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อุปกรณและวิธีการ 

อุปกรณ 
 
1.  เครื่องมือ 
 

1.1  เครื่อง UV-Vis Spectrophotometer (Elmer-Perkin Model. Lambda 15)  
1.2  เครื่องกล่ันระเหยระบบสุญญากาศ (Rotary Evaporator) 
1.3  คอลัมนโครมาโทกราฟ (1.8×90 เซนติเมตร) 
1.4  เครื่องอบแหงแบบลมรอน (Tray Dryer) 
1.5  เครื่องบด (Grinder Machine Model. HL-22) 
1.6  อางน้ําควบคุมอุณหภูมิ (Water bath, Clifton) 
1.7  ตูอบควบคุมอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส (Incubator oven, Kottermann®2738) 
1.8  เครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิ (incubator shaker Series 25, New Brunswick Scienticfic 

Co., Inc. Edision, New Jersey.  U.S.A.) 
1.9  เครื่องเขยา (Vortex) 
1.10  เครื่องแกวและอุปกรณสําหรับการวิเคราะห 

  1.11  ตูปลอดเชื้อรุน NU-440-400E (Larminar flow : Nuarie) 
  1.12  เครื่องวัดคาความเปนกรด-เบส (pH  meter) 
  1.13  ตูกระจกขนาด 30×40×50 เซนติเมตร 
  1.14  เครื่องใหอากาศพรอมสายยางและหัวทราย 

 
2. วัสดุทดลอง 
 

2.1 สมุนไพร  ซ้ือจากรานขายยาสมุนไพรและตลาดสดเทศบาล  อําเภอเมือง จังหวัด
ขอนแกน   

 
2.1.1  ใบกระวาน (Amomum krervanh, Bay leave) 
2.1.2  ไพล (Zingiber cassumunar Roxb.) 
2.1.3  กวาวเครือ (Pueraria mirifica, Kwao khreu) 
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2.1.4  ฝางเสน (Caesalpinia sappan Linn.,Sappan wood) 
2.1.5  แกนขนุน (Artocarpus heterophyllus Lam., jackfruit heartwood) 
2.1.6  ดีปลี (Piper retrofractum Vahl., indian long pepper) 
2.1.7  พิษนาษก (Aretemisia indica Willd.) 
2.1.8  พญายอ (Clinacanthus natans, Acanthaceae) 
2.1.9  ชะเอมเทศ (Glycyrrhiza glabra, Spanishlicorica) 
2.1.10  พิลังกาสา (Ardisia polycephala Wall.) 
2.1.11  ลูกสลอด (Croton tiglium Linn., Purgion Croton) 
2.1.12  เทียนขาว (Impatiens balsamina Linn., Garden balsam) 
2.1.13  ตนเสี้ยว (Bauhinia malabarica Roxb.) 
2.1.14  สาบเสือ (Eupatorium odoratum) 
2.1.15  ดอกจันทนเทศ (Myristica fragrans houtt., Nutmeg tree) 
2.1.16  ใบมะขามแขก (Cassia angustifolia Vahl., India senna) 
2.1.17  ทองพันชั่ง (Rhinacanthus nasutus Kurz.) 
2.1.18  ระยอม (Rauwolfia serpentina Benth.) 
2.1.19  สมอไทย (Terminalia chebula Retz., Myrobalan tree) 
2.1.20  หญาแหวหมู (Cyrerus rotundus Linn., Nut grass) 
2.1.21  เจตมูลเพลิงแดง (Plumbago indica Linn., Rose-Coloured Leadwort) 
2.1.22  ฝอยทอง (Cuscuta chinensis Lam., Dodder) 
2.1.23  ใบหมอน (Camellia sinensis., White Muberry) 
2.1.24  ใบแค (Sesbania grandiflora, Sesbania) 
2.1.25  ลูกใตใบ (Phyllanthus amarus, Egg woman) 
2.1.26  บานไมรูโรย (Gomphrena globosa L., Everlasting) 
2.1.27  หญาหนวดแมว (Orthosiphon aristatus Miq., Java tea) 
2.1.28  ลูกกระวาน (Elettaria cardamomum White et Mason,  Cardamom) 
2.1.29  ดอกคําฝอย (Carthamus  tinctorius L., Safflower) 
2.1.30  มะตูม (Aegle marmaelos L., Bale Fruit) 
2.1.31  ใบพลู (Piper betle L., Betle leave) 
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3.  สารเคม ี
 
