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บทคัดย่อ 

การศกึษาครัง้นีมี้วตัถปุระสงค์เพ่ือคดัแยกและศกึษาคณุสมบตัิบางประการของเชือ้แบคทีเรีย
ในการควบคมุการเจริญเติบโตของสาหร่ายสีเขียวแกมน า้เงินสายพนัธุ์ Osci-TK01 ท่ีคดัแยกจากน า้
เลีย้งกุ้ งขาวแวนาไม ผลการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ เปรียบเทียบกับฐานข้อมูลใน GenBank 
พบว่า สาหร่ายสีเขียวแกมน า้เงินสายพันธุ์ Osci-TK01 มีความคล้ายคลึงสาหร่ายสีเขียวแกมน า้เงิน
สกุล Limnothrix จากนัน้จึงคดัแยกเชือ้แบคทีเรียจากน า้เลีย้งกุ้ งทะเล ท่ีมีคณุสมบตัิในการยบัยัง้การ
เจริญเติบโตของสาหร่ายสีเขียวแกมน า้เงินสายพนัธุ์ Osci-TK01 ภายใน 48 ชัว่โมง ได้ทัง้หมด 5 สาย
พนัธุ์ คือ P2, H5, HW6, T7 และ T12 เม่ือน าแบคทีเรียเหลา่นีไ้ปจ าแนกชนิดโดยวิธีการทางโมเลกลุาร์ 
ผลการวิเคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด์ เปรียบเทียบกบัฐานข้อมลูใน GenBank พบว่า มีความคล้ายคลึง
กั บ แ บ ค ที เ รี ย  Enterobacter spp., Acinetobacter baumannii, Pseudomonas spp., Vibrio 
alginolyticus และ Vibrio spp. ตามล าดับ โดยแบคทีเรีย P2, H5, HW6 และ T12 ไม่มีผลต่อการ
ตายของลกูกุ้ งขาวแวนนาไมภายหลงัจากแช่ในเชือ้เหล่านี ้นอกจากนีย้งัไม่มีผลในการยบัยัง้แพลงก์
ตอนพืชชนิด Chlorella sp.  Tetraselmis sp. และ Chaetoceros sp. ตามล าดบั ยกเว้นแบคทีเรีย T7 
มีผลต่อการท าลายเซลล์ของ Chlorella sp.  และท าให้ลูกกุ้ งตาย 100% ภายในระยะเวลา 3 วนัหลงั
การแชเ่ชือ้  

Abstract 
The aims of this study are to isolate and identify blue green algae strain Osci-TK01 

and Osci-TK01-killing bacteria from water in shrimp culture pond. Blue green algae strain 
Osci-TK01 was similar to the genus Limnothrix which was identified by 16S rRNA gene 
sequencing analysis. Five strains of isolated Osci-TK01-killing bacteria; H5, HW6, P2, T7 
and T12 showed the strong killing effect on Osci-TK01 within 48 hours. Result of 16S rRNA 
gene sequence analysis showed that strains P2, H5, HW6, T7 and T12 were closely related 
to Enterobacter spp., Acinetobacter baumannii, Pseudomonas spp., Vibrio alginolyticus 
and Vibrio spp., respectively. Four strains (P2, H5, HW6 and T12) had no negative effects 
on the survival of white shrimp Litopenaeus vannamei and had no killing effect on other 
phytoplankton species (Chlorella sp., Tetraselmis sp. and Chaetoceros sp.). Except T7 
showed killing effect on Chlorella sp. and killed white shrimp 100% within 3 days after 
immersion.  
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บทที่ 1 

บทน า 

1.1 ที่มาและความส าคัญ 

อุตสาหกรรมการเพาะเลีย้งกุ้ งทะเลของไทยมีการพฒันาอย่างต่อเน่ืองมาตัง้แต่ปี พ .ศ. 
2528 ในระยะแรกมีการเลีย้งกุ้ งกุลาด า Penaeus monodon โดยพัฒนาเป็นระบบการเลีย้งกุ้ งแบบ
หนาแน่น (Intensive shrimp culture) จนท าให้ประเทศไทยมีผลผลิตกุ้ งและส่งออกผลผลิตกุ้ งทะเล
เป็นอันดับหนึ่ งของโลกในปี  พ .ศ. 2543 (Prompoj  and Songsangjinda, 2004) ต่อมามีการ
เพาะเลีย้งกุ้งขาวแวนนาไม Litopenaeus vannamei ซึง่เป็นกุ้งสายพนัธุ์ตา่งประเทศ มีการแปรรูปและ
ส่งออกจนเป็น ท่ียอม รับของตลาดทั่วโลก และน ารายได้ เข้าสู่ประเทศปีละแสนล้านบาท  
แตปั่จจุบนั ผลผลิตกุ้ งทะเลของไทยลดปริมาณลงมาก ในระหว่างปี 2553 ถึง 2554 ลดลงถึง 60,000 
ตนั คิดมูลค่าประมาณ 10,500 ล้านบาท (Songsangjinda et al., 2011) เน่ืองจากเกษตรกรประสบ
ปัญหาหลายด้าน เช่น พ่อแม่พนัธุ์ และลกูพนัธุ์กุ้ งทะเลท่ีไม่มีคณุภาพ  นอกจากนีก้ารจดัการคณุภาพ
น า้ระหว่างการเลีย้ง รวมถึงการจดัการด้านการให้อาหารไม่เหมาะสม ก็เป็นอีกปัจจยัท่ีส าคญัอยา่งยิ่ง
ท่ีจะน าไปสู่การเกิดโรคระบาด และการเลีย้งกุ้ งไม่ประสบความส าเร็จ โดยปัญหาเร่ืองโรคกุ้ งท่ีพบใน
ขณะนี ้คือ โรคกุ้ งด่วนตาย (Early mortality syndrome, EMS) เป็นจ านวนมากในทุกพืน้ท่ีการเลีย้ง 
โดยเฉพาะตามชายฝ่ังทะเลตะวนัออก และทางภาคใต้ของประเทศ  ส่งผลกระทบตอ่อตุสาหกรรมการ
เพาะเลีย้งและแปรรูปกุ้ งทะเลเป็นอย่างมาก ซึ่งสาเหตกุารเกิดโรค EMS ยงัไม่สามารถระบุแน่ชดัใน
ขณะนี ้ 

การเลีย้งกุ้ งทะเลแบบหนาแน่น (Intensive aquaculture) โดยการปล่อยกุ้ งลงเลีย้งท่ี
ความหนาแน่นสงู และมีการให้อาหารในปริมาณมาก เพ่ือให้ได้ผลผลิตตอ่พืน้ท่ีเลีย้งสงูท่ีสดุ ส่งผลให้
บ่อเลีย้งกุ้ งเกิดสภาวะท่ีมีปริมาณธาตุอาหารสูง (Tucker, 1996; Zimba and Grimm, 2003)  มีการ
สะสมของของเสียท่ีเป็นสิ่งขบัถ่ายจากกุ้ ง เศษอาหารเหลือตกค้าง ตลอดจนถึงซากสิ่งมีชีวิตต่างๆ ท่ี
เกิดขึน้ระหว่างการเลีย้ง  ท่ีพืน้ก้นบ่อ (Funge-Smith and Briggs, 1998) ท าให้พืน้ก้นบ่อมีปริมาณ
สารอาหาร และสารอินทรีย์มากกว่าในน า้มาก  (Avnimelech and Ritvo, 2003) เม่ือจุลินทรีย์ย่อย
สลายสารอินทรีย์จากเลนบริเวณก้นบอ่ จะได้สารอาหารท่ีพร้อมปลดปลอ่ยสู่มวลน า้  (พทุธ และคณะ, 
2543; จุฑารัตน์ และคณะ, 2551) โดยเฉพาะแอมโมเนียและไฮโดรเจนซัลไฟด์  ซึ่งแอมโมเนียและ
ไฮโดรเจนซลัไฟด์ส่งผลกระทบรุนแรงต่อสุขภาพกุ้ งทะเล  โดยท าให้กุ้ งกินอาหารลดลง และท าให้กุ้ ง
เจริญเติบโตช้า (Avnimelech and Ritvo, 2003) นอกจากนีธ้าตุอาหารปริมาณมาก ท่ีอยู่ในรูปของ
สารละลายไนโตรเจน และฟอสฟอรัส ท่ีละลายอยู่ในน า้ ยังส่งผลท าให้เกิดการเพิ่มจ านวนอย่าง
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รวดเร็วห รือเกิดการเจ ริญ เติบโตอย่างผิดปกติของแพลงก์ต อนพืชในระหว่างการเลี ย้งได้  
(Funge-Smith and Briggs, 1998)  จากการศึกษาของ A-Rodriguesz and P-Osuna (2003) พบกา
รบลูมของสาหร่ายสีเขียวแกมน า้เงินชนิด Synechocystis diplococcus และ Schizothrixcal cicola  
ในบ่อเลีย้งกุ้ ง เป็นสาเหตุท าให้กุ้ งตายจ านวนมาก นอกจากนี  ้การเพิ่มจ านวนอย่างรวดเร็วของ
สาหร่ายสีเขียวแกมน า้เงิน  Microcystis, Anabaena   และ Oscillatoria ในบ่อเลีย้งปลาคาร์ปท่ี
ประเทศอินเดีย ส่งผลท าให้เกิดการตายของปลาเป็นจ านวนมาก (Padmavathi and Durgaprasad, 
2007)   

สาหร่ายสีเขียวแกมน า้เงินบางชนิดสามารถตรึงก๊าซไนโตรเจนจากอากาศมาใช้ได้ 
(Gallon et al., 1991) มกัเจริญเตบิโตและเพิ่มจ านวนขึน้ เม่ือปริมาณฟอสฟอรัสเพิ่มขึน้ ในบอ่เลีย้งกุ้ ง
ท่ีมีฟอสเฟตปริมาณมาก ท าให้สาหร่ายกลุม่นีส้ามารถเจริญเตบิโตได้ดีและรวดเร็วกว่าแพลงก์ตอนพืช
ชนิดอ่ืน ๆ (Yusoff et al., 2001) ซึ่งในปัจจบุนัสาหร่ายสีเขียวแกมน า้เงินในสกลุ Oscillatoria สามารถ
พบได้ตลอดในทุกระยะของการเลีย้งกุ้ ง เน่ืองจากเป็นกลุ่มแพลงก์ตอนพืชท่ีเจริญได้ดีในแหล่งน า้ท่ีมี
สารอินทรีย์คอ่นข้างสงู การเจริญเตบิโตอย่างรวดเร็วของ Oscillatoria ในบอ่เลีย้งกุ้ง นอกจากสง่ผลให้
น า้เกิดภาวะขาดออกชิเจนในเวลากลางคืนแล้ว  Oscillatoria  ยงัเข้าไปติดและอุดตนัท่ีเหงือกกุ้ ง ท า
ให้กุ้ งหายใจล าบาก หรือก่อให้เกิดโรคเหงือกด าได้ ( สมศกัดิ์, 2533) นอกจากนีก้ารมีแพลงก์ตอนพืช
อยูใ่นปริมาณมากนอกจากก่อให้เกิดปัญหาการขาดออกซิเจนในตอนกลางคืน แล้วยงัท าให้เกิดอาการ
ลอยตวัของกุ้ งอยู่บริเวณขอบบ่อในตอนเช้าอีกด้วย (วีรานุชและคณะ, 2544) ซึ่งเม่ือ  Oscillatoria  ท่ี
เพิ่มปริมาณขึน้อย่างรวดเร็ว และตายลงเม่ือหมดธาตุอาหาร ท าให้เกิดการสะสมของสารอินทรีย์
ปริมาณมาก เกิดการย่อยสลายและเน่าเสีย ส่งผลให้กุ้ งกินอาหาร และการเจริญเติบโตของกุ้ งลดลง  
อีกทัง้ส่งผลท าให้กุ้ งมีสุขภาพอ่อนแอ  และท าให้กุ้ งติดเชือ้โรคได้ง่าย ซึ่งน่ีก็อาจจะเป็นสาเหตคุวาม
เส่ียงหนึ่งท่ีท าให้กุ้ งเป็นโรค EMS ปัญหาท่ีเกิดจาก Oscillatoria หนาแน่นในบ่อเลีย้งกุ้ งมีมานานแล้ว 
เป็นสาเหตท่ีุท าให้เกิดอตัราการตายของกุ้งเน่ืองจากการติดเชือ้สงูขึน้จากสารพิษในบอ่เลีย้งท่ีมีการบลู
มของสาหร่ายสีเขียวแกมน า้เงินสกุล Oscillatoria, Lyngbya sp.,และ Nodularia sp. ซึ่งเป็นพิษต่อ
ระบบประสาท ท าให้กุ้ งมีความอ่อนแอ เป็นสาเหตใุห้เกิดพฤติกรรมการกินอาหารและระบบภูมิคุ้มกนั
ท่ีผิดปกติเกิดการติดเชือ้ได้ง่าย (Smith, 1996)  และจากการตรวจเนือ้เย่ือบริเวณเหงือกและขาวา่ยน า้
ของกุ้ งกุลาด า พบว่าแหล่งน า้ท่ีมีการบลูมของสาหร่ายสีเขียวแกมน า้เงินสกุล  Oscillatoria (ปริมาณ
มากกว่า 2,500 เซลล์/มล.) มักจะเกิดการอุดตันของสาหร่ายสกุลดังกล่าวท่ีซ่ีเหงือก  นอกจากนี ้
อาการผิดปกติท่ีพบ ได้แก่ กุ้ งมีตะกอนอดุตนัท่ีซ่ีเหงือก และเกาะบริเวณขาว่ายน า้ หางกุด ตบัติดเชือ้
แบคทีเรีย และซูโอแทมเนียมคอ่นข้างมาก  (วีรานุชและคณะ, 2544) ในอดีตมีการก าจดั Oscillatoria 
โดยใช้สารเคมีจ าพวก บี เคซี (BKC) และ  Copper Alkanolamine Complex  แต่พบว่าสารเคมี
เหล่านัน้สามารถฆ่าแพลงก์ตอนพืช สกลุ Chlorella ซึ่งเป็นชนิดท่ีมีประโยชน์ด้วย (สราวธุ นิลเขต และ
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คณะ, 2542) เกษตรกรส่วนใหญ่จะแก้ปัญหาการเกิดโรคระบาดโดยการใช้ยา และหรือ สารเคมี เพ่ือ
การป้องกนัและรักษาโรคตา่ง ๆ เหลา่นัน้ ซึง่การใช้ยาและสารเคมีโดยขาดการควบคมุและความเข้าใจ
ในการใช้อย่างถกูต้องนัน้ ท าให้เกิดเป็นปัญหาตอ่เน่ืองมากมาย เช่น ยาไม่มีประสิทธิผลตอ่เชือ้โรคท า
ให้เกิดการระบาดของโรค หรือ การกลายพนัธุ์ของเชือ้โรคจนยากแก่การรักษาหรือป้องกนั สารเคมีมี
ผลต่อคณุภาพน า้และระบบนิเวศน์ในบ่อเลีย้งท าให้ผลผลิตลดลง การตกค้างของยาหรือสารเคมีใน
เนือ้กุ้ งซึ่งก าลงัเป็นปัญหาท่ีส่งผลกระทบต่อการส่งออกกุ้ งทะเลไทยมากท่ีสุดในขณะนี ้(เจนนุช และ
คณะ, 2547) 

 แบคทีเรียบางชนิดท่ีถูกคดัแยกมาจากน า้ทะเล มีความจ าเพาะเจาะจงต่อการกระตุ้น 
หรือยับยัง้การเจริญเติบโตของแพลงก์ตอนพืชได้ (Riquelme et al., 1988,  Fukami, 1991,1996, 
Simon et al., 2002) โดยแบคทีเรียชนิด Mariobacteria salsuginis  BS2 ท่ีคดัแยกจากน า้ทะเลท่ีใช้
เลีย้งกุ้ งทะเลในบ่อดิน มีความจ าเพาะเจาะจงต่อการยบัยัง้การเจริญเติบโตและการเพิ่มจ านวนของ
แพลงก์ตอนพืชชนิด Noctiluca scintillans ในบ่อเลีย้งกุ้ ง โดยไม่มีผลในการควบคุมหรือยับยัง้ 
แพลงก์ตอนพืชชนิดอ่ืนๆ (Keawtawee et al.,  2011) ซึง่การใช้แบคทีเรียจ าเพาะชนิดนีใ้นการควบคมุ
การเจริญเติบโตของแพลงก์ตอนพืชท่ีเป็นอนัตรายต่อการเจริญเติบโตและผลผลิตกุ้ ง เป็นการช่วยให้
อัตรารอดของกุ้ งทะเลเพิ่มขึน้  (Keawtawee et al.,  2012)  นอกจากนี ้Imai et al., (2010) พบว่า 
แบคทีเรียชนิด Agrobacterium vitis สามารถฆ่าเซลล์ของสาหร่ายสีเขียวแกมน า้เงิน Microcystis 
aeruginosa ได้ ดงันัน้การใช้แบคทีเรียท่ีคดัแยกจากน า้ทะเลท่ีใช้เลีย้งกุ้ ง จึงมีความเป็นไปได้สงู ท่ีจะ
น ามาใช้ในการก าจัดหรือควบคุมการเพิ่มจ านวนของเซลล์สาหร่ายสีเขียวแกมน า้เงินในบ่อเลีย้งกุ้ ง 
ได้เช่นกัน การศึกษาครัง้นีจ้ึงเป็นการค้นหาและทดสอบแบคทีเรียจ าเพาะท่ีคดัแยกจากน า้ทะเลท่ีใช้
เลีย้งกุ้ ง เพ่ือใช้ในการยบัยัง้และควบคมุการเจริญเติบโตและการเพิ่มจ านวนของสาหร่ายสีเขียวแกม
น า้เงิน ท่ียงัไมมี่การรายงานผลการศกึษาเก่ียวกบัเร่ืองนีม้าก่อน 

ดงันัน้ การศึกษาครัง้นีจ้ึงมีวตัถุประสงค์เพ่ือ ค้นหาชนิดของแบคทีเรียท่ีมีความจ าเพาะ
เจาะจงตอ่การยบัยัง้หรือควบคมุการเจริญเติบโตของสาหร่ายสีเขียวแกมน า้เงิน โดยคดัแยกแบคทีเรีย
จ าเพาะดงักล่าวจากน า้ทะเลท่ีใช้เลีย้งกุ้ งในบ่อดิน ซึ่งวิธีดงักล่าวนี ้มีความเป็นไปได้สูงท่ีจะสามารถ
ชว่ยแก้ปัญหาการเพิ่มจ านวนของสาหร่ายสีเขียวแกมน า้เงินด้วยวิธีธรรมชาติ โดยไม่ใช้สารเคมี  อีกทัง้
ยังช่วยแก้ปัญหาการจัดการเลีย้งกุ้ งทะเลให้ประสบความส าเร็จ ช่วยลดภาวะเส่ียงต่อการเกิดโรค
ระบาด และช่วยเพิ่มผลผลิตกุ้ งทะเลท่ีมีคุณภาพ ท าให้การเลีย้งกุ้ งทะเลยั่งยืน และเป็นมิตรกับ
สิ่งแวดล้อม นอกจากนีย้งัเพ่ือเป็นประโยชน์ตอ่เกษตรกรและผู้ประกอบการเพาะเลีย้งกุ้ งทะเลสามารถ
ใช้ทางเลือกในการจัดการคุณภาพน า้ และการจัดการกับการเพิ่มจ านวนของแพลงก์ตอนพืชกลุ่ม
สาหร่ายสีเขียวแกมน า้เงินได้ด้วยวิธีการควบคมุทางชีวภาพ ท าให้การเลีย้งกุ้งทะเลประสบความส าเร็จ 
มีความยัง่ยืน และได้ผลผลิตท่ีปลอดภยัตอ่ผู้บริโภค 
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1.2 วัตถุประสงค์ 

1. เพ่ือศึกษาและคัดแยกเซลล์สาหร่ายสีเขียวแกมน า้เงินสายพันธุ์  Osci-TK01 จาก
ฟาร์มเลีย้งกุ้งทะเล เพื่อน ามาเลีย้งในห้องปฏิบตักิาร  

