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การแสดงออกของกิจกรรมของเอนไซมจ์ากต่อมยอ่ยอาหารรวมกบักระเพาะอาหารของหอยกาบนํ้ าจืด 

Chamberlainia hainesiana พบวา่อะไมเลส โปรติเอส และไลเปส แสดงกิจกรรมสูงสุดท่ีพีเอช 6 อณุหภูมิ 40 
องศาเซลเซียส พีเอช 5 อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส และพีเอช 8 อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส ตามลาํดบั ไม่พบแอล
คาไลน์โปรติเอสในการศึกษาคร้ังน้ี สภาวะดงักล่าวเหมาะสมต่อการศึกษาประสิทธิภาพการยอ่ยในหลอดทดลอง 
โดยการประเมินประสิทธิภาพการถูกยอ่ยในหลอดทดลองของอาหารสาํเร็จรูปทางการคา้ 5 สูตร และวตัถุดิบ
อาหาร 21 ชนิด จากสาหร่าย พืช และ สตัว ์พบวา่วตัถุดิบอาหารท่ีมีโปรตีน และคาร์โบไฮเดรต ท่ีมีประสิทธิภาพ
ของการถูกยอ่ยสูงสุดไดแ้ก่ กากถัว่เหลือง และปลายขา้ว ตามลาํดบั พบการแสดงออกของกิจกรรมของ trypsin-
like enzyme ท่ีอวยัวะสร้างเซลลสื์บพนัธ์ุในเพศเมียมีค่ากิจกรรมสูงสุดท่ีพีเอช 6 อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส  

 
ผลของการเล้ียง C. hainesiana ดว้ยสูตรอาหารท่ีพฒันาจากการคดัเลือกวตัถุดิบจากการประเมิน

ประสิทธิภาพการถูกยอ่ยในหลอดทดลอง (สูตรอาหารโปรตีนร้อยละ 35, 40 และ 45) และสาหร่ายสด พบวา่ไม่
แตกต่างกนั โดยระยะเวลาท่ีใชเ้ล้ียงมีผลต่อระดบักิจกรรมจาํเพาะของอะไมเลส และไลเปส (P < 0.01) ขณะท่ี
ระดบักิจกรรมจาํเพาะของโปรติเอสมีอิทธิพลมาจากปฏิสมัพนัธ์ร่วมระหวา่งสูตรอาหารและระยะเวลาท่ีใชเ้ล้ียง 
(P < 0.01) โดยท่ีไม่มีความแตกตา่งกนัของคุณภาพกลา้มเน้ือ พบการเจริญเติบโตลดลงเน่ืองจากหอยอยูใ่นระยะ
เจริญพนัธ์ุ 

 
พบเซลลสื์บพนัธ์ุ 3 ระยะจากอวยัวะสร้างเซลลสื์บพนัธ์ุของ C. hainesiana เพศเมียท่ีเล้ียงในบ่อดิน คือ 

immature oocyte I, immature oocyte II และ maturing oocyte I หลงัจากนั้นจะเคล่ือนไป outer demibranch 
พฒันาเขา้สู่ระยะ mature oocyte ระดบักิจกรรมจาํเพาะของ trypsin-like enzyme มีความสมัพนัธ์แบบแปรผนัตรง
กบัจาํนวนเซลลสื์บพนัธ์ุระยะ maturing oocyte I (r = 0.812, P < 0.01) ปริมาณ RNA มีความสมัพนัธ์แบบแปร 
ผกผนักบัจาํนวนเซลลสื์บพนัธ์ุระยะ maturing oocyte I (r = –0.326, P < 0.05) และ immature oocyte I  
(r = –0.519, P < 0.01) ปริมาณโปรตีนมีความสมัพนัธ์แบบแปรผกผนักบัจาํนวนเซลลสื์บพนัธ์ุระยะ immature 
oocyte I (r = –0.533, P < 0.01) และ immature oocyte II (r = –0.517, P < 0.01) ส่วนปริมาณ RNA/protein ratio มี
ความสมัพนัธ์แบบแปรผกผนักบัระดบักิจกรรมจาํเพาะของ trypsin-like enzyme (r = –0.339, P < 0.01) แสดงถึง
ความสมัพนัธ์ระหวา่งระดบักิจกรรมจาํเพาะของ trypsin-like enzyme และปริมาณโปรตีนในไข ่

 
อุณหภูมินํ้ ามีความสมัพนัธ์ต่อการสร้างเซลลสื์บพนัธ์ุระยะ immature oocyte I และ maturing oocyte I  

พีเอช (r = –0.766, P < 0.01) มีความสมัพนัธ์กบั immature oocyte I ความเป็นด่าง (r = 0.683, P < 0.05) ไนเตรท  
(r = –0.676, P < 0.01) และปริมาณคาร์บอนไดออกไซดอิ์สระ (r = -0.736, P < 0.01) มีความสมัพนัธ์กบั 
immature oocyte II ขณะท่ีค่าการนาํไฟฟ้า (r = –0.799, P < 0.01) และปริมาณออกซิเจนท่ีละลายในนํ้ า 
(r = –0.867, P < 0.01) มีความสมัพนัธ์กบั maturing oocyte I 
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The activities of enzymes from digestive gland including stomach from freshwater mussel 

Chamberlainia hainesiana revealed the suitable optimal conditions at pH 6 40oC for amylase activity, pH 5 
50oC for protease activity, and pH 8 50oC for lipase activity. No alkaline protease activities were detected. 
These conditions are suitable for future study on in vitro digestibility of feeds and feedstuffs. In vitro 
digestibility of 5 commercial diets and 21 feedstuffs from algae, plants and animals revealed that broken rice 
and soybean meal had the highest carbohydrate and protein digestibilities, respectively. The activity of trypsin-
like enzyme has been found in oocytes of females, with optimal condition at pH 6 40oC. 

 
Artificial diets were formulated based on in vitro digestibility screening of feedstuffs, prepared at 35%, 

40% and 45% protein levels, and algae. There were no differences in the in vitro digestibility values between 
them. Changes in specific activities of amylase and lipase were dependent on time of treatment (P < 0.01), 
while that of protease specific activity was dependent on the interaction between time of treatment and feed 
quality (P < 0.01). The muscle qualities of freshwater mussels were similar between treatments at the end of 
experiment with 3 months period (P > 0.05). Growth was found to decrease due to maturation. 

 
There were three stages of eggs observed; immature oocyte I, immature oocyte II and maturing oocyte 

I from the female gonad of mussels fed freely with natural plankton in the pond. After that, maturing oocyte I 
was moved to outer demibranch for the mature oocyte development. Trypsin-like specific activity was 
correlated with the number of maturing oocyte I (r = 0.812, P < 0.01). RNA levels were inversely correlated 
with the number of maturing oocyte I (r = –0.326, P < 0.05) and immature oocyte I (r = –0.519, P < 0.01). 
Protein levels were inversely correlated with the number of immature oocyte I (r = –0.533, P < 0.01) and 
immature oocyte II (r = –0.517, P < 0.01). RNA/protein ratio was inversely correlated with specific activity of 
trypsin-like enzyme (r = –0.339, P < 0.01) indicating a positive relationship between trypsin-like specific 
activity and protein level. 

  
Water temperature had relationships with productions of immature oocyte I and maturing oocyte I. 

The pH (r = –0.766, P < 0.01) was generally inversely correlated with the production of immature oocyte I. 
Alkalinity (r = 0.683, P < 0.05), nitrate (r = –0.676, P < 0.01) and free CO2 (r = –0.736, P < 0.01) were 
correlated with the production of immature oocyte II. Conductivity (r = –0.799, P<0.01), and dissolved oxygen 
(r = –0.867, P < 0.01) were inversely correlated with the production of maturing oocyte I. 
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Chamberlainia hainesiana ท่ีมีโปรตีนแตกต่างกนั 3 ระดบั  42 

 5 ผลของระยะเวลาเล้ียง (1, 2 และ 3 เดือน) และอาหารท่ีใชเ้ล้ียงหอยกาบนํ้า 
จืด Chamberlainia hainesiana (สาหร่ายสด และสูตรอาหารสาํเร็จรูปท่ีมี 
โปรตีนแตกต่างกนั 3 ระดบั) ต่อกิจกรรมของเอนไซม ์อะไมเลส ไลเปส และ 
โปรติเอสจากต่อมยอ่ยอาหารรวมกบักระเพาะอาหาร  46 

 6 องคป์ระกอบของกรดไขมนัในกลา้มเน้ือแอดดกัเตอร์ส่วนทา้ยของหอย 
กาบนํ้าจืด Chamberlainia hainesiana ท่ีเล้ียงดว้ยสาหร่ายสด และสูตร 
อาหารสาํเร็จรูปท่ีมีโปรตีนแตกต่างกนั 3 ระดบั  49 

 7 คุณภาพนํ้าในตูเ้ล้ียงของการเพาะเล้ียงหอยกาบนํ้าจืด Chamberlainia 
hainesiana ท่ีเล้ียงดว้ยอาหาร 4 สูตร  50 

 8 การเจริญเติบโตในรอบปีของหอยกาบนํ้าจืด Chamberlainia hainesiana 
เพศเมียอาย ุ3 ปี 5 เดือนท่ีเล้ียงในบ่อดิน  52 

 9 สัมประสิทธ์ิสหสัมพนัธ์ของเพียร์สัน (r) แสดงค่าความสัมพนัธ์ระหวา่ง 
trypsin-like enzyme กบัขนาดของหอยกาบนํ้าจืด Chamberlainia 
hainesiana  54 

 10 ร้อยละจาํนวนเซลลสื์บพนัธ์ุระยะต่างๆ ในรอบปีของหอยกาบนํ้าจืด 
Chamberlainia hainesiana เพศเมียอาย ุ3 ปี 5 เดือน ท่ีเล้ียงในบ่อดิน 
 ระหวา่งเดือนพฤศจิกายน 2552 ถึง ตุลาคม 2553  56 

     



(3) 
 

สารบัญตาราง (ต่อ) 
 

ตารางที่  หน้า 
    
 11 ขนาดของเซลลสื์บพนัธ์ุเฉล่ียระยะต่างๆในรอบปี ของหอยกาบนํ้าจืด 

Chamberlainia hainesiana เพศเมียท่ีเล้ียงในบ่อดิน ระหวา่ง 
เดือนพฤศจิกายน 2552 ถึง ตุลาคม 2553 

     
  
    57 

 12 สัมประสิทธ์ิสหสัมพนัธ์ของเพียร์สัน (r) แสดงค่าความสัมพนัธ์ระหวา่ง
คุณภาพนํ้ากบัร้อยละจาํนวนเซลลสื์บพนัธ์ุของหอยกาบนํ้าจืด  
Chamberlainia hainesiana 
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(4) 
 

สารบญัภาพ  
 
ภาพที ่  หน้า 
    
 1 กิจกรรมจาํเพาะของอะไมเลส (µmol maltose h-1 mg protein-1) ในสภาวะ

เปล่ียนแปลงพีเอช ท่ีอุณหภูมิหอ้ง และท่ีพีเอช 5, 6 และ 8 ในสภาวะ
เปล่ียนแปลงอุณหภูมิของหอยกาบนํ้าจืด Chamberlainia hainesiana  32 

 2 กิจกรรมจาํเพาะของเอนไซมโ์ปรติเอส (increase in absorbance at 440 nm h-1 
mg protein-1) ในสภาวะเปล่ียนแปลงพีเอช ท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส และท่ี
พีเอช 3, 5 และ 8 ในสภาวะเปล่ียนแปลงอุณหภูมิของหอยกาบนํ้าจืด 
Chamberlainia hainesiana    34 

 3 กิจกรรมจาํเพาะของไลเปส (increase in absorbance at 440 nm h-1 mg  
 protein-1) ในสภาวะเปล่ียนแปลงพีเอช ท่ีอุณหภูมิห้อง และท่ีพีเอช 6, 8 และ 
10 ในสภาวะการเปล่ียนแปลงอุณหภูมิของหอยกาบนํ้าจืด 
 Chamberlainia hainesiana  35 

 4 กิจกรรมจาํเพาะของ trypsin-like enzyme (µmol p-nitroaniline produced h-1 
mg protein-1) ในเซลลสื์บพนัธ์ุของหอยกาบนํ้าจืด Chamberlainia hainesiana 
ภายใตส้ภาวะการเปล่ียนแปลงพีเอชท่ี 6, 7 และ 8 ท่ีอุณหภูมิ 30 – 80 องศา
เซลเซียส   36 

 5 ประสิทธิภาพการยอ่ยโปรตีนในหลอดทดลอง (µmol DL-alanine g dried 
feed-1 protease activity-1) ของหอยกาบนํ้าจืด Chamberlainia hainesiana  
ตวัเตม็วยั  40 

 6 ประสิทธิภาพการยอ่ยคาร์โบไฮเดรตในหลอดทดลอง (µmol maltose g dried 
feed-1 amylase activity-1) ของหอยกาบนํ้าจืด Chamberlainia hainesiana  
ตวัเตม็วยั  40 

 7 ประสิทธิภาพการยอ่ยโปรตีน (µmol DL-alanine g dried feed-1 protease  
activity-1) และคาร์โบไฮเดรต (µmol maltose g dried feed-1 amylase activity-1) 
ของสูตรอาหารสาํเร็จรูปสาํหรับเล้ียงหอยกาบนํ้าจืด Chamberlainia hainesiana  41 

 8 ร้อยละท่ีเพิ่มข้ึนของนํ้าหนกัตวั (กรัม) และความยาวเปลือก (เซนติเมตร)  ของ
หอยกาบนํ้าจืด Chamberlainia hainesiana  43 



(5) 
 

สารบัญภาพ (ต่อ) 
 

ภาพที ่  หน้า 
    
  9 ร้อยละท่ีเพิ่มข้ึนของความสูง (มิลลิเมตร) และความหนาของเปลือก  

(มิลลิเมตร) ของหอยกาบนํ้าจืด Chamberlainia hainesiana  44 
 10 กิจกรรมจาํเพาะของอะไมเลส (µmol maltose h-1 mg protein-1) ของหอย 

กาบนํ้าจืด Chamberlainia hainesiana ท่ีเล้ียงดว้ยอาหาร 4 สูตร 
เป็นระยะเวลา 3 เดือน   45 

 11 กิจกรรมจาํเพาะของไลเปส (increase in absorbance at 440 nm h-1 mg  
protein-1) ของหอยกาบนํ้าจืด Chamberlainia hainesiana ท่ีเล้ียงดว้ย 
อาหาร 4 สูตรเป็นระยะเวลา 3 เดือน  45 

 12 กิจกรรมจาํเพาะของเอนไซมโ์ปรติเอส (increase in absorbance at 440 nm h-1  
mg  protein-1) ของหอยกาบนํ้าจืด Chamberlainia hainesiana ท่ีเล้ียงดว้ย 
อาหาร 4 สูตร เป็นระยะเวลา 3 เดือน  46 

 13 ปริมาณ Protein (mg g-1), RNA (µg g-1) และ RNA/protein (µg mg-1) ใน 
กลา้มเน้ือแอดดกัเตอร์ส่วนทา้ยของหอยกาบนํ้าจืด Chamberlainia hainesiana 
ท่ีเล้ียงดว้ยอาหาร 4 สูตร เป็นระยะเวลา 3 เดือน  48 

 14 ความสัมพนัธ์ของปริมาณ RNA (µg g-1) และปริมาณ protein (mg g-1) ของ  
หอยกาบนํ้าจืด Chamberlainia hainesiana ท่ีเล้ียงในบ่อดิน ตั้งแต่เดือน
พฤศจิกายน 2552 ถึงเดือนตุลาคม 2553   53 

 15 ความสัมพนัธ์ของปริมาณ RNA (µg g-1) และ trypsin-like enzyme (µmol 
 p-nitroaniline produced h-1 mg protein1) ของหอยกาบนํ้าจืด Chamberlainia 
hainesiana ท่ีเล้ียงในบ่อดิน ตั้งแต่เดือนพฤศจิกายน 2552 ถึงเดือนตุลาคม 
2553   53 

 16 ความสัมพนัธ์ของปริมาณ RNA/protein (µg mg-1) และ trypsin-like enzyme 
(µmol p-nitroaniline produced h-1 mg protein1) ของหอยกาบนํ้าจืด 
Chamberlainia hainesiana ท่ีเล้ียงในบ่อดิน ตั้งแต่เดือนพฤศจิกายน 2552 ถึง
เดือนตุลาคม 2553   54 

 17 เซลลสื์บพนัธ์ุเพศเมียระยะ immature oocyte I , immature oocyte II และ 
maturing oocyte I   55 



(6) 
 

สารบัญภาพ (ต่อ) 
 

ภาพที ่  หน้า 
    
 18 ร้อยละจาํนวนเซลลสื์บพนัธ์ุเพศเมียระยะ maturing oocyte I ของหอย 

กาบนํ้าจืด Chamberlainia hainesiana เล้ียงในบ่อดิน ตั้งแต่เดือนพฤศจิกายน 
2552 ถึงเดือนตุลาคม 2553   56 

 19 
 

ร้อยละจาํนวนเซลลสื์บพนัธ์ุเพศเมียระยะ maturing oocyte I กบัการเปล่ียน 
แปลงของ trypsin-like enzyme (µmol p-nitroaniline produced h-1 mg 
protein1) และ RNA/protein ratio (µg mg-1) ของหอยกาบนํ้าจืด 
Chamberlainia hainesiana เล้ียงในบ่อดิน ตั้งแต่เดือนพฤศจิกายน 2552 ถึง
เดือนตุลาคม 2553  58 

     
 ภาพผนวกที่ 
     
 ก1 
  

กราฟมาตรฐานแสดงความสัมพนัธ์ระหวา่งความเขม้ขน้ BSA (มิลลิกรัมต่อ 
มิลลิลิตร) กบัค่าการดูดกลืนแสงท่ี 750 นาโนเมตร                                                          90 

    ก2 กราฟมาตรฐานแสดงความสัมพนัธ์ระหวา่งความเขม้ขน้มอลโทส (ไมโคร 
โมลต่อมิลลิลิตร) กบัค่าการดูดกลืนแสงท่ี 540 นาโนเมตร                                   91 
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การใช้เทคนิคทางชีวเคมใีนการประเมนิคุณภาพอาหารต่อการเจริญเติบโต  
คุณภาพเน้ือและการพฒันาการสร้างเซลล์สืบพนัธ์ุของหอยกาบน า้จืด  

Chamberlainia hainesiana (Lea, 1856) 
 

Biochemical Evaluation of Dietary Quality in Relation to Growth Rate, Muscle 

Quality and Sexual Maturation of Freshwater Mussel  Chamberlainia hainesiana 
(Lea, 1856) 

 
ค าน า 

 

 Chamberlainia hainesiana (Lea, 1856) เป็นหอยกาบนํ้ าจืดท่ีมีขนาดใหญ่ท่ีสุดในประเทศ
ไทย จดัอยูใ่นวงศ ์Unionidae ไฟลมั Mollusca ชั้น Bivalvia พบอาศยัอยูต่ามแหล่งนํ้ าจืดหลายแหล่ง 
ไดแ้ก่ ลุ่มแม่นํ้ าแม่กลอง และลุ่มแม่นํ้ าเจา้พระยา (สาธิต และคณะ, 2548) เป็นสัตวน์ํ้ าท่ีมีความสํา 
คญัหลายดา้น เปลือกมีความแวววาวสวยงาม สามารถนาํไปใช้ประโยชน์ได้หลากหลาย เช่น ทาํ
เคร่ืองเรือนประดบัมุก เคร่ืองประดบั ของท่ีระลึก นอกจากน้ียงัสามารถนาํมาใช้ทาํเป็นนิวเคลียส
เพื่อทาํแกนสําหรับผลิตไข่มุกแบบมีแกนในหอยมุกทะเล (Pennak, 1978) จากการศึกษาการเพาะ 
เล้ียงไข่มุกนํ้าจืดในหอยกาบนํ้าจืดวงศ ์Unionidae 7 ชนิดไดแ้ก่ C. hainesiana, Hyriopsis myersiana  
H. desowitzi, H. bialatus, Pseudodon inoscularis cumingi, P. vondembuschianus ellipticus และ 
Pseudon sp. พบวา่ C. hainesiana มีอตัราการเกิดไข่มุก นํ้ าหนกัเฉล่ียของไข่มุกสูง สุด และผลิต
ไข่มุกท่ีมีความแวววาวและมีความเรียบของผิวไข่มุกมากกวา่หอยกาบนํ้ าจืดชนิดอ่ืนๆ (อรภา และ
คณะ, 2548) นอกจากน้ีคนในทอ้งถ่ินนิยมใชท้าํเป็นอาหาร เพราะมีโปรตีนสูงถึงร้อยละ40 (Post, 
1982) ยิ่งไปกว่านั้นยงัมีความสําคญัในการจดัการดา้นส่ิงแวดลอ้ม เน่ืองจากหอยชนิดน้ีมีการกิน
อาหารแบบกรองกิน (filter feeding) จึงทาํให้นํ้ าบริเวณดงักล่าวใส มีส่วนช่วยลดมลภาวะแหล่งนํ้ า
ใหน้อ้ยลง (Hameed et al., 1993)  
 

ปัจจุบนั C. hainesiana ไดล้ดจาํนวนลงอยา่งมาก ผลจากการทาํกสิกรรมโดยการใชย้าฆ่า
แมลงและยากาํจดัวชัพืช รวมทั้งของเสียจากชุมชนและโรงงานอุตสาหกรรมท่ีปล่อยลงสู่แหล่งนํ้ า 
ทาํให้คุณภาพนํ้ าไม่เหมาะสมต่อการดาํรงชีวิตของสัตวน์ํ้ า โดยเฉพาะปลาท่ีเป็นโฮสตใ์ห้กบัโกลคิ
เดีย ซ่ึงส่งผลทาํให้หอยลดลง ปัจจุบนัไดมี้ความพยายามในการเพิ่มจาํนวนประชากรของหอยโดย
การทดลองเล้ียงโกลคิเดียในอาหารสังเคราะห์ ซ่ึงพบวา่เป็นวิธีท่ีสะดวก ประหยดัเวลา และลดค่า 



2 
 

ใชจ่้าย อีกทั้งทาํให้อตัราการรอดตาย และอตัราการเปล่ียนแปลงจากโกลคิเดียไปเป็นจูวีไนล์อยูใ่น
ระดบัสูง (Uthaiwan et al., 2002) การศึกษาของ Kovitvadhi et al. (2006) พบวา่การเล้ียง H. 
myersiana อายุ 0-60 วนัในห้องปฏิบติัการ โดยให้แพลงก์ตอนพืชผสมของ Chlorella sp., 
Kirchneriella incurvata, Navicula sp. และ Coccomyxa sp. อตัราส่วน 1:1:1:1 เป็นอาหาร พบวา่
ความยาวและความสูงเฉล่ียของลูกหอยเพิ่มข้ึน มีอตัราการรอดตายร้อยละ 8.00 ± 0.2 ในขณะท่ีการ
เล้ียงลูกหอยอายุ 60-120 วนั โดยให้อาหารแพลงก์ตอนพืชแต่ละชนิด เปรียบเทียบการใชแ้พลงก์
ตอนพืชผสมทั้ง 4 ชนิด พบวา่ลูกหอยท่ีเล้ียงดว้ย K. incurvata เจริญเติบโตดีท่ีสุด มีอตัราการรอด
ตายร้อยละ 65.00 ± 8.32 นอกจากนั้นเม่ือยา้ยลูกหอยไปเล้ียงในบ่อดิน ในช่วงอายุ 120-360 วนั โดย
ไดรั้บอาหารจากธรรมชาติ พบว่าเม่ือลูกหอยมีอายุ 160 วนั จะมีการพฒันาอวยัวะต่างๆ สมบูรณ์ 
และเม่ืออายคุรบ 360 วนั ลูกหอยมีนํ้าหนกัเฉล่ีย ความยาว ความสูง และความกวา้งเพิ่มข้ึน สามารถ
สร้างเซลลสื์บพนัธ์ุได ้และมีอตัราการรอดตายถึงร้อยละ 100 ถึงแมว้า่จะประสบความสําเร็จในการ
เล้ียงหอยอยา่งครบวงจร แต่ยงัขาดขอ้มูลการศึกษาเพื่อพฒันาคุณภาพหอยตวัเต็มวยัให้มีความพร้อม
สาํหรับการเป็นพอ่พนัธ์ุและแม่พนัธ์ุท่ีดี จึงควรมีการศึกษาคุณภาพอาหารและปัจจยัของคุณภาพนํ้ า
ท่ีเหมาะสม 

 
 การศึกษาคร้ังน้ีมีวตัถุประสงค์เพื่อหาแนวทางสร้างสูตรอาหารทดแทนอาหารธรรมชาติ
ของ C. hainesiana โดยใชเ้ทคโนโลยีดา้นเอนไซมย์่อยอาหาร โดยเร่ิมศึกษาคุณลกัษณะของเอน 
ไซม์ยอ่ยอาหาร และนาํขอ้มูลดงักล่าวมาประเมินประสิทธิภาพการย่อยในหลอดทดลอง (in vitro 
digestibility) โดยใช้เอนไซมย์่อยอาหารจากสัตวโ์ดยตรง ซ่ึงสามารถใช้เป็นวิธีการเบ้ืองตน้สําหรับ
การประเมินคุณภาพของวตัถุดิบอาหาร (Rungruangsak-Torrissen et al., 2002; Areekijseree et al., 
2006; Rungruangsak-Torrissen, 2007) ขอ้มูลท่ีไดท้าํให้สามารถเลือกใชว้ตัถุดิบท่ีสามารถใชป้ระ 
โยชน์ไดอ้ยา่งแทจ้ริง และนาํไปสร้างสูตรอาหารเพื่อทาํการทดลองเล้ียงจริง นอกจากน้ียงัศึกษาขอ้ 
มูลพื้นฐานทางชีวเคมี ไดแ้ก่ การศึกษาสมบติัและกิจกรรมจาํเพาะของเอนไซม์ยอ่ยอาหารการศึกษา
คุณภาพของเน้ือสัตวท์างชีวเคมี โดยศึกษาการสร้างโปรตีน (ปริมาณของ RNA และ RNA/protein 
ratio) ในกลา้มเน้ือ (Sunde et al., 2001, 2004; Rungruangsak-Torrissen, 2007; Rungruangsak-
Torrissen and Fosseidengen, 2007) รวมทั้งการศึกษาคุณภาพทางชีวเคมีของเซลล์สืบพนัธ์ุ  โดยศึก 
ษา trypsin-like specific activity (Rungruangsak-Torrissen, 2007; Rungruangsak-Torrissen and 
Fosseidengen, 2007) ซ่ึงขอ้มูลดงักล่าวนบัวา่เป็นส่ิงจาํเป็นอยา่งยิง่ต่อการพฒันาสูตรอาหารท่ีเหมาะ 
สมต่อการเจริญเติบโตอยา่งมีคุณภาพของหอยกาบนํ้าจืด นอกจากน้ียงัศึกษาคุณภาพนํ้ า และคุณภาพ
ทางชีวเคมีของเซลลสื์บพนัธ์ุในรอบปีของหอยระยะตวัเตม็วยัท่ีเล้ียงในบ่อดิน 
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ดงันั้นการศึกษาการเจริญเติบโตอย่างมีคุณภาพของ C. hainesiana นบัว่าจะเป็นขอ้มูล
พื้นฐานท่ีสําคญั เพื่อพฒันาอาหารและทราบปัจจยัของคุณภาพนํ้ าท่ีเหมาะสมต่อการเล้ียงตวัเต็มวยั 
ซ่ึงจะนาํไปสู่การเพาะเล้ียงขยายพนัธ์ุโดยเป็นการอนุรักษ ์C. hainesiana ให้คงอยูแ่ละส่งเสริมการ
เล้ียงในเชิงพาณิชย ์เพื่อเพิ่มรายไดใ้ห้แก่เกษตรกร ทั้งยงัเป็นการใชท้รัพยากรอย่างคุม้ค่า และเป็น
ขอ้มูลพื้นฐานท่ีสาํคญัในการพฒันาเทคนิคทางชีวเคมีเพื่อใชบ้่งช้ีคุณภาพสัตวช์นิดอ่ืนได ้
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การตรวจเอกสาร 
 

1. อนุกรมวธิาน 
 

อนุกรมวธิานของ C. hainesiana โดยวธีิเปรียบเทียบสัณฐานวทิยาของเปลือกและตวัเต็มวยั 
(Graft and Cummings, 2007) เป็นดงัน้ี 

 
  Kingdom Animalia 
           Phylum     Mollusca 
                   Class         Bivalvia 
                           Order                 Unionoida 
                       Family        Unionidae 
              Subfamily           Gonideinae 
                  Genus                Chamberlainia 
         Species       Chamberlainia hainesiana 
 
