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บทฑ่ื 2

วัสดุและวิธ ีการทดลอง

2 .1  คร ุภัทเ■ ทและวัสดุ

2 . 1 . 1  คร ุภ ัผย ื่โนการต ิกษาแอคต ิว ิต ีชองเอ ็นไชม์

แบบ-รุ่นชนิดIครองมีอ

1. เคร ื่องลเปคโตรโน ิโตม ิ เตอร ื่

2 .  เคร ื่องเชน ตร ิน ิวย ื่
3 .  ต ู้เย ็น

4 .  อ่างควบดุมอุทเทภูมิ

5 .  เคร ื่อ งว ัค  pH

6 .  ออโตป็เปต

7 .  เค ร ื่อ งบ ด เน ื้อ เย ื่อ

1 . S h im a d z u  U V - v i s ib le  
R e c o r d in g  U v -2 40

2 .  U n icam  S P . 500 S e r i e s
2 U l t r a v i o l e t  8f v i s i b l e  

1 . K o k u san  E n s h in k i
1 . K o k u san  -  30  c
2 .  MORTA BIO FRTER-70 c

1 . T h e lc o  M odel 83 W a te r -  
b a t h

1 . KENT EIL 70 05

1 . G i l s o n  P ip e t tm a n  

1 . G la s s  h o m o g e n iz e r

บริษัทผู้ผลิต

S h im a d z u , J a p a n

P h i l l i p ,  G erm any

OGAWA S E IK I, J a p a n  
OGAWA S E IK I, J a p a n  
MORTA S c i e n t i f i c ,
USA
P r e c i s i o n  S c i e n t i f i c  
Co; USA
E l e c t r o n i c  i n s t r u m e n t  
s t a n d a r d  &• c h e r t e y  
s u r r e y ,  E n g la n d  
G i I s o n  m e d ic a l  
e l e c t r o n i c  F r a n c e
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2 . 1 . 2  ครุภัทเ•กสำหรับการ เน า ะ เล ี้ย ง

ซนค เค'รื่องมีอ แบบ-รุ่น บริษัทผู้ผลิต

1. อ ๊อ บ ่Iเจ น ม ิเต อ ร ์
2 .  เครื่องช ิงทศน ิยม 4 ตำแหน่ง 2 .  S h im a d z u  L1BR0R A E L -160-11  OGAWA, J a p a n
3 .  เทอรื่โมม ิเ.ตอรื่
4 .  เค ร ิอ งว ัค ค วาม เค ็ม  R e f l e c t i v e  -  s a l i n o m e t e r

2 . 2  เคมีภัถ๓

2 . 2 . 1  เคมีภัท๓ ในการลิกษาแอคติว ิต ิของเอ ็นไชม ์

ส าร เค ม ี บริษัทผ้ผลิต

1. ไคเมฑ ิล อ ะ ?เต อ ล  95  X 
(D im e th y l  a c e t a l  95  X)

2 .  ไตรเอฑ ราโนลาม ัน  ( f r e e  b a s e )  98 X 
( T r i e t h a n o l a m i n e  ( f r e e  b a s e )  98  X)

3 .  ไตรเอฑ ราโนลาม ีน  (ไฮโดรคลอไรค ์) 99  X 
( T r i e t h a n o l a m i n e  ( H y d r o c h l o r i d e )  99 X)

4 .  เอ ็น -เบ ็น โชอ ิล-ด ีแอล-อาร ื่จ ีน ีน -น ิ-ไน โตรอาน ิไลค ็ 
( N - B e n z o e y l - D L - a r g i n i n e ~ p - n i t r o a n i 1 id e

5 . แป ๋งชน ิคละลายนํ้าได ้ 
( S t a r c h  p o t a t o  s o l u b l e )

6 .  ไคติน นิวริไฟ่ค็ เน า เค อ ร ื่ 
( C h i t i n  p u r i f i e d  p o w d er)

7 .  ไคเมฑริลอะมีโน เบ็น1ชาล ดีไฮด
( D im e th y la m in o  b e n z a ld e h y d e )

8 .  โป แ ต ส เ?ยม เต ต ราบ อ เรต
( P o ta s s iu m  t e t r a b o r a t e ,  P o t t  b i b o r a t e )

9 .  ชิตริค แอชิด

S i g ma C h e m ic a l Co, USA.

S igm a C h e m ic a l Co, USA. 
S igm a C h e m ic a l Co, USA.

S ig n a  C h e m ic a l Co, USA.

S igm a C h e m ic a l Co, USA.

S igm a C h e m ic a l Co, USA.

ร ig m a ' C h em ica  1 Co, USA.

S igm a C h e m ic a l Co, USA.

S igm a C h e m ic a l Co, USA.
( C i t r i c  a c i d )
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ร าร เค ม ี บริษัทผู้ผลิต

1 0 . เบ ต ้า -ก ส ูโค ?เค ส S igm a C h e m ic a l C o, USA.
( P - g l u c o s i d a s e )  

11 . เอ ็น-อะเชฑริลกส ูโคชาม ัน S igm a C h e m ic a l Co, USA.
( N - A c e th y l - D - g lu c o s a m in e )  

12 . ท ร ิล -ไอ ค รอก ?เม ฑ เล  อะมี,โนมีแร'น E.MERK, G erm any
( T r i  s - h y d r o x y m e th y 1) A m inom ethane  

13 . แคลเ?ยมคลอไรด ์ E.MERK, G erm any
( C a lc iu m  c h l o r i d e )  

14 . กรคอะ?ติค E.MERK, G erm any
( G l a c i a l  a e c t i c )  

15 . กรดเกล ีอ E.MERK, G erm any
( H y d r o c h l o r i c  a c i d )  

1 6 . ไกลชีน E.MERK, G erm any
( G ly c in e )

1 7 . 3 , ร-ไคไน โตรชาล ิใชล ิค  แอ?ค E.MERK, Germ any
( 3 . 5 - D i n i t r o s a l i c y c l i c  a c i d )  

18 . โช เค ียม  โปแตสเช ี่ยม ต าร เต รท FLUKA, S w i s s z e r l a n d
(S o d iu m  p o ta s s iu m  t a r t r a t e )  

1 9 . สารละลายไอโอดินหรือส ูกอล E.MERK, S w i s s z e r l a n d
( I o d i n e  s o l u t i o n ,  L u g o l)  

2 0 . เค?น  ไอ โค รไล เลต E.MERK, S w i s s z e r l a n d
( C a s e i n  h y d r o l y s a t e )

ห มายเห ต ุ สารเคม ีอ ื่นๆ นอกเหนีอจากนี้ส ืง?อจากบริษ ัท S igm a C h e m ic a l Co; ประเทศสห ร ัฐอเมร ิกา 
บริษัท BDH C h e m ic a l L td .  ประเทศอ ังกฤษ, บริษัท F lu k a  ประเทศสวิส เชอร ์แลนค; 
บริษัท E.MERK ป ระเท ศเยอรม ัน  และบริษัท May & B a k e r  เป็นต้น
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2 . 2 . 2  เคม ี m T iในการ เน าะ เล ี้ยง

ส าร เค ม ี บริษัทผู้ผลิต

1 . โคสิน คลอไรค F lu k a ,  S w i s s z e r l a n d
( C h o l in e  c h l o r i d e )  

2 .  เมโซอินโนๆ}ฑอล F lu k a ,  S w i s s z e r l a n d
( m e s o - i n o s i t o l ) F lu k a ,  S w i s s z e r l a n d

3 .  วิตามินอี F lu k a ,  S w i s s z e r l a n d
( V i ta m in  E . a c e t a t e )  

4 .  แคลเๆ}ยมเนน'โธริเนต BDH, E n g la n d
( C a 1c  i u m - p a n t h c t h e n a t e ) 

5 .  ไบโอติน BDH, E n g la n d
( B i o t i n )

6 .  เคช ีนไฮโดรไสเชฑ E.MERK, G erm any
( C a s e i n h y d r o l y s a t e  v i t a m i n  f r e e )  

7 .  ไรอาม ีน ( T h ia m in e ) ;  ไรโบน่ลาวิน องค ์การเภส ืชกรรม ประเทศไทย
( R i b o f l a v i n ) ;  ไนริดอกๆ}น ( P y r i d o x i n e )  
โฟ่ลิค แอ }ๆค ( F o l i c  a c i d ) ;  วิตามินบี 12;
ç» Ç»ว ิตาม ิน เค

8 .  คารบอกๆ} เมฑธิล เซลลูโลส
(C a rb o x y m e th y l  c e l l u l o s e , c . M.C)

เคมีวิทยาศาสตร์อุตสาหภัทเค์ ประเทศไทย

9 .  นิ'โคตินิค นอดูด
( N i c o t i n i c  a c i d )

เคมีวิทยาศาสตร์อุตสาหภ้ทเ,ก ประเทศไทย

a ว r - ‘
ฬ ค  ส ม ุด กลา1 ส■เทชนวนทไ!; 

จุฬาล m ol มหาว»ใยา ni
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2 .3  ลัตวทดลองและการเตรียมวัสดุอุปกรกู่!

