
 
 
 
 

 
 
 

รายงานวิจัยฉบับสมบูรณ 
 

 
 

โครงการวิจยัเรื่อง 
 

 
การพัฒนาผลิตภัณฑโพรไบโอติกที่มคีุณสมบัติในการควบคุมคุณภาพน้ํา  ยอยสลาย 
ของเสีย  บําบัดข้ีเลนและควบคุมแบคทีเรียกอโรคในการเลี้ยงกุงทะเลเศรษฐกิจ 

(Development of probiotic product capable of controlling water quality, 
biodegradation of  waste, organic sludge treatment and controlling bacterial 

pathogens in economic marine shrimps) 
 
 
 
 

รองศาสตราจารย ดร. สบุัณฑติ  น่ิมรัตน 
ภาควิชาจุลชวีวทิยา  คณะวทิยาศาสตร  มหาวิทยาลัยบูรพา 

อําเภอเมือง   จังหวัดชลบรุี 
 
 
 
 
 
 

ตุลาคม 2552 

  



สัญญาเลขที่ RMU 5080020 
 
 

รายงานวิจัยฉบับสมบูรณ 
 
 
 
 
 

โครงการวิจยัเรื่อง 
 

การพัฒนาผลิตภัณฑโพรไบโอติกที่มคีุณสมบัติในการควบคุมคุณภาพนํ้า  ยอยสลาย 
ของเสีย  บําบัดข้ีเลนและควบคุมแบคทีเรียกอโรคในการเลี้ยงกุงทะเลเศรษฐกิจ 

(Development of probiotic product capable of controlling water quality, 
biodegradation of  waste, organic sludge treatment and controlling bacterial 

pathogens in economic marine shrimps) 
 
 
 
 
 
 

รองศาสตราจารย ดร. สบุัณฑติ  น่ิมรัตน 
ภาควิชาจุลชวีวทิยา  คณะวทิยาศาสตร  มหาวิทยาลัยบูรพา 

อําเภอเมือง   จังหวัดชลบรุี 
 
 
 
 
 
 

สนับสนุนโดยสํานักงานกองทุนสนับสนุนการวิจยั 
 และสํานักงานคณะกรรมการการอุดมศึกษา 



กิตติกรรมประกาศ 
 

 งานวิจัยเรื่อง การพัฒนาผลิตภัณฑโพรไบโอติกที่มีคุณสมบัติในการควบคุม
คุณภาพน้ํา  ยอยสลายของเสีย  บําบัดขี้เลนและควบคุมแบคทีเรียกอโรคในการเลี้ยงกุง
ทะเลเศรษฐกิจ (Development of probiotic product capable of controlling water quality, 
biodegradation of waste, organic sludge treatment and controlling bacterial 
pathogens in economic marine shrimps) สําเร็จเรียบรอยลงไดโดยไดรับทุนสนับสนุน
การวิจัยจากสํานักงานกองทุนสนับสนุนการวิจัยและสํานักงานคณะกรรมการการอุดมศึกษา 
ประจําปงบประมาณ พ.ศ. 2549 – 2552  ขาพเจาไดจัดสรรงบประมาณเพื่อสนับสนุน
วิทยานิพนธบางสวนของนางสาวสุนิสา สุขสวัสดิ์ และนายไตรมาศ  บุญไทย นิสิตภาควิชา
จุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร  มหาวิทยาลัยบูรพา ขาพเจาขอขอบคุณภาควิชาจุลชีววิทยา
และภาควิชาวาริชศาสตร มหาวิทยาลัยบูรพา ที่ใหความอนุเคราะหและอํานวยความสะดวก
ในการทดลองและอุปกรณตาง ๆ ที่ใชในงานวิจัย 
 
        สุบัณฑิต  นิ่มรัตน 
          ตุลาคม 2552 
 
 



บทคัดยอ 
 
รหัสโครงการ :  RMU 5080020 
ชื่อโครงการ :    การพัฒนาผลิตภณัฑโพรไบโอติกที่มีคุณสมบัติในการควบคุมคุณภาพน้ํา  ยอยสลาย 
  ของเสีย  บําบัดข้ีเลนและควบคุมแบคทีเรยีกอโรคในการเลี้ยงกุงทะเลเศรษฐกจิ 
ชื่อนักวิจยั :  รองศาสตราจารย ดร. สุบัณฑิต  นิ่มรัตน  
  สังกัดภาควิชาจุลชีววิทยา  คณะวทิยาศาสตร  มหาวิทยาลัยบูรพา 
E-mail Address :   subunti@buu.ac.th 
ระยะเวลาโครงการ :   3 ป 
 
 การศึกษาในครั้งนี้เปนการศึกษาการพัฒนาโพรไบโอติกที่มีประสิทธิภาพในการควบคุมคุณภาพน้ํา  ยอยสลาย
ของเสีย  บําบัดข้ีเลนและควบคุมแบคทีเรียกอโรคในการเลี้ยงกุงทะเลเศรษฐกิจ  โดยทําการศึกษาแบงออกเปน 6 ข้ันตอน  
โดยข้ันตอนแรกทําการศึกษาถึงคุณสมบัติของผลิตภัณฑโพรไบโอติกทางการคาที่จําหนายในประเทศไทยและตางประเทศ  
จากการศึกษาพบวาผลิตภัณฑโพรไบโอติกจํานวน 11 ตัวอยาง มีปริมาณแบคทีเรียนอยกวาปริมาณที่ระบุบนฉลาก  และ
มีเพียงผลิตภัณฑเดียวเทานั้นที่มีปริมาณแบคทีเรียใกลเคียงกับปริมาณที่ระบุบนฉลาก   แสดงใหวาการใชโพรไบโอติกใน
การเพาะเลี้ยงสัตวน้ําที่ไมมีประสิทธิภาพในอดีตนาจะเปนผลมาจากโพรไบโอติกมีปริมาณจุลินทรียนอยกวาที่ระบบุนฉลาก  
ตอมาในขั้นตอนที่ 2 ไดทําการแยกแบคทีเรียจากดินในบอเล้ียงกุงกุลาดําและลําไสกุงกุลาดําที่มีความสามารถในการผลิต
เอนไซมโปรติเอส อะไมเลสและไลเปสมาศึกษาประสิทธิภาพในการยอยสลายแอมโมเนีย ไนเทรต  ไนไทรต  และฟอสเฟต
ภายในบอเล้ียงกุงกุลาดําจําลอง  พบวากลุมแบคทีเรียนี้สามารถยอยสลายแอมโมเนีย ไนเทรต  ไนไทรตและฟอสเฟตให
อยูในระดับที่ไมกอใหเกิดอันตรายตอกุงกุลาดําและมีระดับตํ่ากวาชุดควบคุมที่ไมมีการเติมโพรไบโอติก   ในข้ันตอนที่ 3 
นําโพรไบโอติกกลุมดังกลาวมาศึกษาความสามารถในการบําบัดข้ีเลนเปรียบเทียบกับวิธีการบําบัดวิธีอื่นในบอเล้ียงกุง
จําลอง  พบวาการตากแดดรวมกับการพลิกเลนและเติมโพรไบโอติกเปนวิธีการบําบัดข้ีเลนที่มีประสิทธิภาพดีที่สุด  โดย
สามารถปรับพีเอชและปริมาณสารอินทรียใหเหมาะสมตอการเพาะเลี้ยงกุงกุลาดํา และสามารถยอยสลายสารอินทรียและ
สารอนินทรียที่เปนพิษได  อีกทั้งยังสามารถกําจัดแบคทีเรียกอโรคกลุม Vibrios และ Pseudomonads ไดเชนเดียวกัน   
ข้ันตอนที่ 4 นํากลุมโพรไบโอติกดังกลาวมาศึกษาความสามารถในการสงเสริมการเจริญเติบโตของกุงกุลาดํา พบวากุง
กุลาดําที่ไดรับโพรไบโอติกรูปแบบเซลลมีชีวิตและเซลลแชแข็งมีอัตราการเจริญเติบโตเพ่ิมข้ึนและอัตราการเปลี่ยนอาหาร
เปนเนื้อลดลงอยางแตกตางอยางมีนัยสําคัญ (p < 0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับกลุมควบคุม  และการเล้ียงกุงกุลาดําดวย 
โพรไบโอติกรูปแบบเซลลมีชีวิตและเซลลแชแข็งไมมีผลกระทบตอปริมาณแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดหรือ
แบคทีเรียที่มีประโยชนในระบบทางเดินอาหารของกุงกุลาดํา   แตสามารถควบคุมและลดปริมาณแบคทีเรียกลุม Vibrios  
ซึ่งเปนแบคทีเรียกอโรคของกุงกุลาดําได  ข้ันตอนที่ 5 นํากลุมโพรไบโอติกดังกลาวมาตรวจหายีนกลุม Subtilin ซึ่งเปนยีน
ที่ควบคุมการผลิต Antimicrobial peptide  พบวาแบคทีเรียดังกลาวไมมียีนกลุมนี้เปนองคประกอบ  และในข้ันตอนสุดทาย
เปนการศึกษากิจกรรมเอนไซมโปรติเอส อะไมเลสและไลเปสของโพรไบโอติกกลุมดังกลาว  โดยพบวาโพรไบโอติกกลุมนี้
มีกิจกรรมเอนไซมเหลานี้สูง  ชี้ใหเห็นวาโพรไบโอติกกลุมนี้มีคุณสมบัติในการยอยสลายสารอาหารประเภทโปรตีน 
คารโบไฮเดรตและไขมันซึ่งเปนองคประกอบหลักในอาหารของสัตวน้ํา  จากการศึกษาแสดงใหเห็นวาโพรไบโอติกที่ใชใน
การศึกษาในครั้งนี้มีคุณสมบัติเปนโพรไบโอติกที่ดี เนื่องจากสามารถลดอัตราการเปลี่ยนอาหารเปนเนื้อและปริมาณ
แบคทีเรียกอโรค โดยไมมีผลกระทบตอแบคทีเรียกลุมที่มีประโยชนตอกุงกุลาดํา รวมทั้งสงเสริมอัตราการเจริญเติบโตของ
กุงกุลาดําและมีประสิทธิภาพในการยอยสลายสารอินทรียและกําจัดแบคทีเรียกอโรคในขี้เลนที่ใชในการเพาะเลี้ยงกุง
กุลาดําได  แตควรทําการศึกษาถึงคุณสมบัติที่สําคัญอื่น ๆ ของโพรไบโอติกกลุมนี้ตอไป  เพ่ือพัฒนาใหโพรไบโอติกมี
ประสิทธิภาพในการเพาะเลี้ยงสัตวน้ําเศรษฐกิจและใหผลผลิตสัตวน้ําของประเทศไทยมีคุณภาพสูงและยั่งยืนตอไป  
 
Keywords: โพรไบโอติก; กุงกุลาดํา; การเพาะเลี้ยงสัตวน้ํา; ยาปฏิชีวนะ; ข้ีเลน  
 



Abstract 
 

Project Code :  RMU 5080020 
Project Title :    Development of probiotic product capable of controlling water quality, biodegradation of  

 waste, organic sludge treatment and controlling bacterial pathogens in economic marine 
 shrimps 

Investigator :   Associate Prof. Subuntith Nimrat 
 Department of Microbiology, Faculty of Science, Burapha University 

E-mail Address :   subunti@buu.ac.th 
Project Period :   3 years 

 
This purpose of this research was to develop the potential probiotic for controlling water quality, 

biodegradation of waste, organic sludge treatment and controlling bacterial pathogens in economic marine 
shrimps. The experiment was divided into 6 phases. In the first phase, the characteristics of probiotic products 
vended in domestic and foreign countries were examined. Results demonstrated that 11 probiotic products had 
the lowered bacterial number, compared to those in manufacturer’s label. Only 1 sample in this study 
associated with the number of microbes cited on the probiotic product’s label. This phenomenon indicated that 
the ineffective probiotic use in the past may be caused by the less of microbial load than those mentioned in 
commercial probiotic products.  In the second phase, the potential bacteria were isolated from black tiger shrimp 
pond bottom soil and its intestine. They presented high protease, amylase and lipase activities and were 
capable for controlling water quality in term of lowering the levels of ammonia, nitrate, nitrite and phosphate in 
simulated shrimp ponds, compared to the controls. In the third phase, beneficial bacteria probiotics were studied 
for the effectiveness of stabilize pH, organic matter level and pathogenic bacteria removal in organic sludge, 
compared to other treatments. Drying in sun light, tilling and addition of probiotics showed high efficiency 
because this treatment improved pH, degraded hazardous organic and inorganic matter resulting in the quality 
of reared aquatic-animal water was ameliorated. Organic sludge dried in sunlight, tilled and added with 
probiotics annihilated shrimp pathogenic bacteria, Vibrios and Pseudomonads. In the forth phase, bacteria 
probiotics were evaluated for the effect on the promoting shrimp growth. Shrimp supplemented with live-spayed 
and freeze-dried presented higher growth rate and lower feed conversion ratio and was significantly difference 
(p < 0.05) with control group. As a consequence, bacteria probiotics did not affect on the change of total 
heterotrophic bacteria or beneficial bacteria and controlled the pathogenic Vibrios. In the fifth phase, bacteria 
probiotics were investigated for Subtilin genes, the gene that regulates antimicrobial peptide production in 
microbes. None of the tested bacteria probiotics exhibited the Subtilin genes. In the final phase, protease, 
amylase and lipase activities of beneficial bacteria probiotics were detected. All of probiotics showed high all 
three enzymes activities indicating that candidated probiotics were able to use protein, carbohydrate and lipid, 
the main compositions in aquatic-animal diets. As a consequence, bacteria probiotics in this study could be 
potential probiotics because of reducing food conversion ratio and shrimp pathogens, no effect on beneficial 
bacteria, advocating shrimp growth rate, deterioration of organic matter and elimination of shrimp pathogenic 
bacteria. In addition, the other crucial characteristics of probiotics should be studied further in order to develop 
the effective probiotic products. The novel product can support the important economic aquaculture for 
sustainability.   

 
Keywords: Probiotics; Black tiger shrimp; Aquaculture; Antibiotics; Organic sludge 
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บทที่ 1 
ความสําคญัที่มาของปญหาที่ทําการวิจัย 

 
ความสําคัญที่มาของปญหาที่ทําการวจิัย 

สัตวน้ําเปนสินคาการเกษตรที่สําคัญของประเทศไทย   โดยเฉพาะอยางยิ่งกุงกุลาดํา
จัดเปนกุงทะเลเศรษฐกิจที่สําคัญเพราะเปนสินคาสงออกทํารายไดใหประเทศไทยปละเกือบแสน
ลานบาท (Department of Fisheries, 2000)     อีกทั้งความตองการบริโภคกุงทะเลเศรษฐกิจใน
ตลาดโลกที่สูงขึ้นสงผลทําใหการเลี้ยงกุงกุลาดําตองเลี้ยงในระบบปดที่มีการปลอยลูกกุงจํานวน
มากรวมกับใหอาหารกุงอยางเต็มที่เพ่ือเรงเพ่ิมผลผลิต แตระบบการเลี้ยงแบบพัฒนาดังกลาวมี
ขอเสียตามมาอยางมากคือ  ทําใหคุณภาพน้ําในบอเลี้ยงกุงกุลาดําเสื่อมโทรมอยางรวดเร็วใน
ระหวางการเลี้ยงเน่ืองจากการเลี้ยงแบบระบบปดไมมีการเปลี่ยนนํ้าใหมทําใหโปรตีนใน
อาหารเม็ดที่กุงกินเหลือใหกลายเปนสารประกอบไนโตรเจนแอมโมเนียและไนไทรตสะสมในดิน
พ้ืนบอรวมทั้งในน้ําเพาะเลี้ยง     ซึ่งสารพิษดังกลาวจะทําใหกุงเกิดความเครียด และทําใหเกิด
การติดเชื้อกอโรคไดงาย ทําใหเกิดโรคและกุงมีอัตราการตายที่สูง รวมทั้งกอใหเกิดโรคระบาดใน
การเพาะเลี้ยงกุง ดังเหตุการณที่เกิดขึ้นในการเพาะเลี้ยงกุงกุลาดําในระยะเวลา 4-6 ปที่ผานมา 
(สุบัณฑิต  นิ่มรัตน และคณะ, 2550a; Lin & Nash, 1996; Shang et al., 1998; Gross et al., 
2003) 

นอกจากนั้นในการเลี้ยงแบบพัฒนาจะมีการสะสมของเสีย (เชน ขี้กุง  รวมทั้งเศษอาหาร
ที่เหลือ) หรือที่เรียกวา ขี้เลน ภายในบอมากขึ้นเนื่องจากระบบการเลี้ยงแบบที่ใหอาหารแบบ
เต็มที่และไมมีการเปลี่ยนนํ้าในบอซ่ึงการสะสมของเสียจะมีผลใหมีการเพิ่มจํานวนของแบคทีเรีย
กอโรคมากขึ้นโดยเฉพาะแบคทีเรียกอโรคชนิดตางๆ เชน V. parahaemolyticus  เปนตน      
และมีสารประกอบไนโตรเจนที่เปนพิษตอกุงดังกลาวขางตนสะสมในบอเลี้ยงมากขึ้น ดังน้ันควร
มีกระบวนการบําบัดขี้เลนกอนการเพาะเลี้ยงในรอบตอไปเนื่องจากมีการสะสมของเสียและ 
จุลินทรียกอโรค ดังที่ไดกลาวมาแลว มิฉะน้ันจุลินทรียกอโรคที่สะสมจะทําใหการเพาะเลี้ยงใน
รอบตอไปมีโอกาสในการติดโรคและการระบาด รวมทั้งตามธรรมชาติของกุงทะเลจะมีการฝงตัว
อยูในดินพ้ืนบอถามีการสะสมขี้เลนในดินพ้ืนบอจะทําใหการปองกันโรคของกุงเปนไปไดยาก
เน่ืองกุงทะเลจะฝงตัวอยูในดินซึ่งจะทําใหเกิดการติดโรคไดมากถาไมมีการกําจัดจุลินทรียกอโรค
ดังกลาวกอนที่ทําการเพาะเลี้ยงในรอบตอไป 

จากกระบวนการการเพาะเลี้ยงกุงกุลาดําแบบพัฒนาในประเทศไทยทําใหเกิดโรคระบาด
ของโรคกุงกุลาดําในจังหวัดตางๆในชวง 4-6 ปที่ผานมา (สุบัณฑิต นิ่มรัตน และคณะ, 2550b)  
และเม่ือมีการเกิดโรคระบาดจึงตองมีการนํายาปฏิชีวนะมาใชเพ่ือปองกันและรักษาโรคที่เกิดใน
การเพาะเลี้ยงกุงทะเล    แตอยางไรก็ตามยาปฏิชีวนะเปนสารที่มีผลกระทบตามมามากมาย
รวมทั้งเปนสารที่ตองไมพบในกุงทะเลที่สงออกไปยังประเทศผูนําเขากุง  ซึ่งในยุโรปและอเมริกา
ไดตอตานและไมยอมรับสินคาที่มีการปนเปอนยาปฏิชีวนะ     ดังน้ันเพ่ือทําใหการเพาะเลี้ยงกุง
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ทะเลเศรษฐกิจในประเทศไทยมีความยั่งยืนและไมมีผลกระทบตอสิ่งแวดลอมและเกษตรกร 
ผูเลี้ยงที่ตองอาศัยน้ําจากแหลงน้ําตามธรรมชาติในการเพาะเลี้ยงจําเปนตองใชวิธีทางชีวภาพใน
การควบคุมคุณภาพน้ํา  ลดของเสีย  บําบัดขี้เลนและควบคุมเชื้อกอโรคในการเลี้ยงกุงทะเล
เศรษฐกิจ    ในปจจุบันการใชโพรไบโอติกเปนวิธีทางชีวภาพที่ไดรับความสนใจอยางมาก
เน่ืองจากเปนวิธีที่ไมมีผลกระทบตอสิ่งแวดลอมและระบบนิเวศในบอเลี้ยงกุงทะเลและยังชวยใน
การบําบัดน้ําที่ปลอยออกจากบอเลี้ยงหลังจากการจับกุงออกไปแลว       
 จากนิยามของคําวาโพรไบโอติกที่มีความหมายหลากหลายมากขึ้นทําใหโพรไบโอติก  
หมายถึงสิ่งมีชีวิตหรือจุลินทรียหรือผลิตภัณฑจากจุลินทรียที่ไมกอโรคตอคน สัตวและ
สิ่งแวดลอมและสามารถนํามาใชประโยชนได 2 ประเภทคือ นํามาผสมกับอาหารสัตวเพ่ือเพ่ิม
ความตานทานโรคหรือเพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพในการยอยอาหารซึ่งเปนนิยามที่ทราบกัน
โดยทั่วไป  (Nemcova et al., 1997; Salminen et al., 1999; Ronnestad et al., 1999; 
Gatesoupe, 1999)   และชนิดที่ 2 คือการนํามาเติมในบอเพาะเลี้ยงสัตวน้ําเพื่อควบคุมคุณภาพ
น้ําและคุณภาพดินในบอเลี้ยงสัตวน้ําหรือที่เรียกวา Remediation agent (Vadstein et al., 
1993; Skjermo and Vadstein, 1999; Gatesoupe, 1999; Panigrahi et al., 2005)  โพรไบโอ-
ติกที่ไดนํามาใชในปจจุบันไดแก  แบคทีเรียกลุม Vibrionaceae, Pseudomonads, Lactic acid 
bacteria, Bacillus spp. และยีสต (Gatesoupe, 1999; Nimrat et al., 2008) 

การใชโพรไบโอติกที่มีประสิทธิภาพเพื่อใชในการควบคุมการเพาะเลี้ยงกุงทะเลตอง
อาศัยคุณสมบัติทั้ง 4 ประการคือ การควบคุมคุณภาพน้ํา  ลดของเสีย  บําบัดขี้เลนและควบคุม
เชื้อกอโรคในการเลี้ยงกุงทะเลเศรษฐกิจ    ซึ่งจะสงผลใหการเพาะเลี้ยงกุงทะเลเศรษฐกิจไดผล
ผลิตเพ่ิมขึ้นคือ  มีน้ําหนักเพิ่มขึ้นและมีอัตราการรอดตายที่สูงโดยไมมีการเกิดโรค  แตอยางไรก็
ตามในปจจุบันโพรไบโอติกที่มีใชในทองตลาดทั้งในประเทศไทยและตางประเทศมีขอจํากัด
ดังน้ีคือ โพรไบโอติกที่มีใชในปจจุบันมักมีคุณสมบัติเพียงบางประการในคุณสมบัติที่ตองการทั้ง 
4 ประการทําใหตองมีการซื้อหาโพรไบโอติกจํานวนอยางนอย 4 ชนิดและตองมีการใชที่แตกตาง
กันไปตามสภาวะของการเปลี่ยนแปลงในบอเลี้ยงกุงกุลาดําซึ่งทําใหเกิดความยุงยากตอ
เกษตรกรผูใชอยางมากเพราะตองทําการตรวจวัดและวิเคราะหขอมูลกอนที่จะทําการเติม 
โพรไบโอติกแตละชนิด   ดังน้ันการใชโพรไบโอติกที่มีคุณสมบัติเพียงบางประการจะทําให
เกษตรกรยากตอการทราบสภาวะวาตองใชแบคทีเรียชนิดใด ณ เวลาใด   รวมทั้งถามีการใชที่
ไมถูกตองตามสภาวะจะทําใหการใชผลิตภัณฑโพรไบโอติกดังกลาวไมมีประสิทธิภาพตามที่
ตองการ   ทําใหสิ้นเปลืองคาใชจายโดยที่ไมทําใหผลผลิตเพิ่มขึ้นเลย (Moriarty, 1998)     
ขอจํากัดประการที่ 2 ของการใชผลิตภัณฑโพรไบโอติกทั้งในประเทศไทยและจากตางประเทศ
ในปจจุบันคือคุณสมบัติและปริมาณจุลินทรียในผลิตภัณฑที่ต่ํากวาที่ไดทําการโฆษณาขางขวด
ผลิตภัณฑดังการศึกษาของสุบัณฑิต  นิ่มรัตน และคณะ (2550a) ทําใหเกิดความไมแนใจถึง
ประสิทธิภาพในการใชผลิตภัณฑดังกลาวในการเพาะเลี้ยงกุงทะเลของเกษตรกรไทย          
สวนขอจํากัดประการที่ 3 คือ ผลิตภัณฑโพรไบโอติกจากตางประเทศนั้นนอกจากจะมีราคาแพง
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แลวและพบวามีคุณสมบัติและปริมาณจุลินทรียในผลิตภัณฑที่ต่ํากวาที่ไดทําการโฆษณาขาง
ขวดผลิตภัณฑดังกลาวมาแลว    อีกประการหนึ่งคือจากการคัดแยกและศึกษาผลิตภัณฑ 
โพรไบโอติกจากตางประเทศซึ่งไดพัฒนาขึ้นมาในสภาพอากาศที่แตกตางจากประเทศไทยอยาง
สิ้นเชิงนาจะทําใหประสิทธิภาพของโพรไบโอติกดังกลาวเม่ือนํามาใชในประเทศไทยนาจะมี
ประสิทธิภาพที่ไมดีนักทําใหไมคุมคาตอคาใชจายที่สูง (สุบัณฑิต นิ่มรัตน  และคณะ, 2550a) 

จากเหตุผลที่กลาวมาขางตน   คณะผูวิจัยจึงมีแนวคิดที่พัฒนาผลิตภัณฑโพรไบโอติกที่
แยกจากประเทศไทยที่มีคุณสมบัติครบทั้ง 4 ประการคือ การควบคุมคุณภาพน้ํา  ลดของเสีย  
บําบัดขี้เลนและควบคุมเชื้อกอโรคในการเลี้ยงกุงทะเลเศรษฐกิจ    ซึ่งจะนําไปสูผลิตภัณฑ
ลักษณะดังกลาวจําหนายในทองตลาดที่ผานกระบวนการวิจัยที่เปดเผยไดในประเทศไทยและ
เพ่ือที่จะทําใหกุงทะเลของไทยมีผลผลิตที่คุมทุน  กุงมีอัตรารอดสูงและทําใหการเพาะเลี้ยงกุง
ทะเลอยางยั่งยืนโดยสามารถลดมลภาวะของน้ําที่ปลอยออกมาจากบอเลี้ยงกุง   นอกจากนั้น 
ถาสามารถพัฒนาการผลิตโพรไบโอติกที่มีความสามารถทั้ง 4 ประการดวยแบคทีเรียกลุมเดียว
นั้นจะทําใหการใชโพรไบโอติกมีความสะดวก   ราคาถูกและมีประสิทธิภาพเหมาะตอการใช
ภายในประเทศไทยและประเทศอื่นๆที่มีภูมิประเทศและภูมิอากาศใกลเคียงกัน และโพรไบโอติก
ที่จะนํามาใชนั้นจะมีการพัฒนาประสิทธิภาพที่ ดีขึ้นเน่ืองจากมีการศึกษาการใชทั้งใน
หองปฏิบัติการและบอจําลอง     และยังไดมีการศึกษาถึงความรูเชิงลึกเพื่อพัฒนาองคความรู
ใหมทั้งในดานยีนและเอนไซมที่มีบทบาทสําคัญตอคุณสมบัติทั้ง 4 ประการซึ่งองคความรู
ดังกลาวจะนํามายังซ่ึงการพัฒนาศักยภาพของโพรไบโอติกกลุมนี้ใหมีประสิทธิภาพใหดีขึ้นใน
อนาคต 
 
 



บทที่ 2  
เอกสารและงานวิจัยที่เก่ียวของ 

 
 เอกสารที่เกี่ยวของกับการศึกษาจําแนกไดเปน 8 หัวขอ ไดแก  
 1. ชีววิทยาและลักษณะทัว่ไปของกุงกุลาดํา 
 2. อนุกรมวิธานของกุงกุลาดํา 
 3. การพัฒนาการของกุงกุลาดํา 
 4.  ลักษณะของการเพาะเลีย้งกุงกุลาดํา 
 5. คุณภาพน้ําในบอเพาะเลี้ยงสัตวน้ํา  

 6. ดินพ้ืนบอและการสะสมขีเ้ลนในบอเพาะเลี้ยงสตัวน้ํา 

 7. โพรไบโอติก 
 8. รายงานวิจัยที่เกี่ยวของ 
 
1. ชีววทิยาและลักษณะทัว่ไปของกุงกุลาดํา 
  กุงกุลาดําเปนกุงขนาดใหญ มีกรียาวเรียวโคงขึ้นลักษณะเปนรูปซิกมอยด ปรายกรี
สิ้นสุดบริเวณปลายกานหนวดคูที่ 1 ขอบดานบนมีฟน 7-8 ซี่ ขอบดานลางมีฟน 3 ซี่ สันหลังกรี
ยาวเกือบถึงดานหลังเปลือกคลุมหัว สันขางกรียาวประมาณฟนกรีซี่อยูเหนือกระเพาะอาหาร ไม
มีเอกโซโปไดต (Exopodite) ลําตัวมีสีซึ่งอาจเปลี่ยนแปลงไดตามขนาดหรือสภาพแวดลอม เชน 
สีน้ําตาลเขมแถบน้ําเงิน สีน้ําเงินแถบมวง สีแดงคล้ํา สีมวงหรือสีเทา บริเวณปลองทองจะมีแถบ
สีดําหรือเทาเขมพาดขวางหรือสลับกับสีขาว ขาวายน้ํามีสีน้ําตาลปนน้ําเงินสวนโคนแตมสีขาว 
สวนปลายมีขนสีแดงอยูโดยรอบ ขาเดินมีสีแดงดํา มีสีขาวอยูประปราย แพนหางและหางมีสี
เดียวกับลําตัว หนวดคูที่ 2 มีสีดํา มีลายแตเห็นไมชัดเจน โดยทั่วไปกุงที่พบมีความยาวลําตัว
ทั้งหมดระหวาง 80-377 มิลลิเมตร (บุญรัตน ประทุมชาติ, 2546) ดังภาพที่ 1  พบไดทั่วไปตาม
ฝงทะเลของประเทศไทย  มาเลเซีย  สิงคโปร  ฟลิปปนส  อินโดนีเซีย  ออสเตรเลีย  ไตหวัน 
อินเดีย  ศรีลังกาและญี่ปุน (ประจวบ, 2527) และเปนกุงทะเลที่นิยมนํามาเพาะเลี้ยงทั่วโลก
โดยเฉพาะอยางยิ่งประเทศไทย  ไตหวัน  ฟลิปปนสและอินโดนีเซีย (Kongkeo, 1997; Chen 
and Lin, 1992)   สําหรับประเทศไทยจังหวัดที่มีการเลี้ยงกุงชนิดนี้มากไดแก จันทบุรี  ตราด  
ระยอง  สุราษฎรธานี  ปตตานี  สงขลา และจังหวัดแถบชายฝงทะเลอันดามัน เชน ระนอง  สตูล  
ภูเก็ต    กุงกุลาดํานิยมเลี้ยงกันอยางแพรหลายเนื่องจากสามารถเพาะเลี้ยงใหเจริญเติบโตในบอ
ไดดี   โตเร็ว   ทนทานตอการขนสงไดดี  มีขนาดใหญ  กินอาหารไดทุกเวลา  ไมตื่นตกใจงาย
และสามารถเลี้ยงแบบหนาแนนได (ประจวบ, 2531; Chen et al., 1989)    กุงกุลาดําจัดเปน
สัตวที่มีความสําคัญทางเศรษฐกิจจึงไดมีการวิจัยพัฒนากระบวนการที่ชวยในการเลี้ยงกุงให
ไดผลผลิตสูงและเปนมิตรตอสิ่งแวดลอม (Nimrat et al., 2003) รวมทั้งเพื่อเปนการเพิ่มผลผลิต
ใหเพียงพอตอความตองการของผูบริโภคในประเทศและเพื่อการสงออกไปยังตางประเทศ    
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ภาพที่ 1 ลักษณะและสีของกุงกุลาดํา 

(ที่มา : http://kanchanapisek.or.th/kp6/BOOK13/chapter10/t13-10-s.htm) 
 

นับตั้งแตการเพาะเลี้ยงกุงกุลาดําของไทยไดเขาสูระบบการเพาะเลี้ยงแบบพัฒนาในป 
พ.ศ. 2529 เปนตนมา  ธุรกิจการเพาะเลี้ยงกุงกุลาดําไดขยายตัวอยางตอเนื่องและรวดเร็ว  ซึ่ง
สงผลใหประเทศไทยกลายเปนผูนําในการสงออกกุงกุลาดําและผลิตภัณฑในตลาดโลกตั้งแตป 
พ.ศ. 2534 จนถึงปจจุบัน โดยในป พ.ศ. 2544  มีพ้ืนที่การเพาะเลี้ยงกุงกุลาดําประมาณ 
450,000 ไร   ไดผลผลิตประมาณ 250,000 ตันตอป    สรางรายไดเขาประเทศประมาณปละ 
100,000 ลานบาท และมีสวนแบงในตลาดโลกประมาณ 30%   ตลาดสงออกที่สําคัญ  ไดแก  
สหรัฐอเมริกา  สหภาพยุโรป  ญี่ปุน โดยมีคูแขงทางการคาที่สําคัญ คือ จีน เวียดนาม อินเดีย 
อินโดนีเซีย  เอกวาดอรและบราซิล เปนตน  (ชลอ และพรเลิศ, 2547; Nimrat et al., 2003) 
 
2. อนุกรมวิธานของกุงกุลาดํา 
 กุงกุลาดําเปนกุงที่มีขนาดใหญที่สุดในวงศพีนีไอด้ี (Penaeidae) และอนุกรมวิธานของ
กุงกุลาดําเปนดังนี้ (ประจวบ หลําอุบล, 2527) 
 Phylum Artropoda 
 Class Crustacea 
 Order Decapoda 
 Suborder Natantia 
   Tribe Penaeidea 
   Family Penaeidae 
  Genus Penaeus 
 Species monodon 
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  กุงกุลาดํามีชื่อวิทยาศาสตรวา Penaeus monodon Fabricius และมีชื่อสามัญวา Giant 
tiger prawn  กุงกุลา กุงกะลา กุงเสือดํา กุงเสือ กุงลาย  
3. การพัฒนาการของกุงกุลาดํา   
 การพัฒนาการของกุงกุลาดําสามารถแบงออกเปนระยะตาง ๆ ดังนี้ (บุญรัตน ประทุม
ชาติ, 2546)  
  3.1 ระยะนอเพลียส (Nauplius stage)  
 ลูกกุงที่ฟกออกมาจากไขใหม ๆ จะมีขนาดเล็กมาก รูปรางคอนขางกลม มีรยางค 3 คู คู
แรกจะเจริญเปนหนวดคูสั้น (1st Antenna) อยูดานหัวสุด รยางคคูที่ 2 จะเจริญเปนหนวดคูยาว 
(2nd Antenna) และคูที่ 3 จะเจริญเปนขากรรไกร (Mandible) อยูต่ําลงมาตามลําดับ ระยะนี้ลูก
กุงจะไมกินอาหาร เน่ืองจากไดอาหารจากถุงไขแดง (Yolk sac) ที่ติดตัวมา ลูกกุงจะอยูในระยะ
นี้ประมาณ 45-50 ชั่วโมง มีการลอกคราบ 6 ครั้ง 
  3.2 ระยะซเูอีย (Zoea stage)  
  ลูกกุงจะมีลําตัวยาวขึ้น สวนหัวโตเห็นไดชัด ลูกกุงจะคอย ๆ ลอยตัวขึ้นสูผิวนํ้าและเร่ิม
กินอาหาร อาหารของลูกกุงในระยะนี้สวนใหญเปนกลุมแพลงกตอนพืชขนาด 50-100 
ไมโครเมตร จะอยูในระยะนี้ประมาณ 4 วัน ลอกคราบ 3 ครั้ง แตละคร้ังรูปรางจะเปลี่ยนแปลงไป
จากเดิม 
  3.3 ระยะไมซิส (Mysis stage)  
 ลูกกุงในระยะนี้มีลักษณะคลายพอแมมากขึ้น สามารถมองเห็นสวนหัวและสวนทองได
อยางชัดเจน สวนอกนั้นยังรวมอยูกับสวนหัวมีเปลือกคลุม กรีเห็นไดชัด สวนทองมี 6 ปลอง 
ปลองที่ 1 ถึงปลองที่ 5 มีขนาดเทากัน สวนปลองที่ 6 ยาวกวาปลองอ่ืน ๆ และมีแพนหาง ลําตัว 
(วัดจากปลายกรีถึงปลายหาง) ยาว 2.56 มิลลิเมตร ขาสําหรับการเดินเริ่มมีขอปลองเห็นชัดขึ้น 
ขา 3 คูแรกจะมีลักษณะคลายกามและคอย ๆ ยาวขึ้นเรื่อย ๆ ขาวายน้ําเริ่มเกิด ปลองทองอันที่ 
6 จะยาวกวาลูกกุงที่อยูในระยะที่ 2 เปลือกคลุมปลองตาง ๆ ของสวนอกทั้งหมดยาว 1.0 
มิลลิเมตร รยางคคูที่ 6 (Uropod) เจริญมากขึ้น หางจะแคบเขามีขนขางละ 7 เสน ลูกกุงจะอยูใน
ระยะนี้ประมาณ 3-5 วัน ลอกคราบ 3 ครั้ง จึงจะพัฒนาการเขาสูระยะโพสลาวา 
  3.4 ระยะโพสลาวา (Post-larva stage)  
 ระยะนี้ลูกกุงจะมีลําตัวยาวประมาณ 5.56 มิลลิเมตร เปลือกคลุมสวนหัวยาวประมาณ 
1.57 มิลลิเมตร ขาเดิน 3 คู มีลักษณะเปนกาม มองเห็นชัด คูแรกสั้นและคูที่ 3 ยาวที่สุด หางจะ
แคบเขาจนแหลม ลูกกุงในระยะนี้เริ่มมีรยางคคราบเหมือนกุงเต็มวัย ลูกกุงจะพัฒนาการไปเรื่อย 
ๆ จนเขาสูกุงวัยรุน กุงจะอยูในระยะนี้ประมาณ 30 วัน มีความยาวประมาณ 1.5-2.0 เซนติเมตร 
หนักประมาณ 1.01-1.02 กรัม     
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4. ลักษณะของการเพาะเลี้ยงกุงกุลาดาํ 
การเพาะเลี้ยงกุงกุลาดําในแตละประเทศจะมีลักษณะการเพาะเลี้ยงที่แตกตางกันตาม

ภูมิประเทศและภูมิอากาศที่เหมาะสม   ซึ่งการเลี้ยงกุงกุลาดําในประเทศไทยแมวาจะมีการ
พัฒนารูปแบบและวิธีการเลี้ยงอยางตอเน่ืองในชวงระยะเวลา 10 ปที่ผานมา   แตการจัดการ
เกี่ยวกับสภาวะแวดลอมในการเลี้ยงกุงกุลาดํายังไมไดมีการนําเทคโนโลยีใหมๆ เขามาชวย
บรรเทาปญหามลภาวะหรือการควบคุมคุณภาพน้ําที่เกิดจากการเลี้ยงกุงกุลาดําอยางเพียงพอ    

ดังน้ันเพ่ือเปนการเขาใจถึงขอดีและขอเสียของการเพาะเลี้ยงกุงกุลาดําแตละรูปแบบ   จึงขอ
กลาวถึงรูปแบบของการเพาะเลี้ยงกุงกุลาดําในประเทศไทย   ซึ่งการเพาะเลี้ยงกุงกุลาดํามีได
หลากหลายรูปแบบขึ้นอยูกับความตองการผลผลิตและความรวดเร็วในการเลี้ยง     โดยสามารถ
แบงออกเปน 2 ประเภท ไดแก 
 4.1  การแบงรูปแบบการเพาะเลี้ยงกุงทะเลตามความหนาแนนและการ
ประยุกตใชเทคนิคตาง ๆ (Shang et al., 1998) สามารถแบงได 3 ประเภท ไดแก  

4.1.1  การเพาะเลี้ยงแบบดั้งเดิม (Extensive production system) 
การเพาะเลี้ยงกุงแบบดั้งเดิมเปนการเพาะเลี้ยงกุงที่มีการพัฒนาวิธีการเลี้ยงจาก

สมัยโบราณนอยมากจึงเรียกวิธีนี้วา การเพาะเลี้ยงแบบหนาแนนต่ํา (Low-density system) 
และเปนการเพาะเลี้ยงที่มีการลงทุนต่ํา (Low-input system)   โดยการระบายน้ําจากแหลงนํ้า
ธรรมชาติเขานากุงซ่ึงจะไดลูกกุงจากแหลงนํ้าธรรมชาติ    การเพาะเลี้ยงรูปแบบน้ีใหผลผลิตต่ํา
เน่ืองจากอาจมีศัตรูของกุง เชน ปู  หอย  ลูกปลาปะปนมากับนํ้า  ไมมีการใหอาหารเม็ด  ไมมี
การใชเครื่องเติมอากาศและระยะเวลาการเลี้ยงไมแนนอน  แตอาจจะมีการเติมปุยอนินทรียและ
ปุยอินทรียเพ่ือเพิ่มปริมาณอาหารตามธรรมชาติใหกุง (Muluk and Baily, 1996)   บอกุงที่ใช
เลี้ยงมีตั้งแต 10 – 1,000 ไร  และใหผลผลิตประมาณ 200-300 กิโลกรัมตอเฮคเตอรตอป  และ
มักเปนพ้ืนที่ติดชายทะเลหรือเปนพื้นที่ปาชายเลน  ซึ่งประเทศที่ยังมีการเลี้ยงกุงแบบดั้งเดิม  
ไดแก  ประเทศบังคลาเทศซึ่งเรียกระบบการเลี้ยงลักษณะนี้วาระบบ Gher (Gher systems; 
Wahab et al., 2003)  

 ปจจุบันในประเทศไทยการเพาะเลี้ยงกุงดวยวิธีนี้เกือบไมมีเหลือแลว  ซึ่งกุงที่นิยม
นํามาเพาะเลี้ยงแบบด้ังเดิม ไดแก กุงตะกาด กุงแชบวย กุงแปะแห กุงหัวมันหรือกุงหลังไข  
การเพาะเลี้ยงแบบด้ังเดิมเปนวิธีการเลี้ยงที่มีปริมาณการปนเปอนของสารอาหารในน้ําทิ้งนอย 
(Muluk and Baily, 1996)  แตอยางไรก็ตามจากการศึกษาของ Burford และคณะ (2003) พบวา
การเลี้ยงกุงแบบด้ังเดิมจะมีปริมาณสารอินทรียมาก   ซึ่งจะสงเสริมการเจริญของแบคทีเรียกลุม
เฮทเทอโรโทรปที่มีการใชออกซิเจนในปริมาณมากจึงอาจมีผลยับยั้งการเกิดปฏิกิริยาไนตริฟเค-
ชันซ่ึงเปนปฏิกิริยาที่ลดปริมาณแอมโมเนียที่เปนอันตราย   นอกจากนี้การเลี้ยงดวยวิธีนี้จะมี
การสะสมของขี้เลนมากซึ่งกอใหเกิดกาซไฮโดรเจนซัลไฟด   และมีผลยับยั้งการเจริญของ
แบคทีเรียกลุมไนทริไฟเออร  สงผลใหการผลิตไนเทรตที่เปนสารตั้งตนของการเกิดปฏิกิริยา 
ดีไนตริฟเคชันเคชันลดลง   
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4.1.2  การเพาะเลีย้งแบบกึ่งพัฒนา (Semi-intensive production system) 
 การเพาะเลี้ยงแบบกึ่งพัฒนาเปนวิธีการเพาะเลี้ยงกึ่งธรรมชาติผสมกับการใหอาหาร
เสริมและอาหารสด เชน อารทีเมีย หอยสับหรือใหอาหารเม็ดชนิดโปรตีนสูง  อาจมีการใชเครื่อง
เติมอากาศบาง  บอกุงมีขนาดตั้งแต 15 – 60  ไรตอบอ  การเพาะเลี้ยงรูปแบบนี้เปนการนํา
พันธุกุงจากบออนุบาลกุงไปปลอยรวมกับลูกกุงในบอกุงแบบธรรมชาติ  มีอัตราการปลอยลูกกุง 
5,000 – 8,000 ตัวตอไร    ซึ่งการเลี้ยงกุงแบบนี้ตองมีการควบคุมคุณภาพน้ําในบอ  เพราะอาจ
มีปญหาน้ําเสียไดถามีการใหอาหารมากเกินไป  จึงตองใหอาหารอยางพอเหมาะเพื่อไมให
อาหารเหลือตกคางในบอและตองเปลี่ยนถายน้ําบอยๆ ประมาณ 10 – 50% ตอวัน  ซึ่งในกรณทีี่
น้ํามีความเค็มต่ํากวา 10 สวนในพันสวน  ลูกกุงจะโตชา  เปลือกนิ่มและตายได (กองเพาะเลี้ยง
สัตวน้ําชายฝง, 2534; Wahab  et  al., 2003)  ในประเทศในเอเชียสวนใหญ (มากกวา 90%) 
มักจะเพาะเลี้ยงกุงแบบด้ังเดิมและแบบกึ่งพัฒนา (Shang et al., 1998) แตยกเวนประเทศไทยมี
การเพาะเลี้ยงทั้ง 2 แบบเพียง 15 %   

4.1.3 การเลี้ยงแบบพัฒนา (Intensive production systems) 
การเพาะเลี้ยงแบบพัฒนาเปนการเพาะเลี้ยงที่ปลอยลูกกุงหนาอยางแนนมากและมี

การลงทุนสูง (High density and high inputs; Shang et al., 1998)  การเลี้ยงรูปแบบน้ีเร่ิมขึ้น
ในชวงป พ.ศ. 2524 – 2525  ซึ่งเปนระบบการเพาะเลี้ยงที่ไดผลผลิตมากกวาการเพาะเลี้ยง
แบบกึ่งพัฒนาและแบบด้ังเดิม (Rosenberry, 1996)   ประเทศไทยนิยมเลี้ยงกุงแบบพัฒนา
ประมาณ 85% ของฟารมเพาะเลี้ยงทั้งหมด   สําหรับกุงที่นิยมนํามาเพาะเลี้ยงแบบพัฒนา 
ไดแก กุงกุลาดํา   กุงแชบวย และกุงขาวแวนนาไม (ประจวบ, 2531)    การเพาะเลี้ยงรูปแบบน้ี
เปนการนําลูกกุงจากบอเพาะเลี้ยงหรือบออนุบาลกุงมาเลี้ยงในบอดิน  รวมกับการใชอุปกรณ  
เทคนิคและการจัดการบอเพาะเลี้ยงที่ดี  ทําใหผลผลิตมีปริมาณเพิ่มขึ้น  มีอัตราการปลอยลูกกุง 
10 – 30 ตัวตอตารางเมตร  ใหอาหารเม็ด 5 – 6 ม้ือตอวัน และมีการใชเครื่องเติมอากาศ   น้ํา
ในบอเลี้ยงควรมีความลึกไมต่ํากวา 1.50 เมตร   เพ่ือชวยชะลอการเปลี่ยนแปลงความเค็มและ
อุณหภูมิของน้ํา  เพราะในชวงที่อากาศรอนจัดอุณหภูมิจะเปลี่ยนแปลงมาก   กุงจะเกิดการงอ
ตัวและการเกร็งของกลามเนื้อทําใหกุงช็อกตายได  รวมทั้งบอที่มีระดับน้ําต่ํามากทําใหแสงแดด
สามารถสงถึงพ้ืนบอ  สงผลใหเกิดการเจริญของแพลงกตอนอยางรวดเร็ว (Plankton bloom)   
เม่ือแพลงกตอนเหลานี้ตายจะเกิดการยอยสลายภายใตสภาวะไมมีออกซิเจนทําใหพ้ืนบอเนาเสีย
เกิดกาซไฮโดรเจนซัลไฟดอันเปนอันตรายตอกุงโดยตรง (Muluk and Baily, 1996) 

 เน่ืองจากการเพาะเลี้ยงแบบพัฒนาใหผลผลิตสูงกวาการเพาะเลี้ยงแบบกึ่งพัฒนา
อยางมาก    ดังนั้นปจจุบันการเพาะเลี้ยงสัตวน้ําทั้งสัตวน้ําจืดและสัตวน้ําเค็มที่สําคัญทาง
เศรษฐกิจของไทยจึงนิยมเลี้ยงแบบแบบพัฒนา   แตอยางไรก็ตามการเพาะเลี้ยงแบบพัฒนามี
ขอเสีย คือ การเพาะเลี้ยงแบบพัฒนาทําใหเกิดปญหาสิ่งแวดลอม  คุณภาพน้ําและคุณภาพพื้น
บอเปลี่ยนแปลงอยางรวดเร็ว (Lin, 1989; Phillips et al., 1993)    เน่ืองจากถามีการเพาะเลี้ยง
หนาแนนขึ้นจะมีการสะสมของขี้เลนเพ่ิมขึ้น  และหากมีการจัดการที่ไมดีจะทําใหสารอินทรีย
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สะสมบริเวณพ้ืนบอเปนจํานวนมาก และกุงติดเชื้อกอโรคไดงาย (Primavera, 1994; Lightner 
and Redman, 1998)  สารอินทรียที่สะสมอยูบริเวณพื้นบอ  ไดแก  เศษอาหารที่เหลือจากการ
ใหอาหารมากเกินไป (Schroeder, 1975)  ของเสียที่กุงปลอยออกมาและเปลือกที่เกิดจากการ
ลอกคราบ  เปนตน (ธนาคารกสิกรไทย, 2535)   ดังน้ันการเพาะเลี้ยงดวยระบบน้ีจึงตองมีการ
จัดการที่ดีและมีประสิทธิภาพ  