2. เพ่ือคดัแยก จ าแนกและเตรียมหวัเชือ้แบคทีเรียท่ีมีความจ าเพาะตอ่การควบคมุการ
เจริญเตบิโตของสาหร่ายสีเขียวแกมน า้เงินสายพนัธุ์ Osci-TK01 จากฟาร์มเลีย้งกุ้งทะเล  

3. เพ่ือศกึษาความสามารถในการใช้แบคทีเรียจ าเพาะท่ีคดัแยกได้ข้างต้น ในการควบคมุ
การเจริญเติบโตของสาหร่ายสีเขียวแกมน า้เงินสายพนัธุ์ Osci-TK01 ในห้องปฏิบตักิาร  

1.3 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

สามารถคดัแยกเชือ้แบคทีเรียจากน า้เลีย้งกุ้งสามารถควบคมุการเจริญเติบโตของ
สาหร่ายสีเขียวแกมน า้เงิน สายพนัธุ์ Osci-TK01  

1.4 สมมตฐิานการทดลอง 

แบคทีเรียท่ีคดัแยกจากน า้เลีย้งกุ้ งทะเลบางสายพนัธุ์ มีความสามารถในการควบคมุการ
เจริญเติบโตของสาหร่ายสีเขียวแกมน า้เงินสกุล Osci-TK01 โดยไม่ส่งผลกระทบต่อการเจริญเติบโต
ของแพลงก์ตอนพืชชนิดอ่ืน และไมมี่ผลกระทบหรือก่อโรคในกุ้งทะเล 

1.5 ขอบเขตของโครงการวิจัย 

ศกึษาการเจริญเตบิโตและปริมาณของสาหร่ายสีเขียวแกมน า้เงินสายพนัธุ์ Osci-TK01 
ท่ีสง่ผลกระทบตอ่ผลผลิตกุ้งทะเล คดัแยกและจ าแนกแบคทีเรียจ าเพาะตอ่การเจริญเตบิโต และการ
เพิ่มจ านวนของ Osci-TK01 จากน า้ทะเลในบอ่เลีย้งกุ้ง แล้วใช้แบคทีเรียจ าเพาะท่ีคดัแยกได้ ควบคมุ
การเจริญเติบโตและการเพิ่มจ านวนของสาหร่ายสีเขียวแกมน า้เงินสายพนัธุ์ Osci-TK01  
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บทที่ 2 

เอกสารงานวิจัยท่ีเก่ียวข้อง 

2.1 การเพาะเลีย้งกุ้งทะเลในประเทศไทย 

การเพาะเลีย้งกุ้ งทะเลของประเทศไทย ได้รับการพัฒนารูปแบบอย่างต่อเน่ืองจน
กลายเป็นระบบอตุสาหกรรม และได้รับความส าเร็จในเชิงผลผลิตตลอดระยะเวลา 15 ปี ท่ีผ่านมา 
อย่างไรก็ตามในช่วงตัง้แต่ปี พ.ศ. 2545 เป็นต้นมา ได้ประสบปัญหาต่าง ๆ ในอุตสาหกรรมการ
ผลิตกุ้ งทะเลไทย อาทิ ผลผลิตลดลง การตกค้างของยาปฏิชีวนะในกุ้ งส่งออก และการเกิดโรค
ระบาด ท าให้เกษตรกรหนัมาใช้ยา และหรือ สารเคมี เพ่ือการป้องกนัและรักษาโรคตา่ง ๆ เหล่านัน้ 
ซึ่งการใช้ยาและสารเคมีโดยขาดการควบคมุและความเข้าใจในการใช้อย่างถูกต้องนัน้ ท าให้เกิด
เป็นปัญหาต่อเน่ืองมากมาย เช่น ยาไม่มีประสิทธิผลต่อเชือ้โรคท าให้เกิดการระบาดของโรค หรือ 
การกลายพนัธุ์ของเชือ้โรคจนยากแก่การรักษาหรือป้องกัน สารเคมีมีผลต่อคณุภาพน า้และระบบ
นิเวศน์ในบอ่เลีย้งท าให้ผลผลิตลดลง การตกค้างของยาหรือสารเคมีในเนือ้กุ้ งซึง่ก าลงัเป็นปัญหาท่ี
ส่งผลกระทบต่อการส่งออกกุ้ งทะเลไทยมากท่ีสุดในขณะนี ้(เจนนุช และคณะ , 2547) การ
เพาะเลีย้งกุ้งขาวแปซิฟิก (Litopenaeus vannamei) หรือกุ้ งขาวแวนนาไมในประเทศไทยเร่ิมต้นใน
ปี 2545 กรมประมงได้อนญุาตให้นาพ่อแม่พนัธุ์ท่ีปลอดเชือ้ (Specific Pathogen Free, SPF) จาก
ตา่งประเทศเข้ามาทดลองเลีย้งแทนการเลีย้งกุ้ งกุลาดา (Penaeus monodon) ท่ีประสบปัญหากุ้ ง
โตช้า มีขนาดท่ีแตกต่างกันมาก เกษตรกรต้องใช้ระยะเวลา ในการเลี ย้งนานขึน้ และส่วนใหญ่
ประสบปัญหาขาดทุน กุ้ งขาวแวนนาไมเป็นกุ้ งท่ีมีการพัฒนาสายพันธุ์มาอย่างต่อเน่ืองเป็น
เวลานานท าให้อตัราการเจริญเติบโตดี ให้ผลผลิตสงูในระยะเวลาสัน้ ทาให้เกษตรกรจานวนมาก
หนัมาเลีย้งกุ้งขาวแวนนาไมแทน (ชลอ ลิม้สวุรรณ และพรเลิศ จนัทร์รัชชกลู, 2547) 

ในระบบการเพาะเลีย้งกุ้ งทะเลแบบหนาแน่น การให้อาหารท่ีมีปริมาณโปรตีนสูง
เพ่ือให้ได้ผลผลิตกุ้ งทะเลสูงท่ีสุด (Kureshy and Davis, 2002 ) ไนโตรเจนเกือบทัง้หมด (97%) ท่ี
เข้าสู่บ่อเลีย้งกุ้ ง มาจากอาหารท่ีให้กุ้ งกิน กุ้ งสามารถเก็บไนโตรเจนไว้ในเนือ้กุ้ งได้ ประมาณ 
21.8% ไนโตรเจนอีกประมาณ เกือบ 80% นัน้จะตกค้างอยู่ในบ่อในรูป ของเศษอาหารและขีกุ้้ งท่ี
บริเวณก้นบ่อ ประมาณ 70% และในรูปของสิ่งขับถ่ายท่ีละลายน า้ได้ เช่น อินทรีย์ไนโตรเจน 
แอมโมเนีย ไนไตรท์ และไนเตรทประมาณ 9% (พทุธ และคณะ, 2537) ไนโตรเจนท่ีสะสมอยูใ่นบอ่
จะมีการเปล่ียนแปลงจากรูปท่ีสามารถเป็นอาหารของแบคทีเรียและสิ่งมีชีวิตขนาดเล็ก (อินทรีย์
ไนโตรเจน) ให้อยู่ในรูปของสารประกอบท่ีเป็นพิษกบักุ้ ง (แอมโมเนีย และไนไตรท์) หมนุเวียนไปมา
ในระบบนิเวศของบอ่เลีย้งกุ้ ง บางส่วนจะถูกเปล่ียนเป็นก๊าซไนโตรเจนและจะออกจากบ่อเลีย้งกุ้ ง 
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ซึ่งแอมโมเนียและไนเตรทในน า้เป็นปุ๋ ยท่ีมีบทบาทส าคัญในการควบคุมการเจริญเติบโตของ
แพลงก์ตอนพืช นอกเหนือจากนี ้ยงัต้องการ ปุ๋ ยฟอสเฟต ซิลิเกต แสงแดด และคาร์บอนไดออกไซด์
ส าหรับการเจริญเติบโตด้วย ผลจากกระบวนการสงัเคราะห์แสงของแพลงก์ตอนพืช จะมีออกซิเจน
เกิดขึน้ และละลายอยู่ในน า้ การสังเคราะห์แสงของแพลงก์ตอนพืช ขึน้อยู่กับหลาย ๆ ปัจจัยท่ี
เก่ียวข้อง เช่น อุณหภูมิ แสง และปริมาณสารอาหาร (Steele, 1962; Eppley, 1972) นอกจากนี ้
การเปล่ียนแปลงสภาพภูมิอากาศของโลก โดยเฉพาะอณุหภูมิและแสง มีผลต่อการเปล่ียนแปลง
ชนิดของแพลงก์ตอนพืช และเกิดผลกระทบในระดบัท่ีรุนแรงแตกตา่งกนั เน่ืองจากแพลงก์ตอนพืช
แต่ละชนิดมีช่วงอุณหภูมิและความเข้มแสงท่ีเหมาะสมแตกต่างกัน (Nicklishch et al., 2007) 
ไนโตรเจนและฟอสฟอรัสท่ีอยู่ในน า้ถูกใช้โดยแพลงก์ตอนพืชและเป็นกระบวนการหลักในการ
เปล่ียนสารประกอบอนินทรีย์ละลายน า้ให้กลับมาเป็นสารประกอบอินทรีย์อีกครัง้ เน่ืองจาก 
แพลงก์ตอนพืชมีประสิทธิภาพในการน าสารอาหารประเภทไนโตรเจนในน า้มาใช้ได้ดีกวา่แบคทีเรีย 
จงึสามารถน ามาใช้ได้อย่างรวดเร็ว และเก็บสะสมอยู่ในตวัในรูปไนโตรเจนอินทรีย์ ในกระบวนการ
ย่อยสลายสารอินท รีย์ของ Heterotrophic bacteria จะเป ล่ียนไนโตรเจนและฟอสฟอรัส 
(Mineralization) เป็นแอมโมเนียและฟอสเฟต ด้วยการเปล่ียนไนโตรเจนในอนุภาค (PON, PP) 
เป็น ไนโตรเจนอินทรีย์ละลายน า้ (DON, DOP) และแอมโมเนียรวม (TAN, DIP) ตามล าดบั ผล
การศกึษาของพทุธ และคณะ (2537) พบว่า การเปล่ียนแปลงประชาคมแพลงก์ตอนพืชในบอ่เลีย้ง
กุ้ งทะเลขึน้อยู่กับการเปล่ียนแปลงความเข้มข้นของแอมโมเนียทัง้หมด เพราะโดยทั่วไปแล้ว  
แพลงก์ตอนพืชชอบใช้แอมโมเนียมากกว่าไนเตรทและไนไตรท์ ตลอดจนถึงไนโตรเจนรูปอ่ืน  ๆ  
(มนุวดี, 2532; Hargreaves, 1998) นอกจากนี ้Hargreaves (1998) ยงัพบว่า แพลงก์ตอนพืชจะ
ใช้ไนเตรทเม่ือความเข้มข้นของแอมโมเนียในน า้ลดลงต ่ากว่า 0.03 mg-N/l ซึ่งกระบวนการพืน้ฐาน
ทางเคมีและชีวะท่ีเกิดขึน้ในพลวัตไนโตรเจนและฟอสฟอรัส ได้แก่ กระบวนการไนตริฟิเคชั่น 
(Nitrification) ประกอบด้วยกระบวนการเปล่ียนแอมโมเนียเป็นไนไตรท์และกระบวนการเปล่ียน 
ไนไตรท์เป็นไนเตรท เป็นกระบวนการท่ีต้องการใช้ออกซิเจน เกิดขึน้ได้ทัง้ในน า้และดนิตะกอน และ
กระบวนการดีไนตริฟิเคชัน่ (Denitrification) เป็นกระบวนการเปล่ียนไนเตรทเป็นก๊าซไนโตรเจน ซึ่ง
กระบวนการนีไ้ม่ต้องการใช้ออกซิเจน จะเกิดมากในดินตะกอนชัน้ท่ีมีออกซิเจนน้อยห รือขาด
ออกซิเจน การเกิดกระบวนนีจ้ะถูกยบัยัง้เม่ือปริมาณออกซิเจนมากกว่าหรือเท่ากับ 2 มก./ล. ใน
การเลีย้งกุ้ งแบบพัฒนาในระบบเปิดไนโตรเจนท่ีเข้ามาในบ่อถูกก าจัดด้วยกระบวนการ  
ดีไนตริฟิเคชัน่ 30% (Funge-Smith and Briggs, 1998) การควบคมุสีน า้เป็นวิธีการจดัการควบคมุ
การเจริญเติบโตของแพลงก์ตอนไม่ให้มีมากเกินไปจนตาย ลงในบอ่เลีย้ง ในขณะท่ีแพลงก์ตอนพืช
มีชีวติอยู่แพลงก์ตอนพืชจะดดูซบัเอาสารอาหารสว่นเกินในบอ่เลีย้งกุ้งท่ีเกิดจากการยอ่ยสลายของ
อาหารและขีกุ้้ ง และผลิตออกซิเจนออกมาในปริมาณมาก จึงท าให้สภาพแวดล้อมในบอ่เลีย้งกุ้ งดี
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เหมาะสมต่อการด ารงชีวิต สารอินทรีย์และปุ๋ ยท่ีมีมากในบ่อ เป็นสาเหตุให้มีแพลงก์ตอนพืช 
จลุินทรีย์ และแบคทีเรียมาก ตามไปด้วย ซึง่อาจจะท าให้เกิดผลเสียกบัการเลีย้งกุ้ง คือ ท าให้ความ
ต้องการออกซิเจนของบ่อเลีย้งกุ้ งสูงขึน้ อาจจะท าให้เกิดการขาดออกซิเจนในเวลากลางคืน
โดยเฉพาะช่วงเวลาหลงัเท่ียงคืน จนกระทัง่ถึงเช้าตรู่ แพลงก์ตอนท่ีมีมากจะท าให้มีการสงัเคราะห์
แสงในเวลากลางวนัท าให้น า้ในบ่อเลีย้งกุ้ งมีค่าพีเอชสงูขึน้ ท าให้แอมโมเนียอิสระท่ีเป็นพิษกบักุ้ ง
เพิ่มปริมาณมากขึน้ สีน า้ท่ีเข้มอยู่เป็นเวลานาน จะเส่ียงต่อการท าให้เกิดการเปล่ียนแปลงสมดุล
ระบบนิเวศอย่างรวดเร็ว โดยเฉพาะกรณีของการตายของแพลงก์ตอนพืชจะท าให้เกิดซากอินทรีย์
จ านวนมากเป็นสาเหตุร่วมของปัญหาแอมโมเนียของน า้สูงหลังจากแพลงก์ตอนตายลงอย่าง
รวดเร็ว จะท าให้เกิดการสงัเคราะห์แสงลดลง และการดดูซึมแอมโมเนียไปใช้ลดลง นอกจากนีย้งั
ท าให้การผลิตออกซิเจนลดลงด้วย ส่งผลท าให้ กุ้ งเครียด อ่อนแอ และอาจจะรุนแรงท าให้เกิดการ 
ตดิเชือ้โรคได้ง่าย และท าให้กุ้ งตายในท่ีสดุ เชือ้แบคทีเรียท่ีมีบทบาทมากในโรคกุ้งจะเป็นเชือ้วิบริโอ 
(vibrio sp.) ซึ่งมักจะเป็นแบคทีเรียเคล่ือนไหวได้  รูปร่างทรงกระบอกหรือท่อนโค้ง  มักย้อมติด 
แกรมลบ เชือ้ แบคทีเรียเหล่านีจ้ะมีบทบาทเข้าท าลายเม็ดเลือด และการกระจายตวัไปตามระบบ
ทางเดินโลหิต  เคล่ือนตัวเข้าสู่ระบบของต่อมสร้างน า้ย่อย  หรือตับอ่อน เม่ือเนือ้เย่ือเหล่านี ้
ถูกท าลาย การท างานของ ต่อมสร้างน า้ย่อยก็จะเสียไป ท าให้กุ้ งไม่กินอาหาร และตายในท่ีสุด  
โรคท่ีเกิดจากแบคทีเรียในกุ้งขาวท่ีมกัจะพบและรุนแรง ได้แก่  

1) โรควิบริโอซีส (Vibriosis) สาเหตเุกิดจากแบคทีเรียกลุ่มวิบริโอ (Vibrio sp.) ได้แก่ 
V. parahemolyticus, V. vulnificus เป็นต้น ลกัษณะอาการกุ้งกินอาหารลดลง ตวักรอบแกรบ 
เปลือกนิ่ม ขึน้ข้างหรือว่ายวนขอบบอ่ อาจมีดวงขาวท่ีเปลือกทัง้สว่นหวัและล าตวั ตวักุ้งอาจมีสีแดง 
กล้ามเนือ้ ตายมกัมีสีขาวขุ่น กุ้งมีอตัราการตายสงูโดยเฉพาะในกุ้งอายุ 1-2 เดือน ตดิตอ่ผา่นทาง
น า้เป็นหลกั  

2) โรคแบคทีเรียเรืองแสง สาเหตเุกิดจากเชือ้แบคทีเรียเรืองแสง (Vibrio harveyi ) ซึ่ง
พบอตัราการตายสงูในกุ้ งระยะวยัอ่อนถึงวยัรุ่น ลอยหวั มีแสงเรืองในเวลากลางคืน หรือในท่ีมืด ใน
กุ้ งวยัรุ่นจะว่ายขึน้ผิวน า้ ขอบบอ่ กุ้ งกินอาหาร ลดหรือไม่กินอาหาร มกัพบเชือ้แบคทีเรียในกระแส
เลือด และกล้ามเนือ้ ติดตอ่ ผ่านทางน า้เป็นหลกั โดยส่วนใหญ่การเข้าท าลายกุ้ งของเชือ้แบคทีเรีย 
มกัมีสาเหตหุลกัมาก่อน เม่ือกุ้ งอ่อนแอ ในบ่อเลีย้งมีเชือ้แบคทีเรียชนิดนัน้ๆ อยู่ ก็จะสามารถติด
เชือ้แบคทีเรียต่อไปได้  (secondary infection) สาเหตุหลักมักเกิดจากท่ีไม่สามารถควบคุม
สภาพแวดล้อมในบอ่ได้ สภาพแวดล้อมท่ีมีผลตอ่การเจริญของจลุินทรีย์ ได้แก่  อณุหภูมิ ขึน้อยู่กบั
ชนิดแบคทีเรีย โดยส่วนมากในประเทศไทย จะเป็นแบคทีเรียท่ีเจริญอยู่ในอุณหภูมิปานกลาง
ประมาณ 21-40 องศาเซลเซียส  สารอาหาร มักประกอบด้วยสารท่ีเป็นตัวให้และรับไฮโดรเจน 
แหล่งคาร์บอน  แหล่งไนโตรเจน  แร่ธาตุ และ growth factor ได้แก่ กรดอะมิโน  purine และ 
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pyrimidine ก๊าซท่ีส าคญั คือไนโตรเจนออกซิเจน และ คาร์บอนไดออกไซด์ และรังสี มีผลต่อการ
ท าลายแบคทีเรียเป็นส าคญั มี 2 ชนิด ตาม สารละลายท าลาย คือ ionization radiation เป็นรังสีท่ี
ท าให้เกิดปฏิกิริยา ionization เป็นรังสีเอกซ์ รังสีแกมมา และรังสีคาโธค เป็นต้น และ รังสีอุลตร้า 
ไวโอเลต เป็นแสงสีม่วงน า้เงิน (blue violet) ท่ี พบในแสงแดดและอ่ืน ๆ การท าลายเชือ้แบคทีเรีย
สามารถท าได้ทัง้กายภาพและเคมี oxidizing agent เป็นสารเคมีท่ีมีประสิทธิภาพในการท าลาย
จุลินทรีย์ต่าง ๆ ได้ดี ท่ีนิยมใช้มากได้แก่ คลอรีน ไอโอดีนฟลูออไรด์ และไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ 
(H2O2) นอกจากนีกุ้้ งท่ีตดิเชือ้แบคทีเรียยงั สามารถรักษาได้ด้วยยาปฏิชีวนะท่ีเหมาะสมได้อีกด้วย  

