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บทคัดย่อ 
 

งานวิจัยเรื่อง การพัฒนาสูตรอาหารเม็ดส าหรับการเลี้ยงปลานิลด้วยแนวทางการศึกษา
ประสิทธิภาพการย่อยอาหาร ได้ศึกษาศึกษากิจกรรมของเอนไซม์ทริปซินและเอนไซม์ไคโมทริปซินในปลา
นิลเพื่อหาอุณหภูมิและอายุที่เหมาะสมต่อการท างานของเอนไซม์ทริปซินและเอนไซม์ไคโมทริปซินของ
ปลานิล โดยท าการสกัดเอนไซม์ทริปซินและเอนไซม์ไคโมทริปซินจากล าไส้ของปลานิลที่มีอายุระหว่าง 45 
ถึง 150 วัน และประเมินการท างานของเอนไซม์ทริปซิน และเอนไซม์ไคโมทริปซินทุกๆ 15 วัน โดยใช้
สับสเตรต benzoyl-L-arginine-p-nitroanilide และ N-succinyl-Ala-Ala-Pro-phe-p-nitroanilide 
ตามล าดับ และศึกษากิจกรรมของเอนไซม์ทริปซิน และเอนไซม์ไคโมทริปซินที่อุณหภูมิระหว่าง 30-70 
องศาเซลเซียส และอุณหภูมิ 20-60 องศาเซลเซียสตามล าดับก่อนการประเมินแอคติวิตีจ าเพาะของ
เอนไซม์ทริปซิน และเอนไซม์ไคโมทริปซิน  ผลจากการศึกษาในปีแรกของโครงการ พบว่า การท างานของ
เอนไซม์ทริปซินและเอนไซม์ไคโมทริปซินของปลานิล มีค่าเพิ่มขึ้นตามอุณหภูมิที่ท าการทดสอบ และอายุ
ของปลานิล โดยกิจกรรมของเอนไซม์ทริปซินมีค่าสูงสุดที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส และเมื่อปลามีอายุ 
105 วัน ในขณะที่กิจกรรมของเอนไซม์ไคโมทริปซินมีค่าสูงสุดเมื่อปลามีอายุ 120 วัน โดยที่กิจกรรมของ
เอนไซม์ไคโมทริปซินไม่ขึ้นอยู่กับอุณหภูมิที่ทดสอบ  
 
 
ค าส าคัญ: ปลานิล, เอนไซม์ทริปซิน, เอนไซม์ไคโมทริปซิน, กิจกรรมเอนไซม ์



  

ABSTRACT 
 
The research project entitled “Development of tilapia (Oreochromis niloticus) 

diet based on digestibility approach” was aimed to determine enzyme activities of 
trypsin and chymotrypsin of tilapia based on evaluation the effects of fish age and 
temperatures on enzyme activities of trypsin and chymotrypsin. Crude enzymes were 
extracted from the intestine of tilapia every 15 days during a fish culture period between 
45-150 days. Assessments of trypsin activity and chymotrypsin activity were determined 
with the substrates mamely, benzoyl-L-arginine-p-nitroanilide and N-succinyl-Ala-Ala-Pro-
phe-p-nitroanilide, respectively, under a wide range of tested temperatures from 30-70˚C 
and 20-60˚C, respectively prior to calculation of specific enzymes activities of trypsin and 
chymotrypsin. Results in the first year of study showed that trypsin and chymotrypsin 
activities were increased with the tested temperatures and fish age. Highest trypsin 
activities were observed at 70˚C when fish age was 105 days. Highest chymotrypsin 
activities were detected when fish age was 120 days despite non-significant differences in 
chymotrypsin activities within tested temperatures.  
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 บทที่ 1  
บทน ำ 

 
ควำมส ำคัญและที่มำของปญัหำที่ท ำวิจัย 

ปลานิลเป็นสัตว์น ้าที่มีความส้าคัญทางเศรษฐกิจชนิดหนึ่งของประเทศไทย มีราคาดี มีการ
เลี ยงอย่างแพร่หลายในทุกภูมิภาคของประเทศไทย และจัดเป็นปลาน ้าจืดที่มีผลผลิตจากการ
เพาะเลี ยงสัตว์น ้ามากเป็นอันดับที่ 1 ของประเทศไทย โดยผลผลิตของปลานิลของฟาร์มเลี ยงสัตว์น ้า
จืดทั งประเทศไทยในปี พ.ศ. 2552 มีปริมาณรวม 221,042.65 ตัน หรือร้อยละ 43.26 ของปริมาณ
การผลิตสัตว์น ้าจืดทั งหมดของประเทศ คิดเป็นมูลค่า 8,391.1 ล้านบาท (กลุ่มวิจัยและวิเคราะห์สถิติ
การประมง, 2554)   ปลานิลเป็นปลาที่ตลาดผู้บริโภคยังมีความต้องการสูงขึ นเรื่อยๆ และมีศักยภาพ
การเพาะเลี ยงที่ดีมาก เนื่องจากปลานิลมีอัตราการเจริญเติบโตที่สูง เลี ยงง่าย ปรับตัวเข้ากับ
สภาพแวดล้อมได้ง่าย มีปริมาณไขมันและคลอเรสเตอรอลต่้า มีการพัฒนาสายพันธุ์ปลาอย่างต่อเนื่อง 
สามารถน้าไปแปรรูปเป็นอาหารชนิดต่างๆได้อีกมากมาย เช่น ปลาทอด ปลาเผา ปลานึ่ง มีการจัดท้า
มาตรฐานการปฏิบัติทางการเพาะเลี ยงที่ดี (GAP) จึงส่งผลต่อแนวโน้มการเลี ยงปลาชนิดนี ให้มีลู่ทาง
แจ่มใสต่อไปโดยไม่ต้องกังวลปัญหาทางด้านการตลาด และยังมีเครือข่ายภาครัฐในการควบคุม ก้ากับ 
และดูแลด้านมาตรฐานการผลิตและการแปรรูปครอบคลุมทุกพื นที่ที่มีการผลิตและแปรรูป   
นอกจากนี ปลานิลก็สามารถส่งเป็นสินค้าส่งออกไปยังต่างประเทศในลักษณะของปลาแล่เนื อ ตลาดที่
ส้าคัญๆ อาทิ ญี่ปุ่น อเมริกา อิตาลี เป็นต้น เนื่องจากปลานิลจัดเป็นปลาเนื อขาวที่มีศักยภาพในการ
เป็นสินค้าส่งออก     การส่งออกปลานิลของประเทศไทยไปต่างประเทศมีปริมาณการส่งออกเพิ่มมาก
ขึ นตั งแต่ปีพ.ศ. 2545 โดยปริมาณการส่งออกปลานิลปี 2551 มีรวมทั งสิ น 19,745,188 กิโลกรัม คิด
เป็นมูลค่า 1,298,986,629 บาท ซึ่งเพิ่มขึ นจากปี 2550 ร้อยละ 55 ซึ่งมีปริมาณการส่งออกปลานิล
รวมทั งสิ น 12,733,959 กิโลกรัม มูลค่า 668,803,306 บาท โดยการส่งออกส่วนใหญ่จะอยู่ในหลาย
รูปแบบ ได้แก่ ปลานิลแช่เย็นจนแข็ง ไม่รวมเนื อปลาแบบฟิลเล่ ตับและไข่, เนื อปลานิลแบบฟิลเล่ สด
หรือแช่เย็น, เนื อปลานิลแบบฟิลเล่ แช่เย็นจนแข็ง, ปลานิลสดแช่เย็น ไม่รวมตับและไข่ และปลานิล
แห้ง ไม่รมควัน เป็นต้น 

 การเลี ยงปลานิลในประเทศไทยมีอัตราการขยายตัวเพิ่มมากขึ น ซึ่งส่วนใหญ่แล้วยังคงเป็น
การเลี ยงเพื่อการบริโภคภายในประเทศ โดยสถานการณ์และแนวโน้มของผลผลิตปลานิลในประเทศ
ไทยนั นมีการขยายตัวเพิ่มขึ นอย่างค่อยเป็นค่อยไปจากปี 2540-2545 และมีการขยายตัวอย่างรวดเร็ว
ในปี 2546 โดยในปี 2551 มีผลผลิตปลานิลที่ได้จากการเพาะเลี ยงมากถึง 195,900 ตัน เพิ่มขึ นจากปี 
2546 ร้อยละ 99 ซึ่งมีมูลค่าผลผลิตปลานิลที่ได้จากการเพาะเลี ยงมากถึง 5,770 ล้านบาท เพิ่มขึ น
จากปี 2546 ร้อยละ 110 (สถิติการประมงแห่งประเทศไทย 2549)    อย่างไรก็ตามการเลี ยงปลานิล
ของประเทศไทยมีต้นทุนแตกต่างกันตามรูปแบบการเลี ยง ได้แก่ การเลี ยงปลานิลในบ่อดินด้วยการใช้
วัตถุดิบในท้องถิ่นมีต้นทุนประมาณ 23-33 บาท/กิโลกรัม การเลี ยงปลานิลในบ่อดินด้วยอาหารเม็ด
ส้าเร็จรูปมีต้นทุนประมาณ 37-42 บาท/กิโลกรัม ส่วนการเลี ยงปลานิลในกระชังมีต้นทุนประมาณ 33-
44 บาท/ กิโลกรัม (กรมประมง, 2552) ทั งนี กว่าร้อยละ 70-80 ของต้นทุนเป็นค่าอาหาร โดยทั่วไป
แล้วต้นทุนปลานิล ขึ นอยู่กับการเลี ยงของเกษตรกร เช่น อัตราการปล่อย ขนาดของลูกปลาที่ปล่อย 
อัตรารอดของปลา ประเภทอาหารที่ใช้เลี ยงปลา ราคาขายที่ปากบ่อของแต่ละพื นที่ และขนาดผลผลิต
ที่ขาย 
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ปลานิลเป็นสัตว์น ้าที่เลี ยงได้ง่าย และลงทุนไม่มากเหมือนสัตว์น ้าเศรษฐกิจชนิดอื่นๆเช่นกุ้ง
ขาว เป็นต้น  โดยในปัจจุบันได้มีความพยายามปรับปรุงสายพันธุ์และพัฒนาเทคนิคการเลี ยงปลานิล
เพื่อให้ได้ผลผลิตที่มีลักษณะและคุณภาพตรงกับความต้องการของตลาดต่างประเทศ  เช่น ปลานิล
แปลงเพศ  ปลานิลแดง ปลานิลทริพลอยด์ รวมทั งการเลี ยงปลานิลในน ้าที่มีความเค็มต่้า เพื่อแก้ไข
ปัญหากลิ่นสาบโคลน เป็นต้น      อย่างไรก็ตามรูปแบบการเลี ยงปลานิลส่วนใหญ่ในหลายพื นที่ของ
ประเทศไทยเป็นการเลี ยงแบบพัฒนา (intensive culture) ที่มีการปล่อยลูกปลานิลจ้านวนมากต่อ
หน่วยพื นที่ลงในบ่อเลี ยง ท้าให้มีการใช้อาหารส้าเร็จรูปเป็นหลักเพื่อเร่งผลผลิตปลา ซึ่ง ในการเลี ยง
ส่วนมากมักประสบกับปัญหาเกี่ยวกับประสิทธิภาพของอาหารที่ใช้เลี ยงปลา ท้าให้มีค่าอัตราแลกเนื อ
สูง ส่งผลให้ต้นทุนค่าอาหารสูงด้วย ทั งนี ต้นทุนส่วนใหญ่ในการเลี ยงปลานิลจะอยู่ที่ต้นทุนค่าอาหาร
ประมาณ 50-60 เปอร์เซ็นต์ โดยที่ต้นทุนส่วนใหญ่ในการผลิตอาหารสัตว์ก็คือ ปลาป่น (fishmeal) ซึ่ง
เป็นส่วนประกอบส้าคัญของอาหารสัตว์ เนื่องจากปลาป่นมีกรดอะมิโนที่จ้าเป็นทุกชนิด ซึ่งสามารถเร่ง
การเจริญเติบโตของสัตว์ได้  แต่ปลาป่นก็ยังมีคุณภาพไม่สม่้าเสมอ มีโปรตีนแตกต่างกันมาก และยัง
ต้องระวังในการเลือกซื อปลาป่นให้ได้คุณภาพตามต้องการ  อีกทั งปลาป่นก็มีราคาค่อนข้างสูง 
เนื่องจากวัตถุดิบที่ใช้ผลิตปลาป่นคือปลาเป็ดที่มีปริมาณลดลงอย่างรวดเร็วในท้องทะเลไทย ท้าให้
ผู้ประกอบการธุรกิจประมงจ้าเป็นต้องสั่งซื อปลาป่นจากต่างประเทศมากขึ นเพื่อน้ามาเป็นวัตถุดิบใน
การผลิตอาหาร ส่งผลต่อต้นทุนการเลี ยงสัตว์น ้ าหลายๆชนิดเพิ่มสูงขึ น  อีกทั งขณะนี ได้มี
พระราชบัญญัติการประมงที่ประกาศใช้ปี พ.ศ. ๒๕๕๘ ซึ่งได้ก้าหนดรูปแบบและแนวทางการบริหาร
จัดการทรัพยากรประมงให้มีความยั่งยืนแก้ไขปัญหาการประมงที่ผิดกฏหมาย (IUU fishing) ท้าให้
ปลาขนาดเล็กหรือปลาเป็ดที่น้ามาท้าปลาป่นเริ่มหาได้ยากขึ น อีกทั งราคาของปลาป่นก็ค่อนข้างแพง
เมื่อเมื่อเปรียบเทียบกับวัตถุดิบอาหารอาหารสัตว์ชนิดอื่นๆ จึงท้าให้มีแนวคิดในการหาวัตถุดิบอาหาร
สัตว์ชนิดอ่ืนมาแทนปลาป่นเพ่ือผลิตอาหารที่มีคุณค่าทางอาหารเหมือนเดิม แต่ราคาต้นทุนอาหารต้อง
ถูกลงด้วยการใช้แหล่งโปรตีนจากพืชหรือแหล่งอื่นๆซึ่งมีราคาถูกกว่าแต่ปลานิลสามารถย่อยได้มา
แทนที่ปลาป่นบางส่วน     แนวคิดดังกล่าวนี ได้มีการศึกษาทั งในประเทศและต่างประเทศเพื่อหา
วัตถุดิบอาหารสัตว์ (feedstuffs) ที่เหมาะสมมาทดแทนปลาป่นบางส่วน เช่น การทดแทนปลาป่นใน
อาห ารในปลา silver perch (Bidyanus bidyanus; Allan, 2000) ปลา seabream (Sparus 
aurata; Silva et al., 2010) เป็นต้น   อย่างไรก็ตามข้อจ้ากัดของการพัฒนาสูตรอาหารแนวทาง
ดังกล่าวต้องใช้เวลาทดลองเลี ยงนาน 3-4 เดือนเพื่อให้ปลาเจริญเติบโตมากพอในการพิจารณาว่า
อาหารสูตรไหนดีหรือเหมาะสมที่สุดจากการประเมินการเจริญเติบโตและประสิทธิภาพการใช้อาหาร 
(Vuthiphandchai, 1986) อีกทั งอัตราส่วนของชนิดวัตถุดิบอาหารสัตว์ที่เป็นแหล่งโปรตีนจากพืชที่
นิยมใส่ลงไปทดแทนปลาป่นส่วนมากก็มักใส่ลงไปในสูตรอาหารแบบก้าวกระโดดเช่น 10%, 20%, 
30% หรือ 15%, 30%, 45% เป็นต้น ซึ่งถ้าพิจารณาในด้านของประสิทธิภาพการย่อยโปรตีน 
(protein digestibility) ที่มาจากพืชของปลาชนิดใดชนิดหนึ่ง มีความเป็นไปได้ว่าการใส่แหล่งโปรตีน
จากพืชโดยไม่ทราบข้อมูลแท้จริงว่าปลาชนิดนั นมีความสามารถในการย่อยโปรตีนจากพืชชนิดนั นได้
มากน้อยเพียงไร ก็จะมีผลท้าให้เสียเวลาในการทดลองโดยที่ปลาจะเจริญเติบโตไม่ดีเท่าที่ควร เช่น
ความสามารถแท้จริงของปลาชนิดหนึ่งในการย่อยกากถั่วเหลืองมีค่า 30% แต่ถ้าผลิตสูตรอาหารเม็ด
เลี ยงปลาชนิดนั นโดยก้าหนดให้ใช้กากถั่วเหลือง 45% ซึ่งมากกว่าความสามารถแท้จริงที่ปลาชนิด
นั นๆจะย่อยได้ ท้าให้ประสิทธิภาพการย่อยอาหารต่้า และปลาโตช้าตามมาในภายหลัง  ดังนั นการ
พัฒนาสูตรอาหารที่ เหมาะสมแนวทางใหม่  จึงจ้าเป็นที่ต้องทราบว่าชนิดปลาที่ศึกษานั นมี
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ความสามารถในการย่อยวัตถุดิบอาหารสัตวท์ี่จะมาทดแทนปลาป่นได้แท้จริงมากน้อยเพียงใดก่อนการ
ผลิตหรือค้านวณสูตรอาหารเม็ด เพื่อให้ปลาย่อยอาหารได้ดี และเจริญเติบโตเร็ว      

