
บทที่ 2

วสัดุ อุปกรณ และวิธีการทดลอง

วัสดุ

     - เครื่องในรวมปลาทูนาพันธุครีบเหลือง (Yellowfin tuna : Thunnus albacares) ไดรับความ
อนุเคราะหจากบริษัททรอปคคอลแคนนิง่ จํ ากัด เครื่องในรวมประกอบดวยกระเพาะ มาม ตับ ตับออน  
ลํ าไส และถุงนํ้ าดี นํ าเครื่องในมาลางทํ าความสะอาด ทํ าใหสะเด็ดนํ้ า บรรจุเครื่องในรวมปลาทูนาใสใน
ถุงโพลีเอทิลีนถุงละ 1 กิโลกรัม นํ าไปแชแข็งทีอุ่ณหภูมิ –20 องศาเซลเซียส จนกระทั่งนํ ามาใชในการ
ทดลอง

     - หวักุงกุลาดํ า ( Penaeus monodon) ไดรับความอนุเคราะหจากบริษัทหองเย็นโชติวัฒนหาด
ใหญ จ ํากัด นํ าหัวกุงมาลางทํ าความสะอาด ทํ าใหสะเด็ดนํ้ า บรรจุในถุงโพลิเอทิลีนถุงละ 1 กิโลกรัม  
เกบ็รักษาที่อุณหภูมิ –20 องศาเซลเซียส

     - นํ้ านึ่งปลาทูนา (tuna condensate) ไดรับความอนุเคราะหจากบริษัททรอปคคอลแคนนิ่ง 
จ ํากดั นํ ามาเก็บไวที่อุณหภูมิ –20 องศาเซลเซียส

     - เอนไซมอัลคาเลส 2.4 L ( Novo Industry , Denmark )
     - เอนไซมสกัดจากเครื่องในรวมปลาทูนาพันธุครีบเหลือง
     - ปลากดเหลือง ( Mystus nemurus Cuv. &Val.) จากสถานีประมงนํ้ าจืด จังหวัดสงขลา
     - อาหารอนุบาลลูกปลาวัยออน ดดัแปลงจากวุฒิพร พรหมขุนทองและคณะ (2540)
     - สารเคมีเกรดวิเคราะห (analytical grade) ใชในการสกัดเอนไซมจากเครื่องในรวมปลา   ทู

นา และใชในการวิเคราะหกจิกรรมของเอนไซมโปรติเอส รวมทั้งสารเคมีสํ าหรับวิเคราะห          องค
ประกอบทางเคมีของวัตถุดิบ โปรตีนไฮโดรไลเสต สารสกัดจากปลาและอาหารปลา ไดแก โปรตีน ไข
มนั เถา และความชื้น



อุปกรณ

1. อุปกรณที่ใชในการผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสต
   - เครื่องบดผสม รุน SP099 ของบริษัท International จํ ากัด
   - เครื่องสเปคโตรโฟโตมิเตอร รุน U-2000 ของบริษัท Hitachi จํ ากัด
   - เครือ่งหมุนเหวี่ยงควบคุมอุณหภูมิ รุน SCR 20 B ของบริษัท Hitachi Koki จํ ากัด
   - เครือ่งเขยาควบคุมอุณหภูมิ รุน Model G25-KLG ของบริษัท Scientific Promotion จํ ากัด
   - เครือ่งทํ าแหงแบบแชเยือกแข็ง รุน Maxi Dry Lyo ของบริษัท Heto จํ ากัด

2. อุปกรณที่ใชในการวิเคราะหองคประกอบทางเคมีของวัตถุดิบ โปรตีนไฮโดรไลเสตและอาหารปลา
   - ตูอบฆาเชื้อ รุน ULM 500 ของบริษัท Memmert จํ ากัด
   - ชุดเครื่องมือสกัดไขมัน ของบริษัท Electrothermal จํ ากัด
   - ชุดเครื่องมือกล่ันโปรตีน รุน 2200 Kjeltec Auto ของบริษัท Foss Tecator จํ ากัด
   - เตาเผา รุน 550-14 ของบริษัท Fisher Scientific จํ ากัด
   - เครื่องวิเคราะหเยื่อใย รุน VELP
   - เครื่องวิเคราะหพลังงาน รุน Model C5000 ของบริษัท IKA Labortechnik จํ ากัด