2. ชีววทิยาของ C. hainesiana 
 
         2.1 สัณฐานวทิยา 

 
 ลกัษณะเปลือกดา้นนอกมีขนาดใหญ่ รูปร่างเป็นก่ึงรูปไข่ (semi oval) เปลือกหนา ฝา

ทั้งสองขา้งมีขนาดเท่ากนั เปลือกทางดา้นหนา้ (anterior) และดา้นหลงั (posterior) มีขนาดไม่เท่ากนั  
โดยเปลือกดา้นหน้าจะโคง้แคบกว่า เปลือกทางดา้นหลงัจะมีลกัษณะเป็นเปลือกหรือแง่ (posterior 
wing) เห็นชดัเจน ทางดา้นบน (dorsal) สุดของเปลือกค่อนมาทางดา้นหน้าเรียก อมัโบหรือบีก 
(umbo หรือ beak) ซ่ึงเป็นบริเวณท่ีมีอายุมากท่ีสุด เปลือกทางดา้นล่าง (ventral) ตั้งแต่บริเวณดา้น 
หน้าจนเลยกลางเปลือกมาเพียงเล็กน้อยจะมีความหนามากกวา่เปลือกทางดา้นหลงั เปลือกบริเวณ
ตรงกลางและเปลือกทางดา้นบนซ่ึงจะเห็นไดช้ดัเจนเม่ือดูดา้นในของเปลือก บริเวณทางดา้นหลงัจะ
มีสัน (ridge) อยู ่2 สัน ลกัษณะเป็นสันยาวจากบริเวณอมัโบไปส้ินสุดทางดา้นหลงัของเปลือก ซ่ึง
ในหอยชนิดน้ีจะเห็นไม่ชดัเจน เปลือกชั้นนอกเรียกว่าเพอริโอสทราทมั (periostratum) พบว่ามีสี
นํ้าตาลเขม้เกือบดาํตลอดทั้งเปลือก เปลือกชั้นนอกจะเห็นเส้นการเจริญ เติบโต (growth line) ชดัเจน 
มีลกัษณะเป็นเส้นโคง้จากทางด้านหน้าเปลือกไปสุดทางดา้นหลงัของเปลือก โดยแต่ละเส้นการ
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เจริญเติบโตจะมีการจดัเรียงตวัเป็นชั้นๆ โดยมีการเรียงตวัจากบริเวณอมัโบจนถึงทางดา้นล่างของ
เปลือก 

 
ลกัษณะของเปลือกดา้นใน เปลือกชั้นในสุดเรียกว่า เนเคลียส (nacreous) มีความแวว

วาวมากกว่าเปลือกดา้นนอก และทางดา้นหนา้ของเปลือกจะมีความแวววาวนอ้ยกวา่ทางดา้นหลงั 
เปลือกดา้นบนตรงบริเวณดา้นบนของฟันแลเทอรัล (lateral teeth) และฟันซูโดคาร์ดินลั (pseudo 
cardinal teeth) จะมีอิลาสติกลิกาเมนต์ (elastic ligament) ซ่ึงมีสีนํ้ าตาลดาํ และมีความแวววาวทาํ
หนา้ท่ีช่วยให้เปลือกยึดติดกนั นอกจากน้ียงัมีฮินจ ์(hinge) ช่วยยึดเปลือกอีกดว้ย ฮินจป์ระกอบดว้ย 
3 ส่วน ส่วนแรกเป็นฟันแลเทอรัล ซ่ึงอยูบ่ริเวณดา้นบนของเปลือกใตอิ้ลาสติกลิกาเมนต ์ส่วนท่ีสอง
คือ ฟันซูโดคาร์ดินลัมีลกัษณะเป็นแผ่นสั้นกว่าฟันแลเทอรัล อยูบ่ริเวณดา้นบนของเปลือกใกลก้บั
รอยกลา้มเน้ือของเปลือกดา้นหนา้ โดยเปลือกดา้นขวามีลกัษณะเป็นแผน่ยื่นออกมาและบางช่วงจะ
บุ๋มเขา้ไป ผวิของฟันซูโดคาร์ดินลัจะมีลกัษณะเป็นร่องเล็กๆ เรียงตามยาว ส่วนเปลือกดา้นซ้ายฟันซู
โดคาร์ดินลัจะมีลกัษณะเหมือนกบัเปลือกดา้นขวา ส่วนสุดทา้ยคือ อินเทอร์เดนทมั (interdentum) 
เป็นบริเวณท่ีอยู่ระหวา่งฟันแลเทอรัลและฟันซูโดคาร์ดินลั ซ่ึงเห็นชดัเจน ใตอิ้นเทอร์เดนทมัจะมี
ช่องบีก (beak cavity) ซ่ึงติดต่อกบัอมัโบ ร่องรอยของกลา้มเน้ือเห็นชดัเจน เปลือกของดา้นหนา้จะมี
ร่องรอยของกลา้มเน้ือ 3 รอย ซ่ึงมีลกัษณะแอ่งลึกลงไปในเปลือก รอยกลา้มเน้ือแอดดกัเตอร์ส่วน
หนา้ (anterior adductor muscle scar) มีขนาดใหญ่ท่ีสุดอยูท่างดา้นหนา้ของเปลือกและทางดา้นหนา้
ของฟันซูโดคาร์ดินลั รอยกลา้มเน้ือพีดลัรีแทรกเตอร์ส่วนหน้า (anterior pedal retractor muscle 
scar) อยูติ่ดกบัฟันซูโดคาร์ดินลั ถดัจากรอยกลา้มเน้ือแอดดกัเตอร์ส่วนหนา้และรอยกลา้มเน้ือพีดลัรี
แทรกเตอร์ส่วนหน้ามาทางด้านล่างของรอยกล้ามเน้ือทั้ งสอง จะเป็นรอยกล้ามเน้ือพีดัลโพร
แทรกเตอร์ (pedal protractor muscle scar) เปลือกดา้นหลงัจะมีร่องรอยของกลา้มเน้ือ 2 รอย ซ่ึงมี
ลกัษณะเป็นแอ่ง แต่ลึกนอ้ยกวา่ร่องรอยของกลา้มเน้ือของเปลือกดา้นหนา้คือ รอยกลา้มเน้ือแอดดกั
เตอร์ส่วนทา้ย (posterior adductor muscle scar) มีขนาดใหญ่ท่ีสุด อยูใ่ตฟั้นแลเทอรัล และส่วนท่ีถดั
ออกไปทางด้านหลงัของเปลือกเป็นรอยกล้ามเน้ือพีดลัรีแทรกเตอร์ส่วนหลัง (posterior pedal 
retractor muscle scar) และบริเวณดา้นล่างของเปลือกจะมีรอยท่ีเรียกวา่เส้นแพลเลียล (pallial line) 
ซ่ึงเป็นรอยท่ีอยูบ่ริเวณใตร้อยกลา้มเน้ือแอดดกัเตอร์ส่วนหนา้แลว้โคง้ไปสุดท่ีฟันแลเทอรัล ซ่ึงรอย
ดงักล่าวเกิดจากส่วนของแมนเทิล (mantle) ยึดติดกบัเปลือก เปลือกทางดา้นล่างตั้งแต่ของเปลือก
จนถึงเส้นแพลเลียล พบว่าบริเวณดา้นหน้าจนเลยกลางเปลือกมาเล็กน้อยจะมีความหนามากกว่า
เปลือกทางดา้นหลงั นอกจากน้ียงัหนากวา่บริเวณตรงกลางและทางดา้นบนของเปลือก (สาธิต และ
คณะ, 2548) 
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2.2 อาหารและการยอ่ยอาหาร 
 
 หอยกาบนํ้าจืดกินอาหารโดยการกรอง อาหารของหอยกาบนํ้าจืดไดแ้ก่ แพลงก์ตอนพืช 

โดยอาหารจะผา่นเขา้ทางท่อนํ้ าเขา้ไปยงัเหงือกท่ีทาํหน้าท่ีในการกรองอาหาร ลกัษณะอาหารเป็น
สายถูกส่งไปท่ีลาเบียลพาลพ ์(labial palp) ลาเบียลพาลพจ์ะช่วยรวบรวมอาหารเขา้สู่ปาก หลงัจาก 
นั้นอาหารจะลาํเลียงไปยงัหลอดอาหารและกระเพาะอาหาร ท่ีกระเพาะอาหารจะมีการยอ่ย 2 แบบ 
คือ แบบท่ี 1 การยอ่ยภายนอกเซลล์ อาหารจะถูกบดดว้ยแกสตริค ชีล (gastric shield) และ คริสตลั
ลีน สไตล ์(crystalline style) ท่ีอยูภ่ายในสไตล ์แซค (style sac) ซ่ึงมีการสร้างเอนไซม ์และสารหล่อ
ล่ืนปริมาณมากช่วยในการย่อยอาหารท่ีผ่านการบดมีทั้งอาหารขนาดเล็กและอาหารขนาดใหญ่ 
อาหารขนาดเล็กจะถูกย่อยแบบท่ี 2 คือการย่อยภายในเซลล์ โดยจะถูกลาํเลียงไปย่อยท่ีต่อมย่อย
อาหาร (digestive gland) ซ่ึงจะมีการหลัง่เอนไซม ์เช่น อะไมเลส ไลเปส และโปรติเอสออกมาช่วย
ย่อย ส่วนอาหารท่ีมีอนุภาคขนาดใหญ่จะถูกส่งไปย่อยท่ีลาํไส้เล็ก ส่วนทา้ยของลาํไส้เล็กมีไทโฟ
ซอล (typhlosole) ยกสูง ช่วยเพิ่มพื้นท่ีในการยอ่ยและดูดซึมสารอาหาร สําหรับอาหารท่ียอ่ยไม่ได้
จะกลายเป็นของเสียลาํเลียงผา่นไส้ตรงและกาํจดัออกทางทวาร (Ruppert and Barnes, 1994) 

 
2.3 กระบวนการสร้างเซลลสื์บพนัธ์ุของหอยกาบเพศเมีย  

 
  การสร้างเซลล์สืบพนัธ์ุของหอยกาบนํ้ าจืดและหอยกาบนํ้ าเค็มเพศเมียเกิดข้ึนภายใน

โครงสร้างคลา้ยถุงท่ีกระจายอยูใ่นอวยัวะสร้างเซลล์สืบพนัธ์ุ โดยเรียกโครงสร้างดงักล่าววา่ฟอลลิ
เคิล (follicle) (Jones et al., 1986) การสร้างเซลล์ไข่เร่ิมตน้จากไพรเมอร์เดียล เจิม เซลล์ (primordial 
germ cell) (de Jong-Brink et al.,1983) พฒันากลายเป็นโอโอโกเนียขั้นตน้ (primary oogonia) แลว้
ผ่านกระบวนการแบ่งเซลล์แบบไมโทซิส (mitosis) กลายเป็นโอโอโกเนียขั้นท่ี 2 (secondary 
oogonia) หลงัจากนั้นจะมีการแบ่งเซลลแ์บบไมโอซิส (meiosis) คร้ังท่ี 1 และคร้ังท่ี 2 ไดเ้ซลล์โอโอ
ไซตข์ั้นตน้ (primary oocyte) และโอโอไซต์ขั้นท่ี 2 (secondary oocyte) ตามลาํดบั ซ่ึงจะพฒันาต่อ 
ไปกลายเป็นโอโอไซต์ท่ีเจริญเต็มท่ี (mature oocyte) หลงัจากนั้นโอโอไซตเ์จริญเต็มท่ีจะถูกปล่อย
ออกมาท่ีลูเมน (lumen) ของฟอลลิเคิล และจะถูกดนัออกจากลูเมนในเวลาต่อมา (de Jong-Brink et 
al., 1983) ตลอดระยะเวลาของการพฒันาเซลล์สตอล์ค (stalk) ซ่ึงเป็นกา้นเช่ือมติดกบัผนงัของฟอล
ลิเคิล โดยเช่ือมต่อกบัเซลล์พี่เล้ียง (auxiliary cell) มีหนา้ท่ีในการเตรียมสารอาหารให้กบัโอโอไซต ์
(Rebhun, 1962) ซ่ึงเซลล์ไข่จะหลุดออกจากสตอล์ค เม่ือเซลล์ถูกลอ้มรอบดว้ย วิเทลลีน เลเยอร์ 
(vitelline layer) หลงัจากการวางไข่ส้ินสุดลง เซลล์ไข่ท่ีเหลืออยูใ่นฟอลลิเคิล จะถูกดูดซึมกลบัหรือ
กระจายออกจากอวยัวะสร้างเซลล์สืบพนัธ์ุ เช่น ไข่ของหอย Cucumerunio novaehollandiae ระยะ
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โอโอไซตข์ั้นตน้ และโอโอไซตข์ั้นท่ี 2  จะมีแกนเช่ือมต่อกบัผนงัของฟอลลิเคิล เม่ือโอโอไซตจ์ริญ
เต็มท่ีแลว้จะถูกปล่อยออกสู่ภายนอก โดยโอโอไซต์บางส่วนท่ีเหลืออยูใ่นรังไข่ (ovary) จะถูกดูด
ซึมกลบั (Jones et al., 1986)  

 
การจาํแนกระยะของการพฒันาเซลลสื์บพนัธ์ุแบบ 5 ระยะ โดย Ropes (1968) 

ประกอบดว้ย 
 

ระยะท่ี 1 โอโอไซตจ์ะฝังตวัอยูใ่นผนงัของอวยัวะสืบพนัธ์ุ นิวเคลียสมีลกัษณะกลม 
หรือรูปไข่  ไซโทพลาสซึมมีรูปร่างไม่แน่นอน ทั้งนิวคลิโอลสั (nucleolus) และนิวคลิโอพลาสซึม 
(nucleoplasm) ยอ้มติดสีเบโซฟิลลิค (basophilic) รูปร่างของเซลล์มีหลายแบบ อาจเป็นสามเหล่ียม 
ส่ีเหล่ียม คร่ึงวงกลม หรือทรงกระบอก มีก้านเช่ือมติดกับเบสเมนท์ เมมเบรน (basement 
membrane) ของฟอลลิเคิล เส้นผา่นศูนยก์ลางของนิวเคลียสประมาณ 5-20 ไมโครเมตร มีค่าเฉล่ีย
เท่ากบั 11.10 ไมโครเมตร  

 
ระยะท่ี 2 โอโอไซต์จะมีขนาดเพิ่มข้ึนและมีลกัษณะกลม ส่งผลให้ความหนาของเบส

เมนท ์เมมเบรนลดลง นิวคลิโอลสัยอ้มติดสีเบโซฟิลลิค ส่วนของไซโทพลาสซึมมีขนาดใหญ่ข้ึน 
มีบาง ส่วนเช่ือมติดอยู่กบัเบสเมนท์ เมมเบรน ดว้ยกา้นบางๆ (thin stalk) นิวเคลียสมีเส้นผ่าน
ศูนยก์ลางประมาณ 14-32 ไมโครเมตร และมีค่าเฉล่ียเท่ากบั 24.10 ไมโครเมตร ต่างจากการศึกษา
ของ Morton (1985) ซ่ึงพบว่าเซลล์ไข่จะนูนสูงข้ึนจากผนังของฟอลลิเคิลและมีก้านเช่ือมต่อ
ระหวา่งไข่กบัผนงัของฟอลลิเคิล เส้นผา่นศูนยก์ลางของเซลลไ์ข่ 10 ไมโครเมตร 

 
ระยะท่ี 3 โอโอไซตจ์ะอยู่อย่างอิสระในลูเมนของฟอลลิเคิล เซลล์จะถูกหุ้มดว้ยวิเท

ลลีน     เลเยอร์ มีการปรากฏของแอมฟินิวคลีโอไล (amphinucleoli) อย่างชดัเจน (Allen, 1951) 
แต่ละอนัจะประกอบดว้ยแกรนูล นิวเคลียส (granule nucleus) ท่ีค่อนขา้งใส มีส่วนของนิวคลิ
โอไลนสั (nucleolinus) ท่ีติดสีเบโซฟิลลิคทึบ เส้นผา่นศูนยก์ลางของนิวเคลียสประมาณ 22-33 
ไมโครเมตร มีค่าเฉล่ียเท่ากบั 28.50 ไมโครเมตร 
 

ระยะท่ี 4 พบโอโอไซตท่ี์เจริญเต็มท่ีในบางฟอลลิเคิล โดยบริเวณผนงัของฟอลลิเคิล 
จะมีโอโอโกเนีย และ โอโอไซตร์ะยะแรก (early oocyte) เซลล์ไข่ท่ีเจริญเต็มท่ีท่ีเหลืออยูใ่นฟอลลิ
เคิลในหอยบางตวัจะเกิดการสลายของเซลล์ (cytolysis) ต่างจากการศึกษาของ Morton (1985) ท่ี
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พบว่าโอโอไซตมี์ขนาดใหญ่ เส้นผา่นศูนยก์ลาง 60 ไมโครเมตร เวสสิคูลา นิวเคลียส (vesicular 
nucleus) มีเส้นผา่นศูนยก์ลาง 30 ไมโครเมตร เห็นนิวเคลียสเด่นชดั 

 
ระยะท่ี 5 ลูเมนของฟอลลิเคิลไม่พบเซลลไ์ข่ท่ีเจริญเตม็ท่ีอยูภ่ายในเซลล์ แต่จะปรากฏ   

โอโอโกเนีย และ โอโอไซตร์ะยะแรก มีเซลลมี์เซนไคมร์ะหวา่งฟอลลิเคิล 
 

การจาํแนกระยะของการพฒันาเซลล์สืบพนัธ์ุแบบ 6 ระยะ โดย Nagachinta and Meejui 
1998) ประกอบดว้ย 

 
ระยะท่ี 1 ไม่ปรากฏเซลลสื์บพนัธ์ุในอวยัวะสืบพนัธ์ุ 

 
ระยะท่ี 2 มีเซลล์อีโอสิโนฟิลลิค แกรนูล (eosinophilic granule cell) และโอโอโกเนีย

กบั  โอโอไซตร์ะยะแรก 
 

ระยะท่ี 3 ปริมาณของเซลลอี์โอสิโนฟิลลิค แกรนูล ลดลงในฟอลลิเคิลประกอบดว้ย 
โอโอโกเนียและโอโอไซตร์ะยะแรก 

 
ระยะท่ี 4 ภายในฟอลลิเคิลมีโอโอไซตท่ี์เจริญเตม็ท่ีมากกวา่โอโอไซตร์ะยะแรก โดย 

โอโอไซตท่ี์เจริญเตม็ท่ีมีรูปร่างกลม เส้นผา่นศูนยก์ลาง 117.50 ไมโครเมตร และเคล่ือนตวัมาอยูต่รง
กลางของฟอลลิเคิล 

 
ระยะท่ี 5 ผนงัของฟอลลิเคิลบางมาก โอโอไซต์ท่ีเจริญเต็มท่ีบางส่วนถูกปล่อยออกจาก

ฟอลลิเคิลจึงปรากฏเป็นช่องวา่งในฟอลลิเคิล 
 

ระยะท่ี 6 โอโอไซต์ท่ีเจริญเต็มท่ี ปล่อยออกจากฟอลลิเคิลเป็นจาํนวนมาก ฟอลลิเคิลมี
ลกัษณะเห่ียวแฟบ และมีขนาดเล็กลง 

 
ไข่ท่ียงัไม่ไดรั้บการปฏิสนธิของหอยมุกนํ้ าจืดจะมีวิเทลลีน เมมเบรนหุ้ม เกิดจากเซลล์

ไข่หลัง่สารวิเทลลีนออกมาหุ้มขณะอยู่ในรังไข่ (สุชาติ และคณะ, 2538) เม่ือโอโอไซต์เจริญเต็มท่ี     
วิเทลลีน เมมเบรนจะแยกตวัออกจากผิวของโอโอไซต์เกิดเป็นช่องว่างพรีวิเทลลีน (previtelline 
space) (Dorange and Le Pennec, 1989) 
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 ธวชัชยั และคณะ (2546) และ Chatchavalvanich et al. (2006) ศึกษาเซลล์สืบพนัธ์ุของ 
H. bialatus เพศเมียมีการเจริญแบ่งเป็น 5 ระยะ ไดแ้ก่โอโอไซต์ระยะท่ี 1, โอโอไซต์ระยะท่ี 2, โอ
โอไซตร์ะยะท่ี 3, โอโอไซต์ระยะท่ี 4 และ โอโอไซต์ระยะท่ี 5 แต่จากการศึกษาของลลิต์ภทัร 
(2553) โดยวิธี whole mount ใน H. desowitzi พบเซลล์สืบพนัธ์ุเพศเมีย 2 ระยะคือโอโอไซต์ท่ียงั
ไม่เจริญ (immature oocyte) และโอโอไซดท่ี์เจริญเตม็ท่ี (mature oocyte) 
 

2.4 ฤดูกาลสืบพนัธ์ุของหอยกาบนํ้าจืด  
 

  การสืบพนัธ์ุของ C. hainesiana อยู่ระหว่างเดือนกันยายนถึงเดือนกุมภาพนัธ์ 
(อุทยัวรรณ และคณะ, 2540) และพบมากในช่วงเดียวกบั H. myersiana ในเดือนธันวาคมซ่ึงมี
อุณหภูมินํ้ าประมาณ 24-25 องศาเซลเซียส (อรภา, 2543) แตกต่างจากหอย H. desowitzi และ H. 
bialatus ท่ีพบการเจริญและพฒันาของเซลล์สืบพนัธ์ุทั้งเพศผูแ้ละเพศเมียตลอดทั้งปี เป็นการสืบ 
พนัธ์ุแบบต่อเน่ืองโดยไม่มีฤดูกาล แมอุ้ณหภูมิมีผลต่อการเจริญของมาร์ซูเปีย (marsupia) ใน H. 
desowitzi (ธวชัชยั และคณะ, 2546; ลลิตภ์ทัร, 2553)  

 
2.5 ปัจจยัท่ีมีผลต่อการสร้างเซลลสื์บพนัธ์ุ 
 

  การเจริญของเซลล์สืบพนัธ์ุของหอยกาบข้ึนกับปัจจยัหลายประการด้วยกันโดยมี
อุณหภูมิเป็นปัจจยัท่ีสาํคญัท่ีสุดต่อการเจริญของเซลลสื์บพนัธ์ุและการปล่อยเซลลสื์บพนัธ์ุ หอยกาบ
ส่วน มากในเขตหนาวจะปล่อยเซลล์สืบพนัธ์ุปีละคร้ัง ในเขตอบอุ่นปีละสองคร้ัง และในเขตร้อน
อาจมีการปล่อยเซลล์สืบพนัธ์ุได้ตลอดปี นอกจากน้ีอตัราการสืบพนัธ์ุของหอยกาบก็ข้ึนอยู่กบั
อิทธิพลจากดวงจนัทร์ ความลึกของนํ้ า ความหนาแน่นของประชากร ความสมบูรณ์ของอาหาร 
ตลอดจนปรสิตภายในและปัจจยัอ่ืนๆ (สุชาติ และคณะ, 2538) เช่น การปล่อยเซลล์สืบพนัธ์ุของ
หอยกาบ Lithophaga lithophaga ทั้งเพศผูแ้ละเพศเมีย เกิดเม่ืออุณหภูมินํ้ าลดลงตํ่ากวา่ 27 องศา
เซลเซียส ความเค็มของนํ้ า (salinity) เพิ่มข้ึนสูงกวา่ร้อยละ 37 และการละลายของออกซิเจนลดลง
เหลือ 6.5 ส่วนในลา้นส่วน (Galinou-Mitsoudi and Sinis, 1994) ผลการศึกษา Dreissena 
polymorpha 2 กลุ่ม คือกลุ่มท่ีอยูใ่นช่วงสืบพนัธ์ุ   และกลุ่มช่วงหลงัการสืบพนัธ์ุ โดยเล้ียงทั้งสอง
กลุ่มเป็นระยะเวลา 3 เดือน ท่ีอุณหภูมินํ้ า 5, 12 และ 19 องศาเซลเซียส แต่ละกลุ่มให้อาหาร 
(Clamydomonas rheinhardtii) ในปริมาณสูงและตํ่า พบวา่หอยกาบนํ้าจืดท่ีเล้ียงในระดบัอุณหภูมินํ้ า 
12 และ 19 องศาเซลเซียส มีขนาดของอวยัวะสร้างเซลล์สืบพนัธ์ุใหญ่ข้ึนอยา่งมีนยัสําคญั เม่ือหอย
ได้รับอาหารในปริมาณสูง โดยท่ีอุณหภูมินํ้ า 12 องศาเซลเซียสมีขนาดของอวยัวะสร้างเซลล์
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สืบพนัธ์ุสูงสุด ส่วนหอยท่ีได้รับอาหารในปริมาณตํ่าพบอวยัวะสร้างเซลล์สืบพนัธ์ุมีขนาดลดลง 
เม่ืออุณหภูมินํ้าสูงข้ึน (Borcherding, 1995) เป็นตน้ 

 
2.6  วงจรชีวิตของหอยมุกนํ้าจืด C. hainesiana   
 

 หอยกาบนํ้ าจืดมีเพศแยกเป็นเพศผูแ้ละเพศเมีย รังไข่และอณัฑะอยู่ด้านบนของเท้า
(foot) และเช่ือมต่อกบัซูปราบราเชียล แชมเบอร์ (suprabranchial chamber) ดว้ยท่อสั้นๆ เซลล์สืบ 
พนัธ์ุของหอยเพศเมียจะเจริญพฒันาอยูภ่ายในอวยัวะสร้างเซลล์สืบพนัธ์ุ (gonad) เซลล์สืบพนัธ์ุจะ
พฒันาเป็นเซลล์ไข่ท่ีสมบูรณ์ท่ี outer demibranch สเปิร์มจากหอยเพศผูถู้กปล่อยออกสู่นํ้ าทางช่อง
นํ้ าออก (exhalent siphon) จากนั้นสเปิร์มท่ีปนมากบันํ้ าจะเขา้สู่ช่องนํ้ าเขา้ (incurrent siphon) ของ
หอยเพศเมียผา่นออสเตีย (ostia) ของแผน่เหงือกและปฏิสนธิภายในตวัหอย หลงัจากนั้นเหงือกของ
หอยเพศเมียจะพองออกเป็นถุงเรียกมาซูเปีย (marsupia) ไซโกต (zygote) เจริญและพฒันาอยูใ่นมาซู
เปียกลายเป็นตวัอ่อนระยะแรกเรียกวา่ โกลคิเดีย (glochidia) โกลคิเดียออกจากซูปราบราเชียล แชม
เบอร์ ผา่นช่องนํ้ าออกสู่นํ้ าและตกลงพื้น จากนั้นจะไปเกาะท่ีเหงือก ครีบ และเกล็ดของปลาท่ีเป็น
โฮสต์ (host) ต่อจากนั้นจะพฒันาเป็นตวัอ่อนระยะท่ีเรียกว่า จูวีไนล์ (juvenile) จึงหลุดออกจาก
โฮสตต์กลงสู่พื้นทอ้งนํ้าหากินเป็นอิสระ เจริญพฒันาเป็นลูกหอยและตวัเตม็วยัต่อไป (อรภา, 2543)   

 
3. การเพาะเลีย้งหอยกาบน า้จืด 
 

การเพาะเล้ียงหอยกาบนํ้าจืดแบ่งเป็น 3 ระยะตามวฏัจกัรชีวติ คือโกลคิเดีย  จูวไีนล ์และตวั
เตม็วยั การเพาะเล้ียงโกลคิเดียมีการศึกษาดงัตารางท่ี 1 
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ตารางที ่1  การเพาะเล้ียงหอยกาบนํ้าจืดระยะโกลคิเดียในอาหารสังเคราะห์ท่ีมีแหล่งโปรตีนแตกต่างกนั 
 

โกลคิเดีย แหล่งโปรตีน อตัราการรอด (ร้อยละ) การเปล่ียนจากโกลคิเดียเป็นจูวไีนล์ (ร้อยละ) แหล่งท่ีอา้งอิง 
Anodonta imbecilis horse serum 

 horse serum 
- 
- 

65.40 
65.80 

Keller and Zam (1990) 

H. desowitzi  horse serum 96.60 89.64 อุทยัวรรณ และคณะ (2542) 
H. desowitzi Oreochromis 

niloticus 
85.32 84.28 อุทยัวรรณ และสาธิต (2543) 

H. myersiana Cyprinus carpio 93.77 93.77 Kovitvadhi et al. (2002) 
C. hainesiana C. carpio 96.24 96.24 Polwong et al. (2003) 
P.exilis compressa 
Ensidens ingallsianus 
ingallsianus 

C. carpio 86.37 
 

92.03 

86.37 
 

92.03 

Kovitvadhi et al. (2003) 

Scabies scobinata 
S. crispate 
S. phaselus 
Pilsbryoconcha exilis exilis       

 92.22 
83.36 
96.25 
82.79 

92.22 
83.36 
96.25 
82.79 

 

H. myersiana C. carpio 95.00 ± 2.5 95.00 ± 2.5 Uthaiwan et al. (2002) 

 

11 
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Hudson and Isom (1984) เล้ียงลูกหอยระยะจูวีไนล์ Anodonta imbecilis ดว้ยนํ้ าทะเลสาบท่ี
มีแพลงก์ตอนปนอยู่หลายชนิดไดแ้ก่ Gonium sp., Anabaena sp., Navicula sp., Phacus sp., 
Oscillatoria sp. เป็นตน้ พบวา่จูวีไนล์มีอตัราการเจริญเติบโต และมีอตัราการรอดมากข้ึน มีขนาด
ความยาวเพิ่มข้ึนมากกวา่ 5.1 มิลลิเมตร หลงัจากเล้ียงเป็นระยะเวลา 74 วนั ในขณะท่ีเล้ียงลูกหอย
ของ H. myersiana ดว้ยนํ้ าประปาปราศจากคลอรีน โดยให้ Chamydomonas sp., Monoraphidium 
sp. และ Chlorella sp. เป็นอาหาร พบว่าลูกหอยมีอายุได ้60 วนั และมีขนาดความยาวสูงสุด 2.4 
มิลลิเมตร เล้ียงจูวีไนล์ของ H. myersiana จนถึงตวัเต็มวยั โดยแบ่งการเล้ียงออก เป็น 3 ขั้นตอนคือ 
เม่ือลูกหอยอายุ 0-60 วนั ให้แพลงก์ตอนพืชผสม 4 ชนิด (Chlorella sp., K. incurvata, Navicula sp. 
และ Coccomyxa sp.) เป็นอาหาร ทาํให้ความยาวและความสูงเฉล่ียของลูกหอยเพิ่มข้ึนจาก 0.13 ± 
0.01 และ 0.16 ± 0.01 มิลลิเมตร เป็น 1.41 ± 0.16 และ 0.98 ± 0.05 มิลลิเมตร ตามลาํดบั มีอตัราการ
รอดตายร้อยละ 8.00 ± 0.2 ต่อมาในช่วงท่ีลูกหอยอายุ 60-120 วนั ให้อาหารแพลงก์ตอนพืชแต่ละ
ชนิด เม่ือเปรียบเทียบการใช้แพลงก์ตอนพืชทั้ง 4 ชนิด พบว่าลูกหอยท่ีเล้ียงด้วย K. incurvata 
เจริญเติบโตดีท่ีสุดโดยมีความยาวและความสูงเฉล่ียเท่ากบั 3.46 ± 0.04 และ 1.94 ± 0.04 มิลลิเมตร 
ตามลาํดบั มีอตัราการรอดตายร้อยละ 65.00 ± 8.32 หลงัจากนั้นจึงยา้ยลูกหอยไปเล้ียงในบ่อดิน 
ในช่วงอายุ 120-360 วนั โดยไดรั้บอาหารจากธรรมชาติ เม่ือลูกหอยมีอายุ 160 วนั พบว่ามีการ
พฒันาอวยัวะต่างๆ สมบูรณ์ เม่ือครบ 360 วนัพบวา่ลูกหอยมีนํ้ าหนกัเฉล่ีย ความยาว ความสูง และ
ความกวา้ง เพิ่มข้ึนมาก สามารถสร้างเซลล์สืบพนัธ์ุได้ และมีอตัราการรอดตายถึงร้อยละ 100 
(Kovitvadhi et al., 2006) 

