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  บทคดัย่อ  

การศกึษาน้ีมวีตัถุประสงคเ์พื่อการคดัเลอืกแบคทเีรยีสงัเคราะหแ์สงสมี่วงทีไ่ม่

สะสมซลัเฟอรท์ีม่ฤีทธิย์บัยัง้การเจรญิของแบคทเีรยีก่อโรคกุง้ Vibrio spp. และสามารถผลติ

เอนไซม์ย่อยโปรตีนได้ ตลอดจนศึกษาปจัจัยที่มีผลต่อการผลิตเอนไซม์ย่อยโปรตีนของ

แบคทเีรยีสงัเคราะหแ์สงสมี่วงที่ไม่สะสมซลัเฟอรท์ี่คดัเลอืกได ้จากแบคทเีรยีสงัเคราะหแ์สงสี

ม่วงทีไ่ม่สะสมซลัเฟอร ์จ านวน 22 ไอโซเลท เมื่อทดสอบหาฤทธิย์บัยัง้การเจรญิของแบคทเีรยี

ก่อโรคกุง้ Vibrio spp. ดว้ยเทคนิค Overlay diffusion method พบวา่ มแีบคทเีรยีสงัเคราะหแ์สง

สมี่วงทีไ่ม่สะสมซลัเฟอร ์จ านวน 12 ไอโซเลท (54.55%) ทีส่ามารถยบัยัง้แบคทเีรยีก่อโรคกุ้ง 

Vibrio spp. ได ้แต่มเีพยีงไอโซเลท PS342b (4.55%) ทีส่ามารถยบัยัง้แบคทเีรยีก่อโรคกุง้ 

Vibrio spp. ไดทุ้กไอโซเลททีน่ ามาทดสอบ (6 ไอโซเลท)  ซึง่เมื่อน าเซลลแ์บคทเีรยีก่อโรคกุง้ 

Vibrio spp. ในบรเิวณวงใสและขอบวงใสการยบัยัง้ไปดภูายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์อเิลก็ตรอนแบบ

ส่องกราด พบว่า เซลล์เกิดเป็นหลุม หรอืรูร ัว่ และพบว่า แบคทเีรยีสงัเคราะห์แสงสมี่วงที่ไม่

สะสมซัลเฟอร์ ส่วนใหญ่ (81.82%, 18 ไอโซเลท) สามารถย่อยสลายเจลาตินได้ ผลการ

เพาะเลีย้งรว่มกนัระหวา่งแบคทเีรยีก่อโรคกุง้ Vibrio spp. กบัแบคทเีรยีสงัเคราะหแ์สงสมีว่งทีไ่ม่

สะสมซลัเฟอร ์ทัง้ 12 ไอโซเลท ทัง้ในสภาวะทีม่แีสง มอีากาศน้อย และมอีากาศ ไรแ้สง พบว่า 

ไม่สามารถยบัยัง้หรอืควบคุมปรมิาณของแบคทเีรยีก่อโรคกุง้ Vibrio spp. ใหล้ดลงได ้เมื่อ

เปรยีบเทยีบกบัชุดควบคุม อกีทัง้น ้าเลีย้งเซลลแ์บคทเีรยีสงัเคราะหแ์สงสมีว่งทีไ่มส่ะสมซลัเฟอร์

ดงักล่าวกไ็มส่ามารถยบัยัง้แบคทเีรยีก่อโรคกุง้ Vibrio spp. ได ้แต่การท าเขม้ขน้น ้าเลีย้งเซลลท์ี่

ความเขม้ขน้ 20 เท่า โดยวธิ ีFreeze-dry สามารถยบัยัง้แบคทเีรยีก่อโรคกุง้ Vibrio spp. ไดใ้น

บางสายพนัธุ ์จากการทดลองตามทีก่ล่าวมาสามารถคดัเลอืกแบคทเีรยีสงัเคราะหแ์สงสมีว่งทีไ่ม่
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สะสมซลัเฟอรไ์ด ้1 ไอโซเลท คอื PS342b ทีม่คีวามสามารถในการยอ่ยโปรตนีไดด้ ีและมฤีทธิ ์

ยบัยัง้แบคทเีรยีก่อโรคกุ้ง Vibrio spp. ได้ด ีและเมื่อน าเชื้อมาบ่งชี้ชนิดด้วยเทคนิค              

16s rRNA gene พบว่า ไอโซเลท PS342b เป็นเชือ้ Rhodovulum sulfidophilum สว่นผลการ

ทดสอบหาสภาวะทีเ่หมาะสมในการผลติเอนไซมย์อ่ยโปรตนีในการคดัเลอืกอาหารและความเรว็

รอบในการเขย่าที่เหมาะสมในการเจริญ พบว่า เชื้อสามารถเจริญได้ดีที่สุดในอาหารเหลว       

Glutamate-Malate (GM medium) ทีเ่ตมิ 1.5% NaCl โดยมอีตัราการเจรญิจ าเพาะและเวลาที่

ใชเ้พิม่จ านวนเซลลเ์ป็น 2 เท่า เท่ากบั 0.336 ชัว่โมง-1และ 2.066 ชัว่โมง ส าหรบัความเรว็รอบ

ในการเขย่าที่เชือ้เจรญิไดด้ทีีสุ่ด คอื 150 และ 200 รอบต่อนาท ีและสภาวะทีเ่หมาะสมในการ

ผลติเอนไซมย์อ่ยโปรตนีของ Rhodovulum sulfidophilum PS342b เมื่อเลีย้งในอาหารสตูร  

GM ทีเ่ตมิ 1.5% NaCl โดยใช ้1% เจลาตนิ แทน (NH4)2HPO4 ภายใตส้ภาวะมอีากาศ ไรแ้สง     

ทีค่วามเรว็ในการเขยา่ 150 รอบต่อนาท ีซึง่ศกึษาโดยใชว้ธิกีารพืน้ผวิตอบสนองทีอ่อกแบบการ

ทดลองเป็นแบบประสมกลาง ไดส้ภาวะทีเ่หมาะสมคอื pH เท่ากบั 7.90 ความเขม้ขน้ของเกลอื 

NaCl เท่ากบั 1.30% และอุณหภูม ิเท่ากบั 29.50 องศาเซลเซยีส โดยใหค้่ากจิกรรมเอนไซม์

สงูสุด ถงึ 15.40 ยนิูตต่อมลิลลิติร และการทวนซ ้ายนืยนัคา่ทีไ่ดจ้ากการท านาย 
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ABSTRACT 

 

The aims of this study were to select purple nonsulfur bacteria (PNSB) 

with ability to produce proteolytic enzyme and antivibrio activity, including affecting 

factors on proteolytic enzyme production of the selected PNSB. Overlay diffusion 

method was used to test antivibrio activity against shrimp pathogenic Vibrio spp.        

by 22 PNSB isolates. It was found that 12 PNSB isolates (54.55%) were able to inhibit 

shrimp pathogenic Vibrio spp. However, there was only one PNSB strain (4.55%), 

PS342b, had ability to inhibit all vibrios tested (6 isolates). Observation of inhibited 

shrimp pathogenic Vibrio spp. cells collected from clear zone and around clear zone 

using a scanning electron microscope found altered cells with many holes. Almost 

PNSB tested (81.82%, 18 isolates) degraded gelatin. No inhibition of shrimp pathogenic 

vibrios was found for co-culture between vibrios and 12 PNSB strains under conditions 

of microaerobic light and aerobic dark when compared with controls. Moreover, culture 

supernatant of 12 PNSB isolates did not inhibit shrimp pathogenic Vibrio spp. However, 

concentrated culture supernatants at 20 times by freeze-dry method had ability to inhibit 

some isolates of shrimp pathogenic vibrios. There was only 1 isolate namely PS342b 

was selected according to its abilities to digest protein and inhibit shrimp pathogenic 

Vibrio spp.; and this strain was identified as Rhodovulum sulfidophilum using 16S rRNA. 
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Rhodovulum sulfidophilum PS342b was further studied optimal medium and conditions 

for proteolytic enzyme production. Glutamate-malate (GM medium) supplemented with 

1.5% NaCl was the most suitable medium by giving specific growth rate and doubling 

time as 0.336 h-1and 2.066 h.; while optimal shaking speeds were between 150 and 

200 rpm. GM medium containing 1.5% NaCl with replacement of (NH4)2HPO4 by 1% 

gelatin was used for proteolytic production under aerobic-dark conditions at 150 rpm. 

The use of response surface methodology with central composite design (CCD), 

optimum conditions for the production of proteolytic enzymes were pH 7.90, 1.30% 

NaCl and 29.50°C as the highest enzymatic activity up to 15.40 units per ml. The 

verification test confirmed the predicted values from the CCD. 
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บทท่ี 1 

 

บทน า 

 

บทน าต้นเรื่อง 

การเพาะเลี้ยงสตัวน์ ้าในประเทศไทยไดร้บัความนิยมสงูเน่ืองจากทีต่ัง้ประเทศ

อยู่ในเขตรอ้นชืน้จงึเหมาะสมต่อการเพาะเลีย้งสตัวน์ ้า การเพาะเลีย้งกุง้ของไทยจงึไดพ้ฒันาไป

อยา่งรวดเรว็ สง่ผลใหป้ระเทศไทยไดเ้ป็นผูน้ าในการสง่ออกกุง้ยาวนานกว่า 30 ปี จุดนี้แสดงให้

เหน็ไดว้่าอุตสาหกรรมกุง้ไทยประสบความส าเรจ็ในการปรบัตวัเป็นอย่างด ีโดยเฉพาะกุง้ทะเล

จดัเป็นสนิคา้ที่ท ารายไดใ้หก้บัประเทศไทยที่มมีูลค่าสูงเมื่อเปรยีบเทยีบกบัสตัว์น ้าชนิดอื่น ซึ่ง

สามารถน ารายไดเ้ขา้สู่ประเทศไทยปีละหลายแสนล้านบาท โดยได้มกีารผลติและขยายพื้นที่

เพิม่มากขึน้ในภาคใตข้องประเทศไทย (สมหญงิ, 2553; ส านกังานวจิยัและพฒันาประมงชายฝ ัง่ 

และคณะ, 2554; สถาบนัวจิยัและพฒันาการเพาะเลีย้งกุง้ทะเล และส านกัวจิยัและพฒันาประมง

ชายฝ ัง่ กรมประมง, 2556; ส านกังานเศรษฐกจิการเกษตร โดยความรว่มมอืของ กรมศุลกากร, 

2559) แต่ในช่วง 3-4 ปีที่ผ่านมา อุตสาหกรรมกุ้งไทยต้องเผชญิกบัความท้าทายครัง้ส าคญัที่

กระทบผลผลติและการคา้ ทัง้จากโรคตายด่วน (Early Mortality Syndrome; EMS) ปญัหา

การคา้มนุษยแ์ละการท าประมงผดิกฎหมายในอุตสาหกรรมประมงไทย รวมทัง้การถูกประเทศคู่

ค้ า ส า คัญ อ ย่ า ง ส หภ าพยุ โ ร ป ตั ด สิท ธิ พิ เ ศ ษท า ง ภ าษี ศุ ล ก า ก ร เ ป็ น ก า ร ทั ว่ ไ ป             

(Generalised  System of Preferences; GSP) (ศนูยอ์จัฉรยิะเพือ่อุตสาหกรรมอาหาร, 2558) 

นอกจากน้ีในการเลี้ยงกุ้งก็ประสบกบัปญัหาการสูญเสยีผลผลิตระหว่างการ

เพาะเลีย้ง เชน่ คุณภาพอาหารโดยสง่ผลต่อการเจรญิเตบิโตของกุง้ ตลอดจนปรมิาณอาหารทีใ่ห้

มากหรอืน้อยกม็ผีลต่อของเสยีตกคา้งในบ่อ โดยเฉพาะอยา่งยิง่สารอาหารจ าพวกโปรตนีทีส่ตัว์

น ้ามคีวามต้องการสูง 40-50% ของปรมิาณสารอาหารทัง้หมดซึ่งอาจท าใหน้ ้าเน่าเสยีและเป็น

แหล่งอาหารของจุลินทรีย์ก่อโรคกุ้งนอกจากน้ีคุณภาพลูกกุ้งจัดว่าเป็นตัวแปรส าคัญของ

ความส าเรจ็ในการเลีย้งกุง้อกีตวัแปรหน่ึง เน่ืองจากลูกกุง้ทีแ่ขง็แรงสมบูรณ์มอีตัราการรอดตาย

สงู การจดัการพืน้ทีบ่่อก่อใหเ้กดิความส าเรจ็หรอืลม้เหลวได ้เพราะในบางพืน้ทีไ่มอ่าจใชเ้ลีย้งกุ้ง
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ได้หรือต้องมีการปรบัปรุงก่อน และการเปลี่ยนถ่ายน ้าเป็นอีกปจัจยัที่ส่งผลต่อการเลี้ยงกุ้ง 

เน่ืองจากคุณภาพน ้าทีด่สีามารถช่วยลดความเสีย่งต่อการตดิเชือ้ในกุง้ ตลอดจนสภาวะเครยีด

ของกุง้ได ้ถา้ไมไ่ดเ้ปลีย่นถ่ายน ้าเป็นเวลานาน หรอืมกีารใหอ้าหารเกนิความตอ้งการของกุง้ ท า

ใหเ้ศษอาหารตกคา้งจ านวนมากซึง่ส่วนใหญ่เป็นโปรตนีอกีทัง้ปรมิาณอาหาร ของเสยีหรอืมลูที่

กุง้ขบัถ่ายออกมาหลงัจากกุง้น าโปรตนีไปสรา้งเป็นเน้ือกุง้หรอืเพื่อการเจรญิเตบิโตเหล่าน้ีมทีัง้

สารอนิทรยีแ์ละอนินทรยีท์ี่ส่งผลใหคุ้ณภาพน ้าไม่เหมาะสมต่อการเพาะเลี้ยงกุ้ง ตลอดจนเป็น

สารอาหารให้แก่จุลินทรยี์รวมทัง้เชื้อก่อโรคในกุ้ง ก่อให้เกิดโรคในระหว่างการเลี้ยง ซึ่งมอียู่

หลายรปูแบบของการตดิเชือ้ ไดแ้ก่ โรคจากปรสติ โรคจากการตดิเชือ้ไวรสั และโรคจากการตดิ

เชือ้แบคทเีรยี โดยโรคจากการตดิเชือ้แบคทเีรยีสว่นใหญ่อยูใ่นกลุ่มของ Vibrio spp. และกลุ่ม

ของ Filamentous bacteria (อนนัต์, 2538; สุปราณี และคณะ, 2545; สริ,ิ 2547; อมรรตัน์ และ

คณะ, 2548; สถาบนัวจิยัการเพาะเลีย้งสตัวน์ ้าชายฝ ัง่, 2549; ประสทิธิ ์และคณะ, 2554) ปจัจยั

ดงักล่าวไดส้ง่ผลกระทบต่ออุตสาหกรรมกุง้ไทยตลอดทัง้หว่งโซ่การผลติ 

ในปี 2550 สถาบนัวจิยัสุขภาพสตัวน์ ้าชายฝ ัง่ รายงานว่าโรคตดิเชือ้แบคทเีรยี

ในกลุ่มของ Vibrio spp. ไดแ้ก่ V. harveyi, V. parahaemolyticus, V. aloginolyticus,            

V. vulnificus,  V. penaeicida โดยเฉพาะ V. harveyi, V. parahaemolyticus และ V. vulnificus 

ท าใหเ้กดิความสญูเสยีใหก้บัธุรกจิการเพาะเลีย้งกุง้เป็นอย่างมาก โดยเฉพาะในเขตภาคใตข้อง

ประเทศไทยและที่เป็นปญัหาส าคญัมากในช่วงปี 2556 คอื โรคตายด่วน (Early Mortality 

Syndrome; EMS) ทีท่ าใหเ้กษตรกรผูเ้พาะเลีย้งกุง้ประสบภาวะขาดทุนเพราะกุง้ทีเ่ลีย้งมอีตัรา

การรอดต ่า ผลผลติกุง้ลดลงมากท าใหโ้รงงานขาดแคลนกุง้ในการแปรรปู จ าเป็นตอ้งหยุดกจิการ

ชัว่คราวหรอืถาวรจนเกดิเป็นปญัหาการเลกิจา้งแรงงานขณะเดยีวกนัผูส้ง่ออกกไ็มส่ามารถรบัค า

สัง่ซื้อไดด้งัเช่นภาวะปกตสิ่งผลท าใหร้ายไดจ้ากการส่งออกกุ้งไทยลดลงอย่างมาก จนสูญเสยี

ส่วนแบ่งตลาดโลกและความเป็นผูน้ าในตลาดกุ้งโลกที่ไทยเคยอยู่ในอนัดบัที่ 1 มานานหลาย

ทศวรรษ (สถาบนัวจิยัและพฒันาการเพาะเลีย้งกุง้ทะเล และส านกัวจิยัและพฒันาประมงชายฝ ัง่ 

กรมประมง, 2556; ศนูยอ์จัฉรยิะเพือ่อุตสาหกรรมอาหาร, 2558) 

นอกจากน้ี Cabello (2006); เพญ็ศร ีและ อรอนงค ์(2551) กล่าวว่า การใชย้า

ปฏชิวีนะในการเลี้ยงกุ้งเพื่อป้องกนัโรคกุง้ส่งผลใหเ้กดิสารตกคา้งในเน้ือกุ้ง ซึ่งตรวจพบตัง้แต่ 

พ.ศ. 2536 เป็นตน้มา ทัง้ยงัเป็นประเดน็ส าคญัทีถู่กน ามาใชเ้ป็นขอ้อ้างในการกดีกนัทางการคา้ 

แต่กม็กีารอนุญาตใหใ้ชย้าปฏชิวีนะบางชนิดได ้อย่างไรกต็ามการใชย้าปฏชิวีนะอย่างต่อเ น่ือง
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หรอืการใชอ้ย่างไมถู่กวธิก่ีอใหเ้กดิปญัหา คอื เชือ้เกดิการดือ้ยา (Karunasagar et al., 1994; 

Abraham et al., 1997 อา้งโดย จริาพร, 2543) และเพื่อเป็นการหลกีเลีย่งและลดปรมิาณการใช้

ยาปฏชิวีนะจงึหนัมาใหค้วามสนใจวธิกีารควบคุมทางชวีภาพ ดว้ยการใชแ้บคทเีรยีทีม่ปีระโยชน์ 

เน่ืองจากมีความปลอดภัยต่อผู้บริโภคและเป็นมิตรกบัสิ่งแวดล้อม  นอกจากการยบัยัง้ /ฆ่า

แบคทเีรยีก่อโรคหรอืสามารถบ าบดัคุณภาพน ้า รวมทัง้ตะกอนของเสยีในบ่อเลี้ยงกุง้เพื่อไม่ให้

เป็นแหล่งสะสมเชื้อก่อโรคกุ้งได้ ด้วยเหตุน้ีจงึสนใจศกึษาแบคทเีรยีสงัเคราะห์แสงสมี่วงที่ไม่

สะสมซลัเฟอร ์(purple nonsulfur bacteria) ซึง่มกัพบไดท้ัว่ไปในแหล่งน ้าจดืและน ้าเคม็ อกีทัง้

ยงัพบว่ามกีารเจรญิในบ่อกุง้ โดยแบคทเีรยีกลุ่มดงักล่าวสามารถน ามาใชบ้ าบดัน ้าเสยีไดห้ลาย

ประเภท (Kantachote et al., 2005) เช่น การบ าบดัน ้าเสยีจากโรงงานแปรรปูยางโดยสามารถ

ลดค่า BOD และค่า COD ไดถ้งึ 90% (ดวงพร, 2545) ลดค่า COD สารโมเลกุลใหญ่ และสาร

โมเลกุลเลก็ (MW < 3000) ในการบ าบดัน ้าเสยีจากถัว่เหลอืงไดถ้งึ 95.7%, 75.4% และ 79.8% 

ตามล าดบั ภายใน 72 ชัว่โมง (Lu et al., 2010) และพบว่า Rhodovulum sulfidophilum 

สามารถลดค่า COD ในน ้าเสยีจากปลาซาร์ดีนได้ถึง 85% หลงัการบ าบดัน ้าเป็นเวลา          

120 ชัว่โมง (Azad et al., 2003) นอกจากน้ียงัสามารถก าจดัโลหะหนกัส าหรบั Pb, Cu, Cd, Zn 

และ Na ในบ่อกุง้ไดถ้งึ 39%, 20%, 7%, 5% และ 31% ตามล าดบั เมื่ออยู่ในสภาวะมแีสง        

มอีากาศน้อย (microaerobic-light) หรอื สภาวะมอีากาศ ไมม่แีสง (aerobic-dark) (Panwichian 

et al., 2010) อยา่งไรกต็ามในการศกึษาการใชก้ลุ่มแบคทเีรยีดงักล่าวในการควบคุมคุณภาพน ้า 

ตะกอนของเสยีในบ่อเลีย้งกุง้จากสารอาหารทีเ่หลอืซึง่สว่นใหญ่เป็นโปรตนี และความสามารถใน

ยบัยัง้แบคทเีรยีก่อโรคกุง้ เช่น Vibrio spp. ยงัมน้ีอยมาก ดงันัน้จงึสนใจศกึษาหวัขอ้นี้เพื่อเป็น

อกีแนวทางหน่ึงทีอ่าจช่วยแกป้ญัหาดงักล่าว และน าไปสูก่ารพฒันาการเพาะเลีย้งกุง้อยา่งยัง่ยนื

และเป็นมติรกบัสิง่แวดลอ้ม 
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บทตรวจเอกสาร 

1. ลกัษณะบอ่เลี้ยงกุ้งตลอดการเลี้ยง 

การเลี้ยงกุ้งให้ประสบผลส าเร็จขึ้นอยู่ป จัจัยหลายอย่างด้วยกัน เช่น 

ประสบการณ์ ความรู้ความสามารถ ความเอาใจใส่ การเรยีนรูป้รบัเปลี่ยนของผู้เลี้ยง เพราะ

ปจัจยัทุกอย่างเปลี่ยนแปลงตลอดเวลาไปในทางที่ด้อยลงเมื่อเวลาผ่านไป ดงันัน้ถ้าผูเ้ลี้ยงไม่

ปรบัเปลีย่นพฒันากค็งไมป่ระสบความส าเรจ็ นอกจากน้ีความส าเรจ็ในขัน้ตน้ คอื ลูกกุง้ ซึง่ตอ้ง

จดัหาลูกกุ้งที่แข็งแรง สุขภาพดี ไม่ติดเชื้อโรค อีกประเด็นหน่ึงที่มีความส าคญัและไม่ควร

มองขา้ม คอื การเตรยีมบ่อทีด่ ีการจดัการอาหาร การดูแลสุขภาพกุง้ และการควบคุมคุณภาพ

น ้าทีอ่ยูใ่นบ่อเลีย้งกุง้ตลอดการเลีย้ง (สริ,ิ 2547) นอกจากน้ีในการเลีย้งกุง้นัน้ผูเ้ลีย้งเองกต็อ้งมี

จริยธรรมในการเลี้ยงกุ้ง มีกรอบปฏิบัติเพื่อเป็นแนวทางในการจดัการเลี้ยงกุ้งโดยใช้หลัก

วชิาการทีถู่กต้อง มกีารแกไ้ขปญัหาในการเลี้ยงอย่างเป็นระบบเพื่อส่งผลดต่ีอการเลี้ยงกุง้และ

สิง่แวดลอ้ม (สถาบนัวจิยัและพฒันาการเพาะเลีย้งกุง้ทะเล) ซึง่สภาพแวดลอ้มทีเ่หมาะสมต่อการ

เจรญิเตบิโตของกุง้นัน้มดีงันี้ (วลัลภ, 2532 อา้งโดย มณฑกานต์, 2547; สริ,ิ 2547; สถาบนัวจิยั

การเพาะเลีย้งสตัวน์ ้าชายฝ ัง่, 2549) 

1. อุณหภูม ิ(Temperature) กุ้งต้องการอุณหภูมสิ าหรบัการเจรญิเติบโต

ระหว่าง 28-32 องศาเซลเซยีส โดยกุง้เป็นสตัวเ์ลอืดเยน็จงึไม่สามารถรกัษาอุณหภูมใิหค้งทีไ่ด้

เหมอืนสตัวเ์ลอืดอุ่น ดงันัน้การเปลีย่นแปลงของอุณหภูมติามธรรมชาตเิพยีงเลก็น้อยจงึไม่มผีล

ต่อการด ารงชีวิตของกุ้ง แต่ถ้าอุณหภูมิสูงขึ้นหรือลดมากเกินไปท าให้การกินอาหารและ

เจรญิเตบิโตของกุง้ลดลง 

2. ความเคม็ของน ้า (Salinity) หมายถงึปรมิาณของเกลอืโดยเฉพาะโซเดยีม

คลอไรดท์ีล่ะลายในน ้า ความเค็มทีกุ่ง้กุลาด าเจรญิเตบิโตไดด้อียูใ่นช่วง 15-30 ppt กรณีทีน่ ้าที่

ใช้เลี้ยงกุ้งมคีวามเคม็สูงกว่าความเคม็ของเลอืดในตวักุ้งน ้าภายในตวักุ้งจะซมึออกจากตวักุ้ง

ตลอดเวลาท าใหกุ้ง้สญูเสยีน ้าจนกุง้ตาย ส่วนในกรณีทีน่ ้าในบ่อกุง้มคีวามเคม็ต ่ากว่าความเคม็

ในเลอืดกุง้ น ้าภายนอกจะไหลเขา้ตวักุง้ท าใหเ้ลอืดในตวักุง้จางลงและตายในทีสุ่ด ดงันัน้ในการ

ปรบัความเคม็ตอ้งปรบัแบบค่อยเป็นค่อยไปและกุง้จะโตชา้ลงเมื่อความเคม็สงูกว่า 25 ppt และ

ถา้ความเคม็เปลีย่นแปลงแบบรวดเรว็ท าใหกุ้ง้ตายได ้
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3. ออกซเิจน (Oxygen) เป็นปจัจยัส าคญัที่สุดในการเลี้ยงกุ้งเพราะกุ้งใช้

ออกซเิจนเพื่อการหายใจและออกซเิจนยงัช่วยในการย่อยสลายเศษอาหารและสิง่ขบัถ่ายต่างๆ

ของกุ้งด้วย ปริมาณออกซิเจนในน ้าที่กุ้งต้องการต้องมีปริมาณออกซิเจนในน ้าไม่น้อยกว่า      

3-5 มลิลิกรมัต่อลิตร โดยกุ้งขนาดเล็กต้องการออกซิเจนมากกว่ากุ้งขนาดใหญ่ กุ้งที่มขีนาด  

0.1-0.5 กรมั ใชอ้อกซเิจนชัว่โมงละประมาณ 1-2 มลิลกิรมัต่อลติร สว่นกุง้ขนาด 10-20 กรมั ใช้

ออกซิเจนประมาณ 0.3 มิลลิกรมัต่อชัว่โมง และกุ้งจะใช้ออกซิเจนสูงในระยะที่ลอกคราบ   

(Boyd, 1989 อา้งโดยจนัทรจ์ริา, 2544) ถา้ในน ้ามอีอกซเิจนน้อยกว่า 3 มลิลกิรมัต่อลติร กุง้จะ

ไมก่นิอาหาร ลดการเคลื่อนไหวลง กลา้มเน้ือในสว่นหางของกุง้จะเป็นสขีาวและอาจตายได ้ 

4. ความเป็นกรด-ด่าง (pH) ทีเ่หมาะสมในการเลีย้งกุง้มคี่าระหว่าง 7.5-8.5 ซึง่

เป็นระดบั pH ของน ้าทะเลทัว่ไปและเหมาะส าหรบัการเจรญิเตบิโตของกุง้ โดยปกติ pH จะไม่

เปลีย่นแปลงมากนกั แต่ pH จะเปลีย่นแปลงกต็่อเมื่อเกดิการเน่าสลายของอาหารทีต่กคา้ง หรอื

มกีารเกดิของแพลงก์ตอนพชืมาก เพราะถ้ามแีพลงก์ตอนพชืมากจะท าให ้pH สูงตามไปดว้ย 

ความเป็นกรด-ด่างจะมกีารเปลี่ยนแปลงมากในช่วงวนัซึ่งมผีลต่อการเจรญิเตบิโตและการลอก

คราบของกุง้ 

5. ไฮโดรเจนซลัไฟด ์(H2S) เป็นก๊าซทีเ่กดิขึน้ในบ่อกุง้จากการทีซ่ลัเฟตถูกดงึ

เอาออกซเิจนออกโดยแบคทเีรยีทีใ่ชซ้ลัเฟตเป็นตวัรบัอเิล็กตรอนตวัสุดทา้ยในการหายใจ เช่น

Sulfolobus thermothrix, Clostridium nitrificans หรอื Bacillus megaterium (นงลกัษณ์ และ

ปรชีา, 2552) ซึง่ก๊าซน้ีมกีลิน่เหมอืนไขเ่น่า ถา้มก๊ีาซไฮโดรเจนซลัไฟดม์ากเกนิ 0.05 มลิลกิรมั

ต่อลติร จะเป็นพษิต่อสตัวน์ ้าท าใหกุ้ง้เสยีการทรงตวัและตายในทีส่ดุ 

6. แอมโมเนีย (NH3) เกดิจากการขบัถ่ายของเสยีจากสตัวแ์ละการเน่าสลายของ

เศษอาหารที่ตกคา้งในบ่อ โดยแอมโมเนียในบ่อกุ้งอยู่ในรูปของก๊าซแอมโมเนียและในรูปของ

แอมโมเนียมไอออนมคีวามเป็นพษิต่อสตัวน์ ้า เมื่อ pH ของน ้าสงูแอมโมเนียจะเพิม่ขึ้น ท าให้

