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 การศึกษาความเป็นพิษเฉียบพลนัของสารไอโซยจิูนอลท่ีระดบัความเคม็ต่างๆ ไดแ้ก่ 5, 15 และ 25       
พีเอสย ูท่ีท าใหลู้กกุง้ขาวแวนนาไมระยะโพสลาร์วาตาย 50 เปอร์เซ็นต ์ท่ีระยะเวลา 48 ชัว่โมง (48-hr LC50) พบวา่
สารไอโซยจิูนอลจะมีความเป็นพิษลดลงในน ้ าท่ีมีระดบัความเคม็เพ่ิมข้ึนโดยท่ีความเคม็ 5 พีเอสย ูค่า 48-hr LC50 
ของสารไอโซยจิูนอลมีค่าเท่ากบั 19.93 ± 2.40 พีพีเอม็ และท่ีความเคม็ 15 และ 25 พีเอสย ูมีค่า 48-hr LC50 เท่ากบั 
20.58 ± 1.83 และ 22.53 ± 1.65 พีพีเอม็ ตามล าดบั ส่วนความเขม้ขน้ของสารไอโซยจิูนอลท่ีท าใหกุ้ง้ขาวแวนนา
ไมขนาด 15-20 กรัม สลบภายในระยะเวลาสั้น (2 นาที) มีค่า 95 พีพีเอม็ และความเขม้ขน้ท่ีท าใหกุ้ง้ขาวแวนนาไม
สลบภายในระยะเวลาปานกลาง (10 นาที) มีค่า 70 พีพีเอม็ ระยะเวลาท่ีกุง้ฟ้ืนจากการสลบ หลงัจากไดรั้บสาร     
ไอโซยจิูนอลความเขม้ขน้ 95 พีพีเอม็ และ 70 พีพีเอม็ มีค่าเท่ากบั 7.81 ± 3.09 และ 11.98 ± 5.28 นาที ตามล าดบั 
การเตรียมสารไอโซยจิูนอลท่ีอุณหภูมิหอ้ง (28 ± 1 องศาเซลเซียส) และท้ิงไวเ้ป็นระยะเวลาต่างกนัท่ี 0, 3, 6, 12, 
24 และ 48 ชัว่โมง หลงัจากใชร้ะดบัความเขม้ขน้ 95 พีพีเอม็ พบวา่สามารถท าใหกุ้ง้สลบไดภ้ายในระยะเวลา 2.00 
± 0.00, 4.41 ± 1.52, 5.87 ± 1.76, 7.58 ± 2.84, 8.09 ± 3.07 และ 11.14 ± 4.84 นาที ตามล าดบั ซ่ึงมีความแตกต่าง
กนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P<0.05) และท่ีอุณหภูมิ 23-25 องศาเซลเซียส สารไอโซยจิูนอลระดบัความเขม้ขน้
เดียวกนัท าใหกุ้ง้สลบไดภ้ายในระยะเวลา 2.00 ± 0.00, 4.42 ± 1.55, 5.56 ± 1.99, 7.09 ± 2.58, 8.19 ± 2.63 และ 
9.35 ± 3.26 นาที ตามล าดบั ซ่ึงมีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P<0.05) การผสมสารไอโซยจิูนอล
ท้ิงไวเ้ป็นเวลานานข้ึนจะท าใหต้อ้งใชเ้วลาในการสลบนานข้ึนดว้ย การใชส้ารไอโซยจิูนอลสลบกุง้ไดผ้ลดีท่ีสุด
ในคร้ังแรก ส่วนการใชใ้นคร้ังต่อไประยะเวลาในการสลบจะเพ่ิมข้ึนเร่ือยๆ เน่ืองจากสารไอโซยจิูนอลท่ีเหลือใน 
น ้ าจะลดลง เม่ือน าความเขม้ขน้ท่ีสามารถท าใหกุ้ง้ขาวสลบถึงระยะท่ี 3 ภายในเวลา 2 นาที คือ 95 พีพีเอม็ ไปใช้
ก่อนยา้ยกุง้จากถงัไฟเบอร์กลาสไปใส่ในตูก้ระจกและวดัระดบัภูมิคุม้กนัไดแ้ก่ ปริมาณเมด็เลือดรวม, กระบวน 
การกลืนกินส่ิงแปลกปลอม, ความวอ่งไวของเอนไซม ์phenoloxidase, กิจกรรมการท าลายแบคทีเรียของน ้ าเลือด
กุง้, การผลิตเอนไซม ์superoxide dismutase ท่ีระยะเวลา 0, 6, 12, 24 และ 48 ชัว่โมง หลงัจากการเคล่ือนยา้ย 
พบวา่ กุง้ท่ีไดรั้บยาสลบมีระดบัภูมิคุม้กนัไม่แตกต่างจากกุง้ก่อนการเคล่ือนยา้ยอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P>0.05) 
แต่แตกต่างจากกุง้ท่ีไม่ไดรั้บยาสลบอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P<0.05) อยา่งไรก็ตามระดบัภูมิคุม้กนัของกุง้ขาว
แวนนาไมในกลุ่มท่ีไดรั้บยาสลบ และไม่ไดรั้บยาสลบท่ีระยะเวลา 6, 12, 24 และ 48 ชัว่โมงหลงัการขนยา้ยกุง้ไม่มี
ความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P>0.05) การทดลองน้ีแสดงใหเ้ห็นวา่การใชส้ารไอโซยจิูนอลก่อน
การขนยา้ยกุง้ระยะเวลาสั้นสามารถลดความเครียดของกุง้ในระหวา่งการขนยา้ยได ้
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 The efficacy of isoeugenol as an anesthetic for Pacific white shrimp (Litopenaeus vannamei) was 
investigated. Acute toxicity test of isoeugenol in postlarval stage L. vannamei (48-hr LC50) was tested in various 
salinity concentration (5, 15, 25 psu). The result indicated that the 48-hr LC50 valve was 19.93 ± 2.40 ppm and 
the toxicity was lower at the salinity 15 and 25 psu which was 20.58 ± 1.83 and 22.53 ± 1.65 ppm, respectively. 
Optimum concentration of isoeugenol for use as an anesthetic for juvenile  L. vannamei (15-20 g) for 2 minutes 
was 95 ppm while the concentration was 70 ppm for 10 minutes. Recovery time of the concentration of 95 ppm 
and 70 ppm were 7.81 ± 3.09 minutes and 11.98 ± 5.28 minutes respectively. Degradation rate of isoeugenol 
(95 ppm) at room temperature (28 ± 1 °C) within 0, 3, 6, 12, 24 and 48 hours were 2.00 ± 0.00, 4.41 ± 1.52 , 
5.87 ± 1.76, 7.58 ± 2.84 , 8.09 ± 3.07 and 11.14 ± 4.84  minutes respectively and  degredation rate of isoeugenol 
at 23-25°C within 0, 3, 6, 12, 24 and 48 hours were 2.00 ± 0.00, 4.42 ± 1.55, 5.56 ± 1.99, 7.09 ± 2.58, 8.19 ± 
2.63 and 9.35 ± 3.26 minutes respectively significantly different (P<0.05) at both the temperature that is at 28 ± 
1 °C and 23-25°C the degradation rate of isoeugenol achieved at 0 hours is significantly different from the 
degradation rate at 3, 6, 12, 24 and 48 hours. Moreover, isoeugenol gave the best effective result at the first 
time. For the next time, more time for anesthetic needed because the concentration of isoeugenol in the water 
decreases. L. vannamei exposed to isoeugenol at 95 ppm which cause anesthesia to stage 3 within 2 minutes in 
fiberglass tanks before being transferred into glass aquaria for recovery and immune parameters (total 
haemocyte count, percentage phagocytosis, phenoloxidase activating system, bactericidal activity, superoxide 
dismutase) was analysed at 0, 6, 12, 24 and 48 hrs. The results showed that shrimp exposed to isoeugenol were 
not significantly (P>0.05) different from pre-stressed shrimp before transportation but significantly different 
(P<0.05) from shrimp, that were transported without being exposed to isoeugenol. However, shrimp that 
exposed to isoeugenol showed all the immune parameters not significantly different (P>0.05) from shrimp 
which were not exposed to isoeugenol at 6, 12, 24 and 48 hrs after transportation. The results indicated that 
isoeugenol could be used as an anesthetic for handling and short transportation purpose for L. vannamei. 
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7 ระยะเวลาท่ีกุงขาวแวนนาไมฟนจากการไดรับสารไอโซยูจินอลความเขมขน  
 70 พีพีเอ็ม ท่ีทําใหกุงสลบภายในเวลา 10 นาที เปนระยะเวลาตางๆ กัน 56 
8 แสดงอัตราคาเส่ือมของสารไอโซยูจินอล 95 พีพีเอ็ม ท่ีอุณหภูมิหอง (28 ± 1 

องศาเซลเซียส) ภายใน ระยะเวลา 3, 6, 12, 24 และ 48 ช่ัวโมง 58 
9 แสดงอัตราคาเส่ือมของสารไอโซยูจินอล 95 พีพีเอ็ม ท่ีอุณหภูมิ 24 ± 1 องศา

เซลเซียส ภายในระยะเวลา 3, 6, 12, 24 และ 48 ช่ัวโมง 59 
10 แสดงอัตราคาเส่ือมของสารไอโซยูจินอลในการใชสารซํ้า 60 
11 ปริมาณเม็ดเลือดรวม (x105 เซลลตอมิลลิลิตร) ของกุงขาวแวนนาไม เม่ือไดรับ  
 สารไอโซยูจินอล 95 พีพีเอ็ม ภายในระยะเวลา 2 นาทีกอนการขนยาย และ  

 ไมไดรับสารไอโซยูจินอลกอนการขนยาย ท่ีระยะเวลา 0, 6, 12, 24 และ 48 
ช่ัวโมง 62 

           



 (3) 

สารบัญตาราง (ตอ) 
 

ตารางที ่
  

  
หนา 
 

12 ความเขมขนของซีรัมของกุงขาวแวนนาไมท่ีสามารถลดปริมาณเช้ือ Vibrio   
  harveyi ได 50 เปอรเซ็นต เม่ือเทียบกับกุงขาวแวนนาไมในกลุมท่ีไดสาร  

 ไอโซยูจินอล 95 พีพีเอ็ม ภายในระยะเวลา 2 นาทีกอนการขนยาย และไมไดรับ
สารไอโซยูจินอล กอนการขนยาย ท่ีระยะเวลา 0, 6, 12, 24 และ 48 ช่ัวโมง 63 

13 รอยละของเม็ดเลือดของกุงขาวแวนนาไมท่ีเกิดการกลืนกินส่ิงแปลกปลอม เม่ือ  

 ไดรับสารไอโซยูจินอล 95 พีพีเอ็ม ภายในระยะเวลา 2 นาทีกอนการขนยาย 
และไมไดรับสารไอโซยูจินอลกอนการขนยาย ท่ีระยะเวลา 0, 6, 12, 24 และ 48  

 ช่ัวโมง 64 
14 ปริมาณเอนไซม phenoloxidase ของกุงขาวแวนนาไม เม่ือไดรับสารไอโซ  
 ยูจินอล 95 พีพีเอ็ม ภายในระยะเวลา 2 นาทีกอนการขนยาย และไมไดรับ  
 สารไอโซยูจินอลกอนการขนยาย ท่ีระยะเวลา 0, 6, 12, 24 และ 48 ช่ัวโมง 65 

15 ปริมาณเอนไซม superoxide dismutase ของกุงขาวแวนนาไม เม่ือไดรับสาร   
 สารไอโซยูจินอล 95 พีพีเอ็ม ภายในระยะเวลา 2 นาทีกอนการขนยาย และ  
 ไมได รับสารไอโซยูจินอลกอนการขนยาย ท่ีระยะเวลา 0, 6, 12, 24 และ 48  
 ช่ัวโมง 67 

 
ตารางผนวกที ่   

   
ก1 วิธีการคํานวณความลาดชันและจุดตัดแกนดิ่ง ตามวิธีวิเคราะหแบบ     

โปรบิท 88 
ก2 การคํานวณครั้งท่ี 1  89 
ก3 การคํานวณครั้งท่ี 2 90 
ก4 การเปล่ียนเปอรเซ็นตการตายเปนไพริกัลโปรบิท 94 
ก5 คาโปรบิทต่ําสุด (Minimum Probit) โปรบิทสูงสุด (Maximum Probit) 95 



 (4) 

สารบัญตาราง (ตอ) 
 

ตารางผนวกที ่  หนา 
   

ก6 
ข1 

สัมประสิทธ์ิของการถวงน้ําหนัก (w) 
คาพิสัยของคุณสมบัติของน้ํากอนและหลังใสสารไอโซยูจินอลตอ 

 
97 

 กุงขาวแวนนาไมระยะโพสลารวา 8-10 ท่ีระดับความเค็ม 5 พีเอสยู 99 
ข2 คาพิสัยของคุณสมบัติของน้ํากอนและหลังใสสารไอโซยูจินอลตอ  

 กุงขาวแวนนาไมระยะโพสลารวา 8-10 ท่ีระดับความเค็ม 15 พีเอสยู 99 
ข3 คาพิสัยของคุณสมบัติของน้ํากอนและหลังใสสารไอโซยูจินอลตอ  

 กุงขาวแวนนาไมระยะโพสลารวา 8-10 ท่ีระดับความเค็ม 25 พีเอสยู 99 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 (5) 

สารบัญภาพ 

ภาพที่ 
 

 
หนา 

 
1 การสังเคราะหสารไอโซยูจินอลจากยูจินอล 9 
2 กระบวนการแข็งตัวของเลือด 20 
3 การทํางานของสารโปรตีนพวก peroxinectin 23 
4 ขั้นตอนการเตรียมสารละลายมาตรฐานของชุดทดลองสําเร็จรูป RANSOD@   
 superoxide dismutase 42 
5 บรรจุภัณฑของสารไอโซยูจินอล 44 
6 ลักษณะของสารไอโซยูจินอลลักษณะเปนของเหลวสีเหลืองหนืด 44 
7 ลักษณะของสารละลายไอโซยูจินอล เขมขน (stock solution) 500 มิลลิกรัม

ตอลิตร  45 
8 ลูกกุงขาวแวนนาไมระยะโพสลารวา 8-10 ท่ีใชในการทดลอง 45 
9 กุงขาวแวนนาไมขนาด 15-20 กรัมท่ีใชในการทดลอง 46 

 
ภาพผนวกที ่   
   

ก1 ความสัมพันธระหวางอัตราการตายสะสมและความเขมขนของสารไอโซ
ยูจินอลท่ีใชในการประเมินคา LC50 ของกุงขาวแวนนาไมระยะโพสลารวา 
8-10  ท่ีระดับความเค็ม 5 พีเอสย ู

 
 

93 
 



การประเมนิประสิทธิภาพของสารไอโซยูจินอลเพือ่ใช้เป็นยาสลบส าหรับ                     

กุ้งขาวแวนนาไม (Litopenaeus vannamei) 
 

Evaluation of Isoeugenol as an Anesthetic for Pacific White Shrimp  

(Litopenaeus vannamei) 
 

ค าน า 
 

ประเทศไทยเป็นผูน้ าการส่งออกกุง้กุลาด า (Penaeus monodon) ตั้งแต่ปี พ.ศ. 2534 ซ่ึงมีการ
เล้ียงอยา่งกวา้งขวางตั้งแต่ปี พ.ศ. 2530 จนกระทัง่ปี พ.ศ  . 2547 เกษตรกรส่วนใหญ่เปล่ียนจากการ
เล้ียงกุง้กุลาด ามาเป็นกุง้ขาวแวนนาไม (Litopenaeus vannamei) เน่ืองจากกุง้ชนิดน้ีไดผ้า่นการ
ปรับปรุงสายพนัธ์ุมาเป็นระยะเวลานานจึงมีการเจริญเติบโตเร็ว เล้ียงง่าย ใชร้ะยะเวลาในการเล้ียง
นอ้ยกวา่กุง้กุลาด า และใหผ้ลผลิตสูง ท าใหมี้การเล้ียงกุง้ขาวแวนนาไมเพิ่มมากข้ึน (ชลอและพรเลิศ, 
2547)อยา่งไรก็ตามกุง้ขาวแวนนาไมนั้นอ่อนแอและตายง่ายต่อการสัมผสัโดยเฉพาะอยา่งยิง่ใน
ระหวา่งการจบัและการขนส่ง 
 
 ในธุรกิจการเพาะเล้ียงสัตวน์ ้านั้นไดมี้การน าเอายาสลบมาใชก้นัมากข้ึนเพื่อลดความเครียด 
โดยการลดอตัราการเผาผลาญ  และลดการบาดเจบ็ท่ีมกัจะเกิดข้ึนในขณะท่ีมีการจบัและการขนส่ง
สัตวน์ ้า รวมทั้งเพื่อจะท าใหส้ัตวน์ ้าหมดความรู้สึกในระหวา่งการผา่ตดั (Munday and Wilson, 
1997; Small, 2000) ปัจจุบนัมียาสลบหลายชนิดท่ีน ามาใชใ้นปลา เช่น Tricane methanesulfonate 
(MS-222), Benzocaine, Quinaldine, 2-Phenoxyethanol, Metomidate, Eugenol และ Isoeugenol 
(Amani and James, 2007) 
 
 Aqui-S™ เป็นยาสลบส าหรับสัตวน์ ้าท่ีไดรั้บการวจิยั และพฒันาโดยหอ้งปฎิบติัการวจิยั
อาหารทะเลในประเทศนิวซีแลนดซ่ึ์งในปัจจุบนัใชใ้นประเทศนิวซีแลนด์ และออสเตรเลีย ประกอบ 
ดว้ยสารไอโซยจิูนอล 50 เปอร์เซ็นต ์และ โพลีซอร์เบท 80 50 เปอร์เซ็นต์  
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 อยา่งไรก็ตามในปัจจุบนัแมว้า่จะมีการศึกษาการใชส้ารไอโซยจิูนอลเป็นยาสลบท่ีแพร่ 
หลายมากข้ึน แต่ส่วนใหญ่เป็นการศึกษาในปลายงัขาดขอ้มูลดา้นปริมาณท่ีเหมาะสมของการใช้
ยาสลบในการเพาะเล้ียงกุง้ เพื่อใชใ้นการขนส่งกุง้ทั้งในกุง้ขนาดเล็ก และในกุง้ขนาดใหญ่โดยการ
ใชย้าสลบในระดบัท่ีเหมาะสมนั้นจะช่วยในการลดความบอบช ้า และความเครียดระหวา่งการขนส่ง 
ซ่ึงจะท าใหอ้ตัราการรอดตายของกุง้เพิ่มข้ึน ลดความสูญเสียได ้
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วตัถุประสงค์ 
 

1. เพื่อศึกษาผลของความเคม็ต่อความเป็นพิษแบบเฉียบพลนัของสารไอโซยจิูนอล ท่ีมีต่อ
ลูกกุง้ขาวแวนนาไมระยะโพสลาร์วา 
 

2. เพื่อศึกษาปริมาณของสารไอโซยจิูนอลท่ีเหมาะสมในการใชเ้พื่อสลบกุง้ขาวแวนนา 
ไมภายในระยะเวลาต่างๆ กนั 
 

3. เพื่อศึกษาหาระยะเวลาพกัฟ้ืนกุง้หลงัจากการสลบดว้ยระดบัความเขม้ขน้ต่างๆ กนั 
 

4. เพื่อศึกษาอตัราการเส่ือมของสารไอโซยจิูนอลในระดบัท่ีใชส้ลบกุง้ท่ีอุณหภูมิหอ้ง     
(28 ±1 องศาเซลเซียส) และท่ีอุณหภูมิ 24 ± 1 องศาเซลเซียส ภายในระยะเวลา 3, 6, 12, 24 และ 48 
ชัว่โมง 
 

5. เพื่อศึกษาค่าเส่ือมของสารไอโซยจิูนอลในระดบัท่ีใชส้ลบกุง้เม่ือใชส้ารซ ้ า 
 

6. เพื่อศึกษาการตอบสนองทางภูมิคุม้กนัแบบไม่จ  าเพาะของกุง้ขาวแวนนาไมหลงัจาก 
ไดรั้บสารไอโซยจิูนอลในระดบัท่ีใชส้ลบกุง้ท่ีระยะเวลาพกัฟ้ืนท่ี 0, 6, 12, 24  และ 48 ชัว่โมง 
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การตรวจเอกสาร 
 

1. ยาสลบ 
 
 ยาสลบ หรือ Anaesthetic หมายถึง สารเคมีท่ีท าใหเ้กิดอาการสูญเสียความรู้สึกบางส่วน
หรือความรู้สึกทั้งหมดโดยยาสลบจะแพร่เขา้สู่ระบบประสาทส่วนกลางไปยบัย ั้งการท างานของ
เซลลป์ระสาทในส่วนของการส่งถ่ายขอ้มูลไปสู่เซลลป์ระสาทอ่ืนๆ ท าใหสู้ญเสียการตอบสนองต่อ
การกระตุน้จากภายนอก (ฉววีรรณ, 2553)  
 
 การน ายาสลบใชก้บัสัตวน์ ้าส่วนมากมีการศึกษาในปลาโดยวตัถุประสงคข์องการน ายาสลบ 
มาใชใ้นปลาเพื่อลดความบอบช ้า และความเครียดระหวา่งการจบัหรือขนส่ง ซ่ึงจะท าใหเ้กิดการ
เปล่ียนแปลงทางสรีระ เช่น การเพิ่มการหลัง่ฮอร์โมนหลายชนิดรวมทั้ง cortisol สู่ระบบหมุนเวยีน
เลือดกระตุน้ให้หวัใจเตน้แรงและเร็วข้ึนส่งผลใหเ้ลือดท่ีไปบริเวณเหงือกมีแรงดนัและปริมาตรมาก
ข้ึน เพื่อใหไ้ดรั้บปริมาณออกซิเจนเพียงพอกบัท่ีร่างกายตอ้งการ ในขณะเดียวกนัก็ส่งผลใหมี้การ
สูญเสียอิออน (ion) ออกจากร่างกายผา่นทางเหงือกจากการเปิดพื้นท่ีแลกเปล่ียนก๊าซเช่นกนั ซ่ึงใน
ปลาขนาดเล็กภาวะการสูญเสียอิออน เป็นสาเหตุใหป้ลาตายง่ายกวา่ปลาขนาดใหญ่ นอกจากน้ี 
cortisol ยงัส่งผลท าใหภู้มิคุม้กนัของปลาต ่าลง และยอมรับการติดเช้ือไดง่้ายข้ึน ดว้ยสาเหตุน้ีจึง
พบวา่ภายหลงัการขนส่งปลามกัป่วยเป็นโรคไดง่้ายข้ึนถา้ไม่ไดรั้บการป้องกนัหรือดูแลอยา่งดี 
 

ในปัจจุบนัมีรายงานการใชย้าสลบในปลามากกวา่ 25 ชนิด ในจ านวนน้ีมีอยู ่14 ชนิดท่ี    
McFarland (1959) พบวา่ก่อใหเ้กิดการสลบกบัปลาท่ีใชใ้นการทดลองในพฤติกรรมท่ีคลา้ยๆกนั 
และไดแ้บ่งพฤติกรรมของการสลบเป็นล าดบัขั้น ดงัน้ี 
 
 ระยะท่ี  1 เรียกวา่  ระยะ  sedation เป็นระยะซ่ึงปลาไม่มีปฏิกิริยาโตต้อบใดๆ ต่อส่ิงเร้าจาก
ภายนอก  ยกเวน้แรงกดแรงๆ  และอตัราการปิดเปิดของกระพุง้แกม้  (operculum) จะชา้ลงกวา่ปกติ
เล็กนอ้ย การวา่ยน ้าชา้ลง 
 
 ระยะท่ี  2 เรียกวา่  ระยะ  loss of equilibrium เป็นระยะท่ีปลาสูญเสียการควบคุมการท างาน
ของกลา้มเน้ือทั้งหมดจะมีปฏิกิริยากบัการกระตุน้ท่ีแรงมากๆเท่านั้น  อตัราการปิดเปิดของกระพุง้
แกม้ลดลงต ่ากวา่ปกติ 
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ระยะท่ี  3 เรียกวา่  ระยะ  loss of reflex reactivity เป็นระยะท่ีปลาสูญเสียปฏิกิริยาการ
ตอบสนองต่อส่ิงเร้าทั้งหมด อตัราการหายใจชา้มาก รวมทั้งอตัราการเตน้ของหวัใจชา้ลง 
 

ระยะท่ี  4 เรียกวา่  ระยะ  medullary collapse เป็นระยะท่ีกระพุง้แกม้ไม่มีการเคล่ือนไหว
เน่ืองจากปลาหยดุการหายใจและหลายนาทีต่อมาหวัใจจะหยดุเตน้ หลงัจากน้ีปลาไม่สามารถฟ้ืน
กลบัมามีชีวติไดอี้ก 
 
 ในการสลบของกุง้มีระยะของการเปล่ียนแปลงและแบ่งแยกแตกต่างจากปลาเน่ืองจากมี
หลากหลายขั้นตอนก่อนท่ีกุง้จะเขา้สู่ระยะการสลบลึก (full anesthesia) ในแต่ละขั้นตอนของการ
สลบนั้นกุง้จะมีพฤติกรรมท่ีเปล่ียนแปลงไปเป็นล าดบัขั้น ดงัน้ี 
 

ระยะท่ี 1 สูญเสียการตอบสนองจากส่ิงเร้าภายนอก 
  
 ระยะท่ี 2 สามารถทนต่อการสัมผสั 
 
 ระยะท่ี 3 สูญเสียการสะบดัของหางตามปกติ หางส่วนท่ีเคยโคง้งอสะบดัไดก้็จะวางในแนว 
    ตรงกบัล าตวั 
 
 ระยะท่ี 4 สูญเสียการควบคุมของกลา้มเน้ือส่วนหาง 
 
 ระยะท่ี 5 สูญเสียการท างานของ maxilla activity  
 

ในปัจจุบนัยาสลบท่ีใชใ้นสัตวน์ ้ามีหลายชนิด แต่ส่วนมากมีการน ามาใชใ้นปลาท่ีนิยมใช ้
กนัมาก (Amani and James, 2007) ไดแ้ก่ 
 

1.  MS-222  ช่ือทางเคมี 3-aminobenzoic acid ethylester methanesulfonate หรือช่ือทาง
การคา้ Tricane methanesulfonate และ Meta-caine ลกัษณะเป็นผงละเอียดสีขาวสามารถละลายน ้า 
ไดดี้ทั้งในน ้าจืดและน ้าเคม็ จึงซึมผา่นเขา้เหงือกอยา่งรวดเร็ว ซ่ึงเป็นยาสลบชนิดเดียวท่ีไดรั้บการจด
ทะเบียนจากองคก์ารอาหารและยาของประเทศสหรัฐอเมริกาและประเทศทางยโุรปใหใ้ชก้บัปลาท่ี
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ใชเ้ป็นอาหารได ้แต่ตอ้งพกัปลาไวเ้ป็นเวลาอยา่งนอ้ย 21 วนัหลงัจากการใชย้า จึงน ามาบริโภคได ้
แต่ยาสลบชนิดน้ีมีราคาท่ีค่อนขา้งแพง 
 

2. Benzocaine มีช่ือทางเคมี ethyl-p-aminobenzoate  ลกัษณะเป็นผงสีขาว แต่ละลายใน 
น ้าไดน้อ้ยมาก ละลายไดดี้ในอะซีโทนและเอทธานอล ไม่ท าใหคุ้ณภาพน ้าเปล่ียน หากอยูใ่นรูปของ 
Benzocain-hydrochloride จะละลายน ้าไดดี้ข้ึน แต่จะท าใหพ้ีเอช (pH) ของน ้าลดลง สามารถละลาย
ไดใ้นน ้าจืดและน ้าเคม็เช่นเดียวกนั และมีแนวโนม้วา่จะไดรั้บการรับรองจากองคก์ารอาหารและยา
ของประเทศสหรัฐอเมริกาใหน้ ามาใชเ้พื่อเป็นอีกทางเลือกหน่ึงนอกจาก MS-222 เน่ืองจากราคาถูก
กวา่ 
 

3. 2-Phenoxyethanol มีช่ือทางการคา้ เช่น phenoxethol, phenylmonoglycol ether และ rose 
ether ลกัษณะเป็นของเหลวคลา้ยน ้ามนัสีเหลืองอ่อน มีกล่ินเล็กนอ้ย ละลายน ้าไดป้านกลาง 
คุณสมบติัพิเศษ คือ เป็นสารฆ่าเช้ือแบคทีเรียและราได้ จึงมีการน ามาใชเ้ป็นส่วนผสมของยารักษา
โรคและเคร่ืองส าอางค ์ยาสลบชนิดน้ีมีการน ามาใชใ้นปลามากพอสมควรเน่ืองจากมีราคาไม่แพง 
แต่องคก์ารอาหารและยาของประเทศสหรัฐอเมริกาไม่ใหน้ าใชก้บัปลาท่ีเป็นอาหาร 
 

4. Quinaldine มีช่ือทางเคมี คือ 2-4-methyquinoline ลกัษณะเป็นของเหลวคลา้ยน ้ามนัสี 
เหลืองน ้าตาล ละลายในน ้าไดน้อ้ย ละลายไดดี้ในอะซีโตนหรือแอลกอฮอล์ มีกล่ินฉุน ประสิทธิ 
ภาพจะลดลงในน ้าท่ีมี พีเอชต ่ากวา่ 5 และเม่ือเติม quinaldine ลงไปในน ้าจะท าใหเ้กิดสภาวะเป็น  
กรดเพิ่มข้ึน ยาสลบชนิดน้ีองคก์ารอาหารและยาของประเทศสหรัฐอเมริกาไม่ใหน้ าใชก้บัปลาท่ีเป็น
อาหารเช่นเดียวกนั 
  
 ยาสลบทั้ง 4 ชนิดท่ีกล่าวมาแลว้ขา้งตน้ มีเพียง MS-222 ชนิดเดียวท่ีไดรั้บการจดทะเบียน
จากองคก์ารอาหารและยาของประเทศสหรัฐอเมริกา และประเทศทางยโุรปใหใ้ชก้บัปลาท่ีเป็น
อาหารได ้แต่ตอ้งพกัปลาไวอ้ยา่งนอ้ย 21 วนัหลงัจากใชย้าจึงน ามาบริโภคได ้เน่ืองจากมีสารตกคา้ง 
แมว้า่ยาสลบทั้ง 4 ชนิดยงัสามารถช่วยลดการตอบสนองต่อส่ิงกระตุน้จากภายนอกได้ แต่ก็มีผลท า
ใหฮ้อร์โมน cortisol ของปลาท่ีไดรั้บยาสลบเพิ่มสูงข้ึนซ่ึงจะมีผลกระทบต่อระบบภูมิคุม้กนั
ประกอบกบัการใชส้ารเคมีเหล่าน้ียงัมีราคาสูงและท าใหเ้กิดการสะสมสารเคมี ทั้งยงัสร้างปัญหาต่อ
อุตสาหกรรมส่งออกสัตวน์ ้าจ  าพวกอาหารทะเล จนกลายเป็นสาเหตุหน่ึงในขอ้อา้งการกีดกนัทาง
การคา้สัตวเ์ศรษฐกิจอีกทางหน่ึง 
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 ในปัจจุบนัไดมี้การพฒันาสมุนไพรไทยมาใช้เป็นยาสลบแทนการใชส้ารเคมี ซ่ึงสมุนไพรท่ี
กล่าวคือ กานพลู ซ่ึงมีสารยจิูนอล (eugenol) หรือ 2-methoxy-4-(2-propenyl) phenol สกดัมาจากตน้
อ่อน ใบ หรือล าตน้ของตน้กานพลู (Eugenia caryophyllata) มีสูตรเคมีคือ C10H12O2

