงกุง 
 7.1 คา BOD และ DO ในสภาวะจําลองบอเลี้ยงกุง 
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 ในการทดลองเลี้ยงกุงในสภาวะจําลองบอเลี้ยงกุง โดยมีการเติมและไมมีการเติม
แบคทีเรียยอยโปรตีนไอโซเลท W3 พบวาการเปลี่ยนแปลงของคา BOD ทั้ง 2 ชุดการ
ทดลองมีการเปลี่ยนแปลงไปในทิศทางเดียวกันและคา BOD ที่ไมแตกตางกัน (รูปที่ 24) 
เนื่องจากการที่กุงมีการเจริญเติบโตและปลอยสิ่งขับถายออกมามากจึงทําใหมีคา BOD ที่
สูง และยังมีการเติมแบคทีเรียยอยโปรตีนลงไป จึงเปนการเพิ่มคา BOD และคา BOD ทั้ง
ในชุดควบคุมและที่เติมเชื้อมีคาสูงเกินไปสงผลใหมีแอมโมเนียมเกิดขึ้นมาก (รูปที ่ 26) 
และไนเตรท (รูปที่ 27) มากตามปริมาณแอมโมเนียม เปนเพราะมีการใหอากาศ
ตลอดเวลาคา DO สูง (รูปที่ 25) สงเสริมใหเกิดกระบวนการ nitrification และสงผลทํา
ให pH ลดลงในชวงหลังของการเลี้ยงกุง จากผลการทดลองสวนนี้อาจกลาวไดวามีการ
ใหอาหารกุงมากไปจึงมีอาหารสวนหนึ่งเหลือตกคาง เมื่อไฟฟาดับไมมีการใหอากาศ
สงผลใหกุงตาย 
 ในสภาวะปกติการยอยสลายสารอินทรียจนกระทั่งไดสารที่เสถียรที่ไมสลายตัว
อีก อาจใชเวลามากคืออยางนอยประมาณ 20 วัน (เบญจมินทร, 2544) ซึ่งจะมีลักษณะที่
สอดคลองกับผลการทดลองที่คา BOD ลดลงในวนัที่ 20 ของการทดลอง แตก็ยังมีคาสูง
ดวยเหตุผลที่กลาวมาแลว 
 7.2 ปริมาณของแอมโมเนียท่ีเกิดขึ้นในสภาวะจําลองบอเลี้ยงกุง 
 เนื่องจากสิ่งขับถาย อาหารกุงที่เหลือมีสวนประกอบหลักเปนอินทรียไนโตรเจน 
ผลจากการยอยสลายโดยแบคทีเรียยอยโปรตีน ทําใหเกิดแอมโมเนียหรือแอมโมเนียม
ข้ึนกับ pH ซึ่งในการทดลองนี้อยูในรูปแอมโมเนียมและมีคา pH ต่ํากวา 9 (เบญจมินทร, 
2544) จากการวัดคาแอมโมเนียมในตูทดลองทั้ง 2 ชุดการทดลอง (ชุดที่ไมใสแบคทีเรีย
ยอยโปรตีนและชุดที่ใสแบคทีเรียยอยโปรตีน) พบวาคาแอมโมเนียมที่ วัดไดมีคา
ใกลเคียงกันยกเวนบางชวงของการทดลองและเปนไปในทิศทางเดียวกัน (รูปที่ 26)  เมื่อ
สิ้นสุดการเลี้ยงชุดที่มีการเติมแบคทีเรียจะมีคาของแอมโมเนียมมากกวาชุดที่ไมมีการเติม
แบคทีเรีย เนื่องจากมีการใสแบคทีเรียยอยโปรตีนลงไป ทําใหคาของแอมโมเนียมมีคาสูง 
ซึ่งสอดคลองกับปริมาณของแบคทีเรียยอยโปรตีนในตูทดลอง (รูปที่ 30) และอยูในระยะ
ที่กุงมีการเจริญเติบโตจึงมีสิ่งขับถายมากสงผลใหมีปริมาณแอมโมเนียมในตูทดลองมาก 
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) วาในบอที่ควบคุมใหจุลินทรีย (heterotropic) มีบทบาทสําคัญในบอเลี้ยง
กุง ถึงแมจะมีปริมาณของแอมโมเนียสูงก็จะไมสงผลกระทบตอการเจริญของกุง ซึ่งจาก
ผลการทดลองนี้พบวาแอมโมเนียมีคาสูงเกินคาที่เหมาะสมสําหรับการเจริญของกุงคือไม
เกิน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร (http://www.kungthai.com/KungThai/con_detail.php?id=19, 
2/05/2006) แนวทางหนึ่งที่จะลดปริมาณแอมโมเนียในบอเลี้ยงกุงคือการเติมแหลง
คารบอน (C) ลงไป จุลินทรียจะนําคารบอนมาเปนแหลงพลังงานและดึงไนโตรเจน 
( 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) แตของการทดลองนี้
สงผลกระทบเพราะไมมีการเติมแหลงคารบอน ถึงแมมีการใหอากาศมากพอ และ
ปริมาณแอมโมเนียที่มากเกินไปสงผลใหกุงเจริญไดไมดีเทาที่ควร 

