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บทที่ 1 
 

บทนํา 
 

ปจจุบันการเพาะเลี้ยงกุงขาวแวนนาไม (Litopenaeus vannamei Boone, 1931) มี
ปริมาณมากถึง 99 เปอรเซ็นตของพื้นที่การเพาะเลี้ยงกุงทะเลของประเทศไทย (ชลอ  
ล้ิมสุวรรณ และพรเลิศ จันทรรัชชกุล , 2548) เพราะกุงชนิดนี้ เปนกุงที่เลี้ยงงาย โตเร็ว และ
สามารถเลี้ยงไดในอัตราความหนาแนนสูง โดยแมพันธุที่มีคุณภาพ ปลอดโรคจะตองนําเขาจาก
ตางประเทศ แตในปจจุบันพบวาเกษตรกรไทยมีการพัฒนาลูกกุงจากบอดินขึ้นมาเปนพอแมพันธุ
จุดดอยคือพอแมพันธุจากบอดินนี้มีการพัฒนาของระบบสืบพันธุไดไมสมบูรณเทาพอแมพันธุกุง
นําเขา เนื่องจากความไมเหมาะสมของ ส่ิงแวดลอม ฮอรโมน และอาหาร (ขวัญเรือน ศรีภิรมย, 
2534; Harrison 1990) แตสามารถปรับปรุงไดโดยการปรับอาหารที่เลี้ยงใหมีคุณภาพดีที่สุด  

ทั่วไปแลว อาหารที่ใหผลสงเสริมการพัฒนาของรังไขของกุงไดดีที่สุด คือแมเพรียงทราย 
เนื่องจากคุณคาทางโภชนาการที่สูงทั้งโปรตีนและกรดไขมันไมอ่ิมตัวสูง เชน โอเมกา-3 (n-3 
HUFA) และโอเมกา-6 (n-6 HUFA) (Meunpol et al., 2005) และยังประกอบดวยฮอรโมนสืบพันธุ 
หลายชนิด  เชน  โปรเจสเตอโรน  ( เสาวลักษณ  เอี่ยมไผ ,  2548) โพรสตราแกลนดิน  อีทู 
(Prostaglandin E2) (เอกชัย ดวงใจ, 2548) และ โพรสตราแกลนดิน เอฟทูแอลฟา (Prostaglandin 
F2α) (Poltana, 2005) แตขอเสียของการใชแมเพรียง คือ แมเพรียงมีปริมาณ และคุณคาทาง
โภชนาการไมแนนอน ข้ึนอยูกับฤดูกาลและแหลงที่มา ทั้งยังอาจเปนพาหะนําโรคสูแมพันธุกุง 
(Piedad-Pascual, 1988)  

จากการตรวจพบฮอรโมนโปรเจสเตอโรนในแมเพรียง ทําใหมีแนวคิดวามีความเปนไปไดที่
จะนําฮอรโมนโปรเจสเตอโรนมาผสมอาหารพอแมพันธุกุงแทนที่การใชแมเพรียงเปนอาหาร เพื่อ
กระตุนการเจริญของไขและรังไขแมกุง อยางไรก็ตามการผสมฮอรโมนลงไปในอาหารโดยตรง อาจ
เกิดการสูญเสียฮอรโมนในระหวางกระบวนการผลิตและการละลายในน้ํา (Yu’fera et al., 2003) 
จึงนําเทคนิคไมโครเอนแคปซูเลชัน (microencapsulation) มาประยุกตใช ซึ่งงานวิจัยครั้งนี้ ได
เลือกใช Poly (lactide-co-glycolide) acids (PLGA) เปนแคปซูล โดยวิธี  oil in water single 
emulsion solvent evaporation ทําการเก็บกักฮอรโมนโปรเจสเตอโรน และมีการใหอาหารผสม
เม็ดแคปซูลฮอรโมนแกแมพันธุกุ งขาว  จากนั้นทําการศึกษาผลของอาหารผสมฮอรโมน 
โปรเจสเตอโรนในรูปแคปซูล ตอการพัฒนารังไขแมกุง โดยมีสมมติฐานวาแคปซูล PLGA เปนตัว
ปองกันการสูญเสียของฮอรโมนโปรเจสเตอโรนในอาหารผสม และทําใหฮอรโมนสามารถสงผาน
เพื่อไปกระตุนการพัฒนาของรังไขแมพันธุกุงขาวแวนนาไมได  



  2

วัตถุประสงคของงานวิจัย  
 
1. ศึกษาวิธีการผลิตแคปซูลฮอรโมนโปรเจสเตอโรน และผลการตรึงฮอรโมน 

โปรเจสเตอโรนในแคปซูลกรดพอลิแลคไทดโคไกลโคไลด ที่ผลิตดวยเทคนิค Oil-in-water single 
emulsion solvent evaporation 

2. ศึกษาผลของอาหารสําเร็จรูปที่ผสมแคปซูลฮอรโมนโปรเจสเตอโรนเปนองคประกอบตอ
การเจริญของรังไขแมกุงขาวแวนนาไม 
 
ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 

 
ไดอาหารสําเร็จรูปที่ชวยกระตุนการพัฒนารังไขแมกุงขาวแวนนาไม 

 
 



บทที่ 2 
 

สํารวจเอกสาร 
 
2.1 กุงขาวลิโทพีเนียส แวนนาไม (Pacific white shrimp, Litopenaeus vannamei Boone, 
1931) 

 

กุงขาวลิโทพีเนียสแวนนาไม เปนกุงทะเลที่มีสายพันธุอยูในชายฝงทะเลแปซิฟกของทวีป
อเมริกากลาง และอเมริกาใต ที่ระดับความลึกจากเสนแนวชายฝงลงไปประมาณ 72 เมตรหรือ 

235 ฟุต พื้นทองทะเลเปนโคลน เหมาะสมแกการเจริญเติบโตและเปนแหลงอาหารที่อุดมสมบูรณ 
กุงสายพันธุนี้เปนกุงที่มีความแข็งแรง โตงาย และสามารถเลี้ยงไดในอัตราความหนาแนนสูง จึง
เปนที่นิยมเพาะเลี้ยง ซึ่งปจจุบันประเทศไทยมีพื้นที่การเลี้ยงกุงสายพันธุนี้ถึง 99 เปอรเซ็นตของ
พื้นที่การเพาะเลี้ยงกุงทะเล (ชลอ ล้ิมสุวรรณ และพรเลิศ จันทรรัชชกุล, 2548) 

 
ลักษณะแมพันธุกุง 

กุงขาวแวนนาไมตัวเมีย มีต่ิงแบน ๆ ที่เปนอวัยวะสืบพันธุ เรียกวาทีไลคัม (Thelycum) 

ลักษณะเปนแผนรูปคลายผีเสื้อกางปก มีรูเปดอยูตรงกลางยาวลงไปเปนรองเหมือนรังกระดุม
เสื้อเชิ้ต อยูตรงกลางระหวางขาวายน้ําคูที่ 1 กับขาเดินคูที่ 5 ซึ่งเปนอวัยวะที่มีไวสําหรับเก็บน้ําเชื้อ
ของกุงตัวผู อวัยวะสืบพันธุของกุงชนิดนี้เปนแบบเปด (opened thelycum) แตกตางจากลักษณะ
อวัยวะสืบพันธุเพศเมียของกุงกุลาดําและกุงแชบวย ซึ่งมีลักษณะเปนแบบปด (closed thelycum)

ดังนั้นรูปแบบของการสืบพันธุและพฤติกรรมในการผสมพันธุจึงเปนไปคนละลักษณะกับกุงกุลาดํา
และกุงแชบวย ซึ่งแมพันธุกุงขาวที่มีขนาดตัว 30-60 กรัม จะวางไขประมาณ 60,000 ถึง 200,000

ฟอง (กมลศิริ พันธนียะ, 2546) ในเวลากลางคืนที่ระดับน้ําลึกประมาณ 30-60 มิลลิเมตรใกลพื้น
ทราย โดยแมกุงจะวายน้ําอยางรวดเร็วอยูประมาณ 45-60 วินาที แลวจึงเริ่มปลอยไขออกทางชอง
เปดบริเวณโคนขาเดินคูที่ 3 การวางไขนี้จะใชเวลา 3-5 นาที สามารถสังเกตการวางไข จากคราบ
ไขมันที่ลอยอยูบริเวณใกลเคียง (กมลศิริ พันธนียะ,2546) 

 

การพัฒนาของรังไขกุงขาว (รูปที่ 2.1) ใชหลักการจําแนกเดียวกันกับกุงกุลาดํา แบง
ออกเปน 4 ระยะ ตาม ชูศักดิ์ แสงธรรม (2541) ดังนี้ 
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1. ระยะไขยังไมพัฒนา (Immature; previtellogenic stage) เปนระยะที่รังไขมีลักษณะ
แบนใส มองจากเปลือกนอกหลังลําตัวจะไมเห็น แตเมื่อผาดูจะเห็นเปนเนื้อเยื่อแถบยาวที่ไมมีสี 

มองไมเห็นฟองไขภายใน 

2. ระยะไขเร่ิมเจริญ (Early mature; vitellogenic stage) เร่ิมมองเห็นรังไขจากเปลือก
นอกหลังลําตัวเปนแถบยาวมีขนาดใหญโดยเฉพาะสวนหัวและสวนกลางลําตัว เมื่อผาหลัง จะเห็น
รังไขเปนสีน้ําตาลหรือเขียวปนเทา 

3. ระยะไขเจริญเต็มที่ (Mature; vitellogenic stage) เร่ิมมองเห็นรังไขจากเปลือกนอก
หลังลําตัวชัดเจนขึ้นเปนแถบยาวสีเขมและหนา เนื่องจากรังไขขยายตัวมากขึ้นตั้งแตสวนหัวจนถึง
สวนทาย บริเวณสวนทองปลองแรกเห็นรังไขขยายออกดูคลายรูปเพชร หรือผีเสื้อ (แผโคงเปนแฉก
ออกไปทางดานขาง) เมื่อผาหลัง จะเห็นรังไขเปนสีเขียวและภายในรังไขมีกลุมไขอยูเต็ม 

4. ระยะไขสุก (Ripe stage; oocytes with cortical rod) สังเกตไขบริเวณดานหลังลําตัว
เปนลําทึบ สีเขียวแกเกือบดํา (บริเวณสวนทองปลองที่ 1-2) ขยายเต็มชองทอง สวนหลังเห็นแผโคง
เปนแฉกชัดเจนและระยะนี้ พบวากุงพรอมที่จะวางไข  

เมื่อกุงวางไขหมด พบวารังไขกุงจะแบนลีบ ดูภายนอกคลายรังไขระยะแรก เพียงแตสีขุน
เขม ถาไขมีความสมบูรณแมกุงจะวางไขหมดในครั้งเดียว แตถาไขไมสมบูรณแมกุงจะวางไขหลาย
คร้ัง (วัลลภ คงเพิ่มพูน, 2534; Peixoto et.al.,2005) 
 

                                                    
 
 
รูปที่ 2.1 ระยะไขกุง 4 ระยะตามพัฒนาการของรังไข และไข (Australian Institute of Marine 

Science, 2000) 
 
 
 

Immature stage Early mature stage Mature stage  Ripe stage 
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2.2 ปจจัยตอการพัฒนาระบบสืบพันธุ 
 

การพัฒนาระบบสืบพันธุข้ึนอยูกับหลายปจจัย เชน ส่ิงแวดลอม (Wasson et.al.,2000) 

ชนิดและปริมาณของฮอรโมน และคุณคาทางโภชนาการ (ขวัญเรือน ศรีภิรมย, 2534; Harrison 

1990; Meunpol et al., 2005 )  

 

ปจจัยสิ่งแวดลอม ที่มีผลตอการพัฒนาระบบสืบพันธุแมพันธุกุงมีหลายปจจัยดวยกัน 

ไดแก แสง ความเค็ม และอุณหภูมิของน้ํา  
 
แสง แมพันธุกุงที่อาศัยอยูในธรรมชาติจะไดรับปริมาณแสงไมมากนัก เพราะเมื่อกุงถึงวัย

เจริญพันธุจะเคลื่อนที่ไปอาศัยในทะเลที่ระดับความลึกประมาณ 72 เมตร (กมลศิริ พันธนียะ, 

2546) เพื่อที่จะพัฒนาระบบสืบพันธุ โดยแสงมีผลตอการหลั่งฮอรโมนเซโรโทนินที่กานตาของ 
ครัสเตเซียน (Benzid et al., 2006) ดังนั้นในการเลี้ยงกุงจะตองมีการควบคุมปริมาณแสงให
เหมาะสม เชนการทดลองของ Aktas et al., (2003) พบวาการเลี้ยงแมกุงกุลาลาย (Penaeus 
semisulcatus) ภายใตการใหแสง10 ชั่วโมง แมกุงสามารถวางไขไดมากกวาเมื่อไดรับแสง14 

ชั่วโมง 
 
ความเค็ม ระดับความเค็มสงผลตอกระบวนการสรางไขของแมกุง (Bouchon et al., 

1992) แมกุง brown shrimp (Crangon crangon) ที่อยูในน้ําเค็มตํ่า 5-15 psu ตองใชพลังงานใน
การปรับสมดุลอิออนระหวางน้ําทะเลกับเลือดกุง (osmoregulation) (Nagabhushanam and 

Joshi, 1986) ทําใหเหลือพลังงานไปใชในการพัฒนาระบบสืบพันธุไดนอยกวาเมื่อกุงอยูในน้ํา
ความเค็มพอเหมาะ (25 psu) จึงทําใหมีการพัฒนารังไขชา (Gelin et al., 2001) ระดับความเค็มที่
เหมาะสมสําหรับการพัฒนารังไขแตกตางกันในกุงแตละชนิด ในกุงขาวแวนนาไม Ogle (1992) 

รายงานวาที่ระดับความเค็มตํ่าที่สุดรังไขกุงขาวจะสามารถพัฒนาและตกไขได คือ 20 psu 
 
อุณหภูมิ อุณหภูมิมีผลตอการกระตุนการพัฒนาระบบสืบพันธุ และการวางไขของกุง

หลายชนิด (Hoang et al., 2002) เนื่องจากที่อุณหภูมิสูงระบบเผาผลาญ (metabolism) ตาง ๆ 

ในรางกายของสิ่งมีชีวิตจะมีการทํางานเร็วขึ้น Aktas et al., (2003) รายงานวา กุงกุลาลายที่ตัด
กานตาเมื่อนํามาเลี้ยงในน้ําที่มีอุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส สามารถพัฒนารังไขไดถึงระยะที่ 4 

และมีการวางไขได แตแมพันธุกุงที่เลี้ยงในน้ําที่มีอุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียสสามารถพัฒนารังไข
ไดถึงระยะที่ 4 แตไมมีการวางไข  
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ฮอรโมน เปนสารเคมีที่ถูกสรางจากตอมไรทอ ซึ่งทําหนาที่ผลิต และควบคุมฮอรโมน โดย
ฮอรโมนจะหลั่งออกสูของเหลวที่อยูนอกเซลล (extracelluar fluid) และขนสงไปตามเลือดเพื่อไป
ออกฤทธิ์ควบคุมการทํางานที่อวัยวะเปาหมาย (มนตรี จุฬาวัฒนทล และคณะ, 2542) ฮอรโมนที่
เกี่ยวของกับการพัฒนาระบบสืบพันธุของครัสเตเซียนแบงออกเปน 6 ประเภท ไดแก  
เปปไทด หรือโปรตีนฮอรโมน เอคไดสเตียรอยด เทอรพีนอยด ฮอรโมน โพรสตราแกลนดิน  

ไบโอเจนนิค เอมีน และเวอรทีเบรท ไทป สเตียรอยด ฮอรโมน 
 
1. เปปไทด หรือโปรตีนฮอรโมน (peptide/protein hormone)  
 

เปปไทด ฮอรโมน เปนกลุมฮอรโมนที่มีโครงสรางเปนเปปไทด ประกอบดวยกรดอะมิโน
จํานวนตาง ๆ กันทําใหฮอรโมนในกลุมนี้มีขนาดตางกันมาก เชน 

1. ไวเทลโลเจเนซิส อินฮิบิติง ฮอรโมน (Vitellogenesis Inhibiting Hormone : VIH) หรือ 

Gonad Inhibing Hormone (GIH) เปนฮอรโมนในกลุมเปปไทดที่ประกอบดวยกรดอะมิโน 53-55 

หนวย ผลิตจากเอ็กซ ออแกน ที่อยูในกานตากุง (X-organ sinus gland) มีหนาที่ยับยั้งการเจริญ
ของเซลลสืบพันธุ (Fingerman, 1997)  

 

2. ไวเทลโลเจเนซิส สติมิวเลติง ฮอรโมน (Vitellogenesis Stimulating Hormone : VSH) 

ฮอรโมนชนิดนี้สรางมาจากสมอง (Brain) และทอราซิค แกงเกลีย (thoracic ganglia) มีหนาที่
เหนี่ยวนําการพัฒนารังไข โดยกระตุนใหรังไข ตับและตับออนสังเคราะหไวเทลโลเจนินในรังไข 
(Yano, 1998) เพื่อเปนการสะสมอาหารสําหรับตัวออน 

 

3. ครัสเตเซียน ไฮเปอรไกลซีมิค ฮอรโมน (Crustacean Hyperglycemic Hormone : 

CHH ) เปนเปปไทดฮอรโมนที่ประกอบดวยกรดอะมิโน 72 หนวย มีซิสเทอีน (Cysteines) ทั้งหมด 

6 หนวย (Yang et al., 1997) ผลิตจากเอ็กซ ออแกน (Cooke and Sullivan, 1982) และเก็บสะสม
ในไซนัสแกลน (Sinus gland) ซึ่งพบฮอรโมนชนิดนี้มากที่บริเวณนี้ (Huberman, 2000) มีหนาที่
ควบคุมกระบวนการเผาผลาญคารโบไฮเดรต เพื่อใชเปนแหลงพลังงานในการตอบสนองตอปจจัย
ทางกายที่เปลี่ยนแปลงไป (Keller and Sedlmeier, 1998) ควบคุมระดับน้ําตาลในเลือด (Keller 

and Orth, 1990)  
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2. เอคไดสเตียรอยด (Ecdysteroids)  
 

เอคไดสเตียรอยดเปนฮอรโมนที่สังเคราะหจากคอเลสเตอรอล โดยวาย ออแกน (Y -

organ) ทําการหลั่งฮอรโมนเอคไดโซน (Ecdysone) และฮอรโมนเอคไดโซนถูกลําเลียงโดยกระแส
เลือดไปยังเนื้อเยื่อ และอวัยวะตางๆ ที่เนื้อเยื่อชั้นนอก (epidremis) โดยเนื้อเยื่อชั้นนี้ฮอรโมน 

เอคไดโซนจะถูกเปลี่ยนเปน ฮอรโมน20-ไฮดรอกซีเอคไดโซน (20-OH-ecdysone) โดยเอนไซม 
20-ไฮโดรซีเลส (20-hydroxylase) ซึ่งทําหนาที่กระตุนการลอกคราบ (Rudolph et al., 1992) 

การพัฒนาตัวออน (Mu and LeBlanc, 2002b, 2004b) และควบคุมการสังเคราะหไวเทลลินในกุง
แชบวย (Auttarat et al., 2006) ฮอรโมนชนิดนี้ทํางานรวมกับฮอรโมนยับยั้งการลอกคราบ (Molt-

Inhibiting Hormone : MIH) ซึ่งปริมาณฮอรโมนเอคไดสเตียรอยดข้ึนอยูกับระยะตาง ๆ ของการ
ลอกคราบ โดยฮอรโมนนี้เพิ่มข้ึนเมื่อระยะกอนการลอกคราบ (premolt) และลดต่ําลงเมื่อเสร็จส้ิน
การลอกคราบ (Huberman, 2000) ในชวงที่ฮอรโมนเอคไดสเตียรอยดลดต่ําลงฮอรโมนยับยั้งการ
ลอกคราบจะเพิ่มสูงขึ้น  
 
3. เทอรพีนอยด ฮอรโมน (Terpenoid hormone)  
 

เทอรพีนอยด  ฮอร โมน  ซึ่ งฮอร โมนหลักในกลุมนี้ คือ  เมธิล  ฟานิ สู เอท  (Methyl 

farnesonate: MF) สรางจากแมดิบูลา ออแกน (Mandibular organ; MO) ชวยในการพัฒนารังไข 
และการสรางรังไข (Huberman, 2000) เชน การบมไขออนของแมกุงกุลาดําดวย MF พบวาไขของ
แมกุงสามารถพัฒนาไดถึงระยะไขสุก (อาทิตย ไกรสุวรรณโสภิต, 2550) ซึ่งฮอรโมนนี้ถูกยับยั้งโดย 