น ้าหนกั 

โมเลกุล 164.20 กรัม/โมล ความหนาแน่น 1.06 กรัม/ลูกบาศกเ์ซนติเมตร จุดหลอมเหลว -9 องศา
เซลเซียส จุดเดือด 256 องศาเซลเซียส มีความเป็นพิษท่ีอุณหภูมิ 104 องศาเซลเซียส มีลกัษณะใส     
สีเหลืองอ่อน มีฤทธ์ิเป็นยาชาเฉพาะท่ีและสามารถออกฤทธ์เป็นยาสลบส าหรับสัตวน์ ้า ลดการ
เคล่ือนไหว ท าใหก้ลา้มเน้ือคลายตวั การเผาผลาญในร่างกายลดลง จนถึงท าใหส้ัตวซึ์มลึกและสลบ
โดยไม่ท าใหส้ัตวน์ ้าเกิดความระคายเคือง แต่มีขอ้จ ากดัดา้นประสิทธิภาพ เน่ืองจากน ้ามนักานพลูไม่
ละลายน ้าแต่สามารถออกฤทธ์ิไดท้ั้งน ้าจืด และน ้าเคม็คุณสมบติัเด่นของน ้ามนักานพลูคือ สามารถ
ระเหยไปตามธรรมชาติ ไม่เกิดการตกคา้งในสัตวน์ ้า แต่เน่ืองจาก ยจิูนอลท่ีเป็นสารประกอบหลกั
ในน ้ามนักาน พลูประกอบดว้ย allybenzene มีพนัธะคู่ท่ีต  าแหน่ง 2 และ 3 ของคาร์บอนบนสายโซ่ 
hydrocarbon จึงมีความเป็นไปไดท่ี้ ยจิูนอลอาจจะเป็นสารก่อมะเร็ง (FDA, 2002) และ ยจิูนอล
ไม่ไดรั้บการจดทะเบียนจากองคก์ารอาหารและยาของประเทศสหรัฐอเมริกาและประเทศทางยโุรป
ใหใ้ชก้บัปลาท่ีเป็นอาหารได ้(Coyle et al., 2004) 
 
 
                      
 
 

สูตรโมเลกุลของสารยจิูนอล 
 

Aqui-S™ เป็นช่ือทางการคา้ของสารไอโซยจิูนอลท่ีใชใ้นการสลบปลา ซ่ึงพฒันาโดย 
Seafood Research Laboratory ในประเทศนิวซีแลนด ์ประกอบดว้ยสาร isoeugenol 50 เปอร์เซ็นต์ 
และ Polysorbate 80 50 เปอร์เซ็นต์ ในปัจจุบนัไดน้ าสารตวัน้ีใชก้บัปลาท่ีเป็นอาหารในประเทศ
นิวซีแลนด ์และออสเตรเลียโดยไม่ตอ้งพกัปลาก่อนท่ีจะน ามาบริโภค ในการศึกษาพบวา่สาร   
Aqui-S™ ท่ีความเขม้ขน้ 20 มิลลิกรัม/ลิตร มีประสิทธิภาพในการสลบปลาหลายชนิด และไม่
ก่อใหเ้กิดความเครียดในปลา  
  
  โพลีซอร์เบท 80 (Polysorbate 80) หรือ Polyoxyethylene (20) sorbitan monooleate 
(หมายเลข 20 หมายถึงจ านวน oxyethylene ในสูตรโมเลกุล) มีช่ือทางการคา้วา่ Tween 80 เป็น
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เคร่ืองหมายการคา้จดทะเบียนของบริษทัไอซีไออเมริกา (ICI Americas, Inc.) ลกัษณะของสารมี
พื้นผวิเป็น non ionic และอิมลัชนัจากซอร์บิทอลท่ีมาจากผลไมแ้ละผลเบอร์ร่ี สูตรเคมีคือ 
C64H124O26 น ้าหนกัโมเลกุล 1310 กรัม/โมล มีความหนาแน่น 1.06-1.09 กรัม/มิลลิลิตร มีจุดเดือด 
มากกวา่ 100 องศาเซลเซียส ละลายไดใ้นน ้าและละลายไดใ้น ethanol, cotton seed oil, corn oil, 
ethyl acetate, methanol, toluene ซ่ึงเป็นสารลดความตึงผวิ และท าใหส่้วนผสมของ 
polyethoxylated และ oleic acid สามารถละลายเขา้กนัได ้สาร Polysorbate 80 มีลกัษณะเป็น
ของเหลวสีเหลืองและหนืด เพราะเป็นสารประกอบของกลุ่ม poly ethers หรือ กลุ่ม 
polyoxyethylene ซ่ึงเป็นโพลีเมอร์ของกลุ่ม ethylene oxide มกัใชเ้ป็นส่วนผสมในอาหารเช่น 
ไอศครีม นม และผลิตภณัฑอ่ื์นๆ เช่น ยาหยอดตา เป็นตน้ ซ่ึงท าใหอิ้มลัชนัมีความคงตวัมากข้ึน 
สารชนิดน้ีอาจก่อใหเ้กิดอาการคนั และระคายเคืองต่อผูใ้ชไ้ด ้แต่โดยทัว่ไปสารน้ีมีความปลอดภยั
และเป็นท่ียอมรับ มีจ านวนเล็กนอ้ยของผูใ้ชท่ี้แพส้ารน้ี (Hendry, 2010) 
 

 
 

สูตรโมเลกุลของโพลีซอร์เบท 80 
 

  ไอโซยจิูนอล (Isoeugenol) หรือ 2-methoxy-4-(1-propenyl) phenol มีสูตรเคมีคือ
CH2CH2CH2C6H3(OCH3)OH น ้าหนกัโมเลกุล 164.20 กรัม/โมล    จุดหลอมเหลว -10 องศาเซล 
เซียส จุดเดือด 266 – 268 องศาเซลเซียส ความหนาแน่น 5.7  ลกัษณะเป็นของเหลวสีเหลืองหนืด 
ละลายน ้าไดเ้ล็กนอ้ย  สามารถละลายไดท้ั้งในน ้าจืด  และน ้าเคม็ และไม่พบวา่เป็นอนัตรายต่อผูใ้ช้ 
เป็นสารประกอบท่ีมีประสิทธิภาพ  และมีความปลอดภยักวา่สาร  ยจิูนอล หรือ  น ้ามนักานพลู จึงมี
ความเหมาะสมท่ีจะน ามาใชใ้นการสลบปลาท่ีใชเ้ป็นอาหารและไม่ตอ้งพกัปลาหลงัจากใช้ในสาร 
ประกอบของ isoeugenol คือ propenylbenzene ซ่ึงเป็น isomer ของ eugenol  ซ่ึงมีพนัธะคู่ท่ีต  าแหน่ง 
1 และ 2 ในสายโซ่คาร์บอน ซ่ึง isoeugenol นั้นสังเคราะห์มาจากสาร eugenol อยา่งไรก็ตาม 
isoeugenol นั้นมีความน่าจะเป็นสารก่อมะเร็งนอ้ยกวา่ eugenol ดงันั้นจึงมีการพิจารณาสารน้ีมาใช้
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ในการสลบส าหรับสัตวน์ ้าบนพื้นฐานของประสิทธิภาพและความปลอดภยั (Dore and Frimodt, 
1987) 
 
 
               
 
 

สูตรโมเลกุลของสารไอโซยจิูนอล 
 
 

 
 
ภาพที ่1  การสังเคราะห์ isoeugenol จาก eugenol 
 
ทีม่า: ดดัแปลงมาจาก Simon (n.d.) 
 
 ยาสลบชนิดต่างๆ ท่ีกล่าวมาแลว้ขา้งตน้  มีคุณสมบติัเฉพาะตวัท่ีแตกต่างกนั  เช่น  ความ
รุนแรงท่ีมีต่อปลา  ระยะเวลาท่ีท าใหเ้กิดการสลบ ความสะดวกในการใช้ ความปลอดภยัต่อปลาและ
มนุษย์ ตลอดจนราคาท่ีแตกต่างกนั รวมทั้งความเหมาะสมท่ีจะน าไปใชใ้นกิจการต่างๆ ทางดา้นการ
ประมง  เช่น  การชัง่น ้าหนกั  การท าเคร่ืองหมาย  และการขนส่งก็ต่างกนัดว้ย  แต่ก็มีหลกัในการ
พิจารณาความเหมาะสมขั้นพื้นฐานของยาสลบท่ีจะน าไปใชใ้นกิจการต่างๆ ทางดา้นการประมง  
ดงัน้ี (Durve, 1970) 
 

1. สามารถละลายน ้าไดง่้าย 
 
 



 

 
10 

2. ความเขม้ขน้ของยาสลบท่ีเหมาะสมท่ีจะใชใ้นการขนส่งควรจะต ่า เพื่อเป็นการประหยดั 
ค่าใชจ่้าย 
 

3. ช่วงเวลาท่ีท าใหเ้กิดการสลบ และท าใหฟ้ื้นควรใชเ้วลาสั้น 
 

4. สัตวน์ ้าสามารถอยูใ่นสารละลายของยาสลบนั้นท่ีความเขม้ขน้ต ่าๆ ไดโ้ดยปลอดภยั         
แมว้า่จะแช่อยูเ่ป็นเวลานานหลายชัว่โมง 
 

5. หลงัจากใชย้าสลบชนิดนั้นๆ ต่อสัตวน์ ้าแลว้ ไม่ก่อใหเ้กิดผลกระทบขา้งเคียงใดๆ ตามมา                                          
(side effect) 
 

6. ระดบัของความเขม้ขน้ของยาสลบท่ีท าให้สัตวน์ั้นควรจะสูงกวา่ระดบัความเขม้ขน้ท่ีท า
ใหส้ลบ เพื่อท่ีสัตวน์ ้าจะไดไ้ม่เกิดการตายเม่ือเกิดการผดิพลาดในกรณีท่ีความเขม้ขน้ท่ีใชเ้กิน 
ระดบัท่ีเหมาะสมในขณะขนส่งเป็นเวลานานๆ 
 
2. การใช้ยาสลบทางด้านการประมง 
 
 ส่วนใหญ่การใชส้ารเคมีชนิดต่างๆ เพื่อเป็นยาสลบในสัตวน์ ้าท่ีผา่นมาเป็นการศึกษาในปลา 
ซ่ึง McFarland (1960) ไดท้  าการจ าแนกการใชย้าสลบในปลาออกเป็น 2 กรณี คือ 
 

1. operation procedures เป็นการใชย้าสลบในการทดลอง ผา่ตดั ท าเคร่ืองหมาย และการ 
ชัง่น ้าหนกั  เป็นตน้  การใชย้าสลบในกิจการเหล่าน้ีจ  าเป็นตอ้งท าให้ปลาสลบลึกถึงระยะท่ี  loss of 
equilibrium เป็นตน้ไป 
 

2. transportation procedures เป็นการใชย้าสลบเพื่อการขนส่งสัตวน์ ้าต่างๆ ทั้งท่ีเป็น  
อาหารและท่ีเล้ียงไวเ้พื่อความสวยงาม การใชย้าสลบเพื่อใชใ้นการขนส่งน้ีมกัท าใหส้ลบถึงเพียง
ระยะท่ี sedation เท่านั้น เพื่อตอ้งการระงบัการตอบสนองจากส่ิงเร้าภายนอกโดยไม่ท าให้ปลาเสีย   
สมดุลย ์และไดมี้ผูศึ้กษาพบวา่ สามารถช่วยลดปริมาณการใชอ้อกซิเจนของสัตวน์ ้าและส่ิงขบัถ่าย   
ของสัตวน์ ้าแต่ละตวัท่ีปล่อยออกมา (Nemoto, 1957;  Jirasek et al., 1978) 
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 การศึกษาเก่ียวกบัการใชย้าสลบในสัตวไ์ม่มีกระดูกสันหลงักลุ่ม crustacean ยงัไม่เป็นท่ี
แพร่หลาย โดยส่วนใหญ่การเพาะเล้ียงสัตวน์ ้ากลุ่ม crustacean จะท าใหส้ลบไดโ้ดยไม่ตอ้งใช้
ยาสลบ แต่จะใชก้ารลดอุณหภูมิโดยเติมน ้าแขง็ลงไปในน ้าท่ีตอ้งการใหกุ้ง้สลบ ปัญหาท่ีพบส่วน
ใหญ่  ในการสุ่มกุง้ท่ีมีขนาดใหญ่ ในระหวา่งการทดลอง คือการจบัและการควบคุมใหกุ้ง้ไม่
กระโดดเพื่อความสะดวกในการท างาน และในการขนส่งทางไกลๆ เม่ืออุณหภูมิของน ้าเพิ่มข้ึนจาก
ปริมาณ น ้าแขง็ท่ีใชล้ดอุณหภุมิไม่เพียงพอจะพบวา่กุง้ มีการกินกนัเองซ่ึงตามปกติสัตวใ์นกลุ่ม 
crustacean จะมีการกินกนัเองมากกวา่ปลา ท าให้ผูเ้ล้ียงสัตวน์ ้าจึงเกิดความสนใจในการใชย้าสลบ
มากข้ึน โดยเฉพาะอยา่งยิง่ในการขนส่ง แต่การตอบสนองของสัตวน์ ้ากลุ่ม crustacean นั้นมีความ
แตกต่างกบัสัตวน์ ้าจ  าพวกปลาเพราะวา่มีระบบประสาทแบบ synaptic receptor sites จึงท าให้
ประสิทธิภาพของยาสลบไม่ไดผ้ลเท่ากบัใชใ้นปลา หรือตอ้งใชย้าสลบในปริมาณท่ีมากกวา่การ
สลบปลา 5-10 เท่า (Coyle et al., 2004) 

 
Davidson et al. (2000) พบวา่ ขอ้มูลการใชส้าร isoeugenol ส่วนใหญ่จะจ ากดัในกลุ่ม 

ปลาแซลมอน โดยการใชส้าร isoeugenol สลบปลา rainbow trout พบวา่ไม่มีผลในการลดความ 
เครียดจากปลาทั้งหมด 
 

แต่ Small (2004) รายงานวา่ปลา channel catfish (Ictalurus punctatus) ถูกกระตุน้ใหเ้กิด
ความเครียด พบวา่ปลากลุ่มท่ีไดรั้บยาสลบ isoeugenol มีระดบั plasma cortisol ต ่ากวา่ ปลาท่ีไม่ได ้
รับยาสลบถึง 60 เปอร์เซ็นต ์แต่ระดบั glucose และ lactate ของปลาทั้ง 2 กลุ่มพบวา่ไม่มีความ
แตกต่างกนั ส่วนการทดลองเม่ือปลาไดรั้บแอมโมเนียในระดบัสูงเป็นระยะเวลา 24 ชัว่โมง ปลา
กลุ่มท่ีไดรั้บยาสลบมีระดบั plasma cortisol, glucose และ lactate ต ่ากวา่ปลาท่ีไม่ไดรั้บยาสลบ  
 

มีการใชน้ ้ามนักานพลูเพื่อเป็นยาสลบโดย Erdmann (1999) สรุปวา่ ควรใชน้ ้ามนักานพลู 
แทนไซยาไนด ์(cyanide) 
 
 Frisch et al. (2007) ศึกษาประสิทธิภาพน ้ามนักานพลู กบัหินปะการัง Pocillopora 
damicormis (Linnaeus) พบวา่ การใชน้ ้ามนักานพลูท่ีความเขม้ขน้ 0.5 ppm ไม่มีผลกระทบต่อสีของ
หินปะการัง หรือประสิทธิภาพในการสังเคราะห์แสง การใชน้ ้ามนักานพลูท่ีความเขม้ขน้ 5 ppm     
สีของหินปะการังเร่ิมซีดลงท าใหมี้ผลในการสังเคราะห์แสงลดลง และการใชน้ ้ามนักานพลูท่ีความ 
เขม้ขน้ 50 ppm พบวา่หินปะการังจะตายทนัที ภายในเวลา 1 นาที  
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 Coyle et al. (2005) ไดศึ้กษาเปรียบเทียบประสิทธิภาพของยาสลบ 5 ชนิด คือ น ้ามนั 
กานพลู, Aqui-STM, Quinaldine, MS-222 และ 2-Phenoxyethanol ท่ีมีต่อกุง้กา้มกราม 
Macrobrachiurn rosenbergii พบวา่ MS-222 และ 2-Phenoxyethanol ท่ีความเขม้ขน้ 25 และ 100 
มิลลิกรัม/ลิตร ไม่มีผลในการสลบกุง้กา้มกราม Brown et al. (1996) พบวา่ MS-222 ท่ีความเขม้ขน้
สูงสุด คือ  1000 มิลลิกรัม/ลิตร ไม่มีผลในการสลบต่อ crayfish (Oronectes viris) แต่กลบัพบวา่ 
น ้ามนักานพลู และ Aqui-s™ มีผลในการสลบกุง้กา้มกรามโดย น ้ามนักานพลู จะใชเ้วลาในการ
สลบนอ้ยกวา่ Aqui-s™ แต่จะใชเ้วลาในการพกัฟ้ืนนานกวา่ Aqui-s™ ส่วนสาร Quinaldine มีความ
เหมาะสมท่ีจะใชใ้นการขนส่งกุง้กา้มกรามแต่ไม่ไดรั้บการจดทะเบียนจากองคก์ารอาหารและยา
ของประเทศสหรัฐอเมริกาและประเทศทางยโุรป เน่ืองจากอาจเป็นสารท่ีสามารถก่อมะเร็งได้ 
(Summerfelt and Smith, 1990) Munday and Wilson (1997) พบวา่ coral reef fish (Pomacentrus 
amboinensis) ใชร้ะยะเวลาในการพกัฟ้ืนนาน 2-3 เท่าหลงัจากใชย้าสลบน ้ามนักานพลู 
 

Ozeki (1975) พบวา่เม่ือใชน้ ้ามนักานพลู ท่ีความเขม้ขน้ 200-1000 มิลลิกรัม/ลิตร เพื่อสลบ
crayfish (Procambarus clarkii) หลงัจากพกัฟ้ืนแลว้พบวา่ไม่มีการตายของ crayfish แต่น ้ามนั 
กานพลู ไม่ไดรั้บการจดทะเบียนจากองคก์ารอาหารและยาของประเทศสหรัฐอเมริกาและประเทศ
ทางยโุรปใหใ้ชใ้นปลาท่ีเป็นอาหารและสัตวก์ลุ่ม crustacean อยา่งไรก็ตาม Aqui-s™ ท่ีความเขม้ขน้ 
100 มิลลิกรัม/ลิตร มีประสิทธิภาพในการสลบกุง้ไดดี้และเหมาะสมในการขนส่งกุง้กา้มกราม ซ่ึง
ตรงกบัการศึกษาของ Gardner (1997)   

 
Iversen et al. (2003) รายงานวา่ ท่ีความเขม้ขน้ของ AQUI-S™ 20 มิลลิกรัม/ลิตร สามารถ

ลดความเครียดและการหลัง่ฮอร์โมน cortisol ได ้
 
 Young (2009) ศึกษาถึงประสิทธิภาพของยาสลบ Aqui-s™ ในการสลบปลา western 
rainbowfish, Melanotaenia australis เม่ือทดสอบท่ีความเขม้ขน้แตกต่างกนั 5 ความเขม้ขน้ พบวา่ 
การใช ้Aqui-s™ ท่ีความเขม้ขน้ 80 มิลลิกรัม/ลิตร จะมีประสิทธิภาพมากท่ีสุดในการสลบ โดย
ระยะเวลาในการสลบเท่ากบั 140.4±8.9 วนิาที ระยะเวลาในการฟ้ืนเท่ากบั 180.2 ± 8.9 วนิาที และ
หลงัจากระยะเวลาท่ีท าการทดลอง 1 เดือนไม่พบการตายของปลา western rainbowfish 
 
 จากท่ีกล่าวมาแลว้ขา้งตน้จะเห็นไดว้า่ การใชย้าสลบกบัสัตวน์ ้ากลุ่ม crustacean และสัตว์
ไม่มีกระดูกสันหลงัมีการตอบสนองต่อยาสลบแตกต่างจากสัตวน์ ้าจ  าพวกปลาเพราระบบประสาทท่ี 
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ไม่ค่อยพฒันาและการตอบสนองต่อยาสลบท่ีไม่ดีเท่าท่ีควร ซ่ึงตอ้งเพิ่มความเขม้ขน้ของยาสลบ
มากกวา่ความเขม้ขน้ท่ีใชใ้นปลา 
 
3. ระบบภูมิคุ้มกนัของกุ้ง 
 
 กุง้เป็นสัตวน์ ้าท่ีไม่มีกระดูกสันหลงั จดัอยูใ่นกลุ่ม arthropod มีระบบภูมิคุม้กนัแบบไม่
จ  าเพาะเจาะจง (non-specific immune response) เป็นระบบภูมิคุม้กนัท่ีมีมาแต่ก าเนิด (Bachère     et 
al., 2000) โดยจะไม่มีการตอบสนองและการสร้างสารน ้าท่ีเรียกวา่ แอนติบอด้ี (antibody) หรืออิมมู      
โนโกลบูลิน (immunoglobin) (กิจการ และคณะ, 2543 ง) เน่ืองจากระบบหมุนเวยีนเลือดของกุง้เป็น
ระบบเปิด (open circulatory system) (Söderhäll et al., 1996) ประกอบดว้ยหวัใจ แอ่งเลือด และ
น ้าเหลือง เลือดจากหวัใจจะไหลเขา้ไปในแอ่งเลือด จากนั้นจะไปเล้ียงส่วนต่างๆของร่างกาย อวยัวะ
ในการสร้างเมด็เลือด เรียกวา่ hematopoietic tissue พบท่ีต าแหน่งดา้นบนของกระเพาะอาหาร และ
โคนขาเดิน พบอยูเ่ป็นชุดๆ ภายในเน้ือเยือ่เก่ียวพนั และบริเวณใกลก้บัแอ่งเลือด น ้าเลือดกุง้มีแร่ธาตุ
คาร์บอน (C), ไนโตรเจน (N), ไฮโดรเจน (H), ซลัเฟอร์ (S) และคอปเปอร์ (Cu) เป็นองคป์ระกอบท่ี
ส าคญั โดยแร่ธาตุคอปเปอร์ ท าใหน้ ้าเลือดของกุง้มีสีน ้าเงิน ในน ้าเลือดกุง้มี รงควตัถุท่ีท าหนา้ท่ีใน 
การแลกเปล่ียนก๊าซ คือ hemocyanin (Ratcliffe et al., 1985) โดยมีประมาณ 60-95 เปอร์เซ็นตใ์นน ้า 
เลือดทั้งหมด (Djangmah, 1970) ซ่ึงจะมีการเปล่ียนแปลงตามเพศ ขนาดของตวักุง้ และวงจรการ
ลอกคราบของกุง้ (Chen and Cheng, 1993) กุง้มีกลไกการป้องกนัตวัเองจากส่ิงแปลกปลอมหรือเช้ือ
ท่ีก่อใหเ้กิดโรค โดยเมด็เลือด น ้าเลือด และเน้ือเยือ่ต่างๆในร่างกาย (Söderhäll and Cerenius, 1992) 
ซ่ึงสามารถแบ่งออกเป็น 2 กลไก คือ 
 
 3.1  กลไกการป้องกนัตนเองโดยโครงสร้างภายนอกของร่างกาย (external defence 
mechanism) 
 
 กุง้มีโครงสร้างแขง็ภายนอก (exoskeleton structure) เป็นสารพวก chitin และ chitosan โดย
บริเวณเน้ือเยือ่ภายใตโ้ครงสร้างปกคลุมท่ีเรียกวา่ เปลือก จะมีเซลลท่ี์ท าหนา้ท่ีในการสร้างสารเมือก 
(mucopolysaccharide หรือ mucous) และหลัง่สารยบัย ั้งการท างานของเอนไซมโ์ปรทีเอส (protease 
inhibitor) ท่ีสร้างจากเช้ือก่อโรคได ้นอกจากน้ีในขณะท่ีกุง้ลอกคราบ (molting) เพื่อการเจริญเติบโต 
กุง้ก็จะสามารถก าจดัพวกปรสิตบริเวณผวิตวัออกไปพร้อมกบัเปลือกท่ีลอกออกไปดว้ย 
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3.2  กลไกการป้องกนัตวัเองภายในร่างกาย (internal defence mechanism) 
 

 เม่ือส่ิงแปลกปลอมหรือเช้ือก่อโรคสามารถเขา้สู่ร่างกายได้  กุง้จะมีการตอบสนองภายใน
ร่างกาย 2 ระบบ คือ 
 
 3.2.1 ระบบภูมิคุม้กนัท่ีอาศยัเซลล์  (cellular defence machanism) การท างานของเซลลเ์มด็
เลือดในการท าลายส่ิงแปลกปลอมหรือเช้ือก่อโรคสามารถเขา้สู่ร่างกาย  เซลลเ์มด็เลือดท่ีมีบทบาท
ส าคญั ไดแ้ก่ เซลลเ์มด็เลือด (hemocyte) 3 ชนิด คือ hyaline cell, semi-granular และ large granular 
(Martin and Graves, 1985; Hose et al., 1987) กระจายอยูท่ ัว่ไปตามเน้ือเยือ่  ภายในกระแสเลือด  
ต่อมน ้าเหลือง (lymphoid organ) กลา้มเน้ือหวัใจ hepatopancreas และอวยัวะอ่ืนๆ 
   

กิจการ และคณะ (2543 ง) จ าแนกเซลลเ์มด็เลือดของกุง้เป็น 3 ชนิด โดยใชก้ารมีหรือไม่มี 
กรานูล (granule) ในเซลลเ์ป็นหลกั คือ 
 

1) hyaline cell หรือ hyaline hemocyte (hyalinocyte) เป็นเซลลเ์มด็เลือดท่ีมีขนาดเล็กท่ี 
สุด รูปร่างแบน กลม ผวิเรียบ บางคร้ังอาจพบคลา้ยรูปกระสวย หรือพระจนัทร์เส้ียว มีนิวเคลียส
ขนาดใหญ่อยูต่รงกลางเซลล์ มีไมโทคอนเดรีย (mitochondria), smooth endoplasmic reticulum 
(SER) และ rough endoplasmic reticulum (RER) นอ้ย พบ cytoplasmic granules ในปริมาณนอ้ย
มากหรือไม่พบเลย และไม่พบ microvilli หรือเทา้เทียม (pseudopodium) ท่ีผวิเซลล ์ขนาดของเซลล์
มีเส้นผา่นศูนยก์ลาง 6.4-8.3 ไมโครเมตร ในกรณีท่ีเป็นเซลลก์ลม ) หรือมีความกวา้ง 2.5-3.6 
ไมโครเมตร ยาว 6.8-13.9 ไมโครเมตร  ( ในกรณีท่ีเป็นเซลลรู์ปรีหรือรูปกระสวย (กิจการ และคณะ, 
2543 ก) หนา้ท่ีเก่ียวขอ้งกบัการก าจดัส่ิงแปลกปลอม โดยกระบวนการกลืนกิน (phagocytosis) 
(Söderhäll and Smith, 1986) 
 

2) semi-granular cell หรือ semi-granular hemocyte (semi-granulocyte) มีรูปร่างเป็นรูป 
ไข่หรือรูปกระสวย นิวเคลียสอยูต่รงกลางหรือขอบเซลลพ์บ SER และ RER ไดม้าก มี cytoplasmic 
granules ขนาดเล็ก และจ านวนนอ้ย เป็นเซลลท่ี์เกาะพื้นผวิแกว้ไดดี้ มีส่วนยืน่ของเซลล ์(cell 
process) หรือเทา้เทียมค่อนขา้งมาก บริเวณผวิเซลลอ์าจพบ microvilli ไดเ้ล็กนอ้ย ขนาดของเซลลมี์
ความกวา้ง 4.2-6.8 ไมโครเมตร และยาว 9.0-14.2 ไมโครเมตร ลกัษณะของ cytoplasmic granules 
ภายในไซโทพลาซึม (cytoplasm) มีขนาดเล็กและพบจ านวนนอ้ย สังเกตไดไ้ม่ชดัเจนจากผวินอก 
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(กิจการ และคณะ, 2543 ก) ท าหนา้ท่ีโดยตรงในการหอ้มลอ้ม และท าลายส่ิงแปลกปลอมหรือเช้ือ
ก่อโรคได ้โดยกระบวนการท่ีเรียกวา่ nodule formation และ encapsulation รวมทั้งในกระบวนการ 
prophenoloxidase activating system และเซลลเ์มด็เลือดชนิด semi-granular cell น้ี ยงัสามารถก าจดั
ส่ิงแปลกปลอมโดยกระบวนการกลืนกินไดอี้กดว้ย (Söderhäll and Cerenius,1992) 
 

3) large granular cell หรือ large granular hemocyte (granulocyte) มีขนาดใหญ่ท่ีสุด รูป 
ร่างเป็นรูปไข่  คลา้ยกบั semi-granular cell  แต่ขนาดของเซลลจ์ะโตกวา่  นิวเคลียสอยูบ่ริเวณขอบ  
เซลลมี์ SER และ RER ปานกลางและพบ cytoplasmic granules มาก ขนาดของกรานูลในไซโทพลา  
ซึมมีเส้นผา่นศูนยก์ลาง 0.7-1 ไมโครเมตร (กิจการ และคณะ , 2543 ก) ซ่ึงใหญ่กวา่กรานูลใน semi-
granular cell  ลกัษณะการยดืของเทา้เทียมหรือส่วนยืน่ของเซลลช์นิดน้ีเห็นไดช้ดัเจน  ขนาดของ
เซลลมี์เส้นผา่นศูนยก์ลาง  8-10 ไมโครเมตร  ความยาว  12.2-14.6 ไมโครเมตร และความกวา้ง  7.2-
7.8 ไมโครเมตร มีหนา้ท่ีหลกัในการท างานในกระบวนการ prophenoloxidase activating system  
รวมทั้งยงัสามารถท าการลอ้มและท าลายส่ิงแปลกปลอมหรือเช้ือก่อโรคไดโ้ดยกระบวนการท่ี
เรียกวา่ nodule formation และ encapsulation (Söderhäll and Cerenius,1992) 
 
 ปริมาณเมด็เลือดรวมท่ีเพิ่มมากข้ึนจะส่งผลใหป้ระสิทธิภาพการท างานของระบบภูมิคุม้กนั
จะมีค่าสูงข้ึน (พรรณวไล , 2551) ร่างกายของสัตวน์ ้าจะสามารถต่อตา้นส่ิงแปลกปลอมหรือเช้ือโรค 
ท่ีจะเขา้สู่ร่างกายไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ เน่ืองจากเซลลเ์มด็เลือดเป็นศูนยก์ลางในการตอบสนอง
แบบไม่จ  าเพาะของกุง้ โดยอาศยัการท างานของเซลลเ์มด็เลือดและสารน ้าในการก าจดัส่ิงแปลก       
ปลอมท่ีเขา้สู่ร่างกาย 
 
 การศึกษาเมด็เลือดของกุง้โดยใชเ้ทคนิคทางดา้นชีวโมเลกุล (molecular technique) ร่วมกบั
เทคนิคทางดา้นภูมิคุม้กนัมาศึกษาโปรตีนในน ้าเลือดทั้ง 3 ชนิด โดยใชเ้ทคนิค in situ hybridization 
(Keyser, 1999), enzyme activity (Söderhäll and Smith, 1983 a; Smith and Soderhall, 1983; 
Sequeira et al., 1996), immunogold (Liang et al., 1992), immunofluorescence (Johansson et al., 
1999) และ immunoprecipitation (Liang et al., 1992) โปรตีนชนิด prophenoloxidase (proPO) และ 
peroxinectin สามารถพบไดใ้นเมด็เลือดชนิด semi-granular cell และ large granular cell ส่วน
โปรตีนชนิด cell-surface superoxide dismutase และ α-macroglobulin พบมากในเมด็เลือดชนิด 
semi-granular cell และ large granular cell แต่พบนอ้ยในเมด็เลือดชนิด hyaline cell ส่วนโปรตีน
ชนิด transglutaminase พบไดใ้นเมด็เลือดชนิด hyaline cell และ semi-granular cell แต่ไม่พบในเมด็
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เลือดชนิด large granular cell เมด็เลือดทั้ง 3 ชนิดน้ีจะไหลเวยีนไปกบัเลือดทัว่ร่างกาย ปริมาณเมด็
เลือดภายในตวักุง้มีการเปล่ียนแปลงตลอดเวลา และจะมีปริมาณลดลงเม่ือกุง้เกิดการติดเช้ือโรค 
จากนั้นเมด็เลือดใหม่จะถูกสร้างข้ึนมาทดแทนเมด็เลือดท่ีตายไปในปริมาณท่ีเหมาะสม 
 
