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               คัดเลือก Bacillus spp. จํานวน 25 ไอโซเลทจากตับกุงกุลาดํา ที่มีกิจกรรมยับยั้งแบคทีเรีย Vibrio spp. 
จํานวน 10 สายพันธุ ดวยวิธี agar well diffusion พบวา Bacillus spp. จํานวน 4 ไอโซเลท ไดแก B17, B19, B21 
และ B25 ซึ่งจัดจําแนกเปน B. amyloliquefaciens, B. pumilus, B. amyloliquefaciens และ B. megaterium 
ตามลําดับ สามารถยับยั้ง Vibrio spp. ไดทุกสายพันธุ ซึ่งมีเสนผานศูนยกลางบริเวณยับยั้งเฉลี่ยอยูในชวง 
1.03±0.04 ถึง 2.20±0.07 cm และมีคาความเขมขนตํ่าสุดที่ยับยั้งเทากับ 5.0x107, 5.0x107, 5.0x107 และ 5.0x106 
cfu/ml ตามลําดับ นอกจากนี้ยังวัดคาความเขมขนตํ่าสุดที่ยับยั้งดวยวิธี co-culture ใน nutrient broth พบวาคา
ความเขมขนต่ําสุดของ B17 และ B21 ที่ยับยั้งการเติบโตของ Vibrio harveyi VH05 เทากับ 5.0x106 และ 5.0x107 
cfu/ml ตามลําดับ นอกจากนี้ยังศึกษาสภาวะที่เหมาะสมตอการเติบโตของ B17, B19, B21 และ B25 ในฟลาสก
แบบเขยา พบวาอาหารเลี้ยงเชื้อดัดแปรโมลาสที่มีสวนผสมของ Sandril salt และ 5% โมโนโซเดียมกลูตาเมต 
รวมกับการเติมโซเดียมคลอไรดปริมาณ 0 ถึง 15 g/l เหมาะสมกับการเติบโตของ Bacillus spp. ที่อุณหภูมิ 30 ถึง 
37oC สวนผลของพีเอชตอการเติบโต ของ B17, B21 และ B25 ในถังหมักขนาด 2 ลิตร พบวาพีเอช 6.0 
เหมาะสมกับการเติบโตที่สุด โดยใหอัตราการเติบโตจําเพาะสูงสุดเทากับ 0.4985, 0.4387 และ 0.4938 h-1 
ตามลําดับ การศึกษาการทําแหงแบบพนฝอยของ B17 ในอาหาร ระยะเวลาเพาะเลี้ยง และสารพาที่แตกตางกัน 
พบวาหลังการทําแหงแบบพนฝอยเซลลที่เพาะเลี้ยงในอาหาร nutrient broth เปนเวลา 36 ช่ัวโมง มีอัตราการรอด
ชีวิตสูงสุด (9.28%) เมื่อใช 15% มอลโทเดกซทรินผสม 5% โมโนโซเดียมกลูตาเมตเปนสารพา พบวาหลังการ
ทําแหงแบบพนฝอยเซลลมีอัตราการรอดชีวิตสูงสุด (63.48%) ภายใตการเก็บรักษาเชื้อผงที่อุณหภูมิ 4oC และ 
30oC  เปนเวลา 6 เดือน พบวาเซลลรอดชีวิตสูงกวาเมื่อเก็บที่อุณหภูมิตํ่า นอกจากนี้พบวาการทําแหงแบบพน
ฝอยและการเก็บรักษาไมมีผลตอความสามารถในการผลิตสารยับยั้ง การศึกษาในสัตวทดลอง ศึกษาผลของ 
B17, B21 และ B25 ตอการรอดชีวิตของกุงกุลาดํา ใสเซลลของแบคที่เรียทดสอบในอาหารกุงที่ความเขมขน 108 
และ 106 cfu/g หลังจากการทดลองใหอาหารกุงที่มี Bacillus spp. และไมมี (กลุมควบคุม) เปนเวลา 28 วัน และ
ทําใหติดโรคดวย V. harveyi VH05 พบวากลุมที่ไดรับเชื้อปริมาณ 108 cfu/g มีอัตราการรอดชีวิตสูงกวา กลุมที่
ไดรับเชื้อปริมาณ 106 cfu/g อยางไรก็ตาม B17 มีศักยภาพสูงสุดที่ยับยั้งเชื้อกอโรค กลุมที่ไดรับ B17 ลดอัตรา
การตายเหลือ 23.08-42.86% ซึ่งขึ้นกับความเขมขนของเชื้อ เปรียบเทียบกับกลุมควบคุมที่มีอัตราการตายเทากับ  
69.23% ผลการทดลองเปนไปในทํานองเดียวกันกับการใช B17 ที่ผานการทําแหงแบบพนฝอย พบวากุงกุลาดํามี
การรอดชีวิตที่ไมแตกตางกัน  (70.83-54.55%) 
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               Twenty-five isolates of Bacillus spp. from hepatopancreas of black tiger shrimp were screened for 
their antimicrobial activity against ten strains of shrimp pathogenic Vibrio spp. by agar well diffusion assay.  
Four isolates of B17, B19, B21 and B25 which were identified as B. amyloliquefaciens, B. pumilus, B. 
amyloliquefaciens and B. megaterium were found to against all pathogenic strains with the average diameter 
of inhibition zones ranging from 1.03 to 2.20 cm and the minimum inhibitory concentration (MIC) was 
5.0x107, 5.0x107, 5.0x107 and 5.0x106 cfu/ml, respectively. Moreover, the MIC was determined by co-culture 
method in nutrient broth. B17 and B21 exhibited the growth inhibition of V. harveyi VH05 with MIC of 
5.0x106 and 5.0x107cfu/ml, respectively. Furthermore, the optimal condition for the growth of B17, B19, B21 
and B25 were investigated in shake flask. It was found that modified molass medium with Sandril salt and 5% 
monosodium glutamate with addition of 0 to 15 g/l NaCl was suitable for their growth at 30 oC to 37 oC. The 
effect of pH on growth of B17, B21 and B25 was also investigated in 2 litre fermentor. The pH 6.0 was found 
to be optimum for their growth with the maximum specific growth rate of 0.4985, 0.4387 and 0.4938 h-1, 
respectively. Spray drying of B17 with different growth media, growth phase and carriers were studied. After 
spray drying the highest survival rate of 9.28% was obtained from the cultivation of culture for 36 h in 
nutrient broth. Combination of 15% maltodextrin and 5% monosodium glutamate as carrier media showed the 
highest survival rate (63.48%) after spray drying. Under storage at 4oC and 30oC for 6 months, the results 
showed that the strain could survive better at lower storage temperature. Moreover, the spray drying and 
storage had no effect on the ability of the strain to produce antimicrobial substances. In vivo studies, the effect 
of B17, B21 and B25 on survival of black tiger shrimp was examined. Fresh cells of each strain were added to 
shrimp diets with 108 and 106cfu/g. After a 28-day feeding trial with Bacillus supplemented and non-
supplemented (control) feeds and challenging shrimps with V. harveyi VH05, the treatment group with 
108cfu/g exhibited higher survival than that with 106cfu/g. However, B17 has the highest potential application 
for controlling the pathogen. The treatment with B17 decreased final mortality to 23.08-42.86% depending on 
cell concentration, compared with 69.23% in the control group. Similar results were observed when spray-
dried B17 was used. Shrimp exhibited no difference in survival (70.83-54.55%). 

___________________________  ___________________________   /  /  
Student’s signature  Thesis Advisor’s signature   

 



กิตติกรรมประกาศ 
 
 ขาพเจาขอกราบขอบพระคุณ รองศาสตราจารย ดร. เพ็ญแข วนัไชยธนวงศ ประธาน
กรรมการที่ปรึกษาที่ไดใหคําแนะนําและแกไขปญหาในการทําวิทยานพินธมาโดยตลอด ขอกราบ
ขอบพระคุณ รองศาสตราจารย ดร. สุนีย นิธิสินประเสริฐ กรรมการวิชาเอก รองศาสตราจารย ดร. 
วิเชียร กิจปรชีาวนิช กรรมการวิชารอง และรองศาสตราจารย ดร.อรพินท  จินตสถาพร ผูแทน
บัณฑิตวิทยาลยั ที่กรุณาใหคาํแนะนําและตรวจแกไขวิทยานิพนธใหสมบูรณยิ่งขึ้น 
 
 ขอขอบพระคุณอาจารยและขอขอบคุณเจาหนาที่ของภาควิชาเทคโนโลยีชีวภาพ คณะ
อุตสาหกรรมเกษตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร ที่ใหความชวยเหลือในการทําวิทยานพินธเปนอยาง
ดียิ่ง ขอขอบคุณภาควิชาเพาะเลี้ยงสัตวน้ํา คณะประมง มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร และสถาบันวจิัย
สุขภาพสัตวน้าํ ที่ใหความอนุเคราะหเชื้อแบคทีเรียในการทําวิทยานพินธ 
 
 สุดทายขอกราบขอบพระคุณ คุณพอและคุณแม ที่สนบัสนุนและใหกําลังใจในการศึกษา
ตลอดมา 
  
 

        วิชัย ดาํรงโภคภัณฑ 
                                        กันยายน 2552 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



  

(1) 

สารบัญ 
 

หนา 
 

สารบัญ                                                                                                                               (1) 
สารบัญตาราง                                                        (2) 
สารบัญภาพ                                             (5) 
คํานํา                                                                                                                                                 1 
วัตถุประสงค                                                                                                                        2                             
การตรวจเอกสาร                                                                                                                        3 
อุปกรณและวธีิการ                                                                                                                       22                             

อุปกรณ                                                                                                                          22 
วิธีการ                                                                                                                         23 

ผลและการวิจารณ                                                                                                                    33 
สรุปผลการทดลอง                                                                                                                   113 
เอกสารและสิ่งอางอิง                                                                                                               115 
ภาคผนวก                                                                                                                      140 
 ภาคผนวก ก   สูตรอาหารเลี้ยงเชื้อและวิธีวิเคราะห     141 
 ภาคผนวก ข  ตารางผนวก        147 
ประวัติการศึกษาและการทํางาน        200 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



  

(2) 

สารบัญตาราง 
 

ตารางที่           หนา 
 
     1 กิจกรรมการยบัยั้ง Vibrio spp. ของ Bacillus spp. โดยวิธี agar well diffusion         34 
     2  คาความเขมขนต่ําสุดของ B17 ที่ยับยั้ง Vibrio spp. โดยวธีิ agar well diffusion    40 
     3 คาความเขมขนต่ําสุดของ B19 ที่ยับยั้ง Vibrio spp. โดยวธีิ agar well diffusion    41 
     4  คาความเขมขนต่ําสุดของ B21 ที่ยับยั้ง Vibrio spp. โดยวธีิ agar well diffusion    42 
     5  คาความเขมขนต่ําสุดของ B25 ที่ยับยั้ง Vibrio spp. โดยวธีิ agar well diffusion    43 
     6       เปรียบเทียบคาความเขมขนต่ําสุดของ B17, B19, B21 และ B25 ที่ยับยั้ง Vibrio spp.         
              โดยวธีิ agar well diffusion         44 
     7       คาความเขมขนต่ําสุดของ B17, B21 และ B25 ที่ยับยั้งการเติบโตของ VH05                   56 
     8  อัตราการเติบโตจําเพาะและปริมาณเซลลสูงสุดของ Bacillus spp. ในอาหารดัดแปร     66 
     9 ผลการใชผง B17 เปนหวัเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้ออยางงาย        83 
 
ตารางผนวกที่ 
 
     ข1  ปริมาณ VH05 จากการใช B17 ยับยั้ง VH05 โดยวิธี co-culture      148 
     ข2  ปริมาณ VH05 จากการใช B21 ยับยั้ง VH05 โดยวิธี co-culture      149 
     ข3  ปริมาณ VH05 จากการใช B25 ยับยั้ง VH05 โดยวิธี co-culture     150 
     ข4  ปริมาณ B17 จากการใช B17 ยับยั้ง VH05 โดยวิธี co-culture    151 
     ข5  ปริมาณ B21 จากการใช B21 ยับยั้ง VH05 โดยวิธี co-culture     151 
     ข6  ปริมาณ B25 จากการใช B25 ยับยั้ง VH05 โดยวิธี co-culture     152 
     ข7  ผลการเพาะเลีย้ง B17 ใน M+Nacl          153 
     ข8  ผลการเพาะเลีย้ง B17 ใน M+S+Mo        154 
     ข9  ผลการเพาะเลีย้ง. B17 ใน Su+S+Mo        155 
     ข10  ผลการเพาะเลีย้ง B17 ใน Su+S+diAm        156 
     ข11  ผลการเพาะเลีย้ง B19 ใน M+Nacl         157 
     ข12  ผลการเพาะเลีย้ง B19 ใน M+S+Mo        158 
     ข13  ผลการเพาะเลีย้ง B19 ใน Su+S+Mo         159 



  

(3) 

สารบัญตาราง (ตอ) 
 
ตารางผนวกที่            หนา 
 
     ข14  ผลการเพาะเลีย้ง B19 ใน Su+S+diAm        160 
     ข15  ผลการเพาะเลีย้ง B21 ใน M+Nacl         161      
     ข16  ผลการเพาะเลีย้ง B21 ใน M+S+Mo         162           
     ข17  ผลการเพาะเลีย้ง B21 ใน Su+S+Mo         163 
     ข18  ผลการเพาะเลีย้ง B21 ใน Su+S+diAm        164 
     ข19  ผลการเพาะเลีย้ง B25 ใน M+Nacl        165 
     ข20  ผลการเพาะเลีย้ง B25 ใน M+S+Mo       166 
     ข21  ผลการเพาะเลีย้ง B25 ใน Su+S+Mo        167 
     ข22  ผลการเพาะเลีย้ง B25 ใน Su+S+diAm        168 
     ข23  ผลการเพาะเลีย้ง B17 ในถังหมกั แบบควบคุมพีเอชที่ 5.0      169 
     ข24  ผลการเพาะเลีย้ง B17 ในถังหมัก แบบควบคุมพีเอชที่ 6.0      170 
     ข25  ผลการเพาะเลีย้ง B17 ในถังหมัก แบบควบคุมพีเอชที่ 7.0      171 
     ข26  ผลการเพาะเลีย้ง B21 ในถังหมัก แบบควบคุมพีเอชที่ 5.0      172 
     ข27  ผลการเพาะเลีย้ง B21 ในถังหมัก แบบควบคุมพีเอชที่ 6.0       173 
     ข28  ผลการเพาะเลีย้ง B21 ในถังหมัก แบบควบคุมพีเอชที่ 7.0       174 
     ข29  ผลการเพาะเลีย้ง B25 ในถังหมัก แบบควบคุมพีเอชที่ 5.0     175 
     ข30  ผลการเพาะเลีย้ง B25 ในถังหมัก แบบควบคุมพีเอชที่ 6.0        176 
     ข31  ผลการเพาะเลีย้ง B25 ในถังหมัก แบบควบคุมพีเอชที่ 7.0        177 
     ข32 ผลการเพาะเลีย้ง B17 ใน NB         178 
     ข33  ผลการเพาะเลีย้ง B19 ใน NB          179 
     ข34  ผลการเพาะเลีย้ง B21 ใน NB          180 
     ข35  ผลการเพาะเลีย้ง B25 ใน NB        181 
     ข36  ผลของอาหารเลี้ยงเชื้อตอตอการทําแหงแบบพนฝอยของ B17      182 
     ข37  ผลของระยะการเติบโตตอการทําแหงแบบพนฝอยของ B17      182 
     ข38  ผลของสารพาและสารปองกนัเซลลตอการทําแหงแบบพนฝอยของ B17     183 
     ข39  ปริมาณ VH05 จากการใชผง B17 ยับยั้ง VH05 โดยวิธี co-culture     184 



  

(4) 

สารบัญตาราง (ตอ) 
 
ตารางผนวกที่            หนา 
 
     ข40  ปริมาณ B17 จากการใชผง B17 ยับยั้ง VH05 โดยวิธี co-culture     185 
     ข41 ผลของสารพา สารปองกันเซลลและอุณหภูมิตอการรอดชีวิตของ B17  
              ในชวงการเก็บรักษา          185 
     ข42  ผลของสารพา สารปองกันเซลลและอุณหภูมิตอกิจกรรมการยับยั้งของ B17  
             ในชวงการเก็บรักษา          186 
     ข43  ผลของสารพา สารปองกันเซลลและอุณหภูมิตอปริมาณความชื้นของผง B17  
              ในชวงการเก็บรักษา          186 
     ข44  ผลของ Bacillus spp. โดยวิธีเติมลงน้ําตอปริมาณแบคทีเรียในตับของกุงกุลาดํา 
              ที่รอดชีวิต            187 
     ข45  ผลของ Bacillus spp. โดยวิธีเติมลงน้ําตอน้าํหนักกุงกุลาดาํ       187 
     ข46  ผลของ Bacillus spp. โดยวิธีเติมลงน้ําตอการรอดชีวิตของกุงกุลาดํา     187 
     ข47  ผลของ Bacillus spp. โดยวิธีผสมอาหารตอปริมาณแบคทเีรียในตับของกุงกุลาดํา 
              ที่ตาย            188 
     ข48  ผลของ Bacillus spp. โดยวิธีผสมอาหารตอปริมาณแบคทเีรียในตับของกุงกุลาดํา 
              ที่รอดชีวิต           188 
     ข49  ผลของ Bacillus spp. โดยวิธีผสมอาหารตอน้ําหนกักุงกุลาดํา      189 
     ข50  ผลของ Bacillus spp. โดยวิธีผสมอาหารตอการรอดชีวิตของกุงกุลาดํา    189 
     ข51  ผลของผง B17 ตอปริมาณแบคทีเรียในตับของกุงกุลาดําที่ตาย      190 
     ข52  ผลของผง B17 ตอปริมาณแบคทีเรียในตับของกุงกุลาดําที่รอดชีวิต     190 
     ข53  ผลของผง B17 ตอน้ําหนกักุงกุลาดํา        190 
     ข54  ผลของผง B17 ตอการรอดชีวิตของกุงกุลาดํา       191 
     ข55  ผลการจัดจําแนก B17 ดวยระบบจัดจําแนกชนดิจุลินทรีย เอ พี ไอ   192 
     ข56  ผลการจัดจําแนก B19 ดวยระบบจัดจําแนกชนดิจุลินทรีย เอ พี ไอ   194 
     ข57  ผลการจัดจําแนก B21 ดวยระบบจัดจําแนกชนดิจุลินทรีย เอ พี ไอ   196 
     ข58  ผลการจัดจําแนก B25 ดวยระบบจัดจําแนกชนดิจุลินทรีย เอ พี ไอ   198 

 



  

(5) 

สารบัญภาพ 
 

ภาพที่            หนา         
 
     1  ผลของ Bacillus spp. ที่ยับยัง้ Vibrio spp. โดยวิธี agar well diffusion                    33 
     2  ผลของ B17 ปริมาณ 106 (A), 107 (B) และ 108 cfu/ml (C)  
              ตอการยับยั้ง VH05 (102 cfu/ml)          47 
     3  ผลของ B17 ปริมาณ 106 (A), 107 (B) และ 108 cfu/ml (C)  
              ตอการยับยั้ง VH05 (104 cfu/ml)          48 
     4  ผลของ B17 ปริมาณ 106 (A), 107 (B) และ 108 cfu/ml (C)  
              ตอการยับยั้ง VH05 (106 cfu/ml)          49 
     5  ผลของ B21 ปริมาณ 106 (A), 107 (B) และ 108 cfu/ml (C)  
              ตอการยับยั้ง VH05 (102 cfu/ml)          50 
     6  ผลของ B21 ปริมาณ 106 (A), 107 (B) และ 108 cfu/ml (C)  
              ตอการยับยั้ง VH05 (104 cfu/ml)         51 
     7  ผลของ B21 ปริมาณ 106 (A), 107 (B) และ 108 cfu/ml (C)  
              ตอการยับยั้ง VH05 (106 cfu/ml)         52 
     8  ผลของ B25 ปริมาณ 106 (A), 107 (B) และ 108 cfu/ml (C)  
              ตอการยับยั้ง VH05 (102 cfu/ml)         53 
     9  ผลของ B25 ปริมาณ 106 (A), 107 (B) และ 108 cfu/ml (C)  
              ตอการยับยั้ง VH05 (104 cfu/ml)         54 
     10  ผลของ B25 ปริมาณ 106 (A), 107 (B) และ 108 cfu/ml (C)  
              ตอการยับยั้ง VH05 (106 cfu/ml)         55 
     11  ผลของโซเดียมคลอไรดตอการเติบโตของ Bacillus spp.        57 
     12  ผลของอุณหภมูิตอการเติบโตของ Bacillus spp.         59 
     13 ผลของอาหารดัดแปรตอการเติบโตของ B17          62  
     14  ผลของอาหารดัดแปรตอการเติบโตของ B19          63 
     15  ผลของอาหารดัดแปรตอการเติบโตของ B21         64  
     16  ผลของอาหารดัดแปรตอการเติบโตของ B25        65 
     17  ผลของพีเอชตอการเติบโตของ B17           68 



  

(6) 

สารบัญภาพ (ตอ) 
 

ภาพที่            หนา 
 
     18  ผลของพีเอชตอการเติบโตของ B21          69 
     19  ผลของพีเอชตอการเติบโตของ B25          70 
     20  ผลของอาหารเลี้ยงเชื้อตอปริมาณเซลลมีชีวติของ B17        73 
     21  ผลของอาหารเลี้ยงเชื้อตออัตราการรอดชีวติของ B17 และความชื้นของเชื้อผง    73 
     22  ผลของอาหารเลี้ยงเชื้อตอกิจกรรมการยับยัง้ VH05        75 
     23  ผลของระยะเวลาเพาะเลี้ยงเชือ้ตอปริมาณเซลลมีชีวิตของ B17        76 
     24  ผลของระยะเวลาเพาะเลี้ยงเชือ้ตออัตราการรอดชีวิตของ B17 และความชื้นของเชื้อผง    77 
     25  ผลของระยะเวลาเพาะเลี้ยงเชือ้ตอกิจกรรมการยับยั้ง VH05       77 
     26  ผลของสารตัวพาและสารปองกันเซลลตอการทาํแหงแบบพนฝอยของ B17       79 
     27  ผลของสารตัวพาและสารปองกันเซลลตอกิจกรรมการยับยั้ง V. harveyi VH05     82 
     28  ผลของสารตัวพาและสารปองกันเซลลตออัตราการรอดชีวิตของ B17  
              และความชื้นของเชื้อผง            82 
     29  ผลของผง B17 ปริมาณ 105 (A), 106 (B) และ 107 cfu/ml (C)  
              ตอการยับยั้ง VH05 (102 cfu/ml)           86 
     30  ผลของผง B17 ปริมาณ 105 (A), 106 (B) และ 107 cfu/ml (C)  
              ตอการยับยั้ง VH05 (104 cfu/ml)           87 
     31  ผลของผง B17 ปริมาณ 105 (A), 106 (B) และ 107 cfu/ml (C)  
              ตอการยับยั้ง VH05 (106 cfu/ml)          88 
     32  ผลของ 20% Maltodextrin (A), 20% milk powder (B),  
              15% maltodextrin ผสม 5% monosodium glutamate (C)  
               และอุณหภูมิตอปริมาณเซลลมีชีวติของ B17 ในชวงการเก็บรักษา       90 
     33  ผลของสารพา สารปองกันเซลลและอุณหภูมิตออัตราการรอดชีวิตของ B17  

 ในชวงการเกบ็รักษา             91 
     34  ผลของ Bacillus spp. โดยวิธีเติมลงน้ําตอน้าํหนักกุงกุลาดาํ        94 
     35  ผลของ Bacillus spp. โดยวิธีเติมลงน้ําตอการรอดชีวิตของกุงกุลาดํา       95 
      



  

(7) 

สารบัญภาพ (ตอ) 
 

ภาพที่            หนา 
 
     36  ผลของ Bacillus spp. โดยวิธีเติมลงน้ําตอปริมาณแบคทีเรียทั้งหมด 
              ในตบักุงกุลาดําที่รอด           96 
     37  ผลของ Bacillus spp. โดยวิธีเติมลงน้ําตอปริมาณ Vibrio spp. 
              ในตบัของกุงกุลาดาํที่รอด           97 
     38  ผลของ Bacillus spp. โดยวิธีผสมอาหาร ตอน้ําหนกักุงกลุาดํา       99 
     39  ผลของ Bacillus spp. โดยวิธีผสมอาหาร ตอการรอดชีวิตของกุงกุลาดํา    101 
     40  ผลของ Bacillus spp. โดยวิธีผสมอาหาร ตอปริมาณแบคทีเรียทั้งหมด 
              ในตบัของกุงกุลาดาํ         102 
     41  ผลของ Bacillus spp. โดยวิธีผสมอาหาร ตอปริมาณ Vibrio spp.  
              ในตบัของกุงกุลาดาํที่รอดชีวิตหลังจากการทําใหกุงกุลาดําตดิโรค      103 
     42  ผลของ Bacillus spp. โดยวิธีผสมอาหาร ตอปริมาณแบคทีเรียทั้งหมด 

ในตับของกุงกลุาดําที่ตายหลังจากการทําใหกุงกุลาดําตดิโรค     105 
     43  ผลของ Bacillus spp. โดยวิธีผสมอาหาร ตอปริมาณ Vibrio spp.  

ในตับของกุงกลุาดําที่ตายหลังจากการทําใหกุงกุลาดําตดิโรค     105 
     44  ผลของผง B17 ตอน้ําหนกักุงกุลาดํา         107 
     45  ผลของผง B17 ตอการรอดชีวิตของกุงกุลาดํา      107 
     46  ผลของผง B17 ตอปริมาณแบคทีเรียทั้งหมดในตับของกุงกุลาดําที่ตาย 

หลังจากการทาํใหกุงกุลาดําติดโรค       108 
     47  ผลของผง B17 ตอปริมาณ Vibrio spp. ในตับของกุงกลุาดําที่ตายหลัง 

จากการทําใหกุงกุลาดําติดโรค         109 
     48  ผลของผง B17 ตอปริมาณแบคทีเรียทั้งหมดในตับของกุงกุลาดําที่รอดชีวิต 

จากการทําใหกุงกุลาดําติดโรค         110 
     49  ผลของผง B17 ตอปริมาณ Vibrio spp. ในตับของกุงกลุาดําที่รอดชีวติ 

จากการทําใหกุงกุลาดําติดโรค         111 
 
 



  

(8) 

สารบัญภาพ (ตอ) 
 

ภาพผนวกที่           หนา 
 
    ก1  ถังหมักขนาด 2 ลิตร (New Brunswick Scientific, NJ, USA)    146 
    ก2  เครื่องทําแหงแบบพนฝอยระดับนํารอง (Niro A/S, Denmark)   146 
    ข1  ผลการเพาะเลีย้ง B17 ใน M+Nacl         153 
    ข2  ผลการเพาะเลีย้ง B17 ใน M+S+Mo        154 
    ข3  ผลการเพาะเลีย้ง B17 ใน Su+S+Mo         155 
    ข4  ผลการเพาะเลีย้ง B17 ใน Su+S+diAm        156 
    ข5  ผลการเพาะเลีย้ง B19 ใน M+Nacl         157 
    ข6  การเพาะเลีย้ง B19 ใน M+S+Mo         158 
    ข7  ผลการเพาะเลีย้ง B19 ใน Su+S+Mo         159 
    ข8  ผลการเพาะเลีย้ง B19 ใน Su+S+diAm         160 
    ข9  ผลการเพาะเลีย้ง ใน M+Nacl          161 
    ข10  ผลการเพาะเลีย้ง B21 ใน M+S+Mo         162 
    ข11  ผลการเพาะเลีย้ง B21 ใน Su+S+Mo         163 
    ข12  ผลการเพาะเลีย้ง B21 ใน Su+S+diAm        164 
    ข13  ผลการเพาะเลีย้ง B25 ใน M+Nacl        165 
    ข14  ผลการเพาะเลีย้ง B25 ใน M+S+Mo        166 
    ข15  ผลการเพาะเลีย้ง B25 ใน Su+S+Mo        167 
    ข16  ผลการเพาะเลีย้ง B25 ใน Su+S+diAm        168 
    ข17  ผลการเพาะเลีย้ง B17 ในถังหมัก แบบควบคุมพีเอชที่ 5.0     169 
    ข18  ผลการเพาะเลีย้ง B17 ในถังหมัก แบบควบคุมพเีอชที่ 6.0      170 
     ข19  ผลการเพาะเลีย้ง B17 ในถังหมัก แบบควบคุมพีเอชที่ 7.0      171 
    ข20  ผลการเพาะเลีย้ง B21 ในถังหมัก แบบควบคุมพีเอชที่ 5.0       172 
    ข21  ผลการเพาะเลีย้ง B21 ในถังหมัก แบบควบคุมพีเอชที่ 6.0       173 
    ข22  ผลการเพาะเลีย้ง B21 ในถังหมัก แบบควบคุมพีเอชที่ 7.0        174 
    ข23  ผลการเพาะเลีย้ง B25 ในถังหมัก แบบควบคุมพีเอชที่ 5.0      175 
    ข24  ผลการเพาะเลีย้ง B25 ในถังหมัก แบบควบคุมพีเอชที่ 6.0        176 



  

(9) 

  สารบัญภาพ (ตอ) 
 

ภาพผนวกที่           หนา 
 
    ข25  ผลการเพาะเลีย้ง B25 ในถังหมัก แบบควบคุมพีเอชที่ 7.0       177 
    ข26  ผลการเพาะเลีย้ง B17 ใน NB          178 
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การคัดเลือกสายพันธุและการผลิตบาซิลัสตานวิบริโอสําหรับการเพาะเลี้ยงกุงกุลาดํา 
 

Strain Selection and Production of Bacillus spp. against Vibrio spp. for 
Black Tiger Shrimp Cultivation 

 
คํานํา 

 
 ประเทศไทยเปนผูนําดานการผลิตและการสงออกกุงทะเลโดยเฉพาะกุงกุลาดํา ในรูปของ
กุงแชแข็งและผลิตภัณฑแปรรูปมากกวา 20 ป ทํารายไดเปนอันดับตนๆ ของสินคาสงออกของ
ประเทศตั้งแตป 2536 เปนตนมา ในแตละปมีการผลิตและสงออกกุงแชแข็งและผลิตภัณฑแปรรูป
ไมต่ํากวา 200,000 ตัน (สํานักเศรษฐกิจการเกษตร, 2545) โดยมีประเทศที่นําเขากุงเปนอันดับหนึ่ง
คือ สหรัฐเอมริกา รองลงมาคือญ่ีปุน และประเทศในกลุมสหภาพยุโรป (EU) (Leung and Engle, 
2006) การพัฒนาเทคโนโลยีการเพาะเลี้ยงกุงกุลาดํากาวหนาไปอยางรวดเรว็ เปล่ียนแปลงจากการ
เพาะเลี้ยงกุงกลุาดําแบบธรรมชาติซ่ึงใหผลผลิตต่ํา ไปเปนแบบกึ่งพัฒนาและแบบพฒันา ซ่ึงใหผล
ผลิตและผลตอบแทนสูงกวา (Smith, 1999; Huitric et al., 2002) การเพาะเลี้ยงกุงกุลาดําแบบพัฒนา
เปนการเพาะเลี้ยงแบบหนาแนน มีปริมาณกุงกุลาดําในบอเพาะเลี้ยงมาก ทําใหมีปญหาของมลภาวะ
ทางน้ําทั้งทางดานสิ่งแวดลอมและโรคระบาด โดยเฉพาะโรคที่เกิดจาก Vibrio ซ่ึงโรคที่สําคัญที่สุด
คือโรคเรืองแสงหรือโรคเพชรพลอยที่เกิดจาก Vibrio harveyi การแกปญหาเกษตรกรจะใชคลอรีน
ผงหรือใชสารปฏิชีวนะ ไดแก คลอแรมฟนิคอล ซัลฟา ฟลูออโรควิโนโลน ไนโตรฟูแรน นอร
ฟล็อกซาซิน เปนตน ทําใหเกิดการดื้อยาและสารตกคางในกุงกุลาดํา สงผลเสียหายตามมาอยางมาก
ทั้งตอผูบริโภคและการสงออก (พรเลิศและคณะ, 2537; ชลอ, 2543; Zanetti et al., 2001) มีการวิจยั
เพื่อศึกษาการใชสมุนไพรและสารชีวภาพอื่นๆ เพือ่ทดแทนสารปฎิชีวนะและสรางเสริมความ
แข็งแรงของกุงกุลาดํา โดยเฉพาะโปรไบโอติกซึ่งมีรายงานวาสามารถควบคุมโรคและสงเสริมการ
เติบโตของกุงกุลาดําไดดี (Rengpipat et al., 1998; Vaseeharan and Ramasamy, 2003) 
 

งานวิจยันีจ้ึงไดศึกษาการคัดเลือก Bacillus ที่มีประสิทธิภาพสูงในการยับยั้ง Vibrio กอโรค
ในกุงกุลาดํา ผลิต Bacillus ในอาหารตนทุนต่ํา และทําเปนสูตรสําเร็จโดยการทําแหงแบบพนฝอย 
เพื่อสะดวกในการนําไปใชควบคุมโรคเรืองแสงในบอเพาะเลี้ยงกุงกุลาดํา แทนการใชสารเคมีหรือ
สารปฏิชีวนะ   
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วัตถุประสงค 
 

1.  ศึกษาการคดัเลือก Bacillus จากตับกุงกุลาดําที่ยับยั้งการเติบโตของ Vibrio  
2.  ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิต Bacillus  
3.  ศึกษาการทาํแหงแบบพนฝอยและศึกษาเสถียรภาพของผง Bacillus  
4.  ศึกษาประสิทธิภาพของผง Bacillus ยับยั้งการเติบโตของ Vibrio กอโรคในกุงกลุาดํา 
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การตรวจเอกสาร 
 
1. บทบาทของโปรไบโอติก ในการเพาะเลี้ยงสัตวน้ํา 
  

โปรไบโอติก คือจุลินทรียมีชีวิต เมื่อไดรับโดยการกินในจํานวนที่เหมาะสม จะเปน
ประโยชนตอสุขภาพ (FAO/WHO, 2001) หรือ คือ จุลินทรียมีชีวิต เมื่อกินเปนอาหารเสริมจะเปน
ประโยชนตอสุขภาพของสัตว โดยชวยรักษาหรือปรับปรุงใหมีความสมดุลของจุลินทรียในทางเดิน
อาหาร (Fuller, 1989) โปรไบโอติกมีบทบาทอยางมากตอการเพาะเลีย้งสัตวน้ํา ชวยควบคุมปริมาณ
เชื้อกอโรคดวยการแขงขันแยงจับผนังทางเดินอาหาร และแยงสารอาหารหรือสรางสารยับยั้งเชื้อกอ
โรค ชวยกระตุนระบบภมูิคุมกันโรค ชวยในการเติบโตของสัตวน้ําโดยสรางเอนไซมชวยยอย
อาหารและสารชวยในการเตบิโต รวมทั้งชวยปรับปรุงคณุภาพน้ํา (Balcazar et al., 2006; Gomez-
Gil et al., 2000; Verschuere et al., 2000)  
  

1.1 การแขงขันและยับยั้งเชื้อกอโรค 
 

       โปรไบโอติกแขงขันแยงจับผนังทางเดนิอาหารของสัตวน้ํา เพื่อปองกันหรือลดปริมาณ
เชื้อกอโรคในทางเดินอาหาร รวมทั้งแยงสารอาหารเชื้อกอโรคทั้งจากแหลงคารบอนและแหลง
พลังงาน Balcazar et al. (2007a) ศึกษาการยึดเกาะผนังลําไสของแบคทีเรียกรดแลกตกิและ
แบคทีเรียกอโรคในปลาปลาเทราทสายรุง (rainbow trout: Oncorhynchus mykiss) โดยตรึงสารเมือก
จากลําไสปลาในจานหลุม (microtiter plate wells) แลวเติมแบคทีเรียกรดแลกตกิหรือแบคทีเรียกอ
โรคที่ติดฉลากดวยรังสี พบวาแบคทีเรียกรดแลกติก 3 ชนิด คือ Lactococcus lactis subsp. Lactis 
CLFP100, L. lactis subsp. Cremoris CLFP102 และ Lb. curvatus CLFP150) สามารถยึดเกาะได 
16.2–19.5% ในขณะทีแ่บคทีเรียกอโรค Yersinia ruckeri ATCC 29473, Carnobacterium piscicola 
CLFP 601, Aeromonas salmonicida และ L. garvieae CLFP LG1 สามารถยึดเกาะได 0.5-12.2% ซ่ึง
การยึดตดิของเชื้อกอโรคที่สารเมือกของลําไสปลาไดนี้เอง ทําใหเกิดการติดเชื้อในปลาได  

 
      นอกจากนีย้ังทดสอบการแยงจับผนังลําไสโดยแบคทีเรียกรดแลกติก พบวาการยดึติด

ผนังลําไสของแบคทีเรียกอโรคลดลงเทากับ 68.80-35.54%, 51.82-45.11%, 74.03- 65.28% และ 
52.98-48.57% ตามลําดับ ดังนั้นจะเหน็วาแบคทีเรียกรดแลกติกทีใ่ชเปนโปรไบโอติก สามารถชวย
ลดการยึดเกาะของแบคทีเรียกอโรคในลําไสปลาได 
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นอกจากนี้โปรไบโอติกยังสรางสารยับยั้งเพื่อปองกันไมใหเชื้อกอโรคเพิ่มจํานวน เชน 
แบคเทอริโอซิน เอนไซมโปรติเอส ไฮโดรเจนเปอรออกไซดและกรดอินทรีย เปนตน (Moriarty, 
1998; Gomez et al., 2007) ตัวอยางเชน Chythanya et al. (2002) พบวา Pseudomonas I-2 ผลิตสาร
ยับยั้งที่มีมวลโมเลกุลต่ํา ทนความรอน ละลายไดใน chloroform และทนตอ proteolytic enzymes 
สามารถยับยั้ง Vibrio harveyi, V. fluvialis, V. parahaemolyticus,  V. damsela และ V. vulnificus ซ่ึง
เปนเชื้อกอโรคในกุงกุลาดําได  Sugita et al. (1998) พบวา Bacillus sp. strain NM12 ที่คัดแยกจาก
ลําไสปลา สามารถผลิตสารที่ยับยั้งการเตบิโตของเชื้อ V. vulnificus ได สารดังกลาวมีสมบัติไมทน
ความรอน มีมวลโมเลกุลนอยกวา 5 kDa  

 
       Villamil et al. (2003) พบวากรดแลกตกิที่ผลิตโดย Lb. casei (CECT 4043), Lb. brevis 

(CECT 815), Lb. helveticus (CECT 514), L. lactis spp. lactis (CECT 539), Leuconostoc 
mesenteroides spp. mesenteroides (CECT 4046) และ Pediococcus acidilactici (NRRL B-5627) 
สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อ  V. alginolyticus ได และใหผลการยับยั้งไดใกลเคียงกับการใชกรด
แลกติกปริมาณ 0.05-0.1 g/l  และ Vijayan et al. (2006) พบวาโปรไบโอติก Pseudomonas sp PS-
102 สามารถยับยั้งแบคทีเรียกอโรคในกุง ไดแก Aeromonas spp., V. harveyi, V. vulnificus, V. 
parahaemolyticus, V. alginolyticus และ V. fluvialis โดยสารยับยั้งมีสมบัติทนความรอนและทนตอ 
proteolytic enzymes  
           

1.2 สงเสริมการสรางภูมิคุมกันในสัตวน้ํา 
 

       ปลา กุงและสัตวไมมีกระดูกสันหลังมีระบบภูมิคุมกัน แตไมพัฒนาเหมือนในสัตวไมมี
กระดกูสันหลัง ระบบภูมิคุมกันในสัตวน้าํสวนใหญจึงเปนแบบ nonspecific immune responses 
หรือภูมิคุมกันตอบสนองแบบไมเจาะจง ตัวอยางเชน ปลาเทราทสายรุงที่ไดรับโปรไบโอติก Lb. 
rhamnosus เปนเวลา 4 สัปดาห จากการตรวจเลือดพบวา ปลามีระดับภูมิคุมกนัทีเ่พิ่มสูงขึ้น เมือ่
เทียบกับปลาทีไ่มไดรับโปรไบโอติก (Nikoskelainen et al., 2003) ผลการทดลองที่ไดสอดคลองกับ
งานวิจยัของ Nikoskelainen et al. (2003) ที่ใหปลาเทราทสายรุง กิน Lb. rhamnosus (ATCC 53103) 
ที่ผสมในอาหารเปนเวลา 2 สัปดาห พบวาปลามี immunoglobulin ในน้ําเหลืองเพิ่มสูงขึ้น การ
ทดลองในกุงกลุาดํา พบวากุงที่ไดรับ Pseudomonas sp. PM11 ปริมาณ 103 cfu/ml เปนเวลา 45 วนั 
กุงกุลาดํามีระดับภูมิคุมกนัแบบไมเจาะจงสูงขึ้น โดยดูจากปริมาณ hemocytes, phenoloxidase และ 
haemolymph antibacterial (Alavandi et al., 2004)  
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       Salinas et al. (2005) ใหปลากิน L. delbrueckii ssp. lactis (107 cfu/g), B. subtilis (107 

cfu/g) และเชือ้ผสม L. delbrueckii ssp. lactis (5x106 cfu/g) กับ B. subtilis (5x106 cfu/g) เปนเวลา 3 
สัปดาห พบวาปลามีระดับภมูิคุมกันเพิ่มขึน้ในทกุกลุมทีใ่หโปรไบโอตกิ โดยมี leucocy (leucocyte 
peroxidase content) เพิ่มขึ้นตั้งแตสัปดาหแรกจนถึงสัปดาหที่สามและหลังจากนัน้ยังคงอยูตอไป 
สวน phagocyte (phagocytosis) เพิม่ขึ้นมากในชวงที่ใหโปรไบโอติกตั้งแตสัปดาหแรกจนถึง
สัปดาหที่สาม แตหลังจากหยุดใหโปรไบโอติกปลามี phagocyte ลดลง ในทํานองเดียวกนัการ
ทดลองในกุง Rengpipat et al. (2000) เล้ียงกุงกุลาดําโดยให Bacillus S11 ผสมกับอาหารเปน
ระยะเวลา 90 วัน วดัระดับภมูิคุมกันในกุง พบวากุงมีคา phagocytic index (PI) สูงกวากลุมที่ไมได
รับโปรไบโอติก   

 
1.3 เอนไซมชวยยอยอาหารและสารที่ชวยในการเติบโต 
 
       โปรไบโอติกบางชนิดสามารถสรางเอนไซมชวยยอยอาหาร เชน โปรติเอส ไลเปส 

และอะไมเลส เปนตน และสรางสารที่ชวยในการเติบโตประเภทวิตามินและกรดอะมิโน ที่จําเปน
ตอการเติบของสัตวน้ํา (Balcazar et al., 2006)  ตัวอยางเชน ดอกรกัและคณะ (2547) พบวา Bacillus 
spp. STG16B, SB22, SB11 และ SB12 ที่คัดแยกไดจากลําไสกุงกุลาดําและตะกอนดินในบอเล้ียง 
สามารถผลิตโปรติเอสและอะไมเลสได เชนเดียวกับ Ziaei-Nejad et al. (2006) พบวาภายในทางเดนิ
อาหารของ Fenneropenaeus indicus ที่ไดรับโปรไบโอติก B. subtilis, B. licheniformis, B. 
polymyxa, B. laterosporus และ B. circulans มีเอนไซมโปรติเอส ไลเปสและอะไมเลส เพิ่มมากขึน้
กวากุงทีไ่มไดรับโปรไบโอติก นอกจากนี้ Litopenaeus stylirostris ที่ไดรับแบคทีเรียกรดแลกติก 
Pediococcus acidilactici เปนเวลา 10 สัปดาห พบวามีกจิกรรมของอะไมเลสเพิ่มขึ้น 35% (Castex 
et al., 2008) 

 
1.4 ปรับปรุงคุณภาพน้ํา 
 

              โปรไบโอติกหลายชนิดสามารถชวยปรับปรุงคุณภาพน้ําได โดยเฉพาะแบคทีเรียแกรม
บวกสามารถเปลี่ยนสารอินทรียไปเปนกาซคารบอนไดออกไซดไดดกีวาแบคทีเรียแกรมลบ ชวย
ปองกันไมใหมีการสะสมของสารอินทรียมากเกินไปในบอเล้ียงสัตวน้าํ ซ่ึงเปนสาเหตุใหน้ําเนาเสีย
และอาจทําใหเกิดการบูมของ phytoplankton สงผลใหมีการเกิดกาซคารบอนไดออกไซดในน้ําสงู 
(Verschuere et al., 2000) นอกจากนี้ Li et al, (2006) พบวา Arthrobacter XE-7 ที่ใชเปนโปรไบโอ
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ติกในบอเล้ียง Penaeus chinenis สามารถเปลี่ยนแอมโมเนียเปนไนไตร และไนเตรตไดคลายกับ
แบคทีเรียในกลุม nitifying bacteria เชนเดยีวกับ Wang and He (2009) ที่รายงานวาหลังจากเติมโปร
ไบโอติกที่ประกอบดวย Bacillus spp., Nitrosomonas spp., Nitrobacter spp. และ Lactobacillus 
spp. ในบอเล้ียงกุง Penaeus vannamei เปนเวลา 60 วนั พบวา inorganic phosphorus, organic 
phosphorus, total organic carbon (TOC) และ total nitrogen (TN) ในบอเล้ียงกุงลดลง 

          
2. โปรไบโอตกิท่ีมีการใชในสัตวน้ํา 

 
โปรไบโอติกที่ใชในการเพาะเลี้ยงสัตวน้ํา ไดแกแบคทเีรียในกลุม  lactic acid bacteria, 

Vibrio spp., Bacillus spp., Pseudomonas spp. และ Alteromonas spp. โดยมีการใชทัง้ในกุง หอย ป ู
และปลา (Gatesoupe, 1999; Moriarty, 1997; Vijayan et al., 2006; Wang et al., 2008) ตัวอยางการ
ใชโปรไบโอติกในการเพาะเลี้ยงสัตวน้ําไดแก การเพาะเลี้ยงปลาใช Lb. splantarum เปนโปรไบโอติ
กปองกันโรคที่เกิดจาก V. anguillarum ใช Carnobacterium spp. ยับยั้ง Aeromonas hydrophila, A. 
salmonicida, V. anguillarum และ V. ordalii การใช Pseudomonas fluorecens ยับยัง้โรคที่เกิดจาก 
A. salmonicida  

 
การเพาะเลีย้ง Litopenaeus vannamei ใช V. alginolyticus ยับยั้งเชื้อ V. parahaemolyticus 

การเพาะเลีย้ง P. monodon ใช Bacillus spp. ยับยั้งเชื้อ V. harveyi การเพาะเลี้ยงปูใช Thalassobacter 
utilis ยับยั้งโรคที่เกิดจาก V. anguillarum และการเพาะเลี้ยงหอยใช A. media ยับยั้งโรคที่เกิดจาก V. 
tubiashii (Gomez et al., 2007; Gomez-Gil et al., 2000; Robertson et al., 2000) 

