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II 

บทคัดยอ 
  
 งานวิจัยเรื่อง  การประยุกตใชสมุนไพรไทยเพื่อควบคุมแบคทีเรียกอโรคในคนและสัตวนํ้าใน
ถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยที่เก็บรักษาแบบแชแข็งแบบเทคโนโลยีด้ังเดิมและแบบกลองโฟม ในปที่ 2 เปน
การศึกษาถึงการใชสารสกัดสมุนไพรไทยจํานวน 2 ชนิด ไดแก สารสกัดใบมะรุม และสารสกัดขิง  
เปรียบเทียบกับสารปฏิชีวนะผสมที่มีประสิทธิภาพ คือ Penicillin-streptomycin ในการเก็บรักษา 
ถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยแบบแชแข็งโดยใชเครื่องแชแข็งแบบอัตโนมัติ เปนระยะเวลานาน 1 ป ผลการศึกษา
พบวา สารสกัดใบมะรุมความเขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร มีศักยภาพเหมาะสมในการเก็บรักษา
ถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวย  เน่ืองจากสามารถรักษาเปอรเซ็นตสเปรมที่มีชีวิตของกุงแชบวยใหมีคุณภาพ 
ดีเย่ียมตลอดการเก็บรักษาเปนระยะเวลานาน 1 ป  โดยมีคุณภาพไมแตกตางจากนํ้าเช้ือที่เติม 
ยาปฏิชีวนะ Penicillin-streptomycin ความเขมขน 0.1% นอกจากน้ันยังสามารถลดปริมาณแบคทีเรีย
กลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดดวยประสิทธิภาพที่สูงกวาการเติมยาปฏิชีวนะ Penicillin-streptomycin 
ความเขมขน 0.1% อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) หลังการเก็บรักษาเปนระยะเวลา 1  ป ตอมา
ทําการศึกษาถึงการเก็บรักษาถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยแบบแชแข็งโดยการใชกลองโฟม เปนระยะเวลานาน 
3 เดือน  พบวาสารสกัดใบมะรุมและขิงมีประสิทธิภาพในการรักษาเปอรเซ็นตสเปรมที่มีชีวิตของ 
กุงแชบวยไดใกลเคียงกันและไมแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P>0.05) กับการเติมยาปฏิชีวนะ 
Penicillin-streptomycin ความเขมขน 0.1% ตลอดการเก็บรักษาเปนระยะเวลา 3 เดือน  แตอยางไร 
ก็ตามเมื่อประเมินถึงประสิทธิภาพในการลดปริมาณแบคทีเรียพบวา สารสกัดขิงสามารถลดปริมาณ
แบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดไดเทียบเทายาปฏิชีวนะ Penicillin-streptomycin ความ
เขมขน 0.1% และสูงกวาสารสกัดใบมะรุมอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) 
  
คําสําคัญ: สมุนไพร; การแชแข็ง; กุงแชบวย; 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 

 
ความสําคัญและท่ีมาของปญหาท่ีทําการวิจัย  
 การเพาะเลี้ยงกุงทะเลเปนอาชีพที่มีบทบาทสําคัญทางเศรษฐกิจของประเทศไทย  เพราะ
ผลผลิตกุงที่มีอยูในประเทศสามารถสรางมูลคาในการสงออก และยังกอใหเกิดอุตสาหกรรมตอเน่ือง
มากมาย อีกทั้งความตองการบริโภคกุงทะเลเศรษฐกิจในตลาดโลกที่สูงข้ึนเปนผลใหเกิดการขยายตัว
ของอุตสาหกรรมการเพาะเลี้ยงกุงทะเลอยางรวดเร็ว (Nimrat et al., 2005; 2008b; Vuthiphandchai 
et al., 2007)  ประเทศไทยเปนประเทศหน่ึงที่มีศักยภาพในการเพาะเลี้ยงกุง และถือเปนผูผลิต 
รายใหญเปนอันดับ 2 ของโลก  (13 %)  รองจากประเทศจีน (39 %)  แตผลผลิตกุงจากประเทศจีน
จะเนนเพื่อการบริโภคในประเทศ  ขณะที่ประเทศไทยเนนเพื่อการสงออกถึง 90 % ของผลผลิตที่ได  
โดยในป พ.ศ. 2554 ประเทศไทยมีสัดสวนการสงออกกุงในตลาดโลกสูงที่สุด (15 %)  รองลงมาคือ
ประเทศเวียดนาม (14 %) และประเทศจีน (12 %)  กุงที่นิยมเพาะเลี้ยงทั่วโลกและสามารถเปนสินคา
สงออกที่สรางรายไดใหแกประเทศมีประมาณ  7 สายพันธุ  คือ  กุงขาวแวนนาไม กุงกุลาดํา  กุงขาวจีน  
กุงฟา กุงคุรุมา กุงขาวอินเดียและกุงแชบวย (ถนอมจิตร สิริภคพร และคณะ, 2556) 
 กุงแชบวย (Penaeus merguiensis) เปนกุงทะเลชนิดหน่ึงที่นิยมเพาะเลี้ยงมากในแถบ
เอเชียตะวันออกเฉียงใต (Boonyaratpalin, 1998) เน่ืองจากเปนกุงที่มีขนาดใหญ เจริญเติบโตเร็ว 
เลี้ยงงาย  ทนตอสภาพแวดลอมในการเพาะเลี้ยงไดดี (Zacharia and Kakati, 2002) ทั้งยังใชตนทุน
ในการเพาะเลี้ยงตํ่า  ใชระยะเวลาในการเลี้ยงสั้นและไดผลผลิตสูง  ทําใหเกษตรกรนิยมเลี้ยงกันมาก
ข้ึนและมีความตองการลูกกุงแชบวยสําหรับเพาะเลี้ยงปริมาณมากข้ึน นอกจากน้ีกุงแชบวยยังเปนที่
ตองการของตลาดทั้งภายในประเทศและตางประเทศ (กําจัด รื่นเริงดี และวิไลวรรณ สอนประสม, 
2551) สงผลใหมีความตองการพอพันธุและแมพันธุกุงปริมาณมากข้ึนตามไปดวย  (สุพจน จึงแยมปน 
และชัยรัตน พุมชวย, 2547)  ในปจจุบันความตองการกุงแชบวยในตลาดมีแนวโนมเพิ่มมากข้ึน สงผล
ใหการผลิตกุงแชบวยไมเพียงพอตอความตองการของตลาด  รวมทั้งการผสมพันธุตามธรรมชาติน้ัน
สามารถเพิ่มผลผลิตไดปริมาณนอย  ดังน้ันการเก็บรักษาถุงนํ้าเช้ือไวสําหรับการผสมเทียมจึงเปนอีก
แนวทางหน่ึงที่จะสามารถเพิ่มปริมาณกุงแชบวยใหเพียงพอตอความตองการของตลาด   

การเก็บรักษานํ้าเช้ือสัตวนํ้าแชแข็งจึงมีแนวโนมที่จะมีความสําคัญอยางมากตอการเพาะ
ขยายพันธุสัตวนํ้า  โดยเฉพาะในสัตวนํ้าที่ใกลสูญพันธุหรือมีวัยเจริญพันธุไมพรอมกัน  นอกจากน้ีการ
ลําเลียงนํ้าเช้ือสัตวนํ้าแชแข็งไปใชในการผสมเทียมก็ทําไดสะดวกกวาการลําเลียงพอพันธุ  โดย
สามารถขนสงภายในประเทศและระหวางประเทศไดงาย  และยังสามารถใชเปนแนวทางในการ
พัฒนาการเก็บรักษาพันธุกรรมของธนาคารยีน (Gene bank)  แตอยางไรก็ตามในประเทศไทย
การศึกษาเกี่ยวกับการเก็บรักษานํ้าเช้ือสัตวนํ้าแบบแชแข็งยังมีอยูนอยมากเมื่อเทียบกับการศึกษาใน
ตางประเทศ  เน่ืองจากสัตวนํ้าสวนใหญที่พบในประเทศไทยมักจะมีนํ้าเช้ือ (Semen)  หรือถุงนํ้าเช้ือ 
(Spermatophore)  ที่สมบูรณดีตลอดชวงฤดูผสมพันธุวางไข และหาไดงายจึงทําใหผูเพาะพันธุ 
สัตวนํ้าไมนิยมเก็บนํ้าเช้ือหรือถุงนํ้าเช้ือสัตวนํ้าเอาไวใชในอนาคต  โดยทั่วไปผูเพาะพันธุสัตวนํ้านิยมที่
จะใชนํ้าเช้ือหรือถุงนํ้าเช้ือที่รีดออกมาใหม ๆ ผสมกับไข เพราะเช่ือวาคุณภาพนํ้าเช้ือหรือถุงนํ้าเช้ือ
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ขณะรีดออกมาใหม ๆ จะดีกวานํ้าเช้ือหรือถุงนํ้าเช้ือที่รักษาเอาไวระยะหน่ึงแลว แตบางครั้งในชวง
ปลายฤดูผสมพันธุวางไข  พอพันธุจะมีปริมาณนํ้าเช้ือหรือสเปรมลดลง  ถึงแมวาจะสามารถกระตุนได
โดยการฉีดฮอรโมนหรือใชวิธีการจัดการสิ่งแวดลอมใหสัตวนํ้าสรางนํ้าเช้ือหรือถุงนํ้าเช้ือมากข้ึน แต
กลับพบวาแมพันธุมีไขแกนอยมาก ทําใหการเพาะพันธุไมประสบผลสําเร็จเทาที่ควร หรือในบางครั้ง
การเพาะพันธุสัตวนํ้าหลาย ๆ ชนิด  โดยเฉพาะการเพาะพันธุสัตวนํ้าตางชนิดกัน (Hybridization)  
ก็มักพบวาชวงระยะเวลาที่สามารถรีดนํ้าเช้ือหรือถุงนํ้าเช้ือ (Sperm availability) ไดก็ไมสัมพันธกับ
ชวงระยะเวลาที่แมพันธุตกไข (Egg availability) ทําใหมีความยุงยากในการจัดการระหวางการ
เพาะพันธุ    นอกจากน้ีพอพันธุสัตวนํ้าที่ถูกรีดนํ้าเช้ือหรือถุงนํ้าเช้ือบอยครั้งก็ไมสามารถผลิตนํ้าเช้ือ
หรือถุงนํ้าเช้ือไดทันสําหรับการใชเพาะพันธุครั้งตอไป  รวมทั้งยังมีปญหาความแปรปรวนของสัตวนํ้า
แตละตัว (Individual variation) ที่ผลิตนํ้าเช้ือหรือถุงนํ้าเช้ือไดตางกัน  ทําใหมีความยุงยากในการ
จัดการในระหวางการผสมเทียมของไขและถุงนํ้าเช้ือในโรงเพาะฟกเปนอยางมาก ซึ่งการเพาะพันธุ 
กุงแชบวยในปจจุบันก็นิยมใชพอแมพันธุที่จับจากธรรมชาติเปนหลัก  และมักพบวามีปญหาคุณภาพ
สเปรมกุงแชบวยไมแนนอนในระหวางการใชเพาะพันธุ  เพราะบางครั้งพอพันธุกุงแชบวยที่จับไดก็ 
ไมมีถุงนํ้าเช้ือหรือมีแตไมสมบูรณเพศเพียงพอ  และการขาดแคลนพอพันธุกุงแชบวยในบางชวงของ
ฤดูกาลยังคงเปนปญหาหลักที่ตองแกไขเพื่อสามารถควบคุมผลผลิตลูกกุงแชบวยไดตามที่ตองการ   
 ช้ันตอนการเก็บรักษานํ้าเช้ือสัตวนํ้าแบบแชแข็ง  กลาวโดยสรุปสามารถทําไดโดยการนําเอา
นํ้าเช้ือสัตวนํ้าที่มีคุณภาพดีมาเจือจางในสารละลายบัฟเฟอร (Sperm extender) พรอมกับใสสารที่
ปองกันไมใหเซลลเปนอันตรายในระหวางการแชแข็งซึ่งเรียกวาสารไครโอโพรเทคแทนท (Cryoprotectant) 
แลวจึงเอาไปบรรจุในหลอดบรรจุนํ้าเช้ือพรอมกับลดอุณหภูมิอยางรวดเร็ว กอนที่จะเก็บรักษาไวใน
ไนโตรเจนเหลว (อุณหภูมิ -196 องศาเซลเซียส)  ซึ่งสามารถเก็บรักษาคุณภาพของนํ้าเช้ือสัตวนํ้าได
เปนเวลานานเปนป  แตอยางไรก็ตามยังมีหลายปจจัยที่ทําใหเกิดอันตรายตอเซลลที่ทําการแชแข็ง ซึ่ง
สามารถพบไดในทุกข้ันตอนของกระบวนการแชแข็ง  นับต้ังแตการคัดเลือกแหลงเช้ือพันธุ (Gamete 
collection) การเก็บเซลลเช้ือพันธุ  สารที่ใชเจือจางนํ้าเช้ือ (Extenders)  สารไครโอโพรเทคแทนท  
เวลาสมดุลของสารไครโอโพรเทคแทนท (Equilibration time)  อัตราการลดอุณหภูมิ (Freezing 
rate)  การเก็บรักษาและการละลาย (Thawing;  กฤษณ   มงคลปญญา, 2536)  หากพิจารณาดูแลวทุก
ขบวนการที่ทําการแชแข็งมีความสําคัญตอการมีชีวิตของเซลลที่ทําการแชแข็ง  ในอีกแงหน่ึงคือ อัตรา
การมีชีวิตของเซลลภายหลังการแชแข็งและการละลายน้ันยังข้ึนอยูกับขนาดของเซลล  อัตราการลด
อุณหภูมิและอัตราการแพรของนํ้ายาผานผนังเซลล  อาจทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงของผลการ
ปฏิสนธิและการลดลงของการเคลื่อนที่ของสเปรม  ซึ่งมีความสัมพันธกับความสามารถในการปฏิสนธิ 
(Saad et al., 1988)   
 นอกจากน้ีการเก็บรักษาถุงนํ้าเช้ือไวเปนระยะเวลานาน อาจพบปญหาการเจริญของ
แบคทีเรียที่ปนเปอนมาในข้ันตอนการรวบรวมถุงนํ้าเช้ือ โดยการปนเปอนอาจเกิดจากแบคทีเรียที่อยู
บนผิวตัวกุงหรือมีแบคทีเรียปนอยูในถุงนํ้าเช้ือต้ังแตแรกขณะที่กุงอยูในนํ้าหรือสิ่งแวดลอมภายนอก  
ดังน้ันจึงจําเปนตองควบคุมไมใหแบคทีเรียเจริญในระหวางที่ถุงนํ้าเช้ือไดถูกแชแข็งเอาไว เพราะ
แบคทีเรียจะทําใหคุณภาพสเปรมลดลงอยางรวดเร็ว (Nimrat and Vuthiphandchai, 2008)  
นอกจากน้ีมีรายงานแสดงใหเห็นวานํ้าเช้ือสัตวนํ้าที่มีแบคทีเรียปนเปอนมีผลทําใหอัตราการปฏิสนธิกบั



 3

ไขลดตํ่าลงเมื่อนํามาผสมเทียมกับไข (Stoss and Refstie, 1983; Saad et al., 1988) จึงไดมีการ
นําเอายาปฏิชีวนะมาใช เพื่อลดการปนเปอนของแบคทีเรียเพื่อทําใหระยะเวลาการเก็บรักษานํ้าเช้ือ
หรือถุงนํ้าเช้ือนานข้ึน  อยางไรก็ตามแมวายาปฏิชีวนะสามารถยับย้ังหรือฆาแบคทีเรียได แตการใชยา
ปฏิชีวนะเปนระยะเวลานานอาจสงผลตอคุณภาพของสเปรมและอาจทําใหมีการเพิ่มข้ึนของแบคทเีรยี
ที่ด้ือยา ดังน้ันการใชสารที่มีคุณสมบัติในการตานจุลชีพจากสมุนไพรจึงนับวาเปนทางเลือกหน่ึงที่
นํามาใชทดแทนการใชยาปฏิชีวนะ เน่ืองจากสมุนไพรมีความเปนพิษตํ่าและเปนมิตรตอสิ่งแวดลอม  
และการประยุกตใชสมุนไพรในการเพาะเลี้ยงสัตวนํ้ายังเปนแนวทางที่เปนมิตรตอสิ่งแวดลอมและมี
ความย่ังยืน   
 ในปจจุบันมีการนําสารสกัดสมุนไพรหลายชนิดมาใชเพื่อควบคุมการปนเปอนหรือยับย้ังการ
เจริญของแบคทีเรียกอโรค ยกตัวอยางเชน Sivaram et al. (2004)  ศึกษาการใชสารสกัด Methanolic 
จากพืชสมุนไพร 10 ชนิด ในการยับย้ัง Vibrio harveyi จากการทดลองพบวาสารสกัด Methanolic 
จากกะเพรา (Ocimum sanctum) โสมอินเดีย (Withania somnifera) และจันทนเทศ (Myristica 
fragrans)  มีประสิทธิภาพในการยับย้ัง V. harveyi  และ Gnanamani et al. (2003)  ศึกษาผลของ
สารสกัดใบลําโพงขาว (Datura alba) และหงอนไก (Celosia argentea) ที่สกัดดวยเอทานอลใน
การยับย้ังแบคทีเรียกอโรคที่แยกไดจากคนไข คือ E. coli, Staphylococcus sp., Klebsiella sp., 
Pseudomonas sp., Shigella sp., Streptococcus sp., Salmonella sp. และ Vibrio sp. ผลการ
ทดลองพบวาสารสกัดทั้ง 2 ชนิด สามารถยับย้ังการเจริญของแบคทีเรียกอโรคทั้ง 8 ชนิดได  
นอกจากน้ีการใชสารสกัดจากสมุนไพรยังเปนอีกแนวทางหน่ึงที่สามารถนํามาประยุกตใชในการ
ควบคุมการปนเปอนของแบคทีเรียและเพิ่มประสิทธิภาพในการเก็บรักษานํ้าเช้ือหรือถุงนํ้าเช้ือ โดยมี
รายงานการวิจัยที่แสดงใหเห็นวาสารสกัดจากเหงาไพล เหงากระชายดํา ใบมะรุมและใบฝรั่ง สามารถ
ยับย้ัง Pseudomonas putida, Sphingomonas paucimobilis และ Acinetobactor sp. ที่ปนเปอน
ในนํ้าเช้ือปลากะพงขาวที่เก็บรักษาดวยวิธีการแชเย็น (สุบัณฑิต น่ิมรัตน และวีรพงศ วุฒิพันธุชัย, 
2553) และการใชสารสกัดจากพริกช้ีฟาในการเก็บรักษานํ้าเช้ือปลาดุกแอฟริกันแบบแชแข็ง  สามารถ
ยับย้ังการเจริญของ Bacillus firmus และ B. laterosporus  ในระหวางการเก็บรักษาไดอยางมี
ประสิทธิภาพ  (สุบัณฑิต  น่ิมรัตน และคณะ, 2554)  ดังน้ันการใชสารสกัดจากพืชสมุนไพรจึงนาจะมี
ศักยภาพในการนําไปประยุกตใชในการเก็บรักษานํ้าเช้ือของสัตวชนิดอื่น ๆ ไดอยางมีประสิทธิภาพ 
 การศึกษาครั้งน้ีเปนการศึกษาตอเน่ืองจากโครงการวิจัยเรื่อง “การประยุกตใชสมุนไพรไทย
เพื่อการกําจัดแบคทีเรียกอโรคในคนและสัตวนํ้าในถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวย” ที่ไดรับการสนับสนุนทุนวิจัย
จากสํานักงานคณะกรรมการวิจัยแหงชาติ ประจําปงบประมาณ พ.ศ. 2555-2557  ซึ่งผลการวิจัยทํา
ใหทราบถึงชนิดของบัฟเฟอร  ชนิดของสารไครโอโพรเทคแทนท และ Protocol ที่เหมาะสมสําหรับ
การเก็บรักษาถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยแบบแชเย็นและแชแข็ง รวมถึงทราบถึงข้ันตอนและวิธีการ
ประยุกตใชสมุนไพรไทยในการเก็บรักษาถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยแบบแชเย็น ซึ่งเปนการเก็บรักษาแบบ
ระยะสั้น  ดังน้ันในการศึกษาครั้งน้ีซึ่งเปนการศึกษาวิจัยตอยอด  คณะผูวิจัยจึงมีความสนใจในการนํา
สารสกัดสมุนไพรมาใชในการเก็บรักษาถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยแบบแชแข็งแบบเทคโนโลยีด้ังเดิม เพื่อ
ควบคุมและลดปริมาณการปนเปอนแบคทีเรียในระหวางการเก็บรักษาแบบระยะยาว ซึ่งจะสงผลตอ
คุณภาพของนํ้าเช้ือที่นํามาใชในการปฏิสนธิ และยังเปนการลดการแพรกระจายของเช้ือกอโรคออกสู
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สิ่งแวดลอม  จะทําใหประเทศไทยเปนประเทศที่มีความเขมแข็งของอุตสาหกรรมกุงทะเลและจะกาว
ตอไปยังสัตวนํ้าเศรษฐกิจชนิดอื่น ๆ ตอไป  
 