แมนดิบูลา ออแกน อินฮิบิธิง ฮอรโมน (Mandibular organ-inhibiting hormone: MO-IH) เชนการ
ทดลองของ Tsukimura et al., (1993) เมื่อทําการตัดกานตากุงมังกร พบวา ระดับของ MF เพิ่มข้ึน 
 
4. โพรสตราแกลนดิน (Prostaglandins; PG)  
 

โพรสตราแกลนดิน สรางจากทุกเซลลในรางกาย แตพบมากที่เซลลสืบพันธุ โครงสราง PG 

มีหลายรูปแบบเชน PGA PGB PGE PGF และPGH (Stanley-Samuelson, 1987) เปนฮอรโมนที่
มีผลตอการหดตัวของเนื้อเยื่อรังไข ทําใหเกิดการตกไข (Priddy and Killick, 1993) โดยพบวาการ
สังเคราะห PG จะเพิ่มข้ึนในระยะกอนการตกไขของกุง crayfish (Spaziani et al., 1995) ชวยใน
กระบวนการสรางและสะสมไขแดง (Spaziani et al., 1993) แตในกุง Penaeus japonicus พบวา 

ฮอรโมน PGF2α  และ PGE2 ในเลือดจะลดต่ําลงเมื่อไขพัฒนาถึงระยะที่ 3 (Tahara and Yano, 

2002) 
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5. ไบโอเจนนิค เอมีน (Biogenic amine)  
 

ไบโอเจนนิค เอมีน ในสัตวจําพวกครัสเตเซียนพบวาไบโอเจนิค เอมีนมีการทํางานหลาย
รูปแบบ เชนนิวโรทรานสมิทเตอร (Neurotransmitters) นิวโรโมดูเลเตอร (Neromodulators) และ
นิโรฮอรโมน (Nerohormone) ฮอรโมนในกลุมนี้ประกอบดวย 5 – ไฮดรอกซีทริปทามีน หรือ  

ซีโรโทนิน (5-Hydroxytryptamine or Serotonin : 5HT) โดปามีน (Dopamine : DA) (Fingerman 

et al., 1994) 

 

1. 5 – ไฮดรอกซีทริปทามีน  หรือ ซีโรโทนิน (5-Hydroxytryptamine or Serotonin : 5HT) 

เปนสารประกอบโมโนเอมีน (monoamine) เปนฮอรโมนที่มีผลตอการพัฒนารังไข และการวางไข 
โดยทําหนาที่ควบคุมการหลั่งของสาร โกแนด สติมูเลติง ฮอรโมน (Gonad-Stimulating Hormone 

: GSH) (Fingerman, 1997) และกระตุนการหลั่งของฮอรโมนผลิตสารสี ไดแก สารสีแดง (Red 

pigment dispersing hormone) และสารสีดํา (Black pigment dispersing hormone) (Rao 

and Fingerman, 1970) ซึ่งฮอรโมนชนิดนี้จะยับยั้งฮอรโมนเมธิล ฟารนีโซเอท (Methyl 

fasnesoate : MF) เชน จากการศึกษาการพัฒนารังไขของกุงกามกราม (Macrobrachium 
rosenbergii) เมื่อฉีดฮอรโมนซีโรโทนินของ Meeratana et al. (2006) พบวารังไขมีการพัฒนามาก
ข้ึนเทียบกับน้ําหนักตัว (Ovarian index) เปรียบเทียบกับกลุมที่ไมไดฉีดฮอรโมน 

 

2. โดปามีน (Dopamine: DA) สังเคราะหจากซีรีบรัล แกงเกลีย หรือ สมอง และ ทอราซิค 

แกงเกลีย ทําหนาที่ยับยั้งการเจริญของอวัยวะสืบพันธุทั้งเพศผู และเพศเมีย โดยฮอรโมนนี้จะไป
กระตุนการหลั่งสารโกแนด อินฮิบิติง ฮอรโมน (Gonad- Inhibiting Hormone: GSH) 

(Fingerman, 1997) 
 
6. เวอรทีเบรท ไทป สเตียรอยด ฮอรโมน (Vertebrate – type steroid hormone)  
 

เวอรทีเบรท ไทป สเตียรอยด เปนฮอรโมนที่สังเคราะหจากคอเลสเตอรอล ประกอบดวย 

คารบอน 21 อะตอม และมีโครงสรางเปนวง 5 เหลี่ยม 1 วง และ 6 เหลี่ยม 3 วง โดยสัตวจะเปลี่ยน
คอเลสเตอรอลเปนฮอรโมนกลุมนี้ไดที่ รังไข ตับ และตับออน (Shin and Liao, 1998) ซึ่งฮอรโมนที่
พบในกลุมนี้ไดแก โปรเจสเตอโรน (Progesterone: P4) เอสตราไดออล (Estradiol: E2) และ 

เทสโทสเตอโรน (Testosterone: T) โดยพบวาฮอรโมน P4 เปนสารตั้งตนในการสังเคราะหฮอรโมน 

หลายชนิด ไดแก 17ß-เอสตราไดออล (17 ß-Estradiol) 17 α- ไฮดรอกซีโปรเจสเตอโรน (17 α-
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hydroxyprogesterone: 17 α-OHP4) และเทสโทสเตอโรน (Summavielle et al., 2003) ซึ่งระดับ
ของฮอรโมนแตละชนิดแตกตางกันตามระยะการพัฒนารังไข กลาวคือ ในระยะไขออนมีระดับ
ฮอรโมน 17 ß-Estradiol สูง และปรับลดลงเมื่อระยะไขสุก แตระดับฮอรโมน P4 ในระยะไขออนมี
ระดับตํ่า และปรับเพิ่มข้ึนเรื่อย ๆ จนสูงสุดที่ระยะไขสุก เชน ในกุง Indian spiny lobster 

(Kirubagaran et al., 2005) และปู Scylla serrata (Warrier et al., 2001) 

 

 
รูปที่ 2.2 โครงสรางโปรเจสเตอโรน (Messer, 2000) 
 
ฮอรโมนโปรเจสเตอโรน (Progesterone: P4) 
 

ฮอรโมน P4 เปนกลุมของสเตียรอยด ซึ่งไมละลายน้ํา (hydrophobic/lipophilic) 

สังเคราะหจากคอเลสเตอรอล โดยคอเลสเตอรอลถูกเปลี่ยนเปนเพรกนีโนโลน (pregnenolone) 

ดวยเอนไซม P450 side-chain cleavage (P450 scc) จากนั้นเพรกนีโนโลนจะถูกเปลี่ยนเปน P4 

ดวยเอนไซม 3 ß-hydroxysteroid hydrogenase (3 ß-HSD) โดยฮอรโมน P4 มีโครงสรางเปนวง 
5 เหลี่ยม 1 วง และ 6 เหลี่ยม 3 วง ประกอบดวย คารบอน 21 อะตอม ในครัสเตเซียนฮอรโมน P4 

สรางจาก รังไข ตับและตับออน ทําหนาที่กระตุนการเพิ่มจํานวนเซลลไข (oocytes) สรางไขแดง 
(yolk) (Fairs, 1990) และการพัฒนารังไขข้ันสุดทาย (final maturation) (Nagahama et al., 
1982) Meunpol et al. (2007) ทําการบมไขระยะ previtellogenic ของกุงกุลาดําดวยฮอรโมน P4 

ที่ความเขมขน 1 ng/ml สามารถทําใหรังไขระยะไขออนพัฒนาถึงระยะที่มี 
คอติคอลรอด (cortical rod) ซึ่งเปนตัวบงชี้วาไขพรอมที่จะถูกปลอย นอกจากนั้นแลวฮอรโมน P4 

ยังสามารถกระตุนการวางไขของครัสเตเซียนอีกดวย เนื่องจากความสามารถในการกระตุนการ
หลั่งเยื่อเมือกและการหลอล่ืนของไขภายในทอนําไขของฮอรโมน P4 (Paolucci, 2002)

ตัวอยางเชน ในเมนทะเล (Lytechinus variegatus) ที่กินอาหารผสมฮอรโมน P4 มีการวางไข
มากกวาเมนทะเลที่กินอาหารปกติ (Wasson et al., 2000) 
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กระบวนการสรางและสะสมไขแดง (Vitellogenesis) 
 

กระบวนการสรางและสะสมไขแดงจะแบงออกเปน 2 ชวง คือ การสรางไวเทลโลเจเนซิส 

ระยะที่ 1 และการสรางไวเทลโลเจเนซิสระยะที่ 2 (Meusy and Charniaux-Cotton, 1984; Meusy 

and Payen, 1988) 

 

การสรางไวเทลโลเจเนซิสระยะที่ 1 (primary vitellogenesis) ระยะนี้จะเกิดขึ้นตลอดวงจร
ชีวิตของกุง โดยเกิดการเปลี่ยนแปลงขึ้นหลายอยางภายในเซลลไข เชน การสรางไรโบโซม 

(ribosome) เอนโดพลาสมิค เรติคูลัม (endoplasmic reticulum) และเซลลฟอลิเคิล (follicle cell) 

จะเกิดลอมรอบเซลลไข (Quackenbush, 2001) 

 

การสรางไวเทลโลเจเนซิสระยะที่ 2 (secondary vitellogenesis) ระยะนี้เปนการสรางและ
สะสมไขแดงเปนผลใหเซลลไขมีขนาดใหญข้ึน ไขแดงเปนสารประเภทไลโพโปรตีน (Lipoprotein) 

ที่สรางจากโปรตีน คารโบไฮเดรต ไขมัน และ คาโรทีนอยด (Charniaux-Cotton, 1985) เพื่อเปน
แหลงอาหาร และพลังงานสําหรับการพัฒนาตัวออนในระยะนอเพลียส (nauplii) (Meusy and 

Charniaux-Cotton, 1984; Meusy and Payen, 1988) ไขแดงถูกสรางจากหลายอวัยวะ เชนจาก
เซลลฟอลิเคิล ในกุง Penaeus japonicas (Yano and Chinzei, 1987) รังไขและตับออน ในกุง
ขาว Penaeus vannamei (Quackenbush. 1991) ไขแดงที่สรางแลวจะถูกขนสงมายังรังไขทาง
เลือด (Charniaux-Cotton,1985; Quackenbush, 1991, 1994) การสรางและสะสมไขแดงกระตุน
โดยฮอรโมนหลายชนิดไดแก VSH (Yano, 1998), PG (Spaziani et al., 1993) และ P4 
(Kirubagaran et al., 2005) และถูกควบคุมดวยฮอรโมนจากกานตา (Sinus gland X-organ 

complex) คือ VIS (vitellogenin inhibiting hormone) (Gohar et al., 1984; Soyez et al., 1987; 

Aguilar et al., 1992) 
 

อาหารเปนปจจัยหนึ่งที่มีความสําคัญตอการพัฒนาระบบสืบพันธุของแมพันธุกุง และ
คุณภาพของลูกกุงที่ผลิตได เพราะแมกุงจะนําอาหารที่ไดไปสรางระบบสืบพันธุ ไดแก ฮอรโมน 

เซลลสืบพันธุและอวัยวะสืบพันธุ กรดนิวคลิอิก และไขแดง (Kanazawa and Teshima, 1971; 

Chang, 1989; Xu et al., 1994; Harrison, 1997) อาหารที่ใหแมกุงแบงเปน 2 ประเภทคือ อาหาร
ธรรมชาติ และอาหารสําเร็จรูป 

 



 11

อาหารธรรมชาติ โดยทั่วไปที่นํามาเลี้ยงแมกุงไดแก หมึก หอย (Harrison, 1997; 

Naessens et al., 1997) และเพรียง (Middleditch et al., 1980) เมื่อเปรียบเทียบระหวางหมึก 

และแมเพรียงพบวา แมเพรียงเปนอาหารที่เกษตรกรนิยมนํามาเลี้ยงแมกุง เพื่อเปนการสงเสริมการ
พัฒนารังไขของกุง เพราะแมเพรียงอุดมไปดวยกรดไขมันไมอ่ิมตัวสูง ชนิด n-3 HUFA กรดอะราคิ
โดนิค (Arachidonic acid) (Meunpol et al., 2005) คอเลสเตอรอล (Cholesterol) ฟอสโฟไลปด 

(Phospholipids) และกรดอะมิโนจําเปน (Essential amino acids) (Chamberlain and 

Lawrence, 1981; Harrison, 1997) และยังประกอบดวยฮอรโมนที่มีผลตอการพัฒนาระบบ
สืบพันธุของแมกุงเชน โปรเจสเตอโรน และ 17แอลฟา- ไฮดรอกซีโปรเจสเตอโรน (Meunpol et al., 

2007) โพรสตราแกลนดิน อีทู (Prostaglandin E2) (เอกชัย ดวงใจ, 2548) และ โพรสตราแกลนดิน 

เอฟทูแอลฟา (Prostaglandin F2α) (Poltana, 2005)  
 
อาหารสําเร็จรูป การใชอาหารธรรมชาติมีขอเสียเปรียบคือ ปริมาณ และคุณคาทาง

โภชนาการไมแนนอน ข้ึนอยูกับฤดูกาล และแหลงที่มา ทั้งยังเปนพาหะนําโรคสูแมกุง จึงมีการ
พัฒนาอาหารสําเร็จรูปข้ึนแทนที่ เนื่องจากมีคุณภาพของสารอาหาร และปริมาณที่แนนอน และ
สามารถผลิตไดในปริมาณมาก โดยสวนใหญวัตถุดิบที่นํามาผลิตอาหารประกอบดวย ปลาปน 

ปลาหมึกปน แมเพรียงปน โพลีคีต หอย สาหราย ยีสต เปนตน โดยนํามาผสมใหมีคุณคาทาง
โภชนาการที่เหมาะสมตามความตองการของพอแมพันธุ  

 
โปรตีน และกรดอะมิโน (Protein and amino acids) ในชวงที่แมกุงพัฒนาระบบ

สืบพันธุจะมีความตองการโปรตีน และกรดอะมิโนสูง เนื่องจากโปรตีนเปนแหลงอาหารที่นําไป
สังเคราะหไขแดง เปปไทด ฮอรโมน (Peptide hormone) เซลลสืบพันธุ (Gametes) และอวัยวะ
สืบพันธุ (Gonadal tissue) นอกจากนี้ยังชวยใหลูกกุงที่ไดมีสุขภาพแข็งแรง (Harrison, 1997) ซึ่ง
พบวาถาแมพันธุกุงที่มีความสมบูรณเพศดีมีปริมาณโปรตีนสะสมอยูในตับและรังไขสูงกวาแมพันธุ
ที่มีความสมบูรณเพศต่ํา (Palacios et al., 2000) 

 
ไขมัน (Lipids) เปนสารอาหารที่มีผลตอการพัฒนารังไข และระบบสืบพันธุ เมื่อกุงไดรับ

สารอาหารนั้นเขาไปจะนําไปเก็บสะสมที่ตับออน (Hepatopancreas) ในรูปของ ฟอสโฟไลปด 

Hepatopancreatic neutral lipid ขณะที่แมกุงมีการพัฒนารังไขสารอาหารเหลานี้จะถูกขนสงไป
ยังรังไข (Harrison, 1997) เพื่อนําไปสรางไวเทลลิน (Vitellin) (Xu et al., 1994) โดย 

อนุพันธของไขมัน คือ n-3 HUFA และ n-6 PUFA เปนสารที่มีบทบาทสําคัญตอการพัฒนาระบบ
สืบพันธุ จากการทดลองของ ปริญญา ลีหานนท (2546) ทําการศึกษาการพัฒนาอาหารเม็ดที่มี
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กรดไขมันไมอ่ิมตัวสูง เพื่อความสมบูรณพันธุของกุงกุลาดําเพศเมีย โดยอาหารทดลองที่ใชเลี้ยงแม
กุงมีสัดสวนของกรดไขมันไมอ่ิมตัวสูงชนิด AA (Arachidonic acid) : EPA (Ecosapentaenoic 

acids) : DHA (Docosahexaenoic acid) เทากับ 5:1:1 ซึ่งใกลเคียงกับเพรียงที่ใชเปนอาหาร
ธรรมชาติ คือ 5.8:5.6:1 พบวา แมกุงที่ไดรับอาหารธรรมชาติ และอาหารทดลองสลับกับอาหาร
ธรรมชาติ สามารถพัฒนาความสมบูรณเพศไดถึงระยะที่ 4 เชนเดียวกันนอกจากนี้ Harrison 

(1997) ยังพบวาสัตวในกลุมครัสเตเซียน และแมลง n-6 PUFA เปนสารตั้งตนในการสังเคราะห 
โพรสตราแกลนดิน อีทู ซึ่งเปนฮอรโมนกระตุนการพัฒนาระบบสืบพันธุ 

 
คอเลสเตอรอล (Cholesterol) มีความสําคัญตอการสังเคราะหฮอรโมนสืบพันธุของ 

ครัสเตเซียน (Chang, 1989) เนื่องจากเปนสารตั้งตนในการสังเคราะหฮอรโมนสเตียรอยด 
(Steroid hormone) นอกจากนี้ยังพบวาสารอาหารชนิดนี้มีสวนชวยในการพัฒนาคุณลักษณะของ
อวัยวะเพศ (Kanazawa and Teshima, 1971) พัฒนาไข และตัวออนอีกดวย (Malecha, 1983) 

เพราะฉะนั้นคอเลสเตอรอลที่ถูกเก็บสะสมไวที่ตับออน และกลามเนื้อ จึงมีปริมาณไมเพียงพอตอ
ความตองการของแมพันธุกุงจําเปนตองไดรับสารอาหารนี้จากอาหาร (Harrison, 1997) 

 
คารโบไฮเดรต (Carbohydeates) เปนแหลงพลังงานที่ใชในการพัฒนาระบบสืบพันธุ 

นอกจากนี้คารโบไฮเดรตที่อยูในรูปของกลูโคซามีน (Glucosamine) จะเปนสารตั้งตนในการ
สังเคราะห กรดนิวคลีอิก (Nucleic acids) และสารพวกไคติน ทําใหตัวออนกุงระยะ embryo 

พัฒนาเปนตัวออนระยะ larva ไดอยางรวดเร็ว (Harrison, 1997) 
 
วิตามิน เกลือแร และสารสี (Vitamins, Minerals and Carotenoid pigments) เปน

สารอาหารที่ถึงแมวาแมกุงตองการในปริมาณนอย แตขาดไมได  
วิตามินและเกลือแร เปนสารที่เขามากระตุนใหระบบสืบพันธุสมบูรณ และชวยในการ

พัฒนาของตัวออนในระยะแรก (Harrison, 1997) ตัวอยางเชน บทบาทของวิตามินเอในการชวย
ใหแมพันธุกุงกุลาดํามีการพัฒนารังไข และการปลอยไขไดมากข้ึน (Pangantihon-Kuhlmann et 
al., 1998)  

สารสีจําพวกคาโรทีนอยด เปนสารแอนติออกซิแดนซปองการหืนของไขมันที่ เปน
สวนประกอบของไขแดง (Harrison, 1997) เชน จากการศึกษาผลของแอสตาแซนทิน 

(Astaxanthin) ที่ผสมในอาหารแมพันธุกุงกุลาดํา พบวาแมพันธุที่ไดรับอาหารผสมแอสตาแซนทิน
มีปริมาณของสารคาโรทีนอยด และแอสตาแซนทินสะสมอยูที่ตับออน และรังไข จํานวนไข และ
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จํานวนตัวออนที่ไดมีปริมาณสูงกวาแมพันธุกุงที่เลี้ยงดวยอาหารที่ไมไดผสมแอสตาแซนทิน 

(Menasveta et al., 1994) 
 
ไมโครเอนแคปซูเลชัน (Microencapsulation)  
 

ในการผลิตอาหารสําหรับแมพันธุ ส่ิงที่คําคัญคือคุณคาทางโภชนาการตองมีคุณคาทาง
โภชนาการใหใกลเคียงกับอาหารธรรมชาติ โดยเฉพาะสารตั้งตนในการสังเคราะหฮอรโมนสืบพันธุ 
ไดแกคอเลสเตอรอล ที่กุงไมสามารถผลิตขึ้นไดเอง จําเปนตองรับจากภายนอก คืออาหารเทานั้น 