 
4. เอนไซม์ย่อยอาหารของสัตว์น า้ 
 

การยอ่ยอาหารเป็นกระบวนการท่ีอาหารในท่อทางเดินอาหารถูกยอ่ยให้มีขนาดเล็กลงเพื่อ
ดูดซึมผ่านเซลล์เยื่อบุทางเดินอาหารเขา้ไปในกระแสเลือด โดยโปรตีนจะถูกย่อยเป็นกรดอะมิโน 
ส่วนไขมันจะถูกย่อยเป็นกรดไขมันและกลีเซอรอล และคาร์โบไฮเดรตถูกย่อยเป็นนํ้ าตาล 
กระบวนการเหล่าน้ีจาํเป็นตอ้งมีเอนไซมย์่อยอาหารหรือนํ้ ายอ่ยมาทาํหน้าท่ีย่อยอาหารก่อน เพื่อ
นาํไปเผาผลาญใหไ้ดพ้ลงังานต่อไป   

 
จากการศึกษาเอนไซมย์อ่ยอาหารในสัตวไ์ม่มีกระดูกสันหลงัของ Barrington, 1979 

สามารถแบ่งชนิดของเอนไซมไ์ดเ้ป็น 3 กลุ่ม 
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4.1 คาร์โบไฮเดรส (carbohydrase) 
 

 ทาํหน้าท่ีในการสลายพนัธะไกลโคซิดิคท่ีเช่ือมโมโนแซคคาไรด์ ไดแซคคาไรด์ ไตร
แซคคาไรด์ และพอลิแซคคาไรด์ โดยทัว่ไปสามารถแบ่งคาร์โบไฮเดรสเป็น 2 ประเภท คือ พอลิ
แซคคาริเดส (polysaccharidase) และโอลิโกแซคคาริเดส (oligosaccharidase)  พอลิแซคคาริเดสทาํ
หนา้ท่ีในการในการยอ่ยพอลิแซคคาไรด์ เช่น แป้ง ไกลโคเจน และเซลลูโลส โดยเอนไซม์ยอ่ยแป้ง
คืออะไมเลส ซ่ึงพบทั้งในสัตวมี์กระดูกสันหลังและไม่มีกระดูกสันหลงั โอลิโกแซคคาริเดส มี
หนา้ท่ีสลายไดแซคคาไรดแ์ละไตรแซคคาไรด ์(Kay, 1998) จากการศึกษาในคริสตลัลีน สไตล์ ของ 
Placopecten magellanicus Gmelin พบว่าเอนไซม์แอลฟาอะไมเลสทาํงานได้ดีท่ีพีเอช 6.5 
สอดคลอ้งกบัการศึกษาของ Khrueanet et al. (2009) ท่ีพบวา่อะไมเลสท่ีสกดัจากต่อมยอ่ยอาหาร
รวมกบักระเพาะอาหารของ C. hainesiana ตวัเต็มวยัเกิดปฏิกิริยาไดดี้ในสภาวะพีเอช 6 อุณหภูมิ 40 
องศาเซลเซียส ในขณะท่ี Areekijseree et al. (2002, 2004, 2006) วิเคราะห์กิจกรรม และสภาวะท่ี
เหมาะสมต่อการทาํงานของเอนไซม์ท่ีสกดัจากกระเพาะอาหาร และลาํไส้ของหอยกาบนํ้ าจืด H. 
bialatus ตวัเตม็วยั พบวา่กิจกรรมของเอนไซมโ์ปรติเอส และอะไมเลสมีค่าสูง 

 
จากการศึกษาเอนไซมค์าร์โบไฮเดรสในทางเดินอาหารของหอยทาก Helix lucorum พบ

เอนไซม์ คาร์โบไฮเดรสท่ีหลอดอาหาร กระเพาะอาหาร ลาํไส้ และต่อมย่อยอาหาร (Flair and 
Charrier, 1992) ส่วนการยอ่ยคาร์โบไฮเดรตในหอยเชลล์ Pecten maximus เกิดข้ึนท่ีไดเจสทีฟได
เวอร์ทิคิวลา (Stark and Walker, 1983) นอกจากน้ียงัพบวา่กิจกรรมของเอนไซมอ์ะไมเลส ท่ีสกดั
จากต่อมยอ่ยอาหาร และคริสตลัลีนไสตล์ของหอยแมลงภู่ Perna iridis ตวัเต็มวยั มีความสัมพนัธ์
กบัอตัราการเจริญเติบโตในทุกฤดูกาล โดยการเจริญเติบโต และกิจกรรมของเอนไซมอ์ะไมเลสใน
ต่อมยอ่ยอาหารตํ่าท่ีสุดในเดือนกุมภาพนัธ์ุ และสูงสุดในเดือนตุลาคม ซ่ึงสัมพนัธ์กบัปริมาณอาหาร
ท่ีมีในแต่ละช่วงฤดูกาล (Wong and Cheung, 2001) 

 
4.2  โปรติเอส (protease) 

 
  เอนไซมโ์ปรติเอสทาํหน้าท่ีในการสลายพนัธะเปปไทด์ท่ีเช่ือมกรดอะมิโนเขา้ดว้ยกนั 

สามารถแบ่งออกได้เป็น 2 ชนิดคือ เอนโดเปปติเดส (endopeptidase) และเอกโซเปปติเดส 
(exopeptidase) (Kay, 1998) Reid and Rauchert (1972) พบว่าโปรติเอสสามารถทาํงานไดดี้ใน
สภาพท่ีมีค่าพีเอชเป็นกรด โดยศึกษานํ้ าย่อยและไดเจสทีฟไดเวอร์ทิคูลาในหอยสองฝาสกุล 
Macoma 7 ชนิด พบวา่การยอ่ยโปรตีนภายในเซลล์จะเกิดปฏิกิริยาไดดี้ท่ีพีเอช 3 นอกจากน้ียงัพบท่ี
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พีเอช 5 และพบวา่เกิดปฏิกิริยานอ้ยท่ีค่าพีเอช 7.5 เช่นเดียวกบัการศึกษาของ Khrueanet (2009) ท่ี
พบวา่ โปรติเอสท่ีสกดัจากต่อมยอ่ยอาหารรวมกบักระเพาะอาหารของ C. hainesiana ตวัเต็มวยัจะ
เกิดปฏิกิริยาไดดี้ในสภาวะพีเอช 5 อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส  

 
การศึกษาเอนไซมใ์นกลุ่มโปรติเอสสามารถใชป้ระเมินการเจริญเติบโตของสัตวน์ํ้ าได ้

เช่น Sunde et al. (2004) ศึกษาการตอบสนองของกิจกรรมของเอนไซมโ์ปรติเอส ไดแ้ก่ ทริปซิน 
(trypsin) และไคโมทริปซิน (chymotrypsin) ต่อคุณภาพของอาหารท่ีแตกต่างกนั และระยะเวลาการ
ใหอ้าหารในปลาแซลมอน (Salmo salar) พบวา่เม่ือให้อาหารท่ีมีคุณภาพดี ทริปซิน และไคโมทริป 
ซินจะมีค่าสูงข้ึนในช่วงเดือนแรกของการทดลอง และมีผลต่อประสิทธิภาพของการแลกเน้ือ อตัรา
การเจริญเติบโตจะเพิ่มสูงข้ึนในเดือนแรกท่ีทดลอง และเร่ิมคงท่ีเม่ือเขา้สู่ช่วง 2 เดือนสุดทา้ยของ
การทดลอง โดยปลาท่ีไดอ้าหารคุณภาพดีและเคยมีอตัราการเจริญเติบโตดีจะแสดงค่าทริปซินต่อไค
โมทริปซิน (T/C ratio) ตํ่าลงขณะท่ีหยุดการเจริญเติบโต เช่นเดียวกบัท่ีคน้พบโดย Rungruangsak-
Torrissen et al. (2006) และ Rungruangsak-Torrissen and Fosseidengen (2007)  
 

4.3 เอสเทอเรสและไลเปส (esterase and lipase) 
 
 เอสเทอเรสเป็นเอนไซม์ท่ีสามารถย่อยพนัธะเอสเทอร์ในไขมันท่ีมีขนาดเล็กท่ีมี

โครงสร้างไม่ซบัซ้อนเอนไซมน้ี์แบ่งออกไดเ้ป็น 2 ประเภทคือแบบจาํเพาะและไม่จาํเพาะ (specific 
and nonspecific) ส่วนเอนไซมไ์ลเปสจดัเป็นเอนไซมท่ี์อยูใ่นกลุ่มไฮโดรเลส (hydrolases) มีพีเอชท่ี
เหมาะสมต่อการทาํงานประมาณ 7.0-8.8 สอดคลอ้งกบัการศึกษาของ Khrueanet et al. (2009) ท่ีพบ 
วา่ไลเปสท่ีสกดัจากต่อมยอ่ยอาหารรวมกบักระเพาะอาหารของ C. hainesiana ตวัเต็มวยัจะเกิดปฏิ 
กิริยาไดดี้ในสภาวะพีเอช 8 อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส ซ่ึงพีเอชท่ีเหมาะสมจะเพิ่มข้ึนตามความยาว
ของกรดไขมนัในโมเลกุลของไตรกลีเซอไรด์ หน้าท่ีของไลเปส คือ เร่งปฏิกิริยาการย่อยสลาย
พนัธะเอสเทอร์ระหว่างกรดไขมนัโมเลกุลยาวกบักลีเซอรอลในโมเลกุลไตรกลีเซอไรด์ จากการ
วเิคราะห์กิจกรรมและสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการทาํงานของเอนไซมท่ี์สกดัจากกระเพาะอาหาร และ
ลาํไส้ของหอยกาบนํ้ าจืด H. bialatus ตวัเต็มวยั พบวา่กิจกรรมของเอนไซมเ์ซลลูเลส และไลเปสมี
ค่าตํ่า (Areekijseree et al., 2002, 2004, 2006) 
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5. การศึกษาประสิทธิภาพการย่อยอาหารของสัตว์น า้ในหลอดทดลอง  
 
 ประสิทธิภาพการยอ่ยในหลอดทดลอง (in vitro digestibility) มีประโยชน์ต่อการคดัเลือก
วตัถุดิบท่ีใชใ้นการเล้ียงสัตว ์เน่ืองจากแสดงใหเ้ห็นถึงประสิทธิภาพของเอนไซมย์อ่ยอาหารต่อการ
ยอ่ยวตัถุดิบแต่ละชนิด เป็นเทคนิคท่ีง่าย รวดเร็ว และประหยดัค่าใชจ่้าย 
 
 5.1 ประสิทธิภาพการยอ่ยโปรตีน (protein digestibility) 
  

       ประสิทธิภาพการย่อยโปรตีนสามารถใช้ทาํนายคุณภาพอาหารสําหรับศึกษาการ
เจริญเติบโตของสัตว์ เ น่ืองจากมีความสัมพันธ์กับคุณภาพโปรตีนในอาหารได้แก่ reactive 
sulphydryl group, disulphide bond และ D-aspartic acid (Rungruangsak-Torrissen et al., 2002) 
สัตวน์ํ้ า เช่น ปลา โดยทัว่ไปมีประสิทธิภาพการยอ่ยโปรตีนไดดี้ โดยปลากินเน้ือจะมีประสิทธิภาพ
การย่อยโปรตีนสูงกว่าปลากินพืชและสัตว์ และปลากินพืช ตามลาํดับ เน่ืองจากปลากินเน้ือมี
เอนไซมย์อ่ยโปรตีนในปริมาณท่ีสูงกวา่ (วรีพงศ,์ 2536) 
 
 5.2 ประสิทธิภาพการยอ่ยคาร์โบไฮเดรต (carbohydrate digestibility) 
   
        ประสิทธิภาพการยอ่ยคาร์โบไฮเดรตข้ึนกบั ชนิด ปริมาณ และความสุกของแป้ง ปลา
กินพืชมีประสิทธิภาพการยอ่ยคาร์โบไฮเดรตไดดี้กวา่ปลากินพืชและเน้ือ และปลากินเน้ือ เน่ืองจาก
ปลากินพืชมีเอนไซม์ย่อยคาร์ไฮเดรตในปริมาณท่ีมากกว่าคาร์โบไฮเดรตท่ีปลากินเป็นอาหาร       
(วีรพงศ์, 2536) หอยกาบนํ้ าจืดเป็นสัตวกิ์นพืช มีประสิทธิภาพการย่อยคาร์โบไฮเดรตมากกว่า
ประสิทธิภาพการย่อยโปรตีน (Areekijseree et al., 2006) การประเมินประสิทธิภาพการย่อย
คาร์โบไฮเดรตอาศยัการยอ่ยของอะไมเลสเป็นหลกั จึงสามารถใชค้่ากิจกรรมของอะไมเลสในการ
เทียบเป็นค่ามาตรฐาน เพื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพการย่อยคาร์โบไฮเดรตในส่ิงมีชีวิตชนิด
เดียวกนัหรือต่างกนัได ้(Areekijseree et al., 2006)  
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6. คุณภาพของสัตว์น า้ 
  
 6.1 คุณภาพของกลา้มเน้ือ  
 
  การศึกษาของ Sunde et al. (2001) พบวา่ประสิทธิภาพการแลกเน้ือ และอตัราการเจริญ 
เติบโตของปลาแซลมอน มีความสัมพนัธ์กบัระดบักรดอะมิโนไฮดรอกซีโพรลีนอิสระในกลา้มเน้ือ 
และอตัราส่วนระหว่างกรดอะมิโนจาํเป็นต่อกรดอะมิโนไม่จาํเป็นในกลา้มเน้ือยงัสัมพนัธ์กบัการ
แสดงออกของทริปซิน (Torrisen et al., 1994) ดงันั้นการเปล่ียนแปลงคุณภาพกลา้มเน้ือจึงใชต้รวจ 
สอบการเจริญเติบโตของสัตวไ์ด ้
 

Sunde et al. (2004) พบวา่หลงัจากให้ปลาอดอาหารเป็นเวลา 3 วนั อตัราส่วนระหวา่ง
กรดอะมิโนจาํเป็นต่อกรดอะมิโนไม่จาํเป็นในพลาสมา มีค่าตํ่าลงในกลุ่มปลาท่ีเคยได้รับอาหาร
คุณภาพดี เน่ืองจากกรดอะมิโนจาํเป็นถูกดูดซึมไปใชใ้นการสร้าง protein และพบวา่ RNA ในกลา้ม 
เน้ือจะมีค่าสูง และการสลายโปรตีนจากการวดัค่าปริมาณไฮดรอกซีโพรลีนอิสระ (free hydroxy 
proline) มีค่าตํ่า เพราะในกลุ่มปลาท่ีไดรั้บอาหารคุณภาพดีจะมีการสร้างโปรตีนในกลา้มเน้ือสูงกวา่
การสลายโปรตีน เม่ือเทียบกบัปลาท่ีไดรั้บอาหารคุณภาพดอ้ยกว่า  ซ่ึงการวดักิจกรรมจาํเพาะของ
เอนไซมท์ริปซิน และไคโมทริปซิน รวมทั้ง T/C ratio เป็นอีกหนทางหน่ึงท่ีจะทาํนายการเจริญเติบ 
โตของปลาท่ีเล้ียงในสภาพแวดลอ้มแตกต่างกนั  นอกจากน้ีการวดัปริมาณกรดอะมิโนอิสระ (free 
amino acid) รวมทั้งระดบัของ RNA และ protein ในกลา้มเน้ือจะช่วยให้ทราบถึงคุณภาพของกลา้ม 
เน้ือไดเ้ป็นอยา่งดี 

 
6.2 คุณภาพของโอโอไซต์ 
 

 Rungruangsak-Torrissen (2007) และ Rungruangsak-Torrissen and Fosseidengen 
(2007) ศึกษาการพฒันาการสร้างเซลล์สืบพนัธ์ุของปลา พบวา่ปลาท่ีไดรั้บอาหารท่ีมีคุณภาพแตก 
ต่างกนัจะมีพฒันาการของไข่ท่ีแตกต่างกนั โดยโอโอไซต์ท่ีมีพฒันาการสูงจะมีระดบัของ trypsin-
like specific activity ท่ีตํ่ากวา่ และปริมาณ RNA และ RNA/protein ratio ในโอโอไซตพ์บสูงกวา่ใน
กลา้มเน้ือ ทั้งน้ีเน่ืองจากความตอ้งการอาหารของปลาวยัอ่อนมีความสัมพนัธ์กบัการยอ่ยโปรตีนจาก
โอโอไซต ์โดยโปรตีนดงักล่าวจะใชเ้ป็นแหล่งพลงังานสําหรับการเคล่ือนไหวในช่วงท่ีตวัอ่อนมีถุง
แดง การศึกษาของ Sveinsdottir et al. (2006) พบวา่ทริปซินและไคโมทริปซินในโอโอไซต์มี
บทบาทสาํคญัในกระบวนการสร้างเอมบริโอของ Atlantic cod (Gadus morhua) โดยพบทริปซินใน
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ระดบัสูง ในช่วงท่ีโอโอไซตย์งัไม่ไดรั้บการปฏิสนธิ แต่เม่ือหลงัการปฏิสนธิช่วงท่ีไข่มีการฟักตวั
และช่วงตวัอ่อนเร่ิมกินอาหาร จะพบทริปซินมีระดบัลดตํ่าลง  
 
 6.3 กรดไขมนั 
 

 กรดไขมนัจดัเป็นกรดคาร์บอกซีลิค (Carboxylic acid) ท่ีมีหมู่ –COOH เพียงหมู่เดียว 
กบัไฮโดรคาร์บอนสายยาวเส้นตรง กรดไขมนัสามารถแบ่งออกไดเ้ป็น 2 ประเภทดงัน้ี (วีระพงศ์, 
2536) 
 

6.3.1 กรดไขมนัท่ีอ่ิมตวั (saturated fatty acid) หมายถึงกรดไขมนัท่ีมีพนัธะเด่ียว ทาํให้
คาร์บอนในโมเลกุลจบักบัไฮโดรเจนเต็มท่ีแลว้ไมสามารถจบักบัไฮโดรเจนเพิ่มไดอี้ก กรดไขมนัท่ี
อ่ิมตวัเม่ือมีจาํนวนคาร์บอนอะตอมเพิ่มข้ึนจะมีจุดหลอมเหลวสูงข้ึน ทาํให้เป็นสาเหตุหน่ึงท่ีสัตว์
นํ้ายอ่ยกรดไขมนัท่ีอ่ิมตวัไดไ้ม่ดี 
 

6.3.2 กรดไขมนัท่ีไม่อ่ิมตวั (unsaturated fatty acid) หมายถึงกรดไขมนัท่ีมีพนัธะคู่ ทาํ
ใหค้าร์บอนในโมเลกุลสามารถจบักบัไฮโดรเจนเพิ่มไดอี้ก กรดไขมนัท่ีมีจาํนวนพนัธะคู่เพิ่มข้ึนจะ
มีจุดหลอมเหลวตํ่าลง ทาํใหส้ัตวน์ํ้ายอ่ยกรดไขมนัท่ีไม่อ่ิมตวัไดดี้ 
 

องคป์ระกอบของกรดไขมนัในเน้ือเยือ่สัตวน์ํ้ า เช่นปลา และ brown mussel P. perna จะ
แตกต่างกนัไปข้ึนอยูก่บัสาเหตุดงัต่อไปน้ี ไดแ้ก่อุณหภูมินํ้ าท่ีมีผลโดยตรงต่อปลาท่ีอยูใ่นเขตหนาว 
ซ่ึงมีกรดไขมนักลุ่มโอเมกา-3 เป็นองคป์ระกอบในเน้ือเยื่อมากกวา่ปลาท่ีอยูใ่นเขตร้อน เพราะกรด
ไขมนักลุ่มโอเมกา-3 ทาํใหเ้น้ือเยือ่ปลายืดหยุน่ไดดี้โดยเฉพาะในสภาพอุณหภูมิตํ่า ความเค็ม พบวา่
ปลานํ้ าเค็มส่วนมากมีกรดไขมนักลุ่มโอเมกา-3 เป็นองคป์ระกอบมากกวา่ปลานํ้ าจืด เพราะปลานํ้ า 
เค็มอยู่ในทะเลท่ีมีอุณหภูมิตํ่ากว่า ตอ้งการการเคล่ือนไหวท่ีคล่องแคล่วมากกว่า (Helpher, 1988) 
และชนิดอาหารซ่ึงมีผลโดยตรงเพราะปลาจะนาํกรดไขมนัในอาหารไปใช้ หรือสะสมในเน้ือเยื่อ
ปลา (Norkko, 2006)  

  
7. ปัจจัยทางส่ิงแวดล้อมทีม่ีผลต่อการเจริญเติบโตของสัตว์น า้ 
 
 การเจริญเติบโตของหอยกาบข้ึนกบัปัจจยัหลายประการดว้ยกนั โดยมีอุณหภูมิเป็นปัจจยัท่ี
สาํคญัท่ีสุด เช่น อุณหภูมินํ้ามีผลต่อการเจริญของตวัอ่อนระยะโกลคิเดีย  H. desowitzi  โดยอุณหภูมิ
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ตํ่ากวา่ 28 องศาเซลเซียส จะพบตวัอ่อนระยะโกลคิเดีย ทั้งเหงือกชั้นนอกและชั้นใน ขณะท่ีอุณหภูมิ
สูงกวา่ 28 องศาเซลเซียส จะพบเฉพาะเหงือกชั้นนอก (ลลิตภ์ทัร, 2553) การเจริญเติบโตของหอย
สองฝานํ้ าจืด Corbicula fluminea ท่ีเล้ียงในกระชงัเป็นระยะเวลา 40 สัปดาห์ พบวา่เม่ืออุณหภูมินํ้ า
ตํ่ากวา่ 10 องศาเซลเซียส ความยาวและนํ้ าหนกัของ C. fluminea ไม่เพิ่มข้ึน แต่เม่ืออุณหภูมินํ้ าเพิ่ม
เป็น 14 องศาเซลเซียส พบว่ามีการเจริญเติบโตเพิ่มข้ึน และมีอตัราการเจริญเติบโตสูงสุดเม่ือ
อุณหภูมินํ้ามีค่าอยูร่ะหวา่ง 24-30 องศาเซลเซียส ซ่ึงผลการศึกษาคร้ังน้ีสอดคลอ้งกบัหอยกาบนํ้ าจืด
ท่ีอาศยัในแหล่งธรรมชาติ (Buddensiek , 1995) 
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อปุกรณ์และวธีิการ 

 

1. การศึกษาคุณลกัษณะและกจิกรรมของเอนไซม์ย่อยอาหารจาก C. hainesiana อายุ 14 เดือน 
 

1.1 การเตรียมตวัอยา่ง C. hainesiana 
 
1.1.1 นาํตวัอยา่ง C. hainesiana อายุ 14 เดือน ท่ีเล้ียงจากระยะโกลคิเดียถึงระยะตวัเต็ม

วยั จากโครงการวิจยัการพฒันาการเล้ียงหอยมุกนํ้ าจืด Chamberlainia hainesiana ระดบัก่ึงอุตสาห 
กรรม (อุทยัวรรณ และคณะ, 2551) ซ่ึงเล้ียงท่ีศูนยว์ิจยัและพฒันาประมงนํ้ าจืด จงัหวดักาญจนบุรีมา
พกัท่ีบ่อพกันํ้ าภาควิชาเพาะเล้ียงสัตวน์ํ้ า คณะประมง มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร์โดยไดรั้บอาหาร
ธรรมชาติในแหล่งนํ้ า หลงัจากนั้นสุ่มเลือกตวัอยา่งหอยท่ีมีขนาดเท่าๆ กนั เพื่อสกดัเอนไซมซ์ํ้ าละ  
4  ตวั จาํนวน 2 ซํ้ า พร้อมทั้งบนัทึกขอ้มูล ประกอบดว้ย ความยาวและนํ้าหนกัของหอย  

 
      1.1.2 นาํ C. hainesiana มาทาํความสะอาดเปลือก แลว้ทาํให้สลบดว้ยการแช่ในนํ้ าแข็ง

นานประมาณ 5-10 นาที ผ่าตดัแยกต่อมย่อยอาหารรวมกบักระเพาะอาหาร นาํไปบดละเอียดดว้ย 
homogenizer ขณะท่ีแช่ในอ่างนํ้ าแข็ง ในอตัราส่วน 1:0.5 (มวลต่อปริมาตร) ใน 200  มิลลิโมลาร์ 
ฟอสเฟตบฟัเฟอร์ พีเอช 7 แลว้นาํไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 10,000 × g นาน 15 นาที ท่ี 4 องศา
เซลเซียส ดูดส่วนท่ีเป็นชั้นไขมนัลอยอยู่ดา้นบนออก นาํส่วนใสไปป่ันเหวี่ยงอีกคร้ังท่ี 13,000 × g 
นาน 10 นาที ท่ี 4 องศาเซลเซียส แลว้ดูดส่วนใส เก็บท่ีอุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส ใชเ้ป็น crude 
enzyme extract  

 
1.2 การศึกษาคุณลกัษณะของเอนไซมย์อ่ยอาหาร  
 

 ศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมสําหรับการทาํงานของเอนไซมย์อ่ยอาหารโดยใชบ้ฟัเฟอร์ท่ีมี
พีเอชต่างๆ ไดแ้ก่ พีเอช 2 (ไกลซีน-กรดไฮโดรคลอริก บฟัเฟอร์) พีเอช 4-5 (กรดซิตริก-ฟอสเฟต
บฟัเฟอร์) พีเอช 6-8 (ฟอสเฟต-ฟอสเฟต บฟัเฟอร์) พีเอช 9-10 (โซเดียมคาร์บอเนต-โซเดียมไบคาร์
เนตบฟัเฟอร์) พีเอช 11 (ฟอสเฟต-โซเดียมไฮดรอกไซด ์บฟัเฟอร์)   
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 1.2.1 ศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมสาํหรับการทาํงานของอะไมเลส ตามวธีิการของ 
Areekijseree et al. (2004) โดยดดัแปลงจากวธีิการของ Bernfeld (1951) ดงัน้ี 
 
  1.2.1.1 วิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซมอ์ะไมเลสในสภาวะเปล่ียนแปลงพีเอช โดย
ใชส้ับสเตรทคือนํ้ าแป้งความเขม้ขน้ร้อยละ 1 ปริมาตร 25 ไมโครลิตร ในบฟัเฟอร์ท่ีมีพีเอชต่างๆ 
(ตามขอ้ 1.2) ท่ีมีความเขม้ขน้ 0.2 โมลาร์ ปริมาตร 62.5 ไมโครลิตร และสารละลายโซเดียมคลอ
ไรด์  ความเขม้ขน้ 20 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 37.5 ไมโครลิตร (สุดทา้ยจะไดน้ํ้ าแป้งร้อยละ 1 ใน
บฟัเฟอร์ 100 มิลลิโมลาร์ ท่ีมี 6 มิลลิโมลาร์ ของโซเดียมคลอไรด์) ผสมสับสเตรทดงักล่าว 
(ปริมาตรเท่ากบั 125 ไมโครลิตร) กบั crude enzyme extract ปริมาตร 5 ไมโครลิตรในหลอด
ทดลองใหเ้ขา้กนั หลงัจากนั้นบ่ม ท่ีอุณหภูมิห้องนาน 15 นาที และหยุดปฏิกิริยาโดยเติมสารละลาย
กรดไดไนโตรซาลิไซลิก ความเข้มขน้ร้อยละ 1 ปริมาตร 250 ไมโครลิตร ผสมให้เขา้กนั ตม้ในนํ้ า
เดือดนาน 5 นาที ทิ้งไวใ้ห้เย็น เติมนํ้ ากลั่นปริมาตร 2 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน  แล้ววดัค่าการ
ดูดกลืนแสงของสารละลายท่ีความยาวคล่ืน 540 นาโนเมตร เปรียบเทียบกบักราฟมาตรฐานของ
นํ้าตาลมอลโทส  
 
  1.2.1.2 วิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซม์อะไมเลสในสภาวะเปล่ียนแปลงอุณหภูมิ
ตั้งแต่ 20-80 องศาเซลเซียส ภายใตส้ภาวะพีเอชท่ีเหมาะสม โดยอุ่นสับสเตรทปริมาตร 125 ไมโคร 
ลิตร ท่ีอุณหภูมิต่างๆ กนั เป็นเวลา 5 นาที จากนั้นเติม crude enzyme extract  ปริมาตร 5 ไมโครลิตร 
ในหลอดทดลอง ผสมให้เขา้กนั บ่มท่ีอุณหภูมิต่างๆ นาน 15 นาที หยุดปฏิกิริยาโดยเติมสารละลาย
กรดไดไนโตรซาลิไซลิก ความเขม้ขน้ร้อยละ 1 ปริมาตร 250 ไมโครลิตร ผสมให้เขา้กนั ตม้ในนํ้ า
เดือดนาน 5 นาที ทิ้งไวใ้ห้เยน็  เติมนํ้ ากลัน่ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ผสมให้เขา้กนั  วดัค่าการดูดกลืน
แสงของสารละลายท่ีความยาวคล่ืน 540 นาโนเมตร เปรียบเทียบกบักราฟมาตรฐานของนํ้ าตาล
มอลโทส  
 