วัตถุประสงคของโครงการวิจัย 
 1. เพื่อศึกษาวิธีการที่เหมาะสมและมีประสิทธิภาพของการประยุกตใชสมุนไพรไทยในการ
เก็บรักษาถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยแบบแชแข็งในถังไนโตรเจนเหลวโดยการใชเทคโนโลยีด้ังเดิมและแบบ
กลองโฟม 
 2. เพื่อศึกษาผลของการประยุกตใชสารสกัดสมุนไพรไทยตอการเปลี่ยนแปลงคุณภาพ
สเปรมกุงแชบวย  และการเปลี่ยนแปลงปริมาณและชนิดของแบคทีเรียกอโรคในคนและสัตวนํ้าที่
ปนเปอนระหวางการเก็บรักษาถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยแบบแชแข็ง 
 
ขอบเขตของการวิจัย 

ทําการทดสอบผลของสารสกัดสมุนไพรตอการเก็บรักษาถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยและการยับย้ัง
แบคทีเรียกอโรคในถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยที่เก็บรักษาแบบแชแข็งดวยเครื่องแชแข็งอัตโนมัติ  เริ่มโดยการ
เก็บรวบรวมพอพันธุกุงแชบวย การสกัดสมุนไพร  จากน้ันทําการศึกษาผลของระยะเวลาการเก็บ
รักษาตอคุณภาพสเปรมกุงแชบวย  โดยศึกษาถึงอัตราการมีชีวิตของสเปรมกุงแชบวยในถุงนํ้าเช้ือสด
และถุงนํ้าเช้ือแชแข็ง  และทําการประเมินการปนเปอนของแบคทีเรียกอโรคในมนุษยและสัตวนํ้าจาก
ถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยที่ผานการแชแข็งในชวงเวลาตาง ๆ เปนระยะเวลานาน 1 ป  รวมทั้งทําการจัด
จําแนกชนิดของแบคทีเรียที่ปนเปอนและจัดเก็บแบคทีเรียแบบแชแข็งสําหรับการทดลองในข้ันตอน
ตอไป  และเริ่มทําการทดสอบผลของสารสกัดสมุนไพรตอการเก็บรักษาถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยและการ
ยับย้ังแบคทีเรียกอโรคในถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยที่เก็บรักษาแบบแชแข็งดวยการแข็งแบบกลองโฟม  โดย
การเก็บรวบรวมพอพันธุกุงแชบวยและสกัดสมุนไพร เพื่อนําถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยมาศึกษาถึงผลของ
ระยะเวลาการเก็บรักษาตอคุณภาพสเปรมกุงแชบวย โดยศึกษาถึงอัตราการมีชีวิตของสเปรม 
กุงแชบวยในถุงนํ้าเช้ือสดและถุงนํ้าเช้ือแชแข็ง  และทําการประเมินการปนเปอนของแบคทีเรีย 
กอโรคในมนุษยและสัตวนํ้าจากถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยที่ผานการแชแข็งในชวงเวลาตาง ๆ เปนระยะเวลา
นาน 3 เดือน รวมทั้งทําการจัดจําแนกชนิดของแบคทเีรียที่ปนเปอนและจัดเก็บแบคทีเรียแบบแชแข็ง 
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วิธีดําเนินการวิจัยโดยสรุปทฤษฎีและ/หรือแนวทางความคิดท่ีนํามาใชในงานวิจัย 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ 

1. ทราบถึงวิธีการที่เหมาะสมและมีประสิทธิภาพของการประยุกตใชสมุนไพรไทยในการ
เก็บรักษาถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยแบบแชแข็งในถังไนโตรเจนเหลวโดยการใชเทคโนโลยีด้ังเดิมและแบบ
กลองโฟม 

2. ทราบถึงผลของการประยุกตใชสารสกัดสมุนไพรไทยตอการเปลี่ยนแปลงคุณภาพสเปรม
กุงแชบวย  และการเปลี่ยนแปลงปริมาณและชนิดของแบคทีเรียกอโรคในคนและสัตวนํ้าที่ปนเปอน
ระหวางการเก็บรักษาแบบแชแข็ง 

3. ทราบวิธีการที่เหมาะสมในการเก็บรักษาถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยแบบแชแข็ง  ซึ่งขอมูล
ดังกลาวสามารถนําไปใชในการศึกษาตอไป  รวมทั้งทําใหสามารถประยุกตใชการเพาะขยายพันธุกุง
แชบวยไดโดยตรง  ทําใหการจัดการฟารมและการเพาะพันธุกุงแชบวยมีความสะดวกและมี
ประสิทธิภาพดีข้ึน และยังเปนแนวทางในการพัฒนางานวิจัยดานการเก็บรักษาถุงนํ้าเช้ือกุงชนิดอื่น ๆ 
ตอไปในอนาคต 

 

การเกบ็รวบรวมพอพันธุกุงแชบวย 

การศึกษาผลของสารสกัดสมุนไพรที่มีตอการแชแข็งถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยดวยเครื่องแชแข็ง
อัตโนมัติและแบบกลองโฟม 

การศึกษาผลของระยะเวลาการ
เก็บตอคุณภาพสเปรมของ 

ถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยทีเ่ก็บรักษา
แบบแชแข็ง 

การประเมินการปนเปอนของ
แบคทีเรียกอโรคในมนุษยและสัตว
นํ้าจากถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยที่ผาน

การแชแข็ง 

จัดจําแนกชนิดของแบคทีเรียที่
ปนเปอนในถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยที่

ผานการแชแข็ง 



บทที่ 2 
เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 

 
เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวของ ประกอบดวยหัวขอดังน้ี 
 1. กุงแชบวย  
 2. การแพรกระจายของโรคที่เกิดจากแบคทีเรียในการเพาะเลี้ยงกุง 
 3. การเก็บรักษาถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยแบบแชแข็ง 
 4. งานวิจัยที่เกี่ยวของกับการศึกษา 
 
1. กุงแชบวย  
 กุงแชบวย (Banana prawn) มีช่ือวิทยาศาสตรวา 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) 
 กุงแชบวยเปนกุงทะเลประเภทหน่ึงที่จัดอยูในคลาสครัสเตเซียน (Crustacean) เปนสัตวที่ 
ไมมีกระดูกสันหลัง หายใจโดยใชเหงือก  มีหนวด 2 เสน อยูบริเวณสวนหัวของกุง มีลําตัวงอยาว และ
ลําตัวเปนขอปลองทั้งหมด 19 ขอ ซึ่งแตละขอปลองจะประกอบดวยรยางคจํานวน 1 คู แตละคูจะมี
หนาที่แตกตางกัน  โดยแตละคูสามารถแบงไดเปน 3 สวน ตามปลอง ดังน้ี 

 1) รยางคสวนหัว (Cephalic appendages) จํานวน 5 คู 
      รยางคคูที่ 1-2 ทําหนาที่รับความรูสึก (Antenna) 

   รยางคคูที่ 3, 4  และ 5 ทําหนาที่ชวยในการกินอาหาร (Antenna) 
 2) รยางคสวนอก (Thoracic appendages) จํานวน 8 คู 
      รยางคคูที่ 6, 7  และ 8 ชวยในการกินอาหาร (Maxilliped) 
      รยางคคูที่ 9-13 ทําหนาที่ในการเดิน (Pereiopods) 
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 3) รยางคสวนลําตัว (Abdominal appendages) จํานวน 6 คู 
      รยางคคูที่ 14-18 ทําหนาที่ในการวายนํ้า  หรือชวยในการยึดเกาะของไข 

(Pleopods) 
      รยางคคูที่ 19 ทําหนาที่ชวยในการวายนํ้าหรือเคลื่อนที ่(Uropod)  
 

1.2 ลักษณะและความแตกตางระหวางเพศ 
 กุงแชบวยเพศผูและเพศเมียสามารถแยกออกจากกันไดโดยอาศัยการสังเกตความแตกตาง
ของลักษณะอวัยวะภายนอกที่ปรากฏ  โดยในกุงเพศเมียบริเวณที่อยูระหวางโคนคูที่ 5 และขาวายนํ้า
คูที่  1 จะมีอวัยวะที่เรียกวาทีไลกัม (Thelycum) สวนกุงเพศผูจะมีอวัยวะที่ เรียกวา พีแทสมา 
(Petasma) ซึ่งมีลักษณะเปนต่ิงย่ืนออกมาอยูระหวางโคนขาเดินคูที่ 1 (สุบัณฑิต น่ิมรัตน และวีรพงศ 
วุฒิพันธุชัย, 2555) (ภาพที่ 1 และ 2) 
 
 

 
 

ภาพท่ี 1 ลักษณะเพศของกุง 
 ก : ลักษณะโดยทั่วไปของกุง 
 ข : Petasma อวัยวะสืบพันธุของเพศผู 
 ค : Thelycum อวัยวะสืบพันธุของเพศเมีย  
 (Edwards, 1837) 

 
 
 
 

ก 

ข ค 
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ภาพท่ี 2 ลักษณะของอวัยวะสืบพันธุกุง 
 ก : Petasma อวัยวะสืบพันธุของเพศผู 
 ข : Thelycum อวัยวะสืบพันธุของเพศเมีย 

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

1.3 การผสมพันธุและการวางไข 
 ในชวงฤดูการผสมพันธุและวางไข  เมื่อกุงเพศผูและเพศเมียมีความพรอมที่จะผสมพันธุแลว  
กุงเพศเมียจะทําการลอกคราบเปนระยะเวลาประมาณ 3-6 ช่ัวโมง จากน้ันกุงเพศผูจึงจะเขามากอด
รัดเพศเมีย และทําความสะอาดบริเวณสวนทอง (Ventral thoracic) ของกุงเพศเมีย ตอมากุงเพศผู
จะจับกุงเพศเมียหงายข้ึนพรอมกับปลอยถุงนํ้าเช้ือ (Gelatinous mass)  เขาไปบริเวณทีไลกัมของกุง
เพศเมีย  (ประจวบ หลําอุบล, 2530) (ภาพที่ 3) โดยภายในถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยจะประกอบดวยเซลล
สเปรม  ซึ่งเซลลสเปรมของกุงแชบวยจะมีโครงสรางที่มีสวนหัวลักษณะกลมหนา และมีขนาดใหญ  
ภายในบรรจุสารพันธุกรรม และสวนหางมีลักษณะสั้นใชในการวายนํ้า (ภาพที่ 4)  ซึ่งภายหลังจากน้ัน
ไขที่มีการพัฒนาอยางเต็มที่จากกุงเพศเมียที่พรอมวางไข  จะสังเกตเห็นพฤติกรรมของกุงเพศเมียที่จะ
วายนํ้าวนไปมามีอาการกระวนกระวายกอนที่จะวางไข โดยขณะการวางไขของกุงเพศเมียจะมีลักษณะ
การงอสวนของหางเขาหาลําตัวทางดานหนาทองบริเวณปลองที่ 4 จากน้ันขาเดินทั้ง 5 คู จะงอ และ
กดสวนอกแนน สวนขาวายนํ้าจะโบกไปขางหนา และหลังอยางสม่ําเสมอ และที่ปลายขาเดิน 3 คูหลัง 
จะวายไปทางซาย และขวาอยางชาๆ เพื่อทําใหไขถูกปลอยออกมาเน่ืองจากการหมุนเวียนของนํ้าจาก
การโบกพัดของขาวายนํ้า  ทางชองที่เปดอยูบริเวณของขาคูที่ 3 (สุบัณฑิต น่ิมรัตน และวีรพงศ  
วุฒิพันธุชัย, 2555) แลวนํ้าเช้ือจากถุงนํ้าเช้ือที่เก็บไวภายในกุงเพศเมียจะถูกปลอยออกมาจากบริเวณ
รูเปดของโคนขาคูที่ 4 ซึ่งไขที่ไดรับการผสมพันธุแลว (Fertilized eggs) จะจมลง และไขจะฟก
กลายเปนตัวออนเมื่อระยะเวลาผานไปประมาณ 12-14 ช่ัวโมง (ประจวบ หลําอุบล, 2530)  
 

 
 
 

ข ก 
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ภาพท่ี 3 ลักษณะการผสมพันธุของกุง 
ก :  คือลักษณะของกุงแชบวยเพศผูทีท่ําความสะอาดบรเิวณสวนทอง 

      ของกุงแชบวยเพศเมีย 
 ข : คือลักษณะการฉีดนํ้าเช้ือของกุงแชบวยเพศผูเขาสูกุงแชบวยเพศเมีย 

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

 
 

ภาพท่ี 4 ลักษณะของสเปรมกุงแชบวย 
(ภาพโดย: ณัฐชนน พลายสิน) 

 
 
 

ก 

ข 
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2. การแพรกระจายของโรคท่ีเกิดจากแบคทีเรียในการเพาะเลี้ยงกุง 
 การแพรระบาดของโรคในสัตวนํ้าเกิดจากหลายสาเหตุ ไดแก การเกิดมลพิษในนํ้า การติดเช้ือ
จากรา  โพรโตซัว  ไวรัสและแบคทีเรีย  โดยโรคที่พบวามีการแพรระบาดและเปนปญหาในการ
เพาะเลี้ยง คือ โรควิบริโอซิส (Vibriosis)  โรคเอ็นเอชพี (Necrotizing hepatopancreatitis หรือ 
NHP) โรคติดเช้ือริกเก็ตเซียในเฮปปาโตแพนเครียส (Hepatopancreatic rickettsia infection) และ
โรคติดเช้ือมัยโครแบคทีเรียม (Mycobacterial infections) เปนตน (ทินรัตน ศรีสุวรรณ, 2551) ซึ่ง
การติดโรคดังกลาวหากไมไดรับการปองกันและแกไข อาจจะสงผลเสียหายตอปริมาณผลผลิตในการ
เพาะเลี้ยง และระบบนิเวศในการเพาะเลี้ยงได 
  