(Cuzon et al., 1994) หรืออาจมีการเติมฮอรโมนสืบพันธุในกลุมสเตียรอยดโดยตรง (Pelissero 

and Sumpter, 1992) แตในการผสมฮอรโมนสูอาหารโดยตรง อาจมีปญหาการสูญสลายของ
ฮอรโมนในระหวางกระบวนการผลิต และการที่เม็ดอาหารแชในน้ํา (Langdon, 2003; Yu’fera et 
al., 2003) จึงมีการพิจารณานําเทคนิคไมโครเอนแคปซูเลชัน (microencapsulation) ที่ใชใน
อุตสาหกรรมการผลิตอาหารสัตวน้ําวัยออนมาประยุกตใช เพื่อปองกันการสูญเสียสารอาหารจาก
ขบวนการตางๆ (Langdon, 2003) 

 

ไมโครเอนแคปซูเลชัน คือ กระบวนการเคลือบหรือหอหุมสารแกน (Core material) 

อาจจะมีสถานะเปนของแข็ง ของเหลว หรือกาซ อยางบาง ๆ เพื่อปองกัน core material จาก
สภาวะแวดลอม เชน ออกซิเจน ความชื้น และความรอน และเพื่อควบคุมการปลดปลอยของ core 

material โดยสารที่ใชในการเคลือบหรือหอหุมข้ึนอยูกับคุณสมบัติทางกายภาพและทางเคมีของ
สารประกอบขนาดเล็ก (Microparticle) และตองไมทําปฏิกิริยาทางเคมีกับ core material โดยสาร
ที่ใชหอหุมสวนใหญจะเปนพอลิเมอรชนิดที่สลายตัวทางชีวภาพ (biodegradable polymer) และ
วิธีการที่ผลิต ข้ึนอยูกับชนิดของสารที่หอหุม และcore material (Benoit et al., 1996) 

 

พอลิเมอรที่สลายตัวทางชีวภาพ (Biodegradable polymer) แบงออกเปน 2 ประเภท คือ 

พอลิเมอรชีวภาพ (Natural polymer) และพอลิเมอรสังเคราะห (Synthetic polymer)  

 

1. พอลิเมอรชีวภาพ คือ สารที่สกัดจากธรรมชาติ เชน ไคติน เปนสารประเภท 

คารโบไฮเดรตที่มีโครงสรางเปนเสนใย สกัดไดจากเปลือกของสัตว เชน กุงและปู และเมื่อนําไคติน
มาสกัดจะไดพอลิเมอรชีวภาพที่เรียกวา ไคโตซาน (ปยะบุตร วานิชพงษพันธุ, ปไมปรากฎ) 

 

2. พอลิเมอรสังเคราะห คือ พอลิเมอรที่เกิดจากการรวมตัวกันของสารโมเลกุลขนาดเล็ก 
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(Monomer) ดวยพันธะโควาเลนต ไดแก กรดพอลิแลคติก (Poly lactic acid; PLA) กรดพอลิไกล- 

โคลิค (Poly glycolic acid; PLA) พอลิเอสทีลีนไกลคอล (poly (ethylene glycol); PEG) และ 

พอลิแลคไทดโคไกลโคไลด (Poly(lactide-co-glycolide); PLGA) (Lewis, 1990) 
 
Poly (lactide-co-glycolide) หรือที่เรียกวา PLGA เกิดจากการนําเอากรดแลคติก กับ  

กรดไกลโคลิค มาทําปฏิกิริยารวมตัวกัน (copolymerization) เชื่อมตอกันดวยพันธะเอสเทอร
(ester bond) PLGA เปนพอลิเมอรที่สามารถสลายตัวไดดวยกระบวนการทางชีวภาพ เพราะเมื่อ
PLGA เขาสูรางกายจะแตกตัวดวยปฏิกิริยา hydrolysis ไดเปนกรดแลคติกและกรดไกลโคลิคซึ่ง
สารทั้ง 2 ชนิดนี้จะพบไดในภาวะปกติของรางกาย ในกระบวนการเผาผลาญอาหารของสิ่งมีชีวิต
สารชนิดนี้จึงไมมีความเปนพิษตอรางกาย ทําใหมีการนําสาร PLGA มาใชประโยชนทางเภสัช -

กรรม สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่นิยมเคลือบดวย PLGA ไดแก ยาปฏิชีวนะ (antibiotics) 

ยาตานฤทธิ์สารเสพติด (narcotic antagonists) สารตานมะเร็ง (anticancer) และฮอรโมน
(Lewis, 1990) ซึ่งลักษณะของแคปซูลที่ผลิตดวย PLGA มีหลายรูปแบบ ไดแก ลักษณะทรงกลม
(microsphere) (Wu, 2004; Freitas et al., 2003) ลักษณะเปนแทงสําหรับใชฝง (implantable-

rods) (Jimoh et al., 1995; Sampath et al., 1992) ลักษณะเปนเสนใย (fiber) (Dunn et al., 
1982) ลักษณะเปนเม็ดแบน ๆ (tablets) (Omelczuk and McGinity, 1993) ซึ่งแคปซูลที่มี
ลักษณะทรงกลมจะมีขอดีกวาลักษณะอื่น ๆ เชน มีความสม่ําเสมอของขนาดและรูปราง สามารถ
ใชเคลือบcore material ไดหลายชนิด และสามารถควบคุมการปลดปลอยของ core material 

(Wang et al., 2000; Wu, 2001) การขนสง core material ไปยังอวัยวะเปาหมายทําไดหลายทาง 
เชนการฝงภายใตชั้นผิวหนัง การฉีดเขากลามเนื้อ การกิน (Alvarez et al., 2004) 

   

PLGA สามารถนํามาเคลือบฮอรโมนไดหลายชนิด เชน แคปซูลฮอรโมน FSH (Follicle 

stimulating hormone) (Jimoh et al., 1995) แคปซูลฮอรโมนพาราไทรอยด (Anthony et al., 
2005) แคปซูล leuprolide acetate เปนฮอรโมนสังเคราะห LH-RH (Lutenizing hormone – 

releasing analog) (Okada et al., 1989) แคปซูลฮอรโมนโปรเจสเตอโรน (Wu, 2004) 

 

การใชประโยชนแคปซูลฮอรโมนโปรเจสเตอโรนที่เคลือบดวย PLGA ในสัตว พบในจําพวก
สัตวเคี้ยวเอื้อง ไดแก วัว และ ควาย มีการนําแคปซูลฮอรโมนโปรเจสเตอโรนมาใชควบคุมวงจรการ
เปนสัด โดยการฝงแคปซูลฮอรโมนภายใตชั้นผิวหนังของสัตวที่เร่ิมเปนสาว ซึ่งจะชวยใหเกิดการ
พัฒนา corpus luteum (Whisnant and Burns, 2002) แตในสัตวน้ํายังไมพบการรายงาน 
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วิธีการผลิตแคปซูล PLGA มีหลายวิธีไดแก solvent extraction, solvent evaporation, 

phase separation และ spray drying แตวิธีที่นิยมใชในการผลิตคือ solvent evaporation  

และ phase separation (Benoit et al., 1996.)  

Solvent evaporation สามารถกระทําได 2 กระบวนการคือ 

 

1. Single emulsification process จําแนกไดเปน 
 

1.1 oil in water emulsification เปนเทคนิคที่สามารถทําไดงาย และเหมาะสมกับ core 

material ที่ไมละลายน้ํา ซึ่งมีข้ันตอนการผลิตดังนี้ นําพอลิเมอรละลายในสารละลายอินทรียที่
สามารถระเหยได ผสมสารที่ตองการลงในสารละลายพอลิเมอร จากนั้นนําสารผสมใสลงในสาร 
ลดแรงตึงผิว สารผสมจะมีลักษณะเปนหยดน้ํามัน (Emulsifier) ในขณะกวนตัวทําละลาย 

พอลิเมอรจะระเหยออก ทําใหหยดน้ํามันแข็งตัวเปนเม็ดตกตะกอนอยูภายในสารลดแรงตึงผิว ทํา
การเก็บเม็ดโดยการกรอง หรือการเหวี่ยงแยกตัวอยาง (centrifugation) 

 
1.2 oil in oil emulsification เปนเทคนิคที่ทําให core material ที่ละลายน้ํา คงอยูใน 

ไมโครพาทิเคิลไดสูง แตขอเสียคือ การลางน้ํามันออกจากผิวของไมโครพาทิเคิลทําไดยาก และทํา
ใหสูญเสียตัวยาบริเวณผิวของไมโครพาทิเคิลไป 

 

2. Multiple emulsification เปนเทคนิคที่นิยมใชกับ core material ที่ละลายน้ําไดดี โดยการทํา
เปนหยดน้ํามันเชิงซอนจะชวยลดการสูญเสีย core material และการลางไมโครพาทิเคิลทําไดงาย
กวาเทคนิค oil in oil 
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รูปที่ 2.3 การเตรียมไมโครพาทิเคิลโดยวิธี oil-in-water single emulsion solvent evaporation 

(วันดี รังสีวิจิตรประภา. 2459) 

 

Phase separation (Coacervation) เปนเทคนิคที่นิยมใชในการหอหุม core material ที่
ละลายน้ําไดดี เชน โปรตีน เปปไทด และ วัคซีน เปนตน โดยมีหลักการการผลิตแคปซูลดังนี้ การ
ทําใหสารละลายพอลิเมอรเกิดปฏิกิริยารีดักชั่น โดยการเติมสารตัวกลาง เชน การเติมเกลือ  

การเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิ หรือ pH การเติมสารละลายที่ไมใชสารทําละลายของพอลิเมอร และ
การเติมพอลิเมอรชนิดอื่นที่ไมเขากันกับพอลิเมอรที่มีในตัวกลาง ทําใหพอลิเมอรภายใน
สารละลายเกิดการเปลี่ยนแปลงสภาวะแวดลอมจึงเกิดการตกตะกอนมาหอหุม core material  

 
การใชฮอรโมนในการกระตุนการเจริญพันธุของกุง  
 
การกระตุนการพัฒนาระบบสืบพันธุของแมกุงที่ปฏิบัติกันทั่วไปในฟารมเลี้ยงใชการตัด

กานตาหนึ่งขาง เพื่อกําจัด X-organ-Sinus gland complex ที่เปนแหลงสรางและสะสมฮอรโมน
ยับยั้งการสืบพันธุ คือ ไวเทลโลเจเนซิส อินฮิบิติง ฮอรโมน (Vitellogenesis Inhibiting Hormone) 

แตการตัดกานตา เปนวิธีการที่เปนอันตรายตอสุขภาพแมกุง ทําใหแมกุงออนแอ มีอัตรารอดต่ํา 

และทําใหไมสามารถใชแมกุงชุดเดิมไดอยางตอเนื่อง (Benzie, 1998) จึงไดมีการพัฒนาวิธีการ
กระตุนการพัฒนาระบบสืบพันธุของแมกุงที่มีความปลอดภัยและมีประสิทธิภาพสูง เชนการฉีด
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ฮอรโมนเขาสูรางกายกุงโดยตรง ฮอรโมนที่ใชฉีดกระตุนแมกุงมีหลายชนิด ไดแก ฮอรโมน 

เซโรโทนินในกุงขาวแวนนาไม เมื่อฉีดที่ความเขมขน 50 μg/ g weight สามารถกระตุนใหแมกุงมี
การพัฒนารังไข และวางไขไดมากกวากลุมที่ไมไดฉีดฮอรโมน (Vaca and Alfaro, 200) หรือ การ
ฉีดฮอรโมนโปรเจสเตอโรน และ 17ß-เอสตราไดออล (17 ß-Estradiol) ใหแกกุงกุลาดํา ที่ความ
เขมขน 0.01 μg/ g weight พบวา แมกุงมีคา gonad index เพิ่มข้ึนกวาแมกุงที่ไมไดรับฮอรโมน 

(ขวัญเรือน ศรีภิรมย, 2534) อยางไรก็ตามการฉีดฮอรโมนเขาสูรางกายกุงมีขอเสีย คือ ทําใหกุง
เกิดความเครียด เนื่องจากการจับ และการฉีด และการที่กุงไดรับฮอรโมนในปริมาณมากอยาง
รวดเร็ว ก็อาจทําใหกุงปรับตัวไมทัน และเกิดการตายได นอกจากนั้นการฉีดฮอรโมนเปนวิธีการไม
เหมาะสมในการปฏิบัติจริงในฟารมเพาะเลี้ยงกุงที่ตองทํางานกับแมกุงจํานวนมากในคราว
เดียวกัน เพราะตองสูญเสียเวลาในการฉีดกระตุนแมกุงครั้งละตัว นักวิจัยจึงมีการศึกษาหาวิธีการ
อ่ืนที่เหมาะสมในการกระตุนการพัฒนาระบบสืบพันธุดวยฮอรโมนกับแมกุงจํานวนมากในคราว
เดียว เชนการใหฮอรโมนผานอาหาร ตัวอยางเชนการผสมสเตียรอยดในอาหารปลาเพื่อกระตุนการ
พัฒนาของระบบสืบพันธุ(Pelissero and Sumpter,1992) หรือการผสมฮอรโมนโปรเจสเตอโรนใน
อาหารเพื่อกระตุนการพัฒนาระบบสืบพันธุ และการวางไขของเมนทะเล (Lytechinus variegatus) 

(Wasson et al., 2000) 



บทที่ 3 
 

วิธีการดําเนินงานวิจัย 
 
การดําเนินการศึกษา 
 
 การวิจัยครั้งนี้แบงการทดลองเปน 2 ข้ันตอนคือ 

3.1. ศึกษาหาความเขมขนของสารละลาย PLGA ที่ผลิตดวยเทคนิค Oil-in-water single 

emulsion solvent evaporation ที่เหมาะสม และการปลดปลอยฮอรโมนโปรเจสเตอโรนจาก
แคปซูล 

3.2. ทดสอบผลของอาหารสําเร็จรูปที่ผสมเม็ดแคปซูล P4-PLGAเปนองคประกอบตอการ
เจริญของรังไข และปริมาณฮอรโมนโปรเจสเตอโรนในเลือดแมพันธุกุงขาวแวนนาไม 

 
3.1 ศึกษาหาความเขมขนของสารละลาย PLGA ที่ผลิตดวยเทคนิค Oil-in-water single 
emulsion solvent evaporation ที่เหมาะสม และการปลดปลอยฮอรโมนโปรเจสเตอโรน
จากแคปซูล 
 
3.1.1 การหาความเขมขนของสารละลาย PLGA ที่เหมาะสม 
 
(1) วิธีการเตรียมเม็ดแคปซูล P4-PLGAในสารละลาย PLGA 

 

ผลิตเม็ดแคปซูล PLGA โดยใชเทคนิค oil-in-water single emulsion solvent 

evaporationที่ดัดแปลงจากวิธีของ Yang. et al. (2000) โดยมีข้ันตอนการผลิตเม็ดแคปซูล PLGA 

ตามรูปที่ 3.1ซึ่งมีการผลิตดังนี้ ละลายกรดพอลิแลคไทดโคไกลโคไลด (50:50 Poly (D,L-lactide-

co-glycolide) Ester Terminated ; PLGA, Inherent viscosity rang 0.55-0.75 dl/g, Lactel 

Absorbable Polymes, USA) ในสารละลายไดคลอโรมีเทน (Dichloromethane; DCM, Labscan 

Asia Co., Ltd., Thailand) ที่อัตราสวนตางๆกันคือ 50:1, 75:1 และ 100:1 (W/V) โดยเทียบเปน
ความเขมขนของสารละลาย PLGA เทากับ 5%, 7.5% และ 10%(W/V) จากนั้นนําฮอรโมน 

โปรเจสเตอโรน (P4) (Sigma, USA) ความเขมขน 1 mg/ml ใน DCM มาเติมลงไปในสารละลาย 

PLGA สารผสมระหวาง P4, PLGA และ DCM จะถูกทําใหแข็งโดยการหยดสารผสมลงใน
สารละลายพอลิไวนิลแอลกอฮอล (Polyvinylalcohol; PVA; Sigma, USA) ที่มีความเขมขน 1 %

(W/V) (ละลายในน้ํา) ในอัตราสวนระหวางสารละลาย P4-PLGA:PVA เทากับ 1:20 และผสมให
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เขากันดวยเครื่อง magnetic stirrer (MS 115; HL Instrument, Thailand) ที่ความเร็ว 4,000 rpm 

นาน 4 ชั่วโมง จากนั้นปรับระดับความเร็วเหลือ 2,000 rpm ทิ้งไว 1 คืน จะไดเม็ดแคปซูล P4-

PLGA (หรือที่เรียกวา P4-PLGA microspheres) ที่ผนังมีความแข็ง ลางเม็ดแคปซูล P4-PLGA 

ดวยน้ํากลั่นอยางรวดเร็ว และรวบรวมเม็ดแคปซูล P4-PLGA โดยใชเครื่องเหวี่ยงแยกตัวอยาง 
(centrifuge; GX 16 Sigma , Germany) ที่ความเร็ว 4,500 rpm (2,173 g) 5 นาที จากนั้นนําไป
แชแข็งที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 24 ชั่วโมง ทําแหง โดยวิธี Freeze- drying (Freeze dry 

system/ Freezone 4.5; Labconco, USA) ที่อุณหภูมิ -40 องศาเซลเซียส และความดัน133 × 

10-3 mBAR เก็บเม็ดแคปซูล P4-PLGA ในขวดแกวที่ปดสนิท เก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส การคํานวณหาเปอรเซ็นตผลผลิต (%Yields) ตามวิธีของ Wu (2004) ดังสมการที่ 3.1 

 

               %Yields =    มวลของเม็ดแคปซูล P4-PLGAที่ผลิตได x 100 

                                                มวลของ PLGA เร่ิมตน 

 

สมการที ่3.1
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รูปที่ 3.1 ข้ันตอนการเตรียมเม็ดแคปซูล P4-PLGA 
 
(2) การทดสอบประสิทธิภาพการตรึงฮอรโมนโปรเจสเตอโรนภายในเม็ดแคปซูล 
P4-PLGA  

 

การทดสอบประสิทธิภาพการตรึงฮอรโมนโปรเจสเตอโรนตามวิธีของ Yang et al. (2000) 

นําเม็ดแคปซูล P4-PLGA (15 mg) ที่ผลิตดวยสารละลาย PLGA ใน 3 ความเขมขนไดแก 5%, 

7.5% และ 10%(W/V) มาละลายใน DCM 1 ml โดยใชเครื่อง vortex (Vortex Genie 2; Scientific 

industries, INC., USA) ความเร็ว 6,000 rpm นาน 5 นาที จากนั้นเติมเมทานอล เพื่อทําละลาย 

P4 ปริมาณ 5 ml ผสมดวยเครื่อง vortex นาน 5 นาที นํา P4 ที่ละลายในเมทานอลมาเปาแหงดวย

ละลายในสารละลาย DCM 1 ml

PLGA 50 mg PLGA 75 mg PLGA 100 mg P4 1 mg ละลาย ใน
DCM 1 ml 

ผสมสารละลาย PLGA กับสารละลาย P4 ใหเขากันบน magnetic stirrer 
หยดสารผสมP4-PLGA

สารละลาย PVA 1% 

PLGA 5% (W/V) PLGA 10% (W/V)PLGA 7.5% (W/V)

ปนสารผสมที่หยดลง PVA บน magnetic stirrer 4,000 rpm 4ชั่วโมง 
ปรับความเร็ว 2,000 rpm ทิ้งไวขามคืน

ลางเม็ดแคปซูลดวยน้ํากลั่น

เก็บรวบรวมเม็ดแคปซูล P4-PLGA โดยใชเครื่องเหวี่ยง
แยกตัวอยาง ความเร็ว 4,500 rpm นาน 5 นาที

ทําแหง โดยวิธี Freeze drying

แช -20 องศาเซลเซียส 24 ชั่วโมง

เก็บใสขวดแกวที่ปดสนิท เก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส
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อากาศ เติมเมทานอลกลับ 1 ml เพื่อทําละลาย P4 จากนั้นนําไปผาน cartridge ที่บรรจุคารบอน 

18 (C18, Vertical Chromatography, Thailand) ดวยวิธี Solid Phase Extraction (SPE) ข้ันตอน
การกระตุนการทํางานของ C18 (activate cartridge) ลาง cartridge ดวย เมทานอล 5 ml 1 คร้ัง 
และลางดวยสารตัวพา (mobile phase; เมทานอลผสมกับน้ํากลั่น ในอัตราสวน 85:15 (V/V) 5 ml 

1 คร้ัง บรรจุสารละลาย P4 ในเมทานอลลงใน cartridge จากนั้นชะลาง (elute) P4 ออกจาก 

cartridge ดวยสารละลาย เมทานอล ปริมาตร 1 ml 3 คร้ัง เปาแหงสารละลาย เติมเมทานอล 200 

