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บทคดัย่อ 
เช้ือ Vibrio parahaemolyticus สายพนัธ์ุสร้างสารพิษเป็นสาเหตุของโรคกุง้ตายด่วนในกุง้ขาวแวนนาไม การ

ระบาดของโรคน้ี ท าให้การใชย้าปฏิชีวนะในฟาร์มกุง้เพ่ิมข้ึน ส่งผลให้มีสารตกคา้งภายในตวักุง้และท าให้เกิดความ
เส่ียงในการเกิดเช้ือด้ือยาเพ่ิมข้ึนดว้ย สารสกดัจากสาหร่ายและพืชน ้ าสามารถควบคุมโรคและเหน่ียวน าภูมิคุม้กนั ดงันั้น
งานวิจยัช้ินน้ีจึงไดใ้ชส้ารสกดัจากสาหร่ายพวงองุ่น (Caulerpa lentillifera) สาหร่ายคอมบุ (Larminarin saccharina) 
และพืชน ้ าสาหร่ายหางกระรอก (Hydrilla verticillata) ละลายในน ้ ามนัปาลม์และน ้ ามนัออริกาโน่ เพ่ือการยบัย ั้งเช้ือ 
Vibrio parahaemolyticus โดยเทคนิค disc diffusion พบการยบัย ั้งสูงท่ีสุดจากสาหร่ายพวงองุ่นในน ้ ามนัออริกาโน่ และ
หลงัจากตรวจสอบหาความสามารถในการเป็นสารตา้นอนุมูลอิสระของสารสกดัสาหร่ายและพืชน ้ า จะท าการวิเคราะห์
หาองคป์ระกอบฟีนอลิกในสารสกดัสาหร่ายพวงองุ่น (Caulerpa lentillifera) โดยวธีิ GC-MS  

 
ABSTRACT 

Virulent strain of Vibrio parahaemolyticus, causes early mortality syndrome (EMS) in white leg shrimps 
with high mortality rate. Therefore, farmers normally use antibiotics in shrimp aquaculture. Antibiotics remain in 
shrimp and cause an antibiotic bacteria resistance in world wide.  Aquatic feed industry attempt to add more additive 
ingredients into shrimp feed such as seaweed and aquatic plant extracts because these extracts may have antibacterial 
activity and can enhance immunity of shrimp. In this experiment, we use 3 extracts of Caulerpa lentillifera, 
Laminaria saccharina, and Hydrilla verticillata. Extracts were dissolved in palm oil and oregano oil to test the 
antibacterial activity by disc diffusion method. Antioxidant activity by DPPH and TPC assays were also examined. 
Phenolic compounds in Caulerpa lentillifera extract will be analyzed by GC-MS method.  

 
 
 
 

ค าส าคญั: การยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรีย การละลายสารสกดัในน ้ ามนัปรุงอาหาร สารออกฤทธ์ิทางชีวภาพ  
Keywords: Antibacterial, Extract in cooking oils, Bioactive compound 
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บทน า 
อุตสาหกรรมการเพาะเล้ียงกุง้ในประเทศไทยมีความส าคญัมาก เน่ืองจากเป็นอุตสาหกรรมหลกัในการส่งออก

