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บทคัดย่อ 
 จากการศึกษาการเลี้ยงยีสต์  P. jadinii ในอาหารเลี้ยงเช้ือกากชานอ้อยที่ความเคม็  25  
พีพีที  เป็นเวลา  96  ชั่วโมง  มีการเจริญสูงสุดในระยะเวลาการเลี้ยงที่  72  ชั่วโมง  และมีจ านวน
เซลล์เท่ากับ  2.45 x 108  เซลล์ต่อมลิลิลติร  จากการวิเคราะห์ชนิดและปริมาณกรดไขมันจากเม็ด
เจลที่ตรึงยีสต์  Pichia  sp. ด้วยแคลเซียมอัลจิเนต  พบกรดปาล์มิติกเป็นองค์ประกอบหลักมากที่สุด
ร้อยละ  21.20 ± 0.57  กรดโอเลอิกและกรดไลโนเลอิกร้อยละ 17.83 ± 0.35  และ 3.14 ± 0.10 
ตามล าดับ ในขณะที่พบกรดไขมันอิ่มตัวและกรดไขมันไมอ่ิ่มตัวเชิงเดี่ยวทั้งหมดในเม็ดเจลแห้งร้อยละ 
32.16 และ 20.36 ตามล าดับ หลังจากนั้นน า P. jadinii และปรสิต Cryptocaryon irritans ที่เก็บ
รวบรวมได้ปริมาณมากน ามาทดสอบชนิดของวัสดุและวิธีการตรึงเซลล์ เพื่อไม่ให้ละลายออกมาในน้ า 
พบว่าสามารถตรึงตัวอย่างได้ด้วย โซเดียมอัลจิเนตเข้มข้นร้อยละ 1.2 และแคลเซียมคลอไรด์ร้อยละ 
1.5 

 ต่อมาน าอาหารที่ผลิตได้มาทดสอบต่อการเปลี่ยนแปลงระบบภูมิคุ้มกันเบื้องต้นของปลา
กะพงขาว (Lates calcarifer) ทีใ่ห้กินอาหารทดลองหลายสูตรต่อการต้านทานปรสิตชนิด C. 
irritans  โดยวางแผนการทดลองแบบสุ่มตลอด (4x3 Completely Randomised Design) อาหาร
ทดลองประกอบด้วยอาหารเม็ดชนิดจมน้ า 4 สูตร อาหารสูตรที่ 1 อาหารชุดควบคุมประกอบด้วยสูตร
อาหารปลากะพง สูตรที่ 2 ประกอบด้วยอาหารชดุควบคุมผสม C. irritans ระยะ theront เชื้อตาย 
สูตรที่ 3 ประกอบด้วยอาหารปลาชุดควบคุมผสมยีตส์ P. jadinii สูตรที่ 4 ประกอบด้วยอาหารชุด
ควบคุมผสม Sodium alginate อาหารทุกสูตรมีปริมาณโปรตีน 49-51 เปอร์เซ็นต์ และปริมาณไขมัน 
12-13 เปอร์เซ็นต์ ท าการทดลองในปลากะพงขาวน้ าหนักเริ่มต้นเฉลี่ย 6.21 ± 0.79 กรมัและความ
ยาวเฉลี่ย 8.15 ± 0.58  เซนติเมตร ให้ปลากินอาหาร 3 เปอร์เซ็นต์ของน้ าหนักตัวตลอดการทดลอง 
4 สัปดาห์ โดยให้ปลากินอาหารทดลองแต่ละสูตรเป็นเวลา 2 สัปดาห์แรกของการทดลองหลังจากนั้น
เปลี่ยนให้ปลาทุกชุดการทดลองกินอาหารชุดควบคุมต่อไปอีกเป็นเวลา 2 สัปดาห์ เมื่อสิน้สุดการ
ทดลอง น าปลากะพงขาวจ านวน 30 ตัวต่อชุดการทดลองไปเผชิญเชื้อ C. irritans ระยะ theront 
จ านวน 15,000 เซลล์/ปลา 1 ตัว พบว่าปลาที่กินอาหารสูตรที่ 1 และ 2 มีอัตราการรอดตายร้อยละ 
83 และปลาทีก่ินอาหารสูตร 3 และ 4 มีอัตราการรอดตายร้อยละ 93 และ 90 ตามล าดับ เมื่อน ามา
วิเคราะห์หาค่าเปอร์เซนต์รอดตายสัมพัทธ์ (RPS) พบว่าปลากะพงขาวที่กินอาหารสูตร 3 มีค่า RPS 
สูงสุดที่ 59 
 ในระหว่างการทดลองท าเก็บตัวอย่างเลือดปลาเริ่มต้นการทดลอง ตัวอย่างเลือดปลากิน
อาหารทดลองเป็นระยะเวลา 2 สัปดาห์ ตัวอย่างเลือดปลาที่กินอาหารชุดควบคุมหลังจากกินอาหาร
ทดลอง 2 สัปดาห์ และตัวอย่างเลือดปลาหลังจากเผชิญเชื้อเป็นระยะเวลา 3 7 และ 14 วัน เพ่ือท า
การตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงของระบบภูมิคุ้มกันเบื้องต้น ได้แก่ กิจกรรมไลโซไซมใ์นซีรั่ม ปลาที่กิน
อาหารสูตรที่ 2 และ 3 ที่มีปรสิตและยีสต์เป็นองค์ประกอบมีปริมาณไลโซไซมส์ูงกว่าปลากินอาหารชุด



ง 

ควบคุม  และมีปริมาณไลโซไซม์ในซีรั่มสูงสุดในสัปดาห์ที ่4 ของการทดลอง เมื่อตรวจวัดระดับ
แอนติบอดีในซรีั่มปลากะพงขาวโดยเทคนิค ELISA พบว่าปลาที่กินอาหารที่มีปรสิตและยีสต์เป็น
องค์ประกอบเป็นเวลา 2 สัปดาห์ มีแนวโน้มของระดับของแอนติบอดีสูงกว่าปลาที่กินอาหารชุด
ควบคุมและอาหารที่มีโซเดียมอัลจิเนตเป็นองค์ประกอบ โดยที่ระดับแอนติบอดีในซีรั่มปลาที่ได้รับการ
กระตุ้นด้วยปรสิตและยีสต์มคีา่ใกล้เคียงกันเมื่อสิ้นสุดการทดลองที่ 4 สัปดาห์  ส่วนปรมิาณโปรตีนใน
ซีรั่มปลากะพงพบว่าเพ่ิมขึ้นเมื่อระยะเวลาการเลี้ยงนานขึ้น โดยเฉพาะปลาที่กินอาหารสูตรที่ 2 3 
และ 4 และเมื่อให้ปลาเผชิญเชื้อแล้วเป็นเวลา 3 7 และ 14 วัน พบว่าแนวโน้มของระดับแอนติบอดี
ของปลาที่กินอาหารสูตรที่ 1 2  และ 3 สูงขึ้น ส่วนระดับแอนติบอดีของปลาที่กินอาหารสูตรที่ 4 
ค่อนข้างคงที่ตลอดการทดลอง แต่เมื่อปรากฏจุดขาวขึ้นที่ตัวปลาหลังจากเผชิญเชื้อแล้ว 7 วัน ระดับ
แอนติบอดีของปลาสูงขึ้นในทุกชุดการทดลองซึ่งตรงกันข้ามกับปริมาณโปรตีนในซีรั่มทีม่ีแนวโน้ม
ลดลง อย่างไรก็ตามปลาที่เลีย้งด้วยอาหารสูตรที่มี C. irritans ระยะ theront เชื้อตายเป็นส่วนผสมมี
ปริมาณโปรตีนในซีรั่มสูงกว่าในปลาที่เลี้ยงด้วยอาหารชุดควบคุม  ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าปรสิต 
C. irritans ระยะ theront เชื้อตาย และยีสต์ P. jadinii สามารถกระตุ้นให้ปลาตอบสนองต่อ
แอนติเจนโดยสร้างแอนติบอดีเพิ่มขึ้น 

 การทดลองศึกษาการเปลี่ยนแปลงระบบภูมิคุ้มกันเบื้องต้นของปลาการ์ตูนส้มขาว 
(Amphiprion ocellaris) ทีใ่ห้กินอาหารทดลอง 4 สูตรต่อการต้านทานปรสิตชนิด Cryptocaryon 
irritans  โดยวางแผนการทดลองแบบสุ่มตลอดเช่นเดียวกับปลากะพงขาว อาหารทดลอง
ประกอบด้วยอาหารเม็ดชนิดจมน้ า 4 สูตร อาหารสูตรที่ 1 อาหารชุดควบคุม สูตรที ่2 ประกอบด้วย
อาหารชุดควบคุมผสม C. irritans ระยะ theront เชื้อตาย สูตรที่ 3 ประกอบด้วยอาหารปลาชุด
ควบคุมผสมยีตส์ P. jadinii สูตรที่ 4 ประกอบด้วยอาหารชุดควบคุมผสม Sodium alginate อาหาร
ทุกสูตรมีปริมาณโปรตีน 37-51 เปอร์เซ็นต์ และปริมาณไขมัน 16-19 เปอร์เซ็นต์ โดยแบ่งการทดลอง
เป็น 2 ครั้ง ครัง้ที่ 1 ปลาการ์ตูนส้มขาวน้ าหนักเริ่มต้นเฉลี่ย 1.18 ± 0.22 กรัมและความยาวเฉลี่ย 
3.79 ± 0.27   เซนติเมตร ให้ปลากินอาหาร 3 เปอร์เซ็นต์ของน้ าหนักตัวตลอดการทดลอง 4 สัปดาห์ 
โดยให้ปลากินอาหารทดลองแต่ละสูตรเป็นเวลา 2 สัปดาห์แรกของการทดลองหลังจากนั้นเปลี่ยนให้
ปลาทุกชุดการทดลองกินอาหารชุดควบคุมต่อไปอีกเป็นเวลา 2 สัปดาห์ เมื่อสิ้นสุดการทดลอง น าปลา
การ์ตูนจ านวน 30 ตัว/ซ้ า ไปเผชิญเชื้อ C. irritans ระยะ theront จ านวน 1,500 เซลล/์ปลา 1 ตัว 
พบว่าพบว่าปลาที่กินอาหารสูตร 2 มีอัตราการรอดสูงสุด 100% รองลงมาได้แก่ปลากินอาหารสูตร 3 
และ 4 มีอัตราการรอด 97% ทั้งสองชุด ส่วนปลาชุดควบคุม มีอัตราการรอดที่ 93% และเมื่อน ามา
หาค่าอัตราการรอดตายสัมพัทธ์ (RPS) พบว่า ปลาปลาที่กินอาหารสูตร 2 และ 3  มีค่า RPS สูงถึง 
100 และ 57 ตามล าดับ การทดลองครั้งที่ 2 ปลาการ์ตูนมีน้ าหนักเฉลี่ย 0.97 ± 0.11 ก. และขนาด
เฉลี่ย 3.38 ± 0.14 ซม.  ให้กินอาหาร 4 สูตรเดิม โดยให้กินอาหารสูตรทดลอง 1 สัปดาห์ สลับกับ
อาหารสูตร 1 ต่ออีก 1 สัปดาห์ จนครบ 8 สัปดาห์  ที่ปรมิาณ 3% ของน้ าหนักเฉลี่ย น าปลาแต่ละชุด
การทดลองมาจ านวน 30 ตัว/ซ้ า ให้เผชิญเชื้อ C. irritans  ระยะ theront จ านวน 1,500 theronts/
ปลา 1 ตัว เป็นเวลา 3 สัปดาห์ พบว่าอัตราการรอดตายของปลาการ์ตูนชุดการทดลองที่ 1, 2, 3 และ 
4 คือ 28.89%, 55.56%, 23.33% and 68.89% ตามล าดับ  ค่า RPS ของชุดการทดลองที่ 2 มีค่า 
38 
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 ในระหว่างการทดลอง ท าเก็บตัวอย่างเลือดปลาเมื่อครบสัปดาห์ที่เพื่อตรวจสอบการ
เปลี่ยน แปลงของระบบภูมิคุ้มกันเบื้องต้นในซีรั่ม ส าหรับการทดลองในปลาการ์ตูนครั้งที่ 1 พบว่าค่า
แอนติบอดีในซรีั่มปลาการ์ตูนชุดการทดลองที่ 2 และ 3 มีค่าสูงสุดที่สัปดาห์ที่ 5 และ 6 ตามล าดับ 
การเปลี่ยนแปลงปริมาณโปรตีนในซีรั่มปลาพบว่าชุดการทดลองที่ 2 มีค่าโปรตีนสูงสุดที่ ที่สัปดาห์ที่ 6 
และในการทดลองกับปลาการ์ตูนครั้งที่ 2 ไม่พบค่าการเปลี่ยนแปลงของระดับ antibody titers และ
ระดับของโปรตีนในซีรั่มปลาทั้ง 4 ชุดการทดลองอย่างมีนัยส าคัญทางสถติิ 
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Abstract 

  
 The marine yeast Pichia sp. was cultured in a sugarcane bagass media 

adjusted to a salinity of 25 ppt. for a period of 96 h. Peak growth was observed at 72 
h when the cell number reached 2.45 x 108 cells/ml. The fatty acid components of 
the immobilized yeast cells in calcium alginate beads were subsequently analysed.  
Palmitic acid represented the main component with a value of 21.20 ± 0.57%.  Oleic 
and linoleic acids were also detected and found to represent 17.83 ± 0.35% and 
3.14± 0.10% respectively. The total saturated and total monounsaturated fatty acid 
components of the dried yeast cells beads were 32.61% and 20.36% respectively. 
Effective immobilization of the Pichia sp. cells was achieved using a combination of 
1.2% w/v sodium alginate and 1.5% w/v calcium chloride for the appropriate 
restriction of gross nutrients within the yeast cells. 

 The present study set out follow changes in a number of selected immune 
parameters in Asian seabass, Lates calcarifer, that were fed a range of experimental 
diets and then subsequently challenged with the infective stages of the ciliate 
Cryptocaryon irritans. A 4 x 3, completely randomised design was used to investigate 
the responses of the fish fed the experimental diets. The four experimental diets 
were: 1) the control diet, i.e. a seabass basal feed; 2) inactivated theronts of C. 
irritans mixed with the same control diet that was used as diet 1; 3) a mixture of the 
control diet and the yeast Pichia sp.; and, 4) a mixture of the control diet and 
sodium alginate. All the experimental diets contained between 49-51% protein and 
12-13% lipid. The initial weight and length of the fish were 6.21 ± 0.79 g and 8.15 ± 
0.58 cm respectively. Throughout the 4-week long feeding trial, the fish were fed at 
3% body weight day-1. Each group of fish were fed on their relevant experimental 
diet for two weeks and then were switched onto the control diet for a further two 
weeks. At the end of the feeding period, 30 fish from each treatment group were 
taken and challenged with live theronts of C. irritans at a dose of 15,000 theronts 
fish-1. Eighty-three percent of the fish fed diets 1 and 2 survived the challenge, while 
93% and 90% of those fed diets 3 and 4 respectively survived.     
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 During the trial, blood samples were taken at key time points from each 
group of fish to monitor lysozyme activity; samples were taken at the start and end 
of the feeding period with the experimental diets and then on days 3, 7 and 14 post-
challenge. The highest levels of lysozyme activity were seen by the end of the fourth 
week on the experimental diets, with the fish in the groups fed diets 2 and 3 having 
higher levels of lysozyme than those fed the control diet. An ELISA confirmed that 
the levels of serum antibody in the fish fed diets 2 and 3 for two weeks had 
increased and were better than those fish fed on diets 1 and 4. By the end of the 
feeding period at the end of week 4, the fish fed diets 2 and 3 had similar levels of 
serum antibody. Serum protein was found to increase throughout the trial in those 
groups of fish fed on diets 2, 3 and 4, which had higher levels than those fed the 
control diet. The level of serum antibody in the groups of fish fed diets 1-3, 
increased after the fish were challenged with C. irritans, while the levels of serum 
antibody in the fish given diet 4 remained unchanged throughout the trial. Seven 
days after the fish were challenged with the parasite, trophonts could be seen on 
the bodies of the fish and the levels of antibody serum rose while the levels of 
protein serum fell in all the experimental fish. The fish fed the diet containing the 
inactivated theronts of C. irritans, however, had higher levels of protein serum than 
those fed the control diet indicating that the inactivated theronts and the Pichia sp. 
were able to stimulate the L. calcarifer to respond to the antigens of the parasite by 
increasing their levels of antibody.  

 Finally, this study set out follow changes in a number of selected immune 
parameters in clownfish, Amphiprion ocellaris, that were fed a range of experimental 
diets and then subsequently challenged with the infective stages of the ciliate 
Cryptocaryon irritans. A 4 x 3, completely randomised design was used to investigate 
the responses of the fish fed the experimental diets. The four experimental diets 
were: 1) the control diet, i.e. an ornamental basal feed; 2) inactivated theronts of C. 
irritans mixed with the same control diet that was used as diet 1; 3) a mixture of the 
control diet and the yeast Pichia sp.; and, 4) a mixture of the control diet and 
sodium alginate. All the experimental diets contained between 37-51% protein and 
16-19% lipid. Based on the first experiment, the initial weight and length of the fish 
were 1.18 ± 0.22 g and 3.79 ± 0.27 cm respectively. Throughout the 4-week long 
feeding trial, the fish were fed at 3% body weight day-1. Each group of fish were fed 
on their relevant experimental diet for two weeks and then were switched onto the 
control diet for a further two weeks. At the end of the feeding period, 30 fish from 
each treatment group were taken and challenged with live theronts of C. irritans at a 
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dose of 1,500 theronts fish-1 for 2 weeks. The survival rate of each group were 93%, 
100%, 97% and 97%, respectively. These results showed no significantly difference in 
survival rate.  The RPS of treatment 2 and 3 were 100 and 57, respectively.  The 
second experiment, the initial weight and length of the fish were 0.97 ± 0.11 g and 
3.38 ± 0.14 cm respectively. The same diet is used in this experiment. Each group 
were fed on their experiment diet for one week then were swithched onto control 
diet for one week until 8 weeks. Then, 30 fish from each treatment group were taken 
and challenged with live theronts of C. irritans at a dose of 1,500 theronts fish-1 for 3 
weeks. The survival rate of each group were 28.89%, 55.56%, 23.33% and 68.89%, 
respectively. The RPS of fish fed diet 2 was 38.        
 During the trial, blood samples were taken at key time points from each 
group of clownfish to monitor an antibody titers by ELISA technique.  In the first 
experiment, the antibody titers significantly increased when fish were fed with diet 2 
and 3 at week 5 and 6, respectively.  The highest protein serum were detected in 
clownfish fed with diet 2 at week 6.  In the second experiment, the results showed 
no significant difference in antibody titers and protein serum during the experimental 
period.  
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บทน า  
Introduction 

 
 Encapsulation คือ กระบวนการตรึงสารสําคัญที่ต้องการใช้ให้อยู่ในรูปของแคปซูลที่  
ห่อหุ้ม ซึ่งแคปซูลนั้นจะมีขนาดแตกต่างกันไปตั้งแต่หลายร้อยนาโนเมตรไปจนถึงหลายมิลลิเมตร 
เปลือกหุ้มจะใช้เป็นส่วนเชื่อมประสานเพ่ือรักษาการคงตัวและห่อหุ้มเพ่ือปูองกันสารสําคัญภายใน 
ตลอดจนเป็นตัวขัดขวางเพ่ือให้มีเฉพาะสารประกอบบางอย่างเท่านั้นที่แพร่เข้ามายังส่วนประกอบได้  
สําหรับสารที่จะนํามาใช้ในการห่อหุ้มนั้นควรเป็นสารที่อยู่ในระดับที่สามารถนํามาบริโภคได้ โดยปกติ
สารที่ใช้เป็นเปลือกห่อหุ้มจะเป็นกลุ่มโพลีแซคคาไรค์ โปรตีนและไลปิด สําหรับอุตสาหกรรมด้าน
อาหารนั้นการตรึงสารมักใช้กรรมวิธี Spray drying ประโยชน์ของกระบวนการนี้เพ่ือใช้ปูองกันไม่ให้
ปล่อยออกสู่สภาวะแวดล้อมก่อนเวลาที่ตัองการ รวมถึงช่วยยืดอายุการเก็บและปลดปล่อยสารใน
อัตราคงท่ีเมื่อต้องการใช้งานไปยังเปูาหมายโดยตรง นอกจากนี้กระบวนการห่อหุ้มนี้ยังสามารถลดการ
ระเหย และกลิ่นที่ไม่พึงประสงค์ในขณะบริโภคได้ (Nedovica et.al., 2011) เทคนิคในการตรึง
สารสําคัญให้อยู่ในรูปแบบแคปซูลนั้นจะขึ้นอยู่กับคุณสมบัติทางกายภาพและทางเคมีของสารที่จะ
ห่อหุ้ม เปลือกและส่วนผสมของอาหารอ่ืน ๆ ที่จะนํามาประยุกต์ใช้ (Kuang et al., 2010; Desai 
and Park, 2005; Carmen, 2007) โครงสร้างของแคปซูล ประกอบด้วย 2 ส่วนหลัก ได้แก่ สารที่ถูก
ห่อหุ้ม เรียกว่าแกนกลาง และสารที่ใช้ห่อหุ้ม เรียกว่าสารห่อหุ้ม ที่จะเป็นตัวกําหนดให้แคปซูลมี
คุณสมบัติตามที่ต้องการ (บัณฑิต พรหมรักษา และคณะ, 2557) บทบาทของการ Encapsulation 
ทางด้านอาหารเพื่อการกระตุ้นภูมิคุ้มกันและการปูองกันโรคมีการนํามาใช้ในการเพาะเลี้ยงสัตว์น้ํากัน
อย่างกว้างขวาง (Dey et al., 2015)    
 สําหรับสารอาหารที่ผสมในอาหารมีผลอย่างมากต่อการตอบสนองของระบบภูมิคุ้มกันใน
ปลา มีการวิจัยถึงชนิดและปริมาณสารอาหารต่อการต้านทานโรคของสัตว์น้ํามาเป็นระยะเวลานาน 
สารอาหารหลักประกอบด้วย คาร์โบไฮเดรต โปรตีน กรดอะมิโน กรดไขมัน และสารอาหารปริมาณ
น้อย เช่น วิตามินซี วิตามินบี6 วิตามินอี วิตามินเอ และแร่ธาตุ  เช่น ธาตุเหล็กและฟลูโอไรด์ ซึ่ง
บทบาทของวิตามินและแร่ธาตุไม่ได้กระตุ้นภูมิคุ้มกันโดยตรง แต่ช่วยเสริมการปูองกันโรคโดยให้ระบบ
ภูมิคุ้มกันทํางานได้เหมาะสมดียิ่งขึ้นไป (Trichet, 2010) ปัจจุบันพบว่าในวงการอาหารสัตว์น้ํามีการ
ใช้จุลินทรีย์และยีสต์หลายชนิดเป็นวัตถุดิบอาหารในรูปแบบของโปรตีนเซลล์เดี่ยว เช่น กลุ่ม 
Bacillus, กลุ่ม Bifidobacterium, กลุ่ม Lactobacillus, กลุ่ม Pediococcus, และกลุ่ม 
Sacharomyces เช่น Saccharomyces cerevisiae, S. boulardii หรือ Candida utilis เป็นต้น 
(Lyons, 1986) ยีสต์สีแดง Rhodotorula spp. ให้สารสีบีตา-แคโรทีนอยด์ (-carotenoid) ใช้ผสม
ในอาหารสัตว์น้ําเพ่ือเพ่ิมสี (Zhenming et al., 2006) นอกจากนี้ยีสต์หลายชนิดมีคุณสมบัติกระตุ้น
ภูมิคุ้มกัน (Immunostimulatory properties)ของคนหรือสัคว์ ยีสต์บางชนิดมีกลไกการยับยั้งเชื้อ
โรค (Azevedo & Braga, 2012) เป็นแหล่งสารอาหารโปรตีน ไขมัน และวิตามิน (Kutty & Philip, 
2008) โดยยีสต์ซึ่งจัดเป็นสิ่งมีชีวิตในอาณาจักรฟังไจ (Fungi) และอยู่ในไฟลัมแอสโคไมโคตา 
(Ascomycota) มีลักษณะเป็นเซลล์เดียว โดยเซลล์อาจจะมีลักษณะกลม หรือรูปไข่ หรือบางทีอาจ
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พบลักษณะหลายเซลล์ต่อกันสั้น ๆ หรือลักษณะคล้ายเส้นใยและมีการแตกกิ่งแขนง โดยทั่วไปแล้ว
ยีสต์จะมีคาร์โบไฮเดรตเป็นองค์ประกอบของเซลล์และผนังเซลล์ ในยีสต์ทั่วไปมักมีส่วนของผนังเซลล์
อยู่ประมาณร้อยละ 30 ของน้ําหนักเซลล์แห้ง และมีพอลิแซ็กคาไรด์กลูแคนและแมนแนนอยู่ถึง 
ร้อยละ 90 ของผนังเซลล์ ส่วนปริมาณไขมันที่พบในเซลล์ยีสต์จะผันแปรตามชนิดของยีสต์  
     นอกจากนี้แล้วยีสต์ยังมีลิปิดในการทําหน้าที่ของเยื่อหุ้มเซลล์และโครงสร้างของเยื่อหุ้ม
เซลล์ โดยมีลิปิดสะสมอยู่ในเซลล์มากกว่าร้อยละ 20 ของชีวมวล เช่น ยีสต์ Rhodotorula spp., 
Lipomyces starkeyi, Crytococcus curvatus และ Yarrowia lipolytica ซึ่งยีสต์แต่ละชนิด
สามารถสะสมลิปิดได้สูงถึง ร้อยละ 40-70 ของชีวมวล โดยปริมาณลิปิดที่สร้างขึ้นจะแตกต่างกันตาม
สายพันธุ์และสภาวะการเลี้ยง จากการศึกษาส่วนใหญ่พบว่ายีสต์สามารถสะสมไขมันได้มาก มีการ
เจริญรวดเร็ว และมีส่วนของไทรเอซิลกลีเซอรอลที่มีกรดไขมันไม่อ่ิมตัวมากซึ่งคล้ายกับกรดไขมันใน
น้ํามันพืช (สาวิตรี, 2549) เดิมยีสต์ได้รับความสนใจน้อยแต่ในขณะนี้ได้รับความสนใจมากขึ้นเพราะ
ยีสต์สามารถใช้แหล่งคาร์บอนที่มีราคาถูก โดยใช้ทั้งแหล่งคาร์บอนที่ชอบน้ํา (Hydrophilic carbon 
source) และแหล่งคาร์บอนทีไม่ชอบน้ํา (Hydrophilic carbon source) อีกทั้งยีสต์ยังสามารถผลิต
กรดไขมันตั้งแต่คาร์บอน 8 อะตอมจนถึงคาร์บอน 24 อะตอม ซึ่งกรดไขมันส่วนใหญ่ที่พบในยีสต์จะ
พบกรดไขมันไม่อ่ิมตัวพันธะเดี่ยว สําหรับไขมันไม่อ่ิมตัวเชิงซ้อนที่พบจะเป็น กรดไลโนเลอิก 
(Linoleic acid, C18:2), กรดไลโนเลนิก (Linolenic acid, C18:3) ตัวอย่างเช่น Candida, 
Crytococcus, Hansenula, Lipomyces และ Rhodotorula (Zelles, 1997)  

  ดังนั้น ยีสต์จึงเป็นจุลินทรีย์ที่ได้รับความสนใจในการนําไปใช้เป็นสารเสริมอาหาร หรือใช้
เป็นสารเสริมชีวนะ (Probiotic) เนื่องจากสามารถเพ่ิมจํานวนได้มากในระยะเวลาสั้น 2-3 วัน ใช้
แหล่งคาร์บอนราคาถูกในการเจริญเติบโต และใช้พ้ืนที่ในการผลิตน้อย ต้นทุนในการผลิตต่ํา การนํา
เซลล์ยีสต์มาใช้ในอุตสาหกรรมการเพาะเลี้ยงสัตว์น้ํา จึงได้มีการนําเทคนิคการตรึง (Encapsulation) 
มาใช้ในกระบวนการการผลิตอาหารสําเร็จรูปและอาหารมีชีวิต เพ่ือตรึงสารอาหารที่ สําคัญไว้ภายใน
ให้ได้มากที่สุดและให้ถูกปล่อยออกมาในระยะเวลาที่เหมาะสม เช่น การตรึง Probiotics bacteria 
(Vidhyalakshmi et al., 2009) เพ่ือนําเซลล์ตรึงมาทําการผลิตอาหารสําเร็จรูป ในระหว่าง 
การอนุบาลและการเลี้ยงสัตว์น้ําเพ่ือลดปริมาณการใช้อาหารมีชีวิต (Lazo, 2000; Teshima et al., 
2000; Xie et al., 2010) และการปูองกันโรค โดยการวิธีการให้กิน (Polk, 1994) ซึ่งสาร 
พอลิเมอร์ธรรมชาติบางชนิดสามารถทําให้เป็นเจลได้เมื่อมีการเชื่อมไขว้เข้ากับไอออนของโลหะ  
การเตรียมทําได้ง่ายและเป็นสารที่ไม่เป็นอันตรายต่อเซลล์ สารพอลิเมอร์ที่นิยมใช้ได้แก่ อัลจิเนต และ
ไคโทซาน เป็นต้น (Calinescu et al., 2012)  

  นอกจากนี้แล้ว ในอุตสาหกรรมการเพาะเลี้ยงสัตว์น้ําได้มีการพัฒนาการผลิตวัคซีนเพ่ือใช้
ในการปูองกันโรคต่าง ๆ วัคซีนที่ผลิตได้และประสบผลสําเร็จในการปูองกันโรคเป็นระดับแรก ๆ มักใช้
ในการปูองกันโรคแบคทีเรียที่เกิดกับปลาเป็นส่วนมาก สําหรับวัคซีนที่ใช้ในการปูองกันโรคที่เกิดจาก
ปรสิตนั้นอยู่ในขั้นดําเนินการทดลองกระตุ้นภูมิคุ้มกันและทดสอบประสิทธิภาพของวัคซีน เช่น วัคซีน
ปูองกันโรคจุดขาวน้ําเค็ม (Marine white spot disease) วัคซีนปูองกันโรคจุดขาวน้ําจืด (White 
spot disease) วัคซีนปูองกันโรคสนิมเหล็ก (Amyloodinosis) เป็นต้น (Midtlying, 1997) รูปแบบ
การให้วัคซีนแก่สัตว์น้ํามีหลายวิธี เช่น การฉีด แช่และกิน เป็นต้น ในกรณีของปลาเศรษฐกิจที่มีขนาด
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ใหญ่วิธีการฉีดอาจให้ผลดีที่สุด แต่สําหรับลูกปลาวัยอ่อนและปลาสวยงามน้ําเค็มนั้นจะมีขนาดเล็ก 
การนําวัคซีนมาฉีดโดยตรงอาจก่อให้เกิดความบอบช้ําได้ง่าย และการแช่จะทําให้เกิดความสิ้นเปลือง
และทําให้ต้นทุนการเลี้ยงปลาสูงขึ้น ดังนั้นวิธีการให้วัคซีนจึงต้องต้องให้ผ่านทางอาหาร  

  ดังนั้น นักวิจัยในหลายประเทศจึงพัฒนารูปแบบของการให้วัคซีนหรือสารเสริมอาหารอ่ืน
ให้แก่สัตว์น้ําที่มีขนาดเล็กด้วยการนําเทคโนโลยีการตรึงเซลล์ (Microencapsulation) มาใช้ใน
อุตสาหกรรมอาหารสัตว์น้ํา เช่น การตรึงยีสต์ชนิดต่าง ๆ สารเพ่ิมสี วิตะมิน เชื้อจุลินทรีย์และยีสต์ 
เพ่ือประโยชน์ต่อสัตว์น้ํา (Yúfera et al., 2010; Dey et al., 2015) เทคนิคนี้จะสามารถวบคุมการ
ทํางานของสารให้มีการปลดปล่อยสารที่ต้องการในบริเวณที่เหมาะสม ลดความสิ้นเปลืองและได้
ประโยชน์สูงสุด (เอกลักษณ์ ทวีโรจนกุล, 2552) วิธีการนี้เหมาะสมกับการนํามาใช้ในลูกปลาวัยออ่น
และปลาสวยงาม ซึ่งตลอดช่วงระยะเวลาในการเลี้ยงต้องระมัดระวังการเกิดโรคที่จะก่อให้เกิด 
ความเสียหาย เช่น โรคจุดขาวน้ําเค็ม ซึ่งเป็นโรคหนึ่งที่เกิดได้ในปลาทะเลเกือบทุกชนิด โรคนี้เกิดจาก
ปรสิตโพรโทซัว Cryptocaryon irritans เป็นปรสิตกลุ่มซิลิเอต (Colorni, 1987; Colorni and 
Burgess, 1997) ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของโปรโตซัวชนิดนี้ เมื่อนํามาศึกษาภายใต้กล้อง
จุลทรรศน์อิเลคตรอน ทั้ง SEM และ TEM พบว่า ระยะโทรฟอนต์ ซึ่งเป็นตัวเต็มวัยอาศัยเกาะอยู่บน
ตัวปลา จะมี Apical cytostome และ Post-oral groove circumoral ขนของโทรฟอนต์และ
ธีรอนต์ ประกอบด้วย Dikinetids (Diggles and Adlard, 1997) มีลักษณะเป็นขนแข็งรอบตัว วงจร
ชีวิตของพยาธิชนิดนี้ประกอบด้วยระยะต่าง ๆ ได้แก่  

  ระยะที่ก่อให้เกิดโรคที่เรียกว่า ระยะโทรฟอนต์ ระยะนี้ปรสิตจะอาศัยเกาะบนตัวปลาหรือซี่
เหงือก ประมาณ 3-7 วัน เมื่ออุณหภูมิอยู่ที่ 23-30 องศาเซลเซียส อาศัยกินเนื้อเยื่อ เมือกของปลา 
(Cheung, Nigrelli & Ruggieri, 1979; Burgess & Matthew, 1994; Colorni, 1985, 1987; 
Yoshinaga & Dickerson, 1994) ต่อมาเม่ือจะเข้าสู่ระยะสืบพันธุ์ โทรฟอนต์ จะหลุดออกจากตัวปลา
เรียกระยะนี้ว่าโพรโทมอนต์ ระยะนี้ปรสิตจะคืบคลานไปบนพ้ืนก้นตู้หรือวัสดุ ใช้เวลาประมาณ 2-8 
ชั่วโมง หรืออาจกินเวลานานถึง 18 ชั่วโมง หลังจากหลุดออกจากตัวปลา เมื่อโพรโทมอนต์ลงเกาะกับ
พ้ืนผิววัตถุ จะเริ่มสร้างซีสต์มาหุ้มตัวเพ่ือเข้าสู่ระยะโทมอนต์ เป็นระยะที่เป็นซีสต์มีเปลือกหนา ใช้
เวลา 3-28 วัน ที่อุณหภูมิ 24-27 องศาเซลเซียส ภายในโทมอนต์ จะมีการแบ่งเซลล์เ พ่ือได้ระยะที่
เรียกว่าโทไมต์ โดยที่ 1 โทมอนต์ จะได้ประมาณ 200 โทไมต์ หรือมากกว่า ต่อมาโทไมต์ จะออกจาก
ซีสต์และเจริญเป็นระยะธีรอนต์ ซึ่งเป็นระยะตัวอ่อนที่พร้อมจะเข้าเกาะที่ซี่เหงือกและผิวหนังของปลา 
ดังแสดงในรูปที่ 1-1 จากการที่ซีสต์ของปรสิตชนิดนี้สามารถแบ่งเซลล์จนได้เซลล์ลูกได้ถึง 200 เซลล์ 
จึงทําให้การแพร่กระจายของโรคเป็นไปได้อย่างรวดเร็ว  (สถาพร ดิเรกบุษราคม และจูอะดี  
พงศ์มณีรัตน์, 2527)  
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ภาพที่ 1-1 วงชีวิตของปรสิต Cryptocaryon irritans (Colorni, 1985) 
 
 จากการศึกษาของ Cheung และคณะ (1979) ที่ศึกษาถึงผลของอุณหภูมิและความเค็มต่อ

วงจรการสืบพันธุ์ของ C. irritans โดยนําระยะโทรฟอนต์ของโพรโทซัวชนิดนี้ที่ได้จากปลาสลิดหิน 
สามจุด (Damselfish, Dascyllus trimaculatus) เก็บไว้ที่อุณหภูมิ 7-37 องศาเซลเซียส เพ่ือสังเกต
การสร้างซีสต์และพัฒนาการของโทไมต์ พบว่าที่อุณหภูมิ 30, 25 และ 20 องศาเซลเซียส ที่เวลา 16 
ชั่วโมง การสร้างซีสต์ของโทฟอนต์อยู่ที่ร้อยละ 70, 77 และ 64 ตามลําดับ ที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส มีการสร้างซีสต์ ร้อยละ 44 และที่อุณหภูมิ 7 องศาเซลเซียส การสร้างซีสต์เหลือเพียง 
ร้อยละ 10 เมื่ออุณหภูมิสูง 30 องศาเซลเซียส ธีรอนธ์จะฟักออกจากซีสต์ร้อยละ 50 ภายในเวลา 5 
วัน และเม่ืออุณภูมิอยู่ที่ 25 องศาเซลเซียส ธีรอนธ์จะฟักออกเป็นตัวอ่อน ร้อยละ 100 ภายในเวลา 7 
วัน ที่ ซึ่งการออกจากฟักออกจากซีสต์จะไม่เกิดขึ้นถ้าอุณหภูมิอยู่ที่ 37 องศาเซลเซียส และ 7 องศา
เซลเซียส เมื่อศึกษาถึงความเค็มที่ทําให้ซีสต์แตก โดยนําไปใส่ในน้ําทะเลที่ความเค็มต่างกัน และรักษา
อุณหภูมิให้อยู่ในช่วง 7-37 องศาเซลเซียส จะพบว่าในน้ําที่มีความเค็มต่ํา ที่ประมาณ 16 ppt หรือต่ํา
กว่า 16 ppt จะทําให้ซีสต์หรือโทมอนต์แตกออก โดยโทมอนต์ร้อยละ 30 เริ่มแตกออกทันที เมื่อน้ํา
อยู่ที่อุณหภูมิ 30, 25 และ 7 องศาเซลเซียส ในความเข้มข้นน้ําทะเลร้อยละ 50 ในขณะที่โทมอนต์
ร้อยละ 25 เริ่มแตกออกทันทีที่อุณหภูมิ 30 และ 25 องศาเซลเซียส ในความเข้มข้นน้ําทะเลร้อยละ 
25 อย่างไรก็ตามไม่พบพัฒนาการของซีสต์ในความเข้มข้นน้ําทะเลเหล่านี้ ดังนั้นจึงสรุปได้ว่าร้อยละ
การแตกออกของโทมอนต์จะสูงขึ้นเมื่อลดความเค็มลงเรื่อย ๆ (Dan et al., 2006) 
  ระดับความไวในการติดเชื้อ (Host susceptibility) ของปลาชนิดต่าง ๆ นั้น มีผู้
ทําการศึกษากันไว้ในหลายประเทศ เนื่องจาก C. irritants เป็นปรสิตที่ไม่ต้องการความจําเพาะของ
เจ้าบ้าน สําหรับปลาที่มีการเลี้ยง (Burgess & Matthews, 1995) แต่ปลาในธรรมชาติ Diggles และ 
Lester (1996) พบว่าปรสิตชนิดนี้มีความ จําเพาะของเจ้าบ้านค่อนข้างสูง ดังนั้นปรสิตจึงสามารถ
ก่อให้เกิดโรคในปลาทะเลที่ทําการเพาะเลี้ยงได้เกือบทุกชนิด ส่วนในกลุ่มปลากระดูกอ่อน เช่น ปลา
ฉลามและปลากระเบนจะมีความต้านทานต่อการเกิดโรคนี้ได้ดี (Colorni & Burgess, 1997) แม้ว่า
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พยาธิชนิดนี้สามารถก่อให้เกิดโรคในปลาทะเลได้ทุกชนิด แต่ระดับความไวในการก่อให้เกิดโรคในปลา
แต่ละชนิดจะแตกต่างกันไป (Lipton, 1993) โดยพบว่าปลาในกลุ่ม, Blue regal/ Hippo tang 
(Paracanthurus hepatus) และ Surgeonfishes มีระดับความไวในการติดโรคสูงมาก รองลงมา 
เช่น ปลาในกลุ่มปลาปักเปูา cowfish, boxfish และ pufferfish โดยมีรายงานระดับความไวของการ
ติดเชื้อ C. irritans ในพ่อพันธุ์แม่พันธุ์ของปลา Gilthead seabream, Sparus aurata, common 
dentex, Dentex dentex, and greater amberjack, Seriola dumerili โดยก่อให้เกิดอัตราการ
ตายสูง ในขณะที่ ปลา Red porgy, Pagrus pagrus, white sea bream, Diplodus sargus, sea 
bass, Dicentrarchus labrax, and sharpsnout sea bream, Diplodus puntazzo ไม่ติดโรค 
จากรายงานชิ้นนี้ยังได้ระบุว่าการใช้สารเคมีรักษาไม่ได้ผล (Rigos et al. 2001) จากการศึกษา
ผลกระทบของปรสิต C. irritans ต่อปลากะรังลายเสือ (Sebastiscus marmoratus) โดยการให้ปลา
ดังกล่าว เผชิญเชื้อ Theronts ของปรสิต จํานวน 2500, 5000, 7500, 10,000, 20,000, และ 
30,000 ตัว/ปลา 1 ตัว ตามลําดับ (น้ําหนัก 45 ± 3 g.) ทําการตรวจสอบอัตรารอด การกินอาหาร 
อัตราการหายใจ ความเข้มข้นของ Serum ion และ กิจกรรม Na+/K+-ATPase ของเหงือก พบว่า
อัตรารอดของปลาจะลดต่ําลงเมื่อเวลาเพิ่มข้ึน โดยปลาในกลุ่มที่เผชิญเชื้อ มากกว่า 5,000 theronts/
ตัว จะหยุดกินอาหารภายใน 4 วัน อัตราการหายใจของปลากลุ่มที่เผชิญเชื้อ 2,500 และ 5000 
theronts/ ตัว จะเพ่ิมขึ้นหลังจากนั้นจะเริ่มลดลง ในทางกลับกันกลุ่มที่เผชิญเชื้อมากกว่า  7,500 
theronts/ ตัว อัตราการหายใจจะเพ่ิมขี้นมากกว่ากลุ่มควบคุมอย่างมีนัยสําคัญภายใน 12 ชั่วโมง 
สําหรับกิจกรรม Na+/K+-ATPase และความเข้มข้นของ serum Na+ and Cl- จะเพ่ิมขึ้นในกลุ่มที่
ปลาเผชิญเชื้อจํานวนมากขึ้น จากงานวิจัยนี้ผู้วิจัยสรุปว่าปลาสามารถฟ้ืนตัวจากโรคได้หากเผชิญเชื้อ
ในปริมาณท่ีต่ํา แต่เมื่อเพ่ิมปริมาณเชื้อมากขึ้นปลาจะเริ่มมี อาการเครียด ดังนั้นอาการของโรคในเลื้อง
ต้นอาจสังเกตได้จากการกินอาหารลดลงและมีการหายใจถี่ขึ้น (Yin et al., 2014) 
 สําหรับระบบภูมิคุ้มกันของปลาทะเล ซึ่งเป็นสัตว์มีกระดูกสันหลังกลุ่มแรก ที่เกี่ยวข้องกับ
การตอบสนองทั้งระบบภูมิคุ้มกันโดยกําเนิด (Innate immune response) ที่ไม่จําเพาะเจาะจงกับสิ่ง
แปลกปลอม และระบบภูมิคุ้มกันแบบจําเพาะเจาะจง (Acquired immune response) ซึ่งการ
ตอบสนองที่เกิดขึ้นมีความจําเพาะต่อสิ่งแปลกปลอม สําหรับภูมิคุ้มกันโดยกําเนิดเป็นด่านแรกในการ
ปูองกันการติดเชื้อจะมีความแตกต่างจากภูมิคุ้มกันแบบจําเพาะทั้งเวลาในการตอบสนองซึ่งเร็วกว่า มี
ความจําเพาะกับโมเลกุลที่ประกอบกันเป็นตัวเชื้อโรค ไม่มีความจํา และมีความหลากหลายน้อยกว่า 
ความสามารถ ในการปูองกันตัวเองของปลาเริ่มจากผิวหนังและเหงือกซ่ึงเป็นด่านแรกที่ปรสิต รา หรือ
แบคทีเรียจะเข้าสู่ตัวปลา ดังนั้นปลาต้องปูองกันตัวเองโดยโครงสร้างทางกายภาพและทางเคมี มีการ
หลั่งเมือกออกมาโดยเซลล์กอบเลต (Goblet cells) ในเมือกปลาพบโมเลกุลที่เกี่ยวข้องกับการปูองกัน
ตัว เช่น อิมมูโนโกลบูลิน ไลโซไซม์ และเลคติน (Fujita, 2002; Ewart et al., 2001; Trot et al., 
2003) ส่วนในระบบภูมิคุ้มกันในน้ําเลือดเกิดจากการหลั่งโปรตีนหลาย ๆ ชนิดจากทั้งเซลล์เม็ดเลือด
และเนื้อเยื่อเข้าสู่น้ําเลือด (Hemolymph) โดยโปรตีนมีความสามารถในการยับยั้ง (Inhibition) 
เหนี่ยวนํา (Act as opsonins) หรือทําลายสิ่งแปลกปลอมไม่ให้ทําอันตรายต่อระบบต่าง ๆ ของ
ร่างกาย ได้แก่ transferrin, toxins, lectins, agglutinins of a nonimmunoglobulin nature, C-
reactive protein, lysozyme, Interferon, Non-enzymatic lysins, Enzyme inhibitors และ 
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Complement เป็นต้น (Pastoret et al.,1998; Trot et al., 2004; Alvarez-Pellitero, 2008) 
สําหรับระบบภูมิคุ้มกันแบบจําเพาะของปลากระดูกแข็งไม่ซับซ้อนเท่าในสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนม โดย
พบอิมมูโนโกลบูลิน เพียงไม่กี่ชนิด ได้แก่ IgM และ IgD ในขณะที่สัตว์เลี้ยงลูกด้วยนมมีถึง 5 ชนิด 
ได้แก่ IgG, IgM, IgE, IgA และ IgD (Anderson, 1990) ด้วยเหตุที่ระบบภูมิคุ้มกันปลามีพัฒนาการที่
ไม่ดีนัก ดังนั้นปลาจึงต้องใช้ระบบภูมิคุ้มกันที่มีความหลากหลายแตกต่างสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนม ซึ่ง Trot 
และคณะ (2004) ได้สรุปไว้ว่าระบบภูมิคุ้มกันแบบไม่จําเพาะเจาะจงในปลาดูเหมือนว่าจะมี
ความสําคัญในการตอบสนองต่อการติดเชื้อมากกว่าระบบภูมิคุ้มกันแบบจําเพาะเจาะจง 
 การศึกษาระบบภูมิคุ้มกันของสัตว์น้ํายังไม่แพร่หลายมากนัก เมื่อเปรียบเทียบกับสัตว์มี
กระดูกสันหลังชั้นสูงอ่ืน เนื่องจากสัตว์น้ํามีความหลากหลายทางวิวัฒนาการสูงมาก แต่ยังนับว่าปลา
กระดูกแข็ง มีผู้ทําการศึกษาระบบภูมิคุ้มกันมากกว่าสัตว์น้ําชนิดอ่ืน ๆ ซึ่งจากรายงานที่ผ่านมาพบว่า
ระบบภูมิคุ้มกันของปลามีลักษณะคล้ายกับสัตว์มีกระดูกสันหลังชั้นสูงอ่ืน (Anderson, 1990) 
เนื่องจากมีการจดจําและตอบสนองต่อสิ่งแปลกปลอมด้วยการเพ่ิมจํานวนเม็ดเลือดขาว หรือมีการ
สร้างและหลั่งโปรตีนที่ทําหน้าที่เกี่ยงข้องกับระบบภูมิคุ้มกัน จากการศึกษาที่ผ่านมาชี้ให้เห็นว่า
ปลากระดูกแข็งมีระบบภูมิคุ้มกันทั้ง ๒ แบบ คือ แบบไม่จําเพาะ (Non-specific หรือ Innate) 
และแบบจําเพาะ (Specific หรือ Adaptive) (ประพฤดิดี, 2550) ระบบภูมิคุ้มกันแบบไม่จําเพาะ
ของปลาจะแบ่งออกเป็น 3 ส่วนคือ 
 1. Physical barriers ประกอบด้วย เกล็ด ผิวหนัง เมือกและเหงือก ส่วนต่าง ๆ เหล่านี้ 
เป็นปราการด่านแรกที่ใช้ในการปูองกันสิ ่งแปลกปลอมที่จะเข้าสู ่ตัวปลา ( Ingram, 1980; 
Shepaed, 1994; Ellis, 2001) ที่เมือกของปลาจะประกอบด้วย Lectins, pentraxins, 
lysozymes, Complement proteins, Antibacterial peptides และ Immunoglobulin M 
(IgM) เป็นต้น ส่วนประกอบเหล่านี้มีหน้าที่สําคัญในการปูองกันการติดเชื้อของปลา (Alexander and 
Ingram, 1992; Rombout et al., 1993; Aranishi and Nakane, 1997; Boshra et al., 2006; 
Saurabh and Sahoo, 2008) นอกจากนี้ชั้นของหนังกําพร้าสามารถตอบสนองการรุกล้ําของเชื้อโรค
ที่จะเข้าสู่ร่างกายโดยการเพ่ิมจํานวนเซลล์ขึ้น ซึ่งความสมบูรณ์ของเซลล์มีความสําคัญต่อสมดุล 
ออสโมติก (Hibiya, 1994) 
 2. Humoral components ประกอบด้วยโมเลกุลต่าง ๆ ได้แก่  