μl นําสารละลายไปฉีดเขาเครื่อง Reverse-Phase (High Performance Liquid 

Chromatography ; HPLC) เพื่อวิเคราะห P4 ตามวิธีของ Warrier et al. (2001) ซึ่งมีข้ันตอน
ดังตอไปนี้  

นําสารละลาย P4 ที่ผานการสกัดจาก SPE มาฉีดเขาคอลัมน Prevail C-18 column 

ขนาด 0.46×15 เซนติเมตร (Vertical Chromatography, Thailand) โดยมีสารตัวพา (mobile 

phase) คือ เมทานอลผสมกับน้ํากลั่น ในอัตราสวน 85:15 (V/V) อัตราไหลของสารตัวพา 

เทากับ 1.0 ml/min ตรวจวัด peak ของ P4 ในตัวอยางเปรียบเทียบกับ peak ของสารมาตรฐาน 

P4 ดวยเครื่อง Dual λ Absorbance Detect (Water 2487, USA) ที่ความยาวคลื่น 254 nm (ดัง
รูปที่ 3.2) นําคาที่ไดคํานวณหาเปอรเซ็นตความสามารถในการตรึง P4 ในเม็ดแคปซูล P4-PLGA 

(%Encapsulation Efficiency; %EE) ตามวิธีของ Wu (2004) ดังสมการที่ 3.2 

 

%Encapsulation Efficiency = ปริมาณ P4 ที่ไดจากผลิตภัณฑ x 100  

                                                         ปริมาณ P4 เร่ิมตน 

 

 

สมการที ่3.2
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รูปที่ 3.2 ข้ันตอนการทดสอบประสิทธิภาพการตรึงฮอรโมนโปรเจสเตอโรนภายในเม็ดแคปซูล   

   P4-PLGA 

 
(3) ศึกษาลักษณะของเม็ดแคปซูล P4-PLGA ทางกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสอง
กราด (Scanning electron microscopy; SEM)  

 

นําตัวอยางเม็ดแคปซูล P4-PLGA ที่ผลิตดวยสารละลาย PLGA ทั้ง 3 ความเขมขน มา
วางโรยบนแทนอลูมิเนียมที่เคลือบบาง ๆ ดวยทอง หนา 120 nm ในภาวะสูญญากาศ (Sah, 

2000) สองตัวอยางดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด เพื่อศึกษาลักษณะรูปทรง และ
ขนาดของเม็ดแคปซูล P4-PLGA ทําการทดลองชุดละ 3 ซ้ํา การทดลองทําที่ศูนยเครื่องมือวิจัย
วิทยาศาสตรและเทคโนโลยี จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 

 
 
 
 
 
 

เติมสารละลาย DCM 1 ml

เติมสารละลาย เมทานอล 5 ml

ปนดวยเครื่อง vortex 5 นาที

5% (W/V) PLGA microspheres 

หนัก 15 mg

HPLC

7.5% (W/V) PLGA microspheres 

หนัก 15 mg 
10% (W/V) PLGA microspheres 

 หนัก 15 mg 

ปนดวยเครื่อง vortex 5 นาที
เปาแหงดวยอากาศ

เติมสารละลายเมทานอล 1 ml 
ผาน cartridge และเปาแหงดวยอากาศ  

เติมสารละลาย เมทานอล 200 μl
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3.1.2 ศึกษาการปลดปลอยฮอรโมนโปรเจสเตอโรน (Release rate of progesterone 
hormone)  
 

จากผลการศึกษาที่ 3.1.1 นําเม็ดแคปซูลที่มีความเหมาะสมสําหรับเปนวัตถุดิบในการ
ผลิตอาหารกระตุนแมพันธุ มาศึกษาการปลดปลอย P4 จากเม็ดแคปซูล P4-PLGA โดยนําเม็ด
แคปซูล P4-PLGA ใสลงในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร (Phosphate buffer solution; PBS) ที่ 
pH แตกตางกัน 3 ระดับ ไดแก 5.5, 7.5 และ 9.5 เปนเวลาที่ 1, 2, 3 จนถึง 10 ชั่วโมง โดยขั้นตอน
การเตรียมสารละลายบัฟเฟอร มีดังนี้ 

เตรียมสารละลายโมโนโซเดียมฟอสเฟส (NaH2PO4.2H2O, 0.2 M; Scharlau Chemie 

S.A., The European union) ปริมาณ 27.8 g ละลายในน้ํากลั่น 1 L สารละลายไดโซเดียม
ฟอสเฟต (Na2HPO4.12H2O, 0.2 M; Ajax Finechem, Australia) ปริมาณ 71.1 g ละลายในน้ํา
กลั่น 1 L นําสารละลายทั้งสองผสมกัน ปรับคา pH ที่ตองการดวยเครื่องพีเอชมิเตอร (pH 100; 

YSI Environmental, China) โดยปรับสมดุลกรด-ดางดวยการเติมสารละลาย NaH2PO4.2H2O 

และสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH, 0.1 M; Ajax Finechem, Australia)  

นําเม็ดแคปซูล P4-PLGA หนัก 40 mg ใสขวดแกวใส ขนาด 10 ml จากนั้นเติม
สารละลาย PBS ที่ pH 5.5, 7.5 และ 9.5 ปริมาณ 1 ml นําไปใสเครื่องเขยา ที่อุณหภูมิหอง 
ความเร็ว 50 rpm เก็บตัวอยางตามที่กําหนด ทั้งนี้กอนถึงเวลาที่กําหนดใหนําขวด vial ออกจาก
เครื่องเขยา ทิ้งใหเม็ดแคปซูล P4-PLGA ตกตะกอน ดูดสารละลายใสออก จากนั้นเติมสารละลาย
บัฟเฟอร 1 ml นําเขาเครื่องเขยาและทําการทดลองตอ ตามลําดับ (Wu, 2004) นําสารละลายใส
กรองผาน cartridge โดยมีข้ันตอนดังนี้  

ทําการกระตุนการทํางานของ cartridge ดังขั้นตอนที่กลาวมาขางตน บรรจุสารละลายใส 

PBS ที่เก็บไดตามชวงเวลาตาง ๆ ลงใน cartridge โดยสารละลายตัวอยางที่บรรจุ นั้นจะทาํการดนั
ทิ้ง (อัตราการไหล เทากับ 1.0 ml/min) และลางดวยน้ํากลั่น 3 ml จากนั้นชะลาง P4 ออกจาก 

cartridge ดวยสารละลายเมทานอล 1 ml เก็บสารละลายเมทานอลที่ได เพื่อวิเคราะหหาปริมาณ
การปลดปลอย P4 ดวยเทคนิค Reverse-Phase High Performance Liquid Chromatography ; 

HPLC (Warrier et al., 2001) (ดังรูปที่ 3.3) นําคาที่ไดคํานวณหาเปอรเซ็นตปริมาณการ
ปลดปลอย P4 ในสารละลาย PBS (%Release rate) ดังสมการที่ 3.3 
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                            % Release rate = P4 ช่ัวโมงที่ 1- P4 ช่ัวโมงที่ 0 x 100                               

                                                                   P4 เริ่มตน 

 

โดยที่ 
P4ช่ัวโมงที่0 = ปริมาณ P4 ที่ปลดปลอยในสารละลาย PBSชั่วโมงที่ 0 

P4ช่ัวโมงที่1 = ปริมาณ P4 ที่ปลดปลอยในสารละลาย PBS ที่ชั่วโมงที่ 1 

P4เริ่มตน   = ปริมาณ P4 ภายในเม็ดแคปซูล P4-PLGA 

 

 
 

รูปที่ 3.3 ข้ันตอนการทดสอบการปลดปลอยฮอรโมนโปรเจสเตอโรน  

 
3.2 การทดสอบผลของอาหารสําเร็จรูปที่ผสมเม็ดแคปซูล P4-PLGA เปนองคประกอบตอ
การเจริญของรังไขแมพันธุกุงขาวแวนนาไม 
  
3.2.1 การวิเคราะหคุณคาทางโภชนาการของวัตถุดิบและอาหาร ตามวิธี AOAC (1997) 

 

ทําการวิเคราะหคุณคาของวัตถุดิบอาหาร และอาหารเม็ดสําเร็จรูป เพื่อหาคุณคาทาง
โภชนาการดังนี้ วิเคราะหหาปริมาณความชื้น โดยใชตูอบความรอน (hot air oven) วิเคราะหหา
ปริมาณโปรตีน ดวยวิธี kjeldahl วิเคราะหปริมาณไขมัน ดวยวิธี Ether extraction วิเคราะห
ปริมาณใยอาหาร ดวยวิธี acid detergent และวิเคราะหปริมาณเถา ดวยวิธี muffle furnace 

combustion 

เขยาดวย shaker ความเร็ว 50 rpm ที่อุณหภูมิหอง 

เติม PBS (pH 5.5, 7.5 และ 9.5) 1 ml 

เม็ดแคปซูลที่มีขนาดเสนผานศูนยกลางเล็ก หนัก 40 mg 

HPLC

ดูด PBS ออกจนหมดเมื่อถึงเวลาที่กําหนด                

(1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 และ 10 ชั่วโมง) และเติม PBS 1 ml 

สารละลายเมทานอล 1 ml 

ผาน cartridge

สมการที ่3.3
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3.2.2 การคํานวณสูตรอาหารและการสรางสูตรอาหาร 
 

ใชผลการวิเคราะหวัตถุดิบในการคํานวณสูตรอาหาร โดยกําหนดใหมีคุณคาทาง
โภชนาการของอาหารเม็ดสําเร็จรูป ดังนี้ โปรตีน 52% ไขมันรวม 10.5% และความชื้น 20% ทั้งนี้
วัตถุดิบอาหารที่ใชไดแก ปลาปน หมึกปน เปลือกและหัวกุงปน กากถั่วเหลืองปน แปงสาลี น้ํามัน
ปลา คอเลสเตอรอล แรธาตุและวิตามิน (ตารางที่ 3.1) 

 

ตารางที่ 3.1: องคประกอบของอาหารแมพันธุกุงขาวแวนนาไม 

 

ชนิดของวัตถุดิบอาหาร ปริมาณวัตถุดิบ (กรัม ตอ100 กรัมอาหาร) 
ปลาปน 

หมึกปน 

50 

17 

หัวกุงปน 4 

กากถั่วเหลืองปน 8 

แปงสาลี 8 

วีท กูลเตน 4 

คอเลสเตอรอล 0.5 

เลซิติน 0.5 

วิ ต ามิ น ร วม */  แ ร ธ า ตุ
รวม** 

2/2 

วิตามินซี 0.5 

น้ํามันปลา 3 

แอสตาแซนทิน 0.9 

เม็ดแคปซูล P4-PLGA 0.5 

* องคประกอบวิตามนิรวม คือ วิตามนิ A, B, AB, E, K, B, B1, B2, B6, B12, ไนอะซนิ, โฟลิค, กรด
เทนโทเทนิค,  

   ไบโอตนิ, โคลีน 

** องคประกอบแรธาตุรวม คือ เหล็ก, แมกนีเซยีม, แมงกานีส, ไอโอดายน, โพแทสเซีม, ซีลิเนียม, 

สังกะส ี
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3.2.3 การเตรียมอาหาร 
 

นําวัตถุดิบอาหารที่บดละเอียดทั้งหมดมาผสมกัน ยกเวนแปงกอนนํามาผสมตองตมใหสุก
กอน นําวัตถุดิบที่ผสมเขากันมาอัดผานเครื่องบดเนื้อที่มีขนาดเสนผานศูนยกลางของรู 4 

มิลลิเมตร เม็ดอาหารที่ไดมีลักษณะเปนทรงกระบอกเสนผานศูนยกลาง 4 มิลลิเมตร (รูปที่ 3.4) 

นําอาหารไปอบแหงที่อุณหภูมิประมาณ 60 องศาเซลเซียส นาน 2 ชั่วโมง เม็ดอาหารที่ไดมี
ความชื้นสูง (moist pellet) (Meunpol et al., 2005) เก็บอาหารทดลองใสถุงที่ปดสนิท ที่อุณหภูมิ
ตํ่า (-10 องศาเซลเซียล) เพื่อรักษาคุณคาของสารอาหาร  
 

 
 
รูปที่ 3.4 ลักษณะเม็ดอาหารสําเร็จรูป 
 
3.2.4 การดําเนินการทดลอง 
 

ทําการทดลองเลี้ยงแมกุงที่เฟรสฟารม ต.ไมขาว อ.ถลาง จ.ภูเก็ต ระหวางวันที่ 26 

กันยายน 2550 และสิ้นสุดการทดลองวันที่ 6 พฤศจิกายน 2550 รวมระยะเวลาทั้งหมด 42 วัน  
 
3.2.5 การเตรียมบอทดลอง 
 

บอที่ใชในการทดลองเปนบอไฟเบอรทรงกลมเสนผานศูนยกลาง 2.73 เมตร ความสูงบอ 

0.9 เมตร ปริมาตรน้ําที่ใชเลี้ยงแมกุง 4.68 ตัน จํานวน 4 บอ ภายในบอทดลองกั้นดวยอวนเพื่อ
แบงเปน 2 สวน (รูปที่ 3.5) ทําการใหอากาศจากดานลางของพื้นบอ คลุมบอทดลองดวยมุงเขียว 

เพื่ออําพรางแสง ปลอยแมพันธุกุงในอัตรา 50 ตัวตอน้ํา 2.34 ลูกบาศกเมตร ทําการทดลอง ชุดละ 

1 บอ ปริมาณแมพันธุทั้งหมด 100 ตัว ระยะเวลาทดลอง 42 วัน ในแตละวันทําการดูดตะกอน 

เปลี่ยนถายน้ํา 90 เปอรเซ็นตของปริมาตรน้ําเลี้ยง ทุกบอทดลอง และตวรจวัดคุณภาพน้ําภายใน
บอหลังจากที่เปลี่ยนถายน้ําในตอนเชา โดยควบคุมคุณภาพน้ําภายในบอทดลอง ดังนี้ pH 7.5-8 
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แอมโมเนียรวม <0.2 มิลลิกรัมตอลิตร อุณหภูมิอยูในชวง 28-30 องศาเซลเซียส ความเค็ม
ประมาณ 30 พีพีที ความลึกน้ําที่ใช 90 %ของความสูงบอเลี้ยง  
 

      
 

รูปที่ 3.5 ลักษณะบอทดลองสําหรับการเลี้ยงแมกุงขาวดวยอาหารทดลองสูตรตาง ๆ  

 
3.2.6 การเตรียมสัตวทดลอง 
 

แมกุงขาวแวนนาไมจากเฟรสฟารม ต.ไมขาว อ.ถลาง จ.ภูเก็ต ที่มีอายุประมาณ 7 เดือน 

จํานวน 400 ตัว ทําการสุมแมกุง 20 ตัว มาชั่งน้ําหนัก และวัดความยาว โดยน้ําหนักเฉลี่ยระหวาง 
32.79±3.43 กรัม ความยาวเฉลี่ยระหวาง 15.52±0.64 เซนติเมตร ปรับสภาพกุงใหคุนเคยกับ
สภาพแวดลอมของบอ และอาหารที่ใชในการทดลอง โดยผสมอาหารเม็ดรวมกับอาหารธรรมชาติ
โดยเพิ่มข้ึนทีละนอย จนแมกุงยอมรับอาหารทดลอง จากนั้นสุมแมกุงลงในบอทดลอง และติด
เครื่องหมายที่กานตา  
 
3.2.7 การใหอาหาร 
 

การทดลองครั้งนี้แบงออกเปน 4 กลุมทดลอง คือ อาหารผสมเม็ดแคปซูล P4-PLGA 0.5 g 

ตอน้ําหนักอาหาร 100 g โดยเม็ดแคปซูล P4-PLGA ปริมาณดังกลาว จะมีปริมาณ P4 ตางกัน 3 

ระดับ (ตารางที่ 3.2) เทียบกับอาหารธรรมชาติ ทําการทดลองแบบ Completely Randomized  

Design (CRD) ดังนี้ 
 

1. อาหารธรรมชาติ ไดแก หมึกกลวย (Splendid squid; Loligo sp.)และหอยแมลงภู 
(Green mussel; Perna sp.) 100 %เปนชุดควบคุม (Control; C) 

2. อาหารสูตรที่ 1 (D.1) คือ อาหารสําเร็จรูปที่ผสมเม็ดแคปซูล P4-PLGA  



 28

(0.11 mg P4 ตอน้ําหนักอาหาร100 g) 50 % และอาหารธรรมชาติ 50 % 

3. อาหารสูตรที่ 2 (D.2) คือ อาหารสําเร็จรูปที่ผสมเม็ดแคปซูล P4-PLGA  

(0.22 mg P4 ตอน้ําหนักอาหาร100 g) 50 % และอาหารธรรมชาติ 50 % 

4. อาหารสูตรที่ 3 (D.3) คือ อาหารสําเร็จรูปที่ผสมเม็ดแคปซูล P4-PLGA 

(0.33 mg P4 ตอน้ําหนักอาหาร100 g) 50 % และอาหารธรรมชาติ 50 % 

 

ตารางที่ 3.2 ปริมาณฮอรโมน P4 ภายในเม็ดแคปซูล P4-PLGA 0.5 g ที่ระดับตาง ๆ กัน 

 

อาหารทดลอง ปริมาณ P4 ภายในเม็ดแคปซูล P4-PLGA 0.5 g 
อาหารสูตรที่ 1 0.11 mg P4 ตอน้ําหนักอาหาร100 g 

อาหารสูตรที่ 2 0.22 mg P4 ตอน้ําหนักอาหาร100 g 

อาหารสูตรที่ 3 0.33 mg P4 ตอน้ําหนักอาหาร100 g 

 

อาหารแมพันธุกุงขาว: ชุดควบคุมจะใหอาหารธรรมชาติ 4 มื้อตอวัน คือ 09.00 น. 13.00 

น. 17.00 น. และ21.00 น. ปริมาณอาหารที่ให คือ 10 % ของน้ําหนักตัวกุง 
ชุดทดลองใหอาหารสําเร็จรูปสลับกับอาหารธรรมชาติ เวลาใหอาหารคือ 4 มื้อตอวัน โดย

อาหารสําเร็จรูปใหเวลา 09.00 น. และ 17.00 น. ปริมาณอาหารที่ให 5 % ของน้ําหนักตัวกุง 
อาหารธรรมชาติใหเวลา 13.00 น. และ 21.00 น. ปริมาณอาหารที่ให 10 % ของน้ําหนักตัวกุง 
และมีการปรับปริมาณอาหารใหเหมาะสมกับอัตราการกินอาหารของแมพันธุกุง 
 
3.2.8 การบันทึกขอมูลการทดลอง 
 

การทดสอบผลของอาหารสําเร็จรูปที่ผสมเม็ดแคปซูล P4-PLGAเปนองคประกอบตอการ
เจริญของรังไขแมพันธุกุงขาวแวนนาไมแบงการเก็บผลทดลองออกเปน 3 ข้ันตอนดังนี้ 
 
(1) ศึกษาระดับฮอรโมนโปรเจสเตอโรนในกระแสเลือดแมพันธุกุงขาวแวนนาไม 
 
(1.1) ศึกษาระดับฮอรโมนโปรเจสเตอโรนในกระแสเลือดแมพันธุกุงขาวแวนนาไม
หลังจากไดรับอาหารทดลอง 
 
 ทําการทดลองเลี้ยงแมกุงดวยอาหารทดลองทั้งหมด 4 ชุดทดลองขางตน ชดุการทดลองละ 

2 ซ้ํา ซ้ําละ 50 ตัว ทําการเก็บเลือดจากแมกุงขาวแวนนาไม ที่ไมมีการตัดกานตาจํานวนซ้ําละ 5 
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ตัว หลังจากใหอาหารแมกุงทุกสัปดาห เปนระยะเวลานาน 4 สัปดาห (แมกุงที่ดูดเลือดจะไมนํา
กลับมาเลี้ยงในบอทดลอง) เพื่อวิเคราะหความเขมขน P4 ของแมกุงแตละกลุมการทดลอง โดยดูด
เลือดกุงบริเวณแองเลือด ซึ่งอยูตรงกลางระหวางโคนขาเดินคูที่ 5 กับโคนขาวายน้ําคูที่ 1 ปริมาณ 