 
3. ผลของโปรไบโอติกตอการเพาะเลี้ยงกุงทะเล 

  
มีรายงานการใชแบคทีเรียโปรไบโอติกหลายชนิดในกุงทะเล นอกจากโปรไบโอติกจะ

สามารถชวยปกปองกุงทะเลจากเชื้อกอโรคแลว ยงัชวยสงเสรมิการเติบโตของกุงทะเลอีกดวย 
ตัวอยางเชน Penaeus vannamei ที่ไดรับโปรไบโอติกผสมระหวาง photosynthetic bacteria และ 
Bacillus spp. ปริมาณ 10 g/kg เปนเวลา 28 วัน พบวากุงที่ไดรับโปรไบโอติกมีการเติบโตที่ดีมี
น้ําหนกัเพิ่มขึน้เฉลี่ย 1.71 g เมื่อเทียบกบักุงที่ไมไดรับโปรไบโอติกที่มีน้ําหนักเฉลี่ยเพียง 1.57 g 
(Wang, 2007) เชนเดยีวกับ Devaraja et al. (2002) เพาะเลี้ยงกุงโดยใชโปรไบโอติกที่ประกอบดวย 
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Bacillus และ Saccharomyces sp. เปนเวลา 110 วนั พบวาน้ําหนักกุงที่ไดตอบอที่ใชโปรไบโอติกสูง
กวากลุมควบคุม  

 
Fenneropenaeus indicus ที่ไดรับโปรไบโอติกที่ประกอบดวย Bacillus spp. 5 สายพันธุ 

ไดแก B. subtilis, B. licheniformis, B. polymyxa, B. laterosporus และ B. circulans มีอัตราการรอด
ชีวิตเพิ่มขึ้น (11-17 %) มีน้าํหนักเพิ่มขึ้น (8-22 %) เมื่อเทียบกับกุงที่ไมไดรับโปรไบโอติก (Ziaei-
Nejad et al., 2006) เชนเดยีวกับ Castex et al. (2008) ที่ให Litopenaeus stylirostris กินอาหารผสม
แบคทีเรียกรดแลกติก Pediococcus acidilactici เปนเวลา 2 สัปดาห พบวากุงมีอัตราการรอดชีวิต
เพิ่มขึ้น 15% และมีน้ําหนักเพิ่มขึ้น 12% ในทํานองเดยีวกัน Moriarty (1999) ใช Bacillus spp. เปน
โปรไบโอติกในการเพาะเลี้ยงกุง พบวากุงในบอเพาะเลี้ยงมีสุขภาพแข็งแรงดแีละมีอัตราการรอด
ชีวิตถึง 80-100%  

 
กุงทะเลที่ไดรับโปรไบโอติกเปนระยะเวลาหนึ่ง สามารถเพิ่มอัตราการรอดชีวิตจากการติด

เชื้อกอโรคได ตัวอยางเชน Vaseeharan and Ramasamy (2003) เล้ียงกุงกุลาดําดวยโปรไบโอติก B. 
subtilis BT23 ปริมาณ 106-108 cfu/ml เปนเวลา 6 วนั แลวทําใหติดโรคดวย V. harveyi ปริมาณ103-
104 cfu/ml เปนเวลา 1 ช่ัวโมง พบวามีอัตราการรอดชีวติประมาณ 90 % เชนเดยีวกบั Litopenaeus 
vannamei ที่ไดรับโปรไบโอติก B. subtilis UTM126, Roseobacter gallaeciensis SLV03 และ 
Pseudomonas aestumarina SLV22 ผสมอาหารเปนเวลา 28 วัน พบวากุงที่ไดรับโปรไบโอติก มี
อัตราการรอดชีวิตในขณะเลี้ยง (94.25, 96.00 และ 94.75% ตามลําดับ) สูงกวากลุมควบคุมที่ไมได
รับโปรไบโอติก (89.75%) หลังจากทําใหกุงติดเชื้อ V. parahaemolyticus พบวากุงทีไ่ดรับโปรไบโอ
ติก มีอัตราการรอดชีวิต(81, 84 และ 79% ตามลําดับ) สูงกวากลุมควบคุมที่ไมไดรับโปรไบโอติก 
(67%) (Balcazar et al., 2007b)  

 
ในทํานองเดียวกัน Rengpipat et al. (1998) ทดลองใหกุงกุลาดํากนิโปรไบโอติก Bacillus 

S11 ผสมอาหาร เปนเวลา 100 วัน  พบวากุงที่ไดรับโปรไบโอติกมีการเติบโตและรอดชีวิตสูงกวากุง
ที่ไมไดรับโปรไบโอติก หลังจากทําใหกุงติดเชื้อดวย V. harveyi พบวากุงทีไ่ดรับโปรไบโอติกมี
อัตราการรอดชีวิต 100 % สวนกุงทีไ่มไดรับโปรไบโอติกมีอัตราการรอดชีวิตเพยีง 26 % นอกจากนี้ 
Meunpol et al. (2003) รายงานวาการใชโอโซนรวมกับการใชโปรไบโอติก Bacillus S11 เปนเวลา 1 
เดือนชวยใหกุงกุลาดํารอดชวีิตเพิ่มขึ้นอกี  
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Castex et al. (2009) รายงานวา Litopenaeus stylirostris ที่ไดรับโปรไบโอติก Pediococcus 
acidilactici ปริมาณ 9.5x106 cfu/g เปนเวลา 22 วัน สามารถเพิ่มอัตราการรอดชีวิต จากการทําใหกุง
ติดเชื้อดวย V. nigripulchritudo โดยพบวากุงที่ไดรับโปรไบโอติกมีอัตราการรอดชีวติ 67% ในขณะ
ที่กลุมควบคุมมีอัตราการรอดชีวิตเพียง 47% เชนเดียวกับ Li et al. (2009) ที่ให Litopenaeus 
vannamei กินโปรไบโอติก B. megeterium OJ ปริมาณ 108 และ 1010 cfu/g เปนเวลา 28 วัน พบวากุง
มีอัตราการรอดชีวิตหลังจากทําใหติดโรคดวย  white spot syndrome virus เทากับ 65% และ 80% 
ตามลําดับ ในขณะที่กลุมควบคุมมีอัตราการรอดชีวิต 60% 

 
นอกจากนี้ถึงแมวากุงทะเลยังไมเคยไดรับโปรไบโอติกมากอน แตไดรับโปรไบโอติก

พรอมกับเชื้อกอโรค พบวาสามารถเพิ่มอัตราการรอดตายได ตัวอยางเชน Maketon and Masawang 
(2004) เล้ียงกุงกุลาดําโดยใหโปรไบโอติก B. subtilis AM-01 พรอมเชื้อกอโรค V. harveyi  และ B. 
licheniformis AM-04 พรอม V. harveyi เปนเวลา 48 ชั่วโมง พบวากุงทั้งสองกลุมมีอัตราการรอด
ตายประมาณ 60 % สวนกุงที่ไดรับเฉพาะเชื้อกอโรค V. harveyi มีอัตราการรอดตายเพียง 40 % ผล
การทดลองสอดคลองกับ Li et al. (2006) ที่เล้ียง Penaeus chinensis อายุประมาณ 10 วัน โดยเตมิ
โปรไบโอติก Arthrobacter XE-7 (106 CFU/ml) รวมกับเชื้อกอโรคผสมของ V. parahaemolyticus, 
V. anguillarum และ V. nereis (106 CFU/ml) ติดตามผลเปนเวลา 14 วัน พบวากุงมีอัตราการรอด
ชีวิต 82.6% สูงกวากุงทีเ่ติมเฉพาะ Vibrio spp. ผสม (3 ชนิด) มีอัตราการรอดชีวิตเพยีง 56.9%  
 
 ในทํานองเดียวกัน Rattanachuay et al. (2007) เติมเชื้อ  Pseudomonas sp. W3 (106 cfu/ml) 
ในบอเล้ียงกุง (Litopenaeus vannamei) หลังจาก 32 วัน พบวากุงที่เตมิเชื้อ Pseudomonas sp. W3 
ผสมเชื้อกอโรค V. harveyi มีอัตราการตาย 33% ต่ํากวากุงกลุมที่เติมเฉพาะ V. harveyi ซ่ึงมีอัตรา
การตาย 40%  
 
4. Vibrio spp.ท่ีพบในบอเพาะเลี้ยงกุงกุลาดํา 
 

แบคทีเรียที่พบในน้ําทะเลและในบอเพาะเลี้ยงกุงกุลาดํามีหลายชนิด ทั้งที่เปนแบคทีเรียที่
เปนประโยชนและแบคทีเรียที่อาจกอโรคในสัตวน้ํา แบคทีเรียที่พบไดแก Vibrio, Pseudomonas, 
Aeromonas, Acinetobacter, E. coli, Bacillus, Salmonella, Flavobacterium และ Moraxella เปนตน 
โดยพบ Vibrio มากที่สุด ประมาณ 102–103 cfu/ml และบางชวงในขณะทีน่้ํานิ่งจะพบสูงถึง 104 
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cfu/ml คิดเปนปริมาณสูงกวา 80% ของประชากรแบคทีเรียทั้งหมดในน้ําทะเล (ศภุชัย, 2538; Sung 
et al., 1999; Gopal et al., 2005) 
 
 Vibrio เปนแบคทีเรียที่มีรูปรางเปนแทง (rod) ลักษณะคลายเครื่องหมายคอมมา (comma) 
หรือ curve rod ขนาดของเซลลกวางประมาณ 0.5-1.5 μm และยาวประมาณ 3.0 μm (Austin, 1988) 
Vibrio เกือบทุกชนิดสามารถเคลื่อนที่ไดโดยอาศัยแฟลเจลลา (flagella) เติบโตไดทั้งที่มีอากาศหรือ
มีอากาศเล็กนอย ตองการสารอินทรียเปนแหลงคารบอนและพลังงาน บางชนิดสามารถผลิตกาซ
ไฮโดรเจนและคารบอนไดออกไซดจากกระบวนการหมกั สามารถเติบโตไดในน้ําที่มีความเคม็ 
(Ingraham, 2000; Walker, 1998; Baffone et al., 2001) รายละเอยีดของ Vibrio ชนิดสําคัญที่
กอใหเกิดโรครุนแรงในกุงกลุาดํามีดังตอไปนี้   

 
4.1 Vibrio harveyi   
 
      V. harveyi ทําใหเกิดโรคเรืองแสงในกุงกุลาดํา เชื้อนี้สามารถใหแสงสีเขียวแกมเหลือง

ออกมาโดยปฏิกิริยาทางเคมทีี่เกิดจากเอนไซมลูซิเฟอเรส (luciferase) ซ่ึงทําใหเรืองแสงไดในที่มดื 
V. harveyi จะเพิ่มจํานวนอยางรวดเร็วในน้าํที่มีความเค็มระหวาง 10–40 ppt ที่อุณหภูมิสูงประมาณ 
5–35oC และคาพีเอชน้ําที่เชือ้นี้เจริญเติบโตดี คือ 7–9 นอกจากนี้ V. harveyi ยังไวตอยาคลอแรมฟนิ
คอลและโนโวบิโอซิน แตมีความตานทานตอยาเสตรปโตมัยซิน (กรมประมง, 2532) เชื้อ V. 
harveyi พบไดทั่วไปในน้ําของบอเล้ียงกุงรวมกับ V. spp. ชนิดอื่นๆ (Liu et al., 1996) ถาไมมีการ
จัดการบอที่ด ี V. harveyi จะเพิ่มจํานวนอยางรวดเรว็ เมื่อกุงติดเชื้อจะทําใหเกิดโลหิตเปนพษิจาก
สารที่หล่ังออกจากเซลล เชน cysteine protease (Lee et al., 1999; Liu et al., 1997) 

 
      Defoirdt et al. (2007) รายงานวา V. harveyi เปนสาเหตุของโรคติดเชื้อในสัตวน้ํา

เศรษฐกิจไดแทบทุกชนิด ตวัอยางเชน ในกลุม Crustaceans (จําพวกกุงและปู) ไดแก Brine shrimp 
(Artemia franciscana), Kuruma prawn (Penaeus japonicus), Ridgeback prawn (Sicyonia 
ingentis), Rock lobster (Jasus verreauxi) White shrimp (Litopenaeus vannamei) และ Tiger prawn 
(P. monodon) เปนตน สัตวในกลุมนีห้ลังจากไดรับเชื้อจะปวยเปนโรคที่เรียกวา luminescent 
vibriosis ซ่ึงมีอัตราการตายสูงมาก ในกลุมปลา ไดแก Cobia fish (Rachycentron canadum), 
Grouper (Epinephelus coioides), Red drum (Scaienops ocellatus) สวนใหญตายดวยโรคกระเพาะ
อาหารอักเสบ ปลา Salmonids, Seahorse (Hippocampus spp.) และ Summer flounder (Paralichthys 
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dentatus) เปนโรคเกี่ยวกับทางเดินอาหารแลโลหิตเปนพษิ  ในกลุม Molluscs (หอยและปลาหมกึ) 
ไดแก Abalone (Haliotis tuberculata), Japanese abalone (Sulculus diversicolor) และ Pearl oyster 
(Pinctada maxima) เปนตน 
 

      Defoirdt et al. (2007) รายงานวาสารปฎิชีวนะที่นิยมใชทั่วไปในการยับยั้ง V. harveyi 
ไดแก cotrimoxazole, chloramphenicol, erythromycin, streptomycin, tetracyclin, ampicillin, 
oxytetracycline furazolidone, kanamycin, gentamycin, nitrofurantoin, novobiocin and 
sulfonamide เปนตน สวนในประเทศไทยนิยมใช kanamycin และ carbenicillin และมีรายงานวา  V. 
harveyi ดื้อตอยา ampicillin, streptomycin, kanamycin และ carbenicillin (Ottaviani et al., 2001) 
 

4.2 Vibrio parahaemolyticus 
 

      V. parahaemolyticus เปนแบคทีเรียแกรมลบ รูปรางเปนแทงสั้นหรือโคง มีความยาว
ตั้งแต 1-3 μm กวาง 0.4-0.5 μm ลักษณะโคโลนีทึบแสง จุกกลางโคโลนีสีเขม เติบโตไดในอาหาร
เล้ียงเชื้อที่มีเกลือโซเดียมคลอไรดเขมขน 0.5-10% ความเขมขนของโซเดียมคลอไรดที่เหมาะสม
เทากับ 3% เตบิโตไดที่อุณหภูมิ 5-45oC อุณหภูมิที่เหมาะสมคือ 37.5oC ความเปนกรดดาง 5-11 โดย
ชวงที่เหมาะสมคือ 7.5-8.5 เติบโตไดดีในสภาวะทีม่ีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน ตรวจพบเชื้อนีไ้ด
ในกุงหลายชนดิ (Hosseini et al., 2004) จากผลการศึกษาของ Alapid-Tendencia and Dureza (1997) 
พบวา V. parahaemolyticus ทําใหเกิดโรคโลหิตเปนพิษในกุงกุลาดํา โดยพบวาเมื่อฉีดเชื้อ V. 
parahaemolyticus ใหกับกุงกุลาดํา  จะทําใหกุงกุลาดําปวยเปนโรคตัวสีแดง ซ่ึง Sudheesh and Xu 
(2001) พบวา extracelluar proteases ที่ผลิตจากเชื้อ  V. parahaemolyticus  นาจะเปนสาเหตุที่ทําให
เกิดโรคในกุงกุลาดํา 

 
4.3 Vibrio alginolyticus 
 
      V. alginolyticus ทําใหเกดิโรควิบริโอซิสและโรคโลหิตเปนพษิในกุงกุลาดํา โดย Lee et 

al. (1996) ไดรายงานการระบาดของโรคกุงที่เกิดจาก เชื้อ V. alginolyticus spp. val ในป 1994 ที่
ประเทศไตหวนั ทําใหกุงกุลาดําที่เล้ียงไวตายเปนจาํนวนมาก สาเหตุทีท่ําใหกุงตายนอกจากสารพิษ
ที่เชื้อผลิตออกมาและ serine protease และพบวาเชื้อชนิดนี้มีความตานทานตอยา ampicillin, 
novobiocin, penicillin G, sulfisoxazole และ sulfonamide (Lee et al., 1997) 
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5. แบคทีเรียสกุลบาซิลัส 
 
  Bacillus เปนแบคทีเรียที่ตองการอากาศในการเติบโต สามารถสรางสปอรซ่ึงเปน
โครงสรางที่ทําใหทนความรอนได หรือเรียกแบคทีเรียชนิดนีว้า aerobic endospore forming 
bacteria บาซิลัสมีรูปรางเปนแทง (rod) มีขนาดกวางประมาณ 0.5-1.5 μm และยาวประมาณ 1-10 
μm ติดสีแกรมบวกแตกตางกันในแตละระยะการเติบโต และติดสีแกรมลบไดบางเมื่อบมไวเกนิ 24 
ชั่วโมง (Austin, 1988) ตั้งเปน Genus Bacillus คร้ังแรกโดย Ferdinand Cohn ในป 1982 โดย B. 
subtilis (ATCC 6051) เปนชนิดแรกที่คนพบ (Harwood, 1989) Bacillus สวนใหญเติบโตไดใน
อาหารเลี้ยงเชือ้ทั่วไป เชน BHI, TSA และ NA บางชนิดสามารถทนความเค็มที่มโีซเดียมคลอไรด 
ไดสูงกวา 12%  เชน B. filicolonicus พบไดตามชายฝงทะเลแตไมพบในมหาสมุทร (Varnam, 2000) 
Bacillus สวนใหญชอบอุณหภูมิปานกลางประมาณ 37oC และสามารถเติบโตเปนโคโลนีไดภายใน 
24 ชั่วโมง ใน Genus Bacillus อาจแบงเปนกลุมกวางๆ ได 6 กลุม ซ่ึงมีประมาณกวา 60 species 
(Sonenshein et al., 1993; เสาวนยี, 2547)  ดังนี ้
 
 กลุมที่ 1 ไดแก B. polymyxa, B. alvei, B. circulan และ B. marcerans สราง spore เปน oval 
shape ยื่นออกจากเซลล เปนพวก facultative anaerobes ทํา fermentation กับน้ําตาลหลายชนิด และ
ตองการสารอาหารที่คอนขางยุงยาก เชน วิตามินและกรดอะมิโน ในกลุมนี้สามารถผลิตเอนไซมที่
ยอยสลายคารโบไฮเดรตไดหลายชนิด เชน amylase, glucanse, cellulose, pectinase และ 
pullulanase 
 
 กลุมที่ 2 ไดแก B. subtilis, B. amyloliquefaciens, B. megaterium, B. licheniformis และ B. 
pumilus โดยแบคทีเรียพวกนีจ้ะเปลี่ยนแปลงรูปรางเซลลทั้งเซลลไปเปน endospore รูป oval shape 
ในการทํา sporulation สวนใหญเปนพวก strictly aerobes และสวนใหญเชนกันที่สามารถทํา  
fermentation กับน้ําตาลไดบางชนิด บางชนิด เชน B. anthracis, B. cereus, B. licheniformis และ B. 
thuringiensis เปน facultative anaerobe สามารถหลั่งเอนไซมออกนอกเซลลไดหลายชนิด รวมทัง้
เอนไซมที่มีความสําคัญในอุตสาหกรรมตางๆ เชน amylase, glucanse และ proteases 
 
 กลุมที่ 3 เปนกลุมที่มีความหลากหลายทางสรีรวิทยาแตกตางกันไปมาก B. brevis จัดอยูใน
กลุมนี้ เปนประเภท stric aerobe ไมสรางกรดจากน้ําตาล และสราง spore รูป oval shape ยื่นออกมา
จากเซลล สวนชนิดอื่นทีจ่ัดไวในกลุมนี้ ไดแก B. badius และ B. freudenreihi 



 

 

 

12 

 

 กลุมที่ 4 เปนพวกสราง spore รูปกลม ไดแก B. sphaericus, B. insolitus และ B. 
psychrophilus เปนตน แบคทีเรียในกลุมนีแ้ตกตางจากกลุมอื่นอยางชัดเจน มี lysine หรือ ornithine 
แทนที่ mesodiaminopimelic acid ใน peptidoglycan ของ cell wall เปนพวก strict aerobes และ
สําหรับ B. sphaericus ไมใชน้ําตาลในการเติบโต แตชอบใช acetate เปนแหลง carbon และพลังงาน   
 
 กลุมที่ 5 เปนพวก thermophilic bacilli ชนิดตางๆ ซ่ึงอาจมีสรีรวิทยาตางๆ กัน มี
กระบวนการสรางพลังงานตางกัน ตั้งแตชนิดที่เปน stric aerobe ไปจนถึง microaerophiles บางชนิด 
เชน B. schlegelii เปน chemolithoautotrophs ซ่ึงสามารถใช CO2 และ CO เปนแหลง carbon ได 
เติบโตไดดีที่อุณหภูมิมากกวาหรือเทากับ 50oC ตัวอยางของแบคทีเรียในกลุมนี้ ไดแก B. coagulans, 
B. stearothermophilus และ B. thermodenitrificans เปนตน 
 
 กลุมที่ 6 เปนประเภท thermo-acidophiles ซ่ึงไดถูกจัดเปน genus ใหม คือ Alicyclobacillus 
แบคทีเรียกลุมนี้มีเยื่อหุงเซลลที่มีสวนประกอบของ alicyclic acids ตัวอยางของแบคทีเรียกลุมนี้ 
ไดแก A. acidocaldarius, A. acidoterrestris และ A. cycloheptanicus 
 

Bacillus สวนใหญสรางเอนไซมไดหลายชนิดเพื่อชวยการเติบโตและยอยอาหาร เชน อะ
ไมเลส โปรติเอสและไลเปส เปนตน เชน เอนไซมโปรติเอสผลิตโดย B. clausii, B. licheniformis, 
B. amyloliquefaciens และ B. halodulans เอนไซมอะไมเลสผลิตโดย B. licheniformis, B. 
stearothermophilus, B. amyloliquefaciens และ B. halomapalus เปนตน (Morcel and Biedermann, 
1994; Kumar, 2002; Lima et al., 2004; Priest, 1977; Berkeley et al, 2002; Sellami-Kamoun et al., 
2008) 

 
Bacillus spp. สามารถผลิตสารยับยั้งเชื้อจุลินทรียตางๆ เชน แบคเทอริโอซิน เอนไซมโปรติ

เอส ไฮโดรเจนเปอรออกไซด และกรดอินทรีย เปนตน (Moriarty, 1998; Gomez et al., 2007; Yang 
et al., 2000; George et al., 1995; Sonenshin et al., 1993; Payot et al., 1999) เชน B. subtilis ผลิต  
alboleutin, bacillomycin, botrycidin, fengycin, iturin, mycosubtilin, rhizocticins ยับยั้งเชื้อรา 
bacilysin, surfactin (ยับยัง้แบคทีเรียและเชื้อรา) และ subtilin (ยับยัง้แบคทีเรีย) สวน B. 
licheniformis ผลิต bacitracin (ยับยั้งแบคทีเรีย) และ B. brevis ผลิต brevistin, edeines, gramicidin, 
gramicidin, tyrocidine (ยบัยั้งแบคทีเรีย) สําหรับ B. circulans ผลิต polypeptins, EM49 (ยับยั้ง
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แบคทีเรีย) B. mesentericus ผลิต esperin (ยับยั้งแบคทีเรีย) octapeptins (ยับยั้งแบคทีเรียและเชื้อรา) 
และ B. polymyxa ผลิต polymyxins และ tridecaptins (ยบัยั้งแบคทีเรีย) 

 
B.thuringensis strain B439 ผลิต thuricin 439 ยับยั้ง Listeria innocu (Ahern et al., 2003) 

เชนเดยีวกับ Barboza-Corona et al. (2009) รายงานวา B. thuringiensis ที่คัดแยกได ผลิตแบคเทอริ
โอซินชนิดตางๆ ไดแก morricin 269, kurstacin 287, kenyacin 404, entomocin 420 และ 
tolworthcin 524 ที่ยับยั้ง Staphylococcus aureus 

 
นอกจากนี้ B. thuringiensi และ B. cereus สามารถผลิต crystalline endotoxin ได 

(Harwood, 1989; Jung et al., 2003; Fukamizo et al., 1994) โดยเฉพาะ protein crystals ของ B. 
thuringiensis มีความเปนพิษสูงตอแมลงและมีการสกดัเพื่อเปนการคาในการนําไปใชควบคุมแมลง
ศัตรูพืช (Ingraham, 2000) Bacillus ที่แยกไดจากกุง Jeotkal สามารถสรางสารยับยั้งเชื้อรา 
Phytophthora infestans ในมะเขือเทศได (Hyesook et al., 2006) B. amyloliquefaciens สามารถ
สรางสารยับยั้งเชื้อรา Rhizoctonia solani ในถ่ัวเหลือง ยับยั้งเชื้อรา Botrytis cinerea ในมะเขือเทศ 
และยับยั้งเชื้อ Fusarium verticillioides ในขาวได (Yu et al., 2002; Mari et al., 1996; Pereira et al., 
2007)  

 
แบคเทอริโอซินออกฤทธิ์ยับยั้งการเติบโตของแบคทีเรียกอโรค โดยจบักับตัวรับจําเพาะบน

ผิวของแบคทีเรียเปาหมาย (Daw and Falkiner, 1996) ทําใหเกิดรูระหวางเยื่อหุมเซลลดานนอกที่
ชอบน้ํา กับชั้นของฟอสโฟลิพิดที่ไมชอบน้ํา เปนผลใหเกิดการรั่วไหลของไอออนและสารเมทา
บอไลตตางๆ นอกจากนี้อาจเกิดการยับยัง้การสังเคราะหโปรตีนและกรดนวิคลีอิก สงผลใหเซลล
ตายในที่สุด (Thennarasu et al., 2005; Montville et al., 1995) 

 
Tsuji et al. (1998) รายงานวา เอนไซมโปรติเอสมีสมบัติเปนสารยับยั้งจลิุนทรียกอโรค โดย

เอนไซมโปรติเอสจะจับที่ฟอสโฟลิพิดที่บริเวณเยื่อหุมเซลลของแบคทีเรียเปาหมาย ทําใหเยื่อหุม
เซลลเสียสภาพ เซลลไมสามารถทํางานไดเปนปกตแิละตายไปในที่สุด Bacillus ที่ผลิต protease 
ไดแก B. aquimaris strain VITP4, B. pumilus CBS, B. subtilis 24RP6, B. subtilis 72RP17, B. 
firmus 24RP4, B. proteolyticus CFR3001, B. megaterium JHT3, B. subtilis DET6 และ B. 
thuringiensis DET9 สามารถยับยั้งจุลินทรียกอโรคชนิดตางๆ เชน Staphylococcus aureus, 
Escherichia coli, Salmonella typhi, Candida albicans และ Listeria monocytogenes (Shivanand 



 

 

 

14 

 

and Jayaraman, 2009; Jaouadi et al., 2008; Amoa-Awua et al., 2006; Bhaskar et al., 2007; Patel et 
al., 2009) 

 
Bacillus สามารถสรางไฮโดรเจนเปอรออกไซด ซ่ึงมสีมบัติเปนตัวออกซิไดซ (oxidant) 

ทําลายโครงสรางของฟอสโฟลิพิด ที่เปนองคประกอบของผนังเซลลเชื้อกอโรคใหเปลี่ยนแปลงไป
ผนังเซลลขาดความแข็งแรงเสมือนเซลลไดรับบาดเจ็บ และตายไปในที่สุด (Peterson et al., 2008) 
สวนกรดอินทรียโดยเฉพาะกรดแลกตกิ เมื่อเขาไปในเซลลของจุลินทรียก็จะแตกตัว ทําใหเกิดการ
สะสมของประจุลบในเซลล สงผลใหเซลลทํางานผิดปกติและเปนสาเหตุที่ทําใหเซลลตาย (Makras 
and De Vuyst, 2006; Kamra and Srivastava, 1991) Bacillus ที่ผลิตกรดแลกติกมหีลายชนิด เชน B. 
coagulans SIM-7, B. cereus JCM 2152, B. coagulans JCM2257, B. subtilis JCM 1465, B. 
thuringiensis subsp. kurstaki ATCC 33679 และ B. licheniformis TY7 (Michelson et al., 2006; 
Ohara and Yahata, 1996; Sakai and Yamanami, 2006) 

 
 ดวยเหตุผลที ่ Bacillus สามารถสรางสารยับยั้งจลิุนทรียชนิดอืน่รวมทั้งสามารถผลิต
เอนไซมไดหลายชนิดที่เปนประโยชนตอการยอยอาหารและการเติบโต จึงมีการนาํ Bacillus มาใช
เปนโปรไบโอติกสําหรับสัตวปกและมนษุย เชน B. subtilis, B. cereus, B. coagulans, B. clausii, B. 
megaterium และ B. licheniformis (Yurong et al., 2005; Green et al., 1999; Duc et al., 2004; 
Oggioni et al., 2003) ยิ่งไปกวานัน้ เนื่องจาก Bacillus สามารถตรวจพบไดทัว่ไปในดินและน้ําของ
บอเล้ียงกุงกุลาดํา รวมทั้งทางเดินอาหารกุง เชน B. cereus, B. licheniformis, B. polymyxa, B. 
coagulans และ B. circulans เปนตน (ศูนยวิจัยและพฒันาประมงชายฝงจันทบุรี, 2549) อีกทั้งยังไม
เคยมีรายงานวา Bacillus เปนสาเหตุของโรคในสัตวน้ํา จึงมีการนํา Bacillus เหลานี้มาศกึษาเพื่อใช
เปนโปรไบโอติกในสัตวน้ํา 
 
6. การผลิต Bacillus spp.  
 
 ปจจัยที่มีผลตอการเติบโตของ Bacillus ไดแกองคประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อ เชน แหลง
คารบอน แหลงไนโตรเจน อนินทรียฟอสเฟต เกลืออนินทรีย และธาตทุี่ตองการในปริมาณนอยแตมี
ความจําเปนในการเติบโตของจุลินทรีย และการควบคุมสภาวะการเพาะเลี้ยง เชน อุณหภูมิ พีเอช
และปริมาณออกซิเจน ซ่ึงมบีทบาทตอการเตบิโตและขบวนการเมตาบอลิซึมของแบคทีเรีย 
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6.1 อาหารเลี้ยงเช้ือ 
 
        อาหารเลี้ยงเช้ือที่เหมาะสมสําหรับการเติบโตและเพิ่มจํานวนของแบคทีเรียแตละชนิด
แตกตางกันไป แตโดยทัว่ไปในการเติบโตของแบคทีเรียทุกชนิดตองการ น้ํา แหลงพลังงาน แหลง
คารบอน แหลงไนโตรเจนและแรธาตุตางๆ แบคทีเรียบางชนิดอาจตองการสารเสริมการเติบโต เชน 
วิตะมนิหรือกรดอะมิโน นอกจากอาหารเลี้ยงเชื้อตองมีธาตุอาหารที่เหมาะสมกับชนิดของแบคทีเรีย
แลวจะตองมีความเขมขนของสารอาหารพอเหมาะตอการเติบโตดวย 
 
        6.1.1 แหลงคารบอน สารประกอบคารบอนเปนแหลงคารบอนและพลังงานที่สําคัญ
สําหรับการเตบิโตของจุลินทรีย ในสภาวะทีม่ีออกซิเจนสมบูรณจุลินทรียจะใชแหลงคารบอน
ประมาณ 50 เปอรเซ็นต เพื่อเปล่ียนเปนองคประกอบของเซลลและอีก 50 เปอรเซ็นตถูกใชเปน
แหลงพลังงาน คารโบไฮเดรตเปนแหลงคารบอนที่นิยมใชในการหมักโดยจุลินทรีย เชน แปงและ
น้ําตาล โดยทั่วไปกลูโคสเปนแหลงคารบอนที่ดีที่สุดสําหรับการเตบิโตของจุลินทรีย นอกจากนี้
ไดแกพวก เซลลูโลส แอลกอฮอล ไขมันและน้ํามนั รวมถึงโมลาสซึ่งเปนผลพลอยไดจากการผลิต
น้ําตาล และเวยซ่ึงเปนผลพลอยไดจากอุตสาหกรรมนม เปนตน (Waites et al., 2001) 
   
        6.1.2 แหลงไนโตรเจน เปนสวนประกอบที่สําคัญของเซลล แหลงไนโตรเจนทีจุ่ลินท
รียใชแบงออกเปน 2 ประเภท คือ อนินทรียไนโตรเจน ไดแก แอมโมเนีย เกลือแอมโมเนียม เชน 
แอมโมเนียมคลอไรด แอมโมเนียมซัลเฟต แอมโมเนียมฟอสเฟต และแอมโมเนียมไนเตรท เปนตน 
และแหลงไนโตรเจนอีกประเภทหนึ่งคืออินทรียไนโตรเจน ไดแก ยีสตสกัด เพปโตน และกรดอะมิ
โน รวมทั้งที่อยูในรูปของผลพลอยไดจากอตุสาหกรรม เชน น้ําขาวโพด ยีสตสกัด เปปโตนและน้าํ
ถ่ัวเหลือง เปนตน 
 
        6.1.3 อนินทรียฟอสเฟต จุลินทรียเตบิโตไดดีในอาหารเลี้ยงเชื้อทีม่ีอนินทรียฟอสเฟต 
เนื่องจากอนินทรียฟอตเฟตเรงการใชแหลงคารบอนและแหลงไนโตรเจนของจุลินทรีย โดยเกลืออ
นินทรียฟอสเฟตที่จุลินทรียใชได ไดแก โปรแตสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) และได
โปรแตสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4)   
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        6.1.4 เกลืออนินทรีย เกลืออนินทรียในอาหารเลี้ยงเชื้อมีผลเกี่ยวของกับ ionic strength 
ในอาหารเลี้ยงเชื้อและเกีย่วของกับการควบคุมการสังเคราะหเอนไซมบางชนิด ตวัอยางเกลืออนินท
รีย เชน โซเดียมคลอไรดและแมกนีเซยีมซัลเฟต เปนตน 
 
        6.1.5 ธาตุที่ตองการในปริมาณนอย มีความจําเปนในการเติบโตของจุลินทรีย ถาขาดทํา
ใหจุลินทรยีมกีารเติบโตในระยะ lag phase นาน และอาจลดการเติบโตและผลไดของเซลล ตัวอยาง
ธาตุที่ตองการในปริมาณนอยแตมีความจําเปนในการเติบโตของจุลินทรีย เชน แมกนีเซยีม 
แมงกานีส เหล็กและสังกะสี 
    
 6.2 การควบคมุสภาวะการเพาะเลี้ยงเชื้อ 
 
        6.2.1 อุณหภูม ิ เปนสภาวะแวดลอมที่มีความสําคัญอยางยิ่งตอการเติบโตของแบคทีเรีย 
เมื่ออุณหภูมิเพิ่มขึ้นจะสงผลใหอัตราการเกิดปฏิกิริยาเคมีในเซลลของจุลินทรียเพิ่มขึน้ ดังนั้นจุลินท
รียจะเติบโตเร็วที่อุณหภูมิทีสู่งขึ้น แตก็มอุีณหภูมิสูงสุดที่จุลินทรียจะสามารถเติบโตได เนื่องจากจุลิ
นทรียมีโมเลกลุที่ถูกทําลายเมื่ออยูในอณุหภูมิที่สูงเกินไป เชน โปรตีน กรดนวิคลิอิก และไขมัน 
เปนตน หรือที่อุณหภูมิต่ําเกินไปจุลินทรยีก็ไมสามารถเติบโตได เนื่องไขมันที่ผนังเซลลของจุลินท
รียแข็งตัวจนไมสามารถทํางานเปนปรกตไิด จุลินทรียแตละชนดิมีอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการ
เติบโตแตกตางกันขึ้นกับชนดิของจุลินทรีย จุลินทรียที่ชอบอุณหภูมิปานกลาง (mesophiles) เติบโต
ไดดีในชวงอณุหภูมิ 20-45oC จุลินทรียทีช่อบอุณหภูมติ่ํา (psychrophiles) เติบโตไดดีที่อุณหภูมติ่ํา
กวา 15oC และจุลินทรียที่ชอบอุณหภูมิสูง (thermophiles) เติบโตไดดีในชวงอณุหภูม ิที่สูงกวา 55oC  
(Waites et al., 2001) 
 

       6.2.1 พีเอช เนื่องจากการเติบโตของแบคทีเรียถูกควบคุมโดยขบวนการเมตาบอลิซึม
ซ่ึงมีเอนไซมเปนตัวสําคัญ และพีเอชมีอิทธิพลตอกิจกรรมของเอนไซม ดังนั้นพเีอชของอาหารจึงมี
ผลตอการเติบโตของแบคทีเรีย แบคทีเรียสวนใหญมีคาพีเอชในอาหารที่เหมาะสมตอการเติบโตอยู
ระหวาง 6.5-7.5 แตหลังจากเพาะเลี้ยงแบคทีเรียที่พีเอชที่เหมาะสมไประยะหนึ่ง เมื่อแบคทีเรียใช
อาหารในการเติบโตจะปลอยสารประเภทกรดหรือดางออกมา เปนผลใหพีเอชของอาหารเปลี่ยนไป
จนอยูในสภาวะที่ไมเหมาะสมตอการเติบโตของแบคทีเรีย ดังนั้นในการเพาะเลี้ยงแบคทีเรียจึงตองมี
การควบคุมพีเอชใหอยูในสภาวะที่เหมาะสม 
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        6.2.3 ปริมาณออกซิเจน มีบทบาทตอการเติบโตและขบวนการเมตาบอลิซึมของ
แบคทีเรียแทบทุกชนิด เพราะออกซิเจนเปนสารตัวสุดทายที่จะรับอเิลคตรอนในขบวนการสราง
พลังงานจาก electron transport chain (respiratory chain)  
    
7.   การทําแหงแบบพนฝอย 
  
 การทําแหงแบบพนฝอย (spray drying) เปนวิธีที่นยิมอยางกวางขวางในการทําแหงของ
ผลิตภัณฑในอตุสาหกรรมหลายชนิด เนือ่งจากเปนวิธีที่เสียคาใชจายไมมากและผลติไดในปริมาณ
สูง (Meng et al., 2008) ตัวอยางอุตสาหกรรมที่ใชวิธีการทําแหงแบบพนฝอย ไดแก อุตสาหกรรม
เคมี เชน phenol-formaldehyde resins, catalysts , PVC emulsion และ amino acid อุตสาหกรรมสี 
เชน chrome yellow, food color และ paint pigments การทําปุย เชน nitrate, ammonium และ 
phosphates สารซักลางและสารลดแรงตรึงผิว (surface-active agents) เชน detergent enzyme, 
bleach powder และ emulsifying agents  
 

อุตสาหกรรมอาหาร เชน นม, หางนม, เนย, ไข และ โปรทีนถ่ัวเหลือง การทําแหง
คารโบไฮเดรต เชน น้ําตาลกลูโคสและน้ําตาลอื่นๆ และมอลโทเดกซทริน อุตสาหกรรมเครื่องดื่ม 
เชน กาแฟและชา อุตสาหกรรมยา เชน เพนนิซิลิน, เลือด, เอนไซมและวัคซีน และอุตสาหกรรม
ชีวเคมี เชน สาหราย, ยีสตสกัด, เอนไซมและยีสตที่ใชในการทําเบียร (Brewers yeast: 
Saccharomyces spp.) เปนตน (Mujumdar, 2004; Corrigan, 1995; Indyk et al., 1996; Pisecky, 
2005 ; Luna-Solano et al., 2005) 

 
7.1 หลักการทาํงานของการทําแหงแบบพนฝอย 
 

                    หลักการทํางานของการทําแหงแบบพนฝอย คือ การพนสารละลายของสารที่ตองการ
ทําแหงเขาไปในหองอากาศรอนที่มีอุณหภูมิในชวง 150-200oC ความชื้นจะระเหยอยางรวดเร็วทํา
ใหผลิตภณัฑที่ไดไมเสียหายมากนกั โดยมีขั้นตอนดังนี ้
                 - ใหความรอนกับอากาศแหง 

       -  พนฝอยละอองของของเหลวที่จะทําแหง 
       -  ละอองของของเหลวสัมผัสกับอากาศแหงที่รอนทําใหเกิดเปนผลิตภัณฑที่แหง 
       -  รวมรวมและจัดเก็บผลิตภัณฑแหงที่ได 
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 7.2 ชนิดของเครื่องทําแหงแบบพนฝอย 
 

      ชนิดของเครื่องทําแหงแบบพนฝอยแบงตามชนิดของเครื่องพนฝอย ไดเปน 2 ชนิดคือ 
 
       7.2.1 แบบจานหมนุ (centrifugal atomizer หรือ rotating disk)  

   เครื่องพนฝอยแบบจานหมนุมีขอดีคือ มอัีตราการพนฝอยสูง (feed rate) สามารถ
ใชกับของเหลวที่มีสมบัติกัดกรอนไดด ี อุดตันนอย ควบคุมขนาดของอนุภาคพนฝอยดวยความเร็ว
ของจานหมุน แตมีขอเสียคอื ใชพลังงานมากกวาแบบหัวฉีด มีราคาแพงกวา และตองการหองทาํ
แหง (drying chamber) ที่ใหญ 

 
       7.2.2 แบบหัวฉีด (pressure nozzle) 
          เครื่องทําแหงแบบหวัฉีดมขีอดีคือ เปนระบบที่งายไมซับซอนและมีราคาถูก ไม

มีสวนประกอบของเครื่องที่ตองเคลื่อนที่ และใชพลังงานนอย แตก็มีขอเสีย เชน มีความจุนอยหรือมี
อัตราการพนฝอยต่ําเมื่อเทยีบกับแบบจานหมุน มีโอกาสอุดตันสูงและอาจถูกกัดกรอนจากของเหลว
ที่นํามาทําแหงไดงาย (Mujumdar, 2004) 
 
 7.3 ปจจัยที่มีผลตอผลิตภัณฑ ในการทําแหงแบบพนฝอย 
 

       7.3.1 อุณหภูมิอากาศรอนเขา คืออุณหภูมิของอากาศรอนที่เคลื่อนที่เขาไปในอุปกรณ
ทําแหงโดยใชเครื่องเปาลมรอนมีคาระหวาง 150-170oC ถาอุณหภูมิต่ํากวานีจ้ะทําใหผลิตภัณฑที่ได
มีความชื้นสูงเกินไป แตถาอุณหภูมิสูงเกินไปจะไมสามารถควบคุมอุณหภูมิอากาศรอนออกได 
(Mauriello et al., 1999) 

 
       7.3.2 อุณหภูมิอากาศรอนออก คือ อุณหภูมิของอากาศที่ทําหนาที่เปนตัวพาผลิตภัณฑ

ไปสูไซโคลน โดยทัว่ไปมีคาประมาณ 60-90oC ถาอุณหภูมิต่ํากวานีจ้ะทําใหผลิตภัณฑที่ไดมี
ความชื้นสูงเกนิไป   แตถาสูงกวานี้อาจทําใหผลิตภณัฑเสียหายได (Gardiner et al., 2002) 
นอกจากนี้อัตราการรอดชีวติของจุลินทรียจะลดลงเมื่อเพิ่มอุณหภูมิอากาศออก (Teixeira et al., 
1995) 
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       7.3.3 ความดันที่ผานเขาสูหัวฉีด (automizing air pressure) ความดันที่ผานเขาสูหัวฉีด
นี้มีผลตอขนาดของผลิตภัณฑ ถานอยเกินไปทําใหผลิตภัณฑมีขนาดใหญ ถามากเกินไปทําให
ผลิตภัณฑมีขนาดเล็กเกินไป และไมสามารถแยกออกจากไซโคลนได โดยทั่วไปความดันที่ผานเขา
สูหัวฉีดมีคาประมาณ 98-196 kPa 

 
       7.3.4 สารพา เปนสารที่ใชผสมกับผลิตภัณฑที่ตองการทําแหงหรือเซลล เพื่อปองกัน

ไมใหผลิตภณัฑหรือเซลลสัมผัสกับความรอนโดยตรง ตัวอยางของสารพาเชน สารประเภท
คารโบไฮเดรต ไดแก lactose, sucrose, manitol, cyclodextrin และ dextrin เปนตน (Millqvist-
Fureby et al., 1999)    

 
       7.3.5 สารปองกันเซลล ในการทําแหงเซลลจําเปนตองใสสารปองกันเซลลซ่ึงมีสมบัติ

ในการปกปองเซลลจากกระบวนการทําแหงได ทําใหอัตราการรอดชีวิตของเซลลเพิ่มมากขึ้น สาร
ปองกันเซลลมีหลายประเภท ตัวอยางสารปองกันเซลลที่ใชกันอยางแพรหลาย ไดแก มอลโทเดกซ
ทริน เด็กซแทรน นํ้าตาลซูโคส  tween 80 และวิตามนิบางชนิดเปนตน (Desmond et al., 2002) 

 
 7.4 การทําแหงแบบพนฝอยเอนไซมและจลิุนทรีย 
 
       Belghith et al. (2001) ทําแหงแบบพนฝอยเอนไซมเซลลูเลส ที่ผลิตโดย Penicillium 
occitanis ใชอุณหภูมิอากาศรอนเขา 175oC และอุณหภมูิอากาศรอนออก 90oC พบวาเมื่อใช 1% และ 
3%  มอลโทเดกซทริน เปนสารตัวพาใหผลดีโดยมีผลไดของผลิตภัณฑ (yield) เทากันคือ 85% มาก
วาใช 1% PEG เปนสารตัวพาซ่ึงใหผลไดของผลิตภัณฑเพียง 70.8% และเอนไซมมีความเสถียรเมื่อ
เก็บรักษาไวทีอุ่ณหภูมิ 4oC เปนเวลา 8 เดอืน Millqvist-Fureby  et al. (1999) ทําแหงแบบพนฝอย
เอนไซมทริปซิน ใชอุณหภูมิความรอนเขา 180oC และอุณหภูมิความรอนออก 70 oC พบวาใช 
dextrin หรือ lactose ผสม Tween 80 เปนสารตัวพา เอนไซมมีกิจกรรมเหลืออยูเทากันถึง 99% สวน
การใช cyclodextrin, lactose, sucrose และ mannitol เอนไซมมีกิจกรรมเหลืออยูเทากับ 95%, 94%, 
90% และ 82% ตามลําดับ  
 

       Vasiljevic and Jelen (2003) ทําแหงแบบพนฝอย galactosidase ที่ผลิตโดย Lb. 
delbrueckii subsp. bulgaricus ATCC 11842 ใชอุณหภูมิความรอนเขา 102oC และอุณหภูมิความ
รอนออก 50oC พบวาใช whey protein, lactose และ skim milk เปนสารตัวพา หลังจากเก็บรักษาไว
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ที่อุณหภูมิ 7oC เปนเวลา 30 วัน เอนไซมมีกิจกรรมเหลืออยูเทากับ 94%, 93.3% และ 92.2% 
ตามลําดับ นอกจากนี้ยังมีรายงานการทําแหงแบบพนฝอย lysozyme ที่สกัดไดจากไขขาว (Elkordy 
et al., 2004)  และทําแหง lactate dehydrogenase โดยใช trehalose เปนสารตัวพา (Adler และ Lee, 
1999) 
 