ความเป็นพิษของแอมโมเนียสูงตามไปด้วย ปริมาณของแอมโมเนียในบ่อกุ้งไม่ควรสูงกว่า     

0.1 มลิลกิรมัต่อลติร ปรมิาณแอมโมเนียในน ้าแสดงถงึความไม่สมดุลของแอมโมเนียในน ้า และ

ขาดระบบการกรองน ้าทีด่หีรอืการใหอ้าหารแก่สตัวน์ ้ามากเกนิไป หรอืการปล่อยสตัวน์ ้าในอตัรา

ทีห่นาแน่นท าใหก้ระบวนการก าจดัแอมโมเนียไปเป็นไนเตรทไม่ทนัจงึเกดิการสะสมแอมโมเนีย
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ท าให้เป็นอนัตรายต่อสตัว์น ้า โดยปรมิาณความเข้มข้นของแอมโมเนียที่มผีลต่อคุณภาพน ้า

แสดงดงัตารางที ่1.1 

7. ไนไตรท ์(NO-
2) เป็นสารกึง่กลางทีเ่กดิจากการเปลีย่นแอมโมเนียทีเ่ป็นพษิ

ไปเป็นไนเตรทที่ไม่เป็นพษิ ถ้าปรมิาณไนไตรท์ในน ้ามากเกนิไปอาจท าอนัตรายต่อสตัว์น ้าทัง้

ทางตรงและทางออ้ม คอื ท าใหส้ตัวน์ ้ามสีซีดีลงและตดิเชือ้ไดง้า่ย ปรมิาณไนไตรทใ์นบ่อกุง้ไม่

ควรเกนิ 0.1 มลิลกิรมัต่อลติร ถ้าอยู่ในระดบั 0.1-0.5 มลิลกิรมัต่อลติร แสดงว่าการก าจดั

สารอนิทรยี์ในน ้าไม่เรว็พอ คอื เกิดจากการเลี้ยงที่หนาแน่นการให้อาหารมากเกินไป หรอืมี

ระบบการกรองน ้าไมด่ที าใหเ้กดิอนัตรายต่อสตัวน์ ้าได ้

ตารางที ่1.1 ปรมิาณแอมโมเนียทีม่ผีลต่อคุณภาพน ้า 

ระดบัแอมโมเนีย (มลิลกิรมัต่อลติร) คุณภาพน ้า 

0 ดมีาก 

0.25 อาจเป็นอนัตรายต่อสตัวน์ ้าได ้

1.5 เป็นอนัตรายต่อสตัวน์ ้า 

3.0 ท าใหส้ตัวน์ ้าบางชนิดตายทนัท ี

5.0 ท าใหส้ตัวน์ ้าตายทนัท ี

ทีม่า : ดดัแปลงมาจาก มณฑกานต,์ 2547 

8. ไนเตรท (NO-
3) เกดิจากการทีไ่นไตรทถ์ูกออกซไิดซโ์ดยใชอ้อกซเิจน ซึง่ใน

สภาพปกตปิรมิาณของแอมโมเนียและไนไตรทจ์ะมปีรมิาณน้อยกว่า 0.1 มลิลกิรมัต่อลติร แต่จะ

มีปริมาณไนเตรทสะสมอยู่ กระบวนการที่ท าให้ไนเตรทเพิ่มขึ้น คือ มีการสลายตัวของ

สารอนิทรยี ์สารอนินทรยีเ์พิม่ขึน้ มกีารใหอ้าหารมากเกนิไปมกีารใสปุ่๋ ยทีม่ไีนโตรเจนไนเตรทไม่

เกดิอนัตรายกบัสตัวน์ ้ามากเมื่อเทยีบกบัแอมโมเนียและไนไตรทแ์ต่ไนเตรทท าใหคุ้ณภาพน ้าไม่

ด ีปรมิาณไนเตรททีม่ผีลต่อคุณภาพน ้า (ตารางที ่1.2) 

9. ธาตุอาหารในน ้า ไดแ้ก่ ไนโตรเจน ฟอสฟอรสั และพวกซลิกิา ธาตุอาหาร

เหล่าน้ีจะเป็นตวัเร่งใหแ้พลงกต์อนต่างๆ ขยายพนัธุไ์ดอ้ย่างรวดเรว็และช่วยปรบัสภาพน ้าใหม้ี

คุณภาพด ี
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10. ความขุน่ใสของน ้า ในบ่อเลี้ยงไม่ควรมคีวามขุ่นเกนิ 25 หน่วย เพราะถา้มี

ความขุน่มากท าใหก้ารเจรญิเตบิโตของกุง้ลดลง 

ตารางที ่1.2 ปรมิาณไนเตรททีม่ผีลต่อคุณภาพน ้า 

ระดบัไนเตรท (มลิลกิรมัต่อลติร) คุณภาพน ้า 

0.0-12.5 ดมีาก 

12.5-25.0 ปานกลาง ควรเปลีย่นน ้าบา้ง 

25.0-50.0 ไมด่ ีเริม่มมีลภาวะตอ้งเปลีย่นน ้า 

มากกวา่ 50 จ าเป็นตอ้งเปลีย่นน ้า 

ทีม่า : ดดัแปลงมาจาก มณฑกานต,์ 2547 

แต่เมื่อเลี้ยงกุ้งไประยะหน่ึงก็พบว่าสภาพพื้นบ่อมีเศษอาหารที่เหลือและสิ่ง

ปฏกิูลต่างๆ หมกัหมมตามพืน้บ่อ ถ้าทิง้ไวอ้าจเกดิกลิน่เหมน็และเป็นพษิต่อกุง้ ซึง่การเปลี่ยน

ถ่ายน ้า (ในการเลีย้งแบบระบบเปิด) สามารถเจอืจางและน าของเสยีออกไปจากบ่อเลีย้ง แต่ใน

ปจัจุบนัใชก้ารเปลี่ยนถ่ายน ้าจากคลองส่งน ้าทะเลโดยตรง ไม่ไดพ้กัเกบ็น ้า ซึ่งมคีวามเสีย่งต่อ

การเกดิโรคสูงและการเลี้ยงแบบระบบปิด ไม่มกีารเปลี่ยนถ่ายน ้า อนิทรยีวตัถุ (อาหารและสิง่

ขบัถ่ายจากกุง้) ทีใ่สเ่ขา้ไปเท่าไรกอ็ยูใ่นบ่อทัง้หมดตลอดการเลีย้ง นอกจากน้ีสารอนิทรยีท์ีม่อียู่

ในบ่อเลีย้งกุง้กม็ผีลต่อการเกดิโรคกุง้เช่นกนั โดยสารอนิทรยีท์ีม่อียู่ในบ่อเลีย้งกุง้เป็นตวัช่วยให้

จุลนิทรยีเ์จรญิไดด้แีละสง่ผลใหเ้กดิการตดิเชือ้ขึน้ในกุง้ ดงันัน้ควรแกไ้ขโดยการดแูลควบคุมการ

ใหอ้าหารโดยไม่ใหใ้นปรมิาณที่มากเกนิไปเพื่อใหอ้ยู่ในระดบัที่ธรรมชาตบิ าบดัภายในได ้หรอื

บรหิารจดัการช่วยใหร้ะบบธรรมชาตบิ าบดัมปีระสทิธภิาพสงูขึน้ เช่น แบคทเีรยีกนิสิง่เน่าเป่ือย

และแพลงก์ตอนพชื แพลงก์ตอนสตัว์กนิแพลงก์ตอนพืชและแบคทเีรยี และกุง้กนิแพลงก์ตอน

สตัว ์ซึง่กุง้สามารถน ามาเป็นอาหารมนุษยไ์ด ้โดยถอืหลกัใหห้ว่งโซ่อาหารเกดิความสมดุลในบ่อ

เลีย้งกุง้หรอืเกบ็เกีย่วมาใชป้ระโยชน์ใหม้ากทีส่ดุ โดยทัง้น้ีแหล่งทีม่าของสารอนิทรยีน์ัน้มทีีม่าได้

จาก  
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1. อาหารที่ให้กับกุ้ง จากการศึกษาพบว่า มีเพียง 30% ของโปรตีนหรือ

ไนโตรเจนในอาหารที่ถูกน าไปสร้างเป็นเน้ือกุ้งหรอืเพื่อการเจรญิเติบโต ส่วนที่เหลือถูกขบั

ออกมาเป็นมลู ซึง่สิง่ขบัถ่ายจากสิง่มชีวีติในบ่อกุง้ ไม่ว่าจะเป็นขีกุ้ง้ ขีป้ลา หรอืขีห้อย ลว้นเป็น

สารอนิทรยีท์ีส่ะสมในบ่อกุง้ทัง้สิน้ 

2. สารอนิทรยีจ์ากการตายของแพลงคต์อนพชืและแพลงคต์อนสตัว ์หากในน ้า

มธีาตุอาหารสมบูรณ์ แพลงคต์อนจะเจรญิไดด้ ีหรอืทีเ่รยีกว่าแพลงคต์อนบลูม เมื่อธาตุอาหารมี

ไม่พอ หรอืถ้าไม่มสีตัวน์ ้าทีก่นิแพลงก์ตอน แพลงก์ตอนดงักล่าวกจ็ะแก่และตายกลายเป็นของ

เสยี (สารอนิทรยี์) สะสมที่พื้นก้นบ่อโดยตรง เมื่อจุลินทรยี์ที่มอียู่ในบ่อหรอืใส่ลงไปใหม่ย่อย

สลายสารอนิทรยีห์รอืเศษอาหารเหลอืใหเ้ป็นธาตุอาหาร เช่น N, NO-
3, C, P และ S หากพืน้บ่อ

และน ้ามอีอกซเิจน แต่หากพืน้บ่อและน ้าขาดออกซเิจนสารอนิทรยีจ์ะถูกยอ่ยสลายไปเป็นก๊าซมี

พษิ เชน่ NH3, H2S, และ CH4 เป็นตน้ ซึง่จุดน้ีเป็นผลเสยีต่อการเลีย้งกุง้ 

3. ตะกอนหรอืเลนพืน้บ่อในการเลีย้งครัง้แรก โดยบ่อทีขุ่ดใหม่ตะกอนเลนยงัมี

อยูน้่อย แต่เมือ่ผา่นการเลีย้งไปหน่ึงรุน่จะมเีลนทีพ่ืน้บ่อเป็นจ านวนมาก  

4. อินทรยี์สารที่มากบัน ้า เช่น ตะกอนดิน ซากสิง่มชีีวติต่างๆที่ติดมากบัน ้า

ก่อนน ามาใช ้ถา้หากดงึน ้ามาใชโ้ดยตรงจากแหล่งน ้าธรรมชาตยิ่อมมตีะกอนหลุดลอดเขา้มาใน

บ่อกุ้งอย่างแน่นอน โดยปริมาณมาก หรือน้อยขึ้นกับที่ตัง้ฟาร์มและฤดูกาล (สืบค้นจาก: 

http://www.kungthai.com/KungThai/con_detail.php?id=17 เมื่อวนัที่ 23 พฤศจิกายน 2554; 

สริ,ิ 2547) 
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2.ลกัษณะอาหารกุ้ง 

ในปจัจุบนัการผลติอาหารสตัว์น ้ามมีาตรการต่างๆ เพื่อใหเ้กดิความปลอดภยั

ต่อผูบ้รโิภค และความยัง่ยนืของสิง่แวดล้อมที่ด ีโดยมรีะบบการผลติที่ด ีคอื ระบบมาตรฐาน 

GMP (Good Manufacture Practice) หลกัการคอื อาหารตอ้งท าจากวตัถุดบิคุณภาพด ีมี

สารอาหารครบถ้วนเพยีงพอเหมาะสมกบัชนิดของสตัว์น ้า มกีระบวนการผลิตที่ด ีมกีารเก็บ

รกัษาที่ถูกต้องเหมาะสม อาหารควรมสีารเหนียวหรอืสารยดึติด และการผลิตที่เฉพาะหรือ

เหมาะสม ทีช่่วยใหม้คีวามคงทนในน ้าไดด้ ีมปีระสทิธภิาพเหมาะสมในการเปลี่ยนอาหารเป็น

เน้ือสตัวน์ ้าสงู เพือ่ใหอ้าหารเกดิประโยชน์สงูสุดและสตัวน์ ้าไดร้บัอาหารมากเพยีงพอ ซึง่ช่วยให้

สตัว์น ้าเจรญิเติบโตด ีลดค่าใช้จ่าย ไม่เกดิอาหารเหลือมากที่อาจท าให้เกดิอาหารเน่าเสยีจน

ส่งผลต่อคุณภาพน ้า รวมทัง้ลดปรมิาณของเสยีได ้โดยสตัว์น ้าต้องการโภชนาหรอืสารอาหาร

จากวตัถุดบิหลายชนิด ซึง่ประกอบดว้ย 

- โปรตนีและกรดอะมโิน (กรดอะมโินทีจ่ าเป็นมปีระมาณ 10 ชนิด ) 

- ไขมนัและสารจ าเป็นทีม่าจากไขมนั (กรดไขมนัทีจ่ าเป็น ฟอสโฟลิ

ปิด และคลอเลสเตอรอล) 

- พลงังาน (โปรตนี ไขมนั และคารโ์บไฮเดรต) 

- วติามนิ (ละลายน ้า 11 ชนิด ละลายไขมนั 4 ชนิด) 

- แรธ่าตุ (10 ชนิด) 

ซึ่งประเภทของอาหารที่ใชใ้นการเลี้ยงสตัวน์ ้าสามารถแยกชนิดอาหารสตัวน์ ้า

ทัง้กลุ่มปลา/กุง้ทะเล โดยแยกตามชนิดการกนิอาหารของสตัวน์ ้าได ้3 กลุ่มใหญ่ ดงัน้ี 

1. อาหารส าหรบัสตัวน์ ้ากลุ่มทีก่นิพชื (hervivorous) 

- กลุ่มปลาน ้าจดื ไดแ้ก่ ปลาจนี ลิน่ฮือ้ แรด 

- ปลาน ้ากรอ่ย/ทะเล ไดแ้ก่ ปลานวลจนัทร ์ปลากระบอก 
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2. อาหารส าหรบัสตัวน์ ้ากลุ่มทีก่นิทัง้พชื-สตัว ์(omnivorous) 

- กลุ่มกนิพชืคอ่นไปทางกนิเน้ือ ไดแ้ก่ ปลานิล ตะเพยีน 

- กลุ่มกนิเน้ือมากกวา่กนิพชื ไดแ้ก่ ปลาดุก กุง้กา้มกราม 

ดงันัน้ อาหารส าหรบักลุ่มปลาทีก่นิพชืจะมสีว่นผสมทีเ่ป็นแป้งหรอืวตัถุดบิพวก

พชืมากกว่ากลุ่มทีก่นิเน้ือ เน่ืองจากมเีอนไซม ์(enzyme) หรอืน ้าย่อยทีจ่ะย่อยแป้งไดม้ากกว่า 

และลกัษณะของระบบทางเดนิอาหารหรอืระบบยอ่ยอาหารต่างกนั เป็นตน้ 

3. อาหารส าหรบัสตัวน์ ้ากลุ่มทีก่นิเน้ือ (carnivorous) ไดแ้ก่ ปลาช่อน 

ปลาบู่ ปลากราย ปลาหมอไทย กุ้ง โดยสตัว์น ้ ากลุ่มน้ีมีความต้องการอาหารที่มีโปรตีนสูง 

อาหารทีใ่ชเ้ลีย้งจงึเน้นเป็นเน้ือในปรมิาณสงู และใชแ้ป้งในปรมิาณน้อย เพราะน ้าย่อยของสตัว์

น ้ากลุ่มน้ีสามารถย่อยเน้ือสตัวไ์ดด้ ีย่อยแป้ง-พชืไดน้้อย ถ้าใส่แป้งมากเกนิไปจะท าใหส้ตัว์ย่อย

ไดไ้มด่ทีอ้งอาจอดืหรอืตายได ้

ส่วนปลาสวยงามกจ็ดักลุ่มตามชนิดของปลากลุ่มกนิพชืและกนิเน้ือแต่มกีารใส่

วตัถุดบิอาหารมากชนิดและมกีารเตมิสารสธีรรมชาต ิเพื่อใหป้ลามสีสีวยหรอืเขม้ขึน้นัน้หมายถงึ

โปรตีนจดัเป็นโภชนาที่สตัว์น ้าต้องการมากประมาณ 30-50% โดยเฉพาะในกลุ่มสตัว์น ้าที่กนิ

เน้ือ (กุ้ง) เพื่อใช้เป็นสารอาหารส าหรบัร่างกายในการสรา้ง เน้ือ หนัง อวยัวะต่างๆ เอนไซม ์

ฮอรโ์มน ภูมคิุม้กนั และสารพนัธุกรรม โดยโปรตนีประกอบดว้ยส่วนย่อยของโปรตนีทีเ่รยีกว่า 

กรดอะมโิน (amino acid) ซึง่ม ี2 กลุ่มคอื กรดอะมโินทีจ่ าเป็น (essential amino acid) ม ี     

10 ชนิดที่ร่างกายสตัว์น ้าไม่สามารถสงัเคราะห์ หรอืสร้างเองได้ และกรดอะมโินที่ไม่จ าเป็น    

10 ชนิดทีร่า่งกายสงัเคราะหข์ึน้เองไดจ้งึไมจ่ าเป็นตอ้งมใีนอาหาร สตัวน์ ้าตอ้งไดร้บักรดอะมโินที่

จ าเป็นครบทุกตวัในปรมิาณทีพ่อเหมาะ จงึท าใหร้่างกายสรา้งโปรตนีได ้โปรตนีคุณภาพดทีีท่ า

ใหส้ตัวน์ ้ามกีารเจรญิเตบิโตดคีวรมสี่วนประกอบของกรดอะมโินทีจ่ าเป็นทัง้ 10 ชนิดในปรมิาณ

ทีส่มดุล ซึ่งสตัว์น ้าแต่ละชนิดต้องการกรดอะมโินจ าเป็น 10 ชนิดน้ีในปรมิาณทีแ่ตกต่างกนัไป 

โดยเฉพาะอยา่งยิง่ สตัวน์ ้าวยัอ่อนทุกชนิดตอ้งการอาหารทีม่โีปรตนีสงู เมื่อโตขึน้ความตอ้งการ

โปรตนีจงึลดลง (อมรรตัน์ และคณะ, 2548) 
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3.แบคทีเรียในทะเลและแหล่งการเลี้ยงกุ้ง 

ในธรรมชาตติามชายฝ ัง่ทะเลสามารถพบแบคทเีรยีทัง้ในน ้าและดนิตะกอนซึ่ง

จากรายงานของ พฒันาและคณะ (2547) พบว่ามแีบคทเีรยีกลุ่ม Coliforms, Fecal coliform, 

Vibrio spp. และ Enterococci ปนเป้ือนในตวัอยา่งน ้าในปรมิาณสงู โดยเฉพาะอยา่งยิง่บรเิวณ 

หน้าศาลากลางจงัหวดัชลบุร ีหว้ยกะปิ อ่างศลิา แหลมแท่น ศรรีาชา หาดจอมทอง บรเิวณปาก

แมน่ ้า บางปะกง ประแสร ์พงัราด จนัทบุร ีเวฬุ และตราด โดยพบ Vibrio spp. สงูสุดทีต่รวจพบ 

คอื 2.12x103 เซลล์ต่อมลิลลิติร ทีแ่หลมแท่นในเดอืนสงิหาคม และยงัพบแบคทเีรยีประจ าถิน่     

(bacterial flora) ไดท้ัว่ไปทัง้ในน ้าทีใ่ชเ้ลีย้งกุง้ และในตวักุง้เอง จากรายงานการศึกษาของ 

Ruangpan และ Tabkaew (1994); Oxley และคณะ (2002) พบว่า แบคทเีรยี Aeromonas, 

Plesiomonas, Photobacterium, Pseudoalteromonas, Pseudomonas และ Vibrio เป็นชนิด

หลกัในตบัอ่อน ล าไส ้และ haemolymph ของการเลี้ยงกุง้แบบหนาแน่น ซึง่อุษณีย ์และสริ ิ

(2543) รายงานว่า จากการเกบ็ตวัอย่างน ้าในบ่อเลีย้งกุง้ขนาด 3,220 ตารางเซนตเิมตร ความ

หนาแน่นของกุ้ง 100,000 ตวั/ไร่ พบปรมิาณ Vibrio spp. เฉลี่ยอยู่ระหว่าง                 

6.0x10-5.3-102 เซลลต์่อมลิลลิติร นอกจากน้ี Ruangpan และคณะ (1995) อา้งโดย พรพมิล 

(2545) รายงานว่าแบคทเีรยีประจ าถิ่นของบ่อเลี้ยงกุ้งกุลาด าที่ความหนาแน่นแตกต่างกนัที่

ระดบั 30 ตวั/ตารางเมตร และ 45 ตวั/ตารางเมตร พบแบคทเีรยีรวม และ Vibrio ประมาณ   

103-104 และ  102-103 เซลลต์่อมลิลลิติร ตามล าดบั ในบ่อทีม่คีวามหนาแน่นต ่า และ 104-105 

และ 103-104เซลล์ต่อมลิลลิติร ในบ่อที่มคีวามหนาแน่นสูง และพบ Pseudomonas เป็น

แบคทเีรยีประจ าถิน่ตลอดช่วงการเลีย้ง และยงัพบแบคทเีรยีสกุล Vibrio ไดแ้ก่ V. damsela,                   

V. alginolyticus,V. harveyi, V. parahaemolyticus, V. fluvialis, V. cholerae (non-01) และ 

Vibrio spp. ส่วนแบคทเีรยีอื่นๆ ทีพ่บไดแ้ก่ Aeromonas, Moraxella, Flavobacterium, 

Plesiomonas  และ Acinetobacter 

นอกจากน้ี Johnson (1983) รายงานการพบแบคทเีรยีบางชนิดบนผวิล าตวั 

ในทางเดนิอาหารของสตัวน์ ้าเป็นจ านวนมาก แต่แบคทเีรยีเหล่าน้ีกไ็ม่สามารถท า อนัตรายต่อ

สตัวน์ ้าไดถ้า้สภาพแวดลอ้มเหมาะสม และสตัวน์ ้าไมเ่กดิอาการเครยีด แมว้่าแบคทเีรยีสามารถ

เขา้สูต่วัสตัวไ์ดต้ามบรเิวณบาดแผลถา้หากมปีรมิาณไมม่าก สตัวน์ ้าสามารถใชร้ะบบป้องกนัตวั

ภายในรา่งกาย (defense mechanism) ก าจดัเชือ้แบคทเีรยีเหล่านัน้ไดก้ารตดิเชือ้แบคทเีรยีใน

ระบบเลอืด และของเหลวภายในร่างกาย (body fluid) เกดิขึน้หลงัจากสตัวม์คีวามอ่อนแอ
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เน่ืองจากสภาพแวดล้อมไม่เหมาะสมแบคทเีรยีที่เป็นสาเหตุในการเกดิโรคในสตัว์เปลอืกแขง็  

(crustacean) มกัเป็นแบคทเีรยีแกรมลบ (Gram-negative) ทัง้หมด ยกเวน้ Micrococcus ซึง่

เป็นแบคทเีรยีแกรมบวก (Gram-positive) ทีท่ าใหเ้กดิโรคในกุง้มงักร (lobster)  

 

4.โรคกุ้งท่ีมีสาเหตจุากแบคทีเรีย 

โรคกุ้งที่มีสาเหตุจากแบคทีเรียพบว่าเป็นการติดเชื้อแบบระยะที่สอง 

(secondary infection) คอื รา่งกายกุง้อ่อนแอจากสาเหตุอื่นๆ อยูก่่อนแลว้ เช่น คุณภาพน ้าไม่ดี

หรือเกิดความเครียดหรือมีบาดแผล เป็นต้น โรคแบคทีเรียมกัเกิดกับกุ้งวัยอ่อน (larvae)       

โพสทล์าวา (postlarvae) และกุง้วยัรุน่ (juvenile) แบคทเีรยีก่อโรคในกุง้สว่นใหญ่เป็นแบคทเีรยี

แกรมลบ รูปร่างเป็นแท่ง เคลื่อนไหวได้ ส่วนมากเป็นแบคทเีรยีสกุลวบิรโิอ (Vibrio spp.)      

ซึง่ไดแ้ก่ V. alginolyticus, V. parahaemolyticus, V. splendidus, V. vulnificus, V. damsela 

และ V. harveyi (Lavilla-Pitogo, 1990) ซึง่เชือ้แบคทเีรยีเขา้สูต่วักุง้ไดห้ลายทาง เช่น ทางปาก

โดยการกนิอาหารที่มเีชือ้ปนเป้ือนเขา้ไป ทางรอยแผล หรอืติดต่อจากแม่กุง้ในกรณีน้ีเกดิจาก

เลอืดซึง่เขา้ไปหล่อเลีย้งรงัไขท่ าใหลู้กกุง้ตดิเชือ้ตัง้แต่ยงัอ่อน เป็นตน้ บรเิวณส าคญัทีสุ่ดซึง่เป็น

จุดอนัตรายทีเ่ชือ้แบคทเีรยีเขา้สู่ตวักุง้ คอื เหงอืก จากนัน้จงึเขา้ไปตามกระแสเลอืดไปตามสว่น

ต่างๆ หมุนเวยีนไปทัว่ร่างกายโดยการอาศยัน ้าเลอืดทีม่โีปรตนีสูงถงึ 80-90 เปอรเ์ซน็ต์เป็น

อาหาร เมื่อไปถงึตบัหรอืตบัอ่อนหรอืแมแ้ต่ส่วนอื่นๆ ทีเ่ป็นจุดอบัและเป็นแหล่งทีใ่ชเ้ป็นอาหาร

ได้บางส่วน แบคทีเรียก็เข้าไปอยู่ในอวยัวะส่วนนัน้แล้วปล่อยเอนไซม์ออกมาย่อยเน้ือเยื่อ 

หลงัจากนัน้กม็กีารแพร่พนัธุ์และขยายจ านวนออกไป เมื่อส่วนของเน้ือเยื่อถูกท าลายท าใหกุ้้ง

ป่วยโดยเกดิอาการกนิอาหารไดล้ดลง ซมึและเครยีด เสยีการทรงตวัเมื่อว่ายน ้า และในที่สุดก็

เกยฝ ัง่และตายภายใน 2-3 วนั หลงัจากนัน้แบคทเีรยีกอ็อกมาอยู่ในน ้าเพื่อหากุง้ตวัใหม ่(host) 

เพือ่อาศยัต่อไป  

โรคเรอืงแสงในกุง้เป็นโรคหน่ึงทีเ่กดิจากการตดิเชือ้แบคทเีรยี โดยเกดิจากการ

ปนเป้ือนของแบคทเีรยีเรอืงแสง (luminous bacteria) ซึง่มอียูห่ลายชนิด ส าหรบัชนิดทีต่รวจพบ

ในประเทศไทย ไดแ้ก่  V. fischeri, V. cholerae, V. harveyi และ Photobactrium leiognathi ซึง่

ในจ านวนแบคทเีรยีเรอืงแสงดงักล่าวมาน้ี V. harveyi เป็นชนิดทีพ่บในแหล่งน ้าเป็นปรมิาณสงู

กวา่ชนิดอื่นและยงัพบในกุง้ปว่ยและกุง้ตายอยูเ่สมอ (Ruangpan et al., 1995) รายงานวจิยัของ 
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Ruangpan และคณะ (1995) พบว่า ในบ่อเลีย้งทีม่กีารเลีย้งกุง้หนาแน่นสงูพบแบคทเีรยี Vibrio 

และแบคทีเรียเรืองแสงในปริมาณสูงกว่าบ่อที่มีความหนาแน่นต ่าและพบว่า  หากปล่อยให้

ปรมิาณแบคทเีรยีรวมในบ่ออยูใ่นระดบัสงู 104 เซลลต์่อมลิลลิติร เป็นเวลานาน 10 วนั ขึน้ไปกุง้

ในบ่อจะเกดิปญัหาดา้นสุขภาพ นอกจากน้ีเมื่อแยกเชือ้สกุล Vibrio จากกุง้กุลาด าทีเ่ป็นโรคจาก

การเลีย้งในหลายพืน้ทีข่องประเทศไทยพบวา่ม ีV. harveyi ในตวักุง้ดว้ย  

ความเสียหายจากปญัหาโรคกุ้งทัง้หมดในขณะน้ีพบว่าโรคเรืองแสงจาก        

V. harveyi รุนแรงทีสุ่ด ไมต่ ่ากว่า 70% ของโรคทัง้หมดเกดิจากเชือ้โรคน้ีเพยีงอย่างเดยีว ใน

ประเทศไทยโรคเรืองแสงรายงานครัง้แรกในปี 2530 จากโรงเพาะฟกัจากกุ้งแชบ๊วย     

(Penaeus merguiemsis) โดยพบแบคทเีรยีเรอืงแสงเจรญิแพรห่ลายมากในบ่อฟกัในขณะทีเ่กดิ

การตายของลูกกุ้งระยะต่างๆ ถงึ 70–100% เมื่อทดสอบการท าใหเ้กดิโรค (pathogenicity) 

พบวา่ V. harveyi ทีร่ะดบัความเขม้ขน้ 107เซลลต์่อมลิลลิติร ท าใหเ้กดิโรคกบัลกูกุง้แชบ๊วยระยะ

นอเพลยีส (nauplius) มากทีสุ่ด ขณะทีลู่กกุง้ในระยะไมซสิ (mysis) และโพสทล์าวา (postlarva) 

