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บทคัดย่อ 

การศึกษาชนิดของแบคทีเรียโปรไบโอติกที่ผลิตเอนไซม์โปรติเอสจากบ่อเลี้ยงกุ้งก้ามกราม 
(Macrobrachium rosenbergii de Man) ในจังหวัดกาฬสินธ์ุ พบแบคทีเรียโปรไบโอติก จำนวน 6   ไอ
โซเลต มีลักษณะรูปร่างเป็นท่อน แกรมบวก และจากการจัดจำแนกชนิดโดยการวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอ
ไทด์ในส่วนของยีน 16S rDNA พบว่าเป็นแบคทีเรียกลุ่ม Bacillus ทั้งหมด ได้แก่ Bacillus marisflavi 
(KS1), B. aryabhattai (KS2), B. pseudomycoides (KS3), B. safensis (KS4), B. infantis (KS5) 
และ B. cereus (KS6) และเมื ่อนำทดสอบการผลิตเอนไซม์โปรติเอส พบว่า  B. pseudomycoides 
(KS3) ผลิตโปรติเอสได้มากที่สุด 1.203e±0.60 ยูนิตต่อมิลลิลิตร, B. cereus (KS6) 1.145d±0.50 ยูนิ
ตต่อมิลลิลิตร, B. aryabhattai (KS2) 0.986c±0.60 ยูนิตต่อมิลลิลิตร, B. safensis (KS4)  0.034b±0.03 
ย ูน ิตต ่อม ิลล ิล ิตร , B. marisflavi (KS1) 0.020b±0.01 ย ูน ิตต ่อม ิลล ิล ิตร  และ  B. infantis (KS5) 
0.008a±0.002 ยูนิตต่อมิลลิลิตร ตามลำดับ  มีความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติที่ระดับ 0.05  

คำสำคัญ:  แบคทีเรีย โปรไบโอติก กุ้งก้ามกราม เอนไซม์โปรติเอส ยีน 16S rDNA 
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Abstract 

A study of screening protease producing probiotic bacteria of giant freshwater 
prawn (Macrobrachium rosenbergii de Man) on pond culture in kalasin province were 
found 6 isolates that all it is rod shaped and gram positive. The nucleotide analysis by 
16S rDNA gene sequences identified that all bacterial isolates are genus bacillus such as 
Bacillus marisflavi (KS1), B. aryabhattai (KS2), B. pseudomycoides (KS3), B. safensis (KS4), 
B. infantis (KS5) and B. cereus KS6. Protease enzyme production of  B. pseudomycoides 
(KS3) were highest 1.203e±0.60 unit/ml, B. cereus (KS6) 1.145d±0.50 unit/ml, B. 
aryabhattai (KS2) 0.986c±0.60 unit/ml, B. safensis (KS4)  0.034b±0.03 unit/ml, B. marisflavi 
(KS1) 0.020b±0.01 unit/ml and B. infantis (KS5) 0.008a±0.002 unit/ml, respectively with 
significant difference 0.05.  

Keywords : bacterial, probiotic, giant  freshwater prawn, Macrobrachium  rosenbergii de  
                 Man, protease enzyme, 16S rDNA gene 

 
บทนำ 

 

กุ ้งก ้ามกราม มีช ื ่อสามัญว่า Giant 
freshwater prawn ม ี ช ื ่ อ ว ิ ท ย าศ าสต ร ์ ว่ า 
Macrobrachium rosenbergii de Man จัดเป็น
กุ้งน้ำจืดขนาดใหญ่ที่พบทั ่วไปในแหล่งน้ำตาม
ธรรมชาติและสามารถดำรงชีวิตอยู่ได้ทั้งในน้ำ
กร่อยและน้ำจืด จังหวัดกาฬสินธ์ุมีพื้นที่เลี้ยงกุ้ง
ก้ามกรามกันมากบริเวณรอบ ๆ เขื ่อนลำปาว 
ส่วนใหญ่สายพันธ์ุของกุ้งก้ามกรามที่เลี้ยงในพื้นที่
จังหวัดกาฬสินธ์ุจะมีลักษณะเป็นกุ้งก้ามกราม
ก้ามทองและกุ้งก้ามกรามก้ามฟ้า (กีรวิชญ์ และ
มณีรัตน์, 2559)  ในอดีตที ่ผ ่านมาความอุดม
สมบูรณ์ของกุ้งก้ามกรามในแหล่งน้ำธรรมชาติจะ
มีปริมาณมากและจะมีปริมาณลดลงเรื ่อย ๆ 

เนื่องจากสาเหตุต่าง ๆ เช่น ปัญหาภาวะมลพิษ
ทางน้ำ การขยายตัวของประชากร กำลังการผลิต
มีไม่เพียงพอ ปริมาณการจับมากเกินไป การทำ
ประมงผิดวิธี  การเกิดโรคระบาด ปัจจุบันจึงได้มี
การเพาะเลี้ยงกุ้งก้ามกรามเพิ่มมากขึ้นขึ้นเพื่อ
ทดแทนปริมาณกุ ้งก้ามกรามจากธรรมชาติที่ 
ลดน้อยลง จนกลายเป็นอาชีพหน่ึงที่สร้างรายได้
ให้กับเกษตรกรอย่างมากมาย  