 3.1  เมทิลแอลกอฮอล 99% (methyl alcohol, CH3OH) บริษัท LAB - SCAN 
  3.2  เอทิลแอลกอฮอล 95% (ethyl alcohol, C2H5OH ) บริษัท LAB - SCAN 
  3.3  คลอโรฟอรม (chloroform, CHCl3) บริษัท LAB - SCAN 
  3.4  เอทิลอะซิเตท (ethyl acetate, CH3CHOCH3) บริษัท LAB - SCAN 
  3.5  เฮกเซน (hexane, C6H14) บริษัท LAB - SCAN 
  3.6  ซิลิกาเจล จี 60 (Kieselgel 60) บริษัท Fluka 
  3.7  กรดแทนนิคบริสุทธิ์ (pure tannic acid, C76H52O46) บริษัท Sigma - Aldrich 
 
4.  เชื้อแบคทีเรีย 
 

แบคทีเรียที่ใชในการทดสอบการยับยั้งดวยสารสกัดสมุนไพรคือ Vibrio spp. ทั้งหมด 10 
สายพันธุ ไดแก 
 
      4.1 เชื้อ Vibrio harveyi 01,  V. harveyi 03, V. harveyi 04, V. harveyi 05, V. harveyi 06, V. 
parahaemolyticus 01 และ V. alginolyticus 02  ไดรับความอนุเคราะหจากภาควิชาเพาะเลี้ยงสัตวน้ํา 
คณะประมง มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร  
 

4.2  เชื้อ V. harveyi 02 V. parahaemolyticus 02 และ V. alginolyticus 01 ไดรับความ
อนุเคราะหจากสถาบันวิจัยสุขภาพสัตวน้ํา  กรมประมง 

 
วิธีการทดลอง 

 
1.  การคัดเลือกสมุนไพรที่สามารถยับยั้งการเติบโตของ Vibrio spp. 

 
1.1  การเตรียมวัตถุดิบ 
 

    นําสมุนไพรมาลางทําความสะอาด หั่นเปนชิ้นเล็ก และนําไปอบแหงในตูอบแหงแบบ
ลมรอน ควบคุมอุณหภูมิที่  50  องศาเซลเซียส เปนเวลา  24  ช่ัวโมง นําสมุนไพรที่ผานการอบแหง
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ไปบดใหมีขนาดเล็กดวยเครื่องบด รอนผานตะแกรงเหล็ก  ช่ังน้ําหนัก เก็บใสถุงพลาสติกปดผนึก 
และเก็บไวที่อุณหภูมิ  4  องศาเซลเซียส 
 

1.2  การเตรียมสารสกัดหยาบจากสมุนไพร 
 

นําสมุนไพรตัวอยางจากขอ (1.1)  25 กรัม (น้ําหนักแหง) ใสลงในขวดขนาด 500  
มิลลิลิตร เติมเอทิลแอลกอฮอล 95 เปอรเซ็นต 100 มิลลิลิตร (Ibrahim and Osman, 1995) ตั้งทิ้งไวที่
อุณหภูมิหองเปนเวลา  24  ช่ัวโมง จากนั้นกรองดวยกระดาษกรอง (Whatman No. 4) และนําสาร
สกัดที่ไดไประเหยเอทิลแอลกอฮอลออกใหหมดดวยเครื่องระเหยแบบสุญญากาศ โดยใชอุณหภูมิ 
40 องศาเซลเซียส ปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นเปน 25  มิลลิลิตร คํานวณความเขมขนดังภาคผนวก ก  
จากนั้นทําใหปราศจากเชื้อโดยการกรองดวยเมมเบรน (Millipore) ขนาด 0.45 ไมครอน เก็บในขวด
สีชาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เพื่อใชในการทดสอบประสิทธิภาพของสารสกัดจากสมุนไพรใน
การยับยั้งการเติบโตของ Vibrio spp.  