7.3 ปริมาณ NO3
- ท่ีเกิดขึ้นในสภาวะจําลองบอเลี้ยงกุง 

 จากกราฟที่แสดงปริมาณไนเตรทในตูทดลอง (รูปที่ 27) พบวาปริมาณของ      
ไนเตรทมีคาที่เพิ่มขึ้นตลอดระยะเวลาของการเลี้ยงและเปนไปในทิศทางเดียวกันทั้งชุด
ควบคุมและเติมไอโซเลท W3 แตที่ 24 และ 32 วันของการเลี้ยงปริมาณของไนเตรทใน
ชุดที่มีการใสแบคทีเรียยอยโปรตีนมีปริมาณที่มากกวาเล็กนอยพอสังเกตได ปริมาณ    
ไนเตรทที่มากขึ้น เนื่องจากการออกซิไดซแอมโมเนียมไปเปนไนไตรทและเปลี่ยน     
ไนไตรทเปนไนเตรท (nitrification) ซึ่งเห็นไดจากรูปที่ 26 และ 27 ที่ชวงเวลาที่ 24 และ 
32 วันของการเลี้ยงที่ปริมาณของแอมโมเนียมลดลงสอดคลองกับปริมาณไนเตรทที่
เพิ่มขึ้นแสดงวากระบวนการไนตริฟเคชัน (nitrification) เกิดขึ้นมากภายในบอเลี้ยงกุง
เพราะมีการใหออกซิเจน (DO) อยูในระดับ 6-8 มิลลิกรัมตอลิตร (รูปที่ 25)  ดังนั้น      
ไนเตรทจึงสะสมมากขึ้นเรื่อยๆภายในบอเลี้ยงกุง การเกิดกระบวนการไนตริฟเคชันทํา
ใหเกิด H+ และ NO3