3. อุปกรณทีใ่ชในการเลี้ยงปลา
    - ถังไฟเบอรกลาสปริมาตร 1.2 ลูกบาศกเมตรจํ านวน 2 ลูก
    - ตูกระจกทดลองขนาด 40 x 60 x 50 เซนตเิมตร ปดดานขางและดานหลังตูกระจกทดลอง

ดวยแผนพลาสติกสีทึบ 3 ดานเพื่อลดการรบกวนปลาทดลองจากสิ่งแวดลอมภายนอก
    - อุปกรณระบบใหอากาศ ประกอบดวยเครื่องใหอากาศ สายยาง หัวทราย
    - กลองถายวีดีโอ



การวิเคราะห

     1. กิจกรรมของเอนไซมโปรติเอส
     วเิคราะหกิจกรรมของเอนไซมโปรติเอส โดยดัดแปลงจากวิธีการของ Hagihara และคณะ

(1958) ดังนี้
    น ําเอนไซมปริมาตร 1.0 มิลลิลิตรที่เจือจางอยางเหมาะสมใน 50 มิลลิโมลารของสารละลาย

คารบอเนต-ไบคารบอเนตบัฟเฟอร พีเอช 10.0 (หรือพีเอชที่ตองการศึกษา) ผสมกับสารละลาย        
สับสเตรต 1 มิลลิลิตร (เคซีนรอยละ 1) บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที เติมบัฟเฟอรที่ใช
ในการหยุดปฏิกิริยาของเอนไซม (stop buffer) (ภาคผนวก ข) 2 มิลลิลิตร ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหองนาน   
30 นาท ีน ําไปหมุนเหวี่ยงดวยความเร็วรอบ 3500 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที นํ าสวนใสที่ไดวัดคา
ดดูกลนืแสงที่ความยาวคลื่น 275 นาโนเมตร นํ าคาดูดกลืนแสงที่ไดเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานของ
ไทโรซีน (ภาคผนวก ก)

   หลอดควบคุม  เตรียมโดยเติมบฟัเฟอรที่ใชในการหยุดปฏิกิริยา 2 มิลลิลิตร ลงในสับสเตรต   
1 มลิลิลิตรแลวเติมเอนไซม 1 มิลลิลิตร แลวนํ าไปบมที่ 37 องศาเซลเซียส นาน 15 นาทีเชนเดียวกับ
เอนไซม

   คากิจกรรมของเอนไซมโปรติเอส 1 ยูนติ หมายถึง ความสามารถของเอนไซมที่เรงปฏิกิริยา
การยอยสลายสับสเตรตได กรดอะมิโนในรูปของไทโรซีน 1 ไมโครโมลในเวลา 1 นาที ภายใตสภาวะที่
ก ําหนด

   กจิกรรมจํ าเพาะของเอนไซม (specific activity) ของเอนไซมโปรติเอส มีคาเทากับ ยูนิตของ
เอนไซมตอมิลลิกรัมโปรตีน

   การคํ านวณ

กจิกรรมของเอนไซมโปรติเอส = มลิลิกรัมของไทโรซีน x 1000 x จ ํานวนเทาการเจือจางสารละลายเอนไซม
          (ยูนิตตอมิลลิลิตร)          นํ้ าหนักโมเลกุลของไทโรซีน x ระยะเวลาที่บม x ปริมาตรสารละลายเอนไซม

                  (กรัมตอโมล)                       (นาที)                         (มิลลิลิตร)

กจิกรรมจํ าเพาะของเอนไซม (ยูนติตอมิลลิกรัม)  =   กจิกรรมของเอนไซมโปรติเอส (ยูนติตอมิลลิลิตร)
          ความเขมขนของโปรตีน (มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร)



     2. คาปริมาณไนโตรเจนที่ผลิตได (nitrogen  recovery)
     การหาคาปริมาณไนโตรเจนที่ผลิตได  (nitrogen  recovery) โดยวิธีของ Shahidi และคณะ 