60-100 μl ใสหลอดแกว ผสมกับ1% Na-EDTA 100 μl เก็บเลือดในตูเย็น -20 องศาเซลเซียส 

จากนั้นนํามาวิเคราะหหาความเขมขนของ P4 ดวยเทคนิคเรดิโอ อิมมูโน เอสเส 

(Radioimmunoassay; RIA) (Kamonpatana et al., 1979) 

 
(1.2) ศึกษาระดับฮอรโมนโปรเจสเตอโรนในเลือดแมพันธุกุงขาวแวนนาไมที่ระยะการ
พัฒนารังไขตางๆ 

 

นําแมพันธุกุงที่เลี้ยงดวยอาหารทดลองเปนระยะเวลานาน 1 เดือน จากการทดลองที ่(1.1) 

มาตัดกานตา 50 ตัว โดยทําการทดลองชุดละ 2 ซ้ํา ซ้ําละ 25 ตัว เก็บเลือดแมกุงกอนและหลังจาก
การตัดกานตา โดยจะทําการเก็บเลือดกุงที่มีการพัฒนารังไขต้ังแตระยะที่ 0 (กุงไมมีการพัฒนารัง
ไข) ถึง ระยะที่ 4 (ระยะไขสุก) ระยะละ 10 ตัวเปนระยะเวลานาน 10 วัน (แมกุงที่ทําการดูดเลือด
จะนํากลับมาเลี้ยงในบอทดลองตอ) เพื่อวิเคราะหความเขมขนฮอรโมน P4 ที่ระยะรังไขตางกัน ซึ่ง
วิธีการดูดเลือดเชนเดียวกับการทดลองขางตน จากนั้นนํามาวิเคราะหหาความเขมขนของ P4 ดวย
เทคนิค เรดิโอ อิมมูโน เอสเส (Radioimmunoassay; RIA)  

(Kamonpatana et al., 1979) 
 
(1.3) วิธีการวัดปริมาณฮอรโมนในเลือดกุงดวย เทคนิคเรดิโอ อิมมูโน เอสเส 
(Radioimmunoassay; RIA) (Kamonpatana et al., 1979)  
 

ทําการสกัดตัวอยางเลือดกุง ดวย ไดเอทิล อีเทอร (Diethyl ether) ในอัตราสวน 1 ตอ 10

ปนสวนผสมทั้งสองที่ความเร็ว 6,000 rpm ดวย vortex นาน 90 วินาที เมื่อตัวอยางแยกชั้นเก็บ
สวนน้ําใสชั้นบน ทําแหงดวย Vacuum dryer นาน 1 ชั่งโมง นําตัวอยางฮอรโมนที่แหงมาละลาย
ดวย Phosphate buffer solution (PBS) ปริมาตร 100 μl ผสมใหเขากันทิ้งไว 1 คืน เติมAnti-

Progesterone ปริมาตร 100 μl บมที่อุณหภูมิหอง 1 ชั่วโมง เติมสารกัมมันตรังสีทริเทรียม 

[(1,2,6,7-3H)P4] ปริมาตร 100 μl บมที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส อยางนอย 12 ชั่วโมง จากนั้น
เติม ice-cold dextran-coated charcoal ปริมาตร 200 μl บมที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 20 

นาที และแยกตะกอนดวยเครื่องเหวี่ยงแยกตัวอยาง (centrifuge) ที่อุณหภูมิ 15 องศาเซลเซียส 

ความเร็ว 3,000 rpm เปนเวลา 15 นาที เทสวนใสดานบนลง scintillation vials 10 ml เติม
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สารละลาย Scintillation ปริมาตร 4 ml บมที่อุณหภูมิหอง 24 ชั่วโมง และนําตัวอยางวิเคราะห
ความเขมขนของ P4 ดวยเครื่อง Liquid Scintillation Counter (Beckman, USA) คํานวณความ
เขมขนของ P4 โดยเทียบจากกราฟมาตรฐานของ P4 ทําการทดลองที่หองปฏิบัติการโครงการใช
นิวเคลียรเพื่อสงเสริมกิจการผสมเทียมโคนม และกระบือปลัก คณะสัตวแพทย จุฬาลงกรณ
มหาวิทยาลัย 
 
(2) ศึกษาการพัฒนารังไขภายนอกของแมพันธุกุงขาวแวนนาไม  

 

นําแมพันธุกุงที่เลี้ยงดวยอาหารทดลองเปนระยะเวลานาน 1 เดือน จากการทดลองที ่(1.1) 

มาตัดกานตา ทําการทดลองชุดละ 2 ซ้ํา ซ้ําละ 25 ตัว ตรวจสอบแมพันธุกุงจากลักษณะทาง
กายภาพในตอนเชาที่มีการถายน้ําวาแมกุงมีการพัฒนารังไขหรือไมเปนระยะเวลา 10 วัน จากนั้น
ทําการจดบันทึก ซึ่งการสังเกตการพัฒนารังไขภายนอก โดยจําแนกตามวิธีของชูศักดิ์ แสงธรรม 

(2541) ดังนี้ (ลักษณะการสังเกตดังรูปที่ 3.6)  

1. ระยะไขออน (Immature stage; ระยะที่ 1) เปนระยะที่รังไขมีลักษณะแบนใส ไม
สามารถมองเห็นจากเปลือกนอกหลังลําตัว แตเมื่อผาดูจะพบเนื่อเยื่อแถบยาวที่ไมมีสี ซึ่งทําใหมอง
ไมเห็นฟองไขภายในได 

2. ระยะไขเร่ิมเจริญ (Early mature stage; ระยะที่ 2) สามารถเริ่มมองเห็นจากเปลือก
นอกหลังลําตัวเปนแถบยาวมีขนาดใหญข้ึนโดยเฉพาะสวนหัวและสวนกลางลําตัว เมื่อผารังไขจะ
เห็นเปนสีน้ําตาลหรือเขียวปนเทา 

3. ระยะไขเจริญเต็มที่ (Mature stage; ระยะที่ 3) สามารถเริ่มมองเห็นจากเปลือกนอก
หลังลําตัวชัดเจนขึ้นเปนแถบยาวสีเขมและหนา เนื่องจากรังไขขยายตัวมากขึ้นตั้งแตสวนหัวจนถึง
สวนทาย บริเวณสวนทองปลองแรกจะเห็นรังไขขยายออกดูคลายรูปเพชร หรือผีเสื้อ (แผโคงเปน
แฉกออกไปทางดานขาง) เมื่อผารังไขออกดูจะเปนสีเขียวและภายในมีกลุมไขอยูเต็ม 

4. ระยะไขสุก (Ripe stage; ระยะที่ 4) สังเกตไขบริเวณดานหลังลําตัวเปนลําทึบ สีเขียว
แกเกือบดําขยายเต็มที่เต็มชองทองสวนหลังเห็นแผโคงเปนแฉกชัดเจนและระยะนี้ พบวากุงพรอม
ที่จะวางไข  

 
 
รูปที่ 3.6 ลักษณะรังไขกุงระยะไขเร่ิมเจริญ (Early mature stage; ระยะที่ 2) 

ลักษณะไขกุงระยะที ่2  
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(2.1) ศึกษาความสามารถในการวางไขของแมกุง และความดกไข  
 

นําแมพันธุกุงที่เลี้ยงดวยอาหารทดลองเปนระยะเวลานาน 1 เดือน จากการทดลองที ่(1.1) 

มาตัดกานตา ทําการทดลองชุดละ 2 ซ้ํา ซ้ําละ 25 ตัว จากนั้นตรวจสอบแมพันธุกุงจากลักษณะ
ทางกายภาพในตอนเชาที่มีการถายน้ําวาแมกุงมีการพัฒนารังไขระยะไขสุก (ไขบริเวณดานหลัง
ลําตัวเปนลําทึบ สีเขียวแกเกือบดําขยายเต็มที่เต็มชองทองสวนหลังเห็นแผโคงเปนแฉกชัดเจนและ
ระยะนี้ พบวากุงพรอมที่จะวางไข) หรือไม โดยจะสังเกตบริเวณดานหลังกุง (ดังรูปที่ 3.6) ถามีแม
กุงที่มีการพัฒนารังไขถึงระยะไขสุก จะนําไปปลอยไขในถังทรงกลมปริมาตร 500 ลิตร เพื่อนับ
จํานวนไข และชั่งแมกุงตัวที่ปลอยไข นําคาที่ไดคํานวณหาความดกไข ตามวิธีของ Cavalli et. al. 
(1999) ดังสมการที่ 3.4 

 

                                          ความดกไข  = จํานวนไขกุงทั้งหมด 

                                                             น้ําหนักตัวแมกุง (กรัม) 
 
(2.2) การวัดเสนผานศูนยกลางของไขกุง  
 

สุมวัดขนาดเสนผานศูนยกลางของไขกุง จํานวน 100 ฟอง ภายใตกลองจุลทรรศน ที่
กําลังขยาย 10 เทา เทียบกับมาตรวัดของกลองจุลทรรศน (YS100; Nikon, USA) ที่มีความ
ละเอียด 1 ชอง เทากับ 0.01 μm  
 
3.3 การวิเคราะหทางสถิติ 

 

นําขอมูลที่บันทึกของการทดลองที่ 3.1 และ 3.2 ทดสอบความแตกตางทางสถิติ ดวยการ
วิเคราะหความแปรปรวนแบบ Completely Randomized Design (CRD) และเปรียบเทียบความ
แตกตางระหวางหนวยทดลอง คือ Duncan’s New -Multiple Range Test ที่ระดับความเชื่อมั่น 

95 % 

 

สมการที ่3.4



บทที่ 4 
 

ผลการทดลอง 
 

4.1 ผลการศึกษาหาความเขมขนของสารละลาย PLGA ที่ผลิตดวยเทคนิค Oil-in-water 
single emulsion solvent evaporation ที่เหมาะสม และการปลดปลอยฮอรโมนโปรเจสเตอ
โรนจากแคปซูล 
 
4.1.1 ผลการศึกษาหาความเขมขนของสารละลาย PLGA ที่ผลิตดวยเทคนิค Oil-in-water 
single emulsion solvent evaporation ที่เหมาะสม  
 
(1) ผลการศึกษาการเตรียมแคปซูลฮอรโมนโปรเจสเตอโรนที่เคลือบดวยสารละลาย 
PLGA  

 
จากการศึกษาผลผลิตเม็ดแคปซูล P4-PLGA ที่เคลือบดวยสารละลาย PLGA ที่ความ

เขมขนแตกตางกัน (5%, 7.5% และ 10%, W/V) พบวาผลผลิตแคปซูลที่ได (yield) ไมมีความ
แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p>0.05) โดยที่ 5% PLGA (92.76±1.68%) ใหผลผลิต
สูงสุด รองลงมา คือ 7.5% PLGA (92.10±0.21%) และ 10% PLGA (91.77±7.34%) ตามลําดับ 
ดังแสดงในรูปที่ 4.1A 

 
จากการศึกษาประสิทธิภาพการกักเก็บ P4 ที่เคลือบดวยความเขมขนของ PLGA ตางกัน 

พบวา แคปซูล P4 ที่ผลิตดวยความเขมขนของ 10% PLGA สามารถกักเก็บ P4 ภายในแคปซูลได
มากที่สุด คือ 95.51±2.26% รองลงมา คือ แคปซูล P4 ที่ผลิตดวยความเขมขนของ 7.5% PLGA 
และ5% PLGA คือ 94.06±1.03% และ 89.02±8.21% ตามลําดับ ซึ่งคาทั้ง 3 พบวาไมมีความ
แตกตางทางสถิติ (p>0.05) ดังแสดงในรูปที่ 4.1B 

 
 
 
 
 
 
 



 33

(A) 

0
20
40
60
80

100

5 7.5 10
 

(B) 

0
20
40
60
80

100

5 7.5 10
 

 
* คาที่แสดงเปนคาเฉลี่ยจาก 3 ซ้ํา (คาเฉลี่ย±SD) 
 
รูปที่ 4.1 (A) ประสิทธิภาพการผลิตแคปซูลฮอรโมนโปรเจสเตอโรนที่เคลือบดวยPLGA  

  (B) ประสิทธิภาพการตรึงฮอรโมนโปรเจสเตอโรนภายในแคปซูล PLGA ที่ผลิตดวย 
  ความเขมขนสารละลาย PLGA 5% 7.5% และ10% (W/V) 
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(2) ผลการศึกษาลักษณะของแคปซูลฮอรโมนโปรเจสเตอโรน 
 
แคปซูลฮอรโมนโปรเจสเตอโรนที่ผลิตดวยความเขมขนของสารละลาย PLGA ที่แตกตาง

กัน คือ 5% 7.5% และ 10% PLGA พบวา เม็ดแคปซูลมีลักษณะทรงกลมผิวเรียบ ลักษณะทาง
กายภาพเปนผงละเอียดสีขาวนวล (รูปที่ 4.3) ไมแตกตางกัน แตมีผลตอขนาดเสน-ผานศูนยกลาง
ของเม็ดแคปซูล โดยที่ PLGA ที่ความเขมขนต่ําสุด จะใหเม็ดแคปซูลที่มีขนาดเล็กสุด เมื่อเพิ่ม
ความเขมขนของ PLGA ขนาดของแคปซูลจะเพิ่มตามดวย ดังแสดงในรูปที่ 4.4A คือ ขนาดเม็ด
แคปซูลเฉลี่ยของ 5% เทากับ 32.7±2.5 μm 7.5% เทากับ 53.4±3.6 μm และ 10% 64.3±3.3 μm 
ซึ่งขนาดของแคปซูลทั้ง 3 มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) 

 
เมื่อวัดเสนผานศูนยกลางของแคปซูล พบวาการกระจายของขนาดแคปซูล แสดงดังรูปที่  

4.4B โดยเม็ดแคปซูลที่ผลิตดวยความเขมขนทั้ง 3 มีขนาดเม็ดรวมกันในชวง 22-54 μm ซึ่ง 
5% PLGA มีขนาดแคปซูลอยูในชวง 0-60 μm โดยแคปซูลสวนใหญมีขนาดอยูในชวง 21-40 μm 
(69±11.14%) รองลงมาคือ 41-60 μm (17.33±13.32%) และ 0-20 μm (13.67±2.31%) 
ตามลําดับ  

 
กลุมการทดลอง 7.5% PLGA มีขนาดแคปซูลอยูในชวง 12-93 μm.โดยขนาดเม็ดแคปซูล

สวนใหญอยูในชวง 41-60 μm (55.33±3.21%) รองลงมาคือ 61-80 μm (22±2.65%)  
21-40 μm (18.33±4.73%) และ 0-20 μm (3.33±1.53%) ตามลําดับ  

 
กลุมการทดลอง 10% PLGA มีขนาดแคปซูลอยูในชวง 21-120 μm โดยขนาดเม็ดสวน

ใหญอยูในชวง 61-80 μm (40±7%) รองลงมาคือ 41-60 μm (23±2%) 21-40 μm 
(19.33±4.04%) 81-100 μm (14±3.61%) และ101-120 μm (3.67±2.31%) ตามลําดับ  
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(A) (B) 
 

 
                                                                    (C) 
 
รูปที่ 4.2 ลักษณะเม็ดแคปซูลฮอรโมนโปรเจสเตอโรนที่เคลือบดวยสารละลาย PLGA ที่ความ 

เขมขน (A) 5% (B) 7.5% (C) 10% ซึ่งทําการสองใตกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน 
แบบสองกราด 
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* คาที่แสดงเปนคาเฉลี่ยจาก 3 ซ้ํา (คาเฉลี่ย±SD) 
* อักษรที่แสดงเหนือกราฟแทงที่ตางกันแสดงถึงความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 
 
รูปที่ 4.3 (A) คาเฉลี่ยของเสนผานศูนยกลางเม็ดแคปซูลฮอรโมนโปรเจสเตอโรนที่  

เคลือบดวยสารละลาย PLGA (P4-PLGA microspheres) ความเขมขนแตกตางกัน คือ 
5% 7.5% และ10% PLGA (W/V) (B) การกระจายของขนาดเสนผานศูนยกลางเม็ด
แคปซูล P4-PLGA  
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4.1.2 ผลของการปลดปลอยฮอรโมนโปรเจสเตอโรนออกจากแคปซูล P4-PLGA (Release 
rate) 
 

การศึกษาอัตราการปลดปลอยฮอรโมนโปรเจสเตอโรนออกจากเม็ดแคปซูล PLGA ที่ผลิต
ดวยสารละลาย PLGA ความเขมขน 5% W/V ในสารละลาย PBS ที่ pH 5.5, 7.5 และ 9.5 ซึ่งเปน
ชวง pH ที่พบอยูภายในระบบทางเดินอาหารครัสเตเซียน (Ceccaldi,1989) (รูปที่ 4.4) พบวา
แคปซูลในสารละลาย PBS ที่ pH ทั้ง 3 มีอัตราการปลดปลอย P4 สูงที่สุดที่ชั่วโมงที่ 1 โดยที่ pH 
5.5 แคปซูลสามารถปลดปลอย P4 ไดสูง (9.46±0.84%) ตางจากอัตราการปลดปลอย P4 ของ
แคปซูลที่ pH 7.5 (0.85±0.30%) และ 9.5 (1.08±0.13%) อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) 
(รูปที่ 4.5) หลังจากนั้นแคปซูลมีการปลดปลอย P4 ออกมานอยมากเมื่อทําการตรวจวัดตั้งแต
ชั่วโมงที่ 2 ถึง ชั่วโมงที่ 10 
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* คาที่แสดงเปนคาเฉลี่ยจาก 3 ซ้ํา (คาเฉลี่ย±SD) 
* อักษรที่แสดงเหนือกราฟแทงที่ตางกันแสดงถึงความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 
 
รูปที่ 4.4 การปลดปลอยฮอรโมนโปรเจสเตอโรนจากแคปซูล PLGA ที่ผลิตดวยสารละลาย  

   PLGA ความเขมขน 5% W/V ที่ pH 5.5, 7.5 และ 9.5 
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4.2 ผลของอาหารสําเร็จรูปที่ผสมแคปซูลฮอรโมนโปรเจสเตอโรนเปนองคประกอบตอ
การเจริญของรังไข และปริมาณฮอรโมนโปรเจสเตอโรนในเลือดแมกุงขาวแวนนาไม   

 
4.1.1 ผลการวิเคราะหคุณคาทางโภชนาการของอาหาร 
 

จากการวิเคราะหคุณคาทางโภชนาการของอาหารทดลองทั้ง 3 สูตร ดวยวิธีวิเคราะหของ 
AOAC (1997) พบวามีคุณคาทางโภชนาการดังตารางที่ 4.1  

 
ตารางที่ 4.1 คุณคาทางโภชนาการของอาหารทดลองทั้ง 3 สูตร หนวยเปนเปอรเซ็นต  
                      (คาเฉลี่ย±SD) 
 
คุณคาทาง
โภชนาการ 

อาหารสูตรที่ 1 (D-1) 
0.11 mgP4/100g feed 

อาหารสูตรที่ 2 (D-2) 
0.22 mgP4/100g feed 

อาหารสูตรที่ 3 (D-3) 
0.33 mgP4/100g feed 

โปรตีน 51.80±0.84 51.50±0.10 52.64±0.15 
ไขมัน 11.86±0.2 11.37±0.06 11.31±0.02 
ใยอาหาร 2.56±0.24 2.79±0.01 2.83±0.08 
เถา 16.19±0.26 16.14±0.2 16.17±0.08 
ความชื้น 30.08±11.49 30.95±11.99 31.92±12.31 

 
หมายเหตุ : คาโปรตีน, ไขมัน, ใยอาหาร และเถา วิเคราะหจากอาหารที่ไมมีความชื้น (Dry matter 
basis) 
 
4.2.2 ผลการศึกษาระดับฮอรโมนโปรเจสเตอโรนในเลือดแมกุงทั้งที่ตัดกานตา และไมตัด
กาน 
 
(1) การตรวจวัดระดับฮอรโมนโปรเจสเตอโรนในเลือดแมกุงขาวแวนนาไมหลังจากไดรับ
อาหารทดลอง 
 