   2.1 Aggutinins และ precipitin เช่น lectin like, C-type lectin และ pentraxines 
(C-reative protein; CRP) ก่อให้เกดิการจับกลุ่มของเซลล์แปลกปลอมและตกตะกอนในที่สุด  

   2.2 Lytic enzymes เช่น lysozymes, chitinases, cathepsins มีทําหน้าที่ในการ
ย่อยทําลายผนังเซลล์แบคทีเรีย  

   2.3 Growth inhibitors เช่น transferrin (Iron binding protein), interferon (IFN) 
และ Mx protein ทําหน้าที่ในการยับยั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย หรือไวรัส  

   2.4 Protease inhibitors เช่น a-2 macroglobulin มีหน้าที่ครอบคลุมกว้าง  
  3. Cellular components ในปลากระดูกแข็งจะมี non specific cells components 

เช่น phagocytic cells, granulocyte (neutrophils), monocytes (macarophages), และ 
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nonspecific cytotoxic cells (NCC) คล้ายกับในสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนม (ประพฤติดี ปิยะวิริยะกุล, 
2550)  

  ระบบภูมิคุ้มกันแบบจําเพาะ (Adaptive immune system) ประกอบด้วย  
  1. สารน้ํา ได้แก่ อิมมูโนกลอบูลินหรือแอนติบอดี ที่ทําหน้าที่ปูองกันการติดเชื้อในซีรั่มและ

บริเวณเยื่อบุต่าง ๆ อิมมูโนกลอบูลินในปลานั้น สร้างมาจากเซลล์ที่เรียกว่า B cells และ plasma 
cells อิมมูโนกลอบูลินในปลามี ๓ ประเภท คือ คือ IgM, IgD และ IgT (Fillatreau et al., 2013)  

  2. Lymphocytes แบ่งออกเป็น 2 ชนิด คือ B cells และ T cells (Laing and Hansen, 
2011) T cells มีหน้าที่กระตุ้นการทํางานของเซลล์อื่น (Toda et al., 2011) ส่วน B cells ทําหน้าที่
สําคัญต่อ humoral response (ประพฤติดี ปิยะวิริยะกุล, 2550)  
      การกระตุ้นระบบภูมิคุ้มกันของปลาที่มีผู้ศึกษาไว้ ได้แก่ Yambot และ Song (2006) มี
การศึกษาเกี่ยวกับการกระตุ้นภูมิคุ้มกันของปลากะรังจุดส้ม (Epinephelus coioides) ในการปูองกัน
การติดเชื้อปรสิต C. irritans การกระตุ้นภูมิคุ้มกันของปลากะรังจุดส้มทําโดยให้ปลาสัมผัสกับเชื้อ
ปรสิต C. irritans ระยะ theront ซึ่งได้จากระยะ tomont และโดยการฉีดเชื้อตายซึ่งประกอบด้วย 
C. irritans ระยะ theront ที่ถูกฆ่าด้วยฟอร์มาลีนเข้าทางช่องท้อง จากการตรวจสอบค่าไตเตอร์ของ
แอนติบอดีในเมือกโดยเทคนิค ELISA พบค่าไตเตอร์สูงในลูกปลากะรังจุดส้มอย่างมีนัยสําคัญ เมื่อ
เปรียบเทียบกับปลากะรังจุดส้มตัวเต็มวัยหลังจากสัมผัสกับ C. irritans ระยะ theront เป็นเวลา 3 
สัปดาห์เปรียบเทียบกับค่าไตเตอร์ก่อนการเผชิญ (กลุ่มท่ีไม่ได้รับการกระตุ้นจากเชื้อปรสิต) นอกจากนี้
ปรสิตระยะ tomont ที่ได้จากปลากะรังจุดส้มตัวเต็มวัยหลังจากได้รับการกระตุ้น 3 สัปดาห์จะมี
จํานวนน้อยกว่า tomont หลังการกระตุ้นเพียงครั้งเดียวอย่างมีนัยสําคัญ ในการทดลองกระตุ้น
ภูมิคุ้มกันด้วยเชื้อตายนั้นไม่พบการตายในปลากะรังจุดส้มที่ได้รับเชื้อตายปริมาตร 100 ไมโครกรัมต่อ
ปลาหนึ่งตัว ในขณะที่การตายจะเพ่ิมขึ้นประมาณร้อยละ 40 ในกลุ่มที่ได้รับเชื้อตายปริมาตร 10 
ไมโครกรัมต่อปลาหนึ่งตัว และการตายจะเพ่ิมขึ้นร้อยละ 100 ในกลุ่มควบคุม (PBS) ตามลําดับ ผล
จากการฉีดเชื้อตายของกลุ่มที่ใช้กระตุ้นภูมิคุ้มกัน การตายจะอยู่ที่ร้อยละ 37.5 (โดสของเชื้อตายที่สูง
ที่สุด) และร้อยละ 100 ของกลุ่มควบคุม นอกจากนี้มีการตรวจพบปรสิต C. irritans ระยะ tomont 
จํานวน 1,830 เซลล์ ในกลุ่มควบคุมหลังจากได้รับการกระตุ้นด้วย PBS เป็นเวลา 5 วัน ในขณะที่ไม่
พบปรสิตในกลุ่มท่ีได้รับการกระตุ้นภูมิคุ้มกันด้วยเชื้อตาย  
 นอกจากนี้ตัวอย่างจากกลุ่มที่ได้รับการกระตุ้นภูมิคุ้มกันด้วยเชื้อตายที่เวลา 5 วันและ 7 
วันมีปริมาณปรสิตระยะ trophont และระยะ tomont ที่พบน้อยกว่าในกลุ่มควบคุม ผลการทดลอง
ที่ได้แสดงว่าระบบภูมคุ้มกันในปลาเกิดขึ้นได้ในปลาที่ได้รับการกระตุ้น โดยดูจากค่าไตเตอร์
แอนติบอดีในเมือกของปลาที่ได้รับการกระตุ้นด้วยปรสิต C. irritans ปลามีอัตรารอดที่สูงกว่า และ
จํานวนปรสิตที่เกิดขึ้นน้อยกว่าของตัวปลาที่กระตุ้นด้วยเชื้อตายเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม โดย
ระบบภูมิคุ้มกันที่เกิดขึ้นนี้มีบทบาทสําคัญในการปูองกันหรือจํากัดการลงเกาะ การรุกรานและการ
พัฒนาของปรสิต C. irritans ระยะธีรอนต์ บนผิวของปลากะรังจุดส้มที่ถูกกระตุ้น 
  Bai และคณะ (2008) มีการศึกษาเกี่ยวกับ C. irritans โดยแสดงให้เห็นถึงความสามารถ
ในการตอบสนองระบบภูมิคุ้มกันของปรสิต C. irritans และการปูองกันการติดเชื้อเปรียบ เทียบการ
ตอบสนองภูมิคุ้มกันในปลากะรัง การชักนําให้เกิดการต้านเชื้อปรสิต C. irritans จะใช้ปรสิตระยะ 
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theront, tomont และ trophont โดยการฉีดกระตุ้นและทดลองเพ่ือคัดเลือกแอนติเจนที่ถูกตรึง ค่า
ไตเตอร์แอนติบอดีของซีรั่มปลาที่ได้จากภูมิคุ้มกันจะถูกกําหนดได้โดยการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค ELISA 
และวิเคราะห์การตรึงที่ระยะเวลา 0, 1, 2, 4, 6 และ 8 สัปดาห์ หลังถูกกระตุ้นภูมิคุ้มกันพบร้อยละ
การอยู่รอดของปลากะรังจุดส้มที่ถูกกระตุ้นด้วยปรสิตระยะ theront ระดับแอนติบอดีซีรั่มที่ได้จาก
การกระตุ้นภูมิคุ้มกันปลาด้วยปรสิต C. irritans ระยะ theront มีค่าสูงกว่าในปลาที่ถูกกระตุ้นด้วย
ปรสิตระยะ trophont หรือระยะ tomont ระดับนัยสําคัญของภูมิคุ้มกันที่ปลาได้รับโดยการกระตุ้น
ด้วยปรสิตระยะ theront จะมีค่าสูงกว่าแต่ไม่พบในปลาที่ถูกกระตุ้นด้วยปรสิตระยะ trophont หรือ 
tomont การวิเคราะห์โดยเทคนิค Western blotting จะใช้การตรึงโพลีโคลนอลแอนติบอดี 
(Polyclonal immobilization antibodies) ที่ ได้จากกระต่ายโดยการแสดงให้เห็น 
immunoreactive band ที่ต้านการติดเชื้อปรสิต C. irritans ขนาดที่ได้ประมาณ 34 กิโลดาลตัน 
ซีรั่มจากหนูที่ถูกกระตุ้นภูมิคุ้มกันด้วยปรสิต C. irritans ระยะ theront ผลที่ได้แสดงให้เห็นถึง
ความสามารถในการปูองกันการติดเชื้อปรสิต C. irritans ระยะ theront ที่สูงกว่าปรสิตระยะ 
trophont หรือ tomont ในปลากะรังจุดส้ม จากการทดลองเพ่ือคัดแยกแอนติเจนและเพ่ือนํามา
เตรียมการพัฒนาสร้างวัคซีนเพ่ือต้านเชื้อปรสิต 
 Luo และคณะ (2007) มีการศึกษาเกี่ยวกับการกระตุ้นภูมิคุ้มกันเพ่ือปูองกันการติดเชื้อ  
C. irritans ของปลากะรัง ผลจากการกระตุ้นภูมิคุ้มกัน โดยการเผชิญเชื้อบนผิวหรือจากการฉีด
กระตุ้น พบค่าความจําเพาะไตเตอร์แอนติเจนของซีรั่มปลาที่ถูกกระตุ้นและเมือกที่ได้จากผิวโดยการ
วิเคราะห์โดยเทคนิค ELISA และการวิเคราะห์การตรึง ความจําเพาะของแอนติบอดีสามารถ
ตรวจสอบได้จากภูมิคุ้มกันปลาที่เกิดขึ้นในสัปดาห์ที่  1 และสัปดาห์ที่ 2 และจุดสูงสุดจะอยู่ระหว่าง
สัปดาห์ที่ 4-6 ความจําเพาะของแอนติบอดียังพบในซีรั่มและเมือกของปลาที่ถูกกระตุ้นในสัปดาห์ที่ 8 
และเตรียมการกระตุ้นเพ่ือต้านเชื้อปรสิต C. irritans มีการพบการชักนําด้วย humoral and skin 
mucosal immunity ซึ่งมีบทบาทสําคัญในการต้านเชื้อปรสิต C. irritans ในปลา  
 Xu และคณะ (2009) ได้ทดลองการกระตุ้นภูมิคุ้มกันในปลาดุกด้วยปรสิตระยะโทรฟอนท์  
ที่เฉื่อยชา แล้วตรวจสอบค่าไตเตอร์ของแอนติบอดีจากเมือกและซีรั่ม  และการอยู่รอดของปลา
หลังจากได้รับเชื้อ Ichthyophthirius multifiliis ในการทดลองที่ 1) กระตุ้นภูมิคุ้มกันโดยการฉีด 
โทร์ฟอนท์ ที่ถูกทําให้เฉื่อยใน 1% ฟอร์มาลีนเข้าไปบริเวณเยื่อบุช่องท้องของปลา 2) โทร์ฟอนท์ที่ถูก
ทําให้เฉื่อยใน 3% ฟอร์มาลีน และ 3) โทร์ฟอนท์ที่ถูกแช่แข็งและทําให้ละลาย กลุ่มควบคุมที่ 1 
(Positive) กระตุ้นด้วย ธีรอนธ์ ที่มีชีวิต กลุ่มควบคุมที่ 2 (negative) กระตุ้นด้วย 5 % bovine 
serum albumin (BSA) ที่ระยะเวลา14, 28, 50 วัน หลังได้รับการกระตุ้นไม่พบ ความแตกต่างทาง
สถิติเมื่อวิเคราะห์ค่าไตเตอร์แอนติบอดีจากเมือกและซีรั่ม ที่กระตุ้นด้วย โทร์ฟอนท์ ที่เฉื่อยในฟอร์มา
ลีนหรือ โทร์ฟอนท์ ที่แช่เย็น ที่ระยะเวลา 50 วันหลังการกระตุ้น ให้ปลาดุกเผชิญ theronts แล้วดู
อัตรารอดของปลา พบว่ามีปลามีอัตรารอดอยู่ที่ 33.3 % ถึง 43.3 % ธีรอนธ์ ในปลาดุกที่กระตุ้นด้วย 
โทร์ฟอนท์ ในฟอร์มาลีนหรือ โทร์ฟอนท์ ที่แช่เย็น อัตรารอดของปลาดุกหลังได้รับการกระตุ้นด้วย 
ธีรอนธ์ และ BSA จะอยู่ที่ 93.3 และ 0 % ตามลําดับ  
 การทดลองที่ 2 ฉีดปลาดุกด้วย sonicate โทร์ฟอนท์ ปริมาณต่าง ๆ ได้แก่ 1) 5 โทร์
ฟอนท์ หรือโปรตีน 10.2 ไมโครกรัมต่อปลา 1 ตัว 2) 10 โทร์ฟอนท์ หรือโปรตีน 20.4 ไมโครกรัมต่อ
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ปลา 1 ตัว 3) 20 โทร์ฟอนท์ หรือโปรตีน 40.8 ไมโครกรัมต่อปลา 1 ตัว และ 4) 5% BSA เป็นกลุ่ม
ควบคุม ค่าไตเตอร์แอนติบอดีสูงสุดจากซีรั่มของปลาที่ได้รับการกระตุ้นด้วย 10 หรือ 20 โทร์ฟอนท์ 
ต่อปลา 1 ตัว คือ (1/210 ถึง 1/480) และค่าไตเตอร์แอนติบอดีจากเลือดคือ (1/48 ถึง 1/52) 
ตามลําดับ ที่เวลา 22 วันหลังได้รับการกระตุ้นการรอดอยู่ที่ 63.3 - 60.0 % ปลาที่ได้รับการกระตุ้น
ด้วย 5 โทร์ฟอนท์ ต่อปลา 1 ตัว มีค่าไตเตอร์แอนติบอดีจากซีรั่มและเมือกอยู่ที่ 1/52 และ 1/12 และ
อัตรารอดจะอยู่ที่ 23.3 % ปลาดุกที่ได้รับการกระตุ้นด้วย BSA อัตรารอดจะอยู่ที่ 6.7 % จาก
ความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณ โทร์ฟอนท์ ที่ถูก sonicate และอัตรารอดของปลาดุก (ค่าสัมประสิทธิ์
เท่ากับ 0.859 , p < 0.01) มีค่าแอนติบอดีที่เกิดจากการชักนําด้วย sonicate โทร์ฟอนท์ ในปริมาณ
ต่าง ๆ แต่ไม่พบการตอบการตอบสนองของแอนติบอดีเมื่อกระตุ้นด้วย โทร์ฟอนท์ ที่ถูกทําให้อ่อนแอ
ด้วยฟอร์มาลีนหรือแช่เย็นทั้งในซีรั่มและเมือก และพบการตายเมื่อกระตุ้นปลาด้วย โทร์ฟอนท์ ที่มี
ชีวิต 
 Wang, Xie และ Li (2010) ทําการตรวจสอบระดับความไวต่อเชื้อ C. irritans ในปลา
ทะเล 8 ชนิดที่เลี้ยงในทะเลจีนใต้ โดยให้ปลาทั้ง 8 ชนิดเผชิญเชื้อและทําการตรวจสอบโดยวิธี 
immobilization assay พบว่าปลา 7 ชนิดเกิดโรคจุดขาวน้ําเค็ม ยกเว้นปลาสลิดทะเล (Siganus 
oramin) มีความต้านทานต่อโรคมากสุด โดยระดับการติดเชื้อต่ําสุด นอกจากนี้ยังพบว่าระดับของ 
immobilization titres ในเซรั่มของปลาสลิดทะเลสูงสุด นอกจากนี้ยังพบว่า เซรั่มของปลาสลิดทะเล
ยังสามารถฆ่าปรสิตนี้ได้ในการทดลองในห้องปฏิบัติการได้ โดยทําให้ผนังเซลล์ของ ธีรอนธ์ แตก 
เนื่องจากการบวมของ macronucleus 
 จากการตรวจสอบการตอบสนองของระบบภูมิคุ้มกัน รวมถึงการตอบสนองทางด้านชีวเคมี 
และระดับของอิออนปลาจาระเม็ดไต้หวัน (Trachinotus ovatus) ต่อการติดโรคจุดขาวน้ําเค็ม  
(C. irritans) เพ่ือทําการประเมิน infection intensities, serum immobilizing titer, กิจกรรมของ
เอนไซน์ที่เกี่ยวข้องกับระบบภูมิคุ้มกัน เช่น ACP, AKP, LZM ปริมาณความเข้มข้นของอิออนในเซรั่ม 
(Na+, Cl−, Ca2+ and K+) และชีวเคมีบางประการของเลือดปลา โดยนําปลาจาระเม็ดไต้หวัน ขนาด
น้ําหนัก 450 กรัม ไปเผชิญเชื้อ C. irritans ระยะ ธีรอนธ์ จํานวน 70,000 ธีรอนธ์/ปลา 1 ตัว 
ตรวจสอบอัตราการตาย จากการทดลองนี้คณะผู้วิจัยพบว่า infection intensities ในปลากลุ่ม
ควบคุม กลุ่ม 1 และกลุ่ม 2 เท่ากับ 0, 0.630±0.179 และ 0.014±0.004 ตามลําดับ ต่อมาเมื่อปลามี
การเผชิญเชื้อซ้ํา ทําให้ระดับของ immobilizing titer (853±295.60) ของปลากลุ่ม 2 เพ่ิมชึ้นอย่างมี
นัยสําคัญ นอกจากนี้ยังพบว่าในกลุ่ม 2 ค่า alkaline phosphatase และ acid phoshatase 
activities, alanine aminotransferase, aspartate aminotransferase และ lactate 
dehydrogenase activities ของกลุ่ม 2 จะมีค่าสูงกว่ากล่มอ่ืน ๆ อย่างมีนัยสําคัญ แต่จะพบว่า 
lysozyme activity ของกลุ่ม 1 สูงสุด ส่วนกลุ่ม 2 ต่ําสุด สําหรับ ค่าความเข้มข้นของกลุ่มควบคุม 
กลุ่ม 1 และกลุ่ม 2 คือ 0, 0.630 และเมื่อปลามีการเผชิญเชื้อหลายรอบทําให้ imobilizing titer 
(853.33±295.60) ของกลุ่ม 2 เพ่ิมสูงขึ้นอย่างมีนัยสําคัญ นอกจากนี้ยังพบว่า alkaline 
phosphatase และ acid phosphatase activities ของกลุ่ม 2 ยังเพ่ิมสูงขึ้นกว่ากลุ่มอ่ืน ๆ อย่างมี
นัยสําคัญ  
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 ในโครงการนี้คณะผู้วิจัยจึงทําการศึกษาการผลิตวัคซีนจากปรสิต C. irritans และยีสต์ 
Pichia jadinii ที่แยกจากน้ําทะเล บริเวณชายฝั่งทะเลบางแสน จังหวัดชลบุรี จากโครงการวิจัยเรื่อง
การพัฒนาการผลิตสารออกฤทธิ์ชีวภาพจากแอคติโนมัยซีทและการผลิตเซลล์ปริมาณมาก เมื่อนํามา
วิเคราะห์หาปริมาณกรดไขมันที่จําเป็นโดยโครงการวิจัยเรื่องศักยภาพของจุลินทรีย์ทะเล: แหล่งกรด
ไขมันชนิดจําเป็น นําปรสิตและยีสต์ที่ได้มาทดสอบวัสดุและวิธีที่ใช้ในการตรึง เพ่ือทดสอบการรั่วไหล
ของสารที่สําคัญพบว่าเทคนิคการตรึงนี้สามารถใช้ได้กับยีสต์และโปรโตซัวที่จะใช้ในการกระตุ้น
ภูมิคุ้มกัน ดังนั้นเพ่ือให้บรรลุวัตถุประสงค์ขั้นต่อไป คณะผู้วิจัยจะทําการผลิตอาหารด้วยเทคนิคการ
ตรึงเพ่ือนําอาหารนั้นมาทดลองให้ปลากะพงขาว (Lates calcarifer) และปลาการ์ตูนส้มขาว 
(Amphiprion irritans) กิน และทําการตรวจสอบระบบภูมิคุ้มกันระหว่างทําการเลี้ยงด้วยอาหาร
ดังกล่าว และอัตราการรอดของปลาทั้ง 2 ชนิด ระหว่างการเผชิญเชื้อ C. irritans  
 
วัตถุประสงค์ของโครงการวิจัย 
 วัตถุประสงค์ทั่วไปในการศึกษาคือการผลิตวัคซีนจากปรสิต Cryptocaryon irritans และ
จุลินทรีย์ อ่ืนที่มีประโยชน์ โดยเทคนิคการตรึง เพ่ือใช้ในการปูองกันโดยวิธีการให้กิน โดยมี
วัตถุประสงค์หลักคือ 
 1. เพ่ือผลิตวัคซีนจาก ปรสิต C. irritans ระยะ โทรฟอนต์ หรือ ธีรอนธ์ และยีสต์ แอคติโน
มัยซีสที่แยกได้จากน้ํา 
 2. เพ่ือศึกษาชนิดของวัสดุ และวิธีการตรึงสารอาหารไม่ให้ละลายออกมาในน้ําและ 
อาหารนั้นไม่เป็นอันตรายต่อสัตว์น้ํา 
 3. เพ่ือทําการทดสอบอาหารที่ผลิตในปลาเศรษฐกิจและปลาสวยงามน้ําเค็ม ในระหว่าง
การฉีดเชื้อปรสิต C. irritans หรือแบคทีเรีย Vibrio sp. 
 4. เพ่ือศึกษาการนําไปใช้ประโยชน์ทางการเพาะเลี้ยงอ่ืน ๆ เช่น การเสริมอาหารในแพลงก์
ตอนสัตว์ หรือการนําไปเป็นอาหารสัตว์น้ํา 
 
ขอบเขตของโครงการวิจัย 
        1. งานเก็บรวบรวมปรสิต C. irritans และทําการเลี้ยงปรสิตระยะต่าง ๆ ให้ได้ปริมาณมาก
เพ่ือนําผลิตวัคซีน 
 2.  เตรียมวัคซีนจากปรสิตระยะ ธีรอนธ์ เชื้อตายโดยใช้เทคนิคการตรึง 
        3. ตรวจหาการเปลี่ยนแปลงของโปรตีนในระบบภูมิคุ้มกันของปลาเมื่อได้รับวัคซีนหรือสาร
เสริมอาหาร โดยตรวจวัดระดับแอนติบอดีโดยเทคนิค ELISA ตรวจหาเลคตินและไลโซไซม์ในซีรัมปลา 
       4. งานผลิตอาหารเสริมโดยใช้ยีสต์ที่มีประโยชน์ด้วยการตรึง (Encapsulation) 
 5. งานทดสอบอาหารที่ผลิตในปลาปลาสวยงามน้ําเค็ม 
         6 การเผชิญเชื้อ C. irritans ระยะ ธีรอนธ์ ในปลาสวยงามน้ําเค็มที่ได้รับการกระตุ้น
ภูมิคุ้มกันและสารเสริมอาหาร 
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ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ  
 1. การจดสิทธิบัตรหรืออนุสิทธิบัตร จากการนําปรสิตหรือจุลินทรีย์ที่เตรียมโดยเทคนิคการ
ตรึงไปใช้ในการกระตุ้นระบบภูมิคุ้มกันปลาทะเล 
 2. เทคนิคการผลิตวัคซีนนี้สามารถนําไปประยุกต์ใช้ในการผลิตอาหารสัตว์น้ําชนิดอื่นได้  
 3. องค์ความรู้จากเทคนิคการตรึง นําไปสู่การพัฒนาการผลิตวัคซีนและอาหารเสริมสัตว์น้ํา 
เพ่ือการนําไปใช้ในสถานเลี้ยงสัตว์น้ําเค็ม และการนําไปใช้ในระดับเชิงพาณิชย์ 
 4. การผลิตบัณฑิตและนักวิจัยรุ่นใหม่  โดยการเป็นอาจารย์ที่ปรึกษา ที่ปรึกษาร่วม 
วิทยากร 
       5. การตีพิมพ์ในวารสารทางวิชาการ 
       6. นําเทคนิคและความรู้จากการวิจัยเสริมสร้างเจตคติที่ดีต่อการเรียนวิทยาศาสตร์ผ่าน
โครงงานวิทยาศาสตร์และค่ายวิทยาศาสตร์ทางทะเลสําหรับนักเรียนระดับมัธยมศึกษา  และการ
ฝึกงานภาคฤดูร้อนสําหรับนิสิต-นักศึกษาระดับมหาวิทยาลัย 
  7. การเผยแพร่ข้อมูลในการประชุมสัมมนาทางวิชาการ หนังสือพิมพ์ หรือสื่อสิ่งพิมพ์
รูปแบบอื่น ๆ ที่สามารถเข้าถึงกลุ่มเปูาหมายได้ 
 



 

วิธีด าเนินการวิจัย 
(Materials & Methods) 

 
ตอนที่ 1 
 2.1 ยีสต์ที่ใช้ในการทดลอง 
 ยีสต์ Pichia jadinii เป็นชนิดที่แยกได้จากน้ําทะเลบริเวณชายหาดบางแสน จังหวัด ชลบุรี 
โดยจากโครงการวิจัยเรื่องการพัฒนาการผลิตสารออกฤทธิ์ชีวภาพจากแอคติโนมัยซีทและการผลิต
เซลล์ปริมาณมาก เมื่อนํามาวิเคราะห์หาปริมาณกรดไขมันที่จําเป็นโดยโครงการวิจัยเรื่องศักยภาพของ
จุลินทรีย์ทะเล: แหล่งกรดไขมันชนิดจําเป็น พบว่ามีกรดไขมันชนิดจําเป็น C18:2n6 ในปริมาณที่
เหมาะสมเมื่อนํามาเลี้ยงในสภาวะที่เหมาะสม สามารถนํามาใช้ในการผลิตสารเสริมอาหารเพ่ือกระตุ้น
ภูมิคุ้มกันในปลาทะเลได้  
 2.2 การเตรียมหัวเชื้อ  
  เตรียมหัวเชื้อยีสต์ Pichia sp. โดยการเขี่ยหัวเชื้อจากอาหารแข็งลงใน อาหารเลี้ยงเชื้อ YM 
medium แบบเหลว ตั้งไว้ที่อุณหภูมิห้องให้เชื้อโต จากนั้นนําไปวัดค่าดูดกลืนแสงที่ 600 นาโนเมตร 
ให้ได้ค่าการดูดกลืนแสงเท่ากับ 0.2 จากนั้นปิเปตหัวเชื้อ 1,000 ไมโครลิตร ใส่ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ 
YM medium ที่มีปริมาตร 20 มิลลิลิตร  

 

 2.3  การเตรียมวัตถุดิบ  
  2.3.1 กากชานอ้อย 
  ตัดกากชานอ้อยให้เป็นชิ้นลูกเต๋า ขนาดใกล้เคียงกันโดยใช้อัตราส่วนของกากชานอ้อย 1 
กรัมต่อน้ําทะเลเทียม (Artificial Sea Water) 10 มิลลิลิตร ที่ระดับความเค็ม 25 พีพีท ี
  2.3.2 น้ าทะเลเทียม (Artificial Sea Water) 
  องค์ประกอบและวิธีการเตรียมน้ําทะเลเทียม (แสดงในภาคผนวก ก) 
  2.3.3 การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อจากกากชานอ้อยในน้ าทะทียม (Artificial Sea 
Water) ที่ความเค็ม 25 พีพีที 
   เตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อตามวิธีการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ กรองเอากากชานอ้อยออก  
3 ครั้ง (กรองด้วยบุชเนอร์ ตามด้วยผ้าขาวบาง และสุดท้ายกรองด้วยเมมเบรนขนาด 0.2 ไมครอน) 
นําอาหารไปนึ่งในหม้อความดันอัตโนมัติ องค์ประกอบและวิธีการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ (แสดงใน
ภาคผนวก ก) 
 2.4 การเลี้ยงยีสต์ในอาหารเลี้ยงเชื้อกากชานอ้อยท่ีระดับความเค็ม 25 พีพีที  
 นําหัวเชื้อยีสต์ที่เตรียมไว้ปริมาตร 4 มิลลิลิตร ใส่ลงในขวดฝาเกลียว ขนาด 1,000 
มิลลิลิตร ที่มีอาหารเลี้ยงเชื้อปริมาตร 500 มิลลิลิตร ตั้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง (ประมาณ 30 องศา
เซลเซียส) เก็บตัวอย่างท่ี 72 ชั่วโมง  
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 2.5 การวัดปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์โดยวิธี Dintrosalicylic acid assay (ตามวิธีของ 
Miller, 1959) 
 ปิเปตตัวอย่างปริมาตร 100 ไมโครลิตร ลงในหลอดพลาสติกขนาด 1.5 มิลลิลิตร ปิเปต
สารละลาย DNS (dintrosalicylic acid reagent) 1 มิลลิลิตร ลงในหลอด eppendrof เขย่าให้เข้า
กันนําไปต้มในอ่างควบคุมอุณหภูมิ (Water baths) ที่ 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที แช่
ตัวอย่างในน้ําแข็ง จากนั้นนําไปวัดค่าการดูดกลืนแสงด้วยเครื่องสเปกโทรโฟโตมิเตอร์ที่ความยาวคลื่น 
550 นาโนเมตร นําค่าการดูดกลืนแสงที่ได้ไปคํานวณปริมาณน้ําตาลรีดิวซ์เชิงเดี่ยวโดยเทียบจากกราฟ
มาตรฐาน (แสดงในภาคผนวก ข) 
2.6 การตรึง   
  2.6.1 การตรึงปาเปน (Papain), ทริปซิน (Trypsin), อัลบลูมิน(Albumin),  
บลูเดกซ์แตรน (Blue Dextrane) 
    1) ชั่งตัวอย่าง(ปาเปน, ทริปซิน, อัลบลูมิน, บลูเดกซ์แตรน) 0.1 กรัม ลงในบีกเกอร์ 
ขนาด 100 มิลลิลิตร เติม 0.85 เปอร์เซ็นต์ โซเดียมคลอไรด์ 10 มิลลิตร และ 1.5 เปอร์เซ็นต์ 
โซเดียมอัลจิเนต ใน 0.85 เปอร์เซ็นต์ โซเดียมคลอไรด์ 40 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน ได้เป็น 1.2 
เปอร์เซ็นต์ โซเดียมอัลจิเนต 
  2) ใช้กระบอกฉีดยาขนาด 10 มิลลิลิตร ดูดสารละลายผสมในข้อ 1) ฉีดสารผ่านสาย
ยางลงในสารละลายแคลเซียมคลอไรด์ 1.5 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 100 มิลลิลิตร เม็ดเจลจะเกิดขึ้นทันที
ในสารละลายแคลเซียมคลอไรด์ ตั้งไว้ 1 ชั่วโมง เพ่ือให้เม็ดเจลคงตัว 
  3) เทสารละลายแคลเซียมคลอไรด์ 1.5 เปอร์เซ็นต์ ออกจากเม็ดเจล นําเม็ดเจลที่ได้ใส่
กรวยบุชเนอร์ ล้างเม็ดเจลด้วย 0.85 เปอร์เซ็นต์ โซเดียมคลอไรด์ ประมาณ 200 มิลลิตร 
  4) ชั่งน้ําหนักและนับเม็ดเจล 
  2.6.2 การตรวจวัดโปรตีนที่หลุดออกมา 
  1) นําเม็ดเจลใส่หลุมของแผ่นไมโครแพลทขนาด 6 หลุม หลุมละ 10 เม็ด เติม 0.85 
เปอร์เซ็นต ์โซเดียมคลอไรด์ลงไป 10 มิลลิลิตร 
  2) ปิเปตตัวอย่างน้ํา 1000 ไมโครลิตร (เก็บตัวอย่างที่เวลา 0 ชั่วโมง 15 นาท ี30 นาท ี
1 ชั่วโมง 2 ชั่วโมง 3 ชั่วโมง 4 ชั่วโมง 5 ชั่วโมง 24 ชั่วโมงและ 48 ชั่วโมง  
               3) นําน้ําตัวอย่างที่เก็บได้ตรวจหาปริมาณโปรตีน โดยที่เม็ดเจลที่เตรียมโดยใช้ปาเปน 
(Papain), ทริปซิน (Trypsin), อัลบลูมิน (Albumin) วัดปริมาณโปรตีนในน้ําตัวอย่างด้วยวิธีของแบ
รดฟอร์ดที่ความยาวคลื่น 595 นาโนเมตร สําหรับบลูเดกซ์แตรน (Blue Dextrane) วัดการหลุดของ
สารที่ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร (ภาคผนวก ข) 

     2.6.3 การตรึงปลาป่น 
                 ชั่งปลาปุน 0.15 กรัม ลงในบีกเกอร์ 100 มิลลิลิตร เติม 0.85 เปอร์เซ็นต์ โซเดียมคลอ
ไรด์ 10 มิลลิลิตร และ 1.5 เปอร์เซ็นต์ โซเดียมอัลจิเนต 40 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน เตรียมเม็ดเจลข้อ 
4.5.1  
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          2.6.4 การตรวจวัดโปรตีนที่หลุดออกมา 
  1) แบ่งเม็ดเจลใส่บีกเกอร์ 50 มิลลิลิตร ลงในบีกเกอร์ 3 ใบ ปริมาตรเท่า ๆ กัน เติม 
0.85 เปอร์เซ็นต์โซเดียมคลอไรด์ ลงไป 15 มิลลิลิตร 
  2) ปิเปตตัวอย่างน้ํา 1000 ไมโครลิตร ลงในหลอดพลาสติกขนาด 1.5 มิลลิลิตร (เก็บ
ตัวอย่างที่เวลา 0 ชั่วโมง 15 นาท ี30 นาท ี1 ชั่วโมง 2 ชั่วโมง 3 ชั่วโมง 4 ชั่วโมง 5 ชั่วโมง 24 ชั่วโมง
และ 48 ชั่วโมง) 
  3) นําตัวอย่างไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 8000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที วัด
ปริมาณโปรตีนในตัวอย่างที่ความยาวคลื่น 595 นาโนเมตร (ภาคผนวก ข) 
           2.6.5 การเตรียมตัวอย่างและการตรึงเซลล์ยีสต์ Pichia sp. 
  นําตัวอย่างเซลล์ยีสต์ Pichia sp. ที่ได้จากการเลี้ยง ปริมาตร 30 มิลลิลิตร มาปั่นเหวี่ยง
ด้วยเครื่องปั่นเหวี่ยงควบคุมอุณหภูมิ 15 องศาเซลเซียส ที่ความเร็วรอบ 7000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 
10 นาที เทส่วนใสทิ้ง หลังจากนั้นทําการล้างเซลล์ยีสต์จํานวน 2 ครั้ง โดยการเติมสารละลาย 0.85 
เปอร์เซ็นต์ Normal saline (NaCl) ปริมาตร 30 มิลลิลิตร และนําไปปั่นเหวี่ยงด้วยเครื่องปั่นเหวี่ยง
ควบคุมอุณหภูมิ 15 องศาเซลเซียส ที่ความเร็วรอบ 7000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที จากนั้นเท
ส่วนใสทิ้งก่อนนําเซลล์ยีสต์ไปทําเซลล์ตรึงและวิเคราะห์คุณค่าทางอาหาร 
 การตรึงเซลล์ยีสต์ P. jadinii 
 ชั่งเซลล์ยีสต์ P. Jadinii ให้ได้เซลล์ประมาณ 2.5 x 105 เซลล์ (ภาคผนวก ข) เติม 0.85 
เปอร์เซ็นต์ โซเดียมคลอไรด์ 10 มิลลิตร ใส่ลงในบีกเกอร์ 100 มิลลิลิตร ผสมกับ 1.5 เปอร์เซ็นต์ 
โซเดียมอัลจิเนต 40 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันได้เป็น 1.2 เปอร์เซ็นต์ โซเดียมอัลจิเนต เตรียมเม็ด 
เจลตามข้อ 2.6.1 
 การวัดจ านวนเซลล์ยีสต์ Pichia sp.ที่หลุดออกมา 
 1) แบ่งเม็ดเจลใส่บีกเกอร์ 50 มิลลิลิตร ลงในบีกเกอร์ 3 ใบ ปริมาตรเท่า ๆ กัน เติม 0.85 
เปอร์เซ็นต์โซเดียมคลอไรด์ ลงไป 15 มิลลิลิตร 
 2) ปิเปตตัวอย่างน้ํา 1,000 ไมโครลิตร ลงในหลอดพลาสติกขนาด 1.5 มิลลิลิตร (เก็บ
ตัวอย่างที่เวลา 0 ชั่วโมง 15 นาท ี30 นาท ี1 ชั่วโมง 2 ชั่วโมง 3 ชั่วโมง 4 ชั่วโมง 5 ชั่วโมง 24 ชั่วโมง
และ 48 ชั่วโมง) นับจํานวนเซลล์ที่หลุดออกมาด้วยกล้องจุลทรรศน์ (ภาคผนวก ข) และวัดความขุ่น
โดยวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 600 นาโนเมตร (ภาคผนวก ข) 
            2.6.6 การเตรียมตัวอย่างและการตรึงเซลล์ปรสิต  
  การเก็บรวบรวมปรสิต C. irritans 
  ทําการตรวจปลาทะเลที่ปุวยด้วยโรคจุดขาวน้ําเค็ม นําปลาทะเลที่ปุวยมาแช่ใน SM 30 
(ส่วนผสมแสดงในภาคผนวก ก) เพ่ือให้ปรสิตหลุดออกจากตัวปลาเป็นระยะ trophont ทําการคัด
แยกปรสิต Cryptocaryon sp. ด้วยหลอดดูดปลายแหลม (Pasture pipette) ที่ปลอดเชื้อ ล้างด้วย 
SM 30 ให้สะอาด ประมาณ 3 ครั้ง นําปรสิต Cryptocaryon sp. ระยะ trophont จากข้อ 1.2 มา
เลี้ยงในจานอาหารเลี้ยงเชื้อ โดยเลี้ยงใน SM 30 จํานวนจานละ 50 เซลล์ ปรสิตจะเข้าสู่ระยะ 
tomont ตรวจดูพัฒนาการของปรสิต Cryptocaryon sp. ที่เลี้ยงไว้ใน SM 30 ในจานอาหารเลี้ยง
เชื้อทุกวัน เพ่ือดูการแบ่งเซลล์จนกระท่ังฟักออกมาเป็นตัว ได้ปรสิตระยะ theronts 
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 การตรึงเซลล์ปรสิต C. irritans ระยะ theronts 
 นําเซลล์ปรสิตระยะ theronts ประมาณ 25000 เซลล์ เติมโซเดียมคลอไรด์ 0.85 
เปอร์เซ็นต์ 10 มิลลิตร ใส่ลงในบีกเกอร์ 100 มิลลิลิตร ผสมกับ 1.5 เปอร์เซ็นต์ โซเดียมอัลจิเนต 40 
มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน ได้เป็น 1.2 เปอร์เซ็นต์ โซเดียมอัลจิเนต เตรียมเม็ดเจลตามข้อ 2.6.1 
 2.7 การสกัดไขมันในตัวอย่างเซลล์ยีสต์ Pichia sp. ที่ตรึงด้วยแคลเซียมอัลจิเนต 
 1) ชั่งตัวอย่างเม็ดเจลที่ตรึงเซลล์ยีสต์ (น้ําหนักแห้ง) โดยประมาณ 1.0 กรัม ใส่ Thimbles 
 2) นํา Thimbles ใส่ในชุดสกัดไขมัน (Extraction Unite) เติมสารละลายปิโตเลียมอิเทอร์ 
50 มิลลิลิตร ใน Extraction cups 
 3) นํา Extraction cups ใส่ในชุดสกัดไขมันจากนั้นนําไปเข้าเครื่องสกัดไขมันประมาณ 1 
ชั่วโมง 
 4) อบ Extraction cups ที่ 103 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที ทิ้งให้เย็นใน 
desiccators ชั่งน้ําหนัก จากนั้นคํานวณหาร้อยละไขมัน (ภาคผนวก ข)  
 5) ละลายไขมันด้วยสารละลายผสมคลอโรฟอร์ม: เมทานอล (2:1) ที่ผสม BHT 0.01 ปอร์
เซ็นต์ เพื่อนําไปทรานเอสเทอริฟิเคชั่นต่อไป 

