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II 

บทคัดยอ 
  
 งานวิจัยเรื่อง  การประยุกตใชสมุนไพรไทยเพื่อควบคุมแบคทีเรียกอโรคในคนและสัตวนํ้าใน
ถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยที่เก็บรักษาแบบแชแข็งแบบเทคโนโลยีด้ังเดิมและแบบกลองโฟม ในปที่ 2 เปน
การศึกษาถึงการใชสารสกัดสมุนไพรไทยจํานวน 2 ชนิด ไดแก สารสกัดใบมะรุม และสารสกัดขิง  
เปรียบเทียบกับสารปฏิชีวนะผสมที่มีประสิทธิภาพ คือ Penicillin-streptomycin ในการเก็บรักษา 
ถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยแบบแชแข็งโดยใชเครื่องแชแข็งแบบอัตโนมัติ เปนระยะเวลานาน 1 ป ผลการศึกษา
พบวา สารสกัดใบมะรุมความเขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร มีศักยภาพเหมาะสมในการเก็บรักษา
ถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวย  เน่ืองจากสามารถรักษาเปอรเซ็นตสเปรมที่มีชีวิตของกุงแชบวยใหมีคุณภาพ 
ดีเย่ียมตลอดการเก็บรักษาเปนระยะเวลานาน 1 ป  โดยมีคุณภาพไมแตกตางจากนํ้าเช้ือที่เติม 
ยาปฏิชีวนะ Penicillin-streptomycin ความเขมขน 0.1% นอกจากน้ันยังสามารถลดปริมาณแบคทีเรีย
กลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดดวยประสิทธิภาพที่สูงกวาการเติมยาปฏิชีวนะ Penicillin-streptomycin 
ความเขมขน 0.1% อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) หลังการเก็บรักษาเปนระยะเวลา 1  ป ตอมา
ทําการศึกษาถึงการเก็บรักษาถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยแบบแชแข็งโดยการใชกลองโฟม เปนระยะเวลานาน 
3 เดือน  พบวาสารสกัดใบมะรุมและขิงมีประสิทธิภาพในการรักษาเปอรเซ็นตสเปรมที่มีชีวิตของ 
กุงแชบวยไดใกลเคียงกันและไมแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P>0.05) กับการเติมยาปฏิชีวนะ 
Penicillin-streptomycin ความเขมขน 0.1% ตลอดการเก็บรักษาเปนระยะเวลา 3 เดือน  แตอยางไร 
ก็ตามเมื่อประเมินถึงประสิทธิภาพในการลดปริมาณแบคทีเรียพบวา สารสกัดขิงสามารถลดปริมาณ
แบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดไดเทียบเทายาปฏิชีวนะ Penicillin-streptomycin ความ
เขมขน 0.1% และสูงกวาสารสกัดใบมะรุมอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) 
  
คําสําคัญ: สมุนไพร; การแชแข็ง; กุงแชบวย; ถุงนํ้าเช้ือ 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  



III 

ABSTRACT 
  
 This research work entitles “Application of Thai medicinal plants for 
controlling human and aquatic animals pathogenic bacteria in Penaeus merguiensis 
spermatophores cryopreserved by conventional method and styrofoam box”. This 
study was the second year which aimed to study the application of two types of 
ethanolic medicinal herb extracts: moringa (Moringa oleifera L.) and ginger rhizome 
(Zingiber officinale Roscoe) in comparison with efficacious antibiotic cocktails 
(penicillin-streptomicin) for cryostorage of banana prawn spermatophore using 
automatic cryofreezer for 1 year. Results showed that 0.1 mg/mL of ethanolic-
moringa-leaf extract was capable of suitably cryopreserving banana prawn 
spermatophore because of retaining percentage of sperm viability over 1 year of the 
experiment. Similar percentages of viable sperm in banana prawn spermatophore 
supplemented with penicillin-streptomycin (0.1%) were observed throughout 1 year 
cryostorage. In addition, 0.1 mg/mL of ethanolic moringa leaf extract showed 
significantly reduced total heterotrophic bacteria, compared to those in the 
experiments with the use of 0.1% penicillin-streptomycin in cryostored banana prawn 
spermatophore for 1 year. Then the study of Penaeus merguiensis spermatophores 
cryopreserved by styrofoam box for 3 months was evaluated. Results showed that 
moringa (Moringa oleifera L.) and ginger rhizome (Zingiber officinale Roscoe) extracts 
were able to retain percentage of sperm viability similar to penicillin-streptomycin 
(0.1%) treatment for 3-month of experimental period. However, for the efficiency of 
total heterotrophic bacterial reduction, ethanolic-ginger-rhizome extract can decrease 
the total heterotrophic bacteria similar to those in penicillin-streptomycin (0.1%) 
treatment and better than those in ethanolic-moringa-leaf extract treatment 
significantly (P<0.05). 
  
Keywords: Medicinal plants; Cryostorage; Banana prawn; Spermatophore 
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บทที่ 1 
บทนํา 

 
ความสําคัญและท่ีมาของปญหาท่ีทําการวิจัย  
 การเพาะเลี้ยงกุงทะเลเปนอาชีพที่มีบทบาทสําคัญทางเศรษฐกิจของประเทศไทย  เพราะ
ผลผลิตกุงที่มีอยูในประเทศสามารถสรางมูลคาในการสงออก และยังกอใหเกิดอุตสาหกรรมตอเน่ือง
มากมาย อีกทั้งความตองการบริโภคกุงทะเลเศรษฐกิจในตลาดโลกที่สูงข้ึนเปนผลใหเกิดการขยายตัว
ของอุตสาหกรรมการเพาะเลี้ยงกุงทะเลอยางรวดเร็ว (Nimrat et al., 2005; 2008b; Vuthiphandchai 
et al., 2007)  ประเทศไทยเปนประเทศหน่ึงที่มีศักยภาพในการเพาะเลี้ยงกุง และถือเปนผูผลิต 
รายใหญเปนอันดับ 2 ของโลก  (13 %)  รองจากประเทศจีน (39 %)  แตผลผลิตกุงจากประเทศจีน
จะเนนเพื่อการบริโภคในประเทศ  ขณะที่ประเทศไทยเนนเพื่อการสงออกถึง 90 % ของผลผลิตที่ได  
โดยในป พ.ศ. 2554 ประเทศไทยมีสัดสวนการสงออกกุงในตลาดโลกสูงที่สุด (15 %)  รองลงมาคือ
ประเทศเวียดนาม (14 %) และประเทศจีน (12 %)  กุงที่นิยมเพาะเลี้ยงทั่วโลกและสามารถเปนสินคา
สงออกที่สรางรายไดใหแกประเทศมีประมาณ  7 สายพันธุ  คือ  กุงขาวแวนนาไม กุงกุลาดํา  กุงขาวจีน  
กุงฟา กุงคุรุมา กุงขาวอินเดียและกุงแชบวย (ถนอมจิตร สิริภคพร และคณะ, 2556) 
 กุงแชบวย (Penaeus merguiensis) เปนกุงทะเลชนิดหน่ึงที่นิยมเพาะเลี้ยงมากในแถบ
เอเชียตะวันออกเฉียงใต (Boonyaratpalin, 1998) เน่ืองจากเปนกุงที่มีขนาดใหญ เจริญเติบโตเร็ว 
เลี้ยงงาย  ทนตอสภาพแวดลอมในการเพาะเลี้ยงไดดี (Zacharia and Kakati, 2002) ทั้งยังใชตนทุน
ในการเพาะเลี้ยงตํ่า  ใชระยะเวลาในการเลี้ยงสั้นและไดผลผลิตสูง  ทําใหเกษตรกรนิยมเลี้ยงกันมาก
ข้ึนและมีความตองการลูกกุงแชบวยสําหรับเพาะเลี้ยงปริมาณมากข้ึน นอกจากน้ีกุงแชบวยยังเปนที่
ตองการของตลาดทั้งภายในประเทศและตางประเทศ (กําจัด รื่นเริงดี และวิไลวรรณ สอนประสม, 
2551) สงผลใหมีความตองการพอพันธุและแมพันธุกุงปริมาณมากข้ึนตามไปดวย  (สุพจน จึงแยมปน 
และชัยรัตน พุมชวย, 2547)  ในปจจุบันความตองการกุงแชบวยในตลาดมีแนวโนมเพิ่มมากข้ึน สงผล
ใหการผลิตกุงแชบวยไมเพียงพอตอความตองการของตลาด  รวมทั้งการผสมพันธุตามธรรมชาติน้ัน
สามารถเพิ่มผลผลิตไดปริมาณนอย  ดังน้ันการเก็บรักษาถุงนํ้าเช้ือไวสําหรับการผสมเทียมจึงเปนอีก
แนวทางหน่ึงที่จะสามารถเพิ่มปริมาณกุงแชบวยใหเพียงพอตอความตองการของตลาด   

การเก็บรักษานํ้าเช้ือสัตวนํ้าแชแข็งจึงมีแนวโนมที่จะมีความสําคัญอยางมากตอการเพาะ
ขยายพันธุสัตวนํ้า  โดยเฉพาะในสัตวนํ้าที่ใกลสูญพันธุหรือมีวัยเจริญพันธุไมพรอมกัน  นอกจากน้ีการ
ลําเลียงนํ้าเช้ือสัตวนํ้าแชแข็งไปใชในการผสมเทียมก็ทําไดสะดวกกวาการลําเลียงพอพันธุ  โดย
สามารถขนสงภายในประเทศและระหวางประเทศไดงาย  และยังสามารถใชเปนแนวทางในการ
พัฒนาการเก็บรักษาพันธุกรรมของธนาคารยีน (Gene bank)  แตอยางไรก็ตามในประเทศไทย
การศึกษาเกี่ยวกับการเก็บรักษานํ้าเช้ือสัตวนํ้าแบบแชแข็งยังมีอยูนอยมากเมื่อเทียบกับการศึกษาใน
ตางประเทศ  เน่ืองจากสัตวนํ้าสวนใหญที่พบในประเทศไทยมักจะมีนํ้าเช้ือ (Semen)  หรือถุงนํ้าเช้ือ 
(Spermatophore)  ที่สมบูรณดีตลอดชวงฤดูผสมพันธุวางไข และหาไดงายจึงทําใหผูเพาะพันธุ 
สัตวนํ้าไมนิยมเก็บนํ้าเช้ือหรือถุงนํ้าเช้ือสัตวนํ้าเอาไวใชในอนาคต  โดยทั่วไปผูเพาะพันธุสัตวนํ้านิยมที่
จะใชนํ้าเช้ือหรือถุงนํ้าเช้ือที่รีดออกมาใหม ๆ ผสมกับไข เพราะเช่ือวาคุณภาพนํ้าเช้ือหรือถุงนํ้าเช้ือ
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ขณะรีดออกมาใหม ๆ จะดีกวานํ้าเช้ือหรือถุงนํ้าเช้ือที่รักษาเอาไวระยะหน่ึงแลว แตบางครั้งในชวง
ปลายฤดูผสมพันธุวางไข  พอพันธุจะมีปริมาณนํ้าเช้ือหรือสเปรมลดลง  ถึงแมวาจะสามารถกระตุนได
โดยการฉีดฮอรโมนหรือใชวิธีการจัดการสิ่งแวดลอมใหสัตวนํ้าสรางนํ้าเช้ือหรือถุงนํ้าเช้ือมากข้ึน แต
กลับพบวาแมพันธุมีไขแกนอยมาก ทําใหการเพาะพันธุไมประสบผลสําเร็จเทาที่ควร หรือในบางครั้ง
การเพาะพันธุสัตวนํ้าหลาย ๆ ชนิด  โดยเฉพาะการเพาะพันธุสัตวนํ้าตางชนิดกัน (Hybridization)  
ก็มักพบวาชวงระยะเวลาที่สามารถรีดนํ้าเช้ือหรือถุงนํ้าเช้ือ (Sperm availability) ไดก็ไมสัมพันธกับ
ชวงระยะเวลาที่แมพันธุตกไข (Egg availability) ทําใหมีความยุงยากในการจัดการระหวางการ
เพาะพันธุ    นอกจากน้ีพอพันธุสัตวนํ้าที่ถูกรีดนํ้าเช้ือหรือถุงนํ้าเช้ือบอยครั้งก็ไมสามารถผลิตนํ้าเช้ือ
หรือถุงนํ้าเช้ือไดทันสําหรับการใชเพาะพันธุครั้งตอไป  รวมทั้งยังมีปญหาความแปรปรวนของสัตวนํ้า
แตละตัว (Individual variation) ที่ผลิตนํ้าเช้ือหรือถุงนํ้าเช้ือไดตางกัน  ทําใหมีความยุงยากในการ
จัดการในระหวางการผสมเทียมของไขและถุงนํ้าเช้ือในโรงเพาะฟกเปนอยางมาก ซึ่งการเพาะพันธุ 
กุงแชบวยในปจจุบันก็นิยมใชพอแมพันธุที่จับจากธรรมชาติเปนหลัก  และมักพบวามีปญหาคุณภาพ
สเปรมกุงแชบวยไมแนนอนในระหวางการใชเพาะพันธุ  เพราะบางครั้งพอพันธุกุงแชบวยที่จับไดก็ 
ไมมีถุงนํ้าเช้ือหรือมีแตไมสมบูรณเพศเพียงพอ  และการขาดแคลนพอพันธุกุงแชบวยในบางชวงของ
ฤดูกาลยังคงเปนปญหาหลักที่ตองแกไขเพื่อสามารถควบคุมผลผลิตลูกกุงแชบวยไดตามที่ตองการ   
 ช้ันตอนการเก็บรักษานํ้าเช้ือสัตวนํ้าแบบแชแข็ง  กลาวโดยสรุปสามารถทําไดโดยการนําเอา
นํ้าเช้ือสัตวนํ้าที่มีคุณภาพดีมาเจือจางในสารละลายบัฟเฟอร (Sperm extender) พรอมกับใสสารที่
ปองกันไมใหเซลลเปนอันตรายในระหวางการแชแข็งซึ่งเรียกวาสารไครโอโพรเทคแทนท (Cryoprotectant) 
แลวจึงเอาไปบรรจุในหลอดบรรจุนํ้าเช้ือพรอมกับลดอุณหภูมิอยางรวดเร็ว กอนที่จะเก็บรักษาไวใน
ไนโตรเจนเหลว (อุณหภูมิ -196 องศาเซลเซียส)  ซึ่งสามารถเก็บรักษาคุณภาพของนํ้าเช้ือสัตวนํ้าได
เปนเวลานานเปนป  แตอยางไรก็ตามยังมีหลายปจจัยที่ทําใหเกิดอันตรายตอเซลลที่ทําการแชแข็ง ซึ่ง
สามารถพบไดในทุกข้ันตอนของกระบวนการแชแข็ง  นับต้ังแตการคัดเลือกแหลงเช้ือพันธุ (Gamete 
collection) การเก็บเซลลเช้ือพันธุ  สารที่ใชเจือจางนํ้าเช้ือ (Extenders)  สารไครโอโพรเทคแทนท  
เวลาสมดุลของสารไครโอโพรเทคแทนท (Equilibration time)  อัตราการลดอุณหภูมิ (Freezing 
rate)  การเก็บรักษาและการละลาย (Thawing;  กฤษณ   มงคลปญญา, 2536)  หากพิจารณาดูแลวทุก
ขบวนการที่ทําการแชแข็งมีความสําคัญตอการมีชีวิตของเซลลที่ทําการแชแข็ง  ในอีกแงหน่ึงคือ อัตรา
การมีชีวิตของเซลลภายหลังการแชแข็งและการละลายน้ันยังข้ึนอยูกับขนาดของเซลล  อัตราการลด
อุณหภูมิและอัตราการแพรของนํ้ายาผานผนังเซลล  อาจทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงของผลการ
ปฏิสนธิและการลดลงของการเคลื่อนที่ของสเปรม  ซึ่งมีความสัมพันธกับความสามารถในการปฏิสนธิ 
(Saad et al., 1988)   
 นอกจากน้ีการเก็บรักษาถุงนํ้าเช้ือไวเปนระยะเวลานาน อาจพบปญหาการเจริญของ
แบคทีเรียที่ปนเปอนมาในข้ันตอนการรวบรวมถุงนํ้าเช้ือ โดยการปนเปอนอาจเกิดจากแบคทีเรียที่อยู
บนผิวตัวกุงหรือมีแบคทีเรียปนอยูในถุงนํ้าเช้ือต้ังแตแรกขณะที่กุงอยูในนํ้าหรือสิ่งแวดลอมภายนอก  
ดังน้ันจึงจําเปนตองควบคุมไมใหแบคทีเรียเจริญในระหวางที่ถุงนํ้าเช้ือไดถูกแชแข็งเอาไว เพราะ
แบคทีเรียจะทําใหคุณภาพสเปรมลดลงอยางรวดเร็ว (Nimrat and Vuthiphandchai, 2008)  
นอกจากน้ีมีรายงานแสดงใหเห็นวานํ้าเช้ือสัตวนํ้าที่มีแบคทีเรียปนเปอนมีผลทําใหอัตราการปฏิสนธิกบั
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ไขลดตํ่าลงเมื่อนํามาผสมเทียมกับไข (Stoss and Refstie, 1983; Saad et al., 1988) จึงไดมีการ
นําเอายาปฏิชีวนะมาใช เพื่อลดการปนเปอนของแบคทีเรียเพื่อทําใหระยะเวลาการเก็บรักษานํ้าเช้ือ
หรือถุงนํ้าเช้ือนานข้ึน  อยางไรก็ตามแมวายาปฏิชีวนะสามารถยับย้ังหรือฆาแบคทีเรียได แตการใชยา
ปฏิชีวนะเปนระยะเวลานานอาจสงผลตอคุณภาพของสเปรมและอาจทําใหมีการเพิ่มข้ึนของแบคทเีรยี
ที่ด้ือยา ดังน้ันการใชสารที่มีคุณสมบัติในการตานจุลชีพจากสมุนไพรจึงนับวาเปนทางเลือกหน่ึงที่
นํามาใชทดแทนการใชยาปฏิชีวนะ เน่ืองจากสมุนไพรมีความเปนพิษตํ่าและเปนมิตรตอสิ่งแวดลอม  
และการประยุกตใชสมุนไพรในการเพาะเลี้ยงสัตวนํ้ายังเปนแนวทางที่เปนมิตรตอสิ่งแวดลอมและมี
ความย่ังยืน   
 ในปจจุบันมีการนําสารสกัดสมุนไพรหลายชนิดมาใชเพื่อควบคุมการปนเปอนหรือยับย้ังการ
เจริญของแบคทีเรียกอโรค ยกตัวอยางเชน Sivaram et al. (2004)  ศึกษาการใชสารสกัด Methanolic 
จากพืชสมุนไพร 10 ชนิด ในการยับย้ัง Vibrio harveyi จากการทดลองพบวาสารสกัด Methanolic 
จากกะเพรา (Ocimum sanctum) โสมอินเดีย (Withania somnifera) และจันทนเทศ (Myristica 
fragrans)  มีประสิทธิภาพในการยับย้ัง V. harveyi  และ Gnanamani et al. (2003)  ศึกษาผลของ
สารสกัดใบลําโพงขาว (Datura alba) และหงอนไก (Celosia argentea) ที่สกัดดวยเอทานอลใน
การยับย้ังแบคทีเรียกอโรคที่แยกไดจากคนไข คือ E. coli, Staphylococcus sp., Klebsiella sp., 
Pseudomonas sp., Shigella sp., Streptococcus sp., Salmonella sp. และ Vibrio sp. ผลการ
ทดลองพบวาสารสกัดทั้ง 2 ชนิด สามารถยับย้ังการเจริญของแบคทีเรียกอโรคทั้ง 8 ชนิดได  
นอกจากน้ีการใชสารสกัดจากสมุนไพรยังเปนอีกแนวทางหน่ึงที่สามารถนํามาประยุกตใชในการ
ควบคุมการปนเปอนของแบคทีเรียและเพิ่มประสิทธิภาพในการเก็บรักษานํ้าเช้ือหรือถุงนํ้าเช้ือ โดยมี
รายงานการวิจัยที่แสดงใหเห็นวาสารสกัดจากเหงาไพล เหงากระชายดํา ใบมะรุมและใบฝรั่ง สามารถ
ยับย้ัง Pseudomonas putida, Sphingomonas paucimobilis และ Acinetobactor sp. ที่ปนเปอน
ในนํ้าเช้ือปลากะพงขาวที่เก็บรักษาดวยวิธีการแชเย็น (สุบัณฑิต น่ิมรัตน และวีรพงศ วุฒิพันธุชัย, 
2553) และการใชสารสกัดจากพริกช้ีฟาในการเก็บรักษานํ้าเช้ือปลาดุกแอฟริกันแบบแชแข็ง  สามารถ
ยับย้ังการเจริญของ Bacillus firmus และ B. laterosporus  ในระหวางการเก็บรักษาไดอยางมี
ประสิทธิภาพ  (สุบัณฑิต  น่ิมรัตน และคณะ, 2554)  ดังน้ันการใชสารสกัดจากพืชสมุนไพรจึงนาจะมี
ศักยภาพในการนําไปประยุกตใชในการเก็บรักษานํ้าเช้ือของสัตวชนิดอื่น ๆ ไดอยางมีประสิทธิภาพ 
 การศึกษาครั้งน้ีเปนการศึกษาตอเน่ืองจากโครงการวิจัยเรื่อง “การประยุกตใชสมุนไพรไทย
เพื่อการกําจัดแบคทีเรียกอโรคในคนและสัตวนํ้าในถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวย” ที่ไดรับการสนับสนุนทุนวิจัย
จากสํานักงานคณะกรรมการวิจัยแหงชาติ ประจําปงบประมาณ พ.ศ. 2555-2557  ซึ่งผลการวิจัยทํา
ใหทราบถึงชนิดของบัฟเฟอร  ชนิดของสารไครโอโพรเทคแทนท และ Protocol ที่เหมาะสมสําหรับ
การเก็บรักษาถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยแบบแชเย็นและแชแข็ง รวมถึงทราบถึงข้ันตอนและวิธีการ
ประยุกตใชสมุนไพรไทยในการเก็บรักษาถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยแบบแชเย็น ซึ่งเปนการเก็บรักษาแบบ
ระยะสั้น  ดังน้ันในการศึกษาครั้งน้ีซึ่งเปนการศึกษาวิจัยตอยอด  คณะผูวิจัยจึงมีความสนใจในการนํา
สารสกัดสมุนไพรมาใชในการเก็บรักษาถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยแบบแชแข็งแบบเทคโนโลยีด้ังเดิม เพื่อ
ควบคุมและลดปริมาณการปนเปอนแบคทีเรียในระหวางการเก็บรักษาแบบระยะยาว ซึ่งจะสงผลตอ
คุณภาพของนํ้าเช้ือที่นํามาใชในการปฏิสนธิ และยังเปนการลดการแพรกระจายของเช้ือกอโรคออกสู
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สิ่งแวดลอม  จะทําใหประเทศไทยเปนประเทศที่มีความเขมแข็งของอุตสาหกรรมกุงทะเลและจะกาว
ตอไปยังสัตวนํ้าเศรษฐกิจชนิดอื่น ๆ ตอไป  
 
