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บทคัดย่อ 
 การทดลองนี้เปน็การศึกษาการเปลี่ยนแปลงระบบภูมิคุ้มกันเบื้องต้นของปลากะพงขาว (Lates 
calcarifer) ที่ให้กินอาหารทดลองหลายสูตรต่อการต้านทานปรสิตชนดิ Cryptocaryon irritans  โดยวาง
แผนการทดลองแบบสุ่มตลอด (4 x 3 Completely Randomised Design) อาหารทดลองประกอบด้วย
อาหารเม็ดชนิดจมน้า้ 4 สูตร อาหารสูตรที่ 1 อาหารชุดควบคุมประกอบด้วยสูตรอาหารปลากะพง สูตรที่ 2 
ประกอบด้วยอาหารชุดควบคุมผสม C. irritans ระยะ theront เชื้อตาย สูตรที่ 3 ประกอบด้วยอาหารปลาชุด
ควบคุมผสมยีตส์ Pichia sp. สตูรที่ 4 ประกอบด้วยอาหารชุดควบคุมผสม Sodium alginate อาหารทุกสูตรมี
ปริมาณโปรตีน 49-51 เปอร์เซ็นต์ และปริมาณไขมัน12-13 เปอร์เซ็นต์ ท้าการทดลองในปลากะพงขาวน้้าหนัก
เร่ิมต้นเฉลี่ย 6.21 ± 0.79 กรัมและความยาวเฉลี่ย 8.15 ± 0.58  เซนติเมตร ให้ปลากินอาหาร 3 เปอร์เซ็นต์ของ
น้้าหนักตัวตลอดการทดลอง 4 สัปดาห ์โดยให้ปลากนิอาหารทดลองแต่ละสตูรเป็นเวลา 2 สัปดาห์แรกของการ
ทดลองหลังจากนั้นเปลี่ยนให้ปลาทุกชุดการทดลองกินอาหารชดุควบคุมต่อไปอีกเป็นเวลา 2 สัปดาห์ เมื่อสิ้นสุด
การทดลอง นา้ปลากะพงขาวจ้านวน 30 ตัวต่อชุดการทดลองไปเผชิญเชื้อ C. irritans ระยะ theront จ้านวน 
15,000 เซลล/์ปลา 1 ตัว พบวา่ปลาที่กินอาหารสูตรที่ 1และ 2 มีอัตราการรอดตายร้อยละ  83 และปลาที่กิน
อาหารสูตร 3 และ 4 มีอัตราการรอดตายร้อยละ 93 และ 90 ตามล้าดบั   
 ในระหว่างการทดลองท้าเก็บตัวอย่างเลือดปลาเร่ิมต้นการทดลอง ตัวอย่างเลือดปลากินอาหารทดลอง
เป็นระยะเวลา 2 สัปดาห์ ตัวอยา่งเลือดปลาที่กินอาหารชุดควบคุมหลังจากกินอาหารทดลอง 2 สัปดาห์ และ
ตัวอย่างเลือดปลาหลังจากเผชญิเชื้อเป็นระยะเวลา 3 7 และ 14 วัน เพื่อท้าการตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงของ
ระบบภูมิคุ้มกันเบื้องตน้ ได้แก่ กิจกรรมไลโซไซม์ในซีรั่ม ปลาทีก่ินอาหารสูตรที่ 2 และ 3 ที่มปีรสิตและยีสต์เป็น
องค์ประกอบมีปริมาณไลโซไซมส์ูงกว่าปลากนิอาหารชุดควบคุม  และมปีริมาณไลโซไซม์ในซีรั่มสูงสุดในสัปดาห์ที่ 
4 ของการทดลอง เมื่อตรวจวัดระดับแอนติบอดีในซีรั่มปลากะพงขาวโดยเทคนิค ELISA   พบว่าปลาที่กินอาหารที่
มีปรสิตและยสีต์เปน็องค์ประกอบเป็นเวลา 2 สัปดาห์ มีแนวโน้มของระดับของแอนติบอดีสูงกว่าปลาที่กินอาหาร
ชุดควบคุมและอาหารที่มีโซเดียมอัลจิเนตเป็นองค์ประกอบ  โดยที่ระดับแอนตบิอดีในซีรั่มปลาที่ได้รับการกระตุน้
ด้วยปรสิตและยีสต์มีคา่ใกล้เคียงกันเมื่อสิ้นสุดการทดลองที่ 4 สัปดาห์  ส่วนปริมาณโปรตนีในซรีั่มปลากะพงพบวา่
เพิ่มข้ึนเมื่อระยะเวลาการเลี้ยงนานขึ้น โดยเฉพาะปลาที่กินอาหารสูตรที่ 2 3 และ 4 และเมื่อให้ปลาเผชญิเชื้อแล้ว
เป็นเวลา 3 7 และ 14 วัน พบวา่แนวโน้มของระดับแอนตบิอดขีองปลาที่กินอาหารสูตรที่ 1 2 และ 3 สูงขึ้น ส่วน
ระดับแอนติบอดีของปลาที่กนิอาหารสูตรที่ 4 ค่อนข้างคงทีต่ลอดการทดลอง แต่เมื่อปรากฏจุดขาวขึ้นที่ตัวปลา
หลังจากเผชิญเชื้อแล้ว 7 วนั ระดับแอนติบอดีของปลาสงูขึ้นในทุกชุดการทดลองซึ่งตรงกันข้ามกับปริมาณโปรตีน
ในซีรั่มที่มีแนวโน้มลดลง อย่างไรก็ตามปลาที่เลี้ยงด้วยอาหารสตูรที่มี C. irritans ระยะ theront เชื้อตายเปน็
ส่วนผสมมีปริมาณโปรตนีในซีรัม่สูงกว่าในปลาที่เลี้ยงด้วยอาหารชุดควบคุม  ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าปรสิต 
C. irritans ระยะ theront เชื้อตาย และยสีต์ Pichia sp.สามารถกระตุ้นให้ปลาตอบสนองต่อแอนติเจนโดยสรา้ง
แอนติบอดีเพิ่มขึ้น 
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Abstract 

 
 The present study set out follow changes in a number of selected immune 
parameters in Asian seabass, Lates calcarifer, 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 control diet 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.    
 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 
with live theronts of C. irritans. The highest levels of lysozyme activity were seen by the 
end of the fourth week on the experimental diets, with the fish in 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 
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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.  
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บทท่ี 1 
บทน ำ 

 
 ปลากะพงขาว (Lates calcarifer) เป็นปลาทะเลเศรษฐกิจชนิดหนึ่งที่สามารถปรับตัวให้
อยู่ในน ้าจืดหรือน ้ากร่อยได้ จัดเป็นปลาน ้าจืดหรือน ้ากร่อยขนาดใหญ่ เนื อปลากะพงขาวมีโปรตีนสูง 
รสชาติอร่อยจึงได้รับความนิยมจากผู้บริ โภคอย่างแพร่หลาย นอกจากจ้าหน่ายใ ห้ตลาด
ภายในประเทศแล้วตลาดต่างประเทศก็ได้มีการน้าเข้า อาทิ มาเลเซีย สิงคโปร์ ฯลฯ (ยุพินท์ วิวัฒนชัย
เศรษฐ์, 2542) อนาคตของการเลี ยงปลากะพงขาวยังคงได้รับความสนใจเพราะเป็นปลาที่เลี ยงง่าย ไม่
ยุ่งยาก มีราคาที่ไม่สูงและไม่ต่้าเกินไป ภาวะการตลาดยังสามารถขยายได้ต่อไปอีก อย่างไรก็ตามการ
เลี ยงปลากะพงขาวเพ่ือขายเป็นปลาบริโภคนั น อาจจะมีการเกิดความเครียด ท้าให้สุขภาพปลา
อ่อนแอลง เป็นผลให้เกิดโรคตามมา ซึ่งอาจก่อให้เกิดความเสียหายจ้านวนมากได ้ 
 ปัจจุบันในอุตสาหกรรมการเลี ยงปลาทั งต่างประเทศและประเทศไทยเอง ได้มีการน้า
แบคทีเรียหรือยีสต์บางชนิดมาผสมอาหารเพื่อกระตุ้นหรือเสริมภูมิคุ้มกันให้กับปลาทีเลี ยง  
ซึ่งแบคทีเรียและยีสต์จะพบได้ทั่วไปในธรรมชาติรวมทั งในทะเล แบคทีเรียและยีสต์แต่ละชนิดมี
คุณสมบัติแตกต่างกันไป ยีสต์บางชนิดมีคุณสมบัติของการกระตุ้นภูมิคุ้มกัน (immunostimulatory 
properties) บางชนิดเป็นแหล่งสารอาหารโปรตีน ไขมัน และ วิตะมิน (Kutty และ Phillip, 2008) 
และเนื่องจากยีสต์มีคุณสมบัติในด้านการเจริญเติบโตสามารถขยายพันธุ์ในปริมาณมากได้อย่างรวดเร็ว
ท้าให้มีต้นทนุในการผลิตต้่า จึงมีการใช้ยีสต์ในอุตสาหกรรมอาหารกันอย่างแพร่หลาย แต่ในการน้าแอ
คติโนมัยซีส ยีสต์ทะเลหรือสารสกัดจากแบคทีเรียทะเลมาใช้เป็นอาหารสัตว์น ้า โดยเฉพาะอย่างยิ่ง
การน้ามาผลิตอาหารโดยวิธีการตรึงยังมีการศึกษาไม่มาก สถาบันวิทยาศาสตร์ทางทะเลได้ท้าการวิจัย
จ้าแนกชนิดยีสต์ทะเลมาระยะหนึ่ง (Srivibool et al, 2011) และได้ทดลองสกัดสารจากยีสต์ทะเล
เหล่านี  พบว่ามีสารอาหารที่เป็นประโยชน์ต่อสัตว์น ้า antioxidant สารสี กรดไขมันที่จ้าเป็นแก่
ร่างกาย และสารที่ช่วยในการกระตุ้นภูมิคุ้มกัน เช่น เมมเบรนจากยีสต์  เป็นต้น ซึ่งคุณสมบัติเหล่านี 
เหมาะที่จะน้ามาใช้ประโยชน์ในการเพาะเลี ยง  
 นอกจากนี จากงานวิจัยของคณะผู้วิจัย (สุพรรณี ลีโทชวลิต และคณะ, 2554) พบว่าเมื่อท้า
การฉีดวัคซีนเชื อตายของโปรโตซัว Cryptocaryon irritans เข้าสู่ปลาทดลอง พบว่าวัคซีนนี สามารถ
กระตุ้นภูมิคุ้มกันของปลาต่อโรคจุดขาวน ้าเค็มได้มากขึ น แต่หากต้องการน้ามาใช้ในอุตสาหกรรมการ
เพาะเลี ยงปลาทะเลสวยงามที่มีขนาดเล็ก การน้าวัคซีนหรือยีสต์ฉีดเข้าสู่ตัวปลาอาจก่อให้เกิดความ
เสียหายต่อปลาได้ ดังนั นเพื่อเป็นการกระตุ้นภูมิคุ้มกันให้แก่ปลาโดยวิธีการกินจึงเป็นวิธีที่ปลอดภัย
และไม่ก่อให้เกิดความเสียหายต่อปลาสวยงามขนาดเล็ก แตก่ารให้วัคซีนโดยวิธีการให้กินนั น วัคซีน
อาจจะถูกท้าลายในกระเพาะอาหารก่อนจะถูกดูดซึมไปใช้ประโยชน์ทั งหมดที่ล้าไส้หากใช้วัสดุและ
เทคนิคไม่เหมาะสม ซึ่งในปัจจุบันนี มีเทคนิควิธีการตรึงเพ่ือที่จะตรึงสารที่ส้าคัญไว้ภายใน และไม่ให้
รั่วไหลออกมาภายนอกก่อนเวลาที่ต้องการ ดังนั นในอุตสาหกรรมการเพาะเลี ยงสัตว์น ้า จึงไดพ้ยายาม
ใช้เทคนิคการตรึงในการผลิตอาหารส้าเร็จรูป ในรูปแบบต่างๆ เช่น microsphere diets, 
microencapsulated diets หรือ microparticulated diets (Lazo, 2000; Teshima, Ishikawa 

http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%99%E0%B9%89%E0%B8%B3%E0%B8%88%E0%B8%B7%E0%B8%94
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%99%E0%B9%89%E0%B8%B3%E0%B8%81%E0%B8%A3%E0%B9%88%E0%B8%AD%E0%B8%A2
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%99%E0%B9%89%E0%B8%B3%E0%B8%88%E0%B8%B7%E0%B8%94
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%99%E0%B9%89%E0%B8%B3%E0%B8%81%E0%B8%A3%E0%B9%88%E0%B8%AD%E0%B8%A2
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และ Koshio, 2000; Koven, et al, 2001; Kolkovski, S. 2004) หรือการใช้เทคนิคการตรึงในการ
ป้องกันรักษาโรค เช่น การพัฒนาวัคซีนรักษาโรคโดยวิธีการให้กิน แทนการแช่ หรือการใช้สารเคมี
รักษาโรค (Polk et al, 1994)  
 ในโครงการนี คณะผู้วิจัยได้ทดสอบการตรึงยีสต์และโปรโตซัวเมื่อท้าการทดสอบการรั่วไหล
ของสารที่ส้าคัญพบว่าเทคนิคการตรึงนี สามารถใช้ได้กับยีสต์และโปรโตซัวที่ใช้ในการกระตุ้นภูมิคุ้มกัน 
ดังนั นเพ่ือให้บรรลุวัตถุประสงค์ขั นต่อไป คณะผู้วิจัยจะท้าการผลิตอาหารด้วยเทคนิคการตรึงเพ่ือน้า
อาหารนั นมาทดลองให้ปลากะพงขาวกิน และท้าการตรวจสอบภูมิคุ้มกันระหว่างท้าการเลี ยงด้วย
อาหารดังกล่าว และระหว่างการเผชิญเชื อ Cryptocaryon irritans  
 
วัตถุประสงค์ของโครงกำรวิจัย 
 วัตถุประสงค์ทั่วไปในการศึกษาคือการผลิตวัคซีนจากปรสิต Cryptocaryon irritans และ
จุลินทรีย์อื่นที่มีประโยชน์ โดยเทคนิคการตรึง เพื่อใช้ในการป้องกันโดยวิธีการให้กิน โดยมี
วัตถุประสงค์หลักคือ 
 1.  เพ่ือผลิตวัคซีนจากปรสิต Cryptocarryon irritans ระยะ theront และจากยีสต์ 
Pichia sp.  ที่แยกได้จากน ้าทะเล 
 2.  เพ่ือเตรียมอาหารที่เสริมวัคซีนโดยเทคนิคการตรึงสารอาหารไม่ให้ละลายออกมาในน ้า
และอาหารนั นไม่เป็นอันตรายต่อสัตว์น ้า 
 3.  เพ่ือกระตุ้นภูมิคุ้มกันต่อเชื อปรสิต Cryptocarryon irritans โดยใช้อาหารที่เสริม
วัคซีนทดสอบในปลาเศรษฐกิจ  
 
ขอบเขตของโครงกำรวิจัย 
 1.  งานเก็บรวบรวมปรสิต Cryptocarryon irritans และท้าการเลี ยงปรสิตระยะต่างๆ  
ให้ได้ปริมาณมากเพ่ือใช้ผลิตวัคซีน 
 2.  เตรียมวัคซีนจากปรสิตระยะ trophont เชื อตาย และยีสต์ โดยใช้เทคนิคการตรึง
(encapsulation) 
 3.  งานผลิตอาหารเสริมวัคซีนส้าหรับใช้ในการเลี ยงปลา  
 4.  งานทดสอบอาหารที่ผลิตได้ในข้อ 3 ส้าหรับเลี ยงปลากะพง                 
 5.  ตรวจหาการเปลี่ยนแปลงของโปรตีนในซีรัมของปลาเมื่อได้รับอาหารที่เสริมวัคซีนในข้อ 
4  ตรวจวัดปริมาณโปรตีน  ปริมาณไลโซไซม์ และตรวจวัดระดับแอนติบอดี (IgM) ในซีรัม  โดย
เทคนิค ELISA    
 6.  ศึกษารูปแบบของแอนติบอดีโดยเทคนิคพอลิอะคริลาไมด์เจลอิเล็คโตรโฟรีซีส  
(SDS-PAGE) 
 7.  ตรวจสอบอัตราการรอดของปลาจากการทดสอบการเผชิญเชื อ Cryptocaryon 
irritans ระยะ theront ในปลากะพงขาวที่ได้รับการกระตุ้นภูมิคุ้มกันจากอาหารที่มีวัคซีน  
          
 