      Gardiner et al. (2002) ทําแหงแบบพนฝอย Lb. paracasei NFBC 338 ใชอุณหภมูคิวาม
รอนเขาเทากับ 175oC และอุณหภูมิความรอนออกเทากับ 68oC ใชหางนม (skim milk) เปนสารตัว
พา พบวา Lb. paracasei NFBC 338 มีอัตราการรอดชีวิต 84.5% ในทํานองเดียวกนั Costa et al. 
(2002) ทําแหงแบบพนฝอย Pantoea agglomerans strain CPA-2 ซ่ึงใชในการยับยั้ง Penicillium 
expansum และ Penicillium digitatum ในสมและมะนาว โดยใชหางนมเปนสารตัวพา พบวา 
Pantoea agglomerans strain CPA-2 มีอัตราการรอดชีวติเทากับ 50%  

 
       Hamsupo et al. (2005a) ทําแหงแบบพนฝอย Lb. reuteri KUB-AC5 ใชอุณหภูมิความ

รอนเขาเทากับ 170oC และอุณหภูมิความรอนออกเทากับ 85oC ใช 20% นมผงเปนสารตัวพา พบวา 
Lb. reuteri KUB-AC5 มีอัตราการรอดชีวิต 11.3% และ O’Riordan et al. (2001) ทําแหงแบบพน
ฝอย Bifidobacterium PL1 ใชอุณหภูมคิวามรอนเขาเทากับ 100oC และอุณหภมูิความรอนออก
เทากับ 45oC ใช starch เปนสารตัวพา พบวา Bifidobacterium PL1 มีอัตราการรอดชีวติเทากับ 30% 

 
       Boza et al. (2004) ศกึษาการทําแหงแบบพนฝอยแบคทีเรีย Beijerinckia sp. โดยใช 

10% หางนมผสมกับ 15% dextrose malt dextrin โดยศึกษาผลของอุณหภูมิขาเขา (135, 155, 175oC) 
และอุณหภูมิขาออก (80, 90, 100oC) พบวาที่อุณหภูมิขาเขาและออก เทากับ 135, 80; 155,90 และ 
175,100oC มีเซลลรอดชีวิตเทากับ 1.28×108, 2.78×107 และ 1.69×107 cfu/g ของแข็ง ตามลําดับ 
ในขณะที่เซลลมีชีวิตเริ่มตนกอนการทําแหงแบบพนฝอยเทากับ 1.40×109 cfu/g ของแข็ง จากผลการ
ทดลองพบวาที่อุณหภูมิขาออกต่ํา Beijerinckia sp. จะมีเซลลรอดชีวิตสูง  

 
      Zhou et al. (2004) ทําแหงแบบพนฝอย B. thuringiensis โดยใชอุณหภูมิอากาศเขา 

180oC และแปรผันอุณหภูมิอากาศออกตั้งแต 65oC ถึง 95oC พบวาที่อุณหภูมิอากาศออกเทากับ 65oC 
มีอัตรารอดชีวติสูงที่สุดประมาณ 40% เชนเดียวกับ Xueyong et al. (2008)  ทําแหง B. thuringiensis 
โดยใชอุณหภมูิขาเขาและออก เทากับ 155, 66; 165, 70;  210, 75 และ 250, 97oC พบวามีเซลลรอด
ชีวิตเทากับ 1011, 1011, 5.0x1010 และ 4.0x1010 cfu/g ตามลําดับ และ Zhou et al. (2004) ทําแหงแบบ
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พนฝอย B. thuringiensis พบวาเมื่อใชอุณหภูมิความรอนเขาเทากับ 180oC, 210oC และ 240oC และ
อุณหภูมิความรอนออกเทากบั 60 oC จะทาํใหมีกจิกรรมการฆาแมลง Plutella xylostella ยังคงอยู
เทากับ 76.67%, 50% และ 53.33% ตามลําดับ  
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อุปกรณและวิธีการ 
 

อุปกรณ 
 
1.  เคร่ืองมือ 
 
 1.1 เครื่องชั่งละเอียด (Satorius, Germany) 

1.2 หมอนึ่งความดัน (Hirayama, Japan) 
1.3 ตูอบลมรอน (Memmert, Germany) 

 1.4 ตูปลอดเชื้อรุน NU-440-400E (Larminar flow : Nuarie) 
 1.5 ตูบมเชื้อ (Memmert, Germany) 

 1.6 เครื่องวัด พีเอช (Schott, Germany) 
 1.7 เครื่องสเปคโทรโฟโตมิเตอร (Thermospectronic, Helios Gamma, England) 

1.8 อางน้ําควบคุมอุณหภูมิ (Water bath, Clifton) 
1.9 เครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิ (incubator shaker Series 25, New Brunswick Scienticfic 

Co., Inc. Edision, New Jersey.  U.S.A.) 
1.10 เครื่องเขยา (Vortex) 
 1.11 ถังหมักขนาด 2 ลิตร (New Brunswick Scientific, NJ, USA) 
1.12 เครื่องทําแหงแบบพนฝอยระดับนํารอง (Niro A/S, Denmark) 
1.13 โถดูดความชื้น 

  1.14 เครื่องแกวและอุปกรณสําหรับการวิเคราะห 

  1.15 ตูปลากระจกขนาด 30×40×50 cm 
  1.16  เครื่องใหอากาศพรอมสายยางและหัวทราย 

  
2. สารเคมี 
 

2.1 Calcium carbonate (CaCO3; Univar, Ajak, NSW, Australia)   
2.2 95% Ethyl alcohol (Solvent solution Grade A; Commercial grade) 
2.3 Glycerol (Carlo Erba reagent, MI, U.S.A.) 
2.4 Phenol (Amresco, Ohio, U.S.A.) 
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2.5 Sulfulic acid (H2SO4; Lab-Scan, Ireland) 
2.6 Sodium Hydroxide (NaOH; Merk, Germany) 
2.7 Phosphoric acid (H3PO4; BDH Analar, England) 
2.8 Maltodextrins (Commercial grade) 
2.9 Monosodium glutamate (Commercial grade) 

 
3.  เชื้อจุลินทรีย 
 
 3.1 Bacillus spp. คัดแยกไดจากกุงกุลาดําที่เล้ียงในจงัหวัดสมุทรสงคราม ไดรับความ
อนุเคราะหจากภาควิชาเพาะเลี้ยงสัตวน้ํา คณะประมง มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร และแบคทีเรีย
สกุลบาซิลัสที่คัดแยกไดจากนาขาว ไดรับความอนุเคราะหจากภาควชิาเทคโนโลยีชีวภาพ คณะ
อุตสาหกรรมเกษตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 
 
 3.2 Vibrio spp. คัดแยกไดจากกุงกุลาดําทีป่วยเปนโรค จํานวน 10 สายพันธุ ซ่ึงไดแก V. 
harveyi VH01, V. harveyi VH02, V. harveyi VH03, V. harveyi VH04, V. harveyi VH06, V. 
alginolyticus VA01 และ V. parahaemolyticus VP01 ไดรับความอนุเคราะหจากภาควิชาเพาะเลี้ยง
สัตวน้ํา คณะประมง มหาวทิยาลัยเกษตรศาสตร และ V. harveyi VH05, V. alginolyticus VA02 และ 
V. parahaemolyticus VP02 ไดรับความอนุเคราะหจากสถาบันวิจัยสุขภาพสัตวน้าํ  กรมประมง 

 
วิธีการ 

 

1. การคัดเลือก Bacillus spp. ท่ียับยั้ง Vibrio spp. 
 

1.1 การเพาะเลีย้ง Bacillus spp.    
 

                    นํา Bacillus spp. จาก stock culture มาเลี้ยงบน nutrient agar ผสมโซเดียมคลอไรด 1.5 
% บมที่อุณหภูมิ 37oC เปนเวลา 24 ช่ัวโมง เพื่อตรวจสอบลักษณะโคโลนี แลวจึงทําการเพาะเลี้ยง 
Vibrio spp. ใน nutrient broth (NB) ผสมโซเดียมคลอไรด 1.5% บมแบบเขยาที่อุณหภูมิ 37oC ดวย
ความเร็วรอบ 200 rpm เปนเวลา 24 ชั่วโมง เพื่อใชในการทดลองตอไป 
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 1.2 การเพาะเลี้ยง Vibrio spp. 
 
       นํา Vibrio spp. จาก stock culture มาเลี้ยงบน thiosulfate citrate bile salt sucrose 
(TCBS) agar บมที่อุณหภูมิ 37oC เปนเวลา 24 ช่ัวโมง เพือ่ตรวจสอบลักษณะโคโลนี (Donovan and 
van Netten, 1995) แลวจึงทาํการเพาะเลี้ยง Vibrio spp. ใน NB ผสมโซเดียมคลอไรด 1.5% บมแบบ
เขยาที่อุณหภมูิ 37oC ดวยความเร็วรอบ 200 rpm เปนเวลา 24 ชั่วโมง เพื่อใชในการทดลองตอไป 
 
 1.3 การทดสอบความสามารถของ Bacillus spp. ในการยับยั้งการเติบโตของ Vibrio spp. 
ดวยวิธี agar well diffusion 
 
        นําเชื้อ Vibrio spp. ที่เพาะเลี้ยงไวเปนเวลา 24 ชั่วโมง มาผสมใน nutrient agar ผสม
โซเดียมคลอไรด 1.5% ปริมาตร 25 ml ใหมีปริมาณเชื้อประมาณ 106 cfu/ml เทลงในจานอาหารเลีย้ง
เชื้อ ทิ้งใหอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง หลังจากนัน้เจาะหลุมขนาดเสนผานศูนยกลาง 8 mm เติม Bacillus 
spp. จํานวน 25 สายพันธุที่เพาะเลี้ยงไวเปนเวลา 24 ชั่วโมง ลงในหลุมปริมาตร 50 μl บมที่อุณหภมูิ 
37oC เปนเวลา 24 ช่ัวโมง ทําการทดลอง 2 ซํ้า ตรวจผลโดยการวัดเสนผานศูนยกลางของบริเวณ
ยับยั้ง (inhibition zone) 
 
2. การหาคาความเขมขนต่าํสุดของ Bacillus spp. ท่ียับยัง้ Vibrio spp. โดยวิธี agar well diffusion 

 
 นํา Bacillus spp. สายพันธุที่คัดเลือกไดจากการทดลองขอที่ 1 มาหาคาความเขมขนต่ําสุด 
(Minimum Inhibitory Concentration : MIC) ของ Bacillus spp. ที่ยับยัง้การเติบโตของ Vibrio spp. 
โดยการเจือจาง Bacillus spp. ดวยสารละลายโซเดียมคลอไรด 0.85% ใหมีปริมาณเชือ้ประมาณ 107, 
106, 105, 104 และ 103 cfu/ml แลวเติมลงหลุม ปริมาตร 50 μl ตามวิธีการขอ 1.3 บมที่อุณหภูมิ 37oC 
เปนเวลา  24  ช่ัวโมง ทําการทดลอง 2 ซํ้า ตรวจผลโดยการวดัเสนผานศูนยกลางของบริเวณยับยัง้ 
(inhibition zone) และกาํหนดใหคาความเขมขนต่ําสุดของ Bacillus spp. ที่ยับยัง้การเติบโตของ 
Vibrio spp. คือความเขมขนต่ําสุดของ Bacillus spp. ที่ยังคงเห็นบริเวณยับยั้ง 
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3. การหาคาความเขมขนต่าํสุดของ Bacillus spp. ท่ียับยัง้ V. harveyi VH05 โดยวิธี co-culture 
 
 นํา Bacillus spp. สายพันธุที่คัดเลือกไดจากการทดลองขอที่ 1 มาหาคาความเขมขนต่ําสุด 
ของ Bacillus spp. ที่ยับยั้งการเติบโตของ V. harveyi VH05 โดยทําการเลี้ยง Bacillus spp. รวมกับ V. 
harveyi VH05 ใน NB ผสมโซเดียมคลอไรด 1.5% ดวยการเตรียม Bacillus spp. ใหมีปริมาณเชื้อใน
อาหารประมาณ 108, 107 และ 106 cfu/ml สวน V. harveyi VH05 มีปริมาณเชื้อในอาหารประมาณ 
106, 104 และ 102 cfu/ml ทําการเก็บตวัอยางทุกๆ 0, 12, 24, 36 และ 48 ชั่วโมง มาหาปริมาณ V. 
harveyi VH05 โดยใชวิธี spread plate บน TCBS agar และหาปริมาณ Bacillus spp. บน nutrient 
agar ผสมโซเดียมคลอไรด 1.5% และกําหนดใหคาความเขมขนต่ําสุดของ Bacillus spp. ที่ยับยั้งการ
เติบโตของ Vibrio spp. คือความเขมขนต่ําสุดของ Bacillus spp. ที่ยังคงยับยั้งการเติบโตของ Vibrio 
spp. ได 

 
4. การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมตอการเติบโตของ Bacillus spp.  
 
 การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมและผลของแหลงอาหารตอการเติบโตของ Bacillus spp. ทีม่ี
ฤทธิ์ยับยั้งการเติบโตของ Vibrio spp. ที่คัดเลือกไดจากตับของกุงกุลาดํา ไดแก ความเขมขนของ
โซเดียมคลอไรด อุณหภูมิ แหลงคารบอนและแหลงไนโตรเจน โดยทําการทดลองในฟลาสก และพี
เอชทําการทดลองในถังหมกั 
  
 4.1 ความเขมขนของโซเดียมคลอไรด 
    
       ถายเชื้อ Bacillus spp. ปริมาณ  5 % (v/v) ลงในฟลาสกขนาด  500  ml ที่บรรจุ NB 
ปริมาตร 200 ml ศึกษาการเติบโตของเชื้อโดยแปรผันความเขมขนของโซเดียมคลอไรดเทากับ  0, 5, 
10 และ 15 g/l บมแบบเขยาที่อุณหภูมิ 37oC ดวยความเรว็รอบ 200 rpm เปนเวลา 24  ชั่วโมง เก็บ
ตัวอยางครั้งละ 3 ml ทุก 4 ชั่วโมง เปนเวลา 48 ชั่วโมง 
 

4.2 อุณหภูม ิ
 
        ถายเชื้อ Bacillus spp. ปริมาณ 5 % (v/v) ลงในฟลาสกขนาด  500  ml ที่บรรจุ NB 
ปริมาตร 200 ml ศึกษาการเติบโตของเชื้อโดยแปรผันอุณหภูมิในการบมเทากับ 25, 30, 37 และ 
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45oC และเขยาดวยความเรว็รอบ 200 rpm เปนเวลา 24  ชั่วโมง เกบ็ตัวอยางครั้งละ 3 ml ทุก 4 
ชั่วโมง เปนเวลา 48 ช่ัวโมง 
 
 4.3 แหลงคารบอนและแหลงไนโตรเจน 
 
        ถายเชื้อ Bacillus spp. ปริมาณ 5 % (v/v) ลงในฟลาสกขนาด 500  ml ที่บรรจุอาหาร
เล้ียงเชื้อ 4 สูตร ไดแก molass-NaCl (M+Nacl), molass-Sandril salt-monosodium glutamate 
(M+S+Mo), sucrose-Sandril salt-monosodium glutamate (Su+S+Mo) และ sucrose-Sandril salt-di 
ammonium phosphate (Su+S+diAm) ปริมาตร 200 ml บมแบบเขยาที่อุณหภูมิ 37oC ดวยความเร็ว
รอบ 200 rpm เปนเวลา 24 ชั่วโมง ศึกษาการเติบโตของเชื้อโดยวดัปริมาณเซลลมีชีวิต การใชน้ําตาล 
และพีเอชโดยเก็บตัวอยางทุก 12 ชั่วโมง เปนเวลา 120 ช่ัวโมง 
  
 4.4 พีเอช 
 
       ศึกษาผลของพีเอชตอการเติบโตของ Bacillus spp. โดยทําการทดลองในถังหมักที่
ควบคุมพีเอชเทากับ 5.0, 6.0 และ 7.0 อัตราการกวนเทากับ 600 rpm และอุณหภมูิเทากับ 37oC 
เตรียมกลาเชื้อโดยถายเชื้อ Bacillus spp. ปริมาณ  5% (v/v) ลงในฟลาสกขนาด  250 ml ที่มีอาหารที่
คัดเลือกไดจากขอ 4.3 ปริมาตร 75 ml บมแบบเขยาที่อุณหภูมิ 37oC ดวยความเรว็รอบ 200 rpm เปน
เวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นเตมิลงในถังหมกัที่มีอาหารทีค่ัดเลือกไดจากขอ 4.3 ปริมาตร 1,425 ml 
ศึกษาการเติบโตของเชื้อโดยวัดปริมาณเซลลมีชีวิต การใชน้ําตาล พีเอชและน้ําหนกัเซลลแหง โดย
เก็บตัวอยางทกุ 4 ชั่วโมง เปนเวลา 48 ช่ัวโมง 
 
5. การศึกษาการทําแหงแบบพนฝอยของ Bacillus spp. B17 
 
 5.1 ผลของอาหารเลี้ยงเชื้อ 
        

      โดยเพาะเลี้ยง B17 ในอาหาร 2 ชนิด คือ NB และ MSMo บมแบบเขยาที่อุณหภูมิ 37oC 
ดวยความเรว็รอบ 200 rpm เปนเวลา 24 ชั่วโมง แลวนําไปผานการทําแหงแบบพนฝอยโดยใช 20% 
มอลโทเดกซทริน เปนสารพา ใชอุณหภมูิอากาศเขาเทากับ 130oC และอุณหภูมิอากาศออกเทากับ 
70oC จากนั้นนําผง B17 ที่ไดไปวิเคราะหหาปริมาณเซลลมีชีวิต ปริมาณความชืน้ และกิจกรรมการ
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ยับยั้งการเติบโตของ V. harveyi VH05 คํานวณอัตราการรอดชีวิตหลังทําแหงแบบพนฝอยโดยใช
สูตร 

 
อัตราการรอดชีวิต     =       N x 100 
                                              N0 

 

เมื่อ N   หมายถึง ปริมาณเซลลมีชีวิตหลังการทําแหงแบบพนฝอย        
                     N0  หมายถึง ปริมาณเซลลมีชีวิตกอนการทําแหงแบบพนฝอย        
 
 5.2 ผลของระยะเวลาเพาะเลีย้งเชื้อ 
 
       โดยเพาะเลี้ยง B17 ใน NB เปนเวลา 24, 36 และ 48 ชั่วโมง แลวนําไปผานการทําแหง
แบบพนฝอยโดยใช 20% มอลโทเดกซทรินเปนสารพา จากนั้นนาํผง B17 ที่ไดไปวิเคราะหหา
ปริมาณเซลลมีชีวิต ปริมาณความชื้น และกิจกรรมการยบัยั้งการเติบโตของ V. harveyi VH05 
 
 5.3 ผลของสารพาและสารปองกันเซลล 
 
       โดยเพาะเลี้ยง B17 ใน NB เปนเวลา 36 ชั่วโมง แลวนําไปผานการทําแหงแบบพนฝอย
โดยใช 20% มอลโทเดกซทริน, 20% นมผง และ 15% มอลโทเดกซทรินผสม 5% โมโนโซเดียมก
ลูตาเมตเปนสารพา จากนัน้นําผง B17 ที่ไดไปวิเคราะหหาปริมาณเซลลมีชีวิต ปริมาณความชืน้ และ
กิจกรรมการยบัยั้งการเติบโตของ V. harveyi VH05 
 
 5.4 การใชผง B17 เปนหัวเชือ้ในอาหารเลีย้งเชื้ออยางงาย 
  
       ใชผง B17 ที่ไดจากการทําแหงแบบพนฝอยมี 15% มอลโทเดกซทรินผสม 5% โมโน
โซเดียมกลูตาเมตเปนสารพา มาเปนหัวเชือ้ปริมาณ 0.1% (w/v) ในอาหารเลี้ยงเชื้อ 6 ชนิด ไดแก 
normal saline (NS), nutrient broth (NB), shrimp feed medium (SF), molass medium (Mo)  
molass-Sandril salt- monosodium glutamate medium (MSMo) และ coconut juice (Coco) บมแบบ
เขยาที่อุณหภมูิ 37oC ดวยความเร็วรอบ 200 rpm เปนเวลา 24 และ 36 ชั่วโมง เก็บตัวอยางมา
วิเคราะหหาปริมาณเซลลมีชีวิต และกิจกรรมการยับยั้งการเติบโตของ V. harveyi VH05 
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5.5 การหาคาความเขมขนต่าํสุดของผง B17 ที่ยับยั้ง VH05 โดยวิธี co-culture 
 
        โดยทําการเลี้ยง V. harveyi VH05 รวมกับผง B17 ใน NB ผสมโซเดียมคลอไรด 1.5% 
ปริมาตร 100 ml ดวยการเติมผง B17 ปริมาณ 1, 0.1 และ 0.01 g ซ่ึงจะมีปริมาณเชื้อในอาหาร
ประมาณ 107, 106 และ 105 cfu/ml ตามลําดับ สวน V. harveyi VH05 มีปริมาณเชื้อในอาหาร
ประมาณ 106, 104 และ 102 cfu/ml ทําการเก็บตัวอยางทุกๆ 0, 12, 24, 36 และ 48 ชั่วโมง มาหา
ปริมาณ V. harveyi VH05 โดยใชวิธี spread plate บน TCBS agar และปริมาณ Bacillus spp. บน NB 
ผสมโซเดียมคลอไรด 1.5 % 
 

5.6 ผลของสารพา สารปองกันเซลลและอุณหภูมิตออัตราการรอดชีวิตของ B17 ในชวงการ
เก็บรักษา 
 
       โดยนําผง B17 ที่ผานการทําแหงแบบพนฝอยที่ใช 20% มอลโทเดกซทริน 20% นมผง
และ 15% มอลโทเดกซทรินผสม 5% โมโนโซเดียมกลูตาเมตเปนสารตัวพาในขอ 5.3 ไปเก็บรักษา
ที่อุณหภูมิ 4 oC และ 30oC เปนเวลา 6 เดือน และทุกเดือนทําการวิเคราะหหาปริมาณเซลลมีชีวิต 
ปริมาณความชื้น และกจิกรรมการยับยั้งการเติบโตของ V. harveyi VH05 
 
6. การศึกษาประสิทธิภาพของ Bacillus spp. ยับยัง้ Vibrio spp. กอโรคในกุงกุลาดํา 
 

6.1 สัตวทดลอง 
 

กุงกุลาดํา อายุประมาณ 2 เดือน ขนาดน้ําหนักเฉลี่ย 8-10 กรัมตอตัว จากฟารมเลี้ยงกุง
กุลาดํา อําเภอพนัสนิคม จังหวัดชลบุรี 
 

6.2  อาหารกุง 
 
        กลุมที่  1  เปนอาหารสําเร็จรูปซ่ึงเปนอาหารปรกติที่กุงกินโดยไมมีการผสม Bacillus 
spp. (อาหารสําเร็จรูป CP No. 5003 พี)  

 
        กลุมที่  2  เปนอาหารสําเร็จรูปผสม Bacillus spp. แบงเปนเชื้อสดและเชื้อผง 
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   - กรณีเปนอาหารสําเร็จรูปผสม Bacillus spp. ที่อยูในอาหารเลี้ยงเชื้อเตรียม
โดยพน Bacillus spp. ที่เพาะเลี้ยงไวในอาหาร MSMo เปนเวลา 24 ชั่วโมง (ปริมาณเชื้อประมาณ 
109 cfu/ml) ลงบนอาหารสําเร็จรูป ในอัตราสวนของ Bacillus spp. ตออาหารสําเร็จรูป เทากับ 1:10 
(ml/g) ซ่ึงจะไดปริมาณเชื้อของ Bacillus spp. ในอาหารกุงประมาณ  108 cfu/g หลังจากนั้นนําไปผึ่ง
ลมใหแหง คลุกดวยน้ํามันปลาทูนา และนําไปผึ่งลมใหแหงอีกครั้ง  กอนนําไปใชในการทดลอง
ตอไป สวนในกรณีการเตรียมอาหารกุงใหมีปริมาณเชื้อของ Bacillus spp. ในอาหารกุงประมาณ  
106 cfu/g ทําไดเจือจางเชื้อใหมีปริมาณเชื้อเทากับ 107 cfu/ml กอนพนลงบนอาหารในอัตราสวนเดิม 

 
          - กรณีเปนอาหารสําเร็จรูปผสมผง Bacillus spp. เตรียมโดยผสมผง Bacillus 

spp. (ปริมาณเชื้อประมาณ 109 cfu/g) ลงในอาหารสําเร็จรูป ในอัตราสวนของผง Bacillus spp. ตอ
อาหารสําเร็จรูป เทากับ 1 : 10 (g/g) ซ่ึงจะไดปริมาณเชื้อของ Bacillus spp. ในอาหารกุงประมาณ  
108 cfu/g คลุกดวยน้ํามันปลาทูนา และนําไปผึ่งลมใหแหงกอนนําไปใชในการทดลองตอไป สวน
ในกรณีการเตรียมอาหารกุงใหมีปริมาณเชื้อของ Bacillus spp. ในอาหารกุงประมาณ  106 cfu/g ทํา
ไดโดยเจือจางเชื้อใหมีปริมาณเชื้อเทากับ 107 cfu/ml กอนพนลงบนอาหารในอัตราสวนเดิม 

 
       ในแตละกลุมการทดลองจะใหอาหารสําเร็จรูปคิดเปน 3% ของน้ําหนักกุงกุลาดํา โดย

ใหอาหาร 3 คร้ังตอวัน  เวลา  8.00 น. 12.00 น. และ 18.00 น.  
 

6.3 การเตรียมแบคทีเรียกอโรคและการทําใหกุงกุลาดําติดโรค 
 

เล้ียง V.  harveyi VH05 ใน NB ผสมโซเดียมคลอไรด 1.5% เปนเวลา 24 ชั่วโมง ทําให
กุงกุลาดําติดโรคโดยเติมลงในตูเล้ียงกุง (ความเขมขนประมาณ 109 cfu/ml) ใหมีความเขมขนของ
เชื้อประมาณ 106 cfu/ml (เติมเชื้อความเขมขน 109 cfu/ml ปริมาณ 40 ml) 

 
 6.4  การเตรียมน้ําเค็ม 

 
เจือจางน้ําเกลือเขมขนดวยน้ําประปาใหมีความเขมขนประมาณ 15 ppt ฆาเชื้อดวย

โซเดียมไฮโปรคลอไรท   ความเขมขน 100  ppt  เติมอากาศดวย air pump เปนเวลา 2 วัน แลวจึง

เติมน้ําที่เตรียมไดในตูกระจกขนาด 30×40×60 cm ปริมาตร 40 l เพื่อใชเล้ียงกุงกุลาดําจํานวน 20 
ตัวตอตู 
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6.5  การแบงกลุมการทดลองเลี้ยงกุง 
 

       การทดลองเลี้ยงกุงครั้งที ่ 1 ศึกษาการใช Bacillus spp. ในการเพาะเลี้ยงกุงกุลาดาํโดย
วิธีเติมลงน้ํา ประกอบดวย 2  กลุมการทดลอง ไดแก 
 

       - กลุมควบคุม ไมมีการเติม Bacillus spp. ลงน้ํา แบงเปน 2 กลุม คอื 
          กลุมควบคุม (-)  ใหอาหารสําเร็จรูป และไมมีการทําใหกุงกลุาดําติดโรคดวย V. 
harveyi VH05 หลังจากเลี้ยงเปนเวลา 28 วนั 
          กลุมควบคุม (+)  ใหอาหารสําเร็จรูป และมีการทําใหกุงกุลาดําตดิโรคดวย V. harveyi 

VH05 หลังจากเลี้ยงเปนเวลา 28 วัน 
 

       - กลุมทดลองที่มีการเติม Bacillus spp. ลงน้ํา โดยเติม Bacillus spp. ใหมีความเขมขน
ของเชื้อประมาณ 105 cfu/ml ทุกวัน (เติมเชื้อความเขมขน 109 cfu/ml ปริมาณ 10 ml) แลวจึงทําใหกุง
กุลาดําติดโรคดวย V. harveyi VH05 หลังจากเลี้ยงเปนเวลา 28 วัน 

 
       การทดลองเลี้ยงกุงครั้งที ่ 2 ศึกษาการใช Bacillus spp. ในการเพาะเลี้ยงกุงกุลาดาํโดย

วิธีผสมอาหาร เปรียบเทียบระหวางความเขมขน 106 และ 108cfu/g ประกอบดวย  2  กลุมการ
ทดลอง ไดแก 
 

       - กลุมควบคุม ไมมีการเติม Bacillus spp. ลงน้ํา แบงเปน 2 กลุม คอื 
          กลุมควบคุม (-)  ใหอาหารสําเร็จรูป และไมมีการทําใหกุงกลุาดําติดโรคดวย V. 

harveyi VH05 หลังจากเลี้ยงเปนเวลา 28 วนั 
          กลุมควบคุม (+)  ใหอาหารสําเร็จรูป และมีการทําใหกุงกุลาดําตดิโรคดวย V. harveyi 
VH05 หลังจากเลี้ยงเปนเวลา 28 วัน 
 
       - กลุมทดลองที่ใหอาหารสําเร็จรูปผสม Bacillus spp. ที่มีปริมาณเชื้อของBacillus spp. 

ในอาหารกุงประมาณ  106 cfu/g และ 108 cfu/g ทุกวัน แลวจึงทําใหกุงกุลาดําติดโรคดวย V. harveyi 
VH05 หลังจากเลี้ยงเปนเวลา 28 วัน 

 



 

 

 

31 

 

       การทดลองเลี้ยงกุงครั้งที ่ 3 ศึกษาการใชผง Bacillus spp. ในการเพาะเลี้ยงกุงกุลาดํา
โดยวิธีผสมอาหาร เปรียบเทยีบระหวางความเขมขน 106 และ 108 cfu/g ประกอบดวย  2  กลุมการ
ทดลอง ไดแก 
 

       - กลุมควบคุม ไมมีการเติม Bacillus spp. ลงน้ํา แบงเปน 2 กลุม คอื 
          กลุมควบคุม (-)  ใหอาหารสําเร็จรูป และไมมีการทําใหกุงกลุาดําติดโรคดวย V. 

harveyi VH05 หลังจากเลี้ยงเปนเวลา 28 วนั 
          กลุมควบคุม (+)  ใหอาหารสําเร็จรูป และมีการทําใหกุงกุลาดําตดิโรคดวย V. harveyi 

VH05 หลังจากเลี้ยงเปนเวลา 28 วัน 
 

       - กลุมทดลองที่ใหอาหารสําเร็จรูปผสม Bacillus spp. ที่มีปริมาณเชื้อของ Bacillus spp. 
ในอาหารกุงประมาณ  106 cfu/g และ 108 cfu/g ทุกวัน แลวจึงทําใหกุงกุลาดําติดโรคดวย V. harveyi 
VH05 หลังจากเลี้ยงเปนเวลา 28 วัน 

 
6.6  การทําความสะอาด 

 
 เปล่ียนถายน้ําทุก 2 วัน  โดยถายน้ําออกในปริมาตร 50% ของปริมาตรทั้งหมด และดูด

ตะกอนภายในตูกระจก แลวจึงเติมน้ําใหมใหเทากับระดับเดิม  
 
 6.7  การตรวจนับปริมาณแบคทีเรียในตับกุงกุลาดํา 

 
        เก็บตัวอยางกุงกุลาดําในแตละกลุมการทดลองหลังจากทําใหกุงติดโรคดวย V. harveyi 

VH05  นําไปวิเคราะหหาปริมาณแบคทีเรียทั้งหมดและ Vibrio spp. ในตับกุงกุลาดํา โดยนําตับกุง
กุลาดําจํานวน 1 g ละลายในสารละลายโซเดียมคลอไรด 0.85% นํามาหาจํานวนเชื้อท้ังหมดดวยวิธี 
standard plate count ใน NB ผสมโซเดียมคลอไรด 1.5%  และ TCBS  สําหรับ Vibrio spp. 

 
 6.8  การบันทึกขอมูล 
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6.8.1  หาการเติบโตโดยการชั่งน้ําหนักของกุงกุลาดําในวันที่ 28 ของการทดลอง
กอนการทําใหกุงกุลาดําติดโรคดวย V. harveyi VH05 โดยการชั่งน้ําหนักในแตละตูทดลอง แลว
นํามาหาคาน้ําหนักเฉลี่ย  

 
6.8.2 หาอัตราการรอดชีวิตของกุงกุลาดําโดยการนับจํานวนกุงที่เหลือรอดในแต

ละกลุมการทดลอง นํามาคํานวณหาอัตราการรอดชีวิตโดยใชสูตร 
อัตราการรอดชีวิต (%)       =   จํานวนกุงกุลาดําที่เหลือรอดในแตละกลุมการทดลอง × 100 

                         จํานวนกุงกุลาดําเริ่มตนในแตละกลุมการทดลอง 
 
7.  สถานที่ทําการทดลอง 

 
ภาควิชาเทคโนโลยีชีวภาพ  คณะอุตสาหกรรมเกษตร  มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร บางเขน 

กรุงเทพมหานคร 
 

8.  ระยะเวลาดําเนินการวิจัย 
 
 เร่ิมตั้งแตเดือนเมษายน  2547  ถึง เดือนสิงหาคม  2549 
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ผลและการวิจารณ 
 
1. ผลการคัดเลือก Bacillus spp. ท่ียับยั้ง Vibrio spp.  
 

ผลการคัดเลือก Bacillus spp. จากตับกุงกลุาดํา จํานวนทั้งสิ้น 25 ไอโซเลท ที่มีฤทธิ์ยับยั้ง
การเติบโตของ Vibrio spp. ซ่ึงเปนจุลินทรียกอโรคในกุงกุลาดํา จาํนวน 10 สายพันธุ ไดแก V. 
harveyi (VH01, VH02, VH03, VH04, VH05 และ VH06), V. alginolyticus (VA01 และ VA02) 
และ V. parahaemolyticus (VP01 และ VP02) โดยวดัเสนผานศูนยกลางของบริเวณยับยั้ง 
(inhibition zone) ดวยวิธี agar well diffusion แสดงในภาพที่ 1 และตารางที่ 1 

 

 
 

ภาพที่ 1  ผลของ Bacillus spp. ที่ยับยั้ง Vibrio spp. โดยวธีิ agar well diffusion 
 
ผลการทดลองดังแสดงในตารางที่ 1 พบวามี Bacillus spp. จํานวน 17 ไอโซเลท ที่ยับยั้ง

การเติบโตของ Vibrio spp. ไดอยางนอย 1 สายพันธุ และ Bacillus spp. จํานวน 8 ไอโซเลท ไม
สามารถยับยั้งการเติบโตของ Vibrio spp. นอกจากนี้พบวา B17, B19, B21 และ B25 สามารถยับยั้ง
การเติบโตของ Vibrio spp. ไดทั้ง 10 สายพันธุ โดยใหคาเสนผานศูนยกลางบริเวณยับยั้งอยูในชวง 
1.43±0.04 ถึง 1.80±0.35, 1.38±0.11 ถึง 2.20±0.07, 1.18±0.04 ถึง 1.80±0.07 และ 1.38±0.04 ถึง 
1.95±0.14 cm ตามลําดับ 

 
ผลการศึกษาดวยระบบจัดจําแนกชนิดจุลินทรีย เอ พี ไอ โดยสถาบันวิทยาศาสตรและ

เทคโนโลยีแหงประเทศไทย (TISTR) พบวา B17, B19, B21 และ 25 คือ B. amyloliquefaciens, B. 
pumilus, B. amyloliquefaciens และ  B. megaterium ตามลําดับ  
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ตารางที่ 1  กิจกรรมการยับยัง้ Vibrio spp. ของ Bacillus spp. โดยวิธี agar well diffusion  
 

คาเฉลี่ยเสนผานศูนยกลางของบริเวณยับยั้ง (cm ± S.D.a) Bacillus 
spp. VH01 VH02 VH03 VH04 VH05 VH06 VA01 VA02 VP01 VP02 

B01 1.60±0.07 - 1.45±0.14 - - - - - - - 
B02 - - - - - - - - - - 
B03 1.73±0.04 - 1.60±0.00 - - - - - 1.45±0.14 - 
B04 - - 1.23±0.04 - - - - - - - 
B05 - - - - - - - - - - 
B06 1.83±0.32 1.20±0.00 - - - - - - - - 
B07 - - - - - - - - - - 
B08 - - - - - - - - - - 

 
หมายเหตุ  -  หมายถึง ไมยบัยั้ง Vibrio spp. 
     a หมายถึง คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน (Standard Deviation)  
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ตารางที่ 1  (ตอ)  
 

คาเฉลี่ยเสนผานศูนยกลางของบริเวณยับยั้ง (cm ± S.D.a) Bacillus 
spp. VH01 VH02 VH03 VH04 VH05 VH06 VA01 VA02 VP01 VP02 

B09 - - - - - - - - - - 
B10 - 1.65±0.07 - - - - - - - - 
B11 - - - - - - - - - - 
B12 - - - - - - - - - - 
B13 - 1.20±0.07 - - - - - - - - 
B14 - - - - - - - - - - 
B15 1.55±0.07 - - - - - - 1.03±0.04 - - 
B16 1.58±0.04 - - - - - - - - - 

 
หมายเหตุ  -  หมายถึง ไมยบัยั้ง Vibrio spp. 
     a หมายถึง  คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน (Standard Deviation)  
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ตารางที่ 1  (ตอ)  
 

คาเฉลี่ยเสนผานศูนยกลางของบริเวณยับยั้ง (cm ± S.D.a) Bacillus 
spp. VH01 VH02 VH03 VH04 VH05 VH06 VA01 VA02 VP01 VP02 

B17 1.43±0.04 1.48±0.04 1.80±0.35 1.50±0.00 1.50±0.14 1.68±0.04 1.58±0.11 1.48±0.04 1.45±0.07 1.68±0.04 
B18 - - - - - - - - 1.55±0.07 1.88±0.04 
B19 1.40±0.00 1.40±0.00 2.20±0.07 1.43±0.04 1.63±0.04 1.65±0.14 1.55±0.28 1.38±0.11 1.50±0.07 1.58±0.04 
B20 - - - - - - - - - 1.78±0.04 
B21 1.48±0.04 1.48±0.04 1.58±0.11 1.18±0.04 1.35±0.07 1.73±0.18 1.63±0.11 1.23±0.04 1.70±0.07 1.80±0.07 
B22 1.58±0.32 1.35±0.00 1.48±0.18 - - - - - 1.58±0.04 - 
B23 - - - - - - - - 1.11±0.14 1.20±0.00 
B24 - - - - - - - - 1.03±0.11 1.25±0.00 
B25 1.63±0.04 1.63±0.04 1.55±0.07 1.38±0.04 1.45±0.14 1.90±0.07 1.78±0.25 1.25±0.07 1.38±0.04 1.95±0.14 

 
หมายเหตุ  -  หมายถึง ไมยบัยั้ง Vibrio spp. 
     a หมายถึง  คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน (Standard Deviation)  
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จากผลงานวิจยันี้แสดงใหเหน็วาแบคทเีรียทดสอบทั้ง 4 สายพันธุ แสดงบริเวณยับยั้ง V. 
harveyi ใกลเคยีงกับ Enterococcus spp., Lactobacillus spp. และ Bacillus spp. ซ่ึงมีบริเวณยับยั้งอยู
ในชวง 1.7-2.1, 1.3-2.1 และ 1.3-2.0 cm ตามลําดับ (ดอกรักและคณะ, 2547) และ Pseudomonas I-2 
ที่มีบริเวณยับยั้งเทากับ 1.7 cm (Chythanya et al., 2002) ในทํานองเดียวกัน Pseudomonas spp. W3 
มีบริเวณยับยั้ง V. harveyi เทากับ 2.16±0.04 cm นอกจากนี้ยังใกลเคียงกับการใชสารปฏิชีวนะ 
oxolinic acid (2 μg) และ sulfamethoxazole (25 μg) ยับยั้ง V. harveyi ที่มีบริเวณยับยั้งเทากบั 
2.20±0.13 และ 2.00±0.03 cm ตามลําดับ (Rattanachuay et al., 2007)  

 
เมื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพการยับยั้งของ B17, B19, B21 และ B25 กับสมุนไพร พบวามี

คาบริเวณยับยัง้ V. harveyi ใกลเคียงกับสารสกัด Azadirachta indica (ใบสะเดา) และ Andrographis 
paniculata (ฟาทะลายโจร) มีบริเวณยับยั้ง เทากับ 1.32±0.01 และ 1.63±0.03 cm และดกีวา 
Tinospora cardifolia (ใบชงิชาชาลี) และ Terminalia bellirica (สมอแหน) มีบริเวณยับยั้งเทากบั 
0.73±0.06 และ 0.71±0.03 cm (Sivaran et al., 2004) 
 

สําหรับผลการยับยั้ง V. parahaemolyticus พบวา Bacillus ทดสอบทั้ง 4 สายพันธุ สามารถ
ยับยั้งไดใกลเคียงกับ B. subtilis UTM126 ที่ยับยั้งเชื้อกอโรค V. parahaemolyticus PS-017 มีบริเวณ
ยับยั้งเทากับ 1.2 cm (Balcazar et al., 2007b) และ B. clausii (MB9) มีบริเวณยับยั้ง V. 
parahaemolyticus MTCC 451 เทากับ 2.2 cm (Asha-Devi et al., 2008) ซ่ึงใกลเคียงกับที่พบในการ
ทดลองนี้ และใกลเคยีงกับ Pseudomonas I-2 ที่มีบริเวณยับยั้งเทากบั 1.6 cm (Chythanya et al., 
2002) ในทํานองเดียวกนั Balcazar et al. (2007a) พบวา B. subtilis UTM 126 ยับยั้ง V. 
parahaemolyticus PS-017 ได ผลการทดลองนี้ยังใหผลใกลเคียงกับการใชสมุนไพรสกัด 
Rhinacanthus communis (ทองพันชาง) และ Phyllanthus niruri (หญาใตใบ) ยับยั้ง V. 
parahaemolyticus พบวามีบริเวณยับยั้งเทากับ 2.03 และ 1.93 cm (Immanuel et al., 2004) 

 
ผลการทดลองนี้ยังสอดคลองกับงานวจิัยของ Vijayan et al. (2006) ที่ใช Pseudomonas PS-

102 ยับยั้ง V. harveyi, V. alginolyticus และ V. parahaemolyticus โดยมีบริเวณยับยัง้เทากับ 1.5-1.8, 
1.0-2.5 และ 1.8-2.2 cm ตามลําดับ และ Hai et al. (2007) พบวา P. synxantha และ P. aeruginosa  
สามารถยับยั้ง V. harveyi, V. alginolyticus และ V. parahaemolyticus ได 
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 นอกจากนี้ Bacillus ยังสามารถยับยั้ง Vibrio ที่เปนสาเหตุของโรคในปลาได เชน Bacillus 
spp. NM12 ยบัยั้ง V. vulnificus RIMD 2219009 มีบริเวณยับยั้งเทากับ1.56-1.79 cm (Sugita et al., 
1998) และ B. clausii (MB9) ยับยั้ง V. cholerae MTCC 1738 มีบริเวณยับยั้งเทากับ 1.8 cm (Asha-
Devi et al., 2008) ซ่ึงมีบริเวณยับยั้งใกลเคียงกับการยบัยั้ง V. harveyi, V. alginolyticus และ V. 
parahaemolyticus โดย Bacillus spp. ในการทดลองนี้ 
 

ความสามารถในการยับยั้งจลิุนทรียกอโรค อาจเนื่องจาก Bacillus สามารถผลิตสารยับยั้ง
ไดหลายชนิด เชน แบคเทอริโอซิน เอนไซมโปรติเอส ไฮโดรเจนเปอรออกไซดและกรดอินทรยี 
เปนตน (Moriarty, 1998; Gomez et al., 2007; Yang et al., 2000; George et al., 1995) โดยแบคเทอ
ริโอซินจะจับกับตัวรับจําเพาะบนผิวของแบคทีเรียเปาหมาย (Daw and Falkiner, 1996) ทําใหเกดิรู
ระหวางเยื่อหุมเซลลดานนอกที่ชอบน้ํา กับชั้นของฟอสโฟลิพิดที่ไมชอบน้ํา เปนผลใหเกดิการ
ร่ัวไหลของไอออนและสารเมทาบอไลตตางๆ นอกจากนี้อาจเกิดการยับยั้งการสังเคราะหโปรตีน
และกรดนิวคลีอิก สงผลใหเซลลตายในที่สุด (Thennarasu et al., 2005; Montville et al., 1995) 
 

เนื่องจาก B17, B19, B21 และ B25 สามารถยับยั้งการเตบิโตของ Vibrio spp. ไดทั้ง 10 สาย
พันธุ และใหคาบริเวณยับยัง้สูง ดังนั้นจึงเลือกแบคทีเรียทดสอบทั้ง 4 สายพันธุนี ้ เพื่อศึกษาหาคา
ความเขมขนต่าํสุดที่ยับยั้ง (Minimum Inhibitory Concentration: MIC) Vibrio spp. โดยวิธี agar well 
diffusion ตอไป  
 

2. คาความเขมขนต่ําสุดของ Bacillus spp. ท่ียับยั้ง Vibrio spp. โดยวธีิ agar well diffusion 
 
ผลการทดสอบคาความเขมขนต่ําสุดของ Bacillus ที่สามารถยับยั้งการเติบโตของ Vibrio 

spp. ทั้ง 10 สายพันธุ ซ่ึงมีปริมาณเชื้อ 106 cfu/ml ดังแสดงในตารางที่ 2 ถึง 5  
 
ผลจากตารางที่ 2 แสดงผลของความเขมขนของ B17 ตอการยับยั้ง Vibrio spp. จะเห็นวา

ความเขมขนต่ําสุด 104 cfu/ml สามารถยับยั้ง VH06, VA01 และ VP02 และมีคาบริเวณยับยั้งเทากับ 
1.25±0.07, 1.43±0.11 และ 1.40±0.07 ตามลําดับ เมื่อเพิ่มความเขมขนเปน 5x106 cfu/ml B17 
สามารถยับยั้ง Vibrio spp. ไดเกือบทุกสายพันธุยกเวน VH04 และที่ 5x107 cfu/ml  สามารถยับยัง้การ
เติบโตของ Vibrio spp. ไดทั้ง 10 สายพันธุ และมีคาเสนผานศูนยกลางของบริเวณยับยั้งเทากับ 
1.40±0.07 ถึง 1.88±0.18 cm 
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สําหรับ B19 พบวา มีประสิทธิภาพในการยับยั้งเชื้อกอโรคไดนอยกวา B17 โดยพบวาความ
เขมขนต่ําสุดที่สามารถยับยั้ง VH02, VA01 และ VP02 เทากับ 5x105 cfu/ml มีคาเสนผานศูนยกลาง
ของบริเวณยับยั้งเทากับ 1.10±0.00 ถึง 1.33±0.04 cm เมื่อเพิ่มความเขมขนของ B19 เปน 5x106 
cfu/ml คาของเสนผานศูนยกลางบริเวณยับยั้งเพิ่มขึ้น และสามารถยับยั้ง Vibrio spp. ไดเพิ่มขึ้นเปน 
8 สายพันธุ (ยกเวน VH01 และ VA02) และที่ 5x107 cfu/ml สามารถยับยั้ง Vibrio spp. ไดทั้ง 10 สาย
พันธุ มีคาเสนผานศูนยกลางของบริเวณยับยั้งเทากับ 1.38±0.04 ถึง 2.10±0.21 cm 

 
ผลจากตารางที่ 4 พบวา B21 มีประสิทธิภาพใกลเคียงกบั B17 โดย B21 ความเขมขน 5x104 

cfu/ml สามารถยับยั้ง Vibrio spp. ไดเพยีง 2 สายพันธุ (VH06 และ VA01) มีคาเสนผานศูนยกลาง
ของบริเวณยับยั้งเทากับ1.33±0.18 ถึง 1.68±0.04 cm เมือ่เพิ่มความเขมขนเปน 5x105 cfu/ml ยับยั้ง 
Vibrio spp. ได 5 สายพันธุ (VH02, VH05, VH06, VA01 และ VP02) ที่ 5x106 cfu/ml ยับยั้งได 8 
สายพันธุยกเวน VH04 และ VA02 และที ่ 5x107 cfu/ml สามารถยับยั้ง Vibrio spp. ไดทั้ง 10 สาย
พันธุ และมีคาเสนผานศูนยกลางของบริเวณยับยั้งเทากับ 1.13±0.04 ถึง 1.88±0.32 cm (ตารางที่ 4 ) 
 

ผลจากตารางที่ 5 พบวา B25 มีความสามารถในการยับยั้งเชื้อกอโรคไดดีกวา B17 เล็กนอย 
โดยพบวา ที่ 5x104 cfu/ml สามารถยับยั้ง Vibrio spp. ได 4 สายพันธุ (VH02, VH05, VH06 และ 
VA01) มีคาเสนผานศูนยกลางของบริเวณยับยั้งเทากับ 1.28±0.04 ถึง1.80±0.14 cm เมื่อเพิ่มความ
เขมขนของ B25 เปน 5x105 cfu/ml ยับยั้ง Vibrio spp. เพิ่มขึ้นเปน 8 สายพันธุ (ยกเวน VH04 และ 
VA02) มีคาเสนผานศูนยกลางของบริเวณยับยั้งเทากับ 1.28±0.11 ถึง 1.95±0.07 cm B25 ที่ความ
เขมขน 5x106 cfu/ml และที่ 5x107 cfu/ml ยับยั้งการเติบโตของ Vibrio spp. ไดทั้ง 10 สายพันธุ มีคา
เสนผานศูนยกลางของบริเวณยับยั้งเทากับ 1.28±0.04 ถึง 1.90±0.21 และ 1.25±0.07 ถึง 1.95±0.14 
ตามลําดับ 
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ตารางที่ 2  คาความเขมขนต่าํสุดของ B17 ที่ยับยั้ง Vibrio spp. โดยวิธี agar well diffusion 
 

คาเฉลี่ยเสนผานศูนยกลางของบริเวณยับยั้ง (cm ± S.D.a) 
ความเขมขนของ B17 (cfu/ml) 

 
Vibrio spp. 

