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บทท่ี 3 
อุปกรณและวิธีการวิจัย  

 
อุปกรณการทดลอง 

 
อุปกรณในการเก็บตัวอยางสาหราย 
 

1. ชอน 
2. กระปุกพลาสติค ขนาด 100 มล. 

 
อุปกรณในการคัดแยกสาหราย 
 

1. ปากคีบ 
2. จานเพาะเช้ือ (Petri dish) 
3. ขวดแกวขนาด 4 ออนซ 
4. หลอดทดลองขนาด 150 มล. 
5. เหล็กเข่ียเช้ือรูปวงกลม (Loop) 
6. เข็มเข่ียเช้ือ 
7. กลองจุลทรรศน (Nikon ECLIPSE E100) 
8. แผนสไลด 
9. ตูเข่ียเช้ือ Lamina (Holten) รุน HVR 2448 

 
อุปกรณในการผลิต เก็บผลผลิต และอบสาหรายเพื่อศึกษาคุณคาทางโภชนาการ และอัตราการ
เจริญเติบโตของสาหราย 
 

1. เคร่ืองปนเหวี่ยง (Kobuta 5100) 
2. เคร่ืองช่ังดิจิตอล ความละเอียด 4 ตําแหนง บริษัท Sartorius รุน AC2115 
3. หลอดพลาสติกสําหรับปนเหวี่ยง 
4. ขวดพลาสติกขนาด 1.5 ลิตร 
5. กานลูกโปงพลาสติก 
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6. สําลี 
7. สายยาง 
8. เคร่ืองใหอากาศ (Yamano AP-120) 
9. ตูบมเช้ือ (incubator) บริษัท WTB biner รุน 78532 Tuttlingen/germany 

 
อุปกรณสําหรับการเลี้ยงสาหรายและการเล้ียงปลา 
 

1. ขวดพลาสติกขนาด 1.5 ลิตร 
2. กานลูกโปงพลาสติก 
3. สําลี 
4. สายยาง 
5. เคร่ืองใหอากาศ (Yamano AP-120) 
6. ผาสําหรับกรองสาหราย 80 ไมครอน 
7. ตูบมเช้ือ (incubator) บริษัท WTB biner รุน 78532 Tuttlingen/germany  
8. เคร่ืองปน 
9. ตะแกรงลอนสาหราย 150 ไมครอน 
10. ตูกระจกสําหรับเล้ียงปลา ขนาด 12 × 24 × 15 
11. ปมน้ํา (Sonic AP 2500) 

 
อุปกรณสําหรับการเก็บขอมูลการเจริญเติบโตและสีสันของปลา 
 

1. เคร่ืองช่ังดิจิตอล ความละเอียด 4 ตําแหนง บริษัท Sartorius รุน AC2115 
2. ไมบรรทัด 
3. จานเพาะเช้ือ (Petri dish) 
4. เคร่ืองวัดสี (Koniki Minolta color reader CR-10) 
6. ตูแช Sanyo 20 องศาเซลเซียส 
7. เคร่ือง Ultrasonic Multi Cleaner W-113 ของ Honda 
8. ตูเย็น 4 องศาเซลเซียส (Sumsung) 
9. เคร่ืองปนเหวี่ยง (Kobuta 5100) 
10. เคร่ืองวัดปริมาณการดูดกลืนแสง (Spectrophotometer รุน Spectro SC) 
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11. อางน้ําควบคุมอุณหภูมิ (Water Bath) 
12. หลอดทดลอง 
13. ช้ันวางหลอดทดลอง 
14. หลอดพลาสติกสําหรับปนเหวี่ยง 

 
วิธีการวิจัย 

 
ขั้นตอนในการรวบรวม คัดแยก และคัดเลือกสายพันธุ Nostoc และ Nostochopsis  
 

1. รวบรวมสายพันธุ Nostoc และ Nostochopsis จากแหลงท่ีอยูตางๆ จํานวน 5 
แหลง ในบริเวณภาคเหนือ โดยเก็บตัวอยางสาหรายท่ีเกาะอยูบน Substrate ชนิดตางๆ ดวยชอนหรือ
มีด ใสลงในกระปองพลาสติก เก็บรักษาในอุณหภูมิประมารณ 5-10 องศาเซลเซียส แลวนําไป
จําแนกชนิดสาหราย ในหองปฏิบัติการโดยใชกลองจุลทรรศนและถายรูปเสนสายของแตละสปชีส 
ใชลักษณะทางสัณฐานวิทยา ในการจัดจําแนกตามวิธีการ Komarek and Anagnostidis (1989; 1999) 
และ Anagnostidis and Komarek (1990) คือ 

