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คำสำคัญ 

เอกตราเซลลลูารเอนไซม

แบคทีเรีย 

ตะกอนบอเลีย้งกุง 
 

 บทคัดยอ 

การทำฟารมเลี้ยงกุงเปนหนึ่งในการเพาะเลี ้ยงสัตวน้ำที่แพรหลายในหลายจังหวัดของ

ประเทศไทย การสะสมของอินทรียวตัถุ รวมถึงอาหารที่เหลือจากการกิน ขี้กุง และซากสัตว 

เปนสาเหตทุี่ทำใหเกิดโรคในกุงและทำใหเกิดปญหาน้ำเสีย แบคทีเรียบางชนิดสามารถผลิต

เอนไซมทีช่วยยอยสลายอินทรียวัตถุ ซึ่งชวยแกปญหาน้ำเนาเสียได งานวิจัยนีม้ีวัตถุประสงค

เพ ื ่อศ ึกษาและระบ ุชน ิดแบคทีเร ียที่แยกจากด ินตะกอนบ อเล ี ้ยงก ุ  ง ในการผลิต 

เอกตราเซลลูลารเอนไซม จำนวน 5 ชนิด แยกแบคทีเรียไดทั้งสิ้น 20 ไอโซเลต นำมาระบุ

ชนิดโดยการวิเคราะหลำดับเบสของยีน 16S rRNA พบวาจัดอยูใน 5 สกุล 10 ชนิดที่

แตกตางกัน จัดอยูในสกุล Arthrobacter จำนวน 6 ไอโซเลต สกุล Pseudarthrobacter 

จำนวน 1 ไอโซเลต สกุล Bacillus จำนวน 6 ไอโซเลต สกุล Sinomonas จำนวน  

5 ไอโซเลต และสกุล Methylobacterium จำนวน 2 ไอโซเลต แบคทีเรียทั้ง 20 ไอโซเลต  

มีความสามารถในการผลิตเอนไซมไดอยางนอย 1 ชนิด โดยมีจำนวน 18 ไอโซเลต ผลิต

เอนไซมอะไมเลส จำนวน 12 ไอโซเลต ผลิตเอนไซมไลเปส จำนวน 10 ไอโซเลต ผลิตเอนไซม

เจลาติเนส จำนวน 6 ไอโซเลต ผลิตเอนไซมเคซีเนส และจำนวน 6 ไอโซเลต ผลิตเอนไซม

เซลลูเลส และมีแบคทีเรีย 3 ไอโซเลตซึ ่งจ ัดอยู ในสกุล Bacillus คือ KUSK64-04,  

KUSK64-10 และ KUSK64-15 ผลิตเอนไซมไดทั้ง 5 ชนิด เชื้อแบคทีเรียเหลานี้มีศักยภาพ

ในการนำมาศึกษาตอเพ่ือประยุกตใชในการบำบัดน้ำเสียในบอเลี้ยงกุงไดในอนาคต 
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 ABSTRACT 

Shrimp farming is a prevalent form of aquaculture in many provinces of 

Thailand. The accumulation of organic matter, including leftover feed, shrimp 

feces, and decaying organisms can result in shrimp diseases and water 

pollution. Some bacteria produce enzymes that degrade organic matter, 

helping to alleviate pollution. This study aims to investigate and identify 

bacteria isolated from shrimp pond sediments that are capable of producing 

five extracellular enzymes. A total of 20 bacterial isolates were obtained and 

identified using 16S rRNA sequence analysis. The results classified them into 

five genera and 10 different species. Among the isolates, six were identified 

as Arthrobacter, one as Pseudarthrobacter, six as Bacillus, five as Sinomonas 

and two as Methylobacterium. All twenty isolates demonstrated the ability 

to produce at least one type of enzyme. Specifically, 18 produced amylase, 

12 produced lipase, 10 produced gelatinase, 6 produced caseinase, and 6 

produced cellulase. Notably, three isolates—Bacillus sp. KUSK64-04, KUSK64-

10, and KUSK64-15—exhibited all five enzymatic activities. These isolates 

hold potential for further investigation into their application in wastewater 

treatment for shrimp ponds. 
 

1. บทนำ 

กุงจัดเปนสัตวน้ำที่มีความสำคัญทางเศรษฐกิจและเปนสินคาสงออกอันดับหนึ่งของภาคการประมงในประเทศไทย อีกทั้งยังมี

แนวโนมจะขยายตัวเพิ่มขึ้นอยางตอเนื่อง (ฐิติมา, 2567) ทั้งน้ี การเพาะเลี้ยงกุงเพื่อใหไดผลผลิตปริมาณสูงจำเปนตองใชอาหารใน

ปริมาณมากเพ่ือเรงการเจริญเติบโตของกุง เพ่ือใหคุมตอการผลิตและการลงทุน แตการใหอาหารที่มากเกินซึ่งสวนใหญเปนสารอินทรีย