 2.8 การวิเคราะห์หาชนิดและร้อยละกรดไขมัน 
 ขั้นตอนการทําทรานเอสเทอริฟิเคชั่นด้วยกรด (Acid - catalysed transesterification) 
หลังจากนั้นนําไปวัดปริมาณกรดไขมันด้วยเครื่องแก๊สโครมาโตกราฟ (ดัดแปลงวิธีของ  Christie, 
2003) 
  2.8.1 การทรานเอสเทอริฟิเคชั่น 
  1) ปิเปตไขมันปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใส่ในหลอดทดลองขนาด 15 มิลลิลิตร ชนิดฝา
เกลียว (ไขมันที่เหลือเก็บใส่ขวด vial ที่อุณหภมิ - 20 องศาเซลเซียส) จากนั้นเติมสารละลาย 1 
เปอร์เซ็นต์ กรดซัลฟูริกในเมทานอล 10 มิลลิลิตร ปิดฝาให้แน่นเขย่าเพ่ือผสมให้เข้ากัน คลายฝาออก 
นําไปสู้อบที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 16 ชั่วโมง  
  2) นําสารละลายออกจากตู้อบทิ้งไว้ให้เย็น ถ่ายสารละลายใส่กรวยแยก ชะสารทีตกค้าง
ในหลอดทดลองด้วยโซเดียมคลอไรด์ 5 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 5 มิลลิลิตร และเก็บรวมกันในกรวยแยก  
  3) เติม เฮกเซน (Hexane AR) ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ลงในกรวยแยก และเขย่า 1 นาที 
ปล่อยไว้ให้แยกชั้น เก็บสารละลายชั้นบนไว้ (เฮกเซน) และถ่ายสารละลายชั้นล่างลงในหลอดทดลอง
เดิม เพ่ือนํามาสกัดด้วยเฮกเซน ปริมาตร 5 มิลลิลิตร และเขย่า 1 นาที ปล่อยไว้ให้แยกชั้น ใช้หลอด
ดูดสารดูดสารละลายชั้นบน ใส่รวมกับสารละลายในกรวยแยกอันเดิม  
  4) เติมสารละลายโพแทสเซียมไบคาร์บอเนต 2 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 40 มิลลิลิตร ลงใน
กรวยแยก และเขย่าเล็กน้อย 1 นาที ปล่อยไว้ให้แยกชั้น ก่อนถ่ายสารละลายชั้นล่างทิ้ง และเก็บ
สารละลายชั้นบนไว้ในกรวยแยก  
  5) เทสารละลายที่เก็บไว้ในกรวยแยกลงในฟลากส์ก้นกลมผ่านกรวยแก้วที่บรรจุโซเดียม
ซัลเฟตแอนไฮดรัส 
  6) นําฟลากส์ก้นกลมไประเหยตัวทําละลายโดยใช้เครื่องระเหยแบบสุญญากาศ และเปุา
แห้งด้วยแก๊สไนโตรเจน หลังจากนั้นละลายด้วยเฮกเซน (n- hexane) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ก่อนถ่าย
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ลงในขวด Vial ขนาด 2 มิลลิลิตร และเก็บไว้ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เพ่ือรอที่จะนะชําไปฉีด
ด้วยเครื่องแก๊สโครโมโตกราฟ 
  7) นําสารละลายที่ได้ไปวิเคราะห์หาชนิด และปริมาณกรดไขมัน ด้วยเครื่องแก๊สโครโม
โตกราฟ และชนิดของอุปกรณ์ตรวจวัดเป็น Flame Ionizertion Detecter (FID) คอลัมน์ที่ใช้เป็น
คอลัมม์ชนิด HP- INNOWax ความยาว 30 เมตร เส้นผ่าศูนย์กลางภายใน 0.25 มิลลิลิตร และเคลือบ
ด้วย Polyethylene glycol หนา 0.25 ไมโครลิตร ปริมาณที่ฉีด 1 ไมโครลิตร สภาวะทีใช้ในการ
วิเคราะห์มีดังนี้ ฉีดด้วยระบบ spit เท่ากับ 10 :1 อัตราการไหลขอแก๊สฮีเลียม(แก๊สพา) 1.2 มิลลิลิตร
ต่อนาที อุณหภูมิ ณ จุด ฉีดสารเท่ากับ 230 องศาเซลเซียสและอุณหภูมิที่อุปกรณ์ตรวจวัด (ดีเทค
เตอร์) เท่ากับ 250 องศาเซลเซียส โปรแกรมอุณหภูมิเริ่มต้นที่ 150 องศาเซลเซียส คงอุณหภูมิไว้เป็น
เวลา 0.50 นาที จากนั้นเพ่ิมอุณหภูมิไปที่ 170 องศาเซลเซียส ในอัตราการเพ่ิม 5 องศาเซลเซียสต่อ
นาที และคงอุณหภูมิไว้ 10 นาที หลังจากนั้นเพ่ิมอุณหภูมิไปที่ 190 องศาเซลเซียส ในอัตราการเพ่ิม 
3 องศาเซลเซียสต่อนาที และคงอุณหภูมิ 25 นาที รวมระยะเวลาทั้งหมดในการวิเคราะห์ 49 นาท ี
 
ตอนที่ 2 
 2.9 การเก็บรวบรวมปรสิตที่ก่อให้เกิดโรคจุดขาวน้ าเค็ม  
 ทําตามขั้นตอนที่ 2.6.6  
 2.10 การเตรียมปรสิต C. irritans ระยะ theront เพื่อใช้ในการเตรียมอาหารส าหรับ
กระตุ้นระบบภูมิคุ้มกันของปลากะพงขาว  

 การเตรียมปรสิตเชื้อตาย นํา C. irritans ระยะ ธีรอนต์ ประมาณ 106 เซลล์ ที่ได้จากการ
ปั่นเหวี่ยงแช่ใน 10% บัฟเฟอร์ฟอร์มาลีน เป็นเวลา 2 ชั่วโมงและนําไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 
3,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส หลังจากนั้นล้างปรสิตด้วย 0.01 M 
Phosphate Buffer Saline (PBS) โดยปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 3,000 รอบต่อนาที เวลา 5 นาที 
จํานวน 3 ครั้ง ได้ปรสิตระยะธีรอนต์เชื้อตาย เก็บท่ีอุณหภูมิ -40 องศาเซลเซียส ก่อนนํามาใช้ 
 2.11 การเลี้ยงยีสต์ปริมาณมาก 
        ทําตามขั้นตอนที่ 2.6.5  
 2.12 การตรึงเซลล์ปรสิตและเซลล์ยีสต์ 
    2.12.1 การตรึงเซลล์ปรสิตระยะ theront 
               1) นําเซลล์ปรสิตระยะ theront ประมาณ 25000 เซลล์ เติมโซเดียมคลอไรด์ 0.85 
เปอร์เซ็นต์ 10 มิลลิตร ใส่ลงในบีกเกอร์ 100 มิลลิลิตร ผสมกับ 1.5 เปอร์เซ็นต์ โซเดียมอัลจิเนต 40 
มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน ได้เป็น 1.2 เปอร์เซ็นต์ โซเดียมอัลจิเนต  
               2) ใช้กระบอกฉีดยาขนาด 10 มิลลิลิตร ดูดสารละลายผสมในข้อ 4.1.1 ฉีดสารผ่านสาย
ยางลงในสารละลายแคลเซียมคลอไรด์ 1.5 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 100 มิลลิลิตร เม็ดเจลจะเกิดขึ้นทันที
ในสารละลายแคลเซียมคลอไรด์ ตั้งไว้ 1 ชั่วโมง เพ่ือให้เม็ดเจลคงตัว 
              3) เทสารละลายแคลเซียมคลอไรด์ 1.5 เปอร์เซ็นต์ ออกจากเม็ดเจล นําเม็ดเจลที่ได้ใส่
กรวยบุชเนอร์ ล้างเม็ดเจลด้วย 0.85 เปอร์เซ็นต์ โซเดียมคลอไรด์ ประมาณ 200 มิลลิตร 
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               4) ชั่งน้ําหนักและนับเม็ดเจล 
  2.13 การตรึงเซลล์ยีสต์ P. janidii 
               1) ชั่งเซลล์ยีสต์ให้ได้เซลล์ประมาณ 2.5 x 105 เซลล์ (ภาคผนวก ข) เติม 0.85 
เปอร์เซ็นต์ โซเดียมคลอไรด์ 10 มิลลิตร ใส่ลงในบีกเกอร์ 100 มิลลิลิตร ผสมกับ 1.5 เปอร์เซ็นต์ 
โซเดียมอัลจิเนต 40 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันได้เป็น 1.2 เปอร์เซ็นต์ โซเดียมอัลจิเนต  
               2) ใช้กระบอกฉีดยาขนาด 10 มิลลิลิตร ดูดสารละลายผสมในข้อ 4.1.1 ฉีดสารผ่านสาย
ยางลงในสารละลายแคลเซียมคลอไรด์ 1.5 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 100 มิลลิลิตร เม็ดเจลจะเกิดขึ้นทันที
ในสารละลายแคลเซียมคลอไรด์ ตั้งไว้ 1 ชั่วโมง เพ่ือให้เม็ดเจลคงตัว 
               3) เทสารละลายแคลเซียมคลอไรด์ 1.5 เปอร์เซ็นต์ ออกจากเม็ดเจล นําเม็ดเจลที่ได้ใส่
กรวยบุชเนอร์ ล้างเม็ดเจลด้วย 0.85 เปอร์เซ็นต์ โซเดียมคลอไรด์ ประมาณ 200 มิลลิตร 
               4) ชั่งน้ําหนักและนับเม็ดเจล 
  2.14 การผลิตอาหารส าหรับปลากะพงขาว 

  1) ทําการผลิตอาหารสําหรับปลาทะเลที่มีส่วนผสมของอาหารสัตว์น้ําในแต่ละชุดการ
ทดลองมีดังนี้ อาหารทดลองประกอบด้วยอาหารเม็ดชนิดจมน้ํา 4 สูตร  
  อาหารสูตรที่ 1 อาหารชุดควบคุมประกอบด้วยสูตรอาหารปลากะพงพ้ืนฐาน  
  สูตรที่ 2 ประกอบด้วยอาหารชุดควบคุมผสม C. irritans ระยะธีรอนต์ เชื้อตาย  
  สูตรที่ 3 ประกอบด้วยอาหารชุดควบคุมผสมยีสต์ P. janidii  
  สูตรที่ 4 ประกอบด้วยอาหารชุดควบคุม Sodium alginate 
  โดยอาหารทุกสูตรมีปริมาณโปรตีน 49-51 เปอร์เซนต์ และปริมาณไขมัน 12-13  
เปอร์เซนต ์ 
 2.15 ท าการวิเคราะห์คุณค่าทางอาหาร (Proximate analysis) ในอาหารที่เตรียมได้ 
 2.16 การทดสอบการต้านเชื้อและการกระตุ้นภูมิคุ้มกันของปลากะพงขาวต่อปรสิต  
 1) วางแผนการทดลองเป็นการทดลองแบบ 3×3 CRD ทดลองในปลากะพงขาว 
ขนาดประมาณ 3 นิ้ว จํานวน 30 ตัวต่อ กระชังขนาด 90x90x80 เซนติเมตร (กxยxส) ในบ่อดินขนาด 
8x7x1.8 เมตร (กxยxล)    
 2) ทดลองให้ปลากะพงขาวกินอาหารชุดทดลองปริมาณ 3% ของน้ําหนักตัว/วัน เป็น
ระยะเวลา 2 สัปดาห์  
 3) ทําการสุ่มปลากะพงขาวจํานวน 12 ตัว เพื่อเจาะเลือดก่อนเริ่มทดลองและเมื่อกิน
อาหารชุดทดลองครบ 
 4) ทําการให้อาหารปลากะพงขาวโดยใช้อาหารเดียวกับกลุ่มควบคุมปริมาณ 3% ของ
น้ําหนักตัว/วัน เป็นระยะเวลา 2 สัปดาห์ ทําการสุ่มปลากะพงขาวจํานวน 12 ตัว เพื่อทําการเจาะ
เลือด  

   5) ทําการย้ายปลากะพงขาวจากบ่อดินใส่ในถังไฟเบอร์ปริมาตร 300 ลิตร จํานวน 30 ตัว/
ถัง จํานวน 3 ถัง/ทรีตเมนต์ ปรับความเค็มปลากะพงขาวจาก 25 พีพีที เป็น 30 พีพีที โดยเลี้ยงปลา
ด้วยปริมาตรน้ํา 100 ลิตร 
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   6) ใส่ปรสิต C. irritans ระยะธีรอนต์ ลงไปจํานวน 15,000 ตัวต่อปลา 1 ตัว เป็นเวลา 14 
วัน สังเกตและบันทึกผลการทดลองโดยบันทึกจํานวนปลาที่รอดชีวิตในแต่ละวัน 
 2.17 การตรวจหาการเปลี่ยนแปลงสารในระบบภูมิคุ้มกัน 
 นําปลามาทําการเจาะเลือด ใช้ส่วนของซีรัมตรวจหาไลโซไซม์ วัดระดับแอนติบอดี โดย
เทคนิค ELISA และตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงของ IgM โดย วิธี Sodium dodecyl sulphate- 
polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) ตามวิธีของLaemmli (Laemmli, 1970) 
 2.18 การตรวจหาปริมาณไลโซไซม์ในซีรัมปลากะพงขาว  
         ทดสอบการยับยั้งเชื้อ Micrococcus luteus บนอาหารแข็ง Tryptic soy agar (TSA) 
โดยเตรียมเชื้อ Micrococcus luteus วัดความเข้มข้นเซลล์ที่ 600 นาโนเมตร ได้ค่าการดูดกลืนแสง 
= 0.4 เทียบกับอาหารเลี้ยงเชื้อ นําเชื้อที่ได้ไปสวอปบนอาหารเลี้ยงเชื้อ TSA ให้ทั่วทั้งเพลท ทิ้งไว้
ประมาณ 15 นาที เจาะหลุมขนาด 6 มิลลิเมตร เพลทละ 4-5 หลุม ปิเปตซีรั่ม และเมือกปลา ที่
เตรียมไว้ ปริมาตร 50 ไมโครลิตรใส่ลงในแต่ละหลุมที่เจาะไว้ บ่มไว้ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 24 
ชั่วโมง จากนั้นวัดขนาดเส้นผ่าศูนย์กลางของ inhibition zone (clear zone) นําค่าที่ได้มาเทียบกับ
จากกราฟมาตรฐาน (ภาคผนวก ก) เพ่ือหาปริมาณเอนไซม์ไลโซไซม์ในซีรั่ม และเมือกปลากะพง   
 2.19 การตรวจผลการกระตุ้นภูมิคุ้มกันในปลากะพงขาวโดยเทคนิค Enzyme-Linked 
Immunosorbent Assay (ELISA)  
         การเตรียมสารเคมี (แสดงในภาคผนวก ก) 
 1) เคลือบเพลท (Coat plate) 96 well ELISA plate ปรสิต theront เชื้อตาย จํานวน 
200 ตัวต่อหลุม ใน coating buffer 100 ไมโครลิตร จากนั้นนําไปบ่มที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
ข้ามคืน 
 2) ล้างด้วย 0.01M PBS ที่มี Tween 20 ความเข้มข้น 0.05% (0.01 M PBS-T) 
ปริมาตรหลุมละ 150 ไมโครลิตร จํานวน 3 ครั้ง ครั้งละ 5 นาที 
 3) เติม 5% blotto เป็นเวลา 1 ชั่วโมงท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส หรือ 2 ชั่วโมงท่ี
อุณหภูมิห้อง ปริมาตร 150 ไมโครลิตรต่อหนึ่งหลุม 
 4) ล้าง 3 ครั้งด้วย 0.01 M PBS-T ปริมาตรหลุมละ 150 ไมโครลิตร 
 5) เติมตัวอย่างซีรั่มปลากะพงขาว/ตัวควบคุมบวก/ตัวควบคุมลบ ที่ละลายใน  
0.01 M PBS-T ปริมาตรหลุมละ 100 ไมโครลิตร 
 6) นําไปบ่มที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 
 7) ล้าง 3 ครั้ง ด้วย 0.01 M PBS-T ปริมาตรหลุมละ 150 ไมโครลิตร 
 8) เติม Mouse Anti-Fish IgM ปริมาตรหลุมละ 100 ไมโครลิตร ความเข้มข้น 
1: 120,000  
 9) นําไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 ชั่วโมง 
 10) ล้าง 3 ครั้ง ด้วย 0.01 M PBS-T ปริมาตรหลุมละ 150 ไมโครลิตร 
 11) เติม Goat Anti-Mouse IgG Horseradish Peroxidase conjugate (GAM-HRP) 
ความเข้มข้น 1: 5,000 ปริมาตรหลุมละ 100 ไมโครลิตร 
 12) นําไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เวลา 2 ชั่วโมง       
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 13) ล้าง 3 ครั้ง ด้วย 0.01 M PBS-T ปริมาตรหลุมละ 150 ไมโครลิตรต่อหนึ่ง 
 14) เติม 3, 3’, 5, 5’ -tetramentylbenzidine (TMB) ปริมาตรหลุมละ 100 ไมโครลิตร 
เป็นเวลา 30 นาที ในที่มืด 
 15) หยุดปฏิกิริยาด้วย 2M H2SO4 ปริมาตรหลุมละ 100 ไมโครลิตร 
 16) นําไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร 
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ภาพที่ 2-1 แผนผังการทํา Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) เพ่ือตรวจหา 
  แอนติบอดีจากในซีรัมปลากะพงขาวที่ถูกกระตุ้นภูมิคุ้มกันด้วย C. irritans ระยะ 
  ธีรอนต์และยีสต์ 
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  2.20 การแยกแอนติบอดีปลากะพงขาวโดยเทคนิค SDS-PAGE 
 การตรวจหาแถบอิมมูโนโกลบุลินเอ็ม (IgM) ใช้ 12.5% SDS-PAGE จากนั้นย้อมสีโปรตีน
ด้วย colloidal coomassie brilliant G-250 ประมาณหนึ่งชั่วโมง หรือจนเห็นแถบโปรตีนชัดเจน 
ล้างพื้นหลังออกด้วยน้ํา จนพื้นหลังใส แล้วจึงเก็บเจลในน้ํากลั่น แช่ไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
 2.21 การวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนในซีรั่มโดยวิธีของ Bradford (Bradford, 1976)          
สารเคมีที่ใช้ทดสอบ (การเตรียมสารเคมีแสดงในภาคผนวก ก) 

- 0.03125, 0.0625, 0.1250, 0.2500, 0.5000 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร BSA 
- Bio-Rad Protein Assay, Dye Reagent (Bio-Rad Labotatories) 

 - เตรียมกราฟโปรตีนมาตรฐาน (แสดงในภาคผนวก ก) 
     

 
 
ภาพที่ 2-2 กราฟโปรตีนมาตรฐานความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นโปรตีนกับค่าดูดกลืนแสงช่วง 
  595 นาโนเมตร ในแผ่นไมโครไตเตอร์เพลท 
 
 การวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนในซีรั่มปลากะพง 
 นําซีรั่มที่ได้มาเจือจาง 500 เท่า โดยใช้ซีรั่ม 1 ไมโครลิตร เจือจางด้วย 0.01 M PBS 499 
ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันใน Microcentrifuge tube ขนาด 1.5 ml จากนั้นปิเปตมา 10 ไมโครลิตร 
ใส่ใน Microplate 96 well ปิเปต Dye reagent (Bio-Rad protein assay, dye reagent, Bio-
Rad Laboratories) ที่เจือจางอัตราส่วน 1:4 (Dye reagent : น้ํา) ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ใสในทุก
หลุมจากนั้นเขย่าที่อุณหภูมิห้อง 5 นาที นํามาวิเคราะห์ด้วยเครื่อง Microplate reader ที่ช่วง 595 
นาโนเมตร นําค่าการดูดกลืนแสงที่ได้มาเทียบจากกราฟมาตรฐานสําหรับวิเคราะห์ปริมาณโปรตีน 
 
  

y = 0.0012x + 0.0091 
R² = 0.995 

0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

0.7

0 100 200 300 400 500 600ค่า
กา

รด
ูดก

ลืน
แส

ง 5
95

 น
าโ

นเ
มต

ร 

ความเข้มข้นโปรตีน (ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร)  



22 

ตอนที่ 3 
 2.22 การเก็บรวบรวมและการเตรียมเซลล์ปรสิต 
 ทําตามกระบวนการข้อที่ 2.6.6 และข้อที่ 2.10 
 2.23 การเลี้ยงยีสต์ปริมาณมาก 
 ทําตามกระบวนการข้อที่ 2.6.5 
 2.24 การตรึงเซลล์ปรสิตและเซลล์ยีสต์ 
  ทําตามกระบวนการข้อที่ 2.12 
 2.25 การผลิตอาหารส าหรับปลาการ์ตูนส้มขาว 

 1) ทําการผลิตอาหารสําหรับปลาทะเลที่มีส่วนผสมของอาหารสัตว์น้ําในแต่ละชุด 
การทดลองมีดังนี้ อาหารทดลองประกอบด้วยอาหารเม็ดชนิดจมน้ํา 4 สูตร  
 สูตรที่ 1 อาหารชุดควบคุมประกอบด้วยสูตรอาหารปลากะพงพ้ืนฐาน  
 สูตรที่ 2 ประกอบด้วยอาหารชุดควบคุมผสม C. irritans ระยะธีรอนต์ เชื้อตาย  
 สูตรที่ 3 ประกอบด้วยอาหารชุดควบคุมผสมยีสต์ P. janidii  
 สูตรที่ 4 ประกอบด้วยอาหารชุดควบคุม Sodium alginate 
 โดยอาหารทุกสูตรมีปริมาณโปรตีน 37-51 เปอร์เซนต์ และปริมาณไขมัน 16-19  
เปอร์เซนต ์
 2.26 ท าการวิเคราะห์คุณค่าทางอาหาร (Proximate analysis) ในอาหารที่เตรียมได้ 
 2.27 การทดสอบการต้านเชื้อและการกระตุ้นภูมิคุ้มกันของปลากะพงขาวต่อปรสิต  
 การทดลองครั้งท่ี 1 
 1) วางแผนการทดลองเป็นการทดลองแบบ 3×3 CRD ทดลองในปลาการ์ตูนส้ม 
ขาวขนาดประมาณ 3 เซนติเมตร จํานวน 40 ตัวต่อ กระชังขนาด 50x50x60 เซนติเมตร (กxยxส) ใน
บ่อไฟเบอร์ขนาด 2.2x2.5x1.8 เมตร (กxยxล) พร้อมระบบยังชีพสัตว์น้ํา จํานวน 12 กระชัง    
 2) ทดลองให้ปลาการ์ตูนกินอาหารชุดทดลองทั้ง 4 สูตร ที่ปริมาณ 3% ของน้ําหนักตัว/วัน 
เป็นระยะเวลา 2 สัปดาห์  
 3) ทําการสุ่มปลาการ์ตูนจํานวน 12 ตัว เพื่อเจาะเลือดก่อน 
 4) ทําการให้อาหารปลาการ์ตูนโดยใช้อาหารสูตรที่ 1 ด้วยปริมาณท่ี 3% ของน้ําหนักตัว/
วัน เป็นระยะเวลา 2 สัปดาห์ ทําการสุ่มปลาการ์ตูนจํานวน 12 ตัว เพื่อทําการเจาะเลือด  

   5) ทําการย้ายปลาการ์ตูนจากกระชังที่เลี้ยง ใส่ในตู้ขนาด 40 ลิตร จํานวน 30 ตัว/ตู้ โดย
แต่ละชุดการทดลองมี 3 ซํ้า  
 6) ใส่ปรสิต C. irritans ระยะธีรอนต์ ลงไปจํานวน 1,500 ตัวต่อปลา 1 ตัว สังเกตและ
บันทึกผลการทดลองเพ่ือหาอัตรารอดเป็นเวลานาน 14 วัน 

 การทดลองครั้งท่ี 2 
 1) วางแผนการทดลองเป็นแบบ 3×3 CRD โดยใช้ปลาการ์ตูนส้มขาวขนาด 
ประมาณ 3 เซนติเมตร จํานวน 40 ตัวต่อ ในบ่อไฟเบอร์เดียวกับการทดลองครั้งที่ 1 จํานวน 12 
กระชัง    
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 2) ทดลองให้ปลาการ์ตูนกินอาหารชุดทดลองทั้ง 4 สูตรสลับกับอาหารสูตรที่ 1 ที่ปริมาณ 
3% ของน้ําหนักตัว/วัน เป็นระยะเวลา  1 สัปดาห์/ 1 สัปดาห์ เป็นระยะเวลานาน 8 สัปดาห์  
 3) ระหว่างการกินอาหารนี้ ทําการสุ่มปลาการ์ตูนจํานวน 12 ตัว เพื่อเจาะเลือดทุก 2 
สัปดาห์ 
 4) เมื่อครบกําหนด 8 สัปดาห์ ทําการย้ายปลาการ์ตูนจากกระชังที่เลี้ยง ใส่ในตู้ขนาด 40 
ลิตร จํานวน 30 ตัว/ตู้ โดยแต่ละชุดการทดลองมี 3 ซํ้า  

   5) ใส่ปรสิต C. irritans ระยะธีรอนต์ ลงไปจํานวน 1,500 ตัวต่อปลา 1 ตัว สังเกตและ
บันทึกผลการทดลองเพ่ือหาอัตรารอดเป็นเวลานาน 21 วัน 
 2.28 การตรวจหาการเปลี่ยนแปลงสารในระบบภูมิคุ้มกัน 
 นําเลือดที่เก็บได้ระหว่างการกินอาหารและการเผชิญเชื้อ โดยใช้ส่วนของซีรัม 
วัดระดับแอนติบอดีโดยเทคนิค ELISA และตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงของ IgM โดย วิธ ีSodium 
dodecyl sulphate- polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) ตามวิธีของLaemmli 
(Laemmli, 1970) 
 1) การตรวจผลการกระตุ้นภูมิคุ้มกันในปลาการ์ตูนโดยเทคนิค  
Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) ทําตามกระบวนการข้อ 2.19-2.20 
 2) การวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนในซีรั่มโดยวิธีของ Bradford (Bradford, 1976)  
ทําตามกระบวนการข้อ 2.21
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ผลการวิจัย 
 Results 

 
ตอนที่ 1 (การทดลองปี 1) 
 3.1 รูปร่างและโครงสร้างภายในเซลล์ของยีสต์ Pichia jadinii ที่เลี้ยงในอาหารเลี้ยง
เชื้อกากชานอ้อย 
 ยีสต์ Pichia jadinii เป็นราที่แยกได้จากน้ําทะเล บริเวณชายฝั่งทะเลบางแสน จังหวัด
ชลบุรี ที่มีการดํารงชีวิตเป็นเซลล์เดี่ยว มีรูปร่างเป็นรูปไข่ (oval, ovoidal) ดังแสดงในภาพที่ 3-1 มี
ขนาดประมาณ 2-3 ไมโครเมตร ภายในเซลล์ยีสต์ประกอบด้วยผนังเซลล์ (cell wall) เยื้อหุ้มเซลล์ 
(cell membrane หรือ plasma membrane) เพอริพลาสซึม (Periplasm) หรือเรียกอีกอย่างหนึ่ง
ว่าช่องว่างเพอริพลาสมิก (Periplasmic space) ไซโทพลาสซึม (cytoplasm) นิวเคลียส (nucleus) 
ไม โทคอนเดรี ย  (mitochondria)  แ วคิ ว โ อล  ( vacuole)  และ เอนโดพลาสมิ ก เ รทิ คิ ว ลั ม 
(Endoplasmic reticulum) ดังแสดงในภาพที่ 3-2  การเจริญของยีสต์เกิดโดยการเพ่ิมขนาดจนถึง
ขนาดที่ใหญ่ที่สุด (critical size) หลังจากนั้นจึงจะมีการแบ่งเซลล์เพ่ือเพ่ิมจํานวน ซึ่งการแบ่งเซลล์
ของยีสต์ P. jadinii เป็นการเพ่ิมจํานวนแบบไม่อาศัยเพศโดยการแตกหน่อ (budding) การแตกหน่อ
ของยีสต์ P. jadinii เป็นการแตกหน่อหลายขั้ว (multipolar หรือ multilateral budding) โดยการ
แตกหน่อเกิดขึ้นได้โดยรอบเซลล์ทุก ๆ ด้าน ดังแสดงในภาพที่ 3-3 
 

 
 
ภาพที่ 3-1 รูปร่างของยีสต์ Pichia jadinii 
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ภาพที่ 3-2  โครงสร้างภายในเซลล์ของยีสต์ Pichia jadinii เมื่อดูด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอน 
   แบบส่องผ่าน (N= นิวเคลียส, V = แวคิวโอล) 
 

  
 
ภาพที่ 3-3 การแตกหน่อของยีสต์ Pichia jadinii 
 
 3.2 การเจริญของยีสต์ P. jadinii ในอาหารเลี้ยงเชื้อกากชานอ้อยที่มีความเค็ม  
25 พีพีที 
     การศึกษาการเจริญของยีสต์ P. jadinii ที่เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อกากชานอ้อยที่มีความ
เค็ม 25 พีพีที ระหว่างเวลา 96 ชั่วโมง วิเคราะห์ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ์ที่ยีสต์ใช้เพ่ือการเจริญเติบโตโดย
วิธี Dinitrosalicylic acid assay วัดค่าความหวาน และติดตามการเจริญของยีสต์โดยการนับจํานวน
เซลล์ยีสต์ด้วย Hemocytometer ผลการทดลองพบว่าค่าความหวานตลอดการทดลองมีค่าระหว่าง 
3 - 4 บริกซ์ ความสัมพันธ์ระหว่างน้ําตาลรีดิวซ์และการเจริญเติบโตของยีสต์เป็นแบบผกผัน โดยที่
ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ์ในอาหารเลี้ยงเชื้อลดลงอย่างมากภายในระยะเวลา 24 ชั่วโมงแรกของการ
ทดลอง และลดลงอย่างต่อเนื่องจนกระทั่งสิ้นสุดการทดลอง ในขณะที่จํานวนเซลล์ยีสต์ได้เพ่ิมขึ้น
อย่างรวดเร็วตั้งแต่เริ่มต้นการทดลอง และมีการเพ่ิมขึ้นสูงสุดที่ 72 ชั่วโมง และมีจํานวนเซลล์เท่ากับ 
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2.45 x 108 เซลล์ต่อมิลลิลิตร หลังจากนั้นจํานวนเซลล์ค่อย ๆ ลดลง เมื่อสิ้นสุดการทดลอง มีจํานวน
เซลล์ 2.02 x 108  เซลล์ต่อมิลลิลิตร ดังแสดงในภาพที่ 3-4  
 

 
 
ภาพที่ 3-4  การเจริญของยีสต์ Pichia jadinii ที่เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อกากชานอ้อยที่มีความเค็ม  
   25 พีพีท ี      
 
 3.3 การตรึง (Immobilization) 
  3.3.1 การทดสอบความคงตัวของเม็ดเจลที่ตรึงสารพอลิเมอร์ในน้ าทะเลเทียมที่มีค่า
ความเป็นกรด-ด่างแตกต่างกัน 
  การวิเคราะห์การตรึงสารพอลิเมอร์ 4 ชนิด คือ ปาเปน (Papain), ทริปซิน(trypsin), 
อัลบลูมิน (Albumin) และบลูเดกซ์แตรน (Blue Dextrane) ด้วยแคลเซียมอัลจิเนต ที่ความเข้มข้น
ของโซเดียมอัลจิเนตระหว่างการเกิดปฏิกิริยาร้อยละ 1.2 (ความเข้มข้นของโซเดียมอัลจิเนตที่เตรียม
ตั้งต้น คือ ร้อยละ 1.5) พบว่าโปรตีน ปาเปน, ทริปซิน, อัลบูมิน และบลูเดกซ์แตรนที่ผ่านการตรึงด้วย
แคลเซียมอัลจิเนต แล้วนําเม็ดเจลที่เตรียมได้แช่ในน้ําทะเลเทียมที่ความเป็นกรด-ด่าง 8.0 ฟอสเฟต
บัฟเฟอร์ที่ความเป็นกรด-ด่าง 7.4 และอะซิเตตบัฟเฟอร์ที่มีความเป็นกรด-ด่าง 4.0 เก็บตัวอย่าง
บัฟเฟอร์ในช่วงเวลาที่ทําการทดลอง ตั้งแต่เริ่มทําการทดลองจนกระทั่งสิ้นสุดการทดลองที่ 48 ชั่วโมง 
พบการหลุดของโปรตีนออกมาในปริมาณเล็กน้อย ส่วนบลูเดกซ์แตรนที่มีขนาดโมเลกุลใหญ่กว่าไม่พบ
การหลุดของสารภายในเวลา 1 ชั่วโมง ดังแสดงในตารางที่ 3-1, 3-2 และ 3-3 ดังนั้นแคลเซียมอัลจิ
เนตที่ความเข้มข้นร้อยละ 1.2 จึงมีประสิทธิภาพและความเหมาะสมสําหรับใช้การตรึงสารที่เป็นพอลิ
เมอร์ของกรดอะมิโนและพอลิเมอร์ของแอนไฮโดรกลูโคส (Anhydroglucose)  
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ตารางที่ 3-1  ค่าการดูดกลืนแสงของน้ําทะเลเทียมที่ได้จากการแช่เม็ดเจลตรึงสารพอลิเมอร์ 4 ชนิด  
  คือ ปาเปน, ทริปซิน, อัลบูมิน และบลูเดกซ์แตรนด้วยแคลเซียมอัลจิเนต ในน้ําทะเล 
     เทียมท่ีมีค่าความเป็นกรด-ด่าง 8.0 
 

 
ตารางที่ 3-2 ค่าการดูดกลืนแสงของฟอสเฟตบัฟเฟอร์ที่ได้จากการแช่เม็ดเจลตรึงสารพอลิเมอร์  
    4 ชนิด คือ ปาเปน, ทริปซิน, อัลบูมิน และบลูเดกซ์แตรนด้วยแคลเซียมอัลจิเนต ใน  
    0.1 โมลาร์ ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ (Phosphate buffered saline, PBS)  
    ค่าความเป็นกรด-ด่าง 7.4 
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ตารางที่ 3-3 ค่าการดูดกลืนแสงของอะซิเตตบัฟเฟอร์ที่ได้จากการแช่เม็ดเจลตรึงสารพอลิเมอร์  
    4 ชนิด คือ ปาเปน, ทริปซิน, อัลบูมิน และบลูเดกซ์แตรนด้วยแคลเซียมอัลจิเนต  
    ในอะซิเตตบัฟเฟอร์ที่มีความเป็นกรด-ด่าง 4.0 
 

 
 3.3.2 การทดสอบความคงตัวของเม็ดเจลที่ตรึงปลาป่นด้วยแคลเซียมอัลจิเนตที่ความ

เข้มข้นแตกต่างกัน 
 การศึกษาความคงตัวของเม็ดเจลแคลเซียมอัลจิเนตที่ตรึงปลาปุนโดยใช้แคลเซียมคลอไรด์
ที่ความเข้มข้นร้อยละ 1.0, 1.5 และ 2 สําหรับความเข้มข้นของโซเดียมอัลจิเนตขณะเกิดปฏิกิริยาคือ
ร้อยละ 0.8, 1.2 และ 1.6 (โซเดียมอัลจิเนตที่เตรียมตั้งต้นมีความเข้มข้นร้อยละ 1.0 1.5 และ 2 
ตามลําดับ) นําเม็ดเจลที่เตรียมได้แช่ในโซเดียมคลอไรด์เข้มข้นร้อยละ 0.85 แล้วเก็บตัวอย่างน้ําเกลือ
วิเคราะห์หาปริมาณโปรตีนเพ่ือตรวจหาการหลุดของโปรตีนออกจากเม็ดเจล ผลการทดลองพบว่า
โซเดียมอัลจิเนตที่ใช้ขณะเกิดปฏิกิริยาเข้มข้นร้อยละ 0.8, 1.2 และ 1.6 และแคลเซียมคลอไรด์เข้มข้น
ร้อยละ 1.5 และ 2 สามารถทําให้เม็ดเจลมีความคงตัว และกักปลาปุนไว้ในตาข่ายพอลิเมอร์ของ
แคลเซียมอัลจิเนตได้ในเวลา 2 ชั่วโมง และเริ่มมีโปรตีนจากปลาปุนหลุดออกมามากขึ้นที่เวลา 3 
ชั่วโมง จนถึง 48 ชั่วโมง ดังแสดงในตารางที่ 3-4   
 จากผลการทดสอบความคงตัวของเม็ดเจลที่ตรึงโปรตีน บลูเดกซ์แตรน และปลาปุน พบว่า
ไม่มีการหลุดของสาร ดังนั้นการตรึงเซลล์จะได้ทดลองใช้โซเดียมอัลจิเนตขณะเกิดปฏิกิริยาร้อยละ 1.2 
และแคลเซียมคลอไรด์ร้อยละ 1.5 ในการทดลองตรึงเซลล์ยีสต์และปรสิต  
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ตารางที่ 3-4  ปริมาณโปรตีนจากปลาปุนที่หลุดออกมาเมื่อตรึงด้วยแคลเซียมอัลจิเนตที่ความเข้มข้น 
     แตกต่างกัน 
 

 
3.4 การตรึงเซลล์ยีสต์ P. jadinii ด้วยแคลเซียมอัลจิเนต 

 3.4.1 การตรวจสอบประสิทธิภาพการตรึงเซลล์ยีสต์ Pichia sp. ด้วยแคลเซียม 
อัลจิเนต  

  การตรึงเซลล์ยีสต์ P. jadinii ด้วยโซเดียมอัลจิเนตที่ความเข้มข้นร้อยละ 1.2 และ
แคลเซียมคลอไรด์ร้อยละ 1.5 ตรวจสอบเซลล์ตรึงภายใต้กล้องจุลทรรศน์ ได้ผลดังแสดงในภาพที่ 3-5 
ยีสต์ P. jadinii ที่ตรึงด้วยแคลเซียมอัลจิเนตเมื่อดูใต้กล้องจุลทรรศน์ พบว่าเซลล์ยีสต์ถูกกักอยู่ในเส้น
พอลิเมอร์ของแคลเซียมอัลจิเนต  

 

 
 
ภาพที่ 3-5 ภาพตัดขวางเม็ดเจลที่ตรึงยีสต์ Pichia jadinii ด้วยแคลเซียมอัลจิเนตภายใต้กล้อง 
  จุลทรรศน์ กําลังขยาย 40X 
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 จากข้อมูลการตรวจหาการหลุดของเซลล์ยีสต์ P. jadinii จากการตรึงด้วยแคลเซียม 
อัลจิเนต โดยวัดค่าการดูดกลืนแสงของตัวอย่างน้ําเกลือที่ได้จากการแช่เม็ดเจล ที่ความยาวคลื่น 600 
นาโนเมตร พบว่าในช่วงเวลาที่ทําการทดลอง  ตั้งแต่เริ่มทําการทดลองจนกระทั่งสิ้นสุดการทดลองที่ 
48 ชั่วโมง ไม่พบการหลุดของเซลล์ยีสต์ P. jadinii ที่ตรึงด้วยแคลเซียมอัลจิเนต ดังแสดงในตารางที่ 
3-5 ดังนั้นโซเดียมอัลจิเนตที่ความเข้มข้น 1.2 เปอร์เซ็นต์ และแคลเซียมคลอไรด์ที่ความเข้มข้น 
ร้อยละ 1.5 มีประสิทธิภาพสําหรับใช้ตรึงเซลล์ยีสต์ 
 
ตารางที่ 3-5 ค่าดูดกลืนแสงที่ 600 นาโนเมตร เพื่อตรวจสอบการหลุดของเซลล์ยีสต์ P. jadinii จาก 
    แคลเซียมอัลจิเนตในน้ําตัวอย่าง 
 