2 . 3 . 1  เตรียมพ่อพันรุแม่พันรุปลากะพงขาว (B ro o d  s t o c k )
พ ่อแม่พ ันรุปลาไค้จากสถานีประมงนํ้ากร่อยระยอง อาย ุระห ว ่าง 5 -7  ปี 

เล ี้ยงในบ ่อต ินกลางแจ้งร ่วมก ับปลาหมอเทศ ( O re c h ro m is  m o sa m b ic a ) และปลานวลจันทร์ 
( C h an o s c h a n o s ) ความ เค ็มน ํ้าอย ู่ระหว ่าง 3 0 -3 2  ส่วนในพันส่วน ระดับนํ้าในบ่อจะ เปลี่ยน 
แปลงตามการช ิ้นลงของน ํ้าทะเลเนราะม ีทางระบายน ํ้าต ิคต ่อถ ึงก ัน  ฉะน ั้นการหมุนเว ียนของน ํ้าจ ้ง
ค ่อนช ้างจะเม ื่น การถ ่ายเทแบบธรรมชาต ิสภาพภายใน บ ่อ เล ี้ยงน ี้จะไม ่ม ีการให ้อาห ารเสร ีม

ก่อนที่จะทำการผสมพันรุปลา ต้องมีการคัดขนาดพ่อพัน.รุแม่พ ันรุเล ียก่อนเพี่อ'ให้ไค้ 
พ ่อพ ันรุแม ่-พ ันรุท ี่ม ีความลมบูรกู่แนศเค็มท ี่แล ้วจังทำการฉีดฮอร์โมนเร่งการวางไข่ ในปลา เนศ เม ียใข ้ 
ฮอร ์โมน พ ิาเบ อร ์โรเจน  ( p u b e r o g e n )  ร่วมก ับฮอร์โมนเอช . ว ี . จี ( c h o r i o n i c  g o n a d o t r o p i n )  
ส่วน'ในเนศผู้ใข้ฮอร์โมน เอ ช .ว ี.จ ี.  อ ย ่า ง เค ีย ว  ตำแหน่งที่ฉีดฮอร์โมนคีอใต้ครีบหลัง เม ื่อฉ ีดฮอร ์- 
โมนเรียบร้อยแล้วลำ เลียงพ่อพันธุแม่พ ันธุปลาไปใส่ในบ่อเลี้ยงขุนและใช้บ่อเคียวกันนี้เมื่นบ่อผสมพันธุ 
ไป'ในตัวค้วย (อ ัตราส ่วนเพศผ ู้ ะ เพ ศ เม ีย  3 : 1 )  เสร ็จแล ้วเป ็ดน ํ้าทะเล'ใส ่'ให ้เค ็มบ ่อ ในฃกเะ
ท ี่ปลาย ังผสมพ ันธ ุก ันเป ็ดให ้น ํ้าถ ่ายเทอยู่ตลอดเวลาจนกระท ั่งปลาผสมพ ันธ ุและเร ิ่มวางไข ่ ช ั่งจะ
เร ิ่มต ั้งแต ่เวลาป ระมากเ 19 .0 0  น. เมื่นต้นไป จนพระจันทร์ชิ้นหรีอมีแสงของควงจันทร์ปลาจะหยุด 
ผสมพ ันร ุและเล ิกวางไข ่

2 . 3 . 2  ไข ่ปลา, การรวบรวมไข ่และการพ ักไข ่
เม ื่อแม ่ปลาเร ิ่มวางไข ่ช ั่ง เช ั่อว ่าไข ่ปลาไค ้ร ับการผสมจากเว ีอต ัวผ ู้เม ื่น ไข ่ท ี่ถ ูกผสมแล ้ว 

( f e r t i l i z e d  e g g s )  แล้วประมากเ 12 ช ั่วโมง จะลัง เกด ุเห ็นไข ่ล ีเหล ีองอ ่อนจะลอยอยู่ใต ้ผ ิวนา 
เล ็กน ้อย) ท ำการรวบรวมโดยใช ้ผ ้าอวน เบอร ์ 1207 นำไข ่ท ี่ไค ้มาทำความละอาคค ้วยน ี้าทะเล 
แล้วนำไปใส่ในกังพ ักไข่ขนาด 1 ตัน เม ื่อทำการพ ักไข่ต ่อไป

การพักไข่ปลา อ ัตราการใส ่ไข ่ปลาลงในก ังพ ักไข ่ ( h a t c h i n g  t a n k )  ประมากI
5 0 0 ,0 0 0  พ ัอ ง/น ํ้าท ะ เล  1 ตัน ไข่ปลาที่นำไปพักต ้องพ ่นอากาศตลอดเวลา เม ื่อป้องกันไข่ปลา 
ลงไป กองท ี่พ ื้น เพ ราะจะกลายเม ื่น ไข ่เล ีย  เม ื่อแน ่ใจว่าไข่พ ักออกเม ื่นตัวหมดแล้วหยุดพ ่นอากาศ
เปล ีอกไข ่และไข ่เล ียรวมต ั้งล ี่งเจ ัอปนอ ี๋น  ๆ  จะตกตะกอน รีบดูดตะกอนตั้งทันทีหลังจากนั้นปรับระดับ 
น ํ้าใหม ีความส ูงเท ่าเด ิมและแอกล ูกปลา ที่พ ักออกจากไข่ใหม่ ๆ นี้ไปใส่ในบ่ออนุบาลบ่อใหม่ เม ื่อไม ่ 
ให ้ล ูกปลาอยู่อย่างหนาแน่นเก ินไป
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2 .3 .3  บ่อและการเตรียมบ่ออนุบาล
ขนาดบ่อ ท่ีใข้เป็นบ่ออนุบาล เป็นบ่อ?เมนตกลมขนาดบรรจุนา 1 ตัน ภายใน 

บ่อทาสิขาว อยู่ในร่มท่ีมีหลังคาบังแดดและฝน ตอนเข้าและเย็นไค้รับแสงสว่างพอสมควร กลาง- 
คีนไค้รับแสงไฟ่ฟ่ลูออเรสเซนตท่ีติคไวัอยู่ลูงจากบ่อประมา[น 3 เมตร เป็ดไฝตั้งแต่เวลา
1 8 .0 0 -6 .0 0  น.ของวันรุ่งขิ้น ภายในบ่อให้อากาศ 1 จุดตรงกลางบ่อ

ก่อนเรี่มทำการทคลอง ทุกบ่อจะล้างทำความสะอาดเพื่อ:ข่าเชีอโดยการใข้ฟ่อรมาสิน 
เป็ดบ่อให้แห้งฑ้ึงไว้ 1 ลัปคาท หลังจากนี้นจงเติมนํ้าทะเลความเค็ม 30 ส่วนในพันส่วนต้ังท้ึง 
ไว้ 1 วัน

2 .3 .1  อาหารและการ เตรียมอาหาร
อาหารที่ใข้เลี้ยงลูกปลากะพงขาวเพื่อการทดลองแบ่งออกเป็น 2 ชนิดคีอ 

อาหารมี?วิต ( l iv in g  d ie t s )  และอาหารลูตรส่าเร็จ (compound d ie t s )
2 .3 .4 .1  อาหารมีชีวิต ประกอบค้วยโรติเฟ่อร (R o t ife r ) ,  อารทีเมีย 

(Artemia) ทีพักออกเป็นตัวแล้ว,เคอย (Mesopodopsis spp; A cetes s p p .) , และเนิอปลา 
ข้างเหสิอง (Caranx le p t o le p s is) ลับละเอียด

2 .3 .4 .1 .1  การเตรียมโรติเน่อร
ใข้ทุงกรองขนาด 69 ไมครอนกรอง1โรติเฟ่อรจากบ่อเลี้ยงขนาด 15 ตัน นำไปล้างทำ 