- สงผลให pH ลดลงมาก และในการลดปริมาณไนเตรททําโดยการ
ถายน้ําในบอเลี้ยงกุง (http://www.shrimpcenter.com/page 000495.html, 16/04/2006) ซึ่ง
ในการทดลองนี้ไมไดทํา จึงอาจเปนเหตุผลหนึ่งที่ทําใหกุงโตชา 
  7.4 อุณหภูม ิpH และความเค็มภายในสภาวะจําลองบอเลี้ยงกุง 
 ในการทดลองครั้งนี้ทําการทดลองในชวงฤดูฝนซึ่งอากาศคอนขางเย็นจึงทําให
อุณหภูมิในตูทดลองอยูในชวง 24-26 องศาเซลเซียส ซึ่งไมคอยเหมาะสมตอการเจริญ
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ของกุงและเชื้อ Pseudomonas sp. W3 ดวย แตยังทําใหน้ําทะเลที่ใสในการทดลองระเหย
ออกไปบางจึงทําใหความเค็มของน้ําเพิ่มขึ้นจาก 25 กรัมตอลิตร  ไปเรื่อยๆจนเปน 32.6 
กรัมตอลิตร ซึ่งการเปลี่ยนแปลงของอุณหภูมิและความเค็มยังอยูในชวงที่เจริญไดของกุง 
(http://www.shrimpcenter.com/T-shrimp051.html, 12/03/2006) สําหรับการ
เปลี่ยนแปลงของ pH จะอยูในชวง 6.5-8 โดยที่ในชวงวันที่ 0-24 ของการเลี้ยงกุง pH 
ภายในตูอยูระหวาง 6.9-8 และในชวงวันที่ 28-32 ของการเลี้ยง pH จะอยูในชวง 6.5-6.97 
ซึ่งในชวงวันที่ 0-24 คา pH ภายในตูเลี้ยงยังคงอยูในชวงที่กุงเจริญได 
(http://www.nicaonline.com/articles2/site/ view_article, 8/03/2006) แตในชวงหลังของ
การเลี้ยงกุงพบวาคา pH ลดต่ําลงมากคือ เหตุผลหลักจากการเกิดไนตริฟเคชันดังที่กลาว
มาแลว และอาจมีสาเหตุเนื่องจากการเกิดตะกอนและการยอยสลายสารอินทรียของ       
จุลินทรียภายในตูเพาะเลี้ยงดังสมการ 
 
สารอินทรีย + O2   จุลินทรีย   CO2 + H2O + เซลลจุลินทรียใหม + สารที่เสถียร 
CO2 + H2O        H2CO3              HCO3

- + H+ 
2NH3 + 3O2   จุลินทรีย 2NO2

- + 2 H2O + 2 H+ 
2NO2

- + O2    จุลินทรีย  2NO3
-    

 
ซึ่งคารบอเนต ไฮโดรเจนอิออน และไนเตรททําให pH ต่ําไมเหมาะกับการเลี้ยงกุงเพราะ
ทําใหกุงออนแอและการเจริญเติบโตชะงัก (เบญจมินทร, 2544) 

7.5 ปริมาณเชื้อในสภาวะจําลองบอเลี้ยงกุง 
7.5.1 ปริมาณแบคทีเรียท้ังหมด (HPC) 