กุง้สด และกุง้แปรรูปต่าง ๆ โดยมีอตัราการส่งออกออกนอกประเทศเป็นอนัดบัหน่ึงของโลกในปี 2009 (Food and 
Agriculture Organization of The United Nations, 2011) และมีมูลค่าการส่งออกเพ่ิมข้ึนมาจนกระทัง่ปี 2011 ผลกระทบ
จากอุทกภยัและการระบาดของโรคกุง้ตายด่วน (early mortality syndrome: EMS) ตั้งแต่ปลายปี 2010 ส่งผลให้ปริมาณ
การผลิตกุง้ลดลง ท าใหป้ระเทศผูผ้ลิตและส่งออกรายอ่ืน ๆ ท่ีผลิตกุง้ไดม้ากกวา่ มีมูลค่าการส่งออกกุง้ท่ีเพ่ิมมากข้ึน ซ่ึง
โรคระบาดน้ีมีสาเหตุมากจากเช้ือแบคทีเรีย Vibrio parahaemolyticus ท่ีท าให้อตัราการตายของกุง้สูงถึง 100% ภายใน 
30 วนั (Tran, 2013) โดยเช้ือ Vibrio parahaemolyticus สายพนัธ์ุท่ีก่อโรคจะมียีนสร้างสารพิษบนพลาสมิด ท่ีสามารถ
สร้างสารพิษท าลายเซลลต์บัและตบัอ่อนของกุง้ ซ่ึงโดยปกติเช้ือจะสร้างสารพิษเฉพาะท่ีในกระเพาะอาหารของกุง้ แต่
การเกิดโรคกุง้ตายด่วนจะมาจากการติดเช้ือแบบกระจายไปทัว่ตวักุง้หรือการติดเช้ือในกระแสเลือด ความรุนแรนของ
โรคจะเกิดข้ึนเม่ือเช้ือแบคทีเรียปล่อยสารพิษออกมาท าลายเซลล์เจา้บา้น โดยการผลิตสารพิษจะถูกกระตุน้หลงัจาก
แบคทีเรีย Vibrio parahaemolyticus เขา้ไปจบักับเซลล์ของกุ้ง (Rongzhi Wang, 2015) ทุกอวยัวะของกุง้จะมีเช้ือ
แบคทีเรียปนเป้ือนอยู่ ในการศึกษาเซลลต์บัและตบัอ่อนของกุง้ท่ีติดโรคกุง้ตายด่วนจะพบว่า เซลลท่ี์สะสมไขมนัใน
เซลลต์บัและตบัอ่อนหายไป ในระยะสุดทา้ยจะพบเช้ือแบคทีเรียอยูเ่ป็นจ านวนมากในตวักุง้ จากท่ีกล่าวมาขา้งตน้ การ
ระบาดของโรคกุง้ตายด่วนเกิดข้ึนมาตั้งแต่ปี พ.ศ. 2553 และยงัไม่สามารถควบคุม ก าจดัโรคระบาดน้ีไดจ้นถึงปัจจุบนั 
ทางออกของการก าจัดหรือยบัย ั้ งเช้ือแบคทีเรียท่ีง่ายท่ีสุดคือการใช้ยาปฏิชีวนะ เพ่ือยบัย ั้ งการเจริญของ Vibrio 
parahaemolyticus ในบ่อเล้ียงกุง้ ถึงแมว้า่ยาปฏิชีวนะจะสามารถยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรียก่อโรคได ้แต่ไม่ใช่แบคทีเรียทุกตวั
จะโดนก าจดั ดว้ยกลไกการปรับตวัของเช้ือแบคทีเรียท าให้เกิดการกลายพนัธ์ุและแบคทีเรียนั้น ๆ จะมียีนท่ีต่อตา้นยา
ปฏิชีวนะได ้ซ่ึงจะก่อให้เกิดเช้ือแบคทีเรียด้ือยา โดยเหตุการณ์เหล่าน้ีจะเกิดข้ึนเม่ือผูบ้ริโภคไดรั้บสารตกคา้งในตวักุง้
เขา้ไปอยา่งต่อเน่ือง ดงันั้นในหลาย ๆ ประเทศจึงมีมาตรการการใชย้าปฏิชีวนะอยา่งจ ากดัในสตัวบ์ริโภค แต่ถึงอยา่งนั้น
ทุก ๆ ปี จะมีการตรวจพบการปนเป้ือนของยาปฏิชีวนะในอาหารทะเลส่งออก ดงัเช่น ในปี 2017 องคก์ารอาหารและยา
แห่งสหรัฐอเมริกาตรวจพบการปนเป้ือนยาปฏิชีวนะในกุง้ท่ีน าเขา้จากประเทศไทยคิดเป็นร้อยละ 62.5 จากกุง้ท่ีมีการ
ตรวจพบการปนเป้ือนทั้งหมด ส่งผลใหเ้กิดการตีกลบัของสินคา้เป็นจ านวนมาก ดงันั้นนอกจากยาปฏิชีวนะจะส่งผลต่อ
สุขภาพของผูบ้ริโภคแลว้ ยงัส่งผลในระดบัเศรษฐกิจอีกดว้ย  

การใชส้ารสกดัสาหร่ายเพ่ือการยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรียมีมามากกวา่ 100 ปี เช่น ปี 1917 มีการใชส้ารสกดัจาก
สาหร่ายมาใชย้บัย ั้งเช้ือแบคทีเรียในช่องปาก และมีการศึกษาเก่ียวกบัการยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรียก่อโรคในสตัวน์ ้ าโดยใช้
สารสกดัจากสาหร่ายสีเขียว (Natrah, 2015), (Vijayakumar, 2012) และสาหร่ายสีน ้ าตาล (Bansemir, 2006) เน่ืองจาก
สารสกดัของสาหร่ายบางชนิดเป็นสารจ าพวก bioactive compound ท่ีมีความสามารถในการยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรีย เช้ือรา 
โดยสาหร่ายท่ีพบเจอไดง่้าย มีจ านวนมากและนิยมน ามาประกอบอาหาร คือ สาหร่ายพวงองุ่น (Caulerpa lentillifera) 
และสาหร่ายคอมบุ (Larminarin saccharina) และพืชน ้ าท่ีพบไดท้ัว่ไปในประเทศไทย คือ สาหร่ายหางกระรอก  

สาหร่ายพวงองุ่นเป็นสาหร่ายทะเลสีเขียว ท่ีอยูใ่นแฟมิล่ี Caulerpaceae จากการวจิยัท่ีผา่นมาพบวา่สาหร่ายสีเขียว
ในแฟมิล่ี Caulerpaceae ซ่ึงประกอบไปดว้ย Caulerpa racemosa var. clavifera f. macrophysa (Kützing) Weber-van Bosse, C. 
racemosa var. laetevirens (Montagne) Weber-van Bosse, และ Caulerpa lentillifera J. Agardh มีองคป์ระกอบของกรดไขมนั
ชนิด Polyunsaturated fatty acids (PUFA) และสารรงควตัถุ caulerpin ท่ีมีคุณสมบติัเป็น สารออกฤทธ์ิทางชีวภาพท่ีช่วยยบัย ั้ง
เช้ือแบคทีเรียท่ีเป็นปนเป้ือนในอาหาร ไดแ้ก่ E. coli, Staphylococcus aureus, Streptococcus sp., Salmonella sp. (Nagappan, 
2014) 
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สาหร่ายคอมบุเป็นสาหร่ายสีน ้ าตาล ท่ีมีคุณสมบติัการยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรีย Vibrio anguillarum ท่ีก่อโรคในปลา
ดว้ยการวดั inhibition zone (mm) ท่ีเกิดข้ึนพบวา่สาหร่ายคอมบุมีฤทธ์ิในการยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรียได ้(Bansemir, 2006) 
(Cox, 2010) และยงัมีงานวิจยัรายงานวา่สาหร่ายคอมบุมีคุณสมบติั anti-inflammation, anti-cancer, anti-viral (Dürig, 
1997) (Ermakova, 2011) (Trinchero, 2009) 