ความสะอาดโดยปล่อยให้นํ้าทะเลไหลผ่านทุงกรองนานประมาทเ 15 นาที แล้วนำไปใส่ในถังนํ้า
ทะ เลสะอาด เพื่อใข้เลี้ยงลูกปลาต่อไป โรติ เฟ่อร์น้ีต้อง เตรียมทุกวันและให้เป็นอาหารปลาหมดภาย 
ในวันเคียว

2 .3 .4 .1 .2  การเตรียมอารทีเมีย เนื่องจากอาร์ทีเมียท่ีใข้ปกติอยู่'ในสภาพ
ไข่แห้งบรรจุกระบ่อง เวลานำมาใข้เลี้ยงค้องนำมา เพาะให้ออกเป็นไรนํ้า เค็มตัว เล็กๆ เสืยก่อน
วิธีการ เพาะตามค้าแนะนำของผู้ผลิตคังนื้ ไข่อารทีเมียที่ใข้ทดลองเป็นของบริษัทชานฟ่ราน?สโกเบ 
San F rancisco  Bay (C a lifo rn ia  U .s .A .)  ยีหอ Red ju n g le  ทำการเพาะ
ไข่อารที เมีย'ในน้ําฑะ เลหรือนํ้าเกสิอที่มีความเค็ม 28-30 ส่วนในพันส่วนใข้อัตราส่วนไข่อารทีเมีย 
10 กรัมต่อนํ้าทะเล 10 ลิตร ข[นะพักไข่อาร์ติเมียค้องเป่าอากาศลงไปแรง ๆ เพื่อให้เกิดการ
หมุนเวียนชองนํ้าในอ่างบัองกันไม่ให้ไข่ตกตะกอน?งจะเป็นไข่เสิยไป ไข่จะพักเป็นตัวอ่อน ภายใน 
24-33 ข้ว1โมง ท่ีอุกเหภูมิ 26-28° ช. เวลานำมาเลี้ยงลูกปลาต้องแยกเอาตัวอ่อนของอารทีเมีย 
และเปสิอกไข่ออกจากกันแลt ล้างทำความสะอาดตัวอ่อนค้วยนํ้าทะเสอ ีกครํ้งนำไปใส่ถังบรรจุนํ้าทะเล 
สะอาดเปาอากาศต่อนข้างแรง เพื่อนำไปใข้เลี้ยงปลาต่อไป การ เตรียมอารทีเมียนี้ต้อง เตรียมทุก
วันและให้มีปริมากแนีองนอต่อความต้องการของปลาค้าย
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2 .3 .4 .1 .3  การเตรียมIคอย, กุ้งฝอย ใช้กระชอนด้ามยาว1รอน'จากบ่อนาท้ึง 
ของสถานีประมงนื้ากร่อยระยองในเวลา เช้าหรีอ เย็นจะไค้ทั้ง เคอยตาดำ เคอยตาแคง และกุ้งฝอย 
ในการทคลองนื้จะไม่มีการแยกชนิดจะให้ทั้งเคอยและกุ้งฝอยรวมกัน

2 .3 .4 .2  อาหารสูตรลำเร็จที่ เตรียมชิ้นเองใช้ตามวิรืของเนียรคีรี ป็ยะรี'ระริติวรกุล 
(2524) ไค้จากการผสมระหว่างเครีนไรโครไลเสท (c a se in  h y d ro ly sa te ), ร ี. เอ ็ม . ร ี 

(C.M .C.; carboxy methyl c e l l u l o s e ) ,  เนื้อปลาช้างเหลีองอบ, นามันตับปลา, น้ืามันนีซ 
ปราศจากโคเลสเตอรอล เกลีอแร่และวิตามินรวม (ตารางที่ 2 , 3 , 4)

2 .3 .4 .2 .1  การเตรียมอาหารสูตรดำเร็จ
ก. อบเครีนและเนื้อปลาช้าง เหลีองนาน 30 นาที ท่ีอุทเหภูมิ 

80° ช. แล้วนำมาปันให้เช้ากันด้วยเครื่องปัน (b lender)
ข. ละลายวุ้น (agar) ด้วยน้ืาปริมาตรตามท่ีกำหนคไว้แล้วท่ี

อุทเหภูมิ 90° ช­
ด. เติมส่วนผสมของอาหารต่าง ๆ  ตามลำดับดังน้ื คีอ

เครีนผสมเนื้อปลาที่ปันจนเย็นเนื้อเคียวกันแล้ว, ร ี. เอ ็ม .ร ี,  เกลีอแร่, น้ํามัน คนส่วนผสมต่าง ๆ  

เหล่านื้อย่างเร็วและแรงเผื่อให้ผสม เช้ากับวุ้นจนเย็นเนื้อ เคียวกัน ผสมลีแคงลงไป เล็กน้อย เผื่อให ้
อาหารมิลีคล้ายอารื่ทีเมีย

ง. ปล่อยให้อุทเหภูมิลดลงเหลีอประมาทเ 60°ช. เติมวิตามิน
รวมลงไป แล้วคนต่อไปให้วิตามินรามเช้ากับส่วนผสมของอาหารต่าง  ๆ จนเย็นเนื้อเคียวกัน

จ. นำส่วนผสมของอาหารท่ีผสมเสร็จแล้ว เทลงบนแผ่น
อสูมิเนียม (aluminum f o i l )  ใช้ช้อนเกลี่ยอาหารออกเย็นชิ้นบาง โ) นำเช้าแช่ในตู้เย็นจนวุ้นจับ 
ตัวแข็ง จังแกะออกบรรจุ'ในภาชนะสะอาคปีดฝาสนิทเก็บในตู้เย็น 0°ช.
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ตารางที่ 8 ส่วนประกอบและคำนว[นคกเค่าทางอาหารของอาหารลตรสำเร็จ

คุพค่าทางอาหาร (คำนว[น)
ส่วนประกอบ ' กรัมต่อ 

กิโลกรัม Xโปรตีน %ไขมัน าร็โบไฮเดรท %วิตามิน เกลีอแร่

Casein h yd ro lysate  
ปลาข้างเนลีอง (อบนาน 
24 ชม. ด้วยความร้อน

666.2 66.92 - - - -

80 ช) 180.8 18.08 - - - -
Cod l iv e r  o i l 37 .0 - 2 .3 - - -
Corn o i 1 23 .0 - 1.7 - - -
C.M.C. 17.0 - - 1.3 - -
Agar 13.0 - - 3 .7 - -
Mineral mix* 52.85* - - - - 5 .285
Vitamin mix** 9.6102 - - - 0 .961 -

รวม 1,000 85 4 4 0.961 5.285
น้ํา 3 ,50000 - - - - -

* Mineral mix จากสตร H 440. Western F ish  N u tr itio n  Laboratory ตารางที 3
** Vitamin mix ตารางที 4
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ตารางที 9 ชนิดและปริมาทเของแร่ราตุราม (m ineral mix) ทีใใ(ในอาหารลตรสำเร็จ

ชนิด ปริมากแส์นกรัมต่ออาหารแห้ง 100 กรัม

HaHPO  ̂ 2H20 2 .0 7
CaCÔ 1.48
kh2 PO 4 1.00
NaC I 0 .6 0
MnSÔ 0 .035
FeS04 7แ2อ 0 .0 5
MgS04 0 .3 0
KIOj 0.001
0นรอ4 5H20 0.003
ZnCÔ 0 .015
CoCI2 0.00017
NaMo04 2H ] p 0.00083
Na2 Se03 0.00002



ต า ร า ง ท ี 10 ชน ิดและปร ิมาทเรองว ิตาม ินรวม ( v i t a m i n  m ix )  สืตร H 4 4 0  ของ W e s te r n
F ish  N u tr itio n  Laboratory

ข

ชนิด ปริมากนบ็นกรัมต่ออาหาร 100 กรัม

C holine ch lo r id e 0 .500
In o s ito l 0 .200
A scorbic acid 0 .100
N iacin 0 .075
C a-pantothenate 0 .050
R ib ofla v in 0 .020
Menad i one 0 .004
P yrid ox in e. HCL 0.005
Thiamine. HCL 0.005
F o lic  acid 0.0015
B io tin 0.0005
Vitamin 12c15 0.00001