จะเกดิโรคน้อยลงตามล าดบั และซูเอี้ย (zoea) มากที่สุด ขณะที่เกดิโรคกบักุ้งระยะไมซสิและ  

โพสทล์าวาไดน้้อยลงตามล าดบัจนกระทัง้ในปี 2556 พบว่า มกีารระบาดของโรคตายด่วนในกุง้ 

ท าใหก้ารส่งออกกุง้ของประเทศไทยลดลง จนสูญเสยีอนัดบัที ่1 ในการเป็นผูน้ าการส่งออกกุ้ง 

ตลอดจนเกดิปญัหาต่างๆ แก่เกษตรกรผูเ้ลี้ยงกุ้งเป็นอย่างมาก (กรมประมง กระทรวงเกษตร

และสหกรณ์, 2556; ศนูยอ์จัฉรยิะเพือ่อุตสาหกรรมอาหาร, 2558) 

 

5.แบคทีเรียสกลุ Vibrio 

เป็นแบคทเีรยีทีก่่อใหเ้กดิโรคซึง่เป็นสาเหตุการตายของกุง้และปลาจ านวนมาก

ซึ่งแบคทเีรยีสกุลน้ีจดัอยู่ในกลุ่ม facultative anaerobic เป็นแบคทเีรยีแกรมลบ            

(Gram-nagative) รปูรา่งเป็นท่อนโคง้ (curve rod) หรอืตรงขนาด 0.5-0.8x1.4-2.6 ไมโครเมตร 

ไมส่รา้ง endospore หรอื microcyst เมือ่อยูใ่นอาหารเหลว (liquid media) มกีารเคลื่อนทีโ่ดยใช ้

monotrichous หรอื multitrichous flagella เมื่อเจรญิในอาหารแขง็ (solid media) สรา้ง    

lateral flagella จ านวนมาก ทุกสายพนัธุเ์ป็น chemoorganotroph ตอ้งการ sodium ion เป็น

ตัวกระตุ้น ส าหรับการเจริญโดยความเข้มข้นที่เหมาะสมต่อการเจริญเติบโตอยู่ในช่วง             

5-700 mM สว่นใหญ่เจรญิในอาหารเลีย้งเชือ้ทีป่ระกอบดว้ย D-glucose และ NH4Cl หมกั
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น ้าตาล glucose ไดก้รด และส่วนใหญ่ไม่สรา้งก๊าซ ทุกชนิดสามารถใช้ D–glucose,             

D–fructose, maltose และ glycerol สว่นใหญ่ใหป้ฏกิริยิา Oxidase เป็นบวก ทุกชนิดเจรญิไดท้ี่

อุณหภูม ิ 20 องศาเซลเซยีส และเจรญิไดด้ทีีสุ่ดทีอุ่ณหภูม ิ30 องศาเซลเซยีส พบไดใ้นช่วง

ความเคม็ค่อนขา้งกวา้ง พบไดท้ัว่ไปในทะเล และบรเิวณชายฝ ัง่ รวมทัง้ผวิล าตวั และในล าไส้

ของสตัวท์ะเล บางชนิดพบในแหล่งน ้าจดืและเป็นเชือ้ทีก่่อโรคในคนเช่นเดยีวกบัสตัวท์ีม่กีระดูก

สนัหลงั และไมม่กีระดกูสนัหลงัในทะเล mol% G+C ของ DNA เทา่กบั 38-51 หลายๆ สายพนัธุ์

ของ Vibrio สามารถ swarm ไดบ้นอาหารแขง็ การ swarm เกดิจากความยาวของเซลล ์และม ี

lateral flagella เป็นจ านวนมากซึง่เป็นผลจากสภาพทางกายภาพ เคม ีรวมทัง้ความเขม้ขน้ของ

อาหาร องคป์ระกอบของอาหาร และอุณหภูม ิแบคทเีรยีสกุลน้ีสามารถเจรญิไดใ้นอาหารเลี้ยง

เชือ้หลายชนิดและสามารถเจรญิไดด้ใีน differential medium คอื Thiosulfate Citrate Bile 

Sucrose agar (TCBS agar) เจรญิไดใ้นสภาพทีม่คีวามเป็นกรดเป็นด่างเท่ากบั 9 และ

ก่อใหเ้กดิโรคแบบ secondary infection คอื เมื่อรา่งกายของสตัวน์ ้าเกดิอาการเครยีดเน่ืองจาก

สภาพแวดล้อมไม่เหมาะสมท าใหกุ้้งอ่อนแอ ท าใหแ้บคทเีรยีสามารถเขา้ท าลายได้จงึเรยีกว่า 

เชือ้ฉวยโอกาส (opportunistic pathogen) (Prosser et al., 1996)  

 

6.แบคทีเรียสงัเคราะหแ์สง 

แบคทเีรยีสงัเคราะหแ์สงสมี่วงทีไ่ม่ใชอ้อกซเิจน (anoxygenic phototrophic 

purple bacteria) จดัเป็นตวัแทนของกลุ่มแบคทเีรยีทีพ่บไดใ้นน ้า เน่ืองจากแบคทเีรยีกลุ่มน้ีมี

ความสามารถที่โดดเด่น คือ ความสามารถในสงัเคราะห์แสงโดยใช้รงควตัถุ (pigment) คือ    

แบคเทอรโิอคลอโรฟิลล์ เอ หรอื บ ี(Bacteriochlorophyll a or b) และคาโรทนิอยด ์

(Carotenoid) ชนิดต่างๆ เช่น spirilloxanthin, rhodopinal, spheroidene หรอื okenone series 

(Schmidt,1978)  เพื่อสร้างพลังงาน โดยเกิดขึ้นในสภาวะที่ไม่มีหรือขาดออกซิเจน  ซึ่ง

แบคทีเรยีเหล่าน้ีไม่ใช้น ้าเป็นตัวให้อิเล็กตรอน แต่ใช้ซลัไฟด์และสารประกอบของซลัเฟอร์

ตลอดจนสารอนิทรยีโ์มเลกุลเลก็เป็นตวัใหอ้เิลก็ตรอน (Widdel et al, 1993; Ehrenreich et  al., 

1994)  ซึง่สามารถเจรญิไดท้ัง้แบบ photoautotrophically และ/หรอื photoheterotrophically 

รวมทัง้แบบ heterotrophy ภายใตส้ภาวะทีม่อีากาศและเมือ่จดัแบ่งกลุ่มแบคทเีรยีสงัเคราะหแ์สง

สมี่วงที่ไม่ใช้ออกซิเจน สามารถแบ่งเป็นกลุ่มของแบคทีเรียสงัเคราะห์แสงสีม่วงที่ไม่สะสม
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ซลัเฟอรเ์ป็น 2 กลุ่ม คอื Alphaproteobacteria และ Betaproteobacteria และกลุ่มของ

แบคทีเรียสงัเคราะห์แสงสีม่วงที่สะสมซลัเฟอร์ 1 กลุ่ม คือ Gammaproteobacteriaซึ่งอาศัย

ขอ้มลูทางดา้นโมเลกุลเขา้มาช่วยในการจดักลุ่ม (Imhoff et al., 2005) 

1. Phototrophic Alphaproteobacteria 

แบคทเีรยีในกลุ่ม Alphaproteobacteria เป็นกลุ่มของแบคทีเรยี

สงัเคราะหแ์สงสมีว่งทีไ่มส่ะสมซลัเฟอรส์ามารถสงัเคราะหแ์สงโดยการใชแ้บคเทอรโิอคลอโรฟิลล์ 

เอ หรอื บ ี(ซึง่ถูก esterified ดว้ย phytol หรอื geranylgeraniol) และอกีหลายๆ ประเภทของคา

โรทินอยด์สามารถพบได้หลายส ีเช่น สนี ้าตาล สนี ้าตาลแดงสแีดงหรอืสชีมพู ซึ่งเป็นผลมา     

จากรงควตัถุ สว่นใหญ่สามารถเจรญิแบบ chemotrophic ในทีม่ดืไดด้ว้ย บางชนิดของแบคทเีรยี

กลุ่มน้ีมคีวามไวต่อออกซเิจนสงู ซึง่เป็นพษิต่อแบคทเีรยีกลุ่มน้ี แต่กส็ามารถพบแบคทเีรยีกลุ่มนี้

ได้ทัว่ไปในธรรมชาติ ทัง้ในในน ้าจดื และทะเล ขึน้อยู่กบัสภาพแวดล้อมที่มกีารสมัผสักบัแสง 

แบคทเีรยีในกลุ่ม Alphaproteobacteria เช่น Rhodospirillum, Phaeospirillum, Roseospira, 

Rhodocista, Rhodovibrio, Rhodothalassium และ Rhodospira เป็นตน้ 

2. Phototrophic Betaproteobacteria 

Betaproteobacteria เป็นกลุ่มของแบคทเีรยีสงัเคราะหแ์สงสมี่วงที่ไม่

สะสมซลัเฟอร์สามารถสงัเคราะห์แสงได้โดยการใช้แบคเทอรโิอคลอโรฟิลล์และคาโรทนิอยด ์

เซลล์มลีกัษณะเป็นแท่งตรง (straight) แท่งโคง้ (curved rods) หรอืกลม (sphere) สามารถ

เคลื่อนทีโ่ดยการใช ้polar flagella สามารถเจรญิไดภ้ายใต้สภาวะทีไ่ม่มอีากาศ มแีสงและมี

ความแตกต่างจากแบคทีเรียในกลุ่ม  Alphaproteobacteria ที่แบคทีเรียกลุ่ม 

Betaproteobacteria ม ีubiquinone และ menaquinone (หรอื rhodoquinone) ทีต่ าแหน่ง       

8 isoprenoid ของ sidechain (Q-8, RQ-8 และ MK-8) อกีทัง้ “small type” cytochrome C551 

ที่พบในกลุ่ มของChromatiaceae และ  Ectothiorhodospiraceae แต่ ไม่พบ ในกลุ่ มของ 

Alphaproteobacteria (Ambler et al., 1979; Dickerson, 1980) แบคทเีรยีในกลุ่ม 

Betaproteobacteria เชน่ Rhodocyclus, Rhodoferax และ Rubrivivaxเป็นตน้ 
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3. Phototrophic Gammaproteobacteria 

Gammaproteobacteria เป็นแบคทเีรยีกลุ่มแบคทเีรยีสงัเคราะแสงสี

ม่วงที่สะสมซัลเฟอร์ ซึ่งสามารถเจริญได้ในสภาวะที่ไม่มีออกซิเจน ใช้ซัลเฟอร์เป็นตัวให้

อเิลก็ตรอน เป็นการเจรญิแบบ photolithoautotrophically โดยการใชแ้บคเทอรโิอคลอโรฟิลล ์เอ 

หรือ  บี  แ ล ะคา โ รทินอยด์ช นิ ดต่ า งๆ  ในการสัง เ ค ร า ะห์แส ง  แบคที เ รีย ในกลุ่ ม 

Gammaproteobacteria เช่น Ectothiorhodospira, Thiorhodospira, Halorhodospira, 

Arhodomonas และ Alkalispirillum เป็นตน้ 

6.1 ประโยชน์ของแบคทีเรียสงัเคราะหแ์สงสีม่วงท่ีไม่สะสมซลัเฟอร ์

แบคทเีรยีสงัเคราะห์แสงกลุ่มที่ไม่ใช้ออกซเิจน โดยเฉพาะแบคทเีรยี

สงัเคราะหแ์สงสมีว่งทีไ่มส่ะสมซลัเฟอร ์(purple nonsulfur bacteria: PNSB) เป็นแบคทเีรยีที่

สามารถด ารงชพีไดห้ลายสภาวะทัง้ในสภาวะทีม่แีสง-ไมม่อีอกซเิจน (microaerobic-light) และ     

ไรแ้สง-มอีอกซเิจน (aerobic-dark) ซึ่งลกัษณะส าคญัของแบคทเีรยีกลุ่มน้ี คอื มคีวามสามารถ

ในการเจรญิไดท้ัง้ในแบบ photo- และ chemoautotrophy, heterotrophy และ fermentation 

(Sasikala and Ramana, 1995; Wexler and Startari, 1998) ซึง่ใชส้ารอนิทรยีใ์นการสรา้ง

พลงังาน และมวลเซลล ์ดงันัน้จงึมกีารน าแบคทเีรยีกลุ่มน้ีมาประยุกตใ์ชใ้หเ้กดิใชป้ระโยชน์อยา่ง

มากมาย 

1. การบ าบดัน ้าเสยี 

แบคทีเรียสังเคราะห์แสงกลุ่มที่ไม่ใช้ออกซิเจนโดยเฉพาะ

แบคทเีรยีสงัเคราะหแ์สงสมี่วงที่ไม่สะสมซลัเฟอรเ์ป็นอกีตวัเลอืกหน่ึงทีถู่กน ามาประยุกต์ใชใ้น

การควบคุมคุณภาพน ้าไม่ว่าทางดา้นการเกษตร ปศุสตัว ์หรอือื่นๆ (Wexler and Startari, 

1998) ซึ่งตวัอย่างการน าแบคทเีรยีสงัเคราะห์แสงกลุ่มที่ไม่ใช้ออกซเิจนมาประยุกต์ใช้ในการ

บ าบดัน ้าเสยีเชน่ 

Kim และคณะ (2004) ไดน้ าแบคทเีรยีสงัเคราะหแ์สงสมีว่งทีไ่ม่

สะสมซลัเฟอร ์เช่น Rhodopseudomonas palustris มาใชบ้ าบดัน ้าเสยีทีไ่ดจ้ากการเพาะเลีย้ง

สุกร โดยคุณลกัษณะของน ้าเสยีในทีน้ี่ มคี่า COD สงูมากกว่า 20,000 มลิลกิรมัต่อลติรและมี
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ธาตุอาหารประเภทฟอสเฟตในปริมาณสูง ซึ่งเป็นสาเหตุน าไปสู่การเกิดยูโทรฟิเคชัน่ 

(Eutrophication) นอกจากน้ียงัมสีารอนิทรยีร์ะเหย (volatile organic compounds; VOC) 

ก่อใหเ้กดิกลิน่ทีไ่ม่พงึประสงค ์และเมื่อน าแบคทเีรยี R. palustris มาใชใ้นการบ าบดัน ้าเสยี

ภายใต้สภาวะไรอ้ากาศ-มแีสง เป็นเวลา 7 วนั พบว่า แบคทเีรยีมคีวามสามารถในการลดค่า 

COD ลงได ้50 เปอรเ์ซน็ต์และลดธาตุอาหารฟอสเฟตได้ 58 เปอรเ์ซน็ต์ พรอ้มทัง้มผีลช่วย

ก าจดักลิน่ทีไ่มพ่งึประสงคใ์หล้ดลง 

Lu และคณะ (2011) พบวา่ แบคทเีรยีสงัเคราะหแ์สงสมีว่งทีไ่ม่

สะสมซัลเฟอร์ เช่น Rhodobacter sphaeroides มีความสามารถในการลดปริมาณ            

Total nitrogen (TN) ในน ้าเสยีจากกระบวนการผลตินมถัว่เหลอืง ได ้40 เปอรเ์ซน็ต์   

นอกจากน้ียงัมคีวามสามารถในการลดค่า COD (Chemical oxygen demand) ไดส้งูถงึ 95 

เปอรเ์ซน็ต ์ซึง่มผีลในการบ าบดัน ้าเสยีใหม้คีุณลกัษณะทีด่ขี ึน้ 

2. การเพาะเลีย้งสตัวน์ ้า 

จนัทรจ์ริา (2544) กล่าวว่า แบคทเีรยีสงัเคราะหแ์สงทีแ่ยกได้

จากน ้าและดนิตะกอนในบ่อเลีย้งกุง้สามารถเจรญิไดด้แีละมชีวีติไดน้านกว่า V. harveyi  และเมื่อ

น ามาผสมกบัอาหารเลี้ยงกุง้กุลาด าในปรมิาณ 1% พบว่า แบคทเีรยีสายพนัธุ์ดงักล่าวสามารถ

กระตุ้นภูมิคุ้มกันและสีของกุ้ง กุลาด าได้ดีกว่า กุ้งที่ไม่ได้ร ับเ ชื้อดังกล่าว นอกจากน้ี 

Chandrasekaran และคณะ (2011) ยงักล่าวอกีว่า สารสกดัจากแบคทเีรยีสงัเคราะหแ์สงสมีว่งที่

ไม่สะสมซลัเฟอร์ที่แยกได้จากสิ่งปฏิกูลในบ่อกุ้งมกีิจกรรมในการต้าน V. harveyi และ           

V. fischerii โดยวธิ ีdisc diffusion method โดย R. sphaeroides ใหก้จิกรรมการยบัยัง้สงูทีส่ดุ  

3. การสรา้งเอนไซมย์อ่ยโปรตนีจากแบคทเีรยีสงัเคราะหแ์สงสมีว่งทีไ่ม่

สะสมซลัเฟอร ์

Sasikala และ Ramana (1995; 1998); Wexler และ Startari 

(1998) กล่าวว่า แบคทเีรยีสงัเคราะหแ์สงทีไ่ม่ใชอ้อกซเิจนมคีวามสามารถในการผลติเอนไซม์

ยอ่ยสารอนิทรยี ์เช่น คารโ์บไฮเดรต โปรตนี และไขมนัได ้ขณะที ่Oda และคณะ (2004) พบว่า 

Rubrivivax gelatinosus KDDS1 มคีวามสามารถในการผลติเอนไซม ์Proteinase โดยน ามา

ตรวจหาดว้ยอาหาร GM+1% casein plate ซึง่เลีย้งในสภาวะทีม่อีอกซเิจนเพยีงเลก็น้อย 

(microaerobic condition) และมแีสง ซึ่งจากการศกึษาพบว่าเอนไซมช์นิดน้ี มขีนาดโมเลกุล 
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ประมาณ 32.5 kDa และเมื่อท าการระบุชนิดของเอนไซม ์พบว่า เอนไซมท์ีไ่ดจ้ากแบคทเีรยี

สงัเคราะหแ์สงน้ีเป็นเอนไซมป์ระเภท serine-type proteinase และสามารถท างานไดด้ใีนค่า

ความเป็นกรด-ด่าง เทา่กบั 9.6 อุณหภูมทิีเ่หมาะสมของเอนไซมน้ี์ คอื 45 องศาเซลเซยีส 

 

7. เมตาบอลิซึมของแบคทีเรีย  

กระบวนการเมตาบอลลซิมึเป็นปฏกิริยิาชวีเคมทีีเ่กดิขึน้ภายในเซลล์สิง่มชีวีติ   

ประกอบดว้ย  catabolism เป็นปฏกิริยิาเคมทีีย่อ่ยสลายสารโมเลกุลใหญ่เพือ่ใหพ้ลงังานและสาร

ซึง่เป็นองคป์ระกอบของเซลลต์่อไป  สว่น anabolism เป็นการน าเอาพลงังานและสารโมเลกุลที่

เป็นโครงสร้างพื้นฐานที่ได้จากกระบวนการ catabolism มาสร้างเป็นสารโมเลกุลใหญ่ที่เป็น

องคป์ระกอบต่างๆ ภายในเซลล ์โดยกระบวนการเมตาบอลซิมึเกดิขึน้ไดต้อ้งอาศยัเอนไซม ์ ซึง่

สิง่มชีวีติทุกชนิด ทัง้พชื สตัว์และจุลินทรยี์สามารถผลิตเอนไซม์ได้ โดยแหล่งผลิตเอนไซม์ที่

ส าคัญในอุตสาหกรรมในปจัจุบัน คือจุลินทรีย์ซึ่งมีทัง้เอนไซม์ที่อยู่ภายในเซลล์เรียกว่า 

endoenzyme และเอนไซมท์ีถู่กปล่อยออกมาท างานภายนอกเซลลเ์รยีกว่า exoenzyme ซึง่มี

ขอ้ดอีกีหลายประการดงัน้ี (ดวงพร, 2545; สมใจ, 2547; ดุษณี, 2555) 

1. จุลินทรีย์สามารถผลิตเอนไซม์ปริมาณมากๆ ได้ในระยะเวลาสัน้ โดยใช้

ตน้ทุนการผลติต ่ากวา่การผลติจากพชืและสตัว ์เพราะจุลนิทรยีเ์จรญิเพิม่จ านวนไดอ้ย่างรวดเรว็ 

และมขีนาดเลก็ จงึใชพ้ืน้ทีน้่อย นอกจากน้ียงัสามารถเลอืกใชอ้าหารเลีย้งเชือ้ราคาถูก และผลติ

ไดต้ลอดเวลาโดยไมข่ึน้กบัฤดกูาล 

2. การคดัเลือกจุลินทรยี์ที่สามารถผลิตเอนไซม์ที่ต้องการ ท าได้โดยวิธีการ

งา่ยๆ และใชเ้วลาไมม่ากนกั 

3. จุลนิทรยีห์ลายชนิดผลติเอนไซมท์ีส่ามารถเรง่ปฏกิริยิาชนิดเดยีวกนัได ้แต่มี

สมบตับิางอย่างต่างกนั จงึสามารถเลอืกใชเ้อนไซมท์ีเ่หมาะสม ในสภาวะทีแ่ตกต่างกนัไดต้าม

ตอ้งการ 

4. การเพิม่ผลผลติเอนไซมจ์ากจุลนิทรยีโ์ดยการปรบัปรุงพนัธุกรรม หรอืโดย

การเปลีย่นแปลงสภาพแวดลอ้ม สามารถท าไดง้า่ยกวา่สิง่มชีวีติอื่น 
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7.1 เอนไซม ์ 

เอนไซมเ์ป็นสารประกอบโปรตนีชนิดกอ้นกลม (globular protein) มี

การขดตวัหรอืโครงรปู (conformation) ทีจ่ าเพาะซึง่ถูกก าหนดโดยล าดบัการเรยีงตวัของกรดอะ

มโินทีเ่ป็นองคป์ระกอบ โครงรปูของเอนไซมอ์าจเปลีย่นแปลงไดเ้ช่นเดยีวกบัโปรตนีทัว่ไป และ

ขึน้อยู่กบัตวัท าละลาย pH และอุณหภูม ิเอนไซมจ์ านวนมากเป็นโปรตนีทีป่ระกอบดว้ยหน่วย

ยอ่ย (subunit) ซึง่จบัตวักนัเป็นโครงสรา้งจตุรภูมทิีท่ างานไดอ้ยา่งมปีระสทิธภิาพ โดยเอนไซม์

ท าหน้าทีเ่ร่งปฏกิริยิาในทางชวีภาพ (Biological catalyst) ทีม่ลีกัษณะพเิศษทีแ่ตกต่างจาก

ตวัเร่งปฏกิริยิาอื่นๆ คอื เอนไซมม์คีวามจ าเพาะต่อปฏกิริยิาหรอืสารที่เขา้ท าปฏกิริยิาชนิดใด

ชนิดหน่ึงเท่านัน้ เป็นผลให้ร่างกายสามารถควบคุมปฏิกิริยาต่างๆ ได้อย่างเหมาะสม     

(คงพฒัน์, 2536; พชัรา, 2541; รชัดาภรณ์, 2556) 

7.2 ปัจจยัท่ีมีผลต่อการผลิตเอนไซมย่์อยโปรตีน 

สว่นหน่ึงของความสามารถในผลติเอนไซมย์อ่ยโปรตนีใหม้ปีรมิาณมาก

ทีสุ่ดของจุลนิทรยีเ์กดิจากความต้องการในปจัจยัต่างๆ ในสรา้งเอนไซมซ์ึ่งมคีวามแตกต่างกนั     

(ศรสีดุา, 2545) 

1. แหล่งคาร์บอนเป็นแหล่งพลงังานของจุลินทรยี์ ซึ่งส่วนใหญ่ได้มา

จากคารโ์บไฮเดรต (ผอ่งผกาและววิทิย,์ 2539) ในงานวจิยัของนกัวจิยักล่าวว่า แหล่งคารบ์อนที่

เหมาะสมในการผลิตเอนไซม์ย่อยโปรตีน หรือโปรติเอส คือ น ้ าต าล กลูโคส และซูโครส 

ตลอดจนสารประกอบอนิทรยี ์เชน่ กลตูาเมต และ whey (ศรสีดุา, 2545) โดย He´bert และคณะ 

(1997) พบว่า อาหารเลีย้งเชือ้ทีป่ระกอบไปดว้ย casein, yeast extract และกลูโคสสามารถใช้

ในการเลีย้ง Lactobacillus helveticus CRL581 ในถงัหมกัเพื่อศกึษาการผลติเอนไซมโ์ปรตเินส

ได ้นอกจากน้ี Geethanjiali และ Subash (2011) พบวา่ การใชก้ลโูคสเป็นแหล่งคารบ์อนในการ

ผลิตเอนไซม์โปรติเอสจาก Bacillus subtilis สามารถให้ผลผลิตเอนไซม์สูงที่สุด และจาก

งานวจิยัของ Jenssen และคณะ (1994) ที่กล่าวว่าในการผลิตเอนไซม์โปรติเอสของ     

Thermus sp. RT41A ใหผ้ลผลติสงูสุดเมื่อมนี ้าตาลกลูโคสและกลูตาเมตเป็นสารตัง้ตน้และได้

ผลผลติต ่าเมือ่มอีะซเีตท  
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2. แหล่งไนโตรเจนโดยทัว่ไปจุลนิทรยี์ใชแ้หล่งไนโตรเจนเพื่อน าไป

สรา้งกรดอะมโิน นิวคลโีอไทด ์โปรตนีและองคป์ระกอบของผนังเซลล์ แต่แหล่งไนโตรเจนเช่น

กรดอะมโินและแอมโมเนียมไอออนที่เขม้ข้นในอาหารมคีวามสามารถในการยบัยัง้การผลิต

เอนไซมโ์ปรตเิอส (Frankena et al., 1986; Giesecke et al., 1991) และจากงานวจิยัของ 

Yamamoto และคณะ (1993) พบว่า อาหารเลีย้งเชือ้ทีม่ ี skim milk เป็นสว่นประกอบ สามารถ

น ามาเลีย้ง L. helveticus CP790 ใหผ้ลติโปรตเิอสไดม้ากกว่าอาหารทีม่สีว่นประกอบของเปป

ไทดห์รอืกรดอะมโิน เช่น Briggs Liver Broth และ MRS (de Man Rogose Sharpe) Broth อกี

ทัง้ Geethanjiali และ Subash (2011) พบว่า ในการผลติเอนไซมโ์ปรตเิอสจาก B. subtilis ให้

ไ ด้ ผ ล ผลิ ต เ อ น ไซม์ สู ง ที่ สุ ด  แ ห ล่ ง ไ น โ ต ร เ จ นที่ ใ ช้ ต้ อ ง เ ป็ น  peptone ใ น ขณะที ่              

Prevotella ruminicolo 23 ใช ้casein และ peptone เป็นแหล่งไนโตรเจนแลว้ใหผ้ลผลติเอนไซม์

มากทีส่ดุ (Wang and Hsu, 2005) 

3. อุณหภูมสิ าหรบัอุณหภูมทิี่เหมาะสมในการเลี้ยงเชื้อเพื่อผลิต

เอนไซม์โปรติเอสมคีวามแตกต่างขึน้อยู่กบัชนิดของจุลนิทรยี์ ซึ่งอาจแตกต่างจากอุณหภูมทิี่

เหมาะสมต่อการเจรญิ (ผ่องผกาและววิทิย์, 2539) ซึง่เมื่ออุณหภูมสิงูกว่า 30 องศาเซลเซยีส 

Aspergillus oryzae ใหก้ารผลติเอนไซมล์ดลง (Patil et al., 2012) ในขณะที ่Akhtar และคณะ 

(2013) พบว่า Streptomyces albolongus และ S. aburaviensis ใหผ้ลผลติเอนไซมโ์ปรตเิอสสงู

ทีสุ่ดเมื่อเลีย้งทีอุ่ณหภูม ิ37 องศาเซลเซยีส สว่น B. Subtilis ใหไ้ดผ้ลผลติเอนไซมโ์ปรตเิอสสงู

ทีสุ่ดเมื่อเลี้ยงทีอุ่ณหภูม ิ40 องศาเซลเซยีส (Geethanjiali and Subash, 2011) และ               

B. cereus CA15 ผลติเอนไซมไ์ดส้งูทีส่ดุเมือ่เลีย้งที ่35 องศาเซลเซยีส (Uyar et al., 2011) 

4. ค่า pH ในอาหารเลี้ยงเชือ้มผีลต่อการเจริญของเชือ้และการผลติ

เอนไซม ์โดยสง่ผลต่อโครงสรา้งและหน้าทีข่องเอนไซม ์ซึง่ค่า pH ทีเ่หมาะสมต่อการเจรญิและ

ค่า pH ที่เหมาะสมต่อการผลติเอนไซม์นัน้อาจแตกต่างกนัเช่นเดียวกบัอุณหภูม ิเช่น ในการ

เลีย้ง A. oryzae แบบ Solid substrate fermentation (SSF) เพื่อผลติเอนไซม ์milk-clotting 

พบว่าที ่pH 7.5 ใหผ้ลผลติมากทีสุ่ด (Patil et al., 2012) ส่วน S. albolongus และ                   

S. aburaviensis ใหผ้ลผลติเอนไซมโ์ปรตเิอสสงูทีสุ่ดเมื่อเลีย้งที ่pH 8 (Akhtar et al., 2013) 

ในขณะที่ B. subtilis ใหไ้ดผ้ลผลติเอนไซมโ์ปรตเิอสสูงที่สุดเมื่อเลี้ยงในอาหารที่ม ีpH 9 