วัตถุประสงคของโครงการวิจัย 
 1. เพื่อศึกษาวิธีการที่เหมาะสมและมีประสิทธิภาพของการประยุกตใชสมุนไพรไทยในการ
เก็บรักษาถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยแบบแชแข็งในถังไนโตรเจนเหลวโดยการใชเทคโนโลยีด้ังเดิมและแบบ
กลองโฟม 
 2. เพื่อศึกษาผลของการประยุกตใชสารสกัดสมุนไพรไทยตอการเปลี่ยนแปลงคุณภาพ
สเปรมกุงแชบวย  และการเปลี่ยนแปลงปริมาณและชนิดของแบคทีเรียกอโรคในคนและสัตวนํ้าที่
ปนเปอนระหวางการเก็บรักษาถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยแบบแชแข็ง 
 
ขอบเขตของการวิจัย 

ทําการทดสอบผลของสารสกัดสมุนไพรตอการเก็บรักษาถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยและการยับย้ัง
แบคทีเรียกอโรคในถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยที่เก็บรักษาแบบแชแข็งดวยเครื่องแชแข็งอัตโนมัติ  เริ่มโดยการ
เก็บรวบรวมพอพันธุกุงแชบวย การสกัดสมุนไพร  จากน้ันทําการศึกษาผลของระยะเวลาการเก็บ
รักษาตอคุณภาพสเปรมกุงแชบวย  โดยศึกษาถึงอัตราการมีชีวิตของสเปรมกุงแชบวยในถุงนํ้าเช้ือสด
และถุงนํ้าเช้ือแชแข็ง  และทําการประเมินการปนเปอนของแบคทีเรียกอโรคในมนุษยและสัตวนํ้าจาก
ถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยที่ผานการแชแข็งในชวงเวลาตาง ๆ เปนระยะเวลานาน 1 ป  รวมทั้งทําการจัด
จําแนกชนิดของแบคทีเรียที่ปนเปอนและจัดเก็บแบคทีเรียแบบแชแข็งสําหรับการทดลองในข้ันตอน
ตอไป  และเริ่มทําการทดสอบผลของสารสกัดสมุนไพรตอการเก็บรักษาถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยและการ
ยับย้ังแบคทีเรียกอโรคในถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยที่เก็บรักษาแบบแชแข็งดวยการแข็งแบบกลองโฟม  โดย
การเก็บรวบรวมพอพันธุกุงแชบวยและสกัดสมุนไพร เพื่อนําถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยมาศึกษาถึงผลของ
ระยะเวลาการเก็บรักษาตอคุณภาพสเปรมกุงแชบวย โดยศึกษาถึงอัตราการมีชีวิตของสเปรม 
กุงแชบวยในถุงนํ้าเช้ือสดและถุงนํ้าเช้ือแชแข็ง  และทําการประเมินการปนเปอนของแบคทีเรีย 
กอโรคในมนุษยและสัตวนํ้าจากถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยที่ผานการแชแข็งในชวงเวลาตาง ๆ เปนระยะเวลา
นาน 3 เดือน รวมทั้งทําการจัดจําแนกชนิดของแบคทเีรียที่ปนเปอนและจัดเก็บแบคทีเรียแบบแชแข็ง 
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วิธีดําเนินการวิจัยโดยสรุปทฤษฎีและ/หรือแนวทางความคิดท่ีนํามาใชในงานวิจัย 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ 

1. ทราบถึงวิธีการที่เหมาะสมและมีประสิทธิภาพของการประยุกตใชสมุนไพรไทยในการ
เก็บรักษาถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยแบบแชแข็งในถังไนโตรเจนเหลวโดยการใชเทคโนโลยีด้ังเดิมและแบบ
กลองโฟม 

2. ทราบถึงผลของการประยุกตใชสารสกัดสมุนไพรไทยตอการเปลี่ยนแปลงคุณภาพสเปรม
กุงแชบวย  และการเปลี่ยนแปลงปริมาณและชนิดของแบคทีเรียกอโรคในคนและสัตวนํ้าที่ปนเปอน
ระหวางการเก็บรักษาแบบแชแข็ง 

3. ทราบวิธีการที่เหมาะสมในการเก็บรักษาถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยแบบแชแข็ง  ซึ่งขอมูล
ดังกลาวสามารถนําไปใชในการศึกษาตอไป  รวมทั้งทําใหสามารถประยุกตใชการเพาะขยายพันธุกุง
แชบวยไดโดยตรง  ทําใหการจัดการฟารมและการเพาะพันธุกุงแชบวยมีความสะดวกและมี
ประสิทธิภาพดีข้ึน และยังเปนแนวทางในการพัฒนางานวิจัยดานการเก็บรักษาถุงนํ้าเช้ือกุงชนิดอื่น ๆ 
ตอไปในอนาคต 

 

การเกบ็รวบรวมพอพันธุกุงแชบวย 

การศึกษาผลของสารสกัดสมุนไพรที่มีตอการแชแข็งถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยดวยเครื่องแชแข็ง
อัตโนมัติและแบบกลองโฟม 

การศึกษาผลของระยะเวลาการ
เก็บตอคุณภาพสเปรมของ 

ถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยทีเ่ก็บรักษา
แบบแชแข็ง 

การประเมินการปนเปอนของ
แบคทีเรียกอโรคในมนุษยและสัตว
นํ้าจากถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยที่ผาน

การแชแข็ง 

จัดจําแนกชนิดของแบคทีเรียที่
ปนเปอนในถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยที่

ผานการแชแข็ง 



บทที่ 2 
เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 

 
เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวของ ประกอบดวยหัวขอดังน้ี 
 1. กุงแชบวย  
 2. การแพรกระจายของโรคที่เกิดจากแบคทีเรียในการเพาะเลี้ยงกุง 
 3. การเก็บรักษาถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยแบบแชแข็ง 
 4. งานวิจัยที่เกี่ยวของกับการศึกษา 
 
1. กุงแชบวย  
 กุงแชบวย (Banana prawn) มีช่ือวิทยาศาสตรวา Penaeus merguiensis ซึ่งมีอนุกรมวิธาน 
ดังน้ี (ประจวบ หลําอุบล, 2530) 
 
 Phylum Arthropada 
  Class Crustacea 
   Subclass Malacostraca 
    Order Decepoda 
     Suborder Natenita 
      Section Penaeidea 
       Genus Penaeus 
        Species merguiensis 
 
 1.1 ลักษณะสัณฐานวิทยา (ประจวบ หลําอบุล, 2530) 
 กุงแชบวยเปนกุงทะเลประเภทหน่ึงที่จัดอยูในคลาสครัสเตเซียน (Crustacean) เปนสัตวที่ 
ไมมีกระดูกสันหลัง หายใจโดยใชเหงือก  มีหนวด 2 เสน อยูบริเวณสวนหัวของกุง มีลําตัวงอยาว และ
ลําตัวเปนขอปลองทั้งหมด 19 ขอ ซึ่งแตละขอปลองจะประกอบดวยรยางคจํานวน 1 คู แตละคูจะมี
หนาที่แตกตางกัน  โดยแตละคูสามารถแบงไดเปน 3 สวน ตามปลอง ดังน้ี 

 1) รยางคสวนหัว (Cephalic appendages) จํานวน 5 คู 
      รยางคคูที่ 1-2 ทําหนาที่รับความรูสึก (Antenna) 

   รยางคคูที่ 3, 4  และ 5 ทําหนาที่ชวยในการกินอาหาร (Antenna) 
 2) รยางคสวนอก (Thoracic appendages) จํานวน 8 คู 
      รยางคคูที่ 6, 7  และ 8 ชวยในการกินอาหาร (Maxilliped) 
      รยางคคูที่ 9-13 ทําหนาที่ในการเดิน (Pereiopods) 
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 3) รยางคสวนลําตัว (Abdominal appendages) จํานวน 6 คู 
      รยางคคูที่ 14-18 ทําหนาที่ในการวายนํ้า  หรือชวยในการยึดเกาะของไข 

(Pleopods) 
      รยางคคูที่ 19 ทําหนาที่ชวยในการวายนํ้าหรือเคลื่อนที ่(Uropod)  
 

1.2 ลักษณะและความแตกตางระหวางเพศ 
 กุงแชบวยเพศผูและเพศเมียสามารถแยกออกจากกันไดโดยอาศัยการสังเกตความแตกตาง
ของลักษณะอวัยวะภายนอกที่ปรากฏ  โดยในกุงเพศเมียบริเวณที่อยูระหวางโคนคูที่ 5 และขาวายนํ้า
คูที่  1 จะมีอวัยวะที่เรียกวาทีไลกัม (Thelycum) สวนกุงเพศผูจะมีอวัยวะที่ เรียกวา พีแทสมา 
(Petasma) ซึ่งมีลักษณะเปนต่ิงย่ืนออกมาอยูระหวางโคนขาเดินคูที่ 1 (สุบัณฑิต น่ิมรัตน และวีรพงศ 
วุฒิพันธุชัย, 2555) (ภาพที่ 1 และ 2) 
 
 

 
 

ภาพท่ี 1 ลักษณะเพศของกุง 
 ก : ลักษณะโดยทั่วไปของกุง 
 ข : Petasma อวัยวะสืบพันธุของเพศผู 
 ค : Thelycum อวัยวะสืบพันธุของเพศเมีย  
 (Edwards, 1837) 

 
 
 
 

ก 
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ภาพท่ี 2 ลักษณะของอวัยวะสืบพันธุกุง 
 ก : Petasma อวัยวะสืบพันธุของเพศผู 
 ข : Thelycum อวัยวะสืบพันธุของเพศเมีย 

(http://ieatishootipost.sg/2013/12/singapore-prawn-files-sand-prawns-sua.html) 
  

1.3 การผสมพันธุและการวางไข 
 ในชวงฤดูการผสมพันธุและวางไข  เมื่อกุงเพศผูและเพศเมียมีความพรอมที่จะผสมพันธุแลว  
กุงเพศเมียจะทําการลอกคราบเปนระยะเวลาประมาณ 3-6 ช่ัวโมง จากน้ันกุงเพศผูจึงจะเขามากอด
รัดเพศเมีย และทําความสะอาดบริเวณสวนทอง (Ventral thoracic) ของกุงเพศเมีย ตอมากุงเพศผู
จะจับกุงเพศเมียหงายข้ึนพรอมกับปลอยถุงนํ้าเช้ือ (Gelatinous mass)  เขาไปบริเวณทีไลกัมของกุง
เพศเมีย  (ประจวบ หลําอุบล, 2530) (ภาพที่ 3) โดยภายในถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยจะประกอบดวยเซลล
สเปรม  ซึ่งเซลลสเปรมของกุงแชบวยจะมีโครงสรางที่มีสวนหัวลักษณะกลมหนา และมีขนาดใหญ  
ภายในบรรจุสารพันธุกรรม และสวนหางมีลักษณะสั้นใชในการวายนํ้า (ภาพที่ 4)  ซึ่งภายหลังจากน้ัน
ไขที่มีการพัฒนาอยางเต็มที่จากกุงเพศเมียที่พรอมวางไข  จะสังเกตเห็นพฤติกรรมของกุงเพศเมียที่จะ
วายนํ้าวนไปมามีอาการกระวนกระวายกอนที่จะวางไข โดยขณะการวางไขของกุงเพศเมียจะมีลักษณะ
การงอสวนของหางเขาหาลําตัวทางดานหนาทองบริเวณปลองที่ 4 จากน้ันขาเดินทั้ง 5 คู จะงอ และ
กดสวนอกแนน สวนขาวายนํ้าจะโบกไปขางหนา และหลังอยางสม่ําเสมอ และที่ปลายขาเดิน 3 คูหลัง 
จะวายไปทางซาย และขวาอยางชาๆ เพื่อทําใหไขถูกปลอยออกมาเน่ืองจากการหมุนเวียนของนํ้าจาก
การโบกพัดของขาวายนํ้า  ทางชองที่เปดอยูบริเวณของขาคูที่ 3 (สุบัณฑิต น่ิมรัตน และวีรพงศ  
วุฒิพันธุชัย, 2555) แลวนํ้าเช้ือจากถุงนํ้าเช้ือที่เก็บไวภายในกุงเพศเมียจะถูกปลอยออกมาจากบริเวณ
รูเปดของโคนขาคูที่ 4 ซึ่งไขที่ไดรับการผสมพันธุแลว (Fertilized eggs) จะจมลง และไขจะฟก
กลายเปนตัวออนเมื่อระยะเวลาผานไปประมาณ 12-14 ช่ัวโมง (ประจวบ หลําอุบล, 2530)  
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ภาพท่ี 3 ลักษณะการผสมพันธุของกุง 
ก :  คือลักษณะของกุงแชบวยเพศผูทีท่ําความสะอาดบรเิวณสวนทอง 

      ของกุงแชบวยเพศเมีย 
 ข : คือลักษณะการฉีดนํ้าเช้ือของกุงแชบวยเพศผูเขาสูกุงแชบวยเพศเมีย 

(http://www.m_e_hassanin.staff.zu.edu.eg/m.e.hassanin/page.asp?id=54) 
 
 
 

 
 

ภาพท่ี 4 ลักษณะของสเปรมกุงแชบวย 
(ภาพโดย: ณัฐชนน พลายสิน) 

 
 
 

ก 
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2. การแพรกระจายของโรคท่ีเกิดจากแบคทีเรียในการเพาะเลี้ยงกุง 
 การแพรระบาดของโรคในสัตวนํ้าเกิดจากหลายสาเหตุ ไดแก การเกิดมลพิษในนํ้า การติดเช้ือ
จากรา  โพรโตซัว  ไวรัสและแบคทีเรีย  โดยโรคที่พบวามีการแพรระบาดและเปนปญหาในการ
เพาะเลี้ยง คือ โรควิบริโอซิส (Vibriosis)  โรคเอ็นเอชพี (Necrotizing hepatopancreatitis หรือ 
NHP) โรคติดเช้ือริกเก็ตเซียในเฮปปาโตแพนเครียส (Hepatopancreatic rickettsia infection) และ
โรคติดเช้ือมัยโครแบคทีเรียม (Mycobacterial infections) เปนตน (ทินรัตน ศรีสุวรรณ, 2551) ซึ่ง
การติดโรคดังกลาวหากไมไดรับการปองกันและแกไข อาจจะสงผลเสียหายตอปริมาณผลผลิตในการ
เพาะเลี้ยง และระบบนิเวศในการเพาะเลี้ยงได 
  
 2.1 โรควิบริโอซิส 
 โรควิบริโอซิส (Vibriosis) เปนโรคที่เกิดจากการติดเช้ือแบคทีเรียที่อยูในสกุลวิบริโอ (Vibrio) 
ซึ่งเปนแบคทีเรียแกรมลบ รูปทอน  โดยอาจมีลักษณะเปนทอนตรงหรือทอนโคงคลายเครื่องหมาย
จุลภาค  มีขนาดประมาณ 0.5-0.8 ไมโครเมตร  ไมสรางสปอรและแคปซูล สามารถเคลื่อนที่ไดโดย
อาศัยการใชแฟลกเจลลาที่ปลายเซลล สามารถผลิตเอนไซมออกซิเดส (Oxidase)  เอนไซมคะตะเลส 
(Catalase)  และสามารถหมักยอยนํ้าตาลกูลโคสโดยไมเกิดกาซได (สุบัณฑิต น่ิมรัตน, 2551; Baumann 
and Schubert, 1984)  เช้ือแบคทีเรียกลุมวิบริโอหลายชนิดเปนเช้ือแบคทีเรียกอโรคทั้งในมนุษย 
และในสัตวนํ้าหลายชนิด  ซึ่งแบคทีเรียกลุมวิบริโอสามารถพบไดทั่วไปในสิ่งแวดลอมตาง ๆ เชน ทะเล 
มหาสมุทร รวมทั้งในบริเวณปากแมนํ้าที่เปนรอยตอระหวางนํ้าเค็มและนํ้าจืด  ดังน้ันจึงสามารถพบ
แบคทีเรียกลุมวิบริโอปนเปอนในอาหารทะเลประเภทตาง ๆ  รวมทั้งการเพาะเลี้ยงสัตวนํ้าในฟารม
โดยในการเพาะเลี้ยงกุงสามารถประสบกับปญหาการแพรระบาดของโรคติดเช้ือจากแบคทีเรียกลุม
วิบริโอ ซึ่งเปนปญหาที่พบไดบอยในการเพาะเลี้ยง (ทินรัตน ศรีสุวรรณ, 2551; สุบัณฑิต น่ิมรัตน, 
2551) เน่ืองจากปจจัยและสภาวะทางสิ่งแวดลอมในการเพาะเลี้ยงที่ไมเหมาะสม เชน นํ้าที่ใชในการ
เพาะเลี้ยงมีคุณภาพไมดี ความหนาแนนของกุงภายในบอเพาะเลี้ยง อุณหภูมิของนํ้าสูงเกินไปและนํ้า 
มีคา DO ตํ่า เปนตน (Lewis, 1973; Lightner and Lewis, 1975; Brock and Lightner, 1990) 
ปจจัยเหลาน้ีสามารถเหน่ียวนําใหแบคทีเรียมีการเพิ่มจํานวนไดอยางรวดเร็ว ทําใหเกิดการติดเช้ือและ
เกิดการแพรระบาดของโรคติดเช้ือดังกลาวในกุงที่ทําการเพาะเลี้ยงได (Sizemore and Davis, 1985) 
ซึ่งเปนสาเหตุที่สําคัญประการหน่ึงที่ทําใหเกิดการตายของกุงที่ติดเช้ือ (Lightner and Lewis, 1975; 
Adams, 1991; Lightner et al., 1992; Lavilla-Pitogo et al., 1996; Lavilla-Pitogo et al., 
1998; Chen et al., 2000) แบคทีเรียที่เปนสาเหตุใหเกิดโรคติดเช้ือดังกลาวน้ีประกอบดวยแบคทีเรีย
กลุมวิบริโอหลายชนิด ไดแก Vibrio harveyi, Vibrio parahaemolyticus, Vibrio vulnificus, 
Vibrio alginolyticus และ Vibrio penaeicida (Brock and Lightner, 1990; Ishimaru et al., 
1995) นอกจากน้ียังมีรายงานการระบาดของโรควิบริโอซิสในกุงจากการติดเช้ือ Vibrio damsela, 
Vibrio fluvialis และแบคทีเรียกลุมวิบริโอชนิดอื่น ๆ ที่ไมสามารถจัดจําแนกได (Lightner, 1996)  
 V. harveyi เปนแบคทีเรียที่ทําใหเกิดโรค Luminescent vibriosis ไดในกุงหลายชนิด เชน  
กุงขาว (Litopenaeus vannamei) และกุงกุลาดํา (Penaeus monodon) เปนตน (Lavilla-
Pitogo et al., 1998; Guzman et al., 2010) ลักษณะอาการของกุงที่ติดโรควิบริโอซิสคือ กุงจะเกิด
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สภาวะขาดออกซิเจน ลําตัวมีสีตัวแดง เหงือกเปนสีแดงถึงนํ้าตาล  กินอาหารไดนอยและวายนํ้าชา ๆ 
อยูบริเวณผิวนํ้า (Anderson et al., 1988; Nash et al., 1992) สามารถเห็นการเรืองแสงอยาง
ชัดเจนในเวลากลางคืน (ชลอ  ลิ้มสุวรรณ, 2543; สุบัณฑิต น่ิมรัตน, 2551) และมีโอกาสตายสูงถึง 95 
เปอรเซ็นต (Chen, 1992)   
 ดังน้ันการเพิ่มจํานวนของแบคทีเรียกลุมวิบริโอในบอเพาะเลี้ยงกุงจึงเปนปญหาทีต่องคํานึงถึง 
และทําการควบคุมเพื่อปองกันการเกิดโรคติดเช้ือจากแบคทีเรียกลุมวิบริโอ  ซึ่งจะทําใหกุงที่ติดโรค
ตายและสูญเสียปริมาณการผลิต 