 2.1 โรควิบริโอซิส 
 โรควิบริโอซิส (Vibriosis) เปนโรคที่เกิดจากการติดเช้ือแบคทีเรียที่อยูในสกุลวิบริโอ (Vibrio) 
ซึ่งเปนแบคทีเรียแกรมลบ รูปทอน  โดยอาจมีลักษณะเปนทอนตรงหรือทอนโคงคลายเครื่องหมาย
จุลภาค  มีขนาดประมาณ 0.5-0.8 ไมโครเมตร  ไมสรางสปอรและแคปซูล สามารถเคลื่อนที่ไดโดย
อาศัยการใชแฟลกเจลลาที่ปลายเซลล สามารถผลิตเอนไซมออกซิเดส (Oxidase)  เอนไซมคะตะเลส 
(Catalase)  และสามารถหมักยอยนํ้าตาลกูลโคสโดยไมเกิดกาซได (สุบัณฑิต น่ิมรัตน, 2551; Baumann 
and Schubert, 1984)  เช้ือแบคทีเรียกลุมวิบริโอหลายชนิดเปนเช้ือแบคทีเรียกอโรคทั้งในมนุษย 
และในสัตวนํ้าหลายชนิด  ซึ่งแบคทีเรียกลุมวิบริโอสามารถพบไดทั่วไปในสิ่งแวดลอมตาง ๆ เชน ทะเล 
มหาสมุทร รวมทั้งในบริเวณปากแมนํ้าที่เปนรอยตอระหวางนํ้าเค็มและนํ้าจืด  ดังน้ันจึงสามารถพบ
แบคทีเรียกลุมวิบริโอปนเปอนในอาหารทะเลประเภทตาง ๆ  รวมทั้งการเพาะเลี้ยงสัตวนํ้าในฟารม
โดยในการเพาะเลี้ยงกุงสามารถประสบกับปญหาการแพรระบาดของโรคติดเช้ือจากแบคทีเรียกลุม
วิบริโอ ซึ่งเปนปญหาที่พบไดบอยในการเพาะเลี้ยง (ทินรัตน ศรีสุวรรณ, 2551; สุบัณฑิต น่ิมรัตน, 
2551) เน่ืองจากปจจัยและสภาวะทางสิ่งแวดลอมในการเพาะเลี้ยงที่ไมเหมาะสม เชน นํ้าที่ใชในการ
เพาะเลี้ยงมีคุณภาพไมดี ความหนาแนนของกุงภายในบอเพาะเลี้ยง อุณหภูมิของนํ้าสูงเกินไปและนํ้า 
มีคา DO ตํ่า เปนตน (Lewis, 1973; Lightner and Lewis, 1975; Brock and Lightner, 1990) 
ปจจัยเหลาน้ีสามารถเหน่ียวนําใหแบคทีเรียมีการเพิ่มจํานวนไดอยางรวดเร็ว ทําใหเกิดการติดเช้ือและ
เกิดการแพรระบาดของโรคติดเช้ือดังกลาวในกุงที่ทําการเพาะเลี้ยงได (Sizemore and Davis, 1985) 
ซึ่งเปนสาเหตุที่สําคัญประการหน่ึงที่ทําใหเกิดการตายของกุงที่ติดเช้ือ (Lightner and Lewis, 1975; 
Adams, 1991; Lightner et al., 1992; Lavilla-Pitogo et al., 1996; Lavilla-Pitogo et al., 
1998; Chen et al., 2000) แบคทีเรียที่เปนสาเหตุใหเกิดโรคติดเช้ือดังกลาวน้ีประกอบดวยแบคทีเรีย
กลุมวิบริโอหลายชนิด ไดแก Vibrio harveyi, Vibrio parahaemolyticus, Vibrio vulnificus, 
Vibrio alginolyticus และ Vibrio penaeicida (Brock and Lightner, 1990; Ishimaru et al., 
1995) นอกจากน้ียังมีรายงานการระบาดของโรควิบริโอซิสในกุงจากการติดเช้ือ Vibrio damsela, 
Vibrio fluvialis และแบคทีเรียกลุมวิบริโอชนิดอื่น ๆ ที่ไมสามารถจัดจําแนกได (Lightner, 1996)  
 V. harveyi เปนแบคทีเรียที่ทําใหเกิดโรค Luminescent vibriosis ไดในกุงหลายชนิด เชน  
กุงขาว (Litopenaeus vannamei) และกุงกุลาดํา (Penaeus monodon) เปนตน (Lavilla-
Pitogo et al., 1998; Guzman et al., 2010) ลักษณะอาการของกุงที่ติดโรควิบริโอซิสคือ กุงจะเกิด
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สภาวะขาดออกซิเจน ลําตัวมีสีตัวแดง เหงือกเปนสีแดงถึงนํ้าตาล  กินอาหารไดนอยและวายนํ้าชา ๆ 
อยูบริเวณผิวนํ้า (Anderson et al., 1988; Nash et al., 1992) สามารถเห็นการเรืองแสงอยาง
ชัดเจนในเวลากลางคืน (ชลอ  ลิ้มสุวรรณ, 2543; สุบัณฑิต น่ิมรัตน, 2551) และมีโอกาสตายสูงถึง 95 
เปอรเซ็นต (Chen, 1992)   
 ดังน้ันการเพิ่มจํานวนของแบคทีเรียกลุมวิบริโอในบอเพาะเลี้ยงกุงจึงเปนปญหาทีต่องคํานึงถึง 
และทําการควบคุมเพื่อปองกันการเกิดโรคติดเช้ือจากแบคทีเรียกลุมวิบริโอ  ซึ่งจะทําใหกุงที่ติดโรค
ตายและสูญเสียปริมาณการผลิต 

 
 2.2 โรค Necrotizing hepatopancreatitis หรอื NHP 
 โรคติดเช้ือที่พบวามีการระบาดในการเพาะเลี้ยงกุงที่สําคัญอีกโรคหน่ึง คือ โรค Necrotizing 
hepatopancreatitis หรือ NHP เปนโรคที่เกิดจากการติดเช้ือแบคทีเรียที่มีความรุนแรง และเปน
สาเหตุสําคัญที่กอใหเกิดความเสียหายทางเศรษฐกิจในการเพาะเลี้ยงกุง ลักษณะเช้ือแบคทีเรียที่ 
กอโรค NHP เปนแบคทีเรียแกรมลบ เซลลมีขนาดเล็ก มีรูปรางไมแนนอน และจะพบอยูภายในเซลล
เทาน้ัน (Obligate intracellular rickettsia-like pathogen) (ชลอ ลิ้มสุวรรณ และนิติ ชูเชิด, 
2550) การระบาดของโรค NHP พบครั้งแรกในมลรัฐเท็กซัส ประเทศสหรัฐอเมริกา ในปค.ศ. 1995  
ทั้งน้ีการระบาดของโรค NHP มักปรากฏข้ึนเมื่ออุณหภูมิของนํ้าในบอเพาะเลี้ยงเพิ่มสูงข้ึนประมาณ 
29-31 องศาเซลเซียส และความเค็มของนํ้าเทากับ 20-40 พีพีที ติดตอกันเปนระยะเวลานาน แต
อยางไรก็ตามในกุงตัวออนจะไมพบการระบาดของโรค NHP  โดยโรคดังกลาวจะพบการระบาดเฉพาะ
ในกุงที่เพาะเลี้ยงในบอดินเทาน้ัน และสามารถพบการระบาดไดตลอดระยะเวลาการเพาะเลี้ยง ทั้งน้ี
การแพรระบาดของโรค NHP มีสาเหตุจากการกินกุงที่เปนพาหะหรือกุงที่ติดโรค NHP อยูเขาไป
โดยตรง การปนเปอนของนํ้าหรือการปนเปอนของแบคทีเรียที่เปนสาเหตุของโรค NHP ในอุจจาระ
ของกุงที่ติดเช้ือก็สามารถเปนสาเหตุของการติดตอโรคดังกลาวได (Freliler et al., 1993; Australian 
Government Department of Agriculture, Fisheries and Forestry, 2008; Australian 
Government Department of Agriculture Fisheries and Forestry, 2012) รวมทั้งยังมีปจจัย
ของสภาพแวดลอมในการเพาะเลี้ยงไมเหมาะสมดังกลาวไวขางตนรวมดวย  สําหรับในประเทศไทยพบ
การระบาดของโรคต้ังแตชวงกลางป พ.ศ. 2548 ในฟารมเพาะเลี้ยงกุงขาวแวนนาไมในหลายพื้นที่
แถบฝงทะเลอันดามัน ลักษณะของกุงที่เปนโรค โดยเริ่มจากไมกินอาหาร เปลือกบาง และตัวหลวม 
เหงือกมีลักษณะสีดํา มีบาดแผลตามลําตัว ตับและตับออนฝอ การติดเช้ือ NHP อยางรุนแรงจะทําให
ลักษณะของตับและตับออนเละจนเหลว บวมนํ้า จํานวน R และ B-cells ลดลง เซลลบุทอตับและ 
ตับออนมีขนาดเล็กลง (ชลอ ลิ้มสุวรรณ และนิติ ชูเชิด, 2550) 
 
3. การเก็บรักษาถุงนํ้าเชื้อกุงแชบวยแบบแชแข็ง 
 การแชแข็งนํ้าเช้ือจัดเปนการเก็บรักษาสเปรมระยะยาวที่อุณหภูมิ -196 องศาเซลเซียส ซึ่ง
สามารถเก็บรักษาเช้ือไดนานกวาปกติ  เพราะจะสามารถชวยคงสภาพเซลลของสเปรมไวได  เน่ืองจาก
ขบวนการเมแทบอลิซึมของเซลลเกือบเปนศูนย และเมื่อละลายเซลลอยางถูกตองทําใหเซลลกลับมา
อยูในสภาพเดิมและมีชีวิตอยูได (กฤษณ มงคลปญญา, 2536) 
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 ในขณะที่ทําการลดอุณหภูมิในเซลล  เซลลอาจไดรับอันตรายเพราะภายนอกเซลลมักจะ
เปลี่ยนสถานะเปนนํ้าแข็งกอนนํ้าภายในเซลล สงผลใหสารละลายภายนอกเซลลมีความเขมขนสูงซึ่งมี
สภาพเปน Hypertonic กับสารละลายในเซลลที่ยังไมถูกแชแข็ง  ทําใหเกิดแรงดันออสโมติกสงผลให
นํ้าภายในเซลลไหลออกนอกเซลลเพื่อปรับสมดุลใหสารละลายทั้งสองดานมีความเขมขนเทากนั ดังน้ัน
เซลลจะมีขนาดเล็กลงระหวางการลดอุณหภูมิแชแข็ง  การลดอุณหภูมิเร็วและเหมาะสมสามารถลด
การเหี่ยวของเซลลได  เน่ืองจากการลดอุณหภูมิอยางรวดเร็วทําใหนํ้าภายในเซลลไหลออกภายนอก 
ไมทัน  อยางไรก็ตามการลดอุณหภูมิอยางรวดเร็วเกินไปจะทําใหเกิดเกล็ดนํ้าแข็งข้ึนภายในเซลลเปน
อันตรายตอเซลลเชนกัน  ดังน้ันในขบวนการแชแข็งจึงมีการเติมสารเคมี คือ นํ้ายา Extender เพื่อ
เจือจางนํ้าเช้ือ โดย Extender ที่ดีควรมีคุณสมบัติคลาย Seminal plasma คือทําใหสเปรมที่นํา
ออกมาขางนอกอยูในสภาวะเหมือนอยูในถุงสเปรมไมเคลื่อนที่และลดการสูญเสียพลังงาน  อีกทั้งยัง
ชวยรักษาเซลลใหมีชีวิตรอดระหวางการลดอุณหภูมิและยังเปนสารอาหารใหกับเซลลอีกดวย  สําหรับ
สารอาหารที่สําคัญที่ใชในการแชแข็งคือ สารละลายไครโอโพรเทคแทนท (Cryoprotectant) ซึ่งชวย
ปองกันการเกิดเกล็ดนํ้าแข็ง (Ice crytal) ภายในเซลล ปองกันเซลลเหี่ยว ปองกันความเสียหายที่เกิด
จากการเสียสมดุลของเกลือแรและอิเลคโตรไลท  อีกทั้งยังสามารถรักษาคุณสมบัติของเย่ือหุมเซลลและ
ออกาแนลลใหมีสภาพปกติระหวางแชแข็ง  การเก็บรักษาเซลลโดยวิธีการแชแข็งตองกําหนด
ระยะเวลาที่เหมาะสม  ใหเซลลปรับตัวกับสารละลาย (Equilibration time) อัตราการลดอุณหภูมิ 
อุณหภูมิสารละลาย ลักษณะหลอดแชแข็ง การดูแลถังไนโตรเจนเหลวที่ถูกตองและเหมาะสมจึงจะ
สามารถเก็บรักษานํ้าเช้ือไดนาน 
 การแชแข็งนํ้าเช้ือมีประโยชนตอการเพาะพันธุสัตวนํ้า กลาวคือ ในการเพาะพันธุสัตวนํ้าสวน
ใหญน้ันเพศผูเมื่อถึงระยะโตเต็มวัยจะผลิตนํ้าเช้ือไดตลอดเวลา  แตการตกไขของสัตวเพศเมียจะไม
สามารถตกไขไดตลอดเวลา ดังน้ันถาเก็บรักษานํ้าเช้ือสัตวเพศผูไวไดเมื่อเพศเมียตกไขก็จะสามารถ
นํามาผสมพันธุกับเพศเมียไดตลอดเวลา  รวมถึงการเก็บรักษานํ้าเช้ือเพื่อนําไปผสมพันธุของสัตวที่เปน
กะเทย (Hermaphrodite) เชน ปลากะรัง (Epinephelus tauvina) ที่ชวงแรกของชีวิตเปนเพศเมีย
และเมื่อโตข้ึนจะกลายเปนเพศผู  นอกจากน้ียังมีประโยชนในเรื่องการผสมพันธุขามชนิด (Interspecific 
hybridization)  เพื่อใหไดสัตวที่พันธุดีกวาเดิม (กฤษณ มงคลปญญา, 2536) 
 
4. งานวิจัยท่ีเก่ียวของกับการศึกษา 

ธิดาพร ฉวีภักด์ิ และคณะ (2549) ไดทําการศึกษาชนิดของแบคทีเรียวิบริโอในแมกุงแชบวย 
(Penaeus merguiensis) จากแหลงธรรมชาติฝงอาวไทยตะวันออก ผลจากการศึกษาพบ Vibrio 
จากตับ/ตับออน และเลือดของแมกุงแชบวยจําแนกออกเปน 4 ชนิด คือ Vibrio vulnificus,  
V. alginolyticus V. fluvialis และ V. damsela   สวนแบคทีเรีย Vibrios ที่แยกไดจากนํ้าทะเลใน
แหลงที่แมกุงแชบวยอาศัยอยู จําแนกได 5 ชนิด ไดแก V. vulnificus, V. alginolyticus, V. fluvialis, 
V. damsela และ V. parahaemolyticus 
 สุบัณฑิต น่ิมรัตน  และวีรพงศ วุฒิพันธุชัย (2553) ศึกษาการพัฒนาการเก็บรักษานํ้าเช้ือปลา
กะพงขาว (L. calcarifer) ดวยวิธีแชเย็น โดยทําการศึกษาความเขมขนของยาปฏิชีวนะ Penicillin-
Streptomycin ที่ความเขมขน 0.1, 1.0 และ 2.0% ในการเก็บรักษานํ้าเช้ือปลากะพงขาวดวยวิธีการ 
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แชเย็น จากการศึกษาพบวา Penicillin-Streptomycin ที่ความเขมขน 0.1% (v/v) สามารถรักษา 
การมีชีวิตรอดของสเปรมปลาไดมากที่สุดเปนระยะเวลา 9 วัน และสามารถลดปริมาณของเช้ือ
แบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดไดดีกวาชุดควบคุม (Ringer’s solution) 
 สุบัณฑิต น่ิมรัตน  และวีรพงศ วุฒิพันธุชัย (2555) ทําการศึกษาชนิดของ Extender ที่
เหมาะสมตอการเก็บรักษาถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวย (P. merguiensis) ที่เก็บรักษาดวยวิธีการแชเย็น โดย
ทําการเก็บรักษาถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยไวในสารละลาย Extender ที่แตกตางกัน 5 ชนิด ไดแก Ca-F-
Saline, Mineral Oil, Ringer’s solution, ฟอสเฟตบัฟเฟอร  และ 0.8% NaCl ภายใตอุณหภูมิ 2-4 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 28 วัน จากการทดลองพบวาถุงนํ้าเช้ือที่เก็บรักษาไวใน Mineral oil 
สามารถรักษาการมีชีวิตรอดของสเปรมไวไดมากที่สุด เทากับ 89.10 ± 0.81% จากน้ันทําการศึกษา
ผลของการเติมยาปฏิชีวนะ Penicillin-Streptomycin และ Penicillin-Gentamicin ที่ความเขมขน  
0.1, 1 และ 2% และทําการเก็บรักษาดวยวิธีการแชเย็น ซึ่งจากการศึกษาพบวาชุดทดลองที่มีการเติม
ยาปฏิชีวนะ Penicillin-Streptomycin ความเขมขน 0.1% แสดงอัตราการรอดชีวิตของสเปรมมาก
ที่สุด 
 สุบัณฑิต น่ิมรัตน และคณะ (2557ก) ศึกษาผลของการเติมยาปฏิชีวนะ Penicillin-Streptomycin 
และ Penicillin-Gentamycin ความเขมขน 0.1, 1 และ 2 % ตออัตราการรอดชีวิตของสเปรมและ
ปริมาณแบคทีเรียแกรมลบในถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยที่เก็บรักษาแบบแชเย็น  ผลการศึกษาพบวาชุดการ
ทดลองที่เติมยาปฏิชีวนะ Penicillin-Streptomycin ความเขมขน 0.1% มีอัตราการรอดชีวิตของ
สเปรมสูงที่สุด และทุกชุดการทดลองสามารถยับย้ังแบคทีเรียแกรมลบในถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยใน
ระหวางที่เก็บรักษาแบบแชเย็นไดต้ังแตวันแรกจนถึงสิ้นสุดการทดลอง  
 สุบัณฑิต น่ิมรัตน และคณะ (2557ข) ศึกษาผลของการเติมยาปฏิชีวนะ Penicillin-Streptomycin 
และ Penicillin-Gentamycin ความเขมขน 0.1, 1 และ 2 % ตออัตราการรอดชีวิตของสเปรมและ
ปริมาณแบคทีเรีย Pseudomonas ในถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยที่เก็บรักษาแบบแชเย็น ผลการศึกษาพบวา
ชุดการทดลองที่ใหผลการศึกษาดีที่สุดคือ ชุดการทดลองที่เติมยาปฏิชีวนะ Penicillin-Streptomycin 
ความเขมขน 0.1%  โดยมีอัตราการรอดชีวิตของสเปรมสูงที่สุด และสามารถยับย้ัง Pseudomonas 
ไดต้ังแตวันที่ 21 จนถึงสิ้นสุดการทดลอง  

