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บทคดัย่อ 

 
จากการศึกษาถึงผลของสารสกัดพริกช้ีฟ้าและสารปฏิชีวนะต่ออัตราการเคล่ือนท่ีของ  

สเปิร์ม ปริมาณและชนิด   ของแบคทีเรียกลุ่มเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดท่ีแยกได้จากน ้ าเช้ือปลาดุก     
อฟัริกนั       ท่ีเก็บแบบแช่แข็งในไนโตรเจนเหลว ท่ีอุณหภูมิ -196 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลานาน 
90 วนั ผลการวิจยัพบว่าอตัราการเคล่ือนท่ีของสเปิร์มก่อนการแช่แข็งอยู่ในช่วง 75.6-80.0% และ    
หลงัการ   แช่แขง็พบวา่มีอตัราการเคล่ือนท่ีลดลงในทุกชุดการทดลอง ส่วนประสิทธิภาพของสารสกดั
พริกช้ีฟ้าต่อปริมาณ   และชนิดแบคทีเรียกลุ่มเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดเม่ือเปรียบเทียบกับชุดการ
ทดลองท่ีเติมยา   ปฏิชีวนะและชุดควบคุม พบวา่ปริมาณและชนิดของแบคทีเรียกลุ่มเฮทเทอโรโทรป
ทั้ งหมดในชุด   การทดลองท่ีเติมสารปฏิชีวนะมีการลดลงมากท่ีสุดเม่ือเปรียบเทียบกับชุดท่ีเติม        
สารสกดัพริกช้ีฟ้า   และชุดควบคุม อยา่งไรก็ตามจะเห็นไดว้า่ สารสกดัพริกช้ีฟ้าท่ีน ามาใชใ้นการวิจยั
คร้ังน้ีมีประสิทธิภาพในการช่วยลดทั้งปริมาณและชนิดของแบคทีเรียกลุ่มเฮทเทอโรโทรปทั้งหมด      
ท่ีปนเป้ือนในกา เก็บรักษาน ้ าเช้ือปลาดุกอฟัริกนัแบบแช่แข็งไดดี้กวา่ชุดควบคุม ดงันั้นในการศึกษา
ต่อเน่ืองจะท าการศึกษาถึงกระบวนการสกดัและความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมของสารสกดัพริกช้ีฟ้าเพ่ือ 
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เพ่ิมประสิทธิภาพในการเก็บรักษาแบบแช่แขง็น ้ าเช้ือปลาดุกอฟัริกนัท่ีมีคุณภาพท่ีดีและทดแทนการใช้
สารปฎิชีวนะต่อไป  
 
ค ำส ำคัญ: การแช่แขง็, ปลาดุกอฟัริกนั, การเคล่ือนท่ีของสเปิร์ม, สารสกดัพริกช้ีฟ้า, สารปฎิชีวนะ,  
                 แบคทีเรียกลุ่ม เฮทเทอโรโทรปทั้งหมด 
 

Abstract 
In this study, the effect of Capsicum annuum Linn. extracts and antibiotics on sperm 

motility rate and, quantitative and type of total heterotrophic bacteria isolated from cryopreservated 
milt of African catfish (Clarias gariepinus) in liquid nitrogen at -196 ๐C for 90 days of the 
experiment was investigated.  Results showed that sperm motility rate before cryopreservation was 
75.6-80.0%.  After cryopreservation the sperm motility rate lowered in all experiments. The effect of 
Capsicum annuum Linn. extracts on quantitative and types of total heterotrophic bacteria, compared 
with treatment with antibiotics and the control, demonstrated that the loads and types of total 
heterotrophic bacteria in the treatment with antibiotics decreased the highest, compared to the others. 
However, Capsicum annuum Linn. extracts in this study presented the better efficacy in reduction of 
numbers and types of contaminated bacteria in cryopreservated milt of African catfish (Clarias 
gariepinus) than its in the control. As a consequence, the appropriate extract process and 
concentration of Capsicum annuum Linn. in order to increase the efficacy for cryopreservated milt 
of African catfish (Clarias gariepinus) and replace the usage of antibiotic will be studied in the 
further experiment. 

 
Keywords: Cryopreservation, African catfish, Sperm motility rate, Capsicum annuum Linn. extracts,    
                  Antibiotics, Total heterotrophic bacteria  
 

บทน า 
ปลาดุกอฟัริกนั (Clarias gariepinus) เป็นปลาท่ีเล้ียงง่าย สามารถเติบโตไดน้ ้ าหนักมากใน