2. นําโคโลนีของสาหราย Nostoc และ Nostochopsis ท่ีทําการจัดจําแนกโดยใช
ลักษณะทางสัณฐานวิทยาแลว มาลางดวยน้ํากล่ัน และฆาเช้ือดวย Ethyl alcohol 10 % แลวฆาเช้ือ
ตอดวย Clorox 5 % แลวลางดวยน้ํากล่ันฆาเช้ือแลวหลายๆครั้ง เข่ียเช้ือบนอาหารวุนกึ่งแข็ง โดย
วิธีการขีดเช้ือ (Streak plate) แลวเพาะเล้ียงจนไดเช้ือเดี่ยว (Uni-agal culture) ในอาหารวุน BG-11 
สูตรปรับปรุง (ลภัสรดา, 2549) 

3. นําไปเพาะเล้ียงภายใตอุณหภูมิ 26+2 องศาเซลเซียส วางบนช้ันท่ีมีหลอดไฟฟา
ฟลูออเรสเซนต ความเขมแสงประมาณ 2,000 ลักซ ใหแสงตลอดเวลา เปล่ียนอาหารใหมทุก 2 
สัปดาห 

4. คัดเลือกสาหราย Nostoc 8 ไอโซเลท และ Nostochopsis 3 ไอโซเลท นําไป
ตรวจวิเคราะหไมโครซีสทิน ดวยชุด The QuantiPlate TM Microcystin Kit (EP 022)  
(EnvirologixTM) นําสารละลายท่ีไดไปวัดคาการดูดกลืนแสง 450 nm จากนั้นนําคาท่ีไดไป
เปรียบเทียบกับสารมาตรฐาน เพื่อหาปริมาณไมโครซีสทินในตัวอยาง โดยตัวอยางสาหรายท่ีทําการ
คัดเลือกเพื่อใชทดสอบในข้ันตอนตอไป ตองตรวจไมพบสารพิษไมโครซีสทิน 

5. คัดเลือกสาหรายท่ีมีการเจริญเติบโตท่ีดีท่ีสุดของสาหราย Nostoc ท่ีมีปริมาณ
เมือกมาก เมือกปานกลาง และเมือกนอยอยางละ 2 ไอโซเลท และละคัดเลือกสาหราย Nostochopsis 
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ท่ีมีการเจริญเติบโตท่ีดีท่ีสุด 1 ไอโซเลท เพื่อคัดเลือกสาหรายท่ีมีการเจริญเติบโตดีท่ีสุดไปหา
สภาวะท่ีเหมาะสมในการเจริญเติบโตตอไป โดย นําสาหรายท้ัง 7 ไอโซเลท ไปเล้ียงบนอาหารวุน 
BG-11 สูตรปรับปรุง ท่ีความเขมขน 0.5, 1.0 และ 1.5% ท้ังหมด 21 ชุดการทดลอง ชุดการทดลอง
ละ 3 ซํ้า บันทึกการเจริญเติบโตของสาหรายในวันท่ี 14 โดยช่ังน้ําหนักแหงตามวิธีการของ Oris 
(2003) นําน้ําหนักแหงท่ีไดมาคํานวณอัตราการเจริญจําเพาะ (specific growth rate: ) และ
ระยะเวลาที่เซลลเพิ่มจํานวนเปนสองเทา (doubling time: td) ตามสูตร 

 
Specific growth rate (μ)  = ln (Xi/X0 ) 

    Ti -T0 
Doubling time : td               =  0.693/  
 
Xi = น้ําหนกัเซลลในชวงท่ีเพาะเล้ียง         
X0 = น้ําหนกัจํานวนเซลลเร่ิมตน 
Ti  = ชวงสัปดาหท่ีทําการเพาะเล้ียง             
T0  =  สัปดาหท่ีเร่ิมตน 
 