3. โรค EMS ห รือ  Acute Hepatopancreatic Necrosis Syndrome (AHPNS) พบ
ครัง้แรกในประเทศจีนในปี พ.ศ. 2553 ตอ่มาในปี พ.ศ. 2554 พบในประเทศเวียดนามและมาเลเซีย 
โรค  EMS/AHPNS พ บ ทั ้ง ใน กุ้ ง กุ ล า ด า  (Penaeus monodon) แ ล ะ  กุ้ ง ข า ว แ วน น า ไม 
(Litopenaeus vannamei) โดยเกิดโรคภายใน 20-30 วัน หลังการปล่อยลูกกุ้ งลงบ่อ ลักษณะ
อาการของโรค ช่วงแรกกุ้ งจะไม่แสดงอาการผิดปกติ แต่จะเร่ิมพบกุ้ งตายในยอและตายท่ีก้นบ่อ 
หลงัจากนัน้จะพบซากกุ้ งลอยขึน้มา และจะมีการตายอย่างด่วนภายระยะเวลาประมาณ 30 วัน 
โรค  EMS/PHPNS ท่ี เ กิ ด ใน กุ้ ง กุ้ ง กุ ล าด า  (Penaeus monodon) แล ะ  กุ้ งข าวแวนน า ไม 
(Litopenaeus vannamei) มีลักษณะพยาธิของโรคท่ีเหมือนกัน จากการเก็บตัวอย่างกุ้ งมา
ท าการศึกษาพบว่า บริเวณตับและตับอ่อน (hepatopancreas) ของกุ้ งถูกท าลายส่งผลให้การ
สะสมไขมนัและการหลัง่สารลดลง ในระยะท้ายของโรคมีการตดิเชือ้พวกวิบริโอ ในท่ีสดุกุ้ งท่ีตายจะ
เกิดจากการท่ีตบัและตบัอ่อนไม่สามารถท างานได้ตามปกติ (Lightner, 2012) ส าหรับประเทศไทย
พบโรค EMS/AHPNS ในกุ้ งขาวแวนนาไม ช่วงปลายปี พ.ศ. 2554 ถึงปัจจบุนั ทางภาคตะวนัออก
และภาคใต้ของประเทศ พบบ่อยในบ่อท่ีมีน า้เขียวเข้ม และมีสาหร่ายขีป้ลาวาฬ จากการตรวจ
วินิจฉัยของสถาบันวิจัยสุขภาพสัตว์น า้ชายฝ่ัง กรมประมง พบแบคทีเรียกลุ่มวิบริโอในตับและ  
ตบัอ่อนของกุ้ งท่ีป่วย และเนือ้เย่ือตับถูกท าลาย แตเ่ม่ือน าเชือ้แบคทีเรียไปทดสอบยืนยนัพบว่าไม่
สามารถท าให้เกิดโรคได้ ตรวจทางพีซีอาร์ไม่พบไวรัสท่ีส าคญัในไทย ขณะนีปั้ญหาของโรค EMS 
ในประเทศไทย ยงัไมส่ามารถระบสุาเหตขุองโรคท่ีแท้จริงได้  
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2.2 ชีววิทยาและลักษณะทั่วไปของสาหร่ายสีเขียวแกมน า้เงนิ 

สาหร่าย (algae) เป็นสิ่งมีชีวิตท่ีสามารถสร้างอาหารได้ด้วยตนเองจากกระบวนการ
สงัเคราะห์แสงเช่นเดียวกับพืชทัว่ไป มีขนาดเล็กตัง้แต่มองด้วยตาเปล่าไม่เห็นจนกระทัง่ถึงขนาด
ใหญ่มีความยาวหลายร้อยเมตร เช่น สาหร่ายหลายชนิด สาหร่ายมีรูปร่างหลายแบบ อาจจะเป็น
เซลล์เดียวหลายเซลล์มารวมกลุ่มกนั เรียกว่ากลุ่มเซลล์หรือโคโลนี เป็นเส้นสายทัง้แตกแขนงและ
ไม่แตกแขนงเป็นทลัลสัท่ีคล้ายมีราก ล าต้น และใบคล้ายพืชชัน้สงู แตไ่ม่มีระบบท่อล าเลียงดงัเช่น
พืชชัน้สงู ทกุเซลล์ท าหน้าท่ีสงัเคราะห์แสงเพ่ือด ารงชีวิตเหมือนๆ กนั (ยวุดี, 2556) 

สาหร่ายสีเขียวแกมน า้เงิน (Blue Green Algae) ประกอบด้วยผนงัเซลล์สองชัน้รอบ
นอกมีชีทซึ่งเป็นสารเมือกหุ้ ม ถัดจากผนังเซลล์เข้าไปในเป็นเย่ือบางบางเรียกว่าเย่ือพลาสมา  
(plasma membrane) หุ้มไซโตพลาสซึมไว้ ไซโตพลาสซึมส่วนนอกท่ีอยู่ใกล้ผนังเซลล์มักมีสารสี
กระจายอยู่มาก เรียกส่วนนีว้่า โครโมพลาสซึม (chomoplasm) ส่วนไซโตพลาสซึมส่วนในมี
ลกัษณะคล้ายนิวเคลียสจึงเรียกส่วนนีว้่าเซนต์โตพลาสซึม เน่ืองจากส่วนนีไ้ม่มีผนังหุ้มจึงถือว่า
ไม่ใช่นิวเคลียสท่ีแท้จริง ในส่วนของ โครโมพลาสซึมจะมีไซยาโนซินแกรนูลซึ่งเป็นเม็ดเล็ก ๆ 
กระจายอยูท่ัว่ไปเม็ดเล็ก ๆ มีเป็นสารอาหารสะสมพวกแป้งชนิดไซยาโนไฟเซียน 

นอกจากไซยาโนไฟซินแกรนูลแล้วยงัมีแก๊สแวคิวโอล (gas vacuole) ลกัษณะเป็น
เม็ดขนาดเล็กกระจายอยู่ในโครโมพลาสซมึ แก๊สแวควิโอลมีรูปร่างไม่แนน่อน อาจจะมีลกัษณะเป็น
ถงุกลมเช่นในสกลุ Oscillatoria แก๊สแวคิวโอลในแพลก์ตอน บางชนิดอาจจะหายไปถ้าอยู่ในท่ีมืด
หรือแสงสลวั ๆ และจะปรากฏขึน้อีกเม่ือมีแสงจดั จึงคาดว่าแก๊สแวคิวโอลท าหน้าท่ีเป็นตวักรอง
แสง ส่วนในพวกท่ีก่อให้เกิดการบลมูของน า้ (water bloom) แก๊สแวคิวโอลจะช่วยให้เซลล์ลอยตวั 
ตอนแรกเซลล์จะอยู่ตามพืน้หรือระดบัท่ีต ่ากว่าผิวน า้เม่ือสร้างแก๊สแวคิวโอลแล้วจะลอยขึน้มาท่ีผิว
น า้พอได้รับแสงจะสงัเคราะห์แสง ท าให้ความดนัในเซลล์เพิ่มขึน้  ในทางกลบักนัแก๊สแวคิวโอลจะ
ลดลงจนหมดในท่ีสุดและเซลล์ก็จะจมตัวลง (ดัดแปลงจากลัดดา , 2544) สาหร่ายสีเขียวแกม 
น า้เงิน เป็นพืชชัน้ต ่าท่ีเรียกวา่ โปรคาริโอต (prokaryote) ซึ่งจดัรวมอยูใ่นพวกเดียวกบัแบคทีเรียแต่
มีคณุสมบตัิท่ีแตกตา่งออกไปคือ สาหร่ายสีเขียวแกมน า้เงินมีคลอโรฟิลล์เอ จึงสามารถสงัเคราะห์
แสงได้และมีออกซิเจนซึ่งเกิดจากการสังเคราะห์แสงด้วย ซึ่งคุณสมบัตินีจ้ะไม่พบในแบคทีเรีย
สาหร่ายกลุ่มนีไ้ม่มีการสืบพันธุ์แบบอาศัยเพศ สามารถตรึงไนโตรเจนได้ เปล่ียนสีของเซลล์ได้ 
สามารถขึน้อยู่ได้ทุกแห่งทั่วโลกทัง้น า้จืด ทะเล น า้พุร้อน นอกจากนีย้ังพบว่าสาหร่ายสีเขียว  
แกมน า้เงิน อาจขึน้รวมอยู่กับสิ่งมีชีวิตชนิดอ่ืนได้ทัง้พืชและสตัว์ สาหร่ายแต่ละชนิดมีแหล่งท่ีอยู่
อาศยั และช่วงของความทน (range of tolerance) ตอ่สภาพแวดล้อมไม่เหมือนกนั ดงันัน้ในแหล่ง
น า้ต่างกนัจึงมีชนิดของสาหร่ายไม่เหมือนกัน โดยทัว่ไป สามารถแบ่งแหล่งน า้ตามความมากน้อย
ของสารอาหาร (trophic level) ออกเป็น 3 ระดบั คือ แหล่ง น า้ท่ีมีสารอาหารน้อย (oligotrophic)  
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น า้จะมีคณุภาพดี แหล่งน า้ท่ีมีสารอาหารปานกลาง (mesotrophic) น า้มีคณุภาพปานกลาง และ
แหล่งน า้ท่ีมีสารอาหารมาก (eutrophic) น า้มีคณุภาพ ไม่ดี ในแหล่งน า้แตล่ะสภาพจะมีสาหร่ายท่ี
อยู่ในรูปของแพลงก์ตอนพืชแตกตา่งกนั ดงันี ้ในแหล่งน า้ท่ีมีสารอาหารน้อย (คณุภาพน า้ดี) จะพบ
สาห ร่าย สี เขียวประ เภท เดสมิ ด ส์  ได้ แก่  Staurastrum, Staurodesmus, Cosmarium และ 
Closterium เป็นต้น ในแหล่งน า้ท่ีมีสารอาหาร ปานกลางจะพบสาหร่ายไดโนแฟลเจลเลต เช่น 
Peridinium, Gymnodinium และ Ceratium เป็น ต้น ส่วนแหล่งน า้ท่ีมีสารอาหารมากมักจะพบ
สาหร่ายน้อยประเภท แตล่ะประเภทมีจ านวนมาก 10 บางครัง้อาจพบสาหร่ายเพียงชนิดเดียวแตมี่
ปริมาณมากก็เป็นได้ มักพบสาหร่ายสีเขียวแกมน า้เงิน Oscillatoria และ Phormidium สาหร่าย 
ยกูลีนอยด์ เช่น Euglena, Phacus และ Trachelomonas (ยุวดี, 2549) สาหร่ายสีเขียวแกมน า้เงิน 
(blue-green algae) หรือ ไซยาโนแบคทีเรีย (Cyanobacteria) : Division Cyanophyta สาหร่าย
กลุ่มท่ีมีก าเนิดมาก่อนสาหร่ายกลุ่มอ่ืนๆ และมีความคล้ายคลึงกับแบคทีเรีย โดยเป็นพวก
นิวเคลียสไม่มีเย่ือหุ้มหรือพวกโพรคาริโอตพบได้ทัว่ไปในทีท่ีมีความชืน้ ในน า้จืด น า้กร่อย น า้เค็ม 
ทัง้ในน า้ท่ีมีคณุภาพดีและไม่ดีพบอยู่ทัง้ในดินและผิวดินแม้แตใ่นหิมะหรือน า้พรุ้อน บางชนิดอาจ
เจริญและเพิ่มจ านวนอยา่งรวดเร็วในแหลง่น า้ท่ีมีสารอาหารสงูหรือสภาพแวดล้อมท่ีเหมาะสมแล้ว
สร้างสารพิษออกมาซึ่งก่อให้เกิดอันตรายต่อสิ่งมีชีวิตในแหล่งน า้บริเวณนัน้ (ยุวดี, 2556) และ
เน่ืองจากสาหร่ายสีเขียวแกมน า้เงินในอันดับ Chroococcales วงศ์ Oscillatoriaceca และ 
Nostocaceae ซึ่งสาหร่ายสีเขียวแกมน า้เงิน 150 สกุล 1,500 ชนิด ด ารงชีวิตแบบแพลงก์ตอน  
มีสาหร่ายหลายชนิด สามารถเจริญเติบโตและแพร่พันธุ์ ได้อย่างรวดเร็วในเวลาอันรวดเร็วเกิด  
การบลมูท าให้มีปริมาณมหาศาลจนท าให้แหลง่น า้นัน้ๆ มีสีตามสีของตวัมนัเองและในบางกรณีน า้
จะเปล่ียนสีไปอนัเกิดจากการบลมูของสาหร่ายเพียงชนิดเดียว การเจริญเติบโตและแพร่พนัธุ์แบบ  
ท่ีกลา่วมานัน้ เรียกวา่ “water bloom” (ลดัดา, 2544 )  

2.3 ปัจจัยที่เก่ียวข้องกับการเจริญของสาหร่ายสีเขียวแกมน า้เงนิ 

สาหร่ายสีเขียวแกมน า้เงินสามารถเจริญเติบโตอย่างรวดเร็วในบอ่เพาะเลีย้งสตัว์น า้
โดยปัจจยัท่ีส่งผลต่อการเจริญเติบโตได้แก่ สารอาหาร, ความเค็ม หรือความเข้มข้นของไอออน, 
สภาพแสง, ความป่ันป่วน และการผสม, อณุหภมูิ และผู้บริโภคพืช (Rodgers, 2008) 

1. ความเข้มแสง  มีความส าคัญในกระบวนการสังเคราะห์ด้วยแสงของสาหร่าย 
สีเขียวแกมน า้เงินเม่ือเซลล์อยู่ในสภาวะความเข้มแสงท่ีแตกต่างกันมีผลต่อการเจริญเติบโตของ
สาหร่ายสีเขียวแกมน า้เงินจากรายงานพบว่าการได้รับแสงมีผลต่อคุณค่าทางโภชนาการและ  
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การสร้างรงควตัถุ โดยการใช้มูลสุกรผสมในปุ๋ ยส าหรับเลีย้งสาหร่ายสีเขียวแกมน า้เงิน Spirulina 
platensis (สนีุรัตน์ เรืองสมบรูณ์ และคณะ, 2553)  

2. อณุหภูมิ มีผลตอ่การเจริญเติบโตของสาหร่ายสีเขียวแกมน า้เงิน การสืบพนัธุ์ และ
ท าให้ปริมาณของออกซิเจนในน า้ลดลง สาหร่ายสีเขียวแกมน า้เงินมีความต้องการอณุหภูมิในการ
เจริญเติบโตแตกต่างกัน จากการศึกษา Nostoc commune ซึ่งก าลังได้รับความนิยมในประเทศ
ไทยน ามาเป็นผลิตภณัฑ์อาหาร พบวา่ท่ีอณุหภมูิ 25 องศาเซลเซียส มีปริมาณคลอโรฟิลล์มากท่ีสดุ
คือ 8.1 ± 0.3 มิลลิกรัมต่อลิตร และน า้หนักแห้งมากท่ีสุดคือ 1.36 ± 0.01 กรัมต่อลิตร (สุนีรัตน์ 
เรืองสมบรูณ์, 2549)  

3. ความขุ่นของน า้ เกิดจากสารแขวนลอย ทัง้ท่ีเป็นสารอินทรีย์และสารอนินทรีย์
รวมทัง้สิ่งมีชีวิตในน า้ อนุภาคสารแขวนลอย เช่น ฟอสเฟตท าให้พืชน า้เจริญเติบโตได้ดี มีผลต่อ
ปริมาณแสงในน า้ (Kjellstrom, 2006) ซึ่งมีผลต่อการสงัเคราะห์ด้วยแสงของสาหร่ายสีเขียวแกม
น า้เงินท าให้เจริญเตบิโตได้ไมเ่ตม็ท่ี 

4. ค่า pH  ในการเจริญเติบโตของสิ่งมีชีวิตจะอยู่ในช่วง 6.8-8.0 ทัง้นีใ้นสาหร่าย 
สีเขียวแกมน า้เงินมีความต้องการpHท่ีแตกต่างกัน จากการศึกษาสาหร่ายสีเขียวแกมน า้เงิน 
Phormidium tenue, Synechococcus cedrorum และ Synechococcus pevalekii เจริญเติบโต
ได้ดีท่ีสดุใน BGA medium ท่ี pH 7.5 (Nagle et al., 2009)  

5. ปริมาณสารอาหาร  สาหร่ายสีเขียวแกมน า้เงินเป็นสิ่งมีชีวิตท่ีสามารถเจริญเติบโต
ได้เหมือนสิ่งมีชีวิตทั่วไป มีความต้องการสารอาหารในการเจริญเติบโต เพ่ือน ามาสร้างพลงังาน
และสารประกอบท่ีเป็นโครงสร้างของเซลล์ โดยแบง่ความต้องการปริมาณสารอาหารของสาหร่าย  
สีเขียวแกมน า้เงินได้เป็น แร่ธาตท่ีุต้องการเป็นปริมาณมาก และแร่ธาตท่ีุต้องการเป็นปริมาณน้อย 
(Ivaonne et al., 2011) 

 จากการศึกษาของ Venkataramana Reddy et al. (2013) ได้ศึกษาผลของชนิด
อาหารท่ีแตกตา่งกนัตอ่การเจริญเติบโตของสาหร่ายสีเขียวแกมน า้เงิน (Anabaena ambigua) โดย
เลีย้งในอาหาร BBM, BG-11 และ FOG’s เลีย้งท่ีความเข้มแสง 4,000lux พบว่าสาหร่ายสีเขียว
แกมน า้เงินเจริญเติบโตได้ดีท่ีสุด เม่ือเลีย้งในอาหาร BG-11 และในอาหาร FOG’s และ BBM มี
การเจริญเติบโตท่ีใกล้เคียงกัน จากการศึกษาเดียวกัน Venkataramana Reddy et al. (2013) ได้
ศึกษาผลของค่า pH (3, 5, 7, 9 และ 11) ต่อการเจริญเติบโตของสาหร่ายสีเขียวแกมน า้เงิน 
(Anabaena ambigua) บนอาหาร BG11 พบว่าสาหร่ายสีเขียวแกมน า้เงินสามารถเจริญเติบโต 
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ได้ดีท่ีสุดท่ีค่า pH 7 และรองลงมาคือ 9 และ 11 ตามล าดับ (Venkataramana Reddy et al., 
2013) และ จากการศกึษาของ โพธิธรณ์ และคณะ (2555) ท่ีท าการเพาะเลีย้งสาหร่ายสีเขียวแกม
น า้เงิน 3 ชนิดด้วยกันได้แก่ Anabaena sp., Nostoc sp. และ Spirulina sp. ในอาหารเลีย้งเชือ้ 
BG11 ท่ีมีเกลือ  NaCl ความเข้มข้นตัง้แต ่0 – 1 โมลาร์ พบว่าสาหร่ายสีเขียวแกมน า้เงินทัง้ 3 ชนิด 
เจริญได้ดีท่ีสดุเม่ือเลีย้งในอาหารเลีย้งเชือ้ท่ีไมมี่เกลือ NaCl เม่ือความเข้มข้นของเกลือ NaCl สงูขึน้ 
การเจริญเติบโตของสาหร่ายสีเขียวแกมน า้เงินทัง้ 3 ชนิดลดลง และเม่ือเลี ย้งท่ีความเข้มข้นของ
เกลือ NaCl ตัง้แต่ 0.5 โมลาร์ขึน้ไป Spirulina sp. และ Nostoc sp. ไม่สามารถเจริญเติบโตได้ 
และท่ีความเข้ม ข้นของเกลือ NaCl ตัง้แต่  0.25 โมลาร์ขึ น้ ไป Anabaena sp. ไม่สามารถ
เจริญเตบิโตได้ (โพธิธรณ์ และคณะ, 2555) 