      1.2.2 ศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมสาํหรับการทาํงานของโปรติเอส ตามวธีิการของ 
Areekijseree et al. (2004) โดยดดัแปลงจากวธีิการของ Garcia-Carreno (1992) 
   

1.2.2.1 วเิคราะห์กิจกรรมของเอนไซมโ์ปรติเอสในสภาวะเปล่ียนแปลงพีเอช โดย
เตรียมสารละลายสับสเตรท คือ azocasein ความเขม้ขน้ร้อยละ 5 (เตรียมโดยละลาย azocasein ในสาร
ลายโซเดียมไฮดรอกไซด ์เขม้ขน้ 0.1 โมลาร์) ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ผสมกบัสารละลายบฟัเฟอร์  
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พีเอช ต่างๆ (ตามขอ้ 1.2) ปริมาตร 150 ไมโครลิตร (สุดทา้ยจะได้ร้อยละ 1 ของ azocasein ใน
บฟัเฟอร์ 100 มิลลิโมลาร์) จากนั้นจึงเติม crude enzyme extract  ปริมาตร 5 ไมโครลิตร ในหลอด
ทดลอง ผสมให้เขา้กนั บ่มท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที หยุดปฏิกิริยาโดยเติมสาร 
ละลาย trichloroacetic acid (TCA) ความเขม้ขน้ร้อยละ 10 ปริมาตร 1.2 มิลลิลิตร ผสมให้เขา้กนั  
ป่ันเหวี่ยงท่ี 10,000 × g นาน 15 นาที หลงัจากนั้นดูดส่วนใสปริมาตร 1 มิลลิลิตร เติมสารละลาย
โซเดียมไฮดรอกไซด์ ความเขม้ขน้ 1 โมลาร์ ปริมาตร 1.4  มิลลิลิตร  ผสมให้เขา้กนั วดัค่าการดูดกลืน
แสงของสารละลายท่ีความยาวคล่ืน 440 นาโนเมตร   

 
1.2.2.2  วิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซม์โปรติเอสในสภาวะเปล่ียนแปลงอุณหภูมิ 

ตั้งแต่ 20-80  องศาเซลเซียส ภายใตส้ภาวะพีเอชท่ีเหมาะสมจากการทดลองท่ี 1.2.2.1 โดยอุ่นสาร 
ละลายสับสเตรทปริมาตร 100 ไมโครลิตร ท่ีผสมกบัสารละลายบฟัเฟอร์ปริมาตร 150 ไมโครลิตร 
ในอ่างนํ้ าควบคุมอุณหภูมิ ท่ีอุณหภูมิต่างๆ เป็นเวลา 5 นาที  เติม crude enzyme extract ปริมาตร 5 
ไมโครลิตร  ผสมให้เขา้กนั บ่มท่ีอุณหภูมิต่างๆ นาน 15 นาที  หยุดปฏิกิริยาโดยเติมสารละลายกรด
ไตรคลอโรอะซิติก ความเข้มข้นร้อยละ 10 ปริมาตร 1.2 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน ป่ันเหวี่ยงท่ี 
10,000 × g นาน 15 นาที ดูดส่วนใสปริมาตร 1 มิลลิลิตรใส่ในสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ์
ความเขม้ขน้ 1โมลาร์  ปริมาตร 1.4 มิลลิลิตร ผสมใหเ้ขา้กนั วดัค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายท่ี
ความยาวคล่ืน 440 นาโนเมตร 

 
       1.2.3 ศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมสาํหรับการทาํงานของไลเปส ตามวธีิการของ Winkler 
and Stuckmann (1979) ดงัน้ี 
 

 1.2.3.1 วิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซม์ไลเปสในสภาวะเปล่ียนแปลงพีเอช โดย
เตรียมสารละลายสับสเตรท  p-nitrophenyl palmitate (p-NPP) ความเขม้ขน้ 0.01 โมลาร์ (เตรียม
โดยละลาย p-NPP ในสารละลายโพรพานอลความเขม้ขน้ร้อยละ 78.6 ) ปริมาตร 200 ไมโครลิตร 
ผสมกบัสารละลายบฟัเฟอร์พีเอชต่าง ๆ (ตามขอ้ 1.2) ปริมาตร 800 ไมโครลิตร และ sodium tauro 
cholate ความเขม้ขน้ 200 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 50 ไมโครลิตร จากนั้นจึงเติม crude enzyme extract 
ปริมาตร 5 ไมโครลิตร ในหลอดทดลอง ผสมให้เขา้กนั บ่มท่ีอุณหภูมิห้องนาน 15 นาที หยุดปฏิกิริ 
ยาโดยเติมสารละลายโซเดียมคาร์บอเนต ความเขม้ขน้ 1โมลาร์ ปริมาตร 250 ไมโครลิตร ผสมให้
เขา้กนั ป่ันเหวี่ยงท่ี 10,000 × g นาน 15 นาที วดัค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายท่ีความยาวคล่ืน 
410 นาโนเมตร เปรียบเทียบกบักราฟมาตรฐานของ p-nitrophenol     
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 1.2.3.2 วเิคราะห์กิจกรรมของเอนไซมไ์ลเปสในสภาวะเปล่ียนแปลงอุณหภูมิตั้งแต่ 
20-80 องศาเซลเซียส ภายใตส้ภาวะพีเอชท่ีเหมาะสม โดยอุ่นสารละลายสับสเตรทปริมาตร 200 
ไมโครลิตรท่ีผสมกบัสารละลายบฟัเฟอร์ 800 ไมโครลิตร ท่ีอุณหภูมิต่างๆ เป็นเวลา 5 นาที เติม 
crude enzyme extract ปริมาตร 5 ไมโครลิตร ผสมให้เขา้กนั บ่มท่ีอุณหภูมิต่างๆ นาน 15 นาที หยุด
ปฏิกิริยาโดยเติมสารละลายโซเดียมคาร์บอเนต ความเขม้ขน้ 1 โมลาร์ ปริมาตร 250 ไมโครลิตร 
ผสมให้เขา้กนั ป่ันเหวี่ยงท่ี 10,000 × g นาน 15 นาที วดัค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายท่ีความ
ยาวคล่ืน 410 นาโนเมตร เปรียบเทียบกบักราฟมาตรฐานของ p-nitrophenol     

 
1.3 การศึกษากิจกรรมของเอนไซมย์อ่ยอาหาร 

 
 ศึกษากิจกรรมของเอนไซม์ย่อยอาหารของ C. hainesiana ไดแ้ก่ อะไมเลส  (พีเอช 6 

อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส) โปรติเอส (พีเอช 5 อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส)  และไลเปส  (พีเอช 8 
อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส) ในสภาวะท่ีเหมาะสมตามรายงานของ Khrueanet et al. (2009) ตามวิธี 
การในขอ้ 1.2 และวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนใน crude enzyme extract โดยใช ้bovine serum albumin 
(BSA) เป็นสารละลายโปรตีนมาตรฐานตามวธีิการของ Lowry et al. (1951) 

 
2. การศึกษาคุณลกัษณะและการแสดงของ trypsin-like enzyme ในอวยัวะสร้างเซลล์สืบพนัธ์ุจาก 

C. hainesiana อายุ 3 ปี 
 

นาํเซลลสื์บพนัธ์ุของ C. hainesiana อาย ุ3 ปี จาก ขอ้ 1.1.1 มาสกดัเอนไซมต์ามขอ้ 1.1.2 
 เพื่อศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมสาํหรับการทาํงานของ trypsin-like enzyme และศึกษาคุณลกัษณะและ
กิจกรรมของ trypsin-like enzyme ในเซลลสื์บพนัธ์ุ 

 
2.1 ศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมสาํหรับการทาํงานของ trypsin-like enzyme ตามวธีิการของ 

Rungruangsak-Torrissen et al. (2006) ดงัน้ี 
 

2.1.1 วิเคราะห์กิจกรรมของ trypsin-like enzyme ในสภาวะปล่ียนแปลงพีเอช โดย
เตรียมสารละลายสับสเตรท คือ N-benzoyl-L-arginine-p-nitroanilide (BAPNA) ความ เขม้ขน้ 1.25 
มิลลิโมลาร์ ละลายในบฟัเฟอร์ พีเอช 6-11 (ตามขอ้ 1.2) ท่ีมี dimethylformamide (DMF) ความเขม้ 
ขน้สุดทา้ยร้อยละ 5 ผสม crude enzyme extract ปริมาตร 100 ไมโครลิตร กบัสับสเตรทปริมาตร 
700 ไมโครลิตร ให้เขา้กนั บ่มท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที หยุดปฏิกิริยาดว้ยการเติม
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กรดอะซิติกความเขม้ขน้ร้อยละ 30 ปริมาตร 800 ไมโครลิตร วดัค่าการดูดกลืนแสงของสารละลาย
ท่ีความยาวคล่ืน 410 นาโนเมตร และเปรียบเทียบกบักราฟมาตรฐานของ p-nitroaniline 
 

2.1.2 วิเคราะห์กิจกรรม trypsin-like enzyme ในสภาวะเปล่ียนแปลงอุณหภูมิภายใต้
สภาวะพีเอชท่ีเหมาะสม โดยผสม crude enzyme extract ปริมาตร 100 ไมโครลิตรกบัสับสเตรท
ปริมาตร 700 ไมโครลิตร ให้เขา้กนั บ่มท่ีอุณหภูมิต่างๆ (20-80 องศาเซลเซียส) นาน 10 นาทีหยุด
ปฏิกิริยาดว้ยการเติมกรดอะซิติกความเขม้ขน้ร้อยละ 30 ปริมาตร 800 ไมโครลิตร วดัค่าการดูดกลืน
แสงของสารละลายท่ีความยาวคล่ืน 410 นาโนเมตร และเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานของ p-
nitroaniline 

 
3. การวเิคราะห์องค์ประกอบทางชีวเคมีของอาหารส าเร็จรูปทางการค้า และวตัถุดิบอาหาร 
 

3.1 การเตรียมตวัอยา่ง 
 
        เตรียมตวัอยา่งอาหารสําเร็จรูปทางการคา้จาํนวน 5 สูตรไดแ้ก่ อาหารสูตร 1-5 (ADP No.1, 

TNT No.2, อาหารปลาดุกขนาดเล็ก อาหารปลาดุกขนาดกลาง และ อาหารปลาดุกขนาดใหญ่ ตามลาํดบั) 
และวตัถุดิบอาหาร จาํนวน 21 ชนิด ไดแ้ก่ กลุ่มวตัถุดิบจากสัตว ์(เลือดป่น ปลาป่น เน้ือและกระดูกป่น) 
กลุ่มวตัถุดิบจากพืช (โปรตีนขา้วสาลี โปรตีนขา้วโพด กากถัว่เหลือง กากถัว่ลิสง กากมะพร้าว รําขา้วสาลี 
รําละเอียด แป้งสาลี เมล็ดขา้วโพด ปลายขา้วน่ึง ปลายขา้ว กากเน้ือในเมล็ดปาล์ม และมนัสําปะหลงัเส้น) 
และกลุ่มวตัถุดิบจากสาหร่าย (Spirulina sp., Chlorella sp. และ Kirchneriella incurvata) โดยการอบท่ี
อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียสนาน 24 ชั่วโมง เพื่อวิเคราะห์องค์ประกอบทางชีวเคมี และเตรียม
ตวัอยา่งโดยการทาํใหแ้หง้ดว้ยเคร่ืองทาํแหง้ตวัอยา่ง หลงัจากนั้นนาํไปเก็บไวใ้นเดกซิเคเตอร์ 

 
3.2 การวเิคราะห์องคป์ระกอบทางชีวเคมี 

 
 วเิคราะห์ความช้ืนและองคป์ระกอบทางโภชนาการอ่ืนๆ ไดแ้ก่ โปรตีน ไขมนั เถา้ และ

เยือ่ใยโดยใชว้ธีิการของ AOAC (2005) (ภาคผนวก ข) สาํหรับค่าของคาร์โบไฮเดรตท่ียอ่ยไดจ้ะคาํ 
นวณจากผลต่างขององคป์ระกอบทางโภชนาการ 
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4. การเตรียมตัวอย่างและการศึกษาประสิทธิภาพการย่อยในหลอดทดลองของ C. hainesiana อายุ 3 ปี 
 
 4.1 การเตรียมตวัอยา่ง C. hainesiana 
 

นาํตวัอยา่ง C. hainesiana จากขอ้ 1.1.1 อายุ 3 ปี สุ่มเลือกตวัอยา่งหอยท่ีมีขนาดเท่าๆ 
กนั เพื่อสกดัเอนไซม์ตามขอ้ 1.1.2 ซํ้ าละ 1 ตวั จาํนวน 3 ซํ้ า พร้อมทั้งบนัทึกขอ้มูล ประกอบดว้ย 
ความยาว และนํ้ าหนักของตวัอย่าง  นาํตวัอย่างเอนไซม์ท่ีสกดัไดม้าไดอะไลส์ดว้ย 50 มิลลิโมลาร์ 
ฟอสเฟตบฟัเฟอร์ พีเอช  8 ท่ีมี 200 มิลลิโมลาร์ โซเดียมคลอไรด์นาน 24 ชัว่โมง และเก็บตวัอยา่งเพื่อใช้
เป็นแหล่งของเอนไซมส์าํหรับศึกษาประสิทธิภาพการถูกยอ่ยในหลอดทดลอง 
  
 4.2 การเตรียมตวัอยา่งอาหารและวตัถุดิบอาหาร 
 

 เตรียมตวัอยา่งอาหารสาํเร็จรูปทางการคา้และวตัถุดิบอาหาร (ตามขอ้ 3.1) โดยบดใหล้ะเอียด 
และทาํใหแ้หง้โดยใชเ้คร่ืองทาํแหง้ตวัอยา่ง และนาํไปเก็บในเดกซิเคเตอร์ เพื่อใชเ้ป็นสับสเตรทในการทด 
สอบประสิทธิภาพการถูกยอ่ยในหลอดทดลอง 
 

4.3 การศึกษาประสิทธิภาพการยอ่ยอาหารและวตัถุดิบอาหารในหลอดทดลอง 
 

      ศึกษาประสิทธิภาพการยอ่ยโปรตีนและคาร์โบไฮเดรตของอาหารและวตัถุดิบอาหารใน
หลอดทดลอง โดยการชัง่อาหารสาํเร็จรูปทางการคา้หรือวตัถุดิบอาหารตวัอยา่งละ 5 มิลลิกรัม เติม 50 
มิลลิโมลาร์ฟอสเฟตบฟัเฟอร์ พีเอช 8 ปริมาตร 10 มิลลิลิตร และคลอแรมเฟนิคอล ความเขม้ขน้ร้อย
ละ 0.5 ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ผสมให้เขา้กนั และบ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสนาน 24 ชัว่โมง 
เม่ือครบเวลาเติม dialyzed crude enzyme extracts ปริมาตร 125 ไมโครลิตร ผสมให้เขา้กนั บ่มต่อท่ี
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส อีก 24 ชัว่โมง และหยุดปฎิกิริยาโดยการนาํสารละลายไปตม้ในนํ้ าเดือด 
10 นาที ตั้งทิ้งไวใ้หเ้ยน็แลว้ดูดส่วนใสไปวเิคราะห์เพปไทดส์ายสั้น (ขอ้ 3.3.1) และนํ้ าตาลมอลโทส 
(ขอ้ 3.3.2)  

 
4.3.1 การวิเคราะห์ปริมาณเพปไทด์สายสั้นตามวิธีการของ Rungruangsak-Torrissen     

et al. (2002) โดยนาํสารละลายส่วนใสท่ีไดจ้ากการยอ่ยในขอ้ 2.3 ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ผสมให้
เข้ากันกับฟอสเฟตบัฟเฟอร์ พีเอช 8 ความเข้มข้น 50 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 2 มิลลิลิตร และ
สารละลาย trinitrobenzene sulphonic acid (TNBS) ความเขม้ขน้ร้อยละ 0.1 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร 
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บ่มท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส นาน 1 ชัว่โมง ในท่ีมืด หลงัจากนั้นเติมกรดไฮโดรคลอริก ความ
เขม้ขน้ 1 โมลาร์ ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ผสมให้เขา้กนั นาํไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี 420 นาโน
เมตร และนาํค่าท่ีไดเ้ทียบกบักราฟมาตรฐานของ DL-alanine  
 

 4.3.2 วิเคราะห์ปริมาณนํ้ าตาลมอลโทสตามวิธีการของ Areekijseree et al. (2006) โดย
นําสารละลายส่วนใสท่ีผ่านการย่อยในข้อ 2.3 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมกับสารละลาย
dinitrosalicylic acid (DNS) ความเขม้ขน้ร้อยละ 1 ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร แลว้ตม้ในนํ้ าเดือดนาน 5 
นาที ทิ้งไวใ้หเ้ยน็ นาํไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี 540 นาโนเมตร และเปรียบเทียบกบักราฟมาตรฐาน
ของนํ้าตาลมอลโทส 
 
 4.4 การวางแผนการทดลอง และวเิคราะห์ขอ้มูลทางสถิติ 
 

 วางแผนการทดลองแบบสุ่มตลอด (Completely Randomized Design) ทาํการทดลอง 3 
ซํ้ า รายงานผลในรูปของค่าเฉล่ีย ± ความคลาดเคล่ือนมาตรฐาน (mean ± SEM) เปรียบเทียบระสิทธิ
ภาพการย่อยของโปรตีน และประสิทธิภาพการย่อยคาร์โบไฮเดรต ด้วยการวิเคราะห์ค่าความ
แปรปรวนแบบจาํแนกทางเดียว (One-Way Analysis of Variance)  
 
5. การพฒันาอาหารส าเร็จรูป และศึกษาประสิทธิภาพการย่อยอาหารของอาหารส าเร็จรูปในหลอด
ทดลอง 
 
 5.1 การพฒันาอาหารสาํเร็จรูป 
 
  นาํวตัถุดิบอาหารกลุ่มหลกัท่ีผา่นการคดัเลือกโดยวิธีประเมินประสิทธิภาพการยอ่ยใน
หลอดทดลอง (ขอ้ 4.3) ไดแ้ก่ ปลายขา้ว กากถัว่เหลือง Spirulina sp. และโปรตีนสกดัจากแป้งสาลี 
ตามรายงานของ Khrueanet et al. (2011) ผสมให้เขา้กนัและเตรียมส่วนผสมให้เป็นผงสําหรับเล้ียง 
C. hainesiana ท่ีมีโปรตีนร้อยละ 35, 40 และ 45 ตามลาํดบั หลงัจากนั้นนาํตวัอย่างไปทาํให้แห้ง 
เพื่อศึกษาประสิทธิภาพการถูกย่อยอาหารในหลอดทดลองตามรายละเอียดข้อ 4.3 โดยใช้ crude 
enzyme extract ท่ีเตรียมจากขอ้ 4.1  สําหรับการผลิตอาหารสําเร็จรูป นาํส่วนผสมดงักล่าวไปผสม
กบัยีสต์ขนมปัง วิตามินรวม ธาตุรวม วิตามินซี นํ้ ามนัปลาทะเล นํ้ ามนัถั่วเหลือง เลซิติน และ
เซลลูโลส ดงัตารางท่ี 2 จากนั้นอบตวัอย่างท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส นาน 3 ชั่วโมง และเก็บ
อาหารสาํเร็จรูปท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสตลอดการทดลอง 
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ตารางที ่2  อตัราส่วนของวตัถุดิบอาหาร (ร้อยละ) ของอาหารสาํเร็จรูปสาํหรับเล้ียงหอยกาบนํ้าจืด  

  Chamberlainia hainesiana 
 

วตัถุดิบ                                     ปริมาณโปรตีน (ร้อยละ) ของอาหารท่ีเล้ียง  
 35  40  45  

กากถัว่เหลือง 5 15 26 
โปรตีนสกดัจากแป้งสาลี 45 45 45 
ปลายขา้ว 26 26 20 
Spirulina sp. 0.5 0.5 0.5 
ยสีตข์นมปัง 0.5 0.5 0.5 
วติามินรวม 0.25 0.25 0.25 
แร่ธาตุรวม 0.05 0.05 0.05 
วติามินซี 0.1 0.1 0.1 
นํ้ามนัปลาทะเล 2 2 2 
นํ้ามนัถัว่เหลือง 2 2 2 
เลซิติน 2 2 2 
เซลลูโลส 16.6 6.6 1.6 
รวม  100 100 100 
 
6. การทดสอบอาหารส าเร็จรูปทีผ่่านการคัดเลือกจากการศึกษาประสิทธิภาพการย่อยในหลอดทดลองมา

ทดลองเลีย้ง C. hainesiana อายุ 3 ปี 8 เดือนในห้องปฏิบัติการ  
 
 6.1 การเตรียมตวัอยา่ง C. hainesiana 
 

 สุ่มตวัอยา่ง C. hainesiana อาย ุ3 ปี 8 เดือน จากขอ้ 1.1.1 มาทาํความสะอาดเปลือกปรับ
สภาพหอยกาบนํ้ าจืดในตูพ้กั (ความยาว × ความกวา้ง × ความสูง × ระดบันํ้ า = 45 × 29 ×30 × 23 
เซนติเมตร) ท่ีมีนํ้าปราศจากคลอรีนเป็นเวลา 3 วนั 
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 6.2 การเล้ียง C. hainesiana 
 
   การทดสอบอาหารเล้ียง C. hainesiana ซ่ึงประกอบดว้ยอาหาร 4 สูตร ไดแ้ก่ สาหร่ายสด 
และอาหารสาํเร็จรูป 3 สูตร ท่ีไดรั้บการพฒันาจากขอ้ 5.1 คือ อาหารสาํเร็จรูป โปรตีนร้อยละ 35, 40  
และ 45 แต่ละสูตรอาหารทาํการทดลอง 3 ซํ้ า เป็นเวลา 3 เดือน ให้อาหารวนัละ 2 คร้ัง 06.00 น. 
และ 18.00 น.บนัทึกขอ้มูลทุกเดือน ไดแ้ก่ ขนาด ความยาว ความสูง นํ้ าหนกัเปลือก และนํ้ าหนกัตวั 
หลงัจากนั้นจึงเก็บตวัอยา่งต่อมยอ่ยอาหารรวมกบักระเพาะอาหาร เพื่อศึกษากิจกรรมของเอนไซม์
ยอ่ยอาหาร (ขอ้ 1.3) และกลา้มเน้ือแอดดกัเตอร์ส่วนทา้ย เพื่อศึกษาคุณภาพกลา้มเน้ือ (ขอ้ 7.2) 
 
 6.3 การจดัการคุณภาพนํ้าและการวเิคราะห์ 
 
   เล้ียง C. hainesiana ในตูเ้ล้ียงท่ีมีการเปล่ียนนํ้ าใหม่ 20 เปอร์เซ็นต์ วนัเวน้วนั ทาํการ
วิเคราะห์คุณภาพนํ้ าจากตูเ้ล้ียงทุก 2 สัปดาห์ ประกอบดว้ย อุณหภูมินํ้ าและอากาศ พีเอช ปริมาณ
ออกซิเจนท่ีละลายในนํ้ า และการนาํไฟฟ้า โดยใช้เคร่ืองมือวิเคราะห์คุณภาพนํ้ า (556 MPS, YSI 
Incorporated, USA) วิเคราะห์ความเป็นด่าง ปริมาณคาร์บอนไดออกไซด์อิสระ ความกระดา้ง ไน
ไตรท์ ไนเตรท และแอมโมเนียไนโตรเจน ตามวิธีการของ APHA, AWWA, WPCF (1998) ดงั
แสดงในภาคผนวก ค  
  
 6.4 การวางแผนการทดลอง และวเิคราะห์ขอ้มูลทางสถิติ 

 
      วางแผนการทดลองแบบสุ่มตลอด (Completely Randomized Design) ทาํการทดลอง 3 

 ซํ้ า รายงานผลขอ้มูลในรูปค่าเฉล่ีย ± ความคลาดเคล่ือนมาตรฐาน (mean ± SEM) เปรียบเทียบการ
เจริญเติบโต กิจกรรมของเอนไซมย์อ่ยอาหาร และคุณภาพของกลา้มเน้ือแอดดกัเตอร์ส่วนทา้ย โดย
ใช ้Duncan’s Multiple Range Test (DMRT) ท่ีระดบันยัสําคญั 0.05 ศึกษาผลของระยะเวลาท่ีเล้ียง 
(1, 2 และ 3 เดือน) และสูตรอาหาร (สาหร่ายสด โปรตีนร้อยละ 35, 40 และ 45) ต่อกิจกรรมของ
เอนไซม์อะไมเลส ไลเปส และโปรติเอส โดยใช้ Two-Way Analysis of Variance (Two-Way 
ANOVA) 
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7. การศึกษาคุณภาพของกล้ามเน้ือและเซลล์สืบพนัธ์ุ 
 

7.1  การเตรียมตวัอยา่ง 
 

      นาํตวัอยา่ง C. hainesiana ท่ีผ่านการเล้ียงจากขอ้ 5.2 มาผ่าตดัแยกกลา้มเน้ือแอดดกั
เตอร์ส่วนทา้ยเพื่อใชศึ้กษาคุณภาพของกล้ามเน้ือ ไดแ้ก่ RNA, protein, RNA/protein ratio และกรด
ไขมนั  

 
7.2 การศึกษาความเขม้ขน้ของ RNA และ protein 
 

 สกดั RNA และ protein จากกลา้มเน้ือและโอโอไซตต์ามวิธีการของ Rungruangsak-
Torrissen (2007) ซ่ึงดดัแปลงจาก Sunde et al. (2001) โดยชัง่ตวัอยา่งนํ้ าหนกั 50 มิลลิกรัม ผสมกบั 
TRIzol reagent ปริมาตร 1 มิลลิลิตร นาํไปบดใหล้ะเอียดโดยใช้โซนิเคแตอร์บ่มท่ีอุณหภูมิห้องนาน 
10 นาที เติมคลอโรฟอร์มปริมาตร 200 ไมโครลิตร ผสมให้เขา้กนั แลว้นาํไปป่ันเหวี่ยงท่ี 5,000 × g 
นาน 10 นาที หลงัจากนั้นดูดสารละลายชั้นบน (aqueous phase) ปริมาตร 200 ไมโครลิตร เพื่อใช้
ศึกษาความเขม้ขน้ของ RNA และดูดสารละลายชั้นล่าง (organic phase) ปริมาตร 50 ไมโครลิตร 
เพื่อใชศึ้กษาความเขม้ขน้ของ protein 
 

7.2.1 ศึกษาความเขม้ขน้ของ RNA ดว้ยการผสมกบัไอโซโพรพานอล ปริมาตร 1 มิลลิ 
ลิตร หลงัจากนั้นนาํไปป่ันเหวี่ยงท่ี 9,000 × g นาน 10 นาที ลา้งตะกอนดว้ยเอทานอลความเขม้ขน้
ร้อยละ 90 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ป่ันเหวีย่งท่ี 9,000 × g นาน 10-20 นาที หลงัจากนั้นระเหยเอทานอล
ท่ีอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส นาน 20 นาที นาํ RNA ท่ีแห้งมาละลายดว้ยโซเดียมอะซีเตตพีเอช 5 
ความเขม้ขน้ 0.1 โมลาร์ ปริมาตร1 มิลลิลิตร วดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี 260 นาโนเมตร และคาํนวณ
ความเขม้ขน้ของ RNA ตามสมการ E260= 40 μg RNA ml-1 

 
7.2.2 ศึกษาความเขม้ขน้ของ protein ดว้ยการผสมกบัไอโซโพรพานอล ปริมาตร 1  

มิลลิลิตร หลงัจากนั้นนาํไปป่ันเหวีย่งท่ี 9,000 × g นาน 10 นาที ลา้งตะกอนดว้ยเอทานอลความเขม้ 
ขน้ร้อยละ 90 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร จาํนวน 2 คร้ัง ป่ันเหวี่ยงท่ี 9,000 × g นาน 10-20 นาที หลงัจาก
นั้น ระเหยเอทานอลท่ีอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส นาน 20 นาที นาํ protein ท่ีแหง้มาละลายดว้ย 
sodium dodecyl sulfate ความเขม้ขน้ร้อยละ 1 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร วดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี 280 นา
โนเมตรและคาํนวณความเขม้ขน้ของ protein ตามสมการ E280= 2.1 mg protein ml-1  
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 7.3 การวเิคราะห์กรดไขมนั 
 

 เตรียม fatty acid methyl ester (FAME) โดยใชโ้ซเดียมเมทธอกไซด์ ตามวิธีการของ 
Gandhi and Weete (1991) และศึกษาปริมาณของกรดไขมนัในตวัอยา่งโดยใช้แก็สโครมาโทกราฟี 
(GC-14A, Shimadzu, Kyoto, Japan) โดยใช ้stainless steel packed SS column และตวัตรวจสอบ
ชนิด flame iomization detector โดยใชอุ้ณหภูมิในการฉีด 205–250 องศาเซลเซียส อตัราการเพิ่ม
ของอุณหภูมิ เท่ากบั 2 องศาเซลเซียสต่อนาที อุณหภูมิในการตรวจสอบ 275 องศาเซลเซียส โดยใช้
แก็สไนโตรเจนเป็นตวัพา (2 kg/cm3) และแยกชนิดของกรดไขมนัโดยการเปรียบเทียบกบั standard 
menhaden oil methyl ester (NMFS, Seattle, USA) 

 
8. ศึกษาการเปลี่ยนแปลงของ RNA, protein และ trypsin- like enzyme ในเซลล์สืบพนัธ์ุของ  
C. hainesiana อายุ 3 ปี 5 เดือนทีเ่ลีย้งในบ่อดิน   
 