ปัจจุบันการนำแบคทีเรียโปรไบโอติก
มาใช้ในการเพาะเลี้ยงสัตว์น้ำได้มีความสำคัญ
มากขึ้น โดยจะมีประโยชน์ในการปรับปรุงระบบ
ย่อยอาหารในทางเดินอาหารเป็นผลทำให้การ
เจริญเติบโตดีขึ้นหรือการอยู ่รอดของสัตว์น้ำที่
เล ี ้ ยงในฟาร ์ม เพ ิ ่มมากขึ ้น และเพ ิ ่มระบบ
ภูมิคุ้มกันให้กับร่างกายทำให้ช่วยป้องกันการเกิด
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โรคระบาดในสัตว์น้ำได้ (Gatesoupe, 1999 ; 
Gomez-Gil et al., 2000) ช่วงระยะเวลาที่ผ่าน
มาเกษตรกรได้หันมาทดลองเลี ้ยงกุ ้งในระบบ
ช ีวภาพ โดยได ้ม ีการศ ึกษาและทดลองนำ
แบคทีเรียโปรไบโอติกมาใช้ควบคุมและป้องกัน
แบบชีววิธีในการเล ี ้ยงกุ ้งกุลาดำ โดยนำเชื้อ
แบคทีเรียโปรไบโอติกบางชนิดที่เป็นประโยชน์
สามารถเข ้าไปย ับย ั ้งการเจร ิญเต ิบโตของ
แบคทีเรียที่ก่อโรคในกุ้งกุลาดำ (สนธิ และลิลา, 
2541) และได ้ม ีงานวิจ ัยซึ ่งได้ทำการทดลอง 
นำจุลินทรีย์กลุ่ม Bacillus spp. ผสมกับอาหาร
กุ้งเพื่อทําเป็นโปรไบโอติกให้ลูกกุ้งกุลาดํากินใน
อัตราส่วนต่าง ๆ กัน พบว่าลูกกุ้งกุลาดำที่ไดร้ับ
โปรไบโอต ิกจะมีอ ัตราการรอดตายจากการ
เหน่ียวนําให้เกิดโรคโดยเชื้อ Vibrio harveyi สูง
ถึง 100 เปอร์เซ็นต์  โดยกุ ้งกุลาดำทดลองมี
สุขภาพแข็งแรงและเจริญเติบโตได้ดี ในขณะที่
กลุ่มควบคุมมีอัตรารอดเพียง 26 เปอร์เซ็นต์ และ
ม ีอาการผ ิดปกต ิ ในต ับ ต ับอ ่อนและล ําไส้  
(Phianphak et al., 1997; สนธิ และลิลา 2541, 
และ Rengpipat et al., 1998) โดยในกระบวนการ
ย่อยอาหารในระบบทางเดินอาหารของกุ ้งจะมี
ผลทำให้เกิดการย่อยสารอาหารต่าง ๆ ได้แก่ 
โปรตีน ไขมันและคาร์โบไฮเดรต เป็นต้น โดย
กิจกรรมของเอนไซม์ที่ผลิตจากจุลินทรีย์จะส่งผล
ต่อการย่อยสารอาหารและนำสารอาหารไปใช้
ประโยชน์ในร่างกายของสัตว์น้ำ เอนไซม์ที ่ มี
บทบาทหลักในกระบวนการย่อยอาหารในสัตว์
น้ำ ได้แก่ เอนไซม์โปรติเอสซึ ่งอยู ่ในกลุ ่มของ
เอนไซม์ไฮโดรเลสที่สามารถเร่งปฏิกิริยาการย่อย

สลายพันธะเปปไทด์โปรตีน ทำให้เกิดเปปไทด์
และกรดอะมิโนชนิดต่าง ๆ ซ่ึงจะมีผลต่อการย่อย
สารอาหารและการนำสารอาหารที่ย่อยได้ไปใช้
ประโยชน์ในกระบวนการเจริญเติบโตของสัตว์น้ำ 
และเป็นสารตั ้งต้นที ่สามารถทำปฏิกิร ิยากับ
องค์ประกอบอ่ืน ๆ ในอาหาร เช่น น้ำตาล ไขมัน 
เกิดเป็นสารใหม่ในร ่างกายต้องการสามารถ
นำไปใช้ประโยชน์ได้ 

เ อ น ไ ซ ม ์ โ ป ร ต ิ เ อ ส  ( Proteases 
enzyme) สามารถผลิตได้จากจุลินทรีย์หลาย
ชนิด โดยเฉพาะกลุ ่มแบคทีเรียโปรไบโอติกซ่ึง
เป็นจุลินทรีย์ที่เป็นแหล่งผลิตเอนไซม์โปรติเอสได้
เป็นอย่างดี และเอนไซม์ที่ผลิตขึ้นจากจุลินทรีย์
เหล่าน้ีสามารถนำเอาไปใช้ประโยชน์ในเชิงธุรกิจ
เกี่ยวกับการเพาะเลี้ยงสัตว์น้ำได้ดี Snealth et 
al. (1986) ได้มีรายงานการนำเชื ้อ B. subtilis 
เป็นเชื ้อแบคทีเรียแกรมบวก สามารถพบได้
โดยทั่วไป มีความสามารถในการสร้างสปอร์และ
มีความทนทานเมื ่ออยู ่ในสภาวะแวดล้อมที่ไม่
เหมาะสม เป ็นแบคทีเร ียท ี ่ม ีบทบาทสำคัญ
สามารถปลดปล่อยเอนไซม์โปรติเอสออกมาย่อย
โปรตีนได้ดี 

ดังนั้นในงานวิจัยนี ้จึงสนใจทำการคัด
แยกแบคทีเร ียโปรไบโอต ิกจากบ่อเล ี ้ย ง กุ้ง
ก้ามกรามของเกษตรกรในพื้นที่จังหวัดกาฬสินธ์ุที่
ม ีค ุณสมบ ัต ิ ในการผล ิตโปรต ิ เอสเพื่ อ เป็ น
ประโยชน์ต่อการนำแบคทีเรียโปรไบโอติกไปใช้
ผสมอาหารในการเลี้ยงกุ้งก้ามกรามเพื่อเร่งการ
ย่อยโปรตีน ลดระยะเวลาในการย่อย เพิ่มอัตรา
การเจริญเติบโต และสามารถนำแบคทีเรียโปร
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ไบโอต ิกที ่ค ัดแยกได ้ไปใช ้ประโยชน์ในการ
เพาะเลี้ยงกุ้งก้ามกรามต่อไป 
 

วัตถุประสงค์ของการวิจัย 
 

 1. เพื่อคัดแยกชนิดของจุลินทรีย์โปรไบโอ
ติกที่ได้จากบ่อเลี้ยงกุ้งก้ามกรามในพื้นที่จังหวัด
กาฬสินธ์ุ 
 2. เพื่อศึกษาปริมาณการผลิตเอ็นไซมโ์ป
รติเอสที่ได้จากจุลินทรีย์โปรไบโอติกที่คัดแยกได้ 
 

