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 ท าการสกดัใบมะรุม (Moringa oleifera) ด้วยตวัท าละลายเอทานอล 95% น าสารสกดัท่ีได้มา

ทดสอบประสิทธิภาพในการยบัยัง้การเจริญของ Vibrio harveyi ด้วยวิธี Disc diffusion assay ผล

การศึกษาพบว่าสารสกดัใบมะรุมด้วย 95% เอทานอล สามารถยบัยัง้การเจริญของ V. harveyi ได้ท่ี

ความเข้มข้นของสารสกัดใบมะรุม 6.25 mg/ml และสามารถต้านการเจริญของเชือ้ได้ดีท่ีสุดท่ีความ

เข้มข้นของสารสกดัใบมะรุม 800 mg/ml หลงัจากนัน้ท าการศกึษาผลของอาหารท่ีเสริมใบมะรุมท่ีระดบั

ตา่งกนั 4 ระดบั ได้แก่ 0, 1, 5 และ 10 เปอร์เซน็ต์ ในอาหารเลีย้งกุ้งขาวเพ่ือศกึษาผลของใบมะรุมต่อการ

เติบโต การรอด การตอบสนองทางภูมิคุ้มกัน และความต้านทานต่อเชื อ้ V. harveyi ผลการศึกษา

หลงัจากเลีย้งกุ้ งเป็นระยะเวลา 9 สปัดาห์ พบว่า กุ้ งในชุดการทดลองท่ีเสริมใบมะรุมในอาหารท่ีระดบั 5 

และ 10 เปอร์เซ็นต์ มีค่าการเติบโตสงูกว่ากลุ่มควบคมุอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (P ˂ 0.05) อตัราการ

รอดของกุ้ งขาวในชุดการทดลองท่ีเสริมใบมะรุมในอาหารท่ีระดบั 10 เปอร์เซ็นต์ไม่มีความแตกต่างกับ

กลุ่มควบคุม ในขณะท่ีค่าการตอบสนองทางภูมิคุ้มกัน ได้แก่ ปริมาณเม็ดเลือดรวม และค่าการท างาน

ของฟีนอลออกซิเดส มีแนวโน้มเพ่ิมสงูขึน้ เมื่อสิน้สดุการทดลองในสปัดาห์ท่ี 9 แต่ไม่พบความแตกต่าง

อย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (P ˂ 0.05) ในการทดลองครัง้ท่ี 2 เลีย้งกุ้ งด้วยอาหารทดลองเป็นเวลา 6 

สปัดาห์ แล้วสุ่มกุ้ งเพ่ือเหน่ียวน าให้เกิดโรคด้วย V. harveyi ท่ีความเข้มข้นเชือ้ 1 x 107 cfu/ml พบว่า กุ้ ง

ในชดุการทดลองท่ีเสริมใบมะรุมในอาหาร มีคา่อตัราการตายสะสมต ่ากวา่กลุม่ควบคมุ อย่างมีนยัส าคัญ

ทางสถิติ (P ˂ 0.05) จากการศกึษานี ้สามารถสรุปได้วา่การเสริมใบมะรุมในอาหาร ท าให้กุ้ งขาวมีความ

ต้านทานตอ่การติดเชือ้ V. harveyi ได้ 
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In vitro antibacterial activity of ethanol extract of Moringa oleifera’ s leaves was 

conducted. Disc diffusion assay was used to assess effect of the extract on Vibrio harveyi. 

The result showed that ethanol extract could inhibit growth of V. harveyi at 6.25 mg/ml. Effect 

of M. oleifera’ s leaves powder was studied by supplementing to diets on growth, immune 

response and disease resistant of white shrimp were investigated in vivo. Shrimp were fed 

diets containing 0, 1, 5 and 10 percent M. oleifera’ s leaves powder after 9 weeks rearing 

period. Results showed the final weights and growth performance of shrimp fed diets 

containing 5 and 10 percent M. oleifera’ s leaves powder were significantly higher than those 

of the control. Survival rates of shrimp fed diets containing 10 percent M. oleifera’ s leaves 

powder were not different from the control group.  However, shrimp raised on diets 

supplemented with M. oleifera’ s leaves powder 5 and 10 percent showed slightly 

improvement in immune parameters, such as Total Hemocyte Count and Phenoloxidase 

activity after 9 weeks of rearing. In a separate experiment, shrimp were challenged with        

V. harveyi after 6 weeks of diets testing. The results showed the cumulative mortality of shrimp 

that fed diets containing M. oleifera’ s leaves powder were significantly lower than that of 

control group. Base on the present data, M. oleifera’ s leaves powder supplemented diet is a 

potential prophylactic agent against V. harveyi infection in white shrimp. 
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บทที ่1 

บทน ำ 

 

ปัจจุบนั ธุรกิจการเพาะเลีย้งกุ้ งขาวแปซิฟิก(Litopenaeus vannamei) ได้รับความนิยม

จากเกษตรกรมาก หลังจากท่ีกรมประมงได้อนุญาตให้น าพ่อแม่พันธุ์ ท่ีปลอดเชือ้เข้ามาทดลอง

เลีย้งในปี พ.ศ. 2545 เพ่ือเป็นทางเลือก นอกเหนือจากการเพาะเลีย้งกุ้ งกุลาด าท่ีประสบปัญหา

ผลผลิตตกต ่าอนัเป็นผลมาจากการเกิดโรคระบาดในช่วงก่อนปี พ.ศ. 2545 ซึ่งถือเป็นการเพิ่ม

โอกาสทางการตลาดของกุ้ งไทยอีกทางหนึ่ง แต่ในความเป็นจริง แม้ว่ากุ้ งขาวแปซิฟิกได้ถูก

คัดเลือกพันธุ์ให้ปลอดจากโรคบางชนิด และคาดว่ากุ้ งขาวแปซิฟิกจะไม่เป็นโรคเหมือนในกุ้ ง

พืน้เมืองของไทย แต่เม่ือมีการน ามาเลีย้งในสภาพแวดล้อมเดียวกับกุ้ งพืน้เมืองแล้ว ก็มีโอกาส

ได้รับเชือ้โรคเช่นเดียวกัน (ชยัวฒุิ และคณะ, 2550) นอกจากนี ้ระบบการเพาะเลีย้งกุ้ งทะเลของ

ประเทศไทย มีการพัฒนาระบบเป็นการเลีย้งแบบหนาแน่น (intensive culture) ตัง้แต่ปี พ.ศ. 

2530 ซึง่ท าให้เกิดการสะสมของสารอินทรีย์ตา่งๆ เกิดความเส่ือมโทรมในระบบการเลีย้ง กุ้ งท่ีเลีย้ง

เกิดความเครียดรวมถึงภูมิคุ้มกนัลดลง เป็นผลให้เชือ้โรคตา่งๆเข้าท าอนัตรายตอ่กุ้ งได้ จึงมีการใช้

สารปฏิชีวนะทัง้เพ่ือป้องกนั ควบคมุและรักษาโรคท่ีอาจเกิดขึน้ แตก่ารใช้สารปฏิชีวนะหรือสารเคมี

ในระบบการเพาะเลีย้งก่อให้เกิดการตกค้างในเนือ้สตัว์ ซึ่งสามารถสะสมในตวักุ้ งและเป็นอนัตราย

ตอ่ผู้บริโภคได้ (นิตยา และคณะ, 2549; วิศิษย์ เกตปัุญญาพงศ์, 2550) เกิดปัญหาด้านการค้ากบั

ตา่งประเทศซึ่งให้ความใส่ใจกบัปัญหาผลิตภัณฑ์ท่ีมีสารตกค้างและมีการเฝ้าระวงัอย่างเข้มงวด 

นอกจากนีก้ารใช้สารปฏิชีวนะหรือสารเคมียงัส่งผลเสียต่อคณุภาพน า้ ท าให้ผลผลิตลดลง ดงันัน้

การใช้สมุนไพรท่ีมีสรรพคุณทางยาจึงเป็นทางเลือกท่ีดีท่ีสุดอีกทางหนึ่งเพ่ือทดแทนการใช้สาร

ปฏิชีวนะ 

 สารปฏิชีวนะท่ีมีฤทธ์ิในการต้านจุลชีพ เป็นประเภทของยาท่ีได้รับการศึกษามากท่ีสดุใน

การเพาะเลีย้งสัตว์น า้ในประเทศไทย ดงันัน้ในการพฒันาสมุนไพรท่ีมีศกัยภาพเพ่ือใช้แทนสาร

ปฏิชีวนะ จึงมุ่ง เ น้นสมุนไพรชนิดท่ี มีฤทธ์ิในการต่อต้านการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย
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(Antibacterial activity) ซึ่งจะเห็นได้จากงานวิจัยเก่ียวกับสมุนไพรต่อการต้านเชือ้ต่างๆเช่น 

การศึกษาการใช้สารสกัดสมุนไพรขมิน้ชนัในการเลีย้งกุ้ งกุลาด าในการต้านทานต่อเชือ้  Vibrio 

harveyi (กิตติมา และคณะ,2550) การศึกษาการใช้อาหารท่ีเสริมสารสกดัจากใบกระเม็งต่อการ

ต้านเชือ้ Aeromonas hydrophila ในปลานิลแดง (Christybapita et al., 2007) การศกึษาผลของ 

carragenans ตอ่ระบบภูมิคุ้มกนัและการต้านทานเชือ้ Vibrio alginolyticus ในกุ้ งขาว (Yeh and 

Chen, 2008) การศกึษาฤทธ์ิในการต้านทานตอ่เชือ้ Vibrio alginolyticus ในกุ้ งขาวแปซิฟิกเม่ือให้

สารสกดัจากการบรู (Yeh et al., 2009) การศกึษาผลของสารสกดั    ฟ้าทะลายโจรในการต้านเชือ้ 

Streptococcus agalactiae ในปลานิล(Rattanachaikunsopon and Phumkhachorn, 2009) 

การศึกษาการฉีดสารสกัดจาก Spirulina platensis เข้าสู่กุ้ งขาวต่อการต้านเชือ้ Vibrio 

alginolyticus (Tayag et al.,2010) เป็นต้น 

 จากการค้นคว้าหาข้อมลูเบือ้งต้นพบวา่มะรุม (Moringa oleifera Lam.) เป็นสมนุไพรชนิด

หนึ่งท่ีมีศกัยภาพในการพัฒนาเพ่ือใช้ทดแทนสารปฏิชีวนะได้ เน่ืองจากมีคุณค่าทางด้านเภสัช

ศาสตร์ท่ีนา่สนใจ และมีคณุสมบตัทิางยาเกือบทกุสว่นของต้น โดยสรรพคณุทางยาของมะรุมได้แก่ 

ช่วยในการกระตุ้นระบบหวัใจและการไหลเวียนเลือด ลดระดบัคลอเรสเตอรอล มีศกัยภาพในการ

ต้านเซลล์มะเร็ง ต้านอาการความดนัโลหิตสูง ป้องกนัตบัจากสารพิษ ต้านโรคแผลในกระเพาะ

อาหาร ใช้เป็นยาระบาย การอกัเสบ อาการปวดตามข้อ มีฤทธ์ิต้านจลุชีพและเชือ้รา และเป็นแหล่ง

ของ antioxidant ธรรมชาติ เช่น Ascorbic acid, Flavonoids, Phenolic และ Carotenoid 

(Anwar et al., 2007) การท่ีมะรุมมีสาร antioxidant ซึ่งมีบทบาทส าคญัต่อการท าหน้าท่ีรักษา

ภูมิคุ้มกันโรค โดยจะป้องกันไม่ให้อนมุูลอิสระเข้าท าลายเซลล์หรือเนือ้เย่ือ ส่งผลให้มะรุมจดัเป็น

สมนุไพรท่ีเสริมภมูิคุ้มกนัอีกชนิดหนึง่  

นอกจากนีย้งัมีการศึกษาการใช้มะรุมในการเลีย้งววัเพ่ือเพิ่มผลผลิตนมและช่วยให้ระบบ

การย่อยดีขึน้ (Sánchez et al., 2005) จากสรรพคณุข้างต้นจะเห็นว่ามะรุมมีประโยชน์ทัง้ต่อ

มนษุย์และสตัว์ อีกทัง้มะรุมเป็นไม้ยืนต้นท่ีปลกูง่าย โตเร็ว ทนแล้ง สามารถปลกูได้ตามบ้านเรือน 

เน่ืองจากยงัไมมี่งานวิจยัเก่ียวกบัการใช้มะรุมในการต้านทานตอ่การเกิดโรคและเสริมภูมิคุ้มกนัใน

สตัว์น า้ งานวิจยัจะเสริมใบมะรุมและศึกษาผลต่อกุ้ งในสภาพการเลีย้งจริงเพ่ือให้ได้ข้อมูลท่ีเป็น
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ประโยชน์แก่เกษตรกรและเป็นแนวทางการจดัการด้านสขุภาพในการพฒันาระบบการเลีย้งกุ้ งขาว

แปซิฟิกให้ปลอดจากสารตกค้างเพื่อผู้บริโภคตอ่ไป 

 

ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับจากการวิจัยนี ้

ได้อาหารส าเร็จรูปท่ีมีสว่นผสมของใบมะรุมท่ีเหมาะสมในการสร้างภมูิคุ้มกนั การเติบโต และ

ต้านทานตอ่โรค Vibriosis ในกุ้งขาวได้ 

 

 



 
 

บทที่ 2 
 

เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 
 

2.1 ชีววิทยาของกุ้งขาว 

 

การจดัล าดบัทางอนกุรมวิธานของกุ้งขาว Litopenaeus vannamei (Boone, 1931) 

            Phylum          Arthropoda 

                  Class           Crustacea 

                        Subclass     Malacostraca 

                              Order         Decapoda 

                                    Suborder    Dendrobrachiata 

                                          Superfamily    Penaeoidea 

                                                Family            Penaeidae 

                                                      Genus          Penaeues 

                                                            Subgenus      Litopenaeus 

                                                                  Species        vannamei 

 กุ้ งขาวเป็นสายพนัธุ์กุ้ งทะเลในกลุ่มแปซิฟิก (Pacific white shrimp) มีช่ือเรียกในหลาย

ภาษา เช่นในภาษาอังกฤษ เรียก Whiteleg Shrimpภาษาฝร่ังเศส เรียก Crevette Pattes 

Blanches ภาษาสเปน เรียก Camaron Patiblance นอกจากนีย้งัมีช่ือทางการค้าตามสถานท่ีท่ี

พบและลกัษณะท่ีปรากฏ เช่น ในสหรัฐอเมริกา เรียก West coast white shrimp ประเทศเม็กซิโก 

เรียก Camaron Blance ประเทศโคลมัเบีย เรียก Camaron Caf ประเทศอินโดนีเซีย เรียก 

Vannamei เป็นต้น ในธรรมชาติ กุ้ งขาวมีการกระจายตวัตามแนวชายฝ่ังตะวนัออกของมหาสมทุร

แปซิฟิก จากรัฐโซโนรา ประเทศเม็กซิโกไปจนถึงตอนเหนือของประเทศเปรู (Perez-Farfante and 

Kensley, 1997)ซึง่ภมูิภาคในแถบนีมี้ความลกึจากเส้นแนวชายฝ่ังประมาณ 70 เมตร ลกัษณะของ

พืน้เป็นโคลนเหมาะแก่การเติบโตและอยู่อาศยัของกุ้ งขาว (Dore and Frimodt, 1987) กุ้ งขาวท่ีโต
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เต็มวยัจะวางไข่ท่ีชายฝ่ังเขตร้อน โดย  planktonic postlarvae จะอพยพเข้าสู่บริเวณน า้กร่อย

จนกระทัง่ทีความยาว 10 - 20 มิลลิเมตร และจะทนต่อความเค็มและอณุหภูมิได้ในช่วงกว้าง 

(Wickins, 1976) มีการเพาะเลีย้งกนัอยา่งแพร่หลายเน่ืองจากเป็นกุ้งท่ีมีความทนทานและแข็งแรง  

 

รูปที่ 2-1 ลกัษณะทางสณัฐานวิทยาของกุ้งขาว  

 

ลกัษณะทางสณัฐานวิทยาของกุ้งขาว (รูปท่ี 2-1) จะมีล าตวั 6 ปล้อง ส่วนหวัและส่วนหาง

อยา่งละ 1 ปล้อง ล าตวัมีลกัษณะขาวใส ขามีสีขาว ส่วนปลายหางจะมีสีแดง เปลือกบาง มีขาว่าย

น า้ 5 คู่ เป็นสีขาวข้างในท่ีปลายมีสีแดง ส่วนปลายของกรีจะงุ้มลงเล็กน้อย ด้านบนของกรีมีซ่ีฟัน

อยู ่8 ซ่ี และด้านลา่งอีก 2 ซ่ี กรีจะมีความยาวมากกว่าตาแตไ่ม่มากนกั เม่ือน าขึน้มาจากน า้ ล าตวั

ของกุ้งขาวคอ่นข้างจะแห้งเร็ว สิ่งท่ีสงัเกตได้เดน่ชดัคือ กุ้งขาวจะมีส่วนของล าไส้ท่ีชดัเจนเม่ือเทียบ

กบักุ้ งชนิดอ่ืน (ภิญโญ เกียรติภิญโญ, 2545) กุ้ งขาวท่ีโตเต็มวยัจะมีขนาดท่ีวดัจากกรีถึงแพนหาง

ประมาณ 230 มิลลิเมตร น า้หนกัเฉล่ีย 120 กรัม (มณัฑนา ใจเย็น, 2552) 
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2.2 โรค Vibriosis 

  

 โรค Vibriosis หรือ black shell disease, septic hepatopancreatic necrosis, brown 

gill disease, swollen hindgut syndrome และ luminous bacteria disease (โรคเรืองแสง) เป็น

โรคท่ีเกิดจากการติดเชือ้แบคทีเรียในสกลุ Vibrio. ได้แก่ V. harveyi, V. parahaemolyticus, V. 

alginolyticus, V. vulnificus, V. splendidus เป็นต้น ซึ่งเป็นสาเหตสุ าคญัท่ีท าให้กุ้ งตายใน

ระหวา่งการเลีย้ง ซึ่งตามธรรมชาติ เชือ้แบคทีเรียในสกลุ Vibrio. จะเป็นเชือ้ปกติท่ีพบได้ในตวักุ้ งท่ี

มีสขุภาพดีทัว่ไป (Hameed, 1993; Vandenberghe et al., 1998) พบได้ตามเหงือก และทางเดิน

อาหาร แต่จะก่อให้เกิดโรคได้เม่ือสภาวะแวดล้อมต่างๆไม่เหมาะสม เช่น กุ้ งเกิดความเครียด 

สขุภาพกุ้ งอ่อนแอ น า้ในบอ่เลีย้งเน่าเสีย คณุภาพน า้ไม่ดี เป็นต้น ส าหรับการแพร่กระจายของโรค  

Vibriosis มีรายงานการติดเชือ้ในหลายประเทศ เช่น ฟิลิปปินส์ อินโดนีเซีย ไต้หวนั ออสเตรเลีย 

(กรวิกา และคณะ, 2551)    

 Luminous Vibrio เป็นสาเหตขุองการเกิดโรค luminous vibriosis หรือโรคเรืองแสง 

(Domrongpokkaphan and Wanchaitanawong, 2006) V. harveyi จดัเป็น Luminous Vibrio ท่ี

ก่อให้เกิดความเสียหายเป็นอย่างมาก ท าให้อัตราการตายของลูกกุ้ งระหว่างการเพาะฟักสูง 

(Karunasagar et al., 1994) V. harveyi เป็นแบคทีเรียแกรมลบรูปร่างเป็นแท่งตรงท่อนสัน้ หรือ

โค้งเล็กน้อย ด้านปลายมน เคล่ือนท่ีโดยใช้ flagellaท่ีอยู่บริเวณรอบล าตวั สีโคโลนีของเชือ้เป็นสี

เขียวเม่ือเลีย้งบน Thiosulfate citrate bile salt sucrose agar (TCBS) เชือ้ชนิดนีส้ามารถให้สี

เขียวแกมเหลืองโดยปฏิกิริยาทางเคมีท่ีเกิดจากเอนไซม์ luciferase ซึ่งท าให้เกิดการเรืองแสง               

V. harveyi จะเพิ่มจ านวนตวัอย่างรวดเร็วท่ีความเค็ม 10-40 ppt อณุหภูมิ 25-35 องศาเซลเซียส 

และคา่ pH 7-9 

 อาการของโรค กุ้งจะกินอาหารน้อยลง ล าตวัขุน่ ซ่ีเหงือกด า กุ้ งจะวา่ยน า้บริเวณผิวน า้หรือ

เกยตามขอบบอ่ เม่ือน าเนือ้เย่ือของกุ้ งท่ีป่วยหรือติดเชือ้มาตรวจจะพบว่าส่วนตบัและตบัอ่อนถูก

ท าลายอยา่งรุนแรง เกิดความผิดปกตใินระบบการยอ่ยอาหาร นอกจากนีย้งัสงัเกตอาการได้ในช่วง

กลางคืน เน่ืองจากจะพบการเรืองแสงของกุ้งท่ีตดิเชือ้ 
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2.3 ระบบภูมิคุ้มกันในสัตว์กลุ่มครัสเตเชียน 

 

 ระบบภูมิคุ้มกนัในสตัว์กลุ่มครัสเตเชียน เป็นภูมิคุ้มกนัตามธรรมชาติท่ีมีมาแต่โดยก าเนิด 

(innate immunity) ซึ่งสามารถแยกความแตกตา่งระหว่างตวัเองกับสิ่งแปลกปลอม (McKay et 

al., 1969; Ratchiffe et al., 1985) แตไ่ม่สามารถแยกความแตกตา่งของสิ่งแปลกปลอมได้อย่าง

จ าเพาะเจาะจงและจะไม่มีการปรับเปล่ียนการตอบสนองแม้ว่าจะสัมผัสกับสิ่งแปลกปลอม

เหล่านัน้มาหลายครัง้แล้วก็ตาม (Lackie, 1980; Smith and Chisholm, 1992) ระบบภูมิคุ้มกนัใน

สตัว์กลุม่ครัสเตเชียน แบง่ออกเป็น 2 ระบบหลกั (Ratchiffe et al., 1985) ได้แก่ 

- ระบบภมูิคุ้มกนัท่ีป้องกนัสิ่งแปลกปลอมโดยเซลล์ (cellular defenses) 

- ระบบภมูิคุ้มกนัท่ีป้องกนัสิ่งแปลกปลอมโดยสารน า้ (humoral defenses) 

ซึง่ทัง้ระบบภูมิคุ้มกนัท่ีป้องกนัสิ่งแปลกปลอมโดยเซลล์ (cellular defenses)และระบบภูมิคุ้มกนัท่ี

ป้องกนัสิ่งแปลกปลอมโดยสารน า้ (humoral defenses) นี ้จ าเป็นต้องท างานร่วมกนั 

 

2.3.1 ระบบภูมิคุ้มกันท่ีป้องกันสิ่งแปลกปลอมโดยเซลล์ (cellular defenses) 

  

 ระบบภูมิคุ้มกนัท่ีป้องกนัสิ่งแปลกปลอมโดยเซลล์ จะเกิดขึน้ในทนัทีเม่ือมีสิ่งแปลกปลอม

เข้าสู่ตัวเซลล์ ซึ่งเป็นการตอบสนองแบบไม่จ าเพาะเจาะจง (non-specific defense) และไม่

ต้องการการชกัน า (Johansson and Söderhäll, 1989; Lackie, 1980; Smith and Söderhäll, 