Hwang et al. (2004) ศึกษาถึงผลของสารสกัดจากกระชายเหลือง (Kaempferia 
pandurata) ในการตานแบคทีเรียที่ทําใหเกิดฟนผุ คือ Streptococcus mutans, S. sobrinus,  
S. sanguinis และ S. salivarius จากการทดสอบหาคา MIC ของสารสกัดจากกระชายเหลืองตอ  
S. sobrinus, S. sanguinis และ S. salivarius พบวาคา MIC มีคาเทากันคือ 4 มิลลิกรัมตอลิตร ซึ่ง
ตํ่ากวาสารปองกันฟนผุที่สกัดไดจากชาเขียว Carvacrol ทายม กานพลูและยูคาลิปตัส ซึ่งมีคา MIC 
เทากับ 125, 125, 250, 500 และ 500 ตามลําดับ นอกจากน้ันสารสกัดจากกระชายเหลืองความ
เขมขน 20 มิลลิกรัมตอลิตร สามารถยับย้ัง S. mutans ไดภายในเวลา 1 นาที ซึ่งสารสกัดกระชาย
เหลืองที่ไดมีผลทําใหเย่ือหุมเซลลและผนังเซลลของ S. mutans ถูกทําลาย 
 Nimrat et al. (2005) ไดศึกษาเพื่อพัฒนาวิธีการเก็บรักษาถุงนํ้าเช้ือกุงกุลาดํา (P. monodon) 
ดวยวิธีการแชเย็น  และทําการประเมินการเพิ่มจํานวนของแบคทีเรียระหวางระยะเวลาการเก็บรักษา 
โดยการทดลองในข้ันตอนแรกทําการศึกษาถึงความเหมาะสมของสารละลาย Extender ทั้งหมด 4 
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ชนิด คือ Mineral oil, Ringer's solution, ฟอสเฟตบัฟเฟอร  และ 0.85% NaCl เพื่อใชสําหรับเก็บ
รักษาถุงนํ้าเช้ือกุงกุลาดําที่อุณหภูมิ 2-4 องศาเซลเซียส  เปนระยะเวลา 42 วัน โดยปราศจากการเติม
ยาปฏิชีวนะ พบวา Mineral oil เปนสารละลาย Extender ที่เหมาะสมที่สุดสําหรับการเก็บรักษา 
ถุงนํ้าเช้ือกุงกุลาดํา เน่ืองจากมีเปอรเซ็นตการมีชีวิตของสเปรมสูงที่สุดเทากับ 58.3 ± 2.9% เมื่อทําการ
เก็บรักษาเปนระยะเวลา 42 วัน  และจากการศึกษาพบวา Bacillus sp., Staphylococcus sp.  และ 
Ps. aeruginosa เปนชนิดของแบคทีเรียกลุมหลักที่สามารถคัดแยกไดมากที่สุดจากถุงนํ้าเช้ือกุงกุลาดํา  
รวมทั้งปริมาณแบคทีเรียทั้งหมดที่ตรวจนับไดมีปริมาณเพิ่มสูงข้ึนในระหวางการเก็บรักษาแบบแชเย็น
ตลอดระยะเวลาการศึกษา  ในการศึกษาข้ันที่ 2 จึงทําการศึกษาผลของการเก็บรักษาถุงนํ้าเช้ือ 
กุงกุลาดําใน Mineral oil ที่เติมยาปฏิชีวนะ Penicillin–Streptomycin ที่ระดับความเขมขนที่แตกตาง
กัน 4 ระดับ คือ 0.1%, 1%, 2% และ 3%  ซึ่งผลการศึกษาพบวาเปอรเซ็นตการมีชีวิตของสเปรมใน
ชุดการทดลองที่เติมยาปฏิชีวนะทั้ง 4 ระดับความเขมขนมีคาไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 
(p>0.05) สวนปริมาณแบคทีเรียที่นับไดทั้งหมด Bacillus sp., Staphylococcus sp. และ Ps. 
aeruginosa ในชุดการทดลองที่เติมยาปฏิชีวนะมีปริมาณลดลงอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) 
โดยมีปริมาณที่ลดลงอยูในระดับที่ไมสามารถตรวจพบไดในวันที่ 14 ภายหลังจากการเก็บรักษา และ
จากการประเมินความสามารถในการปฏิสนธิจากการผสมเทียมพบวาถุงนํ้าเช้ือกุงกุลาดําที่เก็บรักษา
ไวใน Mineral oil เปนระยะเวลา 7-8 วัน ที่อุณหภูมิ 2-4 องศาเซลเซียส มีอัตราการฟกของตัวออน
ใกลเคียงกับชุดควบคุม ดังน้ันการเก็บรักษาถุงนํ้าเช้ือดวยวิธีการแชเย็นเปนวิธีที่เหมาะสมสําหรับการ
จัดการการผสมพันธุของพอ-แมพันธุกุงกุลาดํา หรือสัตวนํ้ากลุมไมมีกระดูกสันหลังที่สรางถุงนํ้าเช้ือ
ชนิดอื่น ๆ 

Bansemir et al. (2006) ไดทําการศึกษาเพื่อคัดเลือกสารตานจุลชีพชนิดใหมที่สามารถใชได
ทั้งในมนุษยและสัตว   ทั้งน้ีเพื่อเปนการลดการใชสารปฏิชีวนะที่มักสงผลกระทบตอสิ่งแวดลอม   โดย
มุงเนนสารสกัดทางธรรมชาติจากสิ่งแวดลอมทางนํ้า   การทดลองน้ีมีจุดประสงคเพื่อศึกษาสารสกัด
จากสาหรายที่มีคุณสมบัติยับย้ังการเจริญของแบคทีเรียกอโรคในปลาและคัดเลือกสารสกัดที่มี
คุณสมบัติที่ดีที่นาจะนํามาใชเปนสารตานจุลชีพในการเพาะเลี้ยงสัตวนํ้า   ดังน้ันการทดลองในครั้งน้ี
จึงทําการสกัดสารสกัดจากสาหราย 26 ชนิด ดวยสารไดคลอโรมีเทน  เมทานอลและนํ้าเพื่อยับย้ัง
แบคทีเรียกอโรคในปลา 5 ชนิด ไดแก Aeromonas salmonicida ssp. salmonicida, Aeromonas 
hydrophila ssp. hydrophila, Pseudomonas anguilliseptica, Vibrio anguillarum และ 
Yersinia reckeri โดยพบวาสารสกัดที่ไดจากสาหรายสีแดงชนิด Asparagopsis armata, 
Ceramium rubrum, Dracheilla minuta, Falkenbergia rufolanosa, Gracilaria cornea 
และ Halopitys incurvus ที่สกัดโดยใชสารไดคลอโรมีเทนมีฤทธ์ิในการยับย้ังแบคทีเรียกอโรคมาก
ที่สุด  ซึ่ง V. anguillarum และ P. anguilliseptica เปนแบคทีเรียที่มีความไวตอสารสกัดจากสาหราย
สูงสุด  จากการทดลองแสดงใหเห็นวาสารสกัดจากสาหรายมีคุณสมบัติในการยับย้ังแบคทีเรียกอโรค
และสามารถนํามาใชเปนอาหารเพื่อสงเสริมการเจริญเติบโตและสุขภาพของสัตวนํ้าได 
 Nimrat et al. (2006) ทําการศึกษาพัฒนาวิธีการเก็บรักษาถุงนํ้าเช้ือกุงขาว (L. vannamei) 
แบบแชเย็น และประเมินการเพิ่มปริมาณของแบคทีเรียในระหวางการเก็บรักษา ซึ่งการศึกษาครั้งน้ี
แบงเปน 2 ข้ันตอน โดยในข้ันตอนแรกทําการศึกษาการเกบ็รักษาถุงนํ้าเช้ือไวในสารละลาย Extender 
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ที่แตกตางกัน 4 ชนิด คือ Mineral oil, Ringer's solution, ฟอสเฟตบัฟเฟอร และ 0.85% NaCl  
ที่อุณหภูมิ 2-4 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 35 วัน พบวาถุงนํ้าเช้ือที่เก็บรักษาไวใน Mineral oil  
มีลักษณะเปลี่ยนแปลงเพียงเล็กนอย และเปอรเซ็นตการมีชีวิตของสเปรมมีคามากที่สุด สําหรับ
แบคทีเรียที่พบมากที่สุดในถุงนํ้าเช้ือกุงขาวในระหวางการเก็บรักษา คือ B. circulans, S. hominis, 
S. lugdunensis, S. sciuri, S. xylosus  และ Micrococcus spp. ตอมาในข้ันตอนที่สอง
ทําการศึกษาผลของการเติมยาปฏิชีวนะในการเก็บรักษาถุงนํ้าเช้ือกุงขาวแบบแชเย็น โดยทําการเก็บ
รักษาถุงนํ้าเช้ือกุงขาวใน Mineral oil ที่ไมเติมยาปฏิชีวนะ และเติมยาปฏิชีวนะ Penicillin–
Streptomycin 0.1% ซึ่งผลการศึกษาพบวาเปอรเซ็นตการมีชีวิตของสเปรมในถุงนํ้าเช้ือกุงขาวที่เก็บ
รักษาไว 35 วัน  ในชุดการทดลองที่เติมยาปฏิชีวนะ Penicillin–Streptomycin 0.1% มีคาสูงสุด
เทากับ 69.5±3.9% เมื่อเปรียบเทียบกับชุดที่ไมไดเติมยาปฏิชีวนะ (p<0.05)  และปริมาณแบคทีเรีย
ทั้งหมดในถุงนํ้าเช้ือที่เก็บรักษาไวใน Mineral oil ที่ไมเติมยาปฏิชีวนะมีคาอยูระหวาง 28.3±4.8 ถึง 
2416.7±299.4 CFU/g แตตรวจไมพบเช้ือแบคทีเรียในชุดการทดลองที่มีการเติมยาปฏิชีวนะ 
Penicillin–Streptomycin  0.1% ดังน้ันการเก็บรักษาถุงนํ้าเช้ือดวยวิธีการแชเย็นเปนวิธีที่เหมาะสม
สําหรับการจัดการการผสมพันธุของพอ-แมพันธุกุงขาว 
 Yano et al. (2006) ศึกษาถึงฤทธ์ิของเครื่องเทศและสมุนไพร 18 ชนิด ในการตาน
แบคทีเรีย Vibrio parahaemolyticus ซึ่งเปนเช้ือกอโรคทางอาหาร  โดยศึกษาถึงปจจัยรวมระหวาง
ผลของอุณหภูมิและระดับของสารอาหาร จากผลการทดลองพบวาโหระพา (Basil) กานพลู (Clove) 
กระเทียม (Garlic) มะรุม (Horseradish) มาเจอแรม (Marjoram) โอรีกาโน (Oregano)  และไธม 
(Thyme) มีความสามารถในการยับย้ังแบคทเีรียดังกลาวที่อุณหภูมิการบม 30 องศาเซลเซียส  สวน
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
การบม 5 องศาเซลเซียส โดยคา Minimum inhibitory concentration (MIC) ที่นอยที่สุด คือ 
0.001 และ 0.00025 เปอรเซ็นต ซึ่งพบในมาเจอแรม ที่อุณหภูมิการบม 30 และ 5 องศาเซลเซียส 
ตามลําดับ ผลการทดลองน้ีช้ีใหเห็นวาเครื่องเทศและสมุนไพรสามารถใชในการปองกันความเสี่ยงจาก
การปนเปอนของเช้ือ V. parahaemolyticus  และใชในเทคโนโลยีที่ใชปจจัยรวมหลายปจจัยรวมกับ
การใชอุณหภูมิตํ่าในการปองกันความเสี่ยงจากการปนเปอนของแบคทีเรียชนิดน้ี 
 Ding et al. (2009) ทําการศึกษาผลลบของ Extender และสารไครโอโพรเทคแทนทตอการ
เคลื่อนที่ของนํ้าเช้ือปลา Mandarin (Siniperca chuatsi) ที่เก็บรักษาแบบแชแข็ง จากการศึกษา
พบวาการเก็บรักษานํ้าเช้ือใน Extender ที่เติม DMSO ความเขมขนสุดทายเทากับ 10% ที่อุณหภูมิ 
4 องศาเซลเซียส แลวนํานํ้าเช้ือดังกลาวมาใสในหลอดแชแข็ง เพื่อนําไปแชแข็งในถังไนโตรเจนเหลว
โดยใหหลอดนํ้าเช้ืออยูเหนือผิวหนาของไนโตรเจนเหลว 6 เซนติเมตร ซึ่งมีอุณหภูมิประมาณ -180 
องศาเซลเซียส โดยแชแข็งที่อุณหภูมิดังกลาวเปนเวลา 10 นาที จากน้ันนําหลอดนํ้าเช้ือวางบนผิวหนา
ของไนโตรเจนเหลวเปนเวลา 5 นาที แลวจึงนําหลอดดังกลาวไปแชแข็งในไนโตรเจนเหลวตอไป 
จากน้ันนํานํ้าเช้ือมาละลายที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 50 วินาที พบวานํ้าเช้ือมีอัตราการ
เคลื่อนที่สูงถึง 96±73% และเมื่อศึกษาอัตราการปฏิสนธิกับไขและอัตราการฟกพบวานํ้าเช้ือปลา 
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Mandarin ที่เก็บรักษาแบบแชแข็งเปนเวลา 1 สัปดาหและ 1 ป มีอัตราการปฏิสนธิกับไขเทากับ 
66.0±15.14 และ 54.7±64.40% ตามลําดับ และมีอัตราการฟกไขเทากับ 62.97±14.28% และ 
52.58±11.17%  ตามลําดับ ซึ่งไมแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P>0.05) กับอัตราการปฏิสนธิ
และอัตราการฟกไขของนํ้าเช้ือสดที่มีคาเทากับ 69.42±8.11% และ 59.82±5.27% ตามลําดับ 
 



บทที่ 3 
วัสดุอุปกรณและวิธดีําเนนิการวิจัย 

 

วัสดุอุปกรณ 
 1. อุปกรณที่ใชในการเกบ็รักษานํ้าเช้ือ 
  1.1 ถังเก็บไนโตรเจนเหลว 
  1.2 ไมโครปเปต 
  1.3 หลอดหยด 
  1.4 เครื่องช่ังทศนิยม 3 ตําแหนง และ 4 ตําแหนง 
  1.5 บีกเกอร (Beaker) 
  1.6 ปากคีบ (Forceps) 
  1.7 หลอด Cryovial 
  1.8 ตะแกรงใสหลอดทดลอง (Test tube rack) 
  1.9 ตะเกียงแอลกอฮอล 
  1.10 อางนํ้าควบคุมอุณหภูมิ (Water bath) 
  1.11 กลองโฟมขนาด 17×32×20 เซนติเมตร 
  1.12 Programmable controlled-rate freezer 
 
 2. อุปกรณในการตรวจสอบการเคลื่อนที่ของสเปรม 
  2.1 แผนสไลด (Slide) 
  2.2 สี Eosin-Nigrosin 
  2.3 ตะเกียงแอลกอฮอล 
  2.4 กลองจุลทรรศน 
  2.5 Emulsion oil 
  2.6 เครื่องนับจํานวน (Counter) 
 
 3. อุปกรณที่ใชในการเพาะเช้ือ 
  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.  การเก็บรวบรวมพอพันธุกุงแชบวย 
ทําการเก็บรวบรวมพอพันธุกุงแชบวยจากทะเลบริเวณหาดบางแสนและเขาสามมุข อําเภอ

เมือง จังหวัดชลบุรี  จากน้ันคัดเลือกพอพันธุกุงแชบวยที่สมบูรณเพศโดยพิจารณาจากความขาวขุน
ของถุงนํ้าเช้ือ (spermatophores) ที่อยูบริเวณโคนขาเดินคูที่ 5  จากน้ันนําพอพันธุกุงแชบวยมาช่ัง
นํ้าหนักและวัดความยาวของลําตัว  และนําไปเลี้ยงในบอขนาด 3x4x1.5 เมตร  ในโรงเพาะเลี้ยงสัตวนํ้า
ของภาควิชาวาริชศาสตร  คณะวิทยาศาสตร  มหาวิทยาลัยบูรพา และใหอาหารแกพอพันธุกุงแชบวย
คือ หมึกและแมเพรียงวันละ 2 ครั้ง  ประมาณ 10% นํ้าหนักตัว/วัน และเปลี่ยนถายนํ้าทะเลที่สะอาด
ในบอพักพอพันธุประมาณ 30% ทุก ๆ 1-2 วัน พอพันธุจะถูกเลี้ยงใหปรับตัวกับสภาพแวดลอมใหม
กอนเริ่มทําการทดลองประมาณ 5 วัน และตรวจวัดคุณภาพนํ้าระหวางการเลี้ยงพอพันธุ   พอพันธุที่มี
ถุงนํ้าเช้ือที่ยังพัฒนาไมมากนัก  เชน  มีสีขาวขุนเล็กนอย หรือยังไมมีถุงนํ้าเช้ือจะไมนํามาใชในการ
ทดลอง  เพื่อใหมั่นใจวาพอพันธุทุกตัวที่ใชในการทดลองมีคุณภาพสเปรมดี ซึ่งสังเกตเบื้องตนไดจาก
ความขาวขุนของถุงนํ้าเช้ือที่ย่ิงขาวขุนมากแสดงถึงคุณภาพสเปรมที่ดี ในขณะที่ถุงนํ้าเช้ือที่ขาวขุน
เล็กนอยแสดงวาสเปรมมีคุณภาพตํ่า 

 
2. การรวบรวมถุงนํ้าเชื้อกุงแชบวย 
การรวบรวมถุงนํ้าเช้ือจากกุงแชบวยทําโดยการใชมือกดเบา ๆ บริเวณโคนขาเดินคูที่ 5 ของ 

พอพันธุกุงแชบวยทั้ง 2 ขาง ซึ่งมี Petasma อยูบริเวณน้ัน เมื่อเริ่มเห็นถุงนํ้าเช้ือโผลออกมาจึงใชคีมคีบ 
(Forceps) ที่สะอาดปราศจากเช้ือดึงเอาถุงนํ้าเช้ือออกมาดวยเทคนิคปลอดเช้ือ เพื่อนําไปทดลอง
ตอไป  

 
 3. การสกัดสมุนไพร (Quave et al., 2008) 
 นําสมุนไพรจํานวน 2 ชนิด  ไดแก  ใบมะรุม และขิง ซึ่งผานการศึกษาจากโครงการวิจัย เรื่อง 
“การประยุกตใชสมุนไพรไทยเพื่อการกําจัดแบคทีเรียกอโรคในคนและสัตวนํ้าในถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวย” 
ที่ไดรับการสนับสนุนทุนวิจัยจากสํานักงานคณะกรรมการวิจัยแหงชาติ ประจําปงบประมาณ พ.ศ. 
2555-2557  มาลางนํ้าทําความสะอาด  แลวหั่นใหเปนช้ินเล็ก ๆ นําไปทําใหแหงดวยตูอบลมรอนที่
อุณหภูมิ  35 องศาเซลเซียส นาน 48-72 ช่ัวโมง   จากน้ันนําสมุนไพรมาบดใหเปนผงละเอียดดวย
เครื่องปน  นําผงสมุนไพรใสในขวดรูปชมพูที่บรรจุเอทานอล 95%  ในอัตราสวนสมุนไพรตอเอทานอล
เทากับ 1 ตอ 10   แลวนําไปเขยาดวยเครื่องเขยาที่อุณหภูมิหอง ความเร็วรอบเทากับ 100-120 รอบ
ตอนาที นาน 72 ช่ัวโมง จากน้ันกรองสารสกัดสมุนไพรผานกระดาษกรอง Whatman เบอร 1 ดวย
เครื่องกรองแบบสุญญากาศ  แลวทําใหเขมขนข้ึนดวยเครื่อง Rotary evaporator ที่อุณหภูมิ 40 
องศาเซลเซียส  นําสารสกัดที่ไดมาเตรียมใหมีความเขมขนเทากับ 0.1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ดวย 
Dimethyl Sulfoxide (DMSO) เพื่อใชเปนสารสกัดสต็อค   
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ภาพท่ี 5  เครื่อง Rotary evaporator 
 
 4.  การศึกษาผลของสารสกัดสมุนไพรท่ีมีตอการแชแข็งถุงนํ้าเชื้อกุงแชบวยดวยเครื่องแช
แข็งอัตโนมัติ   