 ระบบภูมิคุม้กนัท่ีอาศยัเซลล์  มีกระบวนการป้องกนัและท าลายส่ิงแปลกปลอมหรือเช้ือก่อ
โรค โดยมีกระบวนการหลกัๆ 3 แบบ ไดแ้ก่ 
 

1) กระบวนการกลืนกินส่ิงแปลกปลอม 
 

      เป็นกลไกพื้นฐานในการท าลายหรือก าจดัเม่ือมีส่ิงแปลกปลอมผา่นชั้นผวิปกคลุมเขา้มา
สู่ร่างกาย โดยการท างานของเซลลเ์มด็เลือด hyaline cell เป็นหลกั และมีการท างานร่วมกบั semi-
granular cell บา้ง โดยกระบวนการน้ีเป็นกระบวนการท่ีไม่จ  าเพาะ ซ่ึงจะเร่ิมจากการยดึกนัระหวา่ง
ส่ิงแปลกปลอมกบัผวิของเซลลเ์มด็เลือด หลงัจากนั้นผวิของเซลลจ์ะเวา้เขา้ไปหรือมีการโอบลอ้ม
โดยการใชไ้ซโทพลาซึมยดืออกเป็นเทา้เทียม เกิดเป็น phagosome ซ่ึงจะสัมผสักบั lysosome ท่ีอยู่
ภายในเซลล ์ไดเ้ป็น phago-lysosome ภายใน lysosome บรรจุเอนไซมห์ลายชนิดท่ีท าหนา้ท่ียอ่ย
สลาย เรียกวา่ acid hydrolases รวมถึงเอนไซมท่ี์สามารถท าลายสารพนัธุกรรมทั้ง deoxyribonucleic 
acid (DNA) ไดแ้ก่ เอนไซม ์DNases, เอนไซมท่ี์ท าลายสาร ribonucleic acid (RNA) ไดแ้ก่ เอนไซม ์
Rnases, เอนไซมท่ี์สามารถท าลายสารโปรตีน ไดแ้ก่ proteases, เอนไซมท่ี์สามารถท าลายสาร
จ าพวกฟอสเฟต ไดแ้ก่ phosphatases และเอนไซมท่ี์สามารถท าลายสารพวกไขมนั ไดแ้ก่ lipases ท่ี
สามารถไปลดขนาดของโมเลกุลของส่ิงแปลกปลอมทั้งหลายใหเ้หลือเป็นหน่วยยอ่ยๆ และกระตุน้
ใหเ้กิดกระบวนการ hydrolysis ท่ีผนงัเซลลข์องแบคทีเรีย โดยจ าแนกไดเ้ป็น 6 ชนิด ไดแ้ก่ c-type, 
g-type, plant lysosome, phage lysosome, i-type, bacteria-lysosome (Hikima et al., 2003) 
 
 การท่ีส่ิงแปลกปลอมเกาะบนผนงัเซลลข์องเซลลเ์มด็เลือด และมีการยืน่ไซโทพลาซึม
ลอ้มรอบส่ิงแปลกปลอม น าไปสู่การเพิ่มการน าออกซิเจน (O2) เขา้สู่เซลล ์(respiratory burst) ซ่ึง
ออกซิเจนเหล่าน้ีจะถูกรีดิวซ์ (reduce) เป็น superoxide anion (O2

-) ดว้ยเอนไซม ์nicotinamide 
adenine dinucleotide phosphate oxidase (NADPH oxidase) ต่อจากนั้น superoxide anion จะถูก
เปล่ียนเป็น hydrogen peroxide (H2O2) โดยการเร่งปฏิกิริยาดว้ยเอนไซม์ superoxide dismutase 
(SOD) (สมบติั ,2542; Klein, 1982) ดงัสมการต่อไปน้ี 
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                                                           NADPH oxidase 
2O2 + NADPH                                         2 O2

- + NADPH+ + H+ 
                                                                    SOD 
                              O2

- + O2
-+ 2H+                                        H2O2 + O2 

 
 superoxide anion อาจถูกเปล่ียนเป็น hydrogen peroxide ไดอี้กทางหน่ึงโดยการเกิดเองตาม
ธรรมชาติไม่ตอ้งอาศยัเอนไซม์ และไดอ้อกซิเจน 1 โมเลกุล (singlet oxygen; 1O2) เป็นผลผลิต
ร่วมกบั hydrogen peroxide นอกจากน้ี superoxide anion ยงัท าปฏิกิริยาร่วมกบั hydrogen peroxide 
เกิดเป็น hydroxyl radicle (OH) (สมบติั, 2542; Klein, 1982) ดงัสมการต่อไปน้ี 
 
                               O2

- + O2
-+ 2H+                                         H2O2 + 1O2 

 
                         O2

-+ H2O2                                            OH + OH- + O2 
 
 จากปฏิกิริยาขา้งตน้ superoxide anion, hydrogen peroxide, ออกซิเจน 1 โมเลกุล และ 
hydroxyl radicle มีบทบาทส าคญัในการท าลายส่ิงแปลกปลอมท่ีถูกเซลลเ์มด็เลือดน าเขา้สู่เซลล์ ซ่ึง
มีผูร้ายงานไวใ้นกุง้กุลาด า (สมบติั, 2542; Song and Hsieh, 1994; Sung and Song, 1996) 
 

2) กระบวนการ nodule formation 
 

      เป็นกระบวนการท่ีเกิดข้ึนเม่ือมีส่ิงแปลกปลอมหรือเช้ือก่อโรคท่ีมีขนาดเล็กบุกรุกเขา้มา
เป็นจ านวนมากเกินกวา่ความสามารถท่ีกระบวนการกลืนท าลายจะก าจดัได ้(Jiravanichpaisan et al., 
2006) โดยจะมีการลอ้มส่ิงแปลกปลอมโดยเซลลเ์มด็เลือด ท าใหเ้กิดเป็น nodule จะเกิดข้ึนเพื่อ
ป้องกนัไม่ใหส่ิ้งแปลกปลอมกระจายทัว่ร่างกาย มกัพบการสร้าง nodule ท่ีเหงือก และ
hepatopancreas พร้อมทั้งการสร้างเมด็สี melanin ในกระบวนการ prophenoloxidase activating 
system ซ่ึงเป็นกระบวนการตอบสนองทางดา้นระบบภูมิคุม้กนัในน ้าเลือด  เซลลเ์มด็เลือดท่ีท า
หนา้ท่ีในการห่อหุม้ส่ิงแปลกปลอม ไดแ้ก่ semi-granular cell และ large granular cell (Johansson 
and Soderhall, 1989) 
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3) กระบวนการ encapsulation 
 

       เป็นกระบวนการท่ีเกิดข้ึนเม่ือมีส่ิงแปลกปลอมหรือเช้ือก่อโรคท่ีมีขนาดใหญ่มากกวา่ 
10 ไมโครเมตร (Lackie, 1980) เช่น เช้ือรา หนอนตวักลม ไข่ของปรสิต และสัตวเ์ซลลเ์ดียวขนาด
ใหญ่ เป็นตน้ (Jiravanichpaisan et al., 2006) จนเซลลเ์มด็เลือดไม่สามารถก าจดัไดท้นั นอกจากน้ี
กลไกการก าจดัส่ิงแปลกปลอมโดยกระบวนการ encapsulation จะอาศยัองคป์ระกอบใน
กระบวนการ prophenoloxidase activating system พร้อมกบัการเกิดเมด็สี melanin (Ratcliff et al., 
1985)  เซลลเ์มด็เลือดท่ีท าหนา้ท่ีในการห่อหุม้ส่ิงแปลกปลอมเป็นชนิดเดียวกนักบัการเกิด
กระบวนการ nodule formation จากการศึกษาของ กิจการ และคณะ (2543 ค)ไดท้  าการทดลองโดย
ใชย้สีต ์(S. cerevisiae) เป็นส่ิงแปลกปลอมเพื่อติดตามและตรวจสอบการตอบสนองของเซลลแ์ละ
เน้ือเยือ่ท่ีท  าหนา้ท่ีเก่ียวขอ้งในระบบภูมิคุม้กนัโรคของกุง้กุลาด า ดว้ยวธีินบัเมด็เลือดรวมและ
เน้ือเยือ่วทิยา จากการทดลองหลงัจากฉีดเซลลย์สีตเ์ขา้สู่ตวักุง้ 1 ชัว่โมง ปริมาณเมด็เลือดในระบบ
ไหลเวยีนลดลง หลงัจากนั้นปริมาณเมด็เลือดค่อยๆ เพิ่มข้ึนภายใน 24 ชัว่โมง และผลการศึกษา
เน้ือเยือ่พบวา่ เหงือก ต่อมน ้า เหลือง หวัใจ hepatopancreas และเน้ือเยือ่เก่ียวพนั สามารถก าจดัส่ิง
แปลกปลอมไดดี้ ส่วนกลา้มเน้ือและระบบประสาทก าจดัไดเ้พียงเล็กนอ้ย โดยพบเซลลเ์มด็เลือด
และเซลลท่ี์จบักินอยูก่บัท่ี (fixed phagocyte) ท าหนา้ท่ีในการดกัจบัส่ิงแปลกปลอมในเน้ือเยือ่
ดงักล่าว กลไกการก าจดัส่ิงแปลกปลอมเกิดข้ึนโดยเร่ิมจากเซลลเ์ด่ียวเขา้มาลอ้มจบั หลงัจากนั้น
ชัว่โมงท่ี 3-9 พบวา่เซลลเ์มด็เลือดขาวเขา้มารายลอ้มมากข้ึนจนกลายเป็นลกัษณะท่ีเรียกวา่ nodule 
formation และ encapsulation ท าใหป้ริมาณเมด็เลือดในระบบไหลเวยีนลดลงและสุดทา้ยมีการ
สร้างเมด็สี melanin ข้ึน และถูกก าจดัออกนอกร่างกาย ผลการศึกษาดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์อิเล็กตรอน 
พบความแตกต่างของโครงสร้างเมด็เลือด และเซลลท่ี์จบักินอยูก่บัท่ี โดยเซลลไ์ม่พบ granule 
ภายในไซโทพลาซึมมี vacuole ขนาดใหญ่ในไซโทพลาซึมและพบเศษเซลล ์(debris) และลกัษณะ
ของ myelin figure แสดงใหเ้ห็นถึงการจบักินส่ิงแปลกปลอมและเกิด autophagic vacuole  (กิจการ 
และคณะ, 2543 ง) 
 

3.2.2 ระบบภูมิคุม้กนัในน ้าเลือด (humoral immunity) มีการท างานต่อหรือพร้อมกบัระบบ
ภูมิคุม้กนัท่ีอาศยัเซลล ์โดยเซลลเ์มด็เลือดของกุง้จะมีการผลิตสารโปรตีนท าหนา้ท่ีช่วยในการจดจ า
และเขา้จบักนัไดก้บัโมเลกุลของส่ิงแปลกปลอมหรือเช้ือก่อโรค ซ่ึงมีช่ือเรียกวา่ pattern recognition 
protein (PRPs) มีโมเลกุลขนาด 100 กิโลดาลตนั (kDa) จะไหลเวยีนอยูใ่นกระแสเลือด โดย PRPs มี
ช่ือเรียกต่างๆ กนัตามความสามารถในการจบักบัโมเลกุลของเช้ือก่อโรค เช่น ถา้ PRPs จบักบั
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โมเลกุลของเบตา้กลูแคน ซ่ึงสามารถสกดัไดจ้ากผนงัเซลล ์(cell wall) ของยสีต ์(yeast) และ hyphae 
ของเช้ือรา จะมีช่ือเรียกวา่ β-glucan binding protein (Vargas-Albores and Yepiz-Plascencia, 2000) 
ในส่วนของเปปติโดกลยัแคนสามารถสกดัไดจ้ากผนงัเซลลแ์บคทีเรียแกรมบวก จะมีช่ือเรียกวา่ 
peptidoglycan binding protein และไลโพโพลีแซคคาร์ไรด์ สามารถสกดัไดจ้ากผนงัเซลลแ์บคทีเรีย
แกรมลบ จะมีช่ือเรียกวา่ lipopolysaccharide binding protein (ชยัชาญ, 2545) 
 
 โดยโมเลกุลของสารเบตา้กลูแคน ไลโพโพลีแซคคาร์ไรด์ และเปปติโดกลยัแคน เรียก
รวมๆ วา่ pathogen associated molecular pattern (PAMPs) เม่ือ PAMPs แต่ละชนิดเขา้มาในกระแส
เลือดกุง้ โมเลกุลของ PRPs จะเคล่ือนท่ีเขา้ไปจบักบั PAMPs ส่งผลใหไ้ดเ้ป็นโมเลกุลเชิงซอ้น 
(protein complex) ไดแ้ก่ β-1,3-glucan-binding protein complex (Sritunyalucksana et al.,1999), 
lipopolysaccharide-binding protein complex และ peptidoglycan-binding protein complex          
(ชยัชาญ ,2545) โมเลกุลเชิงซอ้นท่ีเกิดข้ึนจะไปกระตุน้เซลลเ์มด็เลือดใหเ้คล่ือนท่ีเขา้มา (migration) 
ซ่ึงบนผวิของเซลลเ์มด็เลือดชนิด semi-granular cell และ large granular cell มีส่วนรองรับแบบ
จ าเพาะ (receptor) ซ่ึงสามารถรองรับโมเลกุลเชิงซอ้น และกระตุน้ใหเ้กิดกระบวนการ 
degranulation ของเมด็เลือด (Vargas-Albores and Yepiz-Plascencia, 2000) ซ่ึงภายในกรานูลจะ
ประกอบไปดว้ยเอนไซมแ์ละสารประกอบโปรตีนต่างๆไดแ้ก่ เอนไซม ์transglutaminase (TGase), 
lectin, peroxinecin, protein released และเอนไซมใ์นกระบวนการ prophenoloxidase activating 
system โดยสารทั้งหมดท่ีหลัง่ออกมากระตุน้ใหเ้กิดกระบวนการต่างๆดงัน้ี 
   
 1)  กระบวนการแขง็ตวัของเลือด 
 
       เป็นปฏิกิริยาท่ีส าคญัเพื่อป้องกนัการสูญเสียเลือดจากบาดแผล โดยเอนไซม ์
transglutaminase จะไปกระตุน้โปรตีนหลกัท่ีเก่ียวขอ้งกบัการแขง็ตวัของเลือด (clotting protein) ซ่ึง
ไหลเวยีนอยูใ่นน ้าเลือดกุง้ (วชัริยา, 2547) โดย transglutaminase จะท างานร่วมกบัแคลเซียมอิออน 
(Ca2+) กระตุน้ clotting protein monomer ส่งผลใหเ้กิดกระบวนการทางชีวเคมี ไดเ้ป็นสารท่ีเกิดการ
จบัตวัเป็นกอ้น (clot polymer) ท าใหเ้มด็เลือดเกิดการแขง็ตวั (blood clotting) ดงัแสดงในสมการ
ต่อไปน้ี 
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                transglutaminase; TGase 
clotting protein monomer                                                                clot polymer 

                    Ca+                                 
          
                  blood clotting 

 
 

ภาพที ่2  กระบวนการแขง็ตวัของเลือด 
 
ทีม่า: Sritunyalucksana et al. (1999) 
 
 ในกระแสเลือดของแมงดาทะเล (horseshoe crab) ชนิด Tachypleus tridentatus มีสาร
โปรตีน 5 ชนิด ซ่ึงท าหนา้ท่ีในการแขง็ตวัของเลือดได้ ไดแ้ก่ serineproteinase zymogen factor C, 
B, G และ proclotting enzyme ไหลเวยีนอยูใ่นกระแสเลือด โดย factor C จะเป็นโปรตีนท่ีไวต่อการ
กระตุน้จากไลโพโพลีแซคคาร์ไรด์ และ factor G จะเป็นโปรตีนท่ีไวต่อการกระตุน้ของ  β-1,3-
glucan (Nakamura et al., 1989; Seki et al., 1994) โดย proclotting enzyme กระตุน้ใหเ้กิดการ
เปล่ียนแปลงทางเคมีของ coagulogen ไดเ้ป็นสาร coagulin ส่งผลใหเ้กิดการจบัตวัเป็นร่างแห เกิด
การแขง็ตวัของเลือดและเลือดไม่สามารถไหลออกจากร่างกายได้ (Iwanaga, 1993) ดงัสมการ
ต่อไปน้ี 
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                        Lipopolysaccharide                                                  β-1,3-glucan 
 
              Factor C                     Factor  C                          Factor  G                      Factor G 
 
                          Factor B                      Factor B 
 
                       proclotting enzyme                     clotting enzyme 
 
                                                              coagulogen                     coagulin 
                                                                                                            
                                net work 
 

 Yeh et al. (1998) ไดศึ้กษากลไกการแขง็ตวัของเลือดกุง้กุลาด า โดยแยก clottable protein 
จากน ้าเลือดโดยใชเ้ทคนิค sequential DEAE anion-exchange chromatography ซ่ึงโปรตีนน้ีจะเกิด
การแขง็ตวัเม่ือมีแคลเซียมอิออน และเอนไซม ์TGase ท่ีปล่อยออกมาจากเซลลเ์มด็เลือด ซ่ึงสามารถ
ทนต่อความร้อนไดถึ้ง 66 องศาเซลเซียส จากการศึกษาในคร้ังน้ียงัพบวา่ clottable protein มีขนาด 
380 kDa โดยการแยกดว้ยเทคนิค SDS-PAGE และ MALDI-TOF mass spectrometry และยงัพบวา่
มีโครงสร้างของ amino acid และขนาดของโปรตีนคลา้ยกบัท่ีพบในกุง้ชนิดอ่ืนๆ ทั้ง prawn, lobster 
และ crayfish ดว้ย 
 
 Wang et al. (2006) ไดศึ้กษากลไกการแขง็ตวัของเลือดในกุง้ crayfish พบวา่ในเมด็เลือดทั้ง
ชนิด semi-granular cell และ large granular cell รวมถึงเน้ือเยือ่ของกลา้มเน้ือมีกิจกรรมท่ีเกิดจาก
การแขง็ตวัของเลือดอนัเน่ืองมาจากการท างานของเอนไซม์ TGase แต่กิจกรรมดงักล่าวกลบัไม่พบ
ใน hepatopancreas และน ้าเลือด เม่ือเปรียบเทียบโครงสร้างของ nucleotide พบวา่ล าดบัเบสของ
เอนไซม ์TGase ของกุง้ crayfish มีความคลา้ยคลึงกนัมากกบัสัตวไ์ม่มีกระดูกสันหลงัชนิดอ่ืนและ
สัตวเ์ล้ียงลูกดว้ยนม 
 
 Huang et al. (2004) ไดศึ้กษากิจกรรมของเอนไซม์ TGase ในกุง้กุลาด าพบวา่มีความ
คลา้ยคลึงกบักุง้ crayfish สัตวมี์กระดูกสันหลงั และไม่มีกระดูกสันหลงัชนิดอ่ืนๆ และสามารถ



 

 
22 

ตรวจสอบพบไดใ้นทุกอวยัวะ  นอกจากน้ียงัพบวา่มีการแสดงออกมาในปริมาณสูงในเน้ือเยือ่ส่วน 
hematopoietic tissue อีกดว้ย 
 
 2)  การหลัง่สาร lectin 
 
       เป็นสารชนิดโปรตีนหรือไกลโคโปรตีน (glycoprotein) ท่ีมีคุณสมบติัในการจบัได้
อยา่งจ าเพาะกบัสารพวกคาร์โบไฮเดรทบนผนงัเซลลแ์บคทีเรีย โดยเรียกวา่ carbohydrate-
recognition domain (CRD) มี 2 ชนิด คือ C-type lectins และ S- type lectins (Freire Marques and 
Barracco, 2000) โดย lectin มีลกัษณะเป็น bivalent จึงสามารถเช่ือมต่อกบัเซลลแ์บคทีเรียไดถึ้ง 2 
เซลล ์ท าใหเ้กิดการตกตะกอนของเซลลแ์บคทีเรียได ้รวมทั้งท าหนา้ท่ี opsonin ไดอี้กดว้ย (เสาว
ลกัษณ, 2550) สาร lectin สามารถพบไดท้ั้งในสัตวท่ี์มีกระดูกสันหลงัและไม่มีกระดูกสันหลงั 
พบวา่มีบทบาทส าคญัในการตอบสนองแบบไม่จ  าเพาะของสัตวไ์ม่มีกระดูกสันหลงั (Vasta et al., 
1994) 
 

3)  การหลัง่สารโปรตีนพวก peroxinectin 
 
      เป็นสารท่ีคลา้ยไซโทไคน์ (cytokine-like factors) ในสัตวมี์กระดูกสันหลงั ท าหนา้ท่ี
ช่วยในการประสานงาน (พชรวดี, 2549) ในระบบภูมิคุม้กนัของร่างกาย โดยสาร peroxinectin เป็น
สารชนิดโปรตีนมีขนาดของโมเลกุลประมาณ 89.1 kDa (Liu et al., 2004) จะท าหนา้ท่ีเป็นสาร 
opsonin เคลือบบนผนงัเซลลข์องเช้ือท่ีก่อโรคท่ีอยูใ่นกระแสเลือด โดยจะกระตุน้ใหเ้ซลลเ์มด็เลือด
เคล่ือนท่ีเขา้และเกิดกระบวนการกลืนกินส่ิงแปลกปลอมของเม็ดเลือด (Smith and Chisholm, 1992) 
nodule formation และ encapsulation โดยช่วยในการยดึติดระหวา่งเซลลเ์มด็เลือดกบัเช้ือก่อโรค 
และช่วยใหเ้ซลลเ์มด็เลือดเกิดกระบวนการ degranulation มากข้ึน ส่งผลใหเ้อนไซมแ์ละสารโปรตีน
ต่างๆภายในกรานูลถูกปล่อยออกมามากข้ึน โดยเฉพาะเอนไซมใ์นกระบวนการ prophenoloxidase 
activating system 
 
 บนผนงัเซลลข์องเซลลเ์มด็เลือดกุง้มีส่วนรองรับ (receptor) แบบจ าเพาะกบัสาร 
peroxinectin ท่ีเรียกวา่ integrin, interkin และ extracellular superoxide dismutase (ECSOD) ท า
หนา้ท่ีเป็นส่วนรองรับของเซลลเ์มด็เลือดชนิด hyaline cell ท าใหเ้กิดกระบวนการกลืนกินส่ิง
แปลกปลอมและมีการหลัง่เอนไซม ์NADPH oxidase ออกสู่ผวิเซลลเ์มด็เลือด มีการใชอ้อกซิเจนสูง
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มากภายนอกเซลล ์ไดผ้ลผลิตเป็น reactive oxygen intermediates (ROI) ชนิดต่างๆ ซ่ึงไดแ้ก่ 
superoxide anion, hydrogen peroxide และ (HOCI) ท่ีมีคุณสมบติัในการฆ่าเช้ือโรค โดยเฉพาะ 
hypochorus acid ซ่ึงมีสภาพเป็นกรดรุนแรง ส่งผลใหผ้นงัเซลลเ์ช้ือแบคทีเรียแตกออกได้ Smith and 
Chisholm (1992) )ภาพท่ี 3) 

 
 

ภาพที ่3  การท างานของสารโปรตีนพวก peroxinectin 
 
ทีม่า: ดดัแปลงมาจาก Smith and Chisholm (1992) 
 

4)  การหลัง่สารโปรตีน (protein released) 
 

เป็นสารโปรตีนท่ีท าหนา้ท่ีในการต่อตา้นแบคทีเรียก่อโรค (antimicrobial peptide) มีการ
หลัง่อยา่งรวดเร็วเม่ือเกิดกระบวนการ degranulation ของเซลลเ์มด็เลือดและมีการตอบสนองอยา่ง
รวดเร็วต่อแบคทีเรีย โดยมีขนาดโมเลกุลโปรตีนประมาณ 6.5 kDa สารโปรตีนบางชนิดท่ีหลัง่
ออกมานั้นมีความจ าเพาะต่อเช้ือแบคทีเรียบางชนิดมาก เช่น 
 
 α-2 macroglobulin (α-2M) มีหนา้ท่ีในการยบัย ั้งหรือท าใหพ้ิษจากเช้ือก่อโรคเป็นกลาง  
(neutralization) รวมทั้งยบัย ั้งการท างานของเอนไซม์  proteinase (เอนไซมท่ี์สามารถยอ่ยโปรตีน)  
ของเช้ือก่อโรค และท าหนา้ท่ีในการควบคุมการสร้าง proteinase ในกระบวนการ prophenoloxidase 
activating system อีกดว้ย (Aspan et al., 1990; Dieguez-uribeondo and Cerenius, 1998)   
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lysosome C type มีหนา้ท่ีในการยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรีย โดยท าลายระบบ osmoregulation ของ
ผนงัเซลลแ์บคทีเรีย ส่งผลใหผ้นงัเซลลข์องแบคทีเรียถูกท าลาย 

 
 penedin เป็นสารโปรตีนท่ีมีประจุบวก (cationic antibacterial peptide) หนา้ท่ีเขา้ไปเคลือบ
ผนงัเซลลเ์ช้ือก่อโรค ส่งผลใหป้ระจุของเช้ือก่อโรคมีสภาวะเป็นกลางและหมดความความสามารถ
ในการก่อโรค (Destoumieux et al., 1997) 
 
 crustin มีหนา้ท่ีเขา้ไปเคลือบบนผนงัเซลลท์  าใหเ้กิดการจบักนัเป็น  nodule เพื่อป้องกนัการ
แพร่กระจายของเช้ือแบคทีเรีย (Cuthbertson et al., 2002) 
 
 peptide (Schnapp et al., 1996) และ callinectin (Khoo et al., 1999) 
 
 สารโปรตีนพวก protein released  สามารถพบไดท้ั้งส่วนของน ้า  ซีรัม  และในสารละลาย
เมด็เลือดท่ีแตก (hemocyte lysate supernatant) 
 

5)  กระบวนการ prophenoloxidase activating system 
 
 เป็นกระบวนการท่ีส าคญัในการท าลายส่ิงแปลกปลอมและควบคุมการกระจายของเช้ือโรค
ภายในตวักุง้ เม่ือเกิดกระบวนการ degranulation ส่งผลใหเ้กิดการหลัง่สารพวก proenzyme และ 
substrates ต่างๆ ไดแ้ก่ เอนไซม์ prophenoloxidase ซ่ึงเป็นสารท่ีส าคญัในกระบวนการ 
prophenoloxidase activating system โดยเอนไซม ์prophenoloxidase ซ่ึงเป็นสารท่ีอยูใ่นรูปท่ีไม่
สามารถท างานได ้(inactive) จะตอ้งถูกกระตุน้ดว้ยสารท่ีเรียกวา่ serine proteinase homologues 
(SPHs) ท าหนา้ท่ีเป็นโคแฟกเตอร์ รวมกบัเอนไซม ์prophenoloxidase activating factor/enzyme 
(PPAFs) (Söderhäll and Cerenius, 1998) และมีการท างานร่วมกบัแคลเซียมอิออนกระตุน้ให้
เอนไซม ์prophenoloxidase สามารถท างานได ้(active) (Hose et al., 1987) โดยเปล่ียนเป็นสารท่ี
เรียกวา่ เอนไซม์ phenoloxidase (PO) ท่ีไวต่อการเกิดปฏิกิริยา  สามารถกระตุน้ใหเ้กิดปฏิกิริยา 
hydroxilation เปล่ียน tyrosinase ใหเ้ป็น dihydroxyphenylalanin (DOPA) ใหเ้ป็นสารประกอบ 
ควโินน (quinone) หลงัจากนั้นควโินนจะเปล่ียนไปอยูใ่นรูปของ dopachrome และเกิดกระบวนการ 
polymerization เกิดเป็นสาร melanin กระบวนการเกิดสาร melanin มีช่ือเรียกอีกวา่ melanin 
formation หรือ melanization ดงัสมการ โดยหนา้ท่ีของ melanin จะช่วยในการยบัย ั้งหรือป้องกนั
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การเจริญของเช้ือแบคทีเรียและเช้ือรา (Smith and Chisholm, 1992; Söderhäll and Cerenius, 1992; 
Bachère et al., 2004) และป้องกนัไม่ใหส่ิ้งแปลกปลอมแพร่กระจายไปยงัส่วนต่างๆของร่างกาย 
(Söderhäll and Smith, 1986; Sung et al., 1996) และท าหนา้ท่ีเป็นสารต่อตา้นแบคทีเรีย 
(antibacterial substances) 
 
            PPAFs (inactive)                         PPAF (active) 
 
               prophenoloxidase (inactive)                         phenoloxidase (active) 
 
                                                                           phenol                    quinones 
                                                                                                                (polymerization)   
                                                                                                        melanins 
 
 โดยเอนไซม ์prophenoloxidase อยูใ่นกรานูลในไซโทพลาซึมของเมด็เลือดถึง 90 
เปอร์เซ็นต ์รวมถึงในซีรัมของกุง้ (Perrazzolo and Barracco, 1997) และมีการแพร่กระจายอยูใ่น
เน้ือเยือ่หลายส่วนของตวักุง้ (Sung and Song, 1996; Perazzolo and Barracco, 1997) จากการศึกษา
ของ Söderhäll and Smith (1983 b) ไดท้  าการแยกเซลลเ์มด็เลือดของสัตส์ในกลุ่ม crustacean หลาย
ชนิดโดยใชส้ายละลาย Percoll 60 เปอร์เซ็นต ์ พบวา่เซลลเ์มด็เลือดชนิด granular cell มีค่าเอนไซม ์
prophenoloxidase สูงถึง 1,249.51±313.36 หน่วยต่อนาทีต่อมิลลิกรัมโปรตีน ส่วนใน hyaline cell มี
ค่าเอนไซม ์prophenoloxidase ค่อนขา้งต ่า คือ 198.95±78.75 หน่วยต่อนาทีต่อมิลลิกรัมโปรตีน 
 
 ทวศีกัด์ิ (2547) รายงานวา่ปริมาณของเอนไซม์ prophenoloxidase ในกุง้กุลาด า อาย ุ1-4 
เดือน มีการเพิ่มข้ึนตามอายท่ีุเพิ่มข้ึนของกุง้ โดยกุง้กุลาด า อาย ุ1-4 เดือน พบวา่มีค่าอยูใ่นช่วง 
14.22-36.44 หน่วยต่อนาทีต่อมิลลิกรัมโปรตีน ส่วนกุง้กุลาด าอาย ุ4 เดือน มีปริมาณเอนไซม์ 
prophenoloxidase สูงท่ีสุด 
 
 Moullac et al. (1998) พบวา่ปฏิกิริยาของเอนไซม ์prophenoloxidase ในสัตวก์ลุ่ม 
crustacean ลดลงเม่ืออยูใ่นสภาวะเครียด ช่วงระยะเวลาของการลอกคราบ (intermoult) และระยะ
ก่อนการลอกคราบ (premoult) มีผลกระทบต่อกิจกรรมของเอนไซม์ prophenoloxidase 
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 การตอบสนองต่อส่ิงแปลกปลอมหรือเช้ือก่อโรคท่ีเขา้สู่ร่างกายกุง้  มีการท างานของเซลล์
เมด็เลือดทั้ง 3 ชนิด โดยจะตอบสนองทั้งภูมิคุม้กนัท่ีอาศยัเซลลเ์มด็เลือดและภูมิคุม้กนัในน ้าเลือด 
ส่งผลใหป้ริมาณของเซลลเ์มด็เลือดมีการเปล่ียนแปลงหลงัจากท่ีไดรั้บเช้ือก่อโรค โดยจ านวนเซลล์
เมด็เลือดจะลดลงทนัทีในชัว่โมงแรกและลดลงอยา่งต่อเน่ืองในชัว่โมงท่ีสองและท่ีสาม ปริมาณเมด็
เลือดจะไม่มีการเปล่ียนแปลงซ่ึงอยูใ่นระดบัต ่าคงท่ีหลงัจากชัว่โมงท่ีส่ี จากนั้นปริมาณเมด็เลือดใน
กุง้จะค่อยๆ เพิ่มข้ึนภายใน 24 ชัว่โมง (กิจการ และคณะ, 2543 ง) นอกจากน้ีพบวา่อวยัวะไดแ้ก่  
เหงือก หวัใจ และต่อมน ้าเหลือง เป็นบริเวณท่ีมีการก าจดัส่ิงแปลกปลอมได ้และผลผลิตสุดทา้ยของ
การก าจดัส่ิงแปลกปลอมก็จะมีการสร้างเมด็สี melanin ข้ึน เน่ืองจากกระบวนการ prophenoloxidase 
activating system 
 