 
 2.2 โรค Necrotizing hepatopancreatitis หรอื NHP 
 โรคติดเช้ือที่พบวามีการระบาดในการเพาะเลี้ยงกุงที่สําคัญอีกโรคหน่ึง คือ โรค Necrotizing 
hepatopancreatitis หรือ NHP เปนโรคที่เกิดจากการติดเช้ือแบคทีเรียที่มีความรุนแรง และเปน
สาเหตุสําคัญที่กอใหเกิดความเสียหายทางเศรษฐกิจในการเพาะเลี้ยงกุง ลักษณะเช้ือแบคทีเรียที่ 
กอโรค NHP เปนแบคทีเรียแกรมลบ เซลลมีขนาดเล็ก มีรูปรางไมแนนอน และจะพบอยูภายในเซลล
เทาน้ัน (Obligate intracellular rickettsia-like pathogen) (ชลอ ลิ้มสุวรรณ และนิติ ชูเชิด, 
2550) การระบาดของโรค NHP พบครั้งแรกในมลรัฐเท็กซัส ประเทศสหรัฐอเมริกา ในปค.ศ. 1995  
ทั้งน้ีการระบาดของโรค NHP มักปรากฏข้ึนเมื่ออุณหภูมิของนํ้าในบอเพาะเลี้ยงเพิ่มสูงข้ึนประมาณ 
29-31 องศาเซลเซียส และความเค็มของนํ้าเทากับ 20-40 พีพีที ติดตอกันเปนระยะเวลานาน แต
อยางไรก็ตามในกุงตัวออนจะไมพบการระบาดของโรค NHP  โดยโรคดังกลาวจะพบการระบาดเฉพาะ
ในกุงที่เพาะเลี้ยงในบอดินเทาน้ัน และสามารถพบการระบาดไดตลอดระยะเวลาการเพาะเลี้ยง ทั้งน้ี
การแพรระบาดของโรค NHP มีสาเหตุจากการกินกุงที่เปนพาหะหรือกุงที่ติดโรค NHP อยูเขาไป
โดยตรง การปนเปอนของนํ้าหรือการปนเปอนของแบคทีเรียที่เปนสาเหตุของโรค NHP ในอุจจาระ
ของกุงที่ติดเช้ือก็สามารถเปนสาเหตุของการติดตอโรคดังกลาวได (Freliler et al., 1993; Australian 
Government Department of Agriculture, Fisheries and Forestry, 2008; Australian 
Government Department of Agriculture Fisheries and Forestry, 2012) รวมทั้งยังมีปจจัย
ของสภาพแวดลอมในการเพาะเลี้ยงไมเหมาะสมดังกลาวไวขางตนรวมดวย  สําหรับในประเทศไทยพบ
การระบาดของโรคต้ังแตชวงกลางป พ.ศ. 2548 ในฟารมเพาะเลี้ยงกุงขาวแวนนาไมในหลายพื้นที่
แถบฝงทะเลอันดามัน ลักษณะของกุงที่เปนโรค โดยเริ่มจากไมกินอาหาร เปลือกบาง และตัวหลวม 
เหงือกมีลักษณะสีดํา มีบาดแผลตามลําตัว ตับและตับออนฝอ การติดเช้ือ NHP อยางรุนแรงจะทําให
ลักษณะของตับและตับออนเละจนเหลว บวมนํ้า จํานวน R และ B-cells ลดลง เซลลบุทอตับและ 
ตับออนมีขนาดเล็กลง (ชลอ ลิ้มสุวรรณ และนิติ ชูเชิด, 2550) 
 
3. การเก็บรักษาถุงนํ้าเชื้อกุงแชบวยแบบแชแข็ง 
 การแชแข็งนํ้าเช้ือจัดเปนการเก็บรักษาสเปรมระยะยาวที่อุณหภูมิ -196 องศาเซลเซียส ซึ่ง
สามารถเก็บรักษาเช้ือไดนานกวาปกติ  เพราะจะสามารถชวยคงสภาพเซลลของสเปรมไวได  เน่ืองจาก
ขบวนการเมแทบอลิซึมของเซลลเกือบเปนศูนย และเมื่อละลายเซลลอยางถูกตองทําใหเซลลกลับมา
อยูในสภาพเดิมและมีชีวิตอยูได (กฤษณ มงคลปญญา, 2536) 
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 ในขณะที่ทําการลดอุณหภูมิในเซลล  เซลลอาจไดรับอันตรายเพราะภายนอกเซลลมักจะ
เปลี่ยนสถานะเปนนํ้าแข็งกอนนํ้าภายในเซลล สงผลใหสารละลายภายนอกเซลลมีความเขมขนสูงซึ่งมี
สภาพเปน Hypertonic กับสารละลายในเซลลที่ยังไมถูกแชแข็ง  ทําใหเกิดแรงดันออสโมติกสงผลให
นํ้าภายในเซลลไหลออกนอกเซลลเพื่อปรับสมดุลใหสารละลายทั้งสองดานมีความเขมขนเทากนั ดังน้ัน
เซลลจะมีขนาดเล็กลงระหวางการลดอุณหภูมิแชแข็ง  การลดอุณหภูมิเร็วและเหมาะสมสามารถลด
การเหี่ยวของเซลลได  เน่ืองจากการลดอุณหภูมิอยางรวดเร็วทําใหนํ้าภายในเซลลไหลออกภายนอก 
ไมทัน  อยางไรก็ตามการลดอุณหภูมิอยางรวดเร็วเกินไปจะทําใหเกิดเกล็ดนํ้าแข็งข้ึนภายในเซลลเปน
อันตรายตอเซลลเชนกัน  ดังน้ันในขบวนการแชแข็งจึงมีการเติมสารเคมี คือ นํ้ายา Extender เพื่อ
เจือจางนํ้าเช้ือ โดย Extender ที่ดีควรมีคุณสมบัติคลาย Seminal plasma คือทําใหสเปรมที่นํา
ออกมาขางนอกอยูในสภาวะเหมือนอยูในถุงสเปรมไมเคลื่อนที่และลดการสูญเสียพลังงาน  อีกทั้งยัง
ชวยรักษาเซลลใหมีชีวิตรอดระหวางการลดอุณหภูมิและยังเปนสารอาหารใหกับเซลลอีกดวย  สําหรับ
สารอาหารที่สําคัญที่ใชในการแชแข็งคือ สารละลายไครโอโพรเทคแทนท (Cryoprotectant) ซึ่งชวย
ปองกันการเกิดเกล็ดนํ้าแข็ง (Ice crytal) ภายในเซลล ปองกันเซลลเหี่ยว ปองกันความเสียหายที่เกิด
จากการเสียสมดุลของเกลือแรและอิเลคโตรไลท  อีกทั้งยังสามารถรักษาคุณสมบัติของเย่ือหุมเซลลและ
ออกาแนลลใหมีสภาพปกติระหวางแชแข็ง  การเก็บรักษาเซลลโดยวิธีการแชแข็งตองกําหนด
ระยะเวลาที่เหมาะสม  ใหเซลลปรับตัวกับสารละลาย (Equilibration time) อัตราการลดอุณหภูมิ 
อุณหภูมิสารละลาย ลักษณะหลอดแชแข็ง การดูแลถังไนโตรเจนเหลวที่ถูกตองและเหมาะสมจึงจะ
สามารถเก็บรักษานํ้าเช้ือไดนาน 
 การแชแข็งนํ้าเช้ือมีประโยชนตอการเพาะพันธุสัตวนํ้า กลาวคือ ในการเพาะพันธุสัตวนํ้าสวน
ใหญน้ันเพศผูเมื่อถึงระยะโตเต็มวัยจะผลิตนํ้าเช้ือไดตลอดเวลา  แตการตกไขของสัตวเพศเมียจะไม
สามารถตกไขไดตลอดเวลา ดังน้ันถาเก็บรักษานํ้าเช้ือสัตวเพศผูไวไดเมื่อเพศเมียตกไขก็จะสามารถ
นํามาผสมพันธุกับเพศเมียไดตลอดเวลา  รวมถึงการเก็บรักษานํ้าเช้ือเพื่อนําไปผสมพันธุของสัตวที่เปน
กะเทย (Hermaphrodite) เชน ปลากะรัง (Epinephelus tauvina) ที่ชวงแรกของชีวิตเปนเพศเมีย
และเมื่อโตข้ึนจะกลายเปนเพศผู  นอกจากน้ียังมีประโยชนในเรื่องการผสมพันธุขามชนิด (Interspecific 
hybridization)  เพื่อใหไดสัตวที่พันธุดีกวาเดิม (กฤษณ มงคลปญญา, 2536) 
 
4. งานวิจัยท่ีเก่ียวของกับการศึกษา 

ธิดาพร ฉวีภักด์ิ และคณะ (2549) ไดทําการศึกษาชนิดของแบคทีเรียวิบริโอในแมกุงแชบวย 
(Penaeus merguiensis) จากแหลงธรรมชาติฝงอาวไทยตะวันออก ผลจากการศึกษาพบ Vibrio 
จากตับ/ตับออน และเลือดของแมกุงแชบวยจําแนกออกเปน 4 ชนิด คือ Vibrio vulnificus,  
V. alginolyticus V. fluvialis และ V. damsela   สวนแบคทีเรีย Vibrios ที่แยกไดจากนํ้าทะเลใน
แหลงที่แมกุงแชบวยอาศัยอยู จําแนกได 5 ชนิด ไดแก V. vulnificus, V. alginolyticus, V. fluvialis, 
V. damsela และ V. parahaemolyticus 
 สุบัณฑิต น่ิมรัตน  และวีรพงศ วุฒิพันธุชัย (2553) ศึกษาการพัฒนาการเก็บรักษานํ้าเช้ือปลา
กะพงขาว (L. calcarifer) ดวยวิธีแชเย็น โดยทําการศึกษาความเขมขนของยาปฏิชีวนะ Penicillin-
Streptomycin ที่ความเขมขน 0.1, 1.0 และ 2.0% ในการเก็บรักษานํ้าเช้ือปลากะพงขาวดวยวิธีการ 
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แชเย็น จากการศึกษาพบวา Penicillin-Streptomycin ที่ความเขมขน 0.1% (v/v) สามารถรักษา 
การมีชีวิตรอดของสเปรมปลาไดมากที่สุดเปนระยะเวลา 9 วัน และสามารถลดปริมาณของเช้ือ
แบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดไดดีกวาชุดควบคุม (Ringer’s solution) 
 สุบัณฑิต น่ิมรัตน  และวีรพงศ วุฒิพันธุชัย (2555) ทําการศึกษาชนิดของ Extender ที่
เหมาะสมตอการเก็บรักษาถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวย (P. merguiensis) ที่เก็บรักษาดวยวิธีการแชเย็น โดย
ทําการเก็บรักษาถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยไวในสารละลาย Extender ที่แตกตางกัน 5 ชนิด ไดแก Ca-F-
Saline, Mineral Oil, Ringer’s solution, ฟอสเฟตบัฟเฟอร  และ 0.8% NaCl ภายใตอุณหภูมิ 2-4 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 28 วัน จากการทดลองพบวาถุงนํ้าเช้ือที่เก็บรักษาไวใน Mineral oil 
สามารถรักษาการมีชีวิตรอดของสเปรมไวไดมากที่สุด เทากับ 89.10 ± 0.81% จากน้ันทําการศึกษา
ผลของการเติมยาปฏิชีวนะ Penicillin-Streptomycin และ Penicillin-Gentamicin ที่ความเขมขน  
0.1, 1 และ 2% และทําการเก็บรักษาดวยวิธีการแชเย็น ซึ่งจากการศึกษาพบวาชุดทดลองที่มีการเติม
ยาปฏิชีวนะ Penicillin-Streptomycin ความเขมขน 0.1% แสดงอัตราการรอดชีวิตของสเปรมมาก
ที่สุด 
 สุบัณฑิต น่ิมรัตน และคณะ (2557ก) ศึกษาผลของการเติมยาปฏิชีวนะ Penicillin-Streptomycin 
และ Penicillin-Gentamycin ความเขมขน 0.1, 1 และ 2 % ตออัตราการรอดชีวิตของสเปรมและ
ปริมาณแบคทีเรียแกรมลบในถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยที่เก็บรักษาแบบแชเย็น  ผลการศึกษาพบวาชุดการ
ทดลองที่เติมยาปฏิชีวนะ Penicillin-Streptomycin ความเขมขน 0.1% มีอัตราการรอดชีวิตของ
สเปรมสูงที่สุด และทุกชุดการทดลองสามารถยับย้ังแบคทีเรียแกรมลบในถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยใน
ระหวางที่เก็บรักษาแบบแชเย็นไดต้ังแตวันแรกจนถึงสิ้นสุดการทดลอง  
 สุบัณฑิต น่ิมรัตน และคณะ (2557ข) ศึกษาผลของการเติมยาปฏิชีวนะ Penicillin-Streptomycin 
และ Penicillin-Gentamycin ความเขมขน 0.1, 1 และ 2 % ตออัตราการรอดชีวิตของสเปรมและ
ปริมาณแบคทีเรีย Pseudomonas ในถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยที่เก็บรักษาแบบแชเย็น ผลการศึกษาพบวา
ชุดการทดลองที่ใหผลการศึกษาดีที่สุดคือ ชุดการทดลองที่เติมยาปฏิชีวนะ Penicillin-Streptomycin 
ความเขมขน 0.1%  โดยมีอัตราการรอดชีวิตของสเปรมสูงที่สุด และสามารถยับย้ัง Pseudomonas 
ไดต้ังแตวันที่ 21 จนถึงสิ้นสุดการทดลอง  

Hwang et al. (2004) ศึกษาถึงผลของสารสกัดจากกระชายเหลือง (Kaempferia 
pandurata) ในการตานแบคทีเรียที่ทําใหเกิดฟนผุ คือ Streptococcus mutans, S. sobrinus,  
S. sanguinis และ S. salivarius จากการทดสอบหาคา MIC ของสารสกัดจากกระชายเหลืองตอ  
S. sobrinus, S. sanguinis และ S. salivarius พบวาคา MIC มีคาเทากันคือ 4 มิลลิกรัมตอลิตร ซึ่ง
ตํ่ากวาสารปองกันฟนผุที่สกัดไดจากชาเขียว Carvacrol ทายม กานพลูและยูคาลิปตัส ซึ่งมีคา MIC 
เทากับ 125, 125, 250, 500 และ 500 ตามลําดับ นอกจากน้ันสารสกัดจากกระชายเหลืองความ
เขมขน 20 มิลลิกรัมตอลิตร สามารถยับย้ัง S. mutans ไดภายในเวลา 1 นาที ซึ่งสารสกัดกระชาย
เหลืองที่ไดมีผลทําใหเย่ือหุมเซลลและผนังเซลลของ S. mutans ถูกทําลาย 
 Nimrat et al. (2005) ไดศึกษาเพื่อพัฒนาวิธีการเก็บรักษาถุงนํ้าเช้ือกุงกุลาดํา (P. monodon) 
ดวยวิธีการแชเย็น  และทําการประเมินการเพิ่มจํานวนของแบคทีเรียระหวางระยะเวลาการเก็บรักษา 
โดยการทดลองในข้ันตอนแรกทําการศึกษาถึงความเหมาะสมของสารละลาย Extender ทั้งหมด 4 
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ชนิด คือ Mineral oil, Ringer's solution, ฟอสเฟตบัฟเฟอร  และ 0.85% NaCl เพื่อใชสําหรับเก็บ
รักษาถุงนํ้าเช้ือกุงกุลาดําที่อุณหภูมิ 2-4 องศาเซลเซียส  เปนระยะเวลา 42 วัน โดยปราศจากการเติม
ยาปฏิชีวนะ พบวา Mineral oil เปนสารละลาย Extender ที่เหมาะสมที่สุดสําหรับการเก็บรักษา 
ถุงนํ้าเช้ือกุงกุลาดํา เน่ืองจากมีเปอรเซ็นตการมีชีวิตของสเปรมสูงที่สุดเทากับ 58.3 ± 2.9% เมื่อทําการ
เก็บรักษาเปนระยะเวลา 42 วัน  และจากการศึกษาพบวา Bacillus sp., Staphylococcus sp.  และ 
Ps. aeruginosa เปนชนิดของแบคทีเรียกลุมหลักที่สามารถคัดแยกไดมากที่สุดจากถุงนํ้าเช้ือกุงกุลาดํา  
รวมทั้งปริมาณแบคทีเรียทั้งหมดที่ตรวจนับไดมีปริมาณเพิ่มสูงข้ึนในระหวางการเก็บรักษาแบบแชเย็น
ตลอดระยะเวลาการศึกษา  ในการศึกษาข้ันที่ 2 จึงทําการศึกษาผลของการเก็บรักษาถุงนํ้าเช้ือ 
กุงกุลาดําใน Mineral oil ที่เติมยาปฏิชีวนะ Penicillin–Streptomycin ที่ระดับความเขมขนที่แตกตาง
กัน 4 ระดับ คือ 0.1%, 1%, 2% และ 3%  ซึ่งผลการศึกษาพบวาเปอรเซ็นตการมีชีวิตของสเปรมใน
ชุดการทดลองที่เติมยาปฏิชีวนะทั้ง 4 ระดับความเขมขนมีคาไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 
(p>0.05) สวนปริมาณแบคทีเรียที่นับไดทั้งหมด Bacillus sp., Staphylococcus sp. และ Ps. 
aeruginosa ในชุดการทดลองที่เติมยาปฏิชีวนะมีปริมาณลดลงอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) 
โดยมีปริมาณที่ลดลงอยูในระดับที่ไมสามารถตรวจพบไดในวันที่ 14 ภายหลังจากการเก็บรักษา และ
จากการประเมินความสามารถในการปฏิสนธิจากการผสมเทียมพบวาถุงนํ้าเช้ือกุงกุลาดําที่เก็บรักษา
ไวใน Mineral oil เปนระยะเวลา 7-8 วัน ที่อุณหภูมิ 2-4 องศาเซลเซียส มีอัตราการฟกของตัวออน
ใกลเคียงกับชุดควบคุม ดังน้ันการเก็บรักษาถุงนํ้าเช้ือดวยวิธีการแชเย็นเปนวิธีที่เหมาะสมสําหรับการ
จัดการการผสมพันธุของพอ-แมพันธุกุงกุลาดํา หรือสัตวนํ้ากลุมไมมีกระดูกสันหลังที่สรางถุงนํ้าเช้ือ
ชนิดอื่น ๆ 

Bansemir et al. (2006) ไดทําการศึกษาเพื่อคัดเลือกสารตานจุลชีพชนิดใหมที่สามารถใชได
ทั้งในมนุษยและสัตว   ทั้งน้ีเพื่อเปนการลดการใชสารปฏิชีวนะที่มักสงผลกระทบตอสิ่งแวดลอม   โดย
มุงเนนสารสกัดทางธรรมชาติจากสิ่งแวดลอมทางนํ้า   การทดลองน้ีมีจุดประสงคเพื่อศึกษาสารสกัด
จากสาหรายที่มีคุณสมบัติยับย้ังการเจริญของแบคทีเรียกอโรคในปลาและคัดเลือกสารสกัดที่มี
คุณสมบัติที่ดีที่นาจะนํามาใชเปนสารตานจุลชีพในการเพาะเลี้ยงสัตวนํ้า   ดังน้ันการทดลองในครั้งน้ี
จึงทําการสกัดสารสกัดจากสาหราย 26 ชนิด ดวยสารไดคลอโรมีเทน  เมทานอลและนํ้าเพื่อยับย้ัง
แบคทีเรียกอโรคในปลา 5 ชนิด ไดแก Aeromonas salmonicida ssp. salmonicida, Aeromonas 
hydrophila ssp. hydrophila, Pseudomonas anguilliseptica, Vibrio anguillarum และ 
Yersinia reckeri โดยพบวาสารสกัดที่ไดจากสาหรายสีแดงชนิด Asparagopsis armata, 
Ceramium rubrum, Dracheilla minuta, Falkenbergia rufolanosa, Gracilaria cornea 
และ Halopitys incurvus ที่สกัดโดยใชสารไดคลอโรมีเทนมีฤทธ์ิในการยับย้ังแบคทีเรียกอโรคมาก
ที่สุด  ซึ่ง V. anguillarum และ P. anguilliseptica เปนแบคทีเรียที่มีความไวตอสารสกัดจากสาหราย
สูงสุด  จากการทดลองแสดงใหเห็นวาสารสกัดจากสาหรายมีคุณสมบัติในการยับย้ังแบคทีเรียกอโรค
และสามารถนํามาใชเปนอาหารเพื่อสงเสริมการเจริญเติบโตและสุขภาพของสัตวนํ้าได 
 Nimrat et al. (2006) ทําการศึกษาพัฒนาวิธีการเก็บรักษาถุงนํ้าเช้ือกุงขาว (L. vannamei) 
แบบแชเย็น และประเมินการเพิ่มปริมาณของแบคทีเรียในระหวางการเก็บรักษา ซึ่งการศึกษาครั้งน้ี
แบงเปน 2 ข้ันตอน โดยในข้ันตอนแรกทําการศึกษาการเกบ็รักษาถุงนํ้าเช้ือไวในสารละลาย Extender 
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ที่แตกตางกัน 4 ชนิด คือ Mineral oil, Ringer's solution, ฟอสเฟตบัฟเฟอร และ 0.85% NaCl  
ที่อุณหภูมิ 2-4 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 35 วัน พบวาถุงนํ้าเช้ือที่เก็บรักษาไวใน Mineral oil  
มีลักษณะเปลี่ยนแปลงเพียงเล็กนอย และเปอรเซ็นตการมีชีวิตของสเปรมมีคามากที่สุด สําหรับ
แบคทีเรียที่พบมากที่สุดในถุงนํ้าเช้ือกุงขาวในระหวางการเก็บรักษา คือ B. circulans, S. hominis, 
S. lugdunensis, S. sciuri, S. xylosus  และ Micrococcus spp. ตอมาในข้ันตอนที่สอง
ทําการศึกษาผลของการเติมยาปฏิชีวนะในการเก็บรักษาถุงนํ้าเช้ือกุงขาวแบบแชเย็น โดยทําการเก็บ
รักษาถุงนํ้าเช้ือกุงขาวใน Mineral oil ที่ไมเติมยาปฏิชีวนะ และเติมยาปฏิชีวนะ Penicillin–
Streptomycin 0.1% ซึ่งผลการศึกษาพบวาเปอรเซ็นตการมีชีวิตของสเปรมในถุงนํ้าเช้ือกุงขาวที่เก็บ
รักษาไว 35 วัน  ในชุดการทดลองที่เติมยาปฏิชีวนะ Penicillin–Streptomycin 0.1% มีคาสูงสุด
เทากับ 69.5±3.9% เมื่อเปรียบเทียบกับชุดที่ไมไดเติมยาปฏิชีวนะ (p<0.05)  และปริมาณแบคทีเรีย
ทั้งหมดในถุงนํ้าเช้ือที่เก็บรักษาไวใน Mineral oil ที่ไมเติมยาปฏิชีวนะมีคาอยูระหวาง 28.3±4.8 ถึง 
2416.7±299.4 CFU/g แตตรวจไมพบเช้ือแบคทีเรียในชุดการทดลองที่มีการเติมยาปฏิชีวนะ 
Penicillin–Streptomycin  0.1% ดังน้ันการเก็บรักษาถุงนํ้าเช้ือดวยวิธีการแชเย็นเปนวิธีที่เหมาะสม
สําหรับการจัดการการผสมพันธุของพอ-แมพันธุกุงขาว 
 Yano et al. (2006) ศึกษาถึงฤทธ์ิของเครื่องเทศและสมุนไพร 18 ชนิด ในการตาน
แบคทีเรีย Vibrio parahaemolyticus ซึ่งเปนเช้ือกอโรคทางอาหาร  โดยศึกษาถึงปจจัยรวมระหวาง
ผลของอุณหภูมิและระดับของสารอาหาร จากผลการทดลองพบวาโหระพา (Basil) กานพลู (Clove) 
กระเทียม (Garlic) มะรุม (Horseradish) มาเจอแรม (Marjoram) โอรีกาโน (Oregano)  และไธม 
(Thyme) มีความสามารถในการยับย้ังแบคทเีรียดังกลาวที่อุณหภูมิการบม 30 องศาเซลเซียส  สวน
โหระพา กานพลู กระเทียม มาเจอแรม โอรีกาโน ไธม ไพล (Cassumunar)  ขิง (Ginger)  เจแปนนิส 
เปปเปอร (Japanese pepper)  สะระแหน (Peppermint)  โรสแมรี่ (Rosemary)  เซจ (Sage) 
สเพียมิ้นท (Spearmint)  และขมิ้น (Turmeric)  สามารถยับย้ัง V. parahaemolyticus  ที่อุณหภูมิ
การบม 5 องศาเซลเซียส โดยคา Minimum inhibitory concentration (MIC) ที่นอยที่สุด คือ 
0.001 และ 0.00025 เปอรเซ็นต ซึ่งพบในมาเจอแรม ที่อุณหภูมิการบม 30 และ 5 องศาเซลเซียส 
ตามลําดับ ผลการทดลองน้ีช้ีใหเห็นวาเครื่องเทศและสมุนไพรสามารถใชในการปองกันความเสี่ยงจาก
การปนเปอนของเช้ือ V. parahaemolyticus  และใชในเทคโนโลยีที่ใชปจจัยรวมหลายปจจัยรวมกับ
การใชอุณหภูมิตํ่าในการปองกันความเสี่ยงจากการปนเปอนของแบคทีเรียชนิดน้ี 
 Ding et al. (2009) ทําการศึกษาผลลบของ Extender และสารไครโอโพรเทคแทนทตอการ
เคลื่อนที่ของนํ้าเช้ือปลา Mandarin (Siniperca chuatsi) ที่เก็บรักษาแบบแชแข็ง จากการศึกษา
พบวาการเก็บรักษานํ้าเช้ือใน Extender ที่เติม DMSO ความเขมขนสุดทายเทากับ 10% ที่อุณหภูมิ 
4 องศาเซลเซียส แลวนํานํ้าเช้ือดังกลาวมาใสในหลอดแชแข็ง เพื่อนําไปแชแข็งในถังไนโตรเจนเหลว
โดยใหหลอดนํ้าเช้ืออยูเหนือผิวหนาของไนโตรเจนเหลว 6 เซนติเมตร ซึ่งมีอุณหภูมิประมาณ -180 
องศาเซลเซียส โดยแชแข็งที่อุณหภูมิดังกลาวเปนเวลา 10 นาที จากน้ันนําหลอดนํ้าเช้ือวางบนผิวหนา
ของไนโตรเจนเหลวเปนเวลา 5 นาที แลวจึงนําหลอดดังกลาวไปแชแข็งในไนโตรเจนเหลวตอไป 
จากน้ันนํานํ้าเช้ือมาละลายที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 50 วินาที พบวานํ้าเช้ือมีอัตราการ
เคลื่อนที่สูงถึง 96±73% และเมื่อศึกษาอัตราการปฏิสนธิกับไขและอัตราการฟกพบวานํ้าเช้ือปลา 
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Mandarin ที่เก็บรักษาแบบแชแข็งเปนเวลา 1 สัปดาหและ 1 ป มีอัตราการปฏิสนธิกับไขเทากับ 
66.0±15.14 และ 54.7±64.40% ตามลําดับ และมีอัตราการฟกไขเทากับ 62.97±14.28% และ 
52.58±11.17%  ตามลําดับ ซึ่งไมแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P>0.05) กับอัตราการปฏิสนธิ
และอัตราการฟกไขของนํ้าเช้ือสดที่มีคาเทากับ 69.42±8.11% และ 59.82±5.27% ตามลําดับ 
 