และเหลือจากการกินของกุง รวมถึงของเสียตาง ๆ ที่กุงปลอยออกมา ทำใหเกิดการสะสมที่กนบอและกอใหเกิดปญหาน้ำเนาเสีย 

ปริมาณออกซิเจนในน้ำลดลง และทำใหเกิดการระบาดของโรคในกุงตามมา เชน โรคหัวเหลือง โรคหัวแดงตัวขาว โรคเรืองแสง และโรค

อ่ืน ๆ (นิติ และคณะ, 2551) ทำใหกุงมีอัตราการรอดชีวิตต่ำ การแกไขปญหาโดยการใชสารเคมีและยาปฏิชีวนะจะทำเกิดการปนเปอน

และการตกคางของยาในน้ำและสิ่งแวดลอม และมีการสะสมของยาในตัวกุงท่ีจะนำไปบริโภค อีกทั้งยงัเหนี่ยวนำใหเชื้อแบคทีเรียกอโรค

เกิดการดื้อยาและตานทานตอยามากขึ้น (Albuquerque Costa et al., 2015) การควบคุมปริมาณสารอินทรียในบอเลี้ยงกุงรวมถึง

ตะกอนเลนที่กนบอจึงมีความสำคัญตอการจัดการคุณภาพน้ำในบอเลี้ยงกุงอยางมีประสิทธิภาพ  

แบคทีเรียเปนจุลินทรียในกลุมโปรคาริโอตที่พบไดทั่วไปในธรรมชาติทั้งในดิน น้ำ เนื้อเยื่อพืช รวมถึงในตะกอนบอเลี้ยงกุง 

แบคทีเรียกลุมหลักที่มีรายงานวาพบในบอเลี้ยงกุง ไดแก แบคทีเรียในไฟลัม Proteobacteria, Bacteroidetes และ Firmicutes 

(Gawas et al., 2019) โดยเฉพาะแบคทีเรียในสกุล Bacillus, Algoriphagus, Vibrio, Aeromonas, Acinetobacter, 

Exiguobacterium และ Halobacillus (Ali et al., 2022) แบคทีเรียบางชนิดสามารถผลิตเอนไซมภายในเซลลและหลั่งออกมา

ภายนอกเซลล ซึ่งเรียกวาเอ็กซตราเซลลูลารเอนไซม (extracellular enzyme) ไดแก เอนไซมอะไมเลส เอนไซมโปรติเอส เอนไซม    

ไลเปส (Zhang et al., 2021) เปนตน เอนไซมเหลานี้มีบทบาทในการยอยสลายสารประกอบคารโบไฮเดรต แปง โปรตีน และไขมันให

มีขนาดเล็กลง โดยผลิตภัณฑที่ไดจากกระบวนการดังกลาวจะถูกปลดปลอยออกสูสิ่งแวดลอม ชวยใหคุณภาพน้ำดีข้ึน และสงผลใหเกิด

การหมุนเวียนของแรธาตุและสารอาหารในระบบนิเวศ ทั้งยังสามารถเปนแหลงอาหารสำหรับการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย สิ่งมีชีวิต
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ขนาดเล็กในน้ำ และเปนอาหารธรรมชาติสำหรับกุงไดอีกดวย นอกจากนี้ยังชวยลดการสะสมของสารอินทรียวัตถุในบอเลี้ยงกุง 

ตลอดจนลดการปลดปลอยแอมโมเนีย ไนไตรต และไฮโดรเจนซัลไฟด ซึ่งเปนสารที่สงผลกระทบในทางลบตอสุขภาพของกุงและเปน

สาเหตุทำใหน้ำเนาเสีย นอกจากนีม้ีรายงานวาแบคทีเรียจากตะกอนบอเลี้ยงกุงสามารถผลิตสารตานจุลชีพท่ีชวยยับยั้งเชื้อกอโรคในบอ

เลี้ยงกุงได (Ali et al., 2022) งานวิจัยมีวัตถุประสงคเพ่ือคัดแยกและระบุแบคทีเรียที่สามารถผลิตเอกตราเซลลูลารเอนไซมจากตะกอน

บอเลี้ยงกุง ขอมูลที่ไดเปนแนวทางการพัฒนาการเลี้ยงกุงอยางยั่งยืน และเสริมสรางกลยุทธการจัดการสิ่งแวดลอมในระบบเพาะเลี้ยง

สัตวน้ำตอไป 

2. วัสดุอุปกรณและวิธีการ 

2.1 การเก็บตัวอยางดินนากุง และแยกแบคทีเรีย 

เก็บตัวอยางดินจากบริเวณขางบอเลี ้ยงกุ ง (ภาพที ่ 1) ในพื ้นที ่ตำบลหวยมวง อำเภอกำแพงแสน จังหวัดนครปฐม 

(14°08’11.1”N 100°00’31.4”E) ทำการเก็บตัวอยางดินลึกไมเกิน 10 เซนติเมตร ใสถุงพลาสติกสะอาด นำดินมาผึ่งใหแหงในท่ีรมเปน