 เน้ือเยือ่ท่ีเก่ียวขอ้งกบัระบบภูมิคุม้กนัในกุง้ คือ ต่อมน ้าเหลือง (Martin et al., 1993) 
hemopoietic tissue ซ่ึงเป็นเซลลท่ี์ท าหนา้ท่ีสร้างเมด็เลือด รวมทั้งเซลลเ์มด็เลือดทั้งสามชนิด โดย
เซลลเ์มด็เลือดมีการกระจายอยูต่ามเน้ือเยือ่หลายส่วน เช่น หวัใจ เหงือก ทางเดินอาหาร เซลลเ์มด็
เลือดท่ีมกัจะพบ คือ hyaline cell ซ่ึงพบเศษเซลล ์และลกัษณะของ myelin figure ซ่ึงแสดงใหเ้ห็นถึง
การจบักินส่ิงแปลกปลอมและการเกิด autophagic vacuoles (กิจการ และคณะ, 2543 ง) 
 
 Fontaine and Lightner (1975) ศึกษาเก่ียวกบัระบบการตอบสนองของเซลลต่์อการบาดเจบ็
ของกุง้สกุล  Penaeus พบวา่เม่ือกุง้ไดรั้บอั นตรายจากส่ิงแปลกปลอม  มีการท าใหเ้กิดการบาดเจบ็
หรือเป็นแผลข้ึนปฏิกิริยาแรกท่ีกุง้มีการตอบสนอง  คือ  มีการเคล่ือนท่ีของ เซลลเ์มด็เลือดไปยงั
บริเวณท่ีมีเกิดการบาดเจบ็ จากนั้นเซลลเ์มด็เลือดกุง้จะเกิดกระบวนการกลืนกินส่ิงแปลกปลอมข้ึน  
ซ่ึงเป็นการก าจดัเช้ือโรคในขั้นตอนแรก จากนั้นจะเกิดปฏิกิริยา  encapsulation มี cellular infiltration 
จะเกิดโครงข่ายของ fibroblast หนาแน่นข้ึน และมี collagen-like fibers เกิดเป็นแผลถาวรและมีการ
สร้างเมด็สี melanin จากกระบวนการ melanization 
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4. ปัจจัยทีม่ีผลต่อระบบภูมิคุ้มกนัของกุ้ง 
 
 4.1 คุณภาพน ้า 
 
       สภาพแวดลอ้มในการเล้ียงกุง้ท่ีไม่เหมาะสมเป็นปัจจยัหลกัท่ีส่งผลใหกุ้ง้เกิดความ 
เครียด มีการลดลงของการตอบสนองทางดา้นภูมิคุม้กนัของกุง้ ส่งผลใหกุ้ง้อ่อนแอ ง่ายต่อการติด
เช้ือ โดยคุณภาพน ้าท่ีส าคญัมีผลต่อระบบภูมิคุม้กนัของกุง้ ไดแ้ก่ 
 

      4.1.1 ความเป็นกรดเป็นด่างหรือพีเอชของน ้า ถา้มีการเปล่ียนแปลงมากในรอบวนัหรือ
มีค่าต ่าหรือสูงเกินไปจะส่งผลใหค้วามสามารถในการก าจดัเช้ือแบคทีเรียในน ้าลดลง แต่จะไม่มีผล
ต่อการเปล่ียนแปลงปริมาณเมด็เลือดรวมและความวอ่งไวของเอนไซม์ phenoloxidase (กิจการ และ
คณะ, 2543 ง) 
 
       4.1.2 ปริมาณออกซิเจนท่ีละลายในน ้า ในสภาวะท่ีออกซิเจนท่ีละลายในน ้าต ่า จะมีผล
ต่อระบบภูมิคุม้กนัของกุง้และพฤติกรรมการด ารงชีวติ โดยกุง้จะเคล่ือนท่ีชา้ลงเพื่อลดกิจกรรมการ
ใชอ้อกซิเจนในร่างกาย และจะวา่ยน ้าสู่ผวิน ้าเพื่อรับออกซิเจน ปริมาณออกซิเจนท่ีละลายต ่าลง 
ส่งผล ใหป้ริมาณเมด็เลือดรวม ความวอ่งไวของเอนไซม์ phenoloxidase ค่าความสามารถในการ
ก าจดัเช้ือแบคทีเรียในน ้าเลือด และความสามารถของเมด็เลือดในการก าจดัส่ิงแปลกปลอมลดลง ซ่ึง
สอดคลอ้งกบัการศึกษา Sediman and Lawrence (1986) พบวา่ท่ีระดบัออกซิเจนท่ีละลายในน ้าต ่า
กวา่ 4 มิลลิกรัมต่อลิตร ส่งผลใหกุ้ง้กุลาด า กุง้แชบว๊ย และกุง้ขาวแวนนาไม (Martinez-Palacios et 
al., 1996) มีอตัราการเจริญเติบโต และน ้าหนกัตวัลดลง 
 
       4.1.3 อุณหภูมิของน ้า เน่ืองจากกุง้เป็นสัตวเ์ลือดเยน็ ดงันั้นอุณหภูมิของน ้าจะมีผลต่อ 
ระบบบภูมิคุม้กนั พบวา่ในสภาวะท่ีอุณหภูมิต ่า (25 องศาเซลเซียส) มีผลใหป้ริมาณเมด็เลือดรวม 
ความวอ่งไวของ phenoloxidase และความสามารถในการก าจดัเช้ือแบคทีเรียในน ้าเลือดลดลงกวา่ 
กุง้ท่ีเล้ียงในสภาวะท่ีอุณหภูมิสูง (30 องศาเซลเซียส) จากการศึกษาของ Yu (1993) เม่ืออุณหภูมิ
ต ่าลง และมีการเล้ียงกุง้ในอตัราความหนาแน่นท่ีสูง ส่งผลใหค้่าเฉล่ียของเมด็เลือดรวมจะลดลง ซ่ึง
ท าใหกุ้ง้มีอตัราการหายใจและน ้าหนกัตวัลดลง โดยกุง้ท่ีเล้ียงในตูท้ดลองท่ีมีอุณหภูมิค่อนขา้งต ่า 
และมีการเปล่ียนแปลงของอุณหภูมิในรอบวนัมาก ส่งผลใหกุ้ง้เกิดความเครียดและมีผลต่อโปรตีน
ในซีรัมมากท่ีสุด 
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       4.1.4 ความเคม็ของน ้า เน่ืองจากความเคม็ท่ีเปล่ียนแปลงไปส่งผลต่อความเขม้ขน้ของ
แร่ธาตุในน ้า โดยน ้าท่ีมีความเคม็ 25 พีพีที มีค่า osmolality ใกลเ้คียงกบัในตวักุง้ เน่ืองจากกุง้ขาว
แวนนาไมมีค่า isoosmotic point (IOP) เท่ากบัน ้าความเคม็ 24.7 practical salinity unit (psu) จึงท า
ใหกุ้ง้ขาวแวนนาไมท่ีเล้ียงในน ้าท่ีมีความเคม็ 25 psu ไม่ตอ้งมีการปรับตวัใหเ้ขา้กบัสภาพแวดลอ้ม
พลงังานและสารอาหารท่ีไดรั้บมาจากอาหาร สามารถน าไปใชใ้นการเจริญเติบโตไดอ้ยา่งเตม็ท่ี ซ่ึง
แตกต่างจากกุง้ท่ีเล้ียงในน ้าความเคม็ต ่าหรือสูงเกินไป กุง้ตอ้งน าพลงังานท่ีไดม้าใชใ้นการปรับตวั
เป็นส่วนใหญ่ ท าใหเ้หลือพลงังานท่ีใชใ้นการเจริญเติบโตมีนอ้ยลง  
 
 Vargas-Albores et al. (1998)  รายงานวา่กุง้ Penaeus californiensis ท่ีอาศยัอยูใ่นน ้าท่ี 
อุณหภูมิและความเคม็น ้าสูงหรือต ่ากวา่ปกติจะมีผลใหค้วามวอ่งไวของเอนไซม ์phenoloxidase 
และค่าโปรตีนในน ้าเลือดลดลง 
 
 กิจการ และคณะ (2543 ข) ไดท้  าการศึกษาปัจจยัส่ิงแวดลอ้มบางประการต่อองคป์ระกอบ
เลือดและระบบภูมิคุม้กนัของกุง้กุลาด า พบวา่ในสภาพท่ีพีเอชของน ้าต ่ากวา่ค่าปกติ (6.0) ไม่มีผล
ต่อการเปล่ียนแปลงปริมาณเมด็เลือดรวม และความวอ่งไวของเอนไซม์ phenoloxidase แต่มีผลให้
ความสามารถในการก าจดัเช้ือแบคทีเรียในน ้าเลือดลดลงแตกต่างจากชุดดควบคุมท่ีพีเอชปกติ (7.8) 
จากการศึกษาผลของปริมาณออกซิเจนท่ีละลายน ้าท่ีมีต่อระบบภูมิคุม้กนั  พบวา่ในสภาวะ ท่ี
ออกซิเจนละลายน ้าต ่า  (0.9-1.2 มิลลิกรัมต่อลิตร ) มีผลใหป้ริมาณเมด็เลือดรวมความวอ่งไวของ
เอนไซม์ phenoloxidase ค่าความสามารถในการก าจดัเช้ือแบคทีเรียใน น ้าเลือด และความสามารถ
ของเมด็เลือดในการก าจดัส่ิงแปลกปลอมลดลงเม่ือเทียบกบัสภาวะท่ีมีออกซิเจน ละลายน ้า ปกติ 
(5.0-5.8  มิลลิกรัมต่อลิตร) ส่วนผลของอุณหภูมิต่อระบบภูมิคุม้กนัพบวา่ในสภาวะท่ีอุณหภูมิต ่า  
(25 องศาเซลเซียส ) มีผลใหป้ริมาณเมด็เลือดรวม  ความวอ่งไวของเอนไ ซม์ phenoloxidase และ
ความสมารถการก าจดัเช้ือแบคทีเรียในน ้าเลือดต ่าลงกวา่ชุดควบคุมท่ีเล้ียงในสภาวะอุณหภูมิสูง  
 

Martin and Graves (1985) ไดร้ายงานวา่ท่ีอุณหภูมิต ่าส่งผลใหป้ริมาณเมด็เลือดลดลงและมี 
ผลใหค้่าความวอ่งไวของเอนไซม์ phenoloxidase ต ่าลงดว้ย 
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4.2  ชีววทิยาบางประการของกุง้ 
 

กุง้มีช่วงระยะเวลาของการลอกคราบและระยะก่อนการลอกคราบ ซ่ึงจะมีผลกระทบต่อการ
ท างานของระบบภูมิคุม้กนั (Moullac et al., 1998) กุง้ขาวแวนนาไมท่ีเล้ียงในน ้าความเคม็ต ่าหรือสูง 
เกินไปจะส่งผลกระทบต่อกระบวนการลอกคราบของกุง้ เน่ืองจากน ้าจากตวักุง้จะมีการแพร่ออก 
และน ้าจากภายนอกจะมีการแพร่เขา้สู่ร่างกาย โดยกุง้เม่ือเขา้สู่ระยะลอกคราบตวักุง้จะดึงน ้าเขา้สู่ 
ร่างกายเพื่อใหร่้างกายขยายตวัและลอกคราบออกจากเดิม เม่ือลอกคราบเสร็จตวักุง้จะมีการดึงแร่
ธาตุกลบัเขา้สู่ร่างกาย โดยเฉพาะแร่ธาตุแคลเซียม เพื่อใชใ้นกระบวนการสร้างเปลือกส่งผลใหกุ้ง้ท่ี
เล้ียงในน ้าความเคม็ต ่าแร่ธาตุในน ้ามีไม่เพียงพอในการสร้างเปลือกร่วมกบั มีน ้าแพร่เขา้สู่ตวักุง้
ตลอด เวลา  ส่งผลใหกุ้ง้อ่อนแอและตายขณะท่ีเปลือกยงัน่ิมอยู ่และเม่ือเล้ียงกุง้ในน ้าท่ีความเคม็สูง 
ท าให ้น ้าในร่างกายกุง้มีการแพร่ออกตลอดเวลาแมจ้ะอยูใ่นระยะก่อนลอกคราบซ่ึงกุง้จะตอ้งใช ้
พลงังาน มากในการดึงน ้าเขา้สู่ร่างกาย ส่งผลใหกุ้ง้ลอกคราบไม่ไดแ้ละตายในท่ีสุดและ Sentos and 
Nary (1987) ไดท้  าการศึกษาในปู Chasmagnathus granulata ท่ีอาศยับริเวณปากแม่น ้า พบวา่ความ
เคม็ ของน ้าส่งผลใหน้ ้าตาลในเลือดลดลงอยา่งรวดเร็วเม่ือเปล่ียนจากน ้าทะเลความเคม็ 30 พีพีที ไป
เป็นน ้าจืด 
 
 กิจการ และคณะ (2543 ค) ไดท้  าการศึกษาองคป์ระกอบและระบบภูมิคุม้กนัในเลือดกุง้
กุลาด าโดยแยกตามเพศ น ้าหนกัและวงจรการลอกคราบ พบวา่ปริมาณเมด็เลือดรวมสูงในระยะก่อน
ลอกคราบ (premolt, D-stage) และมีค่าต ่าสุดหลงัลอกคราบ (postmolt; A, B-stage) เอนไซม ์
phenoloxidase มีค่าสูงสุดในระยะระหวา่งลอกคราบปกติ (intermolt, C-stage) ลดลงในระยะก่อน
ลอกคราบและมีค่าต ่าสุดหลงัลอกคราบ พบวา่ปริมาณเมด็เลือดรวมและปริมาณเอนไซม ์ 
phenoloxidase และปริมาณน ้าตาลในเลือดไม่ข้ึนไม่ข้ึนกบัเพศและขนาดของกุง้ ส่วนระยะการลอก 
คราบของกุง้จะมีผลต่อปริมาณเมด็เลือดในระบบไหลเวยีนโดยกุง้ท่ีอยูใ่นระยะก่อนลอกคราบ
ปริมาณเมด็เลือดในระบบไหลเวยีนสูงกวา่กุง้ในระยะท่ีคราบแขง็แรง และระยะหลงัลอกคราบ กุง้ท่ี
อยูใ่นระยะหลงัลอกคราบมีระบบภูมิคุม้กนัลดต ่าลง ส่งผลใหกุ้ง้เกิดการติดเช้ือไดม้ากกวา่ระยะอ่ืนๆ 
 
 Le et al. (1997) ไดท้  าการศึกษาปริมาณเมด็เลือดรวมเฉล่ียของกุง้ Penaeus stylirostris ใน
ระยะคราบแขง็จะต ่ากวา่ระยะก่อนลอกคราบ และความวอ่งไวของเอนไซม์ phenoloxidase จะมีค่า
ลดลงในระหวา่งการลอกคราบและมีค่าสูงข้ึนในระยะท่ีคราบแขง็แรงดี 
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 Yu (1993) ไดท้  าการศึกษาปริมาณเมด็เลือดรวมเฉล่ียของกุง้ Penaeus japonicus ปกติมีค่า
ต ่าสุดในระยะคราบแขง็และจะมีค่าสูงสุดในระยะก่อนลอกคราบและปริมาณเมด็เลือดรวมจะลดลง 
เม่ืออุณหภูมิต ่าลงและในสภาวะของการเล้ียงท่ีหนาแน่นสูง 
 
 ปริมาณเมด็เลือดรวมของกุง้จะเปล่ียนแปลงไปไดใ้นกรณีของการเกิดโรคติดเช้ือหรือ
สภาวะแวดลอ้มท่ีไม่เหมาะสม เช่น ในสภาวะท่ีน ้ามีการปนเป้ือนจากของเสียชุมชน (Smith et al., 
1985) 
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อปุกรณ์และวธีิการ 
 

1. การศึกษาผลของความเค็มต่อความเป็นพษิแบบเฉียบพลันของสารไอโซยูจินอลต่อกุ้งขาวแวนนา 
    ไมระยะโพสลาร์วา 
 

ด าเนินการทดลองเพื่อหาความเป็นพิษของสารไอโซยจิูนอล ท่ีท าใหส้ัตวท์ดลองตาย 50 
เปอร์เซ็นต ์(median lethal concentration, LC50) ภายในเวลา 24 และ 48 ชัว่โมง โดยวธีิชีววเิคราะห์
แบบน ้าน่ิง (static bioassay)  
   

1. การเตรียมการทดลอง 
 

    1.1 กุง้ขาวแวนนาไม ระยะโพสลาร์วา 8-10  (พี 8-10) 
 

    1.2 การเตรียมสารเคมี สารเคมีท่ีใชใ้นการทดลอง คือ สารไอโซยจิูนอล (ในรูปแบบของ
ผลิตภณัฑ ์Aqui-S™ ท่ีมีปริมาณสารไอโซยจิูนอล 50 เปอร์เซ็นต ์จากบริษทั Bayer Thai Co., Ltd. 
ประเทศไทย) เตรียมสารละลายไอโซยจิูนอลเขม้ขน้ (stock solution) 500 มิลลิกรัมต่อลิตร โดยใช้ 
ปิเปตดูดสาร 1 มิลลิลิตร ละลายในน ้าปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร ท่ีระดบัความเคม็ 5, 15 และ 25       
พีเอสย ู
 

    1.3 ภาชนะทดลอง ใชโ้หลแกว้ทรงกระบอกขนาด 8x12 น้ิว บรรจุน ้าเคม็ ความเคม็ 5, 15 
และ 25 พีเอสย ู ปริมาตร 3 ลิตร ส าหรับกุง้ขาวแวนนาไมระยะโพสลาร์วา 
 

    1.4 การเตรียมน ้าทดลอง น ้าส าหรับทดลองใชน้ ้าทะเลท่ีมีความเคม็ 100-150 พีเอสย ูจาก      
นาเกลือมาเจือจางกบัน ้าจืดใหไ้ดค้วามเคม็ของน ้าท่ีตอ้งการคือ  5, 15 และ 25 พีเอสยู ในถงัไฟเบอร์
กลาส 400 ลิตร เติมอากาศในน ้าตลอดเวลาเพื่อใหน้ ้าเคม็ผสมกบัน ้าจืดอยา่งทัว่ถึง วดัค่าระดบัความ
เคม็ของน ้าโดยใช ้salinometer  
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2. การด าเนินการทดลอง 
 

    การทดลองประกอบดว้ย 2 ขั้นตอน ดงัน้ี 
 
    2.1 การทดลองขั้นตน้ (preliminary test) เป็นการทดลองเพื่อหาระดบัความเขม้ขน้ช่วง 

กวา้งๆ คือ ระดบัความเขม้ขน้ต ่าสุดของสารไอโซยจิูนอล ท่ีท าใหกุ้ง้ขาวแวนนาไมระยะโพสลาร์วา 
(พี 8-10) ตาย 100 เปอร์เซ็นต ์และความเขม้ขน้สูงสุดท่ีกุง้ขาวแวนนาไมรอด 100 เปอร์เซ็นต์ ท าการ
ทดลองโดยเติมสารไอโซยจิูนอล ในความเขม้ขน้ต่างๆ ลงในโหลแกว้ก่อนท่ีจะน ากุง้ขาวแวนนาไม
ระยะโพสลาร์วาใส่ลงโหลๆ ละ 20 ตวั น าค่าความเขม้ขน้ท่ีไดจ้ากการทดลองขั้นตน้น้ีไปใชใ้นการ
จดัระดบัความเขม้ขน้ในการทดลองอยา่งละเอียดต่อไป 
 
     2.2 การทดลองอยา่งละเอียด (full scale test) เป็นการทดลองระดบัความเขม้ขน้ของสาร
ไอโซยจิูนอล ท่ีใชใ้นการทดลอง ซ่ึงอยูใ่นช่วงท่ีสัตวท์ดลองตาย 100 เปอร์เซ็นต ์และมีชีวติรอด 
100 เปอร์เซ็นต ์โดยแบ่งความเขม้ขน้เป็น 6 ระดบัตามมาตราส่วนลอการิทึม พร้อมกบัมีกลุ่มควบ 
คุมเพื่อใชใ้นการเปรียบเทียบ แต่ละระดบัความเขม้ขน้ใชกุ้ง้ขาวแวนนาไมระยะโพสลาร์วา 20 ตวั 
(3 ซ ้ า/ความเขม้ขน้) สังเกตลกัษณะอาการและบนัทึกจ านวนกุง้ขาวแวนนาไมระยะโพสลาร์วาท่ีตาย
ในเวลา 24 และ 48 ชัว่โมง โดยใชเ้กณฑก์ารตดัสินวา่ กุง้ขาวแวนนาไมระยะโพสลาร์วาไม่มีการ
เคล่ือนไหวและไม่แสดงอาการตอบสนองเม่ือใช้แท่งแกว้เข่ียท่ีตวักุง้ กุง้ท่ีตายจะถูกน าออกจากโหล
ทดลองทนัทีท่ีสังเกตเห็น เปอร์เซ็นตก์ารตายสะสมของกุง้ขาวแวนนาไมระยะโพสลาร์วาในแต่ละ
ระดบัความเขม้ขน้ตลอดการทดลองจะน าไปค านวณหาค่าความเขม้ขน้ท่ีท าใหกุ้ง้ขาวแวนนาไม
ระยะโพสลาร์วา ตาย 50 เปอร์เซ็นต ์ในเวลา 48 ชัว่โมง ตามวธีิของ Finney (1971) 
 
     2.3 การศึกษาคุณสมบติัของน ้า ระหวา่งการทดลองใชว้ธีิ การวเิคราะห์ของ APHA et al. 
(1995) โดยวเิคราะห์ค่าออกซิเจนท่ีละลายในน ้า พีเอช ความกระดา้ง ความเป็นด่าง แอมโมเนียรวม 
และไนไตรทใ์นเวลาก่อนการทดลอง และหลงัการทดลอง 48 ชัว่โมง เพื่อศึกษาการเปล่ียนแปลง
คุณสมบติัของน ้าท่ีอาจเกิดข้ึนจากสารไอโซยจิูนอล 
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2.  การศึกษาปริมาณของสารไอโซยูจินอลทีเ่หมาะสมเพือ่ใช้ในการสลบกุ้งขาวแวนนาไม 
 

2.1 น ากุง้ขาวแวนนาไมขนาด 15-20 กรัม จากฟาร์มเล้ียงกุง้ จ. จนัทบุรีมาปรับสภาพก่อน 
เร่ิมการทดลองเป็นระยะเวลา 3 วนัโดยปรับสภาพในถงัไฟเบอร์กลาสขนาดความจุ 5,000 ลิตร ท่ีมี
ความเคม็ของน ้าท่ีใชใ้นการทดลอง 25 พีเอสย ูในระหวา่งท่ีท าการปรับสภาพมีการใหอ้าหาร
ส าเร็จรูปส าหรับกุง้ขาวแวนนาไมวนัละ 3 เวลาและติดตั้งเคร่ืองใหอ้ากาศอยา่งเพียงพอ 
 

2.2 การเตรียมสารเคมี สารเคมีท่ีใชใ้นการทดลอง คือ สารไอโซยจิูนอล (ในรูปแบบของ 
ผลิตภณัฑ ์Aqui-S™ ท่ีมีปริมาณสารไอโซยจิูนอล 50 เปอร์เซ็นต ์จากบริษทั Bayer Thai Co., Ltd. 
ประเทศไทย) เตรียมสารละลายไอโซยจิูนอลเขม้ขน้ (stock solution) 500 มิลลิกรัมต่อลิตร โดยใช ้
ปิเปตดูดสาร 1 มิลลิลิตร ละลายในน ้าปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร ท่ีระดบัความเคม็ 25 พีเอสย ู
 

2.3 น ากุง้ขนาด 15-20 กรัมใส่ในตูก้ระจกตูล้ะ 5 ตวัโดยเตรียมความเขม้ขน้ละ 6 ซ ้ า ซ่ึง
ภายในตูมี้ปริมาตรน ้า 40 ลิตร ความเคม็ 25 พีเอสย ู    
 

2.4 สลบกุง้โดยใชส้ารไอโซยจิูนอลท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ จ านวน 40 ความเขม้ขน้ไดแ้ก่ 2.5, 
5.0, 7.5, 10.0, 12.5, 15.0, 17.5, 20.0, 22.5, 25.0, 27.5, 30.0, 32.5, 35.0, 37.5, 40.0, 42.5, 45.0, 47.5, 
50.0, 52.5, 55.0, 57.5, 60.0, 62.5, 65.0, 67.5, 70.0, 72.5, 75.0, 77.5, 80.0, 82.5, 85.0, 87.5, 90.0, 
92.5, 95.0, 97.5 และ 100.0 พีพีเอม็ 
 

2.5 เม่ือครบ 2 นาที นบัปริมาณกุง้ท่ีสลบในแต่ละความเขม้ขน้ โดยพิจารณาจากการสลบ 
ถึงระยะท่ี 3 จดบนัทึกผลความเขม้ขน้ท่ีท าใหกุ้ง้สลบถึงระยะท่ี 3  

 
2.6 น ากุง้ขนาด 15-20 กรัมใส่ในตูก้ระจกตูล้ะ 5 ตวัโดยเตรียมความเขม้ขน้ละ 6 ซ ้ า ซ่ึง

ภายในตูมี้ปริมาตรน ้า 40 ลิตร ความเคม็ 25 พีเอสย ู    
 

2.7 สลบกุง้โดยใชส้ารไอโซยจิูนอลท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ จ านวน 40 ความเขม้ขน้ไดแ้ก่ 2.5, 
5.0, 7.5, 10.0, 12.5, 15.0, 17.5, 20.0, 22.5, 25.0, 27.5, 30.0, 32.5, 35.0, 37.5, 40.0, 42.5, 45.0, 47.5, 
50.0, 52.5, 55.0, 57.5, 60.0, 62.5, 65.0, 67.5, 70.0, 72.5, 75.0, 77.5, 80.0, 82.5, 85.0, 87.5, 90.0, 
92.5, 95.0, 97.5 และ 100.0 พีพีเอม็ 
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2.8 เม่ือครบ 10 นาที นบัปริมาณกุง้ท่ีสลบในแต่ละความเขม้ขน้ โดยพิจารณาจากการสลบ 
ถึงระยะท่ี 3 จดบนัทึกผลความเขม้ขน้ท่ีท าใหกุ้ง้สลบถึงระยะท่ี 3  

 
3. การศึกษาหาระยะเวลาฟ้ืนของกุ้งขาวแวนนาไมหลงัจากการสลบ 
 

3.1 การเตรียมสัตวท์ดลองในการทดลองท่ี 3 ใชว้ธีิการเตรียมเช่นเดียวกบัการเตรียม 
สัตวท์ดลองท่ีอธิบายในการทดลองท่ี 2  
 

3.2 การเตรียมสารเคมีในการทดลองท่ี 3 ใชว้ธีิการเตรียมเช่นเดียวกบักบัการเตรียมสารเคมี 
ท่ีอธิบายในการทดลองท่ี 2  
 

3.3 ผสมสารไอโซยจิูนอลความเขม้ขน้ท่ีท าใหกุ้ง้สลบในระยะเวลา 2 นาที (จากการทดลอง
ท่ี 2) ในตูก้ระจกตูล้ะ 5 ตวัโดยเตรียมความเขม้ขน้ละ 6 ซ ้ า ซ่ึงภายในตูมี้ปริมาตรน ้า 40 ลิตร ความ
เคม็ 25 พีเอสย ู

 
3.4 แช่กุง้ในสารไอโซยจิูนอล เป็นเวลา 2, 5, 10, 15 นาที พอครบระยะเวลาท่ีก าหนดน ากุง้

ใส่น ้าเคม็ท่ีสะอาด จบัระยะเวลาท่ีกุง้เร่ิมฟ้ืน บนัทึกรายละเอียด 
 
3.5 ผสมสารไอโซยจิูนอลความเขม้ขน้ท่ีท าใหกุ้ง้สลบในระยะเวลา 10 นาที (จากการ

ทดลองท่ี 2) ในตูก้ระจกตูล้ะ 5 ตวัโดยเตรียมความเขม้ขน้ละ 6 ซ ้ า ซ่ึงภายในตูมี้ปริมาตรน ้า 40 ลิตร 
ความเคม็ 25 พีเอสย ู
 

3.6 แช่กุง้ในสารไอโซยจิูนอล เป็นเวลา  10, 15, 20 นาที  พอครบระยะเวลาท่ีก าหนดน ากุง้
ใส่น ้าเคม็ท่ีสะอาด จบัระยะเวลาท่ีกุง้เร่ิมฟ้ืน บนัทึกรายละเอียด 

 
4. การศึกษาหาอตัราการเส่ือมของสารไอโซยูจินอล 
 

4.1 การเตรียมสัตวท์ดลองในการทดลองท่ี 4 ใชว้ธีิการเตรียมเช่นเดียวกบัการเตรียม 
สัตวท์ดลองท่ีอธิบายในการทดลองท่ี 2  
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4.2 การเตรียมสารเคมีในการทดลองท่ี 4 ใชว้ธีิการเตรียมเช่นเดียวกบักบัการเตรียมสารเคมี 
ท่ีอธิบายในการทดลองท่ี 2  
 

4.3 เม่ือไดร้ะดบัความเขม้ขน้ของสารไอโซยจิูนอลท่ีท าใหกุ้ง้สลบ 2 นาที (จากการทดลอง
ท่ี 2) น าความเขม้ขน้ดงักล่าวมาหาระยะเวลาการเส่ือมของสารโดยผสมสารไอโซยจิูนอลในตู้
กระจก ตั้งทิ้งไวร้ะยะเวลาต่างๆ ไดแ้ก่ 3, 6, 12, 24 และ 48 ชัว่โมง  
 

4.4 เม่ือครบระยะเวลาท่ีก าหนดระยะตามเวลาท่ีไดก้ล่าวในขอ้ 4.3 น ากุง้จ  านวน 10 ตวั/ซ ้ า 
จ  านวน 5 ซ ้ า มา ท าการสลบในตูก้ระจกท่ีตั้งสารไอโซยจิูนอล จบัเวลาท่ีกุง้ใชใ้นการสลบ 
 
5. การศึกษาหาอตัราค่าเส่ือมของสารไอโซยูจินอลในการใช้สารซ ้า 
 

5.1 เตรียมตูก้ระจกใส่น ้าปริมาตร  40 ลิตร  ความเคม็  25 พีเอสย ู ผสมสารไอโซยจิูนอล 
ความเขม้ขน้ท่ีท าใหกุ้ง้สลบเป็นระยะเวลา 2 นาที (จากการทดลองท่ี 2) 
 

5.2 น ากุง้ใส่ตูค้ร้ังละ 10 ตวั/ซ ้ า จ  านวน 3 ซ ้ า เม่ือครบ 2 นาที น าไปใส่ในน ้าเคม็สะอาด   
จบัระยะเวลาพกัฟ้ืน 
 

5.3 ท าเช่นเดียวกบัวธีิขา้งตน้ โดยใส่กุง้ทดลองชุดใหม่แต่ใชส้ารท่ีเตรียมไวใ้นตูก้ระจกเดิม 
เพื่อศึกษาวา่สารไอโซยจิูนอลท่ีผสมไวส้ามารถน ากลบัมาใชซ้ ้ าไดก่ี้คร้ังหรือจะสามารถท าใหกุ้ง้  
สลบตอ้งใชเ้วลานานเพิ่มข้ึนในการท่ีจะสลบกุง้ในคร้ังต่อๆ ไป 
 
6. การศึกษาการตอบสนองทางภูมิคุ้มกนัแบบไม่จ าเพาะของกุ้งขาวแวนนาไมทีไ่ด้รับสารไอโซ         
    ยูจินอลและระยะเวลาฟ้ืนที่ 0, 6, 12, 24  และ 48 ช่ัวโมง 
 