 
1.1  การเพาะเลี้ยง Vibrio spp. 
 

เล้ียง Vibrio spp.ในอาหาร nutrient broth ผสมโซเดียมคลอไรด 1.5 เปอรเซ็นต  ทํา
การเพาะเลี้ยงที่อุณหภูมิ  37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24  ช่ัวโมง สําหรับทดสอบสารสกัดหยาบ
สมุนไพรในการยับยั้งการเติบโต Vibrio spp.  และเลี้ยง Vibrio spp. ในอาหารแข็งบนอาหาร  
Thiosulfate Citrate Bile Salt Sucrose (TCBS) ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง 
(Sung et al., 2001) เพื่อตรวจสอบลักษณะโคโลนีของเชื้อกอนเก็บรักษาเชื้อเพื่อทํา stock culture 
(ภาคผนวก  ก) 
 

1.2  การทดสอบความสามารถของสารสกัดหยาบจากสมุนไพรในการยับยั้งการเติบโต
ของ Vibrio spp. 
 

การทดสอบความสามารถของสารสกัดหยาบจากสมุนไพรในการยับยั้งการเติบโต
ของแบคทีเรีย ทําโดยการประยุกตวิธี well assay (Rauha et al., 2000) โดยเตรียมแบคทีเรียทดสอบ
ในอาหาร nutrient broth ผสมโซเดียมคลอไรด 1.5 เปอรเซ็นต นําไปเขยาดวยความเร็ว 200 rpm 
เปนเวลา 24 ช่ัวโมงกอนนํามาทดสอบ นําเชื้อที่เตรียมไดปริมาตร 250  ไมโครลิตร  ผสมในอาหาร 
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nutrient agar ผสมโซเดียมคลอไรด 1.5 เปอรเซ็นต ปริมาตร 25 มิลลิลิตร ใหมีปริมาณแบคทีเรีย
ทดสอบที่ผสมในอาหาร ประมาณ 106 cfu/ml โดยอาหารมีอุณหภูมิประมาณ 50 องศาเซลเซียส 
ผสมใหเขากันและเทลงในจานอาหารเลี้ยงเชื้อ ทิ้งใหอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง (Baydar et al., 2003)  
หลังจากนั้นเจาะหลุมขนาดเสนผานศูนยกลาง 8 มิลลิเมตร เติมสารสกัดเขมขนที่ผานการกรองดวย
กระดาษกรอง 0.45 ไมครอน (Okeke et al., 2001) 50 ไมโครลิตร บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา  24  ช่ัวโมง ทําการทดลอง 2 ซํ้า ตรวจผลโดยการวัดเสนผานศูนยกลางของบริเวณยับยั้ง 
(inhibition zone) ซ่ึงรวมเสนผานศูนยกลางของหลุมดวย 
 
2.  การหาความเขมขนต่ําสุด (Minimun Inhibitory Concentrations; MICs) ของสารสกัด
สมุนไพรที่ยับยั้งการเติบโตของ Vibrio spp. โดยวิธี well assay 

  
จากผลการทดลองขอที่ 1 จะเลือกสมุนไพรที่สามารถยับยั้ง Vibrio spp. มากกวา 5 สาย

พันธุ  ทดสอบความสามารถของสารสกัดในการยับยั้งการเติบโตของ V. harveyi 02 โดยละลายใน
น้ํากลั่นปลอดเชื้อที่ความเขมขนตางๆ ไดแก 1.25, 2.50, 5.00, 10 , 20.0, 40.0 และ 80.0  เปอรเซ็นต 
(มิลลิลิตรตอมิลลิลิตร)  โดยวิธี well assay โดยกําหนดใหมีปริมาณเชื้อประมาณ 106 cfu/ml ใน
อาหารเลี้ยงเชื้อ ตามวิธีการขอ 1.2  นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง ทํา
การทดลอง 2 ซํ้า วัดเสนผานศูนยกลางบริเวณยับยั้ง (inhibition zone)  
 