แนวทางหนึ่งของการแก้ปัญหาความไม่แน่นอนของราคาและผลผลิตปลาป่นที่สามารถท้าได้
ง่ายและสะดวกในทางปฏิบัติ สามารถท้าได้โดยลดการใช้ปริมาณปลาป่นบางส่วนในสูตรอาหาร แล้ว
ทดแทนด้วยโปรตีนจากวัตถุดิบอาหารสัตว์ที่เป็นพืชที่มีโปรตีนสูงบางชนิดที่หาได้ง่ายในท้องถิ่น เช่น
กากถั่วเหลือง กากถั่วลิสง เป็นต้น ซึ่งมีราคาถูกกว่าปลาป่น แล้วน้ามาผลิตสูตรอาหารที่มีระดับ
โปรตีน หรือพลังงานเท่าเดิม แต่ปรับสัดส่วนของปลาป่น และวัตถุดิบอาหารสัตว์ที่เป็นพืชที่มีโปรตีน
สูงในสูตรอาหาร แล้วน้าไปทดสอบด้วยการย่อยด้วยเอนไซม์สกัดจากล้าไส้ปลาภายในหลอดทดลอง 
(In vitro digestibility) เพื่อทราบความสามารถที่แท้จริงของเอนไซม์สกัดของปลาชนิดนั นว่าย่อย
วัตถุดิบอาหารสัตว์แต่ละชนิดได้มากน้อยแค่ ไหน ก็จะท้าให้มีฐานข้อมูล (database) ของ
ความสามารถในการย่อยวัตถุดิบอาหารสัตว์แต่ละชนิดของน ้าย่อยปลาชนิดนั นในหลอดทดลอง ซึ่ง
สามารถน้ามาใช้ประกอบการสร้างสูตรอาหารเลี ยงที่เหมาะสมที่ปลาย่อยได้ดี โดยเลือกใช้ชนิดและ
ระดับของวัตถุดิบอาหารสัตว์ที่เหมาะสมจากฐานข้อมูลที่มี เพื่อท้าให้ต้นทุนการผลิตสูตรอาหารลด
ต่้าลง ซึ่งเมื่อน้าสูตรอาหารดังกล่าวไปเลี ยงปลาแล้วปลายังคงมีการเจริญเติ บโตที่ดี  และได้
ผลตอบแทนมากขึ น (Soltan et al., 2008)                

โดยทั่วไปอาหารเม็ดของปลาประกอบด้วยวัตถุดิบอาหารสัตว์ (feedstuffs) หลายอย่างเป็น
องค์ประกอบ เช่น ปลาป่น กากถั่วเหลือง ปลายข้าว ร้าข้าว แป้งสาลี ฯลฯ ซึ่งจะมีระดับโปรตีน ไขมัน 
และธาตุอาหารอื่นๆตามความต้องการของปลาแต่ละชนิดเพื่อท้าให้ปลาเจริญเติบโต  ด้วยเหตุที่ปลา
นิลมีการเลี ยงแพร่หลายทั่วประเทศ และมีผลผลิตจากการเลี ยงสูงสุดเป็นอันดับ 1 ของประเทศของ
สัตว์น ้าจืดทั งหมดตามที่กล่าวมาแล้ว และมีรูปแบบการเลี ยงแบบพัฒนาเป็นส่วนใหญ่ที่ต้องพึงพา
อาหารเม็ด หรืออาหารส้าเร็จรูปเป็นหลัก ท้าให้ผู้เลี ยงซื ออาหารเม็ดส้าเร็จรูปมาใช้อย่างแพร่หลาย ซึ่ง
ในปัจจุบันอาหารเม็ดส้าเร็จรูปได้มีราคาสูงขึ น ท้าให้ต้นทุนการผลิตเพิ่มขึ น จึงควรพัฒนาสูตร
อาหารเม็ดเพื่อใช้เองในฟาร์ม โดยท้าให้อาหารเม็ดราคาถูกลง และปลานิลย่อยและเจริญเติบโตได้ดี
ด้วยการศึกษาแนวทางพัฒนาสูตรอาหารปลานิลจากแนวทางประสิทธิภาพการย่อยอาหาร ซึ่งแม้จะ
เป็นการศึกษาในหลอดทดลอง (in vitro) แต่สามารถน้าสูตรมาใช้ในตัวปลานิลได้โดยตรง (in vivo) 
เพื่อให้ปลานิลเจริญเติบโตเหมือนเดิมด้วยการทดแทนปลาป่นด้วยวัตถุดิบอาหารสัตว์ที่เป็นแหล่ง
โปรตีนจากพืช    อย่างไรก็ตามงานวิจัยด้านอาหารสัตว์น ้าในประเทศไทยแม้จะมีผู้ศึกษาในสัตว์น ้า
หลายชนิดเป็นจ้านวนมากเพื่อท้าให้สัตว์น ้าเจริญเติบโต แต่การศึกษาวิจัยเกี่ยวกับประสิทธิภาพการ
ย่อยอาหารในหลอดทดลองเพื่อให้ได้ฐานข้อมูลส้าหรับน ้าย่อยของปลาแต่ละชนิดในการย่อยวัตถุดิบ
อาหารสัตว์ประเภทต่างๆ ยังมีค่อนข้างจ้ากัด เพราะต้องบูรณาการความรู้ด้านเคมี ชีวเคมี 
เทคโนโลยีชีวภาพและการเพาะเลี ยงสัตว์น ้าเข้าด้วยกันในการสร้างสูตรอาหารที่เหมาะสม ที่มีปลาป่น
น้อยลง แต่มีแหล่งโปรตีนจากพืชมากขึ น เพื่อท้าให้ปลาย่อยอาหารสูตรนั นๆได้ดี และเจริญเติบโตเร็ว
ตามปกติ รวมทั งยังต้องมีต้นทุนอาหารเม็ดที่ลดต่้าลง   อย่างไรก็ตามข้อจ้ากัดของการพัฒนาสูตร
อาหารปลาแนวทางดังกล่าวยังจะต้องทราบว่าสัตว์น ้าชนิดนั นๆมีความสามารถย่อยวัตถุดิบอาหารสัตว์
แต่ละชนิดที่จะน้าไปแทนที่ปลาป่นได้มากน้อยเพียงไร เพราะปลาแต่ละชนิดมีความแตกต่างในเรื่อง
ของความสามารถ หรือประสิทธิภาพการท้างานของเอนไซม์ในการย่อยอาหารที่แตกต่างกัน จึงจ้าเป็น
ที่จะต้องสกัดเอนไซม์จากล้าไส้ของปลาออกมาก่อน แล้วน้าเอนไซม์เหล่านั นไปทดสอบย่อยวัตถุดิบ
อาหารสัตว์ในหลอดทดลอง เพื่อทราบความสามารถที่ปลาชนิดนั นๆจะย่อยวัตถุดิบแต่ละชนิดได้มาก
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น้อยเท่าไร เพื่อท้าให้สามารถผลิตสูตรอาหารเลี ยงปลาได้อย่างเหมาะสม และมั่นใจได้ว่าปลาจะโตเร็ว 
เพราะสูตรอาหารที่ได้จะก้าหนดตามเปอร์เซ็นต์วัตถุดิบอาหารสัตว์แต่ละชนิดที่สัตว์น ้าย่อยได้จริง ใน
สูตรอาหาร และยังสามารถสร้างสูตรอาหารที่เหมาะสมที่มีราคาลดลง (Rungruangsak-Torrissen et 
al., 2002) 

จากหลักการและเหตุผลที่กล่าวมาทั งหมดข้างต้นนั นท้าให้การศึกษาประสิทธิภาพการย่อย
วัตถุดิบอาหารสัตว์ที่จะใช้น้ามาทดแทนปลาป่นส้าหรับสูตรอาหารเลี ยงปลานิล จึงจ้าเป็นต้องเริ่มจาก
ศึกษาหาชนิดของเอนไซม์ย่อยอาหารของปลานิล ที่พบในช่วงอายุต่างๆของปลาเพื่อที่จะได้ทราบถึง
ชนิด หรือกิจกรรมของเอนไซม์ย่อยอาหารที่มีในท่อทางเดินอาหาร หลังจากนั นจึงสกัดเอนไซม์ย่อย
อาหารออกมาเพื่อน้ามาเป็นน ้าย่อยในการทดลองย่อยวัตถุดิบอาหารสัตว์ที่ต้องการศึกษาในหลอด
ทดลอง (in vitro digestibility) เพื่อจะได้ทราบถึงชนิดและปริมาณของวัตถุดิบอาหารสัตว์ที่
เหมาะสมในการเลี ยงปลานิล   หลังจากนั นจึงน้าเอาวัตถุดิบอาหารสัตว์ที่คัดเลือกว่าดีที่สุดมาผสม
แทนที่ปลาป่นในสูตรอาหารเลี ยงปลานิลในรูปแบบต่างๆ (experimental diets) เพื่อที่จะประเมิน
การเจริญเติบโตของปลานิล เปรียบเทียบกับสูตรอาหารมาตราฐานที่ ใช้ปลาป่นเป็นวัตถุดิบ 
(standard diet)    ด้วยเหตุที่การเลี ยงปลานิลมีการเลี ยงอย่างกว้างขวางทั่วประเทศ และเกษตรกร
จ้านวนมากยังใช้อาหารเม็ดที่มีต้นทุนสูงในการเลี ยงปลานิลทั งในบริเวณน ้าจืดและชายฝั่งทะเล จึง
สมควรพัฒนาวิจัยศึกษาการลดต้นทุนสูตรอาหารเม็ดในการเลี ยงปลานิลด้วยการทดแทนปลาป่น
บางส่วนด้วยแหล่งโปรตีนจากพืชที่มีคุณภาพสูง แต่ราคาถูก และปลานิลย่อยได้ดี เพื่อท้าให้ปลานิลมี
การเจริญเติบโตที่ดีด้วยการใช้อาหารเม็ดที่มีต้นทุนถูกลง ซึ่งจะท้าให้การเลี ยงปลานิลให้ผลตอบแทนที่
คุ้มค่ามากที่สุด ลดการพึ่งพาอาหารส้าเร็จรูปที่นับวันราคาจะสูงขึ น และช่วยลดการใช้ปลาป่นในการ
เลี ยงสัตว์น ้าของประเทศต่อไป 
 
วัตถุประสงคข์องโครงกำรวิจัย 

1. เพื่อศึกษากิจกรรมของเอนไซม์ย่อยอาหาร (enzyme activity) ของปลานิล ในช่วงที่มี
อายุต่างๆ กัน 

2. เพื่อศึกษาประสิทธิภาพการย่อยอาหารในหลอดทดลอง (in vitro digestibility) ของปลา
นิล โดยใช้วัตถุดิบอาหารสัตว์ที่แตกต่างกัน 

3. เพื่อทดแทนการใช้ปลาป่นบางส่วนด้วยการใช้แหล่งโปรตีนจากพืชทดแทนในสูตรอาหาร
เพื่อเลี ยงปลานิลให้มีการเจริญเติบโตที่ดี โดยที่ต้นทุนการผลิตอาหารลดลง 
 
ขอบเขตของกำรวิจัย 
 น้าปลานิลที่มีอายุต่างๆกันมาเลี ยงในสภาพที่เหมาะสมในโรงเพาะเลี ยงสัตว์น ้า และสกัดเอา
เอนไซม์ย่อยอาหารออกมาจากระบบทางเดินอาหารแล้วน้ามาหาแอคติวิตีของเอนไซม์ย่อยอาหาร   
หลังจากนั นก็จะท้าการศึกษาหาประสิทธิภาพของเอนไซม์ย่อยอาหารของปลานิลด้วยการย่อยอาหาร
ในหลอดทดลองโดยใช้วัตถุดิบอาหารสัตว์ต่างชนิดกัน และเมื่อทราบชนิดและระดับของวัตถุดิบที่
เหมาะสมที่จะน้ามาทดแทนปลาป่นในปีถัดไปแล้วก็น้าไปผสมลงในสูตรอาหารปลานิลในปริมาณ
แตกต่างกันเพื่อเลี ยงปลานิลเพื่อประเมินอัตราการเจริญเติบโต อัตราการรอดตาย และประสิทธิภาพ
การใช้อาหารโดยมีการศึกษาเปรียบเทียบการประเมินประสิทธิภาพการย่อยอาหารด้วยวิธี in vitro 
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digestibility และ วิธีการใช้ internal marker โดยการเก็บขี ปลา (feces) มาวิเคราะห์ปริมาณ 
Cr2O3        

 
วิธีด ำเนินกำรวิจัยโดยสรุป ทฤษฎีและ/หรือแนวทำงควำมคิดที่น ำมำใช้ในงำนวิจัย 

ในปัจจุบันเป็นที่ทราบกันโดยทั่วไปว่าการผลิตอาหารเม็ดเพื่อการเลี ยงปลาจ้าเป็นต้องมีสูตร
อาหารที่ เหมาะสมเพื่อให้ปลามีการเจริญเติบโตที่ดี โดยคัดเลือกชนิดของวัตถุดิบอาหารสัตว์ที่
เหมาะสมมาใช้เป็นองค์ประกอบในการผลิตอาหาร        อย่างไรก็ตามสูตรอาหารปลาที่พัฒนาใช้ใน
ประเทศไทยส่วนมากยังเป็นการน้าวัตถุดิบอาหารสัตว์มาใช้ในอัตราส่วนต่างๆกันโดยพยายามลด
ต้นทุนอาหารโดยการใช้แหล่งโปรตีนจากพืชมาทดแทนปลาป่นและยังต้องทดลองน้าอาหารมาเลี ยง
ปลาในระยะเวลานานกว่าจะทราบสูตรอาหารที่เหมาะสมในการน้ามาเลี ยงปลา         การสร้างสูตร
อาหารปลาที่เหมาะสมแนวทางการศึกษาประสิทธิภาพของน ้าย่อยหรือเอนไซม์ (enzyme) ของปลา
ในการย่อยวัตถุดิบอาหารสัตว์ในหลอดทดลอง (in vitro digestibility) ซึ่งเป็นแนวทางใหม่ในการบูร
ณาการองค์ความรู้แขนงต่างๆสามารถท้าให้มั่นใจได้ว่าปลนิลาจะเจริญเติบโตได้ดีแม้ว่าจะยังไม่น้าสูตร
อาหารนั นมาเลี ยงปลาก็ตาม เนื่องจากน ้าย่อยหรือเอนไซม์จะถูกสกัดจากล้าไส้ของปลานิล แล้วน้าไป
ย่อยวัตถุดิบอาหารสัตว์ที่ต้องการทดสอบในหลอดทดลองโดยตรง ท้าให้ทราบ database ว่าน ้าย่อย
หรือเอนไซม์สกัดของปลานิลสามารถย่อยวัตถุดิบอาหารสัตว์แต่ละชนิดได้มากน้อยเพียงไร รวมทั งยัง
สามารถเลือกชนิดและปริมาณวัตถุดิบอาหารสัตว์ที่จะมาผลิตสูตรอาหารได้หลากหลายตามความ
ต้องการของท้องถิ่น เช่นในบริเวณที่มีผู้เลี ยงปลานิล มีวัตถุดิบอาหารสัตว์หรือแหล่งโปรตีนจากพืช
ชนิดใดมาก และหาได้ง่าย ก็สามารถน้ามาใช้เป็นองค์ประกอบหนึ่งในสูตรอาหารปลานิลได้ทันที 
เพราะใน database ของเอนไซม์ในการย่อยวัตถุดิบอาหารสัตว์แต่ละชนิดจะทราบว่าปลานิลย่อย
แหล่งโปรตีนจากพืชแต่ละชนิดได้มากน้อยเพียงใด  ซึ่งเมื่อน้าชนิดและระดับของวัตถุดิบอาหารสัตว์ที่
เหมาะสมไปใช้ในการสร้างสูตรอาหารเลี ยงปลานิล โดยไม่เกินความสามารถที่น ้าย่อยของปลานิล
สามารถย่อยได้ดี  จะท้าให้ปลานิลสามารถน้าวัตถุดิบอาหารสัตว์ที่เหมาะสมไปใช้ประโยชน์ได้ดี และ
มั่นใจได้ว่าปลาจะโตดีแม้ว่าขณะนั นยังไม่เอาอาหารไปเลี ยงปลาก็ตาม แต่การน้าสูตรอาหารเหล่านั น
มาเลี ยงปลานิลโดยตรงในภายหลังจะสามารถท้าให้ทราบการเจริญเติบโตและประสิทธิภาพการย่อย
อาหารของปลานิลจากการศึกษาด้วยแนวทางการศึกษาประสิทธิภาพการย่อยอาหารในหลอดทดลอง  
 
ประโยชน์ทีค่ำดว่ำจะได้รับ 

1. ทราบความสามารถหรือกิจกรรม (activity) ของเอนไซม์ย่อยอาหารของปลานิลที่มีอายุ
แตกต่างกัน 

2. ทราบถึงชนิดของวัตถุดิบอาหารสัตว์และปริมาณที่เหมาะสมที่น้ามาใช้ในการทดแทนปลา
ป่นในการผลิตอาหารเลี ยงปลานิล  

3. ได้พัฒนาเทคโนโลยีการศึกษากิจกรรม หรือความสามารถของเอนไซม์ในการย่อยวัตถุดิบ 
อาหารสัตว์ในหลอดทดลอง เพื่อผลิตสูตรอาหารในการเลี ยงปลานิลด้วยการใช้แหล่งโปรตีนจากพืช
ทดแทนปลาป่น ซึ่งสามารถน้าความรู้ที่ได้ไปประยุกต์ใช้ในการผลิตสูตรอาหารเลี ยงสัตว์น ้าชนิดอื่นๆ
ของประเทศไทยต่อไปเพ่ือลดต้นทุนการผลิตอาหารสัตว์น ้า  



 6 

บทที่ 2 
เอกสำรและงำนวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

 
2.1 ปลำนิล 

ปลานิล จัดเป็นปลาน ้าจืดเศรษฐกิจของไทย ที่มี การเจริญเติบโตที่รวดเร็ว มีปริมาณ
กล้ามเนื อบริโภคต่อน ้าหนักสูงถึง 40% สามารถเจริญเติบโตได้ในน ้าที่มีความเค็มถึง 25 ppt ท้าให้
สามารถเลี ยงในกระชังความหนาแน่นสูงโดยไม่มีผลเสียต่อปลา ให้ผลผลิตเฉลี่ย 40 กิโลกรัมต่อ
ลูกบาศก์เมตร อีกทั งยัง ปรับตัวเข้ากับสภาพแวดล้อมได้ดีและมีความทนทานต่อโรคสัตว์น ้าต่างๆ ได้ดี
ผิวมีสีแดงส้มอมชมพู เนื อทุกส่วนมีสีขาว ท้าให้น่ารับประทาน (ชิงชัย โลหะวัฒนกุล, 2542) 