 4.1 การทดสอบผลของสารสกัดสมุนไพรตอการเก็บรักษาถุงนํ้าเชื้อกุงแชบวยและ
การยับยั้งแบคทีเรียกอโรคในถุงนํ้าเชื้อกุงแชบวยท่ีเก็บรักษาแบบแชแข็งดวยเครื ่องแชแข็ง
อัตโนมัติ 
 คัดเลือกสารสกัดสมุนไพรจํานวน 2 ชนิด  ไดแก  ใบมะรุม และขิง จากโครงการวิจัยเรื่อง 
การประยุกตใชสมุนไพรไทยเพื่อการกําจัดแบคทีเรียกอโรคในคนและสัตวนํ้าในถุง นํ้าเ ช้ือ 
กุงแชบวย  ที่ไดรับการสนับสนุนทุนวิจัยจากสํานักงานคณะกรรมการวิจัยแหงชาติ  ประจําป
งบประมาณ  พ.ศ. 2555-2557  มาศึกษาประสิทธิภาพในการยับย้ังแบคทีเรียกอโรคและแบคทีเรีย
กลุมอื่นที่ปนเปอนในถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยที่เก็บรักษาแบบแชแข็ง  โดยแบงการทดลองออกเปน 4 ชุด
การทดลอง ดังน้ี 
 
 ชุดการทดลองที่ 1 เติม Dimethyl Sulfoxide (DMSO) 10% (v/v) (Control) 
 ชุดการทดลองที่ 2  เติมยาปฏิชีวนะ Penicillin-Streptomycin ความเขมขน 0.1%  
 ชุดการทดลองที่ 3  เติมสารสกัดใบมะรุม ความเขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
 ชุดการทดลองที่ 4  เติมสารสกัดขิง ความเขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
 

 นําถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยมาเก็บรักษาแบบแชแข็ง ตามข้ันตอนการเก็บรักษาในขอ 4.2 
จากน้ันนําถุงนํ้าเช้ือที่เตรียมไดจากการทดลองมาศึกษาอัตราการมีชีวิต (ขอ 4.3.1)  ปริมาณแบคทีเรีย
กอโรคและแบคทีเรียกลุมอื่นที่ปนเปอนในถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวย (ขอ 4.3.2) ขณะเก็บรักษาในระยะเวลา
ตางกันต้ังแตหลังการแชแข็ง 15 นาที, 1, 3, 6, 9 และ 12 เดือน  
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 4.2 การแชแข็งถุงนํ้าเชื้อกุงแชบวยดวยเครื่องแชแข็งอัตโนมัติ  
  นําถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยที่เก็บรวบรวมไดใสลงในหลอด Cryovial ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ที่มี
สารละลายบัฟเฟอร (Ca-F saline) และสารละลายไครโอโพรเทคแทนท (DMSO) จากน้ันเติมสาร
ชนิดตาง ๆ ของแตละชุดการทดลองดังที่กลาวมาแลวในขอ 4.1  ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ปลอยทิ้งไวให
อยูในสภาวะสมดุล (Equilibrium)  นาน 10 นาที  ดูดสารละลายออก แลวนํามาแชแข็งโดยใชอัตรา
การลดอุณหภูมิ (Freezing rate) ที่ 2 องศาเซลเซียส/นาที  อุณหภูมิเริ่มตนที่ 25 องศาเซลเซียส  
อุณหภูมิสุดทาย -80 องศาเซลเซียส Hold 0.5 นาที ดวยเครื่องลดอุณหภูมิอัตโนมัติ (Controlled-rate 
programmable freezer)  จากน้ันนําถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยแชแข็งที่ไดลดอุณหภูมิแลวไปเก็บรักษาใน
ถังไนโตรเจนเหลวที่อุณหภูมิ -196 องศาเซลเซียส  

  
 

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

4.3 การศึกษาผลของระยะเวลาการเก็บ (Storage period) ตอคุณภาพสเปรมของ
ถุงนํ้าเชื้อกุงแชบวยท่ีเก็บรักษาแบบแชแข็ง 

 นําเอาถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยที่มีคุณภาพดีมาแชแข็งดวยเครื่องแชแข็งอัตโนมัติ (ขอ 4.2) 
โดยถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยจะถูกแชแข็งใน Cryovial และเก็บรักษาไวในไนโตรเจนเหลว ถุงนํ้าเช้ือแชแข็ง
จํานวนมากที่เก็บเหลาน้ีจะถูกผลิตข้ึนมาในปริมาณมากจากพอพันธุกุงแชบวยหลายตัว (Pooled 
spermatophores) ที่มีคุณภาพดี  ถุงนํ้าเช้ือจะถูกนํามาละลายและประเมินคุณภาพของสเปรมตาม
ระยะเวลาที่กําหนดไว (หลังการแชแข็ง 15 นาที, 1, 3, 6, 9 และ 12 เดือน) เพื่อประเมินถึงผลของ
ระยะเวลาการเก็บรักษาที่อาจมีตอคุณภาพสเปรมในถุงนํ้าเช้ือที่ผานการแชแข็ง  รวมทั้งประเมินการ
เปลี่ยนแปลงการปนเปอนของแบคทีเรียกอโรคในมนุษยและสัตวนํ้า 

 
 4.3.1  การประเมินสเปรมท่ีมีชีวิต (% Sperm viability)   

 การประเมินสเปรมที่มีชีวิต (% Sperm viability)  ทําโดยละลาย (Thawing) ถุง
นํ้าเช้ือกุงแชบวย โดยนําหลอด Cyovial มาแชในอางนํ้าควบคุมอุณหภูมิที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
ที่ระยะเวลา 2 นาที  จากน้ันนํามาสับใหละเอียดบนแผนสไลดดวยใบมีด และแบงถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวย 
1 ถุงตอ 2 สไลด  หยด Eosin ปริมาตร 1 หยด และหยด Nigrosin ปริมาตรสองเทาลงไปภายหลัง 
จากน้ันผสมใหเขากัน  นํากระจกปดสไลดมาเกลี่ยบาง ๆ บนแผนสไลด รอใหแหง จากน้ัน Fix โดย
ผานแปลวไฟ  ควรระวังไมใหรอนเกินไป  สุมนับจํานวนภายใตกลองจุลทรรศนที่กําลังขยาย 1,000 
เทา (Fribourgh, 1966; Vuthiphandchai and Zohar, 1999) สเปรมที่มีชีวิต (Viable sperm) จะ
ไมดูดซึมสีหรือติดสียอม และตัวสเปรมที่ไมมีชีวิต (Dead sperm) จะดูดซับสีหรือติดสียอมสีมวงแดง 
โดยสุมนับสเปรม ปริมาณ 200 ตัว และทําการทดลอง 3 ซ้ํา  เพื่อคํานวณเปอรเซ็นตสเปรมที่มีชีวิต 
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 4.3.2  การประเมินการปนเปอนของแบคทีเรียกอโรคในมนุษยและสัตวนํ้าจาก 
ถุงนํ้าเชื้อกุงแชบวยท่ีผานการแชแข็ง 
 การประเมินการปนเปอนของแบคทีเรียกอโรคและแบคทีเรียที่ปนเปอนในถุงนํ้าเช้ือ 
กุงแชบวยแบบแชแข็งที่เริ่มตนจากนําถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยแบบแชแข็งที่เก็บรักษาในไนโตรเจนเหลว
อุณหภูมิ -196 องศาเซลเซียส ในชวงระยะเวลาตางกันต้ังแต  หลังการแชแข็ง 15 นาที, 1, 3, 6, 9 
และ 12 เดือน มาละลายที่อุณหภูมิที่เหมาะสม จากน้ันบดถุงนํ้าเช้ือในโกรงบดยาดวยเทคนิคปลอด
เช้ือแลวดูดนํ้าเช้ือใสในสารละลาย 0.85% NaCl จากน้ันปเปตตัวอยางแตละความเจือจางปริมาตร 
0.1 มิลลิลิตร ลงบนอาหารเลี้ยงเช้ือ Plate Count Agar, Pseudomonas Isolation Agar และ 
Thiosulfate Citrate Bile salt Sucrose Agar เพื่อตรวจนับปริมาณแบคทีเรียกอโรคในมนุษยและ
ในสัตวนํ้า  รวมทั้งแบคทีเรียกลุมอื่นที่ปนเปอนในถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวย ซึ่งมีรายละเอียดแตละข้ันตอน
ดังน้ี 
 
 1) การประเมินการปนเปอนในถุงนํ้าเชื้อสด (Nimrat et al., 2006; 2008a) 
 รวบรวมถุงนํ้าเช้ือจากกุงแชบวยโดยใชมือกดเบาๆ บริเวณโคนขาเดินคูที่ 5 
ของพอพันธุกุงแชบวยทั้ง 2 ขาง จากน้ันใชคีมคีบที่สะอาดดึงถุงนํ้าเช้ือออกมาดวยเทคนิคปลอดเช้ือ 
แลวนําถุงนํ้าเช้ือมาบดใหละเอียดในโกรงบดยา จากน้ันเจือจางนํ้าเช้ือดวย 0.85% NaCl ที่ระดับ
ความเจือจางตางๆ แลวปเปตตัวอยางนํ้าเช้ือกุงแชบวยที่ระดับความเจือจางตาง ๆ ปริมาตร 0.1 
มิลลิลิตร ใสลงบนอาหารเลี้ยงเช้ือ Plate Count Agar, Pseudomonas Isolation Agar และ 
Thiosulfate Citrate Bile salt Sucrose Agar เพื่อศึกษาถึงปริมาณแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรป
ทั้งหมด แบคทีเรียกลุม Pseudomonas และแบคทีเรียกลุม Vibrio ตามลําดับ  โดยในแตละความ 
เจือจางทํา 3 ซ้ํา ใชแทงแกวสามเหลี่ยมเกลี่ยตัวอยางจนทั่วจานเพาะเช้ือดวยวิธีเสปรดเพลท (Spread 
plate) นําจานเพาะเช้ือดังกลาวไปบมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24-48 ช่ัวโมง จากน้ัน
นับจํานวนโคโลนีที่เจริญบนอาหารเลี้ยงเช้ือ บันทึกผลการทดลอง  และจัดจําแนกชนิดของแบคทีเรีย
ดวยการทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมีตามวิธีของ Schubert (1984), Holt et al. (1994) 
 
 2) การประเมินการปนเปอนของแบคทีเรียในถุงนํ้าเชื้อท่ีเก็บรักษาแบบ
แชแข็ง (Nimrat et al., 2006) 
 นําตัวอยางถุงนํ้าเช้ือแชแข็งมาละลายที่อุณหภูมิที่เหมาะสม จากน้ันนําถุง
นํ้าเช้ือมาบดใหละเอียดในโกรงบดยา แลวนํามาเจือจางดวย 0.85% NaCl ใหไดความเจือจางที่
ตองการ แลวปเปตตัวอยางสเปรมกุงแชบวยที่ระดับความเจือจางตางๆ ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ใสลง
บนอาหารเลี้ยงเช้ือ Plate Count Agar, Pseudomonas Isolation Agar และ Thiosulfate 
Citrate Bile salt Sucrose Agar เพื่อศึกษาถึงปริมาณแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมด 
แบคทีเรียกลุม Pseudomonas และแบคทีเรียกลุม Vibrio ตามลําดับ โดยในแตละความ 
เจือจางทํา 3 ซ้ํา ใชแทงแกวสามเหลี่ยมเกลี่ยตัวอยางจนทั่วจานเพาะเช้ือดวยวิธีเสปรดเพลท (Spread 
plate) นําจานเพาะเช้ือดังกลาวไปบมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24-48 ช่ัวโมง บันทึก
ผลการทดลอง  และจัดจําแนกชนิดของแบคทีเรียดวยการทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมีตามวิธีของ 
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Schubert (1984), Holt et al. (1994)  โดยเก็บตัวอยางถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยแชแข็งมาทําการทดลอง
ในชวงระยะเวลาตางกันต้ังแต หลังการแชแข็ง 15 นาที, 1, 3, 6, 9 และ 12 เดือน 
 

5. การศึกษาผลของสารสกัดสมุนไพรท่ีมีตอการแชแข็งถุงนํ้าเชื้อกุงแชบวยดวยการแชแข็ง
ในกลองโฟม 
 ทําการศึกษาเชนเดียวกับขอ 4  ทุกประการยกเวนข้ันตอนการแชแข็งถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวย 
จะใชวิธีการแชแข็งในกลองโฟมแทนการแชแข็งดวยเครื่องแชแข็งอัตโนมัติ  โดยมีข้ันตอนและ
กระบวนการดังตอไปน้ี 
 

 5.1 การทดสอบผลของสารสกัดสมุนไพรตอการเก็บรักษาถุงนํ้าเชื้อกุงแชบวยและ
การยับยั้งแบคทีเรียกอโรคในถุงนํ้าเชื้อกุงแชบวยท่ีเก็บรักษาแบบแชแข็งดวยการแชแข็งในกลอง
โฟม 
 นําสารสกัดสมุนไพรชนิดเดียวกับการทดลองขอ 4.1 มาศึกษาประสิทธิภาพในการยับย้ัง
แบคทีเรียกอโรคและแบคทีเรียกลุมอื่นที่ปนเปอนในถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยที่เก็บรักษาแบบแชแข็ง โดย
แบงการทดลองออกเปน 4 ชุดการทดลอง ดังน้ี 
 
 ชุดการทดลองที่ 1 เติม Dimethyl Sulfoxide (DMSO) 10% (Control) 
 ชุดการทดลองที่ 2  เติมยาปฏิชีวนะ Penicillin-Streptomycin ความเขมขน 0.1%  
 ชุดการทดลองที่ 3  เติมสารสกัดใบมะรุม ความเขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
 ชุดการทดลองที่ 4  เติมสารสกัดขิง ความเขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
 

 นําถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยมาเก็บรักษาแบบแชแข็งดวยวิธีการแชแข็งในกลองโฟม (ขอ 5.2) 
จากน้ันนําถุงนํ้าเช้ือที่เตรียมไดจากการทดลองมาศึกษาอัตราการมีชีวิต (ขอ 4.3.1)  ปริมาณแบคทีเรีย
กอโรคและแบคทีเรียกลุมอื่นที่ปนเปอนในถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวย (ขอ 4.3.2) ขณะเก็บรักษาในระยะเวลา
ตางกันต้ังแตหลังการแชแข็ง 15 นาที, 1 และ 3 เดือน 

 
 5.2 การแชแข็งถุงนํ้าเชื้อกุงแชบวยโดยวิธีการแชเข็งในกลองโฟม   
 นําถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยที่เก็บรวบรวมไดใสลงในหลอด Cryovial ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ที่มี

สารละลายบัฟเฟอร (Ca-F saline) และสารละลายไครโอโพรเทคแทนท (DMSO) จากน้ันเติมสาร
ชนิดตาง ๆ ของแตละชุดการทดลองดังที่กลาวมาแลวในขอ 5.1  ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ปลอยทิ้งไวให
อยูในสภาวะสมดุล (Equilibrium)  นาน 10 นาที  จากน้ันนํามาวางบนตะแกรงใสหลอดทดลองภายใน
กลองโฟมขนาด 17 × 32 × 20 เซนติเมตร ที่มีไนโตรเจนเหลว  โดยวางใหมีความสูงเหนือผิว
ไนโตรเจนเหลว 4 เซนติเมตร  ปดฝาทิ้งไวเปนระยะเวลา 10 นาที  เข่ียหลอด Cryovial ใหตกลงไป
อยูในไนโตรเจนเหลวในกลองโฟม จากน้ันจับเวลา 10 นาที นําถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยที่แข็งตัวมาเก็บ
รักษาในถังไนโตรเจนเหลวที่อุณหภูมิ -196 องศาเซลเซียส 
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 6.  การวิเคราะหขอมลูทางสถิติ 
ผลการทดลองแสดงเปนคาเฉลี่ย  คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน และวิเคราะหคาทางสถิติดวย

โปรแกรมทางสถิติ The statistical program for the social sciences (SPSS) เปรียบเทียบ
เชิงซอนดวยวิธี Duncan’s multiple range test  โดยวิเคราะหความแตกตางทางสถิติที่ระดับ
นัยสําคัญทางสถิติเทากับ P = 0.05   
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บทที่ 4 
ผลการทดลอง 

 
 การศึกษาวิจัยในครั้งน้ีเปนการศึกษาตอเน่ืองจากโครงการวิจัยในปงบประมาณ พ.ศ. 2559  
ที่ไดทําการศึกษาถึงผลของสารสกัดสมุนไพรที่มีตอการแชแข็งถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยดวยเครื่องแชแข็ง
อัตโนมัติ เปนระยะเวลา 9 เดือน  และในการศึกษาครั้งน้ี (ปงบประมาณ พ.ศ. 2560) จะทําการศึกษา
ถึงผลของสารสกัดสมุนไพรที่มีตอการแชแข็งถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยดวยเครื่องแชแข็งอัตโนมัติตอเน่ืองใน
เดือนที่ 12 ของการเก็บรักษานํ้าเช้ือแบบแชแข็ง  เพื่อศึกษาถึงผลของการเก็บรักษานํ้าเช้ือแบบแช
แข็งในระยะเวลา 1 ป  รวมทั้งทําการศึกษาถึงผลของสารสกัดสมุนไพรที่มีตอการแชแข็งถุงนํ้าเช้ือ 
กุงแชบวยดวยกลองโฟม เปนระยะเวลา 3 เดือน  ผลการทดลองแสดงดังตอไปน้ี     
 
1. การศึกษาผลของสารสกัดสมุนไพรท่ีมีตอการแชแข็งถุงนํ้าเชื้อกุงแชบวยดวยเครื่องแชแข็ง
อัตโนมัติ   
 1.1  การเก็บรวบรวมพอพันธุกุงแชบวยสําหรับการแชแข็งแบบอัตโนมัติ 
 รวบรวมพอพันธุกุงแชบวยอายุประมาณ 6 เดือน จํานวน 80 ตัว จากทะเลบริเวณหาดบางแสน
และเขาสามมุข อําเภอเมือง จังหวัดชลบุรี  ที่มีนํ้าหนักเฉลี่ย 25.48±5.19 กรัม มีความยาวจากปลายกรี
ถึงปลาย Telson เทากับ 14.59±0.97 เซนติเมตร (ภาพที่ 8) จากน้ันดึงถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยจาก
บริเวณขาเดินคูที่ 5 ของพอพันธุกุงแชบวยทั้ง 2 ขาง (ภาพที่ 9) แลวนํามาวางในจานเพาะเช้ือที่มี Ca-
free saline ที่ปราศจากเช้ือ (ภาพที่ 10) และเก็บรักษาไวที่อุณหภูมิ 4±2 องศาเซลเซียส เพื่อใชใน
การทดลองตอไป 
 
 

 
 

ภาพท่ี 8 พอพันธุกุงแชบวย   
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ภาพท่ี 9 การดึงถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวย   
 
 

 
 