            8.1 การเล้ียง C. hainesiana 

 
      นาํ C. hainesiana จากขอ้ 1.1.1 อายุ 3 ปี 5 เดือน ใส่ในตะกร้าเล้ียงหอยวงกลมเส้น 

ผ่านศูนยก์ลาง 50 เซนติเมตร สูง 50 เซนติเมตร ภาชนะละ 20 ตวั โดยใส่หอยเพศผู ้10 ตวั และ
เพศเมีย 10 ตวั แลว้นาํไปแขวนเล้ียงท่ีกระชงัเล้ียงหอยท่ีระดบัความลึก 1 เมตร ภายในบ่อดินพื้นท่ี 
5 ไร่ ของคณะประมง มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์  

 
8.2 การเก็บตวัอยา่งเพื่อศึกษาคุณภาพเซลลสื์บพนัธ์ุของ C. hainesiana 

 
 เก็บตวัอยา่งเซลลสื์บพนัธ์ุของ C. hainesiana ท่ีเล้ียงในบ่อดินทุกเดือนตลอดทั้งปีตั้งแต่

เดือนพฤศจิกายน 2552 ถึง ตุลาคม 2553 โดยนาํหอยกาบนํ้ าจืดท่ีเล้ียงไวข้ึ้นมาจากแหล่งเพาะเล้ียง 
จากนั้นทาํความสะอาดเปลือกดว้ยนํ้ าท่ีผา่นการฆ่าเช้ือ ใช ้opening forceps เปิดเปลือกหอย แลว้ใช้
ล่ิมสอดเขา้ไปบริเวณระหวา่งเปลือกของฝาทั้งสองขา้ง เพื่อป้องกนัการปิดของเปลือก หลงัจากนั้น
ใช ้syringe ดูดของเหลวภายใน visceral mass ตรงตาํแหน่งท่ีเป็นอวยัวะสร้างเซลลสื์บพนัธ์ุ  

 
8.2.1 เก็บตวัอยา่งปริมาตร 50 ไมโครลิตรไวใ้นไมโครทิวบ ์(microtube) เพื่อนาํไปศึก 

ษาความเขม้ขน้ของ RNA และ protein ในเซลลสื์บพนัธ์ุ (ขอ้ 7.2)  
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8.2.2 เก็บตวัอยา่งปริมาตร 200 ไมโครลิตรไวใ้นไมโครทิวบ ์นาํไปสกดัเอนไซมต์ามขอ้ 
1.2 เพื่อศึกษาคุณลกัษณะของ trypsin-like enzyme ในเซลล์สืบพนัธ์ุภายใตส้ภาวะท่ีเหมาะสมจาก
ผลการทดลอง ขอ้ 2 

 
8.3 การเก็บตวัอยา่งเพื่อนบัจาํนวนเซลลสื์บพนัธ์ุของ C. hainesiana 
 

 เก็บตวัอยา่งเซลล์สืบพนัธ์ุของ C. hainesiana ท่ีเล้ียงในบ่อดิน เดือนเวน้เดือนตลอดทั้ง
ปี ตั้งแต่เดือนพฤศจิกายน 2552 ถึง ตุลาคม 2553 โดยเก็บตวัอยา่งปริมาตร 50 ไมโครลิตรไวใ้นไม
โครทิวบ ์เก็บรักษาสภาพตวัอยา่งดว้ยการเติมฟอร์มาลินร้อยละ 4 ปริมาตร 300 ไมโครลิตร เพื่อใช้
นบัจาํนวนเซลลสื์บพนัธ์ุระยะต่างๆ โดยการเขยา่ไมโครทิวป์ใหเ้ซลลก์ระจายตวัดี หลงัจากนั้นจึงใช ้
ไมโครปิเปต (micropipet) ดูดตวัอยา่งปริมาตร 100 ไมโครลิตร หยดใส่สไลด์นบัจาํนวน (counting 
slide) จากนั้นเติมนํ้ ากลัน่ 900 ไมโครลิตร แลว้นาํไปส่องใตก้ล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสง (light 
microscope) ท่ีกาํลงัขยาย 100 เท่า 

 
  8.4 คุณภาพนํ้าและการวเิคราะห์ 
 
                  วิเคราะห์คุณภาพนํ้ าจากบ่อดินทุกเดือน ตั้งแต่เดือนพฤศจิกายน 2552 ถึง ตุลาคม 2553 
ประกอบดว้ย อุณหภูมิ พีเอช ปริมาณออกซิเจนละลาย และการนาํไฟฟ้า โดยใชเ้คร่ืองมือวิเคราะห์
คุณภาพนํ้ า (556 MPS, YSI Incorporated, USA) วิเคราะห์ความเป็นด่าง ปริมาณคาร์บอนได 
ออกไซดอิ์สระ ความกระดา้ง ไนไตรท ์ไนเตรท แอมโมเนียไนโตรเจน และฟอสฟอรัส ตามวิธีการ
ของ APHA, AWWA, WPCF (1998) ภาคผนวก ค 
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ผลและวจิารณ์ 
 

ผล 

 
 ผลจากการศึกษาการใช้เทคนิคทางชีวเคมีในการประเมินคุณภาพอาหาร  ต่อการ
เจริญเติบโต คุณภาพเน้ือ และการพฒันาการสร้างเซลล์สืบพนัธ์ุของ C. hainesiana ประกอบดว้ย
การศึกษาคุณลกัษณะของเอนไซมย์อ่ยอาหารเพื่อใชใ้นการประเมินประสิทธิภาพการยอ่ยอาหารใน
หลอดทดลอง การทดสอบสูตรอาหารท่ีผา่นการคดัเลือกจากการศึกษาประสิทธิภาพการยอ่ยในหลอด
ทดลองมาทดลองเล้ียง สาํหรับการประเมินคุณภาพการเจริญเติบโต ประกอบดว้ย การศึกษาคุณภาพ
กล้ามเน้ือ และการแสดงออกของเอนไซม์ย่อยอาหาร นอกจากน้ียงัศึกษาการเปล่ียนแปลงของ 
RNA, protein และ trypsin-like enzyme ในเซลล์สืบพนัธ์ุของ C. hainesiana ท่ีเล้ียงในบ่อดิน ซ่ึงมี
รายละเอียดดงัน้ี 
 
1. คุณลกัษณะของเอนไซม์ย่อยอาหารจาก C. hainesiana อายุ 14 เดือน 
  

1.1 คุณลกัษณะของเอนไซมอ์ะไมเลส 
 

 จากการศึกษากิจกรรมจาํเพาะของเอนไซมอ์ะไมเลสท่ีสกดัจาก C. hainesiana ในสภา 
วะเปล่ียนแปลงพีเอชท่ีอุณหภูมิหอ้ง ตั้งแต่ 2-11 พบวา่เอนไซมอ์ะไมเลสแสดงกิจกรรมในช่วงพีเอช 
กวา้งจาก 6-8 โดยเอสิดอะไมเลสท่ีพีเอช 6 มีค่ากิจกรรมจาํเพาะสูงสุด (ภาพท่ี 1A)  

  
 ก า รศึ กษ า เ กี่ ย วกับ ผลของอุณหภูมิ ต่ อ ก า รทาํ ง านของอะไม เลส ท่ีพีเอช 6 

ในสภาวะเปล่ียนแปลงอุณหภูมิ ตั้งแต่ 20-80 องศาเซลเซียส (ภาพท่ี 1B) พบวา่เอสิดอะไมเลสแสดง
กิจกรรมจาํเพาะท่ีอุณหภูมิ 30 ถึง 50 องศาเซลเซียส โดยแสดงค่ากิจกรรมจาํเพาะสูงสุดท่ี 40 องศา
เซลเซียส  
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ภาพที ่1  กิจกรรมจาํเพาะของอะไมเลส (µmol maltose h-1 mg protein-1) ในสภาวะการเปล่ียนแปลง 
               พีเอช ท่ีอุณหภูมิห้อง (A) และท่ีพีเอช 5, 6 และ 8 ในสภาวะเปล่ียนแปลงอุณหภูมิ (B) ของ 
               หอยกาบนํ้าจืด Chamberlainia hainesiana 
 

 
 

 
 

(A) 

(B) 
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1.2 คุณลกัษณะของเอนไซมโ์ปรติเอส 
 

 โปรติเอสของ C. hainesiana ในสภาวะเปล่ียนแปลงพีเอช ตั้งแต่ 2-11 ท่ีอุณหภูมิ 40 
องศาเซลเซียส (ภาพท่ี 2A) แสดงกิจกรรมจาํเพาะเฉพาะเอสิดโปรติเอสท่ีพีเอช 3, 5 และ 6 ท่ี
อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เม่ือนาํค่าพีเอชท่ีเหมาะสมดงักล่าวมาศึกษาภายใตส้ภาวะการเปล่ียน 
แปลงอุณหภูมิ (ภาพท่ี 2B) พบวา่กิจกรรมจาํเพาะของพีเอช 3 ท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส สูงกวา่ท่ี
อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส ประมาณ 4 เท่า ท่ีพีเอช 6 แสดงกิจกรรมจาํเพาะของเอนไซมสู์งสุดท่ี
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส และท่ีพีเอช 5 แสดงกิจกรรมจาํเพาะของเอนไซมสู์งสุดท่ีอุณหภูมิ 50 
องศาเซลเซียส 

 
1.3 คุณลกัษณะของเอนไซมไ์ลเปส 
 

 ไลเปสมีกิจกรรมของเอนไซมท์ั้งแอสิด และแอลคาไลน์ไลเปส โดยเอสิดไลเปสแสดง
กิจกรรมจาํเพาะท่ีพีเอช 2 และ 6 ส่วนแอลคาไลน์ไลเปสแสดงกิจกรรมจาํเพาะท่ีพีเอช 8 ถึง 11 
ตามลาํดบั (ภาพท่ี 3A) 

 
 เอสิดไลเปสของพีเอช 6 มีอุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อการทาํงานท่ี 40 องศาเซลเซียส 

ขณะท่ีแอลคาไลน์ไลเปสพีเอช 8 มีกิจกรรมสูงสุดท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส ส่วนแอลคาไลน์ไล
เปสพีเอช 10 มีอุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อการทาํงานท่ี 30 องศาเซลเซียส (ภาพท่ี 3B)  
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ภาพที ่2  กิจกรรมจาํเพาะของโปรติเอส (increase in absorbance at 440 nm h-1 mg protein-1) ใน 

 สภาวะเปล่ียนแปลงพีเอช ท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส (A) และท่ีพีเอช 3, 5 และ 6 ใน 
 สภาวะเปล่ียนแปลงอุณหภูมิ (B) ของหอยกาบนํ้าจืด Chamberlainia  hainesiana 

 

 

40 ◦C 
 

(A) 

(B) 
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ภาพที ่3  กิจกรรมจาํเพาะของไลเปส (increase in absorbance at 440 nm h-1 mg protein-1)ในสภาวะ 
  เปล่ียนแปลงพีเอช ท่ีอุณหภูมิหอ้ง (A) และท่ีพีเอช 6, 8 และ 10 ภายใตส้ภาวะการเปล่ียน 
  แปลงอุณหภูมิ (B) ของหอยกาบนํ้าจืด Chamberlainia hainesiana 

 
 

 
 
 

(A) 

(B) 
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2. คุณลกัษณะของ trypsin-like enzyme ในเซลล์สืบพนัธ์ุจาก C. hainesiana อายุ 3 ปี 
 
 trypsin-like enzyme ใน C. hainesiana มีรูปแบบท่ีเหมาะสมต่อการทาํงานทั้งในสภาวะท่ี
เป็นกรดอ่อน (พีเอช 6) กลาง (พีเอช 7) และเบส (พีเอช 8) โดยกิจกรรมจะมีค่าสูงสุดท่ีพีเอช 6 
อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส (ภาพท่ี 4) จึงใชส้ภาวะท่ีเหมาะสมน้ีในการตรวจสอบการศึกษากิจกรรม
ของ trypsin-like enzyme ในเซลล์สืบพนัธ์ุของตวัอยา่ง C. hainesiana ท่ีเล้ียงในบ่อดิน ตั้งแต่เดือน
พฤศจิกายน 2552 ถึงเดือนตุลาคม 2553 
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ภาพที ่4  กิจกรรมจาํเพาะของ trypsin-like enzyme (µmol p-nitroaniline produced h-1 mg protein-1)   
                                ในเซลลสื์บพนัธ์ุของหอยกาบนํ้าจืด Chamberlainia hainesiana ภายใตส้ภาวะการเปล่ียน  
                                 แปลงพีเอชท่ี 6, 7 และ 8 ท่ีอุณหภูมิ 30 – 80 องศาเซลเซียส  
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3. องค์ประกอบทางเคมีของอาหารส าเร็จรูปทางการค้า และวตัถุดิบอาหาร ทีใ่ช้ส าหรับประเมิน
ประสิทธิภาพการย่อยในหลอดทดลอง 
 
 องคป์ระกอบทางเคมีของอาหารสาํเร็จรูปทางการคา้ 5 สูตร พบวา่อาหารสูตร 1 (ADP No.1) 
มีร้อยละของโปรตีนสูงท่ีสุดคือ 51.70 รองลงมาคืออาหารสูตร 2 (TNT No.2) ร้อยละ 39.09 สูตร
อาหารท่ี 3 (อาหารปลาดุกขนาดเล็ก) มีร้อยละของคาร์โบไฮเดรตสูงท่ีสุดร้อยละ 64.66 อนัดบั
รองลงมาคืออาหารสูตรท่ี 4 (อาหารปลาดุกขนาดกลาง) ร้อยละ 50.96  
 
 กลุ่มอาหารวตัถุดิบจากสัตว ์เลือดป่นมีร้อยละของโปรตีนสูงสุดคือ 90.39 รองลงมาคือเน้ือ
และกระดูกป่นร้อยละ 40.06 โดยปลาป่นมีร้อยละของคาร์โบไฮเดรตสูงสุดคือ 24.37  
 

กลุ่มวตัถุดิบจากพืชและสาหร่าย โปรตีนข้าวสาลีมีร้อยละของโปรตีนสูงสุดคือ 83.66  
รองลงมาคือโปรตีนขา้วโพด Spirulina sp. และกากถัว่เหลือง (ร้อยละ 52.07, 46.14 และ 39.52 
ตามลาํดบั) ปลายขา้วมีร้อยละของคาร์โบไฮเดรตสูงสุดคือ 90.34 (ร้อยละ 87.42 และ 84.19 
ตามลาํดบั) องคป์ระกอบทางเคมีของอาหารและวตัถุดิบอาหารแสดงดงัตารางท่ี 3 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



38 
 

ตารางที ่3  องคป์ระกอบทางเคมีของอาหารสาํเร็จรูปเล้ียงสัตวน์ํ้าและวตัถุดิบอาหารท่ีใชส้าํหรับ 
    ประเมินประสิทธิภาพการยอ่ยในหลอดทดลอง 

 
Feeds and feedstuffs Moisture % on dry weight basis 

 % Protein Carbohydrate Lipid Fiber Ash 
Commercial feeds       
   Formulation 1 6.61 51.70 33.99 6.15 0.96 7.20 
   Formulation 2 8.13 39.09 47.72 5.04 0.65 7.50 
   Formulation 3 7.31 19.63 64.66 0.40 1.09 14.22 
   Formulation 4  6.40 28.51 50.96 1.02 0.91 18.60 
   Formulation 5 7.57 15.53 72.96 0.49 2.20 8.82 
Animal sources       
   Blood meal 5.98 90.39 7.14 0.43 0.36 1.68 
   Fish meal 7.01 45.74 24.37 3.87 0.75 25.27 
   Meat and bone meal 4.60 40.06 16.36 8.53 0.21 34.84 
Plant sources       
  Broken rice 10.31 6.53 90.14 1.23 0.54 1.20 
  Corn 10.91 7.42 84.19 4.53 2.59 1.27 
  Coconut meal 6.82 38.53 42.42 5.18 6.79 7.08 
  Corn gluten meal 7.51 52.07 42.23 3.08 0.52 2.10 
  Palm seed meal 9.06 14.01 70.58 5.97 4.73 4.71 
  Peanut meal 6.82 38.53 42.42 5.18 6.79 7.08 
  Rice bran 9.83 11.59 59.67 15.07 5.73 7.94 
  Soybean meal 9.96 39.52 45.59 3.47 4.15 7.27 
  Steam broken rice 10.44 6.81 90.34 1.32 0.17 1.36 
  Tapioca chip 9.24 2.75 90.47 0.50 1.58 4.70 
  Wheat gluten 8.27 83.66 15.00 0.65 nd 0.69 
  Wheat bran 10.05 14.02 70.95 3.30 7.12 4.61 
  Wheat flour 12.06 11.14 87.42 0.38 0.34 0.72 
  Algae sources        
Chlorella sp.*  - 35.60 37.32 34.67 - - 
Kirchneriella incurvata* - 23.57 21.64 34.00 - - 

  Spirulina sp. meal 8.74 46.14 39.05 0.23 0.42 14.16 
 
หมายเหตุ  * ขอ้มูลจาก Supannapong et al. (2008) 
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4. ประสิทธิภาพการย่อยของอาหารส าเร็จรูปทางการค้า และวตัถุดิบอาหารส าหรับเลีย้ง 
 C. hainesiana อายุ 3 ปีในหลอดทดลอง 
 

 4.1 ประสิทธิภาพการยอ่ยโปรตีน 
 

 ประสิทธิภาพการย่อยโปรตีนของ C. hainesiana อยูใ่นระดบัตํ่า จากการศึกษาพบว่า
ประสิทธิภาพการยอ่ยโปรตีนของ C. hainesiana ต่อวตัถุดิบอาหาร 26 ชนิด มีความแตกต่างกนั
อยา่งมีนยัสําคญัทางสถิติ (F25,51= 8.367, P = 0.000)  โดยกากถัว่เหลืองเป็นวตัถุดิบท่ีให้ประสิทธิ 
ภาพการยอ่ยโปรตีนสูงสุด ลาํดบัรองลงมาคืออาหารสูตร 3  Spirulina sp. อาหารสูตร 1 กากถัว่ลิสง 
และโปรตีนสกดัจากขา้วสาลี ตามลาํดบั ซ่ึงไม่แตกต่างกนัอยา่งมีนยัสําคญัทางสถิติ (P > 0.05) 
(ภาพท่ี 5)  
 

4.2 ประสิทธิภาพการยอ่ยคาร์โบไฮเดรต 
   

       ประสิทธิภาพการยอ่ยคาร์โบไฮเดรตของ C. hainesiana ต่อวตัถุดิบอาหาร 26 ชนิด มี
ความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (F25,51 = 10.650, P = 0.000) ปลายขา้วเป็นวตัถุดิบอาหาร
ท่ีให้ประสิทธิภาพการย่อยคาร์โบไฮเดรตสูงสุด รองลงมาไดแ้ก่ ปลายขา้วน่ึง เลือดป่น เมล็ดขา้ว 
โพด และอาหารสูตร 5 ตามลาํดบั (ภาพท่ี 6) ซ่ึงปลายขา้วมีความแตกต่างอยา่งมีนยัสําคญัทางสถิติ 
(P < 0.05) จากปลายขา้วน่ึง เลือดป่น เมล็ดขา้วโพด และอาหารสําเร็จรูปทางการคา้สูตรท่ี 5 (อาหาร
ปลาดุกขนาดใหญ่)  

 
 4.3 ประสิทธิภาพการยอ่ยอาหารสาํเร็จรูปสาํหรับเล้ียง C. hainesiana ระยะตวัเตม็วยั 3 สูตร  
 
        นาํวตัถุดิบอาหารท่ีผา่นการคดัเลือกโดยวิธีประเมินประสิทธิภาพการยอ่ยอาหาร ไดแ้ก่ 
ปลายขา้ว กากถัว่เหลือง Spirulina sp. และโปรตีนสกดัจากแป้งสาลี มาพฒันาเป็นสูตรอาหารสํา 
เร็จรูปสําหรับเล้ียง C. hainesiana ท่ีมีโปรตีนร้อยละ 35, 40 และ 45 ผลการทดสอบประสิทธิภาพ
การยอ่ยในหลอดทดลองของโปรตีนในสูตรอาหารสาํเร็จรูป พบวา่มีประสิทธิภาพการยอ่ยสูงสุดใน
สูตรอาหารท่ีมีโปรตีนร้อยละ 40 แต่ไม่มีความแตกต่างทางสถิติกบัสูตรอาหารท่ีมีโปรตีนร้อยละ 35 
และ 45 (P > 0.05) ประสิทธิภาพการย่อยคาร์โบไฮเดรตในสูตรอาหารสําเร็จรูป มีค่าตํ่ากว่า
ประสิทธิภาพการยอ่ยคาร์โบไฮเดรตในวตัถุดิบอาหาร (ขอ้ 3.2) เกือบ 8 เท่า โดยมีประสิทธิภาพการ
ย่อยสูงสุดในสูตรอาหารท่ีมีโปรตีนร้อยละ 45 แต่ไม่มีความแตกต่างทางสถิติกบัสูตรอาหารท่ีมี
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โปรตีนร้อยละ 35 และ 40 (P > 0.05) (ภาพท่ี 7) องคป์ระกอบทางเคมีของอาหารสําเร็จรูปแสดงใน
ตารางท่ี 4 
 

 
ภาพที ่5  ประสิทธิภาพการยอ่ยโปรตีนในหลอดทดลอง (µmol DL-alanine g dried feed-1 protease  

 activity-1) ของหอยกาบนํ้าจืด Chamberlainia hainesiana ตวัเตม็วยั ความแตกต่างอยา่งมี  
               นยัสาํคญั (P < 0.05) แสดงดว้ยตวัอกัษรท่ีต่างกนั   

 
ภาพที ่6  ประสิทธิภาพการยอ่ยคาร์โบไฮเดรตในหลอดทดลอง (µmol maltose g dried feed-1  

 amylase activity-1) ของหอยกาบนํ้าจืด Chamberlainia hainesiana ตวัเตม็วยั ความ  
 แตกต่างอยา่งมีนยัสาํคญั (P < 0.05) แสดงดว้ยตวัอกัษรท่ีต่างกนั  
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ภาพที ่7  ประสิทธิภาพการยอ่ยโปรตีน (µmol DL-alanine g dried feed-1 protease activity-1) 
              และคาร์โบไฮเดรต (µmol maltose g dried feed-1 amylase activity-1) ของอาหารสาํเร็จรูป 

  สาํหรับเล้ียงหอยกาบนํ้าจืด Chamberlainia hainesiana ท่ีมีเปอร์เซ็นตโ์ปรตีนแตกต่างกนั  
  3 ระดบั 

 
ตารางที ่4  องคป์ระกอบทางเคมีของสูตรอาหารสาํเร็จรูป (%) สาํหรับเล้ียงหอยกาบนํ้าจืด 
                  Chamberlainia hainesiana ท่ีมีโปรตีนแตกต่างกนั 3 ระดบั 
 
Experimental diets 
      (% Protein) 

Moisture % on dry weight basis 

 % Protein Carbohydrate Lipid Fiber Ash 
            35 6.63 36.12 54.70 6.94 1.07 1.17 
            40 7.10 39.54 51.12 6.62 0.95 1.77 
            45 6.85 45.66 43.42 6.59 1.87 2.46 
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5. การทดสอบสูตรอาหารทีผ่่านการคัดเลือกจากการศึกษาประสิทธิภาพการย่อยในหลอดทดลองมา

ทดลองเลีย้ง C. hainesiana อายุ 3 ปี 8 เดือนในห้องปฏิบัติการ 
 
 5.1 การเจริญเติบโตของ C. hainesiana 
 
  C. hainesiana ท่ีเล้ียงในทุกสูตรอาหารไม่พบการตาย ร้อยละท่ีเพิ่มข้ึนของความยาว
เปลือก ความสูง และความหนาของ C. hainesiana ในทุกชุดการทดลองไม่ต่างกนัอยา่งมีนยัสําคญั 
(P > 0.05) โดยร้อยละของนํ้ าหนกัมีค่าลดลงเม่ือเปรียบเทียบกบันํ้ าหนกัตวัเร่ิมตน้ก่อนทาํการทด 
ลองในทุกชุดการทดลอง (ภาพท่ี 8A)  ร้อยละของความยาวเปลือกท่ีเพิ่มข้ึนมีค่าสูงสุดในชุดท่ีเล้ียง
ดว้ยสาหร่ายสดในเดือนท่ี 2 ของการทดลอง และมีค่าสูงในสูตรอาหารสําเร็จรูปโปรตีนร้อยละ 35 
และ 45 ในเดือนท่ี 3 ของการทดลอง  (ภาพท่ี 8B)  ร้อยละของความสูงมีค่าสูงสุดในชุดท่ีเล้ียงดว้ย
สาหร่ายสด และท่ีเล้ียงดว้ยสูตรอาหารสาํเร็จรูปโปรตีนร้อยละ 40 ในเดือนท่ี 3 ของการทดลอง และ
ความหนาของเปลือกมีค่าสูงสุดท่ีเล้ียงดว้ยสูตรอาหารสําเร็จรูปโปรตีนร้อยละ 35 ในเดือนท่ี 3 ของ
การทดลอง (ภาพท่ี 9B)   
 
 5.2 การแสดงออกของเอนไซมย์อ่ยอาหาร 
 
 กิจกรรมจาํเพาะของอะไมเลสจาก C. hainesiana มีค่าสูงสุดในเดือนท่ี 1 โดยเฉพาะหอย
ท่ีเล้ียงดว้ยสาหร่ายสด (P < 0.05) และกิจกรรมจาํเพาะของอะไมเลสมีค่าตํ่าลงในทุกชุดการทดลอง
เม่ือเขา้สู่เดือนท่ี 2 และเดือนท่ี 3 ของการเล้ียง (ภาพท่ี 10) กิจกรรมจาํเพาะของไลเปสมีค่าตํ่าในทุก
ชุดการทดลองในเดือนท่ี 1 (P < 0.05) และเร่ิมมีค่าสูงข้ึนในเดือนท่ี 2 และเดือนท่ี 3 โดยท่ีเดือนท่ี 2 
และเดือนท่ี 3 กิจกรรมจาํเพาะของไลเปสในทุกชุดการทดลองไม่มีความแตกต่างกนัทางสถิติ (P > 
0.05) (ภาพท่ี 11) กิจกรรมจาํเพาะของโปรติเอสมีค่าสูงท่ีสุดในหอยท่ีเล้ียงดว้ยสูตรอาหารสําเร็จรูป
โปรตีนร้อยละ 35 ซ่ึงแตกต่างจากชุดการทดลองอ่ืนอยา่งมีนยัสําคญัทางสถิติ (P < 0.05) (ภาพท่ี 12) 
และไม่พบความสัมพนัธ์ระหว่างการแสดงออกของเอนไซม์ทั้งสามชนิดต่อการเจริญเติบโตของ
หอย (P > 0.05) 
 
 การวิเคราะห์ปัจจยัท่ีมีผลต่อกิจกรรมของเอนไซม์ พบว่าระยะเวลาท่ีใช้ในการเล้ียงมี
อิทธิพลต่อกิจกรรมจาํเพาะของอะไมเลส และไลเปส (P < 0.01) ขณะท่ีกิจกรรมจาํเพาะของ         
โปรติเอสมีอิทธิพลมาจากปฏิสัมพนัธ์ระหวา่งระยะเวลาและสูตรอาหารท่ีใชเ้ล้ียง (P < 0.01) (ตาราง
ท่ี 5) 



43 
 

 

-5.00

-4.00

-3.00

-2.00

-1.00

0.00
ร้อ
ยล

ะท
ี่เพ
ิม่ขึ

น้ข
อง
น า้
หนั

กตั
ว

algae

protein 35

protein 40

protein 45

 

 

0

2

4

6

เดือน  เดือน  เดือน  

ร้อ
ยล

ะท
ีเ่พ
ิม่ข

ึน้ข
อง
คว

าม
ยา
ว algae

protein 35

protein 40

protein 45

 

ภาพที ่8  ร้อยละท่ีเพิ่มข้ึนของนํ้าหนกัตวั (กรัม) (A) และความยาวเปลือก (เซนติเมตร) (B) ของ 
               หอยกาบนํ้าจืด Chamberlainia hainesiana ความแตกต่างอยา่งมีนยัสาํคญั (P < 0.05)  
                แสดงดว้ยตวัอกัษรท่ีต่างกนั  
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ภาพที ่9  ร้อยละท่ีเพิ่มข้ึนของความสูง (มิลลิเมตร) (A) และความหนาของเปลือก (มิลลิเมตร) (B)  
                ของหอยกาบนํ้าจืด Chamberlainia hainesiana ความแตกต่างอยา่งมีนยัสาํคญั (P < 0.05)  
                แสดงดว้ยตวัอกัษรท่ีต่างกนั  
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ภาพที ่10  กิจกรรมจาํเพาะของอะไมเลส (µmol maltose h-1 mg protein-1) ของหอยกาบนํ้าจืด 
                 Chamberlainia hainesiana ท่ีเล้ียงดว้ยอาหาร 4 สูตร (สาหร่ายสด โปรตีนร้อยละ 35, 40  
                 และ 45)  เป็นระยะเวลา 3 เดือน ความแตกต่างอยา่งมีนยัสาํคญั (P < 0.05) แสดงดว้ย 
                 ตวัอกัษรท่ีต่างกนั  
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ภาพที ่11  กิจกรรมจาํเพาะของไลเปส (increase in absorbance at 440 nm h-1 mg protein-1) ของหอย 
    กาบนํ้าจืด Chamberlainia hainesiana ท่ีเล้ียงดว้ยอาหาร 4 สูตร (สาหร่ายสด โปรตีนร้อย 
                 ละ 35, 40 และ 45)  เป็นระยะ เวลา 3 เดือน ความแตกต่างอยา่งมีนยัสาํคญั (P < 0.05) 
                 แสดงดว้ยตวัอกัษรท่ีต่างกนั  
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ภาพที ่12  กิจกรรมจาํเพาะของโปรติเอส (increase in absorbance at 440 nm h-1 mg protein-1) ของ 
                 หอยกาบนํ้าจืด Chamberlainia hainesiana ท่ีเล้ียงดว้ยอาหาร 4 สูตร (สาหร่ายสด  
                โปรตีนร้อยละ 35, 40 และ 45)  เป็นระยะเวลา 3 เดือน ความแตกต่างอยา่งมีนยัสาํคญั 
                 (P < 0.05) แสดงดว้ยตวัอกัษรท่ีต่างกนั  