บทท่ี 2 
ทฤษฎีและงานวิจัยที่เกีย่วข้อง 

 
ระบบภูมิคุ้มกันของปลาทะเล 
 ระบบภูมิคุ้มกันของสัตว์มีกระดูกสันหลังเกี่ยวข้องกับการตอบสนองทั้งระบบภูมิคุ้มกันโดย
ก าเนิด (innate immune response) ซึ่งไม่จ าเพาะเจาะจงกับสิ่งแปลกปลอม  และระบบภูมิคุ้มกัน
แบบจ าเพาะเจาะจง (acquired immune response) ซึ่งการตอบสนองที่เกิดขึ้นมีความจ าเพาะต่อ
สิ่งแปลกปลอม โดยภูมิคุ้มกันโดยก าเนิดเป็นด่านแรกในการป้องกันการติดเชื้อมีความแตกต่างจาก
ภูมิคุ้มกันแบบจ าเพาะทั้งเวลาในการตอบสนองซึ่งเร็วกว่า มีความจ าเพาะกับโมเลกุลที่ประกอบกัน
เป็นตัวเชื้อโรค ไม่มีความจ า และมีความหลากหลายน้อยกว่า ความสามารถ ในการป้องกันตัวเองของ
ปลาเริ่มจากผิวหนังและเหงือกซึ่งเป็นด่านแรกที่ปรสิต รา  หรือแบคทีเรียจะเข้าสู่ตัวปลา  ดังนั้นปลา
ต้องป้องกันตัวเองโดยโครงสร้างทางกายภาพและทางเคมี  มีการหลั่งเมือกออกมาโดยเซลล์กอบเลต 
(goblet cells) ในเมือกปลาพบโมเลกุลที่เกี่ยวข้องกับการป้องกันตัว  เช่น อิมมูโนโกลบูลิน ไลโซไซม์  
และเลคติน (Fujita, 2002; Ewart et al., 2001; Trot et al., 2003 )  ส่วนในระบบภูมิคุ้มกันในน้ า
เลือดเกิดจากการหลั่งโปรตีนหลายๆ ชนิดจากทั้งเซลล์เม็ดเลือดและเนื้อเยื่อเข้า สู่น้ าเลือด 
(hemolymph)  โดยโปรตีนมีความสามารถในการยับยั้ง (inhibition)  เหนี่ยวน า (act as 
opsonins) หรือท าลายสิ่งแปลกปลอมไม่ให้ท าอันตรายต่อระบบต่างๆ ของร่างกาย  ได้แก่  
transferrin , toxins, lectins, agglutinins of a nonimmunoglobulin nature, C-reactive 
protein,  lysozyme, Interferon, Non-enzymatic lysins, Enzyme inhibitors และ
Complement เป็นต้น (Pastoret et al.,1998; Trot et al., 2004; Alvarez-Pellitero, 2008)  
ส าหรับระบบภูมิคุ้มกันแบบจ าเพาะของปลากระดูกแข็งไม่ซับซ้อนเท่าในสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนม โดย
พบอิมมูโนโกลบูลิน เพียงไม่กี่ชนิดได้แก่ IgM และ IgD ในขณะที่สัตว์เลี้ยงลูกด้วยนมมีถึง 5 ชนิด 
ได้แก่ IgG, IgM, IgE, IgA และ IgD (Anderson, 1990)  ด้วยเหตุที่ระบบภูมิคุ้มกันปลามีพัฒนาการที่
ไม่ดีนัก  ดังนั้นปลาจึงต้องใช้ระบบภูมิคุ้มกันที่มีความหลากหลายแตกต่างสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนม   
ซึ่ง Trot et al. (2004) ได้สรุปไว้ว่าระบบภูมิคุ้มกันแบบไม่จ าเพาะเจาะจงในปลาดูเหมือนว่าจะมี
ความส าคัญในการตอบสนองต่อการติดเชื้อมากกว่าระบบภูมิคุ้มกันแบบจ าเพาะเจาะจง 
 ระบบภูมิคุ้มกันของสัตว์น้ ายังไม่มีการศึกษากันอย่างเป็นระบบแพร่หลายมากนัก เมื่อ
เปรียบเทียบกับสัตว์มีกระดูกสันหลังชั้นสูง เนื่องจากสัตว์น้ ามีความหลากหลายทางวิวัฒนาการสูงมาก 
ปลากระดูกแข็ง (teleost) จัดเป็นสัตว์น้ าที่มีการศึกษาระบบภูมิคุ้มกันมากกว่าสัตว์น้ าชนิดอ่ืนๆ ซึ่ง
พบว่ามีลักษณะคล้ายกับสัตว์มีกระดูกสันหลังชั้นสูง (Anderson, 1990) เนื่องจากมีการจดจ าและ
ตอบสนองต่อสิ่งแปลกปลอมด้วยการเพ่ิมจ านวนเม็ดเลือดขาว หรือมีการสร้างและหลั่งโปรตีนที่ท า
หน้าที่เกี่ยงข้องกับระบบภูมิคุ้มกัน จากการศึกษาที่ผ่านมาพบว่าปลากระดูกแข็งที่มีระบบภูมิคุ้มกัน
ทั้ง ๒ แบบ คือ แบบไม่จ าเพาะ (non-specific หรือ innate) และแบบจ าเพาะ (specific หรือ 
adaptive) (ประพฤดิดี, 2550)  
 ระบบภูมิคุ้มกันแบบไม่จ าเพาะของปลาแบ่งออกเป็น 3 ส่วนคือ 
 1.  Physical barriers ประกอบด้วย เกล็ด ผิวหนัง เมือกและเหงือก ส่วนต่างๆ เหล่านี้ 
เป็นปราการด่านแรกที่ใช้ในการป้องกันสิ ่งแปลกปลอมที่จะเข้าสู ่ตัวปลา  (Ingram, 1980; 
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Shepaed, 1994; Ellis, 2001) ที่เมือกของปลาจะประกอบด้วย lectins, pentraxins,    The 
mucus of fish contains lectins, pentraxins, lysozymes, complement proteins, 
antibacterial peptides และ immunoglobulin M (IgM) เป็นต้น ส่วนประกอบเหล่านี้มีหน้าที่
ส าคัญในการป้องกันการติดเชื้อของปลา (Alexander and Ingram, 1992; Rombout et al., 1993; 
Aranishi and Nakane, 1997; Boshra et al., 2006; Saurabh and Sahoo, 2008) นอกจากนี้ชั้น
ของหนังก าพร้าสามารถตอบสนองการรุกล้ าของเชื้อโรคที่จะเข้าสู่ร่างกายโดยการเพ่ิมจ านวนเซลล์ขึ้น 
ซึ่งความสมบูรณ์ของเซลล์มีความส าคัญต่อสมดุลออสโมติก (Hibiya, 1994) 
 2.  Humoral components ประกอบด้วยโมเลกุลต่างๆ ได้แก่  
  2.1  Aggutinins และ precipitin เช่น lectin like, C-type lectin และ 
pentraxines (C-reative protein; CRP) ก่อให้เกิดการจับกลุ่มของเซลลแปลกปลอมและตกตะกอน
ในที่สุด  
  2.2  Lytic enzymes เช่น lysozymes, chitinases, cathepsins มีท าหนาที่ในการย
อยท าลายผนังเซลลแบคทีเรีย  
  2.3  Growth inhibitors เช่น transferrin (iron binding protein), interferon (IFN) 
และ Mx protein ท า หนาทีใ่นการยับยั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย หรือไวรัส  
  2.4  Protease inhibitors เช่น a-2 macroglobulin มีหนาทีค่รอบคลุมกวาง  
 3.  Cellular components ในปลากระดูกแข็งจะมี non specific cells components 
เช่น phagocytic cells, granulocyte (neutrophils), monocytes (macarophages), และ 
nonspecific cytotoxic cells (NCC)  คล้ายกับในสัตวเลี้ยงลูกดวยนม (ประพฤดิดี, 2550)   
 ระบบภูมิคุ้มกันแบบจ าเพาะ (Adaptive immune system) ประกอบด้วย 
 1.  สารน้ า ได้แก่ อิมมูโนกลอบูลินหรือแอนติบอดี ทีท่ าหน้าที่ป้องกันการติด 
เชื้อในซีรั่มและบริเวณเยื่อบุต่างๆ 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 มีหน้าที่กระตุ้นการท างานของเซลล์อ่ืน (Toda et al., 2011) ส่วน B cells 
ท าหน้ที่ส าคัญต่อ humoral response (ประพฤดิดี, 2550)   
 
ชีววิทยาปลากะพงขาว 
 1.  การจัดล าดับทางอนุกรมวิธาน 
 ปลากะพงขาว มีชื่อทางวิทยาศาสตร์คือ Lates calcarifer ชื่อสามัญ Giant sea perch   
และมีชื่อพ้องอีกหลายชื่อ เช่น Seabass, White seabass, Silver seabass, Giant perch, Plamer, 
Cock-up และ Two-finned seabass (Rabanal and Soesanto, 1982) พบแพร่กระจายอยู่ทั่วไป
ในเขตร้อน และกึ่งร้อนบริเวณทวีปเอเชีย เป็นปลา 2 น้ า โดยวัยอ่อนจะอาศัยอยู่ในน้ าจืด และจะ
อพยพไปในทะเลเมื่อเจริญพันธุ์และต้องการวางไข่ ปลากะพงขาวสามารถจัดล าดับทางอนุกรมวิธาน
ดังนี้ 
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Phylum  Chordata  
 Sub-phylum  Vertebrata 
  Sub-class  Teleostomi 
   Order  Percomorphi 
    Family  Centropomidae 
     Genus  Lates 
      Species  calcarifer  
 

 
 

ภาพที ่2.1 ลักษณะปลากะพงขาว Lates calcarifer 
 

 2.  ลักษณะท่ัวไป 
 ปลากะพงขาวมีลักษณะล าตัวค่อนข้างยาวและหนา ล าตัวแบนด้านข้าง บริเวณไหล่จะโค้ง
มน ส่วนตัวจะลาดชันและเว้า ขากรรไกรล่างยาวกว่าขากรรไกรบนเล็กน้อย ปากกว้าง ขอบปากบน
เป็นแผ่นใหญ่ แยกเป็นแนวตอนต้นและตอนท้ายอย่างชัดเจน บริเวณส่วนของปากสามารถยืดหดได้
บ้าง มีฟันที่มีความละเอียดเรียงอยู่บนขากรรไกรทั้งบนและล่างถึงเพดานปาก ตามีขนาดกลาง ไม่มี
เยื่อท่ีเป็นไขมันหุ้ม แผ่นแก้มมีขนาดใหญ่ ขอบหลังมีหนาม 4 ซี่ และเรียงตามด้วยซี่เล็ก ๆ ตลอดแนว
สันหลัง ด้านบนส่วนหัวและบนแผ่นเหงือกมีเกล็ดขนาดต่าง ๆ กัน เกล็ดบริเวณล าตัวมีขนาดใหญ่ 
ด้านหลังมีสีเทาเงินหรือเขียวปนเทา บริเวณท้องมีสีเงินแกมเหลือง บริเวณด้านข้างของล าตัวมีสีเงิน 
ครีบหลัง ครีบก้น ครีบหาง มีสีเทาปนด าบาง ๆ มีครีบหลัง 2 ตอน ตอนแรกอยู่ตรงกับครีบท้อง มีก้าน
ครีบแข็ง 7-8 ก้าน เชื่อมต่อด้วยเยื่อบาง ๆ ส่วนตอนหลังนั้นจะแยกจากตอนแรกอย่างชัดเจน มีก้าน
ครีบแข็ง  1 ก้าน ก้านครีบอ่อนมี 10-11 ก้าน ครีบหูและครีบอกยาวไม่ถึงรูก้น ครีบก้นมีต าแหน่ง
ใกล้เคียงกับครีบหลังตอนที่ 2 ซึ่งประกอบด้วยก้านครีบแข็ง 3 ก้าน ก้านครีบอ่อน 7-8 ก้าน ข้อหาง
สั้น ครีบหางค่อนข้างกลม เส้นข้างตัวโค้งไปตามแนวสันหลัง มีเกล็ดบนเส้นข้างล าตัว  52-61 เกล็ด 
(Blaber, Milton และ Salini, 2008) 
 3.  การแพร่กระจาย 
 ปลากะพงขาวเป็นปลาน้ ากร่อยขนาดใหญ่ที่สุด เจริญเติบโตได้ดีในน้ ากร่อยและน้ าจืด  คือ
ในช่วงชีวิตของปลากะพงขาวจะมีการเคลื่อนย้ายไปมาระหว่างแหล่งน้ าจืด และน้ าเค็ม ปลากะพงขาว
จะผสมพันธุ์และวางไข่ในน้ าทะเลที่มีความเค็มประมาณ 28-32 ppt ในทะเลที่มีความลึก หลังจากนั้น
ไข่จะถูกพัดพาเข้าสู่บริเวณชายฝั่ง และฟักออกเป็นตัว ลูกปลากะพงขาวที่ฟักออกเป็นตัว จะด ารงชีวิต
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ในน้ ากร่อยและในน้ าจืด จนมีอายุได้ 2-3 ปี มีขนาด 3-5 กิโลกรัม จะเคลื่อนตัวออกสู่ทะเล เพ่ือท า
การผสมพันธุ์และวางไข่ต่อไป 
 ปลากะพงขาวขนาดใหญ่จะอาศัยอยู่ในแหล่งน้ าที่ไม่ห่างไกลออกไปจากฝั่งมากนัก เป็น
ปลาเขตร้อนที่มีการแพร่ กระจายอยู่ในอาณาเขตที่ค่อนข้างกว้างมาก โดยพบปลากะพงขาวตามล าน้ า
ที่ติดต่อกับฝั่งทะเลของประเทศต่าง ๆ ในแถบตะวันออกเฉียงใต้และตะวันออกไกล ตั้งแต่บริเวณตอน
ใต้ของประเทศจีนจนถึงอ่าวเปอร์เซียในน่านน้ าประเทศปากีสถาน อินเดีย ศรีลังกา มาเลเซีย พม่า 
ไทย กัมพูชา เวียดนาม ฟิลิปปินส์ ออสเตรเลีย และแถบอ่ืน ๆ ของโลก ที่มีสภาพแวดล้อมเหมาะสม
ต่อการเจริญเติบโต และแพร่ขยายพันธุ์ อย่างไรก็ตามปลากะพงขาวพบมากบริเวณปากแม่น้ าล าคลอง 
ปากทะเลสาบและปากอ่าวบริเวณที่เป็นป่าชายเลนที่มีน้ าเค็มท่วมถึง โดยจะพบอยู่ทั่วไปในภูมิภาค
เอเชียตะวันออกเฉียงใต้ นับตั้งแต่พม่า ไทย มาเลเซีย เวียดนาม และแถบชายฝั่งทะเลของจีน 
 ส าหรับประเทศไทยพบปลากะพงขาวแพร่กระจายอยู่ในแถบจังหวัดชายทะเลทั้งฝั่งอ่าว
ไทยและฝั่งทะเลอันดามัน อาศัยอยู่ในแหล่งน้ าที่ไม่ห่างไกลออกไปจากชายฝั่งมากนัก โดยอาศัยอยู่ชุก
ชุมตามปากแม่น้ า ล าคลองและปากทะเลสาบ สามารถอาศัยและเจริญเติบโตในแหล่งน้ าจืดได้อีกด้วย 
จัดเป็นปลาประเภทสองน้ าอย่างแท้จริงแต่เม่ือเข้าสู่วัยเจริญพันธุ์ต้องอพยพถิ่นฐานไปสู่ปากแม่น้ าและ
สืบพันธุ์วางไข่ในทะเลต่อไปเช่นเดียวกับกุ้งก้ามกรามจะวางไข่ในน้ ากร่อย แหล่งที่พบปลากะพงขาวใน
พ้ืนที่จังหวัดระยอง ชลบุรี สมุทรปราการ สมุทรสงคราม ประจวบคีรีขันธ์ เพชรบุรี ชุมพร ระนอง 
กระบี่สุราษฎร์ธานี สงขลานครศรีธรรมราช ปัตตานี นราธิวาส พังงา ตรังและสตูล เป็นต้น (ยุพินท์ 
วิวัฒนชัยเศรษฐ์, 2542) 
 4. อาหารปลากะพง 
 จากบทความของ Boonyaratpalin และ Williams (2002) ที่กล่าวว่าปลากะพงขาวเป็น
ปลากินเนื้อที่ต้องการอาหารที่มีโปรตีนอยู่ในช่วง 40 และ 50% (NRC, 1993; Catacutan และ 
Coloso, 1995) และความต้องการคาร์โบไฮเดรตอยู่ที่ 20% และไขมันจะอยู่ในช่วง 6-18%  
 
ชีววิทยาของ Cryptocaryon irritans 

 1.  การจัดล าดับทางอนุกรมวิธาน 
 ปรสิตที่ท าให้เกิดโรคจุดขาวน้ าเค็ม มีชื่อวิทยาศาสตร์คือ Cryptocaryon irritans เป็น
ปรสิตกลุ่มโปรโตซัวซิลิเอต สามารถจัดจ าแนกปรสิต C. irritans (Colorni, 1987; Colorni และ 
Burgess, 1997) ตามล าดับอนุกรมวิธานดังนี้ 

Domain  Eukaryota 
 Kingdom  Chromalveolata 
  Superphylum  Alveolata 
    Phylum  Ciliophora 
    Class  Prostomatea   
     Genus  Cryptocaryon 
       Species  irritans 

http://en.wikipedia.org/wiki/Eukaryote
http://en.wikipedia.org/w/index.php?title=Prostomatea&action=edit&redlink=1
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ภาพที่ 2.2 วงชีวิตของ Cryptocaryon irritans (Colorni, 1987) 

 
 2.  ลักษณะท่ัวไป 
 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของโปรโตซัวชนิดนี้ที่ได้จากปลาทะเลที่เก็บมาจากธรรมชาติจาก 
SE Queenlad, Australia เมื่อมาศึกษาภายใต้กล้องจุลทรรศน์อิเลคตรอน ทั้ง SEM และ TEM 
พบว่า ระยะโทรฟอนต์ มี apical cytostome และ post-oral groove circumoral cirri ของโทร
ฟอนต์และธีรอนต์ ประกอบด้วย dikinetids (Diggles และ Adlard, 1997)   
 วงจรชีวิตของพยาธิชนิดนี้ประกอบด้วยระยะต่าง ๆ ดังแสดงในรูปที่ 2-2 ได้แก่ระยะที่
ก่อให้เกิดโรคที่เรียกว่า ระยะโทรฟอนต์ ระยะนี้พยาธิจะอาศัยเกาะบนตัวปลาหรือซี่เหงือก ประมาณ 
3–7 วัน เมื่ออุณหภูมิอยู่ที่ 23–30 องศาเซลเซียส อาศัยกินเนื้อเยื่อ เมือกของปลา (Cheung, Nigrelli 
และRuggieri, 1979; Burgess และ Matthew, 1994; Colorni, 1985, 1987; Yoshinaga และ 
Dickerson, 1994) ต่อมาจะเข้าสู่ระยะสืบพันธุ์คือระยะโทรฟอนต์ แล้วหลุดออกจากตัวปลาและเข้าสู่
ระยะที่เรียกว่าโพรโทมอนต์ ระยะนี้พยาธิจะคืบคลานไปบนพ้ืนก้นตู้หรือวัสดุ ใช้เวลาประมาณ 2–8 
ชั่วโมง หรืออาจกินเวลานานถึง 18 ชั่วโมง หลังจากหลุดออกจากตัวปลา เมื่อโพรโทมอนต์ลงเกาะกับ
พ้ืนผิววัตถุ จะเริ่มสร้างซีสต์มาหุ้มตัวเพ่ือเข้าสู่ระยะโทมอนต์ ภายในโทมอนต์  ซึ่งเป็นระยะที่เป็นซีสต์ 
ใช้เวลา 3–28 วัน ที่อุณหภูมิ 24–27 องศาเซลเซียส ภายในโทมอนต์ จะมีการแบ่งเซลล์เพ่ือได้ระยะที่
เรียกว่าโทไมต์ โดยที่ 1 โทมอนต์ จะได้ประมาณ 200 โทไมต์ หรือมากกว่า ต่อมาโทไมต์ จะออกจาก
ซีสต์และเจริญเป็นระยะธีรอนต์ ซึ่งเป็นระยะที่พร้อมจะเข้าเกาะที่ซี่เหงือกและผิวตัวของปลา จากการ
ที่ซีสต์ของปรสิตชนิดนี้สามารถแบ่งเซลล์จนได้เซลล์ลูกได้ถึง 200 เซลล์ จึงท าให้การแพร่ขยายของ
โรคเป็นไปได้อย่างรวดเร็ว (สถาพร และจูอะดี, 2527) 
 จากการศึกษาของ Cheung และคณะ (1979) ได้ศึกษาถึงผลของอุณหภูมิและความเค็ม
ต่อวงจรการสืบพันธุ์ของ C. irritans โดยน าระยะโทรฟอนต์ของโปรโตซัวชนิดนี้ที่ได้จากปลาสลิดหิน
สามจุด (Damselfish, Dascyllus trimaculatus) เก็บไว้ที่อุณหภูมิ 7-37 องศาเซลเซียส เพ่ือสังเกต
การสร้างซีสต์และพัฒนาการของโทไมต์ พบว่าที่อุณหภูมิ 30, 25 และ 20 องศาเซลเซียส ที่เวลา 16  
ชั่วโมง การสร้างซีสต์ของโทฟอนต์อยู่ที่ร้อยละ70, 77 และ 64 ตามล าดับ และที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส มีการสร้างซีสต์ร้อยละ 44 และท่ีอุณหภูมิ 7 องศาเซลเซียส การสร้างซีสต์เหลือเพียงร้อยละ 
10 ส าหรับอุณหภูมิที่สูงที่สุดคือ 30 องศาเซลเซียส โปรโตซัวจะออกจากซีสต์ร้อยละ 50 ภายในเวลา 
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5 วัน และร้อยละ 100 ภายในเวลา 7 วัน ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส จากนั้นระยะโทไมต์เริ่มออก
จากซีสต์ในวันที่ 8 และวันที่ 9 พบร้อยละ 60 และ 70 ที่อุณหภูมิประมาณ 20 องศาเซลเซียส ระยะ
โทไมต์ ร้อยละ10 จะเริ่มออกจากซีสต์ในวันที่ 9 และร้อยละ 40 ในวันที่ 10 การออกจากซีสต์จะไม่
เกิดข้ึนถ้าอุณหภูมิอยู่ที่ 37 องศาเซลเซียส และ 7 องศาเซลเซียส ซีสต์ที่แตกออกจากโทมอนต์ใหม่ ๆ 
จะถูกน าไปใส่ในน้ าทะเลที่ความเค็มต่างกัน และรักษาอุณหภูมิให้อยู่ในช่วง 7–37 องศาเซลเซียส โดย
พบว่าในน้ าที่มีความเค็มต่ า เช่น 16 ppt หรือต่ ากว่า 16 ppt จะท าให้โทมอนต์แตกออก โดยโท
มอนต์ร้อยละ 30 เริ่มแตกออกทันทีที่อุณหภูมิ 30, 25 และ 7 องศาเซลเซียส ในความเข้มข้นน้ าทะเล
ร้อยละ 50 ในขณะที่โทมอนต์ร้อยละ 25 เริ่มแตกออกทันทีที่อุณหภูมิ 30 และ 25 องศาเซลเซียส ใน
ความเข้มข้นน้ าทะเลร้อยละ 25 อย่างไรก็ตามไม่พบพัฒนาการของซีสต์ในความเข้มข้นน้ าทะเลเหล่านี้ 
ดังนั้นจึงสรุปได้ว่าร้อยละการแตกออกของโทมอนต์จะสูงขึ้นเมื่อลดความเค็มลงเรื่อย ๆ (Dan และ
คณะ, 2006)   
 3.  ระดับความไวในการติดเชื้อ (Host susceptibility) 
 C. irritans เป็นปรสิตที่ไม่ต้องการความจ าเพาะของเจ้าบ้าน ส าหรับปลาที่เลี้ยง (Burgess 
และ Matthews, 1995) แต่ในธรรมชาติ Diggles และ Lester (1996) พบว่าปรสิตชนิดนี้มีความ 
จ าเพาะของเจ้าบ้านค่อนข้างสูง ดังนั้นจึงสามารถก่อให้เกิดโรคในปลาทะเลกระดูกแข็งได้เกือบทุก
ชนิด  ส่วนปลากระดูกอ่อน เช่น ปลาฉลามและปลากระเบนจะมีความต้านทานต่อการเกิดโรคได้ดี 
(Colorni และ Burgess, 1997) แม้ว่าพยาธิชนิดนี้สามารถก่อให้เกิดโรคในปลาทะเลได้ทุกชนิด แต่
ระดับความไวในการก่อให้เกิดโรคในปลาแต่ละชนิดจะแตกต่างกันไป (Lipton, 1993) โดยพบว่าปลา
ในกลุ่ม surgeonfishes, blue regal/ hippo tang (Paracanthurus hepatus) มีระดับความไวใน
การติดโรคสูงมาก ปลาทะเลที่มีระดับความไวรองลงมา เช่น ปลาที่อยู่ในกลุ่มปลาปักเป้า  cowfish, 
boxfish และ pufferfish จากการศึกษาผลกระทบของปรสิต C. irritans ต่อปลากะรังลายเสือ 
(Sebastiscus marmoratus) โดยการให้ปลาดังกล่าว เผชิญเชื้อ theronts ของปรสิต จ านวน 
2500, 5000, 7500, 10,000,  20,000, และ 30,000 ตัว/ปลา 1 ตัว ตามล าดับ (น้ าหนัก 45 ± 3 g.) 
ท าการตรวจสอบอัตรารอด การกินอาหาร อัตราการหายใจ  ความเข้มข้นของ serum ion และ 
กิจกรรม Na+/K+-ATPase ของเหงือก พบว่าอัตรารอดของปลาจะลดต่ าลงเมื่อเวลาเพ่ิมขึ้น โดยปลา
ในกลุ่มที่เผชิญเชื้อ มากกว่า 5,000 theronts/ตัว จะหยุดกินอาหารภายใน 4 วัน อัตราการหายใจ
ของปลากลุ่มที่เผชิญเชื้อ 2,500 และ 5000 theronts/ตัว จะเพ่ิมขึ้นหลังจากนั้นจะเริ่มลดลง ในทาง
กลับกันกลุ่มที่เผชิญเชื้อมากกว่า 7,500 theronts/ตัว อัตราการหายใจจะเพ่ิมขี้นมากกว่ากลุ่ม
ควบคุมอย่างมีนัยส าคัญภายใน 12 ชั่วโมง ส าหรับกิจกรรม Na+/K+-ATPase และความเข้มข้นของ 
serum Na+ and Cl- จะเพ่ิมขึ้นในกลุ่มที่ปลาเผชิญเชื้อจ านวนมากขึ้น จากงานวิจัยนี้ผู้วิจัยสรุปว่า
ปลาสามารถฟ้ืนตัวจากโรคได้หากเผชิญเชื้อในปริมาณที่ต่ า แต่เมื่อเพ่ิมปริมาณเชือสูงขึ้นปลาจะเริ่มมี  
อาการเครียด ดังนั้นอาการของโรคในเลื้องต้นอาจสังเกตได้จากการกินอาหารลดลงและมีการหายใจถ่
ขึ้น (Yin et al., 2014) 
 