บทที่ 3 
วัสดุอุปกรณและวิธดีําเนนิการวิจัย 

 

วัสดุอุปกรณ 
 1. อุปกรณที่ใชในการเกบ็รักษานํ้าเช้ือ 
  1.1 ถังเก็บไนโตรเจนเหลว 
  1.2 ไมโครปเปต 
  1.3 หลอดหยด 
  1.4 เครื่องช่ังทศนิยม 3 ตําแหนง และ 4 ตําแหนง 
  1.5 บีกเกอร (Beaker) 
  1.6 ปากคีบ (Forceps) 
  1.7 หลอด Cryovial 
  1.8 ตะแกรงใสหลอดทดลอง (Test tube rack) 
  1.9 ตะเกียงแอลกอฮอล 
  1.10 อางนํ้าควบคุมอุณหภูมิ (Water bath) 
  1.11 กลองโฟมขนาด 17×32×20 เซนติเมตร 
  1.12 Programmable controlled-rate freezer 
 
 2. อุปกรณในการตรวจสอบการเคลื่อนที่ของสเปรม 
  2.1 แผนสไลด (Slide) 
  2.2 สี Eosin-Nigrosin 
  2.3 ตะเกียงแอลกอฮอล 
  2.4 กลองจุลทรรศน 
  2.5 Emulsion oil 
  2.6 เครื่องนับจํานวน (Counter) 
 
 3. อุปกรณที่ใชในการเพาะเช้ือ 
  3.1 จานเพาะเช้ือ (Petridish) 
  3.2 0.85% โซเดียมคลอไรด  
  3.3 Plate Count Agar (PCA)  
  3.4 Pseudomonas Isolation Agar (PIA)  
  3.5 Thiosulfate Citrate Bile salt Sucrose Agar (TCBS) 
 
 4. สารเคม ี
  4.1 Calcium-free saline extender 
  4.2 DMSO 10% (v/v) 
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วิธีดําเนินการวิจัย 
1.  การเก็บรวบรวมพอพันธุกุงแชบวย 
ทําการเก็บรวบรวมพอพันธุกุงแชบวยจากทะเลบริเวณหาดบางแสนและเขาสามมุข อําเภอ

เมือง จังหวัดชลบุรี  จากน้ันคัดเลือกพอพันธุกุงแชบวยที่สมบูรณเพศโดยพิจารณาจากความขาวขุน
ของถุงนํ้าเช้ือ (spermatophores) ที่อยูบริเวณโคนขาเดินคูที่ 5  จากน้ันนําพอพันธุกุงแชบวยมาช่ัง
นํ้าหนักและวัดความยาวของลําตัว  และนําไปเลี้ยงในบอขนาด 3x4x1.5 เมตร  ในโรงเพาะเลี้ยงสัตวนํ้า
ของภาควิชาวาริชศาสตร  คณะวิทยาศาสตร  มหาวิทยาลัยบูรพา และใหอาหารแกพอพันธุกุงแชบวย
คือ หมึกและแมเพรียงวันละ 2 ครั้ง  ประมาณ 10% นํ้าหนักตัว/วัน และเปลี่ยนถายนํ้าทะเลที่สะอาด
ในบอพักพอพันธุประมาณ 30% ทุก ๆ 1-2 วัน พอพันธุจะถูกเลี้ยงใหปรับตัวกับสภาพแวดลอมใหม
กอนเริ่มทําการทดลองประมาณ 5 วัน และตรวจวัดคุณภาพนํ้าระหวางการเลี้ยงพอพันธุ   พอพันธุที่มี
ถุงนํ้าเช้ือที่ยังพัฒนาไมมากนัก  เชน  มีสีขาวขุนเล็กนอย หรือยังไมมีถุงนํ้าเช้ือจะไมนํามาใชในการ
ทดลอง  เพื่อใหมั่นใจวาพอพันธุทุกตัวที่ใชในการทดลองมีคุณภาพสเปรมดี ซึ่งสังเกตเบื้องตนไดจาก
ความขาวขุนของถุงนํ้าเช้ือที่ย่ิงขาวขุนมากแสดงถึงคุณภาพสเปรมที่ดี ในขณะที่ถุงนํ้าเช้ือที่ขาวขุน
เล็กนอยแสดงวาสเปรมมีคุณภาพตํ่า 

 
2. การรวบรวมถุงนํ้าเชื้อกุงแชบวย 
การรวบรวมถุงนํ้าเช้ือจากกุงแชบวยทําโดยการใชมือกดเบา ๆ บริเวณโคนขาเดินคูที่ 5 ของ 

พอพันธุกุงแชบวยทั้ง 2 ขาง ซึ่งมี Petasma อยูบริเวณน้ัน เมื่อเริ่มเห็นถุงนํ้าเช้ือโผลออกมาจึงใชคีมคีบ 
(Forceps) ที่สะอาดปราศจากเช้ือดึงเอาถุงนํ้าเช้ือออกมาดวยเทคนิคปลอดเช้ือ เพื่อนําไปทดลอง
ตอไป  

 
 3. การสกัดสมุนไพร (Quave et al., 2008) 
 นําสมุนไพรจํานวน 2 ชนิด  ไดแก  ใบมะรุม และขิง ซึ่งผานการศึกษาจากโครงการวิจัย เรื่อง 
“การประยุกตใชสมุนไพรไทยเพื่อการกําจัดแบคทีเรียกอโรคในคนและสัตวนํ้าในถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวย” 
ที่ไดรับการสนับสนุนทุนวิจัยจากสํานักงานคณะกรรมการวิจัยแหงชาติ ประจําปงบประมาณ พ.ศ. 
2555-2557  มาลางนํ้าทําความสะอาด  แลวหั่นใหเปนช้ินเล็ก ๆ นําไปทําใหแหงดวยตูอบลมรอนที่
อุณหภูมิ  35 องศาเซลเซียส นาน 48-72 ช่ัวโมง   จากน้ันนําสมุนไพรมาบดใหเปนผงละเอียดดวย
เครื่องปน  นําผงสมุนไพรใสในขวดรูปชมพูที่บรรจุเอทานอล 95%  ในอัตราสวนสมุนไพรตอเอทานอล
เทากับ 1 ตอ 10   แลวนําไปเขยาดวยเครื่องเขยาที่อุณหภูมิหอง ความเร็วรอบเทากับ 100-120 รอบ
ตอนาที นาน 72 ช่ัวโมง จากน้ันกรองสารสกัดสมุนไพรผานกระดาษกรอง Whatman เบอร 1 ดวย
เครื่องกรองแบบสุญญากาศ  แลวทําใหเขมขนข้ึนดวยเครื่อง Rotary evaporator ที่อุณหภูมิ 40 
องศาเซลเซียส  นําสารสกัดที่ไดมาเตรียมใหมีความเขมขนเทากับ 0.1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ดวย 
Dimethyl Sulfoxide (DMSO) เพื่อใชเปนสารสกัดสต็อค   
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ภาพท่ี 5  เครื่อง Rotary evaporator 
 
 4.  การศึกษาผลของสารสกัดสมุนไพรท่ีมีตอการแชแข็งถุงนํ้าเชื้อกุงแชบวยดวยเครื่องแช
แข็งอัตโนมัติ   

 4.1 การทดสอบผลของสารสกัดสมุนไพรตอการเก็บรักษาถุงนํ้าเชื้อกุงแชบวยและ
การยับยั้งแบคทีเรียกอโรคในถุงนํ้าเชื้อกุงแชบวยท่ีเก็บรักษาแบบแชแข็งดวยเครื ่องแชแข็ง
อัตโนมัติ 
 คัดเลือกสารสกัดสมุนไพรจํานวน 2 ชนิด  ไดแก  ใบมะรุม และขิง จากโครงการวิจัยเรื่อง 
การประยุกตใชสมุนไพรไทยเพื่อการกําจัดแบคทีเรียกอโรคในคนและสัตวนํ้าในถุง นํ้าเ ช้ือ 
กุงแชบวย  ที่ไดรับการสนับสนุนทุนวิจัยจากสํานักงานคณะกรรมการวิจัยแหงชาติ  ประจําป
งบประมาณ  พ.ศ. 2555-2557  มาศึกษาประสิทธิภาพในการยับย้ังแบคทีเรียกอโรคและแบคทีเรีย
กลุมอื่นที่ปนเปอนในถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยที่เก็บรักษาแบบแชแข็ง  โดยแบงการทดลองออกเปน 4 ชุด
การทดลอง ดังน้ี 
 
 ชุดการทดลองที่ 1 เติม Dimethyl Sulfoxide (DMSO) 10% (v/v) (Control) 
 ชุดการทดลองที่ 2  เติมยาปฏิชีวนะ Penicillin-Streptomycin ความเขมขน 0.1%  
 ชุดการทดลองที่ 3  เติมสารสกัดใบมะรุม ความเขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
 ชุดการทดลองที่ 4  เติมสารสกัดขิง ความเขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
 

 นําถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยมาเก็บรักษาแบบแชแข็ง ตามข้ันตอนการเก็บรักษาในขอ 4.2 
จากน้ันนําถุงนํ้าเช้ือที่เตรียมไดจากการทดลองมาศึกษาอัตราการมีชีวิต (ขอ 4.3.1)  ปริมาณแบคทีเรีย
กอโรคและแบคทีเรียกลุมอื่นที่ปนเปอนในถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวย (ขอ 4.3.2) ขณะเก็บรักษาในระยะเวลา
ตางกันต้ังแตหลังการแชแข็ง 15 นาที, 1, 3, 6, 9 และ 12 เดือน  
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 4.2 การแชแข็งถุงนํ้าเชื้อกุงแชบวยดวยเครื่องแชแข็งอัตโนมัติ  
  นําถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยที่เก็บรวบรวมไดใสลงในหลอด Cryovial ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ที่มี
สารละลายบัฟเฟอร (Ca-F saline) และสารละลายไครโอโพรเทคแทนท (DMSO) จากน้ันเติมสาร
ชนิดตาง ๆ ของแตละชุดการทดลองดังที่กลาวมาแลวในขอ 4.1  ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ปลอยทิ้งไวให
อยูในสภาวะสมดุล (Equilibrium)  นาน 10 นาที  ดูดสารละลายออก แลวนํามาแชแข็งโดยใชอัตรา
การลดอุณหภูมิ (Freezing rate) ที่ 2 องศาเซลเซียส/นาที  อุณหภูมิเริ่มตนที่ 25 องศาเซลเซียส  
อุณหภูมิสุดทาย -80 องศาเซลเซียส Hold 0.5 นาที ดวยเครื่องลดอุณหภูมิอัตโนมัติ (Controlled-rate 
programmable freezer)  จากน้ันนําถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยแชแข็งที่ไดลดอุณหภูมิแลวไปเก็บรักษาใน
ถังไนโตรเจนเหลวที่อุณหภูมิ -196 องศาเซลเซียส  

  
 

 
 
ภาพท่ี 6  เครื่องลดอุณหภูมิอัตโนมัติ (Controlled-rate programmable freezer) 
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ภาพท่ี 7  ถังไนโตรเจนเหลว 
 

4.3 การศึกษาผลของระยะเวลาการเก็บ (Storage period) ตอคุณภาพสเปรมของ
ถุงนํ้าเชื้อกุงแชบวยท่ีเก็บรักษาแบบแชแข็ง 

 นําเอาถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยที่มีคุณภาพดีมาแชแข็งดวยเครื่องแชแข็งอัตโนมัติ (ขอ 4.2) 
โดยถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยจะถูกแชแข็งใน Cryovial และเก็บรักษาไวในไนโตรเจนเหลว ถุงนํ้าเช้ือแชแข็ง
จํานวนมากที่เก็บเหลาน้ีจะถูกผลิตข้ึนมาในปริมาณมากจากพอพันธุกุงแชบวยหลายตัว (Pooled 
spermatophores) ที่มีคุณภาพดี  ถุงนํ้าเช้ือจะถูกนํามาละลายและประเมินคุณภาพของสเปรมตาม
ระยะเวลาที่กําหนดไว (หลังการแชแข็ง 15 นาที, 1, 3, 6, 9 และ 12 เดือน) เพื่อประเมินถึงผลของ
ระยะเวลาการเก็บรักษาที่อาจมีตอคุณภาพสเปรมในถุงนํ้าเช้ือที่ผานการแชแข็ง  รวมทั้งประเมินการ
เปลี่ยนแปลงการปนเปอนของแบคทีเรียกอโรคในมนุษยและสัตวนํ้า 

 
 4.3.1  การประเมินสเปรมท่ีมีชีวิต (% Sperm viability)   

 การประเมินสเปรมที่มีชีวิต (% Sperm viability)  ทําโดยละลาย (Thawing) ถุง
นํ้าเช้ือกุงแชบวย โดยนําหลอด Cyovial มาแชในอางนํ้าควบคุมอุณหภูมิที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
ที่ระยะเวลา 2 นาที  จากน้ันนํามาสับใหละเอียดบนแผนสไลดดวยใบมีด และแบงถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวย 
1 ถุงตอ 2 สไลด  หยด Eosin ปริมาตร 1 หยด และหยด Nigrosin ปริมาตรสองเทาลงไปภายหลัง 
จากน้ันผสมใหเขากัน  นํากระจกปดสไลดมาเกลี่ยบาง ๆ บนแผนสไลด รอใหแหง จากน้ัน Fix โดย
ผานแปลวไฟ  ควรระวังไมใหรอนเกินไป  สุมนับจํานวนภายใตกลองจุลทรรศนที่กําลังขยาย 1,000 
เทา (Fribourgh, 1966; Vuthiphandchai and Zohar, 1999) สเปรมที่มีชีวิต (Viable sperm) จะ
ไมดูดซึมสีหรือติดสียอม และตัวสเปรมที่ไมมีชีวิต (Dead sperm) จะดูดซับสีหรือติดสียอมสีมวงแดง 
โดยสุมนับสเปรม ปริมาณ 200 ตัว และทําการทดลอง 3 ซ้ํา  เพื่อคํานวณเปอรเซ็นตสเปรมที่มีชีวิต 
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 4.3.2  การประเมินการปนเปอนของแบคทีเรียกอโรคในมนุษยและสัตวนํ้าจาก 
ถุงนํ้าเชื้อกุงแชบวยท่ีผานการแชแข็ง 
 การประเมินการปนเปอนของแบคทีเรียกอโรคและแบคทีเรียที่ปนเปอนในถุงนํ้าเช้ือ 
กุงแชบวยแบบแชแข็งที่เริ่มตนจากนําถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยแบบแชแข็งที่เก็บรักษาในไนโตรเจนเหลว
อุณหภูมิ -196 องศาเซลเซียส ในชวงระยะเวลาตางกันต้ังแต  หลังการแชแข็ง 15 นาที, 1, 3, 6, 9 
และ 12 เดือน มาละลายที่อุณหภูมิที่เหมาะสม จากน้ันบดถุงนํ้าเช้ือในโกรงบดยาดวยเทคนิคปลอด
เช้ือแลวดูดนํ้าเช้ือใสในสารละลาย 0.85% NaCl จากน้ันปเปตตัวอยางแตละความเจือจางปริมาตร 
0.1 มิลลิลิตร ลงบนอาหารเลี้ยงเช้ือ Plate Count Agar, Pseudomonas Isolation Agar และ 
Thiosulfate Citrate Bile salt Sucrose Agar เพื่อตรวจนับปริมาณแบคทีเรียกอโรคในมนุษยและ
ในสัตวนํ้า  รวมทั้งแบคทีเรียกลุมอื่นที่ปนเปอนในถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวย ซึ่งมีรายละเอียดแตละข้ันตอน
ดังน้ี 
 
 1) การประเมินการปนเปอนในถุงนํ้าเชื้อสด (Nimrat et al., 2006; 2008a) 
 รวบรวมถุงนํ้าเช้ือจากกุงแชบวยโดยใชมือกดเบาๆ บริเวณโคนขาเดินคูที่ 5 
ของพอพันธุกุงแชบวยทั้ง 2 ขาง จากน้ันใชคีมคีบที่สะอาดดึงถุงนํ้าเช้ือออกมาดวยเทคนิคปลอดเช้ือ 
แลวนําถุงนํ้าเช้ือมาบดใหละเอียดในโกรงบดยา จากน้ันเจือจางนํ้าเช้ือดวย 0.85% NaCl ที่ระดับ
ความเจือจางตางๆ แลวปเปตตัวอยางนํ้าเช้ือกุงแชบวยที่ระดับความเจือจางตาง ๆ ปริมาตร 0.1 
มิลลิลิตร ใสลงบนอาหารเลี้ยงเช้ือ Plate Count Agar, Pseudomonas Isolation Agar และ 
Thiosulfate Citrate Bile salt Sucrose Agar เพื่อศึกษาถึงปริมาณแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรป
ทั้งหมด แบคทีเรียกลุม Pseudomonas และแบคทีเรียกลุม Vibrio ตามลําดับ  โดยในแตละความ 
เจือจางทํา 3 ซ้ํา ใชแทงแกวสามเหลี่ยมเกลี่ยตัวอยางจนทั่วจานเพาะเช้ือดวยวิธีเสปรดเพลท (Spread 
plate) นําจานเพาะเช้ือดังกลาวไปบมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24-48 ช่ัวโมง จากน้ัน
นับจํานวนโคโลนีที่เจริญบนอาหารเลี้ยงเช้ือ บันทึกผลการทดลอง  และจัดจําแนกชนิดของแบคทีเรีย
ดวยการทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมีตามวิธีของ Schubert (1984), Holt et al. (1994) 
 