3.  การหาความเขมขนต่ําสุด (Minimun Inhibitory Concentrations ; MICs) ของสารสกัด
สมุนไพรที่ยับยั้งการเติบโตของ Vibrio spp. โดยวิธี broth dilution   

 
นําสารสกัดสมุนไพรมาทดสอบความสามารถในการยับยั้งการเติบโตของ V. harveyi  02 โดย

ทําการทดสอบในอาหาร nutrient broth ผสมโซเดียมคลอไรด 1.5 เปอรเซ็นต และสารละลาย
โซเดียมคลอไรดความเขมขน 1.5 เปอรเซ็นต  ดวยการเตรียมสารสกัดสมุนไพรใหไดความเขมขน
สุดทายเทากับ 0.001, 0.002, 0.005, 0.010, 0.020, 0.039, 0.078, 0.156, 0.313, 0.625, 1.250, 2.5, 5.0, 
10.0, 20.0 เปอรเซ็นต (มิลลิลิตรตอมิลลิลิตร) เมื่อผสมลงไปในอาหาร nutrient broth ผสมโซเดียม
คลอไรด 1.5 เปอรเซ็นต และสารละลายโซเดียมคลอไรด 1.5 เปอรเซ็นต ใหไดความเขมขนที่
กําหนดไว  จากนั้นเติมเชื้อใหไดความเขมขนประมาณ 104 และ 106 cfu/ml  ทําการเก็บตัวอยางเชื้อ
ทุกๆ  0, 12, 24, 36  และ 48 ช่ัวโมง มานับปริมาณ V. harveyi 02 โดยใชวิธี spread plate บนอาหาร 
nutrient agar ผสมโซเดียมคลอไรด 1.5 เปอรเซ็นต  
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4.  การศึกษาสารประกอบสําคัญของสมุนไพรที่สามารถยับยั้งการเติบโตของ Vibrio spp. 
 
 4.1  การศึกษาผลของชนิดตัวทําละลายตอสารสกัดที่มีฤทธิ์ยับยั้ง Vibrio spp. 
  

สกัดสารจากสมุนไพรอบแหง 10  กรัม ดวยตัวทําละลาย 100 มิลลิลิตรโดยใชหลักการ
เลือกตัวทําละลายที่ไมมีขั้ว (non-polar) สําหรับแยกสารที่ไมมีขั้วออกมากอนแลวจึงใชตัวทําละลาย
ที่มีขั้วเพิ่มขึ้นตามลําดับเพื่อแยกสารที่มีขั้วเพิ่มขึ้น ซ่ึงตัวทําละลายไดแก เฮกเซน คลอโรฟอรม 
เอทิลอะซิเตท  เมทิลแอลกอฮอล และน้ํา ตามลําดับ ทําการสกัดดวยตัวทําละลายแตละชนิด ที่
อุณหภูมิหอง เปนเวลา 24 ช่ัวโมง นําสารสกัดที่ไดจากตัวทําละลายแตละชนิดมากรองดวยกระดาษ
กรอง (Whatman No. 4) จากนั้นระเหยแยกตัวทําละลายออกดวยเครื่องระเหยแบบสุญญากาศที่
อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส  และเก็บสารสกัดหยาบสมุนไพรในขวดสีชาที่อุณหภูมิ 4  องศา
เซลเซียส  นําสารสกัดหยาบสมุนไพรมาทดสอบประสิทธิภาพในการยับยั้งการเติบโตของ Vibrio 
spp. โดยใชวิธี well assay จากขอ 1.2 
 
 4.2  การแยกสารประกอบสําคัญของสมุนไพรที่สามารถยับยั้งการเติบโตของ Vibrio spp.
โดยใชเทคนิคโครมาโทกราฟชนิดคอลัมน 
  