2.4 สาหร่ายสีเขียวแกมน า้เงนิ สกุล Oscillatoria 

สาหร่ายสีเขียวแกมน า้เงิน Oscillatoria มีลกัษณะเป็นเส้นสายเดี่ยว ๆ หรืออยูร่วมกนั
เป็นกลุ่มหนาแน่นแต่ละสายไม่แตกแขนง ทรัยโคม ประกอบด้วย เซลล์แถวเดียวเรียงต่อกันเป็น
สาย โดยมีความกว้างของเซลล์สม ่าเสมอตลอดสาย โดยปกติแตล่ะเซลล์มกัมีขนาดกว้างมากกว่า
ยาวยกเว้นบางชนิดเท่านัน้ท่ีเฉพาะเซลล์ปลายๆทรัยโคมเท่านัน้ท่ีอาจเรียวยาวหรือแคบลงและ
เซลล์ปลายสดุ (apical cell) อาจมีคาลิพทรา (calyptra) อยู่ซึง่มีลกัษณะคล้ายหมวกปีกหรือมีผนงั
เซลล์พองออก (capitate) Oscillatoria เป็นสกุลท่ีไม่มีชีทหุ้ ม แต่อาจมีน า้ใสๆหุ้ มอยู่ สามารถ
เคล่ือนไหวได้ทัง้แบบเล่ือนไหล (gliding) หรือแกวง่ซ้ายขวา (oscillating) สืบพนัธุ์โดยการเกิดเซลล์
ตายภายในสายและสร้างเซพาเรชันดิส (separation disc ) แบ่งทรัยโคมออกเนฮอร์โมโกนหรือ 
ฮอร์โมโกเนีย  เป็นแพลงก์ตอนท่ีพบทุกแหล่งน า้ ทัง้น า้จืด น า้กร่อย ทะเล และทะเลสาบน า้เค็ม 
หรือตามท่ีชืน้แฉะทั่วไปนกัเพาะเลีย้งสัตว์น า้นิยมเรียก Oscillatoria ว่า สาหร่ายขนแมว (ลดัดา, 
2544) 

สาหร่ายสีเขียวแกมน า้เงินในสกุล Oscillatoria เป็นแพลงก์ตอนพืชท่ีพบได้ตลอดใน
ทกุระยะของการเลีย้งกุ้ ง เน่ืองจากเป็นกลุ่มแพลงก์ตอนพืชท่ีเจริญได้ดีในแหล่งน า้ท่ีมีสารอินทรีย์
ค่อนข้างสูง บางสกุลสามารถตรึงไนโตรเจนจากบรรยากาศเปล่ียนเป็นสารประกอบอินทรีย์
ไนโตรเจนท่ีพืชและสตัว์น า้สามารถน าไปใช้ได้ อีกทัง้ช่วยเพิ่มปริมาณออกซิเจนท่ีละลายในน า้ ซึ่ง
เป็นปัจจยัจ ากัดท่ีส าคญัต่อการอยู่รอดของสิ่งมีชีวิตในแหล่งน า้ อย่างไรก็ตาม การมีแพลงก์ตอน
พืชอยู่ในปริมาณมากย่อมก่อให้เกิดปัญหาการขาดออกซิเจนในตอนกลางคืน และเกิดอาการ
ลอยตวัของกุ้ งอยู่บริเวณขอบบ่อในตอนเช้าอีกด้วย (วีรานุชและคณะ , 2544) นอกจากนี ้สาหร่าย 
สีเขียวแกมน า้เงินสกลุ Oscillatoria  หรือ สาหร่ายขนแมวบางชนิดนัน้ มีความสามารถในการสร้าง
สารพิษ ซึ่งสารพิษดังกล่าวนัน้  เป็นพิษท่ีส่งผลต่อระบบประสาท ท าให้กุ้ งมีความอ่อนแอ  
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เป็นสาเหตท่ีุท าให้กุ้ งมีพฤติกรรมการกินอาหารและระบบภูมิคุ้มกันท่ีผิดปกติและท าให้กุ้ งเกิดการ
ติดเชือ้ได้ง่าย (Smith, 1996) และสาหร่ายสีเขียวแกมน า้เงิน เช่น สกุล Oscillatoria, Mycrocystis 
sp., Anabaena sp., Lyngbya sp., Aphanizomenon sp., Symploca sp., Phromidium sp. 
และแบคทีเรีย สกุล Streptomyces sp.ยังมีความสามารถในการสังเคราะห์สาร Geosmin ขึน้ท่ี
ก่อให้เกิดกลิ่นโคลนในตวัสัตว์น า้ท าให้ขายได้ราคาไม่ดี ผลผลิตไม่มีคณุภาพ ซึ่งปัจจยัท่ีมีผลต่อ
การเจริญเพิ่มจ านวนของแบคทีเรียและสาหร่ายสีเขียวแกมน า้เงินท่ีเป็นสาเหตใุห้เกิดกลิ่นโคลนใน
สตัว์น า้นัน้ได้แก่ ปริมาณธาตไุนโตรเจนและฟอสฟอรัส ปริมาณออกซิเจนท่ีละลายในน า้ ชนิดและ
ปริมาณของสาหร่ายสีเขียวแกมน า้เงิน ความเค็มของน า้ อุณหภูมิ ของน า้ และ ความเข้มแสง  
การดดูซึมและการสะสมสารประกอบ Geosmin ในสตัว์น า้ เกิดขึน้อย่างรวดเร็วโดยสาร Geosmin 
เข้าไปจบักบัไขมนัในกระแสเลือดแล้วแพร่กระจายตามส่วนตา่งๆ ของร่างกาย (ปิยะวิทย์, 2553) 

2.5 บทบาทของแพลงก์ตอนพืชในบ่อเพาะเลีย้งสัตว์น า้  

แพลงก์ตอนพืชเป็นผู้ผลิตขัน้ปฐมภูมิท่ีส าคญัในบอ่เลีย้งสตัว์น า้ นอกจากนีย้งัเป็นตวั
ชี  ้วัดคุณภาพน า้ (ลัดดา , 2544) และมีบทบาทในการเปล่ียนแปลงคุณภาพน า้ภายในบ่อ  
(บณุฑริกา ทองดอนพุ่ม, 2547) อย่างไรก็ตามแพลงก์ตอนพืชมีวงจรชีวิตเพียง 1-2 สปัดาห์จากนัน้
จะตาย (Boyd, 1982) แต่การเปล่ียนแปลงของแพลงก์ตอนในระหว่างการเลีย้ง  หรือท่ีเรียกว่า 
plankton crash หรือ แพลงก์ตอนดรอป หรือท่ีเกษตรกรเรียกว่า สีน า้ล้ม จะเกิดหลังจากท่ีมี
การบลมูของแพลงก์ตอนแล้วระยะหนึ่ง ซึ่งจะพบแพลงก์ตอนกลุ่มเดน่เพียงหนึ่งกลุ่มหรือสองกลุ่ม
เท่านัน้ การเกิดสีน า้ล้มในประเทศไทยส่วนใหญ่จะมีสาเหตมุาจาก 1) การสะพร่ังของแพลงก์ตอน 
2) ขาดธาตอุาหารกลุ่มไนโตรเจนและฟอสฟอรัส 3) ท้องฟ้าปิดเน่ืองจากฝนตกหนกัติดตอ่กันเป็น
ระยะเวลายาวนาน  4) การเปล่ียนถ่ายน า้ในปริมาณมาก  (ชลอ  ลิ ม้สุวรรณ  และพรเลิศ  
จันทร์รัชชกูล, 2547) การเปล่ียนแปลงของแพลงก์ตอนภายในบ่ออย่างรุนแรง  หรือ การเกิด 
plankton crash ในระหว่างการเลีย้งจะมีความรุนแรงมาก เน่ืองจากการเปล่ียนแปลงของคณุภาพ
น า้ และสภาพบ่ออย่างเฉียบพลนั การตายของแพลงก์ตอนจะท าให้เกิดฟอง หรือฝ้าจ านวนมากท่ี
ผิวหน้าน า้ พบตะกอนจานวนมากในมวลน า้ น า้หนืด มีกลิ่นคาวอย่างรุนแรง (โสภณ อ่อนคง และชู
สินธุ์ ชนะสิทธ์ิ, 2542) การตายของแพลงก์ตอนดงักล่าว ภายหลงัการบลมูของแพลงก์ตอนภายใน
บ่อนอกจากจะเปล่ียนแปลงคุณภาพน า้ภายในบ่อแล้วยังมีผลต่อการปลดปล่อยสาร Geosmin 
หรือ( trans - 1, 10 -dimethyl - trans - 9 -decalol ) และ MIB (2 -methylisoborneol (1, 2, 7, 7 -
tetramethyl - exo - bicyclo - [2,2,1] -heptan - 2 -ol) จะถูกปล่อยออกมาสะสมในเนือ้เย่ือสัตว์
น้า (Johnsen et al., 1996) สารประกอบ Geosmin และ MIB เป็นสารประกอบแอลกอฮอล์อ่ิมตวั
ท่ีระเหยได้ โครงสร้างประกอบด้วยหมู่เมทิลและหมู่ไฮดรอกซิล คณุสมบตัิทัว่ไปคือละลายในไขมนั
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ได้ดี ไมช่อบน้า ทาให้กระจายตวัและสะสมในเนือ้เย่ือท่ีมีองค์ประกอบของไขมนั ทาให้ก าจดัได้ยาก 
จึงทาให้เกิดกลิ่นโคลนหรือกลิ่นไม่พึงประสงค์  (Izaguirre et al., 1982) การเพิ่มจ านวนอย่าง
รวดเร็วของแพลงก์ตอนพืชกลุ่มสาหร่ายสีเขียวแกมน า้เงินท่ีท าให้เกิดความเป็นพิษ พบปริมาณ
เพิ่ ม ขึ น้ทั่ ว โลก ทั ง้ ในทะเลสาบ  บ่อ  และ  ในน า้ ด่ื ม  (Cronberg and Annadotter, 2006) 
Oscillatoria เป็นแพลงก์ตอนพืชพวกสาหร่ายสีเขียวแกมน า้เงินชนิดหนึ่งท่ีสามารถดึงเอา
ไนโตรเจนจากอากาศมาใช้ได้โดยตรงผ่านกระบวนการตรึงไนโตรเจน (Gallon et al., 1991) 
สามารถเจริญเติบโตได้ดีและรวดเร็วว่าแพลงก์ตอนพืชชนิดอ่ืน ๆ  ในบ่อเลีย้งกุ้ งท่ีมีปริมาณ
ฟอสเฟตสูง  นอกจากนี ้Yusoff et al. (2001) ยังพบว่าอัตราการเจริญเติบโตของ Oscillatoria 
เพิ่มขึน้อย่างมีนยัส าคญัเม่ือเพิ่มฟอสฟอรัส สอดคล้องกบั การศึกษาแพลงก์ตอนพืชในบอ่เลีย้งกุ้ ง
กุลาด าแบบพัฒนาในเขตพืน้ ท่ีน า้จืด จังหวัดราชบุรี ของ พัชริดา และคณะ (2543) พบ 
Oscillatoria มากกว่าแพลงก์ตอนพืชสกุลอ่ืนๆ เช่นกัน เน่ืองจากเลีย้งกุ้ งทะเลแบบพัฒนามี  
ปริมาณสารอินทรีย์และสารอาหารไนโตรเจนและฟอสฟอรัสในน า้สูงสอดคล้องกับผลการศึกษา
ของคณิตและคณะ (คณิต และคณะ, 2535)  

จากการศึกษาถึงผลกระทบของการบลูมหรือการเพิ่มจ านวนอย่างรวดเร็วของ  
แพลงก์ตอนพืชในบ่อเลีย้งกุ้ งทะเล พบว่าการบลูมของแพลงก์ตอนพืชกลุ่มไดโนแฟกเจลเลตชนิด 
Alexandrium tamarence เป็นสาเหตุท าให้กุ้ งกุลาด า (Penaeus monodon) ในประเทศใต้หวัน 
ตายจ านวนมาก (Huei-Meei et al., 1993) และพบการบลูมของ Noctiluca scintillans ในบ่อ
เลีย้งกุ้ งทะเลท่ีประเทศจีน ท าให้กุ้ งทะเลในประเทศจีนเป็นโรค ส่งผลให้ผลผลิตกุ้ งตกต ่า (Chen 
and Gu, 1993) การเพิ่มจ านวนอย่างรวดเร็วของสาหร่ายสีเขียวแกมน า้เงิน  Microcystis, 
Anabaena   และ Oscillatoria ในบ่อเลีย้งปลาคาร์ปท่ีประเทศอินเดีย ส่งผลให้เกิดการตายของ
ปลาเป็นจ านวนมาก (Padmavathi and Durgaprasad , 2007) นอกจากนี ้ยังพบการบลูมของ
แพลงก์ตอน พืชกลุ่มสาห ร่ายสี เขียวแกมน า้ เงินชนิด  Synechocystis diplococcus และ 
Schizothrixcal cicola ในประเทศแมกซิโก เป็นสาเหตุท าให้กุ้ งตายจ านวนมาก (A-Rodriguesz 
and P-Osuna, 2003) ซึ่งการเจริญเติบโตอย่างรวดเร็วของ Oscillatoria ในบ่อเลีย้งกุ้ ง นอกจาก
ส่งผลให้น า้เกิดภาวะขาดออกชิเจนในเวลากลางคืนแล้ว  Oscillatoria  ยังเข้าไปติดและอุดตัน 
ท่ีเหงือกกุ้ ง ท าให้กุ้ งหายใจล าบาก หรือก่อให้เกิดโรคเหงือกด าได้ (สมศักดิ์, 2533) นอกจากนี ้ 
Oscillatoria  ท่ีเพิ่มปริมาณขึน้อย่างรวดเร็ว และตายลงเม่ือหมดธาตุอาหาร ท าให้เกิดการสะสม
ของสารอินทรีย์ปริมาณมาก เกิดการย่อยสลายและเน่าเสีย ส่งผลให้กุ้ งกินอาหาร และการ
เจริญเตบิโตของกุ้ งลดลง  อีกทัง้สง่ผลท าให้กุ้งมีสขุภาพออ่นแอ  และท าให้กุ้งตดิเชือ้โรคได้ง่าย  
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2.6 สารที่เกิดจากสาหร่ายสีเขียวแกมน า้เงนิ 

สารท่ีสาหร่ายสีเขียวแกมน า้เงินสร้างสามารถแบ่งออกได้  2 ประเภทใหญ่ คือ สาร
ทุติยภูมิ ท่ีมีกลิ่น และสารทุติยภูมิ ท่ีมีฤทธ์ิทางชีวภาพ (Smith et al., 2008) กลิ่นคาวถือเป็น
อปุสรรคต่อการเจริญเติบโตของอุตสาหกรรมการเพาะเลีย้งสตัว์น า้ ยกตวัอย่างอุตสาหกรรมการ
เพาะเลีย้งปลาดุกในสหรัฐอเมริกาท่ีมีการคาดเดาว่า 30% ของรายได้ทัง้หมดหายไปกับการ
ปนเปื้อนของสารท่ีท าให้เกิดการเปล่ียนแปลงกลิ่น และรส ซึ่งเป็นค่าใช้จ่ายในการเลีย้ง และให้
อาหารจนกวา่สตัว์น า้จะหมดกลิ่น และรสชาตคิาว รวมไปถึงคา่เสียโอกาสในความล่าช้าในการเก็บ
รักษาสตัว์น า้จนกว่าจะได้การยอมรับในการขาย หรือการเก็บเก่ียว และอตัราการตายของสตัว์น า้ท่ี
เกิดจากการระบาดของโรคในบอ่ท่ีเกิดจากสภาวะความเป็นพิษในบอ่เน่ืองจากสาหร่ายสีเขียวแกม
น า้เงิน จากการส ารวจพบว่าสาหร่ายสีเขียวแกมน า้เงินชนิดท่ีเป็นเส้นสายมากกว่า 25% สามารถ
ผลิตสารท่ีออกกลิ่นรส ชนิดท่ีรู้จักทั่วไป ได้แก่ Geosmin ([E1, 10-dimethyl-E-9-decalol) และ 
methylisoborneol (MIB) และสารท่ีออกกลิ่นรสชนิดใหม่ท่ีเกิดจากสาหร่ายสีเขียวแกมน า้เงินท่ีมี
รูปแบบ coccoid โดยเฉพาะ Microcystis sp. ได้แก่  Hydroxyketones และ Norcarotenoids 

(เชน่ β-cyclocitral) (Smith et al., 2008) 
สาหร่ายสีเขียวแกมน า้เงินสามารถผลิตสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพได้จ านวนมาก และมี

ความหลากหลายทางชีวเคมี เป็นสารท่ีมีโอกาสเกิดขึน้ในการเพาะเลีย้งสตัว์น า้ ไม่ว่าจะเป็นสารท่ี
ออกฤทธ์ิต่อเซลล์ หรืออวยัวะของเป้าหมาย หรือพฤติกรรมของสัตว์น า้ท่ีได้รับสารนัน้ (Smith et 
al., 2008) สารพิษ Hepatotoxins ในสาหร่ายสีเขียวแกมน า้เงินพบสารพิษ microcystins มากกว่า 
70 ชนิด และแบบ nodularins อีก 8 ชนิด  โดยสารพิษ microcystins สามารถพบได้ทัว่โลกในสาย
พันธุ์  Microcystis sp., Anabaena sp., Nostoc sp. และ Oscillatoria sp. หรือ Planktothrix sp. 
ใน ขณ ะ ท่ี ส ารพิ ษ  nodularins จะพ บ ในสายพั น ธุ์  Nodularia sp. ซึ่ ง  microcystins แล ะ 
nodularins เป็น  monocyclic แบบ heptapeptides และ pentapeptides ซึ่ งชนิดของพิษจะ
แตกตา่งกนัออกไปตามต าแหนง่ของกรดอะมิโน (Smith et al., 2008) 

Microcystins และ Nodularins จะถูกดูดซึมเข้าสู่กระแสเลือดไปทั่วล าไส้เล็กส่วน
ปลาย (ileum), เหงือกหรือเย่ือหุ้มปอด และเกิดการสะสมในเซลล์ตบัมากเป็นพิเศษ เป็นผลมาจาก
ความอุดมสมบูรณ์ของ organic anion transporting polypeptides (OATPs) ท่ีเป็นท่ีรู้จักกันใน
ช่ือกรดน า้ดีในระบบขนส่ง ซึ่งท าหน้าท่ีขนส่งเตียรอยด์ และเปปไทด์ต่างๆ ซึ่งการดดูของสารพิษ 
hepatotoxins ไปยงัอวยัวะต่างๆนัน้จะถูกจ ากัดด้วยความจ าเพาะของ OATPs และโมเลกลุท่ีชอบ
น า้ hepatotoxins สามารถสะสมอยูใ่น ไต, ล าไส้, และโครงสร้างกล้ามเนือ้ของสตัว์เลีย้งลกูด้วยนม 
และปลา และภายในของกล้ามเนือ้,ล าไส้, อวยัวะสืบพนัธุ์, หวัใจ และพงัผืดท่ีเท้าของสตัว์น า้ท่ีไม่มี
กระดกูสนัหลงั (Smith et al., 2008) 
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สารพิษในกลุ่ม Cytotoxins ได้แก่ Cylindrospermopsin (CYL) ท่ีผลิตโดยสาหร่ายสี
เขี ยวแกมน า้ เ งิน  8  ส ายพั น ธุ์ ไ ด้ แก่  Cylindrospermopsis raciborskii, Umezakia natans, 
Anabaena bergeii, Aphanizomenon flos-aquae, Aphanizomenon issatschenkoi, 
Aphanizomenon ovalisporum, Raphidiopsis curvata, และ  Lyngbya wollei โดยสารพิ ษ นี ้
ได้รับรายงานวา่เป็นพิษตอ่กุ้งทะเล และปลาในอตุสาหกรรมการเพาะเลีย้ง (Smith et al., 2008) 

Cylindrospermopsin ออกฤทธ์ิส่งผลกระทบต่อตบั แต่ก็ส่งผลต่ออวยัวะอ่ืนทั่วๆไป
ได้เช่นกนั ได้แก่ ไต, ปอด, หวัใจ, กระเพาะอาหาร และตอ่มหมวกไต จึงได้รับการจ าแนกให้อยู่ใน
กลุ่มของ cytotoxins การดดูซึมของสารพิษจะถูกแพร่ไปยังส่วนต่างๆของร่างกายผ่านระบบการ
ขนส่งของกรดน า้ดี cylindrospermopsin จะออกฤทธ์ิยบัยัง้การสงัเคราะห์โปรตีน ท าให้เซลล์ตาย, 
เส่ือม, การกระจายตวัของ DNA และเนือ้งอก หรือการกลายพนัธุ์ (Smith et al., 2008) 