 2) การประเมินการปนเปอนของแบคทีเรียในถุงนํ้าเชื้อท่ีเก็บรักษาแบบ
แชแข็ง (Nimrat et al., 2006) 
 นําตัวอยางถุงนํ้าเช้ือแชแข็งมาละลายที่อุณหภูมิที่เหมาะสม จากน้ันนําถุง
นํ้าเช้ือมาบดใหละเอียดในโกรงบดยา แลวนํามาเจือจางดวย 0.85% NaCl ใหไดความเจือจางที่
ตองการ แลวปเปตตัวอยางสเปรมกุงแชบวยที่ระดับความเจือจางตางๆ ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ใสลง
บนอาหารเลี้ยงเช้ือ Plate Count Agar, Pseudomonas Isolation Agar และ Thiosulfate 
Citrate Bile salt Sucrose Agar เพื่อศึกษาถึงปริมาณแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมด 
แบคทีเรียกลุม Pseudomonas และแบคทีเรียกลุม Vibrio ตามลําดับ โดยในแตละความ 
เจือจางทํา 3 ซ้ํา ใชแทงแกวสามเหลี่ยมเกลี่ยตัวอยางจนทั่วจานเพาะเช้ือดวยวิธีเสปรดเพลท (Spread 
plate) นําจานเพาะเช้ือดังกลาวไปบมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24-48 ช่ัวโมง บันทึก
ผลการทดลอง  และจัดจําแนกชนิดของแบคทีเรียดวยการทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมีตามวิธีของ 



 23

Schubert (1984), Holt et al. (1994)  โดยเก็บตัวอยางถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยแชแข็งมาทําการทดลอง
ในชวงระยะเวลาตางกันต้ังแต หลังการแชแข็ง 15 นาที, 1, 3, 6, 9 และ 12 เดือน 
 

5. การศึกษาผลของสารสกัดสมุนไพรท่ีมีตอการแชแข็งถุงนํ้าเชื้อกุงแชบวยดวยการแชแข็ง
ในกลองโฟม 
 ทําการศึกษาเชนเดียวกับขอ 4  ทุกประการยกเวนข้ันตอนการแชแข็งถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวย 
จะใชวิธีการแชแข็งในกลองโฟมแทนการแชแข็งดวยเครื่องแชแข็งอัตโนมัติ  โดยมีข้ันตอนและ
กระบวนการดังตอไปน้ี 
 

 5.1 การทดสอบผลของสารสกัดสมุนไพรตอการเก็บรักษาถุงนํ้าเชื้อกุงแชบวยและ
การยับยั้งแบคทีเรียกอโรคในถุงนํ้าเชื้อกุงแชบวยท่ีเก็บรักษาแบบแชแข็งดวยการแชแข็งในกลอง
โฟม 
 นําสารสกัดสมุนไพรชนิดเดียวกับการทดลองขอ 4.1 มาศึกษาประสิทธิภาพในการยับย้ัง
แบคทีเรียกอโรคและแบคทีเรียกลุมอื่นที่ปนเปอนในถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยที่เก็บรักษาแบบแชแข็ง โดย
แบงการทดลองออกเปน 4 ชุดการทดลอง ดังน้ี 
 
 ชุดการทดลองที่ 1 เติม Dimethyl Sulfoxide (DMSO) 10% (Control) 
 ชุดการทดลองที่ 2  เติมยาปฏิชีวนะ Penicillin-Streptomycin ความเขมขน 0.1%  
 ชุดการทดลองที่ 3  เติมสารสกัดใบมะรุม ความเขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
 ชุดการทดลองที่ 4  เติมสารสกัดขิง ความเขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
 

 นําถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยมาเก็บรักษาแบบแชแข็งดวยวิธีการแชแข็งในกลองโฟม (ขอ 5.2) 
จากน้ันนําถุงนํ้าเช้ือที่เตรียมไดจากการทดลองมาศึกษาอัตราการมีชีวิต (ขอ 4.3.1)  ปริมาณแบคทีเรีย
กอโรคและแบคทีเรียกลุมอื่นที่ปนเปอนในถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวย (ขอ 4.3.2) ขณะเก็บรักษาในระยะเวลา
ตางกันต้ังแตหลังการแชแข็ง 15 นาที, 1 และ 3 เดือน 

 
 5.2 การแชแข็งถุงนํ้าเชื้อกุงแชบวยโดยวิธีการแชเข็งในกลองโฟม   
 นําถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยที่เก็บรวบรวมไดใสลงในหลอด Cryovial ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ที่มี

สารละลายบัฟเฟอร (Ca-F saline) และสารละลายไครโอโพรเทคแทนท (DMSO) จากน้ันเติมสาร
ชนิดตาง ๆ ของแตละชุดการทดลองดังที่กลาวมาแลวในขอ 5.1  ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ปลอยทิ้งไวให
อยูในสภาวะสมดุล (Equilibrium)  นาน 10 นาที  จากน้ันนํามาวางบนตะแกรงใสหลอดทดลองภายใน
กลองโฟมขนาด 17 × 32 × 20 เซนติเมตร ที่มีไนโตรเจนเหลว  โดยวางใหมีความสูงเหนือผิว
ไนโตรเจนเหลว 4 เซนติเมตร  ปดฝาทิ้งไวเปนระยะเวลา 10 นาที  เข่ียหลอด Cryovial ใหตกลงไป
อยูในไนโตรเจนเหลวในกลองโฟม จากน้ันจับเวลา 10 นาที นําถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยที่แข็งตัวมาเก็บ
รักษาในถังไนโตรเจนเหลวที่อุณหภูมิ -196 องศาเซลเซียส 
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 6.  การวิเคราะหขอมลูทางสถิติ 
ผลการทดลองแสดงเปนคาเฉลี่ย  คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน และวิเคราะหคาทางสถิติดวย

โปรแกรมทางสถิติ The statistical program for the social sciences (SPSS) เปรียบเทียบ
เชิงซอนดวยวิธี Duncan’s multiple range test  โดยวิเคราะหความแตกตางทางสถิติที่ระดับ
นัยสําคัญทางสถิติเทากับ P = 0.05   
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บทที่ 4 
ผลการทดลอง 

 
 การศึกษาวิจัยในครั้งน้ีเปนการศึกษาตอเน่ืองจากโครงการวิจัยในปงบประมาณ พ.ศ. 2559  
ที่ไดทําการศึกษาถึงผลของสารสกัดสมุนไพรที่มีตอการแชแข็งถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยดวยเครื่องแชแข็ง
อัตโนมัติ เปนระยะเวลา 9 เดือน  และในการศึกษาครั้งน้ี (ปงบประมาณ พ.ศ. 2560) จะทําการศึกษา
ถึงผลของสารสกัดสมุนไพรที่มีตอการแชแข็งถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยดวยเครื่องแชแข็งอัตโนมัติตอเน่ืองใน
เดือนที่ 12 ของการเก็บรักษานํ้าเช้ือแบบแชแข็ง  เพื่อศึกษาถึงผลของการเก็บรักษานํ้าเช้ือแบบแช
แข็งในระยะเวลา 1 ป  รวมทั้งทําการศึกษาถึงผลของสารสกัดสมุนไพรที่มีตอการแชแข็งถุงนํ้าเช้ือ 
กุงแชบวยดวยกลองโฟม เปนระยะเวลา 3 เดือน  ผลการทดลองแสดงดังตอไปน้ี     
 
1. การศึกษาผลของสารสกัดสมุนไพรท่ีมีตอการแชแข็งถุงนํ้าเชื้อกุงแชบวยดวยเครื่องแชแข็ง
อัตโนมัติ   
 1.1  การเก็บรวบรวมพอพันธุกุงแชบวยสําหรับการแชแข็งแบบอัตโนมัติ 
 รวบรวมพอพันธุกุงแชบวยอายุประมาณ 6 เดือน จํานวน 80 ตัว จากทะเลบริเวณหาดบางแสน
และเขาสามมุข อําเภอเมือง จังหวัดชลบุรี  ที่มีนํ้าหนักเฉลี่ย 25.48±5.19 กรัม มีความยาวจากปลายกรี
ถึงปลาย Telson เทากับ 14.59±0.97 เซนติเมตร (ภาพที่ 8) จากน้ันดึงถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยจาก
บริเวณขาเดินคูที่ 5 ของพอพันธุกุงแชบวยทั้ง 2 ขาง (ภาพที่ 9) แลวนํามาวางในจานเพาะเช้ือที่มี Ca-
free saline ที่ปราศจากเช้ือ (ภาพที่ 10) และเก็บรักษาไวที่อุณหภูมิ 4±2 องศาเซลเซียส เพื่อใชใน
การทดลองตอไป 
 
 

 
 

ภาพท่ี 8 พอพันธุกุงแชบวย   
 



 26

 
 

ภาพท่ี 9 การดึงถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวย   
 
 

 
 

ภาพท่ี 10  ถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวย   
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 1.2  ลักษณะของสมุนไพรท่ีใชในการศึกษา 
 สมุนไพรจํานวน  2  ชนิด  ที่นํามาใชในการศึกษาครั้งน้ี  ไดแก  ใบมะรุม และขิง  โดยหลัง
อบแหงมีลักษณะดังแสดงในภาพที่ 11 เมื่อนํามาสกัดและระเหยแหงดวยเครื่อง Rotary evaporator 
สารสกัดใบมะรุมมีสีเขียวเขมอมดํา ขนเหนียว สวนสารสกัดขิงมีสีนํ้าตาล ขนเหนียว ดังแสดงในภาพที่ 
12  
 
 

               
                              (a)                                                    (b) 

 
ภาพท่ี 11  ลักษณะของสมุนไพรหลังอบแหง   

 (a)  ใบมะรมุ   (b)  ขิง 
 
   

            
                             
                                      (a)                                            (b) 

 
ภาพท่ี 12   ลักษณะของสารสกัดสมุนไพร   

 (a) สารสกัดใบมะรุม   (b)  สารสกัดขิง 
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 1.3  การทดสอบผลของสารสกัดสมุนไพรตอการเก็บรักษาถุงนํ้าเชื้อกุงแชบวยและการ
ยับยั้งแบคทีเรียกอโรคในถุงนํ้าเชื้อกุงแชบวยท่ีเก็บรักษาแบบแชแข็งดวยเครื่องแชแข็งอัตโนมัติ 
  1.3.1 ผลของสารสกัดสมุนไพรตอเปอรเซ็นตสเปรมท่ีมีชีวิตของกุงแชบวยท่ีแชแข็ง
โดยใชเครื่องแชแข็งแบบอัตโนมัติ 
 จากการศึกษาเปอรเซ็นตสเปรมที่มีชีวิตของกุงแชบวยที่เก็บรักษาแบบแชแข็งโดยใช
เครื่องแชแข็งอัตโนมัติพบวา เปอรเซ็นตสเปรมที่มีชีวิตของกุงแชบวยกอนเริ่มตนการทดลองมีคุณภาพ
ดีเย่ียม โดยมีคาเทากับ 99.89 ± 0.19%  สวนถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยที่เตรียมสําหรับแชแข็งดวยการเติม
สารที่แตกตางกัน ไดแก ชุดควบคุม การเติมยาปฏิชีวนะ การเติมสารสกัดใบมะรุม และการเติมสาร
สกัดขิง มีคาเปอรเซ็นตสเปรมที่มีชีวิตของกุงแชบวยไมแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P>0.05) 
กับถุงนํ้าเช้ือสดกอนการแชแข็ง  โดยมีคาเทากับ 99.44 ± 0.51%, 99.33 ± 0.33%, 99.89 ± 0.19%  
และ 99.33 ± 0.58% ตามลําดับ  นอกจากน้ีเมื่อเก็บรักษาถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยในไนโตรเจนเหลวเปน
ระยะเวลานาน 12 เดือน ไดแสดงใหเห็นวาคุณภาพนํ้าเช้ือไมแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ  
(P>0.05) กับชวงเริ่มตนการทดลอง  แตอยางไรก็ตามการเติมสารสกัดสมุนไพรมีผลตอเปอรเซ็นต
สเปรมที่มีชีวิตของกุงแชบวยเมื่อเก็บรักษาเปนระยะเวลานาน 12 เดือน กลาวคือเปอรเซ็นตสเปรมที่มี
ชีวิตของกุงแชบวยที่เติมสารสกัดขิงมีคาลดลงอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) โดยมีคาเทากับ 
98.22 ± 0.19%  ในขณะที่ถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยในชุดควบคุม ชุดเติมยาปฏิชีวนะและชุดเติมสารสกัด
ใบมะรุมมีคาเปอรเซ็นตสเปรมที่มีชีวิตเทากับ 99.11 ± 0.51%, 98.44 ± 1.58% และ 99.11 ± 0.51% 
ตามลําดับ ดังแสดงในตารางที่ 1 
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ตารางท่ี 1  เปอรเซ็นตสเปรมที่มีชีวิตของกุงแชบวยที่แชแข็งโดยใชเครื่องแชแข็งแบบอัตโนมัติ  
 

ระยะเวลาการทดลอง 
(เดือน) 

เปอรเซ็นตสเปรมทีม่ีชีวิต (%) 

ถุงนํ้าเช้ือสด ชุดควบคุม 
Penicillin-

streptomycin (0.1%) 
สารสกัดใบมะรมุ 
(0.1 mg/ml) 

สารสกัดขิง 
(0.1 mg/ml) 

กอนแชแข็ง 99.89 ± 0.19 a 99.44 ± 0.51 a,1 99.33 ± 0.33 a,1 99.89 ± 0.19 a,1 99.33 ± 0.58 a,1 

หลงัแชแข็ง 15 นาที  99.56 ± 0.19 a,1 99.67 ± 0.58 a,1 99.56 ± 0.19 a,1 99.67 ± 0.33 a,1 

1  99.89 ± 0.19 a,1 99.56 ± 0.51 a,1 99.78 ± 0.19 a,1 99.89 ± 0.19 a,1 

3  99.89 ± 0.19 a,1 99.44 ± 0.38 a,1 99.00 ± 1.00 a,1 99.67 ± 0.58 a,1 

6  99.00 ± 0.88 a,1 99.22 ± 0.51 a,1 99.56 ± 0.51 a,1 99.44 ± 0.69 a,1 

9  99.44 ± 0.69 a,1 99.56 ± 0.51 a,1 99.67 ± 0.33 a,1 99.56 ± 0.19 a,1 

12  99.11 ± 0.51 a,1 98.44 ± 1.58 a,1 99.11 ± 0.51 a,1 98.22 ± 0.19 a,2 

 

หมายเหตุ    คาเฉลี่ย  คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน 
   ตัวอักษรที่แตกตางกันในแนวนอนแสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) 
   ตัวเลขที่แตกตางกันในแนวต้ังแสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) 
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 ภาพท่ี 13   เปอรเซ็นตสเปรมทีม่ีชีวิตของกุงแชบวยที่แชแข็งโดยใชเครื่องแชแข็งแบบอัตโนมัติ 
 หมายเหตุ  ตัวอักษรที่แตกตางกันในแตละชุดการทดลองแสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ 
  ทางสถิติ (P<0.05) 
  ตัวเลขที่แตกตางกันในแตละชวงเวลาการทดลองแสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ 
  ทางสถิติ (P<0.05) 
   
 
 1.3.2 การประเมินการปนเปอนของแบคทีเรียกอโรคในมนุษยและสัตวนํ้าจาก 
ถุงนํ้าเชื้อกุงแชบวยท่ีผานการแชแข็งโดยใชเครื่องแชแข็งแบบอัตโนมัติ 
  1)  ปริมาณแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปท้ังหมด 
  จากการศึกษาพบวาถุงนํ้าเช้ือสดของกุงแชบวยกอนเริ่มตนการทดลองมีปริมาณ
แบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดเทากับ 3.33±0.58×103 CFU/g  ซึ่งแตกตางกับปริมาณ
แบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดในถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยกอนแชแข็งในชุดควบคุม ชุดที่เติมยา
ปฏิชีวนะ Penicillin-streptomycin 0.1%  ชุดที่เติมสารสกัดใบมะรุมความเขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอ
มิลลิลิตร และชุดที่เติมสารสกัดขิงความเขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ที่มีคาเทากับ 1.00±0.00×103, 
1.50±0.50×103, 1.25±0.15×103 และ 2.00±0.00×103 CFU/g  ตามลําดับ เมื่อนําถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวย
มาแชแข็งพบวา ปริมาณแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดมีคาลดลงอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 
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(P<0.05)  โดยสังเกตไดจากปริมาณแบคทีเรียกลุมน้ีในชุดควบคุมมีคาลดลงตลอดระยะการเก็บรักษา
นาน 12 เดือน  ซึ่งรูปแบบการลดลงดังกลาวน้ีมีลักษณะเชนเดียวกับการลดลงของแบคทีเรียกลุม 
เฮทเทอโรโทรปทั้งหมดในชุดการทดลองที่เติมยาปฏิชีวนะ Penicillin-streptomycin 0.1% และสาร
สกัดขิงความเขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ที่มีคาเทากับ 2.00±0.00×102 และ 1.00±0.00×102 
CFU/g ตามลําดับ หลังการเก็บรักษานาน 12 เดือน  แตอยางไรก็ตามการเติมสารสกัดใบมะรุมความ
เขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร สามารถลดปริมาณแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดใหมีคา
นอยกวา 10 CFU/g ได หลังการเก็บรักษานาน 12  เดือน ในไนโตรเจนเหลว แสดงใหเห็นวาสารสกัด
ใบมะรุมความเขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร  มีศักยภาพในการกําจัดแบคทีเรียที่ปนเปอนในการ
เก็บรักษาถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยแบบแชแข็ง ดังแสดงในตารางที่  2 
 
 2)  ปริมาณแบคทีเรียกลุม Vibrio 
 จากการศึกษาปริมาณแบคทีเรียกลุม Vibrio ในถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยที่แชแข็งโดย
ใชเครื่องแชแข็งแบบอัตโนมัติ  พบปริมาณแบคทีเรียกลุมน้ีนอยกวา 10 CFU/g  ในทุกชุดการทดลอง  
ดังแสดงในตารางที่ 3 
 
  3)  ปริมาณแบคทีเรียกลุม Pseudomonas 
 จากการศึกษาปริมาณแบคทีเรียกลุม Pseudomonas ในถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยที่
แชแข็งโดยใชเครื่องแชแข็งแบบอัตโนมัติ  พบปริมาณแบคทีเรียกลุมน้ีนอยกวา 10 CFU/g  ในทุกชุด
การทดลอง  ดังแสดงในตารางที่ 4 
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ตารางท่ี 2  ปริมาณแบคทเีรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดในถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยที่แชแข็งโดยใชเครือ่งแชแข็งแบบอัตโนมัติ 
 

ระยะเวลาการทดลอง 
(เดือน) 

ปริมาณแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทัง้หมด (CFU/g) 

ถุงนํ้าเช้ือสด ชุดควบคุม 
Penicillin-

streptomycin (0.1%) 
สารสกัดใบมะรมุ 

(0.1 mg/ml) 
สารสกัดขิง 

(0.1 mg/ml) 
กอนแชแข็ง 3.33±0.58×103  a 1.00±0.00×103  c,1 1.50±0.50×103  bc,1 1.25±0.15×103  c,1 2.00±0.00×103  b,1 

หลงัแชแข็ง 15 นาที  4.33±1.53×102  b,2 2.50±0.50×102  b,2 3.00±1.00×102  b,2 1.20±0.10×103  a,2 

1  1.00±0.00×102  b,3 1.50 ±0.50×102  b,2 2.50±0.50×102  b,2 2.00±1.00×103  a,1 

3  1.50±0.50×102  b,3 2.67±0.58×102  b,2 2.67±0.58×102  b,2 1.55±0.15×103  a,12 
6  1.67±1.15×102  a,3 2.67±1.52×102  a,2 1.50±0.50×102  a,2 2.00±0.00×102  a,3 
9  1.00±0.00×102  a,3 2.33±1.15×102  a,2 2.00±1.00×102  a,2 2.50±0.50×102  a,3 
12  1.50±0.50×102  b,3 2.00±0.00×102  a,2 < 10  d,3 1.00±0.00×102  c,3 

 
หมายเหตุ   คาเฉลี่ย ± คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน 
 ตัวอักษรที่แตกตางกันในแนวนอนแสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) 
 ตัวเลขที่แตกตางกันในแนวต้ังแสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) 
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 ภาพท่ี 14 ปรมิาณแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดในถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยที่แชแข็งโดยใช 
 เครื่องแชแข็งแบบอัตโนมัติ 
 หมายเหตุ  ตัวอักษรที่แตกตางกันในแตละชุดการทดลองแสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ 
  ทางสถิติ (P<0.05) 
  ตัวเลขที่แตกตางกันในแตละชวงเวลาการทดลองแสดงความแตกตางอยางม ี
  นัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) 
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ตารางท่ี 3  ปริมาณแบคทเีรียกลุม Vibrio ในถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยที่แชแข็งโดยใชเครื่องแชแข็งแบบอัตโนมัติ 
 

ระยะเวลาการทดลอง 
(เดือน) 

ปริมาณแบคทีเรียกลุม Vibrio (CFU/g) 

ถุงนํ้าเช้ือสด ชุดควบคุม 
Penicillin-

streptomycin (0.1%) 
สารสกัดใบมะรมุ 
(0.1 mg/ml) 

สารสกัดขิง 
(0.1 mg/ml) 

กอนแชแข็ง < 10 < 10 < 10 < 10 < 10 

หลงัแชแข็ง 15 นาที  < 10 < 10 < 10 < 10 

1  < 10 < 10 < 10 < 10 
3  < 10 < 10 < 10 < 10 
6  < 10 < 10 < 10 < 10 
9  < 10 < 10 < 10 < 10 
12  < 10 < 10 < 10 < 10 
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ตารางท่ี 4  ปริมาณแบคทเีรียกลุม Pseudomonas ในถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยที่แชแข็งโดยใชเครื่องแชแข็งแบบอัตโนมัติ 
 

ระยะเวลาการทดลอง 
(เดือน) 

ปริมาณแบคทีเรียกลุม Pseudomonas  (CFU/g) 

ถุงนํ้าเช้ือสด ชุดควบคุม 
Penicillin-

streptomycin (0.1%) 
สารสกัดใบมะรมุ 
(0.1 mg/ml) 