ภาพท่ี 10  ถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวย   
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 1.2  ลักษณะของสมุนไพรท่ีใชในการศึกษา 
 สมุนไพรจํานวน  2  ชนิด  ที่นํามาใชในการศึกษาครั้งน้ี  ไดแก  ใบมะรุม และขิง  โดยหลัง
อบแหงมีลักษณะดังแสดงในภาพที่ 11 เมื่อนํามาสกัดและระเหยแหงดวยเครื่อง Rotary evaporator 
สารสกัดใบมะรุมมีสีเขียวเขมอมดํา ขนเหนียว สวนสารสกัดขิงมีสีนํ้าตาล ขนเหนียว ดังแสดงในภาพที่ 
12  
 
 

               
                              (a)                                                    (b) 

 
ภาพท่ี 11  ลักษณะของสมุนไพรหลังอบแหง   

 (a)  ใบมะรมุ   (b)  ขิง 
 
   

            
                             
                                      (a)                                            (b) 

 
ภาพท่ี 12   ลักษณะของสารสกัดสมุนไพร   

 (a) สารสกัดใบมะรุม   (b)  สารสกัดขิง 
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 1.3  การทดสอบผลของสารสกัดสมุนไพรตอการเก็บรักษาถุงนํ้าเชื้อกุงแชบวยและการ
ยับยั้งแบคทีเรียกอโรคในถุงนํ้าเชื้อกุงแชบวยท่ีเก็บรักษาแบบแชแข็งดวยเครื่องแชแข็งอัตโนมัติ 
  1.3.1 ผลของสารสกัดสมุนไพรตอเปอรเซ็นตสเปรมท่ีมีชีวิตของกุงแชบวยท่ีแชแข็ง
โดยใชเครื่องแชแข็งแบบอัตโนมัติ 
 จากการศึกษาเปอรเซ็นตสเปรมที่มีชีวิตของกุงแชบวยที่เก็บรักษาแบบแชแข็งโดยใช
เครื่องแชแข็งอัตโนมัติพบวา เปอรเซ็นตสเปรมที่มีชีวิตของกุงแชบวยกอนเริ่มตนการทดลองมีคุณภาพ
ดีเย่ียม โดยมีคาเทากับ 99.89 ± 0.19%  สวนถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยที่เตรียมสําหรับแชแข็งดวยการเติม
สารที่แตกตางกัน ไดแก ชุดควบคุม การเติมยาปฏิชีวนะ การเติมสารสกัดใบมะรุม และการเติมสาร
สกัดขิง มีคาเปอรเซ็นตสเปรมที่มีชีวิตของกุงแชบวยไมแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P>0.05) 
กับถุงนํ้าเช้ือสดกอนการแชแข็ง  โดยมีคาเทากับ 99.44 ± 0.51%, 99.33 ± 0.33%, 99.89 ± 0.19%  
และ 99.33 ± 0.58% ตามลําดับ  นอกจากน้ีเมื่อเก็บรักษาถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยในไนโตรเจนเหลวเปน
ระยะเวลานาน 12 เดือน ไดแสดงใหเห็นวาคุณภาพนํ้าเช้ือไมแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ  
(P>0.05) กับชวงเริ่มตนการทดลอง  แตอยางไรก็ตามการเติมสารสกัดสมุนไพรมีผลตอเปอรเซ็นต
สเปรมที่มีชีวิตของกุงแชบวยเมื่อเก็บรักษาเปนระยะเวลานาน 12 เดือน กลาวคือเปอรเซ็นตสเปรมที่มี
ชีวิตของกุงแชบวยที่เติมสารสกัดขิงมีคาลดลงอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) โดยมีคาเทากับ 
98.22 ± 0.19%  ในขณะที่ถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยในชุดควบคุม ชุดเติมยาปฏิชีวนะและชุดเติมสารสกัด
ใบมะรุมมีคาเปอรเซ็นตสเปรมที่มีชีวิตเทากับ 99.11 ± 0.51%, 98.44 ± 1.58% และ 99.11 ± 0.51% 
ตามลําดับ ดังแสดงในตารางที่ 1 
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ตารางท่ี 1  เปอรเซ็นตสเปรมที่มีชีวิตของกุงแชบวยที่แชแข็งโดยใชเครื่องแชแข็งแบบอัตโนมัติ  
 

ระยะเวลาการทดลอง 
(เดือน) 

เปอรเซ็นตสเปรมทีม่ีชีวิต (%) 

ถุงนํ้าเช้ือสด ชุดควบคุม 
Penicillin-

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

สารสกัดขิง 
(0.1 mg/ml) 

กอนแชแข็ง 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 

หลงัแชแข็ง 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    คาเฉลี่ย  คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน 
   ตัวอักษรที่แตกตางกันในแนวนอนแสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) 
   ตัวเลขที่แตกตางกันในแนวต้ังแสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) 
 
 

29 



30 
 

 
 ภาพท่ี 13   เปอรเซ็นตสเปรมทีม่ีชีวิตของกุงแชบวยที่แชแข็งโดยใชเครื่องแชแข็งแบบอัตโนมัติ 
 หมายเหตุ  ตัวอักษรที่แตกตางกันในแตละชุดการทดลองแสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ 
  ทางสถิติ (P<0.05) 
  ตัวเลขที่แตกตางกันในแตละชวงเวลาการทดลองแสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ 
  ทางสถิติ (P<0.05) 
   
 
 1.3.2 การประเมินการปนเปอนของแบคทีเรียกอโรคในมนุษยและสัตวนํ้าจาก 
ถุงนํ้าเชื้อกุงแชบวยท่ีผานการแชแข็งโดยใชเครื่องแชแข็งแบบอัตโนมัติ 
  1)  ปริมาณแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปท้ังหมด 
  จากการศึกษาพบวาถุงนํ้าเช้ือสดของกุงแชบวยกอนเริ่มตนการทดลองมีปริมาณ
แบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดเทากับ 3.33±0.58×103 CFU/g  ซึ่งแตกตางกับปริมาณ
แบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดในถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยกอนแชแข็งในชุดควบคุม ชุดที่เติมยา
ปฏิชีวนะ Penicillin-streptomycin 0.1%  ชุดที่เติมสารสกัดใบมะรุมความเขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอ
มิลลิลิตร และชุดที่เติมสารสกัดขิงความเขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ที่มีคาเทากับ 1.00±0.00×103, 
1.50±0.50×103, 1.25±0.15×103 และ 2.00±0.00×103 CFU/g  ตามลําดับ เมื่อนําถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวย
มาแชแข็งพบวา ปริมาณแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดมีคาลดลงอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 
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(P<0.05)  โดยสังเกตไดจากปริมาณแบคทีเรียกลุมน้ีในชุดควบคุมมีคาลดลงตลอดระยะการเก็บรักษา
นาน 12 เดือน  ซึ่งรูปแบบการลดลงดังกลาวน้ีมีลักษณะเชนเดียวกับการลดลงของแบคทีเรียกลุม 
เฮทเทอโรโทรปทั้งหมดในชุดการทดลองที่เติมยาปฏิชีวนะ Penicillin-streptomycin 0.1% และสาร
สกัดขิงความเขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ที่มีคาเทากับ 2.00±0.00×102 และ 1.00±0.00×102 
CFU/g ตามลําดับ หลังการเก็บรักษานาน 12 เดือน  แตอยางไรก็ตามการเติมสารสกัดใบมะรุมความ
เขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร สามารถลดปริมาณแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดใหมีคา
นอยกวา 10 CFU/g ได หลังการเก็บรักษานาน 12  เดือน ในไนโตรเจนเหลว แสดงใหเห็นวาสารสกัด
ใบมะรุมความเขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร  มีศักยภาพในการกําจัดแบคทีเรียที่ปนเปอนในการ
เก็บรักษาถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยแบบแชแข็ง ดังแสดงในตารางที่  2 
 
 2)  ปริมาณแบคทีเรียกลุม Vibrio 
 จากการศึกษาปริมาณแบคทีเรียกลุม Vibrio ในถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยที่แชแข็งโดย
ใชเครื่องแชแข็งแบบอัตโนมัติ  พบปริมาณแบคทีเรียกลุมน้ีนอยกวา 10 CFU/g  ในทุกชุดการทดลอง  
ดังแสดงในตารางที่ 3 
 
  3)  ปริมาณแบคทีเรียกลุม Pseudomonas 
 จากการศึกษาปริมาณแบคทีเรียกลุม Pseudomonas ในถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยที่
แชแข็งโดยใชเครื่องแชแข็งแบบอัตโนมัติ  พบปริมาณแบคทีเรียกลุมน้ีนอยกวา 10 CFU/g  ในทุกชุด
การทดลอง  ดังแสดงในตารางที่ 4 
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ตารางท่ี 2  ปริมาณแบคทเีรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดในถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยที่แชแข็งโดยใชเครือ่งแชแข็งแบบอัตโนมัติ 
 

ระยะเวลาการทดลอง 
(เดือน) 

ปริมาณแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทัง้หมด (CFU/g) 

ถุงนํ้าเช้ือสด ชุดควบคุม 
Penicillin-

streptomycin (0.1%) 
สารสกัดใบมะรมุ 

(0.1 mg/ml) 
สารสกัดขิง 

(0.1 mg/ml) 
กอนแชแข็ง 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 

หลงัแชแข็ง 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   คาเฉลี่ย ± คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน 
 ตัวอักษรที่แตกตางกันในแนวนอนแสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) 
 ตัวเลขที่แตกตางกันในแนวต้ังแสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) 
 
 
 
 
 
 32 



33 
 

 
 
 ภาพท่ี 14 ปรมิาณแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดในถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยที่แชแข็งโดยใช 
 เครื่องแชแข็งแบบอัตโนมัติ 
 หมายเหตุ  ตัวอักษรที่แตกตางกันในแตละชุดการทดลองแสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ 
  ทางสถิติ (P<0.05) 
  ตัวเลขที่แตกตางกันในแตละชวงเวลาการทดลองแสดงความแตกตางอยางม ี
  นัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) 
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ตารางท่ี 3  ปริมาณแบคทเีรียกลุม Vibrio ในถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยที่แชแข็งโดยใชเครื่องแชแข็งแบบอัตโนมัติ 
 

ระยะเวลาการทดลอง 
(เดือน) 

ปริมาณแบคทีเรียกลุม Vibrio (CFU/g) 

ถุงนํ้าเช้ือสด ชุดควบคุม 
Penicillin-

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

สารสกัดขิง 
(0.1 mg/ml) 

กอนแชแข็ง < 10 < 10 < 10 < 10 < 10 

หลงัแชแข็ง 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  ปริมาณแบคทเีรียกลุม Pseudomonas ในถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยที่แชแข็งโดยใชเครื่องแชแข็งแบบอัตโนมัติ 
 

ระยะเวลาการทดลอง 
(เดือน) 

ปริมาณแบคทีเรียกลุม Pseudomonas  (CFU/g) 

ถุงนํ้าเช้ือสด ชุดควบคุม 
Penicillin-

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

สารสกัดขิง 
(0.1 mg/ml) 

กอนแชแข็ง < 10 < 10 < 10 < 10 < 10 

หลงัแชแข็ง 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 ชนิดของแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปท้ังหมดในถุงนํ้าเชื้อกุงแชบวยท่ีแช
แข็งโดยใชเครื่องแชแข็งแบบอัตโนมัติ 
 จากการศึกษาชนิดของแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดในถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยที่
แชแข็งโดยใชเครื่องแชแข็งแบบอัตโนมัติที่เติมยาปฏิชีวนะ Penicillin-streptomycin 0.1% สารสกัด
ใบมะรุมความเขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร และสารสกัดขิงความเขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
พบแบคทีเรียแกรมบวกเปนสวนใหญ คือ แบคทีเรียแกรมบวก รูปกลม วงศ Microccoccaceae ไดแก 
Arthrobacter agilis, Kocuria palustris, Nesterenkonia halobia, Staphylococcus cohnii 
subsp. cohnii, Staphylococcus kloosii, Staphylococcus lentus และ Staphylococcus 
muscae และแบคทีเรียแกรมบวก รูปทอน วงศ Bacillaceae ไดแก Bacillus alcalophilus, 
Bacillus brevis, Bacillus fastidiosus, Bacillus firmus, Bacillus insolitus, Bacillus 
lentimorbus, Bacillus macquariensis, Bacillus megaterium, Bacillus pantothenticus และ 
Bacillus pasteurii สวนแบคทีเรียแกรมลบน้ันพบไมมากนักคือ แบคทีเรียแกรมลบ รูปทอน วงศ 
Enterobacteriaceae ไดแก Obesumbacterium proteus biogroup 1, Tatumella ptyseos 
และ Xenorhabdus luminescens/X. nemtophilus ดังแสดงในตารางที่ 5 
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ตารางท่ี 5 ชนิดของแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดในถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยที่แชแข็งโดยใชเครือ่งแชแข็งแบบอัตโนมัติ 
 

ชนิดแบคทีเรีย 
ถุง

น้ํา
เช

ื้อส
ด 

กอนแชแข็ง หลังแชแข็ง  
15 นาที 

เดือนที่ 1 เดือนที่ 3 เดือนที่ 6 เดือนที่ 9 เดือนที่ 12 
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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 รูปทอน 
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 ชนิดของแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดในถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยที่แชแข็งโดยใชเครือ่งแชแข็งแบบอัตโนมัติ (ตอ) 
 

ชนิดแบคทีเรีย 
ถุง

น้ํา
เช

ื้อส
ด 

กอนแชแข็ง หลังแชแข็ง 15 
นาที 

เดือนที่ 1 เดือนที่ 3 เดือนที่ 6 เดือนที่ 9 เดือนที่ 12 

ชุด
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บค
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ชุด
คว

บค
ุม 

0.
1%

 P
S 

ใบ
มะ

รุม
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ชุด
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ุม 
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1%
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ใบ
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รุม
 0

.1
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m

L 

ขิง
 0

.1
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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 รูปทอน 
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   =  ไมพบ   38 
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ตารางท่ี 6 ผลการทดสอบทางชีวเคมีของแบคทเีรียแกรมบวก รูปกลม วงศ Microccoccaceae 
 

ชนิดของแบคทีเรีย การทดสอบทางชีวเคมี 
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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 ไมไดทําการทดสอบ, S หมายถึง Susceptible, R หมายถึง Resistant 
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ตารางท่ี 7 ผลการทดสอบทางชีวเคมีของแบคทเีรียแกรมบวก รูปทอน วงศ Bacillaceae 
 

ชนิดของแบคทีเรีย การทดสอบทางชีวเคมี 
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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 ไมไดทําการทดสอบ 
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ตารางท่ี 8  ผลการทดสอบทางชีวเคมีของแบคทีเรียแกรมลบ รูปทอน วงศ  Enterobacteriaceae 
 

ชนิดของแบคทีเรีย การทดสอบทางชีวเคมี 
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Obesumbacterium proteus 
biogroup 1 

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

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

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

 
N หมายถึง ไมไดทําการทดสอบ 
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2.  การศึกษาผลของสารสกัดสมุนไพรท่ีมีตอการแชแข็งถุงนํ้าเชื้อกุงแชบวยโดยใชกลองโฟม 
 2.1  การเก็บรวบรวมพอพันธุกุงแชบวยสําหรับการแชแข็งแบบกลองโฟม 
 เก็บรวบรวมพอพันธุกุงแชบวยอายุประมาณ 6 เดือน จํานวน 80 ตัว จากบริเวณทะเลหาด
บางแสนและทะเลเขาสามมุข อําเภอเมือง จังหวัดชลบุรี มีนํ้าหนักเฉลี่ย 27.20 ± 0.67 กรัม มีความยาว
จากปลายกรีถึงปลาย Telson เทากับ 14.33±1.22 เซนติเมตร จากน้ันดึงถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยจาก
บริเวณขาเดินคูที่ 5 ของพอพันธุกุงแชบวยทั้ง 2 ขาง แลวนํามาวางในจานเพาะเช้ือที่มี Ca-free saline 
ที่ปราศจากเช้ือและเก็บรักษาไวที่อุณหภูมิ 4±2 องศาเซลเซียส บนนํ้าแข็ง เพื่อใชในการทดลองตอไป 
 
 2.2  การทดสอบผลของสารสกัดสมุนไพรตอการเก็บรักษาถุงนํ้าเชื้อกุงแชบวยและการ
ยับยั้งแบคทีเรียกอโรคในถุงนํ้าเชื้อกุงแชบวยท่ีเก็บรักษาแบบแชแข็งโดยใชกลองโฟม 
 2.2.1  ผลของสารสกัดสมุนไพรตอเปอรเซ็นตสเปรมท่ีมีชีวิตของกุงแชบวยท่ีเก็บ
รักษาแบบแชแข็งโดยใชกลองโฟม 
 จากการศึกษาเปอรเซ็นตสเปรมที่มีชีวิตของกุงแชบวยที่เก็บรักษาแบบแชแข็งโดยใช
กลองโฟม พบวาเปอรเซ็นตสเปรมที่มีชีวิตของกุงแชบวยกอนเริ่มตนการทดลองมีคุณภาพดีเย่ียม
เชนเดียวกับถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยที่แชแข็งดวยเครื่องแชแข็งอัตโนมัติ  โดยมีคาเทากับ 99.78 ± 0.39% 
สวนเปอรเซ็นตสเปรมที่มีชีวิตของกุงแชบวยในชุดควบคุม ชุดเติมยาปฏิชีวนะ Penicillin-streptomycin 
0.1%  ชุดเติมสารสกัดใบมะรุมความเขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร และชุดเติมสารสกัดขิงความ
เขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร กอนการแชแข็งมีคาไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ  
(P>0.05) กับถุงนํ้าเช้ือสด  โดยมีคาเทากับ 99.61 ± 0.68%, 99.64 ± 0.03%, 99.56 ± 0.51% และ 
99.59 ± 0.36% ตามลําดับ  โดยตลอดการเก็บรักษาถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยเปนระยะเวลานาน 3 เดือน 
พบวาคุณภาพนํ้าเช้ือในทุกชุดการทดลองไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P>0.05) ดังแสดง
ในตารางที่ 9 
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ตารางท่ี 9  เปอรเซ็นตสเปรมที่มีชีวิตของกุงแชบวยที่แชแข็งโดยใชกลองโฟม 
 

ระยะเวลาการทดลอง 
(เดือน) 

เปอรเซ็นตสเปรมทีม่ีชีวิต (%) 

ถุงนํ้าเช้ือสด ชุดควบคุม 
Penicillin-

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

สารสกัดขิง 
(0.1 mg/ml) 