1983) โดยระบบภมูิคุ้มกนัท่ีป้องกนัสิ่งแปลกปลอมโดยเซลล์นีม้กัใช้เซลล์เม็ดเลือดในการก าจดัสิ่ง

แปลกปลอมเป็นหลกั ซึง่มีหลายวิธี ได้แก่ การแข็งตวัของเลือด กระบวนการกลืนท าลาย การสร้าง

โนดลู การหอ่หุ้มสิ่งแปลกปลอม และระบบโปรฟีนอลออกซิเดส โดยเม่ือมีสิ่งแปลกปลอมท่ีมีขนาด

เล็กและมีจ านวนน้อยเข้าสู่เซลล์ จะถกูก าจดัโดยกระบวนการกลืนท าลาย แต่ถ้าสิ่งแปลกปลอมมี

ขนาดเล็กแต่มีจ านวนมาก จะอาศยัการสร้างโนดูล และถ้าสิ่งแปลกปลอมมีขนาดใหญ่จะเกิด

กระบวนการหอ่หุ้มสิ่งแปลกปลอม เป็นต้น 
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2.3.1.1 การแข็งตวัของเลือด (hemolymph clotting) 

 

 เป็นกระบวนการแรกท่ีเกิดขึน้ภายหลังจากการได้รับบาดแผล เพ่ือป้องกันการสูญเสีย

เลือด และเพ่ือป้องกนัการบกุรุกของเชือ้โรคเข้าสู่บาดแผล(Johansson and Söderhäll, 1989) ซึ่ง

เป็นปฏิกิริยาการจบักลุม่ของเม็ดเลือดและโปรตีนในเลือดบริเวณบาดแผล กระบวนการแข็งตวัของ

เลือด เกิดจากการท างานร่วมกนัระหว่างเม็ดเลือดไฮยาลินเซลล์ (hyaline) และโคแอคกลโูลเจน 

(coagulogen) ซึ่งเป็นองค์ประกอบของสารน า้ โดยมีแคลเซียมเป็นโคเอนไซม์ให้เกิดปฏิกิริยาโพลี

เมอไรเซชนั (Hose et al., 1990; Ratchiffe et al., 1985) นอกจากนีย้งัพบว่ากระบวนการแข็งตวั

ของเลือดเกิดขึน้พร้อมกบักระบวนการสร้างเม็ดสีด า (melanisation) ในระบบโปรฟีนอลออกซิเดส 

(Johansson and Söderhäll, 1989) 

 

2.3.1.2 กระบวนการกลืนท าลาย (phagocytosis) 

 

 เป็นกระบวนการส าคัญอีกกระบวนการหนึ่ง ซึ่งจะท างานร่วมกับสารน า้ เกิดจากการ

ท างานของเม็ดเลือดในการท าลายสิ่งแปลกปลอมทัง้ท่ีมีชีวิตและไม่มีชีวิต (Reade,1968; McKay 

and Jenkin, 1970) ขัน้ตอนของกระบวนการกลืนท าลาย เร่ิมจากการท่ีมีสิ่งแปลกปลอมมาเกาะ

บริเวณเซลล์เมมเบรนของเม็ดเลือด เซลล์เม็ดเลือดจะย่ืนไซโตพลาสซึมไปล้อมสิ่งแปลกปลอมนัน้ 

แล้วเพิ่มการน าออกซิเจนเข้าสู่ตวัเซลล์ (respiratory burst) นอกจากนี ้เปอร์เซ็นต์การกลืนท าลาย 

(% phagocytosis) ยังเป็นตัวบ่งชีป้ระสิทธิภาพของกระบวนการกลืนท าลาย จับกินสิ่ง

แปลกปลอมของเม็ดเลือด และพบว่าแอคกลูตินินในน า้เลือดสามารถกระตุ้นการท างานของ

กระบวนการกลืนท าลายได้ เรียกวา่ opsonin (Thörnqvist and Söderhäll, 1997) 

 

2.3.1.3 การสร้างโนดลู  (nodule formation) 

 

 กระบวนการนี เ้ กิดขึ น้ เ ม่ือมีสิ่ งแปลกปลอมขนาดเล็กและมีจ านวนมาก ซึ่ง เ กิน

ความสามารถของกระบวนการกลืนท าลาย โดยเซลล์จะรวมตัวกันเป็นกลุ่มก้อนล้อมรอบสิ่ง
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แปลกปลอมเพ่ือไม่ให้สิ่งแปลกปลอมเหล่านีก้ระจายไปทั่ว ร่างกาย เป็นกระบวนการท่ีมี

ประสิทธิภาพในการจ ากัดขอบเขตการแพร่กระจายของสิ่งแปลกปลอมได้ดี (Smith and 

Söderhäll, 1986) มกัพบการสร้างโนดลูบริเวณเหงือกและตบั (hepatopancreas) (Ratchiffe et 

al., 1985) นอกจากนีย้งัพบว่ากระบวนการสร้างโนดลูเกิดขึน้พร้อมกบักระบวนการสร้างเม็ดสีด า 

(melanisation) ในระบบโปรฟีนอลออกซิเดส (Johansson and Söderhäll, 1989) 

 

2.3.1.4 การหอ่หุ้มสิ่งแปลกปลอม (encapsulation) 

 

 การห่อหุ้มสิ่งแปลกปลอมเกิดขึน้เม่ือสิ่งแปลกปลอมมีขนาดใหญ่มากกว่า 10 ไมโครเมตร 

(Lackie, 1980) เช่น พยาธิ เชือ้รา สัตว์เซลล์เดียวขนาดใหญ่ ซึ่งเกินจากความสามารถของ

กระบวนการกลืนท าลาย จ าเป็นต้องใช้เม็ดเลือดจ านวนมากในการกักล้อมสิ่งแปลกปลอม  

(Ratchiffe et al., 1985) โดยเซลล์ท่ีมีหน้าท่ีในการหอ่หุ้มสิ่งแปลกปลอม ได้แก่ เซมิแกรนลูาร์เซลล์ 

(semi-granular cell) และแกรนูลาร์เซลล์ (granular cell) การก าจดัสิ่งแปลกปลอมท่ีถกูห่อหุ้ม

ต้องอาศัยองค์ประกอบในระบบโปรฟีนอลออกซิเดส พร้อมกับกระบวนการสร้างเม็ดสีด า  

(melanisation) (Ratchiffe et al., 1985)    

 

2.3.1.5 ระบบโปรฟีนอลออกซิเดส (phenoloxidase system) 

 

 ระบบโปรฟีนอลออกซิเดส เป็นระบบท่ีมีเอนไซม์ตา่งๆเป็นองค์ประกอบ (Johansson and 

Söderhäll, 1989) โดยมีเซมิแกรนลูาร์เซลล์ (semi-granular cell) และแกรนลูาร์เซลล์ (granular 

cell) เป็นแหล่งสร้างเอนไซม์และกกัเก็บเอนไซม์ชนิดตา่งๆ (Smith and Söderhäll, 1991) กลไก

การท างานเร่ิมจากเซมิแกรนลูาร์เซลล์ (semi-granular cell) แกรนลูาร์เซลล์ (granular cell) และ 

พลาสมาโปรตีน จะจดจ าสิ่งแปลกปลอมท่ีเข้าสู่เซลล์และถกูกระตุ้นโดยองค์ประกอบของเซลล์เชือ้

ก่อโรคจ าพวกคาร์โบไฮเดรต ได้แก่ Lipopolysaccharide (LPS), Peptidoglycan (PG) ซึ่งเป็น

องค์ประกอบผนงัเซลล์ของแบคทีเรีย หรือ Beta-1-3-glucan ซึ่งเป็นองค์ประกอบของผนงัเซลล์

ของราและยีสต์ เม่ือถูกกระตุ้นจะส่งผลให้เซลล์เม็ดเลือดเกิดดีแกรนูเลชนั (degranulation) และ
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หลัง่เอนไซม์กระตุ้นโปรฟีนอลออกซิเดส (prophenoloxidase activating enzyme; ppA) ได้แก่ 

serine protease และ prophenoloxidase ออกจากเม็ดแกรนลู (Johansson and Söderhäll, 

1989) หลงัจากนัน้ serine protease จะถกูกระตุ้นโดย Lipopolysaccharide (LPS) หรือ Beta-1-

3-glucan กลายเป็น serine protease ในภาวะแอคทีฟ เปล่ียน prophenoloxidase ไปเป็น 

phenoloxidase  

 Phenoloxidase มีความสามารถในการยึดเกาะกบัผิวของจลุชีพ และชกัน าการเกิดเม็ดสี

ด า (melanin) ซึ่ง melanin มีหน้าท่ีในการยบัยัง้และป้องกนัการเจริญของเชือ้แบคทีเรีย โดยการ

ยบัยัง้เอนไซม์ proteinase และ chitinase ท่ีอยูน่อกเซลล์ ท าให้แบคทีเรียไมส่ามารถเจริญได้ 

 

2.3.2 ระบบภูมิคุ้มกันท่ีป้องกันสิ่งแปลกปลอมโดยสารน า้ (humoral defenses) 

 

 ซีรัมของสตัว์ไม่มีกระดกูสนัหลงั มีองค์ประกอบหลายชนิดท่ีท าหน้าท่ีในระบบภูมิคุ้มกัน 

ได้แก่ ฤทธ์ิต้านแบคทีเรีย (antibacterial activity), แอคกลูตินิน (agglutinin), สารคล้ายไซโตไคน์ 

(Cytokine-like factor), โมดเูลเตอร์ (modulators) และสารท่ีเก่ียวข้องกับการแข็งตวัของเลือด 

(clotting factors) ซึง่องค์ประกอบเหลา่นีเ้กิดขึน้เองตามธรรมชาติ (McKay et al., 1969) หรืออาจ

ถูกชกัน าให้เกิดขึน้ (Stewart and Zwicker, 1972) ซึ่งการถูกชักน าให้สร้างขึน้จะไม่แสดง

คณุสมบตัิของ immunoglobulin ท่ีสามารถจดจ าแอนติเจน และตอบสนองตอ่แอนติเจนนัน้ เม่ือ

พบแอนตเิจนอีกครัง้อยา่งจ าเพาะเจาะจง (Ratchiffe et al., 1985)    

 

2.4 มะรุม (Moringa oleifera) 

 

มะรุม มีช่ือทางวิทยาศาสตร์ว่า Moringa oleifera Lam. จดัอยู่ในวงศ์ Moringaceae เป็น

ไม้ยืนต้นขนาดกลาง มีความสูงในช่วง 5-10 เมตร (Morton, 1991) พบได้ทัว่ไปหรือสามารถ

เพาะปลกูได้ในท่ีราบ เตบิโตได้ดีภายใต้ภมูิอากาศแบบหมูเ่กาะเขตร้อน มีความทนทานตอ่ปริมาณ

น า้ฝนในชว่ง 250-3000 มิลลิเมตร และ pH ในชว่ง 5.0-9.0  
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 มะรุมเป็นพืชท้องถ่ินของอินเดีย ปากีสถาน บังคลาเทศ อาฟกานิสถาน และในกลุ่ม

ประเทศท่ีอยู่ในเขตศูนย์สูตรในทวีปเอเชียและแอฟริกา (Booth and Wickens, 1998) ซึ่งใน

ปัจจุบนัมีการกระจายพนัธุ์ไปยงัภูมิภาคเขตร้อนและนิยมปลูกในหลายประเทศเช่น เม็กซิโก , ศรี

ลงักา, อินเดีย, พม่า, สิงคโปร์, มาเลเซีย, ฟิลิปปินส์ และไทย (Fahey, 2005) ซึ่งการท่ีมีการ

กระจายพันธุ์ ได้ในหลายพืน้ท่ี ท าให้มีช่ือท้องถ่ินของ Moringa oleifera หลากหลาย เช่น 

drumstick tree, horse radish tree, kelor tree, Shagara al Rauwaq (หมายถึง tree for 

purifying) และ Sohanjna 

มะรุมจดัเป็นพืชท่ีมีคณุคา่ทางโภชนาการสงูอีกชนิดหนึ่ง จดัเป็นเป็นสารอาหารธรรมชาติ

ในเขตศนูย์สูตร (Anwar et al., 2007) โดยในหลายประเทศ เช่น อินเดีย, ปากีสถาน, ฟิลิปปินส์ 

แอฟริกา รวมถึงประเทศไทย ได้ใช้ส่วนตา่งๆของพืชชนิดนีเ้ป็นแหล่งของสารอาหารส าคญั เช่น ใบ 

เมล็ด ดอกและฝัก (Anwar et al., 2005; Siddhuraju and Becker, 2003) เน่ืองจากมะรุมเป็น

แหล่งของโปรตีน, วิตามิน, เกลือแร่, เบตา-คาโรทีน, กรดอะมิโน และฟีโนลิค (Dahot, 1998) โดย

การวิเคราะห์สารอาหาร วิตามิน และกรดอะมิโน ในฝักมะรุม ใบมะรุมสดและใบมะรุมแห้ง ได้

แสดงไว้ในตารางท่ี 2-1 

ตารางที่ 2-1 วิเคราะห์สารอาหารในฝักมะรุม ใบมะรุมสดและใบมะรุมแห้ง  แสดงปริมาณท่ีมีอยู่

ใน 100 สว่น 

Nutritional Analysis ฝักมะรุม                      

(ต่อ 100 กรัม) 

ใบมะรุมสด                  

(ต่อ 100 กรัม) 

ใบมะรุมแห้ง                

(ต่อ 100 กรัม) 

Moisture (%) 86.9 75.0 7.5 

Calories 26.0 92.0 205.0 

Protein (%) 2.5 6.7 27.1 

Fat (g) 0.1 1.7 2.3 

Carbohydrate (g) 3.7 13.4 38.2 

Fiber (g) 4.8 0.9 19.2 



12 
 

Nutritional Analysis ฝักมะรุม                      

(ต่อ 100 กรัม) 

ใบมะรุมสด                  

(ต่อ 100 กรัม) 

ใบมะรุมแห้ง                

(ต่อ 100 กรัม) 

Minerals (g) 2.0 2.3 - 

Calcium (mg) 30.0 440.0 2003.0 

Magnesium (mg) 24.0 24.0 368.0 

Phosphorus (mg) 110.0 70.0 204.0 

Potassium (mg) 259.0 259.0 1324.0 

Copper (mg) 3.1 1.1 0.6 

Iron (mg) 5.3 0.7 28.2 

Oxalic acid (mg) 10.0 101.0 - 

Sulfur 137.0 137.0 870.0 

Vitamins contents    

Vitamin A – B carotene (mg) 0.1 6.8 16.3 

Vitamin B – Choline (mg) 423.0 423.0 - 

Vitamin B1 – Thiamin (mg) 0.05 0.21 2.6 

Vitamin B2 – Riboflavin (mg) 0.07 0.05 20.5 

Vitamin B3 – Nicotinic Acid (mg) 0.2 0.8 8.2 

Vitamin C – Ascorbic Acid (mg) 120.0 220.0 17.3 

Vitamin E – Tocopherols Acetate (mg) - - 113.0 

Amino acids contents    

Arginine (mg) 360.0 406.6 1325.0 

Histidine (mg) 110.0 149.8 613.0 

Lysine (mg) 150.0 342.4 1325.0 

Thyptophan (mg) 80.0 107.0 425.0 

Phenylalanine (mg) 430.0 310.3 1388.0 
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Nutritional Analysis ฝักมะรุม                      

(ต่อ 100 กรัม) 

ใบมะรุมสด                  

(ต่อ 100 กรัม) 

ใบมะรุมแห้ง                

(ต่อ 100 กรัม) 

Amino acids contents 

Methionine (mg) 140.0 117.7 350.0 

Threonine (mg) 390.0 117.7 1188.0 

Leucine (mg) 650.0 492.2 1950.0 

Isoleucine (mg) 440.0 299.6 825.0 

Valine (mg) 540.0 374.5 1063.0 

จาก The Miracle Tree: แก้ไขโดย Fuglie (1999) 

จากรายงานการวิจยัในหลายปีท่ีผา่นมา แสดงให้เห็นวา่มะรุมมีคณุคา่ทางด้านเภสชักรรม

เป็นอยา่งมาก เน่ืองจากมีสรรพคณุทางยาอยูใ่นทกุสว่นของต้น ดงัแสดงในตารางท่ี 2-2  

ตารางท่ี 2-2 สรรพคณุทางยาในแตล่ะสว่นของต้นมะรุม 

ส่วนประกอบ

ของต้นมะรุม 

สรรพคุณทางยา เอกสารอ้างอิง 

เปลือก รักษาอาการเลอืดคัง่ อาการตุม่พองที่ผิวหนงั, รักษาโรค

ทางตา, รักษาผู้ ป่วยที่มีอาการกระสบักระสา่ย, ป้องกนั

การขยายตัวของม้ามและการคงรูปของ tuberculous 

gland ที่ล าคอ, รักษาแผลเป่ือย แผลมีหนอง แผลเรือ้รัง, 

น า้สกดัจากเปลอืกรากใช้หยอดหเูพื่อบรรเทาอาการปวด

ห ูและออกฤทธ์ิต้านวณัโรค  

Siddhuraju and 

Becker, 2003                           

Anwar et al., 2006 

ยาง ใช้ทางด้านทนัตกรรม มีคณุสมบตัิในการห้ามเลือดและ

รักษาอาการเลือดคั่ง , ผสมกับน า้มันงาเพื่อบรรเทา

อาการปวดศีรษะ เป็นไข้, รักษาซิฟิลิสและโรคไขข้อ

อกัเสบ, ขบัปัสสาวะ 

Morton, 1991              

Anwar et al., 2006 
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ส่วนประกอบ

ของต้นมะรุม 

สรรพคุณทางยา เอกสารอ้างอิง 

ราก รักษาอาการเลือดคัง่ อาการตุ่มพองที่ผิวหนงั, ขบัลมใน

กระเพาะอาหาร, รักษาอาการอกัเสบ, เสริมการท างาน

ของหัวใจและการไหลเวียนโลหิต , ใช้เป็นยาระบาย, 

รักษาโรคไขข้ออักเสบ , ขับปัสสาวะ, ออกฤทธ์ิต้าน

แบคทีเรีย 

Dahot, 1988                        

Morton, 1991                  

Anwar et al., 2007 

ดอก รักษาอาการอกัเสบ, ลดระดบัคอเลสเตอรอล ฟอสโฟไล

ปิดและไตรกลีเซอไรด์, ลด lipid profile ในตบั หวัใจ 

(ทดลองในกระต่ายที่เป็นโรคคลอเรสเตอรอลสงู)และ

เพิม่การขบัถ่ายของเสยีที่เป็นคลอเรสเตอรอล, ออกฤทธ์ิ

ต้านแบคทีเรียและต้านเชือ้รา 

Dahot, 1988             

Morton, 1991                  

Siddhuraju and 

Becker, 2003                           

Anwar et al., 2007 

เมลด็ สารสกัดจากเมล็ดป้องกันผลที่อาจเกิดจากการลดลง

ของ Liver lipid peroxides, มีสารที่ต้านความดนัโลหิต

สูง  ได้แก่  thiocarbamate และ isothiocyanate 

glycoside ซึง่แยกได้ในเฟสของ acetate ในการสกดัฝัก

มะรุม โดยใช้เอทานอล นอกจากนีใ้นเมล็ดมะรุมยังมี

สารออกฤทธ์ิต้านแบคทีเรีย 

Faizi et al., 1998               

Lalas and Tsaknis, 

2002  

Anwar et al., 2007 

ใบ ใช้เป็นยาระบาย, ใช้พอกเพื่อรักษาอาการอกัเสบ, ทา

บริเวณขมบัเพื่อบรรเทาอาการปวดศีรษะ รักษาอาการ

ไข้ เจ็บคอ หลอดลมอักเสบ, รักษาอาการติดเชือ้ที่ตา

และหู, รักษาอาการเลือดออกตามไรฟันและเยื่อจมูก

อกัเสบ, น า้สกดัจากใบมะรุมสามารถใช้ในการควบคุม

ระดบักลโูคส, ออกฤทธ์ิต้านแบคทีเรีย, ขบัปัสสาวะ, เป็น

แหล่งของสารต้านอนุมูลอิสระ ได้แก่ ascorbic acid, 

flavonoids, phenolic และ carotenoid 

Dahot, 1988                        

Morton, 1991               

Anwar et al., 2005        

Anwar et al., 2007 
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ตารางท่ี 2-3 Phytochemical constituents ท่ีแยกได้จากสว่นตา่งๆของต้นมะรุม                                                           

ส่วนประกอบของต้น

มะรุม 

Phytochemical constituents 

เปลือก 4-(alpha-L-rhamnopyranosyloxy)-benzylglucosinolate 

ยาง L-arabinose, D-galactose, D-glucuronic acid, L-rhamnose, D-

mannose,  D-xylose and leucoanthocyanin 

ราก 4-(alpha-L- rhamnopyranosyloxy)-benzylglucosinolate and 

benzylglucosinolate 

ดอก D-mannose, D-glucose, ascorbic acid, polysaccharide 

ฝัก Nitriles, isothiocyanate, thiocarbamates, O-[2’-hydroxy-3’-(2’-

heptenyloxy)]-propylundecanoate, O-ethyl-4-[(alpha-L-

rhamnosyloxy)-benzyl] carbamate, methyl-p-hydroxybenzoate 

and beta-sitosterol 

เมล็ดแก่ 4-(alpha-L- rhamnopyranosyloxy)-benzylglucosinolate, 

benzylglucosinolate, moringyne, mono-palmitic and di-oleic 

triglyceride 

น า้มนัในเมล็ด Vitamin A, beta carotene, precursor of vitamin A 

ใบ Glycoside niazirin, niazirin, niazirinin and 3 mustard oil 

glycosides, 4-[(4’-O-acetyl-alpha-L-rhamnosyloxy)benzyl] 

isothiocyanate, niaziminin A and B 
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รูปท่ี 2-2 โครงสร้างของ phytochemical ท่ีได้จากส่วนต่างๆของต้นมะรุม: niazinin A [1],  4-[(4’-O-

acetyl-alpha-L-rhamnosyloxy)benzyl] isothiocyanate [2], 4-(alpha-L-rhamnopyranosyloxy)-

benzyl isothiocyanate [3], niacimicin [4], 4-(alpha-L-rhamnopyranosyloxy)-benzyl 

glucosinolate[5], benzyl isothiocyanate [6], aglycon of deoxy-niazimicine (N-benzyl, S-

ethylthioformate) [7], pterygospermin [8], niaciminin [9+10], O-ethyl-4-[(alpha-L-

rhamnosyloxy)-benzyl] carbamate [11], niazirin [12], glycerol-1-(9-octadecanoate) [13], beta-

sitosterol [14], 3-o-(6’-O-oleolyl-beta-D-glucopyranosyl)-beta-sitosterol [15], beta-sitosterol-3-

O-beta-D-glucopyranoside [16]. 
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ในบางประเทศเช่น ไนจีเรีย เอธิโอเปีย กานา แซมเบีย มีการส่งเสริมให้มีการบริโภคใบ

มะรุม เพ่ือป้องกนัและรักษาภาวะทพุโภชนา (Booth and Wickens, 1988) ในประเทศอินเดียทาง

ตอนใต้มีการแนะน าให้เด็กเล็กหรือเด็กทารกกินใบมะรุมเพ่ือป้องกนัอาการตาบอดอนัเกิดจากการ

ขาดวิตามินเอ เน่ืองจากในใบมะรุมมี เบตา-คาโรทีนในปริมาณสงู (Ghasi et al.,2000) จึงจดัเป็น