6. คัดเลือกสาหรายท่ีมีการเจริญเติบโตท่ีดีท่ีสุดของสาหราย Nostoc ท่ีมีปริมาณ

เมือกมาก เมือกปานกลาง และเมือกนอย และสาหรายท่ีมีอัตราการเจริญเติบโตบนอาหารวุนนอย
ท่ีสุดอยางละ 1 ไอโซเลท และคัดเลือกสาหราย Nostochopsis ท่ีมีการเจริญเติบโตท่ีดีท่ีสุด 1 ไอโซ
เลท นํามาเล้ียงในอาหารเหลว BG-11 สูตรปรับปรุงท่ีผสมโซเดียมอัลจิเนต (sodium alginate) 0, 
0.25 และ 0.5% ตามลําดับ เพื่อหาสูตรอาหารท่ีเหมาะสมในการเล้ียงสาหรายท้ังสองชนิด โดยแบง
การทดลองท้ังหมด 15 ชุดการทดลอง ชุดการทดลองละ 3 ซํ้า บันทึกการเจริญเติบโตของสาหราย
ในวันท่ี 16 โดยชั่งน้ําหนักแหงตามวิธีการของ Oris (2003) นําน้ําหนักแหงท่ีไดมาคํานวณคา  
และ td  ตามสูตรขางบน 

 
การเพาะเล้ียง Nostoc และ Nostochopsis ระดับหองปฏิบัติการ การเก็บเก่ียวผลผลิต การวิเคราะห
คุณคาทางโภชนาการ และปริมาณรงควัตถุ 
 

1. นําสาหรายท่ีมีการเจริญเติบโตท่ีดีท่ีสุดในขอ 6 ของสาหราย Nostoc จํานวน 2 
ไอโซเลท และสาหราย Nostochopsis จํานวน 1 ไอโซเลท มาเล้ียงในอาหารเหลว BG-11 สูตร
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ปรับปรุงท่ีผสม sodium alginate ในความเขมขนท่ีสาหรายเจริญเติบโตไดดีท่ีสุด ระยะเวลา 21 วัน 
โดยแบงการทดลองท้ังหมด 3 ชุดการทดลอง ชุดการทดลองละ 3 ซํ้า บันทึกการเจริญเติบโตของ
สาหรายในวันท่ี 21 โดยช่ังน้ําหนักแหงตามวิธีการของ Oris (2003) นําน้ําหนักแหงท่ีไดมาคํานวณ
คา  และ td  ตามสูตรขางบน 

2. ทําการขยายขนาดการเพาะเล้ียงโดยใชขวดพลาสติกขนาด 1.5 ลิตร บรรจุ
อาหารเหลว BG-11 สูตรปรับปรุง และอาหารเหลว BG-11 สูตรปรับปรุงท่ีผสม sodium alginate ใน
ความเขมขนท่ีสาหรายเจริญเติบโตไดดีท่ีสุด ในอัตราสวน อาหาร 1 ลิตร ตอปริมาณสาหรายสด
เทียบเปนน้ําหนักแหง 100 มิลลิกรัม ทําการเก็บเกี่ยวเมื่อครบระยะเวลา 21 วัน นําสาหรายสดท้ัง
สองชนิดไปทําการวิเคราะห เพื่อทําการเปรียบเทียบปริมาณรงควัตถุของสาหรายสดท่ีเล้ียงใน
อาหารทั้งสองสูตร นําสาหรายสดสวนท่ีเหลือไปอบดวยตูบมเช้ือ ท่ีอุณหภูมิ 55 0C จนแหง นําไป
ปนใหละเอียดดวยเคร่ืองปน หลังจากนั้นนําไปลอนดวยตะแกรงลอนสาหรายขนาด 150 ไมครอน 
เพื่อนําไปวิเคราะหเปรียบเทียบคุณคาทางโภชนาการและปริมาณรงควัตถุของสาหรายแหงท่ีเล้ียงใน
อาหารทั้งสองสูตร 

3. ทดสอบคุณคาทางโภชนาการของสาหราย Nostoc และ Nostochopsis ท่ีเล้ียงใน
อาหารเหลว BG-11 สูตรปรับปรุง และอาหารเหลว BG-11 สูตรปรับปรุงท่ีผสม Sodium alginate 
ในความเขมขนท่ีสาหรายเจริญเติบโตไดดีท่ีสุด โดยทําการวิเคราะหคุณคาทางโภชนาการบาง
ประการในสาหรายท้ัง 2 กลุม ไดแก ความช้ืน เถา โปรตีน ไขมัน คารโบไฮเดรต เยื่อใย ตามวิธีการ 
AOAC (1995 อางโดย นิวุฒิ, 2556) คาแคโรทีนอยด ตามวิธีการของ KMUTT (2001) คาไฟโคไซ-
ยานิน และไฟโคเออริธริน ตามวิธีการของ Lawrenz et al. (2011) ตามวิธีการตาง ดังนี้ 

