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บทคดัย่อ 

การศึกษาคร้ังน้ีสามารถแยกแบคทีเรียท่ีผลิตสารสีได้จ  านวน 8 ไอโซเลต (PSU-KSAAHRC 
MS1-8) จากฟองน ้ าทะเลจ านวน 5 ชนิด โดยแบคทีเรียไอโซเลต PSU-KSAAHRC MS2 ท่ีแยกไดจ้าก
ฟองน ้ าทะเล Haliclona sp. ในจงัหวดัสตูล สามารถผลิตสารสีไดสู้งสุด คือ 3,140.23±464.80 ไมโครกรัม
ต่อกรัม เม่ือน าสารสีแดงท่ีแบคทีเรียผลิตมาศึกษาคุณสมบติัและจ าแนกชนิด พบว่าเป็นสารโพรดิจิ
โอซินท่ีมีค่าการดูดกลืนแสงสูงสุดอยูใ่นช่วง 535-539 นาโนเมตร และมีน ้ าหนกัโมเลกุล 322.19-324.20 
ดาลตนั การจ าแนกชนิดของแบคทีเรียโดยอาศยัคุณสมบติัทางสัณฐานวิทยา ชีวเคมี และการใช้เทคนิค 
Phylogenetic analysis สามารถจ าแนกชนิดแบคทีเรียไอโซเลต PSU-KSAAHRC MS2 ไดเ้ป็นแบคทีเรีย 
Zooshikella ganghwensis การศึกษาปัจจยัทางกายภาพท่ีเหมาะสมต่อการผลิตสารสีของแบคทีเรีย พบว่า
แบคทีเรีย Z. ganghwensis PSU-KSAAHRC MS2 สามารถผลิตสารสีโพรดิจิโอซินไดดี้ท่ีสุดท่ีอุณหภูมิ 
30 องศาเซลเซียส และความเป็นกรด-ด่าง 8 การศึกษาผลของการเสริมแบคทีเรีย Z. ganghwensis PSU-
KSAAHRC MS2 ในอาหารกุง้ขาว (Litopenaeus vannamei) ท่ีระดบั 0 1  3 และ 5 กรัมต่อกิโลกรัม
อาหาร พบวา่ กุง้ขาวท่ีติดเช้ือแบคทีเรีย Vibrio parahaemolyticus ทุกชุดการทดลองมีการเจริญเติบโตไม่
แตกต่างกนั หลงัไดรั้บอาหารผสมเซลล์แบคทีเรีย Z. ganghwensis PSU-KSAAHRC MS2 อยา่งไรก็ตาม
กุง้ขาวท่ีไดรั้บอาหารผสมเซลล์แบคทีเรีย Z. ganghwensis PSU-KSAAHRC MS2 ท่ีระดบั 1 กรัมต่อ
กิโลกรัมอาหาร มีอัตรารอดสูง 61.67±24.66 เปอร์ เซ็นต์  และมีปริมาณเม็ดเลือดรวม 
(3.73±0.70x107เซลล์ต่อมิลลิลิตร) กิจกรรมของเอนไซมฟี์นอลออกซิเดส  (19.57±1.23 ยนิูตต่อนาทีต่อ
มิลลิกรัมโปรตีน) ความสามารถในการจบักินส่ิงแปลกปลอม (54.33±0.76 เปอร์เซนต)์ ดชันีการจบักิน
ส่ิงแปลกปลอม (42.82±0.66) และกิจกรรมของเอนไซมค์าตาเลส (73.40±24.6 ยนิูตต่อมิลลิกรัมโปรตีน) 
สูงกว่ากุง้ขาวในชุดการทดลองอ่ืนๆ อย่างมีนยัส าคญั (p< 0.05) การศึกษาการเปล่ียนแปลงทางพยาธิ
สภาพของตบัและตบัอ่อน พบวา่ตบัและตบัอ่อนของกุง้ขาวท่ีไดรั้บอาหารผสมเซลล์แบคทีเรียท่ีระดบั 1 
กรัมต่อกิโลกรัมอาหาร มีลกัษณะค่อนขา้งปกติเม่ือเปรียบเทียบกบัตบัและตบัอ่อนของกุง้ท่ีไดรั้บอาหาร
ในชุดควบคุมและชุดการทดลองอ่ืนๆ ช้ีให้เห็นว่าสารโพรดิจิโอซินภายในเซลล์ของแบคทีเรีย                       
Z. ganghwensis ช่วยรักษาการติดเช้ือแบคทีเรีย V. parahaemolyticus ในกุง้ขาว 
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ABSTRACT 

In this study, a total of 8 pigmented bacteria (PSU-KSAAHRC MS1-8) were isolated 
from five species of marine sponges. Of these 8 isolates, one bacterial isolate PSU-KSAAHRC 
MS2 from marine sponge Haliclona sp. from Satun provinces, produced highest pigment of 
3,140.23± 464.80 µg/g.  The red pigment found in the bacterial isolate PSU-KSAAHRC MS2 
exhibited maximum absorption ranged from 535-539 nm and mass spectrometry revealed 
molecular weights of 322.19-324.20 Da, which were identified as prodigiosins. Based on 
morphological and biochemical characteristics as well as phylogenetic analysis, this bacterium 
was identified as Zooshikella ganghwensis. Optimization of prodigiosin production at various 
conditions showed that Z. ganghwensis PSU-KSAAHRC MS2 produced maximum prodigiosin at 
temperature of 30 ºC and pH 8. Investigation of dietary administration of Z. ganghwensis PSU-
KSAAHRC MS2 at 0, 1, 3 and 5 g/kg diet in Pacific white shrimp (Litopenaeus vannamei) 
indicated that dietary supplemented Z. ganghwensis PSU-KSAAHRC MS2 had no effect on 
growth performance of Pacific white shrimp infected with Vibrio parahaemolyticus. However the 
highest survival rate (61.67±24.66 %) was observed in shrimp fed with dietary supplemented             
Z. ganghwensis PSU-KSAAHRC MS2 at 1 g/kg diet. Moreover, the highest total hemocyte count 
(3.73±0.70x107 cell/ml) phenoloxidase activity (19.57±1.23 unit/min/mg protein) phagocytic 
activity (54.33±0.76 %) phagocytic index (42.82±0.66) and catalase enzyme activity (73.40±24.6 
unit/mg protein) were found in shrimp fed with dietary supplemented Z. ganghwensis PSU-
KSAAHRC MS2 at 1 g/kg diet which was significantly different from other treatments (p< 0.05). 
Histopathological findings revealed normal hepatopancreatic tissue observed in shrimp fed with 
dietary supplemented Z. ganghwensis PSU-KSAAHRC MS2 at 1 g/kg diet when compared to 
other treatments, indicating that prodigiosin from Z. ganghwensis treat the shrimp from                
V. parahaemolyticus infection. 
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แสดงกิจกรรมของเอนไซมก์ลูตาไธโอนเปอร์ออกซิเดส (GPx) ของกุง้ขาว
ท่ีติดเช้ือแบคทีเรีย V. parahaemolyticus หลงัไดรั้บอาหารทดลองสูตร
ต่างๆ เป็นระยะเวลา 4 สัปดาห์ 
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แสดง เ น้ื อ เ ยื่ อ ตับ แล ะ ตับ อ่ อนขอ งกุ้ ง ข า ว ท่ี ติ ด เ ช้ื อ แบค ที เ รี ย                       
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สัปดาห์ พบการตายของท่อตบั (ดอกจนั) และการหลุดลอกของเซลล์เยื่อบุ
ท่อตบั ไม่พบ B-cell, F-cell และ R-cell (ศรช้ี) (H&E, bar = 50 µm) 
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แสดง เ น้ื อ เ ยื่ อ ตับ แล ะ ตับ อ่ อนขอ งกุ้ ง ข า ว ท่ี ติ ด เ ช้ื อ แบค ที เ รี ย                           
V. parahaemolyticus หลงัได้รับอาหารทดลองท่ีผสมเซลล์แบคทีเรีย 1 
กรัมต่อกิโลกรัมอาหาร เป็นระยะเวลา 4 สัปดาห์ พบเน้ือเยื่อตบัและตบั
อ่อนค่อนขา้งปกติ (H&E, bar = 50 µm) 

แสดง เ น้ื อ เ ยื่ อ ตับ แล ะ ตับ อ่ อนขอ งกุ้ ง ข า ว ท่ี ติ ด เ ช้ื อ แบค ที เ รี ย                           
V. parahaemolyticus หลงัได้รับอาหารทดลองท่ีผสมเซลล์แบคทีเรีย 5 
กรัมต่อกิโลกรัมอาหาร เป็นระยะเวลา 4 สัปดาห์ พบการตายของท่อตบั 
(ดอกจนั) และมีเม็ดเลือดแทรกตวัอยูร่อบๆท่อตบั (ศรช้ี) เป็นจ านวนมาก 
(H&E, bar = 50 µm) 

แสดง เ น้ื อ เ ยื่ อ ตับ แล ะ ตับ อ่ อนขอ งกุ้ ง ข า ว ท่ี ติ ด เ ช้ื อ แบค ที เ รี ย                         
V. parahaemolyticus หลงัได้รับอาหารทดลองท่ีผสมเซลล์แบคทีเรีย 3 
กรัมต่อกิโลกรัมอาหาร เป็นระยะเวลา 4 สัปดาห์ พบการตายของท่อตบั 
(ดอกจนั) และมีเม็ดเลือดแทรกตวัอยูร่อบๆ ท่อตบั (ศรช้ี) (H&E, bar = 50 
µm) 
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บทที ่1 
บทน า 

1.1 บทน าต้นเร่ือง   
ฟองน ้ าทะเลเป็นสัตว์หน้าดินท่ีมีการกินอาหารแบบกรองกิน จดัอยู่ในไฟลัม     

พอริเฟอรา (Porifera) แบ่งไดเ้ป็น 4 ชั้น (classes) คือ Calcarea, Hexactinellida, Demospongiae 
และ Sclerospongiae มีการกระจายตวัอยู่ทัว่โลกและมีจ านวนมากกว่า 8,370 ชนิด ส่วนใหญ่เป็น
ฟองน ้าท่ีอาศยัอยูใ่นทะเล มีบทบาทส าคญัคือช่วยกรองน ้า ท าใหน้ ้าทะเลมีความสะอาดข้ึน เป็นท่ีอยู่
อาศยัของสัตวท์ะเล และยงัสามารถสร้างสารท่ีมีคุณสมบติัในการยบัย ั้งจุลินทรียช์นิดต่างๆ ปัจจุบนั
พบว่าจุลินทรียท่ี์แยกไดจ้ากฟองน ้ าทะเลมีคุณสมบติัในการผลิตสารสีธรรมชาติหลากหลายชนิด
เช่น สารสีกลุ่มแคโรทีนอยด์ (carotenoid) ไดแ้ก่แบคทีเรีย Methylobacterium  mesophilicum  ท่ี
ผลิตแอสตาแซนทิน และแบคทีเรีย Psychrobacter celer ท่ีผลิต ไดโนแซนทิน (dinoxanthin)              
นีโอแซนทิน (neoxanthin) และ ฟูโคแซนทิน (fucoxanthin) เป็นตน้ (Thawornwiriyanun et al., 
2009; Jackson et al., 2015; Abfa et al., 2017) แคโรทีนอยด์เป็นสารสีธรรมชาติมีสีเหลืองหรือแดง 
สังเคราะห์จากพืช และจุลินทรีย ์ยกเวน้สัตว ์แคโรทีนอยด์ มีประโยชน์ต่างๆ มากมาย และมีการ
น าไปใชเ้พื่อเพิ่มสีสันให้กบัสัตวน์ ้ า (Rao and Rao, 2007; Eldahshan and Singab, 2013) นอกจาก
แคโรทีนอยด์แลว้ยงัมีสารสีธรรมชาติอีกชนิดท่ีสามารถพบไดใ้นเซลล์แบคทีเรียคือ โพรดิจิโอซิน 
(Prodigiosin) ซ่ึงเป็นสารสีแดง ไม่ละลายน ้ า แต่จะละลายไดใ้นแอลกอฮอล์ อีเทอร์ คลอโรฟอร์ม       
เมทานอล และไดเมทธิล ซัลโฟไซด์ (DMSO) สามารถพบโพรดิจิโอซินไดใ้นแบคทีเรีย Serratia 
marcescens, Vibrio psychoerythrus และ Rugamonas rubra เป็นตน้ โพรดิจิโอซินเป็นสารสี
ธรรมชาติท่ีมีความส าคญัเน่ืองจากมีคุณสมบติัในการยบัย ั้งเซลล์มะเร็ง สามารยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรีย
และเช้ือรา (Araújo et al., 2010; Shaikh, 2016) สารสีชนิดน้ีอาจน ามาใชรั้กษาโรคท่ีเกิดจากการติด
เช้ือชนิดต่างๆในสัตว์น ้ าเพื่อลดการใช้ยาปฏิชีวนะ ซ่ึงจะเป็นประโยชน์ต่ออุตสาหกรรมการ
เพาะเล้ียงสัตวน์ ้ า โดยเฉพาะอยา่งยิ่งกุง้ขาว (L. vannamei) ซ่ึงเป็นกุง้ท่ีนิยมเล้ียงกนัอยา่งแพร่หลาย
ในประเทศไทย เน่ืองจากเป็นกุง้ท่ีเล้ียงง่าย โตเร็ว  มีราคาสูง เป็นท่ีนิยมของผูบ้ริโภค ท าให้ปัจจุบนั
ในประเทศไทยมีการเพาะเล้ียงกุ้งขาวเพิ่มมากข้ึน การเพาะเล้ียงกุ้งขาวเป็นอุตสาหกรรมท่ีมี
ความส าคญัมากกบัเศรษฐกิจของประเทศ เน่ืองจากสร้างรายไดใ้ห้กบัเกษตรกรผูเ้พาะเล้ียง สร้าง
อาชีพให้กับคนในประเทศ และท ารายได้ให้ประเทศปีละหลายล้านบาท งานวิจัยช้ินน้ีมี
วตัถุประสงค์เพื่อศึกษาผลของสารสีท่ีผลิตจากแบคทีเรียท่ีแยกได้จากฟองน ้ าทะเลต่อการ
เจริญเติบโต การเพิ่มสี และระบบภูมิคุม้กนัของกุง้ขาว เพื่อเป็นประโยชน์ทางดา้นวิชาการ รวมทั้ง
ดา้นการเพาะเล้ียงกุง้ขาวใหแ้ก่เกษตรกรต่อไปในอนาคต 
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1.2 การตรวจเอกสาร 

1.2.1 กุ้งขาว (L. vannamei) 

 1. ชีววทิยาของกุ้งขาว 

กุง้ขาว (L. vannamei)  เป็นกุง้สายพนัธ์ุหลกัของทวีปอเมริกา ในธรรมชาติพบได้

ตั้งแต่ชายฝ่ังทะเลของประเทศเมก็ซิโก สหรัฐอเมริกา จนถึงชายฝ่ังทะเลของประเทศเปรู ซ่ึงเป็นเขต

ท่ีมีอุณหภูมิประมาณ 26-28 องศาเซลเซียส มีความเค็มประมาณ 35 ส่วนในพนั กุง้ชนิดน้ีมีล าตวัสี

ขาวโปร่งใส ขนาดล าตวัค่อนขา้งใหญ่ถา้เปรียบเทียบกบักุง้ชนิดอ่ืน  ๆร่างกายของกุง้ขาวแบ่งออกเป็น 

2 ส่วนคือส่วนของหวัและอก (cephalothorax) และทอ้ง (abdomen) อวยัวะส่วนใหญ่ของกุง้ เช่น 

เหงือก หัวใจ ตบัและตบัอ่อน และกระเพาะอาหารอยู่บริเวณส่วนหัวและอก ล าไส้และอวยัวะ

สืบพนัธ์ุอยูส่่วนทอ้ง มีตาเป็นแบบตาประกอบ (compound eyes)  มีขาเดิน (pereiopods) 5 คู่  ขาวา่ย

น ้ า (pleopods) 5 คู่ มีหนวด 2 คู่ คือคู่สั้น (antennules) และคู่ยาว (antennae) มีระบบรับความรู้สึก 

และมีระบบเลือดเป็นแบบเปิด (Bailey-Brock et al., 1992; Hickman et al., 2006 อา้งโดย An, 2011) 

กุง้ชนิดน้ีจดัจ าแนกชนิดตามหลกัอนุกรมวธิานดงัน้ี 

Phylum   Arthropoda 

 Class   Crustacea 

  Order   Decapoda 

   Family   Penaeidae 

    Genus   Penaeus 

     Subgenus   Litopenaeus 

      Species   vannamei 
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2. การสืบพนัธ์ุและวงจรชีวติของกุ้งขาว 

การสืบพนัธ์ุของกุง้ขาวส่วนใหญ่เกิดในเวลากลางคืน โดยกุง้เพศผูส้อดอวยัวะเพศ

ท่ีเรียกวา่พีแทสมา (petasma) เขา้ไปในอวยัวะเพศเมียท่ีเรียกวา่ทีไลคมั (thelycum) ซ่ึงอยูต่รงบริเวณ

ขาเดินคู่ท่ี 4-5 และท าหนา้ท่ีเก็บน ้าเช้ือเพื่อรอโอกาสผสมกบัไข่ในภายหลงั โดยไข่ของกุง้เพศเมียท่ี

ผลิตไดมี้จ านวนประมาณ 1,000,000 ฟองต่อตวั เม่ือไข่แก่ และสุกเต็มท่ีจะถูกปล่อยออกมาจากช่อง

เพศบริเวณโคนขาเดินคู่ท่ี 3 และจะไดรั้บการผสมกบัน ้ าเช้ือเพศผูซ่ึ้งขบัออกจากถุงเก็บน ้ าเช้ือทางรู

เปิดเล็กๆ บริเวณโคนขาเดินคู่ท่ี 4-5 ของเพศเมีย ไข่จะเกิดการปฏิสนธิในน ้ าแลว้ค่อยๆ จมลงสู่พื้น

เน่ืองจากเป็นไข่จม ไข่กุง้จะฟักเป็นตวัภายในเวลา 16 ชัว่โมงหลงัการปฏิสนธิ และพฒันาระยะตวั

อ่อนในทะเล โดยไข่ของกุง้ท่ีฟักเป็นตวัจะพฒันาเป็นตวัอ่อนระยะนอเพลียส (nauplius) 6 ระยะ 

ระยะโปรโตซูเอีย (protozoea) 3 ระยะ และระยะไมซีส (mysis) 3 ระยะ ลูกกุง้ในระยะเหล่าน้ีจะ

ด ารงชีวิตเป็นแพลงก์ตอนสัตว ์เม่ือเขา้สู่ระยะโพสท์ลาร์วาจะอพยพเขา้มาอาศยับริเวณปากแม่น ้ า

หรือป่าชายเลน และจะอาศยัอยูบ่ริเวณน้ีเป็นเวลา 2-3 เดือน กุง้ท่ีโตเต็มวยัจะอพยพกลบัสู่ทะเลเพื่อ

พฒันาความสมบรูณ์เพศเป็นพอ่แม่พนัธ์ุต่อไป (ธนพงศ,์ 2546; An, 2011) 

3. การเพาะเลีย้งกุ้งขาว 

กุง้ขาวเป็นกุง้ท่ีมีศกัยภาพในการเพาะเล้ียงสูง การเจริญเติบโตค่อนขา้งดี โตได้

อยา่งรวดเร็ว ใชร้ะยะเวลาในการเล้ียงเพียง 3-4 เดือน การเพาะเล้ียงกุง้ขาวในปัจจุบนันิยมเล้ียงใน

บ่อดินซ่ึงอาจเป็นบ่อท่ีมีการปูด้วยผา้โพลีเอทีลีนหรือไม่ปูก็ได้ การปล่อยกุ้งลงเล้ียงจะปล่อยท่ี

อตัราส่วน 100,000-150,000 ตวั/ไร่ อาหารท่ีให้เป็นอาหารส าเร็จรูป ควรมีโปรตีนอยูใ่นระดบั 35-

40 เปอร์เซ็นต์ การให้อาหารในระบบการเล้ียงแบบพฒันาจะให้อาหารกุ้งตลอดทั้งวนั ยกเวน้

ตอนกลางคืนจะไม่ให้อาหาร คุณภาพน ้ าท่ีเหมาะสมส าหรับการเล้ียงกุง้ขาว อุณหภูมิควรอยูใ่นช่วง 

28-32 องศาเซลเซียส ปริมาณออกซิเจนละลายน ้ าไม่ควรต ่ากวา่ 5 มิลลิกรัมต่อลิตร ความเป็นกรด

ด่างอยูใ่นช่วง 7.5-8.0 ปริมาณคาร์บอนไดออกไซด์ไม่เกิน 20 มิลลิกรัมต่อลิตร ความเค็มอยูใ่นช่วง 

2-35 ส่วนในพนัส่วน ความกระดา้งของน ้ าไม่ต ่ากวา่ 150 มิลลิกรัมต่อลิตร ของ CaCO3 ความเป็น

ด่างไม่ต ่ากวา่ 100 มิลลิกรัมต่อลิตรของ CaCO3 ความโปร่งแสงของน ้ าอยูใ่นช่วง 20-40 เซนติเมตร 

แอมโมเนียอิสระไม่เกิน 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร ไนไตรท์ไม่เกิน 0.2 มิลลิกรัมต่อลิตร และ
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ไฮโดรเจนซลัไฟดไ์ม่เกิน 0.002 มิลลิกรัมต่อลิตร ในช่วงการเล้ียงควรมีการเปล่ียนถ่ายน ้ าและก าจดั

ตะกอนเลนกน้บ่อเพื่อก าจดัของเสียท่ีอยูใ่นบ่อ และควรมีการป้องกนัศตัรูและพาหะน าโรคของกุง้ 

(พุทธ, 2557) 

 4. โรคในกุ้งขาว 

  ปัญหาเร่ืองโรคท่ีเกิดข้ึนในการเพาะเล้ียงกุง้ขาวของประเทศไทยนั้นตอ้งการการ

จดัการควบคุมเป็นอย่างดีเพราะส่งผลกระทบต่อระบบการผลิต และผลผลิตของกุ้งขาว ซ่ึงโรค

ส าคญัท่ีพบไดใ้นระหวา่งการเพาะเล้ียงกุง้ขาวในปัจจุบนัไดแ้ก่ 

  4.1 โรคตัวแดงดวงขาว (White spot syndrome) 
   เป็นโรคท่ีมีความรุนแรงสูงเน่ืองจากกุ้งท่ีป่วยด้วยโรคน้ีอาจมีอตัราการ
ตายถึง 100 เปอร์เซ็นต ์ภายหลงัการไดรั้บเช้ือ 3-10 วนั โรคตวัแดงดวงขาวมีสาเหตุมาจากไวรัสท่ีมี
สารพนัธุกรรมเป็นดีเอ็นเอ คือไวรัสชนิด White spot syndrome virus มีรายงานการระบาดของโรค
ตวัแดงดวงขาวในกุง้คร้ังแรกเม่ือประมาณปีพุทธศกัราช 2535-2536 บริเวณแถบเอเชีย และอินโด
แปซิฟิก โดยอาการของกุง้ท่ีติดเช้ือไวรัสชนิดน้ีจะมีอาการเซ่ืองซึม กินอาหารลดลง มีล าตวัสีแดง มี
จุดขาวใตเ้ปลือกลกัษณะค่อนขา้งกลมซ่ึงเกิดจากความผิดปกติของการสะสมแคลเซียมในผิวหนงั
ชั้น อิพิเดอ-มิส ขนาดเส้นผ่านศูนยก์ลางประมาณ 0.5-2.0 มิลลิเมตร จึงเรียกโรคชนิดน้ีว่า โรคตวั
แดงดวงขาว  (Lightner, 1996 อา้งโดย นเรศ, 2555) 
  4.2 โรค Hepatopancreatic microsporidiosis 
   โรค Hepatopancreatic microsporidiosis มีสาเหตุจากเช้ือ Enterocytozoon 
hepatopenaei หรือ EHP ซ่ึงเป็นส่ิงมีชีวิตเซลล์เดียวจ าพวกเช้ือรา หรือท่ีรู้จักกันในช่ือ                   
ไมโครสปอริเดีย ปัจจุบนั EHP ส่งผลกระทบต่อการเพาะเล้ียงกุง้ขาวอยา่งมาก เน่ืองจากท าให้กุง้ท่ี
เล้ียงเจริญเติบโตช้า พบการแพร่ระบาดของโรคน้ีไดท้ั้งในประเทศอินเดีย เวียดนาม และประเทศ
ไทย (Rajendran et al., 2016) มีรายงานการพบเช้ือ EHP คร้ังแรกในกุง้กุลาด าท่ีเล้ียงในประเทศไทย 
(Tourtip et al., 2009) เซลล์มีรูปร่างเป็นวงรี ขนาดประมาณ 0.7 -11 ไมโครเมตร สามารถ
เจริญเติบโต และสร้างสปอร์ภายในเซลลข์องเจา้บา้น ในกุง้สามารถพบเช้ือ EHP ไดภ้ายในเซลล์ตบั
และตบัอ่อนของกุง้ส่งผลให้กุง้มีลกัษณะอาการท่ีเรียกวา่ ข้ีขาว ซ่ึงภายในอุจจาระท่ีมีลกัษณะสีขาว
นั้นจะประกอบไปดว้ย สปอร์ของเช้ือ EHP และเซลล์ของท่อตบัและตบัอ่อนท่ีหลุดลอกออกมา 
(Tourtip et al., 2009; Tang et al., 2016) 
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  4.3 โรคตับและตับอ่อนวายเฉียบพลัน (Acute hepatopancreatic necrosis 
disease: AHPND) 

   โรคตบัและตบัอ่อนวายเฉียบพลนัหรือในอดีตเรียกวา่โรคตายด่วน (Early 
mortality syndrome: EMS) เป็นโรคท่ีสร้างความเสียหายอย่างหนกัต่อการเพาะเล้ียงกุง้ขาวใน
ประเทศไทย พบการระบาดของโรคชนิดน้ีคร้ังแรกเม่ือประมาณปีพุทธศกัราช 2554-2555 และ
ส่งผลกระทบเร่ือยมาจนถึงปัจจุบนั โรคชนิดน้ีท าใหกุ้ง้ท่ีเล้ียงมีอตัราการตายถึง 100 เปอร์เซ็นต ์โดย
ลกัษณะอาการท่ีส าคญัของกุง้ท่ีติดเช้ือชนิดน้ีคือ ตบัและตบัอ่อนมีสีซีด ตบัเหนียว และภายในล าไส้
ไม่มีอาหาร ลกัษณะการเปล่ียนแปลงทางพยาธิสภาพของเน้ือเยื่อตบัและตบัอ่อนของกุง้ท่ีติดเช้ือ
ชนิดน้ี มีการหลุดลอกของเซลลท์่อตบัและตบัอ่อน ท่อตบัตาย และมีเม็ดเลือดแทรกตวัรอบๆท่อตบั
ท่ีตาย (Lai et al., 2015; Li et al., 2017) สาเหตุของโรค AHPND เกิดจากเช้ือแบคทีเรีย                               
Vibrio parahaemolyticus ซ่ึงเป็นเช้ือแบคทีเรียท่ีพบปนเป้ือนในอาหารทะเลหลายชนิดเช่น หมึก 
หอยนางรม กุง้ และหอยแมลงภู่ และเป็นสาเหตุของการเกิดโรคอาหารเป็นพิษในมนุษย ์แบคทีเรีย                  
V. parahaemolyticus เป็นแบคทีเรียแกรมลบ รูปแท่ง ตอ้งการเกลือในการเจริญเติบโต สามารถผลิต
เอนไซม์ออกซิเดส เอนไซมค์าตาเลส แต่ไม่สร้างเอนไซมย์รีูเอส เจริญเติบโตไดใ้นอาหารเล้ียงเช้ือ 
Thiosulphate citrate bilesalt sucrose agar มีโคโลนีสีเขียว เจริญบนอาหาร CHROMagar มีโคโลนีสี
ม่วง และสามารถเจริญเติบโตไดท่ี้อุณหภูมิสูงถึง 42 องศาเซลเซียส (สุรีย ์และคณะ 2556) 

1.2.2 ฟองน า้ 

1. ชีววทิยาของฟองน า้ 

ฟองน ้ าทะเลเป็นสัตวใ์นกลุ่มเมตาซัว (Metazoan) เก่าแก่ท่ีสุดท่ียงัหลงเหลืออยู ่

ซากดึกด าบรรพข์องฟองน ้ าท่ีพบมีอายุเกือบ 630 ลา้นปี ฟองน ้ ามีการกระจายตวัอยู่ทัว่โลกและมี

หลากหลายชนิดมากหากเปรียบเทียบกบัสัตวห์นา้ดินชนิดอ่ืนๆ ซ่ึงในฐานขอ้มูลพบวา่จ านวนชนิด

ของฟองน ้ าทัว่โลกมีมากกว่า 8,370 ชนิด ส่วนใหญ่เป็นฟองน ้ าท่ีอาศยัอยูใ่นทะเล มีเพียงประมาณ 

150 ชนิดท่ีอาศยัอยู่ในน ้ าจืด รูปร่างลกัษณะของฟองน ้ ามีความแตกต่างกนัไป ส่วนใหญ่เป็นรูป

ทรงกระบอกและแตกแขนง ซ่ึงโครงสร้างของฟองน ้ าจะจดัเรียงตวัเป็นชั้นเซลล์ 2 ชั้นคือ พินาโค

เดิร์ม (pinacoderm) เป็นชั้นเซลล์ดา้นนอกมีเซลล์ลกัษณะแบบหลายเหล่ียมเรียงต่อกนั เรียกเซลล์

ชนิดน้ีว่า พินาโคไซด์ (pinacocyte) และโคเอโนเดิร์ม (choanoderm) เป็นชั้นเซลล์ด้านใน

ประกอบดว้ยเซลลโ์คเอโนไซต ์(choanocyte) เรียงตวัอยูภ่ายในล าตวัของฟองน ้ า มีหนา้ท่ีในการกิน
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อาหารโดยการดกัจบัสารอินทรียด์ว้ยเมือกและโบกพดัน ้ า ระหว่างชั้นพินาโคเดิร์ม และโคเอโน

เดิร์มมีชั้นวุน้แทรกอยู่ เรียกชั้นน้ีว่า มีโซฮิว (mesohyl) มีเซลล์แบบอะมีบาเคล่ือนท่ีอยู่ภายในท า

หนา้ท่ีหลากหลาย เช่น สร้างเซลลสื์บพนัธ์ุ สร้างโครงร่างค ้าจุนร่างกาย เป็นตน้  

บทบาทส าคญัของฟองน ้ าคือช่วยกรองน ้ า ท าให้น ้ าทะเลมีความสะอาดข้ึน ช่วย

ก าจดัตะกอนขนาดเล็กและลดปริมาณตะกอนในน ้ าทะเล เป็นท่ีอยูอ่าศยัหลบภยัของสัตวท์ะเล และ

เก่ียวขอ้งกบัการหมุนเวียนธาตุอาหารในทะเล ซ่ึงเป็นแหล่งของอนินทรียไ์นโตรเจนท่ีละลายน ้ า 

อินทรียไ์นโตรเจนท่ีละลายน ้ า และอินทรียค์าร์บอนละลายน ้ าเป็นตน้ ฟองน ้ าสามารถแบ่งไดเ้ป็น 4 