อาหารราคาถกูท่ีจะช่วยในการเสริมสขุภาพแก่มนษุย์ท่ีมีอาการขาดวิตามินเอ  ในเวลาตอ่มา จึงมี

แนวคดิในการท าผลิตภณัฑ์เสริมอาหาร เน่ืองจากมีการศกึษาถึงสารอาหารในใบมะรุม ซึ่งแสดงให้

เห็นวา่มีสารอาหารท่ีส าคญัเช่น โปรตีน แคลเซียม เหล็ก ทองแดง โพแทสเซียม วิตามินเอ วิตามิน

บี วิตามินซี ไรโบฟลาวิน กรดโฟลิค เบตา-คาโรทีน และยงัประกอบด้วยกรดอะมิโนจ าเป็น เช่น 

เมทไทโอนีน ทริปโตแฟน และไลซีน (Makkar and Becker,1996; Freiberger et al., 1998) 

มะรุมมี  Phytochemical constitutents หลายชนิด เช่น  glucosinolates, 

isothiocyanates, alkaloids (moringine และ moringinine), flavonoids (kaemferol, 

rhamnetin, isoquercitrin และ kaempferitrin), β-sitosterol ซึ่งจะออกฤทธ์ิทางชีวภาพ เช่น ลด

ระดับคลอเรสเตอรอล รักษาแผลในกระเพาะอาหารและทางเดินอาหาร ป้องกันเนือ้งอก ต้าน

มะเร็ง เป็นต้น จากการศกึษาของ Faizi et al.(1995) สกดัแยกสาร nitrile, mustard oil glycoside 

และ thiocarbamate glycosides จากใบมะรุม ซึ่งสารเหล่านีอ้ดุมไปด้วย acetylated glycosides 

ท่ีหาได้ยากในธรรมชาต ิแตมี่คณุคา่ทางด้านเภสชัศาสตร์ ซึง่มีผลตอ่การลดลงของความดนัโลหิต 

 นอกจากนี ้ในใบมะรุมยังมีสารท่ีให้ฤทธ์ิในการต้านแบคทีเรียชนิดต่างๆ จากงานวิจัย

เก่ียวกบัใบมะรุม เช่น จากการศกึษาของ Nepolean et al. (2009) แสดงให้เห็นว่าสารท่ีสกดัจาก

ใบมะรุม มีฤทธ์ิในการต้าน Escherichia coli, Klebsiella pnemoniae, Enterobacter spp., 

Pseudomonas aeruginosa และ Staphylococcus aureus โดยพบว่ามี phytochemicals ซึ่ง

ได้แก่ tannins, saponin, flavonoid, steroid, terpenoids และ glycoside จากการศกึษาฤทธ์ิการ

ต้านแบคทีเรียก่อโรคในคนของใบมะรุมสดคัน้และสารสกัดจากใบมะรุมด้วยเอทานอล พบว่า

สามารถต้านเชือ้แบคทีเรียทัง้ ท่ีเป็นแบคทีเรียแกรมบวกและแบคทีเรียแกรมลบ  ซึ่งได้แก่            

S. aureus, Bacillus cereus, B. subtilis, B. megaterium, Shigella shinga, S. sonnei,       

P. aeruginosa (Rahman et al., 2009) 



บทที่ 3 
 

อุปกรณ์และวิธีด ำเนินกำรวิจัย 
 
3.1  อุปกรณ์และเคมีภัณฑ์ที่ส ำคัญ 
 
       3.1.1  อปุกรณ์ท่ีใช้ในงานวิจยั 
 3.1.1.1    เคร่ืองป่ันเหว่ียงควบคมุอณุหภมูิ (Refrigerated centrifuge) รุ่น 3K 18  

  (Sigma Osterode and Germany) 
 3.1.1.2    เคร่ืองผสมสาร (Vortex mixer) รุ่น G0650E  บริษัท Scientific Industries,  

   Inc., USA 
 3.1.1.3    เคร่ืองวดัคา่การดดูกลืนแสง (Spectrophotometer) 
 3.1.1.4    หม้ออบฆา่เชือ้ด้วยไอน า้ (Autoclave) รุ่น HA-36 บริษัท Hirayama  

   Manufacturing Corporation, Japan 
 3.1.1.5    ตู้บม่เชือ้ (Incubator) รุ่น RO-8 บริษัท Memmert, Western Germany 
 3.1.1.6    ตู้ถ่ายเชือ้ (Laminar flow) บริษัท Hepaire, England 
 3.1.1.7    เคร่ืองเขยา่ (Shaker) รุ่น 2100  บริษัท Innova, USA 
 3.1.1.8    เคร่ืองท าแห้งในภาวะเยือกแข็ง (Freeze Dryer) บริษัท Heterice co.,Ltd,  

   Japan 
 3.1.1.9    เคร่ืองระเหยแห้ง (Rotary evaporator)  
 3.1.1.10  Microtiter plate 96 หลมุ 
 3.1.1.11  เคร่ืองชัง่น า้หนกั รุ่น PT 1200 บริษัท Sartorius, Germany 
 3.1.1.12  กล้องจลุทรรศน์ (Microscope) 
 3.1.1.13  สไลด์นบัเม็ดเลือด (Hemacytometer) 

3.1.1.14  เคร่ืองวดัความเค็ม(Salino-Refractometer) ย่ีห้อ Milwaukee รุ่น MR100 ATC 
3.1.1.15  เคร่ืองวิเคราะห์โปรตีนจากบริษัท SITTHIPORN ASSOCIATES CO., LTD  

ประกอบด้วย 
  -  เคร่ืองยอ่ยอาหาร ย่ีห้อ FOSS TECATORTM DIGESTER AUTO 
  -  เคร่ือง Scrubber ย่ีห้อ FOSS TECATOR SCRUBBER  
  -  EYELA CA-1112CE 
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  -  KJELPETM 8400 Analyzer Unit  
 3.1.1.16  เคร่ืองวิเคราะห์ไขมนั Sotex system HT6 
 3.1.1.17  เคร่ืองวดัพีเอช (pH meter) ย่ีห้อ YSI รุ่น 63/25FT YSI incorporated Yellow  

   Springs, OHIO 45387.USA  และย่ีห้อ YSI รุ่น 52CE YSI incorporated     
   Yellow Springs, OHIO 45387.USA 

3.1.1.18  เคร่ืองวดัปริมาณออกซิเจนละลายน า้ (DO meter)ย่ีห้อ YSI รุ่น 55 Yellow  
   Springs Instrument USA 

 
       3.1.2  เคมีภณัฑ์ท่ีใช้ในงานวิจยั 
 3.1.2.1    โซเดียมคลอไรด์ บริษัท Sigma Chemical Co., USA 
 3.1.2.2    แมกนีเซียมคลอไรด์ บริษัท Sigma Chemical Co., USA 
 3.1.2.3    แคลเซียมคลอไรด์ บริษัท Sigma Chemical Co., USA 
 3.1.2.4    โซเดียมคาโคดีเลท บริษัท Sigma Chemical Co., USA 
 3.1.2.5    L-DOPA (L-dihydroxyphenyl-Alanine) บริษัท Sigma Chemical Co., USA 
 3.1.2.6    MBTH (3-Methyl-2-Benzothaizolinone Hydrazone) บริษัท Sigma  

  Chemical Co., USA 
 3.1.2.7    ทริปซิน บริษัท Sigma Chemical Co., USA 
 3.1.2.8    กรดเปอร์คลอริก บริษัท Sigma Chemical Co., USA 
 3.1.2.9    โปรตีนมาตรฐานจากไขข่าว (Bovine Serum Albumin) บริษัท Sigma  

   Chemical Co., USA 
 3.1.2.10  น า้ยาส าเร็จรูปวดัความเข้มข้นโปรตีน บริษัท Bio-Rad, USA 
 3.1.2.11  โซเดียมซิเตรท บริษัท Sigma Chemical Co., USA 
 3.1.2.12  อาหารเลีย้งเชือ้แข็งทริปตกิซอย (Tryptic Soy Agar ; TSA) บริษัท Difco  

   Laboratories, USA 
 3.1.2.13  อาหารเลีย้งเชือ้แข็งไทโอซลัเฟตซิเตรทบายซอลท์ซูโครส (Thiosulfate citrate  

   bile salt sucrose agar ; TCBS) บริษัท Difco Laboratories, USA 
 3.1.2.14  อาหารเลีย้งเชือ้เหลวทริปตกิซอย (Tryptic Soy Broth ; TSB) บริษัท Difco  

   Laboratories, USA 
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3.2  จุลินทรีย์ที่ใช้ในงำนวิจัย 
 
 จลุินทรีย์ท่ีใช้ในงานวิจยั Vibrio harveyi สายพนัธุ์ 639 ซึ่งได้รับความอนุเคราะห์จาก
ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ใช้ส าหรับทดสอบความ
ต้านทานตอ่การเหน่ียวน าให้เกิดโรคในกุ้งขาว 
 
3.3  สถำนที่ที่ใช้ในกำรท ำงำนวิจัย 
 
 ผลิตอาหาร ณ ศนูย์เช่ียวชาญเฉพาะทางด้านเทคโนโลยีชีวภาพทางทะเล จุฬาลงกรณ์
มหาวิทยาลยั วิเคราะห์อาหาร ณ ภาควิชาวิทยาศาสตร์ทางทะเล คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์
มหาวิทยาลยั ทดลองเลีย้งกุ้ งขาวครัง้ท่ี 1 ณ สถานีวิจยัสตัว์ทะเลอ่างศิลา ภาควิชาวิทยาศาสตร์
ทางทะเล คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลยั และทดลองเลีย้งกุ้ งขาวครัง้ท่ี 2 ณ ศนูย์
เช่ียวชาญเฉพาะทางด้านเทคโนโลยีชีวภาพทางทะเล จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั 
 
3.4  กำรด ำเนินงำนวิจัย 
 
3.4.1  รวบรวมใบมะรุมและเตรียมสำรสกัดใบมะรุมด้วย 95% เอทำนอล 
 
3.4.1.1 รวบรวมใบมะรุมจากบริเวณ อ าเภอล าลกูกา จงัหวดัปทมุธานี และน าไปตรวจสอบเพ่ือ 
ยืนยนัชนิดของมะรุม โดยผู้ เช่ียวชาญจากภาควิชาพฤกษศาสตร์ จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั 

 
3.4.1.2 เตรียมสารสกดัใบมะรุมเพ่ือศกึษาประสิทธิภาพในการยบัยัง้เชือ้ Vibrio harveyi โดยน า 
ใบมะรุมไปท าแห้งโดยใช้เคร่ืองท าแห้งด้วยอณุหภูมิต ่า (Freezing drier) แล้วน าไปบดละเอียดจน
เป็นผง ดงัแสดงในรูปท่ี 3-1 จากนัน้น าผงของใบมะรุม 500g สกดัด้วย 95% เอทานอล 5000 ml 
เป็นเวลา 48 ชัว่โมง น าไปกรองผ่านกระดาษกรอง WHATMAN เบอร์ 1หลงัจากนัน้น าสารท่ีได้ไป
ระเหยโดยเคร่ืองระเหย (Rotary evaporator) เพ่ือให้ได้สารสกดัแห้ง (รูปท่ี 3-2) 
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               รูปท่ี 3-1 ผงมะรุมบดละเอียด              รูปท่ี 3-2 สารสกดัใบมะรุมด้วย 95% เอทานอล 
 
 
3.4.2 ควำมเข้มข้นท่ีเหมำะสมของสำรสกัดใบมะรุมที่สำมำรถยับยัง้กำรเจริญของ 

Vibrio harveyi สำยพันธ์ุ 639 ในระดับหลอดทดลอง 
 
3.4.2.1  ทดสอบประสิทธิภาพของสารสกดัใบมะรุม (Screening Test; disc diffusion assay) 
 
3.4.2.1.1 เตรียมเชือ้ V. harveyi สายพนัธุ์ 639 โดยน า V. harveyi สายพนัธุ์ 639 มาเลีย้งใน 
Tryptic Soy Broth (TSB) ท่ีเตมิ 2%NaCl น าไปบม่ท่ีอณุหภมูิ 37 oC เขย่าเป็นเวลา 24 ชัว่โมง 
หลงัจากนัน้น าไปเจือจางด้วย 0.85% normal saline solution (NSS) ให้มีความเข้มข้นของเชือ้
เทียบกบัความขุน่มาตรฐาน Mcfarland เบอร์ 0.5 ให้มีความขุน่ใกล้เคียงกนัมากท่ีสดุ ซึง่จะได้เป็น
ความเข้มข้นของเชือ้ในช่วง 108 colony forming unit (cfu/ml) จากนัน้เจือจาง 10 เทา่ เพ่ือให้มี
ความเข้มข้นของเชือ้อยูท่ี่ 107 cfu/ml (สมบตั ิรักประทานพร, 2542) 
 
3.4.2.1.2 น าเชือ้ V. harveyi ท่ีได้จากข้อ 3.4.2.1.1 มาทดสอบด้วยสารสกดัใบมะรุมท่ีความ
เข้มข้นตา่งๆ ได้แก่ 800 mg/ml, 400 mg/ml, 200 mg/ml, 100 mg/ml, 50 mg/ml, 25 mg/ml, 
12.5 mg/ml และ 6.25 mg/ml โดยใช้ไม้ส าลีท่ีได้ผ่านการฆา่เชือ้แล้วจุม่ลงใน V. harveyi จนชุม่
แล้วกดกบัหลอดทดลองเพ่ือให้หมาดพอประมาณ แล้วน าไปเกล่ียลงบน Tryptic Soy Agar (TSA) 
ท่ีเตมิ 2%NaCl ให้ทัว่ผิวหน้าอย่างสม ่าเสมอ วางทิง้ไว้ประมาณ 3 นาที เพ่ือให้ผิวหน้าของ
อาหารแห้งพอประมาณ แล้วน าไปเจาะรู  
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3.4.2.1.3 หยดสารละลายเอทานอล น า้กลัน่ Tetracycline และ Norfloxacin (กลุม่ควบคมุ)      
สารสกดัใบมะรุมท่ีได้เตรียมไว้ท่ีความเข้มข้นตา่งๆ (กลุม่ทดลอง) ลงในหลมุท่ีเจาะไว้เพลทละ 3 
หลมุ ในปริมาตรหลมุละ 50 µl จากนัน้น าอาหารเลีย้งเชือ้ไปบม่ท่ีอณุหภมูิ 37 oC เป็นเวลา 24 
ชัว่โมง 
 
3.4.2.1.4 การอา่นผล โดยการวดัเส้นผา่ศนูย์กลางของวงใส (clear zone) ท่ีเกิดรอบหลมุ โดยมี
หนว่ยเป็นมิลลิเมตร 
 
3.4.2.2  การศกึษาคา่ความเข้มข้นต ่าสดุของสารสกดัใบมะรุมในการยบัยัง้การเจริญของ Vibrio   

 harveyi สายพนัธุ์ 639 (Minimum Inhibitory Concentration: MIC) (ดดัแปลงตาม   
 วิธีการของ Wattanasatcha (2011)) 

 
3.4.2.2.1  ตรวจวดัคา่โดย broth dilution methods เตรียมหลอดทดลองท่ีมี modified alkaline 
peptone water ปริมาตร 6 มิลลิลิตร น าไปอบฆ่าเชือ้ด้วยไอน า้ท่ี 121 oC 15 นาที แล้วเตมิ 
Tetracycline (Positive control) สารละลาย Dimethyl sulfoxide (DMSO) (Negative control) 
และสารสกดัใบมะรุมท่ีได้เตรียมไว้ ให้มีความเข้มข้นตา่งๆ (กลุม่ทดลอง) ได้แก่ 6.25 mg/ml, 3.13 
mg/ml และ 1.56 mg/ml แล้วน าไปวดัคา่การดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร 
 
3.4.2.2.2  เตมิ V. harveyi ท่ีได้จากข้อ 3.4.2.1.1 ท่ีมีความเข้มข้น 107 cfu/ml ปริมาตร 200 µl ลง
ในแตล่ะหลอดทดลอง แล้วน าไปวดัคา่การดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร จากนัน้น า
น าไปบม่ท่ีอณุหภมูิ 37 oC เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 
 
3.4.2.2.3  อ่านผลโดยสงัเกตความขุ่นของทกุชุดการทดลอง แล้วน าไปวดัค่าการดดูกลืนแสงท่ี 
600 นาโนเมตร ผลการทดลองจะเป็นคา่ความต่างของ absorbance ระหว่าง 0 ชัว่โมงและ 24 
ชัว่โมง โดยคา่ MIC คือ ความเข้มข้นต ่าสดุของสารสกดัของหลอดทดลองท่ีไมมี่ความขุน่ 
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3.4.2.3 การศกึษาคา่ความเข้มข้นต ่าสดุของสารสกดัใบมะรุมในการก าจดั Vibrio harveyi สาย
พนัธุ์ 639 (Minimum Bactericidal Concentration: MBC) 

 
น าหลอดทดลองท่ีใสส่ารสกดัใบมะรุมทัง้หมดท่ีได้จากข้อ 3.4.2.2 ท่ีไมเ่กิดความขุน่และหลอด
ทดลองท่ีมีสารสกดัใบมะรุมท่ีความเข้มข้นตอ่จากหลอดทดลองท่ีไมเ่กิดความขุน่ มาทดสอบเพ่ือ
หาคา่ MBC โดยดดูสารในหลอดทดลองปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร เกล่ียให้ทัว่บน Thiosulfate citrate 
bile salt sucrose agar (TCBS Agar) น าไปบม่ท่ีอณุหภมูิ 37 oC เป็นเวลา 24 ชัว่โมง แล้วนบั
จ านวนโคโลนีของ V. harveyi โดยคา่ MBC คือความเข้มข้นต ่าสดุของสารสกดัของหลอดทดลองท่ี
ท าให้เชือ้ตาย 100% และหาคา่ Percent reduction of Microorganism จากสมการ 
 
Percent reduction of Microorganism  

=     จ านวนจลุินทรีย์ท่ีเวลา 0 ชัว่โมง – จ านวนจลุินทรีย์ท่ีเวลา 24 ชัว่โมง   x 100 
       จ านวนจลุินทรีย์ท่ีเวลา 0 ชัว่โมง 

 
3.4.3  ศึกษำผลของใบมะรุมต่อกำรเตบิโต กำรรอด และระบบภูมิคุ้มกันของกุ้งขำวใน
ระดับตู้ทดลอง 
 
3.4.3.1 เตรียมอาหารทดลอง 
 

อาหารท่ีใช้เลีย้งกุ้งเตรียมเป็น 4 ชดุการทดลอง (ตารางท่ี 3-1) อาหารท่ีจดัเตรียมจะมี 
ปริมาณโปรตีนประมาณ 40% และไขมนั 8% ตามความต้องการทางโภชนาการของกุ้งขาว สตูร
อาหารก าหนดดงัแสดงในตารางท่ี 1 และในแตล่ะสตูรจะมีการเสริมใบมะรุมในระดบัท่ีตา่งกนั การ
ให้อาหารจะแบง่เป็น 3 มือ้ โดยให้ประมาณ 5% ของน า้หนกัตวัตอ่วนั อาหารทดลองเก็บรักษาท่ี
อณุหภมูิ 4 oC 
 วตัถดุบิหลกัท่ีใช้เป็นแหลง่โปรตีน ได้แก่ ปลาป่น เปลือกกุ้งป่น และกากถัว่เหลือง สว่น
วตัถดุบิท่ีใช้เป็นแหลง่ไขมนั ได้แก่ น า้มนัปลา มีการเสริมใบมะรุมท่ีแตกตา่งกนั ดงันี ้
           ชดุการทดลองท่ี 1 เสริมใบมะรุมในระดบั 0 g kg-1  หรือคิดเป็น 0 เปอร์เซ็นต์ (สตูรควบคมุ) 
           ชดุการทดลองท่ี 1 เสริมใบมะรุมในระดบั 10 g kg-1  หรือคิดเป็น 1 เปอร์เซ็นต์ 
           ชดุการทดลองท่ี 1 เสริมใบมะรุมในระดบั 50 g kg-1  หรือคิดเป็น 5 เปอร์เซ็นต์ 
           ชดุการทดลองท่ี 1 เสริมใบมะรุมในระดบั 100 g kg-1 หรือคิดเป็น 10 เปอร์เซ็นต์ 
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ตำรำงที่  3-1 ส่วนประกอบในอาหารทดลอง(g kg-1) ส าหรับการเลีย้งกุ้ งขาว (Litopenaeus 
vannamei)  
 
สว่นประกอบ กลุม่ทดลอง 

1 2 3 4 
Fish meal1 380 380 380 380 
Soybean meal 160 160 160 160 
Shrimp shell meal 40 40 40 40 
Wheat flour 170 170 170 170 
Wheat gluten 50 50 50 50 
Fish oil 40 40 40 40 
Mineral mixture2 20 20 20 20 
Vitamin mixture3 20 20 20 20 
Cellulose 100 90 50 0 
Cholesterol 10 10 10 10 
Lecithin 
Moringa oleifera leaves powder 

10 
0 

10 
10 

10 
50 

10 
100 

 

1บริษัท PC ยเูนี่ยน จ ากดั (โปรตนีประมาณร้อยละ 70) 
2แคลพลสั บริษัทโคเดล (ประเทศไทย) จ ากดั ประกอบด้วยแคลเซียม 147 กรัม ฟอสฟอรัส 147 กรัม เหลก็ 
2,010 มิลลกิรัม ทองแดง 3,621 มิลลกิรัม สงักะส ี6,424 มิลลกิรัม แมงกานีส 10,062 มิลลกิรัม โคบอลต์ 105 
มิลลกิรัม ไอโอดีน 1,00 มิลลกิรัม และซีลเีนียม 60 มิลลกิรัมในปริมาณ 1 กิโลกรัม 
3คอมพลทีดีวดีี บริษัทโคเดล (ประเทศไทย) จ ากดั ประกอบด้วยวิตามินเอ 10,000,000 IU วิตามินอี 1,000 IU 
วิตามินเค 1,000 มิลลกิรัม วิตามินบี1 500 มิลลกิรัม วิตามินบ2ี 1,500 มิลลกิรัม วติามินซี 10,000 มิลลกิรัม โฟ
เลท 1,000 มิลลกิรัม และดีเมทไธโอนีน 16,038 มิลลกิรัม ในปริมาณ 1 กิโลกรัม 

 
3.4.3.2  ขัน้ตอนการผลิตอาหารเม็ดส าเร็จรูป 
 ท าการผลิตอาหาร ณ ศูนย์เช่ียวชาญเฉพาะทางด้านเทคโนโลยีชีวภาพทางทะเล 
จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยัผลิตโดยใช้เคร่ืองอดัเม็ดอาหาร (pelleting machine) จากบริษัท CPM 
ประเทศสหรัฐอเมริกา โดยมีขัน้ตอนดงัแสดงในภาคผนวก ก 
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3.4.3.3  วิเคราะห์คณุภาพอาหารโดยวิเคราะห์หาคา่ proximate composition 
 วิเคราะห์ปริมาณโปรตีน ไขมนั เถ้า และความชืน้ ตามวิธีการของ AOAC (1995) แสดงวิธี
วิเคราะห์ในภาคผนวก ข 

- การวิเคราะห์โปรตีนโดยวิธี Semimicro-kjeldahl ใช้เคร่ือง Kjeldahltherm 
- การวิเคราะห์ไขมนัโดยวิธี Ether extraction method ใช้เคร่ือง Soxtherm 
- การวิเคราะห์เถ้าโดยใช้เคร่ือง Electric muffle furnance 
- การวิเคราะห์ความชืน้ใช้เคร่ือง Hot air oven 