3.1 การวิเคราะหความชื้น (AOAC, 1995 อางโดย นวิุฒิ, 2556) 
การหาความชื้นในอาหารเปนการหาคาตัวอยางเปยก แลวนําคาท่ีไดไปคํานวณ

กลับโดยวิธีท่ีทําไดงายท่ีสุดคือ การทําใหแหง ซ่ึงเปนวิธีท่ีใชคํานวณหาปริมาณนํ้าท่ีสูญเสียไป
หลังจากท่ีทําใหวัสดุแหงแลว ตามสูตรดังนี้ 

 
คํานวณหา % ความช้ืน  =  ก – ข    × 100 

   ค 
เม่ือ  ก = น้ําหนกัขวดช่ังรวมตัวอยางกอนอบแหง 

ข = น้ําหนกัขวดช่ังรวมตัวอยางหลังอบแหงจนไดน้ําหนกัท่ี
แนนอน 

ค = น้ําหนกัตัวอยางท่ีนํามาวิเคราะห 
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3.2 การวิเคราะหเถา (AOAC, 1995 อางโดย นิวุฒิ, 2556) 
ทําการวิเคราะหโดยการใชความรอนในการเผาผลาญสารอินทรียใหหมดไป 

ใหคงเหลือแตปริมาณสารอนินทรียท่ีมีอยูในอาหารตามสูตรดังนี้ 
 
คํานวณหา % เถาท้ังหมด  = ก – ข    × 100 

   ค 
เม่ือ ก = น้ําหนกัถวยกระเบ้ืองรวมตัวอยางหลังเผา 

ข = น้ําหนกัถวยกระเบ้ืองหลังเผา 
ค = น้ําหนกัตัวอยางอาหารท่ีใชในการวิเคราะห 

3.3 การวิเคราะหโปรตีน (AOAC, 1995 อางโดย นวิุฒิ, 2556) 
ทําการวิเคราะหปริมาณไนโตรเจนท่ีอยูในสารอาหารนั้นๆ ดวยวิธีการวิเคราะห

ไนโตรเจน ทําไดโดยการเปล่ียนไนโตรเจนท่ีมีในอาหารใหกลายเปน (NH4)2SO4 จากนั้นนํา
สารละลายที่ไดมาไตเตรท ดวยสารละลาย NaOH ท่ีทําใหเปนกลางดวยปริมาณของท่ีไดจาก
ไนโตรเจนในอาหาร จากนั้นคํานวณหาปริมาณของไนโตรเจนไดตามตองการ ตามสูตรดังนี้ 

 
คํานวณหา % ไนโตรเจน = (ข – ก) × 0.014 × ค   × 100 

ต 
เม่ือ ก = มิลลิลิตรของ NaOH มาตรฐานท่ีใชในการไตเตรทสารละลาย 

จากตัวอยาง   
ข = มิลลิลิตรของ NaOH มาตรฐานท่ีใชในการไตเตรทสารละลาย

จาก Blank 
ค = ความเขมขนของสารละลาย NaOH มาตรฐานท่ีใช 
ต = น้ําหนกัตัวอยางอาหารท่ีใชในการวิเคราะห 

ดังนั้น % โปรตีน = % ไนโตรเจน × 6.25 
3.4 การวิเคราะหปริมาณไขมัน (AOAC, 1995 อางโดย นวิุฒิ, 2556) 
การวิเคราะหหาปริมาณไขมัน (ether extract หรือ crude fat) ทําไดโดยการสกัด

ตัวอยางอาหาร โดยใชตัวทําละลายไขมันท่ีเปนสารละลายประเภท organic solevent โดยใชชุด
อุปกรณท่ีเรียกวา extraction apparatus ตามสูตรดังนี้ 
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คํานวณ % ไขมัน  = ข – ก    × 100 
   ต 

เม่ือ ก = น้ําหนกัขวดกนแบน 
ข = น้ําหนกัขวดกนแบนหลังสกัดไขมันและอบแหง 
ค = น้ําหนกัตัวอยางอาหารท่ีใชในการวิเคราะห 

3.5 การวิเคราะหเยื่อใย (AOAC, 1995 อางโดย นิวุฒิ, 2556) 
สามารถทําไดโดยการตมตัวอยางดวยกรดซัลฟวริก แลวใหนําตัวอยางไปกรอง