(1995)โดยหาปรมิาณไนโตรเจนในวัตถุดิบเริ่มตนและปริมาณไนโตรเจนที่ละลายในสวนใสของไฮโดร
ไลเสต แลวคํ านวณจาก
คาปริมาณไนโตรเจนที่ผลิตได (รอยละ) = ปริมาณไนโตรเจนที่ละลายในสวนใส x 100

     ปริมาณไนโตรเจนในวัตถุดิบเริ่มตน

           3. คาระดับการยอยสลาย (degree of  hydrolysis)
    การหาคาระดับการยอยสลาย (degree of  hydrolysis) โดยวิธีของ Hoyle และ Merritt (1994) 

โดยนํ าโปรตีนไฮโดรไลเสตที่ผลิตได ผสมกับกรดไตรคลอโรอะซิติกความเขมขน 20% (โดยนํ้ าหนัก) 
ในอัตราสวน 1:1 เขยาใหเขากัน นํ าเขาเครื่องหมุนเหวี่ยงดวยความเร็วรอบ 10000 รอบตอนาที แลวนํ า
สวนของเหลวใสที่ไดไปหาปริมาณไนโตรเจน แลวคํ านวณจาก

คาระดับการยอยสลาย = ปริมาณไนโตรเจนที่ละลายในกรดไตรคลอโรอะซิติก (10% TCA soluble nitrogen) x 100
(รอยละ) ปริมาณไนโตรเจนทั้งหมดในวัตถุดิบ

วิธีการทดลอง

 1. ผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสตจากเครื่องในรวมปลาทูนาพันธุครีบเหลือง
     1.1 วิเคราะหองคประกอบทางเคมีของวัตถุดิบ
      วเิคราะหองคประกอบทางเคมีของวัตถุดิบเริ่มตน ไดแก ความชื้น โปรตีน ไขมัน และเถา 

(AOAC, 1990) วตัถุดบิที่ใชมี 3 ชนิด คือ เครื่องในรวมปลาทูนาพันธุครีบเหลือง, หัวกุงกุลาดํ า และนํ้ า
นึ่งปลาทูนา

      1.2 ผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสตจากเครื่องในรวมปลาทูนาพันธุครีบเหลือง
      น ําเครื่องในรวมปลาทูนาพันธุครีบเหลืองที่บดละเอียดมาเติมสารละลายบัฟเฟอรคือ 50 มิล

ลิโมลาร คารบอเนตไบคารบอเนต พีเอช 10 โดยใชความเขมขนของโปรตีนของเครื่องในรวมปลาทูนา
พันธุครีบเหลืองเริ่มตน 10% ปรับพเีอชใหเทากับ 10 ดวยสารละลายกรดไฮโดรคลอริกความ   เขมขน   



6 โมลาร หรือสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 6 โมลาร หลังจากนั้นนํ าไปยอยสลายที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 4  ช่ัวโมง พรอมทั้งเขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที แลวยับยั้งการ
ยอยสลายโดยใหความรอนที่อุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที นํ าไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 
10,000 รอบตอนาที  เปนเวลา 15 นาที (วิภาวรรณ ไตรรัตนานกุลู, 2544) นํ าสารละลายสวนใสไป
วเิคราะหปริมาณไนโตรเจนที่ผลิตได (Nitrogen recovery: NR) (Shahidi  et al., 1995), ระดับการยอย
สลาย (Degree of hydrolysis: DH) (Hoyle and Merritt, 1994), องคประกอบทางเคมี   ไดแก ความชื้น 
โปรตีน เถา และไขมัน (AOAC, 1990)

2. ศึกษาชนดิและความเขมขนของเอนไซมท่ีใชในการผลิตผลิตภัณฑจากหัวกุงกุลาดํ าและนํ้ านึ่ง
    ปลาทูนา

      2.1 เตรียมเอนไซมสกัด
      นํ าเครื่องในรวมปลาทูนาพันธุครีบเหลือง ลางทํ าความสะอาดดวยนํ้ ากลั่นที่ฆาเชื้อแลว 