เวลา 1 สัปดาห กอนนำมาแยกแบคทีเรียโดยวิธเีจือจางลำดับสวน (serial dilution) ดวยน้ำกลั่นปลอดเชื้อ ใหไดความเจือจาง 10-3 - 

10-6 ดูดสารแขวนลอยดินแตละความเจือจาง ปริมาตร 100 ไมโครลิตร เกลี่ย (spread) ใหทั่วผิวหนาจานอาหาร Nutrient agar (NA) 

บมที่อุณหภูมิ 30 oC เปนเวลา 24 - 48 ชั่วโมง คัดเลือกโคโลนีแบคทีเรียที่มีลักษณะแตกตางกันนำมาทำใหบริสุทธิ์ เก็บรักษาเช้ือ

บริสุทธิ์ในสารละลาย 20% (w/v) กลีเซอรอล ที่อุณหภูมิ -20 oC ตรวจดูลักษณะโคโลนี การติดสีแกรม (Gram’s staining) และรูปราง

เซลลภายใตกลองจุลทรรศน ที่กำลังขยายเลนสวัตถุ 100 เทา 

 
ภาพท่ี 1 บริเวณที่เก็บตัวอยางตะกอนบอเลี้ยงกุง ตำบลหวยมวง อำเภอกำแพงแสน จังหวัดนครปฐม 

2.2 การระบุชนิดโดยการวิเคราะหลำดับนิวคลีโอไทดบางสวนของยีน 16S rRNA 

เลี้ยงแบคทีเรียในอาหาร Nutrient Broth บมแบบเขยา เปนเวลา 24 ช่ัวโมง จากนั้นเก็บเซลลโดยนำไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 

9,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที ลางเซลลดวยน้ำกลั่นปลอดเชื้อ 3 ครั้ง สกัดดีเอ็นเอดวยชุดสกัดดีเอ็นเอสำเร็จรูป i-genomic 

BYF DNA Extraction Mini Kit (iNtRON technology, Korea) และวัดความเขมขนดีเอ็นเอดวยเครื่องวัดปริมาณสารพันธุกรรม 

(Nanodrop DeNovix DS-11, USA) ใหมีความเขมขนมากกวา 50 นาโนกรัมตอไมโครลิตร นำดีเอ็นเอมาเพิ่มปริมาณยีน 16S rDNA 

ดวยเทคนิคพีซีอาร (polymerase chain reaction; PCR) โดยใชไพรเมอร 27F (AGAGTTTGATCMTGGCTCAG) และ 1525R 

(GGYTACCTTGTTACGACTT) ตามวิธีที่อธิบายโดย รัชนี และคณะ (2566) ทำผลิตภัณฑพีซีอารใหบริสุทธิ์ และสงวิเคราะหลำดับ 

นิวคลีโอไทด (sequencing) บริษัท Bionix ประเทศเกาหลีใต วิธ ีBTSeqTM (Barcode-Tagged Sequencing) นำลำดับนิวคลีโอไทด

ที่ไดมาเปรียบเทียบกับฐานขอมูล EzbioCloud (http://ezbiocloud.net) (Yoon et al., 2017) เพ่ือระบุชนิดของแบคทีเรียในระดับ

สกุล และสรางแผนภูมิตนไม (Phylogenetic tree) โดยใชโปรแกรม MEGA11 (Tamura et al., 2021) โดยเลือกวิธีจัดกลุมแบบ 

Neighbor-joining (Saitou and Nei, 1987) และกําหนดคา bootstrap เปน 1,000 ครั้ง (Felsenstein, 1985) 
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2.3 การทดสอบกจิกรรมการสรางเอกตราเซลลูลารเอนไซม 

เลี้ยงแบคทีเรียบนอาหาร NA บมอุณหภูมิ 30 oC เปนเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นใชลูปปลอดเชื้อแตะโคโลนีแบคทีเรียลงบน

อาหารทดสอบแตละชนิด ตรวจผลการสรางเอนไซมหลังบมที่อุณหภูมิ 30 oC เปนเวลา 24 ชั่วโมง ดังนี้ ทดสอบการสรางเอนไซม     

ยอยแปง (amylolytic enzyme) บนอาหาร NA ที่เติม 2% starch (w/v) ตรวจผลโดยการหยดสารละลายไอโอดีนใหทั่วผิวหนา

อาหาร สังเกตบริเวณใสรอบโคโลนี ทดสอบการสรางเอนไซมยอยไขมัน (lipolytic enzyme) บนอาหาร Tween80 agar ที่มี 1% 

Tween 80 (v/v) ตรวจผลโดยสังเกตการเกิดตะกอนขุนรอบโคโลนี ทดสอบการสรางเอนไซมยอยโปรตีน (proteolytic enzyme)   

บนอาหาร skim milk agar (1% skim milk, w/v) เพื่อทดสอบการสรางเอนไซมเคซีเนส (caseinase) และอาหาร gelatin agar 