จนแหงสนิท จากนั้นนําการตัวอยางท่ีไดมาไปตมอีกคร้ังดวยโซเดียมไฮดรอกไซด นําตัวอยางมาก
รองอีกคร้ังหนึ่งแลวนําการท่ีไดไปอบ แลวทําการช่ังน้ําหนักของตัวอยางสวนท่ีเหลือซ่ึงน้ําหนักท่ี
ไดนี้จะนําไปคํานวณหาเปอรเซ็นตของเยื่อใย โดยสวนท่ีหายไปนั่นคือ เยื่อใยหยาบ (crude fiber) ซ่ึง
ประกอบดวย hemicelluloses, cellulose และ lignin 

3.6 การวิเคราะหหาคารโบไฮเดรต (AOAC, 1995 อางโดย นิวุฒิ, 2556) 
การคํานวณหาคารโบไฮเดรตเปน % ทําไดโดยการนําเอา 100 มาลบออกจาก % 

ความช้ืนของตัวอยาง % เถาของตัวอยาง % โปรตีนของตัวอยาง % ไขมันของตัวอยาง % เยื่อใยของ
ตัวอยาง คาท่ีได คือ คาของ % ไนโตรเจนฟรีเอกซแทรก หรือ คารโบไฮเดรตนั่นเอง ตามสูตรดังนี้ 

 
% ไนโตรเจนฟรีเอกซแทรกซ (คารโบไฮเดรต) = 100 – ช – ถ – ป – ข – ย 
เม่ือ ช = % ความช้ืนของตัวอยาง 

ถ = % เถาของตัวอยาง 
ป = % โปรตีนของตัวอยาง 
ข = % ไขมันของตัวอยาง 
ย = % เยื่อใยของตัวอยาง 

3.7 การวิเคราะหปริมาณแคโรทีนอยด (KMUTT, 2001) 
ทําการสกัดแคโรทีนอยด โดยการใชเอทานอลและโพแทสเซียม ไฮดรอกไซด 

ตามลําดับ แลวนําเขาไปแชในอางควบคุมอุณหภูมิ แลวนําไปปนแยกเซลล แลวเก็บสารละลายใส
กรวยแยก หลังจากนั้นเติมไดเอทธิลอีเทอรและเกลือ เขยาใหเขากันรอใหแยกชั้นท้ิงสารละลาย
สวนลาง เก็บสารละลายสวนบนและเติม Na2SO4 anhydrous เล็กนอยเพื่อดูดน้ํา แลวปรับปริมาตร
สารละลายเปน 25 มิลลิลิตร ดวยไดเอทธิลอีเทอร นําไปวัดคาดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 450 นา
โนเมตร คํานวณหาปริมาณแคโรทีนอยด จากสูตร 
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ปริมาณแคโรทีนอยด = A250  × 25 ×1000 
(มิลลิกรัม/กรัมแหงสาหราย) 260 × น้ําหนักแหงของสาหราย (มิลลิกรัม) 

 
เม่ือ   A250   =   คาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 450 nm 

3.8 การวิเคราะหไฟโคบิลิน (Lawrenz et al., 2011)  
กรณีใชตัวอยางแหง ช่ังตัวอยางสาหราย ตัวอยางละ 0.005 กรัม กรณีสาหราย

สด นําสาหรายสดในปริมาณเทียบเทาสาหรายแหง 0.005 กรัม เติมฟอสเฟสบัฟเฟอร 0.1 M ตอลิตร 
pH 6 ปริมาณ 10 มิลลิกรัม นําไป vortex ใหผสมเปนเนื้อเดียวกัน แลวนําไปปนเหวี่ยงท่ี 3,000 rpm 
เวลา 10 นาที หลังจากนั้นเทสารสวนใสท้ิง นําสาหรายท่ีอยูกนหลอด มาเติมดวย ฟอสเฟตบัฟเฟอร 
0.1 M ตอลิตรท่ี pH 6 ปริมาณ 5 มิลลิลิตร นําไป vortex ใหผสมเปนเนื้อเดียวกัน นําไปแชแข็งท่ี -20 
0C จนแข็ง (ประมาณ 2 ช่ัวโมง) หลังจากนั้นนําออกมาต้ังท้ิงไวใหละลายท่ีอุณหภูมิหอง ทําซํ้า 3 
รอบ รอบท่ี 3 นําไปแชในตูเย็น 4 0C ระยะเวลา 48 ช่ัวโมง เร่ิมจับเวลาเม่ือละลาย หลังจากนั้นนําไป 
sonicated บนน้ําแข็งระยะเวลา 10 นาที จับเวลาหลังแชในน้ําแข็งประมาณ 5 วินาที ท่ี 8 W pulses 
หลังจากนั้นนําไปปนเหวี่ยงท่ี 3,000 rpm เปนเวลา 10 นาที เก็บสารละลายสวนใสไว นําไปวัดคา
การดูดกลืนคล่ืนแสงท่ี 48 ช่ัวโมง ท่ี 545 nm สําหรับไฟโคเออริ- ธรินและ 620 nm สําหรับไฟโคไซ
ยานิน และ 750 nm สําหรับไฟโคบิลิน จดบันทึกคา ใชคิวเวทแกววัด และใช phosphate buffer เปน 
blank นําสาหรายท่ีกนหลอดไปทําการทดลองซํ้าอีกคร้ัง บันทึกคาท่ีไดเปน คาท่ี 96 ช่ัวโมง ทําการ
คํานวนปริมาณไฟโคบิลิน  (c) (μgL-1) จากสูตร   
 