นําสารสกัด 10  มิลลิลิตร จากขอ 4.1 ผสมกับผงซิลิกาเจล 10 กรัม  ตั้งทิ้งไวสักครูเพื่อ
เตรียมนําไปแยกสารโดยเทคนิคโครมาโทกราฟชนิดคอลัมน 
 

เตรียมคอลัมนแกวที่มีขนาดเสนผานศูนยกลาง 1.8 เซนติเมตร สูง 90 เซนติเมตร ใส
สําลีลงไปที่ดานลางของคอลัมน เติมผงซิลิกาเจล 70 กรัม  ที่ผานการอบแหงที่อุณหภูมิ 150 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 3 ช่ัวโมง  ทิ้งไวใหเย็นใน desicator จากนั้นผสมซิลิกาเจลกับเฮกเซนแลวเทลง
ในคอลัมนโดยไมใหมีฟองอากาศ ปดดานบนดวยสําลี แลวจึงเติมสารสกัดที่ผสมกับซิลิกาเจล
ดานบนของคอลัมนแลวปดดวยสําลีอีกครั้ง เติมตัวทําละลายดังตอไปนี้ลงไปในคอลัมนตามสภาพมี
ขั้วจากนอยไปมาก ไดแก เฮกเซน คลอโรฟอรม เอทิลอะซิเตท เมทิลแอลกอฮอล และน้ํา ชนิดละ 
200 มิลลิลิตร ตามลําดับ ควบคุมอัตราการไหล 0.5  มิลลิลิตรตอนาที เก็บตัวอยางของสารที่แยกจาก
คอลัมนคร้ังละ 50  มิลลิลิตร  แลวนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงดวยเครื่องสเปกโทรโฟโตมิเตอร เพื่อ
หาความยาวคลื่นของสารสกัดที่สามารถยับยั้งการเติบโตของแบคทีเรียทดสอบ และนําสารสกัดที่
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แยกไดแตละลําดับสวนไปทดสอบความสามารถในการยับยั้งการเติบโตของจุลินทรียดวยวิธี well 
assay 
 

4.3  การวิเคราะหสารประกอบสําคัญของสารสกัดสมุนไพร 
 
ทําการแยกสารสกัดจากขอ 4.2 ดวยเทคนิค High performance liquid chromatography 

(HPLC) เพื่อวิเคราะหสารประกอบสําคัญในสารสกัดสมุนไพร (ศูนยเครื่องมือวิจัยวิทยาศาสตร 
และเทคโนโลยีจุฬาลงกรณ) (ภาคผนวก ข) 

 
5.  การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการสกัดสารจากสมุนไพร 

 
5.1  การศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสมในการสกัดสารจากสมุนไพร 
 

นําสมุนไพร 2 ชนิด คือ ที่มีฤทธิ์ในการยับยั้ง Vibrio spp. ที่ผานการอบแหงและ
บดละเอียด มาทําการสกัดสารจากสมุนไพรในตัวทําละลาย ดวยอัตราสวนสมุนไพรแหง 10 กรัม 
ตอตัวทําละลาย  100 มิลลิลิตร  ตัวทําละลายที่ใชไดแก  เอทิลอะซิเตท  เมทิลแอลกอฮอล 
เอทิลแอลกอฮอล และน้ํา โดยแปรผันอุณหภูมิในการสกัด ดังนี้ อุณหภูมิหอง (30±5 องศาเซลเซียส) 
40, 50 และ 60 องศาเซลเซียส ในอางน้ําควบคุมอุณหภูมิเปนเวลา 24 ช่ัวโมง กรองดวยกระดาษ
กรอง (Whatman No.4)  นําสารละลายสวนใสไปวัดคาการดูดกลืนแสง 
 