(beef extract 3 กรัม, peptone 5 กรัม, gelatin 5 กรัม, วุน 18 กรัม, น้ำกลั่น 1 ลิตร) เพื่อทดสอบการสรางเอนไซมเจลาติเนส 

(gelatinase) ตรวจผลการสรางเอนไซมเคซีเนสโดยสังเกตการเกิดบริเวณใสรอบโคโลนี และตรวจผลการสรางเอนไซมเจลาติเนส     

โดยหยดสารละลายเมอรคิวริกคลอไรด (HgCl2) ทวมผิวหนาอาหาร สังเกตการเกิดวงใสรอบโคโลนี ทดสอบการสรางเอนไซมยอย

เซลลูโลส (cellulolytic enzyme) บนอาหาร carboxy methyl cellulose (CMC) agar (Carboxylmethyl cellulose 5 กรัม, 

Yeast Extract 1 กรัม, K2HPO4 0.7 กรัม, KH2PO4 0.3 กรัม, MgSO4.7H2O 0.5 กรัม, FeSO4.7H2O 0.01 กรัม, ZnSO4 0.001 กรัม, 

วุน 18 กรัม, น้ำกลั่น  1 ลิตร) ตรวจผลโดยการหยดสารละลายคองโกเรด 0.1 % (w/v) ใหทั่วผิวหนาอาหาร ทิ้งไว 15 นาที จากนั้น

ลางดวยสารละลาย 1 M NaCl สังเกตการเกิดโซนใสรอบโคโลนี (Ariffin et al., 2006) 

3. ผลการทดลองและวิเคราะหผลการทดลอง  

3.1 การแยกแบคทีเรียและการระบุชนิด 

แยกแบคทีเรียไดทั้งหมด 20 ไอโซเลต กำหนดรหัสเชื้อเปน KUSK64-01 ถึง KUSK64-18, KUSK64-20 และ KUSK64-21 

แบคทีเรียที่แยกไดมีลักษณะโคโลนีน่ิมเหลว และมีสีของโคโลนีหลากหลาย ไดแก สีเหลือง สีครีม สีขาว และสีชมพู (ภาพที ่2) เมื่อระบุ

ชนิดของแบคทีเรียโดยการวิเคราะหลำดับเบสของยีน 16S rRNA และเปรียบเทียบกับเชื้ออางอิง (type strain) ที่อยูในฐานขอมูล 

Ezbiocloud พบวาทั้ง 20 ไอโซเลต จัดอยูใน 5 สกุลท่ีแตกตางกัน คือ Sinomonas, Arthrobacter, Pseudarthrobacter, Bacillus 

และ Methylobacterium 

 
ภาพท่ี 2 ลักษณะโคโลนีของแบคทีเรีย 20 ไอโซเลตท่ีแยกจากตะกอนบอเลี้ยงกุง บนจานอาหาร NA บมที่อุณหภูมิ 30 oC เปนเวลา 24 

ชั่วโมง 
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ไอโซเลต KUSK64-01, KUSK64-05, KUSK64-11, KUSK64-16 และ KUSK64-21 มีความใกลเคียงกับแบคทีเรียสกุล 

Sinomonas จำนวน 3 ชนิด คือ S. halotolerans, S. flava และ S. mesophila โดยมีเปอรเซ็นตความเหมอืน (% similarity) อยูที่ 

99.38 – 99.86% (ภาพที่ 3) ลักษณะโคโลนสีีเหลอืง รูปรางกลม โคงนูนเล็กนอย (convex) เซลลมีรูปรางทอน (ภาพที ่4(a) และ 4(b)) 

ไอโซเลต KUSK64-02, KUSK64-07, KUSK64-09, KUSK64-12, KUSK64-14 และ KUSK64-20 มีความใกลเคียงกับ Arthrobacter 

sediminis โดยมีเปอรเซ็นตความเหมือนอยูที่ 98.70 – 99.17% ลักษณะโคโลนีรูปรางกลม โคงนูนเล็กนอย สีขาว-ครีม ทึบแสง เซลลมี

รูปรางทอน (ภาพที ่4(c)) และไอโซเลต KUSK08 มีความใกลเคียงกับ Pseudarthrobacter phenanthrenivorans โดยมีเปอรเซ็นต

ความเหมือน 99.71% ลักษณะโคโลนเีปนรูปรางกลม สีเหลืองออน เซลลรูปรางทอน (ภาพที ่4(d)) แบคทีเรียทั้ง 3 สกุล Sinomonas, 

Arthrobacter และ Pseudarthrobacter เปนแบคทีเรียแกรมบวกที่จัดอยูในไฟลัม (Phylum) Actinomycetota ชั้น (Class) 

Actinomycetia อันดับ (Order) Micrococcales วงศ (Family) Micrococcaceae เปนจุลินทรียกลุมแอคติโนแบคทีเรีย เซลล

รูปรางกลมถึงทอน ไมเคลื่อนที่ พบไดทั่วไปดิน มีรายงานวาสกุล Arthrobacter และ Pseudarthrobacter ยอยสารประกอบ