C =  
 

เม่ือ ε และ MW สําหรับคํานวณคาไฟโคเออริธริน มีคา ε ของไฟโคเออริธริน = 2.41×106 Lmol−1 cm−1 
MW ของไฟโคเออริธริน =  240,000 gmol-1 

เม่ือ  ε และ MW สําหรับคํานวณคาไฟโคไซยานิน มีคา  ε ของไฟโคไซยานิน  = 1.9 ×106 Lmol−1 cm−1 
MW ของไฟโคไซยานิน  = 264,000 gmol-1 
d   = ความกวางของคิวเวท 
Vsample =  ปริมาตรของตัวอยาง 
Vbuffer   = ปริมาตรของบัฟเฟอร 
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ศึกษาอัตราการเจริญเติบโต ปริมาณรงควัตถในเนื้อและหนังปลา และสีของปลาทองที่เล้ียงโดยใช
สาหราย Nostoc, Nostochopsis และ Spirulina แหงเคลือบอาหารสําเร็จรูป  
 

นําสาหรายแหงแตละชนิดไปเคลือบอาหารเม็ด แลวไปเล้ียงปลาทองออรันดา 
(Carassius auratus) น้ําหนักเร่ิมตน 1.99+0.17 กรัม ความยาวมาตรฐาน (standard length) 
2.83+0.15 เซนติเมตร โดยใหกินจนอ่ิมวันละ 2 ม้ือ เปนเวลา 42 วัน วางแผนการทดลองแบบ CRD 
แบงชุดการทดลองออกเปน 11 ชุดการทดลอง ชุดการทดลองละ 3 ซํ้า ดังนี้  

ชุดการทดลองที่ 1 อาหารปลาเคลือบไขขาว (negative control) 
ชุดการทดลองที่ 2-4 อาหารผสมสาหราย Nostoc ไอโซเลท 1 
ชุดการทดลองที่ 5-7 อาหารผสมสาหราย Nostoc ไอโซเลท 2 
ชุดการทดลองที่ 8-10 อาหารผสมสาหราย Nostochopsis 
ชุดการทดลองที่ 11 อาหารผสมสาหราย Spirulina 5% (positive control) 
โดยชุดการทดลอง 2-10 ใชสาหรายแหงของแตละไอโซเลท อัตราสวน 5, 7.5 และ 

10% ของน้ําหนักอาหาร 
1. ทําการช่ังน้ําหนักของปลาเร่ิมตน ในชุดควบคุมและชุดท่ีผสมสาหราย เม่ือ

ส้ินสุดการทดลองวิเคราะหวัดคาการการเจริญเติบโต และลักษณะรูปรางของปลา ตามวิธีการของ 
Khatoon et al. (2010) ดังนี้ 

 
Body weight gain (BWG percentage) = [(Final body weight (g) - Initial body weight (g))/ 

Initial body weight (g)] x 100 
Specific growth rate (SGR) = [(ln Final body weight (g) -ln Initial body    

weight(g)) / Number of days] x 100 
Feed conversion ratio (FCR)  = Dry feed fed (g) / Live body weight gain (g) 

2. ทําการวิเคราะหปริมาณแคโรทีนอยด ไฟโคเออริธริน และไฟโคไซยานิน ใน
เนื้อและหนังปลา ตามวิธีการขอ 2.2.3.7 และขอ 2.2.3.8  

3. ทําการอานคาสีของหนังปลาดวยเคร่ืองวัดสี (Koniki Minolta color reader CR-
10) โดยจดบันทึกคา สีแดง (A) สีเหลือง (B) ความสวาง (L) ของปลาทอง เม่ืออายุครบ 42 วัน 
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ศึกษาภูมิคุมกันเบ้ืองตนของปลาทองท่ีเล้ียงโดยใชสาหราย Nostoc, Nostochopsis และ Spirulina 
แหงเคลือบอาหารสําเร็จรูป  
 