 
 3.4.2 ชนิดและร้อยละกรดไขมันชนิดทรานส์ (trans fatty acids, TFA) ในยีสต์  
P. jadinii ที่ตรึงด้วยแคลเซียมอัลจิเนต  
 การวิเคราะห์องค์ประกอบกรดไขมันในเชื้อยีสต์ P. jadinii ที่เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อกาก
ชานอ้อยที่ความเค็ม 25 พีพีที ที่เวลา 72 ชั่วโมง แล้วนําเซลล์ยีสต์ตรึงด้วยแคลเซียมอัลจิเนต สกัด
ไขมันจากเม็ดเจล และวิเคราะห์กรดไขมันเปรียบเทียบกับสารมาตรฐานกรดไขมัน 35 ชนิด ผลการ
ทดลองพบกรดไขมัน 9 ชนิด ได้แก่ กรดลอริก (Lauric acid, C12:0), กรดไมริสติก (Myristic acid, 
C14:0), กรดเพนตะเดคาโนอิก (Pentadecanoic acid, C15:0), กรดปาล์มิติก (Palmitic acid, 
C16:0), กรดปาล์มิโอเลอิก (Palmitoleic acid, C16:1), กรดเฮปาโทเดคาโนอิก 
(Hepatodecaenoic acid, C17:0), กรดโอเลอิก (Oleic acid, C18:1n9), กรดไลโนเลอิก (Linoleic 
acid, C18:2n6c), กรดซีส 11, 14, 17- ไอโคซาไตรอีโนอิค (cis-11,14,17-Eicosatrienoic acid, 
C20:3n3) โดยพบกรดไขมันอ่ิมตัวทั้งหมดสูงสุด (saturated fattyacid: SFA) ร้อยละ 32.61 มีกรด
ปาล์มิติก (Palmitic acid, C16:0) เป็นองค์ประกอบมากที่สุดประมาณร้อยละ 21.20 ± 0.57 ของ
กรดไขมันทั้งหมด รองลงมาคือ กรดไขมันชนิดไม่อ่ิมตัวเชิงเดี่ยวทั้งหมด (Monounsaturated fatty 
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acid) ร้อยละ 20.36 ของกรดไขมันทั้งหมดและมีกรดไขมันโอเลอิก (Oleic acid, C18:1n9) เป็น
องค์ประกอบที่มากที่สุดประมาณร้อยละ 17.83±0.58 นอกจากนี้ยังพบ กรดไลโนเลอิก (Linoleic 
acid, C18:2n6c) ร้อยละ 3.14 ± 0.10 และกรดซีส 11, 14, 17- ไอโคซาไตรอีโนอิค (cis-11,14,17-
Eicosatrienoic acid, C20:3n3) ร้อยละ 6.79 ± 0.21 ของกรดไขมันทั้งหมด ซึ่งเป็นองค์ประกอบใน
กรดไขมันไม่อ่ิมตัวเซิงซ้อนทั้งหมด ดังแสดงในภาพที่ 3-6 
 

 
 
ภาพที่ 3-6 ชนิดและร้อยละของกรดไขมันแต่ละชนิดในกรดไขมันทั้งหมดที่สกัดได้จากเซลล์ตรึงยีสต์  
  Pichia jadinii ด้วยแคลเซียมอัลจิเนต 
   
 3.4.3 ชนิดและปริมาณกรดไขมันในยีสต์ P. jadinii 
 จากการวิเคราะห์องค์ประกอบกรดไขมันในตัวอย่างเซลล์ยีสต์ P. jadinii ที่เลี้ยงในอาหาร
เลี้ยงเชื้อกากชานอ้อยที่ความเค็ม 25 พีพีที เป็นเวลา 72 ชั่วโมง แล้วเปรียบเทียบกรดไขมันที่สกัดจาก
เม็ดเจลตรึงเซลล์ยีสต์กับสารมาตรฐานกรดไขมัน 35 ชนิด น้ําหนักเม็ดเจลตรึงเซลล์ยีสต์แห้งที่ใช้ใน
การสกัดคือ 1.0260 กรัม ผลการทดลองพบกรดไขมัน 9 ชนิด ได้แก่กรดลอริก (Lauric acid, C12:0), 
กรดไมริสติก (Myristic acid, C14:0), กรดเพนตะเดคาโนอิก (Penta- decanoic acid, C15:0), 
กรดปาล์มิติก (Palmitic acid, C16:0), กรดปาล์มิโอเลอิก (Palmitoleic acid, C16:1), กรดเฮปาโท
เดคาโนอิก (Hepatodecaenoic acid, C17:0), กรดโอเลอิก (Oleic acid, C18:1n9), กรดไลโนเล
อิก (Linoleic acid, C18:2n6c), กรดซีส 11, 14, 17- ไอโคซาไตรอีโนอิค (cis-11, 14, 
17Eicosatrienoic acid, C20:3n3) โดยพบกรดไขมันอ่ิมตัวทั้งหมด (saturated fatty acid: SFA) 
สูงสุด 0.08 mg/g (น้ําหนักสด), 0.87 mg/g (น้ําหนักแห้ง) มีกรดปาล์มิติก (Palmitic acid, C16:0) 
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C14:0, 
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C15:0, 1.40 

C16:0, 
21.20 

C16:1, 2.53 C17:0, 4.52 

C18:In 9, 
17.83 

C18:2n6c, 
3.14 c20:3n3, 

6.79 

C12:0 C14:0 C15:0

C16:0 C16:1 C17:0

C18:In 9 C18:2n6c c20:3n3
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เป็นองค์ประกอบมากที่สุด 0.033 mg/g (น้ําหนักสด), 0.38 mg/g (น้ําหนักแห้ง) ของกรดไขมัน
ทั้งหมด รองลงมาคือ กรดไขมันชนิดไม่อ่ิมตัวเชิงซ้อนทั้งหมด (Polyunsaturated Fatty Acid: 
PUFA) 0.05 mg/g (น้ําหนักสด), 0.54 mg/g (น้ําหนักแห้ง) ของกรดไขมันทั้งหมดและมีกรดไลโนเล
อิก (Linoleic acid, C18:2n6c) เป็นองค์ประกอบที่มากที่สุด 0.015 mg/g (น้ําหนักสด), 0.17 mg/g 
(น้ําหนักแห้ง) ของกรดไขมันทั้งหมด นอกจากนี้ยังพบกรดไขมันโอเลอิก (Oleic acid, C18:1n9) เป็น
องค์ประกอบที่มากที่สุด 0.027 mg/g (น้ําหนักสด), 0.31 mg/g (น้ําหนักแห้ง) ของกรดไขมันทั้งหมด 
ซึ่งเป็นองค์ประกอบในกรดไขมันไม่อ่ิมตัวเซิงเดี่ยวทั้งหมด ดังแสดงในภาพที่ 3-7 
 

 
ภาพที่ 3-7 ปริมาณกรดไขมันแต่ละชนิดในเม็ดเจลแคลเซียมอัลจิเนตที่ตรึงเซลล์ยีสต์ P. jadinii ที ่  
  เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อกากชานอ้อยที่มีความเค็ม 25 พีพีที ที่เวลา 72 ชั่วโมง  
 
3.5 การตรึงเซลล์ปรสิต Cryptocaryon irritans ด้วยแคลเซียมอัลจิเนต 

 ปรสิตที่ทําให้เกิดโรคจุดขาวน้ําเค็ม มีชื่อวิทยาศาสตร์คือ C. irritans เป็นปรสิตกลุ่มโปรโต
ซัวซิลิเอต C. irritans ระยะ theront เป็นระยะที่พร้อมจะเข้าเกาะที่ซี่เหงือกและผิวตัวของปลา 
theront เป็นระยะตัวอ่อนที่ว่ายน้ําเป็นอิสระ มีรูปร่างเป็นรูปกระสวย ด้านบนแหลมด้านล่างมน มี
ขนาดประมาณ 23.88 - 40.59 µm. มีขนรอบตัวเช่นเดียวกับตัวเต็มวัย ระยะนี้สามารถว่ายน้ําเป็น
อิสระได้ ประมาณ 24 ชั่วโมง หลังจากนั้นจะลงเกาะกับปลาที่เป็นเจ้าบ้าน เพื่อเจริญเติบโตเป็นตัวเต็ม
วัยต่อไป ดังแสดงในภาพที่ 3-8 เซลล์ปรสิต theront มีขนาด 23.88 X 40.59 ไมโครเมตร ซึ่งมีขนาด
ใหญ่กว่าเซลล์ยีสต์ ดังนั้นจึงสามารถตรึงเซลล์ปรสิตระยะ theront ด้วยโซเดียมอัลจิเนตเข้มข้น 
ร้อยละ 1.2 และแคลเซียมคลอไรด์ร้อยละ 1.5  
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ภาพที่ 3-8 Theront ของ Cryptocaryon irritans ภายใต้กล้อง 
 
ตอนที่ 2 (การทดลองปี 2) 
 3.6 การวิเคราะห์คุณค่าทางอาหาร (Proximate analysis) ในอาหารที่เตรียมได้ 
 นําอาหารที่ผลิตได้ทั้ง 4 สูตรมาทําการวิเคราะห์คุณค่าอาหารก่อนนําไปใช้เลี้ยงปลากะพง
ขาว จากการวิเคราะห์องค์ประกอบคุณค่าทางอาหารทั้ง 4 สูตร พบว่ามีความชื้นร้อยละ 6-7 เถ้าร้อย
ละ 13-15 โปรตีนร้อยละ 49-51 ไขมันร้อยละ 12-13 คาร์โบไฮเดรตที่ละลายน้ํา ร้อยละ 15-17 ซึ่ง
ค่าของคาร์โบไฮเดรตที่ละลายเป็นค่าประมาณการจาก Nitrogen free extract (NFE) ไนโตรเจนฟรี
แอกซ์แทรกเป็นสารพวกคาร์โบไฮเดรตที่ละลายน้ําได้ง่ายได้แก่  แปูง น้ําตาล เป็นต้น แต่ในการ
วิเคราะห์อาหารสัตว์ตามระบบของวีนเด ปรากฏว่ามีสารพวกเฮมิเซลลูโลส ลิกนินบางส่วน และ
วิตามินที่ละลายน้ํารวมอยู่ด้วย จึงไม่ใช่ค่าของแปูงและน้ําตาลที่แท้จริง อย่างไรก็ตามส่วนใหญ่ยังคง
เป็นสารพวกแปูงและน้ําตาล 
 3.7 การทดสอบการต้านเชื้อและการกระตุ้นภูมิคุ้มกันของปลากะพงขาวต่อปรสิต  
C. irritans ระยะ theront 
 ครั้งที่ 1 นําปลากะพงขาวจํานวน 480 ตัว ที่มีขนาดเฉลี่ย 7.12 ± 0.48 ซม. และน้ําหนัก
เฉลี่ย 5.21 ± 1.00 ก. มาพักและกักกันโรคก่อนนํามาชั่งน้ําหนักและวัดขนาด เพ่ือนําไปเลี้ยงใน
กระชัง กระชังละ 40 ตัว จํานวน 12 กระชัง ในบ่อดินที่ทําการเตรียมน้ําไว้ล่วงหน้า โดยแบ่งออกเป็น 
4 ชุดการทดลอง ชุดการทดลองละ 3 กะชัง ให้กินอาหารที่ใช้ในการทดลอง ได้แก่ ชุดการทดลองที่ 1 
เป็นชุดควบคุม ชุดการทดลองที่ 2 ผสมปรสิต C. irritans ชุดการทดลองที่ 3 ผสมยีตส์ P. jadinii ชุด
การทดลองที่ 4 ผสม Calcium alginate โดยแต่ละชุดให้กินอาหารทดลองเป็นเวลานาน 2 สัปดาห์ ที่
ปริมาณ 3% ของน้ําหนักเฉลี่ย หลังจากครบ 2 สัปดาห์แล้ว สุ่มปลากะพงขาวจํานวนกระชังละ 4 ตัว 
นํามาชั่งน้ําหนักและวัดขนาดและทําการเจาะเลือด นําปลากะพงขาวไปเลี้ยงในกระชังเดิมอีก 6 
สัปดาห์  โดยให้อาหารสูตรเดียวกับ ชุดการทดลองควบคุม อาหารที่ให้คิดเป็น 3% ของน้ําหนักเฉลี่ย
ที่ชั่ง จากนั้นสุ่มปลาจํานวนเท่าเดิมมาเจาะเลือดทุก 2 สัปดาห์ เลี้ยงปลาจนครบ 6 สัปดาห์ นําปลาที่
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เหลือทั้งหมดในกระชังจากบ่อดินมาใส่ในถังไฟเบอร์ความจุ 300 ลิตร โดยใส่ถังละ 10 ตัว ให้เผชิญ
เชื้อ C. irritans ระยะ theront จํานวน 15,000 theront/ปลา 1 ตัว จดบันทึกจํานวนปลาตายเป็น
เวลา 1 สัปดาห์ เพ่ือหาอัตรารอดของปลากะพงขาวที่ถูกเหนี่ยวนําด้วยเชื้อ C. irritans ระยะ 
theront และหาค่าเปอร์เซ็นต์การรอดตายสัมพัทธ์ (Relative percent survival: RPS) ได้ผลการ
ทดลองดังแสดงในตารางที่ 3-6 และ 3-7 
 
ตารางที่ 3-6  น้ําหนัก ความยาว และอัตรารอดของปลากะพงขาวทั้ง 4 ชุดการทดลอง ที่นํามา 
  กระตุ้นภูมิคุ้มกัน (เริ่มต้น N = 30) และเหนี่ยวนําด้วยเชื้อปรสิต C. irritans ระยะ  
     theront (เริ่มต้น N = 10) 
 

กลุ่มทดลอง 
(N = 30 ตัว) 

 

ความยาว (ซ.ม.) 

( X   ± SD) 

 

น้ าหนัก (กรัม) 

( X   ± SD) 

 

จ านวนปลาที่รอด (ตัว) 
(N = 10) 

อัตรารอด (%) 
(N = 10) 

ชุดการทดลอง 1 
ชุดควบคุม 

6.89 ± 0.51 4.70 ± 1.08 0 0 

ชุดการทดลอง 2 ผสม 
C. irritans 

7.58 ± 0.08 5.73 ± 0.09 9 90 

ชุดการทดลอง 3 ผสม
ยีตส์ Pichia sp 

7.33 ± 0.04 5.73 ± 0.09 9 90 

ชุดการทดลอง 4 ผสม 
Sodium alginate 
aaalalginate 

7.18 ± 0.52 5.23 ± 1.22  0 0 
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ตารางที่ 3-7 อัตรารอด (%) และค่าเปอร์เซ็นต์การรอดตายสัมพัทธ์ของปลากะพงขาวทั้ง 4 ชุดการ 
    ทดลอง ที่นํามากระตุ้นภูมิคุ้มกัน (N = 10) และเหนี่ยวนําด้วยเชื้อปรสิต C. irritans  
    ระยะ theront 
 

กลุ่มทดลอง 
(N = 30 ตัว) 

 

อัตรารอด (%) 
 

ค่าเปอร์เซ็นต์การรอดตายสัมพัทธ์ 
(RPS) 

ชุดการทดลอง 1 
ชุดควบคุม 

0 0 

ชุดการทดลอง 2 ผสม  
C. irritans 

90 90 

ชุดการทดลอง 3 ผสมยีตส์ 
Pichia sp 

90 90 

ชุดการทดลอง 4 ผสม Sodium 
alginate aaalalginate 

0 0 

 
 ครั้งที่ 2 นําปลากะพงขาวจํานวน 480 ตัวที่มีขนาดเฉลี่ย 8.15 ± 0.58 ซม. และน้ําหนัก
เฉลี่ย 6.21 ± 0.79 ก. มาพักและกักกันโรคก่อนนํามาชั่งน้ําหนักและวัดขนาด เพ่ือนําไปเลี้ยงใน
กระชัง กระชังละ 40 ตัว จํานวน 12 กระชัง ในบ่อดินที่ทําการเตรียมน้ําไว้ล่วงหน้า โดยแบ่งออกเป็น 
4 ชุดการทดลอง ชุดการทดลองละ 3 กระชัง ให้กินอาหารที่ใช้ในการทดลอง ได้แก่ ชุดการทดลองที่ 
1 เป็นชุดควบคุม ชุดการทดลองที่ 2 ผสม C. irritans ชุดการทดลองที่ 3 ผสมยีตส์ P. jadinii และชุด
การทดลองที่ 4 ผสม Calcium alginate โดยให้กินเป็นเวลานาน 2 สัปดาห์ ที่ปริมาณ 3% ของ
น้ําหนักเฉลี่ย หลังจากครบ 2 สัปดาห์แล้ว สุ่มปลากะพงขาวจํานวนกระชังละ 4 ตัว นํามาชั่งน้ําหนัก
และวัดขนาดและทําการเจาะเลือด นําปลากะพงขาวไปเลี้ยงในกระชังเดิม ให้อาหารสูตรเดียวกับชุด
การทดลองควบคุม โดยให้เป็น 3% ของน้ําหนักเฉลี่ยที่ชั่ง ทําการเลี้ยงต่ออีกเป็นเวลา 2 สัปดาห์  สุ่ม
ปลามากระชังละ 4 ตัว ชั่งน้ําหนัก วัดขนาด และดูดเลือดทุก 2 สัปดาห์ หลังจากนั้นนําปลากะพงขาว
จํานวน 30 ตัว จากแต่ละชุดการทดลองใส่ในถังไฟเบอร์ที่ปริมาตรน้ํา 100 ลิตร เพ่ือทําการเหนี่ยวนํา
ด้วยเชื้อ C. irritans ระยะ theront จํานวน 15,000 theront/ปลา 1 ตัว จดบันทึกจํานวนปลาตาย
เป็นเวลา 2 สัปดาห์ เพ่ือหาอัตรารอดของปลากะพงขาวที่ถูกเหนี่ยวนําด้วยเชื้อ C. irritans ระยะ 
theront และหาคา่เปอร์เซ็นต์การรอดตายสัมพัทธ์ (Relative percent survival: RPS) โดยมีผลการ
ทดลองดังแสดงในตารางที่ 3-8 และ 3-9   
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ตารางที่ 3-8 น้ําหนัก ความยาว และอัตรารอดของปลากะพงขาวทั้ง 4 ชุดการทดลอง (ครั้งที่ 2)  
     ที่นํามากระตุ้นภูมิคุ้มกันและเหนี่ยวนําด้วยเชื้อปรสิต C. irritans ระยะ theront  
     (เริ่มต้น N=30) 
 

กลุ่มทดลอง 
(N = 30 ตัว) 

 

ความยาว (ซ.ม.) 

( X   ± SD) 

 

น้ าหนัก (กรัม) 

( X   ± SD) 

 
 

จ านวนปลาที่รอด
(ตัว) 

อัตรารอด 
(%) 

ชุดการทดลอง 1 
ชุดควบคุม 

8.37 ± 0.07 6.52 ± 0.04 25 83 

ชุดการทดลอง 2 ผสม 
C. irritans 

8.30 ± 0.09 6.38 ± 0.09 25 83 

ชุดการทดลอง 3 ผสม
ยีตส์ Pichia sp 

8.40 ± 0.17 6.61 ± 0.24 28 93 

ชุดการทดลอง 4 ผสม 
Sodium alginate 

7.52 ± 1.11 5.35 ± 1.50 27 90 

 
ตารางที่ 3-9 อัตรารอด (%) และค่าเปอร์เซ็นต์การรอดตายสัมพัทธ์ของปลากะพงขาวทั้ง 4 ชุด 
    การทดลอง ที่นํามากระตุ้นภูมิคุ้มกัน (N = 30) และเหนี่ยวนําด้วยเชื้อปรสิต C. irritans  
    ระยะ theront 
 

กลุ่มทดลอง 
(N = 30 ตัว) 

 

อัตรารอด (%) 
 

ค่าเปอร์เซ็นต์การรอดตายสัมพัทธ์ 
(RPS) 

ชุดการทดลอง 1 
ชุดควบคุม 83 

0 

ชุดการทดลอง 2 ผสม  
C. irritans 83 

0 

ชุดการทดลอง 3 ผสมยีตส์ 
Pichia sp 93 

59 

ชุดการทดลอง 4 ผสม 
Sodium alginate 

aaalalginate 

90 
0 
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3.8 การตรวจวัดการเปลี่ยนแปลงสารในระบบภูมิคุ้มกัน 
 สุ่มปลากะพงชุดการทดลองละ 12 ตัว มาทําการเจาะเลือดโดยใช้กระบอกฉีดยาขนาด 1 
มล. และเข็มฉีดยาเบอร์ 26 G. เคลือบสารปูองกันเลือดแข็งตัว ทําการเจาะเลือดปลาบริเวณโคนหาง 
ที่สัปดาห์ที่ 0, 2, 4, 5 และ 6 ใส่ในหลอดทดลองขนาด 1.5 มล.  ตั้งไว้ให้เลือดแข็งตัว จากนั้นนําไป
ปั่นเหวี่ยงเพ่ือให้ได้ส่วนของซีรั่ม นําส่วนของซีรั่มไปตรวจหาไลโซไซม์ วัดระดับแอนติบอดีโดยเทคนิค 
ELISA และตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงของ Ig โดย วิธี Sodium dodecyl sulphate- 
polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) ตามวิธีของ Laemmli (Laemmli, 1970) 
 3.8.1 การตรวจหาปริมาณไลโซไซม์ในซีรั่มปลากะพงขาว 
 จากการตรวจหาปริมาณไลโซไซม์ (Lysozyme) ในน้ําเลือดของปลากะพงขาวที่สุ่มมาทํา
การเจาะเลือดที่สัปดาห์ที่ 0, 2, 4 เมื่อให้อาหารที่กระตุ้นภูมิคุ้มกันแล้วและสัปดาห์ที่ 4.5, 5 และ 6 ที่
อยู่ระหว่างการเผชิญเชื้อ C. irritans ได้ผลดังแสดงในตารางที่ 3-10 ถึง 3-11 และภาพท่ี 3-9 ถึง 4-5 
 
ตารางที่ 3-10 กิจกรรมของเอนไซม์ไลโซไซม์ในน้ําเลือดปลากะพงขาวจากการทดลองครั้งที่ 1 ที่ให้ 
      อาหารสูตรต่างกัน 4 สูตร ที่สัปดาห์ที่ 0, 2, 4, และหลังจากเผชิญเชื้อสัปดาห์ที่ 6, 6.5  
      และ 7 
 

สัปดาห์ที ่ ขนาดของ clear zone (ซม.) โดยกิจกรรมของเอนไซม์ไลโซไซม์ในน้ าเลือดปลากะพงขาว 
(ชุดที่ 1) 

ทรีตเมนต์ 1 
(ชุดควบคุม) 

ทรีตเมนต์ 2 
(Cryptocaryon 

+Calcium alginate) 

ทรีตเมนต์ 3 
(Yeast+Calcium 

alginate) 

ทรีตเมนต์ 4 
(Calcium alginate) 

0 + + + + 
2 + + 0.43 0.30 
4 + 0.56 0.70 + 
6 - + + - 

6.5 - - - - 
7 - - - - 

 
หมายเหตุ + พบ clear zone 
   -  ไม่พบ 
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ตารางที่ 3-11 กิจกรรมของเอนไซม์ไลโซไซม์ในน้ําเลือดปลากะพงขาวจากการทดลองครั้งที่ 2 ที่ให้ 
      อาหารสูตรต่างกัน 4 สูตร ที่สัปดาห์ที่ 0, 2, 4 และหลังจากเผชิญเชื้อสัปดาห์ที่ 4.5, 5  
      และ 6 
 

สัปดาห์ที ่ ขนาดของ clear zone (ซม.) โดยกิจกรรมของเอนไซม์ไลโซไซม์ในน้ าเลือดปลากะพงขาว 
(ชุดที่ 2) 

ทรีตเมนต์ 1 
(ชุดควบคุม) 

ทรีตเมนต์ 2 
(Cryptocaryon 

+Calcium 
alginate) 

ทรีตเมนต์ 3 
(Yeast+Calcium 

alginate) 

ทรีตเมนต์ 4 
(Calcium alginate) 

0 - - - - 
2 + + + + 
4 + + + + 

4.5 - - - - 
5 - - - - 
6 - - - - 

หมายเหตุ + พบ clear zone 
   -  ไม่พบ 
 

 
 
ภาพที่ 3-9 ผลของกิจกรรมไลโซไซม์ในน้ําเลือดปลากะพงขาวชุดที่ 1 ก่อนการทดลอง 
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ภาพที่ 3-10  ผลของกิจกรรมไลโซไซม์ในน้ําเลือดปลากะพงขาวชุดที่ 1 หลังกินอาหารชุดการทดลอง 
     ที่ 1 (ชุดควบคุม) และ 4 ผ่านไป 2 สัปดาห์ 
 

 
 
 
ภาพที่ 3-11 ผลของกิจกรรมไลโซไซม์ในน้ําเลือดปลากะพงขาวชุดที่ 1 หลังกินอาหารทดลอง  
    ชุดการทดลองที่ 2 และ 3 ผ่านไป 2 สัปดาห์ 
 
 
 
 
 
 

ชุดกำรทดลองที่ 1 

ชุดกำรทดลองที่ 4 

ชุดกำรทดลองที่ 2 

ชุดกำรทดลองที่ 3 
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ภาพที่ 3-12  ผลของกิจกรรมไลโซไซม์ในน้ําเลือดปลากะพงขาวชุดที่ 1 หลังกินอาหารทดลอง  
    ชุดการทดลองที่ 1 และ 4 ผ่านไป 4 สัปดาห์ 
 

 
        
ภาพที่ 3-13 ผลของกิจกรรมไลโซไซม์ในน้ําเลือดปลากะพงขาวชุดที่ 1 หลังกินอาหารทดลอง  
    ชุดการทดลองที่ 2 และ 3 ผ่านไป 4 สัปดาห์ 
        
 
 

ชุดกำรทดลองที่ 1 

ชุดกำรทดลองที่ 4 

ชุดกำรทดลองที่ 2 

ชุดกำรทดลองที่ 3 
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 3.8.2 ระดับแอนติบอดีในซีรั่มปลากะพงขาวที่กระตุ้นภูมิคุ้มกันด้วยปรสิต C. irritan  
ระยะ theront และยีสต์ โดยเทคนิค Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) 
 จากการทดลองเลี้ยงปลากะพงขาวครั้งที่ 1 ซึ่งมีการกระตุ้นภูมิคุ้มกันของปลากะพงขาว
โดยให้อาหารทดลอง 4 สูตร โดยสูตรที่ 2 มีปรสิต C. irritan ระยะ theront สูตรที่ 3 มียีสต์เป็น
องค์ประกอบ สําหรับสูตรที่ 1 และ 4 เป็นชุดควบคุม ให้อาหารกระตุ้นภูมิคุ้มกัน 2 สัปดาห์ หลังจาก
นั้นให้อาหารสูตร 1 เป็นเวลา 6 สัปดาห์ เก็บตัวอย่างเลือดทุก 2 สัปดาห์ เมื่อครบกําหนดให้ปลา
เผชิญเชื้อปรสิตระยะ theront ที่มีชีวิต เก็บตัวอย่างเลือดหลังจากเผชิญเชื้อได้ 3 และ 7 วัน เมื่อ
ตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงของแอนติบอดีในซีรั่มปลากะพงขาวโดยเทคนิค Enzyme-Linked 
Immunosorbent Assay (ELISA) ผลการทดลองดังแสดงในตารางที่ 3-12 เมื่อนําข้อมูลมาเขียน
กราฟความสัมพันธ์ของระยะเวลาที่ให้อาหาร และระยะเวลาที่ให้ปลาเผชิญเชื้อปรสิต ผลการทดลอง
แสดงให้เห็นว่าระดับแอนติบอดีในซีรั่มปลากะพงขาวที่เลี้ยงด้วยอาหารสูตร 2 และ 3 ที่มีปรสิต 
Cryptocarryon และยีสต์ เป็นองค์ประกอบตามลําดับ มีระดับที่สูงกว่าชุดควบคุมท่ีเวลา 14 วัน และ
ลดลงในวันที่ 28 แล้วเพ่ิมขึ้นอีกครั้งในวันที่ 42 เมื่อปลาได้รับการเผชิญเชื้อปรสิตมีชีวิตเป็นเวลา  
7 วัน พบว่าระดับแอนติบอดีของปลาที่ได้รับอาหารที่มีปรสิตสูงกว่าอาหารที่มียีสต์ ดังแสดงในภาพที่ 
3-14 เมื่อพิจารณาจากเส้นแนวโน้มพบว่าชุดการทดลองที่ 3 ที่ปลาได้รับอาหารที่มียีสต์มีระดับ
แอนติบอดีสูงกว่าอาหารที่มีปรสิตและสูงกว่าชุดควบคุมดังแสดงในภาพที่ 3-14-ข 
 การที่ปลาได้รับการเผชิญเชื้อเป็นเวลา 3 และ 7 วัน พบว่าระดับแอนติบอดีสูงขึ้นในชุด
การทดลองที่ 2 ซึ่งปลาได้รับอาหารที่มีปรสิตเป็นองค์ประกอบที่เวลา 7 วัน ซึ่งเป็นรอบวงชีวิตของ
ปรสิตที่ปรากฏจุดขาวขึ้นที่ตัวปลาที่เวลา 7 วัน เมื่อพิจารณาเส้นแนวโน้มพบว่าระดับแอนติบอดีสูงขึ้น
ในทุกชุดการทดลองที่เวลา 42 วัน หรือ 6 สัปดาห์ และเมื่อปลาได้เผชิญกับเชื้อปรสิตก็มีแนวโน้มที่
ระดับแอนติบอดีจะสูงชึ้นอีกครั้ง 
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ตารางที่ 3-12  ระดับแอนติบอดีในซีรั่มปลากะพงขาวที่ได้รับการกระตุ้นภูมิคุ้มกัน ตรวจวัดสัปดาห์ 
    ที ่0, 2, 4, 6 และระหว่างการเผชิญเชื้อที่เวลา 3 และ 6 วัน โดยเทคนิค ELISA 
 

ระยะเวลา 
(สัปดาห์) 

 

 
 

ระยะเวลา 
(วัน) 

 

ค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร ( X   ± SD) 

เคลือบเพลทด้วยเชื้อตายระยะ Theronts 200 ตัวต่อหลุม 
MAF 1:12000, GAM-HRP 1:5000, test sera 1:1000 

ชุดการทดลอง 1 
(ชุดควบคุม) 

ชุดการทดลอง 2 
(Cryptocaryon 

+ Calcium 
alginate) 

ชุดการทดลอง 3 
(Yeast + Calcium 

alginate) 

ชุดการทดลอง 4 
(Calcium 
alginate) 

 
2 
4 
6 

การเผชิญเช้ือ 
6.5 
7 

 
14 
28 
42 

การเผชิญเช้ือ 
3 
6 

 
0.576±0.027 
0.424±0.007 
0.881±0.054 
 
0.789±0.030 
0.674±0.016 

 
0.729±0.027 
0.363±0.001 
1.025±0.027 
 
0.684±0.016 
1.286±0.069 

 
0.943±0.051 
0.401±0.010 
  1.213±0.041 
 
0.867±0.016 
0.966±0.021 

 
0.476±0.028 
0.576±0.005 
0.761±0.041 
 
0.821±0.023 
1.003±0.020 
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ภาพที่ 3-14  ก) ค่าการดูดกลืนแสงของแอนติบอดีในซีรั่มปลากะพงขาวที่กระตุ้นภูมิคุ้มกันด้วยปรสิต  
  (ทรีตเมนต์ 2) และยีสต์ (ทรีตเมนต์ 3) ที่เวลา 14 28 และ 42 วัน และระดับ 
  แอนติบอดีเมื่อปลาได้เผชิญเชื้อปรสิตที่ 3 และ 7 วัน (3* และ 7* หมายถึงจํานวนวันที่ 
  ปลาได้รับการเผชิญเชื้อ) โดยเทคนิค ELISA ใช้ปรสิตระยะ theront เป็นแอนติเจนใน 
  การเคลือบเพลท ข) เส้นแนวโน้มของระดับแอนติบอดีในซีรั่มปลากะพง 

 ก 

 ข 
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 จากการทดลองเลี้ยงปลากะพงขาวครั้งที่ 2 ได้ทดลองให้อาหารกระตุ้นภูมิคุ้มกัน 2 
สัปดาห์ หลังจากนั้นให้อาหารสูตร 1 เป็นเวลา 2 สัปดาห์ เก็บตัวอย่างเลือดทุก 2 สัปดาห์ เมื่อครบ
กําหนดให้ปลาเผชิญเชื้อปรสิตระยะ theront ที่มีชีวิตเป็นเวลา 2 สัปดาห์ เก็บตัวอย่างเลือดหลังจาก
เผชิญเชื้อได้ 3 7 และ 14 วัน ตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงของแอนติบอดีในซีรั่มปลากะพงขาวโดย
เทคนิค ELISA  เมื่อเจือจางซีรั่ม 1000 เท่า ได้ผลดังแสดงในตารางที่ 3-13 และการเปลี่ยนแปลงของ
ระดับแอนติบอดีเมื่อใช้ปรสิตระยะ theront เป็นแอนติเจนแสดงในภาพที่ 3-15 ในการทดลองครั้งที่ 
2 นี้พบว่าเมื่อปลาได้รับอาหารที่มียีสต์เป็นองค์ประกอบเป็นเวลา 14 วัน ระดับของแอนติบอดีสูงกว่า
ในชุดควบคุมและอาหารที่มีแคลเซียมอัลจิเนต รวมทั้งเมื่อปลาได้รับการเผชิญเชื้อปรสิตเป็นเวลา 3 
และ 14 วัน  
 การที่ปลาได้รับการเผชิญเชื้อเป็นเวลา 3 , 7 และ 14 วัน พบว่าแนวโน้มของระดับ
แอนติบอดีสูงขึ้นชุดการทดลองที่ 1, 2 และ 3 ส่วนชุดการทดลองที่ 4 ค่อนข้างคงที่ตลอดการทดลอง 
แต่เมื่อปรากฏจุดขาวขึ้นที่ตัวปลาที่เวลา 7 วัน ระดับแอนติบอดีสูงขึ้นในทุกชุดการทดลองดังแสดงใน
ภาพที่ 3-15-ข 
 
ตารางที่ 3-13  ระดับแอนติบอดีในซีรั่มปลากะพงขาวจากการทดลองครั้งที่ 2 ที่ได้รับการกระตุ้น 
      ภูมิคุ้มกัน ตรวจวัดสัปดาห์ที่ 0, 2, 4 และระหว่างการเผชิญที่เวลา 3, 7 และ 14 วัน  
       โดยเทคนิค ELISA 
 

ระยะเวลา 
(สัปดาห์) 

ระยะเวลา 
(วัน) 

ค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร ( X   ± SD) 

เคลือบเพลทด้วยเชื้อตายระยะ Theronts 200 ตัวต่อหลุม 
MAF 1:12000 , GAM-HRP 1:5000 , test sera 1:1000 

ชุดการทดลอง 
ที่ 1 

(ชุดควบคุม) 

ชุดการทดลอง 
ที่ 2 

(Cryptocaryon 
+Calcium 
alginate) 

ชุดการทดลอง 
ที่ 3 

(Yeast+Calcium 
alginate) 

ชุดการทดลอง 
ที่ 4 

(Calcium 
alginate) 

2 
4 
 

4.5 
5 
6 

14 
25 

เผชิญเช้ือ 
3 
7 
14 

0.524±0.031 
0.641±0.024 

 
0.764±0.043 
1.642±0.024 
0.863±0.016 

0.502±0.021* 

0.907±0.051 
 

0.598±0.009 
1.108±0.070 
0.698±0.034 

0.929±0.036 
0.854±0.031 

 
0.946±0.022 
1.153±0.011 
0.984±0.008 

0.545±0.022 
0.619±0.025 

 
1.113±0.038 
0.783±0.050 
0.826±0.021 
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ภาพที่ 3-15  ก) ค่าการดูดกลืนแสงของแอนติบอดีในซีรั่มปลากะพงขาวที่กระตุ้นภูมิคุ้มกันด้วยปรสิต  
  (ชุดการทดลองที่ 2) และยีสต์ (ชุดการทดลองที่ 3) ที่เวลา 14 28 และ 42 วัน และ 
  ระดับแอนติบอดีเมื่อปลาได้เผชิญเชื้อปรสิตที่ 3 7 และ 14 วัน (3* 7*และ 14*  
  หมายถึงจํานวนวันที่ปลาได้รับการเผชิญเชื้อ) โดยเทคนิค ELISA ใช้ปรสิตระยะ  
  theront เป็นแอนติเจนในการเคลือบเพลท ข) เส้นแนวโน้มของระดับแอนติบอดีใน 
   ซีรั่มปลากะพง 

 ก 

 ข 
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 3.8.3 การวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนในซีรั่มโดยวิธีของ Bradford 
 จากการตรวจหาปริมาณโปรตีนในซีรั่มของปลากะพงขาวชุดที่ 1 และชุดที่ 2 โดยชุดที่ 1 
ทําการเลี้ยงด้วยอาหารทดลอง 4 สูตร 2 สัปดาห์ หลังจากนั้นให้กินอาหารเดียวกับชุดควบคุมอีก 4 
สัปดาห์ ก่อนนําขึ้นมาเผชิญเชื้อ C. irritans ในถังทดลองขนาดปริมาตร 300 ลิตร ทําการบันทึกอัตรา
รอดของปลากะพงขาวทุกวัน ในระหว่างการเลี้ยงปลากะพงขาวนี้ ได้ทําการสุ่มมาทําการเจาะเลือดที่
สัปดาห์ที่ 0, 2, 4 และ 6 และระหว่างการเผชิญเชื้อ C. irritans ที่สัปดาห์ที่ 6, 5 และ 7 ได้ผลดัง
แสดงในตารางที่ 3-14  ปริมาณโปรตีนในซีรั่มปลาเพ่ิมขึ้นตามระยะเวลาการให้อาหารโดยมีแนวโน้ม
เพ่ิมขี้นในทุกสูตรอาหารที่ใช้เลี้ยง และมีแนวโน้มที่ลดลงหลังจากที่ปลาได้เผชิญเชื้อปรสิตดังแสดงใน
ภาพที่ 3-16-ข  โดยปริมาณโปรตีนได้ลดลงอย่างรวดเร็วและลดลงมากที่สุดต่ํากว่าในวันที่ 14ในซีรั่ม
ปลาที่ได้รับอาหารสูตร1 ซึ่งเป็นชุดควบคุม สําหรับชุดทดสอบทรีตเมนต์ 2 และ 3 โปรตีนมีปริมาณ
ลดลงมาใกล้เคียงกับที่ 14 วัน 
 
ตารางที่ 3-14  ปริมาณโปรตีนในซีรั่มปลากะพงขาวชุดที่ 1 ที่ให้อาหารทั้ง 4 สูตร ที่สัปดาห์ที่ 0, 2, 4,  
   และ 6และระหว่างการเผชิญเชื้อที่สัปดาห์ที่ 6.5 และ 7 
 

ระยะเวลา ปริมาณโปรตีนในซีรั่มปลากะพงขาว (มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) 
(สัปดาห์) (วัน) ชุดการทดลอง 1 ชุดการทดลอง 2 ชุดการทดลอง 3 ชุดการทดลอง 4 

0 0 39.32 31.08 31.08 31.08 
2 14 40.08 39.78 34.55 37.76 
4 28 38.17 49.40 42.24 40.64 
6 42 50.89 51.416 41.42 48.17 

การเผชิญเชื้อปรสิต     
6.5 3* 46.60 41.10 39.39 31.51 
7 4* 12.86 35.15 33.12 32.51 

หมายเหตุ  3* และ 7*  หมายถึงจํานวนวันที่ปลาได้รับการเผชิญเชื้อ 
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ภาพที่ 3-16  ปริมาณโปรตีนในซีรั่มปลากะพงขาวชุดที่ 1 ที่ให้อาหารทั้ง 4 สูตรเป็นเวลา 14 วัน และ 
  ให้ปลาเผชิญเชื้อเป็นเวลา 3 และ 7 วัน (3* และ 7* หมายถึงจํานวนวันที่ปลาได้รับการ 
  เผชิญเชื้อ)  
 
 
 

 ก 

 ข 
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 สําหรับการเลี้ยงปลากะพงชุดที่ 2 พบว่าปริมาณโปรตีนในซีรั่มปลากะพงเพ่ิมขึ้นเมื่อ
ระยะเวลาการเลี้ยงมากขึ้น  โดยเฉพาะเมื่อเลี้ยงปลาด้วยอาหารสูตร 2 3 และ 4 และเมื่อให้ปลาให้
ปลาเผชิญเชื้อปรสิตที่เวลา 3 7 และ 14 พบว่าปริมาณโปรตีนในซีรั่มมีแนวโน้มลดลง อย่างไรก็ตาม
การเลี้ยงปลาด้วยอาหารสูตร 2 ที่มีปรสิตปริมาณโปรตีนในซีรั่มยังคงสูงกว่าในชุดควบคุม ดังแสดงใน
ตารางที่ 3-15 และภาพท่ี 3-17 
 
ตารางที่ 3-15 ปริมาณโปรตีนในซีรั่มปลากะพงขาวชุดที่ 2 ที่ให้อาหารทั้ง 4 สูตร ที่สัปดาห์ที่ 0, 2, 4,  
   และระหว่างการเผชิญเชื้อที่สัปดาห์ที่ 4.5, 5, และ 6 
 

ระยะเวลา 
(สัปดาห์)    (วัน) 

ปริมาณโปรตีนในซีรั่มปลากะพงขาว (มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) 
ชุดการทดลอง 

1 
ชุดการทดลอง 

2 
ชุดการทดลอง 

3 
ชุดการทดลอง 

4 
0 0 31.08 31.08 31.08 31.08 
2 14 23.498 28.631 23.769 16.011 
4 28 23.500 34.537 31.389 23.652 
การเผชิญเชื้อ     

4.5 3 26.722 29.790 28.640 30.244 
5 7 27.524 34.319 29.860 35.683 
6 14 23.333 25.458 23.833 23.167 
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ภาพที่ 3-17  ปริมาณโปรตีนในซีรั่มปลากะพงขาวชุดที่ 2 ที่ให้อาหารทั้ง 4 สูตรเป็นเวลา 14 วัน และ 
  ให้ปลาเผชิญเชื้อเป็นเวลา 3 7 และ 14 วัน (3* 7* และ 14* หมายถึงจํานวนวันที่ปลา 
  ได้รับการเผชิญเชื้อ)  
 
 3.8.4 การวิเคราะห์รูปแบบโปรตีนในซีรั่มปลากะพงขาวที่กระตุ้นภูมิคุ้มกันด้วยการฉีด
ปรสิตระยะ theront เชื้อตายโดยเทคนิค SDS-PAGE 

 แถบโปรตีนจากซีรั่มปลากะพงที่เก็บตัวอย่างเลือดปลากะพงหลังจากปลาได้รับการฉีดเชื้อ
ปรสิตระยะ theronts โดยฉีดกระตุ้นด้วยปรสิตระยะ theront เชื้อตาย 15,000 ตัว ใน PBS ความ

 ข 

 ก 
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เข้มข้น 0.01 M pH 7.4 ที่กรองด้วยเมมเบรนขนาด 0.2 ไมโครเมตร ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ฉีดเข้า
บริเวณช่องท้องของปลากะพงขาวน้ําหนัก 15 กรัม (ปรสิตระยะ theront เชื้อตาย 15,000 ตัวต่อ
ปลาหนึ่งตัว) แล้วเก็บเลือดวันที่ 9 ส่วนตัวควบคุมฉีดด้วย PBS ความเข้มข้น 0.01 M pH 7.4 ที่ผ่าน
การกรองด้วยเมมเบรนขนาด 0.2 ไมโครเมตร ปริมาตร 100 ไมโครลิตรต่อปลากะพงขาวหนึ่งตัว 
(ปลาน้ําหนัก 15 กรัม) ได้แถบโปรตีนดังแสดงในภาพที่ 3-17 พบแถบของหน่วยย่อยของอิมูโนกลอบู
ลิน 2 แถบหลักคือ heavy chain ของ IgM และ light chain ของ IgM ที่มีน้ําหนักโมเลกุล
โดยประมาณคือ 85 และ 25 kDa ตามลําดับ การเปรียบเทียบความหนาแน่นของ heavy chain ของ 
IgM เมื่อใช้ปริมาณโปรตีนที่วิเคราะห์เท่ากัน พบว่ามีความหนาแน่นของโปรตีนไม่เท่ากันในปลาแต่ละ
ตัว 