สารทุติยภูมิ Neurotoxins ท่ีออกฤทธ์ิท าให้เกิดอมัพาตในสิ่งมีชีวิต สามารถแบ่งออก
ได้ 2 กลุ่มใหญ่ตามโครงสร้างได้แก่ 1) กลุ่มอัลคาลอย ได้แก่ anatoxin-A, homoanatoxin-A, 
anatoxin-A(s), และparalytic shellfish poisoning (PSP) toxins (saxitoxin, gonyautoxin, และ
อนุพันธ์ท่ีใกล้เคียง) และ 2) กลุ่ม lipopeptides ได้แก่ antillatoxins A และ B, kalkitoxin, และ 
jamaicamides ซึ่งกลุ่มอัลคาลอยจะพบในสายพันธุ์  Anabaena sp., Aphanizomenon sp., 
Microcystis sp., Cylindrospermopsis sp., และ Planktothrix sp.ส าหรับกลุ่ม lipopeptides จะ
พบจากสายพนัธุ์ Lyngbya majuscule (Smith et al., 2008) ชนิดท่ีออกฤทธ์ิต่อสตัว์เลีย้งลูกด้วย
นมได้แก่ anatoxin-a และ homoanatoxin-a ซึ่งออกฤทธ์ิคล้ายกับอาการโดนยาฆ่าแมลง และ 
anatoxin-A(s) ท่ี จะเข้าไปยับยั ง้การท างานของเอนไซม์  acetylcholinesterase ส่วนชนิ ด  
saxitoxins, kalkitoxin และ jamaicamides (A, B และ C) ซึ่งจะออกฤทธ์ิขดัขวางการท างานของ
ระบบประสาทกบัเซลล์กล้ามเนือ้ท าให้เกิดอมัพาต (Smith et al., 2008) 

สารทุติยภูมิกลุ่ม  Dermatoxins/tumor promoters ซึ่งได้แก่  Lyngbyatoxins และ 
aplysiatoxins ถูกสร้างโดย สาหร่ายสีเขียวแกมน า้เงินชนิด L. majuscule โดย Lyngbyatoxins 
(Lyngbyatoxins A(LA), B แ ล ะ  C)  จั ด เ ป็ น  indole alkaloids ใ น ข ณ ะ ท่ี  aplysiatoxins 
(aplysiatoxins (AT) และdebromoaplysiatoxin (DAT)) จดัเป็น phenolic bislactones (Smith et 
al., 2008) Lyngbyatoxins และ aplysiatoxins มีค่า LD100 ท่ีทดลองกับหนูทดลองอยู่ ท่ี 250 
µg/kg และท าให้เกิดเนือ้งอก ท าให้เกิดเลือดออกในล าไส้ เป็นแผลในกระเพาะ และสุดท้ายจะ
เสียชีวิตเน่ืองจากการช็อคจากการขาดเลือด (Smith et al., 2008) สารพิษ lipopolysaccharides 
(LPS) โดยทัว่ไปถกูจดัอยู่ใน endotoxins ประกอบด้วยพอลิเมอร์คาร์โบไฮเดรตเป็นหลกั สามารถ
พบได้ในสาหร่ายสีเขียวแกมน า้เงินหลากหลายชนิด ได้แก่ Microcystis, Anabaena, Spirulina 
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และ Oscillatoria (Smith et al., 2008) ท าให้เกิดไข้, การอักเสบ, เกิดการระเคืองผิวหนัง, และ
ทางเดนิอาหาร โดยมีคา่ LD50 ของหนทูดลอง อยูใ่นชว่ง 45-190 mg/kg (Smith et al., 2008) 

2.7 การควบคุมและยับยัง้การเจริญเตบิโตของแพลงก์ตอนพืช 

การศกึษาการควบคมุและยบัยัง้การเจริญเติบโตของแพลงก์ตอนพืชโดยเฉพาะกลุ่ม
ไดโนแฟกเจลเลต (Dinoflegellate) และสาหร่ายสีเขียวแกมน า้เงิน (Blue green algae) ท่ี มี
ผลกระทบต่อการเพาะเลีย้งสตัว์น า้ได้รับความสนใจกันอย่างแพร่หลาย สารเคมีหลายชนิดได้ถูก
น ามาใช้ในขัน้ตอนของการเพาะเลีย้งกุ้ งทะเลนบัตัง้แต่ในโรงเพาะฟัก โรงอนุบาล จนถึงในบ่อดิน 
โดยส่วนใหญ่มีวตัถปุระสงค์เพ่ือควบคมุสภาพแวดล้อมภายในบอ่ทัง้ด้านเคมี และด้านชีวภาพ เช่น 
ควบคุมเชือ้โรคต่าง ๆ ในสภาพแวดล้อมในลักษณะของ biosecurity หรือการควบคุมปริมาณ
สาหร่าย แพลงก์ตอนในน า้ รวมไปจนถึงการรักษาและป้องกันโรคพยาธิภายนอกของกุ้ งด้วย
การศกึษาถึงประสิทธิภาพในห้องปฏิบตัิ (in vitro study) และความเป็นพิษของสารเคมีชนิดตา่งๆ 
ท่ีใช้ในการเลีย้งกุ้ งทะเลไทย นอกจากการศึกษาทางด้านประสิทธิภาพและความเป็นพิษของ
สารเคมีแล้ว บางรายงานยงัได้ระบุถึงการเปล่ียนแปลงคุณภาพของน า้ท่ีอาจเป็นผลจากการใช้
สารเคมี (เจนนุช , 2547)  เช่น จากการศึกษาประสิทธิภาพการออกฤทธ์ิและความเป็นพิษ
เฉียบพลันของไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (Hydrogenperoxide=H2O2 50%) ท าให้สามารถน าผล
การศกึษาท่ีได้มาเปรียบเทียบกบัสารเคมีตวัอ่ืนๆ ท่ีมีการใช้ในวตัถปุระสงค์คล้ายคลึงกนั ดงัเห็นได้
จากการแสดงผลการศกึษาพิษเฉียบพลนั นอกจากผู้วิจยัรายงานประสิทธิภาพของไฮโดรเจนเปอร์
ออกไซด์ในการออกฤทธ์ิต่อเชื อ้  Vibrio ท่ีแยกจากกุ้ งป่วย บางส่วนของการศึกษาแสดง
ประสิทธิภาพของไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ในการก าจดัและควบคมุปริมาณแพลงก์ตอนพืชบางชนิด
เพ่ือลดปัญหาการเกิด off-flavor จากแพลงก์ตอนโดยท าการศึกษาใน blue green algae: 
Oscillatoria และ Chlorella sp. และ Chlorophyll a พบว่า H2O2 4.19-7.18 ส่วนในล้าน มีผลลด
ปริมาณของ Oscillatoria และ Chlorophyll a (ประพันธ์ศกัดิ์, 2542) ซึ่งได้เป็นต้น อย่างไรก็ตาม
การใช้สารเคมีนัน้ถือเป็นทางเลือกสุดท้ายในการควบคุมและจัดการคุณภาพน า้ในบ่อเลีย้งกุ้ ง
เน่ืองจากสารเคมีมีความรุนแรงอาจท าให้คุณภาพน า้ในบ่อเลีย้งกุ้ งเปล่ียนแปลงไม่เหมาะสมต่อ
การเลีย้ง กุ้ งท่ีเลีย้งได้รับสารเคมีอาจท าให้เกิดความผิดปกติ และท าให้สาหร่ายสีเขียวแกมน า้เงิน
บางสกลุเป็นดชันีบง่ชีค้ณุภาพน า้ดีในบอ่เลีย้งกุ้งลดลงไปด้วย  

จากการศึกษาบทบาทของแบคทีเรียท่ีมีอยู่ในน า้ทะเลต่อการยบัยัง้การเจริญเติบโต
และควบคมุการเพิ่มจ านวนของแพลงก์ตอนพืช พบว่าแบคทีเรียบางชนิดท่ีถูกคดัแยกมาจากน า้
ทะเล มีความจ าเพาะเจาะจงต่อการกระตุ้น หรือยับยัง้การเจริญเติบโตของแพลงก์ตอนพืชได้  
(Riquelme et al., 1988;  Fukami, 1991,1992; Imai et al., 2001; Simon et al., 2002; Clinton 
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et al., 2005) สอดคล้องกับการศึกษาของ Keawtawee et al., (2011) ท่ีท าการคดัแยกแบคทีเรีย
จากน า้ทะเลท่ีใช้เลีย้งกุ้งในฟาร์มเลีย้งกุ้งทะเลเชิงพาณิชย์ ท่ีอ าเภอเทพา จงัหวดัสงขลา แล้วศกึษา
คุณบัติของการเป็นแบคทีเรียจ าเพาะต่อการยับยัง้การเจริญเติบโตของแพลงก์ตอนพืชชนิด N. 
scintillans  พบว่า มีแบคทีเรีย 10 ชนิดท่ีสามารถฆ่าเซลล์ของ N. scintillans  ได้ แต่แบคทีเรีย
ชนิด Mariobacteria salsuginis  สายพันธุ์  BS2 แสดงความสามารถในการฆ่าเซลล์แพลงก์ตอน
ได้สงูท่ีสดุ นอกจากนีย้งัมีความจ าเพาะเจาะจงต่อการยบัยัง้การเจริญเติบโตและการเพิ่มจ านวน
ของแพลงก์ตอนพืชชนิด N. scintillans ในบ่อเลีย้งกุ้ ง โดยไม่มีผลต่อการควบคุมหรือยับยัง้ 
แพลงก์ตอนพืชชนิดอ่ืน ๆ ซึง่เม่ือน าแบคทีเรียชนิดนีไ้ปทดสอบคณุสมบตัิในการฆ่าแพลงก์ตอนพืช
ในระบบการเพาะเลีย้งกุ้ ง พบว่า แบคทีเรียชนิดนีย้งัแสดงความสามารถในการฆ่าแพลงก์ตอนพืช 
ชนิด N. scintillans ได้เช่นเดียวกัน นอกจากนีแ้บคทีเรียจ าเพาะดงักล่าวไม่ส่งผลกระทบต่อการ
เจริญเติบโตและอัตรารอดของกุ้ ง อีกทัง้ยังเป็นการช่วยให้อัตรารอดของกุ้ งเพิ่มขึน้มากกว่า 90 
เปอร์เซ็นต์  (Keawtawee et al.,  2012)  นอกจากนี ้Imai และคณะ (2010) พบว่า แบคทีเรียชนิด 
Agrobacterium vitis สามารถฆ่าเซลล์ของแพลงก์ตอนพืชกลุ่มสาหร่ายสีเขียวแกมน า้เงิน 
Microcystis aeruginosa ได้ ดังนัน้วิธีการยับยัง้หรือควบคุมการเพิ่มจ านวนหรือการบลูมของ
แพลงก์ตอนพืชกลุ่มสาหร่ายสีเขียวแกมน า้เงิน Oscillatoria ในระบบการเพาะเลีย้งกุ้งทะเลโดยการ
ใช้แบคทีเรียจ าเพาะท่ีคัดแยกจากน า้ทะเลท่ีใช้เลีย้งกุ้ งในบ่อดิน จึงมีความเป็นไปได้สูง ท่ีจะ
สามารถช่วยแก้ปัญหาการเพิ่มจ านวนของแพลงก์ตอนพืชด้วยวิธีธรรมชาติ โดยไม่ใช้สารเคมี  อีก
ทัง้ยงัช่วยแก้ปัญหาการจดัการเลีย้งกุ้ งทะเลให้ประสบความส าเร็จ ช่วยลดภาวะเส่ียงต่อการเกิด
โรคระบาด และชว่ยเพิ่มผลผลิตกุ้ งทะเลท่ีมีคณุภาพ ท าให้การเลีย้งกุ้ งทะเลยัง่ยืน และเป็นมิตรกบั
สิ่งแวดล้อม และได้ผลผลิตท่ีปลอดภัยตอ่ผู้บริโภค ดงันัน้ในปัจจบุนัจึงมีการคิดค้นการใช้จลุินทรีย์
หรือแบคทีเรียตา่งๆมาใช้ในการควบคมุหรือยบัยัง้สาหร่ายหรือแพลงก์ตอนท่ีก่อให้เกิดโทษในการ
เพาะเลีย้งสัตว์น า้ เช่น แบคทีเรียบางชนิดนัน้มีความต้องการเซลล์เพ่ือยับยัง้เซลล์สาหร่าย ซึ่งมี
ความสามารถในการกระท าต่อเซลล์  Noctiluca ท่ีผลิตสารบางอย่างขึน้และพบว่าสายพันธุ์
แบคทีเรียท่ีมีความสามารถในการท าลาย Noctiluca ได้เป็นกลุ่มของGammaproteobacteria ซึ่ง
จะเห็นได้ว่าการเลือกใช้แบคทีเรียท่ีสามารถควบคมุและยบัยัง้การเจริญเติบโตของแพลงก์ตอนท่ี
เป็นอนัตรายในการเพาะเลีย้งสตัว์น า้เป็นสิ่งท่ีส าคญัมาก (Keawtawee, et al, 2011) และจากการ
ทดสอบความสามารถของแบคทีเรีย BS2 ท่ีคดัแยกได้จากน า้ในบ่อกุ้ งพบว่าสามารถยับยัง้และ
ก าจัด N. scintillans ภายใน 48 ชั่วโมง ซึ่งแบคทีเรีย BS2 นัน้ไม่ส่งผลกระทบต่อสภาพกุ้ งทัง้ 
กุ้ งขาวแวนนาไมและกุ้ งกุลาด าและอัตราการรอดตายของกุ้ ง เพิ่มขึน้ 26-98% จึงเป็นการเพิ่ม
ประสิทธิภาพในการผลิตกุ้ ง การควบคมุการเจริญเติบโตของสาหร่ายท่ีเป็นอนัตรายในลกัษณะนี ้
ในฟาร์มเลีย้งกุ้งถือได้วา่เป็นประโยชน์ท่ีส าคญัส าหรับการผลิตกุ้ง (Keawtawee et al, 2012) 
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บทที่ 3 

วิธีด าเนินการวิจัย 

3.1  การคัดแยกและเพาะเลีย้งสาหร่ายสีเขียวแกมน า้เงิน 

3.1.1 เก็บตวัอยา่งน า้เลีย้งกุ้งทะเลจากฟาร์มของเกษตรกร อ.สิงหนคร จงัหวดัสงขลา 
ท่ีมีการจดัการเลีย้งรูปแบบเดียวกันท่ีมีวิธีการจัดการเลีย้งทัว่ไปเหมือนกัน  จ านวน 2 บ่อ คือ บ่อ
เลีย้ง 1 (pond 1) และบ่อเลีย้ง 2 (pond 2) สปัดาห์ละครัง้ติดต่อกัน เป็นระยะเวลา 7 สปัดาห์ ใน
ระหว่างวนัท่ี 18 มิถุนายน ถึง 30 โดยตรวจวดัคณุภาพน า้ทั่วไป ได้แก่ ความลึกของน า้ท่ีใช้เลีย้ง 
กุ้ งทะเล อุณหภูมิน า้ ปริมาณออกซิ เจนละลายน า้ (DO) พี  เอช (pH) ความเค็ม (Salinity)  
ความโปร่งแสงของน า้ (Transparency) ค่าการน าไฟฟ้า (Conductivity) และปริมาณของแข็ง
ละลายลายน า้ทัง้หมด (Total Dissolved Solid ) ด้วยเคร่ืองวดัคณุภาพน า้แบบหวัรวม 

3.1.2 เก็บตวัอย่างน า้เพ่ือวิเคราะห์หาความหนาแน่นของสาหร่ายสีเขียวแกมน า้เงิน  
ท่ีเกิดการบลูมในบ่อ โดยการกรองน า้ปริมาตร 10-20 ลิตร (ขึน้อยู่กับสีน า้เลีย้งกุ้ ง) ผ่านถุงกรอง
แพลงก์ตอนขนาดตา 20 ไมโครเมตร จากนัน้ท าการดองตวัอย่างเพ่ือเก็บรักษาพนัธุ์แพลงก์ตอน
ด้วยสารละลายฟอร์มาลีนท่ีเป็นกลาง (Naturalize fornmalin) ความเข้มข้นสุดท้าย 5 เปอร์เซ็นต์ 
ก่อนน าตัวอย่างไปนับจ านวนของเส้นสายของสาหร่ายสีเขียวแกมน า้เงินภายใต้กล้องจุลทรรน์  
แบบคอมพาส์ว  

3.1.3 คัดแยกเซลล์สาหร่ายสีเขียวแกมน า้เงินจากตัวอย่างน า้เลีย้งกุ้ งทะเล ใน
ระหว่างท่ีเกิดการบลูมของสาหร่ายและกุ้ งประสบปัญหาในการเลีย้ง โดยคัดแยกเชือ้สาหร่าย
ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ ด้วยเทคนิคการล้างเซลล์ด้วยไมโครปิเปต (Micropipette washing) 
จนกระทัง่ได้เชือ้สาหร่ายท่ีต้องการเพียงชนิดเดียว 

3.1.4 น าหัว เชื อ้สาห ร่าย ท่ี ได้ลงเลี ย้ งในอาหารเลี ย้ งเชื อ้  BG-11 medium ท่ี
อณุหภมูิห้อง 28 ± 1 องศาเซลเซียส พี เอชอยูใ่นชว่ง 7.0-7.3 

3.1.5 ศึกษาลกัษณะทางกายภาพ รูปร่าง โครงสร้าง ความกว้างและความยาวของ
เซลล์สาหร่ายสีเขียวแกมน า้เงินสายพนัธุ์ ท่ีเพาะเลีย้งได้ด้วยใต้กล้องจุลทรรศน์แบบ Compound 
รุ่น LEICA DM750 และใช้เทคนิค Confocal laser scaning microscope (LMS800) zeiss  

3.1.6 จ าแนกชนิดของสาหร่ายด้วยวิธีการทางโมเลกุลาร์ โดยการเพิ่มปริมาณยีน 
16s rRNA ด้วยเคร่ือง Polymerase Chain Reaction (PCR) โดยใช้ Primer set ท่ีดัดแปลงขึน้มา
ใหมส่ าหรับวิเคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด์ของสาหร่ายชนิดนี ้
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3.1.7 เม่ือได้ข้อมูลผลการวิเคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด์ น าข้อมูลนีไ้ปเทียบเคียงกับ
ฐ า น ข้ อ มู ล นิ ว ค ลี โ อ ไ ท ด์ ใ น  GenBank/EMBL/DDGB ด้ ว ย โ ป ร แ ก ร ม Blast 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) เพ่ือจดัจ าแนกชนิดของสาหร่ายท่ีคดัแยกได้ 

3.1.8 ศึกษาผลของสูตรอาหาร พี เอช (pH) ความเค็ม (NaCl) และปริมาณโซเดียม
ไนเตรต (NaNO3) ตอ่การเจริญเตบิโตของสาหร่ายสีเขียวแกมน า้เงินท่ีคดัแยกได้ โดยใช้สตูรอาหาร
ตา่งกนั 2 ชนิด คือ Blue green 11 (BG-11) และ Zarrouk medium  

3.2  คัดแยกและสกรีนแบคทีเรียชนิดที่มีคุณสมบัตใินการควบคุมการเจริญเตบิโตของ
สาหร่ายสีเขียวแกมน า้เงิน  

3.2.1 เก็บตัวอย่างน า้จากบ่อเลีย้งกุ้ งทะเลในเขตจังหวัดสงขลาท่ีท าการเลีย้งกุ้ ง
มาแล้ว 60 วนั จ านวน 4 บ่อ คือ คือ P1, P2, P3 และ P4 มาทดลองเลีย้งกับสาหร่ายสีเขียวแกม 
น า้เงินสายพันธุ์ ท่ีคัดแยกได้ ใน microplate โดยใส่สาหร่ายหลุมละ 0.5 ml ร่วมกับน า้เลีย้งกุ้ ง 
ท่ีผ่านการกรองด้วยกระดาษกรอง 0.8 µm ปริมาณ 0.5 ml นบัจ านวนเซลล์ท่ีเวลา 0, 24 และ 48 
ชัว่โมง และนบัจ านวนแบคทีเรียรวมในน า้เลีย้งกุ้ งแต่ละบ่อด้วยวิธี MPN Method (ดดัแปลงจาก 
Keawtawee et. al., 2011) โดยท าการเจือจางน า้ทะเลตวัอย่างก่อนน าไปเชือ้บนอาหารแข็ง แล้ว
น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั่วโมง นับจ านวนโคโลนีของเชือ้แบคทีเรีย
เฉพาะ dilution ท่ีมีจ านวน colony อยู่ในช่วง 30-300 colony เท่านัน้ แต่ละ dilution ท า 3 ซ า้  
น าผลท่ีนบัได้ไปค านวณปริมาณโคโลนีทัง้หมด ดงัสมการตอ่ไปนี ้