ระยะเวลาสั้นมีความทนทานต่ออุณหภูมิไดใ้นช่วงกวา้งและทนต่อน ้ าท่ีมีออกซิเจนน้อยได ้จนท าให้
การเล้ียงปลาดุกอฟัริกนัมีผูใ้ห้ความสนใจมากข้ึน จึงมีแนวโนม้วา่ปลาดุกอฟัริกนัจะสามารถเป็นปลา
เศรษฐกิจตวัใหม่ เพราะสามารถเพ่ิมรายไดใ้ห้แก่ผูเ้ล้ียงได ้(บราลี ทุมกานนท์, 2533)  และเป็นปลา
ชนิดหน่ึงท่ีไดรั้บความนิยมในการบริโภค (Molinari et al., 2003) ปัจจุบนัจึงมีการเพาะเล้ียงทั้งการ
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ผสมเทียมและการผสมพนัธ์ุเลียนแบบธรรมชาติ  แต่เน่ืองจากปลาดุกเป็นปลาท่ีไม่สามารถรีดน ้ าเช้ือ
โดยการกดบริเวณส่วนทอ้งเหมือนปลาอ่ืน ๆ จึงตอ้งมีการฆ่าปลาดุกเพศผู ้เพ่ือเอาน ้ าเช้ือ และน ้ าเช้ือ   
ท่ีไดน้ั้นไม่สามารถเก็บไวไ้ดน้าน เน่ืองจากน ้ าเช้ือปลาจะหยดุการเคล่ือนท่ีอยา่งรวดเร็ว และการเก็บ
รักษาน ้ าเช้ือจากปลาตามธรรมชาติมกัจะมีการปนเป้ือนแบคทีเรียสกุลต่าง ๆ ซ่ึงเป็นแบคทีเรียท่ีพบใน
ส่ิงแวดลอ้มโดยเฉพาะในน ้ าและดิน (Wayman and Tiersch, 2000)  ดงันั้นควรมีการพฒันาวิธีการใช้
น ้ าเช้ือปลาให้มีประสิทธิภาพและลดการสูญเสียน ้ าเช้ือ วิธีการหน่ึงท่ีจะช่วยไดคื้อ การเก็บรักษาใน
ระยะยาวโดยการแช่แขง็ในไนโตรเจนเหลวท่ีอุณหภูมิ -196 องศาเซลเซียส (ธานินทร์ พูลเจริญ, 2546) 
ซ่ึงสามารถเก็บรักษาน ้ าเช้ือปลาไวน้านเป็นปี (Vuthiphandchai et al., 2007)  จึงท าให้สะดวกต่อการ
เพาะพนัธ์ุและสามารถเพาะพนัธ์ุปลาไดต้ลอดปี (Linhart et al., 2005) แต่การเก็บรักษาน ้ าเช้ือจะ
ประสบกับปัญหาของแบคทีเรียปนเป้ือน จึงต้องมีการน าสารปฏิชีวนะเพื่อลดปริมาณแบคทีเรีย
ปนเป้ือนและป้องกนัการเกิดโรคระบาดเม่ือมีการน าน ้ าเช้ือท่ีปนเป้ือนแบคทีเรียมาใชใ้นการเพาะเล้ียง
ต่อไป (Tiersch, 2001) และสารปฏิชีวนะท่ีนิยมใช ้คือ สารปฏิชีวนะในกลุ่ม Penicillin-Streptomycin 
(Nimrat, 2005; Nimrat et al., 2006) แต่อยา่งไรก็ตามการใชส้ารปฏิชีวนะจะท าให้เกิดความเป็นพิษ  
ต่อน ้ าเช้ือของปลารวมทั้งเกิดการตกคา้งของสารปฏิชีวนะในตวัปลาท่ีไดรั้บการปฏิสนธิจากน ้ าเช้ือปลา
แช่แขง็ดงักล่าว 

ดงันั้น การศึกษาและวิจยัหาสารตา้นจุลชีพจากสมุนไพรไทยท่ีมีประสิทธิภาพสูง แต่มีพิษ
หรือฤทธ์ิขา้งเคียงต ่า จึงมีความจ าเป็น (มาลิน จุลศิริ, 2532)  และพริกช้ีฟ้าเป็นพืชสมุนไพรท่ีพบว่า      
มีฤทธ์ิในการยบัย ั้งแบคทีเรีย (Cichewicz  and Thorpe, 1996) ดงันั้นในการศึกษาคร้ังน้ีจึงท าการศึกษา
ถึงประสิทธิภาพของสารสกดัพริกช้ีฟ้า สมุนไพรจึงเป็นอีกทางเลือกหน่ึงท่ีน่าสนใจท่ีจะน ามาใชแ้ทน
สารปฏิชีวนะท่ีใชอ้ยูใ่นปัจจุบนั  
 