กอนแชแข็ง 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 

หลงัแชแข็ง 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   คาเฉลี่ย  คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน 
 ตัวอักษรที่แตกตางกันในแนวนอนแสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) 
 ตัวเลขที่แตกตางกันในแนวต้ังแสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) 
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 ภาพท่ี 15  เปอรเซ็นตสเปรมทีม่ีชีวิตของกุงแชบวยที่แชแข็งโดยใชกลองโฟม 
 หมายเหตุ  ตัวอักษรที่แตกตางกันในแตละชุดการทดลองแสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ 
  ทางสถิติ (P<0.05) 
  ตัวเลขที่แตกตางกันในแตละชวงเวลาการทดลองแสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ 
  ทางสถิติ (P<0.05) 
 
 
 2.2.2 การประเมินการปนเปอนของแบคทีเรียกอโรคในมนุษยและสัตวนํ้าจาก 
ถุงนํ้าเชื้อกุงแชบวยท่ีเก็บรักษาแบบแชแข็งโดยใชกลองโฟม 
 1)  ปริมาณแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปท้ังหมด 
 ถุงนํ้าเช้ือสดของกุงแชบวยกอนเริ่มตนการทดลองมีปริมาณแบคทีเรียกลุม 
เฮทเทอโรโทรปทั้งหมดเทากับ 2.00±1.00×103 CFU/g ซึ่งไมแตกตางกับปริมาณแบคทีเรียกลุม 
เฮทเทอโรโทรปทั้งหมดในถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยกอนแชแข็งในชุดควบคุม ชุดที่เติมสารสกัดใบมะรุม 
ความเขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร และชุดที่เติมสารสกัดขิง ความเขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอ
มิลลิลิตร ที่มีคาเทากับ 2.00±0.20×103, 1.50±0.50×103 และ 1.50±0.50×103  CFU/g  ตามลําดับ  
เมื่อเก็บรักษาถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยในไนโตรเจนเหลวเปนระยะเวลานาน 3  เดือน พบวาชุดการทดลอง
ที่เติมสารสกัดขิง ความเขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร สามารถลดปริมาณแบคทีเรียกลุมน้ีใหเหลือ 
3.00±1.00×102 CFU/g ซึ่งแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) กับถุงนํ้าเช้ือกอนแชแข็ง  
ดังแสดงในตารางที่ 10   
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ถุงนํ้าเชื้อสด ชุดควบคุม PS (0.1%) สารสกัดใบมะรุม
(0.1 mg/ml)

สารสกัดขิง
(0.1 mg/ml)

a,1a a,1 a,1 a,1 a,1 a,1 a,1 a,1 a,1 a,1a,1 a,1 a,1 a,1 a,1 a,1
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 2)  ปริมาณแบคทีเรียกลุม Vibrio 
   จากการศึกษาปริมาณแบคทีเรียกลุม Vibrio ในถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยที่เก็บรักษา
แบบแชแข็งดวยการแชแข็งในกลองโฟม พบปริมาณแบคทีเรียกลุมน้ีนอยกวา 10 CFU/g  ในทุกชุด
การทดลอง  ดังแสดงในตารางที่ 11 
 
 3)  ปริมาณแบคทีเรียกลุม Pseudomonas 
 จากการศึกษาปริมาณแบคทีเรียกลุม Pseudomonas ในถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยที่
เก็บรักษาแบบแชแข็งดวยการแชแข็งในกลองโฟม  พบปริมาณแบคทีเรียกลุมน้ีนอยกวา 10 CFU/g  
ในทุกชุดการทดลอง  ดังแสดงในตารางที่ 12 
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ตารางท่ี 10  ปริมาณแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดในถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยที่แชแข็งโดยใชกลองโฟม 
 

ระยะเวลาการทดลอง 
(เดือน) 

ปริมาณแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทัง้หมด (CFU/g) 

ถุงนํ้าเช้ือสด ชุดควบคุม 
Penicillin-

streptomycin (0.1%) 
สารสกัดใบมะรมุ 

(0.1 mg/ml) 
สารสกัดขิง 

(0.1 mg/ml) 
กอนแชแข็ง 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 

หลงัแชแข็ง 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  คาเฉลี่ย ± คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน 
 ตัวอักษรที่แตกตางกันในแนวนอนแสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) 
 ตัวเลขที่แตกตางกันในแนวต้ังแสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) 
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 ภาพท่ี 16 ปริมาณแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทัง้หมดในถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยที่แชแข็งโดยใช 
 กลองโฟม 
 หมายเหตุ  ตัวอักษรที่แตกตางกันในแตละชุดการทดลองแสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ 
  ทางสถิติ (P<0.05) 
  ตัวเลขที่แตกตางกันในแตละชวงเวลาการทดลองแสดงความแตกตางอยางม ี
  นัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) 
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ตารางท่ี 11  ปริมาณแบคทีเรียกลุม Vibrio ในถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยที่แชแข็งโดยใชกลองโฟม 
 

ระยะเวลาการทดลอง 
(เดือน) 

ปริมาณแบคทีเรียกลุม Vibrio (CFU/g) 

ถุงนํ้าเช้ือสด ชุดควบคุม 
Penicillin-

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

สารสกัดขิง 
(0.1 mg/ml) 

กอนแชแข็ง < 10 < 10 < 10 < 10 < 10 

หลงัแชแข็ง 15 นาที  < 10 < 10 < 10 < 10 

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

 
 
ตารางท่ี 12  ปริมาณแบคทเีรียกลุม Pseudomonas ในถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยที่แชแข็งโดยใชกลองโฟม 
 

ระยะเวลาการทดลอง 
(เดือน) 

ปริมาณแบคทีเรียกลุม Pseudomonas  (CFU/g) 

ถุงนํ้าเช้ือสด ชุดควบคุม 
0.1%Penicillin-
streptomycin 

สารสกัดใบมะรมุ 
(0.1 mg/ml) 

สารสกัดขิง 
(0.1 mg/ml) 

กอนแชแข็ง < 10 < 10 < 10 < 10 < 10 

หลงัแชแข็ง 15 นาที  < 10 < 10 < 10 < 10 

1  < 10 < 10 < 10 < 10 
3  < 10 < 10 < 10 < 10 
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 1.2.3  ชนิดของแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปท้ังหมดในถุงนํ้าเชื้อกุงแชบวยท่ีเก็บ
รักษาแบบแชแข็งโดยใชกลองโฟม 

การศึกษาชนิดของแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดในถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยที่เก็บ
รักษาแบบแชแข็งโดยใชกลองโฟม สามารถจัดจําแนกชนิดของแบคทีเรียไดทั้งหมด 6 วงศ 
ประกอบดวยแบคทีเรียแกรมบวก คือ Micrococcaceae ไดแก Kocuria palustris, Micrococcus 
antarcticus, Staphylococcus aureus subsp. aureus, Staphylococcus epidermidis / 
Staphylococcus lugdunensis, Staphylococcus fleurettii และ Staphylococcus hemoliticus  
วงศ Bacillaceae ไดแก 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 ไดแก Gilardi rod group 1  วงศ Alcaligenaceae ไดแก Bordetella 
trematum, วงศ Vibrionaceae ไดแก Plesiomonas shigelloides และวงศ Enterobacteriaceae 
ไดแก Xenorhabdus luminescens/X. Nemtophilus ดังแสดงในตารางที่ 13 
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ตารางท่ี 13  ชนิดของแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดในถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยที่แชแข็งโดยใชกลองโฟม 
 

ชนิดแบคทีเรีย 

ถุง
น้ํา

เช
ื้อส

ด 

กอนแชแข็ง หลังแชแข็ง  
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 รูปทอน 
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  ชนิดของแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดในถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยที่แชแข็งโดยใชกลองโฟม (ตอ) 
 

ชนิดแบคทีเรีย 

ถุง
น้ํา

เช
ื้อส

ด 

กอนแชแข็ง หลังแชแข็ง  
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 รูปทอน 
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 รูปทอน 
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  ชนิดของแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดในถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยที่แชแข็งโดยใชกลองโฟม (ตอ) 
 

ชนิดแบคทีเรีย 

ถุง
น้ํา

เช
ื้อส

ด 

กอนแชแข็ง หลังแชแข็ง  
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 รูปทอน 
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   =  ไมพบ   
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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 ไมไดทําการทดสอบ, S หมายถึง Susceptible, R หมายถึง Resistant 
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ตารางท่ี 15 ผลการทดสอบทางชีวเคมีของแบคทเีรียแกรมบวก รูปทอน 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 ไมไดทําการทดสอบ 
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ตารางท่ี 16 ผลการทดสอบทางชีวเคมีของแบคทเีรียแกรมลบ รปูทอน วงศ Pseudomonadaceae 
 

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

 
 
ตารางท่ี 17 ผลการทดสอบทางชีวเคมีของแบคทเีรียแกรมลบ รปูทอน วงศ Alcaligenaceae 
 

ชนิดของแบคทีเรีย การทดสอบทางชีวเคมี 
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Bordetella trematum - + - + - - + - - + - + + + - 

 
 
 
 
 

55 



 56

ตารางท่ี 18 ผลการทดสอบทางชีวเคมีของแบคทเีรียแกรมลบ รปูทอน วงศ Vibrionaceae 
 

ชนิดของแบคทีเรีย 

การทดสอบทางชีวเคมี 
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บทที่ 5 
สรุปและอภิปรายผลการทดลอง 

 
สรุปผลการทดลอง 
 1. การประยุกตใชสารสกัดสมุนไพรในการเก็บรักษาถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยแบบแชแข็งโดยใช
เครื่องแชแข็งแบบอัตโนมัติแสดงใหเห็นวา สารสกัดใบมะรุมความเขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร  
มีศักยภาพเหมาะสมในการเก็บรักษาถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวย  เน่ืองจากสามารถรักษาเปอรเซ็นตสเปรมที่
มีชีวิตของกุงแชบวยใหมีคุณภาพดีเย่ียมตลอดการเก็บรักษาเปนระยะเวลานาน 1 ป  โดยมีคุณภาพ 
ไมแตกตางจากนํ้าเช้ือที่เติมยาปฏิชีวนะ Penicillin-streptomycin 0.1%  นอกจากน้ันยังสามารถลด
ปริมาณแบคทีเรยีกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดดวยประสิทธิภาพที่สูงกวาการเติมยาปฏิชีวนะ Penicillin-
streptomycin 0.1% อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) หลังการเก็บรักษาเปนระยะเวลา 1 ป  
 2. การเก็บรักษาถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยแบบแชแข็งโดยการใชกลองโฟมรวมกับการประยุกตใช
สารสกัดใบมะรุมและสารสกัดขิง พบวาสารสกัดใบมะรุมและสารสกัดขิงมีประสิทธิภาพในการรักษา
เปอรเซ็นตสเปรมที่มีชีวิตของกุงแชบวยไดใกลเคียงกันและไมแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ  
(P>0.05) กับการเติมยาปฏิชีวนะ Penicillin-streptomycin 0.1% ตลอดการเก็บรักษาเปนระยะเวลา  
3 เดือน  แตอยางไรก็ตามเมื่อประเมินถึงประสิทธิภาพในการลดปริมาณแบคทีเรียพบวา สารสกัดขิง
ความเขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร สามารถลดปริมาณแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดได
เทียบเทายาปฏิชีวนะ Penicillin-streptomycin 0.1% และสูงกวาสารสกัดใบมะรุมความเขมขน 0.1 
มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) 
   
อภิปรายผลการทดลอง 
1. การเก็บรักษาถุงนํ้าเชื้อกุงแชบวยแบบแชแข็งโดยใชเครื่องแชแข็งแบบอัตโนมัติ 
 การศึกษาในครั้งน้ีประสบความสําเร็จในการเก็บรักษาถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยแบบใชเครื่องมือ
อัตโนมัติเปนระยะเวลานานถึง 1 ป   โดยสามารถรักษาคุณภาพนํ้าเช้ือไดอยางดีเย่ียม (เปอรเซ็นต
สเปรมที่มีชีวิตสูงกวา 95%)  แสดงใหเห็นวากระบวนการเก็บรักษาต้ังแตการเตรียมถุงนํ้าเช้ือ 
สารละลายบัฟเฟอร  อัตราการลดอุณหภูมิและอัตราการละลายถุงนํ้าเช้ือ มีความเหมาะสมและมี
ประสิทธิภาพสูง  ซึ่งสอดคลองกับรายงานทางวิชาการหลายฉบับที่รายงานถึงความสําเร็จในการเก็บ
รักษาถุงนํ้าเช้ือกุงแบบแชแข็ง  ยกตัวอยางเชน Akarasanon et al. (2004)  ไดรายงานถึงความสําเร็จ
ในการรักษาเปอรเซ็นตสเปรมที่มีชีวิตและอัตราการปฏิสนธิของนํ้าเช้ือกุงกามกราม (Macrobrachium 
rosenbergii (de Man)) ดวยการเก็บรกัษาแบบแชแข็งนานกวา 150 วัน  Bart et al. (2006)  ประสบ
ความสําเร็จในการผสมเทียมถุงนํ้าเช้ือกุงกุลาดํา (Penaeus monodon) ที่เก็บรักษาแบบแชแข็ง โดย
มีการปฏิสนธิสูงถึง 79%  นอกจากน้ันยังมีรายงานวาการเก็บรักษาถุงนํ้าเช้ือกุงกามกราม กุงทะเล
และปูทะเล ในไนโตรเจนเหลวประสบความสําเร็จหลังการเก็บรักษาเปนระยะเวลานาน 30 – 31 วัน 
(Anchordoguy et al., 1988; Chow et al., 1985; Jeyalectumie and Subramoniam, 1989)  
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การศึกษาในครั้งน้ีแสดงใหเห็นวาสารสกัดสมุนไพรทั้ง 2 ชนิด มีศักยภาพในการประยุกตใช
ในการเก็บรักษาถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยแบบใชเครื่องมืออัตโนมัติ  สารสกัดใบมะรุมความเขมขน 0.1 
มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร มีประสิทธิภาพสูงกวาสารสกัดขิงความเขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ในการ
เก็บรักษาถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวย  โดยสามารถลดปริมาณแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดไดดีกวา
สารสกัดขิงในถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยที่ลดอุณหภูมิดวยเครื่องอัตโนมัติ ทั้งน้ีอาจเปนเพราะสารสกัดชนิดน้ี
ไมมีความเปนพิษหรือมีความเปนพิษตอสเปรมนอยมาก   ตามปกติแลวกระบวนการแชแข็งนํ้าเช้ือ
และถุงนํ้าเช้ือเปนกระบวนการที่เกี่ยวของกับการลดอุณหภูมิ การสูญเสียนํ้าของเซลล การแชแข็งและ
การละลาย (Tiersch, 2006; Nimrat and Vuthiphandchai, 2008)  กระบวนการเหลาน้ีลวนสงผล
ใหเซลลสเปรมไดรับบาดเจ็บและตายได   

ดังน้ันการเติมสารสกัดใบมะรุมอาจมีบทบาทในการปองกันอันตรายที่เกิดข้ึนระหวาง
กระบวนการแชแข็งถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวย   โดย Verma et al. (2009) รายงานวาสารประกอบฟนอลที่
เปนองคประกอบของสารสกัดใบมะรุม ไดแก Gallic acid, Chlorogenic acid, Ellagic acid และ 
Ferulic acid และสารกลุมฟลาโวนอยด ไดแก Kaempferol, Quercetin และ Rutin มีคุณสมบัติใน
การตานอนุมูลอิสระและปองกันความเสียหายของดีเอ็นเอของหนูทดลอง  โดยชวยปองกันความ
เสียหายของเน้ือเย่ือและการตายของเซลลที่เกิดจากอนุมูลอิสระที่ไดจากการสลายตัวของออกซิเจน 
(Halliwell and Gutteridge, 2003) และสารกลุมฟลาโวนอยดเหลาน้ียังมีฤทธ์ิยับย้ังการเกิดปฏิกิริยา 
Lipid peroxidation ในหนูขาวใหญ (Sprague-Dawley rats)  ซึ่งเปนปฏิกิริยาที่เกี่ยวของกับการ
ทําลายเย่ือหุมเซลลในสมองหนูขาวชนิดน้ี (Matis et al., 1988) รวมทั้งสารตานอนุมูลอิสระเหลาน้ียัง
ปองกันการเกิดความเสียหายของเซลลที่เกิดจากกระบวนการเมแทบอลิซึม (Bakkali et al., 2008)     

ดังน้ันการประยุกตใชสารสกัดใบมะรุมในการเก็บรักษาถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยจึงมีความ
เหมาะสมทั้งในดานประสิทธิภาพในการรักษาคุณภาพนํ้าเช้ือแชแข็งและการลดปริมาณแบคทีเรียที่
ปนเปอนในนํ้าเช้ือเพื่อการนําไปใชในการผสมเทียม การเพาะพันธุกุงแชบวยในเชิงอนุรักษสายพันธุ
และเชิงพาณิชย  รวมทัง้การใชในการบริหารการจัดการฟารม    นอกจากน้ันการประยุกตใชสารสกัด
สมุนไพรชนิดน้ียังเปนการนําองคความรูจากภูมิปญญาทองถ่ินสูการสรางนวัตกรรมเพื่อทดแทนและ/
หรือลดการใชสารปฏิชีวนะที่นําเขาจากตางประเทศ และเปนการลดการใชสารปฏิชีวนะที่สามารถ
ตกคางในธรรมชาติและสรางผลกระทบตอระบบนิเวศนและหวงโซอาหารที่ยอนกลับมาสงผลกระทบ
ตอสุขภาพและคุณภาพชีวิตของคนไทย 

สวนการศึกษาชนิดของแบคทีเรียในถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยดวยวิธีการแชแข็งโดยใชเครื่อง 
แชแข็งแบบอัตโนมัติ พบแบคทีเรียแกรมบวกเปนสวนใหญ คือ แบคทีเรียแกรมบวก รูปกลม วงศ 
Microccoccaceae ไดแก Arthrobacter agilis, Kocuria palustris, Nesterenkonia halobia, 
Staphylococcus cohnii subsp. cohnii, S. kloosii, S. lentus และ S. muscae และแบคทีเรีย
เกรมบวก รูปทอน วงศ Bacillaceae ไดแก Bacillus alcalophilus, B. brevis, B. fastidiosus, B. 
firmus, B. globisporus, B. insolitus, B. lentimorbus, B. macquariensis, B. megaterium, B. 
pantothenticus และ B. pasteurii  สวนแบคทีเรียแกรมลบน้ันพบไมมากนัก คือ แบคทีเรียแกรม
ลบ รูปทอน วงศ Enterobacteriaceae ไดแก Obesumbacterium proteus biogroup 1, 
Tatumella ptyseos และ Xenorhabdus luminescens/X. nemtophilus  จากการศึกษาของ 