 Colony Forming Unit (CFU/mL) = (จ านวน Colony เฉล่ีย x dilution factor) / 0.1 mL  
เม่ือ  จ านวน colony เฉล่ีย  คือ จ านวน colony เฉล่ีย ของทัง้ 3 ซ า้ dilution 

หนึ่ งๆ ท่ี มีจ านวน colony นับได้ เฉพาะ
ในชว่ง 30- 300 colony 

 Dilution factor  คือ ความเข้มข้น (dilution) หนึ่งๆ ท่ีใช้ในการ
ค านวณจ านวน colony เฉ ล่ียโดยต้อง
เปล่ียนเลขยกก าลงัให้เป็นบวกเสมอ 

3.2.2 น าน า้ตวัอย่างจากแต่ละบ่อ มาคดัแยกเชือ้แบคทีเรียโดยเข่ียบนอาหารเลีย้ง

เชือ้ NA แล้วน าไปบ่มในตู้บ่มเชือ้ท่ีอุณหภูมิ 37 C เป็นระยะเวลา 18-24 ชัว่โมง ท าการ Streak 
เชือ้จนกวา่จะได้เชือ้ท่ีมีความบริสทุธ์ิ (Figure 1) 

3.2.3 ศกึษาลกัษณะทางสณัฐานวิทยาด้วยการย้อมสีแกรม ถ่ายรูปแบคทีเรียแต่ละ
ชนิดภายใต้กล้องจลุทรรศน์แบบคอมพาส์ว  
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3.2.4 น าเชือ้แบคทีเรียท่ีบริสทุธ์ิมาทดสอบคณุสมบตัิการยับ้ยัง้หรือฆ่าสาหร่าย ตาม
วิธีการของ Keawtawee และคณะ (2012) โดยการ ใช้ปิเปตดูดเชือ้แบคท่ีเรีย 0.5 ml ใส่ลงใน  
16 - wells microplate ท่ีมีสาหร่าย 0.5 ml สว่น control ใสอ่าหารเหลวท่ีไมมี่เชือ้แบคทีเรีย 0.5 ml 

3.2.5 น าเข้าตู้ เลีย้งแพลงก์ตอน โดยก าหนดอณุหภมูิท่ี 28 ± 1 องศาเซลเซียส และให้
แสงท่ีความเข้มข้น 2000 ลกัษ์ เป็นเวลา 12 ชัว่โมงตอ่วนั 

3.2.6 นบัเซลล์ของสาหร่ายท่ีเวลา 0, 24 และ 48 ชัว่โมง ตามล าดบั ด้วยเคร่ืองนับ
จ านวน (Counter) และท าการวดัขนาดเซลล์ พร้อมถ่ายรูปลักษณะของเซลล์สาหร่ายด้วยกล้อง
จลุทรรศน์ 

3.2.7 คดัเลือกเชือ้แบคทีเรียท่ีมีคณุสมบตัิในการยบัยัง้หรือฆ่าสาหร่ายได้ภายใน 48 
ชัว่โมง ไปศกึษาคณุสมบตัแิละกิจกรรมการยบัยัง้สาหร่ายตอ่ไป 

3.3 การทดสอบประสิทธิภาพของเชือ้แบคทีเรียชนิดที่ มีคุณสมบัติในการควบคุมการ
เจริญเตบิโตของสาหร่าย  

3.3.1 น าแบคทีเรียท่ีคดัแยกได้มาทดสอบคณุสมบตัิการยบัยัง้โดยเลีย้งเชือ้ในอาหาร
เลีย้งเชือ้ NB เป็นเวลา 24 ชัว่โมง  

3.3.2 ทดสอบผลของแบคทีเรียตอ่การยบัยัง้แพลงก์ตอนพืชอ่ืน 3 ชนิด คือ Chlorella 
sp.  Tetraselmis sp.  แล ะ  Chaetoceros sp. โดย ใช้ เชื อ้ แบค ที เรียป ริม าต ร  0 .2  ml ต่ อ  
แพลงก์ตอนแต่ละชนิด 2 ml ใส่ใน 16 – well  นับจ านวนเซลล์ท่ีเวลา 0, 24, และ 48 ชั่วโมง 
ตามล าดบั ชดุควบคมุใช้อาหารเลีย้งเชือ้ NB ทดสอบกบัสาหร่าย 

3.3.3 สงัเกตการณ์เปล่ียนแปลงของเซลล์สาหร่ายเม่ือใสเ่ชือ้แบคทีเรียแตล่ะชนิดท่ี
เวลา 0  24 และ 48 ชัว่โมง ตามล าดบั ด้วยกล้องจลุทรรศน์แบบสเตอริโอ 

3.3.4 ถ้าปริมาณสาหร่ายลดลงเหลือน้อยกวา่ 50% แสดงวา่เซลล์แบคทีเรียหรือมี
สารบางชนิดท่ีแบคทีเรียปล่อยออกมาสามารถยบัยัง้หรือฆา่สาหร่ายได้  

3.4 การตรวจสอบชนิดของแบคทีเรียด้วยเทคนิคชีววิทยาโมเลกุล 

3.4.1 น าแบคทีเรียท่ีได้มาท าการสกดัดีเอ็นเอตามวิธีของ ยทุธพงษ์, 2558 
3.4.2 เพิ่มปริมาณยีน 16s rRNA ด้วยเคร่ือง Polymerase Chain Reaction (PCR) 
3.4.3 ตรวจสอบผลิตภณัฑ์ PCR ด้วย Gel Electrophoresis  
3.4.4 วิเคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด์  โดยสง่ผลิตภณัฑ์ PCR ไปวิเคราะห์ล าดบันิวคลี

โอไทด์ท่ีบริษัท Macrogen Ltd.โดยใช้ primer 27F ในการวิเคราะห์ 
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3.4.5 เปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ โดยน าข้อมูลนีไ้ปเทียบเคียงกับฐานข้อมูล 
นิวคลีโอไทด์ใน GenBank/EMBL/DDGB ด้วยโปรแกรม Blast (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) 
เพ่ือจดัจ าแนกชนิดของแบคทีเรียท่ีคดัแยกได้ 

3.4.6 สร้างแผนภูมิวิวฒันาการ (Phylogenetic tree)โดยน าข้อมูลนิวคลีโอไทด์ของ
เชือ้ท่ีแยกได้ และเชือ้อ่ืนท่ีมีล าดบันิวคลีโอไทด์คล้ายคลึงกันมาศึกษาล าดบัวิวฒันาการโดยการ
สร้าง Phylogenetic tree ด้วยโปรแกรม MEGA6 (Tamura et. al, 2013) 

3.5 การทดสอบผลของแบคทีเรียต่อการตายของลูกกุ้งขาวแวนนาไม  

3.5.1 น าเชือ้แบคทีเรียท่ีได้จากการทดลองข้างต้น ไปทดสอบกบัลกูกุ้ งขาวแวนนาไม 
ขนาด 3.0-3.5 กรัม โดยวิธีการแช่ลูกกุ้ งในเชือ้แบคทีเรียแต่ละชนิดท่ีความเข้มข้นแบคทีเรียเร่ิมต้น
อยู่ระหว่าง 104 - 105 CFU/mL จ านวน 10 ตวัต่อตู้  ในน า้ทะเลฆ่าเชือ้ความเค็ม 25 ppt  แต่ละชุด
การทดลองท า 3 ซ า้ 

3.5.2 ให้อากาศด้วยหัวทรายตลอดเวลาและควบคุมค่าออกซิเจนละลายน า้ให้อยู่
ในชว่ง 5.5-6.0 mg/L โดยไม่มีการเปล่ียนถ่ายน า้ และไม่ให้อาหารตลอดการทดลอง เป็นระยะเวลา 
7 วนั 

3.5.3 สงัเกตลกัษณะของลูกกุ้ ง โดยนับจ านวนลูกกุ้ งท่ีตายทุกวนั ถ้าเจอลูกกุ้ งตาย 
น ากุ้งท่ีตายออกจากตู้ทดลองทนัที  
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Figure 1 Procedure for bacterial screening and isolation for algal - killing activity using 

tissue culture microplates. White color of wells showed 100% of algal cells 
killed or lysed (Modified from Keawtawee et.al, 2011). 
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บทที่ 4 

ผลและวิจารณ์ผลการศึกษา 

4.1 การคัดแยกและเพาะเลีย้งสาหร่ายสีเขียวแกมน า้เงนิจากน า้เลีย้งกุ้งทะเล 

4.1.1 คุณภาพน า้ทั่วไปของบ่อเลีย้งกุ้งทะเล   

ผลการวิเคราะห์ตวัอย่างคุณภาพน า้ทั่วไปในบ่อเลีย้งกุ้ งทะเล จ านวน 2 บ่อ คือ 
บอ่เลีย้ง 1 (pond 1) และบ่อเลีย้ง 2 (pond 2) ท่ีมีวิธีการจดัการเลีย้งทัว่ไปเหมือนกนั  สปัดาห์ละครัง้
ติดต่อกัน เป็นเวลา 7 สปัดาห์ ในระหว่างวนัท่ี 18 มิถุนายน ถึง 30 กรกฎาคม 2558 พบว่า ความลึก
เฉล่ียของน า้ท่ีใช้เลีย้งกุ้ งทะเล เท่ากับ 0.15 เมตร  อุณหภูมิน า้ ปริมาณออกซิเจนละลายน า้ (DO)  
พี เอช  (pH) ความ เค็ม  (Salinity) ความ โป ร่งแส งของน า้  (Transparency) ค่ าการน า ไฟ ฟ้ า 
(Conductivity) และปริมาณของแข็งละลายลายน า้ทัง้หมด (Total Dissolved Solid ) มีคา่อยู่ระหว่าง 
27.63 - 30.53 ◦C  5.01 - 8.85 mg/L 8.03 - 10.24  2.60 - 31.57 ppt.  30 - 90 cm.  31.57 - 48.50 
ms/cm และ 21.87 – 29.50 g/L ตามล าดบั (Table 1) จะเห็นได้ว่า คณุภาพน า้ทัว่ไปของการเลีย้งกุ้ ง
ทะเลทัง้สองบอ่มีคา่อยูใ่นชว่งท่ีเหมาะสมตอ่การเพาะเลีย้งสตัว์น า้ 

4.1.2 การเปล่ียนแปลงของสาหร่ายสีเขียวแกมน า้เงินในบ่อเลีย้งกุ้งทะเล 

ผลการศึกษาปริมาณสาหร่ายสีเขียวแกมน า้เงินสายพันธุ์   Osci-TK01  ในบ่อ
เลีย้งกุ้ งทะเล จ านวน 2 บ่อ คือ บ่อเลีย้ง 1 (pond 1) และบ่อเลีย้ง 2 (pond 2) ท่ีมีวิธีการจดัการเลีย้ง
ทัว่ไปเหมือนกัน  สปัดาห์ละครัง้ติดต่อกัน เป็นเวลา 7 สปัดาห์ โดยนบัปริมาณเส้นสายของสาหร่าย 
พบว่า ปริมาณสาหร่ายสีเขียวแกมน า้เงินสายพันธุ์  Osci-TK01  ในบ่อเลีย้ง 1 มีปริมาณต ่าสุดใน
สัปดาห์ท่ี 5 เท่ากับ 61.728 ± 7.54 x 103 filaments/L และมีปริมาณสูงสุดในสัปดาห์ท่ี 4  เท่ากับ 
1507.79 ± 210.20 x 103 filaments/L ส่วนบ่อ เลี ย้ ง 2 มีป ริมาณต ่ าสุดในสัปดาห์ ท่ี  1 เท่ ากับ   
9.68 ± 1.95 x 103 filamentous/L และสุงสุดในสัปดาห์ ท่ี  4 เช่น เดียวกันโดยมีปริมาณเท่ากับ  
571.60 ± 40.66 x 103 filaments/L (Table 2, Figure 2) อย่างไรก็ตามปริมาณของ Osci-TK01 ใน
บ่อเลีย้ง 2  มีปริมาณน้อยกว่าบ่อเลีย้ง 1 ในทุกสัปดาห์ของการเก็บตัวอย่างจนกระทั่งสิน้สุดการ
ทดลอง โดยเฉพาะในสัปดาห์ท่ี 4 ของการเก็บตัวอย่าง พบว่า ปริมาณ Osci-TK01  ในบ่อเลีย้ง 1  
มีคา่สงูกวา่บอ่เลีย้ง 2 ถึงประมาณ 2.5 เทา่  
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Table 1 General water quality parameters in shrimp culture pond 1(pond 1) and pond 2 
(pond 2) which were collected from June 18 to July 30, 2014. 

 

General parameters Average value  ± SD 

 
pond 1 pond 2 

Depth (m) 0.15 ± 0.00 0.15 ± 0.00 
Water temperature (C°) 28.04 ± 0.58 29.17 ± 0.59 
DO (mg/L) 7.65 ± 1.09 7.27 ± 1.36 
pH 8.65 ± 0.57 9.34 ± 0.50 
Salinity (ppt) 29.11 ± 2.70 30.10 ± 2.41 
Transparency (cm) 43.57 ± 6.93 56.43 ± 18.65 
Conductivity (ms/cm) 45.15 ± 3.85 45.49 ± 5.70 
Total Dissolved Solid  (g/L) 27.61 ± 2.37 28.38 ± 2.09 

 

Table 2 Density of cyanobacteria strain Osci-TK01 in shrimp culture pond 1 (pond 1) and 
pond 2 (pond 2) which were collected from June 18 to July 30, 2014. 

Weekly sampling 
Oscillatoria density (x 1000 filaments/L) 
pond 1 pond 2 

Wk1 980.80 ± 24.16 9.68 ± 1.95 
Wk2 186.06 ± 29.58 22.77 ± 5.09 
Wk3 324.368 ± 44.40 104.99 ± 8.17 
Wk4 1507.79 ± 210.20 571.60 ± 40.66 
Wk5 61.728 ± 7.54 107.29 ± 3.46 
Wk6 247.48 ± 71.92 47.82 ± 5.65 
Wk7 318.67 ± 137.12 31.29 ± 1.43 
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Figure 2 Fluctuation of cyanobacteria strain Osci-TK01 in shrimp culture pond 1 (pond 1) 

and pond 2 (pond 2) which were collected from June 18 to July 30, 2014. 

 
4.1.3 การจ าแนกชนิดของสาหร่ายสีเขียวแกมน า้เงนิสายพันธ์ุ Osci-TK01 

ผลการศึกษาลักษณะทางกายภาพของสาหร่ายสี เขียวแกมน ้ าเงินสายพันธุ์  
Osci-TK01 จากบ่อเลี ยงกุ้งทะเลในระหว่างที่เกิดการบลูมของสาหร่าย ภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบ 
Compound รุ่น LEICA DM750 พบว่า สาหร่ายสีเขียวแกมน ้าเงินสายพันธุ์ Osci-TK01 มีลักษณะเป็น
เส้นสายเดี่ยวๆ ทรัยโคมตรงประกอบด้วยเซลล์เรียงต่อกันเป็นสาย แต่ละสายมีความยาวไม่เท่ากัน โดยมี
ความกว้างของเซลล์สม่้าเสมอตลอดสาย  เซลล์ปลายสุดกลมมน เซลล์มีขนาดความกว้างประมาณ  
1.8-2.1 µm ความยาวประมาณ 4.2-5.0 µm (Fig.3: a-b) และเมื่อศึกษาลักษณะของเซลล์ภายใต้กล้อง
จุลทรรศน์แบบ Confocal laser scaning microscope (LMS800) zeiss แสดงให้เห็นว่าสาหร่ายสี
เขียวแกมน ้าเงินสายพันธุ์  Osci-TK01 ไม่มีชีทหุ้มเซลล์ ความกว้างของเซลล์น้อยความความยาวอย่าง
ชัดเจน (Fig.3: c-d) ซึ่งแตกต่างจากสาหร่ายสีเขียวแกมน ้าเงินสกุล Oscillatoria ที่ความกว้างของเซลล์
มากกว่าความยาว (ลัดดา, 2544) ผลการจ้าแนกชนิดของสาหร่ายสีเขียวแกมน ้าเงินสายพันธุ์ Osci-TK01 
ด้ วยวิธีทางโมเลกุลาร์  โดยพัฒนา primers set  ส้ าหรับ  PCR and DNA sequencing ทั งหมด  
8 primers (Table 3) เมื่ อท้ าการวิ เคราะห์ ล้ าดับนิ วคลี โอไทด์ เปรียบ เที ยบกับฐานข้อมู ล ใน 
GenBank/EMBL/DDBJ โดยวิธีการ Blast ของ Tamura et al. (2013) พบว่า Osci-TK01 มีความ
คล้ายคลึงกับสาหร่ายสีเขียวแกมน ้าเงินชนิด Limnothrix sp. Osci-BM-01 ถึง 99%  
 
 



27 

   
( a ) ( b )       

     
 
 
 
 

 

 
 
 
 
 
 

( c ) ( d ) 
 
Figure 3 Morphological studies of Cyanobacteria strain Osci-TK01 under Compound 

microscope model LEICA DM750 (a-b) and Confocal laser scaning microscope 
(LMS800) zeiss (c-d). 

 
 
 
 
 
 
 
 

(d) (c) 
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Table 3 Universal primers for PCR and DNA sequencing of cyanobacteria developed in this study. 
 

Primer name 
Synthesis 
direction Sequence (5'ｰ3') 

Anneals 
toa 

Tm 

(℃)b 
Amplificationc 

cyano11F Forward GTTTGATCCTGGCTCAGGAT 11-30 57.3 PCR/Seq. 
cyano354F 

 
GCAGTGGGGAATTTTCCG 354-371 56.0 PCR/Seq. 

cyano674F 
 

GAATTCCYRGTGTAGCG 674-690 52.8 Seq. 
cyano906F 

 
GAAACTCAAAGGAATTGACGG 906-926 55.9 Seq. 

cyano369R Reverse AGGCTTTCGCCCATTGCGG 369-387 61.0 Seq. 
cyano949R 

 
GTTGCATCGAATTAAACCACAT 949-970 54.7 Seq. 

cyano1051R 
 

CTGACGACAGCCATGCAC 1051-1068 58.2 PCR/Seq. 
cyano1490R   GGCTACCTTGTTACGACTTCA 1490-1510 57.9 PCR/Seq. 
a Annealing site in the 16S rDNA sequence of Escherichia coli str. K-12 substr. 
MG1655. 

  b Theoretical temperature for primer-template dissociation. 
   b PCR, DNA amplification primer; Seq., DNA sequencing primer. 