การศึกษาความเขมขนของฮอรโมนในเลือดของแมกุงที่เลี้ยงดวยอาหารทดลอง 4 สูตรเปน
เวลา 1 เดือน ทําการเก็บเลือดกุง จํานวน 10 ตัว ทุก 1 สัปดาห พบวา เมื่อไมมกีารตดักานตากุง ไม
มีการเปลี่ยนแปลงระดับฮอรโมน P4 ในเลือดแมกุงกลุมที่ไดรับอาหารควบคุม ในทางกลับกัน แม
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กุงกลุมที่ไดรับอาหารผสมแคปซูล P4-PLGA ทั้ง 3 กลุมการทดลอง มีระดับฮอรโมน P4 ในเลือด
สูงกวาแมกุงที่ไดรับอาหารกลุมควบคุม โดยที่ระดับฮอรโมน P4 ในเลือดแปรผันไปตามความ
เขมขนฮอรโมน P4 ในเม็ดแคปซูล (รูปที่ 4.5) กลาวคือ ในสัปดาหที่ 1 และ 2 แมกุงที่ไดรับอาหาร
ผสมฮอรโมน P4 สูงสุด (0.33 mg P4/100 g feed) มีระดับฮอรโมน P4 ในเลือด เทากับ 476±0.29 
และ 297±104pg/ml ตามลําดับ ซึ่งสูงกวาระดับของฮอรโมนในแมกุงที่ไดรับอาหารผสมฮอรโมน 
0.22 mg P4/100 g feed (162±149 และ 82±53 pg/ml ตามลําดับ) และ 0.11 mg P4/100 g 
feed (85±24 และ 93±67 pg/ml ตามลําดับ) อยางมีนัยสําคัญ (p<0.05) สัปดาหที่ 2 แมกุงที่
ไดรับอาหารผสมฮอรโมน P4 สูงสุด (0.33 mgP4/g feed) วัดระดับฮอรโมน P4 ในเลือด เทากับ 
297±103 pg/ml สูงกวาแมกุงที่ไดรับอาหารผสมฮอรโมน 0.22 mg P4/100 g feed 
(82±53pg/ml) และ 0.11mg P4/100 g feed (93±67pg/ml) อยางมีนัยสําคัญ (p<0.05) สัปดาห
ที่ 3 กุงที่ไดรับอาหารผสมฮอรโมน P4 สูงสุด (0.33 mgP4/gfeed) วัดระดับฮอรโมน P4 ในเลือด 
เทากับ 103±56 pg/ml สูงกวาแมกุงที่ไดรับอาหารผสมฮอรโมน 0.22 mg P4/100 g feed 
(107±33 pg/ml) และ 0.11 mg P4/100 g feed (43±32 pg/ml) อยางมีนัยสําคัญ (p<0.05) โดย
ระดับฮอรโมน P4 ในเลือดแมกุงจะลดระดับลงจากสัปดาหที่ 1 ทุกกลุมการทดลอง จนกระทั่งใน
สัปดาหที่ 4 ระดับฮอรโมน P4 ในเลือดจะใกลเคียงกับแมกุงกลุมที่ไดรับอาหารควบคุม ซึ่ง ระดับ
ฮอรโมน P4 ในเลือดพบอยูในชวง27.47±16.65 ถึง 40.92±19.34 pg/ml 

 
แมกุงที่ไดรับอาหารผสมฮอรโมน 0.11 และ 0.22 mg P4/100 g feed ไมทําใหระดับ

ฮอรโมน P4 ในเลือดกุง แตกตางกับแมกุงกลุมที่ไดรับอาหารควบคุม อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ  
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* control คือ อาหารธรรมชาติ D-1 คือ อาหารสูตรที่ 1 D-2 คือ อาหารสูตรที่ 2 และ D-3 คือ  
อาหารสูตรที่ 3 (ทําการทดลองละ 10 ตัว) 
* อักษรที่แสดงเหนือกราฟแทงที่ตางกันแสดงถึงความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ซึ่ง
เปรียบเทียบแตละสัปดาห (คาเฉลี่ย±SD) 
 
รูปที่ 4.5 ความเขมขนฮอรโมนโปรเจสเตอโรนในเลือดแมกุงที่ไมตัดกานตาที่เลี้ยงดวยอาหาร
ทดลอง 4 สูตร  
 
(2) ผลของระดับฮอรโมนโปรเจสเตอโรนในเลือดแมกุงขาวแวนนาไมตอการพัฒนารังไข
ระยะตางๆ 
 

หลังตัดกานตาแมกุงกลุมที่ไดรับอาหารผสมแคปซูล P4-PLGA ทั้ง 3 กลุมการทดลอง จะ
มีการเปลี่ยนแปลงระดับของฮอรโมน P4 ในเลือดมากกวากุงที่ไดรับอาหารกลุมควบคุม (รูปที่ 4.6) 
โดยพบวาแมกุงที่ไดรับอาหารผสมฮอรโมน 0.33 mg P4/100 g feed มีการเปลี่ยนแปลงระดับ
ฮอรโมน P4 ในเลือดมากกวาแมกุงที่ไดรับอาหารผสมฮอรโมน 0.11 และ 0.22 mg P4/100 g 
feed และกลุมควบคุม กลาวคือ แมกุงที่ไดรับอาหารผสมฮอรโมน 0.33 mg P4/100 g feed ระดับ
ฮอรโมน P4 จะขึ้นสูงระยะที่ 1 (94.07±77.68 pg/ml) จากนั้นจะลดลงอยางรวดเร็วเมื่อไขพัฒนา
ในระยะที่ 2 (29.23±5.44 pg/ml) และ 3 (36.95±12.33 pg/ml) และเพิ่มสูงขึ้นอยางรวดเร็วเมื่อไข
พัฒนาในระยะที่ 4 (100.27±27.03 pg/ml) ซึ่งคาความเขมขนของระดับฮอรโมน P4 ในระยะที่ 1 
และ 4 สูงกวา ระยะที่ 2 และ 3 อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) 
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แมกุงที่ไดรับอาหารผสมฮอรโมน 0.22 mg P4/100 g feed ฮอรโมน P4 ในเลือดจะคอย ๆ 
เพิ่มข้ึนจากไขระยะที่ 1 ถึงไขระยะที่ 4 (42.27±13.36, 49.53±21.31, 70.46±8.11 และ 
91.30±30.06 pg/ml ตามลําดับ) ซึ่งระดับความเขมขนฮอรโมน P4 ระยะที่ 3 และ 4 สูงกวาระยะที่ 
1 และ 2 อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) 

 
แมกุงที่ไดรับอาหารผสมฮอรโมน 0.11 mg P4/100 g feed ฮอรโมน P4 ในเลือดจะคอย ๆ 

เพิ่มข้ึนจากไขระยะที่ 1 ถึงไขระยะที่ 4 (44.07±6.06, 46.18±7.49, 66.71±34.46 และ 
83.21±44.15 pg/ml ตามลําดับ) ซึ่งระดับความเขมขนฮอรโมน P4 ไมมีความแตกตางอยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ (p>0.05) 

 
แมกุงที่ไดรับอาหารควบคุมฮอรโมน P4 ในเลือดคอย ๆ เพิ่มข้ึนจากไขระยะที่ 1 ถึงไขระยะ

ที่ 4 (32.58±12.44, 34.55±12.63, 36.87±10.48 และ 58.30±15.25 pg/ml ตามลําดับ) ซึ่งระดับ
ความเขมขนฮอรโมน P4 ระยะที่ 4 สูงกวาระยะที่ 1, 2 และ 3 อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) 
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* control คือ อาหารธรรมชาติ D-1 คือ อาหารสูตรที่ 1 D-2 คือ อาหารสูตรที่ 2 และ D-3 คือ 
อาหารสูตรที่ 3 
* S1 คือ การพัฒนารังไขระยะที่ 1, S2 คือ การพัฒนารังไขระยะที่ 2, S3คือ การพัฒนารังไขระยะที่ 
3 และS4 คือ การพัฒนารังไขระยะที่ 4 (ทําการทดลองระยะไขชุดละ 10 ตัว) 
* คาเฉลี่ย±SD 
รูปที่ 4.6 ความเขมขนของฮอรโมนโปรเจสเตอโรนในเลือดแมกุงตัดกานตาที่มีการพัฒนาไขระยะ 

   ที่ 1, 2, 3 และ 4 เลี้ยงดวยอาหารทดลอง 4 สูตร 
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4.2.3 ความสามารถในการพัฒนารังไข และวางไขของแมกุง 
 
(1) ผลของความสามารถในการพัฒนารังไขของแมกุงหลังจากตัดกานตา 
 

แมกุงทั้ง 4 กลุมการทดลองสามารถพัฒนารังไขไดหลังจากตัดกานตา 2 วัน (รูปที่ 4.7)
โดยที่แมกุงที่ไดรับอาหารผสมแคปซูล 0.11 และ 0.33 mg P4/100 g feed มีจํานวนแมกุงที่
พัฒนารังไขไดสูงสุดไมแตกตางทางสถิติ เทากับ 26±5.66 และ 22±2.12% ตามลําดับ แมกุงที่
ไดรับอาหารผสมแคปซูล 0.22 mg P4/100 g feed มีจํานวนแมกุงที่พัฒนารังไขไดเทากันกับกลุม
ควบคุมคือ 10±1.41% และ10±2.81% ตามลําดับ ซึ่งมีจํานวนแมกุงที่พัฒนารังไขไดนอยกวาแม
กุงที่ไดรับอาหารผสมแคปซูล 0.11 และ 0.33 mg P4/100 g feed อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 
(p<0.05)  

 
แมกุงที่ไดรับอาหารควบคุมเร่ิมมีการพัฒนารังไขไดในวันที่ 2 หลังจากตัดกานตา และ

เพิ่มข้ึนจนสูงสุดในวันที่ 4 หลังจากตัดกานตา เทากับ 18±14.14% โดยแมกุงที่ไดรับอาหารผสม
แคปซูล 0.22 mg P4/100 g feed มีการพัฒนารังไขสูงสุดในวันที่ 7 หลังจากตัดกานตา เทากับ 
18±1.41% 

 
เมื่อสังเกตจากรูปที่ 4.7 พบวาแมกุงทุกกลุมทดลองหลังจากที่มีจํานวนแมกุงพัฒนา 

รังไขไดสูงสุด จํานวนแมกุงที่พัฒนารังไขจะลดลง และแมกุงเริ่มมีการพัฒนารังไขอีกครั้งในวนัที ่10 
หลังจากตัดกานตา  
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* control คือ อาหารธรรมชาติ D-1 คือ อาหารสูตรที่ 1 D-2 คือ อาหารสูตรที่ 2 และ D-3 คือ  
อาหารสูตรที่ 3 
* อักษรที่แสดงเหนือกราฟแทงที่ตางกันแสดงถึงความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 
(คาเฉลี่ย±SD) 
* ทําการทดลองชุดละ 2 ซ้ํา จํานวนกุงซ้ําละ 25 ตัว 
 
รูปที่ 4.7 เปอรเซ็นตแมกุงที่สามารถพัฒนารังไขคร้ังแรก (ระยะที่ 1 และ 2) หลังจากตัดกานตา 
เปนระยะเวลา 10 วัน 
 
(2) จํานวนแมกุงที่วางไข 

 
แมกุงกลุมที่ไดรับอาหารผสมแคปซูล P4-PLGA ทั้ง 3 กลุมการทดลอง มีจํานวนแมกุงที่

วางไขไดมากกวาแมกุงที่ไดรับอาหารควบคุม (รูปที่ 4.8) โดยแมกุงที่ไดรับอาหารผสมฮอรโมน 
0.33 mgP4 /100 g feed สามารถวางไขไดมากที่สุด (28±0%) รองลงมาคือ แมกุงที่ไดรับอาหาร
ผสมฮอรโมน 0.22 mgP4 /100 g feed (26±2.83%) 0.11 mg P4/100 g feed (22±2.83%) และ
อาหารควบคุมวางไขไดนอยที่สุด (6±2.83%) ซึ่งแมกุงที่เลี้ยงดวยอาหารควบคุมมีจํานวนแมกุงที่
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วางไขไดนอยกวาอาหารทดลองอยางมีนัยสําคัญ (p<0.05) นอกจากนี้ยังพบวาแมกุงสามารถ
วางไขไดมากกวา 1 คร้ัง กลาวคือ แมกุงที่ไดรับอาหารควบคุม อาหารผสมฮอรโมน  
0.22 mg P4/100 g feed และ 0.33 mg P4/100 g feed สามารถวางไขได 2 คร้ัง โดยแมกุงที่
ไดรับอาหารผสมฮอรโมน 0.33 mgP4 /100 g feed มีจํานวนแมกุงที่พัฒนารังไขไดมากที่สุด คือ 2 
ตัว (4%) รองลงมา คือ แมกุงที่ไดรับอาหารผสมฮอรโมน 0.22 mgP4 /100 g feed เทากับ 1 ตัว 
(2%) และกลุมควบคุม เทากับ 1 ตัว (2%) และมีเพียงแมกุงที่ไดรับอาหารผสมฮอรโมน 
 0.33 mgP4 /100 g feed เทานั้นที่สามารถวางไขได 3 คร้ัง โดยมีจํานวนแมกุงที่วางไข เทากับ 1 
ตัว (2%)  
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* control คือ อาหารธรรมชาติ D-1 คือ อาหารสูตรที่ 1 D-2 คือ อาหารสูตรที่ 2 และ D-3 คือ 
อาหารสูตรที่ 3 
* อักษรที่แสดงเหนือกราฟแทงที่ตางกันแสดงถึงความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 
(คาเฉลี่ย±SD) 
* ทําการทดลองชุดละ 2 ซ้ํา จํานวนกุงซ้ําละ 25 ตัว 
 
รูปที่ 4.8 เปอรเซ็นตของจํานวนแมกุงวางไข เมื่อเลี้ยงดวยอาหารทั้งหมด 4 สูตร ระยะเวลา  

  10 วัน 
(2) ความดกไข  

 
แมกุงที่ไดรับอาหารทั้ง 4 กลุมทดลอง มีปริมาณความดกไขไมแตกตางกัน ซึ่งกุงที่ไดรับ

อาหารผสมฮอรโมน 0.33 mg P4/100 g feed มีความดกไขมากที่สุด (1,530 ±153 ฟอง/กรัม
น้ําหนักแมกุง) รองลงมาคือ อาหารผสมฮอรโมน 0.22 mg P4/100 g feed (1,470±70 ฟอง/กรัม
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น้ําหนักแมกุง) อาหารสูตรควบคุม (1,270±702 ฟอง/กรัมน้ําหนักแมกุง) และ อาหารผสมฮอรโมน 
0.11 mg P4/100 g feed (1,268±87 ฟอง/กรัมน้ําหนักแมกุง) ตามลําดับ (รูปที่ 4.9)  

 
ปริมาณความดกไขเมื่อแมกุงปลอยครั้งที่ 2 และ 3 พบวามีแนวโนนที่ลดจํานวนลง 

กลาวคือปริมาณความดกไขเมื่อแมกุงปลอยครั้งที่ 2 จะพบที่ 3 กลุมการทดลอง คือ แมกุงที่ไดรับ
อาหารผสมฮอรโมน 0.33 mg P4/100 g feed (1,524 ฟอง/กรัมน้ําหนักแมกุง) แมกุงที่ไดรับ
อาหารผสมฮอรโมน0.11 mg P4/100 g feed (1,266 ฟอง/กรัมน้ําหนักแมกุง) และอาหารควบคุม 
(1,076 ฟอง/กรัมน้ําหนักแมกุง)  

 
ปริมาณความดกไขเมื่อแมกุงปลอยครั้งที่ 3 จะพบเฉพาะแมกุงที่ไดรับอาหารผสมฮอรโมน 

0.33 mg P4/100 g feed เทากับ 676 ฟอง/กรัมน้ําหนักแมกุง 
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* control คือ อาหารธรรมชาติ D-1 คือ อาหารสูตรที่ 1 D-2 คือ อาหารสูตรที่ 2 และ D-3 คือ 
อาหารสูตรที่ 3 
* คาเฉลี่ย±SD 
รูปที่ 4.9 ความดกไขของแมกุงที่วางไขคร้ังที่ 1 เมื่อเลี้ยงดวยอาหารทั้งหมด 4 สูตร 

  ระยะเวลา 10 วัน 
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(3) เสนผานศูนยกลางของไขกุง 
 

ขนาดเสนผานศูนยกลางของไขกุงทั้ง 4 กลุมการทดลองไมตางกัน (p>0.05) โดยอาหาร
กลุมควบคุมมีขนาดเสนผานศูนยกลางใหญที่สุด เทากับ 255±2.33 μm รองลงมาคือ อาหารผสม
ฮอรโมน 0.33 mg P4/100 g feed (253±2.80 μm) 0.11 mg P4/100 g feed (251±0.11 μm) 
และ 0.22 mg P4/100 g feed (251±1.47 μm) ตามลําดับ  

 
ขนาดเสนผานศูนยกลางของไขที่ปลอยครั้งที่ 2 และ 3 พบวามีแนวโนมที่ขนาดเสนผาน

ศูนยกลางเล็กลง กลาวคือ ขนาดเสนผานศูนยกลางของไขที่ปลอยครั้งที่ 2 พบในแมกุงที่ไดรับ
อาหารควบคุม (254 μm) อาหารผสมฮอรโมน0.11 mg P4/100 g feed (248 μm) และ  
0.33 mg P4/100 g feed (250±1.24 μm) 

 
ขนาดเสนผานศูนยกลางของไขที่ปลอยครั้งที่ 3 พบเฉพาะแมกุงที่ไดรับอาหารผสม

ฮอรโมน 0.33 mg P4/100 g feed เทากับ 249 μm  
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* control คือ อาหารสูตรควบคุม D.1 คือ อาหารสูตรที่ 1, D.2 คือ อาหารสูตรที่ 2 และ D.3 คือ 
อาหารสูตรที่ 3 
* คาเฉลี่ย±SD 
 
รูปที่ 4.10 ขนาดเสนผานศูนยกลางเฉลี่ยของไข ซึ่งเลี้ยงดวยอาหารทั้งหมด 4 สูตร ระยะเวลา 

    10 วัน 

  E
gg

 di
am

ete
r (μ

m)
 

 Type of diets



บทที่ 5 
 

วิจารณผลการทดลอง 
 

คุณภาพลูกกุงเปนสิ่งที่สําคัญสําหรับอุตสาหกรรมการเพาะเลี้ยง โดยคุณภาพลูกกุงนั้น
ข้ึนอยูกับคุณภาพและความสมบูรณของแมพันธุ ซึ่งอาหารเปนปจจัยที่สําคัญที่สงผลใหแมพันธุกุง
มีความสมบูรณของการพัฒนารังไข ในปจจุบันมีการปรับปรุงคุณคาทางโภชนาการของอาหาร
สําเร็จรูป ในการกระตุนการพัฒนารังไข เพื่อเปนการเสริม หรือ ทดแทนอาหารธรรมชาติ เชน การ
เสริมกรดไขมันไมอ่ิมตัวสูงในอาหารสําเร็จรูป ผลที่ไดพบวารังไขมีการพัฒนารังไขไดถึงระยะไขสุก 

(ปริญญา ลีฬหานนท, 2546) เพราะกรดไขมันไมอ่ิมตัวเปนสารตั้งตนในการสรางฮอรโมน 

(Harrison, 1997) ซึ่งสงผลทางออมในการกระตุนรังไขทําใหมีระยะเวลานาน ไมเหมือนกับการ
กระตุนฮอรโมนโดยตรง ซึ่งการกระตุนดวยฮอรโมนมีหลายวิธี ไดแก การตัดกานตากุง เพื่อลด
ระดับฮอรโมนที่ยับยั้งการลอกคราบ และการฉีดฮอรโมนเขากลามเนื้อ โดยฮอรโมนที่นิยมฉีดเปน
กลุมสเตียรอยด ไดแก โปรเจสเตอโรน (P4) และ เอสตราไดออล (E2) (Piyatiratitivorakul  

et al.,1994) 17α-OHP4 (Zapata et al., 2003) การฉีดฮอรโมนเขาสูรางกายกุงโดยตรงมีขอเสีย
หลายประการ เนื่องจากแมกุงไดรับฮอรโมนปริมาณมากโดยทันที อาจทําใหกุงเกิดความเครียด
จากสารเคมีที่ไดรับเฉพาะจุด ตางจากการไดรับฮอรโมนจากอาหาร โดยฮอรโมนจะคอย ๆ เขาสู
ระบบของกุงทีละนอย กุงสามารถปรับตัวนําฮอรโมนไปใชในระดับที่กุงตองการ หากฮอรโมนที่ใหมี
มากเกินความตองการกุงจะสามารถขับออกได หรือกุงสามารถเปลี่ยนฮอรโมนที่ไดรับเปนฮอรโมน
รูปอ่ืนที่เหมาะสมกับขบวนการพัฒนาระบบสืบพันธุมากกวา นอกจากนั้นการใหฮอรโมนผานทาง
อาหาร สามารถใชกระตุนกุงปริมาณมากในคราวเดียวกัน ดีกวาการฉีดกระตุนที่ทําไดคร้ังละตัว 