5.2  การศึกษาระยะเวลาที่เหมาะสมในการสกัดสาร 
 

นําสมุนไพร 2 ชนิด คือ ที่มีฤทธิ์ในการยับยั้ง Vibrio spp. ที่ผานการอบแหงและ
บดละเอียด มาทําการสกัดสมุนไพรอบแหงตอตัวทําละลาย ดวยอัตราสวนสมุนไพรแหง 10 กรัม 
ตอตัวทําละลาย  100  มิลลิลิตร ตัวทําละลายที่ทําการทดลองไดแก เอทิลอะซิเตท เมทิลแอลกอฮอล 
เอทิลแอลกอฮอล และน้ํา  และควบคุมอุณหภูมิตามผลการทดลองที่ไดจากขอ 5.1 เก็บตัวอยางทุก 
12  ช่ัวโมง  เปนเวลา 48  ช่ัวโมง  กรองดวยกระดาษกรอง (Whatman No.4) นําสารละลายสวนใส
ไปวัดคาการดูดกลืนแสง 
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6.  การศึกษาประสิทธิภาพของสารสกัดสมุนไพรในกุงกุลาดํา 
 

6.1 สัตวทดลอง 
 

กุงกุลาดํา อายุประมาณ 2 เดือน ขนาดน้ําหนักเฉลี่ย 8-10  กรัมตอตัว จากฟารมเลี้ยงกุง
กุลาดํา อําเภอพนัสนิคม จังหวัดชลบุรี 

 
6.2  อาหารกุง 
 

อาหารกุงแบงออกเปน  2  กลุม 
กลุมที่  1  อาหารสําเร็จรูป (อาหารสําเร็จรูป CP No. 5003 พี) 
กลุมที่  2  อาหารผสมสารสกัดสมุนไพร สมอไทย ฝางเสน ใบพลู ลูกใตใบ ลูกสลอด 

และเจตมูลเพลิง เตรียมโดยพนสารสกัดหยาบสมุนไพรลงบนอาหารสําเร็จรูป ในอัตราสวนสาร
สกัดหยาบสมุนไพรเขมขนตออาหารสําเร็จรูป เทากับ 1 : 6 (มิลลิลิตรตอกรัม) ซ่ึงจะไดความเขมขน
ของสารสกัดหยาบสมุนไพรในอาหารกุงเทากับ 16.67 เปอรเซ็นต (มิลลิลิตรตอมิลลิลลิตร) หลังจาก
นั้นนําไปผึ่งลมใหแหง คลุกดวยน้ํามันปลาทูนา และนําไปผึ่งลมใหแหงอีกครั้ง  กอนนําไปใชใน
การทดลองตอไป 

 
ในแตละกลุมการทดลองจะใหอาหารสําเร็จรูปคิดเปน 3 เปอรเซ็นต ของน้ําหนักกุง

กุลาดํา โดยใหอาหาร 3 คร้ังตอวัน  เวลา  8.00 น. 12.00 น. และ 18.00 น.  
 

6.3  การเตรียมแบคทีเรียกอโรคและการทําใหกุงกุลาดําติดโรค 
 

เล้ียง V.  harveyi 02 ในอาหาร nutrient broth ผสมโซเดียมคลอไรด 1.5 เปอรเซ็นต เปน
เวลา 18-24 ช่ัวโมง หลังจากนั้นนําเชื้อมาวัดคา optical density (OD) ที่ความยาวคลื่น  660 นาโน
เมตร ปรับความเขมขนเชื้อเทากับ 5 × 106 cfu/ml  ดวยสารละลายโซเดียมคลอไรด 0.85 เปอรเซ็นต 
ทําใหกุงกุลาดําติดโรคโดยการแชกุงในสารละลายเชื้อที่เตรียมไว เปนเวลา 1ช่ัวโมง หลังจากนั้นจึง
นํากุงกุลาดํากลับไปเลี้ยงในตูกระจกเปนเวลา 1 สัปดาห  
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6.4  การเตรียมน้ําเค็ม 
 

เจือจางน้ําเกลือเขมขนดวยน้ําประปาใหมีความเขมขนประมาณ 15 ppt ฆาเชื้อดวย
โซเดียมไฮโปรคลอไรท   ความเขมขน 100  ppt  เติมอากาศดวย air pump เปนเวลา 2 วัน แลวจึง
เติมน้ําที่เตรียมไดในตูกระจกขนาด 30 × 40 × 60  เซนติเมตร ปริมาตร 40 ลิตร เพื่อใชเล้ียงกุง
กุลาดํา จํานวน 20 ตัวตอตู 
 