วิธีดำเนินการวิจัย 
 

1. การเก็บตัวอย่างดินและการเตรียมเลี้ยงเชื้อ
แบคทีเรียโปรไบโอติก 
 

เก็บตัวอย่างดินโคลนจากบ่อกุ้งเลี้ยงกุ้ง
ก้ามกรามของเกษตรกรในพื้นที่จังหวัดกาฬสินธ์ุ 
เพื่อคัดแยกเชื้อแบคทีเรียที่เป็นโปรไบโอติก โดย
จากการสำรวจพื้นที่เลี้ยงกุ้งก้ามกรามในจังหวัด
กาฬสินธ์ุจำนวน 3 อำเภอ ได้แก่ 1. อำเภอยางตลาด 
2. อำเภอเมืองกาฬสินธุ์ และ 3. อำเภอห้วยเม็ก 
จังหวัดกาฬสินธ์ุ (กีรว ิชญ์ และคณะ, 2561)  
ทำการเก็บตัวอย่างดินโคลนจากบ่อกุ้งก้ามกราม
โดยวิธีการสุ่มเก็บตัวอย่างดินโคลนจากพื้นบ่อ
เลี้ยงกุ้งก้ามกรามของเกษตรกรในพื้นที่ 3 อำเภอ
ของจังหวัดกาฬสินธ์ุ  โดยตัวอย่างดิน 1 บ่อจะทำ
การเก็บ 4 จุด (ความลึกจากระดับน้ำถึงผ ิวดิน
โคลน ประมาณ 60-120 เซนต ิ เมตร ) เ ก็บ
ตัวอย่างดินอำเภอละ 4-5 บ่อ แล้วนำตัวอย่างดิน
โคลนที่เก็บได้ทั ้งหมดมาผสมรวมกัน (กีรวิชญ์ 

และคณะ, 2561) จากนั้นนำตัวอย่างดินโคลนที่
ผสมเรียบร้อยแล้วมาชั่งจำนวน 10 กรัม ผสมใน
น้ำกลั่นที่ฆ่าเชื้อ 90 มิลลิลิตร เขย่าแรงๆ 25-30 
ครั ้ง เจือจาง 10-1 ถึง 10-6 ดูดสารละลายดิน
โคลน 10-4 ถึง 10-6 ใส่ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ NA 
จำนวน 0.5 มิลลิลิตร ทำการ Spread plate จนทั่ว
จานอาหาร (ทำ 3 ซ้ำ) หลังจากนั ้นนำไปบ่มที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 24 ชั ่วโมง 
สังเกตลักษณะโคโลนีด้วยตาเปล่า ทำการแยก
เชื้อจุลินทรีย์ที่พบในแต่ละกลุ่มไปเลี้ยงต่อ โดย
กำหนดให้ไอโซเลตแบคทีเรียโปรไบโอติกที ่พบ
ด้วยรหัสต่าง ๆ ได้แก่ แบคทีเรียโปรไบโอติกไอโซ
เลตที่ 1 กำหนดด้วยรหัส KS1 และแบคทีเรียโปร
ไบโอต ิกไอโซเลตที ่  2 กำหนดด้วยรหัส KS2  
ตามลำด ับ  จากน ั ้นเข ี ่ ย เอาโคโลนีของเชื้ อ
แบคทีเรียโปรไบโอติกที่เจริญดีมาเลี้ยงในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ NA (อรวรรณ์ และคณะ, 2556b) 

  

2. ศึกษาสัณฐานวิทยาภายนอกของแบคทีเรีย
โปรไบโอติก 
 

ทำการ Streak plate เพ ื ่อแยกเชื้อ
แบคทีเรียโปรไบโอติกให้บริสุทธิ ์ นำไปบ่มที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 24 ชั่วโมง  ทำการ
แยกเชื้ออีกครั้งโดยเทคนิค Cross streak plate 
เพื่อแยกเชื ้อให้บริสุทธิ ์มากขึ ้น นำไปเลี้ยงเชื้อ
แบคทีเรียโปรไบโอติกต่อที ่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส นาน 24 ชั่วโมง เพื่อแยกเชื้อให้บริสุทธ์ิ
มากขึ ้นซึ ่งสามารถเห็นโคโลนีที ่ชัดเจนมากขึ้น  
สังเกตลักษณะสัณฐานวิทยาภายนอกของโคโลนี
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แบคทีเรียโปรไบโอติกที่พบด้วยตาเปล่า สังเกต
ขนาด  ล ั กษณะส ีและล ักษณะของโคโลนี
แบคทีเรียโปรไบโอติกที่เจริญในอาหาร 

   

3. การเตรียมสไลด์และวิธีการย้อมแกรมเซลล์
แบคทีเรียโปรไบโอติก ประยุกต์จากวิธีการของ 
พิมพร (2558) 
 