การสะสมของสารอินทรียมากเกินไปทําใหคุณภาพน้ํา  คุณภาพดินตะกอนและสุขภาพ
สัตวน้ําเสื่อมโทรมลง   และมีผลทําใหมีการขยายพื้นที่การเลี้ยงสัตวน้ําไปในพื้นที่ที่ไมเหมาะสม 
ยกตัวอยางเชน  การนํากุงกุลาดําเขามาเลี้ยงในบริเวณน้ําจืดหรือบริเวณน้ําที่มีความเค็มต่ําใน
พ้ืนที่จังหวัดฉะเชิงเทรา  ปราจีนบุรีและนครนายก    ซึ่งสงผลกระทบตอการปลูกขาวในพื้นที่
เหลานี้  ดังนั้นปญหามลภาวะน้ําเนาเสียจากสัตวน้ําเศรษฐกิจจึงเปนสาเหตุสําคัญที่ทําใหการ
เลี้ยงสัตวน้ํามีผลกระทบตอสิ่งแวดลอมและทําใหการเลี้ยงสัตวน้ําเศรษฐกิจไมยั่งยืน   มีผลทําให
เศรษฐกิจของประเทศไดรับผลกระทบอยางมาก  ดังน้ันในหนังสือเลมน้ีจึงขอกลาวถึงตั้งแต
ลักษณะการเพาะเลี้ยงสัตวน้ําเศรษฐกิจในปจจุบันตอเน่ืองไปจนถึงการจัดการใหการเพาะเลี้ยง
สัตวน้ําเศรษฐกิจมีความยั่งยืนและเปนมิตรตอสิ่งแวดลอม 
 
  4.2  การแบงรูปแบบการเพาะเลี้ยงกุงทะเลตามการหมุนเวียนนํ้า สามารถแบงได 
3 ประเภท (คเชนทร, 2544; อนันต, 2537) ไดแก   

4.2.1 การเพาะเลีย้งระบบเปด (Open system) 
การเพาะเลี้ยงระบบเปดเรียกได 3 แบบ คือ Open system หรือ Open water 

system  หรือ Flow - through system คือ ระบบที่มีการถายน้ําที่ผานการเพาะเลี้ยงสัตวน้ําแลว
ทิ้งออกนอกระบบเพาะเลี้ยงหรือทิ้งออกจากฟารมสูแหลงนํ้าตามธรรมชาติดังภาพที่ 2 โดยเปน
การเปลี่ยนถายน้ําในระยะสั้นๆ เพ่ือควบคุมคุณสมบัติของน้ําภายในบอใหมีคุณภาพที่เหมาะสม
ตอการเจริญเติบโตของกุง และเปนการเพาะเลี้ยงแบบด้ังเดิมในประเทศตางๆ รวมทั้งประเทศ
ไทยดวย (Chuntapa et al., 2002)  ซึ่งระบบเพาะเลี้ยงสัตวน้ําแบบดั้งเดิม  แบบกึ่งพัฒนาและ
แบบพัฒนา  สวนใหญจะเปนแบบระบบเปด     แตเน่ืองจากการเพาะเลี้ยงระบบเปดจะมีการใช
น้ําปริมาณมากจากแหลงนํ้าภายนอก  จึงทําใหเกิดปญหาการขาดแคลนน้ําได   รวมทั้งยัง
กอใหเกิดปญหาการติดเชื้อกอโรคจากแหลงนํ้าภายนอกที่ปนเปอน   นอกจากนั้นน้ําทิ้งที่ออก
จากบอเลี้ยงกุงยังกอใหเกิดมลภาวะในแหลงน้ําที่รองรับน้ําทิ้ง 
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ภาพที่ 2 รูปแบบการเพาะเลี้ยงกุงกุลาดําระบบเปด 
 
4.2.2  การเพาะเลีย้งระบบปด (Close water system)  
การเลี้ยงระบบปด (Close water system) เรียกได 2 แบบ คือ Close system และ  

Recirculating system เปนการเพาะเลี้ยงโดยไมมีการเปลี่ยนถายน้ําดังภาพที่ 3   แตมีการ
ชดเชยน้ําในสวนที่ระเหยไปรวมทั้งสวนที่รั่วซึมและสวนที่นําไปใชประโยชนอ่ืนๆ    การ
เพาะเลี้ยงแบบระบบปดตองใชกระบวนการทางชีวเคมีและทางกายภาพเพื่อรักษาคุณภาพน้ํา   
โดยการแกปญหาตางๆ จะกระทําภายในบอระหวางการเพาะเลี้ยงเพ่ือใหอยูในสภาพที่เหมาะสม
ตอการเจริญเติบโตของสัตวน้ํา  

 
 
 
 
 
 

 
 
 

ภาพที่ 3 รูปแบบการเพาะเลี้ยงกุงกุลาดําระบบปด  
 
 การเพาะเลี้ยงดวยระบบนี้ตองมีการสรางบอบําบัดน้ําเพื่อตกตะกอนสารแขวนลอย
และสารอินทรียในน้ําที่ใชในการเพาะเลี้ยง รวมทั้งกําจัดแพลงกตอนพืชและแพลงกตอนสัตว
ดวยสัตวน้ําอ่ืน เชน ปลานวลจันทร   ปลานิลและหอยแมลงภู เปนตน   เพื่อปองกันการเจริญ
ของแพลงกตอนอยางรวดเร็ว    เม่ือสารแขวนลอยในน้ําตกตะกอนทําใหน้ําบริเวณผิวนํ้าใสมาก
ขึ้น   จากนั้นจะนําน้ําบริเวณดังกลาวมาเพ่ิมปริมาณออกซิเจนและกําจัดกาซพิษกอนนํากลับมา
ใชงานใหมอีกครั้ง (Kongkeo, 1997)  ซึ่งลักษณะการหมุนเวียนนํ้ากลับมาใชใหมของการเลี้ยง
ระบบปดนี้แสดงดังภาพที่ 4     

บอเล้ียงกุงกุลาดํา 

บอเล้ียงกุงกุลาดํา 

X 
X 
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ภาพที่  4 รูปแบบการเพาะเลี้ยงกุงแบบระบบหมุนเวียนน้ํากลับมาใชใหม 
 

การนําน้ําหมุนเวียนกลับมาใชใหมกระทําไดตั้งแตหลังเริ่มการเพาะเลี้ยง 2-3 เดือน  
โดยถายน้ําจากบอเลี้ยงสูบอบําบัดประมาณ 20% ของปริมาตรน้ําทั้งหมด  ทุก 3 วัน และเพิ่ม
เปน 30%  ในชวงเดือนสุดทายของการเพาะเลี้ยง (Kongkeo, 1997)   และระบบการเลี้ยงแบบนี้
เปนที่นาสนใจอยางมากเนื่องจากการเพาะเลี้ยงสัตวน้ําเศรษฐกิจขยายตัวอยางรวดเร็วทั่วโลก   
จึงทําใหเกิดปญหาการปลอยน้ําทิ้งจากระบบเพาะเลี้ยงแบบเปดปริมาณมากลงสูแหลงนํ้าตาม
ธรรมชาติและการเพาะเลี้ยงแบบระบบหมุนเวียนยังใชน้ํานอยกวาการเพาะเลี้ยงแบบระบบเปด
ประมาณ 50-60 เทา รวมทั้งมีการเพาะเลี้ยงสัตวน้ําในบริเวณที่หางจากชายทะเล (Adams, 
1998)    ซึ่งทําใหตองมีการขนสงนํ้าทะเลเปนระยะทางไกลมาใชในการเพาะเลี้ยง     จาก
เหตุผลดังกลาวจึงทําใหการเพาะเลี้ยงแบบระบบหมุนเวียนน้ํากลับมาใชใหมเปนระบบที่กําลัง
ไดรับความสนใจอยางยิ่งในปจจุบัน      

 
 4.2.3 การเพาะเลีย้งระบบกึ่งปด  (Semi-closed system) 
 การเพาะเลี้ยงแบบกึ่งปด  มีชื่อเรียก  2  แบบ  คือ  Semi-closed และ Semi-
closed recirculating system  คือ  ระบบการเพาะเลี้ยงที่มีการเปลี่ยนถายน้ําบางสวนเม่ือบอ
เพาะเลี้ยงมีปริมาณแอมโมเนียและไนไทรตสูงเกินไป   ซึ่งรูปแบบการเพาะเลี้ยงน้ีจะมีการบําบัด
และหมุนเวียนนํ้าเหมือนกับการเพาะเลี้ยงระบบเปด 
 
5.  คุณภาพน้ําในบอเพาะเลีย้งสตัวนํ้า  

5.1 คุณภาพนํ้าที่เหมาะสมตอการเพาะเลีย้งสตัวนํ้า 

คุณภาพน้ําในบอเพาะเลี้ยงสัตวน้ํา  หมายถึง  คุณสมบัติโดยรวมทั้งในดานกายภาพ  
เคมีและชีวภาพของนํ้าในบอเพาะเลี้ยงสัตวน้ําเพื่อความเหมาะสมตอการเจริญเติบโตและ
สุขภาพของสัตวน้ํา  ยกตัวอยางเชน  คุณภาพน้ําที่เหมาะสมตอการเลี้ยงกุงกุลาดํา  ดังแสดงใน

บอเล้ียงกุงกุลาดํา บอบําบัด 
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ตารางที่ 1 แตถาคุณภาพน้ําในบอเพาะเลี้ยงไมดีก็จะสงผลตอแหลงนํ้าตามธรรมชาติที่มีการ
ปลอยนํ้าทิ้งจากบอเพาะเลี้ยงสัตวน้ําซึ่งคุณภาพน้ําทิ้งจากการเพาะเลี้ยงสัตวน้ําไดมีการกําหนด
มาตรฐานไวดังตารางที่ 2 

 

ตารางที่  1  คุณภาพน้ําที่เหมาะสมตอการเลี้ยงกุงกุลาดํา (สุบัณฑิต และคณะ, 2547) 
 

ลักษณะ สภาวะที่เหมาะสมตอ 
การเลี้ยงกุงกลุาดํา 

สภาวะทีท่ําใหกุงเจริญเติบโต
ไดดีที่สุด 

ความเค็ม 10-15 พีพีท ี 3-10 พีพีที 
คาความเปนกรด-ดางของน้ํา 7.5-8.5 8.0-8.5 
ปริมาณออกซิเจนที่ละลายใน
น้ํา 

> 4 มก.ตอลติร - 

แอมโมเนีย < 0.4 มก.ตอลิตร - 
กาชไฮโดรเจนซัลไฟด < 0.033 มก.ตอลิตร - 
อุณหภูมิ 25-30 °C - 

สารแขวนลอยและสารอินทรีย มีนอย - 
 
ตารางที่ 2 มาตรฐานน้ําทิ้งจากบอเพาะเลี้ยงสัตวน้ํา (พุทธ  และคณะ, 2545)  
 

พารามิเตอร หนวย เกณฑมาตรฐาน 
คาความเปนกรด-ดาง - 6.5 – 9.0 
บีโอดี มก./ล. 20 
สารแขวนลอย มก./ล. 70 
แอมโมเนีย (NH3-N) มก.ไนโตรเจน/ล. 1.1 
ฟอสฟอรัสรวม มก.ฟอสฟอรัส/ล. 0.4 
ไฮโดรเจนซัลไฟด มก./ล. 0.01 
 ไนโตรเจนรวม มก.ไนโตรเจน/ล. 4.0 

 
 คุณภาพน้ําที่เสื่อมโทรมในบอเพาะเลี้ยงสัตวน้ํารอยละ 50   เกิดจากเศษอาหารที่เหลือ
ในบอและของเสียภายหลังจากสัตวกินอาหารและขับถายออก     ดังน้ันเพ่ือจะทําใหการ
เพาะเลี้ยงสัตวน้ําเปนไปอยางยั่งยืนควรมีการควบคุมคุณภาพน้ําทั้งทางกายภาพ  เคมีและทาง
ชีวภาพ  
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5.2  คุณภาพน้ําทางกายภาพและเคม ี
 1. ความขุน (Turbidity) 
 ความขุน หมายถึง  สมบัติทางแสงของสารแขวนลอยซึ่งทําใหแสงกระจายและถูก

ดูดกลืนมากกวาที่จะยอมใหแสงผานเปนเสนตรง   ความขุนของน้ําเปนคาที่แสดงใหเห็นวาน้ํามี
สารแขวนลอย (Suspened and colloidal matter) อยูมากนอยเพียงใด    ซึ่งสิ่งที่ทําใหเกิด
ความขุ น ไดแก สารอินทรีย สารอนินทรีย  สิ ่งมีช ีว ิตขนาดเล็กที ่ม ีขนาดระหวาง 1–10 
ไมครอน เชน แพลงกตอน  แบคทีเรีย หรือในลักษณะของสารแขวนลอย เชน อนุภาคของดิน  
ทราย  ตลอดจนแรธาตุตางๆ  เปนตน (ไมตรี และจารุวรรณ, 2528)   ความขุนจะมีผลตอ
สิ่งมีชีวิตในน้ํา คือ ทําใหแสงสวางสองลงไปในน้ําไดนอยจนทําใหการสังเคราะหแสงของ 
แพลงกตอนพืชลดลง   ซึ่งเปนผูผลิตขั้นตน (Primary productivity)   สงผลใหปริมาณอาหาร
ตามธรรมชาติของสัตวน้ําลดลง   เกิดตะกอนซากแพลงกตอนและเลนที่พ้ืนบอมากขึ้นเรื่อยๆ 
ทําใหเกิดกิจกรรมการยอยสลายโดยจุลินทรียมากขึ้น   จึงมีการปลอยคารบอนไดออกไซด
ในปริมาณมากทําใหคาความเปนกรด-ดางลดลง ความขุนยังทําใหอุณหภูมิของนํ้าเปลี่ยนแปลง
โดยเฉพาะผิวน้ําจะดูดซับความรอนทําใหน้ํามีอุณหภูมิสูงกวาปกติและน้ําที่มีสารแขวนลอยอยู
มากจะรับออกซิเจนไดนอยกวาน้ําที่ใส (O’Neill, 1993)    นอกจากนี้สารแขวนลอยที่ทําใหเกิด
ความขุนจะทําอันตรายตอสัตวน้ําโดยตรงเพราะจะเขาไปอุดตันในชองเหงือกทําใหการหายใจ
ติดขัดรับออกซิเจนไดนอยลง   การเจริญเติบโตชาลงกวาปกติ  การฟกเปนตัวของไขและการ
เจริญเติบโตของตัวออนหยุดชะงักหรือชาลงและลดความตานทานตอโรคตางๆ (World Health 
Organization, 1986) 
 

 2.   อุณหภูมิ (Temperature) 
 อุณหภูมิ คือ ความรอน- เย็นของน้ํา   อุณหภูมิของน้ําจะสูงกวาอุณหภูมิใน
บรรยากาศ   และเปนปจจัยหน่ึงที่มีผลกระทบตอการเจริญเติบโตของสัตว  พืชนํ้า และมีผลตอ
การละลายของออกซิเจนในน้ํา  ตามปกติแลวออกซิเจนจะละลายน้ําได 7.54–9.08 มิลลิกรัมตอ
ลิตร  ที่อุณหภูมิบรรยากาศ   จากรายงานวิจัยของวิภูษิต  และคณะ (2534)  กลาววาอุณหภูมิที่
เหมาะสมตอการเจริญเติบโตของกุงกุลาดําในบอเพาะเลี้ยงคือ 25 – 33 องศาเซลเซียส    แตถา
อุณหภูมิของน้ําสูงเกินไปกุงจะมีการงอตัว   เนื่องจากการเกร็งตัวของกลามเนื้อและเม่ืออุณหภูมิ
ต่ํากวา 18 องศาเซลเซียส  กุงจะไมวายน้ําและหยุดการกินอาหาร   และที่อุณหภูมิต่ํากวา 14 
องศาเซลเซียส  จะทําใหกุงตาย  นอกจากนี้จากรายงานของสไบทิพย  และคณะ (2543)  กลาว
วาอุณหภูมิที่สูงขึ้นจะสงผลใหแอมโมเนียอิสระ (Un-ionized ammonia : NH3)  อยูในรูปที่มี
ความเปนพิษสูงขึ้น    นอกจากนี้การเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิในแตละฤดูกาลนั้นมีผลตอความ
แตกตางของกลุมจุลินทรียที่มีการใชประโยชนจากไนเทรต (Ogilvie et al., 1997) 
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 3. ความเค็ม (Salinity) 
 ความเค็มเปนปจจัยสําคัญอยางหน่ึงตอสัตวน้ําจําพวกกุง   เน่ืองจากเปนปจจัยที่

กําหนดปริมาณของสัตวน้ําหรือจุลินทรียในแหลงนํ้านั้นๆ (Day et al., 1982)   โดยไมตรีและ
จารุวรรณ (2528) ไดแบงระดับความเค็มออกเปน 3 ระดับ คือ 1)  น้ําจืด (Freshwater) มีความเค็มอยู
ในชวง 0–0.5 สวนในพันสวน 2) น้ํากรอย (Brackishwater) มีความเค็มอยูในชวง 0.5–30.0 สวน
ในพันสวน  และ 3) น้ําเค็ม (Seawater) มีความเค็มมากกวา 30.0 สวนในพันสวน สวนสมเจตน  
และคณะ (2529)  ไดจัดแบงระดับความเค็มไว 3 ระดับเชนเดียวกัน  คือ 1)  ความเค็มระดับ
ต่ํา  มีคาความเค็มอยูในชวง 2-4 สวนในพันสวน  2) ความเค็มระดับปานกลางมีคาความเค็ม
อยูในชวง 5-8 สวนในพันสวน   และ 3) ความเค็มระดับสูงมีคาความเค็มมากกวา 9 สวนในพัน
สวน  ความเค็มน้ันมีผลตอความสามารถในการละลายน้ําของออกซิเจน  เม่ือความเค็มเพ่ิมขึ้น
ออกซิเจนจะละลายน้ําไดลดลง โดยนํ้าเค็มจะมีปริมาณออกซิเจนในน้ํานอยกวาน้ําจืด  เพราะ
ระดับการอิ่มตัวยิ่งยวดในน้ําเค็มสูงกวาในน้ําจืด (สไบทิพย และคณะ, 2543)   และพบวากุงที่
เจริญเติบโตในน้ําที่มีความเค็มเหมาะสม เชน P. setiferus  และ P. schmitti เจริญเติบโตในน้ําที่
มีความเค็มเทากับรอยละ 15 และ 25 ตามลําดับ จะทําใหปริมาณออกซิเจนที่ละลายน้ําสงผล
กระทบตอการเจริญเติบโตของกุงทั้ง 2 ชนิด ลดลง     

กุงกุลาดําซึ่งเปนกุงเศรษฐกิจที่สําคัญของประเทศไทยจัดเปนกุงที่สามารถดํารงชีวิต
อยูในน้ําทะเลที่มีชวงความเค็มกวาง (Euryhaline)  มีความเค็มอยูระหวาง 0 – 70 สวนในพัน
สวน    แตจะเจริญเติบโตไดดีในชวงความเค็ม 15 – 30 สวนในพันสวน    กุงกุลาดําสามารถทน
ตอการเปลี่ยนแปลงของความเค็มอยางชาๆ โดยสามารถปรับตัวอยูในนํ้าที่มีความเค็มเกือบ
เทากับศูนยหรือนํ้าที่เพิ่มความเค็มจนถึง  45 สวนในพันสวน   ไดเปนระยะเวลานานแตจะไม
ทนตอการเปลี่ยนแปลงความเค็มอยางกะทันหัน 

ดังน้ันในการเพาะเลี้ยงกุงกุลาดําจึงควรรักษาความเค็มของบอใหคงที่หรือถามีการ
เปลี่ยนแปลงความเค็มก็ควรใหมีการเปลี่ยนแปลงอยางชาๆ ชวงความเค็มที่เหมาะสมตอการ
เพาะเลี้ยงกุงกุลาดําอยูระหวาง 10-15 สวนในพันสวน    แตอยางไรก็ตามพบวาความเค็มอยู
ในชวง 3-10 สวนในพันสวน  จะทําใหการเกิดโรคของกุงลดลง  โดยเฉพาะปญหาจากโรค
แบคทีเรียเรืองแสง  เปนตน  นอกจากความเค็มจะมีผลตอการเจริญเติบโตของกุงแลวยังมีผล
ทําลายอาหารตามธรรมชาติของกุงดวย   ถามีความเค็มสูงจะไปทําลายสิ่งมีชีวิตกลุม 
แพลงกตอน   สวนในน้ําที่มีความเค็มต่ําจะทําใหการเจริญของแบคทีเรียและโพรโตซัวเพ่ิมขึ้นจึง
อาจทําใหกุงเกิดโรคได (วิภูษิต  และคณะ, 2534)   
 

 4.  ออกซิเจนที่ละลายน้ํา (Dissolved Oxygen; DO) 
ปริมาณออกซิเจนที่ละลายน้ําเปนปจจัยสําคัญตอการเจริญเติบโตของสัตวน้ําโดย

ความสามารถในการละลายน้ําของออกซิเจนขึ้นอยูกับอุณหภูมิ และความเค็มของน้ํา  น้ําที่มี
ความเค็มและอุณหภูมิเพ่ิมขึ้นจะทําใหออกซิเจนละลายน้ําไดลดลง   สัตวน้ํากลุมครัสเตเชียน 
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เชน กุง กั้ง ปู จะมีความไวตอปริมาณออกซิเจนที่ละลายน้ํา (Rosas et al., 1999) 
เนื่องจากการขาดกาซออกซิเจนอยางฉับพลันจะทําใหการหายใจแบบใชออกซิเจนปกติทํา
ใหเกิดอนุมูลอิสระของออกซิเจน (Singlet oxygen) ที่เปนพิษตอเซลล (Ranby and Rabek, 
1978)  อนุมูลอิสระที่เกิดขึ้นน้ีจะทําใหไขมัน โปรตีน  คารโบไฮเดรตและนิวคลีโอไทดซึ่งเปน
องคประกอบสําคัญของเยื่อหุมเซลล  เอนไซม   และดีเอ็นเอผิดปกติ  (Yu, 1994)  

สําหรับกาซออกซิเจนจะมีผลตอการเจริญเติบโต   การกินอาหารและสุขภาพ
ของกุงกุลาดํา    ถาปริมาณออกซิเจนที่ละลายน้ําไมเหมาะสม  อาจทําใหกุงแสดงอาการเพียง
เล็กนอยจนถึงขั้นรุนแรงและอาจทําใหกุงตายได   ปริมาณออกซิเจนที่ละลายน้ําจะมีการ
เปลี่ยนแปลงคลายกับการเปลี่ยนแปลงของความเปนกรด-ดาง คือ มีคาต่ําสุดในตอนเชามืด  
เน่ืองจากชวงกลางคืนจุลินทรียและแพลงกตอนพืชจะใชกาซออกซิเจนเพ่ือการหายใจ    รวมทั้ง
จุลินทรียจะทําการยอยสลายของเสียและสารอินทรียในบอเพาะเลี้ยง     หลังจากนั้นแพลงกตอน
พืชจะเริ่มมีการสังเคราะหแสงตั้งแตชวงที่มีแสงสวางทําใหปริมาณออกซิเจนเพ่ิมขึ้นและสูงสุดใน
ตอนบายดังแสดงในภาพที่ 5 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 5  แผนภาพแสดงการเปลี่ยนแปลงของปริมาณกาซออกซิเจน  และกาซ    
 คารบอนไดออกไซดและคาความเปนกรด-ดาง  ที่ชวงเวลาตางๆ 
  หมายเหตุ    O2 และ CO2 แสดงเปนตัวใหญ  หมายถึงกาซมีปริมาณสูง   
และแสดงเปนตัวเล็ก  หมายถึงมีกาซปริมาณต่ํา 

 
 5. ความเปนกรด – ดาง (Power of hydronium ion; pH) 

  ความเปนกรด-ดางของน้ํา คือ ปริมาณความเขมขนของไฮโดรเจนไอออนที่มีอยูใน
น้ํา  ซึ่งเปนปจจัยที่มีความสําคัญตอการเพาะเลี้ยงสัตวน้ํามากเพราะความเปนกรด-ดางของน้ํา
นั้นมีผลตอคุณภาพทางเคมีของนํ้า เชน มีผลตอความเปนพิษของกาซแอมโมเนียและกาซ
ไฮโดรเจนซัลไฟด    โดยชวงความเปนกรด-ดางที่เหมาะสมตอการเลี้ยงกุงกุลาดําควรมีคาอยู
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ในชวง 8 – 8.5 (วิภูษิต  และคณะ, 2534) ถาคาความเปนกรด-ดางคอนขางต่ําจะสงผลตอ
แบคทีเรียกลุมไนโตรแบคเตอร (Nitrobacter bacteria) ที่ทําหนาที่ยอยสลายไนไทรต    
เพราะในสภาวะที่คาความเปนกรด-ดางต่ําไนไทรตจะเปลี่ยนเปนกรดไนตรัสซึ่งมีความเปนพิษ
ตอแบคทีเรียกลุมไนโตรแบคเตอร  ทําใหปฏิกิริยาไนทริฟเคชัน (Nitrification) หยุดไปดวย 
(Hargreaves, 1998)    การที่คาความเปนกรด-ดางลดลงจะเปนสาเหตุหน่ึงที่ทําใหเกิดการผลิต 
หรือการสะสมของกรดอินทรีย เชน กรดอะซิติก (Acetic acid)  ที่เกิดจากกระบวนการเมแทบอ-
ลิซึม (Metabolism) ของสารอินทรียที่ไมสมบูรณของแบคทีเรียกลุมดีไนทริไฟเออร (Denitrifier 
bacteria; Menasveta et  al.,  2001)     
 สําหรับคาความเปนกรด-ดางที่คอนขางสูง (pH 8.4-9) จะทําใหแอมโมเนียมไอออน
แตกตัวเปนแอมโมเนีย (NH3) มากขึ้น  ซึ่งแอมโมเนียมีความเปนพิษตอสัตวน้ําโดยตรง (สไบทิพย  
และคณะ, 2543)    นอกจากนี้ยังสงผลตอสภาพการละลายไดของธาตุบางชนิด เชน ทําให
แคลเซียมและแมกนีเซียมละลายน้ําไดลดลง  เม่ือปริมาณแรธาตุในน้ํานอยทําใหการลอกคราบของ
กุงชะงัก  เกิดปญหาการลอกคราบไมออก   และถาคาความเปนกรด-ดางคอนขางต่ําหรืออยูใน
สภาวะเปนกรดจะทําใหกุงกุลาดํามีความไวตอการขาดออกซิเจนเพิ่มมากขึ้น (Allan and 
Maguire, 1991)  โดยไมตรี และจารุวรรณ (2528) ไดแสดงคาความเปนกรด-ดางที่เหมาะสม
ตอการเพาะเลี้ยงสัตวน้ําดังตารางที่  3 
 

ตารางที่ 3  ความเปนกรด-ดางที่เหมาะสมตอการเพาะเลี้ยงสัตวน้ํา (ไมตรี และ จารุวรรณ,  
 2528) 
 

คาความเปนกรด-ดาง ผลกระทบตอสัตวน้ํา 
4.0 หรือต่ํากวา เปนอันตรายทําใหสัตวน้ําตายได 
4.0 – 6.0 อาจจะไมตาย  แตจะทําใหไดผลผลิตต่ํา เนื่องจากมีการเจริญเติบโต

ชา และทําใหการสืบพันธุหยุดชะงัก 
6.5 – 9.0 เปนระดับที่เหมาะสมตอการเพาะเลี้ยงสตัวน้ํา 
9.0 – 11.0 ไมเหมาะสมตอการดํารงชีวิตของสัตวน้ํา ถาตองอาศัยอยูเปน

เวลานาน จะทําใหผลผลิตต่ําลง 
11.0  หรือมากกวา เปนพิษตอสัตวน้ํา 

 
 
 6. สารประกอบไนโตรเจน 
 สารประกอบไนโตรเจนที่มีผลตอสัตวน้ําโดยตรง คือ ไนไทรตและแอมโมเนีย วิภูษิต   
และคณะ (2534)  รายงานวาปริมาณไนไทรตและแอมโมเนียที่เหมาะสมตอการอนุบาลกุงไม
ควรเกิน 0.3599 มก. NO2.N/L และ 0.0396 มก. NH3/L ตามลําดับ    โดยแอมโมเนียที่พบ
ในนํ้ามี 2 รูป คือ กาซแอมโมเนีย (NH3)  ที่จะพบมากเมื่อคาความเปนกรด-ดางสูงกวา 9  และ
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แอมโมเนียมไอออน (NH4
+) ซึ่งไมเปนพิษตอสัตวน้ําโดยจะพบมากเมื่อคาความเปนกรด-ดางต่ํา

กวา 8.5    ในบอเลี้ยงกุงควรมีแอมโมเนียไมเกิน 0.1 มิลลิกรัมตอลิตร   โดยไนโตรเจนเกือบ
ทั้งหมดรอยละ 97 ที่เขาสูบอเลี้ยงกุงมาจากอาหารที่ใชเลี้ยงกุง   ซึ่งกุงจะสะสมไนโตรเจนไวใน
เนื้อกุงไดประมาณรอยละ 21.8    ไนโตรเจนที่เหลือเกือบรอยละ 80 จะตกคางอยูในบอ
เพาะเลี้ยงโดยอยูในรูปของเศษอาหารและขี้กุงที่พื้นบอประมาณรอยละ 70    และในรูปของสิ่ง
ขับถายที่ละลายน้ําได เชน อินทรียไนโตรเจน  แอมโมเนีย  ไนไทรตและไนเทรตประมาณรอยละ 9 
(พุทธ และ สํารอง, 2546)   การเลี้ยงกุงที่ มีการใหอาหารมากเกินไปจะทําใหมีปริมาณ
สารอินทรียในบอเพาะเลี้ยงเพ่ิมขึ้นดวย    ซึ่งการวิเคราะหปริมาณสารอินทรียโดยตรงทําไดยาก  
วิธีที่นิยมใชหาปริมาณสารอินทรีย คือ การหาคาบีโอดี (Biochemical Oxygen Demand; BOD) 
โดยเปนการวัดปริมาณออกซิเจนที่ใชในการยอยสลายสารอินทรียโดยแบคทีเรียกลุมที่ใช
ออกซิเจนในการเจริญ  ซึ่งปริมาณออกซิเจนจะแปรผันตรงกับปริมาณสารอินทรียที่ตกคางในบอ
เพาะเลี้ยงสัตวน้ํา  
 
 7. สารประกอบฟอสฟอรัส 
 ฟอสฟอรัสเปนธาตุที่มีความสําคัญมากสําหรับแหลงนํ้า วงจรการเปลี่ยนแปลง
คอนขางจะซับซอน   ฟอสฟอรัสพบไดทั้งในรูปสารละลายน้ําและอนุภาคแขวนลอย  ซึ่งที่ละลาย
น้ําไดจะมีทั้งสารอินทรียหรือสารอนินทรีย  สารอินทรียฟอสฟอรัสที่ละลายน้ําจะเกิดจากการยอย
สลายของของพืชหรือสิ่งมีชีวิตอ่ืน ๆ สวนสารอนินทรียที่ละลายน้ํามักจะเปนออรโธฟอสเฟตและ
อนุภาคแขวนลอยที่มีฟอสฟอรัส  ไดแก  แพลงกตอนตาง ๆ แบคทีเรีย โดยที่แบคทีเรียและ
แพลงกตอนพืชจะสามารถดูดซับออรโธฟอสเฟตไดรวดเร็วมากเกินกวาความตองการที่ใชในการ
เจริญ (Luxury uptake)  สวนฟอสเฟตที่เหลือจะถูกดินตะกอนดูดซับไวอยางรวดเร็วเชนกัน จึง
ทําใหพบฟอสเฟตในน้ําปริมาณต่ํามาก (Scottish Executive Central Research Unit, 2002)  
ทําใหน้ํามีปริมาณฟอสเฟตลดลงและเสียสมดุล  ดินตะกอนจึงมีการปลอยฟอสเฟตใหกับนํ้า 
สําหรับฟอสเฟตในดินตะกอนมักอยูในรูปของสารประกอบเหล็กฟอสเฟต  อลูมินัมฟอสเฟตและ
แคลเซียมฟอสเฟต  โดยที่ภายใตสภาวะที่มีออกซิเจน (Aerobic) สารประกอบฟอสเฟตจะ
ละลายนํ้าไดนอย  แตถาเกิดสภาวะไรออกซิเจนฟอสเฟตจะถูกปลอยใหกับนํ้า  ซึ่งพืชนํ้า
สามารถดูดซึมไปใชประโยชนไดและรากของพืชบางชนิดสามารถดูดซึมฟอสเฟตจากดินตะกอน
ไดโดยตรง  (Jones et al., 2001) 
 
 8.  ไฮโดรเจนซัลไฟด (Hydrogen sulfide; H2S)   
 การเพาะเลี้ยงสัตวน้ําจะมีการใหอาหารประเภทโปรตีนสูง   ของเสียที่ถกูขบัถาย  เศษ
อาหารที่เหลือจะเกิดการยอยสลายโดยแบคทีเรียที่อยูในนํ้าและเมื่อออกซิเจนในน้ําหมดไปจะ
เกิดกระบวนการยอยสลายในสภาวะที่ไมมีออกซิเจน (Anaerobic condition)   ซึ่งจะมี
สารประกอบซัลเฟต (SO4

2-) มาทําหนาที่เปนตัวรับอิเล็กตรอนแทนออกซิเจน ดังสมการที่ 1 
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               สารอินทรีย    +   SO4
2-                            S2-   +   H2O   +   CO2  …………(1) 

   
  

 น้ําที่มีกาซไฮโดรเจนซัลไฟดจะมีสีดําและมีกล่ินเหม็น  ไฮโดรเจนซัลไฟดมี 2 รูปแบบ 
คือ 1) ไฮโดรเจนซัลไฟดอิสระ (Un-ionized form)  เชน  H2S   และ 2) ไฮโดรเจนซัลไฟดแตกตัว 
(Ionized form)  เชน HS- หรือ  S2-  การแตกตัวของไฮโดรเจนซัลไฟดจะขึ้นอยูกับคาความเปนกรด-
ดางของน้ํา    ถาคาความเปนกรด-ดางสูงกวา 8 จะปรากฏในรูปของไฮโดรเจนซัลไฟดแตกตัว   แต
ถาคาความเปนกรด-ดางของน้ําต่ํากวา 8  จะปรากฏในรูปของไฮโดรเจนซัลไฟดอิสระเปนสวนใหญ    
นอกจากนี้แบคทีเรียยังสามารถออกซิไดสกาซไฮโดรเจนซัลไฟดใหกลายเปนกรดกํามะถันทําใหน้ํา
มีสภาวะเปนกรด (เบญจามินทร, 2543)     ดังนั้นเพื่อปองกันอันตรายจากกาชไฮโดรเจนซัลไฟดใน
บอเพาะเลี้ยงสัตวน้ําจึงไมควรมีไฮโดรเจนซัลไฟดอิสระเกินกวา 0.002  มิลลิกรัมตอลิตร 

 
5.3  คุณภาพน้ําทางชวีภาพ 

 น้ําเปนปจจัยสําคัญยิ่งตอสัตวน้ําเนื่องจากกิจกรรมตาง ๆ ของสัตวน้ํายอมเก่ียวของกับ
น้ําทั้งสิ้น    เพราะสัตวน้ําใชน้ําเปนที่อยูอาศัย   ดํารงชีพ   กินอาหารและสืบพันธุ   เปนตน   
คุณภาพน้ําประกอบดวยคุณภาพทั้งทางกายภาพ  เคมีและชีวภาพ    และคุณภาพทางชีวภาพ
มีความสําคัญตอสิ่งมีชีวิตในน้ําเชนเดียวกับคุณภาพน้ําทางกายภาพและเคมี    โดยคุณภาพน้ํา
ทางชีวภาพ หมายถึง ดัชนีคุณภาพน้ําที่ผันแปรเน่ืองจากสิ่งมีชีวิตในนํ้าซึ่งมีผลกระทบตอ
สิ่งมีชีวิตในน้ําทั้งทางตรงและทางออม  เชน แพลงกตอนพืช และแพลงกตอนสัตว แบคทีเรีย 
พืชนํ้า เชื้อกอโรค สาหราย (ชนินทร, 2549)  
 
6.  ดินพื้นบอและการสะสมขี้เลนในบอเพาะเลี้ยงสตัวนํ้า 

6.1  ดินพื้นบอ 
  บอดินเกิดจากการขุดบอขึ้นมาทําใหดินบริเวณพ้ืนบอถูกเรียกวา ดินพ้ืนบอ (Pond 
bottom soil; Avnimelech and Ritvo, 2003)  ดินพื้นบอในประเทศไทยสวนใหญประกอบดวยดิน
เหนียว (Clay; Smith, 1996, Islam  et al., 2004)    คุณสมบัติของดินพ้ืนบอมีความสําคัญและ
มีผลตอการเจริญเติบโตของสัตวน้ํา   โดยเฉพาะอยางยิ่งตอการเลี้ยงกุงเนื่องจากตามธรรมชาติ
แลวกุงมีนิสัยหาอาหารและดํารงชีวิตอยูบริเวณผิวดิน กุงใชเวลาสวนใหญอยูที่บริเวณนี้  ไมวา
จะเปนการขุดโพรงเพื่ออําพรางตัวและการกินดินตะกอนบริเวณพื้นบอ (Boyd, 1989; 
Avnimelech and Ritvo, 2003)   จากการศึกษาพบวาการแพรกระจายของกุงในธรรมชาติจะ
เกี่ยวของกับลักษณะของดินตะกอน (Williams, 1958; Hughes 1968; Rulifson, 1981) และการ
ขุดโพรงเพื่ออําพรางตัวของกุงนั้นมีความแตกตางกันในแตละสายพันธุ เชน กุงขาวอินเดียจะ
หลีกเลี่ยงขุดโพรงในบริเวณที่มีซัลไฟด (Gopakuma and Kuttyamma, 1996) 

แบคทีเรีย 

ไมมีออกซิเจน 
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    6.2 การสะสมขี้เลนในบอเพาะเลี้ยงสัตวนํ้า 

 ขี้เลน คือ สารอินทรียที่เกิดจากการสะสมของเสียในรูปตางๆ  โดยของเสียเหลานี้มี
คุณสมบัติเปนตัวรีดิวสสูงและมีปริมาณของสารประกอบไนโตรเจนและฟอสฟอรัสสูง  รวมทั้ง
เปนสารขนาดเล็กที่เกาะกันอยางหลวมๆ (Hopkins et al., 1994)  การสะสมของขี้เลนจะนําไปสู
การเปลี่ยนแปลงคุณสมบัติของดินพ้ืนบอ (Avnimelech and Ritvo, 2003)  ซึ่งในการเพาะเลี้ยง
แบบพัฒนามีกระบวนการเกิดขี้เลน   โดยเริ่มตนจากการสะสมของสารอินทรียจากสิ่งขับถาย
ของสัตวน้ําและอาหารที่เหลือบนดินพ้ืนบอจนเกิดการยอยสลายของสารอินทรียภายใตสภาวะที่
มีออกซิเจนและเกิดการสะสมของสารอินทรียที่เหลือรวมตัวกับสารตัวกลาง  ไดแก  กรด
อินทรีย คีโตน อัลดีไฮด เอมีนและเมอรแคปแทน (Boyd, 1992; Fast and Boyd, 1992; 
Hopkins et al., 1994)  เม่ือเกิดการสะสมของสารอินทรียจากของเสียของสัตวน้ําและอาหารที่
เหลือเพ่ิมขึ้นผสมกับสารตัวกลางจะทําใหจุลินทรียกลุมที่ใชออกซิเจนในการเจริญใชออกซิเจน
มากเกินไปจนทําใหบอเพาะเล้ียงเกิดสภาวะไมมีออกซิเจน  สงผลใหเกิดการยอยสลาย
สารอินทรียดวยจุลินทรียกลุมที่ไมใชออกซิเจนและเกิดสารพิษ  คือ กาซไฮโดรเจนซัลไฟดและ
กาซแอมโมเนีย  ซึ่งสารที่เกิดจากกระบวนสะสมขี้เลนเหลานี้ลวนมีความเปนพิษตอสัตวน้ํา 
และแบคทีเรียบางกลุมที่เปนประโยชนตอบอเพาะเลี้ยง   อีกทั้งกาซไฮโดรเจนซัลไฟดยังทําให 
ขี้เลนมีสีดําและมีกลิ่นเหม็นอีกดวย (Solbe, 1979)   

 การแพรกระจายของขี้เลนในบอเพาะเลี้ยงน้ันเปนไปอยางไมมีแบบแผนซึ่งเปนผลมา
จากปจจัยทางกายภาพและชีวภาพ   เชน  การแขวนลอยของตะกอน  ทิศทางการหมุนเวียน
ของอากาศจากเครื่องเติมอากาศ  เปนตน  โดย Ritvo และคณะ (1997) รายงานวาความขุนที่
เกิดขึ้นในบอเลี้ยงกุงมีความสัมพันธกับขนาดของกุงรวมทั้งการหมุนเวียนของอากาศจากเครื่อง
เติมอากาศ   โดยพบวาถาหมุนเวียนอากาศเปนวงกลมจะทําใหขี้เลนมากกวารอยละ 30-50   
สะสมอยูบริเวณกลางบอ  ซึ่งบริเวณนี้มักมีแอมโมเนียมความเขมขน 4,220-8,950 ไมโครโมลาร   
ขณะที่บริเวณริมบอมีแอมโมเนียมความเขมขน 560-1,010 ไมโครโมลาร  บริเวณที่มีการสะสม
ของขี้เลนมากจะมีผลตอการเจริญเติบโต  กิจกรรมและสุขภาพของกุง  โดยบอเพาะเลี้ยงที่มีการ
สะสมของขี้เลนมากจะทําใหอัตราการเปลี่ยนอาหารเปนเนื้อของกุงต่ํา  รวมทั้งทําใหกุงเกิด
ความเครียด  มีอัตราการตายเพิ่มขึ้นและความตานทานโรคลดลง 
 

ของเสียที่ทําใหเกิดขี้เลนมีดังนี้ 
1.  เศษอาหารกุง  

  อาหารที่ใชในการเพาะเลี้ยงกุงน้ันจะมีทั้งอาหารสดและอาหารแหงหรืออาหารเม็ด   
โดยมีสวนประกอบของสารอินทรียรอยละ 90 โดยประกอบดวยไนโตรเจนและฟอสฟอรัสอยูใน
ปริมาณสูงรอยละ 77.5 และ 86 ตามลําดับ (Bratvold and Browdy, 2001)  จากการศึกษา
พบวากุงสามารถนําไนโตรเจนและฟอสฟอรัสในอาหารไปใชในการเจริญเติบโตเพียงรอยละ 
21.08 + 2.635 และ 5.81 + 0.76   ตามลําดับ    ถามีการใหอาหารกุงมากเกินไป  อาหารสวนที่
เหลือจะตกคางอยูในบอเลี้ยงกุงทําใหน้ําเกิดการเนาเสียขึ้น   เน่ืองจากอาหารเลี้ยงกุงที่ละลาย
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น้ําได  เชน  อาหารสดจะสงเสริมการเจริญของแบคทีเรีย สวนอาหารเม็ดที่มีน้ําหนักมากสวน
หน่ึงจมลงสูพ้ืนบอและจมอยูในดินตะกอนทําใหเกิดการตกคางของอาหารสงผลใหแพลงกตอน
พืชและแบคทีเรียเจริญอยางมาก    ซึ่งจะทําใหปริมาณออกซิเจนที่ละลายน้ําลดลงแลวเกิด
สภาวะน้ําเนาเสียในที่สุด 
 

2. ดินตะกอน 
 การสะสมของสารอินทรียและเศษตะกอนกอนที่จะแปรสภาพเปนขี้เลนในบอเลี้ยงกุงใน

ประเทศไทยเกิดไดหลายประการ  คือ   
     2.1  ตะกอนที่เกิดจากการกัดกรอนของขอบบอเลี้ยงกุง (Boyd et al., 1994)    โดย

พบวารอยละ 70-80 ของดินตะกอนจะมีสวนประกอบเปนสารกลุมควอตซ (Quartz), Kaolinite 
และ Mica-illite   ขณะท่ีรอยละ 5-10 จะมี Amorphous iron, Aluminum และ Silicon oxide  
ผสมอยู     

     2.2  ดินตะกอนในบอเลี้ยงกุงที่เกิดจากการทับถมกันของสิ่งขับถายกุง ซากแพลงก-
ตอนพืชแบคทีเรียและเศษอาหารที่เหลือทําใหบอเลี้ยงกุงเกิดการตื้นเขินเปนสาเหตุหน่ึงที่ทําให
เกิดขี้แดด ซึ่งขี้แดด  คือ  สาหรายที่เกิดขึ้นบริเวณกลางบอที่ตื้นเขินซ่ึงแดดสามารถสองลงไปถึง
พ้ืนบอทําใหสาหรายมีการเจริญอยางรวดเร็วและมีขนาดใหญขึ้นเร่ือยๆ จนเปนแผนหนา  
ในชวงเวลากลางวันแสงแดดสองถึงทําใหมีการผลิตกาซคารบอนไดออกไซด    ซึ่งจะมีบางสวน
ที่ละลายน้ําไดแลวออกไปในอากาศทันที   และบางสวนที่จะรวมตัวกันเปนฟองอากาศซึ่งจะชวย
ยกแผนสาหรายใหหลุดลอยขึ้นสูผิวนํ้า   เม่ือถูกคลื่นซัดเขากระแทกกับชายฝงสาหรายจะแตก
ออกเปนชิ้นเล็กๆ และจมลงสูกนบอในบริเวณที่ลึกแสงแดดสองไมถึงทําใหเกิดการยอยสลาย
ภายใตสภาวะไมมีออกซิเจนและเกิดกาซไฮโดรเจนซัลไฟด  แอมโมเนีย   ไนเทรตและไนไทรต
ปริมาณมาก (ดีพรอม, 2531)   

 
3. สาหราย 

 การที่มีสาหรายเจริญมากเกินไปในบอเพาะเลี้ยงสัตวน้ําจะทําใหเกิดการสังเคราะหแสง
มากในตอนกลางวัน  ทําใหน้ําในบอเพาะเลี้ยงสัตวน้ํามีคาความเปนกรด-ดางสูงขึ้น  สงผลให
เกิดแอมโมเนียอิสระที่เปนพิษตอกุงเพิ่มมากขึ้น (พุทธ และ สํารอง, 2546)   แตในตอนกลางคืน
สาหรายจะแยงเอาออกซิเจนที่ละลายน้ําไปใชในกระบวนการหายใจ  สงผลใหปริมาณออกซิเจน
ที่ละลายน้ําลดลงต่ําในชวงเชามืด  และเม่ือสาหรายตายลงจะจมลงไปทับถมกันอยูบริเวณดิน
ตะกอนพื้นบอ   ทําใหเกิดสภาวะไมมีออกซิเจนจนเปนสาเหตุใหเกิดการเนาเสียของน้ําและเกิด
เปนขี้เลนได  
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4. สิ่งขับถายจากกุง 
สิ่งขับถายจากสัตวน้ําสวนใหญเปนสารประกอบไนโตรเจน คารโบไฮเดรและไฟเบอร  

เม่ือระบบเพาะเลี้ยงสัตวน้ํามีการสะสมสิ่งขับถายเพิ่มมากขึ้นและสิ่งขับถายเหลานี้ถูกยอยสลาย
ดวยกิจกรรมของจุลินทรียกลุมที่ใชออกซิเจนจะสงผลใหเกิดการใชออกซิเจนเพ่ิมมากขึ้น  ซึ่งทํา
ใหปริมาณออกซิเจนไมเพียงพอตอความตองการของสัตวน้ํา  รวมทั้งอาจทําใหสภาพพื้นบอหรือ
สิ่งแวดลอมในระบบเพาะเลี้ยงอยูในสภาวะที่ไมมีออกซิเจน  เม่ือระบบเพาะเลี้ยงอยูในสภาวะ
ดังกลาวจุลินทรียกลุมที่ไมใชออกซิเจนจะยอยสลายสารอินทรีย   ซึ่งในการยอยสลายของจุลิน-
ทรียกลุมที่ไมใชออกซิเจนจะกอใหเกิดสารพิษตางๆ ยกตัวอยางเชน  การศึกษาของ Kongkeo 
(1989) พบวาดินพ้ืนบอเลี้ยงกุงแบบพัฒนาในประเทศไทยเปนแหลงสะสมกาซพิษ เชน 
แอมโมเนีย ไฮโดรเจนซัลไฟดและมีเทน และยังเปนแหลงสะสมของแบคทีเรียกอโรค เชน 
แบคทีเรียกลุมวิบริโอ (สุนิสา และคณะ, 2549)  และไวรัส เปนตน   
 
7. โพรไบโอติก 
 7.1 ประวัติโพรไบโอติกและการใชโพรไบโอติกในการเพาะเลี้ยงสัตวนํ้า 

 Metchnikoff (1908) เปนบุคคลแรกที่สนใจและศึกษาวิจัยเกี่ยวกับโพรไบโอติกโดยมี
จุดมุงหมายเพ่ือเพ่ิมปริมาณแบคทีเรียแลคติกในลําไสและยับยั้งกิจกรรมของแบคทีเรียกอโรคใน
สําไสของมนุษย  รวมทั้งไดใหคําจํากัดความของโพรไบโอติกวา จุลินทรียที่กินเขาสูรางกายโดย
มีจุดประสงคเพ่ือสงเสริมสุขภาพ  ตอมา Parker (1974) ไดใหคําจํากัดความวา สิ่งมีชีวิตและ
สารเคมีที่มีผลตอสมดุลของจุลินทรียในลําไส  สวนความหมายของโพรไบโอติกในเชิงการเลี้ยง
สัตวน้ําหมายถึง จุลินทรีย โดยเฉพาะแบคทีเรียหรือผลผลิตจากแบคทีเรียที่เติมเขาไปในระบบ
การเลี้ยงสัตวน้ําแลวไปมีผลชวยใหสัตวดังกลาวมีสุขภาพดีขึ้น (Lilley & Stillwell, 1965; 
FAO/WHO, 2001)  โดยจุลินทรียที่มีคุณสมบัติเปนโพรไบโอติก ยกตัวอยางเชน Lactobacillus, 
Bacillus, Bifidobacterium, E. coli,  Clostridium botyricum,  Enterococcus, Streptococcus 
และยีสต ดังภาพที่ 6 (ภวัต สังขะวัฒนะ, 2544; Gatesoupe, 1999)   

 
 

 
 
 
 
 

 
     A                        B          C 

ภาพที่  6 จุลินทรียที่มีคุณสมบัติเปนโพรไบโอติก 
(A) ยีสต (Saccharomyces cerevisiae)   (B) Lactobacillus bulgaricus  (C) Bacillus subtilis 
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 ชนิดของโพรไบโอติกที่นํามาใชในการเพาะเลี้ยงสัตวน้ําจะมีคุณสมบัติแตกตางกัน
ออกไป    ซึ่งในตารางที่ 4 จะแสดงถึงชนิดของโพรไบโอติกและการใชโพรไบโอติกในการ
เพาะเลี้ยงสัตวน้ําชนิดตางๆ   
 

ตารางที่ 4  ชนิดของโพรไบโอติกและการใชโพรไบโอติกในการเพาะเลี้ยงสตัวน้ําชนิดตางๆ  
 (ดัดแปลงจาก Balcazar et al., 2006) 
 

ชนิดโพรไบโอติก ชนิดสัตวน้ํา วิธีการใชโพรไบโอติก เอกสารอางอิง 
Streptococcus lactis และ 
Lactobacillus bulgaricus 

ตัวออนปลา Turbot  
(Scophthalmus maximus) 

เติมลงในโรติเฟอร 
และไดอะตอม 

Garcia de la Banda et al. 
(1992) 

Lactobacillus spp. และ 
Carnobacterium spp. 