5 x107 5x106 5x105 5x104 5x103 

VH01 1.50±0.00 1.23±0.11 - - - 
VH02 1.40±0.14 1.48±0.11 1.33±0.04 - - 
VH03 1.88±0.18 1.75±0.49 1.75±0.42 - - 
VH04 1.40±0.07 - - - - 
VH05 1.53±0.04 1.38±0.04 1.25±0.07 - - 
VH06 1.63±0.04 1.63±0.11 1.60±0.07 1.25±0.07 - 
VA01 1.53±0.04 1.48±0.04 1.43±0.18 1.43±0.11 - 
VA02 1.50±0.00 1.20±0.14 - - - 
VP01 1.50±0.00 1.48±0.11 1.40±0.07 - - 
VP02 1.65±0.00 1.58±0.11 1.55±0.07 1.40±0.07 - 

 
สัญลักษณ  VH01 = V. harveyi 01, VH02 = V. harveyi 02, VH03 = V. harveyi 03, VH04 = V. harveyi 04,  

   VH05 = V. harveyi 05, VH06 = V. harveyi 06, VA01 = V. alginolyticus 01, VA02 = V. alginolyticus   
   02, VP01 = V. parahaemolyticus 01, VP02 = V. parahaemolyticus 02 

 
หมายเหตุ  -  หมายถึง ไมยบัยั้ง Vibrio spp. 
     a หมายถึง  คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน (Standard Deviation)  
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ตารางที่ 3  คาความเขมขนต่าํสุดของ B19 ที่ยับยั้ง Vibrio spp. โดยวิธี agar well diffusion 
 

คาเฉลี่ยเสนผานศูนยกลางของบริเวณยับยั้ง (cm± S.D.a) 
ความเขมขนของ B19 (cfu/ml) 

 
Vibrio spp. 

5x107 5x106 5x105 5x104 5x103 

VH01 1.43±0.04 - - - - 
VH02 1.55±0.14 1.43±0.04 1.33±0.04 - - 
VH03 2.10±0.21 1.80±0.14 - - - 
VH04 1.45±0.14 1.10±0.07 - - - 
VH05 1.58±0.04 1.45±0.07 - - - 
VH06 1.75±0.07 1.50±0.14 - - - 
VA01 1.65±0.14 1.40±0.14 1.10±0.00 - - 
VA02 1.38±0.04 - - - - 
VP01 1.43±0.04 1.28±0.04 - - - 
VP02 1.63±0.04 1.55±0.00 1.18±0.11 - - 

 
สัญลักษณ  VH01 = V. harveyi 01, VH02 = V. harveyi 02, VH03 = V. harveyi 03, VH04 = V. harveyi 04,  

   VH05 = V. harveyi 05, VH06 = V. harveyi 06, VA01 = V. alginolyticus 01, VA02 = V. alginolyticus  
   02, VP01 = V. parahaemolyticus 01, VP02 = V. parahaemolyticus 02 

 
หมายเหตุ  -  หมายถึง ไมยบัยั้ง Vibrio spp. 
     a หมายถึง  คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน (Standard Deviation)  
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ตารางที่ 4  คาความเขมขนต่าํสุดของ B21 ที่ยับยั้ง Vibrio spp. โดยวิธี agar well diffusion 
 

คาเฉลี่ยเสนผานศูนยกลางของบริเวณยับยั้ง (cm ± S.D.a) 
ความเขมขนของ B21 (cfu/ml) 

 
Vibrio spp. 

5x107 5x106 5x105 5x104 5x103 

VH01 1.45±0.07 1.28±0.11 - - - 
VH02 1.55±0.14 1.43±0.04 1.28±0.04 - - 
VH03 1.88±0.32 1.58±0.04 - - - 
VH04 1.13±0.04 - - - - 
VH05 1.30±0.14 1.30±0.07 1.23±0.11 - - 
VH06 1.75±0.21 1.63±0.11 1.53±0.25 1.33±0.18  - 
VA01 1.63±0.18 1.58±0.11 1.65±0.07 1.68±0.04 - 
VA02 1.28±0.04 - - - - 
VP01 1.55±0.07 1.63±0.04 - - - 
VP02 1.68±0.04 1.58±0.04 1.25±0.07 - - 

 
สัญลักษณ  VH01 = V. harveyi 01, VH02 = V. harveyi 02, VH03 = V. harveyi 03, VH04 = V. harveyi 04,  

   VH05 = V. harveyi 05, VH06 = V. harveyi 06, VA01 = V. alginolyticus 01, VA02 = V. alginolyticus  
   02, VP01 = V. parahaemolyticus 01, VP02 = V. parahaemolyticus 02 

 
หมายเหตุ  -  หมายถึง ไมยบัยั้ง Vibrio spp. 
     a หมายถึง  คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน (Standard Deviation)  
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ตารางที่ 5  คาความเขมขนต่าํสุดของ B25 ที่ยับยั้ง Vibrio spp. โดยวิธี agar well diffusion 
 

คาเฉลี่ยเสนผานศูนยกลางของบริเวณยับยั้ง (cm ± S.D.a) 
ความเขมขนของ B25 (cfu/ml) 

 
Vibrio spp. 

5x107 5x106 5x105 5x104 5x103 

VH01 1.63±0.04 1.50±0.00 1.38±0.04 - - 
VH02 1.60±0.00 1.55±0.07 1.55±0.14 1.38±0.11 - 
VH03 1.55±0.07 1.53±0.04 1.50±0.07 - - 
VH04 1.38±0.04 1.28±0.04 - - - 
VH05 1.45±0.14 1.60±0.14 1.38±0.11 1.28±0.04 - 
VH06 1.90±0.07 1.90±0.21 1.88±0.18 1.80±0.14 - 
VA01 1.78±0.25 1.60±0.28 1.45±0.28 1.33±0.04 - 
VA02 1.25±0.07 1.28±0.04 - - - 
VP01 1.38±0.04 1.33±0.04 1.28±0.11 - - 
VP02 1.95±0.14 1.85±0.00 1.95±0.07 - - 

 
สัญลักษณ  VH01 = V. harveyi 01, VH02 = V. harveyi 02, VH03 = V. harveyi 03, VH04 = V. harveyi 04,  

VH05 = V. harveyi 05, VH06 = V. harveyi 06, VA01 = V. alginolyticus 01, VA02 = V. alginolyticus    
 02, VP01 = V. parahaemolyticus 01, VP02 = V. parahaemolyticus 02 

 
หมายเหตุ  -  หมายถึง ไมยบัยั้ง Vibrio spp. 
     a หมายถึง  คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน (Standard Deviation)  
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ตารางที่ 6  เปรียบเทียบคาความเขมขนต่ําสุดของ B17, B19, B21 และ B25 ที่ยับยั้ง Vibrio spp. โดย 
     วิธี agar well diffusion 
 

คาความเขมขน
ต่ําสุดของ 

Bacillus (cfu/ml) 

B17 B19 B21 B25 

104 VH06 
VA01 
VP02 

- VH06 
VA01 
 

VH02, 05, 06 
VA01 

105 VH02, 03, 05 
VP01 

VH02 
VA01 
VP02 

VH02, 05 
VP02 
 

VH01, 03 
VP01, 02 

106 VH01 
VA02 

VH03, 04, 05, 06 
VP01 

VH01, 03 
VP01 

VH04 
VA02 

107 VH04 VH01 
VA02 

VH04 
VA02 

 

 
จากตารางที่ 6 จะเห็นวา B25 มีประสิทธิภาพยับยั้ง Vibrio spp. ทุกสายพันธุไดดีที่สุด มีคา 

MIC เทากับ 5x106 cfu/ml ในขณะที่ B17, B19 และ B21 ใหคาความเขมขนต่ําสุดที่ยับยั้ง Vibrio 
spp. ทั้ง 10 สายพันธุเทากับ 5x107 cfu/ml สอดคลองกับผลวิจัยของ Hai et al. (2007) ที่พบวา P. 
synxantha และ P. aeruginosa ยับยั้ง V. harveyi, V. alginolyticus และ V. parahaemolyticus ได
ทั้งหมดที่ความเขมขน 107 cfu/ml ในทํานองเดียวกัน เมื่อเทียบเคียงผลการทดลองที่ไดกับการใช
สารปฏิชีวนะ เพื่อยับยั้ง V. alginolyticus และ V. parahaemolyticus พบวา ampicillin, amoxicillin, 
ciprofloxacin และ trimethoprim-sulphamethoxazole มีคาความเขมขนต่ําสุดที่ยับยั้งเทากับ 256, 2, 
0.5 และ0.12 mg/l ตามลําดับ (Zanetti et al., 2001) เมื่อพิจารณาผลการยับยั้ง VH05 ซ่ึงเปนเชื้อกอ
โรคเรืองแสงที่ระบาดในจังหวัดจันทรบุรีในป 2547 พบวา B17, B21 และ B25 (มีคา MIC เทากับ 
5x105, 5x105 และ 5x104 cfu/ml ตามลําดับ) มีประสิทธิภาพในการยับยั้ง VH05 ไดดีกวา B19 (มีคา 
MIC เทากับ 5x106) ดังนั้นจึงเลือกใช B17, B21 และ B25 เพื่อศึกษาการยับยั้ง VH05 โดยวิธี co-
culture ตอไป   
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3. คาความเขมขนต่ําสุดของ Bacillus spp. ท่ียับยั้ง V. harveyi VH05 โดยวิธี co-culture 
 

3.1 ผลของความเขมขนของ B17 ตอการยับยั้งการเติบโตของ VH05 
          

      ผลการศึกษาการหาคาความเขมขนต่ําสุดของ B17 ที่สามารถยับยั้งการเตบิโตของ 
Vibrio spp. โดยแปรผันความเขมขนของ B17 เทากับ 106, 107 และ 108 cfu/ml และความเขมขน 
Vibrio spp. เทากับ 102, 104 และ 106 cfu/ml ดังแสดงในภาพที่ 2 ถึง 4 
 

      ภาพที่ 2 แสดงผลการยับยั้งการเติบโตของ Vibrio spp. ที่ความเขมขน 102cfu/ml พบวา 
B17 สามารถยับยั้ง Vibrio spp. ไดทุกความเขมขน โดยพบวาการลดลงของ Vibrio spp. ประมาณ 1 
log cfu/ml ในชวง 12 ช่ัวโมงแรก และคงที่ตลอด 48 ช่ัวโมง ในขณะที่ Vibrio spp. กลุมควบคุม มี
ปริมาณเซลลรอดชีวิต 108 cfu/ml ที่ 48 ช่ัวโมงของการเพาะเลี้ยง เมื่อเพิ่มความเขมขนของ VH05 
เปน 104 cfu/ml (ภาพที่ 3) จะเห็นวา B17 ที่ 106 cfu/ml ไมสามารถยับยั้งได ในขณะที่เพิ่มความ
เขมขนของ B17 เปน 107 และ 108 cfu/ml พบวา B17 สามารถยับยั้งการเติบโตของ Vibrio spp. 
ประมาณ 2 log cfu/ml สวนกลุมควบคุมที่ไมเติม B17 มีปริมาณเชื้อที่ 48 ชั่วโมง เทากับ 8.2x108 
cfu/ml  
 

       เมื่อปริมาณเชื้อเริ่มตนของ VH05 เพิ่มขึ้นเปน 106 cfu/ml B17 ความเขมขน 106, 107 
และ 108 cfu/ml ไมสามารถยับยั้งได แตที่ B17 ความเขมขน 108 cfu/ml (ภาพที่ 4) จะเหน็แนวโนม
การลดลงของ VH05 ตั้งแตชั่วโมงที่ 12 ถึง ช่ัวโมงที ่ 48 โดยมีปริมาณเชื้อเทากบั 2.35x108 ถึง 
1.99x108 cfu/ml เมื่อเปรียบเทียบกับกลุมควบคุมที่ไมเตมิ B17 พบวากลุมควบคุมม ี VH05 สูงกวา 
โดยมีปริมาณเชื้อเทากับ 4.55x108 ถึง 1.12x109 cfu/ml ในชวงเวลาเดียวกัน ดังนัน้คาความเขมขน
ต่ําสุดของ B17 ที่ยับยั้ง VH05 ที่ปริมาณเชื้อเริ่มตน 102 cfu/ml เทากบั 106 cfu/ml และที่ 104 cfu/ml 
เทากับ 107 cfu/ml สวนที่ 106 cfu/ml ไมสามารถหาได  
          

3.2 ผลของความเขมขนของ B21 ตอการยับยั้งการเติบโตของ VH05  
 
        จากภาพที ่ 5 พบวา B21 ปริมาณเชื้อเริม่ตน 106 cfu/ml ยับยั้ง VH05 ที่ 102 cfu/ml ได
เพียง 12 ช่ัวโมง หลังจากนัน้ VH05 กลับมาเติบโตไดอีก โดยมีปริมาณเซลลเทากับ 1.4x104 cfu/ml 
ที่ 48 ช่ัวโมง เมื่อเพิ่ม B21 เปน 107 และ 108 cfu/ml สามารถยับยั้ง VH05 ไดตลอด 48 ชั่วโมง 
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ในขณะที่กลุมควบคุมที่ไมเตมิ B21 พบวา VH05 เติบโตอยางรวดเรว็มปีริมาณเชื้อเทากับ 1.86x108 
cfu/ml  
 

      สําหรับ VH05 ความเขมขน 104 cfu/ml B21 ที่ 106 cfu/ml ไมสามารถยับยั้งไดแตเมื่อ
เพิ่มปริมาณเชือ้เปน 107 และ 108 cfu/ml ยับยั้ง VH05 ไดเปนเวลา 24 ชั่วโมงและ 36 ชั่วโมง 
ตามลําดับ หลังจากนั้นเชื้อสามารถกลับมาเติบโตไดอีก โดยช่ัวโมงที่ 48 มีปริมาณเซลลเทากับ 
1.53x105 และ 5.7x103 cfu/ml ตามลําดับ ในขณะทีก่ลุมควบคุม VH05 มีปริมาณเทากับ 8.2x108 
cfu/ml สวน VH05 ความเขมขน 106 cfu/ml พบวา B21 ทุกความเขมขนไมสามารถยับยั้งได ผลการ
ทดลองแสดงใหเห็นวาคาความเขมขนต่ําสุดของ B21 ที่ยับยั้ง VH05 ที่ 102 cfu/ml เทากับ 107 
cfu/ml และที่ 104 cfu/ml และ 106 cfu/ml ไมสามารถหาได 
 

3.3 ผลของความเขมขนของ B25 ตอยับยั้งการเติบโตของ VH05  
 
       ผลการทดลองดังแสดงในภาพที่ 8 ถึง 10 พบวา VH05 ที่ปริมาณเชื้อเริ่มตน 106 cfu/ml 
B25 ที่ 106 cfu/ml ไมสามารถยับยั้งได แตจะเห็นแนวโนมการลดลงของ VH05 ตั้งแตช่ัวโมงที่ 12 
ถึง ชั่วโมงที่ 48 โดยมีปริมาณเชื้อเทากับ 6.5x102 ถึง 1.36x106 cfu/ml เมื่อเปรยีบเทียบกับกลุม
ควบคุมที่ไมเตมิ B17 และพบวากลุมควบคุมมี VH05 สูงกวา โดยมีปริมาณเชื้อเทากับ 6.65x104 ถึง 
1.86x108 cfu/ml ในชวงเวลาเดียวกัน  แตเมื่อเพิ่มปริมาณ B25 เปน 107 และ 108 cfu/ml ยับยั้ง VH05 
ได 12 และ 24 ชั่วโมงตามลําดับ หลังจากนั้นเชื้อสามารถกลับมาเติบโตไดอีก โดยชั่วโมงที่ 48 มี 
VH05 เทากับ 1.14x104 และ 1.05x103 cfu/ml ตามลําดับ ในขณะที่กลุมควบคุม VH05 มีปริมาณ
เทากับ 1.86x108 cfu/ml  
 

       สําหรับVH05 ที่ปริมาณเชื้อเริ่มตน 104 cfu/ml พบวา B25 ทุกความเขมขนไมสามารถ
ยับยั้งได แตเมือ่พิจารณาจากภาพที่ 9 และ 10 จะเห็นวา B21 ที่ 107 และ 108 cfu/ml ทําให VH05 
ลดลงไดประมาณ 102 ถึง 104 cfu/ml เมื่อเทียบกับกลุมควบคุม สวนที่ VH05 เทากับ 106 cfu/ml B25 
ทุกความเขมขนไมสามารถยับยั้งได ดังนัน้จากผลการทดลองจึงไมสามารถหาคาความเขมขนต่ําสุด
ของ B25 ที่ยับยั้ง VH05 ได เนื่องจาก B25 ปริมาณเชื้อเริม่ตนที่ใชนอยเกินไป 
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 B17  VH05 (VH05+B17)  VH05 (Control) 

 
ภาพที่ 2  ผลของความเขมขนของ B17 ตอการยับยั้งการเติบโตของ VH05 ที่ความเขมขน 102  
               cfu/ml 

 A: B17 ที่ความเขมขน ปริมาณ 106 cfu/ml 
 B: B17 ที่ความเขมขน ปริมาณ 107 cfu/ml 
 C: B17 ที่ความเขมขน ปริมาณ 108 cfu/ml 
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 B17  VH05 (VH05+B17)  VH05 (Control) 

 
ภาพที่ 3  ผลของความเขมขนของ B17 ตอการยับยั้งการเติบโตของ VH05 ที่ความเขมขน 104   
               cfu/ml 

 A: B17 ที่ความเขมขน ปริมาณ 106 cfu/ml 
 B: B17 ที่ความเขมขน ปริมาณ 107 cfu/ml 
C: B17 ที่ความเขมขน ปริมาณ 108 cfu/ml 
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 B17  VH05 (VH05+B17)  VH05 (Control) 

 
ภาพที่ 4  ผลของความเขมขนของ B17 ตอการยับยั้งการเติบโตของ VH05 ที่ความเขมขน 106  
               cfu/ml 

 A: B17 ที่ความเขมขน ปริมาณ 106 cfu/ml 
 B: B17 ที่ความเขมขน ปริมาณ 107 cfu/ml 
 C: B17 ที่ความเขมขน ปริมาณ 108 cfu/ml 
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 B21  VH05 (VH05+B21)  VH05 (Control) 

 
ภาพที่ 5  ผลของความเขมขนของ B21 ตอการยับยั้งการเติบโตของ VH05 ที่ความเขมขน 102  
               cfu/ml 

 A: B21 ที่ความเขมขน ปริมาณ 106 cfu/ml 
 B: B21 ที่ความเขมขน ปริมาณ 107 cfu/ml 
 C: B21 ที่ความเขมขน ปริมาณ 108 cfu/ml 
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 B21  VH05 (VH05+B21)  VH05 (Control) 

 
ภาพที่ 6  ผลของความเขมขนของ B21 ตอการยับยั้งการเติบโตของ VH05 ที่ความเขมขน 104  
               cfu/ml 

 A: B21 ที่ความเขมขน ปริมาณ 106 cfu/ml 
 B: B21 ที่ความเขมขน ปริมาณ 107 cfu/ml 
C: B21 ที่ความเขมขน ปริมาณ 108 cfu/ml 
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 B21  VH05 (VH05+B21)  VH05 (Control) 

 
ภาพที่ 7  ผลของความเขมขนของ B21 ตอการยับยั้งการเติบโตของ VH05 ที่ความเขมขน 106  
               cfu/ml 

 A: B21 ที่ความเขมขน ปริมาณ 106 cfu/ml 
 B: B21 ที่ความเขมขน ปริมาณ 107 cfu/ml 
 C: B21 ที่ความเขมขน ปริมาณ 108 cfu/ml 
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 B25  VH05 (VH05+B25)  VH05 (Control) 

 
ภาพที่ 8  ผลของความเขมขนของ B25 ตอการยับยั้งการเติบโตของ VH05 ที่ความเขมขน 102  
               cfu/ml 

 A: B25 ที่ความเขมขน ปริมาณ 106 cfu/ml 
 B: B25 ที่ความเขมขน ปริมาณ 107 cfu/ml 
 C: B25 ที่ความเขมขน ปริมาณ 108 cfu/ml 



 

 

 

54 

  

(A)

Time (h)
0 12 24 36 48

Vi
ab

le 
ce

ll (
log

 cf
u/m

l)
1
2
3
4
5
6
7
8
9

10

                 

(B)

Time (h)
0 12 24 36 48

Vi
ab

le 
ce

ll (
log

 cf
u/m

l)

1
2
3
4
5
6
7
8
9

10

 

                                         

(C)

Time (h)
0 12 24 36 48

Vi
ab

le 
ce

ll (
log

 cf
u/m

l)

1
2
3
4
5
6
7
8
9

10

 
 B25  VH05 (VH05+B25)  VH05 (Control) 

 
ภาพที่ 9  ผลของความเขมขนของ B25 ตอการยับยั้งการเติบโตของ VH05 ที่ความเขมขน 104  
               cfu/ml 

 A: B25 ที่ความเขมขน ปริมาณ 106 cfu/ml 
 B: B25 ที่ความเขมขน ปริมาณ 107 cfu/ml 
 C: B25 ที่ความเขมขน ปริมาณ 108 cfu/ml 
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 B25  VH05 (VH05+B25)  VH05 (Control) 

 
ภาพที่ 10  ผลของความเขมขนของ B25 ตอการยับยั้งการเติบโตของ VH05 ที่ความเขมขน 106  
                 cfu/ml 

   A: B25 ที่ความเขมขน ปริมาณ 106 cfu/ml 
   B: B25 ที่ความเขมขน ปริมาณ 107 cfu/ml 
   C: B25 ที่ความเขมขน ปริมาณ 108 cfu/ml 
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ตารางที่ 7  คาความเขมขนต่าํสุดของ B17, B21 และ B25 ที่ยับยั้งการเตบิโตของ VH05 
 
ความเขมขนของVH05 (cfu/ml) คาความเขมขนต่ําสุดที่ยับยัง้ (cfu/ml) 
 B17 B21 B25 

102 106 106 106 

104 107 107 107 

106 108 108 - 
 

      จากผลการทดลองพบวาคาความเขมขนต่ําสุดที่สามารถยับยั้ง Vibrio spp. จะขึ้นกับ
ปริมาณเชื้อเริม่ตนของเชื้อกอโรค (ตารางที่ 7) ความเขมขนต่ําสุดของ B17, B21 และ B25 เทากับ 
106 cfu/ml สามารถยับยั้งการเติบโตของ VH05 ที่ความเขมขน106 cfu/ml ซ่ึงเปนความเขมขนที่บง
บอกถึงสภาะอันตรายที่มีการติดเชื้อในน้ํา แตกุงกุลาดาํจะยังคงไมแสดงอาการเพียงแตมีการสะสม
ของเชื้อเขาสูตัวกุงโดยทางปากและทางผวิหนัง (Leano et al., 1998) และที่ 107 cfu/ml Bacillus ทั้ง 
3 สายพันธุ สามารถยับยั้งการเติบโตของ VH05 ที่ความเขมขน104 cfu/ml ซ่ึงเปนปรมิาณที่ทําใหเกดิ
โรคในกุง (Sung et al., 2001) ในขณะที่ VH05 ความเขมขน106 cfu/ml B17 และ B21 สามารถยับยั้ง
การเติบโตของ VH05 ที่ความเขมขนต่ําสุดเทากับ 108 cfu/ml 

 
      ผลการทดลองที่ไดสอดคลองกับรายงานของ Purivirojkul et al. (2006b) ที่ใช B. 

pumilus NW01, B. sphaericus NW02 และ B. subtilis NW03 ปริมาณเชื้อเริ่มตน 102-103 cfu/ml 
ยับยั้งการเติบโตของ V. harveyi ปริมาณเชื้อเริ่มตน 102 cfu/ml พบวาภายใน 48 ช่ัวโมง Bacillus 
spp. ทั้ง 3 ชนิดไมสามารถยับยั้งการเติบโตของ V. harveyi ได โดยมีปริมาณ V. harveyi เพิ่มขึ้นเปน 
104 cfu/ml ในทํานองเดียวกนัการใช Bacillus WL01 และ Bacillus W1106 ความเขมขน 106 cfu/ml 
เล้ียงรวมกับ V. harveyi AQVH ความเขมขน 106 cfu/ml พบวาเมื่อผานไป 48 ชั่วโมงไมสามารถ
ยับยั้ง V. harveyi AQVH ได  (Purivirojkul and Areechon, 2007) ผลการทดลองแสดงใหเห็นวา  
Bacillus spp. ที่ใชมีปริมาณนอยเกนิไปทําใหไมสามารถยับยั้ง Vibrio spp. ได ซ่ึงสอดคลองกับการ
ใช B17, B21 และ 25 ที่ความเขมขน 106 cfu/ml ในการทดลองนี้ 

 
เมื่อเปรียบเทียบผลการทดลองกับ Hai et al. (2007) ที่ใช Pseudomonas synxantha 

หรือ P. aeruginosa ปริมาณเชื้อเริ่มตน 108 cfu/ml เล้ียงรวมกับ Vibrio spp. (103 cfu/ml) เมื่อเวลา
ผานไป 72 ช่ัวโมง ปริมาณ Vibrio spp. ลดลงเล็กนอยแตยังคงเหลือประมาณ 103 cfu/ml ใหผล
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ใกลเคียงกับการใช B21 ที่เล้ียงรวมกับ VH05 ปริมาณเริ่มตน 104 cfu/ml ที่คงเหลือ VH05 ประมาณ 
103 cfu/ml เชนกัน แตมีประสิทธิภาพนอยกวา B17 ที่สามารถยับยั้ง VH05 ไดทั้งหมด  
 

4. ผลการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมตอการเติบโตของ Bacillus spp. 
 
 4.1 ผลของโซเดียมคลอไรดตอการเติบโตของ Bacillus spp. 
  
       เนื่องจากโซเดียมคลอไรดเปนองคประกอบในน้าํทะเล ที่ใชสําหรับการเพาะเลี้ยงกุง
กุลาดํา ดงันั้นการทดลองนี้จึงศึกษาผลของความเขมขนของโซเดียมคลอไรดตอการเติบโตของ 
B17, B19, B21 และ B25  
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ภาพที่ 11  ผลของโซเดียมคลอไรดตอการเติบโตของ Bacillus spp.  
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      ผลการศึกษาดังแสดงในภาพที่ 11 พบวา B17, B19, B21 และ B25 เติบโตไดใกลเคียง
กัน ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีโซเดียมคลอไรดที่ความเขมขน 0, 5, 10 และ 15 g/l  โดยมีการเติบโต
สูงสุดที่วัดเปนคา OD600 อยูในชวง 1.90-2.06, 1.81-2.01, 2.04-2.12 และ 1.47-1.61 ตามลําดับ ผล
การทดลองที่ไดสอดคลองกับ Purivirojkul et al. (2005) ที่รายงานวา B. pumilus, B. sphaericus, 
และ B. subtilis สามารถเติบโตไดในอาหารที่มีความเค็มอยูในชวง 0-8% NaCl และจากรายงานของ 
Kubo et al. (2001) พบวา B. cereus CH-6 เติบโตไดดใีนอาหารที่มีโซเดียมคลอไรดความเขมขน 0-
15% (w/v) ในทํานองเดยีวกัน Douglas et al. (1995) รายงานวา B. pumilus ตองการโซเดียมคลอ
ไรดที่เหมาะสมตอการเติบโตเทากับ 10-30 g/l และ Anthony et al. (2009) พบวา Bacillus 
licheniformis AnBa9 ตองการโซเดียมคลอไรดที่เหมาะสมตอการเติบโตในอาหารเทากับ 8.5 g/l 

 
      นอกจากนี ้ Nekolny and Chaloupka (2000) รายงานวาความเขมขนของโซเดียมคลอ

ไรดในอาหารมากเกินไป จะทําใหการเตบิโตของ Bacillus ชาลง และอัตราการเตบิโตสูงสุดลดลง 
โดยพบวาการเติบโตของ B. megaterium ในอาหาร SG medium ที่มีโซเดียมคลอไรดความเขมขน 
0M และ 0.5M ดีกวาที่ความเขมขน 0.75M และ 1M  เชนเดียวกับ Kubo et al. (2001) ที่พบวาใน
อาหารที่มีโซเดียมคลอไรดความเขมขนมากกวา 15% (w/v) B. cereus CH-6 เติบโตลดลงเปนอยาง
มาก ในทํานองเดียวกัน  B. pumilus ที่เติบโตไดดีในอาหารที่มีโซเดียมคลอไรด 0-30 g/l แตเติบโต
ไดไมดใีนอาหารที่มีโซเดียมคลอไรด 40-80 g/l และไมเติบโตที่ความเขมขน 90-100 g/l (Marshall 
and Odame-Darkwah, 1995)  

 
      ผลการทดลองและรายงานที่ผานมาจะเห็นไดวา โซเดียมคลอไรดมีผลตอการสงเสริม

การเติบโตของ Bacillus เนื่องจากโซเดยีมคลอไรดจะเรงการสังเคราะหโปรตีนภายในเซลล โดย
เพิ่มการแพรผานเยื่อหุมเซลลของสารและไอออนเขาไปในเซลล ในขณะเดียวกนัเซลลก็มีการสะสม
ของกรดอะมิโนที่ทําหนาที่ปองกันการแพรที่เยื่อหุมเซลล เพื่อไมใหไอออนเขาสูเซลลมากเกินไป 
ซ่ึงจะมีผลตอเสถียรภาพของโปรตีนภายในเซลล ทําให Bacillus สามารถเติบโตไดในอาหารที่มี
เกลือสูงได (1.0 ถึง 1.5 M) (Nekolny and Chaloupka,  2000; Palomino et al., 2009) แตถามีปริมาณ
โซเดียมคลอไรดสูงเกินไป เซลลจะมีการสรางสารปองกันการแพรมากขึ้น ทําใหเกดิการยับยั้งการ
สรางเอนไซมบางชนิด สงผลใหการเติบโตของ Bacillus ชาลง (Douglas et al., 1995) 
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      เนื่องจากโซเดียมคลอไรดมีผลตอการสังเคราะหโปรตีน เอนไซม และสารยบัยั้งของ 
Bacillus และแบคทีเรียทดสอบทั้ง 4 สายพันธุสามารถเติบโตไดดีในอาหารที่มีโซเดียมคลอไรด 0-
15 g/l ดังนั้นจงึเลือกโซเดียมคลอไรดที่ความเขมขน 15 g/l ในการเพาะเลี้ยงเชื้อทดสอบตอไป 

 
4.2 ผลของอุณหภูมิตอการเตบิโตของ Bacillus spp. 

         
       การเติบโตของ Bacillus spp. วัดเปนคา OD600 ดังแสดงในภาพที่ 12 พบวา B17 เติบโต

ไดใกลเคยีงกนัที่อุณหภูมิ 30 และ 37oC มี OD สูงสุด เทากับ 2.19 และ 2.30 ตามลําดับ และเติบโต
ไดดีกวาที่อุณหภูมิ 25 และ 45oC โดยม ีOD สูงสุด เทากับ 1.94 และ 1.57 ตามลําดับ ในขณะที่ B19 
เติบโตไดดใีกลเคียงกันที่อุณหภูมิ 30 และ 37oC (OD สูงสุด เทากับ 2.15 และ 2.20 ตามลําดับ) แต
เติบโตที่ 45oC ดีกวาที่ 25oC มี OD สูงสุด เทากับ 1.94 และ 1.7 ตามลําดับ 
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ภาพที่ 12  ผลของอุณหภูมติอการเติบโตของ Bacillus spp. 
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B21 เติบโตไดใกลเคียงกันทีอุ่ณหภูมิ 30 และ 37oC (OD สูงสุด เทากับ 2.10 และ 2.16  
ตามลําดับ) และเติบโตไดดีกวาที่อุณหภูมิ 25 และ 45oC และพบวาในชวง 16 ช่ัวโมงแรก ที่อุณหภูม ิ
45oC B21 เติบโตเร็วกวาทีอุ่ณหภูมิ 25oC หลังจากนัน้มีการเติบโตต่ํากวาที่อุณหภูมิ 25oC ทําใหที่
อุณหภูมิ 25oC มีการเติบโตสูงสุด (OD สูงสุด เทากับ 1.82) มากกวาที่อุณหภูมิ 45oC (OD สูงสุด
เทากับ 1.50) 

 
B25 เติบโตใกลเคียงกัน ทีอุ่ณหภูมิ 30 และ 37oC ในชวง 20 ช่ัวโมงแรก จากนั้นที่

อุณหภูมิ 37oC เติบโตเร็วกวา ทําใหที่อุณหภูมิ 37oC มีการเติบโตสูงสุดมากกวาที่ 30 oC (OD สูงสุด 
เทากับ1.86 และ 1.48 ตามลําดับ) สวน B25 ที่อุณหภมูิ 45oC เติบโตใกลเคียงกับที่อุณหภูมิ 30 และ 
37oC ในชวง 20 ช่ัวโมงแรก หลังจากนั้นมีการเติบโตที่ต่ํากวา (OD สูงสุด เทากับ1.32) สําหรับที่
อุณหภูมิ 25 oC เติบโตชากวาอุณหภูมิอ่ืนๆ ในชวง 24 ชั่วโมงแตหลังจากนั้นมกีารเติบโตใกลเคียง
กับที่อุณหภูมิ 45oC และเติบโตดีกวาหลังชั่วโมงที่ 36 โดยมี OD สูงสุด เทากับ 1.19 
 

ผลการทดลองจะเห็นวา B17, B19, B21 และ B25 เติบโตไดดีใกลเคียงกันที่อุณหภมูิ 
30 และ 37oC สวนที่อุณหภูมิ 25oC และ 45oC จลิุนทรียทดสอบทั้ง 4 สายพันธุเติบโตไดชา 
สอดคลองกับการทดลองของ Moita et al. (2005) ที่รายงานวา B. subtilis CCMI 355 สามารถ
เติบโตไดที่อุณหภูมิ 27oC ถึง 34oC สวน B. bataviensis DSM 1560, B. niacini DSM 2923, B. flexus 
DSM 1320 และ B. firmus DSM 12 มีอุณหภูมิที่เหมาะสมในการเตบิโตเทากับ 30oC (Abdelkafi et 
al., 2005) เชนเดียวกับ B. licheniformis P40 เติบโตและผลิตแบคเทอริโอซินไดดีทีอุ่ณหภูมิ 30 ˚C 
(Cladera-Olivera et al., 2004) 
 

Sen and Babub (2005) รายงานวา B. coagulans RK-02 เติบโตไดดีที่อุณหภูม ิ 38.3oC 
สวน B. subtilis, B. megaterium, B. pumilus และ B. circulans เติบโตไดดีที่อุณหภูม ิ37oC (Encinas 
et al., 1996) เชนเดยีวกับ Abdelkafi et al. (2005) ที่ศึกษาอุณหภมูทิี่เหมาะสมในการเติบโตของ 
Bacillus spp. YAS1 โดยแปรผันอุณหภมูิตั้งแต 25oC ถึง 45oC พบวาอุณหภูมิที่เหมาะสมสําหรับ
การเติบโตของ Bacillus spp. YAS1 คือ 37oC และ Syu and Chen (1997) ศึกษาการเพาะเลี้ยง B. 
amyloliquefuciens โดยเปรียบเทียบอุณหภูมิที ่ 30oC และ 37oC ผลการทดลองพบวา B. 
amyloliquefuciens เติบโตที่อุณหภูมิ 37 oC ไดดีกวาที่ 30oC ในทํานองเดียวกัน Anthony et al., 
2009) พบวา B. licheniformis AnBa9 มีอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการเติบโตเทากับ 37oC 
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        อุณหภูมิมอิีทธิพลตอการเติบโตของ Bacillus spp. รวมทั้งการใชสารอาหาร และเมทา
บอลิซึมตางๆภายในเซลล การเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิในการเพาะเลี้ยงทาํใหการทํางานของเซลล และ
ไขมันซึ่งเปนองคประกอบในเยื่อหุมเซลลของ Bacillus เปล่ียนแปลงไป (Mayo and Noike, 1996) ที่
อุณหภูมิต่ําอัตราการเกิดปฏิกิริยาเคมีในเซลลของจุลินทรียลดลง และไขมันที่ผนังเซลลของจุลินท
รียแข็งตัวจนไมสามารถทํางานเปนปกตไิด (Waites et al., 2001) ที่อุณหภูมิสูงพบวาไขมนัในเยื่อ
หุมเซลลจะอยูในรูปของของเหลวมากขึน้ เนื่องจากกรดไขมันชนดิอิม่ตัวในเยื่อหุมเซลลเพิ่มสูงขึ้น 
ในขณะที่กรดไขมันชนิดไมอ่ิมตัวลดลง สงผลใหการผานเขาออกของโปรตรอนและไอออนของ
โซเดียมจะสูงขึ้น เกิดการสังเคราะหสารและโปรตีนในเซลลมากขึ้น แตถาอุณหภูมิสูงเกินไป 
โปรตีน กรดนวิคลิอิก และไขมัน ที่มีอยูในจุลินทรียก็จะถูกทําลาย (van de Vossenberg et al., 1999; 
Saint-Pierre-Chazalet et al., 2002)  
 

จากผลการทดลองนี้ การเตบิโตของ Bacillus spp. ทั้ง 4 สายพันธุ ที่ 30 และ 37oC ดี
ใกลเคียงกัน แตที่ 37oC เติบโตดีกวาที่ 30oC เล็กนอย ดังนั้นจึงเลือกเพาะเลี้ยง Bacillus spp. ที่
อุณหภูมิ 37oC ในทุกการทดลอง 
 

4.3 ผลของแหลงคารบอนและไนโตรเจนตอการเติบโตของ Bacillus spp. 
   

Bacillus เติบโตไดดีในอาหารสําเร็จรูป NB ซ่ึงมีราคาสูงมาก หากจะนําไปใชเปน
อาหารเพื่อผลิต Bacillus ในระดบัอุตสาหกรรมอาจไมคุมคา ดังนั้นจึงตองหาอาหารเลี้ยงเชื้อที่มี
ปริมาณมากและราคาถูก อีกทั้งมีธาตุอาหารที่เพียงพอเหมาะสมตอการเติบโตของ Bacillus ได 
ดังนั้นในการทดลองนี้จะศกึษาการเพาะเลี้ยง Bacillus spp. ในอาหารดัดแปร 4 สูตร ที่ใชแหลง
คารบอนและแหลงไนโตรเจนราคาถูก โดยเลือกใชกากน้ําตาลและน้ําตาลซูโครสเปนแหลง
คารบอน ใชโมโนโซเดียมกลูตาเมตและแอมโมเนียมฟอสเฟต เปนแหลงอินทรียไนโตรเจนและอนิ
นทรียไนโตรเจน อาหารทัง้ 4 สูตร ไดแก molass-NaCl (M+NaCl), molass-Sandril salt-
monosodium glutamate (M+S+Mo), sucrose-Sandril salt-monosodium glutamate (Su+S+Mo) 
และ sucrose-Sandril salt-di ammonium phosphate (Su+S+diAm)  
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ภาพที่ 13  ผลของอาหารดัดแปรตอการเตบิโตของ B17  
 

      ภาพที่ 13 แสดงใหเหน็วา B17 เติบโตไดดีเมื่อใชกากน้ําตาลเปนแหลงคารบอนใน
อาหาร M+NaCl มีอัตราการเติบโตจําเพาะเทากับ 0.1531 h-1 และไดปริมาณเซลลสูงสุดเทากับ 
1.47x109 cfu/ml ที่ 48 ช่ัวโมง เมื่อเติมโมโนโซเดียมกลูตาเมตเปนแหลงไนโตรเจนในอาหาร 
M+S+Mo พบวา B17 มีการเติบโตดีขึน้และดีที่สุดเมื่อเทียบกับอาหารสูตรอื่นๆ โดยมีอัตราการ
เติบโตจําเพาะเทากับ 0.1781 h-1 และไดเซลลสูงสุดเทากับ 2.85x109 cfu/ml ที่เวลา 60 ช่ัวโมง  

 
      เมื่อเปลี่ยนแหลงคารบอนจากกากน้ําตาลเปนน้ําตาลทรายในอาหาร Su+S+Mo พบวา 

B17 มีการเติบโตไดนอยกวาใชกากน้ําตาลเปนแหลงคารบอนโดยมอัีตราการเติบโตจําเพาะเทากบั 
และ 0.1261 h-1 และไดปริมาณเซลลสูงสุดเทากับ 1.72x109  cfu/ml ที่เวลา 48 ช่ัวโมง ทั้งนี้เนื่องจาก
ในกากน้ําตาลมีสารประกอบไนโตรเจนหลายชนิดรวมทั้งกรดอะมิโนและวิตามินที่อาจเปน
ประโยชนตอการเติบโตของ B17 สวนการใชแอมโมเนียมฟอตเฟตเปนแหลงไนโตรเจนในอาหาร 
Su+S+diAm พบวา B17 มีการเติบโตไดต่ํา มีอัตราการเติบโตจําเพาะเทากับ 0.0413 h-1 และได
ปริมาณเซลลสูงสุดเทากับ 3.20x107 cfu/ml ที่เวลา 60 ช่ัวโมง  
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ภาพที่ 14  ผลของอาหารดัดแปรตอการเตบิโตของ B19  
 

      เมื่อพิจารณาภาพที่ 14 พบวา B19 เติบโตไดดีเมื่อใชกากน้ําตาลเปนแหลงคารบอนใน
อาหาร M+NaCl มีอัตราการเติบโตจําเพาะเทากับ 0.1021 h-1 และไดปริมาณเซลลสูงสุดเทากับ 
2.20x109 cfu/ml ที่เวลา 60 ช่ัวโมง เมื่อเติมโมโนโซเดียมกลูตาเมตเปนแหลงไนโตรเจนในอาหาร 
M+S+Mo พบวา B19 มีการเติบโตดีขึน้และดีที่สุดเมื่อเทียบกับอาหารสูตรอื่นๆ โดยมีอัตราการ
เติบโตจําเพาะเทากับ 0.1566 h-1 และไดเซลลสูงสุดเทากับ 4.20x109 cfu/ml ที่เวลา 48 ช่ัวโมง เมื่อ
เปล่ียนแหลงคารบอนจากกากน้ําตาลเปนน้าํตาลทรายในอาหาร Su+S+Mo พบวา B19 มีการเติบโต
ไดไมดีโดยมีอัตราการเติบโตจําเพาะเทากับ 0.0835 h-1 และไดปริมาณเซลลสูงสุดเทากับ 4.90x109  
cfu/ml ที่เวลา 48 ช่ัวโมง สวนการใชแอมโมเนียมฟอตเฟตเปนแหลงไนโตรเจนในอาหาร 
Su+S+diAm พบวา B19 มีการเติบโตไดต่ํา  มีอัตราการเติบโตจําเพาะเทากับ 0.0694 h-1 และได
ปริมาณเซลลสูงสุดเทากับ 2.60x108 cfu/ml ที่เวลา 36 ช่ัวโมง  
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ภาพที่ 15  ผลของอาหารดัดแปรตอการเตบิโตของ B21  
 

       ดังภาพที ่ 15 พบวา B21 เติบโตไดดีเมื่อใชกากน้ําตาลเปนแหลงคารบอนในอาหาร 
M+NaCl มีอัตราเติบโตจําเพาะเทากับ 0.1280 h-1 และไดปริมาณเซลลสูงสุดเทากับ 1.06x109  cfu/ml 
ที่เวลา 48 ช่ัวโมง เมื่อเติมโมโนโซเดียมกลูตาเมตเปนแหลงไนโตรเจนในอาหาร M+S+Mo พบวา 
B21 มีการเติบโตดีขึ้นและดีที่สุดเมื่อเทียบกับอาหารสูตรอื่นๆ โดยมีอัตราการเติบโตจําเพาะเทากับ 
0.1763 h-1 และไดปริมาณเซลลสูงสุดเทากับ 2.50x109 cfu/ml ที่เวลา 36 ช่ัวโมง เมื่อเปล่ียนแหลง
คารบอนจากกากน้ําตาลเปนน้ําตาลทรายในอาหาร Su+S+Mo พบวา B21 มีการเติบโตไดดีใกลเคียง
กับการใชกากน้ําตาลเปนแหลงคารบอนในอาหาร M+S+Mo โดยมีอัตราเติบโตจําเพาะเทากับ 
0.1616 h-1 และไดปริมาณเซลลสูงสุดเทากับ 2.00x109  cfu/ml ที่เวลา 72 ช่ัวโมง สวนการใช
แอมโมเนียมฟอตเฟตเปนแหลงไนโตรเจนในอาหาร Su+S+diAm พบวา B21 มีการเติบโตได
พอสมควร มีอัตราการเติบโตจําเพาะเทากบั 0.1058 h-1 และไดปริมาณเซลลสูงสุดเทากับ 7.00x108 
cfu/ml ที่เวลา 48 ช่ัวโมง 
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ภาพที่ 16  ผลของอาหารดัดแปรตอการเตบิโตของ B25  
 

      B25 เติบโตไดดีเมื่อใชกากน้ําตาลเปนแหลงคารบอนในอาหาร M+NaCl (ภาพที ่ 16) มี
อัตราการเติบโตจําเพาะเทากบั 0.153 h-1 และไดปริมาณเซลลสูงสุดเทากับ 8.60x108 cfu/ml ที่เวลา 
48 ช่ัวโมง เมือ่เติมโมโนโซเดียมกลูตาเมตเปนแหลงไนโตรเจนในอาหาร M+S+Mo พบวา B25 มี
การเติบโตดีขึน้และดีที่สุดเมื่อเทียบกับอาหารสูตรอื่นๆ โดยมีอัตราการเติบโตจําเพาะเทากับ 0.1658 
h-1 และไดปริมาณเซลลสูงสุดเทากับ 1.94x109 cfu/ml ที่เวลา 48 ช่ัวโมง เมื่อเปลี่ยนแหลงคารบอน
จากกากน้ําตาลเปนน้ําตาลทรายในอาหาร Su+S+Mo พบวา B25 มีการเติบโตไดนอยกวาใช
กากน้ําตาลเปนแหลงคารบอนโดยมีอัตราเติบโตจําเพาะเทากับ 0.1464 h-1 มีปริมาณเซลลสูงสุด
เทากับ 1.24x109 cfu/ml ที่เวลา 48 สวนการใชแอมโมเนยีมฟอตเฟตเปนแหลงไนโตรเจนในอาหาร 
Su+S+diAm พบวา B25 มีการเติบโตไดพอสมควร มีอัตราการเติบโตจําเพาะเทากับ 0.1410 h-1 และ
ไดปริมาณเซลลสูงสุดเทากับ 4.15x108 cfu/ml ที่เวลา 48 ช่ัวโมง  
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ตารางที่ 8  อัตราการเติบโตจาํเพาะและปรมิาณเซลลสูงสุดของ Bacillus spp. ในอาหารดัดแปร  
 

อาหารดัดแปร Bacillus 
 spp. 