(Geethanjiali and Subash, 2011) นอกจากน้ี Uyar และคณะ (2011) พบว่า B. cereus CA15 

ผลติเอนไซมไ์ดส้งูทีส่ดุเมือ่เลีย้งในอาหารทีม่ ีpH 8 
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5. สารเหน่ียวน า ผ่องผกา และววิทิย ์(2539) กล่าวว่า ในการผลติ

เอนไซมบ์างชนิดตอ้งมสีารเหน่ียวน าใหเ้กดิการผลติ ซึง่ในบางกรณีสารเหนี่ยวน าอาจมอียู่ตาม

ธรรมชาต ิอกีทัง้สารประกอบบางชนิดมลีกัษณะคล้ายสารเหน่ียวน าธรรมชาต ิซึ่งสามารถเร่ง

การผลติเอนไซม์นัน้ไดเ้ช่นกนั โดย Hellio และคณะ (1993) กล่าวว่า ในการศกึษาเชื้อ 

psychrotrophic strain Pseudomonas fluorescens MFO ไดม้กีารใช ้amino acid และ small 

peptides เป็นสารเหน่ียวน า อกีทัง้ Cheng และ Yim (2007) พบว่า ในอาหาร modified    

(skim milk 3.4% + soybean meal 0.6% + glucose 0.5% + NaCl 1% +K2HPO40.5% + 

MgSO40.5%, pH 7.3) สามารถเหน่ียวน าให้มีการผลิตเอนไซน์โปรติเอสใน                             

B. subtilis BCRC14716 ไดสู้งกว่าอาหาร Tryptic Soy Broth (TSB) นอกจากน้ี 

Jirawatthanapong และคณะ (2543) กล่าวว่า peptone และ yeast extract สามารถเหนี่ยวน า

ให ้A. oryzae U1521 ผลติ alkaline protease หลงัจากทีเ่ชือ้เจรญิไดด้แีลว้ 

 

8. พืน้ท่ีผิวตอบสนอง 

ปจัจุบนัไดม้กีารเอาวธิกีารทางสถติเิขา้มาประยุกต์ใชท้ัง้ในงานวจิยัและในทาง
อุตสาหกรรม โดยในทางอุตสาหกรรมจะมกีารใช้สถติิในการวเิคราะห์ขอ้มูลและตคีวามหมาย
เพือ่บ่งบอกถงึระดบัคุณภาพของผลติภณัฑส์ว่นในงานวจิยัสามารถน าสถติมิาใชไ้ดท้ัง้ในการวาง
แผนการทดลอง (Experimental design) และการวเิคราะหข์อ้มลูส าหรบัในงานวจิยัทีต่อ้งการ
วเิคราะหข์อ้มลูเพื่อหาเงือ่นไขของปจัจยัต่างๆ ในกระบวนการผลตินัน้จะตอ้งใชว้ธิกีารทางสถติิ
ชัน้สงูคอืการหาพืน้ผวิตอบสนอง (Response surface methodology) 

Response surface methodology (RSM) คอื การวางแผนและวเิคราะหผ์ลการ

ทดลองโดยวธิกีารทางสถติทิีอ่าศยัขอ้มลูทางดา้นปรมิาณ (quantitative data) ทีไ่ดม้าจากการ

ออกแบบการทดลองทีเ่หมาะสมเพือ่สรา้ง regression analysis ในการวเิคราะหห์าความสมัพนัธ์

ระหว่างตวัแปรและค่าตอบสนองในรปูของสมการทางคณิตศาสตร ์ซึง่อาจเป็นสมการก าลงัหนึ่ง 

(first order model) หรอืสมการก าลงัสอง (second order model) แต่เน่ืองจากในทางปฏบิตัิ

มกัจะไม่ทราบรูปแบบความสมัพนัธ์ที่แท้จรงิระหว่างตัวแปรผลตอบสนองและตัวแปรอิสระ 

ดงันัน้จงึต้องมกีารประมาณรูปแบบความสมัพนัธ์ดงักล่าวและพบว่า นิยมใชต้วัแปรแบบก าลงั

สอง (Second ordermodel) เพราะมคีวามยุง่ยากและซบัซอ้นน้อยกว่าเมื่อเปรยีบเทยีบกบัตวั
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แปรแบบอื่นๆ สามารถแสดงตวัแบบก าลงัสองได ้(วาศนีิ และคณะ, 2558) ดงัสมการที ่1 และ

จากสมการทีส่รา้งขึน้น้ี สามารถน ามาสรา้งภาพกราฟสามมติทิีเ่รยีกว่า response surface plot 

(รปูที ่1.1) ซึง่แสดงระดบัของตวัแปรในแนวระนาบและแสดงค่าตอบสนองในแนวแกนตัง้ หรอื

สรา้งกราฟสองมติทิีเ่รยีกว่า contour plot ซึง่แสดงค่าตอบสนองในแนวรปูเสน้กราฟหลายเสน้ 

กราฟทัง้สองประเภทน้ีมีประโยชน์ในการอธิบายผลของตัวแปรที่ศึกษาต่อค่าตอบสนอง 

ความสมัพนัธ์ระหว่างตวัแปรที่ศกึษา รวมถงึผลร่วมของตวัแปรที่ศกึษาต่อค่าตอบสนอง และ

พร้อมกนันัน้จะสามารถแก้ปญัหาสมการชนิดหลายตวัแปรที่มคีวามสมัพนัธ์กนัของตวัแปร

ผลตอบสนอง (dependent variable) กับคุณลักษณะทางด้านปริมาณของผลิตภัณฑ์

กระบวนการและ/หรอืพารามเิตอรท์ีอ่อกแบบ (Olkku et al., 1983 อา้งโดย สุรชยั และประพนัธ์, 

2557; พรรณทพิย ์และราตร,ี 2558) 

 

                 
              

     
   
   

 
   

 
    

 สมการที ่1.1 

เมือ่ y คอื ตวัแปรผลตอบสนอง 

   คอืปจัจยัที ่i;i = 1, 2,..., k 

K คอืจ านวนปจัจยัทัง้หมด 

   คอื จุดตดัแกน y ( y intercept) 

     
 
    คอื เทอมของอทิธพิลเชงิเสน้ (Linear Effect) 

      
  

    คอื เทอมของอทิธพิลก าลงัสอง (Quadratic effect) 

และ          
 
     

   
    คื อ  เ ท อ ม ข อ ง อิ ท ธิ พ ล ร่ ว ม 

(Crossproducteffect) 
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รปูที ่1.1 กราฟิกพืน้ทีผ่วิตอบสนอง 

ทีม่า : Nazghelichiและคณะ, 2011 

 

การออกแบบการทดลองแบบประสมกลาง 

การออกแบบการทดลองแบบประสมกลาง (Central composite 

design; CCD) เป็นการออกแบบการทดลองโดยใชแ้บบจ าลองทางคณิตศาสตร ์เพื่อศกึษา

ความสมัพนัธ์ของตัวแปรต่างๆ ที่เมื่อตัวแปรใดตัวแปรหน่ึงเพิ่มหรือลดค่า ตัวแปรอื่นอาจ

เปลี่ยนแปลงไปในลกัษณะที่ไม่เป็นเส้นตรงท าให้ต้องมีการศึกษาความสมัพนัธ์เชิงเส้นโค้ง 

(quadratic relationship) การก าหนดสภาวะการทดลองทีจ่ะศกึษาความสมัพนัธข์องตวัแปร ว่า

ควรมจี านวนการทดลองกีก่ารทดลองจงึเหมาะสม และครอบคลุม เช่น ถา้ตอ้งการศกึษาตวัแปร 

3 ตวั จ านวนการทดลองคอื 33 = 27 การทดลอง หากตอ้งการศกึษาตวัแปร 4 ตวั จ านวนการ

ทดลองคอื 34 = 81 การทดลอง หรอื ตอ้งมกีารศกึษาตวัแปร 5 ตวัแปร จ านวนการทดลองคอื 

35 = 234 การทดลอง ซึ่งไม่เหมาะสมกบัสถานการณ์ปจัจุบนัทีม่ทีรพัยากรจ ากดั ทางออกของ

การแกป้ญัหาคอื การใชก้ารออกแบบการทดลองแบบประสมกลาง ซึง่เป็นการออกแบบแผนการ

ทดลองเพื่อศึกษาความสมัพนัธ์ของตวัแปรเชงิเสน้โค้ง แต่ใช้จ านวนการทดลองไม่มาก เช่น 
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กรณี 3 ตวัแปรจะใชเ้พยีง 16 แผนการทดลองเป็นต้น (จรลั, 2552; พรรณทพิย ์และ ราตร ,ี 

2558) 

การออกแบบการทดลองแบบประสมกลางเป็นการทดลองที ่3 ระดบั 

นิยมแทนดว้ยสญัลกัษณ์ 1, 0, +1 คอืจะมกีารปรบัตวัแปรทีศ่กึษาตวัแปรละ 3 ค่า โดยท าการ

เลือกสภาวะการทดลองบางการทดลองที่จ าเป็น เพื่อให้ได้ข้อมูลเพียงพอต่อการสร้าง

แบบจ าลองทางสถติ ิรปูแบบทีไ่ดจ้ะยงัคงมผีลของตัวแปรหลกั (main effect) ความสมัพนัธข์อง

ตวัแปร (interaction) และสมการก าลงัสอง (quadratic terms) โดยใชท้รพัยากรไมม่าก ตวัอยา่ง

ของการออกแบบการทดลองแบบประสมกลางส าหรบั 3 ตวัแปรประกอบดว้ย 3 ส่วน คอื        

1. Factorial points เป็นการน า 2 level full factorial มาเป็นส่วนหน่ึงในการทดลอง              

2. Axial points เป็นการปรบัค่าตวัแปรใดตวัแปรหนึ่งโดยใหต้วัแปรอื่นอยูท่ีค่่ากลาง (หรอืค่า 0) 

และ 3. Center points เป็นการปรบัค่าตวัแปรทุกตวัแปรเป็นค่ากลาง (หรอืค่า 0) ดงัแสดงในรปู

ที ่1.2 (จรลั, 2552; พรรณทพิย ์และราตร,ี 2558) 

 

รปูที ่1.2 การออกแบบการทดลองแบบประสมกลางส าหรบั 3 ตวัแปร 

ทีม่า : จรลั, 2552
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วตัถปุระสงค ์

1. เพื่อคดัเลอืกแบคทเีรยีสงัเคราะหแ์สงสมีว่งทีไ่มส่ะสมซลัเฟอรท์ีม่ฤีทธิย์บัยัง้

การเจรญิของแบคทเีรยีก่อโรคกุง้ Vibrio spp. และสามารถผลติเอนไซมย์อ่ยโปรตนีได ้

2. เพื่อศึกษาปจัจยัที่มผีลต่อการผลิตเอนไซม์ย่อยโปรตีนของแบคทเีรยี

สงัเคราะหแ์สงสมีว่งทีไ่มส่ะสมซลัเฟอรท์ีค่ดัเลอืกได ้

 

ขอบเขตการวิจยั 

คัดเลือกแบคทีเรียสังเคราะห์แสงสีม่วงที่ไม่สะสมซัลเฟอร์ที่สามารถผลิต

เอนไซมย์่อยโปรตนีและมฤีทธิย์บัยัง้การเจรญิของแบคทเีรยีก่อโรคกุง้ Vibrio spp. จากนัน้

ศึกษาปจัจยัที่มผีลต่อการผลิตเอนไซม์ย่อยโปรตีนเพื่อน ามาประยุกต์ใช้ในการรกัษา/แก้ไข

ปญัหาคุณภาพน ้าในการเพาะเลีย้งกุง้ รวมทัง้การยบัยัง้แบคทเีรยีก่อโรคกุง้ Vibrio spp. 

 

ความใหม่ท่ีจะเกิดขึน้และประโยชน์ท่ีจะได้รบั 

เพื่อเป็นขอ้มูลที่น าไปสู่แนวทางในการน าแบคทเีรยีสงัเคราะห์แสงสมี่วงที่ไม่

สะสมซลัเฟอร ์ซึ่งเป็นแบคทเีรยีกลุ่มทีส่ามารถเจรญิไดด้ใีนบ่อเลี้ยงกุง้ สามารถน ามาใชบ้ าบดั

น ้าเสยีในบ่อเลีย้งกุง้ได ้อกีทัง้มกีจิกรรมการยบัยัง้การเจรญิของแบคทเีรยีก่อโรคกุง้  Vibrio spp. 

มาชว่ยแกไ้ขปญัหาในการเลีย้งกุง้โดยไมเ่ป็นอนัตรายต่อตวักุง้ ผูบ้รโิภค ตลอดจนสิง่แวดลอ้มใน

การเลีย้งกุง้เป็นการเพาะเลีย้งทีย่ ัง่ยนื และเป็นมติรกบัสิง่แวดลอ้ม 
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บทท่ี 2 

 

วสัด ุอปุกรณ์ และวิธีการ 

 

วสัด ุและอปุกรณ์ 

1. อปุกรณ์ท่ีใช้ในการเลี้ยงแบคทีเรียสงัเคราะหแ์สงสีม่วงท่ีไม่สะสมซลัเฟอรแ์ละ

แบคทีเรียก่อโรคกุ้ง Vibrios 

- หลอดฝาเกลยีวขนาด 150 x 20 มลิลลิติร 

- จานเพาะเชือ้ (petri dish) ขนาดเสน้ผา่นศนูยก์ลาง 9 เซนตเิมตร 

- หลอดไฟทงัสเตน 100 วตัต ์

- Anaerobic jar, gas pack และ indicator 

- ขวดซรีัม่ ขนาด 120 มลิลลิติร 

- อุปกรณ์ทางจุลชวีวทิยาอื่นๆ เช่น ห่วงเขีย่เชือ้ ขวดเลี้ยงเชือ้ ปิเปตขนาด

ต่างๆ  

2. อปุกรณ์ท่ีใช้ในงานทางจลุชีววิทยา และการวิเคราะหท์างเคมี 

- เครือ่ง Autoclave ของบรษิทั TOMY 

- เครือ่งHot air oven ของบรษิทั Venticell 

- เครือ่งสเปกโตรโฟโตมเิตอร ์รุน่ SP-300 ของบรษิทั OPTIMA 

- เครือ่งวดัความเป็นกรด-ด่าง ของบรษิทั METTLERTOLEDO 

- เครือ่งหมุนเหวีย่ง Sorvall Rc 5C 
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- เครือ่งวดัความเขม้แสงหน่วยเป็นลกัซ ์รุน่ทีใ่ช ้DK-211 

- กลอ้งจุลทรรศน์แบบใชแ้สง ของบรษิทั Olympus 

 

3. แบคทีเรียสงัเคราะหแ์สงสีม่วงท่ีไม่สะสมซลัเฟอร ์

ใชแ้บคทเีรยีสงัเคราะหแ์สงสมี่วงทีไ่ม่สะสมซลัเฟอร ์จ านวน 16 ไอโซเลท จาก

โครงงานทางจุลชีววิทยา (326-491) ตามหลกัสูตรปริญญาตรีวิทยาศาสตรบัณฑิต ภาคจุล

ชวีวทิยา ปีการศกึษา 2555 ของนายสริศิกัดิเ์สยีงใหญ่ และแบคทเีรยีสงัเคราะหแ์สงสมีว่งทีไ่ม่

สะสมซลัเฟอร์ จ านวน 6 ไอโซเลท ที่ได้รบัจากงานวจิยัของ ศ.ดร.ดวงพร คนัธโชติ และน.ส. 

สภุาพร ชุมพล ทีแ่ยกมาจากตวัอยา่งดนิและน ้าเลีย้งกุง้ (ตารางที ่2.1) 

4. แบคทีเรียก่อโรคกุ้ง Vibrio spp. 

ใชแ้บคทเีรยีก่อโรคกุง้ Vibrio spp. ที่ไดร้บัความอนุเคราะหจ์ากศูนยว์จิยั

สุขภาพสัตว์น ้ า  จ านวน 3 ไอโซเลท จากภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ 

มหาวทิยาลยัสงขลานครนิทร ์จ านวน 1 ไอโซเลท และจากงานวจิยัของ ศ.ดร.ดวงพร คนัธโชต ิ

และ น.ส. สภุาพร ชุมพลจ านวน  2 ไอโซเลท ดงัตารางที ่2.2 

5. อาหารเลี้ยงเช้ือ (ภาคผนวก) 

5.1 อาหารที่ใชใ้นการคดัเลอืกเพื่อหาสูตรอาหารที่เหมาะสมต่อการเจรญิของ

แบคทเีรยีสงัเคราะหแ์สงสมี่วงทีไ่ม่สะสมซลัเฟอร ์คอื อาหารสตูร Basic isolation medium 

(BIM), Glutamate-acetate medium (GA), Glutamate-malate medium (GM) และ G5 

medium 

5.2 อาหารที่ใช้ในการทดสอบการย่อยสลายโปรตีน คือ อาหารสูตร Gelatin 

medium 

5.3 อาหารทีใ่ชใ้นการทดสอบฤทธิย์บัยัง้และใชใ้นการเลีย้งแบคทเีรยีก่อโรคกุง้ 

Vibrio spp. คอื Triptic soy agar (TSA) และ Triptic soy broth (TSB) ทีเ่ตมิ 1% NaCl 
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5.4 อาหารทีใ่ชใ้นการนับแบคทเีรยีก่อโรคกุง้ Vibrio spp. คอื Thiosulfate 

Citrate Bile salt Sucrose (TCBS) agar เน่ืองจาก TCBS agar จดัเป็นอาหารทีใ่ชใ้นการคดั

แยกและบอกความแตกต่างของเชื้อในกลุ่ม Vivrionaceae จากความสามารถการใช้น ้าตาล

ซโูครส และไมใ่ชน้ ้าตาลซูโครสออกจากกนัไดโ้ดยดจูากสขีองโคโลนี เช่น V. parahaemolyticus 

ที่ไม่สามารถหมักน ้ าตาลซูโครสได้ เมื่อเจริญบนอาหารน้ีจะให้โคโลนีสีเขียว ในขณะที ่           

V. harveyi สามารถหมกัน ้าตาลซูโครสได ้จงึใหโ้คโลนีสเีหลอืงเมื่อเจรญิบนอาหารน้ี เป็นต้น 

(ศุภยางค,์ 2547) 

ตารางที ่2.1 แบคทเีรยีสงัเคราะหแ์สงสมีว่งทีไ่มส่ะสมซลัเฟอรท์ีใ่ชใ้นการทดสอบ 

ไอโซเลท แหล่งทีม่า ไดร้บัมาจาก 

PS121, PS132, PS133b, PS133d, 

PS141, PS142, PS243, PS342, 

PS342b, PS342d 

อ.ไชยา 

จ.สรุาษฎรธ์านี 
โครงงานทางจุลชวีวทิยา (326-491) 

STW1-6, STW16-1, STW16-4, 

STW18-1, STW4-3 

อ.เทพา 

จ.สงขลา 
โครงงานทางจุลชวีวทิยา (326-491) 

PTS20-1 
อ.ทา้ยเหมอืง 

จ.พงังา 
โครงงานทางจุลชวีวทิยา (326-491) 

S3W11 
อ.พนุพนิ 

จ.สรุาษฎรธ์านี 

ศ.ดร.ดวงพร คนัธโชต ิและ 

น.ส.สภุาพร ชุมพล 

TKW1, TKW17, TKW31, TKW32, 

TPW55 

อ.กนัตงั 

จ.ตรงั 

ศ.ดร.ดวงพร คนัธโชต ิและ 

น.ส.สภุาพร ชุมพล 
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ตารางที ่2.2 สายพนัธุข์องแบคทเีรยีก่อโรคกุง้ Vibrio spp. และสายพนัธุท์ีก่่อใหเ้กดิโรคตาย

ด่วนในกุง้ (Early Mortality Syndrome; EMS) 

 

เชือ้ ไอโซเลท ไดร้บัจาก 

V. harveyi PSU 2015 ภาควชิาจุลชวีวทิยา คณะวทิยาศาสตร ์

V. harveyi KSAAHRC 32 ศนูยว์จิยัสขุภาพสตัวน์ ้า 

V. parahaemolyticus KSAAHRC 46 ศนูยว์จิยัสขุภาพสตัวน์ ้า 

V. parahaemolyticus (EMS) SR1 ศ.ดร.ดวงพร คนัธโชตแิละน.ส.สภุาพร ชุมพล 

V. parahaemolyticus (EMS) SR2 ศ.ดร.ดวงพร คนัธโชตแิละน.ส.สภุาพร ชุมพล 

V. vulnificus KSAAHRC3 ศนูยว์จิยัสขุภาพสตัวน์ ้า 
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วิธีการทดลอง 

1. ทดสอบความสามารถของแบคทีเรียสงัเคราะห์แสงสีม่วงท่ีไม่สะสมซลัเฟอรใ์นการ

ยบัยัง้การเจริญของแบคทีเรียก่อโรคกุ้ง Vibrio spp. โดยใช้เทคนิค Overlay diffusion 

method 

1.1 การเตรยีมแบคทเีรยีสงัเคราะหแ์สงสมีว่งทีไ่มส่ะสมซลัเฟอร ์

น าแบคทีเรียสัง เคราะห์แสงสีม่วงที่ ไม่สะสมซัล เฟอร์ จ านวน            

22 ไอโซเลท มาเลีย้งในอาหารเหลวสตูร GM ทีม่ ี1.5% NaCl บ่มทีอุ่ณหภูมหิอ้งในสภาวะมแีสง 

(3,000ลกัซ)์ มอีากาศน้อยเป็นเวลา 48 ชัว่โมง เพือ่กระตุน้ใหเ้ชือ้เจรญิดจีากนัน้ปรบัปรมิาณเชือ้

ใหม้คี่าการดดูกลนืแสงเท่ากบั 1 (1010 เซลลต์่อมลิลลิติร) โดยใชเ้ครื่อง spectrophotometer ที่

ความยาวคลื่นแสง 660 นาโนเมตร แลว้ใชเ้ชือ้ปรมิาตร 5 ไมโครลติร มาหยด (drop plate) ลง

บนอาหารเลีย้งเชือ้ TSA ทีม่ ี1.5% NaCl จ านวน 3 หยด (1 หยดต่อ 1 ต าแหน่ง) บ่มไวใ้นกล่อง

มดื ในสภาวะมอีากาศ ไรแ้สง ทีอุ่ณหภูมหิอ้งเป็นเวลา 48 ชัว่โมง 

1.2 การเตรยีมแบคทเีรยีก่อโรคกุง้ Vibrio spp. 

น าแบคทเีรยีก่อโรคกุง้ Vibrio spp. จ านวน 6 ไอโซเลท มาเลีย้งใน

อาหารเลีย้งเชือ้สตูร TSB ทีม่ ี1.5% NaCl บ่มที ่30 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 

1.3 ขัน้ตอนการทดสอบ 

น าแบคทีเรยีก่อโรคกุ้ง Vibrio spp. มาปรบัความขุ่นให้เท่ากบั        

0.5 McFarland (1.5x108เซลลต์่อมลิลลิติร) จากนัน้ใชป้รมิาตร 100 ไมโครลติร ของแบคทเีรยี

ก่อโรคกุง้ Vibrio spp.ทีป่รบัความขุ่นแลว้ใส่ในอาหารเลีย้งเชือ้สตูร TSB ทีม่ ี0.7% Agar 

technique และ 1.5% NaCl ปรมิาตร 7 มลิลลิติร (มเีซลลแ์บคทเีรยีก่อโรคกุง้ Vibrio spp. 

ประมาณ 2.1x106 เซลล์ต่อมลิลิลติร) เขย่าให้เชื้อผสมกบัอาหารน าไปเททบัลงบนแบคทเีรยี

สงัเคราะหแ์สงสมี่วงทีไ่ม่สะสมซลัเฟอรท์ีเ่ตรยีมไว้ (ขอ้ 1.1) บ่มเพาะเชือ้ต่อในสภาวะเดมิ ดูผล

การยบัยัง้แบคทเีรยีก่อโรคกุง้ Vibrio spp. จากวงใสการยบัยัง้ทีเ่วลา 24 และ 48 ชัว่โมงท าการ

ทดลอง 3 ซ ้า 
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1.4 การตรวจสอบความผดิปกตขิองเซลลแ์บคทเีรยีก่อโรคกุง้ Vibrio spp. ทีถู่ก

ยบัยัง้ 

ในการน าเซลลข์องแบคทเีรยีก่อโรคกุง้ Vibrio spp. ไปตรวจสอบความ

ผดิปกตขิองเซลล ์ท าไดโ้ดยการตดัวุน้อาหารเลีย้งเชือ้ TSA ทีม่ ี1.5% NaClบรเิวณวงใส และ

ขอบวงใสการยบัยัง้เป็นแผ่นขนาด 1x1เซน็ตเิมตร มาดงึน ้าออก (dehydrate) แลว้ตรงึตวัอย่าง

ก่อนน าไปดภูายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์อเิลก็ตรอนแบบสอ่งกราด (scanning electron microscope; 

SEM) เพือ่ศกึษากลไกการยบัยัง้วา่เกดิจากสารตา้นแบคทเีรยีก่อโรคกุง้ Vibrio spp. ทีแ่บคทเีรยี

สงัเคราะหแ์สงสมีว่งทีไ่มส่ะสมซลัเฟอรป์ล่อยออกมาภายนอกเซลลห์รอืไม ่

 

2. การคดัเลือกแบคทีเรียสงัเคราะหแ์สงสีม่วงท่ีไม่สะสมซลัเฟอรท่ี์สามารถผลิตเอนไซม์

ย่อยโปรตีน 

2.1 การเตรยีมแบคทเีรยีสงัเคราะหแ์สงสมีว่งทีไ่มส่ะสมซลัเฟอร ์

น าแบคทเีรยีสงัเคราะหแ์สงสมีว่งทีไ่มส่ะสมซลัเฟอรท์ีใ่ชใ้นการคดัเลอืก

ความสามารถในการยบัยัง้การเจรญิของแบคทเีรยีก่อโรคกุง้ Vibrio spp. จากการทดลองที ่1 มา

เลี้ยงในอาหารเหลวสูตร GM ที่ม ี1.5% NaCl ในสภาวะมแีสง มอีากาศน้อย เป็นเวลา          

48 ชัว่โมง ใชเ้ครือ่ง spectrophotometer ทีค่วามยาวคลื่นแสง 660 นาโนเมตร แลว้ปรบัปรมิาณ

เชือ้ใหม้คีา่การดดูกลนืแสงเทา่กบั 1 (1010 เซลลต์่อมลิลลิติร) 

2.2 ขัน้ตอนการทดสอบ 

ใชป้รมิาตร 10 ไมโครลติรของแบคทเีรยีสงัเคราะหแ์สงสมีว่งทีไ่มส่ะสม

ซลัเฟอรท์ีเ่ตรยีมไวใ้นขอ้ 2.1 มาหยดลงในหลอดอาหารสตูร Gelatin medium และแทงซ ้าดว้ย

เขม็เขีย่เชือ้ เพื่อดูการสรา้งเอนไซมย์่อยโปรตนี บ่มสภาวะมแีสง มอีากาศน้อย ทีอุ่ณหภูมหิอ้ง

เ ป็ น เ ว ล า  4 วัน  ดู ผ ล โ ดยดู ก า ร เ หล วขอ งอ าหา ร ที่ อุ ณหภู มิ  4 อ งศ า เ ซล เ ซีย ส                       

(ท าการทดสอบ 3 ซ ้า) 
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3. การหาสภาวะในการเลี้ยงแบคทีเรียสงัเคราะห์แสงสีม่วงท่ีไม่สะสมซลัเฟอรแ์ละการ

ทดสอบการยบัยัง้แบคทีเรียก่อโรคกุ้ง Vibrio spp. โดยการเลี้ยงร่วมกนั 

3.1การเตรยีมแบคทเีรยีสงัเคราะหแ์สงสมีว่งทีไ่มส่ะสมซลัเฟอร ์

น าแบคทเีรยีสงัเคราะหแ์สงสมีว่งทีไ่มส่ะสมซลัเฟอรท์ีผ่า่นการคดัเลอืก

ความสามารถในการยบัยัง้การเจรญิของแบคทเีรยีก่อโรคกุง้ Vibrio spp.จากการทดลองที ่1 มา

เลีย้งในอาหารเหลวสตูร GM ทีม่ ี1.5% NaCl บ่มทีอุ่ณหภูมหิอ้งในสภาวะมแีสง (3,000 ลกัซ)์ มี

อากาศน้อยเป็นเวลา 48 ชัว่โมง ปรบัความขุน่เชือ้ดว้ยเครื่อง spectrophotometer ทีค่วามยาว

คลื่นแสง 660 นาโนเมตร ใหม้คี่าการดดูกลนืแสงเท่ากบั 1 (1010 เซลลต์่อมลิลลิติร) ถ่ายเชือ้

ปรมิาตร 1 มลิลลิติร ลงในหลอดอาหารเหลวสตูร GM ทีม่ ี1.5% NaCl ปรมิาตร 10 มลิลลิติร 

(109 เซลลต์่อมลิลลิติร) ท าไอโซเลทละ 6 หลอด (ท า 3 ซ ้า) แยกเลีย้งในสภาวะทีม่แีสง มอีากาศ

น้อยและมอีากาศ ไรแ้สง เขยา่ทีค่วามเรว็รอบ 150 รอบต่อนาท ีเป็นเวลา 48 ชัว่โมง 

3.2 การเตรยีมแบคทเีรยีก่อโรคกุง้ Vibrio spp. เตรยีมเชน่เดยีวกบัขอ้ 1.2 

3.3 ขัน้ตอนการทดสอบ 

ปรบัความขุ่นแบคทีเรียก่อโรคกุ้ง Vibrio spp. ทุกไอโซเลท             

(6 ไอโซเลท) ใหเ้ท่ากบั 0.5 McFarland (1.5x108 เซลลต์่อมลิลลิติร) ใชป้รมิาตรไอโซเลทละ   