นำห่วงถ่ายเชื้อ (Loop) เผาไฟจนแดง
ทิ้งไว้ให้เย็น นําไปแตะหยดน้ำแล้วนํามาแตะวาง
บนแผ่นสไลด์ที่สะอาด จากน้ันนําห่วงถ่ายเชื้อเผา
ไฟจนแดงท ิ ้ ง ไว ้ให ้ เย ็น  แล ้วน ําไปแตะเชื้อ
แบคทีเรียโปรไบโอติกตัวอย่างมาผสมกันในหยด
น้ำบนแผ่นสไลด์ที ่เตรียมไว้ ทำการเกลี ่ย เชื้อ
แบคทีเรียโปรไบโอติกที ่อยู ่ในหยดน้ำบนแผ่น
สไลด์ให้กระจายออกบาง ๆ ปล่อยสไลด์ทิ้งให้
แห้งไว้ในอากาศ จากน้ันทําให้เซลล์แบคทีเรียโปร
ไบโอติกติดแน่นบนแผ่นสไลด์โดยวิธีใช้ความร้อน 
(Heat fixed) โ ด ย น ํ า แ ผ ่ น ส ไลด์ ท ี ่ ม ี เ ซลล์
แบคทีเรียโปรไบโอติกมาผ่านเปลวไฟอ่อน ๆ จาก
ตะเกียงแอลกอฮอล์ประมาณ 5-6 ครั้ง จากน้ัน
ปล่อยให้แผ่นสไลด์เย็นลงในอากาศแล้วนําแผ่น
สไลด์ที่เตรียมได้ไปทําการย้อมสีแกรมแบคทเีรีย 
โดยการนำแผ่นสไลด์มาหยดสี Crystal violet ]’
บนแผ่นสไลด์ ทิ้งไว้นาน 1 นาที ล้างออกด้วยน้ำ
สะอาด จากนั ้นหยด Gram iodine ลงบนแผ่น
สไลด์ ทิ้งไว้นาน 1 นาที ล้างออกด้วยน้ำสะอาด 
และทำการล ้ างสี ส ่ วนเก ินออกโดยแช ่ ใน
เอทิลแอลกอฮอล์ 95 เปอร์เซ็นต์ นาน 15 วินาที 
ล้างออกด้วยน้ำสะอาด จากนั้นหยดสี Safranin 

ให้ท่วมแผ่นสไลด์ ทิ้งไว้นาน 15-30 วินาที ล้างออก
ด้วยน้ำสะอาด ปล่อยแผ่นสไลด์ทิ ้งให้แห ้งใน
อากาศ ทำการตรวจลักษณะของเซลล์และแกรม
แบคทีเร ียโปรไบโอต ิกด้วยกล้องจุลทรรศน์ 
กำลังขยาย 1,000 เท่า  โดยเซลล์แบคทีเรียโปร
ไบโอติกที่เป็นแกรมบวกจะติดสีม่วงหรือน้ำเงิน
ของสี Crystal violet และเซลล์แบคทีเรียโปร
ไบโอติกที่เป็นแกรมลบจะติดสีแดงหรือชมพูของ
สี Safranin  

 

4. การจำแนกชนิดของเชื้อแบคทีเรียโปรไบโอ
ติกท่ีคัดเลือกด้วยวิธี 16S rDNA  
 

ต ร วจสอบและจำแนกชน ิ ด ขอ ง
แบคทีเรียโปรไบโอติกที ่ค ัดแยกได้ด้วยเทคนิค
ทางพันธุศาสตร์โมเลกุล (Molecular biology) 
ซ่ึงในงานวิจัยใช้หลักการของ 16S rDNA  universal 
primer โดยการสังเคราะห์ชิ้นส่วนของ DNA ที่
เ ค ย ม ี ร า ย ง า น ไ ว ้  ค ื อ  Forward primer 
(5’AGAGTTTGATCCTGG CTCAG3’) และ Reverse 
primer (5’ACGG CTACCTTGTTACGACTT3’) 
(Weisburg et al., 1991) จากน ั ้นนำช ิ ้นส ่ วน 
PCR product ที่ได้มาทำให้บริสุทธ์ิเพิ่มมากขึ้น 
นำส ่งว ิ เคราะห ์หาลำด ับเบสด ้วยว ิ ธี  DNA 
sequence analysis ที ่ศูนย์ความหลากหลาย
ทางชีวภาพ สถาบันวิจ ัยว ิทยาศาสตร ์และ
เทคโนโลยีแห่งประเทศไทย (วว./TISSTR; ฝ่าย
วิทยาศาสตร์ชีวภาพ) 
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5. ศึกษาการผลิตเอนไซม์โปรติเอสของเชื้อ
แบคทีเร ียโปรไบโอติกที ่แยกได้  (อำพรรณ, 
2558) 
 

นำแบคทีเร ียโปรไบโอต ิกที่ค ัดแยก
ได้มาเพาะเลี้ยงในอาหารเหลว NB บ่มที่อุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส  นาน 24 ชั่วโมง จากน้ันถ่าย
เชื้อที่มีค่า OD600 = 0.5 ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 
ลงใน Production medium ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 
บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 24 ชั่วโมง 
ทำการเก็บส่วนใส 75 ไมโครลิตร มาเติม TrisHCl 
ความเข้มข้น 50 มิลลิโมลาร์, pH 9 ที่มี CaCl2 
ความเข้มข้น 2 มิลลิโมลาร์ 1 มิลลิลิตร และเติม 
Azocasein ความเข้มข้น 2 เปอร์เซ็นต์ (น้ำหนัก
ต่อปริมาตร) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เขย่าให้เข้ากัน 
เป็นเวลา 15 นาที หยุดปฏิกิริยาโดยการเติมกรด
ไตรคลอโรอะซิติก (Trichloroacetic acid) ความ
เข้มข้น 0.4 โมลาร์ ปริมาตร 600 ไมโครลิตร เขย่า
ให้เข้ากัน หลังจากน้ันนำสารละลายที่ได้ไปวัดค่า
การดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 275 นาโนเมตร 
แล้วนำค่าที่ได้มาเทียบกับกราฟมาตรฐานของ  
L-Tyrosine (ความเข้มข้น 0-360 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร) เพื่อหาความเข้มข้นของ Tyrosine  ใน
ตัวอย่าง (ในการวัดค่าจะทําซ้ำ 3 ครั้ง) คำนวณหา
ค่ากิจกรรมของโปรติเอส โดยกําหนดให้ 1 หน่วย
เอนไซม์ คือ ปริมาณเอนไซม์ที่ใช้เร่งปฏิกิริยาการ
ย่อยสลายโปรตีนและให้กรดอะมิโนในรูปของ 
Tyrosine 1 ไมโครกรัม ภายในเวลา 1 นาที ใน
สภาวะที่กําหนด 

 