หลังจากนั้นสกัดเอนไซมจากเครื่องในรวมปลาทูนาดวยสารละลายบัฟเฟอรคารบอเนต-ไบคารบอเนต
ความเขมขน 50 มิลลิโมลาร พีเอช 10 ในการสกัดมีการเติม Tween 80 ความเขมขน 0.1% ใชอัตราสวน
เครื่องในปลาทูนาตอบฟัเฟอรเทากับ 1:2 (นํ้ าหนัก/ปริมาตร) นํ าไปปนดวยเครื่องปนผสมความเร็วสูง
ประมาณ 1-2 นาที กรองดวยผาขาวบาง นํ าสารละลายที่ไดเขาเครื่องหมุนเหวี่ยงควบคุมอุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 30 นาที สารละลายสวนใสที่ไดคือ สารละลาย
เอนไซมสกัด วิเคราะหปริมาณโปรตีน และกิจกรรมของเอนไซมโปรติเอส

      2.2 ศึกษาชนดิและความเขมขนของเอนไซมตอการผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสตจากหัวกุง
            กุลาดํ า
     น ําหวักุงกุลาดํ าบดละเอียดมาเติมสารละลายละลายบัฟเฟอรคือ 50 มิลลิโมลารคารบอเนต- 

ไบคารบอเนต ในอัตราสวน 1:1 (นํ้ าหนัก/ปริมาตร) ผสมใหเขากัน ปรับพเีอชใหเทากับ 10 (สํ าหรับ
เอนไซมสกัด) สวนเอนไซมอัลคาเลส 2.4 L จะใชสารละลายทริส-ไฮโดรคลอไรดความเขมขน 0.2  โม
ลาร พีเอช 8 ปรับพเีอชโดยใชสารละลายกรดไฮโดรคลอริกความเขมขน 6 โมลาร หรือสารละลาย
โซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 6 โมลาร  แลวเติมเอนไซมแตละชนิด (เอนไซมสกัดและเอนไซมอัล
คาเลส 2.4 L) ลงไปที่ระดับ 0, 100, 200, 300, 400 และ 500 ยูนติ สวนชุดควบคุมจะไมมีการเติม
เอนไซม หลังจากนั้นนํ าไปยอยสลายที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส (สํ าหรับเอนไซมสกัด) และ 60 องศา
เซลเซียส (สํ าหรับเอนไซมอัลคาเลส 2.4 L) เปนเวลา 4 ช่ัวโมงพรอมทั้งเขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอ
นาท ีแลวยับยั้งการยอยสลายโดยใหความรอนที่อุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที      นํ าไป



หมนุเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 15 นาที (อัจฉริยา เชื้อชวยชู, 2542) นํ าสารละลาย
สวนใสไปวิเคราะหปริมาณไนโตรเจนที่ผลิตได และระดับการยอยสลาย คัดเลือกชนิดและความเขมขน
ของเอนไซมที่เหมาะสมตอการผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสตจากหัวกุงกุลาดํ า โดยพิจารณาจากชุดการ
ทดลองที่ใหระดับการยอยสลายและมีปริมาณไนโตรเจนที่ผลิตไดสูงสุด นํ าตัวอยางของโปรตีนไฮโดร
ไลเสตทีไ่ดวิเคราะหองคประกอบทางเคมี  ไดแก ความชื้น โปรตีน เถา และไขมัน

      2.3 ศึกษาชนดิของเอนไซมตอการผลิตสารสกัดจากปลาโดยใชนํ้ านึ่งปลาทูนา
      นํ านํ้ านึ่งปลาทูนามาปรับพเีอชใหเทากับ 8 แลวเติมเอนไซม 2 ชนิด (เอนไซมสกัดและ