100 ไมโครลติร ของแบคทเีรยีก่อโรคกุง้ Vibrio spp. และแบคทเีรยีสงัเคราะหแ์สงสมีว่งทีไ่ม่

สะสมซลัเฟอรถ์่ายลงอาหารเลีย้งเชือ้สตูร TSB ทีม่ ี1.5% NaCl แยกบ่มตามสภาวะเดมิทีใ่ช้

เลีย้งแบคทเีรยีสงัเคราะหแ์สงสมีว่งทีไ่มส่ะสมซลัเฟอรใ์นขอ้ 3.1 เป็นเวลา 48 ชัว่โมง จากนัน้ดู

ผลการยบัยัง้แบคทเีรยีก่อโรคกุง้ Vibrio spp. ดว้ยการนบัจ านวนเชือ้ทีเ่หลอืรอดในอาหารเลีย้ง

เชือ้สตูร TSB ทีม่ ี1.5% NaCl ดว้ยเทคนิค pour plate บนอาหารเลีย้งเชือ้สตูร TCBS เทยีบกบั

ชุดควบคุมทีไ่มไ่ดเ้ตมิแบคทเีรยีสงัเคราะหแ์สงสมีว่งทีไ่มส่ะสมซลัเฟอร ์

เมื่อทราบไอโซเลทที่มีความสามารถในการยับยัง้แบคทีเรียก่อโรคกุ้ง        

Vibrio spp. ไดด้ใีนแต่ละสภาวะ (มแีสง มอีากาศน้อย และมอีากาศ ไรแ้สง) ถดัไปเป็นการ

ทดสอบความสามารถในการยบัยัง้แบคทเีรยีก่อโรคกุง้ Vibrio spp. ของแบคทเีรยีสงัเคราะหแ์สง

สมีว่งทีไ่มส่ะสมซลัเฟอรโ์ดยใชน้ ้าเลีย้งเซลล์เพือ่ทดสอบสารออกฤทธิท์ีเ่ชือ้ปล่อยออกมาควบคุม

แบคทเีรยีก่อโรคกุง้ Vibrio spp. 
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4. ความสามารถของแบคทีเรียสงัเคราะหแ์สงสีม่วงท่ีไม่สะสมซลัเฟอรใ์นการยบัยัง้การ

เจริญเติบโตของแบคทีเรียก่อโรคกุ้ง Vibrio spp. โดยใช้เทคนิค Agar well diffusion 

4.1 การเตรยีมน ้าเลีย้งเซลลแ์บคทเีรยีสงัเคราะหแ์สงสมีว่งทีไ่มส่ะสมซลัเฟอร ์

น าแบคทเีรยีสงัเคราะหแ์สงสมีว่งทีไ่มส่ะสมซลัเฟอรท์ีผ่า่นการคดัเลอืก

การหาสภาวะในการเลีย้งทีเ่หมาะสมจากการทดลองที ่3 มาเลีย้งในสภาวะมแีสง มอีากาศน้อย 

เป็นเวลา 48 ชัว่โมง ปรบัความขุ่นเชือ้ดว้ยเครื่อง spectrophotometer ทีค่วามยาวคลื่นแสง  

660 นาโนเมตร ใหม้คีา่การดดูกลนืแสงเทา่กบั 1 (1010 เซลลต์่อมลิลลิติร) แลว้เลีย้งต่อในสภาวะ

ทีเ่หมาะสม  (ดูจากการทดลองทีผ่่านมา) ในอาหารเลีย้งเชือ้สตูร GM ทีม่ ี1.5% NaCl โดยใช้

เชือ้ปรมิาตร 10% ของอาหาร ใหม้อีายุ 48 ชัว่โมง จากนัน้น ามาป ัน่เหวีย่งที ่8,000 รอบต่อนาท ี

เป็นเวลา 20 นาท ีเพื่อแยกส่วนของน ้าเลี้ยงเซลล์ไปทดสอบฤทธิย์บัยัง้แบคทเีรยีก่อโรคกุ้ง 

Vibrio spp. โดยใชเ้ทคนิค Agar well diffusion 

4.2 การเตรยีมแบคทเีรยีก่อโรคกุง้ Vibrio spp. เตรยีมเชน่เดยีวกบัขอ้ 1.2 

4.3 ขัน้ตอนการทดสอบ 

น าแบคทเีรยีก่อโรคกุง้ Vibrio spp. ทัง้ 6 ไอโซเลท มาปรบัความขุน่ให้

เท่ากบั 0.5 McFarland (1.5x108 เซลลต์่อมลิลลิติร) ใชป้รมิาตร 100 ไมโครลติร spread ลงบน

อาหารเลีย้งเชือ้สตูร TSA ทีม่ ี1.5% NaCl เจาะหลุมหยดน ้าเลีย้งเซลลแ์บคทเีรยีสงัเคราะหแ์สง

สมี่วงทีไ่ม่สะสมซลัเฟอร ์ปรมิาตร 100 ไมโครลติร แลว้บ่มทีอุ่ณหภูมหิอ้ง อ่านผลการเกดิวงใส

การยบัยัง้ทีเ่วลา 24 และ 48 ชัว่โมง 

 

5. ความสามารถของแบคทีเรียสงัเคราะหแ์สงสีม่วงท่ีไม่สะสมซลัเฟอร ์ในการยบัยัง้การ

เจริญเของแบคทีเรียก่อโรคกุ้ง Vibrio spp. โดยใช้น ้าเลี้ยงเซลลเ์ข้มข้น 

5.1 การเตรยีมน ้าเลีย้งเซลลแ์บคทเีรยีสงัเคราะหแ์สงสมีว่งทีไ่มส่ะสมซลัเฟอร ์

เลีย้งแบคทเีรยีสงัเคราะหแ์สงสมี่วงทีไ่ม่สะสมซลัเฟอร ์ตามการเตรยีม

น ้าเลีย้งเซลลแ์บคทเีรยีสงัเคราะหแ์สงสมีว่งทีไ่มส่ะสมซลัเฟอรใ์นการทดลองที ่4 จากนัน้น าสว่น

ของน ้ าเลี้ยงเซลล์แบ่งเป็น 2 ส่วน คือส่วนหน่ึงน าไปท าให้เข้มข้นขึ้นโดยเครื่อง               
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Rotary evaporator และอกีสว่นน าไปท าใหเ้ขม้ขน้ขึน้โดยวธิี Freeze-dry แลว้ปรบัความเขม้ขน้

ของน ้าเลีย้งเซลลใ์หเ้ขม้ขน้ขึน้เป็น 5, 10 และ 20 เทา่ เพือ่ไวใ้ชใ้นการทดสอบ 

5.2 การเตรยีมแบคทเีรยีก่อโรคกุง้ Vibrio spp. และการทดสอบ 

ขัน้ตอนการเตรยีมแบคทเีรยีก่อโรคกุง้ Vibrio spp. และวธิกีารทดสอบ

ฤทธิก์ารยบัยัง้เหมอืนกบัการทดสอบโดยใชเ้ทคนิค Agar well diffusion เพยีงแต่เปลีย่นมาใชน้ ้า

เลีย้งเซลลเ์ขม้ขน้ในแต่ละความเขม้ขน้แทน 

 

6. การคดัเลือกอาหารเลี้ยงเช้ือท่ีเหมาะต่อการเจริญของแบคทีเรียสงัเคราะหแ์สงสีม่วงท่ี

ไม่สะสมซลัเฟอร ์

6.1 การเตรยีมแบคทเีรยีสงัเคราะหแ์สงสมีว่งทีไ่มส่ะสมซลัเฟอร ์

น าแบคทเีรยีสงัเคราะหแ์สงสมี่วงทีไ่ม่สะสมซลัเฟอรท์ีย่่อยโปรตนีไดด้ ี

หรอืมฤีทธิย์บัยัง้แบคทเีรยีก่อโรคกุ้ง Vibrio spp. ไดด้ ีหรอืย่อยโปรตีนไดแ้ละมฤีทธิย์บัยัง้

แบคทเีรยีก่อโรคกุง้ Vibrio spp. ไดด้ ีเลีย้งในอาหารเหลวสตูร GM ทีม่ ี1.5% NaCl ในสภาวะมี

แสง มอีากาศน้อยเป็นเวลา 48 ชัว่โมง ปรบัปรมิาณเชือ้ดว้ยเครื่อง spectrophotometer ทีค่วาม

ยาวคลื่นแสง 660 นาโนเมตร ใหม้คีา่เทา่กบั1 (1010 เซลลต์่อมลิลลิติร) 

6.2 ขัน้ตอนการทดสอบ 

น าแบคทเีรยีสงัเคราะหแ์สงสมีว่งทีไ่ม่สะสมซลัเฟอร ์(10% ของอาหาร) 

ถ่ายลงอาหารเหลวสตูร GA, GM, G5 และ BIM ทีเ่ตมิ 1.5% NaCl บ่มในสภาวะมแีสง มอีากาศ

น้อย เมื่อครบ 48 และ 72 ชัว่โมง วดัการเจรญิเชือ้ดว้ยเครื่อง spectrophotometer ทีค่วามยาว

คลื่นแสง 660 นาโนเมตร เพื่อใชเ้ป็นขอ้มลูในการคดัเลอืกอาหารเลีย้งเชือ้ทีเ่หมาะสม พรอ้มทัง้

หาอตัราการเจรญิจ าเพาะสงูสุด (maximum specific growth rate, µmax) และเวลาทีแ่บคทเีรยีใช้

เพิม่เซลลเ์ป็น 2 เท่า (generation time, hour) ในอาหารแต่ละชนิดโดยวดัค่าการดดูกลนืแสง 

(Optical density; OD) ทีค่วามยาวคลื่นแสง 660 นาโนเมตรทุก 6 ชัว่โมง จนถงึ 24 ชัว่โมง 

จากนัน้วดัค่าการดดูกลนืแสงทุก 12 ชัว่โมง จนถงึ 72 ชัว่โมงแลว้น ามาค านวณหาค่าดงักล่าว 
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7. การหาความเรว็รอบในการเขย่าท่ีเหมาะสมต่อการเจริญของแบคทีเรียสงัเคราะหแ์สง

สีม่วงท่ีไม่สะสมซลัเฟอร ์

7.1 การเตรยีมแบคทีเรยีสงัเคราะห์แสงสมี่วงที่ไม่สะสมซลัเฟอร์เตรยีม

เชน่เดยีวกบัขอ้ 6.1 

7.2 ขัน้ตอนการทดสอบ 

น าแบคทเีรยีสงัเคราะหแ์สงสมีว่งทีไ่มส่ะสมซลัเฟอรท์ีผ่า่นการคดัเลอืก 

(10% ของอาหาร) ถ่ายลงในอาหารเลีย้งเชือ้ GM ทีเ่ตมิ 1.5% NaCl (จากผลการทดลองที ่6) 

โดยปรบัความเรว็รอบในการเขยา่เป็น 50, 100, 150 และ 200 รอบต่อนาท ีบ่มในสภาวะมี

อากาศ ไรแ้สง เมื่อครบ 48 และ 72 ชัว่โมง วดัการเจรญิเชือ้ดว้ยเครื่อง spectrophotometer ที่

ความยาวคลื่นแสง 660 นาโนเมตร เพื่อใชเ้ป็นขอ้มลูในการคดัเลอืกความเรว็รอบในการเขยา่ที่

เหมาะสม โดยทุกๆ การทดสอบทีผ่า่นมา (ขอ้ 1-7) ท าการทดสอบ 3 ซ ้า 

8. การเทียบเคียงแบคทีเรียสงัเคราะหแ์สงสีม่วงท่ีไม่สะสมซลัเฟอรโ์ดยใช้เทคนิค 16s 

rRNA gene 

น าแบคทเีรยีสงัเคราะห์แสงสมี่วงที่ไม่สะสมซลัเฟอร์ที่ย่อยโปรตีนและมฤีทธิ ์

ยบัยัง้แบคทเีรยีก่อโรคกุง้ Vibrio spp. มาเลีย้งในอาหารเลีย้งเชือ้สตูร GM ทีม่ ี1.5% NaCl ใน

สภาวะมแีสง มอีากาศน้อยใหเ้ขา้สูร่ะยะ log phase จากนัน้น ามาป ัน่เหวีย่งแยกเซลลอ์อกมา

เพื่อสกดั DNA และเพิม่ปรมิาณ 16s rRNA gene ดว้ยเทคนิค PCR ทีใ่ชไ้พรเมอร ์ 27F       

(5'-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3') และ 1492R (5'-GGTTACCTTGTTACGACTT-3') 

(lvanovskii et al., 2013) แลว้ท าบรสิุทธิ ์PCR products ดว้ย Gel/PCR DNA fragments 

extraction kit (Geneaid, Taiwan) ตามค าแนะน าของผูผ้ลติ จากนัน้สง่ PCR products ไป

วเิคราะหล์ าดบั DNA sequence ที ่Wardmedic ประเทศมาเลเซยี เมื่อไดข้อ้มลู น าขอ้มลูมา 

blast ในเวบ็ไซต์ของ NCBI-BLAST เพื่อเปรยีบเทยีบ DNA sequences กบัขอ้มลูทีม่อียู่ใน

ฐานขอ้มลูของ GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov) 

 

 



 
 

36 
 

 

อตัราการเจรญิจ าเพาะ (specific growth rate) 

Specific growth rate, µ = 
                 

       
 

โดยที ่ X2 =  คา่ OD660 (nm.) เมือ่สิน้สดุการทดสอบ 

X1 =  คา่ OD660 (nm.) เริม่ตน้ 

t2 =  เวลาเมือ่สิน้สดุการทดสอบ 

t1 =  เวลาเริม่ตน้การทดสอบ 

   =  ลอการธิมึฐานธรรมชาต ิ(natural logarithm) 

หรอื ค านวณไดจ้าก 

Specific growth rate, µ = 
   

  
 

โดยที ่ ln2 = 0.693 

   = เวลาทีใ่ชใ้นการแบ่งเซลลเ์ป็น 2 เทา่ 

เวลาทีแ่บคทเีรยีใชเ้พิม่เซลลเ์ป็น 2 เทา่ (generation time or doubling time, td) 

Generation time, td = t2 – t1 

โดยที ่  t2 =  เวลาเมือ่สิน้สดุการทดสอบ 

 t1 =  เวลาเริม่ตน้การทดสอบ 

หรอื ค านวณไดจ้าก 

Generation time, td =  
     

 
 

โดยที ่    µ = อตัราการเจรญิจ าเพาะ 
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9. การศึกษาปัจจยัร่วมอุณหภูมิ pH และความเข้มข้นของเกลือท่ีส่งผลต่อการผลิต

เอนไซมย่์อยโปรตีน 

9.1 การเตรยีมแบคทเีรยีสงัเคราะหแ์สงสมีว่งทีไ่มส่ะสมซลัเฟอร ์

น าแบคทเีรยีสงัเคราะหแ์สงสมี่วงทีไ่ม่สะสมซลัเฟอรท์ีย่่อยโปรตนีไดด้ี

และมฤีทธิก์ารยบัยัง้แบคทเีรยีก่อโรคกุง้ Vibrio spp. ดว้ย เลีย้งในอาหารเลีย้งเชือ้ทีค่ดัเลอืกแลว้ 

(เปลีย่นแหล่งไนโตรเจนจากทีใ่ชม้าเป็น 1% gelatin) ในสภาวะมแีสง มอีากาศน้อย เป็นเวลา 

48 ชัว่โมง ปรับปริมาณเชื้อด้วยเครื่อง  spectrophotometer ที่ความยาวคลื่นแสง               

660 นาโนเมตร แลว้ปรบัใหม้คีา่เทา่กบั 1 (1010 เซลลต์่อมลิลลิติร) ใชเ้ป็นกลา้เชือ้ 

9.2 ขัน้ตอนการทดสอบ 

เพื่อศกึษาผลรว่มของ pH ความเขม้ขน้ของเกลอื และอุณหภูมทิีส่ง่ผล

ต่อการผลติเอนไซมย์่อยโปรตนี โดยศกึษาปจัจยัละ 5 ระดบัตามการออกแบบการทดลองของ

หลกัการพืน้ทีผ่วิตอบสนอง (Response surface design: RSM) ทีก่ าหนดจุดทดลองแบบสว่น

ประสมกลาง (Central composite design: CCD) ดงัตารางที ่2.3 โดยใชก้ลา้เชือ้ 5% เลีย้งใน

อาหาร GM ทีเ่ตมิ 1.5% NaCl ในปรมิาตร 50 มลิลลิติรเลีย้งในสภาวะไรแ้สง มอีากาศ เขยา่ที่

ความเรว็รอบ 150 รอบต่อนาท ี(จากผลการทดลองที ่7) เกบ็ตวัอยา่งในแต่ละการทดสอบครัง้ละ 

5 มลิลลิติร ทีเ่วลา 0, 24 และ 48 ชัว่โมง เพื่อวดัการเจรญิดว้ยการวดัค่าการดดูกลนืแสงทีค่วาม

ยาวคลื่นแสง 660 นาโนเมตร วดัค่า pH ทีเ่ปลีย่นแปลงไป และหาค่ากจิกรรมของเอนไซม ์โดย

น าไปหมุนเหวีย่งทีค่วามเรว็  5,000 รอบต่อนาท ีเป็นเวลา 15 นาท ีน าสว่นใสมา 1 มลิลลิลติร 

เตมิ 1 มลิลลิลติรของ 1% สารละลายเจลาตนิทีม่ ี2% NaCl ใน 0.1 M Tris-HCl pH 8 บ่มที่

อุณหภูม ิ28 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 60 นาท ีและหยุดปฏกิริยิาดว้ย 5% Trichloroacetic acid 

(TCA) ปรมิาตร 3 มลิลลิลติร ผสมใหเ้ขา้กนัตัง้ทิง้ไว ้10 นาท ีจากนัน้กรองดว้ยกระดาษกรอง 

Whatman No.1 น าสว่นใสมาวดัการดดูกลนืแสงที ่280 นาโนเมตร ใชน้ ้ากลัน่เป็น blank เพื่อ

หากจิกรรมเอนไซมย์อ่ยโปรตนี (ดดัแปลงมาจาก Norberg and Hofsen, 1969 อา้งโดยปฐมา

รตัน์, 2549) ท าการทดลองจ านวน 3 ซ ้า 

ท ากราฟมาตรฐานไทโรซนีทีค่วามเขม้ขน้ 3.125, 6.25, 12.5, 25, 50 และ 100 

ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร 
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ค านวณกจิกรรมเอนไซมย์อ่ยโปรตนี (Unit/ml) 

Unit/ml= 
                         

                                        
 

 

โดยก าหนดให้ 1 หน่วยของเอนไซมย์่อยโปรตนี คอื กจิกรรมการย่อยสลาย

โปรตนีไดเ้ป็นกรดอะมโินอสิระไทโรซนีปรมิาณ 1 ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร 

(http://www.degp.go.th/data_env/south/animals/water/kunkuladoum.html., 08/07/2005 

อา้งโดย ปฐมารตัน์, 2549) 

หลงัจากนัน้ท าการทดสอบ เพื่อยืนยนัผลที่ได้จากการออกแบบการทดลอง 

(Verification test) ตามหลกัการพืน้ทีผ่วิผลตอบสนองในการหาสภาวะทีเ่หมาะสม โดยทดสอบ

ในสภาวะมแีสง มอีากาศน้อย และไรแ้สง มอีากาศ 
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ตารางที ่2.3 ตารางการทดสอบการออกแบบส่วนประสมกลาง (Central composite design: 

CCD) 

ชุดการทดสอบ 

คา่ทีไ่ดจ้ากโปรแกรม RSM คา่ทีใ่ชจ้รงิในการทดลอง 

pH NaCl (%) อุณหภูม ิ(ºc) pH NaCl (%) อุณหภูม ิ(ºc) 

1 7.5 0.5 27 7.5 0.5 27 

2 8.5 0.5 27 8.5 0.5 27 

3 7.5 2.5 27 7.5 2.5 27 

4 8.5 2.5 27 8.5 2.5 27 

5 7.5 0.5 33 7.5 0.5 33 

6 8.5 0.5 33 8.5 0.5 33 

7 7.5 2.5 33 7.5 2.5 33 

8 8.5 2.5 33 8.5 2.5 33 

9 7.16 1.5 30 7.0 1.5 30 

10 8.84 1.5 30 9.0 1.5 30 

11 8.0 -0.18 30 8.0 0.0 30 

12 8.0 3.18 30 8.0 3.0 30 

13 8.0 1.5 24.95 8.0 1.5 25 

14 8.0 1.5 35.05 8.0 1.5 35 

15* 8.0 1.5 30 8.0 1.5 30 

16* 8.0 1.5 30 8.0 1.5 30 

17* 8.0 1.5 30 8.0 1.5 30 

18* 8.0 1.5 30 8.0 1.5 30 

19* 8.0 1.5 30 8.0 1.5 30 

20* 8.0 1.5 30 8.0 1.5 30 

* :ชุด center point มจี านวน 6 ซ ้า 
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บทท่ี 3 

 

ผลการทดลอง และการวิจารณ์ผลการทดลอง 

 

1. ผลการทดสอบความสามารถของแบคทีเรียสงัเคราะหแ์สงสีม่วงท่ีไม่สะสมซลัเฟอรใ์น

การยบัยัง้การเจริญของแบคทีเรียก่อโรคกุ้ง Vibrio spp. 

เบื้องต้นใชเ้ทคนิค Overlay diffusion method ทดสอบความสามารถของ

แบคทเีรยีสงัเคราะหแ์สงสมี่วงที่ไม่สะสมซลัเฟอร ์จ านวน 22 ไอโซเลทในการยบัยัง้การเจรญิ

ของแบคทเีรยีก่อโรคกุง้ Vibrio spp. จ านวน 6 สายพนัธุ ์พบว่า มเีพยีง 1 ไอโซเลท (4.55%) 

คอื PS342b ที่สามารถยบัยัง้แบคทเีรยีก่อโรคกุ้ง Vibrio spp. ได้ทุกไอโซเลท ในขณะที ่       

11 ไอโซเลท (50.00%) คอื PTS20-1, STW1-6, STW4-3, STW16-1, STW16-4, STW18-1, 

TKW1, TKW17, TKW31, TKW32 และ TKW55 มกีารยบัยัง้แบคทเีรยีก่อโรคกุง้ Vibrio spp. 

ได้บางไอโซเลทเท่านัน้ โดยเกิดเป็นวงใสรอบๆ โคโลนี (รูปที่ 3.1) เป็นลกัษณะการยบัยัง้

บางส่วน (partial inhibition) ทีเ่วลา 24 และ 48 ชัว่โมง ดงัทีแ่สดงในตารางที ่3.1 เมื่อ

เปรยีบเทยีบเปอรเ์ซน็ต์ของแบคทเีรยีสงัเคราะหแ์สงสมี่วงทีไ่ม่สะสมซลัเฟอรท์ีม่คีวามสามารถ

ในการยบัยัง้แบคทเีรยีก่อโรคกุง้ Vibrio spp. คดิเป็น 54.55% (12 ไอโซเลท) จากแบคทเีรยี

สั ง เ ค ร า ะ ห์ แ ส ง สี ม่ ว ง ที่ ไ ม่ ส ะ ส มซั ล เ ฟ อ ร์ ทั ้ง ห ม ดที่ น า ม า คั ด เ ลื อ ก  ใ น ขณ ะ ที ่                   

45.45% (10 ไอโซเลท), 31.82% (7 ไอโซเลท), 31.82% (7 ไอโซเลท), 13.64% (3 ไอโซเลท), 

9.09% (2 ไอโซเลท) และ 4.55% (1 ไอโซเลท) ของแบคทเีรยีสงัเคราะหแ์สงสมีว่งทีไ่ม่สะสม

ซลัเฟอรท์ีม่คีวามสามารถในการยบัยัง้แบคทเีรยีก่อโรคกุง้ V. harvey KSAAHRC 32,             

V. harvey PSU2015, V. vulnificus KSAAHRC 3, V. parahaemolyticus (EMS) SR1,          

V. parahaemolyticus KSAAHRC 46 และ V. parahaemolyticus (EMS) SR2 ตามล าดบั     

(รูปที่ 3.2) ทัง้น้ีอาจเป็นผลมาจากการที่แบคทีเรียสงัเคราะห์แสงสีม่วงที่ไม่สะสมซัลเฟอร์

สามารถผลติสารออกมายบัยัง้แบคทเีรยีก่อโรคกุง้ Vibrio spp. ได ้หรอือาจเป็นผลมาจากการที่

แบคทเีรยีสงัเคราะหแ์สงสมี่วงที่ไม่สะสมซลัเฟอร ์ใชส้ารอาหารส่วนใหญ่ที่อยู่ในบรเิวณรอบๆ 

โคโลนี ท าใหแ้บคทเีรยีก่อโรคกุง้ Vibrio spp. เจรญิไดไ้มด่ ีโดยดไูดจ้ากการทีแ่บคทเีรยีก่อโรค
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กุง้ Vibrio spp. สามารถเจรญิไดใ้นบรเิวณวงใสการยบัยัง้และเมื่อน าแบคทเีรยีก่อโรคกุ้ง    

Vibrio spp. ทีอ่ยู่ในบรเิวณวงใส และขอบวงใสการยบัยัง้ไปดูผ่านกลอ้งจุลทรรศน์อเิลก็ตรอน

แบบสอ่งกราด (scanning electron microscope; SEM) พบว่า แบคทเีรยีก่อโรคกุง้ Vibrio spp. 

มลีกัษณะของเซลล์ที่ผดิปกต ิหรือเกดิหลุมบนตวัเซลล์ ซึ่งแสดงว่าแบคทเีรยีสงัเคราะหแ์สงสี

มว่งทีไ่มส่ะสมซลัเฟอรส์ามารถผลติสารบางชนิดออกมา ท าใหผ้นงัเซลลข์องแบคทเีรยีก่อโรคกุง้ 

Vibrio spp. เกดิเป็นหลุม หรอืรรู ัว่ ตลอดจนการเจรญิทีผ่ดิปกตไิปของเซลล ์(รปูที ่3.3) ท าให้

เกดิเป็นวงใสการยบัยัง้แบคทเีรยีก่อโรคกุง้ Vibrio spp. จากนัน้น าแบคทเีรยีสงัเคราะหแ์สงสมีว่ง

ทีไ่มส่ะสมซลัเฟอร ์ทัง้ 12 ไอโซเลท (40.90%) ทีม่คีวามสามารถในการยบัยัง้แบคทเีรยีก่อโรค

กุง้ Vibrio spp. น าไปเกบ็รกัษาไวเ้พือ่ใชใ้นการทดสอบต่อไป 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รปูที ่3.1 ลกัษณะวงใสการยบัยัง้แบคทเีรยีก่อโรคกุง้ V. parahaemolyticus SR1 สาเหตุของโรค

ตายด่วนของแบคทเีรยีสงัเคราะหแ์สงสมีว่งทีไ่มส่ะสมซลัเฟอร ์ไอโซเลท PS342b เมื่อเลีย้งเป็น

เวลา 48 ชัว่โมง 
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= V. harveyi  = V. parahaemolyticus  = V. vulnificus 

= Vibrio spp.  =No activity 

รปูที ่ 3.2 เปอรเ์ซน็ตข์องแบคทเีรยีสงัเคราะหแ์สงสมี่วงทีไ่ม่สะสมซลัเฟอรท์ีม่คีวามสามารถใน

การยบัยัง้แบคทเีรยีก่อโรคกุง้ Vibrio spp. 

 

2.การคดัเลือกแบคทีเรียสงัเคราะหแ์สงสีม่วงท่ีไม่สะสมซลัเฟอรท่ี์สามารถผลิตเอนไซม์

ย่อยโปรตีน 

เมื่อน าแบคทีเรียสังเคราะห์แสงสีม่วงที่ไม่สะสมซัลเฟอร์ทัง้ 22 ไอโซเลท      

มาคดัเลือกความสามารถผลิตเอนไซม์ย่อยโปรตีนได้ โดยดูจากการย่อยสลายเจลาตินใน     

Gelatin medium (รปูที ่3.4) พบว่า แบคทเีรยีสงัเคราะหแ์สงสมีว่งที่ไมส่ะสมซลัเฟอร ์สว่นใหญ่ 

(81.82%) สามารถยอ่ยสลายเจลาตนิได ้ในขณะทีบ่างไอโซเลท (18.18%) ไมส่ามารถยอ่ยสลาย

เจลาตนิได ้เมือ่เวลาผา่นไป 4 วนั ดงัทีแ่สดงในตารางที ่3.1 
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ตารางที ่3.1 ผลการยบัยัง้แบคทเีรยีก่อโรคกุง้ และการยอ่ย Gelatin ของแบคทเีรยีสงัเคราะหแ์สงสมีว่งทีไ่มส่ะสมซลัเฟอร ์

ไอโซเลท 

การยบัยัง้แบคทเีรยีก่อโรคกุง้ Vibrio spp. 