 
3.4.3.4  เตรียมระบบการเลีย้งกุ้ง 
 
การทดลองเลีย้งกุ้งขาวครัง้ท่ี 1 
 ระบบการเลีย้งในการทดลองเป็นระบบหมนุเวียนแบบกึ่งปิด โดยถังไฟเบอร์กลาสท่ีใช้ใน
การทดลองมีขนาด 300 ลิตร จ านวน 12 บอ่ เติมน า้ท่ีระดบัความเค็ม 28 ppt โดยใช้น า้ทะเล 
ระดบัน า้สงูประมาณ 65 เซนติเมตร และให้อากาศทิง้ไว้นานประมาณ 1 เดือน เพ่ือสร้างระบบ 
biological filtration เพ่ือควบคุมปริมาณไนโตรเจนในระบบไม่ให้เป็นพิษกับกุ้ งขาว ท าการดูด
ตะกอนน าของเสียจากกุ้งขาว และอาหารท่ีเหลือจากการกินออกจากระบบทกุ 2 วนั ระยะเวลาการ
เลีย้งกุ้งขาวทัง้สิน้ 9 สปัดาห์ 
การทดลองเลีย้งกุ้งขาวครัง้ท่ี 2 
 ระบบการเลีย้งในการทดลองเป็นระบบหมนุเวียนแบบกึ่งปิด โดยบอ่ปนูท่ีใช้ในการทดลอง
มีขนาด 70 x 70 x 80 (กว้าง x ยาว x สงู) ลกูบาศก์เซนตเิมตร จ านวน 12 บอ่ เติมน า้ท่ีระดบัความ
เค็ม 25 ppt โดยใช้น า้เค็มจากนาเกลือท่ีมีระดบัความเค็มประมาณ 120 ppt ผสมกับน า้จืดท่ี
ปราศจากคลอรีนระดบัความเค็ม 0 ppt ให้เข้ากนั เติมน า้จากบอ่เลีย้งกุ้ งผสมไปด้วย ระดบัน า้สงู
ประมาณ 65 เซนติเมตร และให้อากาศทิง้ไว้นานประมาณ 1 เดือน เพ่ือสร้างระบบ biological 
filtration เพ่ือควบคมุปริมาณไนโตรเจนในระบบไม่ให้เป็นพิษกบักุ้ งขาว ท าการดดูตะกอนน าของ
เสียจากกุ้ งขาว และอาหารท่ีเหลือจากการกินออกจากระบบทกุ 7 วนั ระยะเวลาการเลีย้งกุ้ งขาว
ทัง้สิน้ 6 สปัดาห์  
 โดยในการทดลองทัง้สองครัง้ จะมีการควบคมุคณุภาพน า้อ่ืนๆ ดงัแสดงในตารางท่ี 3-2 
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ตำรำงท่ี 3-2 คา่ปัจจยัท่ีเหมาะสมในการตรวจสอบคณุภาพน า้และการตรวจวดั 
 

คา่ท่ีตรวจวดั คา่ท่ีเหมาะสม การตรวจวดั 
1.  อณุหภมูิ 28-32  oC Thermometer 
2.  ความเคม็ 20-30 ppt Salinometer 
3.  pH 7.5 - 8.5 pH meter 
4.  DO มากกวา่ 4 mg/L DO meter 
5.  Ammonia น้อยกวา่ 0.05 mg/L Ammonia Test kit 
6. Nitrite น้อยกวา่ 0.01 mg/L Nitrite Test kit 
7. Alkalinity 90-120 mg/L Alkalinity Test kit 

 
3.4.3.5  การวางแผนการทดลอง 
 
การทดลองเลีย้งกุ้งขาวครัง้ท่ี 1 
 กุ้งขาวจากฟาร์มเอกชน น า้หนกัตวัเฉล่ีย 5.81 กรัม จ านวน 1,000 ตวั น ามาเลีย้งในถงัไฟ
เบอร์กลาสขนาด 1 ตนั จ านวน 2 ถงั ให้อากาศตลอดเวลา และมีระบบกรอง ปรับสภาพเพ่ือให้กุ้ ง
ขาวคุ้นเคยกับสภาพถังทดลองและอาหารทดลองเป็นเวลา 7 วัน ให้อาหารเม็ดส าเร็จรูปสูตร
ควบคมุ ประมาณ 5% ของน า้หนกัตวั โดยให้อาหารวนัละ 3 มือ้ คือเวลา 7.30 น. 12.30 น. และ 
17.30 น. เม่ือปรับสภาพกุ้ งขาวแล้ว สุ่มคดักุ้ งขาวท่ีแข็งแรงและมีน า้หนกัใกล้เคียงกันลงในถัง
ทดลองจ านวน 12 ถงั ถงัละ 30 ตวั แบง่เป็น 4 ชดุการทดลอง ชดุการทดลองละ 3 ซ า้ 
 
การทดลองเลีย้งกุ้งขาวครัง้ท่ี 2 
 กุ้ งขาวจากฟาร์มเอกชน น า้หนกัตวัเฉล่ีย 1.64 กรัม จ านวน 700 ตวั น ามาเลีย้งในบอ่ปนู
ขนาด 500 ลิตร จ านวน 2 บอ่ ให้อากาศตลอดเวลา และมีระบบกรอง ปรับสภาพเพ่ือให้กุ้ งขาว
คุ้นเคยกบัสภาพบอ่ทดลองและอาหารทดลองเป็นเวลา 7 วนั ให้อาหารเม็ดส าเร็จรูปสูตรควบคมุ 
ประมาณ 5% ของน า้หนกัตวั โดยให้อาหารวนัละ 3 มือ้ คือเวลา 7.30 น. 12.30 น. และ 16.00 น. 
เม่ือปรับสภาพกุ้งขาวแล้ว สุม่คดักุ้งขาวท่ีแข็งแรงและมีน า้หนกัใกล้เคียงกนัลงในบอ่ทดลองจ านวน 
12 บอ่ บอ่ละ 30 ตวั แบง่เป็น 4 ชดุการทดลอง ชดุการทดลองละ 3 ซ า้ 
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3.4.3.6  ศกึษาผลของใบมะรุมตอ่การเติบโต การรอด ของกุ้งขาวในระดบัตู้ทดลอง 
        
 ศกึษาการเติบโตของกุ้ งขาวโดยการชัง่น า้หนกักุ้ งทกุ 3 สปัดาห์ โดยน ากุ้ งทกุตวัในแตล่ะ
บ่อมาชั่งน า้หนักแล้วหารด้วยจ านวนตวัท่ีเหลือ แล้วเก็บรวบรวมข้อมูลและวิเคราะห์ข้อมูลการ
เตบิโต ได้แก่ 

- อตัราการเจริญเตบิโตสมัพทัธ์ตอ่วนั (percent weight gain ; WG) 
- อตัราการเปล่ียนอาหารเป็นเนือ้ (feed conversion ratio ; FCR) 
- อตัราการเจริญเตบิโตจ าเพาะ (specific growth rate ; SGR)  
- อตัราการรอดตาย (survival rate) 

ค านวณโดยใช้สมการดงันี ้
 
อตัราการเจริญเตบิโตสมัพทัธ์ตอ่วนั (percent weight gain ; WG) 
     =   น า้หนกักุ้งเม่ือสิน้สดุการทดลอง (กรัม) – น า้หนกักุ้งเร่ิมต้นการทดลอง (กรัม)     x 100 
  น า้หนกักุ้งเร่ิมต้นการทดลอง (กรัม) x ระยะเวลาท่ีเลีย้งกุ้ง (วนั) 
 
อตัราการเปล่ียนอาหารเป็นเนือ้ (feed conversion ratio ; FCR) 
     =            น า้หนกัอาหารท่ีกุ้ งกินทัง้หมด (กรัม) 
              น า้หนกักุ้งท่ีเพิ่มขึน้ตลอดการทดลอง (กรัม) 
 
อตัราการเจริญเตบิโตจ าเพาะ (specific growth rate ; SGR) 
     =  (ln น า้หนกักุ้งเม่ือสิน้สดุการทดลอง (กรัม) – ln น า้หนกักุ้งเร่ิมต้นการทดลอง (กรัม))   x 100 
                      ระยะเวลาท่ีเลีย้งกุ้ง (วนั) 
 
อตัราการรอดตาย (survival rate) 
     = จ านวนกุ้งเม่ือสิน้สดุการทดลอง (ตวั)     x 100 
              จ านวนกุ้งเร่ิมต้นการทดลอง (ตวั) 
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3.4.3.7  ศกึษาผลของใบมะรุมตอ่ระบบภมูิคุ้มกนัของกุ้งขาว ก่อนการเหน่ียวน าให้กุ้งเกิดโรค 
Vibriosis ด้วยเชือ้ Vibrio harveyi ในระดบัตู้ทดลอง 
 
 สุม่กุ้ งขาว 3 ตวัในแตล่ะชดุการทดลอง เพ่ือน าไปตรวจวดัคา่ปริมาณเม็ดเลือดรวม (Total 
Hemocyte Count ; THC) และการท างานของเอนไซม์ฟีนอลออกซิเดส (Phenoloxidase activity 
; PO activity) โดยท าการตรวจวดัทกุ 3 สปัดาห์ ดงัวิธีการตอ่ไปนี ้
 

-  ปริมาณเม็ดเลือดรวม (Total Hemocyte Count ; THC) 
เจาะเลือดกุ้ งจากบริเวณ ventral sinus หรือตรงโคนขาเดินคู่ท่ี 3 ด้วยกระบอกฉีดยา

ปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร โดยใช้หวัเข็มขนาด 26G ผสมกบั 10% sodium citrate ซึ่งเป็นสารป้องกนั
การแข็งตวัของเลือดปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร หลงัจากนัน้น าเลือดท่ีผสมกบัสารป้องกนัการแข็งตวั
ของเลือดถ่ายลงใน eppendrof ผสมให้เข้ากนัเบาๆ แล้วน ามา 10 µl หยดลงบนสไลด์นบัเม็ดเลือด 
(hemacytometer) นบัจ านวนเม็ดเลือดแล้วน ามาค านวณปริมาณเม็ดเลือดรวม และรายงานเป็น
จ านวนเซลล์ตอ่มิลลิลิตร 

 
- การท างานของเอนไซม์ฟีนอลออกซิเดส (Phenoloxidase activity ; PO activity) 
โดยใช้วิธี 3-Methyl-2-benzothiazoninone hydrazine (MBTH) Assay ซึ่งดดัแปลงตาม

วิธีการของชยัชาญ ไตรศรีศิลป์ (2545) และวิเคราะห์หาปริมาณโปรตีนโดยวิธี Bradford โดยเจาะ
เลือดกุ้ งจากบริเวณ ventral sinus หรือตรงโคนขาเดินคู่ท่ี 3 ด้วยกระบอกฉีดยาปริมาตร 0.2 
มิลลิลิตร โดยใช้หวัเข็มขนาด 26G ผสมกบั 10% sodium citrate ซึ่งเป็นสารป้องกนัการแข็งตวั
ของเลือดปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร หลงัจากนัน้น าเลือดท่ีผสมกบัสารป้องกนัการแข็งตวัของเลือด
ถ่ายลงใน eppendrof น าไปป่ันเหว่ียงท่ี 3,600g เป็นเวลา 10 นาที ท่ี 4 oC น าตะกอนท่ีอยู่บริเวณ
ด้านล่างของ eppendrof ซึ่งเป็นตะกอนเซลล์เม็ดเลือดมาละลายในสารละลาย cacodylate 
buffer (CAC buffer) pH 7.4 ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร หลงัจากนัน้น าไปแช่แข็งท่ีอณุหภูมิ – 80 oC 
แล้วท าให้ละลายทนัทีเพ่ือให้เซลล์เม็ดเลือดแตก น าไปป่ันเหว่ียงท่ี 15,900g เป็นเวลา 30 นาที ท่ี  
4 oC ท าการแยกส่วนใส (Hemocyte lysate supernatant ; HLS) น าไปวิเคราะห์หาปริมาณ
โปรตีนและการท างานของเอนไซม์ฟีนอลออกซิเดสในทนัที 

น า HLS ปริมาตร 20 µl ใส่ลงในไมโครไตเตอร์เพลทแบบ 96 หลมุ เติมสารละลาย CAC 
buffer ปริมาตร 30 µl ทิง้ไว้ 10 นาที แล้วเติมสารละลาย CAC buffer ในปริมาตร 55 µl 
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สารละลาย MBTH (3-Methyl-2-Benzothaizolinone Hydrazone) เข้มข้น 20.7 มิลลิโมลาร์ 
ปริมาตร 75 µl และสารละลาย L-DOPA (L-dihydroxyphenylalanine) เข้มข้น 5 มิลลิโมลาร์ 
ปริมาตร 50 µl ตัง้ทิง้ไว้ 10 นาทีท่ีอณุหภูมิห้อง เพ่ือให้เกิดปฏิกิริยา หลงัจากนัน้เติมกรดเปอร์คลอ
ริกเข้มข้น 2.4% (W/V) เพ่ือหยดุปฏิกิริยา แล้วน าไปวดัคา่การดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 490 นา
โนเมตร น าค่าท่ีได้ค านวณค่าหน่วยตอ่นาที (unit/min) ของเอนไซม์ ก าหนดให้ 1 หน่วยเท่ากับ
ความสามารถของเอนไซม์ฟีนอลออกซิเดสท่ีสามารถเปล่ียน L-DOPA ไปเป็น Dopamine ด้วยการ
ดดูกลืนแสง 0.001/นาที/มิลลิกรัมโปรตีน 

 
3.4.4 ศึกษำผลของใบมะรุมต่อระบบภูมิคุ้มกันของกุ้งขำว หลังจำกเหน่ียวน ำให้กุ้งเกิดโรค 
Vibriosis ด้วยเชือ้Vibrio harveyi สำยพันธ์ุ 639  ในระดับตู้ทดลอง 
 
 ท าการศกึษาความต้านทานต่อการเหน่ียวน าให้เกิดโรค (challenge test) ในการเลีย้งกุ้ ง
ขาวครัง้ท่ี 2 เม่ือเลีย้งกุ้ งขาวครบ 6 สปัดาห์ สุ่มกุ้ งขาวจ านวนบอ่ละ 10 ตวั มาลงในถงัท่ีได้เตรียม
น า้ไว้ 40 ลิตร ท่ีความเค็ม 25 ppt จากนัน้น าเชือ้ V. harveyi ท่ีเตรียมไว้ เติมลงในถงัเลีย้งกุ้ งขาว 
โดยท าให้ความเข้มข้นของเชือ้ในถังเป็น 107 cfu/ml ซึ่งในระบบจะให้อากาศตลอดเวลาแต่ไม่มี
ระบบกรองน า้ ศกึษาความต้านทานตอ่การเหน่ียวน าให้เกิดโรคเป็นเวลา 72 ชัว่โมง โดยติดตามผล 
หาอตัราการตายสะสม และยืนยนัการติดเชือ้ V. harveyi สายพนัธุ์ 639 ด้วยวิธี spread plate 
technique 
 
3.4.5 วิเครำะห์ผลทำงสถติ ิ
 
 วิเคราะห์ความแตกต่างของชุดการทดลอง โดยใช้วิธีวิเคราะห์ความแปรปรวน (Analysis 
of Variance) ตามแผนการทดลองแบบสุ่มตลอด (Completely Randomized Design) และ
เปรียบเทียบความแตกตา่งของคา่เฉล่ีย โดยใช้วิธี Duncan’s New Multiple Range Test (DNMT) 
ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95% 
 



บทที่ 4 
 

ผลการทดลอง 
 

4.1 การทดสอบประสิทธิภาพของสารสกัดใบมะรุม(Screening Test; disc diffusion assay) 
 

 จากการทดสอบประสิทธิภาพของสารสกัดใบมะรุมต่อการยับยัง้การเจริญของ Vibrio 
harveyi สายพนัธุ์ 639 โดยใช้น า้กลัน่และเอทานอลเป็น negative control และใช้ Norfloxacin 
และ Tetracycline เป็น positive control ในการทดสอบนี ้พบว่าสารสกดัใบมะรุมท่ีสกดัด้วยเอทา
นอล 95% ท่ีมีความเข้มข้นตัง้แต ่6.25 mg/ml สามารถยบัยัง้การเจริญของ V. harveyi ได้ และ
พบว่าสารสกัดใบมะรุมท่ีความเข้มข้นต่างๆส่งผลถึงความสามารถในการยับยัง้การเจริญของ      
V. harveyi แตกตา่งกนั โดยท่ีความเข้มข้นของสารสกดัใบมะรุมท่ีมากขึน้ ส่งผลให้เกิด clear zone 
รอบหลมุท่ีมากขึน้ตามล าดบั ซึ่งความเข้มข้นของสารสกดัใบมะรุมท่ีท าให้เกิด clear zone รอบ
หลุมท่ีมากท่ีสดุคือท่ีความเข้มข้น 800 mg/ml ดงัแสดงในตารางท่ี 4-1 โดยการตรวจสอบความ
เข้มข้นของ V. harvey อยูท่ี่ประมาณ 1.05 x 107 cfu/ml 
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ตารางที่  4-1 ประสิทธิภาพของสารสกัดใบมะรุมต่อการยับยัง้การเจริญของ Vibrio harveyi       
สายพนัธุ์ 639 (Screening Test; disc diffusion assay) 
 

สารท่ีใช้ทดสอบ Zone of growth inhibition (mm.) 
น า้กลัน่ 0.00 ± 0.00a 

เอทานอล 12.67 ± 1.03b 

สารสกดัใบมะรุมความเข้มข้น 6.25 mg/ml 14.50 ± 0.55c 

สารสกดัใบมะรุมความเข้มข้น 12.5 mg/ml 15.67 ± 1.03d 

สารสกดัใบมะรุมความเข้มข้น 25 mg/ml 16.17 ± 1.17e 

สารสกดัใบมะรุมความเข้มข้น 50 mg/ml 17.50 ± 0.55f 

สารสกดัใบมะรุมความเข้มข้น 100 mg/ml 19.00 ± 0.00g 

สารสกดัใบมะรุมความเข้มข้น 200 mg/ml 20.67 ± 0.52h 

สารสกดัใบมะรุมความเข้มข้น 400 mg/ml 22.33 ± 0.52i 

สารสกดัใบมะรุมความเข้มข้น 800 mg/ml                   23.67 ± 0.82j 

Norfloxacin 38.33 ± 0.52k 

Tetracycline 41.17 ± 1.33l 

 
*คา่เฉลีย่ที่มีตวัยกตา่งกนัในแนวตัง้เดียวกนับง่บอกถึงความแตกตา่งอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ 
**Zone of growth inhibition (mm.); Resistant: ≤ 9 mm.; Intermediate: ≥ 10-13 mm.; Susceptible: ≥ 14 
mm. 
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4.2  ผลการศึกษาค่าความเข้มข้นต ่าสุดของสารสกัดใบมะรุมในการยับยัง้การเจริญของ 
Vibrio harveyi สายพันธ์ุ 639 (Minimum Inhibitory Concentration: MIC) 
 
 จากการศกึษาเพ่ือหาคา่ความเข้มข้นต ่าสดุในการยบัยัง้การเจริญของ V. harveyi โดยการ
ติดตามความขุ่นของสารละลายเม่ือเวลา 0 ชัว่โมง เทียบกบัความขุ่นเม่ือเวลาผ่านไป 24 ชัว่โมง 
โดยวดัคา่การดดูกลืนแสงท่ี 600 นาโนเมตร ดงัแสดงในตารางท่ี 4-2 พบว่า ชดุการทดลองท่ีใส่สาร
สกดัใบมะรุมท่ีความเข้มข้น 1.56 mg/ml มีคา่การดดูกลืนแสงเพิ่มขึน้ 0.0730 ชดุการทดลองท่ีใส่
สารสกัดใบมะรุมท่ีความเข้มข้น 3.13 mg/ml มีค่าการดดูกลืนแสงลดลง 0.1482 และชุดการ
ทดลองท่ีใส่สารสกดัใบมะรุมท่ีความเข้มข้น 6.26 mg/ml มีคา่การดดูกลืนแสงลดลง 0.2226 ดงั
แสดงในรูปท่ี 4-1 
 
ตารางท่ี 4-2 คา่การดดูกลืนแสงของสารละลายท่ีความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร  
 

TREATMENT 

ABSORBANCE (A600) คา่การดดูกลืน
แสงท่ีตา่งกนั 
ท่ีเวลา 0 และ 
24 ชัว่โมง 
(ใสเ่ชือ้) 

0 ชัว่โมง 
(ไมใ่สเ่ชือ้) 

0 ชัว่โมง 
(ใสเ่ชือ้) 

24 ชัว่โมง 
(ใสเ่ชือ้) 

Positive control (Tetracycline 0.5 mg/ml) 0.0291 0.0360 0.0878 -0.0518 

Negative control (DMSO) -0.0050 -0.0040 0.1608 -0.1648 

Control (Alkaline peptone water) -0.0010 0.0000 0.2421 -0.2421 

สารสกดัใบมะรุมท่ีความเข้มข้น 1.56 mg/ml 0.2212 0.2525 0.3255 -0.0730 

สารสกดัใบมะรุมท่ีความเข้มข้น 3.13 mg/ml 0.5403 0.6109 0.4627 0.1482 

สารสกดัใบมะรุมท่ีความเข้มข้น 6.25 mg/ml 1.2206 1.4360 1.2134 0.2226 
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รูปท่ี 4-1 คา่การดดูกลืนแสงของสารละลายท่ีเปล่ียนแปลงไป ระหวา่ง 0 ชัว่โมง และ 24 ชัว่โมง 
 
4.3  ผลการศึกษาค่าความเข้มข้นต ่าสุดของสารสกัดใบมะรุมในการก าจัด Vibrio harveyi 
สายพันธ์ุ 639 (Minimum Bactericidal Concentration: MBC) 
 
 จากการศกึษาเพ่ือหาคา่ความเข้มข้นต ่าสดุของสารสกดัใบมะรุมในการก าจดั V. harveyi 
โดยการนบัจ านวนโคโลนีของแบคทีเรียในสารละลาย พบว่าท่ีเวลา 0 ชัว่โมง มีจ านวนเชือ้เร่ิมต้น 
2.94 x 107 cfu/ml และเม่ือเวลาผ่านไป 24 ชัว่โมง พบว่าชดุการทดลองท่ีใส่สารสกดัใบมะรุมท่ี
ความเข้มข้น 1.56 mg/ml มีจ านวนเชือ้ 4.39 x 106 cfu/ml ชดุการทดลองท่ีใส่สารสกดัใบมะรุมท่ี
ความเข้มข้น 3.13 mg/ml มีจ านวนเชือ้ 1.13 x 106 cfu/ml และชดุการทดลองท่ีใส่สารสกดัใบ
มะรุมท่ีความเข้มข้น 6.25 mg/ml มีจ านวนเชือ้ 6.31 x 104 cfu/ml  

เม่ือน าข้อมูลจ านวนเชือ้ท่ีเวลา 0 ชั่วโมง และ 24 ชั่วโมง ค านวณหาค่า Percent 
Reduction of Microorganism พบว่าชดุการทดลองท่ีใส่สารสกัดใบมะรุมท่ีความเข้มข้น 1.56 
mg/ml, 3.13 mg/ml และ 6.25 mg/ml มีค่า Percent Reduction of Microorganism เท่ากับ 
85.07%, 96.16% และ 99.79% ตามล าดบั ดงัแสดงในตารางท่ี 4-3 
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ตารางท่ี 4-3 จ านวนเชือ้ท่ีเวลา 24 ชัว่โมง และ Percent reduction of microorganism  
 