วสัดุ อุปกรณ์และวธีิการ 
การเตรียมสารสกดัพริกช้ีฟ้า  
 การเตรียมสารสกดัพริกช้ีฟ้าไดท้ าการดดัแปลงจากวิธีการของ Comporese และคณะ  (2003) 
โดยน าพริกช้ีฟ้ามาลา้งท าความสะอาดด้วยน ้ ากลัน่จากนั้นน าไปตากแดดให้แห้ง และน าไปอบท่ี
อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 สัปดาห์ น าพริกช้ีฟ้าแห้งมาบดให้ละเอียดโดยใชเ้คร่ืองป่ัน  
และสกดัดว้ยตวัท าละลายเมทานอลในอตัราส่วน 1 ต่อ 1 ท่ีอุณหภูมิ  25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 
ชัว่โมง น ามากรองดว้ยกระดาษ Whatman เบอร์ 1 โดยใชเ้คร่ืองกรองสุญญากาศ  หลงัจากกรองแลว้
น ามาระเหยตวัท าละลายเมทานอลออกด้วยการน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 
สปัดาห์  จากนั้นเก็บสารสกดัใบมะกรูดท่ีไดไ้วท่ี้อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  จนกวา่จะน าออกมาใช ้
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การเตรียมตวัอย่างน า้เช้ือสดและตวัอย่างน า้เช้ือเพือ่น ามาแช่แข็ง 
 การเตรียมตวัอย่างน ้ าเช้ือสดตามวิธีการของ Horvath  และคณะ (2007) โดยเลือกปลาดุก    
อฟัริกันเพศผูท่ี้สมบูณ์เพศฉีดฮอร์โมนกระตุน้การพฒันาของสเปิร์มในถุงอณัฑะ โดยใช้ฮอร์โมน 
Luteinizing Hormone-Releasing Hormone agonists (LHRHa) ร่วมกบั Domperidone หลงัจากฉีด
ฮอร์โมนประมาณ 10-12 ชัว่โมง จากนั้นน าปลาไปท าให้สลบโดยน าไปแช่ในน ้ าแข็งประมาณ 5-10 
นาที และน าปลามาเช็ดแอลกอฮอลบ์ริเวณล าตวัแลว้ผ่าทอ้งเพ่ือน าเอาถุงอณัฑะออกมา น ามาลา้งดว้ย
สารละลายโซเดียมคลอไรด์ 0.85% ท่ีผ่านการฆ่าเช้ือแลว้ให้สะอาด ควรระวงัไม่ให้น ้ าเช้ือมีส่ิงอ่ืน
ปะปนอยูเ่ช่นน ้ าเลือด น าถุงอณัฑะท่ีไดม้าใส่จานเพาะเช้ือ (Petri dish) แห้งและปราศจากเช้ือท่ีวางอยู่
บนน ้ าแขง็  ตดัถุงอณัฑะใหแ้ตก ใชมี้ดผา่ตดักดเบาๆ ให้น ้ าเช้ือออกจากถุงอณัฑะ กรองเอาน ้ าเช้ือดว้ย
ผา้ขาวบางปราศจากเช้ือใส่ในจานแกว้ท่ีแหง้และปราศจากเช้ือท่ีวางอยูบ่นน ้ าแข็ง จากนั้นน าน ้ าเช้ือสด
ท่ีได้ไปเตรียมตวัอย่างเพ่ือน าไปแช่แข็งตามวิธีการของ Nimrat และคณะ (2008) ท าได้โดยน า
สารละลาย Calcium-Free Hank's Balanced Salt Solution (Ca-F HBSS) ผสมกบัสารปฏิชีวนะ 
Penicillin-Streptomycin (PS) 1.0% ให้ได้ความเขม้ขน้สุดท้ายของสารปฏิชีวนะเท่ากับ 0.65%           
น าสารละลาย Ca-F HBSS ผสมกบัสารละลายไครโอโพรเทคแทนท์ ในอตัราส่วน สารละลายไครโอ
โพรเทคแทนท์ ต่อสารละลาย Ca-F HBSS คือ 1:4 (ส่วนท่ี 1) น าสารละลาย Ca-F HBSS ผสมกบั
น ้ าเช้ือสดในอตัราส่วนน ้ าเช้ือต่อสารละลาย Ca-F HBSS คือ 1:1 (ส่วนท่ี 2) จากนั้นน าส่วนท่ี 1 และ 2 
มาผสมกนัในอตัราส่วน 1:1  (เตรียมชุดการทดลองโดยเปล่ียนจากสารปฏิชีวนะเป็นสารสกดัพริกช้ีฟ้า 
ซ่ึงจะแบ่งชุดการทดลองแบ่งออกเป็น 3 ชุดการทดลอง ดงัน้ี 
 ชุดการทดลองท่ี 1 ไม่เติมสารปฏิชีวนะ 
 ชุดการทดลองท่ี 2 เติมสารปฏิชีวนะ PS 1.0% เพ่ือให้ไดค้วามเขม้ขน้สุดทา้ยเท่ากบั 0.65 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
 ชุดการทดลองท่ี 3 เตรียมเหมือนชุดการทดลองท่ี 2 โดยเปล่ียนจากสารปฏิชีวนะเป็นสาร
สกดัพริกช้ีฟ้า เติมสารสกดัพริกช้ีฟ้าความเขม้ขน้ 2.0% เพื่อให้ไดค้วามเขม้ขน้สุดทา้ยเท่ากบั 0.625 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
 จากนั้นเก็บตวัอยา่งน ้ าเช้ือในหลอดเก็บน ้ าเช้ือ และน าไปเก็บในถงัท่ีบรรจุไนโตรเจนเหลว  
ท่ีอุณหภูมิ -196 องศาเซลเซียส จนกวา่จะน าไปท าการทดลองต่อไป 
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การศึกษาปริมาณและชนิดของแบคทเีรียกลุ่มเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดจากน า้เช้ือปลาดุกอฟัริกนั   
 การประเมินการเคลื่อนที่ของน ้าเช้ือปลาดุกอัฟริกันแช่แข็ง (Vuthiphandchai and Zohar, 
1999) 
 หยดตวัอย่างน ้ าเช้ือปลาดุกอฟัริกันปริมาณ 5 ไมโครลิตร ลงบนกระจกสไลด์ท่ีสะอาด 
จากนั้นหยดสารละลายโซเดียมคลอไรด์ 0.4% ลงไป 100 ไมโครลิตร ปิดดว้ยแผ่นกระจกปิดสไลด์
อย่างเบาๆ และรวดเร็วเพื่อกระตุน้ให้สเปิร์มเคล่ือนท่ี ประเมินเปอร์เซ็นต์ท่ีสเปิร์มเคล่ือนท่ีทนัทีให้
เสร็จภายใน 15 วนิาที โดยใชก้ลอ้งจุลทรรศน์ก าลงัขยาย 100 เท่า และประเมินการเคล่ือนท่ีของสเปิร์ม
โดยแบ่งระดบัท่ีสเปิร์มเคล่ือนท่ีไว ้6 ระดบั คือ 100%, 80%, 60%, 40%, 20% และ สเปิร์มไม่เคล่ือนท่ี 
0% (ท าการทดลองทุก ๆ 30 วนัเป็นระยะเวลา 90 วนั) โดยในแต่ละคร้ังท าการทดลอง 3 ซ ้ า 
 การหาปริมาณและชนิดของแบคทีเรียกลุ่มเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดในน ้าเช้ือปลาดุกอัฟริกัน
ก่อนแช่แข็ง 
 เจือจางน ้ าเช้ือสด และน ้ าเช้ือก่อนการแช่แข็ง โดยใชเ้ทคนิคเจือจางแบบ 10 เท่า (Ten-fold 
dilution) ดว้ยสารละลายโซเดียมคลอไรด ์0.85% ดูดสารละลายเซลลแ์ขวนลอย (Cell suspension) ของ
แต่ละความเจือจางปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ลงบนอาหารเล้ียงเช้ือ Plate Count Agar (PCA) ใชแ้ท่งแกว้
สามเหล่ียมเกล่ียน ้ าเช้ือให้ทัว่ดว้ยวิธีการท าให้เช้ือกระจายในจานเพาะเช้ือ (Spread plate technique) 
โดยท าการทดลอง 3 ซ ้ า     จากนั้นน าจานเพาะเช้ือไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24-48 
ชัว่โมง น าจานเพาะเช้ือท่ีผ่านการบ่มมานับจ านวนโคโลนีเป็น CFU/ml บนัทึกจ านวนและลกัษณะ
โคโลนีบนอาหารเล้ียงเช้ือ จดัจ าแนกตามวธีิการของ Krieg และ Holt (1984), Sneath และคณะ (1986) 
 การหาปริมาณและชนิดของแบคทีเรียกลุ่มเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดในน ้าเช้ือปลาดุกอัฟริกัน
หลงัแช่แข็ง 
 น าหลอดเก็บน ้ าเช้ือมาเพ่ิมอุณหภูมิอย่างรวดเร็วในอ่างควบคุมอุณหภูมิ (Water bath) 
อุณหภูมิประมาณ 70 องศาเซลเซียส นานประมาณ 5 วินาที จนน ้ าเช้ือละลาย (Thawing) ตามวิธีการ
ของ Nimrat และคณะ (2008) และน ามาหาปริมาณและชนิดของแบคทีเรียตามขอ้ 3.2 โดยท าการ
ทดลองทุก ๆ 30 วนั เป็นระยะเวลา 90 วนั  
  