 
ตารางที ่5  ผลของระยะเวลาเล้ียง (1, 2 และ 3 เดือน) และอาหารท่ีใชเ้ล้ียงหอยกาบนํ้าจืด  
                 Chamberlainia hainesiana (สาหร่ายสด และสูตรอาหารสาํเร็จรูปท่ีมีโปรตีนแตกต่างกนั  
                 3 ระดบั) ต่อกิจกรรมของอะไมเลส ไลเปส และโปรติเอส จากต่อมยอ่ยอาหารรวมกบั  
           กระเพาะอาหารของ  

 

ปัจจยัท่ีมีผลต่อกิจกรรมของเอนไซม ์(P < 0.05) แสดงดว้ยอกัษรตวัหนา      
 
 
 

Enzyme specific 
activity  

สูตรอาหาร ระยะเวลาท่ีเล้ียง สูตรอาหาร x ระยะเวลาท่ีเล้ียง 

 F P F P F P 
amylase 0.497 0.698 15.490 0.004 0.146 0.232 
lipase 1.070 0.430 177.074 0.000 2.503 0.050 
protease 2.762 0.134 0.601 0.578 8.514 0.000 

a 
b b b 

c 

a 

b b 
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5.3 คุณภาพกลา้มเน้ือแอดดกัเตอร์ส่วนทา้ย 
 

 คุณภาพกลา้มเน้ือแอดดกัเตอร์ของ C. hainesiana (RNA, protein และ RNA/protein 
ratio) มีค่าแตกต่างกนัในแต่ละเดือนของการทดลอง (P < 0.05) ปริมาณโปรตีนใน C. hainesiana ท่ี
ไดรั้บอาหารสูตรโปรตีนร้อยละ 40 มีค่าสูงท่ีสุดในเดือนท่ี 1 (P < 0.05) ปริมาณ RNA มีค่าสูงใน
สูตรอาหารโปรตีนร้อยละ 35 และ 40 ในเดือนท่ี 1 มีค่าสูงสุดในสูตรอาหารโปรตีนร้อยละ 40 ใน
เดือนท่ี 2 และมีค่าสูงในสูตรอาหารท่ีสาหร่ายสด และโปรตีนร้อยละ 35 ในเดือนท่ี 3 (P < 0.05) 
ปริมาณ RNA/protein ratio สูงท่ีสุดในหอยท่ีไดรั้บอาหารสูตรโปรตีนร้อยละ 35 ในเดือนท่ี 1 (P < 
0.05) (ภาพท่ี 13) 
 

5.4 ปริมาณกรดไขมนัของ C. hainesiana 

   
       พบปริมาณกรดไขมนัในกลา้มเน้ือแอดดกัเตอร์ส่วนทา้ยของ C. hainesiana ท่ีทดลอง

เล้ียงเป็นระยะเวลา 3 เดือนส่วนใหญ่มีค่าใกลเ้คียงกนัในอาหารทั้ง 4 สูตร  มีกรดไขมนัไม่อ่ิมตวับาง
ชนิดท่ีมีค่าสูงกวา่ชุดการทดลองอ่ืน เช่น กรดไขมนัไม่อ่ิมตวั 18:1n9 และ 18:2n6 ในกลา้มเน้ือแอด
ดกัเตอร์ส่วนทา้ยของหอยท่ีเล้ียงด้วยสูตรอาหารโปรตีนร้อยละ 40 มีค่าสูงกว่าชุดการทดลองอ่ืน 
ส่วนกรดไขมนัไม่อ่ิมตวัท่ีเหลือส่วนใหญ่มีค่าสูงในสูตรอาหารโปรตีนร้อยละ 45 ยกเวน้ 20:5n3 
และ 22:4n6 ท่ีมีค่าสูงสุดในอาหารชุดสาหร่ายสด (ตารางท่ี 6) เม่ือวิเคราะห์ทางสถิติพบว่าไม่มี
ความแตกต่างกนั (P > 0.05) 
 

5.5 คุณภาพนํ้าในการเพาะเล้ียง 

 
 คุณภาพนํ้ าท่ีตรวจวดัในการเพาะเล้ียง C. hainesiana ในตูเ้ล้ียงของทุกชุดการทดลอง

ได้แก่ อุณหภูมินํ้ า (องศาเซลเซียส) อุณหภูมิอากาศ (องศาเซลเซียส) พีเอช ปริมาณออกซิเจนท่ี
ละลายนํ้ า (มิลลิกรัมต่อลิตร) ความเป็นด่าง (ppm CaCO3) คาร์บอนไดออกไซด์อิสระ (ppm CO2) 
ไนเตรท (ppm NO3-N)  ไนไตรท์ (ppm NO2-N)  แอมโมเนีย ไนโตรเจน (ppm NH4-N) การนาํ
ไฟฟ้า (มิลลิซีเมนตต่์อเซนติเมตร) และความกระดา้งของนํ้ า (ppm CaCO3) ไม่มีความแตกต่างกนั 
(P > 0.05) (ตารางท่ี 7) 
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ภาพที ่13  ปริมาณ Protein (mg g-1) (A), RNA (µg g-1) (B) และ RNA/protein ratio (µg mg-1) (C)  
                 ในกลา้มเน้ือแอดดกัเตอร์ส่วนทา้ยของหอยกาบนํ้าจืด Chamberlainia hainesiana ความ 
                  แตกต่างอยา่งมีนยัสาํคญั (P < 0.05) แสดงดว้ยตวัอกัษรท่ีต่างกนั 
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ตารางที ่6  องคป์ระกอบของกรดไขมนัในกลา้มเน้ือแอดดกัเตอร์ส่วนทา้ยของหอยกาบนํ้าจืด     
                  Chamberlainia  hainesiana ท่ีเล้ียงดว้ยสาหร่ายสด และสูตรอาหารสําเร็จรูปท่ีมีโปรตีน

แตกต่างกนั 3 ระดบั 

 
Fatty acid                                                                                             (%) Protein  

 Algae Protein 35 Protein 40 Protein 45 
14:0 1.95 1.76 1.94 1.73 
15:0 0.55 0.56 0.61 0.60 
16:0 29.60 28.93 29.33 27.60 
16:1 4.00 4.45 4.09 4.20 
17:0 2.95 2.99 2.87 3.00 
18:0 6.45 6.75 7.03 6.73 
18:1n9 8.10 8.30 9.29 7.87 
18:2n6 5.80 5.80 5.90 5.63 
18:3n3 9.80 9.56 9.24 8.90 
18:4n3 2.25 2.25 2.20 2.23 
20:1n9 6.80 6.70 6.73 8.73 
20:2n6 1.30 1.30 1.11 1.43 
20:4n6 3.00 3.05 2.89 3.23 
20:5n3 4.70 4.55 4.34 4.57 
21:5n3 1.50 1.43 1.59 1.70 
22:4n3 0.55 0.59 0.43 0.60 
22:4n6 2.65 2.50 2.41 2.53 
22:5n3 1.75 1.70 1.60 1.80 
22:6n3 2.75 2.88 2.64 2.93 
Fatty acid (%) 96.45 96.04 96.24 96.03 
Total Saturated fatty acid (%) 41.50 40.99 41.79 39.67 
Total monounsaturated fatty acid (%) 18.90 19.45 20.10 19.87 
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ตารางที ่7  คุณภาพนํ้าในตูเ้ล้ียงของการเพาะเล้ียงหอยกาบนํ้าจืด Chamberlainia hainesiana  
                  ท่ีเล้ียงดว้ยอาหาร 4 สูตร  
 
Parameter                                                                                     (%) Protein  

 Algae Protein 35 Protein 40 Protein 45 
อุณหภูมินํ้า 
(องศาเซลเซียส) 

19.96±0.27 20.00±0.10 20.57±0.43 20.76±0.32 

อุณหภูมิอากาศ 
(องศาเซลเซียส) 

26.00±0.00 26.00±0.00 26.00±0.00 26.00±0.00 

การนาํไฟฟ้า 
(ms/cm) 

0.31±0.01 0.30±0.01 0.32±0.01 0.28±0.07 

ปริมาณออกซิเจน 
ท่ีละลายในนํ้า  
(mg/L) 

8.68±0.15 8.43±0.21 8.37±0.13 8.33±0.09 

พีเอช 
 

7.65±0.03 7.58±0.03 7.53±0.04 7.56±0.02 

ความเป็นด่าง  
(ppm CaCO3) 

57.66±14.12 57.75±7.07 63.74±11.07 55.34±6.18 

ความกระดา้ง  
(ppm CaCO3) 

97.69±3.98 97.02±6.71 101.11±2.44 95.69±5.76 

ปริมาณคาร์บอนได 
ออกไซดอิ์สระ 
(ppm CO2) 

2.39±1.06 2.39±1.06 1.94±0.29 2.28±1.07 

ไนเตรท  
(ppm NO3-N) 

0.69±0.03 0.64±0.02 0.68±0.03 0.69±0.01 

ไนไตรท ์ 
(ppm NO2-N) 

0.89±0.01 0.83±0.01 0.86±0.01 0.79±0.01 

แอมโมเนียไนโตรเจน 
(ppm NH4-N) 

0.021±0.001 0.023±0.001 0.022±0.001 0.021±0.001 
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6. การเจริญเติบโต การเปลี่ยนแปลงของ RNA, protein และ trypsin- like enzyme ในเซลล์

สืบพนัธ์ุของ C. hainesiana อายุ 3 ปี 5 เดือนทีเ่ลีย้งในบ่อดิน   
  

6.1 การเจริญเติบโตของ C. hainesiana ท่ีแขวนในบ่อดิน   
 

                การเจริญเติบโตดา้นความยาว (เซนติเมตร) ความสูง (มิลลิเมตร) และนํ้ าหนกัตวั (กรัม) 
ของ C. hainesiana ท่ีเล้ียงในบ่อดินในรอบปีไม่มีความแตกต่างกนั (P > 0.05) ยกเวน้ความหนา 
(มิลลิเมตร) ท่ีมีความแตกต่างกนั (P < 0.01) (ตารางท่ี 8) 
 
 6.2 การเปล่ียนแปลงของ RNA, protein และ trypsin- like enzyme ในเซลลสื์บพนัธ์ุของ  
C. hainesiana ท่ีเล้ียงในบ่อดิน   
  
 ความเขม้ขน้ของ RNA และ protein ในเซลล์สืบพนัธ์ุของ C. hainesiana ในรอบปีมี
ความแตกต่างกนั (P < 0.05) ปริมาณ RNA มีค่าสูงสุดในเดือนธนัวาคม 2552 และเร่ิมตํ่าลงอยา่ง
ต่อเน่ืองเม่ือเขา้สู่เดือนมกราคมจนถึงเดือนเมษายน 2553 และเร่ิมมีปริมาณสูงข้ึนเม่ือเขา้สู่เดือน
มิถุนายน 2553 (ภาพท่ี 14) สาํหรับปริมาณ protein มีปริมาณสูงในเดือนพฤศจิกายน 2552 มิถุนายน 
2553 และ ตุลาคม 2553 ความเขม้ขน้ของ RNA พบว่ามีความสัมพนัธ์แบบแปรผนัตรงกบัความ
เขม้ขน้ของ protein (r = 0.629, P < 0.01) (ภาพท่ี 14) และมีความสัมพนัธ์แบบแปรผกผนักบัระดบั
ของ trypsin-like enzyme (r = -0.414, P < 0.01) (ภาพท่ี 15) 
  
 ความเขม้ขน้ของ RNA/protein ratio มีค่าแตกต่างกนัในรอบปี (P < 0.05) โดยมี
แนวโนม้สูงข้ึนในช่วงเดือนพฤศจิกายน 2552 ถึงเดือนธนัวาคม 2552 และมีค่าตํ่าลงในช่วงมกราคม 
2553 จนถึงมิถุนายน 2553 เม่ือเขา้สู่เดือนกรกฎาคม 2553 มีค่าเพิ่มสูงข้ึนอยา่งมาก และลดตํ่าลงเม่ือ
เขา้สู่เดือนสิงหาคม 2553 ความเขม้ขน้ของ RNA/protein ratio มีความสัมพนัธ์แบบแปรผกผนักบั
การแสดงออกของ trypsin-like enzyme (r = -0.339, P < 0.01) (ภาพท่ี 16) 
 
 trypsin-like enzyme ไม่พบวา่มีความสัมพนัธ์กบันํ้าหนกั (กรัม) ความสูง (มิลลิเมตร)  
(P > 0.05) แต่มีความสัมพนัธ์แบบแปรผกผนักบัความหนา (มิลลิเมตร) (r = -0.277, P < 0.01) และ
ความยาว (เซนติเมตร) ของ C. hainesiana (r = -0.275, P < 0.01) (ตารางท่ี 9) 
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ตารางที ่8  การเจริญเติบโตในรอบปีของหอยกาบนํ้าจืด Chamberlainia  hainesiana เพศเมียอาย ุ 
      3 ปี 5 เดือนท่ีเล้ียงในบ่อดิน 
 
 นํ้าหนกั  

(กรัม) 
ความยาว 

(เซนติเมตร) 
ความหนา 
(มิลลิเมตร) 

ความสูง  
(มิลลิเมตร) 

พ.ย. 52 555.33±53.17 15.24±0.77 50.58±1.65a 91.44±3.58 
ธ.ค. 52 560.41±43.19 15.31±0.36 50.78±1.45a 91.44±3.58 
ม.ค. 53 569.56±50.17 15.37±0.98 51.13±1.03ab 91.44±3.58 
ก.พ. 53 570.33±61.88 15.40±0.73 51.43±1.78ab 92.63±4.37 
มี.ค. 53 580.89±60.95 15.63±0.70 51.59±1.78ab 92.77±4.35 
เม.ย. 53 592.00±63.95 15.71±0.67 52.51±1.67ab 93.43±4.28 
พ.ค. 53 599.33±66.24 15.87±0.70 53.70±1.84b 93.62±4.26 
มิ.ย. 53 604.00±66.45 15.95±0.69 53.91±1.88b 93.81±4.25 
ก.ค. 53 608.33±66.50 16.13±0.69 54.08±1.89b 93.96±4.26 
ส.ค. 53 613.33±66.64 16.23±0.68 54.26±1.92bd 94.10±4.22 
ก.ย. 53 620.00±69.15 16.28±0.69 54.43±1.94d 94.27±4.17 
ต.ค. 53 659.33±100.94 16.37±0.69 54.59±1.98d 94.38±4.16 
 
ความแตกต่างอยา่งมีนยัสาํคญัในคอลมัน์เดียวกนั (P < 0.05) แสดงดว้ยอกัษรต่างกนั 
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ภาพที ่14  ความสัมพนัธ์ของปริมาณ RNA (µg g-1) และปริมาณ protein (mg g-1) ของหอยกาบนํ้า 
 จืด Chamberlainia  hainesiana ท่ีเล้ียงในบ่อดิน ตั้งแต่เดือนพฤศจิกายน 2552 ถึงเดือน 
 ตุลาคม 2553 ความแตกต่างอยา่งมีนยัสาํคญั (P < 0.05) แสดงดว้ยตวัอกัษรท่ีต่างกนั 
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ภาพที ่15  ความสัมพนัธ์ของปริมาณ RNA (µg g-1) และ trypsin-like enzyme (µmol p-nitroaniline  
     produced h-1 mg protein1) ของหอยกาบนํ้าจืด Chamberlainia  hainesiana  ท่ีเล้ียงในบ่อ 
                  ดิน ตั้งแต่เดือนพฤศจิกายน 2552 ถึงเดือนตุลาคม 2553 ความแตกต่างอยา่งมีนยัสาํคญั  
                  (P < 0.05) แสดงดว้ยตวัอกัษรท่ีต่างกนั 

a a 
a 

ab 

ab 

ab abc  bcd 

 cde 
 de  de 

a ab 

ab 
ab 

ab 
ab 

b 

c 
c 

c c 

a a 
ab 

ab ab abc 
 bcd 

 cde 
 de  de 

b 

 cde 

a a a a ab ab 
bc bc 

bc 
c 

d 

d 



54 
 

0

5

10

15

20

25

0

2

4

6

8

10

12

พย    ธค มค   กพ มีค เมย พค มิย กค สค กย ตค 

Tr
yp

sin
-li

ke
 sp

ec
ifi

c a
cti

vit
y

RN
A/

pr
ote

in
 ra

tio

เดือน
RNA/protein Trypsin specific acitivity

ภาพที ่16  ความสัมพนัธ์ของปริมาณ RNA/protein ratio (µg mg-1) และ trypsin-like enzyme (µmol  
 p-nitroaniline produced h-1 mg protein1) ของหอยกาบนํ้าจืด Chamberlainia hainesiana  
 ท่ีเล้ียงในบ่อดิน ตั้งแต่เดือนพฤศจิกายน 2552 ถึงเดือนตุลาคม 2553 ความแตกต่างอยา่งมี 
 นยัสาํคญั (P < 0.05) แสดงดว้ยตวัอกัษรท่ีต่างกนั 
 
ตารางที ่9  สัมประสิทธ์ิสหสมัพนัธ์ของเพียร์สัน (r) แสดงค่าความสัมพนัธ์ระหวา่ง trypsin-like  
                  enzyme กบัขนาดของหอยกาบนํ้าจืด Chamberlainia  hainesiana 
 
 นํ้าหนกั ความสูง  ความหนา ความยาว 
 (กรัม) (มิลลิเมตร) (มิลลิเมตร) (เซนติเมตร) 
Trypsin-like enzyme -0.150 -0.144 -0.277** -0.275** 
 
 **P < 0.01 
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 7. การสร้างเซลล์สืบพนัธ์ุของ C. hainesiana เพศเมียอายุ 3 ปี 5 เดือนที่เลีย้งในบ่อดินในรอบปี 
และความสัมพนัธ์ของการสร้างเซลล์สืบพนัธ์ุกบัปัจจัยด้านต่างๆ  

  
7.1 การสร้างเซลลสื์บพนัธ์ุของ C. hainesiana เพศเมียท่ีเล้ียงในบ่อดินในรอบปี 

 
 เม่ือนาํของเหลวจากอวยัวะสร้างเซลลสื์บพนัธ์ุมาตรวจดูภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ สามารถ 

แบ่งเซลล์สืบพนัธ์ุเพศเมียของ C. hainesiana ไดเ้ป็น 3 ระยะ  คือ immature oocyte  ซ่ึง immature 
oocyte สามารถแบ่งเป็น 2 ระยะยอ่ย  (immature oocyte I และ II)  และ maturing oocyte I ซ่ึงเป็น
ระยะท่ีไข่เจริญเกือบเต็มท่ี (ภาพท่ี 17) โดย immature oocyte I พบมากกว่าร้อยละ 99.85 ของทุก
เดือนตลอดทั้งปี (ตารางท่ี10)  มีเส้นผา่นศูนยก์ลางเฉล่ีย 40.6 ±5.1 ไมโครเมตร รองลงมาคือระยะ 
immature oocyte II มีเส้นผา่นศูนยก์ลางเฉล่ีย 103.34±17.0 ไมโครเมตร พบตลอดทั้งปียกเวน้เดือน
กรกฎาคม และระยะ maturing oocyte I พบเฉพาะเดือนพฤศจิกายน มกราคม และกนัยายน โดย
เดือนมกราคมพบไข่ขนาดใหญ่ท่ีสุดมีค่าเฉล่ียเท่ากบั 305.5±191.4 ไมโครเมตร (ตารางท่ี 11) (ภาพ
ท่ี 18)  
 

 
A 

 
B 

 
                 C 

 
ภาพที ่17  เซลลสื์บพนัธ์ุเพศเมียระยะ immature oocyte I (A), immature oocyte II (B) และ  
     maturing oocyte I (C) 

500 µm 
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ภาพที ่18  ร้อยละจาํนวนเซลลสื์บพนัธ์ุเพศเมียระยะ maturing oocyte I ของหอยกาบนํ้าจืด  
                   Chamberlainia hainesiana เล้ียงในบ่อดิน ตั้งแต่เดือนพฤศจิกายน 2552 ถึงเดือนตุลาคม  
                 2553 
  
ตารางที ่10  ร้อยละจาํนวนเซลลสื์บพนัธ์ุระยะต่างๆในรอบปีของหอยกาบนํ้าจืด Chamberlainia  

  hainesiana เพศเมียอาย ุ3 ปี 5 เดือน ท่ีเล้ียงในบ่อดิน ระหวา่งเดือนพฤศจิกายน 2552 ถึง  
                    ตุลาคม 2553 

 

เดือน 
                                   ร้อยละจาํนวนเซลลสื์บพนัธ์ุ 

immature oocyte I immature oocyte II maturing egg 
พฤศจิกายน  99.89 0.09 0.02 
มกราคม  99.85 0.02 0.12 
มีนาคม  99.94 0.06 0.00 
พฤษภาคม  99.93 0.07 0.00 

กรกฎาคม  100.00 0.00 0.00 
กนัยายน  99.88 0.10 0.02 
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ตารางที ่11  ขนาดของเซลลสื์บพนัธ์ุเฉล่ียระยะต่างๆในรอบปี ของหอยกาบนํ้าจืด Chamberlainia   
    hainesiana เพศเมียท่ีเล้ียงในบ่อดิน ระหวา่งเดือนพฤศจิกายน 2552 ถึง ตุลาคม 2553 
 

เดือน 
                  ขนาดของเซลลสื์บพนัธ์ุเฉล่ียในระยะต่างๆ (μm) 

immature oocyte I immature oocyte II maturing egg 

พฤศจิกายน  39.8±4.3 104.4±8.0 190±0.00 
มกราคม  39.8±2.7 120±0.00 305.5±191.4 
มีนาคม  38.4±6.5 76.9±0.00 - 
พฤษภาคม  44.8±7.1 96.3±0.00 - 
กรกฎาคม  35.9±0.8 - - 
กนัยายน  44.9±1.8 119.1±12.7 220±42.4 

 
 7.2 ความสัมพนัธ์ของการสร้างเซลลสื์บพนัธ์ุของ C. hainesiana เพศเมียกบัการเปล่ียน 
แปลงของกิจกรรม trypsin-like enzyme ปริมาณ RNA และปริมาณ protein 
 

 การสร้างเซลล์สืบพนัธ์ุเพศเมียระยะต่างๆ พบว่ามีความสัมพนัธ์กับ กิจกรรมของ 
trypsin-like enzyme ปริมาณ RNA และปริมาณ protein ท่ีพบในอวยัวะสร้างเซลล์สืบพนัธ์ุของเพศ
เมีย C. hainesiana ระหว่างเดือนพฤศจิกายน 2552 ถึง ตุลาคม 2553 จาํนวนเซลล์สืบพนัธ์ุระยะ 
maturing oocyte I ท่ีพบในเดือนพฤศจิกายน มกราคม และกนัยายน มีความสัมพนัธ์แบบแปรผนั
ตรงกบักิจกรรมของ trypsin-like enzyme  (r = 0.812, P < 0.01) และกิจกรรมของ trypsin-like 
enzyme  มีความสัมพนัธ์แบบแปรผกผนั RNA/protein ratio (r = -0.339, P < 0.01) (ภาพท่ี 18) 
สาํหรับปริมาณ protein มีความสัมพนัธ์แบบแปรผกผนักบัการสร้างไข่ระยะ immature oocyte I (r = 
-0.533, P < 0.01) และ immature oocyte II (r = -0.517, P < 0.01)  
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ภาพที ่19  ร้อยละจาํนวนเซลลสื์บพนัธ์ุเพศเมียระยะ maturing oocyte I กบัการเปล่ียนแปลงของ  
  trypsin-like enzyme (µmol p-nitroaniline produced h-1 mg protein1) และ RNA/protein  
  ratio (µg mg-1) ของหอยกาบนํ้าจืด Chamberlainia  hainesiana เล้ียงในบ่อดิน ตั้งแต่ 
  เดือนพฤศจิกายน 2552 ถึงเดือนตุลาคม 2553 

 
 7.3 ความสัมพนัธ์ของการสร้างเซลลสื์บพนัธ์ุของ C. hainesiana เพศเมียกบัคุณภาพนํ้า 

 
 คุณภาพนํ้ าท่ีตรวจวดัได้จากบ่อดินท่ีเล้ียงหอยตลอดทั้งปีได้แก่ อุณหภูมินํ้ า อุณหภูมิ

อากาศ  พี เอช ป ริมาณออกซิ เจน ท่ีละลาย ในนํ้ า  การนําไฟฟ้า  ความ เ ป็นด่าง  ปริมาณ
คาร์บอนไดออกไซด์อิสระ  ไนเตรท ไนไตรท ์และปริมาณแอมโมเนียไนโตรเจน มีความแตกต่าง
กนั (P < 0.05) ส่วนความกระดา้งของนํ้าไม่มีความแตกต่างกนั (P > 0.05)  

  
 จาํนวนร้อยละของเซลลสื์บพนัธ์ุระยะ immature oocyte I  มีความสัมพนัธ์แบบแปรผนั

ตรงกบัอุณหภูมินํ้ า (r = 0.661, P < 0.05) อุณหภูมิอากาศ (r = 0.690, P < 0.05) และมีความสัมพนัธ์
แบบแปรผกผนักบัพีเอช (r = -0.766, P < 0.01)  
 

      จาํนวนร้อยละเซลลสื์บพนัธ์ุระยะ immature oocyte II  มีความสัมพนัธ์แบบแปรผนัตรง
กบัความเป็นด่าง (r = 0.683, P < 0.05) ไนเตรท (r = -0.676, P < 0.01) และมีความสัมพนัธ์แบบ
แปร ผกผนักบัปริมาณคาร์บอนไดออกไซดอิ์สระ  (r = -0.736, P < 0.01)  

ร้อยละ 0.02 ร้อยละ 0.02 
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      จาํนวนร้อยละของเซลล์สืบพนัธ์ุระยะ maturing oocyte I มีความสัมพนัธ์แบบแปรผก 
ผนักบัอุณหภูมินํ้ า (r = -0.777, P < 0.01) อุณหภูมิอากาศ (r = -0.657, P < 0.05) การนาํไฟฟ้า         
(r = -0.799, P < 0.01) และปริมาณออกซิเจนท่ีละลายในนํ้า (r = -0.867, P < 0.01) (ตารางท่ี 12) 
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ตารางที ่12  สัมประสิทธ์ิสหสัมพนัธ์ของเพียร์สัน (r) แสดงค่าความสัมพนัธ์ระหวา่งคุณภาพนํ้ากบั 
      ร้อยละจาํนวนเซลล์สืบพนัธ์ุของหอยกาบนํ้าจืด Chamberlainia  hainesiana 

 

Parameter         Oocyte stage  
 immature oocyte I immature oocyte II maturing oocyte I 

อุณหภูมินํ้า 
(องศาเซลเซียส) 

0.611* 0.309 -0.777** 

อุณหภูมิอากาศ 
(องศาเซลเซียส) 

0.690* 0.306 -0.657* 

การนาํไฟฟ้า 
(ms/cm) 

0.565 0.453 -0.799** 

ปริมาณออกซิเจนท่ีละลาย
ในนํ้า 
(mg/L) 

-0.216 0.469 -0.867** 

พีเอช 
 

-0.716** 0.-329 0.239 

ความเป็นด่าง  
(ppm CaCO3) 

-0.007 0.683* -0.410 

ความกระดา้ง  
(ppm CaCO3) 

-0.330 0.414 -0.184 

ปริมาณาร์บอนไดออกไซด์
อิสระ 
(ppm CO2) 

-0.076 -0.726** 0.193 

ไนเตรท  
(ppm NO3-N) 

-0.087 0.676* -0.380 

ไนไตรท ์ 
(ppm NO2-N) 

0.432 0.213 -0.061 

แอมโมเนียไนโตรเจน 
(ppm NH4-N) 

0.176 0.059 0.422 

 

*P<0.05, **P<0.01 
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วจิารณ์ 
 

1.  คุณลกัษณะของเอนไซม์ย่อยอาหารจาก C. hainesiana อายุ 14 เดือน 
 
1.1  คุณลกัษณะของเอนไซมอ์ะไมเลส 

 
 รูปแบบของอะไมเลสมีทั้งเอสิดอะไมเลส พบแสดงกิจกรรมสูงสุดท่ีพีเอช 6 นิวทรัล   

อะไมเลสแสดงกิจกรรมท่ีพีเอช 7 และแอลคาไลน์อะไมเลสแสดงกิจกรรมท่ีพีเอช 8 เม่ือศึกษา
กิจกรรมของอะไมเลสในสภาวะเปล่ียนแปลงอุณหภูมิ 20-80 องศาเซลเซียส พบวา่อะไมเลสแสดง
กิจกรรมสูงสุดท่ีอุณหภูมิ 40 องศา 
 