ชั้น (classes) (บพิธ และนนัทพร, 2547; Jackson et al., 2015) คือ  

1. ชั้น Calcarea เป็นฟองน ้าท่ีมีสปิคูล (spicule) เป็นหินปูนลกัษณะแขง็เปราะ 

2. ชั้น Hexactinellida เป็นฟองน ้าท่ีมีสปิคูลเป็นสารประกอบพวกซิลิกา 

3. ชั้น Demospongiae เป็นฟองน ้าท่ีมีสปิคูลเป็นซิลิกาผสมใยโปรตีน 

4. ชั้น Sclerospongiae เป็นฟองน ้ าท่ีสปิคูลเป็นซิลิกาและเส้นใยโปรตีน แต่จะมี

หินปูนพอกอยูท่ี่ฐานของตวัฟองน ้า และภายนอกจะมีหินปูนชั้นบางๆหุม้อยู ่

2. การสืบพนัธ์ุของฟองน า้ 

ฟองน ้ าสืบพนัธ์ุได้ทั้งแบบอาศยัเพศ และไม่อาศยัเพศ การสืบพนัธ์ุแต่ละแบบมี

ลกัษณะดงัน้ี 

 การสืบพนัธ์ุแบบไม่อาศัยเพศ มี 2 ลกัษณะไดแ้ก่ การแตกหน่อ ฟองน ้ าจะมีหน่อท่ี

แตกออกมาจากตวัเดิมแลว้หลุดออกไปหาท่ีเกาะใหม่ หรืออาจอยู่กบัตวัเดิมจนเป็นกลุ่มใหญ่ก็ได ้

และการสร้างเจมมุล (gemmule) โดยเจมมุลมีลกัษณะคล้ายแคปซูลท่ีภายในบรรจุอะมีบอไซต์ 

(amoebocyte)ไว้ เจมมุลจะถูกปลดปล่อยออกมาในตอนท่ีตัวเดิมตายหรือสภาพแวดล้อมไม่

เหมาะสม และเม่ือสภาพแวดลอ้มเหมาะสมจะสามารถเจริญเติบโตเป็นตวัใหม่ต่อไป 

 การสืบพันธ์ุแบบอาศัยเพศ โดยปกติฟองน ้ ามีเพศรวมแต่ไม่มีการผสมภายใน

ตวัเองเน่ืองจากมีการสร้างเซลล์ไข่และอสุจิไม่พร้อมกนั ท าให้ไม่สามารถผสมภายในตวัเองได ้ซ่ึง

ส่วนใหญ่เป็นการผสมกบัตวัอ่ืน โดยเร่ิมจากเซลล์แบบอะมีบาในชั้นมีโซฮิลท่ีสามารถเปล่ียนแปลง

ไปเป็นทั้งเซลล์ไข่และอสุจิ เม่ือมีการเปล่ียนแปลงไปเป็นอสุจิจะถูกปลดปล่อยออกทางระบบ
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หมุนเวียนน ้ าในตวัแลว้เขา้สู่ฟองน ้ าตวัอ่ืน อสุจิจะผสมกบัเซลล์ไข่เกิดการปฏิสนธิภายในตวัและ

เจริญเป็นตวัอ่อน หลังจากนั้นตวัอ่อนจะออกจากตวัแม่ตามกระแสน ้ าไปหาท่ียึดเกาะใหม่และ

เจริญเติบโตต่อไป (ศิริเพญ็, 2550) 

3. ฟองน า้ทะเลในประเทศไทย 

ฟองน ้ าทะเลท่ีพบในประเทศไทยส่วนใหญ่จะเป็นฟองน ้ าในชั้น Demospongiae 
ซ่ึงเป็นกลุ่มของฟองน ้ าท่ีมีสปิคูลเป็นซิลิกาผสมเส้นใยโปรตีน ตวัอยา่งชนิดของฟองน ้ าทะเลท่ีพบ
ในประเทศไทยแสดงในตารางท่ี 1 

ตารางที ่1 ตวัอยา่งชนิดฟองน ้าทะเลท่ีพบในประเทศไทย 

Species Locality 
Paratetilla bacca เกาะโลซิน ปัตตานี, หมู่เกาะสุรินทร์ พงังา 
Paratetilla sp. เกาะโลซิน ปัตตานี, หมู่เกาะสุรินทร์ พงังา 
Spheciospongia congenera หมู่เกาะกระ นครศรีธรรมราช, เกาะโลซิน ปัตตานี 
Monanchora unguiculata หมู่เกาะกระ นครศรีธรรมราช, เกาะโลซิน ปัตตานี 
Gelliodes sp. หมู่เกาะกระ นครศรีธรรมราช, เกาะโลซิน ปัตตานี 
Oceanapia sagittaria หมู่เกาะกระ นครศรีธรรมราช, เกาะโลซิน ปัตตานี, หมู่เกาะสุรินทร์ 

พงังา 
Neopetrosia exigua เกาะโลซิน ปัตตานี 
Xestospongia testudinaria หมู่เกาะกระ นครศรีธรรมราช, เกาะโลซิน ปัตตานี 
Hyrtios sp. หมู่เกาะกระ นครศรีธรรมราช, เกาะโลซิน ปัตตานี 
Pseudoceratina sp. หมู่เกาะกระ นครศรีธรรมราช, เกาะโลซิน ปัตตานี 
Plakina sp. หมู่เกาะกระ นครศรีธรรมราช 
Rhabdastrella sp. หมู่เกาะกระ นครศรีธรรมราช 
Clathria sp. หมู่เกาะกระ นครศรีธรรมราช, หมู่เกาะสุรินทร์ พงังา 
Haliclona sp. หมู่เกาะกระ นครศรีธรรมราช, หมู่เกาะสุรินทร์ พงังา 
Stylissa sp. หมู่เกาะสุรินทร์ พงังา 
Petrosia sp. หมู่เกาะสุรินทร์ พงังา 
ท่ีมา: คมสัน และสุเมตต ์(2553); คมสัน และคณะ(2554); คมสัน และสุเมตต ์(2556) 
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4. ประโยชน์ของฟองน า้ทะเล 

ฟองน ้ ามีประโยชน์ต่างๆ มากมาย เช่น เป็นท่ีอยู่อาศยั และหลบภยัของสัตวน์ ้ า
ชนิดต่างๆ ช่วยกรองกินสารอินทรียท่ี์อยูใ่นมวลน ้ า ท าให้น ้ าใส ในเชิงการคา้สามารถสร้างรายได้
และอาชีพจากการเพาะเล้ียงฟองน ้ าถูตวั และเป็นแหล่งท่องเท่ียวด าน ้ าแก่นกัท่องเท่ียว ปัจจุบนัมี
การศึกษาคน้ควา้เก่ียวกบัประโยชน์ของฟองน ้ าอยา่งแพร่หลาย เช่น ฤทธิรงค ์และพนัธ์ุทิพย ์(2549) 
พบว่าสารสกดัจากฟองน ้ าทะเลท่ีเก็บตวัอย่างไดจ้ากบริเวณหมู่เกาะช้าง จงัหวดัตราด จ านวน 14  
ชนิดจากทั้งหมด 19 ชนิด มีคุณสมบติัในการยบัย ั้งแบคทีเรีย Enterococcus faecalis, Rolstonia 
solanacerum, Vibrio clolerae และ Vibrio flavialis ซ่ึงเป็นแบคทีเรียท่ีก่อโรคในมนุษย ์พืช และกุง้
ทะเล  และสารสกดับางชนิดยงัยบัย ั้งเช้ือรา Aspergillus niger, Microsporum gypseum และ 
Trichophyton mentagrophyte ไดอ้ย่างมีประสิทธิภาพ นอกจากสามารถยบัย ั้งจุลชีพต่างๆไดแ้ลว้ 
สารสกดัจากฟองน ้ ายงัสามารถยบัย ั้งเซลล์มะเร็งไดอี้กดว้ย การศึกษาของ Chairman และคณะ 
(2012) พบว่าสารสกดัจากฟองน ้ า Rhabdastrella globostellata และ Spirastrella inconstans 
สามารถยบัย ั้งเซลลม์ะเร็งปากมดลูกของมนุษย ์และเซลลม์ะเร็งเมด็เลือดขาวของหนูได ้

 5. การแยกเช้ือแบคทเีรียจากฟองน า้ทะเล 

การแยกเช้ือแบคทีเรียจากฟองน ้ าทะเลสามารถท าไดห้ลายวิธี เช่น การน าตวัอยา่ง

ฟองน ้าท่ีตอ้งการแยกเช้ือแบคทีเรียมาลา้งท าความสะอาดดว้ยน ้ าทะเลปลอดเช้ือ จากนั้นตดัตวัอยา่ง

ฟองน ้ าให้ไดข้นาดประมาณ 1 ลูกบาศก์เซนติเมตร ใส่ในหลอดท่ีมีน ้ าทะเลปลอดเช้ือ 5 มิลลิลิตร 

บดตวัอยา่งให้ละเอียด ดูดสารละลายท่ีไดไ้ปเจือจางให้ไดค้วามเจือจาง 100, 1,000 และ 10,000 เท่า 

ดูดตวัอยา่งแต่ละความเจือจางมาปริมาตร 100 ไมโครลิตร เกล่ียลงบนอาหารเล้ียงเช้ือ Marine agar 

น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส นาน 2-3 วนั คดัแยกแบคทีเรียจากลกัษณะโคโลนีท่ีแตกต่าง

กนั เช่น สี รูปร่าง ขนาด เป็นตน้ (ฤทธิรงค ์และคณะ, 2548)  และการแยกเช้ือแบคทีเรียจากฟองน ้ า

ทะเล Spongia officinalis Linnaeus, 1759 โดยการน าตวัอย่างฟองน ้ าขนาดประมาณ 30 ลูกบาศก์

เซนติเมตร มาบีบดว้ยแท่งแกว้แลว้ดูดสารละลายท่ีไดม้า 1 มิลลิลิตร น าไปเจือจางให้ไดค้วามเจือ

จาง 10, 100 และ 1,000 เท่า ดูดตวัอยา่งแต่ละความเจือจางมา 1 มิลลิลิตร ผสมกบัอาหารเล้ียงเช้ือ 15 

มิลลิลิตรในจานเพาะเช้ือ ท่ีมีอาหาร Nutrient agar และ MacConkey agar จากนั้นน าไปบ่มท่ี

อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เม่ือน าแบคทีเรียทั้งหมดท่ีแยกไดจ้ากฟองน ้ าชนิดน้ีไปจ าแนกชนิดโดย

อาศัยคุณสมบติัทางชีวเคมีสามารถจ าแนกชนิดได้เป็น Escherichia, Morganella, Proteus, 
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Pasteurella, Aeromonas, Pseudomonas และ Acinetobacter  (Kefalas et al., 2003)  

และยงัมีแบคทีเรีย Streptomyces sp., Salinobacter sp., Roseobacter sp., Pseudomonas sp., Vibrio 

sp., Micromonospora sp., Saccharomonospora sp. และ Alteromonas sp. ท่ีพบในฟองน ้ าทะเลชนิด 

Fasciospongia cavernosa (Selvin et al., 2009) นอกจากน้ีพบวา่แบคทีเรียท่ีแยกไดจ้ากฟองน ้ าทะเล

ยงัมีคุณสมบติัในการสร้างสารสีพวกแคโรทีนอยด์ เม่ือน ามาจ าแนกชนิดโดยอาศยัเทคนิคทางชีว

โมเลกุลพบว่าเป็นแบคทีเรีย Sphingomonas natatoria และ Sphingomonas phyllosphaerae ท่ี

สามารถผลิตแคโรทีนอยด์ชนิดซีแซนทิน (zeaxanthin) ไดดี้บนอาหาร modified Zobell medium 

(วรพจน์ และ ลีณา, 2553) ซ่ึงแบคทีเรียเหล่าน้ีสามารถน ามาประยกุตใ์ชเ้พื่อใหเ้กิดประโยชน์ในดา้น

ต่างๆได ้

1.2.3 สารสีในธรรมชาติ 

เม็ดสี หรือ รงควตัถุ เป็นสารประกอบทางเคมีท่ีดูดกลืนแสงในช่วงความยาวคล่ืนท่ีตา

สามารถมองเห็นได ้ซ่ึงเมด็สีจะท าใหเ้กิดสีต่างๆ ในส่ิงมีชีวิตท่ีเราพบเห็นอยูท่ ัว่ไป เน่ืองจากเม็ดสีมี

การสะสมอยูใ่นส่ิงมีชีวิตชนิดต่างๆ บนโลก โดยพืชเป็นผูผ้ลิตหลกัและเก็บสะสมเม็ดสีไวใ้นส่วน

ของใบ ดอก และผล เป็นต้น และยงัสามารถพบได้ในผิวหนัง หรือขน ของสัตว์ชนิดต่างๆ 

นอกจากน้ียงัพบไดใ้นยีสต ์รา และแบคทีเรีย ปัจจุบนัสีท่ีพบในธรรมชาติไม่เพียงแต่ใชใ้นการยอ้ม

เส้ือผา้เพียงเท่านั้น เพราะสารสีบางชนิดสามารถน าไปใช้ประโยชน์ด้านการแพทย์ เน่ืองจากมี

คุณสมบติัในการป้องกนัโรค สารสีบางชนิดเป็นสารตั้งตน้ท่ีส าคญัของวิตามินท่ีร่างกายตอ้งการ 

และยงัสามารถน าไปใชใ้นการประกอบอาหารหรือใชใ้นอุตสาหกรรมเคร่ืองส าอาง และสียอ้มวสัดุ

ต่างๆ ท่ีมีความปลอดภยั ไม่เป็นอนัตรายต่อมนุษย ์สารสีท่ีสามารถพบไดใ้นธรรมชาติมีหลากหลาย

ชนิด (Vargas et al., 2000) เช่น 

1. แอนโทไซยานิน 

 แอนโทไซยานิน เป็นสารประกอบท่ีเกิดข้ึนตามธรรมชาติ จดัอยู่ในกลุ่มของ      

ฟลาโวนอยด ์มีสีส้ม แดง ม่วง หรือน ้ าเงิน สามารถเปล่ียนแปลงสีไดต้ามค่าความเป็นกรดด่าง หาก

อยู่ในสภาวะท่ีเป็นกรดจะมีสีแดง สภาวะท่ีเป็นกลางมีสีม่วง และสภาวะท่ีเป็นด่างมีสีน ้ าเงิน การ

เปล่ียนแปลงสีเกิดจากการเปล่ียนแปลงโครงสร้างของแอนโทไซยานินในสภาวะความเป็นกรดด่าง
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ต่างๆ โครงสร้างของแอนโทไซยานินประกอบด้วยสารประกอบ 2 หรือ 3 ชนิดคือ                      

แอนโทไซยานิดิน น ้ าตาล และกรด โดยกรดเป็นส่วนประกอบท่ีอาจจะมีหรือไม่มีก็ได้ข้ึนอยู่กบั

ชนิดของแอนโทไซยานิน สารสีชนิดน้ีสามารถพบไดใ้นส่วนต่างๆ ของพืชเช่น ล าตน้ ใบ ดอก ผล 

ราก และมีส่วนช่วยป้องกนัการท าลายจากรังสี UV ให้กบัพืช โดยช่ือของสารสีชนิดน้ีเป็นการรวม

ค าสองค าในภาษากรีกคือ Anthos แปลวา่ดอกไม ้และ Kyanos แปลวา่สีน ้ าเงิน เขา้ดว้ยกนัเป็นค าวา่

แอนโทไซยานิน (Anthocyanin) ซ่ึงสารสีชนิดน้ีเป็นสารท่ีมีประโยชน์ต่อสุขภาพของมนุษย ์และมี

รายงานเก่ียวกบัประโยชน์ของแอนโทไซยานินมากมาย เช่น มีคุณสมบติัในการลดการอกัเสบ เป็น

สารตา้นอนุมูลอิสระ ช่วยรักษาอาการของโรคหลอดเลือดหวัใจ และโรคมะเร็งเป็นตน้ (Pervaiz et 

al., 2017) 

 2. แคโรทนีอยด์ 

  แคโรทีนอยด์เป็นสารสีท่ีมีความส าคญัชนิดหน่ึง มีสีแดง ส้ม หรือเหลือง ไม่

ละลายน ้าแต่ละลายไดดี้ในไขมนั เป็นสารตั้งตน้ท่ีร่างกายสามารถน าไปใชใ้นการสังเคราะห์วิตามิน

เอได ้และมีบทบาทในการก าหนดคุณภาพของผกั ผลไม ้ปลา และกุง้ ส่วนใหญ่พบแคโรทีนอยด์ได้

ในพืช สาหร่าย และแบคทีเรียสังเคราะห์แสง นอกจากน้ีอาจจะพบไดใ้นยีสต ์รา และสัตวบ์างชนิด 

ปัจจุบนัมีแคโรทีนอยด์ท่ีทราบชนิดแลว้ประมาณ 600 ชนิด โดยอาศยัเทคนิคสมยัใหม่ เช่นการใช้

เทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง (High Performance Liquid Chromatography; 

HPLC) ในการจ าแนกชนิดของแคโรทีนอยด ์แต่ยงัมีแคโรทีนอยดใ์นธรรมชาติอีกหลายชนิดท่ียงัไม่

ถูกคน้พบ สัตวส่์วนใหญ่ไม่สามารถสังเคราะห์แคโรทีนอยด์ได ้แต่จะไดรั้บจากอาหารท่ีมีแคโรที

นอยด์ผสมอยู่ และสัตวจ์ะเก็บสะสมไวใ้นส่วนต่างๆ ของร่างกาย เช่น ไข่ กลา้มเน้ือ และเปลือก 

(Garbanzo et al., 2011; Eldahshan and Singab, 2013) แคโรทีนอยด์ส่วนใหญ่เป็นสารประกอบใน

กลุ่มเทอร์พีน (terpene) ท่ีมีจ  านวนคาร์บอน 40 อะตอม ประกอบดว้ยหน่วยไอโซพรีน (isoprene 

units) 8 หน่วยต่อกนัเป็นสายยาวดว้ยพนัธะคู่คอนจูเกต (conjugated double bonds) ซ่ึงมีคุณสมบติั

ในการดูดกลืนแสง ท าหนา้ท่ีเสมือนโครโมฟอร์ (chromophore) หากมีพนัธะคู่ชนิดน้ีอยูม่ากจะท า

ใหแ้คโรทีนอยดช์นิดน้ีมีสีแดงเขม้ แคโรทีนอยดส์ามารถแบ่งไดเ้ป็น 2 ชนิดคือ แคโรทีน (carotene) 

เป็นกลุ่มท่ีประกอบดว้ยคาร์บอนและไฮโดรเจนเท่านั้น และแซนโทฟิลล์ (xanthophyll) เป็นกลุ่มท่ี
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ประกอบดว้ยคาร์บอน ไฮโดรเจน และออกซิเจน (บุษบา, 2542) ลกัษณะโครงสร้างของแคโรที

นอยดช์นิดต่างๆ แสดงในภาพท่ี 1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที ่1 แสดงโครงสร้างของแคโรทีนอยดช์นิดต่างๆ  

ทีม่า:     Eldahshan และ Singab (2013) 

 

3. โพรดิจิโอซิน (prodigiosin) 

  โพรดิจิโอซินเป็นสารสีธรรมชาติท่ีมีสีแดง และเป็นสารเมแทบอไลท์ทุติยภูมิ

กลุ่มอลัคาลอยด์ โครงสร้างทางเคมีมีลกัษณะเป็นวงแหวนไพโรล (pyrrole) สามวงต่อกนั เกิดจาก

การรวมตวัของโมโนไพโรล (monopyrrole) และไบไพโรล (bipyrrole) (ภาพท่ี 2) (Giri et al., 

2004)โดยสารตั้งตน้ท่ีส าคญัในการสังเคราะห์โพรดิจิโอซินคือ อะซิเตท (acetate) ซีรีน (serine) แอ

ลานีน (alanine) เมไทโอนีน (methionine) และ โพรลีน (proline) (Shaikh, 2016) มีสูตรทางเคมีคือ 

C20H25N3O และมีน ้าหนกัโมเลกุลเท่ากบั 323.44 ดาลตนั เป็นสารสีทีมีความไวต่อแสง ไม่ละลายน ้ า 

แต่จะละลายไดใ้นแอลกอฮอล์ อีเทอร์ คลอโรฟอร์ม เมทานอล และไดเมทธิล ซลัโฟไซด์ (DMSO) 

สามารถพบโพรดิจิโอซินได้ในแบคทีเรียหลากหลายชนิด เช่น S. marcescens, Pseudomonas 
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magneslorubra, Vibrio psychroerythrous, Serratia rubidaea, Vibrio gazogenes, Alteromonas 

rubra และ Rugamonas rubra เป็นตน้ (Araújo et al., 2010; Darshan and Manonmani, 2015)  

 

 

 

 

 

ภาพที ่2 แสดงโครงสร้างของโพรดิจิโอซิน  

ทีม่า:     Araújo และคณะ (2010) 

 

3.1 ปัจจัยทีม่ีผลต่อการผลติโพรดิจิโอซินของแบคทเีรีย 

ปัจจยัส่ิงแวดลอ้มท่ีมีผลต่อการผลิตโพรดิจิโอซินของแบคทีเรียมีหลาย

อยา่งไดแ้ก่ องคป์ระกอบอาหารท่ีใชเ้ล้ียงแบคทีเรีย อุณหภูมิ และ ค่าความเป็นกรดด่าง (Williamson 

et al,. 2005) อาหารเหลวท่ีนิยมน ามาใชเ้ล้ียงแบคทีเรียท่ีผลิตโพรดิจิโอซินคือ   nutrient broth และ 

peptone glycerol broth การทดลองเล้ียงแบคทีเรีย Serratia spp. ดว้ยอาหารท่ีแตกต่างกนั 3 ชนิดคือ 

nutrient broth, peptone glycerol broth และ ผงเมล็ดงาละลายน ้ า (sesame seed broth) พบว่า

แบคทีเรียท่ีเล้ียงดว้ยผงเมล็ดงาละลายน ้ าสามารถผลิตโพรดิจิโอซินไดสู้งสุด 16.68 มิลลิกรัมต่อ

มิลลิลิตร แต่แบคทีเรียท่ีเล้ียงดว้ยอาหาร nutrient broth และ peptone glycerol broth ผลิตโพรดิจิ

โอซินไดเ้พียง 0.52 และ 0.302 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดบั แต่เม่ือเปรียบเทียบการผลิตโพรดิจิ

โอซินของแบคทีเรีย Serratia spp. ท่ีเจริญในผงเมล็ดงาละลายน ้ า ผงถัว่ลิสงละลายน ้ า (Peanut seed 

broth) และ ผงเน้ือมะพร้าวละลายน ้า (Copra seed broth) พบวา่แบคทีเรียท่ีเจริญในผงถัว่ลิสงละลาย

น ้ าสามารถผลิตโพรดิจิโอซินไดสู้งสุด 38.75 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร (Giri et al,. 2004) และการ

ทดลองเสริมแหล่งของคาร์บอนซ่ึงไดแ้ก่น ้ าตาล เเลคโตส มอลโทส ซูโครส แมนนิโทส ฟรุกโตส 

และ กลูโคส ลงในอาหาร peptone glycerol broth พบวา่น ้ าตาลมอลโทสมีส่วนช่วยให้แบคทีเรีย S. 

marcescens สามารถผลิตโพรดิจิโอซินเพิ่มสูงข้ึนกว่าน ้ าตาลชนิดอ่ืนๆ (Gulani et al., 2012) 

นอกจากอาหารท่ีใชเ้ล้ียงแบคทีเรียจะมีผลต่อการผลิตโพรดิจิโอซินแลว้ อุณหภูมิท่ีแตกต่างกนัยงัมี
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ผลต่อการผลิตโพรดิจิโอซินเช่นเดียวกนั การศึกษาการผลิตสารโพรดิจิโอซินของแบคทีเรีย  S. 

marcescens ท่ีอุณหภูมิ -20, 0, 27, 37 และ 50 องศาเซลเซียส พบวา่แบคทีเรียสามารถผลิตโพรดิจิ

โอซินได้ดีท่ีสุดท่ีอุณหภูมิ 27 องศาเซลเซียส แต่เม่ืออุณหภูมิเพิ่มสูงข้ึนเป็น 37 องศาเซลเซียส 

แบคทีเรียชนิดน้ีจะไม่สามารถผลิตสารโพรดิจิโอซินได ้ (Shaikh, 2016) เช่นเดียวกบัการรายงาน

ของ Giri และคณะ (2004) พบว่าอุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อการผลิตโพรดิจิโอซินของแบคทีเรีย 

Serratia spp. คือ 28 องศาเซลเซียส และอีกปัจจยัท่ีมีผลต่อการผลิตโพรดิจิโอซินของแบคทีเรียคือ

ค่าความเป็นกรดด่าง ซ่ึงการศึกษาของ Shaikh (2016) พบวา่แบคทีเรีย S. marcescens สามารถผลิต

โพรดิจิโอซินไดดี้ท่ีสุดท่ีค่าความเป็นกรดด่าง 7.5 และ Sundaramoorthy และคณะ (2009) รายงาน

วา่ค่าความเป็นกรดด่างท่ีเหมาะสมในการผลิตโพรดิจิโอซินของ S. marcescens คือค่าความเป็นกรด

ด่าง 7 

3.2 ความเป็นพษิของโพรดิจิโอซิน 

การศึกษาความเป็นพิษของโพรดิจิโอซินต่อเซลลโ์ดยการน าโพรดิจิโอซิน

ท่ีความเขม้ขน้ระดบัต่างๆตั้งแต่ 2-30 ไมโครโมลาร์ บ่มร่วมกบัเซลล์ทดสอบคือเซลล์ไฟโบร  

บลาสตข์องหนู (V79 fibroblast cell line) เป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากนั้นน ามาวดัจ านวนเซลล์ท่ีมีชีวิต

ดว้ยวิธีนิวคลีอิก แอซิด คอนเทนต ์ ( Nucleic acid content: NAC) พบวา่ความเขม้ขน้ของโพรดิจิ

โอซินท่ีท าให้เซลล์ไฟโบรบลาสต์ตายคร่ึงหน่ึง (IC50) มีค่าเท่ากบั 20 ไมโครโมลาร์ (Melo et al., 

2000) เช่นเดียวกบัการทดลองของ Lapenda และคณะ 2014 ท่ีไดศึ้กษาความเป็นพิษของโพรดิจิ

โอซินต่ออาร์ทีเมีย (Artemia salina) โดยการน าอาร์ทีเมียมาเล้ียงในโพรดิจิโอซินท่ีระดบัความ

เขม้ขน้ต่างๆ 100, 50, 20, 5 และ 2.5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส นาน 48 

ชัว่โมง จากนั้นน ามานบัจ านวนอาร์ทีเมียท่ีมีชีวิตและอาร์ทีเมียท่ีตาย พบวา่ความเขม้ขน้ของโพรดิจิ

โอซินท่ีท าใหอ้าร์ทีเมียตายคร่ึงหน่ึงคือ 78.33 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

 3.3 ความเสถียรต่ออุณหภูมิของโพรดิจิโอซิน 

ปัจจุบนัโพรดิจิโอซินเร่ิมเป็นท่ีรู้จกักนัอยา่งแพร่หลาย ซ่ึงขอ้มูลเก่ียวกบั

การทนต่อความร้อนของสารชนิดน้ีค่อนขา้งมีประโยชน์ต่อการทดลองและวิจยัเป็นอยา่งมาก จาก

การทดลองของ Park และคณะ (2012) รายงานวา่โพรดิจิโอซินท่ีละลายอยูใ่นตวัท าละลายอะซีโตน 

และ เอทานอล ท่ีเก็บรักษาไวใ้นอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส สามารถเก็บรักษาไวไ้ดน้าน 30 วนั โดย



14 
 

ปริมาณโพรดิจิโอซินลดลงเพียงเล็กน้อยเท่านั้น แต่โพรดิจิโอซินท่ีเก็บไวท่ี้อุณหภูมิ 25 และ 37 

องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 30 วนั กลบัท าให้ปริมาณโพรดิจิโอซินในตวัท าละลายทั้งสองชนิด

ลดลงเป็นอยา่งมากแตกต่างจากอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสอยา่งชดัเจน อยา่งไรก็ตาม Gulani และ

คณะ (2012) ไดร้ายงานเก่ียวกบัการทดลองผลของอุณหภูมิต่อการออกฤทธ์ิยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรียของ

โพรดิจิโอซิน โดยการน าสารโพรดิจิโอซินท่ีสกดัได้จากแบคทีเรีย S. marcescens บ่มท่ีอุณหภูมิ

ต่างๆคือ 30, 50 และ 80 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 30 นาที และ 121 องศาเซลเซียส เป็น

ระยะเวลา 15 นาที จากนั้นน าไปทดสอบฤทธ์ิในการยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรีย ซ่ึงจากการทดลองพบว่า

อุณหภูมิไม่มีผลต่อการออกฤทธ์ิในการยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรียของโพรดิจิโอซิน แสดงให้เห็นว่า 

โพรดิจิโอซินสามารถทนต่อความร้อนสูงได ้เช่นเดียวกบัการรายงานของ Vaidyanathan และคณะ 

(2012) ท่ีพบวา่โพรดิจิโอซินสามารถทนความร้อนท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียสไดน้าน 1 ชัว่โมง 

3.4 ประโยชน์ของโพรดิจิโอซิน 

สารสีธรรมชาติชนิดน้ีมีประโยชน์ต่างๆ มากมาย เช่น มีการน าโพรดิจิ-

โอซินไปใช้เป็นสียอ้มธรรมชาติเน่ืองจากไม่เป็นอนัตรายต่อมนุษย ์ ซ่ึงมีรายงานวา่สามารถน าไป

ยอ้มสีแกว้อะครีลิค (polymethyl methacrylate: PMMA) ยอ้มสีผลิตภณัฑ์ยาง หรือแมก้ระทัง่

กระดาษไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ (Krishna et al., 2013) โพรดิจิโอซินยงัมีฤทธ์ทางชีวภาพท่ีสามารถ

ยบัยงัจุลินทรียไ์ดห้ลากหลายชนิด จากการศึกษาของ Jimtha และคณะ (2017) รายงานว่าโพรดิจิ

โอซินท่ีแยกได้จากแบคทีเรีย Serratia sp. สามารถยบัย ั้งเช้ือราชนิด Pythium myriotylum, 

Rhizoctonia solani, Sclerotium rolfsii, Phytophthora infestans, และ Fusarium oxysporum 

นอกจากน้ียงัพบว่าโพรดิจิโอซินยงัมีคุณสมบัติในการย ับย ั้ งมาลาเรีย และย ับย ั้ งแบคทีเรีย 

Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis และ Streptococcus pyogenes  (Lapenda et al., 

2015) กลไกการออกฤทธ์ิยบัย ั้งแบคทีเรียของโพรดิจิโอซินนั้นจะเร่ิมจากการผา่นเขา้สู่เซลล์และไป

ยงัย ั้งการท างานของเอนไซมเ์ป้าหมายไดแ้ก่ ดีเอน็เอไจเรส (DNA gyrase) และโทโปไอโซเมอเรส 4  

(topoisomerase IV) ซ่ึงเป็นเอนไซม์ท่ีเก่ียวข้องกับกระบวนการแบ่งเซลล์ของแบคทีเรียท าให้

แบคทีเรียหยุดการเจริญเติบโตและตายลงในท่ีสุด (Berlanga et al., 2000) นอกจากน้ียงัพบว่า