 59

Nimrat et al. (2008) ไดรายงานถึงแบคทีเรียที่พบในถุงนํ้าเช้ือกุงกุลาดําที่เก็บรักษาแบบแชแข็ง
ประกอบดวยแบคทีเรีย 23 ชนิด คือ แบคทีเรียแกรมบวก ไดแก Staphylococcus  nonaureus, 
Micrococcus spp., Kocuria varians, Corynebacterium spp., C. aquaticum, 
Rhodococcus spp., Bacillus cereus, B. amyloliquefaciens, B. circulans, B. megaterium 
และ B. licheniformis  และแบคทีเรียแกรมลบ ไดแก 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)  ไดรายงานวาแบคทีเรียกลุม Aeromonas, Plesiomonas, 
Photobacterium, Pseudoalteromonas, Pseudomonas และ Vibrio เปนแบคทีเรียประจําถ่ิน
ที่มักพบในลําไสกุง   สวน Jeyasekaran et al. (2006)  ไดกลาววาแบคทีเรียพบในกุงขาวอินเดียสด 
(Fresh raw shrimp) ไดแก แบคทีเรียสกุล Aeromonas, Pseudomonas, Vibrio, Flavobacterium 
และ Serratia  แบคทีเรียทุกชนิดที่พบในถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยแชแข็งในการศึกษาในครั้งน้ีจัดเปน
แบคทีเรียไมกอโรคในมนุษย  แตอยางไรก็ตามแบคทีเรียบางชนิดมีคุณสมบัติเปนแบคทีเรียฉวยโอกาส
กอโรค ไดแก S. cohnii subsp. cohnii, B. brevis และ T. ptyseos  โดย S. cohnii subsp. 
cohnii เปนแบคทีเรียประจําถ่ินที่พบไดทั่วไปบนผิวหนังและเย่ือบุของมนุษย  แตในบางสภาวะ
แบคทีเรียชนิดน้ีสามารถฉวยโอกาสในการกอโรค (Stefano et al., 2012)  มีรายงานวาแบคทีเรีย
ชนิดน้ีเกี่ยวของกับการเกิดโรคฝในสมอง (Brain abscess)  ปอดบวม (Pneumonia)  โรคถุงนํ้าดี
อักเสบเฉียบพลัน (Acute cholecystitis)  เย่ือบุหัวใจอักเสบ (Endocarditis) การติดเช้ือแบคทีเรีย
ในกระแสเลือด (Bacteremia) การติดเช้ือในระบบทางเดินปสสาวะ (Urinary tract infection)  และ
โรคขออักเสบติดเช้ือ (Septic arthritis) (Soldera et al., 2013)   

แบคทีเรียอีกชนิดที่สามารถฉวยโอกาสกอโรค คือ B. brevis แบคทีเรียชนิดน้ีเปนสาเหตุของ
การติดเช้ืออยางรุนแรงในผูปวยที่มีภาวะภูมิคุมกันบกพรอง (Immunocompromised host)  ผูติด
ยาเสพติดชนิดฉีดเขาเสนเลือดดํา (Intravenous drug users) ผูปวยที่ไดรับการศัลยกรรมประสาท 
(Neurosurgery)  การรักษาเกี่ยวกับกระดูกและขอ (Orthopedics procedure)  บาดแผลไฟไหม 
(Burn victims)  ผูปวยที่ไดรับการฟอกไต (Dialysis patients)  และผูปวยที่มีแผลบาดเจ็บ เปนตน   
โดยมีรายงานถึงการคัดแยกแบคทีเรียชนิดน้ีไดจากผูปวยที่เปนโรคมะเร็งเซลลตับชนิด Hepatocellular 
carcinoma ที่เกิดภาวะเย่ือบุชองทองอักเสบ (Peritonitis) ในประเทศสหรัฐอเมริกา ซึ่งมีสาเหตุมาจาก
การรับประทานอาหารที่ปนเปอนสปอรของ B. brevis (Parvez et al., 2009)  และแบคทีเรียชนิด
สุดทาย คือ T. ptyseos เปนแบคทีเรียอีกชนิดที่ฉวยโอกาสกอโรคในมนุษย  ในปจจุบันขอมูลทาง
วิทยาศาสตรเกี่ยวกับการกอโรคของแบคทีเรียชนิดน้ีมีไมมากนัก แบคทีเรียชนิดน้ีเปนแบคทีเรียที่มี
รายงานวาเกี่ยวของกับโรคติดเช้ือในระบบทางเดินหายใจ (Tracheobronchial/pulmonary infections)  
เชน ปอดบวม (Pneumonitis)  โรคหอบหืด (Asthma)  โรคหลอดเลือดอักเสบที่เกิดรวมกับมีกอนเน้ือ 
(Wegener granulomatosis)  โรคปอดอักเสบเรื้อรัง (Chronic lung disease)  และภาวะปอดบวม
นํ้า (Pulmonary edema) (Hollis et al., 1981; Farmer et al., 1985; Stone et al., 2007)  การ
ติดเช้ือที่เกี่ยวของกับวัณโรคปอด (Pulmonary tuberculosis) (Berka et al., 2001)  และการติดเช้ือ
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ในระบบทางเดินอาหาร (Gastroenteritis) (Janda and Abbot, 2006) นอกจากน้ันขอมูลทาง
คลินิกยังระบุถึงการคัดแยกแบคทีเรียชนิดน้ีไดจากผูปวยจํานวน 2 รายในประเทศบราซิล ที่เกิดภาวะ
ติดเช้ือในกระแสเลือดจาก T. ptyseos ทั้ง 2 ราย (da Costa et al., 2008) 
 ตามปกติแลวการปนเปอนของแบคทีเรียในนํ้าเช้ือจะทําใหคุณภาพนํ้าเช้ือลดลง เน่ืองมาจาก
แบคทีเรียไดแยงปริมาณกาซออกซิเจนเพื่อการหายใจ ทําใหเกิดภาวะการขาดแคลนกาซออกซิเจนซึ่ง
จะสงผลใหนํ้าเช้ือมีเปอรเซ็นตสเปรมที่มีชีวิตตํ่า อีกทั้งยังทําใหความสามารถในการนําไปปฏิสนธิกบัไข
ลดลงดวย เน่ืองจากแบคทีเรียจะไปปดกั้นชองทางที่สเปรมจะเขาไปปฏิสนธิกับไข (Holcomb et al., 
2005) รวมถึงแบคทีเรียบางชนิดสามารถผลิตเอนไซมยอยสลายโปรตีนและของเสียตาง ๆ ออกมา 
สงผลใหคุณภาพของนํ้าเช้ือตํ่าลง (Jenkins and Tiersch, 1997)  
 ดังน้ันการประยุกตใชสารสกัดสมุนไพรในการเก็บรักษาถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยแบบแชแข็งโดยใช
เครื่องมืออัตโนมัติจึงเปนทางเลือกหน่ึงที่สามารถยับย้ังการเจริญของแบคทีเรีย  โดยเฉพาะอยางย่ิง
การศึกษาในครั้งน้ีช้ีใหเห็นวาสารสกัดใบมะรุมความเขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร มีความ
เหมาะสมอยางย่ิง  เน่ืองจากสามารถลดการปนเปอนของแบคทีเรียได ทั้งน้ีไดมีการศึกษาคุณสมบัติ
ดานเภสัชศาสตรของสารสกัดใบมะรุม และพบวาสารสกัดชนิดน้ีที่ประกอบดวยสารประกอบกลุม 
ฟนอลและ Alkaloids มีฤทธ์ิในการตานราและแบคทีเรียที่กอโรคในมนุษย  โดยสามารถยับย้ัง
แบคทีเรียแกรมลบ ไดแก Shigella shinga, Pseudomonas aeruginosa, Shigella sonnei และ 
Pseudomonas spp. แบคทีเรียแกรมบวก ไดแก Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, 
Streptococcus-β-haemolytica, Bacillus subtilis, Sarcina lutea และ Bacillus megaterium  
รวมทั้งเช้ือรา ไดแก  Trichophyton rubrum, Trichophyton mentagrophytes, Epidermophyton 
xoccosum และ Microsporum canis (Caceres et al., 1991; Rahman et al., 2006; Chuang  
et al., 2007)   
 
2. การเก็บรักษาถุงนํ้าเชื้อกุงแชบวยแบบแชแข็งโดยการใชกลองโฟมรวมกับการประยุกตใชสาร
สกัดสมุนไพรมะรุมและขิง 
 การศึกษาวิจัยถึงกระบวนการเก็บรักษาถุงนํ้าเช้ือกุงแบบแชแข็งโดยใชอุปกรณอยางงายน้ัน 
คือการใชกลองโฟมและไมตองใชเครื่องมือลดอุณหภูมิอัตโนมัติ  ซึ่งยังมีการศึกษานอยมากทั้งใน
ประเทศไทยและตางประเทศ  โดยสวนใหญน้ันเปนการเก็บรักษาแบบแชแข็งโดยใชเครื่องมือลด
อุณหภูมิอัตโนมัติ  (Anchordoguy et al. 1987, 1988; Diwan et al., 1994; Chow et al. 1985) 
ยกตัวอยางเชน Leena Grace and Natarajan (2003) สามารถเก็บรักษาถุงนํ้าเช้ือกุงกุลาดํา 
(Penaeus monodon) ในไนโตรเจนเหลวไดนานกวา 30 วัน  โดยมีเปอรเซ็นตสเปรมที่มีชีวิตสูงกวา 
90%   ในขณะที่ Diwan and Joseph (1999) พบวาการใชสารไครโอโพรเทคแทนทรวมกันสองชนิด 
คือ DMSO (5%) รวมกับ Glycerol (5%) และ DMSO (5%) รวมกับนํ้าตาล Trehalose (0.25 M) 
สามารถเก็บรักษาถุงนํ้าเช้ือกุงขาวอินเดีย (Penaeus indicus) ไดนานกวา 60 วัน  โดยเปอรเซ็นต
สเปรมที่มีชีวิตอยูในชวง 75-80% นอกจากน้ันยังมีรายงานวาการเก็บรักษาถุงนํ้าเช้ือกุงกามกราม  
กุงทะเลและปูทะเลในไนโตรเจนเหลวประสบความสําเร็จหลังการเก็บรักษาเปนระยะเวลานาน 30–31 วัน 
(Anchordoguy et al., 1988; Chow et al., 1985; Jeyalectumie and Subramoniam, 1989)    
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 สวนการแชแข็งถุงนํ้าเช้ือกุงโดยใชอุปกรณแชแข็งอยางงายน้ันมีเพียง Akarasanon et al. 
(2004) ที่ศึกษาการเก็บรักษาถุงนํ้าเช้ือกุงกามกราม (Macrobrachium rosenbergii (de Man)) ใน
หลอด Vial  และลดอุณหภูมิการแชแข็งดวยการใชภาชนะอยางงาย กอนใสหลอด Vial ที่บรรจุถุง
นํ้าเช้ือกุงกามกรามลงในไนโตรเจนเหลว  โดยประสบความสําเร็จในการรักษาเปอรเซ็นตสเปรมที่มี
ชีวิตและอัตราการปฏิสนธิของนํ้าเช้ือกุงกามกรามไดนานกวา 150 วัน  โดยใชสาร Ethylene Glycol 
เปนสารไครโอโพรเทคแทนท   ดังน้ันจากการทบทวนวรรณกรรมแสดงใหเห็นวาการศึกษาในครั้งน้ีถือ
เปนการศึกษาในครั้งแรกที่สามารถแชแข็งถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยโดยใชอุปกรณอยางงาย น่ันคือกลองโฟม 
โดยสามารถเก็บรักษาไดอยางนอย 3 เดือน โดยยังคงคุณสมบัติที่ดีเย่ียมของนํ้าเช้ือกุงแชบวยในการ
นําไปใชในการผสมเทียม ไดแก การรักษาเปอรเซ็นตสเปรมที่มีชีวิตสูงกวา 99% โดยมีแนวโนมวา
สามารถเก็บรักษาไดนานเทียบเทาการเก็บรักษาแบบแชแข็งโดยใชเครื่องแชแข็งแบบอัตโนมัติ  ซึ่งการ
เก็บรักษาถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยแบบแชแข็งโดยการใชกลองโฟมน้ี จะตองทําการศึกษาตอเน่ืองใหครบ 1 
ป เพื่อใหทราบถึงผลของการเก็บรักษาถุงนํ้าเช้ือในระยะยาว ซึ่งคณะผูวิจัยจะดําเนินการทดลองใน
โครงการวิจัยปตอไป (ปงบประมาณ พ.ศ. 2561) 
 การศึกษาในครั้งน้ีไดแสดงใหเห็นวาการประยุกตใชกลองโฟม  ซึ่งเปนเครื่องมือที่มีราคาถูก
มาก  เมื่อเทียบกับเครื่องมือลดอุณหภูมิที่ตองนําเขามาจากตางประเทศและมีราคาที่แพงมาก  กลับมี
ประสิทธิภาพไมแตกตางกันในการลดอุณหภูมิถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวย  ซึ่งจะนําไปสูการพัฒนาเทคโนโลยี
อยางงาย ราคาถูก สูภาคการเพาะเลี้ยงสัตวนํ้า การบริหารจัดการฟารม และการอนุรักษพันธุสัตวนํ้า  
ทําใหเกษตรกรเขาถึงเทคโนโลยีไดงายข้ึนและลดการพึ่งพาเทคโนโลยีที่มีราคาแพงจากตางประเทศ   
 การศึกษาชนิดของแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดในถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยที่เก็บรักษา
แบบแชแข็งในกลองโฟม พบวาชนิดของแบคทีเรียที่พบในถุงนํ้าเช้ือมีความหลากหลายกวาแบคทเีรยีที่
พบในถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยที่เก็บรักษาแบบแชแข็งในเครื่องอัตโนมัติ  โดยสามารถจัดจําแนกชนิดของ
แบคทีเรียไดทั้งหมด 6 วงศ ประกอบดวยแบคทีเรียแกรมบวก คือ Micrococcaceae ไดแก Kocuria 
palustris, Micrococcus antarcticus, Staphylococcus aureus subsp. aureus,  
S. epidermidis / S. lugdunensis, S. fleurettii และ S. haemoliticus  วงศ Bacillaceae ไดแก 
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 ไดแก Gilardi rod group 1  วงศ Alcaligenaceae ไดแก 
Bordetella trematum, วงศ  Vibrionaceae ไดแก  Plesiomonas shigelloides และวงศ 
Enterobacteriaceae ไดแก Xenorhabdus luminescens/X. Nemtophilus  สอดคลองกับ
การศึกษาของ Nimrat et al. (2006) ที่รายงานวาแบคทีเรียแกรมบวกเปนแบคทีเรียกลุมเดนที่พบได
มากในถุงนํ้าเช้ือกุงขาวแวนนาไม (Litopenaeus vannamei) ที่เก็บรักษาแบบแชเย็น  โดย
แบคทีเรียที่พบในการศึกษาดังกลาวประกอบดวย Bacillus circulans, Staphylococcus hominis,  
S. lugdunensis, S. sciuri, S. xylosus และ Micrococcus spp.  
   แบคทีเรียที่คัดแยกไดจากการศึกษาในครั้งน้ีมีบางชนิดที่จัดเปนแบคทีเรียกอโรคและ
แบคทีเรียฉวยโอกาสในการกอโรค  แบคทีเรียกอโรคที่สําคัญ คือ S. aureus subsp. aureus 
แบคทีเรียชนิดน้ีกอโรคหลายชนิดในมนุษย  อาทิ  กอใหเกิดการติดเช้ือกับทุก ๆ บริเวณของรางกาย  
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การติดเช้ือที่ผิวหนังสามารถทําใหติดเช้ืออยางออนจนถึงข้ันรุนแรง  กอใหเกิดหนองและการติดเช้ือใน
กระแสเลือด (Bacteremia) รุนแรง และอาจกอใหเกิดอาการของโรคตาง ๆ มากมาย เชน ลิ้นหัวใจ
อักเสบ  ปอดอักเสบและเปนหนอง เปนตน  (สุบัณฑิต น่ิมรัตน, 2555)   นอกจากน้ียังพบแบคทีเรีย
อีกชนิดที่กอใหเกิดโรคอุจจาระรวงอยางรุนแรง น่ันคือ  P. shigelloides  ซึ่งเปนแบคทีเรียที่พบได
ทั่วไปในสิ่งแวดลอมในเขตรอนช้ืนและเขตอบอุนไมวาจะเปนนํ้าจืด เชน แมนํ้า ทะเลสาบ และนํ้า
ทะเล เชน บริเวณปากแมนํ้า (Monteil and Harf-Monteil, 1997; Levin, 2008)  โดยสามารถ
ลองลอยอยูในนํ้าและอาศัยอยูในสัตวนํ้า เชน ปลา ปู กุง หอยนางรมและหอยแมลงภู เปนตน 
(Schubert, 1984; Oxley et al., 2002; Huber et al., 2004)  การติดเช้ือภายในลําไสจาก
แบคทีเรียชนิดน้ียังมีผลใหเกิดอาการติดเช้ือในกระแสเลือดและโรคเย่ือหุมสมองอักเสบทําใหมีอัตรา
การเสียชีวิตสูง (Miller and Koburger, 1985; Ampofo et al., 2001)  ทั้งน้ีเน่ืองดวยแบคทีเรีย
ชนิดน้ีมีความสามารถผลิตสารพิษไดหลายชนิด เชน 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 เปนตน (Falcon et al., 2003)    
 สวนแบคทีเรียฉวยโอกาสในการกอโรคที่พบในการศึกษาครั้งน้ี  ไดแก  S. haemolyticus  
ซึ่งเปนแบคทีเรียฉวยโอกาสในการกอโรคที่รูจักอยางกวางขวางและเปนแบคทีเรียฉวยโอกาสที่สําคัญ
ของการติดเช้ือในโรงพยาบาลที่เกิดจากอุปกรณที่ใชสวนทางการแพทย (Medical catheter) 
(Daniel et al., 2014)  S. haemolyticus บางสายพันธุสามารถผลิตสารพิษกลุม Enterotoxins 
และ Hemolysins ไดแก สาร Enterotoxins กลุม SE(A), SE(B) และ SE(C) สารพิษกลุมน้ีจัดเปน
สารกลุม Exoproteins ที่กอใหเกิดการอักเสบของระบบทางเดินอาหารอยางรุนแรงและอาเจียน   
หากไดรับสารชนิดน้ีจากการรับประทาน (Valle et al., 1990)  Bordetella trematum เปนแบคทีเรีย
อีกชนิดหน่ึงที่พบในการศึกษาในครั้งน้ีที่จัดเปนแบคทีเรียฉวยโอกาสในการกอโรค  โดยมรีายงานการพบ
แบคทีเรียชนิดน้ีจากแผลติดเช้ือ หูอักเสบ แผลจากโรคเบาหวานและการติดเช้ือในกระแสเลือด 
(Vandamme et al., 1996; Daxboeck et al., 2004; Halim et al., 2014)    
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