(1) Vitamin B 1 2  จะเท่ากับ 0 .5  มล. ถ้าใช้ B 1 2  10 มก. ละลาย,ในนา 500 ๆ}.ชี.
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2 .3 .5  การ เตริยมนื้านละระบบน้ําในการอนุบาล
ใช้ระบบก่ายเทนํ้าเช ้า-เย็น เวลา 7 .0 0  น. และ 15.00 น. โดยก่ายเทนํ้า

ประมาทเ 80 % ของปริมาตรน้ําท้ังหมด

2 .4  วิรีดำเนินการทดลอง

แบ่งการ เลี้ยงและการอนุบาลลูกปลาเย็น 2 ระยะคีอ ระยะแรกเย็นการ เตรียมลูกปลา
ดำหรับทดลอง (0 -15  วัน) ระยะท่ี 2 เรื่มการทดลอง เพี่อคีกษาแอคติวิตี้ของเอนไชม (อายุ 
15-120 วัน)

2 .4 .1  การอนุบาลลูกปลาอายุ 0-15 วัน
ลูกปลาท่ีฟ้กออกจากไข่สองวันแรก ไม่มีการให้อาหารและก่ายน้ําแต่จะมีการดูด -  

ตะกอนออกบ้าง เพ่ีอทำความละอาดก้นถัง เพ่ีอลูกปลาย่างเช้าสู่วันท่ี 3 จังให้โรติเน่อรื่เย็นอาหาร 
บ้างเล็กน้อย นอถังวันท่ี 4 จังให้โรติเฟ่อร่ืเต็มท่ีและเพ่ีมจำนวนโรติเฟ่อรื่ช้ินเร่ือย  ๆ เพ่ีอให้
เนียงนอกับความต้องการของปลา แต่ต้องไม่ให้จนมากเกินไปเพาะจะทำให้นํ้าเลีย ระยะ ต็ง 
แต่ 3 วันเย็นต้นไป (คีอเร่ืมตั้งแต่1ให้อาหารปลา) มีการก่ายเทน้ําทุกวัน วันละประมาทเ 1/3 
ของปริมาตรน้ําในบ่อ ทำการเล้ียงลูกปลาในบ่ออนุบาลจนถังอายุ 14 วัน จังเร่ืมทำการคัดขนาด 
ให้ไต้ขนาดเท่า  ๆ กัน แล้วน้ามาแยกเล้ียงตามกลุ่ม (treatment) ต่าง  ๆ ตามกำหนดต่อไป

2 .4 .2  การอนุบาลลูกปลาอายุ 15-120 วัน
นยายามคัดลูกปลาท่ีมีขนาดใกล้เคียงกันท้ังหมด น้ามาลงในบ่อ เล้ียงท่ีมีการจัดบ่อ 

แบบ Randomized Complete Block (RB) ด้วยความหนาแน่นบ่อละ 4,000 ตัว/ตัน แบ่ง 
การทดลองเย็น 3 กลุ่ม (treatment) กลุ่มทดลองละ 3 ช้า (rep lica te )

กลุ่มท่ี 1 การเล้ียงด้วยอาหารมีชีวิตคีอ โรติเนีอร์, อาร่ืฑีเมีย, กุ้งเคอย,
เน้ือปลาล้บ

กลุ่มท่ี 2 การ เล้ียงด้วยอาหารมีชีวิต ตอนกลางคีนและเล้ียงด้วยอาหารสูตรดำ- 
เร็จตอนกลางวัน ตลอดการทดลองนาน 120 วัน

กลุ่มท่ี 3 การเล้ียงด้วยอาหารสูตรดำเร็จตลอดท้ังกลางวันและกลางคีน นอก 
จากให้อาหารสูตรดำเร็จแล้วจำเย็นต้องเลรีมด้วยอาหารมีชีวิต คีอ โรติเนีอรื่, อาร่ืฑีเมีย กุ้งเคอย 
เน้ือปลาสืบ ตามดำดับ วันเวันวัน โดยท่ีภายใน 1 สืปดาห์ จะให้อาหารมีชีวิต 3 คร้ัง ช่วงเวลา
16.00-20.00 น. หลังจากน้ํนจังเปล่ียนไปให้อาหารสูตรดำเร็จและเพ่ีอเล้ียงจนถังวันท่ี 106 จัง 
เปล่ียนไปให้อาหาร เย็นอาร่ืทีเมียผสมกับเน้ือปลาช้างเหลีองสืบตลอดจนครบ 120 วัน
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ต าร าง ท ี่ 11 ล ัก ษ {น ะการให ้อ าห ารล ูก ป ล าก ะน งซ าวใน แต ่ล ะว ัน ต ล อ ด ก ารก ารท ด ล อ ง

เวลาซองการให้ 
อาหาร

07-09 10-12 13-15 16-18 19-21 22-24 01-03 04-05

กลุ่มท่ี 1 
กลุ่มท่ี 2 
กลุ่มท่ี 3

<1 1J

h

ะ»-
- !1

_ _
-c -- -• -■

------- อาหารลูตรลำ เร็ว
-------- อาหารมี?วิต
zzzzzziวงก,ารถ่ายนา

2 .4 .3  การเก็บตัวอย่างปลาเน่ึอนำมาตักพาแอคติาต้ีฃอง เอ็นไซม่ืและอัตราการIจริณ 
เติบโต ทำการ เก็บตัวอย่างเมื่อปลาอายุ 15, 22, 29, 25, 56, 71, 88, 104 และ 120 
วันตามลำตับ ช่ังช่วงเวลาท่ีเก็บตัวอย่างนิจะเก็นช่วงก่อนและพลังการ1ปลียนชนิดกาพารนด่ละชนิด 

การ|.ก็บตัวอย่าง ทำการเก็บตัวอย่างภายหลังจากท่ีให้อาหารแล้ว 1 ช่ัวโมง
ตามวันเวลาท่ีกำหนด จำนวนตัวอย่างทีเก็บ 300 ตัว/ครั้ง/บ่อ ทำไค้โดยใช ่กระชอนตาถืช่อนลูก 
ปลาช้ินมานับจำนวนจนครบตามจำนวนทีต้องการนำลูกปลามาชังนำพนักวัดดวามยาา จิงผ่าตัดตัดเอา
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ต า ร า ง ท ี่ 12 ส ักษ {น ะการให ้อาห ารล ูกป ลากะน งขาวกล ุ่ม ท ี่ 1 ใน แต ่ละว ัน ต ลอด การท ด ลองน าน  120 วัน

7 / / / / 7 ~1 ปล่ึยนนา 

------------อาหารมี?!วิฅ

ตารางที่ 13 ชนิดชองอาหารและช่วงอายุของลูกปลากะนงขาวกลุ่มท่ี 1 ที่ทำการเก็บตัวอย่าง 
ตลอดระยะเวลาของการ เล้ียงนาน 120 วัน

ครงท่ี อายุ (วัน) ชนิดของอาหารท่ีกิน ระยะเวลาของ 
การให้อาหาร (วัน)เก็บตัวอย่าง เปล่ียนอาหาร

1 15 16 โรติเน่อร์ -  อา?i เมีย 3
2 22 อารทเมีย 34
3 29 40 อารท]โมีย

41
la* et4 45 อาร่ทํเมย -  กุงเคอย

5 56 63 อาร?นมืย -  กุ้งเคอย 22
6 71 64 กุ้งเคอย
7 88 88 กุ้งเคอย 24

89 กุ้งเคอย - ปลาสืบ 3
8 104 92 ปลาสับ
9 120 120 ปลาสืบ 38
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ต า ร า ง ท ี่ 14 ล ักษ {น ะการให ้อาห ารล ูกป ลากะน งข าวกล ุ่ม ท ี่ 2  ใน แต ่ละขน ตลอดการท ดลองน าน  120  วัน

แแแแท  เปลี่ยนนา ---------- ฮาใทรสูฅรสาเรั้จ
----------- อานารมีชวัฅ

ตารางที่ 15 ชนิดของอาหารและช่วงอายุของลูกปลากะนงขาวกลุ่มที่ 2 ที่ทำการเก็บตัวอย่าง 
ตลอดระยะเวลาของการเลี้ยงนาน 120 วัน

คร้ังท่ี อายุ ชนิดของอาหารท่ีกิน ระยะเวลาของการให้ 
อาหาร (วัน)เก็บตัวอย่าง เปล่ียนอาหาร