ตัวออนปลา Turbot  
 

เติมในโรติเฟอร Gatesoupe (1994) 

V. alginolyticus ปลาแอตแลนติกแซลมอน 
(Salmo salar L.) 

แชใน cell 
suspension 

Austin et al. (1995) 

Carnobacterium divergens ปลาคอดแอตแลนติก เติมในอาหาร Gildberg and Mikkelsen 
(1998) 

G-probiotic ปลานิลลูกผสม เติมในอาหาร Naik et al. (1999) 
Carnobacterium spp. ปลาแอตแลนติกแซลมอน เติมในอาหาร Robertson et al. (2000) 
Lactobacillus rhamnosus 
ATCC 53103 

ปลาแทราตสายรุง เติมในอาหาร Nikoskelainen et al. (2001) 
 

Aeromonas hydrophila, 
V. fluvialis, Carnobacterium 
spp.  
และ Micrococcus luteus 

ปลาแทราตสายรุง เติมในอาหาร Irianto and Austin (2002) 

Enterococcus faecium SF68 ปลาไหล (Anguilla 
Anguilla) 

เติมในอาหาร Chang and Liu (2002) 

L. rhamnosus JCM 1136 ปลาแทราตสายรุง เติมในอาหาร Panigrahi et al. (2004) 
Bacillus circulans ปลายี่สกเทศ (Labeo 

rohita) 
เติมในอาหาร Ghosh et al. (2004) 

Bacillus spp. S11 กุงกุลาดํา เติมในอาหาร Rengpipat et al. (1998) 
Lactobacillus spp. กุงกุลาดํา เติมในอาหาร Phianphak et al. (1999) 
Saccharomyces cerevisiae, 
Phaffia rhodozyma และ S. 
exiguus 

กุงขาว 
 

เติมในอาหาร Scholz et al. (1999) 

V. hepatarius, Vibrio spp. 
และ 
Bacillus spp. 

กุงขาว 
 

เติมในอาหาร Balcazar (2003) 
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 7.2  ประโยชนของโพรไบโอติก 
  7.2.1  โพรไบโอติกที่เติมในอาหารสัตวนํ้า 
 โพรไบโอติกกลุมที่นํามาเติมในอาหารสัตวน้ํานั้นจะมีหนาที่ในการชวยสงเสริมการ
เจริญเติบโตและชวยสรางภูมิคุมกันใหแกสัตวน้ําเศรษฐกิจดวยกระบวนการดังตอไปน้ี คือ  
  7.1.1 เพื่อใหเกิดสมดุลในระบบทางเดินอาหาร  

  โดยปกติจุลินทรียประจําถิ่นในลําไสของสัตวน้ําประกอบดวยจุลินทรียกลุมที่
ประโยชนและกลุมที่กอใหเกิดโทษ  เมื่อมีการเสียสมดุลและมีปริมาณจุลินทรียที่ไมดีจํานวน
มากกวาจะทําใหกุงติดโรค (Gatesoupe, 1999)  จึงมีการนําโพรไบโอติกซึ่งเปนแบคทีเรียกลุม
ที่มีประโยชนมาใชในการเลี้ยงสัตวน้ํา  เพ่ือใหมีปริมาณของจุลินทรียกลุมที่มีประโยชนอยูเสมอ
ซึ่งจะสงผลใหสัตวน้ํามีอัตราการเจริญเติบโตสูงขึ้น (สุบัณฑิต  นิ่มรัตน,  2551; สุบัณฑิต  นิ่ม
รัตน และคณะ, 2551; Balcazar et al., 2006)    ซึ่งปจจัยที่มีผลตอการเจริญของโพรไบโอติกใน
ทอทางเดินอาหาร ไดแก อุณหภูมิ คา Redox potential เอนไซม และระบบภูมิคุมกันของสัตว
น้ํา รวมทั้งสารพิษหรือสารเคมีที่จุลินทรียในทอทางเดินอาหารสรางขึ้น เชน เอนไซมโปรติเอส 
แบคเทอริโอซินไลโซไซม ไฮโดรเจนเปอรออกไซด แอมโมเนีย ไดอะซิติล กรดอินทรีย  
(สุบัณฑิต นิ่มรัตน และวีรพงศ วุฒิพันธุชัย, 2552; Gullian et al., 2004)   

 

  7.1.2 เพื่อยับยั้งเชื้อกอโรคและกระตุนภูมิคุมกันของสัตวนํ้า   
  โพรไบโอติกมีกลไกในการยับย้ังเชื้อกอโรคและลดระยะเวลาการเกิดโรคดวย
กลไกตาง ๆ ขึ้นอยูกับชนิดของโพรไบโอติก (Balcazar et al., 2006) ยกตัวอยางเชน แบคทีเรีย
โพรไบโอติกกลุม Bacillus สามารถลดปริมาณแบคทีเรียกลุมวิบริโอในทางเดินอาหารของกุง
กุลาดําได  (ไตรมาศ บุญไทย และคณะ, 2550) และโพรไบโอติกกลุม Lactobacillus  ที่ผสมใน
อาหารกุงกามกรามสามารถลดปริมาณแบคทีเรียแกรมลบในทางเดินอาหารกุงกามกรามได
เชนเดียวกัน (Venkat et al., 2004) นอกจากนี้ Chythanya และคณะ (2002) พบวาแบคทีเรีย
ทางทะเลสายพันธุ Pseudomonas I-2 สามารถผลิตสารยับยั้งแบคทีเรียกอโรคกลุมวิบริโอในกุง
ได   การยับยั้งแบคทีเรียกอโรคของโพรไบโอติกเปนผลมาจากกลไกการทําลายแบคทีเรียกอ
โรค  โดยการแขงขันแยงสารอาหารและหลั่งเอนไซมที่สามารถยอยเมือกที่ลอมรอบเซลล
แบคทีเรียแกรมลบกอโรค  ทําใหสารปฏิชีวนะที่โพรไบโอติกสรางขึ้นเขาทําลายองคประกอบ
ของเซลล  สงผลใหแบคทีเรียกอโรคหยุดการเจริญและถูกทําลายในที่สุด (Moriarty, 1998)  จาก
การศึกษาพบวาแบคทีเรียโพรไบโอติกบางชนิดยังมีคุณสมบัติในการตอตานไวรัสที่เปนสาเหตุ
ของโรคในสัตวน้ํา  เชน Hematopoietic necrosis virus (IHNV), Hematopoietic necrosis 
virus และ Oncorhynchus masou virus (OMV) เปนตน (Kamei et al., 1988, 
Direkbusarakom et al., 1998) 
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  7.1.3 เพื่อชวยยอยสารอาหารขนาดใหญใหเปนสารอาหารขนาดเล็ก 
  โพรไบโอติกสามารถชวยใหสัตวน้ําดูดซึมอาหารไดดียิ่งขึ้น  โดยโพรไบโอติก
จะหลั ่ง เอนไซมออกมาจากเซลล เชน อะไมเลส โปรติเอสและไลเปส ที่ชวยยอยสลาย
คารโบไฮเดรต โปรตีนและไขมัน ตามลําดับ  ซึ่งโครงสรางที่ซับซอนใหไดหนวยที่เล็กลง 
เช น  กรดอินทรีย กรดไขมัน แอลกอฮอล เอสเทอร คารบอนไดออกไซด มีเทนและ
ไฮโดรเจนซัลไฟด (Gatesoupe, 1999, Balcazar et al., 2006)   
 

 7.2 โพรไบโอติกเพื่อการปรับปรุงคุณภาพน้ํา 
 การใชโพรไบโอติกในการปรับปรุงคุณภาพน้ําจะชวยใหการยอยสลายสารอินทรีย 

สารอนินทรีย เศษอาหารและขี้กุงมีประสิทธิภาพมากยิ่งขึ้น  (Balcazar et al., 2006)  อีกทั้งยัง
ชวยยอยสลายแอมโมเนียและไนไทรตซึ่งเปนสารประกอบไนโตรเจนที่เปนพิษตอสัตวน้ํา  
(Boyd, 1979) สงผลใหคุณภาพน้ํามีความเหมาะสมตอการเจริญเติบโตของสัตวน้ําและสัตวน้ํามี
สุขภาพแข็งแรงและมีอัตราการรอดชีวิตสูงขึ้น (สุบัณฑิต นิ่มรัตน และวีรพงศ วุฒิพันธุชัย, 
2552)  โพรไบโอติกที่ใชควบคุมคุณภาพน้ําเพื่อการเพาะเลี้ยงสัตวน้ําแสดงดังตารางที่ 5  

 

ตารางที่ 5 ชนิดของโพรไบโอติกเพื่อควบคุมคุณภาพน้ําในการเพาะเลี้ยงสตัวน้าํชนิดตางๆ  
  (ดัดแปลงมาจาก Balcazar et al., 2006) 
 

ชนิดโพรไบโอติก ชนิดสัตวน้ํา เอกสารอางอิง 
B. megaterium, B. subtilis, B. polymyxa  

และ B. licheniformis 
ปลาดุกอเมริกัน Queiroz and Boyd (1998) 

V. pelagius ปลา Turbot Ringø and Vadstein (1998) 

P. fluorescens ปลาเทราตสายรุง Gram et al. (1999) 

Roseobacter spp. สายพันธุ 27-4 ตัวออนปลา Turbot  Hjelm et al. (2004) 

Bacillus sp. กุงกุลาดํา Moriarty (1998) 

Vibrio P62, Vibrio P63 และBacillus P64 กุงขาว Gullian et al. (2004) 

Pseudomonas sp. และ V. fluvialis กุงกุลาดํา Alavandi et al. (2004) 

Aeromonas media สายพันธุ A199 หอยนางรม (Crassostrea gigas) Gibson et al. (1998) 

Roseobacter BS107 หอยเชลล (Pecten maximus) Ruiz-Ponte et al. (1999) 

Alteromonas haloplanktis หอยเชลลชิลี (Argopecten purpuratus) Riquelme et al. (2000) 

  
 7.3 โพรไบโอติกเพื่อการบําบัดข้ีเลนในบอเพาะเลี้ยงสัตวนํ้า   
 โพรไบโอติกนอกจากจะใชเพ่ือบําบัดคุณภาพน้ําแลวยังสามารถนํามาใชในการ
บําบัดขี้เลนในบอเพาะเลี้ยงได  จากการศึกษาเปรียบเทียบการบําบัดขี้เลนจากบอเพาะเลี้ยงกุง
กุลาดําดวยการเติมแบคทีเรียโพรไบโอติกกับวิธีการตากแดด โรยปูนขาวและพลิกเลน    พบวา
การเติมแบคทีเรียโพรไบโอติกรวมกับการตากแดดและพลิกเลนสามารถสามารถกําจัด  
V. parahaemolyticus และ P. aeruginosa ไดดีที่สุด  เม่ือเปรียบเทียบกับการบําบัดดวยวิธีการ
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อ่ืน  รวมทั้งยังสามารถปรับคาพีเอชและปริมาณสารอินทรียใหเหมาะสมกับการเพาะเลี้ยงกุงได
อีกดวย (สุนิสา สุขสวัสดิ์ และคณะ, 2549, 2550, 2551; สุบัณฑิต  นิ่มรัตน และคณะ, 2551; Nimrat 
et al., 2008)     
 

8. รายงานวิจัยที่เก่ียวของ 
 สนธิ แดงสกลุ และลิลา เรืองแปน (2541) ไดทําการศึกษาประสทิธิภาพของ Bacillus 
จํานวน 6 สายพันธุที่แยกไดจากผิวดินพ้ืนบอเลี้ยงกุง ไดศึกษาโดยการเปรียบเทียบอัตราการ
รอดชีวิต น้ําหนักและความยาวที่เพิ่มขึ้น และอัตราการเจริญเติบโตของลูกกุงกุลาดํา (Penaeus  
monodon) ระหวางกลุมควบคุมกับกลุมที่ไดรับโพรไบโอติก เปนเวลา 15, 25, 35, 45 และ 55 
วัน ติดตอกัน ผลการวิเคราะหขอมูลทางสถิติพบวาโพรไบโอติกที่เตรียมจาก Bacillus PO27 
เปนสายพันธุที่มีประสิทธิภาพในดานการใหอัตราการรอดชีวิตไดสูงอยางสม่ําเสมอในทุกชุดการ
ทดลอง คือ รอยละ 95.32, 92.00, 82.00, 76.66 และ 75.33 เม่ือไดรับโพรไบโอติกเปนเวลา 
15, 25, 35, 45 และ 55 วัน ตามลําดับ โดยมีอัตราการรอดชีวิตสัมพัทธตั้งแตรอยละ 25.00-
53.26 ในขณะที่ Bacillus PO26 และ PO 25 ใหอัตราการรอดชีวิตรองลงมาตามลําดับ สําหรับ
ประสิทธิภาพในการเพิ่มนํ้าหนักและอัตราการเจริญเติบโตน้ันพบวา Bacillus PO26 และ PO27 
จะใหผลสูงกวากลุมอ่ืน  สวน Bacillus สายพันธุอ่ืนมีประสิทธิภาพต่ํากวาชุดควบคุม การวิจัย
ครั้งนี้แสดงถึงความเปนไปไดในการใชประโยชนของ Bacillus ที่แยกไดจากดินในบอกุงในแง
เปนแบคทีเรียโพรไบโอติก อยางไรก็ตามกอนที่จะมีการเผยแพรใหนําไปใชจะตองวิจัยเพ่ิมเติม
ในดานอันตรายที่อาจเกิดขึ้นจากการใชไมถูกวิธีหรือใชในปริมาณที่ไมเหมาะสม นอกจากนี้
จะตองศึกษาถึงวิธีการผลิตและเพิ่ม 
จํานวนตอไป 
 มณจันทร เมฆธน และกมลพร มาแสวง (2543) ไดทําการศึกษาประสิทธิภาพของ
แบคทีเรีย 8 ชนิด ไดแก Bacillus subtilis AM-01, B. licheniformis AM-04, Bacillus sp. AM-
14, Bacillus sp. AM-3065, Nitrosomonas sp. AM-11, Nitrobacter sp. AM-12, Thiobacillus 
sp. FW-01 และ Thiobacillus sp. SW-01 ในการยับยั้ง Vibrio harveyi หลังจากทดสอบเปน
เวลา 72 ชั่วโมงในอาหารเลี้ยงเชื้อพบวา มีแบคทีเรีย 3 สายพันธุที่มีศักยภาพในการยับยั้ง  
V. harveyi ไดแก B. subtilis AM-01, B. licheniformis AM-04 และ Nitrosomonas sp. AM-11 
พบวา B. subtilis AM-01 มีความสามารถในการควบคุมการเจริญของ V. harveyi แบบเขา
ครอบครองบนอาหารเลี้ยงเช้ือ Nutrient agar ชากวา B. licheniformis AM-04 และ 
Nitrosomonas sp. AM-11 แตเม่ือนํา V. harveyi ที่ทดสอบดวย B. subtilis AM-01 ไปศึกษาดู
ความผิดปกติของเซลลดวยกลอง Transmission electron microscope พบวา V. harveyi มี
รูปรางเปลี่ยนแปลงไปและมีขนาดเล็กลงกวาปกติมาก ความผิดปกตินี้เปนลักษณะแบบถาวร ไม
มีแนวโนมกลับสูสภาพปกติ สวน B. licheniformis AM-04 และNitrosomonas sp. AM-11 มีผล
ตอการเปลี่ยนแปลงของขนาดและรูปรางของ V. harveyi นอยกวา B. subtilis AM-01      
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 ประดิษฐ ชมชื่นชอบ และวราภรณ หนูดี (2544)  ตรวจติดตามการเปลี่ยนแปลง
คุณภาพน้ําในบอเลี้ยงกุงกุลาดําแบบพัฒนา จํานวน 6 ฟารม ในจังหวัดสุราษฎรธานี ระหวาง
เดือนพฤษภาคมถึงเดือนธันวาคม พ.ศ. 2539  พบวาทุกฟารมมีการเลี้ยงกุงในระบบกึ่งปดหรือ
ระบบถายน้ํานอย มีคุณภาพน้ําอยูในเกณฑมาตรฐานคุณภาพน้ําทะเลเพื่อการเพาะเลี้ยงสัตวน้ํา
ชายฝง มีคาความโปรงใสอยูระหวาง 35 – 70 เซนติเมตร  อุณหภูมิของน้ําอยูระหวาง 29 – 30 
องศาเซลเซียส  ความเค็มอยูระหวาง 8 – 29  สวนในพันสวน  ความเปนกรด - ดางอยูระหวาง 
7.8 – 8.4  ปริมาณออกซิเจนละลายน้ํามีคา 5.4 – 6.9 มิลลิกรัมตอลิตร  คาบีโอดีอยูระหวาง 3.2 
– 6.8 มิลลิกรัมตอลิตร  คาไนเทรต-ไนโตรเจนอยูระหวาง 0.005 – 0.065 มิลลิกรัมตอลิตร  
ปริมาณไนไทรต-ไนโตรเจนอยูระหวาง 0.001 – 0.050 มิลลิกรัมตอลิตร  ปริมาณแอมโมเนีย-
ไนโตรเจนอยูระหวาง 0.004 – 0.082 มิลลิกรัมตอลิตร และปริมาณฟอสเฟต-ฟอสฟอรัสอยู
ระหวาง 0.019 – 0.030 มิลลิกรัมตอลิตร   
 สรวิศ เผาทองศุข (2546)  ไดพัฒนาระบบบําบัดไนเทรตแบบทอยาว (Tubular 
denitrification reactor) เพ่ือใชในเลี้ยงกุงระบบปดในน้ําทะเล โดนอาศัยการทํางานของ
แบคทีเรียที่เติบโตยึดติดอยูกับตัวกลางที่บรรจุอยูในทอพลาสติกความยาว 50 เมตร และมีการ
เติมเมธานอลเปนแหลงคารบอน โดยแบคทีเรียที่อาศัยอยูบริเวณตอนตนของทอยาวจะหายใจ
ทําใหปริมาณออกซิเจนละลายน้ําลดลง และแบคทีเรียในสวนปลายทอซ่ึงเปนบริเวณที่มี
ออกซิเจนต่ําจะริดิวซไนเทรตโดยขบวนการดีไนตริฟเคชัน (Denitrification)  ไดผลผลิตสุดทาย
เปนแกสไนโตรเจนซึ่งจะถูกจํากัดออกจากระบบ ทั้งน้ีระบบมีประสิทธิภาพการบําบัดระหวาง 70 
– 90 เปอรเซ็นตโดยที่ไมพบปญหาการรีดิวสซัลเฟตแลวเกิดเปนแกสไฮโดรเจนซัลไฟด และ
ตลอดการทดลอง 7 เดือน ระบบบําบ ัดสามารถควบคุมความเขมขนของไนเทรตในบอเลี้ยงกุงไว
ไดต่ํากวา 20 มิลลิกรัมไนเทรต – ไนโตรเจนตอลิตร ในขณะที่ชุดควบคุมที่ไมไดติดตั้งระบบ
บําบัดมีความเขมขนไนเทรตสูงกวา 80 มิลลิกรัมไนเทรต – ไนโตรเจนตอลิตร 
 Sakai และคณะ (1996)  ศึกษาความสามารถในการเปลี่ยนแปลงไนไทรตของแบคทีเรีย
ในกลุมเฮเทอโรโทรปจากปริมาณไนไทรตที่ถูกใชไปและการสะสมไนเทรตที่เกิดขึ้น พบวา 
Bacillus badius I - 73  มีการเจริญควบคูกับการสะสมของไนเทรต อันเปนผลมาจากความ
เขมขนของไนไทรต แตจะถูกยับยั้งการเจริญไดเล็กนอยถาความเขมขนของโซเดียมไนไทรต
เปน 20 มิลลิโมลาร โดยปริมาณไนเทรตที่สะสมจะเปนสัดสวนกับปริมาณไนไทรตที่ถูกใชไป ซึ่ง 
Bacillus badius I - 73  จึงจัดเปนกลุมที่สามารถเกิดปฏิกิริยาไนไทรตออกซิเดชันได  แตไม
สามารถเกิดปฏิกิริยาดีไนตริฟเคชัน 
 Ogilvie และคณะ (1997)  ไดรายงานการศึกษาไววาการเปลี่ยนแปลงอุณหภูมินั้นจะมี
ผลตอความแตกตางของกลุมจุลินทรียที่มีการใชประโยชนจากไนเทรต  โดยที่อุณหภูมิต่ํา  
(5 องศาเซลเซียส)  พบจุลินทรียในกลุมดีไนทริไฟเออรเปนสวนใหญ  แตจะพบจุลินทรียในกลุม 
Fermentative Nitrate – Ammonifiers  เชน  Enterobacter spp. ที่มีความสามารถในการใช 
ไนเทรตไดดีที่อุณหภูมิคอนขางสูง (5 – 20 องศาเซลเซียส) สวนที่อุณหภูมิมากกวา 20 องศา-



 27 

เซลเซียส  จะพบกลุมจุลินทรียกลุม Obligately Fermentative Metabolism ไดแก Klebsiella 
oxytoca  เปนสําคัญ 
 Bhaskar และคณะ (1998)   พบวาแบคทีเรียกอโรคที่พบในการเพาะเลี้ยงกุงกุลาดํา 
(Penaeus monodon)  จากการตรวจสอบในน้ํา  ดินตะกอน และในตัวกุงไดแก  Salmonella, 
Vibrio cholerae 01  และ Listeria monocytogenes  ซึ่งแหลงสําคัญของเชื้อกอโรคเหลานี้มา
จากดินตะกอน  น้ําและแหลงอาหารตามธรรมชาติ  เชนสาหราย  แพลงกตอน และสัตวไมมี
กระดูกสันหลัง อาทิเชน  แพลงกตอนสัตว 
 Moriaty (1998) ไดศึกษา Bacillus ซึ่งเปนแบคทีเรียโพรไบโอติกที่ใชในบอเลี้ยงกุงเพื่อ
ควบคุม Vibrio โดยทําการเปรียบเทียบฟารมในประเทศอินโดนีเซียที่การเลี้ยงกุงมีปญหาเรื่อง 
Vibrio เรืองแสง ซึ่งในบางฟารมการใช Bacillus เปนแบคทีเรียโพรไบโอติกไมประสบผลสําเร็จ 
กุงกุลาดํายังคงมีอัตราการตายสูง เนื่องจากฟารมไมมีประสบการณในการใชแบคทีเรียโพรไบ-
โอติกและการทดลองมีการใชแบคทีเรียโพรไบโอติกเพียง  80 วันเทานั้น ในทางตรงกันขาม
ฟารมที่ใชแบคทีเรียโพรไบโอติกในการเลี้ยงกุงมากกวา 160 วันจะไมประสบกับปญหาและยงัคง
ชวยลดปญหาเกี่ยวกับ Vibrio เรืองแสงไดอีกดวย ในการเติมโพรไบโอติกจะเติมลงในบอเลี้ยงใน
ปริมาณ 104-105 CFU/ml นอกจากนี้ยังพบวาปริมาณของ Vibrio ในบอมีปริมาณลดลง ในขณะ
ที่ปริมาณ Bacillus ในบอเลี้ยงก็มีปริมาณเพิ่มมากขึ้น สวนปริมาณของ Vibrio ในดินตะกอนนั้น
มีปริมาณลดลงเชนเดียวกับบอเลี้ยงกุงและไมพบ Vibrio เรืองแสงในบอเลี้ยงกุงที่เติม Bacillus     
 Rengpipat และคณะ (1998) ศึกษาผลของ Bacillus สายพันธุ S11 ที่มีสมบัติเปน 
โพรไบโอติกตออัตราการเจริญเติบโตและอัตราการรอดชีวิตของกุงกุลาดํา โดยเลี้ยงกุงกุลาดําใน

บอคอนกรีตขนาด 80× 74 × 87 เซนติเมตร ที่มีระบบหมุนเวียนน้ําแบบปดเปนเวลา 100 วัน 
แบงการใหอาหารที่เติมโพรไบโอติกออกเปน 3 รูปแบบ คือ เซลลมีชีวิต (fresh cells) เซลลมี
ชีวิตในสารละลาย normal saline (fresh cells in normal saline solution) และเซลลแชแข็ง 
(lyophilized cells) จากการทดลองกลุมที่เติมโพรไบโอติกมีอัตราการรอดชีวิตและน้ําหนักสูง
กวากลุมควบคุมซึ่งไมไดรับโพรไบโอติก แตไมมีความแตกตางกันในกลุมที่ใหอาหารที่เติม 
โพรไบโอติกตางรูปแบบกัน หลังการเลี้ยง 100 วัน ไดทําการเหนี่ยวนําใหเกิดโรคโดยการเติม 
V. harveyi สายพันธุ D331 ความเขมขน 105 CFU/ml เปนเวลา 10 วัน พบวากุงกุลาดําที่ไดรับ
โพรไบโอติกมีอัตราการรอดชีวิต 100 เปอรเซ็นต ขณะที่กลุมที่ไมไดรับโพรไบโอติกมีอัตราการ
รอดชีวิตเพียงรอยละ 26 เทานั้น ซึ่งกุงที่รอดชีวิตของกลุมที่ไดรับโพรไบโอติกมีลักษณะสมบูรณ 
สุขภาพดี สวนกุงที่รอดชีวิตของกลุมที่ไมไดรับโพรไบโอติกนั้นมีสุขภาพไมคอยดี ลักษณะ
ภายนอกและลักษณะของตับและลําไสผิดปกติ           
 Gatesoupe (1999)  ศึกษาการใชโพรไบโอติก (probiotic) กับสัตวในระบบเพาะเลี้ยง
สัตวน้ํา  เพ่ือเปนตัวควบคุมทางชีวภาพ (Biocontrol) ตอตานกับเชื้อกอโรคและเพื่อชวยฟนฟู
คุณภาพน้ํา โดยสายพันธุของโพรไบโอติกที่คัดแยกไดนี้ไดแกแบคทีเรียกลุมไนทริไฟเออร และ
แบคทีเรียในกลุม Vibrionaceae, Pseudomonads, Lactic Acid Bacteria, Bacillus spp. และ 
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ยีสต  พบวา Bacillus subtilis นั้นสามารถชวยลดจํานวนเชื้อกอโรคพวก Vibrio spp. ในดิน
ตะกอน และ Bacillus sp. ที่พบในแหลงน้ําสามารถตานทานตอ Vibrio vulnificus  ซึ่งอาจจะเกิด
จากการขับเอนไซมออกมานอกเซลลของแบคทีเรียและการแขงขันในการใชสารอาหารเพราะ
โพรไบโอติกที่ใชนั้นมีความสามารถในการเจริญไดดีกวา 
 Rengpipat et al. (2000) ไดศึกษาผลของ Bacillus S11 ที่มีสมบัติเปนโพรไบโอติกตอ
การเสริมภูมิคุมกันที่ปองกันสิ่งแปลกปลอมโดยเซลล (Cellular defenses) ไดแก กระบวนการ
กลืนทําลาย (Phagocytosis) และฟนอลออกซิเดส (Phenoloxidase) และภูมิคุมกันที่ปองกันสิ่ง
แปลกปลอมโดยสารน้ํา (Humoral defenses) ไดแก ฤทธิ์ตานแบคทีเรีย (Antibacterial activity) 
ในกุงกุลาดํา โดยเลี้ยงกุงกุลาดําในถังพลาสติกกลมที่มีระบบหมุนเวียนน้ําแบบปดเปนเวลา 90 
วัน พบวากลุมที่ไดรับโพรไบโอติกมีอัตราการรอดชีวิตและนํ้าหนักสูงกวากลุมที่ไมไดรับ 
โพรไบโอติก อีกทั้งมีปริมาณเม็ดเลือดรวม การกลืนทําลายและฤทธิ์ตานแบคทีเรียสูงกวากลุมที่
ไมไดรับโพรไบโอติก เม่ือครบ 90 วันของการทดลองไดเหนี่ยวนําใหเกิดโรคดวย V. harveyi 
สายพันธุ 1526 ที่มีความรุนแรงกวาสายพันธุ D331 เปนเวลา 10 วัน ซึ่งกุงกุลาดําที่ไดรับ 
โพรไบโอติกมีอัตราการรอดชีวิตรอยละ 54.3 สูงกวากลุมที่ไมไดรับโพรไบโอติกคือมีคาเทากับ
รอยละ 35.5 ซึ่งเปนผลมาจาก Bacillus S11 กระตุนระบบภูมิคุมกันที่ปองกันสิ่งแปลกปลอม
โดยสารน้ําและระบบภูมิคุมกันที่ปองกันสิ่งแปลกปลอมโดยเซลล รวมทั้งการแขงขันแยงชิง
อาหารในทอทางเดินอาหารทําใหเชื้อกอโรคไมสามารถเจริญได      
 Menasveta และคณะ (2001)  รายงานผลการศึกษาของการเลือกใชสับเตรทสําหรับ
แบคทีเรีย  แหลงคารบอน และการเลือกใชหัวเชื้อแบคทีเรียที่แตกตางกันจะมีผลตอการลด
ปริมาณไนเทรตในบอเพาะเลี้ยง  โดยการใชแบคทีเรียกลุมดีไนตริไฟอิงรวมกับแหลงสับสเตรท
ที่เปนเปลือกหอยนางรม และมีเอทานอลเปนแหลงคารบอนน้ันสามารถชวยลดไนเทรตไดใน
ระดับหน่ึง  แตถาเปลี่ยนใหเปนสภาวะที่ไรออกซิเจน (Anaerobic)  โดยใชเมทานอลเปนแหลง
คารบอนและเพิ่มระยะเวลาที่น้ําจะสัมผัสกับแบคทีเรียกลุมดีไนทริไฟเออรบนสับสเตรท 
(Hydrolic Retention Time, HRT) จะสามารถลดปริมาณไนเทรตไดอยางมีนัยสําคัญ (P < 0.05)  
จากมากกวา 160 มิลลิกรัมตอลิตร ลดลงเหลือนอยกวา 25  มิลลิกรัมตอลิตร  โดยจะตองปรับ
คา C/N Ratio  ใหเหมาะสม  เพ่ือใหปฏิกิริยาดีไนตริฟเคชันเกิดไดคงที่   เนื่องจากการมี
สารอินทรียมากเกินไปจะทําใหคาพีเอชลดลงหรือในแหลงนํ้าทะเลที่ไมมีไนเทรต หรือไนไทรต
เปนตัวรับอิเลคตรอนตัวสุดทายในกระบวนการเมแทบอลิซึม  แบคทีเรียชอบที่จะเลือกใช 
ซัลเฟตแทนเปนผลใหเกิดซัลไฟดหรือ ไฮโดรเจนซัลไฟดที่มีความเปนพิษตอสิ่งมีชีวิตในแหลง
น้ําอยางสูง 
 Chythanya and Karunasagar (2002)  จากรายงานวิจัยกลาววา Pseudomonads นั้น
เปนแบคทีเรียที่อาศัยอยูในสิ่งแวดลอม แหลงนํ้าในบอเพาะเลี้ยง ซึ่งจะมีความสัมพันธกับเหงือก 
ผิวหนัง  และระบบลําไสของปลา  จากการทดลอง   พบวาสภาวะที่ เหมาะสมสําหรับ 
Pseudomonas I - 2   เพ่ือที่จะสามารถผลิตสารตานวิบริโอ  จากการหลั่งออกมานอกเซลล 
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(Extracellular) ไดสูงสุดที่พีเอช  7.0   อุณหภูมิ 30 – 37 องศาเซลเซียส และความเขมขนของ
โซเดียมคลอไรดที่ 1 เปอรเซ็นต โดยสามารถยับยั้งวิบริโอที่เปนเชื้อกอโรค Vibriosis ที่สําคัญใน
การเลี้ยงกุงไดถึง 5 ชนิด คือ Vibrio harveyi, V. fluvialis, V. parahaemolyticus, V. damsela 
และ V. vulnificus 
 Devaraja et al. (2002)  ไดศึกษาการเปลี่ยนแปลงกลุมแบคทีเรียในบอเลี้ยงกุงที่บําบัด
ดวยกลุมจุลินทรียทางการคา คือผลิตภัณฑ 1 ประกอบดวย Bacillus sp. และ Saccharomyces 
sp. และ ผลิตภัณฑ 2 ประกอบดวย Bacillus sp., Nitrosomonas sp. และ Nitrobacter sp. 
พบวาจากตัวอยางน้ําและดินตะกอนในทุกบอจะมีแบคทีเรียที่โดดเดน คือ Bacillus sp. โดยบอที่
บําบัดดวยผลิตภัณฑ 1 จะมีแบคทีเรียในกลุมเฮเทอโรโทรป (Total Plate Count) และ 
Presumptive Sulphur Oxidizers  สูงสุดเทากับ 1.24 x 10 6 + 0.27 x 10 6 cfu g –1  และ 1.01 
x 10 2 + 0.19 x 10 2 cfu g –1  ตามลําดับ ซึ่งแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P < 0.05) 
จากบอทดลองอื่น  สําหรับจํานวนของแบคทีเรียพวกเฮเทอโรโทรป ในทุกบอการทดลองจะ
คอยๆ เพ่ิมขึ้นตามระยะเวลาการเลี้ยง  และผลิตภัณฑทั้ง 2 นี้ยังมีผลไปยับยั้งปริมาณแบคทีเรีย
กอโรคพวก Presumptive vibrios ใหมีจํานวนต่ํากวาบอที่ไมมีการเติมผลิตภัณฑลงไป  เม่ือ
ปริมาณออกซิเจนในดินตะกอนหมดไป แบคทีเรียกลุมที่กอใหเกิดขบวนการหมักจะทํางานแลว
ปลดปลอยสารประกอบรูปรีดิวสพวกกรด แอลกอฮอล คารบอนไดออกไซดและไฮโดรเจน ซึ่งจะ
ถูกใชไปโดยแบคทีเรียที่สามารถรีดิวสซัลเฟอร 
 Thompson et al. (2002)  ศึกษาการใชกลุมจุลินทรียที่มี Extracellular Polymeric 
Substance  เพ่ือจับกับผิวหนาวัสดุที่จมอยูในนํ้าไดเพ่ือผลิตไบโอฟลม  (Bioflim)  ซึ่งพบจุลิน-
ทรียตาง ๆ ประกอบดวย Pennate diatoms (Amphora, Compylopyxis,  Navicula, Sinedra, 
Hantschia และ Cylindrotheca), Filamentous Cyanobacteria (Oscillatoria และ  Spirulina), 
Flagellates, Ciliates  และ แบคทีเรียพวกไนทริไฟเออร  ผลการทดลองทําใหฟอสฟอรัสลดลง  
ชวยลดปญหายูโทรฟเคชัน (Eutrofication) ในสิ่งแวดลอมได  ในขณะที่ไนเทรต และไนไทรตจะ
เพ่ิมขึ้น เม่ือความเขมขนของแอมโมเนียมลดลง นอกจากนี้จุลินทรียตาง ๆ ในระบบอาจจะมีการ
ผลิตแรธาตุที่จําเปน (Essential Elements) ซึ่งจะชวยสนับสนุนการเจริญของกุง เชนกรดไขมัน
ไมอ่ิมตัว  สเตอรอยด  กรดอะมิโน  วิตามิน และแคโรทีนอยด  ทั้งน้ีการใช ไบโอฟลมก็อาจจะมี
ขอเสีย คือ เปนแหลงสะสมของแบคทีเรียกอโรค เชน Vibrio harveyi ที่จะตองใชยาปฏิชีวนะ
ปริมาณมากในการกําจัด แตสาหรายพวกMicroalgae หลายชนิดในระบบสามารถผลิตยา
ปฏิชีวนะที่จะชวยยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียกอโรคและการกําจัดดวยการจับกินโดย 
โพรโตซัว  
 Burford et al. (2003)  ศึกษาการเลี้ยงกุงขาวแวนนาไม (Litopenaeus vannamei) โดย
พัฒนาการเลี้ยงกุงแบบหนาแนนใหเปนระบบปดแทนวิธีการเลี้ยงแบบด้ังเดิม (Conventional) ที่
มีการเปลี่ยนถายน้ําที่ Belize Aquacultural Ltd. (BAL) ในประเทศสหรัฐอเมริกา  พบวาอาหาร
ที่ใชเลี้ยงกุงจะเกิดการยอยสลายเปลี่ยนแปลงไปเปนสารอินทรีย และสารอนินทรียไนโตรเจนที่
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ละลายน้ําในความเขมขนสูง (2.29 – 5.56  และ 0.17 – 10.66  มิลลิกรัมตอลิตร ตามลําดับ) ซึ่ง
จะไปสงเสริมการเจริญของแบคทีเรีย  แพลงกตอนพืช และโพรโตซัว มีการใชออกซิเจนไป
มากกวา 22 เปอรเซ็นต  เน่ืองจากการเกิดปฏิกิริยาไนตริฟเคชันที่วัดไดจากการลดลงของ Total 
Ammonical Nitrogen (TAN) แตมีความเขมขนของไนไทรต และไนเทรต นอกจากนี้การเลี้ยงใน
รูปแบบน้ีจะมีอนุภาคแขวนลอย (Flocculated Matter) ในปริมาณสูงซ่ึงจะเปนแหลงสับสเตรทที่
ดีสําหรับแบคทีเรียกลุมไนทริไฟเออรทําใหปฏิกิริยาไนตริฟเคชันเกิดไดมากกวาการเลี้ยงแบบ
ด้ังเดิม 
 Gross et al. (2003)  ศึกษาการใชตัวกรองชีวภาพ (Biofilter) โดยการใชจุลินทรียจาก
ดินบริเวณที่มีการเพาะเลี้ยงสัตวน้ํา เพ่ือเปนการลดระยะเวลาในการผลิตหัวเชื้อเร่ิมตน และเพิ่ม
ประสิทธิภาพของปฏิกิริยาไนตริฟเคชัน  จะตองไมเปนเชื้อกอโรคและมีชวง Lag Phase ที่สั้น  
ทําใหความเขมขนของแอมโมเนียในชุดทดลองลดลงเหลือ 2 มิลลิกรัมตอลิตร  ขณะที่ในชุด
ควบคุมความเขมขนเพ่ิมขึ้นถึง 18  มิลลิกรัมตอลิตร  แตทั้งน้ีการเปลี่ยนแปลงแอมโมเนียไป
เปนไนไทรตโดยแบคทีเรียที่ทําหนาที่ออกซิไดสแอมโมเนีย (Ammonia Oxidizing Bacteria; 
AOB) และการเปลี่ยนแปลงไนไทรตไปเปนไนเทรตโดยแบคทีเรียที่ทําหนาที่ออกซิไดสไนไทรต 
(Nitrite Oxidizing Bacteria; NOB)  แบคทีเรียทั้งสองกลุมจัดเปน Obligate Autotrophs ที่มีการ
เจริญเติบโตชาและไวตอการเปลี่ยนแปลงทางสิ่งแวดลอม เชน ความเค็ม  แสงและพีเอช อันจะ
สงผลตอความไมสมดุลในการเกิดปฏิกิริยาไนตริฟเคชัน  เกิดการสะสมสารพิษอยางแอมโมเนีย 
และไนไทรต   สําหรับการศึกษานี้พบจุลินทรียในกลุมที่ทําหนาที่ออกซิไดสแอมโมเนียโดดเดน
และสามารถทนเค็มได 12 – 24 กรัมตอลิตร คือ Nitrosospira sp. 
 Thakur and Lin (2003)  ไดศึกษาความเปนไป (Fate) ของสารประกอบไนโตรเจนและ
ฟอสฟอรัสจากบอเพาะเลี้ยงกุงกุลาดํา (Penaeus monodon)  ในระบบปดซึ่งไมมีการเปลี่ยน
ถายน้ําจึงเปนการรักษาคุณภาพน้ําและลดการปลดปลอยสารอาหารออกสูแหลงนํ้าธรรมชาติ    
พบวา อาหารที่ใหกุงจะมีสารประกอบไนโตรเจน 76 – 92 เปอรเซ็นต และฟอสฟอรัส  70 – 91 
เปอรเซ็นต แตมีสารอาหารไนโตรเจน และฟอสฟอรัสที่กุงสามารถดูดซึมไปใชประโยชนไดเพียง  
23 – 31 เปอรเซ็นต และ 10 – 13  เปอรเซ็นตตามลําดับ  สวนไนโตรเจน และฟอสฟอรัสอาหาร
ที่เหลือจะมีการสะสมอยูบริเวณดินตะกอน 14 – 53  เปอรเซ็นต และ 12 – 29  เปอรเซ็นต
ตามลําดับ ซึ่งฟอสฟอรัสจะดูดซับกับโคลนในบอเพราะมีความสามารถในการจับ (Affinity) ที่
แข็งแรง  สวนไนโตรเจนจะมีการสูญเสียออกจากระบบเพาะเลี้ยงดวยการระเหยของแกส
แอมโมเนียจากการเพิ่มออกซิเจน และคาพีเอชที่สูงหรือจากการเกิดปฏิกิริยาดีไนตริฟเคชัน
บริเวณดินตะกอน 
 Vaseeharan and Ramasamy (2003) ไดศึกษาประสิทธิภาพของ Bacillus ในการ
ตอตานเชื้อ Vibrio โดยทําการศึกษาทั้งในระดับสัตวทดลองและระดับหองปฏิบัติการ โดยใน
ระดับหองปฏิบัติการไดใชสารสกัดจากเซลล B. subtilis สายพันธุ BT23 ในการตานการเจริญ
ของ V. harveyi ที่แยกไดจากกุงกุลาดํา เพ่ือดูประสิทธิภาพของ Bacillus ที่มีคุณสมบัติเปน
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แบคทีเรียโพรไบโอติก ขณะที่การศึกษาในระดับสัตวทดลองไดนํา B. subtilis BT23 ที่ความ
เขมขน 106-108 CFU/ml เลี้ยงกุงกุลาดําเปนเวลา 6 วัน กอนที่จะกระตุนใหเกิดโรคดวย  
V. harveyi ที่ความเขมขน 103-104 CFU/ml เปนเวลา 1 ชั่วโมง จากการทดลองพบวากุงกุลาดํา
ที่เลี้ยงดวย B. subtilis BT23 สามารถลดอัตราการตายสะสมไดรอยละ 90 และพบวา B. subtilis 
BT23 สามารถควบคุมการเจริญของ Vibrios ไดทั้งในระดับหองปฏิบัติการและระดับสัตวทดลอง 
 Gullian et al. (2004) ศึกษาการกระตุนของแบคทีเรียโพรไบโอติกทั้งในระดับ
หองปฏิบัติการและสัตวทดลอง ซึ่งไดทําการคัดเลือกแบคทีเรีย 80 สายพันธุที่แยกไดจากตับกุง
ที่มีสุขภาพดีจากฟารมในประเทศเอกวาดอร โดยใชวิธี Agar diffusion technique และ
Monoclonal antibody พบวา Vibrio P62, Vibrio P63 และ Bacillus P64 สามารถยับยั้ง  
V. harveyi (S2) ไดเปนอยางดี โดยสามารถยับยั้งไดรอยละ 54 19 และ 34 ตามลําดับ จากนั้น
นําแบคทีเรียทั้ง 3 สายพันธุนี้ไปทดลองในระดับสัตวทดลองกับกุงขาว (Penaeus vannamei) 
โดยทําการทดสอบความเปนเชื้อกอโรคและการกระตุนภูมิคุมกันตอเซลลผูใหอาศัย ซึ่งใช  
V. alginolyticus (Ili) เปนชุดควบคุมผลบวก และกุงที่ไมไดรับโพรไบโอติกเปนกลุมควบคุมผล
ลบ จากการทดลองพบวา Bacillus P64 สามารถกระตุนภูมิคุมกันไดดีใกลเคียงกับ  
V. alginolyticus ขณะท่ี Vibrio P62 กระตุนภูมิคุมกันไดในระดับต่ํา นอกจากนี้น้ําหนักของกุง
ขาวที่เลี้ยงดวยโพรไบโอติกทั้ง 3 สายพันธุมีคามากกวากุงขาวที่ไมไดรับโพรไบโอติก การ
ทดลองในครั้งนี้สามารถสรุปไดวา Bacillus P64 มีสมบัติเปนทั้งโพรไบโอติกและตัวกระตุน
ภูมิคุมกันไดเปนอยางดี สวน Vibrio P62 มีสมบีติเปนโพรไบโอติกเพียงอยางเดียวเทานั้น  
 Yanbo and Zirong (2005) ไดศึกษาผลของโพรไบโอติกตอปลาคารพ (Cyprinus 
carpio) โดยทําการแยกแบคทีเรียสังเคราะหแสง (Photosynthetic bacteria) และ Bacillus sp. 
จากบอเลี้ยงปลาคารพ จากนั้นนํามาเติมในอาหารเลี้ยงปลา ซึ่งแบงออกเปน 3 กลุม คือ 
แบคทีเรียสังเคราะหแสงแชแข็ง (Lyophilized photosynthetic bacteria) Bacillus แชแข็ง 
(Lyophilized Bacillus sp.) และเช้ือผสม (Mixed culture) หลังจากเลี้ยงปลาคารพดวย 
โพรไบโอติกเปนเวลา 60 วัน พบวาปลาคารพที่เลี้ยงดวยโพรไบโอติกมีอัตราการเจริญเติบโต
และอัตราการเปลี่ยนอาหารเปนเนื้อดีกวาชุดควบคุมซ่ึงไมไดรับโพรไบโอติก รวมทั้งกิจกรรม
ของเอนไซมในระบบทางเดินอาหาร (ไลเปส อะไมเลสและโปรติเอส) มีคามากกวากลุมควบคุม
อีกดวย และกิจกรรมของเอนไซมโปรติเอสของปลาคารพในกลุมที่ไดรับโพรไบโอติกแบบเชื้อ
ผสมและ Bacillus sp. ยังมีคามากกวากลุมที่ไดรับโพรไบโอ-ติกแบบแบคทีเรียสังเคราะหแสง
และกลุมควบคุม สําหรับกิจกรรมของเอนไซมอะไมเลสและไลเปสจะมีคาสูงในกลุมที่ไดรับ 
โพรไบโอติกแบบเชื้อผสม ซึ่งจากการทดลองการเลี้ยงปลาคารพดวยโพรไบโอติกจะชวยเพิ่ม
อัตราการเจริญเติบโตและกิจกรรมของเอนไซมในระบบทางเดินอาหาร และยังชวยลดอัตราการ
เปลี่ยนอาหารเปนเน้ือไดอีกดวย ซึ่งการใชโพรไบโอติกควรใชในรูปแบบเชื้อผสมเพ่ือใหเกิด
ประสิทธิภาพในการเลี้ยงมากที่สุด 