6.5  การแบงกลุมการทดลองเลี้ยงกุง 
 

กอนเริ่มการทดลองนํากุงกุลาดํา มาเลี้ยงรวมในบอพักที่มีการใหอาหารสําเร็จรูป 3 คร้ัง
ตอวัน เวลา 8.00 น. 12.00 น. และ 18.00 น.  และใหอากาศตลอดเวลา เปนเวลาประมาณ 1 สัปดาห 
เพื่อปรับใหกุงคุนเคยกับสภาพที่จะทําการทดลอง 

 
6.5.1 การทดลองเลี้ยงกุงครั้งที่ 1  

 
การเลี้ยงกุงกุลาดําครั้งที่ 1  ประกอบดวย  2  กลุมการทดลอง ไดแก 

 
กลุมการทดลองที่ 1  เปนกลุมควบคุมโดยใหอาหารสําเร็จรูป ตลอดการทดลอง 

 
     -  กลุมควบคุม (-)  ใหอาหารสําเร็จรูปและไมมีการทําใหกุงกุลาดําติดโรคดวย 

V. harveyi 02  หลังจากเลี้ยงเปนเวลา 4  สัปดาห 
    -  กลุมควบคุม (+)  ใหอาหารสําเร็จรูปและมีการทําใหกุงกุลาดําติดโรคดวย V. 

harveyi 02  หลังจากเลี้ยงเปนเวลา 4  สัปดาห 
 

กลุมการทดลองที่ 2  เปนกลุมที่ใหอาหารสําเร็จรูปผสมสารสกัดสมุนไพร สมอ
ไทย ฝางเสน ใบพลู  ลูกใตใบ ลูกสลอด และเจตมูลเพลิง  แตละชนิดที่ความเขมขนของสารสกัด
สมุนไพรในอาหารสําเร็จรูปเทากับ 16.67 เปอรเซ็นต (มิลลิลิตรตอกรัม)  และทําใหกุงกุลาดํามีการ
ติดโรคดวย V. harveyi 02  หลังจากเลี้ยงเปนเวลา 4 สัปดาห 
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6.5.2  การทดลองเลี้ยงกุงครั้งที่ 2  
 

การเลี้ยงกุงกุลาดําครั้งที่ 2  ประกอบดวย  2  กลุมการทดลอง ไดแก 
 

กลุมการทดลองที่ 1  เปนกลุมควบคุมโดยใหอาหารสําเร็จรูป ตลอดการทดลอง 
 

     -  กลุมควบคุม (-)  ใหอาหารสําเร็จรูปและไมมีการทําใหกุงกุลาดําติดโรคดวย 
V. harveyi 02  หลังจากเลี้ยงเปนเวลา 4 สัปดาห 

            -  กลุมควบคุม (+) ใหอาหารสําเร็จรูปและมีการทําใหกุงกุลาดําติดโรคดวย V. 
harveyi 02  หลังจากเลี้ยงเปนเวลา 4 สัปดาห 

 
กลุมการทดลองที่ 2  เปนกลุมที่ใหอาหารสําเร็จรูปผสมสารสกัดสมอไทยและ

สารสกัดฝางเสน  กําหนดใหความเขมขนของสารสกัดสมุนไพรในอาหารสําเร็จรูปเทากับ  
 

-  สารสกัดสมอไทยตออาหารสําเร็จรูป 8.34 เปอรเซ็นต (มิลลิลิตรตอกรัม)   
-  สารสกัดสมอไทยตออาหารสําเร็จรูป 16.67 เปอรเซ็นต (มิลลิลิตรตอกรัม)   
-  สารสกัดสมอไทยตออาหารสําเร็จรูป 33.33 เปอรเซ็นต (มิลลิลิตรตอกรัม)   
-  สารสกัดฝางเสนตออาหารสําเร็จรูป 8.34 เปอรเซ็นต (มิลลิลิตรตอกรัม)   
-  สารสกัดฝางเสนตออาหารสําเร็จรูป 16.67 เปอรเซ็นต (มิลลิลิตรตอกรัม)   
-  สารสกัดฝางเสนตออาหารสําเร็จรูป 33.33 เปอรเซ็นต (มิลลิลิตรตอกรัม)   
 