 การทดลองน้ีเป็นการศึกษาการตอบสนองทางภูมิคุม้กนัแบบไม่จ  าเพาะของกุง้ขาวแวนนา
ไม เม่ือขนยา้ยกุง้ขาวจากถงัเล้ียงไปยงัตูก้ระจก ซ่ึงเป็นการทดสอบประสิทธิภาพของยาสลบในการ
เคล่ือนยา้ยกุง้ช่วงสั้น เพื่อประโยชน์ในการชัง่น ้าหนกั หรือการ handling โดยเปรียบเทียบกุง้ท่ีขน
ยา้ยโดยใชย้าสลบ และกุง้กลุ่มควบคุมซ่ึงขนยา้ยโดยวธีิปกติ  
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 6.1 น ากุง้ขาวแวนนาไมขนาด 15-20 กรัม จากฟาร์มเล้ียงกุง้เอกชน มาปรับสภาพก่อนเร่ิม
การทดลองเป็นระยะเวลา 3 วนั โดยปรับสภาพในถงัไฟเบอร์กลาสขนาดความจุ 5,000 ลิตร ท่ีมี
ความเคม็ 25 พีเอสย ูซ่ึงในระหวา่งท่ีท าการปรับสภาพมีการใหอ้าหารส าเร็จรูปส าหรับกุง้ขาวแวน
นาไมวนัละ 3 เวลา และติดตั้งเคร่ืองใหอ้ากาศอยา่งเพียงพอ 
 
 6.2 สุ่มกุง้จากถงัไฟเบอร์กลาสจ านวน 450 ตวั มาเล้ียงในถงัไฟเบอร์กลาสขนาด 500 ลิตร 
โดยแบ่งเป็น 3 ชุดการทดลอง ชุดการทดลองละ 5 ถงั ถงัละ 30 ตวั ไดแ้ก่ 
 
        ชุดการทดลองท่ี 1 กุง้ชุดควบคุม เป็นกุง้กลุ่มปกติท่ียงัไม่มีการเคล่ือนยา้ย และไม่ไดรั้บ 
                                                  สารไอโซยจิูนอล 
                     ชุดการทดลองท่ี 2 กุง้กลุ่มการทดลองท่ีไดรั้บสารไอโซยจิูนอลก่อนการขนยา้ย 
        ชุดการทดลองท่ี 3 กุง้กลุ่มการทดลองท่ีไม่ไดรั้บสารไอโซยจิูนอลก่อนการขนยา้ย 
  
 ปรับสภาพก่อนเร่ิมการทดลองเป็นระยะเวลา 3 วนั โดยปรับสภาพในถงัไฟเบอร์กลาส
ขนาด 500 ลิตร ท่ีมีความเคม็ 25 พีเอสย ูซ่ึงในระหวา่งท่ีท าการปรับสภาพมีการใหอ้าหารส าเร็จรูป
ส าหรับกุง้ขาวแวนนาไมวนัละ 3 เวลา และติดตั้งเคร่ืองใหอ้ากาศอยา่งเพียงพอ 
 
 6.3 เม่ือเร่ิมการทดลองท าการดูดเลือดกุง้จากชุดการทดลองท่ี 1 (ชุดควบคุม) เป็นกุง้ปกติ 
หรือก่อนเร่ิมการทดลอง 
 
 6.4 ท าการใหย้าสลบระดบัความเขม้ขน้ท่ีท าใหกุ้ง้สลบภายใน 2 นาที (จากการทดลองท่ี 2)  
 ในกุง้ชุดการทดลองท่ี 2 ส าหรับกุง้ในชุดการทดลองท่ี 3 ไม่ไดใ้หย้าสลบ 
  
 6.5 น ากุง้ชุดการทดลองท่ี 2 หลงัจากใส่ยาสลบและชุดการทดลองท่ี 3 ขนยา้ยกุง้ใส่ในตู้
กระจกท่ีมีน ้าเคม็สะอาดบรรจุอยู่ โดยชุดการทดลองละ 15 ตู ้แต่ละตูใ้ส่กุง้จ  านวน 10 ตวั 
 
 6.6 ท าการศึกษาระดบัภูมิคุม้กนัในกุง้จากแต่ละถงัท่ีระยะเวลา 0, 6, 12, 24 และ 48 ชัว่โมง  
 

6.7 โดยเจาะเลือดจากแอ่งเลือด  (ventral sinus) ปริมาณ 0.5 มิลลิลิตร  ดว้ยเขม็ฉีดยาซ่ึ ง
ภายในบรรจุสารป้ องกนัเลือดแขง็ตั ว (anticoagulant  ( อตัราส่วนเลือดต่อสารป้องกนั เลือดแขง็ตวั
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เท่ากบั 1:2 น าเลือดท่ีไดไ้ปวเิคราะห์ปริมาณของเมด็เลือดรวม  กิจกรรมของกระบวนการกลืนกินส่ิง
แปลกปลอมของเมด็เลือดกุง้  กิจกรรมการท าลายแบคทีเรียของน ้าเลือด  กิจกรรมของเอนไซม์  
phenoloxidase (phenoloxidase activating system) และการผลิต superoxide dismutase 
 

วเิคราะห์ความแตกต่างทางดา้นสถิติโดยวธีิ T-test ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95 เปอร์เซ็นต ์ดว้ย
โปรแกรมส าเร็จรูปทางสถิติ (อนนัตช์ยั, 2542) 
 
ข้ันตอนการวเิคราะห์ระบบภูมิคุ้มกนัในแต่ละพารามิเตอร์ มีรายละเอยีดดังนี ้
 
1. การตรวจนบัปริมาณเมด็เลือดรวมของกุง้ 
 

1.1 ดูดเลือดจากแอ่งเลือด โดยในหลอดฉีดยาบรรจุสารป้องกนัการแขง็ตวัของเลือดใน
อตัราส่วน 2:1 น าเลือดใส่ในหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร ท่ีผา่นการฆ่าเช้ือแลว้ ใส่ลงในน ้าแขง็เพื่อให้ 
เกิดปฏิกิริยาการแขง็ตวัของเลือดชา้ลง 
 

1.2 ใช ้micropipette ดูดเลือดกุง้ปริมาตร 20 ไมโครลิตร เพื่อน าไปนบัจ านวนเซลลโ์ดยใช ้
hemocytometer 
 

1.3 ค านวณปริมาณเมด็เลือดเป็นจ านวนเซลลต่์อลูกบาศกมิ์ลลิลิตร โดยหาค่าไดจ้าก 
  

ปริมาตรของ Hemocytometer = กวา้ง x ยาว x สูง 

 = 1 มิลลิลิตร x 1 มิลลิลิตร x 0.1 มิลลิลิตร 

 = 0.1 ลูกบาศกมิ์ลลิเมตร 
จ านวนเซลลเ์มด็เลือดต่อลูกบาศกมิ์ลลิเมตร = เซลลเ์มด็เลือดท่ีนบัได้ 

จ  านวนเซลลเ์มด็เลือดต่อลูกบาศกมิ์ลลิเมตร = เซลลเ์มด็เลือดท่ีนบัได ้x 104x ค่าdilution 
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2. กิจกรรมการท าลายแบคทีเรียของน ้าเลือดกุง้ ตามวธีิของกิจการ และคณะ (2543 จ) 
 

2.1 เตรียมเช้ือแบคทีเรีย V. harveyi บริสุทธ์ิ โดยน ามาเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือ TSA (Tryptic 
Soy Agar) บ่มเป็นเวลา 24 ชัว่โมง ท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส (เน่ืองจากเช้ือท่ีอยูบ่นอาหารเล้ียง
เช้ือ TSA สามารถน าไปละลายในน ้าเกลือไดง่้ายกวา่เช้ือท่ีเล้ียงบนอาหาร TCBS จึงนิยมใชเ้ล้ียงบน
อาหารเล้ียงเช้ือ TSA) 
 
 2.2 เตรียมสารละลายเช้ือ V. harveyi  โดยน าเช้ือท่ีเป็นโคโลนีเด่ียว ละลายในน ้าเกลือปลอด 
เช้ือท่ีความเขม้ขน้ 1.5 เปอร์เซ็นต ์โดยเตรียมน ้าเกลือประมาณ 10 มิลลิลิตร (หรือมากจนเกินพอ
ส าหรับการทดลองคร้ังนั้นๆ) จากนั้นน าสารละลายเช้ือท่ีไดไ้ปวดัค่าดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 
640 นาโนเมตร ใหไ้ดค้่า OD ประมาณ 0.08-0.1  บนัทึกค่า OD ท่ีเลือกใช ้
 

2.3 เจาะเลือดกุง้จากแอ่งเลือด โดยใชส้ารป้องกนัการแขง็ตวัของเลือด ในอตัราส่วน 1:1 
โดยดูดเลือดกุง้ 1 มิลลิลิตร ในหลอดฉีดยาท่ีมีสารป้องกนัการแขง็ตวัของเลือดปริมาณ 1 มิลลิลิตร   
 

2.4 น ามาแยกซีรัมออกจากเมด็เลือดกุง้โดยน ามาหมุนเหวีย่งดว้ยเคร่ือง centrifuge ท่ี
ความเร็วรอบ 1,000 rpm นาน 10 นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส น าส่วนใสดา้นบนมาใช ้
 
 2.5 น าซีรัมมาเจือจางโดยใชส้ารละลายโซเดียมคลอไรด ์2.6 เปอร์เซ็นต ์เป็นตวัเจือจางใน
ระดบั 1:2 1:4 1:8 1:16 และ 1:32 โดยปรับปริมาตรในการเจือจางใหไ้ดห้ลอดละ 0.5 มิลลิลิตร 
 
 2.6 น าสารละลายเช้ือแบคทีเรียท่ีเตรียมไว ้มาเติมในหลอดทดลองท่ีเจือจางซีรัม ในแต่ละ
ความเขม้ขน้ไวแ้ลว้ เติมสารละลายเช้ือแบคทีเรียปริมาณ 0.1 มิลลิลิตร และบ่มท่ีอุณหภูมิหอ้งเป็น
เวลา 3 ชัว่โมง 
 

2.7 น าส่วนผสมแต่ละหลอดมานบัปริมาณเช้ือแบคทีเรีย ท าการเจือจางส่วนผสมแต่ละ 
หลอด โดยใชน้ ้าเกลือปลอดเช้ือท่ีความเขม้ขน้ 1.5 เปอร์เซ็นต ์ใชว้ธีิ spread plate ในอาหารเล้ียงเช้ือ 
TCBS agar จดบนัทึกค่าของการเจือจางซีรัมท่ีสามารถลดปริมาณเช้ือแบคทีเรียลงได ้50 เปอร์เซ็นต ์
ในระยะเวลา 3 ชัว่โมง โดยเปรียบเทียบกบัชุดควบคุมท่ีใชส้ารละลายโซเดียมคลอไรด ์2.6 
เปอร์เซ็นต ์ปริมาณ 0.5 มิลลิลิตร รวมกบัสารละลายแบคทีเรีย 0.1 มิลลิลิตร 
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3. การศึกษากระบวนการกลืนกินส่ิงแปลกปลอมเมด็เลือดกุง้ ตามวธีิของ Itami  et al. (1994)  
 
 3.1 เจาะเลือดจากแอ่งเลือด โดยใชส้ารป้องกนัการแขง็ตวัของเลือด ในอตัราส่วน (เลือด
กุง้:anticoagulant) 1:2 โดยดูดเลือดกุง้ 0.5 มิลลิลิตร ในหลอดฉีดยาท่ีมีสารป้องกนัการแขง็ตวัของ
เลือดปริมาณ 1 มิลลิลิตร 
 

3.2 หมุนเหวีย่งท่ีความเร็ว 1,000 rpm เป็นเวลา 10 นาที อุณหภูมิท่ี 5 องศาเซลเซียส เพื่อ
แยกเซลลเ์มด็เลือดกุง้ โดยน าส่วนใสดา้นบนทิ้ง ท าการลา้งตะกอนเมด็เลือด โดยเติม shrimp saline 
2-3 มิลลิลิตร โดยใช ้pipette ดูดข้ึนลงเบาๆ เพื่อใหส้ารละลายเขา้กนั 
 

3.3 หมุนเหวีย่งท่ีความเร็ว 1,000 rpm เป็นเวลา 10 นาที โดยมีการควบคุมอุณหภูมิท่ี  4 
องศาเซลเซียส โดยท าเช่นน้ี 2 คร้ัง 
 

3.4 ละลายตะกอนเมด็เลือดใน shrimp saline 1 มิลลิลิตร และใช ้pipette ดูดข้ึนลงเบาๆ 
เพื่อใหส้ารละลายเขา้กนั 
 

3.5 น าสารละลายท่ีไดผ้สมกบั trypan blue ในอตัราส่วน 1:1 โดยใช ้trypan blue 50 
ไมโครลิตรและสารละลายเมด็เลือด 50 ไมโครลิตร ผสมใหเ้ขา้กนั น ามา 50 ไมโครลิตร นบัจ านวน
เมด็เลือดกุง้ใน hemocytometer แลว้น ามาค านวณใหไ้ดเ้ซลลป์ระมาณ 1×105 เซลลต่์อมิลลิลิตร 
 

3.6 น าสารละลายเซลลเ์มด็เลือดปริมาตร 200 ไมโครลิตร เล้ียงบน cover glass โดย spread 
ทิ้งไว ้20 นาที 
 

3.7 ลา้งดว้ย shrimp saline 3 คร้ัง คร้ังละ 5 นาที 
 
3.8 หยดสารละลาย heat- killed yeast 2  มิลลิลิตร ทิ้งไวเ้ป็นเวลา 2 ชัว่โมง 

 
3.9 ลา้งดว้ย shrimp saline 5 คร้ัง 
 
3.10 หยดน ้ายา fixative  1 มิลลิลิตร ทิ้งไว ้10 นาที 
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3.11 ลา้งดว้ยน ากลัน่ 3 คร้ัง ทิ้งใหแ้หง้ 20- 60 นาที 
  

3.12 ยอ้มดว้ยสี Giemsa stain 5 นาที 
 

3.13 ลา้งดว้ยน ากลัน่ 3 คร้ัง ตั้งทิ้งใหแ้หง้ขา้มคืน 
 

3.14 ปิดสไลดด์ว้ย permount 
 

น าขอ้มูลไปวเิคราะห์โ ดยการนบัจ านวนเซลล์   โดยสุ่มนบัจ านวนเซลลเ์มด็เลือดทั้งหมด  
200 เซลล ์ในแต่ละ cover glass นบัเซลลเ์มด็เลือดท่ีกินยสีต ์และไม่กินยสีตเ์ขา้ไป ค านวณค่าไดจ้าก 
      
ร้อยละของเมด็เลือดกุง้ท่ีเกิดกระบวนการ     =   จ  านวนเซลลเ์มด็เลือดท่ีกินเซลลย์สีตเ์ขา้ไป    x 100    
กลืนกินส่ิงแปลกปลอม (% phagocytosis)                  จ  านวนเซลลเ์มด็เลือดทั้งหมด 
 
4. กิจกรรมของเอนไซม ์phenoloxidase  
 
 การเก็บตวัอยา่งเลือดกุง้และการเตรียม hemocyte lysate (HLS) ตามวธีิของกิจการ และ
คณะ  (2543 จ) 
 

4.1 เก็บตวัอยา่งเลือดจากกุง้แต่ละตวั  โดยเจาะเลือดจากบริเวณแอ่งเลือด ประมาณ 0.5 
มิลลิลิตรผสมกบัสารละลาย K-199 พีเอช 7.4 ท่ีเติม L-cystein 5 เปอร์เซ็นต ์เป็นสารป้องกนัเลือด
แขง็ตวัจนไดป้ริมาณครบ 1 มิลลิลิตร  

 
4.2 หมุนเหวีย่งท่ีความเร็ว 6,500 rpm เป็นเวลา 2 นาที อุณหภูมิท่ี 4 องศาเซลเซียส 
 
4.3 น าส่วนใสดา้นบนทิ้ง น าส่วนตะกอนเมด็เลือดท่ีไดน้ ามาลา้งในสารละลาย K -199 และ

ละลายในสารละลาย cacodylate buffer พีเอช 7.4 
 

4.4 ท าใหส่้วนของเซลลเ์มด็เลือดแตก โดยใช ้Sonicator : vibracell  ท่ีแอมพลิจูด 30 เป็น
เวลา 5 วนิาที 
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4.5 น าสารละลายท่ีไดม้าหมุนเหวี่ยงใหต้กตะกอน ท่ี 10,000 rpm เป็นเวลา 10 นาที ท่ี
อุณหภูมิ  4 องศาเซลเซียส 
 
 4.6 แยกส่วนใสดา้นบนออก ซ่ึงเป็น hemocyte lysate (HLS) เก็บไวใ้ชใ้นขั้นตอนต่อไป 
 
 การวเิคราะห์ความวอ่งไวของเอนไซม์  phenoloxidase ดดัแปลงจากวธีิการของ  Söderhall 
and Hall (1984) 
 

1. น า HLS ท่ีเตรียมได ้200 ไมโครลิตร ผสมรวมกบัสารละลายทริปซิน (0.1 เปอร์เซ็นต ์ใน 
cacodylate buffer) 200 ไมโครลิตร ทิ้งใหเ้กิดปฏิกิริยาประมาณ 2 นาที ท่ีอุณหภูมิหอ้ง (28 องศา
เซลเซียส) 
 
 2. เติมสารละลาย L-dihydroxyphenylalanine (L-DOPA 4 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) 200 
ไมโครลิตร และทิ้งใหเ้กิดปฏิกิริยาท่ีอุณหภูมิหอ้ง 
 
 3. น ามาวดัค่าดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 490 นาโนเมตร ทุกๆ 2 นาที โดยเปรียบเทียบกบั
สารละลายควบคุม (blank) ซ่ึงใชน้ ้ากลัน่ผสมกบัสารละลายป้องกนัเลือดแขง็ตวั สารละลาย K-199 
พีเอช 7.4 ท่ีเติม L-cystein 5 เปอร์เซ็นต์ ผสมกบัทริปซิน  L-dihydroxyphenylalanine และ
cacodylate buffer  แทนการใช ้HLS ท าการวดัค่า OD จนปฏิกิริยาเกิดอยา่งสมบูรณ์ 
 
 4. วเิคราะห์ปริมาณโปรตีนใน HLS โดยวธีิของ Lowry et al. (1951)  น าค่าท่ีไดม้าค านวณ
หน่วย (unit) ของเอนไซมฟี์นอลออกซิเดส โดยค านวณหาค่าดงัน้ี 

 
1 หน่วยของฟีนอลออกซิเดส  =       OD 490 / นาที / มิลลิกรัมโปรตีน 

 
5. การศึกษาการผลิตเอนไซม ์superoxide dismutase 
 
 ท าการศึกษาโดยใชชุ้ดการทดลองส าเร็จรูป test kit ) RANSOD@ superoxide dismutase) 
โดยเตรียมชุดมาตรฐานใชใ้นการเปรียบเทียบเพื่อหาปริมาณเอนไซม์ superoxide dismutase ใน
ตวัอยา่งเมด็เลือดกุง้  
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5.1 เตรียมสารละลายมาตรฐาน S1-S6 จากสารละลาย CAL standard และสารละลาย 
phosphate buffer 0.01 เปอร์เซ็นต ์ดงัภาพท่ี 4 
 

 
 
ภาพที ่4  ขั้นตอนการเตรียมสารละลายมาตรฐานของชุดทดลองส าเร็จรูป RANSOD@ superoxide   
               dismutase 
 
 5.2 น าสารละลายมาตรฐาน  S1-S6 เตรียมใหไ้ด ้ 50 ไมโครลิตร ผสมกบั R1 1,700 
ไมโครลิตรและเติมสารละลาย R2 250 ไมโครลิตร มาวดัค่าดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 505 นาโน
เมตร โดยจดบนัทึกค่า A1 ท่ี 30 วนิาที และจดบนัทึกค่า  A2 ท่ี 3 นาที 30 วนิาที โดยเปรียบเทียบกบั 
air blank 
 
 วธีิการหาปริมาณเอนไซม ์superoxide dismutase ในตวัอยา่งเมด็เลือดกุง้ 
 
 1. เก็บตวัอยา่งเลือดจากกุง้แต่ละตวั โดยเจาะเลือดจากบริเวณแอ่งเลือด ประมาณ 0.5 
มิลลิลิตรผสมกบัสารละลาย K-199 พีเอช 7.4 ท่ีเติม L-cystein 5 เปอร์เซ็นต ์เป็นสารป้องกนัเลือด
แขง็ตวัจนไดป้ริมาณครบ 1 มิลลิลิตร  
 
 2. หมุนเหวีย่งท่ีความเร็ว 3,000 rpm เป็นเวลา 10 นาที อุณหภูมิท่ี 4 องศาเซลเซียส 
 
 3. น าส่วนใสดา้นบนทิ้ง น าส่วนตะกอนเมด็เลือดท่ีไดน้ ามาลา้งในสารละลายโซเดียมคลอ
ไรด ์0.9 เปอร์เซ็นต ์ โดยเติมโซเดียมคลอไรด์ 3 มิลลิลิตร ผสมดว้ย dropper แกว้เบาๆ 
 

4. หมุนเหวีย่งท่ีความเร็ว 3,000 rpm เป็นเวลา 10 นาที อุณหภูมิท่ี  4 องศาเซลเซียส 
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5. ลา้งดว้ยสารละลายโซเดียมคลอไรด ์4 คร้ัง (ท าซ ้ าขอ้ 3-4) น าสารละลายส่วนใสดา้นบน
ทิ้ง 

6. ละลายตะกอนเมด็เลือดดว้ยน ้ากลัน่ชนิด tri-distrilled water ท่ีเยน็ ปริมาตร 2 มิลลิลิตร 
 

7. น าสารละลายเมด็เลือดท่ีเตรียมได ้50 ไมโครลิตร ผสมรวมกบั R1 1,700 ไมโครลิตร  
และเติมสารละลาย R2 250 ไมโครลิตร 
 

8. น ามาวดัค่าดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 505 นาโนเมตร  โดยจดบนัทึกค่า A1 ท่ี 30 วนิาที 
และจดบนัทึกค่า ท่ี 3 นาที 30 วนิาที โดยเปรียบเทียบกบั air blank 
 

9. น าค่า A1 และ ค่าท่ีไดม้าค านวณหาค่าเปอร์เซ็นต ์inhibition โดยค านวณหาค่าดงัน้ี 
 

 A /min of standard or sample (Bn)  =       A 2 – A1  
                                                    3 
                                             

 % inhibition = Bn 
x 

100 

  Bs1  
 
10. น าค่าเปอร์เซ็นต ์inhibition ของสารละลายมาตรฐาน S1-S6 มาสร้างกราฟ log ฐาน 10

เพื่อน าค่าเปอร์เซ็นต ์inhibition ของตวัอยา่งเลือดกุง้มาหาค่าปริมาณเอนไซม์ superoxide dismutase 
ในหน่วยเอนไซม ์superoxide dismutase units ต่อมิลลิลิตร (SOD units/ml) 
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ภาพที ่5  บรรจุภณัฑข์องสารไอโซยจิูนอล 
 

 
 
ภาพที ่6  ลกัษณะของสารไอโซยจิูนอลเป็นของเหลวหนืดมีสีเหลือง 
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ภาพที ่7  ลกัษณะของสารละลายไอโซยจิูนอลเขม้ขน้ (stock solution) 500 มิลลิกรัมต่อลิตร 
 

 
 

ภาพที ่8  ลูกกุง้ขาวแวนนาไมระยะโพสลาร์วา 8-10 ท่ีใชใ้นการทดลอง 
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ภาพที ่9  กุง้ขาวแวนนาไมขนาด 15-20 กรัมท่ีใชใ้นการทดลอง 
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สถานทีแ่ละระยะเวลาท าการวจัิย 
 
1.สถานทีท่ าการวจัิย 
 
 อาคารปฏิบติัการศูนยว์จิยัธุรกิจเพาะเล้ียงสัตวน์ ้า ภาควชิาชีววทิยาประมง คณะประมง 
มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์   
  
2.ระยะเวลาท าการวจัิย  
 
 ด าเนินการทดลองระหวา่งเดือนเมษายน พ.ศ. 2553 – ธนัวาคม พ.ศ. 2553 
 

ประโยชน์ทีค่าดว่าจะได้รับ 
  
 น าผลการศึกษาไปประยกุตเ์ลือกใชร้ะดบัความเขม้ขน้ของสารโซยจิูนอลท่ีสามารถลด
ความเครียดจากการขนยา้ยกุง้ขาวแวนนาไม 
 

แหล่งทุนสนับสนุน 
 
 ไดรั้บทุนสนบัสนุนจาก บริษทั Bayer Thai Co., Ltd. ประเทศไทย 
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ผลและวจิารณ์ 
 

1. การศึกษาผลของความเค็มต่อความเป็นพษิแบบเฉียบพลนัของสารไอโซยูจินอลต่อกุ้ง 
    ขาวแวนนาไมระยะโพสลาร์วา 
 

จากการศึกษาความเป็นพิษเฉียบพลนัของสารไอโซยจิูนอล ต่อกุง้ขาวแวนนาไมระยะ      
โพสลาร์วา 8-10 ท่ีระดบัความเคม็ 5, 15 และ 25 พีเอสย ูไดผ้ลการศึกษาดงัน้ี 
 

1.1 พิษเฉียบพลนัท่ีระดบัความเคม็ 5 พีเอสย ู
 
 การทดลองในขั้นตน้ พบวา่ระดบัความเขม้ขน้ต ่าสุดของสารไอโซยจิูนอลท่ีท าใหกุ้ง้ขาว 
แวนนาไม ระยะ โพสลาร์วา 8-10 ตาย 100 เปอร์เซ็นต ์คือ 45.00 พีพีเอม็ และระดบัความเขม้ขน้
สูงสุดของสารไอโซยจิูนอลท่ีไม่ท าใหลู้กกุง้ขาวตาย คือ  15.00 พีพีเอม็ เม่ือน าความเขม้ขน้ดงักล่าว
มาจดัระดบัช่วงความเขม้ขน้ตามสัดส่วนลอการิทึมเพื่อใชใ้นการทดลองขั้นละเอียด 6 ระดบั ไดเ้ป็น 
15.00, 18.69, 23.28, 28.99, 36.11 และ 45.00 พีพีเอม็ 
 
 หลงัจากเติมสารไอโซยจิูนอล พบวา่ท่ีระดบัความเขม้ขน้ต ่าสุด 15.00 พีพีเอม็ ลูกกุง้ ไม่มี
อาการผดิปกติและไม่ตายตลอดการทดลอง แต่ท่ีระดบัความเขม้ขน้สูงข้ึนคือ 18.69, 23.28, 28.99, 
36.11 และ 45.00 พีพีเอม็ ลูกกุง้เร่ิมตายท่ี 24 ชัว่โมงและ เม่ือครบระยะเวลา 48 ชัว่โมง ลูกกุง้จะตาย
เพิ่มข้ึน และท่ีความเขม้ขน้ 45.00 พีพีเอม็ ลูกกุง้จะตายหมด (ตารางท่ี 1) 
 
 เม่ือน าอตัราการตายสะสมของกุง้ขาวแวนนาไม ระยะโพสลาร์วา 8-10 ท่ีไดรั้บสารไอโซ   
ยจิูนอลเป็นระยะเวลา 48 ชัว่โมง ในน ้าความเคม็ 5 พีเอสย ูท่ีระดบัความเขม้ขน้ต่างๆ มาค านวณหา
ค่า LC50 ท่ี 48 ชัว่โมง ตามวธีิของ Finney (1971) มีค่าเท่ากบั 19.93 (17.53-22.33) พีพีเอม็ (ตารางท่ี 
1) ทุกกลุ่มการทดลองมีการวเิคราะห์คุณภาพน ้าทั้งก่อนและหลงัการเติมสารไอโซยจิูนอล ซ่ึงมีค่า  
พีเอช ค่าความกระดา้ง ความเป็นด่าง และไนไตรท ์ไม่มีความแตกต่างกนัมาก ยกเวน้แอมโมเนีย
ก่อนใส่สารไอโซยจิูนอลจะมีค่าสูงกวา่หลงัจากส้ินสุดการทดลอง อาจเน่ืองมาจากก่อนการทดลอง
มีกุง้จ  านวนมาก ท าใหมี้ปริมาณแอมโมเนียอยูใ่นระดบัสูง 1.11 มิลลิกรัมต่อลิตร เม่ือส้ินสุดการ
ทดลองมีเพยีง 0.2-0.25 มิลลิกรัมต่อลิตรเท่านั้น สารไอโซยจิูนอลมีผลท าใหเ้มแทบอลิซึมของกุง้
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ลดลง ส่ิงขบัถ่ายท่ีออกมาจึงมีปริมาณลดลงดว้ย มีผลต่อปริมาณแอมโมเนียท่ีลดลงเม่ือส้ินสุดการ
ทดลอง 
 
ตารางที ่1  อตัราการตายสะสมของลูกกุง้แวนนาไมระยะโพสลาร์วา 8-10 ท่ีไดรั้บสารไอโซยจิูนอล   
                  ในระดบัต่างๆ กนัในน ้าความเคม็ 5 พีเอสย ู
 

ความเขม้ขน้ของสาร   
ไอโซยจิูนอล (พีพีเอม็) 

เวลา 
 (ชัว่โมง) 

จ  านวนซ ้ า 
รวม เฉล่ีย เปอร์เซ็นต์ 

1 2 3 

0 (กลุ่มควบคุม) 24 0 0 0 0 0 0 

 48 0 0 0 0 0 0 

15 24 0 0 0 0 0 0 
 48 0 0 0 0 0 0 

18.69 24 8 10 8 26 8.67 43.33 

 48 14 12 12 38 12.67 63.33 

23.28 24 12 12 10 34 11.33 56.67 

 48 16 16 12 44 14.67 73.33 

28.99 24 14 14 12 40 13.33 66.67 
 48 18 18 16 52 17.33 86.67 

36.11 24 14 16 14 44 14.67 73.33 

 48 20 18 16 54 18.00 90.00 

45.00 24 16 18 14 48 16.00 80 

 48 20 20 20 60 20.00 100.00 
 

1.2 พิษเฉียบพลนัท่ีระดบัความเคม็ 15 พีเอสย ู 
 
 การทดลองในขั้นตน้ พบวา่ระดบัความเขม้ขน้ต ่าสุดของสารไอโซยจิูนอลท่ีท าใหกุ้ง้ขาว 
แวนนาไม ระยะ โพสลาร์วา 8-10 ตาย 100 เปอร์เซ็นต ์คือ 30.00 พีพีเอม็ และระดบัความเขม้ ขน้
สูงสุดของสารไอโซยจิูนอลท่ีไม่ท าใหลู้กกุง้ขาวตาย คือ  15.00 พีพีเอม็ เม่ือน าความเขม้ขน้ดงักล่าว
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มาจดัระดบัช่วงความเขม้ขน้ตามสัดส่วนลอการิทึมเพื่อใชใ้นการทดลองขั้นละเอียด 6 ระดบั ไดเ้ป็น 
15.00, 17.23, 19.79, 22.74, 26.12 และ 30.00 พีพีเอม็ 
 
 หลงัจากเติมสารไอโซยจิูนอล พบวา่ ท่ีระดบัความเขม้ขน้ต ่าสุด 15.00 พีพีเอม็ ลูกกุง้ ไม่มี
อาการผดิปกติและไม่ตายตลอดการทดลอง แต่ท่ีระดบัความเขม้ขน้สูงข้ึนคือ 17.23, 19.79, 22.74, 
26.12 และ 30.00 พีพีเอม็ ลูกกุง้เร่ิมตายท่ี 24 ชัว่โมงและเม่ือครบระยะเวลา 48 ชัว่โมง ลูกกุง้จะตาย
เพิ่มข้ึนและท่ีความเขม้ขน้ 30.00 พีพีเอม็ ลูกกุง้จะตายหมด (ตารางท่ี 2) 
 