กิจกรรมของอะไมเลสมีการเปล่ียนแปลงข้ึนกบัปัจจยัต่างๆ เช่น นิสัยการกินอาหาร     
(วีระพงศ,์ 2536) ระยะการเจริญเติบโต (Thongprajukaew et al., 2010) และความแตกต่างระหวา่ง
เพศ (Areekijseree et al., 2004) อยา่งไรก็ตามสภาวะท่ีเหมาะสมสําหรับศึกษากิจกรรมของอะไม 
เลส ระยะตวัเตม็วยัของ C. hainesiana คือพีเอช 6 อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เปรียบเทียบกบัสัตวน์ํ้ า
ชนิดอ่ืนพบว่ามีลกัษณะเช่นเดียวกบัอะไมเลสท่ีพบในนิวทรัลอะไมเลสในหอยแมลงภู่ (Mytilus 
chilensis) ซ่ึงแสดงกิจกรรมจาํเพาะสูงสุดในช่วงพีเอช 6-7 และอุณหภูมิ 30-40 องศาเซลเซียส 
(Fernandez et al., 2001) เช่นเดียวกบันิวทรัลอะไมเลสท่ีพบในปู Scylla serrata (Pavasovic et al., 
2004) ดงันั้นอะไมเลสท่ีทาํงานไดดี้ในช่วงพีเอช 6-7 ใน C. hainesiana น่าจะมีบทบาทสําคญัและ
เป็นเอนไซมห์ลกัในการยอ่ยสารอาหารประเภทคาร์โบไฮเดรต สําหรับสภาวะท่ีเหมาะสมสําหรับ
ศึกษาอะไมเลสในสัตวน์ํ้ าชนิดอ่ืน เช่น แอสิดอะไมเลสทาํงานไดดี้ท่ีพีเอช 4.5–5 ใน Redfish 
(Sebastes entella) (Munilla-Moran and Saborido-Rey, 1996) นิวทรัลอะไมเลสในหอยกาบนํ้ าจืด 
(H. bialatus) ทาํงานไดดี้ท่ีพีเอช 7 อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส (Supannapong et al., 2008) และแอล
คาไลน์อะไมเลสในปลากดั (Betta splendens) ทาํงานไดดี้ท่ีพีเอช 8 อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส 
(Thongprajukaew et al., 2010) 

 
1.2 คุณลกัษณะของเอนไซมโ์ปรติเอส 
 

  พบกิจกรรมจาํเพาะสูงสุดของแอสิดโปรติเอสใน C. hainesiana เท่านั้น เช่นเดียวกบั
หอยกาบนํ้ าจืด H. bialatus ท่ีพบเอสิดโปรติเอสในกระเพาะอาหารรวมต่อมย่อยอาหาร โดยแสดง
กิจกรรมจาํเพาะสูงสุดท่ีพีเอช 5 (ปรางคทิ์พย,์ 2548) โปรติเอสจะมีประสิทธิภาพการย่อยไดดี้ เม่ือ
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ทาํงานท่ีพีเอชเหมาะสม จึงจะแสดงกิจกรรมจาํเพาะไดสู้งข้ึน และสภาวะเป็นกรดของกระเพาะอาหาร
รวมกบัต่อมย่อยอาหารของหอยกาบนํ้ าจืดอาจจะเหมาะสมต่อการแสดงกิจกรรมจาํเพาะของเปปซิน
มากกว่า ดงันั้นในกระเพาะอาหารรวมกบัต่อมย่อยอาหารจึงมีกิจกรรมจาํเพาะของเอสิดโปรติเอสมาก 
กว่าแอลคาไลน์โปรติเอส ซ่ึงแอลคาไลน์โปรติเอสอาจมีค่าน้อยมากจนไม่สามารถแสดงผลออกมาได ้ 
หรืออาจเป็นเพราะการใช้ azocasein เป็นสับสเตรทซ่ึง azocasein ไม่ใช่สับสเตรทจาํเพาะสําหรับ          
โปรติเอสชนิดใดชนิดหน่ึง จึงถือเป็นการศึกษากิจกรรมของโปรติเอสโดยรวม (Garcia-Carreno and 
Harrd, 1993) ซ่ึงอาจเป็นสาเหตุท่ีทาํให้กิจกรรมของโปรติเอสท่ีวดัไดค้่อนขา้งตํ่า ซ่ึงถา้ใชส้ับสเตรทท่ีมี
ความจาํเพาะต่อโปรติเอสแต่ละชนิด อาจจะทาํให้สามารถตรวจวดักิจกรรมจาํเพาะของโปรติเอสได้
ชดัเจนข้ึน  

 
 การทดลองน้ีมีความแตกต่างจากการศึกษาในสัตวน์ํ้ าชนิดอ่ืน เช่น ในปลาสวายหนู 

(Helicophagus leptorhynchus) ท่ีพบวา่โปรติเอสจะแสดงกิจกรรมจาํเพาะสูงสุดท่ีพีเอช 9 ทุกระยะ
การเจริญเติบโต ดงันั้นจึงถือไดว้่าแอลคาไลน์โปรติเอสเป็นเอนไซม์หลกัสําหรับการย่อยสารอาหาร
ประเภทโปรตีนในทุกระดบัการเจริญของปลาชนิดน้ี (จนัทกานต,์ 2550) ขณะท่ี Simpson (2000) 
รายงานว่าแอลคาไลน์โปรติเอสของปลาโดยทัว่ไปแสดงกิจกรรมจาํเพาะสูงในช่วงพีเอช 8-10 
ขณะที่ เอสิดโปรติ เอสจากกระเพาะอาหารแสดงกิจกรรมจาํ เพาะสูงในช่วงพี เอช  2-4   
ส่วน Castillo-Yanez et al. (2004) รายงานวา่เอนไซมย์อ่ยโปรตีนท่ีสกดัจากลาํไส้ของปลาซาร์ดีน 
Sardinops sagax caerulae แสดงกิจกรรมจาํเพาะไดสู้งท่ีพีเอช 10 และแสดงกิจกรรมจาํเพาะไดต้ํ่าท่ี 
พีเอช 3 แอลคาไลน์โปรติเอสท่ีสกดัจากลาํไส้เล็กของปลานิล O. niloticus ซ่ึงเป็นปลากินพืชท่ีเป็น
แหล่งโปรตีนสูงสาํหรับมนุษย ์มีพีเอชและอุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อการแสดงกิจกรรมจาํเพาะท่ีพีเอช 
8 อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส (Bezerra et  al., 2005) ขณะท่ีแอลคาไลน์โปรติเอสจากลาํไส้และตบั
อ่อนของปลาอะโรวาน่าสามารถแสดงกิจกรรมจาํเพาะไดท้ั้งสภาวะกรดพีเอช 2-3 และสภาวะเบสพี
เอช 12 ส่วนเอสิดโปรติเอสจากกระเพาะอาหารมีพีเอชท่ีเหมาะสมต่อการแสดงกิจกรรมจาํเพาะ
ประมาณ 1-2 (Natalia et al., 2004) เช่นเดียวกบัการศึกษาในปลากินเน้ือ 3 ชนิด คือ Sebastes 
mentella, Sparus aurata และ Scophthalmus maximus พบโปรติเอสในกระเพาะอาหารแสดง
กิจกรรมจาํเพาะท่ีพีเอช 2 และแสดงกิจกรรมจาํเพาะไดสู้งท่ีพีเอช 9.5-10 (Munilla-Moran and 
Saborido-Rey, 1996) พีเอชท่ีเหมาะสมต่อการแสดงกิจกรรมจาํเพาะของโปรติเอสในกุง้ Pleoticus 
muelleri มีค่า ประมาณ 7.5-8 (Gimenez et al., 2001)  
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1.3 คุณลกัษณะของเอนไซมไ์ลเปส 

 
  ไลเปสของ C. hainesiana แสดงกิจกรรมจาํเพาะท่ีอุณหภูมิ 40 และ 50 องศาเซลเซียส 

และแสดงกิจกรรมสูงสุดท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียสท่ีพีเอช  8 ดงันั้นจึงถือไดว้า่แอลคาไลน์ไลเปส
เป็นเอนไซมห์ลกัสาํหรับการยอ่ยสารอาหารประเภทไขมนัของ C. hainesiana เม่ือเปรียบเทียบกบัสัตว์
นํ้าชนิดอ่ืน สอดคลอ้งกบัไลเปสในหอยกาบนํ้าจืด H. bialatus  ท่ีพบวา่ในลาํไส้และกระเพาะอาหาร
มีพีเอชท่ีเหมาะสมต่อการแสดงกิจกรรมของไลเปสประมาณ 8 และอุณหภูมิอยูใ่นช่วง 35-55 องศา
เซลเซียส แต่กิจกรรมของไลเปสในลําไส้มีค่าตํ่ากว่ากิจกรรมของไลเปสในกระเพาะอาหาร 
(Areekijseree et al., 2002) ซ่ึงใกลเ้คียงกบัการศึกษาไลเปสในปลาสวายหนู (H. leptorhynchus) ท่ี
พบไลเปสแสดงกิจกรรมสูงสุดท่ีพีเอช 8 อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียสทุกระยะการเจริญเติบโต      
(จนัทกานต์, 2550) ซ่ึงใกลเ้คียงกบัแอลคาไลน์ไลเปส (พีเอช 8) ในปลากดั (B. splendens) พบว่า
ทาํงานไดดี้ท่ี 20 ถึง 40 และ 60 องศาเซลเซียส ทั้งเพศผูแ้ละเพศเมีย แตกต่างจากการศึกษาใน red 
drum ของ Lazo et al. (2007) ท่ีพบนิวทรัลไลเปส (พีเอช 7) มีสภาวะอุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อการ
ทาํงานท่ี 20 และ 40 องศาเซลเซียส 
 

2. คุณลกัษณะของ trypsin-like enzyme ในโอโอไซต์จาก C. hainesiana อายุ 3 ปี 
 
 trypsin-like enzyme ในโอโอไซต์มีสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการทาํงานท่ีพีเอช 6 อุณหภูมิ 50 
องศาเซลเซียส แตกต่างจาก trypsin-like enzyme ในโอโอไซต์ของปลากดัท่ีมีสภาวะเหมาะสม       
ต่อการทาํงานท่ีพีเอช 10 อุณหภูมิ 20–30 องศาเซลเซียส และมีกิจกรรมตํ่าท่ี 40 และ 50 องศา
เซลเซียส ขณะท่ีทริปซินและไคโมทริปซินในระบบย่อยอาหารปลากดัท่ีพีเอชดงักล่าวพบว่ามี
อุณหภูมิท่ีเหมาะสมในช่วง 30–35 และ 40 องศาเซลเซียส ตามลาํดบั (การุณ, 2554) ซ่ึงไม่พบ
กิจกรรมของทริปซินและไคโมทริปซินในระบบย่อยอาหารของ C. hainesiana ความแตกต่าง
เก่ียวกบัรูปแบบอุณหภูมิของเซรีนโปรติเอสในโอโอไซต์กบัในระบบยอ่ยอาหารแสดงให้เห็นถึง
ความแตกต่างทางดา้นไอโซฟอร์มในแต่ละเน้ือเยื่อของส่ิงมีชีวิต 
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3. ประสิทธิภาพการย่อยอาหารหรือวตัถุดิบอาหารในหลอดทดลองจาก C. hainesiana อายุ 3 ปี 
 
 3.1 ประสิทธิภาพการยอ่ยโปรตีนในวตัถุดิบอาหาร 
 

 การศึกษาประสิทธิภาพการย่อยในหลอดทดลองพบว่าแหล่งโปรตีนท่ีเหมาะสม
สาํหรับ C. hainesiana คือ กากถัว่เหลือง (โปรตีนร้อยละ 39.52) ซ่ึงโดยทัว่ไปกากถัว่เหลืองนิยมใช้
กนัแพร่หลายเพื่อทดแทนปลาป่นในสูตรอาหารเล้ียงสัตวน์ํ้ า เช่น ปลา เน่ืองจากราคาไม่แพงและมี
ความสมดุลของกรดอะมิโน การศึกษาของ Chou et al. (2004) พบวา่การแทนท่ีปลาป่นดว้ยกากถัว่
เหลืองร้อยละ 40 ทาํให้การเจริญเติบโตและการใช้ประโยชน์จากโปรตีนของ cobia (Rachycentron 
canadum) อยูใ่นสภาวะปกติ สําหรับ Spirulina sp. ซ่ึงมีประสิทธิภาพการยอ่ยในระดบัรองลงมามี
โปรตีนสูง (ร้อยละ 46.14) มีกรดอะมิโนจาํเป็น วิตามินในระดบัท่ีพอเหมาะ (Peirettie and Meineri, 
2008) น่าจะใชเ้ป็นแหล่งของโปรตีนได้ดี เน่ืองจากไม่มีผนงัเซลล์ จึงทาํให้ย่อยและดูดซึมได้ง่าย 
(Nandeesha et al., 1998) ขณะท่ีเลือดป่นพบวา่ไม่ควรใช้เป็นวตัถุดิบอาหารหลกัในอาหารสัตว ์
นอกจากจะไม่พบวา่ไม่มีประสิทธิภาพการยอ่ยโปรตีนในหลอดทดลองแลว้ยงัมีปริมาณกรดอะมิโน
ไอโซลิวซีน และไกลซีนในระดบัตํ่า (Khawaja et al., 2007)  
 
 3.2 ประสิทธิภาพการยอ่ยคาร์โบไฮเดรตในวตัถุดิบอาหาร 
 

 แหล่งคาร์โบไฮเดรตท่ีเหมาะสมสําหรับ C. hainesiana คือ ปลายขา้ว การศึกษาของ 
Areekijseree et al. (2006) และ Supannapong et al. (2008) พบวา่การยอ่ยโปรตีนเป็นปัจจยัหลกัท่ี
ใช้ประเมินคุณภาพของอาหาร โดยมีปัจจยัรองคือประสิทธิภาพการย่อยคาร์โบไฮเดรต อย่างไรก็
ตามการดดัแปลงโครงสร้างของวตัถุดิบอาหารใหมี้การเจลาติไนซ์ท่ีเหมาะสม อาจช่วยปรับปรุงการ
ใช้ประโยชน์จากวตัถุดิบอาหารให้ดีข้ึน เช่นเดียวกบัการศึกษาท่ีพบว่าสมบติัในการเจลาติไนซ์ 
(Kumar et al., 2006) และการละลายนํ้ า (Lee et al., 2006) ของแป้งมีผลต่อประสิทธิภาพการยอ่ย
หรือการใชป้ระโยชนจ์ากคาร์โบไฮเดรต สอดคลอ้งกบัการศึกษาของ การุณ (2554) ท่ีพบวา่การเพิ่ม
ประสิทธิภาพการยอ่ยคาร์โบไฮเดรตของอาหารท่ีผา่นการไมโครเวฟในปลากดัวยัอ่อน (P < 0.05, 
pooled data) เกิดข้ึนเน่ืองจากการมีสมบติัทางกายภาพและชีวภาพท่ีเหมาะสมสําหรับการทาํงาน
ของอะไมเลสซ่ึงควรมีการศึกษาต่อไปในอนาคต 
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 3.3 ประสิทธิภาพการยอ่ยวตัถุดิบอาหารของสูตรอาหาร 3 สูตร 
 

 ประสิทธิภาพการย่อยโปรตีน และคาร์โบไฮเดรตในวตัถุดิบอาหารของสูตรอาหาร 3 
สูตร ไม่มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัสาํคญั  (P > 0.05) ประสิทธิภาพการยอ่ยโปรตีนในสูตรอาหาร 
3 สูตร เม่ือเปรียบเทียบกบัการทดสอบประสิทธิภาพการยอ่ยของแต่ละวตัถุดิบอาหารมีค่าใกลเ้คียง
กนั ในขณะท่ีประสิทธิภาพการยอ่ยคาร์โบไฮเดรตจาก 3 สูตรอาหารมีค่าตํ่ากวา่เกือบ 8 เท่า อาจเป็น
เพราะสัดส่วนของปลายขา้วท่ีใชเ้ป็นสับเสตรทในสูตรอาหารมีปริมาณนอ้ย ทาํให้ประสิทธิภาพการ
ยอ่ยคาร์โบไฮเดรตในหลอดทดลองมีค่าตํ่า 
 
4. การทดสอบสูตรอาหารทีผ่่านการคัดเลือกจากการศึกษาประสิทธิภาพการย่อยในหลอดทดลองมา

ทดลองเลีย้ง C. hainesiana อายุ 3 ปี 8 เดือนในห้องปฏิบัติการ 
 

4.1 การเจริญเติบโตของ C. hainesiana 
 

                การเจริญเติบโตของ C. hainesiana กลุ่มท่ีไดรั้บอาหารสูตรต่างๆ มีความแตกต่างกนั
ในแต่ละเดือนท่ีทาํการทดลอง (P > 0.05) ร้อยละของนํ้าหนกัท่ีลดลงในทุกสูตรอาหารของทุกเดือน 
เป็นเพราะในช่วงท่ีหอยมีการเจริญพนัธ์ุจะมีอตัราการเจริญเติบโตตํ่า (Rungruangsak-Torrissen et 
al., 2012) ร้อยละความยาวเปลือกท่ีเพิ่มข้ึนของ C. hainesiana มีค่าสูงสุดในชุดท่ีเล้ียงดว้ยสาหร่าย
สดในเดือนท่ี 2 ของการเล้ียง เม่ือเขา้สู่เดือนท่ี 3 มีค่าสูงในสูตรอาหารท่ีมีโปรตีนร้อยละ 35 และ 45 
ร้อยละของความหนามีค่าเพิ่มข้ึนสูงสุดในสูตรอาหารท่ีมีโปรตีนร้อยละ 35 แตกต่างอย่างมี
นยัสําคญักบัสูตรอาหารอ่ืน สอดคลอ้งกบัผลของประสิทธิภาพการย่อยในหลอดทดลองท่ีพบว่า
สูตรอาหารท่ีมีโปรตีนร้อยละ 35 ให้ประสิทธิภาพการยอ่ยโปรตีนไม่แตกต่างอย่างมีนยัสําคญักบั
สูตรอาหารท่ีมีโปรตีนร้อยละ 40 และ 45   

 
  4.2 การแสดงออกของเอนไซมย์อ่ยอาหาร 
 

 การแสดงออกของกิจกรรมจาํเพาะของอะไมเลส และไลเปสไม่แตกต่างกนัในแต่ละชุด
การทดลอง (P > 0.05) แต่กิจกรรมของอะไมเลสในทุกชุดการทดลองมีค่าสูงในเดือนท่ี 1 และมีค่า
ลดลงเม่ือเขา้สู่เดือนท่ี 2 และ 3 (P < 0.05) เน่ืองจากเม่ือมีการเปล่ียนอาหารใหม่ให้กบัสัตว ์สัตวจ์ะ
หลัง่อะไมเลสออกมาเป็นจาํนวนมาก เพื่อตอ้งการประมาณการใช้อะไมเลสในการย่อยแป้ง เม่ือ
ร่างกายสามารถประเมินการใชอ้ะไมเลสในการยอ่ยแป้งไดแ้ลว้ อะไมเลสจึงมีค่าลดลงและคงท่ีเม่ือ
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เขา้สู่การเล้ียงในเดือนท่ี 2 และเดือนท่ี 3 ซ่ึงตรงขา้มกบัการแสดงออกของไลเปสท่ีมีค่าตํ่าในเดือนท่ี 
1 และมีค่าสูงข้ึนเม่ือเขา้สู่เดือนท่ี 2 และ 3 (P < 0.05) เป็นเพราะ C. hainesiana ตอ้งการพลงังานจาก
ไขมนัสูงในขณะเจริญพนัธ์ุ (Rungruangsak-Torrissen et al., 2012) ขณะท่ีกิจกรรมของโปรติเอสใน
แต่ละเดือนไม่มีความแตกต่างกนั (P > 0.05) แต่เม่ือพิจารณาอิทธิพลของระยะเวลากบัสูตรอาหารท่ี
ใช้เล้ียงพบว่ามีผลต่อการแสดงออกของกิจกรรมจาํเพาะของโปรติเอส (P < 0.01) โดยเฉพาะใน
เดือนท่ี 3 ท่ีพบว่า C. hainesiana ท่ีเล้ียงดว้ยอาหารท่ีมีโปรตีนร้อยละ 35 มีกิจกรรมจาํเพาะของ
เอนไซมสู์งท่ีสุด ซ่ึงแตกต่างจากชุดการทดลองอ่ืนอยา่งมีนยัสําคญัทางสถิติ (P < 0.05) สอดคลอ้ง
กบัผลของประสิทธิภาพการย่อยในหลอดทดลองท่ีพบว่าสูตรอาหารท่ีมีโปรตีนร้อยละ 35 ให้
ประสิทธิภาพการย่อยโปรตีนไม่แตกต่างอย่างมีนยัสําคญักบัสูตรอาหารอ่ืน (P > 0.05) แต่เป็น
ปริมาณโปรตีนท่ีเหมาะสมท่ีสุดต่อการเจริญเติบโตของหอย และช้ีให้เห็นว่าการย่อยโปรตีนเป็น
ปัจจยัหลกัท่ีใชป้ระเมินคุณภาพของอาหาร (Areekijseree et al., 2006; Supannapong et al., 2008)  
 

4.3 คุณภาพกลา้มเน้ือ 
  
    การวดัอตัราการเจริญเติบโตของหอยมกัเก็บขอ้มูลจากการเปล่ียนแปลงดา้นนํ้ าหนัก 
หรือ ความยาวเปลือก อยา่งไรก็ตามไดมี้การศึกษา nucleic acid ratio (RNA:DNA, RNA:protein 
และปริมาณ RNA ทั้งหมด) เพื่อให้การประมาณการอตัราการเจริญเติบโตเป็นไปอยา่งรวดเร็ว โดย
มีสมมุติฐานท่ีว่าปริมาณของ RNA ในเน้ือเยื่อจะสอดคล้องกับปริมาณของ  protein ท่ีจะถูก
สังเคราะห์ ดงันั้น RNA ในเน้ือเยือ่ จึงสามารถใชเ้ป็นตวัช้ีวดัความสามารถในการสังเคราะห์ protein 
และการเจริญเติบโตได ้พบว่าการเล้ียงหอยทะเล 2 ชนิด ท่ีกินอาหารแบบกรองกิน Austrovenus 
stutchburyi และ Paphies australis ในบริเวณดินตะกอนท่ีต่างกนั 2 แบบเป็นระยะเวลา 1 เดือน 
ความเขม้ขน้ของตะกอนในดิน และตะกอนท่ีแขวนลอยในนํ้ าส่งผลเชิงลบต่อปริมาณ RNA และ
พบวา่ปัจจยัสําคญัท่ีมีผลต่อปริมาณ RNA คือปริมาณอาหารท่ีเพิ่มข้ึนในแหล่งนํ้ า (Norkko et al., 
2006) ในการทดลองคร้ังน้ีไม่พบความแตกต่างอย่างมีนยัสําคญั (P > 0.05) ในคุณภาพกลา้มเน้ือ
แอดดกัเตอร์ส่วนทา้ย ของ C. hainesiana ในทุกสูตรอาหาร อาจเป็นเพราะหอยท่ีใชศึ้กษามีอายุ 3 ปี 
8 เดือน ซ่ึงเป็นระยะตวัเต็มวยัมีการเจริญเติบโตค่อนขา้งตํ่า จึงไม่พบความเปล่ียนแปลงในคุณภาพ
กลา้มเน้ือ สอดคลอ้งกบัการศึกษาในสัตวก์ลุ่มหมึก Loligo forbesi และ Eledone cirrhosa ท่ีพบ
ปริมาณ RNA และ RNA/protein ratio มีค่าสูงในระยะวยัอ่อนมากกวา่ระยะตวัเต็มวยั ยงัพบวา่ความ
เข้มข้นของโปรตีนมีผลต่อการประเมินการเจริญเติบโตท่ีดีกว่า RNA/protein ratio ซ่ึงการ
เปล่ียนแปลงดงักล่าวอาจเก่ียวขอ้งกบัการสังเคราะห์และการสะสมของโปรตีนในสภาวะท่ีมีการ
เจริญเติบโตต่างกนั (Pierce et al., 1999) 
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4.4 ปริมาณกรดไขมนั 

  
       Narvaez et al. (2008) ไดใ้ชป้ริมาณ และชนิดของกรดไขมนัในสัตวท์าํนายถึงความ

อุดมสมบูรณ์ของอาหารในช่วงระยะเวลานั้นๆได ้เพราะการสังเคราะห์กรดไขมนั การปรับเปล่ียน
องคป์ระกอบของกรดไขมนัในสัตวน์ํ้าเช่น brown mussel (Perna perna ) ข้ึนกบัอาหารท่ีสัตวกิ์นใน
ช่วงเวลานั้น ในหอยสองฝาซ่ึงมีการกรองกินแพลงก์ตอนพืชเป็นอาหาร ในแพลงก์ตอนพืชมีกรด
ไขมนัท่ีใหพ้ลงังานหลกัไดแ้ก่ ไลโนเลอิก (18:2n6) และ ไลโนเลนิก (18:3n3) และ polyunsaturated 
fatty เป็นชนิดเด่น ซ่ึงในดา้นอาหารสัตวน์ํ้ าถือวา่กรดไขมนัสองชนิดน้ี เป็นกรดไขมนัท่ีจาํเป็นต่อ
ร่างกาย (essential fatty acid) เพราะสัตวน์ํ้าไม่สามารถสังเคราะห์กรดไขมนั 2 ตวัน้ีไดเ้อง (วีระพงศ,์ 
2536) ในการทดลองน้ีพบกรดไขมนัอ่ิมตวัหลายชนิด และกรดไขมนัไม่อ่ิมตวัท่ีเป็นสารตั้งต้น
สําคญัในการสังเคราะห์กรดไขมนัชนิดไม่อ่ิมตวัทั้ง 3 กลุ่ม คือกลุ่มกรดไขมนัโอเลอิก ไลโนเลอิก 
และกลุ่มกรดไขมนัไลโนเลนิก เม่ือเปรียบเทียบองคป์ระกอบกรดไขมนัเฉล่ียจากกลา้มเน้ือแอดดกั
เตอร์ส่วนทา้ยของ C. hainesiana พบวา่มีกรดไขมนัอ่ิมตวั และกรดไขมนัไม่อ่ิมตวัหลายชนิดท่ีมี
ปริมาณมากกวา่ท่ีพบในเน้ือเยือ่ของปลานํ้ าจืด และปลานํ้ าเค็ม (16:0, 18:0, 18:2n6, 18:3n3, 18:4n3, 
20:4n6 และ 22:5n3) (วรีะพงศ,์ 2536) สําหรับการศึกษาคร้ังน้ีมีปริมาณกรดไขมนัในกลา้มเน้ือแอด
ดกัเตอร์ส่วนทา้ยของหอยท่ีเล้ียงดว้ยอาหารทั้ง 4 สูตร ไม่มีความแตกต่างกนังมีนยัสําคญั (P > 0.05) 
อาจเป็นเพราะระยะหอยท่ีใช้ในการทดลองเป็นระยะตวัเต็มวยั มีอตัราการเจริญเติบโตตํ่า ปริมาณ
กรดไขมนัท่ีตรวจพบจึงอาจเป็นกรดไขมนัท่ีมีอยูแ่ลว้ในตวัสัตวจึ์งไม่แสดงความแตกต่างกนั  

 
4.5 คุณภาพนํ้าท่ีใชใ้นการเพาะเล้ียง 
 

 คุณภาพนํ้าทางกายภาพมีบทบาทสําคญัต่อส่ิงมีชีวิตในนํ้ า รวมทั้งหอยกาบนํ้ าจืดเพราะ
มีความเก่ียวข้องกับการดํารงชีวิต การกินอาหาร การสืบพันธ์ุ และการแพร่กระจายเป็นต้น 
(อุทยัวรรณ, 2555) การตรวจวดัพารามิเตอร์ต่างๆ ของนํ้ าท่ีใช้ในการเพาะเล้ียงในห้องปฏิบติัการ 
พบวา่มีค่าใกลเ้คียงและอยูใ่นเกณฑ์ท่ีเหมาะสมสําหรับการเพาะเล้ียงสัตวน์ํ้ า (วิรัช, 2544) ยกเวน้
อุณหภูมินํ้าท่ีมีค่าตํ่ากวา่เกณฑ ์ 
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5. การสร้างเซลล์สืบพันธ์ุในรอบปีของ C. hainesiana อายุ 3 ปี 5 เดือน เพศเมียที่เลีย้งในบ่อดิน 

และความสัมพนัธ์ของการสร้างเซลล์สืบพนัธ์ุกบัปัจจัยด้านต่างๆ 
 

5.1 การสร้างเซลลสื์บพนัธ์ุของ C. hainesiana เพศเมียท่ีเล้ียงในบ่อดินในรอบปี 
 

              จากการศึกษาการสร้างเซลล์สืบพนัธ์ุของ C. hainesiana โดยการดูดของเหลวจาก
อวยัวะสืบพนัธ์ุ ซ่ึงมีการแบ่งกลุ่มตามขนาดของเส้นผา่นศูนยก์ลางและการพฒันาของเซลล์สืบพนัธ์ุ
ท่ีตรวจพบไดเ้ป็น 3 ระยะ คือ immature oocyte I,  immature oocyte II และ maturing oocyte I 
แตกต่างจากการศึกษาด้วยวิธีการเดียวกันในหอยกาบนํ้ าจืด H. desowitzi ท่ีพบเฉพาะระยะ 
immature oocyte กบั mature oocyte (ลลิตภ์ทัร และอุทยัวรรณ, 2552) และแตกต่างจากการศึกษา
ของธวชัชยั (2546) Chatchavalvanich et al. (2006) และ Ropes (1968) ท่ีพบเซลล์สืบพนัธ์ุเพศเมีย 5 
ระยะ เน่ืองจากศึกษาดว้ยวิธีการตดัเน้ือเยื่อ จึงทาํให้พบทุกระยะของเซลล์สืบพนัธ์ุ ตั้งแต่ระยะเร่ิม 
ตน้ท่ีเซลลสื์บพนัธ์ุเช่ือมติดกบัเบสเมนท ์เมมเบรน จนกระทัง่ระยะท่ีไข่เจริญเต็มท่ีใน acinus ซ่ึงใน
การศึกษาคร้ังน้ีจะสามารถเปรียบเทียบระยะ immature oocyte I, immature oocyte II และ maturing 
oocyte I กบัผลจากการศึกษาของ Ropes (1968) ในหอยสองฝานํ้ าจืดและนํ้ าเค็มของ และใน H. 
bialatus oocyte ระยะท่ี 3, 4 และ 5 ตามลาํดบั (ธวชัชยั, 2546; Chatchavalvanich et al., 2006)  