สาหร่ายหางกระรอกเป็นพืชน ้ าชนิดหน่ึง จัดอยู่ในแฟมิล่ี Hydrocharitaceae ท่ีมีองค์ประกอบทางเคมีท่ีมี
คุณสมบัติเป็นสารท่ีออกฤทธ์ิทางชีวภาพอยู่หลายชนิดท่ีมีความสามารถในการยบัย ั้งจุลินทรียบ์างชนิดได้และมี
คุณสมบติัเป็นสารตา้นอนุมูลอิสระ ท าหนา้ท่ีเขา้จบักบัอนุมูลอิสระเพ่ือหยดุปฏิกิริยาออกซิเดชัน่ลูกโซ่ ท่ีจะส่งผลใหเ้กิด
ความไม่เสถียรในเซลล ์และเกิดเป็นมะเร็งข้ึนได ้สารเหล่านั้นท่ีพบคือ Loliolide และ Thymidine  (Yu Xiao, 2007) 
sesquiterpene compound (Coryan-17-ol, 18,19-didehydro-10-methoxy-acetate), Steroid compound (Ergost -5-en-ol, 
22, 23-dimethyl acetate), plasticizer compound (1,2 Benzene dicarboxylic acid butyl octylester), Linoleic compound 
(10-Octadecenoic acid, methyl ester), Stearic acid (Pentadecanoic acid, 14-methyl, methyl ester) และ Phytol 
(Diterpene compound) (Kensa, 2016) จากการทดสอบการยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรียพบวา่สามารถยบัย ั้งแบคทีเรียแกรมบวก
และแบคทีเรียแกรมลบท่ีเป็นแบคทีเรียท่ีปนเป้ือนในอาหารได้ คือ Staphylococcus aureus, Staphylococcus 
epidermidis, Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli (Kumari, 2013)  

ในอาหารเล้ียงกุง้จะประกอบไปดว้ยสารอาหารหลกัคือ แหล่งคาร์โบไฮเดรต แหล่งโปรตีน แหล่งไขมนั และ
วิตามิน เกลือแร่ต่าง ๆ โดยแหล่งวิตามิน เกลือแร่จะท าหนา้ท่ีคลา้ยกบัอาหารเสริมท่ีจะช่วยสนบัสนุนการเจริญเติบโต 
ท าใหลู้กกุง้สุขภาพดี แขง็แรง เพ่ิมอตัราการรอดของกุง้ได ้อาหารเสริมท่ีเติมในอาหารกุง้ท่ีมกัเป็นส่วนประกอบทัว่ไป
คือ น ้ ามนัปาลม์และน ้ ามนัออริกาโน่ ซ่ึงน ้ ามนัทั้งสองชนิดน้ีไดรั้บการวิเคราะห์วา่มีความสามารถในการเป็นสารตา้น
อนุมูลอิสระได ้ 

น ้ ามนัปาล์มเป็นน ้ ามนัพืช ท่ีมีส่วนประกอบเป็นกรดไขมนัอ่ิมตวัและไม่อ่ิมตวั (Oleic acid, Linoleic acid) 
(CPIAGROTECH, 2017) ผลิตได้จากผลปาล์มน ้ ามัน นิยมน ามาใช้ในการประกอบการท าอาหารประเภทต่าง ๆ 
เน่ืองจากผลปาล์มและเมล็ดผลปาลม์มีน ้ ามนัอยู่ในปริมาณมาก และมีตน้ทุนการผลิตต ่า จุดเดือดสูง เม่ือเปรียบเทียบ
ปริมาณวติามินอีในน ้ ามนัปาลม์กบัน ้ ามนัพืชชนิดอ่ืน ๆ พบวา่มีปริมาณวติามินอีสูง โดยองคป์ระกอบวิตามินอีในน ้ ามนั
ปาลม์ท่ีพบคือ Tocopherol และ Tocotrienol สารทั้งสองชนิดน้ีมีคุณสมบติัเป็นสารตา้นอนุมูลอิสระ (Ng, 2002) ท่ีช่วย
ยบัย ั้งปฏิกิริยาออกซิเดชัน่ภายในเซลลข์องกุง้ได ้