6.6  การทําความสะอาด  และการตรวจสมบัติของน้ําในตูกระจก 
 

6.6.1  เปลี่ยนถายน้ําทุก 2 วัน  ซ่ึงถายน้ําออกในปริมาตร 50 เปอรเซ็นต  ของปริมาตร
ทั้งหมด และดูดตะกอนภายในตูกระจก แลวเติมน้ําใหมใหเทากับระดับเดิม  

 
6.6.2  วัดอุณหภูมิของน้ําในตูกระจก โดยอุณหภูมิที่เหมาะสมในการเลี้ยงกุงกุลาดําคือ 

25 - 31  องศาเซลเซียส 
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6.6.3  วัดคาความเปนกรด-เบส (pH) ของน้ําในตูเล้ียงกุงกุลาดําทุกๆ วัน ที่เหมาะสมคือ 
7 - 8.9  
 
 6.7  การตรวจนับปริมาณแบคทีเรียทั้งหมดในน้ําตูเล้ียงกุงกุลาดํา 

 
 6.7.1  เก็บตัวอยางน้ํา จากตูเล้ียงกุงกุลาดําทุกสัปดาหใสภาชนะที่ผานการฆาเชื้อแลว 

นําไปตรวจวิเคราะหหาปริมาณของแบคทีเรียทั้งหมดและปริมาณ Vibrio spp. ที่มีในน้ําโดยวิธี 
standard plate count ในอาหาร nutrient agar ผสมโซเดียมคลอไรด 1.5 เปอรเซ็นต  และอาหาร 
TCBS  สําหรับ Vibrio spp. 

 
6.7.2  เก็บตัวอยางกุงกุลาดําในแตละกลุมในสัปดาหสุดทายของการทดลองหลังจากทํา

ใหกุงติดโรคดวย V. harveyi 02  นําไปวิเคราะหหาปริมาณแบคทีเรียทั้งหมดและ Vibrio spp. ในตับ
กุงกุลาดํา โดยนําตับกุงกุลาดําจํานวน 1 กรัม  ละลายในสารละลายโซเดียมคลอไรด 0.85 เปอรเซ็นต 
นํามาหาจํานวนเชื้อดวยวิธี standard plate count ในอาหาร nutrient agar ผสมโซเดียมคลอไรด 1.5 
เปอรเซ็นต  และอาหาร TCBS  สําหรับ Vibrio spp. 

 
 6.8  การบันทึกขอมูล 
 

6.8.1  หาการเติบโตโดยการชั่งน้ําหนักของกุงกุลาดําในสัปดาหสุดทายของการเลี้ยง 
โดยการชั่งน้ําหนักในแตละตูทดลอง แลวนํามาหาคาน้ําหนักเฉลี่ย  

 
6.8.2  หาการรอดชีวิตของกุงกุลาดําโดยการนับจํานวนกุงที่เหลือรอดในแตละกลุมการ

ทดลอง นํามาคํานวณหาการรอดชีวิตโดยใชสูตร 
 
การรอดชีวิต (รอยละ)     =   จํานวนกุงกุลาดําที่เหลือรอดในแตละกลุมการทดลอง × 100 

                       จํานวนกุงกุลาดําเริ่มตนในแตละกลุมการทดลอง 
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7.  สถานที่ทําการทดลอง 
 
ภาควิชาเทคโนโลยีชีวภาพ  คณะอุตสาหกรรมเกษตร  มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร บางเขน 

กรุงเทพฯ 
 

8.  ระยะเวลาดําเนินการวิจัย 
 

การทดลองเริ่มตนตั้งแตเดือน ตุลาคม 2546 ถึงเดือน กุมภาพันธ 2549 