TREATMENT จ านวนเชือ้  
ท่ีเวลา 24 ชัว่โมง 

(cfu/ml) 

% reduction of 
microorganism 

Positive control (Tetracycline 0.5 mg/ml) < 10 100 
Negative control (DMSO) 1.49 x 108 NR 
Control (Alkaline peptone water) 2.74 x 108 NR 
สารสกดัใบมะรุมท่ีความเข้มข้น 1.56 mg/ml 4.39 x 106 85.07 
สารสกดัใบมะรุมท่ีความเข้มข้น 3.13 mg/ml 1.13 x 106 96.16 
สารสกดัใบมะรุมท่ีความเข้มข้น 6.25 mg/ml 6.31 x 104 99.79 

*NR หมายถึง No Reduction 

 
 เม่ือน าข้อมลูจ านวนเชือ้ท่ีเวลา 24 ชัว่โมง มาพลอตกราฟเพ่ือประเมินคา่ความเข้มข้นของ
สารสกดัใบมะรุมท่ีสามารถฆ่าเชือ้ได้ 100% โดยใช้สารละลาย Alkaline peptone water เป็นกลุ่ม
ควบคมุท่ีไม่ได้ใส่สารสกัดใบมะรุม พบว่า ความเข้มข้นของสารสกัดใบมะรุมท่ีสามารถฆ่าเชือ้ได้ 
100% อยูท่ี่ความเข้มข้นประมาณ 14-15 mg/ml ดงัแสดงในรูปท่ี 4-2 

 
 
รูปท่ี 4-2 กราฟแสดงจ านวนเชือ้ท่ีเวลา 24 ชัว่โมง เม่ือให้สารสกดัใบมะรุมท่ีความเข้มข้นตา่งๆ 
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4.4  ผลของการเสริมใบมะรุม (Moringa oleifera) ในอาหารต่อการเตบิโตและการรอดของ
กุ้งขาว (การทดลองท่ี 1) 
 
4.4.1 น า้หนักเฉล่ียและน า้หนักที่เพิ่มขึน้ 
 จากการศกึษาการเตบิโตทางน า้หนกัของกุ้งขาว โดยการเสริมใบมะรุมในอาหารในสดัส่วน
ท่ีแตกตา่งกนัในแตล่ะชดุการทดลอง ท าการเลีย้งกุ้ งขาวท่ีมีน า้หนกัเร่ิมต้นเฉล่ีย 5.81 ± 0.77 กรัม
เป็นเวลา 9 สปัดาห์ พบว่าเม่ือสิน้สุดการทดลอง ชดุการทดลองท่ีเสริมใบมะรุมในอาหารในระดบั 
10 เปอร์เซ็นต์ มีน า้หนกัตวัเฉล่ียสงูกว่าชดุการทดลองท่ีเสริมใบมะรุมในอาหารในระดบั 0, 1 และ 
5 เปอร์เซ็นต์ อยา่งมีนยัส าคญั(P ˂ 0.05)  โดยน า้หนกัเฉล่ียของกุ้ งขาวเม่ือสิน้สดุการทดลองในชดุ
การทดลองท่ีเสริมใบมะรุมในอาหารในระดบั 0, 1, 5 และ 10 เปอร์เซ็นต์ คือ 9.93, 9.82, 13.16   
และ 14.46 กรัม ตามล าดบั ดงัแสดงในตารางท่ี 4-4 และรูปท่ี 4-3 
 น า้หนกัท่ีเพิ่มขึน้โดยน า้หนกัเฉล่ียของกุ้ งขาวในเวลา 9 สปัดาห์ พบว่าในชดุการทดลองท่ี
เสริมใบมะรุมในอาหารในระดบั 0, 1, 5 และ 10 เปอร์เซ็นต์ มีน า้หนกัเพิ่มขึน้ 4.22, 4.19, 7.38 
และ 8.65 กรัม ตามล าดบั และอตัราการเตบิโตโดยน า้หนกัตอ่สปัดาห์ของกุ้ งขาว มีคา่ 0.47, 0.47, 
0.82 และ 0.96 ตามล าดบั ซึ่งพบว่าการเพิ่มขึน้โดยน า้หนกัเฉล่ียและอตัราการเติบโตโดยน า้หนกั
ต่อสัปดาห์ของกุ้ งขาวท่ีมีค่ามากท่ีสุด คือชุดการทดลองท่ีเสริมใบมะรุมในอาหารในระดับ 10 
เปอร์เซ็นต์ รองลงมาคือชดุการทดลองท่ีเสริมใบมะรุมในอาหารในระดบั 5 เปอร์เซ็นต์ และทัง้สอง
ชดุการทดลองนีมี้คา่สงูกว่าชดุการทดลองท่ีเสริมใบมะรุมในอาหารในระดบั 0 และ 1 เปอร์เซ็นต์
อยา่งมีนยัส าคญั (P ˂ 0.05) ดงัแสดงในตารางท่ี 4-5 
 

ตารางท่ี 4-4 น า้หนกัตวัเฉล่ีย (กรัม) ของกุ้งขาวในแตล่ะชดุการทดลองเป็นระยะเวลา 9 สปัดาห์ 
 
Treatment M. oleifera 

leaves powder 
(percent) 

Weeks 

0 3 6 9 

T1 0 5.81 ± 0.77 7.53 ± 1.69 8.36 ± 2.04 9.93 ± 2.64a 

T2 1 5.81 ± 0.77 7.52 ± 1.81 8.60 ± 2.48 9.82 ± 2.76ab 

T3 5 5.81 ± 0.77 7.82 ± 1.66 9.41 ± 2.41 13.16 ± 3.33b 

T4 10 5.81 ± 0.77 7.83 ± 1.75 9.27 ± 2.41 14.46 ± 2.96c 
 

*คา่เฉลีย่ที่มีตวัยกตา่งกนัในแนวตัง้เดียวกนับง่บอกถึงความแตกตา่งอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ 
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ตารางท่ี 4-5 อตัราการเติบโตโดยน า้หนกัเฉล่ีย (กรัม) การเพิ่มขึน้โดยน า้หนกัเฉล่ียและอตัราการ
เตบิโตโดยน า้หนกัตอ่สปัดาห์ของกุ้งขาวในแตล่ะชดุการทดลอง 
 
Treatment M. oleifera 

leaves powder 
(percent) 

Body weight (g) Growth in 
body weight 
(per week) 

Initial Final Increment 

T1 0 5.81 ± 0.77 9.93 ± 2.64a 4.22 ± 1.01a 0.47 ± 0.11a 

T2 1 5.81 ± 0.77 9.82 ± 2.76ab 4.19 ± 0.96a 0.47 ± 0.11a 

T3 5 5.81 ± 0.77 13.16 ± 3.33b 7.38 ± 2.12b 0.82 ± 0.24b 

T4 10 5.81 ± 0.77 14.46 ± 2.96c 8.65 ± 1.16b 0.96 ± 0.13b 

 

*คา่เฉลีย่ที่มีตวัยกตา่งกนัในแนวตัง้เดียวกนับง่บอกถึงความแตกตา่งอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ 
 

 

รูปท่ี 4-3 น า้หนกัตวัเฉล่ีย (กรัม) ของกุ้งขาวในแตล่ะชดุการทดลอง 
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4.4.2 อัตราการเจริญเตบิโตสัมพัทธ์ต่อวัน (% ต่อวัน) 

จากการศกึษาอตัราการเจริญเติบโตสมัพทัธ์ต่อวนัของกุ้ งขาวเป็นระยะเวลา 9 สปัดาห์ 
พบว่าในชดุการทดลองท่ีเสริมใบมะรุมในอาหารในระดบั 0, 1, 5 และ 10 เปอร์เซ็นต์ มีคา่ 1.15, 
1.14, 2.01 และ 2.38 เปอร์เซ็นต์ตอ่วนั ตามล าดบั พบว่าชดุการทดลองท่ีเสริมใบมะรุมในอาหาร
ในระดบั 10 เปอร์เซ็นต์ มีอตัราการเติบโตสมัพทัธ์ต่อวนัมากท่ีสดุ รองลงมาคือชุดการทดลองท่ี
เสริมใบมะรุมในอาหารในระดบั 5 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งทัง้สองชดุการทดลองนีมี้คา่สงูกว่าชดุการทดลอง
ท่ีเสริมใบมะรุมในอาหารในระดบั 0 และ 1 เปอร์เซ็นต์อย่างมีนยัส าคญั (P ˂ 0.05) ดงัแสดงใน
ตารางท่ี 4-6 
 
4.4.3 อัตราการเจริญเตบิโตจ าเพาะ (% ต่อวัน) 
 จากการศกึษาอตัราการเจริญเตบิโตจ าเพาะของกุ้ งขาวเป็นระยะเวลา 9 สปัดาห์ พบว่าใน
ชดุการทดลองท่ีเสริมใบมะรุมในอาหารในระดบั 0, 1, 5 และ 10 เปอร์เซ็นต์ มีคา่ 0.86, 0.86, 1.29 
และ 1.45 เปอร์เซ็นต์ตอ่วนั ตามล าดบั พบว่าชุดการทดลองท่ีเสริมใบมะรุมในอาหารในระดบั 10 
เปอร์เซ็นต์ มีอตัราการเจริญเติบโตจ าเพาะมากท่ีสดุ รองลงมาคือชดุการทดลองท่ีเสริมใบมะรุมใน
อาหารในระดบั 5 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งทัง้สองชดุการทดลองนีมี้คา่สงูกว่าชดุการทดลองท่ีเสริมใบมะรุม
ในอาหารในระดบั 0 และ 1 เปอร์เซ็นต์อยา่งมีนยัส าคญั (P ˂ 0.05) ดงัแสดงในตารางท่ี 4-6 
 
4.4.4 อัตราการเปล่ียนอาหารเป็นเนือ้ 
 จากการศกึษาอตัราการเปล่ียนอาหารเป็นเนือ้ของกุ้ งขาวเป็นระยะเวลา 9 สปัดาห์ พบว่า
ในชดุการทดลองท่ีเสริมใบมะรุมในอาหารในระดบั 0, 1, 5 และ 10 เปอร์เซ็นต์ มีคา่ 1.53, 1.58, 
1.54 และ 1.37 ตามล าดบั เม่ือน ามาวิเคราะห์ทางสถิต ิพบวา่ทกุชดุการทดลองไม่มีความแตกตา่ง
อยา่งมีนยัส าคญั(P ˂ 0.05) ดงัแสดงในตารางท่ี 4-6 
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ตารางท่ี 4-6 อตัราการเจริญเตบิโตสมัพทัธ์ตอ่วนั อตัราการเจริญเติบโตจ าเพาะ และอตัราการ
เปล่ียนอาหารเป็นเนือ้ ของกุ้ งขาวในแตล่ะชดุการทดลอง 
 
Treatment M. oleifera 

leaves powder 
(percent) 

Growth performance 

Weight gain  
(% / day) 

SGR  
(% / day) 

FCR 

T1 0 1.15 a ± 0.27 0.86 a ± 0.16 1.53a ± 0.32 

T2 1 1.14 a ± 0.26 0.86 a ± 0.15 1.58a ± 0.28 

T3 5 2.01 b ± 0.58 1.29 b ± 0.25 1.54a ± 0.38 

T4 10 2.38 b ± 0.32 1.45 b ± 0.13 1.37a ± 0.20 
 

*คา่เฉลีย่ที่มีตวัยกตา่งกนัในแนวตัง้เดียวกนับง่บอกถึงความแตกตา่งอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ 

 
4.4.5 อัตราการรอด (%) 
 จากการศึกษาอัตราการรอดของกุ้ งขาวตัง้แต่สปัดาห์ท่ี 0 จนถึงสัปดาห์ท่ี 9 พบว่าใน
สปัดาห์ท่ี 6 ในชุดการทดลองท่ีเสริมใบมะรุมในอาหารในระดบั 10 เปอร์เซ็นต์ มีอตัราการรอด
สงูสดุ แตไ่มมี่ความแตกตา่งอยา่งมีนยัส าคญั (P ˂ 0.05) และสปัดาห์ท่ี 9 ในชดุการทดลองท่ีเสริม
ใบมะรุมในอาหารในระดบั 10 เปอร์เซ็นต์ มีอตัราการรอดสูงสุด ซึ่งแตกต่างอย่างมีนัยส าคญั       
(P ˂ 0.05) กบัชดุการทดลองท่ีเสริมใบมะรุมในอาหารในระดบั 5 เปอร์เซ็นต์ ดงัแสดงในตารางท่ี 
4-7 
 
ตารางท่ี 4-7 อตัราการรอดของกุ้งขาวในแตล่ะชดุการทดลองเป็นระยะเวลา 9 สปัดาห์ 
Treatment M. oleifera 

leaves powder 
(percent) 

Survival rate (%) after time elapsed (weeks) 

0 3 6 9 

T1 0 100 75.6 ± 10.2 41.1 ± 5.1 20.0ab ± 3.3 
T2 1 100 86.7 ± 5.8 52.2 ± 3.8 20.0ab ± 6.7 
T3 5 100 92.2 ± 1.9 50.0 ± 3.3 17.8a ± 1.9 
T4 10 100 86.7 ± 5.8 54.4 ± 8.4 26.7b ± 0.0 

 

*คา่เฉลีย่ที่มีตวัยกเดียวกนัในแนวตัง้เดียวกนับง่บอกถงึความไมแ่ตกตา่งอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ 
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4.5  ผลของการเสริมใบมะรุม (Moringa oleifera) ในอาหารต่อระบบภูมิคุ้มกันของกุ้งขาว 
(การทดลองที่ 1) 
 
4.5.1 ปริมาณเม็ดเลือดรวม (Total Hemocyte Count ; THC) 
 จากการศกึษาปริมาณเม็ดเลือดรวมตัง้แตส่ปัดาห์ท่ี 3 จนถึงสปัดาห์ท่ี 9 พบว่าในสปัดาห์
ท่ี 6 ในชุดการทดลองท่ีเสริมใบมะรุมในอาหารในระดบั 5 เปอร์เซ็นต์ มีความแตกต่างอย่างมี
นยัส าคญั (P ˂ 0.05) กบัชดุการทดลองท่ีเสริมใบมะรุมในอาหารในระดบั 0 และ 1 เปอร์เซ็นต์ แต่
ไม่มีความแตกตา่งอย่างมีนยัส าคญั (P ˂ 0.05) กับชุดการทดลองท่ีเสริมใบมะรุมในอาหารใน
ระดบั 10 เปอร์เซ็นต์ แตอ่ยา่งไรก็ตาม พบวา่ในสปัดาห์ท่ี 9 ปริมาณเม็ดเลือดรวมในชดุการทดลอง
ท่ีเสริมใบมะรุมในอาหารในระดบั 0, 1, 5 และ 10 เปอร์เซ็นต์ ไม่มีความแตกตา่งอย่างมีนยัส าคญั
(P ˂ 0.05) ดงัแสดงในตารางท่ี 4-8 
 
ตารางท่ี 4-8 ปริมาณเม็ดเลือดรวม (x 107 เซลล์ตอ่มิลลิลิตร) ของกุ้งขาวท่ีได้รับอาหารท่ีเสริมใบ
มะรุมในระดบัท่ีแตกตา่งกนั 

Treatment M. oleifera 
leaves powder 
(percent) 

Weeks 

3 6 9 

T1 0 1.20 ± 0.12 1.07 a ± 0.18 1.08 ± 0.14 

T2 1 1.07 ± 0.36 1.04 a ± 0.24 1.06 ± 0.24 

T3 5 1.21 ± 0.13 1.49 b ±0.06 1.41 ± 0.29 

T4 10 1.15 ± 0.31 1.32 ab ± 0.18 1.30 ± 0.28 

 

*คา่เฉลีย่ที่มีตวัยกตา่งกนัในแนวตัง้เดียวกนับง่บอกถึงความแตกตา่งอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ 

 
4.5.2 การท างานของเอนไซม์ฟีนอลออกซิเดส (Phenoloxidase activity ; PO activity) 
 จากการศกึษาการท างานของเอนไซม์ฟีนอลออกซิเดสตัง้แตส่ปัดาห์ท่ี 3 จนถึงสปัดาห์ท่ี 9
พบว่าการท างานของเอนไซม์ฟีนอลออกซิเดสในชุดการทดลองท่ีเสริมใบมะรุมในอาหารในระดบั 
0, 1, 5 และ 10 เปอร์เซ็นต์ ไม่มีความแตกตา่งอย่างมีนยัส าคญั (P ˂ 0.05) ในทกุช่วงสปัดาห์ แต่
อย่างไรก็ตามในสปัดาห์ท่ี 9 พบว่าการท างานของเอนไซม์ฟีนอลออกซิเดสมีแนวโน้มเพิ่มสงูขึน้ใน
ชดุการทดลองท่ีเสริมใบมะรุมในอาหารในระดบั 0, 1, 5 และ 10 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั ดงัแสดงใน
ตารางท่ี 4-9 
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ตารางท่ี 4-9 การท างานของเอนไซม์ฟีนอลออกซิเดส (unit/min/mg protein)ของกุ้งขาวท่ีได้รับ
อาหารท่ีเสริมใบมะรุมในระดบัท่ีแตกตา่งกนั 

Treatment M. oleifera 
leaves powder 
(percent) 

Weeks 

3 6 9 

T1 0 157.62 ± 60.39 139.65 ± 60.74 167.49 ± 37.00 

T2 1 168.77 ± 96.44 184.40 ± 33.14 189.77 ± 54.07 

T3 5 164.38 ± 54.73 202.99 ± 78.40 196.56 ± 69.65 

T4 10 147.46 ± 57.93 163.21 ± 15.84 199.43 ± 57.62 
 

 

4.6 ผลของการเสริมใบมะรุม (Moringa oleifera) ในอาหารต่อการเตบิโตและการรอดของ
กุ้งขาว (การทดลองท่ี 2) 
 
4.6.1 น า้หนักเฉล่ียและน า้หนักที่เพิ่มขึน้ 
 จากการศกึษาการเติบโตทางน า้หนกัของกุ้ งขาวในการทดลองท่ี  2 โดยการเสริมใบมะรุม
ในอาหารในสัดส่วนท่ีแตกต่างกันในแต่ละชุดการทดลอง ท าการเลีย้งกุ้ งขาวท่ี มีน า้หนักเร่ิมต้น
เฉล่ีย 1.64 ± 0.18 กรัมเป็นเวลา 6 สปัดาห์ พบว่าเม่ือสิน้สดุการทดลอง ชดุการทดลองท่ีเสริมใบ
มะรุมในอาหารในระดบั 5 เปอร์เซ็นต์ มีน า้หนกัตวัเฉล่ียสงูสดุเม่ือเทียบกบัชดุการทดลองท่ีเสริมใบ
มะรุมในอาหารในระดบั 0, 1 และ 10 เปอร์เซ็นต์ แตไ่ม่มีความแตกตา่งอย่างมีนยัส าคญัทางสถิต ิ
(P ˂ 0.05) โดยน า้หนกัเฉล่ียของกุ้ งขาวเม่ือสิน้สดุการทดลองในชดุการทดลองท่ีเสริมใบมะรุมใน
อาหารในระดบั 0, 1, 5 และ 10 เปอร์เซ็นต์ คือ 5.01, 4.93, 5.18 และ 5.11 กรัม ตามล าดบั ดงั
แสดงในตารางท่ี 4-10  
 น า้หนกัท่ีเพิ่มขึน้โดยน า้หนกัเฉล่ียของกุ้ งขาวในเวลา 6 สปัดาห์ พบว่าในชดุการทดลองท่ี
เสริมใบมะรุมในอาหารในระดบั 0, 1, 5 และ 10 เปอร์เซ็นต์ มีน า้หนกัเพิ่มขึน้ 3.37, 3.29, 3.54 
และ 3.47 กรัม ตามล าดบั และอตัราการเตบิโตโดยน า้หนกัตอ่สปัดาห์ของกุ้ งขาว มีคา่ 0.56, 0.55, 
0.59 และ 0.58 ตามล าดบั ซึ่งพบว่าชดุการทดลองท่ีมีการเพิ่มขึน้โดยน า้หนกัเฉล่ียและอตัราการ
เตบิโตโดยน า้หนกัตอ่สปัดาห์ของกุ้งขาวท่ีมีคา่มากท่ีสดุ คือชดุการทดลองท่ีเสริมใบมะรุมในอาหาร
ในระดบั 5 เปอร์เซ็นต์ รองลงมาคือชดุการทดลองท่ีเสริมใบมะรุมในอาหารในระดบั 10 เปอร์เซ็นต์ 
แต่ไม่มีความแตกต่างอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (P ˂ 0.05) ในทุกชุดการทดลอง ดงัแสดงใน
ตารางท่ี 4-11 
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ตารางท่ี 4-10 น า้หนกัตวัเฉล่ีย (กรัม) ของกุ้งขาวในแตล่ะชดุการทดลองเป็นระยะเวลา 6 สปัดาห์ 
 

Treatment 
 

M. oleifera leaves 
powder (percent) 

Weeks 
0 6 

T1 0 1.64 ± 0.18 5.01 ± 0.51 
T2 1 1.64 ± 0.18 4.93 ± 0.30 
T3 5 1.64 ± 0.18 5.18 ± 0.37 
T4 10 1.64 ± 0.18 5.11 ± 0.35 

 
ตารางท่ี 4-11 อตัราการเตบิโตโดยน า้หนกัเฉล่ีย (กรัม) การเพิ่มขึน้โดยน า้หนกัเฉล่ียและอตัราการ
เตบิโตโดยน า้หนกัตอ่สปัดาห์ของกุ้งขาวในแตล่ะชดุการทดลอง 
 
Treatment M. oleifera 

leaves powder 
(percent) 

Body weight (g) Growth in 
body weight 
(per week) 

Initial Final Increment 

T1 0 1.64 ± 0.18 5.01 ± 0.51 3.37 ± 0.51 0.56 ± 0.09 

T2 1 1.64 ± 0.18 4.93 ± 0.30 3.29 ± 0.30  0.55 ± 0.05 

T3 5 1.64 ± 0.18 5.18 ± 0.37 3.54 ± 0.37 0.59 ± 0.06 

T4 10 1.64 ± 0.18 5.11 ± 0.35 3.47 ± 0.35 0.58 ± 0.06 
 

 
4.6.2 อัตราการเจริญเตบิโตสัมพัทธ์ต่อวัน (% ต่อวัน) 
 จากการศกึษาอตัราการเตบิโตสมัพทัธ์ตอ่วนัของกุ้งขาวเป็นระยะเวลา 6 สปัดาห์ พบว่าใน
ชดุการทดลองท่ีเสริมใบมะรุมในอาหารในระดบั 0, 1, 5 และ 10 เปอร์เซ็นต์ มีคา่ 4.89, 4.78, 5.14 
และ 5.04 เปอร์เซ็นต์ตอ่วนั ตามล าดบั พบว่าชุดการทดลองท่ีเสริมใบมะรุมในอาหารในระดบั 5 
เปอร์เซ็นต์ มีอตัราการเตบิโตสมัพทัธ์ตอ่วนัมากท่ีสดุ รองลงมาคือชดุการทดลองท่ีเสริมใบมะรุมใน
อาหารในระดบั 10 เปอร์เซ็นต์ แต่ในทุกชุดการทดลองไม่มีความแตกต่างอย่างมีนยัส าคญัทาง
สถิต ิ(P ˂ 0.05) ดงัแสดงในตารางท่ี 4-12 
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4.6.3 อัตราการเจริญเตบิโตจ าเพาะ (% ต่อวัน) 
 จากการศกึษาอตัราการเตบิโตสมัพทัธ์ตอ่วนัของกุ้งขาวเป็นระยะเวลา 6 สปัดาห์ พบว่าใน
ชดุการทดลองท่ีเสริมใบมะรุมในอาหารในระดบั 0, 1, 5 และ 10 เปอร์เซ็นต์ มีคา่ 2.65, 2.62, 2.73 
และ 2.70 เปอร์เซ็นต์ต่อวนั ตามล าดบั พบว่าชุดการทดลองท่ีเสริมใบมะรุมในอาหารในระดบั 5 
เปอร์เซ็นต์ มีอตัราการเตบิโตสมัพทัธ์ตอ่วนัมากท่ีสดุ รองลงมาคือชดุการทดลองท่ีเสริมใบมะรุมใน
อาหารในระดบั 10 เปอร์เซ็นต์ แต่ในทุกชุดการทดลองไม่มีความแตกต่างอย่างมีนยัส าคญัทาง
สถิต ิ(P ˂ 0.05) ดงัแสดงในตารางท่ี 4-12 
 