พารามิเตอร 
M+NaCl M+S+Mo Su+S+Mo Su+S+diAm 

B17 μ (h-1) 0.1531 0.1781 0.1261 0.0413 
 cellmax (cfu/ml) 1.47x109 2.85x109 1.72x109 3.20x107 

B19 μ (h-1) 0.1021 0.1566 0.0835 0.0694 
 cellmax (cfu/ml) 2.20x109 4.20x109 4.90x109 2.60x108 

B21 μ (h-1) 0.1280 0.1763 0.1616 0.1058 
 cellmax (cfu/ml) 1.06x109 2.50x109 2.00x109 7.00x108 

B25 μ (h-1) 0.1530 0.1658 0.1464 0.1410 
 cellmax (cfu/ml) 8.60x108 1.94x109 1.24x109 4.15x108 

 
      ดังแสดงในตารางที่ 8 เปรียบเทยีบการใชกากน้าํตาลเปนแหลงคารบอนกับน้ําตาล

ซูโครส ในอาหาร M+S+Mo และ Su+S+Mo พบวา B17, B19, B21 และ B25 สามารถใช
กากน้ําตาลเปนแหลงคารบอนไดดกีวาน้ําตาลซูโครส ถึงแมวาจะไดปริมาณเซลลสูงสุดใกลเคียงกนั 
แตใชกากน้ําตาลมีอัตราการเติบโตจําเพาะสูงกวามาก สวนการใชโมโนโซเดียมกลูตาเมตเปนแหลง
อินทรียไนโตรเจน เปรียบเทียบระหวางอาหาร M+S+Mo และ M+NaCl พบวาจลิุนทรียทดสอบทั้ง 
4 สายพันธุ เตบิโตไดดีขึ้น โดยมีอัตราการเติบโตจําเพาะเพิ่มสูงขึ้น และมีปริมาณเซลลสูงสุดเพิ่มขึ้น
ประมาณสองเทา สําหรับการใชแอมโมเนียมฟอสเฟตเปนแหลงอนนิทรียไนโตรเจน เปรียบเทียบ
ระหวางอาหาร Su+S+diAm และ M+S+Mo พบวา B25 มีอัตราการเติบโตจําเพาะใกลเคยีงกับใน
อาหารที่ใชโมโนโซเดียมกลูตาเมต แตมปีริมาณเซลลสูงสุดนอยกวา ในขณะที ่B17, B19 และ B21 
มีอัตราการเติบโตจําเพาะและปริมาณเซลลสูงสุดนอยกวาการใชโมโนโซเดียมกลูตาเมต โดยเฉพาะ
อยางยิ่ง B17 มีอัตราการเติบโตจําเพาะและปริมาณเซลลสูงสุดลดลงเปนอยางมาก เมื่อเทียบกับการ
ใชโมโนโซเดียมกลูตาเมตเปนแหลงไนโตรเจน 

 
      ดังนั้นจึงเลือกอาหาร M+S+Mo เปนอาหารที่เหมาะสม สําหรับการเพาะเลี้ยง Bacillus 

spp. เพื่อใชในการศึกษาพเีอชที่เหมาะสมตอการเติบโต โดยทําการทดลองในถังหมักตอไป 
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       ผลการทดลองที่ไดสอดคลองกับหลายงานวิจยั ที่รายงานผลการใชกากน้ําตาลเปน
แหลงคารบอนในการเพาะเลี้ยงจุลินทรียรวมทั้งการเพาะเลี้ยง Bacillus เนื่องจากกากน้ําตาลเปนของ
เหลือจากอุตสาหกรรมน้ําตาลทรายแตยังมธีาตุอาหารเหลืออยู กากน้ําตาลมีน้ําตาลเปนองคประกอบ
อยูประมาณ 50% (sucrose, fructose และ glucose) นอกนั้นเปนสารประกอบอื่นๆ รวมทั้งกรดอะมิ
โนและวติามนิ (Rodrigues et al., 2006) 

 
       Patel et al. (2005) รายงานการใชกากน้ําตาล เปนแหลงคารบอนในการเพาะเลี้ยง B. 

peudofirmus Ve1 พบวา B. peudofirmus Ve1 เติบโตและผลิตเอนไซมโปรติเอสไดดีในอาหารเลี้ยง
เชื้อที่ใชกากน้าํตาลเปนแหลงคารบอนปริมาณ 1% (v/v) เชนเดยีวกับ Shikha et al. (2006) ที่รายงาน
วา B. pantotheneticus ผลิตเอนไซมโปรติเอสในอาหารที่มีกากน้ําตาลเปนแหลงคารบอนไดดีกวา
ในอาหารที่มซูีโครสเปนแหลงคารบอน เชนเดยีวกับ Gouda et al. (2001) รายงานวา B. megaterium 
เติบโตและผลิต polyhydroxybutyrate (PHB) ไดดีในอาหารที่มีกากน้ําตาลปริมาณ 2% (v/v)  
 

       Dharmsthiti et al. (1985) รายงานการผลิต B. thuringiensis subsp. israelensis และ B. 
sphaericus strain 1593 โดยใชโมโนโซเดียมกลูตาเมตเปนแหลงอินทรียไนโตรเจน สวนรายงาน
การใช inorganic nitrogen เปนแหลงไนโตรเจนพบวาขึ้นกับชนิดของ Bacillus spp. โดย B. 
megaterium สามารถเติบโตไดในอาหารที่มีแอมโมเนียมฟอสเฟตเปนแหลงไนโตรเจน แต Bacillus 
spp. JB-99 ไมสามารถเติบโตและผลิตเอนไซมไดเมื่อใชแอมโมเนยีมซัลเฟตเปนแหลงไนโตรเจน 
(Johnvesly and Naik, 2001) 
 

Kulpreecha et al. (2009) ศึกษาการใชอาหารราคาถูกในการเพาะเลี้ยง B. megaterium 
BA-019 โดยทดลองเพาะเลีย้งเชื้อในอาหาร 4 สูตร คือ sucrose ammonium sulphate, aucrose urea, 
molasses ammonium sulphate และ molasses urea พบวาไดน้ําหนกัเซลลแหงเทากับ 1.96, 2.83, 
6.25 และ 7.05 g/l ตามลําดับ จากผลการทดลอง เชื้อสามารถใชโมลาสเปนแหลงคารบอนไดดกีวา
ใชซูโคส และใชอินทรยีไนโตเจนเปนแหลงไนโตรเจนไดดกีวาอนนิทรีย และสูตรอาหารที่ใชโม
ลาสผสมกับอินทรียไนโตรเจน เชื้อเติบโตไดดีที่สุด 
 

Mabrouk et al. (1999) ศึกษาการผลิต alkaline proteases จาก B. licheniformis ATCC 
21415 โดยเลี้ยงในอาหารที่แปรผันแหลงคารบอนและแหลงไนโตรเจน พบวา เชื้อสามารถผลิต 
alkaline proteases ในอาหารที่ใช sucrose เปนแหลงคารบอนไดดกีวาการใช molasses และใช 
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soybean (5%) ผสม ammonium phosphate (1%) เปนแหลงไนโตรเจนไดดีกวาใชยูเรียหรือน้ํา
ขาวโพด 
 

4.4 ผลของพีเอชตอการเติบโตของ Bacillus spp. 
                     
ผลการทดลองดังแสดงในภาพที่ 17 พบวาที่สภาวะควบคุมพีเอชเทากบั 6.0 และ 7.0 

B17 มีอัตราการเติบโตจําเพาะใกลเคยีงกันโดยมีคาเทากบั 0.4985 และ 0.4995 h-1 สวนที่พีเอช
เทากับ 5.0 มอัีตราการเติบโตจําเพาะต่ํากวาโดยมีคาเทากบั 0.4574 h-1 และที่พีเอช 7.0 ใหปริมาณ
เซลลสูงสุด (5.90x109 cfu/ml ที่ 12 ช่ัวโมง) สูงกวาที่พีเอชเทากับ 5.0 (3.45x109 cfu/ml ที่ 16 
ช่ัวโมง) และ 6.0 (2.90x109 cfu/ml ที่ 12 ช่ัวโมง) เมื่อเปรียบเทยีบผลกับการเพาะเลี้ยงแบบไม
ควบคุมพีเอช (พีเอชเริ่มตนประมาณ 5.32) ซ่ึงมีอัตราการเติบโตจําเพาะเทากบั 0.1781 h-1 และได
เซลลสูงสุดเทากับ 2.85x109 cfu/ml ที่เวลา 60 ช่ัวโมง พบวาการเพาะเลี้ยงแบบควบคุมพีเอชมีอัตรา
การเติบโตจําเพาะสูงกวามาก และมีเซลลสูงสุดสูงกวาแบบไมควบคมุพีเอช และใชเวลาในการ
เติบโตนอยกวามาก 
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Viable cell:   pH 5.0,    pH 6.0,    pH 7.0   
Sugar    :       pH 5.0,    pH 6.0,     pH 7.0   
 
ภาพที่ 17  ผลของพีเอชตอการเติบโตของ B17  
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Viable cell:   pH 5.0,    pH 6.0,    pH 7.0   
Sugar    :       pH 5.0,    pH 6.0,     pH 7.0   
 
ภาพที่ 18  ผลของพีเอชตอการเติบโตของ B21 
 

       จากผลการทดลองดังแสดงในภาพที่ 18 พบวาที่สภาวะควบคุมพีเอชเทากับ 6.0 และ 
7.0 B21 มีอัตราการเติบโตจาํเพาะใกลเคียงกันโดยมีคาเทากับ 0.4387 และ 0.4231 h-1 สวนที่พีเอช
เทากับ 5.0 มอัีตราการเติบโตจําเพาะต่ํากวาโดยมีคาเทากบั 0.3948 h-1 นอกจากนี้ทีพ่ีเอช 6.0 และ 
7.0 ยังใหปริมาณเซลลสูงสุดใกลเคียงกัน (4.10x109 cfu/ml ที่ 40 ช่ัวโมง และ 3.40x109 cfu/ml ที่ 40 
ช่ัวโมง ตามลําดับ) และสูงกวาที่พีเอชเทากบั 5.0 (1.94x109 cfu/ml ที่ 36 ช่ัวโมง)  

 
เมื่อเปรียบเทียบผลกับการเพาะเลี้ยงแบบไมควบคุมพีเอช (พีเอชเริ่มตนประมาณ 5.4) 

ซ่ึงมีอัตราการเติบโตจําเพาะเทากับ 0.1763 h-1 และไดปริมาณเซลลสูงสุดเทากับ 2.50x109 cfu/ml ที่
เวลา 36 ช่ัวโมง พบวาการเพาะเลี้ยงแบบควบคุมพีเอช มีอัตราการเติบโตจําเพาะสงูกวามากในทกุพี
เอช และมีเซลลสูงสุดสูงกวาแบบไมควบคุมพีเอชในเวลาใกลเคียงกนั ยกเวนที่ควบคุมพีเอชเทากับ 
5.0 ไดเซลลสูงสุดนอยกวาแบบไมควบคุมพีเอชที่ 36 ช่ัวโมง 
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Viable cell:   pH 5.0,    pH 6.0,    pH 7.0   
Sugar    :       pH 5.0,    pH 6.0,     pH 7.0   
 
ภาพที่ 19  ผลของพีเอชตอการเติบโตของ B25 
 

จากผลการทดลองดังแสดงในภาพที่ 19 พบวาที่สภาวะควบคุมพีเอชเทากับ 6.0 B25 มี
อัตราการเติบโตจําเพาะสูงที่สุดโดยมีคาเทากับ 0.4938 h-1 สวนที่พีเอชเทากับ 5.0 มีอัตราการเติบโต
จําเพาะสูงกวาที่พีเอช 7.0 เล็กนอยโดยมีคาเทากับ 0.3725 และ 0.3395 h-1 ตามลําดับ ที่พีเอช 6.0 ให  
ปริมาณเซลลสูงสุด (5.05x109 cfu/ml ที่ 20 ช่ัวโมง) สูงกวาที่พีเอชเทากับ 5.0 และ 7.0 (1.39x109 
cfu/ml ที่ 16 ช่ัวโมง และ 1.59x109 cfu/ml ที่ 24 ช่ัวโมง ตามลําดับ)     

 
       เมื่อเปรียบเทียบผลกับการเพาะเลี้ยงแบบไมควบคุมพเีอช (พีเอชเริม่ตนประมาณ 5.34) 
ซ่ึงมีอัตราการเติบโตจําเพาะเทากับ 0.1658 h-1 และไดปริมาณเซลลสูงสุดเทากับ 1.94x109 cfu/ml ที่
เวลา 48 ช่ัวโมง พบวาการเพาะเลี้ยงแบบควบคุมทุกพีเอชมีอัตราการเติบโตจําเพาะสูงกวามาก ที่
ควบคุมพีเอชเทากับ 5.0 และ 7.0 มีเซลลสูงสุดสูงใกลเคียงกับแบบไมควบคุมพเีอช แตใชเวลา
เติบโตนอยกวา    
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ในการทดลองนี้พบวาพเีอชที่เหมาะสมตอการเติบโตของ B17 และ B21  เทากับ 6.0 
และ 7.0 สวน B25 มีพีเอชที่เหมาะสมตอการเติบโตเทากับ 6.0 และการเติบโตของ B17, B21 และ 
B25 ในสภาวะที่ควบคุมพีเอชดีกวาทีไ่มควบคุม โดยดูไดจากคาอตัราการเติบโตจําเพาะ และ
ปริมาณเซลลสูง และเวลาที่ใชในการเตบิโต พีเอชที่เหมาะสมของแบคทีเรียทดสอบซึ่งใกลเคียงกับ
แบคทีเรียสวนใหญ ที่มีคาพเีอชในอาหารที่เหมาะสมตอการเติบโตอยูระหวาง 6.5-7.5 (Waites et 
al., 2001) ผลการทดลองสอดคลองกับรายงานของ Purivirojkul et al. (2005) ที่รายงานวา B. 
pumilus, B. sphaericus, และ B. subtilis ที่แยกไดจากกุงกลุาดํา สามารถเติบโตไดที่พีเอช 4 ถึง 11  

 
Moita et al. (2005) รายงานวา B. subtilis CCMI 355 เติบโตไดดีที่พีเอช 6 สวนที่พีเอช 

8 เปนสภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตสารยับยั้งเชื้อรา Botrytis cinerea, Penicillium expansum, 
Trichoderma spp., Trichoderma harzianum, Trichoderma koningii และ Trichoderma virgatum 
เชนเดยีวกับ Sen and Babub (2005) รายงานวา B. coagulans RK-02 มีสภาวะที่เหมาะสมตอการ
เติบโตที่พีเอช เทากับ 6.65 และ Anthony et al. (2009) พบวา Bacillus licheniformis AnBa9 มีพีเอช
ที่เหมาะสมเทากับ 6.5 
 

       ในทํานองเดียวกัน Bacillus spp. YAS1, B. flexus DSM 1320, B. megaterium DSM 
32, B. bataviensis DSM 1560, B. niacini DSM 2923 และ B. firmus DSM 12 มีพีเอชที่เหมาะสมใน
การเติบโตเทากับ 7 (Abdelkafi et al., 2005) และ B. coagulans เติบโตไดดใีกลเคียงกันที่พีเอช 6.0 
และ 7.0 (Payot et al., 1999) สอดคลองกับ Syu และ Chen (1997) ที่รายงานวาการเพาะเลี้ยง B. 
amyloliquefaceins แบบควบคุมพีเอชที่ 5.5, 6.3 และ 7.0 พบวา B. amyloliquefaceins เติบโตไดดี
ใกลเคียงกันทีพ่ีเอชเทากับ  6.3 และ 7.0 และเติบโตไมดีที่พีเอชเทากบั 5.5 โดยมีคาปริมาณเซลล
สูงสุดที่พีเอช 7.0 รองลงมาคือที่พีเอช 6.3 และ 5.5 ตามลําดับ นอกจากนี้ B. pumilus เติบโตที่พีเอช
เทากับ 7.0 ไดดีกวาทีพ่ีเอชเทากับ 5.6 (Marshall and Odame-Darkwah, 1995) เชนเดียวกับ Douglas 
et al. (1995) ที่พบวา B. pumilus  มีพีเอชที่เหมาะสมเทากับ 7.0   

 
พีเอชของอาหารเลี้ยงเชื้อมีอิทธิพลตอการควบคุมการสังเคราหสารชีวภาพตางๆ ของ

เซลล และระบบการขนสงอิออนผานเขาออกจากเซลล (Mayo and Noike, 1996) รวมทั้งสเถียรภาพ
ของโปรตีนหรือเอนไซมที่ผลิตออกจากเซลล (Rajakumara et al. (2008) พีเอชมีผลโดยตรงตอผนงั
เซลลซ่ึงมีหมู carboxylate, phosphate, และ amino groups ที่คอยจับกับสารตางๆ จากอาหารเลี้ยง
เชื้อ (Claessens et al. (2006) ซ่ึงประจุของหมูเหลานี้จะขึน้กับพีเอชของอาหารเลี้ยงเชื้อ แต
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โดยทั่วไปจะมปีระจุลบ เพื่อท่ีจะจับกับธาตุโลหะที่มีประจุบวก แลวนาํเขาไปใชประโยชนในเซลล 
(Wightman and Fein, 2005) ในระหวางที่แบคทีเรียเติบโตจะมีการเปลี่ยนแปลงพเีอชของอาหาร
เล้ียงเชื้อตลอดเวลา เนื่องจากการยอยสารอาหารและสารที่แบคทีเรียผลิตออกมา การเปลี่ยนแปลงพี
เอชจึงมีผลตอการเติบโตของแบคทีเรีย ดังนั้นจึงตองมีการควบคุมพีเอชเพื่อใหเหมาะสมตอการ
เติบโตของแบคทีเรียแตละชนิด  
 

5. ผลการศึกษาการทําแหงแบบพนฝอยของ Bacillus spp. B17 
  
              ในการทดลองนี้ศึกษาผลของชนิดอาหารเลี้ยงเชื้อ ระยะเวลาเพาะเลี้ยงเชื้อ สารพาและสาร
ปองกันเซลล ตอการรอดชีวติของ B17 ระหวางการทําแหงแบบพนฝอยที่อุณหภูมิอากาศเขาเทากบั 
130oC และอุณหภูมิอากาศออกเทากับ 70oC  
 
 5.1 ผลของอาหารเลี้ยงเชื้อ  
 

จากผลการทดลองในหัวขอ 4 พบวา MSMo เปนอาหารที่เหมาะสมสําหรับการผลิต 
B17 ในการทดลองนี้จึงศึกษาเปรียบเทยีบถึงอิทธิพลของอาหารเลี้ยงเชื้อนี้กับ NB ตอปริมาณเซลลมี
ชีวิตของ B17 หลังการทําแหงแบบพนฝอย  
 

      ภาพที่ 20 และ 21 แสดงผลของ MSMo และ NB ตอปริมาณเซลลมีชีวิตของ B17 กอน
และหลังการทาํแหงแบบพนฝอย พบวา B17 สามารถเติบโตไดดีในอาหารเลี้ยงเชื้อทัง้ 2 ชนดิ หลัง
เพาะเลี้ยงเปนเวลา 36 ช่ัวโมง ปริมาณเซลลที่ไดใกลเคียงกันเทากับ 9.30x109 และ 9.90x109 cfu/g 
ตามลําดับ หลังการทําแหงแบบพนฝอย พบวา B17 ที่เพาะเลี้ยงใน MSMo มีอัตราการรอดชีวิต 
1.33% (ปริมาณเซลลมีชีวิตลดลงจาก 9.30x109 เหลือ 1.24x108 cfu/g) ในขณะที่ B17 ที่เพาะเลีย้งใน 
NB มีอัตราการรอดชีวิต 3.38% (ปริมาณเซลลมีชีวิตลดลงจาก 9.90x109 เหลือ 3.35x108 cfu/g) ซ่ึง
สูงกวาที่เพาะเลี้ยงใน MSMo 2.5 เทา  

 
      ความชื้นของเชื้อผงที่ไดจากการทําแหง B17 (ภาพที ่21) มีคาประมาณ 3% ซ่ึงใกลเคียง

กับความชื้นของเชื้อผงอื่นๆ เชน Ananta et al. (2005) ทําแหง Lb. rhamnosus ใช skim milk, 
dextrose และ raftilose เปนสารพา พบวาเชื้อผงมีความชื้นเทากับ 3.7, 3.3 และ 3.7% ตามลําดับ 
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 ภาพที่ 20  ผลของอาหารเลี้ยงเชื้อตอปริมาณเซลลมีชีวิตของ B17  
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ภาพที่ 21  ผลของอาหารเลี้ยงเชื้อตออัตราการรอดชีวิตของ B17 และความชื้นของเชือ้ผง 
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      ในทํานองเดียวกัน Corbanie et al. (2007) ทําแหงไวรัส attenuated Newcastle disease 
virus เพื่อใชเปนวัคซีนปองกันโรคทางเดินหายใจในสัตวปก โดยใชสารพาชนดิตางๆ ไดแก 
trehalose, polyvinylpyrrollidone (PVP), bovine serum albumin  (BSA) พบวาเชือ้ผงมีความชื้น 
(moisture content: %) ดังนี้ trehalose ( 3.1%), trehalose-PVP (3.4%), trehalose-BSA (3.4%) และ 
trehalose-PVP-BSA (3.3%) และ Boza et al. (2004) ทําแหง Beijerinckia spp. ใช malt dextrin เปน
สารพาพบวามคีวามชื้นของเชื้อผงเทากับ 3.74% และผง B17 มีความชื้นนอยกวาการทําแหง Lb. 
rhamnosus GG (LGG) และ Lb. rhamnosus E-97800 (E800) ที่ใช skim milk, tehalose และ 
trehalose ผสม MSG เปนสารพา โดยมีคาความชื้นประมาณ 4.2% และ  4.43% ตามลําดับ (Sunny-
Roberts และ Knorr, 2009) 

 
การทําแหงแบบพนฝอยเปนวิธีที่ใชอุณหภมูิสูง ความรอนจะทําลายชั้นของฟอสโฟ

ลิพิดที่เยื่อหุมเซลลของแบคทีเรีย สงผลใหเยื่อหุมเซลลร่ัวและสารภายในเซลลรวมทั้งน้ําเคลื่อนยาย
ออกนอกเซลลไดงายขึ้น ทําใหเซลลไดรับบาดเจ็บหรือตายได (Ananta et al., 2005) จากผลการ
ทดลองจึงเห็นไดวาปริมาณเซลลมีชีวิตของ B17 ลดลงหลังจากการทาํแหงแบบพนฝอย ในอาหาร
เล้ียงเชื้อทั้งสองชนิด และเนือ่งจาก NB ประกอบดวยโปรตีน 2 ชนดิ คือ polypeptone และ beef 
extract จึงทําหนาที่เปนสารปองกันเซลลจากความรอนระหวางการทําแหงแบบพนฝอยได โดยการ
เคลือบที่ผิวของแบคทีเรีย ทาํใหเซลลรอดชีวิตจากภาวะที่มีอุณหภูมิสูง (Meng et al., 2008) สงผล
ให B17 ที่เล้ียงใน NB ทนความรอนไดดีกวาที่เพาะเลี้ยงใน MSMo  

 
ดังภาพที2่2 พบวา การทําแหงแบบพนฝอยไมมีผลตอกจิกรรมการยับยั้งเชื้อกอโรคของ 

B17 ทั้งกอนและหลังการทําแหงของ B17 ที่เพาะเลี้ยงในอาหารทั้งสองชนิด B17 ยังคงกิจกรรมการ
ยับยั้ง VH05 และมีคาใกลเคียงกัน โดยใหคาบริเวณยับยั้งอยูในชวง 1.43±0.11 ถึง 1.53±0.04 cm 
สอดคลองผลงานวิจยัของ Hamsupo et al. (2005) ที่พบวาการทําแหงแบบพนฝอย L. reuteri 
KUBAC5 ไมมีผลตอการผลิตสารยับยั้ง อยางไรก็ตาม Zhou et al. (2004) รายงานวาหลังการทําแหง
แบบพนฝอย B. thuringiensis แสดงกิจกรรมการฆาแมลง Plutella xylostella ลดลง 
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ภาพที่ 22  ผลของอาหารเลี้ยงเชื้อตอกิจกรรมการยับยั้ง VH05 
 

       ผลการทดลองแสดงใหเห็นวาอาหารเลี้ยงเชื้อ มีผลตออัตราการรอดชีวิตของ B17 หลัง
การทําแหงแบบพนฝอย เนื่องจากอาหารเลี้ยงเชื้อมีผลโดยตรงตอเมทาบอลิซึมของเซลลและอาจ
ชวยปกปองเซลลจากสิ่งแวดลอมที่ไมเหมาะสม ตัวอยางเชน mannitol, sorbitol, glutamate, protein 
และ glycerol ในอาหารเลี้ยงเชื้อบางชนิด ชวยใหมีปริมาณเซลลรอดชีวิตจากการทาํแหงเพิ่มขึน้ได  
(Wisselink et al., 2002; Meng et al., 2008; Panoff et al., 2000) ในทํานองเดียวกนั Hamsupo et al. 
(2005) ศึกษาผลของอาหารเลี้ยงเชื้อตออัตราการรอดชีวติของ Lb. reuteri KUBAC5 ในการทําแหง
แบบพนฝอย พบวา Lb. reuteri KUBAC5 มีอัตราการรอดชีวิตหลังการทําแหงแบบพนฝอยเมื่อเล้ียง
ในอาหาร basal medium (92.5%) สูงกวาเล้ียงในอาหาร MRS broth (86.7%) 
 

ในการศึกษาขัน้ตอไป จะเลอืกใช NB สําหรับการเพาะเลี้ยง B17 เพื่อศึกษาปจจัยอ่ืนที่
มีผลตออัตราการรอดชีวิตของเซลลหลังการทําแหงแบบพนฝอย 
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5.2 ผลของระยะเวลาเพาะเลีย้งเชื้อ 
 

ผลการศึกษาระยะเวลาเพาะเลี้ยงเชื้อ (24, 36 และ 48 ช่ัวโมง) ตอปริมาณเซลลมีชีวติ
ของ B17 หลังการทําแหงแบบพนฝอย แสดงในภาพที ่23 ถึง 25 
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ภาพที่ 23  ผลของระยะเวลาเพาะเลี้ยงเชื้อตอปริมาณเซลลมีชีวิตของ B17  
 
              จากผลการทดลองดังแสดงในภาพที่ 23 พบวา B17 ที่ใชระยะเวลาเพาะเลี้ยงตางกันมีผล
ตอปริมาณเซลลมีชีวิตของ B17 หลังการทําแหงแบบพนฝอย โดย B17 ที่เพาะเลี้ยงเปนเวลา 24, 38 
และ 48 ช่ัวโมง มีปริมาณเซลลมีชีวิตเทากบั 9.90x109, 6.90x109 และ 8.80x109 cfu/g ตามลําดับ หลัง
การทําแหงแบบพนฝอยมีปริมาณเซลลมีชีวติเทากับ 3.35x108, 6.40x108 และ 7.75x108 cfu/g 
ตามลําดับ ดังภาพที่ 24 จะเหน็วาอัตราการรอดชีวิตของ B17 ที่เพาะเลี้ยงเปนเวลา 36 ช่ัวโมง 
(9.28%) สูงกวาที่  48 ช่ัวโมง (8.81%) และ 24 ช่ัวโมง (3.38%) ทั้งนี้เนื่องจาก B17 ที่เพาะเลี้ยงเปน
เวลา 36 และ 48 ช่ัวโมงอยูในระยะที่มีสปอร ทําใหทนตอความรอนในระหวางการทาํแหงแบบพน
ฝอยไดดกีวาทีเ่พาะเลี้ยงเปนเวลา 24 ช่ัวโมง สวนความชื้นของเชื้อผงที่ไดมีคาประมาณ 3% ซ่ึง
ใกลเคียงกับความชื้นของการทําแหงเชื้อชนิดอ่ืนๆ (Corbanie et al., 2007; Ananta et al., 2005; 
Boza et al., 2004) 
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ภาพที่ 24  ผลของระยะเวลาเพาะเลี้ยงเชื้อตออัตราการรอดชีวิตของ B17 และความชืน้ของเชื้อผง 
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ภาพที่ 25  ผลของระยะเวลาเพาะเลี้ยงเชื้อตอกิจกรรมการยับยั้ง VH05 
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      กิจกรรมการยับยั้ง VH05 หลังการทําแหงของ B17 ที่เพาะเลี้ยงใน NB ของทั้ง 3 
ระยะเวลาที่เพาะเลี้ยงมีคาใกลเคียงกัน และกิจกรรมการยับยั้ง VH05 กอนและหลังการทําแหงของ 
B17 ที่เพาะเลีย้งในอาหารแตละระยะเวลาก็มีคาใกลเคียงกัน โดยมีบริเวณยับยั้งอยูในชวง 1.54±0.05 
ถึง 1.40±0.07 cm (ภาพที่ 25) 

     
      ผลการทดลองแสดงใหเห็นวาระยะการเติบโตของเชื้อ มีผลตออัตราการรอดชีวิตของ 

B17 หลังการทําแหงแบบพนฝอย โดย B17 ที่อยูในระยะสปอร (36 และ 48 ช่ัวโมง) สามารถทน
ความรอนจากการทําแหงไดดีกวาในระยะที่ยังไมสรางสปอร สอดคลองกับ Raso et al. (1995) ที่
พบวา B. cereus ในระยะสปอรทนอุณหภูมิ (85-95oC) ที่สูงกวา ในระยะทีย่ังไมสรางสปอร (50-
60oC) (Byrne  et al., 2006) ในทํานองเดียวกัน B. licheniformis และ B. cereus strains Bce1 และ 
Bce9 ในระยะสปอรสามารถทนความรอนที่อุณหภูมิ 90-100oC ได (Laurent et al., 1999)  

 
      นอกจากนีย้ังมีรายงานวาเชื้อที่เติบโตอยูในระยะ stationary phase จะทนตอส่ิงแวดลอม

ไดดีกวาในระยะ growth phase (Lorca and de Valdez, 1999; Morgan et al., 2006; Gardiner et al., 
2000) โดยเฉพาะอยางยิ่ง Bacillus spp. ที่อยูในระยะสปอรจะมีความทนตอส่ิงแวดลอม เชน ความ
รอน รังสี และความดันสูง ไดมากกวาระยะที่ยังไมเปนสปอร (Elke et al., 2001) ตัวอยางเชนการทํา
แหงแบบพนฝอย B. cereus (ATCC 9139) ในระยะสปอร โดยใชนมผงเปนสารตัวพาที่ปริมาณเชื้อ
เร่ิมตน (1.9x107 cfu/ml) พบวามีปริมาณเซลลมีชีวิตหลังการทําแหงสูงมาก (2.0x107 cfu/g) (Paul et 
al., 1993) 

 
ดังนั้นจากผลการทดลองจึงเลือกเพาะเลี้ยง B17 เปนเวลาที่ 36 ช่ัวโมง เพื่อใชในการ

ทดลองตอไป เนื่องจากใหอัตราการรอดชีวิตหลังผานการทําแหงแบบพนฝอยสูงที่สุด 
 

5.3 ผลของสารพาและสารปองกันเซลล 
   

ในการทดลองนี้ใชสารพา ไดแก 20% maltodextrin (MD), 20% milk powder (MP) 
และ 15% maltodextrin ผสม 5% monosodium glutamate (MD+MSG) ผลแสดงในภาพที่ 26 ถึง 28  
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ภาพที่ 26  ผลของสารตัวพาและสารปองกนัเซลลตอการทําแหงแบบพนฝอยของ B17  
 

จากภาพที่ 26 อัตราการรอดชีวิตของ B17 ที่ใชมอลโทเดกซทรินผสมโมโนโซเดียมก
ลูตาเมตเปนสารพามีคาสูงที่สุด(63.48%) รองลงมาคือมอลโทเดกซทริน (8.53%) และนมผง 
(7.17%) เห็นไดวาการใชนมผงเปนสารตัวพา มีอัตราการรอดชีวิตหลังการทําแหงแบบพนฝอยนอย
ที่สุด เนื่องจากนมผงมีไขมนัอยูในปริมาณที่สูง (26.6) (Kim et al., 2002) ในขณะทําแหงแบบพน
ฝอย ผิวของอนุภาคจะประกอบดวยไขมันประมาณ 98% (Kim et al., 2005) ผิวของอนุภาคที่มี
ไขมันมากทําใหอนุภาคไดรับความรอนมากดวย (Nijdam and Langrish, 2006) ดังนั้นจึงเปนสาเหตุ
ที่ทําใหเซลลมีอัตราการรอดชีวิตนอย  
 

เมื่อเปรียบเทียบกับหางนม (skim milk) ที่นิยมใชเปนสารพาและสารปกปองเซลลใน
การทําแหงแบบพนฝอย   หางนมมีไขมันเปนองคประกอบเพยีง (1%) เมื่อทําแหงแบบพนฝอย 
อนุภาคของหางนมมีไขมันทีผิ่วประมาณ 18% และโปรตีนจากหางนมยังชวยปกปองเซลลไมให
บาดเจ็บ ดวยการเคลือบผนังเซลลแบคทีเรียทําใหเยื่อหุมเซลลเสถียรข้ึน (Meng et al., 2008) ทําให
เมื่อใชหางนมเปนสารพาหรือสารปองกันเซลลจึงมีอัตราเซลลรอดชีวิตที่สูง ตัวอยางการใชหางนม
เปนสารพาในการทําแหงแบบพนฝอยเอนไซมและแบคทีเรียโปรไบโอติก เชน การทําแหงแบบพน
ฝอยเอนไซม galactosidase ที่ผลิตโดย Lb. delbrueckii subsp. Bulgaricus ATCC 11842 พบวา
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เอนไซมมีกิจกรรมหลังผานการทําแหง 92.2% (Vasiljevic and Jelen, 2003) และการทําแหง Lb. 
paracasei NFBC 338 มีอัตราการรอดชีวติสูงถึง 84.5% (Gardiner et al., 2002) สอดคลองกับ Lian 
et al. (2002) ทําแหง Bifidobacterium infantis CCRC 14633 มีเซลลรอดชีวิต 82.6% แตเนื่องจาก
หางนมมีราคาที่สูง จึงอาจไมคุมทุนทางดานการผลิต  

 
 B17 ที่ใชมอลโทเดกซทรินเปนสารพา มีอัตราการรอดชีวิตสูงกวาการใชนมผง 

เนื่องจากมอลโทเดกซทรินจะชวยปกปองเซลลในขณะทาํแหงแบบพนฝอย โดยทําหนาที่เหมือน
สารปกปองการถูกออกซิไดซ (antioxidant) เคลือบผนังเซลล ชวยปองกันการรั่วของเยื่อหุมเซลล
จากการถูกออกซิไดซของไขมัน (Santivarangkna et al., 2008) นอกจากนี้มอลโทเดกซทรินยังเปน
สารพาที่นิยมใชในการทําแหงทั้งเอนไซมและแบคทีเรียโปรไบโอติก เนื่องจากราคาไมแพงและให
เซลลมีชีวิตหลังการทําแหงแบบพนฝอยสงู  

 
ตัวอยางเชนการทําแหงเอนไซมเซลลลูเลสที่ผลิตโดย Penicillium occitanis มีผลได

ของผลิตภัณฑ (yield) เทากบั 85% (Belghith et al., 2001) การทําแหง  Beijerinckia spp. มีอัตราการ
รอดชีวิตเทากบั 14.17% (Boza et al., 2004) นอกจากนี้ Rodriguez-Huezo et al. (2007) ใชมอลโท
เดกซทรินเปนสารปองกันเซลล เพื่อเพิ่มอัตราการรอดชีวิตในการทําแหงแบบพนฝอย 
Bifidobacterium bifidum พบวาใชสารพาผสม 50% gum arabic (GA) และ 50% mesquite gum 
(MG) มีอัตราการรอดชีวิต 108 cfu/g และเมื่อเติมมอลโทเดกซทรินในสารพาผสม (17%GA-
66%MG-17%MD) ทําใหมีอัตราการรอดชีวิตเพิ่มสูงขึ้นเปน 5.3x1010 cfu/g  
 

จากผลการทดลองจะเหน็ไดวา การใชโมโนโซเดียมกลูตาเมตเปนสารปองกันเซลล
รวมกับสารพามอลโทเดกซทริน ใหอัตราการรอดชีวิตของ B17 สูงขึ้นอยางมากเมือ่เปรียบเทียบกับ
การใชเฉพาะมอลโทเดกซทรินและนมผงเปนสารพา เนื่องจากสารปองกันเซลลจะชวยปกปองเซลล
จากกระบวนการทําแหงได (Desmond et al., 2002) โดย glutamate จะจับตัวกับกรดอะมิโนเกดิเปน
โปรตีนชวยปกปองเซลลไมใหบาดเจ็บ ดวยการเคลือบผนังเซลลแบคทีเรียชวยทําใหเยื่อหุมเซลล
เสถียรขึ้น (Meng et al., 2008) 

  
การทําแหงแบบพนฝอยโดยใช โมโนโซเดียมกลูตาเมตเปนสารปกปองเซลล 

สอดคลองกับงานวิจยัของ Sunny-Roberts and Knorr (2009) ที่ศึกษาการใชโมโนโซเดียมกลูตาเมต 
เปนสารปองกันเซลลในการทําแหง Lb. rhamnosus GG (LGG) และ Lb. rhamnosus E-97800 
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(E800) โดยใช trehalose 20% (w/w) และ trehalose 20% (w/w) ผสม 12.5 g/l monosodium 
glutamate (MSG) ผลการทดลองพบวา Lb. rhamnosus GG ที่ใช tehalose มีเซลลรอดชีวิต 70.58% 
และ trehalose ผสม MSG มีเซลลรอดชีวิตเพิ่มขึ้นเปน 91.04%  สําหรับ Lb. rhamnosus E-97800 
(E800) ที่ใช tehalose มีเซลลรอดชีวิตเพียง 19.21% แตเมื่อใช trehalose ผสม MSG มีเซลลรอดชีวิต
เพิ่มขึ้นอยางมากเปน 86.66%  

 
นอกจากนี้ Sunny-Roberts and Knorr (2009) ยังพบวาเมื่อใชหางนมเปนสารพา  

Lb.acillus rhamnosus GG (LGG) และ Lb. rhamnosus E-97800 (E800) มีเซลลรอดชีวิตเทากบั  
75% และ 55% ตามลําดับ ซ่ึงมากกวาการใช tehalose แตนอยกวาการใช trehalose ผสม MSG เปน
สารปองกันเซลล และจากงานวิจยัเดยีวกันยังพบวา MSG ชวยเพิ่มความคงทนของผนังเซลลตอการ
ยอยของเอนไซม lysozyme ได  โดย Lb. rhamnosus GG (LGG) และ Lb. rhamnosus E-97800 
(E800) ที่ใช tehalose เปนสารตัวพา มีเซลลรอดชีวิตจากการยอยเทากับ 78.5% และ 3.1% 
ตามลําดับ ในขณะทีใ่ช trehalose ผสม MSG เปนสารพา  มีเซลลรอดชีวิตจากการยอยเพิ่มขึ้นเทากับ 
94.4 และ 62.6% ตามลําดับ 

 
ชนิดของจุลินทรียเปนอีกปจจัยหนึ่งที่สําคัญ ตออัตราการรอดชีวิตของจุลินทรีย 

หลังจากผานการทําแหงแบบพนฝอย ตัวอยางเชน เมื่อใช skim milk เปนสารตัวพาเหมือนกนั  
Gardiner et al. (2002) ทําแหง Lb. paracasei NFBC 338 มีอัตราการรอดชีวติสูงถึง 84.5% 
สอดคลองกับ Lian et al. (2002)  ที่ทําแหง B. longum B6 พบวา มีอัตราการรอดชีวิตสูงถึง 82.59% 
ในขณะที ่ Costa et al. (2002) ทําแหง Pantoea agglomerans strain CPA-2 มีอัตราการรอดชีวิต
เทากับ 50% และ Boza et al. (2004) ทําแหงแบบพนฝอย Beijerinckia sp. มีเซลลรอดชีวิตเทากบั 
9.14% สวน Gardiner et al. (2000) ทําแหง Lb. salivarius UCC 118 มีอัตราการรอดชีวิตเพียง 1% 
เปนตน 

 
นอกจากนี้จากผลการทดลองยังพบวากิจกรรมการยับยั้ง VH05 หลังการทําแหงของ 

B17 โดยใชสารพาทั้ง 3 ชนิดมีคาใกลเคยีงกัน และกิจกรรมการยับยัง้ VH05 กอนและหลังการทาํ
แหงของ B17 ที่ใชสารพาทั้ง 3 ชนิดมีคาใกลเคียงกัน (ภาพที่ 27)  
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ภาพที่ 27  ผลของสารตัวพาและสารปองกนัเซลลตอกิจกรรมการยับยั้ง V. harveyi VH05 
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ภาพที่ 28  ผลของสารตัวพาและสารปองกันเซลลตออัตราการรอดชีวิตของ B17 และความชืน้ของ
เชื้อผง 



 

 

 

83 

 ความชื้นของผง B17 จากการทําแหงแบบพนฝอยดวยสารพาชนิดตางๆ มีคาต่ํา (ภาพที่ 28) และ
ใกลเคียงกับการทําแหงแบบพนฝอยเชื้อชนิดอ่ืนๆ (Corbanie et al., 2007; Ananta et al., 2005; Boza 
et al., 2004) 
 

5.4 ผลการใชผง B17 เปนหวัเช้ือในอาหารเลี้ยงเชื้ออยางงาย 
   

       เพื่อความสะดวกและประหยดัในการนําผง B17 ไปใชเปนหวัเช้ือ เพื่อเพิ่มจํานวนเชื้อ
ไวใชผสมอาหารกุงกุลาดํา จงึจําเปนตองศกึษาความสามารถเพิ่มจํานวนของเชื้อผง B17 ในอาหาร
ราคาถูกชนิดตางๆ ที่หาไดงายและสะดวกในการเตรียม ที่ผานมาเคยมีการศึกษาการเพิ่มจํานวน 
Bacillus ในระดับอุตสาหกรรมโดยใชอาหารราคาถูกหลายชนิด เชน น้ํามันฝร่ัง น้ําตาล น้ําถ่ัว
เหลือง นมผง และน้ําขาวโพด เปนตน (Prabakaran et al., 2007; Ghribi et al., 2007) สําหรับการ
ทดลองนี้จะใชผง B17 เปนหวัเช้ือ  ในอาหารเลี้ยงเชื้ออยางงาย 5 ชนิด ไดแก Normal saline (NS), 
Coconut juice (Coco), Shrimp feed medium (SF), Molass medium (Mo)  Molass-sandril salt- 
monosodium glutamate medium (MSMo) และอาหารสําเร็จรูป Nutrient broth (NB) 

 
ตารางที่ 9  ผลการใชผง B17 เปนหวัเช้ือในอาหารเลี้ยงเชือ้อยางงาย  
 

ปริมาณเซลลมีชีวิต 
(cfu/ml) 

กิจกรรมการยบัยั้ง 
VH05 

(cm ± S.D.) 