กรดไขมันจากยีสต์ 
 ยีสต์จัดเป็นสิ่งมีชีวิตในอาณาจักรฟังไจ (fungi) และอยู่ ในไฟลัมแอสโคไมโคตา 
(Ascomycota)  ยีสต์เป็นราที่มีเซลล์เดียว ซึ่งเซลล์อาจจะมีลักษณะกลม หรือรูปไข่ หรือบางทีอาจ
พบอยู่ในลักษณะหลายเซลล์ต่อกันสั้นๆ หรือลักษณะคล้ายเส้นใยและมีการแตกกิ่งแขนง พบว่ามี
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คาร์โบไฮเดรตเป็นองค์ประกอบของเซลล์ ผนังเซลล์ โดยในยีสต์ทั่วไปมีส่วนของผนังเซลล์อยู่ประมาณ
ร้อยละ 30 ของน้ าหนักเซลล์แห้ง และมักมีพอลิแซ็กคาไรด์กลูแคนและแมนแนนอยู่ถึงร้อยละ 90 ของ
ผนังเซลล์ ส่วนปริมาณไขมันที่พบในเซลล์ยีสต์จะผันแปรตามชนิดของยีสต์  
 ยีสต์มีลิปิดในการท าหน้าที่ของเยื่อหุ้มเซลล์และโครงสร้างของเยื่อหุ้มเซลล์ ยีสต์ที่มีลิปิด
สะสมอยู่ในเซลล์มากกว่าร้อยละ 20 ของชีวมวล เช่น Rhodotorula spp., Lipomyces starkeyi, 
Crytococcus curvatus และ Yarrowia lipolytica ซึ่งยีสต์แต่ละชนิดสามารถสะสมลิปิดได้สูงถึง                   
ร้อยละ 40-70 ของชีวมวล โดยปริมาณลิปิดที่สร้างขึ้นจะแตกต่างกันตามสายพันธุ์และสภาวะการ
เลี้ยง  จากการศึกษาส่วนใหญ่พบว่ายีสต์สามารถสะสมไขมันได้มาก มีการเจริญรวดเร็ว และมีส่วน
ของไทรเอซิลกลีเซอรอลที่มีกรดไขมันไม่อ่ิมตัวมากซึ่งคล้ายกับกรดไขมันในน้ ามันพืช (สาวิตรี ลิ่มทอง, 
2549) เดิมยีสต์ได้รับความสนใจน้อยแต่ในขณะนี้ได้รับความสนใจมากขึ้นเพราะยีสต์สามารถใช้แหล่ง
คาร์บอนที่มีราคาถูก โดยใช้ทั้งแหล่งคาร์บอนที่ชอบน้ า (hydrophilic carbon source) และแหล่ง
คาร์บอนทีไม่ชอบน้ า (hydrophilic carbon source) ยีสต์ผลิตกรดไขมันตั้งแต่คาร์บอน 8 อะตอม
จนถึงคาร์บอน 24 อะตอม ซึ่งกรดไขมันส่วนใหญ่ที่พบในยีสต์จะพบกรดไขมันไม่อ่ิมตัวพันธะเดี่ยว 
ส าหรับไขมันไม่อ่ิมตัวเชิงซ้อนที่พบจะเป็น กรดไลโนเลอิก (linoleic acid, C18:2), กรดไลโนเลนิก 
(linolenic acid, C18:3) ตัวอย่างเช่น Candida, Crytococcus, Hansenula, Lipomyces และ 
Rhodotorula (Zelles, 1997)  
 
การกระตุ้นระบบภูมิคุ้มกันของปลา 
 การศึกษาของ Yambot และ Song (2006) มีการศึกษาเกี่ยวกับการกระตุ้นภูมิคุ้มกันของ
ปลากะรังจุดส้ม (Epinephelus coioides) ในการป้องกันการติดเชื้อปรสิต C. irritans การกระตุ้น
ภูมิคุ้มกันของปลากะรังจุดส้มท าโดยให้ปลาสัมผัสกับเชื้อปรสิต C. irritans ระยะ theront ซึ่งได้จาก
ระยะ tomont และโดยการฉีดเชื้อตายซึ่งประกอบด้วย C. irritans ระยะ theront ที่ถูกฆ่าด้วย
ฟอร์มาลีนเข้าทางช่องท้อง  จากการตรวจสอบค่าไตเตอร์ของแอนติบอดีในเมือกโดยเทคนิค ELISA  
พบค่าไตเตอร์สูงในลูกปลากะรังจุดส้มอย่างมีนัยส าคัญ เมื่อเปรียบเทียบกับปลากะรังจุดส้มตวัเต็มวยั
หลังจากสัมผัสกับ C. irritans ระยะ theront เป็นเวลา 3 สัปดาห์เปรียบเทียบกับค่าไตเตอร์ก่อนการ
เผชิญ (กลุ่มที่ไม่ได้รับการกระตุ้นจากเชื้อปรสิต) นอกจากนี้ปรสิตระยะ tomont ที่ได้จากปลากะรัง
จุดส้มตัวเต็มวัยหลังจากได้รับการกระตุ้น 3 สัปดาห์จะมีจ านวนน้อยกว่า tomont หลังการกระตุ้น
เพียงครั้งเดียวอย่างมีนัยส าคัญ 
 ในการทดลองกระตุ้นภูมิคุ้มกันด้วยเชื้อตายนั้นไม่พบการตายในปลากะรังจุดส้มที่ได้รับเชื้อ
ตายปริมาตร 100 ไมโครกรัมต่อปลาหนึ่งตัว ในขณะที่การตายจะเพ่ิมขึ้นประมาณร้อยละ 40 ในกลุ่ม
ที่ได้รับเชื้อตายปริมาตร 10 ไมโครกรัมต่อปลาหนึ่งตัว และการตายจะเพ่ิมขึ้นร้อยละ 100 ในกลุ่ม
ควบคุม (PBS) ตามล าดับ ผลจากการฉีดเชื้อตายของกลุ่มที่ใช้กระตุ้นภูมิคุ้มกัน การตายจะอยู่ที่ร้อยละ 
37.5 (โดสของเชื้อตายที่สูงที่สุด) และร้อยละ 100 ของกลุ่มควบคุม นอกจากนี้มีการตรวจพบปรสิต C. 
irritans ระยะ tomont จ านวน 1,830 เซลล์ ในกลุ่มควบคุมหลังจากได้รับการกระตุ้นด้วย PBS เป็น
เวลา 5 วัน ในขณะที่ไม่พบปรสิตในกลุ่มท่ีได้รับการกระตุ้นภูมิคุ้มกันด้วยเชื้อตาย  
 นอกจากนี้ตัวอย่างจากกลุ่มที่ได้รับการกระตุ้นภูมิคุ้มกันด้วยเชื้อตายที่เวลา 5 วันและ 7 วัน
มีปริมาณปรสิตระยะ trophont และระยะ tomont ที่พบน้อยกว่าในกลุ่มควบคุม  ผลการทดลองที่
ได้แสดงว่าระบบภูมคุ้มกันในปลาเกิดขึ้นได้ในปลาที่ได้รับการกระตุ้น โดยดูจากค่าไตเตอร์แอนติบอดี
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ในเมือกของปลาที่ได้รับการกระตุ้นด้วยปรสิต C. irritans  ปลามีอัตรารอดที่สูงกว่า และจ านวนปรสิต
ที่เกิดขึ้นน้อยกว่าของตัวปลาที่กระตุ้นด้วยเชื้อตายเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม โดยระบบภูมิคุ้มกัน
ที่เกิดขึ้นนี้มีบทบาทส าคัญในการป้องกันหรือจ ากัดการลงเกาะ การรุกรานและการพัฒนาของปรสิต C. 
irritans ระยะธีรอนต์ บนผิวของปลากะรังจุดส้มที่ถูกกระตุ้น 
 Bai at.al (2008) มีการศึกษาเกี่ยวกับ C. irritans โดยแสดงให้เห็นถึงความสามารถในการ
ตอบสนองระบบภูมิคุ้มกันของปรสิต C. irritans และการป้องกันการติดเชื้อเปรียบ เทียบการ
ตอบสนองภูมิคุ้มกันในปลากะรัง การชักน าให้เกิดการต้านเชื้อปรสิต C. irritans จะใช้ปรสิตระยะ 
theront, tomont และ trophont โดยการฉีดกระตุ้นและทดลองเพ่ือคัดเลือกแอนติเจนที่ถูกตรึง ค่า
ไตเตอร์แอนติบอดีของซีรั่มปลาที่ได้จากภูมิคุ้มกันจะถูกก าหนดได้โดยการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค ELISA 
และวิเคราะห์การตรึงที่ระยะเวลา 0, 1, 2, 4, 6 และ 8 สัปดาห์ หลังถูกกระตุ้นภูมิคุ้มกันพบร้อยละ
การอยู่รอดของปลากะรังจุดส้มที่ถูกกระตุ้นด้วยปรสิตระยะ theront  ระดับแอนติบอดีซีรั่มที่ได้จาก
การกระตุ้นภูมิคุ้มกันปลาด้วยปรสิต C. irritans ระยะ theront มีค่าสูงกว่าในปลาที่ถูกกระตุ้นด้วย
ปรสิตระยะ trophont หรือระยะ tomont ระดับนัยส าคัญของภูมิคุ้มกันที่ปลาได้รับโดยการกระตุ้น
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
ความสามารถในการป้องกันการติดเชื้อปรสิต C. irritans ระยะ theront ที่สูงกว่าปรสิตระยะ 
trophont หรือ tomont ในปลากะรังจุดส้ม จากการทดลองเพ่ือคัดแยกแอนติเจนและเพ่ือน ามา
เตรียมการพัฒนาสร้างวัคซีนเพ่ือต้านเชื้อปรสิต 
 Luo at.al (2007) มีการศึกษาเกี่ยวกับการกระตุ้นภูมิคุ้มกันเพ่ือป้องกันการติดเชื้อ C. 
irritans ของปลากะรัง ผลจากการกระตุ้นภูมิคุ้มกัน โดยการเผชิญเชื้อบนผิวหรือจากการฉีดกระตุ้น 
พบค่าความจ าเพาะไตเตอร์แอนติเจนของซีรั่มปลาที่ถูกกระตุ้นและเมือกที่ได้จากผิวโดยการวิเคราะห์
โดยเทคนิค ELISA และการวิเคราะห์การตรึง ความจ าเพาะของแอนติบอดีสามารถตรวจสอบได้จาก
ภูมิคุ้มกันปลาที่เกิดขึ้นในสัปดาห์ที่ 1 และสัปดาห์ที่ 2 และพีคจะอยู่ระหว่างสัปดาห์ที่ 4-6 
ความจ าเพาะของแอนติบอดียังพบในซีรั่มและเมือกของปลาที่ถูกกระตุ้นในสัปดาห์ที่ 8 และ
เตรียมการกระตุ้นเพ่ือต้านเชื้อปรสิต C. irritans มีการพบการชักน าด้วย humoral and skin 
mucosal immunity ซึ่งมีบทบาทส าคัญในการต้านเชื้อปรสิต C. irritans ในปลา   
 Xu at.al (2009) ได้ทดลองการกระตุ้นภูมิคุ้มกันในปลาดุกด้วยปรสิตระยะ  trophonts  
ที่อ่อนแอ แล้วตรวจสอบค่าไตเตอร์ของแอนติบอดีจากเมือกและซีรั่ม  และการอยู่รอดของปลา
หลังจากได้รับเชื้อ  Ichthyophthirius multifiliis ในการทดลองที่ 1) กระตุ้นภูมิคุ้มกันโดยการฉีด 
trophonts  ที่ถูกท าให้อ่อนแอใน 1% ฟอร์มาลีนเข้าไปบริเวณเยื่อบุช่องท้องของปลา 2) trophonts 
ที่ถูกท าให้อ่อนแอใน 3% ฟอร์มาลีน และ 3) trophonts  ที่ถูกแช่แข็งและท าให้ละลาย  กลุ่มควบคุม
ที่ 1 (positive) กระตุ้นด้วย theronts  ที่มีชีวิต กลุ่มควบคุมที่ 2 (negative) กระตุ้นด้วย 5 % 
bovine serum albumin (BSA) ที่ระยะเวลา14, 28, 50 วัน หลังได้รับการกระตุ้นไม่พบ 
ความแตกต่างทางสถิติเมื่อวิเคราะห์ค่าไตเตอร์แอนติบอดีจากเมือกและซีรั่ม  ที่กระตุ้นด้วย  
trophonts  ที่อ่อนแอในฟอร์มาลีนหรือ  trophonts  ที่แช่เย็น  ที่ระยะเวลา  50  วันหลังการ
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กระตุ้น ให้ปลาดุกเผชิญ  theronts  แล้วดูอัตรารอดของปลา  พบว่ามีปลามีอัตรารอดอยู่ที่  33.3 % 
ถึง 43.3 %  theronts  ในปลาดุกที่กระตุ้นด้วย trophonts ที่อ่อนแอในฟอร์มาลีนหรือ trophonts  
ที่แช่เย็น อัตรารอดของปลาดุกหลังได้รับการกระตุ้นด้วย  theronts และ BSA จะอยู่ที่ 93.3 และ 
0 % ตามล าดับ   
 การทดลองที ่2 ฉีดปลาดุกด้วย sonicate trophonts ปริมาณต่าง ๆ ได้แก ่ 
1.) 5 trophonts หรือโปรตีน 10.2 ไมโครกรัมต่อปลา 1 ตัว 2.) 10 trophonts หรือโปรตีน 20.4  
ไมโครกรัมต่อปลา 1 ตัว 3.) 20 trophonts  หรือโปรตีน  40.8 ไมโครกรัมต่อปลา 1 ตัว และ  4.)  
5%  BSA  เป็นกลุ่มควบคุม ค่าไตเตอร์แอนติบอดีสูงสุดจากซีรั่มของปลาที่ได้รับการกระตุ้นด้วย  10 
หรือ 20 trophonts ต่อปลา1 ตัว คือ (1/210 ถึง 1/480) และค่าไตเตอร์แอนติบอดีจากเลือดคือ 
(1/48  ถึง 1/52  ตามล าดับ ที่เวลา 22 วันหลังได้รับการกระตุ้นการรอดอยู่ที่ 63.3 – 60.0 %   
ปลาที่ได้รับการกระตุ้นด้วย 5 trophonts ต่อปลา 1 ตัว มีค่าไตเตอร์แอนติบอดีจากซีรั่มและเมือกอยู่
ที่  1/52 และ 1/12 และอัตรารอดจะอยู่ที่ 23.3% ปลาดุกที่ได้รับการกระตุ้นด้วย BSA อัตรารอดจะ
อยู่ที ่6.7 %  จากความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณ trophonts  ที่ถูก sonicate  และอัตรารอดของปลา
ดุก (ค่าสัมประสิทธิ์เท่ากับ 0.859, p < 0.0 ) มีค่าแอนติบอดีที่เกิดจากการชักน าด้วย sonicate  
trophonts ในปริมาณต่างๆ แต่ไม่พบการตอบการตอบสนองของแอนติบอดีเมื่อกระตุ้นด้วย  
trophonts ที่ถูกท าให้อ่อนแอด้วยฟอร์มาลีนหรือแช่เย็นทั้งในซีรั่มและเมือก  และพบการตายเมื่อ
กระตุ้นปลาด้วย  trophonts  ที่มีชีวิต 
 Wang, Xie and Li (2010) ท าการตรวจสอบระดับความไวต่อเชื้อ C. irritans ในปลา
ทะเล 8 ชนิดที่เลี้ยงในทะเลจีนใต้  โดยให้ปลาทั้ง 8 ชนิดเผชิญเชื้อและท าการตรวจสอบโดยวิธี 
immobilization assay พบว่าปลา 7 ชนิดเกิดโรคจุดขาวน้ าเค็ม ยกเว้นปลาสลิดทะเล (Siganus 
oramin) มีความต้านทานต่อโรคมากสุด โดยระดับการติดเชื้อต่ าสุด นอกจากนี้ยังพบว่าระดับของ 
immobilization titres ในเซรั่มของปลาสลิดทะเลสูงสุด นอกจากนี้ยังพบว่า เซรั่มของปลาสลิดทะเล
ยังสามารถฆ่าปรสิตนี้ได้ในการทดลองในห้องปฏิบัติการได้ โดยท าให้ผนังเซลล์ของ theronts แตก 
เนื่องจากการบวมของ macronucleus 
 จากการตรวจสอบการตอบสนองของระบบภูมิคุ้มกัน รวมถึงการตอบสนองทางด้านชีวเคมี 
และระดับของอิออนปลาจาระเม็ดไต้หวัน (Trachinotus ovatus)  ต่อการติดโรคจุดขาวน้ าเค็ม (C. 
irritans) เพ่ือท าการประเมิน infection intensities, serum immobilizing titer, กิจกรรมของเอน
ไซน์ที่เกี่ยวข้องกับระบบภูมิคุ้มกัน เช่น ACP, AKP, LZM ปริมาณความเข้มข้นของอิออนในเซรั่ม 
(Na+, Cl−, Ca2+ and K+) และชีวเคมีบางประการของเลือดปลา โดยน าปลาจาระเม็ดไต้หวัน ขนาด
น้ าหนัก 450 กรัม ไปเผชิญเชื้อ C. irritans ระยะ theronts จ านวน 70,000 theronts/ปลา 1 ตัว 
ตรวจสอบอัตราการตาย จากการทดลองนี้คณะผู้วิจัยพบว่า infection intensities ในปลากลุ่ม
ควบคุม กลุ่ม 1 และกลุ่ม 2 เท่ากับ 0, 0.630±0.179 และ 0.014±0.004 ตามล าดับ ต่อมาเมื่อปลามี
การเผชิญเชื้อซ้ า ท าให้ระดับของ immobilizing titer (853±295.60) ของปลากลุ่ม 2 เพ่ิมชึ้นอย่างมี
นัยส าคัญ นอกจากนี้ยังพบว่าในกลุ่ม 2 ค่า alkaline phosphatase และ acid phoshatase 
activities, alanine aminotransferase, aspartate aminotransferase และ lactate 
dehydrogenase activities ของกลุ่ม 2 จะมีค่าสูงกว่ากล่มอ่ืนๆ อย่างมีนัยส าคัญ แต่จะพบว่า 
lysozyme activity ของกลุ่ม 1 สูงสุด ส่วนกลุ่ม 2 ต่ าสุด  ส าหรับ ค่าความเข้มข้นของกลุ่มควบคุม 
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ควบคุม กลุ่ม 1 และกลุ่ม 2 คือ 0, 0.630 และเมื่อปลามีการเผชิญเชื้อหลายรอบท าให้ imobilizing 
titer (853.33±295.60) ของกลุ่ม 2 เพ่ิมสูงขึ้นอย่างมีนัยส าคัญ นอกจากนี้ยังพบว่า alkaline 
phosphatase และ acid phosphatase activities ของกลุ่ม 2 ยังเพ่ิมสูงขึ้นกว่ากลุ่มอ่ืนๆ อย่างมี
นัยส าคัญ  
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บทท่ี 3 
วิธีการทดลอง 