สารสกัดขิง 
(0.1 mg/ml) 

กอนแชแข็ง < 10 < 10 < 10 < 10 < 10 

หลงัแชแข็ง 15 นาที  < 10 < 10 < 10 < 10 

1  < 10 < 10 < 10 < 10 

3  < 10 < 10 < 10 < 10 

6  < 10 < 10 < 10 < 10 

9  < 10 < 10 < 10 < 10 

12  < 10 < 10 < 10 < 10 
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 1.3.4 ชนิดของแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปท้ังหมดในถุงนํ้าเชื้อกุงแชบวยท่ีแช
แข็งโดยใชเครื่องแชแข็งแบบอัตโนมัติ 
 จากการศึกษาชนิดของแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดในถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยที่
แชแข็งโดยใชเครื่องแชแข็งแบบอัตโนมัติที่เติมยาปฏิชีวนะ Penicillin-streptomycin 0.1% สารสกัด
ใบมะรุมความเขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร และสารสกัดขิงความเขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
พบแบคทีเรียแกรมบวกเปนสวนใหญ คือ แบคทีเรียแกรมบวก รูปกลม วงศ Microccoccaceae ไดแก 
Arthrobacter agilis, Kocuria palustris, Nesterenkonia halobia, Staphylococcus cohnii 
subsp. cohnii, Staphylococcus kloosii, Staphylococcus lentus และ Staphylococcus 
muscae และแบคทีเรียแกรมบวก รูปทอน วงศ Bacillaceae ไดแก Bacillus alcalophilus, 
Bacillus brevis, Bacillus fastidiosus, Bacillus firmus, Bacillus insolitus, Bacillus 
lentimorbus, Bacillus macquariensis, Bacillus megaterium, Bacillus pantothenticus และ 
Bacillus pasteurii สวนแบคทีเรียแกรมลบน้ันพบไมมากนักคือ แบคทีเรียแกรมลบ รูปทอน วงศ 
Enterobacteriaceae ไดแก Obesumbacterium proteus biogroup 1, Tatumella ptyseos 
และ Xenorhabdus luminescens/X. nemtophilus ดังแสดงในตารางที่ 5 
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ตารางท่ี 5 ชนิดของแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดในถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยที่แชแข็งโดยใชเครือ่งแชแข็งแบบอัตโนมัติ 
 

ชนิดแบคทีเรีย 
ถุง

น้ํา
เช

ื้อส
ด 

กอนแชแข็ง หลังแชแข็ง  
15 นาที 

เดือนที่ 1 เดือนที่ 3 เดือนที่ 6 เดือนที่ 9 เดือนที่ 12 

ชุด
คว

บค
ุม 

0.
1%

 P
S 

ใบ
มะ

รุม
 0

.1
 m

g/
m

L 

ขิง
 0

.1
 m

g/
m

L 

ชุด
คว

บค
ุม 

0.
1%

 P
S 

ใบ
มะ

รุม
 0

.1
 m

g/
m

L 

ขิง
 0

.1
 m

g/
m

L 

ชุด
คว

บค
ุม 

0.
1%

 P
S 

ใบ
มะ

รุม
 0

.1
 m

g/
m

L 

ขิง
 0

.1
 m

g/
m

L 

ชุด
คว

บค
ุม 

0.
1%

 P
S 

ใบ
มะ

รุม
 0

.1
 m

g/
m

L 

ขิง
 0

.1
 m

g/
m

L 

ชุด
คว

บค
ุม 

0.
1%

 P
S 

ใบ
มะ

รุม
 0

.1
 m

g/
m

L 

ขิง
 0

.1
 m

g/
m

L 

ชุด
คว

บค
ุม 

0.
1%

 P
S 

ใบ
มะ

รุม
 0

.1
 m

g/
m

L 

ขิง
 0

.1
 m

g/
m

L 

ชุด
คว

บค
ุม 

0.
1%

 P
S 

ใบ
มะ

รุม
 0

.1
 m

g/
m

L 

ขิง
 0

.1
 m

g/
m

L 

แบคทีเรียแกรมบวก รูปกลม 
วงศ Microccoccaceae 
Arthrobacter agilis  X X X X X X X X X X X X X X X  X X X X X X X X X X X X X 
Kocuria palustris      X X   X X X X X X X X X X X X    X X X X  
Nesterenkonia halobia X X X X X X X X X X X X X X X  X    X X X X X X X X X 
Staphylococcus cohnii subsp. cohnii           X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X 
Staphylococcus kloosii X  X X X X X X X X X X X X   X X X X X X X X X X X X X 
Staphylococcus lentus X  X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X 
Staphylococcus muscae X X X X X X X X X X X X  X X X X X X X X X X X X X X X X 
แบคทีเรียแกรมบวก รูปทอน 
วงศ Bacillaceae 
Bacillus alcalophilus X X X X X X X  X X X X X X X X X X X X X     X X X X 
Bacillus brevis X X X   X X X X X X X X X X X X X X X  X X X X X X X X 
Bacillus fastidiosus  X  X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X 
Bacillus firmus       X X  X  X X X X X  X X X X X X X X X  X X 
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ตารางท่ี 5 ชนิดของแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดในถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยที่แชแข็งโดยใชเครือ่งแชแข็งแบบอัตโนมัติ (ตอ) 
 

ชนิดแบคทีเรีย 
ถุง

น้ํา
เช

ื้อส
ด 

กอนแชแข็ง หลังแชแข็ง 15 
นาที 

เดือนที่ 1 เดือนที่ 3 เดือนที่ 6 เดือนที่ 9 เดือนที่ 12 

ชุด
คว

บค
ุม 

0.
1%

 P
S 

ใบ
มะ

รุม
 0

.1
 m

g/
m

L 

ขิง
 0

.1
 m

g/
m

L 

ชุด
คว

บค
ุม 

0.
1%

 P
S 

ใบ
มะ

รุม
 0

.1
 m

g/
m

L 

ขิง
 0

.1
 m

g/
m

L 

ชุด
คว

บค
ุม 

0.
1%

 P
S 

ใบ
มะ

รุม
 0

.1
 m

g/
m

L 

ขิง
 0

.1
 m

g/
m

L 

ชุด
คว

บค
ุม 

0.
1%

 P
S 

ใบ
มะ

รุม
 0

.1
 m

g/
m

L 

ขิง
 0

.1
 m

g/
m

L 

ชุด
คว

บค
ุม 

0.
1%

 P
S 

ใบ
มะ

รุม
 0

.1
 m

g/
m

L 

ขิง
 0

.1
 m

g/
m

L 

ชุด
คว

บค
ุม 

0.
1%

 P
S 

ใบ
มะ

รุม
 0

.1
 m

g/
m

L 

ขิง
 0

.1
 m

g/
m

L 

ชุด
คว

บค
ุม 

0.
1%

 P
S 

ใบ
มะ

รุม
 0

.1
 m

g/
m

L 

ขิง
 0

.1
 m

g/
m

L 

Bacillus insolitus X X X X X X X X X X X X X X X X X  X X X X X X X X X X X 
Bacillus lentimorbus X X X X  X   X X X X X X X X X X X X X X X X X   X  
Bacillus macquariensis X X X X X X X X X X X X X X X X X  X X X X X X X X X X X 
Bacillus megaterium     X X X X X X  X X X X X X X X X X X X X X X X X X 
Bacillus pantothenticus     X   X X X X X X   X X X X X X X X X  X X X X 
Bacillus pasteurii X  X X      X X X X X X X X   X  X X X  X  X  
แบคทีเรียแกรมลบ รูปทอน 
วงศ Enterobacteriaceae 
Obesumbacterium proteus  
biogroup 1 

 X X  X  X  X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X 

Tatumella ptyseos  X X X X X X X X X X X X  X X X X X X X X X X X X X X X X 
Xenorhabdus luminescens/ 
X. nemtophilus 

X X X X X X X X X X   X X X X X X X X X X X X X X X X X 

 
หมายเหตุ    =  พบ,  X   =  ไมพบ   38 
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ตารางท่ี 6 ผลการทดสอบทางชีวเคมีของแบคทเีรียแกรมบวก รูปกลม วงศ Microccoccaceae 
 

ชนิดของแบคทีเรีย การทดสอบทางชีวเคมี 

Ca
ta

la
se

 

Co
ag

ul
as

e 

O
xid

as
e 

Ni
tra

te
 

M
ot

ili
ty

 

Ur
ea

se
 

Ar
gin

in
e 

di
hy

dr
ol

as
e 

O
rn

ith
in

e 
de

ca
rb

ox
yl

as
e 

Po
ly

m
yx

in
 B

 

No
vo

bi
oc

in
 

Es
cu

lin
 H

yd
ro

ly
sis

 

St
ar

ch
 H

yd
ro

ly
sis

 

Ge
la

tin
 H

yd
ro

ly
sis

 

Acid from 

Gl
uc

os
e 

M
al

to
se

 

Su
cr

os
e 

La
ct

os
e 

M
an

ni
to

l 

M
an

no
se

 

Ar
ab

in
os

e 

Tr
eh

al
os

e 

Xy
lo

se
 

Ra
ffi

no
se

 

Ce
llo

bi
os

e 

Arthrobacter agilis + N + - + - - N N N + + + - N N - - - N N - N N 
Kocuria palustris + N -  + - + - N N N - - - + - + - - - - N - N N 
Nesterenkonia 
halobia 

+ N + - - - - N N N N + N + N N + + + N - + N N 

Staphylococcus 
cohnii subsp. cohnii  

+ - - - - - - - S R N N N + - - - + + - + - - - 

Staphylococcus 
kloosii 

+ - - - - - - - S R N N N + + - - + - - + - - - 

Staphylococcus 
lentus 

+ - + + - - - - S R N N N + - + + + + - + - + + 

Staphylococcus 
muscae 

+ - - + - - - - N S N N N + - + - - - - + + - + 

 
หมายเหตุ  N หมายถึง ไมไดทําการทดสอบ, S หมายถึง Susceptible, R หมายถึง Resistant 
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ตารางท่ี 7 ผลการทดสอบทางชีวเคมีของแบคทเีรียแกรมบวก รูปทอน วงศ Bacillaceae 
 

ชนิดของแบคทีเรีย การทดสอบทางชีวเคมี 

Ca
ta

la
se

 

An
ae

ro
bi

c 
gr

ow
th

 

VP
 te

st
 

Ci
tra

te
 u

til
iza

tio
n 

Acid from 

St
ar

ch
 

hy
dr

ol
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is 

Ga
s 

fro
m

 g
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se

 

Ni
tra

te
 re

du
ct
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n 

Ge
la
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 h

yd
ro

ly
sis

 

pH
 in

 V
P 

br
ot

h 
6

 

pH
 in

 V
P 

br
ot

h 
7

 

Gr
ow

th
 a

t p
H 

6.
8 

Nu
tri

en
t b
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th

 

Gr
ow

th
 in

 N
aC

l 5
%

 

Gr
ow

th
 in

 N
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l 7
%

 

Growth at 

D-
 m

an
ni

to
l 

D-
 g

lu
co

se
 

L-
 a

ra
bi

no
se

 

10
o c  

40
o c 

50
o c 

55
o c 

65
o c 

Bacillus alcalophilus + - - - + + + + - - + - - - - - + + - - - 
Bacillus brevis + - - - + + - - - - + - + + - - - + - - - 
Bacillus fastidiosus + - - - N N N - - - - - + - + - + + - - - 
Bacillus firmus + - - - + + - + - + + - - + + + N + - - - 
Bacillus insolitus + - - - - - - - - - - - - + - - + - - - - 
Bacillus lentimorbus + + - - - + - - - - - N - - - - - - - - - 
Bacillus macquariensis + + - - + + - + - - - + - + - - + - - - - 
Bacillus megaterium + - - + + + + + - - + N - + N + + N - - - 
Bacillus pantothenticus + + - - - + - + - + + + - + + + - + N - - 
Bacillus pasteurii + + - - - - - - - + + - + - + + + + - - - 
 
หมายเหตุ  N หมายถึง ไมไดทําการทดสอบ 
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ตารางท่ี 8  ผลการทดสอบทางชีวเคมีของแบคทีเรียแกรมลบ รูปทอน วงศ  Enterobacteriaceae 
 

ชนิดของแบคทีเรีย การทดสอบทางชีวเคมี 

H 2
S 

pr
od
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do

le
 p

ro
du

ct
io

n 
te

st
 

M
et

hy
l r
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Su
cr
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M
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l 

Ar
ab

in
os

e 

M
al

to
se

 

Obesumbacterium proteus 
biogroup 1 

- - + N - - - - + - - + - - 

Tatumella ptyseos  - - - - - - - - - - + - - - 
Xenorhabdus luminescens/ 
X. nemtophilus 

- N - - - - + - - - - - - - 

 
N หมายถึง ไมไดทําการทดสอบ 
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2.  การศึกษาผลของสารสกัดสมุนไพรท่ีมีตอการแชแข็งถุงนํ้าเชื้อกุงแชบวยโดยใชกลองโฟม 
 2.1  การเก็บรวบรวมพอพันธุกุงแชบวยสําหรับการแชแข็งแบบกลองโฟม 
 เก็บรวบรวมพอพันธุกุงแชบวยอายุประมาณ 6 เดือน จํานวน 80 ตัว จากบริเวณทะเลหาด
บางแสนและทะเลเขาสามมุข อําเภอเมือง จังหวัดชลบุรี มีนํ้าหนักเฉลี่ย 27.20 ± 0.67 กรัม มีความยาว
จากปลายกรีถึงปลาย Telson เทากับ 14.33±1.22 เซนติเมตร จากน้ันดึงถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยจาก
บริเวณขาเดินคูที่ 5 ของพอพันธุกุงแชบวยทั้ง 2 ขาง แลวนํามาวางในจานเพาะเช้ือที่มี Ca-free saline 
ที่ปราศจากเช้ือและเก็บรักษาไวที่อุณหภูมิ 4±2 องศาเซลเซียส บนนํ้าแข็ง เพื่อใชในการทดลองตอไป 
 
 2.2  การทดสอบผลของสารสกัดสมุนไพรตอการเก็บรักษาถุงนํ้าเชื้อกุงแชบวยและการ
ยับยั้งแบคทีเรียกอโรคในถุงนํ้าเชื้อกุงแชบวยท่ีเก็บรักษาแบบแชแข็งโดยใชกลองโฟม 
 2.2.1  ผลของสารสกัดสมุนไพรตอเปอรเซ็นตสเปรมท่ีมีชีวิตของกุงแชบวยท่ีเก็บ
รักษาแบบแชแข็งโดยใชกลองโฟม 
 จากการศึกษาเปอรเซ็นตสเปรมที่มีชีวิตของกุงแชบวยที่เก็บรักษาแบบแชแข็งโดยใช
กลองโฟม พบวาเปอรเซ็นตสเปรมที่มีชีวิตของกุงแชบวยกอนเริ่มตนการทดลองมีคุณภาพดีเย่ียม
เชนเดียวกับถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยที่แชแข็งดวยเครื่องแชแข็งอัตโนมัติ  โดยมีคาเทากับ 99.78 ± 0.39% 
สวนเปอรเซ็นตสเปรมที่มีชีวิตของกุงแชบวยในชุดควบคุม ชุดเติมยาปฏิชีวนะ Penicillin-streptomycin 
0.1%  ชุดเติมสารสกัดใบมะรุมความเขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร และชุดเติมสารสกัดขิงความ
เขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร กอนการแชแข็งมีคาไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ  
(P>0.05) กับถุงนํ้าเช้ือสด  โดยมีคาเทากับ 99.61 ± 0.68%, 99.64 ± 0.03%, 99.56 ± 0.51% และ 
99.59 ± 0.36% ตามลําดับ  โดยตลอดการเก็บรักษาถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยเปนระยะเวลานาน 3 เดือน 
พบวาคุณภาพนํ้าเช้ือในทุกชุดการทดลองไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P>0.05) ดังแสดง
ในตารางที่ 9 
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ตารางท่ี 9  เปอรเซ็นตสเปรมที่มีชีวิตของกุงแชบวยที่แชแข็งโดยใชกลองโฟม 
 

ระยะเวลาการทดลอง 
(เดือน) 

เปอรเซ็นตสเปรมทีม่ีชีวิต (%) 

ถุงนํ้าเช้ือสด ชุดควบคุม 
Penicillin-

streptomycin (0.1%) 
สารสกัดใบมะรมุ 
(0.1 mg/ml) 

สารสกัดขิง 
(0.1 mg/ml) 

กอนแชแข็ง 99.78 ± 0.39 a 99.61 ± 0.68 a,1 99.64 ± 0.03 a,1 99.56 ± 0.51 a,1 99.59 ± 0.36 a,1 

หลงัแชแข็ง 15 นาที  99.89 ± 0.19 a,1 99.55 ± 0.53 a,1 99.78 ± 0.19 a,1 99.62 ± 0.41 a,1 

1  99.89 ± 0.19 a,1 99.55 ± 0.53 a,1 99.77 ± 0.20 a,1 99.62 ± 0.41 a,1 

3  99.65 ± 0.36 a,1 99.86 ± 0.24 a,1 99.30 ± 0.60 a,1 99.40 ± 0.21 a,1 

 
หมายเหตุ   คาเฉลี่ย  คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน 
 ตัวอักษรที่แตกตางกันในแนวนอนแสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) 
 ตัวเลขที่แตกตางกันในแนวต้ังแสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) 
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 ภาพท่ี 15  เปอรเซ็นตสเปรมทีม่ีชีวิตของกุงแชบวยที่แชแข็งโดยใชกลองโฟม 
 หมายเหตุ  ตัวอักษรที่แตกตางกันในแตละชุดการทดลองแสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ 
  ทางสถิติ (P<0.05) 
  ตัวเลขที่แตกตางกันในแตละชวงเวลาการทดลองแสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ 
  ทางสถิติ (P<0.05) 
 
 
 2.2.2 การประเมินการปนเปอนของแบคทีเรียกอโรคในมนุษยและสัตวนํ้าจาก 
ถุงนํ้าเชื้อกุงแชบวยท่ีเก็บรักษาแบบแชแข็งโดยใชกลองโฟม 
 1)  ปริมาณแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปท้ังหมด 
 ถุงนํ้าเช้ือสดของกุงแชบวยกอนเริ่มตนการทดลองมีปริมาณแบคทีเรียกลุม 
เฮทเทอโรโทรปทั้งหมดเทากับ 2.00±1.00×103 CFU/g ซึ่งไมแตกตางกับปริมาณแบคทีเรียกลุม 
เฮทเทอโรโทรปทั้งหมดในถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยกอนแชแข็งในชุดควบคุม ชุดที่เติมสารสกัดใบมะรุม 
ความเขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร และชุดที่เติมสารสกัดขิง ความเขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอ
มิลลิลิตร ที่มีคาเทากับ 2.00±0.20×103, 1.50±0.50×103 และ 1.50±0.50×103  CFU/g  ตามลําดับ  
เมื่อเก็บรักษาถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยในไนโตรเจนเหลวเปนระยะเวลานาน 3  เดือน พบวาชุดการทดลอง
ที่เติมสารสกัดขิง ความเขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร สามารถลดปริมาณแบคทีเรียกลุมน้ีใหเหลือ 
3.00±1.00×102 CFU/g ซึ่งแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) กับถุงนํ้าเช้ือกอนแชแข็ง  
ดังแสดงในตารางที่ 10   
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 2)  ปริมาณแบคทีเรียกลุม Vibrio 
   จากการศึกษาปริมาณแบคทีเรียกลุม Vibrio ในถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยที่เก็บรักษา
แบบแชแข็งดวยการแชแข็งในกลองโฟม พบปริมาณแบคทีเรียกลุมน้ีนอยกวา 10 CFU/g  ในทุกชุด
การทดลอง  ดังแสดงในตารางที่ 11 
 
 3)  ปริมาณแบคทีเรียกลุม Pseudomonas 
 จากการศึกษาปริมาณแบคทีเรียกลุม Pseudomonas ในถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยที่
เก็บรักษาแบบแชแข็งดวยการแชแข็งในกลองโฟม  พบปริมาณแบคทีเรียกลุมน้ีนอยกวา 10 CFU/g  
ในทุกชุดการทดลอง  ดังแสดงในตารางที่ 12 
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ตารางท่ี 10  ปริมาณแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดในถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยที่แชแข็งโดยใชกลองโฟม 
 

ระยะเวลาการทดลอง 
(เดือน) 

ปริมาณแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทัง้หมด (CFU/g) 

ถุงนํ้าเช้ือสด ชุดควบคุม 
Penicillin-

streptomycin (0.1%) 
สารสกัดใบมะรมุ 

(0.1 mg/ml) 
สารสกัดขิง 

(0.1 mg/ml) 
กอนแชแข็ง 2.00±1.00×103  a 2.00±0.20×103  a,1 2.50±1.50×102  b,2 1.50±0.50×103  a,2 1.50±0.50×103  a,2 

หลงัแชแข็ง 15 นาที  1.10±0.90×103  bc,2 2.50±1.50×102  c,2 5.00±2.00×103  a,1 3.33±1.53×103  ab,1 

1  2.00±0.00×103  b,1 3.50±0.50×102  d,2 7.50±4.50×103  a,1 9.33±0.31×102  c,2 
3  1.20±0.20×103  b,2 3.33±1.53×102  c,2 1.60±0.30×103  a,2 3.00±1.00×102  c,2 

 
หมายเหตุ  คาเฉลี่ย ± คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน 
 ตัวอักษรที่แตกตางกันในแนวนอนแสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) 
 ตัวเลขที่แตกตางกันในแนวต้ังแสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) 
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 ภาพท่ี 16 ปริมาณแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทัง้หมดในถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยที่แชแข็งโดยใช 
 กลองโฟม 
 หมายเหตุ  ตัวอักษรที่แตกตางกันในแตละชุดการทดลองแสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ 
  ทางสถิติ (P<0.05) 
  ตัวเลขที่แตกตางกันในแตละชวงเวลาการทดลองแสดงความแตกตางอยางม ี
  นัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) 
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ตารางท่ี 11  ปริมาณแบคทีเรียกลุม Vibrio ในถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยที่แชแข็งโดยใชกลองโฟม 
 