น ้ามนัออริกาโน่จดัเป็นน ้ ามนัพืชท่ีมีคุณสมบติัในการตา้นสารอนุมูลอิสระ โดยเปรียบเทียบความสามารถกบั 
α-tocopherol และภายในโครงสร้างของน ้ ามนัออริกาโน่ท่ีซบัซ้อนประกอบดว้ยส่วนหลกั คือ terpene hydrocarbons 
และอนุพันธ์ุของเบนซีน กิจกรรมในการเป็นสารต้านอนุมูลอิสระในน ้ ามันออริกาโน่สูง เ น่ืองจากมีปริมาณ
สารประกอบฟีนอลิก อยูจ่  านวนมาก (Terenina, 2011) นอกจากน ้ ามนัออริกาโน่จะมีประโยชน์ต่อมนุษยแ์ลว้ ยงัมีผลต่อ
ส่ิงมีชีวติอ่ืน ๆ ดว้ย โดยมีการน าน ้ ามนัออริกาโน่มาใชเ้ป็นส่วนประกอบหน่ึงอาหารสัตว ์เพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพในการ
เล้ียงสัตวใ์ห้สูงข้ึน ลดการเกิดโรคในฟาร์มสัตวเ์ศรษกิจ ในผลิตภณัฑอ์าหารสัตวน์ ้ าท่ีมีส่วนผสมของน ้ ามนัออริกาโน่
เพ่ือเพ่ิมอตัราการรอดชีวติ ท าใหมี้สุขภาพดีข้ึน ระดบัภูมิคุม้กนัสูงข้ึน 

ดงันั้นทางผูว้จิยัจึงใชส้ารสกดัจากสาหร่าย (สาหร่ายพวงองุ่น (Caulerpa lentillifera) สาหร่ายคอมบุ 
(Larminarin saccharina)) และพืชน ้ า (พืชน ้ าสาหร่ายหางกระรอก (Hydrilla verticillata)) ละลายในน ้ ามนัปาลม์ และ
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น ้ามนัออริกาโน่ เพ่ือยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรียก่อโรคกุง้ตายด่วน Vibrio parahaemolyticus และการวเิคราะห์หาองคป์ระกอบ
ท่ีมีคุณสมบติัเป็นสารยบัย ั้งแบคทีเรีย และสารตา้นอนุมูลอิสระ   
 

วตัถุประสงค์การวจิยั 
1. เพ่ือศึกษาการยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรีย Vibrio parahaemolyticus ดว้ยสารสกดัสาหร่ายพวงองุ่น (Caulerpa 

lentillifera) สาหร่ายคอมบุ (Larminarin saccharina) และพืชน ้ าสาหร่ายหางกระรอก (Hydrilla verticillata) 
2. เพื่อศึกษาสารตา้นอนุมูลอิสระและสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดในสารสกดัสาหร่ายพวงองุ่น (Caulerpa 

lentillifera) สาหร่ายคอมบุ (Larminarin saccharina) และพืชน ้ าสาหร่ายหางกระรอก (Hydrilla verticillata) ทั้งในเชิง
ปริมาณและคุณภาพ 
 
วธีิการวจิยั 

1. ตวัอยา่งในการทดลอง 
สารสกัดสาหร่ายและสารสกัดพืชน ้ าน าเขา้จากประเทศจีน ได้แก่ Hydrilla vertilcillata, Laminarin 

saccharina and Caulerpa lentillifera (CN Lab Nutrition, Asian group; Shaanxi Honghao Bio-tech Co., Ltd; Xi’an 
Aladdin Biological Technology Co., Ltd ตามล าดบั) 

น ้ ามนัปาลม์และน ้ ามนัออริกาโน่จาก บริษทั BergaFat S-classic จ ากดัและ บริษทั Biofine (Thailand) จ ากดั  
2. การทดสอบการยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรีย Vibrio parahaemolyticus  

การศึกษาการยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรียของสารสกดัสาหร่ายและสารสกดัพืชน ้ า ท าโดยวิธีการ disc diffusion 
โดยสารสกดัท่ีเตรียมมีความเขม้ขน้เร่ิมตน้ท่ี 0.1, 0.2, 0.5, 1, 2, 5, 10, 20 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร โดยใส่สารละลายอยา่ง
ละ 20 ไมโครลิตร หยดลงบนแผ่นทดสอบขนาด 6 มิลลิเมตร (Whatman Article No., 28418660 (US reference)) 
จากนั้นวางแผ่นทดสอบลงบนหน้าอาหาร TCBS ท่ีมีการป้ายเช้ือ Vibrio parahaemolyticus ไวแ้ลว้ บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส 18 ชัว่โมง แลว้บนัทึกค่าการยบัย ั้งดว้ยการวดับริเวณ clear zone (มิลลิเมตร) ท่ีเกิดข้ึน  

3. การยนืยนัสายพนัธ์ุท่ีสร้างสารพิษของเช้ือ Vibrio parahaemolyticus   
การยืนยนัสายพนัธ์ุท่ีสร้างสารพิษของเช้ือ Vibrio parahaemolyticus จะใชว้ิธีการทดสอบดว้ยเทคนิค 

Colony PCR โดยจะท าการเลือกโคโลนีของเช้ือ Vibrio parahaemolyticus สารพนัธ์ุท่ีสร้างสารพิษข้ึนมาใส่ใน master 
mix และใส่ไพรเมอร์ท่ีท าการออกแบบมาจ าเพาะต่อยนีท่ีสร้างสารพิษของเช้ือ (Tox A gene และ Tox B gene) ท่ีสภาวะ 
initial denaturation ท่ี 95 องศาเซลเซียส 1 นาที ,Denaturation ท่ี 95 องศาเซลเซียส 30 วินาที, Annealing ท่ี 65 องศา
เซลเซียส 30 วนิาที, Extension ท่ี 65 องศาเซลเซียส 1 นาทีต่อกิโลเบส และ Final Extension ท่ี 65 องศาเซลเซียส 1 นาที
ต่อกิโลเบส 
ToxA gene primer 