 
การเก็บรวบรวมปรสิตที่กอ่ให้เกิดโรคจุดขาวน ้าเค็ม  
 1.  น้ำปลำกะพงที่ติดเชื้อโรคจุดขำวน้้ำเค็ม C. irritans แช่ในน้้ำทะเล (Oestmann และ 
Lewis, 1995) เพ่ือให้ปรสิตระยะ trophont หลุดออกจำกตัวปลำ 
 2.  เก็บปรสิต C. irritans ระยะ trophont ที่หลุดอยู่ก้นถังด้วยหลอดดูดปลำยแหลม 
(Pasture pipette) ล้ำงปรสิตด้วยน้้ำทะเล (SM 30, ภำคผนวก ก) ที่ผ่ำนกำรกรองด้วยเมมเบรน 
ขนำด 0.2 ไมโครเมตร ภำยใต้กล้องจุลทรรศน์สเตอร์ริโอก้ำลังขยำย 40 ให้สะอำด ประมำณ 3 ครั้ง 
 3.  น้ำ C. irritans ระยะ trophont ที่ล้ำงสะอำด ใส่ในจำนเพำะเลี้ยง (petri dish) ที่มีน้้ำ
ทะเล (SM 30) เพ่ือให้ปรสิต C. irritans เข้ำสู่ระยะ tomont ใช้เวลำประมำณ 3-4 ชั่วโมง 
 4.  น้ำจำนเพำะเลี้ยงที่มี C. irritans ระยะ tomont ส่องดูภำยใต้กล้องจุลทรรศน์
ก้ำลังขยำย 40 และเปลี่ยนถ่ำยน้้ำทะเล (SM 30) ทุกวัน เมื่อปรสิตเข้ำสู่ระยะ theront ซึ่งใช้เวลำ
ประมำณ 3 วัน ให้เก็บ theront ไว้ในน้้ำทะเลเพ่ือใช้ในกำรทดลอง 
 5.  น้ำปรสิตระยะ theront ที่เก็บในน้้ำทะเลปั่นเหวี่ยงที่ควำมเร็วรอบ 3,000 รอบต่อนำที 
เป็นเวลำ 5 นำที เทส่วนใสทิ้ง เก็บส่วนของตะกอนที่เป็นปรสิตระยะ theront ทีอุ่ณหภูมิ -40  
องศำเซลเซียส หรือแช่ใน 10% บัฟเฟอร์ฟอร์มำลีน  
 
การเตรียมปรสิต C. irritans ระยะ theront เพ่ือใช้ในการเตรียมอาหารส้าหรับ
กระตุ้นระบบภูมิคุ้มกันของปลากะพงขาว   
 กำรเตรียมปรสิตเชื้อตำย  น้ำ C. irritans ระยะ theront ประมำณ 106  เซลล์ ที่ได้จำก
กำรปั่นเหวี่ยงแช่ใน 10% บัฟเฟอร์ฟอร์มำลีน เป็นเวลำ 2 ชั่วโมงและน้ำไปปั่นเหวี่ยงที่ควำมเร็วรอบ 
3,000 รอบต่อนำที เป็นเวลำ 5 นำที ที่อุณหภูมิ 4 องศำเซลเซียส  หลังจำกนั้นล้ำงปรสิตด้วย 0.01 
M Phosphate Buffer Saline (PBS) โดยปั่นเหวี่ยงที่ควำมเร็วรอบ 3,000 รอบต่อนำที เวลำ 5 นำท ี
จ้ำนวน 3 ครั้ง ได้ปรสิตระยะธีรอนต์เชื้อตำย เก็บที่อุณหภูมิ -40 องศำเซลเซียส ก่อนน้ำมำใช้ 

 
การเลี ยงยีสต์ปริมาณมาก 
 1.  ยีสต์ที่ใช้ในการทดลอง 
 ยีสต์ Pichia sp. เป็นชนิดที่แยกได้จำกน้้ำทะเลบริเวณชำยหำดบำงแสน จังหวัด ชลบุรี 
ได้รับควำมอนุเครำะห์จำก คุณ รัตนำภรณ์ ศรีวิบูลย์ ห้องปฏิบัติกำรจุลชีววิทยำ สถำบันวิทยำศำสตร์
ทำงทะเล มหำวิทยำลัยบูรพำ จังหวัดชลบุรี  
 2.  การเตรียมหัวเชื อยีสต์ในอาหารเลี ยงเชื อ YM 
 เตรียมหัวเชื้อยีสต์ Pichia sp. โดยกำรเขี่ยหัวเชื้อจำกอำหำรแข็งลงใน อำหำรเลี้ยงเชื้อ YM 
medium แบบเหลว ตั้งไว้ที่อุณหภูมิห้องให้เชื้อโต จำกนั้นน้ำไปวัดค่ำดูดกลืนแสงที่ 600 นำโนเมตร 

 



 14 

ให้ได้ค่ำกำรดูดกลืนแสงเท่ำกับ 0.2 จำกนั้นปิเปตหัวเชื้อ 1,000 ไมโครลิตร  ใส่ลงในอำหำรเลี้ยงเชื้อ 
YM medium ที่มีปริมำตร 20 มิลลิลิตร  
 
การเตรียมวัตถุดิบส้าหรับเลี ยงยีสต์ในอาหารเลี ยงเชื อจากกากชานอ้อย  
 1.  กำกชำนอ้อย ตัดกำกชำนอ้อยให้เป็นชิ้นลูกเต๋ำ ขนำดใกล้เคียงกันโดยใช้อัตรำส่วนของ
กำกชำนอ้อย 1 กรัมต่อน้้ำทะเลเทียม (Artificial Sea Water) 10 มิลลิลิตร ที่ระดับควำมเค็ม 25 พีพี
ที 
 2.  น้้ำทะเลเทียม (Artificial Sea Water) องค์ประกอบและวิธีกำรเตรียมน้้ำทะเลเทียม 
(แสดงในภำคผนวก ก ) 
 3.  กำรเตรียมอำหำรเลี้ยงเชื้อจำกกำกชำนอ้อยในน้้ำทะเลทียม (Artificial Sea Water) ที่
ควำมเค็ม 25 พีพีท ี
 เตรียมอำหำรเลี้ยงเชื้อตำมวิธีกำรเตรียมอำหำรเลี้ยงเชื้อ กรองเอำกำกชำนอ้อยออก 3 ครั้ง 
(กรองด้วยบุชเนอร์ ตำมด้วยผ้ำขำวบำง และสุดท้ำยกรองด้วยกระดำษกรอง Whatman No 1) น้ำ
อำหำรไปนึ่งในหม้อควำมดันอัตโนมัติ องค์ประกอบและวิธีกำรเตรียมอำหำรเลี้ยงเชื้อ (แสดงใน
ภำคผนวก ก) 
 4.  กำรเลี้ยงยีสต์ในอำหำรเลี้ยงเชื้อกำกชำนอ้อยที่ระดับควำมเค็ม 25 พีพีที น้ำหัวเชื้อยีสต์
ที่เตรียมไว้ปริมำตร 4 มิลลิลิตร ใส่ลงในขวดฝำเกลียว ขนำด 1,000 มิลลิลิตร ที่มีอำหำรเลี้ยงเชื้อ
ปริมำตร 500 มิลลิลิตร ตั้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง (ประมำณ 30 องศำเซลเซียส) เก็บตัวอย่ำงท่ี 72 ชั่วโมง  
 
การตรึงเซลล์ปรสิตและเซลล์ยีสต์ 
 1.  กำรตรึงเซลล์ปรสิตระยะ theront 
  1.1  น้ำเซลล์ปรสิตระยะ theront  ประมำณ 25000 เซลล์ เติมโซเดียมคลอไรด์ 0.85 
เปอร์เซ็นต์ 10 มิลลิตร ใส่ลงในบีกเกอร์ 100 มิลลิลิตร ผสมกับ 1.5 เปอร์เซ็นต์ โซเดียมอัลจิเนต  40 
มิลลิลิตร ผสมให้เข้ำกัน ได้เป็น 1.2 เปอร์เซ็นต์ โซเดียมอัลจิเนต  
  1.2  ใช้กระบอกฉีดยำขนำด 10 มิลลิลิตร ดูดสำรละลำยผสมในข้อ 4.1.1 ฉีดสำรผ่ำน
สำยยำงลงในสำรละลำยแคลเซียมคลอไรด์ 1.5 เปอร์เซ็นต์ ปริมำตร 100 มิลลิลิตร เม็ดเจลจะเกิดขึ้น
ทันทีในสำรละลำยแคลเซียมคลอไรด์ ตั้งไว้ 1 ชั่วโมง เพ่ือให้เม็ดเจลคงตัว 
  1.3  เทสำรละลำยแคลเซียมคลอไรด์ 1.5 เปอร์เซ็นต์ ออกจำกเม็ดเจล น้ำเม็ดเจลที่ได้
ใส่กรวยบุชเนอร์ ล้ำงเม็ดเจลด้วย 0.85 เปอร์เซ็นต์ โซเดียมคลอไรด์ ประมำณ 200 มิลลิตร 
  1.4  ชั่งน้้ำหนักและนับเม็ดเจล 
 2.  การตรึงเซลล์ยีสต์ Pichia sp. 
  2.1  ชั่งเซลล์ยีสต์ Pichia sp.ให้ได้เซลล์ประมำณ 2.5 x 105 เซลล์ (ภำคผนวก ข) เติม 
0.85 เปอร์เซ็นต์ โซเดียมคลอไรด์ 10 มิลลิตร ใส่ลงในบีกเกอร์ 100 มิลลิลิตร ผสมกับ 1.5 เปอร์เซ็นต์ 
โซเดียมอัลจิเนต 40 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ำกันได้เป็น 1.2 เปอร์เซ็นต์ โซเดียมอัลจิเนต  
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  2.2  ใช้กระบอกฉีดยำขนำด 10 มิลลิลิตร  ดูดสำรละลำยผสมในข้อ 4.1.1 ฉีดสำรผ่ำน
สำยยำงลงในสำรละลำยแคลเซียมคลอไรด์ 1.5 เปอร์เซ็นต์ ปริมำตร 100 มิลลิลิตร เม็ดเจลจะเกิดขึ้น
ทันทีในสำรละลำยแคลเซียมคลอไรด์ ตั้งไว้ 1 ชั่วโมง เพ่ือให้เม็ดเจลคงตัว 
  2.3  เทสำรละลำยแคลเซียมคลอไรด์ 1.5 เปอร์เซ็นต์  ออกจำกเม็ดเจล น้ำเม็ดเจลที่ได้
ใส่กรวยบุชเนอร์  ล้ำงเม็ดเจลด้วย 0.85 เปอร์เซ็นต์ โซเดียมคลอไรด์ ประมำณ 200 มิลลิตร 
  2.4  ชั่งน้้ำหนักและนับเม็ดเจล 
 
การผลิตอาหารส้าหรับปลาทะเล 
    1. ท้ำกำรผลิตอำหำรส้ำหรับปลำทะเลที่มี ส่วนผสมของอำหำรสัตว์น้้ำในแต่ละทรีต
เมนต์มีดังนี้ อำหำรทดลองประกอบด้วยอำหำรเม็ดชนิดจมน้้ำ 4 สูตร อำหำรสูตรที่ 1 อำหำรชุด
ควบคุมประกอบด้วยสูตรอำหำรปลำกะพง สูตรที่ 2 ประกอบด้วยอำหำรชุดควบคุมผสม C. irritans 
ระยะ theront เชื้อตำย สูตรที่ 3 ประกอบด้วยอำหำรปลำชุดควบคุมผสมยีตส์ Pichia sp. สูตรที่ 4 
ประกอบด้วยอำหำรชุดควบคุมผสม Sodium alginate อำหำรทุกสูตรมีปริมำณโปรตีน 49-51 
เปอร์เซ็นต์ และปริมำณไขมัน12-13 เปอร์เซ็นต์ 
    2.  กำรวิเครำะห์คุณค่ำทำงอำหำร (proximate analysis) ในอำหำรที่เตรียมได้ 
    3.  กำรทดสอบกำรต้ำนเชื้อและกำรกระตุ้นภูมิคุ้มกันของปลำกะพงขำวต่อปรสิต  
      3.1  วำงแผนกำรทดลองเป็นกำรทดลองแบบ 3×3 CRD ทดลองในปลำกะพงขำว
ขนำดประมำณ 3 นิ้ว จ้ำนวน 30 ตัวต่อ กระชังขนำด 90x90x80 เซนติเมตร (กxยxส) ในบ่อดินขนำด 
8x7x1.8 เมตร (กxยxล)       
      3.2  ทดลองให้ปลำกะพงขำวกินอำหำรชุดทดลองปริมำณ 3% ของน้้ำหนักตัว/วัน 
เป็นระยะเวลำ 2 สัปดำห์  
      3.3  ท้ำกำรสุ่มปลำกะพงขำวจ้ำนวน 12 ตัว เพื่อเจำะเลือดก่อนเริ่มทดลองและเมื่อ
กินอำหำรชุดทดลองครบ 
      3.4  ท้ำกำรให้อำหำรปลำกะพงขำวโดยใช้อำหำรเดียวกับกลุ่มควบคุมปริมำณ 3% 
ของน้้ำหนักตัว/วัน เป็นระยะเวลำ 2 สัปดำห์ ท้ำกำรสุ่มปลำกะพงขำวจ้ำนวน 12 ตัว เพื่อท้ำกำรเจำะ
เลือด  
      3.5  ท้ำกำรย้ำยปลำกะพงขำวจำกบ่อดินใส่ในถังไฟเบอร์ปริมำตร 300 ลิตร จ้ำนวน 
30 ตัว/ถัง จ้ำนวน 3 ถัง/ทรีตเมนต์ ปรับควำมเค็มปลำกะพงขำวจำก 25 พีพีที เป็น 30 พีพีที โดย
เลี้ยงปลำด้วยปริมำตรน้้ำ 100 ลิตร 
       3.6  ใส่ปรสิต C. irritans ระยะธีรอนต์ ลงไปจ้ำนวน 15,000 ตัวต่อปลำ 1 ตัว  
เป็นเวลำ 14 วัน  สังเกตและบันทึกผลกำรทดลองโดยบันทึกจ้ำนวนปลำที่รอดชีวิตในแต่ละวัน 
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การตรวจหาการเปลี่ยนแปลงสารในระบบภูมิคุ้มกนั 
 น้ำปลำมำท้ำกำรเจำะเลือด  ใช้ส่วนของซีรัมตรวจหำไลโซไซม์ วัดระดับแอนติบอดีโดย
เทคนิค ELISA และตรวจสอบกำรเปลี่ยนแปลงของ IgM  โดย วิธี Sodium dodecyl sulphate- 
polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) ตำมวิธีของLaemmli (Laemmli, 1970) 
 1.  กำรตรวจหำปริมำณไลโซไซม์ในซีรัมปลำกะพงขำว  
 ทดสอบกำรยับยั้งเชื้อ Micrococcus luteus บนอำหำรแข็ง Tryptic soy agar (TSA)  
โดยเตรียมเชื้อ Micrococcus luteus วัดควำมเข้มข้นเซลล์ที่ 600 นำโนเมตร ได้ค่ำกำรดูดกลืนแสง 
= 0.4 เทียบกับอำหำรเลี้ยงเชื้อ น้ำเชื้อที่ได้ไปสวอปบนอำหำรเลี้ยงเชื้อ TSA ให้ทั่วทั้งเพลท ทิ้งไว้
ประมำณ 15 นำที เจำะหลุมขนำด 6 มิลลิเมตร เพลทละ 4-5 หลุม ปิเปตซีรั่ม และเมือกปลำ ที่
เตรียมไว้ ปริมำตร 50 ไมโครลิตรใส่ลงในแต่ละหลุมที่เจำะไว้ บ่มไว้ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลำ 24 
ชั่วโมง จำกนั้นวัดขนำดเส้นผ่ำศูนย์กลำงของ inhibition zone (clear zone) น้ำค่ำที่ได้มำเทียบกับ
จำกกรำฟมำตรฐำน (ภำคผนวก ก) เพ่ือหำปริมำณเอนไซม์ไลโซไซม์ในซีรั่ม และเมือกปลำกะพง    
 2.  กำรตรวจผลกำรกระตุ้นภูมิคุ้มกันในปลำกะพงขำวโดยเทคนิค Enzyme-Linked 
Immunosorbent Assay (ELISA)  
 กำรเตรียมสำรเคมี (แสดงในภำคผนวก ก) 
 1.  เคลือบเพลท (Coat plate) 96 well ELISA plate ปรสิต theront เชื้อตำย จ้ำนวน 
200 ตัวต่อหลุม ใน coating buffer 100 ไมโครลิตร จำกนั้นน้ำไปบ่มที่อุณหภูมิ 4 องศำเซลเซียส 
ข้ำมคืน 
 2.  ล้ำงด้วย 0.01M PBS ที่มี Tween 20 ควำมเข้มข้น 0.05% (0.01 M PBS-T) 
ปริมำตรหลุมละ 150 ไมโครลิตร จ้ำนวน 3 ครั้ง ครั้งละ 5 นำท ี
 3.  เติม 5% blotto เป็นเวลำ 1 ชั่วโมงท่ีอุณหภูมิ 37 องศำเซลเซียส หรือ 2 ชั่วโมงท่ี
อุณหภูมิห้อง ปริมำตร 150 ไมโครลิตรต่อหนึ่งหลุม 
 4.  ล้ำง 3 ครั้งด้วย 0.01 M PBS-T ปริมำตรหลุมละ 150 ไมโครลิตร 
 5.  เติมตัวอย่ำงซีรั่มปลำกะพงขำว/ตัวควบคุมบวก/ตัวควบคุมลบ ที่ละลำยใน  
0.01 M PBS-T ปริมำตรหลุมละ 100 ไมโครลิตร 
 6.  น้ำไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 4 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 24 ชั่วโมง 
 7.  ล้ำง 3 ครั้ง ด้วย 0.01 M PBS-T ปริมำตรหลุมละ150 ไมโครลิตร 
 8.  เติม Mouse Anti-Fish IgM ปริมำตรหลุมละ 100 ไมโครลิตร ควำมเข้มข้น 
1: 120,000  
 9.  น้ำไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 3 ชั่วโมง 
 10.  ล้ำง 3 ครั้ง ด้วย 0.01 M PBS-T ปริมำตรหลุมละ150 ไมโครลิตร 
 11.  เติม Goat Anti-Mouse IgG Horseradish Peroxidase conjugate (GAM-HRP) 
ควำมเข้มข้น 1: 5,000 ปริมำตรหลุมละ 100 ไมโครลิตร 
 12.  น้ำไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศำเซลเซียส เวลำ 2 ชั่วโมง            
 13.  ล้ำง 3 ครั้ง ด้วย 0.01 M PBS-T ปริมำตรหลุมละ 150 ไมโครลิตรต่อหนึ่ง 
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 14.  เติม 3, 3’, 5, 5’ -tetramentylbenzidine (TMB) ปริมำตรหลุมละ 100ไมโครลิตร 
เป็นเวลำ 30 นำที ในที่มืด 
 15.  หยุดปฏิกิริยำด้วย 2M H2SO4 ปริมำตรหลุมละ 100 ไมโครลิตร 
 16.  น้ำไปวัดค่ำกำรดูดกลืนแสงที่ควำมยำวคลื่น 450 นำโนเมตร 
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เคลือบเพลท ด้วยปรสิตเชื้อตำย theront   200 ตัว  
ใน coating buffer 100 ไมโครลิตร/หลุม 