เอนไซมอัลคาเลส 2.4 L) ลงไปใหมีกิจกรรมของเอนไซมเทาๆกันคือ 300 ยูนติ นํ าไปยอยสลายที่
อุณหภมู ิ 50 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ช่ัวโมงพรอมทั้งเขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที หลังจากนั้น
หยดุปฏกิริิยาการยอยสลายโดยใหความรอนที่อุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ช่ัวโมงแลวนํ าไป
หมนุเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 15 นาที นํ าสารสกัดจากปลาที่ไดบมที่อุณหภูมิ 60 
องศาเซลเซยีส เปนเวลา 2 วัน และทํ าใหเย็นที่อุณหภูมิหองและตั้งทิ้งไวเพื่อใหตกตะกอนเปนเวลา 2 วัน 
หลังจากนัน้นํ าไปหมุนเหวี่ยงอีกครั้งและทํ าใหเขมขนโดยการบมที่อุณหภูมิ  50 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 2 วัน (Jantaro, 2000) น ําสารละลายสวนใสไปวิเคราะหปริมาณไนโตรเจนที่ผลิตได, ระดับการ
ยอยสลาย, องคประกอบทางเคมีไดแก ความชื้น โปรตีน เถา และไขมัน

      2.4 องคประกอบของกรดอะมิโนในโปรตีนไฮโดรไลเสตและสารสกัดจากปลา
      นํ าโปรตีนไฮโดรไลเสตและสารสกัดจากปลาที่ผลิตได บางสวนไปทํ าแหงโดยวิธี freeze 

dry และน ําตัวอยางไปวิเคราะหองคประกอบของกรดอะมิโนดวย HPLC ทีศ่นูยเครื่องมือกลาง คณะ
วทิยาศาสตร มหาวิทยาลัยมหิดล

3. ศึกษาการใชโปรตีนไฮโดรไลเสตและสารสกัดจากปลาเปนสารดึงดูดการกินอาหารของปลา
     กดเหลือง

     3.1 การเตรียมปลากดเหลือง
     น ําปลากดเหลืองนํ้ าหนักประมาณ 1 กรัม มาอนุบาลในถังไฟเบอรกลาสขนาด 1.2         ลูก

บาศกเมตรโดยใสนํ้ าในถัง 0.3 ลูกบาศกเมตรเมื่อลูกปลามีนํ้ าหนักประมาณ 8 กรัม ทํ าการคัดขนาดใสตู
ทดลองขนาด 40 x 60 x 50 เซนติเมตร ปริมาตรนํ้ า 80 ลิตร จํ านวน 15 ตัวตอตู ปรับสภาพปลาใหคุนเคย
กบัสภาพแวดลอมเปนเวลา 2 สัปดาห

     3.2 การเตรียมอาหารทดลองที่มีโปรตีนไฮโดรไลเสตความเขมขนตางๆ



     อาหารทดลองที่ใชในการศึกษาความสามารถในการดึงดูดการกินอาหารของปลากดเหลือง
มทีัง้หมด 10 สูตร ประกอบดวย ดังนี้

     อาหารสูตรที่ 1: อาหารชุดควบคุม (ไมมีการเคลือบดวยโปรตีนไฮโดรไลเสต)
     อาหารสูตรที่ 2: อาหารที่เคลือบดวยโปรตีนไฮโดรไลเสตจากเครื่องในรวมปลาทูนา 5%
    อาหารสูตรที่ 3: อาหารที่เคลือบดวยโปรตีนไฮโดรไลเสตจากเครื่องในรวมปลาทูนา 10%
    อาหารสูตรที่ 4: อาหารที่เคลือบดวยโปรตีนไฮโดรไลเสตจากเครื่องในรวมปลาทูนา 15%
    อาหารสูตรที่ 5: อาหารที่เคลือบดวยโปรตีนไฮโดรไลเสตจากหัวกุงกุลาดํ า 5%
    อาหารสูตรที่ 6: อาหารที่เคลือบดวยโปรตีนไฮโดรไลเสตจากหัวกุงกุลาดํ า 10%
    อาหารสูตรที่ 7: อาหารที่เคลือบดวยโปรตีนไฮโดรไลเสตจากหัวกุงกุลาดํ า 15%
    อาหารสูตรที่ 8: อาหารที่เคลือบดวยสารสกัดจากปลาจากนํ้ านึ่งปลาทูนา 5%
    อาหารสูตรที่ 9: อาหารที่เคลือบดวยสารสกัดจากปลาจากนํ้ านึ่งปลาทูนา 10%
    อาหารสูตรที่ 10: อาหารที่เคลือบดวยสารสกัดจากปลาจากนํ้ านึ่งปลาทูนา 15%
    การเตรียมอาหารทดลอง ทํ าโดยการชั่งวัสดุอาหารตามสูตรตางๆ แลวผสมใหเขากันดวย