 
5.2 ความสัมพนัธ์ของการสร้างเซลล์สืบพนัธ์ุของ C. hainesiana เพศเมียกบัการเปล่ียน 

แปลงของกิจกรรม trypsin-like enzyme ปริมาณ RNA และปริมาณ protein 
 

 trypsin-like enzyme มีบทบาทสาํคญัต่อการสร้างไข่แดง (yolk formation) สลายไข่แดง 
(yolk degradation) การสร้างเอ็มบริโอ (Embryogenesis) และการฟักตวัของลูกปลา (Hiramatsu et 
al., 2002) การศึกษาคร้ังน้ีพบกิจกรรมของ trypsin-like enzyme ในเซลล์สืบพนัธ์ุมีค่าสูงสุดในช่วง
ท่ีพบไข่ระยะ maturing oocyte I ซ่ึงมีขนาดเฉล่ียของไข่ใหญ่ท่ีสุดและมีจาํนวนมากท่ีสุด พร้อมกบัมี
ปริมาณ RNA/protein ratio ลดลง (r = -0.339, P < 0.01) แสดงถึงความสัมพนัธ์ระหวา่งระดบั
กิจกรรมจาํเพาะของ trypsin-like enzyme และปริมาณโปรตีนในเซลล์สืบพนัธ์ุ โดยระดบักิจกรรม
ของ trypsin-like enzyme เพิ่มข้ึนเพื่อยอ่ยโปรตีนในเซลล์สืบพนัธ์ุสําหรับเป็นอาหารของตวัอ่อน
ต่อไป (Rungruangsak-Torrissen et al., 2012) ระดบัของโปรตีนในไข่จะลดลงตํ่าสุดระหวา่งเดือน
กุมภาพนัธ์ถึงเมษายน พร้อมกบัการลดลงของระดบักิจกรรมจาํเพาะของ trypsin-like enzyme จน
เป็น mature egg พร้อมท่ีจะสืบพนัธ์ุระหวา่งเดือนกุมภาพนัธ์ถึงมีนาคม สอดคลอ้งกบัการศึกษาของ 
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อุทยัวรรณ และคณะ (2540) ท่ีพบวา่การสืบพนัธ์ุของ C. hainesiana อยูร่ะหวา่งเดือนกนัยายนถึง
เดือนกุมภาพนัธ์   

 
      เซลลสื์บพนัธ์ุระยะ maturing oocyte I ท่ีพฒันาอยูภ่ายในอวยัวะสร้างเซลล์สืบพนัธ์ุเพศ

เมียจะเคล่ือนตวัไปท่ีบริเวณซูปราบราเชียล แชมเบอร์และเจริญเขา้สู่ระยะ mature  oocyte ใน outer 
demibranch ซ่ึงการศึกษาคร้ังน้ีไม่ไดท้าํการศึกษาท่ีบริเวณ outer demibranch จึงคาดวา่ mature egg 
จะเจริญสมบูรณ์เต็มท่ีอยู่ในช่วงเดือนกุมภาพนัธ์ถึงเดือนมีนาคม และคาดว่าจะมีกิจกรรมจาํเพาะ
ของ trypsin-like enzyme ตํ่าท่ีสุดในรอบปีท่ีศึกษา 

 
5.3 ความสัมพนัธ์ของการสร้างเซลลสื์บพนัธ์ุของ C. hainesiana เพศเมียกบัคุณภาพนํ้า 

 
 จากการศึกษาคร้ังน้ีพบวา่ C. hainesiana สร้างเซลล์สืบพนัธ์ุระยะ immature oocyte I 

ตลอดทั้งปี โดยจาํนวนร้อยละไข่ระยะ immature oocyte I  มีความสัมพนัธ์แบบแปรผนัตรงกบั
อุณหภูมินํ้ า (r = 0.661, P < 0.05) และอุณหภูมิอากาศ (r = 0.690, P < 0.05)  ขณะท่ีระยะ immature 
oocyte II ไม่พบในเดือนกรกฎาคม น่าสังเกตท่ีจาํนวนร้อยละของไข่ระยะ immature oocyte II ใน
เดือนมกราคมจะลดลงจากเดือนพฤศจิกายน ซ่ึงเป็นเดือนท่ีมีจาํนวนเซลล์สืบพนัธ์ุระยะ maturing 
oocyte I เพิ่มข้ึน แสดงให้เห็นวา่ระยะ immature oocyte II  มีการพฒันาไปเป็นระยะ maturing 
oocyte I สําหรับการสร้างเซลล์สืบพนัธ์ุระยะ maturing oocyte I พบเฉพาะเดือนพฤศจิกายน 
มกราคม และกนัยายน ซ่ึงแสดงความ สัมพนัธ์แบบแปรผกผนักบัอุณหภูมินํ้ า (r = -0.777, P < 0.01) 
และอุณหภูมิอากาศ (r = -0.657, P < 0.05) โดยมีจาํนวนไข่ท่ีมากท่ีสุดในเดือนมกราคม ซ่ึงเป็นช่วง
ท่ีมีอุณหภูมินํ้ าตํ่าท่ีสุดในรอบปี (27.15 องศาเซลเซียส) ซ่ึงต่างจากการศึกษาของลลิตภ์ทัร และ
อุทยัวรรณ (2552) ท่ีพบวา่อุณหภูมิไม่มีผลต่อการพฒันาเซลล์สืบพนัธ์ุไปเป็น maturing egg ของ H. 
desowitzi สําหรับการศึกษาคร้ังน้ีพบว่าช่วงท่ีมีการสร้างเซลล์สืบพนัธ์ุระยะ maturing oocyte I 
สอดคลอ้งกบัการศึกษาของ อุทยัวรรณ และคณะ (2540) ท่ีพบวา่การสืบพนัธ์ุของ C. hainesiana อยู่
ระหวา่งเดือนกนัยายนถึงเดือนกุมภาพนัธ์   
 

จาํนวนร้อยละของไข่ระยะ immature oocyte I  ซ่ึงพบตลอดทั้งปีมีความสัมพนัธ์แบบ
แปรผกผนักบัพีเอช (r = -0.766, P < 0.01) ซ่ึงในช่วงตลอดปีหอยตวัเตม็วยัมีการเจริญเติบโตมากข้ึน 
จากความแตกต่างกนัของความหนา (P < 0.05) สอดคลอ้งกบัการศึกษาท่ีพบวา่พีเอชของนํ้ าท่ีเล้ียง
หอยกาบนํ้ าจืด M. margaritifera ในแม่นํ้ า 4 สาย (Buddenseik, 1995) การเล้ียงตวัเต็มวยั               
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D. polymorpha (Hincks and Mackie, 1997) มีความสัมพนัธ์กบัการเจริญเติบโต และอตัราการรอด
ของหอย (Kovidvadhi and Kovidvadhi, 2013) 
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สรุปและข้อเสนอแนะ 
 

สรุป 
 

1. การศึกษาคุณลกัษณะของเอนไซม์ย่อยอาหารของ C. hainesiana อายุ 14 เดือน 
  

สภาวะท่ีเหมาะสมสาํหรับศึกษากิจกรรมของเอนไซมย์อ่ยอาหารใน C. hainesiana ไดแ้ก่ 
 อะไมเลส พีเอช 6 อุณหภูมิ 40 องศเซลเซียส โปรติเอส พีเอช 5 อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส ไลเปส 
พีเอช 8 อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส  
 
2. คุณลกัษณะของ trypsin-like enzyme ในเซลล์สืบพนัธ์ุของ C. hainesiana อายุ 3 ปี 
 

สภาวะท่ีเหมาะสมสาํหรับศึกษากิจกรรมของ trypsin-like enzyme คือท่ีพีเอช 6 อุณหภูมิ 50 
องศาเซลเซียส  
 
3. ประสิทธิภาพการย่อยอาหารหรือวตัถุดิบอาหารในหลอดทดลองของ C. hainesiana อายุ 3 ปี 
 

การประเมินประสิทธิภาพการย่อยในหลอดทดลองของตวัอยา่งอาหารสําเร็จรูปทางการคา้
จาํนวน 5 สูตร และวตัถุดิบอาหาร จาํนวน 21 ชนิด พบวา่ กากถัว่เหลืองเป็นวตัถุดิบท่ีให้ประสิทธิภาพ
การยอ่ยโปรตีนสูงสุด ขณะท่ีปลายขา้วเป็นวตัถุดิบอาหารท่ีให้ประสิทธิภาพการยอ่ยคาร์โบไฮเดรต
สูงสุด รองลงมาไดแ้ก่ ปลายขา้วน่ึง เลือดป่น เมล็ดขา้วโพด ตามลาํดบั  

 
เม่ือคดัเลือกวตัถุดิบอาหารท่ีมีประสิทธิภาพการยอ่ยโปรตีนและคาร์โบไฮเดรตสูงมาพฒันา

เป็นอาหารสาํเร็จรูปท่ีมีร้อยละของโปรตีน 35, 40 และ 45 และทดสอบประสิทธิภาพการยอ่ยโปรตีน
และคาร์โบไฮเดรตพบวา่ไม่มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัสาํคญัทุกชุดการทดลอง 
 

4. การเลีย้ง C. hainesiana อายุ 3 ปี 8 เดือนในห้องปฏิบัติการ 
 
 นาํสูตรอาหารท่ีพฒันามาจากการประเมินประสิทธิภาพการยอ่ยในหลอดทดลองมาทาํการ 
ทดลองเล้ียงจริงพบวา่ไม่มีผลต่อการเจริญเติบโต แต่มีผลต่อการแสดงออกของเอนไซม ์ปริมาณ 
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กรดไขมนั และคุณภาพกลา้มเน้ือไม่มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัสาํคญั  
 

5. การสร้างเซลล์สืบพนัธ์ุของ C. hainesiana อายุ 3 ปี 5 เดือนเพศเมียทีเ่ลีย้งในบ่อดินในรอบปี และ
ความสัมพนัธ์ของการสร้างเซลล์สืบพนัธ์ุกบัปัจจัยด้านต่างๆ  

 
เซลลสื์บพนัธ์ุเพศเมียของ C. hainesiana แบ่งไดเ้ป็น 3 ระยะ คือ immature oocyte ซ่ึง  

immature oocyte สามารถแบ่งเป็น 2 ระยะยอ่ย  (immature oocyte I และ II)  และ maturing oocyte 
I ระยะ maturing oocyte I พบเฉพาะเดือนพฤศจิกายน มกราคม และกนัยายน ซ่ึงเป็นช่วงพร้อมต่อ
การผสมพนัธ์ุ กิจกรรมจาํเพาะของ trypsin-like enzyme มีค่าสูงเม่ือหอยกาบนํ้ าจืดเพศเมียสร้าง
เซลล์สืบพนัธ์ุระยะ maturing oocyte I มีการสังเคราะห์ protein สูงข้ึนในช่วงท่ีมีการสร้างเซลล์
สืบพนัธ์ุระยะ immature oocyte I และ immature oocyte II  
 

จาํนวนร้อยละของเซลลสื์บพนัธ์ุระยะ immature oocyte I  เพิ่มข้ึนเม่ืออุณหภูมินํ้า  และ 
อุณหภูมิอากาศสูงข้ึน ขณะท่ีจาํนวนร้อยละของเซลล์สืบพนัธ์ุระยะ maturing oocyte I เพิ่มข้ึนเม่ือ
อุณหภูมินํ้า  และอุณหภูมิอากาศตํ่าลง 
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ข้อเสนอแนะ 

 
 1. การศึกษากิจกรรมของไลเปสมีปัญหาเก่ียวกับการแขวนลอยของตะกอนโซเดียม
คาร์บอเนต ซ่ึงมีลกัษณะเบา ทาํให้การวดัค่าการดูดกลืนแสงมีค่าสูง ปัญหาดงักล่าวสามารถแกไ้ข
โดยการนาํสารผสมดงักล่าวบ่มท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที ก่อนการป่ันเหวี่ยงเพื่อ
เพิ่มประสิทธิภาพการตกตะกอน 
 
 2. การศึกษาการประเมินประสิทธิภาพการย่อยในหลอดทดลอง และการทดลองเล้ียงจริง
ควรใช ้C. hainesiana เพศเมียวยัเดียวกนัท่ีอยูใ่นช่วงท่ีมีการเจริญเติบโตดี เพราะความแตกต่างของ
อายมีุผลต่อประสิทธิภาพการยอ่ย และการแสดงออกของเอนไซมย์อ่ยอาหาร 
 
 3. กรดไขมนัในกลา้มเน้ือหอยควรไดรั้บการศึกษาเพิ่มเติม เพื่อเป็นขอ้มูลสําคญัในการใช้
ประโยชน์เน้ือหอยเพื่อการบริโภค หรือเป็นอาหารสัตว ์

 

 4. trypsin-like enzyme และ chymotrypsin-like enzyme ควรไดรั้บการศึกษาทั้งในบริเวณ
อวยัวะสร้างเซลล์สืบพนัธ์ุเพศเมีย และบริเวณ outer demibranch เพื่อเป็นขอ้มูลของระดบักิจกรรม
ของเอนไซมใ์นเซลลสื์บพนัธ์ุท่ีกาํลงัพฒันา และพฒันาเตม็ท่ีแลว้ 
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ภาคผนวก ก 
การวเิคราะห์ปริมาณโปรตีน และกราฟมาตรฐานนํ้าตาลมอลโทส 
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การวเิคราะห์ปริมาณโปรตีนใน crude enzyme extract  โดยวธีิการของ Lowry  et  al. (1951)   
 
สารเคมี : 1. โปรตีนมาตรฐาน ไดแ้ก่ bovine serum albumin (BSA) เขม้ขน้ 1 mg/ml 
   2.  สารละลาย A ประกอบดว้ย -โซเดียมคาร์บอเนต 20 กรัม 

-นํ้ากลัน่ 960 มิลลิลิตร       
-สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ์เขม้ขน้ 3 นอร์มอล  
  ปริมาตร 35 มิลลิลิตร 

  3.  สารละลาย B ประกอบดว้ย -คอปเปอร์(II)ซลัเฟต 1 กรัม 
-นํ้ากลัน่ 100 มิลลิลิตร 

  4.  สารละลาย C ประกอบดว้ย -โพแทสเซียม-โซเดียม ทาร์เทรต 2 กรัม 
    -นํ้ากลัน่ 100 มิลลิลิตร 
เตรียม reagent โดยผสมสารละลาย A:B:C = 100:1:1 (โดยผสมสารละลาย B กบั C ให้
เขา้กนัก่อน จึงผสมสารละลาย A ลงไป) 

  5.  Folin-Ciocalteau (ผสมกบันํ้าอตัราส่วน 1:1 ก่อนใช)้ 
 
วธีิการ : 1. การเตรียมสารละลาย BSA มาตรฐาน 
 เตรียม BSA เขม้ขน้ 1 mg/ml เจือจางให้ไดค้วามเขม้ขน้ 0.1-1.0 mg/ml ปิเปตมาความ
เขม้ขน้ละ 100 ไมโครลิตร เติม reagent ปริมาตร 3 มิลลิลิตร ตั้งทิ้งไว ้10 นาที เติมสารละลาย Folin-
Ciocalteau ปริมาตร 300 ไมโครลิตร ตั้งทิ้งไวใ้นท่ีมืดนาน 30 นาที  วดัค่าการดูดกลืนแสงของ
สารละลายท่ีความยาวคล่ืน 750  นาโนเมตร  เขียนกราฟมาตรฐานแสดงความสัมพนัธ์ระหวา่งความ
เขม้ขน้ BSA (mg/ml) กบัค่าการดูดกลืนแสงท่ี 750 นาโนเมตร 

2. การวเิคราะห์ปริมาณโปรตีนใน crude enzyme extract 
2.1 ปิเปต crude enzyme extract ปริมาตร 100 ไมโครลิตร (เจือจาง 100 เท่า) ผสมกบั

reagent ปริมาตร 3 มิลลิลิตร ตั้งทิ้งไว ้10 นาที 
2.2 เติมสารละลาย Folin-Ciocalteau ปริมาตร 300 ไมโครลิตร ตั้งทิ้งไวใ้นท่ีมืดนาน 30 

นาที   
2.3 วดัค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายท่ีความยาวคล่ืน 750 นาโนเมตร   
2.4 เปรียบเทียบกบักราฟมาตรฐาน bovine serum albumin (BSA) 
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ภาพผนวกที ่ก1  กราฟมาตรฐานแสดงความสัมพนัธ์ระหวา่งความเขม้ขน้ BSA (มิลลิกรัมต่อ 
                           มิลลิลิตร) กบัค่าการดูดกลืนแสงท่ี 750 นาโนเมตร 
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การเตรียมกราฟมาตรฐานน า้ตาลมอลโทส   
 
สารเคมี : 1. มอลโทสมาตรฐาน เขม้ขน้ 10 ไมโครโมลต่อมิลลิลิตร 

  2. สารละลาย 3,5-dinitrosalicylic acid (DNS) เขม้ขน้ 10 เปอร์เซ็นต ์ 
 
วธีิการ : 1. เจือจางมอลโทสมาตรฐานใหไ้ดค้วามเขม้ขน้ 0.2-3.0 ไมโครโมลต่อมิลลิลิตร 
               2. ปิเปตสารละลายมอลโทสแต่ละความเขม้ขน้ปริมาตร 125 ไมโครลิตร ใส่ในหลอด

ทดลอง เติมสารละลาย  DNS  เขม้ขน้ 10 เปอร์เซ็นต ์ ปริมาตร 250 ไมโครลิตร  ผสมให้
เขา้กนั  

      3. ตม้ในนํ้าเดือดนาน 5 นาที ตั้งทิ้งไวใ้หเ้ยน็   
4. เติมนํ้ากลัน่ปริมาตร 2.0 มิลลิลิตร ผสมใหเ้ขา้กนั  
5. วดัค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายท่ีความยาวคล่ืน 540 นาโนเมตร  
6. นาํค่าการดูดกลืนแสงท่ีวดัไดม้าเขียนกราฟมาตรฐานแสดงความสัมพนัธ์ระหว่างความ  
เขม้ขน้ของนํ้ าตาลมอลโทส (ไมโครโมล/มิลลิลิตร) กบัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาว
คล่ืน 540 นาโนเมตร 
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ภาพผนวกที ่ก2  กราฟมาตรฐานแสดงความสัมพนัธ์ระหวา่งความเขม้ขน้มอลโทส (ไมโครโมลต่อ     
                           มิลลิลิตร) กบัค่าการดูดกลืนแสงท่ี 540 นาโนเมตร 
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ภาคผนวก ข 
การวเิคราะห์องคป์ระกอบทางชีวเคมี 
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การวเิคราะห์องค์ประกอบทางชีวเคมี (AOAC, 2005)  
 

1. การหาปริมาณความช้ืน 
 

หาความช้ืนในตวัอย่างโดยใช้เคร่ืองหาความช้ืนอตัโนมติัระบบอินฟราเรด (MA 30, 
Sartorius, Germany) โดยกาํหนดอุณหภูมิท่ี 105 องศาเซลเซียส และกาํหนดเวลาโดยให้เคร่ืองหยุด
ทาํงานอตัโนมติั เม่ือความช้ืนคงท่ีจึงบนัทึกปริมาณความช้ืนท่ีคาํนวณไดจ้ากเคร่ือง 
 

2. การหาปริมาณเถา้ 
 

เผาครูซิเบิลในเตาเผา (Carbolite ELF 11/14, England) ท่ี 600 องศาเซลเซียส นาน 2 
ชั่วโมง หลังจากนั้นทาํให้เย็นในเดซิกเคเตอร์ นาน 30 นาที นําครูซิเบิลชั่งนํ้ าหนัก (W1) และ
นํ้ าหนักของตวัอย่างท่ีต้องการวิเคราะห์ (W2) โดยใส่ตวัอย่างลงในครูซิเบิลประมาณ 2 กรัม 
หลงัจากนั้นนาํตวัอยา่งไปเผาท่ี 600 องศาเซลเซียส นาน 2 ชัว่โมง ทาํให้เยน็ในเดซิกเคเตอร์นาน 30 
นาที ชั่งนํ้ าหนักครูซิเบิลพร้อมเถ้า (W3) และคาํนวณปริมาณเถ้า (ร้อยละ) จาก 100 × [(W3–
W1)/W2]  
 
  3. การหาปริมาณโปรตีน 
 

3.1 ขั้นตอนการยอ่ย 
 

 ชัง่นํ้าหนกัตวัอยา่งประมาณ 0.5-1.0 กรัม ใส่ลงในหลอดยอ่ย จากนั้นใส่ตวัเร่ง 
ปฏิกิริยาประมาณ 7 กรัม และเติมกรดซลัฟิวริกเขม้ขน้ปริมาตร 12 มิลลิลิตร หลงัจากนั้นนาํตวัอยา่ง
ไปย่อย (K-435, Buchi, Switzerland) ท่ีอุณหภูมิ 420 องศาเซลเซียส ประมาณ 30-45 นาที จนได้
สารละลายสีเขียวใส 
 

  3.2 ขั้นตอนการกลัน่ 
 

นาํสารละลายท่ีผา่นการยอ่ยในขอ้ 3.1 มากลัน่ โดยใชชุ้ดกลัน่และไตเตรท 
(B-339, Buchi, Switzerland) กาํหนดปริมาตรนํ้ า (60 มิลลิลิตร) โซเดียมไฮดรอกไซด์ความเขม้ขน้
ร้อยละ 32 (100 มิลลิลิตร) กรดบอริกความเขม้ขน้ร้อยละ 2 (50 มิลลิลิตร) และกาํหนดความเขม้ขน้
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ของกรดซัลฟิวริกท่ีใช้ในการไตเตรท (0.1 นอร์มลั) ทาํการไตเตรท เม่ือครบเวลาบนัทึกปริมาณ
โปรตีนท่ีคาํนวณไดจ้ากเคร่ือง 
 

4. การหาปริมาณไขมนั 
 

อบ extraction cup ท่ีอุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส นาน 2 ชัว่โมง จากนั้นทาํใหเ้ยน็ใน 
เดซิกเคเตอร์ ประมาณ 30 นาที ชัง่นํ้ าหนกั extraction cup (W1) และนํ้ าหนกัตวัอยา่ง (ประมาณ 2 
กรัม) (W2) หลงัจากนั้นนาํตวัอยา่งใส่ลงในทิมเบิล และนาํทิมเบิลใส่ลงใน extraction cup และเติม
ปิโตรเลียมอีเทอร์ปริมาตร 140 มิลลิลิตร นาํ extraction cup ใส่ในเคร่ืองสกดัไขมนั (Soxtherm 
S306AK, Gerhardt, Germany) และทาํการสกดัโดยตั้งโปรแกรมการทาํงาน ประกอบดว้ย boiling 
time (30 นาที ), solvent reduction A (5 × 15 มิลลิลิตร) และ extraction time (80 นาที) เม่ือครบเวลา
ถอด extraction cup ออก แลว้นาํไปอบท่ีอุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส นาน 2 ชัว่โมง ทาํให้เยน็ใน  
เดซิกเคเตอร์นาน 30 นาที ชัง่นํ้ าหนกั extraction cup พร้อมไขมนั (W3) และคาํนวณปริมาณไขมนั 
(ร้อยละ) จาก 100 × [(W3-W1)/W2]  
 

5. การหาปริมาณเยือ่ใย 
 

    ชั่งนํ้ าหนักตัวอย่างท่ีผ่านการสกัดไขมัน ประมาณ 0.5 กรัม (W1) จากนั้นเติมกรด
ซัลฟิวริกความเข้มข้นร้อยละ 1.25 ปริมาตร 200 มิลลิลิตร นําไปต้มเป็นเวลา 30 นาที นําสาร
แขวนลอยมากรองโดยผ่านเคร่ืองกรองสุญญากาศ เก็บตะกอนท่ีได ้จากนั้นเติมโซเดียมไฮดรอก
ไซดค์วามเขม้ขน้ร้อยละ 1.25 ปริมาตร 200 มิลลิลิตร แลว้ผา่นกระบวนการเช่นเดียวกบัการตม้ดว้ย
กรดซลัฟิวริก แลว้เก็บตะกอนท่ีไดใ้ส่ในภาชนะเดิม อบตะกอนพร้อมครูซิเบิลท่ีอุณหภูมิ 135 องศา
เซลเซียส นาน 1.5 ชัว่โมง ทาํให้เยน็ในเดซิกเคเตอร์ นาน 30 นาที หลงัจากนั้น ชัง่นํ้ าหนกัตะกอน
พร้อมครูซิเบิล (W2) และเผาตะกอนพร้อมครูซิเบิลท่ีอุณหภูมิ 420 องศาเซลเซียส นาน 4 ชัว่โมง ทาํ
ใหเ้ยน็ในเดซิกเคเตอร์ประมาณ 30 นาที ชัง่นํ้าหนกัครูซิเบิลพร้อมเถา้ (W3) และคาํนวณปริมาณเยื่อ
ใย (ร้อยละ) จาก 100 × [(W2-W3)/W1] 
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ภาคผนวก ค 
การวเิคราะห์คุณภาพนํ้าทางเคมี 
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การวเิคราะห์คุณภาพน า้ทางเคมี (APHA, AWWA, WPCF, 1998)  
 

1. คาร์บอนไดออกไซดอิ์สระ (titrimetric method)  
 

หยดฟีนอฟทาลีน 10 หยด ลงในนํ้าตวัอยา่ง 200 มิลลิลิตร เขยา่ให้เขา้กนั (ถา้เป็นสีชมพู
แสดงวา่ไม่มีคาร์บอนไดออกไซด)์ ถา้สารละลายไม่มีสีใหไ้ตเตรทดว้ยโซเดียมคาร์บอร์เนต 
ความเขม้ขน้ 0.0454 นอร์มลั จนสารละลายเปล่ียนเป็นสีชมพู และคาํนวณปริมาณคาร์บอนไดออก 
ไซดอิ์สระ (ppm CO2) จาก 5 × (ปริมาตรของโซเดียมคาร์บอร์เนตท่ีใช)้  
 

2. ความเป็นด่าง (titration method)  
 

หยดฟีนอฟทาลีน 5 หยด ลงในนํ้ าตวัอยา่ง 100 มิลลิลิตร เขยา่ให้เขา้กนั (ถา้เป็นสีชมพู
ใหไ้ตเตรทดว้ยกรดซลัฟิวริกความเขม้ขน้ 0.02 นอร์มลั จนสีชมพูหายไป) หลงัจากนั้นหยด methyl 
orange 5 หยด เขยา่ใหเ้ขา้กนั และไตเตรทดว้ยกรดซลัฟิวริก จนสารละลายเปล่ียนจากสีเหลืองเป็นสี
ส้ม และคาํนวณความเป็นด่าง (ppm CaCO3) จาก 8.35 × (ปริมาตรของกรดซลัฟิวริกท่ีใชท้ั้งหมด)  
 

3. ความกระด่าง (EDTA titrimetric method)  
 

นาํนํ้ าตวัอย่าง 50 มิลลิลิตร ผสมกบับฟัเฟอร์ (แอมโมเนียมคลอไรด์-แอมโมเนียมไฮด
รอกไซด์ บฟัเฟอร์) 2 มิลลิลิตร หลงัจากนั้นเติมอินดิเคเตอร์ 6 หยด (ประกอบดว้ย NH4OH.HCl, 
eriochrome black T และเอทานอลร้อยละ 70 ) เขย่าให้เขา้กนั ไตเตรทดว้ยสารละลายมาตรฐาน
EDTA (ประกอบดว้ย EDTA และ MgCl2.H2O) จนสารละลายเปล่ียนจากสีม่วงแดงเป็นสีนํ้ าเงิน 
และคาํนวณความกระดา้ง (ppm CaCO3) จาก 20 × (ปริมาตรของEDTA ท่ีใช)้  
 

4. ไนไตรท ์(colorimetric method)  
 

ผสมสารละลาย sulfanilamide 1 มิลลิลิตร กบันํ้ าตวัอยา่ง 50 มิลลิลิตร ให้เขา้กนั ตั้งทิ้ง
ไวท่ี้อุณหภูมิห้อง 2-4 นาที หลงัจากนั้นเติมสารละลาย NED 1 มิลลิลิตร ผสมให้เขา้กนั ตั้งทิ้งไวท่ี้
อุณหภูมิห้อง 10 นาที หลงัจากนั้นนาํสารละลายไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี 543 นาโนเมตร และ
คาํนวณปริมาณไนไตรท ์(ppm NO2-) จาก (ค่าการดูดกลืนแสง-0.001556)/3.48  
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5. ไนเตรท (cadmium reduction method)  
 

เติมแคดเมียม 10 มิลลิกรัม ลงในนํ้ าตัวอย่าง 10 มิลลิลิตร ผสมกับสารละลาย 
sulfanilamide 1 มิลลิลิตร ตั้งทิ้งไว ้10 นาที หลงัจากนั้นเติมสารละลาย NED ปริมาตร 1 มิลลิลิตร
ผสมให้เขา้กนั ตั้งทิ้งไว ้10 นาที หลงัจากนั้นนาํสารละลายไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี 543 นาโน
เมตรและคาํนวณปริมาณไนไตรท (ppm NO3-N) จาก (ค่าการดูดกลืนแสง-0.056)  
 

6. แอมโมเนียไนโตรเจน (phenate method)  
 

ผสมสารละลายฟีนอล และ sodium nitroprusside อยา่งละ 1 มิลลิลิตร และ oxidizing 
solution ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร กบันํ้าตวัอยา่ง 25 มิลลิลิตร เขยา่ใหเ้ขา้กนั หลงัจากนั้นนาํสารละลาย
ไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี 640 นาโนเมตร และคาํนวณปริมาณแอมโมเนียไนโตรเจน (ppm NH4Cl) 
จาก (ค่าการดูดกลืนแสง-0.0018)/0.5708 
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