การยอ่ย Gelatin1 V. harveyi2 V. parahaemolyticus2 V. vulnificus3 

PSU2015 KSAAHRC 32 KSAAHRC 46 (EMS)SR1 (EMS)SR2 KSAAHRC3 

PTS20-1 ++ - - - - - + 

PS121 - - - - - - - 

PS132 - - - - - - - 

PS133b - - - - - - + 

PS133d - - - - - - - 

PS141 - - - - - - + 

PS142 - - - - - - + 

PS243 - - - - - - + 

PS342 - - - - - - ++ 

PS342b ++ + ++ + ++ + + 

PS342d - - - - - - + 
1 - = ไมพ่บการยอ่ย Gelatin เมือ่เวลาผา่นไป 4 วนั; +, ++ และ +++ = พบการยอ่ย Gelatin ทีเ่วลา 4, 3 และ 2 วนัตามล าดบั 
2 - = ไมพ่บวงใส ; + = วงใส <1 มม. ; ++ = วงใส อยูใ่นชว่งระหวา่ง 1-5 มม. ; +++ = วงใส > 5 มม. 
3 - = ไมพ่บวงใส ; + = วงใส <5 มม. ; ++ = วงใส อยูใ่นชว่งระหวา่ง 5-10 มม. ; +++ = วงใส > 10 มม. 
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ตารางที ่3.1 ผลการยบัยัง้แบคทเีรยีก่อโรคกุง้ และการยอ่ย Gelatin ของแบคทเีรยีสงัเคราะหแ์สงสมีว่งทีไ่มส่ะสมซลัเฟอร ์(ต่อ) 

ไอโซเลท 

การยบัยัง้แบคทเีรยีก่อโรคกุง้ Vibrio spp. 

การยอ่ย Gelatin1 V. harveyi2 V. parahaemolyticus2 V. vulnificus3 

PSU2015 KSAAHRC 32 KSAAHRC 46 (EMS) SR1 (EMS) SR2 KSAAHRC3 

S3W11 - - - - - - + 

STW1-6 + - - - - - + 

STW4-3 + + - - - - - 

STW16-1 + + - - - - + 

STW16-4 ++ ++ - - - - ++ 

STW18-1 + ++ + - - ++ ++ 

TKW1 - + - - - + + 

TKW17 - + - - - + + 

TKW31 - + - - - + + 

TKW32 - +++ - + - +++ +++ 

TKW55 - +++ - + - +++ +++ 
1 - = ไมพ่บการยอ่ย Gelatin เมือ่เวลาผา่นไป 4 วนั; +, ++ และ +++ = พบการยอ่ย Gelatin ทีเ่วลา 4, 3 และ 2 วนัตามล าดบั 
2 - = ไมพ่บวงใส ; + = วงใส <1 มม. ; ++ = วงใส อยูใ่นชว่งระหวา่ง 1-5 มม. ; +++ = วงใส > 5 มม. 
3 - = ไมพ่บวงใส ; + = วงใส <5 มม. ; ++ = วงใส อยูใ่นชว่งระหวา่ง 5-10 มม. ; +++ = วงใส > 10 มม. 
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รปูที ่3.3 ลูกศรชีล้กัษณะหลุม หรอืรรู ัว่ ตลอดจนการเจรญิเตบิโตทีผ่ดิปกตขิองเซลลแ์บคทเีรยี

ก่อโรคกุง้  V. harveyi PSU2015 บรเิวณขอบวงใสการยบัยัง้ (ก และ ข) และภายในวงใสการ

ยบัยัง้   (ค และ ง) ภายหลงัการทดสอบกบัแบคทเีรยีสงัเคราะห์แสงสมี่วงที่ไม่สะสมซลัเฟอร ์  

ไอโซเลท STW16-4 เปรยีบเทยีบกบัเซลลป์กตขิองแบคทเีรยีก่อโรคกุง้  V. harveyi PSU2015 

(จ และ ฉ) 

จ ฉ 
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รปูที ่3.4 การยอ่ยสลายเจลาตนิใน Gelatin medium ใหเ้หลวโดยแบคทเีรยีสงัเคราะหแ์สงสมีว่ง

ที่ไม่สะสมซลัเฟอรเ์มื่อบ่มในที่มแีสง มอีากาศน้อย ที่อุณหภูมหิอ้งเป็นเวลา 4 วนั (หลอดบน) 

เปรยีบเทยีบกบัหลอดควบคุม (หลอดล่าง) 

 

STW 16-4 

STW 18-1 

TKW 32 

TKW 55 
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3. การหาสภาวะในการเลี้ยงแบคทีเรียสงัเคราะหแ์สงสีม่วงท่ีไม่สะสมซลัเฟอรแ์ละการ

ทดสอบการยบัยัง้แบคทีเรียก่อโรคกุ้ง Vibrio spp. โดยการเลี้ยงร่วมกนั 

จากการทดสอบการยบัยัง้แบคทเีรยีก่อโรคกุง้ Vibrio spp. โดยการเลีย้งรว่มกนั

พบวา่ แบคทเีรยีสงัเคราะหแ์สงสมีว่งทีไ่มส่ะสมซลัเฟอร ์ทัง้ 12 ไอโซเลททีผ่า่นการคดัเลอืกจาก

การทดลองที ่1 ไมส่ามารถยบัยัง้แบคทเีรยีก่อโรคกุง้ Vibrio spp. ดไูดจ้ากปรมิาณแบคทเีรยีก่อ

โรคกุง้ Vibrio spp. ทีเ่หลอือยู่ภายหลงัการเลีย้งร่วมกนัเปรยีบเทยีบกบัชุดควบคุมทีไ่ม่ไดเ้ตมิ

แบคทเีรยีสงัเคราะหแ์สงสมี่วงทีไ่ม่สะสมซลัเฟอรล์งไป ทัง้ใน 2 สภาวะ คอื เลี้ยงในสภาวะที่มี

แสง มอีากาศน้อยและมอีากาศ ไรแ้สง เป็นเวลา 48 ชัว่โมง ทัง้นี้อาจเป็นผลมาจากการทีเ่ชือ้ทัง้

สองชนิดมอีตัราการเจรญิจ าเพาะ (µmax) ทีแ่ตกต่างกนั ท าใหม้กีารแขง่ขนัในการเจรญิ ตลอดจน

การปรบัตวัในการเจรญิในอาหารทีใ่ชใ้นการทดสอบ (TSA + 1.5% NaCl) ไดแ้ตกต่างกนั โดย

แบคทเีรยีก่อโรคกุง้ Vibrio spp. นัน้มอีตัราการเจรญิ (ประมาณ 0.219 ชัว่โมง-1) (Ma F. et al., 

2016) ซึง่อาจสงูกว่าแบคทเีรยีสงัเคราะหแ์สงสมี่วงทีไ่ม่สะสมซลัเฟอรท์ีน่ ามาใชใ้นการทดสอบ  

ส่งผลใหก้ารแข่งขนัในการเจรญิในการใช้อาหาร หรอืการผลติสารยบัยัง้เกดิขึน้ได้น้อย ท าให้

ปรมิาณของแบคทเีรยีก่อโรคกุง้ Vibrio spp. ลดลงไดน้้อยโดยมคี่าไมแ่ตกต่างจากชุดควบคุมดงั

ตารางที ่3.2 ดงันัน้ในการทดลองต่อไปจงึหาอาหารทีเ่หมาะสมและค่าการเจรญิจ าเพาะ (µmax) 

ของแบคทเีรยีสงัเคราะหแ์สงสมีว่งทีไ่มส่ะสมซลัเฟอร ์

 

4. ความสามารถของแบคทีเรียสงัเคราะห์แสงสีม่วงท่ีไม่สะสมซลัเฟอรใ์นการสร้างสาร

ยบัยัง้การเจริญของแบคทีเรียก่อโรคกุ้ง Vibrio spp. 

เพื่อพสิจูน์ความสามารถของแบคทเีรยีสงัเคราะหแ์สงสมี่วงทีไ่ม่สะสมซลัเฟอร์

ในการผลิตสารยบัยัง้แบคทีเรียก่อโรคกุ้ง Vibrio spp. (ผลการทดสอบจากเทคนิค         

Overlay diffusion method) แลว้ปล่อยสารดงักล่าวออกมาในอาหารเหลว  หรอืน ้าเลีย้งเซลล์ที่

ใชเ้ลีย้ง ดงันัน้น ้าเลีย้งเซลลแ์บคทเีรยีสงัเคราะหแ์สงสมี่วงทีไ่ม่สะสมซลัเฟอรท์ีเ่ลีย้งในสภาวะมี

แสง มอีากาศน้อย จึงได้น ามาใช้ในการทดสอบการยบัยัง้การเจรญิของแบคทีเรยีก่อโรคกุ้ง 

Vibrio spp. ดว้ยเทคนิค Agar well diffusion จากการทดลอบพบว่า น ้าเลีย้งเซลลแ์บคทเีรยี

สงัเคราะหแ์สงสมี่วงที่ไม่สะสมซลัเฟอร ์ทัง้ 12 ไอโซเลทไม่สามารถยบัยัง้แบคทเีรยีก่อโรคกุ้ง 

Vibrio spp. ได ้ซึง่ยงัไมส่ามารถสรุปไดว้่าแบคทเีรยีสงัเคราะหแ์สงสมีว่งทีไ่มส่ะสมซลัเฟอร ์ทัง้ 
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12 ไอโซเลท ไมส่ามารถผลติสารยบัยัง้แบคทเีรยีก่อโรคกุง้ Vibrio spp. และปล่อยสารดงักล่าว

ออกมาในน ้าเลี้ยงเซลล์ได ้ทัง้น้ีอาจเป็นเพราะสารทีถู่กปล่อยออกมานัน้มน้ีอย ส่งผลให้ไม่เกดิ

ฤทธิก์ารยบัยัง้โดยมคีวามแตกต่างจากการทดสอบการยบัยัง้การเจรญิของแบคทเีรยีก่อโรคกุง้ 

Vibrio spp. โดยใชเ้ทคนิค Overlay diffusion method ทีใ่หผ้ลการยบัยัง้ทีส่ามารถตรวจสอบได้

ชดัเจนกว่า ทัง้น้ีอาจเป็นผลมาจากการเจริญของแบคทีเรียสงัเคราะห์แสงสีม่วงที่ไม่สะสม

ซัล เฟอร์ผลิตและปล่ อยสารยับยั ้ง ออกมา ในขณะที่น ้ า เ ลี้ ย ง เซลล์ โ ดย ใช้ เทค นิค                  

Agar well diffusion ความเขม้ขน้ของสารมน้ีอย เน่ืองจากเป็นการใชน้ ้าเลีย้งเซลลจ์งึไมม่กีาร

เพิม่ปรมิาณสารในระหว่างการทดสอบ หรอือกีกรณีอาจเป็นไดว้่าสารทีป่ล่อยออกมาละลายได้

น้อยในน ้าสง่ผลใหไ้มม่กีารยบัยัง้และเพื่อตอบสมมุตฐิานดงักล่าว จงึไดน้ าน ้าเลีย้งเซลล์มาท าให้

เขม้ขน้ขึน้เพือ่ใชใ้นการทดลองต่อไป  

 

5. ความสามารถของแบคทีเรียสงัเคราะหแ์สงสีม่วงท่ีไม่สะสมซลัเฟอร ์ในการยบัยัง้การ

เจริญของแบคทีเรียก่อโรคกุ้ง Vibrio spp. โดยใช้น ้าเลี้ยงเซลลเ์ข้มข้น 

จากผลการทดลองที่ผ่านมาจงึน าน ้าเลี้ยงเซลล์ของแบคทเีรยีสงัเคราะหแ์สงสี

ม่วงที่ไม่สะสมซลัเฟอรม์าท าใหเ้ขม้ขน้ โดยเลี้ยงและเตรยีมน ้าเลี้ยงเซลล์แบคทเีรยีสงัเคราะห์

แสงสีม่วงที่ไม่สะสมซัลเฟอร์ตามการทดลองที่ 4 จากนัน้น าส่วนของน ้ าเลี้ยงเซลล์แบ่ง          

เป็น 2 สว่น คอื น าไปท าใหเ้ขม้ขน้ขึน้โดยเครื่อง Rotary evaporator และอกีสว่นน าไปท าให้

เขม้ขน้ขึน้โดยวธิ ี Freeze-dry แลว้ปรบัความเขม้ขน้ของน ้าเลีย้งเซลลใ์หเ้ขม้ขน้ขึน้เป็น 5, 10 

และ 20 เท่า น ามาใชใ้นการทดสอบการยบัยัง้การเจรญิของแบคทเีรยีก่อโรคกุง้ Vibrio spp. ซึง่

จากผลการทดสอบพบว่า น ้าเลีย้งเซลล์ทีท่ าใหเ้ขม้ขน้ขึน้โดยเครื่อง Rotary evaporator นัน้ไม่

สามารถยบัยัง้การเจรญิของแบคทเีรยีก่อโรคกุง้ Vibrio spp. ทัง้น้ีอาจเป็นผลมาจากความรอ้น

และเวลาที่ใช้ในการท าให้ตัวอย่างแห้งที่ร้อนและนาน จึงส่ งผลให้สารยบัยัง้การเจริญของ

แบคทเีรยีก่อโรคกุง้ Vibrio spp. ถูกท าลายหรอืเสื่อมคุณสมบตัไิป ในขณะทีน่ ้าเลีย้งเซลลท์ าให้

เขม้ขน้ขึน้โดยวธิ ีFreeze-dry พบว่าที่ความเขม้ขน้ของน ้าเลี้ยงเซลล์ที่เพิม่ขึน้เป็น 20 เท่า

สามารถยบัยัง้แบคทเีรยีก่อโรคกุง้ Vibrio spp. ดงัทีแ่สดงในตารางที่ 3.3 และรปูที ่3.5 และ 3.6 

จากผลการทดลองน้ีสามารถใช้ในการยนืยนัได้ว่าแบคทีเรียสงัเคราะห์แสงสีม่วงที่ไม่สะสม

ซลัเฟอรส์ามารถผลติสารยบัยัง้แบคทเีรยีก่อโรคกุง้ Vibrio spp. แลว้ปล่อยออกนอกเซลลไ์ด ้แต่
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มปีรมิาณน้อยมาก ท าใหไ้ม่สามารถใชน้ ้าเลี้ยงเซลล์แบคทเีรยีสงัเคราะห์แสงสมี่วงที่ไม่สะสม

ซลัเฟอร ์(ไมไ่ดท้ าใหเ้ขม้ขน้) ในการยบัยัง้หรอืควบคุมแบคทเีรยีก่อโรคกุง้ Vibrio spp. ได ้และ

ยงัสามารถอธบิายไดว้่าในการทดสอบการยบัยัง้แบคทเีรยีก่อโรคกุง้ Vibrio spp. โดยการเลีย้ง

ร่วมกันระหว่างแบคทีเรียสงัเคราะห์แสงสีม่วงที่ไม่สะสมซัลเฟอร์และแบคทีเรียก่อโรคกุ้ง    

Vibrio spp. นัน้ นอกจากอตัราการเจรญิจ าเพาะของเชือ้ทัง้ 2 ทีอ่าจมคีวามแตกต่างกนัอย่าง

ชดัเจนแลว้ สารยบัยัง้ทีแ่บคทเีรยีสงัเคราะหแ์สงสมี่วงทีไ่ม่สะสมซลัเฟอรผ์ลติและปล่อยออกมา

นอกเซลล์มปีรมิาณน้อยส่งผลใหแ้บคทเีรยีสงัเคราะห์แสงสมี่วงที่ไม่สะสมซลัเฟอรไ์ม่สามารถ

ยบัยัง้ หรอืควบคุมปรมิาณแบคทเีรยีก่อโรคกุง้ Vibrio spp. ใหม้จี านวนน้อยกว่าชุดควบคุมได ้

จงึเป็นผลใหชุ้ดควบคุมและชุดทดสอบในการทดสอบการยบัยัง้แบคทเีรยีก่อโรคกุง้ Vibrio spp. 

โดยการเลี้ยงร่วมกนัมปีรมิาณแบคทเีรยีก่อโรคกุ้ง Vibrio spp. เหลอืในปรมิาณใกลเ้คยีงกนั

ภายหลงัการทดสอบแต่อย่างไรก็ตาม ในสภาพความเป็นจริงของการเลี้ยงกุ้ง ปรมิาณของ

แบคทเีรยีก่อโรคกุง้ Vibrio spp. นัน้มปีรมิาณทีต่ ่ากว่า 107 เซลลต์่อมลิลลิติร ซึง่น้อยกว่าในการ

ทดสอบ และแบคทเีรยีสงัเคราะหแ์สงสมีว่งทีไ่มส่ะสมซลัเฟอรย์อ่มมีปรมิาณสงูกว่าแบคทเีรยีก่อ

โรคกุง้ Vibrio spp. มากจากการใชเ้ป็นกล้าเชื้อในการเลี้ยงกุง้ซึ่งอาจควบคุมปรมิาณของ

แบคทเีรยีก่อโรคกุง้ Vibrio spp. ได ้
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ตารางที ่3.2 จ านวนแบคทเีรยีก่อโรคกุง้ทีเ่หลอืรอดภายหลงัการทดสอบเลีย้งรว่มกบัแบคทเีรยีสงัเคราะหแ์สงสมีว่งทีไ่มส่ะสมซลัเฟอร์ในสภาวะทีม่แีสง มี

อากาศน้อย และมอีากาศ ไรแ้สงเป็นเวลา 48 ชัว่โมง 

ไอโซเลท 

จ านวนของ Vibrio spp. ภายหลงัการทดสอบ (106cfu/ml) 

V. harveyi V. parahaemolyticus V. vulnificus 

PSU2015 KSAAHRC 32 KSAAHRC 46 (EMS) SR1 (EMS) SR2 KSAAHRC3 

PTS20-1 >300 - - - - - 
PS342b >300 >300 >300 >300 >300 >300 
STW1-6 >300 - - - - - 
STW4-3 >300 >300 - - - - 
STW16-1 >300 >300 - - - - 
STW16-4 >300 >300 - - - - 
STW18-1 >300 >300 >300 - - >300 
TKW1 - >300 - - - >300 
TKW17 - >300 - - - >300 
TKW31 - >300 - - - >300 
TKW32 - >300 - >300 - >300 
TKW55 - >300 - >300 - >300 
ชุดความคุม >300 >300 >300 >300 >300 >300 

- = ไมไ่ดท้ดสอบเน่ืองจากในการทดสอบก่อนหน้า (การทดลองที ่1) ไมพ่บการยบัยัง้แบคทเีรยีก่อโรคกุง้ดงักล่าว 
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ตารางที ่3.3 ผลการยบัยัง้แบคทเีรยีก่อโรคกุง้ของแบคทเีรยีสงัเคราะหแ์สงสมีว่งทีไ่มส่ะสมซลัเฟอร์เมื่อเลีย้งในสภาวะมแีสง-มอีากาศน้อย โดยใชน้ ้าเลีย้ง

เซลลเ์ขม้ขน้ขึน้ 20 เทา่ 

ไอโซเลท 
ขนาดวงใสการยบัยัง้ (มม.) 

V. harveyi V. parahaemolyticus V. vulnificus 
PSU2015 KSAAHRC 32 KSAAHRC 46 (EMS) SR1 (EMS) SR2 KSAAHRC3 

PTS20-1 0 - - - - - 
PS342b 15.8 12.6d 0.52 0.42 0.38 13.4c 
STW1-6 0 - - - - - 
STW4-3 0 0 - - - - 
STW16-1 0 0 - - - - 
STW16-4 0 0 - - - - 
STW18-1 0 18.2a 0 - - 22.8b 
TKW1 - 11.9e - - - 15.4c 
TKW17 - 12.7d - - - 21.7b 
TKW31 - 12.1e - - - 19.6b 
TKW32 - 15.3b - 0 - 20.2b 
TKW55 - 14.1c - 0 - 24.4a 

- = ไมไ่ดท้ดสอบเน่ืองในการทดสอบก่อนหน้า (การทดลองที ่1) ไมพ่บการยบัยัง้แบคทเีรยีก่อโรคกุง้ดงักล่าว 
0 = ไมพ่บฤทธิใ์นการยบัยัง้แบคทเีรยีก่อโรคกุง้ดงักล่าว  
 ตวัอกัษรทีต่่างกนับนตวัเลขแสดงคา่ความแตกต่างอยา่งมนียัส าคญัในแต่ละคอลมัน์อยูท่ี ่ p<0.05 
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รปูที ่3.5 ผลการยบัยัง้แบคทเีรยีก่อโรคกุง้ V. harveyi PSU2015 (ก), V. harveyi KSAAHRC 
32 (ข) และ V. vulnificus KSAAHRC3 (ค) ของแบคทเีรยีสงัเคราะหแ์สงสมี่วงทีไ่มส่ะสม
ซลัเฟอรไ์อโซเลท PS342b ที่เวลา 48 ชัว่โมง โดยใช้น ้าเลี้ยงเซลล์เขม้ขน้ขึน้ 20 เท่า

ก ข 
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รปูที ่3.6 ผลการยบัยัง้แบคทเีรยีก่อโรคกุ้งV. harveyi KSAAHRC 32 (ก, ข) และ                          

V. vulnificus KSAAHRC3 (ค, ง) ของแบคทเีรยีสงัเคราะหแ์สงสมีว่งทีไ่มส่ะสมซลัเฟอรไ์อโซ

เลท STW 18-1, TKW32, TPW55 และ TKW17 ตามล าดบัทีเ่วลา 48 ชัว่โมง โดยใชน้ ้าเลีย้ง

เซลลเ์ขม้ขน้ขึน้ 20 เทา่ 

ก ข 

ง ค 
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6. การคดัเลือกอาหารเลี้ยงเช้ือท่ีเหมาะต่อการเจริญของแบคทีเรียสงัเคราะหแ์สงสีม่วงท่ี

ไม่สะสมซลัเฟอร ์

หลงัจากการคดัเลือกแบคทีเรยีสงัเคราะห์แสงสมี่วงที่ไม่สะสมซลัเฟอร์ โดย

พิจารณาจากความสามารถในการย่อยโปรตีนได้ดี หรือมีฤทธิย์ ับยัง้แบคทีเรียก่อโรคกุ้ง     

Vibrio spp. ไดด้ ีหรอืยอ่ยโปรตนี (เจลาตนิ) และมฤีทธิย์บัยัง้แบคทเีรยีก่อโรคกุง้ Vibrio spp. 

ไดด้แีลว้ พบวา่ ไอโซเลททีผ่า่นการคดัเลอืกมเีพยีงไอโซเลทเดยีว คอื PS342b เน่ืองจากใหก้าร

ยบัยัง้แบคทเีรยีก่อโรคกุง้ Vibrio spp. ไดห้ลายไอโซเลททีสุ่ด อกีทัง้ยงัมคีุณสมบตัใินการผลติ

เอนไซมย์อ่ยโปรตนีได ้เมื่อน าเชือ้ดงักล่าวมาเลีย้งในอาหารเหลวสตูร GA, GM, G5 และ BIM 

ทีเ่ตมิ 1.5% NaCl บ่มในสภาวะมแีสง มอีากาศน้อย เมื่อครบ 48 และ 72 ชัว่โมง วดัการเจรญิ

ของเชือ้ดว้ยเครื่อง spectrophotometer ทีค่วามยาวคลื่นแสง 660 นาโนเมตร เพื่อใชเ้ป็นขอ้มลู

ในการคดัเลอืกอาหารเลีย้งเชือ้ทีเ่หมาะสม ตลอดจนหาอตัราการเจรญิจ าเพาะ (µmax) ของเชือ้ใน

อาหารแต่ละชนิดพบว่า ไอโซเลท PS342b สามารถเจรญิได้ดทีี่สุดในอาหารเหลว GM ที่เติม 

1.5% NaCl โดยมอีตัราการเจรญิจ าเพาะและเวลาทีแ่บคทเีรยีใชเ้พิม่จ านวนเซลลเ์ป็น 2 เท่า 

เทา่กบั 0.336 และ 2.066 ชัว่โมง ตามล าดบั (รปูที ่3.7) และตารางที ่3.4 
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รปูที ่3.7 การเจรญิของแบคทเีรยีสงัเคราะหแ์สงสมีว่งทีไ่มส่ะสมซลัเฟอร ์ไอโซเลท PS342b ที่

เจรญิในอาหารชนิดต่างๆ ภายใตส้ภาวะมแีสง มอีากาศน้อย 

 

ตารางที ่3.4 อตัราการเจรญิจ าเพาะ และเวลาทีแ่บคทเีรยีสงัเคราะหแ์สงสมีว่งทีไ่มส่ะสมซลัเฟอร ์

ไอโซเลท PS342b ใชเ้พิม่จ านวนเซลล์เป็น 2 เท่า ในอาหารชนิดต่างๆ ภายใต้สภาวะมแีสง     

มอีากาศน้อย 

อาหารทดสอบ อตัราการเจรญิจ าเพาะ (ชม-1) เวลาทีใ่ชเ้พิม่จ านวนเซลลเ์ป็น 2 เทา่ (ชม.) 

BIM 0.173 4.001 

G5 0.210 3.298 

GA 0.126 5.513 

GM 0.335 2.066 
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7. การหาความเรว็รอบในการเขย่าท่ีเหมาะสมต่อการเจริญของแบคทีเรียสงัเคราะหแ์สง

สีม่วงท่ีไม่สะสมซลัเฟอร ์

 เมื่อน าแบคทเีรยีสงัเคราะหแ์สงสมีว่งทีไ่มส่ะสมซลัเฟอร ์ไอโซเลท PS342b มา

เลี้ยงในอาหารเหลวสูตร GM ทีเ่ตมิ 1.5% NaCl แยกบ่มในสภาวะมอีากาศ ไรแ้สง โดยปรบั

ความเรว็รอบในการเขย่าเชือ้เป็น 50, 100, 150 และ 200 รอบต่อนาท ีบ่มเลีย้งเป็นเวลา       

48 และ 72 ชัว่โมง จากนัน้น ามาวดัการเจรญิของเชื้อด้วยเครื่อง spectrophotometer 

เช่นเดียวกบัการทดสอบการคดัเลือกอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสม เพื่อน าข้อมูลมาใช้ในการ

คดัเลือกความเรว็รอบที่ควรใช้ในการเลี้ยงเชื้อดงักล่าว ซึ่งจากผลการทดสอบพบว่า ค่าการ

ดูดกลนืแสงของเชื้อมคี่าสูงทีค่วามเรว็ในการเขย่าที ่150 และ 200 รอบต่อนาท ีและมคี่า

ใกลเ้คยีงกนัทัง้ทีเ่วลา 48 และที ่72 ชัว่โมงภายหลงัการบ่มเลีย้งดงัทีแ่สดงในรปูที ่3.8 ดงันัน้ ใน

การทดสอบต่อไปจงึเลอืกใชค้วามเรว็รอบทีเ่หมาะสมในการเขยา่เท่ากบั 150 รอบต่อนาท ีทัง้นี้

เพือ่เป็นการประหยดัพลงังานทีใ่ชใ้นการทดสอบ และในการน าไปใช ้

 

 

 

 

 

 

 

รปูที ่3.8 การเจรญิของแบคทเีรยีสงัเคราะหแ์สงสมีว่งทีไ่มส่ะสมซลัเฟอร ์ไอโซเลท PS342b ที่

เลีย้งในอาหารสตูร GM ทีเ่ตมิ 1.5% NaCl บ่มเลีย้งทีค่วามเรว็รอบในการเขยา่ทีแ่ตกต่างกนั 

ภายใตส้ภาวะมอีากาศ ไรแ้สง 
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8. การเทียบเคียงแบคทีเรียสงัเคราะห์แสงสีม่วงท่ีไม่สะสมซลัเฟอรโ์ดยใช้เทคนิค 16s 

rRNA gene 

จากการน าแบคทเีรยีสงัเคราะหแ์สงสมีว่งทีไ่มส่ะสมซลัเฟอร ์ไอโซเลท PS342b 

มาบ่งชีช้นิดของเชือ้ดว้ยเทคนิค 16s rRNA gene พบว่า เมื่อน าขอ้มลูมา blast ในเวบ็ไซตข์อง 

NCBI-BLASTเปรยีบเทยีบ sequences ของแบคทเีรยีสงัเคราะห์แสงสมี่วงที่ไม่สะสมซลัเฟอร ์

ไอโซเลท PS342b กบัขอ้มลูทีม่อียูใ่นฐานขอ้มลูของ GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov) แลว้

พบว่ า  มีค ว ามคล้ ายคลึ งกับแบคที เ รียสัง เ ค ร า ะห์แส งสีม่ ว งที่ ไ ม่ ส ะสมซัล เฟอร ์           

Rhodovulum sulfidophilum strain P5 และ Rhodovulum sulfidophilum strain OKHT16 ถงึ 

100% ดงัทีแ่สดงในรปูที ่3.9 จากผลแสดงว่า แบคทเีรยีสงัเคราะหแ์สงสมีว่งทีไ่มส่ะสมซลัเฟอร ์

ไอโซเลท PS342b เป็นเชือ้ Rhodovulum sulfidophilum 

 

รปูที ่3.9 แผนภาพตน้ไมแ้สดงความสมัพนัธข์องสายพนัธุเ์ชือ้แบคทเีรยีสงัเคราะหแ์สงสมีว่งทีไ่ม่

สะสมซลัเฟอร ์ไอโซเลท PS342b กบัเชือ้สายพนัธุอ์ื่นๆ 

 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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9. ผลของปัจจยัร่วมอณุหภมิู pH และความเข้มข้นของเกลือท่ีส่งผลต่อการผลิตเอนไซม์

ย่อยโปรตีน 

ภายหลงัการบ่มเลี้ยงแบคทเีรยีสงัเคราะห์แสงสมี่วงที่ไม่สะสมซลัเฟอร์ ไอโซ

เลท PS342b ทีเ่จรญิในอาหารสตูร GM ทีเ่ตมิ 1.5% NaCl และเปลีย่นแหล่งไนโตเจน จาก 

(NH₄)₂HPO มาเป็น 1 เปอรเ์ซน็ตข์องเจลาตนิ ภายใตส้ภาวะมอีากาศ ไรแ้สงทีค่วามเรว็รอบใน