1. กิจกรรม Lysozyme (Lysozyme Activity) (Sarder et al., 2001) 
Lysozyme เปนโปรตีนในนํ้าเลือดท่ีสามารถทําลายเซลลแบคทีเรียแกรมลบและ

บวกไดโดยการทําใหเซลลแตก ซ่ึงสามารถวัดโดยผสม serum กับแบคทีเรียท่ีทราบความเขมขน 
lysozyme ใน serum ทําใหเซลลแบคทีเรียแตกและความขุนคอยจางลงซ่ึงสามารถวัดความขุนได
ดวย Microplate Reader ท่ี 450 nm โดยวัดดวย Kinetic mode ทุกๆ 2 นาที เปนเวลา 20 นาที 

การคํานวณผล   
หาคา OD ท่ีเปล่ียนแปลงตอนาที (OD) = A (ถาเปน mOD ใหเปล่ียนเปน OD 

โดยหารดวย 1000) 
1 Unit lysozyme  =     ปริมาณ serum ท่ีทําใหคา OD ลดลง 0.0012/นาที 
0.001 (OD)  =     1  Unit 
A   =     (1× A) / 0.001  =     B  Unit 
รายงานเปน  Unit / ml Serum 
25 μl  = B  Unit 
1000 μl =     (B × 1000) / 25  =    C  Unit 
 

2. การจับกินส่ิงแปลกปลอมของเซลลเม็ดเลือดขาว (Phagocytic activity) 
(ดัดแปลงจาก Danayadol et al., 2000; Tondiew, 2007; Kledmanee, 2010) 

นําเม็ดเลือดขาวความเขมขน 4x106  เซลลตอมิลลิลิตร ผสมกับยีสตความเขมขน 
2x107 เซลลตอมิลลิลิตร ในอัตราสวน 2 ตอ 3 ในหลอดทดลองขนาด 15 มิลลิลิตร จากนั้นนําไป
เขยาท่ี 50 รอบตอนาทีเปนเวลา 30 นาที เพื่อใหเกิดกระบวนการจับกินส่ิงแปลกปลอมของเม็ดเลือด
ขาว ดูดสวนผสมดังกลาว 200 ไมโครลิตร หยดลงบนสไลดบมท่ีอุณหภูมิหองนาน 45 นาที เท
ของเหลวที่อยูดานบนสไลดออก แลวลางดวย RPMI1640 2 คร้ัง เพื่อลางเซลลท่ีไมติดสไลดออก
ยอมเซลลดวยวิธี diff quick ดวยน้ํายาชุด Wright instant stain set โดยนําสไลดจุมลงใน Wright 
stain A แลวจุมลงใน Wright stain B ลางสไลดดวยน้ํากล่ันรอใหแหงจากนั้นนับเม็ดเลือดขาวท้ังท่ี
จับกินยีสตและไมกินยีสตจํานวนเซลล 200 เซลลตอสไลด เพื่อคํานวณหาเปอรเซ็นตการจับกินส่ิง
แปลกปลอมของเม็ดเลือดขาว  
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Phagocytic activity =     จํานวนเม็ดเลือดขาวท่ีกินเซลลยีสต  x 100 
 จํานวนเซลลเม็ดเลือดขาวท้ังหมดท่ีนับ  

3. ปริมาณเม็ดเลือดขาวท้ังหมด (total white blood cell) (ไพศาล, 2548) 
เม็ดเลือดขาว (Leukocytes) ทําหนาท่ีเกี่ยวกับการกําจัดส่ิงแปลกปลอม แบง

ออกเปน 2 พวก โดยพิจารณาจากแกรนูลในไซโตพลาสซึม และลักษณะของนิวเคลียส ไดแก  
3.1 Agranulocyte เปนพวกท่ีไมมีแกรนูลชนิดพิเศษในไซโตพลาสซึม ไดแก 

lymphocyte และ monocyte  
3.1.1 Lymphocyte เปนเซลลท่ีมีขนาดเสนผาศูนยประมาณ 6–8  

ไมครอน มีนิวเคลียสกลม มีบทบาทสําคัญในการสรางแอนติบอดี มีประมาณ 20–45 % ของเม็ด
เลือดขาวท้ังหมด ทําหนาท่ีสรางภูมิคุมกันใหกับรางกาย ตอสูการติดเช้ือแบคทีเรียเร้ือรัง และการติด
เช้ือไวรัสเฉียบพลัน  