ไฮโดรคารบอนที่ปนเปอนในดินได (Seo et al., 2006) 

 
ภาพที่ 3 แผนภูมิความสัมพันธทางวิวัฒนาการของยีน 16S rDNA ของแอคติโนแบคทีเรีย 12 ไอโซเลต สกุล Sinomonas, 

Arthrobacter และ Pseudarthrobacter ที่แยกจากตะกอนบอเลี้ยงกุง  

 

Isolate KUSK64-09 (PV834216)

Isolate KUSK64-07 (PV834214)

Isolate KUSK64-12 (PV834219)

Isolate KUSK64-20 (PV834226)

Isolate KUSK64-02 (PV834209)

Isolate KUSK64-14 (PV834221)

Arthrobacter liuii DSXY973T (KJ082091)

“Arthrobacter sediment” MIC A30T (MN888776)

Arthrobacter pokkalii P3B162T (KM507333)

Pseudarthrobacter enclensis NIO-1008T (JF421614)

Isolate KUSK64-08 (PV834215)

Pseudarthrobacter chlorophenolicus A6T (AF102267)

Pseudarthrobacter phenanthrenivorans Sphe3T (AM176541)

Pseudarthrobacter niigatensis LC4T (AB248526)

Pseudarthrobacter defluvii 4C1-aT (AM409361)

Isolate KUSK64-05 (PV834212)

Sinomonas flava CW 108T (EU370704)

Sinomonas soli CW 59T (HQ605707)

Sinomonas atrocyanea DSM 20127T (X80746)

Isolate KUSK64-11 (PV834218)

Sinomonas mesophile MPKL 26T (KJ809567)

Isolate KUSK64-01 (PV834208)

Isolate KUSK64-16 (PV834223)

Isolate KUSK64-21 (PV834227)

Sinomonas halotolerans CFH S0499T (KP232916)

Streptomyces albus subsp. albus DSM 40313T (AJ621602)

86

52

99

75

86

88

83

84

100

92
51

59

69

100

56

96

99

85

0.01
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ภาพท่ี 4 รูปรางเซลลแบคทีเรีย Sinomonas sp. KUSK64-11 (a) Sinomonas sp. KUSK64-16 (b) Arthrobacter sp. KUSK64-

14 (c) และ Pseudarthrobacter sp. KUSK64-08 (d) ภายใตกลองจุลทรรศนแบบใชแสง (กำลังขยายภาพ 1000 เทา) 

ไอโซเลต KUSK64-03, KUSK64-04, KUSK64-06, KUSK64-10, KUSK64-13 และ KUSK64-15 มีความใกลเคียงกับ

แบคทีเรียสกุล Bacillus จำนวน 3 ชนิด คือ B. xiamenensis, B. albus และ B. altitudinis โดยมีเปอรเซ็นตความเหมือนเทากับ 

100% (ภาพที่ 5) ลักษณะโคโลนีมีรูปรางหลายแบบ ไดแก โคโลนีสีขาว ขอบไมเรียบ (irregular) ขอบมีลักษณะคลายเสนสายไม

สม่ำเสมอ (filamentous) โคโลนีแบนราบติดกับอาหาร (flat) และโคโลนีขนาดเล็ก สีเหลือง ขอบเรียบ เซลลรูปรางทอน สรางเอนโด

สปอรรูปไขคอนไปทางปลายเซลล (subterminal) (ภาพที่ 6) สกุล Bacillus จัดอยูในชั้น (Class) Bacilli อันดับ (Order) Bacillales 

วงศ (Family) Bacillaceae เปนแบคทีเรียแกรมบวกที่จัดอยูในไฟลัม Firmicutes เคลื่อนที่โดยอาศัยแฟลกเจลลา พบเปนจำนวนมาก

ในดิน และพบกระจายทั่วไปทั้งน้ำจืด น้ำเค็ม รวมถึงในเนื้อเยื่อพืชและในสัตว บางชนิดกอใหเกิดโรค (Earl et al., 2008) 

 
ภาพท่ี 5 แผนภูมิความสมัพันธทางวิวัฒนาการของยีน 16S rDNA ของแบคทีเรียสกลุ Bacillus จำนวน 6 ไอโซเลต ที่แยกจากตะกอน

บอเลี้ยงกุง 

Isolate KUSK64-10 (PV834217)

Bacillus altitudinis 41KF2bT (AJ831842)

Isolate KUSK64-13 (PV834220)

Isolate KUSK64-15 (PV834222)

Isolate KUSK64-03 (PV834210)

Isolate KUSK64-04 (PV834211)

Bacillus xiamenensis HYC-10T (AMSH01000114)

Bacillus australimaris MCCC 1A05787T (JX680098)

Bacillus safensis subsp. osmophilus BC 9T (KY990920)

Bacillus safensis subsp. safensis FO-36bT (KT989852)

Bacillus cereus ATCC 14579T (MH806388)

Bacillus wiedmannii FSL W8-0169T (KU198626)

Isolate KUSK64-06 (PV834213)