ปลานิลแดงเกิดจากการผสมข้ามพันธุ์ระหว่างปลานิลกับปลาหมอเทศ โดยลูกปลาที่เกิดจาก
การผสมข้ามพันธุ์ 25% จะมีสีส้ม-แดง ปลานิลแดงมีลักษณะภายนอกโดยทั่วไปคล้ายคลึงกับปลานิล 
ต่างกันเฉพาะสีของล้าตัว และสีของผนังช่องท้องซึ่งผนังช่องท้องของปลานิลแดงมีสีขาวส่วนผนังช่อง
ท้องของปลานิลมีสีด้าและได้มีการศึกษาเปรียบเทียบระหว่างปลานิลและปลานิลแดงพบว่าเนื อของ
ปลานิลแดงมีปริมาณไขมันและส่วนของคาร์โบไฮเดรตที่ย่อยได้ (NFE) มากกว่าปลานิลจึงท้าให้เนื อมี
รสชาติหวานและมีความนุ่มกว่าปลานิล (สถาบันประมงน ้าจืดแห่งชาต,ิ 2526) 

ราคาปลานิลที่เกษตรกรขายได้ที่ฟาร์มเฉลี่ยตั งแต่เดือน มกราคม-มิถุนายน 2552 ราคา
จ้าหน่ายที่ฟาร์มขึ นกับขนาดของปลาโดยปลาขนาดใหญ่ราคาเฉลี่ย 46.30 บาท/กิโลกรัม ปลาขนาดกลาง
ราคาเฉลี่ย 32.11 บาท/กิโลกรัม ปลาขนาดเล็กราคาเฉลี่ย 22.50 บาท/กิโลกรัม (ที่มา: ส้านักงาน
เศรษฐกิจการเกษตร) 

ราคาขายส่งเฉลี่ยตั งแต่เดือน มกราคม-มิถุนายน 2552 ณ ตลาดไทราคาจ้าหน่ายปลาขนาด
ใหญ่ราคาเฉลี่ย 53.27 บาท/กิโลกรัม ปลาขนาดกลางราคาเฉลี่ย 42.82 บาท/กิโลกรัม ปลาขนาดเล็ก
ราคาเฉลี่ย 32.06 บาท/กิโลกรัม (ที่มา: ตลาดไท) 

ราคาขายปลีกเฉลี่ยตั งแต่ตั งแต่เดือน มกราคม-มิถุนายน 2552 ราคาจ้าหน่ายขึ นกับขนาด
ของปลาโดยปลาขนาดใหญ่ราคาเฉลี่ย 55.27 บาท/กิโลกรัม ปลาขนาดกลางราคาเฉลี่ย 43.10 บาท/
กิโลกรัม (ที่มา : กระทรวงพาณิชย์) 

ส้าหรับการเพาะเลี ยงปลานิลจะมีการให้ไรแดงในระยะวัยอ่อน แล้วเปลี่ยนมาให้ปลาป่นผสม
ร้า หรือกากถั่วเหลือง ฯลฯ แต่เมื่อลูกปลาโตขึ นเป็นปลานิ ว เกษตรกรก็จะให้อาหารแตกต่างกันใน
ระหว่างการเลี ยงเลี ยงปลานิลเพื่อเป็นปลาเนื อ เช่น อาหารเม็ด ซี่โครงไก่บด ไส้ไก่ เป็นต้น และก็มี
ความหลากหลายในการให้อาหารเพื่อลดต้นทุนค่าอาหารในบางพื นที่ เช่น เลี ยงด้วยซี่โครงไก่บดผสม
ร้า เป็นต้น แต่อย่างไรก็ตามการเลี ยงปลานิลให้เป็นปลาเนื อส่วนใหญ่ให้อาหารเม็ดเพื่อเร่งการ
เจริญเติบโต    

 
2.2 ระบบย่อยอำหำรของปลำ และเอนไซม ์
 ระบบการย่อยอาหารของปลา จัดเป็นระบบหนึ่งที่มีความส้าคัญโดยตรงต่อการเจริญเติบโต
ของปลา เนื่องจากอาหารจะถูกย่อยจากสารอาหารที่มีโมเลกุลใหญ่และซับซ้อนให้เป็นสารอาหารที่มี
โมเลกุลเล็กลงเพื่อที่จะดูดซึมเข้าสู่กระแสเลือดแล้วถูกเผาผลาญในระดับเซลล์ได้เป็นพลังงานออกมา
เพื่อใช้ในชีวิตประจ้าวัน ถ้าปลาที่เลี ยงได้สารอาหาร (nutrients) ซึ่งประกอบด้วยโปรตีน ไขมัน 
คาร์โบไฮเดครต วิตามิน และแร่ธาตุครบทั งคุณภาพและปริมาณ มีการย่อยและการดูดซึมอาหารที่มี



 7 

ประสิทธิภาพก็จะมีการเจริญเติบโตที่ดี และเกิดมลภาวะในบ่อเลี ยงสัตว์น ้าน้อยลง หรือเกิดผลกระทบ
ต่อสิ่งแวดล้อม (environmental impact of aquaculture) น้อยลง เพราะสารอาหารประเภทต่างๆ
ถูกเอนไซม์หรือน ้าย่อยย่อยจนได้สารอาหารโมเลกุลเล็กลงถูกดูดซึมไปใช้ประโยชน์ได้อย่างต็มที่ 
(Phillips, 2005) แต่ในทางตรงกันข้ามถ้าได้สารอาหารที่ไม่เหมาะสม หรือมีการย่อยและการดูดซึมไม่
ดีก็จะเจริญเติบโตช้า และท้าให้เกิดมลภาวะในบ่อมากขึ น (Semmens and Miller, 2002) 
 ระบบการย่อยอาหารปลาแต่ละชนิด มีความแตกต่างกันทางด้านกายวิภาคหรือสรีรวิทยา
ขึ นอยู่กับพฤติกรรมการกินอาหารเช่น ปลากินพืช ปลากินพืชและเนื อ และปลากินเนื อ  โดยทั่วไป
ระบบการย่อยอาหารของสัตว์น ้าจะประกอบด้วยส่วนประกอบที่ส้าคัญเหมือนกันได้แก่ ท่อทางเดิน
อาหาร (digestive tract) อวัยวะช่วยย่อยอาหาร (accessory gland) ซึ่งได้แก่ ตับ ตับอ่อน และถุง
น ้าดี และเอนไซม์ย่อยอาหาร (digestive enzyme) อาหารที่ปลากินเข้าไปในปากเมื่อถูกบด หรือ
กลืนผ่านหลอดอาหารลงไปยังกระเพาะอาหารและล้าไส้ จะถูกย่อยให้มีขนาดเล็กลงโดยอาศัยเอนไซม์
ส้าหรับย่อยอาหารที่หลั่งมาจากท่อทางเดินอาหาร ตับ ตับอ่อน และถุงน ้าดี ในการท้าหน้าที่ร่วมกัน
เพื่อย่อยโปรตีน คาร์โบไฮเดรต และไขมัน จากนั นสารอาหารที่มีขนาดเล็กลงจะถูกดูดซึมผ่านผนังของ
ท่อทางเดินอาหารเข้าสู่กระแสเลือดร่วมกับวิตามินและแร่ธาตุเพื่อน้ามาใช้ในการด้ารงชีพและการ
เจริญเติบโต โดยโปรตีนจะถูกย่อยเป็นกรดอะมิโน ส่วนไขมันจะถูกย่อยเป็นกรดไขมัน และกลีเซอรีน
และคาร์โบไฮเดรตถูกย่อยเป็นน ้าตาล ขบวนการเหล่านี จ้าเป็นต้องมีเอนไซม์ย่อยอาหารหรือน ้าย่อยมา
ท้าหน้าที่ย่อยอาหารให้อาหารมีขนาดเล็กลงเพื่อน้าไปเผาผลาญให้ได้พลังงานต่อไป การย่อยอาหาร
ของปลาจะเกิดขึ นที่กระเพาะอาหาร หรือล้าไส้เท่านั น เนื่องจากมีเอนไซม์ย่อยอาหารอยู่หลายชนิด 
การศึกษาด้านระบบย่อยอาหารของปลาท้าให้ทราบถึงพฤติกรรมการกินอาหารของปลา ระยะเวลาที่
อาหารหมดจากกระเพาะอาหาร และประสิทธิภาพการย่อยอาหาร ซึ่งเป็นประโยชน์ต่อการผลิต
อาหารปลา และการให้อาหารปลา (วีรพงศ์ วุฒิพันธ์ุชัย, 2535) 
 เอนไซม์ย่อยอาหารหรือน ้าย่อยที่พบทั่วไป ได้แก่ เอนไซม์ย่อยโปรตีน (proteinases) 
เอนไซม์ย่อยไขมัน (lipases) และเอนไซม์ย่อยคาร์โบไฮเดรต (carbohydrases) ซึ่งการท้างานหรือ
กิจกรรมของเอนไซม์ (digestive enzyme activity) เหล่านี จะมีประสิทธิภาพแตกต่างกันในปลาแต่
ละชนิด   การย่อยอาหารโปรตีนเริ่มต้นที่กระเพาะอาหาร โดยใช้น ้าย่อยที่ชื่อ เปปซิน (pepsin) ซึ่ง
เปลี่ยนแปลงมาจากเปปซิโนเจน (pepsinogen) ด้วยกรดเกลือ เปปซินจะย่อยโปรตีนให้เปลี่ยนไป 
โดยพันธะเปปไทด์จะแตกออกสั นบ้างยาวบ้าง เรียกสายต่างๆ นั นว่า โปรติโอส (proteose) ซึ่งจะ
เคลื่อนที่ลงต่อไปในล้าไส้ ในล้าไส้จะมีเอนไซม์ที่ชื่อว่า ทริปซิน (trypsin) ซึ่งเปลี่ยนมาจาก ทริปซิโน
เจน (trypsinogen) ซึ่งสร้างโดยตับอ่อน ททริปซินจะย่อยโปรติโอสให้มีขนาดสั นลง จนเป็นเปปโตน 
(peptone) หรือ โพลีเปปไทด์ (polypeptide) จากนั นก็จะมีน ้าย่อยจากผนังล้าไส้เล็กในกลุ่มอะมิ
โนเปปติเดส (aminopeptidase) ย่อยเปปโตนและโพลีเปปไทด์ให้เป็นไตรเปปไทด์  (tripeptide) 
ไดเปปไทด์ (dipeptide) จนในที่สุดเป็นกรดอะมิโน ซึ่งเป็นอนุภาคที่เล็กที่สุดที่ร่างกายสามารถดูดซึม
ไปใช้ได้ น้าไปใช้ในการซ่อมแซมส่วนที่สึกหรอของร่างกาย ช่วยในการเจริญเติบโตและใช้ในระบบ
สืบพันธุ์ ซึ่งต่อมากรดอะมิโนที่เหลือจากการน้าไปสร้างสารต่างๆในร่างกาย จะถูกก้าจัดออกนอก
ร่างกายโดยถูกขับออกมากับปัสสาวะ (Halver and Hardy, 2003)  นอกจากนี ยังมีสารที่มีไนโตรเจน
เป็นองค์ประกอบที่ถูกขับออกมากับปัสสาวะ เช่นกรดยูริก (uric acid) ครีเอตินีน (creatinine) ส่วน
โครงคาร์บอนของกรดอะมิโนจะถูกออกซิไดซ์เป็นพลังงาน (กล่าวขวัญ แสงสมบัติ, 2544) 
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เอนไซม์ย่อยโปรตีนพบได้ทั งในกระเพาะอาหารและล้าไส้ เช่นเปปซิน (pepsin) ซึ่งเป็น
เอนไซม์ย่อยโปรตีนในกระเพาะอาหารของปลามีประสิทธิภาพในการย่อยโปรตีนได้ดีในสภาพที่เป็น
กรดดังเช่นในสัตว์มีกระดูกสันหลังทั่วไป กระเพาะอาหารจะหลั่งกรดเกลือออกมาโดยเกิดจาก
ปฏิกิริยาของกรดคาร์บอนิค และโซเดียมคลอไรด์ที่ถูกล้าเลียงมายังผนังกระเพาะอาหารได้เป็นกรด
เกลือ และโมโนโซเดียมคาร์บอเนต ในขณะที่ปลายังไม่กินอาหารก็จะยังไม่หลั่งกรดเกลือออกมาท้าให้
กระเพาะอาหารมีสภาพเป็นกลาง แต่เมื่อปลากินอาหารก็จะมีการหลั่งกรดเกลือออกมาท้าให้
กระเพาะอาหารมีสภาพเป็นกรดอย่างรวดเร็ว เช่น ปลาหมอเทศ และปลานิลจะมีพีเอช (pH) ลดลง
เป็น 1.25-1.5 และ 1.4-1.6 ตามล้าดับ และเมื่อเสร็จสิ นการย่อยอาหารก็จะมีสภาพเป็นกลางดังเดิม 
ปลากินเนื อจะมีประสิทธิภาพการท้างานของเอนไซม์เปปซินมากกว่าปลากินพืช ดังเช่น การ
เปรียบเทียบปลาหมอเทศซึ่งกินแพลงก์ตอนกับปลากินเนื อ 3 ชนิด พบว่า การท้างานของเปปซินปลา
หมอเทศ : ปลาช่อนฟอร์โมซาน : ปลาไหลญี่ปุ่น : ปลาดุกฟอร์โมซาน มีค่าเป็น 1.0 : 27.1 : 10.5 : 
8.5 ตามล้าดับ ปลานิลสามารถย่อยผนังเซลล์ของสาหร่ายสีเขียวแกมน ้าเงิน ซึ่งมีเพคติน (pectin) 
เป็นองค์ประกอบให้แตกออกโดยอาศัยการท้างานของเอนไซม์เพคติเนสเตอเรส (pectinesterase) 
และโพลีกาแลคตูโรเนส (polygalacturonases) ที่หลั่งออกมาในกระเพาะอาหาร 

เอนไซม์ย่อยโปรตีนที่พบในล้าไส้จะมีอยู่หลายชนิด แต่ส่วนใหญ่แล้วได้มาจากการหลั่งของ
ผนังล้าไส้และตับอ่อน และส่วนน้อยได้มาจากการหลั่งของตับ ม้าม ถุงน ้าดี และเนื อเยื่อเกี่ยวพัน
บริ เวณ ล้ าไส้  น ้ าย่ อยดั งกล่ าวที่ พบมีหลายชนิ ด  ได้ แก่  ท ริปซิ น  ( trypsin) ไค โมทริปซิ น 
(chymotrypsin) คาร์บอกซีเปปติเดส (carboxygpeptidase) และอิลาสเตส (elastase) โดยทั่วไป
ล้าไส้ปลาส่วนมากจะมีพีเอชอยู่ในช่วง 7-9 และเมื่อมีการย่อยอาหารจะมีพีเอชเพิ่มขึ นเล็กน้อยและ
พบว่าการเปลี่ยนแปลงพีเอชบริเวณมิดกัท (midgut) จะมีมากกว่าฮายกัท (hindgut) เนื่องจากมิดกัท
เป็นบริเวณที่มีการผสมรวมกันระหว่างอาหารจากกระเพาะอาหารที่มีฤทธิ์เป็นกรดกับเอนไซม์ในล้าไส้
ที่มีฤทธิ์เป็นด่าง ส้าหรับปลาที่ไม่มีกระเพาะอาหารจะไม่มีการหลั่งกรดเกลือออกมาแต่จะมีการย่อย
โปรตีนเกิดขึ นในล้าไส้เท่านั น (วีรพงศ์ วุฒิพันธ์ุชัย, 2535) 
   
2.3 กำรศึกษำกจิกรรมของเอนไซม์ในปลำ 

งานวิจัยที่ เกี่ยวข้องกับความต้องการอาหารของสัตว์น ้า และการศึกษาด้าน enzyme 
activity, in vitro digestibility ในอาหารสัตว์น ้าได้มีการศึกษาในประเทศและต่างประเทศมีพอสรุป
ได้ดังนี  

Walford and Lam (1993) ศึกษาพัฒนาการของทางเดินอาหารและแอคติวิตีของเอนไซม์
ย่อยโปรตีนของปลากะพงขาวระยะ larvae และระยะ juvenile พบว่ากระเพาะอาหารและกล้ามเนื อ
หูรูด (pyrolic sphincter) ยังไม่ก่อตัวจนกระทั่งอายุ 13 วันหลังจากฟักออกจากไข่ และจะสมบูรณ์
เมื่ออายุได้ 17 วัน เช่นเดียวกันกับดุสิต ตันวิไลยและคณะ (2528) ได้ท้าการศึกษาการพัฒนาการของ
ลูกปลากะพงขาววัยอ่อนพบว่าเมื่อลูกปลากะพงขาวเข้าสู่ระยะ flexure ทางเดินอาหารจะพัฒนา
ควบคู่ไปกับอวัยวะอื่นๆ การพัฒนาของทางเดินอาหารจะเป็นไปอย่างสม่้าเสมอ  

ในการศึกษาขั นต่อมาคือการศึกษาด้านการท้างานและคุณสมบัติของเอนไซม์ย่อยโปรตีน โดย 
Bassompierre et al. (1998) ได้ท้าการศึกษาเกี่ยวกับการย่อยโปรตีนในหลอดทดลองและการ
เจริญเติบโตของปลา Atlantic salmon ที่มีความแตกต่างกันของ trypsin isozyme พบว่ามีรูปแบบ
ของ iso-trypsin 3 รูปแบบคือ รูปแบบ 1, รูปแบบ 2 และ รูปแบบ 2’ ซึ่งปลา salmon ที่มีรูปแบบ
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เป็น 2’ จะมีอัตราการเติบโตจ้าเพาะน้อยกว่าแบบที่ 1 และ 2 ส่วนการย่อยโปรตีนในหลอดทดลอง
โดยใช้เนื อปลาป่น 3 คุณภาพ คือ คุณภาพสูง กลาง และต่้าตามล้าดับพบว่าในรูปแบบที่ 1 สามารถ
ย่อยเนื อปลาป่นที่มีคุณภาพสูงมากที่สุด รองลงมาก็เป็นเนื อปลาป่นคุณภาพกลางและเล็กตามล้าดับ
ส่วนในรูปแบบ 2 และ 2’ ไม่สามารถแบ่งได้อย่างชัดเจน 