 32 

       Ziaei-Nejad et al. (2006) ไดทําการศึกษาผลของ Bacillus ตอกิจกรรมของเอนไซม 
อัตราการรอดชีวิตและอัตราการเจริญเติบโตของกุงแชบวย (Fenneropenaeus indicus) ใน 3 
ระยะ ไดแก ระยะนอรเพลียสถึงซูเอีย ซึ่งใหโพรไบโอติกดวยการเติมลงในน้ําที่เพาะเลี้ยง ระยะ
ไมซิสถึงโพสลาวา14 ใหโพรไบโอติกดวยการเติมลงในน้ําที่ใชเพาะเลี้ยงและอาหาร (อารทีเมีย) 
และระยะสุดทาย คือ ระยะโพสลาวา30-120 ใหโพรไบโอติกดวยการเติมลงในน้ําที่ใชเพาะเลี้ยง
เชนเดียวกัน จากการทดลองไดทําการนับจํานวน Bacillus ในทอทางเดินอาหาร เม่ือทําการ
วิเคราะหทางสถิติพบวา ปริมาณ Bacillus ในทอทางเดินอาหารที่เลี้ยงดวยอารทีเมียที่เติม 
โพรไบโอติกมีมากกวาการเติมโพรไบโอติกลงในน้ําที่ใชเพาะเลี้ยง รวมทั้งกิจกรรมของ
เอนไซมอะไมเลส โปรติเอสและไลเปสของกุงแชบวยที่เติมโพรไบโอติกมีระดับที่สูงกวากลุม
ควบคุมซ่ึงไมไดรับโพรไบโอติกอยางชัดเจน นอกจากนี้อัตราการเจริญเติบโต อัตราการรอดชีวิต
และอัตราการเปลี่ยนอาหารเปนเน้ือของกุงที่ไดรับโพรไบโอติกยังมีคาที่ดีกวากุงที่ไมไดรับ 
โพรไบโอติกอีกดวย ดังนั้นการเลี้ยงกุงดวยโพรไบโอติกตั้งแตยังเพาะเลี้ยงอยูในโรงเพาะเลี้ยง
จนถึงเพาะเลี้ยงอยูในฟารมจะชวยพัฒนาการเจริญเติบโตของกุงแชบวยไดเปนอยางดี 
       
 
 
 
 
 



บทที่ 3 
วิธีดําเนินงานวิจัย 

 

วัสดุและอุปกรณ   

1. วัสดุอุปกรณ 
 1.1 จานเพาะเชื้อ  
  1.2 บีกเกอร  
  1.3 ขวดรูปชมพูขนาด 125  250 และ 500 มิลลิลิตร 
 1.4 หลอดทดลอง 
 1.5 กระบอกตวง 
 1.6 หลอดปนเหวี่ยง  
 1.7 แทงแกวกระจายเชื้อ 
  1.8 กระบอกฉีดยาขนาด 5  10  และ 25 มิลลิลิตร 
  1.9 ออโตปเปต  
 1.10 บอเลี้ยงกุงจําลองขนาด 0.8×1.2×0.6 เมตร  
 1.11 API Kit 
 1.12 ขวดซีรั่ม  
 1.13 จุกยางสําหรับปดขวดซีรั่ม   
 1.14 ขวดรูปชมพูวัดปริมาตร  
 1.15 หัวกรองขนาด 0.45 ไมโครเมตร 
 1.16 กระดาษกรอง 
 
2. อาหารเลี้ยงเชื้อ 
 2.1 Plate Count Agar (PCA)  
  2.2 Trypticase Soy Broth (TSB) 
 2.3 Trypticase Soy Agar (TSA) 
 2.4 Thiosulphate Citrate Bile Salt Sucrose (TCBS) Agar  
 2.5 Pseudomonas Isolation Agar (PIA) 
 2.6 de Man, Rogosaa and Sharpe (MRS) agar   
 2.7 Skim milk agar 
 2.8 Starch agar  
 2.9 Tributyrin agar 
 2.10 0.85% Sodium Chloride 
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      2.11 Phosphate Buffer Solution (PBS) 
 
3. สารเคมี 
 3.1 สารเคมีสําหรับวิเคราะหการหาปริมาณไนเทรต 
 3.1.1  โพแตสเซียมไนเทรต (KNO3) 
 3.1.2  บรูซีนซัลเฟต (Brucine Sulfate) 
 3.1.3  กรดซัลฟานิลิก (Sulfanilic Acid) 
 3.1.4  กรดไฮโดรคลอริก (HCl) 
 3.1.5  กรดซัลฟวริก (H2SO4) 
 3.1.6  โซเดียมคลอไรด (NaCl) 
 3.2  สารเคมีสําหรับวิเคราะหการหาปริมาณไนไทรต 
  3.2.1  โซเดียมไนไทรต (NaNO2) 
  3.2.2  ซัลฟานิลาไมด (Sulfanilamide) 
  3.2.3  กรดซัลฟวริก (H2SO4) 
  3.2.4  N-(1-naphthyl) Ethylenediamine Dihydrochloride  (NNED) 
 3.3  สารเคมีสําหรับวิเคราะหการหาปริมาณแอมโมเนีย 
  3.3.1  แอมโมเนียมคลอไรด (NH4Cl) 
  3.3.2  โซเดียมไฮโปคลอไรท (5.5% Available Chlorine) 
  3.3.3  โซเดียมซิเตรท (Sodium Citrate) 
  3.3.4  โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) 
  3.3.5  โซเดียมไนโตรปรัสไซด (Sodium Nitroprusside) 
  3.3.6  ฟนอล (Phenol) 
  3.3.7  95% เอทานอล (C2H5OH) 
 3.4.  สารเคมีสําหรับวิเคราะหการหาปริมาณฟอสเฟต 
  3.4.1  โพแตสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) 
  3.4.2  แอมโมเนียมพาราโมลิบเดต (Ammonium Paramolybdate) 
  3.4.3  แอนติโมนีโพแตสเซียมทารเทรต (Antimony Potassium Tartrate) 
  3.4.4  กรดซัลฟวริก (H2SO4) 
  3.4.5  วิตามินซี (L – Ascorbic Acid) 
 3.5 สารเคมีและเอนไซมสําหรับการตรวจสอบยีน spa S ดวยเทคนิค Polymerase 
Chain Reaction (PCR)    
 3.5.1 ชุดการสกัดดีเอ็นเอ QIAamp® DNA Mini Kit (QIAGEN®, Germany) 
  3.5.2 10x true start taq buffer 
  3.5.3 2.5 mM dNTP 
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  3.5.4 Primer fP1 
  3.5.5 Primer rP1 
  3.5.6 TrueStartTM taq DNA Polymerase (Fermentas Life Sciences, USA) 
  3.5.7 25 mM MgCl2 
  3.5.8 10x Loading Dye  
  3.5.9 Agarose Gel 

  3.5.10 ชุด TOPO TA Cloning® Kit (InvitrogenTM) 
 
4. เครื่องมือ 
 4.1 เครื่องปนเหวี่ยง  
 4.2  ตูบมเพาะเชื้อ (Incubator) 
 4.3  หมอนึ่งความดันไอ (Autoclave) 
 4.4  เครื่องชั่งแบบทศนิยม 2 ตําแหนง 
 4.5  เครื่องชั่งแบบทศนิยม 4 ตําแหนง 
 4.6  เครื่องปนผสม (Vortex mixer) 
 4.7 เครื่องแชเยือกแข็ง (Freeze drier) 
  4.8 เครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร (UV- Visible Spectrophotomete)   
  4.9 ตูเขี่ยเชื้อ (Laminar Flow) 
  4.10 เครื่องเขยา (Rotary Shaker) 
  4.11 ตูอบลมรอน (Hot Air Oven) 
  4.12 เครื่องมือวัดคุณภาพน้ํา  
 4.13 เครื่อง Eppendorf Mastercycler Personal Thermal Cycler (USA) 
 4.14 Electrophoresis Apparatus 
 
วิธีการดําเนินงานวิจัย  

 วิธีการดําเนินงานวิจัยของการศึกษาในครั้งนี้แบงออกเปน 6 ตอน  ดังนี้ 
 1. การคัดแยกและศึกษาคุณสมบัติของผลิตภัณฑโพรไบโอติกที่ผลิตในประเทศและ 
  นําเขาจากตางประเทศ 
 2. การศึกษาความสามารถของแบคทีเรียผสมที่แยกไดจากดินในบอเลี้ยงกุงกุลาดําและ 
  ลําไสกุงกุลาดําในการควบคุมคุณภาพน้ํา 
 3. การศึกษาความสามารถของแบคทีเรียผสมที่แยกไดจากดินในบอเลี้ยงกุงกุลาดําและ 
  ลําไสกุงกุลาดําในการบําบัดขี้เลนเปรียบเทียบกับวิธีการบําบัดของเสียวิธีอ่ืนในบอ
  เลี้ยงกุงจําลอง 
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 4. การศึกษาการนําแบคทีเรียผสมที่แยกไดจากดินในบอเลี้ยงกุงกุลาดําและลําไสกุง 
  กุลาดํามาผสมกับอาหารเม็ดเพื่อชวยใหกุงยอยอาหารไดงายขึ้นและลดของเสียในบอ
  เลี้ยงกุงกุลาดําจําลอง 
 5. การศึกษายีนของแบคทีเรียที่ มีคุณสมบัติพิเศษในการผลิตสาร Antimicrobial   
  Peptide (AMP) ของแบคทีเรียที่แยกไดจากดินในบอเลี้ยงกุงกุลาดําและลําไสกุง 
  กุลาดํา 
 6. การศึกษาการผลิตเอนไซมโปรติเอส  ไลเปสและอะไมเลสของกลุมแบคทีเรียที่แยก
  ไดจากดินในบอเลี้ยงกุงกุลาดําและลําไสกุงกุลาดํา 
 
ตอนที่ 1  การคัดแยกและศึกษาคุณสมบัติของผลิตภัณฑโพรไบโอติกที่ผลิตในประเทศ
และนําเขาจากตางประเทศ 
 1.1 การตรวจนับปริมาณแบคทีเรียจากผลิตภัณฑโพรไบโอติก 
 นําตัวอยางผลิตภัณฑโพรไบโอติกที่ผลิตในประเทศและนําเขาจากตางประเทศจํานวน 
12 ผลิตภัณฑ ซึ่งกําหนดรหัสเปน Probiotic 1-12 มาปริมาณ 1 กรัม  ใสลงใน 0.85% โซเดียม-
คลอไรด  ปริมาตร 9 มิลลิลิตร จากนั้นเจือจาง 10 เทา (Ten-fold dilution)  ดูดสารละลายแตละ
ความเจือจางปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ Plate Count Agar (PCA) และ de 
Man, Rogosaa and Sharpe (MRS) agar  เพ่ือตรวจนับปริมาณแบคทีเรียกลุมเฮเทอโรโทรป
ทั้งหมดและแบคทีเรียแลคติก ตามลําดับ  (ทําการทดลอง 3 ซ้ํา) ทําการกระจายเชื้อดวยเทคนิค 

Spread plate จากนั้นนําจานเพาะเชื้อ  PCA ไปบมที่อุณหภูมิ 30 °C เปนเวลา 24-48 ชั่วโมง  
และนําจานเพาะเชื้อ MRS agar ใสกลองพลาสติกที่ปราศจากออกซิเจน (Anaerobic chamber) 

เพ่ือเพาะเชื้อในสภาวะไมมีออกซิเจน แลวนําจานเพาะเชื้อไปบมที่อุณหภูมิ 30 °C เปนเวลา 
24-48 ชั่วโมง  นับจํานวนโคโลนีบนผิวหนาอาหารเลี้ยงเชื้อ  เพ่ือคํานวณปริมาณโคโลนีตอกรัม 
(CFU/g)   จากนั้นทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมีของแบคทีเรียที่เจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อเพ่ือจัด
จําแนกชนิดของแบคทีเรียตามวิธีการของ Bergey’s Manual Systematic Bacteriology  
รวมกับชุดการทดสอบ API test kit 
 
 1.2 การศึกษากิจกรรมในการยอยสลายสารอาหารของผลิตภัณฑโพรไบโอติก  
 นําตัวอยางผลิตภัณฑโพรไบโอติกที่ทราบปริมาณแบคทีเรียจากขอ 2.1 มาปรับใหมี
ปริมาณแบคทีเรียเริ่มตนเทากันดวย 0.85% โซเดียมคลอไรด จากนั้นปเปตตัวอยางปริมาตร 20 
ไมโครลิตร ลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ Skim milk agar, Starch agar และ Tributyrin agar เพ่ือ
ทดสอบความสามารถในการยอยสลายโปรตีน คารโบไฮเดรตและไขมัน ตามลําดับ  นําไปบมที่

อุณหภูมิ 30 °C โดยอาหารเลี้ยงเชื้อ Skim milk agar และ Tributyrin agar บมนาน 48-72 
ชั่วโมง และอาหารเลี้ยงเช้ือ Starch agar บมนาน 72 ชั่วโมง  จากนั้นตรวจวัดขนาดวงใสรอบ
โคโลนีของแบคทีเรียที่เจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อ Skim milk agar และ Tributyrin agar  สวน
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อาหารเลี้ยงเชื้อ Starch agar ใหราดดวยสารละลายไอโอดีนแลววัดขนาดวงใสรอบโคโลนี  
คํานวณประสิทธิภาพในการยอยสลายสารอาหาร  โดยคํานวณจากอัตราสวนระหวางเสนผาน
ศูนยกลางของวงใสรอบโคโลนีตอเสนผานศูนยกลางของโคโลนี  เปรียบเทียบอัตราสวนที่ได  
หากเชื้อใดมีอัตราสวนมากแสดงวามีประสิทธิภาพในการยอยสลายสารอาหารไดดี       
 
ตอนที่ 2 การศึกษาความสามารถของแบคทีเรียผสมที่แยกไดจากดินในบอเลี้ยงกุง 
กุลาดําและลําไสกุงกุลาดําในการควบคุมคุณภาพน้ํา 
 2.1 การเตรียม Cell suspension ของแบคทีเรียผสม  (Nimrat et al., 2008)  
 นําแบคทีเรียผสมแตละชนิดมาเลี้ยงในขวดรูปชมพูขนาด 125 มิลลิลิตร ที่บรรจุอาหาร
เลี้ยงเชื้อ TSB ปริมาตร 50 มิลลิลิตร เขยาที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที เปนเวลา 24 
ชั่วโมง  เพ่ือเพ่ิมปริมาณเซลลของแบคทีเรีย   จากนั้นดูด Cell suspension ปริมาตร 3 
มิลลิลิตร  เติมลงในขวดรูปชมพูขนาด 500 มิลลิลิตร ที่บรรจุอาหาร TSB ปริมาตร 200 
มิลลิลิตร  นําไปเขยาที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที เปนเวลา 24 ชั่วโมง  หลังจากนั้นนํา 
Cell suspension ไปปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 8,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที  เทสวนใส
ทิ้ง  จากนั้นเติม Phosphate Buffer Saline (PBS) ลงในหลอด Centrifuge นําไปปนเหวี่ยงอีก
ครั้ง ทําเชนน้ันจนครบ 3 ครั้ง เพ่ือเปนการลางเซลล นําเซลลที่ไดวัดคาการดูดกลืนแสงที่มีความ
ยาวคลื่น 580 นาโนเมตร ใหได 1.5 A.U. เพ่ือใชเปน Cell suspension ที่มีปริมาณเซลลเทากับ 
1010 CFU/mL  
 
 2.2 การทดสอบความสามารถในการยอยสลายแอมโมเนีย  ไนเทรต ไนไทรต
และฟอสเฟตของแบคทีเรียผสม ในนํ้าและดินตะกอนจากบอเลี้ยงกุงกุลาดําในขวดซีรั่ม 
 การทดสอบความสามารถในการยอยสลายสารดังกลาวภายในขวดซีรั่มขนาด 100 โดย
จะมีการแบงการทดลองออกเปน 3 ชุด ดังน้ี   ชุดที่ 1 คือ ชุดทดลองที่เติมแบคทีเรียผสม 
(Active bottles) นําขวดซีรั่ม จํานวน 3 ใบ มาเติมนํ้าและดินตะกอนจากบอเลี้ยงกุงปริมาตร 
41.2 มิลลิลิตร และ 5 กรัม ตามลําดับ หลังจากนั้นเติม Cell suspension ของแบคทีเรียผสมลง
ไปปริมาตร 1 มิลลิลิตร และเติมสารประกอบที่ตองการศึกษาการยอยสลายที่ความเขมขนตางๆ 
คือแอมโมเนียที่ความเขมขนเทากับ 2.30 มิลลิกรัมตอลิตร ไนเทรตความเขมขน 3.80 มิลลิกรัม
ตอลิตร ไนไทรตความเขมขน 1.20 มิลลิกรัมตอลิตร และฟอสเฟตความเขมขน 0.20 มิลลิกรัม
ตอลิตร   โดยความเขมขนที่เลือกใชเน่ืองจากเปนปริมาณที่พบในบอเพาะเลี้ยงกุงกุลาดําใน
ประเทศไทย  ชุดที่ 2  คือ ชุดควบคุมแบบฆาเชื้อ (Sterile bottles) ซึ่งจะใชขวดซีรั่มจํานวน 2 
ใบ นํามาเติมนํ้าและดินตะกอนจากบอเลี้ยงกุงในปริมาตร 41.2 มิลลิลิตร และ 5 กรัม ตามลําดับ 
จากนั้นเติม Cell suspension ของแบคทีเรียผสมลงไป 1 มิลลิลิตร หลังจากนั้นนําไปนึ่งฆาเชื้อ

ในหมอน่ึงความดันไอที่อุณหภูมิ 121 °C เปนเวลา 15 นาที และเติมสารประกอบที่ตองการ
ศึกษาการยอยสลายที่ความเขมขนเดียวกับชุดที่ 1  ชุดที่ 3  คือ ชุดควบคุมแบบที่ไมใสเชื้อ 
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(Background bottles) นําขวดซีรั่มจํานวน 2 ใบ มาเติมนํ้าและดินตะกอนจากบอเลี้ยงกุงใน
ปริมาตร 42.2 มิลลิลิตร และ 5 กรัม ตามลําดับ  หลังจากนั้นเติมสารประกอบที่ตองการศึกษา
การยอยสลายที่ความเขมขนเดียวกับชุดที่ 1 แตจะไมเติมแบคทีเรียผสมลงไป ทําใหความดัน
ภายในขวดซีรั่มของทุกชุดการทดลองเปนศูนยโดยการใชเข็มฉีดยาปลอดเชื้อเสียบลงไปที่จุก
ยางของขวดซีรั่มแลวปลอยใหแรงดันภายในขวดออกมาแลว  นําทั้ง 3 ชุดการทดลองไปบมที่

อุณหภูมิ 30 °C จากนั้นใชเข็มฉีดยาปลอดเชื้อดูดตัวอยางน้ําภายในขวดซีรั่มของทุกชุดการ
ทดลองไปวิเคราะหการเปลี่ยนแปลงความเขมขนของไนเทรต  ไนไทรต  แอมโมเนียและ
ฟอสเฟตโดยเริ่มตั้งแตวันแรกของการทดลอง 
 วิ เคราะหปริมาณแอมโมเนีย ไนเทรต  ไนไทรตและฟอสเฟตในน้ํ าตัวอยางที่
ทําการศึกษาดวยการเก็บน้ําตัวอยางจากการทดลองทั้ง 3 ชุด ในปริมาตรขวดละ 2 มิลลิลิตร 
แลวนําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 8,000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที จากนั้นนําสวนใสมาทํา
การวิเคราะหหาปริมาณแอมโมเนียและฟอสเฟตตามวิธีการของ American Water Works 
Association and Water Pollution Control Federation (1980)  ไนเทรตตามวิธีการของ 
AOAC (2002)   และไนไทรตตามวิธีของ Stickland and Parson (1972)     
 การวิเคราะหปริมาณแอมโมเนียมีขั้นตอนดังน้ี คือ เจือจางตัวอยาง 10 เทา โดยการดูด
น้ําตัวอยางที่ผานการปนเหวี่ยงปริมาตร 200 ไมโครลิตร ลงในหลอดทดลอง แลวเติมนํ้ากลั่น 
1,800  ไมโครลิตร เพ่ือใหมีปริมาตรสุดทายเทากับ 2,000 ไมโครลิตร จากนั้นเติมฟนอล 
รีเอเจนตและโซเดียมไนโตรปรัสไซดชนิดละ 80 ไมโครลิตร แลวเติม Alkaline Stock Solution 
ปริมาตร 200 ไมโครลิตร   ปดปลายหลอดทดลองเพื่อปองกันแอมโมเนียจากบรรยากาศลงไป
เจือปนตั้งหลอดทดลองทิ้งไวใหสารละลายทําปฏิกิริยาโดยสมบูรณประมาณ 60 นาที จะได
สารประกอบสีน้ําเงิน  วัดคาการดูดกลืนแสงดวยเครื่องสเปคโตรโฟโตมิเตอรที่ความยาวคลื่น
640 นาโนเมตร 
 การวิเคราะหไนเทรตมีขั้นตอนดังน้ี คือ เจือจางตัวอยาง 40 เทา โดยดูดน้ําตัวอยางที่
ผานการปนเหวี่ยงปริมาตร 50 ไมโครลิตร ใสลงในหลอดทดลอง แลวเติมน้ํากลั่น 1,950  
ไมโครลิตร เพ่ือใหมีปริมาตรสุดทายเทากับ 2,000 ไมโครลิตร เติมโซเดียมคลอไรดปริมาตร 
400 ไมโครลิตร และสารละลายซัลฟวริก 2  มิลลิลิตร  นําหลอดทดลองไปแชในน้ําแข็งให
สารละลายเย็นลง  เติมสารละลายบรูซีน – ซัลฟานิลิกปริมาตร 100 ไมโครลิตร จากนั้นนําไปอัง

ไอนํ้าอุณหภูมิ 95 °C เปนเวลา 20 นาที  แลวนําหลอดทดลองไปแชในน้ําแข็งใหสารละลายเย็น
ลง  วัดคาเปอรเซ็นต Transmittance (%T)  ดวยเครื่องสเปคโตรโฟโตมิเตอรที่ความยาวคลื่น 
410 นาโนเมตร 
 การวิเคราะหไนไทรตมีขั้นตอนดังน้ี คือ เจือจางตัวอยาง 10 เทา โดยการดูดน้ําตัวอยาง
ที่ผานการปนเหวี่ยงปริมาตร 200 ไมโครลิตร ใสลงในหลอดทดลองแลวเติมนํ้ากลั่น 1,800 
ไมโครลิตร เพ่ือใหมีปริมาตรสุดทายเทากับ 2,000 ไมโครลิตร เติมสารละลาย Sulfanilamide 
และ NNED ชนิดละ 40 ไมโครลิตร  ตั้งทิ้งไวใหเกิดปฏิกิริยาสมบูรณเปนเวลา 5 นาที แตไมเกิน 
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2 ชั่วโมง จะเกิดเปนสารประกอบสีบานเย็น  นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงดวยเครื่องสเปคโตร- 
โฟโตมิเตอรที่ความยาวคลื่น 543  นาโนเมตร 
 การวิเคราะหฟอสเฟตมีขั้นตอนดังนี้ คือ  เจือจางตัวอยาง 2 เทา โดยการดูดน้ําตัวอยาง
ที่ผานการปนเหวี่ยงปริมาตร 1,000 ไมโครลิตร ใสลงในหลอดทดลอง แลวเติมนํ้ากลั่นลงไป 
1,000  ไมโครลิตร เพ่ือใหมีปริมาตรสุดทายเทากับ 2,000 ไมโครลิตร แลวเติมสารละลาย  
Mixed Molybdate ปริมาตร 400 ไมโครลิตร  ตั้งทิ้งไวใหเกิดปฏิกิริยาสมบูรณเปนเวลา 5 นาที 
แตไมเกิน 2 ชั่วโมง  จะเกิดเปนสารประกอบสีน้ําเงิน  นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงดวยเครื่อง
สเปคโตรโฟโตมิเตอรที่ความยาวคลื่น 885 นาโนเมตร 
 
 2.3 การทดสอบความสามารถในการยอยสลายแอมโมเนีย  ไนเทรต ไนไทรต
และฟอสเฟตในบอเลี้ยงกุงกุลาดําจําลอง 
  สรางบอเลี้ยงกุงกุลาดําจําลองดวยการใชบอไฟเบอรสี่เหลี่ยมผืนผาขนาด 0.8 x 1.2 x 
0.6 เมตร จํานวน 6 บอ  แบงออกเปน 2 ชุดการทดลอง คือ ชุดทดลองที่เติมแบคทีเรียผสมและ
ชุดควบคุม (ไมเติมแบคทีเรียผสม) อยางละ 3 บอ   โดยแตละบอจะมีการเติมดินจากบอเลี้ยงกุง
กุลาดําที่บริเวณพื้นบอจําลองใหมีความหนา 7 เซนติเมตร และฉาบดวยขี้เลนจากบอเลี้ยงกุง
กุลาดําบริเวณผิวหนาดินพ้ืนบอจําลองใหมีความหนา 1 เซนติเมตร   จากนั้นเติมน้ําจากบอเลี้ยง
กุงกุลาดําลงไปใหมีความสูงต่ํากวาปากบอจําลอง 10 เซนติเมตร  เปดเครื่องตีน้ําเพื่อเพ่ิม
ออกซิเจนในน้ําและติดตั้งระบบการหมุนเวียนน้ําภายในชุดการทดลองเดียวกันเปนเวลา 1 
สัปดาห กอนปลอยกุงกุลาดําที่ผานการเลี้ยงปรับสภาพเปนเวลา 1 สัปดาห  จํานวน 20 ตัวตอ
บอเลี้ยงลงในบอเลี้ยงกุงจําลอง   ซึ่งในชุดทดลองจะมีการเติมแบคทีเรียผสมลงไปในปริมาตร 
10, 20 และ 30 มิลลิลิตร ในวันแรก  วันที่ 7 และวันที่ 21 ของการทดลองตามลําดับ สําหรับ
กลุมของแบคทีเรียที่จะเติมลงไปนั้นจะตองมีจํานวนเซลลอยูในชวง 1010  CFU/ml สวนในชุด
ควบคุมจะไมมีการเติมแบคทีเรียตลอดการทดลอง    
 เติมแอมโมเนีย  ไนเทรต ไนไทรตและฟอสเฟตที่ระดับความเขมขนเดียวกับการทดลอง
ขอ 2.2 ในวันแรกของการทดลอง  จากนั้นเพิ่มความเขมขนเปน 10 และ 20 มิลลิกรัมตอลิตร ใน
วันที่ 7 และ 21 ของการทดลอง ตามลําดับ     ทําการตรวจวัดประสิทธิภาพในการยอยสลาย
แอมโมเนีย  ไนเทรต ไนไทรตและฟอสเฟตเชนเดียวกับการทดลองขอ 2.2 และตรวจวัดคณุภาพ
น้ําทางกายภาพ ไดแก อุณหภูมิ  ความเค็ม  ความเปนกรดดาง  คาออกซิเจนละลายน้ําโดย
เครื่อง Multiprobe (Horiba W - 20XD Series) และคํานวณเปอรเซ็นตการลดลงของแอมโมเนีย  
ไนเทรต ไนไทรตและฟอสเฟตจากสูตรตอไปน้ี 
 
 เปอรเซ็นตการลดลง    =     ความเขมขนเริ่มตน   -   ความเขมขนสุดทาย  X 100 
                                   ความเขมขนเริ่มตน 
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ตอนที่ 3  การศึกษาความสามารถของแบคทเีรียผสมที่แยกไดจากดินในบอเลี้ยงกุง
กุลาดําและลาํไสกุงกุลาดาํในการบําบัดข้ีเลนเปรียบเทียบกบัวธีิการบําบัดของเสียวิธีอ่ืน
ในบอเลี้ยงกุงจําลอง 
 นําแบคทีเรียผสมที่มีความสามารถในการควบคุมคุณภาพน้ําทั้งทางดานเคมีและทาง
ชีวภาพและการยอยสลายของเสียที่พ้ืนบอ  นํามาศึกษาตอเน่ืองถึงความสามารถของแบคทีเรีย
ผสมในการบําบัดขี้เลนเปรียบเทียบกับวิธีการบําบัดของเสียวิธีอ่ืนในบอเลี้ยงกุงกุลาดําจําลอง       
เพ่ือที่จะบงบอกถึงความสามารถตามคุณสมบัติที่ 3 ของแบคทีเรียผสมดังกลาวโดยเริ่มจากการ
ทดลองดังนี้  

3.1 การเตรียมบอเลี้ยงกุงกุลาดําจําลอง (Nimrat et al., 2003) 
การบําบัดขี้เลนและของเสียที่สะสมในบอเลี้ยงกุงกุลาดําที่เตรียมขึ้นมารวมกับวิธีบําบัด

ชนิดตางๆ คือ  บอที่ 1 (Control) ทําการบําบัดขี้เลนจากนากุงดวยวิธีการตากแดดธรรมดาเปน
เวลา 15 วัน   บอที่ 2 ทําการบําบัดขี้เลนจากนากุงดวยวิธีการตากแดดธรรมดาผสมกับการพลิก
เลน โดยทําการพลิกเลนดวยชอนปลูกใหทั่วทั้งบอทุก 7 วัน เปนเวลา 15 วัน (จํานวน 2 ครั้ง)      
บอที่ 3 ทําการบําบัดขี้เลนจากนากุงดวยวิธีการตากแดดธรรมดาผสมกับการโรยปูนขาว
ประมาณ 60 กรัมและการพลิกเลน โดยทําการพลิกเลนดวยชอนปลูกใหทั่วทั้งบอทุก 7 วัน เปน
เวลา 15 วัน (จํานวน 2 ครั้ง) บอที่ 4 ทําการบําบัดขี้เลนจากนากุงดวยวิธีการตากแดดธรรมดา
ผสมกับการโรยปูนขาวประมาณ 60 กรัม  เปนเวลา 15 วัน   บอที่ 5 ทําการบําบัดขี้เลนจากนา
กุงดวยวิธีการตากแดดธรรมดาผสมกับการใสแบคทีเรียผสมประมาณ 50 มิลลิลิตร โดยฉีดพน
ใหทั่วบริเวณผิวหนาของขี้เลน เปนเวลา 15 วัน   และบอที่ 6 ทําการบําบัดขี้เลนจากนากุงดวย
วิธีการตากแดดธรรมดาผสมกับการใสแบคทีเรียผสมและการพลิกเลน  โดยทําการใสแบคทีเรีย
ผสมประมาณ 50 มิลลิลิตร โดยฉีดพนใหทั่วบริเวณผิวหนาของขี้เลนและพลิกเลนดวยชอนปลูก
ใหทั่วทั้งบอทุก 7 วัน เปนเวลา 15 วัน (จํานวน 2 ครั้ง) 

 
3.2 การวัดคุณภาพตะกอนดินทางกายภาพและเคมีจากข้ีเลนและปริมาณ

แบคทีเรียกลุม Vibrios และ Pseudomonads ในบอเลี้ยงกุงกุลาดําจําลอง 
 เก็บตัวอยางขี้เลนทุกๆ 3 วันจนกระทั่งครบวันที่ 15 ของการทดลอง  นํามาตรวจ
คุณภาพทางกายภาพและเคมี คือ ปริมาณอินทรียวัตถุและคาความเปนกรด-ดาง ตามวิธีของ
ทัศนีย อัตตะนันทน และจงรักษ  จันทรเจริญสุข (2542)  และแบคทีเรียกอโรคกลุม Vibrios และ 
Pseudomonads โดยนําตัวอยางขี้เลนปริมาณ 1 กรัม มาเติมใน 0.85% โซเดียมคลอไรด  
ปริมาตร 9 มิลลิลิตร จากน้ันเจือจาง 10 เทา (Ten-fold dilution)  ดูดสารละลายตัวอยาง
ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ Thiosulphate Citrate Bile Salt Sucrose (TCBS) 
Agar และ Pseudomonas Isolation Agar (PIA) ตามลําดับ  ทําการกระจายเชื้อดวยเทคนิค 

Spread plate นําจานเพาะเชื้อไปบมที่อุณหภูมิ 30 °C เปนเวลา 24-48 ชั่วโมง   นับจํานวน
โคโลนีบนผิวหนาอาหารเลี้ยงเชื้อ   จากนั้นทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมีเพ่ือจัดจําแนกชนิดของ
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แบคทีเรียกลุม Vibrios และ Pseudomonads ตามวิธีการของ Bergey’s Manual Systematic 
Bacteriology  รวมกับชุดการทดสอบ API test kit 

 
ตอนที่ 4  การศึกษาการนําแบคทีเรยีผสมที่แยกไดจากดินในบอเลี้ยงกุงกุลาดําและลําไส
กุงกุลาดํามาผสมกับอาหารเม็ดเพื่อชวยใหกุงยอยอาหารไดงายข้ึนและลดของเสียในบอ
เลี้ยงกุงกุลาดําจําลอง 
 นําแบคทีเรียผสมที่มีความสามารถในการควบคุมคุณภาพน้ําทั้งทางดานเคมีและทาง
ชีวภาพ   มาศึกษาตอเน่ืองถึงความสามารถของแบคทีเรียผสมเม่ือนํามาผสมกับอาหารเม็ดเพื่อ
ชวยใหกุงยอยอาหารไดงายขึ้นและลดของเสียในกนบอเลี้ยงกุงกุลาดําจากอาหารที่เหลือในบอ
เลี้ยงกุงจําลองจําลอง  เพ่ือบงบอกถึงประสิทธิภาพของแบคทีเรียผสมดังกลาว  โดยมีวิธีการ
ทดลองดังนี้  

4.1 การเตรียมอาหารกุงกุลาดํา 
นําอาหารเลี้ยงกุงกุลาดําสําเร็จรูปทางการคาแบงออกเปน 3 สวน ไดแก  สวนที่ 1 เติม

แบคทีเรียผสมรูปแบบเซลลมีชีวิต (Live-sprayed cell)  สวนที่ 2 เติมแบคทีเรียผสมรูปแบบ
เซลลแชแข็ง (Freeze-dried cell)  และสวนที่ 3 ไมเติมแบคทีเรียผสม (ควบคุม) โดยนํา Cell 
suspension ของแบคทีเรียผสมจากการทดลองขอ 2.1 มา spray กับอาหารเลี้ยงกุงกุลาดํา
สําเร็จรูปทางการคาสวนที่ 1 ผสมใหเขากันอยางชา ๆ ผึ่งใหแหง  และนํา Cell suspension 
ของแบคทีเรียผสมจากการทดลองขอ 2.1 มาผลิตเปนเซลลแชแข็งแลวผสมกับอาหารเลี้ยงกุง
กุลาดําสําเร็จรูปทางการคาสวนที่ 2  ผสมใหเขากันอยางชา ๆ ผึ่งใหแหง    จากนั้นเก็บรักษา

อาหารกุงกุลาดําทั้ง 3 สวน ที่อุณหภูมิ 4 °C เพ่ือเตรียมสําหรับนําไปใชในการทดลองตอไป    
 
4.2 การเตรียมบอเลี้ยงกุงกุลาดําจําลอง (Nimrat et al., 2003) 
สรางบอเลี้ยงกุงกุลาดําจําลองดวยการใชบอไฟเบอรสี่เหลี่ยมผืนผาขนาด 0.8 x 1.2 x 

0.6 เมตร จํานวน 9 บอ  แบงออกเปน 3 ชุดการทดลอง คือ 1) ชุดทดลองที่เติมแบคทีเรียผสมที่
อยูในรูปแบบเซลลมีชีวิต 2) ชุดทดลองที่เติมแบคทีเรียผสมที่อยูในรูปแบบเซลลแชแข็ง และ 3) 
ชุดควบคุม (ไมเติมแบคทีเรียผสม) อยางละ 3 บอ   โดยแตละบอจะมีการเติมดินจากบอเลี้ยงกุง
กุลาดําที่บริเวณพื้นบอจําลองใหมีความหนา 7 เซนติเมตร จากนั้นเติมนํ้าจากบอเลี้ยงกุงกุลาดํา
ลงไปใหมีความสูงต่ํากวาปากบอจําลอง 10 เซนติเมตร  เปดเครื่องตีน้ําเพื่อเพ่ิมออกซิเจนในน้ํา
และติดตั้งระบบการหมุนเวียนน้ําภายในชุดการทดลองเดียวกันเปนเวลา 1 สัปดาห กอนปลอย
กุงกุลาดําอายุ 1 เดือนที่ผานการเลี้ยงปรับสภาพเปนเวลา 2 สัปดาห  จํานวน 30 ตัวตอบอเลี้ยง
ลงในบอเลี้ยงกุงจําลอง  ใหอาหารกุงกุลาดําที่ความหนาแนน 10% ของน้ําหนักตัวทั้งหมดของ
กุงกุลาดําในชวงเวลา 6.00, 12.00, 18.00 และ 24.00 น. โดยวัดความยาว  ชั่งนํ้าหนัก 
วิเคราะหอัตราการเจริญเติบโต  อัตราการรอดชีวิตของกุงกุลาดําและปริมาณแบคทีเรียทุก 15 
วัน เปนเวลา 90 วัน  
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 4.3  การตรวจนับปริมาณแบคทีเรียจากกุงกุลาดําและน้ําที่ใชเลี้ยงกุงกุลาดํา 
 สุมจับกุงกุลาดําจากแตละชุดการทดลอง ๆ ละ 3 ตัวและเก็บตัวอยางน้ําที่ใชเลี้ยง
ปริมาตร 50 มิลลิลิตรดวยเทคนิคปลอดเชื้อ  แชกุงกุลาดําในสารละลายฟอรมาลินความเขมขน 
50 มิลลิกรัมตอลิตร เปนเวลา 5 นาที แลวลางออกดวยน้ํากลั่นเปนเวลา 1 นาที  จากนั้นนํา 
Hepatopancreas และลําไสของกุงกุลาดําปริมาณ 0.2 กรัม  และนํ้าปริมาตร 1 มิลลิลิตร เติมลง
ใน 0.85% โซเดียมคลอไรด  จากนั้นเจือจาง 10 เทา (Ten-fold dilution)  ดูดสารละลายตัวอยาง
ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ Plate Count Agar เพ่ือตรวจนับปริมาณแบคทีเรีย
กลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดและ Bacillus และอาหารเลี้ยงเชื้อ Thiosulphate Citrate Bile Salt 
Sucrose (TCBS) Agar เพ่ือตรวจนับปริมาณแบคทีเรียกลุม Vibrios ทําการกระจายเชื้อดวย

เทคนิค Spread plate นําจานเพาะเชื้อไปบมที่อุณหภูมิ 30 °C เปนเวลา 24-48 ชั่วโมง   นับ
จํานวนโคโลนีบนผิวหนาอาหาร  จากนั้นทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมีเพ่ือจัดจําแนกชนิดของ
แบคทีเรียกลุม Vibrios ตามวิธีการของ Bergey’s Manual Systematic Bacteriology  รวมกับ
ชุดการทดสอบ API kit 
 
ตอนที่ 5 การศึกษายีนของแบคทีเรียทีม่ีคุณสมบัตพิิเศษในการผลิตสาร Antimicrobial   
Peptide (AMP) ของแบคทีเรียทีแ่ยกไดจากดินในบอเลี้ยงกุงกุลาดําและลําไสกุงกุลาดํา 
 จากการศึกษาคุณสมบัติของกลุมแบคทีเรียวามีคุณสมบัติครบทั้ง 4 ประการ  ใน
ขั้นตอนตอไปจะทําการศึกษาถึงคุณสมบัติพิเศษของแบคทีเรียแตละชนิด  จากการศึกษา
งานวิจัยที่เกี่ยวของพบวาแบคทีเรียโดยเฉพาะ Bacillus subtilis มีความสามารถในการผลิตยา
ปฏิชีวนะ  โดยเฉพาะอยางยิ่งการผลิตสาร Antimicrobial Peptide (AMP) ดวยการใชยีนกลุม 
Subtilin หรือแบคทีเรียชนิดอ่ืนที่ผลิตยีนในกลุม Nisin เปนตน เพ่ือทําใหทราบถึง Sequence 
และการทํางานของยีนดังกลาว  ซึ่งจะทําใหสามารถพัฒนาศักยภาพของยีนดังกลาวและนํามา
ซึ่งการเพิ่มประสิทธิภาพของกลุมแบคทีเรียดังกลาวไดในดานการตานทานตอแบคทีเรียกอโรค
ตอไป  ซึ่งการศึกษาในครั้งนี้มีขั้นตอนดังนี้ 
 5.1 การสกัด Genomic DNA ของยีน spa S ที่สราง AMP กลุม Subtilin โดยใช 
QIAamp® DNA Mini Kit (QIAGEN®, Germany) 

เพาะเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อ TSB ปริมาตร 3 มิลลิลิตร เปนเวลา 18-24 ช่ัวโมง  จากนั้นนํามา
ปนเหวี่ยงเพื่อตกตะกอนเซลลที่ความเร็วรอบ 7,500 รอบตอนาที นาน 10 นาที  เทสวนใสทิ้ง เติม 

Enzyme solution ปริมาตร 180 ไมโครลิตร  บมที่อุณหภูมิ 37 °C  นาน 30 นาที  เติม Proteinase K 
และ Buffer AL ปริมาตร 20 และ 200 ไมโครลิตร ตามลําดับ   ผสมดวยเครื่องปนผสม (Vortex)   

บมที่อุณหภูมิ 56  °C  นาน 30 นาที   แลวนําไปบมที่อุณหภูมิ 95 °C   นาน 15 นาที  นําไปปน
เหวี่ยงอยางเร็ว  จากนั้นเติมเอทานอล (96-100%) ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ผสมดวยเครื่องปนผสม
นาน 15 วินาที นําไปปนเหวี่ยงอยางเร็ว  แลวดูดตัวอยางมาใสลงใน QIAamp Mini Spin column 
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นําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 8,000 รอบตอนาที  นาน 1 นาที  จากนั้นดูดตัวอยางใสลงใน QIAamp 
Mini Spin column อันใหม  เติม Buffer AW1 ปริมาตร 500 ไมโครลิตร  นําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 
8,000 รอบตอนาที  นาน 1 นาที  แลวเปลี่ยนไปใส QIAamp Mini Spin column อันใหม เติม Buffer 
AW2 ปริมาตร 500 ไมโครลิตร  นําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 14,000 รอบตอนาที  นาน 3 นาที  
จากนั้นเปล่ียนไปใส QIAamp Mini Spin column อันใหมอีกครั้ง  นําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 
14,000 รอบตอนาที  นาน 1 นาที    จากนั้นนํา QIAamp Mini Spin column ไปใสในหลอด 
Microcentrifuge  ขนาด 0.5 มิลลิลิตร แลวเติม Buffer AE นําไปบมที่อุณหภูมิหอง นาน 1 นาที  
และนําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 8,000 รอบตอนาที นาน 1 นาที  เก็บหลอด Microcentrifuge ที่

อุณหภูมิ -20  °C   เพื่อใชในการทดลองตอไป 
 

 5.2  การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยขั้นตอน Polymerase Chain Reaction (PCR) 
 นํา Genomic DNA ที่สกัดไดจากขอ 5.1 มาเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอเพิ่มปริมาณยีน spa S 
ดวยเทคนิค Polymerase Chain Reaction (PCR) โดยใชอัตราสวนดังตอไปนี้ 
 
ตารางที่ 6  องคประกอบของปฏิกิริยา PCR 

 

ชนิดของสาร ปริมาตร (ไมโครลิตร) 

Template 3.00 

10x true start taq buffer 2.50 

2.5 mM dNTP 2.00 

Primer fP1 1.00 

Primer rP1 1.00 

25 mM MgCl2 2.00 
TrueStartTM taq DNA Polymerase (Fermentas Life Sciences, 
USA) 

0.25 

Sterile distilled water 13.25 

Final volume 25.00 

 
 ผสมสารตาง ๆ ใหเขากันและรวบรวมสารไวกนหลอดโดยการปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 
10,000 รอบตอนาที ประมาณ 3 วินาที  นําหลอด Microcentrifuge ขนาด 0.5 มิลลิลิตร ใสใน

เครื่อง Eppendorf Mastercycler Personal Thermal Cycler, USA  โดยตั้งโปรแกรมดังตอไปน้ี 
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ตารางที่ 7  ขั้นตอนของปฏิกิริยา PCR 
 

ขั้นตอน อุณหภูมิ (องศาเซลเซยีส) เวลาที่ใชตอรอบ 
Initial denaturation 95 3 นาที 
Denaturation 95 30 วินาท ี
Annealing  45 30 วินาท ี
Extension 72 30 วินาท ี
Final extension 72 7 นาที 
   
 เม่ือปฏิกิริยา PCR สิ้นสุดแลวเติม 10x Loading Dye ปริมาตร 2 ไมโครลิตร ผสมกับ 
PCR Product จํานวน 10 ไมโครลิตร นําไปตรวจสอบขนาดของ ยีน  spa S   โดยวิธี Agarose 

Gel Electrophoresis ตอมาจะทําการ Ligation โดยการใช  TOPO TA Cloning® Kit 
(InvitrogenTM) และทําการตรวจสอบการ Transformation ถาเกิดโคโลนีที่มีการ 
Transformation จะนํามาศึกษาถึง Sequence ของยีนดังกลาวเพ่ือนํามาสูการพัฒนา
ประสิทธิภาพของการเปนโพรไบโอติกที่ดีในการตานทานเชื้อกอโรคหรือนําไปสูการผลิตสาร 
AMP ในระดับอุตสาหกรรมตอไป 
 
ตอนที่ 6  การศึกษาการผลิตเอนไซมโปรติเอส  ไลเปสและอะไมเลสของกลุมแบคทีเรียที่
แยกไดจากดนิในบอเลี้ยงกุงกุลาดําและลําไสกุงกุลาดํา 
 นอกจากการศึกษาคุณสมบัติของกลุมแบคทีเรียวามีคุณสมบัติครบทั้ง 4 ประการใน
ขั้นตอนตอไปจะทําการศึกษาถึงคุณสมบัติพิเศษในแตละชนิดของแบคทีเรียอีกประการหนึ่งคือ
การผลิตเอนไซม 3 ชนิด ไดแก เอนไซมโปรติเอส  ไลเปสและอะไมเลส  เพราะถากลุม
แบคทีเรียดังกลาวมีความสามารถในการผลิตเอนไซมทั้ง 3 ชนิดจะทําใหมีการเพิ่มการยอย
สลายอาหารชวยใหประหยัดอาหาร   ลดปริมาณอาหารที่เหลือและการสะสมของอาหารในบอ
เลี้ยงกุง   ซึ่งจะตอเนื่องถึงทําใหคุณภาพน้ําเสื่อมลงและเพ่ิมปริมาณของเสียที่สะสมในพื้นบอ        
ดังน้ันการศึกษาถึงสภาวะที่ชวยกระตุนใหสรางเอนไซมทั้ง 3 ชนิดจะทําใหเกิดการพัฒนาการ
ผลิตผลิตภัณฑโพรไบโอติกที่มีประสิทธิภาพในดานนี้ตอไป     ซึ่งกระบวนการศึกษาคือ  
การศึกษาถึงสภาวะแวดลอมตางๆ เชน การเปลี่ยนแปลงของคาความเปนกรด-ดาง  อุณหภูมิ
และความเค็มตอปริมาณการผลิตเอนไซมทั้ง 3 ชนิด  โดยมีขั้นตอนการศึกษาดังน้ี  คือ เพาะ

แบคทีเรียบริสุทธิ์ในอาหารเลี้ยงเชื้อ TSB บมที่อุณหภูมิ 30 °C  นาน 24 ชั่วโมง  แลวนําไปวัด
คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 580 นาโนเมตร ใหไดคาเทากับ 1.0 A.U. นํา Cell 
suspension ปริมาตร 1 มิลลิลิตร  เติมลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ TSB  ซึ่งปรับใหมีความเค็มตั้งแต 
0, 2, 4, 6, 8 และ 10% โซเดียมคลอไรด และคาความเปนกรด-ดางตั้งแต 2, 4, 6, 7, 8 และ 10      
แลวทําการวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซมอะไมเลสดวยวิธี DNS method ตามวิธีการของ 
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Bernfeld (1955) เอนไซมไลเปสดวยวิธี Titrimetric assay ตามวิธีการของ Gilbert et al. 
(1991)  และการวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซมโปรติเอสดวยวิธี Caseinase assay method 
ตามวิธีการของ Walter (1984) 
 
 



บทที่ 4 
ผลการวิจัย 

 
 จากการ ศึกษาคุณสมบัติของผลิตภัณฑโพรไบโอติกที่ผลิตในประเทศและนําเขาจากตางประเทศ  
และศึกษาความสามารถของแบคทีเรียโพรไบโอติกที่แยกไดจากบอเลี้ยงกุงกุลาดําและลําไสกุงกุลาดํา  
ในการบําบัดขี้เลนและการสงเสริมการเจริญเติบโตและการเปลี่ยนแปลงปริมาณแบคทีเรียในกุงกุลาดํา  
อีกทั้งการศึกษายีนของแบคทีเรียที่มีคุณสมบัติพิเศษในการผลิตสาร Antimicrobial Peptide ไดผลการ
ทดลองดังนี้ 
 