1 15 16 โรติเน่อร็ + อาร์ทีเมีย 3
2 22 อาร็ทีเมีย + อาหารสูตรสำเร็จ 34
3 29 อาร์ทีเมีย + อาหารลูตรสำเร็จ
4 45 40 อาร้ัทีเมีย + กุ้งเคอย + อาหารสูตรสำเร็จ 22

41
5 56 อาร์ฑีเมีย + กุ้งเคอย + อาหารสูตรสำเร็จ
6 71 63 กุ้งเคอย + อาหารสูตรสำเร็จ

64
7 88 88 กุ้งเคอย + อาหารสูตรสำเร็จ 24

89 กุ้งเคอย + ปลาลับ + อาหารสูตรสำเร็จ 3
8 104 106 ปลาลับ + อาหารสูตรสำเร็จ 14
9 120 120 อาร็ฑีเมีย + ปลาลับ + อาหารสูตรสำเร็จ 14
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ต า ร า ง ท ี่ 16 ล ัก พ น ะก ารให ้อ าห ารล ูก ป ล าก ะน งข าวก ล ุ่ม ท ี่ 3 ใน แต ่ล ะว ัน ต ล อด การท ค ลองน าน  120  วัน

ท1".าจอ-)กา!'ในอ-) vni 1namir,ลอง
0 7-0 9 1 0—1 2 13-15 16-1 s 19-21 22-24 01—C3 04-06

กลุมท 3 1  !
1 1 1 1 ! 1 ! 1 1 1i 1 — 1

! I 
L!

1 11 1
-J.-!.

1 ! 1 1 . นy  ’P ! ^  1
r  11 1_1_1_

HP
- L  J y

11 !_J__1__
r iI 1 I I . _1__1_

•T  f I 1_l__1_
1 r"1 1

—1— 1_
/ / / / / y  เปล่ียนนา
----------- อาหารมชวัต

________ อาหารสูตรสาเรั้จ

ตารางท่ี 17 ชนิดของอาหารและช่วงอายุของลูกปลากะนงขาวกลุ่มท่ี 3 ในแต่ละวันท่ีทำการเก็บตัวอย่าง 
ตลอดระยะเวลาของการเสิยงนาน 120 วัน

คร้ังท่ี อายุ (วัน) ชนิดของอาหารท่ีกน ระยะเวลาของ 
การให้อาหารเก็บตัวอย่าง เปล่ียนอาหาร

1 15 16 โรติ๗ อร้ั + อาร้ัฑีเมีย 3
2 22 อาหารลูตรลัาเร็จเสริมด้วยอารั้ฑีเมีย 34
3 29 อาหารสูตรตัา เร็วเสริมด้วยอาร็ฑี เมีย

40
4 45 41 อาหารสูตรตัาเร็วเสริมด้วยกุ้งเคอย. อาร้ัฑีเมีย 22
5 56 อาหารสูตรตัาเร็วเสริมด้วยกุ้งเคอย. อาร้ัฑีเมีย

63
6 71 64 อาหารสตรตัาเร็ว เสริมด้วยกุ้งเคอย
7 88 88 อาหารสูตรส์าเร็วเสริมด้วยกุ้งเคอย 24

89 อาหารสูตรตัาเร็ว เสริมด้วยกุ้งเคอย. ปลาตับ 3
8 104 92 อาหารสตรตัาเร็ว เสริมด้วยกุ้งเคอย. ปลาตับ 14

100
9 120 120 อาหารสตรตัาเร็วเสริมด้ายปลาตับ. อาร็ฑีเมีย 14
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ทางเดินอาหารออกมาแอก เอ็นส่วนกระเ''พาt อาหาร1 ส่วนทาง เดินอาหารท้ังหมด และส่านของส่าไล ้
(รูปท่ี 1) เสร็จแล้วน้าใปแช่ในตู้เย็นท่ีอุทเหภูมิ -25°ซ. ทันที เพี่อใช้แหล่งของเอ็นไชม์ในการ
ดิกษาต่อไป ในการผ่าตัดจะ เร่ิมผ่าตัดจากกลุ่มท่ี 1 เอ็นอันดับแรกตามด้วยกลุ่มท่ี 2 และ 3
ตามส่าดับ โดยการผ่าตัดนี้เริ่มจากปลาขนาดใพณู่ก่อน

2 .4 .4  การวัดขนาดและการช่ังนํ้าหนัก
การวัคขนาดปลา จะวัคเอ็นความยาวล"ตัว (body length) โดยวัคจากปลาย 

จงอยปาก (snout) จนกงปลายส่าตัวท่ีติดกับครีบนาง
การช่ังน้ีาหนัก ทำการชั่งนํ้าหนักโดยใช้เคริ่องชั่งละเอียดทศนัยม 4 ต่าแหน่ง

ด้วยวิ?การช่ังน้ําหนักปลารวมกับน้ําท่ีมีอยู่ในภาชนะช่ังทราบน้ําหนักล่วงหน้าแล้ว

2 .4 .5  การ เตรียมสารละลายเพี่อดิกษาแอคติวิตี้ฃอง เอ็นไชม์
2 .4 .5 .1  สารละลายส่าหรับหาปริมาทเโปรตีน

2 .4 .5 .1 .  1 สารละลายอัลคาไลนี้คอปเปอริ่ส์าหรับหาปริมาทเ
โปรตีน (a lk a li  copper)

ก. สารละลาย ก. ละลายโซเดียมโปแตลเชียมตาริ่เตรท 
(NaKC^H40 6 .6แ 2อ) 3 .3  กรัมในน้ีากล่ัน 100 มลลิลิตร (3 .3  % NaKC4H4 . 6แ2อ)

ข. สารละลาย ข ละลายคอปเปอริ่ชัลเฝต (CuSO^.H20)
1.25 กรัมในน้ีากล่ัน 100 มีลลิลิตร (1.25% CuSo . HO)

ค. สารละลาย ค ละลายเซเดียมคาริบอรเนต ( NaCO3) 
25 กรัมในน้ีากล่ัน 100 มลลิลิตร (25% Na 2CO3)

ผสมสารละลาย ก 1 มิลลิลิตร สารละลาย ข 1 มีลลิลิตร 
และสารละลาย ค 100 มลลิลิตรก่อนนำไปใช้

2 .4 .5 .1 .2  สารละลาย'พนอล (phenol reagent)
ผสมโซเดียมทังลเตฑ (sodium tu n g sta te ) 50 กรัม 

โซเดียมโมลิบเคต (Sodium molybdate) 12.5 กรัม, น่ากล้น 350 มีลลิลิตร, 85% กรด 
ใ-]อสน่อริค 25 มิลลิลิตร กรดไอโครคลอริคเช้มข้น 50 มิลลิลิตร ริน่ล้กซ (r e f lu x )  ด้วย
ความร้อนตํ่า  ๆ นาน 10 ชั่วโมง แล้วเติมลิเชียมช้ลเใ.]ต (lith iu m  su lp h ate) 75 กรัม 
น้ํากล่ัน 25 มิลลิลิตร และน้ีาโปรมีน 2-3  หยด ด้มไล่โปรมีนท่ีมากเกนพอประมาท! 15 นาที ท้ัง 
ไวัให้เย็นเก็บไวัในขวดลิขา สารละลายนี้สามารถเก็บไวได้นาน 3-6  เดีอน1ในตู้เย็น ก่อนใช้เติม 
น้ํากล่ัน'ในอัตราส่วน 1:1 โดยปริมาตร



ก :  ก ร ะ I ท า ะ อ า ท า ร  ( ท » อ ด อ า ท า ร  -  ก ร ะ I ท า ะ )  
ช่ :  ร ำ ไ £  ( ไ ร ํด ิ่ง  -  ท ว า ร ท ป ัก )
ค ร ท า ง เ ด ิบ อ า ท า ร  ( ท » อ ด อ า ท า ร  - ท ว า ร ท ป ัก )

รปท 2  แ ส ด ง ก า ร ผ ่า ด ้ด ท า ง เด ิน อ า ห า ร แ ข ก อ อ ก เ,ป น ส ่ว น ด ่า ง ๆ
GJ
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2 . 4 . 5 . 1..3 ลารละลายโปรตีนมาตราฐาน
ละลาย BSA (เกรด A) 2 มิลลิกรัม/! มิลลิลิตร น้ํากล่ัน

2 .4 .5 .2  สารละลายล้านรับวัคแอคติวิตี้ของท!ป?น
2 .4 .5 .2 .1  เตรียม 0 .2 5  โมลาร ท?ล -  ไรโครคลอไรค