การเขย่าเท่ากับ 150 รอบต่อนาที แล้วเก็บตัวอย่างมาวัดการเจริญของเชื้อ ค่า pH ที่

เปลีย่นแปลงไป และหาค่ากจิกรรมเอนไซมย์อ่ยโปรตนี ที่เวลา 0, 24 และ 48 ชัว่โมง ดงัทีแ่สดง

ในตารางที ่3.5 และ 3.6 จากการทดสอบพบว่า แบคทเีรยีสงัเคราะหแ์สงสมี่วงทีไ่ม่สะสม

ซลัเฟอร ์ไอโซเลท PS342b มกีารเจรญิสงูสุดทีเ่วลา 48 ชัว่โมง (ตารางที ่3.5) โดยเป็นช่วงเวลา

ทีเ่ชือ้เจรญิ (O.D.660= 0.906±0.044) เขา้สู่ระยะ stationary phase (รูปที ่3.7) และเมื่อ

เปรยีบเทยีบคา่กจิกรรมเอนไซมท์ีม่คีา่สงูทีสุ่ด กพ็บว่า ค่าดงักล่าวมคี่าสงูทีสุ่ดทีเ่วลา 48 ชัว่โมง 

จงึกล่าวไดว้่า ในช่วงทีเ่ชือ้เจรญิเตม็ท ี(เขา้สูร่ะยะ stationary phase) สามารถใหค้่ากจิกรรม

เอนไซม์ได้สูงกว่าช่วงการเจริญก่อนหน้า ซึ่งค่าดังกล่าวอยู่ระหว่าง 11.02-14.71 ยูนิตต่อ

มลิลลิติร (ตารางที ่3.6) และเมื่อน าผลทีไ่ดจ้ากการทดลองมาหาค่าความสมัพนัธร์ะหว่างปจัจยั

เพื่อน าไปสรา้งสมการท านายค่าการตอบสนอง โดยสมการที ่3.1 ซึง่เป็นรปูแบบสมการก าลงั

สองที่สามารถน ามาหาพื้นที่การตอบสนอง ณ จุดใดๆ ในแต่ละช่วงของปจัจยัที่ก าหนดไว้ได ้

และเมื่อแทนค่าปจัจยัต่างๆ ในสมการดงักล่าวจะไดค้่าทีเ่รยีกว่า ค่าจากการท านาย ดงัทีแ่สดง

ในตารางที ่3.6 ซึง่มคีา่อยูร่ะหวา่ง 11.20-14.52 ยนิูตต่อมลิลลิติร  

Y = -137.889+34.639A-5.590B+1.320C-2.743A2 สมาการที ่3.1 

  -1.251B2-0.058C2+0.858AB+0.256AC+0.072BC 

โดยที ่ A คอื ค่า pH 

 B คอื %NaCl 

 C คอื อุณหภมู ิ

 Y คอื ค่ากจิกรรมเอนไซมย์อ่ยโปรตนี 
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ตารางที่ 3.5 ค่าการดูดกลนืแสง (การเจรญิ) และค่า pH ที่เปลี่ยนแปลง ภายหลงัการบ่มเลี้ยงแบคทเีรยีสงัเคราะห์แสงสมี่วงที่ไม่สะสมซลัเฟอร ์           

ไอโซเลท PS342b เพือ่ทดสอบดกูจิกรรมเอนไซมย์อ่ยโปรตนี ภายใตส้ภาวะมอีากาศ ไรแ้สง 

ล าดบั 
คา่ทีก่ าหนด คา่การดดูกลนืแสง (O.D.660 nm.) pH 

pH NaCl (%) Temp. (°c) 0 24 48 0 24 48 

1 7.5 0.5 27 0.172±0.010 0.782±0.085 0.790±0.049 7.220±0.056 7.157±0.090 6.957±0.025 

2 8.5 0.5 27 0.168±0.027 0.725±0.050 0.850±0.028 7.843±0.032 7.230±0.044 7.170±0.026 

3 7.5 2.5 27 0.232±0.126 0.744±0.016 0.869±0.020 7.153±0.015 6.983±0.208 7.073±0.012 

4 8.5 2.5 27 0.149±0.022 0.580±0.044 0.896±0.016 7.780±0.243 8.133±1.517 7.073±0.012 

5 7.5 0.5 33 0.150±0.025 0.822±0.083 0.891±0.074 7.190±0.010 7.027±0.100 6.827±0.012 

6 8.5 0.5 33 0.121±0.034 0.742±0.082 0.762±0.035 7.910±0.022 7.347±0.090 7.157±0.015 

7 7.5 2.5 33 0.116±0.043 0.802±0.004 0.742±0.010 7.167±0.046 7.197±0.021 6.900±0.010 

8 8.5 2.5 33 0.163±0.013 0.760±0.013 0.901±0.066 7.927±0.021 7.423±0.068 7.047±0.025 

9 7 1.5 30 0.139±0.024 0.778±0.009 0.883±0.037 6.913±0.015 6.667±0.159 6.743±0.021 

10 9 1.5 30 0.107±0.003 0.392±0.018 0.577±0.084 8.650±0.026 7.647±0.145 7.453±0.038 
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ตารางที่ 3.5 ค่าการดูดกลนืแสง (การเจรญิ) และค่า pH ที่เปลี่ยนแปลง ภายหลงัการบ่มเลี้ยงแบคทเีรยีสงัเคราะหแ์สงสมี่วงที่ไม่สะสมซลัเฟอร ์            

ไอโซเลท PS342b เพือ่ทดสอบดกูจิกรรมเอนไซมย์อ่ยโปรตนีภายใตส้ภาวะมอีากาศ ไรแ้สง (ต่อ) 

ล าดบั 
คา่ทีก่ าหนด คา่การดดูกลนืแสง (O.D.660 nm.) pH 

pH NaCl (%) Temp. (°c) 0 24 48 0 24 48 

11 8 0 30 0.131±0.034 0.578±0.133 0.718±0.052 7.503±0.060 7.233±0.360 7.057±0.006 

12 8 3 30 0.152±0.021 0.752±0.063 0.883±0.017 7.363±0.059 6.947±0.067 6.910±0.010 

13 8 1.5 25 0.116±0.011 0.610±0.072 0.792±0.071 7.420±0.070 7.353±0.050 6.960±0.036 

14 8 1.5 35 0.118±0.015 0.821±0.017 0.850±0.071 7.433±0.045 7.200±0.312 6.943±0.012 

15* 8 1.5 30 0.179±0.007 0.683±0.033 0.923±0.064 7.453±0.035 7.200±0.132 6.983±0.021 

16* 8 1.5 30 0.183±0.041 0.725±0.086 0.923±0.064 7.557±0.276 7.350±0.178 6.983±0.021 

17* 8 1.5 30 0.146±0.015 0.655±0.025 0.858±0.033 7.537±0.060 7.440±0.072 6.973±0.015 

18* 8 1.5 30 0.139±0.019 0.670±0.018 0.941±0.004 7.472±0.057 7.387±0.035 6.897±0.080 

19* 8 1.5 30 0.143±0.041 0.637±0.004 0.880±0.048 7.519±0.039 7.573±0.038 6.977±0.006 

20* 8 1.5 30 0.146±0.024 0.670±0.004 0.912±0.053 7.521±0.028 7.400±0.085 6.967±0.025 

*:ชุด center point มจี านวน 6 ซ ้า 
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ตารางที ่ 3.6 ผลการทดสอบการออกแบบส่วนประสมกลาง (Central composite desingn: 

CCD) ในการผลิตเอนไซม์ย่อยโปรตีนของแบคทเีรยีสงัเคราะห์แสงสมี่วงที่ไม่สะสมซลัเฟอร ์     

ไอโซเลท PS342b ในสภาวะมอีากาศ ไรแ้สง เป็นเวลา 48 ชัว่โมง 

ชุดทดสอบ 
คา่ทีใ่ชจ้รงิในการทดลอง คา่กจิกรรมเอนไซม ์(ยนิูตต่อมลิลลิติร) 

pH NaCl (%) อุณหภูม ิ(ºc) การท านาย การทดลอง สว่นต่าง 

1 7.5 0.5 27 13.62 13.85 -0.23 
2 8.5 0.5 27 11.72 11.56 0.16 
3 7.5 2.5 27 11.69 11.68 0.02 
4 8.5 2.5 27 11.50 11.77 -0.27 
5 7.5 0.5 33 12.26 12.08 0.18 
6 8.5 0.5 33 11.89 11.99 -0.10 
7 7.5 2.5 33 11.20 11.44 -0.24 
8 8.5 2.5 33 12.54 12.40 0.14 
9 7.0 1.5 30 12.05 11.96 0.09 
10 9.0 1.5 30 11.49 11.50 -0.01 
11 8.0 0.0 30 12.18 12.23 -0.05 
12 8.0 3.0 30 11.22 11.02 0.20 
13 8.0 1.5 25 13.19 13.03 0.16 
14 8.0 1.5 35 12.93 12.96 -0.03 
15* 8.0 1.5 30 14.52 14.55 -0.03 
16* 8.0 1.5 30 14.52 14.55 -0.03 
17* 8.0 1.5 30 14.52 14.39 0.13 
18* 8.0 1.5 30 14.52 14.52 0 
19* 8.0 1.5 30 14.52 14.39 0.13 
20* 8.0 1.5 30 14.52 14.71 -0.29 

*:ชุด center point มจี านวน 6 ซ ้า 
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น าค่าที่ได้จากการทดลองและการท านายมาสร้างกราฟเสน้ตรงดงัรูปที่ 3.10

พบวา่ ค่า R-Squared เทา่กบั 0.99 ซึง่มคีา่เขา้ใกล ้1 แสดงถงึคา่ทีย่อมรบัไดร้ะหวา่งค่าจากการ

ทดลองจรงิกบัค่าการท านาย (พรรณทพิย,์ 2558) นอกจากน้ี Model และ Lack of fit ต่างมี

ความแตกต่างอย่างมนีัยส าคญั และไม่มคีวามแตกต่างอย่างมนีัยส าคญั ตามล าดบั ดงัทีแ่สดง

ร่วมกบัค่าทางสถติอิื่นๆ ในตารางที ่3.7 ส าหรบัการตอบสนองทีพ่ืน้ผวิของค่ากจิกรรมเอนไซม์

ท าไดโ้ดยการสรา้งแผนภาพสามมติ ิ(3D) และภาพคอนทวัร ์(contourfigure) จากสมการทีห่าได้

โดยใชโ้ปรแกรม DX6 แล้วแสดงผลออกมาในผลของปจัจยั 2 ตวัแปรคอื ค่า pH กบัความ

เขม้ขน้ของเกลอื (ดงัรูปที ่3.11 ก และ ง) ค่า pH กบัอุณหภูม ิ(ดงัรูปที ่3.11 ข และ จ) และ

ความเขม้ขน้ของเกลอืกบัอุณหภมู ิ(ดงัรปูที ่3.11 ค และ ฉ) โดยพบว่า ค่า pH ความเขม้ขน้ของ

เกลือและอุณหภูมิที่ให้ค่ากิจกรรมเอนไซม์สูงที่สุดอยู่ในช่วง 7.75-8, 1-1.5% และ            

28.5-30 องศาเซลเซยีส ตามล าดบัและเหน็ไดอ้ยา่งชดัเจนเมื่อก าหนดใหค้่าปจัจยัอื่น 2 ตวัแปร

เป็นคา่คงท ีดงัทีแ่สดงในรปูที ่3.12 

 

 

 
 

รปูที ่3.10 คา่กจิกรรมเอนไซมท์ีไ่ดจ้ากการทดลองและการท านาย 
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เมื่อวเิคราะหข์อ้มลูดว้ยโปรแกรมแลว้ พบว่า ค่า pHความเขม้ขน้ของเกลอืและ

อุณหภูม ิทีค่วรใช ้คอื 7.89, 1.32% และ 29.43 องศาเซลเซยีส และคาดว่าค่ากจิกรรมเอนไซม์

ที่ได้มคี่าประมาณ 14.57 ยูนิตต่อมลิลลิติร ท าการทดสอบทวนซ ้า (Verification test) โดย

ก าหนดค่าใหม่ใหใ้กล้เคยีงกบัค่าที่ไดจ้ากโปรแกรม ทัง้น้ีเพื่อความสะดวกในการปรบัค่าต่างๆ 

ได้อย่างลงตัว (ตารางที่ 3.8) ภายหลงัการทดสอบพบว่า ค่ากิจกรรมเอนไซม์ที่ได้จากการ

ทดสอบใหม่ให้ค่าสูงกว่าการทดสอบก่อนหน้าและค่าที่ได้จากการท านาย ดังที่แสดงใน      

ตารางที ่ 3.8  ซึง่มคีวามแตกต่างกนัเพยีง 0.81 (5.55%) และ 0.83 (5.70%) ยนิูตต่อมลิลลิติร

ซึง่ต ่ากวา่ 10% เป็นคา่ทีย่อมรบัได ้
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ตารางที ่3.7 คา่ทางสถติจิาการทดสอบการออกแบบสว่นประสมกลาง 

คา่ทีน่ ามาพจิารณา 
คา่ทีไ่ดจ้ากการค านวณทางสถติ ิ

Model Lack of fit  

Sum of squares 31.46 0.35 

Mean of squares 3.50 0.07 

F value 83.16 4.86 

Prob > F  <0.0001 0.0537 

 significant not significant 

สว่นเบีย่งเบนมาตรฐาน (S.D.) 0.21 

คา่กลาง (Mean) 12.83 

R-Squared 0.99 

Adj R-Squared 0.97 

Pred R-Squared 0.91 

 

ตารางที ่3.8 ตารางเปรยีบเทยีบคา่กจิกรรมเอนไซมท์ีส่ภาวะต่างๆ (Verification test) 

คา่ต่างๆ pH NaCl (%) อุณหภูม ิ(ºC) 
กจิกรรมเอนไซม ์

(ยนิูตต่อมลิลลิติร) 

คา่ทีไ่ดร้บัการแนะน า* 7.89 1.32 29.43 14.57 

คา่จรงิทีใ่ชใ้นการทดสอบ 7.90 1.30 29.50 15.40 

คา่จากการทดสอบก่อนหน้า** 8.00 1.50 30.00 14.59 

*   คา่ทีไ่ดร้บัการแนะน าทีร่ะดบัความพงึพอใจ เทา่กบั 0.961 

** คา่จากการทดสอบก่อนหน้า (ตารางที ่3.6) ทีใ่หค้า่กจิกรรมเอนไซมส์งูทีส่ดุ  
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รปูที ่3.11 การตอบสนองทีพ่ืน้ผวิของค่ากจิกรรมเอนไซมท์ าไดโ้ดยการสรา้งแผนภาพสามมติ ิ

(3D) (ซา้ยมอื) และภาพคอนทวัร ์(contourfigure) (ขวามอื) 

ก 

ข 

ค 

ง 

จ 

ฉ 



 
 

66 
 

 

 

รปูที ่3.12 คา่กจิกรรมเอนไซมท์ีเ่ปลีย่นแปลงไปเมือ่คา่ของ pH %NaCl หรอือุณหภมู ิ เพิม่หรอื

ลดลง เมือ่ก าหนดใหป้จัจยัอื่นๆ คงที ่
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บทท่ี 4 

 

 สรปุผลการทดลอง  

 

จากวตัถุประสงค์ของงานวจิยัที่ศกึษาเพื่อคดัเลอืกแบคทเีรยีสงัเคราะห์แสงสี

ม่วงที่ไม่สะสมซลัเฟอร์ที่มฤีทธิย์บัยัง้การเจรญิของแบคทเีรยีก่อโรคกุ้ง Vibrio spp.  และ

สามารถผลติเอนไซมย์อ่ยโปรตนีได ้ตลอดจนศกึษาปจัจยัทีม่ผีลต่อการผลติเอนไซมย์อ่ยโปรตนี

ของแบคทเีรยีสงัเคราะหแ์สงสมี่วงทีไ่ม่สะสมซลัเฟอรท์ี่คดัเลอืกได้ เพื่อน ามาประยุกต์ใช้ หรอื

เป็นขอ้มูลในการน าแบคทเีรยีสงัเคราะหแ์สงสมี่วงที่ไม่สะสมซลัเฟอร ์ซึ่งเป็นแบคทเีรยีกลุ่มที่

สามารถเจรญิไดด้ใีนบ่อเลีย้งกุง้ มาใชใ้นการรกัษา/แกไ้ขปญัหาคุณภาพน ้าในการเพาะเลีย้งกุง้ 

รวมทัง้การยบัยัง้แบคทเีรยีก่อโรคกุ้ง Vibrio spp.โดยไม่เป็นอนัตรายต่อตวักุ้ง ผู้บรโิภค 

ตลอดจนสิง่แวดลอ้มในการเลีย้งกุง้เป็นการเพาะเลีย้งทีย่ ัง่ยืน และเป็นมติรกบัสิง่แวดลอ้มจงึได้

น าแบคทเีรยีสงัเคราะหแ์สงสมี่วงทีไ่ม่สะสมซลัเฟอร ์จ านวน 22 ไอโซเลทมาทดสอบหาฤทธิใ์น

การยบัยัง้การเจรญิของแบคทเีรยีก่อโรคกุง้ Vibrio spp. 

ในการทดสอบหาฤทธิใ์นการยับยัง้การเจริญของแบคทีเรียก่อโรคกุ้ง         

Vibrio spp. ของแบคทีเรียสังเคราะห์แสงสีม่วงที่ไม่สะสมซัลเฟอร์ ด้วย เทคนิค             

Overlay diffusion method พบว่า มเีพยีง 1 ไอโซเลท ( 4.55%) คอื PS342d ทีส่ามารถยบัยัง้

แบคทเีรยีก่อโรคกุง้ Vibrio spp. ไดทุ้กไอโซเลท ในขณะที ่11 ไอโซเลท (50.00%) สามารถ

ยบัยัง้แบคทเีรยีก่อโรคกุง้ Vibrio spp. ไดบ้างไอโซเลท จุดนี้แสดงว่าแบคทเีรยีสงัเคราะหแ์สงสี

ม่วงที่ไม่สะสมซลัเฟอร์อาจผลติสารบางชนิดออกมา ท าใหผ้นังเซลล์ของแบคทเีรยีก่อโรคกุ้ง 

Vibrio spp. เกดิเป็นหลุม หรอื รรู ัว่ และเมื่อน าแบคทเีรยีสงัเคราะหแ์สงสมีว่งทีไ่มส่ะสมซลัเฟอร์

ทัง้ 22 ไอโซเลท มาคัดเลือกความสามารถผลิตเอนไซม์ย่อยโปรตีนได้ พบว่า แบคทีเรีย

สงัเคราะหแ์สงสมีว่งทีไ่มส่ะสมซลัเฟอร ์สว่นใหญ่ (81.82%) สามารถยอ่ยสลายเจลาตนิได ้ 

เมื่อน าแบคทเีรยีสงัเคราะห์แสงสมี่วงที่ไม่สะสมซลัเฟอร์ ทัง้ 12 ไอโซเลท ที่

ผา่นการคดัเลอืกสามารถยบัยัง้แบคทเีรยีก่อโรคกุง้ Vibrio spp. มาเลีย้งรว่มกบัแบคทเีรยีก่อโรค

กุง้ Vibrio spp. ในสภาวะทีม่แีสง มอีากาศน้อยและมอีากาศ ไรแ้สง เป็นเวลา 48 ชัว่โมง พบว่า 

ปรมิาณของแบคทเีรยีก่อโรคกุง้ Vibrio spp. ลดลงไดน้้อยโดยมคีา่ไมแ่ตกต่างจากชุดควบคุม 
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ดงันัน้จงึไดน้ าเทคนิค Agar well diffusion มาใชเ้พื่อพสิจูน์ความสามารถของ

แบคทีเรียสงัเคราะห์แสงสมี่วงที่ไม่สะสมซลัเฟอร์ในการผลิตสารยบัยัง้แบคทีเรียก่อโรคกุ้ง       

Vibrio spp. แลว้สามารถปล่อยสารดงักล่าวออกมาอยู่ในอาหารเหลว  หรอื น ้าเลีย้งเซลล ์ทีใ่ช้

เลี้ยงได ้จากการทดสอบพบว่า น ้าเลี้ยงเซลล์แบคทเีรยีสงัเคราะหแ์สงสมี่วงทีไ่ม่สะสมซลัเฟอร ์          

ทัง้ 12 ไอโซเลทไมส่ามารถยบัยัง้แบคทเีรยีก่อโรคกุง้ Vibrio spp. ได ้ซึง่ยงัไมส่ามารถสรุปไดว้่า

แบคทเีรยีสงัเคราะหแ์สงสมี่วงที่ไม่สะสมซลัเฟอร์ ทัง้ 12 ไอโซเลท ไม่สามารถผลติสารยบัยัง้

แบคทเีรยีก่อโรคกุง้ Vibrio spp. ทัง้นี้อาจเป็นเพราะสารทีถู่กปล่อยออกมานัน้อาจมน้ีอย สง่ผล

ใหไ้มเ่กดิฤทธิก์ารยบัยัง้ ดงันัน้การทดสอบต่อมาคอืการท าน ้าเลีย้งเซลลเ์ขม้ขน้ 

การท าน ้าเลีย้งเซลลแ์บคทเีรยีสงัเคราะหแ์สงสีมว่งทีไ่มส่ะสมซลัเฟอรใ์หเ้ขม้ขน้

ทัง้ 12 ไอโซเลท ดว้ยเครื่อง Rotary evaporator และวธิ ี Freeze-dry พบว่า น ้าเลีย้งเซลล์ทีท่ า

ใหเ้ขม้ขน้โดยเครื่อง Rotary evaporator นัน้ไมส่ามารถยบัยัง้การเจรญิของแบคทเีรยีก่อโรคกุง้   

Vibrio spp. ทัง้นี้อาจเป็นผลมาจากความรอ้นและเวลาทีใ่ชใ้นการท าใหต้วัอย่างแหง้ทีร่อ้นและ

นาน ในขณะทีน่ ้าเลีย้งเซลลท์ีท่ าใหเ้ขม้ขน้ขึน้ดว้ยวธิ ีFreeze-dry ทีค่วามเขม้ขน้ 20 เท่า ของ

น ้ าเลี้ยงเซลล์แบคทีเรียสังเคราะห์แสงสีม่วงที่ไม่สะสมซัลเฟอร์ จ านวน 7 ไอโซเลท คือ 

PS342b, STW18-1, TKW1, TKW17, TKW31, TKW32 และ TKW55 สามารถใหก้ารยบัยัง้

แบคทเีรยีก่อโรคกุง้ Vibrio spp.ไดใ้นบางสายพนัธุ ์จากผลการทดลองน้ีสามารถใชใ้นการยนืยนั

ไดว้า่แบคทเีรยีสงัเคราะหแ์สงสมีว่งทีไ่มส่ะสมซลัเฟอรส์ามารถผลติสารยบัยัง้แลว้ปล่อยออกนอก

เซลลเ์พือ่ยบัยัง้แบคทเีรยีก่อโรคกุง้ Vibrio spp. 

จากการทดลองทัง้หมดท าใหส้ามารถคดัเลอืกแบคทเีรยีสงัเคราะหแ์สงสีม่วงที่

ไม่สะสมซลัเฟอร ์ออกมาไดเ้พยีง 1 ไอโซเลท คอื PS342b โดยพจิารณาจากความสามารถใน

การยอ่ยโปรตนีไดด้ ีและมฤีทธิย์บัยัง้แบคทเีรยีก่อโรคกุง้ Vibrio spp. ไดด้มีาทดสอบหาสภาวะ

ทีเ่หมาะสมในการผลติเอนไซมย์่อยโปรตนีต่อไป โดยเริม่จากการคดัเลอืกอาหารและความเรว็

รอบในการเขยา่ทีเ่หมาะสมในการเจรญิโดยเลีย้งในอาหารเหลวสตูร GA, GM, G5 และ BIM ที่

เตมิ 1.5% NaCl บ่มในสภาวะมแีสง มอีากาศน้อย เมื่อครบ 48 และ 72 ชัว่โมง พบว่า เชือ้

สามารถเจรญิไดด้ทีีสุ่ดในอาหารเหลว GM ทีเ่ตมิ 1.5% NaCl โดยมอีตัราการเจรญิจ าเพาะและ

เวลาทีแ่บคทเีรยีใชเ้พิม่จ านวนเซลล์เป็น 2 เท่า เท่ากบั 0.336 ชัว่โมง-1และ 2.066 ชัว่โมง 

ตามล าดบั และยงัพบอกีว่าเชือ้เจรญิไดด้ทีี่สุดทีค่วามเรว็รอบในการเขย่าเท่ากบั 150 และ 200 

รอบต่อนาท ีและมคี่าใกล้เคยีงกนัทัง้ที่เวลา 48 และที่ 72 ชัว่โมง เมื่อน าเชื้อมาบ่งชี้ชนิดด้วย
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เทคนิค 16s rRNA gene พบว่า ไอโซเลท PS342b มคีวามคลา้ยคลงึกบัแบคทเีรยีสงัเคราะห์

แสงสมี่วงที่ไม่สะสมซลัเฟอร์ Rhodovulum sulfidophilum strain P5 และ               

Rhodovulum sulfidophilum strain OKHT16 ถงึ 100% 

ส าหรับสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซม์ย่อยโปรตีนของแบคทีเรีย

สงัเคราะหแ์สงสมี่วงทีไ่ม่สะสมซลัเฟอร ์ไอโซเลท PS342b ทีเ่จรญิในอาหารสตูร GM ทีเ่ตมิ 

1.5% NaCl และเปลีย่นแหล่งไนโตเจน จาก (NH₄)₂HPO4 มาเป็น 1% gelatin ภายใตส้ภาวะมี

อากาศ ไรแ้สงทีค่วามเรว็รอบในการเขยา่เทา่กบั 150 รอบต่อนาท ีดว้ยการออกแบบการทดลอง

แบบประสมกลาง (Central composite design; CCD) พบว่า ปจัจยัทีใ่ชใ้นการทดลอง คอื ค่า 

pH ความเขม้ขน้เกลอืและอุณหภูม ิมคีวามสมัพนัธเ์ป็นแบบ ความสมัพนัธเ์ชงิเสน้โคง้ Model 

ต่างมคีวามแตกต่างอย่างมนีัยส าคญั และ Lack of fit ไม่มคีวามแตกต่างอย่างมนีัยส าคญั 

ตามล าดบั อกีทัง้ค่า R-Squared มคี่าใกลเ้คยีง 1 (R-Squared= 0.99) ซึง่เป็นทีย่อมรบัได ้และ

ผลการทดสอบทวนซ ้ายงัพบว่า ค่าที่แนะน าใหผ้ลไม่ต่างจากการทดลองจรงิ โดย pH (7.90) 

ความเขม้ขน้เกลอื (1.30%) และอุณหภูม ิ(29.50 องศาเซลเซยีส) ทีใ่ชส้ามารถส่งเสรมิให้

แบคทเีรยีสงัเคราะหแ์สงสมี่วงทีไ่มส่ะสมซลัเฟอร ์ไอโซเลท PS342b ผลติเอนไซมย์่อยโปรตนี

ออกมาไดส้งู ซึง่ดไูดจ้ากคา่กจิกรรมเอนไซมท์ีค่า่สงูสุด15.40 ยนิูตต่อมลิลลิติร  
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ข้อเสนอแนะ 

 เพื่อใหง้านที่ศึกษาวจิยัในครัง้น้ีสามารถน าไปสู่การปฏบิตัิใช้ได้จรงิ สิง่ที่ควร

ศกึษาเพิม่เตมิมดีงัน้ี 

 1. จากผลการศกึษาที่พบว่าแบคทเีรยีสงัเคราะหแ์สงสมี่วงที่ไม่สะสมซลัเฟอร์      

ไอโซเลท PS342b สามารถสรา้งสารที่มฤีทธิย์บัยัง้การเจรญิของแบคทเีรยีก่อโรคกุ้ง         

Vibrio spp.ไดทุ้กไอโซเลท (6 ไอโซเลท) ทีน่ ามาใชใ้นการทดสอบ จงึเป็นทีน่่าสนใจทีจ่ะศกึษา

ถงึคุณสมบตัขิองสารดงักล่าวว่าเป็นสารชนิดใด ตลอดจนหาสภาวะทีเ่หมาะสมในการสรา้งสาร

ดงักล่าว และรวมถงึความเป็นพษิของสารทีม่ผีลต่อการเจรญิของกุง้หากน าไปใชต้่อ 

 2. ศกึษาคุณสมบตั ิและชนิดของเอนไซมย์อ่ยโปรตนีที่แบคทเีรยีสงัเคราะหแ์สง

สมี่วงที่ไม่สะสมซลัเฟอร์ไอโซเลท PS342b ผลติแล้วปล่อยออกมา ทัง้น้ีเพื่อใชใ้นการประเมนิ

ความเป็นไปไดใ้นการน าไปใช้ เมื่อเปรยีบเทยีบกบัชนิดของโปรตนีที่พบได้ในอาหารเลี้ยงกุ้ง 

ตลอดจนชนิดของโปรตนีทีพ่บไดใ้นบ่อกุง้ 

 3. ศึกษาลกัษณะความเป็นไปได้ในการน าไปใช้จริงของไอโซเลท PS342b 

ภายในหอ้งทดลองก่อนการขยายผลสูภ่าคสนาม 

 4. ศึกษาการเลี้ยงร่วมกนัในสภาวะที่ใกล้เคียงกบัสภาวะในธรรมชาติโดยมี

ปรมิาณแบคทเีรยีก่อโรคกุ้ง Vibrio spp. น้อยกว่าแบคทเีรยีสงัเคราะหแ์สงสมี่วงที่ไม่สะสม