เครื่องผสมอาหาร อัดเม็ดอาหารใหมีขนาดเสนผาศูนยกลาง 2 มิลลิเมตร ทํ าใหแหงโดยการอบที่
อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส การปรับระดับโปรตีนในอาหารโดยการลดปริมาณเคซีนตามปริมาณ
โปรตีนไฮโดรไลเสตที่ใชเคลือบเม็ดอาหาร โดยอาหารทดลองทั้ง 10 สูตร มีถ่ัวเหลืองปนและเคซีนเปน
แหลงโปรตีนและมีการเคลือบดวยโปรตีนไฮโดรไลเสตจากเครื่องในปลาทูนา (จากขอ 1) พรอมดวย
โปรตีนไฮโดรไลเสตจากหัวกุงกุลาดํ าและสารสกัดจากปลาที่เตรียมไว (จากขอ 2) ในอาหารที่ระดับ
ความเขมขน 0%, 5%, 10% และ 15% (w/w)  (ตารางที่ 2, 3, 4 ตามลํ าดับ) สํ าหรับอาหารสูตร  ควบคุม 
(ทีร่ะดบั 0%) ใชถ่ัวเหลืองปนและเคซีนเปนแหลงโปรตีนแตไมมีการเคลือบดวยโปรตีนไฮโดรไลเสต 
การเคลือบกระทํ าโดยการสเปรยโปรตีนไฮโดรไลเสตและสารสกัดจากปลาบนเม็ดอาหารและคลุกเคลา
ใหทัว่ ทํ าใหแหงอีกครั้งโดยการอบที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส และบรรจุในถุงพลาสติกโพลีเอทธิลีน
และเกบ็ในถงุดํ าเพื่อปองกันแสง นํ าไปแชแข็งเพื่อเก็บรักษาระหวางรอการใชงานและนํ าอาหารทุกสูตร
วเิคราะหองคประกอบทางเคมี ไดแก ความชื้น โปรตีน เถา ไขมันและคาพลังงานของอาหาร

     3.3 ศึกษาผลของโปรตีนไฮโดรไลเสตและสารสกัดจากปลาตอการเจริญเติบโตและ
           พฤติกรรมการกินอาหารของปลา
     วางแผนการทดลองแบบเฟกเตอรเรียล (Factorial design; Completely Randomized Design: 

CRD) เปนแบบ 3 x 4 โดยแบงชุดการทดลองเปน 3 ชุดการทดลอง ไดแก ชุดการทดลองที่ 1 ปลาที่ได
รับอาหารที่เคลือบดวยโปรตีนไฮโดรไลเสตจากเครื่องในรวมปลาทูนา ชุดการทดลองที่ 2 ปลาที่ไดรับ



อาหารที่เคลือบดวยโปรตีนไฮโดรไลเสตจากหัวกุงกุลาดํ า ชุดการทดลองที่ 3 ปลาที่ไดรับอาหารที่
เคลือบดวยสารสกัดจากปลาจากนํ้ านึ่งปลาทูนาและใชระดับความเขมขนของโปรตีนไฮโดรไลเสตและ
สารสกัดจากปลา 4 ระดับ ( 0, 5, 10 และ 15% )  แตละระดับมี 3 ซ้ํ า  โดยใชปลากดเหลืองที่มีนํ้ าหนัก
เฉลี่ยประมาณ 8-9 กรัม จํ านวน 15 ตวัตอตู  และแตละตูทดลองบรรจุนํ้ าปริมาตร 80 ลิตร มีการให
อากาศตลอดเวลา

    3.3.1 การกินอาหารและการเจริญเติบโตของปลา
    ใหปลากินอาหารทดลองจนอิ่มโดยใหอาหารวันละ 2 คร้ังคือชวงเชา 09.00 น. และชวงเย็น 