ผลการศึกษา 
  

สัณฐานวิทยาภายนอกของเชื้อแบคทีเรียโปร
ไบโอติก 
 

จากการคัดแยกเชื้อแบคทีเรียโปรไบโอ
ติกจากดินโคลนบ่อกุ้งก้ามกรามในพื้นที่จังหวัด
กาฬสินธ์ุที่เจริญบนอาหาร พบว่าเชื้อจุลินทรีย์
โปรไบโอติกที่เจริญพบได้ 6 ไอโซเลต ลักษณะ
สัณฐานวิทยาภายนอกพบว่าลักษณะของเชื้อจะ
มีลักษณะของโคโลนีและสีที่แตกกันออกไป โดย
จะมีลักษณะโคโลนีกลม มีสีเหลืองใส ขอบเรียบ 
(รูปที่ 1 A=KS1) ลักษณะโคโลนีกลม สีขาวขุ่น 
ขอบเรียบ (รูปที่ 1 B=KS2) ลักษณะโคโลนีคล้าย
เส้นใย สีขาวขุ่น (รูปที่ 1 C=KS3) ลักษณะโคโลนี
ขอบหยัก สีขาวใส (รูปที่ 1 D=KS4)  ลักษณะโค
โลนีกลม สีชมพูใส ขอบเรียบ (รูปที่ 1 E=KS5) 
และลักษณะโคโลนีกลม สีขาวขุ ่นเยิ ้มๆ ขอบ
เรียบ (รูปที่ 1 F=KS6) 
 

รูปที่ 1  ลักษณะโคโลนีของเช้ือแบคทีเรียโปรไบโอติกทั้ง      
           6 ไอโซเลต: A=KS1, B=KS2, C=KS3, D=KS4,   
           E=KS5, และ F=KS6  
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การตรวจสอบลักษณะของเซลล์และการย้อม
แกรมแบคทีเรีย 
 

จากการศึกษาสัณฐานวิทยาภายนอก
ของแบคทีเรียโปรไบโอติกทั้ง 6 ไอโซเลต ที่เจริญ
ในอาหาร NA ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 
24 ชั ่วโมง โดยไอโซเลตแบคทีเรีย KS1 จะมี
ลักษณะโคโลนีกลม มีสีเหลืองใส ขอบเรียบ KS2 
มีลักษณะโคโลนีกลม สีขาวขุ่น ขอบเรียบ KS3 มี

ลักษณะโคโลนีคล้ายเส ้นใย สีขาวขุ ่น KS4 มี
ลักษณะโคโลนีขอบหยัก สีขาวใส KS5 มีลักษณะ
โคโลนี กลม สีชมพูใส ขอบเรียบ และ KS6 มี
ลักษณะโคโลนีกลม สีขาวขุ ่นเยิ้มๆ ขอบเรียบ 
ลักษณะเซลล์แบคทีเรียโปรไบโอติกทั้งหมดทุกไอ
โซเลตมีลักษณะเป็นท่อนและเซลล์ทุกๆ ไอโซเลต
ย้อมติดสีม่วงหรือน้ำเงินของสี Crystal violet 
จัดเป็นกลุ่มแบคทีเรียแกรมบวกทั้งหมด (ตาราง
ที่ 1) 

 

ตารางท่ี 1   
ลักษณะสัณฐานวิทยาภายนอกของเช้ือแบคทีเรียโปรไบโอติกทั้ง 6 ไอโซเลต 

ไอโซเลต ลักษณะโคโลน ี ลักษณะเซลล ์ แกรมแบคทีเรีย 
KS1 กลม สีเหลืองใส ขอบเรียบ ท่อน + 
KS2 กลม สีขาวขุ่น ขอบเรียบ ท่อน + 
KS3 คล้ายเส้นใย สีขาวขุ่น ท่อน + 
KS4 ขอบหยัก สีขาวใส ท่อน + 
KS5 กลม สีชมพูใส ขอบเรียบ ท่อน + 
KS6 กลม สีขาวขุ่นเยิ้มๆ ขอบเรียบ ท่อน + 

 
การจำแนกชนิดของเชื้อแบคทีเรียโปรไบโอติก
คัดเลือกด้วยวิธี 16S rDNA 
 

ผลจากการ ส ่ ง ว ิ เ คราะห ์ พ ิ ส ู จ น์
เอกล ักษณ์ โดยส ่งว ิ เคราะห ์ท ี ่ศ ูนย ์ คว าม
หลากหลายทางชีวภาพ ฝ่ายวิทยาศาสตร์ชีวภาพ 
สถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์และเทคโนโลย ีแห่ง
ประเทศไทย โดยวิธีการวิเคราะห์ลำดับเบสใน
ส่วนของ 16S rDNA ของเชื้อแบคทีเรียโปรไบโอ
ติก ผลจากการวิเคราะห์พบว่า เชื้อแบคทีเรียโปร
ไบโอติกทั้ง 6 กลุ่ม ซ่ึงได้ระบุชนิดได้ ดังนี้ ไอโซ
เลต KS1 มีค่าความเหมือน B. marisflavi 99.52 

เปอร์เซ็นต์ ขนาดดีเอ็นเอ 1243 bp ไอโซเลต 
KS2 มีค่าความเหมือน B. aryabhattai 99.92 
เปอร์เซ็นต์ ขนาดดีเอ็นเอ 1314 bp ไอโซเลต 
KS3 มีค ่าความเหมือน B. pseudomycoides 
99.61 เปอร์เซ็นต์ ขนาดดีเอ็นเอ 1292 bp ไอโซเลต 
KS4 ม ีค ่ าความเหม ื อน  B. safensis 99.84 
เปอร์เซ็นต์ ขนาดดีเอ็นเอ 1278 bp ไอโซเลต 
KS5 ม ี ค ่ า ค วาม เหม ื อน  B. infantis 99.47 
เปอร์เซ็นต์ ขนาดดีเอ็นเอ 1332 bp และไอโซ
เลต KS6 มีค่าความเหมือน B. cereus 99.85 
เปอร์เซ็นต์ ขนาดดีเอ็นเอ 1339 bp (ตารางที่ 2)
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ตารางท่ี 2   
ผลการวิเคราะห์พิสูจน์เอกลักษณ์การวิเคราะห์ลำดับเบสในส่วนของ 16S rDNA 

ไอโซเลต ความคล้ายคลึง 
ความเหมือน  

(% similarity) 
ขนาดดีเอ็นเอ 

(bp) 