Bacillus albus MCCC 1A02146T (KJ812440)

Bacillus sanguinis BML- BC004T (MW674727)

Bacillus luti MCCC 1A00359T (KJ812415)

Geobacillus stearothermophilus  IFO 12550T (AB021196)

51

100

99

98

100
98

90

97

0.01
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ภาพท่ี 6 รูปรางเซลลแบคทีเรีย Bacillus sp. KUSK64-04 (a) Bacillus sp. KUSK64-06 (b) และ Bacillus sp. KUSK64-13 (c) 

ภายใตกลองจุลทรรศนแบบใชแสง (กำลังขยายภาพ 1000 เทา) 

ไอโซเลต KUSK64-17 และ KUSK64-18 มีความใกลเคียงกับแบคทีเรียสกุล Methylobacterium จำนวน 2 ชนิด คือ      

M. gregans และ M. longum ตามลำดับ โดยมีเปอรเซ็นตความเหมือนอยูที่ 99.64 – 99.71% (ภาพที่ 7) ลักษณะโคโลนีสีชมพู    

กลมนูน แบคทีเรียสกุล Methylobacterium จัดอยูในไฟลัม Proteobacteria ชั้น Alphaproteobacteria อันดับ Rhizobiales วงศ 

Methylobacteriaceae เปนแบคทีเรียแกรมลบที่เคลื่อนที่ได มีแฟลกเจลลาที่ข้ัวเซลล เซลลมีรูปรางทอน (ภาพที ่8) พบกระจายทั่วไป

ในธรรมชาติ เชน ด ิน อากาศ น้ำจืด ตะกอน รวมถึงในเนื ้อเย ื ่อพืช (Bijlani et al., 2021) สามารถผลิตรงควัตถุส ีชมพู                 

(pink-pigmented facultative methylotrophs; PPFMs) เปนแบคทีเรียกลุมเฉพาะท่ีสามารถใชมีเทนหรือเมทานอลเปนแหลง

คารบอนและแหลงพลังงาน (Patt et al., 1976) มีการเจริญคอนขางชา บางสายพันธุถูกนำไปใชกระตุนการงอกของเมล็ดและ        

การเจริญเติบโตของพืชได เนื่องจากสามารถผลิตฮอรโมนพืช (phytohormones) (Mondal et al., 2023) 

 
ภาพท่ี 7 แผนภูมิความสมัพันธทางวิวัฒนาการของยีน 16S rDNA ของแบคทีเรียสกลุ Methylobacterium จำนวน 2 ไอโซเลต ที่แยก

จากตะกอนบอเลี้ยงกุง 

Methylobacterium fujisawaense DSM 5686T (AJ250801)

Methylobacterium oryzae CBMB20T (AY683045)

Methylobacterium tardum RB 677T (AB252208)

Methylobacterium radiotolerans DSM 1819T (AB175640)

Methylobacterium phyllostachyos BL47T (EU912444)

Methylobacterium longum 440T (FN868949)

Isolate KUSK64-18 (PV834225)

Methylobacterium gregans 002-074T (AB252200)

Isolate KUSK64-17 (PV834224)

Methylobacterium hispanicum DSM 16372T (AB252198)

Psychroglaciecola arctica M6-76T (KC511070)

83

100

99

54

80

94

60

0.01
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ภาพที่ 8 รูปรางเซลลแบคทีเรีย Methylobacterium sp. KUSK64-17 ภายใตกลองจุลทรรศนแบบใชแสง (กำลังขยายภาพ        

1000 เทา) 

จากแบคทีเรีย 5 สกุล ที่พบในงานวิจัยนี้ สอดคลองกับงานวิจัยของ Ali et al. (2022) ศึกษากลุมประชากรแบคทีเรียในบอ

เลี้ยงกุง โดยใชเทคโนโลยีเอ็นจีเอสหรือ Next generation sequencing technology ในการระบุชนิด พบแบคทีเรียจำนวนมากกวา 

360 สกุล และจัดอยูในไฟลัมเดียวกันกับที่พบในงานวจิัยนี้คือไฟลัม Proteobacteria, Actinomycetota และ Firmicutes มากที่สุด 

10 อันดับแรก และพบแบคทีเรียไฟลัม Bacteroidota, Planctomycetota, Cyanobacteria, Chloroflexi, Desulfobacterota, 

Patescibacteria และ Verrucomicrobiota บางสายพันธุมีคุณสมบัติเปนโปรไบโอติกและมีกิจกรรมการตานจุลินทรียกอโรค     

Vibrio sp. นอกจากน้ีงานวิจัยของ Gong et al. (2018) ศึกษาความหลากหลายของแบคทีเรียในตะกอนบอเลี้ยงกุงโดยอาศัยเทคนิค 

ไพโรซีเควนซิ่ง (pyrosequencing) พบแบคทีเรียวงศ Alcaligenaceae ประกอบดวยสกุล Tissierell, Soehngenia และ 