     จากการฉีดปรสิตระยะ theront เชื้อตาย 15,000 ตัวต่อปลาหนึ่งตัว โดยฉีดกระตุ้น 2 ครั้ง 
ห่างกัน 14 วัน เมื่อครบ 9 และ 22 วัน เก็บเลือดปลานําซีรั่มปลามาวิเคราะห์การเปลี่ยนแปลงของ
หน่วยย่อยของโปรตีนได้ผลดังแสดงในรูปที่ 3.18 พบว่าในซีรั่มปลาที่เวลา 22 วัน พบแถบโปรตีนที่มี
น้ําหนักโมเลกุลประมาณ 12, 13 และ 14 kDa มีความหนาแน่นของปริมาณโปรตีนเพ่ิมขึ้นอย่างเห็น
ได้ชัดเจนในปลาทุกตัว แสดงว่าแถบของโปรตีนดังกล่าวน่าจะเกี่ยวข้องกับระบบภูมิคุ้มกัน เพราะมี
การแสดงออกเพ่ิมข้ึนหลังจากปลาได้รับการกระตุ้นจากเชื้อปรสิตเป็นครั้งที่ 2 

  
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 3-18  แถบโปรตีนจากซีรั่มปลากะพงที่ฉีดด้วยเชื้อปรสิตระยะ Theront ที่ได้จากการทํา  
  SDS-PAGE (Separating gel 12.5% acrylamide, stacking gel 4 % acrylamide)  
  ย้อมเจลด้วย colloidal Coomassie brilliant G-250 (Fermentas, USA) โปรตีน 
  ที่ใช้เป็นสารมาตรฐานมีน้ําหนักโมเลกุล 10-200 kDa (Fermentas, USA) 
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แถวที่ ตัวอย่าง จ านวนวันหลังฉีดปรสิตและ 
เก็บตัวอย่างเลือด 

ปริมาณโปรตีน 
(ไมโครกรัม) 

1 Marker 2.5 ไมโครลิตร -  
2 ฉีดปลาตัวที่ 1 ด้วย Theront 9 วัน 4 

4 3 ฉีดปลาตัวที่ 2 ด้วย Theront 9 วัน 4 
4 ฉีดปลาตัวที่ 3 ด้วย Theront 9 วัน 2 
5 ฉีดปลาตัวที่ 4 ด้วย Theront 9 วัน 2 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 3-19  แถบโปรตีนจากซีรั่มปลากะพงที่ฉีดด้วยเชื้อปรสิตระยะ Theront ที่ได้จากการทํา  
  SDS-PAGE (Separating gel 12.5% acrylamide, stacking gel 4 % acrylamide)  
  ปริมาณโปรตีนของสารตัวอย่าง 4 ไมโครกรัมต่อแถว ย้อมเจลด้วย colloidal  
  Coomassie brilliant G-250 (Fermentas, USA) โปรตีนที่ใช้เป็นสารมาตรฐานมี 
  น้ําหนักโมเลกุล 10-200 kDa (Fermentas, USA) แถวที่ 2-6 คือซีรั่มจากปลากะพง 
  ที่ได้รับการกระตุ้นด้วยปรสิต 1 ครั้ง และแถวที่ 7-9 คือซีรั่มจากปลากะพงที่ได้รับ 
  การกระตุ้นด้วยปรสิต 2 ครั้ง 
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แถวที่ ตัวอย่าง จ านวนวันหลังฉีดปรสิตครั้งแรก 
และเก็บตัวอย่างเลือด 

1 Marker 2.5 ไมโครลิตร - 
2 ฉีดปลาตัวที่ 1 ด้วย theront  9 วัน 
3 ฉีดปลาตัวที่ 2 ด้วย theront 9 วัน 
4 ฉีดปลาตัวที่ 3 ด้วย theront 9 วัน 
5 ฉีดปลาตัวที่ 4 ด้วย theront 9 วัน 
6 ฉีดปลาตัวที่ 5 ด้วย theront 9 วัน 
7 ฉีดปลาตัวที่ 6 ด้วย theront 22 วัน 
8 ฉีดปลาตัวที่ 7 ด้วย theront 22 วัน 
9 ฉีดปลาตัวที่ 8 ด้วย theront 22 วัน 

 
ตอนที่ 3 (ผลการทดลอง ปี 3) 
 3.9 การทดสอบการต้านเชื้อและการกระตุ้นภูมิคุ้มกันของปลาการ์ตูนส้มขาว  
(A. ocellaris) ต่อปรสิต C. irritans ระยะ theront 
 ครั้งที่ 1 นําปลาการ์ตูนส้มขาวทั้งหมด 480 ตัว ที่มีขนาดเฉลี่ย 3.79 ± 0.27 ซม. และ
น้ําหนักเฉลี่ย 1.18 ± 0.22 ก. มาพักและกักกันโรคก่อนนํามาชั่งน้ําหนักและวัดขนาด เพ่ือนําไปเลี้ยง
ในกระชังขนาด 50 x 50 x 60 ซม. ในถังไฟเบอร์ขนาด 2.2 x 2.5 x 1.8 ม. พร้อมระบบกรองแบบปิด 
กระชังละ 40 ตัว จํานวน 12 กระชัง ในถังไฟเบอร์ที่ทําการเตรียมน้ําไว้ล่วงหน้า โดยแบ่งออกเป็น 4 
ทรีตเมนต์ ทรีตเมนต์ละ 3 กระชัง ให้กินอาหารที่ใช้ในการทดลอง ได้แก่ ทรีตเมนต์ที่ 1 เป็นชุด
ควบคุม ทรีตเมนต์ 2 ผสมปรสิต C. irritans ทรีตเมนต์ 3 ผสมยีตส์ P. jadinii และทรีตเมนต์ 4 ผสม 
Calcium alginate โดยให้กินเป็นเวลานาน 2 สัปดาห์ ที่ปริมาณ 3% ของน้ําหนักเฉลี่ย หลังจากครบ 
2 สัปดาห์แล้ว สุ่มปลาการ์ตูน จํานวนกระชังละ 4 ตัว นํามาทําการเจาะเลือด นําปลาการ์ตูนไปเลี้ยง
ในกระชังเดิมอีก 2 สัปดาห์  โดยให้อาหารสูตรเดียวกับ ทรีตเมนต์ควบคุม อาหารที่ให้คิดเป็น 3% 
ของน้ําหนักเฉลี่ยที่ชั่ง จากนั้นสุ่มปลาจํานวนเท่าเดิมมาเจาะเลือดทุก 2 สัปดาห์ เลี้ยงปลาจนครบ 4 
สัปดาห์ สุ่มปลาจากกระชังมาใส่ในตู้กระจกความจุ 40 ลิตร โดยใส่ตู้ละ 30 ตัว ให้เผชิญเชื้อ C. 
irritans ระยะ theront จํานวน 1,500 theront/ปลา 1 ตัว จดบันทึกจํานวนปลาตายเป็นเวลา 2 
สัปดาห์ เพ่ือหาอัตรารอดของปลาการ์ตูน ที่ถูกเหนี่ยวนําด้วยเชื้อ C. irritans ระยะ theront และค่า
เปอร์เซ็นต์การรอดตายสัมพัทธ์ (Relative percent survival: RPS) ของปลาที่ให้กินอาหารเซลล์ตรึง
ปรสิต และปลาที่ให้กินอาหารเซลล์ตรึงยีสต์ พบว่าปลาชุดการทดลองที่ 2 มีอัตราการรอดสูงสุด 
100% รองลงมาได้แก่ปลาชุดการทดลองที่ 3 และ 4 มีอัตราการรอด 97% ทั้งสองชุดการทดลอง 
ส่วนปลาชุดการทดลองท่ี 1 มีอัตราการรอดต่ําสุดที่ 93% ดังแสดงในตารางที่ 3-16 และเมื่อวิเคราะห์
ค่าอัตราการรอดตายสัมพัทธ์ (RPS) พบว่า ปลาชุดการทดลองที่ 2 ที่ได้รับวัคซีนเชื้อ C. irritans มีค่า 
RPS สูงถึง 100 เมื่อเทียบกับชุดการทดลองที่ 3 ที่มีค่า RPS อยู่ที่ 57 ดังแสดงในตารางที่ 3-17 
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ตารางที่ 3-16 น้ําหนัก ความยาว และอัตรารอดของปลาการ์ตูนส้มขาวทั้ง 4 ทรีตเมนต ์ที่นํามา 
   กระตุ้นภูมิคุ้มกัน (N = 30) และเหนี่ยวนําด้วยเชื้อปรสิต C. irritans ระยะ theront  
 

กลุ่มทดลอง 
(N = 30 ตัว) 

 

ความยาว (ซ.ม.) 

( X  ± SD) 

 

น้ าหนัก (กรัม) 

( X  ± SD) 

 
 

จ านวนปลาที่รอด (ตัว) 
(N = 10) 

อัตรารอด 
(%) 

 
ชุดการทดลอง 1 

ชุดควบคุม 
3.57 ± 0.51 1.03 ± 0.41 28 93 

ชุดการทดลอง 2 ผสม 
C. irritans 

3.76 ± 0.14 1.13± 0.13 30 100 

ชุดการทดลอง 3 ผสม
ยีตส์ Pichia sp 

3.96 ± 0.02 1.32 ± 0.01 29 97 

ชุดการทดลอง 4 ผสม 
Sodium alginate 

aaalalginate 

7.18 ± 0.52 5.23 ± 1.22  29 97 

 
ตารางที่ 3-17 อัตรารอด (%) และค่าเปอร์เซ็นต์การรอดตายสัมพัทธ์ของปลาการ์ตูนส้มขาวทั้ง 4 ชุด 
   การทดลอง ที่นํามากระตุ้นภูมิคุ้มกัน (N = 30) และเหนี่ยวนําด้วยเชื้อปรสิต  
   C. irritans ระยะ theront  
 

กลุ่มทดลอง 
(N = 30 ตัว) 

 

อัตรารอด (%) 
 

ค่าเปอร์เซ็นต์การรอดตายสัมพัทธ์ 
(RPS) 

ชุดการทดลอง 1 
ชุดควบคุม 

93 0 

ชุดการทดลอง 2 ผสม C. irritans 100 100 

ชุดการทดลอง 3 ผสมยีตส์ Pichia 
sp 

97 57 

ชุดการทดลอง 4 ผสม Sodium 
alginate aaalalginate 

97 0 

 
 ครั้งที่ 2 นําปลาการ์ตูนส้มขาว จํานวน 480 ตัว ที่มีขนาดเฉลี่ย 3.38 ± 0.14 ซม. และ
น้ําหนักเฉลี่ย 0.97 ± 0.11 ก. มาพักและกักกันโรค ก่อนนํามาชั่งน้ําหนักและวัดขนาด เพ่ือนําไปเลี้ยง
ในกระชังขนาด 50 x 50 x 60 ซม. ในถังไฟเบอร์ขนาด 2.2 x 2.5 x 1.8 ม. พร้อมระบบกรองแบบปิด 
กระชังละ 40 ตัว จํานวน 12 กระชัง ในถังไฟเบอร์ที่ทําการเตรียมน้ําไว้ล่วงหน้า โดยแบ่งออกเป็น 4 
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ชุดการทดลอง ชุดการทดลองละ 3 กระชัง ให้กินอาหารที่ใช้ในการทดลอง ได้แก่ ชุดการทดลองที่ 1 
เป็นชุดควบคุม ชุดการทดลองที่ 2 ผสมปรสิต C. irritans ชุดการทดลองที่ 3 ผสมยีตส์ P. jadinii 
และชุดการทดลองที่ 4 ผสม Calcium alginate โดยให้กินเป็นเวลานาน 1สัปดาห์ สลับกับอาหารชุด
การทดลองที่ 1 ต่ออีก 1 สัปดาห์ ที่ปริมาณ 3% ของน้ําหนักเฉลี่ย หลังจากครบ 2 สัปดาห์แล้วสุ่ม
ปลาการ์ตูน จํานวนกระชังละ 4 ตัว นํามาทําการเจาะเลือด ให้กินอาหารชุดทดลองและชุดควบคุม
สัปดาห์เว้นสัปดาห์ จนครบ 8 สัปดาห์ รวมถึงสุ่มเจาะเลือดปลาแต่ละชุดการทดลองทุก 2 สัปดาห์ 
เลี้ยงปลาจนครบ 8 สัปดาห์ สุ่มปลาจากกระชังมาใส่ในตู้กระจกความจุ 40 ลิตร โดยใส่ตู้ละ 30 ตัว 
ให้เผชิญเชื้อ C. irritans ระยะ theront จํานวน 1,500 theront/ปลา 1 ตัว จดบันทึกจํานวนปลา
ตายเป็นเวลา 3 สัปดาห์ เพ่ือหาอัตรารอดของปลาการ์ตูน ที่ถูกเหนี่ยวนําด้วยเชื้อ C. irritans ระยะ 
theront และค่าเปอร์เซ็นต์การรอดตายสัมพัทธ์ (Relative percent survival: RPS) ของปลาที่ให้
กินอาหารเซลล์ตรึงปรสิต และปลาที่ให้กินอาหารเซลล์ตรึงยีสต์ พบว่าอัตราการรอดตายของปลา
การ์ตูนชุดการทดลองที่ 4 ให้อัตราการรอดตายสูงสุดที่ 68.89% รองลงมาได้แก่ ปลาชุดการทดลองที่ 
2, 1 และ 3 โดยมีอัตราการรอดตายท่ี 55.56%, 28.89% และ 23.33% ตามลําดับ ดังแสดงในตาราง
ที่ 3-18 เมื่อนํามาหาค่า RPS พบว่า ค่า RPS ของชุดการทดลองที่ 2 มีค่า 38 ดังแสดงในตารางที่  
3-19 
 
ตารางที่ 3-18  น้ําหนัก ความยาว และอัตรารอดของปลาการ์ตูนส้มขาวทั้ง 4 ชุดการทดลอง  
    (ครั้งที่ 2) ที่นํามากระตุ้นภูมิคุ้มกันและเหนี่ยวนําด้วยเชื้อปรสิต C. irritans ระยะ  
    theront (เริ่มต้น N=30) 
 

กลุ่มทดลอง 
(N = 30 ตัว) 

 

ความยาว (ซ.ม.) 

( X   ± SD) 

 

น้ าหนัก (กรัม) 

( X  ± SD) 

 
 

จ านวนปลาที่รอด (ตัว) 
(N = 10) 

อัตรารอด (%) 
 

ชุดการทดลองที่ 1 
ชุดควบคุม 

3.36 ± 0.15 0.90 ± 0.09 9 28.89 

ชุดการทดลองที่ 2 
ผสม C. irritans 

3.36 ± 0.03 1.03 ± 0.72 17 55.56 

ชุดการทดลองที่ 3 
ผสมยีตส์ Pichia sp 

3.45 ± 0.15 0.99 ± 0.10 7 23.33 

ชุดการทดลองที่ 4 
ผสม Sodium 

alginate 
aaalalginate 

3.35 ± 0.24 0.97 ± 0.07  21 68.89 
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ตารางที่ 3-19 อัตรารอด (%) และค่าเปอร์เซ็นต์การรอดตายสัมพัทธ์ของปลาการ์ตูนส้มขาว  
   (ครั้งที่ 2) ทั้ง 4 ชุดการทดลอง ที่นํามากระตุ้นภูมิคุ้มกัน (N = 30) และเหนี่ยวนําด้วย 
   เชื้อปรสิต C. irritans ระยะ theront 
 

กลุ่มทดลอง 
(N = 30 ตัว) 

 

อัตรารอด (%) 
 

ค่าเปอร์เซ็นต์การรอดตายสัมพัทธ์ 
(RPS) 

ชุดการทดลอง 1 
ชุดควบคุม 

28.89 0 

ชุดการทดลอง 2 ผสม  
C. irritans 

55.56 38 

ชุดการทดลอง 3 ผสมยีตส์ 
Pichia sp 

23.33 -8 

ชุดการทดลอง 4 ผสม 
Sodium alginate 

aaalalginate 

68.89 0 

 
3.10 การตรวจวัดการเปลี่ยนแปลงสารในระบบภูมิคุ้มกัน 
 สุ่มปลาการ์ตูนส้มขาวชุดการทดลองละ 12 ตัว มาทําการเจาะเลือดโดยใช้กระบอกฉีดยา
ขนาด 1 มล. และเข็มฉีดยาเบอร์ 26 G. เคลือบสารปูองกันเลือดแข็งตัว ทําการเจาะเลือดปลาบริเวณ
โคนหาง ที่สัปดาห์ที่ 0, 2, 4, 5 และ 6 (ครั้งที่ 1) และที่สัปดาห์ที่ 0, 2, 4, 6, 8, และ 11 (ครั้งที่ 2) 
ใส่ในหลอดทดลองขนาด 1.5 มล.  ตั้งไว้ให้เลือดแข็งตัว จากนั้นนําไปปั่นเหวี่ยงเพ่ือให้ได้ส่วนของซีรั่ม 
นําส่วนของซีรั่มไป วัดระดับแอนติบอดีโดยเทคนิค ELISA และตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงของ Ig โดย 
วิธี Sodium dodecyl sulphate- polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) ตามวิธี
ของ Laemmli (Laemmli, 1970) 
 3.10.1 ระดับแอนติบอดีในซีรั่มปลาการ์ตูนส้มขาวท่ีกระตุ้นภูมิคุ้มกันด้วยปรสิต C. 
irritan ระยะ theront และยีสต์ โดยเทคนิค Enzyme-Linked Immunosorbent Assay 
(ELISA) 
 จากการทดลองเลี้ยงปลาการ์ตูนส้มขาวครั้งที่ 1 ซึ่งมีการกระตุ้นภูมิคุ้มกันของปลาการ์ตูน
ส้มขาวโดยให้อาหารทดลอง 4 สูตร โดยสูตรที่ 2 มีปรสิต C. irritan ระยะ theront สูตรที่ 3 มียีสต์
เป็นองค์ประกอบ สําหรับสูตรที่ 1 และ 4 เป็นชุดควบคุม ให้อาหารกระตุ้นภูมิคุ้มกัน 2 สัปดาห์ 
หลังจากนั้นให้อาหารสูตร 1 เป็นเวลา 2 สัปดาห์ เก็บตัวอย่างเลือดทุก 2 สัปดาห์ เมื่อครบกําหนดให้
ปลาเผชิญเชื้อปรสิตระยะ theront ที่มีชีวิต เก็บตัวอย่างเลือดหลังจากเผชิญเชื้อครบ 1 และ 2 
สัปดาห์ เมื่อตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงของแอนติบอดีในซีรั่มปลาการ์ตูนส้มขาวโดยเทคนิค 
Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) พบว่าค่าแอนติบอดีในซีรั่มปลาการ์ตูนชุดการ
ทดลองที่ 1 จะขึ้นสูงสุดในสัปดาห์ที่ 4 ชุดการทดลองที่ 2 ค่าแอนติบอดีจะเริ่มขึ้นเมื่อสัปดาห์ที่ 2 
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และคงที่ต่อไปอีกสองสัปดาห์ แต่จะสูงสุดที่สัปดาห์ที่ 5 หรือเมื่อปลาเผชิญเชื้อครบ 1 สัปดาห์ และจะ
เริ่มลดลงที่สัปดาห์ที่ 6 เมื่อปลาเผชิญเชื้อครบ 2 สัปดาห์ สําหรับชุดการทดลองที่ 3 ค่าแอนติบอดีใน
ซีรั่มจะข้ึนสูงสุดที่สัปดาห์ที่ 6 เมื่อปลาได้รับการเผชิญเชื้อครบ 2 สัปดาห์ และปลาชุดการทดลองที่ 4 
ค่าแอนติบอดีซีรั่มจะขึ้นสูงสุดสัปดาห์ที่ 4 ดังแสดงในตารางที่ 3-20  และภาพท่ี 3-20 
 
ตารางที่ 3-20 ระดับแอนติบอดีในซีรั่มปลาการ์ตูนส้มขาว (ครั้งที่ 1) ที่ได้รับการกระตุ้นภูมิคุ้มกัน  
   ตรวจวัดสัปดาห์ที่ 2, 4 และระหว่างการเผชิญเชื้อที่เวลา 1 และ 2 สัปดาห์ โดยเทคนิค  
   ELISA 
 

ระยะเวลา 
(สัปดาห์) 

 

 
 

ระยะเวลา 
(วัน) 

 

ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร ( X  ± SD) 

เคลือบเพลทด้วยเชื้อตายระยะ Theronts 200 ตัวต่อหลุม 
MAF 1:12000, GAM-HRP 1:5000, test sera 1:1000 

ชุดการทดลอง 
1 

(ชุดควบคุม) 

ชุดการทดลอง 2 
(Cryptocaryon 

+ Calcium 
alginate) 

ชุดการทดลอง 
3 

(Yeast + 
Calcium 
alginate) 

ชุดการทดลอง 
4 

(Calcium 
alginate) 

 
2 
4 

การเผชิญเชื้อ 
5 
6 

 
14 
28 

การเผชิญเชื้อ 
35 
42 

 
0.207±0.009 
0.259±0.022 

 
0.166 ±0.016 
0.243±0.014 

 
0.312±0.019* 

0.310±0.043 
 

0.693±0.210* 

0.388±0.012* 

 
0.332±0.031* 

0.315±0.032 
 

0.296±0.005 
0.509±0.021* 

 
0.188±0.018 
0.369±0.029* 

 
0.153±0.001 
0.356±0.009* 
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ภาพที่ 3-20  ระดับแอนติบอดีในซีรั่มปลาการ์ตูนส้มขาว (ครั้งที่ 1) ที่ได้รับการกระตุ้นภูมิคุ้มกัน  
  ตรวจวัดสัปดาห์ที่ 2, 4 และระหว่างการเผชิญเชื้อที่เวลา 1 และ 2 สัปดาห์ โดยเทคนิค  
  ELISA 
 
 จากการทดลองเลี้ยงปลาการ์ตูนส้มขาวครั้งที่ 2 ซ่ึงมีการกระตุ้นภูมิคุ้มกันของปลาการ์ตูน
ส้มขาวโดยให้อาหารทดลอง 4 สูตร โดยสูตรที่ 2 มีปรสิต C. irritan ระยะ theront สูตรที่ 3 มียีสต์
เป็นองค์ประกอบ สําหรับสูตรที่ 1 และ 4 เป็นชุดควบคุม ให้อาหารกระตุ้นภูมิคุ้มกัน 1 สัปดาห์สลับ
กับอาหารสูตรควบคุม 1 สัปดาห์ เก็บตัวอย่างเลือดทุก 2 สัปดาห์ เมื่อครบกําหนด 8 สัปดาห์ สุ่มปลา
จากกระชังให้ปลาเผชิญเชื้อปรสิตระยะ theront ที่มีชีวิต เป็นระยะเวลา 3 สัปดาห์ ตรวจสอบการ
เปลี่ ย นแปล งขอ งแอนติ บ อดี ใ นซี รั่ มปลา ก าร์ ตู นส้ ม ขา ว โดย เทคนิ ค  Enzyme-Linked 
Immunosorbent Assay (ELISA) พบว่าระดับของแอนติบอดีในซีรั่มปลาเมื่อขึ้นมาระยะหนึ่งจะไม่
ค่อยมีการเปลี่ยนแปลงมากนักในทุก ๆ สัปดาห์ ยกเว้นในชุดการทดลองที่ 4 จะสูงขึ้นมากเมื่อสัปดาห์
ที่ 6  ผลการทดลองดังแสดงในตารางที่ 3-21  และภาพท่ี 3-21 
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ตารางที่ 3-21 ระดับแอนติบอดีในซีรั่มปลาการ์ตูนส้มขาว (ครั้งที่ 2) ที่ได้รับการกระตุ้นภูมิคุ้มกันด้วย 
   อาหาร 4 สูตร 1 สัปดาห์ สลับกับอาหารสูตรควบคุม 1 สัปดาห์ จนครบ 8 สัปดาห์  
   แล้วนําไปเผชิญเชื้อ 3 สัปดาห์ ตรวจวัดระดับแอนติบอดีในซีรั่มที่สัปดาห์ที่ 2, 4, 6, 8  
   และระหว่างการเผชิญเชื้อครบ 3 สัปดาห์ โดยเทคนิค ELISA 
 

ระยะเวลา 
(สัปดาห์) 

 

 
 

ระยะเวลา 
(วัน) 

 

ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร ( X  ± SD) 

เคลือบเพลทด้วยเชื้อตายระยะ Theronts 200 ตัวต่อหลุม 
MAF 1:12000, GAM-HRP 1:5000, test sera 1:1000 

ชุดการทดลอง 
1 

(ชุดควบคุม) 

ชุดการทดลอง 2 
(Cryptocaryon  

+ Calcium 
alginate) 

ชุดการทดลอง 
3 

(Yeast + 
Calcium 
alginate) 

ชุดการทดลอง 
4 

(Calcium 
alginate) 

 
2 
4 
6 
8 

การเผชิญเชื้อ  
    11 

 
14 
28 
42 
56 

การเผชิญเชื้อ  
77  

 
0.088±0.004 
0.087±0.009 
0.086 ±0.004 
0.093±0.003 

 
0.089±0.004 

 
0.088±0.007 
0.086±0.006 
0.090±0.008 
0.090±0.007 

 
0.083±0.006 

 
0.084±0.006 
0.085±0.006 
0.094±0.008 
0.085±0.003 

 
0.084±0.001 

 
0.090±0.007 
0.087±0.008 
0.105±0.006 
0.086±0.004 

 
0.086±0.003 

 

 
 
ภาพที่ 3-21  ระดับแอนติบอดีในซีรั่มปลาการ์ตูนส้มขาว (ครั้งที่ 2) ที่ได้รับการกระตุ้นภูมิคุ้มกัน 
  ด้วยอาหาร 4 สูตร 1 สัปดาห์ สลับกับอาหารสูตรควบคุม 1 สัปดาห์ จนครบ 8 สัปดาห์  
  แล้วนําไปเผชิญเชื้อ 3 สัปดาห์ ตรวจวัดระดับแอนติบอดีในซีรั่มที่สัปดาห์ที่ 2, 4, 6, 8  
  และระหว่างการเผชิญเชื้อครบ 3 สัปดาห์ โดยเทคนิค ELISA 
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 3.10.2 การวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนในซีรั่มโดยวิธีของ Bradford 
 จากการตรวจหาปริมาณโปรตีนในซีรั่มของปลาการ์ตูน ครั้งที่ 1 ซึ่งมีการกระตุ้นภูมิคุ้มกัน
ของปลาการ์ตูนส้มขาวโดยให้อาหารทดลอง 4 สูตร โดยสูตรที่ 2 มีปรสิต C. irritan ระยะ theront 
สูตรที่ 3 มียีสต์เป็นองค์ประกอบ สําหรับสูตรที่ 1 และ 4 เป็นชุดควบคุม ให้อาหารกระตุ้นภูมิคุ้มกัน 2 
สัปดาห์ หลังจากนั้นให้อาหารสูตร 1 เป็นเวลา 2 สัปดาห์ เก็บตัวอย่างเลือดทุก 2 สัปดาห์ เมื่อครบ
กําหนดให้ปลาเผชิญเชื้อปรสิตระยะ theront ที่มีชีวิต เก็บตัวอย่างเลือดหลังจากเผชิญเชื้อได้ 2 
สัปดาห์ เมื่อตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงปริมาณโปรตีนในซีรั่มปลาพบการเปลี่ยนแปลงของโปรตีน
เพ่ิมข้ึนในทุกชุดการทดลอง โดยชุดการทดลองที่ 2 มีค่าสูงสุดที่ 64.62 รองลงมาได้แก่ ชุดการทดลอง
ที่ 3, 1 และ 4 ตามลําดับ ดังแสดงในตารางที่ 3-22 และภาพท่ี 3-22 
 
ตารางที่ 3-22  ปริมาณโปรตีนในซีรั่มปลาการ์ตูนชุดที่ 1 ที่ให้อาหารทั้ง 4 สูตร 2 สัปดาห์และอาหาร 
    สูตรควบคุม 2 สัปดาห์ ทําการเจาะเลือด ที่สัปดาห์ที่ 2, 4, และระหว่างการเผชิญเชื้อ 
    ที่สัปดาห์ที่ 6 
 

ระยะเวลา ปริมาณโปรตีนในซีรั่มปลาการ์ตูนส้มขาว (มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) 
(สัปดาห์) (วัน) ชุดการทดลอง 

1 
ชุดการทดลอง 

2 
ชุดการทดลอง 

3 
ชุดการทดลอง 

4 
2 14 2.36 3.80 3.71 3.35 
4 28 38.17 49.40 42.24 40.64 

การเผชิญเชื้อปรสิต     
6 14* 45.49 64.62 49.17 44.70 

หมายเหตุ  14*  หมายถึงจํานวนวันที่ปลาได้รับการเผชิญเชื้อ 
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ภาพที่ 3-22  ปริมาณโปรตีนในซีรั่มปลาการ์ตูนชุดที่ 1 ที่ให้อาหารทั้ง 4 สูตร ที่สัปดาห์ที่ 2, 4, และ 
  ระหว่างการเผชิญเชื้อที่สัปดาห์ที่ 6 
 
 ปริมาณโปรตีนในซีรั่มของปลาการ์ตูน ครั้งที่ 2 ซึ่งมีการกระตุ้นภูมิคุ้มกันของปลาการ์ตูน
ส้มขาวโดยให้อาหารทดลอง 4 สูตร 1 สัปดาห์ สลับกับอาหารสูตรควบคุม 1 สัปดาห์ จนครบ 8 
สัปดาห์ และให้ปลาเผชิญ เชื้อ 3 สัปดาห์ เก็บตัวอย่างเลือดทุก 2 สัปดาห์ เมื่อตรวจสอบการ
เปลี่ยนแปลงปริมาณโปรตีนในซีรั่มปลา ไม่พบการเปลี่ยนแปลงของโปรตีนมากในทุกชุดการทดลอง 
แต่เมื่อปลาได้รับการเผชิญเชื้อ ค่าปริมาณโปรตีนในซีรั่มจะลดต่ําลงในทุกชุดการทดลอง ดังแสดงใน
ตารางที่ 3-23 และภาพท่ี 3-23  
 
ตารางที่ 3-23 ปริมาณโปรตีนในซีรั่มปลาการ์ตูนชุดที่ 2 ที่ให้อาหารทั้ง 4 สูตรสลับกับอาหารสูตร 
   ควบคุม สัปดาห์เว้นสัปดาห์ ทําการเจาะเลือด ที่สัปดาห์ที่ 2, 4, 6, 8 และระหว่างการ 
   เผชิญเชื้อที่สัปดาห์ที่ 11 
  

ระยะเวลา 
(สัปดาห์)    (วัน) 

ปริมาณโปรตีนในซีรั่มปลากะพงขาว (มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) 
ชุดการทดลอง 1 ชุดการทดลอง 2 ชุดการทดลอง 3 ชุดการทดลอง 4 

2 14 9.59 10.42 10.24 10.27 
4 28 9.17 10.87 10.75 10.37 
6 42 11.09 10.19 8.87 11.07 
8 56 10.77 11.78 11.35 10.36 

การเผชิญเชื้อปรสิต     
11 77 5.42 5.98 6.97 6.50 
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ภาพที่ 3-23  ปริมาณโปรตีนในซีรั่มปลาการ์ตูนชุดที่ 2 ที่ให้อาหารทั้ง 4 สูตรสลับกับอาหารสูตร 
  ควบคุม สัปดาห์เว้นสัปดาห์ ทําการเจาะเลือด ที่สัปดาห์ที่ 2, 4, 6, 8 และระหว่างการ 
  เผชิญเชื้อที่สัปดาห์ที่ 1 
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อภิปราย/วิจารณ ์
(Discussion) 

  
4.1 การเจริญของยีสต์ P. jadinii  

 จากการศึกษาการเจริญพบว่าเชื้อยีสต์ P. jadinii ที่เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อกากชานอ้อย
เป็นแหล่งคาร์บอน  สภาวะการหมักที่เหมาะสมที่สุดในการหมักยีสต์เพ่ือใช้เป็นอาหารสัตว์ คือ ที่
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ซึ่งใช้ระยะเวลาการหมักเพียง 72 ชั่วโมง ที่ความเค็ม 25 พีพีที เนื่องจาก
ยีสต์ P. jadinii เป็นยีสต์ที่แยกได้จากน้ําทะเลบางแสน จังหวัดชลบุรี จากข้อมูลความเค็มของน้ําทะเล
บริเวณหาดบางแสนพบว่ามีความเค็มตลอดปีประมาณ 23-33 พีพีที ทั้งนี้ขึ้นอยู่กับฤดูกาล (งานวิจัย
สิ่งแวดล้อมทางทะเล สถาบันวิทยาศาสตร์ทางทะเล, 2555, นนทวิทย์ และคณะ, 2546) ที่สภาวะการ
เลี้ยงดังกล่าวยีสต์ P. jadinii  มีการเจริญเติบโตอย่างรวดเร็วภายใน 24 ชั่วโมง และมีการเพ่ิมขึ้น
สูงสุดที ่72 ชั่วโมง มีจํานวนเซลล์เท่ากับ 4.52 x 107 เซลล์ต่อมิลลิลิตร หลังจากนั้นจํานวนเซลล์ลดลง 
เมื่อสิ้นสุดการทดลองมีจํานวนเซลล์เท่ากับ 4.25 x 107 เซลล์ต่อมิลลิลิตร การเพ่ิมขึ้นของจํานวนยีสต์
แปรผกผันกับปริมาณน้ําตาลรีดิวซ์ซึ่งลดลงอย่างมากภายในระยะเวลา 24 ชั่วโมงแรกของการทดลอง 
และปริมาณน้ําตาลรีดิวซ์ลดลงอย่างต่อเนื่องจนกระทั่งสิ้นสุดการทดลอง โดยปริมาณน้ําตาลรีดิวซ์
ลดลงมากที ่96 ชั่วโมง การศึกษาของอัญชัญ พบว่ายีสต์ P. jadinii สามารถเจริญได้ดีที่ความเค็ม 25 
และ 30 พีพีที (อัญชัญ และอมรรัตน์, 2555) ข้อดีของการใช้กากชานอ้อยเป็นแหล่งคาร์บอนทําให้ลด
ต้นทุนในการเลี้ยงเชื้อยีสต์ และยังพบว่าเชื้อยีสต์นั้นสามารถเจริญได้ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่เป็นของเหลือ
ใช้ทางการเกษตร อาทิเช่น ฟางข้าว ซังข้าวโพด ชานอ้อย กากน้ําตาล () หรือแม้กระทั่งเอทานอล 
(Evans and Ratledge, 1992; Gutierrez et al., 1993)  
 
4.2 การตรึงเซลล์ (Encapsulation) 
 เป็นเวลากว่าสองทศวรรษที่มีนักวิทยาศาสตร์จากหลายประเทศพยายามที่จะพัฒนา
เทคโนโลยีการผลิตอาหารสําเร็จรูปเพ่ือใช้ในการกระตุ้นภูมิคุ้มกันหรือใช้เป็นวัคซีนปูองกันโรคใน
อุตสาหกรรมการเลี้ยงสัตว์น้ํา เพ่ือทดแทนอาหารมีชีวิตที่มีราคาสูง และต้องเสี่ยงกับการปนเปื้อนเชื้อ
โรคต่าง ๆ ทําให้นักวิทยาศาสตร์ทั้งหลายพยายามออกแบบสารอาหารที่มีลักษณะเฉพาะเจาะจงและ
เหมาะสมต่อการการเลี้ยงสัตว์น้ําต่าง ๆ โดยพัฒนาอาหารสําเร็จรูปให้อยู่ในรูปของไมโครแคปซูล 
(Luzardo-Alvarez et al, 2010) 
 สารพาหะท่ีนิยมใช้ในการตรึงเซลล์เพ่ือใช้เป็นอาหารสัตว์คือโซเดียมอัลจิเนตและทําให้เกิด
เป็นเม็ดเจลด้วยสารละลายแคลเซียมคลอไรด์ เนื่องมาจากอัลจิเนตเป็นโพลีแซคคาไรค์ที่พบมากใน
ธรรมชาติจากสาหร่ายสีน้ําตาล มีคุณสมบัติในการดูดซับสารที่มีประจุได้ และสามารถใช้เป็นวัสดุตรึง
เซลล์ได้ ซึ่งในปัจจุบันได้มีการนําอัลจิเนตมาใช้ในวงการอุตสาหกรรมอาหารและยาโดยใช้เป็นสาร
พาหะในการตรึงยา โมเลกุลขนาดใหญ่หรือเซลล์ชีวภาพต่าง ๆ (Bajpai and Sharma, 2004; Chan 
et. al., 2002; Chiou and Li, 2002) ความเข้มข้นของอัลจิเนตและแคลเซียมคลอไรด์ที่ใช้ในการขึ้น
รูปเจลมีความหลากหลายขึ้นกับวัตถุประสงค์ของการใช้งาน จากการสรุปของ Mutoloki และคณะ 
(2015) พบว่ามีการทดลองใช้อัลจีเนตในวงการอุตสาหกรรมการเพาะเลี้ยงอย่างกว้างขวาง ดังแสดงใน



63 

ตารางที่ 4-1  จากการทดลองเตรียมเม็ดเจลโดยใช้ความเข้มข้นของแคลเซียมคลอไรด์ร้อยละ 1.0 1.5 
และ 2 โซเดียมอัลจิเนตที่ความเข้มข้นร้อยละ 0.8 1.2 และ 1.6 เม็ดเจลที่ได้มีลักษณะเป็นเจล มีสีขาว
ขุ่น มีขนาดเส้นผ่าศูนย์กลางอยู่ในช่วง 3.5 - 4.8 มิลลิเมตร ซึ่งการขึ้นรูปเป็นเม็ดเจลนี้เกิดขึ้นจากการ
บรรจุสารเนื้อผสมโซเดียมอัลจิเนตใส่ในหลอดฉีดยา แล้วฉีดสารให้หยดลงในสารละลายแคลเซียมคลอ
ไรด์ (Syringe method) Zhou และคณะ (2010) ได้อธิบายว่าเนื่องจากสารละลายอัลจิเนตมี
โครงสร้างที่เป็นประจุลบที่เกิดจากหมู่คาร์บอกซิลของอัลจิเนต คือ -L-guluronic acid และ -D-
mannuronic acid เมื่ออยู่ในสารละลายแคลเซียมคลอไรด์ทําให้เกิดการเชื่อมไขว้ของ -L-
guluronic acid และ Ca2+ ไอออนของ CaCl2 วิธีการนี้สอดคล้องกับรายงานของ Mitropoulou 
และคณะ (2013) ที่อธิบายขั้นตอนตรึงเซลล์แบคทีเรียโดยใช้  โซเดียมอัลจิเนต เพ่ือใช้ในการผลิต
อาหารเสริมโปรไบโอติค (ภาพท่ี 4-1) 
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ตารางที่ 4-1 งานวิจัยเกี่ยวกับการผลิตอาหารวัคซีนที่ใช้กินโดยใช้อัลจีเนตเป็นสารตรึงเซลล์  
    (Mutoloki et. al., 2015) 
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ภาพที ่4-1 กระบวนการทําเซลล์ตรึงและโครงสร้างทางเคมีของโซเดียมอัลจีเนตพร้อมแผนภาพของ 
  จุลินทรีย์และไฮโดรเจล (Mitropoulou et al., 2013) 

 
 จากผลการทดลองพบว่าเมื่อใช้โซเดียมอัลจิเนตที่ความเข้มข้นร้อยละ 1.2 หรือ 1.6 

แคลเซียมคลอไรด์ที่ความเข้มข้นร้อยละ 1.5 และ 2 ตรึงสาร 4 ชนิด คือ ปาเปน ทริปซิน อัลบลูมิน 
บลูเดกซ์แตรน และปลาปุน พบว่าที่ความเข้มข้นของโซเดียมอัลจิเนตร้อยละ 1.2 และ 1.6 สารที่
นํามาตรึงดังกล่าวไม่มีการหลุดออกจากเม็ดเจล ตั้งแต่เริ่มต้นการทดลองจนกระทั่งสิ้นสุดการทดลองที่ 
48 ชั่วโมง เมื่ตรวจสอบเซลล์ตรึงภายใต้กล้องจุลทรรศน์ พบว่าเซลล์ยีสต์ถูกกักอยู่ในเส้นพอลิเมอร์
ของแคลเซียมอัลจิเนต การทดสอบการหลุดของเซลล์ยีสต์ P. jadinii จากการตรึงในเวลา 48 ชั่วโมง 
ไม่พบการหลุดของเซลล์ยีสต์ (สวพัศ มุ่งแฝงกลาง และสรารัศมิ์ วสุชัยวัส, 2556) แต่เมื่อใช้โซเดียมอัล
จิเนตเข้มข้นร้อยละ 1.6 และแคลเซียมคลอไรด์เข้มข้นร้อยละ 2 เม็ดเจลที่ได้มีลักษณะแข็งไม่เหมาะ
สําหรับใช้เป็นอาหารปลา ในกระบวนการผลิตอาหารสําเร็จรูปสําหรับสัตว์น้ําได้มีการใช้เทคนิคการ
ตรึงในการผลิตอาหารสําเร็จรูปขนาดเล็กสําหรับเป็นอาหารในการอนุบาลลูกสัตว์น้ําวัยอ่อน  เพ่ือให้
สารอาหารคงสภาพเมื่ออยู่ในน้ําเป็นระยะเวลานานขึ้น โดยมีวัตถุประสงค์เพ่ือทดแทนหรือลดปริมาณ
การใช้อาหารมีชีวิตวัยอ่อนได้ ซึ่งขนาดและชนิดของอาหารสําเร็จรูปที่ผลิตได้แตกต่างกันขึ้นกับ
เทคนิคการผลิต เช่น microsphere diets, microencapsulated diets หรือ microparticulated 
diets (Teshima et al., 2000; Koven et al., 2001; Kolkovski, 2004) ในการปูองกันและรักษา
โรคได้มีการใช้เทคนิคการตรึงเซลล์หรือสารในการพัฒนาวัคซีนโดยวิธีให้กินซึ่งทําได้ง่ายกว่าการฉีด
สารเข้าตัวปลา (Luzardo-Alvarez et al., 2010) วัตถุดิบที่นํามาใช้ในกระบวนตรึงสาร เช่น คารา
จีแนน เซอีน (Baskerville-Bridges and Kling, 2000) โซเดียมอัลจิเนต (Lopez et al., 1994) สาร
ผสมระหว่างโซเดียมอัลจิเนตและไคโตแซน (Polk et al., 1994) แสดงว่าแคลเซียมอัลจิเนตที่ความ
เข้มข้นดังกล่าวมีประสิทธิภาพในการตรึงสารพอลิเมอร์ และปลาปุน  ในงานวิจัยครั้งนี้ผู้ทดลองจึงได้
ทําการตรึงเซลล์ยีสต์และปรสิตโดยใช้อัลจิเนตที่ความเข้มข้นร้อยละ 1.2 แคลเซียมคลอไรด์ที่ความ
เข้มข้นร้อยละ 1.5 เพราะเป็นความเข้มข้นน้อยที่สุดที่เจลไม่เสียสภาพเพราะไม่มีการหลุดของสาร
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ออกมา การศึกษาโดยทั่วไปใช้อัลจิเนตความเข้มข้นร้อยละ 1-2 และทําให้แข็งตัวในแคลเซียมคลอไรด์
เข้มข้นร้อยละ 0.05 - 1.5 (Krasaekoopt et al, 2003) จากการตรึงเซลล์ยีสต์ P. jadinii ด้วย
โซเดียมอัลจิเนตที่ความเข้มข้นร้อยละ 1.2 และแคลเซียมคลอไรด์ร้อยละ 1.5  ซึ่งการตรึงสารโดยการ
ใช้โซเดียมอัลจิเนต หรือของผสมระหว่างโซเดียมอัลจิเนตและไคโตแซนเป็นเทคนิคการผลิตที่ง่าย 
รวดเร็วและราคาไม่แพง นอกจากนี้เม็ดเจลที่ได้สามารถนําไปทําแห้ง บดให้ละเอียดและผสมกับ
อาหารซึ่งมีความสะดวกในการนําไปใช้ต่อไป 
 