การวเิคราะห์ทางสถิต ิ
 วิเคราะห์หาความแปรปรวน (Analysis of variance) และท าการวิเคราะห์หาความแตกต่าง
ของค่าเฉล่ียโดยใชว้ิธี Duncan’s Multiple Range Test ตามวิธีการของ Steel และ Torrie (1980)           
ท่ีระดบันยัส าคญั 0.05 
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ผลการทดลอง 
 การศึกษาผลของการแช่แข็งน ้ าเช้ือปลาดุกอฟัริกนัต่อการเคล่ือนท่ีของสเปิร์ม ปริมาณและ
ชนิดของแบคทีเรียกลุ่มเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดท่ีเก็บรักษาน ้ าเช้ือดว้ยวธีิการแช่แข็งในโตรเจนเหลวท่ี
อุณหภูมิ -196 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 90 วนั ไดผ้ลการทดลองดงัน้ี 
 

1. การเคลือ่นทีข่องสเปิร์มจากตวัอย่างน า้เช้ือปลาดุกอฟัริกนัแช่แข็ง 
 จากการศึกษาการเคล่ือนท่ีของน ้ าเช้ือปลาดุกอฟัริกัน พบว่าการเคล่ือนท่ีของน ้ าเช้ือปลา
ดุกอฟัริกนัก่อนการแช่แข็งมีค่าอยูใ่นช่วง 75.6 ± 10.3 – 80.0 ± 4.9%  น ้ าเช้ือท่ีมีการเติมสารสกดัพริก
ช้ีฟ้ามีการเคล่ือนท่ีสูงท่ีสุดโดย มีค่าเท่ากบั 80.0 ± 4.9% ซ่ึงไม่มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทาง
สถิติ (p<0.05) เม่ือเทียบกบัชุดการทดลองอ่ืนๆ  ในขณะท่ีชุดทดลองท่ีเติมสารปฏิชีวนะ Penicillin-
Streptomycin (PS) 0.65% มีค่าการเคล่ือนท่ีเท่ากบั 75.6 ± 25.8%  และการเคล่ือนท่ีของสเปิร์มจะลดลง
อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p<0.05) ซ่ึงมีค่าไม่แตกต่างจากชุดควบคุม ดงัแสดงในตารางท่ี 1  
 

ตารางที ่1 การเคล่ือนท่ีของสเปิร์มปลาดุกอฟัริกนั (%) 

หมายเหต:ุ ตวัอกัษรภาษาองักฤษท่ีไม่เหมือนกนัในแนวนอนแสดงความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญั
ทางสถิติ (p<0.05) ตวัเลขท่ีไม่เหมือนกนัในแนวตั้งแสดงความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญั
ทางสถิติ (p<0.05) 

 

2. ปริมาณแบคทเีรียกลุ่มเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดในน า้เช้ือปลาดุกอฟัริกนัแช่แข็ง  
 การตรวจนบัปริมาณแบคทีเรียกลุ่มเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดของน ้ าเช้ือปลาดุกอฟัริกนัในรูป
ของน ้ าเช้ือสด น ้ าเช้ือก่อนและน ้ าเช้ือหลงัการแช่แข็งท่ีผสมกบัสารสกดัพริกช้ีฟ้า ความเขม้ขน้ 0.625 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร พบว่าปริมาณแบคทีเรียกลุ่มเฮทเทอโรโทรปทั้ งหมดในน ้ าเช้ือสดมีปริมาณ
เท่ากบั 19.20 ± 0.21 ×105 CFU/ml ซ่ึงแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p<0.05) กบัทุกชุดการทดลอง   
ในขณะท่ีปริมาณแบคทีเรียกลุ่มเฮทเทอโรโทรปทั้ งหมดในชุดควบคุม ชุดการทดลองท่ีเติมสาร

ระยะเวลาการทดลอง 
การเคล่ือนท่ีของสเปิร์มปลาดุกอฟัริกนัท่ีเก็บแบบแช่แขง็ (%) 
ชุดควบคุม PS 0.65% สารสกดัพริกช้ีฟ้า 