 
ตารางท่ี 4-12 อตัราการเจริญเตบิโตสมัพทัธ์ตอ่วนั อตัราการเจริญเติบโตจ าเพาะ ของกุ้งขาวใน
แตล่ะชดุการทดลอง 
 

Treatment M. oleifera leaves 
powder (percent) 

Growth performance 

Weight gain  
(% / day) 

SGR  
(% / day) 

T1 0 4.89 ± 0.74 2.65 ± 0.24 
T2 1 4.78 ± 0.44 2.62 ± 0.14 
T3 5 5.14 ± 0.53 2.73 ± 0.17 

T4 10 5.04 ± 0.50 2.70 ± 0.16 
 

 
4.6.4 อัตราการรอด (%) 
 จากการศึกษาอัตราการรอดของกุ้ งขาวตัง้แต่สปัดาห์ท่ี 0 จนถึงสัปดาห์ท่ี 6 พบว่าใน
สปัดาห์ท่ี 6 ชดุการทดลองท่ีเสริมใบมะรุมในอาหารในระดบั 1 เปอร์เซ็นต์ มีอตัราการรอดสงูสุด 
แตไ่ม่มีความแตกตา่งอย่างมีนยัส าคญั (P ˂ 0.05) กบัชดุการทดลองท่ีเสริมใบมะรุมในอาหารใน
ระดบั 0, 5 และ 10 ดงัแสดงในตารางท่ี 4-13 
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ตารางท่ี 4-13 อตัราการรอดของกุ้งขาวในแตล่ะชดุการทดลองเป็นระยะเวลา 6 สปัดาห์ 
 

Treatment M. oleifera 
leaves powder 
(percent) 

Survival rate (%) after time elapsed 
(weeks) 

0 6 

T1 0 100 58.9 ± 5.09 
T2 1 100 73.3 ± 12.02 
T3 5 100 58.9 ± 5.09 
T4 10 100 71.1 ± 13.47 

            

             
 
4.7 การทดสอบความต้านทานต่อการเหน่ียวน าให้เกิดโรคด้วย Vibrio harveyi สายพันธ์ุ 
639 (Challenge test) 
 
4.7.1 ปริมาณเม็ดเลือดรวม (Total Hemocyte Count ; THC) 
 ก่อนการเหน่ียวน าให้กุ้ งเกิดโรค ท าการวดัปริมาณเม็ดเลือดรวม พบว่าชุดการทดลองท่ี
เสริมใบมะรุมในอาหารในระดบั 0, 1, 5 และ 10 เปอร์เซ็นต์ มีคา่ปริมาณเม็ดเลือดรวม 75.90 x 
105, 76.50 x 105, 77.10 x 105 และ 80.90 x 105 เซลล์ตอ่มิลลิลิตร ตามล าดบั ซึ่งทกุชดุการ
ทดลองไมมี่ความแตกตา่งอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิต ิ(P ˂ 0.05) ดงัแสดงในตารางท่ี 4-14 
 หลังการเหน่ียวน าให้กุ้ งเกิดโรค เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ท าการวัดปริมาณเม็ดเลือดรวม 
พบวา่ชดุการทดลองท่ีเสริมใบมะรุมในอาหารในระดบั 0, 1, 5 และ 10 เปอร์เซ็นต์ มีคา่ปริมาณเม็ด
เลือดรวม 7.80 x 105, 8.30 x 105, 12.60 x 105 และ 11.90 x 105 เซลล์ตอ่มิลลิลิตรตามล าดบั ซึ่ง
ทกุชดุการทดลองไม่มีความแตกต่างอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (P ˂ 0.05) ดงัแสดงในตารางท่ี     
4-14 แต่เม่ือเปรียบเทียบค่าปริมาณเม็ดเลือดรวมทัง้ก่อนและหลังการเหน่ียวน าให้กุ้ งเกิดโรค 
พบวา่ หลงัจากเหน่ียวน าให้กุ้งเกิดโรค ปริมาณเม็ดเลือดรวมมีคา่ลดต ่าลงอยา่งชดัเจน 
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ตารางที่ 4-14 ปริมาณเม็ดเลือดรวม (x 105 เซลล์ตอ่มิลลิลิตร) ของกุ้งขาวท่ีได้รับอาหารท่ีเสริมใบ
มะรุมในระดบัท่ีแตกตา่งกนั ทัง้ก่อนและหลงัการเหน่ียวน าให้เกิดโรค 
 

Treatment 
 

M. oleifera leaves 
powder (percent) 

Total Hemocyte Count ; THC 
Before After 

T1 0 75.90 ± 11.40 7.80 ± 3.75 
T2 1 76.50 ± 15.92 8.30 ± 3.55 
T3 5 77.10 ± 13.35 12.60 ± 5.31 
T4 10 80.90 ± 8.68 11.90 ± 2.71 

 

 
4.7.2 การท างานของเอนไซม์ฟีนอลออกซิเดส (Phenoloxidase activity ; PO activity) 
 ก่อนการเหน่ียวน าให้กุ้ งเกิดโรค ท าการวดัการท างานของเอนไซม์ฟีนอลออกซิเดส พบว่า
ชดุการทดลองท่ีเสริมใบมะรุมในอาหารในระดบั 0, 1, 5 และ 10 เปอร์เซ็นต์ มีคา่การท างานของ
เอนไซม์ฟีนอลออกซิเดส 197.03, 176.68, 214.06 และ 215.46 unit/min/mg protein ตามล าดบั 
ซึ่งทกุชดุการทดลองไม่มีความแตกตา่งอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (P ˂ 0.05) ดงัแสดงในตารางท่ี 
4-15 
 หลงัการเหน่ียวน าให้กุ้ งเกิดโรค เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ท าการวดัการท างานของเอนไซม์      
ฟีนอลออกซิเดส พบวา่ชดุการทดลองท่ีเสริมใบมะรุมในอาหารในระดบั 0, 1, 5 และ 10 เปอร์เซ็นต์ 
มีคา่ การท างานของเอนไซม์ฟีนอลออกซิเดส 153.18, 159.18, 147.29 และ 170.73 unit/min/mg 
protein ตามล าดบั ซึ่งทกุชดุการทดลองไม่มีความแตกตา่งอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (P ˂ 0.05) 
ดงัแสดงในตารางท่ี 4-15 แต่เม่ือเปรียบเทียบค่าปริมาณเม็ดเลือดรวมทัง้ก่อนและหลังการ
เหน่ียวน าให้กุ้งเกิดโรค พบวา่ หลงัจากเหน่ียวน าให้กุ้ งเกิดโรค การท างานของเอนไซม์ฟีนอลออกซิ
เดส มีคา่ลดต ่าลง 
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ตารางท่ี 4-15 การท างานของเอนไซม์ฟีนอลออกซิเดส (unit/min/mg protein)ของกุ้งขาวท่ีได้รับ
อาหารท่ีเสริมใบมะรุมในระดบัท่ีแตกตา่งกนั ทัง้ก่อนและหลงัการเหน่ียวน าให้เกิดโรค  
 

Treatment 
 

M. oleifera leaves 
powder (percent) 

Phenoloxidase activity 
Before After 

T1 0 197.03 ± 80.92 153.18 ± 61.16 
T2 1 176.68 ± 37.91 159.18 ± 79.88 
T3 5 214.06 ± 66.40 147.29 ± 89.61 
T4 10 215.46 ± 131.98 170.73 ± 45.22 

 
 
4.7.3 การตายสะสม (Cumulative mortality) 
 หลงัจากการเลีย้งกุ้ งทดลองในครัง้ท่ี 2 เม่ือครบ 6 สปัดาห์ ท าการทดสอบความต้านทาน
ตอ่  V. harveyi สายพนัธุ์ 639 โดยการแช่กุ้ งในน า้ท่ีมีความเข้มข้นของแบคทีเรีย 107 cfu/ml ซึ่งมี
กลุม่ท่ีไมช่กัน าให้เกิดโรค และกลุม่ท่ีชกัน าให้เกิดโรคซึ่งเป็นกลุ่มทดลอง จากการทดลองไม่พบการ
ตายของกลุม่ท่ีไมช่กัน าให้เกิดโรค ในขณะท่ีกุ้งกลุม่ควบคมุซึง่เป็นชดุการทดลองท่ีเสริมใบมะรุมใน
อาหารในระดบั 0 เปอร์เซ็นต์ มีอตัราการตายสะสมสงูท่ีสดุ โดยในวนัท่ี 4 มีอตัราการตายสะสมท่ี 
53.33 เปอร์เซ็นต์ อตัราการตายสะสมของกุ้ งหลงัจากเหน่ียวน าให้เกิดโรคเป็นเวลา 72 ชัว่โมง
พบว่าในชดุการทดลองท่ีเสริมใบมะรุมในอาหารในระดบั 0, 1, 5 และ 10 เปอร์เซ็นต์ มีคา่ 53.33, 
33.33, 16.67 และ 10.00 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั ซึ่งพบว่าชดุการทดลองท่ีเสริมใบมะรุมในอาหาร
ในระดบั 5 และ 10 เปอร์เซ็นต์ มีอตัราการตายสะสมแตกตา่งกบัชดุการทดลองท่ีเสริมใบมะรุมใน
อาหารในระดบั 0 และ 1 เปอร์เซ็นต์อย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (P ˂ 0.05) ดงัแสดงในตารางท่ี     
4-16 และ รูปท่ี 4-4 
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ตารางท่ี 4-16 การตายสะสมของกุ้งขาว ท่ีได้รับอาหารท่ีเสริมใบมะรุมในระดบัท่ีแตกตา่งกนั หลงั
การเหน่ียวน าให้เกิดโรค 
 

Treatment 
 

M. oleifera 
leaves 
powder 

(percent) 

ปริมาณ
แบคทีเรีย 
(cfu/ml) 

Cumulative mortality (%) 

24 ชัว่โมง 48 ชัว่โมง 72 ชัว่โมง 96 ชัว่โมง 

T0 0 (ควบคมุ) น า้เกลอื 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 

T1 0 (ควบคมุ) 107 26.67a ± 11.55 46.67a ± 20.82 53.33a ± 25.17 53.33a ± 25.17 

T2 1 107 20.00a ± 17.32 30.00ab ± 20.00 33.33ab ± 15.28 33.33ab ± 15.28 

T3 5 107 6.67a ± 5.77 16.67ab ± 11.55 16.67b ± 11.55 16.67b ± 11.55 

T4 10 107 6.67a ± 5.77 10.00b ± 0.00 10.00b ± 0.00 10.00b ± 0.00 
 

*ค่าเฉล่ียท่ีมีตวัยกต่างกนัในแนวตั้งเดียวกนับ่งบอกถึงความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ 
 

 
รูปท่ี 4-4 การตายสะสมของกุ้งขาว ท่ีได้รับอาหารท่ีเสริมใบมะรุมในระดบัท่ีแตกตา่งกนั หลงัการ
เหน่ียวน าให้เกิดโรคด้วย Vibrio harveyi สายพนัธุ์ 639 
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4.7.4 การทดสอบหลังการเหน่ียวน าให้เกิดโรค 
 สุม่ตวัอยา่งกุ้งท่ีตาย มาทดสอบเพ่ือยืนยนัสาเหตกุารตายว่าเกิดจากการได้รับ V. harveyi  
เข้าสูร่่างกาย โดยการน า hepatopancreas ละลายในน า้เกลือ แล้วน ามา spread plate ในอาหาร
เลีย้งเชือ้ไทโอซลัเฟตซิเตรทบายซอลท์ซูโครส (TCBS) บม่ท่ีอณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 18 – 24 
ชัว่โมง พบวา่เกิดโคโลนีสีเขียวของ V. harveyi  ซึง่เป็นการยืนยนัวา่กุ้งตายด้วยเชือ้ชนิดนีจ้ริง 
 



 
 

บทที่ 5 
 

อภปิรายผลการทดลอง 
 
5.1  ประสิทธิภาพของสารสกัดใบมะรุมต่อการยับยัง้การเจริญของ Vibrio harveyi  
      สายพันธ์ุ 639 (Screening Test; disc diffusion assay) 
 

จากการวิจัยสารสกัดจากธรรมชาติและสมุนไพรเพ่ือหาประสิทธิภาพในการยับยัง้
แบคทีเรียท่ีก่อให้เกิดโรคในสตัว์น า้ ซึ่งกระท ากนัอย่างแพร่หลายในปัจจุบนั พบว่าสมนุไพรหลาย
ชนิดออกฤทธ์ิยบัยัง้การเติบโตของแบคทีเรียได้ Direkbusarakom et al. (1998) ท าการศึกษา
สมนุไพรไทยตอ่การต้าน V. harveyi พบว่าสารสกดั ฟ้าทะลายโจร (Andrographis paniculata), 
กะเม็ง (Eclipta alba), มะระขีน้ก (Momordica charantia), ลกูใต้ใบ (Phyllanthus debilis), 
ก้างปลาเครือ (P. reticulatus) และฝร่ัง (Psidium guajava) สามารถยบัยัง้การเจริญของ         
V. harveyi ได้ ท่ีความเข้มข้น 10 mg/ml อญัชลี ธ ามรงค์คงสถิต และ จิราพร โรจน์ทินกร (2550) 
ท าการศกึษาสมนุไพรในการยบัยัง้เชือ้แบคทีเรียท่ีก่อโรคในกุ้ งก้ามกราม พบว่าสมนุไพรท่ีสามารถ
ยบัยัง้การเจริญของเชือ้ V. harveyi ท่ีก่อให้เกิดโรคเรืองแสง และ V. parahaemolyticus ท่ี
ก่อให้เกิดโรคเปลือกกร่อน ได้แก่ กระเทียมสด เปลือกทบัทิม ใบชาเขียวญ่ีปุ่ น ใบหกูวาง  ใบชะพล ู
เมล็ดเทียนตาตัก๊แตน เหง้ากระชายม่วง ใบมะระหวาน หญ้าลิน้งู ใบล าโพงขาว ใบขีเ้หล็ก ใบและ
ผลมะระขีน้ก ในขณะท่ี กระเทียมสด เปลือกทับทิม ใบชาเขียวญ่ีปุ่ น ใบชะพลู เมล็ดเทียน
ตาตัก๊แตน และใบมะระหวาน สามารถต้านการเจริญของ Aeromonas hydrophila ซึ่งก่อให้เกิด
โรคเสีย้นด าและโรคจดุด าบนเปลือกกุ้ ง นอกจากนี ้การศกึษาของชตุิมา ขมวิลยั และคณะ (2555)  
พบว่าสารสกดัเปลือกมงัคดุท่ีสกดัด้วยเอทานอล 100 เปอร์เซ็นต์ มีประสิทธิภาพในการยบัยัง้การ
เจริญของ Vibrio spp. 6 ชนิด ได้แก่ V. harveyi, V. parahaemolyticus, V. alginolyticus        
V. mimicus, V. cholera และ V. vulnificus  
 จากงานวิจยัการใช้มะรุมในการต้านแบคทีเรียในหลายปีท่ีผ่านมา พบว่าฤทธ์ิการยบัยัง้
การเจริญของแบคทีเรีย พบได้เกือบทกุส่วนของล าต้น เช่น เมล็ด (Spiliotis et al., 1997; Jabeen 
et al., 2008; Bukar et al., 2010) ราก (Dewamgan et al., 2010) ก้านใบ (Thilza et al., 2010) 
ใบ (Peixoto et al., 2011) ดอก (Nepolean et al., 2009; Talreja, 2010) ในงานวิจยัได้ใช้ใบ
มะรุมมาใช้ในการทดสอบประสิทธิภาพในการยบัยัง้การเจริญของแบคทีเรีย ซึ่งให้ผลสอดคล้องกบั 
Valatmathy et al. (2010) ซึ่งใช้สารสกดัใบมะรุมตอ่การยบัยัง้การเจริญของ Escherichia coli ซึ่ง
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เป็นแบคทีเรียแกรมลบ นอกจากนี  ้ Rahman et al., 2009 ได้ใช้สารสกดัใบมะรุมท่ีสกดัจากเอทา
นอลในการยับยัง้การเจริญของแบคทีเรีย โดยสามารถยับยัง้การเจริญของแบคทีเรียแกรมบวก 
ได้แก่ Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, B. megaterium, B. subtilis และ Sarcina 
lutea แบคทีเรียแกรมลบ ได้แก่ Shigella shinga, S. sonnei และ Pseudomonas aeruginosa 
 ใบมะรุมมีสารประกอบท่ีออกฤทธ์ิทางชีวภาพในการต้านการเจริญของแบคทีเรีย โดยพบ
สารประกอบ flavonoids ซึ่งเป็น polyphenol ของสารประกอบ phenolics ในส่วนของใบ 
(Amaglo et al., 2010) Nepolean et al. (2009) ท าการวิเคราะห์สารพฤกษเคมีพบว่ามี
สารประกอบ tannins, saponins, flavonoids, glycoside และ terpenoids ในสารสกดัใบมะรุมท่ี
สกดัด้วย 95% เอทานอล Vongsak et al. (2013) พบสารประกอบ flavonoids และสารประกอบ 
phenolics ในปริมาณสงู Doughari et al. (2007) พบว่าในสารสกัดใบมะรุมด้วยเอทานอลมี
สารประกอบ saponins, tannins, phenols และ alkaloid ซึ่งสารประกอบเหล่านีอ้อกฤทธ์ิในการ
ต้านการเจริญของจลุชีพได้ (Lutterodt et al., 1999; Valatmathy et al., 2010) สารประกอบ 
flavonoids เป็นสารออกฤทธ์ิในการต้านอนมุลูอิสระ และออกฤทธ์ิต้านการเจริญของแบคทีเรียโดย
ไปยบัยัง้ membrane bound enzyme (Cowan, 1999 ; Kasolo et al., 2010) tannins ออกฤทธ์ิ
ฆา่ของแบคทีเรีย (Cowan, 1999 ; Kasolo et al., 2010) นอกจากนีใ้นใบของมะรุมมีส่วนประกอบ
ของ alkaloid ท่ีออกฤทธ์ิต้านการเจริญของแบคทีเรียโดยมีความสามารถในการเข้าไปแทรกใน 
DNA ของแบคทีเรีย (Kasolo et al., 2010) 

 

5.2  การศึกษาค่าความเข้มข้นต ่าสุดของสารสกัดใบมะรุมในการยับยัง้การเจริญของ 
Vibrio harveyi สายพันธ์ุ 639 (Minimum Inhibitory Concentration: MIC) และค่าความ
เข้มข้นต ่าสุดของสารสกัดใบมะรุมในการก าจัด Vibrio harveyi สายพันธ์ุ 639 (Minimum 
Bactericidal Concentration: MBC)  

 

 จากการศึกษาเพ่ือหาค่าความเข้มข้นต ่าสุดในการยับยัง้การเจริญของแบคทีเรีย (MIC) 
และคา่ความเข้มข้นต ่าสดุท่ีสามารถก าจดัแบคทีเรีย (MBC) พบว่า จากการวดัคา่การดดูกลืนแสง
ของสารละลาย ท่ีความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร มีเพียงสารสกัดใบมะรุมท่ีความเข้มข้น 3.13 
mg/ml และ 6.25 mg/ml ท่ีมีคา่การดดูกลืนแสงลดลง เม่ือเวลาผ่านไป 24 ชัว่โมง ซึ่งแสดงให้เห็น
วา่ปริมาณของเชือ้ลดลงแปรตามความขุน่ของสารละลาย  
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จากการหาค่าความเข้มข้นต ่าสุดท่ีท าให้เชือ้ไม่สามารถเจริญในอาหารเหลวได้ สามารถ
น าไปหาค่าความเข้มข้นต ่าสุดท่ีสามารถก าจัดแบคทีเรียโดยการน าสารละลายไป spread บน
อาหารเลีย้งเชือ้ TSA ถ้าความเข้มข้นของสารสกดัท่ีสามารถฆ่าเชือ้ได้ จะไม่พบการเจริญของเชือ้
บนอาหารเลีย้งเชือ้ ซึ่งการทดลองครัง้นี ้พบว่า สารสกัดใบมะรุมมีความสามารถในระดบัหนึ่ง  ใน
การยบัยัง้การเจริญของ V. harveyi ท าให้จ านวนแบคทีเรียลดลงเม่ือเทียบกบักลุ่มควบคมุ โดยได้
ค่า Percent Reduction of Microorganism เท่ากับ 85.07%, 96.16% และ 99.79% ใน
สารละลายท่ีมีสารสกดัใบมะรุมท่ีความเข้มข้น 1.56 mg/ml, 3.13 mg/ml และ 6.25 mg/ml 
ตามล าดบั แต่ทัง้นีส้ารสกัดใบมะรุมทุกความเข้มข้น ไม่สามารถก าจัดเชือ้ได้ 100% ท าให้ไม่
สามารถหาคา่ความเข้มข้นต ่าสดุท่ีสามารถก าจดัแบคทีเรีย (MBC) ได้อย่างแท้จริง จึงพลอตกราฟ
แสดงปริมาณแบคทีเรีย เม่ือให้สารสกัดใบมะรุมท่ีความเข้มข้นต่างๆ เพ่ือดูแนวโน้มของความ
เข้มข้นของสารสกัดใบมะรุมท่ีสามารถท าให้แบคทีเรียมีปริมาณลดลงเข้าใกล้ศูนย์มากท่ีสุด ซึ่ง
ปัจจยัของความเข้มข้นของสารสกดัใบมะรุมจะแปรผกผนักบัปริมาณแบคทีเรีย จากข้อมลูท่ีได้ (รูป
ท่ี 4-4) สามารถอนมุานได้วา่ความเข้มข้นของสารสกดัใบมะรุมท่ีสามารถก าจดัแบคทีเรียได้ 100% 
คือท่ีความเข้มข้นของสารสกดัประมาณ 14-15 mg/ml 
 จากการศกึษาของ Dholvitayakhun and Trachoo (2012) พบว่า คา่ความเข้มข้นต ่าสดุ
ของสารสกดัใบมะรุม 95% เอทานอล ในการยบัยัง้การเจริญของ Campylobacter jejuni อยู่ท่ี
ความเข้มข้นสารสกดั 1,000-2,000 µg/ml และคา่ความเข้มข้นต ่าสดุท่ีสามารถก าจดัแบคทีเรียอยู่
ท่ีความเข้มข้นประมาณ 4,000 µg/ml การศกึษาของ Aliyu et al.(2008) พบว่า คา่ความเข้มข้น
ต ่าสดุของสารสกัดใบมะรุมในการยบัยัง้การเจริญของ Methicillin-resistance Staphylococcus 
aureus (MRSA) อยู่ท่ีความเข้มข้นสารสกดั 4 mg/ml และคา่ความเข้มข้นต ่าสดุท่ีสามารถก าจดั
แบคทีเรียอยู่ท่ีความเข้มข้นประมาณ 5 mg/ml นอกจากนี ้ การศกึษาของ Arun et al. (2011) 
พบว่า ค่าความเข้มข้นต ่าสดุของสารสกดัใบมะรุมด้วย Petroleum Ether ในการยบัยัง้การเจริญ
ของ Proteus mirabilis อยูท่ี่ความเข้มข้นสารสกดั 6.25 mg/ml ส่วนคา่ความเข้มข้นต ่าสดุของสาร
สกัดใบมะรุมด้วย Isopropyl Alcohol อยู่ท่ี 12.5 mg/ml จากข้อมูลดงักล่าว เห็นได้ว่าค่าการ
ประเมินความเข้มข้นของสารสกดัใบมะรุมท่ีสามารถยบัยัง้และก าจดัแบคทีเรียท่ีได้ศกึษาไว้ อยู่ท่ี
ความเข้มข้นของสารสกัดใบมะรุมประมาณ 14-15 mg/ml ซึ่งมีค่าไม่แตกต่างมากนัก กับ
การศกึษาของนกัวิจยัท่ีกล่าวไว้ข้างต้น ซึ่งการท่ีคา่ความเข้มข้นต ่าสดุของสารสกดัใบมะรุมในการ
ยับยัง้การเจริญของแบคทีเรีย และค่าความเข้มข้นต ่าสุดของสารสกัดใบมะรุมในการก าจัด
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แบคทีเรีย มีค่าแตกต่างกัน ในแต่ละการทดลองนัน้ อาจเน่ืองด้วยหลายปัจจยั ได้แก่ สารท่ีใช้ใน
การสกดัใบมะรุม คณุภาพของใบมะรุม แบคทีเรียท่ีใช้ในการศกึษา วิธีด าเนินงานวิจยั เป็นต้น 
 