 จากการนับจํานวนเชื้อแบคที เรียทั้งหมดภายในตูทดลองที่มีการเติมเชื้อ 
Pseudomonas sp. W3 และไมมีการเติมเชื้อแบคทีเรีย (รูปที่ 28) พบวาที่จุดเริ่มตนของชุด
การทดลองทั้ง 2 ชุด จํานวนของเชื้อแบคทีเรียมีปริมาณที่แตกตางกันเพราะการเติมเชื้อ 
แตเมื่อเวลาผานไปเปนเวลา 4 วัน จํานวนของเชื้อแบคทีเรียทั้ง 2 ชุดการทดลองมีปริมาณ
ที่ใกลเคียงกันและหลังจากนั้นมีปริมาณเพิ่มขึ้น เนื่องมาจากในตูที่มีการเติมเชื้อ 
Pseudomonas sp. W3 มีการปรับตัวใหเหมาะสมตอสภาวะแวดลอมภายในตูทดลองที่มี
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สภาพที่แตกตางจากสภาวะที่เลี้ยงภายในหองทดลอง และสําหรับชุดที่ไมเติมเชื้อการมี
แบคทีเรียเกิดขึ้นภายในตูเปนการปนเปอนจากอุปกรณและวัสดุ เชน น้ําที่ใชภายในตูที่
เลี้ยงรวมทั้งมากับตัวกุงที่ใชทดลองก็เปนได และในชุดการทดลองที่มีการเติมเชื้อ V. 
harveyi และอีกชุดที่มีการเติมทั้งเชื้อ V. harveyi และเชื้อ Pseudomonas sp. W3 และชุดที่
ไมมีการเติมเชื้อแบคทีเรีย (รูปที่ 29) ปริมาณของเชื้อภายในตูก็มีปริมาณใกลเคียงกัน 
ยกเวนที่จุดเริ่มตนการเลี้ยงก็ดวยเหตุดังที่กลาวมาแลว  แตพอสังเกตไดวาชุดที่ไมเติมเชื้อ
มีปริมาณแบคทีเรียทั้งหมดสูงสุดตามดวยชุดที่เติมเชื้อ W3 และ V. harveyi และต่ําสุดใน
ตูที่เติม V. harveyi เพียงอยางเดียวทําให V. harveyi เจริญไดดีผูแขงขันนอยหรือตัว
ควบคุมไมมี (รูปที่ 31) และเปนการแสดงวาการเติมเชื้อลงไมวาจะเปนไอโซเลท W3 
หรือ V. harveyi หรือทั้ง 2 เชื้อ เชื้อที่เติมลงไปสวนหนึ่งยังคงมีการเจริญเติบโต และ
กิจกรรมของเชื้อสงผลตอคุณสมบัติทางเคมี-กายภาพของน้ําในตูเลี้ยงดังที่กลาวมาแลว 
และยังมีผลตอการเจริญเติบโตของกุง ซึ่งจะกลาวตอไป 
 7.5.2 ปริมาณแบคทีเรียยอยโปรตีน 
 เมื่อทําการนับปริมาณของเชื้อแบคทีเรียยอยโปรตีนในตูการทดลองที่มีการเติม
เชื้อ Pseudomonas sp. W3 และไมมีการเติมเชื้อแบคทีเรีย (รูปที่ 30) ปริมาณของเชื้อ
แบคทีเรียยอยโปรตีนก็มีปริมาณที่ใกลเคียงกัน เนื่องจากแบคทีเรียยอยโปรตีนสามารถ
พบไดในบอเลี้ยงกุง (บอดิน) แบคทีเรียยอยโปรตีนจัดอยูในกลุมผูยอยสลายในบอเลี้ยง
กุง (เบจมินทร, 2544) และอาจเปนแบคทีเรียที่จัดอยูในกลุม ammonifying bacteria ที่อยู
ในวัฏจักรไนโตรเจน โดยจะยอยสารอินทรียไนโตรเจนเปนแอมโมเนียหรือแอมโมเนียม 
(ดวงพร, 2545) แตเนื่องจากไอโซเลท W3 ไมมีเอนไซมยอยยูเรีย (Urease) ที่จะทําใหเกิด
แอมโมเนีย (NH3) (ตามตารางที่ 2) แตปริมาณแอมโมเนียม (NH4