อาหารเลี้ยงเชือ้ 

0 ช่ัวโมง 24 ช่ัวโมง 36 ช่ัวโมง 24 ช่ัวโมง 36 ช่ัวโมง 
Normal saline (NS) 3.60x106 4.95x108 6.45x108 1.40±0.07 1.38±0.04 
Nutrient broth (NB) 3.95x106 1.55x109 1.88x109 1.50±0.00 1.50±0.07 
Shrimp feed medium (SF) 4.30x106 1.26x109 7.50x108 1.48±0.04 1.45±0.00 
Molass medium (Mo) 3.50x106 7.90x108 3.95x108 1.43±0.04 1.43±0.04 
Molass-sandril salt- 
monosodium glutamate 
medium (MSMo) 

3.85x106 1.48x109 1.16x109 1.50±0.00 1.48±0.04 

Coconut juice (Coco) 4.60x106 1.40x109 1.08x109 1.48±0.04 1.45±0.00 
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ผลการทดลองดังแสดงในตารางที่ 9 พบวา เมื่อเวลาผานไป 24 ช่ัวโมง B17 ใน NS 
และ Mo มีปริมาณเซลลมีชีวติประมาณ 108 cfu/ml สวน SF, MSMo และ Coco มีปริมาณเซลลมี
ชีวิตใกลเคียงกับ NB โดยมีเซลลประมาณ 109 cfu/ml สําหรับที่ 36 ช่ัวโมงในอาหารทุกชนิดมี
ปริมาณเซลลมีชีวิตใกลเคียงกับที่ 24 ช่ัวโมง สวนกิจกรรมการยับยั้ง VH05 หลังการเพิ่มจํานวนใน
อาหารทั้ง 5 ชนิด รวมทั้ง NB พบวามีกจิกรรมการยับยั้ง VH05 ใกลเคียงกันทั้งที่ 24 ช่ัวโมงและ 36 
ช่ัวโมง  

 
       ผลการทดลองจะเหน็ไดวา ผง B17 สามารถใชเปนหัวเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้ออยางงาย

ไดทั้ง 5 ชนิด ใหปริมาณเซลลสูง (4.95x108 ถึง 1.48x109 cfu/ml) ใกลเคียงหรือเทากบัเพาะเลี้ยงใน 
NB (1.55x109 cfu/ml) และใชเวลาเพาะเลีย้ง (24 ช่ัวโมง) เทากับการใชเชื้อสดเปนหัวเช้ือ สําหรับ 
NS ซ่ึงมีแตโซเดียมคลอไรดเพียงอยางเดยีว B17 ก็สามารถเติบโตได (4.95x108 cfu/ml) เนื่องจาก
เชื้อใชอาหารจากสารพา (มอลโทเดกซทรินผสมโมโนโซเดียมกลูตาเมต) และโซเดียมคลอไรดจาก 
NS ในการเติบโต แตปริมาณเซลลที่ไดยังนอยกวาอาหารอยางงายชนดิอื่นๆ  

 
       ผง B17 ที่เพาะเลี้ยงใน Mo ไดปริมาณเซลลมากกวา (7.90x108 cfu/ml) เพาะเลีย้งใน 

NS เนื่องจากในกากน้ําตาลนอกจากมีน้าํตาลเปนองคประกอบหลายชนิดแลว ยังมีสารประกอบ
ไนโตรเจนหลายชนิด รวมท้ังกรดอะมิโนและวิตามินที่เปนประโยชนตอการเติบโตของ B17 
(Rodrigues et al., 2006) ผลการทดลองที่ไดสอดคลองกับ Nakajima-Kambe et al. (1999) และ 
Kulpreecha et al. (2009) ที่รายงานวา  Bacillus spp. MD32 และ B. megaterium BA-019 สามารถ
เติบโตไดในอาหารกากน้าํตาล เชนเดียวกบั  Shikha et al. (2007) ที่เพาะเลี้ยง B. pantotheneticus 
เพื่อผลิตเอนไซมโปรติเอสจากอาหารที่เตรียมจากกากน้ําตาล  
 
        สําหรับ MSMo ที่ใชผง B17 เปนหวัเช้ือ พบวา B17 สามารถเติบโตไดดี (1.48x109 
cfu/ml) เนื่องจากมีกากน้ําตาลเปนแหลงคารบอน โมโนโซเดียมกลูตาเมตเปนแหลงอินทรีย
ไนโตรเจนและมีเกลือ Sandril เปนแหลงแรธาตุ ในทํานองเดียวกนั B17 เติบโตไดดีในน้ํามะพราว 
(Coco) (1.40x109 cfu/ml) เนื่องจากน้ํามะพราว มีสารอาหารหลายชนิดที่เปนประโยชนตอการ
เติบโตของเชื้อ เชน คารโบไฮเดรต โปรตนีและไขมนั รวมทั้งแรธาตุตางๆ โดยเฉพาะ phosphorus 
และ potassium (Walter et al., 2009; Fonseca et al., 2009) ผลการทดลองสอดคลองกับ Prabakaran 
et al. (2008) ที่รายงานวา B. thuringiensis เติบโตไดดีมากในน้ํามะพราว ไดปริมาณเซลลเทากบั 
3.3x1011 cfu/ml      
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B17 เติบโตใน SF (1.26x109 cfu/ml) ไดดีใกลเคียงกับ MSMo, Coco และ NB 
เนื่องจากอาหารกุงประกอบดวยสารอาหารมากมาย เชน ปลาปน หัวกุงปน ถ่ัวเหลืองปน ขาวโพด
ปน และ น้ํามนัปลา เปนตน (Rout and Bandyopadhyay, 1999; Cordova-Murueta and Garcia-
Carreno, 2002) SF เตรียมไดงายและราคาถูก โดยละลายอาหารกุงในน้ําซ่ึงสะดวกและประหยัด 
นอกจากนี้การที่ B17 เติบโตในอาหารชนิดนี้ไดดี แสดงใหเห็นวาเชื้อนี้จะชวยกําจัดอาหารกุงที่
เหลืออยูในบอเล้ียงกุงได ทาํใหสามารถลดการเนาเสียของน้ําในบอกุงได 

 
การใชผง B17 เปนหัวเชื้อ นอกจาก B17 จะเติบโตไดดีในอาหารเลี้ยงเชื้ออยางงายแลว 

B17 ที่ไดจากการขยายจํานวนยงัคงมีกิจกรรมการยับยั้ง VH05 เหมอืนเดิมอีกดวย ยิ่งไปกวานั้น
สามารถใชผง Bacillus spp. เปนหวัเช้ือไดทันที โดยไมตองนําไปเลีย้งในอาหารเลี้ยงเชื้อกอน  ซ่ึง
ดีกวาการใชเชือ้ผง Lactobacillus spp. ที่ตองนําไปเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อกอนนําไปใชเปนหวัเช้ือ 
เนื่องจากเซลลไดรับบาดเจ็บจากการทําแหงจํานวนมาก ถานําไปใชเปนหวัเช้ือทันทีจะไดเซลล
ปริมาณต่ําและเซลลเติบโตชา เพราะตองใชเวลาในระยะ lag phase นาน (Boza et al., 2004) 
 

5.5 ผลการหาคาความเขมขนต่ําสุดของผง B17 ที่ยับยั้ง VH05 โดยวิธี co-culture 
 

ดังแสดงในภาพที่ 29 พบวาเมื่อใชผง B17 ปริมาณเชื้อเร่ิมตน 105 cfu/ml สามารถยับยั้ง
การเติบโตของ VH05 ที่ปริมาณเชื้อเร่ิมตน 102 cfu/ml ไดภายในเวลา 12 ช่ัวโมงและตอเนื่องไป
จนถึง 24 ช่ัวโมง แตในชั่วโมงที่ 24 จนถึง 48 พบวา VH05 สามารถกลับมาเติบโตไดอีก สวนการใช
ผง B17 ปริมาณเชื้อเร่ิมตน 106 และ 107 cfu/ml สามารถยับยั้งการเติบโตของ VH05 ไดภายในเวลา 
12 ช่ัวโมงและตอเนื่องไปจนครบ 48 ช่ัวโมง ผลการทดลองที่ไดสอดคลองกับรายงานของ 
Vaseeharan and Ramasamy (2003) ที่พบวา V. harveyi ที่ปริมาณเชื้อเร่ิมตน 102 cfu/ml เมื่อใช B. 
subtilis BT23  ปริมาณเชื้อเร่ิมตน 105 cfu/ml ไมสามารถยับยั้งการเติบโตของ V. harveyi ไดตองใช 
B. subtilis BT23  ปริมาณเชือ้เร่ิมตนตั้งแต 107 cfu/ml ถึง 109 cfu/ml จึงจะสามารถยับยั้งได  
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 ผง B17  VH05 (VH05+`ผง B17)  VH05 (Control) 

 
ภาพที่ 29  ผลของความเขมขนของผง B17 ตอการยับยั้งการเติบโตของ VH05 ที่ความเขมขน 102  
                 cfu/ml) 

   A: ผง B17 ที่ความเขมขน ปริมาณ 105 cfu/ml 
   B: ผง B17 ที่ความเขมขน ปริมาณ 106 cfu/ml 
   C: ผง B17 ที่ความเขมขน ปริมาณ 107 cfu/ml 
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 ผง B17  VH05 (VH05+`ผง B17)  VH05 (Control) 

 
ภาพที่ 30  ผลของความเขมขนของผง B17 ตอการยับยั้งการเติบโตของ VH05 ที่ความเขมขน 104  
                 cfu/ml) 

   A: ผง B17 ที่ความเขมขน ปริมาณ 105 cfu/ml 
   B: ผง B17 ที่ความเขมขน ปริมาณ 106 cfu/ml 
   C: ผง B17 ที่ความเขมขน ปริมาณ 107 cfu/ml 
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 ผง B17  VH05 (VH05+`ผง B17)  VH05 (Control) 

 
ภาพที่ 31  ผลของความเขมขนของผง B17 ตอการยับยั้งการเติบโตของ VH05 ที่ความเขมขน 106  
                 cfu/ml) 

   A: ผง B17 ที่ความเขมขน ปริมาณ 105 cfu/ml 
   B: ผง B17 ที่ความเขมขน ปริมาณ 106 cfu/ml 
   C: ผง B17 ที่ความเขมขน ปริมาณ 107 cfu/ml 
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ที่ VH05 ปริมาณเชื้อเร่ิมตน 104 cfu/ml (ภาพที่ 30) การใชผง B17 ปริมาณเชื้อเร่ิมตน 
105 และ 106 cfu/ml ไมสามารถยับยั้ง VH05 แตการใชผง B17 ปริมาณเชื้อเร่ิมตน 107 cfu/ml ยับยั้ง  
VH05 ไดภายในเวลา 12 ช่ัวโมงและตอเนื่องไปจนถึง 36 ช่ัวโมง ในชั่วโมงที่ 48 พบวา VH05 
สามารถกลับมาเติบโตไดอีก สําหรับที่ VH05 ปริมาณเชื้อเร่ิมตน 106 cfu/ml (ภาพที่ 31) B17 
ปริมาณเชื้อเร่ิมตน 105, 106 และ 107 cfu/ml ไมสามารถยับยั้งการเติบโตของ VH05  

        
ดังนั้นคาความเขมขนต่ําสุดของการใชผง B17 ยับยั้งการเติบโตของ VH05 ที่ปริมาณ

เชื้อเร่ิมตน 102 cfu/ml เทากับ 106 cfu/ml และ VH05 ที่ 104 cfu/ml เทากับ 107 cfu/ml สวน VH05 ที่  
106 cfu/ml ไมสามารถหาไดเนื่องจากปริมาณเชื้อของผง B17 เร่ิมตนที่ใช (107 cfu/ml) นอยเกนิไป 
จะเห็นไดวาผลการทดลองใชผง B17 ยับยั้ง VH05 โดยวิธี co-culture ใน NB ใกลเคียงกับผลการ
ทดลองที่ไดในหัวขอท่ี 3 ซ่ึงใชเชื้อสดยับยั้งการเติบโตของ VH05 แสดงใหเห็นวาผง B17 ที่ไดจาก
การทําแหงแบบพนฝอยยังคงมีประสิทธิภาพเชนเดยีวกบัเชื้อสดและสามารถใชแทนเชื้อสดได 
 

5.6 ผลของสารพา สารปองกันเซลลและอุณหภูมิตออัตราการรอดชีวิตของ B17 ในชวงการ
เก็บรักษา 

 
      ภาพที่ 32 แสดงผลของสารพา สารปองกันเซลล และอุณหภมูิที่เก็บรักษาเชื้อผงตอ

ปริมาณเซลลมีชีวิตของ B17 ในชวงการเก็บรักษา พบวาชนิดของสารพา สารปองกันเซลล และ
อุณหภูมิที่เก็บรักษา มีผลตอปริมาณเซลลมีชีวิตของ B17 เปนอยางมาก โดยผง B17 ที่ใชมอลโท
เดกซทรินเปนสารพาและเกบ็ที่อุณหภูมิ 4oC มีปริมาณเซลลมีชีวิตของ B17 ลดลงอยางชาๆ โดยมี
ปริมาณเซลลมีชีวิตลดลงจาก 6.65x108 เหลือ 4.75x108 cfu/g สวนที่เกบ็ที่ 30oC ปริมาณเซลลมีชีวิต
ของ B17 ลดลงเร็วกวาที่ 4oC โดยลดลงจาก 6.65x108 เหลือ 9.85x107 cfu/g ในเดือนที่ 6 

 
      ผง B17 ที่ใชนมผงเปนสารพาและเกบ็ที่อุณหภูมิ 4oC มีปริมาณเซลลมีชีวิตของ B17 

ลดลงอยางชาๆ เชนเดียวกับใชมอลโทเดกซทรินเปนสารพา โดยมีปริมาณเซลลมีชีวิตลดลงจาก 
5.95x108 เหลือ 4.55x108 cfu/g สวนที่เก็บที่ 30oC ปริมาณเซลลมีชีวิตของ B17 ลดลงเร็วกวาที ่4oC 
และลดลงมากวาใชมอลโทเดกซทรินเปนสารพา โดยลดลงจาก 5.95x108 เหลือ 8.75x107 cfu/g  
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ภาพที่ 32  ผลของ 20% Maltodextrin (A), 20% milk powder (B), 15% maltodextrin ผสม 5%  
                 monosodium glutamate (C) และอุณหภูมิตอปริมาณเซลลมีชีวิตของ B17 ในชวงการเก็บ  
                 รักษา 
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สําหรับ ผง B17 ที่ใชมอลโทเดกซทรินผสมโมโนโซเดียมกลูตาเมตเปนสารพาและเก็บ
ที่อุณหภูมิ 4oC มีปริมาณเซลลมีชีวิตของ B17 คอนขางคงที่ตลอด 6 เดือน โดยมีปริมาณเซลลมีชีวติ
ลดลงจาก 5.65x109 เหลือ 5.00x109cfu/g สวนที่เก็บที่ 30oC ปริมาณเซลลมีชีวิตของ B17 ลดลงนอย
มาก โดยเฉพาะเมื่อเทียบกับการใชมอลโทเดกซทรินและนมผงเปนสารพา โดยลดลงจาก 5.65x109 
เหลือ 4.75x109 cfu/g  
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ภาพที่ 33  ผลของสารพา สารปองกันเซลลและอุณหภูมิตออัตราการรอดชีวิตของ B17 ในชวงการ 
                 เก็บรักษา  
    

ดังแสดงในภาพที่ 33 พบวา การใชมอลโทเดกซทรินผสมโมโนโซเดียมกลูตาเมตเปน
สารพามีอัตราการรอดชีวิตสูงที่สุดทั้งที่เก็บที่อุณหภูมิ 4oC (88.50%) และ 30oC (84.07%) สวนการ
ใชนมผงเปนสารพา มีอัตราการรอดชีวติสูงกวาการใชมอลโทเดกซทรินเปนสารพา เมื่อเก็บที่
อุณหภูมิ 4oC โดยมีคาเทากบั 76.47% และ 71.43% ตามลําดับ สวนการเก็บที่อุณหภูมิ 30oC การใช 
นมผงและมอลโทเดกซทรินเปนสารพามอัีตราการรอดชีวิตใกลเคียงกัน โดยมีคาเทากับ 14.70% 
และ 14.81% ตามลําดับ   
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สวนกิจกรรมการยับยั้ง VH05 หลังการเกบ็รักษาผง B17 โดยใชสารพาทั้ง 3 ชนิดมีคา
ใกลเคียงกัน และกิจกรรมการยับยั้ง VH05 กอนและหลังการเก็บรักษาของ B17 ที่ใชสารตัวพาแต
ละชนิดก็มีคาใกลเคียงกัน ซ่ึงสอดคลองกับรายงานการทําแหงแบบพนฝอยของ Mauriello et al. 
(1999) ที่ไมพบการสูญเสียกจิกรรมการยับยั้งของแบคเทอริโอซินที่ผลิตโดย L. lactis ssp. Lactis 
140 หลังจากผานการทําแหงแบบพนฝอยและหลังการเกบ็รักษาไวที่อุณหภูมิ 4oC เปนเวลา 2 เดือน  

 
       Sunny-Roberts and Knorr (2009) ใชโมโนโซเดียมกลูตาเมตเปนสารปองกันเซลล

เชนเดยีวกับการทดลองนี้ โดยทําแหง Lb. rhamnosus GG (LGG) และ Lb. rhamnosus E-97800 
(E800) หลังจากเก็บรักษาเชือ้ผงไวที่อุณหภูมิ 25 และ 37oC เปนเวลา 6 สัปดาห พบวาเชื้อทั้งสอง
ชนิดมีเซลลรอดชีวิตไปในทาํนองเดียวกนั โดยเมื่อเก็บทีอุ่ณหภูมิ 25oC และใช tehalose เปนสารตัว
พามีเซลลรอดชีวิตประมาณ104-105 cfu/ml ในขณะทีใ่ช trehalose ผสม monosodium glutamate มี
เซลลรอดชีวิตเพิ่มขึ้นเปน 108  cfu/ml สวนเชื้อผงที่เก็บในอุณหภูม ิ 37oC และใช tehalose เปนสาร
ตัวพามีเซลลรอดชีวิตประมาณ104-105 cfu/ml ในขณะทีใ่ช trehalose ผสม monosodium glutamate 
มีเซลลรอดชีวิตประมาณ 104-106  cfu/ml จากผลการทดลองจะเหน็ไดวาการโมโนโซเดียมกลูตา
เมต ชวยปกปองเซลลในระหวางการทําแหงแบบพนฝอย และชวยปกปองเซลลในระหวางการเก็บ
รักษาที่อุณหภมูิ 25oC สําหรับความชื้นพบวาหลังการทาํแหงแบบพนฝอย ความชื้นของเชื้อทั้งสอง
ชนิด เมื่อใช  trehalose เปน carrier เทากับ 4.1% (w/w) และ trehalose ผสม monosodium glutamate 
มีความชื้นลดลงเหลือ 3.79% (w/w) 
  

นอกจากนี้ B17 ที่ใชสารตัวพาทั้ง 3 ชนิด หลังจากเก็บรักษาไวที่อุณหภูมิ 4oC เปนเวลา 
6 เดือน มีอัตราการรอดชีวิตของ B17 สูงกวารายงานของ Wang et al. (2004) ที่ทําแหงแบบพนฝอย 
S. thermophilus และ B. infantis แลวเก็บรักษาที่อุณหภมูิ 4oC เปนเวลา 4 เดือนโดยมีอัตราการรอด
ชีวิตเทากับ 29.5% และ 57.7% ตามลําดับ และมีอัตราการรอดชีวิตสูงกวารายงานของ Gardiner et 
al. (2000) ที่เก็บรักษา Lb. paracasei NFBC 338 และ Lb.  salivarius UCC 118 ที่อุณหภูมิ 4oC เปน
เวลา 2 เดือน ที่มีอัตราการรอดชีวิตเทากับ 66% สวนเชื้อผง B17 ที่เก็บรักษาไวที่อุณหภูมิ 30oC เปน
เวลา 6 เดือนนั้นเหน็ไดชัดเจนวา B17 ที่ใชมอลโทเดกซทรินผสมโมโนโซเดียมกลูตาเมตเปนสาร
ตัวพา สามารถเก็บไวไดนานโดยที่เซลลยงัมีชีวิตและยังคงมีกิจกรรมการยับยั้ง VH05 อยูเหมือนเดมิ
โดยไมตองแชตูเย็น ซ่ึงดกีวารายงานของ Sunny-Roberts and Knorr (2009) ที่ทําแหง  Lb.  
rhamnosus GG (LGG) และ Lb. rhamnosus E-97800 (E800) โดยใช trehalose ผสม monosodium 
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glutamate เปนสารตัวพา แลวเก็บรักษาทีอุ่ณหภูมิ 37oC เปนเวลา 6 สัปดาห พบวาปริมาณเซลลมี
ชีวิตลดลงเปนจํานวนมาก 

 
       ในทํานองเดียวกัน Carvalho et al. (2004) รายงานการทําแหงแบบ freeze-dried 

แบคทีเรียผลิตกรดแลกตกิ ไดแก Lb. bulgaricus, Lb. plantarum, Lb. rhamnosus, Ent. faecalis และ 
Ent. durans โดยใชโมโนโซเดียมกลูตาเมตเปนสารปองกันเซลล พบวาสามารถเพิ่มอัตราการรอด
ชีวิตในขณะเกบ็รักษาเชื้อได โดย amino groups ในโมโนโซเดียมกลูตาเมตจะจบักับ carboxyl 
groups ของโปรทีนที่เยื่อหุงเซลลของเชื้อ ทําใหโปรตีนที่เยื่อหุงเซลลของเชื้อเสถียรขึ้น  
 

       นอกจากคุณสมบัติของสารพา อุณหภูมิในการเก็บก็มีผลเปนอยางมากตอปริมาณเซลล
มีชีวิตของเชื้อผงท่ีเก็บรักษา เชนการศกึษาของ Kearney et al. (2009) ที่ทําแหง Lb. paracasei 
NFBC 338, S. thermophilus และ Lb. delbrueckii subsp. Bulgaricus ใน yoghurt โดยใชอุณหภมูิ
อากาศเขา 170oC และอุณหภมูิอากาศออก 80 ถึง 85 oC และเก็บไวที่อุณหภูมิ 4, 15 และ 37 oC เปน
เวลา 42 วัน พบวาหลังการทาํแหง Lb. paracasei NFBC 338, S. thermophilus และ Lb. delbrueckii 
subsp. Bulgaricus มีเซลลรอดชีวิตเทากับ 3.4x108, 1.2x108 และ 4.0x105 cfu/g ตามลําดับ และหลัง
เก็บรักษาไว 42 วัน พบวา Lb. paracasei NFBC 338 และ S. thermophilus มีเซลลรอดชีวิตที่ 4 และ 
15oC ประมาณ 107 cfu/g ในขณะที ่Lb. delbrueckii subsp. Bulgaricus มีเซลลรอดชีวิตนอยกวา 107 
cfu/g และลดลงเรื่อยๆ ในขณะที่ 37oC มีเซลลรอดชีวิตนอยมาก 

 

6. ผลการศึกษาประสิทธิภาพของ Bacillus spp. ยับยั้ง Vibrio spp. กอโรคในกุงกุลาดําโดยวิธีเติมลง
น้ํา 
  
 6.1 ผลของ Bacillus spp. ตอน้ําหนกักุงกุลาดํา 
 
       ภาพที่ 34 แสดงน้ําหนักของกุงกุลาดําที่ไดรับ Bacillus spp. โดยการเติมลงน้ําใหมีความ
เขมขนประมาณ 105 cfu/ml หลังจากเพาะเลี้ยงกุงกุลาดําเปนเวลา 28  วัน พบวากุงกุลาดําที่ไดรับ 
B17 และ B25 มีน้ําหนกัเพิ่มขึ้นมากกวากุงกลุมควบคุม (เพิ่มขึ้น 22.57 และ 22.58% ตามลําดับ) กุง
กุลาดําที่ไดรับ B19 และ B21 มีน้ําหนักเพิม่ขึ้นใกลเคียงกับกลุมควบคมุ (เพิ่มขึ้น 20.07และ 19.84% 
ตามลําดับ) สวนกลุมควบคุมที่ไมไดรับโปรไบโอติกมีน้ําหนกัเพิ่มขึ้น 20.88% ผลการทดลอง
สอดคลองกับ Ziaei-Nejad et al. (2006) ที่เพาะเลี้ยง Fenneropenaeus indicus ที่ไดรับ commercial 
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Bacillus probiotic ประกอบดวย Bacillus spp. 5 สายพันธุ ไดแก B. subtilis, B. licheniformis, B. 
polymyxa, B. laterosporus และ B. circulans โดยวิธีเตมิลงน้ําใหมีปริมาณ 106 cfu/ml เปนเวลา 90 
วัน พบวากุงมนี้ําหนกัเพิ่มขึน้ (8-22 %) เมือ่เทียบกับกุงทีไ่มไดรับโปรไบโอติก  
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ภาพที่ 34  ผลของ Bacillus spp. โดยวิธีเตมิลงน้ําตอน้ําหนักกุงกุลาดํา 
     กําหนดให  ควบคุม (+) เปนกลุมที่ทําใหติดโรคดวย VH05 
           ควบคุม (-) เปนกลุมทีไ่มทําใหตดิโรคดวย VH05 
 
 6.2 ผลของ Bacillus spp ตออัตราการรอดชีวิตของกุงกุลาดํา 
 

      ภาพที่ 35 แสดงอัตราการรอดชีวิตของกุงกุลาดํา พบวากุงกลุมที่เติม B17, B19, B21 
และ B25 มีอัตราการรอดชีวติเทากับ 41.67, 33.33, 46.67 และ 40.00% ตามลําดับ สวนกลุมควบคุม
ที่ทําใหติดโรคมีอัตราการรอดชีวิตเทากับ 33.33% และกลุมควบคุมทีไ่มทําใหตดิโรคเทากับ 100% 
จะเห็นไดวากลุมที่เติม B17, B21 และ B25 มีผลตอการยับยั้งการเกิดโรคในกุงกุลาดาํ ทําใหมีอัตรา
การรอดชีวิตสูงกวากลุมควบคุมที่ทําใหติดโรค  
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      ผลการทดลองสอดคลองกับ Moriarty (1998) ที่พบวาโปรไบโอติก Bacillus spp. ที่เติม
ลงน้ําปริมาณ 105 cfu/ml เปนเวลา 160 วนั ชวยควบคุมปริมาณเชื้อกอโรคในน้ําและชวยปองกันโรค 
vibriosis ในกุงได โดยตรวจพบปริมาณ Vibrio spp. ในลําไสและในน้ํานอยมาก และไมพบ V. 
harveyi ที่กอใหเกิดโรคเรืองแสงเลย  และ Vaseeharan and Ramasamy (2003) ที่รายงานวาการเติม
โปรไบโอติก B. subtilis BT23 ปริมาณ 106-108 cfu/ml ในบอเล้ียงกุงกุลาดํา ทุกวันเปนเวลา 5 วนั 
แลวทําใหติดโรคดวย V. harveyi พบวากุงกุลาดํามีอัตราการรอดชีวิตประมาณ 60 % ในขณะที่กลุม
ควบคุมที่ไมไดรับโปรไบโอติกมีอัตราการรอดชีวิตเพยีง 20%  

B17 B19 B21 B25 C (+) C (-)

Su
rvi

va
l (

%)

0

20

40

60

80

100

 
ภาพที่ 35  ผลของ Bacillus spp. โดยวิธีเตมิลงน้ําตอการรอดชีวิตของกุงกุลาดํา 
     กําหนดให  ควบคุม (+) เปนกลุมที่ทําใหติดโรคดวย VH05 
           ควบคุม (-) เปนกลุมทีไ่มทําใหตดิโรคดวย VH05 
 

ในทํานองเดียวกัน Zhou et al. (2009) รายงานวากุงมอัีตราการรอดชีวิตเพิ่มสูงขึ้นเมื่อ
ใหโปรไบโอตกิโดยวิธีเติมลงน้ํา โดยให B. coagulans SC8168 ความเขมขน 1.0×105,  5.0×105 และ 
1.0×106 cfu/ml ในบอเล้ียง Penaeus vannamei พบวากุงมีอัตราการรอดชีวิต 81.67±2.08%, 
86.33±1.53%, 85.67±1.15% และ 78% ตามลําดับ สูงกวากลุมควบคุมที่ไมไดเติม B. coagulans 
SC8168 และมีอัตราการรอดชีวิตเพิ่มขึ้นตามความเขมขนของ  B. coagulans SC8168 ที่ใหดวย ซ่ึง
สอดคลองกับผลการทดลองนี้ สําหรับกุงกลุมที่เติม B19 ไมสามารถชวยยับยั้งการเกิดโรคในกุง
กุลาดําได เมื่อเปรียบเทียบกบักลุมควบคุม อาจเนื่องจากปริมาณของเชือ้ที่ใชนอยเกินไป    
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6.3 ปริมาณแบคทีเรียท้ังหมดและ Vibrio spp. ในตับกุงกลุาดํา 
 

       หลังจากทาํใหกุงกุลาดําติดโรคดวย VH05 แลว ติดตามผลเปนเวลา 10 วัน นําตัวอยาง
กุงที่รอดชีวิตมาหาปริมาณแบคทีเรียท้ังหมดและปริมาณ Vibrio spp. ในตับกุงกุลาดาํ  
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ภาพที ่36  ผลของ Bacillus spp. โดยวิธีเตมิลงน้ําตอปริมาณแบคทีเรียทั้งหมดในตับกุงกุลาดําที่รอด 
                 ชีวิตจากการทําใหกุงกุลาดําตดิโรค 
     กําหนดให  ควบคุม (+) เปนกลุมที่ทําใหติดโรคดวย VH05 
           ควบคุม (-) เปนกลุมทีไ่มทําใหตดิโรคดวย VH05 
 

ผลการทดลองดังแสดงในภาพที่ 36 พบวาปริมาณแบคทีเรียท้ังหมดในตับกุงของทุก
กลุมการทดลองที่เติม Bacillus spp. มีคาเทากับ 1.50x106 ถึง 3.00x106 cfu/g กลุมควบคุมที่ทําใหติด
โรคมีปริมาณแบคทีเรียท้ังหมดเทากับ 8.00x105 cfu/g สวนกลุมควบคุมที่ไมทําใหติดโรคเทากบั 
4.00x105 cfu/g จะเห็นวาปริมาณแบคทีเรียท้ังหมดในตบักุงของทุกกลุมการทดลองที่เติม Bacillus 
spp. มีคามากกวากลุมควบคุมทั้ง 2 กลุมเล็กนอย จึงอาจเปนไปไดวามีการสะสมของ Bacillus spp. 
ในตับกุงโดยผานน้ําและผวิหนังของกุง  

 
 
 



 

 

 

97 

B17 B19 B21 B25 C (+) C (-)

To
tal

 co
un

ts 
(lo

g c
fu/

ml
)

0
1
2
3
4
5
6
7
8
9

10

 
 
ภาพที ่37  ผลของ Bacillus spp. โดยวิธีเตมิลงน้ําตอปริมาณ Vibrio spp. ในตับของกุงกุลาดําที่รอด 
                 ชีวิตจากการทําใหกุงกุลาดําตดิโรค 
    กําหนดให  ควบคุม (+) เปนกลุมที่ทําใหติดโรคดวย VH05 
           ควบคุม (-) เปนกลุมทีไ่มทําใหตดิโรคดวย VH05 

 
      สําหรับปริมาณ Vibrio spp. ในตับกุง (ภาพที ่ 37) พบวาปริมาณ Vibrio spp. ของทุก

กลุมการทดลองที่เติม Bacillus spp. มีคาเทากับ 4.50x102 ถึง 7.50x102 cfu/g กลุมควบคุมที่ทําใหติด
โรคมีปริมาณ Vibrio spp. เทากับ 2.10x104 cfu/g สวนกลุมควบคุมที่ไมทําใหติดโรคมีปริมาณ 
Vibrio spp. เทากับ 2.00x103 cfu/g  

 
      จะเห็นวากลุมการทดลองที่เติม Bacillus spp. จะมีสวนชวยใหปริมาณ Vibrio spp. ใน

ตับลดลงทําใหกุงรอดชวีิตจากการทําใหกุงติดโรค ในขณะทีก่ลุมควบคุมที่รอดชีวิตจากการทําให
ติดโรคมีปริมาณ Vibrio spp. ในตับสูงซ่ึงเปนไปไดวากุงนาจะกําลังปวยหรือใกลตาย สวนกลุม
ควบคุมที่ไมทาํใหติดโรคมีปริมาณ Vibrio spp. อยูในระดับที่สูงพอสมควรแตกุงไมเปนโรคหรือ
ตาย อาจเนื่องจาก Vibrio spp. ที่ตรวจพบไมใชสายพนัธุที่กอใหเกิดโรคในกุง โดยท่ัวไป Vibrio 
spp. ในตับกุงควรควบคุมใหมีปริมาณไมเกิน 102  cfu/g ถามีปริมาณ Vibrio spp. ในตับกุงมากกวา 
104  cfu/g จะทาํใหกุงเริ่มทยอยตาย (Sung et al., 2001; Gomez-Gil et al., 1998) 
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ผลการทดลองแสดงใหเห็นวาการใช B17, B21 และ B25 ในการเพาะเลี้ยงกุงกุลาดาํ
ดวยวิธีเติมลงน้ํา จุลินทรยีทดสอบสามารถชวยใหกุงกุลาดํารอดชีวิต หลังจากทําใหกุงกุลาดําติดโรค
ดวย VH05 ในปริมาณที่ทาํใหกุงตายได แตอัตราการรอดชีวิตยังต่ํา สาเหตุอาจเปนเพราะการใช 
Bacillus spp. ในการเพาะเลี้ยงกุงกุลาดาํดวยวิธีเติมลงน้ํา กุงจะไดรับเชื้อจากการกินน้ําและทาง
ผิวหนังในปรมิาณที่นอย ดงันั้นการศึกษาตอไปจึงเปลี่ยนวิธีการใช B17, B21 และ B25 ในการ
เพาะเลี้ยงกุงกลุาดําเปนการใหดวยวิธีผสมอาหาร 

 

7. ผลการศึกษาประสิทธิภาพของ Bacillus spp. ยับยั้ง Vibrio spp. กอโรคในกุงกุลาดําโดยวิธีผสม
อาหาร 
                

7.1 ผลของ Bacillus spp. ตอน้ําหนกักุงกุลาดํา 
 

หลังจากใหกุงกุลาดํากิน B17, B21 และ B25 ผสมอาหารทุกวัน เปนเวลา 28 วัน ช่ัง
น้ําหนกักุงในทุกกลุมทดลอง ผลการทดลองแสดงดังภาพที่ 38 พบวากุงกุลาดํากลุมที่ไดรับ Bacillus 
spp. ความเขมขน 106 cfu/g มีน้ําหนกัเพิ่มขึ้น 22.26, 23.96 และ 21.87% ตามลําดับ กลุมที่ไดรับ
ความเขมขน 108 cfu/g มีน้ําหนักเพิ่มขึ้น 30.60, 28.95 และ 30.28% ตามลําดับ สวนกลุมควบคุม
เทากับ 22.63% จะเห็นไดวาการให Bacillus spp. ผสมอาหารความเขมขน 108 cfu/g มีผลตอการ
สงเสริมการเติบโตของกุงกุลาดําอยางมากเมื่อเปรียบเทียบกับกลุมควบคุม ในขณะทีก่ลุมที่ใหความ
เขมขน 106 cfu/g และกลุมควบคุมมีการเตบิโตใกลเคียงกัน 
 

ผลการทดลองที่ไดสอดคลองกับหลายงานวิจัย เชน Balcazar et al. (2007b) รายงานวา 
Litopenaeus vannamei ที่ไดรับโปรไบโอติก B. subtilis UTM126 ผสมอาหารเปนเวลา 28 วัน มี
น้ําหนกัเพิ่มขึน้ 1.64 g มากกวากลุมควบคุมที่มีน้ําหนกัเพิ่มขึ้นเพยีง 1.26 g เชนเดียวกับ Devaraja et 
al. (2002) ที่เพาะเลี้ยงกุงโดยใชโปรไบโอติกที่ประกอบดวย Bacillus  spp. และ Saccharomyces 
spp. เปนเวลา 110 วัน พบวาน้ําหนักกุงที่ไดตอบอท่ีใชโปรไบโอติกสูงกวากลุมควบคุม และ 
Deeseenthum et al. (2007) พบวา Giant prawns ที่ไดรับโปรไบโอติกมีน้ําหนักมากกวา (3.32 g) 
กลุมควบคุม (2.1 g) เมื่อไดรับอาหารที่ผสม Bacillus KKU02 และ Bacillus KKU03 (106 cfu/g) 
เปนเวลา 120 วัน  
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จากงานวิจยัของ Wang (2007) พบวา Penaeus vannamei ที่ไดรับโปรไบโอติกผสม
ระหวาง photosynthetic bacteria และ Bacillus spp. ปริมาณ 10 g/kg เปนเวลา 28 วัน พบวากุงมกีาร
เติบโตที่ดีมีน้ําหนักเพิ่มขึ้นเฉลี่ย 1.71 g เมื่อเทียบกับกุงที่ไมไดรับโปรไบโอติกที่มีน้ําหนกัเฉลี่ย
เพียง 1.57 g ในทํานองเดยีวกัน Rengpipat et al. (1998) ทดลองใหกุงกุลาดํากินโปรไบโอติก 
Bacillus S11 ผสมอาหารเปนเวลา 100 วนั  พบวากุงทีไ่ดรับโปรไบโอติกมีการเติบโตและรอดชีวติ
สูงกวากุงที่ไมไดรับโปรไบโอติก  
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ภาพที่ 38  ผลของ Bacillus spp. โดยวิธีผสมอาหาร ตอน้ําหนกักุงกุลาดํา 
    กําหนดให  ควบคุม (+) เปนกลุมที่ทําใหติดโรคดวย VH05 
          ควบคุม (-) เปนกลุมที่ไมทําใหติดโรคดวย VH05 
 
          จากผลการทดลองจะเห็นวากุงกุลาดําทีไ่ดรับ B17, B21 และ B25 มีน้ําหนักมากกวา
กลุมควบคุม อาจเนื่องจาก Bacillus สามารถสรางเอนไซมที่ชวยในการยอยอาหารไดหลายชนิด เชน 
proteases, amylases และ lipases เปนตน (Mukerjea et al., 2006; Ochoa-Solano และ Olmos-Soto, 
2006; Amoa-Awua et al., 2006) โดยเอนไซมเหลานี้ชวยทําใหกุงสามารถยอยอาหารและนาํ
สารอาหารไปใชเพื่อการเติบโตไดดีขึ้น สอดคลองกับรายงายของ Ziaei-Nejad et al. (2006) ที่
วิเคราะหปริมาณเอนไซมในทางเดินอาหารของกุงที่ไดรับ Bacillus พบวามีปริมาณของเอนไซม
ชวยยอย ไดแก amylase, protease และ lipase มากกวากลุมควบคุม เชนเดียวกับ Zhou et al. (2009) 
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ที่พบวากุงทีไ่ดรับ B. coagulans SC8168 ความเขมขน 5.0×105 และ 1.0×106 cfu/ml มีกิจกรรมของ
เอนไซม amylase และ lipase สูงกวากลุมควบคุม และ Wang (2007) รายงานวา Penaeus vannamei 
ที่ไดรับโปรไบโอติกผสมระหวาง photosynthetic bacteria และ Bacillus มี protease, amylase, 
lipase และ celluase activity ในระบบทางเดินอาหารสูงกวากลุมควบคมุ 
 

7.2 ผลของ Bacillus spp. ตอการรอดชีวิตของกุงกุลาดํา 
 

ภาพที่ 39 แสดงอัตราการรอดชีวิตของกุงกุลาดําที่ไดรับ B17, B21 และ B25 ผสม
อาหาร หลังจากทําใหกุงกุลาดําติดโรคดวย VH05 และติดตามผลเปนเวลา 10 วัน พบวากุงทีไ่ดรับ 
Bacillus spp. ความเขมขน 106 มีอัตราการรอดชีวิตเทากับ 57.14, 50.00 และ 43.75 % ตามลําดับ 
และกลุมที่ไดรับความเขมขน 108 cfu/g มีอัตราการรอดชีวิตเทากับ 76.92, 66.67 และ 58.33% 
ตามลําดับ สวนกลุมควบคุมที่ทําใหติดโรคเทากับ 30.77% และกลุมควบคุมที่ไมทําใหติดโรคเทากบั 
100% จะเห็นไดวากลุมที่ให B17, B21 และ B25 มีผลตอการยับยั้งการเกิดโรคในกุงกุลาดํา ทําใหมี
อัตราการรอดชีวิตสูงกวากลุมควบคุมที่ทําใหติดโรค และ B17 มีประสิทธิภาพในการยับยั้งการเกดิ
โรคในกุงกุลาดําสูงกวา B21 และ B25 ตามลําดับ นอกจากนี้ผลการทดลองยังแสดงใหเห็นวากุงที่
ไดรับโปรไบโอติกความเขมขนสูงกวา ใหอัตราการรอดชีวิตของกุงกลุดําหลังจากทาํใหติดโรคสูง
กวาดวย 

 
ผลการทดลองที่ไดสอดคลองกับ Rengpipat et al. (1998) ที่รายงานวาหลังจากทําใหกุง

ติดเชื้อดวย V. harveyi กุงกุลาดําที่ไดรับโปรไบโอติก Bacillus S11 มีอัตราการรอดชีวิต 100% สวน
กุงที่ไมไดรับโปรไบโอติกมีอัตราการรอดชีวิตเพยีง 26% ในทํานองเดียวกัน Litopenaeus vannamei 
ที่ไดรับโปรไบโอติก B. subtilis UTM126 (106 fu/g) หลังจากทําใหกุงติดเชื้อ V. parahaemolyticus 
มีอัตราการรอดชีวิต 81% สูงกวากลุมควบคุมที่ไมไดรับโปรไบโอติก (67%) (Balcazar et al., 2007)  

 
Bacillus spp. นอกจากมีบทบาทชวยปกปองกุงจากเชือ้กอโรค โดยแยงจับบริเวณผนัง

ทางเดินอาหารของกุง แยงสารอาหารจากเชื้อกอโรค รวมทั้งสรางสารยับยั้งเชื้อกอโรคแลว 
(Balcazar et al., 2006; Gomez-Gil et al., 2000)  ยังมรีายงานวา Bacillus spp. สามารถสงเสริม
ภูมิคุมกันโรคใหกับกุงได ตวัอยางเชน Gullian et al. (2004) รายงานการกระตุนภูมิคุมกันในกุงดวย 
Bacillus P64 และ Rengpipat et al. (2000) รายงานการกระตุนภูมิคุมกันในกุงดวย Bacillus S11 ใน
กุงกุลาดําเมื่อใหกุงกนิอาหารผสม Bacillus S11 เปนเวลา 90 วัน พบวากุงมีภูมิคุมกันสูงขึ้น 
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ภาพที่ 39  ผลของ Bacillus spp. โดยวิธีผสมอาหาร ตอการรอดชีวิตของกุงกุลาดํา 
     กําหนดให  ควบคุม (+) เปนกลุมที่ทําใหติดโรคดวย VH05 
           ควบคุม (-) เปนกลุมทีไ่มทําใหตดิโรคดวย VH05 

  
เชนเดยีวกับ Purivirojkul et al. (2005) ใหการกระตุนการสรางภูมิคุมกันในกุงกุลาดํา 

(Penaeus monodon) โดยใหกินอาหารผสม B. pumilus, B. sphaericus และ B. subtilis ความเขมขน
ประมาณ 109 cfu/g เปนเวลา 4 สัปดาห พบวากุงกุลาดํามีระดับภูมิคุมกันเพิ่มสูงขึ้นในทุกกลุม
ทดลอง (total hemocytes , phenol oxidase และ superoxide) เมื่อเทียบกบักลุมควบคุม  
 

สอดคลองกับงานวิจยัของ Itami et al. (1998) ที่ศึกษาผลของ peptidoglycan ที่แยกได
จาก Bifidobacterium thermophilum ตอการตานทานโรคในกุง พบวากุงที่ไดรับ peptidoglycan โดย
การผสมอาหารเปนเวลา 2 เดือน มีอัตราการรอดชีวิตหลังจากถูกทําใหติดโรคดวย Vibrio spp. และ
เชื้อไวรัส white spot syndrome baculovirus สูงกวากลุมควบคุม นอกจากนี้ Itami et al. (1998) ยัง
ไดศึกษา phagocytic activity ของกุงพบวาเซลล granulocytes ของกุงกลุมที่ไดรับ peptidoglycan มี 
phagocytic activity สูงกวากลุมควบคุม ซ่ึงรายงานนี้สามารถใชอธิบายเรื่องการกระตุนภูมิคุมกนัใน
กุงดวย Bacillus spp. ได เนื่องจาก Bacillus spp. เปนแบคทีเรียแกรมบวกที่มี peptidoglycan เปน
องคประกอบของผนังเซลล ในทํานองเดยีวกัน Purivirojkul et al. (2006) ใช peptidoglycan ผสม
อาหารใหกุงกลุาดํากินปริมาณ 0.18 g/kg/week เปนเวลา 10 สัปดาห พบวากุงมีภูมคิุมกันเพิ่มมาก
ขึ้นโดยดจูากปริมาณ hemocytes, phenoloxidase และ superoxide anion   
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 7.3 ปริมาณแบคทีเรียทั้งหมดและปริมาณ Vibrio spp. ในตับกุงกุลาดํา 
 

      7.3.1 ผลของ Bacillus spp. ตอปริมาณแบคทีเรียทั้งหมดและ Vibrio spp. ในตับกุง
กุลาดําที่รอดชีวิต  
 

   หลังจากทําใหกุงกุลาดําตดิโรคดวย VH05 นําตัวอยางกุงที่รอดชีวิตมาหาปริมาณ
แบคทีเรียทั้งหมดและปริมาณ Vibrio spp. ในตับกุงกุลาดํา ผลการทดลองแสดงดังภาพที่ 40 พบวา
กุงกุลาดํากลุมที่ให Bacillus spp. ความเขมขน 106 cfu/g ทุกกลุมมีปริมาณแบคทีเรียท้ังหมดในตบั
กุงเทากับ 2.15x106 ถึง 4.30x106 cfu/g กลุมที่ใหความเขมขน 108 cfu/g เทากบั 1.02x107 ถึง 
3.70x107 cfu/g กลุมควบคมุที่ทําใหติดโรคเทากับ 2.30x106 cfu/g และกลุมควบคุมที่ไมทําใหติด
โรคเทากับ 5.00x105 cfu/g จากผลการทดลองจะเหน็กุงที่ให Bacillus spp. ผสมอาหารความเขมขน 
108 cfu/g มีแบคทีเรียท้ังหมดในตับกุงที่รอดชีวิต มากกวากลุมที่ใหความเขมขน 106 cfu/g และกลุม
ควบคุมทั้งสองกลุม ตามลําดับ ทั้งนี้เนื่องจากเกดิการสะสมของ Bacillus spp. ที่ผสมมากับอาหาร 
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ภาพที ่40  ผลของ Bacillus spp. โดยวิธีผสมอาหาร ตอปริมาณแบคทเีรียท้ังหมดในตับของกุง 
                 กุลาดําที่รอดชีวิตจากการทําใหกุงกุลาดําติดโรค 
     กําหนดให  ควบคุม (+) เปนกลุมที่ทําใหติดโรคดวย VH05 
           ควบคุม (-) เปนกลุมทีไ่มทําใหตดิโรคดวย VH05 
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   สําหรับปริมาณ Vibrio spp. ในตับกุงแสดงดังภาพที่ 41 พบวากุงกุลาดํากลุมที่ให 
Bacillus spp. ผสมอาหารความเขมขน 106 cfu/g ทุกกลุมมีปริมาณ Vibrio spp. ในตับกุงเทากับ 
3.00x102 ถึง 7.50x102 cfu/g กลุมที่ใหความเขมขน 108 cfu/g เทากับ 2.00x102 ถึง 3.50x102  cfu/g 
กลุมควบคุมทีท่ําใหติดโรคเทากับ 1.60x104 cfu/g และกลุมควบคุมที่ไมทําใหติดโรคเทากับ 
2.30x103  cfu/g  