Forward 5’ GGAATTC CATATG AGT AAC AAT ATA AAA CAT GAA ACT GAC TAT TCT CAC 3’ 
Reverse 5’GC GGATCC TTA GTG GTA ATA GAT TGT ACA GAA ACC ACG ACT 3’ 

ToxB gene primer 
Forward 5’ GGAATTC CATATG ACT AAC GAA TAC GTT GTA ACA ATG TCA TCT 3’ 
Reverse 5’GC GGATCC CTA CTT TTC TGT ACC AAA TTC ATC GGG  3’ 
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4. การทดสอบคุณสมบติัการเป็นสารตา้นอนุมูลอิสระของสารสกดัสาหร่าย 
การทดสอบคุณสมบติัในการเป็นสารตา้นอนุมูลอิสระของสารสกดัสาหร่ายและพืชน ้ า จะใชห้ลกัการของ 

DPPH assay เป็นการก าจดัสารอนุมูลอิสระในระบบ โดยการเติมอิเล็กตรอนให้แก่สารอนุมูลอิสระ ให้เกิดความเสถียร
ภายในโมเลกลุ และตรวจวดัการเปล่ียนแปลงสีของสารละลายท่ีท าการทดสอบ ในการทดสอบน้ีมีการดดัแปลงมาจาก 
(Thomas, 2014) โดยใชส้ารอนุมูลอิสระ 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl ท่ีจะมีสีม่วง เม่ือเกิดปฏิกิริยากบัสารตา้นอนุมูล
อิสระ สีของสารละลายจะอ่อนลงหรือกลายเป็นสีเหลือง ซ่ึงจะน าสารละลายสาหร่ายและพืชน ้ า ปริมาตร 100 
ไมโครลิตรใส่ลงไปใน 500 ไมโครลิตรของสารละลาย DPPH ท่ีมีความเขม้ขน้ 0.2 โมลาร์ หลงัจากบ่มในท่ีมืด 15 นาที 
จากนั้นจะน าไปตรวจวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 517 นาโนเมตร โดยใชน้ ้ าผสมกบัสารละลาย DPPH เป็น
ตวัอา้งอิง ในขณะท่ีใชเ้อทานอลผสมกบัสารละลาย DPPH และกรดแอสคอบิคผสมกบัสารละลาย DPPH เป็นตวั
ควบคุมในการทดลอง และใชก้ารค านวณหาร้อยละกิจกรรมของสารตา้นอนุมูลอิสระดงัสมการ 
 

AA; % = (1-(Abscontrol-(AbsSample-AbsBlank))/Abscontrol) x 100% 
 

5. ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดในสารสกดั  
สารสกดัจากพืชมกัจะพบสารประกอบฟีนอลิกเป็นองค์ประกอบภายใน และสารประกอบฟีนอลิกบาง

ชนิดจะมีคุณสมบติัเป็นสารท่ีออกฤทธ์ิทางชีวภาพ สามารถท่ีจะยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรียหรือมีคุณสมบติัเป็นสารตา้นอนุมูล
อิสระได ้ดงันั้นจึงท าการหาปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดในสารสกดัทั้ง 3 ชนิดตามวิธีของ (Fu C. , 2016) โดย
ใส่สารละลายตวัอยา่ง 500 ไมโครลิตรลงใน Folin-Ciocalteu’s reagent (ท าการเจือจาง 10 เท่า) หลงัจากผ่านไป 4 นาที 
จะเติม 7.5% (w/v) sodium carbonate ลงไปและบ่มในท่ีมืดเป็นเวลา 2 ชัว่โมง และวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี 765 นาโน
เมตร สารมาตรฐานคือ gallic acid 

6. การวเิคราะห์ชนิดสารประกอบฟีนอลิกของสารสกดัสาหร่ายองุ่น 
ท าการวิเคราะห์ชนิดสารประกอบฟีนอลิกของสารสกัดสาหร่ายพวงองุ่นด้วยวิธี GC-MS โดยท าการ

วิเคราะห์ฟีนอลิกดว้ยเคร่ือง Gas Chromatograph-Mass Spectrometer (AGILENT 5) คอลนั์มยาว 30 เมตร เส้นผ่าน
ศูนยก์ลาง 250 ไมโครเมตร หนา 0.25 ไมโครเมตร อุณหภูมิในคอลนั์ม 325 องศาเซลเซียส โดยฉีดสารละลายตวัอยา่ง
เขม้ขน้ ปริมาตร 2 ไมโครลิตรเขา้เคร่ือง gas chromatography ความดนั 5.1734 psi อตัราการไหล 1 มิลลิลิตรต่อนาที 
อุณหภูมิโปรแกรมคือ 40 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 4 นาที จากนั้นเพ่ิมอุณหภูมิดว้ยอตัรา 2 องศาเซลเซียสต่อนาทีจน
อุณหภูมิถึง 240 องศาเซลเซียส แลว้เพ่ิมอุณหภูมิดว้ยอตัรา 40 องศาเซลเซียสต่อนาทีจนอุณหภูมิถึง 280 องศาเซลเซียส 
 