 
   

4.1.4  ผลของสูตรอาหาร พี เอช (pH) ความเค็ม (NaCl) และปริมาณโซเดียมไนเตรต 
(NaNO3) ต่อการเจริญเติบโตของสาหร่ายสีเขียวแกมน า้เงนิ Osci-TK01  

ผลจากการศึกษาการเจริญเติบโตของสาหร่ายสีเขียวแกมน ้าเงิน Osci-TK01 ในอาหารเลี ยง
แพลงก์ตอน 2 ชนิด คือ BG11 medium และ Zarrouk medium เป็นเวลา 168 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิห้อง 
ประมาณ 28.5-29.5 องศาเซลเซียส ความเข้มแสง 1000 ลักซ์ และให้แสงติดต่อกันเป็นเวลา 12 ชั่วโมง 
พบว่า สาหร่ายสีเขียวแกมน ้าเงินสายพันธุ์ Osci-TK01 สามารถเจริญเติบโตได้ดีทั งในอาหาร BG11 
medium และ Zarrouk medium 

ผลของ pH ต่อ การเจริญเติบโตของสาหร่ายสีเขียวแกมน า้เงิน Osci-TK01 ในอาหาร
สู ต ร  BG11  ท่ี ระดับ  pH ต่ า งกั น  6 ระดับ  คื อ  6.5, 7.0, 8.0, 9.0, 10.0  แ ล ะ  10.5  โด ย วัด 
การเจริญเติบโตด้วยวิธีการวดัคา่ OD ท่ีความยาวคล่ืน 560 nm พบว่า สาหร่ายสีเขียวแกมน า้เงินสาย
พนัธุ์ Osci-TK01 ท่ีระดบั pH 9.0 และ 10.0 มีอตัราการเจริญเติบโตใกล้เคียงกนั โดยมีคา่ O.D สงูสดุ
ในวนัท่ี 10 ของการเลีย้ง มีคา่เทา่กบั 0.97 และ 0.99 ตามล าดบั และเร่ิมเพิ่มจ านวนขึน้เข้าสูร่ะยะ log 
phase ตัง้แตว่นัท่ี 2 ของการเลีย้ง ระยะนีใ้ช้เวลา 6 วนั จึงเข้าสู่ระยะคงท่ี ไม่มีการเพิ่มหรือลดจ านวน
ของเซลล์ Stationary phase และเข้าสู่ระยะการตายของเซลล์ Dead phase ในวนัท่ี 14 ของการเลีย้ง 
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ส่วนการเจริญเติบโตของสาหร่ายสีเขียวแกมน า้เงินสายพันธุ์  Osci-TK01 ท่ีระดบั pH อ่ืนๆ จะอยู่ใน
ระดบัต ่ากว่าท่ีระดบั pH 9 และ pH 10 (Table 4, Figure 4) นอกจากนีย้งัพบว่า ค่า pH ในทกุชดุการ
ทดลองระหว่างเลีย้งจนกระทัง่สิน้สุดการทดลอง จะมีการเปล่ียนแปลงเพ่ือปรับให้ค่า pH อยู่ระหว่าง 
8.20 – 9.63 แสดงให้เห็นว่า  สาหร่ายสายพันธุ์  Osci-TK01 สามารถปรับตวัเพ่ือให้อยู่รอดในระดบั 
pH ท่ีเหมาะสมตอ่การเจริญเตบิโตซึง่อยูช่ว่ง 7.60 – 9.09 (นชุนรี, 2543)  

ผลของความเค็มต่อการเจริญเติบโตของสาหร่ายสีเขียวแกมน า้เงิน Osci-TK01  
ในอาหารสตูร BG11 ท่ีระดบัความเข้มข้นโซเดียมคลอไรด์ (NaCl) ต่างกนั 7 ระดบั คือ 0 ppt, 5 ppt, 
10 ppt, 15 ppt, 20 ppt, 25 ppt, 30 ppt ตามล าดับ พบว่าการเจริญเติบโตของสาหร่าย ท่ีระดับ
ความเข้มข้นของโซเดียมคลอไรด์ทัง้ 7 ระดับ ค่อยๆ เพิ่มปริมาณขึน้จนมีปริมาณสูงสุดในวนัท่ี 10  
ของการเลีย้ง ยกเว้นท่ีระดบัความเข้มข้น 0 ppt และ 25 ppt มีปริมาณสงูสดุในวนัท่ี 14 ของการเลีย้ง 
มีค่าเท่ากับ 1.02 และ 0.88 ตามล าดับ โดยสาหร่ายสีเขียวแกมน า้เงิน Osci-TK01 เจริญเติบโต 
ได้ดีท่ีสดุในอาหารท่ีไม่มีการเติมโซเดียมคลอไรด์ คือ ท่ีระดบัความเข้มข้น 0ppt มีความหนาแน่นของ
สาหร่ายเฉล่ีย (คา่ O.D560) เทา่กบั 1.02 ± 0.15 ในวนัท่ี 14 ของการเลีย้ง (Table 5, Figure 5) แสดง
ให้เห็นว่า สาหร่ายสีเขียวแกมน า้เงิน Osci-TK01 เติบโตได้ดีท่ีสดุในอาหารท่ีไม่มีการเติมโซเดียมคลอ
ไรด์ ซึ่งสอดคล้องกับการทดลองของ รุ่งรวี (2541) ท่ีพบว่าสาหร่ายสีเขียวแกมน า้ เงิน Oscillatoria 
pseudogeminata var. unigranulata Biswa  เจริญเติบดีท่ีสุดในอาหารเลีย้งสูตร BG11 ท่ีไม่เติม
โซเดียมคลอไรด์ ท่ีระยะเวลาเลีย้ง 10 วัน ทัง้นีอ้าจเน่ืองจาก ในท่ีระดบัความเค็มสูง สาหร่ายจะมี
กระบวนการปรับตวัเพ่ือรักษาสมดลุออสโมซิส ภายในเซลล์และในสารละลาย การเปล่ียนแปลงของ
ค่า pH ในการเลีย้งสาหร่ายสีเขียวแกมน า้เงิน Osci-TK01 ท่ีระดับความเข้มข้นโซเดียมคลอไรด์
ตา่งกนั ในอาหารสตูร BG11 โดยก าหนดให้ pH เร่ิมต้นของน า้เลีย้งแพลงก์ตอนเท่ากบั 10.00 พบว่า 
ในระหวา่งเลีย้งสาหร่ายสีเขียวแกมน า้เงิน Osci-TK01 คา่ pH มีคา่อยู่ระหว่าง 8.46-10.00 เน่ืองจาก
ในระหว่างการสงัเคราะห์แสง เพ่ือการเติบโต สาหร่ายจะใช้ก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ท่ีละลายในน า้ 
และปล่อยก๊าซออกซิเจนออกมารวมตวักับไฮโดรเจนอิออน เกิดเป็นไฮดรอกซีอิออน จึงท าให้มีคา่ pH 
สงูขึน้ (Richmond, 1986) 

ผลการทดลองเพาะเลีย้งสาหร่ายสีเขียวแกมน า้เงิน Osci-TK01 ในอาหารสูตร BG11  
ท่ีระดบัความเข้มข้นโซเดียมไนเตรท (NaNO3) ตา่งกนั 4 ระดบั คือ 0, 0.5, 1.0 และ 1.5 g/L แสดงให้
เห็นว่า สาหร่ายสีเขียวแกมน า้เงิน Osci-TK01 เจริญเติบโตได้ดีท่ีสุดท่ีระดับความเข้มข้น 0.5  g/L 
อย่างไรก็ตาม ความหนาแน่นของเซลล์ในทกุความเข้มข้นไม่มีความแตกตา่งกนั (Table 6, Figure 6) 
ซึ่งแตกต่างจากการทดลองของ อุษณีย์ (2542) พบว่าสาหร่ายสีเขียวแกมน า้เงิน Oscillatoria 
pseudogeminata var. unigranulata Biswa  ในอาหารสูตร BG11 จะเจริญเติบโตดีท่ีสุดในอาหาร 
ท่ีไม่เติมโซเดียมไนเตรท รองลงมาท่ีระดับความเข้มข้นของโซเดียมไนเตรท 0.5 , 1.5 และ 1.0  
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กรัมต่อลิตร ตามล าดบั โดยสาหร่ายสีเขียวแกมน า้เงินส่วนใหญ่มีคุณสมบัติในการตรึงไนโตรเจน  
จากบรรยากาศ ( Watanabe, 1975 อ้างโดย เสนาะ , 2535 ) โดย Oscillatoria sp. สามารถ 
ตรึงไนโตรเจนแล้วเปล่ียนเป็นแอมโมเนียน าไปใช้ในการเจริญเตบิโตได้ (Fogg, et al., 1973) สว่นสกลุ 
Spirulina ไม่สามารถใช้ไนโตรเจนจากอากาศ แต่ใช้โซเดียมไนเตรทจากอาหารเป็นแหล่งไนโตรเจน 
ปริมาณของโซเดียมไนเตรทท่ีเพิ่มขึน้จึงมีผลต่อการเติบโตของ Spirulina  ดงันัน้สาหร่ายสีเขียวแกม
น า้เงิน Osci-TK01 ท่ี เลี ย้งในอาหารสังเคราะห์สูตร BG11 ท่ี เติมโซเดียมไนเตรทและไม่ เติม 
โซเดียมไนเตรท สาหร่ายสามารถเติบโตได้ไม่แตกต่างกัน นอกจากนีย้ังพบว่า ค่า pH  ในน า้เลีย้ง
แพลงก์ตอนทกุชดุการทดลองจะคอ่ย ๆ เพิ่มขึน้จากเร่ิมต้น 7.5 จนมีคา่ pH สงูกว่า 9.0 เม่ือสิน้สดุการ
ทดลอง  เพ่ือปรับตวัให้สามารถเจริญเตบิโตได้ในช่วง pH ท่ีเหมาะสม  
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Table 4  Density of blue green algae strain Osci-TK01 at 560 nm by different pH. 

Incubation 
(days) 

Plankton density at 560 nm by different pH 
6.5 7 8 9 10 10.5 

0 0.12 ± 0.00 0.12 ± 0.00 0.12 ± 0.02 0.09 ± 0.01 0.09 ± 0.04 0.16 ± 0.01 
2 0.09 ± 0.04 0.09 ± 0.01 0.14 ± 0.06 0.14 ± 0.01 0.06 ± 0.01 0.17 ± 0.01 
4 0.24 ± 0.00 0.25 ± 0.03 0.25 ± 0.02 0.29 ± 0.04 0.23 ± 0.04 0.20 ± 0.01 
6 0.34 ± 0.12 0.38 ± 0.13 0.29 ± 0.05 0.48 ± 0.07 0.39 ± 0.12 0.24 ± 0.04 
8 0.42 ± 0.06 0.53 ± 0.11 0.28 ± 0.10 0.91 ± 0.05 0.94 ± 0.12 0.35 ± 0.05 
10 0.53 ± 0.14 0.89 ± 0.09 0.42 ± 0.08 0.97 ± 0.09 0.99 ± 0.09 0.40 ± 0.08 
12 0.48 ± 0.01 0.79 ± 0.13 0.49 ± 0.09 0.92 ± 0.11 0.99 ± 0.17 0.45 ± 0.09 
14 0.48 ± 0.08 0.48 ± 0.07 0.51 ± 0.11 0.87 ± 0.08 0.80 ± 0.04 0.52 ± 0.07 
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Figure 4  Blue green algae Osci-TK01 cell density at 560 nm by different pH. 
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Table 5  Blue green algae Osci-TK01 density at 560 nm by different concentration of NaCl. 

Incubation 
(days) 

Plankton density at 560 nm with different NaCl 
0 ppt 5 ppt 10 ppt 15 ppt 20 ppt 25 ppt 30 ppt 

0 0.11 ± 0.03 0.13 ± 0.01 0.12 ± 0.01 0.11 ± 0.02 0.12 ± 0.01 0.12 ± 0.01 0.11 ± 0.02 
2 0.12 ± 0.04 0.11 ± 0.03 0.13 ± 0.02 0.13 ± 0.01 0.13 ± 0.00 0.06 ± 0.03 0.05 ± 0.01 
4 0.22 ± 0.03 0.20 ± 0.02 0.18 ± 0.04 0.15 ± 0.03 0.20 ± 0.02 0.19 ± 0.02 0.15 ± 0.02 
6 0.39 ± 0.08 0.30 ± 0.08 0.23 ± 0.05 0.22 ± 0.04 0.34 ± 0.11 0.25 ± 0.07 0.19 ± 0.04 
8 0.71 ± 0.14 0.26 ± 0.14 0.33 ± 0.05 0.29 ± 0.06 0.48 ± 0.01 0.55 ± 0.22 0.33 ± 0.14 
10 0.91 ± 0.13 0.74 ± 0.12 0.58 ± 0.07 0.52 ± 0.12 0.68 ± 0.07 0.67 ± 0.17 0.43 ± 0.12 
12 0.93 ± 0.18 0.73 ± 0.16 0.64 ± 0.07 0.53 ± 0.12 0.69 ± 0.03 0.67 ± 0.10 0.39 ± 0.16 
14 1.02 ± 0.18 0.73 ± 0.16 0.72 ± 0.12 0.60 ± 0.13 0.63 ± 0.17 0.88 ± 0.13 0.51 ± 0.14 
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Figure 5  Blue green algae Osci-TK01 cell density at 560 nm by different concentration of 

NaCl. 
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Table 6  Blue green algae strain Osci-TK01 density at 560 nm by different concentration of 
NaNO3. 

 
Incubation  Plankton density at 560 nm by different NaNO3 

(days) 0.0 g/L 0.5 g/L 1.0 g/L 1.5 g/L 
0 0.14 ± 0.00 0.14 ± 0.01 0.14 ± 0.00 0.14 ± 0.01 
2 0.16 ± 0.01 0.17 ± 0.02 0.16 ± 0.01 0.16 ± 0.01 
4 0.28 ± 0.03 0.32 ± 0.02 0.30 ± 0.06 0.30 ± 0.02 
6 0.25 ± 0.02 0.28 ± 0.02 0.26 ± 0.04 0.26 ± 0.01 
8 0.24 ± 0.02 0.26 ± 0.02 0.25 ± 0.04 0.25 ± 0.01 
10 0.25 ± 0.02 0.26 ± 0.02 0.26 ± 0.03 0.26 ± 0.02 
12 0.33 ± 0.02 0.37 ± 0.02 0.36 ± 0.03 0.34 ± 0.01 
14 0.46 ± 0.04 0.51 ± 0.02 0.49 ± 0.01 0.48 ± 0.02 

 

 

 

 

 
 
Figure 6  Blue green algae strain Osci-TK01 cell density at 560 nm by different 

concentration of NaNO3. 
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4.2 การคัดแยกและสกรีนแบคทีเรียชนิดที่ มีคุณสมบัติในการควบคุมการเจริญเติบโตของ
สาหร่ายสีเขียวแกมน า้เงนิ 

4.2.1 ความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณแบคทีเรียรวมในน า้เลีย้งกุ้งต่อปริมาณสาหร่ายสี
เขียวแกมน า้เงนิ Osci-TK01 ในบ่อเลีย้งกุ้งทะเล 

ผลการศกึษาความสมัพนัธ์ระหวา่งปริมาณแบคทีเรียรวมในน า้เลีย้งกุ้งตอ่ปริมาณสาหร่าย
สีเขียวแกมน า้เงินสายพนัธุ์  Osci-TK01 ในบ่อเลีย้งกุ้ งทะเล โดยน าน า้เลีย้งกุ้ งทะเลท่ีมีแบคทีเรียรวม
จ านวน 4 บ่อ คือ P1, P2, P3 และ P4 มาทดลองเลีย้งกับสาหร่ายสีเขียวแกมน า้เงินสายพันธุ์  
Osci-TK01 ใน microplate โดยใส่ Osci-TK01 หลุมละ 0.5 mL ร่วมกับน า้เลีย้งกุ้ งท่ีผ่านการกรอง
ด้วยกระดาษกรอง 0.8 µm ปริมาณ  0.5 mL นับจ านวน เซลล์ ท่ี เวลา 0, 24 และ 48 ชั่วโมง  
ผลการศกึษาพบว่าสาหร่ายสีเขียวแกมน า้เงินสายพนัธุ์ Osci-TK01 ท่ีน ามาเลีย้งด้วยน า้เลีย้งกุ้ งทะเล
ในบ่อ  P1 จ านวน เซล ล์ลดลงจาก  6850.00 ±  852.94 filaments/mL เป็ น  4887.50 ±  603.51 
filaments/mL ตามล าดบั เม่ือสิน้สุดการทดลองส่วนบ่อ P2  P3 และ P4 มีจ านวนเซลล์เพิ่มขึน้เป็น 
10425.00 ± 2543.13 filaments/mL, 12154.17 ±  338.75 filaments/mL และ 11912.50 ± 933.83 
filaments/mL ตามล าดบั เม่ือสิน้สุดการทดลอง ซึ่งแตกตา่งอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติกับชดุควบคมุ
ในทุกชุดการทดลอง (Table 7  , Figure 7) แสดงให้เห็นว่า มีแบคทีเรียบางชนิดในน า้ท่ีใช้เลีย้งกุ้ ง
ทะเล มีคณุสมบตัิทัง้ในรูปแบบของการยบัยัง้และการกระตุ้นการเจริญเติบโตของสาหร่ายสีเขียวแกม
น า้เงินสายพนัธุ์ Osci-TK01 ท่ีเป็นเชน่นีเ้พราะแบคทีเรียในสิ่งแวดล้อมมีคณุสมบตับิางประการในการ
ยับยัง้และกระตุ้ นการเจริญเติบโตของแพลงก์ตอนพืชได้  (Fukami et al., Kodama et al., 2006, 
Keawtawee et al., 2011) 
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Table 7 Effect of total bacteria in the water of shrimp culture pond on blue green algae 
Osci-TK01 growth at 0, 24 and 48 hours of incubation time.   

Date 
Density of Osci-TK01 ( ±S.D.) (filaments/ml) 

T0 T24 T48 
P1 Cont. 6850.00 ± 852.94 4733.00 ± 765.00 6066.67 ± 707.00 

P2 Cont. 6616.67 ± 361.71 3900.00 ± 391.00 6133.00 ± 390.00 

P3 Cont. 5966.67 ± 907.38 3533.00 ± 115.00 8133.00 ± 1193.00 

P4 Cont. 4300.00 ± 589.49 3867.00 ± 321.00 10333.33 ± 782.00 

P1 Treat. 6850.00 ± 852.94 4866.67 ± 127.68 4887.50 ± 603.51 

P2 Treat. 6616.67 ± 361.71 4533.33 ± 688.45 10425.00 ± 543.13 

P3 Treat. 5966.67 ± 907.38 4691.67 ± 574.50 12154.17 ± 1338.75 

P4 Treat. 4300.00 ± 589.49 6104.17 ± 647.21 11912.50 ± 933.83 

* Pond 1: P1; Pond 2: P2, Pond 3: P3 and Pond 4: P4 
** Cont. : Control, Treat. : Treatment 
 

 

 

 
 

Figure 7  Effect of total bacteria in the water of shrimp culture pond on blue green algae 
Osci-TK01 growth at 0, 24 and 48 hours of incubation time. 
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4.2.2  การคัดแยกและสกรีนหาแบคทีเรียท่ีมีความสามารถในการควบคุมการเจริญเตบิโต
ของสาหร่ายสีเขียวแกมน า้เงนิสายพันธ์ุ Osci-TK01 

จากผลการศึกษา พบว่าสามารถคัดแยกเชือ้แบคทีเรียจากน า้เลีย้งกุ้ งทะเลได้ทัง้หมด 85  
สายพนัธุ์ มีแบคทีเรีย 17 สายพนัธุ์ท่ีแสดงคณุสมบตัิในการลดหรือยบัยัง้การเจริญเติบโตของสาหร่าย
สีเขียวแกมน า้เงิน Osci-TK01 และได้ท าการคัดเลือกแบคทีเรีย 5 สายพันธุ์  ท่ีสามารถควบคุม 
การเจริญเติบโตของสาหร่ายสีเขียวแกมน า้เงินสายพันธุ์  Osci-TK01 ได้ภายใน 48 ชั่วโมง โดย 
มีลักษณะทางสัณฐานวิทยาเป็นทัง้แบคทีเรียแกรมลบ รูปกลม ย้อมติดสีแดง, แบคทีเรียแกรมบวก 
รูปแท่ง ย้อมติดสีม่วง และแบคทีเรียแกรมบวก รูปกลม ย้อมติดสีม่วง (Table 8) ซึ่งแบคทีเรียทัง้ 5 
สายพนัธุ์สามารถท าลายเซลล์ของสาหร่ายสีเขียวแกมน า้เงินสายพนัธุ์ Osci-TK01 โดยการท าให้สาย
ของสาหร่ายขาดเป็นเส้นสัน้ๆ ภายในเวลา 24 และแตกสลายไปในท่ีสุดภายในเวลา 48 ชั่วโมง 
ตามล าดบั (Figure 8) ซึ่งคุณสมบัติอย่างหนึ่งของแบคทีเรียในสิ่งแวดล้อม คือ สามารถยับยัง้การ
เจริญเติบโตและท าลายเซลล์ของแพลงก์ตอนพืชได้ทัง้ทางตรงและทางอ้อม โดยแบคทีเรียบางชนิดมี
การผลิตสารเคมีแล้วปล่อยออกมาสู่สิ่งแวดล้อม ซึ่งสารเคมีเหล่านี ส้ามารถท าลายเซลล์ของ 
แพลงก์ตอนพืชได้ (Doucett et al., 1998, Imai, 2006, Keawtawee et al., 2011) 