5.3  ผลของการเสริมใบมะรุมในอาหารต่อการเตบิโตและการรอดของกุ้งขาว  

     (การทดลองท่ี 1 และการทดลองที่ 2) 

 

 งานวิจัยเก่ียวกับใบมะรุมเพ่ือใช้เป็นอาหารสัตว์มีการศึกษาท่ียังไม่แพร่หลายนัก มี
การศึกษาการให้ใบมะรุมเป็นอาหารในสตัว์เคีย้วเอือ้ง เพ่ือดปูระสิทธิภาพการย่อยอาหาร อตัรา
การกินอาหาร น า้หนกัตวัท่ีเพิ่มขึน้ ปริมาณการผลิตนม (Sánchez et al., 2005; Aregheore, 
2002; Araica et al., 2010) ทัง้นีส้ามารถใช้ใบมะรุมเป็นแหล่งของโปรตีนราคาถกูทดแทนการใช้
โปรตีนจากถัว่เหลืองได้ ส าหรับการใช้ใบมะรุมในสตัว์น า้ มีงานวิจยัท่ีใช้สารสกดัจากใบมะรุม และ
ใช้ใบมะรุมแห้งผสมในอาหาร พบว่าการใช้สารสกัดใบมะรุมท่ีสกัดด้วยเมทานอลทดแทนการใช้
แป้งสาลีในปลานิล ท าให้คา่ plasma cholesterol ลดต ่าลงเม่ือได้รับอาหารท่ีมีสารสกดัใบมะรุม 
และค่า growth performance ลดลง เม่ือใช้สารสกัดใบมะรุมเพิ่มสูงขึน้ (Dongmeza et al., 
2006) จากการศกึษาของ Richter et al. (2003) ใช้ใบมะรุมแห้งเป็นโปรตีนทางเลือก ผสมใน
อาหารปลานิลท่ีระดบั 10, 20 และ 30 เปอร์เซ็นต์ พบว่าไม่มีความแตกตา่งของอตัราการตาย แต่
พบวา่คา่ growth performance ลดต ่าลง ท่ีระดบัของใบมะรุม 20 และ 30 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งสรุปได้ว่า
สามารถใช้ใบมะรุมในอาหารสงูสดุท่ีระดบั 10 เปอร์เซ็นต์ ทดแทนโปรตีนอ่ืน โดยท่ีไม่ท าให้คา่การ
เตบิโตลดลง 

 จากการทดลองการเลีย้งกุ้งขาวในครัง้ท่ี 1 และครัง้ท่ี 2 พบว่า เม่ือสิน้สดุการทดลองให้ผล
แตกตา่งกนั โดยการทดลองครัง้ท่ี 1 คา่ของการเตบิโต ได้แก่ น า้หนกัเฉล่ีย อตัราการเติบโตสมัพทัธ์
ตอ่วนั อตัราการเตบิโตจ าเพาะ มีแนวโน้มเพิ่มสงูขึน้ตามปริมาณใบมะรุมท่ีใช้ผสมในอาหารท่ีมาก
ขึน้ ในขณะท่ีการทดลองครัง้ท่ี 2 คา่การเตบิโตไม่มีความแตกตา่งกนัในทกุชดุการทดลองท่ีเสริมใบ
มะรุมในระดับท่ีแตกต่างกัน ทัง้นีอ้าจมองได้ว่าระยะเวลาเป็นปัจจัยหนึ่งท่ีท าให้ค่าการเติบโต
แตกตา่งกนั เน่ืองจากการทดลองครัง้ท่ี 1 ใช้เวลาในการทดลอง 9 สปัดาห์ ส่วนการทดลองครัง้ท่ี 2 
ใช้เวลาเพียง 6 สปัดาห์ในการเลีย้ง ซึ่งสามารถสรุปได้ว่าการเสริมใบมะรุมในอาหารเพ่ือให้คา่การ
เติบโตของกุ้ งดีขึน้ต้องใช้ระยะเวลาอย่างน้อย 9 สปัดาห์ พบว่าในการศึกษาการเสริมใบมะรุมใน
อาหารเพ่ือใช้เลีย้งกุ้ งให้ผลท่ีแตกต่างกับการใช้ใบมะรุมในการเลีย้งปลา อาจเน่ืองมาจากกุ้ ง
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สามารถน าโปรตีนท่ีได้จากใบมะรุมไปใช้ในการเติบโตได้ดีกว่าปลา เม่ือพิจารณาอตัราการรอด
พบว่า ในการทดลองครัง้ท่ี 1 มีอตัราการรอดท่ีต ่ามาก โดยพบว่าชดุการทดลองท่ีเสริมใบมะรุมใน
อาหารท่ีระดบั 5 เปอร์เซ็นต์ท่ีอตัราการรอดท่ีต ่าท่ีสุด ซึ่งมีค่า 17.8 ± 1.9 เปอร์เซ็นต์ ในขณะท่ี
อตัราการรอดท่ีสงูสดุในการทดลองครัง้นีอ้ยู่ท่ี 26.7 ± 0.0 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งถือว่าเป็นคา่ท่ีต ่า ในการ
ทดลองครัง้ท่ี 2 คา่อตัราการรอดอยู่ระหว่าง 58.9 – 73.3 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งการท่ีอตัราการรอดต ่าใน
การทดลองครัง้ท่ี 1 อาจเน่ืองมาจากคณุภาพของน า้ท่ีใช้ในการทดลองและระบบกรองท่ีใช้ซึ่งแสดง
ในตารางท่ี 5-1 จากการท่ีสภาวะการเลีย้งกุ้ งขาวในการทดลองครัง้ท่ี 1 และครัง้ท่ี 2 มีความ
แตกตา่งกนัค่อนข้างมาก จึงไม่สามารถน าผลการทดลองในครัง้ท่ี 1 และครัง้ท่ี 2 มาพิจารณาผล
การทดลองร่วมกนัได้ 

อตัราการรอดของกุ้ งขาวในการทดลองครัง้ท่ี 1 มีคา่ท่ีต ่ามาก เป็นผลจากคณุภาพน า้ใน
การทดลองท่ีไมเ่หมาะสมส าหรับการเลีย้งกุ้ งขาว โดยเฉพาะอย่างยิ่ง คา่ไนไตรท์ของน า้ พบว่าเม่ือ
เลีย้งกุ้ งขาวได้ระยะเวลาหนึ่ง คา่ไนไตรท์ในระบบน า้สงูถึง 3.0 mg/l อนัเป็นผลจากการสะสมของ
สารอินทรีย์ในระบบ และในระบบไม่สามารถก าจดัไนไตรท์ได้ นอกจากนีค้า่อลัคาลินิตีใ้นระบบลด
ต ่าลงในสปัดาห์ท่ี 2 ซึ่งคา่อลัคาลินิตีมี้ความส าคญัตอ่การสร้างเปลือกของกุ้ ง การท่ีคา่อลัคาลินิตี ้
ต ่าเป็นผลให้การสร้างเปลือกของกุ้ งไม่สมบรูณ์ เปลือกบาง กุ้ งเกิดความเครียดและเกิดปัญหาการ
กินกนัเองได้ ท าให้อตัราการรอดของกุ้งในการทดลองครัง้ท่ี 1 ต ่า 

 

ตารางท่ี 5-1 เปรียบเทียบสภาวะการเลีย้งกุ้งขาวในการทดลองครัง้ท่ี 1 และ 2 

 
ปัจจัยสิ่งแวดล้อม 
ในการทดลอง 

การทดลองครัง้ที่ 1 การทดลองครัง้ที่ 2 

1. สถานท่ีท าการทดลอง สถานีวิจยัสตัว์ทะเล อา่งศลิา ศูนย์เช่ียวชาญเฉพาะทางด้าน
เทคโนโลยีชีวภาพทางทะเล 

2. ภาชนะในการเลีย้ง ถงัไฟเบอร์กลาสขนาด 300 ลิตร บ่อปูนขนาด 70 x 70 x 80 
(กว้าง x ยาว x สงู) ลูกบาศก์
เซนตเิมตร 

3. แหลง่น า้ น า้ทะเลท่ีสบูเก็บไว้ในถงัตนั น า้เค็ม 120 ppt จากนาเกลือ 
ผสมกบัน า้ประปา 0 ppt 
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ปัจจัยสิ่งแวดล้อม 
ในการทดลอง 

การทดลองครัง้ที่ 1 การทดลองครัง้ที่ 2 

4. ความเคม็ 28.2 - 28.3 ppt 25.0 – 27.3 ppt 
5. อณุหภมูิ (oC) 26.4 - 28.6 28.4 – 28.7 
6. pH 7.74 – 7.84 7.21 – 7.88 
7. ออกซิเจนละลายน า้ 
(mg/l) 

4.60 – 5.52 5.24 – 5.58 

8. แอมโมเนีย (mg/l) 0.15 – 1.0 0.15 – 1.0 

9. ไนไตรท์ (mg/l) 0.15 – 3.0 0.15 – 0.4 

10. อลัคาลินิตี ้(mg/l) 70 - 130 110 – 130 

11. ระบบน า้ ระบบหมนุเวียนแบบกึ่งปิด ระบบหมนุเวียนแบบกึ่งปิด 

12. การดดูตะกอน ทกุ 2 วนั ทกุ 7 วนั 

13. ระบบกรอง เปลือกหอย เศษกระชงั 
เปลือกหอย ไบโอบอล  
ใยกรอง ไบโอคอต 

14. อตัราการรอด (%) 17.8 – 26.7 58.9 – 73.3 

 

5.3  ผลของการเสริมใบมะรุมในอาหารต่อระบบภูมิคุ้มกันของกุ้งขาว (การทดลองท่ี 1) 

 

 เซลล์เม็ดเลือดเป็นองค์ประกอบของเลือดท่ีมีความเก่ียวพนักบัระบบภูมิคุ้มกันของเซลล์
โดยตรง ซึ่งสามารถบง่ชีถ้ึงสขุภาพของกุ้ งได้ (จ าเริญศรี พวงแก้ว และคณะ, 2553) การท่ีปริมาณ
เม็ดเลือดรวมสงูขึน้แสดงให้เห็นวา่กุ้งมีระบบภมูิคุ้มกนัท่ีดีขึน้ โดยเม็ดเลือดกุ้ งท่ีเพิ่มสงูขึน้ท าหน้าท่ี
ในการก าจดัสิ่งแปลกปลอมได้อยา่งเพียงพอ สามารถต้านการรุกรานจากไวรัสหรือแบคทีเรียอย่าง
มีประสิทธิภาพ เซลล์เม็ดเลือดมี 3 แบบ ได้แก่ ไฮยาลินเซลล์ เซมิแกรนูลาร์ และแกรนูลาร์เซลล์ 
(Le moullac et al., 1997) ซึง่จะท าหน้าท่ีแตกตา่งกนัไป การท างานของเอนไซม์ฟีนอลออกซิเดสมี
ความเก่ียวพนักบัปริมาณเม็ดเลือด โดยการท างานของเอนไซม์ฟีนอลออกซิเดสเป็นการตอบสนอง
ของเซลล์ท่ีส าคญั ท าให้เกิดกระบวนการสร้างเม็ดสีด า (melanisation) เพ่ือกกัล้อมสิ่งแปลกปลอม
ไมใ่ห้กระจายไปทัว่ร่างกาย พบวา่กุ้งท่ีมีคา่การท างานของเอนไซม์ฟีนอลออกซิเดสสงู จะมีปริมาณ
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เม็ดเลือดสูงตามไปด้วย เน่ืองจากการท างานของเอนไซม์ฟีนอลออกซิเดสเกิดขึน้จากการท างาน
ของเซลล์เม็ดเลือด (Sritunyalucksana and Söderhäll., 2000) 

 จากการทดลอง พบวา่คา่ปริมาณเม็ดเลือดรวมของกุ้งขาวท่ีได้รับอาหารท่ีเสริมใบมะรุมใน
ระดบัท่ีแตกตา่งกนั ไม่มีความแตกตา่งกนัทางสถิติ ซึ่งสอดคล้องกบัการทดลองของนกัวิจยัหลาย
ท่านท่ีศึกษาประสิทธิภาพของสมุนไพรหรือผลิตภัณฑ์ทางธรรมชาติต่อระบบภูมิคุ้มกันของกุ้ ง  
กิตติมา วานิชกลู และคณะ (2550) ศกึษาการใช้สารสกดัสมนุไพรขมิน้ชนัในกุ้ งกลุาด าเพ่ือใช้ใน
การเสริมสุขภาพของกุ้ ง พบว่า เม่ือเลีย้งกุ้ งกุลาด าด้วยอาหารท่ีผสมสารสกัดขมิน้ชนัท่ีระดบั 0, 
12.5, 25 และ 50 ppm เป็นเวลา 1 เดือน ไม่มีความแตกตา่งทางสถิติของปริมาณเม็ดเลือดรวม 
เช่นเดียวกับการศึกษาของ จ าเริญศรี พวงแก้ว และคณะ (2553) ท่ีศึกษาผลของอาหารท่ีเสริม
น า้มนักระเทียม 0, 2.5 และ 5 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 7 วนั ไม่พบความแตกตา่งของปริมาณเม็ด
เลือดรวม นอกจากนี ้การศกึษาของ Medina-Beltrán et al. (2012) พบว่า ไม่มีความแตกตา่งทาง
สถิติของปริมาณเม็ดเลือดรวมของกุ้ งขาวท่ีได้รับอาหารท่ีเสริม Echinacea purpurea และ 
Uncaria tomentosa ซึ่งเป็นสมนุไพรในแถบอเมริกาใต้ ท่ีระดบั 0, 0.5, 1.0, 2.0, and 4.0 กรัมตอ่
กิโลกรัม เป็นเวลา 16 วนั 

 ส าหรับคา่การท างานของเอนไซม์ฟีนอลออกซิเดส ซึ่งควรจะมีแนวโน้มเช่นเดียวกนักบัค่า
ปริมาณเม็ดเลือดรวม พบวา่ในการทดลองให้ผลคอ่นข้างไปในทิศทางเดียวกนั กล่าวคือ ในทกุช่วง
สปัดาห์ไม่มีความแตกต่างทางสถิติของค่าการท างานของเอนไซม์ฟีนอลออกซิเดสในทุกชุดการ
ทดลอง สอดคล้องกบัการทดลองของ จ าเริญศรี พวงแก้ว และคณะ (2553) ซึ่งพบว่าคา่การท างาน
ของเอนไซม์ฟีนอลออกซิเดสไม่มีความแตกต่างทางสถิติ เม่ือให้อาหารท่ีผสมน า้มนักระเทียมใน
ระดบัท่ีแตกตา่งกนั เป็นเวลา 14 วนั แตอ่ย่างไรก็ตาม ในสปัดาห์ท่ี 9 พบว่า คา่การท างานของ
เอนไซม์ฟีนอลออกซิเดสมีแนวโน้มเพิ่มขึน้ เม่ือได้รับอาหารท่ีเสริมใบมะรุมในระดบัท่ีสงูขึน้ 

 จากงานวิจยัเก่ียวกบัการใช้สมนุไพร หรือผลิตภณัฑ์ทางธรรมชาต ิเพ่ือกระตุ้นภูมิคุ้มกนัใน
การเพาะเลีย้งสัตว์น า้ จะเห็นได้ว่า สมุนไพร หรือผลิตภัณฑ์ทางธรรมชาติ สามารถกระตุ้ น
ภูมิคุ้มกันได้ดี ก็ต่อเม่ือการให้สมุนไพรนัน้ๆ โดยการฉีดเข้าสู่ตวักุ้ งแทนการกิน หรือสารท่ีใช้ต้อง
เป็นสารสกดั หรือองค์ประกอบท่ีออกฤทธ์ิของสมนุไพร เช่นการใช้สารสกดั Cyanodon dactylon 
ฉีดเข้าสู่ตวักุ้ งโดยตรง (Balasubramanian et al., 2008) การใช้สารสกดัจาก Spirulina platensis 
ผสมในอาหาร (Tayag et al., 2010) การใช้ Zingerone ซึ่งเป็นสารออกฤทธ์ิในขิงผสมในอาหาร 
(Chang et al., 2012) ซึง่จะให้ผลในการกระตุ้นภมูิคุ้มในกุ้งกนัได้ดีกวา่  
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5.4 ระบบภูมิคุ้มกันและอัตราการตายสะสมหลังการเหน่ียวน าให้เกิดโรค 

 

 หลงัจากเลีย้งกุ้ งขาวด้วยอาหารท่ีเสริมด้วยใบมะรุมในระดบัท่ีแตกต่างกนั  4 ระดบัเป็น
เวลา 6 สปัดาห์ แล้วสุ่มกุ้ งเพ่ือเหน่ียวน าให้กุ้ งเกิดโรคด้วย Vibrio harveyi ท่ีความเข้มข้นเชือ้ 107 
cfu/ml พบว่าปริมาณเม็ดเลือดรวมและค่าการท างานของเอนไซม์ฟีนอลออกซิเดสหลงัจากกุ้ ง
ได้รับเชือ้เป็นเวลา 24 ชัว่โมง มีคา่ลดลงอย่างเห็นได้ชดั ซึ่งสอดคล้องกบัการทดลองของ  Li et al. 
(2008) ได้ทดลองวดัคา่ท่ีเก่ียวข้องกับระบบภูมิคุ้มกนัหลงัจากกุ้ งได้รับเชือ้ Vibrio alginolyticus 
พบว่าค่าปริมาณเม็ดเลือดรวมลดลงเม่ือเวลาผ่านไป 3 ชัว่โมง ส่วนค่าการท างานของเอนไซม์      
ฟีนอลออกซิเดสลดลงในเวลา 24 ชัว่โมง และคา่ปริมาณเม็ดเลือดรวมจะมีคา่กลบัมาเป็นปกติเม่ือ
เวลาผ่านไป 72 ชัว่โมง ในขณะท่ีคา่การท างานของเอนไซม์ฟีนอลออกซิเดสมีคา่กลบัมาเป็นปกติ
เม่ือเวลาผา่นไป 168 ชัว่โมง คา่ทางระบบภูมิคุ้มกนัจะต ่าสดุเม่ือเวลาผ่านไปเท่าใดนัน้ ขึน้กบัชนิด
ของแบคทีเรีย ขนาดหรือความเข้มข้นเชือ้ ชนิดของกุ้ งรวมถึงสุขภาพของกุ้ งอีกด้วย การลดลง
ของไฮยาลินเซลล์เกิดจากการไปรวมตัวกันของเม็ดเลือดในบริเวณท่ีได้รับเชือ้เพ่ือเข้าสู่
กระบวนการกลืนท าลายและเกิดจากการรวมตวัของเซลล์ในการตอบสนองในกระบวนการป้องกนั
ตวั (Fontaine and Lightner, 1974; Li et al. 2008) ส่วนการลดลงของแกรนลูาร์เซลล์ เกิดจาก
การเหน่ียวน าให้เกิดกระบวนการ degranulation (Johansson and Söderhäll, 1985) ซึ่งส่งผลให้
ปริมาณเม็ดเลือดรวมลดต ่าลง 

 การตายสะสมของกุ้ งขาว ท่ีได้รับอาหารท่ีเสริมใบมะรุมในระดบัท่ีแตกต่างกนั หลงัการ
เหน่ียวน าให้เกิดโรคด้วย V. harveyi สายพนัธุ์ 639 โดยวิธีการแช่ เป็นการได้รับเชือ้เหมือนใน
ธรรมชาติ โดยท่ีกุ้ งจะได้รับเชือ้ผ่านทางเหงือกและทางเดินอาหารอย่างค่อยเป็นค่อยไป ซึ่งท าให้
การกระตุ้นภูมิคุ้มกันมีการเพิ่มความต้านทานได้ดีขึน้ พบว่า ท่ีเวลา 96 ชัว่โมง ชุดการทดลองท่ี
ไม่ได้เสริมใบมะรุมในอาหาร มีการตายสะสมสูงสุด และมีค่าต ่าลง ในชุดการทดลองท่ีเสริมใบ
มะรุมในอาหารท่ีระดบั 1, 5 และ 10 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั ซึ่งผลการทดลองนีส้อดคล้องกบัการ
ทดลองของ Hsieh et al. (2008) ได้ทดลองฉีดเชือ้ V. alginolyticus ในกุ้ งขาว พบว่ากุ้ งท่ีได้รับ 
rutin ซึ่งเป็นสารออกฤทธ์ิท่ีได้มาจาก Toona sinensis มีอตัราการรอดสงูกว่ากลุ่มควบคมุอย่างมี
นยัส าคญั เช่นเดียวกบัการศกึษาของ Fu et al. (2007) พบว่ากุ้ งขาวท่ีได้รับอาหารท่ีเสริมสารสกัด
จาก Gelidium amansii ท่ีระดบั 0.5, 1 และ 2 กรัมตอ่กิโลกรัม มีอตัราการรอดสงูกว่ากลุ่มควบคมุ
อยา่งมีนยัส าคญั ภายหลงัจากการได้รับเชือ้ นอกจากนี ้ยงัมีการศกึษาของ Kanjana et al. (2011) 
พบคา่การตายสะสมต ่าสดุในกุ้ งกลุาด า ภายหลงัจากการได้รับเชือ้ V. harveyi เม่ือกุ้ งได้รับสาร
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สกัดสาหร่ายแดง Gracilaria fisheri ในขณะท่ีกลุ่มควบคุมมีการตายสะสมสูงสุดถึง 100 
เปอร์เซ็นต์ ในเวลา 4 วนั ทัง้นีก้ารเสริมสารจากสมนุไพรหรือผลิตภณัฑ์จากธรรมชาติท่ีออกฤทธ์ิใน
การต้านแบคทีเรีย ในอาหารเพ่ือใช้ในการเลีย้งกุ้ ง จะมีประสิทธิภาพในการยบัยั ง้การเจริญของ
แบคทีเรียในระบบทางเดินอาหารและลดปริมาณของเชือ้ก่อโรคท่ีอยู่ในระบบทางเดินอาหารได้ 
(Velmurugan and Citarasu, 2010) 