ปัฟ่เฟ่อร พีเอช 7 , 8, 9 ละลายท?สไฮครอก?อะมิโนมิเธน T r is , (hydroxym ethyl)
aminomethane) 30 .25  กรัม'ในน้ํากล่ัน 800 มิลลิลิตร, ปรับพี. เอช ให้'ไค้ตามต้องการด้วย 2 
นอรมาลกรคไรโครคลอรีค หรีอ 2 นอรมาลโชเคียมไรครอกไชค แล้วเติมนํ้ากล่ันจนไค้ปริมาตร
ท้ังทมคเย็น 1 ลิตร

2 .4 .5 .2 .2  เตรียม 0 .2 5  โมลาร ท!ล-ไกล?นบัฟ่เฟ่อร -
พ ี.เอช. 8, 9 , 10

ละลายไกล?น 18.75 กรัมและท!ล.ไรดรอก?อะมิโนมิเธน
30 .25  กรัมในน้ํากล่ัน 800 มิลลิลิตร ปรับ พี. เอช.ให้ไค้ความค้องการค้วย 2 นอร์มาลโชเคียม- 
ไรดรอกไชค์ แล้วเติมนํ้ากลั่นจนไค้ป!มาตรทั้งนมคเย็น 1 ลิตร

2 .4 .5 .2 .3  เต!ยม 0 .2 5  โมลาร.ฟ่อลเฟ่ต บัฟ่เฟ่อร
พ ี.เอช . 6, 7, 8

ละลายโปแตสเ?ยมไดไฮโดรเจนฟ่อสเน่ต (KH2Po+) 34 
กรัมในน้ํากล่ัน 1 ลิตร ละลายไค'โปนผลเ?ยมไฮโดรเจนฟ่อลเฟ่ต (K2HPOJ 4 3 .5  กรัม
ในน้ํากล่ัน 1 ลิตร นำสารละลายทั้งลองมาไตเตรทกัน ( t i t r a t e )  ให้ไค้ พี. เอช.ตามค้องการ

2 .4 .5 .2 .4  เต!ยม 0 .2 5  โมลาร.?เตรต.บัฟ่เฟ ่อร
พ ี.เอช . 5 .0  5 .5  5 .0

ละลายกรด?ต!ค 48 กรัม ในน้ํากล่ัน 800 มิลลิลิตร ปรับ 
พ ี.เอช . ให้ไค้ความต้องการด้าย 2 นอรมาลกรดไฮโดรคลอ!ค แล้วเติมนํ้าจนไค้ป!มาตรครบ 1 
ลิตร

2 .4 .5 .2 .5  ลารละลายเกลีอ ( s a l t  so lu tio n )
ละลายโชเคียมคลอไรค์ 1 กรัม และแคลเ?ยมคลอไรค 0 .3

กรัม ในน้ํากล่ัน 200 มิลลิลิตร
2 .4 .5 .2 .6  สืารละลายล้บลเตรทล้งเคราะน ( A r t i f i c ia l

su b stra te  so lu tio n )
ละลายเ ย็นโชอิล -คีแอล-อารจีนีน-พี-ไนโตรอะนิไลค 

( BAPNA) ในไดเมฑธลฟ่อรมอาไมค์ (D .M .F., d im ethylformamide) 1 มิลลิลิตร เติม
น้ํากล่ัน'ให้'ไค้ 100 มิลลิลิตร นำไปเก็บในค้เย็นทันที ไม่ควรเตรียมเกิน 1 ล้ปดาห

i  ̂ £ ‘จ จ
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2 .4 .5 .3  สารละลา.ยสำหรับวัคแอคติวิตื้ของไคตีเนล
2 .4 .5 .3 .1  ลารนขวนลอยไคตีน (N ative c h i t in  su spension) 

ละลายนทีv]-ไคตีน-เนาเดอร (n a tiv e  c h i t in  powder)
จำนวน 5 มิลลิกรัมในน้ํากล่ัน 1 มิลลิลิตร

2 .4 .5 .3 .2  สารละลายไคโตไบเอล (c h ito b ia se  so lu t io n )  
ละลายเบค้า-กลูโคชิเคล (p -g lu co s id ase) จำนวน

0 .3  มิลลิกรัม ในน้ํากล่ัน 100 มิลลิลิตร
2 .4 .5 .3 .3  0 .8  โมลาร์ สารละลายโปแตสเชิยมเตตรัาบอร์เรต 

(0 .8  M. potassium  te tra b o ra te )
ละลาย'โปแตลเชิยมเตตรัาบอเรต (K2BJว.7) 169.28 กรัม 

ในน้ํากล่ัน 1 ลิตร เก็บไว้ท่ีอุณหภูมิห้อง
2 .4 .5 .3 .4  ชิเตรดปอสเปตบัปเปอร (C itr a te  phosphate

b u ffer ) พี. เอ ช .5.1
ก. สารละลายกรคชิตริค 115.2 กรัม1ในน้ํากล่ัน 1 ลิตร 

จะไค้สารละลายกรคชิตริคความเข้มข้น 0 .6  โมลาร
ซ. ละลายไคโซเคียมปอสเปต 181.2 กรัม'ในน้ํากล่ัน 1

ลิตร จะไค้สารละลายโซเคียมปอลเปตความเข้มข้น 1 .2  โมลาร
นำสารละลายในข้อ ก. และข้อ ซ มาไตเตรทกันจนไค้

พี. เอช 5 .1  ตามต้องการ
2 .4 .5 .3 .5  สารละลาย ด ี.เอ ็ม .เอ .บ ี ( DMAB so lu tio n )

ก. เตรียมสารละลายกรคไฮโดรคลอริค 10 นอร์มาล
ผลมกรคไฮโดรคลอริคเข้มข้น 8 2 .9  มิลลิลิตรเติมน้ํากลั่น1ให้มิปริมาตรครบ 100 มิลลิลิตร

ซ. เตรียมสารละลายกรคอะชิติค 1.25 X  (V/V) 10 N.
HC1. ตวง 10 นอรมาลกรดไฮโดรคลอริค 1.25 มิลลิลิตร ผสมด้วยกรคอะชิตีค 98 .75  
มิลลิลิตร

ค. ละลายไดเมทริลอะมิโนเก็นชอลคีไฮค (DMAB) 1 กรัม
ในสารละลายข้อ ซ.

2 .4 .5 .4  ลารละลายสำหรับวัคแอคติวิคีฃอง เก็ปชิน
2 .4 .5 .4 .1  เคชินสืบสเตรต (C asein  su b stra te )

ก. เตรียมไคโซเคียมปอลเปต 0 .0 5  โมลาร (0 .0 5  M.
Na2HP04 ) ละลายไคโซเคียม 7 .1  กรัม'ในน้ํากล่ัน 1 ลิตร
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ข- เตรียม 0 .1  นอร็มาลกรดไฮโดรคลอรีค (0 .1  N HC1) 
ละลายกรคไฮโคคลอริคเข้มข้น 8 .2 5  มิลลิลิตร เติมน้ํากล่ัน1ให้มีปริมาตร 1 ลิตร

ค. เตรียม 0 .1  นอรมาลโซเดียมไฮครอกไชค (0 .1  N. NaOH) 
ละลายโซเดียมไฮครอกไชค 4 กรัม ในน้ํากล่ัน 1 ลิตร 1

ละลายเคชีน 0 .6  กรัม ใน 80 มิลลิตร ซองไคโซเดียมฟ่อสเฟ่ตความเข้มข้น 0 .0 5  
โมลาร ปรับ พ ี.เอช . ให้ไค้ 7 .0  ค้วย 0 .1  นอรมาลโซเดียมไฮโดรคลอริค เติมน้ํากล่ัน'ให้มี
ปริมาตรครบ 100 มิลลิลิตร สืบสเตรตน้ีต้องเตรียมใพม่ทุกวัน

2 .4 .5 .4 .2  สารละลายกระตุ้นเนนไชม (enzyme a c tiv a te d
so lu t io n )

ก. เตรียม 0 .0 3  โมลาร็ข้สเตอีน (0 .0 3  โมลาร 
L -cy ste in e ) ละลายข้สเตอีน 3 .6348  กรัม ในนากล่ัน 1 ลิตร