16.00 น. บนัทกึนํ ้าหนักอาหารที่ใหปลาในแตละวันเปนระยะเวลา 6 สัปดาห ทํ าการดูดตะกอนและ
เปลีย่นถายนํ้ าทุกๆวัน และชั่งนํ้ าหนักปลาทุก 2 สัปดาหโดยการชั่งนํ้ าหนักรวมของปลาแตละตู จากนั้น
น ําไปค ํานวณ  นํ้ าหนักเฉลี่ยของปลาแตละตัว และบันทึกจํ านวนปลาที่เหลือในแตละตู



ตารางที่  2   องคประกอบของอาหารปลาที่เคลือบดวยโปรตีนไฮโดรไลเสตจากเครื่องในรวมปลาทูนา
      พันธุครีบเหลือง (Thunnus albacares) ทีค่วามเขมขนตางๆ

Table  2   Composition of diet coated with different levels of protein hydrolysate from  viscera of
   yellowfin tuna (Thunnus albacares)

Ingredient (g/kg of diet) Level of protein hydrolysate
0% 5% 10% 15%

Casein 297 290 285 280
Soybean meal 200 200 200 200
Protein hydrolysate - 7.31 14.62 21.93
Corn starch 300 300 300 300
Mineral mix1 65 65 65 65
Vitamin mix2 8 8 8 8
Vitamin C 1 1 1 1
Choline chloride 2 2 2 2
Fish oil 45 45 45 45
Corn oil 45 45 45 45
Cellulose 7 6.69 4.38 2.07
Carboxymethyl cellulose 30 30 30 30

1 Mineral mix (mg/kg of diet) : calcium carbonate (40.04%Ca) 20,701.8 ; calcium phosphate (39.89%Ca, 
18.50%P) 24,324.3; sodium chloride 1,800; potassium sulfate (45%K) 9,577.8; magnesium sulfate 
(20.20%Mg) 3,465.3; ferrous sulfate (36.77%Fe) 298.5; manganous sulfate (36.38%Mn) 14.8; zinc sulfate 



(40.5%Zn) 175.8; cupric sulfate (39.81%Cu) 19.6; cobalt chloride (45.39%Co) 1.9; potassium iodide 
(76.45%I) 2.6; sodium selenite (45.65%Se) 17.0 (NRC, 1993)

2 Vitamin mix (mg/kg of diet) : vitamin A (retinyl acetate) 1.89; vitamin D3(cholecalciferol) 0.0625; vitamin 
E (α-tocopherol) 181.82; vitamin K3 (menadione sodium bisulfate) 10; thiamine (thiamine HCl) 40;
riboflavin 40; pyridoxine (pyridoxol HCl) 30; pantothenic acid (calcium-d-pantothenate) 120; nicotinic acid 
300; biotin 0.3; folic acid 5.0; B12 (cyanocobalamin) 0.2; choline chloride 2,000; inositol 500 (NRC, 1993)
ตารางที่ 3  องคประกอบของอาหารปลาที่เคลือบดวยโปรตีนไฮโดรไลเสตจากหัวกุงกุลาดํ าที่

    ความเขมขนตางๆ
Table 3  Composition of diet coated with different levels of protein hydrolysate from shrimp head

Ingredient (g/kg of diet) Level of protein hydrolysate
0% 5% 10% 15%

Casein 297 295 292 290
Soybean meal 200 200 200 200
Protein hydrolysate - 3.22 6.44 9.66
Corn starch 300 300 300 300
Mineral mix1 65 65 65 65
Vitamin mix2 8 8 8 8
Vitamin C 1 1 1 1
Choline chloride 2 2 2 2
Fish oil 45 45 45 45
Corn oil 45 45 45 45
Cellulose 7 5.78 5.56 4.34
Carboxymethyl cellulose 30 30 30 30

1 same as those in Table 2
2 same as those in Table 2



ตารางที่  4  องคประกอบของอาหารปลาที่เคลือบดวยสารสกัดจากปลาที่ความเขมขนตางๆ
Table  4  Composition of  diet coated with different levels of fish extract