โพรดิจิโอซินมีฤทธ์ิในการตา้นเซลลม์ะเร็ง จากการศึกษาคุณสมบติัการตา้นมะเร็งของโพรดิจิโอซิน

ท่ีแยกไดจ้ากแบคทีเรีย S. marcescens ต่อเซลล์มะเร็งปากมดลูกของมนุษย ์(Hela-229 cell line) 
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พบว่าโพรดิจิโอซินมีฤทธ์ิยบัย ั้งการเพิ่มจ านวนของเซลล์ และยงัมีผลท าให้เซลล์มะเร็งปากมดลูก

ตาย (Kavitha et al., 2010) 

1.2.4 บทบาทของสารสีในการเพาะเลีย้งสัตว์น า้ 

1. การเพิม่สีในปลาและกุ้ง   

สีของปลาและกุง้เป็นส่ิงส าคญัส าหรับการตดัสินใจซ้ือของผูบ้ริโภค เพราะสีเป็น

ตวับ่งบอกถึงคุณภาพของปลาและกุง้ชนิดต่างๆ นอกจากน้ียงัท าให้สามารถขายไดใ้นราคาท่ีสูงข้ึน 

โดยสีท่ีสะสมอยูใ่นตวักุง้และปลาส่วนใหญ่เป็นสารสีธรรมชาติคือ แคโรทีนอยด์ แต่ปลาและกุง้ไม่

สามารถสังเคราะห์แคโรทีนอยดเ์ช่นเดียวกบัสัตวช์นิดอ่ืนๆ ดงันั้นสัตวเ์หล่าน้ีจะไดรั้บแคโรทีนอยด์

จากอาหารท่ีกินเขา้ไป โดยในธรรมชาติจะไดรั้บแคโรทีนอยด์จากแพลงก์ตอนหรือสาหร่ายต่างๆ 

ดงันั้นในระบบการเพาะเล้ียง ปลาและกุง้ท่ีเล้ียงอาจจะไม่ไดรั้บแคโรทีนอยดจ์ากอาหารธรรมชาติจึง

จ าเป็นตอ้งมีการเสริมแคโรทีนอยด์ในอาหาร ปัจจุบนัมีการศึกษาวิจยัเก่ียวกบัการเพิ่มสารสีในปลา

และกุง้อยา่งแพร่หลาย เช่น การศึกษาของ Boonyaratpalin และคณะ (2001b) ไดท้ดลองเปรียบเทียบ

ผลของสารสี 2 ชนิดคือ แอสตาแซนทินสังเคราะห์ และเบตา-แคโรทีนจากสาหร่าย Dunaliella 

salina ในกุ้งกุลาด า พบว่ากุ้งกุลาด าท่ีได้รับอาหารท่ีเสริมเบตา-แคโรทีนจากสาหร่าย                     

D. salina มีปริมาณแคโรทีนอยด์สะสมในตวัเพิ่มข้ึน ให้ผลการทดลองท่ีใกลเ้คียงกบักุง้ท่ีไดรั้บ

อาหารเสริมแอสตาแซนทินสังเคราะห์ เช่นเดียวกบั Barclay และคณะ (2006) รายงานว่ากุ้ง                

ลอปสเตอร์ Panulirus ornatus  ท่ีไดรั้บอาหารเสริมแอสตาแซนทินส่งผลท าให้กุง้มีสีล าตวัท่ีเพิ่มข้ึน  

นอกจากน้ีอุดมนนัท ์(2549) พบวา่การเสริมซีแซนทิน และแคโรทีนอยด์ท่ีไดจ้ากสาหร่าย  สไปรูลิ-

นาท่ีระดบั 150 ส่วนในลา้น ท าให้การสะสมแคโรทีนอยด์รวมในปลานิลแดงแปลงเพศมีค่าสูงข้ึน

แตกต่างจากชุดการทดลองอ่ืนๆ โดยปลาท่ีไดรั้บอาหารท่ีเสริมดว้ยซีแซนทินจะมีค่าความแดงสูง

ท่ีสุดแตกต่างจากชุดการทดลองอ่ืนๆ อยา่งมีนยัส าคญั และสุภฎา และคณะ (2556) ทดลองเพิ่มสาร

สีใหก้บัปลากระแห (Barbonymus schwanenfeldii) ดว้ยแคโรทีนอยดช์นิดต่างๆ พบวา่ปลากระแหท่ี

ไดรั้บแอสตาแซนทิน และแคโรทีนอยด์จากสาหร่ายสไปรูลินามีผลท าให้ล าตวัของปลากระแหมีสี

เหลือง และหางมีสีแดงเพิ่มข้ึนมากกวา่ปลาท่ีไดรั้บแคโรทีนอยดช์นิดอ่ืนๆ  
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2. การกระตุ้นระบบภูมิคุ้มกนัในปลาและกุ้ง 

บทบาทของสารสีในการเพาะเล้ียงสัตวน์ ้ านอกจากใช้ในการเพิ่มสีสันให้กบัสัตว์

น ้าแลว้ ยงัมีการน าสารสีชนิดต่างๆ มาใชเ้พื่อกระตุน้ระบบภูมิคุม้กนัในปลาและกุง้ เช่นรายงานของ 

กิจการ และคณะ (2549) พบวา่การผสมแคโรทีนอยดท่ี์ไดจ้ากสาหร่ายสไปรูไลนา พริกหวาน ปาล์ม

น ้ามนั และเบตา-แคโรทีนสังเคราะห์ ท่ีระดบั 100 ส่วนในลา้น ในอาหารกุง้ขาวมีผลในการกระตุน้

การท างานของระบบภูมิคุม้กนัในกุง้ขาว ท าใหกิ้จกรรมของเอนไซม ์ฟีนอลออกซิเดสมีค่าสูงกวา่กุง้

ท่ีได้รับอาหารในชุดควบคุม แต่กุ้งท่ีได้รับอาหารผสมแคโรทีนอยด์จากปาล์มน ้ ามนักลบัท าให้

เอนไซมช์นิดน้ีมีค่าลดลง ส่วนการศึกษาของ Pham และคณะ (2014) ไดศึ้กษาผลของแคโรทีนอยด์

ชนิดต่างๆ ต่อกิจกรรมของเอนไซม์ตา้นอนุมูลอิสระภายในตบั พลาสมา และเน้ือของลูกปลาซีก

เดียว (Paralichthys olivaceus) เปรียบเทียบกบัปลาท่ีไดรั้บอาหารในชุดควบคุม พบวา่ปลาท่ีไดรั้บ

อาหารผสมแคโรทีนอยด์ จากพริกปาปริกา้ และสาร่าย  Haematococcus pluvialis มีกิจกรรมของ

เอนไซม์ตา้นอนุมูลอิสระไฮดรอกซิล (hydroxyl radical) อนุมูลอิสระดีพีพีเอช (DPPH; 2,2-

diphenyl-1-picrylhydrazyl) และอนุมูลอิสระซูเปอร์ออกไซด์ (superoxide radicals) สูงกวา่ปลาท่ี

ไดรั้บอาหารในชุดควบคุมอย่างมีนัยส าคญั นอกจากน้ี Kim และคณะ (2010) ได้ศึกษาผลของ

แบคทีเรีย Z. ganghwensis ท่ีสามารถผลิตสารสีโพรดิจิโอซิน ต่อการกระตุน้ระบบภูมิคุม้กนัของ

ปลาซีกเดียว (P. olivaceus) พบวา่ปลาซีกเดียวท่ีไดรั้บอาหารผสมเซลล์แบคทีเรียชนิดน้ีในระดบั

ความเขน้ขน้ต่างๆ มีกระบวนการจบักินส่ิงแปลกปลอม ปริมาณเอนไซม์ไลโซไซม์ และค่าการ

ลดลงของ NBT (Nitroblue tetrazolium) สูงข้ึนหลงัไดรั้บอาหารเป็นเวลา 8 สัปดาห์ แตกต่างอยา่งมี

นัยส าคัญจากปลาในชุดควบคุม และยงัพบว่าปลาท่ีได้รับอาหารท่ีผสมเซลล์แบคทีเรีย Z 

.ganghwensis มีความตา้นทานต่อเช้ือแบคทีเรีย Streptococcus iniae โดยปลาท่ีไดรั้บอาหารในชุด

ควบคุมมีอตัราการตายสะสมสูงถึง 85 เปอร์เซ็นตห์ลงัการติดเช้ือแบคทีเรีย แต่ปลาท่ีไดรั้บอาหาร

ผสมเซลล์แบคทีเรียท่ีระดบัความเขม้ขน้สามระดบัมีอตัราการตายสะสมเพียง 25 35 และ 40 

เปอร์เซ็นตต์ามล าดบั  
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1.3 วตัถุประสงค์ของการวจิัย 
1. เพื่อจ าแนกชนิดของแบคทีเรียท่ีแยกไดจ้ากฟองน ้ าทะเลโดยอาศยัคุณสมบติัทางกายภาพ 

ชีวเคมี และชีวโมเลกุล 

2. เพื่อศึกษาชนิด ปริมาณ และสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการผลิตสารสีของแบคทีเรียท่ีแยกได้

จากฟองน ้าทะเล 

3. เพื่อศึกษาผลของสารสีท่ีผลิตจากแบคทีเรียท่ีแยกไดจ้ากฟองน ้ าทะเลต่อการเจริญเติบโต

การเพิ่มสี และระบบภูมิคุม้กนัของกุง้ขาว (L. vannamei) 
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บทที ่2 
วสัดุ อปุกรณ์ และวธีิการศึกษา 

2.1 วสัดุ 
2.1.1 กุ้งขาว 

กุง้ขาวแปซิฟิก (L. vannamei) น ้าหนกัประมาณ 13 กรัม 
2.1.2 อาหารส าหรับเลีย้งกุ้งขาว 
 การทดลองน้ีใชอ้าหารส าหรับเล้ียงกุง้ทดลองทั้งหมด 4 สูตร แตกต่างกนัตามปริมาณของ
เซลลแ์บคทีเรีย โดยค านวณสูตรอาหารใหมี้ระดบัคุณค่าทางโภชนาการเท่ากนัทุกชุดการทดลอง แต่
ละสูตรมีระดบัโปรตีนประมาณ 36 เปอร์เซ็นต ์ไขมนั 7 เปอร์เซ็นต ์
2.1.3 อาหารเลีย้งเช่ือมาตรฐาน 
 1. อาหารเล้ียงเช้ือ Marine agar (Conda, spain)   
 2. อาหารเล้ียงเช้ือ Marine broth (HiMedia, India)  
2.1.4 สารเคมี 
 1. สารเคมีส าหรับการเก็บรักษาเช้ือแบคทีเรีย 
 2. สารเคมีส าหรับการสกดัสารสี 
 3. สารเคมีส าหรับการทดสอบคุณสมบติัทางกายภาพและชีวเคมีของแบคทีเรีย 
 4. สารเคมีส าหรับการยนืยนัชนิดของแบคทีเรียดว้ยเทคนิค phylogenetic analysis 
 5. สารเคมีส าหรับการวเิคราะห์องคป์ระกอบเลือดปลา 
 6. สารเคมีส าหรับวเิคราะห์กิจกรรมของเอนไซม ์
 7. สารเคมีส าหรับการศึกษาการเปล่ียนแปลงทางพยาธิสภาพ 

2.2 อปุกรณ์ 
 1. อุปกรณ์ส าหรับการเก็บตวัอยา่งแบคทีเรีย 
 2. อุปกรณ์ส าหรับการเก็บรักษาเช้ือแบคทีเรีย 
 3. อุปกรณ์ส าหรับคดัเลือกเช้ือแบคทีเรียชนิดท่ีสามารถผลิตสารสีปริมาณสูงท่ีสุด 
 4. อุปกรณ์ส าหรับยนืยนัชนิดของแบคทีเรียดว้ยเทคนิค phylogenetic analysis 

5. อุปกรณ์ส าหรับการศึกษาปัจจยัทางกายภาพท่ีเหมาะสมต่อการผลิตสารสีของแบคทีเรีย 
6. อุปกรณ์ส าหรับการศึกษาผลของแบคทีเรียท่ีสามารถผลิตสารสีต่อการเจริญเติบโต      
    ระบบภูมิคุม้กนั และความตา้นทานโรคในกุง้ขาว  
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2.3 วธิีการศึกษา 

2.3.1 การแยกและคัดเลอืกแบคทเีรียทีผ่ลติสารสีจากฟองน า้ทะเล 

เก็บตวัอย่างฟองน ้ าทะเลจากจงัหวดัพงังา และจงัหวดัสตูล ท าการบนัทึกขอ้มูล

ลกัษณะทางสัณฐานวิทยาเบ้ืองตน้ น าขอ้มูลท่ีไดไ้ปจ าแนกชนิดของฟองน ้ าโดยเปรียบเทียบจาก

รายงานของ คมสัน และคณะ (2556) และ สุเมตต ์(2555) จากนั้นน าตวัอยา่งฟองน ้ ามาตดัเป็นช้ิน

เล็กๆใหไ้ดน้ ้าหนกัประมาณ 1 กรัม ลา้งดว้ยน ้ าทะเลปลอดเช้ือ ก่อนน ามาบดให้ละเอียดแลว้เติมน ้ า

ทะเลปลอดเช้ือ 9 มิลลิลิตร จะไดส้ารละลายท่ีมีความเจือจาง 10 เท่า จากนั้นเจือจางต่อให้ไดค้วาม

เจือจาง 100 เท่า ดูดตวัอยา่งท่ีเจือจางทั้ง 2 ระดบั ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร เกล่ียบนจานเพาะเช้ือท่ีมี

อาหารเล้ียงเช้ือ Marine agar น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ภายใตแ้สงนาน 24-48 ชัว่โมง 

คดัเลือกเฉพาะแบคทีเรียท่ีมีโคโลนีสีแดงหรือเหลืองน าไปเล้ียงต่อใหไ้ดเ้ช้ือบริสุทธ์ิ 

2.3.2 การเกบ็รักษาเช้ือแบคทเีรีย 

 น าแบคทีเรียท่ีไดจ้ากการคดัเลือกมาเล้ียงบนอาหารเล้ียงเช้ือ Marine agar บ่มท่ี

อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ภายใตแ้สงนาน 24-48 ชั่วโมง จากนั้นน าเช้ือท่ีได้ถ่ายลงในหลอด

ทดลองท่ีมีอาหาร Marine broth ปริมาตร 6 มิลลิลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสภายใตแ้สง

และเขยา่ดว้ยความเร็ว 250 รอบต่อนาที นาน 24-48 ชัว่โมง ดูดเช้ือในอาหาร Marine broth ปริมาตร 

5 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลองท่ีมีกลีเซอรอลปลอดเช้ือปริมาตร 1 มิลลิลิตรผสมให้เขา้กนั ดูดเช้ือ

ปริมาตร 1 มิลลิลิตรใส่ในหลอดไมโครเซนตริฟิวจข์นาด 1.5 มิลลิลิตร น าไปเก็บไวท่ี้อุณหภูมิ -80 

องศาเซลเซียส 

2.3.3 การคัดเลอืกแบคทเีรียชนิดทีผ่ลติสารสีปริมาณสูงทีสุ่ด 

 เล้ียงเช้ือแบคทีเรียแต่ละชนิดในขวดรูปชมพู่ขนาด 500 มิลลิลิตรท่ีมีอาหารเล้ียง

เช้ือ Marine broth ปริมาตร 100 มิลลิลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ภายใตแ้สงและเขยา่ดว้ย

ความเร็ว 250 รอบต่อนาที นาน 24-48 ชัว่โมง จากนั้นน าอาหารเล้ียงเช้ือ Marine broth ท่ีมีเซลล์ของ

แบคทีเรียมาหมุนเหวีย่งดว้ยความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที 

ลา้งเซลล์ดว้ยน ้ าเกลือปลอดเช้ือความเขม้ขน้ 0.85 เปอร์เซ็นต ์ หมุนเหวี่ยงซ ้ าอีก 2 คร้ัง น าเซลล์ท่ี

ไดม้าท าให้แห้งภายใตส้ภาวะเยือกแข็ง (freeze dry) จากนั้นน าไปสกดัดว้ยตวัท าละลายอะซิโตน

พร้อมกบัการบดเซลล์เพื่อให้เซลล์แตก สกดัซ ้ าตามขั้นตอนเดิมจนกระทัง่ตวัท าละลายท่ีใช้ไม่มีสี 
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จากนั้นน าสารละลายท่ีได้มาใส่กรวยแยก เติมไดเอทิลอีเทอร์และน ้ ากลั่น เขย่าแล้วตั้ งทิ้งไว้

จนกระทัง่สารละลายแยกชั้น ไขส่วนท่ีเป็นน ้ าทิ้ง เติมน ้ ากลัน่อีกคร้ัง เขยา่ตั้งทิ้งไว ้ไขส่วนท่ีเป็นน ้ า

ทิ้ง ท าซ ้ า 5-7 คร้ัง สารละลายท่ีได้น าไปวิเคราะห์ปริมาณสารสีด้วยวิธีสเปคโตรโฟโตเมทริค           

อนาไลซิส (spectrophotometric analysis) โดยใชสู้ตรท่ีดดัแปลงจากวิธีการของ Britton และคณะ

(1995) และ Williams และคณะ (1955)  ดงัน้ี                  

           Pigment content (µg/g ) = ((OD /0.25) x extract volumn) / weigh of sample  
 

จากนั้นคดัเลือกเฉพาะตวัอยา่งท่ีมีปริมาณสารสีมากท่ีสุด น าไปวิเคราะห์ชนิดของ
สารสีดว้ยเทคนิคทินเลเยอร์โครมาโทกราฟี (Thin layer chromatography: TLC) และ Scanning 
spectroscopy ยืนยนัชนิดของสารสีท่ีแบคทีเรียผลิตด้วยเทคนิคแมสสเปกโตรเมทรี (Mass 
spectrometry) ผลท่ีไดจ้ะใชใ้นการคดัเลือกแบคทีเรียเพื่อใชศึ้กษาในการทดลองต่อไป 

2.3.4 การจ าแนกชนิดของแบคทเีรีย 

  จ าแนกชนิดของแบคทีเรียท่ีผลิตสารสีได้ในปริมาณสูงท่ีสุดโดยการทดสอบ

คุณสมบัติทางสัณฐานวิทยาและชีวเคมีได้แก่ การยอ้มแกรม การทดสอบการสร้างเอนไซม ์            

ออกซิเดส และเอนไซม์คาตาเลส และการทดสอบทางชีวโมเลกุลโดย สกดัดีเอ็นเอของแบคทีเรีย

ตามวิธีการของ Berridge และคณะ (1998)  จากนั้นน ามาเพิ่มจ านวนดีเอ็นเอโดยวิธี polymerase 

chain reaction (PCR) โดยใชไ้พรเมอร์ 20F (5’-AGAGTTTGATCATGGCTCAG-3’)  และ 1500R (5’-

GGTTACCTTGTTACGACTT-3’) ซ่ึงมีความจ าเพาะต่อยีน 16s rDNA ของแบคทีเรีย (Weisburg et al., 

1991)โดยขั้นตอนการท า PCR เร่ิมจากการเตรียมสารละลายท่ีมีความเขม้ขน้ของสารแต่ละชนิดต่อ 

1 ตวัอย่าง ประกอบดว้ย 2xPCR master mix bluetag (RBC Bioscience, Taiwan) ปริมาตร 7.5 

ไมโครลิตร ไพรเมอร์แต่ละชนิด (ความเขน้ขน้ 10 ไมโครโมลาร์) ปริมาตร 0.5 ไมโครลิตร น ้ ากลัน่

ปริมาตร 4.5 ไมโครลิตร ดีเอ็นเอท่ีสกดัไดป้ริมาตร 2 ไมโครลิตร ควบคุมอุณหภูมิและเวลาของ

ขั้นตอนต่างๆ ดว้ยเคร่ือง Thermal cyclers (PTC-100TM, MJ Research Inc.) ภายใตส้ภาวะ initial 

denaturation ท่ีอุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส นาน 4 นาที denaturation ท่ีอุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 

นาน 40 วินาที annealing ท่ีอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที extension ท่ีอุณหภูมิ 72 องศา

เซลเซียส นาน 1 นาที ท าซ ้ า denaturation annealing และ extension  จ  านวน 30 รอบ และ final 

extension ท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที เม่ือไดต้วัอยา่งดีเอ็นเอจากการท า PCR น าไป
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ตรวจสอบโดยวิธีเจล อิเลคโตรโฟรีซีสในอะกาโรส เจล (agarose gel) ความเขม้ขน้ 2 เปอร์เซ็นต ์

ในสารละลาย  TBE  (90  mM  Tris, 90 mM  borate and  2m M ethlylenediaminetetraacetic acid, pH 8) และ

ใช ้One Mark 100 (Gene Direx,Taiwan) เป็นดีเอ็นเอมาตรฐาน หลงัจากนั้นน าดีเอ็นเอท่ีไดม้าท าให้

บริสุทธ์ิโดยใชชุ้ดสกดั Gel Extraction Kit (Qiagen) และน าดีเอ็นเอบริสุทธ์ิท่ีไดไ้ปวิเคราะห์ล าดบั

เบสโดยใช้ไพรเมอร์ 20F และ 1500R จากนั้นน าล าดบัเบสท่ีวิเคราะห์ได้มาเปรียบเทียบด้วย

โปรแกรม Basic Local Alignment Search Tool (BLAST, http://www.ncbi.nlm.gov) และ ใช้

โปรแกรม Molecular Evolutionary Genetics Analysis (MEGA) package (version 7.0) ในการท า 

phylogenetic analysis 

2.3.5 การศึกษาปัจจัยทางกายภาพทีเ่หมาะสมต่อการผลติสารสีของแบคทเีรีย 

  น าแบคทีเรียท่ีคดัเลือกและจ าแนกชนิดแลว้มาเล้ียงบนอาหารเล้ียงเช้ือ Marine agar 

บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ภายใตแ้สงนาน 48 ชัว่โมง จากนั้นถ่ายเช้ือท่ีไดล้งในขวดรูปชมพู่

ขนาด 250 มิลลิลิตรท่ีมีอาหาร Marine broth ปริมาตร 50 มิลลิลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส

ภายใตแ้สงและเขย่าดว้ยความเร็ว 250 รอบต่อนาที นาน 48 ชัว่โมง ดูดเช้ือแบคทีเรียปริมาตร 1 

มิลลิลิตรลงในขวดรูปชมพู่ขนาด 500 มิลลิลิตรจ านวน 3 ขวด ท่ีมีอาหาร Marine broth ปริมาตร 

100 มิลลิลิตร ค่าความเป็นกรดด่าง 7.6 ± 0.2 น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 20, 25, 30 และ 35 องศาเซลเซียส 

ภายใตแ้สงและเขย่าดว้ยความเร็ว 250 รอบต่อนาที นาน 48 ชัว่โมง จากนั้นน าแบคทีเรียท่ีไดไ้ป

หมุนเหวีย่ง และสกดัสารสีตามวธีิการขอ้ 3 เพื่อศึกษาปริมาณสารสีท่ีแบคทีเรียผลิตไดท่ี้อุณหภูมิต่างๆ 

  ศึกษาผลของค่าความเป็นกรดด่างต่อการผลิตสารสีของแบคทีเรียโดยเตรียมเช้ือ

แบคทีเรียเช่นเดียวกบัการศึกษาผลของอุณหภูมิต่อการผลิตสารสีของแบคทีเรีย จากนั้นถ่ายเช้ือ

แบคทีเรียปริมาตร 1 มิลลิลิตรลงในขวดรูปชมพู่ขนาด 500 มิลลิลิตรจ านวน 3 ขวด ท่ีมีอาหารเล้ียง

เช้ือ Marine broth ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ค่าความเป็นกรดด่าง 5, 6, 7, 8 และ 9  น าไปบ่มโดยใช้

อุณหภูมิท่ีแบคทีเรียเจริญเติบโตดีท่ีสุดจากการศึกษาผลของอุณหภูมิต่อการผลิตสารสีของแบคทีเรีย 

ภายใตแ้สงและเขย่าดว้ยความเร็ว 250 รอบต่อนาที นาน 48 ชัว่โมง จากนั้นน าแบคทีเรียท่ีไดไ้ป

หมุนเหวี่ยง และสกดัสารสีตามวิธีการขอ้ 3 เพื่อศึกษาปริมาณสารสีท่ีแบคทีเรียผลิตไดท่ี้ความเป็น

กรดด่างระดบัต่างๆ 

http://www.ncbi.nlm.gov/
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2.3.6 การศึกษาผลของแบคทีเรียที่สามารถผลิตสารสีต่อการเจริญเติบโต ระบบภูมิคุ้มกัน 
และความต้านทานโรคในกุ้งขาว 
 1. การเตรียมอาหาร 

        อาหารท่ีจะใชใ้นการทดลองคร้ังน้ีมีทั้งหมด 4 สูตร ก าหนดให้อาหารทุกสูตรมี
คุณค่าทางโภชนาการใกลเ้คียงกนัทั้ง 4 สูตรคือโปรตีน 36 เปอร์เซ็นต ์ไขมนั 7 เปอร์เซ็นต ์(ตารางท่ี 
2) อาหารทดลองสูตรท่ี 1 เป็นอาหารสูตรควบคุมท่ีไม่เสริมแหล่งของสารสี อาหารทดลองสูตรท่ี 2-
4 เป็นอาหารท่ีมีการผสมเซลล์ของแบคทีเรียปริมาณ 1, 3 และ 5 กรัมต่ออาหาร 1 กิโลกรัม
ตามล าดบั ก่อนเร่ิมการทดลองท าการตรวจวิเคราะห์องคป์ระกอบทางเคมีของอาหารทั้ง 4 สูตรตาม
วิธีการของ AOAC (1990) และวิเคราะห์ปริมาณโพรดิจิโอซินในอาหารตามวิธีการท่ีดดัแปลงจาก 
Britton และคณะ (1995) และ Williams และคณะ (1955) (ตารางท่ี 3) 

 
ตารางที ่2 สูตรอาหารท่ีใชส้ าหรับเล้ียงกุง้ขาวในแต่ละชุดการทดลอง 

 Experimental diet 
Ingredients T1 

(Control) 
T2 

(1g/kg) 
T3 

(3g/kg) 
T4 

(5g/kg) 
Fish meal (60%CP) 200.0 200.0 200.0 200.0 
Soybean de-hulled (45%CP) 220.0 219.0 217.0 215.0 
Corn protein concentrate  70.0 70.0 70.0 70.0 
Wheat gluten (pellet binder) 20.0 20.0 20.0 20.0 
Wheat flour 250.0 250.0 250.0 250.0 
Rice flour  151.6 151.6 151.6 151.6 
Squid  liver powder  30.0 30.0 30.0 30.0 
Fish oil  30.0 30.0 30.0 30.0 
Lecithin  10.0 10.0 10.0 10.0 
Choline chloride  1.0 1.0 1.0 1.0 
ROVIMIX 2050  2.0 2.0 2.0 2.0 
Inositol  0.4 0.4 0.4 0.4 
DCP  15.0 15.0 15.0 15.0 
Bacteria  0.0 1.0 3.0 5.0 
Total (g) 1000  1000  1000  1000  
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วิตามินและแร่ธาตุรวม (Rovimix 2050):  Retinal (A) 7,000 IU; Cholecalciferol (D3) 3,000 IU;  
Tocopherol (E) 1,500 mg; Menadione sodium bisulfite (K3) 30 mg; Thiamine (B1) 25 mg; 
Riboflavin (B2) 20 mg; Pyridoxine (B6) 25 mg; Cobalamin (B12) 0.02 mg;  Niacin 100 mg; 
pantotenic acid 80 mg; Ascorbic acid (C) 200 mg; Biotin 1 mg; Folic acid 10 mg; Cu 25 mg; Fe 
30 mg; Mn 30 mg; I 1 mg; Co 0.2 mg; Zn 100 mg; Se 0.35 mg 
 
ตารางที ่3 องคป์ระกอบทางเคมีของอาหารท่ีใชเ้ล้ียงกุง้ขาวในแต่ละชุดการทดลอง 

 Experimental diet 
Chemical composition T1 

(Control) 
T2 

(1g/kg) 
T3 

(3g/kg) 
T4 

(5g/kg) 
Protein (%) 36.86±0.19 37.18±0.21 36.41±0.11 36.64±0.05 
Lipid (%) 6.90±0.08 6.99±0.09 6.91±0.04 6.93±0.08 
Ash (%) 6.81±0.03 6.84±0.02 6.63±0.07 6.74±0.01 
Moisture (%) 8.37±0.10 7.83±0.15 8.82±0.11 8.23±0.13 
Prodigiosin (mg/kg) 0.0±0.0 5.70±0.58 15.78±0.73 28.34±0.38 

 
 2. การศึกษาการเจริญเติบโตและความต้านทานเช้ือแบคทเีรีย 

       แบ่งการทดลองเป็น  4 ชุดการทดลองๆ ละ 3 ซ ้ า โดยชุดการทดลองท่ี 1 เป็นกุง้

ขาวท่ีไดรั้บอาหารสูตรควบคุมท่ีไม่เสริมเซลล์แบคทีเรีย ชุดการทดลองท่ี 2-4 เป็นกุง้ท่ีขาวไดรั้บ

อาหารท่ีมีการผสมเซลลแ์บคทีเรียเท่ากบั 1, 3 และ 5 กรัมต่ออาหาร 1 กิโลกรัมตามล าดบั ซ่ึงในการ

ทดลองคร้ังน้ีใชกุ้ง้ขาว PL 12 น ามาเล้ียงดว้ยน ้าทะเลความเคม็ 15 ส่วนในพนั ในบ่อขนาด 3 ตนั จน

ไดกุ้ง้ขนาดประมาณ 13 กรัม หลงัจากนั้นคดัแยกกุง้ลงเล้ียงในตู ้จ  านวน 15 ตู้ๆ  ละ 20 ตวั เล้ียงดว้ย

อาหารชุดควบคุมประมาณ 7 วนั เพื่อให้กุ ้งปรับสภาพให้คุน้เคยต่อการเล้ียงในตู ้ก่อนเร่ิมการ

ทดลองท าการชัง่น ้ าหนกัของกุง้ทุกตูแ้ละติดเช้ือ Vibrio parahaemolyticus ให้กบักุง้ในทุกชุดการ

ทดลองก่อนการเล้ียงด้วยอาหารทดลอง โดยน าเช้ือแบคทีเรีย V. parahaemolyticus PSU-

KSAAHRC411 มาเล้ียงในอาหาร Tryptic soy agar (TSA) ท่ีผสมเกลือแกงความเขม้ขน้ 1.5 

เปอร์เซ็นต ์บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส นาน 16-18  ชัว่โมง ถ่ายเช้ือท่ีไดล้งในอาหารเล้ียงเช้ือ 

Tryptic soy broth (TSB) ท่ีผสมเกลือแกง 1.5 เปอร์เซ็นต ์ปริมาตร 60 มิลลิลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 
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องศาเซลเซียส นาน 16-18  ชัว่โมง น าไปหมุนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที นาน 10 นาที 

ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ลา้งเซลล์แบคทีเรียดว้ยสารละลาย PBS (pH 7.4) 2 คร้ัง จากนั้นเจือจาง

เช้ือให้มีปริมาณแบคทีเรียเท่ากบั 106 โคโลนีต่อมิลลิลิตร น าไปฉีดเขา้ตวักุง้ท่ีบริเวณกลา้มเน้ือทอ้ง