+) ของชุดที่เติมเชื้อสูง
กวาชุดที่ไมเติม ในบางจุด (รูปที่ 26) แสดงวาอาจเกิดจากกรดอะมิโนที่ไดจากการยอย
โดยไอโซเลท W3 สงเสริมการเจริญของ proteolytic bacteria ที่มี เอนไซมยอยยูเรีย 
(urease) จากผลการทดลองนี้แสดงวา การเติมแบคทีเรียยอยโปรตีนเพื่อคาดหวังวาจะ
ชวยเรื่องการยอยสลายสารอาจไมจําเปน และควบคุมยากที่จะบรรลุวัตถุประสงคในการ
ควบคุมคุณภาพน้ํา วิธีที่งายกวาในการจัดการคือ การใหอาหารในปริมาณที่พอเหมาะให
กุงกินหมด เพื่อใหระบบนิเวศเขาสูสมดุลไดภายในระยะเวลาที่สั้น 
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 7.5.3 ปริมาณ V. harveyi 
 สําหรับการทดสอบความสามารถในการยับยั้งเชื้อ V. harveyi ที่กอโรคในกุงโดย
เชื้อ Pseudomonas sp. W3 เมื่อเปรียบเทียบปริมาณของเชื้อ V. harveyi ในชุดการทดลอง
ที่มีการเติมเชื้อ V. harveyi เพียงอยางเดียวลงไปในตูทดลองกับชุดที่เติมทั้งเชื้อ 
Pseudomonas W3 และเชื้อ V. harveyi พบวาชุดที่มีการเติมเชื้อทั้ง 2 ชนิด ปริมาณ V. 
harveyi ลดลงอยูในชวง 0.94-1.66 log CFU/ml ที่วันที่ 12 และ 32 ของการเลี้ยงกุง (รูปที่ 
31) แสดงวา Pseudomonas sp. W3 สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อ V. harveyi ได และ
พบวาการมี V. harveyi ในน้ําเลี้ยงกุงมากยอมมีโอกาสที่ไปจูโจมกุงทําใหกุงติดเชื้อได 
ซึ่งจํานวนของเชื้อ V. harveyi ที่กอใหเกิดโรคกบักุงในระยะ post larva ของกุงขาวคือ 
105 CFU/ml ทําใหเกิดโรค negricans และโรคเรอืงแสงในกุงขาว (Robertson et al., 
1998; Aguirre-Guzmán et al., 2001) ซึ่งสังเกตไดจากการพบการเรืองแสงของกุงในตูที่
ไมมีการเติม Pseudomonas sp. W3 สงผลใหการเจริญเติบโตของกุงต่ํากวาชุดที่มีการเติม 
Pseudomonas sp. W3 (รปูที่ 32) และการที่พบวามีกุงตายในตูที่เติมเฉพาะเชื้อ V. harveyi 
เมื่อเลี้ยงไปได 2 วัน โดยตายถึง 40% ก็เปนชวงที่เชื้อ V. harveyi มีปริมาณสูงถึง 2.8 x 
105 CFU/ml แตในชุดการทกลองที่มีเชื้อ Pseudomonas sp. W3 อยูดวยพบกุงตายในวันที่ 
4 ของการเลี้ยง และมกีารตายนอยกวา (35%) แมวาปริมาณเชื้อ V. harveyi ที่เวลา
ดังกลาวไมตางกัน แสดงวาสารยับยั้งที่หลั่งออกมาโดย Pseudomonas sp. W3 ทําใหเชื้อ 
V. harveyi ออนแอก็เปนไดจึงไมอาจจูโจมกุงไดดีเทาที่ควรมีนักวิจัยจํานวนมากศึกษา
เกี่ยวกับการใชเชื้อแบคทีเรียซึ่งผลิตสารปฏิชีวนะในการยับยั้งการเจริญของเชื้อ   V. 
harveyi ซึ่งแบคทีเรียดังกลาวไดแก เชื้อ Bacillus ซึ่งเปนที่ยอมรับในระดบัอุตสาหกรรม 
ถึงแมวาเชื้อ Bacillus ไมไดเปนเชื้อประจําถิ่นในทะเล (Gullian et al., 2004; Rengpipat  
et al., 2000) และยังมีการคนพบวาเชื้อที่แยกไดจากทะเลมีจํานวนนอยที่สามารถสราง
สารปฏิชีวนะได ซึ่งเชื้อจากทะเลที่สามารถสรางสารปฏิชีวนะสวนใหญจะอยูในจีนัส 
(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) พบวาเชื้อที่แยก
ไดจากทะเลเปนเชื้อในจีนัส (Genus) Pseudomonas  ซึ่ง Than และคณะ (2004) ยังได
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รายงานอีกวาเชื้อที่แยกไดจากทะเลพวก Pseudomonas สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อ
แกรมลบไดดีกวาเชื้อแกรมบวก และสําหรับการศึกษานี้ผลการทดสอบความไวตอยา
ปฏิชีวนะ และการทําใหเม็ดเลือดแดงแตก สนับสนุนวา Pseudomonas sp. W3 นาจะเปน
เชื้อที่มีอยูตามธรรมชาตมิากกวาจะเปนเชื้อที่ไปปนเปอนอยูในธรรมชาติซึ่งมีความ
นาสนใจสําหรับการนําไปศึกษาตอ 

7.6 การเจรญิเติบโตของกุงที่เลี้ยงในสภาวะจําลองบอเลี้ยงกุง 
7.6.1 ผลการเติมเชื้อไอโซเลท W3 เพื่อรักษาคุณภาพน้ํา 