1.  คุณสมบตัิของผลิตภัณฑโพรไบโอติกที่ผลิตในประเทศและนําเขาจากตางประเทศ 

การศึกษาปริมาณและชนิดของแบคทีเรียในผลิตภัณฑโพรไบโอติกที่ผลิตในประเทศและนําเขา
จากตางประเทศไดจําแนกมาตรฐานของผลิตภัณฑโพรไบโอติกออกเปน 2 ระดับ คือ 1) ผลิตภัณฑที่ไม
ระบุปริมาณหรือชนิดของแบคทีเรีย และ 2) ผลิตภัณฑที่ระบุปริมาณหรือชนิดของแบคทีเรีย  ซึ่งจาก
การศึกษาพบวาผลิตภัณฑโพรไบโอติกบางผลิตภัณฑ (Probiotic 7, 8, 10 และ 12) ไมระบุปริมาณ
แบคทีเรียบนฉลาก  นอกจากนี้ผลิตภัณฑโพรไบโอติก 2 และ 5 เปนผลิตภัณฑที่ระบุเฉพาะปริมาณ
แบคทีเรียแตไมระบุชนิดของแบคทีเรีย  ในการศึกษาครั้งนี้ถือวาผลิตภัณฑเหลานี้เปนผลิตภัณฑที่มี
คุณภาพต่ํา  ซึ่งผลิตภัณฑโพรไบโอติกที่มีคุณภาพต่ําที่สุดในการศึกษาครั้งน้ีคือ Probiotic 8 ที่ไมระบุ
ทั้งปริมาณและชนิดของแบคทีเรีย   

สําหรับผลิตภัณฑโพรไบโอติกอีกกลุมหน่ึงคือ ผลิตภัณฑที่ระบุปริมาณหรือชนิดของแบคทีเรีย  
ซึ่งแบงออกเปน 2 กลุมยอย ไดแก กลุมที่ปริมาณแบคทีเรียบนฉลากไมมีความสัมพันธกับปริมาณ
แบคทีเรียที่ตรวจนับได  กลาวคือผลิตภัณฑโพรไบโอติกกลุมน้ีระบุปริมาณแบคทีเรียบนฉลากเทากับ 
109 CFU/g   เม่ือนํามาผลิตภัณฑเหลานี้มาตรวจนับปริมาณแบคทีเรียพบวา ปริมาณแบคทีเรียของ
ผลิตภัณฑโพรไบโอติกสวนใหญมีคาอยูระหวาง 6.13 x 102 ถึง 1.26 x 108 CFU/g  ซึ่งนอยกวาปริมาณ
ที่ระบุบนฉลากขางขวด  ยกเวนผลิตภัณฑโพรไบโอติก Probiotic 11 ที่ผลิตจากประเทศสหรัฐอเมริกาที่
มีปริมาณแบคทีเรียเทากับ 1.30 x 109 CFU/g  ซึ่งใกลเคียงกับปริมาณที่ระบุบนฉลากขางขวดที่มีคา
เทากับ 109 CFU/g  ซึ่งเรียกผลิตภัณฑโพรไบโอติกกลุมน้ีวาผลิตภัณฑโพรไบโอติกที่ปริมาณแบคทีเรีย
ที่ระบุบนฉลากมีความสัมพันธกับปริมาณแบคทีเรียที่ตรวจนับได ดังแสดงในตารางที่ 8   
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ตารางที่ 8  ปริมาณแบคทีเรียของผลิตภัณฑโพรไบโอติกที่ผลิตในประเทศและนําเขาจากตางประเทศ 
 

ผลิตภัณฑ 
โพรไบโอติก 

ประเทศผูผลติ 
ปริมาณแบคทีเรียทีต่รวจนบัได 

(CFU/g) 
ปริมาณแบคทีเรียที่ระบุขางฉลาก 

(CFU/g) 
มาตรฐานของผลิตภัณฑตามปริมาณ

แบคทีเรียที่ระบุบนฉลาก 

Probiotic 1 ไทย 8.57 x 104 109 X 

Probiotic 2 ไทย 2.07 x 104 109 X 

Probiotic 3 จีน 1.26 x 104 109 X 

Probiotic 4 ไทย 8.23 x 103 109 X 

Probiotic 5 จีน 4.43 x 103 109 X 

Probiotic 6 ไทย 6.13 x 102 109 X 

Probiotic 7 ไทย 2.50 x 105 ไมปรากฏขอมูล - 

Probiotic 8 ไทย 1.26 x 108 ไมปรากฏขอมูล - 

Probiotic 9 ไทย 7.55 x 107 109 X 

Probiotic 10 ไทย 1.70 x 107 ไมปรากฏขอมูล - 

Probiotic 11 สหรัฐอเมริกา  1.30 x 109 109  

Probiotic 12 ไทย 1.10 x 106 ไมปรากฏขอมูล - 

 
หมายเหตุ : X ปริมาณแบคทีเรียไมตรงตามที่ระบุบนฉลาก 
  ปริมาณแบคทีเรียไมตรงตามที่ระบุบนฉลาก 
 - ไมมีปริมาณแบคทีเรียระบบุนฉลาก   
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 เม่ือศึกษาชนิดของแบคทีเรียของผลิตภัณฑโพรไบโอติกพบวา ผลิตภัณฑโพรไบโอติก 
หมายเลข 9 เปนผลิตภัณฑโพรไบโอติกที่ประกอบดวยชนิดของแบคทีเรียที่แตกตางจากชนิดที่ระบุบน
ฉลากมากที่สุด กลาวคือบนฉลากระบุวาประกอบดวยแบคทีเรียมากกวา 10 ชนิด  แตเม่ือจัดจําแนก
ชนิดแบคทีเรียพบวา ประกอบดวย Bacillus เพียงชนิดเดียว  สําหรับตัวอยางหมายเลข 10 และ 12 ไม
พบ Micrococcus และ Clostridium butyricum ที่ระบุบนฉลาก ตามลําดับ  แตตรวจพบแบคทีเรียสกุล 
Staphylococcus ในผลิตภัณฑโพรไบโอติกทั้ง 2 ผลิตภัณฑ   สวนผลิตภัณฑหมายเลข 1, 3, 4, 6 และ 
11 เปนผลิตภัณฑที่ชนิดของแบคทีเรียที่ระบุบนฉลากมีความสัมพันธกับชนิดของแบคทีเรียที่ตรวจพบ
ในผลิตภัณฑ   นอกจากนี้การทดลองครั้งนี้ยังแสดงใหเห็นวาผลิตภัณฑโพรไบโอติกสวนใหญ
ประกอบดวยแบคทีเรียสกุล Bacillus ที่ตรวจพบทั้งหมด 40 ไอโซเลท  คิดเปนรอยละ 68.10 ของ
ปริมาณไอโซเลททั้งหมดที่คัดแยกไดจากผลิตภัณฑโพรไบโอติกทั้ง 12 ผลิตภัณฑ  ดังแสดงในตารางที่ 
9 
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ตารางที่ 9 ชนิดของแบคทเีรียของผลิตภัณฑโพรไบโอติกที่ผลิตในประเทศและนําเขาจากตางประเทศ 
 

ชนิดของแบคทีเรียที่แยกไดจากผลิตภัณฑโพรไบโอติก 
ผลิตภัณฑ 
โพรไบโอติก Bacillus Staphylococcus Streptococcus Micrococcus Corynebacterium 

จํานวนไอโซเลท
ที่แยกได 

ชนิดของแบคทีเรียที่ระบุบนฉลาก 
ความสัมพันธของชนิด
ที่แยกไดกับชนิดที่ระบุ

บนฉลาก 
Probiotic 1 6 - - 1 - 7 Bacillus และ Micrococcus  

Probiotic 2 4 1 - 2 - 7 - - 

Probiotic 3 3 - - - - 3 Bacillus  

Probiotic 4 6 1 - 1 - 8 
Bacillus, Micrococcus และ 

Staphylococcus 
 

Probiotic 5 3 - - 2 1 6 - - 

Probiotic 6 4 - - - - 4 Bacillus  

Probiotic 7 2 - - - - 2 Bacillus  

Probiotic 8 2 2 - - - 4 - - 

Probiotic 9 1 - - - - 1 ประกอบดวยจุลินทรียมากกวา 10 ชนิด  

Probiotic 10 3 1 - - - 4 Bacillus และ Micrococcus  

Probiotic 11 3 - - - - 3 
Bacillus licheniformis,  

B. subtilis,B. megaterium และ 
B. polymyxa 

 

Probiotic 12 3 1 
1 

(Enterococcus) 
- - 5 

Streptococcus faecalis, 
B. mesentericus และ  
Clostridium butyricum 

 

หมายเหตุ  มีความสัมพันธกับชนิดของแบคทีเรียที่ระบบุนฉลาก        ไมมีความสัมพันธกับชนิดของแบคทีเรียที่ระบุบนฉลาก    
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 จากการศึกษาประสิทธิภาพการยอยสลายสารอาหารของผลิตภัณฑโพรไบโอติกทั้ง 12 
ผลิตภัณฑ พบวาผลิตภัณฑโพรไบโอติก 10 ชนิด ยกเวนผลิตภัณฑหมายเลข 7 และ 9 มีประสิทธิภาพ
ในการยอยสลายสารอาหารประเภทโปรตีน    และผลิตภัณฑโพรไบโอติก 11 ชนิด ยกเวนหมายเลข 9  
มีประสิทธิภาพในการยอยสลายสารอาหารประเภทคารโบไฮเดรต   ขณะที่มีเพียง 6 ผลิตภัณฑเทานั้น 
(รอยละ 50 ของผลิตภัณฑทั้งหมด) มีประสิทธิภาพในการยอยสลายไขมัน  โดยผลิตภัณฑหมายเลข 5 
มีประสิทธิภาพในการยอยสลายไขมันสูงที่สุด (+7) นอกจากนี้ยังพบวาผลิตภัณฑหมายเลข 7 เปน
ผลิตภัณฑที่ไมสามารถยอยสลายสารอาหารทั้ง 3 ชนิดได ดังแสดงในตารางที่ 10 
 
ตารางที่ 10 ประสิทธิภาพการยอยสลายสารอาหารของผลิตภัณฑโพรไบโอติก 
 

 
หมายเหตุ : ประสิทธิภาพการยอยสลาย: - (0), 1+ (0.01-0.5), 2+ (0.51-0.7), 3+ (0.71-1),  
 4+ (1.01-2), 5+ (2.01-3), 6+ (3.01-4), 7+ (4.01-5), 8+ (5.01-6), 9+ (6.01-7),  
 10+ (7.01-8) 

 

 

ประสิทธิภาพการยอยสลายสารอาหาร ผลิตภัณฑ 
โพรไบโอติก โปรตีน คารโบไฮเดรต ไขมัน 

Probioitc 1 1.72 ± 0.28 4+ 1.42 ± 0.32 4+ 2.22 ± 0.00 5+ 
Probioitc 2  1.69 ± 0.00 4+ 1.01 ± 0.53 4+ 1.60 ± 0.00 4+ 
Probioitc 3  1.63 ± 0.08 4+ 1.16 ± 0.49 4+ 1.88 ± 0.12 4+ 
Probioitc 4  1.59 ± 1.32 4+ 1.08 ± 0.11 4+ 1.62 ± 1.41 4+ 
Probioitc 5  1.52 ± 0.12 4+ 1.14 ± 0.01 4+ 4.52 ± 0.18 7+ 
Probioitc 6  1.33 ± 0.00 4+ 1.19 ± 0.13 4+ 1.60 ± 0.00 4+ 
Probioitc 7  - - - - - - 
Probioitc 8  1.13 ± 0.13 4+ 1.12 ± 0.21 4+ - - 
Probioitc 9  - - 1.09 ± 0.04 4+ - - 
Probioitc 10  1.07 ± 0.05 4+ 1.08 ± 0.11 4+ - - 
Probioitc 11 1.22 ± 0.32 4+ 1.00 ± 0.07 3+ - - 
Probioitc 12 1.36 ± 0.15 4+ 1.19 ± 0.03 4+ - - 
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2. ประสิทธิภาพในการยอยสลายแอมโมเนีย ไนเทรต  ไนไทรตและฟอสเฟตของแบคทีเรียผสม
ที่แยกไดจากบอเลี้ยงกุงกุลาดําและลําไสกุงกุลาดํา   
 2.1 ประสิทธิภาพในการยอยสลายแอมโมเนีย ไนเทรต  ไนไทรตและฟอสเฟตของ
แบคทเีรียผสมทั้ง 6 ชนิด ในนํ้าและดนิตะกอนจากบอเลี้ยงกุงกุลาดําในขวดซีรั่ม   
 จากการศึกษาประสิทธิภาพในการยอยสลายแอมโมเนีย ไนเทรต  ไนไทรตและฟอสเฟตของ
แบคทีเรียผสมทั้ง 6 ชนิด ในน้ําและดินตะกอนจากบอเลี้ยงกุงกุลาดําในขวดซีรั่มพบวา  ชุดการทดลองที่
เติมแบคทีเรียผสม (T1) มีประสิทธิภาพในการยอยสลายแอมโมเนีย ไนเทรต  ไนไทรตและฟอสเฟตไดดี
ที่สุด  ซึ่งสารดังกลาวมีปริมาณลดลงเหลือ 0.077 + 0.00, 0.971 + 0.02, 0 และ 0.003 + 0.00 มิลลิกรัม
ตอลิตร  ตามลําดับ ในวันที่ 7 ของการทดลอง  ขณะที่ชุดควบคุมแบบฆาเชื้อและไมเติมแบคทีเรียผสม 
(T2) มีประสิทธิภาพในการยอยสลายแอมโมเนียไดดีเทากับชุดการทดลองที่เติมแบคทีเรียผสม  โดยมี
ปริมาณแอมโมเนียลดลงเหลือ 0.077 + 0.00 ในวันที่ 7 ของการทดลอง  และชุดควบคุมแบบไมฆาเชื้อ
และไมเติมแบคทีเรียผสม (T3) ไมมีประสิทธิภาพในการยอยสลายสารดังกลาว  ดังตารางที่  11 
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ตารางที่ 11  ประสิทธิภาพในการยอยสลายแอมโมเนีย ไนเทรต ไนไทรตและฟอสเฟต โดยแบคทีเรียผม 6 ชนิดภายในขวดซีรั่ม  
 

ระยะเวลา (วัน) 
พารามิเตอร ชุดการทดลอง 

0 0.7 1 2 3 4 5 6 7 
T1 2.300 + 0.00 1.386 + 0.04 1.493 + 0.10 1.783 + 0.23 1.681 + 0.25 1.783 + 0.21 1.251 + 0.19 0.077 + 0.00 0.077 + 0.00 
T2 2.300 + 0.00 1.368 + 0.12 1.670 + 0.04 1.628 + 0.23 1.960 + 0.01 1.872 + 0.25 1.044 + 0.15 0.077 + 0.00 0.077 + 0.00 แอมโมเนยี 
T3 2.300 + 0.00 1.846 + 0.41 1.773 + 0.34 2.048 + 0.13 2.358 + 0.05 3.389 + 0.15 2.430 + 0.02 2.900 + 0.20 2.636 + 0.11 
T1 3.800 + 0.00 2.368 + 0.55 1.383 + 0.13 2.163 + 0.14 2.320 + 0.45 4.394 + 0.28 0.921 + 0.04 0.651 + 0.04 0.971 + 0.02 
T2 3.800 + 0.00 2.244 + 0.19 1.095 + 0.04 2.309 + 0.05 4.749 + 0.15 4.424 + 0.02 5.240 + 0.45 5.887 + 0.24 5.159 + 0.11 ไนเทรต 
T3 3.800 + 0.00 3.125 + 0.78 2.457 + 0.46 2.970 + 0.85 3.595 + 0.06 2.867 + 0.03 2.347 + 0.02 2.127 + 0.12 4.725 + 0.03 
T1 1.200 + 0.00 0.672 + 0.12 0.538 + 0.00 0.192 + 0.07 0.184 + 0.05 0.215 + 0.15 0.230 + 0.03 0.110 + 0.03 0 
T2 1.200 + 0.00 0.466 + 0.04 0.395 + 0.02 0.225 + 0.04 0.204 + 0.10 0.152 + 0.02 0.261 + 0.01 0.196 + 0.03 0.103 + 0.01 ไนไทรต 
T3 1.200 + 0.00 0.386 + 0.02 0.415 + 0.06 0.955 + 0.18 1.341 + 0.02 1.289 + 0.05 0.759 + 0.02 0.779 + 0.10 0.771 + 0.03 
T1 0.200 + 0.00 0.272 + 0.00 0.260 + 0.01 0.180 + 0.01 0.352 + 0.00 0.073 + 0.01 0.040 + 0.01 0.009 + 0.00 0.003 + 0.00 
T2 0.200 + 0.00 0.243 + 0.02 0.270 + 0.00 0.228 + 0.01 0.203 + 0.00 0.181 + 0.01 0.116 + 0.01 0.070 + 0.01 0.022 + 0.02 ฟอสเฟต 
T3 0.200 + 0.00 0.270 + 0.00 0.273 + 0.01 0.245 + 0.02 0.256 + 0.00 0.211 + 0.01 0.241 + 0.01 0.251 + 0.01 0.231 + 0.01 

 
หมายเหตุ: จํานวนตัวอยางเทากับ 3; คาเฉลี่ย + คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน) 
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 เม่ือนําผลการทดลองมาเปรียบเทียบเปอรเซ็นตการลดลงของแอมโมเนีย ไนเทรต ไนไทรต
และฟอสเฟตโดยแบคทีเรียผสมในขวดซีรั่มที่มีการใชน้ําและดินตะกอนจากบอกุงกุลาดํา แสดงผลการ
ทดลองดังตารางที่ 12   
 
ตารางที่ 12 เปอรเซ็นตการลดลงของแอมโมเนีย ไนเทรต ไนไทรตและฟอสเฟต โดยการยอยสลายของ 

   แบคทีเรียผม 6 ชนิดภายในขวดซีรั่ม  
 

T1 T2 T3 
พารามิเตอร 

% การลดลง ประสิทธิภาพ % การลดลง ประสิทธิภาพ % การลดลง ประสิทธิภาพ 
แอมโมเนีย 96.65 4+ - 14.61 - 96.65 4+ 
ไนเทรต 74.44 4+ - 35.76 - - 24.34 - 
ไนไทรต 99.83 4+ 35.75 2+ 91.42 4+ 
ฟอสเฟต 98.5 4+ - 15.5 - 89.00 4+ 
 
หมายเหตุ :  -  =   0% (ไมมีประสิทธิภาพ) 
  1+   =   1-20% (ประสทิธิภาพต่ํา) 
  2+   =   21-50% (ประสิทธิภาพพอใช) 
  3+   =   51-70% (ประสิทธิภาพด)ี 
  4+   =   71-100% (ประสิทธิภาพดีเยี่ยม) 
 
 จากตารางที่ 12  แสดงใหเห็นวา  ชุดการทดลองที่มีการเติมแบคทีเรียผสม (T1) มี
ความสามารถในการกําจัดสารทั้ง 4 ชนิด อยางมีประสิทธิภาพสูง   สวนชุดการทดลอง T3 ที่ไมฆาเชื้อ
และไมเติมแบคทีเรียผสมสามารถกําจัดแอมโมเนีย ไนไทรตและฟอสเฟตที่ มีอยูในนํ้าอยางมี
ประสิทธิภาพดีมาก (4+; ประสิทธิภาพดีเยี่ยม)  เชนกัน  แตไมสามารถกําจัดไนเทรตได   และชุดการ
ทดลองที่มีการฆาเชื้อ (T2) นั้นไมสามารถกําจัดแอมโมเนีย ไนเทรตและฟอสเฟตได  และสามารถกําจัด
ไนไทรตไดแตประสิทธิภาพพอใช (2+; ประสิทธิภาพพอใช)    ดังน้ันสรุปไดวาแบคทีเรียผสมมี
ความสามารถในการกําจัดสารทั้ง 4 ชนิด ที่มีความเขมขนสูงเม่ือเปรียบเทียบกับความเขมขนที่พบใน
บอเลี้ยงกุงกุลาดําโดยทั่วไป 
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 2.2 ประสิทธิภาพในการยอยสลายแอมโมเนีย ไนเทรต  ไนไทรตและฟอสเฟตของ
แบคทเีรียผสมทั้ง 6 ชนิด ในนํ้าและดนิตะกอนจากบอเลี้ยงกุงกุลาดํา 
 จากการศึกษาประสิทธิภาพในการยอยสลายแอมโมเนีย ไนเทรต  ไนไทรตและฟอสเฟตโดย
การใชแบคทีเรียผสมที่มีการใชดิน  ดินตะกอนและน้ําจากบอเลี้ยงกุงกุลาดําที่มีอายุการเลี้ยงกุงกุลาดํา
ประมาณ 3 เดือน ณ  จังหวัดฉะเชิงเทรา โดยวิเคราะหน้ําทางกายภาพ  ณ จุดเก็บตัวอยางจากบอเลี้ยง
กุงกุลาดํา พบวาน้ํามีปริมาณออกซิเจนละลายน้ํา อุณหภูมิ ความเค็มและพีเอชเทากับ 8.51 มิลลิกรัมตอ
ลิตร 29.74 °C 7 พีพีที และ 7.19 ตามลําดับ และคุณภาพทางเคมี ไดแก ปริมาณแอมโมเนีย ไนเทรต  
ไนไทรตและฟอสเฟตเทากับ 0.703, 1.608, 0.215 และ 0.148 มิลลิกรัมตอลิตร ตามลําดับ ดังแสดงใน
ตารางที่ 13     
 
ตารางที่ 13 คุณภาพน้ําทางกายภาพและทางเคมขีองตัวอยางน้ําจากบอกุงกุลาดํา  
 

พารามิเตอร คุณภาพน้ํา 

คาออกซิเจนละลายน้ํา (มิลลิกรัมตอลิตร) 8.51 

อุณหภูมิ (°C) 29.74 

ความเค็ม (พีพีที) 7 

พีเอช 7.19 

แอมโมเนีย (มิลลิกรัมตอลติร) 0.703 

ไนเทรต (มิลลกิรัมตอลิตร) 1.608 

ไนไทรต (มิลลิกรัมตอลติร) 0.215 

ฟอสเฟต (มิลลิกรัมตอลติร) 0.148 

 
 เม่ือนําแบคทีเรียผสมทั้ง 6 ชนิดที่แยกไดจากบอเลี้ยงกุงกุลาดําและลําไสกุงกุลาดํามาศึกษา
ประสิทธิภาพการยอยสลายแอมโมเนีย ไนเทรต ไนไทรตและฟอสเฟต ในน้ําและดินตะกอนจากบอเลี้ยง
กุงกุลาดําเปนระยะเวลา 35 วัน แสดงผลการทดลองดังตารางที่ 14 
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ตารางที่ 14 ประสิทธิภาพการยอยสลายสารประกอบไนโตรเจนและฟอสฟอรัสของแบคทีเรียผสม 
  

ไนเทรต ไนไทรต แอมโมเนีย ฟอสเฟต 
เวลา (วัน) 

ชุดควบคุม ชุดทดลอง ชุดควบคุม ชุดทดลอง ชุดควบคุม ชุดทดลอง ชุดควบคุม ชุดทดลอง 
0 3.200 + 0.00 3.200 + 0.00 1.200 + 0.00 1.200 + 0.00 2.300 + 0.00 2.300 + 0.00 0.200 + 0.00 0.200 + 0.00 

0.4 0.847 + 0.07 3.407 + 0.08 1.005 + 0.07 1.010 + 0.03 2.642 + 0.17 2.656 + 0.07 0.192 + 0.01 0.204 + 0.01 
1 1.874 + 0.05 0 1.021 + 0.02 1.230 + 0.02 2.679 + 0.04 3.171 + 0.05 0.112 + 0.00 0.144 + 0.01 
2 4.385 + 0.00 1.265 + 0.00 0.994 + 0.01 1.500 + 0.01 1.957 + 0.02 0.368 + 0.14 0.163 + 0.00 0.104 + 0.02 
4 2.673 + 0.03 0  0.943 + 0.01 0.545 + 0.02 1.328 + 0.06 0.182 + 0.02 0.1253 + 0.01 0.071 + 0.01 
6 1.996 + 0.00 0 0.860 + 0.01 0.146 + 0.00 0.814 + 0.02 0.109 + 0.03 0.092 + 0.00 0.070 + 0.03 
7 10.00 + 0.00 10.00 + 0.00 10.00 + 0.00 10.00 + 0.00 10.00 + 0.00 10.00 + 0.00 10.00 + 0.00 10.00 + 0.00 

7.5 13.728 + 0.03 15.037 + 0.14 10.688 + 0.01 9.529 + 0.04 11.633 + 0.38 9.774 + 0.20 10.996 + 0.39 8.490 + 0.12 
8 8.805 + 0.52 7.047 + 0.07 10.572 + 0.10 5.947 + 0.04 6.628 + 0.11 6.428 + 0.29 5.060 + 0.25 5.062 + 0.01 
9 5.516 + 0.14 1.843 + 0.07 11.473 + 0.19 5.010 + 0.13 7.955 + 0.13 3.730 + 0.02 3.396 + 0.03 3.207 + 0.01 
11 2.815 + 0.09 2.5446 + 0.03 8.580 + 0.23 4.273 + 0.06 4.684 + 0.04 2.659 + 0.08 2.856 + 0.08 2.980 + 0.04 
14 1.223 + 0.09 2.404 + 0.05 9.196 + 0.07 2.911 + 0.00 4.895 + 0.14 1.060 + 0.08 2.831 + 0.05 2.627 + 0.08 
16 4.778 + 0.12 2.865 + 0.05 8.528 + 0.04 4.914 + 0.17 3.196 + 0.03 0.462 + 0.04 2.525 + 0.01 2.653 + 0.01 
18 3.865 + 0.07 1.925 + 0.06 8.258 + 0.02 2.736 + 0.04 4.015 + 0.06 0.366 + 0.02 2.369 + 0.02 2.409 + 0.02 
20 6.973 + 0.10 4.194 + 0.07 6.041 + 0.03 0.965 + 0.03 2.428 + 0.03 0.262 + 0.04 2.239 + 0.01 2.556 + 0.01 
21 20.000 + 0.00 20.00 + 0.00 20.00 + 0.00 20.00 + 0.00 20.00 + 0.00 20.00 + 0.00 20.00 + 0.00 20.00 + 0.00 
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ตารางที่ 14 (ตอ) 
 

ไนเทรต ไนไทรต แอมโมเนีย ฟอสเฟต 
เวลา (วัน) 

ชุดควบคุม ชุดทดลอง ชุดควบคุม ชุดทดลอง ชุดควบคุม ชุดทดลอง ชุดควบคุม ชุดทดลอง 
21.5 23.105 + 0.35 23.652 + 0.13 20.025 + 0.03 20.114 + 0.04 23.859 + 0.33 23.847 + 0.06 21.275 + 0.01 21.274 + 0.05 
22 17.367 + 0.13 14.975 + 0.23 19.332 + 0.07 18.042 + 0.42 23.523 + 0.45 17.676 + 0.05 18.835 + 0.04 18.917 + 0.02 
24 13.882 + 0.20 12.127 + 0.32 16.417 + 0.20 10.351 + 0.06 26.576 + 0.51 14.367 + 0.35 18.810 + 0.01 15.610 + 0.07 
26 11.882 + 0.20 5.170 + 0.24 15.002 + 0.05 8.332 + 0.41 25.363 + 0.15 8.955 + 0.39 12.357 + 0.01 11.714 + 0.01 
28 12.006 + 0.16 9.242 + 0.24 11.123 + 0.06 4.098 + 0.05 16.005 + 0.69 11.464 + 0.08 5.435 + 0.01 5.409 + 0.02 
30 9.192 + 0.18 2.197 + 0.19 10.611 + 0.05 2.417 + 0.05 13.807 + 0.11 9.088 + 0.53 1.706 + 0.01 1.436 + 0.01 
32 13.733 + 0.10 3.944 + 0.19 15.860 + 0.05 0.002 + 0.08 10.781 + 0.15 0.087 + 0.02 1.790 + 0.13 1.549 + 0.01 
35 15.326 + 0.22 -0.377 + 0.20 - - - - 2.235 + 0.08 1.631 + 0.03 

 
หมายเหตุ : (จํานวนตวัอยางเทากับ 3; คาเฉลี่ย ± คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน)  
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เม่ือนําเปรียบเทียบประสิทธิภาพการลดลงของแอมโมเนีย ไนเทรต ไนไทรตและฟอสเฟตในบอ
เลี้ยงกุงกุลาดําจําลองโดยแบคทีเรียผสมทั้ง 6 ชนิด  โดยคํานวณเปนเปอรเซ็นตการลดลง ดังแสดงใน
ตารางที่ 15 
 
ตารางที่ 15 ประสิทธิภาพการลดลงของสารประกอบไนโตรเจนและฟอสเฟตในบอเลี้ยงกุงกุลาดํา    

 จําลอง  
 

ชุดควบคุม ชุดทดลอง 
พารามิเตอร ความเขมขน (mg/L) 

การลดลง (%) ประสิทธิภาพ การลดลง (%) ประสิทธิภาพ 
3.8 37.64 2+ 99.84 4+ 
10 37.77 2+ 58.12 3+ ไนเทรต 
20 43.16 2+ 99.98 4+ 
1.2 28.30 2+ 87.84 4+ 
10 44.38 2+ 90.54 4+ ไนไทรต 
20 39.10 2+ 99.99 4+ 
2.3 64.61 3+ 95.26 4+ 
10 77.52 3+ 97.43 4+ แอมโมเนีย 
20 51.94 3+ 99.56 4+ 
0.2 54.05 3+ 65.05 3+ 
10 77.80 4+ 74.58 4+ ฟอสเฟต 
20 89.97 4+ 92.77 4+ 

 
หมายเหตุ : -    =   0% (ไมมีประสิทธิภาพ) 
  1+   =   1-20% (ประสทิธิภาพต่ํา) 
  2+   =   21-50% (ประสิทธิภาพพอใช) 
  3+   =   51-70% (ประสิทธิภาพด)ี 
  4+   =   71-100% (ประสิทธิภาพดีเยี่ยม) 
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 จากตารางที่ 15  แสดงใหเห็นวา  ชุดการทดลองที่มีการเติมแบคทีเรียผสมมีความสามารถใน
การกําจัดสารประกอบไนโตรเจนสูงกวาชุดควบคุม  โดยมีประสิทธิภาพดีเย่ียม  (4+)  ในขณะที่ชุด
ควบคุมมีประสิทธิภาพพอใชในการกําจัดสารดังกลาว  นอกจากนี้ยังพบวาชุดการทดลองที่มีการเติม
แบคทีเรียผสมมีความสามารถในกําจัดฟอสเฟตไดดีเทากับชุดควบคุม  
 
3. ความสามารถของแบคทีเรียผสมในการบําบัดข้ีเลนเปรียบเทียบกับวิธีการบําบัดของเสียวิธี
อ่ืนในบอเลี้ยงกุงจําลอง 
 3.1 พีเอชของขี้เลนทีบ่ําบดัดวยวิธีการแตกตางกัน 

จากการวัดพีเอชในชวงเร่ิมตนการทดลองของขี้เลนในบอเลี้ยงกุงกุลาดําจําลองของชุดควบคุม
และชุดการทดลองในการทดลองรอบที่ 1 มีคาอยูระหวาง 7.19 + 0.17 ถึง 7.41 + 0.14 ซึ่งไมมีความ
แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p < 0.05) ระหวางกัน  ซึ่งพีเอชของขี้เลนในชุดควบคุมที่ทําการตาก
แดดของชวงเริ่มตนมีคาเทากับ 7.19 + 0.17 แลวลดลงเหลือ 6.77 + 0.14  ในวันที่ 3 ของการทดลอง 
สวนบอที่ 5 ที่ทําการตากแดดรวมกับการเติมโพรไบโอติกและบอที่ 6 ที่ทําการตากแดดรวมกับการเติม
โพรไบโอติกและการพลิกเลนมีพีเอชลดลงเล็กนอยในวันที่ 3 ของการทดลอง และมีความแตกตางอยาง
มีนัยสําคัญทางสถิติ (p > 0.05) กับชวงเริ่มตนการทดลอง  สําหรับบอที่ 3 ที่ทําการตากแดดรวมกับการ
เติมปูนขาวและการพลิกเลน และบอที่ 4 ที่ทําการตากแดดรวมกับการโรยปูนขาวมีพีเอชลดลงเล็กนอย
ในวันที่ 9 ของการทดลอง และมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p > 0.05) กับชวงเริ่มตนการ
ทดลอง  ขณะที่บอที่ 2 ที่ที่ทําการตากแดดรวมกับการพลิกเลนมีพีเอชลดลงจาก 7.38 ± 0.06 เหลือ 
6.62 ± 0.15 ในวันที่ 15 ของการทดลอง ซึ่งมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p < 0.05) กับ
ชวงเริ่มตนการทดลอง  ดังแสดงในตารางที่ 16             
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ตารางที่ 16 พีเอชของขี้เลนที่บําบัดดวยวิธีการตางกันในการทดลองรอบที่ 1  
 
วันที่ทําการ
ทดลอง 

ตากแดด 
ตากแดด+ 
พลิกเลน 

ตากแดด+โรยปูน
ขาว+พลิกเลน 

ตากแดด+ 
โรยปูนขาว 

ตากแดด+ 
โพรไบโอติก 

ตากแดด+ 
โพรไบโอติก+พลิกเลน 

0 7.19±0.17a,2 7.38±0.06a,3 7.41±0.14a,2 7.39±0.11a,2 7.34±0.06a,2 7.28±0.13a,2 

3 6.77±0.14a,1 7.19±0.07b,2 7.55±0.11c,2 7.44±0.08bc,2 7.14±0.08b,1 6.68±0.02 a,1 

6 6.69±0.08a,1 7.02±0.06b,2 7.43±0.05cd,2 7.53±0.10d,2 7.13±0.11b,1 6.62±0.13a,1 

9 6.74±0.17ab,1 7.01±0.09bc,2 7.22±0.11c,1 7.16±0.08c,1 6.92±0.02bc,1 6.54±0.14a,1 

12 6.66±0.21a,1 7.13±0.12b,2 7.30±0.02b,1 7.14±0.09b,1 6.99±0.04b,1 6.51±0.10 a,1 

15 6.67±0.16ab,1 6.62±0.15ab,1 7.24±0.07c,1 7.08±0.07c,1 6.99±0.04 bc,1 6.46±0.13a,1 

 
หมายเหตุ   ตัวอักษรภาษาอังกฤษที่แตกตางกันในแนวนอนแสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p < 0.05) 
 ตัวเลขที่แตกตางกันในแนวตั้งแสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p < 0.05) 
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สําหรับการทดลองรอบที่ 2  โดยการนําขี้เลนที่ผานการบําบัดจากชุดการทดลองรอบที่ 1 มา
บําบัดตอดวยวิธีการเดิมภายหลังจากมีการเติมนํ้าจากนากุงและทิ้งไวเปนเวลาประมาณ 10 วัน  แลววัด
พีเอชพบวาพีเอชในชวงเริ่มตนการทดลองของขี้เลนในชุดควบคุมและชุดการทดลองในการทดลองรอบที่ 
2 มีคาเพิ่มขึ้นจากการทดลองรอบที่ 1 โดยมีคาอยูในชวง 7.06 ± 0.10 ถึง 7.52 ± 0.20   ซึ่งไมมีความ
แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p > 0.05) กับชวงเริ่มตนการทดลอง   เม่ือสิ้นสุดการทดลอง (วันที่ 
15) พีเอชของบอที่ 3 ที่ทําการตากแดดรวมกับการเติมปูนขาวและการพลิกเลน และบอที่ 4 ที่ทําการ
ตากแดดตากแดดรวมกับการเติมปูนขาวมีพีเอชคอนขางเปนกลาง  ซึ่งมีคาเทากับ 7.39 + 0.16 และ 
7.07 + 0.05 ตามลําดับ  ขณะที่ชุดการทดลองอื่นมีพีเอชเปนกรดเล็กนอย  ซึ่งมีคาอยูระหวาง 6.46 + 
0.07 ถึง 6.71 + 0.09 ดังแสดงในตารางที่ 17    
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ตารางที่ 17 พีเอชของขี้เลนที่บําบัดดวยวิธีการตางกันในการทดลองรอบที่ 2 

  
วันที่ทําการ
ทดลอง 

ตากแดด 
ตากแดด+ 
พลิกเลน 

ตากแดด+ 
โรยปูนขาว+พลิกเลน 

ตากแดด+ 
โรยปูนขาว 

ตากแดด+   
โพรไบโอติก 

ตากแดด+ 
โพรไบโอติก+พลิกเลน 

0 7.19±0.15a,2 7.06±0.10a,3 7.52±0.11ab,2 7.52±0.20ab,2 7.22±0.05a,2 7.25±0.12a,2 

3 6.66±0.26a,1 6.75±0.10a,2 7.47±0.07b,12 7.26±0.17b,12 6.64±0.13a,12 6.80±0.13a,1 

6 6.43±0.07a,1 6.66±0.08b,2 7.41±0.10c,12 7.32±0.06c,12 6.48±0.12a,12 6.56±0.09ab,1 

9 6.43±0.08ab,1 6.25±0.09a,1 7.28±0.10d,1 7.04±0.03c,1 6.27±0.16a,1 6.62±0.17b,1 

12 6.51±0.08a,1 6.16±0.11a,1 7.41±0.09b,12 7.31±0.15b,12 6.69±0.13a,2 6.51±0.12a,1 

15 6.55±0.13a,1 6.71±0.09ab,2 7.39±0.16c,12 7.07±0.05bc,1 6.46±0.07a,1 6.56±0.15a,1 

 
หมายเหตุ   ตัวอักษรภาษาอังกฤษที่แตกตางกันในแนวนอนแสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p < 0.05) 
 ตัวเลขที่แตกตางกันในแนวตั้งแสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p < 0.05) 
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 3.2 ปริมาณอินทรียวัตถขุองข้ีเลนที่บาํบัดดวยวิธีการแตกตางกัน  
 ปริมาณอินทรียวัตถุของชุดควบคุมและชุดทดลองในวันเริ่มตนการทดลองมีคาอยูระหวาง 1.70 
+ 0.05% ถึง 1.79 + 0.07% ซึ่งไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p > 0.05) ระหวางกัน  
เม่ือสิ้นสุดการทดลองพบวาอินทรียวัตถุของชุดควบคุมและชุดทดลองมีแนวโนมเพ่ิมขึ้นจากชวงเริ่มตน
การทดลอง  ดังแสดงในตารางที่ 18  
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ตารางที่ 18 ปริมาณอินทรียวัตถุของขี้เลนที่บําบัดดวยวิธีการแตกตางกันในการทดลองรอบที่ 1 
 
วันที่ทําการ
ทดลอง 

ตากแดด 
ตากแดด+ 
พลิกเลน 

ตากแดด+ 
โรยปูนขาว+พลิกเลน 

ตากแดด+ 
โรยปูนขาว 

ตากแดด+   
โพรไบโอติก 

ตากแดด+ 
โพรไบโอติก+พลิกเลน 

0 1.79±0.07a,1 1.77±0.04a,1 1.74±0.11a,1 1.76±0.02a,1 1.70±0.05a,1 1.79±0.06a,1 

3 2.89±0.03a,3 3.03±0.08a,3 2.93±0.09a,3 3.04±0.10a,4 2.99±0.13a,4 3.38±0.13b,4 

6 2.15±0.06a,2 2.59±0.02bc,2 2.67±0.09c,2 2.53±0.08b,3 2.56±0.07bc,3 2.68±0.03c,2 

9 2.15±0.06a,2 2.58±0.02cd,2 2.51±0.04 c,2 2.09±0.02a,2 2.27±0.06b,2 2.64±0.04d,2 

12 3.37±0.03b,4 3.31±0.10ab,4 3.16±0.11a,4 3.17±0.12a,4 3.39±0.16b,5 3.12±0.06a,3 

15 4.13±0.06a,5 4.36±0.03b,5 4.56±0.07c,5 4.32±0.08b,5 4.26±0.03b,6 4.33±0.08b,5 

 
หมายเหตุ   ตัวอักษรภาษาอังกฤษที่แตกตางกันในแนวนอนแสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p < 0.05) 
 ตัวเลขที่แตกตางกันในแนวตั้งแสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p < 0.05) 
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 สําหรับการทดลองรอบที่ 2  โดยการนําขี้เลนที่ผานการบําบัดจากชุดการทดลองรอบที่ 1 มา
บําบัดตอดวยวิธีการเดิมภายหลังจากมีการเติมนํ้าจากนากุงและทิ้งไวเปนเวลาประมาณ 10 วัน  แลว
วิเคราะหปริมาณอินทรียวัตถุพบวา ปริมาณอินทรียวัตถุของชุดควบคุมและชุดทดลองในวันเริ่มตนการ
ทดลองมีคาอยูระหวาง 1.47 + 0.02% ถึง 1.56 + 0.06% และมีแนวโนมเพ่ิมขึ้นจากชวงเริ่มตนการ
ทดลองเชนเดียวกับการทดลองรอบที่ 1 ดังแสดลในตารางที่ 19   
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ตารางที่ 19 ปริมาณอินทรียวัตถุของขี้เลนที่บําบัดดวยวิธีการแตกตางกันในการทดลองรอบที่ 2  
 
วันที่ทําการ
ทดลอง 

ตากแดด 
ตากแดด+ 
พลิกเลน 

ตากแดด+ 
โรยปูนขาว+พลิกเลน 

ตากแดด+ 
โรยปูนขาว 

ตากแดด+   
โพรไบโอติก 

ตากแดด+ 
โพรไบโอติก+พลิกเลน 

0 1.51±0.04a,1 1.47±0.02a,1 1.49±0.11a,1 1.49±0.02a,1 1.56±0.06a,1 1.52±0.06a,1 

3 2.35±0.03a,2 2.56±0.01c,2 2.48±0.05b,2 2.46±0.03b,2 2.46±0.01b,2 2.64±0.02d,2 

6 2.78±0.09a,3 3.05±0.07b,3 2.83±0.12a,3 2.94±0.12ab,4 2.85±0.10ab,23 2.91±0.12ab,3 

9 2.69±0.12ab,3 2.71±0.02ab,4 2.61±0.02a,2 2.70±0.02ab,3 2.87±0.05bc,23 2.99±0.02c,3 

12 3.08±0.06ab,4 3.48±0.11d,5 3.19±0.14bc,4 3.30±0.13cd,5 3.16±0.13bc,3 2.97±0.05a,3 

15 4.36±0.06a,5 4.64±0.04a,6 4.23±0.12a,5 4.48±0.12a,6 4.17±0.13a,4 4.53±0.08a,4 

 
หมายเหตุ   ตัวอักษรภาษาอังกฤษที่แตกตางกันในแนวนอนแสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p < 0.05) 
 ตัวเลขที่แตกตางกันในแนวตั้งแสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p < 0.05) 
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 3.3 แบคทีเรียกลุม Vibrios จากข้ีเลนในบอเลี้ยงกุงจําลองที่บําบัดดวยวิธีการตางกัน 
  จากการบําบัดขี้เลนจากนากุงในบอเลี้ยงกุงจําลองดวยวิธีการตาง ๆ ในชุดการทดลองรอบที่ 1  

พบวาปริมาณแบคทีเรียกลุม Vibrios จะลดลงในทุกบอที่ทําการบําบัด  โดยพบปริมาณเชื้อกลุม Vibrios 
ไดในวันที่ 0 และ 3  ของการทดลอง  ซึ่งในวันที่ 6, 9, 12 และ 15 ของการทดลองไมสามารถตรวจพบ
การเจริญของแบคทีเรียกลุม Vibrios บนอาหาร TCBS agar ดังแสดงในตารางที่ 20 สําหรับการทดลอง
รอบที่ 2 ตรวจไมพบการเจริญของแบคทีเรียกลุม Vibrios 
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ตารางที่ 20  ปริมาณแบคทีเรียกลุม Vibrios (การทดลองรอบที่ 1)      
  

ปริมาณแบคทีเรียกลุม Vibrios (x102 CFU/g) 
วันที่ทําการ
ทดลอง ตากแดด 

ตากแดด+ 
พลิกเลน 

ตากแดด+ 
โรยปูนขาว+พลิกเลน 

ตากแดด+ 
โรยปูนขาว 

ตากแดด+ 
โพรไบโอติก 

ตากแดด+ 
โพรไบโอติก+พลิกเลน 

0 2.15±0.15a,3 1.65±0.21a,2 1.55±0.37a,3  1.47±0.57a,2  2.05±0.43a,3  1.90±0.28a,3  
3 1.60±0.18d,2 1.35±0.07c,2  0.85±0.21b,2  1.65±0.21d,2  1.03±0.06b,2  0.35±0.07a,2 
6 0±0a,1 0±0a,1  0±0 a,1 0±0a,1   0±0a,1 0±0a,1  
9 0±0a,1 0±0a,1 0±0a,1  0±0a,1   0±0a,1  0±0a,1  
12 0±0a,1  0±0a,1 0±0a,1  0±0a,1 0±0a,1  0±0a,1  
15 0±0a,1  0±0a,1 0±0a,1  0±0a,1   0±0a,1  0±0a,1  

 
หมายเหตุ   ตัวอักษรภาษาอังกฤษที่แตกตางกันในแนวนอนแสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p < 0.05) 
 ตัวเลขที่แตกตางกันในแนวตั้งแสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p < 0.05) 
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 เม่ือจัดจําแนกแบคทีเรียกลุม Vibrios พบวาในวันที่ 0 และ 3 ของการทดลองในรอบที่ 1 
สามารถจําแนกไดเปน V. parahaemolyticus  ในทุกตัวอยางขี้เลนที่นํามาทําการวิเคราะห  โดยพบใน
ปริมาณที่ลดลง สําหรับในวันที่ 3 ของการทดลองในบอ 6 ที่ทําการบําบัดดวยการตากแดดรวมกับการ
เติมโพรไบโอติกและการพลิกเลนตรวจไมพบ V. parahaemolyticus  ดังแสดงในตารางที่ 21 
 
ตารางที่ 21 ปริมาณ V. parahaemolyticus ในตัวอยางขี้เลนที่บําบัดดวยวิธีการตางกันในการทดลอง 
  รอบที่ 1  
 
ชุดการ
ทดลอง 

พารามิเตอร วันที่ 0 วันที่ 3 วันที่ 6 วันที่ 9 วันที่ 12 วันที่ 15 

ปริมาณแบคทีเรีย (CFU/g) 22.5 17 0 0 0 0 
V. parahaemolyticus (CFU/g) 3.0 3.5 0 0 0 0 0 
V. parahaemolyticus (%) 13.33 20.59 0 0 0 0 
ปริมาณแบคทีเรีย (CFU/g) 13.5 13.5 0 0 0 0 
V. parahaemolyticus (CFU/g) 4.5 2.5 0 0 0 0 2 
V. parahaemolyticus (%) 33.33 18.52 0 0 0 0 
ปริมาณแบคทีเรีย (CFU/g) 15.5 8.5 0 0 0 0 
V. parahaemolyticus (CFU/g) 5.5 1.5 0 0 0 0 3 
V. parahaemolyticus (%) 35.48 17.65 0 0 0 0 
ปริมาณแบคทีเรีย (CFU/g) 13.67 16.5 0 0 0 0 
V. parahaemolyticus (CFU/g) 3.3 3.0 0 0 0 0 4 
V. parahaemolyticus (%) 24.14 18.18 0 0 0 0 
ปริมาณแบคทีเรีย (CFU/g) 20.5 10.33 0 0 0 0 
V. parahaemolyticus (CFU/g) 5.0 1.0 0 0 0 0 5 
V. parahaemolyticus (%) 24.39 9.68 0 0 0 0 
ปริมาณแบคทีเรีย (CFU/g) 5.0 3.5 0 0 0 0 
V. parahaemolyticus (CFU/g) 1.0 0 0 0 0 0 6 
V. parahaemolyticus (%) 20.00 0 0 0 0 0 
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 3.4 แบคทีเรียกลุม Pseudomonads จากข้ีเลนในบอเลี้ยงกุงจําลองที่บําบัดดวยวิธีการ
ตางกัน 
 จากการบําบัดขี้เลนจากนากุงในบอเลี้ยงกุงจําลองดวยวิธีการตาง ๆ ในชุดการทดลองรอบที่ 1  
พบวาปริมาณแบคทีเรียกลุม Pseudomonads จะลดลงในทุกบอที่ทําการบําบัด  โดยในบอ 3 ที่ทําการ
บําบัดดวยการตากแดดรวมกับการโรยปูนขาวและการพลิกเลน  และบอ 6 ที่ทําการบําบัดดวยการตาก
แดดรวมกับการเติมโพรไบโอติกและการพลิกเลนมีปริมาณของแบคทีเรียกลุม Pseudomonads ลดลง
มากกวาการบําบัดดวยวิธีการอ่ืน ๆ ดังแสดงในตารางที่ 22 และปริมาณแบคทีเรียกลุม Pseudomonads  
ในตัวอยางขี้เลนที่ระยะเวลาตาง ๆ ที่ทําการทดลองมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ  
(p < 0.05) สําหรับปริมาณแบคทีเรียกลุม Pseudomonads ในตัวอยางขี้เลนที่ทําการบําบัดดวยวิธีการ
ทั้ง 6 วิธีที่เวลาเดียวกันไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ (p > 0.05) 
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ตารางที่ 22  ปริมาณแบคทีเรียกลุม Pseudomonads (การทดลองรอบที่ 1)   
 