KS1 Bacillus marisflavi 99.52 1243 
KS2 Bacillus aryabhattai 99.92 1314 
KS3 Bacillus pseudomycoides 99.61 1292 
KS4 Bacillus safensis 99.84 1278 
KS5 Bacillus infantis 99.47 1332 
KS6 Bacillus cereus 99.85 1339 

 
ผลการทดสอบเอนไซม์โปรติเอสของแบคทีเรีย
โปรไบโอติกท่ีคัดแยกได้ 
 

จากการทดลองผลจากการทดสอบ
เอนไซม์โปรติเอสในเชื้อแบคทีเรียโปรไบโอติกทั้ง 
6 ชนิดที่คัดแยกได้ พบว่าแบคทีเรียโปรไบโอติกที่
สามารถผลิตเอนไซม์โปรติเอสสูงที่สุด ได้แก่ B. 
pseudomycoides (KS3) ม ี ค ่ า เ ท ่ า กั บ 
1.203e±0.60 ยูนิตต ่อมิลลิล ิตร  รองลงมา B. 

cereus (KS6) ม ีค ่าเท ่าก ับ  1.145d±0.50 ย ู นิ
ต ต ่ อม ิ ล ล ิ ล ิ ต ร  B. aryabhattai (KS2) ม ี ค่ า
เท ่ าก ับ  0.986c±0.60 ย ูน ิ ตต ่ อม ิ ลล ิ ล ิตร  B. 
safensis (KS4)  มีค่าเท่ากับ  0.034b±0.03 ยูนิ
ตต่อมิลลิลิตร B. marisflavi (KS1) มีค่าเท่ากับ 
0.020b±0.01 ยูนิตต่อมิลลิลิตร  และ B. infantis 
(KS5)  ม ีค ่ า เท ่ าก ับ  0.008a±0.002 ย ูน ิ ตต่ อ
มิลลิลิตร ตามลำดับ ซ่ึงมีความแตกต่างทางสถิติ
ที่ระดับ 0.05 (ตารางที่ 3 และรูปที่ 2)  

   

ตารางท่ี 3   
ผลการทดสอบเอนไซม์โปรติเอสของแบคทีเรียโปรไบโอติกที่คัดแยกได้ 

ไอโซเลต ชนิดแบคทีเรีย 
โปรติเอส  

(ยูนิต/มิลลิลิตร) 

KS1 Bacillus marisflavi 0.020b±0.01 
KS2 Bacillus aryabhattai 0.986c±0.60 
KS3 Bacillus pseudomycoides 1.203e±0.60 
KS4 Bacillus safensis 0.034b±0.03 
KS5 Bacillus infantis 0.008a±0.002 
KS6 Bacillus cereus 1.145d±0.50 
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รูปที่ 2  ปริมาณเอนไซม์โปรติเอสของแบคทีเรีย 
           โปรไบโอติก 6 ชนิดที่คัดแยกได้ 
 

อภิปรายผล 
 

สัณฐานวิทยาภายนอกของแบคทีเรียโปรไบโอติก 
 

จากการคั ดแยกแบคท ี เร ี ยโปรไบโอ 
ติก จากดินโคลนบ่อกุ้งก้ามกรามในพื้นที่จังหวัด
กาฬสินธ์ุที่เจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อ NA หลังจาก
นั้นนำไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 
24 ชั ่วโมง สังเกตลักษณะโคโลนีด้วยตาเปล่า
พบว่าเชื ้อจุลินทรีย์ที ่เจริญพบได้ 6 ไอโซเลต 
ลักษณะสัณฐานวิทยาภายนอกมีลักษณะของ
โคโลนีและสีที่แตกกันออกไปตามลักษณะชนิด
ของแบคทีเรียโปรไบโอติก โดยจะพบมีลักษณะ
โคโลนีกลม มีสีเหลืองใส ขอบเรียบ ลักษณะ  
โคโลนีกลม สีขาวขุ่น ขอบเรียบ ลักษณะโคโลนี
คล้ายเส้นใย สีขาวขุ่น ลักษณะโคโลนีขอบหยัก  
สีขาวใส ลักษณะโคโลนีกลม สีชมพูใส ขอบเรียบ 
และลักษณะโคโลนีกลม สีขาวขุ่นเยิ้มๆ ขอบเรียบ 
สอดคล้องกับผลการทดลองของ อัจฉราพร และ
คณะ, 2555 ศึกษาคุณสมบัติทางสัณฐานวิทยา
ของแบคทีเรียโปรไบโอติกพบว่ามีโคโลนีสีขาวขุ่น 
กลมนูน ขอบเรียบและมันวาว 

 

การตรวจสอบลักษณะของเซลล์และการย้อม
แกรมแบคทีเรียโปรไบโอติก 
 

จากการศึกษาสัณฐานวิทยาภายนอก
ของแบคทีเรียโปรไบโอติกทั้ง 6 ไอโซเลต ที่เจริญ
ในอาหาร NA ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 
24 ช่ัวโมง โดยเซลล์แบคทีเร ียโปรไบโอต ิก มี
ลักษณะเซลล์ทั้งหมดเป็นท่อน และผลจากการ
ย้อมแกรมของเซลล์แบคทีเรียโปรไบโอติกที่ ได้
จากการวิจัย พบว่าเซลล์ย้อมติดสีม่วงหรือน้ำเงิน
ของสี Crystal violet ทั ้งหมด แสดงให้เห็นว่า
แบคทีเรียโปรไบโอติกที่พบทั้งหมดจัดเป็นกลุ่ม
แบคทีเรียแกรมบวก ซึ ่งจะให้ผลการทดลองที่
สอดคล้องกับ อัจฉราพร และคณะ (2555) ทำการ
ทดลองนำเซลล์แบคทีเรียโปรไบโอติกที่เพาะเลี้ยง
ได้ไปส่องดูลักษณะสัณฐานวิทยาภายใต้กล้อง
จุลทรรศน์ พบว่าแบคทีเรียโปรไบโอติกย้อมติดสี
แกรมบวก รูปร่างเป็นแท่งยาว และ Semanti et 
al. (2012) ได้ศึกษา B. aryabhattai พบอยู่ใน
รากของพืชน้ำชนิดหน่ึงที่เรียกว่า Lammna sp. 
จัดเป็นแบคทีเรียแกรมบวก รูปร่างเป็นท่อน มี
ความสามารถในการเจริญเติบโตได้ในอุณหภูมิต่ำ
ถึง 4 องศาเซลเซียส แต่จะไม่ทนในอุณหภู มิ
มากกว่า 37 องศาเซลเซียส 