ในระบบทางเดินอาหารของสัตว์น ้าพบว่าที่อวัยวะต่างกันจะมีสัดส่วนของเอนไซม์ย่อยอาหาร
คล้ายๆกัน โดย Torrissen (1984) ได้ท้าการศึกษาการท้างานและคุณสมบัติของโปรติเอสในทางเดิน
อาหารของปลา Atlantic salmon และปลา rainbow trout พบว่าคุณสมบัติของเอนไซม์ที่แยกได้
จากกระเพาะอาหารของปลา 2 ชนิดจะมีลักษณะคล้ายคลึงกัน และจากล้าไส้เล็กก็จะคล้ายคลึงกัน
ด้วยแต่คุณสมบัติของเอนไซม์ในปลาชนิดเดียวกันที่สกัดได้จากกระเพาะอาหารจะแตกต่างกันไปจากที่
สกัดได้จากล้าไส้เล็ก สอดคล้องกับการศึกษาของอัญชลี คงสมบูรณ์ (2530) ซึ่งได้ศึกษารูปแบบ
เอนไซม์ในทางเดินอาหารของลูกปลากะพงขาวซึ่งเลี ยงด้วยอาหารต่างชนิดกันโดยศึกษารูปแบบการ
พัฒนาการผลิตเอนไซม์ย่อยอาหาร(ไคติเนส ทริปซิน เปปซิน และอะไมเลส) ในทางเดินอาหาร 3 ส่วน 
คือ กระเพาะอาหาร(หลอดอาหาร-กระเพาะอาหาร) ล้าไส้(ไส้ติ่ง-ทวารหนัก) และส่วนของทางเดิน
อาหารทั งหมด(หลอดอาหาร-ทวารหนัก) พบว่า เอนไซม์ไคติเนสท้างานได้ดีที่สุดที่ pH 4.5-5.5 และมี
รูปแบบการสังเคราะห์เอนไซม์คล้ายคลึงกันในทุกส่วนของทางเดินอาหารและไม่สัมพันธ์กับอายุของ
ลูกปลา ส่วนทริปซินจะตรวจพบแอคติวิตีได้ในส่วนของล้าไส้เท่านั นและท้างานได้ดีที่ pH 8-9 โดยมี
รูปแบบการพัฒนาของเอนไซม์สัมพันธ์กับการเจริญเติบโตและความเข้มข้นของโปรตีนในทางเดิน
อาหาร จะพบเปปซินแอคติวิตีได้ทั ง 2 ส่วนของทางเดินอาหาร แต่จะมีค่าสูงที่บริเวณกระเพาะอาหาร 
ส่วนเอนไซม์อะไมเลสไม่สามารถตรวจพบแอคติวิตีได้เลยในทุกส่วนของทางเดินอาหารตลอด
ระยะเวลาท้าการทดลอง     ปัจจัยต่างๆทั งจากอายุ อิทธิพลจากสิ่งแวดล้อมและพฤติกรรมการกิน
อาหาร จะมีผลต่อการผลิตเอนไซม์ย่อยอาหารของสัตว์น ้าดังเช่น  Kuz’mina (1996) ท้าการศึกษา
อิทธิพลของอายุต่อแอคติวิตีของเอนไซม์ย่อยอาหารของปลาน ้าจืด พบว่าคาร์โบไฮเดรสแอคติวิตีจะมี
ความผันแปรมากกว่าแอคติวิตีของโปรติเอส และอัลคาไลน์ฟอสฟาเตส ตามอายุที่เปลี่ยนไป การ
เปลี่ยนแปลงนี จะเกี่ยวข้องกับพฤติกรรม การกินอาหารของปลา โดยปลาที่ล่าเหยื่อจะมีแอคติวิตีของ 
amylase และ sucrase ลดลงแต่จะมีแอคติวิตีของ protease เพิ่มขึ น และมีการศึกษาเกี่ยวกับ
เอนไซม์ย่อยอาหารในลูกปลาระยะ larvae และระยะ juvenile     การเปลี่ยนระดับของโปรตีนใน
อาหารก็มีผลต่อแอคติวิตีของเอนไซม์ย่อยอาหารในสัตว์น ้าเช่นในกุ้ง Penaeus vannamei  ซึ่ง
Moullac et al. (1997) ได้ศึกษาการเปลี่ยนแปลงของเอนไซม์ย่อยอาหารจ้าพวกโปรตีน โดยดูจาก
ระดับของแอคติวิตีของเอนไซม์   โดยการเพิ่มระดับเคซีนจาก 25 เปอร์เซ็นต์ ไปเป็น 48 เปอร์เซ็นต์
ส่วนแป้งและส่วนประกอบอื่นๆจะไม่เพิ่มขึ นพบว่าแอคติวิตีของไคโมทริปซินจะมีการเปลี่ยนแปลง
เพิ่มขึ น แอคติวิตีของอะไมเลสจะลดลงเมื่อปริมาณเคซีนเพิ่มขึ น ในการทดลองชุดเดียวกันนี ยังมีการ
เปรียบเทียบแอคติวิตีของไคโมทริปซินโดยใช้โปรตีนจากเจลาติน เนื อปลาหมึกและเนื อปลาพบว่าแอ
คติวิตีสูงสุดของไคโมทริปซินจะอยู่ที่ปลาหมึกและน้อยสุดในเจลาติน     วิชัย วัฒนกุลและคณะ 
(2540) ได้ท้าการศึกษาการพัฒนาน ้าย่อยในลูกปลากะรังวัยอ่อน Epinephelus coioides  ที่มีอายุ 
2- 60 วัน โดยใช้ อาร์ที เมี ย  โรติ เฟอร์และเนื อปลาสด เป็ นอาหารพบว่ าน ้ าย่ อย  trypsin, 
chymotrypsin, carboxypeptidase A และ alpha amylase สามารถตรวจวัดได้เมื่อลูกปลามีอายุ
ได้ 2 วัน ส่วน pepsin เริ่มตรวจวัดได้เมื่อลูกปลาอายุ 8 วัน ส่วนความว่องไวจ้าเพาะ (specific 
activity) ของน ้าย่อยในลูกปลาที่มีอายุ 2-22 วันไม่ได้มีการเปลี่ยนแปลงตามการเจริญเติบโต เมื่อลูก
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ปลามีอายุมากกว่า 30 วันจะมีความไวจ้าเพาะของน ้าย่อยเพิ่มขึ นตามการเจริญเติบโต เมื่อลูกปลามี
อายุได้ 38 วันความว่องไวจ้าเพาะของน ้าย่อยทั ง 5 ชนิดมีค่าเพิ่มขึ น 2.4-132.5 เท่าของความว่องไว
จ้าเพาะที่วัดเมื่อลูกปลาอายุ 2 วัน   นอกจากที่กล่าวมาแล้วยังมีการประยุกต์การศึกษาทางด้าน
เอนไซม์ย่อยอาหาร เช่น การศึกษาเกี่ยวกับวิธีการพื นฐานในการวัดประสิทธิภาพการย่อยโปรตีนใน
หลอดหลอดทดลองโดยศึกษาในเอนไซม์ย่อยอาหารที่สกัดออกมาจากระบบทางเดินอาหารของปลา
คาร์พมาเปรียบเทียบกับประสิทธิภาพการย่อยอาหารจากวิธีใช้อินดิเคเตอร์พบว่าประสิทธิภาพการ
ย่อยอาหารทั งแบบย่อยในหลอดแก้วและแบบในตัวปลาจะมีค่าและแนวโน้มที่ใกล้เคียงกัน (Eid and 
Matty, 1989) 

ธัชนนท์ พุ่มโภคัย
  
และ สมเกียรติ ปิยะธีรธิติวรกุล (2552) ทดลองเลี ยงปลากะพงขาวด้วย

อาหารเม็ดที่มีระดับของบริวเวอร์ยีสต์ 1% และ 2% และนิวคลีโอไทด์ 1% และ 2% เปรียบเทียบกับ
อาหารควบคุมโดยใช้ปลากะพงขาวน ้าหนักเฉลี่ย 0.43 กรัม ความยาวเฉลี่ย 2.95 เซนติเมตร เลี ยงใน
กระชังขนาด 35x60x70 เซนติเมตร กระชังละ 30 ตัว จ้านวนทั งหมด 20 กระชัง แบ่งเป็น 5 ชุดการ
ทดลองที่มี4 ซ ้าการทดลอง อาหารที่ศึกษามีโปรตีน 39% ไขมัน 9% และมีค่าพลังงาน 3.9 กิโล
แคลอรีต่อกรัม เมื่อทดลองเลี ยงปลากะพงขาวเป็นระยะเวลา 16 สัปดาห์ พบว่า น ้าหนักเฉลี่ยและ
อัตราการแลกเนื อของปลาที่เลี ยงด้วยอาหารสูตร 2% บริวเวอร์ยีสต์สูงกว่าการเลี ยงด้วยนิวคลีโอไทด์
และอาหารสูตรควบคุมอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ  (P<0.05) ผลของน ้าหนักที่เพิ่มขึ นในปลาที่เลี ยง
ด้วยบริวเวอร์ยีสต์ทั ง 1% และ 2% สูงกว่าการเลี ยงด้วยนิวคลีโอไทด์และอาหารสูตรควบคุมอย่างมี
นัยส้าคัญทางสถิติ (P<0.05) ในขณะที่อัตรารอดของปลาที่เลี ยงด้วย 1% บริวเวอร์ยีสต์มีค่าสูงที่สุด
เมื่อเทียบกับการทดลองอ่ืน 

สุพัตร์ ศรีพัฒน์ และคณะ (2551) ศึกษาการใช้ยีสต์เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพของอาหารกุ้ง
ก้ามกรามใช้อาหารเสริมยีสต์ 0, 2, 4 และ 6% อาหารทดลองมีโปรตีนในอาหาร 35% และพลังงาน
รวม (gross energy, GE) ประมาณ 450 กิโลแคลอรีต่ออาหาร 100 กรัม เท่ากัน ผลการทดลอง
พบว่ากุ้งก้ามกรามที่เลี ยงด้วยอาหารที่เสริมยีสต์ 4% มีค่าดีที่สุดในด้านน ้าหนักสุดท้าย (9.51 กรัม) 
น ้าหนักเพิ่มต่อวัน (84.05 มิลลิกรัมต่อตัวต่อวัน) เปอร์เซ็นต์น ้าหนักเพิ่ม (648.56%) อัตราการ
เจริญเติบโตจ้าเพาะ (2.05%ต่อวัน) ประสิทธิภาพของโปรตีน(1.80) ประสิทธิภาพของอาหาร (0.63) 
ปริมาณอาหารที่กิน (12.85 กรัมต่อตัว) และปริมาณโปรตีนที่กิน (4.88 กรัมต่อตัว) และมีค่าดีกว่ากุ้ง
ก้ามกรามที่เลี ยงด้วยอาหารเสริมยีสต์ 0, 2 และ 6% อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (p<0.05) ส่วนโปรตีน
ที่เพิ่มขึ น (50.62%) และอัตราแลกเนื อ (1.60) ของกุ้งที่เลี ยงด้วยอาหารที่เสริมยีสต์ 4% มีค่าดีกว่าชุด
การทดลองที่เลี ยงด้วยอาหารที่เสริมยีสต์ 0 และ 2% อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (p<0.05) ด้านอัตรา
รอดพบว่ากุ้งทุกชุดการทดลองมีค่าแตกต่างกันอย่างไม่มีนัยส้าคัญทางสถิติ (p>0.05) จากการทดลอง
สามารถสรุปได้ว่าการเสริมยีสต์  4% ในอาหารเป็นระดับเหมาะสมต่อการเจริญเติบโตของกุ้ง
ก้ามกราม 

Bishop et al. (1995) ศึกษาการใช้ขนไก่ป่นแทนปลาป่นในสูตรอาหารที่ใช้เลี ยงลูกปลานิล 
(Oreochromis niloticus) ในปริมาณ 0 33 66 และ100 เปอร์เซ็นต์ ลูกปลาเริ่มการทดลองน ้าหนัก 
12.3 กรัม ท้าการทดลอง 42 วัน พบว่าอัตราการรอดของลูกปลาที่เลี ยงด้วยอาหารทั ง 4 สูตรไม่
แตกต่างกัน แต่การใช้ปริมาณขนไก่ป่นแทนปลาป่นสูงถึง 66 เปอร์เซ็นต์ ท้าให้การเจริญเติบโตของลูก
ปลานิลเป็นไปได้ไม่ดี และการใช้ขนไก่ป่น 100 เปอร์เซ็นต์ ท้าให้ปลามีน ้าหนักน้อยซึ่งส่งผลถึงการ
เจริญเติบโต 
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Boonyaratpalin et al. (1998) ศึกษาการใช้ผลิตภัณฑ์จากถั่วเหลืองในแบบต่างๆ มาใช้
แทนที่ปลาป่นในสูตรอาหารของปลากะพงขาว (Lates calcarifer) เป็นเวลา 10 สัปดาห์ พบว่าใน
อาหารของปลากะพงขาวสามารถใช้กากถั่วหลืองสกัดน ้ามัน (solvent extracted SBM)  ถั่วเหลือง
เอ็กซ์ทรูด (extruded full-fat SBM) และถั่วเหลืองสตรีม (steamed full-fat SBM) แทนโปรตีน
จากปลาป่นได้ 37.5  เปอร์เซ็นต์ 

Olvera-Novoa et al. (1997) ศึ ก ษ าก าร ใช้ โป รตี น จ าก ถั่ วพุ่ ม  (Cowpea protein 
concentrate) เป็นส่วนประกอบของโปรตีนแทนปลาป่นในอาหารของปลานิล (Oreochromis 
niloticus) ระยะ fry ท้ าการทดลอง 9 สัปดาห์  เพื่ อดูการเจริญ เติบโต อัตราการรอด และ
ประสิทธิภาพการใช้อาหาร พบว่าชุดที่มีการแทนที่ปลาป่นด้วยถั่วพุ่ม 20-30 เปอร์เซ็นต์ มีอัตราการ
เจริญเติบโตสูงสุด ขณะที่ประสิทธิภาพการใช้อาหารดีที่สุดในการแทนปลาป่น 40 เปอร์เซ็นต์ และ
ปริมาณถั่วพุ่มในอาหารไม่มีความสัมพันธ์กับอัตราการรอด  

Deng  et  al. (2006) ศึกษาการเจริญ เติบโตและการกินอาหารของปลา Japanese 
flounder (Paralichthys oliaceus) ระยะ  juvenile โดยใช้ โปรตีนถั่ ว เหลื อง (soy protein 
concentrate) แทนที่ปลาป่นในสูตรอาหาร 6 สูตรที่ 0 25 50 75 87.5 และ 100 เปอร์เซ็นต์ ท้าการ
เลี ยงเป็นเวลา 9 สัปดาห์ พบว่ากลุ่มปลาที่เลี ยงด้วยอาหารสูตรที่มีการแทนที่ปลาป่น 0 และ 25 
เปอร์เซ็นต์ มีการกินอาหารสูงกว่าปลากลุ่มอื่น และอัตราการเจริญเติบโตจ้าเพาะลดลงเมื่อในสูตร
อาหารมีโปรตีนถั่วเหลืองเพิ่มขึ น แต่โปรตีนถั่วเหลืองก็ยังไม่สามารถน้ามาทดแทนปลาป่นได้ เนื่องจาก
ท้าให้ปลากินอาหารได้น้อยลง และมีความไม่สมดุลของกรดอะมิโน 

Gomes et al. (1994) ศึกษาการใช้วัตถุดิบประเภทโปรตีนจากพืชที่ให้พลังงานและโปรตีน
ใกล้เคียงกัน คือ ถั่วเหลืองอบ คอร์น กลูเตน มีล และกากถั่วเหลือง มาผสมกันแล้วให้แทนที่ปลาป่น
ลงในสูตรอาหารปลา rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) 4 สูตร ในปริมาณ 0 33 66 และ
100 เปอร์เซ็นต์ พบว่าสามารถใช้โปรตีนจากพืชแทนปลาป่นได้ถึง 66 เปอร์เซ็นต์ โดยไม่ส่งผลกระทบ
ต่อการเจริญเติบโตของปลา rainbow trout 

Kaushik et. al. (2003) ศึกษาการใช้แหล่งโปรตีนจากพืชแทนปลาป่นในสูตรอาหารปลา
กะพงยุโรป (Dicentrarchus labrax) โดยลดปริมาณปลาป่นลงตั งแต่ 100 เปอร์เซ็นต์ จนถึง 2 
เปอร์เซ็นต์ โดยใช้ปลาเริ่มทดลองหนัก 190 กรัม ท้าการเลี ยงเป็นเวลา 12 สัปดาห์ พบว่าการใช้
โปรตีนจากพืชเป็นส่วนประกอบแทนปลาป่นในสูตรอาหารปริมาณสูงนั น ไม่ส่งผลกระทบต่อการ
เจริญเติบโต หรือการใช้ประโยชน์จากไนโตรเจนของปลากะพงยุโรป 
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บทที่ 3 
วิธีด ำเนินงำนวิจัย 

 
วัสดุอุปกรณ์ และสำรเคมี 

1. วัสดุอุปกรณก์ารเก็บตัวอย่าง 
- ปากคีบ 
- กรรไกร 
- ถาด  
- Eppendorf tube 
- ตู้แช่ -80 องศาเซลเซียส (Refrigerator) 
- น ้าแข็ง 
- กล่องโฟม (Styrofoam box) 

2. วัสดุอุปกรณ์ส้าหรับการสกัดเอนไซม์ 
- เครื่องแมกเนติกสเปกโตรโฟโตรมิเตอร์ (Magnetic Spectrophotometer) 
- เครื่องเหวี่ยงตกตะกอนควบคุมอุณหภูมิ (Centrifuge) 
- ตู้แช่ -80 องศาเซลเซียส (Refrigerator) 
- เครื่องวัดความเป็นกรด-ด่าง (pH Meter) 
- ไมโครปิเปต (Micropipette) และ pipette tip 
- เครื่องบดเนื อ (Glass Homogenizer) 
- ตู้ควบคุมอุณหภูมิ (Incubator) 
- บีกเกอร์ขนาดตา่งๆ และกระดาษกรอง 

  - ขวดรูปชมพู่ขนาดต่างๆ 
- dialysis tubing (Sigma-Aldrich) 

  - เครื่องชั่งแบบทศนิยม 2 และ 4 ต้าแหน่ง 
  - เครื่องปั่นผสม (Vortex mixer) 