4.3  การทดสอบประสิทธิภาพเชือ้แบคทีเรียท่ีคัดเลือกได้กับแพลงก์ตอนชนิดอ่ืน 

จากผลการทดสอบเชือ้แบคทีเรียท่ีคัดเลือกมาทัง้ 5 สายพันธุ์  คือ H5, HW6, P2, T7, และ 
T12 มาเลีย้งในอาหารเลีย้งเชือ้ เขย่าเป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากนัน้น าเชือ้ท่ีได้ไปปรับความเข้มข้นและ
น ามาทดสอบกับแพลงก์ตอนพืช 3 ชนิด คือ Chlorella sp.  Tetraselmis sp.  และ Chaetoceros sp. 
โดยใช้เชือ้แบคทีเรียปริมาตร 0.2 mL ต่อ แพลงก์ตอน 2 mL ใส่ใน 16 – well  นบัจ านวนเซลล์เร่ิมต้น
และ 48 ชัว่โมง (T48) หลงัจากใส่เชือ้ ผลการศึกษาพบว่า จ านวนเซลล์ของสาหร่ายแกมน า้เงินสาย
พนัธุ์ Osci-TK01  ลดลงในทุกชุดการทดลองท่ีทดสอบกบัแบคทีเรียทัง้ 5 ชนิด โดยแบคทีเรีย 4 สาย
พันธุ์  คือ H5, HW6, P2 และ T12 ไม่ส่งผลต่อการเจริญเติบโตของ Tetraselmis sp. Chlorella sp. 
และ Chaetoceros sp. เน่ืองจากปริมาณของแพลงก์ตอนพืชทัง้ 3 ชนิดเพิ่มมากขึน้หลังจากใส่เชือ้
เป็นเวลา 48 ชัว่โมง   สว่นแบคทีเรียสายพนัธุ์ T7 มีผลตอ่การยบัยัง้การเจริญเตบิโตของ Chlorella sp. 
โดยท าให้เปอร์เซ็นต์การรอดตายของ Chlorella sp. ลดลงต ่ากว่า 50% หลังจากใส่เชือ้ 48 ชั่วโมง 
(Table 9)  
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4.4  ผลของแบคทีเรียยับยัง้สาหร่ายสีเขียวแกมน า้เงนิสายพันธ์ุ Osci-TK01  
(Osci-TK01 killing bactria) ต่อลูกกุ้งขาวแวนาไมด์  

ผลของแบคทีเรียทัง้ 5 ชนิด ต่อการตายของลูกกุ้ งขาวแวนนาไมหลังท าการแช่เชือ้เป็น
เวลา 7 วนั พบว่า แบคทีเรีย ไม่พบอตัราการตายของลูกกุ้ งเม่ือเปรียบเทียบกับชดุควบคมุ Control 1 
(น า้ทะเล) และ Control 2 (อาหารเหลวเลีย้งเชือ้) ยกเว้น แบคทีเรียสายพันธุ์ T7 ท่ีพบอตัราการตาย
ของลูกกุ้ ง 100 % หลงัการแช่เชือ้ 3 วนั (Table 10) สอดคล้องกับการศึกษาของ Keawtawee et al., 
(2012) ท่ีใช้ แบคทีเรียสายพันธุ์  Marinobacter salsuginis strain BS2 ท่ี มีคุณสมบัติในการฆ่า 
Noctiluca scintillans และลดอตัราการตายของกุ้ ง โดยพบว่า กุ้ งมีอตัราการรอดในวนัท่ี 7 ปรับตวัดี
ขึน้ 23-87 % ทัง้ในกุ้ งกุลาด าและกุ้ งขาวแวนนาไม ซึ่งแสดงให้เห็นว่าแบคทีเรียท่ีคัดแยกสามารถ
ยบัยัง้แพลงก์ตอนพืชท่ีเป็นพิษตอ่กุ้งได้โดยไมมี่ผลท าให้กุ้งตาย 

4.5 การตรวจสอบชนิดของแบคทีเรียด้วยเทคนิคทางชีววิทยาโมเลกุล 

เม่ือน าเชือ้แบคทีเรียทัง้ 5 สายพนัธุ์ มาศึกษายีน 16S rRNA และท าการวิเคราะห์ล าดบั 
นิวคลีโอไทด์เปรียบเทียบกบัฐานข้อมลูใน GenBank/EMBL/DDBJ โดยวิธีการ Blast ของ Tamura et 
al. (2013) พบว่าเชือ้ H5 มีความคล้ายคลึงกับแบคทีเรีย Acinetobacter baumannii   ถึง 99% ส่วน 
HW6  มีความคล้ายคลึงกับ Pseudomonas oleovorans  ส่วน P2 T7 และ T12 มีความคล้ายคลึง
กั บ  Enterobacter cancerogenus  Vibrio alginolyticus แ ล ะ  Vibrio shilonii ต า ม ล า ดั บ  
(Table 11, Fig. 9)  
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( a: 0h ) 

 

  
( b: 24h) ( c: 24h ) 

 

  
( d: 48h) ( e: 48h ) 

 

Figure 8 Osci-TK01 were killed after inoculation with isolated bacteria (Osci-Killer) at 0 (a),  
24 (b-c) and 48 hours (d-e). 
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Table 8 Characteristics of isolated bacteria strains from shrimp water culture on blue green 
algae Osci-TK01 growth. 

 

Sample 
Pecentage of Osci-TK01 (%) 

T0 T24 T48 Gram staining Shape 

Control 
H5 

HW6 
P2 
T7 

T12 

100 ± 0.00 
100 ± 0.00 
100 ± 0.00 
100 ± 0.00 
100 ± 0.00 
100 ± 0.00 

147.77 ± 20.26 
85.95 ± 7.61 
16.50 ± 5.92 

26.23 ± 14.73 
25.81 ± 11.94 
49.38 ± 12.44 

180.08 ± 17.03 
45.11 ± 1.62 
23.93 ± 8.34 

27.79 ± 11.66 
27.20 ± 10.22 
40.64 ± 9.27 

- 
Negative 
Negative 
Negative 
Negative 
Negative 

- 
Coccus 
Bacillus 

Rod coccus 
Rod coccus 
Rod coccus 

 

 

 
Table 9 Percentage (%) of phytoplankton after incubation with 5 isolated bacteria.  
 

Bacterial strain 
Percentage (%) of phytoplankton at 48 hours 

Osci-TK01 Tetraselmis Chlorella Chaetoceros 
Control 
HW6 
P2 
H5 
T7 
T12 

133.96 ± 16.28 
7.36 ± 1.06 
6.91 ± 1.28 

11.13 ± 1.57  
5.55 ± 0.67 

10.75 ± 2.62 

101.27 ± 10.12 
144.30 ± 11.67  
116.46 ± 9.06 
110.13 ± 5.92 

116.96 ± 11.28 
115.82 ± 17.18 

101.45 ± 9.06 
109.57 ± 10.34 
116.91 ± 12.13 
100.97± 10.04 
43.48 ± 12.61 
99.03 ± 16.11 

109.54 ± 12.56 
115.13 ± 12.16 
111.84 ± 10.96 

92.11 ± 10.07 
81.58 ± 8.65 
98.03 ± 12.03 
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Table 10 Percentage of shrimp Litopenaeus vannamei mortality after incubation with Osci-
TK01 killing bacteria for 7 days. 

 

Incubation 
(Day) 

% Shrimp Mortality 

Con 1 Con 2 HW6 P2 H5 T7 T12 

1 0 0 0 0 0 0 0 

2 0 0 0 0 0 0 0 

3 0 0 0 0 0 100 0 

4 0 0 0 0 0 - 0 

5 0 0 0 0 0 - 0 

6 0 0 0 0 0 - 0 

7 0 0 0 0 0 - 0 
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Table 11 16S rRNA of Osci-TK01 killing bacteria for 5 strains (H5, HW6, P2, T7 and T12).  
 

No. Strain Related-species % similarly Accession 

1 H5 Acinetobacter baumannii strain OVC6 99 (JQ660722) 

2 HW6 

Pseudomonas stutzeri strain X83 96 (HM137032) 
Pseudomonas pseudoalcaligenes strain PR51-16 96 (EU440977) 
Pseudomonas aeruginosa strain X1107 96 (HM137023) 
Pseudomonas mendocina strain 174 96 (AY870674) 
Pseudomonas oleovorans strain HNS030 96 (JN128264) 

3 P2 

Enterobacter hormaechei strain 65 96 (KJ742536) 
Enterobacter cloacae strain SP30 96 (JX317636) 
Enterobacter xiangfangensis strain CDDS 11 96 (KU170086) 
Enterobacter asburiae strain 3139O2 96 (KF598951) 
Enterobacter cancerogenus strain Nuan 11 96 (AB898033) 

4 T7 

Vibrio azureus strain CAIM 1457 99 (JN603238) 
Vibrio parahaemolyticus strain CHB-35 99 (KR347292) 
Vibrio natriegens strain CHB-36 99 (KR347293) 
Vibrio alginolyticus strain 39V7A2 100 (KT163392) 
Vibrio harveyi strain HL19 99 (JQ948038) 
Vibrio campbellii strain VSD714 99 (KC534349) 
Vibrio owensii strain F77007 99 (HQ908739) 

5 T12 

Vibrio shilonii strain VSS-012 97 (FJ485944) 
Vibrio sinaloensis strain CAIM 797 96 (NR_043858) 
Vibrio tubiashii strain T33 96 (KP329558) 
Vibrio brasiliensis strain G9C_35m_05 96 (KM041167) 
Vibrio mediterranei strain CAIM 1601 96 (HF541964) 
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Figure 9 Phylogenetic tree of Osci-TK01 killing bacteria based on 16SrRNA gene 
sequences. Numbers on the branches represent percentages of 1000 bootstrap 
for replications.  
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 Enterobacter cancerogenus (AB898033) 

 Enterobacter hormaechei  65 T (KJ742536) 

 Enterobacter cloacae SP30 T (JX317636) 

 Enterobacter xiangfangensis  CDDS 11 T (KU170086) 

 Enterobacter asburiae  3139O2 T (KF598951) 

 Acinetobacter sp. H5 

 Acinetobacter baumannii  OVC6 T (JQ660722) 

 Pseudomonas stutzeri  X83 T (HM137032) 

 Pseudomonas pseudoalcaligenes  PR51-16 T (EU440977) 

 Pseudomonas aeruginosa X1107 T (HM137023) 

 Pseudomonas mendocina  174 T (AY870674) 

 Pseudomonas sp. HW6 

 Pseudomonas oleovorans  HNS030 T (JN128264) 
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บทที่ 5 

สรุปผลการศึกษา 

จากการคดัแยกสาหร่ายสีเขียวแกมน า้เงินสายพันธุ์  Osci-TK01 จากน า้เลีย้งกุ้ งทะเล ท่ีมีลักษณะ
คล้ายกับสาหร่ายสีเขียวแกมน า้เงินสกุล Oscillatoria หรือท่ีชาวบ้านเรียกว่าสาหร่ายขนแมว พบว่า 
สาหร่ายสีเขียวแกมน า้เงินสายพันธุ์  Osci-TK01 มีลักษณะทางกายภาพ และมีล าดบันิวคลีโอไทด์
คล้ายคลึงกลับสาหร่ายสีเขียวแกมน า้เงินสกุล Limnothrix sp. โดยสาหร่ายสีเขียวแกมน า้เงินสาย
พนัธุ์ Osci-TK01 มีลกัษณะเป็นเส้นสายเด่ียวๆ ทรัยโคมตรงประกอบด้วยเซลล์เรียงตอ่กนัเป็นสาย แต่
ละสายมีความยาวไม่เท่ากัน โดยมีความกว้างของเซลล์สม ่าเสมอตลอดสาย  เซลล์ปลายสดุกลมมน 
ไม่มีชีทหุ้มเซลล์ ความกว้างของเซลล์น้อยความความยาวอย่างชดัเจน (Fig.3: a-d) ซึ่งแตกต่างจาก
สาหร่ายสีเขียวแกมน า้เงินสกลุ Oscillatoria ท่ีความกว้างของเซลล์มากกว่าความยาว (ลดัดา, 2554) 
และสามารถคดัแยกเชือ้แบคทีเรียท่ีมีความสามารถในการยบัยัง้  5 สายพนัธุ์ ท่ีสามารถควบคมุการ
เจริญเติบโตของเซลล์สาหร่ายสีเขียวแกมน า้เงินสายพนัธุ์ Osci-TK01 ได้ภายใน 48 ชัว่โมง โดยท าให้
ปริมาณของสาหร่ายสีเขียวแกมน า้เงิน Limnothrix sp.  Osci-TK01 ลดลงมากกว่า 50% เม่ือเทียบ
กับจ านวนเร่ิมต้น โดยแบคทีเรีย สายพันธุ์  คือ H5, HW6, P2, T7 และ T12 เป็นแบคทีเรียแกรมลบ 
เม่ือน าเชือ้แบคทีเรียทัง้ 5 ชนิด ไปทดสอบกบัแพลงก์ตอนชนิดอ่ืน พบว่า แบคทีเรียทัง้ 4 ชนิด คือ H5, 
HW6, P2 และ T12 ไม่มีผลต่อการยบัยัง้การเจริญเติบโตของแพลงก์ตอนพืช 3 สกุล คือ Tetraselmis 
sp.  Chlorella sp.  และ Chaetoceros sp. ตามล าดับ ยกเว้นแบคทีเรียสายพันธุ์  T7 ท าให้การ
เจริญเติบโตของ Chlorella sp.  ลดลง นอกจากนีย้ังพบว่าแบคทีเรียสายพันธุ์  T7 ท าให้ลูกกุ้ งตาย 
100% ภายใน 3 วนัหลงัการแช่เชือ้ โดยแบคทีเรีย T7 มีความคล้ายคลึงกับ Vibrio alginolyticus ซึ่ง
เป็นเชือ้ก่อโรคในสัตว์น า้ ส่วนสายพันธุ์  P2 มีความคล้ายคลึงกับ Enterobacter cancerogenus  
อย่างไรก็ตาม แม้ว่าแบคทีเรียทัง้สองสายพนัธุ์นีมี้ความสามารถในการควบคมุสาหร่ายสีเขียวแกมน า้
เงินสายพันธุ์   Osci-TK01 ได้ดีท่ีสุดโดยสามารถท าลายเซลล์ได้ภายใน 48 ชั่วโมง แต่เน่ืองจาก
แบคทีเรียทัง้ 2 ชนิด เป็นเชือ้ก่อโรคในสัตว์น า้ และในมนุษย์จึงไม่สามารถน ามาใช้ในระบบการ
เพาะเลีย้งกุ้ งทะเลได้ ส่วนแบคทีเรียท่ีคดัแยกได้อีก 3 ชนิด คือ H5, HW6 และ T12 เม่ือน ามาศึกษา
ยีน 16S rRNA พบว่า เชือ้ H5 มีความคล้ายคลึงกบั Acinetobacter baumannii  ซึ่งเป็นเชือ้ก่อโรคใน
มนุษย์และในสตัว์เช่นเดียวกัน ส าหรับ HW6 ความคล้ายคลึงกับ Pseudomonas oleovorans  และ 
T12 มีความคล้ายคลึงกบั Vibrio shilonii ซึ่งไม่ก่อโรคในมนษุย์และในสตัว์น า้ ดงันัน้ผลการศกึษาครัง้
นีส้ามารถสรุปได้ว่า แบคทีเรียท่ีคดัแยกจากน า้เลีย้งกุ้ งทะเลทัง้ 5 ชนิด มีเพียง 2 ชนิด คือ HW6 และ 
T12 เท่านัน้ ท่ีมีความเป็นไปได้ในการน าไปใช้ในการยับยัง้และควบคมุการเจริญเติบโของสาหร่ายสี
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เขียวแกมน า้เงินสายพันธุ์  Osci-TK01 ได้ โดยสามารถท าให้ปริมาณของสาหร่ายสีเขียวแกมน า้เงิน
สายพนัธุ์ Osci-TK01 ลดการเจริญเตบิโตและตายไปในท่ีสดุ โดยไมมี่ผลกระทบท าให้เกิดการตายของ
ลกูกุ้ งขาวแวนนาไมและแพลงก์ตอนพืชชนิดอ่ืน ดงันัน้จงึมีความเป็นไปได้ท่ีจะพฒันาแบคทีเรียเหลา่นี ้
ให้มีความจ าเพาะต่อการควบคุมการเจริญเติบโตของสาหร่ายสีเขียวแกมน า้เงินสายพันธุ์ อ่ืนท่ีเป็น
อันตรายเม่ือเกิดการสะพร่ังในบ่อเลีย้งกุ้ งทะเล อีกทัง้ยังเป็นแนวทางหนึ่งในการแก้ปัญหาโดยใช้
วิธีการทางชีวภาพ ท าให้ไม่ส่งผลกระทบต่อสิ่งแวดล้อม ท าให้การเลีย้งกุ้ งทะเลประสบความส าเร็จ
และมีความยัง่ยืน  
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ภาคผนวก 

 
1. สูตรอาหาร BG11 ส าหรับเลีย้งสาหร่ายสีเขียวแกมน า้เงนิ (Rippka et al., 1979) 

ความเข้มข้น (กรัม ต่อ ลิตร) 
NaNo3      1.500 
K2HPO4 . 3H2O     0.040 
MgSO4 . 2H2O     0.075 
CaCl2 . 2H2O     0.036 
Citric acid     0.006 
Ferric ammonium citrate    0.006 
EDTA disodium magnesium salt   0.001 
Na2CO3      0.020 
Trace metal mix A3    0.1 
Deioized water     1000 

  
Trace metal mix A3    ความเข้มข้น (มิลลิกรัม ต่อ ลิตร) 
H2BO3      2.860 
MnCl2 . 4H2O     1.810 
ZnSO4 . 7H2O     0.222 
Na . MoO4 . 2H2O    0.390 
CuSO4 . 5H2O     0.0079 
Co(NO3)2 . 6H2O    0.0494 
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2. สูตรอาหาร Zarrouk medium (Zarrouk, 1966) 
ความเข้มข้น (กรัม ต่อ ลิตร) 

NaHCO3  16.80 
NaNO3 2.50 
K2HPO4  0.50 
K2SO4  1.00 
MgSO4.7H2O  0.20 
NaCl  1.00 
CaCl2.2H2O  0.04 
FeSO4.7H2O  0.01 
EDTA  0.08 
A5 Solution  1.00 ml.L-1 
B6 Solution  1.00 ml.L-1 
 
สารละลาย A5 solution   

ความเข้มข้น (กรัม ต่อ ลิตร) 

H3CO3  2.86 
MnCl2.4H2O  1.08 
ZnSO4.7H2O  0.22 
MoO3  0.01 
CuSO4.5H2O 0.08 
 
สารละลาย B6 solution  

ความเข้มข้น (มิลลิกรัม ต่อ ลิตร) 

NH4VO3  22.90 
NiSO4.7H2O  47.80 
Na2WO4  17.90 
Ti(SO4)3  40.00 
CO(NO3)2.6H2O  4.40 
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3. สูตรอาหารท่ีใช้ในการจ าแนกแบคทีเรีย (ดวงพร, 2537) 
Nutrient Agar     กรัม ต่อ ลิตร 

Beef extract  3.0 กรัม 
Peptone 5.0 กรัม 
Agar   15.0 กรัม 
น า้กลัน่     1 ลิตร 
 
Nutrient Broth (NB) 
Bacto – broth extract 3.0 กรัม 
Bacto – peptone  5.0 กรัม 
Potassium nitrate 1.0 กรัม 
น า้กลัน่ 1 ลิตร 

 
4. การย้อมสีแกรม (ศุภยางค์, 2547) 

สารเคมีส าหรับการย้อมสีแกรม  
Crystal violet 
Iodine 
Safranin 
95% (Ethyl alcohol) 

ขัน้ตอนการย้อมสีแกรม 
1. ป้ายแผ่นฟิล์มเชือ้บนสไลด์ (smear) ส าหรับย้อมสี ทิง้ให้แห้งกลางอากาศ (air-dry) แล้ว

ผา่นเปลวไฟ (heat-fix) 2-3 ครัง้ 
 2. หยด crystal violet ให้ทว่มรอย smear ท่ีป้ายไว้นาน 1 นาที  
 3. ล้างน า้และเทน า้ออกให้หมด  
 4. หยด Gram’s iodine 1-2 นาที  
 5. ล้างน า้และเทน า้ออกให้หมด  
 6. ล้างสีด้วย ethanol 95% โดยเอียงสไลด์ไปมาประมาณ 15-20 วินาที  
 7. ล้างน า้ ระวงัอยา่ล้างสีนานเกินไป เพราะจะท าให้สี crystal violet-iodine complex หลดุ 