ปลอ้งสุดทา้ยตวัละ 0.1 มิลลิลิตร  

หลงัจากนั้นเร่ิมให้อาหารทดลองชุดต่างๆ กบักุง้ท่ีเล้ียง โดยให้อาหารวนัละ 4 ม้ือ 
เล้ียงนาน 4 สัปดาห์ระหวา่งการเล้ียงมีการเปล่ียนถ่ายน ้า ตรวจสอบคุณภาพน ้า จดบนัทึกอาหารท่ีให ้
บนัทึกอตัราการตาย เพาะเช้ือจากตบัของกุง้ท่ีตายทุกตวัเพื่อยืนยนัสาเหตุการตาย และชัง่น ้ าหนกั
ของกุ้งท่ีได้รับอาหารทดลอง เพื่อน าข้อมูลท่ีได้ไปค านวณประสิทธิภาพการใช้อาหาร การ
เจริญเติบโต และอตัรารอดตายโดยใชส้มการต่างๆ ตามรายงานของกิจการ และคณะ (2549) และ 
Yaemsooksawat และคณะ (2009) ดงัน้ี 

อตัรารอดตาย (survival rate %) 

 =      จ านวนกุง้เม่ือส้ินสุดการทดลอง x100 
           จ านวนกุง้เม่ือเร่ิมการทดลอง 

อตัราการเจริญเติบโตจ าเพาะ(specific growth rate: SGR,  เปอร์เซ็นตต่์อวนั) 

 =  (ln น ้าหนกักุง้เม่ือส้ินสุดการทดลอง – ln น ้าหนกักุง้เม่ือเร่ิมการทดลอง) x 100 
    ระยะเวลา (วนั) 
อตัราการเจริญเติบโต (Average daily gain: ADG, กรัม/ตวั/วนั) 

 =      (น ้าหนกักุง้เม่ือส้ินสุดการทดลอง – น ้าหนกักุง้เร่ิมตน้) 
                                ระยะเวลา (วนั) 

ปริมาณอาหารท่ีกุง้กิน (Feed intake, กรัม/ตวั) 

 =    น ้าหนกัอาหารท่ีกุง้กินทั้งหมด  
       จ านวนกุง้เม่ือส้ินสุดการทดลอง 

น ้าหนกัท่ีเพิ่มข้ึน (weight gain, เปอร์เซ็นต)์ 

            =      (น ้าหนกักุง้เม่ือส้ินสุดการทดลอง – น ้าหนกักุง้เร่ิมตน้) x100 
                                  น ้าหนกักุง้เร่ิมตน้ 
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 3. การเปลีย่นแปลงสีของตัวกุ้ง 

     หลงัเล้ียงกุง้ดว้ยอาหารทดลองเป็นระยะเวลา 4 สัปดาห์ สุ่มกุง้ท่ีเล้ียงดว้ยอาหาร
ทั้ง 4 ชุดการทดลองๆ ละ 9 ตวั น าไปตม้ในน ้ าเดือดนาน 3 นาที ถ่ายรูปกุง้หลงัตม้ จากนั้นน ากุง้ท่ี
ผา่นการตม้ไปวดัสีดว้ยเคร่ืองวดัค่าสี (HunterLab, USA) โดยสุ่มวดับริเวณหวั (carapace) และล าตวั 
(abdomen) ซ่ึงจะรายงานผลท่ีไดเ้ป็น ค่าความสวา่ง (L*) ค่าสีแดง (a*) และ ค่าสีเหลือง (b*)  

 4. การศึกษาองค์ประกอบเลอืด 

  หลงัส้ินสุดการทดลองเป็นระยะเวลา  4 สัปดาห์ สุ่มเก็บตวัอย่างกุ้งท่ีเล้ียงด้วย
อาหารทั้ง 4 ชุดการทดลอง ๆ ละ 9 ตวั น ามาศึกษาองคป์ระกอบเลือดโดยมีวธีิการศึกษาดั้งน้ี 

  4.1 ปริมาณเม็ดเลอืดรวม 

ตรวจนบัจ านวนเม็ดเลือดกุง้ตามวิธีการของกิจการ และคณะ (2543) โดย
ใชเ้ข็มพลาสติกขนาด 1 มิลลิลิตร เจาะเลือดจากโคนขาเดินคู่ท่ี 3-4 จากนั้นน าเลือดท่ีไดม้าเจือจาง
ดว้ยสารละลายไตรแพนบลู (trypan blue) ในสัดส่วน 1:10 น าส่วนผสมท่ีไดม้านบัจ านวนเม็ดเลือด
ดว้ยฮีมาไซโตมิเตอร์ (hemacytometer) ภายใตก้ล้องจุลทรรศน์ และค านวณปริมาณเม็ดเลือดเป็น
จ านวนเซลล/์ลูกบาศกมิ์ลลิเมตร 

4.2 ปริมาณน า้ตาลในเลอืด 

   วิเคราะห์ปริมาณน ้ าตาลในเลือดตามวิธีการของ Hyvarinen และ Nikkila 

(1962) โดยน าเลือดกุง้มา 100 ไมโครลิตรใส่ใน Trichloroacetic acid ความเขม้ขน้ 3 เปอร์เซ็นต ์

ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมให้เขา้กนั วางทิ้งไว ้2-3 นาที น าไปหมุนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 6,500 รอบต่อ

นาที นาน 2 นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ดูดเฉพาะส่วนใส 500 ไมโครลิตรผสมกบั color 

reagent ปริมาตร 4.5 มิลลิลิตร น าไปตม้ในน ้าเดือดเป็นเวลา 7 นาที ตั้งทิ้งไวใ้ห้เยน็ แลว้น าไปวดัค่า

ดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 630 นาโนเมตร เปรียบเทียบกบัสารละลายกลูโคสมาตรฐาน (standard 

glucose) ท่ีเตรียมดว้ยวธีิการเดียวกบัตวัอยา่งแต่เปล่ียนจากเลือดกุง้เป็นสารละลายกลูโคสมาตรฐาน

ค่าท่ีไดน้ าไปค านวณหาปริมาณน ้าตาลในเลือดดงัสูตร 

ปริมาณน ้าตาลในเลือด (mg %) = OD630 unknown x ความเขม้ขน้ของสารละลายมาตรฐาน 

    OD630 standard 
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  4.3 ปริมาณโปรตีนในน า้เลอืด 

   วิเคราะห์ปริมาณโปรตีนในน ้ าเลือดตามวิธีการของ Lowry และคณะ 

(1951) ท่ีดดัแปลงโดยกิจการ และคณะ (2543) โดยเจาะเลือดกุง้บริเวณโคนขาเดินคู่ท่ี 3-4 โดยไม่ใช้

สารป้องกนัเลือดแข็งตวั ใส่ในหลอดไมโครเซนตริฟิวก์ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ตั้งทิ้งไวใ้ห้แข็งตวั 

จากนั้นบดดว้ยแท่งบดใหล้ะเอียดและน าไปหมุนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที นาน 5 นาที 

ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ดูดส่วนใสมา 5ไมโครลิตร ผสมกบัน ้ ากลัน่ปริมาตร 995 ไมโครลิตร 

เติมสารละลายอลัคาไลน์ คอปเปอร์ (alkaline copper solution) ปริมาตร 2 มิลลิลิตร เขยา่ให้เขา้กนั 

ตั้งทิ้งไว ้10 นาที เติมสารประกอบโฟลิน (folin reagent) ปริมาตร 3 มิลลิลิตร เพื่อท าปฏิกิริยากบั

โปรตีนในซีร่ัม ตั้งทิ้งไว ้10 นาที ก่อนน าไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 640 นาโนเมตร 

น าไปเปรียบเทียบกบัสารละลายมาตรฐานของอลับูมิน 

4.4 การศึกษากจิกรรมของเอนไซม์ฟีนอลออกซิเดส 

วเิคราะห์กิจกรรมของเอนไซมฟี์นอลออกซิเดสตามวิธีการท่ีดดัแปลงจาก 

Smith และ Söderhall (1983) โดยการเก็บตวัอยา่งเลือดกุง้ 200 ไมโครลิตร ใส่ในหลอดไมโครเซนติ

ฟิวจท่ี์มีสารละลายคาโคดีเลท บพัเฟอร์ (cacodylate buffer) ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ผสมให้เขา้

กนั แช่ในไนโตรเจนเหลว และน าไปเก็บไวท่ี้อุณหภูมิ  -70 องศาเซลเซียส จากนั้นน ามาบดให้

ละเอียดแล้วน าไปหมุนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที นาน 10 นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศา

เซลเซียส ดูดสารละลายส่วนใส 25 ไมโครลิตร ใส่ในถาดหลุม (96-microwell plate) เติม

สารละลายทริปซิน (tripsin) ปริมาตร 25 ไมโครลิตร ตั้งทิ้งไว ้2 นาที เติมสารละลายคาโคดีเลท

บพัเฟอร์ ปริมาตร 150 ไมโครลิตร จากนั้นเติมสารละลาย L-dihydroxyphenylalanine (L-DOPA) 

ปริมาตร 50 ไมโครลิตร เขยา่ให้เขา้กนัทิ้งไว ้2 นาที น าไปวดัค่าการดูดกลืนแสงดว้ยเคร่ืองอ่าน

ปฏิกริยาบนไมโครเพลท ทุกๆ 2 นาที เป็นเวลา 30 นาที โดยก าหนดให้ 1 หน่วย คือความสามารถ

ของเอนไซมฟี์นอลออกซิเดสท่ีสามารถเปล่ียน L-DOPA เป็นโดปามีน (dopamine) ดว้ยการดูดกลืน

แสง 0.001/นาที/มิลลิกรัม ของโปรตีนในสารละลาย 
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  4.5 การศึกษากจิกรรมการจับกนิส่ิงแปลกปลอมของเม็ดเลอืดกุ้งขาว 

   วิเคราะห์กิจกรรมการจับกินส่ิงแปลกปลอมของเม็ดเลือดกุ้งขาวตาม

วิธีการของกิจการและคณะ (2543) โดยเก็บตวัอยา่งเลือดกุง้ประมาณ 0.5 มิลลิลิตร น าไปผสมกบั

แอล-ซิสเตอีน (L-cysteine) พีเอช 7.4 ความเขม้ขน้ 3 เปอร์เซ็นต์ในสารละลาย K-199 เป็นสาร

ป้องกนัเลือดแข็งตวัจนไดป้ริมาตรสุดทา้ย 1 มิลลิลิตร น าไปหมุนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 6,500 รอบต่อ

นาที นาน 2 นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ดูดส่วนใสทิ้งและน าตะกอนเม็ดเลือดท่ีไดล้า้งดว้ย K-

199 อีก 1 รอบ จากนั้นละลายเม็ดเลือดดว้ย K-199 แบ่งบางส่วนไปนบัจ านวนเม็ดเลือด โดยน าเม็ด

เลือดท่ีไดผ้สมกบัสารละลายไตรเพนบลู ในอตัราส่วน 1:1 จากนั้นน าไปนบัจ านวนภายใตก้ลอ้ง

จุลทรรศน์และปรับเม็ดเลือดให้ไดค้วามเขม้ขน้ 2x105 เซลล์ต่อมิลลิลิตร เก็บไวท่ี้อุณหภูมิ 4 องศา

เซลเซียส เพื่อใชใ้นการศึกษากิจกรรมจบักินส่ิงแปลกปลอมของเมด็เลือดกุง้ขาว ซ่ึงมีวธีิการดงัน้ี 

   วางแผน่สไลดก์ลม ขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลาง  1 เซนติเมตรลงในถาดหลุม 

(24-microwell plate) จากนั้นดูดเม็ดเลือดท่ีความเขม้ขน้ 2x105 เซลล์ต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 400 

ไมโครลิตรผสมกบัเมด็พลาสติกเรืองแสงท่ีละลายอยูใ่น K-199 ความเขม้ขน้ 2x107 เม็ดต่อมิลลิลิตร 

ปริมาตร 400 ไมโครลิตร น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที หยุดปฎิกิริยาโดย

เติมกลูตารอลดีไฮด์ความเขม้ขน้ 0.125 เปอร์เซ็นต ์ในสารละลาย K-199 ปริมาตร 100 ไมโครลิตร 

ทิ้งไว ้5 นาที ยกแผน่สไลด์กลมไปยอ้มดว้ยสีดิฟควิก (diff quick) ทิ้งไวใ้ห้แห้ง และท าเป็นสไลด์

ถาวร ก่อนจะน าไปนับจ านวนเม็ดเลือดกุ้งทั้งหมด และจ านวนเม็ดเลือดกุ้งท่ีจบักินเม็ดพลาสติก

ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ท่ีก าลงัขยาย 40x หลงัจากนั้นน ามาค านวณตามสูตร 

 

Phagocytosis (%) = จ  านวนเมด็เลือดท่ีจบักินเมด็พลาสติก x 100 
            จ  านวนเมด็เลือดทั้งหมด 
 
Phagocytic index = จ านวนเมด็เลือดท่ีจบักินเมด็พลาสติก x จ านวนเมด็พลาสติกท่ีถูกจบักิน x 100  
            จ านวนเมด็เลือดทั้งหมด             จ านวนเมด็เลือดทั้งหมด 
 
Average number of the bead ingested per cell =    จ านวนเมด็พลาสติกท่ีเซลลเ์มด็เลือดจบักิน 
  (bead/cell)    จ านวนเมด็เลือดท่ีจบักินเมด็พลาสติก 
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4.6 การวเิคราะห์ปริมาณเอนไซม์ไลโซไซม์ 

   ศึกษาปริมาณเอนไซม์ไลโซไซม์ตามวิธีการท่ีดดัแปลงจาก Demers และ 

Bayne (1997) โดยดูดซีร่ัมจากตวัอยา่งปริมาตร 25 ไมโครลิตร ใส่ในถาดหลุม (96-microwell plate) 

ตวัอย่างละ 3 หลุม หลงัจากนั้นเติมสารละลายเช้ือแบคทีเรีย Micrococcus lysodeikticus ความ

เขม้ขน้ 0.075 เปอร์เซ็นต์ ลงไปในหลุมๆ ละ 175 ไมโครลิตร ตั้งทิ้งไว ้1 นาที จากนั้นน าไปวดัค่า

การดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 450 นาโนเมตร ดว้ยเคร่ืองอ่านปฏิกริยาบนไมโครเพลท ทุกๆ 30 

วนิาที เป็นเวลา 5 นาที น าค่าการดูดกลืนแสงท่ีวดัไดไ้ปเปรียบเทียบกบัไลโซไซมม์าตรฐานท่ีทราบ

ความเขม้ขน้ รายงานผลเป็นยูนิต/มิลลิกรัมโปรตีน โดยก าหนดให้ 1 ยนิูตไลโซไซม ์มีค่าเท่ากบั 

ปริมาณซีร่ัมท่ีท าใหค้่าการดูดกลืนแสงลดลง 0.001/ นาที 

 5. การศึกษากจิกรรมของเอนไซม์  

 หลงัส้ินสุดการทดลองเป็นระยะเวลา 4 สัปดาห์ สุ่มเก็บตวัอย่างกุ้งท่ีเล้ียงด้วย

อาหารทั้ง 4 ชุดการทดลอง ๆ ละ 6 ตวั น ามาศึกษากิจกรรมของเอนไซม ์โดยสลบกุง้ดว้ยน ้ าท่ีเยน็จดั 

ผา่ตดัเก็บตวัอยา่งตบัและตบัอ่อนของกุง้ใส่ในหลอดไมโครเซนติฟิวจ ์น าไปแช่ในไนโตรเจนเหลว

ก่อนน าไปสกดัเอนไซม ์จากนั้นสกดัเอนไซมต์ามวิธีการของ Ávila-Villa และคณะ (2012) โดยน า

ตบัและตบัอ่อนของกุง้มาชัง่น ้ าหนกั บดให้ละเอียดดว้ยแท่งบดและเติมสารละลายบฟัเฟอร์ Tris-

HCl (pH 7.5) ปริมาตร 4 เท่าของตวัอยา่งลงในหลอดไมโครเซนติฟิวจ ์น าไปหมุนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 

12,000 รอบต่อนาที นาน 15 นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ดูดเฉพาะส่วนใสใส่หลอดใหม่ เก็บ

ไวท่ี้อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส ก่อนน าไปวเิคราะห์กิจกรรมของเอนไซมต่์างๆ ดงัน้ี 

  5.1 การศึกษากจิกรรมของเอนไซม์ทริปซิน 

    เจือจางสารสกดัเอนไซม์ท่ีสกดัไดใ้นขั้นตอนขา้งตน้ให้ได้ความเจือจาง 

10 เท่า น าไปวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนในสารสกดัตามวิธีการของ Lowry และคณะ (1951)ท่ี

ดดัแปลงโดยกิจการ และคณะ (2543) จากนั้นวเิคราะห์กิจกรรมของเอนไซมท์ริปซินตามวิธีการของ 

Ávila-Villa และคณะ (2012) และ Xu และคณะ (2012) โดยน าสารสกดัเอนไซมท่ี์เจือจางมา 20 

ไมโครลิตร ท าปฏิกิริยากบัสารตั้งตน้ Benzoyl-L-Arg-p-nitroanilide (BAPNA) ความเขม้ขน้ 1 มิลลิ

โมลาร์ ปริมาตร 480 ไมโครลิตร น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที หยุดปฏิกิริยา
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ดว้ย Trichloroacetic acid (TCA) ความเขม้ขน้ 20 เปอร์เซ็นต ์ปริมาตร 50 ไมโครลิตร จากนั้นน าไป

หมุนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 7,500 รอบต่อนาที นาน 10 นาที ดูดเฉพาะส่วนใสน าไปวดัค่าการดูดกลืน

แสงท่ีความยาวคลืน 410 นาโนเมตร ค่าท่ีไดน้ าไปค านวณหากิจกรรมของเอนไซมท์ริปซินตามสูตร 

ค่ากิจกรรมของเอนไซมท์ริปซิน (ยนิูตต่อมิลลิกรัมโปรตีน)    

=                               OD 410 nm x 1000 x ปริมาตรรวมของปฏิกิริยา (มิลลิลิตร) 
8800 x ระยะเวลาท่ีบ่ม (นาที) x ปริมาณโปรตีนในสารสกดัเอนไซม ์(มิลลิกรัม) 

 
  5.2 การศึกษากจิกรรมเอนไซม์ไคโมทริปซิน  
   เจือจางสารสกัดเอนไซม์ให้ได้ความเจือจาง 10 เท่า น าไปวิเคราะห์

ปริมาณโปรตีนในสารสกดัตามวธีิการของ Lowry และคณะ (1951) ท่ีดดัแปลงโดยกิจการ และคณะ 

(2543) จากนั้นวิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซม์ไคโมทริปซินตามวิธีการของ Ávila-Villa และคณะ 

(2012) และ Xu และคณะ (2012) โดยน าสารสกดัเอนไซมท่ี์เจือจางมา 20 ไมโครลิตร ท าปฏิกิริยา

กบัสารตั้งตน้ Succinyl-Ala-Ala-Pro-phenylalanine-p-nitroanilid (SAPNA) ความเขม้ขน้ 0.1 มิลลิ

โมลาร์ ปริมาตร 480 ไมโครลิตร น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที หยุดปฏิกิริยา

ดว้ย TCA ความเขม้ขน้ 20 เปอร์เซ็นต ์ปริมาตร 50 ไมโครลิตร จากนั้นน าไปหมุนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 

7,500 รอบต่อนาที นาน 10 นาที ดูดเฉพาะส่วนใสน าไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 410 นา

โนเมตร ค่าท่ีไดน้ าไปค านวณกิจกรรมของเอนไซมไ์คโมทริปซินตามสูตร 

ค่ากิจกรรมของเอนไซมไ์คโมทริปซิน (ยนิูตต่อมิลลิกรัมโปรตีน)    

=                               OD 410 nm x 1000 x ปริมาตรรวมของปฏิกิริยา (มิลลิลิตร) 
8800 x ระยะเวลาท่ีบ่ม (นาที) x ปริมาณโปรตีนในสารสกดัเอนไซม ์(มิลลิกรัม) 

 
  5.3 การศึกษากจิกรรมเอนไซม์อะไมเลส 
   วเิคราะห์กิจกรรมของเอนไซมอ์ะไมเลสตามวธีิการของ Anand และคณะ 
(2014) โดยน าสารสกดัเอนไซมท่ี์เจือจางใหไ้ดค้วามเจือจาง 10 เท่า มา 50 ไมโครลิตร ท าปฏิกิริยา
กบัสารตั้งตน้คือสารละลายน ้าแป้ง (Soluble starch) ความเขม้ขน้ 1 % ปริมาตร 250 ไมโครลิตรใน
หลอดทดลองท่ีมี Tris-HCl (pH 7.5) ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ห่อหลอดทดลองดว้ยกระดาษ
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อลูมิเนียม ฟอยลใ์หส้นิทอยา่ใหโ้ดนแสง น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที หยดุ
ปฏิกิริยาดว้ย 3,5-dinitrosalicylic acid (DNS) ปริมาตร 500 ไมโครลิตร จากนั้นน าไปตม้ในน ้าเดือด
นาน 10 นาที ตั้งทิ้งไวใ้หเ้ยน็ เติมน ้ากลัน่ปริมาตร 20 มิลลิลิตร น าไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความ
ยาวคล่ืน 540 นาโนเมตร ค่าท่ีไดน้ าไปเปรียบเทียบกบักราฟมาตรฐานมอลโทส (maltose) ท่ีทราบความ
เขม้ขน้ 
  5.4 การศึกษากจิกรรมเอนไซม์ไลเปส 
   วเิคราะห์กิจกรรมของเอนไซมไ์ลเปสตามวธีิการของ Klahan และคณะ 
(2009) โดยน าสารสกดัเอนไซมท่ี์เจือจางใหไ้ดค้วามเจือจาง 5 เท่า มา 50 ไมโครลิตร ท าปฏิกิริยากบั
สารตั้งตน้ p-Nitrophenylpalmitate ความเขม้ขน้ 0.01 โมลาห์ ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ในหลอด
ทดลองท่ีมี Tris-HCl (pH 7.5) ปริมาตร 800 ไมโครลิตร น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 
30 นาที หยดุปฏิกิริยาดว้ย Na2CO3 (sodium carbonate) ความเขม้ขน้ 0.1 โมลาร์ ปริมาตร 250 
ไมโครลิตร น าไปหมุนเหวีย่งท่ีความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที นาน 10 นาที จากนั้นน าไปวดัค่าการ
ดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 410 นาโนเมตร ค่าท่ีไดน้ าไปเปรียบเทียบกบักราฟมาตรฐานของ        
p-nitrophenol ท่ีทราบความเขม้ขน้ 
  5.5 การวดัค่ากจิกรรมของเอนไซม์กลูตาไธโอนเปอร์ออกซิเดส (GPx) 
   การวเิคราะห์การท างานของเอนไซม์กลูตาไธโอนเปอร์ออกซิเดสเป็นการ
วดักิจกรรมในทางออ้มโดยวดัจากการลดลงของ NADPH ซ่ึงเป็นตวัให้อิเล็กตรอนแก่กลูตาไธโอน
ในสภาพออกซิไดซ์ (GSSG) ใหก้ลายเป็นกลูตาไธโอนในสภาพรีดิวส์ (GSH) ซ่ึงในการทดลองคร้ัง
น้ีใชชุ้ดทดสอบ Glutathione Peroxidase Assay Kit No.703102 (Cayman, USA) ในการวิเคราะห์ 
โดยน าสารสกดัเอนไซมท่ี์เจือจางให้ไดค้วามเจือจาง 10 เท่า ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ผสมกบัชุด
น ้ ายาส าเร็จรูปลงในถาดหลุม (96-microwell plate) ท่ีประกอบดว้ย สารละลาย Assay buffer 
ปริมาตร 100 ไมโครลิตร สารละลาย Co-substrate mixture ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ส่วนในหลุม 
negative control เติมสารละลาย Assay buffer ปริมาตร 120 ไมโครลิตร สารละลาย Co-substrate 
mixture ปริมาตร 50 ไมโครลิตร และในหลุม positive control เติมสารละลาย Assay buffer 
ปริมาตร 100 ไมโครลิตร สารละลาย Co-substrate mixture ปริมาตร 50 ไมโครลิตร และ
สารละลายกลูตาไธโอนเปอร์ออกซิเดส ปริมาตร 20 ไมโครลิตร จากนั้นเติมสารละลาย Cumene 
hydroperoxide ปริมาตร 20 ไมโครลิตรลงในทุกหลุมตวัอยา่ง เขยา่ถาดหลุมประมาณ 3 วนิาที น าไป
วดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี 340 นาโนเมตร โดยวดัทุกๆ 1 นาที เป็นเวลา  5 นาที ค่าท่ีไดน้ าไป
เปรียบเทียบกบักราฟมาตรฐาน activity of bovine erythrocyte GPx ในคู่มือของชุดทดสอบ 
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  5.6 การวดัค่ากจิกรรมของเอนไซม์คาตาเลส 
   วเิคราะห์กิจกรรมของเอนไซมค์าตาเลสตามวธีิการของ Trasviña-Arenas 
และคณะ (2013) โดยดูดสารสกดัเอนไซมท่ี์เจือจางใหไ้ดค้วามเจือจาง 5 เท่า มา 20 ไมโครลิตร ใส่ใน
ถาดหลุม (96-microwell plate) ท่ีมีสารละลาย potassium phosphate buffer (pH 7.0) ความเขม้ขน้ 
0.1 โมลาร์ ปริมาตร 100 ไมโครลิตร และเมทานอลความเขม้ขน้ 100 เปอร์เซ็นต ์ ปริมาตร 30 
ไมโครลิตร จากนั้นเติมไฮโดรเจนเปอร์ออกไซดค์วามเขม้ขน้ 40 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 20 
ไมโครลิตร ห่อถาดหลุมดว้ยฟิลม์พลาสติกก่อนน าไปเขยา่บนเคร่ืองเขยา่ (orbital shaker) นาน 20 
นาที ท่ีอุณหภูมิหอ้งเม่ือครบเวลาท่ีก าหนดเติมโพแทสเซียมไฮดรอกไซด ์ (KOH) ความเขม้ขน้ 10 
โมลาร์ ปริมาตร 30 ไมโครลิตร และ Purpald® ความเขม้ขน้ 25 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 30 ไมโครลิตร 
ห่อถาดหลุมดว้ยฟิลม์พลาสติกน าไปเขยา่บนเคร่ืองเขยา่นาน 10 นาที ท่ีอุณหภูมิหอ้ง เม่ือครบเวลา
เติมสารละลายโพแทสเซียมไอโอเดต (KIO3) ความเขม้ขน้ 62.5 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 10 
ไมโครลิตร ห่อถาดหลุมดว้ยฟิลม์พลาสติกอีกคร้ังก่อนน าไปเขยา่บนเคร่ืองเขยา่นาน 5 นาที ท่ี
อุณหภูมิหอ้งหลงัจากนั้นน าไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 540 นาโนเมตรค่าท่ีไดน้ าไป
เปรียบเทียบกบักราฟมาตรฐานของฟอร์มาลดีไฮด์ (formaldehyde) ท่ีทราบความเขม้ขน้ 

5.7 การวเิคราะห์ปริมาณมาลอนไดอลัดีไฮด์ (Malondialdehyde: MDA)  
   การวเิคราะห์ปริมาณมาลอนไดอลัดีไฮด์ตามวธีิการของ Nirmal และ 
Benjakul (2010) โดยน าตบัและตบัอ่อนของกุง้มาตดัใหไ้ดข้นาดประมาณ 0.1 กรัม ใส่ในหลอดไม
โครเซนติฟิวจ ์ เติมสารละลายกรดฟอสฟอริก (Phosphoric acid) ความเขม้ขน้ 1.1 เปอร์เซ็นต ์
ปริมาตร 800 ไมโครลิตร บดใหล้ะเอียดดว้ยแท่งบดน าไปหมุนเหวีย่งท่ีความเร็ว 8,000 รอบต่อนาที 
นาน 3 นาที ดูดเฉพาะส่วนใส่ใสหลอดใหม่จากนั้นน าสารละลายท่ีไดม้า 200  ไมโครลิตร ใส่ใน
หลอดไมโครเซนติฟิวจแ์ลว้เติมสารละลายผสมระหวา่งกรดไทโอบาร์บิทิวริก (TBA) ความเขม้ขน้ 
0.375 เปอร์เซ็นตก์บักรดไตรคลอโรอะซีติก (TCA) ความเขม้ขน้ 15 เปอร์เซ็นต ์ท่ีละลายอยูใ่นกรด
ไฮโดรคลอริกความเขม้ขน้ 0.25 นอร์มอล ปริมาตร 600 ไมโครลิตร น าไปตม้ในน ้าเดือดนาน 10 
นาที แลว้ท าใหเ้ยน็ทนัทีก่อนจะน าไปหมุนเหวีย่งท่ีความเร็ว 8,000 รอบต่อนาที นาน 3 นาที 
หลงัจากนั้นน าไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 532 นาโนเมตร ค่าท่ีไดน้ าไปเปรียบเทียบ
กบักราฟมาตรฐานของมาลอนไดอลัดีไฮด์ท่ีทราบความเขม้ขน้  

6. การศึกษาพยาธิสภาพของเนือ้เยื่อตับและตับอ่อนของกุ้งขาว  

  เก็บตวัอยา่งเน้ือเยือ่ตบัและตบัอ่อน (hepatopancreas) ของกุง้ขาวหลงัส้ินสุดการ
ทดลองทั้ง 4 ชุดการทดลองๆละ 3 ตวั มาศึกษาการเปล่ียนแปลงทางพยาธิสภาพ ตามวธีิการของ 
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Humason (1979) โดยน าตบัและตบัอ่อนมาดองในน ้ายาเดวดิสันนาน  3 วนั จากนั้นเปล่ียนเป็นเอทา
นอลความเขม้ขน้ 50 เปอร์เซ็นต ์ นาน  3 วนั และเอทานอล 70 เปอร์เซ็นต ์ นาน 3 วนั เพื่อรักษา
สภาพของเน้ือเยือ่ น าอวยัวะทั้งหมดมาผา่นขั้นตอนการท าเน้ือเยือ่ดว้ยเคร่ือง Automatic Tissue 
Processor ซ่ึงจะผา่นแอลกอฮอลท่ี์ระดบัความเขม้ขน้ต่างๆ จาก 50 ถึง 100 เปอร์เซ็นต ์ เพื่อดึงน ้า
ออกจากเซลล ์ แลว้ผา่นลงในไอโซโพรพิล และไซลีน และฝังลงในพาราพลาส น าตวัอยา่งท่ีไดม้า
ตดัดว้ยเคร่ืองไมโครโตมให้มีความหนา 3-5 ไมครอน จากนั้นยอ้มดว้ยสีฮีมาทอกไซลินและอีโอซิน 
ตามวธีิการของ Bancroft (1967) และตรวจสอบการเปล่ียนแปลงของเน้ือเยือ่ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ 
 
 2.3.7 การวเิคราะห์ข้อมูลทางสถิติ                                                                                

               วิเคราะห์ความแปรปรวนของขอ้มูลแบบทางเดียว (One-way ANOVA) และ

เปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉล่ียโดยใชว้ิธี Duncan's multiple-range test ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 

95 เปอร์เซ็นตต์ามวธีิการของ Steel และ Torrie (1980) 
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บทที ่3 