 
น้ำไปบ่มที่อุณหภูมิ 4 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 24 ชั่วโมง 

 
 

ล้ำงด้วย 0.01 M PBS ที่มี Tween  3 คร้ัง ครั้งละ 5 นำท ี
 

Block ด้วย 5 % blotto ปริมำตร 150 ไมโครลิตรต่อหนึ่งหลุม บ่มที ่25 องศำเซลเซียส 2 ชั่วโมง  
 

ล้ำงด้วย 0.01 M PBS ที่มี Tween  3 คร้ัง ครั้งละ 5 นำท ี
 

เติมซีร่ัมปลำที่ถูกกระตุ้นด้วยเชือ้ระยะ theront หรือซีรั่มปลำที่เป็นชุดควบคุม เจือจำง 1: 100  
                                                                      

บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศำเซลเซียส เวลำ 24 ชั่วโมง 
 

ล้ำงด้วย 0.01 M PBS ที่มี Tween  3 คร้ัง ครั้งละ 5 นำท ี
 

เติม mouse-antifish IgM ที่เจือจำง 1:120,000 ปริมำตร 100 ไมโครลิตรต่อหนึ่งหลุม 
 

บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศำเซลเซียส เวลำ 3 ชั่วโมง 
 

ล้ำงด้วย 0.01 M PBS ที่มี Tween  3 คร้ัง ครั้งละ 5 นำท ี
 

เติม GAM-HRP ที่เจือจำง 1: 5,000 ปริมำตร 100 ไมโครลิตรตอ่หนึ่งหลุม 
 

บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศำเซลเซียส เวลำ 2 ชั่วโมง 
 

ล้ำงด้วย 0.01 M PBS ที่มี Tween  3 คร้ัง ครั้งละ 5 นำท ี
 

ท้ำให้เกิดสีด้วย TMB ปริมำตร 100 ไมโครลิตรต่อหนึ่งหลุม เวลำ 30 นำที ในที่มืด 
 

หยุดปฏิกิริยำด้วย 2M H2SO4 ปริมำตร 100 ไมโครลิตรต่อหนึ่งหลุม 
วัดค่ำกำรดูดกลืนแสงที่ 450 นำโนเมตร 

 
ภำพที่ 3.1  แผนผังกำรท้ำ Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) เพ่ือตรวจหำ 
   แอนติบอดีจำกในซีรัมปลำกะพงขำวที่ถูกกระตุ้นภูมิคุ้มกันด้วย C. irritans ระยะ  
     Theront และยีสต์ 
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 การแยกแอนติบอดีปลากะพงขาวโดยเทคนิค SDS-PAGE 
 กำรตรวจหำแถบอิมมูโนโกลบุลินเอ็ม (IgM) ใช้ 12.5% SDS-PAGE  จำกนั้นย้อมสีโปรตีน
ด้วย colloidal coomassie brilliant G-250 ประมำณหนึ่งชั่วโมง หรือจนเห็นแถบโปรตีนชัดเจน 
ล้ำงพื้นหลังออกด้วยน้้ำ จนพื้นหลังใส แล้วจึงเก็บเจลในน้้ำกลั่น แช่ไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศำเซลเซียส 
 การวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนในซีรั่มโดยวิธีของ Bradford (Bradford, 1976)                   
สำรเคมีที่ใช้ทดสอบ (กำรเตรียมสำรเคมีแสดงในภำคผนวก ก) 

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

         
             

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภำพที่ 3.2  กรำฟโปรตีนมำตรฐำนควำมสัมพันธ์ระหว่ำงควำมเข้มข้นโปรตีนกับค่ำดูดกลืนแสงช่วง  
   595 นำโนเมตร ในแผ่นไมโครไตเตอร์เพลท 
 
 การวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนในซีรั่มปลากะพง 
 น้ำซีรั่มที่ได้มำเจือจำง 500 เท่ำ โดยใช้ซีรั่ม 1 ไมโครลิตร เจือจำงด้วย 0.01 M PBS 499 
ไมโครลิตร ผสมให้เข้ำกันใน Microcentrifuge tube ขนำด 1.5 ml จำกนั้นปิเปตมำ 10 ไมโครลิตร 
ใส่ใน Microplate 96 well ปิเปต Dye reagent (Bio-Rad protein assay, dye reagent, Bio-
Rad Laboratories) ที่เจือจำงอัตรำส่วน 1:4 (Dye reagent : น้้ำ) ปริมำตร 200 ไมโครลิตร ใสในทุก
หลุมจำกนั้นเขย่ำที่อุณหภูมิห้อง 5 นำที น้ำมำวิเครำะห์ด้วยเครื่อง Microplate reader ที่ช่วง 595 
นำโนเมตร น้ำค่ำกำรดูดกลืนแสงที่ได้มำเทียบจำกกรำฟมำตรฐำนส้ำหรับวิเครำะห์ปริมำณโปรตีน  
 
 



บทท่ี 4 
ผลการทดลอง 

 
การวิเคราะห์คุณค่าทางอาหาร (proximate analysis) ในอาหารที่เตรียมได้ 
 น ำอำหำรที่ผลิตได้ทั้ง 4 สูตรมำท ำกำรวิเครำะห์คุณค่ำอำหำรก่อนน ำไปใช้เลี้ยงปลำกะพง
ขำว  จำกกำรวิเครำะห์องค์ประกอบคุณค่ำทำงอำหำรทั้ง 4 สูตร  พบว่ำมีควำมชื้นร้อยละ 6–7  เถ้ำ
ร้อยละ 13-15  โปรตีนร้อยละ 49-51  ไขมันร้อยละ 12-13 คำร์โบไฮเดรตที่ละลำยน้ ำ ร้อยละ 15-17  
ซึ่งค่ำของคำร์โบไฮเดรตที่ละลำยเป็นค่ำประมำณกำรจำก Nitrogen free extract (NFE)  ไนโตรเจน
ฟรีแอกซ์แทรกเป็นสำรพวกคำร์โบไฮเดรตที่ละลำยน้ ำได้ง่ำยได้แก่  แป้ง  น้ ำตำล  เป็นต้น  แต่ในกำร
วิเครำะห์อำหำรสัตว์ตำมระบบของวีนเด  ปรำกฏว่ำมีสำรพวกเฮมิเซลลูโลส  ลิกนินบำงส่วน  และ
วิตำมินที่ละลำยน้ ำรวมอยู่ด้วย  จึงไม่ใช่ค่ำของแป้งและน้ ำตำลที่แท้จริง  อย่ำงไรก็ตำมส่วนใหญ่ยังคง
เป็นสำรพวกแป้งและน้ ำตำล 
 การทดสอบการต้านเชื้อและการกระตุ้นภูมิคุ้มกันของปลากะพงขาวต่อปรสิต C. 
irritans ระยะ theront 
 ครั้งที่ 1 น ำปลำกะพงขำวขนำดเฉลี่ย 7.12±0.48 ซม.  และน้ ำหนักเฉลี่ย 5.21±1.00 ก. 
มำพักและกักกันโรคก่อนน ำมำชั่งน้ ำหนักและวัดขนำด เพื่อน ำไปเลี้ยงในกะชัง กะชังละ 40 ตัว 
จ ำนวน 12 กะชัง ในบ่อดินที่ท ำกำรเตรียมน้ ำไว้ล่วงหน้ำ โดยแบ่งออกเป็น 4 ทรีตเมนต์ ทรีตเมนต์ละ 
3 กะชัง ให้กินอำหำรที่ใช้ในกำรทดลอง  ได้แก่ ทรีตเมนต์ที่ 1 เป็นชุดควบคุม ทรีตเมนต ์2 ผสมปรสิต 
C. irritans ทรีตเมนต์ 3 ผสมยีตส์ Pichia sp.  และทรีตเมนต์ 4 ผสม Calcium alginate โดยให้กิน
เป็นเวลำนำน 2 สัปดำห์ ที่ปริมำณ 3% ของน้ ำหนักเฉลี่ย หลังจำกครบ 2 สัปดำห์แล้ว สุม่ปลำกะพง
ขำวจ ำนวนกะชังละ 4 ตัว น ำมำชั่งน้ ำหนักและวัดขนำดและท ำกำรเจำะเลือด  น ำปลำกะพงขำวไป
เลี้ยงในกะชังเดิมอีก 6 สัปดำห์    โดยให้อำหำรสูตรเดียวกับ ทรีตเมนต์ควบคุม อำหำรที่ให้คิดเป็น 
3% ของน้ ำหนักเฉลี่ยที่ชั่ง  จำกนั้นสุ่มปลำจ ำนวนเท่ำเดิมมำเจำะเลือดทุก 2 สัปดำห์  เลี้ยงปลำจน
ครบ 6 สัปดำห์  น ำปลำที่เหลือทั้งหมดในกระชังจำกบ่อดินมำใส่ในถังไฟเบอร์ควำมจุ 300 ลิตร โดย
ใส่ถังละ 10 ตัว ให้เผชิญเชื้อ C. irritans  ระยะ theront จ ำนวน 15,000 theront/ปลำ 1 ตัว จด
บันทึกจ ำนวนปลำตำยเป็นเวลำ 1 สัปดำห์ เพ่ือหำอัตรำรอดของปลำกะพงขำวที่ถูกเหนี่ยวน ำด้วยเชื้อ 
C. irritans ระยะ theront   ไดผ้ลกำรทดลองดังแสดงในตำรำงที่ 4.1 
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ตำรำงที่ 4.1  น้ ำหนัก ควำมยำว และอัตรำรอดของปลำกะพงขำวทั้ง 4 ทรีตเมนต์ ที่น ำมำกระตุ้น 
      ภูมิคุ้มกัน (เริ่มต้น N = 30) และเหนี่ยวน ำด้วยเชื้อปรสิต C. irritans ระยะ theront  
      (เริ่มต้น N = 10) 
 

กลุ่มทดลอง 
(N = 30 ตัว) 

 

ควำมยำว (ซ.
ม.) 

(X ± SD) 
 

น้ ำหนัก (กรัม) 
(X ± SD) 

 
 

จ ำนวนปลำที่รอด 
(ตัว) 

(N = 10) 

อัตรำรอด (%) 
(N = 10) 

ทรีตเมนต์ 1 
ชุดควบคุม 

6.89 ± 0.51 4.70 ± 1.08 0 0 

ทรีตเมนต์ 2 ผสม 
C. irritans 

7.58 ± 0.08 5.73 ± 0.09 9 90 

ทรีตเมนต์ 3 ผสม
ยีตส์ Pichia sp 

7.33 ± 0.04 5.73 ± 0.09 9 90 

ทรีตเมนต์ 4 ผสม 
Sodium  alginate 
aaalalginate 

7.18 ± 0.52 5.23 ± 1.22  0 0 

 
 การทดลองครั้งที่ 2  น ำปลำกะพงขำวขนำดเฉลี่ย 8.15±0.58 ซม.  และน้ ำหนักเฉลี่ย 
6.21±0.79 ก. มำพักและกักกันโรคก่อนน ำมำชั่งน้ ำหนักและวัดขนำด เพื่อน ำไปเลี้ยงในกะชัง กะชัง
ละ 40 ตัว จ ำนวน 12 กะชัง ในบ่อดินที่ท ำกำรเตรียมน้ ำไว้ล่วงหน้ำ โดยแบ่งออกเป็น 4 ทรีตเมนต์ 
ทรีตเมนต์ละ 3 กะชัง ให้กินอำหำรที่ใช้ในกำรทดลอง  ได้แก่ ทรีตเมนต์ควบคุม ทรีตเมนต์ผสม C. 
irritans ทรีตเมนต์ผสมยีตส์ Pichia sp. และทรีตเมนต์ผสม Calcium alginate โดยใหก้ินเป็น
เวลำนำน 2 สัปดำห์ ที่ปริมำณ 3% ของน้ ำหนักเฉลี่ย หลังจำกครบ 2 สัปดำห์แล้ว สุ่มปลำกะพงขำว
จ ำนวนกะชังละ 4 ตัว น ำมำชั่งน้ ำหนักและวัดขนำดและท ำกำรเจำะเลือด น ำปลำกะพงขำวไปเลี้ยงใน
กะชังเดิม ให้อำหำรสูตรเดีนวกับทรีตเมนต์ควบคุม โดยให้เป็น 3% ของน้ ำหนักเฉลี่ยที่ชั่ง ท ำกำรเลี้ยง
ต่ออีกเป็นเวลำ 2 สัปดำห์   สุ่มปลำมำกะชังละ 4 ตัว  ชั่งน้ ำหนัก วัดขนำด  และดูดเลือดทุก 2 
สัปดำห์  หลังจำกนั้นน ำปลำกะพงขำวจ ำนวน 30 ตัว จำกแต่ละทรีตเมนต์ใส่ในถังไฟเบอร์ที่ปริมำตร
น้ ำ 100 ลิตร เพื่อท ำกำรเหนี่ยวน ำด้วยเชื้อ C. irritans ระยะ theront จ ำนวน 15,000 theront/
ปลำ 1 ตัว จดบันทึกจ ำนวนปลำตำยเป็นเวลำ 2 สัปดำห์ เพ่ือหำอัตรำรอดของปลำกะพงขำวที่ถูก
เหนี่ยวน ำด้วยเชื้อ C. irritans ระยะ theront โดยมีผลกำรทดลองดังแสดงในตำรำงที่ 4.2    
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ตำรำงที่ 4.2  น้ ำหนัก ควำมยำว และอัตรำรอดของปลำกะพงขำวทั้ง 4 ทรีตเมนต ์(ครั้งที่ 2) ที่น ำมำ 
   กระตุ้นภูมิคุ้มกันและเหนี่ยวน ำด้วยเชื้อปรสิต C. irritans ระยะ theront  
   (เริ่มต้น N=30) 
 

กลุ่มทดลอง 
(N = 30 ตัว) 

 

ควำมยำว  
(ซ.ม.) 

 
(X ± SD) 

 

น้ ำหนัก (กรัม) 
(X ± SD) 

 
 

จ ำนวนปลำที่รอด
(ตัว) 

อัตรำรอด (%) 

ทรีตเมนตค์วบคุม 8.37 ± 0.07 6.52 ± 0.04 25 83 

ทรีตเมนต์ 2 ผสม C. 
irritans 

8.30 ± 0.09 6.38 ± 0.09 25 83 

ทรีตเมนต์ 3 ผสม
ยีตส์ Pichia sp 

8.40 ± 0.17 6.61 ± 0.24 28 93 

ทรีตเมนต์ 4 ผสม 
Calcium alginate 

7.52 ± 1.11 5.35 ± 1.50 27 90 

 
การตรวจวัดการเปลี่ยนแปลงสารในระบบภูมิคุ้มกนั 
 สุ่มปลำกะพงขำวทรีตเมนต์ละ 12 ตัว มำท ำกำรเจำะเลือดโดยใช้กระบอกฉีดยำขนำด 1 
มล. และเข็มฉีดยำเบอร์ 26 G. เคลือบสำรป้องกันเลือดแข็งตัว ท ำกำรเจำะเลือดปลำบริเวณโคนหำง 
ที่สัปดำห์ที่ 0, 2, 4, 5 และ 6 ใส่ในหลอดทดลองขนำด 1.5 มล.    ตั้งไว้ให้เลือดแข็งตัว  จำกนั้น
น ำไปปั่นเหวี่ยงเพ่ือให้ได้ส่วนของซีรั่ม น ำส่วนของซีรั่มไปตรวจหำไลโซไซม์ วัดระดับแอนติบอดีโดย
เทคนิค ELISA และตรวจสอบกำรเปลี่ยนแปลงของ Ig  โดย วิธี Sodium dodecyl sulphate- 
polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) ตำมวิธีของ Laemmli (Laemmli, 1970) 
 
การตรวจหาปริมาณไลโซไซม์ในซีรั่มปลากะพงขาว 
 จำกกำรตรวจหำปริมำณไลโซไซม์ (Lysozyme) ในน้ ำเลือดของปลำกะพงขำวที่สุ่มมำท ำ
กำรเจำะเลือดที่สัปดำห์ที่ 0, 2, 4 เมื่อให้อำหำรที่กระตุ้นภูมิคุ้มกันแล้วและสัปดำห์ที่ 4.5, 5 และ 6 ที่
อยู่ระหว่ำงกำรเผชิญเชื้อ C. irritans ได้ผลดังแสดงในตำรำงที่ 4.3 – 4.4 และภำพท่ี  
4.1 – 4.5 
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ตารางท่ี 4.3  กิจกรรมของเอนไซม์ไลโซไซม์ในน้ ำเลือดปลำกะพงขำวชุดที่ 1ที่ให้อำหำรสูตรต่ำงกัน  
  4 สูตร ที่สัปดำห์ที่ 0, 2, 4, 6 และหลังจำกเผชิญเชื้อสัปดำห์ที่ 6.5 และ 7 
 

สัปดำห์ที่ ขนำดของ clear zone (ซม.) โดยกิจกรรมของเอนไซม์ไลโซไซม์ในน้ ำเลือดปลำกะพงขำว  
(ชุดที่ 2) 

ทรีตเมนต์ 1 (ชุด
ควบคุม) 

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 + 

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

 
หมายเหตุ  +  พบ clear zone 
     -   ไม่พบ 
 
ตารางท่ี 4.4  กิจกรรมของเอนไซม์ไลโซไซม์ในน้ ำเลือดปลำกะพงขำวชุดที่ 2 ที่ให้อำหำรสูตรต่ำงกัน  
  4 สูตร ที่สัปดำห์ที่ 0, 2, 4 และหลังจำกเผชิญเชื้อสัปดำห์ที่ 4.5, 5 และ 6 
 

สัปดำห์ที่ ขนำดของ clear zone (ซม.) โดยกิจกรรมของเอนไซม์ไลโซไซม์ในน้ ำเลือดปลำกะพงขำว 
(ชุดที่ 2) 

ทรีตเมนต์ 1 (ชุด
ควบคุม) 

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 
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ภาพที่ 4.1  ผลของกิจกรรมไลโซไซม์ในน้ ำเลือดปลำกะพงขำวชุดที่ 1 ก่อนกำรทดลอง 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 4.2  ผลของกิจกรรมไลโซไซม์ในน้ ำเลือดปลำกะพงขำวชุดที่ 1 หลังกินอำหำรทรีตเมนต์ที่ 1  
  (ชุดควบคุม) และ 4 ผ่ำนไป 2 สัปดำห์ 
 