ผลการวจิยั 
1. การทดสอบการยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรีย Vibrio parahaemolyticus 

การทดสอบการยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรีย Vibrio parahaemolyticus ดว้ยเทคนิค disc diffusion พบวา่สารสกดั
สาหร่ายทั้งสองชนิด และสารสกดัของพืชน ้ าสาหร่ายหางกระรอกมีความสามารถในการยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรียไดแ้ตกต่าง
กนัในแต่ละตวัท าละลายท่ีแตกต่างกนั โดยรูปท่ี 11 แสดงตวัอยา่งส่วนใสท่ีเกิดข้ึนจากการยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรียของสาร
สกดัสาหร่ายพวงองุ่นในสารละลายน ้ ามนัออริกาโน่ 
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ตารางที ่1  ค่าการยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรีย Vibrio parahaemolyticus ของสาหร่ายคอมบุ (Laminaria saccharina) ท่ีละลาย
ในตวัท าละลายในระดบัการเจือจางแตกต่างกนั โดยทัว่ไปการวดั inhibition zone หรือ clear zone จะท าการ
วดัเส้นผ่าศูนยก์ลางของ inhibition zone ท่ีเกิดข้ึน (เป็นมิลลิเมตร) โดยวดัคร่อม disc ดว้ย การวดัจะวดั
ทั้งหมด 3 คร้ัง แลว้หาค่าเฉล่ียของสารออกฤทธ์ิแต่ละชนิด แลว้มกัจะใชสู้ตรค านวณดงัน้ี ค่า inhihition 
zone = [(เสน้ผา่ศูนยก์ลางรวมโซนใส) – (เสน้ผา่ศูนยก์ลางของแผน่ disc)]/ (เสน้ผา่ศูนยก์ลางของแผน่ disc) 

สารละลาย 
ค่าการยบัยั้ง (มลิลเิมตร) ของสารละลายแต่ละความเข้มข้น (มลิลกิรัมต่อมลิลลิติร) 

0.1 0.2 0.5 1 2 5 10 20 

เอทานอล 0 0 0 0 0 0 0 0 

น ้ ามนัปาลม์ 0.05 0.8 0.3 0.55 0.6 0.3 0.865 0.79 

น ้ ามนัออริกาโน่ 0.425 1.55 1.5 1.8 0.075 0.045 1.15 1.85 

 
ผลการยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรียของสาหร่ายคอมบุโดยใชต้วัท าละลายท่ีแตกต่างกนั พบวา่ในตวัท าละลายเอทานอล ไม่

เกิดการยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรีย Vibrio parahaemolyticus แต่ในตวัท าละลายท่ีเป็นน ้ ามนัทั้งสองชนิดเกิดการยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรีย
ข้ึน ในสารละลายน ้ ามนัชนิดท่ีหน่ึง น ้ ามนัปาลม์เกิดการยบัย ั้งแบคทีเรียไดม้ากท่ีสุดท่ี 0.865 มิลลิเมตร ในความเขม้ขน้ท่ี 10 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และสารละลายน ้ ามนัชนิดท่ีสอง น ้ ามนัออริกาโน่เกิดการยบัย ั้งแบคทีเรียท่ีความเขม้ขน้ท่ี 20 มิลลิกรัม
ต่อมิลลิลิตร โดยมีค่าการยบัย ั้งท่ี 1.85 มิลลิเมตร   

 
ตารางที ่2  ค่าการยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรีย Vibrio parahaemolyticus ของสาหร่ายพวงองุ่น (Caulerpa lentillifera)  ท่ีละลาย

ในตวัท าละลายในระดบัการเจือจางแตกต่างกนั โดยทัว่ไปการวดั inhibition zone หรือ clear zone จะท าการวดั
เส้นผ่าศูนยก์ลางของ inhibition zone ท่ีเกิดข้ึน (เป็นมิลลิเมตร) โดยวดัคร่อม disc ดว้ย การวดัจะวดัทั้งหมด 3 
คร้ัง แล้วหาค่าเฉล่ียของสารออกฤทธ์ิแต่ละชนิด แล้วมักจะใช้สูตรค านวณดังน้ี ค่า inhihition zone = 
[(เสน้ผา่ศูนยก์ลางรวมโซนใส) – (เสน้ผา่ศูนยก์ลางของแผน่ disc)]/ (เสน้ผา่ศูนยก์ลางของแผน่ disc) 

สารละลาย 
ค่าการยบัยั้ง (มลิลเิมตร) ของสารละลายแต่ละความเข้มข้น (มลิลกิรัมต่อมลิลลิติร) 

0.1 0.2 0.5 1 2 5 10 20 
เอทานอล 0 0 0 0 0 0 0 0 
น ้ ามนัปาลม์ 0 0.075 0.356 0.49 0.065 0.6 0.7 0.65 

น ้ ามนัออริกาโน่ 1.065 1.78 1.15 1.95 2.25 0.95 2.65 2.05 

 
ผลการยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรียของสาหร่ายคอมบุโดยใชต้วัท าละลายท่ีแตกต่างกนั พบวา่ในตวัท าละลายเอทานอล ไม่

เกิดการยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรีย Vibrio parahaemolyticus แต่ในตวัท าละลายท่ีเป็นน ้ ามนัอีกสองชนิดเกิดการยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรีย
ข้ึน สารละลายน ้ ามนัชนิดท่ีหน่ึงคือน ้ ามนัปาล์มเกิดการยบัย ั้งแบคทีเรียไดม้ากท่ีสุดท่ี 0.75 มิลลิเมตร ท่ีความเขม้ขน้ 0.2 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และสารละลายน ้ ามนัชนิดท่ีสอง น ้ ามนัออริกาโน่เกิดการยบัย ั้งแบคทีเรียท่ีความเขม้ขน้ท่ี 10 มิลลิกรัม
ต่อมิลลิลิตร โดยมีส่วนท่ีเกิดการยบัย ั้งเท่ากบั 2.65 มิลลิเมตร  
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ตารางที ่3  ค่าการยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรีย Vibrio parahaemolyticus ของพืชน ้ าสาหร่ายหางกระรอก (Hydrilla verticillata)  ท่ี
ละลายในตวัท าละลายในระดบัการเจือจางแตกต่างกนั โดยทัว่ไปการวดั inhibition zone หรือ clear zone จะท า
การวดัเส้นผ่าศูนยก์ลางของ inhibition zone ท่ีเกิดข้ึน (เป็นมิลลิเมตร) โดยวดัคร่อม disc ดว้ย การวดัจะวดั
ทั้งหมด 3 คร้ัง แลว้หาค่าเฉล่ียของสารออกฤทธ์ิแต่ละชนิด แลว้มกัจะใชสู้ตรค านวณดงัน้ี ค่า inhihition zone = 
[(เสน้ผา่ศูนยก์ลางรวมโซนใส) – (เสน้ผา่ศูนยก์ลางของแผน่ disc)]/ (เสน้ผา่ศูนยก์ลางของแผน่ disc) 

สารละลาย 
ค่าการยบัยั้ง (มลิลเิมตร) ของสารละลายแต่ละความเข้มข้น (มลิลกิรัมต่อมลิลลิติร) 

0.1 0.2 0.5 1 2 5 10 20 

เอทานอล 0 0 0 0 0 0 0 0 

น ้ ามนัปาลม์ 0 0 0.2 0 0.025 0 0.365 0.215 

น ้ ามนัออริกาโน่ 1.5 1.55 0.65 0.55 0.55 0.55 0 0.025 

 
ผลการยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรียของสาหร่ายคอมบุโดยใชต้วัท าละลายท่ีแตกต่างกนั พบวา่ในตวัท าละลายเอทานอลไม่

เกิดการยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรีย Vibrio parahaemolyticus แต่ในตวัท าละลายท่ีเป็นน ้ ามนัทั้งสองชนิดเกิดการยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรีย
ข้ึน โดยในสารละลายน ้ ามนัชนิดท่ีสาม เกิดการยบัย ั้งแบคทีเรียสูงท่ีสุดท่ีความเขม้ขน้ท่ีต ่าคือ 1.55 มิลลิเมตร ท่ีความเขม้ขน้ 
0.2 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร แต่ในทางกลบักันในสารละลายน ้ ามนัอีกชนิดนั้นมีค่าการยบัย ั้งท่ีเกิดข้ึนต ่ากว่ามาก โดยใน
สารละลายน ้ ามนัชนิดท่ีสอง น ้ ามนัปาลม์เกิดการยบัย ั้งอยูท่ี่ 0.365 มิลลิเมตร ซ่ึงเป็นค่าการยบัย ั้งท่ีสูงสุดของความเขม้ขน้ 10 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 

2. การยนืยนัสายพนัธ์ุท่ีสร้างสารพิษของเช้ือ Vibrio parahaemolyticus     
การตรวจสอบสายพนัธ์ุท่ีสร้างสารพิษของเช้ือ Vibrio parahaemolyticus โดยใชเ้ทคนิค colony PCR พบวา่เช้ือ 

Vibrio parahaemolyticus สายพนัธ์ุท่ีใชใ้นการงานวิจยัช้ินน้ีเป็นสายพนัธ์ุท่ีสร้างสารพิษ สาเหตุของโรค EMS ในกุง้ โดย 
ToxA และ ToxB เป็นยนีสร้างสารพิษบนสารพนัธุกรรมของเช้ือแบคทีเรียชนิดน้ี มีขนาดเท่ากบั 335 bp และ 1,317 Kbp 
ตามล าดบั 

 
รูปที ่1  ขนาดของยนีสร้างสารพิษของเช้ือ Vibrio parahaemolyticus 
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3. การทดสอบคุณสมบติัการเป็นสารตา้นอนุมูลอิสระของสารสกดัสาหร่าย 

จากการทดสอบคุณสมบติัการเป็นสารตา้นอนุมูลอิสระของสารสกดัทั้งสามชนิด พบวา่สารสกดัทั้งสามชนิด
แสดงคุณสมบัติในการเป็นสารต้านอนุมูลอิสระ โดยสาหร่ายคอมบุ (Laminaria saccharina) และสาหร่ายพวงองุ่น 
(Caulerpa lentillifera) มีร้อยละการเป็นสารตา้นอนุมูลอิสระอยูท่ี่ 52.86 ±4.93 และ 59.86 ±4.36 ตามล าดบั ส าหรับสาหร่าย
หางกระรอก (Hydrilla verticillata) มีร้อยละการเป็นสารตา้นอนุมูลอิสระสูงท่ีสุดอยูท่ี่ 64.48 ±10.68 