ระยะเวลาการทดลอง 
(เดือน) 

ปริมาณแบคทีเรียกลุม Vibrio (CFU/g) 

ถุงนํ้าเช้ือสด ชุดควบคุม 
Penicillin-

streptomycin (0.1%) 
สารสกัดใบมะรมุ 
(0.1 mg/ml) 

สารสกัดขิง 
(0.1 mg/ml) 

กอนแชแข็ง < 10 < 10 < 10 < 10 < 10 

หลงัแชแข็ง 15 นาที  < 10 < 10 < 10 < 10 

1  < 10 < 10 < 10 < 10 
3  < 10 < 10 < 10 < 10 

 
 
ตารางท่ี 12  ปริมาณแบคทเีรียกลุม Pseudomonas ในถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยที่แชแข็งโดยใชกลองโฟม 
 

ระยะเวลาการทดลอง 
(เดือน) 

ปริมาณแบคทีเรียกลุม Pseudomonas  (CFU/g) 

ถุงนํ้าเช้ือสด ชุดควบคุม 
0.1%Penicillin-
streptomycin 

สารสกัดใบมะรมุ 
(0.1 mg/ml) 

สารสกัดขิง 
(0.1 mg/ml) 

กอนแชแข็ง < 10 < 10 < 10 < 10 < 10 

หลงัแชแข็ง 15 นาที  < 10 < 10 < 10 < 10 

1  < 10 < 10 < 10 < 10 
3  < 10 < 10 < 10 < 10 
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 1.2.3  ชนิดของแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปท้ังหมดในถุงนํ้าเชื้อกุงแชบวยท่ีเก็บ
รักษาแบบแชแข็งโดยใชกลองโฟม 

การศึกษาชนิดของแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดในถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยที่เก็บ
รักษาแบบแชแข็งโดยใชกลองโฟม สามารถจัดจําแนกชนิดของแบคทีเรียไดทั้งหมด 6 วงศ 
ประกอบดวยแบคทีเรียแกรมบวก คือ Micrococcaceae ไดแก Kocuria palustris, Micrococcus 
antarcticus, Staphylococcus aureus subsp. aureus, Staphylococcus epidermidis / 
Staphylococcus lugdunensis, Staphylococcus fleurettii และ Staphylococcus hemoliticus  
วงศ Bacillaceae ไดแก Bacillus alcalophilus, Bacillus badius, Bacillus circulans, Bacillus 
fastidiosus, Bacillus firmus, Bacillus insolitus, Bacillus pantothenticus, Bacillus 
megaterium, Bacillus pasteurii และ Bacillus thuringiencsis  และพบแบคทีเรียแกรมลบ คือ วงศ 
Pseudomonadaceae ไดแก Gilardi rod group 1  วงศ Alcaligenaceae ไดแก Bordetella 
trematum, วงศ Vibrionaceae ไดแก Plesiomonas shigelloides และวงศ Enterobacteriaceae 
ไดแก Xenorhabdus luminescens/X. Nemtophilus ดังแสดงในตารางที่ 13 
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ตารางท่ี 13  ชนิดของแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดในถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยที่แชแข็งโดยใชกลองโฟม 
 

ชนิดแบคทีเรีย 

ถุง
น้ํา

เช
ื้อส

ด 

กอนแชแข็ง หลังแชแข็ง  
15 นาที 

เดือนที่ 1 เดือนที่ 3 

ชุด
คว

บค
ุม 

0.
1%

 P
S 

ใบ
มะ

รุม
 0

.1
 m

g/
m

L 

ขิง
 0

.1
 m

g/
m

L 

ชุด
คว

บค
ุม 

0.
1%

 P
S 

ใบ
มะ

รุม
 0

.1
 m

g/
m

L 

ขิง
 0

.1
 m

g/
m

L 

ชุด
คว

บค
ุม 

0.
1%

 P
S 

ใบ
มะ

รุม
 0

.1
 m

g/
m

L 

ขิง
 0

.1
 m

g/
m

L 

ชุด
คว

บค
ุม 

0.
1%

 P
S 

ใบ
มะ

รุม
 0

.1
 m

g/
m

L 

ขิง
 0

.1
 m

g/
m

L 

แบคทีเรียแกรมบวก รูปกลม 
วงศ Microccoccaceae 
Kocuria palustris X X X X X X X X X      X X  
Micrococcus antarcticus X  X X X X X X X X X X X X X X X 
Staphylococcus aureus subsp. aureus X X X X X X X X X X X  X X X X X 
Staphylococcus epidermidis / 
Staphylococcus lugdunensis 

X X X X X X   X X X X X X X X X 

Staphylococcus fleurettii X X X X X X X X X X X X  X X X X 
Staphylococcus hemoliticus X X  X X   X X X X X X X X X X 
แบคทีเรียแกรมบวก รูปทอน 
วงศ Bacillaceae 
Bacillus alcalophilus X X X X X X X X X     X X   
Bacillus badius X X X X X X   X X X X X X  X  
Bacillus circulans  X              X X 
Bacillus fastidiosus X X  X X  X   X X X X X X X X 50 
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ตารางท่ี 13  ชนิดของแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดในถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยที่แชแข็งโดยใชกลองโฟม (ตอ) 
 

ชนิดแบคทีเรีย 

ถุง
น้ํา

เช
ื้อส

ด 

กอนแชแข็ง หลังแชแข็ง  
15 นาที 

เดือนที่ 1 เดือนที่ 3 

ชุด
คว

บค
ุม 

0.
1%

 P
S 

ใบ
มะ

รุม
 0

.1
 m

g/
m

L 

ขิง
 0

.1
 m

g/
m

L 

ชุด
คว

บค
ุม 

0.
1%

 P
S 

ใบ
มะ

รุม
 0

.1
 m

g/
m

L 

ขิง
 0

.1
 m

g/
m

L 

ชุด
คว

บค
ุม 

0.
1%

 P
S 

ใบ
มะ

รุม
 0

.1
 m

g/
m

L 

ขิง
 0

.1
 m

g/
m

L 

ชุด
คว

บค
ุม 

0.
1%

 P
S 

ใบ
มะ

รุม
 0

.1
 m

g/
m

L 

ขิง
 0

.1
 m

g/
m

L 

แบคทีเรียแกรมบวก รูปทอน 
วงศ Bacillaceae 
Bacillus firmus  X X X X   X  X X  X     
Bacillus insolitus                  
Bacillus pantothenticus X X X X X X  X X X X X X X X X X 
Bacillus megaterium X X X X X X X X X X   X  X X  
Bacillus pasteurii X X X X X X X X X  X X  X    
Bacillus thuringiencsis   X X   X  X X X X X X X X X 
แบคทีเรียแกรมลบ รูปทอน 
วงศ Pseudomonadaceae 
Gilardi rod group 1  X  X X X X X X X X X X X X X X X 
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ตารางท่ี 13  ชนิดของแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดในถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยที่แชแข็งโดยใชกลองโฟม (ตอ) 
 

ชนิดแบคทีเรีย 

ถุง
น้ํา

เช
ื้อส

ด 

กอนแชแข็ง หลังแชแข็ง  
15 นาที 

เดือนที่ 1 เดือนที่ 3 

ชุด
คว

บค
ุม 

0.
1%

 P
S 

ใบ
มะ

รุม
 0

.1
 m

g/
m

L 

ขิง
 0

.1
 m

g/
m

L 

ชุด
คว

บค
ุม 

0.
1%

 P
S 

ใบ
มะ

รุม
 0

.1
 m

g/
m

L 

ขิง
 0

.1
 m

g/
m

L 

ชุด
คว

บค
ุม 

0.
1%

 P
S 

ใบ
มะ

รุม
 0

.1
 m

g/
m

L 

ขิง
 0

.1
 m

g/
m

L 

ชุด
คว

บค
ุม 

0.
1%

 P
S 

ใบ
มะ

รุม
 0

.1
 m

g/
m

L 

ขิง
 0

.1
 m

g/
m

L 

แบคทีเรียแกรมลบ รูปทอน 
วงศ Alcaligenaceae 
Bordetella trematum X X X   X  X  X X X X X X X X 
วงศ Vibrionaceae 
Plesiomonas shigelloides X X  X X X X X X X X X X X X X X 
วงศ Enterobacteriaceae 
Xenorhabdus luminescens / 
Xenorhabdus nemtophilus 

X  X X X X X X X X X X X X X X X 

 
หมายเหตุ    =  พบ 
 X   =  ไมพบ   
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ตารางท่ี 14  ผลการทดสอบทางชีวเคมีของแบคทีเรียแกรมบวก รูปกลม วงศ Microccoccaceae 
 

ชนิดของแบคทีเรีย การทดสอบทางชีวเคมี 
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Kocuria palustris + N - + - + - N N N - - - + - + - - - - N - N N 
Micrococcus 
antarcticus 

+ N + + - - - N N N - + - - N N - - - + - - - N 

Staphylococcus 
aureus subsp. aureus 

+ + - + - + + - R S N N N + + + + + + - + - - - 

Staphylococcus 
epidermidis /  
S. lugdunensis 

+ - - + - + N N R S N N N + + + + - + - N - - - 

Staphylococcus 
fleurettii 

+ - + + - - - - N R N N N + + + - - + + + + - - 

Staphylococcus 
hemoliticus 

+ - - + - - + - S S N N N + + + - - - - + - - - 

 

หมายเหตุ  N หมายถึง ไมไดทําการทดสอบ, S หมายถึง Susceptible, R หมายถึง Resistant 
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ตารางท่ี 15 ผลการทดสอบทางชีวเคมีของแบคทเีรียแกรมบวก รูปทอน วงศ Bacillaceae 
 

ชนิดของแบคทีเรีย การทดสอบทางชีวเคมี 
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Growth with Temp. 

10oc 40oc 50oc 55oc 65oc 

Bacillus alcalophilus + - - - + + - - + + + - - - - - + + - - - 
Bacillus badius + - - - - - - - - - N - + + + N - + + - - 
Bacillus circulans + + - + + + - + + + + + - + + + N + - - - 
Bacillus fastidiosus + - - - N - - - N N - N N - + - + + - - - 
Bacillus firmus + - - - - + - + + + + - - + + + N + - - - 
Bacillus insolitus + - - - - - - - - - - - - + - - + - - - - 
Bacillus 
pantothenticus 

+ + - - - + - + - + + + - + + + - + N - - 

Bacillus megaterium + - - + + + - + + + + N - + N N + N - - - 
Bacillus pasteurii + + - N N - - + N N + N N - + + N N - - - 
Bacillus thuringiencsis + + + + - + - + - + + + - + + + + + - - - 

 
N หมายถึง ไมไดทําการทดสอบ 
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ตารางท่ี 16 ผลการทดสอบทางชีวเคมีของแบคทเีรียแกรมลบ รปูทอน วงศ Pseudomonadaceae 
 

ชนิดของแบคทีเรีย การทดสอบทางชีวเคมี 
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Gilardi rod group 1 + - - - - - - + - - 

 
 
ตารางท่ี 17 ผลการทดสอบทางชีวเคมีของแบคทเีรียแกรมลบ รปูทอน วงศ Alcaligenaceae 
 

ชนิดของแบคทีเรีย การทดสอบทางชีวเคมี 
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Bordetella trematum - + - + - - + - - + - + + + - 
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ตารางท่ี 18 ผลการทดสอบทางชีวเคมีของแบคทเีรียแกรมลบ รปูทอน วงศ Vibrionaceae 
 

ชนิดของแบคทีเรีย 

การทดสอบทางชีวเคมี 
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Plesiomonas shigelloides + + + + + - A/A- + - - - - - + - - 

 
 
ตารางท่ี 19  ผลการทดสอบทางชีวเคมีของแบคทีเรียแกรมลบ รปูทอน วงศ Enterobacteriaceae 
 

ชนิดของแบคทีเรีย 

การทดสอบทางชีวเคมี 
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Xenorhabdus luminescens/X. nemtophilus - + - - - - + - - - - - - - 
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บทที่ 5 
สรุปและอภิปรายผลการทดลอง 

 
สรุปผลการทดลอง 
 1. การประยุกตใชสารสกัดสมุนไพรในการเก็บรักษาถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยแบบแชแข็งโดยใช
เครื่องแชแข็งแบบอัตโนมัติแสดงใหเห็นวา สารสกัดใบมะรุมความเขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร  
มีศักยภาพเหมาะสมในการเก็บรักษาถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวย  เน่ืองจากสามารถรักษาเปอรเซ็นตสเปรมที่
มีชีวิตของกุงแชบวยใหมีคุณภาพดีเย่ียมตลอดการเก็บรักษาเปนระยะเวลานาน 1 ป  โดยมีคุณภาพ 
ไมแตกตางจากนํ้าเช้ือที่เติมยาปฏิชีวนะ Penicillin-streptomycin 0.1%  นอกจากน้ันยังสามารถลด
ปริมาณแบคทีเรยีกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดดวยประสิทธิภาพที่สูงกวาการเติมยาปฏิชีวนะ Penicillin-
streptomycin 0.1% อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) หลังการเก็บรักษาเปนระยะเวลา 1 ป  
 2. การเก็บรักษาถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยแบบแชแข็งโดยการใชกลองโฟมรวมกับการประยุกตใช
สารสกัดใบมะรุมและสารสกัดขิง พบวาสารสกัดใบมะรุมและสารสกัดขิงมีประสิทธิภาพในการรักษา
เปอรเซ็นตสเปรมที่มีชีวิตของกุงแชบวยไดใกลเคียงกันและไมแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ  
(P>0.05) กับการเติมยาปฏิชีวนะ Penicillin-streptomycin 0.1% ตลอดการเก็บรักษาเปนระยะเวลา  
3 เดือน  แตอยางไรก็ตามเมื่อประเมินถึงประสิทธิภาพในการลดปริมาณแบคทีเรียพบวา สารสกัดขิง
ความเขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร สามารถลดปริมาณแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดได
เทียบเทายาปฏิชีวนะ Penicillin-streptomycin 0.1% และสูงกวาสารสกัดใบมะรุมความเขมขน 0.1 
มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) 
   
อภิปรายผลการทดลอง 
1. การเก็บรักษาถุงนํ้าเชื้อกุงแชบวยแบบแชแข็งโดยใชเครื่องแชแข็งแบบอัตโนมัติ 
 การศึกษาในครั้งน้ีประสบความสําเร็จในการเก็บรักษาถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยแบบใชเครื่องมือ
อัตโนมัติเปนระยะเวลานานถึง 1 ป   โดยสามารถรักษาคุณภาพนํ้าเช้ือไดอยางดีเย่ียม (เปอรเซ็นต
สเปรมที่มีชีวิตสูงกวา 95%)  แสดงใหเห็นวากระบวนการเก็บรักษาต้ังแตการเตรียมถุงนํ้าเช้ือ 
สารละลายบัฟเฟอร  อัตราการลดอุณหภูมิและอัตราการละลายถุงนํ้าเช้ือ มีความเหมาะสมและมี
ประสิทธิภาพสูง  ซึ่งสอดคลองกับรายงานทางวิชาการหลายฉบับที่รายงานถึงความสําเร็จในการเก็บ
รักษาถุงนํ้าเช้ือกุงแบบแชแข็ง  ยกตัวอยางเชน Akarasanon et al. (2004)  ไดรายงานถึงความสําเร็จ
ในการรักษาเปอรเซ็นตสเปรมที่มีชีวิตและอัตราการปฏิสนธิของนํ้าเช้ือกุงกามกราม (Macrobrachium 
rosenbergii (de Man)) ดวยการเก็บรกัษาแบบแชแข็งนานกวา 150 วัน  Bart et al. (2006)  ประสบ
ความสําเร็จในการผสมเทียมถุงนํ้าเช้ือกุงกุลาดํา (Penaeus monodon) ที่เก็บรักษาแบบแชแข็ง โดย
มีการปฏิสนธิสูงถึง 79%  นอกจากน้ันยังมีรายงานวาการเก็บรักษาถุงนํ้าเช้ือกุงกามกราม กุงทะเล
และปูทะเล ในไนโตรเจนเหลวประสบความสําเร็จหลังการเก็บรักษาเปนระยะเวลานาน 30 – 31 วัน 
(Anchordoguy et al., 1988; Chow et al., 1985; Jeyalectumie and Subramoniam, 1989)  
   



 58

การศึกษาในครั้งน้ีแสดงใหเห็นวาสารสกัดสมุนไพรทั้ง 2 ชนิด มีศักยภาพในการประยุกตใช
ในการเก็บรักษาถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยแบบใชเครื่องมืออัตโนมัติ  สารสกัดใบมะรุมความเขมขน 0.1 
มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร มีประสิทธิภาพสูงกวาสารสกัดขิงความเขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ในการ
เก็บรักษาถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวย  โดยสามารถลดปริมาณแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดไดดีกวา
สารสกัดขิงในถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยที่ลดอุณหภูมิดวยเครื่องอัตโนมัติ ทั้งน้ีอาจเปนเพราะสารสกัดชนิดน้ี
ไมมีความเปนพิษหรือมีความเปนพิษตอสเปรมนอยมาก   ตามปกติแลวกระบวนการแชแข็งนํ้าเช้ือ
และถุงนํ้าเช้ือเปนกระบวนการที่เกี่ยวของกับการลดอุณหภูมิ การสูญเสียนํ้าของเซลล การแชแข็งและ
การละลาย (Tiersch, 2006; Nimrat and Vuthiphandchai, 2008)  กระบวนการเหลาน้ีลวนสงผล
ใหเซลลสเปรมไดรับบาดเจ็บและตายได   

ดังน้ันการเติมสารสกัดใบมะรุมอาจมีบทบาทในการปองกันอันตรายที่เกิดข้ึนระหวาง
กระบวนการแชแข็งถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวย   โดย Verma et al. (2009) รายงานวาสารประกอบฟนอลที่
เปนองคประกอบของสารสกัดใบมะรุม ไดแก Gallic acid, Chlorogenic acid, Ellagic acid และ 
Ferulic acid และสารกลุมฟลาโวนอยด ไดแก Kaempferol, Quercetin และ Rutin มีคุณสมบัติใน
การตานอนุมูลอิสระและปองกันความเสียหายของดีเอ็นเอของหนูทดลอง  โดยชวยปองกันความ
เสียหายของเน้ือเย่ือและการตายของเซลลที่เกิดจากอนุมูลอิสระที่ไดจากการสลายตัวของออกซิเจน 
(Halliwell and Gutteridge, 2003) และสารกลุมฟลาโวนอยดเหลาน้ียังมีฤทธ์ิยับย้ังการเกิดปฏิกิริยา 
Lipid peroxidation ในหนูขาวใหญ (Sprague-Dawley rats)  ซึ่งเปนปฏิกิริยาที่เกี่ยวของกับการ
ทําลายเย่ือหุมเซลลในสมองหนูขาวชนิดน้ี (Matis et al., 1988) รวมทั้งสารตานอนุมูลอิสระเหลาน้ียัง
ปองกันการเกิดความเสียหายของเซลลที่เกิดจากกระบวนการเมแทบอลิซึม (Bakkali et al., 2008)     

ดังน้ันการประยุกตใชสารสกัดใบมะรุมในการเก็บรักษาถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยจึงมีความ
เหมาะสมทั้งในดานประสิทธิภาพในการรักษาคุณภาพนํ้าเช้ือแชแข็งและการลดปริมาณแบคทีเรียที่
ปนเปอนในนํ้าเช้ือเพื่อการนําไปใชในการผสมเทียม การเพาะพันธุกุงแชบวยในเชิงอนุรักษสายพันธุ
และเชิงพาณิชย  รวมทัง้การใชในการบริหารการจัดการฟารม    นอกจากน้ันการประยุกตใชสารสกัด
สมุนไพรชนิดน้ียังเปนการนําองคความรูจากภูมิปญญาทองถ่ินสูการสรางนวัตกรรมเพื่อทดแทนและ/
หรือลดการใชสารปฏิชีวนะที่นําเขาจากตางประเทศ และเปนการลดการใชสารปฏิชีวนะที่สามารถ
ตกคางในธรรมชาติและสรางผลกระทบตอระบบนิเวศนและหวงโซอาหารที่ยอนกลับมาสงผลกระทบ
ตอสุขภาพและคุณภาพชีวิตของคนไทย 

สวนการศึกษาชนิดของแบคทีเรียในถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยดวยวิธีการแชแข็งโดยใชเครื่อง 
แชแข็งแบบอัตโนมัติ พบแบคทีเรียแกรมบวกเปนสวนใหญ คือ แบคทีเรียแกรมบวก รูปกลม วงศ 
Microccoccaceae ไดแก Arthrobacter agilis, Kocuria palustris, Nesterenkonia halobia, 
Staphylococcus cohnii subsp. cohnii, S. kloosii, S. lentus และ S. muscae และแบคทีเรีย
เกรมบวก รูปทอน วงศ Bacillaceae ไดแก Bacillus alcalophilus, B. brevis, B. fastidiosus, B. 
firmus, B. globisporus, B. insolitus, B. lentimorbus, B. macquariensis, B. megaterium, B. 
pantothenticus และ B. pasteurii  สวนแบคทีเรียแกรมลบน้ันพบไมมากนัก คือ แบคทีเรียแกรม
ลบ รูปทอน วงศ Enterobacteriaceae ไดแก Obesumbacterium proteus biogroup 1, 
Tatumella ptyseos และ Xenorhabdus luminescens/X. nemtophilus  จากการศึกษาของ 



 59

Nimrat et al. (2008) ไดรายงานถึงแบคทีเรียที่พบในถุงนํ้าเช้ือกุงกุลาดําที่เก็บรักษาแบบแชแข็ง
ประกอบดวยแบคทีเรีย 23 ชนิด คือ แบคทีเรียแกรมบวก ไดแก Staphylococcus  nonaureus, 
Micrococcus spp., Kocuria varians, Corynebacterium spp., C. aquaticum, 
Rhodococcus spp., Bacillus cereus, B. amyloliquefaciens, B. circulans, B. megaterium 
และ B. licheniformis  และแบคทีเรียแกรมลบ ไดแก Escherichia fergusonii, E. coli, Proteus 
spp., Proteus mirabilis, Alcaligenes xylosoxidanes, Enterobacter spp., Vibrio spp., 
Brevibacterium spp., Ochrobactrum anthropi, Pseudomonas spp., Ps. aeruginosa และ 
Burkholderia cepacia      