ปริมาณแบคทีเรียกลุม Pseudomonads (x103 CFU/g) 
วันที่ทําการ
ทดลอง ตากแดด 

ตากแดด+ 
พลิกเลน 

ตากแดด+ 
โรยปูนขาว+พลิกเลน 

ตากแดด+ 
โรยปูนขาว 

ตากแดด+   
โพรไบโอติก 

ตากแดด+ 
โพรไบโอติก+พลิกเลน 

0 6.53±0.78a,2 7.25±0.67a,2 8.75±1.63a,3 9.15±1.20a,4 9.45±2.05a,3 8.77±1.50a,4 

3 14.87±0.38d,5 16.33±0.66e,3 14.07±0.67 cd,4 8.41±0.71 b,3 9.36±0.89c,3 4.47±1.04a,3 

6 11.24±0.42c,4 3.87±1.88a,1 6.75±1.27b,2 3.92±2.12a,2 3.67±2.06a,12 2.11±0.85a,2 

9 4.85±1.34e,1 3.5±0.66d,1 0.75±0.35a,1 1.17±0.25ab,1 2.1±0.44bc,1 2.6±1.63cd,2 

12 8.15±0.35e,3 6.67±0.61d,2 1.51±0.42a,1 1.21±0.42a,1 4.67±0.74c,2 2.65±0.21b,2 

15 4.75±1.20c,1 2.95±0.78b,1 1.03±0.28a,1 3.03±0.42b,2 3.75±0.07b,12 0.60±02a,1 

 
หมายเหตุ   ตัวอักษรภาษาอังกฤษที่แตกตางกันในแนวนอนแสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p < 0.05) 
 ตัวเลขที่แตกตางกันในแนวตั้งแสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p < 0.05) 
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 สําหรับการทดลองรอบที่ 2  โดยการนําขี้เลนที่ผานการบําบัดจากชุดการทดลองรอบที่ 1   มา
บําบัดตอดวยวิธีการเดิมภายหลังจากมีการเติมนํ้าจากนากุงและทิ้งไวเปนเวลาประมาณ 10 วัน  พบวา
แบคทีเรียกลุม Pseudomonads  ในบอ 3 ที่ทําการบําบัดดวยการตากแดดรวมกับการโรยปูนขาวและ
การพลิกเลนมีปริมาณลดลง  และบอ 6 ที่ทําการบําบัดดวยการตากแดดรวมกับการเติมโพรไบโอติกและ
การพลิกเลน  พบวาตั้งแตวันที่ 9, 12 และ 15 ของการทดลอง  ตรวจไมพบแบคทีเรียกลุม 
Pseudomonads ดังแสดงในตารางที่ 23 นอกจากนี้ปริมาณแบคทีเรียกลุม Pseudomonads ในตัวอยาง
ขี้เลนที่ระยะเวลาตางกันไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p < 0.05)  และปริมาณ
แบคทีเรียกลุม Pseudomonads  ในตัวอยางขี้เลนที่ทําการบําบัดดวยวิธีการตางๆ ทั้ง 6 วิธีที่เวลา
เดียวกันมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p < 0.05)  
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ตารางที่ 23   ปริมาณแบคทีเรียกลุม Pseudomonads (การทดลองรอบที่ 2) 
 

ปริมาณแบคทีเรียกลุม Pseudomonads (x103 CFU/g) 
วันที่ทําการ
ทดลอง ตากแดด 

ตากแดด+พลกิ
เลน 

ตากแดด+โรยปูน
ขาว+พลิกเลน 

ตากแดด+โรยปูน
ขาว 

ตากแดด +   
โพรไบโอติก 

ตากแดด+ 
โพรไบโอติก+พลิก

เลน 
0 6.80±2.07a,23 9.77±1.06a,2 8.70±1.95a,3 8.12±1.65a,2 11.03±1.27a,2 8.47±0.25a,3 
3 5.63±1.07 ab,12 13.11±1.14c,3 3.57±0.95a,12 4.51±0.89a,1 7.13±1.50b,2 7.43±1.52b,3 
6 13.20±0.95c,5 4.33±0.65a,1 4.07±0.61a,12 7.33±0.96b,2 8.97±2.72b,2 2.17±0.57a,2 
9 7.93±0.67b,34 6.32±0.96b,1 8.50±0.31b,3 10.5±0.92c,2 2.23±0.61a,1 0±0a,1 
12 4.02±0.62c,1 7.31±0.4d,1 4.63±0.71c,2 9.17±1.21e,2 1.73±0.12b,1 0±0a,1 
15 9.51±0.72d,4 6.37±0.95c,1 2.33±0.41b,1 3.3±0.4b,1 2.50±0.28b,1 0±0a,1 

 
หมายเหตุ   ตัวอักษรภาษาอังกฤษที่แตกตางกันในแนวนอนแสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p < 0.05) 
 ตัวเลขที่แตกตางกันในแนวตั้งแสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p < 0.05) 
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 เม่ือจัดจําแนกแบคทีเรียกลุม Pseudomonads  พบวาทุกบอที่ทําการบําบัดในการทดลองรอบที่ 
1 สามารถจัดจําแนกเปน  Pseudomonas aeruginosa  และแบคทีเรียชนิดนี้มีแนวโนมลดลงตลอด
ระยะเวลาการทดลอง  โดยวันที่ 15 ของการทดลองตรวจไมพบ Ps. aeruginosa ในบอที่ 3 ที่ทําการ
บําบัดดวยการตากแดดรวมกับการโรยปูนขาวและการพลิกเลนมีปริมาณลดลง  และบอ 6 ที่ทําการ
บําบัดดวยการตากแดดรวมกับการเติมโพรไบโอติกและการพลิกเลน ดังแสดงในตารางที่ 24    
 
ตารางที่ 24  ปริมาณ Ps. aeruginosa ในตัวอยางขี้เลนที่บําบัดดวยวิธีการตางกันในการทดลอง 
   รอบที่ 1  
 
ชุดการ
ทดลอง 

พารามิเตอร วันที่ 0 วันที่ 3 วันที่ 6 วันที่ 9 วันที่ 12 วันที่ 15 

ปริมาณแบคทีเรีย (x103 CFU/g) 6.53 14.87 11.20  4.85 8.15 4.75 
Ps. aeruginosa (x103 CFU/g) 1.73 4.30 4.95 0.95 1.60 0.55 0 
Ps. aeruginosa (%) 26.49 28.92 44.20 19.59 19.63 11.58 
ปริมาณแบคทีเรีย (x103 CFU/g) 7.25 16.30 3.87 3.50 6.67 2.95 
Ps. aeruginosa (x103 CFU/g) 3.55 5.60 0.73 0.70 1.00 0.20 2 
Ps. aeruginosa (%) 48.97 34.36 18.86 20.00 14.99 6.78 
ปริมาณแบคทีเรีย (x103 CFU/g) 8.75 14.07 6.70 0.75 1.50 1.00 
Ps. aeruginosa (x103 CFU/g) 3.05 4.97 0.85 0.00 0.03 0.00 3 
Ps. aeruginosa (%) 34.86 35.33 12.69 0.00 2.00 0.00 
ปริมาณแบคทีเรีย (x103 CFU/g) 17.25 8.40 3.90 1.17 1.20 3.03 
Ps. aeruginosa (x103 CFU/g) 6.80 3.33 0.50 0.27 0.10 0.20 4 
Ps. aeruginosa (%) 39.42 39.64 12.82 23.08 8.33 6.60   
ปริมาณแบคทีเรีย (x103 CFU/g) 14.45 9.36 3.67 2.10 4.67 3.75 
Ps. aeruginosa (x103 CFU/g) 5.55 3.90 0.67 0.27 0.43 0.15 5 
Ps. aeruginosa (%) 38.41 24.89 18.26 12.86 9.21 4.00 
ปริมาณแบคทีเรีย (x103 CFU/g) 15.77 4.47 2.10 2.60 2.65 0.60 
Ps. aeruginosa (x103 CFU/g) 4.10 1.13 0.30 0.25 0.05 0.00 6 
Ps. aeruginosa (%) 26.00 25.28 14.29 9.61 1.89 0 

 
 สําหรับการทดลองรอบที่ 2 พบวาปริมาณของ Ps. aeruginosa มีแนวโนมลดลงเชนเดียวกับ
การทดลองรอบที่ 1 โดยจะเห็นไดวาในการบําบัดบอที่ 5 ที่ทําการตากแดดรวมกับการเติมโพรไบโอติก 
และบอ 6 ที่ทําการบําบัดดวยการตากแดดรวมกับการเติมโพรไบโอติกและการพลิกเลนตรวจไมพบ
แบคทีเรียชนิดนี้ตั้งแตวันที่ 9 ของการทดลอง  นอกจากนั้นบอที่ 3 ที่ทําการบําบัดดวยการตากแดด
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รวมกับการโรยปูนขาวและการพลิกเลนยังตรวจไมพบ Ps. aeruginosa ในวันที่ 15 ของการทดลอง ดัง
แสดงในตารางที่ 25    
 
ตารางที่ 25  ปริมาณ Ps. aeruginosa ในตัวอยางขี้เลนที่บําบัดดวยวิธีการตางกันในการทดลอง 
   รอบที่ 2 
 

ชุดการ
ทดลอง 

พารามิเตอร วันที่ 0 วันที่ 3 วันที่ 6 วันที่ 9 วันที่ 12 วันที่ 15 

ปริมาณแบคทีเรีย (x103 CFU/g) 6.80 5.63 13.20 7.93 4.00 9.50 
Ps. aeruginosa (x103 CFU/g) 0.43 0.37 1.10 0.43 0.20 0.10 0 
Ps. aeruginosa (%) 6.32 6.57 8.33 5.42 5.00 1.05 
ปริมาณแบคทีเรีย (x103 CFU/g) 12.77 17.1 4.33 6.30 7.30 6.37 
Ps. aeruginosa (x103 CFU/g) 1.07     1.37 0.30 0.33 0.17 0.03 2 
Ps. aeruginosa (%) 8.38 8.01 6.93 5.24 2.33 0.47 
ปริมาณแบคทีเรีย (x103 CFU/g) 8.70 3.57 4.07 8.50 4.63 2.33 
Ps. aeruginosa (x103 CFU/g) 0.73 0.27 0.23 0.20 0.03 0.00 3 
Ps. aeruginosa (%) 8.39 7.56 5.65 2.35 0.65 0.00 
ปริมาณแบคทีเรีย (x103 CFU/g) 24.00 4.50 7.33 14.50 9.17 3.30 
Ps. aeruginosa (x103 CFU/g) 3.67 0.37 0.40 0.70 0.20 0.03 4 
Ps. aeruginosa (%) 15.29 8.22 5.45 4.83 2.18 0.91 
ปริมาณแบคทีเรีย (x103 CFU/g) 3.00 7.13 18.97 0.00 1.73 2.50 
Ps. aeruginosa (x103 CFU/g) 0.27 0.60 1.27 0.00 0.00 0.00 5 
Ps. aeruginosa (%) 9.00 8.42 6.69 0.00 0.00 0.00 
ปริมาณแบคทีเรีย (x103 CFU/g) 1.67 7.43 2.17 0.00 0.00 0.00 
Ps. aeruginosa (x103 CFU/g) 0.10 0.20 0.03 0.00 0.00 0.00 6 
Ps. aeruginosa (%) 5.99 2.69 1.38 0.00 0.00 0.00 

 
 
4. ความสามารถของแบคทีเรียผสมตอการเปลี่ยนแปลงปริมาณของแบคทีเรีย การเจริญเติบโต
และคุณภาพน้ําในบอเลี้ยงกุงกุลาดํา 

การศึกษาผลของแบคทีเรียโพรไบโอติกตอการเปลี่ยนแปลงปริมาณของแบคทีเรียและการ
เจริญเติบโตของกุงกุลาดํา โดยเปรียบเทียบรูปแบบของเซลลมีชีวิต (Live-sprayed) กับเซลลแชแข็ง 
(Freeze-dried) ที่มีผลตอการเปลี่ยนแปลงของแบคทีเรียประจําถิ่นและการเจริญเติบโตของกุงกุลาดํา
โดยใหผลการทดลองดังนี้ 
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 4.1 ปริมาณแบคทเีรียในอาหารกุงกุลาดํา 
  อาหารกุงกุลาดําที่ไมเติมโพรไบโอติก (อาหารควบคุม) มีปริมาณแบคทีเรียทั้งหมด 1.64 ± 
1.27 x 101 CFU/g  โดยพบ Bacillus ในปริมาณนอย (10 CFU/g) ในขณะที่อาหารที่เติมแบคทีเรีย 
โพรไบโอติกรูปแบบเซลลมีชีวิตและเซลลแชแข็งมีปริมาณแบคทีเรียทั้งหมด 6.29 ± 8.51 x 109 และ 
7.40 ± 5.10 x 108 CFU/g ตามลําดับ และพบ Bacillus ในปริมาณมากซึ่งอาหารที่เติมแบคทีเรีย 
โพรไบโอติกรูปแบบเซลลมีชีวิตและเซลลแชแข็งมี Bacillus เทากับ 8.44 ± 2.99 x 108 และ 2.27 ± 
1.37 x 108 CFU/g ตามลําดับ ตลอดระยะเวลาการเก็บรักษาอาหารกุงกุลาดําที่อุณหภูมิ 4 °C เปน
ระยะเวลา 1 เดือน พบวาอาหารกุงกุลาดํามีปริมาณแบคทีเรียทั้งหมดลดลงเล็กนอย โดยอาหารที่เติม
แบคทีเรียโพรไบโอติกรูปแบบเซลลมีชีวิตและเซลลแชแข็งมีปริมาณแบคทีเรียทั้งหมด 1.02 ± 5.21 x 
109 และ 2.87 ± 17.95 x 108 CFU/g ตามลําดับ และในอาหารที่เติมแบคทีเรียโพรไบโอติกรูปแบบเซลล
มีชีวิตและเซลลแชแข็งพบ Bacillus เทากับ 5.64 ± 7.14 x 108 และ 1.44 ± 12.49 x 108 CFU/g 
ตามลําดับ ซึ่งปริมาณแบคทีเรียโพรไบโอติกลดลงรอยละ 33.18 และ 36.56 ตามลําดับ  
 
 4.2 คุณภาพน้ําที่ใชเลีย้งกุงกุลาดํา 
  จากการศึกษาคุณภาพน้ําที่ใชเลี้ยงกุงกุลาดําในแตละกลุมทดลอง พบวาไมมีความแตกตางกัน
อยางมีนัยสําคัญ (p > 0.05) ในแตละกลุมทดลอง ตลอดระยะเวลาการทดลอง  ซึ่งปริมาณไนไทรตและ
ไนเทรตเพิ่มมากขึ้น แตไมเกินระดับที่เปนพิษตอกุงกุลาดํา ขณะที่พีเอช อุณหภูมิ ความเค็ม ปริมาณ
ของแข็งที่ละลายในน้ําและปริมาณออกซิเจนที่ละลายในน้ํามีคาคอนขางคงที่และอยูในระดับที่ยอมรับได
สําหรับการเพาะเลี้ยงสัตวน้ํา  ดังแสดงในตารางที่ 26   
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ตารางที่ 26  คุณภาพน้ําที่ใชในการเลีย้งกุงกุลาดํา 

ชุดการทดลอง พีเอช อุณหภูมิ (°C) ความเค็ม (ppt) NO-
2 (mg/l) NO-

3 (mg/l) DO (mg/l) TDS (mg/l) 

Control 8.67-9.01 26-29 10-12 0.08-1.89 0.108-0.240 8.7-10.1 10-12 
Live-sprayed 8.79-9.06 26-29 10-12 0.09-1.71 0.109-0.241 8.5-10.2 10-12 
Freeze-dried 8.83-9.04 26-29 10-12 0.09-1.86 0.109-0.241 8.3-10.2 10-12 
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 4.3 การเจริญเติบโตของกุงกุลาดํา 
  จากการผสมแบคทีเรียผสมทั้ง 6 ชนิดลงในอาหารเลี้ยงกุงกุลาดํา แลวนํามาเลี้ยงกุงกุลาดําเปน
เวลา 90 วัน พบวากุงกุลาดํากลุมที่ไดรับโพรไบโอติกรูปแบบเซลลมีชีวิตและเซลลแชแข็งมีน้ําหนักเฉลี่ย
เทากับ 8.26 ± 1.09 และ 8.10 ± 0.21 กรัม ตามลําดับ ซึ่งไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทาง
สถิติ (p > 0.05) ระหวางสองกลุมการทดลอง แตมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p < 0.05) 
กับกลุมควบคุมที่มีน้ําหนักเทากับ 6.37 + 0.11 กรัม  ดังภาพที่  7   สําหรับกุงกุลาดํากลุมที่ไดรับโพร- 
ไบโอติกรูปแบบเซลลมีชีวิตและเซลลแชแข็งมีความยาวเฉลี่ยเทากับ 10.20 + 0.42 และ 10.04 + 0.15 
เซนติเมตร ตามลําดับ  ซึ่งไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p > 0.05) ระหวางกัน แตมี
ความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p < 0.05) กับกลุมควบคุมที่มีคาเทากับ 9.21 + 0.13 
เซนติเมตร ดังแสดงในภาพที่ 8 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 7  น้ําหนักกุงกุลาดําตลอดระยะเวลาการทดลอง 90 วัน 
หมายเหตุ อักษรภาษาอังกฤษทีเ่หมือนกันแสดงวาไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิต ิ 
  (p > 0.05) 
 
 
 
 
 
 

0.00
1.00
2.00
3.00
4.00
5.00
6.00
7.00
8.00
9.00

0 15 30 45 60 75 90
เวลา (วัน)

น้ํา
หน

ัก (
กรั
ม)

Control Live-sprayed Freeze-dried

a a a 
a 

a a 
a 

a a a 
a a 

a 
b 

ab 

a 

b b 

a 

b b 



 78 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 8  ความยาวของกุงกุลาดําตลอดระยะเวลาการทดลอง 90 วัน 
หมายเหตุ อักษรภาษาอังกฤษทีเ่หมือนกันแสดงวาไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิต ิ 
 (p > 0.05) 
 
 กุงกุลาดํากลุมที่ไดรับโพรไบโอติกรูปแบบเซลลมีชีวิตและเซลลแชแข็งมีอัตราการเจริญเติบโต
จําเพาะ (SGR) เทากับ 2.43 + 0.13 และ 2.25 + 0.03 ตามลําดับ ซึ่งไมมีความแตกตางกันอยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ (p > 0.05) ระหวางสองกลุมการทดลองนี้ แตมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทาง
สถิติ (p < 0.05) กับกลุมควบคุมที่มีคาเทากับ 1.94 + 0.01  ดังน้ันอาหารกุงกุลาดําที่เติมโพรไบโอ-
ติกสามารถทําใหอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะของกุงกุลาดํามีคาสูงขึ้นตลอดระยะเวลาการทดลอง 90 
วัน    นอกจากนี้กุงกุลาดํากลุมที่ไดรับโพรไบโอติกรูปแบบเซลลมีชีวิตและเซลลแชแข็งมีเปอรเซ็นต
น้ําหนักและความยาวที่เพิ่มขึ้นเทากับ 797.46 + 4.32, 106.48 + 3.26  และ 656.70 + 4.15, 100.73 + 
3.19 ตามลําดับ ซึ่งไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p > 0.05) ระหวางกัน  แตมีความ
แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p < 0.05) กับกลุมควบคุมที่มีคาเทากับ 473.42 + 3.16 และ 79.88 
+ 2.49 ตามลําดับ   
 กุงกุลาดํากลุมควบคุมมีน้ําหนักเพิ่มขึ้นรายวัน (ADG) เทากับ 0.058 + 0.001 กรัมตอวัน  ซึ่งมี
ความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p < 0.05) กับกุงกุลาดํากลุมที่ไดรับโพรไบโอติก โดยกุงกุลาดํา
กลุมที่ไดรับโพรไบโอติกรูปแบบเซลลมีชีวิตและเซลลแชแข็งมีน้ําหนักเพิ่มขึ้นรายวันเทากับ 0.081 + 
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0.001 และ 0.078 + 0.003 กรัมตอวัน และไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p > 0.05) 
ระหวางกัน   สําหรับอัตราการเปลี่ยนอาหารเปนเนื้อ (FCR) ของกุงกุลาดํากลุมควบคุมมีคาเทากับ 2.03 
+ 0.04 ซึ่งมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p < 0.05) กับกุงกุลาดํากลุมที่ไดรับโพรไบโอติก 
โดยกุงกุลาดํากลุมที่ไดรับโพรไบโอติกรูปแบบเซลลมีชีวิตและเซลลแชแข็งมีอัตราการเปลี่ยนอาหารเปน
เน้ือเทากับ 1.74 + 0.11 และ 1.84 + 0.04 ตามลําดับ ซึ่งอัตราการเปลี่ยนอาหารเปนเนื้อที่เหมาะสมตอ
การเลี้ยงกุงกุลาดําควรมีคาไมมากกวา 1.50  ดังน้ันโพรไบโอติกทั้งสองรูปแบบนี้สามารถชวยลดอัตรา
การเปลี่ยนอาหารเปนเนื้อของกุงกุลาดําไดอยางมีประสิทธิภาพ ดังตารางที่ 27 
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ตารางที่ 27  การเจริญเติบโตของกุงกุลาดํา 
 

Treatment 
Initial weight 

(g) 
Initial length 

(cm) 
Final weight  

(g) 
Final length 

(g) 
% Weight gain 

% Length  
gain 

% Specific 
Growth Rate 

(SGR) 

Average Daily 
Growth 
(ADG) 
g/day 

FCR 

 Control 1.11 ± 0.19a 5.13 ± 0.32a 6.37 ± 0.11b 9.21 ± 0.13b 473.42 ± 3.16b 79.88 ± 2.49b 1.94 ± 0.01b 0.058 ± 0.001b 2.03 ± 0.04b 
  Live-sprayed 0.92 ± 0.09a 4.94 ± 0.13a 8.26 ± 1.09a 10.20 ± 0.42a 797.46 ± 4.32a 106.48 ± 3.26a 2.43 ± 0.13a 0.081 ± 0.011a 1.74 ± 0.11a 
  Freeze-dried 1.07 ± 0.11a 4.99 ± 0.32a 8.10 ± 0.21a 10.04 ± 0.15a 656.70 ± 4.15a 100.73 ± 3.19a 2.25 ± 0.03a 0.078 ± 0.003a 1.84 ± 0.04a 

 
หมายเหตุ  อักษรภาษาอังกฤษที่เหมือนกันตามแนวตัง้แสดงวาไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิต ิ(p > 0.05) 
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 4.4 ปริมาณแบคทีเรียของกุงกุลาดํา 
 4.4.1 ปริมาณแบคทีเรียทั้งหมด  

 แบคทีเรียทั้งหมดใน Hepatopancreas ของกุงกุลาดําของกลุมควบคุมและกลุมที่ไดรับ 
โพรไบโอติกรูปแบบเซลลมีชีวิตและเซลลแชแข็งมีปริมาณเทากับ 6.20 + 15.23 – 7.20 + 11.10 x 106, 
10.4 + 16.20 – 12.30 + 23.32 x 106 และ 8.50 + 25.96 – 16.4 + 6.30 x 106 CFU/g ตามลําดับ    
ตลอดระยะเวลาการทดลองปริมาณแบคทีเรียทั้งหมดของทุกกลุมการทดลองคอนขางคงที่   สําหรับ
แบคทีเรียทั้งหมดในลําไสกุงกุลาดําของกลุมควบคุมและกลุมที่ไดรับโพรไบโอติกรูปแบบเซลลมีชีวิตและ
เซลลแชแข็งมีปริมาณเทากับ 5.30 + 15.28 - 8.3 + 9.36 x 106, 11.04 + 22.02 – 12.30 + 17.24 x 
106 และ 8.50 + 9.60 – 8.15 + 26.39 x 106 CFU/g ตามลําดับ    ซึ่งมีปริมาณลดลงในวันที่ 15 ของ
การทดลองแลวเพ่ิมขึ้นในวันที่ 30 ของการทดลอง   จากนั้นปริมาณแบคทีเรียทั้งหมดคอนขางคงที่
ตลอดระยะเวลาการทดลองในทุกชุดการทดลอง และตลอดระยะเวลาการทดลองปริมาณแบคทีเรีย
ทั้งหมดในน้ําที่ใชเลี้ยงกุงกุลาดํามีปริมาณเปลี่ยนแปลงจากวันเร่ิมตนการทดลองไมมากนัก โดยมี
แนวโนมเพ่ิมขึ้นในทุกกลุมการทดลอง   ซึ่งปริมาณแบคทีเรียทั้งหมดใน Hepatopancreas ลําไสและน้ํา
ที่ใชเลี้ยงกุงกุลาดําในทุกกลุมการทดลองไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ (p > 0.05) ดังภาพที่ 9 
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ภาพที่ 9  ปริมาณแบคทีเรยีทั้งหมดของกุงกุลาดําตลอดระยะเวลาการทดลอง 90 วัน 
  (A) Hepatopancreas  (B) ลําไส (Intestine)  (C) น้ําที่ใชเลีย้ง 
   
 4.4.2 ปริมาณแบคทีเรียกลุม Vibrios  
  แบคทีเรียกลุม Vibrios ใน Hepatopancreas ของกุงกุลาดําของกลุมที่ไดรับ 
โพรไบโอติกรูปแบบเซลล มีชี วิ ตและ เซลล แช แข็ ง มีปริมาณ เท ากับ  1 .30  + 3 .00  x 10 3 

 – 1.97 + 12.28 x 104 และ 1.40 + 3.00 x 103 – 4.45 + 7.50 x 104 CFU/g  ตามลําดับ  ซึ่งมีปริมาณ
ลดลงรอยละ 46.13 และ 34.86 ตามลําดับ จากวันเร่ิมตนการทดลอง โดยกลุมที่ไดรับโพรไบโอติกรูป
แบบเซลลมีชีวิตมีปริมาณแบคทีเรียกลุม Vibrios  ลดลงตั้งแตวันที่ 15 ของการทดลองและคงที่ตลอด
การทดลอง  ขณะที่กลุมที่ไดรับโพรไบโอติกรูปแบบเซลลแชแข็งมีปริมาณแบคทีเรียกลุม Vibrios  ตั้งแต
วันที่ 30 ของการทดลองและคงที่ตลอดการทดลองเชนเดียวกัน ซึ่งปริมาณแบคทีเรียกลุม Vibrios ที่พบ
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ใน Hepatopancreas ไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p > 0.05) ระหวางสองกลุมการ
ทดลองนี้  แตมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p < 0.05) กับกลุมควบคุมที่มีคาเทากับ 1.95 + 
21.20 x 104 –  9.65 + 12.50 x 105 CFU/g   ซึ่งมีแนวโนมเพ่ิมขึ้น   ขณะที่ปริมาณแบคทีเรียกลุม 
Vibrios ในลําไสกุงกุลาดําของกลุมที่ไดรับโพรไบโอติกรูปแบบเซลลมีชีวิตและเซลลแชแข็งมีแนวโนม
ลดลงเชนเดียวกับปริมาณแบคทีเรียกลุม Vibrios ใน Hepatopancreas ของกุงกุลาดํา  โดยมีปริมาณ
เทากับ 10.5 + 3.50 x 103 - 2.84 + 36.00 x 105 และ 1.80 + 8.00 x 103 – 9.10 + 5.61 x 104 CFU/g 
ตามลําดับ โดยมีปริมาณลดลงรอยละ 62.21 และ 34.89 ตามลําดับ จากวันเริ่มตนการทดลอง  ซึ่งกลุมที่
ไดรับโพรไบโอติกรูปแบบเซลลมีชีวิตมีปริมาณแบคทีเรียกลุม Vibrios ลดลงตั้งแตวันที่ 30 ของการ
ทดลอง  ขณะที่กลุมที่ไดรับโพรไบโอติกรูปแบบเซลลแชแข็งมีปริมาณลดลงตั้งแตวันที่ 15 ของการ
ทดลองและคงที่ตลอดการทดลอง  สวนแบคทีเรียกลุม Vibrios ในกลุมควบคุมมีปริมาณเทากับ 2.18 + 
14.20 x 104 - 9.85 + 2.50 x 105 เม่ือวิเคราะหคาทางสถิติพบวาแบคทีเรียกลุม Vibrios ในลําไสมีความ
แตกตางทางสถิติเชนเดียวกับแบคทีเรียกลุม Vibrios ใน Hepatopancreas ของกุงกุลาดํา ขณะที่
แบคทีเรียกลุม Vibrios ในน้ําที่ใชเลี้ยงกุงกุลาดําของกลุมที่ไดรับโพรไบโอติกรูปแบบเซลลมีชีวิตและ
เซลลแชแข็งมีแนวโนมลดลงเชนเดียวกับแบคทีเรียกลุม Vibrios ใน Hepatopancreas และลําไสของกุง
กุลาดํา โดยมีปริมาณเทากับ 3.33 + 4.71 x 102 – 2.20 + 17.66 x 103 และ 4.66 + 3.68 x 102 – 7.36 
+ 35.42 x 103 CFU/mL ตามลําดับ แตไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p > 0.05) ระหวาง
กลุมที่ไดรับโพรไบโอติกและกลุมควบคุม ดังภาพที่ 10 
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ภาพที่ 10  ปริมาณแบคทีเรียกลุม Vibrios ของกุงกุลาดําตลอดระยะเวลาการทดลอง 90 วัน 
  (A) Hepatopancreas  (B) ลําไส (Intestine)  (C) น้ําที่ใชเลีย้ง 
 
  4.4.3 ปริมาณ Bacillus spp.  
  ปริมาณ Bacillus ใน Hepatopancreas ของกุงกุลาดําของกลุมที่ไดรับโพรไบโอ- 
ติกรูปแบบเซลลมีชีวิตและเซลลแชแข็งมีคาเทากับ 1.53 + 5.44 x 103 – 2.60 + 6.00 x 106 และ 1.90 
+ 6.17 x 103 – 4.70 + 22.00 x 106 CFU/g ตามลําดับ และไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทาง
สถิติ (p > 0.05) ระหวางสองกลุมการทดลองนี้  แตมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p < 0.05) 
กับกลุมควบคุมที่มีคาเทากับ 17.33 + 11.26 – 4.10 + 1.00 x 103 CFU/g   ขณะที่ปริมาณ Bacillus ใน
ลําไสกุงกุลาดําของกลุมที่ไดรับโพรไบโอติกรูปแบบเซลลมีชีวิตและเซลลแชแข็งมีแนวโนมเพ่ิมขึ้น
เชนเดียวกับปริมาณ Bacillus ใน Hepatopancreas  ของกุงกุลาดํา  โดยมีปริมาณเทากับ 2.13 + 5.73 
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x 103 – 3.00 + 6.00 x 106 และ 1.60 + 11.43 x 103 – 5.00 + 14.00 x 106 CFU/g ตามลําดับ  ซึ่ง 
Bacillus ในHepatopancreas  และลําไสของกุงกุลาดําที่ไดรับโพรไบโอติกรูปแบบเซลลมีชีวิตและเซลล
แชแข็งมีปริมาณเพิ่มมากขึ้นตั้งแตวันที่ 15 ของการทดลอง และสูงสุดในวันที่ 30 ของการทดลองแลว
คอนขางคงที่จนสิ้นสุดการทดลอง และปริมาณ Bacillus ในน้ําที่ใชเลี้ยงกุงกุลาดําของกลุมที่ไดรับ 
โพรไบโอติกรูปแบบเซลลมีชีวิตและเซลลแชแข็งมีแนวโนมเพ่ิมขึ้นเชนเดียวกับปริมาณ Bacillus ใน 
Hepatopancreas และลําไสของกุงกุลาดํา โดยมีปริมาณเทากับ 7.33 + 3.68 x 102 – 1.43 + 4.03 x 
103 และ 7.50 + 5.50 x 102 – 1.57 + 3.85 x 103 CFU/g ตามลําดับ เม่ือวิเคราะหคาทางสถิติพบวา
ปริมาณ Bacillus ในลําไสและน้ําที่ใชเลี้ยงกุงกุลาดํามีความแตกตางทางสถิติเชนเดียวกับปริมาณ 
Bacillus ใน Hepatopancreas ของกุงกุลาดํา  ดังแสดงในภาพที่ 11 
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ภาพที่ 11  ปริมาณ Bacillus spp. ของกุงกุลาดําตลอดระยะเวลาการทดลอง 90 วัน 
 (A) Hepatopancreas  (B) ลําไส (Intestine)      (C) น้ําที่ใชเลี้ยง 
 
 
5. ยีนที่มีความสามารถในการผลิต Antimicrobial Peptide ของแบคทีเรีย 

จากการศึกษาคุณสมบัติของกลุมแบคทีเรียวามีคุณสมบัติครบทั้ง 4 ประการ  ในขั้นตอนตอไป
จะทําการศึกษาถึงคุณสมบัติพิเศษของแบคทีเรียแตละชนิด  จากการศึกษางานวิจัยที่เกี่ยวของพบวา
แบคทีเรียโดยเฉพาะ B. subtilis มีความสามารถในการผลิตยาปฏิชีวนะ  โดยเฉพาะอยางยิ่งการผลิต
สาร Antimicrobial Peptide ดวยการใชยีนกลุม Subtilin หรือแบคทีเรียชนิดอ่ืนที่ผลิตยีนในกลุม Nisin 
เปนตน เพ่ือทําใหทราบถึง Sequence และการทํางานของยีนดังกลาว  ซึ่งจะทําใหสามารถพัฒนา
ศักยภาพของยีนดังกลาวและนํามาซึ่งการเพิ่มประสิทธิภาพของกลุมแบคทีเรียดังกลาวไดในดานการ
ตานทานตอแบคทีเรียกอโรคตอไป  ซึ่งการศึกษาในครั้งนี้พบวา แบคทีเรียทั้ง 6 ชนิดไมมียีนกลุม 
Subtilin ซึ่งเปนยีนที่สามารถผลิต Antimicrobial peptide  ซึ่งยีนดังกลาวมีขนาดประมาณ 170 คูเบส 
ดังแสดงในภาพที่  12-14  และจากการวิเคราะหลําดับเบสในสายนิวคลีโอไทดของแบคทีเรียดังกลาวไป
เปรียบเทียบลําดับเบสในฐานขอมูลโดยวิธี BLASTN 2.2.10 (Altschul et al., 1997) พบวาแบคทีเรีย
ดังกลาวไมมียีนของ Antimicrobial peptide เชนเดียวกัน 
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ภาพที่ 12  ลักษณะแบนของ Genomic DNA ของแบคทีเรียโพรไบโอติก 
 หมายเหตุ   ชองที่ 1 คือ Marker 
   ชองที่ 2 และ 3 คือ ตัวอยาง DNA ของ BUU 001   
   ชองที่ 4 และ 5 คือ ตัวอยาง DNA ของ BUU 002 
   ชองที่ 5 และ 6 คือ ตัวอยาง DNA ของ BUU 003 
  
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 13 ลักษณะแบนของ Genomic DNA ของ BUU 004 
  หมายเหตุ  ชองที่ 1 คือ Marker 
  ชองที่ 2 และ 3 คือ ตัวอยาง DNA ของ BUU 004 

500 คูเบส 

100 คูเบส 
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300 คูเบส 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 14 ลักษณะแบนของ Genomic DNA ของ BUU 005 
  หมายเหตุ   ชองที่ 1 คือ Marker 
   ชองที่ 2, 3, 4 และ 5 คือ ตัวอยาง DNA ของ BUU 005 
 
 
6.  กิจกรรมของเอนไซมโปรติเอส  อะไมเลส  และไลเปสที่ผลติไดจากแบคทีเรียกลุมที่มี
แนวโนมเปนโพรไบโอติก 

จากการทดสอบประสิทธิภาพการยอยสลายสารอาหารประเภทโปรตีน คารโบไฮเดรต และ
ไขมัน พบวาแบคทีเรียทุกไอโซเลทมีความสามารถในการยอยสลายสารอาหารประเภทดังกลาว   ซึ่งใน
การทดลองขั้นตอไปไดทําการศึกษากิจกรรมของเอนไซมแตละชนิดที่ทําหนาที่ยอยสลายสารอาหาร
ดังกลาว ไดแก เอนไซมโปรติเอส  อะไมเอสและไลเปสของแบคทีเรียแตละชนิด แสดงดังตารางที่ 28 
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ตารางที่ 28  กิจกรรมเอนไซมโปรติเอส อะไมเอสและไลเปสจากแบคทีเรียที่มีแนวโนมเปนโพรไบโอติก  
 

แบคทีเรีย 
เอนไซมโปรติเอส 

(U/mL)1 
เอนไซมอะไมเอส 

(U/mL)2 
เอนไซมไลเปส  

(U/mL)3 
BUU 001 108.89 + 2.01bc 3.65 + 0.28 b 0.14 + 0.04a 
BUU 002 304.31 + 4.82e 11.16 + 1.00 d 0.35 + 0.09c 
BUU 003 197.78 + 4.25d 9.23 + 0.86 c 0.29 + 0.02b 
BUU 004 87.08 + 3.00b 8.34 + 0.33 c 1.01 + 0.08d 
BUU 005 86.53 + 4.45 b 4.69 + 0.36 bc 0.29 + 0.03b 
BUU 006 2.05 + 0.28a 1.01 + 0.54a 0.33 + 0.10bc 

 
หมายเหตุ : 11 หนวย (U) ของเอนไซม หมายถึง ปริมาณเอนไซมที่สามารถยอยสลายโปรตีนได 
เปนไทโรซีน 1 ไมโครโมล เปนเวลา 30 นาที ภายใตสภาวะที่ใชทดลอง 

 21 หนวย (U) ของเอนไซม หมายถึง ปริมาณเอนไซมที่สามารถยอยสลาย Soluble starch 
ไดเปนนํ้าตาลกลูโคส 1 ไมโครกรัม เปนเวลา 30 นาที ภายใตสภาวะที่ใชทดลอง 
 31 หนวย (U) ของเอนไซม หมายถึง ปริมาณเอนไซมที่สามารถยอยสลาย Olive Oil ไดเปน
กรดโอเลอิก 1 ไมโครโมล เปนเวลา 30 นาที ภายใตสภาวะที่ใชทดลอง 

     ตัวอักษรเหมือนกันในแนวตั้งแสดงวาไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ  
(p > 0.05) 
 
 จากตารางที่ 28 พบวา BUU 002 เปนแบคทีเรียที่มีกิจกรรมของเอนไซมโปรติเอสและ 
อะไมเลสสูงที่สุด โดยมีคาเทากับ 304.31 + 4.82 และ 11.16 + 1.00 U/mL  ตามลําดับ  รองลงมา คือ 
BUU 003 ที่มีกิจกรรมของเอนไซมโปรติเอสและอะไมเลสเทากับ 197.78 + 4.25 และ 9.23 + 0.86 

U/mL ตามลําดับ  และ BUU 004 เปนแบคทีเรียที่มีกิจกรรมเอนไซมไลเปสสูงที่สุด คือ 1.01 + 0.08 

U/mL   
 

 
 

 
 



บทที่ 5 
สรุปและอภิปรายผลการทดลอง 

 
สรุปผลการทดลอง 
 1. จากการตรวจนับปริมาณแบคทีเรียในผลิตภัณฑโพรไบโอติกจํานวน 12 ตัวอยาง
พบวา ปริมาณแบคทีเรียของผลิตภัณฑโพรไบโอติกสวนใหญมีคาอยูระหวาง 6.13 x 102 ถึง 
1.26 x 108 CFU/g  ซึ่งนอยกวาปริมาณที่ระบุบนฉลากขางขวด  ยกเวนผลิตภัณฑโพรไบโอติก 
Probiotic 11 ที่ผลิตจากประเทศสหรัฐอเมริกาที่มีปริมาณแบคทีเรียเทากับ 1.30 x 109 CFU/g  
ซึ่งใกลเคียงกับปริมาณที่ระบุบนฉลากขางขวดที่มีคาเทากับ 109 CFU/g   เม่ือจัดจําแนกชนิด
ของแบคทีเรียของผลิตภัณฑโพรไบโอติกสวนใหญประกอบดวยแบคทีเรียสกุล Bacillus ที่ตรวจ
พบทั้งหมด 40 ไอโซเลท  คิดเปนรอยละ 68.10 ของปริมาณไอโซเลททั้งหมดที่คัดแยกไดจาก
ผลิตภัณฑโพรไบโอติกทั้ง 12 ตัวอยาง  
 2. จากการทดลองศึกษาประสิทธิภาพการยอยสลายแอมโมเนีย ไนเทรต  ไนไทรต  
และฟอสเฟตท่ีมีการใชน้ําและดินตะกอนจากบอเลี้ยงกุงกุลาดํา โดยแบคทีเรียผสมทั้ง 6  ชนิด 
จากการเปรียบเทียบกันใน 3 ชุดการทดลอง คือ ชุดทดลองที่มีการเติมแบคทีเรียผสมลงไป  ชุด
ควบคุมแบบไมใสเชื้อและชุดควบคุมแบบฆาเชื้อในระยะเวลาการทดลอง 7 วัน พบวาชุดทดลอง
ที่ไดเติมแบคทีเรียผสมลงไปมีความสามารถในการยอยสลายไนเทรต  ไนไทรตและฟอสเฟตได
ดีกวาชุดควบคุมแบบไมใสเชื้อและชุดควบคุมแบบฆาเชื้อ   โดยความเขมขนของสารดังกลาวมี
เปอรเซ็นตการลดลงที่มากกวา  ยกเวนแอมโมเนียที่เปอรเซ็นตการลดลงในชุดทดลองเทากับชุด
ควบคุมแบบไมใสเชื้อ 
 3. การควบคุมคุณภาพน้ําโดยใชแบคทีเรียผสมทั้ง 6 ชนิด ภายในบอเลี้ยงกุงกุลาดํา
จําลอง  พบวากลุมแบคทีเรียน้ีสามารถยอยสลายแอมโมเนีย ไนเทรต  ไนไทรตและฟอสเฟตให
อยูในระดับความเขมขนที่ไมกอใหเกิดอันตรายตอกุงและมีการสะสมอยูในปริมาณต่ํากวาชุด
ควบคุมที่ไมมีการเติมกลุมแบคทีเรียลงไป  นอกจากนี้ยังสงผลเกิดการยอยสลายสารอินทรีย
ภายในบอกุงกุลาดําจําลอง  ทําใหมีการสะสมของอินทรียวัตถุในบอกุงกุลาดําจําลองที่มีการเติม
กลุมแบคทีเรียมีปริมาณที่นอยกวาอยางแตกตางจากชุดควบคุมเชนกัน 
 4. จากการศึกษาความสามารถของแบคทีเรียผสมในการบําบัดขี้เลนเปรียบเทียบกับ
วิธีการบําบัดของเสียวิธีอ่ืนในบอเลี้ยงกุงจําลอง  พบวาการตากแดดจะชวยลดพีเอชของขี้เลนลง
ได  ขณะที่การตากแดดรวมกับการพลิกเลนจะเพิ่มพีเอชของขี้เลน  นอกจากนี้การตากแดด
รวมกับการพลิกเลนและเติมแบคทีเรียโพรไบโอติกเปนวิธีการบําบัดขี้เลนที่มีประสิทธิภาพ  โดย
สามารถปรับพีเอชและปริมาณสารอินทรียใหเหมาะสมตอการเพาะเลี้ยงกุงกุลาดํา และสามารถ
ยอยสลายสารอินทรียและสารอนินทรียที่เปนพิษได  อีกทั้งยังสามารถกําจัดแบคทีเรียกอโรค
กลุม Vibrios and Pseudomonads ไดเชนเดียวกัน      
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 5. กุงกุลาดําที่ไดรับแบคทีเรียโพรไบโอติกรูปแบบเซลลมีชีวิตและเซลลแชแข็งมีอัตรา
การเจริญเติบโตเพิ่มขึ้นและอัตราการเปลี่ยนอาหารเปนเนื้อลดลง โดยไมมีความแตกตางทาง
สถิติระหวางกลุมการทดลองทั้งสอง แตมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ (p < 0.05) กับกุง
กุลาดําในกลุมควบคุมที่ไมมีการเติมแบคทีเรียโพรไบโอติก   
 6. การเลี้ยงกุงกุลาดําดวยแบคทีเรียโพรไบโอติกรูปแบบเซลลมีชีวิตและเซลลแชแข็งมี
ผลตอปริมาณแบคทีเรียกลุมตาง ๆ โดยปริมาณแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดในกุง
กุลาดํากลุมที่ไดรับแบคทีเรียโพรไบโอติกรูปแบบเซลลมีชีวิต เซลลแชแข็งและควบคุมมีการ
เปลี่ยนแปลงของปริมาณแบคทีเรียดังกลาวใน Hepatopancreas และลําไสไมมากนักและมี
ปริมาณคอนขางคงที่   ดังน้ันแบคทีเรียโพรไบโอติกที่เติมลงไปเพื่อใชเลี้ยงกุงกุลาดําจึงไมมี
ผลกระทบตอปริมาณแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดหรือแบคทีเรียที่มีประโยชนในระบบ
ทางเดินอาหารของกุงกุลาดํา   สําหรับผลของแบคทีเรียโพรไบโอติกตอปริมาณแบคทีเรียกลุม 
Vibrios  ซึ่งเปนแบคทีเรียกอโรคของกุงกุลาดําพบวา ปริมาณแบคทีเรียกลุม Vibrios ใน
Hepatopancreas และลําไสของกุงกุลาดํากลุมที่ไดรับแบคทีเรียโพรไบโอติกรูปแบบเซลลมีชีวิต 
เซลลแชแข็งมีปริมาณลดลง  ขณะที่ปริมาณแบคทีเรียกลุมน้ีใน Hepatopancreas และลําไสของ
กุงกุลาดําในกลุมควบคุมมีปริมาณเพิ่มขึ้น แสดงใหเห็นวาแบคทีเรียโพรไบโอติกที่เติมในอาหาร
เลี้ยงกุงกุลาดําสามารถควบคุมและลดปริมาณแบคทีเรียกอโรคได  นอกจากนี้ปริมาณ Bacillus 
ซึ่งเปนตัวแทนของแบคทีเรียโพรไบโอติกที่เติมลงในอาหารเลี้ยงกุงกุลาดําในรูปแบบเซลลมีชีวิต
และเซลลแชเข็งมีปริมาณเพิ่มมากขึ้นสูงสุดภายในระยะเวลา 30 วันและคงที่ตลอดระยะเวลาการ
ทดลองทั้งใน Hepatopancreas และลําไสของกุงกุลาดํา ชี้ใหเห็นวาแบคทีเรียโพรไบโอติก 
สามารถเพิ่มปริมาณและมีชีวิตอยูในระบบทางเดินอาหารของกุงกุลาดําได  ดังน้ันแบคทีเรีย 
โพรไบโอติกผสมที่ใชในการทดลองมีสมบัติเปนแบคทีเรียโพรไบโอติกที่ดี เน่ืองจากสามารถลด
อัตราการเปลี่ยนอาหารเปนเน้ือและปริมาณแบคทีเรียกอโรค โดยไมมีผลกระทบตอแบคทีเรีย
กลุมที่มีประโยชนตอกุงกุลาดํา รวมทั้งเพ่ิมอัตราการเจริญเติบโตของกุงกุลาดําไดอีกดวย  
 7. จากการศึกษาความสามารถในการผลิต Antimicrobial Peptide ของแบคทีเรียที่แยก
ได  พบวาแบคทีเรียทั้ง 6 ชนิดไมมียีนกลุม Subtilin ซึ่งเปนยีนที่สามารถผลิต Antimicrobial 
peptide   
 8. จากการศึกษากิจกรรมเอนไซมโปรติเอส  อะไมเลสและไลเปสที่ผลิตไดจากแบคทีเรยี
กลุมที่มีแนวโนมเปนโพรไบโอติกจาก พบวา BUU 002 เปนแบคทีเรียที่มีกิจกรรมของเอนไซม 
โปรติเอสและอะไมเลสสูงที่สุด  รองลงมา คือ BUU 003 ขณะที่ BUU 004 เปนแบคทีเรียที่มี
กิจกรรมเอนไซมไลเปสสูงที่สุด  
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อภิปรายผลการทดลอง 
 1. คุณสมบัตขิองผลิตภัณฑโพรไบโอตกิที่ผลิตในประเทศและนาํเขาจาก
ตางประเทศ 
 การคัดแยกแบคทีเรียในผลิตภัณฑโพรไบโอติกจํานวน 12 ตัวอยาง  ซึ่งเปนผลิตภัณฑ
ที่ผลิตในประเทศไทยและจากตางประเทศ    จากการทดลองพบวาปริมาณแบคทีเรียของ
ผลิตภัณฑโพรไบโอติกสวนใหญมีคาอยูระหวาง 6.13 x 102 ถึง 1.26 x 108 CFU/g  ซึ่งนอยกวา
ปริมาณที่ระบุบนฉลากขางขวด  ยกเวนผลิตภัณฑโพรไบโอติก Probiotic 11 ที่ผลิตจากประเทศ
สหรัฐอเมริกาที่มีปริมาณแบคทีเรียเทากับ 1.30 x 109 CFU/g   ซึ่งใกลเคียงกับปริมาณที่ระบบุน
ฉลากขางขวดที่มีคาเทากับ 109 CFU/g    ดังนั้นในการใชโพรไบโอติกนั้นควรตองทําการ
ทดลองใชกอนถาไดผลดีแลวคอยมีการใชอยางมากขึ้นเพ่ือปองกันการสิ้นเปลืองตนทุนในการ
เลี้ยงสัตวน้ําโดยเฉพาะอยางยิ่งกุงกุลาดําหรือกุงเศรษฐกิจอ่ืน ๆ   เม่ือนําแบคทีเรียที่คัดแยกได
จากตัวอยางทั้งหมดมาจําแนกสกุล พบวาแบคทีเรียที่จําแนกไดมีอยูดวยกันหลากหลายชนิด
ผสมกันอยูคือ สกุล Bacillus รวมกับ Staphylococcus และ/หรือ Micrococcus และ/หรือ 
Corynebacterium        และ/หรือ Streptococcus 
 จากการศึกษาประสิทธิภาพในการยอยสลายสารอาหารประเภทโปรตีน  คารโบไฮเดรต
และไขมันของผลิตภัณฑโพรไบโอติก   พบวาผลิตภัณฑหมายเลข 1 - 6 มีประสิทธิภาพในการ
ยอยสลายสารอาหารทั้ง 3 ชนิด   โดยผลิตภัณฑโพรไบโอติกแตละชนิดมีประสิทธิภาพในการ
ยอยสลายไมแตกตางกันและพบวาผลิตภัณฑโพรไบโอติกดังกลาวประกอบดวยแบคทีเรียหลาย
ชนิด ไมวาจะเปน Bacillus, Staphylococcus, Micrococcus และ Corynebacterium โดย 
Bacillus เปนแบคทีเรียที่พบมากที่สุด  สอดคลองกับรายงานของวารสารสัตวน้ํา (ไมปรากฏชือ่ผู
แตง, 2541) ที่กลาววาแบคทีเรียที่พบในผลิตภัณฑโพรไบโอติกไดแก  Bacillus, Lactobacillus 
และ Enterococcus เปนตน  ซึ่งการยอยสลายสารอาหารประเภทคารโบไฮเดรต ไขมันและ
โปรตีนของผลิตภัณฑโพรไบโอติกเหลานี้อาจจะสรุปไดวา Bacillus นาจะเปนแบคทีเรียชนิดที่มี
บทบาทสําคัญในการยอยสลาย ซึ่งสอดคลองกับการศึกษาของ Leonel Ochoa-Solano & 
Olmos-Soto (2006) ที่พบวาแบคทีเรียสกุล Bacillus เปนแบคทีเรียที่ยอยสลายสารอาหาร
เหลานี้ไดดีที่สุด  ดังนั้นประสิทธิภาพในการยอยสลายสารอาหารนั้นอาจจะขึ้นอยูกับชนิดของ
แบคทีเรียที่ผสมกันอยู     จากการทดลองครั้งน้ีพบวาผลิตภัณฑโพรไบโอติกบางผลิตภัณฑ
เทานั้นที่สามารถยอยสลายโปรตีน ไขมันและคารโบไฮเดรตได แสดงใหเห็นวาผลิตภัณฑ 
โพรไบโอติกบางผลิตภัณฑไมมีคุณสมบัติที่ดีในการนํามาใชในการเพาะเลี้ยงสัตวน้ํา   ในขณะที่
ผลิตภัณฑโพรไบโอติกที่มีประสิทธิภาพ (หมายเลข 1 -6)  จะมีศักยภาพในการนํามาใชในการ
เพาะเลี้ยงสัตวน้ํา  เพ่ือชวยยอยสลายสารอาหารที่สัตวน้ํากินเขาไปได  ซึ่งอาหารสัตวน้ําสวน
ใหญจะประกอบดวยโปรตีน ไขมันและคารโบไฮเดรต (เวียง, 2542)  อันจะสงผลใหสัตวน้ํามี
อัตราการเจริญเติบโต การรอดชีวิตและผลผลิตที่สูงขึ้น 
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 2.  ประสิทธิภาพในการยอยสลายแอมโมเนีย ไนเทรต ไนไทรตและฟอสเฟต โดย
แบคทีเรียผสมทั้ง 6 ชนิด ภายในขวดซีรั่ม 
 แบคทีเรียที่แยกไดจากบอเลี้ยงกุงกุลาดําและลําไสกุงกุลาดําไดแก BUU 001, BUU 
002, BUU 003, BUU 004, BUU 005 และ BUU 006 จัดอยูในกลุม Nitrite oxidizers  มี
ความสามารถในการออกซิไดสไนไทรตไปเปนไนเทรตซึ่งเปนสวนหนึ่งในปฏิกิริยาไนตริฟเคชัน  
ยกเวน A2 ที่จัดเปนแบคทีเรียในกลุมดีไนตริ-ไฟเออร (Denitrifiers; Hargreaves, 1998)  ซึ่งมี
ความสามารถในการรีดิวสไนเทรตในปฏิกิริยาดีไนตริฟเคชันได  โดยเปอรเซ็นตการลดลงของ
แอมโมเนีย ไนเทรต  ไนไทรตและฟอสเฟตจากการทดลองโดยแบคทีเรียผสมทั้ง 6 ชนิด จะเห็น
วาเปอรเซ็นตการลดลงของไนเทรต  ไนไทรตและฟอสเฟตในชุดทดลองจะมากกวาชุดการ
ทดลองอื่น ๆ ยกเวนแอมโมเนียที่เปอรเซ็นตการลดลงในชุดทดลองนั้นเทากับชุดควบคุมแบบไม
ใสเชื้อ  ซึ่งจากการทดลองนี้อาจจะกลาวไดวาแบคทีเรียผสมทั้ง 6 ชนิด ที่มีการเติมลงไปในชุด
ทดลองนั้นมีความสามารถในการยอยสลายไนเทรต  ไนไทรตและฟอสเฟตไดดีกวาจุลินทรียที่มี
อยูแลวในน้ําและดินตะกอนจากบอกุง  เนื่องจากแบคทีเรียผสมนั้นมีคุณสมบัติจัดอยูทั้งในกลุม
ไนตริไฟเออร (Nitrifiers) และดีไนตริไฟเออร (Denitrifiers)  จึงมีสวนไปชวยสนับสนุนการ
เปลี่ยนแปลงสารประกอบไนโตรเจนในการทดลองนี้  โดยปฏิกิริยาไนตริฟเคชันนั้นเริ่มจากการ
เปลี่ยนแปลงแอมโมเนียไปเปนไนไทรตและไนเทรต ตามลําดับ ซึ่งสอดคลองกับผลการทดลองที่
ความเขมขนของแอมโมเนียและไนไทรตในชุดการทดลองลดลง แลวความเขมขนไนเตรท
คงเหลือสะสมอยู แตในระดับความเขมขนที่ต่ํากวาชุดควบคุมแบบไมใสเชื้อและชุดควบคุมแบบ
ฆาเชื้อ อาจเพราะแบคทีเรียที่เติมลงไปมี A2   โดยเปนแบคทีเรียที่จัดอยูในกลุมดีไนตริไฟเออร
จึงมีผลตอการลดลงของไนเทรตจากปฏิกิริยาดีไนตริฟเคชัน (Hargreaves, 1998) 
 