- Thermometer 
 - Water bath 
- Racks 
- Eppendorf tubes 

3. สารเคมทีี่ใชใ้นการศึกษา 
- Tris – HCl 
- NaOH 
- NaCl 
- Benzoyl-L-arginine-p-nitroanilide 
- Dimethylformamide 
- N-succinyl-Ala-Ala-Pro-phe-p-nitroanilide  
- p-nitroaniline  

4. ปลานิล และวัสดุอุปกรณ์เลี ยงปลา เช่น บ่อซิเมนต์ สายอากาศ สวิง อาหารเม็ด 
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วิธีด ำเนินกำรวิจัย 
1. การวางแผนการทดลอง (Experimental design) 

 ในการที่จะหาวัตถุดิบอาหารสัตว์ที่เหมาะสมที่จะน้ามาทดแทนปลาป่นในสูตรอาหารเลี ยง
ปลานิล ต้องมีการศึกษาอย่างครบวงจร โดยในเบื องต้นต้องมีการเตรียมตัวอย่างปลานิล โดยการเลี ยง
ปลานิลไว้ในบ่อทดลอง ต่อจากนั นก็น้าตัวอย่างปลานิลมาผ่าตัดเพื่อเอาล้าไส้ออกมาเพื่อที่จะน้าไป
สกัดเอนไซม์ย่อยอาหาร (crude digestive enzyme) เมื่อได้เอนไซม์ย่อยอาหารเสร็จแล้ว น้า
เอนไซม์ย่อยอาหารไปวัดหาค่ากิจกรรมหรือแอคติวิตี (activity) ของเอนไซม์ทริปซิน (trypsin 
activity) และไคโมทริปซิน (chymotrypsin activity)   ส้าหรับการวัดประสิทธิภาพการย่อยอาหาร
ในหลอดทดลอง (in vitro) ใช้วัตถุดิบที่เป็นแหล่งโปรตีนจากพืชชนิดต่างๆกัน ที่หาได้ง่ายในท้องถิ่น 
หรือมีราคาถูก โดยจะมีการส้ารวจในพื นที่ และเมื่อได้แหล่งโปรตีนจากพืชที่เหมาะสมในการย่อย
อาหารในหลอดทดลองแล้วจะน้าวัตถุดิบอาหารสัตว์เหล่านั นนั นไปผสมลงในสูตรอาหารที่ใช้เลี ยงปลา
นิล เปรียบเทียบกับสูตรอาหารมาตรฐานที่ใช้เลี ยงปลานิล โดยท้าการประเมินอัตราเจริญเติบโตและ
ประสิทธิภาพการใช้อาหาร 
  

2. การเลี ยงปลานิลและการเก็บตัวอย่างล้าไส้ 
น้าปลานิลจากฟาร์มเพาะเลี ยงที่มีอายุประมาณ 30 วัน ประมาณ 500 ตัวได้ถูกรวบรวมใส่ใน

ถุงพลาสติกบรรจุน ้า และให้ออกซิเจนเต็มที่ ท้าการล้าเลียงมาใส่ในรถยนต์ที่มีอากาศถ่ายเทและไม่
ร้อนเพื่อน้ามาพักในบ่อซีเมนต์ขนาด 1x2x1 เมตร ของโรงเพาะเลี ยงสัตว์น ้า ภาควิชาวาริชศาสตร์ 
มหาวิทยาลัยบูรพา แล้วให้ปลากินอาหารเม็ดที่มีโปรตีน 35% ซึ่งเป็นอาหารเม็ดชนิดลอยน ้า ทุกๆวัน 
วันละ 2 เวลา เช้าและเย็น ให้อาหารปลาในอัตราประมาณ 5% น ้าหนักตัว/วัน โดยหลังจากให้อาหาร
แล้วประมาณ 120 นาที ใช้สวิงตักเศษอาหารที่เหลือออก โดยท้าการดูดตะกอนที่พื นบ่อออกในช่วง
เย็นเพื่อป้องกันการเน่าเสียของน ้า ท้าการเปลี่ยนน ้าทุกๆ 1-2 วันโดยอุปกรณ์ที่ใช้ในการจับปลาท้า
การฆ่าเชื อด้วยคลอรอกซ์ก่อนน้ามาใช้จับปลา การเลี ยงปลานิลได้ถูกเลี ยงในบ่อซีเมนต์ด้วยอาหาร
ชนิดเดียวกันจนปลาอายุได้ 150 วัน และท้าการสุ่มปลานิลออกจากบ่อซีเมนต์ทุกๆ 15 วันเพื่อ
รวบรวมเอาล้าไส้ไปใช้ในการทดลองต่อไป  

การเก็บตัวอย่างล้าไส้ของปลานิลทุกๆ 15 วัน ด้าเนินการหลังจากการให้อาหารปลาเสร็จสิ น
ประมาณ 90 นาที ใช้สวิงสุ่มจับปลาแต่ละช่วงอายุออกมาจากบ่อซีเมนต์แล้วน้าไปใส่ในถังน ้าพลาสติก
ที่มีน ้ามันกานพลูเป็นยาสลบพร้อมกับให้อากาศผ่านหัวทรายลงไปในน ้า ปล่อยทิ งไว้ 10-15 นาที 
จนกระทั่งปลาหลับสนิทไม่เคลื่อนไหว โดยปลาจะหงายท้องและ operculum เคลื่อนที่ช้าลงแล้วน้า
ปลามาแช่ในน ้าแข็งท้าการสุ่มเก็บตัวอย่างปลาทดลองด้วยการผ่าท้องปลาเอาล้าไส้จากปลาหลายตัว 
(pooled samples) เพื่อน้าไปศึกษากิจกรรมด้านเอนไซม์ต่อไป โดยเมื่อปลามีขนาดใหญ่ขึ นจะใช้ปลา
ในจ้านวนที่น้อยลงเพื่อรวบรวมตัวอย่างล้าไส้ให้ได้ในปริมาณที่ต้องการ   ล้าไส้ของปลาแต่ละชุดการ
ทดลองถูกน้ามาใส่ไว้ใน eppendorf tube แล้วน้าไปเก็บรักษาในตู้แช่แข็งที่อุณหภูมิ -80 องศา
เซลเซียส  
 

3. การเตรียมตัวอย่างเพื่อศึกษากิจกรรมเอนไซม์ย่อยอาหารของปลานิล 
น้าเอาล้าไส้ของปลานิลที่มีอายุ 45, 60, 75, 90, 105, 120, 135 และ 150 วัน โดยปลาตัว

เล็กถูกรวบรวมมาครั งละ 20 ตัวแต่ปลาตัวใหญ่ขึ นถูกรวบรวมครั งละ 5 ตัว เพื่อน้ามาสกัดเอาเอนไซม์
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ย่อยอาหารที่อยู่ภายในล้าไส้มาประเมินกิจกรรมเอนไซม์ (enzyme activity) ตามวิธีการของ 
Rungruangsak-Torrisen et al. (2002)   การน้าตัวอย่างปลาไปรวบรวมล้าไส้ในแต่ละครั ง ได้
ด้าเนินการชั่งน ้าหนักและวัดความยาวของปลาก่อนการรวบรวมล้าไส้  การวัดแอคติวิตีของเอนไซม์ทริ
ปซินวัดจากการเกิดปฏิกิริยาระหว่าง 1.25 mM benzoyl-L-arginine-p-nitroanilide และเอนไซม์ที่
สกัดไว้แล้ว   การประเมินทริปซินแอคติวิตี (trypsin activity) ทราบจากอัตราของการผลิตของ p-
nitroaniline ที่ค่าการดูดกลืนแสงที่ 410 นาโนเมตรต่อความเข้มข้นของโปรตีนในเอนไซม์ย่อยอาหาร 
โดยความเข้มข้นของโปรตีนในเอนไซม์ย่อยอาหารที่สกัดจากทางเดินอาหารของปลานิลทราบโดยใช้วิธี 
Bio-Rad DC protein assay   การวัดแอคติวิตีของทริปซินทดสอบที่อุณภูมิ 30-70 องศาเซลเซียส 
เพื่อทราบอุณหภูมิที่ เหมาะสมในการศึกษาแอคติวิตีของทริปซิน   แอคติวิตีของไคโมทริปซิน 
(chymotrypsin activity) ทราบจากการประเมินปฏิกิริยาระหว่าง 0.1 mM N-succinyl-Ala-Ala-
Pro-phe-p-nitroanilide และเอนไซม์ที่สกัดไว้แล้ว   การวัดแอคติวิตีของไคโมทริปซินทดสอบที่
อุณหภูมิ 20-60 องศาเซลเซียส เพื่อทราบอุณหภูมิที่เหมาะสมในการศึกษาแอคติวิตีของไคโมทริปซิน 

การสกัดเอาเอนไซม์ย่อยอาหารออกมาจากปลานิลขนาดเล็กและปลานิลที่โตขึ นมา ท้าการ
ผ่าตัดเอาล้าไส้ออกมาโดยท้าการผ่าหลังจากการให้อาหารปลาไปได้ประมาณ 90 นาทีแล้วน้ามาสกัด
เอาเอนไซม์ย่อยอาหารออกมาทันที ในกรณีที่ยังไม่สกัดเอาเอนไซม์ออกมาได้น้าล้าไส้ไปแช่แข็งที่
อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียสเพื่อรักษาสภาพของเอนไซม์ย่อยอาหารก่อนที่จะน้าไปสกัดหาเอนไซม์อีก
ต่อไป (Rungruangsak-Torrisen et al., 2002) 

การสกัดเอนไซม์ท้าโดยน้าเอาล้าไส้ของปลานิลหลายตัว (pooled samples) ที่ท้าการผ่า
แล้ วมาบดใน  glass homogenizer ด้วย 50 mM Tris-buffer pH 8.0 ที่ มี  200 mM NaCl ใน
อัตราส่วน 1:3 (น ้าหนัก/ปริมาตร) ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส   เมื่อท้าการบดละเอียดแล้วให้น้าไป
เข้าเครื่องเหวี่ยงที่ความเร็ว 15,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 60 นาทีที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส   
จากนั นดูดเอาส่วนที่เป็นของเหลวด้านบนออกมาโดยระวังไม่ให้ดูดเอาส่วนที่เป็นไขมันที่ลอยอยู่
ข้างบนออกมาด้วย โดยน้าเอนไซม์สกัดที่ได้ไปท้าการไดอะไลซิส (dialysis) ใน phosphate buffer 
pH 7.0 ด้วยการใช้ถุงไดอะไลซิสขนาด 10 KDal เมื่อได้เอนไซม์สกัดออกมาแล้วจึงน้าไปแช่แข็งที่
อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียสจนกว่าจะน้าไปใช้ในการหาแอคติวิตีของทริปซินและไคโมทริปซิน และ/
หรือศึกษาประสิทธิภาพการย่อยวัตถุดิบในหลอดทดลองต่อไป (Rungruangsak-Torrisen และคณะ, 
2002) 

การท้าไดอะไลซิส (dialysis) เริ่มจากการเตรียม dialysis  tubing ที่ใช้ท้าจาก cellulose 
membrane ด้วยการตัดท่อ dialysis tubing ออกเป็นชิ นให้ยาวเพียงพอในการบรรจุเอนไซม์สกัดที่
จะน้ามาแยกโมเลกุลและให้เหลือพื นที่ที่เพยีงพอส้าหรับปิดผนึก น้าท่อที่เตรียมขึ นมามาใส่ลงในบีก
เกอร์ที่บรรจุไปด้วย 100 mM NaHCO3  และ 10 mM EDTA   pH 7.0  จึงน้าบีกเกอรไ์ปตั งบน hot 
plate และต้มจนสารละลายเดือดประมาณ 5 นาท ี รินสารละลายออกและล้าง dialysis tube โดย
การแช่ในน ้ากลั่น ประมาณ 10 นาท ีท้าซ ้าอย่างน้อย 4 ครั ง    

การน้าเอา dialysis tube ที่เตรียมเสรจ็ไปใช้ ท้าโดยปิดปลายด้านหนึ่งของท่อ dialysis 
tube ให้แน่น เติมเอนไซม์สกัดที่ใช้ในการทดลองที่ได้จากปลาอายุต่างๆกันลงไป และปิดปลายด้านที่
เปิดของท่อ โดยพยายามปิดปลายท่อให้ใกล้กับสารละลายโปรตีน แต่ควรให้มีช่องว่างเล็กน้อยส้าหรบั
การขยายตัวของสารละลาย จากนั นน้าถุง dialysis ใส่ในบีกเกอร์ที่มีสารละลาย phosphate buffer 
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pH 7.8   น้าบีกเกอร์ไปตั งไวใ้นตูท้ี่ควบคุมอุณหภูมิที่ 4 องศาเซลเซียส และคนสารละลายอย่างช้าๆ 
เป็นเวลา 24 ชัว่โมง และเปลีย่นสารละลายในบีกเกอร์ทุกๆ 6 ชั่วโมง 

 
4. การวัดแอคติวิตีของทริปซิน (trypsin activity) 
ในการวัดแอคติวิตีของทริปซิน วัดจากการเกิดปฏิกิริยาระหว่างทริปซินสับสเตรต 1,000 

ไมโครลิตร (1.25 mM benzoyl-L-arginine-p-nitroanilide ละลายใน 0.2 M Tris-HCl buffer pH 
8.4 โดยมี 5% dimethylformamide) และเอนไซม์ที่สกัดไว้แล้ว (crude enzyme) จากปลานิลอายุ 
45 วัน โดยน้าเอนไซม์สกัด 10 ไมโครลิตรมาใส่ในคิวเวตต์ก่อนแล้วเททริปซินสับสเตรตผสมลงไปใน
คิวเวตต์ที่ควบคุมอุณหภูมิตามที่ก้าหนดต่างๆกัน (30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65 และ 70 องศา
เซลเซียส) หลังจากนั นน้าไปวัดค่าการดูดกลืนแสง (absorbance) ที่ความยาวคลื่นแสง 410 nm โดย
อ่านค่าการดูดกลืนแสง (absorbance) ทุก 5 วินาที น้าค่าการดูดกลืนแสงที่ได้มาพล๊อตกราฟเพื่อหา
ความชัน (slope)  น้าค่าความชันที่ได้มาเทียบกราฟมาตรฐานของ p-nitroaniline เพื่อหาค่า p-
nitroaniline แล้วน้าค่าที่ได้ไปค้านวนหาค่า trypsin activity (p-nitroaniline/h/ml) ต่อไป (µmol 
p-nitroaniline produced h-1 mg protein-1) การประเมินแอคติวิตีของทริปซินของปลานิลได้ท้า
ทุกๆ 15 วันโดยการสุ่มปลาเพื่อรวบรวมล้าไส้ โดยน้าเอนไซม์สกัดมาประเมินแอคติวิตีของทริปซินเมื่อ
ปลาอายุ 60, 75, 90, 105, 120, 135 และ 150 วัน โดยทดสอบที่อุณหภูมิต่างๆกันตามที่กล่าว
มาแล้ว 

ทริปซินแอคติวิตี (แสดงผลเป็น mol p-nitroanilide h-1 mg protein -1) โดยพิจารณา
จากอัตราของการผลิตของ p-nitroaniline ที่ค่าการดูดกลืนแสงที่ 410 นาโนเมตรต่อความเข้มข้น
ของโปรตีนในเอนไซม์ย่อยอาหาร   โดยความเข้มข้นของโปรตีนในเอนไซม์ย่อยอาหารที่สกัดจาก
ท า ง เดิ น อ า ห า ร ข อ ง ป ล า นิ ล ใช้ วิ ธี  Bio-Rad DC(detergent-compatible) protein assay 
(Rungruangsak-Torrisen และคณะ, 2002)   ในการวัดแอคติวิตีของทริปซินท้าการวัดแอคติวิตีของ
คิวเวตต์ที่อุณหภูมิ 30-70 องศาเซลเซียส เพื่อประเมินอุณหภูมิที่เหมาะสมในการประเมินแอคติวิตี
ของทริปซิน โดยท้าการทดลอง 3 ซ ้า 

 
5. การวัดแอคติวิตีของไคโมทริปซิน (chymotrypsin activity) 
แอคติวิตีของไคโมทริปซินใช้หลักการเดียวกับการศึกษาแอคติวิตีของทริปซิน เพียงแต่เปลี่ยน 

substrate โดยการวัดแอคติวิตีของไคโมทริปซิน  ท้าการศึกษาปฏิกิริยาระหว่ างสับสเตรต 
(substrate) 0.1 mM N-succinyl-Ala-Ala-Pro-phe-p-nitroanilide ใน  0.2 M Tris-buffer pH 
8.4 โดยมี 5% dimethylformamide และเอนไซม์ที่สกัดไว้แล้ว 10 ไมโครลิตร โดยเริ่มจากน้า
เอนไซม์สกัด (crude enzyme) จากปลานิลอายุ 45 วันในปริมาตร 10 ไมโครลิตร มาใส่ในคิวเวตต์ 
แล้วใส่ substrate ที่มีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ในปริมาตร 1000 ไมโครลิตร ใส่ในคิวเวตต์ที่มี
เอนไซม์สกัด  ไคโมทริปซินแอคติวิตี (แสดงผลเป็น mol p-nitroaniline h-1 mg protein 1) โดย
พิจารณาจากอัตราของการผลิตของ p-nitroaniline ที่ค่าการดูดกลืนแสงที่ 410 นาโนเมตรต่อความ
เข้มข้นของโปรตีนในเอนไซม์ย่อยอาหาร ส่วนความเข้มข้นของโปรตีนในเอนไซม์ย่อยอาหารท้าโดยวิธี
เดียวกับทริปซิน (Rungruangsak-Torrisen et al., 2002)  ในการวัดแอคติวิตีของไคโมทริปซินท้า
การวัดแอคติวิตีของปลาระหว่างการเลี ยงปลาทุกๆ 15 วันจนปลาอายุ 150 วัน โดยประเมินแอคติวิตี
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ของไคโมทริปซินที่อุณหภูมิ 20-60 องศาเซลเซียส โดยมีระยะห่างช่วงละ 5 องศาตามที่กล่าวมาแล้ว 
เพื่อทราบอุณหภูมิที่เหมาะสมในการประเมินแอคติวิตีของไคโมทริปซิน โดยท้าการทดลอง 3 ซ ้า 