ผลการศึกษา 

3.1 การแยกและคัดเลอืกแบคทเีรียทีผ่ลติสารสีจากฟองน า้ทะเล 

 ตั้งแต่เดือนตุลาคม พ.ศ. 2558 ถึงเดือนธนัวาคม พ.ศ. 2559 สามารถเก็บตวัอยา่งฟองน ้ า

ทะเลจากจงัหวดัสตูล และพงังา ได้ 5 ชนิด แยกและคดัเลือกแบคทีเรียท่ีสามารถผลิตสารสีได้

ทั้งหมดจ านวน 8 ไอโซเลต (PSU-KSAAHRC MS 1-8) (ตารางท่ี 4) โดยไอโซเลต PSU-

KSAAHRC MS1 มีลกัษณะโคโลนีกลมนูน ขอบเรียบ มนัวาว สีแดงอมชมพูอ่อน ไอโซเลต PSU-

KSAAHRC MS2 มีลกัษณะโคโลนีค่อนขา้งกลม ขอบเรียบ สีแดงเขม้ ไอโซเลต PSU-KSAAHRC 

MS3 มีลกัษณะโคโลนีกลมนูน ขอบเรียบ มนัวาว สีแดง ไอโซเลต PSU-KSAAHRC MS4 มี

ลกัษณะโคโลนีกลมนูน ขอบเรียบ มนัวาวสีแดง ไอโซเลต PSU-KSAAHRC MS5 มีลกัษณะ         

โคโลนีกลมนูน ขอบเรียบ มนัวาว สีแดงอมส้ม ไอโซเลต PSU-KSAAHRC MS6 มีลกัษณะโคโลนี  

กลมนูน ขอบเรียบ มนัวาว สีแดงอมส้ม ไอโซเลต PSU-KSAAHRC MS7 มีลกัษณะโคโลนีกลมนูน 

ขอบเรียบ มนัวาว สีเหลือง และไอโซเลต PSU-KSAAHRC MS8 มีลกัษณะโคโลนีกลมนูน ขอบ

เรียบ มนัวาว สีแดงอ่อน (ภาพท่ี 3)   

 

 

 

 

 

ภาพที ่3 แสดงลกัษณะโคโลนีของเช้ือแบคทีเรียแต่ละไอโซเลตท่ีแยกไดจ้ากฟองน ้าทะเล และ

เพาะเล้ียงบนอาหาร Marine agar (a) PSU-KSAAHRC MS1 (b) PSU- KSAAHRC MS2 

(c) PSU-KSAAHRC MS3 (d) PSU-KSAAHRC MS4 (e) PSU-KSAAHRC MS5 (f) 

PSU-KSAAHRC MS6 (g) PSU-KSAAHRCMS7 (h) PSU-KSAAHRCMS8  

 

a b 
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ภาพที ่3 (ต่อ) แสดงลกัษณะโคโลนีของเช้ือแบคทีเรียแต่ละไอโซเลตท่ีแยกไดจ้ากฟองน ้าทะเล และ

เพาะเล้ียงบนอาหาร Marine agar (a) PSU-KSAAHRC MS1 (b) PSU- KSAAHRC MS2 

(c) PSU-KSAAHRC MS3 (d) PSU-KSAAHRC MS4 (e) PSU-KSAAHRC MS5 (f) 

PSU-KSAAHRC MS6 (g) PSU-KSAAHRCMS7 (h) PSU-KSAAHRCMS8  

 

c d 

e f 

g h 
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ตารางที ่4 แสดงเวลาและสถานท่ีเก็บตวัอยา่ง สีของแบคทีเรีย และปริมาณสารสีท่ีผลิตโดยแบคทีเรียแต่ละไอโซเลตท่ีแยกไดจ้ากฟองน ้าทะเล  

ค่าเฉล่ียในสดมภท่ี์มีตวัอกัษรต่างกนั มีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p<0.05) 

No. Date Origin Marine sponge Bacterial isolate Color 
Pigment content 

(µg/g) 

1 ต.ค. 2558 ตะกัว่ป่า, พงังา Callyspongia sp. PSU-KSAAHRC MS1 ชมพอู่อน  149.52 ± 50.60bcd 

2 ธ.ค. 2558 ละงู, สตูล Haliclona sp. PSU-KSAAHRC MS2 แดงเขม้ 3,140.23 ± 464.80a 

3 ม.ก. 2559 ตะกัว่ทุ่ง, พงังา Dysidea sp. PSU-KSAAHRC MS3           แดง 527.12 ± 126.00b 

4 ธ.ค. 2559 ตะกัว่ทุ่ง, พงังา Stylissa carteri PSU-KSAAHRC MS4       แดง 372.73 ± 94.37bcd 

   Stylissa carteri PSU-KSAAHRC MS5         แดงอมส้ม    425.97 ± 92.38bc 

   Stylissa carteri PSU-KSAAHRC MS6        แดงอมสม้     44.55 ± 4.79cd 

   Stylissa carteri PSU-KSAAHRC MS7        เหลือง      0.00±0.00d 

   Callyspongia diffusa PSU-KSAAHRC MS8       แดงอ่อน    31.09 ± 3.19cd 
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3.2 การคัดเลอืกแบคทเีรียชนิดทีส่ามารถผลติสารสีปริมาณสูงทีสุ่ด 

 การวิเคราะห์ปริมาณสารสีของแบคทีเรียแต่ละไอโซเลตด้วยวิธีสเปคโตรโฟโตเมทริค    

อนาไลซิส พบวา่แบคทีเรียทั้ง 8 ไอโซเลตท่ีแยกไดจ้ากฟองน ้ าทะเลสามารถผลิตสารสีไดใ้นช่วง 0-

3,140.23  ไมโครกรัมต่อกรัม โดยพบวา่แบคทีเรียไอโซเลต PSU-KSAAHRC MS7 ไม่ผลิตสารสี 

ส่วนแบคทีเรียไอโซเลต PSU-KSAAHRC MS2 สามารถผลิตสารสีไดสู้งสุดคือ 3,140.23± 464.80  

ไมโครกรัมต่อกรัม (ตารางท่ี 4) เม่ือน าสารสีท่ีสกดัไดจ้ากแบคทีเรียไปทดสอบดว้ยเทคนิคทิน        

เลเยอร์โครมาโทกราฟี พบว่าสารสีท่ีสกดัจากแบคทีเรียไอโซเลต PSU-KSAAHRC MS2 แยก

ออกเป็น 3 แถบบนแผน่ TLC โดยแถบท่ี 1 เป็นสารท่ีมีสีชมพู แถบท่ี 2 เป็นสารท่ีมีสีแดงอมส้ม 

และแถบท่ี 3 เป็นสารท่ีมีสีชมพูอ่อน เม่ือน าสารสีท่ีแยกไดจ้ากแผน่ TLC ทั้ง 3 แถบ ไปวดัค่าการ

ดูดกลืนแสงในช่วงความยาวคล่ืน 400-600 นาโนเมตร พบว่าสารสีแถบท่ี 1 มีค่าการดูดกลืนแสง

สูงสุดท่ีความยาวคล่ืน 537 นาโนเมตร สารสีแถบท่ี 2 มีค่าการดูดกลืนแสงสูงสุดท่ีความยาวคล่ืน 

535 นาโนเมตร และสารสีแถบท่ี 3 มีค่าการดูดกลืนแสงสูงสุดท่ีความยาวคล่ืน 539 นาโนเมตร และ

การวิเคราะห์หามวลโมเลกุลของสารสีทั้ง 3 แถบท่ีแยกไดจ้ากแผน่ TLC ดว้ยเทคนิคแมส สเปก-      

โตรเมทรี  พบวา่สารสีทั้งสามแถบมีน ้าหนกัโมเลกุล 324.20, 324.20 และ 322.19 ดาลตนั ตามล าดบั 

(ภาพท่ี 4)  การวิเคราะห์ขอ้มูลเบ้ืองตน้พบวา่รูปแบบของการดูดกลืนแสงและน ้ าหนกัโมเลกุลของ

สารสีทั้ง 3 แถบมีลกัษณะใกลเ้คียงกบัสารสีโพรดิจิโอซิน 

เน่ืองจากแบคทีเรียไอโซเลต PSU-KSAAHRC MS2 สามารถผลิตสารสีไดสู้งสุดจึงเลือก

แบคทีเรียไอโซเลตดงักล่าวส าหรับใชใ้นการศึกษาต่อไป   
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ภาพที ่4 แสดงลกัษณะการดูดกลืนแสงในช่วงความยาวคล่ืน 400-600 นาโนเมตร และผลการ
วเิคราะห์แมส สเปกโตรเมทรีของสารสีทั้ง 3 แถบจากแผน่ TLC  (a) รูปแบบของการ
ดูดกลืนแสงและผลแมส สเปกโตรเมทรีของสารสีแถบท่ี 1 (b) รูปแบบของการดูดกลืน
แสงและผลแมส สเปกโตรเมทรีของสารสีแถบท่ี 2 (c) รูปแบบของการดูดกลืนแสงและ
ผลแมส สเปกโตรเมทรีของสารสีแถบท่ี 3 
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3.3 การจ าแนกชนิดของแบคทเีรีย 

 การทดสอบคุณสมบติัทางกายภาพและชีวเคมีของแบคทีเรีย PSU- KSAAHRC MS2 พบวา่
เป็นแบคทีเรียแกรมลบ รูปแท่ง (ภาพท่ี 5) สามารถผลิตเอนไซมอ์อกซิเดส คาตาเลส เจริญเติบโตได้
ในอาหารเล้ียงเช้ือ Marine agar มีโคโลนีสีแดงเขม้ สามารถผลิตสารสีโพรดิจิโอซิน และการจ าแนก
ชนิดของแบคทีเรียดว้ยการเปรียบเทียบล าดบัเบสของยีน 16s rDNA โดยอาศยัเทคนิค Phylogenetic 
analysis พบวา่ล าดบัเบสของยีน 16s rDNA ของแบคทีเรีย PSU- KSAAHRC MS2 มีความใกลเ้คียง
กบัแบคทีเรีย Zooshikella ganghwensis (GenBank accession number AY130995.2, AY130994.2 
และ NR025668.1)  คิดเป็น 99 เปอร์เซ็นต ์(ภาพท่ี 6) 

 

 

 

  ภาพที่ 5 แสดงลกัษณะแกรมลบ  รูปแท่ง  ของแบคทีเรีย Z. ganghwensis PSU- KSAAHRC MS2

ภาพที่ 6  Phylogenetic tree ของแบคทีเรีย Z. ganghwensis PSU-KSAAHRC MS2 ท่ีท าการ                             

                เปรียบเทียบล าดบัเบสของยีน 16s rDNA กบัแบคทีเรีย Z. ganghwensis จากฐานขอ้มูลใน     

                GenBank ดว้ยวธีิ Neighbour Joining 
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3.4 การศึกษาปัจจัยทางกายภาพทีเ่หมาะสมต่อการผลติสารสีของแบคทเีรีย 

  การศึกษาผลของอุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อการผลิตสารสีโพรดิจิโอซินของแบคทีเรียใน

อาหาร Marine broth ท่ีอุณหภูมิ 20, 25, 30 และ 35 องศาเซลเซียส ค่าความเป็นกรด-ด่าง 7.6 ± 0.2 

พบวา่แบคทีเรีย Z. ganghwensis PSU-KSAAHRC MS2 สามารถผลิตสารสีโพรดิจิโอซินไดดี้ท่ีสุด

ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส โดยสามารถผลิตสารสีได ้3,315.64 ± 373.43  ไมโครกรัมต่อกรัม 

(ภาพท่ี 7) และเม่ือน ามาศึกษาผลของค่าความเป็นกรด-ด่างต่อการผลิตสารสีโพรดิจิโอซินท่ี

อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ค่าความเป็นกรด-ด่าง 5, 6, 7, 8 และ 9 พบวา่แบคทีเรียชนิดน้ีไม่สามารถ

เจริญเติบโตท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง 5 แต่แบคทีเรียชนิดน้ีผลิตสารสีโพรดิจิโอซินไดสู้งท่ีสุดท่ีค่า

ความเป็นกรด-ด่าง 8 โดยสามารถผลิตสารสีได ้5,413.53 ± 285.77 ไมโครกรัมต่อกรัม (ภาพท่ี 8) 

ดงันั้นในงานวจิยัช้ินน้ีจึงใชอุ้ณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส และค่าความเป็นกรด-ด่าง 8 ในการเล้ียงเช้ือ

แบคทีเรียเพื่อเก็บเก่ียวเซลลท่ี์ไดใ้ชส้ าหรับการทดลองต่อไป 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที ่7  แสดงผลของอุณหภูมิต่อการผลิตสารสีโพรดิจิโอซินของแบคทีเรีย Z. ganghwensis PSU-

KSAAHRC MS2 
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ภาพที่  8 แสดงผลของความเป็นกรด-ด่างต่อการผลิตสารสีโพรดิจิโอซินของแบคทีเรีย                            
Z. ganghwensis PSU-KSAAHRC  MS2 

3.5 การศึกษาผลของแบคทีเรียที่สามารถผลิตสารสีต่อการเจริญเติบโต ระบบภูมิคุ้มกัน และความ

ต้านทานโรคในกุ้งขาว 

 3.5.1 การเจริญเติบโตและความต้านทานเช้ือแบคทเีรีย 

  น ้ าหนักท่ีเพิ่มข้ึน ปริมาณอาหารท่ีกุ้งกิน อตัราการเจริญเติบโต และอตัราการ
เจริญเติบโตจ าเพาะของกุง้ขาวท่ีติดเช้ือแบคทีเรีย V. parahaemolyticus หลงัไดรั้บอาหารทดลอง
สูตรต่างๆ เป็นระยะเวลา 4 สัปดาห์ แสดงไวใ้นตารางท่ี 5 จากการทดลองพบว่า น ้ าหนกัท่ีเพิ่มข้ึน 
อตัราการเจริญเติบโต และอตัราการเจริญเติบโตจ าเพาะ ของกุง้ในชุดการทดลองท่ี 2 ท่ีไดรั้บอาหาร
ผสมเซลลแ์บคทีเรีย 1 กรัมต่อกิโลกรัมอาหาร มีแนวโนม้เพิ่มสูงข้ึนจากชุดการทดลองอ่ืนๆ แต่ไม่มี
ความแตกต่างทางสถิติ (p>0.05) การศึกษาอัตรารอดของกุ้งขาวท่ีติดเช้ือแบคทีเรีย V. 
parahaemolyticus หลงัได้รับอาหารทดลองในสูตรต่างๆ พบว่ากุ้งท่ีได้รับอาหารผสมเซลล์
แบคทีเรีย 1 กรัมต่อกิโลกรัมอาหาร มีความสามารถในการต้านทานเช้ือแบคทีเรีย  V. 
parahaemolyticus ไดดี้กวา่กุง้ท่ีไดรั้บอาหารผสมเซลล์แบคทีเรีย 3 และ 5 กรัมต่อกิโลกรัมอาหาร 
และกุง้ท่ีไดรั้บอาหารในชุดควบคุม โดยกุง้ขาวในชุดการทดลองท่ี 2 ท่ีไดรั้บอาหารผสมเซลล์
แบคทีเรีย 1 กรัมต่อกิโลกรัมอาหาร มีอตัรารอดสูงท่ีสุดคือ 61.67±24.66 เปอร์เซ็นต ์แต่ไม่มีความ
แตกต่างทางสถิติ (p>0.05) รองลงมาคือกุง้ในชุดการทดลองท่ี 3 ท่ีไดรั้บอาหารผสมเซลล์แบคทีเรีย 
3 กรัมต่อกิโลกรัมอาหาร มีอตัรารอด 58.33±20.21 เปอร์เซ็นต ์ส่วนกุง้ในชุดการทดลองท่ี 4 ท่ีไดรั้บ
อาหารผสมเซลลแ์บคทีเรีย 5 กรัมต่อกิโลกรัมอาหาร และกุง้ในชุดควบคุมมีอตัรารอด 50.00±20.00 
และ 48.33±2.89 เปอร์เซ็นตต์ามล าดบั (ภาพท่ี 9) 
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ตารางที่ 5 แสดงประสิทธิภาพการใชอ้าหารและการเจริญเติบโตของกุง้ขาวท่ีไดรั้บอาหารทดลอง    

ทั้ง 4 สูตรเป็นระยะเวลา 4 สัปดาห์ 

Parameter Treatment 
T1 

(Control) 
T2 

(1g/kg) 
T3 

(3g/kg) 
T4 

(5g/kg) 
Initial weight (g) 13.61±0.05a 13.49±0.02a 13.60±0.09a 13.55±0.04a 

Final weight (g) 14.40±0.00a 14.60±1.54a 14.31±0.64a 14.15±0.19a 

Weight gain (%) 5.78±0.38a 8.24±11.26a 5.29±5.46a 4.50±1.73a 

Specific growth rate (%/day) 0.20±0.01a 0.27±0.37a 0.18±0.19a 0.16±0.06a 

Average daily gain (g/shrimp/day) 0.03±0.00a 0.04±0.05a 0.03±0.03a 0.02±0.01a 

Feed intake (g/shrimp) 7.12±0.94a 7.09±0.36a 6.74±1.18a 6.53±0.79a 

ค่าเฉล่ียในแถวท่ีมีตวัอกัษรเหมือนกนั ไม่มีความแตกต่างทางสถิติ (p>0.05) 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 9 แสดงอตัรารอดของกุง้ขาวท่ีติดเช้ือแบคทีเรีย V. parahaemolyticus หลงัไดรั้บอาหาร

ทดลองสูตรต่างๆ เป็นระยะเวลา 4 สัปดาห์ 
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3.5.2 การเปลีย่นแปลงสีของตัวกุ้ง 

  การเปล่ียนแปลงสีตวัของกุง้ขาวท่ีติดเช้ือแบคทีเรีย V. parahaemolyticus ท่ีไดรั้บ

อาหารทดลองในสูตรต่างๆ เป็นระยะเวลา 4 สัปดาห์หลงัตม้ดว้ยน ้ าเดือด (ภาพท่ี 10) เม่ือน ามาวดัสี

ดว้ยเคร่ืองคลัเลอร์มิเตอร์พบวา่ ค่าความสวา่ง ค่าความแดง และค่าความเหลืองบริเวณหวัของกุง้ใน

ทุกชุดการทดลองไม่มีความแตกต่างทางสถิติ ยกเวน้ค่าความสว่างบริเวณล าตวัของกุง้ในชุดการ

ทดลองท่ี 4 ท่ีได้รับอาหารผสมเซลล์แบคทีเรีย 5 กรัมต่อกิโลกรัมอาหาร มีค่าความสว่าง 

61.66±1.56 ต ่ากวา่ชุดการทดลองท่ี 2 ท่ีไดรั้บอาหารผสมเซลล์แบคทีเรีย 1 กรัมต่อกิโลกรัมอาหาร 

(65.04±1.38) และชุดควบคุม (64.45±2.30) อยา่งมีนยัส าคญั แต่ไม่แตกต่างจากกุง้ในชุดการทดลอง

ท่ี 3 ท่ีไดรั้บอาหารผสมเซลล์แบคทีเรีย 3 กรัมต่อกิโลกรัมอาหาร (63.25±2.12) ส่วนค่าความแดง 

และค่าความเหลืองบริเวณล าตวัของกุง้ในทุกชุดการทดลองไม่มีความแตกต่างทางสถิติ (ตารางท่ี 6) 

ตารางที่ 6 แสดงค่าสีตวัของกุง้ขาวท่ีติดเช้ือแบคทีเรีย V. parahaemolyticus หลงัไดรั้บอาหาร    

  ทดลองสูตรต่างๆ เป็นระยะเวลา 4 สัปดาห์ 

Parameter Treatment 
T1 

(Control) 
T2 

(1g/kg) 
T3 

(3g/kg) 
T4 

(5g/kg) 

Carapace     

    Lightness (L*) 58.93±4.10a 60.45±4.55a 60.41±3.95a 58.06±3.39a 

    Redness (a*) 17.26±4.82a 15.74±2.63a 18.38±4.50a 16.16±2.66a 

    Yellowness (b*) 27.32±6.69a 27.97±2.63a 29.39±4.50a 27.66±2.66a 

Abdomen     

    Lightness (L*) 
    Redness (a*) 
    Yellowness (b*) 

64.45±2.30a 

17.06±3.30a 

24.61±4.39a 

65.04±1.38a 

15.44±4.23a 

23.01±5.94a 

63.25±2.12ab 

15.74±3.46a 

22.30±5.81a 

61.66±1.56b 

14.98±3.41a 

24.19±3.76a 

ค่าเฉล่ียในแถวท่ีมีตวัอกัษรเหมือนกนั ไม่มีความแตกต่างทางสถิติ (p>0.05) 
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ภาพที ่10  แสดงสีของกุง้ขาวท่ีไดรั้บอาหารทดลองในสูตรต่างๆ เป็นระยะเวลา 4 สัปดาห์หลงัผา่น      

   การตม้นาน 3 นาที 

 

3.5.3 องค์ประกอบเลอืดของกุ้งขาว 

 การศึกษาองค์ประกอบเลือดของกุง้ขาวท่ีติดเช้ือแบคทีเรีย V. parahaemolyticus 

หลงัได้รับอาหารทดลองสูตรต่างๆ เป็นระยะเวลา 4 สัปดาห์ พบว่าปริมาณเอนไซม์ไลโซไซม ์

ปริมาณน ้ าตาลในเลือด และปริมาณโปรตีนในน ้ าเลือดของกุง้ทุกชุดการทดลองไม่มีความแตกต่าง

ทางสถิติ (p>0.05)โดยมีปริมาณเอนไซม์ไลโซไซม์อยู่ในช่วง 1.84±0.52 ถึง 2.48±0.72 ยูนิตต่อ

มิลลิลิตร (ภาพท่ี 11) ปริมาณน ้ าตาลในเลือดอยู่ในช่วง 10.17±1.60 ถึง 12.75±2.75 มิลลิกรัม

เปอร์เซ็นต์ (ภาพท่ี 12) และปริมาณโปรตีนในน ้ าเลือดอยู่ในช่วง 125.83±13.8 ถึง 137.92±10.2 

มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร (ภาพท่ี 13)  แต่ปริมาณเม็ดเลือดรวมของกุง้ในชุดการทดลองท่ี 2 ท่ีไดรั้บ

อาหารผสมเซลล์แบคทีเรีย 1 กรัมต่อกิโลกรัมอาหารมีค่าสูงท่ีสุดคือ 3.73±0.70x107 เซลล์ต่อ

มิลลิลิตร แตกต่างจากกุง้ในชุดการทดลองท่ี 4 ท่ีไดรั้บอาหารผสมเซลลแ์บคทีเรีย 5 กรัมต่อกิโลกรัม

อาหารและชุดควบคุมอยา่งมีนยัส าคญั (p<0.05)  แต่ไม่แตกต่างจากกุง้ในชุดการทดลองท่ี 3 ท่ีไดรั้บ

อาหารผสมเซลลแ์บคทีเรีย 3 กรัมต่อกิโลกรัมอาหาร (ภาพท่ี 14)   
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การศึกษากิจกรรมของเอนไซม์ฟีนอลออกซิเดสของกุ้งขาวท่ีติดเช้ือแบคทีเรีย                  

V. parahaemolyticus ท่ีไดรั้บอาหารทดลองในสูตรต่างๆ เป็นระยะเวลา 4 สัปดาห์ พบวา่กุง้ในชุด

การทดลองท่ี 2 ท่ีไดรั้บอาหารผสมเซลลแ์บคทีเรีย 1 กรัมต่อกิโลกรัมอาหาร มีกิจกรรมของเอนไซม ์         

ฟีนอลออกซิเดสสูงท่ีสุดคือ 19.57±1.23 ยนิูตต่อนาทีต่อมิลลิกรัมโปรตีน   แตกต่างจากกุง้ในชุดการ

ทดลองอ่ืนๆ อยา่งมีนยัส าคญั (p<0.05) (ภาพท่ี 15) เช่นเดียวกบักิจกรรมการจบักินส่ิงแปลกปลอม 

(phagocytosis) และค่าดชันีการจบักินส่ิงแปลกปลอม (phagocytic index) ของกุง้ในชุดการทดลอง

ท่ี 2 ท่ีมีค่าเท่ากบั 54.33±0.76 เปอร์เซ็นต ์และ 42.82±0.66 สูงกวา่กุง้ในชุดการทดลองอ่ืนๆ อยา่งมี

นยัส าคญั (p<0.05) (ภาพท่ี 16-17) แต่ค่าเฉล่ียของเม็ดพลาสติกท่ีถูกจบักินต่อเซลล์เม็ดเลือดกุง้ 

(average number of the bead ingested per cell) ในชุดการทดลองท่ี 4 มีค่าต ่าท่ีสุด 1.28±0.06 

แตกต่างจากชุดการทดลองท่ี 2 และชุดควบคุมอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ แต่ไม่มีความแตกต่างทาง

สถิติกบัชุดการทดลองท่ี 3 (p>0.05) (ภาพท่ี 18) 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที ่11  แสดงปริมาณเอนไซมไ์ลโซไซมข์องกุง้ขาวท่ีติดเช้ือแบคทีเรีย V. parahaemolyticus หลงั

ไดรั้บอาหารทดลองสูตรต่างๆ เป็นระยะเวลา 4 สัปดาห์ 
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ภาพที่ 12  แสดงปริมาณน ้ าตาลในเลือดของกุง้ขาวท่ีติดเช้ือแบคทีเรีย V. parahaemolyticus หลงั

ไดรั้บอาหารทดลองสูตรต่างๆ เป็นระยะเวลา 4 สัปดาห์ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที ่13  แสดงปริมาณโปรตีนในน ้าเลือดของกุง้ขาวท่ีติดเช้ือแบคทีเรีย V. parahaemolyticus หลงั

ไดรั้บอาหารทดลองสูตรต่างๆ เป็นระยะเวลา 4 สัปดาห์ 
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ภาพที ่14  แสดงปริมาณเมด็เลือดรวมของกุง้ขาวท่ีติดเช้ือแบคทีเรีย V. parahaemolyticus หลงัไดรั้บ

อาหารทดลองสูตรต่างๆ เป็นระยะเวลา 4 สัปดาห์ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 ภาพที่  15 แสดงกิจกรรมของเอนไซม์ฟีนอลออกซิเดสในกุ้งขาวท่ีติดเ ช้ือแบคทีเรีย                                   

V. parahaemolyticus หลงัไดรั้บอาหารทดลองสูตรต่างๆ เป็นระยะเวลา 4 สัปดาห์ 

 

14.68±2.22 b 

19.57±1.23 a 

16.21±2.69 b 
14.86±3.26 b 

0

5

10

15

20

25

T1 (Control) T2 (1g/kg) T3 (3g/kg) T4 (5g/kg)

  
 P

h
en

o
lo

x
id

a
se

 a
ct

iv
it

y
 

(u
n

it
/m

in
/m

g
 p

ro
te

in
) 

2.81± 0.72 b 

3.73±0.70 a  

3.25±0.91 ab 

2.92±0.85 b 

0

1

2

3

4

5

T1 (Control) T2 (1g/kg) T3 (3g/kg) T4 (5g/kg)

T
o

ta
l 

h
em

o
cy

te
 c

o
u

n
t 

(x
1

0
7
 c

el
l/

m
l)

 



47 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที ่16  แสดง กิจกรรมการจับ กิน ส่ิ งแปลกปลอมของกุ้ ง ข า ว ท่ี ติด เ ช้ื อแบคที เ รี ย                                   

V. parahaemolyticus หลงัไดรั้บอาหารทดลองสูตรต่างๆ เป็นระยะเวลา 4 สัปดาห์ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที ่17    แสดงดชันีการจบักินส่ิงแปลกปลอมของกุง้ขาวท่ีติดเช้ือแบคทีเรีย V. parahaemolyticus 

หลงัไดรั้บอาหารทดลองสูตรต่างๆ เป็นระยะเวลา 4 สัปดาห์ 
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ภาพที่ 18    แสดงค่าเฉล่ียของเม็ดพลาสติกท่ีถูกจบักินต่อเซลล์เม็ดเลือดกุง้ขาวท่ีติดเช้ือแบคทีเรีย                  

V. parahaemolyticus หลงัไดรั้บอาหารทดลองสูตรต่างๆ เป็นระยะเวลา 4 สัปดาห์ 

 

3.5.4 การศึกษากจิกรรมของเอนไซม์ 

 การวเิคราะห์กิจกรรมของเอนไซมใ์นตบัและตบัอ่อนของกุง้ขาวท่ีติดเช้ือแบคทีเรีย 
V. parahaemolyticus หลงัไดรั้บอาหารทดลองสูตรต่างๆ เป็นระยะเวลา 4 สัปดาห์ พบวา่กิจกรรม
ของเอนไซมย์อ่ยอาหาร ไดแ้ก่เอนไซมอ์ะไมเลส ทริปซิน ไคโมทริปซิน และไลเปส ของกุง้ขาวใน
แต่ละชุดการทดลองไม่มีความแตกต่างทางสถิติ (p>0.05) โดยกิจกรรมของเอนไซมอ์ะไมเลสมีค่า
อยูใ่นช่วง 143.5±14.8 ถึง 165.1±12.3 ยนิูตต่อมิลลิกรัมโปรตีน (ภาพท่ี 19) กิจกรรมของเอนไซมท์ริ
ปซินมีค่าอยูใ่นช่วง 23.22±1.87 ถึง 28.54±2.86 ยนิูตต่อมิลลิกรัมโปรตีน(ภาพท่ี 20)  กิจกรรมของ
เอนไซมไ์คโมทริปซินมีค่าอยูใ่นช่วง 8.23±1.30 ถึง 9.54±1.02 ยนิูตต่อมิลลิกรัมโปรตีน (ภาพท่ี 21) 
และกิจกรรมของเอนไซมไ์ลเปสมีค่าอยูใ่นช่วง 0.081±0.02 ถึง 0.086±0.03 ยนิูตต่อมิลลิกรัมโปรตีน (ภาพท่ี 22) 

 การวเิคราะห์กิจกรรมของเอนไซมต์า้นอนุมูลอิสระไดแ้ก่ กิจกรรมของเอนไซมค์า
ตาเลส กิจกรรมของเอนไซมก์ลูตาไธโอนเปอร์ออกซิเดส และการวิเคราะห์ปริมาณมาลอนไดอลัดี
ไฮด์ของกุง้ขาวท่ีติดเช้ือแบคทีเรีย V. parahaemolyticus หลงัไดรั้บอาหารทดลองสูตรต่างๆเป็น
ระยะเวลา 4 สัปดาห์ พบว่ากิจกรรมของเอนไซม์คาตาเลสของกุ้งในชุดการทดลองท่ี 2 ท่ีไดรั้บ
อาหารผสมเซลล์แบคทีเรีย 1 กรัมต่อกิโลกรัมอาหาร มีค่าสูงท่ีสุดคือ 73.40±24.6 ยนิูตต่อมิลลิกรัม
โปรตีน แตกต่างจากกุง้ในชุดการทดลองอ่ืนๆ อย่างมีนยัส าคญั (p<0.05) (ภาพท่ี 23) แต่กิจกรรม
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ของเอนไซมก์ลูตาไธโอนเปอร์ออกซิเดส และการวเิคราะห์ปริมาณมาลอนไดอลัดีไฮด์ของกุง้ในแต่
ละชุดการทดลองไม่มีความแตกต่างทางสถิติ (p>0.05) โดยมีค่ากิจกรรมของเอนไซม์กลูตาไธโอน
เปอร์ออกซิเดส อยู่ในช่วง 2,160.09±165.54 ถึง 2,406.04±191.54 ยูนิตต่อมิลลิกรัมโปรตีนและ
ปริมาณมาลอนไดอลัดีไฮด์อยูใ่นช่วง 36.96±2.44 ถึง 52.10±17.87 ไมโครโมลต่อกรัมตวัอยา่ง (ภาพ
ท่ี 24-25) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที ่19  แสดงกิจกรรมเอนไซมอ์ะไมเลสของกุง้ขาวท่ีติดเช้ือแบคทีเรีย V. parahaemolyticus หลงั