ก่อนแช่แขง็ 75.6 ± 10.3bc,1 75.6 ± 25.8bc,1 80.0 ± 4.9b,1 
หลงัแช่แขง็ 0 วนั 68.9 ± 27.9a,2 64.4 ± 26.5b,2 51.1 ± 22.5e,2 
หลงัแช่แขง็ 30 วนั 51.1 ± 3.8a,3 48.9 ± 3.8a,3 31.1 ± 10.2c,3 
หลงัแช่แขง็ 60 วนั 46.7 ± 6.7a,4 44.4 ± 7.7a,4 26.7 ± 6.7c,4 
หลงัแช่แขง็ 90 วนั 37.8 ± 3.8ab,5 35.6 ± 3.8bc,5 22.2 ± 3.8d,5 
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ปฏิชีวนะ PS 0.65% และชุดการทดลองท่ีเติมสารสกดัพริกช้ีฟ้า มีปริมาณเท่ากบั 9.63 ± 0.15, 16.57 ± 
0.12 และ 15.87 ± 0.15 ×105 CFU/ml ตามล าดบั  
 ชุดการทดลองท่ีเติมสารสกดัพริกช้ีฟ้า แตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p<0.05) กบัชุดการ
ทดลองท่ีเติมสารปฏิชีวนะ PS 0.65%  เม่ือท าการแช่แข็งน ้ าเช้ือปลาดุกอฟัริกนัเป็นเวลา 90 วนั พบวา่ 
ปริมาณแบคทีเรียกลุ่มเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดลดลงแตกต่างอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (p<0.05) กบั
ช่วงก่อนการแช่แข็ง และแตกต่างกนัอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติ (p<0.05) กบัชุดควบคุม และชุดการ
ทดลองท่ีเติมสารสกดัพริกช้ีฟ้า มีค่าเท่ากบั 2.53 ± 0.06, 0.95 ± 0.01 ×105 CFU/ml ตามล าดบั ในขณะ
ท่ีชุดควบคุมมีปริมาณแบคทีเรียกลุ่มเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดสูงสุด (2.53 ± 0.06 ×105 CFU/ml)  
ซ่ึงแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p<0.05) กบัชุดการทดลองท่ีเติมสารปฏิชีวนะ PS 0.65% ชุด
การทดลองท่ีเติมสารสกดัพริกช้ีฟ้า ดงัแสดงในตารางท่ี 2 
 

ตารางที ่2 ปริมาณแบคทีเรียกลุ่มเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดในน ้ าเช้ือปลาดุกอฟัริกนัแช่แขง็ 

หมายเหต:ุ ตวัอกัษรภาษาองักฤษท่ีไม่เหมือนกนัในแนวนอนแสดงความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญั
ทางสถิติ (p<0.05) ตวัเลขท่ีไม่เหมือนกนัในแนวตั้งแสดงความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญั
ทางสถิติ (p<0.05)  % reduction คือ  

                                             (ปริมาณแบคทีเรียก่อนแช่แขง็-ปริมาณแบคทีเรียหลงัแช่แขง็ 90 วนั) ×100 
 ปริมาณแบคทีเรียก่อนแช่แขง็ 
 
 
 
 

ระยะเวลาการ
ทดลอง 

ปริมาณแบคทีเรียกลุ่มเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดในน ้ าเช้ือปลาดุกอฟัริกนัแช่แขง็  
(×105 CFU/ml) 

น ้ าเช้ือสด ชุดควบคุม PS 0.65% สารสกดัพริกช้ีฟ้า 
ก่อนแช่แขง็ 19.20±0.21a 16.57±0.12b,1 9.63±0.15e,1 15.87±0.15b,1 

หลงัแช่แขง็ 0 วนั - 13.43±0.58a,2 0.08±0.00d,2 11.97±0.06b,2 
หลงัแช่แขง็ 30 วนั - 10.63±0.12a,3 0.07±0.00e,2 7.63±0.15b,3 
หลงัแช่แขง็ 60 วนั - 6.70±0.10a,4 0.07±0.00d,2 1.17±0.01b,4 
หลงัแช่แขง็ 90 วนั - 2.53±0.06a,5 0.07±0.00c,2 0.95±0.01b,4 

% reduction - 84.73% 99.27% 94.01% 
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3. ชนิดของแบคทเีรียกลุ่มเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดทีแ่ยกได้จากน า้เช้ือปลาดุกอฟัริกนัแช่แข็ง 
 การศึกษาชนิดของแบคทีเรียกลุ่มเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดท่ีแยกไดจ้ากน ้ าเช้ือปลาดุกอฟัริกนั
ในน ้ าเช้ือสด น ้ าเช้ือก่อนการแช่แข็ง และน ้ าเช้ือหลงัการแช่แข็ง ผสมกบัสารสกดัพริกช้ีฟ้า ท่ีความ
เขม้ขน้ 0.625 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร พบว่าแบคทีเรียกลุ่มเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดในน ้ าเช้ือสด และ
น ้ า เ ช้ือปลา ดุกอัฟ ริกัน ก่อนแช่แข็ ง ท่ี เ ติมสารสกัดพ ริก ช้ี ฟ้ า มี  9  ช นิด  คือ  S. intermedius,                         
S. saccharolyticus, E. coli, S. boydii, M. agilis, B. firmus, B. coagulans, B. laterosporus และ Y. 
ruckeri เม่ือเก็บรักษาน ้ าเช้ือปลาดุกอฟัริกนัเป็นระยะเวลา 90 วนั พบวา่ชนิดของแบคทีเรียจะลดลง 
โดยน ้ าเช้ือปลาดุกอัฟริกันท่ีเติมสารสกัดสมุนไพรพริกช้ีฟ้าสามารถยบัย ั้ง B. firmus และ B. 
laterosporus ในวนัท่ี 30 ของการทดลอง ดงัแสดงในตารางท่ี 3 และการทดสอบคุณสมบติัทางชีวเคมี
ของแบคทีเรียกลุ่ม   เฮทเทอโรโทรปทั้งหมดท่ีแยกไดจ้ากน ้ าเช้ือปลาดุกอฟัริกนัแช่แข็ง ดงัแสดงใน
ตารางท่ี 4 
 