 

 
รูปที ่2  คุณสมบติัการเป็นสารตา้นอนุมูลอิสระของสารสกดัสาหร่ายและพืชน ้ า 

 

4. ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดในสารสกดั  
การวิเคราะห์องค์ประกอบของฟีนอลิกในสารสกดัทั้งสามชนิด พบว่าสารสกดัสาหร่ายพวงองุ่น (Caulerpa 

lentillifera) มีปริมาณฟีนอลิกสูงท่ีสุดท่ี 441.20 ±1.28 มิลลิกรัมของกรดแกลลิคต่อกรัมของสารสกดั สารสกดัสาหร่ายคอมบุ 
(Laminaria saccharina) และสารสกดัสาหร่ายหางกระรอก (Hydrilla verticillata) มีปริมาณฟีนอลิกท่ี 424.07 ± 3.54และ 
410.19 ± 2.88 มิลลิกรัมของกรดแกลลิคต่อกรัมของสารสกดั ตามล าดบั 

 
รูปที ่ 3 ปริมาณฟีนอลิกทั้งหมดในสารสกดัสาหร่ายและพืชน ้ า 
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5. การวเิคราะห์ชนิดสารประกอบฟีนอลิกของสารสกดัสาหร่ายองุ่น 
การวิเคราะห์ชนิดสารประกอบฟีนอลิกในสารสกดัสาร่ายพวงองุ่นดว้ยเคร่ือง Gas Chromatograph-Mass 

Spectrometer พบองคป์ระกอบทางเคมีทั้งหมด 68 ชนิด และเป็นสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพท่ีมีความสามารถในการยบัย ั้งเช้ือ
แบคทีเรียก่อโรค Vibrio harveyi ได ้(Saori,2011)  คือ กรดอินทรีย ์Propanoic โดยสารออกมาท่ี RT = 3.363 นาที 

 
RT= 3.363, Propionic acid 
 

 
 

รูปที ่ 4  การวเิคราะห์สารประกอบฟีนอลิกในสารสกดัสาหร่ายพวงองุ่น พบสารประกอบของ propionic acid  
 ท่ี RT = 3.363 นาที 
 
อภิปรายและสรุปผลการวจิยั 

งานวิจยัเก่ียวกบัการใชส้ารสกดัจากสาหร่ายเพ่ือประโยชน์ทางดา้นอุตสาหกรรมต่าง ๆ อาทิเช่น อาหาร ยา 
อาหารสตัว ์เน่ืองจากมีคุณสมบติัในการยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรีย การยบัย ั้งเช้ือรา การยบัย ั้งเช้ือไวรัส การป้องกนัการอกัเสบ 
อีกทั้ งยงัส่งเสริมระบบภูมิคุ ้มกันและระบบประสาทได้อีกด้วย (Mayera, 2002) จากผลการยบัย ั้ งเช้ือ Vibrio 
parahaemolyticus พบวา่เกิดการยบัย ั้งมากท่ีสุดในสารสกดัสาหร่ายพวงองุ่นในน ้ ามนัออริกาโน่ โดยปกติองคป์ระกอบ
ทางเคมีของน ้ ามนัออริกาโน่มีสารท่ีส่งผลต่อการรอดชีวิตของสัตวน์ ้ าอยา่งมีนยัส าคญัคือ carvacrol และ thymol (Z.L. 
Zheng, 2009) อีกทั้งยงัมีงานวิจยัท่ีสนบัสนุนวา่การใชน้ ้ ามนัออริกาโน่เป็นส่วนผสมในอาหารกุง้เพ่ือใชเ้ล้ียงมีผลต่อ
ปริมาณแบคทีเรีย Vibrio sp. (V. vulnificus, V. parahaemolyticus และ V. cholerae) (M. H. Gracia-Valenzuela, 2014) 

จากการวิเคราะห์สารประกอบปริมาณฟีนอลิกในสารสกัดทั้ งสามชนิดในเชิงปริมาณและการวิเคราะห์
สารประกอบ ฟีนอลิกเชิงคุณภาพ  เพ่ือน าสารสกดัไปใชผ้สมกบัอาหารกุง้ในการทดลองในสัตวท์ดลองต่อไปในอนาคต ผล
การทดลองพบปริมาณฟีนอลิกสูงท่ีสุดในสารสกดัสาหร่ายพวงองุ่น และวิเคราะห์ดว้ย GC-MS พบสารอินทรีย ์propanoic 
acid โดยสารชนิดน้ีไดรั้บการรายงานวา่มีคุณสมบติัในการยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรีย Vibrio harveyi  ก่อโรคเรืองแสงในกุง้ในระดบั
หอ้งปฏิบติัการ (Saori,2011) ยิง่ไปกวา่นั้นสารอินทรียช์นิดน้ียงัสามารถเหน่ียวน าใหเ้กิดการแสดงออกของยีนท่ีเก่ียวขอ้งกบั
ระบบภูมิคุม้กนั(Lysozyme (Lys), Crustin (Cru), Penaeidin-3a (Pen-3a), Prophenoloxidase (proPo))ในกุง้ขาวแวนนาไมให้
เพ่ิมข้ึนดว้ย     
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