 
   จากผลการทดลองจะเห็นวาปริมาณ Vibrio spp. ในตับกุงที่รอดชีวิตของทุกกลุม

การทดลองที่ให Bacillus spp. ผสมอาหารความเขมขน 108 cfu/g และความเขมขน 106 cfu/g มี
ปริมาณ Vibrio spp. ในตับกุงใกลเคยีงกนัและมีปริมาณนอยกวากลุมควบคุมทั้งสองกลุม แสดงวา
การให Bacillus spp. ผสมอาหารสามารถชวยลดปริมาณ Vibrio spp. ในตับกุงได และสามารถทําให
กุงรอดชีวิตจากการทําใหติดโรค ในขณะทีก่ลุมควบคุมที่รอดชีวิตจากการทําใหติดโรคมีปริมาณ 
Vibrio spp. ในตับสูงซ่ึงเปนไปไดวากุงนาจะกําลังปวยหรือใกลตาย สวนกลุมควบคุมที่ไมทําใหติด
โรคมีปริมาณ Vibrio spp. อยูในระดับที่สูงพอสมควรแตกุงไมเปนโรคหรือตาย อาจเนื่องจาก Vibrio 
spp. ที่ตรวจพบไมใชสายพนัธุที่กอใหเกิดโรคในกุง 
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ภาพที ่41  ผลของ Bacillus spp. โดยวิธีผสมอาหาร ตอปริมาณ Vibrio spp. ในตับของกุงกุลาดําที ่
                 รอดชีวิตหลังจากการทําใหกุงกลุาดําติดโรค    
     กําหนดให  ควบคุม (+) เปนกลุมที่ทําใหติดโรคดวย VH05 
           ควบคุม (-) เปนกลุมทีไ่มทําใหตดิโรคดวย VH05 
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   ผลการทดลองที่ไดสอดคลองกับรายงานของ Rengpipat et al. (1998) ที่เล้ียงกุง
กุลาดําดวยอาหารผสม Bacillus S11 ความเขมขนประมาณ 1010 cfu/g เปนเวลา 100 วัน แลวทําให
กุงกุลาดําติดโรคดวย V. harveyi D331 พบวากุงที่ไดรับ Bacillus spp. มีปริมาณแบคทีเรียท้ังหมดใน
ตับกุงรอดชีวติประมาณ 107 cfu/g สวนกลุมควบคุมทีท่ําใหติดโรคมปีระมาณ 106 cfu/g สําหรับ
ปริมาณ Vibrio spp. ในตับกุงพบวากลุมที่ให Bacillus spp. มีปริมาณ Vibrio spp. ประมาณ 102 
cfu/g และกลุมควบคุมที่ทําใหติดโรคมีประมาณ 105  cfu/g 
 

   Purivirojkul et al. (2005) ศึกษาการใชโปรไบโอติก Bacillus spp. ในกุงกุลาดํา 
โดยใหกุงกุลาดํากินอาหารผสม Bacillus spp. ความเขมขนประมาณ  109 cfu/g เปนเวลา 4 สัปดาห 
พบวากุงกุลาดาํที่ไดรับ Bacillus spp. ชนิดตางๆ ไดแก B. pumilus, B. sphaericus และ  B.subtilis มี
ปริมาณ Vibrio  spp. ในลําไสกุงกุลาดําเทากับ 2.33±1.53 ถึง 32.00±3.61 cfu/g ซ่ึงนอยกวาในกลุม
ควบคุมที่ไมไดให Bacillus spp. (970.00 ± 285.13) cfu/g  

 
      7.3.2 ผลของ Bacillus spp. ตอปริมาณแบคทีเรียทั้งหมดและ Vibrio spp. ในตับกุง

กุลาดําที่ตาย  
 

   หลังจากทําใหกุงกุลาดําตดิโรคดวย VH05 กุงกลุมที่ไดรับ B17, 21, 25  ผสม
อาหารความเขมขน 106 cfu/g มีปริมาณแบคทีเรียท้ังหมดในตับกุงเทากับ 1.30x106 ถึง 6.20x106 
cfu/g และกลุมที่ไดรับ Bacillus spp. ความเขมขน 108 cfu/g เทากับ 1.29x107 ถึง 3.15x107 cfu/g 
กลุมควบคุมทีท่ําใหติดโรคเทากับ 4.90x106 cfu/g จากผลการทดลองจะเห็นวา ปริมาณแบคทีเรีย
ทั้งหมดในตับกุงของทุกกลุมที่ให Bacillus spp. ผสมอาหารความเขมขน 108 cfu/g มีคามากกวา
กลุมที่ใหความเขมขน 106 cfu/g และกลุมควบคุม ตามลําดับ (ภาพที่ 42) 

 
   กุงที่ให Bacillus spp. ผสมอาหารความเขมขน 106 cfu/g ทุกกลุมมีปริมาณ 

Vibrio spp. ในตับกุงที่ตาย (ภาพที่ 43) เทากับ 5.90x103 ถึง 2.14x104 cfu/g กุงที่ใหความเขมขน 108 
cfu/g มีปริมาณเทากับ 1.85x103 ถึง 3.80x103  cfu/g กลุมควบคุมทีท่ําใหติดโรคมปีริมาณเทากับ 
4.65x105  cfu/g  
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ภาพที ่42  ผลของ Bacillus spp. โดยวิธีผสมอาหาร ตอปริมาณแบคทเีรียท้ังหมดในตับของกุง 
                 กุลาดําที่ตายหลังจากการทําใหกุงกุลาดําติดโรค 
     กําหนดให  ควบคุม (+) เปนกลุมที่ทําใหติดโรคดวย VH05 
 

Vi
br

io 
sp

p. 
(lo

g c
fu/

ml
)

0
1
2
3
4
5
6
7
8
9

10

           B17        B17        B21        B21        B25         B25       C (+)

     108      108      108      106      106 
     106 

 
 
ภาพที ่43  ผลของ Bacillus spp. โดยวิธีผสมอาหาร ตอปริมาณ Vibrio spp. ในตับของกุงกุลาดําที ่
                 ตายหลังจากการทาํใหกุงกุลาดําติดโรค 
     กําหนดให  ควบคุม (+) เปนกลุมที่ทําใหติดโรคดวย VH05 
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   จากผลการทดลองจะเห็นวาปริมาณ Vibrio spp. ในตับกุงของทุกกลุมการ
ทดลองที่ให Bacillus spp. ความเขมขน 108 cfu/g มีคานอยกวาทุกกลุมที่ให 106 cfu/g และกลุม
ควบคุม และทุกกลุมที่ใหความเขมขน 106 cfu/g ก็มีปริมาณ Vibrio spp. ในตับกุงนอยกวากลุม
ควบคุม แสดงวาการBacillus spp. ผสมอาหารสามารถชวยลดปริมาณ Vibrio spp. ในตับกุงได แต
ปริมาณ Vibrio spp. ที่ตรวจพบในกุงตายของทุกกลุมที่ให Bacillus spp. ผสมอาหารยังมีปริมาณสูง
คือมากกวา 103 cfu/g เนื่องจากกุงอาจจะมีสุขภาพที่ไมดีอยูแลวหรืออาจจะกําลังบาดเจ็บเนื่องจาก
การกัดกนัของกุง หรือการถูกทํารายจากกุงตัวอ่ืนเมื่อกําลังลอกคราบ รวมทั้งในขณะที่ทําใหกุงติด
โรคกุงกําลังอยูในชวงลอกคราบอยู ทําใหกุงมีสุขภาพออนแอกวากุงตวัอ่ืนและตายไปในที่สุด 

 
8. ผลการศึกษาประสิทธิภาพของผง Bacillus spp. ยับยั้ง Vibrio spp. กอโรคในกุงกุลาดําโดยวธีิ
ผสมอาหาร  
 

8.1 ผลของผง B17 ตอน้ําหนกักุงกุลาดํา 
 

ดังแสดงในภาพที่ 44 พบวาน้ําหนกักุงที่เพิ่มขึ้นในกุงกลุมที่ใหผง B17 ผสมอาหาร
ความเขมขน 106 cfu/g เปนเวลา 28 วนั เทากับ 19.27% กลุมที่ใหผง B17 ผสมอาหารความเขมขน 
108 cfu/g มีน้ําหนักเพิ่มขึ้นเทากับ 28.17% สวนกลุมควบคุมมีน้ําหนกัเพิ่มขึ้นเทากบั 22.76%  จะ
เห็นไดวาการใหผง B17 ผสมอาหารความเขมขน 108 cfu/g มีผลตอการสงเสริมการเติบโตของกุง
กุลาดําเมื่อเปรยีบเทียบกับกลุมควบคุม ในขณะทีก่ลุมการทดลองที่ใหผง B17 ผสมอาหารความ
เขมขนประมาณ 106 cfu/g และกลุมควบคมุมีการเติบโตใกลเคียงกัน 

 
8.2 ผลของผง B17 ตอการรอดชีวิตของกุงกลุาดํา 

 
ดังแสดงในภาพที่ 45 หลังจากทําใหกุงกุลาดําติดโรคดวย VH05 พบวากุงกลุมที่ใหผง 

B17 ผสมอาหารความเขมขน 106 cfu/g มีอัตราการรอดชีวิตเทากับ 54.55% กลุมที่ใหผง B17 ผสม
อาหารความเขมขน 108 cfu/g มีอัตราการรอดชีวิตเทากับ 70.83% สวนกลุมควบคุมทีท่ําใหติดโรคมี
อัตราการรอดชีวิตเทากับ 21.74% และกลุมควบคุมที่ไมทําใหตดิโรคมีอัตราการรอดชีวิตเทากับ 
100% จะเหน็ไดวากลุมที่ใหผง B17 ผสมอาหารมีผลตอการยับยั้งการเกิดโรคในกุงกลุาดํา ทําใหมี
เปอรเซ็นตการรอดชีวิตสูงกวากลุมควบคมุที่ทําใหติดโรค และกุงที่ไดรับโปรไบโอติกความเขมขน
สูงกวาสามารถชวยปองกนัโรคจาก VH05 ไดดีกวา ทําใหมีอัตราการรอดชีวิตที่สูงกวา 
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       ผลการทดลองที่ไดสอดคลองกับ Castex et al. (2009) ที่รายงานวา Litopenaeus 
stylirostris ที่ไดรับโปรไบโอติก Pediococcus acidilactici MA18/5M ในรูปของเชื้อผงผสมอาหาร 
ปริมาณ 9.5x106 cfu/g เปนเวลา 22 วัน สามารถเพิ่มอัตราการรอดชีวติ จากการทําใหกุงติดเชื้อดวย 
V. nigripulchritudo โดยพบวากุงทีไ่ดรับโปรไบโอติกมีอัตราการรอดชีวิต 67% ในขณะทีก่ลุม
ควบคุมมีอัตราการรอดชีวิตเพียง 47%  
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 วันที่ 0      วันที่ 28 
 
ภาพที่ 44  ผลของผง B17 ตอน้ําหนกักุงกลุาดํา 
     กําหนดให  ควบคุม (+) เปนกลุมที่ทําใหติดโรคดวย VH05 
           ควบคุม (-) เปนกลุมทีไ่มทําใหตดิโรคดวย VH05 
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ภาพที่ 45  ผลของผง B17 ตอการรอดชีวิตของกุงกุลาดํา 
     กําหนดให  ควบคุม (+) เปนกลุมที่ทําใหติดโรคดวย VH05 
           ควบคุม (-) เปนกลุมทีไ่มทําใหตดิโรคดวย VH05 
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นอกจากนี้ Tseng et al. (2009) รายงานวา Litopenaeus vannamei ที่ไดรับ B. subtilis 
E20 ในรูปเชือ้ผงผสมอาหาร สามารถชวยเพิ่มภูมิคุมกนัและชวยปองกันโรคจาก V. alginolyticus 
ได โดยกุงทีก่นิ B. subtilis E20 ความเขมขน 106, 107, และ 108 cfu/kg มีอัตราการรอดชีวิตหลังจาก
ทําใหติดเชื้อดวย V. alginolyticus เทากับ 76.6, 80.0 และ 83.33% ตามลําดับ สวนกลุมควบคุมที่
ไมไดรับ B. subtilis E20 มีอัตราการรอดชีวิต เทากับ 63.3% และพบวากุงที่ไดรับ B. subtilis E20 มี
ระดับภูมิคุมกนัที่เพิ่มสูงขึ้น (phenoloxidase activity และ phagocytic activity) เมื่อเทียบกับกลุม
ควบคุม 

 
 8.3 ปริมาณแบคทีเรียท้ังหมดและปริมาณ Vibrio spp. ในตับกุงกุลาดํา 
 

      8.3.1 ผลของผง B17 ตอปริมาณแบคทเีรียท้ังหมดและ Vibrio spp. ในตับของกุงกลุาดํา
ที่ตาย  
 

   ดังแสดงในภาพที่ 46 พบวากุงกุลาดํากลุมที่ใหผง B17 ผสมอาหารความเขมขน 
106 cfu/g มีปริมาณแบคทีเรียท้ังหมดในตบักุงที่ตายเทากับ 3.65x106 cfu/g กลุมที่ใหผง B17 ผสม
อาหารความเขมขน 108 cfu/g มีปริมาณแบคทีเรียท้ังหมดในตับกุงเทากับ 7.15x107 cfu/g กลุม
ควบคุมที่ทําใหติดโรคมีปริมาณแบคทีเรียทั้งหมดเทากับ 1.96x106 cfu/g  
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ภาพที ่46  ผลของผง B17 ตอปริมาณแบคทีเรียท้ังหมดในตับของกุงกลุาดําที่ตายหลังจากการทําให 
                 กุงกุลาดําติดโรค 
     กําหนดให  ควบคุม (+) เปนกลุมที่ทําใหติดโรคดวย VH05 
 

   จากผลการทดลองจะเห็นวา ปริมาณแบคทีเรียท้ังหมดในตับกุงของกลุมการ
ทดลองที่ใหผง B17 ผสมอาหารความเขมขน 108 cfu/g มีคามากกวากลุมการทดลองที่ใหผง B17 
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ผสมอาหารความเขมขน 106 cfu/g และกลุมควบคุม ตามลําดับ โดยกลุมการทดลองที่ใหผง B17 
ผสมอาหารความเขมขน 106 cfu/g มีปริมาณแบคทีเรียท้ังหมดในตับกุงมากกวากลุมควบคุมเล็กนอย  

Vi
br

io 
sp

p. 
(lo

g c
fu/

ml
)

0
1
2
3
4
5
6
7
8
9

10

      B17 (106)       B17(108)       Control (+)
 

 

ภาพที ่47  ผลของผง B17 ตอปริมาณ Vibrio spp. ในตับของกุงกุลาดําที่ตายหลังจากการทําใหกุง 
    กุลาดําติดโรค 
    กําหนดให  ควบคุม (+) เปนกลุมที่ทําใหติดโรคดวย VH05 

 
   ดังแสดงในภาพที่ 47 พบวากุงกลุมทีใ่หผง B17 ผสมอาหารความเขมขน 106 

cfu/g มีปริมาณ Vibrio spp. ในตับกุงที่ตายเทากับ 7.65x103 cfu/g กลุมที่ใหผง B17 ผสมอาหาร
ความเขมขน 108 cfu/g มีปริมาณ Vibrio spp. ในตับกุงเทากับ 4.25x103  cfu/g กลุมควบคุมที่ทําให
ติดโรคมีปริมาณ Vibrio spp. ในตับกุงเทากับ 2.42x105  cfu/g จากผลการทดลองจะเห็นวาปริมาณ 
Vibrio spp. ในตับกุงของกลุมการทดลองที่ใหผง B17 ผสมอาหารความเขมขน 108 cfu/g มีคานอย
กวากลุมการทดลองที่ใหผง B17 ผสมอาหารความเขมขน 106 cfu/g และกลุมควบคุม ใน
ขณะเดียวกนักุงที่ใหผง B17 ผสมอาหารความเขมขน 106 cfu/g มีปริมาณ Vibrio spp. ในตับกุงนอย
กวากลุมควบคุม  
 

   การใหผง B17 ผสมอาหารสามารถชวยลดปริมาณ Vibrio spp. ในตับกุงได แต
ปริมาณ Vibrio spp. ที่ตรวจพบในกุงตายของทุกกลุมการทดลองที่ใหผง Bacillus spp. ผสมอาหาร
ยังมีปริมาณสงู คือมากกวา 103 cfu/g ซ่ึงทําใหกุงปวยและตาย ถึงแมกุงที่ตายจะไดรับผง B17 ผสม
อาหารเหมือนกุงตัวอ่ืนๆ ทีร่อดชีวิต แตกุงอาจจะมีสุขภาพที่ไมดีอยูแลวหรืออาจจะกําลังบาดเจบ็
เนื่องจากการกดักันของกุง หรือการถูกทํารายจากกุงตัวอ่ืนเมื่อกําลังลอกคราบ รวมทั้งในขณะที่ทาํ
ใหกุงตดิโรคกุงกําลังอยูในชวงลอกคราบอยู ทําใหกุงมสุีขภาพออนแอกวากุงตวัอ่ืนและตายไปใน
ที่สุด 
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      8.3.2 ผลของผง B17 ตอปริมาณแบคทเีรียท้ังหมดและ Vibrio spp. ในตับของกุงกลุาดํา
ที่รอดชีวิต  
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ภาพที ่48  ผลของผง B17 ตอปริมาณแบคทีเรียท้ังหมดในตับของกุงกลุาดําที่รอดชีวติจากการทําให 
    กุงกุลาดําตดิโรค 
    กําหนดให  ควบคุม (+) เปนกลุมที่ทําใหติดโรคดวย VH05 

           ควบคุม (-) เปนกลุมทีไ่มทําใหตดิโรคดวย VH05 
 

   ดังแสดงในภาพที่ 48 พบวากุงกลุมทีใ่หผง B17 ผสมอาหารความเขมขน 106 
cfu/g มีปริมาณแบคทีเรียทั้งหมดในตับกุงที่รอดชีวิตเทากับ 4.45x106 cfu/g กลุมที่ใหผง B17 ผสม
อาหารความเขมขน 108 cfu/g มีปริมาณแบคทีเรียท้ังหมดในตับกุงเทากับ 1.10x107 cfu/g กลุม
ควบคุมที่ทําใหติดโรคมีปริมาณแบคทีเรียทั้งหมดเทากับ 2.49x106 cfu/g กลุมควบคุมที่ไมทําใหตดิ
โรคมีปริมาณแบคทีเรียท้ังหมดเทากับ 3.15x105 cfu/g จากผลการทดลองจะเห็นวาปริมาณแบคทีเรีย
ทั้งหมดในตับกุงของกลุมการทดลองที่ใหผง B17 ผสมอาหารความเขมขน 108 cfu/g มีคามากกวา
กลุมการทดลองที่ใหผง B17 ผสมอาหารความเขมขน 106 cfu/g และกลุมควบคุมทั้งสองกลุม และ
กลุมควบคุมทีท่ําใหติดโรคมปีริมาณแบคทเีรียท้ังหมดมากกวากลุมควบคุมที่ไมทําใหติดโรค  
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ภาพที ่49  ผลของผง B17 ตอปริมาณ Vibrio spp. ในตับของกุงกุลาดําที่รอดชีวิตจากการทําใหกุง 

    กุลาดําติดโรค 
    กําหนดให  ควบคุม (+) เปนกลุมที่ทําใหติดโรคดวย VH05 

           ควบคุม (-) เปนกลุมทีไ่มทําใหตดิโรคดวย VH05 
 

   ดังแสดงในภาพที่ 49 พบวากุงกลุมทีใ่หผง B17 ผสมอาหารความเขมขน 106 
cfu/g มีปริมาณ Vibrio spp. ในตับกุงที่รอดชีวิตเทากับ 9.50x102 cfu/g กลุมที่ใหผง B17 ผสมอาหาร
ความเขมขน 108 cfu/g มีปริมาณ Vibrio spp. ในตับกุงเทากับ 4.50x103  cfu/g กลุมควบคุมที่ทําให
ติดโรคมีปริมาณ Vibrio spp. ในตับกุงเทากับ 5.70x104  cfu/g กลุมควบคุมที่ไมทําใหติดโรคมี
ปริมาณ Vibrio spp. ในตับกุงเทากับ 6.45x103  cfu/g  
 

   ปริมาณ Vibrio spp. ในตบักุงของกลุมที่ใหผง B17 ผสมอาหารความเขมขน 108 
cfu/g นอยกวากลุมที่ใหผง B17 ผสมอาหารความเขมขน 106 cfu/g และมีปริมาณนอยกวากลุม
ควบคุมทั้งสองกลุม และกลุมควบคุมที่ทําใหติดโรคมีปริมาณ Vibrio spp. ในตับกุงมากกวากลุม
ควบคุมที่ไมทาํใหติดโรค แสดงวาการใหผง B17 ผสมอาหารสามารถชวยลดปริมาณ Vibrio spp. 
ในตับกุงได และสามารถทําใหกุงรอดชวีติจากการทําใหติดโรค ในขณะที่กลุมควบคุมที่รอดชีวิต
จากการทําใหติดโรคมีปริมาณ Vibrio spp. ในตับสูงซ่ึงเปนไปไดวากุงนาจะกําลังปวยหรือใกลตาย 
สวนกลุมควบคุมที่ไมทําใหติดโรคมีปริมาณ Vibrio spp. อยูในระดบัที่สูงพอสมควรแตกุงไมเปน
โรคหรือตาย อาจเนื่องจาก Vibrio spp. ที่ตรวจพบไมใชสายพันธุที่กอใหเกดิโรคในกุง 
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จากผลการทดลอง กุงกุลาดําที่ไดรับเชื้อผง B17 ผสมอาหาร มีการเติบโตและอัตราการ
รอดชีวิตหลังจากถูกทําใหติดเชื้อดวย VH05 สูงกวากลุมควบคุมที่ไมไดรับโปรไบโอติก และมี
ปริมาณ Vibrio spp. ในตับกุงต่ํากวากลุมควบคุมที่ถูกทาํใหเกิดโรค ซ่ึงสอดคลองกับการใชเชื้อสด
ผสมในอาหารใหกับกุง (หัวขอที่7) ดังนั้นจึงสรุปไดวา B17 ในรูปของเชื้อผงที่ผานการทําแหงแบบ
พนฝอย ยังคงมีประสิทธิภาพเหมือนเชื้อสด ในการสงเสริมการเติบโตของกุง และยับยั้งการเติบโต
ของ VH05 ในกุงกุลาดํา  
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สรุปผลการทดลอง 
  

ผลจากการศึกษานี้สามารถคัดเลือก B. amyloliquefaciens B17, B. pumilus B19, B. 
amyloliquefaciens B21 และ B. megaterium B25 จากตับกุงกุลาดําทีม่ีกิจกรรมยับยัง้แบคทีเรียกอ
โรคในกุงกุลาดํา Vibrio spp. จํานวน 10 สายพันธุ ดวยวิธี agar well diffusion ซ่ึงมีเสนผาน
ศูนยกลางบริเวณยับยั้งเฉลี่ยอยูในชวง 1.03±0.04 ถึง 2.20±0.07 cm และมีคาความเขมขนต่ําสุดที่
ยับยั้งเทากับ 5.0x107, 5.0x107, 5.0x107 และ 5.0x106 cfu/ml ตามลําดับ นอกจากนี้ยังหาคาความ
เขมขนต่ําสุดทีย่ับยั้งดวยวิธี co-culture ใน nutrient broth พบวาคาความเขมขนต่ําสุดของ B17 และ 
B21 ที่ยับยั้งการเติบโตของ V. harveyi VH05 เทากับ 5.0x106 และ 5.0x107 cfu/ml ตามลําดับ สวน 
B25 พบวาในชวงความเขมขน 106 ถึง 108 cfu/ml ไมสามารถหาคาได   
 

ผลการศึกษาการเพาะเลี้ยง B17, B19, B21 และ B25 ในฟลาสกแบบเขยา พบวาอาหารเลี้ยง
เชื้อดัดแปรโมลาสที่มีสวนผสมของ Sandril salt และ 5% โมโนโซเดียมกลูตาเมต รวมกับการเตมิ
โซเดียมคลอไรดปริมาณ 0 ถึง 15 g/l เหมาะสมกับการเติบโตของแบคทีเรียทดสอบทุกสายพันธุ ที่
อุณหภูมิ 30 ถึง 37oC เมื่อเพาะเลี้ยง B17, B21 และ B25 ในถังหมักขนาด 2 ลิตร ที่มีการควบคุมพี
เอชในชวง 5.0-7.0 พบวา B17, B21 และ B25 เติบโตไดดทีี่พีเอช 6.0 โดยใหอัตราการเติบโตจําเพาะ
สูงสุดเทากับ 0.4985, 0.4387 และ 0.4938 h-1 ตามลําดับ  
 
 การศึกษาการทําแหงแบบพนฝอยของ B17 พบวาอาหารเล้ียงเชื้อและระยะการเติบโตมีผล
ตออัตราการรอดชีวิต โดย B17 ที่เพาะเลี้ยงใน NB มีอัตราการรอดชีวิตสูงกวาทีเ่พาะเลี้ยงใน MSMo 
ประมาณ 2.5 เทา เซลลที่การเพาะเลี้ยงเปนเวลา 36, 48 และ 24 ช่ัวโมง มีอัตราการรอดชีวิตหลังการ
ทําแหงแบบพนฝอยเทากับ 9.28, 8.81 และ 3.38% ตามลําดับ นอกจากนี้อัตราการรอดชีวิตของ B17 
หลังการทําแหงแบบพนฝอยขึ้นกับชนิดของสารพาและสารปองกันเซลล พบวา 15% มอลโทเดกซ
ทรินผสม 5% โมโนโซเดียมกลูตาเมตพามีอัตราการรอดชีวิต (63.48%) สูงที่สุด รองลงมาคือ 20% 
มอลโทเดกซทริน (8.53%) และ 20% นมผง (7.17%)  
 
 หลังการเก็บรักษาผง B17 เปนเวลา 6 เดือน พบวาการเก็บที่อุณหภูม ิ 4oC มีอัตราการรอด
ชีวิตสูงกวาที่ 30oC และการใช 15% มอลโทเดกซทรินผสม 5% โมโนโซเดียมกลูตาเมตเปนสารพา
มีอัตราการรอดชีวิตสูงที่สุดทั้งที่เก็บที่อุณหภูมิ 4oC และ 30oC เทากับ 88.50% และ 84.07% 
ตามลําดับ สวนการใช 20% นมผงเปนสารพามีอัตราการรอดชีวิตสูงกวา 20% มอลโทเดกซทรินเมือ่
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เก็บที่อุณหภูม ิ 4oC โดยมีคาเทากับ 76.47% และ 71.43% ตามลําดับ และมีอัตราการรอดชีวติ
ใกลเคียงกันเมือ่เก็บที่อุณหภมูิ 30oC มีคาเทากับ 14.70% และ 14.81% ตามลําดับ นอกจากนี้ยังพบวา
อาหารเลี้ยงเชือ้ ระยะการเตบิโตของ B17 สารพา สารปองกันเซลล และการเก็บรักษาไมมีผลตอ
กิจกรรมการยบัยั้ง VH05  
 
 การใชผง B17 เปนหัวเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้ออยางงาย 5 ชนิด ไดแก NS, Mo, SF, MSMo 
และ Coco พบวาที่ 36 ช่ัวโมง มีปริมาณเซลลใกลเคียงกับที่ 24 ช่ัวโมง และใกลเคยีงกับ NB โดยมี
เซลลประมาณ 109 cfu/ml และยังคงมกีิจกรรมการยับยัง้ VH05 เหมอืนเดิม ผง B17 มีคา MIC 
เทากับ 106 และ 107 cfu/ml ที่สามารถยับยั้ง VH05 ที่ 102 และ 104 cfu/ml ตามลําดับโดยวิธี co-
culture  
 

ผลการศึกษาการใช Bacillus spp. ในสัตวทดลองโดยการเติมลงน้ําใหมีปริมาณเชือ้ในน้ํา
เทากับ 105 cfu/ml ทุกวันเปนเวลา 28 วัน จากนั้นทาํใหกุงกุลาดําติดโรคดวย VH05 พบวากุงกุลาดาํ
กลุมที่ไดรับ B17, B21 และ B25 มีอัตราการรอดชีวิตสูงกวากลุมควบคุม โดยมีคาเทากับ 41.67, 
46.67 และ 40.00% ตามลําดับ สวนกลุมทีไ่ดรับ B19 มีอัตราการรอดชีวิตเทากับกลุมควบคุม มีคา
เทากับ 33.33% นอกจากนีย้ังศึกษาผลของ B17, B21 และ B25 ตอการรอดชีวิตของกุงกุลาดํา โดย
ใสเซลลของแบคทีเรียทดสอบในอาหารกุงที่ความเขมขน 108 และ 106 cfu/g  

 
หลังจากทําใหกุงติดโรค พบวากลุมที่ไดรับเชื้อ B17, B21 และ B25 ปริมาณ 108 cfu/g มี

อัตราการรอดชีวิตสูงกวา กลุมที่ไดรับเชื้อปริมาณ 106 cfu/g และสูงกวากลุมควบคุม โดยมีคาเทากบั 
58.33-76.92%, 43.75-57.14% และ 30.77% ตามลําดับ จากผลการทดลองจะเหน็วา B17 มีศักยภาพ
ดานการยบัยั้งเชื้อกอโรคสูงสุด กลุมที่ไดรับ B17 ลดอัตราการตายเหลือ 23.08-42.86% ซ่ึงขึ้นกับ
ความเขมขนของเชื้อ เปรียบเทียบกับกลุมควบคุมที่มีอัตราการตายเทากับ 69.23% ผลการทดลอง
เปนไปในทํานองเดียวกันกับการใช B17 ที่ผานการทําแหงแบบพนฝอย พบวากุงกุลาดํามีการรอด
ชีวิตที่ไมแตกตางกัน  (70.83-54.55%) 
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1.  สูตรอาหารเลี้ยงเชื้อ 
 

Nutrient Broth (NB) +  NaCl 1.5% 
Beef extract   3 g 
Peptone   5 g 
โซเดียมคลอไรด  15 g 
น้ํากล่ัน   1 l 
 

Nutrient Agar (NA) +  NaCl 1.5% 
Beef extract   3 g 
Peptone   5 g 
โซเดียมคลอไรด  15 g 
ผงวุน   15 g 
น้ํากล่ัน   1 l 
 

Thiosulphate citrate bile Salts Sucrose Agar (TCBS)  
Yeast extract  5 g 
Tripteine  5 g 
Peptone   5 g 
Sodium citrate  10 g 
Sodium thiosulfate 10 g 
Oxgall   8 g 
Sucrose   20 g 
Sodium chloride  10 g 
Ferric citrate  1 g 
Thymol blue  0.04 g 
Bromothymol blue 0.04 g 
Agar   15 g 
น้ํากล่ัน    1 l      
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Sandril salt (10x) 
KH2PO4   10.0  g 
MgSO4.7H2O    5.0  g 
KCl   10.0 g 
MnSO4     4.0 mg 
CuSO4.5H2O    16 mg 
FeSO4.6H2O    12         mg 
น้ํากล่ัน    100 ml      
 
Molass-NaCl (M+Nacl) 
molasses   20.0  ml 
NaCl   15.0 g 
น้ํากล่ัน    1 l      
 
Molass-Sandril salt-monosodium glutamate (M+S+Mo) 
molasses   20.0  ml 
NaCl   15.0 g 
monosodium glutamate     5.0          g    
Sandril salt (10x)                 10.0       ml 
น้ํากล่ัน    1 l      
 
Sucrose-Sandril salt-monosodium glutamate (Su+S+Mo) 
Sucrose   20.0  g 
NaCl   15.0 g 
monosodium glutamate     5.0          g    
Sandril salt (10x)                 10.0       ml 
น้ํากล่ัน    1 l      
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Sucrose-Sandril salt-di ammonium phosphate (Su+S+diAm)  
Sucrose   20.0  g 
NaCl   15.0 g 
di-ammonium phosphate     5.0     g    
Sandril salt (10x)              10.0    ml 
น้ํากล่ัน    1 l      
 
Shrimp feed medium (SF) 
อาหารกุง                         20.0  g 
NaCl   15.0 g 
น้ํากล่ัน    1 l      
 
Coconut juice (Coco) medium 
น้ํามะพราวออน  1 l 
NaCl   15.0 g 
 
2.  วิธีการตรวจนับจุลินทรียท้ังหมดในอาหารเลี้ยงเชื้อ 
 

1. นําตัวอยางที่เก็บมาเจือจางในสารละลายโซเดียมคลอไรด 0.85% ใหไดความเขมขน
ตามที่ตองการ 3 ระดับ  ซ่ึงระดับความเจือจางขึ้นกับปริมาณเซลลในแตละชวงเวลาที่เก็บตัวอยาง 

2.  นําตัวอยางในแตละความเจือจาง  ความเจือจางละ 0.1 ml ใสในจานเพาะเลี้ยงเชื้อที่มี
อาหารเลี้ยงเชื้อ Nutrient agar ผสมโซเดียมคลอไรด 1.5% และอาหารเลี้ยงเชื้อ TCBS 

3.  ทําการ spread plate ใหกระจายทั่วจานอาหารเลี้ยงเชื้อ จนผิวหนาอาหารแหงสนิท ทํา
การคว่ําจานเพาะเลี้ยงเชื้อ ทําการทดลองที่ระดับความเจือจางละ 2 ซํ้า 

4.  นําไปบมที่อุณหภูมิ 37oC เปนเวลา 24 ช่ัวโมง 
5.  นําเชื้อที่บมตามเวลาแลวมานับจํานวนโคโลนีเดี่ยวๆ ที่ขึ้นบนอาหารเลี้ยงเชื้อ แลวนําไป

คํานวณเปนจํานวนโคโลนี ตอน้ําหนัก 1 ml (cfu/ml) หาคาเฉลี่ยจากระดับความเจือจางที่ใหจํานวน
โคโลนีอยูระหวาง 25 – 250 โคโลนีตอจานเพาะเลี้ยงเชื้อ 
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3.  คํานวณจํานวนเซลลท่ีมีชีวิต 
 

จํานวนเซลลที่มีชีวิต (cfu/ml)  =  จํานวนโคโลนีตอจานเพาะเลี้ยงเชื้อ × dilution factor × 10 
 
4. ปริมาณน้าํตาลทั้งหมด (Total sugar) 
 
 4.1 การเตรียมสารเคมี 
       4.1.1 กรดซัลฟวริก 95.5% มี specific gravity 1.84 
       4.1.2 ฟนอล 5.0% โดยน้าํหนัก 
 
 4.2 การวิเคราห 
       4.2.1 ปเปตสารละลายตัวอยางที่มีความเขมขนของสารละลายน้ําตาลที่เหมาะสม (0-80 
μg/l) ปริมาตร 1 ml ลงในหลอดทดลองและเติมสารละลายฟนอล 1 ml ผสมใหเขากัน 
       4.2.2 เติมกรดซัลฟวริกเขมขน 5 ml อยางรวดเรว็โดยใหกรดปะทะสารละลายในหลอด
ทดลองโดยตรง ผสมใหเขากนัทันที วางสารละลายทิ้งไว 10 นาทีหลังจากนั้นผสมใหเขากันแลวบม
ในอางควบคุมอุณหภูมิ 25-30 องศาเซลเซียส 10-20 นาที 
       4.2.3 นําไปวัดคาการดดูกลืนแสงที่ OD490 เปรียบเทียบคาที่ไดเพือ่หาปริมาณน้าํตาลใน
สารละลายตัวอยางกับกราฟมาตรฐาน ซ่ึงใชน้ําตาลชนิดเดียวกันเปนมาตรฐาน 
 
5. ความชื้นของผงผลติภณัฑ 

  
 ช่ังตัวอยางผงผลิตภัณฑประมาณ 0.5 g ใสลงในถวยอลูมิเนียมที่ทราบน้ําหนกัแนนอนแลว 
นําไปอบแหงที่ 105  ํC เปนเวลา 24 ช่ัวโมง จากนัน้ชัง่น้ําหนกัภาชนะรวมทั้งตวัอยางอีกครั้งเพือ่
คํานวณเปอรเซ็นตความชื้นดังนี ้

 
ความชื้น (%) =    (นน. ตัวยางกอนอบ-นน. ตัวอยางหลังอบ) x 100  

             นน. ตัวยางกอนอบ 
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ภาพผนวกที่ ก1  ถังหมักขนาด 2 ลิตร (New Brunswick Scientific, NJ, USA) 
 
 

 
 
 

ภาพผนวกที่ ก2  เครื่องทําแหงแบบพนฝอยระดับนํารอง (Niro A/S, Denmark) 
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ภาคผนวก ข 
ตารางผนวก 
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ตารางผนวกที่ ข1  ปริมาณ VH05 จากการใช B17 ยับยั้ง VH05 โดยวิธี co-culture 
 

 ปริมาณ VH05 (cfu/ml) 

เวลา (ช่ัวโมง) B17 
(cfu/ml) 0 12 24 36 48 

106 4.5x102 - - - - 
107 4.5x102 - - - - 
108 6.5x102 - - - - 

      0(Control) 5.5x102 6.65x104 1.83x106 1.06x108 1.86x108 
106 1.0x104 4.5x107 1.37x109 2.85x109 1.03x109 
107 1.0x104 - - - - 
108 3.0x104 - - - - 

      0(Control) 1.0x104 3.75x108 1.2x109 2.9x109 8.2x108 
106 6.5x106 1.58x108 7.2x108 5.05x108 9.7x108 
107 6.0x106 7.5x108 1.17x109 1.03x109 1.27x109 
108 5.5x106 2.35x108 3.15x108 2.32x108 1.99x108 

      0(Control) 5.2x106 4.55x108 1.05x109 1.35x109 1.12x109 
 
หมายเหต ุ - หมายถึง ปริมาณเชื้อนอยกวา 102 cfu/ml ที่ระดับความเจอืจาง 10 เทา 
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ตารางผนวกที่ ข2  ปริมาณ VH05 จากการใช B21 ยับยั้ง VH05 โดยวิธี co-culture  
 

 ปริมาณ VH05 (cfu/ml) 

เวลา (ช่ัวโมง) B21 
(cfu/ml) 0 12 24 36 48 

106 4.5x102 - 1.5x102 1.25x103 1.4x104 
107 6.5x102 - - - - 
108 4.5x102 - - - - 

      0(Control) 5.5x102 6.65x104 1.83x106 1.06x108 1.86x108 
106 1.4x104 4.25x107 6.4x109 3.8x109  7.3x108 
107 1.1x104 - - 2.0x103 1.53x105 
108 1.8x104 - - - 5.7x103 

      0(Control) 1.0x104 3.75x108 1.2x109 2.9x109 8.2x108 
106 4.5x106 2.95x108 6.3x108 7.2x108 7.75x108 
107 3.0x106 4.75x108 7.4x108 4.75x108 4.05x109 
108 5.5x106 1.18x108 1.67x108 1.75x108 1.51x108 

      0(Control) 5.2x106 4.55x108 1.05x109 1.35x109 1.12x109 
 
หมายเหต ุ - หมายถึง ปริมาณเชื้อนอยกวา 102 cfu/ml ที่ระดับความเจอืจาง 10 เทา 
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ตารางผนวกที่ ข3  ปริมาณ VH05 จากการใช B25 ยับยั้ง VH05 โดยวิธี co-culture  
 

 ปริมาณ VH05 (cfu/ml) 

เวลา (ช่ัวโมง) B25 
(cfu/ml) 0 12 24 36 48 

106 6.5x102 6.5x102 3.75x103 1.47x104 1.36x106 
107 7.5x102 - 7.5x102 2.85x103 1.14x104 
108 5.5x102 - - 2.0x102 1.05x103 

      0(Control) 5.5x102 6.65x104 1.83x106 1.06x108 1.86x108 
106 9.9x104 2.8x107 4.7x107 1.08x108  2.11x108 
107 4.9x104 2.5x106 1.84x106 1.32x107 5.2x107 
108 7.6x104 4.0x104 1.2x105 5.9x106 8.7x106 

      0(Control) 1.0x104 3.75x108 1.2x109 2.9x109 8.2x108 
106 5.7x106 5.7x108 1.62x109 1.15x109 8.4x108 
107 5.0x106 4.65x108 1.17x109 1.02x109 8.5x108 
108 5.8x106 4.65x108 6.7x108 7.2x108 9.5x108 

      0(Control) 5.2x106 4.55x108 1.05x109 1.35x109 1.12x109 
 
หมายเหต ุ - หมายถึง ปริมาณเชื้อนอยกวา 102 cfu/ml ที่ระดับความเจอืจาง 10 เทา 
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ตารางผนวกที่ ข4  ปริมาณ B17 จากการใช B17 ยับยั้ง VH05 โดยวิธี co-culture 
 

ปริมาณเชื้อเร่ิมตน (cfu/ml) ปริมาณ B17 (cfu/ml) 
เวลา (ช่ัวโมง) VH05 B17 

0 12 24 36 48 
102 106 4.5x106 9.5x106 6.65x107 1.83x108 4.15x108 

 107 5.35x107 1.05x108 3.35x108 5.35x108 6.1x108 
 108 3.15x108 5.9x108 8.95x108 8.65x108 1.05x109 

104 106 6.0x106 5.0x107 6.6x107 7.7x107 6.8x107 

 107 5.1x107 1.6x108 4.7x108 2.8x108 6.9x108 
 108 3.0x108 9.6x108 7.5x108 6.4x108 3.9x108 

106 106 4.5x106 4.0x107 1.71x108 1.85x108 1.69x108 

 107 4.25x107 5.1x108 7.55x108 6.05x108 6.6x108 
 108 2.3x108 1.15x109 1.62x109 1.44x109 1.26x109 

 
ตารางผนวกที่ ข5  ปริมาณ B21 จากการใช B21 ยับยั้ง VH05 โดยวิธี co-culture 
 

ปริมาณเชื้อเร่ิมตน (cfu/ml) ปริมาณ Bacillus spp. B21 (cfu/ml) 

เวลา (ช่ัวโมง) V. harveyi 
VH05 

Bacillus spp. 
B21 0 12 24 36 48 

102 106 3.5x106 1.85x107 2.06x108 4.35x108 4.55x108 

 107 6.0x107 1.17x108 4.9x108 6.0x108 6.0x108 
 108 7.05x108 7.1x108 7.65x108 8.05x108 7.7x108 

104 106 4.0x106 2.0x107 1.55x107 1.40x107 1.15x107 

 107 5.4x107 2.6x108 3.5x108 4.2x108 2.4x108 
 108 4.0x108 6.4x108 7.2x108 1.5x109 8.1x108 

106 106 4.0x106 2.18x108 3.05x108 3.45x108 3.65x108 

 107 6.2x107 2.05x108 7.5x108 5.1x108 3.1x108 
 108 3.7x108 9.5x108 1.55x109 1.85x109 1.45x109 
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ตารางผนวกที่ ข6  ปริมาณ B25 จากการใช B25 ยับยั้ง VH05 โดยวิธี co-culture 
 

ปริมาณเชื้อเร่ิมตน (cfu/ml) ปริมาณ Bacillus spp. B25 (cfu/ml) 

เวลา (ช่ัวโมง) V. harveyi 
VH05 

Bacillus spp. 
B25 0 12 24 36 48 

102 106 5.5x106 1.25x107 2.6x108 3.7x108 4.85x108 

 107 5.25x107 1.36x108 3.75x108 6.4x108 6.05x108 
 108 6.45x108 7.05x108 6.4x108 7.2x108 8.1x108 

104 106 5.5x106 8.0x107 3.0x107 1.1x108 7.9x107 

 107 2.4x107 7.1x108 2.6x107 4.5x108 5.6x108 
 108 6.8x108 3.6x108 1.4x108 1.3x109 8.8x108 

106 106 8.5x106 4.65x107 3.7x108 2.32x108 1.98x108 

 107 5.5x107 3.15x108 7.9x108 1.59x109 1.26x109 
 108 6.65x108 1.79x109 1.51x109 1.9x109 1.36x109 
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ตารางผนวกที่ ข7  ผลการเพาะเลี้ยง B17 ใน M+Nacl 
 

เวลา (ช่ัวโมง) pH OD600 nm Viable cell (cfu/ml) Sugar (g/l)            

0 5.12 1.85 4.45x106 19.88 
12 5.03 2.92 1.13x107 17.25 
24 5.21 3.7 8.6x107 12.7 
36 4.98 3.92 1.04x109 8.43 
48 5.46 3.95 1.47x109 4.9 
60 5.89 3.72 1.35x109 4.23 
72 5.53 3.59 1.46x109 4.4 
96 5.15 3.48 1.33x109 4.08 
120 5.11 3.38 1.07x109 3.95 
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ภาพผนวกที่ ข1  ผลการเพาะเลี้ยง B17 ใน M+Nacl 
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ตารางผนวกที่ ข8  ผลการเพาะเลี้ยง B17 ใน M+S+Mo 
 

เวลา (ช่ัวโมง) pH OD600 nm Viable cell (cfu/ml) Sugar (g/l)            

0 5.32 1.98 3.75x106 18.38 
12 5.39 3.35 3.35x107 15.59 
24 5.63 4.28 5.1x108 10.24 
36 5.61 4.78 1.88x109 4.65 
48 7.04 5.06 2.7x109 2.32 
60 7.37 4.91 2.85x109 1.74 
72 7.05 4.73 2.6x109 1.38 
96 6.54 4.59 2.5x109 1.24 
120 6.32 4.56 2.35x109 1.06 
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ภาพผนวกที่ ข2  ผลการเพาะเลี้ยง B17 ใน M+S+Mo 
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ตารางผนวกที่ ข9  ผลการเพาะเลี้ยง. B17 ใน Su+S+Mo 
 

เวลา (ช่ัวโมง) pH OD600 nm Viable cell (cfu/ml) Sugar (g/l)            

0 6 0.25 4.7x106 20.67 
12 5.35 1.14 2.93x107 16.67 
24 5.21 2.1 1.69x108 12.19 
36 5.12 3.06 8.2x108 6.69 
48 6.97 3.31 1.72x109 2.57 
60 8.04 3.45 1.63x109 1.93 
72 7.18 3.38 1.55x109 1.45 
96 5.53 3.02 1.46x109 1.31 
120 5.48 3.11 1.41x109 1.12 

 

Cultivation Time (h)
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ภาพผนวกที่ ข3  ผลการเพาะเลี้ยง B17 ใน Su+S+Mo 
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ตารางผนวกที่ ข10  ผลการเพาะเลี้ยง B17 ใน Su+S+diAm 
 

เวลา (ช่ัวโมง) pH OD600 nm Viable cell (cfu/ml) Sugar (g/l)            

0 6.84 0.26 3.95x106 19.46 
12 6.66 0.27 4.9x106 19.18 
24 6.48 0.31 1.35x107 18.75 
36 6.37 0.32 1.8x107 18.02 
48 6.26 0.32 2.45x107 17.84 
60 6.11 0.4 3.2x107 17.27 
72 5.99 0.44 2.6x107 16.87 
96 5.83 0.47 2.0x107 16.92 
120 5.77 0.48 2.4x107 16.61 

 

Cultivation Time (h)
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ภาพผนวกที่ ข4  ผลการเพาะเลี้ยง B17 ใน Su+S+diAm 
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ตารางผนวกที่ ข11  ผลการเพาะเลี้ยง B19 ใน M+Nacl 
 

เวลา (ช่ัวโมง) pH OD600 nm Viable cell (cfu/ml) Sugar (g/l)            

0 5.2 2 1.9x107 21.1 
12 5.4 2.2 7.0x107 20.2 
24 5.5 2.4 7.0x108 18.8 
36 5.7 3.5 1.2x109 16.5 
48 5.9 4.2 2.1x109 14 
60 6.1 4.1 2.2x109 11.3 
72 6.2 3.9 2.0x109 9.7 
96 6.4 3.8 1.6x109 9.1 
120 6.5 3.7 1.25x109 8.6 

 

Cultivation Time (h)
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ภาพผนวกที่ ข5  ผลการเพาะเลี้ยง B19 ใน M+Nacl 
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ตารางผนวกที่ ข12  ผลการเพาะเลี้ยง B19 ใน M+S+Mo 
 

เวลา (ช่ัวโมง) pH OD600 nm Viable cell (cfu/ml) Sugar (g/l)            