 เม่ือน าอตัราการตายสะสมของกุง้ขาวแวนนาไม ระยะโพสลาร์วาท่ีไดรั้บสารไอโซยจิูนอล
เป็นระยะเวลา 48 ชัว่โมง ในน ้าความเคม็ 15 พีเอสย ูท่ีระดบัความเขม้ขน้ต่างๆ มาค านวณหาค่า 
LC50 ท่ี 48 ชัว่โมง ตามวธีิของ Finney (1971) มีค่าเท่ากบั 20.58 (18.75-22.43) พีพีเอม็ (ตารางท่ี 2) 
ทุกกลุ่มการทดลองมีการวเิคราะห์คุณภาพน ้าทั้งก่อนและหลงัการเติมสารไอโซยจิูนอล ซ่ึงมีค่า      
พีเอช ค่าความกระดา้ง ความเป็นด่าง และไนไตรท ์ไม่มีความแตกต่างกนัมาก มีเพียงปริมาณ
แอมโมเนียก่อนใส่สารไอโซยจิูนอลท่ีมีถึง 3.45 มิลลิกรัมต่อลิตร แต่หลงัจากส้ินสุดการทดลอง 48 
ชัว่โมง แอมโมเนียมีค่าอยูร่ะหวา่ง 0.2-0.36 มิลลิกรัมต่อลิตรเท่านั้น ผลจากสารไอโซยจิูนอลท่ีท า
ใหกุ้ง้มีปฏิกิริยาต่อการตอบสนองส่ิงกระตุน้ต่างๆ ลดลง มีผลต่อการขบัถ่ายของเสีย ซ่ึงอยูใ่นรูป
แอมโมเนียลดลงไปดว้ย 
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ตารางที ่2  อตัราการตายสะสมของลูกกุง้แวนนาไมระยะโพสลาร์วา 8-10 ท่ีไดรั้บสารไอโซยจิูนอล 
                  ในระดบัต่างๆ กนัในน ้าความเคม็ 15 พีเอสย ู 
 

ความเขม้ขน้ของสาร  
ไอโซยจิูนอล (พีพีเอม็) 

เวลา 
 (ชัว่โมง) 

จ านวนซ ้ า 
รวม เฉล่ีย เปอร์เซ็นต์ 

1 2 3 

0 (กลุ่มควบคุม) 24 0 0 0 0 0 0 
 48 0 0 0 0 0 0 

15.00 24 0 0 0 0 0 0 

 48 0 0 0 0 0 0 

17.23 24 4 4 4 12 4.00 20.00 

 48 10 8 8 26 8.67 43.33 

19.79 24 6 6 8 20 6.67 33.33 
 48 12 10 12 34 11.33 56.67 

22.74 24 8 10 10 28 9.33 46.67 

 48 10 14 12 36 12.00 60.00 

26.12 24 14 12 12 38 12.67 63.33 

 48 16 14 14 44 14.67 73.33 

30.00 24 14 14 18 46 15.33 76.67 
 48 20 20 20 60 20.00 100.00 

 
1.3 พิษเฉียบพลนัท่ีระดบัความเคม็ 25 พีเอสย ู

 
 การทดลองในขั้นตน้ พบวา่ระดบัความเขม้ขน้ต ่าสุดของสารไอโซยจิูนอลท่ีท าใหกุ้ง้ขาว 
แวนนาไม ระยะโพสลาร์วา  8-10 ตาย 100 เปอร์เซ็นต ์คือ 37.50 พีพีเอม็ และระดบัความเขม้ขน้
สูงสุดของสารไอโซยจิูนอลท่ีไม่ท าใหลู้กกุง้ขาวตาย คือ  15.00 พีพีเอม็ เม่ือน าความเขม้ขน้ดงักล่าว
มาจดัระดบัช่วงความเขม้ขน้ตามสัดส่วนลอการิทึมเพื่อใชใ้นการทดลองขั้นละเอียด 6 ระดบั ไดเ้ป็น 
15.00, 18.02, 21.65, 26.00, 31.22 และ 37.50 พีพีเอม็ 
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 หลงัจากเติมสารไอโซยจิูนอล พบวา่ ท่ีระดบัความเขม้ขน้ต ่าสุด 15.00 พีพีเอม็ ลูกกุง้ ไม่มี
อาการผดิปกติและไม่ตายตลอดการทดลอง แต่ท่ีระดบัความเขม้ขน้สูงข้ึน คือ 18.02, 21.65, 26.00, 
31.22 และ 37.50 พีพีเอม็ ลูกกุง้เร่ิมตายท่ี 24 ชัว่โมงและเม่ือครบระยะเวลา 48 ชัว่โมง ลูกกุง้จะตาย
เพิ่มข้ึน และท่ีความเขม้ขน้ 37.50 พีพีเอม็ ลูกกุง้จะตายหมด (ตารางท่ี 3) 
 
 เม่ือน าอตัราการตายสะสมของกุง้ขาวแวนนาไม ระยะโพสลาร์วาท่ีไดรั้บสารไอโซยจิูนอล
ท่ี 48 ชัว่โมง ในน ้าความเคม็ 25 พีเอสย ูท่ีระดบัความเขม้ขน้ต่างๆ มาค านวณหาค่า LC50 ท่ี 48 
ชัว่โมง ตามวธีิของ Finney (1971) มีค่าเท่ากบั 22.53 (21.88-23.18) พีพีเอม็ (ตารางท่ี 3) ทุกกลุ่มการ
ทดลองมีการวเิคราะห์คุณภาพน ้าทั้งก่อนและหลงัการเติมสารไอโซยจิูนอล ซ่ึงมีค่าพีเอช ค่าความ 
กระดา้ง ความเป็นด่าง และไนไตรท ์ไม่มีความแตกต่างกนัมาก ยกเวน้ระดบัแอมโมเนียก่อนการ
ทดลองใส่สารไอโซยจิูนอลอยูใ่นระดบัสูง 4.86 มิลลิกรัมต่อลิตร แต่เม่ือส้ินสุดการทดลองมีเพียง 
0.2-0.29 มิลลิกรัมต่อลิตร แสดงวา่กุง้บางส่วนท่ีตายแลว้น าออกไป รวมทั้งกุง้ท่ีมีชีวิตเหลือรอดลด
ปฏิกิริยาต่างๆ ในร่างกาย ท าใหก้ารขบัถ่ายของเสียในรูปของแอมโมเนียลดลงดว้ย แต่โดยภาพรวม
แลว้สารไอโซยจิูนอลจะไม่มีผลต่อคุณสมบติัของน ้าท่ีส าคญัๆ ไดแ้ก่ พีเอช ความกระดา้งและความ
เป็นด่าง 
 
 จากผลการทดลองในทุกระดบัความเคม็ พบวา่ค่าความเป็นพิษของสารไอโซยจิูนอลจะ
ต ่าลง เม่ือระดบัความเคม็เพิ่มข้ึนดงัแสดงในตารางท่ี 4 
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ตารางที ่3  อตัราการตายสะสมของลูกกุง้แวนนาไมระยะโพสลาร์วา 8-10 ท่ีไดรั้บสารไอโซยจิูนอล   
                  ในระดบัต่างๆ กนัในน ้าความเคม็ 25 พีเอสย ู
 

ความเขม้ขน้ของสาร 
ไอโซยจิูนอล (พีพีเอม็) 

เวลา 
 (ชัว่โมง) 

จ  านวนซ ้ า 
รวม เฉล่ีย เปอร์เซ็นต์ 

1 2 3 

0 (กลุ่มควบคุม) 24 0 0 0 0 0 0 
 48 0 0 0 0 0 0 

15.00 24 0 0 0 0 0 0 

 48 0 0 0 0 0 0 

18.02 24 2 2 4 8 2.67 13.33 

 48 4 2 4 10 3.33 16.67 

21.65 24 2 2 4 8 2.67 13.33 
 48 10 10 14 34 11.33 56.67 

26.00 24 4 6 6 14 4.67 23.33 

 48 10 8 8 26 8.67 43.33 

31.22 24 10 10 6 26 8.67 73.33 

 48 18 18 16 52 18.00 90.00 

37.50 24 14 18 16 48 16.00 80.00 
 48 20 20 20 20 60.00 100.00 

 
ตารางที่ 4  ค่า LC50 ในเวลา 48 ชัว่โมงไอโซยจิูนอลท่ีระดบัความเคม็ต่างกนัต่อของกุง้ขาวแวนนา 
                  ไมระยะโพสลาร์วา 8-10   
 

สารเคมี ระดบัความเคม็ (พีเอสย)ู ค่า 48 ชัว่โมง LC50 (พีพีเอม็) 
ไอโซยจิูนอล 5 19.93 (17.53-22.33) 

 15 20.58 (18.75-22.43) 
 25 22.53 (21.88-23.18) 
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2.  การศึกษาปริมาณของสารไอโซยูจินอลทีเ่หมาะสมเพือ่ใช้ในการสลบกุ้งขาวแวนนาไม 

 
การทดสอบปริมาณของสารไอโซยจิูนอล ท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ จ านวน 40 ความเขม้ขน้ 

ไดแ้ก่ 2.5, 5.0, 7.5, 10.0, 12.5, 15.0, 17.5, 20.0, 22.5, 25.0, 27.5, 30.0, 32.5, 35.0, 37.5, 40.0, 42.5, 
45.0, 47.5, 50.0, 52.5, 55.0, 57.5, 60.0, 62.5, 65.0, 67.5, 70.0, 72.5, 75.0, 77.5, 80.0, 82.5, 85.0, 
87.5, 90.0, 92.5, 95.0, 97.5 และ 100.0 พีพีเอม็ พบวา่ระยะเวลา 2 นาที ท่ีตอ้งการใหกุ้ง้สลบอยา่ง
รวดเร็วเพื่อการขนยา้ย หรือในการสุ่มกุง้เพื่อชัง่น ้าหนกั เป็นตน้ ตอ้งใชค้วามเขม้ขน้ของสารไอโซ 
ยจิูนอล 95 พีพีเอม็ (ตารางท่ี 5) และท่ีระยะเวลา 10 นาที ท่ีตอ้งการใหกุ้ง้สลบใชค้วามเขม้ขน้ของ
สารไอโซยจิูนอล 70 พีพีเอม็ (ตารางท่ี 5) ซ่ึงท าใหกุ้ง้ขาวแวนนาไมสลบเขา้สู่ระยะท่ี 3 (สูญเสียการ
สะบดัของหาง โดยส่วนท่ีเคยโคง้งอสะบดัไดก้็จะอยูใ่นแนวตรงกบัล าตวั) ถึงระยะท่ี 4 (สูญเสียการ
ควบคุมของกลา้มเน้ือส่วนหาง) ซ่ึงสอดคลอ้งกบัการศึกษาของ Coyle et al. (2004) ท่ีพบวา่การ
ตอบสนองของสัตวน์ ้ากลุ่ม crustacean นั้นมีความแตกต่างกบัสัตวน์ ้าจ  าพวกปลาเพราะวา่มีระบบ 
ประสาทแบบ synaptic receptor sites จึงท าใหป้ระสิทธิภาพของยาสลบไม่ไดผ้ลเท่ากบัใชใ้นปลา 
หรือตอ้งใชป้ริมาณยาสลบมากกวา่ท่ีใชใ้นการสลบปลา 5-10 เท่า  
 
ตารางที ่5  ปริมาณของสารไอโซยจิูนอลท่ีเหมาะสมเพื่อใชใ้นการสลบกุง้ขาวแวนนาไมภายใน 
                  ระยะเวลา 2 นาที และ 10 นาที 
 

ระยะเวลาท่ีใชใ้นการสลบ  
(นาที) 

ความเขม้ขน้ของสารท่ีท าใหส้ลบ 
 (พีพีเอม็) 

2 95 
10 70 

 
3. การศึกษาหาระยะเวลาฟ้ืนของกุ้งขาวแวนนาไมหลงัจากการสลบ 
 
 การทดลองหาระยะเวลาในการฟ้ืนของกุง้ขาวแวนนาไมหลงัจากสลบดว้ยสารไอโซ          
ยจิูนอลความเขม้ขน้ 95 พีพีเอม็ ท่ีท าใหกุ้ง้สลบเขา้สู่ระยะท่ี 3 (สูญเสียการสะบดัของหาง หางส่วน
ท่ีเคยโคง้งอสะบดัไดก้็จะวางในแนวตรงกบัล าตวั) ถึงระยะท่ี 4 (สูญเสียการควบคุมของกลา้มเน้ือ
ส่วนหาง) ภายใน 2 นาที หลงัจากน ากุง้ไปใส่ในตูก้ระจกท่ีมีการใหอ้อกซิเจนอยา่งเตม็ท่ี กุง้จะฟ้ืน
ตวัจากการสลบภายในระยะเวลา 7.81 ± 3.09 นาที (ตารางท่ี 6) ส่วนกุง้ท่ีใชส้ารไอโซยจิูนอล 95    
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พีพีเอม็ เป็นระยะเวลา 5 และ 10 นาทีกุง้จะฟ้ืนตวัจากการสลบภายในระยะเวลา 7.94 ± 2.82 และ 
9.42 ± 1.60 นาที ตามล าดบั (ตารางท่ี 6) ซ่ึงไม่มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P>0.05) 
แต่กุง้ท่ีสัมผสัสารไอโซยจิูนอลเป็นระยะเวลานาน 15 และ 20 นาที กุง้จะฟ้ืนตวัจากการสลบภายใน
ระยะเวลา 11.67 ± 3.63 และ 20.21 ± 5.40 นาที ตามล าดบัซ่ึงมีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญั
ทางสถิติ (P<0.05)  ส่วนกุง้ขาวแวนนาไมในกลุ่มท่ีเติมสารไอโซยจิูนอล 95 พีพีเอม็ เป็นเวลานาน 
175 นาที กุง้จะสลบเขา้สู่ระยะท่ี 5 คือ สูญเสียการท างานของ maxilla activity หลงัจากน าไปใส่ใน
น ้าท่ีเตรียมไวใ้หฟ้ื้นตวัปรากฎวา่กุง้ทุกตวัไม่ฟ้ืน 
 
ตารางที ่6  ระยะเวลาท่ีกุง้ขาวแวนนาไมฟ้ืนจากการไดรั้บสารไอโซยจิูนอลความเขม้ขน้ 95 พีพีเอม็ 
                  ท่ีท  าใหกุ้ง้สลบภายในเวลา 2 นาที เป็นระยะเวลาต่างๆ กนั 
 

ความเขม้ขน้ของสาร 
ไอโซยจิูนอล (พีพีเอม็) 

ระยะเวลาท่ีใชใ้นการสลบ  
(นาที) 

เวลาท่ีฟ้ืนจากการสลบ 
(นาที) 

95 2 7.81 ± 3.09a 

 5 7.94 ± 2.82 a 

 10 9.42 ± 1.60 a 

 15 11.67 ± 3.63 b 
 20 20.21 ± 5.40 c 

 175 ไม่ฟ้ืน 

 
หมายเหตุ: ค่าเฉล่ียท่ีก ากบัดว้ยอกัษรแตกต่างกนัในคอลมัน์เดียวกนั หมายถึงมีความแตกต่างกนั 
                  อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P<0.05) 
 
 การทดลองหาระยะเวลาในการฟ้ืนของกุง้หลงัจากสลบดว้ยความเขม้ขน้ของสารไอโซ      
ยจิูนอล 70 พีพีเอม็ ซ่ึงสามารถจะท าใหกุ้ง้ขาวแวนนาไมสลบเขา้สู่ระยะท่ี 3 (สูญเสียการสะบดัของ
หาง หางส่วนท่ีเคยโคง้งอสะบดัไดก้็จะวางในแนวตรงกบัล าตวั) ถึงระยะท่ี 4 (สูญเสียการควบคุม
ของกลา้มเน้ือส่วนหาง) ภายใน 10 นาที หลงัจากน ากุง้ใส่ในน ้าท่ีสะอาดท่ีมีการใหอ้ากาศอยา่งเตม็ท่ี
กุง้จะฟ้ืนตวัจากการสลบภายในระยะเวลา 11.98 ± 5.28 นาที (ตารางท่ี 7) ส่วนท่ีระยะเวลานาน
เพิ่มข้ึนเป็น 15 และ 20 นาที กุง้จะฟ้ืนตวัจากการสลบภายในระยะเวลา 13.19 ± 2.48 และ 23.21 ± 
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2.77 นาที ตามล าดบั ซ่ึงไมมี่ความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P>0.05) ส าหรับความ
เขม้ขน้สารไอโซยจิูนอล 70 พีพีเอม็ เพื่อใหกุ้ง้สลบเขา้สู่ระยะท่ี 5 คือ สูญเสียการท างานของ 
maxilla activity ซ่ึงใชเ้วลานานประมาณ 195 นาที และกุง้ท่ีเขา้สู่ระยะน้ีจะไม่สามารถฟ้ืนกลบัมาได ้

 
ระยะเวลาฟ้ืนของกุง้ขาวแวนนาไมจะเพิ่มข้ึนตามความเขม้ขน้ของสารและระยะเวลาท่ี

ไดรั้บสารไอโซยจิูนอล จากผลการศึกษาขา้งตน้ช้ีใหเ้ห็นวา่สารไอโซยจิูนอลมีประสิทธิภาพท่ีดีใน
การสลบกุง้ขาวแวนนาไม โดยพิจารณาจากความเขม้ขน้ท่ีใชใ้นการสลบ และระยะเวลาในการฟ้ืน
ตวั ซ่ึงใชเ้วลาไม่นานมาก ส่วนระยะเวลาท่ีกุง้จะสลบจนถึงระดบัท่ีไม่สามารถจะฟ้ืนกลบัมาไดใ้ช้
เวลานานมากกวา่ 3 ชัว่โมง ซ่ึงในการใชย้าสลบส าหรับกุง้ในการปฏิบติังานตามวตัถุประสงคต่์างๆ 
ไม่น่าจะกินเวลานานมาก 
 
ตารางที ่7  ระยะเวลาท่ีกุง้ขาวแวนนาไมฟ้ืนจากการไดรั้บสารไอโซยจิูนอลความเขม้ขน้ 70 พีพีเอม็ 
                  ท่ีท  าใหกุ้ง้สลบภายในเวลา 10 นาที เป็นระยะเวลาต่างๆ กนั 
 

ความเขม้ขน้ของสาร 
ไอโซยจิูนอล (พีพีเอม็) 

ระยะเวลาท่ีใชใ้นการสลบ 
 (นาที) 

เวลาท่ีฟ้ืนจากการสลบ 
(นาที) 

70 10 11.98 ± 5.28 a 
 15 13.19 ± 2.48 a 

 20 23.21 ± 2.77 b 

 195 ไม่ฟ้ืน 

 
หมายเหตุ: ค่าเฉล่ียท่ีก ากบัดว้ยอกัษรแตกต่างกนัในคอลมัน์เดียวกนั หมายถึงมีความแตกต่างกนั 
                  อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P<0.05) 
 

Small (2005) ศึกษาถึงประสิทธิภาพของยาสลบ AQUI-S™ ในการสลบปลา Channel 
catfish เม่ือทดสอบท่ีความเขม้ขน้ 3 ความเขม้ขน้ พบวา่ การใช ้AQUI-S™  ท่ีความเขม้ขน้ 20 
มิลลิกรัม/ลิตร โดยใชร้ะยะเวลาในการสลบเท่ากบั 8.0 นาที ระยะเวลาในการฟ้ืนเท่ากบั 2.1 นาที
ความเขม้ขน้ 40 มิลลิกรัม/ลิตร ใชร้ะยะเวลาในการสลบเท่ากบั 3.9 นาที ระยะเวลาในการฟ้ืนเท่ากบั 
2.8 นาที และความเขม้ขน้ 60 มิลลิกรัม/ลิตร โดยใชร้ะยะเวลาในการสลบเท่ากบั 3.7 นาที ระยะเวลา
ในการฟ้ืนเท่ากบั 5.3 นาที ตามล าดบั 
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4. การศึกษาหาอตัราค่าเส่ือมของสารไอโซยูจินอล 

 
 4.1 การเส่ือมของสารไอโซยจิูนอลท่ีอุณหภูมิ 28±1 องศาเซลเซียส 
 

      หลงัจากท่ีไดผ้สมสารไอโซยจิูนอลความเขม้ขน้ 95 พีพีเอม็ ซ่ึงเป็นระดบัท่ีท าใหกุ้ง้ขาว
แวนนาไมสลบเขา้สู่ระยะท่ี 3 และ 4 ภายในเวลา 2 นาที ในตูก้ระจก และท าการตั้งทิ้งไวท่ี้ระยะเวลา 
3, 6, 12, 24 และ 48 ชัว่โมงท่ีอุณหภูมิหอ้ง (28±1 องศาเซลเซียส) เพื่อศึกษาค่าเส่ือมของสารไอโซ  
ยจิูนอลพบวา่ การผสมสารใชท้นัที (0 ชัว่โมง) สามารถท าใหกุ้ง้สลบไดร้วดเร็วโดยใชร้ะยะเวลา 
2.00 ± 0.00 นาที หลงัจากตั้งสารทิ้งไว ้3 ชัว่โมงตอ้งใชร้ะยะเวลาในการท าใหกุ้ง้สลบเพิ่มสูงข้ึนเป็น 
4.41 ± 1.52 นาที แตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P<0.05) กบัการผสมสารไอโซยจิูนอลใชท้นัที
และเม่ือตั้งสารทิ้งไวเ้ป็นระยะเวลานานข้ึนคือ 6, 12, 24 และ 48 ชัว่โมง มีผลท าใหต้อ้งใชร้ะยะเวลา
ในการท าใหกุ้ง้สลบนานข้ึนเป็น 5.87 ± 1.76 , 7.58 ± 2.84,  8.09 ± 3.07 และ 11.14 ± 4.84 นาที 
ตามล าดบั (ตารางท่ี 8)  

 
การทดลองน้ีแสดงใหเ้ห็นวา่การเตรียมสารไอโซยจิูนอลไวโ้ดยท่ีไม่ไดใ้ช้แมใ้นท่ีท่ีมี     

อุณหภูมิปกติจะท าใหก้ารออกฤทธ์ิของสารในการสลบกุง้นั้นนอ้ยลง หรือตอ้งใช้ปริมาณสารท่ีเพิ่ม
มากข้ึนเพื่อใหก้ารออกฤทธ์ิของสารมีค่าเท่าเดิมเหมือนกบัท่ีเตรียมสารใหม่ทุกคร้ังจากการทดลองน้ี
แสดงใหเ้ห็นวา่สารไอโซยจิูนอลนั้นน่าจะมีการระเหยไปตาธรรมชาติได ้คลา้ยกบัคุณสมบติัเด่น
ของน ้ามนักานพลู หรือ ยจิูนอล สามารถระเหยไปตามธรรมชาติ (ฉววีรรณ, 2553) 
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ตารางที ่8  อตัราค่าเส่ือมของสารไอโซยจิูนอล 95 พีพีเอม็ ท่ีอุณหภูมิหอ้ง (28 ± 1 องศาเซลเซียส)   
                  ภายในระยะ เวลา 3, 6, 12, 24 และ 48 ชัว่โมง 
 

ระยะเวลาท่ีตั้งสารทิ้งไว ้ 
(ชัว่โมง) 

ระยะเวลาท่ีใชใ้นการสลบกุง้ 
 (นาที) 

0 2.00 ± 0.00 a 

3 4.41 ± 1.52 b 

6 5.87 ± 1.76 c 

12 7.58 ± 2.84 cd 
24 8.09 ± 3.07de 

48 11.14 ± 4.84 e 

 
หมายเหตุ: ค่าเฉล่ียท่ีก ากบัดว้ยอกัษรแตกต่างกนัในคอลมัน์เดียวกนั หมายถึงมีความแตกต่างกนั 
                  อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P<0.05) 
 

4.2 การเส่ือมของสารไอโซยจิูนอลท่ีอุณหภูมิ 24 ± 1  องศาเซลเซียส 
 

      หลงัจากท่ีไดผ้สมสารไอโซยจิูนอลความเขม้ขน้ 95 พีพีเอม็ซ่ึงเป็นระดบัท่ีท าใหกุ้ง้ขาว
แวนนาไมสลบเขา้สู่ระยะท่ี 3 และ 4 ภายในเวลา 2 นาที ในตูก้ระจก และท าการตั้งทิ้งไวท่ี้ระยะเวลา 
3, 6, 12, 24 และ 48 ชัว่โมงท่ีอุณหภูมิ 24 ± 1 องศาเซลเซียส เพื่อศึกษาค่าเส่ือมของสารไอโซ          
ยจิูนอลพบวา่ การผสมสารใชท้นัที (0 ชัว่โมง) สามารถท าใหกุ้ง้สลบไดร้วดเร็วโดยใชร้ะยะเวลา 
2.00 ± 0.00 นาที หลงัจากตั้งสารทิ้งไว ้3 ชัว่โมงตอ้งใชร้ะยะเวลาเพิ่มสูงข้ึนเป็น 4.42 ± 1.55  นาที
แตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P<0.05) กบัการผสมสารไอโซยจิูนอลท่ีใชท้นัทีและเม่ือตั้งสาร
ทิ้งไวเ้ป็นระยะเวลานานข้ึนคือ 6, 12, 24 และ 48 ชัว่โมง มีผลท าใหต้อ้งใชร้ะยะเวลาในการท าใหกุ้ง้
สลบนานข้ึนเป็น 5.56 ± 1.99,  7.09 ± 2.58, 8.19 ± 2.63 และ 9.35 ± 3.26  นาที ตามล าดบั (ตารางท่ี 
9)  

 
การทดลองแสดงใหเ้ห็นวา่การเตรียมสารไอโซยจิูนอลในตูก้ระจกทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิ 24 ± 1 

องศาเซลเซียส เป็นเวลานานท าใหก้ารออกฤทธ์ิของสารลดลงไปเร่ือยๆ ตามระยะเวลาท่ีเพิ่มข้ึน
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เช่นเดียวกบัท่ีอุณหภูมิ   28 ± 1 องศาเซลเซียส แต่มีแนวโนม้วา่การเส่ือมของสารไอโซยจิูนอลท่ี
อุณหภูมิ 24 ± 1 องศาเซลเซียส นอ้ยกวา่ท่ีอุณหภูมิ 28 ± 1 องศาเซลเซียส เล็กนอ้ยอาจเน่ือง 
มาจากการระเหยของสารท่ีอุณหภูมิสูงรวดเร็วกวา่ท่ีอุณหภูมิต ่ากวา่  

 
ตารางที ่9  อตัราค่าเส่ือมของสารไอโซยจิูนอล 95 พีพีเอม็ ท่ีอุณหภูมิ 24 ± 1 องศาเซลเซียส ภายใน       
                  ระยะเวลา 3, 6, 12, 24 และ 48 ชัว่โมง 
 

ระยะเวลาท่ีตั้งสารทิ้งไว ้ 
(ชัว่โมง) 

ระยะเวลาท่ีใชใ้นการสลบกุง้ 
(นาที) 

0 2.00 ± 0.00 a 
3 4.42 ± 1.55 b 

6 5.56 ± 1.99 bc 

12 7.09 ± 2.58 cd 

24 8.19 ± 2.63 cd 
48 9.35 ± 3.26 d 

 
หมายเหตุ: ค่าเฉล่ียท่ีก ากบัดว้ยอกัษรแตกต่างกนัในคอลมัน์เดียวกนั หมายถึงมีความแตกต่างกนั 

     อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P<0.05) 
 

5. การศึกษาหาอตัราค่าเส่ือมของสารไอโซยูจินอลในการใช้สารซ ้า 
  
 จากการศึกษาอตัราค่าเส่ือมของสารไอโซยจิูนอลในการใชส้ารซ ้ าต่อการเตรียมสารไอโซ  
ยจิูนอล 1 คร้ังในตูก้ระจกน ้าปริมาตร 40 ลิตร เพื่อท าการสลบกุง้ขาวแวนนาไมคร้ังละ 10 ตวั/ซ ้ า 
จ  านวน 3 ซ ้ า โดยใชค้วามเขม้ขน้ระดบัท่ีท าใหกุ้ง้สลบถึงระยะท่ีกุง้ไม่มีการตอบสนองคือระยะ 3 
และ 4 ภายในเวลา 2 นาที พบวา่ในคร้ังแรกของการใชส้ารไอโซยจิูนอลเขม้ขน้ 95 พีพีเอม็ ท าใหกุ้ง้
สลบใชเ้วลา 2.00 ± 0.00 นาที และในการใชส้ารไอโซยจิูนอลในการท าใหกุ้ง้สลบคร้ังท่ี 2, 3, 4, 5, 
6, 7 และ 8 ใชร้ะยะเวลาในการสลบเท่ากบั 2.85 ± 0.57, 4.22 ± 1.07, 8.11± 2.33, 13.96 ± 3.59, 
20.11 ± 2.34, 25.22 ± 5.00 และ 31.50 ± 4.83 นาที ตามล าดบั (ตารางท่ี 10) เม่ือมีการใชส้ารไอโซยู
จินอลซ ้ าตั้งแต่คร้ังท่ี  3 จะพบวา่ใชเ้วลาในการสลบเป็น 2 เท่า ซ่ึงถา้ใชส้ารไอโซยจิูนอลท่ีเตรียม
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เพียง 1 คร้ังเพื่อท าใหกุ้ง้สลบนั้น ควรท่ีจะใชส้ารซ ้ าต่อการเตรียมสาร 1 คร้ัง หรือ 2 คร้ังเท่านั้นถา้
ตอ้งการใหกุ้ง้สลบเขา้สู่ระยะท่ี 3 ภายในระยะเวลารวดเร็ว หรือถา้ตอ้งการใชส้ารในตูก้ระจกเดิม
เพื่อท าการสลบกุง้นั้นควรท่ีจะมีการเติมสารไอโซยจิูนอลเพิ่มลงไปในตูก้ระจกเดิมเพื่อท่ีจะท าใหกุ้ง้
มีการสลบไดร้วดเร็วภายในระยะเวลา 2 นาที จากผลการศึกษาในคร้ังน้ี พบวา่อตัราค่าเส่ือมของสาร
ไอโซยจิูนอลในการใชส้ารซ ้ าตั้งแต่คร้ังท่ี 1 ถึง คร้ังท่ี 8 นั้นมีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทาง
สถิติ (P<0.05)  
 
ตารางที ่10  อตัราค่าเส่ือมของสารไอโซยจิูนอลในการใชส้ารซ ้ า 
 

จ  านวนคร้ังในการใชส้ารซ ้ า ระยะเวลาท่ีใชใ้นการสลบ (นาที) 
1 2.00 ± 0.00 a 

2 2.85 ± 0.57 b 

3 4.22 ± 1.07 c 

4 8.11± 2.33 d 

5 13.96 ± 3.59 e 

6 20.11 ± 2.34 f 

7 25.22 ± 5.00 g 

8 31.50 ± 4.83 h 

 
หมายเหตุ: ค่าเฉล่ียท่ีก ากบัดว้ยอกัษรแตกต่างกนัในคอลมัน์เดียวกนั หมายถึงมีความแตกต่างกนั 
                  อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P<0.05) 
  
 ผลการทดลองคร้ังน้ีแสดงวา่ทุกคร้ังท่ีแช่กุง้ในน ้าท่ีมีสารไอโซยจิูนอลจะมีบางส่วนเขา้ไป 
ในตวักุง้โดยเฉพาะจากการหายใจทางเหงือก ท าใหค้วามเขม้ขน้ของไอโซยจิูนอลในน ้าลดลง เม่ือ  
น ากุง้จ  านวนเท่าเดิมแช่ลงไปอีกท าใหต้อ้งใชเ้วลานานมากกวา่เดิมในการท าใหกุ้ง้สลบเขา้สู่ระยะท่ี 
3 ซ่ึงทุกคร้ังสารไอโซยจิูนอลบางส่วนจะเขา้ไปในตวักุง้ ท  าใหค้วามเขม้ขน้ท่ีเหลือในน ้าลดลง
เร่ือยๆ โดยเฉพาะหลงัจากคร้ังท่ี 4 จะตอ้งใชเ้วลานานมากกวา่ 10 นาที ซ่ึงนานเกินไปเพราะ
ตามปกติในการใชย้าสลบส าหรับสัตวน์ ้าตอ้งการใหส้ัตวน์ั้นๆ สลบภายในระยะเวลารวดเร็ว 
หรือไม่ควรจะมากกวา่ 10 นาที 
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6. การศึกษาการตอบสนองทางภูมิคุ้มกนัแบบไม่จ าเพาะของกุ้งขาวแวนนาไมทีไ่ด้รับสารไอโซ 
    ยูจินอลและระยะเวลาพกัฟ้ืนที่ 0, 6, 12, 24  และ 48 ช่ัวโมง 
  