 

การจำแนกชนิดของเชื้อแบคทีเรียโปรไบโอติก
คัดเลือกด้วยวิธี 16S rDNA 
 

ผลจากการส่งวิเคราะห์พิสูจน์เอกลักษณ์
ด้วยการวิเคราะห์ลำดับเบสในส่วนของ 16S rDNA 
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ของเชื้อแบคทีเรียโปรไบโอติกที่คัดแยกได้ โดยส่ง
วิเคราะห์ที ่ศ ูนย์ความหลากหลายทางชีวภาพ 
ฝ่ายวิทยาศาสตร์ชีวภาพ สถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์
และเทคโนโลยีแห่งประเทศไทย ผลการวิเคราะห์
แบคทีเรียโปรไบโอติก ทั้ง 6 ไอโซเลต ซึ่งได้ระบุ
ชนิดของแบคทีเรียโปรไบโอติกได้ดังนี้ ไอโซเลต 
KS1 ม ีค ่าความเหม ือน B. marisflavi 99.52 
เปอร์เซ็นต์ ไอโซเลต KS2 มีค่าความเหมือน B. 
aryabhattai 99.92 เปอร์เซ็นต์ ไอโซเลต KS3 
มีค่าความเหมือน B. pseudomycoides 99.61 
เปอร์เซ็นต์ ไอโซเลต KS4 มีค่าความเหมือน B. 
safensis 99.84 เปอร์เซ็นต์ ไอโซเลต KS5 มีค่า
ความเหมือน B. infantis 99.47 เปอร์เซ็นต์ และ
ไอโซเลต KS6 ม ีค ่าความเหม ือน B. cereus 
99.85 เปอร์เซ็นต์ สอดคล้องกับรายงานวิจัยของ 
อรวรรณ์ และคณะ (2556a) ศึกษาแบคทีเรียโปร
ไบโอต ิกที ่แยกได ้จากทางเดินอาหารของกุ้ง
ก้ามกรามจากคลองธรรมชาติในจังหวัดนครปฐม 
จำแนกเช ื ้อแบคที เร ียโปรไบโอต ืก โดยการ
วิเคราะห์ลำดับเบสในส่วนของยีน 16S rDNA 
พบว่า เชื้อแบคทีเรียโปรไบโอติกทั ้งหมดอยู่ใน
สก ุลบาซ ิลล ัส  ได ้แ ก่  B. pumilus TSN33, B. 
pumilus LLBM499, B. subtilis TSM33, B. 
subtilis TSM262, B. subtilis LLBM241, B. 
subtilis TSN262, B. aryabhattaiTSM362, B. 
amyloliquefaciens TSN63, B. amyloliquefaciens 
TSM499-4, B. cereus HMN142, B. cereus 
LLBM202, B. thuringiensis HMN151 และ B. 
licheniformis HMN152 เชื้อเหล่าน้ีมีคุณสมบัติ
เบื้องต้นในการคัดเลือกไปใช้เป็นแบคทีเรียโปร

ไบโอติกในการเพาะเลี้ยงกุ้งก้ามกรามต่อไปได้  
และได้มีการศึกษาพบ B. marisflavi ในลำไส้
เล็กของปลาเทราท์สายรุ้ง ซึ่งมีฤทธิ์ในการต้าน
จุลินทรีย์ Listorella anguillarum (Bernan et 
al., 1997; Ganguly and Mukhopadhayay, 
2010; Austin and Austin, 2012)  แ ละ ได ้ มี
การศึกษาพบแบคทีเรียโปรไบโอติกทั้งหมดที่คัด
แยกได้จากทางเดินอาหารของกุ้งก้ามกรามจาก
คลองธรรมชาติในจังหวัดนครปฐมเป็นแบคทีเรีย
โปรไบโอติกในกลุ่มบาซิลลัส ได้แก่ B. subtilis 
TSM33, B. subtilis TSM262, B. subtilis 
LLBM241, B. subtilis TSN262, B. aryabhattai 
TSM362, B. amyloliquefacian TSN63, B. 
amyloliquefacian TSM499-4 แ ล ะ  B. 
thuringiensis HMN151 เชื้อเหล่าน้ีจึงมีคุณสมบัติ
เบื้องต้นในการคัดเลือกไปใช้เป็นแบคทีเรียโปร
ไบโอติกในการเพาะเลี้ยงกุ้งก้ามกรามต่อไปได้  
และสามารถยั้งยั้งเชื้อแบคทีเรียก่อโรคได้ 3 ชนิด 
ค ื อ  Aeromonas hydrophila, Vibrio harviyi 
และ Escherichia coli แต่ไม่สามารถยับยั้งเชื้อ 
V. parahaemolyticus ได้ (อรวรรณ์ และคณะ, 
2556b) ซึ่งผลจากการวิเคราะห์แสดงให้เห็นว่า
กลุ่มแบคทีเรียโปรไบโอติกที่ได้จากการทดลอง
ทั้งหมดจัดเป็นแบคทีเรียโปรไบโอติกที่อยู่ในกลุ่ม 
Bacillus ซึ ่งจะสามารถนำมาประยุกต์ใช ้เป็น
แบคทีเร ียโปรไบโอต ิกเพ ื ่อพ ัฒนาใช้ก ับการ
เพาะเลี้ยงกุ้งก้ามกรามต่อไปได้  
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ผลการทดสอบเอนไซม์โปรติเอสของแบคทีเรีย
โปรไบโอติกท่ีคัดแยกได้ 
 