Planomicrobium เปนจำนวนมากที่สุด 

3.2 การทดสอบกิจกรรมการสรางเอกตราเซลลูลารเอนไซม 

นำแบคทีเรียทั้ง 20 ไอโซเลต มาทดสอบความสามารถในการผลิตเอนไซม 5 ชนิด คือ เอนไซมเซลลูเลส เอนไซมอะไมเลส 

เอนไซมเคซีเนส เอนไซมเจลาติเนส และเอนไซมไลเปส พบวาแบคทีเรียท้ังหมดสามารถผลิตเอนไซมไดอยางนอย 1 ชนิด (ตารางที่ 1)  

ตารางที่ 1 การทดสอบการสรางเอนไซมของแบคทีเรียท่ีแยกจากตะกอนบอเลี้ยงกุง 

ไอโซเลต 
การผลิตเอนไซม 

เซลลูเลส อะไมเลส เจลาติเนส เคซีเนส ไลเปส 

KUSK64-01 - + - - - 

KUSK64-02 - + - - - 

KUSK64-03 + + ++ + - 

KUSK64-04 + + ++ + ++ 

KUSK64-05 - + - - - 

KUSK64-06 + + +++ ++ - 

KUSK64-07 - + - - + 

KUSK64-08 - + - - + 

KUSK64-09 - + + - - 

KUSK64-10 + + ++ + ++ 

KUSK64-11 - + + - ++ 

KUSK64-12 - + + - ++ 

KUSK64-13 + + +++ ++ - 

KUSK64-14 - + + - - 

KUSK64-15 + + ++ + ++ 



เอกศิษฏ สุพรรณโรจน และ รัชนี มิ่งมา LAS: Liberal Arts, Science and Technology Journal 2(3) (September-December) 2025: 1-12 

 
9

ไอโซเลต 
การผลิตเอนไซม 

เซลลูเลส อะไมเลส เจลาติเนส เคซีเนส ไลเปส 

KUSK64-16 - ++ - - ++ 

KUSK64-17 - - - - + 

KUSK64-18 - - - - ++ 

KUSK64-20 - + - - ++ 

KUSK64-21 - + - - + 

หมายเหตุ – ไมผลติเอนไซม; + ผลิตเอนไซมในระดับดี; ++ ผลิตเอนไซมในระดบัดีปานกลาง; +++ ผลิตเอนไซมในระดับดีมาก 

เมื่อเปรียบเทียบการสรางเอนไซมแตละชนิด พบแบคทีเรียผลิตเอนไซมอะไมเลสเปนจำนวนมากที่สุด คิดเปน 90% ของ    

ไอโซเลตทั้งหมด (18 ไอโซเลต) สังเกตจากการเกิดวงใสของการยอยสลายแปงบนอาหาร starch agar ภายหลังการทดสอบดวย

สารละลายไอโอดีน (ภาพที่ 8(a)) ยกเวน 2 ไอโซเลต คือ Methylobacterium sp. KUSK64-17 และ Methylobacterium sp. 

KUSK64-18 ไมสามารถผลิตเอนไซมอะไมเลสได รองลงมาแบคทีเรียที่ผลิตเอนไซมไลเปส พบจำนวน 12 ไอโซเลต (60% ของไอโซเลต

ทั้งหมด) สังเกตจากการเกิดตะกอนขุนรอบโคโลนี (ภาพที่ 8(b)) ซึ่งเปนปฏิกิริยาระหวางกรดไขมันที่ไดจากการยอยไขมันทำปฏิกิริยา

กับ Ca2+ ในอาหาร มีแบคทีเรียจำนวน 10 ไอโซเลต (50% ของไอโซเลตทั้งหมด) สามารถผลิตเอนไซมเจลาติเนส สังเกตจากการเกิด 

วงใสของการยอยโปรตีนบนอาหารเจลาติน ภายหลังทดสอบดวย HgCl2 (ภาพที่ 8(c)) มีแบคทีเรียจำนวน 6 ไอโซเลต (30% ของ      

ไอโซเลตทั้งหมด) ผลิตเอนไซมเซลลูเลสบนอาหาร CMC สังเกตการเกิดวงใสหลังราดดวยสารละลายคองโกเรด (ภาพที่ 8 (d))            

สีคองโกเรดจะจับกับเซลลูโลส ยกเวนบริเวณที่เซลลูโลสถูกยอยเปนน้ำตาลกลูโคส จากนั้นลางดวย 0.1 M NaCl เพ่ือชะสีสวนเกินออก 

และมีแบคทีเรียจำนวน 6 ไอโซเลต (30% ของไอโซเลตทั้งหมด) ผลิตเอนไซมเคซีเนส สังเกตจากการเกิดวงใสของการยอยโปรตีนบน

อาหาร skim milk agar (ภาพที่ 8 (e)) นัสรญา และคณะ (2564) คัดแยกแบคทีเรียจากดินบริเวณรากพืชตระกูลถั่ว นำมาศึกษา

คุณสมบัติในการผลิตเอนไซม พบวาสามารถผลิตเอนไซมไดหลายชนิด โดยทุกไอโซเลตสามารถผลิตเอนไซมไลเปส และเอนไซม      