0 5.5 2.2 1.3x107 19.7 
12 5.7 2.4 1.4x108 18.8 
24 5.9 3.5 1.5x109 15.2 
36 6 4.7 3.1x109 11 
48 6.2 5.7 4.2x109 7.1 
60 6.5 6 3.8x109 5 
72 7 6 3.6x109 3.2 
96 7.2 5.6 3.0x109 3.1 
120 7 5.5 2.1x109 2.8 

 

Cultivation Time (h)
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ภาพผนวกที่ ข6  การเพาะเลี้ยง B19 ใน M+S+Mo 
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ตารางผนวกที่ ข13  ผลการเพาะเลี้ยง B19 ใน Su+S+Mo 
 

เวลา (ช่ัวโมง) pH OD600 nm Viable cell (cfu/ml) Sugar (g/l)            

0 6.3 0.2 2.4x107 21 
12 5.8 1.2 5.8x107 19.2 
24 5.4 1.4 3.3x108 18 
36 5.3 1.4 3.8x108 16.3 
48 5.1 1.5 4.9x108 15.3 
60 5.3 1.5 4.0x108 15.4 
72 5.3 1.2 3.2x108 15.2 
96 5.2 1 1.9x108 14.8 
120 5.3 1.1 1.4x108 14.5 
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ภาพผนวกที่ ข7  ผลการเพาะเลี้ยง B19 ใน Su+S+Mo 
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ตารางผนวกที่ ข14  ผลการเพาะเลี้ยง B19 ใน Su+S+diAm 
 

เวลา (ช่ัวโมง) pH OD600 nm Viable cell (cfu/ml) Sugar (g/l)            

0 7 0.3 2.2x107 19.5 
12 6.5 1 8.0x107 18.6 
24 5.6 1.2 2.0x108 16.8 
36 5.3 1.2 2.6x108 16.5 
48 5.4 1.2 2.6x108 16 
60 5.5 1 2.4x108 15.9 
72 5.5 0.7 1.8x108 16 
96 5.4 0.7 7.0x107 15.8 
120 5.3 0.6 6.5x107 15.4 

 

Cultivation Time (h)
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ภาพผนวกที่ ข8  ผลการเพาะเลี้ยง B19 ใน Su+S+diAm 
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ตารางผนวกที่ ข15  ผลการเพาะเลี้ยง B21 ใน M+Nacl 
 

เวลา (ช่ัวโมง) pH OD600 nm Viable cell (cfu/ml) Sugar (g/l)            

0 5.1 2 2.1x106 21 
12 5.3 3.2 5.0x107 20.3 
24 5.6 4.1 4.3x108 19.8 
36 6 4.7 9.1x188 16 
48 6.2 5.2 1.06x189 14.1 
60 6.3 5.8 1.03x189 12.7 
72 6.3 6.3 1.03x189 9.1 
96 6.5 6.5 4.2x188 9 
120 6.4 6.4 2.3x188 9.3 

 

Cultivation Time (h)
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ภาพผนวกที่ ข9  ผลการเพาะเลี้ยง ใน M+Nacl 
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ตารางผนวกที่ ข16  ผลการเพาะเลี้ยง B21 ใน M+S+Mo 
 

เวลา (ช่ัวโมง) pH OD600 nm Viable cell (cfu/ml) Sugar (g/l)            

0 5.4 2 6.0x106  20 
12 5.7 3.9 7.0x107 14 
24 6 5.8 1.5x109 9.5 
36 6.8 7.01 2.5x109 4.8 
48 7 7.42 2.2x109 4.4 
60 7 7.3 2.0x109 4.4 
72 6.8 7.18 1.9x109 4 
96 6.7 6.95 1.6x109 3.8 
120 6.8 6.76 1.5x109 3.9 

 

Cultivation Time (h)
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ภาพผนวกที่ ข10  ผลการเพาะเลี้ยง B21 ใน M+S+Mo 
 
 
 
 
 



 

 

 

163 

ตารางผนวกที่ ข17  ผลการเพาะเลี้ยง B21 ใน Su+S+Mo 
 

เวลา (ช่ัวโมง) pH OD600 nm Viable cell (cfu/ml) Sugar (g/l)            

0 6.1 0.2 6.0x106 20 
12 5.4 1.8 9.0x107 15.5 
24 5.4 4.1 7.5x108 10.5 
36 6.5 6.1 1.9x109 6.3 
48 6.5 6.3 1.7x109 4 
60 6.1 6.1 1.9x109 3 
72 6 5.6 2.0x109 2 
96 5.7 5 1.5x109 1.1 
120 5.8 4.8 1.3x109 0.9 
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ภาพผนวกที่ ข11  ผลการเพาะเลี้ยง B21 ใน Su+S+Mo  
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ตารางผนวกที่ ข18  ผลการเพาะเลี้ยง B21 ใน Su+S+diAm 
 

เวลา (ช่ัวโมง) pH OD600 nm Viable cell (cfu/ml) Sugar (g/l)            

0 7 0.3 5.5x106 21 
12 6.5 0.8 5.0x107 19 
24 5 2.6 1.0x108 13.8 
36 4.2 3.3 3.0x108 10.6 
48 4.2 4.2 7.0x108 9.5 
60 4.2 4 5.0x108 9.5 
72 4.2 3.8 4.0x108 9.1 
96 4.28 3.7 5.5x108 9 
120 4.5 3.4 4.0x108 8.9 
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ภาพผนวกที่ ข12  ผลการเพาะเลี้ยง B21 ใน Su+S+diAm 
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ตารางผนวกที่ ข19  ผลการเพาะเลี้ยง B25 ใน M+Nacl 
 

เวลา (ช่ัวโมง) pH OD600 nm Viable cell (cfu/ml) Sugar (g/l)            

0 5.06 1.81 3.3x106 20.46 
12 5.75 3.41 5.9x107 17.77 
24 6.09 4.64 3.55x188 14.21 
36 6.71 6.21 7.7x108 12.36 
48 6.88 6.42 8.6x108 12.03 
60 6.95 6.54 5.9x108 11.64 
72 6.91 6.76 5.4x108 10.79 
96 7.03 6.88 4.75x108 10.08 
120 6.93 6.96 2.3x108 10.15 
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ภาพผนวกที่ ข13  ผลการเพาะเลี้ยง B25 ใน M+Nacl 
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ตารางผนวกที่ ข20  ผลการเพาะเลี้ยง B25 ใน M+S+Mo 
 

เวลา (ช่ัวโมง) pH OD600 nm Viable cell (cfu/ml) Sugar (g/l)            

0 5.34 1.9 4.75x106 19.62 
12 6.19 3.82 7.2x107 15.21 
24 6.64 6 5.75x108 10.33 
36 7.14 7.1 1.8x109 6.69 
48 7.36 7.23 1.94x109 5.72 
60 7.44 7.35 1.76x109 5.49 
72 7.48 7.48 1.02x109 5.15 
96 7.57 7.54 5.85x108 4.79 
120 7.55 7.58 4.0x108 4.67 

 

Cultivation Time (h)
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ภาพผนวกที่ ข14  ผลการเพาะเลี้ยง B25 ใน M+S+Mo 
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ตารางผนวกที่ ข21  ผลการเพาะเลี้ยง B25 ใน Su+S+Mo 
 

เวลา (ช่ัวโมง) pH OD600 nm Viable cell (cfu/ml) Sugar (g/l)            

0 5.79 0.66 4.2x106 19.74 
12 5.91 2.26 5.2x107 15.45 
24 6.27 4.45 2.19x108 8.90 
36 6.84 6.27 9.1x108 3.78 
48 7.33 6.58 1.24x109 2.53 
60 7.45 6.56 1.03x109 1.80 
72 7.46 6.47 9.65x108 1.36 
96 7.51 6.27 7.8x108 1.49 
120 7.56 6.11 5.3x108 1.19 
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ภาพผนวกที่ ข15  ผลการเพาะเลี้ยง B25 ใน Su+S+Mo 
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ตารางผนวกที่ ข22  ผลการเพาะเลี้ยง B25 ใน Su+S+diAm 
 

เวลา (ช่ัวโมง) pH OD600 nm Viable cell (cfu/ml) Sugar (g/l)            

0 6.93 0.71 2.2x106 20.09 
12 6.08 2.23 2.7x107 16.46 
24 5.38 4.09 1.5x108 12.75 
36 4.43 4.89 3.5x108 9.14 
48 4.21 5.22 4.15x108 8.07 
60 4.18 5.28 3.3x108 7.56 
72 4.06 5.39 2.2x108 7.43 
96 4.1 5.41 1.06x108 7.08 
120 3.99 5.34 5.7x107 7.16 

 

Cultivation Time (h)
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ภาพผนวกที่ ข16  ผลการเพาะเลี้ยง B25 ใน Su+S+diAm 
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ตารางผนวกที่ ข23  ผลการเพาะเลี้ยง B17 ในถังหมัก แบบควบคุมพีเอชที่ 5.0 
 
เวลา (ช่ัวโมง) OD600 nm Viable cell 

(cfu/ml) 
Sugar 
(g/l) 

Dry cell 
(g/l) 

0 1.74 6.05x107 16.56 1.5 
4 2.92 2.95x108 15.56 2.44 
8 8.68 2.35x109 6.89 4.26 
12 9.36 2.9x109 3.58 4.58 
16 9.48 2.85x109 3.31 4.44 
20 9.34 2.6x109 3.42 4.58 
24 8.89 2.05x109 3.58 4.52 
28 8.44 2.6x109 3.47 4.16 
32 8.52 1.9x109 3.31 3.92 
36 7.94 2.05x109 3.18 3.82 
40 7.83 2.0x109 3.07 3.88 
44 8.08 2.65x109 3.09 3.94 
48 8.37 2.0x109 3.02 4.06 

 

Cultivation Time (h)
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ภาพผนวกที่ ข17  ผลการเพาะเลี้ยง B17 ในถังหมัก แบบควบคุมพีเอชที่ 5.0 
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ตารางผนวกที่ ข24  ผลการเพาะเลี้ยง B17 ในถังหมัก แบบควบคุมพีเอชที่ 6.0 
 
เวลา (ช่ัวโมง) OD600 nm Viable cell 

(cfu/ml) 
Sugar 
(g/l) 

Dry cell 
(g/l) 

0 1.88 3.8x107 16.47 1.78 
4 3.55 6.65x108 13.8 2.84 
8 8.95 2.05x109 6.84 5.56 
12 10.2 3.25x109 4.24 6.08 
16 10.7 3.45x109 3.84 6.22 
20 11.2 2.9x109 3.62 6.18 
24 11 2.45x109 3.53 6.3 
28 11.4 2.7x109 3.67 6.62 
32 10.9 2.45x109 3.58 6.74 
36 11.2 3.0x109 3.67 6.98 
40 11 2.2x109 3.76 7.06 
44 12 2.0x109 3.53 7.3 
48 11.8 2.05x109 3.33 6.9 

 

Cultivation Time (h)
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ภาพผนวกที่ ข18  ผลการเพาะเลี้ยง B17 ในถังหมัก แบบควบคุมพีเอชที่ 6.0 
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 ตารางผนวกที่ ข25  ผลการเพาะเลี้ยง B17 ในถังหมัก แบบควบคุมพีเอชที่ 7.0 
 
เวลา (ช่ัวโมง) OD600 nm Viable cell 

(cfu/ml) 
Sugar 
(g/l) 

Dry cell 
(g/l) 

0 1.79 2.2x107 18.87 1.66 
4 2.41 2.01x108 18 1.9 
8 9.22 4.95x109 10.76 5.82 
12 11.7 5.9x109 7.67 7.28 
16 12.3 4.5x109 5.61 7.64 
20 11.8 3.3x109 4.52 7.36 
24 12.2 2.55x109 4.41 7.18 
28 11.8 2.05x109 4.61 7.22 
32 11.3 2.1x109 4.24 7.32 
36 10.9 1.6x109 4.41 7.04 
40 10.6 1.8x109 4.46 6.9 
44 9.69 1.05x109 4.48 6.62 
48 9.15 1.1x109 4.11 6.76 

 

Cultivation Time (h)
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ภาพผนวกที่ ข19  ผลการเพาะเลี้ยง B17 ในถังหมัก แบบควบคุมพีเอชที่ 7.0 
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ตารางผนวกที่ ข26  ผลการเพาะเลี้ยง B21 ในถังหมัก แบบควบคุมพีเอชที่ 5.0 
 
เวลา (ช่ัวโมง) OD600 nm Viable cell 

(cfu/ml) 
Sugar 
(g/l) 

Dry cell 
(g/l) 

0 1.62 4.8x107 15.27 1.2 
4 2.67 5.9x108 13.93 1.6 
8 6.9 1.13x109 4.91 3.04 
12 10 1.37x109 3.69 3.62 
16 10.8 1.24x109 4.04 3.66 
20 10.7 1.16x109 3.69 3.58 
24 11.1 1.14x109 3.6 3.44 
28 11.3 1.36x109 3.29 3.48 
32 11.3 1.35x109 3.04 3.36 
36 11.7 1.94x109 2.84 3.34 
40 12.2 1.75x109 2.78 3.5 
44 12 1.36x109 2.51 3.46 
48 11.9 1.82x109 2.64 3.54 

 

Cultivation Time (h)
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ภาพผนวกที่ ข20  ผลการเพาะเลี้ยง B21 ในถังหมัก แบบควบคุมพีเอชที่ 5.0 
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ตารางผนวกที่ ข27  ผลการเพาะเลี้ยง B21 ในถังหมัก แบบควบคุมพีเอชที่ 6.0 
 
เวลา (ช่ัวโมง) OD600 nm Viable cell 

(cfu/ml) 
Sugar 
(g/l) 

Dry cell 
(g/l) 

0 1.68 1.65x107 16.4 1.22 
4 3.81 3.65x108 12.42 2.78 
8 6.59 1.3x109 4.89 4.1 
12 9.5 3.75x109 3.49 4.94 
16 9.92 3.35x109 3.18 4.92 
20 10.8 3.0x109 3.22 4.84 
24 10.4 3.3x109 3.11 4.92 
28 10.7 3.95x109 3.16 4.86 
32 10.6 3.6x109 3.04 4.8 
36 10.9 2.55x109 3.09 4.92 
40 11.4 4.1x109 2.96 4.6 
44 11.2 3.0x109 2.8 4.32 
48 10.6 3.25x109 2.67 4.32 

 

Cultivation Time (h)
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ภาพผนวกที่ ข21  ผลการเพาะเลี้ยง B21 ในถังหมัก แบบควบคุมพีเอชที่ 6.0 
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ตารางผนวกที่ ข28  ผลการเพาะเลี้ยง B21 ในถังหมัก แบบควบคุมพีเอชที่ 7.0 
 
เวลา (ช่ัวโมง) OD600 nm Viable cell 

(cfu/ml) 
Sugar 
(g/l) 

Dry cell 
(g/l) 

0 1.6 1.9x107 16.4 2.28 
4 1.61 2.8x108 15.89 3.24 
8 2.28 1.31x109 11.02 5.32 
12 8.65 3.2x109 5.84 6.88 
16 9.45 3.1x109 4.24 7.2 
20 9.82 2.2x109 4.2 7.16 
24 9.81 1.85x109 3.71 7.22 
28 9.66 2.1x109 3.69 6.98 
32 10.6 2.8x109 3.78 7.04 
36 10.3 2.25x109 3.58 7.24 
40 10.4 3.4x109 3.11 6.86 
44 10.1 2.3x109 3 7.24 
48 10.7 2.4x109 2.56 7.2 

 

Cultivation Time (h)
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ภาพผนวกที่ ข22  ผลการเพาะเลี้ยง B21 ในถังหมัก แบบควบคุมพีเอชที่ 7.0 
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ตารางผนวกที่ ข29  ผลการเพาะเลี้ยง B25 ในถังหมัก แบบควบคุมพีเอชที่ 5.0 
 
เวลา (ช่ัวโมง) OD600 nm Viable cell 

(cfu/ml) 
Sugar 
(g/l) 

Dry cell 
(g/l) 

0 2.42 1.15x107 17.75 0.58 
4 2.56 1.65x108 16.52 0.88 
8 3.73 4.3x108 9.83 2.28 
12 8.84 1.2x109 7.94 3.08 
16 9.19 1.39x109 5.76 3.22 
20 8.8 1.2x109 5.53 3.36 
24 9 9.1x108 5.36 3.52 
28 8.7 9.95x108 5.16 3.52 
32 8.9 7.3x108 5.21 3.76 
36 9.1 5.65x108 4.95 3.94 
40 9 5.35x108 4.99 3.7 
44 8.8 6.0x108 4.82 3.82 
48 9.1 3.45x108 4.52 3.88 

 

Cultivation Time (h)
0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48

OD
60

0 n
m

0

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

Su
ga

r c
on

ce
ntr

ati
on

 (g
/l)

0

5

10

15

20

Vi
ab

le 
ce

ll (
cfu

/m
l)

106

107

108

109

1010

Dr
y c

ell
 w

eig
ht 

(g/
l)

0

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10
OD 

Sugar

Viable cell 

Dry cell

 
 
ภาพผนวกที่ ข23  ผลการเพาะเลี้ยง B25 ในถังหมัก แบบควบคุมพีเอชที่ 5.0 
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ตารางผนวกที่ ข30  ผลการเพาะเลี้ยง B25 ในถังหมัก แบบควบคุมพีเอชที่ 6.0 
 
เวลา (ช่ัวโมง) OD600 nm Viable cell 

(cfu/ml) 
Sugar 
(g/l) 

Dry cell 
(g/l) 

0 2.36 8.0x106 17.14 0.92 
4 4.2 2.24x108 14.58 1.06 
8 7.05 1.37x109 6.93 1.46 
12 7.9 3.4x109 5.36 2.3 
16 8.17 4.1x109 4.58 2.4 
20 8.04 5.05x109 4.45 2.56 
24 8.05 3.7x109 4.3 2.64 
28 8.1 3.95x109 3.79 2.7 
32 7.96 3.35x109 3.57 2.82 
36 7.82 4.05x109 3.48 2.9 
40 7.8 4.05x109 3.38 2.96 
44 7.75 3.2x109 3.27 2.98 
48 7.68 2.1x109 3.14 3.1 

 

Cultivation Time (h)
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ภาพผนวกที่ ข24  ผลการเพาะเลี้ยง B25 ในถังหมัก แบบควบคุมพีเอชที่ 6.0 
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ตารางผนวกที่ ข31  ผลการเพาะเลี้ยง B25 ในถังหมัก แบบควบคุมพีเอชที่ 7.0 
 
เวลา (ช่ัวโมง) OD600 nm Viable cell 

(cfu/ml) 
Sugar 
(g/l) 

Dry cell 
(g/l) 

0 1.4 2.45x107 16.04 1.06 
4 2.48 1.55x108 14.19 1.28 
8 7.3 7.15x108 8.88 2.82 
12 13.79 1.36x109 6.34 7.24 
16 15.1 1.06x109 5.16 7.86 
20 16.5 1.48x109 4.82 8 
24 17 1.59x109 4.65 8.32 
28 17.3 1.49x109 4.43 8.78 
32 17.5 1.53x109 4.39 9.48 
36 18.2 1.38x109 4.22 9.58 
40 18.5 1.41x109 4.26 9.62 
44 18.7 1.29x109 4.11 10.14 
48 18.7 1.23x109 4.06 10.74 
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ภาพผนวกที่ ข25  ผลการเพาะเลี้ยง B25 ในถังหมัก แบบควบคุมพีเอชที่ 7.0 
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ตารางผนวกที่ ข32  ผลการเพาะเลี้ยง B17 ใน NB 
 

เวลา (ช่ัวโมง) OD600 nm เซลลมีชีวิต (cfu/ml) สปอร (cfu/ml) 

0 0.234 3.75x106 1.05x106 
6 1.034 2.13x107 1.28 x106 
12 1.711 1.38x108 2.95 x106 
18 2.237 4.25x108 1.85 x107 
24 2.47 7.5x108 6.6x107 
30 2.54 1.09x109 2.34x108 
36 2.312 1.58x109 6.2x108 
42 2.122 1.46x109 7.85x108 
48 2.015 1.31x109 8.4x108 
54 2.024 1.23x109 6.95x108 
60 1.831 1.06x109 6.05x108 
66 1.768 8.95x108 5.5x108 
72 1.756 7.4x108 4.75x108 
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ภาพผนวกที่ ข26  ผลการเพาะเลี้ยง B17 ใน NB  
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ตารางผนวกที่ ข33  ผลการเพาะเลี้ยง B19 ใน NB  
 

เวลา (ช่ัวโมง) OD600 nm เซลลมีชีวิต (cfu/ml) สปอร (cfu/ml) 

0 0.184 4.3x106 1.33x106 
6 0.687 2.35x107 1.64x106 
12 1.226 8.9x107 2.39x106 
18 1.642 3.55x108 1.03x107 
24 2.164 7.6x108 3.85x107 
30 2.258 1.08x109 9.3x107 
36 2.354 1.14x109 5.45x108 
42 2.231 1.25x109 7.35x108 
48 2.224 1.01x109 5.5x108 
54 2.436 8.75x108 5.2x108 
60 2.227 7.35x108 4.75x108 
66 2.195 6.35x108 4.4x108 
72 2.113 6.2x108 3.85x108 
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ภาพผนวกที่ ข27  ผลการเพาะเลี้ยง B19 ใน NB 
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ตารางผนวกที่ ข34  ผลการเพาะเลี้ยง B21 ใน NB 
 

เวลา (ช่ัวโมง) OD600 nm เซลลมีชีวิต (cfu/ml) สปอร (cfu/ml) 

0 0.186 4.95x106 2.26x106 
6 0.59 2.37x107 2.45x106 
12 1.06 7.3x107 3.85x106 
18 1.447 4.45x108 5.6x106 
24 1.884 8.4x108 4.7x107 
30 2.218 1.56x109 8.9x107 
36 2.472 1.37x109 2.85x108 
42 2.331 1.32x109 6.75x108 
48 2.433 1.28x109 7.3x108 
54 2.286 1.17x109 7.75x108 
60 2.155 1.15x109 6.3x108 
66 2.229 1.03x109 6.85x108 
72 2.105 8.95x108 7.3x108 
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ภาพผนวกที่ ข28  ผลการเพาะเลี้ยง B21 ใน NB 
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ตารางผนวกที่ ข35  ผลการเพาะเลี้ยง B25 ใน NB 
 

เวลา (ช่ัวโมง) OD600 nm เซลลมีชีวิต (cfu/ml) สปอร (cfu/ml) 

0 0.213 3.75x106 1.67x106 
6 0.534 1.04x107 2.12x106 
12 0.937 4.35x107 2.85x106 
18 1.658 5.85x108 3.45x106 
24 2.337 1.16x109 8.6x106 
30 2.465 1.64x109 4.75x107 
36 2.511 2.03x109 6.35x108 
42 2.378 1.84x109 8.15x108 
48 2.336 1.63x109 9.45x108 
54 2.493 1.72x109 7.80x108 
60 2.164 1.4x109 6.70x108 
66 2.027 1.32x109 6.10x108 
72 1.882 1.22x109 5.55x108 
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ภาพผนวกที่ ข29  ผลการเพาะเลี้ยง B25 ใน NB 
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ตารางผนวกที่36  ผลของอาหารเลี้ยงเชื้อตอตอการทําแหงแบบพนฝอยของ B17 
 

อาหารเลี้ยงเชือ้ ลักษณะเฉพาะ 
MSM  NB 

1. ปริมาณเซลลมีชีวิตกอนการทําแหง (cfu/g of solids) 9.30x109 9.90x109 
2. ปริมาณเซลลมีชีวิตหลังการทําแหง (cfu/g of solids) 1.24x108 3.35x108 
3. อัตราการรอดชีวิต (%) 1.33 3.38 
4. ความชื้น (%) 3.14 3.48 
5. กิจกรรมการยับยั้งกอนการทําแหง (cm ± S.D.) 1.43±0.11 1.49±0.02 
6. กิจกรรมการยับยั้งหลังการทําแหง (cm ± S.D.) 1.51±0.02 1.53±0.04 
 
ตารางผนวกที่ 37  ผลของระยะการเติบโตตอการทําแหงแบบพนฝอยของ B17 
 

เวลาเพาะเลี้ยง  ลักษณะ 
24 h 36 h 48 h 

1. ปริมาณเซลลมีชีวิตกอนการทําแหง 
    (cfu/g of solids) 

9.90x109 6.90x109 8.80x109 

2. ปริมาณเซลลมีชีวิตหลังการทําแหง 
    (cfu/g of solids) 

3.35x108 6.40x108 7.75x108 

3. อัตราการรอดตาย (%) 3.38 9.28 8.81 
4. ความชื้น (%) 3.48 2.72 3.15 
5. กิจกรรมการยับยั้ง V. harveyi VH05  
    กอนการทําแหง (cm ± S.D.) 

1.49±0.02 1.54±0.05 1.43±0.04 

6. กิจกรรมการยับยั้ง V. harveyi VH05 
    หลังการทําแหง (cm ± S.D.) 

1.53±0.04 1.40±0.07 1.48±0.04 
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ตารางผนวกที่ 38  ผลของสารพาและสารปองกันเซลลตอการทําแหงแบบพนฝอยของ B17  
 

สารตัวพา  
ลักษณะ 20%  

maltodextrin 
20% 

 milk powder 
15% maltodextrin and 
     5% monosodium     
            glutamate 

1. ปริมาณเซลลมีชีวิตกอนการ   
    ทําแหง (cfu/g of solids) 

7.80x109 8.30x109 8.90x109 

2. ปริมาณเซลลมีชีวิตหลังการ 
    ทําแหง (cfu/g of solids) 

6.65x108 5.95x108 5.65x109 

3. อัตราการรอดชีวิต (%) 8.53 7.17 63.48 
4. ความชื้น (%) 3.27 3.66 3.19 
5. กิจกรรมการยับยั้ง V. harveyi VH05   
    กอนการทําแหง (cm ± S.D.) 

1.43±0.04 1.5±0.00 1.49±0.02 

6. กิจกรรมการยับยั้ง V. harveyi VH05  
   หลังการทําแหง (cm ± S.D.) 

1.45±0.00 1.54±0.02 1.51±0.02 
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ตารางผนวกที่ 39  ปริมาณ VH05 จากการใชผง B17 ยับยัง้ VH05 โดยวธีิ co-culture 
 

ปริมาณ V. harveyi VH05 (cfu/ml) ปริมาณเชื้อ
เร่ิมตน 

(cfu/ml) 
เวลา (ช่ัวโมง) 

ผง Bacillus spp. 
B17 

0 12 24 36 48 

105 6.5x102 - 4.0x102 2.05x103 5.45x104 

106 5.5x102 - - - - 
107 6.5x102 - - - - 

กลุมควบคุม 5.5x102 6.65x104 1.83x106 1.06x108 1.86x108 
105 4.9x104 3.8x106 1.24x108 1.46x108 1.28x108 
106 4.35x104 1.31x106 9.3x107 7.6x107 1.18x108 
107 4.6x104 - - - 2.0x102 

กลุมควบคุม 6.25x104 3.75x106 1.35x108 3.25x108 1.67x108 
105 5.85x106 1.14x108 2.23x108 2.49x108 1.39x108 
106 4.35x106 9.6x107 2.12x108 1.95x108 1.26x108 
107 5.9x106 3.95x106 4.7x107 7.5x107 8.05x107 

กลุมควบคุม 3.85x106 1.15x108 5.0x108 3.85x108 1.58x108 
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ตารางผนวกที่ ข40  ปริมาณ B17 จากการใชผง B17 ยับยัง้ VH05 โดยวธีิ co-culture 
 

ปริมาณ Bacillus spp. B17 (cfu/ml) ปริมาณเชื้อเริ่มตน 
(cfu/ml) เวลา (ช่ัวโมง) 

V. harveyi VH05  Bacillus spp. B17 0 12 24 36 48 
102 105 5.60x105 2.10x107 1.73x108 3.10x108 3.95x108 

 106 4.85x106 2.75x107 3.10x108 4.30x108 5.50x108 
 107 4.65x107 1.24x107 4.75x108 5.45x108 7.10x108 

104 105 7.75x105 1.95x107 2.25x107 4.95x107 5.60x107 
 106 5.65x106 1.25x107 4.5x107 6.20x107 5.70x107 
 107 4.65x107 1.41x108 4.05x108 7.95x108 5.95x108 

106 105 5.30x105 5.50x106 1.03x108 1.25x108 1.10x108 
 106 6.95x106 4.90x107 4.05x107 5.50x107 6.10x107 
 107 6.80x107 3.40x108 5.85x108 8.95x108 9.50x108 

 
 
ตารางผนวกที่ ข41  ผลของสารพา สารปองกันเซลลและอุณหภูมิตอการรอดชีวิตของ B17 ในชวง 
                                การเก็บรักษา 
 

ปริมาณเซลลมีชีวิต (cfu/ml) ระยะเวลา
เก็บรักษา 
(เดือน) 

20% maltodextrin 20% milk powder 15% maltodextrin and 
5% monosodium glutamate 

 4oC 30oC 4oC 30oC 4oC 30oC 
0 6.65x108 6.65x108 5.95x108 5.95x108 5.65x109 5.65x109 
1 6.30 x108 5.25x108 5.70x108 4.60x108 5.45x109 5.15x109 
2 6.15x108 4.45x108 5.45x108 3.15x108 5.20x109 5.35x109 
3 5.50x108 3.20x108 5.20x108 2.41x108 5.05x109 5.20x109 
4 5.00x108 2.25x108 4.60x108 1.72x108 4.95x109 5.05x109 
5 5.20x108 1.60x108 5.00x108 1.36x108 5.20x109 4.80x109 
6 4.75x108 9.85x108 4.55x108 8.75x107 5.00x109 4.75x109 
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ตารางผนวกที่ ข42  ผลของสารพา สารปองกันเซลลและอุณหภูมิตอกจิกรรมการยับยั้งของ B17  
                                 ในชวงการเก็บรักษา 
 

กิจกรรมการยับย้ังกอนการทําแหง (cm ± S.D.) ระยะเวลา
เก็บรักษา 
(เดือน) 

20% maltodextrin 20% milk powder 15% maltodextrin and 
5% monosodium glutamate 

 4oC 30oC 4oC 30oC 4oC 30oC 
0 1.45±0.00 1.45±0.00 1.54±0.02 1.54±0.02 1.51±0.02 1.51±0.02 
1 1.51±0.02 1.49±0.02 1.46±0.05 1.44±0.05 1.54±0.02 1.49±0.02 
2 1.46±0.05 1.46±0.05 1.40±0.04 1.43±0.04 1.51±0.02 1.51±0.02 
3 1.45±0.00 1.49±0.02 1.36±0.05 1.39±0.02 1.53±0.04 1.46±0.05 
4 1.50±0.00 1.43±0.00 1.35±0.07 1.40±0.00 1.48±0.04 1.48±0.04 
5 1.43±0.04 1.39±0.02 1.39±0.02 1.38±0.00 1.49±0.02 1.45±0.00 
6 1.45±0.04 1.39±0.02 1.40±0.04 1.38±0.04 1.48±0.04 1.50±0.00 

 
 
ตารางผนวกที่ ข43  ผลของสารพา สารปองกันเซลลและอุณหภูมิตอปริมาณความชืน้ของผง B17  
                                 ในชวงการเก็บรักษา 
 

ปริมาณความชื้น (เปอรเซ็นต) ระยะเวลา
เก็บรักษา 
(เดือน) 

20% maltodextrin 20% milk powder 15% maltodextrin and 
5% monosodium glutamate 

 4oC 30oC 4oC 30oC 4oC 30oC 
0 3.27 3.27 3.66 3.66 3.19 3.19 
1 3.41 3.38 3.47 3.95 3.39 3.55 
2 3.58 3.54 3.85 4.34 3.64 3.43 
3 3.36 3.77 3.72 4.18 3.68 3.78 
4 3.87 3.58 4.11 4.42 4.37 4.23 
5 4.25 3.81 4.27 4.21 4.46 4.17 
6 4.03 4.22 4.36 4.48 4.30 4.42 
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ตารางผนวกที่ ข44  ผลของ Bacillus spp. โดยวิธีเติมลงน้ําตอปริมาณแบคทีเรียในตบัของกุงกุลาดาํ 
     ที่รอดชีวิต  

 
ปริมาณแบคทีเรีย (cfu/g) กลุมควบคุม 

แบคทีเรียท้ังหมด  Vibrio spp. 
Bacillus spp. B17 1.50x106 5.50x102 

Bacillus spp. B19 2.00x106 7.50x102 

Bacillus spp. B21 3.00x106 4.50x102 

Bacillus spp. B25 1.50x106 6.50x102 

กลุมควบคุมทําใหติดโรคดวย V. harveyi VH05 8.00x105 2.10x104 

กลุมควบคุมไมทําใหติดโรคดวย V. harveyi VH05 4.00x105 2.00x103 

 
ตารางผนวกที่ 45  ผลของ Bacillus spp. โดยวิธีเติมลงน้าํตอน้ําหนกักุงกุลาดํา 
 

นํ้าหนักกุง / ตัว (g) กลุมควบคุม 
0 วัน 28 วัน 

Bacillus spp. B17 8.33 10.21 
Bacillus spp. B19 8.42 10.11 
Bacillus spp. B21 8.52 10.20 
Bacillus spp. B25 8.24 10.10 
กลุมควบคุมทําใหติดโรคดวย V. harveyi VH05 8.43 10.20 
กลุมควบคุมไมทําใหติดโรคดวย V. harveyi VH05 8.62 10.41 

 
ตารางผนวกที่ ข46  ผลของ Bacillus spp. โดยวิธีเติมลงน้ําตอการรอดชีวิตของกุงกุลาดํา 
 

กลุมควบคุม การรอดชีวิต (%) 
Bacillus spp. B17 41.67 
Bacillus spp. B19 33.33 
Bacillus spp. B21 46.67 
Bacillus spp. B25 40.00 
กลุมควบคุมทําใหติดโรคดวย V. harveyi VH05 33.33 
กลุมควบคุมไมทําใหติดโรคดวย V. harveyi VH05 100 

 



 

 

 

188 

ตารางผนวกที่ ข47  ผลของ Bacillus spp. โดยวิธีผสมอาหารตอปริมาณแบคทีเรียในตับของกุง 
     กุลาดําที่ตาย 

 
ปริมาณแบคทเีรีย (cfu/g) กลุมควบคุม 

แบคทีเรียท้ังหมด  Vibrio spp. 
Bacillus spp. B17 :    106 (cfu/g) 1.30x106 5.9x103 

                                   108 (cfu/g) 1.29x107 1.85x103 

Bacillus spp. B21 :    106 (cfu/g) 4.40x106 7.00x103 
                                   108 (cfu/g) 1.42x107 2.05x103 
Bacillus spp. B25 :    106 (cfu/g) 6.20x106 2.14x104 
                                   108 (cfu/g) 3.15x107 3.80x103 
กลุมควบคุมทาํใหติดโรคดวย V. harveyi VH05 4.90x106 4.65x105 
 
 
ตารางผนวกที่ ข48  ผลของ Bacillus spp. โดยวิธีผสมอาหารตอปริมาณแบคทีเรียในตับของกุง 

     กุลาดําที่รอดชีวิต 
 

ปริมาณแบคทเีรีย (cfu/g) กลุมควบคุม 
แบคทีเรียท้ังหมด  Vibrio spp. 

Bacillus spp. B17 :    106 (cfu/g) 2.15x106 7.50x102 

                                   108 (cfu/g) 3.70x107 2.50x102 

Bacillus spp. B21 :    106 (cfu/g) 2.55x106 3.00x102 

                                   108 (cfu/g) 1.02x107 2.00x102 

Bacillus spp. B25 :    106 (cfu/g) 4.30x106 5.00x102 

                                   108 (cfu/g) 2.16x107 3.50x102 

กลุมควบคุมทาํใหติดโรคดวย V. harveyi VH05 2.30x106 1.60x104 

กลุมควบคุมไมทําใหติดโรคดวย V. harveyi VH05 5.00x105 2.30x103 
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ตารางผนวกที่ ข49  ผลของ Bacillus spp. โดยวิธีผสมอาหารตอน้ําหนกักุงกุลาดํา 
 

น้ําหนกักุง / ตัว (g) กลุมควบคุม 
0 วัน 28 วัน 

Bacillus spp. B17 :    106 (cfu/g) 8.04 9.83 
                                   108 (cfu/g) 7.93 10.32 
Bacillus spp. B21 :    106 (cfu/g) 8.23 10.13 
                                   108 (cfu/g) 7.81 10.10 
Bacillus spp. B25 :    106 (cfu/g) 7.91 9.71 
                                   108 (cfu/g) 8.32 10.84 
กลุมควบคุมทาํใหติดโรคดวย V. harveyi VH05 8.13 10.03 
กลุมควบคุมไมทําใหติดโรคดวย V. harveyi VH05 8.22 10.02 
 
 
ตารางผนวกที่ ข50  ผลของ Bacillus spp. โดยวิธีผสมอาหารตอการรอดชีวิตของกุงกลุาดํา 
  

กลุมควบคุม การรอดชีวิต (%) 
 

Bacillus spp. B17 :    106 (cfu/g) 57.14 
                                   108 (cfu/g) 76.92 
Bacillus spp. B21 :    106 (cfu/g) 50.00 
                                   108 (cfu/g) 66.67 
Bacillus spp. B25 :    106 (cfu/g) 43.75 
                                   108 (cfu/g) 58.33 
กลุมควบคุมทาํใหติดโรคดวย V. harveyi VH05 30.77 
กลุมควบคุมไมทําใหติดโรคดวย V. harveyi VH05 100 
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ตารางผนวกที่ ข51  ผลของผง B17 ตอปริมาณแบคทีเรียในตับของกุงกลุาดําที่ตาย  
 

ปริมาณแบคทเีรีย (cfu/g) กลุมควบคุม 
แบคทีเรียท้ังหมด  Vibrio spp. 

Bacillus spp. B17 :    106 (cfu/g) 3.65x106 7.65x103 

                                   108 (cfu/g) 7.15x107 4.25x103 

กลุมควบคุมทาํใหติดโรคดวย V. harveyi VH05 1.96x106 2.42x105 

 
 
ตารางผนวกที่ ข52  ผลของผง B17 ตอปริมาณแบคทีเรียในตับของกุงกลุาดําที่รอดชีวติ 
  

ปริมาณแบคทเีรีย (cfu/g) กลุมควบคุม 
แบคทีเรียท้ังหมด  Vibrio spp. 

Bacillus spp. B17 :    106 (cfu/g) 4.45x106 9.50x102 

                                   108 (cfu/g) 1.10x107 4.50x102 

กลุมควบคุมทาํใหติดโรคดวย V. harveyi VH05 2.49x106 5.70x104 

กลุมควบคุมไมทําใหติดโรคดวย V. harveyi VH05 3.15x105 6.45x103 

 
 
ตารางผนวกที่ ข53  ผลของผง B17 ตอน้ําหนักกุงกุลาดํา 
 

น้ําหนกักุง / ตัว (g) กลุมควบคุม 
0 วัน 28 วัน 

Bacillus spp. B17 :    106 (cfu/g) 8.82 10.52 
                                   108 (cfu/g) 8.52 10.92 
กลุมควบคุมทาํใหติดโรคดวย V. harveyi VH05 8.43 10.41 
กลุมควบคุมไมทําใหติดโรคดวย V. harveyi VH05 8.62 10.52 
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ตารางผนวกที่ ข54  ผลของผง B17 ตอการรอดชีวิตของกุงกุลาดํา 
  

กลุมควบคุม การรอดชีวิต (%) 
 

Bacillus spp. B17 :    106 (cfu/g) 54.55 
                                   108 (cfu/g) 70.83 
กลุมควบคุมทาํใหติดโรคดวย V. harveyi VH05 21.74 
กลุมควบคุมไมทําใหติดโรคดวย V. harveyi VH05 100 
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ตารางผนวกที่ ข 55  ผลการจัดจําแนก B17 ดวยระบบจดัจําแนกชนดิจุลินทรีย เอ พ ีไอ 
 

คุณสมบัติ ผลของปฎิกริยา 

Gram reaction + 
Fermentative production of acid from:  
     - glycerol - 
     - erythritol - 
     - D-arabinose - 
     - L-arabinose + 
     - ribose + 
     - D-xylose + 
     - L-xylose - 
     - adonitol - 
     - β-methyl-D-xyloside  - 
     - galactose - 
     - D- glucose + 
     - D- fructose + 
     - D- mannose + 
     - L- sorbose - 
     - rhamnose - 
     - dulcitol - 
     - inositol - 
     - manitol + 
     - sorbitol + 
     - α-methyl-D-mannoside - 
     - α-methyl-D-glucoside + 
     - N-acetyl-glucosamine + 
     - amygdaline + 
     - arbutine + 
     - esculine + 
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ตารางผนวกที่ ข 55  (ตอ)  
 

คุณสมบัติ ผลของปฎิกริยา 

Fermentative production of acid from:  
     - salicine + 
     - cellobiose + 
     - maltose + 
     - lactose - 
     - melibiose - 
     - sucrose + 
     - trehalose + 
     - inuline + 
     - melezitose - 
     - D-raffinose - 
     - starch + 
     - glycogene + 
     - xylitol - 
     - β-gentiobiose + 
     - D-turanose - 
     - D-lyxose - 
     - D-tagatose - 
     - D-fucose - 
     - L-fucose - 
     - D-arabitol - 
     - L-arabitol - 
     - gluconate + 
     - 2-ketogluconate - 
     - 2-ketogluconate - 
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ตารางผนวกที่ ข 56  ผลการจัดจําแนก B19 ดวยระบบจดัจําแนกชนดิจุลินทรีย เอ พ ีไอ 
 

คุณสมบัติ ผลของปฎิกริยา 

Gram reaction + 
Fermentative production of acid from:  
     - glycerol + 
     - erythritol - 
     - D-arabinose - 
     - L-arabinose + 
     - ribose + 
     - D-xylose + 
     - L-xylose - 
     - adonitol - 
     - β-methyl-D-xyloside  - 
     - galactose - 
     - D- glucose + 
     - D- fructose + 
     - D- mannose + 
     - L- sorbose - 
     - rhamnose + 
     - dulcitol - 
     - inositol - 
     - manitol + 
     - sorbitol - 
     - α-methyl-D-mannoside + 
     - α-methyl-D-glucoside - 
     - N-acetyl-glucosamine + 
     - amygdaline + 
     - arbutine + 
     - esculine + 
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ตารางผนวกที่ ข 56  (ตอ)  
 

คุณสมบัติ ผลของปฎิกริยา 

Fermentative production of acid from:  
     - salicine + 
     - cellobiose + 
     - maltose + 
     - lactose - 
     - melibiose - 
     - sucrose + 
     - trehalose + 
     - inuline - 
     - melezitose - 
     - D-raffinose - 
     - starch - 
     - glycogene - 
     - xylitol - 
     - β-gentiobiose + 
     - D-turanose + 
     - D-lyxose - 
     - D-tagatose + 
     - D-fucose - 
     - L-fucose - 
     - D-arabitol - 
     - L-arabitol - 
     - gluconate - 
     - 2-ketogluconate - 
     - 2-ketogluconate - 
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ตารางผนวกที่ ข 57  ผลการจัดจําแนก B21 ดวยระบบจดัจําแนกชนดิจุลินทรีย เอ พ ีไอ 
 

คุณสมบัติ ผลของปฎิกริยา 

Gram reaction + 
Fermentative production of acid from:  
     - glycerol - 
     - erythritol - 
     - D-arabinose - 
     - L-arabinose + 
     - ribose + 
     - D-xylose + 
     - L-xylose - 
     - adonitol - 
     - β-methyl-D-xyloside  - 
     - galactose - 
     - D- glucose + 
     - D- fructose + 
     - D- mannose + 
     - L- sorbose - 
     - rhamnose - 
     - dulcitol - 
     - inositol - 
     - manitol + 
     - sorbitol + 
     - α-methyl-D-mannoside - 
     - α-methyl-D-glucoside + 
     - N-acetyl-glucosamine + 
     - amygdaline + 
     - arbutine + 
     - esculine + 
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ตารางผนวกที่ ข 57  (ตอ)  
 

คุณสมบัติ ผลของปฎิกริยา 

Fermentative production of acid from:  
     - salicine + 
     - cellobiose + 
     - maltose + 
     - lactose - 
     - melibiose - 
     - sucrose + 
     - trehalose + 
     - inuline + 
     - melezitose - 
     - D-raffinose - 
     - starch + 
     - glycogene + 
     - xylitol - 
     - β-gentiobiose + 
     - D-turanose - 
     - D-lyxose - 
     - D-tagatose - 
     - D-fucose - 
     - L-fucose - 
     - D-arabitol - 
     - L-arabitol - 
     - gluconate + 
     - 2-ketogluconate - 
     - 2-ketogluconate - 
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ตารางผนวกที่ ข 58  ผลการจัดจําแนก B25 ดวยระบบจดัจําแนกชนดิจุลินทรีย เอ พ ีไอ 
 

คุณสมบัติ ผลของปฎิกริยา 

Gram reaction + 
Fermentative production of acid from:  
     - glycerol + 
     - erythritol - 
     - D-arabinose - 
     - L-arabinose + 
     - ribose + 
     - D-xylose + 
     - L-xylose - 
     - adonitol - 
     - β-methyl-D-xyloside  - 
     - galactose + 
     - D- glucose + 
     - D- fructose + 
     - D- mannose - 
     - L- sorbose - 
     - rhamnose - 
     - dulcitol - 
     - inositol + 
     - manitol + 
     - sorbitol + 
     - α-methyl-D-mannoside - 
     - α-methyl-D-glucoside + 
     - N-acetyl-glucosamine - 
     - amygdaline + 
     - arbutine + 
     - esculine + 
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ตารางผนวกที่ ข 58  (ตอ)  
 

คุณสมบัติ ผลของปฎิกริยา 

Fermentative production of acid from:  
     - salicine + 
     - cellobiose + 
     - maltose + 
     - lactose + 
     - melibiose + 
     - sucrose + 
     - trehalose + 
     - inuline - 
     - melezitose - 
     - D-raffinose + 
     - starch + 
     - glycogene + 
     - xylitol - 
     - β-gentiobiose + 
     - D-turanose + 
     - D-lyxose - 
     - D-tagatose - 
     - D-fucose - 
     - L-fucose - 
     - D-arabitol - 
     - L-arabitol - 
     - gluconate - 
     - 2-ketogluconate - 
     - 2-ketogluconate - 
 
 



 

 

 

200 

ประวัติการศึกษาและการทํางาน 
 
ชื่อ-นามสกุล  วิชัย ดาํรงโภคภัณฑ 
วัน เดือน ป ท่ีเกิด 13 กุมภาพนัธ พ.ศ. 2514 
สถานที่เกิด  กรุงเทพมหานคร 
ประวัติการศึกษา  วิทยาศาสตรบณัฑิต (วิทยาศาสตรสุขภาพ) มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร 
   วิทยาศาสตรมหาบัณฑติ (ชีววิทยา) มหาวิทยาลัยศิลปากร 
สถานที่ทํางานปจจุบัน - 
ทุนการศึกษา  ทุนพัฒนาอาจารย มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีพระจอมเกลาพระนครเหนอื 
ผลงานตพีิมพ                   วิทยาสารเกษตรศาสตร สาขาวิทยาศาสตร ปที่ 40 ฉบับที่ 4 พ.ศ. 2549 
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