 
 
 
 
 
 
 

ทรีตเมนต์ 1 

ทรีตเมนต์ 4 



25 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
              
 
ภาพที่ 4.3  ผลของกิจกรรมไลโซไซม์ในน้ ำเลือดปลำกะพงขำวชุดที่ 1หลังกินอำหำรทดลองทรีตเมนต์ 
   ที่ 2 และ 3 ผ่ำนไป 2 สัปดำห์ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภำพที่ 4.4  ผลของกิจกรรมไลโซไซม์ในน้ ำเลือดปลำกะพงขำวชุดที่ 1 หลังกินอำหำรทดลองทรีต 
   เมนต์ที่ 1 และ 4 ผ่ำนไป 4 สัปดำห์ 
 
 
 

ทรีตเมนต์ 2 

ทรีตเมนต์ 3 

ทรีตเมนต์ 1 

ทรีตเมนต์ 4 
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ภาพที่ 4.5  ผลของกิจกรรมไลโซไซม์ในน้ ำเลือดปลำกะพงขำวชุดที่ 1 หลังกินอำหำรทดลองทรีต 
    เมนต์ที ่2 และ 3 ผ่ำนไป 4 สัปดำห์ 
              
 ระดับแอนติบอดีในซีรั่มปลากะพงขาวที่กระตุ้นภูมิคุ้มกันด้วยปรสิต C. irritan  
ระยะ theront  และยีสต์ โดยเทคนิค Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) 
 จำกกำรทดลองเลี้ยงปลำกะพงขำวครั้งที่ 1  ซึ่งมกีำรกระตุ้นภูมิคุ้มกันของปลำกะพงขำว
โดยให้อำหำรทดลอง 4 สูตร โดยสูตรที่ 2 มีปรสิต C. irritan ระยะ theront  สูตรที่ 3 มียีสต์เป็น
องค์ประกอบ  ส ำหรับสูตรที่ 1 และ 4 เป็นชุดควบคุม  ให้อำหำรกระตุ้นภูมิคุ้มกัน 2 สัปดำห์ 
หลังจำกนั้นให้อำหำรสูตร 1 เป็นเวลำ 6 สัปดำห์ เก็บตัวอย่ำงเลือดทุก 2 สัปดำห์ เมื่อครบก ำหนดให้
ปลำเผชิญเชื้อปรสิตระยะ theront ที่มีชีวิต  เก็บตัวอย่ำงเลือดหลังจำกเผชิญเชื้อได้ 3 และ 7 วัน  
เมื่อตรวจสอบกำรเปลี่ยนแปลงของแอนติบอดีในซีรั่มปลำกะพงขำวโดยเทคนิค Enzyme-Linked 
Immunosorbent Assay (ELISA)  ผลกำรทดลองดังแสดงในตำรำงที่ 4.5 เมื่อน ำข้อมูลมำเขียน
กรำฟควำมสัมพันธ์ของระยะเวลำที่ให้อำหำร และระยะเวลำที่ให้ปลำเผชิญเชื้อปรสิต  ผลกำรทดลอง
แสดงให้เห็นว่ำระดับแอนติบอดีในซีรั่มปลำกะพงขำวที่เลี้ยงด้วยอำหำรสูตร 2 และ 3 ที่มีปรสิต 
Cryptocarryon และยีสต์ เป็นองค์ประกอบตำมล ำดับ มีระดับที่สูงกว่ำชุดควบคุมท่ีเวลำ 14  วัน 
และลดลงในวันที่ 28 แล้วเพ่ิมข้ึนอีกครั้งในวันที่ 42 เมื่อปลำได้รับกำรเผชิญเชื้อปรสิตมีชีวิตเป็นเวลำ 
7 วัน  พบว่ำระดับแอนติบอดีของปลำที่ได้รับอำหำรที่มีปรสิตสูงกว่ำอำหำรที่มียีสต์ ดังแสดงในภำพที่ 
4.6  เมื่อพิจำรณำจำกเส้นแนวโน้มพบว่ำทรีตเมนต์ที่ 3 ที่ปลำได้รับอำหำรที่มียีสต์มีระดับแอนติบอดี
สูงกว่ำอำหำรที่มีปรสิตและสูงกว่ำชุดควบคุมดังแสดงในภำพที่ 4.6-ข 
 

ทรีตเมนต์ 2 

ทรีตเมนต์ 3 
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 กำรที่ปลำได้รับกำรเผชิญเชื้อเป็นเวลำ 3  และ 7 วัน  พบว่ำระดับแอนติบอดีสูงขึ้นในทรีต
เมนต์ที่  2 ซึ่งปลำได้รับอำหำรที่มีปรสิตเป็นองค์ประกอบที่เวลำ 7 วัน  ซึ่งเป็นรอบวงชีวติของปรสิตที่
ปรำกฏจุดขำวขึ้นที่ตัวปลำที่เวลำ 7 วัน  เมื่อพิจำรณำเส้นแนวโน้มพบว่ำระดับแอนติบอดีสูงขึ้นใน
ทุกทรีตเมนต์ที่เวลำ 42 วัน หรือ 6 สัปดำห์  และเม่ือปลำได้เผชิญกับเชื้อปรสิตก็มีแนวโน้มที่ระดับ
แอนติบอดีจะสูงชึ้นอีกครั้ง 
 
ตารางท่ี 4.5  ระดับแอนติบอดีในซีรั่มปลำกะพงขำวที่ได้รับกำรกระตุ้นภูมิคุ้มกัน ตรวจวดัสปัดาห์ท่ี  
   0, 2, 4, 6 และระหวา่งการเผชิญเชือ้ที่เวลำ 3 และ 6 วัน โดยเทคนิค ELISA 
 

ระยะเวลำ 
(สัปดำห์) 

 

 
 

ระยะเวลำ 
(วัน) 

 

ค่ำกำรดูดกลืนแสงที่ควำมยำวคลื่น 450 นำโนเมตร (X  ± SD) 
เคลือบเพลทด้วยเชื้อตำยระยะ Theronts 200 ตัวต่อหลุม 
MAF  1:12000, GAM-HRP  1:5000, test sera  1:1000 

ทรีตเมนต์ 1 
(ชุดควบคุม) 

ทรีตเมนต์ 2 
(Cryptocaryon  

+ Calcium 
alginate) 

ทรีตเมนต์ 3 
(Yeast + 
Calcium 
alginate) 

ทรีตเมนต์ 4 
(Calcium 
alginate) 

 
2 
4 
6 
 

กำรเผชิญเชื้อ  
        6.5 

7 

 
14 
28 
42 
 

กำรเผชิญ
เชื้อ  
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 4.6  ก) คา่การดดูกลืนแสงของแอนตบิอดีในซีร่ัมปลากะพงขาวท่ีกระตุ้นภมูิคุ้มกนัด้วย
ปรสิต (ทรีตเมนต์ 2)และยีสต์ (ทรีตเมนต์ 3) ที่เวลำ 14 28 และ 42 วัน และระดับแอนติบอดีเม่ือ
ปลำได้เผชิญเชื้อปรสิตที่ 3 และ 7 วัน (3* และ 7* หมำยถึงจ ำนวนวันที่ปลำได้รับกำรเผชิญเชื้อ)โดย
เทคนิค ELISA ใช้ปรสิตระยะ theront เป็นแอนติเจนในกำรเคลือบเพลท 
              ข) เส้นแนวโน้มของระดับแอนติบอดีในซีรั่มปลำกะพง 

 ก 

 ข 
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 จากการทดลองเลี้ยงปลากะพงขาวครั้งที่ 2  ได้ทดลองให้อำหำรกระตุ้นภูมิคุ้มกัน 2 
สัปดำห์ หลังจำกนั้นให้อำหำรสูตร 1 เป็นเวลำ 2 สัปดำห์ เก็บตัวอย่ำงเลือดทุก 2 สัปดำห์ เมื่อครบ
ก ำหนดให้ปลำเผชิญเชื้อปรสิตระยะ theront ที่มีชีวิตเป็นเวลำ 2 สัปดำห์  เก็บตัวอย่ำงเลือดหลังจำก
เผชิญเชื้อได้ 3  7 และ 14 วัน  ตรวจสอบกำรเปลี่ยนแปลงของแอนติบอดีในซีรั่มปลำกะพงขำวโดย
เทคนิค ELISA   เมื่อเจือจำงซีรั่ม 1000 เท่ำ ได้ผลดังแสดงในตำรำงที่ 4.6  และกำรเปลี่ยนแปลงของ
ระดับแอนติบอดีเมื่อใช้ปรสิตระยะ theront เป็นแอนติเจนแสดงในภำพที่ 4.7  ในกำรทดลองครั้งที่ 
2 นี้พบว่ำเมื่อปลำได้รับอำหำรที่มียีสต์เป็นองค์ประกอบเป็นเวลำ 14 วัน ระดับของแอนติบอดีสูงกว่ำ
ในชุดควบคุมและอำหำรที่มีแคลเซียมอัลจิเนต  รวมทั้งเมื่อปลำได้รับกำรเผชิญเชื้อปรสิตเป็นเวลำ 3 
และ 14 วัน  
 กำรที่ปลำได้รับกำรเผชิญเชื้อเป็นเวลำ 3 7 และ 14 วัน  พบว่ำแนวโน้มของระดับ
แอนติบอดีสูงขึ้นในทรีตเมนต์ที่ 1 2 และ 3 ส่วนทรีตเมนต์ที่ 4 ค่อนข้ำงคงที่ตลอดกำรทดลอง  แต่
เมื่อปรำกฏจุดขำวขึ้นที่ตัวปลำที่เวลำ 7 วัน  ระดับแอนติบอดีสูงขึ้นในทุกทรีตเมนต์ดังแสดงในภำพที่ 
4.7-ข 
ตำรำงที่ 4.6  ระดับแอนติบอดีในซีรั่มปลำกะพงขำวที่ได้รับกำรกระตุ้นภูมิคุ้มกัน  ตรวจวัดสัปดำห์ที่  
   0, 2, 4 และระหว่ำงกำรเผชิญที่เวลำ 3  7 และ 14 วัน  โดยเทคนิค ELISA 
 

  
ระยะเวลา 
(วนั) 

คา่การดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 450 นาโนเมตร 
ระยะเวลา 
(สปัดาห์) 

เคลือบเพลทด้วยเชือ้ตายระยะ Theronts 200 ตวัตอ่หลมุ 
MAF 1:12000 , GAM-HRP  1:5000 , test sera 1:1000  

 ทรีตเมนต์ 1 
(ชุดควบคุม) 

ทรีตเมนต์ 2 
((Cryptocaryon 

+Calcium 
alginate) 

ทรีตเมนต์ 3 
(Yeast+Calcium 

alginate) 

ทรีตเมนต์ 4 
(Calcium 
alginate) 

        2 
4 

       14 
25 

เผชิญเชือ้  
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 4.7  ก) คา่การดดูกลืนแสงของแอนตบิอดีในซีร่ัมปลากะพงขาวท่ีกระตุ้นภมูิคุ้มกนัด้วย
ปรสิต (ทรีตเมนต์ 2)และยีสต์ (ทรีตเมนต ์3) ที่เวลำ 14 28 และ 42 วัน และระดับแอนติบอดีเม่ือ
ปลำได้เผชิญเชื้อปรสิตที่ 3  7 และ 14 วัน (3* 7*และ 14* หมำยถึงจ ำนวนวันที่ปลำได้รับกำรเผชิญ
เชื้อ)  โดยเทคนิค ELISA ใช้ปรสิตระยะ theront เป็นแอนติเจนในกำรเคลือบเพลท 
              ข) เส้นแนวโน้มของระดับแอนติบอดีในซีรั่มปลำกะพง 

 ก 

 ข 
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 การวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนในซีรั่มโดยวิธีของ Bradford 
 จำกกำรตรวจหำปริมำณโปรตีนในซีรั่มของปลำกะพงขำวชุดที่ 1 และชุดที่ 2 โดยชุดที่ 1 
ท ำกำรเลี้ยงด้วยอำหำรทดลอง 4 สูตร 2 สัปดำห์ หลังจำกนั้นให้กินอำหำรเดียวกับชุดควบคุมอีก 4 
สัปดำห์ ก่อนน ำขึ้นมำเผชิญเชื้อ C. irritans ในถังทดลองขนำดปริมำตร 300 ลิตร ท ำกำรบันทึกอัตรำ
รอดของปลำกะพงขำวทุกวัน ในระหว่ำงกำรเลี้ยงปลำกะพงขำวนี้ ได้ท ำกำรสุ่มมำท ำกำรเจำะเลือดที่
สัปดำห์ที่ 0, 2, 4 และ 6 และระหว่ำงกำรเผชิญเชื้อ C. irritans ที่สัปดำห์ที่ 6.5 และ 7 ได้ผลดัง
แสดงในตำรำงที่ 4.7   ปริมำณโปรตีนในซีรั่มปลำเพ่ิมข้ึนตำมระยะเวลำกำรให้อำหำรโดยมีแนวโน้ม
เพ่ิมข้ีนในทุกสูตรอำหำรที่ใช้เลี้ยง และมีแนวโน้มที่ลดลงหลังจำกท่ีปลำได้เผชิญเชื้อปรสิตดังแสดงใน
ภำพที่ 4.8-ข    โดยปริมำณโปรตีนได้ลดลงอย่ำงรวดเร็วและลดลงมำกที่สุดต่ ำกว่ำในวันที่ 14ในซีรั่ม
ปลำที่ได้รับอำหำรสูตร1 ซึ่งเป็นชุดควบคุม  ส ำหรับชุดทดสอบทรีตเมนต์2 และ 3 โปรตีนมีปริมำณ
ลดลงมำใกล้เคียงกับที่ 14 วัน 
 
ตารางที่ 4.7  ปริมำณโปรตีนในซีรั่มปลำกะพงขำวชุดที่ 1 ที่ให้อำหำรทั้ง 4 สูตร ที่สัปดำห์ที่ 0, 2, 4,  
  และ 6และระหว่ำงกำรเผชิญเชื้อที่สัปดำห์ที่ 6.5 และ 7 
 

ระยะเวลา ปริมำณโปรตีนในซีรั่มปลำกะพงขำว (มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) 

(สัปดำห์) (วัน) ทรีตเมนต์ 1 ทรีตเมนต์ 2 ทรีตเมนต์ 3 ทรีตเมนต์ 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 

  กำรเผชิญเชื้อปรสิต     
     6.5 3* 46.60 41.10 39.39 31.51 

7 4* 12.86 35.15 33.12 32.51 
   หมายเหต ุ  3* และ 7*   หมำยถึงจ ำนวนวันที่ปลำได้รับกำรเผชิญเชื้อ 
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ภาพที่ 4.8  ปริมำณโปรตีนในซีร่ัมปลากะพงขาวชดุท่ี 1 ท่ีให้อาหารทัง้ 4 สตูรเป็นเวลา 14 วนั และ 
   ให้ปลาเผชิญเชือ้เป็นเวลา 3 และ 7 วนั (3* และ 7* หมำยถึงจ ำนวนวันที่ปลำได้รับกำร 
   เผชิญเชื้อ)  
 
 

 ก 

 ข 
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 ส ำหรับกำรเลี้ยงปลำกะพงชุดที่ 2  พบว่ำปริมำณโปรตีนในซีรั่มปลำกะพงเพ่ิมขึ้นเมื่อ
ระยะเวลำกำรเลี้ยงมำกขึ้น   โดยเฉพำะเมื่อเลี้ยงปลำด้วยอำหำรสูตร 2 3 และ 4 และเมื่อให้ปลำให้
ปลำเผชิญเชื้อปรสิตที่เวลำ 3 7  และ  14  พบว่ำปริมำณโปรตีนในซีรั่มมีแนวโน้มลดลง  อย่ำงไรก็
ตำมกำรเลี้ยงปลำด้วยอำหำรสูตร 2 ที่มีปรสิตปริมำณโปรตีนในซีรั่มยังคงสูงกว่ำในชุดควบคุม ดัง
แสดงในตำรำงที่ 4.8 และภำพท่ี 4.9 
 
ตารางท่ี 4.8  ปริมำณโปรตีนในซีรั่มปลำกะพงขำวชุดที่ 2 ที่ให้อำหำรทั้ง 4 สูตร ที่สัปดำห์ที่ 0, 2, 4,  
   และระหว่ำงกำรเผชิญเชื้อที่สัปดำห์ที่ 4.5, 5, และ 6 
 

ระยะเวลำ 
(สัปดำห์)        (วัน) 

ปริมำณโปรตีนในซีรั่มปลำกะพงขำว (มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) 
ทรีตเมนต์ 1 ทรีตเมนต์ 2 ทรีตเมนต์ 3 ทรีตเมนต์ 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 
กำรเผชิญเชื้อ     

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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ภำพที่ 4.9  ปริมำณโปรตีนในซีร่ัมปลากะพงขาวชดุท่ี 2 ท่ีให้อาหารทัง้ 4 สตูรเป็นเวลา 14 วนั และ 
   ให้ปลาเผชิญเชือ้เป็นเวลา 3  7 และ 14 วนั (3*  7* และ 14* หมำยถึงจ ำนวนวันที่ปลำ 
   ได้รับกำรเผชิญเชื้อ)  
 
 การวิเคราะห์รูปแบบโปรตีนในซีรั่มปลากะพงขาวที่กระตุ้นภูมิคุ้มกันด้วยการฉีดปรสิต
ระยะ theront เชื้อตายโดยเทคนิค SDS-PAGE 

 ข 

 ก 
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 แถบโปรตีนจำกซีรั่มปลำกะพงที่เก็บตัวอย่ำงเลือดปลำกะพงหลังจำกปลำได้รับกำรฉีดเชื้อ
ปรสิตระยะ theronts โดยฉีดกระตุ้นด้วยปรสิตระยะ theront เชือ้ตาย 15,000 ตวั ใน PBS ความ
เข้มข้น 0.01 M pH 7.4 ท่ีกรองด้วยเมมเบรนขนาด 0.2 ไมโครเมตร ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ฉีด
เข้าบริเวณช่องท้องของปลากะพงขาวน า้หนกั 15 กรัม (ปรสิตระยะ theront เชือ้ตาย 15,000 ตวั
ตอ่ปลาหนึง่ตวั) แล้วเก็บเลือดวนัท่ี 9 ส่วนตวัควบคมุฉีดด้วย PBS ความเข้มข้น 0.01 M pH 7.4  
ท่ีผา่นการกรองด้วยเมมเบรนขนาด 0.2 ไมโครเมตร ปริมาตร 100 ไมโครลิตรตอ่ปลากะพงขาว
หนึง่ตวั (ปลาน า้หนกั 15 กรัม)  ได้แถบโปรตีนดังแสดงในภำพที่ 4.10  พบแถบของหน่วยยอ่ย
ของอิมโูนกลอบลูิน 2 แถบหลกัคือ heavy chain ของ IgM และ light chain ของ IgM  ที่มีน้ ำหนัก
โมเลกุลโดยประมำณคือ 85 และ 25 kDa ตำมล ำดับ  กำรเปรียบเทียบควำมหนำแน่นของ heavy 
chain ของ IgM เมื่อใช้ปริมำณโปรตีนที่วิเครำะห์เท่ำกัน  พบว่ำมีควำมหนำแน่นของโปรตีนไม่เท่ำกัน
ในปลำแต่ละตัว 
 จำกกำรฉีดปรสิตระยะ theront เชื้อตำย 15,000 ตัวต่อปลำหนึ่งตัว โดยฉีดกระตุ้น 2 ครั้ง 
ห่ำงกัน 14 วัน  เมื่อครบ 9 และ 22 วัน  เก็บเลือดปลำน ำซีรั่มปลำมำวิเครำะห์กำรเปลี่ยนแปลงของ
หน่วยย่อยของโปรตีนได้ผลดังแสดงในรูปที่ 4.11  พบว่ำในซีรั่มปลำที่เวลำ 22 วัน พบแถบโปรตีนที่มี
น้ ำหนักโมเลกุลประมำณ 12 13 และ 14 kDa มีควำมหนำแน่นของปริมำณโปรตีนเพ่ิมขึ้นอย่ำงเห็น
ได้ชัดเจนในปลำทุกตัว  แสดงว่ำแถบของโปรตีนดังกล่ำวน่ำจะเก่ียวข้องกับระบบภูมิคุ้มกัน  เพรำะมี
กำรแสดงออกเพ่ิมข้ึนหลังจำกปลำได้รับกำรกระตุ้นจำกเชื้อปรสิตเป็นครั้งที่  2 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภำพที่ 4.10  แถบโปรตีนจำกซีรั่มปลำกะพงที่ฉีดด้วยเชื้อปรสิตระยะ Theront ที่ได้จำกกำรท ำ SDS- 
  PAGE (Separating gel 12.5% acrylamide,stacking gel 4 % acrylamide)  ย้อม 
  เจลด้วย colloidal Coomassie brilliant G-250 (Fermentas, USA)  โปรตีนที่ใช้ 
  เป็นสำรมำตรฐำนมีน้ ำหนักโมเลกุล 10-200 kDa (Fermentas, USA) 
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แถวที่ ตัวอย่ำง จ ำนวนวันหลังฉีดปรสิตและ 
เก็บตัวอย่ำงเลือด 