3.1.2 Monocyte เปนเซลลท่ีมีขนาดเสนผาศูนยประมาณ 9–12 ไมครอน 
นิวเคลียสรูปไต ทําหนาท่ีทําลายส่ิงแปลกปลอม เม่ืออยูในเนื้อเยื่ออ่ืนๆ จะเปล่ียนแปลงไปเปน
แมโครเฟจ พบประมาณ 3–8 % ของเม็ดเลือดขาวท้ังหมด ทําหนาท่ีทําลายเช้ือโรคท่ีเขาสูรางกาย ซ่ึง
มีประสิทธิภาพในการกลืนกินเซลลสูงกวา neutrophils ซ่ึงสามารถยอยเชื้อจุลชีพตางๆ ไดมากกวา
ถึง 10 เทา 

3.2 Granulocyte เปนพวกท่ีมีแกรนูลชนิดพิเศษ ซ่ึงจะติดสียอมตางกันตาม
สภาพความเปนกรดและดาง ไดแก neutrophil, eosinophil และ basophil  

3.2.1 Neutrophil เปนเซลลท่ีมีขนาดเสนผาศูนยประมาณ 12 ไมครอน 
นิวเคลียสมี 2–5 พู ซ่ึงมีสายโครมาตินบางๆ เช่ือมใหติดกัน ภายในไซโตพลาสซึมมีแกรนูลพิเศษ
ขนาดเล็กมาก ภายในมีเอนไซม alkaline phosphatase และสารทําลายแบคทีเรีย neutrophil มี
ประมาณ 50–70 % ของเม็ดเลือดขาวท้ังหมด ทําหนาท่ีทําลายเช้ือแบคทีเรีย ถารางกายมีการติดเช้ือ
แบคทีเรีย จะทําใหนิวโทรฟลสูงข้ึน 

3.2.2 Eosinophil เปนเซลลท่ีมีขนาดเสนผาศูนยประมาณ 10–14 
ไมครอน นิวเคลียสมี 2 พู ภายในมีแกรนูลพิเศษท่ีหยาบขนาดใหญยอมติดสีแดงเปนจํานวนมาก 
eosinophil สามารถเคล่ือนท่ี และยื่น pseudopodium ไปหุมส่ิงแปลกปลอมได แตชากวา neutrophil 
เพราะจะเลือกจับแตเฉพาะสารประกอบท่ีเกิดจากการรวมตัวของแอนติเจนและแอนติบอดีแลว
เทานั้น อีโอซิโนฟลมีประมาณ 1–4 % ของเม็ดเลือดขาวท้ังหมด ทําหนาที่เกี่ยวของกับการ
เกิดปฏิกิริยาภูมิแพ และ การติดเช้ือจากพยาธิ 
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3.2.3 Basophil เปนเซลลท่ีมีขนาดเสนผาศูนยประมาณ 12 ไมครอน 
นิวเคลียสมีขนาดใหญรูปรางไมแนนอน แกรนูลพิเศษขนาดใหญยอมติดสีน้ําเงิน และมักจะบัง
นิวเคลียสไวเกือบท้ังหมด ภายในแกรนูลมีสาร histamine และ heparine ท่ีเซลลสรางข้ึนคลายกับท่ี
พบใน mast cell นอกจากนี้ basophil สามารถเคล่ือนท่ีและจับส่ิงแปลกปลอมไดเชนเดียวกับเม็ด
เลือดขาวชนิดอ่ืนๆ มีประมาณ 0.5–1 % ของเม็ดเลือดขาวท้ังหมด ทําหนาท่ีทําลายเช้ือโรคไดโดย
การหล่ังเอนไซม หรือสารเคมี  

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพ 1  ชนิดของเม็ดเลือดขาว; a: Monocyte, b: Lymphocyte, c: Basophil, d: Eosinophil,  

E: Neutrophil  
ท่ีมา:  มหาวิทยาลัยเชียงใหม คณะแพทยศาสตร (2556) 
 
การวิเคราะหขอมูล 
 

วิเคราะหหาคาเฉล่ีย คาเบ่ียงเบนมาตรฐาน และความแปรปรวนแบบทางเดียว (One 
way analysis of variance) ทําการเปรียบเทียบความแตกตางของคาเฉล่ียดวยวิธี Duncan’s New 
Multiple Range Test ท่ีระดับความเช่ือม่ัน 95% 