ไดรั้บอาหารทดลองสูตรต่างๆ เป็นระยะเวลา 4 สัปดาห์ 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 20  แสดงกิจกรรมเอนไซมท์ริปซินของกุง้ขาวท่ีติดเช้ือแบคทีเรีย V. parahaemolyticus หลงั

ไดรั้บอาหารทดลองสูตรต่างๆ เป็นระยะเวลา 4 สัปดาห์ 
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ภาพที ่21  แสดงกิจกรรมเอนไซมไ์คโมทริปซินของกุง้ขาวท่ีติดเช้ือแบคทีเรีย V. parahaemolyticus 

หลงัไดรั้บอาหารทดลองสูตรต่างๆ เป็นระยะเวลา 4 สัปดาห์ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 22    แสดงกิจกรรมเอนไซมไ์ลเปสของกุง้ขาวท่ีติดเช้ือแบคทีเรีย V. parahaemolyticus หลงั

ไดรั้บอาหารทดลองสูตรต่างๆ เป็นระยะเวลา 4 สัปดาห์ 
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ภาพที ่23    แสดงกิจกรรมของเอนไซมค์าตาเลสของกุง้ขาวท่ีติดเช้ือแบคทีเรีย V. parahaemolyticus 

หลงัไดรั้บอาหารทดลองสูตรต่างๆ เป็นระยะเวลา 4 สัปดาห์ 

 

  

  

 

 

 

 

 

   

 

ภาพที่ 24    แสดงกิจกรรมของเอนไซม์กลูตาไธโอนเปอร์ออกซิเดส (GPx) ของกุง้ขาวท่ีติดเช้ือ

แบคทีเรีย V. parahaemolyticus หลงัไดรั้บอาหารทดลองสูตรต่างๆ เป็นระยะเวลา 4 

สัปดาห์ 
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ภาพที่ 25   แสดงปริมาณมาลอนไดอลัดีไฮด์ของกุง้ขาวท่ีติดเช้ือแบคทีเรีย V. parahaemolyticus 

หลงัไดรั้บอาหารทดลองสูตรต่างๆ เป็นระยะเวลา 4 สัปดาห์ 

 

3.5.5 การศึกษาพยาธิสภาพของเนือ้เยือ่ตับและตับอ่อนของกุ้งขาว 

         การศึกษาการเปล่ียนแปลงทางพยาธิสภาพตบัและตบัอ่อนของกุ้งขาวท่ีติดเช้ือ

แบคทีเรีย V. parahaemolyticus หลงัไดรั้บอาหารทดลองสูตรต่างๆ เป็นระยะเวลา 4 สัปดาห์ พบวา่

เน้ือเยือ่ตบัและตบัอ่อนของกุง้ขาวในชุดการทดลองท่ี 1 ท่ีไดรั้บอาหารสูตรควบคุมมีการตายของท่อ

ตบั และเกิดการหลุดลอกของเยื่อบุผิวท่อตบั  ไม่พบ B-cell, F-cell และ R-cell (ภาพท่ี 26) ส่วน

เน้ือเยื่อตบัและตบัอ่อนของกุง้ขาวในชุดการทดลองท่ี 2 ท่ีไดรั้บอาหารผสมเซลล์แบคทีเรีย 1 กรัม

ต่อกิโลกรัมอาหาร พบเน้ือเยือ่ตบัและตบัอ่อนค่อนขา้งปกติ (ภาพท่ี 27) และเน้ือเยื่อตบัและตบัอ่อน
ของกุง้ขาวในชุดการทดลองท่ี 3 ท่ีไดรั้บอาหารผสมเซลล์แบคทีเรีย 3 กรัมต่อกิโลกรัมอาหาร พบ

การตายของท่อตบัและมีเม็ดเลือดแทรกตวัอยูร่อบๆท่อตบั (ภาพท่ี 28) เช่นเดียวกนักบักุง้ในชุดการ

ทดลองท่ี 4 ท่ีไดรั้บอาหารผสมเซลลแ์บคทีเรีย 5 กรัมต่อกิโลกรัมอาหาร พบการตายของท่อตบัและ

มีเมด็เลือดแทรกตวัอยูร่อบๆ ท่อตบัเป็นจ านวนมาก (ภาพท่ี 29) 
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ภาพที่ 26  แสดงเน้ือเยื่อตบัและตบัอ่อนของกุง้ขาวท่ีติดเช้ือแบคทีเรีย V. parahaemolyticus หลงั         

ไดรั้บอาหารสูตรควบคุม เป็นระยะเวลา 4 สัปดาห์ พบการตายของท่อตบั (ดอกจนั) และ

การหลุดลอกของเซลล์เยื่อบุท่อตบั ไม่พบ B-cell, F-cell และ R-cell (ศรช้ี) (H&E, bar = 

50 µm) 

 

   

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 27  แสดงเน้ือเยื่อตบัและตบัอ่อนของกุง้ขาวท่ีติดเช้ือแบคทีเรีย V. parahaemolyticus หลงั

ไดรั้บอาหารทดลองท่ีผสมเซลล์แบคทีเรีย 1 กรัมต่อกิโลกรัมอาหาร เป็นระยะเวลา 4 

สัปดาห์ พบเน้ือเยื่อตบัและตบัอ่อนค่อนขา้งปกติ ประกอบดว้ยท่อตบั (L), B-cell (B),     

F-cell (F) และ R-cell (R) (H&E, bar = 50 µm) 



54 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 28  แสดงเน้ือเยื่อตบัและตบัอ่อนของกุง้ขาวท่ีติดเช้ือแบคทีเรีย V. parahaemolyticus หลงั

ไดรั้บอาหารทดลองท่ีผสมเซลล์แบคทีเรีย 3 กรัมต่อกิโลกรัมอาหาร เป็นระยะเวลา 4 

สัปดาห์ พบการตายของท่อตบั (ดอกจนั) และมีเม็ดเลือดแทรกตวัอยูร่อบๆ ท่อตบั (ศรช้ี) 

(H&E, bar = 50 µm) 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 29  แสดงเน้ือเยื่อตบัและตบัอ่อนของกุง้ขาวท่ีติดเช้ือแบคทีเรีย V. parahaemolyticus หลงั

ไดรั้บอาหารทดลองท่ีผสมเซลล์แบคทีเรีย 5 กรัมต่อกิโลกรัมอาหาร เป็นระยะเวลา 4 

สัปดาห์ พบการตายของท่อตบั (ดอกจนั) และมีเม็ดเลือดแทรกตวัอยูร่อบๆท่อตบั (ศรช้ี) 

เป็นจ านวนมาก (H&E, bar = 50 µm) 
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บทที ่4 

วจิารณ์ผลการทดลอง 

 ฟองน ้ าทะเลเป็นสัตวใ์นกลุ่มเมทาซวัเก่าแก่ท่ีสุดท่ียงัหลงเหลืออยู ่(Maloof et al., 2010; 

Jackson et al., 2015) ฟองน ้ าทะเลมีลกัษณะการกินแบบกรองกิน โดยจะกรองกินอาหารจากน ้ า

ทะเลท่ีอยู่รอบๆและยงัเป็นท่ีอยู่อาศยัให้กบัส่ิงมีชีวิตหลายชนิดเช่น อาร์เคียแบคทีเรีย และไวรัส 

ด้วยเหตุผลน้ีท าให้สามารถพบแบคทีเรียได้หลากหลายชนิดภายในเน้ือเยื่อของฟองน ้ าทะเล 

(Jackson et al., 2015) ตวัอย่างแบคทีเรียท่ีสามารถพบไดใ้นฟองน ้ าทะเลเช่น Pasteurella sp., 

Pseudomonas sp. และ Acinetobacter sp. เป็นตน้ (Kefalus et al., 2003) แบคทีเรียท่ีอยูร่่วมกบั

ฟองน ้ าทะเลเป็นแหล่งผลิตสารสีท่ีส าคญัในธรรมชาติ (Thawornwiriyanun et al., 2009; Ibrahim et 

al., 2014) การศึกษาคร้ังน้ีสามารถเก็บตวัอยา่งฟองน ้าทะเลจากจงัหวดัสตูล และพงังา ได ้5 ชนิด ใน

เบ้ืองตน้สามารถแยกแบคทีเรียท่ีสามารถผลิตสารสีจากฟองน ้ าทะเลได้จ  านวน 18 ไอโซเลต แต่

พบวา่แบคทีเรียหลายไอโซเลตตายหลงัการต่อเช้ือบนอาหารใหม่ (subculture) จึงเหลือแบคทีเรีย

ทั้งหมด 8 ไอโซเลต ทั้งน้ีอาจเน่ืองจากในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีใช้ขาดสารอาหารท่ีส าคญัต่อการ

เจริญเติบโตของแบคทีเรียบางชนิด ท าใหแ้บคทีเรียตายหลงัการต่อเช้ือบนอาหารใหม่ อยา่งไรก็ตาม

พบวา่แบคทีเรียทั้ง 8    ไอโซเลตท่ีแยกไดจ้ากฟองน ้ าทะเลสามารถผลิตสารสีส้ม เหลือง และแดง 

สอดคลอ้งกบัรายงานของ Thawornwiriyanun และคณะ (2009) พบว่าแบคทีเรียจ านวน 24 ไอโซ

เลตท่ีแยกไดจ้ากฟองน ้ าทะเล สามารถผลิตสารสีส้ม น ้ าตาล เหลือง และแดง เช่นเดียวกบัธีรศกัด์ิ 

(2551) ท่ีท าการแยกและคดัเลือกแบคทีเรียท่ีสามารถผลิตสารสีจากส่ิงมีชีวิตชนิดต่างๆในทะเล เช่น 

สาหร่าย หญา้ทะเล ปะการัง และฟองน ้าทะเล พบวา่แบคทีเรียท่ีผลิตสารสีแดง เหลือง และส้ม ส่วน

ใหญ่สามารถแยกไดจ้ากฟองน ้าทะเล  

 การศึกษาคร้ังน้ีพบวา่แบคทีเรียไอโซเลต PSU-KSAAHRC MS2 ท่ีแยกไดจ้ากฟองน ้ าทะเล 

Haliclona sp. สามารถผลิตสารสีไดสู้งสุดคือ 3,140.23 ไมโครกรัมต่อกรัม ฟองน ้ าทะเล Haliclona 

sp. เป็นฟองน ้ าท่ีจดัอยู่ในครอบครัว Chalinidae ซ่ึงสามารถผลิตสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพไดห้ลาย

ชนิดเช่น ฮาลิโคลนิน-เอ (haliclonin-A) จดัเป็นยาปฏิชีวนะกลุ่มแมคโครไซคลิก (macrocyclic) ท่ีมี

ฤทธ์ิในการยบัย ั้งแบคทีเรียไดห้ลายชนิด (Jang et al., 2009) และฮาลิคลาสเตอรอล ดี (halicrasterols 

D) เป็นสารประกอบท่ีมีฤทธ์ิในการยบัย ั้งแบคทีเรียแกรมบวก (Cheng et al., 2013) นอกจากน้ียงัมี
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รายงานถึงความสามารถในการยบัย ั้งเช้ือราของสารสกดัจากฟองน ้ าทะเล Haliclona sp. อีกดว้ย 

(Nazemi et al., 2014) แมว้า่ฟองน ้ าทะเลเป็นแหล่งท่ีส าคญัของสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพ แต่การน า

ฟองน ้ าทะเลมาใชป้ระโยชน์ในปริมาณมากๆ นั้นท าไดย้าก อีกทั้งการเพาะเล้ียงฟองน ้ าทะเลก็เป็น

เร่ืองยากเช่นเดียวกนั ดงันั้นการศึกษาคน้ควา้สารออกฤทธ์ิทางชีวภาพท่ีผลิตจากแบคทีเรียท่ีอาศยัอยู่

ร่วมกบัฟองน ้ าทะเลจึงเป็นทางเลือกใหม่ท่ีน่าสนใจเน่ืองจากแบคทีเรียมีการเจริญเติบโตอย่าง

รวดเร็ว และเพาะเล้ียงไดง่้ายกวา่ฟองน ้าทะเล (Silberhorn et al., 2008; Leal et al., 2014) 

 การศึกษาเก่ียวกบัแบคทีเรียท่ีอาศยัอยูร่่วมกบัฟองน ้ าทะเลท่ีสามารถผลิตสารออกฤทธ์ิทาง

ชีวภาพเป็นประเ ด็นท่ี น่าสนใจ Asagabaldan และคณะ (2016) รายงานว่าแบคที เ รีย 

Chromohalobacter salixigens ท่ีแยกไดจ้ากฟองน ้ าทะเล Haliclona sp. มีคุณสมบติัในการผลิตสาร

ตา้นจุลชีพท่ีมีฤทธ์ิในการยบัย ั้งแบคทีเรียท่ีด้ือต่อยาปฏิชีวนะได ้การศึกษาคุณสมบติัและการจ าแนก

ชนิดของสารสีแดงท่ีผลิตจากแบคทีเรียไอโซเลต PSU-KSAAHRC MS2 ท่ีแยกไดจ้ากฟองน ้ าทะเล

ในการศึกษาคร้ังน้ีพบว่าสารสีแดงท่ีแบคทีเรียชนิดน้ีผลิตเป็นสารโพรดิจิโอซิน ซ่ึงมีรูปแบบการ

ดูดกลืนแสงท่ีใกลเ้คียงกบัสารสีโพรดิจิโอซิน ตามรายงานของ Araújo และคณะ (2010) ท่ีพบว่า

สารสีโพรดิจิโอซินท่ีผลิตจากแบคทีเรีย S. marcescens UCP 1549 มีค่าการดูดกลืนแสงสูงสุดท่ี

ความยาวคล่ืน 536 นาโนเมตร เช่นเดียวกบั Allen (1967) ท่ีรายงานวา่สารโพรดิจิโอซินท่ีผลิตจาก

แบคทีเรีย S. marcescens มีค่าการดูดกลืนแสงสูงสุดในช่วงความยาวคล่ืน 535-540 นาโนเมตร 

นอกจากน้ีการวิเคราะห์น ้ าหนักโมเลกุลของสารสีท่ีผลิตจากแบคทีเรียชนิดน้ีให้ผลการทดลอง

ใกล้เคียงกบัน ้ าหนักโมเลกุลของโพรดิจิโอซินท่ีผลิตจากแบคทีเรีย Serratia sp. ซ่ึงมีน ้ าหนัก

โมเลกุล 324 ดาลตนั (Jimtha et al., 2017) โพรดิจิโอซินเป็นสารสีแดงในธรรมชาติ จดัเป็นสารเม

แทบอไลททุ์ติยภูมิกลุ่มอลัคาลอยด ์โครงสร้างทางเคมีมีลกัษณะเป็นวงแหวนไพโรล (pyrrole) สาม

วงต่อกนั มีน ้าหนกัโมเลกุล 324 ดาลตนั (Araújo et al., 2010)  

 การจ าแนกชนิดของแบคทีเรียโดยอาศยัเทคนิค Phylogenetic analysis พบวา่ล าดบัเบสของ

ยีน 16s rDNA ของแบคทีเรียไอโซเลต PSU- KSAAHRC MS2 มีความใกลเ้คียงกบัล าดบัเบสของ

ยีน 16s rDNA ของแบคทีเรีย Z. ganghwensis ในฐานขอ้มูล GenBank ถึง 99 เปอร์เซ็นต์ การ

ทดสอบคุณสมบติัทางสัณฐานวทิยา กายภาพ และชีวเคมี พบวา่แบคทีเรียชนิดน้ีเป็นแบคทีเรียแกรม

ลบ รูปแท่ง สามารถผลิตเอนไซมอ์อกซิเดส คาตาเลส เจริญเติบโตไดใ้นอาหารเล้ียงเช้ือ marine agar 
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มีโคโลนีสีแดงเขม้ และสามารถผลิตสารสีแดงคือโพรดิจิโอซิน สอดคลอ้งกบั Yi และคณะ (2003) 

ไดร้ายงานเก่ียวกบัแบคทีเรีย Z. ganghwensis ท่ีแยกไดจ้ากตะกอนดินวา่เป็นแบคทีเรียแกรมลบ รูป

แท่ง ตอ้งการเกลือในการเจริญเติบโต 1-7 เปอร์เซ็นต์ สามารถผลิตเอนไซม์ออกซิเดส คาตาเลส 

เจริญเติบโตไดบ้นอาหาร yeast extract agar, medium B, YTSS agar และ marine agar ให้โคโลนีสี

เหลืองแดง หรือ สีแดง และสามารถผลิตสารสีแดงภายในเซลลท่ี์ไม่ละลายน ้าคือ โพรดิจิโอซิน ซ่ึงมี

รายงานการคน้พบแบคทีเรีย Z. ganghwensis เป็นคร้ังแรกท่ีประเทศเกาหลี (Yi et al., 2003) ต่อมามี

รายงานการคน้พบในประเทศมาเลเซีย (Jafarzade et al., 2013) และซาอุดิอาระเบีย (Rehman et al., 

2018) จากขอ้มูลท่ีผูว้ิจยัมี การศึกษาคร้ังน้ีอาจเป็นการแยกเช้ือแบคทีเรีย Z. ganghwensis จาก

ฟองน ้าทะเลไดเ้ป็นคร้ังแรกในประเทศไทย 

 การศึกษาปัจจัยทางกายภาพท่ีเหมาะสมต่อการผลิตสารสีโพรดิจิโอซินของแบคทีเรีย                      

Z. ganghwensis PSU- KSAAHRC MS2 พบวา่แบคทีเรียชนิดน้ีสามารถผลิตสารสีโพรดิจิโอซินได้

ดีท่ีสุดท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส สอดคลอ้งกบัรายงานของ Sundaramoorthy และคณะ (2009) ท่ี

พบวา่อุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อการผลิตสารโพรดิจิโอซินของแบคทีเรีย S. marcescens คืออุณหภูมิ 30 

องศาเซลเซียส และใกลเ้คียงกบัผลการศึกษาของ Shaikh (2016) ท่ีศึกษาการผลิตสารโพรดิจิโอซิน 

ของแบคทีเรีย S. marcescens ท่ีอุณหภูมิ -20, 0, 27, 37 และ 50 องศาเซลเซียส โดยพบวา่แบคทีเรีย

สามารถผลิตสารโพรดิจิโอซินไดดี้ท่ีสุดท่ีอุณหภูมิ 27 องศาเซลเซียส แต่เม่ืออุณหภูมิเพิ่มสูงข้ึนเป็น 

37 องศาเซลเซียสแบคทีเรียชนิดน้ีกลบัไม่สามารถผลิตสารโพรดิจิโอซินได ้ซ่ึง Giri และคณะ 

(2004) กล่าวว่าการผลิตโพรดิจิโอซินภายในเซลล์แบคทีเรีย S. marcescens จะถูกขดัขวางเม่ือ

อุณหภูมิในอาหารเล้ียงเช้ือสูงกวา่ 30 องศาเซลเซียส และ Shaikh (2016) ใหเ้หตุผลวา่การสังเคราะห์

โพรดิจิโอซินในขั้นตอนการรวมโมโนไพร์โรล (monopyrrole) เข้ากับไบไพร์โรล (bipyrrole) 

เพื่อใหเ้กิดเป็นโพรดิจิโอซินนั้นเป็นขั้นตอนท่ีไวต่ออุณหภูมิสูงจึงท าให้แบคทีเรีย S. marcescens ไม่

สามารถผลิตโพรดิจิโอซินได้ในสภาวะท่ีอุณหภูมิสูง เม่ือน าแบคทีเรีย Z. ganghwensis PSU- 

KSAAHRC MS2 มาศึกษาผลของค่าความเป็นกรด-ด่าง ต่อการผลิตสารโพรดิจิโอซิน พบว่า

แบคทีเรียชนิดน้ีไม่สามารถเจริญเติบโตไดท่ี้ค่าความเป็นกรด-ด่าง 5 แต่สามารถผลิตสารสีโพรดิจิ

โอซินได้สูงท่ีสุดท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง 8 ใกล้เคียงกบัการศึกษาของ Shaikh (2016) ท่ีพบว่า

แบคทีเรีย S. marcescens สามารถผลิตสารสีโพรดิจิโอซินไดดี้ท่ีสุดท่ีค่าความเป็นกรดด่าง 7.5 และ
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สอดคลอ้งกบั Elkenawy และคณะ (2017) ท่ีรายงานวา่แบคทีเรีย S. marcescens ผลิตโพรดิจิโอซิน

ไดสู้งสุดท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง 9  

การศึกษาคร้ังน้ีพบวา่การเจริญเติบโตของกุง้ขาวท่ีติดเช้ือแบคทีเรีย V. parahaemolyticus ท่ี

ไดรั้บอาหารทั้ง 4 ชุดการทดลองเป็นระยะเวลา 4 สัปดาห์ไม่มีความแตกต่างทางสถิติ (p>0.05) 

ใกลเ้คียงกบัการศึกษาของ Suantika และคณะ (2018) ท่ีรายงานวา่กุง้ขาวท่ีติดเช้ือแบคทีเรีย Vibrio 

harveyi ก่อนไดรั้บอาหารทดลองท่ีผสมสาหร่ายสีแดง (Kappaphycus alvarezii) เป็นระยะเวลา 16 

วนั พบวา่การเจริญเติบโตของกุง้ขาวในแต่ละชุดการทดลองไม่มีความแตกต่างเช่นเดียวกนั ถึงแมว้า่

อาหารท่ีกุง้ไดรั้บในการทดลองคร้ังน้ีจะไม่ส่งผลต่อการเจริญเติบโตแต่ส่งผลต่ออตัรารอดตายของ

กุง้ขาว โดยพบวา่กุง้ขาวท่ีติดเช้ือแบคทีเรีย V. parahaemolyticus ท่ีไดรั้บอาหารผสมเซลล์แบคทีเรีย 

Z. ganghwensis 1 และ 3 กรัมต่อกิโลกรัมอาหาร มีอตัรารอดตาย 61.67±24.66 และ 58.33±20.21 

เปอร์เซ็นต์ตามล าดบั สูงกว่ากุ้งขาวท่ีไดรั้บอาหารชุดควบคุม (48.33±2.89) สอดคลอ้งกบัการ

รายงานของ Kim และคณะ 2010 พบว่าปลาซีกเดียว (Paralichthys olivaceus) ท่ีท  าให้ติดเช้ือ

แบคทีเรีย S. iniae ก่อนไดรั้บอาหารผสมเซลลแ์บคทีเรีย Zooshikella sp. ท่ีมีชีวิต ท าให้ปลาซีกเดียว

มีอตัรารอดตายสูงกวา่ปลาท่ีไดรั้บอาหารในชุดควบคุม ทั้งน้ีอตัรารอดของกุง้ขาวท่ีติดเช้ือแบคทีเรีย 

V. parahaemolyticus หลงัไดรั้บอาหารผสมเซลล์แบคทีเรีย Z. ganghwensis มีแนวโนม้เพิ่มสูงข้ึน

อาจมีสาเหตุมาจากสารโพรดิจิโอซิน (prodigiosin) ท่ีอยูภ่ายในเซลล์แบคทีเรีย Z. ganghwensis ท่ีมี

คุณสมบติัเป็นสารตา้นจุลชีพ (Ibrahim et al., 2014 ; Lapenda et al., 2015) จึงมีส่วนช่วยในการ

ยบัย ั้งแบคทีเรีย V. parahaemolyticus ภายในตวักุง้ท  าให้กุง้ขาวมีอตัรารอดสูงข้ึนหลงัการติดเช้ือ

แบคทีเรีย  

 จากอดีตจนถึงปัจจุบนัมีรายงานการศึกษาเก่ียวกบัเปบทิโดไกลแคน (peptidoglycan) 

และไลโปโพลีแซคคาไรด์ (lipopolysaccharide) ซ่ึงเป็นองค์ประกอบท่ีส าคัญของผนังเซลล์

แบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบช้ีให้เห็นว่าสารทั้งสองชนิดมีคุณสมบติัในการกระตุน้ระบบ

ภูมิคุม้กนัของกุง้ไดเ้ป็นอยา่งดี (Purivirojkul et al., 2006; Rungrassamee et al., 2013; Apines-Amar 

and Amar, 2015; Pan et al., 2015) เช่นเดียวกบัการทดลองของ Chumpol และคณะ 2018 รายงานวา่

กุง้ขาวท่ีไดรั้บอาหารผสมเซลล์แบคทีเรีย Rhodobacter sphaeroides SS15 และ Afifella marina 

STW181 ซ่ึงเป็นแบคทีเรียสังเคราะห์แสงสีม่วงกลุ่มไม่สะสมก ามะถนัในอตัราส่วน 1:1 มีแนวโนม้
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ท าให้ปริมาณเม็ดเลือดรวมเพิ่มสูงข้ึน และท าให้กิจกรรมของเอนไซม์ฟีนอลออกซิเดสของกุ้งท่ี

ได้รับอาหารผสมเซลล์แบคทีเรียชนิดน้ีสูงข้ึนกว่าชุดควบคุมอย่างมีนัยส าคญั และใกล้เคียงกับ

รายงานของ Tan และคณะ 2008 พบว่ากุง้ขาวท่ีได้รับอาหารผสมเซลล์แบคทีเรีย Arthrobacter     

XE-7 ส่งผลให้กุ ้งมีระบบภูมิคุม้กนัท่ีดีข้ึนโดยท าให้กุ ้งมี มีปริมาณเม็ดเลือดรวม กิจกรรมของ

เอนไซมฟี์นอลออกซิเดส และความสามารถในการจบักินส่ิงแปลกปลอม สูงแตกต่างจากกุง้ท่ีไดรั้บ

อาหารในชุดควบคุมอย่างมีนยัส าคญั สอดคลอ้งกบัการทดลองในคร้ังน้ีท่ีพบว่ากุ้งขาวท่ีได้รับ

อาหารผสมเซลล์แบคทีเรีย Z. ganghwensis 1 กรัมต่อกิโลกรัมอาหาร มีปริมาณเม็ดเลือดรวม 

กิจกรรมของเอนไซมฟี์นอลออกซิเดส ความสามารถในการจบักินส่ิงแปลกปลอม (phagocytosis) 

และค่าดชันีการจบักินส่ิงแปลกปลอม (phagocytic index) สูงข้ึนแตกต่างจากกุง้ท่ีไดรั้บอาหารในชุด

ควบคุมอย่างมีนัยส าคญั (p<0.05) ช้ีให้เห็นว่าแบคทีเรีย Z. ganghwensis มีคุณสมบติักระตุ้น

ภูมิคุม้กนั ท าให้กุง้ท่ีไดรั้บอาหารผสมเซลล์แบคทีเรียชนิดน้ีมีระบบภูมิคุม้กนัท่ีดี และมีอตัรารอด

สูงข้ึนหลงัไดรั้บเช้ือแบคทีเรีย V. parahaemolyticus  

 อย่างไรก็ตามจากการศึกษาของ Lapenda และคณะ 2014 รายงานว่าโพรดิจิโอซินนั้นมี

ความเป็นพิษต่อเซลล์ของอาร์ทีเมีย (Artemia salina)โดยจากการทดลองพบวา่ค่าความเขม้ขน้ของ

โพรดิจิโอซินท่ีท าให้อาร์ทีเมียตายคร่ึงหน่ึงมีค่าเท่ากับ 78.33 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และ

นอกจากน้ี Kalesperis และคณะ 1975 กล่าววา่โพรดิจิโอซินยงัมีความเป็นพิษต่อเซลล์เอ็มบริโอของ

ไก่ อีกดว้ย ซ่ึงอาจเป็นเหตุผลท่ีท าให้อตัรารอดตายของกุง้ขาวในการทดลองคร้ังน้ีมีแนวโนม้ลดลง

ตามปริมาณเซลล์แบคทีเรียท่ีเพิ่มข้ึน เน่ืองจากความเขม้ขน้ของสารโพรดิจิโอซินท่ีเพิ่มสูงข้ึนใน

อาหารอาจส่งผลกระทบต่อเซลล์ของกุ้งท าให้กุ ้งท่ีได้รับอาหารผสมเซลล์แบคทีเรียท่ีมากเกิน

อ่อนแอ และมีอตัรารอดท่ีลดลง ดงันั้นในงานวิจยัคร้ังต่อไปควรมีการศึกษาถึงปริมาณของโพรดิจิ

โอซินท่ีเหมาะสมต่อการเจริญเติบโต ระบบภูมิคุม้กนั และความตา้นทานโรคในกุง้ขาว 

 การวดัการเปล่ียนแปลงสีตวัของกุง้ขาวท่ีติดเช้ือแบคทีเรีย V. parahaemolyticus ท่ีไดรั้บ

อาหารทดลองท่ีผสมเซลล์แบคทีเรีย Z. ganghwensis  เปรียบเทียบกบักุง้ขาวท่ีได้รับอาหารชุด

ควบคุมเป็นระยะเวลา 4 สัปดาห์ พบว่าสารสีแดงหรือโพรดิจิโอซินท่ีสะสมอยู่ภายในเซลล์ของ

แบคทีเรีย Z. ganghwensis ไม่มีผลต่อการเปล่ียนแปลงสีตวัของกุง้ขาว ทั้งน้ีเน่ืองจากสารสีท่ีมีผลต่อ

การเปล่ียนแปลงสีตวัของกุง้คือสารสีในกลุ่มแคโรทีนอยด์ ซ่ึงแคโรทีนอยด์ชนิดส าคญัท่ีสะสมอยู่



60 
 

ในตวักุ้งคือ แอสตาแซนทิน โดยกุ้งจะมีกระบวนการเปล่ียนแคโรทีนอยด์ท่ีได้รับจากอาหารให้

กลายเป็น แอสตาแซนทิน และแอสตาแซนทินจะจบักบัโปรตีนครัสตา-ไซยานิน (crusta-cyanin) 

อยู่ในรูปของแคโรทีโนโปรตีน (carotenoprotein) สะสมไวใ้นส่วนต่างๆของร่างกาย (Maoka, 

2011) ดงันั้นการเสริมเซลล์แบคทีเรีย Z. ganghwensis ท่ีมีรงควตัถุเป็นสารโพรดิจิโอซิน จึงไม่มีผล

ต่อการเปล่ียนแปลงสีตวัของกุง้ขาว 

การเจริญเติบโตนั้นมีความเก่ียวขอ้งกบักระบวนการดูดซึมและระบบยอ่ยอาหารในทางเดิน

อาหารของสัตวน์ ้ า กิจกรรมของเอนไซมย์อ่ยอาหารจึงเป็นอีกค่าหน่ึงท่ีบ่งบอกถึงความสามารถใน

การเจริญเติบโตของสัตวน์ ้ าได ้ (Nejad et al., 2006; Zuo et al., 2019) การวิเคราะห์กิจกรรมของ

เอนไซมย์อ่ยอาหารไดแ้ก่ กิจกรรมของเอนไซมอ์ะไมเลส ทริปซิน ไคโมทริปซินและ ไลเปส ในตบั

และตบัอ่อนของกุง้ท่ีไดรั้บอาหารในแต่ละชุดการทดลองไม่พบความแตกต่างทางสถิติ (p>0.05) 