 
6. การวัดปริมาณโปรตีนในเอนไซม์ย่อยอาหารโดยวิธี Bio-Rad DC assay 
การวิเคราะห์หาปริมาณโปรตีนในเอนไซม์สกัด (crude enzyme) ท้าโดยปิเปตเอนไซม์ที่

สกัด (crude emzyme) จากกระเพาะและล้าไส้ของชุดการทดลองต่างๆมาเจือจางในอัตราส่วน 1 
ต่อ 50 ภายในสารละลาย 50 mM Tris-HCl buffer, pH 8.0 ที่มี 200 mM NaCl ละลายอยู ่จากนั น
ท้าการปิเปตสารละลายเอนไซม์สกัดที่ถูกเจือจาง 50 ไมโครลิตรออกมาผสมลงใน 250 ไมโครลิตรของ
สาร reagent A เขย่าให้เข้ากัน แล้วเติมสารละลาย reagent B ลงไปในปริมาณ 2 มิลลิลิตร เขย่าให้
เข้ากันแล้วตั งทิ งไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 15 นาที  น้าสารละลายไปวัดค่าดูดกลืนแสงที่ 750 นาโน
เมตร น้าค่าที่ได้ไปเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานของโปรตีนโดยใช้ BSA เป็นกราฟมาตรฐานเพื่อได้
ค่า protein content (หน่วยเป็น mg/ml ) โดยท้าการทดลอง 3 ซ ้า 

 
7. วิเคราะห์ผลทางสถิต ิ 

 น้าข้อมูลของการวัดกิจกรรมของเอนไซม์ หรือแอคติวิตีของทริปซินและไคโมทริปซินของปลา
นิล และน ้าหนักและความยาวปลา แสดงออกมาในรูปค่าเฉลี่ย ± ความเบี่ยงเบนมาตรฐาน (Mean ± 
SD) มาท้าการทดสอบความแตกต่างระหว่างการทดลองด้วย Analysis of Variance (ANOVA) เมื่อมี
ความแตกต่างระหว่างกลุ่มจึงน้าไปวิเคราะห์หาความแตกต่างระหว่างการทดลองด้วย Duncan’s 
Multiple Range Test โดยใช้โปรแกรม SPSS ที่ระดับความเช่ือมั่น 95% 
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บทที่ 4 
ผลการทดลอง 

 
การทดลองสามารถแบ่งออกได้เป็น 3 ตอนดังนี ้

1. การเจริญเติบโตของปลานิล 
2. การวัดแอคติวิตีของทริปซิน (trypsin activity) ในปลานิล 
3. การวัดแอคติวิตีของไคโมทริปซิน (chymotrypsin activity) ในปลานิล 
 

1. การเจริญเติบโตของปลานิล 
 การน าปลานิลอายุประมาณ 30 วันมาเลี้ยงในโรงเพาะเลี้ยงสัตว์น้ าของภาควิชาวาริชศาสตร์ 
จนมีอายุประมาณ 150 วันด้วยอาหารปลาในบ่อขนาด 1×2×1 เมตร ผลการเจริญเติบโตของปลานิล
แสดงในตารางที่ 1 โดยปลาขณะเริ่มการทดลอง (อายุ 30 วัน) มีความยาวเฉลี่ย 4.42 เซนติเมตร และ
มีน้ าหนักเฉลี่ย 5.85 กรัม แต่เมื่อเริ่มท าการรวบรวมกระเพาะอาหารและล าไส้ในวันที่ 45 ปลามีความ
ยาวเฉลี่ย 5.19 เซนติเมตร และมีน้ าหนักเฉลี่ย 6.55 กรัม และระหว่างการเลี้ยงปลาด้วยอาหารเม็ด
จนปลามีอายุครบ 150 วัน ปลามีการเจริญเติบโตเพิ่มขึ้นอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P<0.05) โดยใน
วันสุดท้ายของการทดลอง (วันที่ 150) ปลามีความยาวเฉลี่ย 16.47 เซนติเมตร และมีน้ าหนักเฉลี่ย 
83.33 กรัม 
   
ตารางที่ 1 ความยาวเฉลี่ย (เซนติเมตร) และน้ าหนักเฉลี่ย (กรัม) ของปลานิลที่อายุต่างๆกัน 
 

อายุปลา (วัน) 
 
 

การเจริญเติบโตของปลาทับทิม 

    ความยาวเฉลี่ย (เซนติเมตร) น้ าหนักเฉลี่ย (กรัม) 

30 4.42 ± 0.43a 5.85 ± 0.51a 
45 5.19 ± 0.51a 6.55 ± 0.45ab 
60 6.23 ± 0.54ab 8.03 ± 0.72c 
75 6.95 ± 0.75bc 8.50 ± 0.95c 
90 7.92 ± 0.76c 10.53 ± 1.11cd 
105 10.63 ± 1.09d 22.58 ± 1.46e 
120 14.29 ± 0.40e 55.20 ± 1.58f 
135 15.67 ± 0.95ef 73.66 ± 2.11g 
150 16.47 ± 1.23fg 83.33 ± 3.26h 

ตัวอักษรที่แตกต่างกันในแนวต้ังมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P<0.05) 
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2. การวัดแอคติวิตีของทริปซิน (trypsin activity) ในปลานิล 
การศึกษาแอคติวิตีของเอนไซม์ทริปซินในปลานิลที่มีอายุ 45, 60, 75, 90, 105, 120, 135 

และ 150 วัน โดยศึกษาจากการเกิดปฏิกิริยาระหว่างทริปซินสับสเตรต (1.25 mM Benzoyl-L-
Arginine-p-nitroanilide ละลายใน 0.2 Tris-HCl Buffer pH 8.4) และเอนไซม์ที่สกัดจากล าไส้ของ
ปลาทับทิม ที่อุณหภูมิระหว่าง 30 ถึง 70 องศาเซลเซียส โดยพิจารณาจากอัตราการผลิตของ p-
nitroaniline ที่ค่าการดูดกลืนแสงที่ 410 นาโนเมตรต่อชั่วโมง ซึ่งค่าแอคติวิตีของเอนไซม์ทริปซินที่
วิเคราะห์ได้ถูกแสดงผลไว้ในตารางที่ 2 เพื่อน ามาใช้ในการหาค่าแอคติวิตีจ าเพาะของเอนไซม์ทริปซิน
ต่อไป 

แอคติวิตีของเอนไซม์ทริปซินในปลานิลในแต่ละช่วงอายุเมื่อน าเอนไซม์สกัดมาประเมิน
กิจกรรมของเอนไซม์พบว่า กิจกรรมของเอนไซม์ทริปซินมีค่าเพิ่มขึ้นอย่างมี นัยส าคัญทางสถิติ 
(P<0.05) เมื่ออุณหภูมิที่ใช้ทดสอบเพิ่มขึ้นจาก 30 องศาเซลเซียส มาเป็น 70 องศาเซลเซียส เช่น 
ปลานิลอายุ 45 วันมีค่ากิจกรรมของเอนไซม์ทริปซินเฉลี่ยเท่ากับ 36.56 µmol p-nitroaniline h-1 
ml-1 เมื่อทดสอบที่อุณหภูมิ  30 องศาเซลเซียส และมีค่าเฉลี่ยเพิ่มขึ้นเป็น 104.47 µmol p-
nitroaniline h-1 ml-1 เมื่อทดสอบที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส (ตารางที่ 2)  ในท านองเดียวกันปลา
นิลที่มีอายุ 150 วันมีกิจกรรมของเอนไซม์ทริปซินเท่ากับ 118.40 µmol p-nitroaniline h-1 ml-1 ที่
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสและมีค่าเฉลี่ยสูงสุด 305.57 µmol p-nitroaniline h-1 ml-1 เมื่อทดสอบ
ที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส      การประเมินผลของอายุปลาที่มีต่อกิจกรรมเอนไซม์ทริปซินก็พบว่า
ปลานิลมีกิจกรรมเอนไซม์ทริปซินเพิ่มขึ้นอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P<0.05) เมื่อปลามีอายุมากขึ้น
จาก 45 วันเป็น 150 วัน โดยมีค่าสูงสุดเมื่อปลามีอายุ 105 วันเช่น กิจกรรมเอนไซม์ทริปซินที่
อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส ของปลาอายุ 45 วันมีค่าเฉลี่ยเท่ากับ 49.62 µmol p-nitroaniline h-1 
ml-1 แต่เมื่อปลามีอายุ 105 วันที่อุณหภูมิทดสอบเดียวกันได้ค่าเฉลี่ยเพิ่มสูงสุดเป็น 206.32 µmol p-
nitroaniline h-1 ml-1 สอดคล้องกับการประเมินกิจกรรมเอนไซม์ที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส ของ
ปลาอายุ 45 วันมีค่าเฉลี่ยเท่ากับ 104.47 µmol p-nitroaniline h-1 ml-1 แต่เมื่อปลามีอายุ 105 
วันที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียสได้ค่าเฉลี่ยเพิ่มสูงสุดเป็น 357.80 µmol p-nitroaniline h-1 ml-1 

(ตารางที่ 2) 
 
2.1 การประเมินปริมาณโปรตีนในเอนไซม์ย่อยอาหาร 

 การประเมินปริมาณโปรตีนในเอนไซม์ย่อยอาหารโดยวิธี Bio-Rad assay ของปลานิลที่มีอายุ 
45-150 วัน  พบค่าเฉลี่ ยของปริมาณ โปรตีนในเอนไซม์มีค่ าตั้ งแต่  13.24±1.83 mg/ml ถึ ง
18.81±2.46 mg/ml (ตารางที่ 3) ซึ่งต่อมาได้ท าการค านวณค่าแอคติวิตีจ าเพาะของเอนไซม์ทริปซิน 
(µmol p-nitroaniline h-1 mg protein-1) โดยน าค่าแอคติวิตีของเอนไซม์ทริปซิน  (µmol p-
nitroaniline h-1 ml-1) มาหารด้วยปริมาณโปรตีนในเอนไซม์ย่อยอาหาร (mg ml-1) ก็จะได้ค่าแอคติวิ
ตีจ าเพาะของเอนไซม์ทริปซิน 
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ตารางที่ 2  แอคติวิตีของเอนไซม์ทริปซิน (µmol p-nitroaniline h-1 ml-1) ของปลานิลอายุต่าง ๆ ทีอุ่ณหภูมิต่างกัน 

ตัวเลขที่เหมือนกันในแนวนอนไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถติิ (P>0.05)  
ตัวอักษรที่เหมือนกันในแนวตั้งไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถติิ (P>0.05) 
 

อุณหภูม ิ            
(องศาเซลเซียส) 45 วัน 60 วัน 75 วัน 90 วัน 105 วัน 120 วัน 135 วัน 150 วัน 

30 36.56±0a1 133.20±11.08b5 87.06±3.02a3 73.13±10.45a23 126.52±11.76a4 40.05±3.02a1 67.90±9.05a2 118.40±7.98a4 
35 41.79±0ab1 99.24±7.39a2 92.28±10.87a2 85.32±6.03a2 163.67±8.31b3 43.53±3.02a1 83.57±15.67ab2 155.83±15.74b3 

40 49.62±0.22bc1 193.27±0c5 121.88±10.87b3 83.57±13.82a2 206.32±11.97cd5 45.27±7.98a1 83.57±10.45ab2 163.67±7.98b4 
45 54.85±3.69c1 198.49± 7.39c5 123.62±7.98b3 120.14±5.22b3 192.10±13.97c5 60.94±6.03b1 92.28±3.02b2 150.61±14.85b4 
50 70.52±3.69d1 221.99± 3.69d4 141.03±0bc3 125.36±13.82b3 226.06±15.87d4 67.90±5.22b1 94.02±5.22b2 234.76±21.75c4 
55 90.54±3.02e1 339.95± 8.00f6 160.18±6.03c3 127.10±12.06b2 291.35±19.18e5 80.09±6.03c1 120.14±0c2 240.28±14.77c4 

60 91.41±0.22e1 336.04±15.96ef5 182.82±18.83d3 126.52±10.64b2 292.51±9.05e4 85.32±3.02c1 147.99±16.79d2 292.80±13.50d4 

65 107.95±13.15f1 324.28± 6.77e5 193.27±18.83d3 154.38±11.59c2 304.69±16.61e45 107.95±15.08d1 181.08±21.11e3 298.17±4.31d4 
70 104.47±5.22f1 334.30±14.77ef5 232.73±11.59e3 166.28±5.44c2 357.80±3.69f6 104.47±5.22d1 175.85±15.96e2 305.57±18.47d4 
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ตารางที่ 3 ปรมิาณโปรตีนในเอนไซม์ที่สกัดออกมาจากปลานิลที่อายุต่างๆ 

ตัวอักษรที่แตกต่างกันในแนวต้ังมีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถติิ (P< 0.05) 
 
 

 2.2 แอคติวิตีจ าเพาะของเอนไซม์ทริปซิน 
 การประเมินค่าแอคติวิตีจ าเพาะของเอนไซม์ทริปซิน ที่ได้แสดงผลในตารางที่ 4 พบว่า
ค่าเฉลี่ยของแอคติวิตีจ าเพาะของเอนไซม์ทริปซินของปลานิลมีค่าเพิ่มขึ้นตามอุณหภูมิที่ใช้ทดสอบ 
และอายุของปลาที่เพิ่มขึ้น โดยเมื่อพิจารณาผลของอายุปลาที่มีต่อแอคติวิตีจ าเพาะของเอนไซม์ทริ
ปซิน พบว่ามีค่าเฉลี่ยสูงสุดระหว่าง 9.45-26.71 µmol p-nitroaniline h-1 mg protein-1 เมื่อปลามี
อายุ 105 วัน ซึ่งมีความแตกต่างจากช่วงอายุอื่นๆของปลาอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ  (P<0.05) 
รองลงมาคือเมื่อปลามีอายุ 150 วัน และ 60 วัน ตามล าดับ แต่ปลานิลที่อายุ 150 วัน และ 60 วัน มี
ค่าแอคติวิตีจ าเพาะของเอนไซม์ทริปซินไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ  (P> 0.05) (ตารางที่ 
4)   
 การศึกษาผลของอุณหภูมิที่มีค่าแอคติวิตีจ าเพาะของเอนไซม์ทริปซินของปลานิล พบว่ามีค่า
สูงที่สุดที่อุณหภูมิทดสอบ 70 องศาเซลเซียส โดยปลาที่มีอายุ 45-150 วันเมื่อประเมินแอคติวิตี
จ าเพาะของเอนไซม์ทริปซินที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียสได้ค่าเฉลี่ยระหว่าง 6.24-26.71 µmol p-
nitroaniline h-1 mg protein-1 รองลงมา คือที่อุณหภูมิทดสอบ 65 และ 60 องศาเซลเซียส 
ตามล าดับ ซึ่งทั้งสามอุณหภูมิที่ทดสอบนี้ไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P>0.05) แต่
ที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียสมีค่าแอคติวิตีจ าเพาะสูงกว่าอุณหภูมิอื่นๆอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 
(P<0.05) (ตารางที่ 4)   

อายุ (วัน) ปริมาณโปรตีนในเอนไซม์ย่อยอาหาร (mg/ml) 
45 16.76±2.01ab 

60 16.7±3.57ab 

75 18.59±0.85b 

90 13.24±1.83a 

105 13.4±0.48a 

120 13.56±2.7a 

135 18.81±2.46b 

150 13.99±3.16a 
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ตารางที่ 4  แอคติวิตีจ าเพาะของเอนไซม์ทริปซิน  (µmol p-nitroaniline h-1 mg protein-1) ของปลานิลอายุตา่ง ๆ ที่อุณหภูมติ่างกัน  

ตัวเลขที่เหมือนกันในแนวนอนไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถติิ (P>0.05)  
ตัวอักษรที่เหมือนกันในแนวตั้งไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถติิ (P>0.05) 
 
 

อุณหภูม ิ            
(องศาเซลเซียส) 45 วัน 60 วัน 75 วัน 90 วัน 105 วัน 120 วัน 135 วัน 150 วัน 

30 2.18±0a1 7.98±0.66b4 4.68±0.16a3 5.53±0.79a3 9.45±0.88a5 3.19±0.24a2 3.61±0.48a2 8.46±0.57a4 

35 2.49±0ab1 5.94±0.44a45 4.96±0.59a34 6.45±0.46a6 12.22±0.62b7 3.47±0.24a12 4.44±0.83ab23 11.14±1.13b6 

40 2.96±0.22bc1 11.57±0c4 6.56±0.59b3 6.32±1.04a3 15.4±0.89cd5 3.61±0.64a12 4.44±0.56ab2 11.7±0.57b4 

45 3.27±0.22c1 11.89±0.44c6 6.65±0.43b3 9.08±0.40b4 14.34±1.04c7 4.85±0.48b2 4.91±0.16b2 10.77±1.06b5 

50 4.21±0.22d1 13.29±0.22d4 7.59±0 bc2 9.47±1.04b3 16.88±1.19d5 5.41±0.42b1 5±0.28b1 16.78±1.56c5 

55 5.4±0.18e1 20.36±0.48 f4 8.62±0.33c2 9.6±0.91b2 21.75±1.43e5 6.38±0.48c1 6.39±0c1 17.18±1.06c3 

60 5.46±0.22e1 20.12±0.96ef4 9.83±1.01d3 9.56±0.80b3 21.84±0.68e5 6.8±0.24 c12 7.87±0.89d2 20.93±0.97d45 

65 6.44±0.79f1 19.42±0.41e5 10.4±1.01d34 11.67±0.88c4 22.75±1.24e6 8.6±1.2 d2 9.63±1.12e23 21.31±0.31d6 

70 6.24±0.31f1 20.02±0.89ef4 12.52±0.62e3 12.56±0.41c3 26.71±0.28f6 8.32±0.42d2 9.35±0.85e2 21.84±1.32d5 
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3. การวัดแอคติวิตีของไคโมทริปซิน (chymotrypsin activity) ในปลานิล 
การศึกษาแอคติวิตีของเอนไซม์ไคโมทริปซินในปลานิลที่มีอายุ 45, 60, 75, 90, 105, 120, 