บทที่ 6 
 

สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 
 
จากการศึกษาผลของการเสริมใบมะรุมในอาหารต่อการเติบโต การรอด และความต้านทานต่อ 
Vibrio harveyi ของกุ้งขาว มีข้อสรุปดงันี ้
 

1. สารสกัดใบมะรุมท่ีสกัดด้วย 95% เอทานอล ท่ีมีความเข้มข้นตัง้แต่ 6.25 mg/ml มี
ประสิทธิภาพในการยบัยัง้การเจริญของ Vibrio harveyi สายพนัธุ์ 639 ในระดบัหลอด
ทดลอง 
 

2. คา่ความเข้มข้นของสารสกดัใบมะรุมท่ีคาดว่า จะสามารถก าจดั Vibrio harveyi สายพนัธุ์ 
639 ได้ 100% อยูท่ี่ความเข้มข้นของสารสกดัประมาณ 14-15 mg/ml  
 

3. การเสริมใบมะรุมในอาหารเพ่ือใช้ในการเลีย้งกุ้งขาว สง่ผลให้การคา่การเติบโตดีขึน้ ได้แก่ 
น า้หนกัเฉล่ีย อตัราการเติบโตสมัพทัธ์ตอ่วนั และอตัราการเติบโตจ าเพาะ ของกุ้ งขาว เม่ือ
เลีย้งกุ้งขาวด้วยอาหารทดลองเป็นระยะเวลา 9 สปัดาห์ 
 

4. การเสริมใบมะรุมในอาหารเพ่ือใช้ในการเลีย้งกุ้ งขาว ไม่ส่งผลตอ่การรอดของกุ้ งขาว เม่ือ
เลีย้งกุ้งขาวด้วยอาหารทดลองเป็นระยะเวลา 9 สปัดาห์ 

 
5. การเสริมใบมะรุมในอาหารเพ่ือใช้ในการเลีย้งกุ้ งขาว ไม่ส่งผลต่อการตอบสนองตอ่ระบบ

ภูมิคุ้มกนั ได้แก่ คา่ปริมาณเม็ดเลือดรวม และคา่การท างานของฟีนอลออกซิเดส ของกุ้ ง
ขาว เม่ือเลีย้งกุ้ งขาวด้วยอาหารทดลองเป็นระยะเวลา 6 สปัดาห์ แตมี่แนวโน้มเพิ่มสงูขึน้
ในชดุการทดลองท่ีเสริมใบมะรุมในอาหาร เม่ือสิน้สดุการทดลองในสปัดาห์ท่ี 9 

 
6. การเสริมใบมะรุมในอาหารเพ่ือใช้ในการเลีย้งกุ้ งขาว สามารถเพิ่มความต้านทานต่อ 

Vibrio harveyi สายพนัธุ์ 639 ท่ีความเข้มข้นเชือ้ประมาณ 107 cfu/ml ได้  
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ข้อเสนอแนะ 
 

1. จากข้อมลู histidine ในใบมะรุมแห้ง พบวา่มีคา่สงูถึง 613 mg ตอ่น า้หนกัแห้ง 1 g ซึ่งเป็น
ข้อมลูท่ีควรน ามาพิจารณา เน่ืองจาก การย่อยสลายกรดอะมิโน histidine โดยแบคทีเรียท่ี
สร้างเอนไซม์ histidine decarboxylase ให้เปล่ียนเป็น histamine ได้ ซึ่ง histamine เป็น
สารก่อภูมิแพ้ ท าให้เกิดอาการแพ้ในลกัษณะตา่งๆได้ ดงันัน้ ในการศกึษาท่ีได้ใช้ใบมะรุม
แห้งผสมในอาหารทดลองเพ่ือใช้ในการเลีย้งกุ้ ง ควรมีการศกึษาเพิ่มเติม เช่นการตรวจวดั
คา่ histamine ในเนือ้กุ้ ง ซึ่งในหลายประเทศมีข้อจ ากดัปริมาณ histamine ในผลิตภณัฑ์
ทางทะเล ให้สามารถตรวจพบได้ไมเ่กิน 50-200 ppm 

 
2. การท่ีความเค็มของน า้ท่ีใช้ในการการทดลองทัง้สองครัง้ ไม่ใช้น า้ท่ีความเค็มต ่าซึ่งเป็น

ความเค็มท่ีเหมาะสมในการเลีย้งกุ้ งขาว เน่ืองจากในการทดลองต้องท าการศึกษาความ
ต้านทานต่อ Vibrio harveyi ของกุ้ งขาว ซึ่ง V. harveyi สามารถเจริญได้ดีในสภาวะท่ี
ความเคม็สงู ดงันัน้ในการทดลองจงึใช้น า้ความเคม็สงู 

 
3. คา่อตัราการเปล่ียนอาหารเป็นเนือ้ (FCR) ซึ่งเป็นตวัท่ีบ่งบอกถึงประสิทธิภาพของอาหาร

ทดลอง ในการทดลองครัง้ท่ี 1 มีคา่อยู่ในช่วง 1 – 2 ซึ่งเป็นคา่ท่ีต ่าเกินไป อาจเป็นผลมา
จากการให้อาหารแก่กุ้ งมากเกินพอ ท าให้มีเศษอาหารเหลืออยู่ในระบบการทดลอง และ
สง่ผลถึงคณุภาพน า้อีกด้วย   
 

4. จากการทดสอบคณุคา่ทางอาหารในแตล่ะสตูร พบคา่ปริมาณโปรตีนท่ีสงูขึน้ในแตล่ะสตูร
อาหารท่ีเสริมใบมะรุมท่ีมากขึน้ แสดงให้เห็นว่ามะรุมมีปริมาณโปรตีนท่ีคอ่นข้างสงู ดงันัน้
การเสริมใบมะรุมในอาหาร จ าเป็นต้องหาค่าปริมาณโปรตีนในใบมะรุม และน ามา
ค านวณร่วมกบัโปรตีนจากสตัว์หรือพืชในสตูรอาหารด้วย นอกจากนีย้งัสามารถใช้ปริมาณ
โปรตีนเป็นตวัก าหนดหรือควบคมุการผลิตสูตรอาหารเพ่ือให้มีมาตรฐานเดียวกัน ในการ
ผลิตอาหารทดลองแตล่ะครัง้ 
 

5. การใช้สมุนไพรในการกระตุ้นภูมิคุ้มกันหรือเพิ่มความต้านทานต่อแบคทีเรียก่อโรค โดย
ส่วนใหญ่มักจะไม่รายงานถึงสารออกฤทธ์ิท่ีแน่ชัด แต่จะอ้างถึงสรรพคณุโดยรวมของ
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สมนุไพรนัน้ๆ แตถ้่าใช้สมนุไพรท่ีไมไ่ด้ผา่นการสกดัให้บริสทุธ์ิเชน่การใช้ผงจากใบมะรุมใน
การทดลองครัง้นี ้จ าเป็นต้องใช้ในปริมาณสูงเพ่ือให้ได้ผลการกระตุ้ นภูมิคุ้ มกันและ
ต้านทานโรคได้ดี ในขณะท่ีการใช้สารท่ีสกดับริสทุธ์ิจะสามารถควบคมุการออกฤทธ์ิของ 
active ingredient ได้ดีกว่าและใช้ในปริมาณท่ีน้อยกว่ามาก ส าหรับการศกึษาครัง้นีไ้ม่ใช้
สารท่ีสกดัได้จากใบมะรุมเพ่ือผสมในอาหารทดลอง เน่ืองจากตวัท าละลายท่ีใช้อาจมีผล
รบกวนตอ่จลุชีพท่ีใช้ในการทดลองโดยตรงหรือสง่ผลตอ่ตวัสตัว์ทดลองได้ 
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ภาคผนวก ก 

 
ขัน้ตอนการผลิตอาหารเม็ดส าเร็จรูป 

 

เตรียมวตัถดุบิ (บดละเอียดและชัง่น ำ้หนกั)  

 

ผสมวตัถดุบิในเคร่ืองผสมอำหำร 20 นำที 

 

น ำวตัถดุิบท่ีผสมแล้วเข้ำเคร่ืองอดัเม็ด  

แล้วปรับขนำดเม็ดอำหำรตำมควำมต้องกำร 

 

น ำอำหำรท่ีอดัเม็ดแล้วเข้ำตู้อบไอน ำ้ 90 oC เป็นเวลำ 5 นำที 

 

น ำอำหำรท่ีได้เข้ำตู้อบแห้ง 90 oC เป็นเวลำ 1 ชัว่โมง 

 

ทิง้ไว้ให้เย็น แล้วคดัขนำดอำหำรเม็ดท่ีต้องกำร ผำ่นตะแกรง 

 

บรรจใุสถ่งุ เก็บไว้ในตู้เย็น 
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ภาคผนวก ข 
 

การวิเคราะห์ความชืน้ ตำมวิธีกำรของ AOAC (1995) 

 

เคร่ืองมือและอปุกรณ์ท่ีใช้ 

1. ตู้อบควำมร้อน (hot air oven) 

2. โถดดูควำมชืน้ (desiccator) 

3. Plate หรือภำชนะท่ีทนร้อน 

 

วิธีกำรวิเครำะห์ 

1. น ำ plate ท่ีต้องกำรใช้ในกำรวิเครำะห์ควำมชืน้ไปอบท่ีอณุหภมูิ 100 oC เป็นเวลำ 40 นำที

ทิง้ให้เย็นในโถดดูควำมชืน้ 

2. ชัง่น ำ้หนกัของ plate และบนัทกึข้อมลู 

3. ชัง่ตวัอย่ำงอำหำร ตวัอยำ่งละประมำณ 10 กรัม บนัทกึข้อมลูโดยละเอียด 

4. น ำตวัอยำ่งอำหำรเข้ำตู้อบควำมร้อนท่ีอณุหภมูิ 100 oC เป็นเวลำ 1 ชัว่โมง 

5. น ำตวัอยำ่งอำหำรออกจำกตู้อบควำมร้อน แล้วทิง้ไว้ให้เย็นในโถดดูควำมชืน้ 

6. ชัง่น ำ้หนกัโดยละเอียด เพื่อน ำข้อมลูไปใช้ในกำรค ำนวณ 

หมำยเหต ุน ำ้หนกัของตวัอย่ำงอำหำรท่ีหำยไปคือควำมชืน้ของตวัอย่ำงอำหำร 

กำรค ำนวณ % ควำมชืน้ด้วยสมกำร 

   % ควำมชืน้ = (a - b)     100     
             w 

เม่ือ a  =   น ำ้หนกัของตวัอยำ่งอำหำรก่อนอบแห้ง 

  b  =   น ำ้หนกัของตวัอยำ่งอำหำรหลงัอบแห้ง 

  w  =   น ำ้หนกัของตวัอยำ่งอำหำรก่อนอบแห้ง 
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การวิเคราะห์เถ้า ตำมวิธีกำรของ AOAC (1995) 

 

เคร่ืองมือและอปุกรณ์ท่ีใช้ 

1. ตู้อบควำมร้อน (hot air oven) 

2. โถดดูควำมชืน้ (desiccator) 

3. เตำเผำ (muffle furnance) 

4. ถ้วยกระเบือ้งเคลือบ (crucible) 

 

วิธีกำรวิเครำะห์ 

1. อบถ้วยกระเบือ้งเคลือบท่ีอณุหภมูิ 100 oC เป็นเวลำ 40 นำที ทิง้ให้เย็นในโถดดูควำมชืน้ 

2. ชัง่น ำ้หนกัถ้วยกระเบือ้งเคลือบ และบนัทึกข้อมลู 

3. ชัง่ตวัอย่ำงอำหำรประมำณ 2 กรัม ลงในถ้วยกระเบือ้งเคลือบ บนัทึกข้อมลู 

4. น ำไปเผำในเตำเผำท่ีอณุหภูมิ 550 oC เป็นเวลำ 5 ชัว่โมง 

5. เปิดเตำเผำทิง้ไว้เพ่ือระบำยควำมร้อน จำกนัน้น ำตวัอยำ่งอำหำรใส่ในโถดดูควำมชืน้ และ

เม่ือตวัอยำ่งอำหำรมีอณุหภูมิเย็นลงจนปกติ น ำออกมำชัง่น ำ้หนกัโดยละเอียด เพื่อน ำ

ข้อมลูไปใช้ในกำรค ำนวณ 

 

กำรค ำนวณ % เถ้ำจำกสมกำร 

   % เถ้ำ   =   (b - a)   x   100     

         w 

เม่ือ a  =   น ำ้หนกัของถ้วยกระเบือ้งเคลือบ 

  b  =   น ำ้หนกัของถ้วยกระเบือ้งเคลือบกบัน ำ้หนกัของเถ้ำหลงักำรเผำ 

  w  =   น ำ้หนกัของตวัอยำ่งอำหำรก่อนเผำ 
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การวิเคราะห์โปรตีน ตำมวิธีกำรของ AOAC (1995) 

 

เคร่ืองมือ อปุกรณ์ และสำรเคมีท่ีใช้ 

1. เคร่ืองวิเครำะห์โปรตีน ซึง่ประกอบด้วย 

-  เคร่ืองยอ่ยอำหำร ย่ีห้อ FOSS TECATORTM DIGESTER AUTO 

-  เคร่ือง Scrubber ย่ีห้อ FOSS TECATOR SCRUBBER  

-  EYELA CA-1112CE 

-  KJELPETM 8400 Analyzer Unit 

2. สำรเร่งรวม (catalyst mixture) ได้แก่ คอปเปอร์ซลัเฟต (CuSO4) 0.8  กรัม  และโปแตส

เซียมซลัเฟต (K2SO4)  7  กรัม  ผสมให้เข้ำกนั 

3. กรดซลัฟริูก (H2SO4) เข้มข้น 

4. สำรละลำยโซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH) เข้มข้น 40 % 

5. สำรละลำยโซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH) เข้มข้น 1 โมล/ลิตร 

6. สำรละลำยโซเดียมไฮดรอกซ์เข้มข้น 0.1 โมล/ลิตร 

7. สำรละลำย Bromocresol green เตรียมโดย กำรละลำย Bromocresol green 0.1 กรัม 

ในเอทำนอล 100 มิลลิลิตร 

8. สำรละลำย Methyl red เตรียมโดยละลำย Methyl red 0.1 กรัม ในเอทำนอล 100 

มิลลิลิตร 

9. สำรละลำย mixed indicator เตรียมโดยละลำย Bromocresol green และ Methyl red 

อยำ่งละ 0.1 กรัม ในเอทำนอล 100 มิลลิลิตร 

10. สำรละลำยกรดบอริก (H3BO3) เข้มข้น 1% 

11. สำรละลำยกรดมำตรฐำน HCl 0.1 โมล/ลิตร  

12. Distilled water หรือ Deionized water 
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วิธีกำรวิเครำะห์ 

1. ชัง่ตวัอย่ำงอำหำรประมำณ 0.5 กรัม ลงในหลอดแก้ววิเครำะห์โปรตีน บนัทึกคำ่น ำ้หนกั

ตวัอยำ่งอำหำรโดยละเอียด 

2. เตมิสำรเร่งรวม ได้แก่ คอปเปอร์ซลัเฟต (CuSO4) 0.8  กรัม  และโปแตสเซียมซลัเฟต 

(K2SO4)  7  กรัม 

3. เตมิกรดซลัฟริูก (H2SO4) เข้มข้น ประมำณ 12 - 15 มิลลิลิตร 

4. น ำไปยอ่ยด้วยชดุเคร่ืองยอ่ยโปรตีน ท่ีอณุหภมูิ 420 oC เป็นเวลำประมำณ 1 ชัว่โมง 30 

นำที จนกระทัง่สำรละลำยในหลอดแก้ววิเครำะห์โปรตีนเป็นสีเขียวอมฟ้ำใส ทิง้ไว้ให้เย็น 

5. เม่ือสำรละลำยเย็นดีแล้ว น ำเข้ำเคร่ือง KJELPETM 8400 Analyzer Unit ซึง่เป็นเคร่ือง

กลัน่วิเครำะห์โปรตีน น ำคำ่ปริมำณตวัอยำ่งอำหำรท่ีชัง่ได้ กรอกลงในเคร่ือง  

6. เม่ือเคร่ืองท ำกำรกลัน่สมบรูณ์แล้ว จะแปลผลคำ่ปริมำณโปรตีนเป็นคำ่ % โปรตีน จด

บนัทกึคำ่ 

 

การวิเคราะห์ไขมัน ตำมวิธีกำรของ AOAC (1995) 

 

เคร่ืองมือ อปุกรณ์ และสำรเคมีท่ีใช้ 

1. เคร่ืองวิเครำะห์ไขมนั Sotex system HT6 

2. ตู้อบควำมร้อน (hot air oven) 

3. โถดดูควำมชืน้ (desiccator) 

4. ขวดสกดัไขมนั (extraction beaker) 

5. ไส้กรอง (thimble) 

6. กระดำษกรอง WHATMAN เบอร์ 1 

7. สำรละลำยปิโตรเลียมอีเธอร์ (Petroleum ether) 
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วิธีกำรวิเครำะห์ 

1. อบขวดสกดัไขมนั ท่ีอณุหภมูิ 100 oC เป็นเวลำ 40 นำที ทิง้ให้เย็นในโถดดูควำมชืน้ 

2. ชัง่น ำ้หนกัของขวดสกดัไขมนัโดยละเอียด บนัทกึข้อมลู 

3. อบตวัอยำ่งอำหำรท่ีจะวิเครำะห์ท่ีอณุหภมูิ 80  oC เป็นเวลำ 1 ชัว่โมง ทิง้ให้เย็นใน

โถดดูควำมชืน้ 

4. ชัง่ตวัอย่ำงอำหำรประมำณ 2 กรัม ลงในกระดำษกรอง WHATMAN เบอร์ 1 บนัทึกข้อมลู 

แล้วหอ่ให้มิดชิดใสใ่นไส้กรอง ท่ีเตรียมไว้แล้วน ำไปใสใ่นขวดสกดัไขมนั  

5. เตมิปิโตรเลียมอีเธอร์ให้อยูใ่นระดบัก้นของไส้กรอง 

6. น ำขวดแก้วเข้ำเคร่ืองวิเครำะห์ไขมนั Sotex system  HT6 

7. เปิดเคร่ือง เปิดสวิตซ์ oil bath ปรับอณุหภมูิไปท่ี 150 oC เปิดสวิตซ์ pressure control 

pump เปิด cooler ให้น ำ้เข้ำสูร่ะบบ condenser 

8. ท ำกำรกลัน่นำน 6 ชัว่โมง และคอยเตมิปิโตเลียมอีเธอร์เม่ือปริมำณปิโตรเลียมอีเธอร์มี

ปริมำตรลดลง 

9. น ำขวดสกดัไขมนัออกจำกเคร่ือง แล้วน ำไปอบท่ี 100 oC เป็นเวลำ 1 ชัว่โมง 

10. ทิง้ไว้ให้เย็น น ำออกไปชัง่น ำ้หนกั บนัทกึข้อมลู 

 

กำรค ำนวณหำ % ไขมนั 

   % ไขมนั =   (W3 – W1)  x  100     

          W2     

เม่ือ W1  =   น ำ้หนกัขวดสกดัไขมนั 

  W2  =   น ำ้หนกัตวัอยำ่ง 

  W3  =   น ำ้หนกัขวดสกดัไขมนัและไขมนัหลงัอบ 
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ภาคผนวก ค 
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ภาคผนวก ง 

 
คุณภาพอาหารทดลอง 4 สูตร 

 

Treatment M. oleifera 
leaves powder 
(percent) 

Nutrient (percent) 

Protein Lipid Moisture Ash 

T1 0 41.23 8.43 1.01 10.16 
T2 1 41.43 8.15 0.49 9.83 
T3 5 41.89 7.94 0.48 10.25 
T4 10 41.97 8.54 0.33 10.34 
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ภาคผนวก จ 

 
คุณภาพน า้ระหว่างการทดลอง 

 

คุณภาพน า้ระหว่างการทดลองครัง้ท่ี 1 

Water quality 
Treatment 

T1 T2 T3 T4 

pH 7.74 – 7.81 7.75 – 7.83 7.77 – 7.82 7.76 – 7.84 

Dissolved Oxygen (mg/l) 4.81 – 5.46 4.60 – 5.17 4.64 – 5.24 4.76 – 5.52 

Salinity (ppt) 28.2 - 28.3 28.2 - 28.3 28.2 - 28.3 28.2 - 28.3 

Temperature (oC) 26.4 - 28.6 26.4 – 28.5 26.4 – 28.5 26.4 – 28.5 

Ammonia (mg/l) 0.15 – 1.0 0.15 – 1.0 0.15 – 1.0 0.15 – 1.0 

Nitrite (mg/l) 0.15 – 3.0 0.15 – 3.0 0.15 – 3.0 0.15 – 3.0 

Alkalinity (mg/l) 70 - 130 70 - 130 70 - 130 70 – 130 

 

คุณภาพน า้ระหว่างการทดลองครัง้ท่ี 2 

Water quality 
Treatment 

T1 T2 T3 T4 

pH 7.21 – 7.61 7.30 – 7.88 7.25 – 7.62 7.35 – 7.54 

Dissolved Oxygen (mg/l) 5.35 – 5.55 5.49 – 5.58 5.24 – 5.54 5.35 – 5.56 

Salinity (ppt) 25.0 – 27.1 25.0 – 26.8 25.0 – 27.0 25.0 – 27.3 

Temperature (oC) 28.4 – 28.6 28.4 – 28.6 28.4 – 28.7 28.4 – 28.6 

Ammonia (mg/l) 0.15 – 1.0 0.15 – 1.0 0.15 – 1.0 0.15 – 1.0 

Nitrite (mg/l) 0.15 – 0.4 0.15 – 0.4 0.15 – 0.4 0.15 – 0.4 

Alkalinity (mg/l) 110 – 130 110 – 130 110 – 130 110 – 130 
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ประวัตผู้ิเขียนวิทยานิพนธ์ 

 

 นางสาวฤทัย โลทะกะ เกิดเม่ือวันท่ี 17 กรกฎาคม 2529 ภูมิล าเนา จงัหวดัปทุมธานี 

ส าเร็จการศึกษาชัน้มัธยมศึกษาท่ีโรงเรียนฤทธิยะวรรณาลัย กรุงเทพมหานคร ในปีการศึกษา 

2547 ส าเร็จการศึกษาระดบัปริญญาบณัฑิต ภาควิชาวิทยาศาสตร์ทางทะเล คณะวิทยาศาสตร์ 

จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั ในปีการศกึษา 2551 และได้เข้าศกึษาตอ่ระดบัปริญญามหาบณัฑิต ใน

สาขาเทคโนโลยีชีวภาพ คณะวิทยาศาสตร์ จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั ในปี 2552 

 ได้เข้าร่วมเสนอผลงานแบบโปสเตอร์ ในหวัข้อ Effects of drumstick Moringa oleifera 

leaves supplemented diets on growth, survival and immune response of White shrimp 

Litopenaeus vannamei ในการประชมุวิชาการวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแหง่ประเทศไทย ครัง้

ท่ี 38 ณ Empress Convention centre จงัหวดัเชียงใหม ่ระหวา่งวนัท่ี 17-19 ตลุาคม 2555 
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