แตกต่างจากการทดลองของ Zheng และคณะ (2018) รายงานว่ากุง้ท่ีไดรั้บอาหารผสมแบคทีเรีย  

Lactobacillus plantarum มีกิจกรรมของเอนไซม์ยอ่ยอาหารในตบัและตบัอ่อนเพิ่มสูงข้ึนแตกต่าง

จากกุ้งท่ีได้รับอาหารชุดควบคุม โดยแบคทีเรียชนิดน้ีสามารถกระตุ้นการผลิตเอนไซม์ภายใน

ทางเดินอาหารของกุ้ง และนอกจากนั้น Suzer และคณะ 2008 กล่าวว่าแบคทีเรียในกลุ่ม 

Lactobacillus spp. สามารถผลิตเอนไซม์ โปรติเอส และ   อะไมเลสได ้ซ่ึงจะเป็นส่วนช่วยในการ

ท างานของระบบยอ่ยอาหารของกุง้ เป็นเหตุผลให้การทดลองท่ีไดแ้ตกต่างจากการทดลองในคร้ังน้ี 

อย่างไรก็ตามการวิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซม์ต้านอนุมูลอิสระ พบว่ากิจกรรมของเอนไซม ์       

คาตาเลสในตบัและตบัอ่อนของกุง้ในชุดการทดลองท่ี 2 ท่ีไดรั้บอาหารผสมเซลล์แบคทีเรีย 1 กรัม

ต่อกิโลกรัมอาหาร มีค่าสูงข้ึนแตกต่างจากชุดการทดลองอ่ืนๆ และชุดควบคุม สอดคลอ้งกบัการ

ทดลองของ Raghu และคณะ (2016) รายงานวา่กุง้กุลาด าท่ีติดเช้ือแบคทีเรีย V. parahaemolyticus ท่ี

ไดรั้บอาหารผสมเซลล์แบคทีเรีย Bacillus coagulans และ Bacillus firmus  มีกิจกรรมของเอนไซม์

ซูเปอร์ออกไซดดิ์สมิวเทส (Superoxide Dismutase) และเอนไซมค์าตาเลสในตบัและตบัอ่อนสูงข้ึน

แตกต่างจากกุ้งท่ีได้รับอาหารชุดควบคุม เช่นเดียวกบัการทดลองของ Naresh และคณะ (2014) 

รายงานว่ากุ้งกุลาด าท่ีได้รับอาหารผสมเซลล์แบคทีเรีย Bacillus subtilis และ Lactobacillus 

rhamnosus มีกิจกรรมของเอนไซมซู์เปอร์ออกไซดดิ์สมิวเทสและ เอนไซมค์าตาเลส ในเลือดของกุง้

เพิ่มสูงข้ึนแตกต่างจากชุดควบคุม การทดลองในคร้ังน้ีช้ีให้เห็นว่าแบคทีเรีย Z. ganghwensis ท่ีกุง้
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ได้รับไม่ส่งผลต่อกิจกรรมของเอนไซม์ย่อยอาหารแต่ส่งผลให้กิจกรรมของเอนไซม์ตา้นอนุมูล

อิสระคือ กิจกรรมของเอนไซมค์าตาเลสในตบัและตบัอ่อนของกุง้เพิ่มสูงข้ึน 

   การศึกษาการเปล่ียนแปลงทางพยาธิสภาพตบัและตบัอ่อนของกุง้ขาวท่ีติดเช้ือแบคทีเรีย                            

V. parahaemolyticus หลงัได้รับอาหารทดลองสูตรต่างๆ เป็นระยะเวลา 4 สัปดาห์ จากผลการ

ทดลองอาจกล่าวได้ว่าสารโพรดิจิโอซินภายในเซลล์แบคทีเรีย Z. ganghwensis ท่ีกุ ้งได้รับใน

ปริมาณท่ีเหมาะสมมีส่วนช่วยรักษาอาการท่ีเกิดจากการติดเช้ือแบคทีเรีย V. parahaemolyticus 

ให้กบักุง้ได ้โดยพบวา่กุง้ขาวในชุดการทดลองท่ี 2 ท่ีไดรั้บอาหารผสมเซลล์แบคทีเรีย 1 กรัมต่อ

กิโลกรัมอาหาร มีลกัษณะเน้ือเยื่อตบัและตบัอ่อนค่อนขา้งปกติเม่ือเปรียบเทียบกบักุง้ขาวในชุดการ

ทดลองท่ี 1, 3  และ 4 พบการตายของท่อตบั และเกิดการหลุดลอกของเยื่อบุผิวท่อตบั  ไม่พบ B-

cell, F-cell และ R-cell  มีเม็ดเลือดแทรกตวัอยูร่อบๆ ท่อตบัท่ีตาย สอดคลอ้งกบั Tran และคณะ 

(2013) รายงานวา่ลกัษณะตบัและตบัอ่อนของกุง้ท่ีติดเช้ือแบคทีเรีย V. parahaemolyticus มีการตาย

และหลุดลอกของเยื่อบุผิวท่อตบั ไม่พบ B-cell, F-cell และ R-cell  พบเศษซากของท่อตบั มีเม็ด
เลือดแทรกตวัอยูร่อบๆ ท่อตบัท่ีตาย และพบโคโลนีของแบคทีเรียในท่อตบัของกุง้ท่ีมีการติดเช้ือใน

ระยะสุดทา้ย เช่นเดียวกบั Lai และคณะ (2015) ไดร้ายงานเก่ียวกบัลกัษณะการเปล่ียนแปลงทาง

พยาธิสภาพของตบัและตบัอ่อนของกุง้ขาวท่ีติดเช้ือแบคทีเรีย V. parahaemolyticus วา่มีการหลุด

ลอกของเยือ่บุผวิท่อตบั และมีเมด็เลือดแทรกตวัรอบๆเซลล์ท่อตบัท่ีตาย ซ่ึงลกัษณะอาการท่ีเกิดข้ึน

นั้นเกิดจากสารพิษ PirAVP และ PirBVP ท่ีผลิตจากแบคทีเรีย V. parahaemolyticus (Lai et al., 2015; 

Lee et al., 2015) จึงท าใหล้กัษณะการเปล่ียนแปลงทางพยาธิสภาพของตบัและตบัอ่อนของกุง้ขาวท่ี

ติดเช้ือแบคทีเรีย V. parahaemolyticus มีลกัษณะท่ีใกลเ้คียงกบักุง้ท่ีไดรั้บสารพิษบางชนิด เช่นการ

รายงานของ Boonyaratpalin และคณะ (2001a) ท่ีพบวา่กุง้กุลาด าท่ีไดรั้บสารพิษอะฟลาทอกซินบี1 

(aflatoxin B1) มีการตายของท่อตบั มีเม็ดเลือดแทรกตวัอยูร่อบท่อตบัท่ีตายและมีการหลุดลอกของ

เยื่อบุผิวท่อตบั ดงันั้นจากขอ้สันนิษฐานขา้งตน้ท าให้ไม่อาจสรุปไดแ้น่ชดัว่าผลการเปล่ียนแปลง

ทางพยาธิสภาพตบั และตบัอ่อนของกุง้ในชุดการทดลองท่ี 3 และ 4 ท่ีเกิดข้ึนนั้นมีสาเหตุจากการติด

เช้ือแบคทีเรีย V. parahaemolyticus เพียงอยา่งเดียวหรือเกิดจากความเป็นพิษของโพรดิจิโอซินร่วม

ดว้ย และอาจเป็นผลจากสารเมแทบอไลทช์นิดอ่ืนๆภายในเซลล์แบคทีเรีย ท่ีมีความเป็นพิษต่อเซลล์

ตบัและตบัอ่อนของกุง้ขาวก็เป็นได ้
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 ฟองน ้ าทะเลเป็นสัตวที์มีการกินอาหารแบบกรองกินและมีบทบาทส าคญัในวฏัจกัรการ

หมุนเวยีนสารอาหารในทะเล จากการศึกษาในคร้ังน้ีสามารถแยกแบคทีเรีย Z. ganghwensis ไดจ้าก

ฟองน ้าทะเล Haliclona sp. ในจงัหวดัสตูล แบคทีเรียชนิดน้ีสามารถผลิตสารสีแดงคือ โพรดิจิโอซิน 

ซ่ึงมีค่าการดูดกลืนแสงสูงสุดอยูใ่นช่วง 535-539 นาโนเมตร และมีน ้ าหนกัโมเลกุล 322.19-324.20 

ดาลตนั และแบคทีเรีย Z. ganghwensis สามารถผลิตสารโพรดิจิโอซินไดดี้ท่ีสุดท่ีอุณหภูมิ 30 องศา

เซลเซียส ค่าความเป็นกรดด่าง 8 การศึกษาผลของแบคทีเรียท่ีสามารถผลิตสารสีต่อการเจริญเติบโต 

ระบบภูมิคุม้กนั และความตา้นทานโรคในกุง้ขาวพบวา่ปริมาณเซลล์แบคทีเรีย Z. ganghwensis ท่ี

เหมาะสมต่อการเพาะเล้ียงกุง้ขาวคือ 1 กรัมต่อกิโลกรัมอาหาร โดยพบวา่ปริมาณดงักล่าวท่ีกุง้ไดรั้บ

ส่งผลให้กุง้ขาวท่ีติดเช้ือแบคทีเรีย V. parahaemolyticus มีอตัรารอดสูงกวา่กุง้ท่ีไดรั้บอาหารในชุด

ควบคุม มีระบบภูมิคุม้กนัท่ีดีข้ึน ส่งผลให้กิจกรรมของเอนไซม์ตา้นอนุมูลอิสระ คือ เอนไซม์คา

ตาเลสเพิ่มสูงข้ึน การศึกษาการเปล่ียนแปลงทางพยาธิสภาพของตบัและตบัอ่อน พบวา่ตบัและตบั

อ่อนของกุง้ท่ีไดรั้บอาหารผสมเซลล์แบคทีเรีย 1 กรัมต่อกิโลกรัมอาหารมีลกัษณะค่อนขา้งปกติเม่ือ

เปรียบเทียบกบัตบัและตบัอ่อนของกุง้ท่ีไดรั้บอาหารในชุดควบคุมและชุดการทดลองอ่ืน แสดงให้

เห็นถึงคุณสมบติัของสารโพรดิจิโอซินภายในเซลล์ของแบคทีเรีย Z. ganghwensis ต่อการช่วยรักษา

อาการท่ีเกิดจากการติดเช้ือแบคทีเรีย V. parahaemolyticus ในกุง้ขาว  
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บทที ่5  

สรุป 

 การศึกษาคร้ังน้ีสามารถเก็บตวัอย่างฟองน ้ าทะเลจากจงัหวดัสตูล และพงังา ได้ 5 ชนิด 
สามารถแยกและคดัเลือกแบคทีเรียท่ีผลิตสารสีไดท้ั้งหมดจ านวน 8 ไอโซเลต พบวา่แบคทีเรียไอโซ
เลต PSU-KSAAHRC MS2 มีลกัษณะโคโลนีค่อนขา้งกลม ขอบเรียบ สีแดงเขม้ แยกไดจ้ากฟองน ้ า
ทะเล Haliclona sp. สามารถผลิตสารสีไดสู้งท่ีสุด 3,140.23± 464.80 ไมโครกรัมต่อกรัม และเม่ือน า
สารสีท่ีแบคทีเรียผลิตมาศึกษาคุณสมบติัและจ าแนกชนิดพบว่าเป็นสารโพรดิจิโอซิน ท่ีมีค่าการ
ดูดกลืนแสงสูงสุดอยูใ่นช่วง 535-539 นาโนเมตร และมีน ้าหนกัโมเลกุล 322.19-324.20 ดาลตนั 
 การจ าแนกชนิดของแบคทีเรียโดยอาศัยคุณสมบัติทางชีวเคมีและชีวโมเลกุลพบว่า
แบคทีเรียไอโซเลต PSU-KSAAHRC MS2 เป็นแบคทีเรียแกรมลบ รูปแท่ง สามารถผลิตเอนไซม์
ออกซิเดส คาตาเลส เจริญเติบโตไดใ้นอาหารเล้ียงเช้ือ Marine agar มีโคโลนีสีแดงเขม้ สามารถผลิต
สารสีโพรดิจิโอซิน และการเปรียบเทียบล าดับเบสของยีน 16s rDNA ร่วมกับการใช้เทคนิค 
Phylogenetic analysis สามารถจ าแนกชนิดแบคทีเรียไอโซเลต PSU-KSAAHRC MS2 ไดเ้ป็น
แบคทีเรีย Z. ganghwensis 
 การศึกษาปัจจยัทางกายภาพท่ีเหมาะสมต่อการผลิตสารสีของแบคทีเรียพบว่าแบคทีเรีย             
Z. ganghwensis PSU-KSAAHRC MS2 สามารถผลิตสารสีโพรดิจิโอซินไดดี้ท่ีสุดท่ีอุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส โดยสามารถผลิตสารสีได ้3,315.64 ± 373.43  ไมโครกรัมต่อกรัม และเม่ือน า
แบคทีเรียดงักล่าวมาศึกษาผลของความเป็นกรด-ด่าง ต่อการผลิตสารสีโพรดิจิโอซินท่ีอุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส พบว่าแบคทีเรียชนิดน้ีไม่สามารถเจริญเติบโตท่ีความเป็นกรด-ด่าง 5 แต่แบคทีเรีย
ชนิดน้ีผลิตสารโพรดิจิโอซินได้สูงท่ีสุดท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง 8 โดยสามารถผลิตสารสีได ้
5,413.53 ± 285.77 ไมโครกรัมต่อกรัม 
 การศึกษาผลของแบคทีเรียท่ีสามารถผลิตสารสีต่อการเจริญเติบโต ระบบภูมิคุม้กนั และ
ความตา้นทานโรคในกุง้ขาว พบวา่กุง้ขาวท่ีติดเช้ือแบคทีเรียV. parahaemolyticus หลงัไดรั้บอาหาร
ผสมเซลล์แบคทีเรีย Z. ganghwensis ในแต่ละชุดการทดลองเปรียบเทียบกบัชุดควบคุมมีการ
เจริญเติบโตท่ีไม่แตกต่างกนั การศึกษาอตัรารอดของกุง้ขาวท่ีติดเช้ือแบคทีเรีย V. parahaemolyticus 
หลงัไดรั้บอาหารผสมเซลล์แบคทีเรีย Z. ganghwensis พบวา่กุง้ขาวในชุดการทดลองท่ี 2 ท่ีไดรั้บ
อาหารผสมเซลล์แบคทีเรีย 1 กรัมต่อกิโลกรัมอาหารมีอตัรารอดสูงท่ีสุด 61.67±24.66 เปอร์เซ็นต ์
รองลงมาคือกุง้ในชุดการทดลองท่ี 3 มีอตัรารอด 58.33±20.21 ส่วนกุง้ในชุดการทดลองท่ี 4 และกุง้
ในชุดควบคุมมีอตัรารอด 50.00±20.00 และ 48.33±2.89 เปอร์เซ็นตต์ามล าดบั 
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 การศึกษาการเปล่ียนแปลงสีตวัของกุง้ขาวท่ีติดเช้ือแบคทีเรีย V. parahaemolyticus หลงั
ไดรั้บอาหารทดลองสูตรต่างๆ เป็นระยะเวลา 4 สัปดาห์ พบวา่แบคทีเรีย Z. ganghwensis ไม่มีผลต่อ
การเปล่ียนแปลงสีตวัของกุง้ขาว 
 การศึกษาองคป์ระกอบเลือดของกุง้ขาวท่ีติดเช้ือแบคทีเรีย V. parahaemolyticus ท่ีไดรั้บ
อาหารทดลองในสูตรต่างๆเป็นระยะเวลา 4 สัปดาห์ พบว่าปริมาณไลโซไซม์ ปริมาณน ้ าตาลใน
เลือด และปริมาณโปรตีนในน ้ าเลือดของกุง้ในแต่ละชุดการทดลองไม่มีความแตกต่างทางสถิติ แต่
กุง้ในชุดการทดลองท่ี 2 ท่ีไดรั้บอาหารผสมเซลล์แบคทีเรีย 1 กรัมต่อกิโลกรัมอาหาร มีปริมาณเม็ด
เลือดรวม กิจกรรมของเอนไซมฟี์นอลออกซิเดส ความสามารถในการจบักินส่ิงแปลกปลอม และค่า
ดชันีการจบักินส่ิงแปลกปลอมสูงแตกต่างจากกุง้ในชุดการทดลองอ่ืนๆ อยา่งมีนยัส าคญั 
 การวิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซม์ในตับและตับอ่อนของกุ้งขาวท่ีติดเช้ือแบคทีเรีย             
V. parahaemolyticus ท่ีไดรั้บอาหารทดลองในสูตรต่างๆ เป็นระยะเวลา 4 สัปดาห์ พบวา่กิจกรรม
ของเอนไซม์ย่อยอาหาร กิจกรรมของเอนไซม์กลูตาไธโอนเปอร์ออกซิเดส และการวิเคราะห์
ปริมาณมาลอนไดอลัดีไฮด์ของกุง้ในแต่ละชุดการทดลองไม่มีความแตกต่างทางสถิติ (p>0.05) แต่
พบวา่กิจกรรมของเอนไซมค์าตาเลสของกุง้ในชุดการทดลองท่ี 2 ท่ีไดรั้บอาหารผสมเซลล์แบคทีเรีย 
1 กรัมต่อกิโลกรัมอาหาร มีค่าสูงแตกต่างจากกุง้ในชุดการทดลองอ่ืนๆ อยา่งมีนยัส าคญั 
 การศึกษาการเปล่ียนแปลงทางพยาธิสภาพของตับและตับอ่อนของกุ้งขาวท่ีติดเช้ือ
แบคทีเรีย V. parahaemolyticus ท่ีไดรั้บอาหารทดลองในสูตรต่างๆ เป็นระยะเวลา 4 สัปดาห์ พบวา่
กุง้ในชุดควบคุม และชุดการทดลองท่ี 3 และ 4 มีการตายของท่อตบั เกิดการหลุดลอกของเยื่อบุผิว
ท่อตบั    ไม่พบ B-cell, F-cell และ R-cell และมีเม็ดเลือดแทรกตวัอยูร่อบๆ ท่อตบัท่ีตาย แต่กุง้ขาว
ในชุดการทดลองท่ี 2 มีเน้ือเยือ่ตบัและตบัอ่อนค่อนขา้งปกติ 
 ก า ร ศึ กษ า ค ร้ั ง น้ี ช้ี ใ ห้ เ ห็ น ถึ ง ผ ล ขอ งส า ร โพ ร ดิ จิ โ อ ซิ น ใ น เ ซ ลล์ แ บค ที เ รี ย                                
Z. ganghwensis ต่อการรักษาการติดเช้ือแบคทีเรีย V. parahaemolyticus ในกุง้ขาว ผลท่ีไดจ้าก
การศึกษาคร้ังน้ีอาจสามารถน าไปประยุกตใ์ชเ้ป็นยารักษาโรคเพื่อลดการใชย้าปฏิชีวนะท่ีส่งผลเสีย
ต่อการเพาะเล้ียงสัตว์น ้ า อย่างไรก็ตามการศึกษาเพิ่มเติมเก่ียวกับปริมาณของโพรดิจิโอซินท่ี
เหมาะสมต่อการรักษาโรคติดเช้ือแบคทีเรียในกุง้ขาว และผลของโพรดิจิโอซินต่อการรักษาการติด
เช้ือแบคทีเรียในสัตวน์ ้าชนิดอ่ืนๆ นั้นนบัเป็นส่ิงท่ีน่าสนใจ และเป็นประโยชน์ต่อการเพาะเล้ียงสัตว์
น ้าในประเทศไทย 
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ภาคผนวก 

1. การเตรียมอาหารเลีย้งเช้ือแบคทเีรีย 

 1.1 Tryptic soy agar (TSA) ผสมเกลอืแกง 1.5 เปอร์เซ็นต์ 

   ชัง่อาหาร TSA 40 กรัม ผสมกบัเกลือแกง 15 กรัม ละลายในน ้ากลัน่ 1 ลิตร ผสม

ใหเ้ขา้กนั น าไปปรับค่าความเป็นกรด-ด่าง เท่ากบั 7.3±0.2 น าไปตม้ใหวุ้น้ละลายเป็นเน้ือ

เดียวกนั แลว้จึงฆ่าเช้ือในหมอ้น่ึงท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที จากนั้นรอให้

อุณหภูมิลดลงจนถึง 45-50 องศาเซลเซียส แลว้จึงน าไปเทในจานเพาะเช้ือ ทิ้งไวใ้ห้แหง้

และน าไปใชง้านต่อไป 

 1.2 Tryptic Soy Broth (TSB) ผสมเกลอืแกง 1.5 เปอร์เซ็นต์ 

 ชัง่ TSB 30 กรัม ผสมเกลือแกง 15 กรัม ละลายในน ้ากลัน่ 1 ลิตร ผสมใหเ้ขา้กนั 

น าไปปรับค่าความเป็นกรด-ด่าง เท่ากบั 7.3±0.2 แลว้ฆ่าเช่ือในหมอ้น่ึงท่ีอุณหภูมิ 121 องศา

เซลเซียส นาน 15 นาที ก่อนน าไปใช ้

1.3 Marine agar  

 ชัง่ Marine agar 55.20 กรัม ละลายในน ้ากลัน่ 1 ลิตร ผสมใหเ้ขา้กนั น าไปปรับค่า

ความเป็นกรด-ด่าง เท่ากบั 7.6±0.2 น าไปตม้ใหวุ้น้ละลายเป็นเน้ือเดียวกนั แลว้ฆ่าเช้ือใน

หมอ้น่ึงท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที จากนั้นรอใหอุ้ณหภูมิลดลงจนถึง 45-

50 องศาเซลเซียส แลว้จึงน าไปเทในจานเพาะเช้ือ ทิ้งไวใ้ห้แหง้และน าไปใชง้านต่อไป 

1.4 Maine broth 

 ชัง่ Marine broth 40.20 กรัม ละลายในน ้ากลัน่ 1 ลิตร ผสมใหเ้ขา้กนั น าไปปรับค่า

ความเป็นกรด-ด่าง เท่ากบั 7.6±0.2 น าไปตม้ใหล้ะลายเป็นเน้ือเดียวกนั ก่อนน าไปฆ่าเช่ือ

ในหมอ้น่ึงท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที ก่อนน าไปใช ้
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2. การเตรียมสารเคมี 

 2.1 สารเคมีส าหรับการยืนยันชนิดของแบคทเีรียด้วยเทคนิค Polymerase chain reaction 

   1. TBE electrophoresis buffer (10X stock solution) 

   Tris base     108.0 กรัม 

   Boric acid     55.0 กรัม 

   0.5 M EDTA pH 8.0    40 มิลลิลิตร 

   น ้ากลัน่ฆ่าเช้ือ     1 ลิตร 

   ละลาย Tris base ลงในน ้ากลัน่ปริมาตร 500 มิลลิลิตร คนจนสารละลายหมดแลว้

เติม Boric acid คนจนสารละลายหมด ก่อนจะเติม 0.5 M EDTA pH 8.0 ลงไป จากนั้นเติม

น ้าลงไปอีกเล็กนอ้ย ปรับค่าความเป็นกรดด่างใหไ้ด ้ 8.0 แลว้เติมน ้ากลั้นลงไปใหค้รบ 1 

ลิตร น าไปฆ่าเช่ือในหมอ้น่ึงท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที แลว้เก็บรักษาไวท่ี้

อุณหภูมิหอ้ง 

   2. สารละลาย lysis buffer pH 8.0 

   สารละลายโซเดียมคลอไรด ์ความเขม้ขน้ 100 มิลลิโมลาร์ (NaCl 100 mM) โดยชัง่

โซเดียมคลอไรด ์0.5844 กรัม ละลายในน ้ากลัน่ปรับปริมาตรใหค้รบ 100 มิลลิลิตร 

   Tris-HCL ความเขม้ขน้ 10 มิลลิโมลาห์ (Tris-HCL 10 mM) ชัง่ Tris-HCL 0.1576 

กรัม ละลายในน ้ากลัน่ ปรับปริมาตรใหค้รบ 100 มิลลิลิตร 

   EDTA ความเขม้ขน้ 1 มิลลิโมลาร์ (EDTA 1 mM) ชัง่ EDTA 0.0372 กรัม ละลาย

ในน ้ากลัน่ ปรับปริมาตรใหค้รบ 100 มิลลิลิตร ปรับค่าความเป็นกรดด่างใหไ้ด ้8 

   Triton X 100 ความเขม้ขน้ 1 เปอร์เซ็นต ์ ดูดสารละลาย Triton X 100 มา 1 

มิลลิลิตร ละลายในน ้ากลัน่ ปรับปริมาตรใหค้รบ 100 มิลลิลิตร 

   น าสารทุกตวัท่ีเตรียมไดใ้นขา้งตน้มาผสมให้เขา้กนั ก่อนน าไปฆ่าเช่ือในหมอ้น่ึงท่ี

อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที แลว้เก็บรักษาไวท่ี้อุณหภูมิหอ้ง 
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   3. Ethidium bromide solution 1000 X stock solution, 0.5 มิลลกิรัมต่อมิลลลิติร 

   Ethidium bromide     50 มิลลิกรัม 

   น ้ากลัน่       100 มิลลิลิตร 

   ละลาย Ethidium bromide 50 มิลลิกรัม ลงในน ้ากลัน่ 100 มิลลิลิตร เก็บไวท่ี้

อุณหภูมิหอ้ง จากนั้นเตรียมเป็น working solution โดยน า stock solution มาเจือจางใน

อตัราส่วน 1:1,000 จะได ้Ethidium bromide working solution 0.5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

   4. Agarose gel ความเข้มข้น 1.5 เปอร์เซ็นต์ 

   Agarose gel     1.5 กรัม 

   0.5X TBE electrophoresis buffer   100 มิลลิลิตร 

   ละลาย Agarose gel ใน 0.5X TBE electrophoresis buffer น าไปตม้ใหวุ้น้ละลาย

เป็นเน้ือเดียวกนัดว้ยไมโครเวฟ ประมาณ 1-2 นาที รอใหอุ้ณหภูมิลดลงประมาณ 45-50 

องศาเซลเซียส ก่อนน าไปเทลงในถาดเจลท่ีมีซ่ีหว ี รอจนแขง็ตวัจึงน าไปใชง้าน 

 2.2 สารเคมีส าหรับวเิคราะห์องค์ประกอบเลอืดปลา 

   1. สารเคมีส าหรับตรวจนับจ านวนเม็ดเลอืดกุ้ง  

   Trypan blue: ความเขม้ขน้ 0.15 ปอร์เซ็นต ์ ชัง่ trypanblue 0.15 กรัม ใส่ลงใน

สารละลายโซเดียมคลอไรด ์(NaCl) ความเขม้ขน้ 2.5 เปอร์เซ็นตป์ริมาตร 100 มิลลิลิตร คน

ใหล้ะลายโดยใช ้ magnetic stirrer นาน 6-12 ชัว่โมง และกรองผา่นกระดาษกรองเบอร์ 1 

แบ่งใส่หลอดไมโครเซนตริฟิวกห์ลอดละ 450 ไมโครลิตร 

   2.สารเคมีส าหรับวเิคราะห์ปริมาณน า้ตาลในเลอืด  

   Trichloroacetic acid: ความเขม้ขน้ 3 เปอร์เซ็นต ์ เตรียมโดยชัง่ Trichloroacetic 

acid มา 3 กรัม ละลายในน ้ากลัน่ Double Distiled Water (DDW) ฆ่าเช้ือ แลว้ปรับปริมาตร

ใหค้รบ 100 มิลลิลิตร 

   Color reagent: ชัง่ Thiourea 1.5 กรัม ละลายลงใน Glacial acetic acid 940 

มิลลิลิตร จากนั้นเติม O-toluidine 60 มิลลิลิตร เก็บไวใ้นขวดสีชาและน าไปแช่ในตูเ้ยน็ 

   Benzoic acid solution: เตรียมโดยชัง่ Benzoic acid 0.2 กรัมละลายในน ้ากลัน่ 

DDW ฆ่าเช้ือปรับปริมาตรใหค้รบ 1000 มิลลิลิตร 
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   Standard glucose: ความเขม้ขน้ 0.1 เปอร์เซ็นต ์ เตรียมโดย ชัง่ glucose 100 

มิลลิกรัม ละลายใน Benzoic acid solution ปริมาตร 100 มิลลิลิตร เก็บไวใ้นตูเ้ยน็ 

   3. สารเคมีส าหรับวเิคราะห์ปริมาณโปรตีนในน า้เลอืด   

  Bovine serum albumin (BSA): ชัง่ BSA 0.01 กรัมละลายในน ้ากลัน่ DDW ฆ่า

เช้ือปริมาตร 10 มิลลิลิตร (จะไดส้ารละลาย BSA เขม้ขน้ 1,000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 

   Folin reagent: เจือจางสารละลาย folin reagent เขม้ขน้ดว้ยน ้ากลัน่ DDW ฆ่าเช้ือ

ในอตัราส่วน 1:10  

   Alkaline copper (CuSO4.5H2O) 

 (a) สารละลายคอปเปอร์ซลัเฟต 0.5 เปอร์เซ็นต ์เตรียมโดยชัง่คอปเปอร์ซลัเฟต 0.015 กรัม 

ละลายในน ้ากลัน่ DDW ฆ่าเช้ือปริมาตร 3 มิลลิลิตร  

(b) สารละลายโซเดียมโพแทสเซียมทาร์เทรต 1 เปอร์เซ็นต ์ เตรียมโดยชัง่โซเดียม

โพแทสเซียมทาร์เทรต 0.03 กรัม ละลายในน ้ากลัน่ DDW ฆ่าเช้ือปริมาตร 3 มิลลิลิตร 

(c) สารละลายโซเดียมคาร์บอเนต (Na2CO3) 1 เปอร์เซ็นต ์ เตรียมโดยตม้น ้ากลัน่ DDW     

ปริมาตร 100 มิลลิลิตร วางทิ้งไวใ้หเ้ยน็ เติมโซเดียมไฮดรอกไซด ์ 2 กรัม จากนั้นเติม

โซเดียมคาร์บอเนต  1 กรัม คนจนสารละลายเขา้กนัดี น าสารละลายในขอ้ (a) (b) และ (c) 

ผสมกนัในอตัราส่วน 1:1:50 

   4. สารเคมีส าหรับการศึกษากจิกรรมของเอนไซม์ฟีนอลออกซิเดส  

  Cacodylate buffer (CAC buffer): เตรียมโดยชัง่ Cacodylic acid sodium salt 

trihydrate (C6H6A5NaO2 .3H2O) 1.07 กรัม ละลายในน ้ากลัน่ DDW ฆ่าเช้ือปริมาตร 500 

มิลลิลิตร เติมแคลเซียมคลอไรด์ (CaCl) 0.37 กรัม คนจนสารละลายหมดแลว้เติม

แมกนีเซียมคลอไรด์ (MgCl) 5.08 กรัม ปรับค่าความเป็นกรดด่างใหไ้ด ้ 7.0 จากนั้นปรับ

ปริมาตรใหค้รบ 1,000 มิลลิลิตร ใส่ขวดเก็บไวท่ี้อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  