นอกจากน้ัน Oxley et al. (2002)  ไดรายงานวาแบคทีเรียกลุม Aeromonas, Plesiomonas, 
Photobacterium, Pseudoalteromonas, Pseudomonas และ Vibrio เปนแบคทีเรียประจําถ่ิน
ที่มักพบในลําไสกุง   สวน Jeyasekaran et al. (2006)  ไดกลาววาแบคทีเรียพบในกุงขาวอินเดียสด 
(Fresh raw shrimp) ไดแก แบคทีเรียสกุล Aeromonas, Pseudomonas, Vibrio, Flavobacterium 
และ Serratia  แบคทีเรียทุกชนิดที่พบในถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยแชแข็งในการศึกษาในครั้งน้ีจัดเปน
แบคทีเรียไมกอโรคในมนุษย  แตอยางไรก็ตามแบคทีเรียบางชนิดมีคุณสมบัติเปนแบคทีเรียฉวยโอกาส
กอโรค ไดแก S. cohnii subsp. cohnii, B. brevis และ T. ptyseos  โดย S. cohnii subsp. 
cohnii เปนแบคทีเรียประจําถ่ินที่พบไดทั่วไปบนผิวหนังและเย่ือบุของมนุษย  แตในบางสภาวะ
แบคทีเรียชนิดน้ีสามารถฉวยโอกาสในการกอโรค (Stefano et al., 2012)  มีรายงานวาแบคทีเรีย
ชนิดน้ีเกี่ยวของกับการเกิดโรคฝในสมอง (Brain abscess)  ปอดบวม (Pneumonia)  โรคถุงนํ้าดี
อักเสบเฉียบพลัน (Acute cholecystitis)  เย่ือบุหัวใจอักเสบ (Endocarditis) การติดเช้ือแบคทีเรีย
ในกระแสเลือด (Bacteremia) การติดเช้ือในระบบทางเดินปสสาวะ (Urinary tract infection)  และ
โรคขออักเสบติดเช้ือ (Septic arthritis) (Soldera et al., 2013)   

แบคทีเรียอีกชนิดที่สามารถฉวยโอกาสกอโรค คือ B. brevis แบคทีเรียชนิดน้ีเปนสาเหตุของ
การติดเช้ืออยางรุนแรงในผูปวยที่มีภาวะภูมิคุมกันบกพรอง (Immunocompromised host)  ผูติด
ยาเสพติดชนิดฉีดเขาเสนเลือดดํา (Intravenous drug users) ผูปวยที่ไดรับการศัลยกรรมประสาท 
(Neurosurgery)  การรักษาเกี่ยวกับกระดูกและขอ (Orthopedics procedure)  บาดแผลไฟไหม 
(Burn victims)  ผูปวยที่ไดรับการฟอกไต (Dialysis patients)  และผูปวยที่มีแผลบาดเจ็บ เปนตน   
โดยมีรายงานถึงการคัดแยกแบคทีเรียชนิดน้ีไดจากผูปวยที่เปนโรคมะเร็งเซลลตับชนิด Hepatocellular 
carcinoma ที่เกิดภาวะเย่ือบุชองทองอักเสบ (Peritonitis) ในประเทศสหรัฐอเมริกา ซึ่งมีสาเหตุมาจาก
การรับประทานอาหารที่ปนเปอนสปอรของ B. brevis (Parvez et al., 2009)  และแบคทีเรียชนิด
สุดทาย คือ T. ptyseos เปนแบคทีเรียอีกชนิดที่ฉวยโอกาสกอโรคในมนุษย  ในปจจุบันขอมูลทาง
วิทยาศาสตรเกี่ยวกับการกอโรคของแบคทีเรียชนิดน้ีมีไมมากนัก แบคทีเรียชนิดน้ีเปนแบคทีเรียที่มี
รายงานวาเกี่ยวของกับโรคติดเช้ือในระบบทางเดินหายใจ (Tracheobronchial/pulmonary infections)  
เชน ปอดบวม (Pneumonitis)  โรคหอบหืด (Asthma)  โรคหลอดเลือดอักเสบที่เกิดรวมกับมีกอนเน้ือ 
(Wegener granulomatosis)  โรคปอดอักเสบเรื้อรัง (Chronic lung disease)  และภาวะปอดบวม
นํ้า (Pulmonary edema) (Hollis et al., 1981; Farmer et al., 1985; Stone et al., 2007)  การ
ติดเช้ือที่เกี่ยวของกับวัณโรคปอด (Pulmonary tuberculosis) (Berka et al., 2001)  และการติดเช้ือ
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ในระบบทางเดินอาหาร (Gastroenteritis) (Janda and Abbot, 2006) นอกจากน้ันขอมูลทาง
คลินิกยังระบุถึงการคัดแยกแบคทีเรียชนิดน้ีไดจากผูปวยจํานวน 2 รายในประเทศบราซิล ที่เกิดภาวะ
ติดเช้ือในกระแสเลือดจาก T. ptyseos ทั้ง 2 ราย (da Costa et al., 2008) 
 ตามปกติแลวการปนเปอนของแบคทีเรียในนํ้าเช้ือจะทําใหคุณภาพนํ้าเช้ือลดลง เน่ืองมาจาก
แบคทีเรียไดแยงปริมาณกาซออกซิเจนเพื่อการหายใจ ทําใหเกิดภาวะการขาดแคลนกาซออกซิเจนซึ่ง
จะสงผลใหนํ้าเช้ือมีเปอรเซ็นตสเปรมที่มีชีวิตตํ่า อีกทั้งยังทําใหความสามารถในการนําไปปฏิสนธิกบัไข
ลดลงดวย เน่ืองจากแบคทีเรียจะไปปดกั้นชองทางที่สเปรมจะเขาไปปฏิสนธิกับไข (Holcomb et al., 
2005) รวมถึงแบคทีเรียบางชนิดสามารถผลิตเอนไซมยอยสลายโปรตีนและของเสียตาง ๆ ออกมา 
สงผลใหคุณภาพของนํ้าเช้ือตํ่าลง (Jenkins and Tiersch, 1997)  
 ดังน้ันการประยุกตใชสารสกัดสมุนไพรในการเก็บรักษาถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยแบบแชแข็งโดยใช
เครื่องมืออัตโนมัติจึงเปนทางเลือกหน่ึงที่สามารถยับย้ังการเจริญของแบคทีเรีย  โดยเฉพาะอยางย่ิง
การศึกษาในครั้งน้ีช้ีใหเห็นวาสารสกัดใบมะรุมความเขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร มีความ
เหมาะสมอยางย่ิง  เน่ืองจากสามารถลดการปนเปอนของแบคทีเรียได ทั้งน้ีไดมีการศึกษาคุณสมบัติ
ดานเภสัชศาสตรของสารสกัดใบมะรุม และพบวาสารสกัดชนิดน้ีที่ประกอบดวยสารประกอบกลุม 
ฟนอลและ Alkaloids มีฤทธ์ิในการตานราและแบคทีเรียที่กอโรคในมนุษย  โดยสามารถยับย้ัง
แบคทีเรียแกรมลบ ไดแก Shigella shinga, Pseudomonas aeruginosa, Shigella sonnei และ 
Pseudomonas spp. แบคทีเรียแกรมบวก ไดแก Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, 
Streptococcus-β-haemolytica, Bacillus subtilis, Sarcina lutea และ Bacillus megaterium  
รวมทั้งเช้ือรา ไดแก  Trichophyton rubrum, Trichophyton mentagrophytes, Epidermophyton 
xoccosum และ Microsporum canis (Caceres et al., 1991; Rahman et al., 2006; Chuang  
et al., 2007)   
 
2. การเก็บรักษาถุงนํ้าเชื้อกุงแชบวยแบบแชแข็งโดยการใชกลองโฟมรวมกับการประยุกตใชสาร
สกัดสมุนไพรมะรุมและขิง 
 การศึกษาวิจัยถึงกระบวนการเก็บรักษาถุงนํ้าเช้ือกุงแบบแชแข็งโดยใชอุปกรณอยางงายน้ัน 
คือการใชกลองโฟมและไมตองใชเครื่องมือลดอุณหภูมิอัตโนมัติ  ซึ่งยังมีการศึกษานอยมากทั้งใน
ประเทศไทยและตางประเทศ  โดยสวนใหญน้ันเปนการเก็บรักษาแบบแชแข็งโดยใชเครื่องมือลด
อุณหภูมิอัตโนมัติ  (Anchordoguy et al. 1987, 1988; Diwan et al., 1994; Chow et al. 1985) 
ยกตัวอยางเชน Leena Grace and Natarajan (2003) สามารถเก็บรักษาถุงนํ้าเช้ือกุงกุลาดํา 
(Penaeus monodon) ในไนโตรเจนเหลวไดนานกวา 30 วัน  โดยมีเปอรเซ็นตสเปรมที่มีชีวิตสูงกวา 
90%   ในขณะที่ Diwan and Joseph (1999) พบวาการใชสารไครโอโพรเทคแทนทรวมกันสองชนิด 
คือ DMSO (5%) รวมกับ Glycerol (5%) และ DMSO (5%) รวมกับนํ้าตาล Trehalose (0.25 M) 
สามารถเก็บรักษาถุงนํ้าเช้ือกุงขาวอินเดีย (Penaeus indicus) ไดนานกวา 60 วัน  โดยเปอรเซ็นต
สเปรมที่มีชีวิตอยูในชวง 75-80% นอกจากน้ันยังมีรายงานวาการเก็บรักษาถุงนํ้าเช้ือกุงกามกราม  
กุงทะเลและปูทะเลในไนโตรเจนเหลวประสบความสําเร็จหลังการเก็บรักษาเปนระยะเวลานาน 30–31 วัน 
(Anchordoguy et al., 1988; Chow et al., 1985; Jeyalectumie and Subramoniam, 1989)    
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 สวนการแชแข็งถุงนํ้าเช้ือกุงโดยใชอุปกรณแชแข็งอยางงายน้ันมีเพียง Akarasanon et al. 
(2004) ที่ศึกษาการเก็บรักษาถุงนํ้าเช้ือกุงกามกราม (Macrobrachium rosenbergii (de Man)) ใน
หลอด Vial  และลดอุณหภูมิการแชแข็งดวยการใชภาชนะอยางงาย กอนใสหลอด Vial ที่บรรจุถุง
นํ้าเช้ือกุงกามกรามลงในไนโตรเจนเหลว  โดยประสบความสําเร็จในการรักษาเปอรเซ็นตสเปรมที่มี
ชีวิตและอัตราการปฏิสนธิของนํ้าเช้ือกุงกามกรามไดนานกวา 150 วัน  โดยใชสาร Ethylene Glycol 
เปนสารไครโอโพรเทคแทนท   ดังน้ันจากการทบทวนวรรณกรรมแสดงใหเห็นวาการศึกษาในครั้งน้ีถือ
เปนการศึกษาในครั้งแรกที่สามารถแชแข็งถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยโดยใชอุปกรณอยางงาย น่ันคือกลองโฟม 
โดยสามารถเก็บรักษาไดอยางนอย 3 เดือน โดยยังคงคุณสมบัติที่ดีเย่ียมของนํ้าเช้ือกุงแชบวยในการ
นําไปใชในการผสมเทียม ไดแก การรักษาเปอรเซ็นตสเปรมที่มีชีวิตสูงกวา 99% โดยมีแนวโนมวา
สามารถเก็บรักษาไดนานเทียบเทาการเก็บรักษาแบบแชแข็งโดยใชเครื่องแชแข็งแบบอัตโนมัติ  ซึ่งการ
เก็บรักษาถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยแบบแชแข็งโดยการใชกลองโฟมน้ี จะตองทําการศึกษาตอเน่ืองใหครบ 1 
ป เพื่อใหทราบถึงผลของการเก็บรักษาถุงนํ้าเช้ือในระยะยาว ซึ่งคณะผูวิจัยจะดําเนินการทดลองใน
โครงการวิจัยปตอไป (ปงบประมาณ พ.ศ. 2561) 
 การศึกษาในครั้งน้ีไดแสดงใหเห็นวาการประยุกตใชกลองโฟม  ซึ่งเปนเครื่องมือที่มีราคาถูก
มาก  เมื่อเทียบกับเครื่องมือลดอุณหภูมิที่ตองนําเขามาจากตางประเทศและมีราคาที่แพงมาก  กลับมี
ประสิทธิภาพไมแตกตางกันในการลดอุณหภูมิถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวย  ซึ่งจะนําไปสูการพัฒนาเทคโนโลยี
อยางงาย ราคาถูก สูภาคการเพาะเลี้ยงสัตวนํ้า การบริหารจัดการฟารม และการอนุรักษพันธุสัตวนํ้า  
ทําใหเกษตรกรเขาถึงเทคโนโลยีไดงายข้ึนและลดการพึ่งพาเทคโนโลยีที่มีราคาแพงจากตางประเทศ   
 การศึกษาชนิดของแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดในถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยที่เก็บรักษา
แบบแชแข็งในกลองโฟม พบวาชนิดของแบคทีเรียที่พบในถุงนํ้าเช้ือมีความหลากหลายกวาแบคทเีรยีที่
พบในถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยที่เก็บรักษาแบบแชแข็งในเครื่องอัตโนมัติ  โดยสามารถจัดจําแนกชนิดของ
แบคทีเรียไดทั้งหมด 6 วงศ ประกอบดวยแบคทีเรียแกรมบวก คือ Micrococcaceae ไดแก Kocuria 
palustris, Micrococcus antarcticus, Staphylococcus aureus subsp. aureus,  
S. epidermidis / S. lugdunensis, S. fleurettii และ S. haemoliticus  วงศ Bacillaceae ไดแก 
Bacillus alcalophilus, B. badius, B. circulans, B. fastidiosus, B. firmus, B. insolitus, B. 
pantothenticus, B. megaterium, B. pasteurii และ B. thuringiencsis  และพบแบคทีเรียแกรม
ลบ คือ วงศ Pseudomonadaceae ไดแก Gilardi rod group 1  วงศ Alcaligenaceae ไดแก 
Bordetella trematum, วงศ  Vibrionaceae ไดแก  Plesiomonas shigelloides และวงศ 
Enterobacteriaceae ไดแก Xenorhabdus luminescens/X. Nemtophilus  สอดคลองกับ
การศึกษาของ Nimrat et al. (2006) ที่รายงานวาแบคทีเรียแกรมบวกเปนแบคทีเรียกลุมเดนที่พบได
มากในถุงนํ้าเช้ือกุงขาวแวนนาไม (Litopenaeus vannamei) ที่เก็บรักษาแบบแชเย็น  โดย
แบคทีเรียที่พบในการศึกษาดังกลาวประกอบดวย Bacillus circulans, Staphylococcus hominis,  
S. lugdunensis, S. sciuri, S. xylosus และ Micrococcus spp.  
   แบคทีเรียที่คัดแยกไดจากการศึกษาในครั้งน้ีมีบางชนิดที่จัดเปนแบคทีเรียกอโรคและ
แบคทีเรียฉวยโอกาสในการกอโรค  แบคทีเรียกอโรคที่สําคัญ คือ S. aureus subsp. aureus 
แบคทีเรียชนิดน้ีกอโรคหลายชนิดในมนุษย  อาทิ  กอใหเกิดการติดเช้ือกับทุก ๆ บริเวณของรางกาย  
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การติดเช้ือที่ผิวหนังสามารถทําใหติดเช้ืออยางออนจนถึงข้ันรุนแรง  กอใหเกิดหนองและการติดเช้ือใน
กระแสเลือด (Bacteremia) รุนแรง และอาจกอใหเกิดอาการของโรคตาง ๆ มากมาย เชน ลิ้นหัวใจ
อักเสบ  ปอดอักเสบและเปนหนอง เปนตน  (สุบัณฑิต น่ิมรัตน, 2555)   นอกจากน้ียังพบแบคทีเรีย
อีกชนิดที่กอใหเกิดโรคอุจจาระรวงอยางรุนแรง น่ันคือ  P. shigelloides  ซึ่งเปนแบคทีเรียที่พบได
ทั่วไปในสิ่งแวดลอมในเขตรอนช้ืนและเขตอบอุนไมวาจะเปนนํ้าจืด เชน แมนํ้า ทะเลสาบ และนํ้า
ทะเล เชน บริเวณปากแมนํ้า (Monteil and Harf-Monteil, 1997; Levin, 2008)  โดยสามารถ
ลองลอยอยูในนํ้าและอาศัยอยูในสัตวนํ้า เชน ปลา ปู กุง หอยนางรมและหอยแมลงภู เปนตน 
(Schubert, 1984; Oxley et al., 2002; Huber et al., 2004)  การติดเช้ือภายในลําไสจาก
แบคทีเรียชนิดน้ียังมีผลใหเกิดอาการติดเช้ือในกระแสเลือดและโรคเย่ือหุมสมองอักเสบทําใหมีอัตรา
การเสียชีวิตสูง (Miller and Koburger, 1985; Ampofo et al., 2001)  ทั้งน้ีเน่ืองดวยแบคทีเรีย
ชนิดน้ีมีความสามารถผลิตสารพิษไดหลายชนิด เชน Cholera-like (CL) enterotoxin (Gardner  
et al., 1987; Abbott et al., 1991),  Thermostable (TS) (Mathews et al., 1988; Abbot  
et al., 1991) และ Thermolabile labile (TL) enterotoxin เปนตน (Falcon et al., 2003)    
 สวนแบคทีเรียฉวยโอกาสในการกอโรคที่พบในการศึกษาครั้งน้ี  ไดแก  S. haemolyticus  
ซึ่งเปนแบคทีเรียฉวยโอกาสในการกอโรคที่รูจักอยางกวางขวางและเปนแบคทีเรียฉวยโอกาสที่สําคัญ
ของการติดเช้ือในโรงพยาบาลที่เกิดจากอุปกรณที่ใชสวนทางการแพทย (Medical catheter) 
(Daniel et al., 2014)  S. haemolyticus บางสายพันธุสามารถผลิตสารพิษกลุม Enterotoxins 
และ Hemolysins ไดแก สาร Enterotoxins กลุม SE(A), SE(B) และ SE(C) สารพิษกลุมน้ีจัดเปน
สารกลุม Exoproteins ที่กอใหเกิดการอักเสบของระบบทางเดินอาหารอยางรุนแรงและอาเจียน   
หากไดรับสารชนิดน้ีจากการรับประทาน (Valle et al., 1990)  Bordetella trematum เปนแบคทีเรีย
อีกชนิดหน่ึงที่พบในการศึกษาในครั้งน้ีที่จัดเปนแบคทีเรียฉวยโอกาสในการกอโรค  โดยมรีายงานการพบ
แบคทีเรียชนิดน้ีจากแผลติดเช้ือ หูอักเสบ แผลจากโรคเบาหวานและการติดเช้ือในกระแสเลือด 
(Vandamme et al., 1996; Daxboeck et al., 2004; Halim et al., 2014)    
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denitrificans Rüger and Tan 1983. Int J Syst Bacteriol., 46: 849 – 858. 

Verma, A.R., Vijayakumar, M., Mathela, C.S. and Rao, C.V. (2009). In vitro and in vivo 
antioxidant properties of different fractions of Moringa oleifera leaves. Food 
and Chemical Toxicology, 47: 2196-2201. 

Vuthiphandchai, V. and Zohar, Y. (1999). Age-related sperm quality of captive striped 
bass, Morone saxatilis. Journal of the World Aquaculture Society, 30: 65-72. 

Vuthiphandchai, V., Nimrat, S., Kotcharat, S. and Bart, A.N. (2007). Development of a 
cryopreservation protocol for long-term storage of black tiger shrimp 
(Penaeus monodon) spermatophores. Theriogenology, 68: 1192-1199. 

Yano, Y., Satomi, M., and Oikawa, H. (2006).  Antimicrobial effect of spices and herbs 
on Vibrio parahaemolyticus. International Journal of Food Microbiology, 111: 
6-11. 

Zacharia, S. and Kakati, V.S. (2002). Growth and survival of Penaeus merguiensis 
postlarvae at different salinities. The Israeli Journal of Aquaculture, 54(4): 
157-162. 

 
 
 



ผลผลติ (Output) 
 
1. ผลงานตีพิมพในวารสารวิชาการท้ังในระดับชาติและนานาชาติ  (ระบุชื่อผูแตง  ชื่อเรื่อง  ชื่อ
วารสาร  ป  เลม  เลขท่ี และหนา) 
สุบัณฑิต  น่ิมรัตน, ตรีรัตน  สุขสวัสด์ิ, ไตรมาศ บุญไทย และวีรพงศ  วุฒิพันธุชัย. (2560). ผลของสาร

สกัดสมุนไพรตอการเก็บรักษาและการยับย้ังแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทัง้หมดที่ปนเปอน
ในถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยทีเ่ก็บรักษาแบบแชแข็ง. การประชุมวิชาการระดับชาติ “วิทยาศาสตร
วิจัย” ครั้งที่ 9  คณะวิทยาศาสตร  มหาวิทยาลัยบูรพา  วันที่ 25-26 พฤษภาคม พ.ศ. 2560 

 
2.  การจดสิทธิบัตร 
 - 
 
3.  ผลงานเชิงพาณิชย  (มีการนําเสนอไปผลิต/ขาย/กอใหเกิดรายได  หรือมีการนําไปประยุกตใช
โดยภาคธุรกิจ  หรือบุคคลท่ัวไป) 
 - 
 
4.  ผลงานเชิงสาธารณะ  (เนนประโยชนตอสังคม  ชุมชน  ทองถ่ิน)   
 - 


	Title
	Acknowledgement
	Abstract
	Content
	Chapter1
	Chapter2
	Chapter3
	Chapter4
	Chapter5
	Reference