135 และ 150 วัน โดยศึกษาจากการเกิดปฏิกิริยาระหว่างทริปซินสับสเตรต (0.1 mM N-succinyl-
Ala-Ala-Pro-Phe-nitroanilide ละลายใน 0.2 Tris-HCl Buffer pH 8.4)  และเอนไซม์ที่สกัดจาก
ล าไส้ของปลานิล ที่อุณหภูมิระหว่าง 20 ถึง 60 องศาเซลเซียส โดยพิจารณาจากอัตราการผลิตของ p-
nitroaniline ที่ค่าการดูดกลืนแสงที่ 410 นาโนเมตรต่อชั่วโมง ซึ่งค่าแอคติวิตีของเอนไซม์ไคโมทริ
ปซิน วิเคราะห์ได้ถูกแสดงผลไว้ในตารางที่ 5 เพื่อน ามาใช้ในการประเมินค่าแอคติวิตีจ าเพาะของ
เอนไซม์ไคโมทริปซินต่อไป 

แอคติวิตีของเอนไซม์ไคโมทริปซินในปลานิลในแต่ละช่วงอายุเมื่อน าเอนไซม์สกัดมาประเมิน
กิจกรรมของเอนไซม์พบว่า กิจกรรมของเอนไซม์ไคโมทริปซินมีค่าเพิ่มขึ้นอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 
(P<0.05) เมื่อปลาที่ทดลองมีอายุมากขึ้นจาก 45 วันเป็น 150 วัน โดยมีค่าสูงสุดเมื่อปลามีอายุ 120 
วันเช่น การประเมินกิจกรรมเอนไซม์ไคโมทริปซินของปลาที่มีอายุ 45 วันและ 120 วันเมื่อทดสอบที่
อุณหภูมิต่างกันมีค่าระหว่าง 96.63-235.05 µmol p-nitroaniline h-1 ml-1 และ 163.67-263.78 
µmol p-nitroaniline h-1 ml-1 ตามล าดับในขณะที่ปลาอายุ 150 วันมีค่าเฉลี่ยกิจกรรมเอนไซม์ไค
โมทริปซินอยู่ในช่วง 62.68-250.72 µmol p-nitroaniline h-1 ml-1 (ตารางที่ 5) 

การประเมินผลของอุณหภูมิที่ใช้ที่มีต่อกิจกรรมเอนไซม์ไคโมทริปซิน พบว่าปลานิลมีกิจกรรม
เอนไซม์ไคโมทริปซินเพิ่มขึ้น เมื่อใช้อุณหภูมิทดสอบที่สูงขึ้นแต่ไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทาง
สถิติ (P>0.05) เช่น ปลานิลอายุ 45 วันเมื่อทดสอบกิจกรรมเอนไซม์ไคโมทริปซินที่อุณหภูมิ 20-45 
องศาเซลเซียสให้ค่าเฉลี่ย 96.63-198.49 µmol p-nitroaniline h-1 ml-1 แต่ที่อุณหภูมิ 50-60 องศา
เซลเซียสให้ค่าเฉลี่ย 201.97-235.05 µmol p-nitroaniline h-1 ml-1 (ตารางที่ 5)  ปลานิลอายุ 105 
วันเมื่อทดสอบกิจกรรมเอนไซม์ไคโมทริปซินที่อุณหภูมิ 20-35 องศาเซลเซียสให้ค่าเฉลี่ย 163.67-
201.97 µmol p-nitroaniline h-1 ml-1 แต่ที่อุณหภูมิ 40-60 องศาเซลเซียสให้ค่าเฉลี่ย 227.22-
263.78 µmol p-nitroaniline h-1 ml-1   อย่างไรก็ตามปลานิลที่มีอายุ 150 วันเมื่อทดสอบกิจกรรม
เอนไซม์ไคโมทริปซินที่อุณหภูมิ 20-40 องศาเซลเซียสให้ค่าเฉลี่ยระหว่าง 208.94-250.72 µmol p-
nitroaniline h-1 ml-1 แต่ที่อุณหภูมิทดสอบ 45-60 องศาเซลเซียสให้ค่าเฉลี่ยลดลงอยู่ในช่วง 91.41-
143.64 µmol p-nitroaniline h-1 ml-1 (ตารางที่ 5)   
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ตารางที่ 5  แอคติวิตีของเอนไซม์ไคโมทริปซิน (µmol p-nitroaniline h-1 ml-1) ของปลานิลอายุต่างๆ ที่อุณหภูมิต่างกัน 
 

ตัวเลขที่เหมือนกันในแนวนอนไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถติิ (P>0.05)  
ตัวอักษรที่เหมือนกันในแนวตั้งไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถติิ (P>0.05) 
 
 
 
 
 

    อุณหภูม ิ            
(องศาเซลเซียส) 45 วัน 60 วัน 75 วัน 90 วัน 105 วัน 120 วัน 135 วัน 150 วัน 

20 96.63±3.69a1 250.72±0e4 208.94±9.05b3 161.93±14.77a2 254.20±7.98e4 163.67±10.87a2 208.94±7.39c3 208.94±0d3 
25 130.58±0b1 231.57±10.87d3 231.57±13.15c3 195.01±10.87b2 261.17±0e4 185.43±18.47b2 245.50±0e34 235.05±13.82e3 
30 137.55±10.87b1 228.01±6.03d2 211.55±25.85b2 208.94±14.77c2 224.61±14.77d2 214.16±7.39c2 216.77±25.85cd2 250.72±0.53e3 

35 167.15±5.22c1 222.86±6.03d3 248.98±3.02d4 203.71±7.39bc2 235.05±22.16d34 201.97±10.87c2 224.61±15.67cd3 205.4±7.98d2 
40 198.49±0e23 167.15±7.39b1 232.44±11.08c4 232.44±3.69d4 188.04±18.47c2 227.22±3.69d4 229.83±0de4 208.94±36.94d3 
45 185.43±11.08d3 203.71±14.77c4 215.90±6.03bc4 238.53±10.87de5 122.75±18.47b1 245.50±0 ef5 215.90±10.87cd4 143.64±11.08c2 
50 201.97±7.97e3 146.25±0a2 219.38±0bc4 255.95±5.22f6 252.46±3.02e6 240.28±0e5 232.44±11.08de5 91.41±3.69b1 
55 227.22±3.69f6 135.81±10.45a3 208.94±7.39b5 257.69±3.02f7 104.47±7.39a2 254.20± 6.03fg7 146.25±5.22b4 62.68±7.39a1 
60 235.05±0 f5 134.07±3.02a3 190.65±11.08a4 247.24±3.02ef56 92.28±3.02a2 263.78±3.69g6 60.94±15.08a1 138.42±40.63c3 
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3.1 แอคติวิตีจ าเพาะของเอนไซม์ไคโมทริปซิน 
การประเมินค่าแอคติวิตีจ าเพาะของเอนไซม์ไคโมทริปซิน ท าโดยการน าค่าแอคติวิตีของไค

โมทริปซินที่ได้จากปลาอายุต่างๆกันที่ทดสอบกิจกรรมเอนไซม์ที่อุณหภูมิต่างๆกัน  (µmol p-
nitroaniline h-1 ml-1) จากตารางที่ 5 มาหารด้วยปริมาณโปรตีนในเอนไซม์ย่อยอาหาร (mg ml-1) ที่
ไดจ้ากตารางที่ 3 เพื่อทราบค่าแอคติวิตีจ าเพาะของเอนไซม์ไคโมทริปซินของปลาทับทิม ได้ถูกแสดงไว้
ในตารางที่ 6 พบว่า ค่าแอคติวิตีจ าเพาะของเอนไซม์ไคโมทริปซินของปลานิลมีค่าสูงสุดเมื่อปลามีอายุ 
120 วัน (มีค่าเฉลี่ยระหว่าง 13.04-21.01 µmol p-nitroaniline h-1 mg protein-1 ) รองลงมาคือ 
อายุ 90 วัน (มีค่าเฉลี่ยระหว่าง 12.24-19.47 µmol p-nitroaniline h-1 mg protein-1 ) และ 105 
วัน (มีค่าเฉลี่ยระหว่าง 6.89-19.5 µmol p-nitroaniline h-1 mg protein-1 ) ตามล าดับ (ตารางที่ 5) 
ซึ่งปลานิลในทั้งสามช่วงอายุ มีค่าแอคติวิตีจ าเพาะของเอนไซม์ไคโมทริปซินไม่แตกต่างกันอย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติ (P>0.05) แต่ปลาที่มีอายุ 120 วัน และ 90 วัน มีค่าแอคติวิตีจ าเพาะของเอนไซม์
ไคโมทริปซินสูงกว่าปลาช่วงอายุอ่ืนๆอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P<0.05)  

การศึกษาผลของอุณหภูมิที่ใช้ต่อค่าแอคติวิตีจ าเพาะของเอนไซม์ไคโมทริปซิน พบว่าการใช้
อุณหภูมิทดสอบที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ท าให้มีค่าแอคติวิตีจ าเพาะของเอนไซม์ไคโมทริปซินสูง
ที่สุด (มีค่าเฉลี่ยระหว่าง 7.79-19.5 µmol p-nitroaniline h-1 mg protein-1 ในปลาที่มีอายุ 45-
150 วัน) รองลงมา คือ อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส (มีค่าเฉลี่ยระหว่าง 9.98-17.55 µmol p-
nitroaniline h-1 mg protein-1 ในปลาที่มีอายุ 45-150 วัน) และ 30 องศาเซลเซียส (มีค่าเฉลี่ย
ระห ว่ า ง  8.21-17.92 µmol p-nitroaniline h-1 mg protein-1 ใน ป ล าที่ มี อ ายุ  45-150 วั น )  
อุณหภูมิทดสอบที่มีผลท าให้แอคติวิตีจ าเพาะของเอนไซม์ไคโมทริปซินมีค่าต่ าที่สุด คือ อุณหภูมิ 60 
องศาเซลเซียสเนื่องจากปลานิลในช่วงอายุ 135 วันมีค่าเหลือเพียง 3.24  µmol p-nitroaniline h-1 
mg protein-1  อย่างไรก็ตามการตรวจสอบทางสถิติ พบว่าแอคติวิตีจ าเพาะของเอนไซม์ไคโมทริปซิน
ที่ได้จากทุกอุณหภูมิที่ทดสอบ ไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P>0.05) แต่เมื่อน า
ข้อมูลมาเปรียบเทียบกับปลาในช่วงอายุเดียวกันแต่ใช้อุณหภูมิทดสอบกิจกรรมเอนไซม์ต่างกันตั้งแต่ 
20-60 องศาเซลเซียสได้ผลการศึกษาดังนี้ 

ปลาที่มีช่วงอายุ 45 วันมีค่าแอคติวิตีจ าเพาะของเอนไซม์ไคโมทริปซินสูงที่สุดที่อุณหภูมิ 60 
องศาเซลเซียส (14.03 µmol p-nitroaniline h-1 mg protein-1) รองลงมา คือ 55 และ 50 องศา
เซลเซียส ตามล าดับ แต่อุณหภูมิที่ 60 และ 55 องศาเซลเซียส มีค่าแอคติวิตีจ าเพาะของเอนไซม์ไค
โมทริปซินสูงกว่าที่อุณหภูมิอื่นๆอย่างมีนัยส าคัญทางสถิต ิ(P<0.05) 
 ปลาที่มีช่วงอายุ 60 วันมีค่าแอคติวิตีจ าเพาะของเอนไซม์ไคโมทริปซินสูงที่สุดที่อุณหภูมิ 20 
องศาเซลเซียส (15.01 µmol p-nitroaniline h-1 mg protein-1) ซึ่งแตกต่างจากอุณหภูมิอื่นๆอย่าง
มีนัยส าคัญทางสถิติ (P<0.05) รองลงมา คือ 25, 30 และ 35 องศาเซลเซียสตามล าดับ ซึ่งทั้งสาม
อุณหภูมิมีค่าแอคติวิตีจ าเพาะของเอนไซม์ไคโมทริปซินไม่แตกต่างกันกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 
(P>0.05) 

ปลาที่มีช่วงอายุ 75 วันมีค่าแอคติวิตีจ าเพาะของเอนไซม์ไคโมทริปซินสูงที่สุดที่อุณหภูมิ 35 
องศาเซลเซียส (13.39 µmol p-nitroaniline h-1 mg protein-1) ซึ่งแตกต่างจากอุณหภูมิอื่น ๆ 
อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P<0.05) รองลงมา คือ 40, 25, 50 และ 45 องศาเซลเซียสตามล าดับ แต่
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ทั้งสี่อุณหภูมิทดสอบนี้มีค่าแอคติวิตีจ าเพาะของเอนไซม์ไคโมทริปซินไม่แตกต่างกันกันอย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติ (P>0.05)  
 ปลาที่มีช่วงอายุ 90 วันมีค่าแอคติวิตีจ าเพาะของเอนไซม์ไคโมทริปซินสูงที่สุดที่อุณหภูมิ 
55 องศาเซลเซียส (19.47 µmol p-nitroaniline h-1 mg protein-1) รองลงมา คือ 50 องศา
เซลเซียส และ 60 องศาเซลเซียสตามล าดับ ซึ่งทั้งสามอุณหภูมิมีค่าแอคติวิตีจ าเพาะของเอนไซม์ไค
โมทริปซินไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P>0.05) แต่ที่อุณหภูมิ 55 และ 50 องศาเซลเซียส 
มีค่าแอคติวิตีจ าเพาะของเอนไซม์ไคโมทริปซินสูงกว่าที่อุณหภูมิอื่นๆอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 
(P<0.05)   
 ปลาที่มีช่วงอายุ 105 วันมีค่าแอคติวิตีจ าเพาะของเอนไซม์ไคโมทริปซินสูงที่สุดที่อุณหภูมิ 
25 องศาเซลเซียส (19.5 µmol p-nitroaniline h-1 mg protein-1) รองลงมา คือ 20 และ 50 องศา
เซลเซียสตามล าดับ ซึ่งทั้งสามอุณหภูมิทดสอบนี้มีค่าแอคติวิตีจ าเพาะของเอนไซม์ไคโมทริปซินไม่
แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P>0.05) แต่มีค่าแอคติวิตีจ าเพาะของเอนไซม์ไคโมทริปซินสูง
กว่าอุณหภูมทิดสอบอื่นๆอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P<0.05)   
 ปลาที่มีช่วงอายุ 120 วันมีค่าแอคติวิตีจ าเพาะของเอนไซม์ไคโมทริปซินสูงที่สุดที่อุณหภูมิ 
60 องศาเซลเซียส (21.01 µmol p-nitroaniline h-1 mg protein-1) รองลงมา คือ 55 องศา
เซลเซียส ซึ่งทั้งสองอุณหภูมิมีค่าแอคติวิตีจ าเพาะไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P>0.05) 
แต่ที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส มีค่าแอคติวิตีจ าเพาะของเอนไซม์ไคโมทริปซินสูงกว่าอุณหภูมิอื่นๆ
อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P<0.05)   
 ปลาที่มีช่วงอายุ 135 วันมีมีค่าแอคติวิตีจ าเพาะของเอนไซม์ไคโมทริปซินสูงที่สุดที่อุณหภูมิ 
25 องศาเซลเซียส (13.06 µmol p-nitroaniline h-1 mg protein-1) รองลงมา คือ 50 และ 40  
องศาเซลเซียสตามล าดับ ซึ่งทั้งสามอุณหภูมิมีค่าแอคติวิตีจ าเพาะไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทาง
สถิติ (P>0.05) และที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียสมีค่าแอคติวิตีจ าเพาะของเอนไซม์ไคโมทริปซินสูง
กว่าที่อุณหภูมิอื่นๆอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P<0.05)  

ปลาที่มีช่วงอายุ 150 วันมีค่าแอคติวิตีจ าเพาะของเอนไซม์ไคโมทริปซินสูงที่สุดที่อุณหภูมิ 30
องศาเซลเซียส (17.92 µmol p-nitroaniline h-1 mg protein-1) รองลงมา คือ 25 และ 20 องศา
เซลเซียสตามล าดับ ซึ่งที่อุณหภูมิทดสอบ 30 และ 25 องศาเซลเซียส มีค่าแอคติวิตีจ าเพาะของ
เอนไซม์ไคโมทริปซินสูงกว่าที่อุณหภูมิอื่นๆอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P<0.05) 
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ตารางที่ 6 แอคติวิตีจ าเพาะของเอนไซม์ไคโมทริปซิน (µmol p-nitroaniline h-1 mg protein-1) ของปลานิลอายุต่าง ๆ ที่อุณหภูมิต่างกัน 
 

ตัวเลขที่เหมือนกันในแนวนอนไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถติิ (P>0.05)  
ตัวอักษรที่เหมือนกันในแนวตั้งไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถติิ (P>0.05) 
 
 

อุณหภูม ิ            
(องศาเซลเซียส) 45 วัน 60 วัน 75 วัน 90 วัน 105 วัน 120 วัน 135 วัน 150 วัน 

20 5.77±0.22a1 15.01±0e4 11.24±0.49b2 12.24±1.12a3 18.98±0.60e5 13.04±0.87a3 11.11±0.39c2 14.94±0d4 
25 7.79±0b1 13.87±0.65d34 12.46±0.71c2 14.73±0.82b4 19.50±0e6 14.77±1.47b4 13.06±0e23 16.80±0.99e5 
30 8.21±0.65b1 13.66±0.36d3 11.38±1.39b2 15.79±1.12c4 16.77±1.10d45 17.06±0.59c45 11.53±1.38cd2 17.92±0.53e5 
35 9.98± 0.3c1 13.35±0.36d3 13.39±0.16d3 15.39±0.56bc45 17.55±1.65d6 16.09±0.87c5 11.94±0.83cd2 14.69±0.57d4 
40 11.85±0e2 10.01±0.44b1 12.50±0.60c2 17.56±0.28d4 14.04±0.55c3 18.10±0.29d4 12.22±0de2 14.94±2.64d3 
45 11.07±0.66d23 12.20±0.89c3 11.61±0.32bc3 18.02±0.82de4 9.16±1.38b1 19.55±0 ef5 11.48±0.58cd3 10.27±0.79c2 
50 12.05±0.48e34 8.76±0a2 11.80±0bc3 19.34±0.40f5 18.85±0.23e5 19.14±0e5 12.36±0.59de4 6.53±0.26b1 
55 13.56±0.22f4 8.13±0.63a2 11.24±0.40b3 19.47±0.23f5 7.80±0.55a2 20.25±0.48fg6 7.78±0.28b2 4.48±0.53a1 
60 14.03±0 f4 8.03±0.18a2 10.26±0.60a3 18.68±0.23ef5 6.89±0.23a2 21.01±0.29g6 3.24±0.80a1 9.89±2.90c3 
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บทที่ 5 
อภิปรายและสรุปผลการทดลอง 