ซลัเฟอรเ์พือ่ดคูวามสามารถในการยบัยัง้ 
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ภาคผนวก ก 

อาหารเลี้ยงเช้ือ และสารเคมี 

1. อาหารทีใ่ชใ้นการคดัเลอืกเพื่อหาสตูรอาหารทีเ่หมาะสมต่อการเจรญิของแบคทเีรยีสงัเคราะห์

แสงสมีว่งทีไ่มส่ะสมซลัเฟอร ์

 อาหารสตูร Basic isolation medium (BIM) 

1 (NH₄)₂SO₄    1.0 กรมั  

2 K₂HPO₄    0.5 กรมั  

3 MgSO₄    0.2 กรมั  

4 NaHCO₃    5.0 กรมั  

5 Yeast extract   1.5 กรมั  

6 Glycerol    1.5 มลิลลิติร  

7 L-cystein    0.03 กรมั 

 น าสารตามสตูรอาหาร BIMมาละลายใน Distilled water ปรมิาตร 500 มลิลลิติร 

ปรบัค่า pH ใหไ้ด ้7±0.2 เตมิ Distilled water ใหไ้ดป้รมิาตร 1,000 มลิลลิติร น าไปท าให้

ปราศจากเชื้อด้วยการน่ึงฆ่าเชื้อที่ความดนัไอ 15 ปอด์นต่อตารางน้ิวอุณหภูม ิ121 องศา

เซลเซยีส นาน 15 นาท ี

อาหารสตูร Glutamate-acetate medium (GA) 

1 Sodium-L-glutamate  3.8 กรมั  

2 Sodium-Acetate   5.44 กรมั  

3 Yeast extract   2.0 กรมั  

4 KH₂PO₄  0.5 กรมั  

5 K₂HPO₄    0.5 กรมั  

6 (NH₄)₂HPO₄   0.8 กรมั  

7 MgSO₄.7H₂O   0.2 กรมั 
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อาหารสตูร Glutamate-acetate medium (GA) (ต่อ) 

8 CaCO₂.2H₂O 0.053 กรมั 

9 Nicotinic acid 0.001 กรมั 

10 Biotin 0.00001 กรมั 

11 MnSO₄.5H₂O 0.0012 กรมั 

12 Feric cirate 0.0025 กรมั 

13 CaCl₂.6H₂O 0.0012 กรมั 

น าสารตามสตูรอาหาร GA มาละลายใน Distilled water ปรมิาตร 500 มลิลลิติร 

ปรบัค่า pH ใหไ้ด ้7±0.2 เตมิ Distilled water ใหไ้ดป้รมิาตร 1,000 มลิลลิติร น าไปท าให้

ปราศจากเชื้อด้วยการน่ึงฆ่าเชื้อที่ความดนัไอ 15 ปอด์นต่อตารางน้ิว อุณหภูม ิ121 องศา

เซลเซยีส นาน 15 นาท ี

 

อาหารสตูร Glutamate-malate medium (GM) 

1 Sodium-L-glutamate  3.8 กรมั  

2 DL-Malic acid   2.7 กรมั  

3 Yeast extract   2.0 กรมั  

4 KH₂PO₄    0.5 กรมั  

5 K₂HPO₄    0.5 กรมั  

6 (NH₄)₂HPO₄   0.8 กรมั  

7 MgSO₄.7H₂O   0.2 กรมั  

8 CaCo₂.2H₂O   0.053 กรมั  

9 Nicotinic acid   0.001 กรมั  

10 Biotin    0.00001กรมั  

11 MnSO₄.5H₂O   0.0012 กรมั  

12 Feric cirate   0.0025 กรมั 

13 CaCl₂.6H₂O   0.0012 กรมั 
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น าสารตามสตูรอาหาร GMมาละลายใน Distilled water ปรมิาตร 500 มลิลลิติร 

ปรบัค่า pH ใหไ้ด ้7±0.2 เตมิ Distilled water ใหไ้ดป้รมิาตร 1,000 มลิลลิติร กรณีอาหารแขง็

ใหเ้ตมิ Agar ปรมิาตร 15 กรมั ลงไปก่อนน าไปท าใหป้ราศจากเชือ้เชือ้ดว้ยการน่ึงฆา่เชือ้ทีค่วาม

ดนัไอ 15 ปอดน์ต่อตารางน้ิว อุณหภูม ิ121 องศาเซลเซยีส นาน 15 นาท ี

 

อาหารสตูร G5 medium  

1 Peptone    5 กรมั 

2 Yeast extract   5 กรมั  

3 L-glutamic acid   4 กรมั  

4 DL-Malic acid   3.5 กรมั  

5 KH₂PO₄    0.12 กรมั  

6 K₂HPO₄    0.18 กรมั 

น าสารตามสตูรอาหาร G5 มาละลายใน Distilled water ปรมิาตร 500 มลิลลิติร 

ปรบัค่า pH ใหไ้ด ้7±0.2 เตมิ Distilled water ใหไ้ดป้รมิาตร 1,000 มลิลลิติร น าไปท าให้

ปราศจากเชื้อด้วยการน่ึงฆ่าเชื้อที่ความดนัไอ 15 ปอด์นต่อตารางน้ิว อุณหภูม ิ121 องศา

เซลเซยีส นาน 15 นาท ี

 

2. อาหารทีใ่ชใ้นการทดสอบการยอ่ยสลายโปรตนี 

 อาหารสตูร Gelatin medium 

1 Peptone 4 กรมั 

2 Yeast extract 1 กรมั 

3 Gelatin 15 กรมั 

4 Agar 7.5 กรมั 

  น าสารตามสตูรอาหาร Gelatin medium มาละลายใน Distilled water ปรมิาตร 

500 มลิลลิติร ปรบัค่า pH ใหไ้ด ้7±0.2 เตมิ Distilled water ใหไ้ดป้รมิาตร 1,000 มลิลลิติร 

น าไปท าใหป้ราศจากเชือ้ดว้ยการน่ึงฆ่าเชือ้ทีค่วามดนัไอ 15 ปอดน์ต่อตารางน้ิว อุณหภูม ิ121 

องศาเซลเซยีส นาน 15 นาท ี
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3. อาหารทีใ่ชใ้นการทดสอบฤทธิย์บัยัง้และใชใ้นการเลีย้งแบคทเีรยีก่อโรคกุง้ Vibrio spp. 

 อาหารสตูร Triptic soy agar (TSA) ทีเ่ตมิ 1% NaCl 

1 Peptone from casein  15.0 กรมั 

2 Protons from oatmeal 5.0 กรมั 

3 Sodium chloride 5.0 กรมั 

4 Agar-agar 15.0 กรมั 

ชัง่อาหาร TSA ปรมิาณ 40 กรมั ละลายดว้ย Distilled water ใหไ้ดป้รมิาตร 

1,000 มลิลลิติร แลว้น าไปน่ึงฆ่าเชื้อทีค่วามดนัไอ 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิว อุณหภูม ิ121 องศา

เซลเซยีส เป็นเวลา 15 นาท ี

อาหารสตูร Triptic soy broth (TSB) ทีเ่ตมิ 1% NaCl 

1 Protons from casein 17.0 กรมั 

2 Protons from soymeal 3.0 กรมั 

3 D(+)Glucose monohydrate 2.5 กรมั 

4 Sodium chloride 5.0 กรมั 

5 di-Potassium hydrogen phosphate 2.5 กรมั 

ชัง่อาหาร TSB ปรมิาณ 30 กรมั ละลายดว้ยDistilled water ใหไ้ดป้รมิาตร 

1,000 มลิลลิติร แลว้น าไปน่ึงฆ่าเชื้อทีค่วามดนัไอ 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิว อุณหภูม ิ121 องศา

เซลเซยีส เป็นเวลา 15 นาท ี

 

4.อาหารทีใ่ชใ้นการนบัแบคทเีรยีก่อโรคกุง้ Vibrio spp. 

อาหารสตูร Thiosulfate Citrate Bile salt Sucrose (TCBS) agar  

1 Protein from casein 5.0 กรมั 

2 Protein from meat 5.0 กรมั 

3 Yeast extract 5.0 กรมั 

4 Sodium citrate 10.0 กรมั 

5 Sodium thiosulfate 10.0 กรมั 
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อาหารสตูร Thiosulfate Citrate Bile salt Sucrose (TCBS) agar (ต่อ) 

6 Ox bile, dried 5.0 กรมั 

7 Sodium violate 3.0 กรมั 

8 Sucrose 20.0 กรมั 

9 Sodium chloride 10.0 กรมั 

10 Iron,, (|||) citrate 1.0 กรมั 

11 Thump blue 0.04 กรมั 

12 Bromothymol blue 0.04 กรมั 

13 Agar-agar 14.0 กรมั 

14 Distilled water 1,000 มลิลลิติร  

ชัง่อาหาร TCBS ปรมิาณ 80 กรมั ละลายดว้ย Distilled water ใหไ้ดป้รมิาตร 

1,000 มลิลลิติร แลว้น าไปน่ึงฆ่าเชื้อทีค่วามดนัไอ 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิว อุณหภูม ิ121 องศา

เซลเซยีส เป็นเวลา 15 นาท ี  

 

5. สารเคมทีีใ่ชใ้นการยอ้มแกรม (Gram staining) 

Crystal violet 

เตรยีมสารละลาย A โดยละลาย crystal violet 2.0 กรมั ใน 95% 

ethyl alcohol ปรมิาตร 20 มลิลลิติร 

เตรยีมสารละลายสารละลาย B: ละลาย ammonium oxalate 0.8 กรมั 

ในน ้ากลัน่ ปรมิาตร 80 มลิลลิติร 

น าสารละลาย A และ B มาผสมเขา้ดว้ยกนั ทิง้ไว ้24 ชัว่โมง กรอง

ผา่นกระดาษกรองไดเ้ป็น crystal violetstinning reagent 2.95% ethyl alcohol 

Gram iodine (mordant) 

บดไอโอดนี 1.0 กรมั และ potassium iodine 2.0 กรมั เขา้ดว้ยกนั

แลว้ค่อยๆ เตมิน ้ากลัน่ลงไปผสมจนกระทัง้ไอโอดนีละลาย เตมิน ้ากลัน่ปรมิาตร 300 มลิลลิติร 

เกบ็ไวใ้นขวดสชีา 
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Safranin (conunterstain) 

ละลาย safranin 2.5 กรมั ใน 95% ethylalcohol ปรมิาตร 10 

มลิลลิติร เตมิน ้ากลัน่ ปรมิาตร 100 มลิลลิติร 

 

6. น ้ายาส าหรบัหยดุกจิกรรมเอนไซมย์อ่ยโปรตนี 

ละลาย TCA ปรมิาตร 5 กรมั ใน Distilled water จากนัน้ปรบัปรมิาตรใหค้รบ 

100 มลิลลิติร ดว้ยขวดวดัปรมิาตร 

 

7. 1% gelatin solution ส าหรบัเป็นสบัสเตรท 

 ชัง่ Gelatin 1 กรมั เตมิเกลอื NaCI ตามสภาวะทีเ่หมาะสมต่อการเจรญิของเชือ้

ทีผ่ลติเอนไซม ์จากนัน้ละลายสว่นผสมทัง้หมดดว้ยบฟัเฟอรท์ีเ่หมาะสมต่อค่า pH ทีท่ าการวดั

กจิกรรมเอนไซม ์โดย pH 7 ใช ้phosphate buffer, pH 8 และ pH 9 ใช ้TRIS-HCI buffer 
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ภาคผนวก ข 

วิธีวิเคราะหแ์ละการเตรียมตวัอย่าง 

1. การท าแหง้ตวัอยา่งก่อนสง่ CPD. 

1 ตัดตัวอย่างอาหารเลี้ยงเชื้อในบริเวณที่วงใส และขอบวงใสการยับยัง้

แบคทเีรยีก่อโรคกุง้ Vibrio spp. ขนาด 1x1 เซนตเิมตร ใสใ่นขวดน ้ายาทิง้ไวป้รมิาณ 2 ชัว่โมง 

2 ลา้งดว้ย PBS. (ถา้ไมม่ใีชน้ ้ากลัน่แทนได)้ ลา้ง 2 ครัง้ 

3 ก าจดัน ้าออกดว้ยการแช่ตวัอย่างนานครัง้ละ 5 นาทใีน ethanol ทีม่คีวาม

เขม้ขน้ 50%, 60%, 70%, 80% และ 90%ตามล าดบั ท าซ ้า2 ครัง้ในทุกๆ ความเขม้ขน้ แล้ว

น ามาแชใ่น absolute ethanol (100%) นาน 30 นาท ี2 ครัง้ 

4 น าตวัอยา่งทีไ่ดใ้สใ่น absolute ethanol สง่ศูนยเ์ครอืงมอื เพื่อสง่ท า CPD. 

ต่อไป 

 

2.การวเิคราะหค์่ากจิกรรมเอนไซมย์อ่ยโปรตนี (Norbert and Hidden, 1969 อา้งโดย ปฐมา

รตัน์, 2549) 

น าตวัอยา่งเอนไซม ์1 มลิลลิติร เตมิ 1 มลิลลิติร ของ 1% gelatin solution ทีม่ ี

2% NACI ใน 0.1 M This buffer pH 8 บ่มทีอุ่ณหภูม ิ30 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 60 นาท ี

จากนัน้หยุดปฏกิริยิาดว้ย 5% Trichloroacetic acid (TCA) ปรมิาตร 3 มลิลลิติร ผสมใหเ้ขา้กนั

ตัง้ทิง้ไว ้10 นาท ีกรองตะกอนดว้ยกระดาษกรอง whatmam No. 1 น าส่วนใสมาวดัค่าการ

ดดูกลนืแสงที ่280 นาโนเมตร โดยใชน้ ้ากลัน่เป็นแบลงค ์(blank) จากนัน้ค านวณหาปรมิาณของ

ไทโรซนีโดยน าค่าการดูดกลนืแสงทีไ่ดจ้ากการวดัทีค่วามยาวคลื่น 280 นาโนเมตร มาเทยีบกบั

กราฟมาตรฐานไทโรซนี 

ส าหรบัชุดควบคุมน าตวัอยา่งเอนไซมม์า 1 มลิลลิติร เตมิ 5% TCA 3 มลิลลิติร 

จากนัน้เตมิ 1% gelatin solution ทีม่ ี2% NaCI ใน 0.1 M This buffer pH 8 มลิลลิติร แลว้

วเิคราะหค์า่กจิกรรมเอนไซมต์ามวธิขีา้งตน้ 
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3.การท ากราฟมาตรฐานไทโรซนี (ดารณ,ี 2543อา้งโดย ปฐมารตัน์, 2549) 

ชัง่ไทโรซนี 0.01 กรมั น ามาละลายด้วยน ้ากลัน่แล้วปรบัปรมิาตรใหค้รบ 100 

มลิลลิติร ซึง่จะไดส้ารละลายไทโรซนีทีม่คีวามเขม้ขน้ 100 ไมโครกรมัต่อลติร จากนัน้ท าการเจอื

จางสาร โดยท า 2 fold dilution ท า 5 ความเขม้ขน้ คอื 50, 25, 12.5, 6.25 และ 3.125 

ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร น าสารที่ความเขม้ขน้ต่างๆ ไปวดัค่าการดูดกลนืแสงที่ความยาวคลื่น 

280 นาโนเมตร เขยีนกราฟมาตรฐานระหวา่งความเขม้ขน้ของไทโรซนีและคา่การดดูกลนืแสง 

โดยก าหนดให้ 1 หน่อยของเอนไซม์ย่อยโปรตีน คือ กิจกรรมการย่อยสลาย

โปรตนีไดเ้ป็นกรดอะมโินอสิระปรมิาณ 1 ไมโครกรมัต่อนาท ี

 

 

กราฟมาตรฐานไทโรซีน 
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ภาคผนวก ค 

การเทียบเคียงโดยวิธีการทางอณูชีววิทยา 

Report of Microbial Identification by partial 16S rDNA sequence analysis 

Sample Name: PS342b 

1440 by Identification 

Homology Search with BLASTn program from NCBI database 

Sequences producing significant alignments: SCORE

 EVALUE 

JF794560.2 Rhodovulum sulfidophilum strain P5 1879 0.0 

LC037397.1 Rhodovulum sulfidophilumstrain OKHT16 1879 0.0

  

  

BLASTN 2.6.1 (Mar-10-2017) 

Reference: 

Zheng Zhang, Scott Schwartz, Lukas Wagner, and Webb Miller (2000), "A 

greedy algorithm for aligning DNA sequences", J Comput Biol 2000; 

7(1-2):203-14. 

RID: JBU9RMY9015 

Alignment and Phylogenic tree by MEGA 4 

Unweighted pair-group method using arithmetic averages (ULGMA) 
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Query= PS342b Length=1440 

CGAGCGAACCCTTCGGGGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACGCGTGGGAACGTGCCCTTCTCTGCGGAA

TAGGCTCGGGAAACTGGGTTTAATACCGCATACGCCCTTCGGGGGAAAGATTTATCGGAGAAGGATCGG

CCCGCGTTAGATTAGGTAGTTGGTGGGGTAATGGCCTACCAAGCCTACGATCTATAGCTGGTTTGAGAG

GATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGAGGAATCTTGG

ACAATGGGGGAAACCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGCGATGAAGGCCTTAGGGTTGTAAAGCTCTTT

CAGTCGTGAAGATAATGACGGTAGCGACAGAAGAAGCCCCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAA

TACGGAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGCGGACTATTAAGTCAGG

GGTGAAATCCCGGGGCTCAACCCCGGAACTGCCTTTGATACTGGTAGTCTAGAGTTCGAGAGAGGTGAG

TGGAATTCCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCACT

GGCTCGATACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACG

CCGTAAACGATGAATGCCAGTCGTCGGCAAGCATGCTTGTCGGTGACACACCTAACGGATTAAGCATTC

CGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGC

ATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCAGAACCTTACCAACCCTTGACATCCTGATCGCGGTTACCCGAG

AGGGTTTCCTTCAGTTCGGCTGGATCAGTGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGA

TGTTCGGTTAAGTCCGGCAACGAGCGCAACCCACACTCTTAGTTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGG

GGGCTAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGCGGACTATTAAGTCAGGGGTGAAAT

CCCGGGGCTCAACCCCGGAACTGCCTTTGATACTGGTAGTCTAGAGTTCGAGAGAGGTGAGTGGAATTC

CGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCACTGGCTCGAT

ACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAAC

GATGAATGCCAGTCGTCGGCAAGCATGCTTGTCGGTGACACACCTAACGGATTAAGCATTCCGCCTGGG

GAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAG 
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Rhodovulum sulfidophilum strain P5 16S ribosomal RNA gene, partial 

sequence 

Length: 1446 

Score = 1879 bits (1017), Expect = 0.0 

Identities = 1017/1017 (100%), Gaps = 0/1017 (0%) 

Strand = Plus/Plus 
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Rhodovulum sulfidophilum gene for 16S ribosomal RNA, partial 

sequence, strain: OKHT16 

Length: 1346 

Score = 1879 bits (1017), Expect = 0.0 

Identities = 1017/1017 (100%), Gaps = 0/1017 (0%) 

Strand = Plus/Plus 
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JF794560 Reports Rhodovulum sulfidophilum strain P5 

LOCUS       JF794560                1446 bp    DNA     linear   BCT 

07-DEC-2015 

DEFINITION  Rhodovulum sulfidophilum strain P5 16S ribosomal RNA 

gene, partial 

sequence. 

ACCESSION   JF794560 

VERSION     JF794560.2 

KEYWORDS    - 

SOURCE      Rhodovulum sulfidophilum 

ORGANISM  Rhodovulum sulfidophilum 

            Bacteria; Proteobacteria; Alphaproteobacteria; 

Rhodobacterales; 

            Rhodobacteraceae; Rhodovulum. 

REFERENCE   1  (bases 1 to 1446) 

  AUTHORS   Cai,J. and Wang,G. 

  TITLE     Hydrogen production by a marine photosynthetic bacterium, 

            Rhodovulum sulfidophilum P5, isolated from a shrimp pond 

  JOURNAL   Int J Hydrogen Energy 37 (20), 15070-15080 (2012) 

REFERENCE   2  (bases 1 to 1446) 

  AUTHORS   Cai,J. 

  TITLE     Direct Submission 

  JOURNAL   Submitted (17-MAR-2011) Tianjin Key Laboratory of Marine 

Resources 

and Chemistry, College of Marine Science and Engineering, Tianjin 

            University of Science and Technology, No. 29, 13th 

Avenue, TEDA, 

            Tianjin, Tianjin 300457, China 

REFERENCE   3  (bases 1 to 1446) 

  AUTHORS   Cai,J. 

  TITLE     Direct Submission 

  JOURNAL   Submitted (07-DEC-2015) Tianjin Key Laboratory of Marine 

Resources 

and Chemistry, College of Marine Science and Engineering, Tianjin 

            University of Science and Technology, No. 29, 13th 

Avenue, TEDA, 

            Tianjin, Tianjin 300457, China 

  REMARK    Sequence update by database staff to remove vector 

contamination 

COMMENT     On Dec 7, 2015 this sequence version replaced 

gi:333732879. 

FEATURES             Location/Qualifiers 

source          1..1446 

                     /organism="Rhodovulum sulfidophilum" 

                     /mol_type="genomic DNA" 

                     /strain="P5" 

                     /isolation_source="marine sludge" 

                     /db_xref="taxon:35806" 

                     /country="China" 

                     /PCR_primers="fwd_name: 27f, fwd_seq: 

agagtttgatcctggctcag, rev_name: 1492r, rev_seq: 

gttaccttgttacgactt" 

 

rRNA<1..>1446 

                     /product="16S ribosomal RNA" 

ORIGIN       

    1 tccatgatta gagtttgatc ctggctcaga acgaacgctg gcggcaggcc 

taacacatgc 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=35806
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/333732879
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=35806
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/JF794560.2?from=1&to=1446&sat=4&sat_key=153376119
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   61 aagtcgagcg aacccttcgg ggttagcggc ggacgggtga gtaacgcgtg 

ggaacgtgcc 

  121 cttctctgcg gaataggctc gggaaactgg gtttaatacc gcatacgccc 

ttcgggggaa 

  181 agatttatcg gagaaggatc ggcccgcgtt agattaggta gttggtgggg 

taatggccta 

  241 ccaagcctac gatctatagc tggtttgaga ggatgatcag ccacactggg 

actgagacac 

  301 ggcccagact cctacgggag gcagcagtga ggaatcttgg acaatggggg 

aaaccctgat 

  361 ccagccatgc cgcgtgagcg atgaaggcct tagggttgta aagctctttc 

agtcgtgaag 

  421 ataatgacgg tagcgacaga agaagccccg gctaactccg tgccagcagc 

cgcggtaata 

  481 cggagggggc tagcgttgtt cggaattact gggcgtaaag cgcgcgtagg 

cggactatta 

  541 agtcaggggt gaaatcccgg ggctcaaccc cggaactgcc tttgatactg 

gtagtctaga 

  601 gttcgagaga ggtgagtgga attccgagtg tagaggtgaa attcgtagat 

attcggagga 

  661 acaccagtgg cgaaggcggc tcactggctc gatactgacg ctgaggtgcg 

aaagcgtggg 

  721 gagcaaacag gattagatac cctggtagtc cacgccgtaa acgatgaatg 

ccagtcgtcg 

  781 gcaagcatgc ttgtcggtga cacacctaac ggattaagca ttccgcctgg 

ggagtacggc 

  841 cgcaaggtta aaactcaaag gaattgacgg gggcccgcac aagcggtgga 

gcatgtggtt 

  901 taattcgaag caacgcgcag aaccttacca acccttgaca tcctgatcgc 

ggttacccga 

  961 gagggtttcc ttcagttcgg ctggatcagt gacaggtgct gcatggctgt 

cgtcagctcg 

 1021 tgtcgtgaga tgttcggtta agtccggcaa cgagcgcaac ccacactctt 

agttgccagc 

 1081 attcagttgg gcactctagg agaactgccg atgataagtc ggaggaaggt 

gtggatgacg 

 1141 tcaagtcctc atggccctta cgggttgggc tacacacgtg ctacaatggc 

agtgacaatg 

 1201 ggttaatccc caaaaactgt ctcagttcgg attgttctct gcaactcgag 

agcatgaagt 

 1261 cggaatcgct agtaatcgcg taacagcatg acgcggtgaa tacgttcccg 

ggccttgtac 

 1321 acaccgcccg tcacaccatg ggagttgggt ttacccgaag acggtgcgcc 

aacccttacg 

 1381 gggggcagct ggccacggta agctcagcga ctggggtgaa gtcgtaacaa 

ggtaaccaat 

 1441 catgga 
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LC037397ReportsRhodovulum sulfidophilum strain: OKHT16. 

LOCUS       LC037397                1346 bp    DNA     linear   BCT 

26-MAR-2015 

DEFINITION Rhodovulum sulfidophilum gene for 16S ribosomal RNA, 

partial 

sequence, strain: OKHT16. 

ACCESSION   LC037397 

VERSION     LC037397.1 

KEYWORDS    . 

SOURCE      Rhodovulum sulfidophilum 

ORGANISM  Rhodovulum sulfidophilum 

            Bacteria; Proteobacteria; Alphaproteobacteria; 

Rhodobacterales; 

            Rhodobacteraceae; Rhodovulum. 

REFERENCE   1 

  AUTHORS   Miyasaka,H., Yamauchi,N., Okuhata,H., Takanashi,K., 

Sasahira,T., 

            Maki,T., Okazaki,A., Sasaki,K., Hayashi,S., Yamamoto,S. 

and 

            Tanaka,S. 

 

TITLE     Isolation of a purple non-sulfur photosynthetic bacterium 

with 

glycerol assimilation ability and its application for kurma shrimp 

            (Marsupenaeus japonicus) aquaculture 

  JOURNAL   Unpublished 

REFERENCE   2  (bases 1 to 1346) 

  AUTHORS   Miyasaka,H. and Tanaka,S. 

  TITLE     Direct Submission 

  JOURNAL   Submitted (24-MAR-2015) Contact:Hitoshi Miyasaka Sojo 

University, 

            Department of Applied Life Science; 4-22-1 Ikeda, 

Nishiku, 

            Kumamoto, Kumamoto 860-0082, Japan Fax :81-963231331 

FEATURES             Location/Qualifiers 

source          1..1346 

                     /organism="Rhodovulum sulfidophilum" 

                     /mol_type="genomic DNA" 

                     /strain="OKHT16" 

                     /isolation_source="Seashore sediment" 

                     /db_xref="taxon:35806" 

                     /country="Japan" 

                     /collection_date="2009-07-01" 

                     /collected_by="Hiroshi Okuhata" 

rRNA<1..>1346 

                     /product="16S ribosomal RNA" 

ORIGIN       

    1 aacacatgca agtcgagcga acccttcggg gttagcggcg gacgggtgag 

taacgcgtgg 

61 gaacgtgccc ttctctgcgg aataggctcg ggaaactggg tttaataccg catacgccct 
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121 tcgggggaaa gatttatcgg agaaggatcg gcccgcgtta gattaggtag ttggtggggt 

181 aatggcctac caagcctacg atctatagct ggtttgagag gatgatcagc cacactggga 

241 ctgagacacg gcccagactc ctacgggagg cagcagtgag gaatcttgga caatggggga 

301 aaccctgatc cagccatgcc gcgtgagcga tgaaggcctt agggttgtaa agctctttca 

361 gtcgtgaaga taatgacggt agcgacagaa gaagccccgg ctaactccgt gccagcagcc 

421 gcggtaatac ggagggggct agcgttgttc ggaattactg ggcgtaaagc gcgcgtaggc 

481 ggactattaa gtcaggggtg aaatcccggg gctcaacccc ggaactgcct ttgatactgg 

541 tagtctagag ttcgagagag gtgagtggaa ttccgagtgt agaggtgaaa ttcgtagata 

601 ttcggaggaa caccagtggc gaaggcggct cactggctcg atactgacgc tgaggtgcga 

661 aagcgtgggg agcaaacagg attagatacc ctggtagtcc acgccgtaaa cgatgaatgc 

721 cagtcgtcgg caagcatgct tgtcggtgac acacctaacg gattaagcat tccgcctggg 

781 gagtacggcc gcaaggttaa aactcaaagg aattgacggg ggcccgcaca agcggtggag 

841 catgtggttt aattcgaagc aacgcgcaga accttaccaa cccttgacat cctgatcgcg 

901 gttacccgag agggtttcct tcagttcggc tggatcagtg acaggtgctg catggctgtc 

961 gtcagctcgt gtcgtgagat gttcggttaa gtccggcaac gagcgcaacc cacactctta 

1021 gttgccagca ttcagttggg cactctagga gaactgccga tgataagtcg 

gaggaaggtg 

1081 tggatgacgt caagtcctca tggcccttac gggttgggct acacacgtgc 

tacaatggca 

 

 

1141 gtgacaatgg gttaatcccc aaaaactgtc tcagttcgga ttgttctctg 

caactcgaga 

1201 gcatgaagtc ggaatcgcta gtaatcgcgt aacagcatga cgcggtgaat 

acgttcccgg 

1261 gccttgtaca caccgcccgt cacaccatgg gagttgggtt tacccgaaga 

cggtgcgcca 

1321 acccttacgg ggggcagctg gccacg 
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