 
ตารางที ่3 ชนิดของแบคทีเรียกลุ่มเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดท่ีแยกไดจ้ากน ้ าเช้ือปลาดุกอฟัริกนัแช่แขง็ 

 

หมายเหตุ: + คือ พบ;  – คือไม่พบ; ชุดท่ี 1 คือ ชุดควบคุม; ชุดท่ี 2 คือ ชุดการทดลองท่ีเติมสารปฏิชีวนะ PS 0.65%; ชุด
ท่ี 3 คือ ชุดการทดลองท่ีเติมสารสกดัพริกช้ีฟ้า 
 

ชนิดแบคทีเรีย 

ระยะเวลาท่ีท าการแช่น ้าเช้ือปลาดุกอฟัริกนั (วนั) 

น ้าเช้ือ
สด 

น ้าเช้ือก่อนการ
แช่แขง็ 

หลงัการแช่
แขง็ 0 วนั 

หลงัการแช่
แขง็ 30 วนั 

หลงัการแช่
แขง็ 60 วนั 

หลงัการแช่
แขง็ 90 วนั 

ชุดการทดลอง ชุดการทดลอง ชุดการทดลอง ชุดการทดลอง ชุดการทดลอง 
1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 

Staphylococcus 
intermedius 

+ + + + + + + + – + + – + + – + 

S. saccharolyticus + + + + + + + + – + + – + + – + 
Escherichia coil + + + + + + + + + + + + + + + + 
Shigella boydii + + + + + + + + + + + + + + + + 
Micrococcus agilis + + + + + + + + – + + – + + – + 
Bacillus firmus + + + + + + + + – – + – – + – – 
B. coagulans + + + + + + + + + + + + + + + + 
B. laterosporus + + + + + + + + – – + – – + – – 
Yersinia ruckeri + + + + + + + + + + + + + + + + 
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ตารางที ่4  คุณสมบติัทางชีวเคมีของแบคทีเรียกลุ่มเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดท่ีแยกไดจ้ากน ้ าเช้ือปลาดุก 
                  อฟัริกนัแช่แขง็ 
 

การทดสอบคุณสมบติั 
ทางชีวเคมี 

E. 
co

il 

S. 
bo

yd
ii 

Y. 
ru

ck
eri

 

S. 
int

erm
ed

ius
 

S. 
sa

cc
ha

ro
lyt

icu
s 

M.
 ag

ilis
 

B. 
fir

mu
s 

B. 
co

ag
ula

ns 

B.l
ate

ro
sp

or
us

 

Gram stain - - - + + + + + + 
Shape rod rod rod cocci cocci cocci bacilli bacilli bacilli 
Triple Sugar Iron agar A/A, + K/A, - A/A, - NT NT NT NT NT NT 
Catalase NT NT NT + + + + + + 
Oxidase - - - NT NT NT NT NT NT 
Coagulase test NT NT NT + - - NT NT NT 
H2S production - - - NT NT NT NT NT NT 
Indole production test + - - NT NT NT NT NT NT 
Methyl red test + + + NT NT NT NT NT NT 
Voges-Prosauer test - - - - NT NT - + - 
Citrate utilization test - - - NT NT NT - + NT 
Urease test - - - + NT - NT NT NT 
Motility test + - - - - + NT +/- NT 
Malonate utilization test - - - NT NT NT NT NT NT 
LDC + - +/- NT NT NT NT NT NT 
ODC +/- - + NT NT NT NT NT NT 
Gas from sucrose +/- - - NT NT NT NT NT NT 
Gas from D-mannitol + + + +/- - - NT NT NT 
Gas from L-arabinose + + - NT NT NT NT NT NT 
Gas from moltose + - + NT NT NT NT NT NT 
ADH NT NT NT NT NT - NT NT NT 
Nitrate reduction NT NT NT + + - NT NT NT 
Esculin hydrolysis test NT NT NT NT NT + NT NT NT 
Starch hydrolysis test NT NT NT NT NT + NT NT NT 
Gelatin hydrolysis test NT NT NT NT NT + NT NT NT 
Acid from glucose NT NT NT NT NT - NT NT NT 
Acid from sucrose NT NT NT + - NT NT NT NT 
Acid from glyceral NT NT NT NT NT - NT NT NT 

  

   

  

   

7 
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  ตาราง 4 (ต่อ)  

การทดสอบคุณสมบติั 
ทางชีวเคมี 

E. 
co

il 

S. 
bo

yd
ii 

Y. 
ru

ck
eri

 

S. 
int

erm
ed

ius
 

S. 
sa

cc
ha

ro
lyt

icu
s 

M.
 ag

ilis
 

B. 
fir

mu
s 

B. 
co

ag
ula

ns 

B.l
ate

ro
sp

or
us

 

Acid from lactose NT NT NT NT NT - NT NT NT 
Acid from mannitol NT NT NT +/- - - NT NT NT 
Acid from mannose NT NT NT + + - NT NT NT 
Acid from trehalose NT NT NT + - NT NT NT NT 
Acid from arabinose NT NT NT NT NT NT NT NT - 
Acid form ammonium salt 
glucose 