การผสมฮอรโมน P4 ในอาหารนั้น มีความเปนไปได แตมีขอเสียคือตองใชฮอรโมน
ปริมาณมากในการผสมอาหาร เพราะฮอรโมนมีการสลายตัวเร็ว วิธีการแกไขคือการนําเทคนิค 

ไมโครเอนแคปซูเลชัน (microencapsulation) มาชวย (Latha, 2000) ในการศึกษานี้ไดพิจารณา
ใช PLGA เคลือบฮอรโมน เนื่องจาก มีความสามารถในการกักเก็บฮอรโมน P4 ไดดี (Wu, 2004) 

สวนใหญแคปซูลชนิดนี้นิยมนํามาใชในดานเภสัชกรรม ในดานการกระตุนระบบสืบพันธุในสัตว
เลี้ยงลูกดวยนม (Whisnant and Burns, 2002) การผลิตวัคซีนปองกันไวรัสที่ทําใหเกิด 

lymphocystis disease แกปลาล้ินหมา (Tian, 2008) แตในกุงยังไมมีรายงานถึงการนําแคปซูล
ฮอรโมน P4-PLGA มาใชประโยชนในดานใดมากอน 
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การผลิตแคปซูลจาก PLGA นิยมใชวิธี oil-in-water single emulsion solvent 

evaporation เนื่องจากเหมาะสมสําหรับการเคลือบสารที่ไมละลายน้ํา ในที่นี้คือโปรเจสเตอโรน 

(P4) น้ําที่เปนสวนประกอบในกระบวนการ มีหนาที่ทําใหสวนผสมของ P4-PLGA ข้ึนเปนรูป
แคปซูล  

ความเขมขนของ PLGA สงผลตอความสามารถในการตรึงฮอรโมน และขนาดของเม็ด
แคปซูล แคปซูล PLGA ที่ผลิตดวยความเขมขนของสารละลายพอลเิมอรสูง จะมีขนาดและ
ความสามารถในการตรึงมากกวาแคปซูล PLGA ที่ผลิตดวยความเขมขนของสารละลายพอลเิมอร
ตํ่า (Ghaderi et al., 1996; Schlicher et al., 1997; Lin and Vasavada, 2000) เพราะวา
สารละลายพอลิเมอรที่มีความเขมขนสูงจะมีความหนืดสูง ทําใหเกิดแรงยึดเกาะระหวางกนัไดดีข้ึน 

การวิจยัครั้งนีไ้ดทดลองผลิตเม็ดแคปซูล P4-PLGA ที่ความเขมขนแตกตางกัน 3 ความเขมขนเพื่อ
หาความเขมขนที่เหมาะสมของ PLGA ในการผลิตแคปซูล P4-PLGA พบวา ไมมคีวามแตกตาง
ของปริมาณผลผลิต และความสามารถในการตรงึฮอรโมนจาก PLGA ทั้ง 3 ความเขมขน จงึ
เลือกใช PLGA ที่ 5% เพราะเปนระดับความเขมขนต่าํสดุของ PLGA ความเขมขนของ PLGA ที่ 
5% นี้ ไดขนาดแคปซูลคอนขางสม่าํเสมอ ที่ขนาดประมาณ 21-40 μm และเมื่อศึกษาลักษณะ
แคปซูลใตกลองจุลทรรศนแบบสองกราดพบวาเม็ดแคปซูลมีลักษณะทรงกลม ผิวเรียบเชนเดียวกับ
การทดลองของ Krishnamachari et al. (2007) ซึ่งไดศึกษาการพัฒนา pH และเวลาที่เหมาะสม
ในการขนสง สาร budsonide ไปยังลําไสเล็กและลําไสใหญ พบวา ขนาดของเม็ดแคปซูล ข้ึนอยู
กับความเขมขนของสารละลายพอลเิมอร โดยที่ความเขมขนของสารละลายพอลเิมอรสูงขนาดของ
เม็ดจะใหญกวาเม็ดแคปซูลที่ผลิตดวยความเขมขนของพอลิเมอรตํ่า แตมีความสามารถในการตรึง
ฮอรโมนไดไมตางกนั  

ฮอรโมนที่กักเก็บตองสามารถปลดปลอยออกมาจากแคปซูลในปริมาณความเขมขนและ
เวลาที่กําหนด เพื่อวัตถุประสงคเฉพาะของงาน เชน การศึกษาการใหวัคซีนแกปลาล้ินหมา ผาน
ทางแคปซูล PLGA (Tian, 2008) ตัวแคปซูลมีคุณสมบัติในการปกปองการสลายตัวของวัคซีน
กอนที่สัตวจะสามารถดูดซึมไปใชประโยชนได วัคซีนในแคปซูลจะคอย ๆ ปลดปลอยออกมาเปน
ระยะเวลานานถึง 90 วัน หลังจากที่ใหกินอาหารวันแรก  

อัตราการปลดปลอยสารของแคปซูล ข้ึนกับปจจัยหลายประการ ไดแก อัตราสวนระหวาง
พอลิเมอรกับสารที่ถูกหอหุม (core materials) (Lewis, 1990) ขนาดเสนผานศูนยกลางของ
แคปซูล และ pH (Freiberg and Zhu, 2004) กลาวคือ อัตราการปลดปลอยสูงจะเกิดเมื่อเม็ด
แคปซูลมีความเขมขนของสารภายในสูง มีขนาดเม็ดแคปซูลเล็ก (Akhtar and Lewis, 1997; 

Sansdrap and Moes, 1997; Bezemer et al., 2000) และอยูในสภาวะที่ pH เปนกรด (Lynn, et 

al., 2001) เม็ดแคปซูลที่ผลิตไดจากการทดลองนี้มีอัตราการปลดปลอยฮอรโมนสูงที่ pH 5.5 
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สอดคลองกับคา pH จริงที่พบในระบบทางเดินอาหารของครัสเตเซียน (Ceccaldi, L.,1989) การที่
อัตราการปลดปลอยฮอรโมนสูงที่ pH เปนกรด เนื่องจาก pH ที่เปนกรดจะทําลายพันธะเอสเทอร
ของ PLGA (Faisant, 2002) การปลดปลอยฮอรโมนจากเม็ดแคปซูลที่ผลิตดวย 5% PLGA มีการ
ปลดปลอยสูงสุดที่ชั่วโมงแรก ประมาณ 9.46% ใกลเคียงกับอัตราการปลดปลอยสาร budsonide 

จาก 0.5 %PLGA (Krishnamachari et al.,2007) ในชั่วโมงแรก ๆ สารที่ตรวจพบเปนสารที่อยู
บริเวณผิวติดกับผนังดานในแคปซูล มีการปลดปลอยออกมาจากแคปซูลไดเร็วกวาสารที่อยูใกล
กึ่งกลาง เราจึงพบอัตราการปลดปลอยฮอรโมนสูงในชั่วโมงแรก หลังจากนั้นการปลดปลอยจะเปน
แบบคอยเปนคอยไป ข้ึนกับองคประกอบของผนังแคปซูล โดยแคปซูลที่มีองคประกอบของ 
กรดแลคติกและกรดไลโกลิค ในอัตราสวน 50:50 สามารถปลดปลอยสารจนหมดในเวลาเกือบ 2 

เดือน (Lewis,1990) 

การศึกษาตอไปไดนําเม็ดแคปซูลผสมฮอรโมน P4 มาผสมวัสดุอาหาร เพื่อทําอาหารเม็ดที่
มีความชื้นสูงใหแกแมกุงขาวแวนนาไมกินเปนเวลา 1 เดือน พบวาแมกุงที่กินอาหารเม็ดแคปซูลมี
การพัฒนาไขและรังไข และจํานวนแมกุงวางไข ดีกวาแมกุงที่กินปลาหมึกและหอยเพียงอยางเดียว 

การแสดงออกของการสืบพันธุ (reproductive performances) ที่ดีเหลานี้ในแมกุงทดลอง มี
ความสัมพันธกับระดับฮอรโมน P4 ในเลือด พบวาแมกุงทดลองมีระดับฮอรโมน P4 ในเลือดสูงกวา
แมกุงที่ไดรับอาหารธรรมชาติ ชี้ใหเห็นวาฮอรโมน P4 มีอิทธิพลตอการแสดงออกของการสืบพันธุที่
กลาวขางตน   

การพัฒนาไขและรังไขของกุง แบงเปนสองชวง คือ primary vitellogenesis และ 

secondary vitellogenesis ชวง primary vitellogenesis เปนการขยายขนาดเซลล การสะสมไข
แดงจะเริ่มในชวง secondary vitellogenesis โดยการทํางานของฮอรโมนหลายตัว รวมทั้งฮอรโมน
P4 แมกุงที่ไดรับฮอรโมนผานทางอาหารเม็ดแคปซูล สามารถพัฒนาไขและรังไขไดเร็วกวา และใน
เปอรเซ็นตที่มากกวาแมกุงที่กินอาหารมีชีวิต นักวิจัยหลายกลุมไดยืนยันบทบาทของฮอรโมน P4

การสราง และสะสมไขแดง vitellogenesis เชนในกุง Indian spiny lobster (Kirubagaran et al., 

2005) กุงกุลาดํา (Meunpol et al., 2007) ซึ่งจากการศึกษาครั้งนี้พบวา แมกุงที่ไดรับอาหารผสม
ฮอรโมน 0.11 mgP4/100 g feed มีความเร็วในการพัฒนารังไขสูง แสดงใหเห็นวาระดับฮอรโมนนี้
เหมาะสมตอการกระตุนใหเกิดการพัฒนารังไขได แตไมเพียงพอที่จะกระตุนใหเกิดการวางไขในบอ
เลี้ยง 

 

เมื่อไขพัฒนาเต็มที่ (final maturation) ก็จะเกิดการตกไข (ovulation) และวางไข 
(spawning) งานทดลองครั้งนี้ไดทําการตรวจนับเปอรเซ็นตการวางไข เนื่องจากฮอรโมน P4 มีผล
ตอการทํางานของทอนําไข คือการวางไขดวย จากเอกสารอางอิงหลายฉบับ ไดรายงานถึงหนาที่ที่
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หลากหลายของฮอรโมน P4 ตอระบบสืบพันธุ เชนการวางไข การวางไขเปนพฤติกรรมหนึ่งของแม
กุงที่มีความพรอมเต็มที่ เปนขบวนการที่อาศัยการควบคุมจากฮอรโมนหลายตัว เชน โพรสตา
แกลนดิน (Penaeus japonicus) (Yano and Tamaka, 1984), เซอโรโทนิน (Penaeus monodon) 

(Wongprasert et al., 2006) และจากการตรวจพบ receptor โดยวิธี immunolocalization ของโป
รเจสเตอโรนในทอนําไขของ ปลาหมึกยักษ (Octopus vulgaris) (Di Cristo and Di Cosmo, 

2007)  

จากการทดลองนี้ยังพบวาแมกุงที่ไดรับอาหารทดลองมีแนวโนมที่จะวางไขไดมากกวา 1 

คร้ังในรอบ 10 วัน ซึ่งจํานวนครั้งในการวางไขของกุงนั้นบงบอกไดถึงปริมาณโปรตีนที่อยูสะสมอยู
ในเลือด คือ ถาระดับโปรตีนในเลือดสูงแมกุงจะสามารถวางไขไดหลายครั้ง (Palacios et al., 

2000) การที่แมกุงมีการวางไขหลายครั้งนั้นจะมีแนวโนมวาความดกไข และขนาดเสนผาน
ศูนยกลางของไขมีขนาดเล็กลง สอดคลองกับรายงานของ Arcos et al. (2003) ที่ทดลองในแมกุง
ขาวเชนเดียวกัน พบวาแมกุงขาวมีไข และขนาดของไขลดลง สาเหตุอาจเปนเพราะวาแมกุงมี
ระยะเวลาในการสะสมอาหาร โดยเฉพาะไขมันเพื่อผลิตไขแดงไมเพียงพอ (Harrison, 1990; 

Vázquez-Boucard, 1990; Browdy, 1992; Palacios et al., 2000) ขนาดเสนผานศูนยกลางของ
ไขกุง เปนตัวชี้วัดถึงอัตราการฟกและคุณภาพลูกกุง ไขที่มีขนาดใหญจะมีอัตราการฟกสูง และ
คุณภาพลูกกุงที่ไดดีกวาไขขนาดเล็ก (Palacios et al., 1998) เนื่องจากไขที่มีขนาดใหญจะมี
ปริมาณไขแดงที่สะสมอยูมาก ทําใหลูกกุงมีไขแดงเปนอาหารอยางเพียงพอ (Clarke, 1993; 

Quackenbush, 2001)  

 

ฮอรโมนที่ผสมในอาหารสามารถสงผานไปยังระบบของกุงไดจริง ในสัปดาหแรก ฮอรโมน
ในเลือดกุงกลุมทดลองมีปริมาณสูงกวากลุมควบคุม แตจะปรับตัวลดลงในสัปดาหตอ ๆ มาจน
เทากับกลุมควบคุม อาจเปนเพราะมนโปรเจสเตอโรนที่ไดรับจากภายนอก ถูกควบคุมดวย  

ovarian inhibiting hormone หลังการตัดกานตาฮอรโมน P4จึงมีอิสระในการออกฤทธิ์ โดย
ฮอรโมน P4 ในเลือดกุงมีความสัมพันธกับการพัฒนารังไขของกุงขาว ฮอรโมน P4 ในเลือดเพิ่มข้ึน
ตามการพัฒนารังไขจากระยะไขออน จนกระทั่งสูงสุดเมื่อไขพัฒนาถึงระยะไขแก ซึ่งการ
เปลี่ยนแปลงฮอรโมน P4 สอดคลองกับการเปลี่ยนแปลงฮอรโมน P4 ในเลือดชวงพัฒนาไขและรัง
ไข ของครัสเตเซียนหลายชนิด ไดแก กุงกุลาดํา (เรณู ยาชิโร และยุพาพร ไชยสี, 2534; Quinitio, 

1994; Meunpol et al., 2007) กุง Indian spiny lobster (Kirubagaran et al., 2005) กุง lobster; 

Homarus americanus (Couch et al., 1987) ปูกามดาบ Uca arcuata (Shin, 1992) ปู Scylla 

serrata (Warrier et al., 2001)  
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จากการศึกษาครั้งนี้สามารถสรุปไดวา แคปซูลที่ผลิตดวย 5% PLGA สามารถเก็บกัก
ฮอรโมน P4 และสามารถปลดปลอยฮอรโมนอยางคอยเปนคอยไป ทําใหฮอรโมนในระบบของกุงมี
ระดับเพิ่มข้ึนอยางเหมาะสม จนสามารถเกิดการพัฒนาไขจนกระทั่งวางไขไดมากกวากุงที่กิน
อาหารมีชีวิต มีความเปนไปไดที่จะนําความรูนี้มาผลิตอาหารสําเร็จรูปเพื่อกระตุนการพัฒนารังไข
ของแมกุงแทนที่การตัดกานตา ทําใหเกิดการเพาะขยายพันธุกุงที่มีประสิทธิภาพสูงสุด 

 
สรุปผลการทดลอง 
 

1. สามารถผลิตเม็ดแคปซูลเพื่อตรึงฮอรโมนโปรเจสเตอโรนโดยใชกรดพอลิแลคไทดโคไกล
โคไลด (PLGA) ดวยเทคนิค Oil-in-water single emulsion solvent evaporation ที่ความเขมขน
ของ PLGA 5, 7.5 และ 10 % ไดผลผลิตเทากับ 92.76, 92.10 และ 91.77 % ตามลําดับ 

ความสามารถในการตรึงฮอรโมน (%Encapsulation Efficiency) เทากับ 89.02, 94.06 และ 

95.51 % ตามลําดับ เลือกความเขมขน PLGA 5% เนื่องจากมีความแปรปรวนขนาดเม็ดต่ําอยูที่ 
21-40 μm โดยที่มีความสามารถในการตรึงฮอรโมนไมแตกตางจากความเขมขนอื่น เม็ดแคปซูล
สามารถปลดปลอย P4 ไดมากที่สุดที่ pH 5.5 เมื่อเปรียบเทียบกับ pH 7.5 และ 9.5 โดยจะ
ปลดปลอยฮอรโมนสูงสุดที่ชั่วโมงที่ 1 เทากับ 9.46 % หลังจากนั้นฮอรโมนแทบจะไมมีการ
ปลดปลอยจนถึงชั่วโมงที่ 8 

 

2. การทดสอบผลของอาหารสําเร็จรูปที่ผสมเม็ดแคปซูล P4-PLGA ตอการเจริญของรังไข
แมพันธุกุงขาวแวนนาไม พบวาแมกุงที่ไดรับอาหารผสมแคปซูล P4-PLGA ทั้ง 3 กลุม มีฮอรโมน 

P4 ในเลือดสูงกวาแมกุงกลุมควบคุม โดยที่ฮอรโมน P4 ในเลือดแปรผันไปตามความเขมขน
ฮอรโมน P4 ในอาหารที่แมกุงไดรับ โดยระดับฮอรโมนจะสูงในสัปดาหที่ 1 จากนั้นจะปรับระดับ
ลดลงจนเกือบเทากันทุกกลุมการทดลอง ขณะที่ระดับฮอรโมนของแมกุงกลุมควบคุมแทบจะไมมี
การเปลี่ยนแปลงใดๆ 

 

3. หลังจากตัดกานตาระดับฮอรโมน P4 ในเลือดจะเพิ่มข้ึนตามการพัฒนาของรังไขจากไข
ระยะที่ 1 จนถึงระยะที่ 4 ซึ่งแมกุงที่ไดรับอาหารทดลองทั้ง 3 กลุมมีความเขมขนของฮอรโมนใน
เลือดสูงกวาแมกุงกลุมควบคุมสองเทา เมื่อเปรียบเทียบไขระยะที่ 4 ของ 2 กลุมทดลอง คือ กลุม
ควบคุม (58.30 pg/ml) กับกลุมที่ไดรับฮอรโมน 0.33 mgP4/g feed (100.27 pg/ml) 
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4. ฮอรโมน P4 ที่กุงไดรับจากอาหารผสมแคปซูลแสดงถึงความสัมพันธโดยตรงตอการ
วางไข และการพัฒนารังไข แตไมมีผลตอความดกไขและขนาดเสนผานศูนยกลาง แมกุงที่ไดรับ
อาหารฮอรโมนสูงสุด (0.33 mgP4/g feed) มีการวางไขเปนเปอรเซ็นตสูงสุดเทากับ 28%ขณะที่
แมกุงควบคุมวางไขได 6% ซึ่งแมกุงที่ไดรับอาหารผสมฮอรโมนเริ่มมีการพัฒนารังไขไดเร็วกวาและ
มากกวากลุมควบคุม 

 
ขอเสนอแนะ 
 

1. การศึกษาครั้งนี้ พบวา สามารถปรับลดความเขมขนของสารละลาย PLGA จาก 5% ลงได 
อีก โดยคํานึงจากความสามารถในการตรึงฮอรโมนภายในแคปซูล  

2. การเลี้ยงแมกุงขาวควรเพิ่มพื้นที่ในการเลี้ยง เนื่องจากแมกุงชนิดนี้ชอบการวายน้ํา  
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ภาคผนวก ก 
 

การวิเคราะหปริมาณสารอาหาร ดวยวิธี AOAC, 1997 
 
การวิเคราะหหาปริมาณไขมัน 
 
หลักการ 

 

อีเทอรในบีกเกอรที่มีอาหารบรรจุอยูจะถูกระเหยกลายเปนไอโดยความรอนหลังจากไอ
ของอีเทอรกระทบความเย็นจากเครื่องควบแนนกลั่นตัวเปนของเหลว ไหลผานตัวอยางอาหาร 
พรอมทั้งสกัดสารที่สามารถละลายไดในอีเทอรออกมาดวยจนกระทั่งขบวนการสกัดสิ้นสุด อีเทอร
จะถูกระเหยไปกักเก็บจนหมด จะเหลือแตส่ิงที่อีเทอรสกัดออกมาในบีกเกอร คือ ไขมัน (Crude 

Fat) หรือที่เรียกวา Ether extract 
 
อุปกรณ 

 