4.3 การวิเคราะห์องค์ประกอบของกรดไขมันจากยีสต์ที่ตรึงในแคลเซียมอัลจิเนต 
     การวิเคราะห์องค์ประกอบของกรดไขมันจากตัวอย่างเซลล์ยีสต์ P. jadinii  ที่ผ่านการตรึง
ด้วยแคลเซียมอัลจิเนต พบว่ามีกรดปาล์มิติก (Palmitic acid, C16:0) เป็นองค์ประกอบมากที่สุด 
รองลงมาคือกรดไขมันโอเลอิก (Oleic acid, C18:1n9) และตามลําดับ  โดยพบกรดไขมันไม่อ่ิมตัว
ทั้งหมด (unsaturated fatty acid : USFA) ร้อยละ 30.29 ของกรดไขมันทั้งหมด เป็นกรดไขมันไม่
อ่ิมตัวเชิงเดี่ยว (Monounsaturated Fatty Acid: MUFA) ร้อยละ 20.26 ของกรดไขมันทั้งหมด มี
กรดไขมันโอเลอิก (Oleic acid, C18:1n9) เป็นองค์ประกอบที่มากที่สุดประมาณร้อยละ 17.83 ของ
กรดไขมันทั้งหมด กรดไขมันไม่อ่ิมตัวเชิงซ้อน (Polyunsaturated Fatty Acid: PUFA) ร้อยละ 9.93 
ของกรดไขมันทั้งหมดและมีกรดไลโนเลอิก (Linoleic acid, C18:2n6c) เป็นองค์ประกอบที่มากที่สุด
ประมาณร้อยละ 3.14 ของกรดไขมันทั้งหมด ปริมาณและองค์ประกอบของกรดไขมันที่พบจะมีความ
แตกต่างกันตามปัจจัยการเลี้ยง ส่วนปริมาณมีความแตกต่างกันไปตามชนิดของยีสต์ ( อัจฉราวรรณ  
ทองม,ี 2555) Evans และ Ratledge (1992) ได้ศึกษาอาหารที่ใช้เลี้ยงยีสต์และองค์ประกอบของกรด
ไขมันในยีสต์ Candida curvata โดยใช้แหล่งคาร์บอนที่แตกต่างกัน แหล่งคาร์บอนที่ใช้ในการศึกษา
คือ น้ําตาลกลูโคส น้ําตาลซูโครส น้ําตาลแลคโตส น้ําตาลไซโลส และเอทานอล ซึ่งพบว่ากรดไขมัน
จากเชื้อยีสต์ C. curvata ในแหล่งคาร์บอนที่เป็นน้ําตาลไซโลส ให้กรดไขมันอ่ิมตัวชนิด กรดปาล์มิติก 
(Palmitic acid, C16:0) และกรดสเตียริก (Stearic acid, C18:0) สูงที่สุด แต่กลับให้กรดไลโนเลอิก 
(Linoleic acid, C18:2n6) ที่เป็นกรดไขมันไม่อ่ิมตัวน้อยที่สุด ตรงกันข้ามกับแหล่งคาร์บอนที่เป็นเอ
ทานอล เพราะกรดไขมันจากยีสต์ C. curvata ในเอทานอลให้กรดไขมันอ่ิมตัวจําพวกกรดปาล์มิติก
น้อยที่สุด แต่กลับให้กรดไขมันไม่อ่ิมตัวจําพวกกรดไลโนเลอิกสูงที่สุด  
 
4.4 การใช้ประโยชน์จากสารสกัดหรือเซลล์สิ่งมีชีวิตในการศึกษาระบบภูมิคุ้มกันสัตว์น้ า 

 ยีสต์ซึ่งเป็นโปรตีนเซลล์เดียว (Single cell protein) เป็นจุลินทรีย์ชนิดหนึ่งที่ได้รับความ
สนใจอย่างมากในยุโรปและอเมริกา เนื่องจากสามารถผลิตได้มากในระยะเวลาสั้นและใช้พ้ืนที่การผลิต
น้อย (Matcles & Steren,1968) ในปัจจุบันพบว่ามีการผลิตโปรตีนเซลล์เดียวมากกว่าล้านตันต่อปีใน
ประเทศรัสเซีย (จรูญ, 2534) สําหรับประเทศสหรัฐอเมริกาได้มีการผลิตโปรตีนเซลล์เดียวจากยีสต์ 
เพ่ือใช้เป็นอาหารสัตว์และในอุตสาหกรรมอาหาร (North & Bell, 1990) นอกจากนี้ยังมีอีกหลาย
ประเทศที่ผลิตโปรตีนเซลล์เดียวในเชิงอุตสาหกรรม ได้แก่ สวีเดน ญี่ปุุน อังกฤษ เยอรมันตะวันตก 
และ ฟินแลนด์ เป็นต้น (Austic & Neshcim, 1990) หรือการใช้ยีสต์ที่มีคุณสมบัติเป็นโปรไบโอติค 
(Probiotic) ซึ่งเป็นที่ยอมรับว่ามีประโยชน์ในการช่วยปรับสมดุลของจุลินทรีย์ในทางเดินอาหารของ
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สัตว์ กระตุ้นให้เกิดภูมิต้านทาน ช่วยให้ร่างกายสัตว์แข็งแรง ย่อยและใช้ประโยชน์จากอาหารได้ดีขึ้น 
(พันทิพา พงษ์เพียจันทร์, 2539) จึงสามารถนํายีสต์มาใช้ในอาหารสัตว์ เพ่ือส่งเสริมสุขภาพและ
สนับสนุนการเจริญเติบโตของสัตว์ อีกทั้งยังช่วยลดต้นทุนการผลิตเนื่องจากสามารถลดปริมาณการใช้
ยาและสารเคมีที่เกี่ยวข้องกับสุขภาพและการเจริญเติบโต ทําให้มียาและสารเคมีตกค้างในผลิตภัณฑ์
สัตว์ (Cheeke, 1999; Dolye, 2007) การนํายีสต์ไปประยุกต์ใช้ในด้านอุตสาหกรรมต่าง ๆ 
โดยเฉพาะอุตสาหกรรมอาหารหรือการเพาะเลี้ยงสัตว์น้ํา  การใช้ยีสต์ต้องคํานึงถึงความบริสุทธิ์
ปลอดภัยและไม่มีสารพิษจึงจะสามารถนํามาใช้ในอุตสาหกรรมอาหารได้ ส่วนการใช้ยีสต์เสริมใน
อาหารสัตว์สามารถใช้ได้ท้ังในลักษณะเชื้อเป็นและเชื้อตาย (พันทิพา, 2539) 

 การศึกษาการกระตุ้นภูมิคุ้มกันของสัตว์น้ํามีรายงานการใช้สารประกอบที่ ได้มาจาก
สิ่งมีชีวิตมาเป็นระยะเวลานานกว่า 10 ปี เช่น ไคติน เบต้ากลูแคน สารสกัดกลุ่มพอลิแซคคาไรด์จาก
สาหร่าย (Sakai, 1999)  โซเดียมอัลจิเนต และ k-คาราจีแนน (Fujiki et al., 1994; Fujiki and 
Yano, 1997; Cheng et al., 2007; 2008) ในปลาชนิดต่าง ๆ เช่น การใช้เบต้ากลูแคน (-glucan) 
การใช้เซลล์ยีสต์เพ่ือกระตุ้นระบบภูมิคุ้มกันของปลา gilthead seabream (Sparus aurata L.) 
(Ortuño et al., 2002) ปลา channel catfish, Ictalurus punctatus (Chen and Ainsworth, 
1992) ปลา Atlantic salmon, Salmo sarlar (Engstadt et al., 1992) ปลา rainbow trout, 
Oncorhynchus mykiss (Verlhac et al, 1996) ปลา gilthead seabream, Sparus auratus 
(Castro et al., 1999) และปลา European seabass, Dicentracuhs labrax (Bagni et al., 
2005)  

 การใช้โซเดียมอัลจิเนต และ k-คาราจีแนน ในการกระตุ้นภูมิคุ้มกันของปลาคาร์พ 
(Cyprinus carpio) (Fujiki et al., 1994; Fujiki and Yano, 1997) และปลาเก๋า (Cheng et al., 
2007; 2008)   

 การใช้ Ergosan, สารสกัดจากสาหร่ายที่มี alginic acid เป็นองค์ประกอบ ในการกระตุ้น
ภูมิคุ้มกันชนิดไม่เฉพาะเจาะจง ( non-specific immune) ของปลา striped snakehead, Channa 
striata (Miles et al., 2001) ปลา rainbow trout, O. mykiss (Peddie et al., 2002) และปลา 
Eurpoean seabass, D. labrax (Bagni et al., 2005) วิธีใช้ประโยชน์จากสารประกอบดังกล่าวทั้ง
วิธีการผสมในอาหารหรือการฉีดเข้าสู่ร่างกายของสัตว์น้ํา พบว่าสารประกอบเหล่านี้สามารถ
เปลี่ยนแปลงระบบภูมิคุ้มกัน เพ่ิมการตอบสนองระบบภูมิคุ้มกันของปลาและเพ่ิมความสามารถในการ
ต้านทานโรคของปลา เช่น การศึกษาภูมิคุ้มกันชนิดไม่เฉพาะเจาะจง( non-specific disease 
resistance) ในการต้านทานโรคแอตแลนติกแซลมอนโดยวิธีการฉีด glucan เข้าสู่กล้ามเนื้อซึ่งพบว่า
ปลาแอตแลนติกแซลมอนต้านทานโรคดีขึ้น แต่อย่างไรก็ตาม ต้องคํานึงถึงระดับของความเข้มข้นของ 
glucan เพราะปริมาณ glucan ที่มากเกินไปมีผลต่อการทํางานของ macrophage (Robertsen et 
al., 1990)     

 การศึกษาการฉีดคาราจีแนนซึ่งเป็นพอลิแซคคาไรด์ที่เป็นองค์ประกอบหลักในสาหร่ายสี
แดงเข้าในปลาปลาคาร์พ (Cyprinus capio) พบว่าสามารถกระตุ้นการทํางานของ macrophage 
(macrophage phagocytic activity) และปลาคาร์พสามารถต้านทานโรคได้ดีขึ้น (Fujiki and 
Yano, 1997)  
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 การศึกษาการใช้ k-คาราจีแนน หรือโซเดียมอัลจีเนตที่สกัดจากสาหร่ายทะเลผสมใน
อาหารปลาเก๋า brawn-marbled grouper, Epinephelus fuscoguttatus ในอัตราส่วน 5 10 และ 
25 กรัมต่อ 1 กิโลกรัมอาหารเป็นระยะเวลา 14 สัปดาห์ หลังจากนั้นจึงเผชิญเชื้อแบคทีเรีย Vibrio 
alginolyticus ที่มีอัตราส่วน 5.0 109 colony-forming units (cfu) ต่อปลา 1 ตัว พบว่าปลาเก๋าที
กินอาหารที่มีส่วนผสมของโซเดียมอัลจิเนตในอัตราส่วน 10 กรัมต่อกิโลกรัมอาหารหรือน้อยกว่า 10 
กรัมต่อ 1 กิโลกรัมอาหาร และปลาเก๋าที่กินอาหารที่มีส่วนผสมของ k-คาราจีแนนมีการรอดตายสูง
และปลาเหล่านี้มีภูมิคุ้มกันเพ่ิมขึ้นและสามารถต้านทานต่อการติดเชื้อ V. alginolyticus ได้ดีขึ้น 
(Cheng et al., 2008)  

 นอกจากนี้ Chiu และคณะ (2008) รายงานว่าการใช้โซเดียมอัลจิเนตผสมในอาหารปลา
กะรังระยะวัยรุ่น E. fuscoguttatus ในปริมาณมากกว่า 1 กรัมต่อ 1 กิโลกรัมอาหารและให้ปลากิน
อาหารเป็นระยะ เวลา 9 วัน พบว่าปลากะรังที่กินอาหารเหล่านี้มีภูมิคุ้มกันเพ่ิมขึ้นและการต้านทาน
ต่อเชื้อ Streptococcus sp. ได้ดีข้ึน 

 Cordero และคณะ (2015) ทําการทดลองกระตุ้นระบบภูมิคุ้มกันของปลากะพง 
(Gilthead seabream, Sparus aurata L) ด้วยวัคซีนแบบกินที่ตรึงเซลล์ Shewanella 
putrefaciens Pdp11 กับอัลจิเนต โดยแบ่งปลาออกเป็น 2 กลุ่ม กลุ่มที่ไม่ให้วัคซีนเป็นกลุ่มควบคุม 
พบว่าวัคซีนที่ให้กินสามารถกระตุ้นระบบภูมิคุ้มกันแบบพ่ึงแอนติบอดี้ (Humoral parameters) ใน
กลุ่มปลาที่ได้รับวัคซีนได้ 

 สําหรับการกระตุ้นภูมิคุ้มกันปลาโดยใช้ปรสิตนั้นได้มีรายงานของ Yambot และ Song 
(2006) ศึกษาเกี่ยวกับการกระตุ้นภูมิคุ้มกันของปลากะรังจุดส้ม (Epinephelus coioides) ในการ
ปูองกันการติดเชื้อปรสิต C. irritans การกระตุ้นภูมิคุ้มกันของปลากะรังจุดส้มทําโดยให้ปลาสัมผัสกับ
เชื้อปรสิต C. irritans ระยะ theront ซึ่ งได้จากระยะ tomont และโดยการฉีดเชื้อตายซึ่ ง
ประกอบด้วย C. irritans ระยะ theront ที่ถูกฆ่าด้วยฟอร์มาลีนเข้าทางช่องท้อง นอกจากนี้ Bai และ
คณะ (2008) ศึกษาเกี่ยวกับ C. irritans โดยแสดงให้เห็นถึงความสามารถในการตอบสนองระบบ
ภูมิคุ้มกันของปลาต่อปรสิต C. irritans และการปูองกันการติดเชื้อ เปรียบเทียบการตอบสนอง
ภูมิคุ้มกันในปลากะรัง จากการชักนําให้เกิดการต้านเชื้อปรสิต C. irritans โดยใช้ปรสิตระยะ 
theront, tomont และ trophont นอกจากนี้ Xu และคณะ (2010) ได้ทดลองการกระตุ้นภูมิคุ้มกัน
ในปลาดุกด้วยปรสิตระยะ trophonts ที่อ่อนแอ 

 โครงการวิจัยการพัฒนาการผลิตวัคซีนและสารเสริมอาหารโดยเทคนิคการตรึงเพ่ือกระตุ้น 
ภูมิคุ้มกันของปลาทะเลต่อปรสิตสัตว์น้ําหรือแบคทีเรียในปีที่ 1 นั้นสามารถตรึงเซลล์ยีสต์และปรสิต  
C. irritans ระยะ theront ด้วยแคลเซียมอัลจิเนต สําหรับนําไปใช้ในการผลิตอาหารสัตว์น้ําเพ่ือ
กระตุ้นภูมิคุ้มกันปลากะพงขาวและทดสอบความสามารถในการต้านเชื้อปรสิต C. irritans ที่ทําให้
เกิดโรคจุดขาวน้ําเค็มต่อปลากะพงขาวและปลาการ์ตูนในปีที่ 2 และ 3 ต่อไป  
 
4.5 การวิเคราะห์คุณค่าทางอาหาร (Proximate analysis) ในอาหารที่เตรียมได้ 
 จากการวิเคราะห์องค์ประกอบคุณค่าทางอาหารที่ทําการทดลองในครั้งนี้ทั้ง 4 สูตร 
ประกอบด้วย สูตรที่ 1 เป็นอาหารชุดควบคุม สูตรที่ 2 เป็นอาหารชุดควบคุมผสมด้วยธีรอนธ์  
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C. irritans สูตรที่ 3 เป็นอาหารชุดควบคุมผสมด้วยยีสต์ P. jadinii และสูตรที่ 4 เป็นอาหารชุด
ควบคุมผสม Sodium alginate  พบว่ามีความชื้นร้อยละ 6-7 เถ้าร้อยละ 13-15 โปรตีนร้อยละ 49-
51 ไขมันร้อยละ 12-13 คาร์โบไฮเดรตที่ละลายน้ํา ร้อยละ 15-17 ทั้งนี้จากการรายงานของ 
Catacutan และ Colosso (1995) ที่ทําการทดลองอาหารสําเร็จรูปกับลูกปลากะพงขาวขนาด
น้ําหนักเฉลี่ย 1.34 + 0.01 กรัม พบว่าอาหารที่มีระดับของโปรตีน 50% และระดับไขมัน 15% ปลา
กะพงขาวจะมีอัตราการเจริญเติบโตสูงสุดและให้น้ําหนักที่มากสุด จากทดลองของ William และคณะ 
(2003) ทําการทดลองให้อาหารสําเร็จรูปกับปลากะพงขาวที่เลี้ยงในน้ําจืด โดยทําการทดสอบอาหาร
ที่มีระดับของโปรตีน 38-%, 42.5%, 47.3% and 52% และไขมัน 7.0%, 12.8% and 18.3% เป็น
เวลา 8 สัปดาห์ พบว่า อาหารที่มีระดับของโปรตีนและไขมันสูงจะให้อัตราการรอดและการ
เจริญเติบโตที่ดีกว่าอาหารที่มีโปรตีนและไขมันต่ํา  
 จากการศึกษาของ Alvarez-Gonzalez และคณะ (2001) ได้ทําการทดลองปริมาณโปรตีน
ในอาหารต่อการเจริญเติบโตของลูกปลากะพง spotted sand bass (Paralabrax 
maculatofasciatus) ขนาด 9.5 กรัม โดยทําการเลี้ยงปลากะพงด้วยอาหารที่มีเปอร์เซ็นต์โปรตีน 
40, 45 และ 50% พบว่า ปลากะพงจะมีอัตราการเจริญเติบโตดีอย่างมีนัยสําคัญเม่ือเลี้ยงด้วยอาหาร
ที่มีระดับโปรตีน ที่ 45 และ 50% ซึ่งคระผู้วิจัยได้สรุปว่าอาหารที่เหมาะสมในการเลี้ยงปลากะพงขาว
ชนิดนี้ควรมีระดับโปรตีนอย่างน้อย 45% 
 López at.al (2009) ทําการศึกษาระดับของไขมันในอาหารที่เหมาะสมต่อการเลี้ยงปลา
กะพงขาว white seabass (Atractoscion nobilis) ด้วยอาหารที่มีระดับของไขมันที่ 2.6, 7.4, 11.6, 
15.3 and 19.4% ร่วมกับอาหารที่มีระดับคาร์โบไฮเดรต 49.9% โปรตีน 14.7% และไขมัน 19.4% 
ทําการตรวจสอบอัตราการเจริญเติบโตและอัตรารอดของปลากะพงเมื่อทําการเลี้ยงไปได้ 50 วัน 
พบว่าอัตราการรอดของปลาจะต่ําสุดเมื่ออาหารที่ให้มีไขมันอยู่ที่ระดับ 2.6%  
 สําหรับในประเทศไทย วิเชียรและคณะ (2531, 2532) และจารุรัตน์และคณะ (2532) 
รายงานว่าปลากะพงขาวต้องการอาหารที่มีโปรตีน 45-47% ไขมัน 10-15% 
 จากการทดลองในปลาการ์ตูนส้มขาวอาหารทุกสูตรมีปริมาณโปรตีน 37-51 เปอร์เซ็นต์ 
และปริมาณไขมัน 16-19 เปอร์เซ็นต ์สอดคล้องกับรายงานของ Gordon และคณะ (2000) รายงาน
ว่าปริมาณอาหารที่ใช้ในการเลี้ยงลูกปลาการ์ตูนลายปล้องหางเหลือง (A. sebae) ต้องมีโปรตีน 
43.8% ไขมัน 8.4% เถ้า 10.8% นอกจากนี้ Varghese (2004) ได้ทําการทดลองให้อาหารที่สูตรมี
ปริมาณโปรตีนและไขมันต่างกันในปลาการ์ตูนลายปล้องหางเหลือง พบว่า ปลาที่ได้รับโปรตีน 46.2% 
และไขมัน 10.96% จะทําให้ปลามีน้ําหนักมากข้ึน และจากรายงานของ Lupatsch และคณะ (2013) 
ที่กล่าวว่า ปริมาณโปรตีนในอาหารที่ลูกปลาการ์ตูนส้ม (A. percula) ต้องการ เพ่ือการเจริญเติบโต 
จะต้องมีปริมาณสูง 40%  
 
4.6 การทดสอบการต้านเชื้อและการกระตุ้นภูมิคุ้มกันของปลากะพงขาว (L. calcarifer) และ
ปลาการ์ตูนส้มขาวต่อปรสิต C. irritans ระยะ theront 
 จากการทดสอบการต้านเชื้อและการกระตุ้นภูมิคุ้มกันของปลากะพงขาวต่อปรสิต  
C. irritans ระยะ theront จํานวน 15,000 theronts/ปลา 1 ตัว หลังจากให้กินอาหารสูตรต่าง ๆ 
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ทั้ง 4 สูตร ด้วยเทคนิคการตรึง โดยครั้งแรกให้กินอาหารทดลอง 2 สัปดาห์ และกินอาหารชุดควบคุม
ต่ออีก 4 สัปดาห์ หลังการเผชิญเชื้อ C. irritans เป็นเวลา 1 สัปดาห์ พบอัตราการรอด และ
เปอร์เซ็นต์การรอดตายสัมพัทธ์ (RPS)ในปลากะพงขาวที่ทําการทดลองครั้งที่ 1 ดังนี้ ชุดการทดลอง 1 
ชุดควบคุม ชุดการทดลอง 2 ผสม C. irritans ชุดการทดลอง 3 ผสมยีตส์ P. jadinii และชุดการ
ทดลอง 4 ผสม Sodium alginate ที่ 0%, 90%, 90% และ 0% ตามลําดับ (N = 10) และมีค่า
เปอร์เซ็นต์การรอดตายสัมพัทธ์ (RPS) ในชุดการทดลองที่ 2 และ 3 คือ 90 และ 90 ตามลําดับ ซึ่งถือ
ว่ามีอัตราการรอดและเปอร์เซ็นต์การรอดตายสัมพัทธ์แตกต่างกับชุดการทดลองที่ 1 และ 3 อย่างมี
นัยสําคัญทางสถิติ ส่วนในการทดลองครั้งท่ี 2 ทําการเลี้ยงด้วยอาหารทดลอง 2 สัปดาห์ และเลี้ยงด้วย
อาหารควบคุม 2 สัปดาห์ พบว่าอัตราการรอดของปลากะพงชุดการทดลอง 1 ถึง 4 เป็น 83%, 83%, 
93% และ 90% ตามลําดับ (N = 30) จะเห็นว่าปลากะพงในกลุ่มที่ให้อาหารชุดการทดลองที่ 3 ที่
ผสม P. jadinii ให้อัตราการรอดสูงสุดและให้ค่าเปอร์เซ็นต์การรอดตายสัมพัทธ์ เท่ากับ 59  
 การทดลองในปีที่ 3 นําอาหารที่ผลิตได้ทั้ง 4 สูตร นํามาปรับสูตรปริมาณโปรตีนและไขมัน
สําหรับใช้กับปลาสวยงาม นําอาหารทั้ง 4 สูตร มาเลี้ยงปลาเพ่ือกระตุ้นภูมิคุ้มกันในปลาสวยงามที่
ส่วนใหญ่จะมีขนาดเล็กและมีความไวต่อการติดเชื้อโรคจุดขาวน้ําเค็มสูง สําหรับการทดลองนี้ได้ใช้
ปลาการ์ตูนส้มขาว (A. ocellaris) ซึ่งเป็นปลาที่มีผู้นิยมเลี้ยงเป็นปลาตู้ และมีการส่งเสริมการทํา
ฟาร์มผลิตเป็นปลาเศรษฐกิจ และปัญหาที่นักเพาะเลี้ยงมักประสบในระหว่างการเพาะเลี้ยงคือ โรคจุด
ขาวน้ําเค็มที่เกิดจากเชื้อ C. irritans ปลาชนิดนี้มักมีขนาดเล็กไม่สามารถใช้วัคซีนเชื้อตายนํามาฉีด
เพ่ือกระตุ้นภูมิคุ้มกัน ดังนั้นวิธีการให้สารเสริมอาหารและวัคซีนวิธีที่ดีที่สุดคือให้โดยการผสมในอาหาร
และให้ปลากิน 
 คณะผู้วิจัยได้นําปลาการ์ตูนส้มขาวที่ใช้ในการทดลองนี้จากฟาร์มของสถานีประมง กรม
ประมง เพื่อให้มาจากครอกเดียวกันหรือมีขนาดใกล้เคียงกัน โดยวางแผนการทดลองสองแบบ คือ ชุด
ที่ 1 ให้ปลาการ์ตูนกินอาหารสูตรทดลอง 4 สูตร 2 สัปดาห์ และให้กินอาหารชุดควบคุม 2 สัปดาห์ 
หลังจากนั้นนําปลาการ์ตูนที่ได้รับการกระตุ้นภูมิคุ้มกันเหล่านี้มาเผชิญเชื้อ C. irritans ระยะ theront 
ปริมาณ 1,500 ตัว/1 ตัว พบว่ใา ปลาชุดการทดลองที่ 2 ที่ได้รับอาหารที่ผสม C. irritans ให้อัตรา
การรอดสูงสุด 100% รองลงมาได้แก่ปลาชุดการทดลองที่ 3 และ 4 มีอัตราการรอด 97% ทั้งสองชุด
การทดลอง ส่วนปลาชุดการทดลองที่ 1 มีอัตราการรอดต่ําสุดที่ 93% ดังแสดงในตารางที่ 3-20 และ
เมื่อวิเคราะห์ค่าอัตราการรอดตายสัมพัทธ์ (RPS) พบว่า ปลาชุดการทดลองที่ 2 ที่ได้รับวัคซีนเชื้อ C. 
irritans มีค่า RPS สูงถึง 100 เมื่อเทียบกับชุดการทดลองที่ 3 ที่มีค่า RPS อยู่ที่ 57 ทั้งนี้สอดคล้องกับ
รายงานของ Avella และคณะ (2010) ที่ทําการทดลองให้โปรไบโอติกแบคทีเรีย (Lactobacillus 
rhamnosus IMC 501) ในปลาการ์ตูนส้มขาว (A.ocellaris) ตั้งแต่แรกฟัก พบว่าปลาชุดที่ได้รับโปร
ไบโอติกแบคทเีรียมีอัตราการรอดที่สูงกว่าปลาชุดควบคุม และเมื่อทดลองปรับวิธีการให้อาหารโดยให้
สลับอาหารสูตรทดลอง/สูตรควบคุม เป็น สัปดาห์/สัปดาห์ จนครบ 8 สัปดาห์ หลังจากนั้นนําปลามา
เผชิญเชื้อ C. irritans 1,500 ตัว/ปลา 1 ตัว เป็นเวลา 3 สัปดาห์ พบว่าอัตราการรอดตายของปลา
การ์ตนูชุดการทดลองที่ 4 ให้อัตราการรอดตายสูงสุดที่ 68.89% รองลงมาได้แก่ ปลาชุดการทดลองที่ 
2, 1 และ 3 โดยมีอัตราการรอดตายที่ 55.56%, 28.89% และ 23.33% ตามลําดับ เมื่อนํามาหาค่า 
RPS พบว่า ค่า RPS ของชุดการทดลองท่ี 2 มีค่า 38 สอดคล้องกับรายงานของ Jørgensen และคณะ 
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(2012) ที่ทําการทดลองฉีดวัคซีนชนิดพลาสมิด Iag52B หรือ Iag52B+A พบว่าปลาจะมีอัตราการตาย
สูงหลังจากการได้รับการเผชิญเชื้อ Ichthyophthirius multifiliis เป็นเวลา 3 วัน โดยจะพบอัตรา
การตายในทุกชุดการทดลอง  
 ปัจจุบันในทางการเพาะเลี้ยงสัตว์น้ําแบบยั่งยืนในปัจจุบันมีการนํายีสต์ แบคทีเรียและสาร
สกัดจากพืชที่มีประโยชน์บางชนิดมาใช้ในการกระตุ้นภูมิคุ้มกันในสัตว์น้ําเพ่ือให้มีความต้านทานโรค
ชนิดต่าง ๆ (Gatesoupe, 1999; Jeney et al., 2009; Lauridsen and Buchmann, 2010; 
Navarrete and Tovar-Ramírez, 2014; Wang et al., 2008) โดยเฉพาะยีสต์ในสกุล 
Saccharomyces ที่มีการใช้เป็นประโยชน์เป็นโปรไบโอติกในมนุษย์และสัตว์ทั่วโลก (Jakobsen และ 
and Narvhus 1996; Lourens and Viljoen 2001; Buchl et al. 2010; Moslehi-Jenabian et 
al., 2010) ในการศึกษาครั้งนี้ แยกเชื้อ P. jadinii มาจากน้ําทะเลบางแสน โดยเชื้อมีคุณสมบัติในการ
เจริญเติบโตอย่างรวดเร็ว และเมื่อนํามาวิเคราะห์องค์ประกอบของกรดไขมันจากตัวอย่างเซลล์ยีสต์ P. 
jadinii ที่ผ่านการตรึงด้วยแคลเซียมอัลจิเนต พบว่ากรดปาล์มิติก (Palmitic acid, C16:0) เป็น
องค์ประกอบมากที่สุด รองลงมาคือกรดไขมันโอเลอิก (Oleic acid, C18:1n9) ตามลําดับ โดยพบ
กรดไขมันไม่อ่ิมตัวทั้งหมด (unsaturated fatty acid : USFA) ร้อยละ 30.29 ของกรดไขมันทั้งหมด 
เป็นกรดไขมันไม่อ่ิมตัวเชิงเดี่ยว (Monounsaturated Fatty Acid: MUFA) ร้อยละ 20.26 ของกรด
ไขมันทั้งหมด มีกรดไขมันโอเลอิก (Oleic acid, C18:1n9) เป็นองค์ประกอบที่มากที่สุดประมาณร้อย
ละ 17.83 ของกรดไขมันทั้งหมด กรดไขมันไม่อ่ิมตัวเชิงซ้อน (Polyunsaturated Fatty Acid: 
PUFA) ร้อยละ 9.93 ของกรดไขมันทั้งหมดและมีกรดไลโนเลอิก (Linoleic acid, C18:2n6c) เป็น
องค์ประกอบที่มากที่สุดประมาณร้อยละ 3.14 ของกรดไขมันทั้งหมด (สุพรรณี และคณะ, 2557) เมื่อ
นํามาประกอบในสูตรอาหารพบว่ามีปริมาณโปรตีนมากกว่าร้อยละ 50 และไขมันมากกว่าร้อยละ 11 
ซึ่งเหมาะสมต่อการนํามาเลี้ยงปลากะพงขาว (เวียง เชื้อโพธิ์หัก, 2543)  
 สําหรับแนวคิดในการแยกเชื้อจากธรรมชาติมาใช้ในการเพาะเลี้ยงสัตว์น้ํานั้นมีผู้ทําการวิจัย
จํานวนมากทั้งในประเทศไทยและต่างประเทศ โดยในประเทศไทย วรวุฒิ เกิดปราง และ ชาคริยา 
ฉลาด (2558) ได้ทําการศึกษาจุลินทรีย์ท้องถิ่นในพื้นที่เพาะเลี้ยงสัตว์น้ําเพ่ือการเพาะเลี้ยงสัตว์น้ําตาม
หลักเกษตรธรรมชาติ โดยทําการเก็บตัวอย่างจุลินทรีย์บริเวณฟาร์มเพาะเลี้ ยงสัตว์น้ําจืดของคณะ
วิทยาศาสตร์และ เทคโนโลยีการประมง มหาวิทยาลัยเทคโนโลยราชมงคลศรีวิชัย วิทยาเขตตรัง 
จํานวน 6 จุดโดยใช้ข้าวเหนียวนึ่งสุกประมาณ 100 กรัมใส่ในภาชนะปิดด้วยกระดาษเนื้อหยาบที่
อากาศสามารถ ผ่านเข้าออกได้วางบริเวณที่มีวัชพืชหรือใบไม้ในแต่ละจุดใช้เ วลาประมาณ 5 วัน 
จุลินทรีย์จะเจริญเต็มผิวหน้าของข้าวเหนียว เมื่อทําการ จําแนกชนิดของจุลินทรีย์พบ แบคทีเรีย 3 
สายพันธุ์คือ Bacillus sp. 2 สายพันธุ์และ Enterobactor sp. รา 6 สายพันธุ์คือ Aspergillus 
niger, Aspergillus sp., Rhizopus sp., Penicillium sp., Mucor sp. และ Neurospora crassa 
และยีสต์ Pichia sp. ซึ่งผู้วิจัยกล่าวว่าจุลินทรีย์เหล่านี้จัดอยู่ในกลุ่มจุลินทรีย์ที่อาจก่อให้เกิดประโยชน์
ซึ่งอาจนํามาใช้ในทางการเพาะเลี้ยงสัตว์น้ํา เช่น การควบคุมคุณภาพน้ํา การปรับปรุงคุณภาพวัตถุดิบ
อาหารการกระตุ้นภูมิคุ้มกันโรคแก่สัตว์น้ําและอ่ืน ๆ  
 ณัฐพงษ์ จูพัฒนกุล และคณะ (2553) ได้นํารีคอมบิแนนท์ PmRab7 ในระบบยีสต์  
P. pastoris ไปใช้ในการปูองกันโรคดวงขาวในกุ้ง ในการทดลองในระดับฟาร์มพบว่า เมื่อใช้อาหารที่
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ผสมโปรตีน PmRab7 ใน ปริมาณ 1 มิลลิกรัมและ 2 มิลลิกรัม PmRab7/ กิโลกรัมของอาหารกุ้ง
พบว่าสามารถช่วยชะลอการตายของกุ้งจากเชื้อไวรัสดวงขาวได้ โดยในวันที่สี่อัตราการตายของกุ้งใน
กลุ่มควบคุมอยู่ที่ 65-80% แต่ในกลุ่มที่ให้อาหารผสม PmRab7 มีอัตราการตาย ลดลงอยู่ที่ประมาณ 
20-40% เมื่อหยุดให้อาหารผสม PmRab7 และให้อาหารปกติต่อไปอีก 3 วัน จะไม่พบความแตกต่าง
อย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ (P>0.05) 
 การใช้ยีสต์กลุ่ม Pichia ในต่างประเทศมีรายงานในประเทศจีน โดย Li และคณะ (2008) 
ทําการเก็บรวบรวมยีสต์จํานวน 328 สายพันธุ์ จากน้ําทะเล ดินตะกอน โคลน จากกระเพาะอาหาร
ของปลา และสาหร่าย พบยีสต์ 5 สายพันธุ์ในสกุล Pichia spp. ได้แก่ P. guilliermondii 1uv-
small, P. ohmeri YF04d, P. fermentans YF12b, P. burtonii YF11A และ P. 
anomalaYF07b. เป็นต้น เมื่อทําการศึกษาข้ันตอนต่อไป พบว่า P. anomala YF07b สามารถผลิต
สารพิษที่ใช้ในการต่อต้านเชื้อโรคในปูได้ นอกจากนี้  Chen และคณะ (2010) ใช้เทคนิค quorum 
quenching ที่เป็นการรวมตัวของ AHL-lactonase expressed จาก Bacillus sp. B546 ในเซลล์
ยีสต์ Pichia pastoris เพ่ือนําไปฉีดร่วมกับเชื้อ Aeromonas hydrophila ในปลาคราฟ พบว่าทําให้
อัตราการตายเมื่อติดเชื้อ A. hydrophila ลดลง และ Moa และคณะ (2011) ได้นํายีนส์ ompK ของ
แบคทีเรีย Vibrio harveyi ไปตัดต่อกับยีสต์ P. pastoris เพ่ือนําไปใช้เป็นวัคซีนและนําไปเพ่ิมจํานวน
ในอาหาร หลังจากนั้นนําไปวัคซีนที่ได้ไปใส่ในปลาและให้เผชิญกับเชื้อ V. harveyi zj2008 พบว่า
วัคซีนที่ได้สามารถก่อให้เกิดภูมิคุ้มกันโรควิบริโอซิสได้ 
 สําหรับการนําเชื้อ C. irritans ระยะธีรอนท์ ไปตรึงกับอาหารเมื่อนําไปให้ปลากะพงขาว
กินและนําไปเผชิญเชื้อ C. iriitans พบอัตรารอดจากการทดลองครั้งที่ 1 และ 2 เท่ากับ 90% และ 
83% ตามลําดับ และมีค่า RPS จากการทดลองครั้งที่ 1 และ 2 เท่ากับ 90 และ 0 ตามลําดับ เมื่อ
เทียบการศึกษาการกระตุ้นภูมิคุ้มกันของปลากะพงขาว (L. calcarifer) ในการปูองกันการติดเชื้อ
ปรสิต C. irritans โดยฉีดปรสิตระยะธีรอนท์เชื้อตายที่ถูกฆ่าด้วยฟอร์มาลีน และเมมเบรนโปรตีนที่
สกัดจากธีรอนท์เชื้อตายเข้าบริเวณช่องท้องของปลาและให้ปลากะพงขาวเผชิญกับเชื้อปรสิตระยะ
ธีรอนท์มีชีวิต จากการตรวจสอบระดับแอนติบอดีโดยเทคนิค ELISA  เมื่อเปรียบเทียบอัตราส่วนชุด
ตัวอย่างต่อชุดควบคุม  พบว่าระดับแอนติบอดีจากปลากะพงขาวที่ถูกกระตุ้นภูมิคุ้มกันสูงกว่ากลุ่ม
ควบคุม โดยปลากะพงขาวที่ถูกกระตุ้นภูมิคุ้มกันด้วยธีรอนท์เชื้อตายและเมมเบรนโปรตีนมีระดั บ
แอนติบอดีสูงสุดในสัปดาห์ที่ 4 และ 8 ตามลําดับ ปลากะพงขาวที่ฉีดกระตุ้นภูมิคุ้มกันเมื่อนํามาเผชิญ
ต่อปรสิตระยะธีรอนท์ จํานวน 15,000 ตัวต่อปลาหนึ่งตัว (น้ําหนัก 15 กรัม) เป็นเวลา 9 วัน พบ
อัตราการรอดของปลากะพงขาวที่ได้รับวัคซีนอยู่ที่ร้อยละ 100 ในขณะที่การรอดของปลากะพงขาว
ในกลุ่มควบคุมจะอยู่ที่ร้อยละ 0 (สุพรรณี ลีโทชวลิต และคณะ, 2554) และจากการศึกษาในปลา
ข้าวเม่าน้ําลึก (Sarcocentrum rubrum) โดยการฉีดปรสิตระยะธีรอนต์เชื้อตายที่ถูกฆ่าด้วยฟอร์มา
ลีนเข้าบริเวณช่องท้องของปลาที่เวลา 0, 2, 4 และ 6 สัปดาห์ แล้วดูดเลือดปลาที่เวลา 1, 3, 5 และ 7 
สัปดาห์ จากการตรวจสอบระดับแอนติบอดีโดยเทคนิค ELISA เมื่อเปรียบเทียบอัตราส่วนของชุด
ทดสอบต่อชุดควบคุม พบว่าระดับแอนติบอดีจากปลาข้าวเม่าน้ําลึกที่ถูกกระตุ้นภูมิคุ้มกันสูงกว่ากลุ่ม
ควบคุมตั้งแต่สัปดาห์ที่ 1 และสูงสุดในสัปดาห์ที่ 7 ปลาข้าวเม่าน้ําลึกที่ฉีดกระตุ้นภูมิคุ้มกันและนํามา
เหนี่ยวนําด้วยปรสิตระยะธีรอนต์จํานวน 70,000 ตัวต่อปลาหนึ่งตัว (น้ําหนัก 60 กรัม) เป็นเวลา 7 
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วัน พบว่าอัตรารอดของปลาข้าวเม่าน้ําลึกที่ได้รับวัคซีนและกลุ่มควบคุมอยู่ที่ร้อยละ 100 (สุพรรณี ลี
โทชวลิต และคณะ, 2553) 
 จากการทดลองให้อาหารที่มียีสต์เป็นองค์ประกอบเพ่ือกระตุ้นภูมิคุ้มกันปลากะพง แล้ว
ตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงปริมาณแอนติบอดีในซีรัมปลากะพงขาวโดยเทคนิค ELISA  พบว่าปลามี
การตอบสนองต่อการสร้างแอนติบอดี โดยที่เวลา 14 วัน อัตราส่วนของปริมาณแอนติบอดีในซีรัมปลา
ที่ได้รับอาหารสูตร 3 ต่อปริมาณแอนติบอดีของกลุ่มควบคุมที่ได้รับอาหารสูตร 1 และสูตร 2 เป็น 1.8 
และ 1.7 ตามลําดับ ระดับแอนติบอดีเพ่ิมขึ้นอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) หลังจากที่ให้อาหาร
ปลาครบตามการทดลองแล้ว เมื่อให้ปลาได้รับการเผชิญเชื้อปรสิตและตรวจวัดปริมาณแอนติบอดีใน
ซีรัมที่เวลา 3 7 และ 14 วัน พบว่าปลาที่ได้รับการเผชิญเชื้อปรสิตปรากฏจุดขาวขึ้นที่ตัวปลาที่เวลา 7 
วัน ซึ่งมีระดับแอนติบอดีสูงสุดในทรีตเมนต์ 1 และ 3  และปริมาณแอนติบอดีของปลาที่ได้รับอาหาร
ที่มียีสต์เมื่อเผชิญเชื้อปรสิตเป็นเวลา 14 วัน พบว่าเพ่ิมข้ึนอย่างมีนัยสําคัญ (P<0.05) เมื่อเปรียบเทียบ
กับการกระตุ้นภูมิคุ้ม กันปลากะพงด้วยการฉีดสารสกัดเมมเบรนโปรตีนจากปรสิต C. irritans ระยะ
ธีรอนต์ (จันทร์จรัส และคณะ, 2559) หรือการฉีดปรสิต C. irritans ระยะธีรอนต์เข้าในช่องท้องปลา
โดยตรง ซึ่งสามารถกระตุ้นให้ปลาผลิตแอนติบอดีเพ่ิมขึ้นในอัตราส่วน 1.5 และ 1.2 เมื่อเทียบกับชุด
ควบคุมที่เวลา 30 วัน (สุพรรณี และคณะ, 2554) ตามลําดับ แต่การใช้ยีสต์สามารถกระตุ้นการ
เพ่ิมขึ้นของปริมาณแอนติบอดีในซีรัมปลาที่เวลา 14 วัน  ในอัตราส่วนที่สูงกว่า นอกจากนี้ด้วย
คุณสมบัติที่ดีของยีสต์ทะเล P. jadinii ด้านคุณค่าอาหารที่มีปริมาณโปรตีนสูงร้อยละ 42 และไขมัน
ร้อยละ 0.22 (สวพัศ และสรารัศมิ์, 2556) รวมทั้งประกอบด้วยกรดไขมันไม่อ่ิมตัวเชิงเดี่ยว (mono- 
unsaturated fatty acids (MUFAs)) ร้อยละ 47-52 กรดไขมันไม่อ่ิมตัวเชิงซ้อน 
(Polyunsaturated fatty acids (PUFAs)) ประมาณร้อยละ 17 ของกรดไขมันรวม (Siranonthana 
et al., 2015) การเลี้ยงยีสต์ใช้ต้นทุนต่ํากว่าการเลี้ยงปรสิต C. irritans ระยะธีรอนต์ และยังสามารถ
เพ่ิมปริมาณยีสต์ให้เพียงพอต่อการนําไปผสมในอาหารได้ตามต้องการซึ่งไม่สามารถทําได้เมื่อต้องใช้
ปรสิต C. irritans ระยะธีรอนต์ อีกทั้งผนังเซลล์ของยีสต์มีโครงสร้างของบีตา-กลูแคน (-glucans) 
(Bzducha-WrÓbel et al., 2015) ซึ่งมีคุณสมบัติกระตุ้นภูมิคุ้มกัน อัจฉรี และนงนุช (2551) ได้
ทดลองเสริมเบต้ากลูแคนในอาหารพบว่าการเสริมเบต้ากลูแคนในอาหารสามารถช่วยเพ่ิมภูมิคุ้มกัน
แบบไม่จําเพาะในปลาโรซี่บาร์บ ดังนั้นยีสต์ทะเล P. jadinii จึงสามารถนํามาใช้ผสมในอาหารสัตว์น้ํา
เพ่ือกระตุ้นภูมิคุ้มกันและเสริมความต้านทานต่อเชื้อปรสิต C. irritans ของปลากะพงได้ 