 
ผลการศึกษาในครั้งนี้แสดงให้เห็นว่า กิจกรรมของเอนไซม์ทริปซินและไคโมทริบซินในล าไส้

อาหารของปลานิล มีการแสดงออกของกิจกรรมเอนไซม์ที่แตกต่างกันไปขึ้ นอยู่กับอายุของปลานิล 
โดยพบว่าค่าแอคติวิตีจ าเพาะของเอนไซม์ทริปซินของปลานิลที่อายุ 105 วัน มีค่าสูงกว่าช่วงอายุอื่นๆ 
อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ รองลงมาคือ ปลานิลอายุ 150 วัน และ 60 วันตามล าดับ แต่แอคติวิตี
จ าเพาะของเอนไซม์ทริปซินของปลานิลที่อายุ 150 วัน และ 60 วัน ไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ
ทางสถิติ และค่าแอคติวิตีจ าเพาะของเอนไซม์ไคโมทริปซินของปลานิลมีค่าสูงสุดเมื่อปลามีอายุ 120 
วัน รองลงมาคือ อายุ 90 วัน และ 105 วัน ตามล าดับ โดยปลาทั้งสามช่วงอายุมีค่าแอคติวิตีจ าเพาะ
ของเอนไซม์ไคโมทริปซินไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ แต่ปลานิลที่อายุ 120 วัน และ 90 
วัน มีค่าแอคติวิตีจ าเพาะของเอนไซม์ไคโมทริปซินสูงกว่าช่วงอายุอื่นๆอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ ฉะนั้น
อายุปลานิลที่เหมาะสมส าหรับการศึกษาแอคติวิตีจ าเพาะของเอนไซม์ทริปซินและเอนไซม์ไคโมทริ
ปซินจะอยู่ที่ช่วงอายุ 105 วัน และ 120 วัน ตามล าดับ  
 ค่าแอคติวิตีจ าเพาะของเอนไซม์ทริปซินและเอนไซม์ไคโมทริปซินที่ได้ มีความสัมพันธ์กับ
อัตราการเจริญเติบโตของปลานิลหรืออายุปลาที่เพิ่มขึ้น ซึ่งสอดคล้องกับการทดลองของ วิชัย วัฒ
นกุล และคณะ (2540) ที่ท าการศึกษาการพัฒนาน้ าย่อยในลูกปลากะรัง (Epinehelus coioides) 
อายุตั้งแต่ 2-60 วัน พบว่าเมื่อปลากะรังมีอายุมากขึ้นจะมีแอคติวิตีจ าเพาะของเอนไซม์ทริปซินและ
เอนไซม์ไคโมทริปซินเพิ่มขึ้น ซึ่งเป็นไปในทางเดียวกันกับการทดลองของอัญชลี  คงสมบูรณ์ (2530) ที่
ท าการศึกษารูปแบบเอนไซม์ในทางเดินอาหารของลูกปลากะพงขาว พบว่า ปลากะพงขาวที่เลี้ยงด้วย
อาหารต่างชนิดกันมีค่าของแอคติวิตีของเอนไซม์มีความสัมพันธ์กับการเจริญเติบโตของปลากะพงขาว 
แสดงให้เห็นว่าเอนไซม์ทริปซินและเอนไซม์ไคโมทริปซิน มีประสิทธิภาพในการย่อยสลายโปรตีน
ระหว่างการย่อยอาหารของสัตว์น้ า ซึ่งสัตว์น้ าแต่ละชนิดอาจมีช่วงอายุที่มีกิจกรรมเอนไซม์มีค่าสูงสุด
แตกต่างกันไป  Cahu and Infante (2001) รายงานว่ารูปแบบของแอคติวิตีของเอนไซม์จากตับอ่อน
มีความสัมพันธ์กับความเข้มข้นของโปรตีนภายในร่างกายของสัตว์น้ าวัยอ่อน ซึ่งแอคติวิตีของสัตว์น้ า
วัยอ่อนจะเพิ่มขึ้นหลังจากเพาะฟักไปจนกระทั่งมีอายุ 20 วัน หลังจากนั้นจะค่อยๆลดลงไปจนถึงอายุ 
25 วันซึ่งจะมีระดับคงที่หรือไม่เปลี่ยนแปลงมากนักเมื่อปลามีอายุมากขึ้น แสดงให้เห็นว่ากระบวนการ
สังเคราะห์น้ าย่อยนี้มีความเกี่ยวเนื่องกับอายุของสัตว์น้ า 
 การศึกษาผลของอุณหภูมิที่มีต่อกิจกรรมของเอนไซม์ทริปซินของปลานิล พบว่ากิจกรรมของ
เอนไซม์ทริปซินมีค่าสูงที่สุดที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส ซึ่งอุณหภูมิดังกล่าวท าให้มีค่าแอคติวิตี
จ าเพาะสูงกว่าการทดสอบที่อุณหภูมิอื่นๆอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติในปลาทุกช่วงอายุที่ศึกษาตั้งแต่ 
45-150 วัน แสดงว่าการศึกษากิจกรรมเอนไซม์ทริปซินของปลานิลทุกช่วงอายุ ควรใช้อุณหภูมิ 70 
องศาเซลเซียส เพราะให้ค่ากิจกรรมจ าเพาะของเอนไซม์ทริปซินที่มีค่าสูงที่สุด   อย่างไรก็ตาม
การศึกษาผลของอุณหภูมิที่มีต่อกิจกรรมของเอนไซม์ไคโมทริปซินของปลานิลในปลาที่มีอายุระหว่าง 
45-150 วัน ที่ใช้อุณหภูมิทดสอบระหว่าง 20-60 องศาเซลเซียส พบว่า ภาพรวมของค่าแอคติวิตี
จ าเพาะของเอนไซม์ไคโมทริปซินที่ทุกอุณหภูมิทดสอบ มีค่าแอคติวิตีจ าเพาะไม่แตกต่างกันทางสถิติ 
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ท าให้ไม่ทราบอุณหภูมิที่เหมาะสมส าหรับแอคติวิตีจ าเพาะของเอนไซม์ไคโมทริปซิน อาจเนื่องมาจาก
ปริมาณของเอนไซม์ไคโมทริปซินที่สกัดได้มีปริมาณน้อย เมื่อท าปฏิกิริยากับสับสเตรตแล้วมีผลท าให้
ผลิตภัณฑ์ที่เกิดขึ้นมีค่าน้อยลงตามปริมาณของเอนไซม์ อีกทั้งคุณภาพของเอนไซม์สกัดก็อาจมีผลต่อ
แอคติวิตีจ าเพาะของเอนไซม์ไคโมทริปซิน เนื่องจากในการทดลองมีการน าเอนไซม์ที่สกัดได้เข้าและ
ออกจากตู้แช่แข็ง -80 องศาเซลเซียสบ่อยครั้ง จึงอาจมีผลท าให้เอนไซม์เสียสภาพได้ ซึ่งแตกต่างจาก
รายงานของ Rungruangsak-Torrissen et. al. (1998) และ Rungruangsak-Torrissen and Male 
(2000) ที่ท าการศึกษาเกี่ยวกับแอคติวิตีของเอนไซม์ปลาแอตแลนติกแซลมอน (Salmo salar L.) 
พบว่าอุณหภูมิมีผลต่อการท างานของเอนไซม์ทริปซินเช่นกัน แต่อุณหภูมิที่เหมาะสมส าหรับแอคติวิตี
จ าเพาะของเอนไซม์ทริปซินของปลาแอตแลนติกแซลมอน อยู่ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส อีกทั้ง 
ธนัย สุรศิลป์ (2548) ได้ท าการศึกษาแอคติวิตีของปลากะพงขาว (Lates calcalifer) อายุ 20, 40, 
60 และ 90 วัน พบว่าอุณหภูมิที่เหมาะสมส าหรับแอคติวิตีของเอนไซม์ทริปซินอยู่ที่อุณหภูมิ 60 องศา
เซลเซียสจากอุณหภูมิที่ใช้ทดสอบตั้งแต่ 30-70 องศาเซลเซียส ซึ่งมีความแตกต่างกับการศึกษาในครั้ง
นี้ที่ได้อุณหภูมิที่เหมาะสมส าหรับการศึกษากิจกรรมเอนไซม์ทริปซินในปลานิลที่ 70 องศาเซลเซียส 
สาเหตุส่วนหนึ่งอาจเนื่องมาจากชนิดของปลาที่ใช้ในการทดลองแตกต่างกัน   นอกจากนี้ จีรภา หินซุย 
และคณะ (2549) ที่ศึกษาคุณลักษณะของเอนไซม์ทริปซินจากอวัยวะภายในปลานิลสายพันธุ์จิตรลดา 
พบว่าสภาวะที่เหมาะสมกับการท างานของเอนไซม์ทริปซิน คือ อุณหภูมิที่  80 องศา เซลเซียส  
สอดคล้องกับผลการศึกษาของ สมัชชา สุวรรณกาญจน์ และคณะ (2562) ซึ่งศึกษากิจกรรมของ
เอนไซม์ทริปซิน และไคโมทริปซินในปลาเวียน พบว่า กิจกรรมของเอนไซม์แต่ละชนิดมีค่าสูงสุดเมื่อ
ปลาแต่ละขนาดใช้อุณหภูมิทดสอบต่างกัน โดยกิจกรรมของเอนไซม์ทริปซิน และไคโมทริปซินในปลา
เวียนที่มีอายุ 7 วัน ท างานได้ดีที่สุดที่อุณหภูมิ 50 และ 60 องศาเซลเซียสตามล าดับ  ส าหรับปลา
เวียนอายุ 90 วัน กิจกรรมของเอนไซม์ทริปซิน และไคโมทริปซินท างานได้ดีที่สุดที่อุณหภูมิ 50 และ 
15 องศาเซลเซียส  ตามล าดับ  อย่างไรก็ตามการศึกษากิจกรรมของเอนไซม์ทริปซินและเอนไซม์ไค
โมทริปซินเพิ่มเติมควรมีการศึกษาปัจจัยอื่นๆที่มีผลต่อการท างานของเอนไซม์ทริปซินและเอนไซม์ไค
โมทริปซินของปลานิล เช่น สภาพกรด-เบส (pH) หรือสภาพความหิวของปลา (starvation) เพื่อให้ได้
ข้อมูลพื้นฐานที่จ าเป็นส าหรับการน าเอาองค์ความรู้กิจกรรมของเอนไซม์ไปประยุกต์ใช้ในการย่อย
วัตถุดิบอาหารสัตว์บางชนิดที่หาได้ง่ายในท้องถิ่น เพื่อให้ได้ฐานข้อมูลของประสิทธิภาพการย่อย
วัตถุดิบอาหารสัตวช์นิดต่างๆ เพื่อใช้ท านายสูตรอาหารเลี้ยงปลาที่เหมาะสมที่จะท าให้ปลาย่อยได้ดีขึ้น 
และมีการเจริญเติบโตที่ดี โดยน าสูตรอาหารที่ได้จากการพัฒนาด้วยการศึกษา in vitro digestibility 
มาประยุกต์ใชเ้ลี้ยงปลาต่อไป 
 อย่างไรก็ตามแม้ว่าอุณหภูมิที่เหมาะสมส าหรับแอคติวิตีจ าเพาะของเอนไซม์ไคโมทริปซินของ
ปลานิลในการศึกษาครั้งนี้ไม่พบความแตกต่างของอุณหภูมิที่ใช้ศึกษา แต่ Rungruangsak-Torrissen 
et. al. (2002) ได้ท าการศึกษาแอคติวิตีของปลาแอตแลนติกแซลมอน (Salmo salar L.) พบว่า
อุณหภูมิที่เหมาะสมของแอคติวิตีของเอนไซม์ไคโมทริปซินอยู่ที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส ในขณะที่ธ
นัย สุรศิลป์ (2548) รายงานว่าอุณหภูมิที่เหมาะสมส าหรับแอคติวิตีของเอนไซม์ไคโมทริปซินของปลา
กะพงขาวอยู่ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เช่นเดียวกับ Applebaum et. al. (2002) ที่ท าการศึกษา
แอคติวิตีของเอนไซม์ไคโมทริปซินในตัวอ่อนระยะแรกของปลา red drum (Sciaenops ocellatus) 
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พบว่าแอคติวิตีของเอนไซม์ไคโมทริปซินมีค่ามากที่สุดที่อุณหภูมิ  50 องศาเซลเซียส เช่นกัน  
นอกจากนี้มีรายงานการศึกษาในสัตว์น้ าบางชนิดที่แอคติวิตีของไคโมทริปซินมีค่าต่ ากว่าหรือไม่พบเลย
เมื่อเปรียบเทียบกับแอคติวิตีของทริปซิน เช่น Elert et. al. (2004) รายงานว่า เอนไซม์ทริปซินที่สกัด
จากทางเดินอาหารของไรแดง (Daphnia magna) มีค่าแอคติวิตีจ าเพาะ (specific trypsin 
activity) เท่ากับ 140.8±4.3 nmol p-nitroaniline /min/mg protein ส่วนเอนไซม์ไคโมทริปซินไม่
พบแอคติวิตีจ าเพาะ (specific chymotrypsin activity)   

การศึกษาในครั้งนี้ได้ก าหนดช่วงเวลาเก็บรวบรวมล าไส้หลังปลากินอาหาร 90 นาทีเพื่อน า
เอนไซม์สกัดมาศึกษากิจกรรมของเอนไซม์ ซึ่งอาจมีตัวแปรหลายตัวที่เกี่ยวข้องกับค่าแอคติวิตีของ
เอนไซม์ทริปซินและเอนไซม์ไคโมทริปซิน เช่น ชนิดหรือคุณภาพของอาหารที่ใช้ ปริมาณอาหารที่ให้ 
สภาพความหิวของปลา อุณหภูมิที่เลี้ยงปลา รวมทั้งช่วงระยะเวลาที่ใช้เก็บตัวอย่างล าไส้ เป็นต้น ซึ่ง
ตัวแปรเหล่านี้น่าจะมีผลต่อปริมาณหรือแอคติวิตีของเอนไซม์ทั้งสิ้น (สมัชชา สุวรรณกาญจน์ และ
คณะ 2562) ท าให้ผลการศึกษาแตกต่างกันไปนอกเหนือไปจากชนิดของปลาที่ท าการศึกษา เพราะว่า
ในการทดลองครั้งนี้ใช้ช่วงระยะเวลาในการเก็บตัวอย่างล าไส้ของปลานิลทุกช่วงอายุที่ 90 นาที ซึ่ง
อาจจะไม่เหมาะสมกับปลาบางขนาด เนื่องปลาแต่ละขนาดน่าจะมีระยะเวลาย่อยอาหารที่เหมาะสม
ในการย่อยอาหารให้มีประสิทธิภาพสูงสุดแตกต่างกัน เช่น ปลาขนาดเล็กทางเดินอาหารยังพัฒนาไม่
เต็มที่และกระเพาะอาหารหรือล าไส้มีขนาดเล็ก ในขณะที่ปลาขนาดใหญ่ทางเดินอาหารพัฒนาเต็มที่
แล้วและกระเพาะอาหารหรือล าไส้มีขนาดใหญ่ ซึ่งจุอาหารได้มากขึ้น  ปลาขนาดเล็กจึงใช้ระยะเวลา
ในการย่อยอาหารที่เหมาะสมเร็วกว่าปลาขนาดใหญ่ ซึ่งตัวแปรเหล่านี้ควรได้มีการศึกษาเพิ่มเติมใน
รายละเอียดต่อไปเพื่อให้เอนไซม์ทริปซินและไคโมทริปซินของปลานิลท างานได้อย่างเต็มประสิทธิภาพ
ในการวิจัยเพื่อสามารถย่อยวัตถุดิบอาหารสัตว์ชนิดต่างๆได้ต่อไป (Rungruangsak-Torrissen et al., 
2002) 
 
สรุปผลการทดลอง  

1. ปลานิลเมื่อมีอายุมากขึ้น ค่าแอคติวิตีจ าเพาะของเอนไซม์ทริปซิน และค่าแอคติวิตีจ าเพาะ
ของเอนไซม์ไคโมทริปซิน จะมีค่าสูงขึ้น โดยค่าแอคติวิตีจ าเพาะของเอนไซม์ทริปซิน และค่าแอคติวิตี
จ าเพาะของเอนไซม์ไคโมทริปซินในล าไส้ปลานิล มีค่าสูงสุดเมื่อปลานิลมีอายุ 105 วันและ 120 วัน
ตามล าดับ 

2.  แอคติวิตีจ าเพาะของเอนไซม์ทริปซินของปลานิล มีค่าสูงที่สุดที่อุณหภูมิ 70 องศา
เซลเซียส   
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1. ผลงานตีพมิพ์ในวารสารวิชาการทั้งในระดับชาติและนานาชาติ (ระบุชื่อผู้แต่ง ชื่อเรื่อง ชื่อ
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1. วีรพงศ์ วุฒิพันธุ์ชัย และสุบัณฑิต นิ่มรัตน์. 2561. กิจกรรมของเอนไซม์ทริปซินและไคโมทริปซิน

ของปลานิล . การประช ุมว ิชาการระด ับชาต ิ “ว ิทยาศาสตร์ว ิจ ัยครั ้งที ่ 10” คณะ
วิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยมหาสารคาม. 

 

2. การจดสิทธิบัตร 
    - 
 
3. ผลงานเชิงพาณิชย์ (มีการน าเสนอไปผลิต/ขาย/ก่อให้เกิดรายได้ หรือมีการน าไปประยุกต์ใช้
โดยภาคธุรกิจ หรือบุคคลทั่วไป) 
       - 
 
4. ผลงานเชิงสาธารณะ (เน้นประโยชน์ต่อสังคม ชุมชน ท้องถิ่น) 
       - 
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