ปริมำณโปรตีน 
(ไมโครกรัม) 

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

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

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภำพที่ 4.11  แถบโปรตีนจำกซีรั่มปลำกะพงที่ฉีดด้วยเชื้อปรสิตระยะ Theront ที่ได้จำกกำรท ำ SDS- 
  PAGE (Separating gel 12.5% acrylamide,stacking gel 4 % acrylamide)   
  ปริมำณโปรตีนของสำรตัวอย่ำง 4 ไมโครกรัมต่อแถว  ย้อมเจลด้วย colloidal  
  Coomassie brilliant G-250 (Fermentas, USA)  โปรตีนที่ใช้เป็นสำรมำตรฐำนมี 
  น้ ำหนักโมเลกุล 10-200 kDa (Fermentas, USA)  แถวที่ 2-6 คือซีรั่มจำกปลำกะพงท่ี
ได้รับกำรกระตุ้นด้วยปรสิต 1 ครั้ง  และแถวที่ 7-9 คือซีรั่มจำกปลำกะพงที่ได้รับกำรกระตุ้นด้วย
ปรสิต 2 ครั้ง 
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แถวที่ ตัวอย่ำง จ ำนวนวันหลังฉีดปรสิตครั้งแรก 
และเก็บตัวอย่ำงเลือด 

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

 



บทท่ี 5 
อภิปรายและสรุปผลการทดลอง 

การวิเคราะห์คุณค่าทางอาหาร (proximate analysis) ในอาหารที่เตรียมได้ 
 จากการวิเคราะห์องค์ประกอบคุณค่าทางอาหารที่ท าการทดลองในครั้งนี้ทั้ง 4 สูตร  พบว่า
มีความชื้นร้อยละ 6–7  เถ้าร้อยละ 13-15  โปรตีนร้อยละ 49-51  ไขมันร้อยละ 12-13 
คาร์โบไฮเดรตที่ละลายน้ า ร้อยละ 15-17 ทั้งนี้จากการรายงานของ Catacutan และ Colosso 
(1995) ที่ท าการทดลองอาหารส าเร็จรูปกับลูกปลากะพงขาวขนาดน้ าหนักเฉลี่ย 1.34 + 0.01 กรัม 
พบว่าอาหารที่มีระดับของโปรตีน 50% และระดับไขมัน 15% ปลากะพงขาวจะมีอัตราการ
เจริญเติบโตสูงสุดและให้น้ าหนักที่มากสุด จากทดลองของ William และคณะ (2003) ท าการทดลอง
ให้อาหารส าเร็จรูปกับปลากะพงขาวที่เลี้ยงในน้ าจืด โดยท าการทดสอบอาหารที่มีระดับของโปรตีน 
38-%, 42.5%, 47.3% and 52% และไขมัน 7.0%, 12.8% and 18.3% เป็นเวลา 8 สัปดาห์ พบว่า 
อาหารที่มีระดับของโปรตีนและไขมันสูงจะให้อัตราการรอดและการเจริญเติบโตที่ดีกว่าระดับต่ า  
 จากการศึกษาของ Alvarez-Gonzalez และคณะ (2001) ได้ท าการทดลองปริมาณโปรตีน
ในอาหารต่อการเจริญเติบโตของลูกปลากะพง spotted sand bass (Paralabrax 
maculatofasciatus) ขนาด 9.5 กรัม โดยท าการเลี้ยงปลากะพงด้วยอาหารที่มีเปอร์เซนต์โปรตีน 
40, 45 และ 50% พบว่า ปลากะพงจะมีอัตราการเจริญเติบโตดีอย่างมีนัยส าคัญเม่ือเลี้ยงด้วยอาหาร
ที่มรีะดับโปรตีน ที่ 45 และ 50% ซึ่งคระผู้วิจัยได้สรุปว่าอาหารที่เหมาะสมในการเลี้ยงปลากะพงขาว
ชนิดนี้ควรมีระดับโปรตีนอย่างน้อย 45% 
 López at.al (2009) ท าการศึกษาระดับของไขมันในอาหารที่เหมาะสมต่อการเลี้ยงปลา
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% 
ท าการตรวจสอบอัตราการเจริญเติบโตและอัตรารอดของปลากะพงเมื่อท าการเลี้ยงไปได้ 50 วัน 
พบว่าอัตราการรอดของปลาจะต่ าสุดเมื่ออาหารที่ให้มีไขมันอยู่ที่ระดับ 2.6%  
 ส าหรับในประเทศไทย วิเชียรและคณะ (2531, 2532) และจารุรัตน์และคณะ (2532) 
รายงานว่าปลากะพงขาวต้องการอาหารที่มีโปรตีน 45-47% ไขมัน 10-15%    
 
การทดสอบการต้านเชื้อและการกระตุ้นภูมิคุ้มกันของปลากะพงขาวต่อปรสิต C. 
irritans ระยะ theront 
 จากการทดสอบการต้านเชื้อและการกระตุ้นภูมิคุ้มกันของปลากะพงขาวต่อปรสิต C. 
irritans ระยะ theront จ านวน 15,000 theronts/ปลา 1 ตัว หลังจากให้กินอาหารสูตรต่างๆ ทั้ง 4 
สูตร ด้วยเทคนิคการตรึง โดยครั้งแรกให้กินอาหารทดลอง 2 สัปดาห์ และกินอาหารชุดควบคุมต่ออีก 
4 สัปดาห์ พบอัตราการรอด หลังการเผชิญเชื้อ C. irritans ของทรีตเมนต์ 1ชุดควบคุม ทรีตเมนต์ 2 
ผสม C. irritans ทรีตเมนต์ 3 ผสมยีตส์ Pichia sp. และทรีตเมนต์ 4 ผสม Sodium  alginate ที่ 
0%, 90%, 90% และ 0% ตามล าดับ (N = 10) ส่วนในการทดลองครั้งที่ 2 ท าการเลี้ยงด้วยอาหาร
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ทดลอง 2 สัปดาห์ และเลี้ยงด้วยอาหารควบคุม 2 สัปดาห์ พบว่าอัตราการรอดของปลากะพงทรีต
เมนต์ที่ 1 ถึง 4 เป็น 83%, 83%, 93% และ 90% ตามล าดับ (N = 30) จะเห็นว่าปลากะพงในกลุ่มที่
ให้อาหารทรีตเมนต์ที่ 3 ที่ผสม Pichia sp. ให้อัตราการรอดสูงสุดในครั้งท่ี 2 และเท่ากับทรีตเมนต์ที่ 
2 ซึ่งผสมด้วย C. irritans ในการทดลองครั้งท่ี 1 ซึ่งในทางการเพาะเลี้ยงสัตว์น้ าแบบยั่งยืนในปัจจุบัน
มีการน ายีสต์แบคทีเรียและสารสกัดจากพืชที่มีประโยชน์บางชนิดมาใช้ในการกระตุ้นภูมิคุ้มกันในสัตว์
น้ าเพื่อให้มีความต้านทานโรคชนิดต่างๆ (Gatesoupe, 1999; Jeney  et al., 2009; Lauridsen 
และ Buchmann, 2010; Navarrete และ Tovar-Ramírez, 2014; Wang, Li และ Lin, 2008) 
โดยเฉพาะยีสต์ในสกุล Saccharomyces ที่มีการใช้เป็นประโยชน์เป็นโปรไบโอติกในมนุษย์และสัตว์
ทั่วโลก (Jakobsen และ Narvhus 1996; Lourens และ Viljoen 2001; Buchl et al. 2010; 
Moslehi-Jenabian, Pedersenและ Jespersen, 2010) ในการศึกษาครั้งนี้ แยกเชื้อ Pichia  sp. 
มาจากน้ าทะเลบางแสน โดยเชื้อมีคุณสมบัติในการเจริญเติบโตอย่างรวดเร็ว และเม่ือน ามาวิเคราะห์
องค์ประกอบของกรดไขมันจากตัวอย่างเซลล์ยีสต์ Pichia sp. ที่ผ่านการตรึงด้วยแคลเซียมอัลจิเนต 
พบว่ากรดปาล์มิติก (palmitic acid, C16:0) เป็นองค์ประกอบมากท่ีสุด รองลงมาคือกรดไขมันโอเล
อิก (Oleic acid, C18:1n9) ตามล าดับ โดยพบกรดไขมันไม่อ่ิมตัวทั้งหมด (unsaturated fatty acid 
: USFA) ร้อยละ 30.29 ของกรดไขมันทั้งหมด เป็นกรดไขมันไม่อ่ิมตัวเชิงเดี่ยว (Monounsaturated 
Fatty Acid: MUFA) ร้อยละ 20.26 ของกรดไขมันทั้งหมด มีกรดไขมันโอเลอิก (Oleic acid, 
C18:1n9) เป็นองค์ประกอบที่มากที่สุดประมาณร้อยละ 17.83 ของกรดไขมันทั้งหมด กรดไขมันไม่
อ่ิมตัวเชิงซ้อน (Polyunsaturated Fatty Acid: PUFA) ร้อยละ 9.93 ของกรดไขมันทั้งหมดและมี
กรดไลโนเลอิก (Linoleic acid, C18:2n6c) เป็นองค์ประกอบที่มากท่ีสุดประมาณร้อยละ 3.14 ของ
กรดไขมันทั้งหมด (สุพรรณี ลีโทชวลิต และคณะ, 2557) เมื่อน ามาประกอบในสูตรอาหารพบว่ามี
ปริมาณโปรตีนมากกว่าร้อยละ 50 และไขมันมากกว่าร้อยละ 11 ซึ่งเหมาะสมต่อการน ามาเลี้ยงปลา
กะพงขาว (เวียง, 2543)  
 ส าหรับแนวคิดในการแยกเชื้อจากธรรมชาติมาใช้ในการเพาะเลี้ยงสัตว์น้ านั้นมีผู้ท าการวิจัย
จ านวนมากทั้งในประเทศไทยและต่างประเทศ โดยในประเทศไทย วรวุฒิ และชาคริยา (2558) ได้
ท าการศึกษาจุลินทรีย์ท้องถิ่นในพ้ืนที่เพาะเลี้ยงสัตว์น้ าเพ่ือการเพาะเลี้ยงสัตว์น้ าตามหลักเกษตร
ธรรมชาติ โดยท าการเก็บตัวอย่างจุลินทรีย์บริเวณฟาร์มเพาะเลี้ยงสัตว์น้ าจืดของคณะวิทยาศาสตร์
และ เทคโนโลยีการประมง มหาวิทยาลัยเทคโนโลยราชมงคลศรีวิชัย วิทยาเขตตรัง จ านวน 6 จุดโดย
ใช้ข้าวเหนียวนึ่งสุกประมาณ 100 กรัมใส่ในภาชนะปิดด้วยกระดาษเนื้อหยาบที่อากาศสามารถ ผ่าน
เข้าออกได้วางบริเวณท่ีมีวัชพืชหรือใบไม้ในแต่ละจุดใช้เวลาประมาณ 5 วัน จุลินทรีย์จะเจริญเต็ม
ผิวหน้าของข้าวเหนียว เมื่อท าการ จ าแนกชนิดของจุลินทรีย์พบ 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. ซ่ึง
ผู้วิจัยกล่าวว่าจุลินทรีย์เหล่านีจ้ัดอยู่ในกลุ่มจุลินทรีย์ที่อาจก่อให้เกิดประโยชน์ซึ่งอาจน ามาใช้ใน
ทางการเพาะเลี้ยงสัตว์น้ า เช่น การควบคุมคุณภาพน้ า การปรับปรุงคุณภาพวัตถุดิบอาหารการกระตุ้น
ภูมิคุ้มกันโรคแก่สัตว์น้ าและอ่ืนๆ  



40 

 ณัฐพงษ์ จูพัฒนกุล (2553) ได้น ารีคอมบิแนนท PmRab7 ในระบบยีสต Pichia pastoris 
ไปใชในการปองกันโรคดวงขาวในกุง ในการทดลองในระดับฟารมพบวา เมื่อใชอาหารที่ผสมโปรตีน 
PmRab7 ใน ปริมาณ 1 มิลลิกรมัและ 2 มิลลิกรมั PmRab7/ กิโลกรัมของอาหารกุงพบวาสามารถช
วยชะลอการตายของกุ้งจากเชื้อไวรัสดวงขาวไดโดยในวันที่สี่อัตราการตายของกุงในกลุ่มควบคุมอยู่ที่ 
65-80% สวนในกล่มที่ใหอาหารผสม PmRab7 มีอัตราการตาย ลดลงอยูที่ประมาณ 20-40% แต
หลังจากหยุดให้อาหารผสม PmRab7 และใหอาหารปกติตอเปนเวลา 3 วันพบวาไมพบความ แตกต
างอยางมีนัยส าคัญ (P>0.05) 
 การใช้ยีสต์กลุ่ม Pichia ในต่างประเทศมีรายงานในประเทศจีน โดย Li และคณะ (2008) 
ท าการเก็บรวบรวมยีสต์จ านวน 328 สายพันธุ์ จากน้ าทะเล ดินตะกอน โคลน จากกระเพาะอาหาร
ของปลา และสาหร่าย พบว่ายีสต์ 5 สานพันธุ์ในสกุล Pichia spp. ได้แก่ Pichia 
guilliermondii 1uv-small, Pichia ohmeri YF04d, Pichia fermentans YF12b, Pichia 
burtonii YF11A and Pichia anomalaYF07b. เป็นต้น และจากการศึกษาข้ันตอนต่อไป 
พบว่า Pichia anomala YF07b สามารถผลิตสารพิษที่ใช้ในการต่อต้านเชื้อโรคในปูได้ นอกจากนี้ 
Chen และคณะ (2010) ใช้เทคนิค quorum quenching การรวมตัวของ AHL-lactonase 
expressed จาก Bacillus sp. B546 ในนอกเซลล์ยีสต์ Pichia pastoris เพ่ือน าไปฉีดร่วมกับเชื้อ 
Aeromonas hydrophila ในปลาคราฟท์ พบว่าท าให้อัตราการตายเมื่อติดเชื้อ A. hydrophila 
ลดลง และ Moa และคณะ (2011) ได้น ายีนส์ ompK ของแบคทีเรีย Vibrio harveyi ไปตัดต่อกับ
ยีสต์ Pichia pastoris เพ่ือน าไปใช้เป็นวัคซีนและน าไปเพ่ิมจ านวนในอาหาร หลังจากนั้นน าไปวัคซีน
ที่ได้ไปใส่ในปลาและให้เผชิญกับเชื้อ V. harveyi zj2008 พบว่าวัคซีนที่ได้สามารถก่อให้เกิดภูมิคุ้มกัน
โรควิบริโอซิสได้ 
 ส าหรับการน าเชื้อ C. irritans ระยะธีรอนท์ ไปตรึงกับอาหารเมื่อน าไปให้ปลากะพงขาว
กินและน าไปเผชิญเชื้อ C. iriitans พบอัตรารอดจากการทดลองครั้งที่ 1 และ 2 เท่ากับ 90% และ 
83% ตามล าดับ เมื่อเทียบการศึกษาการกระตุ้นภูมิคุ้มกันของปลากะพงขาว (L. calcarifer) ในการ
ป้องกันการติดเชื้อปรสิต C. irritans โดยฉีดปรสิตระยะธีรอนท์เชื้อตายที่ถูกฆ่าด้วยฟอร์มาลีน และ
เมมเบรนโปรตีนที่สกัดจากธีรอนทเ์ชื้อตายเข้าบริเวณช่องท้องของปลาและให้ปลากะพงขาวเผชิญกับ
เชื้อปรสิตระยะธีรอนท์มีชีวิต  จากการตรวจสอบระดับแอนติบอดีโดยเทคนิค ELISA   เมื่อ
เปรียบเทียบอัตราส่วนชุดตัวอย่างต่อชุดควบคุม   พบว่าระดับแอนติบอดีจากปลากะพงขาวที่ถูก
กระตุ้นภูมิคุ้มกันสูงกว่ากลุ่มควบคุม  โดยปลากะพงขาวที่ถูกกระตุ้นภูมิคุ้มกันด้วยธีรอนท์เชื้อตายและ
เมมเบรนโปรตีนมีระดับแอนติบอดีสูงสุดในสัปดาห์ที่ 4  และ 8 ตามล าดับ ปลากะพงขาวที่ฉีดกระตุ้น
ภูมิคุ้มกันเมื่อน ามาเผชิญต่อปรสิตระยะธีรอนท์ จ านวน 15,000 ตัวต่อปลาหนึ่งตัว (น้ าหนัก 15 กรัม) 
เป็นเวลา 9 วัน พบอัตราการรอดของปลากะพงขาวที่ได้รับวัคซีนอยู่ที่ร้อยละ 100 ในขณะที่การรอด
ของปลากะพงขาวในกลุ่มควบคุมจะอยู่ที่ร้อยละ 0 (สุพรรณ ีลีโทชวลิต และคณะ, 2554) ส าหรับ
การศึกษาในปลาข้าวเม่าน้ าลึก (Sarcocentrum rubrum) โดยการฉีดปรสิตระยะธีรอนต์เชื้อตายที่
ถูกฆ่าด้วยฟอร์มาลีนเข้าบริเวณช่องท้องของปลาที่เวลา 0, 2, 4 และ 6 สัปดาห์  แล้วดูดเลือดปลาที่
เวลา 1, 3, 5 และ 7 สัปดาห์  จากการตรวจสอบระดับแอนติบอดีโดยเทคนิค ELISA เมื่อเปรียบเทียบ
อัตราส่วนของชุดทดสอบต่อชุดควบคุม  พบว่าระดับแอนติบอดีจากปลาข้าวเม่าน้ าลึกท่ีถูกกระตุ้น
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ภูมิคุ้มกันสูงกว่ากลุ่มควบคุมตั้งแต่สัปดาห์ที่ 1 และสูงสุดในสัปดาห์ที่ 7 ปลาข้าวเม่าน้ าลึกท่ีฉีดกระตุ้น
ภูมิคุ้มกันและน ามาเหนี่ยวน าด้วยปรสิตระยะธีรอนต์จ านวน 70,000 ตัวต่อปลาหนึ่งตัว (น้ าหนัก 60 
กรัม) เป็นเวลา 7 วัน พบว่าอัตรารอดของปลาข้าวเม่าน้ าลึกท่ีได้รับวัคซีนและกลุ่มควบคุมอยู่ที่ร้อยละ 
100 (สุพรรณี ลีโทชวลิตและคณะ, 2553) 
 การทดลองในครั้งนี้มีวัตถุประสงค์เพ่ือผลิตอาหารที่ใช้ในการกระตุ้นภูมิคุ้มกันต่อโรค C. 
irritans ในปลาสวยงามน้ าเค็มซึ่งส่วนใหญ่มีขนาดเล็กไม่เหมาะกับการฉีด จึงได้พยายามผลิตเป็น
อาหารโดยเทคนิคการตรึงเพ่ือให้ปลากิน แต่จากการรายงานจากประเทศต่างๆ นั้นเป็นการผลิตวัคซีน
เพ่ือใช้ฉีดเข้าปลาโดยตรงเช่น จากรายงานการศึกษาของ Bai และคณะ (2008) พบว่าความจ าเพาะ
ของแอนติบอดีซีรัมที่เกิดขึ้นหลังได้รับการกระตุ้นภูมิคุ้มกันด้วยการฉีดปรสิตระยะธีรอนต์, ระยะโทร
ฟอนต์และระยะโทมอนต์ เพ่ิมข้ึนในสัปดาห์ที่ 2 และสูงสุดในสัปดาห์ที่ 4 หลังจากนั้นลดลงในสัปดาห์ 
6 และ 8 สัปดาห์ การกระตุ้นด้วยระยะธีรอนต์ ให้ค่าไตเตอร์สูงสุดคือ 426 ไตเตอร์ ในสัปดาห์ที่ 4 
และพบว่าความจ าเพาะของแอนติบอดีซีรัมที่เกิดข้ึนหลังได้รับการกระตุ้นเวลา 2 เดือน จะมีผลต่อ
อัตรารอดของปลาอีกด้วย  ส าหรับจากการศึกษาของ Yambot and Song (2006) ที่พบว่าปลากะรัง
จุดส้มที่ได้รับการกระตุ้นระบบภูมิคุ้มกัน โดยปรสิตที่มีชีวิตต่อ C. irritans หรือการฉีดกระตุ้นด้วย C. 
irritans ที่ถูกฆ่าด้วยฟอร์มาลีนนั้นสามารถท าให้ค่าไตเตอร์ของแอนติบอดีสูงขึ้นในเมือกปลากลุ่มท่ี
ได้รับการกระตุ้นและมีจ านวนปลารอดชีวิตมากขึ้นเมื่อได้รับการกระตุ้นภูมิคุ้มกัน 
 