 ผลการเสริมปรสิต C. irritans ระยะธีรอนต์ด้วยเทคนิคการตรึงกับแคลเซียมแอลจีเนต 
เพ่ือกระตุ้นภูมิคุ้มกันในปลาการ์ตูนส้มขาว ซึ่งเทคนิคนี้มีนักวิจัยนํามาใช้เพ่ือลําเลียงสารหรือวัคซีนที่
ต้องการสู่สัตว์น้ําไปยังเปูาหมายที่ต้องการเพ่ือให้ออกฤทธิ์อย่างมีประสิทธิภาพ (Skjermo et. al., 
1995; Harikrishnan et. al., 2012; Ruyra et. al., 2014) โดย Ballesteros et. al. (2015) สรุปว่า
ผลการตอบสนองของระบบภูมิคุ้มกันและความต้านทานโรค haematopoietic necrosis virus 
(IHNV)ในปลา rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) จะเพ่ิมขึ้นอย่างมีนัยสําคัญเมื่อปลากิน
อาหารเซลล์ตรึง DNA (PIRF1A-G) กับแคลเซียมอัลจิเนต จากผลการวิจัยการตรึงปรสิตระยะธีรอนต์
ร่วมกับอาหารพื้นฐานเพ่ือตรวจสอบการกระตุ้นภูมิคุ้มกันในปลา ผลการทดลองพบว่าอาหารที่มีเซลล์
ตรึง C. irritans สามารถกระตุ้นให้ปลาสร้างแอนติบอดีที่จําเพาะเจาะจงต่อปรสิตสูงขึ้นได้เมื่อเทียบ
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กับชุดการทดลองควบคุมและชุดการทดลองที่ 1 เมื่อปลากินอาหารครบ 2 สัปดาห์ ซึ่งสอดคล้องกับ
รายงานของ Hatanaka et.al. (2007) ที่พบระดับของแอนติบอดีในซีรั่มปลาปักเปูาเสือ (Takifigu 
ruburipes) ที่ถูกกระตุ้นด้วยปรสิต C. irritans ระยะธีรอนต์เพ่ิมสูงขึ้นแตกต่างจากกลุ่มควบคุมใน
สัปดาห์ที่ 2 ของการทดลอง และระดับของแอนติบอดีของปลาจะคงที่จนถึงสัปดาห์ที่ 4 ขณะที่กิน
อาหารชุดควบคุมต่อจนครบสัปดาห์ที่ 4 และในระหว่างเผชิญเชื้อระดับแอนติบอดีไตเตอร์ของปลาชุด
การทดลอง 3 เพ่ิมขึ้นสูงสุด ที่ 0.693 ± 0.21 แตกต่างจากชุดการทดลองอ่ืนอย่างมีนัยสําคัญ 
หลังจากนั้นสัปดาห์ที่ 6 ระดับแอนติบอดีของปลาการ์ตูนชุดการทดลองนี้ เริ่มลดลงจนไม่แตกต่างกับ
ชุดการทดลองอ่ืน ซึ่งขัดแย้งกับงานวิจัยของ Lou et al. (2007) ที่กล่าวว่าแอนติบอดีของปลากะรัง 
(Epinephelus coioides) ที่ได้รับการฉีดวัคซีน C. irritans มีค่าเพ่ิมขึ้นตั้งแต่สัปดาห์ที่ 1, 2 และจะ
เพ่ิมสูงสุดที่สัปดาห์ที่ 4 - 6 และแอนติบอดีไตเตอร์จะยังคงที่อยู่จนถึง สัปดาห์ที่ 8 ซึ่งกลไกการจดจํา
ต่อสิ่งแปลกปลอมนี้ก่อให้เกิดการปูองกันการติดโรคจุดขาวน้ําเค็มได้เป็นอย่างดี นอกจากนี้ยังขัดแย้ง
กับรายงานของสุพรรณี ลีโทชวลิต และคณะ (2553) พบว่าปลาข้าวเม่าน้ําลึก (Sargocentron 
rubrum) ที่ได้รับการฉีดเชื้อตาย C. irritans มีระดับแอนติบอดีสูงสุดสัปดาห์ที่ 7 จากรายงานของ
จันทร์จรัส และคณะ (2559) ที่รายงานการตรวจวัดการเปลี่ยนแปลงปริมาณแอนติบอดีในซีรัมปลา
กะพงขาวด้วยวิธี ELISA พบว่าปลามีการตอบสนองต่อการสร้างภูมิคุ้มกันต่อเมมเบรนโปรตีนของ
ปรสิต C. irritans มีค่าเพ่ิมขึ้นจนถึงสัปดาห์ที่ 8 และจากรายงานของ Bai et. al. (2008) ได้ศึกษา
ระดับของแอนติบอดีและกลไกการต้านทานโรคของปลากะรัง (Epinephelus coioides) ต่อโรคจุด
ขาวน้ําเค็ม ที่ได้รับการฉีดปรสิต C. irritans พบว่าปลาสามารถสร้างแอนติบอดีที่จําเพาะเจาะจงเพ่ิม
สูงขึ้น ทั้งนี้อาจเนื่องจากการทดลองครั้งนี้เป็นการให้วัคซีนแบบเซลล์ตรึงผ่านการกิน ทําให้ระดับของ
แอนติเจนไม่เพ่ิมสูงมาก จากรายงานของ Borgogna et. al. (2011) กล่าวว่าวัคซีนแบบให้กินนั้นจะ
สามารถกระตุ้นภูมิคุ้มกันในสัตว์น้ําได้น้อยกว่าการฉีด แต่มีข้อดีคือไม่ก่อให้เกิดความเครียด ไม่มี
ผลข้างเคียงและสามารถใช้ได้กับปลาทุกขนาด 
 ในปีค.ศ. 2008 Kumar และคณะ ทําการทดลองใช้ไคโตซานตรึง DNA วัคซีนเพ่ือปูองกัน
โรคที่เกิดจากเชื้อ Vibrio (Listonella) anguillarum ในปลากะพงขาว พบว่าสามารถใช้ไคโตซาน
เป็นสารตรึงวัคซีนและนําไปผสมอาหารได้ หลังจากการทดลองให้ปลากินอาหารเซลล์ตรึงนี้แล้วเมื่อนํา
ปลาไปฉีดด้วยแบคทีเรีย V. anguillarum พบค่า RPS อยู่ที่ 46% 
 จากรายงานการศึกษาของ Bai และคณะ (2008) พบว่าความจําเพาะของแอนติบอดีซีรัมที่
เกิดขึ้นหลังได้รับการกระตุ้นภูมิคุ้มกันด้วยการฉีดปรสิตระยะธีรอนต์, ระยะโทรฟอนต์และระยะโท
มอนต์ เพ่ิมข้ึนในสัปดาห์ที่ 2 และสูงสุดในสัปดาห์ที่ 4 หลังจากนั้นลดลงในสัปดาห์ 6 และ 8 สัปดาห์ 
การกระตุ้นด้วยระยะธีรอนต์ ให้ค่าไตเตอร์สูงสุดคือ 426 ไตเตอร์ ในสัปดาห์ที่ 4 และพบว่า
ความจําเพาะของแอนติบอดีซีรัมท่ีเกิดข้ึนหลังได้รับการกระตุ้นเวลา 2 เดือน จะมีผลต่ออัตรารอดของ
ปลาอีกด้วย สําหรับจากการศึกษาของ Yambot and Song (2006) ที่พบว่าปลากะรังจุดส้มที่ได้รับ
การกระตุ้นระบบภูมิคุ้มกัน โดยปรสิตที่มีชีวิตต่อ C. irritans หรือการฉีดกระตุ้นด้วย C. irritans ที่ถูก
ฆ่าด้วยฟอร์มาลีนนั้นสามารถทําให้ค่าไตเตอร์ของแอนติบอดีสูงขึ้นในเมือกปลากลุ่มที่ได้รับการกระตุ้น
และมีจํานวนปลารอดชีวิตมากขึ้นเมื่อได้รับการกระตุ้นภูมิคุ้มกัน 
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 จากการทดลองของ Vimal และคณะ (2014) ที่ทดสอบผลของอาหารที่ผสมด้วยเซลล์ตรึง 
DNA วัคซีนกับไคโตซาน-ไตรโพลีฟอสเฟต (CS/TPP) เพ่ือปูองกันโรคที่เกิดจากไวรัส nodavirus ใน
ปลากะพงขาว ซึ่งหลังจากนําอาหารที่ผสมวัคซีนดังกล่าวไปให้ปลากินแล้วนําปลาไปเผชิญเชื้อ 
nodavirus ด้วยการฉีดเข้าใต้ผิวหนัง พบว่าปลากะพงขาวจะมีค่าการรอดตายสัมพัทธ์อยู่ที่ 60% และ
ยังสรุปว่า ไคโตซาน-ไตรโพลีฟอสเฟต (CS/TPP) สามารถนํามาใช้ในการตรึง DNA วัคซีนเพ่ือนําไปใช้
ในการเลี้ยงปลาได้ 
  การตรวจหากิจกรรมของเอนไซม์ไลโซไซม์ในน้ําเลือดปลากะพงขาวชุดที่ 1 พบ clear 
zone ชัดเจนในอาหารทดลองชุดการทดลอง ที่ 2, 3 และ 4 ในสัปดาห์ที่ 2 และ 4 เท่านั้น ส่วนใน
ปลากะพงชุดที่ 2 ไม่สามารถวัด clear zone ได้ ทั้งในช่วงก่อนและหลังการเผชิญเชื้อ ซึ่งต่างจากการ
ทดลองของ Yin และคณะ (2014) ที่ทําการวิเคราะห์ไลโซไซม์ในขณะที่ปลากะรัง (Epinephelus 
coioides) มีการเผชิญเชื้อ C. irritans โดยผู้วิจัยกล่าวว่ากิจกรรมไลโซไซม์จะเพ่ิมขึ้นตามระยะเวลาที่
ปลาเผชิญเชื้อ และจากการทดลองของ Yin et.al (2015) ได้ทดลองในปลาจาระเม็ดไต้หวัน 
(Trachinotus ovatus) โดยปลาทดลองแบ่งออกเป็น 3 กลุ่ม กลุ่มแรกได้รับการเผชิญเชื้อ 1 ครั้งที่
สัปดาห์ที่ 10 ด้วยธีรอนท์ จํานวน 40,000 ธีรอนท์/ตัว กลุ่ม 2 ทําการเผชิญเชื้ออีกทุกสัปดาห์ 10 
ครั้ง กลุ่มควบคุมไม่ต้องเผชิญเชื้อ ทําการตรวจสอบอัตราการตายและตรวจวิเคราะห์ระบบภูมิคุ้มกัน 
พบว่ากิจกรรมไลโซไซม์ของกล่ม 2 ต่ําสุด 
 ในการวิเคราะห์ระดับแอนติบอดีในซีรั่มปลากะพงขาวที่กระตุ้นภูมิคุ้มกันด้วยปรสิต  
C. irritan ระยะ theront และยีสต์ โดยเทคนิค Enzyme-Linked Immunosorbent Assay 
(ELISA) ผลการทดลองในปลากะพงขาวชุดที่ 1 แสดงให้เห็นว่าระดับแอนติบอดีในซีรั่มปลากะพงขาว
ที่เลี้ยงด้วยอาหารสูตร 2 และ 3 ที่มีปรสิต Cryptocarryon และยีสต์ เป็นองค์ประกอบตามลําดับ มี
ระดับท่ีสูงกว่าชุดควบคุมที่เวลา 14 วัน และลดลงในวันที่ 28 แล้วเพ่ิมขึ้นอีกครั้งในวันที่ 42 เมื่อปลา
ได้รับการเผชิญเชื้อปรสิตมีชีวิตเป็นเวลา 7 วัน พบว่าระดับแอนติบอดีของปลาที่ได้รับอาหารที่มีปรสิต
สูงกว่าอาหารที่มียีสต์ ดังแสดงในภาพที่ 3-6 เมื่อพิจารณาจากเส้นแนวโน้มพบว่าชุดการทดลองที่ 3 ที่
ปลาได้รับอาหารที่มียีสต์มีระดับแอนติบอดีสูงกว่าอาหารที่มีปรสิตและสูงกว่าชุดควบคุม การที่ปลา
ได้รับการเผชิญเชื้อเป็นเวลา 3 และ 7 วัน พบว่าระดับแอนติบอดีสูงขึ้นในชุดการทดลองที่ 2 ซึ่งปลา
ได้รับอาหารที่มีปรสิตเป็นองค์ประกอบที่เวลา 7 วัน ซึ่งเป็นรอบวงชีวิตของปรสิตที่ปรากฏจุดขาวขึ้นที่
ตัวปลาที่เวลา 7 วัน เมื่อพิจารณาเส้นแนวโน้มพบว่าระดับแอนติบอดีสูงขึ้นในทุกชุดการทดลองที่เวลา 
42 วัน หรือ 6 สัปดาห์ และเมื่อปลาได้เผชิญกับเชื้อปรสิตก็มีแนวโน้มที่ระดับแอนติบอดีจะสูงชึ้นอีก
ครั้ง ส่วนในชุดที่ 2 พบว่าเมื่อปลาได้รับอาหารที่มียีสต์เป็นองค์ประกอบเป็นเวลา 14 วัน ระดับของ
แอนติบอดีสูงกว่าในชุดควบคุมและอาหารที่มีแคลเซียมอัลจิเนต รวมทั้งเมื่อปลาได้รับการเผชิญเชื้อ
ปรสิตเป็นเวลา 3 และ 14 วัน พบว่าแนวโน้มของระดับแอนติบอดีสูงขึ้นในชุดการทดลองที่ 1 2 และ 
3 ส่วนชุดการทดลองที่ 4 ค่อนข้างคงที่ตลอดการทดลอง แต่เมื่อปรากฏจุดขาวขึ้นที่ตัวปลาที่เวลา 7 
วัน ระดับแอนติบอดีสูงขึน้ในทุกชุดการทดลอง 
 สําหรับการทดลองเลี้ยงปลาการ์ตูนส้มขาวครั้งที่ 1 ซึ่งมีการกระตุ้นภูมิคุ้มกันของปลา
การ์ตูนส้มขาวโดยให้อาหารทดลอง 4 สูตร โดยให้อาหารกระตุ้นภูมิคุ้มกัน 2 สัปดาห์ หลังจากนั้นให้
อาหารสูตร 1 เป็นเวลา 2 สัปดาห์ เมื่อครบกําหนดให้ปลาเผชิญเชื้อปรสิตระยะ theront ที่มีชีวิต 
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เมื่อตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงของแอนติบอดีในซีรั่มปลาการ์ตูนส้มขาวโดยเทคนิค ELISA พบว่าค่า
แอนติบอดีในซีรั่มปลาการ์ตูนที่ให้อาหารสูตร 2 และสูตร 3 จะสูงกว่าสูตร 1 อย่างมีนัยสําคัญทาง
สถิติ (P < 0.05) เมื่อปลาได้รับอาหารสูตรทดลอง 2 สัปดาห์ หลังจากนั้นจะค่อนข้างคงที่ เมื่อ
เปรียบเทียบกับปลาสูตร 1 แต่ในปลาการ์ตูนที่ได้รับอาหารสูตร 4 ภูมิคุ้มกันจะถูกกระตุ้นเพ่ิมขึ้นสูง
กว่าชุดการทดลองที่ให้อาหารสูตร 1 อย่างมีนัยสําคัญทางสถิติที่ให้ (P < 0.05) เมื่อปลาเผชิญเชื้อครบ 
1 สัปดาห์ ค่าแอนติบอดีในซีรั่มปลาชุดกาทดลองที่ 2 ที่ได้รับอาหารผสม C. irritans จะขึ้นสูงสุด 
และแตกต่างจากชุดการทดลองที่ 1 อย่างมีนัยสําคัญทางสถิติที่ให้ (P < 0.05) อีกครั้ง จนกระทั่งเมื่อ
ทําการทดลองครบกําหนด 6 สัปดาห์ แอนติบอดีในซีรั่มปลาชุดการทดลองที่ 3 จะสูงสุด ทั้งนี้ ปลาชุด
การทดลองที่ 1, 2 และ 3 ยังมีค่าแอนติบอดีในซีรั่มสูงกว่าปลาชุดควบคุม แตกต่างจากชุดการทดลอง
ที่ 1 อย่างมีนัยสําคัญทางสถิติที่ให้ (P < 0.05) 
 การทดลองในปลาการ์ตูนครั้งที่ 2 เมื่อมีการปรับวิธีให้อาหารสูตรทดลอง เพ่ือหาวิธีการให้
อาหารและระยะเวลาที่เหมาะสมที่สามารถกระตุ้นภูมิคุ้มกันของปลาให้เพ่ิมขึ้นได้ ซึ่งการทดลองนี้ทํา
โดยให้อาหารทดลอง 4 สูตร 1 สัปดาห์สลับกับอาหารสูตรควบคุม 1 สัปดาห์ จนครบกําหนด 8 
สัปดาห์ นําปลามาเผชิญเชื้อปรสิตระยะ theront ที่มีชีวิต เป็นระยะเวลา 3 สัปดาห์ เมื่อตรวจสอบ
การเปลี่ยนแปลงของแอนติบอดีในซีรั่มปลาการ์ตูนส้มขาวโดยเทคนิค ELISA พบว่าระดับของ
แอนติบอดีในซีรั่มปลาจะค่อนข้างคงที่ ไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ ซึ่งสอดคล้องกับ
รายงานของ Jørgensen และคณะ (2012) ที่ทดลองฉีดวัคซีน Plasmid encoding ของ Iag52B 
และ membrane bound จาก ICP2 ในปลา rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) พบว่า
ระดับของแอนติบอดีซีรั่มของปลาทุกกลุ่มที่ฉีดวัคซีนต่างชนิดกันไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยสําคัญทาง
สถิติ ยกเว้นที่สัปดาห์ที่ 6 พบว่าปลาการ์ตูนที่ได้รับอาหารสูตร 4 แตกต่างจากกลุ่มที่ได้รับอาหารสูตร 
1 อย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ ทั้งนี้สอดคล้องกับรายงานของ Behera และ Swain (2013) ที่กล่าวว่า
ศักยภาพของ alginate-coated chitosan microspheres สามารถใช้เป็นสารพาหาะในการนํา
วัคซีนชนิดกินเข้าสู่ตัวปลาได้ ทั้งนี้สามารถกระตุ้นภูมิคุ้มกันแบบเฉพาะเจาะจงและแบบทั่วไป 
(Adaptive and innate immune response) ได้หลังจากปลาได้รับวัคซีนแล้ว 6 สัปดาห์ 
 จากการศึกษาของ Bryant และคณะ (1999) ที่ระบุว่าการฉีดกระตุ้นด้วย bovine serum 
albumin (BSA) ในปลากะพงขาว 4 ตัว พบว่ามีปลากะพงเพียง 1 ตัวที่มีระบบภูมิคุ้มกันตอบสนอง ที่
เวลา 8 สัปดาห์ และยังได้ระบุอีกว่าเมื่อเปรียบเทียบการฉีดด้วย BSA และ ธีรอนท์ของ C. irritans 
พบว่าระบบภูมิคุ้มกันของปลาทั้ง 2 กลุ่มจะตอบสนองสูงสุดที่ 8 สัปดาห์ และต่อจากนั้นจะเริ่มลดลง 
 Delamare-Deboutteville และคณะ (2006) พบว่าการให้วัคซีน Streptococcus iniae 
ในปลากะพงขาวด้วยวิธีการแช่และฉีด ปลากะพงทั้ง 2 ชุดจะเริ่มมีการตอบสนองที่สามารถตรวจวัดได้
ด้วยเทคนิค ELISA ที่วันที่ 21 หลังจากได้รับวัคซีน 

  จากการศึกษาของ Luo at.al (2007) มีการศึกษาเกี่ยวกับการกระตุ้นภูมิคุ้มกันเพ่ือปูองกัน
การติดเชื้อปรสิต C. irritans ของปลากะรัง ผลจากการกระตุ้นภูมิคุ้มกัน โดยการเผชิญเชื้อบนผิวหรือ
จากการฉีดกระตุ้น พบค่าความจําเพาะไตเตอร์แอนติเจนของซีรัมปลาที่ถูกกระตุ้นและเมือกที่ได้จาก
ผิวโดยการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค ELISA และการวิเคราะห์การตรึง พบว่าความจําเพาะของแอนติบอดี
สามารถตรวจสอบได้จากภูมิคุ้มกันปลาที่เกิดขึ้นในสัปดาห์ที่  1 และสัปดาห์ที่ 2 และพีคมีค่าไตเตอร์
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สูงระหว่างสัปดาห์ที่ 4-6 ความจําเพาะของแอนติบอดียังพบในซีรัมและเมือกของปลาที่ถูกกระตุ้นใน
สัปดาห์ที่ 8 และเตรียมการกระตุ้นเพ่ือต้านเชื้อปรสิต C. irritans มีการพบการชักนําด้วย humoral 
and skin mucosal immunity ซึ่งมีบทบาทสําคัญในการต้านเชื้อปรสิต C. irritans ในปลา 
 จากการศึกษาของ Bai at.al (2008) ที่ทําการเปรียบเทียบ protective immunity ใน
ปลากะรัง (Epinephelus coioides) ต่อเชื้อ C. irritans ด้วยปรสิตระยะ theronts, trophonts 
และ tomonts ด้วยการฉีดเข้าช่องท้อง ทําการตรวจกา specific antibody titres ในซีรั่ม ด้วยวิธี
enzyme-linked immunosorbent assay และ immobilization assays ที่สัปดาห์ที่ 0, 1, 2, 4, 6 
และ 8 หลังจากนั้นให้ปลากะรังเผชิญเชื้อเพ่ือตรวจสอบอัตราการรอด จากการทดลองนี้ พบว่าปลาที่
ได้รับการฉีดด้วยปรสิตระยะธีรอนท์ จะมีระบบภูมิคุ้มกันมากกว่าปลาที่ฉีดปรสิตระยะ โทรฟอนท์และ
โทรมอนท์แบบมีนัยสําคัญ 
 การศึกษาของ Yambot and Song (2006) ได้ทําการศึกษา titres ของเมือกปลากะรัง 
(Epinephelus coioides) ด้วยเทคนิค ELISA พบว่า ระดับของ titres ในลูกปลาวัยอ่อนและปลาโต
เต็มวัยที่เผชิญเชื้อ C. irritans จํานวนน้อยจะสูงกว่ากลุ่มท่ีเผชิญเชื้อจํานวนอย่างมีนัยสําคัญ  
 เมื่อทําการวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนในซีรั่มโดยวิธีของ Bradford ในปลากะพงขาวชุดที่ 1 
พบว่า ปริมาณโปรตีนในซีรั่มปลาเพ่ิมขึ้นตามระยะเวลาการให้อาหารโดยมีแนวโน้มเพ่ิมขี้นในทุกสูตร
อาหารที่ใช้เลี้ยง และมีแนวโน้มที่ลดลงหลังจากที่ปลาได้เผชิญเชื้อปรสิต โดยปริมาณโปรตีนได้ลดลง
อย่างรวดเร็วและลดลงมากที่สุดต่ํากว่าในวันที่ 14ในซีรั่มปลาที่ได้รับอาหารสูตร1 ซึ่งเป็นชุดควบคุม  
สําหรับชุดทดสอบชุดการทดลองที่ 2 และ 3 โปรตีนมีปริมาณลดลงมาใกล้เคียงกับที่ 14 วัน ส่วนใน
ปลาทดลองชุดที่ 2 พบว่าปริมาณโปรตีนในซีรั่มปลากะพงเพ่ิมขึ้นเมื่อระยะเวลาการเลี้ยงมากขึ้น  
โดยเฉพาะเมื่อเลี้ยงปลาด้วยอาหารสูตร 2 3 และ 4 และเมื่อให้ปลาให้ปลาเผชิญเชื้อปรสิตที่เวลา 3, 
7 และ 14 วัน พบว่าปริมาณโปรตีนในซีรั่มมีแนวโน้มลดลง 
 จากการศึกษาของ สุพรรณี ลีโทชวลิต และคณะ (2554) ทําการศึกษาปริมาณโปรตีนด้วย
วิธีของ Bradford ในปลาข้าวเม่าน้ําลึก (Sarcocentrum rubrum) ฉีดกระตุ้นภูมิคุ้มกันด้วย  
C. irritans ในช่องท้อง ที่เวลา 0, 2, 4 และ 6 สัปดาห์ จึงทําการดูดเลือดปลาที่เวลา 1, 3, 5 และ 7 
สัปดาห์ นําซีรั่มที่เวลาต่าง ๆ มาวิเคราะห์หาปริมาณโปรตีนพบว่า กลุ่มควบคุมสัปดาห์ที่ 1, 3, 5 และ 
7 มีปริมาณโปรตีน 28.6, 15.42, 32.72, และ 45.84 มก./มล. ตามลําดับ ส่วนในตัวอย่างสัปดาห์ที่ 
1, 3, 5 และ 7 มีปริมาณโปรตีน 40.0, 50.44, 49.2, 46.24 มก./มล.ตามลําดับ 
 จากการศึกษาของ Mizumi และคณะ (2102) ได้ทําการตรวจวิเคราะห์ระบบภูมิคุ้มกันโรค
ที่เกิดจาก C. irritans ในปลาหมอเทศ (Mozambique tilapia, Oreochromis mossambicus) 
โดยให้ปลาเผชิญเชื้อระยะธีรอนท์ จํานวน 300 theronts/ปลา 1 ตัว พบว่าปลาจะสร้างระบบ
ภูมิคุ้มกันเพิ่มขึ้น โดยพบโปรตีนที่ 28 KD  
 ปี ค.ศ. 2015 Dhayanithi และคณะ ทดสอบการกระตุ้นภูมิคุ้มกันต่อโรค V. 
alginolyticus ในปลาการ์ตูนลายปล้องหางเหลือง (A. sebae) ด้วยอาหารผสมสารสกัดจากใบ
โกงกางใบเล็ก (Rhizophora apiculate) ปริมาณ 1% 5% และ 10% ในอาหารตามลําดับ พบว่า 
ปลาที่ได้รับสารสกัดจากใบโกงกางใบเล็กที่ปริมาณ 5% และ 10% มีค่าไลโซไซม์ และ phagocytic 
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activities เพ่ิมขึ้นอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ หลังจากกินอาหารได้ 3 และ 4 สัปดาห์ โดยมีอัตราการ
รอดท่ี 85% และ 80% ตามลําดับ 
 Yin และคณะ (2015) ทําการศึกษาผลกระทบของการติดเชื้อ C. irritans ต่อความเครียด 
ความต้านอนุมูลอิสระและเยื่อเมือกของระบบภูมิคุ้มกันการตอบสนองในปลาจวดเหลือง 
(Pseudosciaena crocea) โดยแบ่งปลาออกเป็น 3 กลุ่ม และให้เผชิญเชื้อ C. irritans ระยะธีรอนธ์
ที่จํานวนต่างกัน โดยมีกลุ่มควบคุมที่ไม่ได้รับเชื้อเลย ผลการทดลองครั้งนี้พบว่า อัตราการรอดของ
ปลา ที่ได้รับการเผชิญเชื้อจํานวน 0 theronts/fish เป็นกลุ่มควบคุม กลุ่ม I (12,000 theronts/fish) 
กลุ่ม II (24,000 theronts/fish), และกลุ่ม III (36,000 theronts/fish) เป็น 100, 100, 96.67 ± 
5.77 และ 48.33 ± 7.64 เมื่อตรวจสอบระบบภูมิคุ้มกันอ่ืนพบว่าปลาจวดเหลืองมีระดับการ
ตอบสนองในระบบต่าง ๆ สูงขึน้เมื่อได้รับปริมาณเชื้อสูงขึ้น 
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การเตรียมสารเคม ี
 
1. การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ YM medium แบบเหลว ประกอบด้วย 

   yeast extract  0.6  กรัม  
  malt extract   0.6  กรัม 
   peptone      1.0  กรัม         
   glucose       2.0  กรัม                 
  เติมน้ํากลั่น 200 มิลลิลิตร ปิดปากขวดรูปชมพู่ นําเข้าเครื่องความดันอัตโนมัติ 121 องศา-

เซลเซียส นาน 15 นาท ี
2. การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ YM medium แบบแข็ง ประกอบด้วย 

  yeast extract  0.9  กรัม  
   malt extract   0.9  กรัม 
   peptone      1.5  กรัม         
  glucose       3.0  กรัม 
  Agar           4.5  กรัม                 
 เติมน้ํากลั่น 300 มิลลิลิตร ปิดปากขวดรูปชมพู่ นําเข้าเครื่องความดันอัตโนมัติ 121 องศา-

เซลเซียส นาน 15 นาท ี
3. การเตรียมน้ าทะเลเทียมที่ความเค็ม 25 พีพีที (SM 25) ประกอบด้วย 

 NaCl     20.24 กรัม 
 MgSO4.7H2O  4.04 กรัม 
 MgCl2.6H2O  2.91 กรัม 
 CaCl2.2H2O   0.98 กรัม 
 KCl     0.64 กรัม 
 NaHCO3    0.32 กรัม 
 Na2HPO4.7H2O 0.06  กรัม 
 KH2PO4    0.04 กรัม 
 ละลายในน้ํากลั่นปริมาตร 1 ลิตร และปรับที่ pH7.4 

 
4. อาหารเลี้ยงเชื้อกากชานอ้อย (สูตรกากชานอ้อยต่อ SM 25 1:10)  
   ชั่งกากชานอ้อย 100 กรัม ลงในบีกเกอร์ขนาด 3000 มิลลิลิตร เติมน้ําทะเลเทียม 1000 
มิลลิลิตร กวนและบีบกากชานอ้อยเป็นเวลาประมาณ 1 ชั่วโมง จากนั้นกรองกากชานอ้อยออกเก็บ
ส่วนใสใส่ในขวดฝาเกลียว ขนาด 1000 มิลลิลิตร ปริมาตร 500 มิลลิลิตร ปิดปากขวดฝาเกลียว 
จากนั้นนําเข้าหม้อนึ่งความดันอัตโนมัติ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาท ี
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ภาคผนวก ข 
การค านวณ การวิเคราะห์และการนับจ านวนเซลล์ยีสต์ 
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การค านวณ การวิเคราะห์และการนับจ านวนเซลล์ยีสต์ 
 
1. การวิเคราะห์ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์โดยวิธี Dinitrosalicylic acid assay (Miller, 1959) 
     1.1 การเตรียมสารละลาย 0.1 % Dinitrosalicylic acid 
        - การเตรียม 2M Sodium hydroxide: NaOH ชั่ง NaOH 20 กรัม ละลายน้ํา แล้วปรับ 
          ปริมาตรให้เป็น 250 มิลลิลิตร          
        - ชั่ง 3, 5 - dinitrosalicylic acid: C7H4N2O7 0.25 กรัม ละลายใน 2M NaOH ปริมาตร  
          100 มิลลิลิตร คนจนสารละลายหมด 
        - ชั่ง Sodium potassium tartate: KNaC4H4O6 4H2O 75 กรัม ละลายใน 2M NaOH          
          ปริมาตร 100 มิลลิลิตร คนจนสารละลายหมด 
          นําสารละลาย 3, 5 - dinitrosalicylic acid และ Sodium potassium tartate เทลงใน
ขวดปรับปริมาตร เขย่าให้เข้ากัน แล้วเติม 2M NaOH จนได้ปริมาตร 250 มิลลิลิตร 
     1.2 กราฟมาตรฐานกลูโคสและการวิเคราะห์น้ าตาลรีดิวซ์โดยวิธี DNS  
        ปิเปตสารละลายกลูโคส (ตารางภาคผนวกที่ ข.1) 100 ไมโครลิตร ลงในหลอด eppendorf 
ขนาด 1.5 มิลลิลิตร และเติม Dinitrosalicylic acid reagent 1 มิลลิลิตรลงในหลอด eppendorf 
ผสมสารละลายให้เข้ากัน และนําไปต้มที่ 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลานาน 10 นาที จากนั้นนําไปแช่
น้ําแข็ง และนําไปวัดค่าการดูดกลืนแสงด้วยเครื่องสเปคโทรโฟโตมิเตอร์ที่ความยาวคลื่น 550 นาโน
เมตร 
ผลของกราฟมาตรฐานการวิเคราะห์ปริมาณน้ าตาลกลูโคสโดยวิธี DNS 
 
 
 
 
 
 
 
   
 
 
 
 
 
 
ภาพภาคผนวกท่ี ข-1 กราฟมาตรฐานกลูโคสและการวิเคราะห์น้ําตาลรีดิวซ์ 
      
 

. 
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1.3 การค านวณหาปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์  
        คํานวณหาปริมาณน้ําตาลรีดิวซ์ (มก./มล.) จากสมการ  y = 0.3178x + 0.0132 
   เมื่อ y = ค่าการดูดกลืนแสงที่ 550 นาโนเมตรของสารตัวอย่าง 
         x = ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ์ (มก./มล.) โดยนําค่า x ที่ได้คูณด้วยอัตราการเจือจางได้เป็นปริมาณ  
   น้ําตาลรีดิวซ์ของสารตัวอย่างในหน่วย (มก./มล.) 
2. การค านวณการนับจ านวนเซลล์ด้วย Haemacytometer  
     การคํานวณ ปริมาตร 1 ช่อง   = 0.2 มม. x 0.2 มม. x 0.1 มม. 
         = 0.04 ตร.ม. 

= 4 x 10-3
 ลบ.ม.   

ปริมาตร 1 ซีซี = 1 ลบ.ซม. = 10-3 ลบ.มม. 
ปริมาตร 10-3 ลบ.มม.      = 1 มล. 
ปริมาตร 4 x 10-3 ลบ.มม.     = 1 x 4 x10-3 

 
         = 4 x 10-6 มล. 
  ปริมาตร 1 ช่อง   = 4 x 10-6 มล. 
     เช่น ถ้านับจํานวนเซลล์จลุินทรีย์ทั้งหมด 5 ช่องได้ 80 เซลล์ 
  1 ช่อง           = 80/5 = 16 เซลล์ 
  1 ช่อง หรือ 4 x 10-6 มล. นับได้    16 เซลล์  

1 ช่อง หรือ 1 มล. นับได้ = 16 x 1 =  4 x 106  เซลล์ต่อมิลลิลิตร 
 
     ดังนั้น มีเซลล์จุลินทรีย์เท่ากับ 4 x 106 เซลล์ต่อมิลลิลิตร 
3. การค านวณหาปริมาณความชื้น (Moisture) 
     ร้อยละของน้ําหนักตัวอย่างแห้ง           D = (C - A) x 100 
     ร้อยละของน้ําหนักน้ําในตัวอย่างเปียก       E = (B x 100) - D 
 
     โดย A คือ น้ําหนัก Crucible เปล่า (ก่อนอบ) 
        B คือ น้ําหนักตัวอย่างเปียก 
        C คือ น้ําหนักตัวอย่าง + น้ําหนัก Crucible เปล่า (หลังอบ) 
        D คือ ร้อยละของน้ําหนักตัวอย่างแห้ง 
        E คือ ร้อยละของน้ําหนักน้ําในตัวอย่าง 
 
     ปริมาณความชื้น (ร้อยละโดยน้ําหนัก)  = 100 - { (น้ําหนักตัวอย่างแห้ง) x 100}    
                                       น้ําหนักตัวอย่างเปียก 
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4 x 10-6
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4. การค านวณหาปริมาณไขมันรวม (Crude fat) 
     น้ําหนักไขมัน = (น้ําหนักไขมัน + น้ําหนัก flask) - น้ําหนัก flask เปล่า 
     ปริมาณไขมันทั้งหมด (ร้อยละโดยน้ําหนัก) =  น้ําหนักไขมัน x 100 
 
 
5. การจ าแนกชนิดกรดไขมันและการค านวณร้อยละกรดไขมัน 
      1) นํา Ret time ของกรดไขมันแต่ละชนิดของตัวอย่างเซลล์ยีสต์ BS 6-2 ที่แสดงผลจาก
เครื่อง GC มาเปรียบเทียบกับ Ret time ของสารมาตรฐานที่เวลาเดียวกัน (ดังแสดงในตาราง
ภาคผนวกท่ี ข. 3)  
      การคํานวนร้อยละกรดไขมัน = ASIN(SQRT(CELL/100))*180/PI() 
หมายเหตุ : การคํานวณใช้ใน Microsoft Excel โดยกําหนดให้ CELL คือ Area ในกราฟโครมาโทแกรม 
ที่มา : (Sokal and Rohlf, 1995) 
 
ตารางภาคผนวกท่ี ข-1  สารมาตรฐานกรดไขมัน (PUFA) NO. 3 Menhaden oil ทีแ่สดงผลจาก          
        เครื่องแก๊สโครมาโทกราฟ      
 

Ret Time Area Type Width Ret# Amount% Name 
6.8 10.173 BV 0.042 1-R 0 C14:0 
11.8 9.465 BB 0.072 1-R 0 C16:0 
12.7 19.696 VB 0.073 1-R 0 C16:1n7 
15.3 2.562 VV 0.087 1-R 0 C16:2n4 
16.7 2.738 BV 0.075 1-R 0 C16:3n4 
19.8 1.228 BB 0.072 1-R 0 C18:0 
20.5 12.867 VV 0.078 1-R 0 C18:1n9 
20.8 0.000 - 0.000 1-R 0 C18:1n7 
22.2 2.645 BB 0.074 1-R 0 C18:2n6 
23.1 0.522 BB 0.000 1-R 0 C18:3n4 
23.6 0.459 BB 0.000 1-R 0 C18:3n3 
24.5 0.863 BV 0.000 1-R 0 C18:4n3 
25.0 2.757 BB 0.093 1-R 0 C20:1n9 
26.5 5.246 BB 0.087 1-R 0 C20:4n6 
29.7 2.336 VB 0.106 1-R 0 C20:4n3 
36.5 1.286 BB 0.149 1-R 0 C20:5n3 
40.3 2.185 BB 0.156 1-R 0 C22:5n3 

 
 
  

น้ําหนักตัวอย่าง(แห้ง) 
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ภาคผนวก ค 
ตัวอย่างภาพโครมาโทรแกรมกรดไขมัน 
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ตัวอย่างภาพโครมาโทรแกรมกรดไขมัน 
 

 
 

ภาพภาคผนวกท่ี ค-1  โครมาโทรแกรมของสารมาตรฐานกรดไขมัน (PUFA) NO. 3 Menhaden oil   
         

 
 

ภาพภาคผนวกท่ี ค-2  โครมาโทรแกรมของตัวอย่างเซลล์ยีสต์ BS 6-2 ที่ 72 ชั่วโมง ที่เลี้ยงในอาหาร 
       เลี้ยงเชื้อกากชานอ้อยที่มีความเค็ม 25 พีพีที 
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ภาคผนวก ง 
ประวัติผู้วิจัย 
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1. หัวหน้าโครงการวิจัย 
1.1 ชื่อ - นามสกุล (ภาษาไทย) นาย นาง นางสาว สุพรรณี ลีโทชวลิต  
                   (ภาษาอังกฤษ) Mr, Mrs, Miss Supannee Leethochavalit 
1.2 เลขหมายบัตรประจําตัวประชาชน 3-1020-01176-95-7 
1.3 ตําแหน่งปัจจุบัน นักวิทยาศาสตร์ชํานาญการ 
1.4 หน่วยงานและสถานที่อยู่ที่ติดต่อได้สะดวกพร้อมหมายเลขโทรศัพท์ โทรสาร และไปรษณีย์
อิเล็กทรอนิกส์ (E-mail) 
   สถาบันวิทยาศาสตร์ทางทะเล มหาวิทยาลัยบูรพา บางแสน ชลบุรี 20131 
   โทรศัพท์ 0-3839-1671-3 โทรสาร 0-3839-1674 
   E-mail: supannee@buu.ac.th; sp0217@yahoo.com; supannee17@hotmail.com 
1.5 ประวัติการศึกษา ปร.ด. (วิทยาศาสตร์ชีวภาพ) จากมหาวิทยาลัยบูรพา ปี 2547 
1.6 สาขาวิชาการที่มีความชํานาญพิเศษ (แตกต่างจากวุฒิการศึกษา) ระบุสาขาวิชาการ 
 1.6.1 พาราสิตในปลาทะเลและหอย 
     1.6.2 การวินิจฉัยโรคพาราสิตและการรักษาโรคปลาทะเล 
ประหยัด  มะหมัด, สุพรรณี  ลีโทชวลิต และสันติ  เอ่ียนเหล็ง. (2538). การศึกษาชีววิทยาบาง 
 ประการของเม่นทะเลหนามยาวบริเวณหมู่เกาะแสมสาร จังหวัดชลบุรี. สถาบัน

วิทยาศาสตร์ทางทะเลมหาวิทยาลัยบูรพา (ผู้ร่วมโครงการวิจัย) 
วรรณภา กสิฤกษ ์และสุพรรณี  ลีโทชวลิต. (2533). การศึกษาโรคและพยาธิของปลาทะเลในบ่อ    

เพาะเลี้ยงบริเวณชายฝั่งทะเลภาคตะวันออก. การประชุมวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่ง
ประเทศไทย ครั้งที ่16 กรุงเทพฯ น. 542-543. (หัวหน้าโครงการวิจัย) 

สุพรรณี ลีโทชวลิต (2533).  การสํารวจพาราสิตในปลาเศรษฐกิจบริเวณชายฝั่งทะเลภาคตะวันออก 
 ของประเทศไทย. การประชุมทางวิชาการ เพื่อเสนอผลงานวิจัยประจําปี 2533 

มหาวิทยาลัยศรีนครินทรวิโรฒ ประสานมิตร, กรุงเทพฯ  น. 229-236. (หัวหน้า
โครงการวิจัย) 

สุพรรณี  ลีโทชวลิต, พรทิพย์ ศรีศร และทวี หอมชง. (2533). การศึกษาปรสิตในปลาเศรษฐกิจบาง     
ชนิดเก็บจากท่าเทียบเรือบ้านเพ จังหวัดระยอง. การประชุมวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี
แห่งประเทศไทย ครั้งที่ 16 กรุงเทพฯ. น. 540-541. (หัวหน้าโครงการวิจัย) 

สุพรรณี  ลีโทชวลิต, วรรณภา กสิฤกษ ์และอดิสรณ์  มนต์วิเศษ. (มปป).  การสํารวจพาราสิตใน 
 ปลาเศรษฐกิจบริเวณชายฝั่งทะเลภาคตะวันออกของไทย.  สถาบันวิทยาศาสตร์ทางทะเล      

มหาวิทยาลัยศรีนครินทรวิโรฒ บางแสน ชลบุรี. 232 น. (หัวหน้าโครงการวิจัย) 
สุพรรณี ลีโทชวลิต, จันทร์จรัส วัฒนะโชติ, นารีรัตน์ ฤทธิรตุม์ และ วีลยา แก่นจันทร์. (มปป).  