 จากการเจริญของกุงในชุดที่มีการเติมแบคทีเรียยอยโปรตีนลงไปเมื่อเทียบกับชุด
ที่ไมมีการเติมแบคทีเรียพบวาการเจริญเติบโตของกุงทั้ง 2 ชุดมีคาที่ใกลเคียงกัน ทําให
สรุปไดวาการเติมแบคทีเรียยอยโปรตนีไอโซเลท W3 ไมกระทบตอการเจริญของกุง 
และจากรูปที่ 30 พบวาในวันที่ 30 ของการเลี้ยงจะมีอัตราการเจริญตอวันโดยคิดเปน
เปอรเซ็นตเทากับ 9.41% ซึ่งมีอัตราการเจริญของกุงใกลเคียงกับชุดควบคุม (9.44%) ซึ่ง
เปนสาเหตุมาจากคาที่สูงของ BOD แอมโมเนีย (NH4

+) ไนเตรท (NO3
-)  เกินคาที่

เหมาะสมตอการเจริญเติบโตของกุง ขณะที่อุณหภูมิก็ต่ํากวาคาที่เหมาะสมตอการเจริญ
ของกุง และ pH ที่ต่ําในชวงหลังของการเลี้ยง (อยูในชวง 6.5-6.97) การที ่pH อยูในชวง
ดังกลาว มีขอดีคือ ทําใหพวกสารอนินทรียไนโตรเจนอยูในรูปแอมโมเนียมที่ไมมีพิษตอ
กุง แต pH ที่ต่ํามากก็สงผลเสียทําใหกุงเกิดอาการเครียด การกินอาหารสะดุด และ
ภูมิคุมกันลดลงได ซึ่งผลของอาการดังกลาวทําใหการเจริญของกุงชะงักได (เบจมินทร, 
2544) จากผลที่กลาวมาเปนผลที่เกิดเปนลูกโซจากการมีสารอินทรียมากดังที่กลาว
มาแลวในชวงตน แสดงวาการเติมเชื้อเพื่อรักษาคุณภาพน้ํายากในการจัดการเพื่อให
บรรลุวัตถุประสงค 
 7.6.2 ผลการเติมเชื้อไอโซเลท W3 เพื่อควบคุม V. harveyi 
 เมื่อวัดการเจริญของกุงในตูที่มีการเติมเชื้อแบคทีเรียยอยโปรตีนไอโซเลท W3 
เทานั้น พบวาการเจริญมีลักษณะเชนเดียวกับในตูที่ไมมีการเติมเชื้อ แตเมื่อเปรียบเทียบ
กับตูที่มีการเติมเชื้อแบคทีเรีย Pseudomonas sp. W3 รวมกับ V. harveyi และอีกชุดที่เติม 
V.  harveyi เพียงชนิดเดียว พบวาอัตราการเจริญของกุงของตูที่มีการเติมเชื้อแบคทีเรีย 2 
ชนิดสูงกวาตูที่เติมเชื้อ V. harveyi เพียงชนิดเดียวและสูงกวาชุดทดสอบอื่นๆดวย 
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เนื่องจากเมื่อกุงติดเชื้อ V. harveyi  กุงจะมีอาการ ไมกินอาหาร สีซีดลง และเกิดการเรือง
แสงในเวลากลางคืน (http://www.kungthai.com/KungThai/ con_detail.php? id=28, 
15/03/2006) ซึ่งพบในการทดลองนี้ และเหตุผลของการติดเชื้อ V. harveyi ไดกลาว
มาแลว จากการทดลองแสดงวาการเติมเชื้อที่ควบคุม V. harveyi ไดทําใหกุงมีอัตราการ
เจริญดีกวาชุดการทดลองอื่นๆ เพราะกุงแข็งแรงกวาเนื่องจากไมมีเชื้อโรค และแสดงวา
ในธรรมชาติยอมมีเชื้อ V. harveyi อยูแมวาในการทดลองนี้ไมไดตรวจนับ V. harveyi ใน
ชุดควบคุมที่ไมมีการเติมเชื้อ ดังนั้นการปองกันการติดเชื้อจึงเปนสิ่งจําเปนที่ควบคูกับ
การรักษาคุณภาพน้ําใหเหมาะสมตอการเจริญเติบโตของกุง 
 