 3.  ประสิทธิภาพในการยอยสลายแอมโมเนีย ไนเทรต  ไนไทรตและฟอสเฟต 
โดยแบคทเีรียผสมทั้ง 6 ชนิด  ภายในบอกุงกุลาดําจําลอง 
 จากการตรวจวัดคุณภาพน้ําตลอดระยะเวลาการทดลองประกอบดวยอุณหภูมิ  ความ
เค็ม  พีเอช  คาออกซิเจนละลายน้ําและความขุน  เม่ือเปรียบเทียบกับคาเริ่มตนของนํ้าจากบอ
เลี้ยงกุงที่นํามาทดลองนั้น พบวาความเค็มและพีเอชมีคาเพิ่มขึ้น  โดยความเค็มและอุณหภูมิ
ของชุดควบคุมและชุดทดลองนั้นอยูชวงที่เหมาะสมตอการเจริญเติบโตของกุงกุลาดํา  ซึ่ง
อุณหภูมิที่เหมาะสมอยูในชวง 25 - 33 °C (วิภูษิต มัณฑะจิตร และคณะ, 2534)  คาพีเอชในชุด
ควบคุมมีความเปนดางสูงกวาในชุดทดลอง   โดยไมตรี ดวงสวัสดิ์ และจารุวรรณ สมศิริ (2528)   
รายงานวาพีเอชที่เหมาะสมตอการเพาะเลี้ยงสัตวน้ําควรอยูในชวง 6.5 - 9.0  ซึ่งพีเอชท่ี
คอนขางสูง (8.4 - 9)  จะมีผลใหเกิดการแตกตัวของแอมโมเนียเพ่ิมขึ้นในขณะที่แอมโมเนียม- 
ไอออนลดลง (สะไบทิพย อมรจารุชิต และคณะ, 2543)   
 แอมโมเนียที่เติมลงในบอเลี้ยงกุงในวันแรก สัปดาหที่ 1 และ 3 ของการทดลองที่ระดับ
ความเขมขนสูงขึ้นเชนเดียวกับไนเทรตและไนไทรต  ในชุดทดลองที่มีการเติมแบคทีเรียผสมทั้ง 
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6 ชนิดลงไปจะมีความเขมขนลดลงแตกตางจากชุดควบคุมอยางชัดเจนและมีเปอรเซ็นตการ
ลดลงที่เพ่ิมมากขึ้น อาจเพราะนอกจากแอมโมเนียที่เติมลงไปแลวยังมีเศษอาหารกุง  สิ่งขับถาย 
ซากสิ่งมีชีวิตที่ตายลงอันเปนแหลงใหเกิดการสะสมของแอมโมเนียโดยแบคทีเรียทําหนาที่ยอย
สลายสารอินทรียไนโตรเจนผานปฏิกิริยาแอมโมนิฟเคชัน   ซึ่งแบคทีเรียที่มีอยูในธรรมชาติ
อาจจะไมมีประสิทธิภาพเพียงพอในการลดความเขมขนของแอมโมเนียไดดีเทากับในชุดทดลอง
ทําใหในวันสุดทายของการทดลองมีแอมโมเนียคงเหลืออยูในชุดควบคุมสูงถึง 10.78 มิลลิกรัม
ตอลิตร ในขณะที่ชุดทดลองเหลืออยูเพียง 0.086  มิลลิกรัมตอลิตร  ทั้งน้ีเน่ืองจากการมีปริมาณ
ออกซิเจนที่คอนขางมากประกอบกับแบคทีเรียที่เติมลงไปมีความสามารถในการเกิดปฏิกิริยา
แอมโมเนียออกซิเดชัน (Ammonia oxidation) ไดดี ทําใหแอมโมเนียเปลี่ยนไปเปนไนไทรตและ
ไนไทรต  แลวสามารถเกิดการเปลี่ยนแปลงตอไปเปนไนเทรตไดซึ่งเปนปฏิกิริยาไนตริฟเคชันที่
สมบูรณจึงไมทําใหเกิดการสะสมของไนไทรตขึ้น อันจะมีผลไปยับยั้งการเกิดปฏิกิริยาไนตริฟเค-
ชันอีกทางหนึ่งได (Burrell et al., 1999) แตทั้งน้ีแพลงกตอนพืชในบอกุงก็มีบทบาทในการดูด
ซึมแอมโมเนีย เพ่ือใชสรางสารอินทรียในกระบวนการสังเคราะหแสง (Photosynthesis)  ทําให
ความเขมขนของแอมโมเนียในทั้ง 2  ชุดการทดลองลดลงอีกทางหนึ่ง (พุทธ สองแสงจินดา และ
คณะ, 2543)   แตจากการทดลองในชุดควบคุมจะมีสีน้ําที่เขียวกวาในชุดทดลองอาจเพราะมี
แพลงกตอนพืชมากเมื่อเกิดการสังเคราะหแสงในเวลากลางวันจะทําใหน้ําในบอเลี้ยงกุงมีคา 
พีเอชสูงขึ้นและถาน้ํามีสีเขมอยูเปนเวลานานจะเกิดการเปลี่ยนแปลงสมดุลของระบบนิเวศอยาง
รวดเร็ว  เม่ือแพลงกตอนพืชจํานวนมากตายลงพรอม ๆ กันในบอเลี้ยงกุงทําใหการสังเคราะห
แสงลดลง  การดูดซึมแอมโมเนียไปใชลดลงและการผลิตออกซิเจนก็จะลดลงดวย (Platon, 
2002)  จึงสงผลใหเกิดการสะสมของแอมโมเนียที่มีความเปนพิษตอกุงในชุดควบคุมมากขึ้นดวย  
 การศึกษาประสิทธิภาพการยอยสลายไนเทรตโดยแบคทีเรียผสมทั้ง  6 ชนิด  ภายใน
บอเลี้ยงกุงกุลาดําจําลอง  จะเห็นวาในบอที่มีการเติมแบคทีเรียผสมลงไปในชวงสัปดาหที่ 4  
เปอรเซ็นตการลดลงของไนเทรตสูงแตกตางจากบอควบคุมอยางชัดเจน  เม่ือมีการเพิ่มความ
เขมขนไนเทรตเปน 10 มิลลิกรัมตอลิตร  ความสามารถในการยอยสลายไนเทรตในชุดควบคุม
และชุดทดลองใกลเคียงกันแตในชุดทดลองก็มีเปอรเซ็นตการลดลงที่มากกวาในชุดควบคุม  
หลังจากที่เพ่ิมความเขมขนของไนเทรตลงไปในสัปดาหที่ 3  เปน 20 มิลลิกรัมตอลิตร  ความ
เขมขนจะมีการเปลี่ยนแปลงลดลงแลวเพ่ิมขึ้นอีกเล็กนอย แตความเขมขนก็สามารถลดลงไดเปน
อยางดีจนกระทั่งในวันสุดทายของการทดลองมีความเขมขนเหลืออยูเพียง 0.003 มิลลิกรัมตอ
ลิตร  ซึ่งในบอควบคุมยังคงมีไนเทรตสะสมอยูถึง 15.33 มิลลิกรัมตอลิตร  แสดงใหเห็นวากลุม
แบคทีเรียที่เติมลงไปมีความสามารถในการเปลี่ยนรูปไนเทรตไปเปนไนไทรต หรือกาซ
ไนโตรเจนโดยปฏิกิริยาดีไนตริฟเคชัน   สวนความเขมขนของไนเทรตที่ลดลงในชุดควบคุม
อาจจะเกิดจากการดูดซับกับอนุภาคแขวนลอยหรือตกตะกอนไปสะสมในดิน (Schulz et al.,  
2001)  และแพลงกตอนพืชดูดซึมไนเทรตไปใชเพ่ือการเจริญเติบโต  แตความเขมขนที่สะสมก็
ยังคงอยูในระดับที่เปนพิษตอกุง        
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 ประสิทธิภาพการยอยสลายไนไทรตในชุดทดลองภายในบอเลี้ยงกุงกุลาดําเกิดไดดี  แม
จะมีการเพิ่มความเขมขนขึ้นในสัปดาหที่ 2 และ 3 ของการทดลองเปน 10 และ 20 มิลลิกรัมตอ
ลิตร ตามลําดับ  กลุมแบคทีเรียที่เติมลงไปสามารถทําใหเปอรเซ็นตการลดลงของไนไทรต
เพ่ิมขึ้นก็จะมีความสามารถในการลดความเขมขนของไนไทรตไดอยางรวดเร็วจนเหลือความ
เขมขนเพียง  0.001 มิลลิกรัมตอลิตร   เน่ืองจากแบคทีเรียผสมที่เติมลงไปมีประสิทธิภาพใน
การเกิดปฏิกิริยาไนตริฟเคชันและดีไนตริฟเคชันไดอยางสมบูรณ  เพราะในสภาวะที่มีออกซิเจน
แบคทีเรียอาจจะสามารถเกิดปฏิกิริยาไดทั้ง Heterotrophic nitrification  และ Aerobic  
denitrification  เพ่ือเปลี่ยนรูปไนไทรตซึ่งเปนสารตัวกลางระหวางสองปฏิกิริยานี้ (Matsuzaka 
et al., 2003)  จึงไมทําใหเกิดการสะสมของไนไทรตขึ้น  สําหรับชุดควบคุมมีไนไทรตสะสมอยู
ถึง 15.86  มิลลิกรัมตอลิตร   ซึ่งมีความเปนพิษตอสัตวน้ํามาก  อาจเพราะคาพีเอชของชุด
ควบคุมนั้นอยูในระดับที่คอนขางสูงมีผลใหเกิดการแตกตัวของแอมโมเนียมไอออนไปเปน
แอมโมเนียเพ่ิมมากขึ้น อีกทั้งแอมโมเนียที่ความเขมขน 10 มิลลิกรัมตอลิตร  จะมีผลยับยั้งการ
เกิดปฏิกิริยาไนตริฟเคชันในธรรมชาติ (WHO, 1986)   นอกจากนี้การสะสมของไนไทรตอาจจะ
เกิดจากสภาวะไรออกซิเจนบริเวณดินตะกอนจึงเกิดปฏิกิริยาไนเทรตรีดักชัน (Nitrate 
reduction)  เปนสาเหตุใหเกิดการเปลี่ยนแปลงจากไนเทรตไปเปนไนไทรต  ซึ่งในชุดทดลอง
ใหผลการทดลองที่ตรงกันขามกับบทความดังกลาว  เชนเดียวกับการศึกษาของ  Sakai และ
คณะ (1996) พบวา Bacillus badius I-73  จะมีการเจริญควบคูไปกับความสามารถเปลี่ยนแปลง
ความเขมขนไนไทรตใหไปสะสมอยูในรูปของไนเทรต  แตจะถูกยับยั้งการเจริญไดเล็กนอยถา
ความเขมขนของโซเดียมไนไทรต (NaNO2)  เปน 20 มิลลิโมลาร (1,380 มิลลิกรัมตอลิตร) 
 การเติมแบคทีเรียผสมทั้ง  6  ชนิดลงไปในชุดทดลองนั้น  จะเห็นวาตลอดระยะเวลาการ
ทดลองแบคทีเรียผสมที่เติมลงไปมีประสิทธิภาพในการชวยลดความเขมขนของสารประกอบ
แอมโมเนีย ไนเทรตและไนไทรตไดอยางมีประสิทธิภาพดีกวาในชุดควบคุมที่ไมมีการเติม
แบคทีเรียผสมแมจะมีการเพิ่มความเขมขนของสารดังกลาว  โดยกิจกรรมหลักซึ่งเกิดจาก
แบคทีเรียในการลดปริมาณสารประกอบไนโตรเจน คือปฏิกิริยาไนตริฟเคชันที่ชวยเปลี่ยนแปลง
แอมโมเนียไปเปนไนเทรต  และปฏิกิริยาดีไนตริฟเคชันที่เปลี่ยนแปลงไนเทรตตอไปเปน 
ไนตริกออกไซค  ไนตรัสออกไซคหรือกาซไนโตรเจน 
 ตลอดระยะเวลาการทดลองความเขมขนของฟอสเฟตในชุดทดลองและชุดควบคุมมี
อัตราลดลงที่ใกลเคียงกันมาก   แสดงวาแบคทีเรียผสมที่เติมลงไปไมมีความสามารถในการลด
ความเขมขนของฟอสเฟตไดดีกวาแบคทีเรียที่มีอยูในธรรมชาติ   โดยความเขมขนที่ลดลง
อาจจะเกิดจากการดูดซึมเอาฟอสเฟตไปใชโดยแพลงกตอนพืชสําหรับการเจริญ เกิดจาก
ปฏิกิริยาทางเคมีและกายภาพโดยการตกตะกอนและการดูดซับกับอนุภาคของดินตะกอนได  
หรือโดยแบคทีเรียที่มีความสามารถในการเปลี่ยนแปลงสารอินทรียฟอสฟอรัสไปเปนสาร 
อนินทรียฟอสเฟตได   แลวแบคทีเรียในแหลงนํ้านําฟอสเฟตไปใชในการสรางสวนประกอบของ
เซลล (Intrasungkha et al., 1999)  ซึ่งในวันสุดทายของการทดลองมีฟอสเฟตสะสมอยูในชุด
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ทดลองและชุดควบคุมเทากับ 1.63 และ 2.23 มิลลิกรัมตอลิตร ตามลําดับ ซึ่งแหลงนํ้าที่มี
ฟอสเฟตสูงเกิน 0.01 มิลลิกรัมตอลิตร  จัดวาเปนแหลงนํ้าที่มีสารอาหารธรรมชาติมากเกินไป
อาจจะกอใหเกิดปญหายูโทรฟเคชัน (Eutrofication) ได (Thakur & Lin, 2003) 
 
 4. ความสามารถของแบคทีเรียผสมในการบําบัดข้ีเลนเปรียบเทยีบกับวิธีการ 
 บําบัดของเสียวิธีอ่ืนในบอเลี้ยงกุงจาํลอง 
 การลดลงของพีเอชในการทดลองรอบที่ 1 และ 2 เกิดจากความแหงของดินและ
แสงแดดซึ่งเปนปจจัยหลักในการควบคุมการลดลงของพีเอช   การตากแดดชวยใหอากาศผาน
เขาไปในดินไดมากขึ้นทําใหดินมีอุณหภูมิเหมาะสมตอการเกิดปฏิกิริยาไนตริฟเคชัน  โดย
แบคทีเรียกลุมไนตริไฟเออรซึ่งเปนแบคทีเรียตองการออกซิเจนในการเจริญ (Avnimelech &  
Ritvo, 2003)   การเกิดปฏิกิริยาไนตริฟเคชันจะทําใหเกิดการปลดปลอยไฮโดรเจนไอออน (H+) 
ลงสูดินทําใหดินมีพีเอชลดลง (Hargreaves, 1998)   ซึ่งการทดลองรอบที่ 1 การเพิ่มขึ้นของ 
พีเอชมีความสัมพันธกับสภาวะที่มีน้ําทวมขังซ่ึงจะยับยั้งการเกิดปฏิกิริยาไนตริฟเคชัน   
(Charman & Roper, 2000; Avnimelech & Ritvo, 2003)  นอกจากนี้ไนเทรตที่สะสมอยูในดิน
พ้ืนบอสามารถทําใหเกิดปฏิกิริยาดีไนตริฟเคชันทําใหมีพีเอชเพิ่มขึ้นได (Charman & Roper, 
2000; Fenton & Helyar, 2000)   สวนการทดลองรอบที่ 2 พบวาพีเอชลดลงในทุกชุดการ
ทดลองคลายกับการทดลองรอบที่ 1 แสดงใหเห็นวาเกิดจากปฏิกิริยาไนตริฟเคชัน   เม่ือมีการ
ตากแดดรวมกับพลิกเลน (บอที่ 2) และการตากแดดรวมกับการเติมปูนขาวและพลิกเลน (บอที่ 
3)  พบวาดินที่ถูกบําบัดจะมีพีเอชเปนกลางแสดงใหเห็นวาปูนขาวมีความเหมาะสมในการ
นํามาใชในการบําบัดขี้เลนเพ่ือใหขี้เลนมีพีเอชลดลง   ตามปกติแลวปูนขาวมีความเหมาะสมใน
การนํามาใชปรับปรุงดินเพ่ือใหดินมีสภาวะเปนกรดอยางออน (Golez, 1995) ซึ่งสามารถนํามา
ปรับพีเอชในดินไดอยางมีประสิทธิภาพ (Charman & Roper, 2000)    
 อินทรียวัตถุที่ตรวจวัดในการศึกษาครั้งนี้หมายถึงฮิวมัสซึ่งเปนอินทรียวัตถุที่มีประโยชน
ตอการเพาะเลี้ยงกุง (Shang et al., 1998)  ตามปกติแลวขี้เลนประกอบดวยสารที่เปนพิษ
จํานวนมาก เชน ไฮโดรเจนซัลไฟด กาซแอมโมเนียและแบคทีเรียกอโรค (Bergheim & Asgard, 
1996; Avnimelech & Ritvo, 2003)   การเพิ่มขึ้นของอินทรียวัตถุในทุกชุดการทดลองระหวาง
การทดลองรอบที่ 1 และ 2  แสดงใหเห็นวาการตากแดดมีผลตอการยอยสลายสารอินทรีย  ซึ่ง
การตากจะชวยเพ่ิมปฏิกิริยาออกซิเดชันของสารอินทรียทําใหการยอยสลายเกิดไดอยางมี
ประสิทธิภาพ (Arenas & De La LanZa, 1981)   Campbell และคณะ (1994) รายงานวา
ความชื้นและอุณหภูมิเปนปจจัยหลักในการควบคุมการยอยสลายอยางสมบูรณของอินทรียวัตถุ
ในวัฏจักรไนโตรเจนและคารบอน   อุณหภูมิของดินที่ทําการศึกษาในครั้งนี้อยูระหวาง 30-36 °C  
ซึ่งจะทําใหมีการยอยสลายอินทรียวัตถุเพ่ิมมากขึ้นสอดคลองกับรายงานของ Boyd (1995) ที่
รายงานวาอุณหภูมิของดินและบริเวณรอยตอระหวางผิวดินกับนํ้ามีผลตอการเกิดกระบวนการ
ทางชีวภาพ กายภาพและเคมีในดิน    
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 จากการศึกษาแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดในขี้เลนในการทดลองรอบที่ 1 
พบวามีปริมาณสูงกวาการรายงานกอนหนานี้เล็กนอย  (Deveraja et al., 2002; Tendencia  
et al., 2006)  โดย Deveraja และคณะ (2002)  รายงานวาแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรป
ทั้งหมดในดินพ้ืนบอที่เลี้ยงกุงกุลาดํามีปริมาณเทากับ 3.75 × 105 CFU/g  ขณะที่ Tendencia 
และคณะ (2006) รายงานวาแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดในดินพ้ืนบอที่เลี้ยงกุงมี
ปริมาณอยูระหวาง  5.4 - 6.8 × 105 CFU/g   อยางไรก็ตามพบวาดินในบอเลี้ยงปลานิลมี
ปริมาณแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดสูงกวานี้มาก ซึ่งมีคาอยูระหวาง 1.2 ±3.1 × 106 - 
7.3 ± 1.1 × 107CFU/g   (Al-Harbi & Uddin, 2005)   เม่ือสิ้นสุดการทดลองในระยะที่ 2 พบวา
แบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดมีปริมาณลดลง  โดยมีปริมาณอยูระหวาง 0.58 ± 0.07 × 
106 CFU/g  แสดงใหเห็นวาการตากแดดสามารถลดปริมาณแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรป
ทั้งหมดได   จากรายงานการวิจัยกอนหนานี้แสงใหเห็นวาการตากแดดในระหวางการเพาะเลี้ยง
กุงสามารถลดการสะสมของแบคทีเรียกอโรคกอนการเพาะเลี้ยงครั้งตอไปได และยังชวยกําจัด
กาซพิษ เชน ไฮโดรเจนซัลไฟด  แอมโมเนียและมีเทน รวมทั้งทําใหเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชัน
ของเฟอรริคซัลไฟด (FeS)  เพ่ิมพีเอชและคารีด็อกพอเทนเชียล   นอกจากนี้ยังชวยเพิ่มการ
ยอยสลายสารอินทรียคารบอน อินทรียไนโตรเจนและอินทรียฟอสฟอรัส (Boyd, 1992; De 
Groot & Van Wijck, 1993; Kongkeo, 1997)   
 จากการศึกษาในครั้งน้ีพบวา Vibrio parahaemolyticus  เปนแบคทีเรียกลุม Vibrios ที่
พบมากในขี้เลน  ซึ่งปริมาณแบคทีเรียกลุม Vibrios ในชวงเริ่มตนการทดลองในการทดลองรอบ
ที่ 1 มีปริมาณใกลเคียงกับการรายงานของ Gopal และคณะ (2005) และ Tendencia & dela 
Pena (2002)  สําหรับปริมาณแบคทีเรียกลุม Pseudomonads ซึ่งเปนแบคทีเรียประจํา
ถิ่นที่อาศัยอยูในน้ําและมีความสําคัญในสิ่งแวดลอม (Hongxiang et al., 2008) เน่ืองจาก 
Pseudomonads บางชนิด เชน Ps. anguilliseptica อาจเปนสาเหตุของการเกิดโรคในการ
เพาะเลี้ยงสัตวน้ํา (Costa et al., 1988; Nimrat et al., 2005; Colakoglu et al., 2006; Nimrat 
& Vuthiphandchai, 2008)  ปริมาณแบคทีเรียกลุม Pseudomonads ในชวงเริ่มตนการทดลอง
ในรอบที่ 1 มีปริมาณสูงกวาปริมาณแบคทีเรียกลุม Pseudomonads ในบอเลี้ยงปลานิลใน
ประเทศซาอุดิอาระเบีย (Al-Harbi & Uddin, 2005)  โดยการบําบัดดวยการตากแดดรวมกับการ
เติมโพรไบโอติกและการพลิกเลน (บอที่ 6) สามารถกําจัดแบคทีเรียกลุม Pseudomonads ไดดี
ที่สุด   การลดปริมาณอยางรวดเร็วของแบคทีเรียกลุม Vibrios เม่ือเปรียบเทียบกับแบคทีเรีย
กลุม Pseudomonads  ซึ่งลดลงอยางชาๆ แสดงใหเห็นวาแบคทีเรียกลุม Pseudomonads ทน
ตอสภาพความแหงและแสงแดดไดดีกวาแบคทีเรียกลุม Vibrios  การบําบัดดวยการตากแดด
รวมกับการเติมโพรไบโอติกและการพลิกเลน (บอที่ 6) จึงกําจัดแบคทีเรียกลุม Pseudomonads 
ไดดีที่สุด  ตามปกติแลวแบคทีเรียกลุม Vibrios และ Pseudomonads เปนแบคทีเรียประจํา
ถิ่นที่อาศัยอยูในนํ้าและพบวาเปนสาเหตุหลักที่กอใหเกิดโรคในการเพาะเลี้ยงสัตวน้ํา (Thune  
et al., 1993; Toranzo & Barja, 1993; Costa et al., 1998; Nimrat et al., 2005; Colakoglu  
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et al., 2006; Nimrat & Vuthiphandchai, 2008)   การตากแดดรวมกับการเติมโพรไบโอติกและ
การพลิกเลนสามารถลดปริมาณแบคทีเรียกลุม Vibrios และ Pseudomonads ไดดีกวาชุดการ
ทดลองอื่น  ซึ่งการตากแดดจะชวยใหอากาศซึมผานเขาไปในดินไดงายขึ้นจึงชวยเพ่ิมอัตราการ
ยอยสลายสารอินทรียและการเปลี่ยนกลุมของจุลินทรีย (Sonnenholzer & Boyd, 2000) 
ยกตัวอยางเชน กระบวนการเมตาบอลิซึมของ Oxidizing bacteria  ในดินจะเพิ่มขึ้นอยาง
รวดเร็วหลังจากการตากแดดดินนาน 2-3 ชั่วโมง (Avnimelech & Ritvo, 2003)   การหายไป
ของ Ps. aeruginosa หลังจากวันที่ 9 ในการทดลองรอบที่ 2 ของชุดการทดลองที่ทําการบําบัด
ดวยการตากแดดรวมกับการเติมโพรไบโอติกและการพลิกเลน (บอที 6)  อาจจะเปนผลมาจาก
การพลิกเลนและการใชโพรไบโอติก   การพลิกเลนจะชวยเพ่ิมอากาศในดินทําใหมีสภาวะ
เหมาะสมตอการเจริญของแบคทีเรียโพรไบโอติก (Avnimelech & Ritvo, 2003)   แบคทีเรีย 
โพรไบโอติกจะชวยลดปริมาณแบคทีเรียกลุม Vibrios และ Pseudomonads ดวยการผลิตสาร
ปฏิชีวนะหรือขับเอนไซมออกมานอกเซลลหรือการแขงขันยึดเกาะและแยงสารอาหารกับ
แบคทีเรียกอโรค (Moriarty, 1998; Gram et al., 1999; Balcazar & Rojas-Luna, 2007; 
Balcazar et al., 2007)    Boyd (1995) รายงานวาการใชโพรไบโอติกในการเพาะเลี้ยงสัตวน้ํา
จะชวยเพ่ิมการยอยสลายสารอินทรีย  เพ่ิมการละลายของออกซิเจนในน้ําและเพิ่มการยอยสลาย
ของเสีย เชน ไนไทรต แอมโมเนีย คารบอนไดออกไซด แลซัลไฟด   การบําบัดดวยการตาก
แดดรวมกับการเติมโพรไบโอติกและการพลิกเลนจะสงผลใหสภาพของดินพ้ืนบอดีขึ้นและยัง
ชวยลดอัตราการเกิดโรคในการเพาะเลี้ยงสัตวน้ํา    
 การศึกษาครั้งน้ีไดใช Bacillus เปนแบคทีเรียโพรไบโอติก   Moriarty (1998) รายงาน
วา Bacillus เปนแบคทีเรียที่สามารถควบคุมแบคทีเรียกอโรคได   โดย Bacillus จะผลิตเอนไซม
ออกมานอกเซลลซึ่งสามารถยอยเมือก (Slime/biofilms) ที่ลอมรอบเซลลแบคทีเรียแกรมลบกอ
โรคและ Bacillus  ยังสามารถเจริญไดรวดเร็วกวาแบคทีเรียกอโรคทําใหมีประสิทธิภาพในการ
แขงขันในการแยงสารอาหารกับแบคทีเรียกอโรค  นอกจากนี้ Bacillus  ยังสามารถผลิตสาร
ปฏิชีวนะที่มีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียกอโรค   Moriarty (1998) แสดงใหเห็นวา 
Bacillus เปนแบคทีเรียโพรไบโอติกที่สามารถควบคุมแบคทีเรียกลุมเรืองแสงในดินตะกอนได  
และ Vaseeharan และคณะ (2004) รายงานวาบอที่บําบัดดวย Bacillus ที่ใชเปนโพรไบโอ-
ติกตรวจพบแบคทีเรียกอโรค คือ Vibrio anguillarum ในปริมาณนอยกวาบอที่ไมมีการบําบัด
ดวยโพรไบโอติก 
 
 5. ความสามารถของแบคทีเรียผสมตอการเปลี่ยนแปลงปริมาณของแบคทเีรีย 
การเจริญเตบิโตและคณุภาพน้ําในบอเลี้ยงกุงกุลาดํา 
 การศึกษาน้ําหนักและอัตราการเจริญเติบโตของกุงกุลาดําในกลุมที่ไดรับโพรไบโอติกรูป
แบบเซลลมีชีวิตและรูปแบบเซลลแชแข็งเปนระยะเวลา 90 วัน แสดงใหเห็นวากุงกุลาดําทั้งสอง
กลุมการทดลองมีน้ําหนักและอัตราการเจริญเติบโตไมแตกตางกันทางสถิติ (p > 0.05) ระหวาง
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กัน    แตแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติกับกลุมควบคุมซ่ึงมีอัตราการเจริญเติบโตนอยกวา
กลุมที่ไดรับโพรไบโอติก   สอดคลองกับการศึกษาของ Ziaei-Nejad และคณะ (2006) รายงาน
วาการใช Bacillus เปนโพรไบโอติก สามารถเพิ่มอัตราการรอดชีวิต  อัตราการเจริญเติบโตและ
ปริมาณผลผลิต   รวมทั้งลดอัตราการเปลี่ยนอาหารเปนเนื้อและยังชวยเพ่ิมกิจกรรมของเอนไซม
ไลเปส  โปรติเอสและอะไมเลส ของกุงขาวอินเดียไดอีกดวย     อีกทั้งการศึกษาในครั้งน้ียัง
ชี้ใหเห็นวาการนําโพรไบโอติกที่อยูในรูปแบบเซลลแชแข็งมาใชเพาะเลี้ยงกุงกุลาดําสามารถเพิ่ม
อัตราการเจริญเติบโตไดอยางมีประสิทธิภาพเทียบเทากับการใชเซลลที่อยูในรูปแบบเซลลมีชีวิต  
(Yanbo & Zirong, 2006; Wang, 2007)  ทั้งนี้อัตราการเจริญเติบโตของกุงกุลาดํากลุมที่ไดรับ
โพรไบโอติกที่เพ่ิมขึ้นอาจมีสาเหตุมาจากโพรไบโอติกที่เติมลงไปนั้นสามารถสังเคราะหวิตามิน 
โคแฟกเตอรและเอนไซมตาง ๆ  เชน เอนไซมไลเปส  โปรติเอสและอะไมเลส  เปนตน (Gullian 
et al., 2004; Balcazar et al., 2006; Leonel Ochoa-Solano & Olmos-Soto, 2006)   ถึงแม
เอนไซมที่หลั่งจากแบคทีเรียสกุล Bacillus ที่เขาสูระบบทางเดินอาหารมีปริมาณไมมากนัก  แต
อาจสงผลตอการกระตุนใหกุงผลิตเอนไซมชนิดตาง ๆ ออกมายอยอาหารมากขึ้น  ทําให
ประสิทธิภาพในการยอยอาหารและการดูดซึมสารอาหารดียิ่งขึ้นสงผลใหอัตราการเจริญเติบโต
สูงขึ้นตามไปดวย  (Ziaei-Nejad et al., 2006; Wang, 2007)  นอกจากนี้อัตราการเจริญเติบโต
ของกุงกุลาดําที่เพ่ิมขึ้นอาจเกิดจากกลไกการทํางานของโพรไบโอติกที่เขายึดเกาะบริเวณเยื่อบุ
แทนที่จุลินทรียที่กดทับการเจริญเติบโตของกุงกุลาดําทําใหกุงกุลาดําเจริญเติบโตไดอยาง
รวดเร็ว (Gullian et al., 2004)   
 จากการทดลองนี้แสดงใหเห็นวาแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดในระบบทางเดิน
อาหาร (ลําไสและ Hepatopancreas) ของกุงกุลาดําของทุกกลุมการมีทั้งแบคทีเรียแกรมบวก
รูปรางทอนและแบคทีเรียแกรมลบรูปรางทอน  อีกทั้งยังพบแบคทีเรียแกรมบวกรูปรางกลมแต
พบในปริมาณไมมากนัก   แบคทีเรียหลักที่พบในระบบทางเดินอาหารของกุงกุลาดําในกลุม
ควบคุมเปนแบคทีเรียสกุล Vibrio ไดแก V. vulnificus, V. alginolyticus, V. parahaemolyticus 
และ V. cholerae รวมทั้งยังพบ Aeromonas hydrophila, Shewanella putrefaciens และ 
Photobacterium damsela อีกดวย  และพบ Bacillus spp. ในปริมาณไมมากนัก   สอดคลอง
กับการศึกษาของ Sung และคณะ (2003) รายงานวา Vibrio, Aeromonas และ Photobacterium 
เปนแบคทีเรียที่พบไดในกุงและสิ่งแวดลอมของการเพาะเลี้ยงกุงทะเล   ขณะที่ระบบทางเดิน
อาหารของกุงกุลาดําในกลุมที่ไดรับโพรไบโอติกรูปแบบเซลลมีชีวิตและรูปแบบเซลลแชแข็ง  
พบแบคทีเรียสกุล Bacillus เปนสวนใหญ  เม่ือเปรียบเทียบกับปริมาณ Bacillus  ในชวงเริ่มตน
การทดลองพบวาปริมาณ Bacillus ที่พบใน Hepatopancreas ของกุงกุลาดําเพิ่มขึ้น 103.33% 
และ 103.69% ตามลําดับ   ขณะที่ Bacillus ที่พบในลําไสกุงกุลาดําเพิ่มขึ้น 95.47% และ 
115.65% ตามลําดับ   รวมทั้งยังพบ Vibrio spp. ในปริมาณนอย  สอดคลองกับการรายงานของ 
Rengpipat และคณะ (1998) ไดศึกษาผลของ Bacillus S11 ตออัตราการเจริญเติบโตและอัตรา
การรอดชีวิตของกุงกุลาดําพบวาระบบทางเดินอาหารของกุงกุลาดํามีปริมาณ Bacillus เพ่ิมขึ้น
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และ Vibrio มีปริมาณลดลง   อีกทั้ง Ziaei-Nejad และคณะ (2006) รายงานวาการเติม Bacillus 
เปนโพรไบโอติกในการอนุบาลลูกกุงขาวอินเดียสามารถเพิ่มปริมาณแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโร-
โทรปทั้งหมดและ Bacillus ในระบบทางเดินอาหารของกุงได   สําหรับแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโร-
โทรปทั้งหมดในน้ําที่ใชเพาะเลี้ยงกุงกุลาดําของกลุมควบคุมและกลุมที่ไดรับโพรไบโอติกนั้น
พบวามีลักษณะเชนเดียวกับในระบบทางเดินอาหารของกุงกุลาดํา แตพบในปริมาณที่นอยกวา
มาก   เน่ืองจากโครงสรางของทางเดินอาหารมีบริเวณ (Receptor) สําหรับจุลินทรียยึดเกาะ   
ดังนั้นจุลินทรียที่สามารถแยงบริเวณยึดเกาะไดก็จะสามารถดํารงชีวิตอยูในระบบทางเดินอาหาร
ได (Jiravanichpaisal & Miyazaka, 1994)  แตในน้ําที่ใชเลี้ยงกุงกุลาดํานั้นเปนนํ้าที่มีแรธาตุ
ตาง ๆ ที่เขมขนสูง จุลินทรียสวนใหญไมสามารถเจริญไดจึงพบจุลินทรียในปริมาณนอย 
(บัญญัติ สุขศรีงาม, 2534)  
 ปริมาณแบคทีเรียกลุม Vibrios  ในระบบทางเดินอาหารของกลุมควบคุมมีแนวโนม
เพ่ิมขึ้น แตในขณะเดียวกันปริมาณแบคทีเรียกลุม Vibrios  ในระบบทางเดินอาหารของกุง
กุลาดําของกลุมที่ไดรับโพรไบโอติกมีแนวโนมลดลง    โดยแบคทีเรียกลุม Vibrios ที่พบสวน
ใหญเปนกลุมที่หมักยอยนํ้าตาลซูโครส (โคโลนีสีเหลืองบนอาหารเลี้ยงเช้ือ TCBS agar) และ
กลุมไมหมักยอยนํ้าตาลซูโครส (โคโลนีสีเขียว) พบไดนอยลงเม่ือเปรียบเทียบกับชวงเริ่มตนการ
ทดลอง ซึ่งแบคทีเรียกลุม Vibrios  ที่กอโรคในกุงมักเปนกลุมไมหมักยอยนํ้าตาลเปนสวนใหญ 
(Gatesoupe, 1998)    ดังน้ันแบคทีเรียกลุม Vibrios  กลุมน้ีจึงตองเฝาระวังเพื่อปองกันการเกิด
โรคในระหวางการเลี้ยงกุง    การลดลงของ Vibrio เปนผลมาจากกลไกการทําลายแบคทีเรียกอ
โรคของ Bacillus โดยการแขงขันแยงสารอาหารและหลั่งเอนไซมที่สามารถยอยเมือก (Slime 
layer/biofilm) ที่ลอมรอบเซลลแบคทีเรียกอโรคแกรมลบ  ทําใหสารปฏิชีวนะที่ Bacillus ผลิตขึ้น
สามารถเขาทําลายองคประกอบของเซลลสงผลใหแบคทีเรียกอโรคหยุดการเจริญและถูกทําลาย
ในที่สุด (Moriarty, 1998)   เม่ือแบคทีเรียกอโรคลดลงทําให Bacillus เพ่ิมจํานวนมากขึ้นและยึด
เกาะบริเวณเยื่อบุทางเดินอาหารแทนที่แบคทีเรียกอโรค     โดย Maedo & Liao (1992) 
รายงานวาการใชแบคทีเรียสายพันธุ PM-4 ที่แยกไดจากดินเปนโพรไบโอติกสามารถสงเสริม
การเจริญเติบโตของกุงกุลาดําระยะนอรเพลียสและยับยั้งการเจริญของ V. anguillarum 
นอกจากนี้ Rengpipat และคณะ (1998) รายงานวาการใช Bacillus S11 สามารถเพิ่มอัตราการ
รอดชีวิตของกุงกุลาดําระยะโพสลาวาที่ถูกบุกรุกดวยแบคทีเรียเรืองแสงซึ่งเปนผลมาจาก
กิจกรรมของสารปฏิชีวนะที่ Bacillus ผลิตขึ้น    นอกจากนี้ดวยกลไกการตอบสนองของระบบ
ภูมิคุมกันของกุงกุลาดํายังทําใหแบคทีเรียกอโรคลดปริมาณลง  จาการศึกษาพบวาผนังเซลล
ของ Bacillus ที่มีเปปติโดไกลแคน (Peptidoglycan) เปนองคประกอบ  รวมทั้งสารเมแทบอไลต
ที่เซลลผลิตขึ้นมีสมบัติเปนตัวกระตุนภูมิคุมกัน (Rengpipat et al., 2000)  ซึ่งจะกระตุน
กระบวนการจับกิน (Phagocytic activity) ของระบบ Stimulating phagocytic activity ของเซลล
เม็ดเลือดชนิดกรานูลลารของกุงกุลาดํา   รวมทั้งยังกระตุนการตอบสนองตอสิ่งแปลกปลอมที่
เกิดจากกิจกรรมของเซลลและสารน้ํา (Cellular and humoral immune defense response) ทํา
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ใหระบบภูมิคุมกันของกุงกุลาดําพรอมทํางานตลอดเวลา   ดังน้ันเม่ือแบคทีเรียกอโรคบุกรุกเขา
เซลล ระบบภูมิคุมกันจะทํางานและกําจัดแบคทีเรียกอโรคไดอยางมีประสิทธิภาพ (Ziaei-Nejad 
et al., 2006)   อีกทั้ง Van de Braak และคณะ (2002) ไดชี้ใหเห็นวาการใชโพรไบโอติกชวยทํา
ใหการหมุนเวียนของเซลลเม็ดเลือดในระบบเลือดของกุงกุลาดําเพิ่มมากขึ้น แสดงวาโพรไบโอ-
ติกสามารถกระตุนการแบงเซลลของ Hematopoietic tissue (HPT) ทําใหระบบภูมิคุมกันทํางาน
ไดดียิ่งขึ้น   
 จากการเพาะเลี้ยงกุงกุลาดําดวยแบคทีเรียสกุล Bacillus ที่อยูในรูปแบบเซลลมีชีวิตและ
เซลลแชแข็งพบวา Bacillus ในระบบทางเดินอาหารของกุงกุลาดําทั้งใน Hepatopancreas และ
ลําไสมีปริมาณเพิ่มขึ้นใกลเคียงกัน  สอดคลองกับการศึกษาของ  Rengpipat และคณะ (2000)  
ที่รายงานวากุงกุลาดําระยะโพสลาวาที่ไดรับ Bacillus S11 มีปริมาณ Bacillus ในทางเดินอาหาร
เทากับ 106 CFU/g   และ  Ziaei-Nejad และคณะ (2006)  พบวาทางเดินอาหารของกุงขาว
อินเดียที่ไดรับโพรไบโอติกมีปริมาณ Bacillus ในทางเดินอาหารเพิ่มมากขึ้นและมีปริมาณสูงกวา
กลุมที่ไมไดรับโพรไบโอติก    ตามปกติแลวการเติม Bacillus เปนแบคทีเรียโพรไบโอติกสามา
รถเพ่ิมปริมาณ Bacillus ในระบบทางเดินอาหารของกุงกุลาดําได (ไตรมาศ บุญไทย และคณะ, 
2550; สุบัณฑิต นิ่มรัตน และคณะ, 2551; Moriarty, 1998; Rengpipat et al., 1998)   แสดงให
เห็นวาแบคทีเรียโพรไบโอติกกลุม Bacillus มีความสามารถในการเพิ่มปริมาณในระบบทางเดิน
อาหารของกุงกุลาดํา (Rengpipat et al., 1998, 2000; Gullian & Rodriguez, 2002; Ziaei-
Nejad et al., 2006)      ในขณะที่ระบบทางเดินอาหารของกุงกุลาดํากลุมควบคุมพบ Bacillus 
ในปริมาณไมมากนัก    การพบ Bacillus ในทางเดินอาหารของกุงกุลาดํากลุมน้ีในปริมาณนอย
เน่ืองจาก Bacillus เปนแบคทีเรียที่พบไดทั่วไปในดินตะกอนและตะกอนน้ําเค็ม  ซึ่งกุงกุลาดํา
อาจกินตะกอนเหลานี้เขาไป (Moriarty, 1998, 1999)  รวมทั้ง Bacillus ยังเปนแบคทีเรียประจํา
ถิ่นที่พบไดในบริเวณเหงือก  ผิวหนังและทอทางเดินอาหารของกุงกุลาดํา (Gatesoupe, 1999; 
Vaseeharan & Ramasamy, 2003)   ดังน้ันแบคทีเรียผสมที่ใชในการทดลองครั้งน้ีมีสมบัติเปน
แบคทีเรียโพรไบโอติกที่ดี  เน่ืองจากสามารถลดปริมาณแบคทีเรียกอโรค   โดยไมมีผลกระทบ
ตอแบคทีเรียกลุมที่มีประโยชนตอกุงกุลาดํา รวมทั้งสามารถเพิ่มอัตราการเจริญเติบโตของกุง
กุลาดําไดอีก  
 การใชโพรไบโอติกในการเพาะเลี้ยงกุงกุลาดําสามารถเพิ่มอัตราการเจริญเติบโตของกุง
กุลาดําและลดปริมาณแบคทีเรียกอโรคกลุม Vibrios และแบคทีเรียแกรมลบชนิดอ่ืนได อาจจะ
เกิดจากกลไกการกระตุนภูมิคุมกัน การแยงชิงสารอาหาร การสรางสารปฏิชีวนะ การหลั่ง
เอนไซม วิตามินและโคแฟกเตอรมาชวยในระบบการยอยอาหาร    แตการดําเนินการจะ
บรรลุผลสําเร็จน้ันขึ้นอยูกับธรรมชาติของการแขงขันระหวางชนิดหรือสายพันธุของแบคทีเรีย
โพรไบโอติกกับแบคทีเรียกอโรค ความเขมขนของโพรไบโอติก  (ตองมีปริมาณมากพอที่จะ
สามารถยับยั้งแบคทีเรียกอโรคได) ความเหมาะสมของโพรไบโอติกตอกุงกุลาดํา และสภาวะ
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แวดลอมในการเลี้ยงตองมีความเหมาะสมดวยเชนกัน รวมทั้งผูดําเนินการตองมีขอมูลและ
เทคนิคในการดําเนินการที่ดี (Moriarty, 1999)   
 