 จากการศึกษาทางดา้นการตอบสนองทางภูมิคุม้กนัของกุง้ขาวแวนนาไมท่ีไดรั้บสารไอโซ 
ยจิูนอล (95 พีพีเอม็ ภายในระยะเวลา 2 นาที) และไม่ไดรั้บสารไอโซยจิูนอล หลงัจากท าการขนยา้ย
กุง้จากบ่อทดลองข้ึนตูก้ระจก เป็นระยะเวลา 0, 6, 12, 24 และ 48 ชัว่โมง โดยวเิคราะห์ปริมาณเมด็
เลือดรวม กิจกรรมการท าลายแบคทีเรียของน ้าเลือดกุง้ กิจกรรมของกระบวนการกลืนกินส่ิงแปลก 
ปลอมของเม็ดเลือดกุง้ กิจกรรมของเอนไซม ์phenoloxidase และการผลิตเอนไซม ์superoxide 
dismutase  ใหผ้ลดงัน้ี 
 

1) ปริมาณเมด็เลือดรวมของกุง้ขาวแวนนาไม 
 
ปริมาณเมด็เลือดรวมเฉล่ียของกุง้ในกลุ่มควบคุมซ่ึงเป็นกุง้ก่อนการขนยา้ยเท่ากบั 170.52 ± 

5.48 x 105  เซลลต่์อมิลลิลิตร ภายหลงัการขนยา้ยกุง้ไดต้รวจสอบปริมาณเมด็เลือดรวมของกุง้ทนัที
พบวา่กลุ่มท่ีไดรั้บสารไอโซยจิูนอล 95 พีพีเอม็ เป็นระยะเวลา 2 นาที มีปริมาณเมด็เลือดรวมเฉล่ีย
ของกุง้เท่ากบั 169.70 ± 6.33 x 105  เซลลต่์อมิลลิลิตร และกุง้กลุ่มท่ีไม่ไดรั้บสารไอโซยจิูนอลมี
ปริมาณเมด็เลือดรวมเฉล่ียของกุง้เท่ากบั 135.49 ± 3.86 x 105  เซลลต่์อมิลลิลิตร ซ่ึงกุง้ขาวแวนนาไม
ท่ีไดรั้บสารไอโซยจิูนอลก่อนท าการขนยา้ยนั้น มีปริมาณเมด็เลือดรวมไม่ไดแ้ตกต่างจากกุง้กลุ่ม
ควบคุมอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P<0.05) แต่กุง้ขาวแวนนาไมท่ีไม่ไดรั้บสารไอโซยจิูนอลก่อน
การขนยา้ยมีปริมาณเมด็เลือดรวมแตกต่างจากกุง้กลุ่มควบคุมอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P>0.05) 
(ตารางท่ี 11) อยา่งไรก็ตามปริมาณเมด็เลือดรวมของกุง้ขาวแวนนาไมในกลุ่มท่ีไดรั้บสารไอโซ       
ยจิูนอลก่อนท าการขนยา้ย และไม่ไดรั้บสารไอโซยจิูนอล พบวา่ไม่มีความแตกต่างกนัอยา่งมี
นยัส าคญั ท่ีระยะเวลา 6, 12, 24 และ 48 ชัว่โมง หลงัจากการขนยา้ยกุง้ 
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ตารางที ่11  ปริมาณเมด็เลือดรวม (x105 เซลลต่์อมิลลิลิตร) ของกุง้ขาวแวนนาไม เม่ือไดรั้บสาร  
                    ไอโซยจิูนอล 95 พีพีเอม็ ภายในระยะเวลา 2 นาทีก่อนการขนยา้ย และไม่ไดรั้บสาร    

      ไอโซยจิูนอลก่อนการขนยา้ย ท่ีระยะเวลา 0, 6, 12, 24 และ 48 ชัว่โมง 
 

ระยะเวลา 
(ชัว่โมง) 

THC (x105 เซลลต่์อมิลลิลิตร) 

กลุ่มควบคุม 
กลุ่มการทดลองท่ีไดรั้บ

สารไอโซยจิูนอล 
กลุ่มการทดลองท่ีไม่ไดรั้บ    

สารไอโซยจิูนอล 

0  170.52 ± 5.48a 169.70 ± 6.33a 135.49 ± 3.86b 

6  170.52 ± 5.48a 165.48 ± 14.79a 167.03 ± 12.88a 

12 170.52 ± 5.48a 170.82 ± 5.47 a 165.77 ± 10.44a 

24  170.52 ± 5.48a 171.52 ± 5.48a 170.67 ± 6.32a 

48 170.52 ± 5.48a 165.03 ± 15.79a 166.05 ± 14.09a 

 
หมายเหตุ: ค่าเฉล่ียท่ีก ากบัดว้ยอกัษรแตกต่างกนัในแถวเดียวกนั หมายถึงมีความแตกต่างกนัอยา่งมี 

    นยัส าคญัทางสถิติ (P<0.05) 
 
2) กิจกรรมการท าลายแบคทีเรียของน ้าเลือดกุง้ขาวแวนนาไม 

 
กิจกรรมการท าลายแบคทีเรียของน ้าเลือดกุง้ในกลุ่มควบคุมซ่ึงเป็นกุง้ก่อนการขนยา้ยมีค่า 

อตัราส่วนการเจือจางต ่าท่ีสุดของซีรัมท่ีสามารถลดปริมาณเช้ือของแบคทีเรีย 50 เปอร์เซ็นตเ์ท่ากนั 
คือ 1:4 ภายหลงัการขนยา้ยกุง้แลว้ตรวจสอบกิจกรรมการท าลายแบคทีเรียของน ้าเลือดกุง้ทนัที  
พบวา่ กุง้กลุ่มท่ีไดรั้บสารไอโซยจิูนอล 95 พีพีเอม็ เป็นระยะเวลา 2 นาทีก่อนการขนยา้ย และไม่ได้
รับสารไอโซยจิูนอลก่อนการขนยา้ย พบวา่มีค่าอตัราส่วนการเจือจางต ่าท่ีสุดของซีรัมท่ีสามารถลด 
ปริมาณเช้ือของแบคทีเรีย 50 เปอร์เซ็นตเ์ท่ากนั คือ 1:4 ซ่ึงไม่มีความแตกต่างจากกลุ่มควบคุม 
(ตารางท่ี 12) อยา่งไรก็ตามกิจกรรมการท าลายแบคทีเรียของน ้าเลือดกุง้ขาวแวนนาไมในกลุ่มท่ี 
ไดรั้บสารไอโซยจิูนอลก่อนขนยา้ย และกลุ่มท่ีไม่ไดรั้บสารไอโซยจิูนอล พบวา่ไม่มีความแตกต่าง
กนั ท่ีระยะเวลา 6, 12, 24 และ 48 ชัว่โมง หลงัจากการขนยา้ยกุง้ 
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ตารางที ่12  ความเขม้ขน้ของซีรัมของกุง้ขาวแวนนาไมท่ีสามารถลดปริมาณเช้ือ Vibrio harveyi ได ้ 
                    50 เปอร์เซ็นต ์เม่ือเทียบกบักุง้ขาวแวนนาไมในกลุ่มท่ีไดส้ารไอโซยจิูนอล 95 พีพีเอม็  
                    ภายในระยะเวลา 2 นาทีก่อนการขนยา้ย และไม่ไดรั้บสารไอโซยจิูนอล ก่อนการขน 
                    ยา้ยท่ีระยะเวลา 0, 6, 12, 24 และ 48 ชัว่โมง 
 

 
หมายเหตุ: ค่าเฉล่ียท่ีก ากบัดว้ยอกัษรแตกต่างกนัในแถวเดียวกนั หมายถึงมีความแตกต่างกนัอยา่งมี 

    นยัส าคญัทางสถิติ (P<0.05) 
 

3)  กิจกรรมของกระบวนการกลืนกินส่ิงแปลกปลอมของเมด็เลือดกุง้ขาวแวนนาไม 
 

การทดสอบกิจกรรมของกระบวนการกลืนกินส่ิงแปลกปลอมของเมด็เลือดกุง้กลุ่มควบคุม
มีเปอร์เซ็นตข์องกระบวนการกลืนกินส่ิงแปลกปลอมของเมด็เลือดกุง้เท่ากบั 33.37 ± 7.27 
เปอร์เซ็นต ์ภายหลงัการขนยา้ยกุง้แลว้ตรวจสอบกิจกรรมของกระบวนการกลืนกินส่ิงแปลกปลอม
ของเมด็เลือดกุง้ทนัทีพบวา่ กลุ่มท่ีไดรั้บสารไอโซยจิูนอล 95 พีพีเอม็ เป็นระยะเวลา 2 นาที มี
เปอร์เซ็นตข์องกระบวนการกลืนกินส่ิงแปลกปลอมของเมด็เลือดกุง้เท่ากบั 32.00 ± 6.50 เปอร์เซ็นต์ 
และกุง้กลุ่มท่ีไม่ไดรั้บสารไอโซยจิูนอลมีมีเปอร์เซ็นตข์องกระบวนการกลืนกินส่ิงแปลกปลอมของ
เมด็เลือดกุง้เท่ากบั 25.97 ± 5.04 เปอร์เซ็นต์ ซ่ึงกุง้ขาวแวนนาไมท่ีไดรั้บสารไอโซยจิูนอลก่อนการ
ขนยา้ยนั้น มีเปอร์เซ็นตข์องกระบวนการกลืนกินส่ิงแปลกปลอมของเมด็เลือดไม่ไดแ้ตกต่างจากกุง้
กลุ่มควบคุมอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P<0.05) แต่กุง้ขาวแวนนาไมท่ีไม่ไดรั้บสารไอโซยจิูนอล

ระยะเวลา 
 (ชัว่โมง) 

กิจกรรมการท าลายแบคทีเรียของน ้าเลือดกุง้ 

กลุ่มควบคุม 
กลุ่มการทดลองท่ีไดรั้บ 

สารไอโซยจิูนอล 
กลุ่มการทดลองท่ีไม่ไดรั้บ 

สารไอโซยจิูนอล 

0 1:4 1:4 1:4 

6 1:4 1:4 1:4 
12 1:4 1:4 1:4 

24 1:4 1:4 1:4 

48 1:4 1:4 1:4 
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ก่อนการขนยา้ยมีเปอร์เซ็นตข์องกระบวนการกลืนกินส่ิงแปลกปลอมของเมด็เลือดแตกต่างจากกุง้
กลุ่มควบคุมอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P>0.05) (ตารางท่ี 13) อยา่งไรก็ตามกิจกรรมของกระบวน 
การกลืนกินส่ิงแปลกปลอมของเมด็เลือดกุง้ขาวแวนนาไมในกลุ่มท่ีไดรั้บสารไอโซยจิูนอลก่อนการ
ขนยา้ย และไม่ไดรั้บสารไอโซยจิูนอล พบวา่ไม่มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญั ท่ีระยะเวลา 6, 
12, 24 และ 48 ชัว่โมง หลงัจากท าการขนยา้ยกุง้ 
 
ตารางที ่13  ร้อยละของเมด็เลือดของกุง้ขาวแวนนาไมท่ีเกิดการกลืนกินส่ิงแปลกปลอม เม่ือไดรั้บ 
                    สารไอโซยจิูนอล 95 พีพีเอม็ ภายในระยะเวลา 2 นาทีก่อนการขนยา้ย และไม่ไดรั้บสาร 
                    ไอโซยจิูนอลก่อนการขนยา้ย ท่ีระยะเวลา 0, 6, 12, 24 และ 48 ชัว่โมง 
 

ระยะเวลา 
(ชัว่โมง) 

ร้อยละของเมด็เลือดกุง้ท่ีเกิดการกลืนกินส่ิงแปลกปลอม 

กลุ่มควบคุม 
กลุ่มการทดลองท่ีไดรั้บ

สารไอโซยจิูนอล 
กลุ่มการทดลองท่ีไม่ไดรั้บ 

สารไอโซยจิูนอล 

0 33.37 ± 7.27a 32.00 ± 6.50a 25.97 ± 5.04b 

6 33.37 ± 7.27a 31.77 ± 6.00a 34.00 ± 4.23a 

12 33.37 ± 7.27a 33.07 ± 5.71a 33.80 ± 4.94a 

24 33.37 ± 7.27a 33.03 ± 5.69a 34.40 ± 5.10a 

48 33.37 ± 7.27a 32.87 ± 5.65a 34.10 ± 4.90a 
 
หมายเหตุ: ค่าเฉล่ียท่ีก ากบัดว้ยอกัษรแตกต่างกนัในแถวเดียวกนั หมายถึงมีความแตกต่างกนัอยา่งมี 

    นยัส าคญัทางสถิติ (P<0.05) 
 
4) กิจกรรมของเอนไซม ์phenoloxidase   
 

กิจกรรมของเอนไซม ์phenoloxidase ในกลุ่มควบคุมซ่ึงเป็นกุง้ก่อนการขนยา้ย มีค่าปริมาณ
เอนไซม ์phenoloxidase เท่ากบั 343.67 ± 72.66 หน่วย/นาที/มิลลิกรัม โปรตีน ภายหลงัการขนยา้ย
กุง้แลว้ตรวจสอบค่าปริมาณเอนไซม ์phenoloxidase ทนัทีพบวา่กลุ่มท่ีไดรั้บสารไอโซยจิูนอล 95   
พีพีเอม็ ภายในระยะเวลา 2 นาที มีปริมาณเอนไซม ์phenoloxidase ของกุง้เท่ากบั 330.00 ± 65.02 
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หน่วย/นาที/มิลลิกรัม โปรตีน และกุง้กลุ่มท่ีไม่ไดรั้บสารไอโซยจิูนอลมีปริมาณเอนไซม ์
phenoloxidase ของกุง้เท่ากบั 269.67 ± 50.41 หน่วย/นาที/มิลลิกรัม โปรตีน ซ่ึงกุง้ขาวแวนนาไมท่ี
ไดรั้บสารไอโซยจิูนอลก่อนการขนยา้ยนั้น มีค่าปริมาณเอนไซม ์phenoloxidase ไม่ไดแ้ตกต่างจาก
กุง้กลุ่มควบคุมอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P<0.05) แต่กุง้ขาวแวนนาไมท่ีไม่ไดรั้บสารไอโซยจิูนอล
ก่อนการขนยา้ยมีปริมาณเอนไซม ์phenoloxidase แตกต่างจากกุง้กลุ่มควบคุมอยา่งมีนยัส าคญัทาง
สถิติ (P>0.05) (ตารางท่ี 14) อยา่งไรก็ตามปริมาณเอนไซม ์phenoloxidase ของกุง้ขาวแวนนาไมใน
กลุ่มท่ีไดรั้บสารไอโซยจิูนอลก่อนการขนยา้ย และไม่ไดรั้บสารไอโซยจิูนอล พบวา่ไม่มีความ
แตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญั ท่ีระยะเวลา 6, 12, 24 และ 48 ชัว่โมง หลงัจากท าการขนยา้ยกุง้ 

 
ตารางที ่14  ปริมาณเอนไซม ์phenoloxidase ของกุง้ขาวแวนนาไม เม่ือไดรั้บสารไอโซยจิูนอล 95      
                    พพีีเอม็ ภายในระยะเวลา 2 นาทีก่อนการขนยา้ย และไม่ไดรั้บสารไอโซยจิูนอลก่อน  
                    การขนยา้ย ท่ีระยะเวลา 0, 6, 12, 24 และ 48 ชัว่โมง 

 

ระยะเวลา 
(ชัว่โมง) 

Phenoloxidase activity (หน่วย/นาที/มิลลิกรัมโปรตีน) 

กลุ่มควบคุม 
กลุ่มการทดลองท่ีไดรั้บ

สารไอโซยจิูนอล 
กลุ่มการทดลองท่ีไม่ไดรั้บ    

สารไอโซยจิูนอล 

0 343.67 ±72.66a 330.00 ± 65.02a 269.67 ± 50.41b 

6 343.67 ± 72.66a 327.67 ± 60.04a 350.00 ± 42.35a 

12 343.67 ± 72.66a 340.67 ± 57.05a 348.00 ± 49.37a 

24 343.67 ± 72.66a 340.33 ± 56.90a 354.00 ± 51.03a 

48 343.67 ± 72.66a 338.67 ± 56.49a 351.67 ± 53.95a 

 
หมายเหตุ: ค่าเฉล่ียท่ีก ากบัดว้ยอกัษรแตกต่างกนัในแถวเดียวกนั หมายถึงมีความแตกต่างกนัอยา่งมี 

    นยัส าคญัทางสถิติ (P<0.05) 
 
 
 
 
 



 

 
66 

5) การศึกษาการผลิตเอนไซม ์superoxide dismutase 
 

จากการศึกษาการผลิตเอนไซม์ superoxide dismutase ในกลุ่มควบคุมซ่ึงเป็นกุง้ก่อนการ 
ขนยา้ยมีปริมาณเอนไซม ์superoxide dismutase เท่ากบั 37.04 ± 8.07 หน่วย SOD/มิลลิลิตร 
ภายหลงัการขนยา้ยกุง้แลว้ศึกษาการผลิตเอนไซม ์superoxide dismutase ทนัทีพบวา่ กลุ่มท่ีไดรั้บ
สารไอโซ ยจิูนอล 95 พีพีเอม็ ภายในระยะเวลา 2 นาที มีปริมาณเอนไซม ์superoxide dismutase 
ของกุง้เท่ากบั 35.52 ± 7.22 หน่วย SOD/มิลลิลิตร และกุง้กลุ่มท่ีไม่ไดรั้บสารไอโซยจิูนอลมีปริมาณ
เอนไซม ์superoxide dismutase ของกุง้เท่ากบั 29.15 ± 5.55 หน่วย SOD/มิลลิลิตร ซ่ึงกุง้ขาวแวนนา
ไมท่ีไดรั้บสารไอโซยจิูนอลก่อนการขนยา้ยนั้น มีปริมาณเอนไซม ์superoxide dismutase ไม่ได้
แตกต่างจากกุง้กลุ่มควบคุมอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P<0.05) แต่กุง้ขาวแวนนาไมท่ีไม่ไดรั้บสาร
ไอโซยจิูนอลก่อนการขนยา้ยมีปริมาณเอนไซม ์superoxide dismutase แตกต่างจากกุง้กลุ่มควบคุม
อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P>0.05) (ตารางท่ี 15) อยา่งไรก็ตามปริมาณเอนไซม ์superoxide 
dismutase ของกุง้ขาวแวนนาไมในกลุ่มท่ีไดรั้บสารไอโซยจิูนอลก่อนการขนยา้ย และไม่ไดรั้บสาร
ไอโซยจิูนอล พบวา่ไม่มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญั ท่ีระยะเวลา 6, 12, 24 และ 48 ชัว่โมง 
หลงัจากการขนยา้ยกุง้ 
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ตารางที ่15  ปริมาณเอนไซม ์superoxide dismutase ของกุง้ขาวแวนนาไม เม่ือไดรั้บสารไอโซ           
                    ยจิูนอล 95 พีพีเอม็ ภายในระยะเวลา 2 นาทีก่อนการขนยา้ย และไม่ไดรั้บสารไอโซ        
                    ยจิูนอลก่อนการขนยา้ย ท่ีระยะเวลา 0, 6, 12, 24 และ 48 ชัว่โมง 
 

ระยะเวลา 
(ชัว่โมง) 

การผลิตเอนไซม ์superoxide dismutase (หน่วย SOD/มิลลิลิตร) 

กลุ่มควบคุม 
กลุ่มการทดลองท่ีไดรั้บ

สารไอโซยจิูนอล 
กลุ่มการทดลองท่ีไม่ไดรั้บ    

สารไอโซยจิูนอล 

0 37.04 ± 8.07a 35.52 ± 7.22a 29.15 ± 5.55b 

6 37.04 ± 8.07a 35.26 ± 6.66a 37.74 ± 4.70a 

12 37.04 ± 8.07a 36.70 ± 6.33a 37.52 ± 5.48a 

24 37.04 ± 8.07a 36.67 ± 6.32a 38.18 ± 5.66a 

48 37.04 ± 8.07a 36.48 ± 6.27a 37.66 ± 6.77a 

 
หมายเหตุ: ค่าเฉล่ียท่ีก ากบัดว้ยอกัษรแตกต่างกนัในแถวเดียวกนั หมายถึงมีความแตกต่างกนัอยา่งมี 

    นยัส าคญัทางสถิติ (P<0.05) 
 

 จากผลการศึกษาการตอบสนองทางภูมิคุม้กนัแบบไม่จ  าเพาะของกุง้ขาวแวนนาไมท่ีไดรั้บ
สารไอโซยจิูนอลและระยะเวลาพกัฟ้ืนท่ี 0, 6, 12, 24  และ 48 ชัว่โมง ทุกพารามิเตอร์พบวา่หลงัจาก
การขนยา้ย พบวา่ กุง้ท่ีไดรั้บยาสลบมีระดบัภูมิคุม้กนัไม่แตกต่างจากกุง้ก่อนการเคล่ือนยา้ยอยา่งมี
นยัส าคญัทางสถิติ (P>0.05) แต่แตกต่างจากกุง้ท่ีไม่ไดรั้บยาสลบอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P<0.05) 
อยา่งไรก็ตามระดบัภูมิคุม้กนัของกุง้ขาวแวนนาไมในกลุ่มท่ีไดรั้บยาสลบ และไม่ไดรั้บยาสลบ ไม่มี
ความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ ท่ีระยะเวลา 6, 12, 24 และ 48 ชัว่โมงหลงัการขนยา้ยกุง้  
แสดงใหเ้ห็นวา่ไอโซยจิูนอลไม่มีผลต่อระบบภูมิคุม้กนัแบบไม่จ  าเพาะเจาะจงของกุง้แมว้า่จะใชใ้น
ระดบัท่ีมีความเขม้ขน้สูง ซ่ึงท าใหกุ้ง้สลบไดภ้ายในเวลา 2 นาทีก็ตาม ในขณะท่ีกุง้กลุ่มท่ีไม่ไดรั้บ
ยาสลบก่อนการขนยา้ยท่ีมีผลท าใหกุ้ง้เครียดส่งผลกระทบใหร้ะดบัภูมิคุม้กนัของกุง้ลดลงเกือบทุก
พารามิเตอร์ท่ีท าการศึกษา 
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 Iversen (2003) รายงานวา่ การใชส้ารละลาย AQUI-S™ มากกวา่ 20 มิลลิกรัมต่อลิตร 
สามารถยบัย ั้งการหลัง่ cortisol ในน ้าเลือดของปลาได ้เน่ืองจาก cortisol ส่งผลท าใหภู้มิคุม้กนัของ
ปลาต ่าลง และยอมรับการติดเช้ือไดง่้ายข้ึน ซ่ึงสอดคลอ้งกบัการศึกษาของ Small (2005) พบวา่ เม่ือ
ทดสอบประสิทธิภาพของยาสลบ AQUI-S™ ในการสลบปลา channel catfish ดว้ยความเขม้ขน้ 40 
มิลลิกรัม/ลิตร พบวา่ในน ้าเลือดจะพบค่า lactatae และ chloride ต ่า ซ่ึงแสดงใหเ้ห็นวา่ยาสลบ 
AQUI-S™ สามารถลดความเครียดท่ีเกิดข้ึนในระหวา่งการ handling ได ้ 
 

นอกจากน้ียงัสอดคลอ้งกบัการศึกษาของ Bosworth et al. (2007) ศึกษาผลกระทบดา้น
สรีรวทิยาและคุณภาพของเน้ือปลา Ictalurus punctatus ท่ีไดรั้บยาสลบ AQUI-S™ พบวา่ ปลาท่ี
ไดรั้บยาสลบ AQUI-S™ 25 และ 35 มิลลิกรัมต่อลิตร ในน ้าเลือดมีค่า lactate, cortisol และ glucose 
ต ่า และในน ้าเลือดจะมีค่าพีเอชสูงกวา่ปลากลุ่มท่ีไม่ไดรั้บยาสลบ AQUI-S™ 
  

Iversen and Eliassen (2009) ศึกษาผลของยาสลบ AQUI-S™ 5.0 มิลลิกรัมต่อลิตร 
เปรียบเทียบกบักลุ่มท่ีไม่ไดรั้บยาสลบสลบท่ีมีผลต่อ primary stress (cortisol), secondary stress 
(osmoregulation) และ tertiary stress (ตาย) ของลูกปลาแซลมอน, Salmo salar L. พบวา่ ในขณะท่ีมี
การขนส่งลูกปลาแซลมอนกลุ่มท่ีไดรั้บยาสลบและไม่ไดรั้บยาสลบลูกปลาจะมีความเครียดแบบ 
primary stress (cortisol) ทั้ง 2 กลุ่มการทดลอง แต่ลูกปลาแซลมอนกลุ่มท่ีไดรั้บยาสลบจะมีอตัรา
การตายต ่ากวา่ลูกปลากลุ่มท่ีไม่ไดรั้บยาสลบ ซ่ึงตลอดการขนส่งจะไม่พบความเครียดแบบ 
secondary stress (osmoregulation) 

 
 Elwood et al. (2009) ศึกษาอาการต่างๆ ท่ีแสดงถึงความเครียดในสัตวน์ ้ากลุ่ม crustacean 
พบวา่เม่ือสัตวน์ ้ากลุ่ม crustacean เกิดความเครียดจะมีการตอบสนองทางระบบภูมิคุม้กนัในน ้าเลือด 
(hormonal responses) ซ่ึงมีหนา้ท่ีคลา้ยกบั glucocorticoid ในสัตวมี์กระดูกสันหลงั 
 
 Taylor et al. (2004) พบวา่ การใชย้าสลบ Xylocaine® สามารถลดความเครียดในระหวา่ง
การตดักา้นตากุง้ขาวแวนนาไมเพศเมียไดแ้ละกุง้มีอตัรารอด 100 เปอร์เซ็นต์ 
 

Mercier et al. (2009) ศึกษาอตัราการเผาผลาญ (glucose, lactate, total protein, chloresterol, 
triglyceride, total lipid, hemocyanin และ carotenoid content) และระดบัภูมิคุม้กนั (ปริมาณเมด็
เลือดรวม, การผลิตเอนไซม์ superoxide anion และการผลิตเอนไซม ์superoxide dismutase) ของกุง้
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L. vannamei ท่ีเล้ียงภายในถงัคอนกรีตกลางแจง้และท่ีเล้ียงภายในถงัพลาสติกในร่มซ่ึงทั้ง 2 กลุ่ม
การทดลองนั้นไดรั้บความเครียดซ ้ าจากการ handling เป็นระยะเวลา 4 สัปดาห์เปรียบเทียบกบักลุ่ม
ท่ีไม่ไดรั้บความเครียด ผลการศึกษาพบวา่กุง้ท่ีเล้ียงภายในถงัคอนกรีตกลางแจง้มีค่าความเขม้ขน้
ของ total protein, triglyceride และ total lipid ในน ้าเลือดต ่า และมีค่าความเขม้ขน้ของ
carbohydrates ในกลา้มเน้ือต ่าอยา่งมีนยัส าคญั กุง้ท่ีเล้ียงภายในถงัพลาสติกในร่มมีค่าความเขม้ขน้ 
ของ glucose และ total lipid สูงในน ้าเลือด แต่พบ carbohydrates ในตบัต ่า การศึกษาระดบั 
ภูมิคุม้กนัของกุง้ท่ีเล้ียงภายในถงัคอนกรีตกลางแจง้และท่ีเล้ียงภายในถงัพลาสติกในร่มซ่ึงทั้ง 2 กลุ่ม
การทดลองเม่ือเปรียบเทียบกบักลุ่มท่ีไม่ไดรั้บความเครียดนั้นพบวา่ไม่มีความแตกต่างกนั และใน
การทดลองใหกุ้ง้ไดรั้บความเครียดซ ้ าจากการ handling เป็นระยะเวลา 4 สัปดาห์พบวา่ไม่มีผลท าให้
ระดบัภูมิคุม้กนัของกุง้ลดลง 
 

Saydmohammed and Pal (2009) ศึกษาการใชส้ารยจิูนอล และ เมนโทลเพื่อลดความเครียด
ท่ีเกิดจากการ handling กบักุง้กา้มกราม (Macrobrachium rosenbergii) พบวา่กุง้กลุ่มท่ีไดรั้บยาสลบ 
มีระดบั  glycogen และ acetylcholine esterase (AchE) ต ่า 
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สรุปและข้อเสนอแนะ 
 

สรุป 
 

1. ความเป็นพิษเฉียบพลนัของสารไอโซยจิูนอลต่อลูกกุง้ขาวแวนนาไมระยะโพสลาร์วา   
8-10    ท่ีระดบัความเคม็  5, 15 และ 25 พีพีที  พบวา่ ค่า LC50 ท่ี 48 ชัว่โมง มีค่าเท่ากบั 19.93 (17.53-
22.33), 20.58 (18.75-22.43) และ 22.53 (21.88-23.18) พีพีเอม็ ตามล าดบั ความเคม็ของน ้ามีผลต่อ
ค่า ความเป็นพิษของสารไอโซยจิูนอลคือ     ถา้ความเคม็ของน ้าต ่าค่าความเป็นพิษของสารจะสูงข้ึน 
ในทางตรงกนัขา้ม ถา้ความเคม็ของน ้าเพิ่มสูงข้ึนความเป็นพิษของสารก็จะต ่าลง 
  

 3. ความเขม้ขน้ของสารไอโซยจิูนอลท่ีเหมาะสมกบักุง้ขาวแวนนาไมขนาด 15-20 กรัม เพื่อ
ท าใหกุ้ง้สลบภายในเวลา 2 นาที ก่อนการขนยา้ยมีค่าเท่ากบั 95 พีพีเอม็ และความเขม้ขน้ท่ี
เหมาะสมในการท าใหกุ้ง้ขาวแวนนาไมสลบในเวลาประมาณ 10 นาที มีค่าเท่ากบั 70 พีพีเอม็ 
 

 4. ระยะเวลาฟักฟ้ืนของกุง้จะเพิ่มข้ึนตามความเขม้ขน้ของสารและระยะเวลาท่ีสัมผสั คือ
ความเขม้ขน้ของสารไอโซยจิูนอลท่ีท าใหกุ้ง้สลบภายใน 2 นาที มีค่าเท่ากบั 95 พีพีเอม็ กุง้จะฟ้ืนตวั
จากการสลบภายในระยะเวลา 7.81 ± 3.09 นาที และท่ีความเขม้ขน้ของสารไอโซยจิูนอลท่ีท าใหกุ้ง้
สลบภายใน 10 นาที มีค่าเท่ากบั 70 พีพีเอม็ กุง้จะฟ้ืนตวัจากการสลบภายในระยะเวลา 11.98 ± 5.28 
นาที  
  
 5. ค่าเส่ือมของสารไอโซยจิูนอลท่ีตั้งทิ้งไวท่ี้ระยะเวลา 3, 6, 12, 24 และ 48 ชัว่โมงท่ี
อุณหภูมิหอ้ง (28±1 องศาเซลเซียส) พบวา่ ท่ีระยะเวลาท่ี 0 ชัว่โมงท่ีไม่ไดมี้การตั้งสารทิ้งไวน้ั้นท่ี
ความเขม้ขน้ 95 พีพีเอม็ สามารถท าใหกุ้ง้สลบไดร้วดเร็วภายในระยะเวลา 2.00 ± 0.00 นาที ท่ี
ระยะเวลา 3, 6, 12, 24 และ 48 ชัว่โมงท่ีไดต้ั้งสารทิ้งไวกุ้ง้ตอ้งใชเ้วลานานเพิ่มข้ึนจึงจะสลบโดยใช้
เวลา 4.41 ± 1.52, 5.87 ± 1.76, 7.58 ± 2.84, 8.09 ± 3.07 และ11.14 ± 4.84 นาที ตามล าดบั 
 