เอนไซม์โปรติเอสเป็นเอนไซม์ที่มีความ
จําเป็นต่อการดํารงชีวิตพบได้ทั้งในพืช สัตว์และ
จุลินทรีย์เนื ่องจากเอนไซม์ชนิดนี ้สามารถทํา
หน้าที่เร่งปฏิกิริยาการไฮโดรไลซ์โปรตีนและโพ
ลีเปปไทด์ให้เป็นกรดอะมิโนและเปปไทด์สาย
สั้นๆ ในปัจจุบันอุตสาหกรรมส่วนใหญ่นิยมนำ
แบคทีเรียมาเลี้ยงเพื่อผลิตเอนไซม์มาใช้ประโยชน์ 
เพราะแบคทีเรียสามารถเจริญอย่างรวดเร็วและ
ยังควบคุมการเจริญได้ง่ายและต้นทุนในการเลี้ยง
ต่ำ เอนไซม์ที่จำหน่ายในเชิงการค้าส่วนใหญ่ได้มา
จากการผลิตของจุลินทรีย์สายพันธุ์ Bacillus sp. 
(Rao et al., 1998) และจากงานวิจัยผลจากการ
ทดสอบเอนไซม์โปรติเอสในแบคทีเรียโปรไบโอ
ติกทั้ง 6 ชนิดที่คัดแยกได้ โดยพบว่าแบคทีเรีย
โปรไบโอติกที ่ผลิตเอนไซม์โปรติเอสมากที่สุด 
ได้แก่ B. pseudomycoides (KS3) มีค่าเท่ากับ 
1.203±0.60 ย ูน ิตต ่อม ิลล ิล ิตร  รองลงมา  B. 
cereus (KS6) มีค่าเท่ากับ 1.145±0.50 ยูนิตต่อ
มิลลิล ิตร  B. aryabhattai (KS2) มีค ่าเท ่ากับ 
0.986±0.60 ย ูน ิ ตต ่ อม ิ ลล ิ ล ิ ต ร  B. safensis 
(KS4) มีค่าเท่ากับ 0.034±0.03 ยูนิตต่อมิลลิลิตร 
B. marisflavi (KS1) มีค ่าเท ่ากับ  0.020±0.01  
ยูนิตต่อมิลลิลิตร และ B. infantis (KS5) มีค่า
เท่ากับ 0.008±0.002 ยูนิตต่อมิลลิลิตร ตามลำดับ 
ซึ่งจากงานวิจัยนี้ B. cereus สามารถผลิตโปรติ
เอสได้มากกว่าการทดลองของ วัชรา (2545)  
พบว่า B. cereus และ B. licheniformis ที่คัดแยก

ได้จากตัวอย่างน้ำปลาผลิตเอนไซม์โปรติเอสได้  
0.80 และ 29.20 ย ูน ิตต ่อม ิลล ิ ล ิต ร ด ัง น้ัน
สามารถเลือกชนิดของแบคทีเรียโปรไบโอติกที่ได้
ผสมอาหารกุ้งก้ามกรามเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพ
การย ่อยโปรตีนในระบบทางเด ินอาหารของ
อาหารกุ้งก้ามกรามได้ 
 

สรุปผล 
 

จากผลการวิจัยการคัดแยกแบคทีเรีย
โปรไบโอ-ติกในดินโคลนบ่อเลี้ยงกุ้งก้ามกรามใน
พื้นที่ของจังหวัดกาฬสินธ์ุ สามารถพบแบคทีเรีย
โปรไบโอติกกระจายอยู่ในพื้นที่เลี้ยงกุ้งทั้ง 3 อำเภอ 
ได้แก่ 1. อำเภอยางตลาด 2. อำเภอเมืองกาฬสินธ์ุ 
และ 3. อำเภอห้วยเม็ก จังหวัดกาฬสินธ์ุ จากการ
คัดแยกแบคทีเร ีย โดยสังเกตสัณฐานวิทยา
ภายนอกของแบคทีเรียโปรไบโอติกมีลักษณะที่
แตกต่างกันและย้อมแกรม สามารถคัดแยกได้
ทั้งหมด 6 ไอโซเลต มีรูปร่างเป็นท่อนและเป็น
แบคทีเรียแกรมบวกทั ้งหมด และจากผลการ
วิเคราะห์พิสูจน์เอกลักษณ์ด้วยลำดับเบสวิธี 16S 
rDNA  แบคท ี เร ี ยโปร ไบโอต ิก จ ั ดอย ู ่กลุ่ม 
Bacillus ทั้งหมด พบมีจำนวน 6 ชนิด ได้แก่ B. 
marisflavi (KS1), B. aryabhattai (KS2), B. 
pseudomycoides (KS3), B. safensis (KS4), 
B. infantis (KS5) และ  B. cereus (KS6) เ ชื้ อ
แบคทีเรียโปรไบโอติกเหล่าน้ีมีคุณสมบัติเบื้องต้น
ในการคัดเล ือกไปใช้เป ็นโปรไบโอติกในการ
เพาะเลี ้ยงกุ ้งก้ามกรามต่อไปได้  และจากการ
ทดสอบเอนไซม์โปรติเอสในเชื ้อแบคทีเรียโปร
ไบโอต ิกทั ้ง 6 ชนิดที ่ค ัดแยกได้  พบว่า เชื้อ
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แบคทีเรียโปรไบโอติกที่ผลิตเอนไซม์โปรติเอสสูง
ที่สุด ได้แก่ B. pseudomycoides (KS3) รองลงมา 
B. cereus (KS6), B. aryabhattai (KS2), B. 
safensis (KS4), B. marisflavi (KS1)  และ  B. 
infantis (KS5) ตามลำดับ ดังนั้นสามารถเลือก
ชนิดของแบคทีเรียโปรไบโอติกที ่ ได ้จากการ
ทดลองไปพัฒนาเทคนิคการเลี้ยงกุ ้งก้ามกราม
อินทรีย์ต่อไปได้ 
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สะดวกในทุก ๆ ด้านที่มีส่วนช่วยในงานวิจัยครั้งน้ี
สำเร็จได้ด้วยดี 
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