เซลลูเลสได ในขณะเดียวกันบางไอโซเลตสามารถผลิตเอนไซมโปรติเอสและเอนไซมอะไมเลสได ปจจัยท่ีทำใหแบคทีเรียแตละชนิดผลิต

เอนไซมแตกตางกันขึ้นอยูกับความตองการสารอาหาร การปรับตัวและการแกงแยงแขงขันในบริเวณพื้นที่อาศัย ความหลากหลายของ

พันธุกรรมและกระบวนการชีวเคมีภายในเซลล 

จากการทดลองพบแบคทีเรียจำนวน 3 ไอโซเลต ซึ่งจัดอยูในสกุล Bacillus สามารถผลิตเอนไซมไดทั้ง 5 ชนิด คือ KUSK64-

04 มีความใกลเคียงกับ B. xiamenensis HYC-10T (AMSH01000114) 100% และไอโซเลต KUSK64-10 กับ KUSK64-15 มีความ

ใกลเคียงกับ Bacillus altitudinis 41KF2bT (AJ831842) 100% งานวิจัยของ Artha et al. (2019) รายงานการคนพบ Bacillus 

หลายชนิด ไดแก B. thuringiensis, B. lentus และ B. sphaericus จากดินตะกอนกนบอบำบัดน้ำเสีย โดยพบวาแบคทีเรียเหลานี้

สามารถผลิตเอนไซมไดมากกวาหนึ่งชนิด เชน B. cereus สามารถผลิตเอนไซมอะไมเลส เอนไซมไลเปส และเอนไซมโปรติเอส สวน    

B. licheniformis สามารถผลิตเอนไซมไลเปสและเอนไซมโปรติเอส (Sonune and Garode, 2018) แบคทีเรียสกุล Bacillus         

ถูกนำมาใชรวมกับกระบวนการบำบัดน้ำเสีย โดยเฉพาะในแหลงน้ำที่มีการปนเป อนโลหะหนักและสารประกอบไฮโดรคารบอน 

(Wróbel et al., 2023) เนื่องจากสามารถผลิตเอนไซมที่ชวยในการยอยสลายสารอินทรียที่เปนมลพิษและลดความเปนพิษของ     

โลหะหนัก อีกทั้งเอนไซมที่ผลิตจาก Bacillus spp. ยังไดรับความสนใจนำมาใชประโยชนในหลากหลายอุตสาหกรรม เชน อุตสาหกรรม

อาหาร ผลิตภัณฑผงซักฟอก อุตสาหกรรมสิ่งทอ ผลิตภัณฑยา และสารเคมีทางการเกษตร เปนตน (Akinsemolu et al., 2024; 

Danilova and Sharipova, 2020)  
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ภาพท่ี 8 การตรวจผลการสรางเอนไซมอะไมเลส (a) เอนไซมไลเปส (b) เอนไซมเจลาติเนส (c) เอนไซมเซลลเูลส (d) และเอนไซม     

เคซีเนส (e) บนจานอาหารทดสอบแตละชนิด  

4. บทสรุป  

แบคทีเรียจำนวน 20 ไอโซเลต แยกจากตะกอนบอเลี้ยงกุง จังหวัดนครปฐม เปนแบคทีเรียแกรมลบจำนวน 7 ไอโซเลต และ

แบคทีเรียแกรมบวก 13 ไอโซเลต โดยจัดอยูในกลุมแบคทีเรียและแอคติโนแบคทีเรียที ่แตกตางกัน 5 สกุล คือ Arthrobacter, 

Bacillus, Methylobacterium, Pseudarthrobacter และ Sinomonas จากผลการทดสอบการสรางเอกตราเซลลูลารเอนไซม

พบวาทุกไอโซเลต สามารถผลิตเอนไซมที่ทดสอบไดอยางนอย 1 ชนิด โดยพบแบคทีเรียที่ผลิตเอนไซมอะไมเลสเปนจำนวนมากที่สุด  

18 ไอโซเลต รองลงมาคือเอนไซมไลเปส และเอนไซมเจลาติเนส จำนวน 12 และ 10 ไอโซเลต ตามลำดับ และมีแบคทีเรียจำนวน       

6 ไอโซเลต ผลิตเอนไซมเซลลูเลสและเอนไซมเคซีเนส โดยแบคทีเรีย 3 ไอโซเลต คือ KUSK64-04, KUSK64-10 และ KUSK64-15 

ทั้งหมดจัดอยูในสกุล Bacillus สามารถผลิตเอนไซมไดทั้ง 5 ชนิด งานวิจัยนีแ้สดงใหเห็นวาตะกอนบอเลี้ยงกุงเปนแหลงของแบคทีเรยีที่

สามารถผลิตเอนไซมไดหลากหลายชนิด ซึ่งสามารถนำมาศึกษาเพ่ือใชยอยสลายอินทรียและแกปญหาน้ำเนาเสียในอนาคต 
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