ซ. เตรียม 0 .006  โมลาร EDTA ละลาย EDTA 2.0172
กรัม ในนํ้ากล่ัน 1 ลิตร

นำลารละลายในข้อ ก และ ซ ผสมกันปรับ พ ี.เอซ. ให้ไค้ 4 .5  ค้วย 0 .1  นอร์มาล 
กรดไฮโดรคลอรีค นรีอ 0 .1  นอรมาลโซเดียมไฮครอกไชด สารละลายนี้ต้องเตรียมในม่ทุกวัน

2 .4 .5 .4 .3  สารละลาย กรดไตรคลอ,โรอะข้คิก เน่ึอตกตะกอน
โปรตีน

ก. เตรียม 0 .11  โมลาร็กรคไตรคลอโรอะข้ติค 
(CCl3COOH) ละลายกรดไตรคลอโรอะข้ติค 8 .987  กรัม ในนํ้ากล่ัน 500 มิลลิลิตร

ข. เตรียม 0 .2 2  โมลาร ( ๓ 3 COONa)ละลาย 
๓ 3COONa 9.0244 กรัม ในนํ้ากลั่น 500 มิลลิลิตร

ค. เตรียม 0 .3 3  โมสารกรคอะ?ติค สารละลายกรด 
เกลเข้ยลอะข้ติค 9 .5  มิลลิลิตร เติมน้ํากล่ันให้มีปริมาตร 500 มีลลิลิตร

ผสมสารละลายในข้อ ก. และข้อ ซ. จำนวน 490.17 มีลลิลิตร เสร็จแล้วเติมด้วย
0 .33  โมลาร็กรคอะชิติค 9 .5  มีลลิลิตร เติมน้ํากล่ัน'ให้มีปริมาตรครบ 500 มีลลิลิตร

2 .4 .5 .4 .4  สารละลายมาตรฐาน กรดอะมีโนไทโรข้น
(standard so lu tio n )

ข้งไทโรข้น ( L -ty r o s in e )500 ไมโครกรัมละลายใน 0 .1  นอรมาลกรดไฮโดรคลอรีค
2 .4 .5 .5  สารละลายล้าหรับวัดแอคติวิติของอมาย เลล

2 .4 .5 .5 .1  ไตรเอฑซาโนลามีน บัฟ่เฟ่อร็ (TEA.buffer)
พี. เอซ .7 .5
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ช่งสารละลายไตรเอฑราโนลามีนในพลอคป็คฝาขนาดเล็ก (m icrotube) หนัก 1.49  
กรัม ผสมน้ํากก่ันให้มีปริมาตรครบ 100 มีลลิลิตร ปรับ พ ี.เอช. ด้วย 10 นอร์มาส กรดไรโดร­
ดลอริคจนได้ พ ี.เอช . 7 .5  เติมโชเดียมคลอไรค 2 กรัม แช่ในตู้เย็น

2 .4 .5 .5 .2  สารละลายลกอล (Lugol so lu tio n )
ผสมกรดไรโครคลอริค 1 มีลลิลิตร ด้วยสารละลายไอโอดีน 250 ไมโครลิตร เติมน้ํา 

กล่ันให้มีปริมาตรครบ 50 มิลลิลิตร เตรียมใหม่ทุกครงก่อนทำการทคลอง
2 .4 .5 .5 .3  สารละลายนำแปัง (S tarch  su b stra te )

ละลายแป้ง (s o lu b le  starch ) 4 กรัมในไตรเอฑราโนลามีน บัฟ่เฟ่อร พ ี.เอช .
7 .5  (4 % ใน TEA b u ffer ; w/v) ใช่เพียง 0 .5  มีลลิลิตรต่อ 1 การทดลอง เตรียมเสร็จ 
แล้วต้องแช่เย็น (deep fr e e z e )  ทันทีเพี่อปัองกันการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย โดยแบ่งบรรจุ 
ในหลอดไมโคร หลอคละ 0 .5 0  มิลลิลิตร

2 .4 .5 .5 .4  สารละลายเกลิอ ( s a l t  so lu tio n )
ละลายโชเคียมคลอไรค (NaCl) 10 กรัม และนคลเๆ}ยมคลอไรค (CaCl2 ) 3 กรัม 

ในน้ํากก่ัน 1 ลิตร ใช่ล้าหรับเย็นสารละลายเจ็อจางเอ็นไชม รักษาไว้ในตู้เย็น
2 .4 .5 .6  การเตรียมสารละลายเอ็นไชม (enzyme prep aration )

นำตัวอย่างไข่ปลาและล้าไล้ที่แช่ในตู้เย็น พ-อุทเหภูมิ -25  องศาเชลเชิยส ไปทำการบด 
(homogenized) ด้วยแท่งแก้ว (g la s s  s t ic k )  ในเครึองบด (hom ogenizer) นอให้ผนัง 
ล้าไล้ปลาแตกเท่านั้น แล้วนำไปปัน (cen tr ifu g ed ) นาน 20 นาที ด้วย เครื่อง เชนตริพีวจแรง 
เหวี่ยง 5 ,000  รอบ/วินาที อุพหภูมิ -25  องศาเซลเชิยส ส่วนที่เย็นน้ําใส (supernatant) 
นำไปดีกษาแอคติวิติฃอง เอ็นไชมคังต่อไปน้ื

2 .4 .6  วิรีการวิ เคราะห์แอคติวิติของ เอ็นใชม
2 .4 .6 .1  ปริมาพโปรตีน (P ro te in  determi n ation )

วัคตามวิรีการของ Lowry และคณะ (1951) ใช่สารละลายตัวอย่างที่ต้องการวัค 
ปริมาณโปรตีน 0 .5  มิลลิลิตร เติมด้วยสารละลายอัลคาไลคอปเปอร็ ชิงเตรียมตามช่อ 2 .4 .5 .1  
ปริมาตร 5 มิลลิเมตร ต้ังท้ึงไว้ท่ีอุณหภูมิห้องนาน 10 นาที เติมสารละลายพีนอลธีเอเจนต์ 0 .5  
มิลลิลิตร เขย่าแล้วต้ังท้ึงไว้ท่ีอุณหภูมิห้องจนเกิดลินาน 30 นาที นำไปวัดการดูดแสงของสารละลาย 
ลิ ชิงเกิดชิ้นที่ความยาวคลื่น 650 นาโนเมตร อ่านค่าปริมาณ'โปรตีนเทียบกับสารละลายลิท่ีเกิด
ชิ้นจากสารละลายโปรตีนมาตราฐาน BSA ท่ีมีปริมาณโปรตีนในช่วงต้ังแต่ 0-200 ไมโครกรัม

2 .4 .6 .2  แอคติวิตีของฑริปชิน (Trypsin a c t iv i t y )
วัดตามวิธีการของ Hofer (1984) เตรียมสารละลายในช่อ 2 .4 .6 .2  ทำการ 

วัคแอคติวิตีของ เอ็นไชมโดยใช่ล้บส เตรทล้ง เคราะห์คึอ BAPNA เตรียมสารละลายปฏิกิริยา
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(in cu b a tio n  m ixture) ปริมาตร 2 .5  มลสิสิตร อ็งประกอบด้วย 2 .5  มิลสิโมลารของ 
สิบสเตรท, 0 .25  โมลารของทริฝ็ ไฮโดรคลอไรด้บันเฟ่อรื่ พ ี.เอช. 8 .2  เอ็นไชมปริมาตรฑ่ื 
เหมาะสมเติมนํ้าลงในสารละลายที่จะท่าให้ปริมาตรของสารละลายปฎิกริยาฑงหมดได้เท่ากับ 2 .5  
มิลสิลิตร อุ่น (incubated) ท่ีอุทเหภูมิ 27 องศาเซลเ?ยส ตามระยะเวลาที่ต้องการเสร็จนล้วนำ 
สารละลายที่ได้ไปวัดลิที่เกิดชิ้นด้วยสเปคโตรโปโตมิเตอรื่ที่ความยาวคลื่นแสน 405 นาโนเมตร

กำหนดให้ 1 หน่วยของทริป?นแอดติวิตีมีค่าเท่ากับไมโครโมลซอง p -n itr o a n il id e  
ที่เกิดชิ้นใน 1 นาทีในสภาวะท่ีให้ทดลอง