NT NT NT NT NT NT NT NT - 

Anaerobic growth NT NT NT NT NT NT - + + 
Growth at 50 ๐C NT NT NT NT NT NT NT + NT 
Growth in 7%NaCl NT NT NT NT NT NT NT + NT 

หมายเหต:ุ  LDC; Lysine decarboxylase test, ODC; Ornithine decarboxylase test; ADH; Arginine  
                   dihydrolase test, NT; Not test 
 

สรุปและวจิารณ์ผลการทดลอง 
 การศึกษาผลของการแช่แข็ง สารสกัดพริกช้ีฟ้าและสารปฏิชีวนะ Penicillin-Streptomycin 
(PS) 0.65% ต่อคุณภาพน ้ าเช้ือปลาดุกอฟัริกันแสดงให้เห็นว่า สารปฏิชีวนะ PS 0.65% มีความ
เหมาะสมต่อการเก็บรักษาน ้ าเช้ือมากท่ีสุด  เน่ืองจากสามารถเก็บรักษาน ้ าเช้ือไดเ้ป็นระยะเวลานาน   
90 วนั โดยยงัคงรักษาอตัราการเคล่ือนท่ีไวไ้ดสุ้งท่ีสดุ (3.56 ± 3.8 %) และสามารถลดปริมาณและชนิด
ของแบคทีเรียท่ีปนเป้ือนในน ้ าเช้ือปลาดุกอฟัริกนัภายใตส้ภาวะแช่แข็งและสาเหตุของการเคล่ือนท่ี
ของสเปิร์มสัตวน์ ้ าลดลงอาจเกิดจากการสะสมของก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ในระหวา่งการเก็บรักษา
ในปริมาณสูงซ่ึงก๊าซดงักล่าวจะท าให้ pH ภายในเซลลข์องสเปิร์มลดลงจนเป็นอนัตรายต่อการสร้าง
ATP และการสร้างแฟลกเจลลาและน ามาซ่ึงการยบัย ั้งการเคล่ือนท่ีของสเปิร์มได ้(Bencic et al., 2000)      
รวมทั้งจากการศึกษาในคร้ังน้ีพบวา่เม่ือวนัสุดทา้ยของการทดลองในชุดควบคุมจะมีอตัราการเคล่ือนท่ี
สูงกวา่ชุดทดลองท่ีเติม PS 0.65%   สอดคลอ้งกบัการศึกษาของสุบณัฑิต น่ิมรัตน์ และวีรพงศ์ วฒิุพนัธ์ุ
ชัย (2553) ท่ีได้ศึกษาการพฒันาวิธีการเก็บรักษาน ้ าเช้ือปลากะพงขาว (Lates calcarifer) พบว่า         
สารปฏิชีวนะ PS 1.0%                                เปิร์มของปลากะพงขาว  เน่ืองจากท าให้
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การเคล่ือนท่ีของสเปิร์มในชุดการทดลองท่ีเติมสารปฏิชีวนะทั้ง 2 ความเขม้ขน้ ลดลงอย่างแตกต่าง
อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p<0.05) เม่ือเปรียบเทียบกบัชุดควบคุม 
 ส่วนประสิทธิภาพของสารปฏิชีวนะต่อปริมาณและชนิดของแบคทีเรียกลุ่มเฮทเทอโรโทรป
ทั้งหมดท่ีปนเป้ือนในน ้ าเช้ือปลาดุกอฟัริกนั  พบวา่สารปฏิชีวนะมีประสิทธิภาพในการลดทั้งปริมาณ
และชนิดของแบคทีเรียกลุ่มดังกล่าวเม่ือเปรียบเทียบกบัชุดท่ีเติมสารสกดัพริกช้ีฟ้าและชุดควบคุม     
ซ่ึงสอดคลอ้งกับรายงานของสุบณัฑิต น่ิมรัตน์ และคณะ (2554) ท่ีพบว่าสารปฏิชีวนะ PS 1.0% 
สามารถลดปริมาณแบคทีเรียกลุ่มเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดท่ีปนเป้ือนในน ้ าเช้ือปลากะพงขาวท่ีเก็บ
รักษา    แบบแช่เยน็ไดม้ากท่ีสุดเม่ือเปรียบเทียบกบัชุดควบคุม และชุดท่ีเติมยาปฏิชีวนะ PS 0.1%  
ส่วนประสิทธิภาพของสารสกัดพริกช้ีฟ้าต่ออัตราการเคล่ือนท่ีและการลดปริมาณและชนิดของ
แบคทีเรียกลุ่มเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดท่ีปนเป้ือนในน ้ าเช้ือปลาดุกอฟัริกนั พบวา่สารสกดัพริกช้ีฟ้า                   
มีประสิทธิภาพเป็นอันดับท่ี 3 ในการรักษาอตัราการเคล่ือนท่ีของน ้ าเช้ือปลาดุกอฟัริกันโดยสาร
ปฏิชีวนะและชุดควบคุมมีประสิทธิภาพในการรักษาอัตราการเคล่ือนท่ีได้ดีท่ีสุดและรองลงมา
ตามล าดบั  แต่อย่างไรก็ตามพบว่าสารสกดัพริกช้ีฟ้ามีความสามารถในการลดปริมาณและชนิดของ
แบคทีเรียกลุ่มเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดท่ีปนเป้ือนในพบว่าน ้ าเช้ือปลาดุกอฟัริกนัไดเ้ป็นอนัดบัท่ี 2   
รองจากชุดทดลองท่ีเติมสารปฏิชีวนะ ถึงแม้ว่าสารสกัดพริกช้ีฟ้าท่ีท าการศึกษาในคร้ังน้ียงัไม่