8. ยีนที่มีความสามารถในการผลิต Antimicrobial Peptide ของแบคทีเรีย 
 จากการศึกษาหายีนที่มีความสามารถในการผลิต Antimicrobial peptide พบวา
แบคทีเรียที่แยกไดจากบอเลี้ยงกุงกุลาดําและลําไสกุงกุลาดําทั้ง 6 ชนิดไมมียีนกลุม Subtilin ซึ่ง
เปนยีนที่สามารถผลิต Antimicrobial peptide  จากการศึกษากอนหนานี้แสดงใหเห็นวา
แบคทีเรียเปนจุลินทรียที่มีความสามารถในการผลิตสารดังกลาว  โดยเฉพาะอยางยิ่งแบคทีเรีย
สกุล Bacillus (Rosovitz et al., 1998; Wu et al., 2005)  ยกตัวอยางเชน  B. subtilis เปน
แบคทีเรียที่สามารถผลิตสารปฏิชีวนะและสารตานจุลินทรียหลายชนิด เชน  Bacteriocins, 
Subtilosin A (Stein, 2005) ซึ่ง Subtilosin A เปน Antimicrobial peptide ที่แยกไดจาก  
B. subtilis 168 สายพันธุ Wild strain ในป ค.ศ. 1985 (Babasaki et al., 1985)  B. cereus 
Bc7 สามารถผลิต Cerecin 7 ซึ่งมีฤทธิ์ยับย้ังการเจริญของแบคทีเรียแกรมบวกหลายชนิด 
(Oscariz et al., 1999) นอกจากนี้  B. thuringiensis ยังสามารถผลิต Tochicin, Thuricin 7 และ 
Entomocidus 9 สารทั้งสามชนิดนี้สามารถยับยั้งแบคทีเรียกอโรคไดหลายชนิด เชน Listeria 
monocytogenes, Streptococcus pyogenes, and Pseudomonas aeruginosa (Paik et al., 
1997, Cherif et al., 2001, 2003)  หากแบคทีเรียโพรไบโอติกที่แยกไดจากบอเลี้ยงกุงกุลาดํา
และลําไสกุงกุลาดําในการศึกษาครั้งน้ีมีคุณสมบัติในการผลิต Antimicrobial peptide จะทําให
แบคทีเรียโพรไบโอติกมีศักยภาพในการใชเปนโพรไบโอติกเพื่อควบคุมแบคทีเรียกอโรคในการ
เพาะเลี้ยงสัตวน้ํา   
 
9. กิจกรรมเอนไซมโปรติเอส  อะไมเลสและไลเปสที่ผลิตไดจากแบคทีเรียกลุมที่มี
แนวโนมเปนโพรไบโอติก 
 การใชประโยชนจากโพรไบโอติกในการเพาะเลี้ยงสัตวน้ํามีหลายดานดวยกัน เชน การ
ควบคุมแบคทีเรียกอโรค การปรับปรุงคุณภาพน้ํา การกระตุนภูมิคุมกันของสัตวน้ํา รวมถึง
ความสามารถในการผลิตเอนไซมเพ่ือชวยเพ่ิมประสิทธิภาพในการยอยอาหารของสัตวน้ํา 
(Thompson et al., 1999; Ali, 2000; Verschuere et al., 2000; Kesarcodi-Watson et al., 
2008)   ซึ่งโดยทั่วไปแลวอาหารที่ใชในการเพาะเลี้ยงกุงจะประกอบดวยสารประเภทโปรตีน 
คารโบไฮเดรตและไขมัน   ซึ่งอาหารที่ใชในการเพาะเลี้ยงกุงนับเปนปจจัยแรกที่มีอิทธิพลตอการ
เจริญเติบโตของกุง (Irianto & Austin, 2002; Leonel Ochoa-Solano & Olmos-Soto, 2006)    
จากการศึกษาในครั้งนี้พบวาแบคทีเรียที่คัดแยกไดจากบอเลี้ยงกุงกุลาดําและลําไสกุงกุลาดํา
จํานวน 6 ชนิด ซึ่งไมเปนแบคทีเรียกอโรค    โดยพบวาทุกชนิดมีความสามารถยอยสลายสาร
ทั้ง 3 ประเภท คือ โปรตีน คารโบไฮเดรตและไขมัน ซึ่งมีความสอดคลองกับรายงานที่ผานมาที่
พบวาแบคทีเรียสกุล Bacillus เปนแบคทีเรียที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซมไดหลากหลาย
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ทั้งเอนไซมโปรติเอส  อะไมเลส ไลเปสและเซลลูเลส เปนตน (Gupta et al., 2003; Gupta  
et al., 2004; Saxena et al., 2003)    และแบคทีเรียสกุล Bacillus เปนแบคทีเรียที่มี
ความสามารถในการผลิตเอนไซมออกมานอกเซลล (Moriarty, 1996, 1998; Verschuere et al., 
2000; Farzanfar, 2006)   จากรายงานการวิจัยของ Leonel Ochoa-Solano & Olmos-Soto 
(2006) ไดทําการศึกษาแยกแบคทีเรียสกุล Bacillus จากดินตะกอนน้ําเค็มเพ่ือศึกษา
ความสามารถในการเจริญและยอยสารอาหารในอาหารเลี้ยงเชื้อ   จากการศึกษาพบแบคทีเรีย 
3 สายพันธุ คือ B. subtilis, B. megaterium และ B. megaterium ซึ่ง Bacillus ทั้ง 3 สายพันธุนี้ 
สามารถเจริญและผลิตเอนไซมออกมายอยสารประเภทโปรตีน คารโบไฮเดรตและไขมันใน
อาหารเลี้ยงเชื้อไดเปนอยางดี   นอกจากนี้งานวิจัยของ Gupta และคณะ (2003) ไดกลาววา
แบคทีเรียในสกุล Bacillus เชน B. subtilis, B. licheniformis และ B. amyloliquefaciens เปน
ตน  เปนแบคทีเรียมีความสามารถในการผลิตเอนไซมและสามารถยอยสลายสารอาหารได
หลากหลายชนิด (Khyami-Horani, 1999; Hamilton et al., 1999; Gupta et al., 2003) อยางไร
ก็ตามยังมีรายงานวิจัยอ่ืนๆ ที่มีความสอดคลองกันโดยกลาววาแบคทีเรียสกุล Bacillus ชนิด
อ่ืนๆ ที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซมตาง ๆ ออกมาภายนอกเซลลเพ่ือทําหนาที่ในการ
ยอยสลายสารอาหาร ไดแก B. subtilis, B. megaterium, B. pumilus และ B. sphaericus 
(Jaeger et al., 1999; Sharma et al., 2002; Gupta et al., 2004)   ซึ่งสารอาหารเหลานี้เปน
สวนประกอบสําคัญในอาหารที่ใชในอุตสาหกรรมการเพาะเลี้ยงกุง  โดยเฉพาะสารอาหาร
ประเภทโปรตีนที่เปนสวนประกอบที่มีความสําคัญในอาหารกุง   เนื่องจากกุงจะนําสารอาหาร
ดังกลาวไปใชในการเจริญเติบโต (Kureshy & Davis, 2002)  และจากรายงานที่ผานมาพบวา
กิจกรรมของเอนไซมที่ผลิตไดจากโพรไบโอติกสามารถสงเสริมการยอยสลายสารประเภท
โปรตีน คารโบไฮเดรต ไขมันและเซลลูโลสซึ่งเปนผลดีตอการเจริญเติบโตของกุง (Lara-Flores 
et al., 2003; Tovar-Ramirez et al., 2004; Ziaei-Nejad et al., 2006)   ดังน้ันแบคทีเรียที่แยก
ไดที่นํามาใชในการศึกษาครั้งนี้จึงมีความเปนไปไดที่จะนําไปใชเปนแบคทีเรียโพรไบโอติกใน
การเพาะเลี้ยงกุงทะเลเพื่อเปนการเสริมสรางประสิทธิภาพในการยอยสลายสารอาหารและเพิ่ม
การดูดซึมสารอาหารสงผลใหกุงมีอัตราการรอดและการเจริญเติบโตที่ดีขึ้น  (Leonel Ochoa-
Solano & Olmos-Soto, 2006) 
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p pond bottom soil containing organic sludge were examined for the changes in
pH, organic matter and removal efficiency of pathogenic bacteria (Vibrio and Pseudomonas). The experimental
period was divided into 3 phases. In the first phase, shrimp pond bottom soil and pond organic sludge were
placed in the experimental tanks and subjected to 15 days of five treatments and a control. The treatments
included: (1) drying in sunlight and tilling, (2) drying in sunlight and tilling with lime, (3) drying in sunlight
and addition of lime, (4) drying in sunlight and addition of probiotics and (5) drying in sunlight and tilling
with probiotics. The control consisted only of drying in sunlight. In the first phase, pH of all treated soil and
the control decreased significantly (Pb0.05) over the experimental period. Organic matter of the treated and
control groups increased significantly (Pb0.05) from 1.76±0.05% on day 0 to 4.33±0.06% on day 15. Total
heterotrophic bacteria (THB) declined significantly (Pb0.05) only in soil dried in sunlight, tilled with
probiotics added (treatment 5). Vibrio species were completely eliminated within 6 days in all treatments.
Pseudomonas counts decreased significantly (Pb0.05) over time in all groups. In the second phase, water from
a 3-month-old shrimp pond and pond organic sludge from the post-harvested shrimp pond were added
above the treated pond bottom soils and left for 10 days in order to simulate the second crop after
termination of the first phase. To begin the third phase, water was drained and the pond bottom soils
subjected again to the same treatments for a further 15 days. Soil pH declined significantly (Pb0.05) in all
groups except treatment 2 over the experimental period. A significant increase (Pb0.05) in organic matter
was observed at the end of the experiment in the third phase, with values of 4.17±0.13% to 4.64±0.04%. THB
declined significantly (Pb0.05) in all groups over time. No Vibrio were found in any of the experimental
tanks. In treatment 5, Pseudomonas was absent after day 9 of beginning the experiment in the third phase. In
conclusion, drying in sunlight and tilling with probiotics were the best method for removal of Vibrio and
Pseudomonas from shrimp pond bottom soil containing organic sludge.

© 2008 Elsevier B.V. All rights reserved.
1. Introduction
Black tiger shrimp (Penaeus monodon) production has increased
sharply in Thailand since 1972 and in Asia since 1989 (Lin and Nash,
1996). An intensive culture system is most commonly used for black
tiger shrimp in Thailand (85%) because it produces higher yields than
other systems (Shang et al., 1998). Since intensive shrimp culture
requires high input of pelleted feed and other chemicals or drugs,
improper management may cause environmental problems including
disease, environmental degradation and accumulation of black and
glutinous sediment, referred to as organic sludge, in pond bottom soil
(Shang et al., 1998; Rosenberry, 1993). Organic sludge comprises
uneaten feed, dead plankton, mineral soils, airborne debris, shrimp
feces and pathogenic microorganisms (Bergheim and Asgard, 1996).
38 393490.
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As a consequence, accumulated black organic sludge in shrimp pond
bottom soil is a major environmental concern for shrimp growers and
for sustainable development in the shrimp industry (Boyd, 1992;
Smith, 1993, 1996; Hopkins et al., 1994). Between shrimp crops, the
black organic sludge must be treated in order to remove toxic and
undesirable materials in organic sludge and eliminate pathogenic
microorganisms.

The commonly used treatment of organic sludge in Thailand is
drying and the addition of lime. Drying of pond soil between crops is
commonly used and accelerates degradation of pond organic sludge
(Boyd and Teichert-Coddington, 1994). Liming neutralizes acidity and
facilitates microbial activity (Boyd, 1995). Recently, a promising
biotechnology called “bioremediation” or “bacterial augmentation”
has received increasing attention because it constitutes an environ-
mental friendly approach to minimize environmental degradation.
Bioremediation products are available in a variety of forms and
marked under the general term “bioremediation products or probio-
tics” (Gatesoupe, 1999). It is proposed that application of probiotics to

mailto:subunti@buu.ac.th
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Table 1
Effect of five treatments and a control on pH change in the first phase experiment

Day Control Treatment 1 Treatment 2 Treatment 3 Treatment 4 Treatment 5

0 7.19±0.17a,2 7.38±0.06a,3 7.41±0.14a,2 7.39±0.11a,2 7.34±0.06a,2 7.28±0.13a,2

3 6.77±0.14a,1 7.19±0.07b,2 7.55±0.11c,2 7.44±0.08bc,2 7.14±0.08b,1 6.68±0.02a,1

6 6.69±0.08a,1 7.02±0.06b,2 7.43±0.05cd,2 7.53±0.10d,2 7.13±0.11b,1 6.62±0.13a,1

9 6.74±0.17ab,1 7.01±0.09bc,2 7.22±0.11c,1 7.16±0.08c,1 6.92±0.02bc,1 6.54±0.14a,1

12 6.66±0.21a,1 7.13±0.12b,2 7.30±0.02b,1 7.14±0.09b,1 6.99±0.04b,1 6.51±0.10a,1

15 6.67±0.16ab,1 6.62±0.15ab,1 7.24±0.07c,1 7.08±0.07c,1 6.99±0.04bc,1 6.46±0.13a,1

a,b,cDifferent superscript letters indicate significant difference (Pb0.05) in the number of pH in the first phase between five treatments and the control.
1,2,3Different superscript numbers indicate significant difference (Pb0.05) in the number of pH in different time of the first phase.
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pond soil can accelerate decomposition of undesirable organics and
other waste products (Gatesoupe, 1999; Gross et al., 2003; Wang and
Han, 2007) and perhaps even increase ambient levels of oxygen (Boyd,
1995; Sonnenholzner and Boyd, 2000a). Presently, there is limited
information on changes of pH and organic matter in the pond bottom
soil during treatment between drying only and the other practices,
which are the important factors known to influence shrimp produc-
tion and diseases. There are also limited data on changes in numbers
of pathogenic bacteria during treatment of pond soil containing
organic sludge, the studies by Boyd and Teichert-Coddington (1994)
and Boyd (1995) being notable exceptions.

Bacteria of the genus Vibrio are indigenous in marine and estuarine
aquatic ecosystems in which shrimp occur naturally or are farmed
(Ruangpan and Kitao, 1991). Species in the genus Vibrio constitute the
major bacterial pathogens in cultivated penaeid shrimp worldwide
(Ruangpan and Kitao, 1991; Jiravanichpaisal et al., 1993; Lightner,
1993) although they are generally agreed to be opportunistic
pathogens causing disease only when shrimp are stressed. Like Vi-
brio species, Pseudomonas species are part of the normal microflora of
penaeid shrimp but may also cause disease (Costa et al., 1998). Since P.
monodon behavior is closely associated with pond bottom soil,
characteristics of the pond bottom soil can directly influence shrimp
production. Costa et al. (1998) reported that moribund shrimp were
always infectedwith Vibrionaceae and sometimes with a combination
of Vibrionaceae and Pseudomonas sp. Pathogens in the pond organic
sludge have the potential to cause disease outbreak and impaired
shrimp production. The presence of pathogenic bacteria generates
concerns not only for shrimp health but also that of consumers.
Appropriate treatment to degrade pond organic sludge may enhance
conditions for the efficient production of healthy shrimp.

The aim of this study was to determine the effect of five treatments
compared to a control on counts of Vibrio and Pseudomonas in the
shrimp pond bottom soil containing organic sludge. This study was
also measured temporal changes in pH and organic matter after
various treatments of pond bottom soil.

2. Materials and methods

2.1. Pond bottom soil and organic sludge

Bottom soil samples from a 3-month-old pondwere collected from
a brackishwater shrimp farm in Chonburi Province, Thailand. Soil
Table 2
Effect of five treatments and a control on pH change in the third phase experiment

Day Control Treatment 1 Treatment 2

0 7.19±0.15a,2 7.06±0.10a,3 7.52±0.11ab,2

3 6.66±0.26a,1 6.75±0.10a,2 7.47±0.07b,12

6 6.43±0.07a,1 6.66±0.08b,2 7.41±0.10c,12

9 6.43±0.08ab,1 6.25±0.09a,1 7.28±0.10d,1

12 6.51±0.08a,1 6.16±0.11a,1 7.41±0.09b,12

15 6.55±0.13a,1 6.71±0.09ab,2 7.39±0.16c,12

a,b,cDifferent superscript letters indicate significant difference (Pb0.05) in the number of pH
1,2,3Different superscript numbers indicate significant difference (Pb0.05) in the number of
samples were collected in sterilized plastic bag and immediately
transported to the laboratory and analyzed within 12 h. Organic
sludge, referred to the soft fluidized, organic-rich residue, was
collected from a post-harvested brackishwater shrimp farm in
Chonburi Province. The organic sludge was collected in sterilized
plastic bags and transported to the laboratory.

2.2. Preparation of probiotic cell suspension

A local probiotic referred to as probiotic A was obtained from Dr.
Nimrat Laboratory, Burapha University. Probiotic bacteria in the
Probiotic A were isolated and identified. Non pathogenic bacteria were
found in Probiotic A and Bacillus sp. was the main bacteria in this
product. Following the distribution instruction, the probiotic was
increased in number by addition of 1 g probiotic to a 500-mL flask
containing 200mL of Trypticase Soy Broth (TSB; Difco, Detroit,MI, USA).
The flask was shaken at 200 rpm, and incubated at 30 °C. Cells were
harvested by centrifugation after 24 h, prior to suspension in 5 mL of
phosphate buffer at an O.D.580 of 1.5. The mixture was freshly prepared
and adjusted to a final concentration of approximately 1010 CFU/mL.

2.3. Experimental design

Effect of various treatments of pond bottom soil containing organic
sludge was studied in the experimental tanks. Pond bottom soil was
added to a depth of 4 cm in fiber glass tanks (0.8×1.2×0.6 m) and
overlaid at 6 cm depth with organic sludge to simulate the post-
harvested pond bottom soils in shrimp ponds. Eighteen tanks were set
up for five treated groups and a control group in triplicate (N=3). The
experimental period was divided into 3 phases. In the first phase,
pond bottom soil and organic sludge were placed in tanks and
subjected to 15 days of experiment. The five treatments included:
(1) drying with sunlight and tilling, (2) drying with sunlight and tilling
with lime, (3) drying with sunlight and addition of lime, (4) drying
with sunlight and addition of probiotics and (5) drying with sunlight
and tilling with probiotics. The control consisted of drying with
sunlight. Soil tilling was performed using a shovel once every 7 days in
treatments 1, 2 and 5. Therefore, soil was mixed with organic sludge
during the tilling process. In treatments 2 and 3, 60 g of lime was
added at the beginning of the experiment. Probiotic at a volume of
50 mL was sprayed on the pond bottom soil containing organic sludge
in treatments 4 and 5. Total heterotrophic bacteria (THB) and
Treatment 3 Treatment 4 Treatment 5

7.52±0.20ab,2 7.22±0.05a,2 7.25±0.12a,2

7.26±0.17b,12 6.64±0.13a,12 6.80±0.13a,1

7.32±0.06c,12 6.48±0.12a,12 6.56±0.09ab,1

7.04±0.03c,1 6.27±0.16a,1 6.62±0.17b,1

7.31±0.15b,12 6.69±0.13a,2 6.51±0.12a,1

7.07±0.05bc,1 6.46±0.07a,1 6.56±0.15a,1

in the third phase between five treatments and the control.
pH in different time of the third phase.



Table 3
Effect of five treatments and control on a change of organic matter (%) in the first phase experiment

Day Control Treatment 1 Treatment 2 Treatment 3 Treatment 4 Treatment 5

0 1.79±0.07a,1 1.77±0.04a,1 1.74±0.11a,1 1.76±0.02a,1 1.70±0.05a,1 1.79±0.06a,1

3 2.89±0.03a,3 3.03±0.08a,3 2.93±0.09a,3 3.04±0.10a,4 2.99±0.13a,4 3.38±0.13b,4

6 2.15±0.06a,2 2.59±0.02bc,2 2.67±0.09c,2 2.53±0.08b,3 2.56±0.07bc,3 2.68±0.03c,2

9 2.15±0.06a,2 2.58±0.02cd,2 2.51±0.04c,2 2.09±0.02a,2 2.27±0.06b,2 2.64±0.04d,2

12 3.37±0.03b,4 3.31±0.10ab,4 3.16±0.11a,4 3.17±0.12a,4 3.39±0.16b,5 3.12±0.06a,3

15 4.13±0.06a,5 4.36±0.03b,5 4.56±0.07c,5 4.32±0.08b,5 4.26±0.03b,6 4.33±0.08b,5

a,b,cDifferent superscript letters indicate significant difference (Pb0.05) in the number of organic matter in the first phase between five treatments and the control.
1,2,3Different superscript numbers indicate significant difference (Pb0.05) in the number of organic matter in different time of the first phase.

Table 4
Effect of five treatments and control on a change of organic matter (%) in the third phase experiment

Day Control Treatment 1 Treatment 2 Treatment 3 Treatment 4 Treatment 5

0 1.51±0.04a,1 1.47±0.02a,1 1.49±0.11a,1 1.49±0.02a,1 1.56±0.06a,1 1.52±0.06a,1

3 2.35±0.03a,2 2.56±0.01c,2 2.48±0.05b,2 2.46±0.03b,2 2.46±0.01b,2 2.64±0.02d,2

6 2.78±0.09a,3 3.05±0.07b,3 2.83±0.12a,3 2.94±0.12ab,4 2.85±0.10ab,23 2.91±0.12ab,3

9 2.69±0.12ab,3 2.71±0.02ab,4 2.61±0.02a,2 2.70±0.02ab,3 2.87±0.05bc,23 2.99±0.02c,3

12 3.08±0.06ab,4 3.48±0.11d,5 3.19±0.14bc,4 3.30±0.13cd,5 3.16±0.13bc,3 2.97±0.05a,3

15 4.36±0.06a,5 4.64±0.04a,6 4.23±0.12a,5 4.48±0.12a,6 4.17±0.13a,4 4.53±0.08a,4

a,b,cDifferent superscript letters indicate significant difference (Pb0.05) in the number of organic matter in the third phase between five treatments and the control.
1,2,3Different superscript numbers indicate significant difference (Pb0.05) in the number of organic matter in different time of the third phase.
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pathogenic bacteria (Vibrio and Pseudomonas) were routinely deter-
mined once every 3 days during the experiment for the first 15 days.

In the second phase, water and organic sludge from the shrimp
farmwere added above to the treated soil and left for 10 days designed
as the second shrimp growing cycle. The amount of organic sludge
added was equal to that at the beginning of the first phase. Shrimp
pond water (15 ppt) was then added to a depth of 50 cm above the
bottom of the fiber glass tanks. To begin the third phase, water was
drained from the fiber glass tanks and soil was subjected to the same
treatment protocols similar to the first phase for an additional period
of 15 days without re-overlaying with organic sludge. The soil was
again treated and collected for analysis similar to phase I.

2.4. Sampling and determining the physical properties of pond bottom
soils

Soil samples in the experimental tanks were randomly collected
from the upper 5-cm layer of soil surface with a 5-cm diameter core
sampler. This layer was selected for sampling because it was more
reactive and had a greater influence on water quality than deeper
layers (Masuda and Boyd, 1994). Soil samples containing organic
sludge from the experimental tanks were collected from the four
corners and the center during the experiment and pooled for analysis.
Determination of pH was accomplished by inserting a glass electrode
into a 1:5 mixture of dry, pulverized soil samples containing organic
sludge and de-ionized water (Islam et al., 2004). Soil organic matter
was determined by loss on ignition. Soil samples were dried, crushed,
weighed and evaluated in porcelain crucibles at 350 °C (Norrish and
Hutton, 1969). At each sampling, 100 g of soil samples from each tank
was taken for analysis.
Table 5
Effect of five treatments and control on number of total heterotrophic bacteria (× 106 CFU/g

Day Control Treatment 1 Treatment 2

0 5.53±2.01a,12 6.87±2.57a,1 6.01±0.95a,3

3 7.17±1.63ab,2 6.11±1.31a,1 6.05±1.77a,3

6 3.33±1.17a,1 5.85±1.63b,1 10.95±0.35d,4

9 3.20±0.28a,1 6.9±1.23b,1 10.51±3.11c,4

12 10.35±1.77c,3 10.15±3.04c,2 1.89±0.14a,1

15 6.65±1.77bc,2 10.63±1.14d,2 4.45±1.49b,2

a,b,cDifferent superscript letters indicate significant difference (Pb0.05) in the number of tot
1,2,3Different superscript numbers indicate significant difference (Pb0.05) in the number of
2.5. Bacterial counts

Soil samples from the eighteen tanks were collected every 3 days,
brought to the laboratory and processed immediately. Soil samples
were analyzed for viable plate counts by a series of 10-fold dilutions
using sterile saline (0.85% NaCl solution, w/v) as dilution blanks, and
0.1 mL from each dilution was plated on agar using spread plating.
Total heterotrophic bacterial (THB) counts in soil samples were
determined using plate count agar (PCA; Difco, Detroit, MI, USA). For
the enumeration of total bacteria, the inoculated plates were
incubated at 30 °C for 24–48 h (Guerra-Floresa et al., 1997; Abraham
et al., 2004). Vibrio and Pseudomonas species were enumerated using
thiosulfate–citrate–bile salt–sucrose agar (TCBS; Difco, Detroit, MI,
USA) and Pseudomonas isolation agar (PIA; Oxoid, Basingstoke, UK),
respectively, using the spread plate method (Moriarty, 1998). Samples
were diluted serially, 0.1 mL aliquots plated onto TCBS or PIA and the
plates incubated at 30 °C for 24–48 h (Thomas and Wimpenny, 1996;
Hoi et al., 1998; Geysen et al., 2005; González-Miret et al., 2006).
Afterwards, colonies were counted and the amount of bacteria was
calculated as colony forming unit (CFU) per gram. Then, morphology
and the number of yellow and green colonies on TCBS were recorded
and subcultured on TCBS and Tryptic Soya Agar (TSA) plus 2.0% NaCl
(Difco Laboratories) prior to identification by biochemical tests. All
colonies that appeared in these time intervals were assumed to be
Vibrio. These results helped to identify some but not all of the
additional strains according to Bergey's manual of determinative
bacteriology (Krieg and Holt, 1984). Colonies on PIAwere treated with
the oxidase test and identified based on Bergey's manual of
determinative bacteriology (Krieg and Holt, 1984). Presumptive
identification was accomplished by standard biochemical tests
) in the first phase

Treatment 3 Treatment 4 Treatment 5

8.31±0.57a,12 5.57±0.76a,1 5.32±0.99a,2

5.93±1.75a,1 6.07±1.26a,1 9.61±3.54b,3

8.21±1.70c,12 5.52±1.27b,1 7.85±1.20c,3

13.05±0.07d,3 6.50±3.47b,2 7.55±1.91b,3

7.75±0.35b,12 6.02±1.56b,1 1.05±0.21a,1
3 9.11±4.10cd,2 5.82±0.57b,1 1.01±0.28a,1

al heterotrophic bacteria of the first phase between five treatments and the control.
total heterotrophic bacteria in different time of the first phase.



Table 6
Effect of five treatments and control on number of total heterotrophic bacteria (× 106 CFU/g) in the third phase

Day Control Treatment 1 Treatment 2 Treatment 3 Treatment 4 Treatment 5

0 4.87±2.23b,3 2.51±0.42a,2 3.01±0.44ab,2 2.33±0.23a,3 4.05±0.64ab,23 2.33±1.2a,2

3 2.53±0.46a,2 4.03±0.55b,3 3.20±0.46ab,2 2.04±0.02a,3 4.51±1.35bc,23 5.6±1.41c,3

6 1.27±0.15ab,12 1.43±0.75ab,12 5.33±0.91c,3 0.80±0.21ab,2 1.83±0.96b,12 0.47±0.31a,1

9 8.05±0. 35a,4 5.87±1.19a,4 5.47±0.80a,3 3.65±0.64a,4 6.57±4.18a,3 7.7±0.65a,4

12 0.19±0. 04a,1 0.4±0.08b,1 0.17±0.11a,1 0.41±0.10b,1 0.26±0.08a,1 0.29±0.11ab,1

15 0.42±0. 07b,1 0.39±0.045b,1 0.27±0.05a,1 0.27±0.05a,1 0.41±0.01b,1 0.58±0.07c,1

a,b,cDifferent superscript letters indicate significant difference (Pb0.05) in the number of total heterotrophic bacteria of the third phase between five treatments and the control.
1,2,3Different superscript numbers indicate significant difference (Pb0.05) in the number of total heterotrophic bacteria in different time of the third phase.

Table 7
Effect of five treatments and control on number of Vibrio spp. (× 102 CFU/g) in the first phase experiment

Day Control Treatment 1 Treatment 2 Treatment 3 Treatment 4 Treatment 5

0 2.15±0.15a,3 1.65±0.21a,2 1.55±0.37a,3 1.47±0.57a,2 2.05±0.43a,3 1.90±0.28a,3

3 1.60±0.18d,2 1.35±0.07c,2 0.85±0.21b,2 1.65±0.21d,2 1.03±0.06b,2 0.35±0.07a,2

6 0±0a,1 0±0a,1 0±0a,1 0±0a,1 0±0a,1 0±0a,1

9 0±0a,1 0±0a,1 0±0a,1 0±0a,1 0±0a,1 0±0a,1

12 0±0a,1 0±0a,1 0±0a,1 0±0a,1 0±0a,1 0±0a,1

15 0±0a,1 0±0a,1 0±0a,1 0±0a,1 0±0a,1 0±0a,1

a,b,cDifferent superscript letters indicate significant difference (Pb0.05) in the number of Vibrio sp. of the first phase between five treatments and the control.
1,2,3Different superscript numbers indicate significant difference (Pb0.05) in the number of Vibrio sp. in different time of the first phase.
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(Gerhardt et al., 1994), Gram staining and colony morphology
determination.

2.6. Statistical analysis

Data were shown as mean±standard deviation (SD). All para-
meters were determined in three replicates. Significant difference in
the change of pH, organic matter and bacteria among the treatments
over time was tested by using a two-way analysis of variance
(ANOVA). Duncan's New Multiple Range Test was used to isolate any
significant differences detected in the ANOVA (Duncan, 1955). All data
were considered significant at Pb0.05.

3. Results

3.1. Effect of different shrimp pond bottom soil treatments on the change
of soil physical characteristics in the first and third phase

In the first phase, the accumulated black and glutinous organic
sludge was layered onto the pond soils and then studied on the
effectiveness of various pond bottom soil containing organic sludge
treatments on changes in pH, organic matter, total heterotrophic
bacteria, Vibrio and Pseudomonas. The initial pH of the control and
treated groups, 7.19±0.17 to 7.41±0.14, did not differ significantly
(PN0.05; Table 1). In control tanks, pH of pond soils at the beginning of
experimentwas 7.19±0.17, anddecreased to 6.77±0.14 (Pb0.05) onday
3. Soils dried in sunlight and tilled (treatment 1) also had a significantly
lower pH of 7.19±0.07 (Pb0.05) at day 3, followed by a further decline
Table 8
Effect of five treatments and control on number of Pseudomonas spp. (× 103 CFU/g) in the fi

Day Control Treatment 1 Treatment 2

0 6.53±0.78a,2 7.25±0.67a,2 8.75±1.63a,3

3 14.87±0.38d,5 16.33±0.66e,3 14.07±0.67cd,

6 11.24±0.42c,4 3.87±1.88a,1 6.75±1.27b,2

9 4.85±1.34e,1 3.5±0.66d,1 0.75±0.35a,1

12 8.15±0.35e,3 6.67±0.61d,2 1.51±0.42a,1

15 4.75±1.20c,1 2.95±0.78b,1 1.03±0.28a,1

a,b,cDifferent superscript letters indicate significant difference (Pb0.05) in the number of Ps
1,2,3Different superscript numbers indicate significant difference (Pb0.05) in the number of
to 6.62±0.15 (Pb0.05) at the end of experiment (day 15). Similarly,
soil dried in sunlight with the addition of probiotic (treatment 4) or
dried in sunlight and tilled along with the addition of probiotics
(treatment 5) declined in pH (Pb0.05) by day 3. In contrast, soil treated
with sunlight, tilling and lime addition (treatment 2) or sunlight and
lime addition (treatment 3), pH declined significantly (Pb0.05) only
after 9 days.

After the pond soils containing organic sludge were treated in the
first phase, shrimp pondwater and the same amount of organic sludge
added in the first phase were transferred into the experimental tanks
in order to simulate a second crop of shrimp. In the beginning of the
experiment in the third phase (day 0), pH of pond bottom soils in all
groups increased (Table 2), compared to those of the same treatment
during the end of the first phase (Table 1). Although there was no
significant difference (PN0.05) in pH between treated and control
groups at the beginning of the experiment, a significant decline
(Pb0.05) was observed in all groups except treatment 2 over the
experimental period (Table 2). At the end of the experiment (day 15),
pH of soils in treatment 2 and 3 remained near neutrality with average
values of 7.39±0.16 and 7.07±0.05, respectively, while those of other
treatments were slightly acidic (6.46±0.07 to 6.71±0.09).

Organic contentof all groups at the commencementof experimentof
each of the first and third phasewas not significantly different (PN0.05),
with average values of 1.70±0.05% to 1.79±0.07% (Table 3) and 1.47±
0.02% to 1.56±0.06% (Table 4), respectively. A significant increase
(Pb0.05) in organic matter was, however, observed at the end of the
experiment in the first and third phase, with values of 4.13±0.06% to
4.56±0.07% and 4.17±0.13% to 4.64±0.04%, respectively.
rst phase experiment

Treatment 3 Treatment 4 Treatment 5

9.15±1.20a,4 9.45±2.05a,3 8.77±1.50a,4
4 8.41±0.71b,3 9.36±0.89c,3 4.47±1.04a,3

3.92±2.12a,2 3.67±2.06a,12 2.11±0.85a,2

1.17±0.25ab,1 2.1±0.44bc,1 2.6±1.63cd,2

1.21±0.42a,1 4.67±0.74c,2 2.65±0.21b,2

3.03±0.42b,2 3.75±0.07b,12 0.60±02a,1

eudomonas spp. of the first phase between five treatments and the control.
Pseudomonas spp. in different time of the first phase.



Table 9
Effect of five treatments and control on number of Pseudomonas spp. (× 103 CFU/g) in the third phase

Day Control Treatment 1 Treatment 2 Treatment 3 Treatment 4 Treatment 5

0 6.80±2.07a,23 9.77±1.06a,2 8.70±1.95a,3 8.12±1.65a,2 11.03±1.27a,2 8.47±0.25a,3

3 5.63±1.07ab,12 13.11±1.14c,3 3.57±0.95a,12 4.51±0.89a,1 7.13±1.50b,2 7.43±1.52b,3

6 13.20±0.95c,5 4.33±0.65a,1 4.07±0.61a,12 7.33±0.96b,2 8.97±2.72b,2 2.17±0.57a,2

9 7.93±0.67b,34 6.32±0.96b,1 8.50±0.31b,3 10.5±0.92c,2 2.23±0.61a,1 0±0a,1

12 4.02±0.62c,1 7.31±0.4d,1 4.63±0.71c,2 9.17±1.21e,2 1.73±0.12b,1 0±0a,1

15 9.51±0.72d,4 6.37±0.95c,1 2.33±0.41b,1 3.3±0.4b,1 2.50±0.28b,1 0±0a,1

a,b,cDifferent superscript letters indicate significant difference (Pb0.05) in the number of Pseudomonas spp. of the third phase between five treatments and the control.
1,2,3Different superscript numbers indicate significant difference (Pb0.05) in the number of Pseudomonas spp. in different time of the third phase.
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3.2. Effect of different shrimp pond bottom soil treatments on the change
of total heterotrophic bacteria, Vibrio and Pseudomonas in the first and
third phase

Total heterotrophic bacteria (THB) of the control and treated
groups during the first phase of the experiment ranged from (1.01±
0.28)×106 CFU/g to (13.05±0.07)×106 CFU/g (Table 5). A significant
decline in THB over timewas found only in soil dried in sunlight, tilled
withprobiotics added (treatment5). During the thirdphase, a significant
decline inTHBwas observed in both treated and control groups, with an
average value on day 15 less than (0.58±0.07)×106 CFU/g (Table 6).

Vibrio numbers in the treated and control groups at the beginning
of the first phase were not significantly different (PN0.05), with
average values in a range of (1.47±0.57)×102 to (2.15±0.15)×102 CFU/g
(Table 7). However, Vibrio were not detected in any group on day 6 or
after. In the third phase, no colonies of Vibrio spp. were detected in any
group during the 15-day trials. The isolated colonies on TCBS were
further identified by biochemical tests. V. parahaemolyticus was the
only species found in this study which showed positive results with
oxidase, lysine decarboxylase, ornithine decarboxylase, motility,
arabinose fermentation, mannitol fermentation, growth in 3, 6, or 8%
NaCl and growth at 42 °C, and negative results with VP, urea, ONPG,
sucrose fermentation, lactose fermentation and growth in 10% NaCl.

Pseudomonas levels in the treated groups at the beginning of the first
phase ranged from (7.25±0.67)×103 CFU/g to (9.45±2.05)×103 CFU/g,
not significantly different (PN0.05) from those of the controls (6.53±
0.78)×103 CFU/g (Table 8). A significant decrease (Pb0.05) in Pseudo-
monas countswasobservedover time in all groups.However, thegreatest
decrease in Pseudomonas occurred in soil dried in sunlight, tilled with
probiotics added (treatment 5) with numbers of (0.60± 0.02)×103 CFU/g
at day 15. The number of Pseudomonas in the treated and control groups
during the beginning of third phase did not differ significantly (PN0.05)
and ranged from (6.80±2.07)×103 CFU/g to (11.03±1.27)×103 CFU/g
(Table 9). However, soil dried in sunlight, tilled with probiotics added
(treatment 5) showed the greatest decline (Pb0.05) in the number of
Pseudomonas. There was no detectable colony of Pseudomonas after day
9 in treatment 5, while in the other treatments the number of Pseudo-
monas ranged from (2.33±0.41)×103 CFU/g to (9.51±0.72)×103 CFU/g at
the end of experiment (day 15).

4. Discussion

The decline of pH over time in the first and third phase suggested
that drying of soil with sunlight is a major factor controlling the
decrease in pH. Drying also enhances soil aeration that along with an
optimum temperature range accelerates nitrification as nitrifying
bacteria are almost exclusively aerobic microorganisms (Avnimelech
and Ritvo, 2003). As a consequence, nitrification releases H+ to the soil,
causing a decrease in pH (Hargreaves, 1998).

In the second phase, an increase in pH occurred which was related
with the waterlogged condition, inhibiting nitrification (Charman and
Roper, 2000; Avnimelech and Ritvo, 2003). Denitrification of nitrate in
the pond soil may also increase pH (Charman and Roper, 2000; Fenton
and Helyar, 2000). In the third phase, a decline of soil pH in all groups
was similar to those in the first phase and indicated a reoccurrence of
nitrification. When lime was added to soil containing organic sludge
and dried (treatment 3) or dried and tilled (treatment 2), pH of treated
soils was neutral. This indicated that liming maintained pH in treated
soils containing organic sludge, in accord with earlier observations
(Martikainen et al., 1993; Rudebeck and Persson, 1998; Bckman and
Klemedtsson, 2003). As a result, lime has been routinely applied to
correct acidification (Golez, 1995) and is considered as one of themost
important procedures for maintaining soil at a satisfactory pH
(Charman and Roper, 2000).

Organic matter used in the present study refers to the stable
humus, which is considered beneficial for shrimp culture (Shang et al.,
1998). In contrast, organic sludge contains a high amount of toxic
materials such as hydrogen sulfide, ammonia gas as well as
pathogenic microorganisms (Bergheim and Asgard, 1996; Avnimelech
and Ritvo, 2003). An increase of organic matter in all groups during
the first and third phase over time indicated the importance of its
decomposition by drying in sunlight. Drying enhanced microbial
oxidation of organic matter (Arenas and De La Lanza, 1981. Campbell
et al. (1994) reported that moisture and temperature are the main
factors controlling mineralization of nitrogen and carbon. Soil
temperature in the present study during drying was about 30–36 °C,
resulting in an increase in organic sludge decomposition. This result is
in agreement with Boyd (1995) who reported that soil temperature
and soil water greatly influences the rates of biological, physical, and
the chemical processes in soil. Future experiment regarding water
content in sediment needs to be investigated as bacterial viability,
bacterial cultivability, bacterial activity andmineralization process, pH
and organic content are affected by water content.

The observed THB levels found during the first phase was slightly
higher than those found in other shrimp culture ponds (Devaraja et al.,
2002; Tendencia et al., 2006). Devaraja et al. (2002) reported that the
THB levels were 3.75×105 CFU/g in pond bottom soil collected from
black tiger shrimp ponds. Tendencia et al. (2006) reported levels of
THB in shrimp pond bottom soil, ranging from 5.4×105 CFU/g to
6.8×105 CFU/g. However, in tilapia pond bottom soil the number of
THB was much higher, ranging from 1.2±3.1×106 CFU/g to 7.3±
1.1×107 CFU/g (Al-Harbi and Uddin, 2005). Low values of THB of under
0.58±0.07×106 CFU/g at the end of experiment in the third phase
indicated that drying of soil in sunlight reduced the number of
heterotrophic bacteria.

For the Vibrio count, it appears that the major factor regulating the
removal of Vibrio spp. from the pond bottom soil was drying. Vibrio
spp. were reported to growwell in a seawater base (Costa et al., 1998).
Several authors also reported that drying of pond soil between cycles
of production caused a decline of pathogenic bacteria accumulated
from the previous crop, elimination of toxic gases such as ammonia,
hydrogen sulfide and methane, oxidation of FeS, increase in pH and
redox potential and mineralization of organic C, organic N and organic
P (Boyd, 1992; De Groot and Van Wijck, 1993; Kongkeo, 1997).
Interestingly, V. parahaemolyticus was the dominant Vibrio species
found in all the pond soils, in agreement with the findings of Cruz dela
et al. (1990), Leangphibul et al. (1986) and Pradeep and Lakshmanper-
umalseamy (1984). Moreover, Bhaskar and Setty (1994) proposed
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that pond soil, water and shrimp feed were the main sources of
V. parahaemolyticus. The level of Vibrio during the beginning of
experiment in first phase of the present study was within the same
range reported by Gopal et al. (2005) and Tendencia and dela Peña
(2002).

Pseudomonas is one of the indigenous microflora in aquatic habitats
in which some of them have an important role in the environment
stability (Hongxiang et al., 2008). However, some of Pseudomonas
species (e.g. P. anguilliseptica) are the potential causative agents for
diseases in the culture of aquatic animals (Costa et al.,1998;Nimrat et al.,
2005; Colakoglu et al., 2006; Nimrat and Vuthiphandchai, 2008). Little
information is available on safe concentrations of Pseudomonas in the
aquaculture environment, particularly, pond bottom soils. Observed
levels of Pseudomonas at the beginning of the first phase in the present
study was higher than those reported in tilapia ponds in Saudi Arabia
(Al-Harbi and Uddin, 2005). A combination of drying with sunlight and
tilling with probiotics (treatment 5) was themost effective treatment to
eliminate Pseudomonas in pond soil. Control of potential pathogenic
bacteria number is needed for aquaculture success since outbreaks of
disease are usually associatedwith increases in the proportions of some
Vibrio and Pseudomonas species (Sung et al., 1999). Vibrio have been
reported to be the most numerous of the reported bacterial agents of
penaeid shrimp and the majority of bacteria present in the normal
microflora of cultured and wild penaeid shrimp (Mohney et al., 1994;
Gomez-Gill et al., 1998; Leano et al., 1998; Moriarty, 1998). Rapid
disappearance of Vibrio spp., compared to slow disappearance of Pseu-
domonas, in the present study indicated that it was more resistant to
drying with sunlight than Vibrio spp.

A combination of drying with sunlight and tilling with probiotics
(treatment 5) was the most effective treatment to eliminate Pseudo-
monas in pond soil. Although Vibrio and Pseudomonas are a
component of the indigenous microflora in aquatic habitats, they are
the major causative agents for most serious diseases in the culture of
aquatic animals (Thune et al., 1993; Toranzo and Barja, 1993, Costa
et al., 1998; Nimrat et al., 2005; Colakoglu et al., 2006; Nimrat and
Vuthiphandchai, 2008). Control of potential pathogenic bacteria
number is needed for aquaculture success since outbreaks of disease
are usually associated with increases in the proportions of some Vibrio
and Pseudomonas species (Sung et al., 1999). Rapid disappearance of
Vibrio spp., compared to slow disappearance of Pseudomonas, in the
present study indicated that it was more resistant to drying with
sunlight than Vibrio spp. Future experiment on molecular identifica-
tion of some representative isolates (Vibrio and Pseudomonas) would
be useful for detection of these microorganisms.

Addition of probiotic combined with drying and tilling gave the
best reduction in Vibrio spp., and Pseudomonas spp. counts, compared
to other treatments. Drying of soils facilitates aeration, enhances
decomposition and changes the microbial population (Sonnenholzner
and Boyd, 2000b). For example, metabolism of oxidizing bacteria
increased significantly in dried pond soil within a few hours following
drying (Avnimelech and Ritvo, 2003). The disappearance of Pseudo-
monas after day 9 in the third phase of the group treated with drying
and tilling with probiotics (treatment 5) might be related to the
combined effect of tilling and probiotic applications. Tilling would also
increase pond soil respiration, which favors conditions for probiotic
growth (Avnimelech and Ritvo, 2003). Probiotics may also reduce the
number of Vibrio spp. and Pseudomonas spp. via production of
antimicrobial substances or enzyme excretions or by competition for
space and nutrients (Moriarty, 1998; Gram et al., 1999; Balcázar and
Rojas-Luna, 2007; Balcázar et al., 2007). Probiotic utilization, some-
times called bioaugmentation or bioremediation, has been proposed
as an alternate environmentally approach for treatment of aqua-
culture system to control and compete with pathogenic bacteria
(Moriarty, 1997, 1998; Anderson and Pempkowiak, 1999; Sonnenholz-
ner and Boyd, 2000a; Vaseeharan et al., 2004). Boyd (1995) reported
several advantages for the use of probiotics in aquaculture such as
accelerated degradation of organic matter, increase dissolved oxygen,
biodegradation of accumulated waste products (nitrite, ammonia,
carbon dioxide and sulfide) as well as reducing feed conversion ratios.
As a consequence, the combination of drying, tilling and addition of
probiotic could be the effective way to treat and condition pond soil as
well as reducing the incidence of disease in shrimp culture. In the
present study, Bacillus spp. were the majority group of probiotics.
Moriarty (1998) reported that there are several mechanisms involved
in Bacillus controlled Vibrio species. Bacillus produces an exoenzyme
which degrades slime and biofilms and allowing it to penetrate slime
layers around Gram negative bacteria, including Vibrio. Further, Ba-
cillus grows more rapidly than Vibrio; competing favorably with
pathogens for nutrients leading to pathogenic starvation. Finally, Ba-
cillus can produce antibiotics to inhibit Vibrio growth. Moriarty (1998)
demonstrated that probiotics containing Bacillus can completely
eliminate the luminescent Vibrio in pond bottom soil. Vaseeharan
et al. (2004) reported that probiotic-treated ponds contained lower
pathogenic Vibrio anguillarum-like bacteria densities than those in the
untreated (control) ponds.

5. Conclusion

Drying of soil with sunlight reduced soil pH while tilling (and
drying) tended to increase pH. Pond bottom soils containing black and
glutinous organic sludge are required to be treated before the next
shrimp culture crop because it accumulated the toxic materials and
high numbers of shrimp pathogens (Vibrio and Pseudomonas), which
are harmful to shrimp culture productivity and sustainability. A
combination on the use of soil drying in sunlight and tilling with the
addition of probiotics (treatment 5) was effective in significantly
maintaining the soil physical characteristics (pH and organic matter)
and degradation of toxic organic sludge into stabilized organic matter
as well as removal of shrimp pathogenic bacteria (Vibrio and Pseudo-
monas). Liming would be the suitable management procedure to
maintain pH in treated soils containing organic sludge.
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