Ingredient (g/kg of diet) Level of fish extract
0% 5% 10% 15%

Casein 297 294 292 289
Soybean meal 200 200 200 200
Protein hydrolysate - 3.21 6.42 9.63
Corn starch 300 300 300 300
Mineral mix1 65 65 65 65
Vitamin mix2 8 8 8 8
Vitamin C 1 1 1 1
Choline chloride 2 2 2 2
Fish oil 45 45 45 45
Corn oil 45 45 45 45
Cellulose 7 6.79 5.58 5.37
Carboxymethyl cellulose 30 30 30 30

1 same as those in Table 2
2 same as those in Table 2



     น ําขอมูลที่ไดไปคํ านวณคาตางๆไดแก อัตราการรอดตาย (survival rate) เปอรเซ็นตนํ้ าหนัก
ปลาที่เพิ่มขึ้น (% weight gain) (Halver, 1972) โดยใชสูตร

     ปริมาณอาหารที่กิน (g/fish)         =      นํ ้าหนักอาหารที่ปลากิน (กรัม)
                จ ํานวนปลาที่เหลือ (ตัว)

     อัตราการรอดตาย (%)                  =      จ ํานวนปลาที่เหลือ (ตัว) X 100
               จ ํานวนปลาเริ่มตน (ตัว)

     เปอรเซ็นตนํ้ าหนักปลาที่เพิ่มขึ้น  =   (นํ ้าหนกัสดุทาย (กรัม)-นํ้ าหนักเริ่มตน(กรัม) X 100
             นํ ้าหนักปลาเริ่มตน (กรัม)

     อัตราการเจริญเติบโตจํ าเพาะ (specific growth rate) ประสิทธิภาพการใชอาหาร (feed 
efficiency ratio) ประสิทธิภาพการใชโปรตีน (protein efficiency ratio) (Ng et al., 2000) โดยใชสูตร

     อัตราการเจริญเติบโตจํ าเพาะ (%/วัน)  =  In นํ้ าหนักสุดทาย (กรัม) – In นํ้ าหนักเริ่มตน (กรัม) X 100
       จํ านวนวัน

     ประสิทธิภาพการใชอาหาร                  =    นํ ้าหนักปลาที่เพิ่มขึ้น (กรัม)
                             นํ ้าหนักอาหารที่ปลากิน (กรัม)

     ประสิทธิภาพการใชโปรตีน                 =     นํ ้าหนักปลาที่เพิ่มขึ้น (กรัม)
                              นํ ้าหนักโปรตีนที่ปลากิน (กรัม)

     อัตราการเปลี่ยนอาหารไปเปนเนื้อ (feed conversion ratio) และโปรตีนสะสม (protein 
retention) (วรีพงศ วุฒิพันธุชัย, 2536) นํ าขอมูลที่ไดวิเคราะหความแตกตางระหวางอาหารแตละสูตร
โดย Duncan’s multiple range test

     อัตราการเปลี่ยนอาหารไปเปนเนื้อ         =      ปริมาณอาหารที่กิน (กรัม)
                     นํ ้าหนักปลาที่เพิ่มขึ้น (กรัม)



โปรตีนสะสมตอวัน    =    โปรตีนของตัวปลาที่เพิ่มขึ้น (กรัมโปรตีนตอกิโลกรัม)
                นํ ้าหนักปลาเมื่อส้ินสุดการทดลอง (กิโลกรัม) x จ ํานวนวันที่ทํ าการทดลอง

     3.3.2 การตรวจสอบความผิดปกติ
     ในระหวางการทดลองทุกวัน สังเกตลักษณะผิดปกติภายนอกไดแก สีของผิวหนัง ลํ าตัว การ

ตกเลอืด และการเกิดบาดแผลที่ผิวหนัง ครีบ อวัยวะภายนอกอื่นๆบันทึกชวงเวลาที่สังเกตเห็นความผิด
ปกต ิ ลักษณะอาการผิดปกติ และจํ านวนปลาที่มีลักษณะผิดปกติในแตละตู
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