เหมาะสมในการน ามาใชใ้นการเก็บรักษาน ้ าเช้ือปลาดุกอฟัริกนัทดแทนสารปฏิชีวนะได้เน่ืองจาก       
มีผลกระทบต่ออตัราการเคล่ือนท่ีของสเปิร์มแต่ก็ยงัมีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งแบคทีเรียกลุ่มเฮทเทอ
โรโทรปทั้งหมดไดค้่อนขา้งดีเม่ือเปรียบเทียบกบัชุดควบคุม  ดงันั้นจึงท าให้น่าจะมีการศึกษาต่อเน่ือง
ถึงกระบวนการสกดัและความเขม้ขน้ของสารสกดัพริกช้ีฟ้าท่ีเหมาะสมและน ามาศึกษาต่อไป และ   
จากการสืบคน้ท่ีผา่นมาพบวา่การศึกษาคร้ังน้ีเป็นการศึกษาแรกท่ีท าการศึกษาถึงประสิทธิภาพของสาร
สกดัพริกช้ีฟ้าต่ออตัราการเคล่ือนท่ีและการลดปริมาณและชนิดของแบคทีเรียกลุ่มเฮทเทอโรโทรป
ทั้งหมดท่ีปนเป้ือนในน ้ าเช้ือปลาดุกอฟัริกนัและในสตัวน์ ้ าชนิดอ่ืนๆ ท าใหมี้ขอ้มูลการศึกษาท่ีนอ้ยมาก
เม่ือเปรียบเทียบกับการศึกษาถึงสารสกัดสมุนไพรชนิดอ่ืนๆ  ยกตัวอย่างเช่น การศึกษาของ       
Sivaram และคณะ (2004) ไดศึ้กษาสารสกดัจากพืชสมุนไพร 10 ชนิด ไดแ้ก่ ใบสะเดา (Azadirachta 
indica), ใบหอมแขก (Murraye Koenigii), ใบฟ้าทะลายโจร (Andrographis paniculata), ใบจากตน้ 
Daemia extensa, ใบกะเพรา (Ocimum sanctum), ใบมะเขือ (Solanum surattense), Guduchi 
(Tinospora cardifolia), รากโสมอินเดีย (Withania somnifera), เมล็ดสมอ (Terminalia bellirica) และ 
เมล็ดจนัทน์เทศ (Myristica fragrans) ในการยบัย ั้ง Vibrio harveyi ซ่ึงเป็นแบคทีเรียก่อโรคในปลาเก๋า
จุดน ้ าตาล (Epinephelus sanctum) พบวา่มีสมุนไพรเพียง 3 ชนิด คือ ใบกะเพรา รากโสมอินเดีย  และ
เมลด็จนัทร์เทศ ท่ีมีประสิทธิภาพในการยบัยงั V. harveyi ไดดี้นอกจากน้ีจากการศึกษาของภคัไทยชนะ 
(2547) พบวา่   สารสกดัพริกข้ีหนูสด (Capsicum frutescens Linn.) สามารถยบัย ั้งการเจริญของเช้ือ
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แบคทีเรียได ้ 4  ชนิด คือ B. cereus, B. subtilis, Acinetobacter lwoffii  และ Vibrio cholera  และจาก
รายงานของพนมพร ภานุทัต และสาวิตรี วทัญญูไพศาล  (2543) โดยพบว่าสารสกัดพริกข้ีหนู 
(Capsicum frutescens Lim) มีความสามารถในการยบัย ั้งS. aureus ทั้งน้ีการยบัย ั้งแบคทีเรียเป็นผล     
มาจากพริก ข้ีหนูมีสารแคปไซซิน ซ่ึงเป็นสารท่ีมีฤทธ์ิยบัย ั้งแบคทีเรียได ้ เป็นตน้ (Siripongvutikorn et 
al., 2004) 
 จากการศึกษาในคร้ังน้ีถึงแมส้ารปฏิชีวนะเป็นสารท่ีสามารถยบัย ั้งแบคทีเรียส่วนใหญ่ได้
อยา่งมีประสิทธิภาพแต่พบวา่แบคทีเรียท่ีพบวา่รอดชีวิตในน ้ าเช้ือปลาดุกอฟัริกนัแช่แข็งตลอด 90 วนั 
ไดแ้ก่ E. coli, Shigella boydii, Bacillus coagulans และ Yersinia ruckeri  ซ่ึงแบคทีเรียชนิด S.  boydii 
และ Y. ruckeri  เป็นแบคทีเรียก่อโรคในคนและสัตวน์ ้ าท่ีส าคญักลุ่มหน่ึง (Ranjbar et al., 2008; 
Strom-Bestor et al., 2010)  ดงันั้นตอ้งมีการตระหนกัถึงการปนเป้ือนของแบคทีเรียในน ้ าเช้ือปลา
ดุกอฟัริกนัซ่ึงเม่ือท าการผสมเทียมในขั้นตอนต่อไปอาจจะท าให้เกิดการระบาดของแบคทีเรียกลุ่ม
ดงักล่าวในคนและสตัวน์ ้ าต่อไปได ้   
 ดงันั้นจึงควรท าการศึกษาต่อไปถึงการประยุกต์ใช้สารสกดัพริกช้ีฟ้าและสารสกดัจากพืช
สมุนไพรชนิดอ่ืนท่ีเหมาะสมเพราะพืชสมุนไพรเป็นพืชท่ีหาง่าย  ราคาถูก  และเหมาะสมต่อการ
น ามาใชใ้นอุตสาหกรรมสัตวน์ ้ าเพ่ือท าให้การเพาะเล้ียงสัตวน์ ้ าและผลิตภณัฑ์สัตวน์ ้ าปราศจากสาร
ปฏิชีวนะและลดการเพ่ิมปริมาณแบคทีเรียกลุ่มก่อโรคและแบคทีเรียกลุ่มด้ือยาต่อไป 
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