   Trypsin: เตรียมโดยชัง่ trypsin 0.001 กรัม ละลายใน CAC buffer ปริมาตร 1 

มิลลิลิตร 

   L-3, 4-dihydroxyphenylalanine (L-DOPA): ชัง่ L-DOPA 0.003 กรัม ละลายใน 

CAC buffer ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ห่อดว้ยกระดาษฟลอยด์อยา่ใหโ้ดนแสง 
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   5. สารเคมีส าหรับการศึกษากระบวนการจับกนิส่ิงแปลกปลอม 

  L-cysteine 

สารละลาย 3 เปอร์เซ็นต ์ L-cysteine เตรียมโดยการชัง่ สาร L-cysteine ปริมาณ 3 กรัม 

ละลายใน K – 199 และปรับปริมาตรใหค้รบ 100 มิลลิลิตร กรองผา่นหวักรอง 0.22 

ไมโครเมตร ใส่ขวดฆ่าเช้ือเก็บไวท่ี้อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส (เตรียมแลว้ใชท้นัที) 

   K-199  

   (a) เตรียมสารละลาย M-199 โดยละลาย M 1-99 1 ซองในน ้ากลัน่ DDW ฆ่าเช้ือ 

เติม NaHCO3 ปริมาณ 2.2 กรัม ปรับค่าความเป็นกรดด่างใหไ้ด ้ 7.4 แลว้ปรับปริมาตรให้

ครบ 500 มิลลิลิตร กรองผา่นหวักรองขนาด 0.20 ไมโครเมตร ใส่ขวดฆ่าเช้ือเก็บไวท่ี้

อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

   (b) เตรียมสารละลาย Salt mixture ปริมาตร 100 มิลลิลิตร โดยชัง่สารดงัต่อไปน้ี 

 - KCl ปริมาณ 0.4 กรัม ละลายในน ้ากลัน่ DDW ฆ่าเช้ือ 

 - MgSO4 ˑ7H2O ปริมาณ 3 กรัม ละลายในน ้ากลัน่ DDW ฆ่าเช้ือ 

 - MgCl2 ˑ 6H2O ปริมาณ 3.3 กรัม ละลายในน ้ากลัน่ DDW ฆ่าเช้ือ 

 - NaH2PO4ˑ2H2O ปริมาณ 0.05 กรัม ละลายในน ้ากลัน่ DDW ฆ่าเช้ือ 

น าสารละลายทั้ง 4 มาผสมเขา้ดว้ยกนัและปรับปริมาตรให้ครบ 100 มิลลิลิตร 

   (c) เตรียมสารละลาย CaCl2ˑ2H2O ปริมาตร 100 มิลลิลิตร โดยชัง่สารCaCl2ˑ2H2O 

ปริมาณ 0.9 กรัม ละลายในน ้ากลัน่ DDW ฆ่าเช้ือ ปรับปริมาตรใหค้รบ 100 มิลลิลิตร 

   (d) สารละลาย NaCl ปริมาตร 100 มิลลิลิตร โดยชัง่ NaCl ปริมาณ 11 กรัม ละลาย

ในน ้ากลัน่ DDW ฆ่าเช้ือ ปรับปริมาตรใหค้รบ 100 มิลลิลิตร 

   (e) สารละลาย L-glutamine ปริมาตร 10 มิลลิลิตร โดยชัง่ L-glutamine ปริมาณ 

0.15 กรัม ละลายในน ้ากลัน่ DDW ฆ่าเช้ือ ปรับปริมาตรใหค้รบ 10 มิลลิลิตร 

   (f) Hepes ชัง่ Hepes 0.238 กรัมต่อสารละลาย M-199 100 มิลลิลิตร  

น าสารในขอ้ (a) (b) (c) (d) (e) และ (f) ผสมตามตารางการเตรียม K-199 จากนั้นปรับค่า

ความเป็นกรดด่างใหไ้ด ้ 7.4 แลว้ปรับปริมาตรให้ครบตามปริมาตรท่ีตอ้งการ กรองผา่นหวั

กรอง 0.22 ไมโครเมตร ใส่ขวดฆ่าเช้ือเก็บไวท่ี้อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
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            ปริมาตร (มิลลิลิตร) 
 

สารละลาย 
100  200  500  

1. M-199 (มิลลิลิตร) 50 100 250 

2. Salt mixture (มิลลิลิตร) 10 20 50 

3. CaCl2ˑ2H2O (มิลลิลิตร) 10 20 50 

4. NaCl (มิลลิลิตร) 10 20 50 

5. L-glutamine (มิลลิลิตร) 1 2 5 

6. Hepes (กรัม) 0.238 0.476 1.19 

7. น ้ากลัน่ (DDW, มิลลิลิตร) 19 38 95 

  6. สารเคมีส าหรับการวเิคราะห์ปริมาณเอนไซม์ไลโซไซม์  

   สารละลาย Phosphate-Citrate buffer solution pH 5.8 

 Solution A: ชัง่ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Na2HPO4) 7.098 กรัม ละลายใน

น ้ากลัน่ DDW คนใหส้ารละลายจนหมดจากนั้นปรับปริมาตรใหค้รบ 500 มิลลิลิตร 

 Solution B: ชัง่กรดซิตริก (Citric acid) 10.507 กรัม ละลายในน ้ากลัน่ DDW คน

ใหส้ารละลายจนหมดจากนั้นปรับปริมาตรใหค้รบ 500 มิลลิลิตร 

 จากนั้นผสม Solution A และ Solution B ในอตัราส่วน 3:1 คนใหเ้ขา้กนัปรับค่า

ความเป็นกรดด่างใหไ้ด ้5.8 หากต ่ากวา่ 5.8 ใหใ้ช ้Solution A ปรับใหค้่าความเป็นกรดด่าง

สูงข้ึน หากสูงกวา่ 5.8 ใหใ้ช ้Solution B ปรับใหค้่าความเป็นกรดด่างลดลง จากนั้นน าไป

ฆ่าเช่ือในหมอ้น่ึงท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที (เตรียมก่อนใช)้ 

 สารละลายแบคทีเรีย Micrococcus lysodeikticus 0.075 เปอรเซ็นต์: ชัง่ผง

แบคทีเรียไมโครคอกคสั (M. lysodeikticus) 0.0375 กรัม ละลายในสารละลาย Phosphate-

Citrate buffer solution พีเอช 5.8 คนใหล้ะลาย แลว้ปรับปริมาตรใหค้รบ 50 มิลลิลิตร 

(เตรียมก่อนใช)้ 

  สารละลายมาตรฐานไลโซไซม์ (Hen egg white lysozyme): ชัง่ Hen egg white 

lysozyme 0.01 กรัม ละลายในสารละลาย Phosphate-Citrate buffer solution พีเอช 5.8 ปรับ
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ปริมาตรใหค้รบ 10 มิลลิลิตร จะไดส้ารละลาย Hen egg white lysozyme ความเขม้ขน้ 

1,000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เก็บไวท่ี้อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส (เตรียมก่อนใช)้ 

2.3 สารเคมีส าหรับการศึกษากจิกรรมของเอนไซม์ 

  1.สารเคมีส าหรับการวดัค่ากิจกรรมของเอนไซม์ทริปซิน 

  HCl 50 mM: เจือจางจาก HCl เขม้ขน้ โดยดูด HCl มา 0.102 มิลลิลิตร ละลายใน

น ้ากลัน่ DDW ปรับปริมาตรใหค้รบ 25 มิลลิลิตรจะได ้HCl ความเขม้ขน้ 50 มิลลิโมลาห์ 

  Tris –HCl pH7.5: ชัง่ Tris มา 1.514 กรัมละลายในน ้ากลัน่ DDW ปริมาตร

พอประมาณ จากนั้นใช ้ HCl ความเขม้ขน้ 50 มิลลิโมลาห์ ปรับค่าความเป็นกรดด่างใหไ้ด ้

7.5 และปรับปริมาตรใหค้รบ 250 มิลลิลิตร จากนั้นน าไปฆ่าเช่ือในหมอ้น่ึงท่ีอุณหภูมิ 121 

องศาเซลเซียส นาน 15 นาที เก็บไวท่ี้อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

  1 mM Benzoyl-L-Arg-p-nitroanilide (BAPNA): ชัง่ BAPNA มา 0.0033 กรัม

ละลายใน DMSO ประมาณ 100 ไมโครลิตร ก่อนจะละลายดว้ยสารละลาย Tris –HCl pH 

7.5 และปรับปริมาตรใหค้รบ 7.5 มิลลิลิตรจะได ้ Benzoyl-L-Arg-p-nitroanilide ความ

เขม้ขน้ 1 มิลลิโมลาร์ 

  2. สารเคมีส าหรับการวดัค่ากิจกรรมของเอนไซม์ไคโมทริปซิน 

  1 mM Succinyl-Ala-Ala-Pro-phenylalanine-p-nitroanilid (SAPNA): ชัง่ 

SAPNA มา 0.002 กรัม ละลายใน DMSO ประมาณ 100 ไมโครลิตร ก่อนจะละลายดว้ย

สารละลาย Tris –HCl pH 7.5 และปรับปริมาตรใหค้รบ 7.5 มิลลิลิตรจะได ้Succinyl-Ala-

Ala-Pro-phenylalanine-p-nitroanilid ความเขม้ขน้ 0.1 มิลลิโมลาร์ 

  3. สารเคมีส าหรับการวดัค่ากิจกรรมของเอนไซม์อะไมเลส 

  Soluble starch 1% : เตรียมโดยชัง่ Soluble starch มา 1 กรัมละลายใน Tris –HCl 

pH 7.5 ปริมาตร 100 มิลลิลิตร น าไปอุ่นให้ร้อนเล็กนอ้ยและคนจนแป้งละลายหมด ตั้งทิ้ง

ไวใ้หเ้ยน็ก่อนน าไปใช ้

  3,5-dinitrosalicylic acid (DNS): เตรียมโดยชัง่ DNS มา 1 กรัมละลายในน ้ากลัน่ 

DDW 40 มิลลิลิตร จากนั้นเติมโซเดียมไฮดรอกไซดค์วามเขม้ขน้ 1 นอร์มอล (NaOH 1N) 
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ปริมาตร 40 มิลลิลิตร คนจน DNS ละลายหมด แลว้จึงเติม Potassium sodium tartrate  

(KNaC4H4O6·4H2O) 30 กรัม ปรับปริมาตรใหค้รบ 100 มิลลิลิตรเก็บไวอ้ยา่ให้โดนแสง 

  4. สารเคมีส าหรับการวดัค่ากิจกรรมของเอนไซม์ไลเปส 

  0.01 M Nitrophenylpalmitate: เตรียมโดยชัง่ Nitrophenyl มา 0.0264 กรัมละลาย

ใน 2-propanol ปรับปริมาตรใหค้รบ 7 มิลลิลิตร 

 0.1 M Sodium carbonate (Na2CO3): เตรียมโดยชัง่โซเดียมคาร์บอเนต 0.212 

กรัม ละลายใน Tris –HCl pH 7.5 ปริมาตร 20 มิลลิลิตร 

 2.4 สารเคมีและวธีิการเตรียมตัวอย่างส าหรับการศึกษาการเปลีย่นแปลงทางพยาธิสภาพ

ของเนือ้เยือ่ตามวธีิการของ Bancroft (1967) และ Humason (1972) 

  สารเคมี 

  1. น า้ยาดองเดวดิสัน (Davidson s fixative) 

   100 เปอร์เซ็นตฟ์อร์มาลิน (formaldehyde 37-39%)  220 มิลลิลิตร 

  Glacial acetic acid      115 มิลลิลิตร 

  Tap water      335 มิลลิลิตร 

  ผสมส่วนผสมต่างๆใหเ้ขา้กนัเก็บไวท่ี้อุณหภูมิหอ้ง 

  2.สีย้อมฮีมาทอกซิลนิ (haematoxylin) 

  ฮีมาทอกซิลิน (haematoxylin crystal)  4 กรัม 

  โซเดียมไอโอเดท (sodium iodate)   0.8 กรัม 

  อลมั (potassium aluminium sulfate, alum)  100 กรัม 

  กรดซิตริก (citric acid)    4 กรัม 

  คลอรัลไฮเดรท (chloral hydrate)   200 กรัม 

  น ้ากลัน่      2,000 มิลลิลิตร 

 ละลายอลัมลงในน ้ ากลั่น เติมฮีมาทอกซิลินผสมจนกระทัง่ละลายหมดจึงเติม

โซเดียมไอโอเดทผสมให้เขา้กนัจากนั้นเติมกรดซิตริกและคลอรัลไฮเดรทจนกระทัง่เป็น

เน้ือเดียวกนัทิ้งไว ้1 สัปดาห์ ก่อน ามาใชง้าน 
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  3. สีย้อมอโีอซิน 

  อีโอซิน (eosin Y.Cl 45380)             1 กรัม 

เอทธิลแอลกอฮอล ์70 เปอร์เซ็นต ์              1,000 มิลลิลิตร 

กรดอะซิติกเขม้ขน้              5 มิลลิลิตร 

ผสมสารทุกอยา่งเขา้ดว้ยกนั 

   การเตรียมตัวอย่าง 

 ท าให้กุง้สลบดว้ยน ้ าแข็งท่ีเยน็จดัจากนั้นผ่าเปิดเปลือกบริเวณหัวและอกออกฉีด

น ้ ายาดองเดวิดสันให้ทัว่ตบัและตบัอ่อนของกุง้ ตดัตบัและตบัอ่อนท่ีไดม้าดองต่อในน ้ ายา

ดองเดวิดสันเป็นเวลา 3 วนั เปล่ียนเป็นเอทานอลความเขม้ขน้ 50 เปอร์เซ็นต ์นาน  3 วนั 

และเอทานอล 70 เปอร์เซ็นต ์นาน 3 วนั เพื่อรักษาสภาพของเน้ือเยื่อ หลงัจากนั้นน าไปผา่น

ขั้นตอนการเตรียมเน้ือเยือ่ตามวธีิการของ Humason (1979) 

 1. ตบแต่งตวัอยา่งเน้ือเยื่อท่ีผ่านการดองแลว้ให้มีขนาดพอเหมาะเพื่อสะดวกต่อ

การ embed และการตดั section 

 2. น าตวัอยา่งไปผา่นขั้นตอน dehydration ดว้ยเคร่ืองเตรียมเน้ือเยื่ออตัโนมติัซ่ึงมี

ขั้นตอนดงัน้ี 

ขั้นตอนท่ี          สารละลาย                  เวลา (ชัว่โมง) 

1.  แอลกอฮอล ์50 เปอร์เซ็นต ์    1 

2.  แอลกอฮอล ์70 เปอร์เซ็นต ์    1 

3.  แอลกอฮอล ์70 เปอร์เซ็นต ์    1 

4.    แอลกอฮอล ์95 เปอร์เซ็นต ์    1 

5.         แอลกอฮอล ์95 เปอร์เซ็นต ์    1 

6.  แอลกอฮอลบ์ริสุทธ์ิ (absolute alcohol)    1 

7.         ไอโซโพรพิล แอลกอฮอล(์isopropyl alcohol)  1 

8.  ไอโซโพรพิล แอลกอฮอล ์    1 

9.   ไซลีน (xylene)      1 

10.  ไซลีน       1 
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11.  พาราพลาสท ์(paraplast)     1 

12.  พาราพลาสท ์          1 

 3. น าตวัอยา่งท่ีผ่านขั้นตอน dehydration ดว้ยเคร่ืองเตรียมเน้ือเยื่ออตัโนมติัไป 

embed ดว้ยพาราพลาสท ์จากนั้นน า block ท่ีไดเ้ก็บไวท่ี้อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียสเพื่อง่าย

ต่อการตดั section 

 4. ตกแต่ง block ตวัอยา่งท่ีไดใ้ห้มีขนาดพอเหมาะกบัขนาดสไลด์ ก่อนน าไปตดั 

section ดว้ยเคร่ืองตดัเน้ือเยื่อ (microtome) ให้มีความหนาประมาณ 3-5 ไมครอน น าไป

ลอยในน ้ าอุ่นท่ีอุณหภูมิ 45-50 องศาเซลเซียส ใช้สไลด์ช้อนตวัอย่างท่ีตดัได ้น าไปอบท่ี

อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เป็นเวลาประมาณ 24 ชัว่โมง 

 5. น าสไลดท่ี์อบแลว้ไปยอ้มดว้ยสีฮีมาทอกซิลินและอีโอซินตามขั้นตอนดงัน้ี 

ขั้นตอนท่ี         สารละลาย          เวลา (นาที) 

1   ไซลีน       2 

2.   ไซลีน       2 

3.   ไซลีน       2 

4.   ไอโซโพรพิล แอลกอฮอล ์   1 

5.   ไอโซโพรพิล แอลกอฮอล ์   1 

6.   แอลกอฮอล ์95 เปอร์เซ็นต ์   1 

7.   แอลกอฮอล ์70 เปอร์เซ็นต ์   1 

8.   แอลกอฮอล ์50 เปอร์เซ็นต ์   1 

9.   น ้ากลัน่      1 

10.   ฮีมาทอกซิลิน              20 

11.   น ้าประปา     1 

12.   น ้ากลัน่      1 

13.   แอลกอฮอล ์50 เปอร์เซ็นต ์   2 

14.   อีโอซิน      4 

15.   แอลกอฮอล ์70 เปอร์เซ็นต ์   2 
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16.   แอลกอฮอล ์95 เปอร์เซ็นต ์   2 

17.   แอบโซลูท แอลกอฮอล ์    2 

18.   ไอโซโพรพิล แอลกอฮอล ์   2 

19.   ไอโซโพรพิล แอลกอฮอล ์   2 

20.   ไซลีน      2 

21.   ไซลีน      2 

22.   ไซลีน      2 

 6. น าสไลด์ท่ีผ่านการยอ้มมาท าเป็นสไลด์ถาวรดว้ยน ้ ายาเปอร์เมาท ์ (permount) 

แลว้น าไปศึกษาการเปล่ียนแปลงทางพยาธิสภาพภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ 

2.5 สารเคมีและวธีิการวเิคราะห์องค์ประกอบทางเคมีและโพรดิจิโอซินในอาหาร 

 1. การวเิคราะห์ความช้ืน (ตามวธีิการของ AOAC, 1990) 

- น าถว้ย (crucible) ไปอบท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส นาน 40 นาที และท าให้

เยน็ในโถดูดความช้ืน ชัง่และบนัทึกน ้าหนกัของถว้ยโดยละเอียด 

 - ชัง่ตวัอยา่งท่ีตอ้งการวเิคราะห์ความช้ืนใส่ถว้ยประมาณ 1 กรัม จดบนัทึกน ้ าหนกั

อยา่งละเอียด 

  - น าตวัอยา่งไปอบ ในตูอ้บท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 8 ชัว่โมง 

  - น าตวัอยา่งท่ีอบแลว้ใส่โถดูดความช้ืนทิ้งไวใ้หเ้ยน็ บนัทึกน ้าหนกัของตวัอยา่ง 

  - ท าซ ้ าตามขอ้ 1 ถึง 5 จนกระทัง่น ้าหนกัท่ีไดค้งท่ี โดยน ้าหนกัท่ีหายไปคือน ้ าหนกั

ของความช้ืน 

ค านวณ % ความช้ืนดว้ยสมการ 

   % ความช้ืน  =  (a - b)  100 
       w 
 เม่ือ a = น ้าหนกัของอาหารและขวดชัง่ก่อนอบแหง้ (กรัม) 
  b = น ้าหนกัของอาหารและขวดชัง่หลงัอบแหง้ (กรัม) 
               w = น ้าหนกัของอาหารก่อนอบ (กรัม) 
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  2. การวเิคราะห์ปริมาณเถ้า (ตามวธีิการของ AOAC, 1990) 
   - ชัง่ตวัอยา่งประมาณ 2 กรัม ใส่ในถว้ยกระเบ้ืองเคลือบท่ีบนัทึกน ้าหนกัท่ีแน่นอน 

 - น าตวัอยา่งท่ีชัง่แลว้ไปเผาในเตาเผาท่ีอุณหภูมิ 600 องศาเซลเซียสเป็นระยะเวลา 
3 ชัว่โมง จนเถา้เป็นสีขาว 

- น าถว้ยกระเบ้ืองท่ีผา่นการเผาเขา้โถดูดความช้ืน จนกระทัง่ตวัอยา่งเยน็ลง น า
ออกมาชัง่น ้าหนกัโดยละเอียด 
  ค านวณ % เถา้ดว้ยสมการ 

   % เถา้  =      (b - a)  100 
                          w 
 เม่ือ a = น ้าหนกัของถว้ยกระเบ้ืองเคลือบ 
  b = น ้าหนกัของถว้ยกระเบ้ืองเคลือบกบัน ้านกัของเถา้ภายหลงัการเผา 
              w = น ้าหนกัของอาหารก่อนเผา 
  3. การวเิคราะห์หาโปรตีน (ตามวธีิการของ AOAC, 1990) 
  สารเคมี 
   กรดซลัฟูริก (sulfuric acid, H2SO4) เขม้ขน้ 93 - 98 เปอร์เซ็นต ์

สารเร่งรวม (catalyst mixture): เตรียมโดย ชัง่คอปเปอร์ซลัเฟต (copper sulfate, 
CuSO4) 7 กรัม กบัโพแตสเซียมซลัเฟต (potassium sulfate, K2SO4) 100 กรัมผสมใหเ้ขา้กนั 

โซเดียมไฮดรอกไซด์ 45 เปอร์เซ็นต์ (sodium hydroxide, NaOH): เตรียมโดย 
ละลาย 450 กรัมของโซเดียมไฮดรอกไซด์ ชนิดเกล็ดลงในน ้ ากลัน่ให้ไดป้ริมาตร 1 ลิตร
 สารละลายกรดเกลือ (hydrochloric acid, HCl) 0.1 นอร์มอล: เตรียมโดย ละลาย
กรดเกลือ 9 มิลลิลิตร ลงในน ้ากลัน่ ปรับปริมาตรใหไ้ด ้1 ลิตร 

กรดบอริค (boric acid, H3BO3) 4 เปอร์เซ็นต:์ เตรียมโดย ตม้น ้ ากลัน่ 50 มิลลิลิตร 
ให้ร้อนแลว้ใส่ผงกรดบอริคลงไป 40 กรัม ตม้จนละลายหมด ทิ้งไวจ้นสารละลายเยน็ลง
แลว้จึงเติมน ้ากลัน่ใหค้รบ 1000 มิลลิลิตร  

อินดิเคเตอร์รวม ( mixed indicator): เตรียมโดยละลายเมทธิลเรด (methyl red)   
0.2 กรัม ในแอลกอฮอล์  95 เปอร์เซ็นต์  ปรับปริมาตรให้ได ้ 100  มิลลิลิตร และละลายเม
ทธิลีนบลู (methylene blue) 0.2 กรัม ในแอลกอฮอล ์95 เปอร์เซ็นต ์ปรับปริมาตรให้ได ้100 
มิลลิลิตร จากนั้นน าสารละลายเมทธิลเรด 2 ส่วน ผสมกบัสารละลายเมทธิลีนบลู 1 ส่วน 
เขยา่ใหเ้ขา้กนั 
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เมทิลออเรนจ์ อินดิเคเตอร์ (methyl orange indicator): เตรียมโดยละลายเมทิ-ลออ
เรนจ ์0.1 กรัม ในน ้ากลัน่ ปรับปริมาตรใหไ้ด ้100 มิลลิลิตร 

สารละลายโซเดียมคาร์บอเนต (sodium carbonate, Na2CO3) 0.1 นอร์มอล: เตรียม
โดย  อบโซเดียมคาร์บอเนตท่ีอุณหภูมิ 260  - 270 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที ชัง่สาร
มา 1.325 กรัม เติมน ้ากลัน่ ปรับปริมาตรใหไ้ด ้250 มิลลิลิตร 
 ขั้นตอนการย่อย 

ชัง่ตวัอยา่งใหไ้ดน้ ้าหนกัประมาณ 0.5 กรัม ใส่ลงบนกระดาษกรองท่ีปราศจากสาร

ไนโตรเจนแลว้ห่อตวัอย่างใส่ในขวดแกว้วิเคราะห์โปรตีน เติมสารเร่งร่วม 3 กรัม เติม

กรดซลัฟูริกเขม้ขน้ 10 มิลลิลิตร น าไปยอ่ยดว้ยชุดเคร่ืองยอ่ยโปรตีน ท่ีอุณหภูมิ 420 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 3 ชัว่โมง จนกระทัง่ สารละลายในขวดแกว้วิเคราะห์ใส (สีเขียวมรกต) 

ตั้งทิ้งไวใ้หเ้ยน็ 

ขั้นตอนการกลัน่ 

น าหลอดโปรีตีนท่ีเยน็ลงต่อเขา้กบัเคร่ืองกลัน่ท่ีมีขวดรูปชมพู่ซ่ึงบรรจุกรดบอริค 

40 มิลลิลิตร (ใส่อินดิเคเตอร์รวม 2-3 หยด) โดยให้ปลายของหลอดแกว้ต่อจากกระบอก

แกว้ควบแน่นให้อยู่ในกรดบอริค ท าการเลือกระดบัการกลัน่ท่ีตั้งไว ้(โปรแกรม 1) ไดแ้ก่ 

เติมน ้ ากลัน่ปริมาตร 20 มิลลิลิตร และเติมโซเดียมไฮดรอกไซด์ปริมาตร 50 มิลลิลิตร โดย

เคร่ืองกลัน่จะท างานอตัโนมติั เป็นระยะเวลา 5 นาทีต่อตวัอยา่ง จะสังเกตเห็นสารละลายมี

สีด า จนกระทัง่ไม่มีแก๊สแอมโมเนียออกมา น าขวดรูปชมพูอ่อกจากเคร่ืองกลัน่ 

 ขั้นตอนการไตเตรท 

น าสารท่ีไดไ้ตเตรทดว้ยกรดเกลือมาตรฐานท่ีทราบความเขม้ขน้แน่นอน จนถึงจุด

ยุติ (end point) สารละลายจะเปล่ียนเป็นชมพูอ่อนบนัทึกปริมาตรของกรดเกลือมาตรฐาน

เพื่อใชใ้นการค านวณโปรตีนต่อไป 

การค านวณ%โปรตีนดว้ยสมการ 

 
 
 

เม่ือ  V1 = ปริมาตรของกรดมาตรฐานท่ีใชไ้ตเตรทตวัอยา่ง 
        V2 = ปริมาตรของกรดมาตรฐานท่ีใชไ้ตเตรทกบั Blank 

= 1.4 (v1-v2) N x 6.25 
 

 w 
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            N = เป็นความเขม้ขน้ของกรดเกลือ (นอร์มอล) 
         W = น ้าหนกัตวัอยา่งท่ีใชว้เิคราะห์ 

4. การวเิคราะห์ไขมันรวม 

สารเคมี 

- ปิโตรเลียมอีเทอร์ (Petroleum ether) 

ขั้นตอนการวิเคราะห์ 
- อบถว้ยสกดัไขมนัท่ีอุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 30 นาที แลว้ทิ้ง

ไวใ้หเ้ยน็ในโถดูดความช้ืน 
  - อบตวัอยา่งท่ีจะวเิคราะห์ท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 1 คืน ทิ้งให้

เยน็ในโถดูดความช้ืน 
  - ชัง่น ้าหนกัถว้ยสกดัไขมนัพร้อมลูกแกว้ใหไ้ดน้ ้าหนกัคงท่ี (w1) 
  - ชัง่และบนัทึกน ้าหนกัตวัอยา่งท่ีตอ้งการวเิคราะห์ใส่ในกระดาษกรองประมาณ 1 

กรัม (w2) ห่อใหมิ้ดชิด ใส่ลงในไส้กรอง (thimble) ท่ีเตรียมไว ้ 
  - เติมปิโตรเลียมอีเทอร์ปริมาตร 80 มิลลิลิตรต่อตวัอยา่งในถว้ยสกดัไขมนั 

 - ใส่ตวัอยา่งพร้อมไส้กรอง ในถว้ยสกดัไขมนั น าไปใส่ประกอบเขา้เคร่ือง
วเิคราะห์ไขมนั (Soxtec CU 8000) 

  - เคร่ืองสกดัไขมนัท างานอตัโนมติัใชร้ะยะเวลา 1 ชัว่โมง 10 นาที มีขั้นตอนดงัน้ี 
boiling หรือตม้เดือด 20 นาที rinsing เพื่อชะสารออกจากตวัอยา่ง 40 นาที และ solvent 
recovery เพื่อระเหย 10 นาที 

  - น าถว้ยสกดัไขมนัออกจากเคร่ืองสกดัไขมนั แลว้น าไปอบท่ี 105 องศาเซลเซียส 
จนแหง้แลว้ทิ้งไวใ้ห้เยน็ในโถดูดความช้ืน 

- น าถว้ยสกดัไขมนัหลงัอบแห้งมาชัง่และบนัทึกน ้ าหนกั (w3) น าไปค านวณหา

เปอร์เซ็นตไ์ขมนัตามสูตร 

% ไขมนั =  w3 - w1  100 
             w2  
  เม่ือ            W1  =  น ้าหนกัถว้ยพร้อมลูกแกว้ 
            W2 =  น ้าหนกัตวัอยา่ง 
            W3 =  น ้าหนกัถว้ยพร้อมลูกแกว้และไขมนัหลงัอบ   
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5. การวิเคราะห์ปริมาณโพรดิจิโอซินในอาหารตามวิธีการที่ดัดแปลงจาก Britton 

และคณะ (1995) และ Williams และคณะ (1955) 

สารเคมี 

- ไดเอทิลอีเทอร์ (Diethyl ether) 

- อะซิโตน (Acetone) 

วธีิการสกดัและวเิคราะห์ 

- ชัง่ตวัอยา่งอาหารมาปริมาณ 1 กรัม น าไปสกดัดว้ยตวัท าละลายอะซิโตนพร้อม

กบัการบดอาหารใหล้ะเอียด สกดัซ ้ าตามขั้นตอนเดิมจนกระทัง่ตวัท าละลายท่ีใชไ้ม่มีสี 

-น าสารละลายท่ีไดม้าใส่กรวยแยก เติมไดเอทิลอีเทอร์และน ้ ากลัน่เขยา่แลว้ตั้งทิ้ง

ไวจ้นกระทัง่สารละลายแยกชั้น ไขส่วนท่ีเป็นน ้ าทิ้ง เติมน ้ ากลัน่อีกคร้ัง เขย่าตั้งทิ้งไว ้ไข

ส่วนท่ีเป็นน ้าทิ้ง ท าซ ้ า 5-7 คร้ัง  

-สารละลายท่ีไดน้ าไปวเิคราะห์ปริมาณสารสีตามสูตรดงัน้ี                  

         Pigment content (µg/g ) = ((OD /0.25) x extract volumn) / weigh of sample 
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ประวตัิผู้เขียน 

ช่ือ สกุล  นาย ธรานนัท ์คงกะพนัธ์ 

รหัสนักศึกษา 5810620016 

วุฒิการศึกษา 

  วุฒิ   ช่ือสถาบัน   ปีทีส่ าเร็จการศึกษา 

 วทิยาศาสตรบณัฑิต     มหาวทิยาลยัสงขลานครินทร์   2554 
   (วาริชศาสตร์) 

ทุนการศึกษา 

ทุนอุดหนุนการวจิยัเพื่อวทิยานิพนธ์ จากบณัฑิตวทิยาลยั มหาวทิยาลยัสงขลานครินทร์ 

ทุนเรียนดีประจ าปีการศึกษา 2558 จากคณะทรัพยากรธรรมชาติ มหาวิทยาลยัสงขลานครินทร์ 
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