การตรวจวัดการเปลี่ยนแปลงสารในระบบภูมิคุ้มกนั 
  การตรวจหากิจกรรมของเอนไซม์ไลโซไซม์ในน้ าเลือดปลากะพงขาวชุดที่ 1 พบ clear 
zone ชัดเจนในอาหารทดลองทรีตเมนต์ ที่ 2, 3 และ 4 .ในสัปดาห์ที่ 2 และ 4 เท่านั้น ส่วนในปลา
กะพงชุดที่ 2 ไม่สามารถวัด clear zone ได ้ทั้งในช่วงก่อนและหลังการเผชิญเชื้อ ซึ่งต่างจากการ
ทดลองของ Yin และคณะ (2014) ทีท่ าการวิเคราะห์ไลโซไซม์ในขณะที่ปลากะรัง (Epinephelus 
coioides) มีการเผชิญเชื้อ C. irritans โดยผู้วิจัยกล่าวว่ากิจกรรมไลโซไซม์จะเพ่ิมขึ้นตามระยะเวลาที่
ปลาเผชิญเชื้อ และจากการทดลองของ Yin at.al (2015) ได้ทดลองในปลาจาระเม็ดไต้หวัน 
(Trachinotus ovatus) โดยปลาทดลองแบ่งออกเป็น 3 กลุ่ม กลุ่มแรกได้รับการเผชิญเชื้อ 1 ครั้งที่
สัปดาห์ที่ 10 ด้วยธีรอนท์ จ านวน 40,000 ธีรอนท์/ตัว กลุ่ม 2 ท าการเผชิญเชื้ออีกทุกสัปดาห์ 10 
ครั้ง กลุ่มควบคุมไม่ต้องเผชิญเชื้อ ท าการตรวจสอบอัตราการตายและตรวจวิเคราะห์ระบบภูมิคุ้มกัน 
พบว่ากิจกรรมไลโซไซม์ของกล่ม 2 ต่ าสุด 

 ในการวิเคราะห์ระดับแอนติบอดีในซีรั่มปลากะพงขาวที่กระตุ้นภูมิคุ้มกันด้วยปรสิต C. 
irritan ระยะ theront  และยีสต์ โดยเทคนิค Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) 
ผลการทดลองในปลากะพงขาวชุดที่ 1แสดงให้เห็นว่าระดับแอนติบอดีในซีรั่มปลากะพงขาวที่เลี้ยง
ด้วยอาหารสูตร 2 และ 3 ที่มีปรสิต Cryptocarryon และยีสต์ เป็นองค์ประกอบตามล าดับ มีระดับที่
สูงกว่าชุดควบคุมท่ีเวลา 14  วัน และลดลงในวันที่ 28 แล้วเพ่ิมข้ึนอีกครั้งในวันที่ 42 เมื่อปลาได้รับ
การเผชิญเชื้อปรสิตมีชีวิตเป็นเวลา 7 วัน  พบว่าระดับแอนติบอดีของปลาที่ได้รับอาหารที่มีปรสิตสูง
กว่าอาหารที่มียีสต์ ดังแสดงในภาพที่ 4.6  เมื่อพิจารณาจากเส้นแนวโน้มพบว่าทรีตเมนต์ที่ 3 ที่ปลา



42 

ได้รับอาหารที่มียีสต์มีระดับแอนติบอดีสูงกว่าอาหารที่มีปรสิตและสูงกว่าชุดควบคุม การที่ปลาได้รับ
การเผชิญเชื้อเป็นเวลา 3 และ 7 วัน  พบว่าระดับแอนติบอดีสูงขึ้นในทรีตเมนต์ที่  2 ซึ่งปลาได้รับ
อาหารที่มีปรสิตเป็นองค์ประกอบที่เวลา 7 วัน  ซึ่งเป็นรอบวงชีวิตของปรสิตที่ปรากฏจุดขาวขึ้นที่ตัว
ปลาที่เวลา 7 วัน  เมื่อพิจารณาเส้นแนวโน้มพบว่าระดับแอนติบอดีสูงขึ้นในทุกทรีตเมนต์ที่เวลา 42 
วัน หรือ 6 สัปดาห์  และเมื่อปลาได้เผชิญกับเชื้อปรสิตก็มีแนวโน้มที่ระดับแอนติบอดีจะสูงชึ้นอีกครั้ง 
ส่วนในชุดที่ 2 พบว่าเมื่อปลาได้รับอาหารที่มียีสต์เป็นองค์ประกอบเป็นเวลา 14 วัน ระดับของ
แอนติบอดีสูงกว่าในชุดควบคุมและอาหารที่มีแคลเซียมอัลจิเนต  รวมทั้งเมื่อปลาได้รับการเผชิญเชื้อ
ปรสิตเป็นเวลา 3 และ 14 วัน พบว่าแนวโน้มของระดับแอนติบอดีสูงขึ้นในทรีตเมนต์ที่ 1 2 และ 3 
ส่วนทรีตเมนต์ที่ 4 ค่อนข้างคงที่ตลอดการทดลอง  แต่เมื่อปรากฏจุดขาวขึ้นที่ตัวปลาที่เวลา 7 วัน  
ระดับแอนติบอดีสูงขึ้นในทุกทรีตเมนต์  
 ซึ่งจากการศึกษาของ Luo at.al (2007) มีการศึกษาเกี่ยวกับการกระตุ้นภูมิคุ้มกันเพ่ือ 
ป้องกันการติดเชื้อปรสิต C. irritans ของปลากะรัง ผลจากการกระตุ้นภูมิคุ้มกัน โดยการเผชิญเชื้อบน
ผิวหรือจากการฉีดกระตุ้น พบค่าความจ าเพาะไตเตอร์แอนติเจนของซีรัมปลาที่ถูกกระตุ้นและเมือกที่
ได้จากผิวโดยการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค ELISA และการวิเคราะห์การตรึง พบว่าความจ าเพาะของ
แอนติบอดีสามารถตรวจสอบได้จากภูมิคุ้มกันปลาที่เกิดขึ้นในสัปดาห์ที่ 1 และสัปดาห์ที่ 2 และพีคมี
ค่าไตเตอร์สูงระหว่างสัปดาห์ที่ 4-6 ความจ าเพาะของแอนติบอดียังพบในซีรัมและเมือกของปลาที่ถูก
กระตุ้นในสัปดาห์ที่ 8 และเตรียมการกระตุ้นเพ่ือต้านเชื้อปรสิต C. irritans มีการพบการชักน าด้วย 
humoral and skin mucosal immunity ซึ่งมีบทบาทส าคัญในการต้านเชื้อปรสิต C. irritans ใน
ปลา 
 จากการศึกษาของ Bai at.al (2008) ที่ท าการเปรียบเทียบ protective immunity ใน
ปลากะรัง (Epinephelus coioides) ต่อเชื้อ C. irritans ด้วยปรสิตระยะ theronts, trophonts 
และ tomonts ด้วยการฉีดเข้าช่องท้อง ท าการตรวจกา 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
โทรมอนท์แบบมีนัยส าคัญ 
 การศึกษาของ Yambot and Song (2006) ได้ท าการศึกษา titres ของเมือกปลากะรัง 
(Epinephelus coioides) ด้วยเทคนิค ELISA พบว่า ระดับของ titres ในลูกปลาวัยอ่อนและปลาโต
เต็มวัยที่เผชิญเชื้อ C. irritans จ านวนน้อยจะสูงกว่ากลุ่มที่เผชิญเชื้อจ านวนอย่างมีนัยส าคัญ  
 เมื่อท าการการวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนในซีรั่มโดยวิธีของ Bradford ในปลากะพงขาวชุดที่ 
1 พบว่า ปริมาณโปรตีนในซีรั่มปลาเพิ่มขึ้นตามระยะเวลาการให้อาหารโดยมีแนวโน้มเพ่ิมข้ีนในทุก
สูตรอาหารที่ใช้เลี้ยง และมีแนวโน้มที่ลดลงหลังจากท่ีปลาได้เผชิญเชื้อปรสิต โดยปริมาณโปรตีนได้
ลดลงอย่างรวดเร็วและลดลงมากที่สุดต่ ากว่าในวันที่ 14ในซีรั่มปลาที่ได้รับอาหารสูตร1 ซึ่งเป็นชุด
ควบคุม  ส าหรับชุดทดสอบทรีตเมนต์2 และ 3 โปรตีนมีปริมาณลดลงมาใกล้เคียงกับที่ 14 วัน ส่วนใน
ปลาทดลองชุดที่ 2 พบว่าปริมาณโปรตีนในซีรั่มปลากะพงเพ่ิมข้ึนเมื่อระยะเวลาการเลี้ยงมากขึ้น   
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โดยเฉพาะเมื่อเลี้ยงปลาด้วยอาหารสูตร 2 3 และ 4 และเมื่อให้ปลาให้ปลาเผชิญเชื้อปรสิตที่เวลา 3, 
7  และ  14 วัน  พบว่าปริมาณโปรตีนในซีรั่มมีแนวโน้มลดลง 
 จากการศึกษาของ สุพรรณี ลีโทชวลิต และคณะ (2554) ท าการศึกษาปริมาณโปรตีนด้วย
วิธีของ Bradford ในปลาข้าวเม่าน้ าลึก (Sarcocentrum rubrum) ฉีดกระตุ้นภูมิคุ้มกันด้วย C. 
irritans ในช่องท้อง ที่เวลา 0, 2, 4 และ 6 สัปดาห์ จึงท าการดูดเลือดปลาที่เวลา 1, 3, 5 และ 7 
สัปดาห์ น าซีรั่มที่เวลาต่างๆ มาวิเคราะห์หาปริมาณโปรตีนพบว่า กลุ่มควบคุมสัปดาห์ที่ 1, 3, 5 และ 
7 มีปริมาณโปรตีน 28.6, 15.42, 32.72, และ 45.84 มก./มล. ตามล าดับ ส่วนในตัวอย่างสัปดาห์ที่ 
1, 3, 5 และ 7 มีปริมาณโปรตีน 40.0, 50.44, 49.2, 46.24 มก./มล.ตามล าดับ 
 จากการศึกษาของ Mizumi และคณะ (2102) ได้ท าการตรวจวิเคราะห์ระบบภูมิคุ้มกันโรค
ที่เกิดจาก C. irritans ในปลาหมอเทศ (Mozambique tilapia, Oreochromis mossambicus) 
โดยให้ปลาเผชิญเชื้อระยะธีรอนท์ จ านวน 300 theronts/ปลา 1 ตัว พบว่าปลาจะสร้างระบบ
ภูมิคุ้มกันเพ่ิมขึ้น โดยพบโปรตีนที่ 28 KD  
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ภาคผนวก ก 
การเตรียมสารเคมี 

 
1. การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ  YM medium แบบเหลว  ประกอบด้วย 

   yeast extract  0.6   กรัม  
   malt extract   0.6   กรัม 
   peptone         1.0 กรัม                
   glucose          2.0   กรัม                                 
 เติมน ้ำกลั่น 200 มิลลิลิตร ปิดปำกขวดรูปชมพู่ น้ำเข้ำเครื่องควำมดันอัตโนมัติ121 องศำ-

เซลเซียส นำน 15 นำท ี
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                                 
 เติมน ้ำกลั่น 300 มิลลิลิตร ปิดปำกขวดรูปชมพู่ น้ำเข้ำเครื่องควำมดันอัตโนมัติ121 องศำ-

เซลเซียส นำน 15 นำท ี
3. การเตรียมน้้าทะเลเทียมที่ความเค็ม 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 

ละลำยในน ้ำกลั่นปริมำตร 1 ลิตร และปรับที่ pH7.4 
4.  อาหารเลี้ยงเชื้อกากชานอ้อย (สูตรกากชานอ้อยต่อ SM 25 1:10)  
    ชั่งกำกชำนอ้อย 100 กรัม ลงในบีกเกอร์ขนำด 3000 มิลลิลิตร. เติมน ้ำทะเลเทียม 1000 มิลลิลิตร 
กวนและบีบกำกชำนอ้อยเป็นเวลำประมำณ 1 ชั่วโมง จำกนั นกรองกำกชำนอ้อยออกเก็บส่วนใสใส่ใน  
ขวดฝาเกลียว  ขนาด 1000  มิลลิลิตร  ปริมาตร 500 มิลลิลิตร  ปิดปากขวดฝาเกล่ียว  จากนัน้
น าเข้าหม้อนึง่ความดนัอตัโนมตั ิ 121  องศาเซลเซียส  นาน  15  นาที 
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ภาคผนวก ข 

 การค านวณ การวิเคราะห์และการนับจ านวนเซลล์ยีสต ์

1.  การวิเคราะห์ปริมาณน  าตาลรีดิวซ์โดยวิธี Dinitrosalicylic acid assay (Miller, 1959 ) 

         1.1  การเตรียมสารละลาย 0.1 % Dinitrosalicylic acid 

               -  การเตรียม 2M Sodium hydroxide: NaOH ชั่ง NaOH 20 กรัม ละลายน ้า 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 
                   น้าสารละลาย 3, 5 - dinitrosalicylic acid และ Sodium potassium tartate เทลง
ในขวดปรับปริมาตร เขย่าให้เข้ากัน แล้วเติม 2M NaOH จนได้ปริมาตร 250 มิลลิลิตร 

         1.2  กราฟมาตรฐานกลูโคสและการวิเคราะห์น  าตาลรีดิวซ์โดยวิธี DNS  

                ปิเปตสารละลายกลูโคส (ตารางภาคผนวกท่ี ข.1) 100 ไมโครลิตร ลงในหลอด eppendorf 
ขนาด 1.5 มิลลิลิตร และเติม Dinitrosalicylic acid reagent 1 มิลลิลิตรลงในหลอด eppendorf ผสม
สารละลายให้เข้ากัน และน้าไปต้มที่ 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลานาน 10 นาที จากนั นน้าไปแช่น ้าแข็ง 
และน้าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงด้วยเครื่องสเปคโทรโฟโตมิเตอร์ที่ความยาวคลื่น 550 นาโนเมตร 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

. 
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ผลของกราฟมาตรฐานการวิเคราะห์ปริมาณน  าตาลกลูโคสโดยวิธี DNS 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

ภาพภาคผนวกที่ ข. 1  กราฟมาตรฐานกลูโคสและการวิเคราะห์น ้าตาลรีดิวซ์ 

         1.3  การค านวณหาปริมาณน  าตาลรีดิวซ์  

               ค้านวณหาปริมาณน ้าตาลรีดิวซ์ (มก./มล.) จากสมการ   y = 0.3178x + 0.0132 

      เมื่อ  y = ค่าการดูดกลืนแสงที่ 550 นาโนเมตรของสารตัวอย่าง 

             x = ปริมาณน ้าตาลรีดิวซ์ (มก./มล.) โดยน้าค่า x ที่ได้คูณด้วยอัตราการเจือจางได้เป็นปริมาณ   

      น ้าตาลรีดิวซ์ของสารตัวอย่างในหน่วย (มก./มล.) 

2.  การค านวณการนับจ านวนเซลล์ด้วย Haemacytometer  

         การค้านวณ  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. 
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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 ถ้านับจ้านวนเซลล์จุลินทรีย์ทั งหมด 5 ช่องได้ 80 เซลล์ 

  1 ช่อง                    =  80/5 =  16 เซลล์ 

  1 ช่อง หรือ 4 x 10-6 มล. นับได้      16 เซลล ์  

1 ช่อง หรือ 1 มล. นับได้ =  16 x 1 =    4 x 106   เซลล์ต่อมิลลิลิตร 

 
         ดังนั น มีเซลล์จุลินทรีย์เท่ากับ 4 x 106 เซลล์ต่อมิลลิลิตร 

3.  การค านวณหาปริมาณความชื น (Moisture) 

         ร้อยละของน ้าหนักตัวอย่างแห้ง                     D  =  (C – A) x 100 
         ร้อยละของน ้าหนักน ้าในตัวอย่างเปียก             E  =  (B x 100) - D 
 
         โดย  A  คือ  น ้าหนัก Crucible เปล่า (ก่อนอบ) 
                B  คือ  น ้าหนักตัวอย่างเปียก 
                C  คือ  น ้าหนักตัวอย่าง + น ้าหนัก Crucible เปล่า (หลังอบ) 
                D  คือ  ร้อยละของน ้าหนักตัวอย่างแห้ง 
                E  คือ  ร้อยละของน ้าหนักน ้าในตัวอย่าง 
 
         ปริมาณความชื น (ร้อยละโดยน ้าหนัก)    =  100 – { (น ้าหนักตัวอย่างแห้ง) x 100}       
                                                                        น ้าหนักตัวอย่างเปียก 

4.  การค านวณหาปริมาณไขมันรวม (Crude fat) 

         น ้าหนักไขมัน  =  (น ้าหนักไขมัน + น ้าหนัก flask) - น ้าหนัก flask เปล่า 

         ปริมาณไขมันทั งหมด (ร้อยละโดยน ้าหนัก)  =    น ้าหนักไขมัน x 100 

103
 

4 x 10-6
 

น ้าหนักตัวอย่าง(แห้ง) 
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5.  การจ าแนกชนิดกรดไขมันและการค านวณร้อยละกรดไขมัน 

         1)  น้า Ret time ของกรดไขมันแต่ละชนิดของตัวอย่างเซลล์ยีสต์ BS 6-2 ที่แสดงผลจากเครื่อง 
GC มาเปรียบเทียบกับ Ret time ของสารมาตรฐานที่เวลาเดียวกัน (ดังแสดงในตารางภาคผนวกท่ี ข. 3)  
 
         การค้านวนร้อยละกรดไขมัน = ASIN(SQRT(CELL/100))*180/PI() 
หมายเหตุ : การค้านวณใช้ใน Microsoft Excel โดยก้าหนดให้ CELL คือ Area ในกราฟโครมาโทแกรม 
ที่มา : (Sokal and Rohlf, 1995) 
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ตารางภาคผนวกที่ 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 
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ภาคผนวก ค 

ตัวอย่างภาพโครมาโทรแกรมกรดไขมัน 
 

 

ภาพภาคผนวกที่ ค. 1  โครมาโทรแกรมของสารมาตรฐานกรดไขมัน (PUFA) NO. 3 Menhaden oil                     

 

ภาพภาคผนวกที่ ค. 2  โครมาโทรแกรมของตัวอย่างเซลล์ยีสต์ BS 6-2 ที่ 72 ชั่วโมง ที่เลี้ยงในอาหาร                
เลี้ยงเชื้อกากชานอ้อยที่มีความเค็ม 25 พีพีที                      
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