การติกษา พ ี.เอช . ที่เหมาะสมต่อการเร่งปฏิกริยาของฑริปชิน ท่าได้โดยการวัคแอคติวิติ 
ของเอ็นไชมในช่วง พ ี.เอช . ระหว่าง 5 กึง 10 โดย'ให้บัปเฟ่อร่ืต่างชนิดกัน ค ีอ พ ี.เอ ช . 
ระหว่าง 3 -6  ( ? เตรตบัปเฟ่อร), พ ี.เอช . 6-8 (ปอสเปตบัปเปอร็) , พ ี.เอช . ระหว่าง 7-9  
(ฑริส-ไฮโดรคลอไรคบัฟ่เฟ่อร็) และพี.เอช. ระหว่าง 8-10 (ทริส-ไกล?นบัปเปอร็)

2 .4 .6 .3  แอคติวิติของไคติเนล (C h itin a se  a c t iv i t y )
วัดตามวิธีการของ Jeuniaux (1966) เตรียมสารละลายในห้อ 2 .4 .6 .3  โดยการ 

วัคปริมา[นของ N -a cety 1-D -g 1ucosamine (NAG) ท่ีถูกปล่อยออกมาในสารละลายปฏิกริยาฑง 
หมด 4 มิลสิลิตร ชิงประกอบด้วย 100 ไมโครลิตรของ t o lu o l ,  1 มิลลิลิตรชองสารละลาย
ไคไตไบเอส, 1 มิลลิลิตร ของ?เตรตบัปเปอร็ พ ี.เอช . 5 .5  ; 1 มิลลิลิตร ของสารแขวนลอย 
ไคติน; 500 ไมโครลิตรของสารละลายเอ็นไชม และปริมาตรของน้ํากสินจนครบ 4 มิลลิลิตรหลัง 
จากอุ่นท่ีอุทเหภูมิ 37 องศา เชลเ?ยล เอ็นเวลา 2 ห้วโมงครื่ง แล้ววัดปริมา[น N -a cety l-D -  
glucosam ine (NAG) ที่เกิดชิ้นโดยดัดแปลงวิรีการของ R e is s ig  และคณะ (1955) นำ
1 .0  มิลลิลิตรของสารละลายผลิตภัณ,ทจากปฏิกริยารวมกับ 0 .1  มิลลิลิตร ของโปตัสเ?ยมเตตราบอเรต 
นำไปท่าปฏิกริยากับ 3 .0  มิลลิลิตรของของสารละลาย CMAB นาน 10 นาที วัคผลิตภั[น,!าท่ีเกิดช้ิน 
ด้วยเครื่องสเปคโตรโปโตมิเตอร็ที่ความยาวคลื่นแรง 5G5 นาโนเมตร คำนว[นปริมา[น N -acety  1- 
D-glucosam ine ที่เกิดจากการย่อยของ เอ็นไชมโดยให้กราปมาตรฐาน

กำหนดให้ 1 หน่วยของไคติเนลแอคตวิ ิต ีม ีค ่า  เท่ากับความสามารถในการย่อยไคตินได ้
ผลิตภั[น,?าเอ็น N -acety 1-D-gl ucosam i ne 1 ไมโครกรัมในเวลา 1 นาที

2 .4 .6 .4  แอคติวิติของเ อ็ป?น (P ep sin  a c t iv i t y )
วัคตามวิธีการของ J u ff  (1973); Richardson and Tewhait, 1978 เตรียมสาร 

ละลายในห้อ 2 .4 .5 .4  เขย่าสารละลายกระตุ้นเอ็นไชมจำนวน 1 มิลลิลิตร และสารละลายเค?น 
5 มิลลิลิตร ในหลอดทดลองให้เห้ากัน นำไปอุ่นในอ่างควบคุมอุ[นหถูมิท่ี 37 องศาเชล เ?ยส นาน
10 นาที หยุดปฏิกริยา โดยเติมสารละลายกรดไตรคลอโรอะ?ติค 5 มิลลิลิตร เขย่าอย่างแรงตํ้ง 
ฑ้ึงไว้ในอ่างควบคุมอุ[นหถูมิท่ี 37 องศาเชล เ?ยส ต่อไปอีก 30 นาที กรองด้วยกระดาษกรอง 
Toyo. No.1 เล้นผ่าศูนย์กลาง 11 เอ็นติเมตร หรีอเอ็นตริพีวจด้วยเครื่องเห้นตริพีวจ์แบบตั้ง
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โต๊ะนาน 5 นาที สารละลายนํ้าใสที่ได้นำไปวัคค่าการดูดกลีนแสง cabsorbance)ท่ี 275 นาโนเมตร 
ในการทคลองต้องทำสารละลายควบคุม (blank) ชีงประกอบด้วย เอ็นไชม 1.00 มลลิลิตร 

ใส่ในทลอดทดลอง เติมสารละลายไตรคลอโรอะชีติค 5 มิลลิลิตร เขย่าให้เช้ากันแล้วนำไปอุ่นใน 
อ่างควบคุมอุณหภูมิท่ี 37 องศาเซลเชียล เติม 5 .0  มิลลิลิตรของเคชีนที่อุ่นเอาไว้ล่วงหน้าแล้ว 
เขย่าอย่างแรง แล้วปฏิบัติเช่นเคียวกับวิธีการช้างต้น ค่าการดูดกลีนแสงท่ีวัดได้จากลารละลายน้ีนำ 
ไปใช ้เอ ็ นค่า blank ในการคำนาทเแอคติวิติของเอ็นไชมเทียบการสารละลายมาตราฐานกรด
อะมิโนไทโรชีน

กำหนดให้ 1 หน่วยแอคติวิติของเอ็ปชีนคิอปริมากแอ็นไชมท่ีสามารถย่อยสลายล้บเสตรท- 
เคชีน ให้เกิดกรดอะมิโนไทโรชีน 1 ไมโครโมล ต่อ 1 นาที ในสภาวะท่ีใช้ทดลอง 

2 .4 .6 .5  แอคติ'วิตี'ของอมายเลล (Amylase a c t iv i t y )
วัคตามวิธีการของ Hofer (1984 b) เตรียมสารละลายในช้อ 2 .4 .5 .5  โดยใช  ้

สารละลายเอ็นไชมปริมาตร 10 ไมโครลิตร ทำปฏิกริยากับ 500 ไมโครลิตรของสารละลายนํ้า 
แบัง ชีงใช้เอ็นล้บเสตรท ปล่อยให้สารละลายเอ็นไชมทำปฏิกริยากับล้บเสตรทตามช่วงเวลาที่
เหมาะสมจนปฏิกริยาเกิดช้ินอย่างสมบูรณ์ เสร็จแล้วดูดสารละลายของผลิตภัทเ'ทท่ีได้จำนวน 50 
ไมโครลิตร ใส่ลงใน 4 มิลลิลิตรของสารละลายกรดลูกอล เขย่าแล้วนำไปวัคการดูดกลีนแสงด้วย 
เครื่องสเปคโตรโผีโตมิเตอรื่ความยาวคลื่นแสง 580 นาโนเมตร

กำหนดให้ 1 หน่วยของเอ็นไชมแอคติวิติมิค่าเท่ากับความสามารถในการย่อยแบัง 1 
มิลลิกรัม ใน 1 นาที (มิลลิกรัมแบัง/นาที)

2 .4 .7  การตรวจสอบคุทเภานน้ํา
ทำการตรวจลอบอุทเหภูมิ ความเค็ม ผ ี.เอ ช . ปริมาทเออกชีเจนท่ีละลายอยู่ในน้ําโดย 

การใช้เทอรื่โมมิเตอรื่ R e f le c t iv e  sa lin cm eter  กระดาษวัด ผี. เอช. และ Oxygen-
meter ตามลำดับ ค่าความเค็ม อุณหภูมิ และ ผ ี.เอ ช . ทำการวัดทุกวัน เวลา 7 .3 0  น. และ
14.00 น. ส่วนปริมาทเออกชิเจน ชีงละลายอยู่ในนํ้าวัควันเว้นวันโดยวัดด้วยค่าเอ็นมิลลิกรัม
ออกชีเจน/ลิตร

2 .5  การวิเคราะห์ทางสถิติ

ข้อมลการเจริญเติบโตและเปอรื่เชนตการรอดซองลูกปลากะนงขาวที่เลี้ยงต้วปีอาหารต่าง 
ชนิด วิเคราะห์ด้วยวิธี A n a lysis  o f  Variance เน่ีอหานัยลำคัญของช้อบูลและวิธี T-Test 
เพ่ือหาความแตกต่างและนัยลำดัญของช้อบูลแต่ละดู่ (ภาคผนวก)
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