การปนเปื้อนของ Cryptosporidium sp. ที่ก่อให้เกิดโรคท้องร่วงในหอยนางรมบริเวณ
ชายฝั่งทะเลภาคตะวันออกของประเทศไทย สถาบันวิทยาศาสตร์ทางทะเล มหาวิทยาลัย
บูรพา บางแสน ชลบุรี. 99 หน้า. 
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สุพรรณี ลีโทชวลิต จันทร์จรัส วัฒนะโชติ วีลยา แก่นจันทร์ และอัญชลี ปูองเมือง. (2553).  
การกระตุ้นภูมิคุ้มกันของปลาข้าวเม่าน้ําลึก (Sargocentron rubrum) ในการปูองกันการ
ติดเชื้อปรสิตจุดขาวน้ําเค็ม Cryptocaryon irritans. การประชุมวิชาการวิทยาศาสตร์ทาง
ทะเล 2553. 28-30 มิถุนายน 2553. โรงแรมรอยัลภูเก็ตซิติ้ ภูเก็ต หน้า 351-357. 

สุพรรณี ลีโทชวลิต, จันทร์จรัส วัฒนะโชติ, นันทิกา คงเจริญพร และนารีรัตน์ ฤทธิรุตม์. (2556).  
โรคปรสิตและระบบภูมิคุ้มกันในหอยเศรษฐกิจที่เลี้ยงบริเวณชายฝั่งทะเลภาคตะวันออก
ของประเทศไทย. สถาบันวิทยาศาสตร์ทางทะเล มหาวิทยาลัยบูรพา บางแสน ชลบุรี. 124 
หน้า. 

สุพรรณี ลีโทชวลิต, จันทร์จรัส วัฒนะโชต,ิ จารุนันท์ ประทุมยศ, ศรันยู คําเมือง และรักฤดี สารธิมา.  
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53030671 นางสาวสวพัศ มุ่งแฝงกลาง; 53031306 นางสาวสรารัศมิ์ วสุชัยวัส 
เรื่อง การศึกษาคุณค่าทางอาหารและองค์ประกอบของกรดไขมันในยีสต์ Pichia sp.  
 A study on gross nutritive content and fatty acid composition of the yeast Pichia sp. 
อาจารย์ที่ปรึกษา: ดร. จันทร์จรัส วัฒนะโชติ;  
อาจารย์ที่ปรึกษาร่วม: อาจารย์ ดร. กรองจันทร์ รัตนประดิษฐ์           
จํานวน 56 หน้า  

บทคัดย่อ 
   จากการเลี้ยงยีสต์ Pichia sp. ในอาหารเลี้ยงเชื้อกากชานอ้อยที่ความเค็ม 25 พีพีท ี
เป็นเวลา 96 ชั่วโมง พบว่ายีสต์มีการเจริญสูงสุดในระยะเวลาการเลี้ยงที่ 72 ชั่วโมง และมีจํานวน
เซลล์ เท่ากับ 4.52 x 107 เซลล์ต่อมิลลิลิตร ในการวิเคราะห์คุณค่าทางอาหารพบว่ายีสต์มีปริมาณ
ความชื้นร้อยละ 66 ± 0.22 ปริมาณโปรตีนหยาบร้อยละ 41.69 ± 0.61 เถ้าร้อยละ 2.29 ± 0.04  
และไขมันร้อยละ 0.22 เมื่อวิเคราะห์ชนิดกรดไขมันในยีสต์ พบกรดปาล์มิติกสูงที่สุดร้อยละ 
24.48±1.10 รองลงมาคือกรดไลโนเลอิกร้อยละ 18.13±1.00  และกรดโอเลอิกร้อยละ 17.97±0.93 
ตามลําดับ ผลการวิเคราะห์หาปริมาณกรดไขมันต่อน้ําหนักเซลล์แห้งในตัวอย่างยีสต์ พบปริมาณกรด
ไขมันอ่ิมตัวทั้งหมด 6.91 มิลลิกรัมต่อกรัมของน้ําหนักแห้ง โดยมีกรดปาล์มิติกเป็นองค์ประกอบมาก
ที่สุด 4.62 มิลลิกรัมต่อกรัมของน้ําหนักแห้ง  กรดไขมันชนิดไม่อ่ิมตัวเชิงซ้อนมีปริมาณ 12.75 
มิลลิกรัมต่อกรัมของน้ําหนักแห้ง โดยมีกรดไลโนเลอิกเป็นองค์ประกอบที่มากท่ีสุด 10.19 มิลลิกรัมต่อ
กรัมของน้ําหนักแห้ง สําหรับกรดไขมันไม่อ่ิมตัวเซิงเดี่ยวพบกรดไขมันโอเลอิกเป็นองค์ประกอบที่มาก
ที่สุด 3.35 มิลลิกรัมต่อกรัมของน้ําหนักแห้ง ในการตรึงเซลล์ยีสต์พบว่าโซเดียมอัลจิเนตที่ความเข้มข้น
ร้อยละ 1.2 และแคลเซียมคลอไรด์ที่ความเข้มข้นร้อยละ 1.5 มีความเหมาะสมมากที่สุด 
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สาขาวิชา: เทคโนโลยีทางทะเล; วท.บ. (เทคโนโลยีชีทางทะเล)    ปีการศึกษา 2558                                   
55330112: นางสาวภัคพร รุ่งเรือง  
เรื่อง การตอบสนองของสารในระบบภูมิคุ้มกันของปลากะพงขาวที่เลี้ยงด้วยอาหารต่างกัน 3 สูตร       
The immune response of sea bass fed three difference formulas.            
อาจารย์ที่ปรึกษา : ดร. จันทร์จรัส วัฒนะโชต;ิ  
อาจารย์ที่ปรึกษาร่วม: อาจารย์ ดร. มลฤดี สนธิ และ ผ.ศ. ดร. มะลิวัลย์ คุตะโค                                             
จํานวน 84 หน้า  

บทคัดย่อ 
 การทดลองนี้มีวัตถุประสงค์เพ่ือทดสอบประสิทธิภาพของอาหารสูตรยีสต์ผสมแคลเซียมอัล
จิเนตต่อการกระตุ้นภูมิคุ้มกัน และความต้านทานเชื้อปรสิตของปลา ทําการทดลองโดยเลี้ยงปลา
กะพงขาวในกระชังด้วยอาหาร 3 สูตรคือ สูตรควบคุม สูตรแคลเซียมอัลจิเนต และสูตรยีสต์ผสม
แคลเซียมอัลจิเนต โดยปลาจะได้รับอาหาร 0.6 กรัมอาหาร/ 1 กรัมของน้ําหนักตัว ให้อาหารปลาวัน
ละ 1 มื้อ ตามกลุ่มการทดลอง และให้อาหารปลาต่อเนื่องกันเป็นเวลา 28 วัน เมื่อสิ้นสุดการทดลอง
ทําการย้ายปลาจากกระชังในแต่ละกลุ่มทดลองลงในถัง เพ่ือให้ปลาเผชิญเชื้อปรสิต Cryptocaryon 
irritans ระยะธีรอนต์จํานวน 15,000 ตัวต่อปลา 1 ตัว จากผลการทดลองพบว่าระดับแอนติบอดีของ
ปลาที่ได้รับอาหารสูตรยีสต์ผสมแคลเซียมอัลจิเนตเพิ่มข้ึน และมีความแตกต่างจากกลุ่มควบคุมอย่างมี
นัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) ส่วนปริมาณไลโซไซม์ของปลาที่ได้รับอาหารสูตรยีสต์ผสมแคลเซียมอัลจิ
เนตมีแนวโน้มสูงกว่ากลุ่มควบคุม แต่ไม่มีความแตกต่างกับปลาที่ได้รับอาหารสูตรแคลเซียมอัลจิเนต 
และจากการตรวจสอบรูปแบบของโปรตีนในเลือดปลาด้วยเทคนิค SDS-PAGE พบว่าปลาที่ได้รับ
อาหารทุกสูตรทดลองปรากฏแถบโปรตีนของ Immunoglobulin M ที่มีน้ําหนักโมเลกุล 76 kDa 
(IgM, heavy chain) และ 24 kDa (IgM, light chain) รวมทั้งพบแถบโปรตีนที่มีน้ําหนักโมเลกุล 13 
และ 12 kDa นอกจากนี้ปลาที่ได้รับอาหารสูตรยีสต์ผสมแคลเซียมอัลจิเนตมีอัตรารอด สูงที่สุด (90%) 
เมื่อเปรียบเทียบกับปลาสูตรควบคุม (0%) และสูตรแคลเซียมอัลจิเนต (0%) จากผลการทดลองแสดง
ให้เห็นว่าอาหารปลาสูตรยีสต์ผสมแคลเซียมอัลจิเนต สามารถกระตุ้นภูมิคุ้มกันปลา และส่งผลให้ปลา
มีความต้านทานต่อเชื้อปรสิต C. irritans ได ้
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การน าเสนอผลงานในรูปแบบการตีพิมพ์ในวารสารวิชาการ (ฐานข้อมูล TCI) 
ในการประชุม การประชุมวิชาการสัตวศาสตร์แห่งชาติ ครั้งที่ 5 เรื่อง การกระตุ้นภูมิคุ้มกันในปลา
การ์ตูนส้มขาวด้วยเซลล์ตรึงปรสิตโพรโทซัว (Cryptocaryon irritans) 
โรงแรมพูลแมน ขอนแก่น ราชา ออคิด หน้า 779-786 
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การน าเสนอผลงานในรูปแบบการตีพิมพ์ในวารสารวิชาการ (ฐานข้อมูล TCI) 
ในการประชุม การประชุมวิชาการสัตวศาสตร์แห่งชาติ ครั้งที่ 5 เรื่อง การใช้เซลล์ตรึงยีสต์ทะเล 
Pichia jadinii เป็นสารเสริมอาหารในการกระตุ้นภูมิคุ้มกันของปลากะพงขาว 
โรงแรมพูลแมน ขอนแก่น ราชา ออคิด หน้า 779-786 
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น าเสนอผลงานวิชาการแบบ Poster ในการประชุมวิชาการ 
ในการประชุม 2016 6th International Conference on Asia agriculture and Animal (2016 
APCBEES) เรื่อง The Immobilized Parasitic Protozoa Cryptocaryon irritans Induced 
Immune Response in Clownfish (Amphiprion ocellaris) 
Jeju National University International Center, Jeju University, Jeju, Korea 
May 23-24, 2016 
D0012 

The Immobilized Parasitic Protozoa Cryptocaryon irritans 
Induced Immune Response in Clownfish (Amphiprion ocellaris) 

 Supannee Leethochavalit1 Janjarus Watanachote 1 Jarunan Pratoomyot1 
Nanthika Khongchareonporn2 and Nareerat Rittirut1 

1Institute of Marine Science, Burapha University, Bangsaen Chonburi, Thailand 
2 Institute of Biotechnology and Genetic Engineering, Chulalongkorn University, 
Thailand 
 

We examined the protective immunity of Clownfish (Amphiprion ocellaris) against the 
Cryptocaryon irritans. We divided the fish into three groups and fed them with three 
formular diets: 1) the control diet, i.e. a clownfish basal feed; 2) a mixture of the 
control diet and the immobilized parasite, theront stage and 3) a mixture of the 
control diet and calcium alginate. Each group of the fish was fed on their specified 
experimental diet for two weeks and switched to the control diet for another two 
weeks. At the end of the experiment, 30 fish from each treatment group were 
moved to the tank and challenged with live theronts of C. irritans at a dose of 
15,000 theronts fish-1. Their blood samples were taken on the seventh and the 
fourteenth day after the challenge. We determined specific antibody levels of the 
immunized fish serum by using the enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). The 
results showed that the levels of serum antibody in the fish fed with the 
immobilized parasite diet were significantly higher than those in the fish fed with the 
control (P<0.05). 
Presenting author details 
Supannee Leethochavalit, Ph.D. 
e-mail: supannee@buu.ac.th 
Category: Poster presentation 
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น าเสนอผลงานวิชาการแบบ Poster ในการประชุมวิชาการ 
ในการประชุม 2016 6th International Conference on Asia agriculture and Animal (2016 
APCBEES) เรื่อง The Efficiency of Yeast Encapsulation as Dietary Supplement to 
Enhance Antibody in White Sea bass (Lates calcarifer) 
Jeju National University International Center, Jeju University, Jeju, Korea 
May 23-24, 2016 
D0011 

The Efficiency of Yeast Encapsulation as Dietary Supplement to Enhance 
Antibody in White Sea bass (Lates calcarifer) 

 
Janjarus Watanachote1 Supannee Leethochavalit1 Jarunan Pratoomyot1 

Molruedee Sonthi2 Maliwan Kutako2 and Nareerat Rittirut1 
1Institute of Marine Science, Burapha University, Bangsaen Chonburi, 20131 Thailand 

2Faculty of Marine Technology, Burapha University Chanthaburi Campus, Chanthaburi, 
22170 Thailand 

 
This study aims to investigate the efficiency of yeast encapsulation by using calcium 
alginate as dietary supplement to enhance fish antibody and parasite resistance. We 
grouped sea bass into three samples in a cage-cultured environment according to 
thier experimental diets The three experimental diets were: 1) the control diet, i.e. a 
sea bass basal feed; 2) a mixture of the control diet and the yeast Pichia sp. and 3) a 
mixture of the control diet and calcium alginate. All the experimental diets 
contained between 49-51% protein and 12-13% lipid. We subsequently challenged 
them with different/varying infective stages of the ciliate Cryptocaryon irritans. The 
initial weight and length of the fish were 6.21 ± 0.79 g and 8.15 ± 0.58 cm 
respectively. Throughout the 4-week long feeding trial, the fish were fed at 3% body 
weight day-1. Each group of fish were fed on their specified experimental diet for two 
weeks and then were switched to the control diet for two weeks afterward. At the 
end of the feeding period, 30 fish from each treatment group were taken and 
challenged with live theronts of C. irritans at a dose of 15,000 theronts fish-1. Eighty-
three percent of the fish fed with diets 1 survived the challenge, while 93% and 90% 
of those fed with diets 2 and 3 respectively survived. An ELISA confirmed that the 
levels of serum antibody in the fish fed with diets 2 and 3 significantly increased 
more than those in the fish fed with diets 1 (P<0.05).   
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การยื่นขออนุสิทธิบัตร 
 ทางโครงการได้ยื่นขอจดอนุสิทธิบัตร 2 เรื่อง ซึ่งขณะนี้กําลังอยู่ในระหว่างการดําเนินการ
แก้ไขเอกสารดังรายละเอียดดังนี้ 
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ได้รับรางวัลการน าเสนอผลงานวิชาการ ภาคโปสเตอร์ 
ในการประชุมวิชาการ สัตวศาสตร์แห่งชาติ ครั้งที่ 5 
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การจัดฝึกอบรมในโครงการ 
 

โครงการฝึกอบรมตามแผนงานวิจัยจุลินทรีย์ทะเล: แหล่งใหม่ของสารตัวยาและผลิตภัณฑ์เสริม
อาหาร ประจ าปีงบประมาณ พ.ศ. ๒๕๕๘ 

สถาบันวิทยาศาสตร์ทางทะเล มหาวิทยาลัยบูรพา 
 

๑. ชื่อโครงการ “การฝึกอบรมเชิงปฏิบัติการการวิเคราะห์ข้อมูลด้วยโปรแกรม R สําหรับงานวิจัย 
ทางด้านชีววิทยา” (กรณีศึกษา: การวิเคราะห์ข้อมูลจากโครงการวิจัยการพัฒนาการ 
ผลิตวัคซีนและสารเสริมอาหารโดยเทคนิคการตรึงเพื่อกระตุ้น ภูมิคุ้มกันของปลา 
ทะเลต่อปรสิตสัตว์น้ําหรือแบคทีเรีย)  

๒. ลักษณะโครงการ 
  โครงการต่อเนื่อง 

 โครงการใหม่ 
๓. ความสอดคล้อง 
 ๓.๑ ความสอดคล้องต่อพันธกิจมหาวิทยาลัยบูรพา 

 ๑. ดําเนินการจัดการศึกษาอย่างเสมอภาคเท่าเทียม ควบคู่กับการเสริมสร้าง
เสรีภาพ ทางวิชาการและการใฝุเรียนรู้ตลอดชีวิต บนพ้ืนฐานของหลักคุณธรรม จริยธรรม 
และจรรยาบรรณวิชาชีพ  ๒. ดําเนินการพัฒนาคุณภาพงานวิจัย เพ่ือสร้างและพัฒนา
องค์ความรู้ ในศาสตร์แขนงต่าง ๆ และดําเนินการให้บริการทางวิชาการและการถ่ายทอด
องค์ความรู้ เพื่อการพัฒนาศักยภาพของหน่วยงาน ภาครัฐและภาคเอกชน ตลอดจนสังคม
ชุมชน ให้สามารถรองรับต่อการเปลี่ยนแปลงและการพัฒนา ทางด้านการเมือง เศรษฐกิจ 
และสังคมที่มีความเป็นพลวัตสูงได้อย่างมีประสิทธิภาพ 

 ๓. ดําเนินการส่งเสริมและสนับสนุนกิจกรรมสาธารณะในรูปแบบต่าง ๆ โดย
ครอบคลุม การทํานุบํารุงศิลปะ วัฒนธรรม ศาสนา และการกีฬา รวมทั้งแสดงบทบาทนําใน
การพัฒนาสังคมชุมชนและสิ่งแวดล้อมอย่างต่อเนื่อง 
๓.๒ ความสอดคล้องต่อยุทธศาสตร์มหาวิทยาลัยบูรพา 

 ยุทธศาสตร์ที่ ๑ การพัฒนาคุณภาพบัณฑิต 
 ยุทธศาสตร์ที่ ๒ การพัฒนาคุณภาพการวิจัยและการบริการวิชาการ 
 ยุทธศาสตร์ที่ ๓ การพัฒนาศักยภาพบุคลากร 
 ยุทธศาสตร์ที่ ๔ การมีส่วนร่วมและการรับผิดชอบต่อสังคม 
 ยุทธศาสตร์ที่ ๕ การพัฒนาประสิทธิภาพการบริหารจัดการภายใน 

๓.๓ ความสอดคล้องต่อกลยุทธ์สถาบันวิทยาศาสตร์ทางทะเล 
 ๓.๓.๑ ด้านการวิจัย   

 กลยุทธ์ที่ ๑ พัฒนาการผลิตผลงานวิจัยให้มีประสิทธิภาพมากข้ึน  
 กลยุทธ์ที่ ๒ พัฒนาโครงสร้างพื้นฐาน เครื่องมืออุปกรณ์ และสิ่งอํานวยความ
สะดวกในการทําวิจัยให้กับนักวิทยาศาสตร์อย่างเพียงพอ 
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 กลยุทธ์ที่ ๓ พัฒนาศักยภาพนักวิทยาศาสตร์ 
๓.๓.๒ ด้านการบริการวิชาการ   
 กลยุทธ์ที่ ๔ พัฒนาและปรับปรุงสถานแสดงพันธุ์สัตว์น้ําเค็มและพิพิธภัณฑ์
วิทยาศาสตร์ทางทะเลให้เป็นแหล่งเรียนรู้ด้านวิทยาศาสตร์ทางทะเล และเป็นแหล่ง
ท่องเที่ยวนันทนาการเพ่ือการเรียนรู้ ที่ได้มาตรฐาน  
 กลยุทธ์ที่ ๕ การพัฒนาศักยภาพบุคลากรด้านบริการวิชาการตามภารกิจและ

สายวิชาชีพ 
 กลยุทธ์ที่ ๖ บูรณาการองค์ความรู้ด้านวิทยาศาสตร์ทางทะเลของสถาบันฯ มา
ใช้ในการให้บริการสังคม (University Social Responses,USR) ที่ตอบสนองต่อ
ความต้องการของสังคมในรูปแบบต่าง ๆ  
 กลยุทธ์ที่ ๗ สร้างรายได้จากความเชี่ยวชาญ ทรัพยากรและการบริการวิชาการ
ที่มีประสิทธิภาพสูงที่สามารถตอบสนองความต้องการด้านความรู้ของสังคม เพ่ือ
เสริมสร้างองค์กรให้มีความเข้มแข็งและสามารถพ่ึงตนเองได้ด้วยองค์ความรู้ของ
องค์กร 
 กลยุทธ์ที่ ๘ สร้างเครือข่ายความร่วมมือในการให้บริการวิชาการด้าน
วิทยาศาสตร์ทางทะเลกับหน่วยงานต่าง ๆ ทั้งภายในละภายนอกสถาบันฯ ทั้ง
ภาครัฐและเอกชน 
๓.๓.๓ ด้านการบริหารจัดการ 
 กลยุทธ์ที่ ๙ พัฒนาและปรับปรุงโครงสร้างพ้ืนฐานและเครื่องมือ อุปกรณ์เพ่ือ
รองรับการเติบโตของส่วนงาน 
 กลยุทธ์ที่ ๑๐ พัฒนาบุคลากรให้มีศักยภาพสูงและมีความพร้อมในการ

ปฏิบัติงาน 
กลยุทธ์ที่ ๑๑ พัฒนาการบริหารจัดการทรัพยากรให้เกิดประโยชน์อย่างคุ้มค่า
และเอ้ือต่อการดําเนินงานของสถาบันวิทยาศาสตร์ทางทะเล ตามระบบมาตรฐาน 
 กลยุทธ์ที่ ๑๒ พัฒนาระบบเทคโนโลยีสารสนเทศเพ่ือการบริหารจัดการ ให้มี
ความทันสมัยเพ่ือพัฒนาไปสู่องค์กรแห่งการเรียนรู้ 

 
๔. ผู้รับผิดชอบ โครงการวิจัยเรื่อง “การพัฒนาการผลิตวัคซีนและสารเสริมอาหารโดยเทคนิคการ
ตรึงเพื่อกระตุ้น ภูมิคุ้มกันของปลาทะเลต่อปรสิตสัตว์น้ําหรือแบคทีเรีย” ภายใต้แผนงานวิจัย 
จุลินทรีย์ทะเล: แหล่งใหม่ของสารตัวยาและผลิตภัณฑ์เสริมอาหาร  ซึ่งได้รับการสนับสนุนทุนวิจัยจาก
สํานักงานคณะกรรมการวิจัยแห่งชาติ (วช.) 

  คณะผู้ดําเนินงานโครงการ 
   นางสาวสุพรรณี ลีโทชวลิต   ประธานโครงการฝึกอบรมฯ 

 นางสาวจารุนันท์ ประทุมยศ        กรรมการ 
   นางรวิวรรณ วัฒนดิลก     กรรมการ 

          นางณิษา สิรนนท์ธนา     กรรมการ 
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          นางสาวชุติวรรณ เดชสกุลวัฒนา      กรรมการ 
   นางจันทร์จรัส วัฒนะโชติ     เลขานุการโครงการฝึกอบรมฯ  

 
๕. หลักการและเหตุผล 

สถาบันวิทยาศาสตร์ทางทะเล เป็นหน่วยงานเทียบเท่าคณะ สังกัดมหาวิทยาลัยบูรพา มี
ภารกิจหลักในการค้นคว้าวิจัย และให้บริการวิชาการในสาขาวิชาวิทยาศาสตร์ทางทะเล ในการทําวิจัย
ที่มีการใช้สัตว์ทดลองเพ่ือศึกษาค้นคว้าด้านวิทยาศาสตร์ทางทะเลนั้น มีการใช้สัตว์ทดลองที่มีกระดูก
สันหลังและไม่มีกระดูกสันหลัง 
 ซึ่งผู้วิจัยมักประสบปัญหาในการวางแผนการทดลอง เนื่องจากสัตว์ที่นํามาใช้ศึกษานั้นมี
ความหลากหลายมาก โดยมีความแตกต่างด้านสายพันธุ์  ขนาด ปริมาณ สัตว์ทะเลที่อยู่ในความ
คุ้มครองและหายาก เป็นต้น ดังเช่นโครงการวิจัยเรื่อง “การพัฒนาการผลิตวัคซีนและสารเสริมอาหาร
โดยเทคนิคการตรึงเพ่ือกระตุ้น ภูมิคุ้มกันของปลาทะเลต่อปรสิตสัตว์น้ําหรือแบคทีเรีย ” ที่มี
วัตถุประสงค์เพ่ือพัฒนาวัคซีนและสารเสริมอาหารเพ่ือใช้สําหรับปลาเศรษฐกิจและปลาสวยงาม 
เพ่ือให้การทดลองประสบผลสําเร็จเป็นที่น่าเชื่อถือ การนําปลามาใช้ทดลองจําเป็นที่จะต้องใช้ปลา
ที่มาจากพ่อแม่พันธุ์เดียวกันหรือใกล้เคียงกัน ซึ่งปลาสวยงามน้ําเค็มนั้น การผลิตลูกปลาเพ่ือให้ได้
จํานวนมากพอที่จะนํามาใช้ในการทดลองนั้นเป็นไปได้ยาก หากสามารถลดจํานวนปลาหรือสัตว์น้ําลง
โดยที่ยังสามารถนํามาคํานวณผลทางสถิติได้อย่างถูกต้อง และเพ่ือให้การดําเนินการต่อสัตว์เพ่ืองาน
ทางวิทยาศาสตร์สอดคล้องกับหลักจรรยาบรรณการใช้สัตว์เพ่ืองานทางวิทยาศาสตร์ สภาวิจัย
แห่งชาติ หลักการ 3Rs และเป็นไปตามบทบัญญัติในพระราชบัญญัติสัตว์เพ่ืองานทางวิทยาศาสตร์ 
พ.ศ. ๒๕๕๘ สถาบันวิทยาศาสตร์ทางทะเล โดยโครงการวิจัย “การพัฒนาการผลิตวัคซีนและสาร
เสริมอาหารโดยเทคนิคการตรึงเพ่ือกระตุ้น ภูมิคุ้มกันของปลาทะเลต่อปรสิตสัตว์น้ําหรือแบคทีเรีย” 
ภายใต้แผนงานวิจัยจุลินทรีย์ทะเล: แหล่งใหม่ของสารตัวยาและผลิตภัณฑ์เสริมอาหาร  ซึ่งได้รับ
การสนันสนุนให้ทําวิจัยต่อเนื่องเป็นเวลา ๓ ปี ด้วยงบประมาณแผ่นดิน ประจําปี พ.ศ. ๒๕๕๖-๒๕๕๘ 
จึงจะได้จัดให้มีการอบรมเชิงปฏิบัติการเกี่ยวกับการใช้สถิติสําหรับงานวิจัยซึ่งเป็นการอบรมที่สําคัญ
และจําเป็นเพ่ือให้นักวิจัยสามารถนําไปใช้ในการพัฒนาการเขียนโครงร่างวิจัย การกําหนดขนาด
ตัวอย่าง การวางแผนการทดลองและการวิเคราะห์ข้อมูลการทดลอง โดยเฉพาะงานวิจัยที่เกี่ยวข้องใน
ด้านชีววิทยา ซึ่งมีความจําเป็นที่ต้องใช้สถิติระดับพื้นฐานจนถึงระดับสูงเพ่ือใช้วิเคราะห์ข้อมูลงานวิจัย 
และเพ่ือให้ได้ผลงานที่มีคุณภาพได้รับการยอมรับทางด้านวิชาการอย่างกว้างขวาง ในปัจจุบันได้มีการ
พัฒนาโปรแกรมวิเคราะห์สถิติท่ีเป็น open source และเป็น Free software ที่ได้รับการยอมรับและ
ใช้กันอย่างแพร่หลาย ได้แก่ โปรแกรม R ซึ่งโครงการวิจัยเรื่องนี้จะได้นํามาใช้ในการวิเคราะห์ข้อมูลได้
อย่างมีประสิทธิภาพ หากแต่ผู้ใช้จําเป็นที่จะต้องรู้คําสั่ งต่าง ๆ ให้ครอบคลุมการวิเคราะห์สถิติขั้น
พ้ืนฐานจนถึง สถิติขั้นสูง 
 ดังนั้น เพ่ือประโยชน์ของโครงการวิจัยจะได้นําโปรแกรม R มาใช้ในการวิเคราะห์ข้อมูลได้
อย่างถูกต้องแม่นยํา คณะผู้วิจัยเล็งเห็นว่าน่าจะเป็นประโยชน์ต่อนักวิจัยอ่ืน ๆ ในสถาบันฯ ต่อไปใน
อนาคต จึงจะได้นําวิทยากรที่ทรงความรู้ในเรื่องการใช้โปรแกรม R มาอบรมให้แก่นักวิจัยของสถาบัน
วิทยาศาสตร์ทางทะเลโดยทั่วกัน เพ่ือเป็นประโยชน์ต่อการวางแผนการทดลอง การวิเคราะห์ข้อมูลได้
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อย่างมีประสิทธิภาพ และการตีพิมพ์ผลงานวิจัยลงในวารสารต่าง ๆ ที่มีชื่อเสียงในฐานข้อมูล Scopus 
และ ISI ต่อไป 
๖. วัตถุประสงค์ของโครงการ 

๑. เพ่ือให้นักวิจัย นักวิชาการ มีความรู้ความเข้าใจในการใช้สถิติอย่างเหมาะสมสําหรับงาน
ทางด้านชีววิทยาและการแพทย์ 

๒. เพ่ือให้นักวิจัย นักวิชาการ สามารถใช้โปรแกรม R ในการวิเคราะห์ข้อมูลได้อย่างมี
ประสิทธิภาพ 

๗. ระยะเวลาในการจัดโครงการ   ระหว่างวันที่ ๒๔-๒๖ สิงหาคม พ.ศ. ๒๕๕๙ 
๘. สถานที่ในการจัดโครงการ  สถาบันวิทยาศาสตร์ทางทะเล มหาวิทยาลัยบูรพา 
๙. ผู้เข้าร่วมโครงการ  

๑. หัวหน้าโครงการวิจัย นักวิจัย อาจารย์ นักวิทยาศาสตร์ จํานวน ๒๘ คน 
๒. นิสิตที่ฝึกงาน ทําปัญหาพิเศษ จํานวน ๓ คน  

 
๑๐. วิธีด าเนินการและรายละเอียดประกอบ 

  ๑. การบรรยาย  
  ๒. แบ่งกลุ่มฝึกปฏิบัติ (กรณีศึกษา) และนําเสนอผล   
 

   วิทยากร 
ผศ. น.สพ. ดร. วีระศักดิ์ ปัญญาพรวิทยา (DVM, MSc, PhD) 
ศูนย์ความเป็นเลิศทางสัตวแพทย์สาธารณสุข มหาวิทยาลัยเชียงใหม่ 
คณะสัตวแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลัยเชียงใหม ่
นางสาว ชลัชวรรณ แสนเสมอ (DVM, MSc.) 
นักศึกษาปริญญาเอก สาขา วิทยาศาสตร์การสัตวแพทย์  
คณะสัตวแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลัยเชียงใหม่  

 
หัวข้อการฝึกอบรมเชิงปฎิบัติการ 
24 สิงหาคม หัวข้อ ผู้บรรยาย 
8:30 - 10:30 แผนการทดลองแบบต่าง ๆ : Completely randomized design, 

Randomized complete block design, Factorial design and 
Nested design 
- การเลือกใช้แผนการทดลอง 
- ข้อดี ข้อจํากัดของแผนการทดลอง 
- การหาขนาดตัวอย่าง 

ผศ.ดร. วีระศักดิ ์
ปัญญาพรวิทยา 

10:30-11:00 พักรับประทานอาหารว่าง  
11:00-12:00 - แนะนําและตดิตั้งโปรแกรม R , โปรแกรม R studio และ package 

ต่าง ๆ  
- การดึงข้อมูลจาก excel file เขา้สู่โปรแกรม 

ชลัชวรรณ แสนเสมอ 
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- การเขียน script คําสั่งเบื้องต้น 
- การวิเคราะห์ข้อมูลเชิงพรรณนา 

12:00-13:00 พักรับประทานอาหารกลางวัน  
13:00- 15.00 การวิเคราะห์ข้อมลูสําหรับแผนการทดลองแบบสุ่มสมบุรณ์ ด้วย One-

way ANOVA ด้วยโปรแกรม R 
- การวิเคราะห์และการแปรผล ANOVA 
- การทดสอบข้อตกลงของ ANOVA 
- การทํา Multiple comparisons ระหว่างกลุ่ม 
- การสร้างตารางและกราฟเพื่อแสดงผล 

ผศ.ดร. วีระศักดิ ์
ปัญญาพรวิทยา 

15:00-15:30 พักรับประทานอาหารว่าง  
15:30-16:30 การวิเคราะห์ข้อมลูสําหรับแผนการทดลองแบบสุม่สมบุรณ์ ด้วย One-

way 
ANOVA ด้วยโปรแกรม R (ต่อ) 
 

ชลัชวรรณ แสนเสมอ 

25 สิงหาคม หัวข้อ ผู้บรรยาย 
8:30 - 9:30 การวิเคราะห์ข้อมลูสําหรับแผนการทดลองแบบบล็อกสุ่มสมบรูณด์้วย

โปรแกรม R 
ชลัชวรรณ แสนเสมอ 

9:30-10:30 การวิเคราะห์ข้อมลูสําหรับแผนการทดลองที่มีการจัดทรตีเมนต์แบบ 
แฟคตอเรียลด้วยโปรแกรม R 

ผศ.ดร. วีระศักดิ ์
ปัญญาพรวิทยา 

10:30-11:00 พักรับประทานอาหารว่าง  
11:00-12:00 การวิเคราะห์ข้อมลูสําหรับแผนการทดลองที่มีการจัดทรตีเมนต์แบบสุ่ม

ซ้อน ด้วยโปรแกรม R 
ผศ.ดร. วีระศักดิ ์
ปัญญาพรวิทยา 

12:00-13:00 พักรับประทานอาหารกลางวัน  
13:00- 15:00 การวิเคราะห์ข้อมลูด้วยการสร้างสมการถดถอย (regression) 

- การสร้างสมการถดถอย 
- การตรวจสอบข้อกําหนดการสรา้งสมการถดถอย 
- การคัดเลือกตัวแปร 
- การทดสอบความเหมาะสมของโมเดลและการแปลผล 

ชลัชวรรณ แสนเสมอ 

15:00-15:30 พักรับประทานอาหารว่าง  
15:30-16:30 การวิเคราะห์ข้อมลูด้วยการสร้างสมการถดถอย (regression) ด้วย

โปรแกรม R 
ชลัชวรรณ แสนเสมอ 

26 สิงหาคม หัวข้อ ผู้บรรยาย 
8:30 - 10:30 การวิเคราะห์ข้อมลูที่มีการวดัซ้ํา (repeated measure data)  

- การจัดเตรียมข้อมลู 
- การวิเคราะห์ด้วย Generalized linear mixed model 
- โครงสร้างความแปรปรวนร่วม (covariance structure) 
- การทํา Multiple comparisons for longitudinal data 
- การสร้างกราฟ หรือ ตารางเพื่อการนําเสนอข้อมูล  

ผศ.ดร. วีระศักดิ ์
ปัญญาพรวิทยา 

10:30-11:00 พักรับประทานอาหารว่าง  
11:00-12:00 การใช้โปรแกรม R วิเคราะห์ข้อมลูที่มีการวดัซ้ํา  ชลัชวรรณ แสนเสมอ 
12:00-13:00 พักรับประทานอาหารกลางวัน  
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13:00-15:00 การวิเคราะห์ข้อมลูสําหรับงานวิจยัเชิงสํารวจ ด้วยโปรแกรม R 
-ข้อมูลที่กระจายตัวแบบปกต ิ
-ข้อมูลที่กระจายตัวแบบอ่ืน ๆ เชน่ Poisson, Binomail, Negative 
Binary .. etc 

ผศ.ดร. วีระศักดิ์  
ปัญญาพรวิทยา 

15:00-15:30 พักรับประทานอาหารว่าง  
15:30-16:30 งานกลุ่ม / ถาม-ตอบ 

กรณีศึกษา : การวิเคราะห์ข้อมลูจากโครงการวจิัย “การพัฒนาการผลิต
วัคซีนและสารเสริมอาหารโดยเทคนิคการตรึงเพื่อกระตุ้น ภูมิคุ้มกันของ
ปลาทะเลต่อปรสิตสัตว์น้ําหรือแบคทีเรีย” 
สรุปและปิดการอบรม 

ผศ.ดร. วีระศักดิ์  
ปัญญาพรวิทยา 

 
๑๑. การประเมินผลโครงการ 
     ๑. จํานวนผู้เข้าร่วมอบรมท่ีสามารถเข้าร่วมการอบรมเป็นเวลาร้อยละ ๘๐ ของเวลา
ทั้งหมด 
 ๒. ผลสํารวจความพึงพอใจของผู้เข้าร่วมโครงการ 
๑๒. ผลที่คาดว่าจะได้รับ 

  ๑. ผู้เข้าร่วมอบรมมีความรู้ความเข้าใจในการใช้สถิติอย่างเหมาะสมสําหรับงานทางด้าน
ชีววิทยาและการแพทย์มากขึ้น 
      ๒. ผู้เข้าร่วมอบรมสามารถออกแบบการทดลองที่มีการใช้สัตว์เพ่ืองานทางวิทยาศาสตร์ได้
อย่างถูกต้อง 
     ๓. ผู้เข้าร่วมอบรมสามารถใช้โปรแกรม R ในการวิเคราะห์ข้อมูลได้อย่างมีประสิทธิภาพ 
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รายงานสรุปผล 
โครงการฝึกอบรมตามแผนงานวิจัยจุลินทรีย์ทะเล: แหล่งใหม่ของสารตัวยา

และผลติภัณฑ์เสรมิอาหาร  
 

บทสรุปส าหรับผู้บริหาร 
 การประเมินผลความพึงพอใจการจัดโครงการ “การฝึกอบรมเชิงปฏิบัติการการวิเคราะห์
ข้อมูลด้วยโปรแกรม R สําหรับงานวิจัยทางด้านชีววิทยา” (กรณีศึกษา: การวิเคราะห์ข้อมูลจาก
โครงการวิจัยการพัฒนาการผลิตวัคซีนและ สารเสริมอาหารโดยเทคนิคการตรึงเพื่อกระตุ้น ภูมิคุ้มกัน
ของปลาทะเลต่อปรสิตสัตว์น้ําหรือแบคทีเรีย)” ในปีงบประมาณ 2559 ณ ห้องประชุม สถาบัน
วิทยาศาสตร์ทางทะเล มหาวิทยาลัยบูรพา โดยมีวัตถุประสงค์เพ่ือประเมินผล การจัดการอบรมเชิง
ปฏิบัติการในครั้งนี้ โดยสํารวจจากผู้เข้าอบรมจานวน 24 คน 
 ผลการประเมินความพึงพอใจของผู้เข้าร่วมอบรม พอสรุปได้ ดังนี้ 
1. สภาพทั่วไป 
 พบว่าผู้เข้าร่วมอบรมทั้งหมด 24 คน เป็นเพศชาย จํานวน 4 คน (16.67%) เพศหญิง 
จํานวน 17 คน (70.83%) ไม่ตอบแบบสอบถาม จํานวน 3 คน (12.5%) ผู้เข้าอบรมที่ตอบ
แบบสอบถามจํานวน 21 คนประกอบด้วยพนักงานมหาวิทยาลัยบูรพา ตําแหน่งนักวิทยาศาสตร์ 
จํานวน 11 คน (52.38%) ข้าราชการ ตําแหน่งนักวิทยาศาสตร์ จํานวน 8 คน (38.10%) และอ่ืน ๆ 
จํานวน 2 คน (9.52%)  
2. ความพึงพอใจต่อการจัดอบรม 
 ผลการประเมินความพึงพอใจโดยภาพรวมในการเข้าร่วมอบรม อยู่ในระดับมากท่ีสุด ( x̄ = 
4.62) สรุปผลระดับความพึงพอใจในการอบรมมีดังนี้ 
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ตารางที่ 1 สรุปผลประเมินความพึงพอใจของผู้เข้ารับการฝึกอบรม 
 
ล าดับ รายการประเมิน 5 

มาก
ที่สุด 

4 
มาก 

3 
ปาน
กลาง 

2 
น้อย 

1 
น้อย
ที่สุด 

เฉลี่ย ร้อยละ 

ด้านการบริหารจัดการ        
1 การประชาสัมพันธ์ในการชักชวนให้

เข้าร่วมอบรม 
7  10  4 0 0 4.14 82.86 

2 ความพร้อมในการจดัการอบรม 7 13 1 0 0 4.29 85.71. 
3 ลําดับขั้นตอนและความต่อเนื่องของ

การจัดอบรม 
12 9 0 0 0 4.57 91.43 

4 ความเหมาะสมและระยะเวลาใน
การจัดอบรม 

13 7 0 0 0 4.52 90.48 

ด้านความรู้และการน าไปใช้ประโยชน ์        
5 ความรู้ความเข้าใจในหัวข้อบรรยาย

ก่อนเข้าร่วมอบรม 
2 1 7 5 6 2.43 48.57 

6 ความรู้ความเข้าใจในหัวข้อบรรยาย/
กิจกรรมหลังเข้าร่วมอบรม 

3 17 1 0 0 4.10 81.90 

7 ความรู้ที่ได้รับจากการอบรมที่ไดร้บั
สามารถนําไปใช้ประโยชน์ได้จริงใน
การปฏิบัติงาน 

12 8 1 0 0 4.52 90.48 

8 ความรู้ที่ได้รับจากการอบรมสามารถ
นําไปบูรณาการกับงานด้านอื่น ๆ ได ้

9 11 1 0 0 4.38 87.62 

9 ความรู้ ประสบการณ์ ความสามารถ
ในการถ่ายทอดความรู้และการตอบ
คําถามของวิทยากร 

15 6 0 0 0 4.71 94.29 

10 ความพึงพอใจโดยภาพรวมในการ
เข้าร่วมอบรม 

13 8 0 0 0 4.62 92.38 

 
หมายเหตุ ผลการประเมินคิดจากแบบสอบถามความพึงพอใจ 21 ใบ จากจํานวนผู้เข้าอบรม 24 คน  
แผนการด าเนนิงานโครงการฝึกอบรม 
ตัวช้ีวัด ความพึงพอใจผู้รับบริการ  
เป้าหมาย เชิงคุณภาพ ผู้เข้ารับการอบรมมีระดับความพึงพอใจอย่างน้อยร้อยละ 80  
งบประมาณ 60,433 บาท  
ระยะเวลา 24-26 สิงหาคม 2559 
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