 6. ค่าเส่ือมของสารไอโซยจิูนอลท่ีตั้งทิ้งไวร้ะยะเวลา 3, 6, 12, 24 และ 48 ชัว่โมง ท่ี
อุณหภูมิ 23-25 องศาเซลเซียส พบวา่ถา้เตรียมสารละลายไอโซยจิูนอลเขม้ขน้ 95 พีพีเอม็แลว้ใช้
ทนัที สามารถท าใหกุ้ง้สลบไดร้วดเร็วภายในระยะเวลา 2.00 ± 0.00 นาที ถา้ทิ้งไวน้าน 3, 6, 12, 24 
และ 48 ชัว่โมง จะท าใหกุ้ง้สลบไดภ้ายในระยะเวลา 4.42 ± 1.55, 5.56 ± 1.99, 7.09 ± 2.58, 8.19 ± 
2.63 และ 9.35 ± 3.26 นาที ตามล าดบั 



 

 
71 

 7. จากการศึกษาอตัราค่าเส่ือมของสารไอโซยจิูนอลในการใชส้ารซ ้ าต่อการเตรียมสารไอ
โซ ยจิูนอล 1 คร้ัง เพื่อท าการสลบกุง้ขาวแวนนาไม พบวา่ในคร้ังแรกของการใชส้ารไอโซยจิูนอล
ความเขม้ขน้ 95 พีพีเอม็ ใชเ้วลาในการสลบเท่ากบั 2.00 ± 0.00 นาที และในการใชส้ารไอโซยจิูนอล
คร้ังท่ี 2, 3, 4, 5, 6, 7 และ 8 ใชร้ะยะเวลาในการสลบเท่ากบั 2.85 ± 0.57, 4.22 ± 1.07, 8.11 ± 2.33, 
13.96 ± 3.59, 20.11 ± 2.34, 25.22 ± 5.00 และ 31.50 ± 4.83 นาที ตามล าดบั การใชส้ารไอโซยจิู
นอลซ ้ าตั้งแต่คร้ังท่ี  3 นั้นจะใชเ้วลาในการสลบมากกวา่ 2 นาที ซ่ึงถา้ใชส้ารไอโซยจิูนอลท่ีเตรียม
เพียง 1 คร้ังเพื่อท าใหกุ้ง้สลบภายในเวลาเท่าเดิมหรือใกลเ้คียง ควรท่ีจะใชส้ารซ ้ าต่อการเตรียม สาร 
1 คร้ัง หรือ 2 คร้ังเท่านั้น แต่ถา้ตอ้งการใชส้ารเดิมเพื่อท าการสลบกุง้ควรท่ีจะมีการเติมสารไอโซยจิู
นอลเพิ่มลงไปเพื่อท่ีจะท าใหกุ้ง้มีการสลบไดร้วดเร็วภายในระยะเวลา 2 นาที 
 

 8. เม่ือน าความเขม้ขน้ท่ีใชใ้นการขนยา้ยกุง้ระยะสั้น (95 พีพีเอม็) น าไปใชเ้พื่อขนยา้ยกุง้
จากถงัเล้ียงไปยงัตูก้ระจกและวดัระดบัภูมิคุม้กนั (ปริมาณเมด็เลือดรวม, กระบวนการกลืนกินส่ิง
แปลกปลอม, ความวอ่งไวของเอนไซม์ phenoloxidase, กิจกรรมการท าลายแบคทีเรียของน ้าเลือด
กุง้, การผลิตเอนไซม ์superoxide dismutase) ท่ีระยะเวลา 0, 6, 12, 24 และ 48 ชัว่โมง หลงัจากการ
เคล่ือนยา้ย พบวา่ กุง้ท่ีไดรั้บยาสลบมีระดบัภูมิคุม้กนัไม่แตกต่างจากกุง้กลุ่มควบคุมก่อนการขนยา้ย
อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P>0.05) แต่แตกต่างจากกุง้ท่ีไม่ไดรั้บยาสลบอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ 
(P<0.05) อยา่งไรก็ตามระดบัภูมิคุม้กนัของกุง้ในกลุ่มท่ีไดรั้บยาสลบ และไม่ไดรั้บยาสลบ ไม่มี
ความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ ท่ีระยะเวลา 6, 12, 24 และ 48 ชัว่โมงหลงัการขนยา้ยกุง้ 

 

ข้อเสนอแนะ 
 

1. ไอโซยจิูนอลสามารถใชใ้นการลดความเครียดของกุง้ในระหวา่งการขนยา้ยได้ โดย
พิจารณาจากระบบภูมิคุม้กนัของกุง้ท่ีแตกต่างจากกุง้ปกติก่อนการทดลอง 
 

2. ในการเตรียมสารละลายไอโซยจิูนอล เพื่อท่ีจะใชส้ลบกุง้นั้น ควรมีการเตรียมใหม่ทุก
คร้ังท่ีจะใช ้ไม่ควรเตรียมสารทิ้งไวเ้ป็นเวลานานก่อนน ามาใช ้

 

3. การล าเลียงขนส่งกุง้ขาวแวนนาไมจ านวนมากในระยะทางไกลและใชเ้วลาในการ 
ขนส่งนาน นอกจากวธีิการขนส่งแบบโดยใชว้ธีิการอดัออกซิเจนและลดอุณหภูมิในการขนส่งแลว้
นั้น อาจจะมีการใชย้าสลบเพื่อลดเมแทบอลิซึมของกุง้ และปฏิกิริยาในการตอบสนองต่อส่ิงเร้า
ภายนอกน่าจะท าใหกุ้ง้เครียดนอ้ยลง อตัราการรอดตายสูงข้ึนดว้ย 
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ตวัอยา่งการวเิคราะห์ขอ้มูลเพื่อหาค่า LC50 และช่วงแห่งความเช่ือมัน่ 95 เปอร์เซ็นต์ 
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การวเิคราะห์ข้อมูลเพือ่หาค่า LC50 และช่วงแห่งความเช่ือมั่น 95 เปอร์เซ็นต์ 
 
 จากขอ้มูลความเขม้ขน้ของสารไอโซยจิูนอลและอตัราการตายในแต่ละระดบั น ามา
ประเมินค่าความเขม้ขน้ของสารไอโซยจิูนอลท่ีท าใหกุ้ง้ขาวแวนนาไมระยะโพสลาร์วา 8-10 ตาย 50
เปอร์เซ็นต ์(LC50)  และช่วงแห่งความเช่ือมัน่ 95 เปอร์เซ็นต ์โดยวธีิวเิคราะห์แบบโปรบิท (Probit 
analysis) ตามวธีิของ Finney (1971) ตามตวัอยา่งต่อไปน้ี 
  
 ก าหนดให ้  
  
   C = ความเขม้ขน้ของสารละลาย 
   x = ค่า  log ของระดบัความเขม้ขน้ของสารไอโซยจิูนอล 
   r = จ านวนสัตวท์ดลองท่ีตายเน่ืองจากสารไอโซยจิูนอล 
   n = จ านวนสัตวท์ดลองท่ีใชใ้นการทดลอง 
   p = เอม็ไพริกลัของอตัราการตาย (r/n) 
   y* = เอม็ไพริกลัโปรบิท ไดจ้ากการเปล่ียนค่าเปอร์เซ็นตก์าร
     ตายโดยใชต้ารางผนวกท่ี 5 
   Y = ค่าโปรบิทคาดคะเน (Expected probit) 
   y0  = ค่าโปรบิทต ่าสุด (Minimum probit) ไดจ้ากตารางผนวก
     ท่ี 6 
   y1 = ค่าโปรบิทสูงสุด (Maximum probit) ไดจ้ากตารางผนวก
     ท่ี 6 
   A = ช่วง (Ranges) ไดจ้ากตารางผนวกท่ี 6 
   Y = ค่าโปรบิทส าหรับการค านวณ (Working probit) ไดจ้าก
     การค านวณจากค่าโปรบิทท่ีคาดคะเนไดจ้ากสูตร              
     Y = y0 + pA  หรือ  Y = y1 – (1-p)A  
   w = สัมประสิทธ์ิของการถ่วงน ้าหนกั (Working- coefficient) 
     ไดจ้ากตารางผนวกท่ี 7 
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 วธีิการ 
 
  ความเขม้ขน้ของสารไอโซยจิูนอล(C) ซ่ึงมีอยู ่6 ระดบั จ  านวนกุง้ขาวแวนนาไม
ระยะโพสลาร์วา 8-10 ตาย (r)  และจ านวนกุง้ขาวแวนนาไมระยะโพสลาร์วา 8-10 ท่ีใชใ้นการ
ทดลอง (n)  
   
  ค  านวณหาค่า x จาก  x = 1 + log C  และ p = r/n  หาค่าเอม็ไพริกลัโปรบิท (y*) จาก
 การน าค่า p มาเปิดตารางผนวกท่ี 6 
 
  ประมาณค่าคาดคะเนโปรบิทจากขอ้มูล y* และ x ดว้ยวธีิการ plot กราฟ และปรับ
 เส้นตรงดว้ยสายตาโดยใหน้ ้าหนกัแต่ละจุดเท่ากนั หรือค านวณจากสมการถดถอยอยา่งง่าย 
 
 ตัวอย่างการค านวณ 
 
ตารางผนวกที ่ก1 วธีิการค านวณความลาดชนัและจุดตดัแกนด่ิง ตามวธีิวเิคราะห์แบบโปรบิท 
 

C x R n p y* Y 
15 1.18 0 20 0 - 5.12 

18.69 1.27 13 20 0.65 5.39 5.43 
23.28 1.37 15 20 0.75 5.67 5.77 
28.99 1.46 18 20 0.9 6.28 6.07 
36.11 1.56 18 20 0.9 6.28 6.41 

45 1.56 20 20 1 - 6.72 
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ตารางผนวกที ่ก2  การค านวณคร้ังท่ี 1  
 

x y W Wx Wx2 Wxy Wy Wy2 Y 
1.18 3.74 12.68 14.96 17.66 55.96 26.57 177.36 4.27 
1.27 5.39 12.02 15.27 19.39 82.28 64.79 349.21 4.85 
1.37 5.67 10.06 13.78 18.88 78.15 57.04 323.42 5.49 
1.46 6.26 8.10 11.83 17.27 74.03 50.71 317.42 6.07 
1.56 6.27 6.04 9.42 14.70 59.08 37.87 237.45 6.71 
1.56 7.17 4.16 6.86 11.33 49.21 29.83 213.86 7.29 

 ∑ 53.06 72.12 99.23 398.71 287.66 1618.72  
 
Sxx  = 99.23 – (72.12)2 / 53.06 = 1.2 
Sxy = 398.71 – (72.12)(287.66) /  53.06 = 7.7 
Syy = 1618.72 – (287.66)2 / 53.06 = 59.20 

     = 72.12 / 53.06  = 1.36 

       = 287.66 / 53.06  = 5.42 
b = 7.72 / 1.20  = 6.43 
 â = 5.42 – 6.43(1.36) = -3.32 
 
ดงันั้นสมการเส้นตรงของการค านวณคร้ังน้ีคือ  Y = -3.32 + 6.43x 
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ตารางผนวกที ่ก3  การค านวณคร้ังท่ี 2 
 

x y W Wx Wx2 Wxy Wy Wy2 Y 
1.18 3.53 10.64 12.56 14.82 44.32 37.56 132.58 3.95 
1.27 5.38 12.68 16.10 20.45 86.64 68.22 367.01 4.83 
1.37 5.67 11.62 15.92 21.81 90.26 65.89 317.0 5.81 
1.46 6.26 8.10 11.83 17.27 74.03 50.71 330.01 6.68 
1.56 8.23 4.16 6.49 10.12 53.41 34.24 411.38 7.66 
1.56 7.68 1.52 2.51 4.14 19.26 11.67 89.65 8.54 

 ∑ 48.72 65.41 88.61 367.92 268.29 1562.00  
 

Sxx  = 88.61 – (65.41)2 / 48.72 = 0.79 
Sxy = 367.92 – (65.41)( 268.29) / 48.72 = 7.72 
Syy = 1562 – (268.29)2 / 48.72 = 84.59 

 = 65.41 / 48.72  = 1.34 

         = 268.29 / 48.72  = 5.51 
b = 7.72 / 0.79  = 9.77 
â = 5.51 – 9.77(1.34) = -7.58 
 
ดงันั้นสมการเส้นตรงของการค านวณคร้ังน้ีคือ  Y = -7.58 + 9.77x 
 
 เม่ือเปรียบเทียบค่าคาดคะเนโปรบิท ท่ีใชใ้นการค านวณคร้ังท่ี 2 (ช่องสุดทา้ยของการ
ค านวณคร้ังท่ี 2) กบัค่าท่ีไดจ้ากการค านวณคร้ังท่ี 1  (ช่องสุดทา้ยของการค านวณคร้ังท่ี 1 ) จะพบวา่
ผลต่างต ่ากวา่หรือใกลเ้คียงกบั 0.2  ดงันั้น จึงนบัวา่ค่า a และ b ท่ีไดรั้บ เป็นค่าประมาณท่ีดีของ a 
และ b แลว้ จึงด าเนินการทดสอบความเป็นเส้นตรงต่อไป  จากสมการ 

 
x2 = Syy – S2xy / Sxx 

 จะได ้
x2 = 58.28 – (14.882 / 4.1) = 9.15 
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 ซ่ึงมีขั้นแห่งความเป็นอิสระเท่ากบั ( 6 – 2 )  =  4   ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95 เปอร์เซ็นต ์ ค่า 
2 = 9.49 ซ่ึงสูงกวา่ค่าท่ีค  านวณได ้จึงหมายความวา่ ผลการทดลองในรูปของโปรบิทไม่เบ่ียงเบน
ไปจากเส้นตรง 
  
 ค่าล็อกการิทึมของมธัยฐานของความทนต่อสารไอโซยจิูนอลของกุง้ขาวแวนนาไมระยะโพ
สลาร์วา 8-10  จึงเท่ากบั 

 
 = ((5 – â) /     )  

 
 =  5 – (-7.583.51) / 3.63 = 1.29 

 
 และค่ามธัยฐานของความทนต่อสารไอโซยจิูนอลจะเท่ากบั 
 
   TLm = antilog (1.29) = 19.5    พีพีเอม็ 

 
 การค านวณหาช่วงความเช่ือมัน่ของ m ตามสมการ 
 
mL , mU =  (     - g (V12 / V22)  ± 1.96 / b √V11 – 2     V12 +      2 V22 – g ( (V11 – (V12

2 / V22)) 
                                                                        1 – g 
 
 โดยท่ี V11 = ∑ Wx2  / ( Sxx  ∑ W ) = 2.30 

  V12 =              / Sxx              = 1.70 
  V22 = 1 / Sxx   = 1.27 
  g = (1.96)2 V22 / b

2  = 0.05 
 
 จากการแทนค่าในสมการขา้งตน้ จะไดช่้วงแห่งความเช่ือมัน่ 1 + m 
 
 =  (1.29 – 0.067) ± 0.2 √2.3 – 4.39 + 2.11 – 0.001       
                                                            0.95 
 

m ˆ m m 

m ˆ  b  ˆ 

m ˆ 
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 =  (1.29 -0.067) ± 0.2(0.14) 
          0.95 
 =     1.28 ± 0.03 
 
 =      1.25 - 1.31 
   
 เพราะฉะนั้น ช่วงแห่งความเช่ือมัน่ท่ี 95 เปอร์เซ็นต ์ ของมธัยฐานของความทนต่อสาร    
ไอโซยจิูนอลต่อกุง้ขาวแวนนาไมระยะโพสลาร์วา 8-10 จึงเท่ากบั antilog (1.25)  ถึง  antilog (1.31) 
ซ่ึงเท่ากบั 17.78 ถึง 20.42 พีพีเอม็ 
  

ดงันั้น  LC50  =  19.5 (17.78-20.42) พีพีเอม็ 
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ภาพผนวกที ่ก1 ความสัมพนัธ์ระหวา่งอตัราการตายสะสมและความเขม้ขน้ของสารไอโซยจิูนอลท่ี 
             ใชใ้นการประเมินค่า LC50 ของกุง้ขาวแวนนาไมระยะโพสลาร์วา 8-10  ท่ีระดบั       

               ความเคม็ 5 พีเอสย ู
 

จากภาพผนวกท่ี ก1 เม่ือท าการ antilog (1.59) คือ ค่าความเขม้ขน้ของสารไอโซยจิูนอลใน
รูปของผลิตภณัฑ ์Aqui-S™ มีค่าเท่ากบั 38.90 พีพีเอม็ และค่าความเขม้ขน้ของสารไอโซยจิูนอลท่ีมี
ปริมาณสารไอโซยจิูนอล 50 เปอร์เซ็นตมี์ค่าเท่ากบั 19.45 พีพีเอม็ 
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ตารางผนวกที ่ก4 การเปล่ียนเปอร์เซ็นตก์ารตายเป็นไพริกลัโปรบิท 
 
อตัรา 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 

0 - 2.67 2.95 3.12 3.25 3.36 3.45 3.52 3.59 3.66 
0.1 3.72 3.77 3.82 3.87 3.92 3.96 4.01 4.05 4.08 4.12 
0.2 4.16 4.19 4.23 4.26 4.29 4.33 4.36 4.39 4.42 4.45 
0.3 4.48 4.50 4.53 4.56 4.59 4.61 4.64 4.67 4.69 4.72 
0.4 4.75 4.77 4.80 4.82 4.85 4.87 4.90 4.92 4.95 4.97 
0.5 5.00 5.03 5.05 5.08 5.10 5.13 5.15 5.18 5.20 5.23 
0.6 5.25 5.28 5.31 5.33 5.36 5.39 5.41 5.44 5.47 5.50 
0.7 5.52 5.55 5.58 5.61 5.64 5.67 5.71 5.74 5.77 5.81 
0.8 5.84 5.88 5.92 5.95 5.99 6.04 6.08 6.13 6.18 6.23 
0.9 6.28 6.34 6.41 6.48 6.55 6.64 6.75 6.88 7.05 7.33 
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ตารางผนวกที ่ก5 ค่าโปรบิทต ่าสุด (Minimum Probit) โปรบิทสูงสุด (Maximum Probit) 
 

Expected 
Probit 

Minimum 
Working (y0) 

Range 
(A) 

Maximum 
Working (y1) 

Expected 
Probit (Y) 

1.1 0.8579 5033.8402 9.1421 8.9 
1.2 0.9522 3425.2797 9.0478 8.8 
1.3 1.0462 2354.158 8.9538 8.7 
1.4 1.1400 1634.2486 8.8600 8.6 
1.5 1.2334 1145.8917 8.7666 8.5 
1.6 1.3266 811.54 8.6734 8.4 
1.7 1.4194 580.5282 8.5806 8.3 
1.8 1.5118 419.4475 8.4882 8.2 
1.9 1.6038 306.1081 8.3962 8.1 
2.0 1.6954 225.6395 8.3046 8.0 
2.1 1.7866 167.9957 8.2134 7.9 
2.2 1.8772 126.3352 8.1228 7.8 
2.3 1.9673 95.9607 8.0327 7.7 
2.4 2.0568 73.6216 7.9432 7.6 
2.5 2.1457 57.0506 7.8543 7.5 
2.6 2.339 44.6538 7.7661 7.4 
2.7 2.3214 35.3020 7.6787 7.3 
2.8 2.4081 28.1832 7.5919 7.2 
2.9 2.4938 22.7357 7.5062 7.1 
3.0 2.5786 18.5216 7.4214 7.0 
3.1 2.6624 15.2402 7.3376 6.9 
3.2 2.7449 12.6662 7.2551 6.8 
3.3 2.8261 10.6327 7.1739 6.7 
3.4 2.9060 9.0154 7.0940 6.6 
3.5 2.9842 7.7210 7.0158 6.5 
3.6 3.0606 6.6788 6.9394 6.4 
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ตารางผนวกที ่ก5 (ต่อ) 
 

Expected 
Probit 

Minimum 
Working (y0) 

Range 
(A) 

Maximum 
Working (y1) 

Expected 
Probit (Y) 

3.7 3.1351 5.8354 6.8649 6.3 
3.8 3.2074 5.1497 6.7926 6.2 
3.9 3.2773 4.5903 6.7227 6.1 
4.0 3.3443 4.1327 6.6557 6.0 
4.1 3.4083 3.7582 6.5917 5.9 
4.2 3.4687 3.4519 6.5313 5.8 
4.3 3.5251 3.2025 6.4749 5.7 
4.4 3.5770 3.0010 6.4230 5.6 
4.5 3.6236 2.8404 6.3764 5.5 
4.6 3.6643 2.7154 6.3357 5.4 
4.7 3.6982 2.6220 6.3018 5.3 
4.8 3.7241 2.5573 6.2759 5.2 
4.9 3.7407 2.5192 6.2593 5.1 
5.0 3.7467 2.5066 6.2533 5.0 
5.1 3.7401 2.5192 6.2599 4.9 
5.2 3.7187 2.5573 6.2813 4.8 
5.3 3.6798 2.6220 6.3202 4.7 
5.4 3.6203 2.7154 6.3797 4.6 
5.5 3.5360 2.8404 6.4640 4.5 
5.6 3.4220 3.0010 6.5780 4.4 
5.7 3.2724 3.2025 6.7276 4.3 
5.8 3.0794 3.4519 6.9206 4.2 
5.9 2.8335 3.7582 7.1665 4.1 
6.0 2.5229 4.1327 7.4771 4.0 
6.1 2.1325 4.5903 7.8675 3.9 
6.2 1.6429 5.1497 8.3571 3.8 
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ตารางผนวกที ่ก5 (ต่อ) 
 

Expected 
Probit 

Minimum 
Working (y0) 

Range 
(A) 

Maximum 
Working (y1) 

Expected 
Probit (Y) 

6.3 1.0295 5.8354 8.9705 3.7 
6.4 0.2606 6.6786 9.7394 3.6 
6.5 -0.7050 7.7210 10.7051 3.5 

 
ตารางผนวกที ่ก6 สัมประสิทธ์ิของการถ่วงน ้าหนกั (w) 
 

Y 0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 
1 0.001 0.001 0.001 0.002 0.002 0.003 0.005 0.006 0.008 0.011 
2 0.015 0.019 0.025 0.031 0.040 0.050 0.062 0.076 0.092 0.110 
3 0.131 0.154 0.180 0.208 0.238 0.269 0.302 0.336 0.370 0.405 
4 0.439 0.471 0.503 0.532 0.558 0.581 0.601 0.616 0.627 0.634 
5 0.637 0.634 0.627 0.616 0.601 0.581 0.558 0.532 0.503 0.047 
6 0.436 0.405 0.370 0.336 0.302 0.269 0.238 0.208 0.180 0.015 
7 0.131 0.110 0.092 0.076 0.062 0.050 0.040 0.031 0.025 0.019 
8 0.015 0.011 0.008 0.006 0.005 0.003 0.002 0.002 0.001 0.001 
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ภาคผนวก ข 
ตารางแสดงคุณสมบติัของน ้าก่อนและหลงัใส่สารไอโซยจิูนอล 

ในการทดลองเพื่อหาค่า LC50 ต่อกุง้ขาวแวนนาไมระยะโพสลาร์วา 8-10 
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ตารางผนวกที ่ข1  ค่าพิสัยของคุณสมบติัของน ้าก่อนและหลงัใส่สารไอโซยจิูนอลต่อ 
กุง้ขาวแวนนาไมระยะโพสลาร์วา 8-10 ท่ีระดบัความเคม็ 5 พีเอสย ู
 

 พีเอช 
 

ความกระดา้ง 
(mg/L) 

ความเป็นด่าง 
(mg/L) 

แอมโมเนีย 
(mg/L) 

ไนไตรท ์
(mg/L) 

ก่อนใส่สาร 7.05 1472 104 1.11 0.08 
หลงัใส่สาร 7.91-8.05 1280-1378.28 102.07-113.93 0.2-0.25 0.02-0.04 

 
ตารางผนวกที ่ข2  ค่าพิสัยของคุณสมบติัของน ้าก่อนและหลงัใส่สารไอโซยจิูนอลต่อ 

                 กุง้ขาวแวนนาไมระยะโพสลาร์วา 8-10 ท่ีระดบัความเคม็ 15 พีเอสย ู
 

 พีเอช 
 

ความกระดา้ง 
(mg/L) 

ความเป็นด่าง 
(mg/L) 

แอมโมเนีย 
(mg/L) 

ไนไตรท ์
(mg/L) 

ก่อนใส่สาร 7.89 3912 116 3.45 0.07 
หลงัใส่สาร 7.43-7.59 3258.07-3409.93 117.3-127.46 0.2-0.36 0.07-0.23 

 
ตารางผนวกที ่ข3  ค่าพิสัยของคุณสมบติัของน ้าก่อนและหลงัใส่สารไอโซยจิูนอลต่อ 

                 กุง้ขาวแวนนาไมระยะโพสลาร์วา 8-10 ท่ีระดบัความเคม็ 25 พีเอสย ู
 

 พีเอช 
 

ความกระดา้ง 
(mg/L) 

ความเป็นด่าง 
(mg/L) 

แอมโมเนีย 
(mg/L) 

ไนไตรท ์
(mg/L) 

ก่อนใส่สาร 7.71 5756 130 4.86 0.14 
หลงัใส่สาร 7.97-8.05 5230.55-6138.21 77.97-120.89 0.2-0.29 0.14-0.24 
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ภาคผนวก ค 

การเตรียมสารเคมี 
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การเตรียมสารเคม ี
 

 1. ส่วนผสม K-199 (อาหารเล้ียงเซลลเ์มด็เลือด) (กิจการ และคณะ, 2543 ง) จ านวน 100 
มิลลิลิตร 
 
 M-199 สั่งซ้ือจากบริษทั ใชจ้  านวน        50   มิลลิลิตร 

Salt mixture                                           10   มิลลิลิตร 
 โซเดียมคลอไรด ์(NaCl)                        10   มิลลิลิตร 
 CaCl2 . 2H2O                                          10  มิลลิลิตร 
 L-glutamine                                              1  มิลลิลิตร 
 Hepes                                                        0.238 กรัม 
 L-cystein                                                   5  กรัม 
 De-ionized water ผา่นการฆ่าเช้ือท่ี 121 องศาเซลเซียส เป็นตวัท าละลายสาร (ทุกชนิดท่ีใช้
เตรียมสารเคมี) 
 
 วธีิการเตรียมสารแต่ละชนิด คือ 
 
 1.1 M-199 ปริมาตร 50 มิลลิลิตร (ส่วนท่ีเหลือเก็บไวใ้ชไ้ด ้เก็บท่ี 4 องศาเซลเซียส) โดยวธีิ
เตรียมคือใช ้ M-199 1 ซองกบั NaHCO3 2.2 กรัม ละลายดว้ยน ้า  De-ionized water ปรับปริมาตร
ครบ 500 มิลลิลิตร กรองผา่นกระดาษกรองขนาด 0.2 ไมโครเมตร 
 
 1.2 Salt mixture ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ซ่ึงประกอบดว้ย 
 โพแทสเซียมคลอไรด ์(KCl)                 0.4  กรัม 
 MgCl . 6H2O                                        3.3  กรัม 
 MgSO4 . 7H2O                                      3.0  กรัม 
 NaH2PO4 . 2H2O                                  0.05 กรัม 
 ปรับปริมาตรดว้ย De-ionized water ใหไ้ด ้100 มิลลิลิตร 
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1.3 สารละลายโซเดียมคลอไรด ์ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 
 
ละลายโซเดียมคลอไรด ์ 11 กรัม ในน ้าดว้ย  De-ionized water ปรับปริมาตรใหไ้ด ้ 100 

มิลลิลิตร 
 

1.4 CaCl2 . 2 H2O ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 
 

ละลาย CaCl2 . 2 H2O 0.9 กรัม ใ นน ้าดว้ย De-ionized water ปรับปริมาตรใหไ้ด ้ 100
มิลลิลิตร 
 
 1.5 L-glutamine 1 มิลลิลิตร 

 
L-glutamine 0.015 กรัม ผสมกบัน ้า De-ionized water 1 มิลลิลิตร กรองผา่นกระดาษกรอง 

ขนาด 0.2 ไมโครเมตร 
 
1.6 Hepes จ านวน 0.238 กรัม 

 
1.7 L-cystein จ านวน 5 กรัม 

 
วธีิการเตรียม K-199 จ านวน 100 มิลลิลิตร โดย น าสายละลายจากขอ้ 1.1-1.7 ผสมกนั

ตามล าดบั ปรับปริมาตรใหค้รบ 100 มิลลิลิตร ดว้ยน ้า De-ionized water ปรับพีเอช ดว้ยกรดไฮโดร
คลอริก (HCl) และโซเดียมไฮดรอกไซด ์ (NaOH) ใหพ้ีเอชอยูใ่นช่วง 7.3-7.6 กรองดว้ยหวักรอง
ขนาด 0.2 ไมโครเมตรใน Laminar flow 
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2. Shrimp saline 
 โซเดียมคลอไรด์                           28.4  กรัม 
 MgCl2 . 6H2O                                 1.0  กรัม 

MgSO4 . 7H2O                                2.0  กรัม 
CaCl2 . 2H2O                                2.25  กรัม 
โพแทสเซียมคลอไรด์                     0.7  กรัม 
Glucose (Dextrose)                         1.0  กรัม 
Hepes                                             2.38 กรัม 
ผสมสารทั้งหมดในน ้า De-ionized water 1 ลิตร กรองดว้ยกระดาษกรองขนาด 0.22  

ไมโครเมตร ในขวดท่ีผา่นการฆ่าเช้ือท่ีอุณภูมิ 121 องศาเซลเซียส และอบใหแ้หง้ เก็บสารละลายไว้
ท่ีอุณภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
 
 3. การเตรียม Heat-killed yeast 
 Baker’s yeast 
 0.9 เปอร์เซ็นต ์โซเดียมคลอไรด์ 
 shrimp saline 
 น า Baker’s yeast ละลายใน 0.9 เปอร์เซ็นต ์โซเดียมคลอไรด์ ตม้เป็นเวลา 1 ชัว่โมง จากนั้น
ท าการลา้ง yeast ดว้ย shrimp saline ท่ี 3,000 rpm. 5 คร้ัง คร้ังละ 10 นาที โดยใชอ้ตัราส่วนระหวา่ง 
shrimp saline : yeast เท่ากบั 1 : 1 หลงัจากนั้นลา้งดว้ย shrimp saline เพื่อใหไ้ดส้ารละลายท่ีมีเซลล์
จ  านวน 5 x 108 เซลลต่์อมิลลิลิตร เก็บไวท่ี้อุณภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
 
 4. การเตรียมสารละลาย phosphate buffer 0.01 โมลต่อลิตร พีเอช 7.0 
 KH2PO4         1.3609  กรัม 
 ปรับปริมาตรดว้ย De-ionized water ใหไ้ด ้ 1,000 มิลลิลิตร ปรับพีเอชใหไ้ด ้ 7.0 ดว้ยกรด
ไฮโดรคลอริก (HCl) และโซดียมไฮดรอกไซด ์(NaOH) 
 
 5. การเตรียมสารในชุดการทดลองส าเร็จรูป (test kit) RANSOD@ Superoxide dismutase 
  
     5.1) สารละลาย Reagent 1 (R1a) ท าการเติมสารละลาย R1b ลงในขวดสาร R1a ปริมาตร 20 
มิลลิลิตร 
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     5.2) สารละลาย Reagent 2 (R2) ท าหนา้ท่ีเป็น Xanthine oxidase (enzyme) โดยเติมน ้า 
กลัน่ ชนิด tri-distilled water  ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 
 
     5.3) สารละลายมาตรฐาน CAL standard (S6) โดยเติมน ้ากลัน่ชนิด tri-distilled water  
ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 
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ประวตัิการศึกษาและการท างาน 
 

ช่ือ นางสาวทิพยภ์าพร หล่อสิงห์ค า 
เกดิวนัที่  26 พฤศจิกายน 2528 
สถานทีเ่กดิ อ าเภอสามเสนนอก  จงัหวดักรุงเทพมหานคร 
ประวตัิการศึกษา วท.บ. (ประมง) มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์ 
ต าแหน่งปัจจุบัน - 
สถานทีท่ างานปัจจุบัน คณะประมง มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์ 
ผลงานดีเด่นและ/หรือรางวลัทางวชิาการ - 
ทุนการศึกษาทีไ่ด้รับ - 

 