1. Petroleum ether 40-60 องศา (AR grade) 

2. เครื่องสกัดไขมัน 

3. บีกเกอรปากแบน ขนาด 100 cc 

4. Extraction thimble 

5. กระดาษกรอง Whatman เบอร 1 

6. โหลดูดความชื้น 

7. ตูอบ 
 
วิธีวิเคราะห 
 

1. นําบีกเกอรปากแบน ขนาด 100 cc ที่สะอาดไปอบในตูอบที่อุณหภูมิ 100 C เปนเวลา 

1-2 ชั่วโมง ทิ้งไวใหเย็นในโหลดูดความชื้น แลวนําออกมาชั่งใหไดน้ําหนักคงที่ ชั่งอาหารตัวอยาง
ในโหลดูดความชื้นแลวนําออกมาชั่งใหน้ําหนักคงที่ ชั่งตัวอยางอาหารใหไดน้ําหนักคงที่ประมาณ 

2-3 กรัม หอดวยกระดาษกรอง Whatman เบอร 1 (ระวังอยาใชมือจับ เพราะไขมันจากมือจะลงไป
ที่ตัวอยาง) ใสลงใน Extraction thimble 
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2. เปดเครื่องสกัดไขมัน ต้ังอุณหภูมิ และเวลาตามที่ตองการสกัด เติม Petroleum ether 

ลงในบีกเกอรปากแบนที่ทราบน้ําหนักคงที่แลวประมาณ 90 มิลลิลิตร (ใหเพียงพอสําหรับการ
กลั่น) นําอาหารไปใสเครื่องสกัด 3-4 ชั่วโมง (เปดเครื่องทําความเย็นดวย) 

3. นําบีกเกอรที่บรรจุอาหารไปติดตั้งกับเคร่ืองสกัด วางบนที่ heating plate ผลักปุมไป
ดานหนาที่ตําแหนง immersion จุมแช thimble ลงในสารละลายเปนเวลา ประมาณ 30 นาที 
ยกตัวอยางขึ้นจากสารทําละลายในขั้นตอน reflux washing เปนเวลา 45 นาที กดลผลักปุม 

ดานหนาไปที่ตําแหนง washing  

4. เมื่อครบเวลา reflux washing ปด valve ที่ condenser ไปที่ตําแหนง closed เพื่อที่
เปนการดูสารทําละลายกลับที่สวนลางของ condenser glass 

5. นํา thimber ออก แลวนําบีกเกอรไปอบที่ตูอบความรอน อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียล 

เปนเวลา 30 นาที จากนั้นนําไปใสตูดูดความชื้น แลงชั่งน้ําหนักจนน้ําหนักคงที่ 
 
การคํานวณปริมาณไขมัน 

 

รอยละไขมัน   =    b – a × 100 

            w 

a คือ น้ําหนักบีกเกอร 
b คือ น้ําหนักบีกเกอรและไขมันหลังอบ 

w คือ น้ําหนักอาหารตัวอยาง 
 

การวิเคราะหหาปริมาณโปรตีน  
 
หลักการ 

 

วิธีหาปริมาณไนโตรเจนที่เปนสวนประกอบของโปรตีนซึ่งโดยทั่วไปโปรตีนประกอบดวย
ไนโตรเจนประมาณรอยละ 16 ดังนั้นเมื่อทราบปริมาณไนโตรเจนแลวนํามาคูณกับแฟคเตอร 6.25 

จะไดปริมาณโปรตีนทั้งหมดที่ตองการในอาหาร (crude protein) ซึ่งวิธีที่ใชวิเคราะห เรียกวาวิธี
Kjeldahl โดยมีข้ันตอนการวิเคราะห  3 ข้ันตอน คือ 

1. การยอย (digestion) ดวยกรดกํามะถันเขมขน การเรงปฏิกิริยา ไนโตรเจนในอาหารจะถูก
เปลี่ยนเปนแอมโมเนียมซัลเฟต 
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2. การกลั่น (distillation) เปนการไลแอมโมเนียจากแอมโมเนียมซัลเฟต โดยใช 
แอมโมเนียมไฮดรอกไซต (NaOH) แอมโมเนียจะถูกกลั่นออกมาเพื่อนําไปทําปฏิกิริยากับ 

กรดมาตรฐาน 

3. การไตเตรด (titration) ดวยสารละลายกรดมาตารฐานเปนการหาปริมาณแอมโมเนียที่เกิด
จากการกลั่น เพื่อนําไปคํานวณหาคาไนโตรเจนทั้งหมด 
 
อุปกรณ 
 

1. Kjeldahl flask 

2. ชุดกลั่น erhardt vapodast 1 

3. เครื่องยอย erhardt kjeldatherm digestion unit 

4. ชุดไตเตรท 
 
สารเคมี 
 

1. สารละลายกรด H2SO4   เขมขน 

2. สารละลายมาตรฐาน H2SO4 เขมขน 0.5 นอรมอล 

3. K2SO4  100 กรัมและ CuSO4 7 กรัม 

4. สารละลาย NaOH เขมขนรอยละ 50 

5. สารละลายBoric acid เขมขนรอยละ 4 

6. อินดิเคเตอร tashio  
 
การเตรียมสารเคมี 
 

1. สารเรงปฏิกิริยาโปรตีน (Protein catalyst) K2SO4  100 กรัม ผสม CuSO4 7 กรัม 

2. สารละลายBoric acid เขมขนรอยละ 4 เตรียมจาก Boric acid 40 กรัม ละลายในน้ํา
กลั่น 1 ลิตร 

3. อินดิเคเตอร tashio เตรียมจาก methyl red : methylene blue สัดสวน 3 ตอ 2 โดน
ละลายmethyl red 1 กรัม ใน NaOH เขมขน 0.1 นอรมอล ปริมาตร 37 มิลลิลิตร และน้ํากลั่นใหมี
ปริมาตรรวม 1 ลิตร ผสมกับสารละลาย methylene blue 1 กรัมในน้ํากลั่น 1 ลิตร 
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4. สารละลาย NaOH เขมขน 0.1 นอรมอล เตรียมจากสูตร 
 

V = (100×M×N)/a×p×d 

 

V คือ ปริมาตรของสารที่ใชเตรียมสารละลาย 1 ลิตร 
M คือ น้ําหนักโมเลกุลของสาร (40) 

N คือ ความเขมขนหนวยเปนนอรมอล 

a คือ จํานวนอิเล็กตรอนของเบสที่ทําปฏิกิริยาได (1)   

p คือ เปอรเซนตความบริสุทธิ์ 
d คือ ความหนาแนนของสาร (0.9991) 

 

5. สารละลาย NaOH เขมขนรอยละ 50 เตรียมจาก NaOH หนัก 500 กรัม ละลายในน้ํา
กลั่น 1 ลิตร 

6. สารละลายกรด H2SO4   เขมขน 0.5 นอรมอล เตรียมจากสูตร 
 

V = (100×M×N)/a×p×d 

 

V คือ ปริมาตรของสารที่ใชเตรียมสารละลาย 1 ลิตร 
M คือ น้ําหนักโมเลกุลของสาร (98.0716) 

N คือ ความเขมขนหนวยเปนนอรมอล 

a คือ จํานวนโปรตอนของกรดที่ทําปฏิกิริยาได (1)   

p คือ เปอรเซนตความบริสุทธิ์ 
d คือ ความหนาแนนของสาร (1.841) 

 

7. การเตรียม Na2CO3 เขมขน 0.5 นอรมอล ชั่ง Na2CO3  26.5 กรัม อบที่อุณหภูมิ 100 

องศาเซลเซียส นาน 2 ชั่วโมง เพื่อไลความชื้น ละลายในน้ํากลั่นอุนที่ตมไล CO2  ออกแลว 1 ลิตร 
 
การหาความเขมขนที่แนนอนของกรด H2SO4 (Skoog and West, 1986) 
 

1. เตรียมสารละลายกรด H2SO4   เขมขน 0.5 นอรมอล และ Na2CO3 เขมขน 0.5  

นอรมอล 
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2. ปเปต Na2CO3 เขมขน 0.5 นอรมอล 25 มิลลิลิตร ใสใน flask หยด methyl orange 2-

3 หยดไตเตรตกับสารละลายกรด H2SO4   เขมขน 0.5 นอรมอล จนถึงจุดยุติ จะไดสีชมพูเหลือง 
3. คํานวณหาความเขมขนของ H2SO4  จาก 

 

Nacid = (Nbase × Vbase) / Vacid 

 

Nacid  คือ ความเขมขนของสารละลาย  H2SO4 หนวยเปนนอรมอล  

Nbase คือ ความเขมขนของสารละลาย  Na2CO3 หนวยเปนนอรมอล 

Vbase คือ ปริมาตรของสารละลาย Na2CO3หนวย เปนมิลลิลิตร 
Vacid คือ ปริมาตรของสารละลาย H2SO4หนวยเปนมิลลิลิตร 
 
วิธีการวิเคราะหแบงออกเปน 3 ขั้นตอน  
 
1. การยอยสลาย (digestion) 

1. ชั่งตัวอยางอาหารที่บดละเอียดประมาณ 2 กรัม ใสใน  Kjeldahl flask 

2. เติมสารเรงปฏิกิริยา และเติม conc. H2SO4  25 มิลลิลิตร 
3. นํา  Kjeldahl flask ต้ังบนเตายอยเริ่มจากไฟออนไปจนถึง 380 องศาเซลเซียส จนกระทั่งได

สารละลายสีขาวใส 
 
2. การกลั่น (distillation) 

ตอ Kjeldahl flask เขากับเครื่องกลั่น ใหปลายดานหนึ่งของ condenser จุมลงในขวดรูป
ชมพู ทีมี 4% boric acid 100 มิลลิลิตร ที่มีการหยดอินดิเคเตอร tashio 2-3 หยด กลั่นใหได
ปริมาณสาร 300 มิลลิลิตร สารละลายในขวดรูปชมพูจะเปลี่ยนจากสีมวงเปนสีเขียว (ในการกลั่น
จะมีการเติมน้ํา 75-100 มิลลิลิตร และเรติม NaOH 90 มิลลิลิตร โดยเครื่อง) 
 
3. การไตเตรต (titration) 

นําสารละลายที่กลั่นมาไตเตรด ดวยสารละลายมาตรฐาน H2SO เขมขน0.5 นอรมอล 

และบันทึกคา นําคาที่ไดไปคํานวณหาปริมาณไนโตรเจนทั้งหมด 
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การคํานวณหาปริมาณโปรตีน 
 

รอยละโปรตีน    =               1400×Vs×Ns×Np 

                 

น้ําหนักตัวอยาง (กรัม) × 1000 

 

Vs คือ ปริมาตรของ H2SO ที่ใชในการไตเตรต หนวยเปนมิลลิลิตร 
Ns คือ ความเขมขนของสารละลาย H2SO ที่ใชในการไตเตรด หนวยเปน นอรมอล 

Np คือ แฟคเตอรของโปรตีน (6.25) 
 

การวิเคราะหหาปริมาณความชื้น  
 
หลักการ 

 

นําวัตถุที่ทราบน้ําหนักไปอบในตูอบความรอนที่อุณหภูมิ 100-105 องศาเซลเซียล จากนั้น
นําไปหาคาน้ําหนักที่หายไปมาคํานวณคาความชื้น 

 
อุปกรณ 
 

1. crucible 

2. ตูอบความรอน 

3. โถดูดความชื้น 

4. เครื่องชั่งน้ําหนักทศนิยม 4 ตําแหนง 
 
วิธีการวิเคราะห 
 

1. บดอาหารที่จะทําการวิเคราะหใหละเอียด 

2. อบ crucible ในตูอบความรอนที่อุณหภูมิ 100-105 องศาเซลเซียล นาน 2 ชั่วโมง 
นําไปใสในโถดูดความชื้นประมาณ 30-60 นาที ใหเย็น นําไปชั่งน้ําหนัก และบันทึกคา crucible 

3. ชั่งน้ําหนักอาหารที่บดแลว 2-3 กรัม ใสใน crucible 



 74

4. นํา crucible ที่ใสอาหารไปอบที่ตูอบความรอนที่อุณหภูมิ 100-105 องศาเซลเซียล 

นาน 2 ชั่วโมง นําไปใสในโถดูดความชื้นประมาณ 30-60 นาที ใหเย็น นําไปชั่งน้ําหนัก และบันทึก
คา  
การคํานวณหาคาความชื้น 

 

รอยละความชื้น   =    a – b× 100 

   w 

a คือ น้ําหนักตัวอยางอาหารพรอมถวยกอนอบ 

b คือ น้ําหนักตัวอยางอาหารหลังอบ 

w คือ น้ําหนักอาหารตัวอยาง 
 
การวิเคราะหหาปริมาณใยอาหาร  
 
หลักการ 

นําอาหารที่สกัดไขมันออกแลว ไปยอยดวยสารละลายกรดเจือจางหลังจากนั้นอาหารจะ
ถูกยอยไปดวยสารละลายดางเจือจาง สารที่เหลืออยูจะถูกกรองเก็บใน crucible แลวนําไปเผาที่
อุณหภูมิ 500 องศาเซลเซียล น้ําหนักที่สูญหายไปในการเผา คือ ใยอาหารทั้งหมดที่มีอยูในอาหาร 
เรียกวา Crude fible 
 
สารเคมี 
 

1. 1.25% H2SO4 

2. 1.25% KOH 

3. n-Octanol 
 
อุปกรณ 
 
1. บีกเกอรทรงสูง 
2. กระดาษกรองขาดใหญ 
3. กรวยกรอง 
4. โหลดูดความชื้น 

5. ตูอบความรอน 
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6. เตาเผาความรอนสูง 
 
วิธีการวิเคราะห 
 

1. นําตัวอยางอาหารที่สกัดไขมันออกแลว (ทราบน้ําหนักอยางละเอียด) มาใสลงในบีก
เกอรทรงสูง  

2. เติม 1.25% H2SO4  150 มิลลิลิตร และเติม n-Octanol 3-5 หยด ตมบนhot plate ของ
เครื่องสกัดรอใหเดือดกอนแลวคอยนับเวลาไปอีก 30 นาที 

3. เติม 1.25% KOH 150 มิลลิลิตร และเติม n-Octanol 3-5 หยด ตมบนhot plate ของ
เครื่องสกัดรอใหเดือดกอนแลวคอยนับเวลาไปอีก 30 นาที  

4. กรองสารละลายที่ยอยแลว จากนั้นเอาตะกอนที่กรองไดไปอบที่ตูอบความรอนอณุหภมู ิ

100 องศาเซลเซียล นาน 1 ชั่วโมง (จนกวาน้ําหนักคงที่) 
5. นําตะกอนที่ไดไปใส crucible ที่ทราบน้ําหนัก แลวนําไปเผาที่อุณหภูมิ 500 องศาเซล

เซียล นาน 3 ชั่วโมง จากนั้นนําไปใสโถดูดความชื้นจนเย็น แลวชั่งน้ําหนักที่ไดเปนน้ําหนักของเถา 

เมื่อนําน้ําหนักที่ไดไปหักออกจากน้ําหนักที่ไดในขอ 4 จะไดน้ําหนักของใยอาหารที่ปราศจากเถา 
 
การคํานวณปริมาณใยอาหาร 
 

รอยละใยอาหาร  =        b – a × 100  

          W 

 

a คือ น้ําหนักเถาหลังเผา 

b คือ น้ําหนักใยอาหารรวมเถากอนเผา 

w คือ น้ําหนักอาหารตัวอยาง  
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ภาคผนวก ข 
 

การเตรียมสารละลายบัฟเฟอร (Phosphate buffer solution) 
 

การเตรียมสารละลายบัฟเฟอรที่ pH 5.5, 7.5 และ 9.5 
 

1. เตรียมสารละลายโมโนโซเดียมฟอสเฟส  (Monobasic sodium phosphate : NaH2PO4.2H2O, 

0.2 M; ) หนัก 27.8 กรัม ในน้ํากลั่น 1 ลิตร  
2. สารละลายไดโซเดียมฟอสเฟต (dibasic sodium phosphate : Na2HPO4.12H2O, 0.2 M) 

หนัก 71.1 กรัมในน้ํากลั้น 1 ลิตร  
3. นําสารละลายทั้งผสมกันดวยอัตราสวนตางกันตามตารางที่ 1 จากนั้นทําการปรับคาพีเอชดวยที่
ตองการดวยเครื่องพีเอชมิเตอร โดยปรับคาเปนกรด-ดางดวยการเติมสารละลาย NaH2PO4.2H2O 

0.1 M NaOH  

 

ตารางที่ 1 การเตรียมสารละลายบัฟเฟอร (Phosphate buffer solution) ที่ pH ตาง ๆ  

 

พีเอช (pH) NaH2PO4.2H2O (ml) Na2HPO4.12H2O (ml) 

5.7 93.5 6.5 

7.5 16 84 

9.5 0 100 
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ภาคผนวก ค 
 

วิธีการวิเคราะห Radioimmunoassay (RIA) (Kamonpatana et al., 1979) 
 
วิธีการสกัดตัวอยาง 
 
1. นําเลือดแมกุง 150 μl สกัดดวย Diethyl ether 1500 μl ปนดวยความเร็ว 6,000 rpm เปนเวลา 

90 วินาที 
2. แยกสวนใสใสขวด vial ขนาด 10 ml และทําแหงดวย Vacuum dryer 

3. เติม Phosphate buffer saline (PBS) p H 7.0 ปริมาณ 100 μl ทิ้งไว 1 คืน ที่อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส นําสารละลายตัวอยางไปวิเคราะหปริมาณฮอรโมนโปรเจสเตอโรนดวยเทคนิค RIA  

 
ขั้นตอนการวิเคราะหปริมาณฮอรโมนโปรเจสเตอโรนดวยเทคนิค RIA 
 

1. เตรียมสารมาตรฐานฮอรโมนโพรเจสเทอโรน ความเขมขน 0, 2.5, 5, 10, 25, 50, 100, 250, 

500 และ 1,000 pg/50 ml  

สารละลายฮอรโมนตั้งตนมีความเขมขน เทากับ 1 μg/ml Ethanol 

สารละลาย A = 100 μl สารตั้งตน + 5 ml ของ สารละลาย PBS 

สารละลาย B = 2.5 ml สารละลาย A + 2.5 ml ของ สารละลาย PBS 

สารละลาย C = 2.5 ml สารละลาย B + 2.5 ml ของ สารละลาย PBS 

สารละลาย D = 2 ml สารละลาย C + 3 ml ของ สารละลาย PBS 

สารละลาย E = 2.5 ml สารละลาย D + 2.5 ml ของ สารละลาย PBS 

สารละลาย F = 2.5 ml สารละลาย E + 2.5 ml ของ สารละลาย PBS 

สารละลาย G = 2ml สารละลาย F + 3 ml ของ สารละลาย PBS 

สารละลาย H = 2.5 ml สารละลาย G + 2.5 ml ของ สารละลาย PBS 

สารละลาย I = 2.5 ml สารละลาย B + 2.5 ml ของ สารละลาย PBS 

สารละลาย J =              -                +5 ml ของ สารละลาย PBS 

สารละลาย O= เติม สารละลาย PBS อยางเดียว 

2. ปเปตสารมาตรฐาน 50 μl เติมสารละลาย PBS 50 μl ผสมใหเขากัน 

3. เติม Anti-Progesterone (AS-P) 100 μl ในสารละลายตัวอยาง และสารมาตรฐาน บมทิ้งไวที่
อุณหภูมิหอง เปนเวลา 60 นาที 



 78

4. เติมสารกัมมันตภาพรังสี [(1, 2, 6. 7 3H) P4] 100 μl บมที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 

12-18 ชั่วโมง 
5. เติม ice-dentran-coated charcoal 200 μl และปนตกตะกอนดววยเครื่องเหวี่ยงแยกสาร 
ความเร็ว 3,000 rpm อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 15 นาที  
6. เทสวนใสดานบนลงในขวด vial 10 ml และเติม Scintillation fuild 4 ml บมที่อุณหภูมิหอง เปน
เวลา 24 ชั่วโมง 
7. วิเคราะหปริมาณฮอรโมนโพรเจสเทอโรนดวยเครื่อง Liquid Scintillation Counter (Beckman, 

USA) 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 

นางสาวชนัดดา เกษมโชติชวง สําเร็จการศึกษาระดับชั้นมัธยมศึกษาตอนปลายจาก
โรงเรียนชลกันยานุกูล จากนั้นไดเขาศึกษาที่คณะเทคโนโลยีทางทะเล มหาวิทยาลัยบูรพา สําเร็จ
การศึกษาไดรับปริญญาวิทยาศาสตรบัณฑิตเมื่อป พ.ศ.2547 และเขาศึกษาตอในระดับวิทยา
ศาสตรมหาบัณฑิต ที่ภาควิชาวิทยาศาสตรทางทะเล คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 
เมื่อป พ.ศ. 2548 
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