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ขนิษฐา  ดิษทับ : การผลิตรีคอมบิแนนท์ยีสต์ที่มีการแสดงออกของเอ็นไซม์ Delta 6 
desaturase จากปลาสวาย (Pangasianodon hypophthalmus) และการใช้รีคอมบิแนนท์ยีสต์
นี้เป็นโปรไบโอติกส์ในอาหารปลา (PRODUCTION OF RECOMBINANT YEAST 
EXPRESSING DELTA 6 DESATURASE FROM STRIPED CATFISH (Pangasianodon 
hypophthalmus) AND ITS USE AS DIETARY PROBIOTICS IN FISH FEED)  
อาจารย์ที่ปรึกษา : รองศาสตราจารย์ ดร.สุรินทร  บุญอนันธนสาร, 82 หน้า. 
 
กรดไขมันในน้้ามันปลาจัดเป็นอาหารที่มีคุณค่าที่จ้าเป็นต่อร่างกาย โดยเฉพาะกรดไขมันที่

ไม่อ่ิมตัวสูง (PUFA) ปลาสวายจัดเป็นปลาน้้าจืดที่มีการสะสมไขมัน และกรดไขมัน PUFA ใน
ปริมาณสูง การศึกษาในปลาน้้าจืดพบว่าปลาน้้าจืดมีความสามารถในการสังเคราะห์กรดไขมันที่ไม่
อ่ิมตัวสูง และเอ็นไซม์ delta 6 desaturase (Δ6) จัดเป็นเอ็นไซม์หนึ่งที่มีความส้าคัญในกระบวนการ
การสังเคราะห์กรดไขมันที่ไม่อ่ิมตัวสูง ในการศึกษาคร้ังนี้จึงได้ท้าการโคลนยีน Δ6  เพื่อผลิตเป็น    
รีคอมบิแนนท์ยีสต์ และใช้รีคอมบิแนนท์ยีสต์น้ีเป็นโปรไบโอติกส์ยีสต์เพื่อเสริมในอาหารปลา  

การศึกษาคร้ังนี้ได้ท้าการโคลนและศึกษาโครงสร้างของยีน fatty acyl Δ6 desaturase 
ของปลาสวาย (Phy-Fad2) พบว่ายีน Phy-Fad2 ประกอบด้วยจ้านวนนิวคลีโอไทด์ 1,338 คู่เบส 
สามารถแปลเป็นโปรตีนได้ 445 กรดอะมิโน ต่อมาได้ท้าการเชื่อมต่อยีน Phy-Fad2 กับเวกเตอร์ที่มี
ส่วนของ translation elongation factor (TEF) เป็น promoter แล้วย้ายพลาสมิดลูกผสมเข้าสู่ยีสต์
Saccharomyces cerevisiae เพื่อผลิตรีคอมบิแนนท์ยีสต์ (RY) ท้าการศึกษาระดับการแสดงออกของ 
mRNA ของยีน Phy-Fad2 นอกจากนี้ได้ท้าสร้างเวกเตอร์ที่มีเฉพาะโปรโมเตอร์ TEF และน้าเข้าสู่
เซลล์ยีสต์ (RY-pTEF) และยีสต์ที่ไม่ได้รับการถ่ายยีน (WT) ใช้เป็นเป็นกลุ่มควบคุม  จากการศึกษา
การท้างานของเอ็นไซม์ Phy-Δ6 ในยีสต์ RYRY-pTEF WT พบว่ายีสต์ RY สามารถเปลี่ยนกรด
ไขมัน C18 : 2n6 ไปเป็น C18 : 3n6 และสามารถเปลี่ยนกรดไขมัน C18 : 3n3 ไปเป็น C18 : 4n3 ได้
แต่ไม่พบการเปลี่ยนกรดไขมันดังกล่าวในยีสต์ RY-pTEF และ WT 

การศึกษาคร้ังนี้ได้ท้าการเสริมโปรไบโอติกยีสต์ในอาหารปลาสวาย โดยได้จัดกลุ่มทดลอง
เป็น 7 กลุ่ม คือ อาหารกลุ่มควบคุม กลุ่มทดลองที่ใช้อาหารเสริมยีสต์ WT ที่ระดับ 106(WT 106) 
เซลล์ต่อกรัมอาหารและที่ระดับ 108(WT 108) เซลล์ต่อกรัมอาหารกลุ่มทดลองที่ใช้อาหารเสริมยีสต์ 
RY-pTEF ที่ระดับ 106(RY-pTEF106) เซลล์ต่อกรัมและที่ระดับ 108(RY-pTEF108) เซลล์ต่อกรัม
อาหาร กลุ่มทดลองที่ใช้อาหารเสริมยีสต์ RY ที่ระดับ 106(RY106) เซลล์ต่อกรัมอาหาร และที่ระดับ 
108(RY108) เซลล์ต่อกรัมอาหาร ที่ระยะเวลาการศึกษา 120 วัน เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม
พบว่ากลุ่มที่เสริมโปรไบโอติกยีสต์ทุกกลุ่มมีน้้าหนักตัวน้้าหนักตัวที่ เพิ่มขึ้นอัตราการเจริญเติบโต
จ้าเพาะ และอัตราการเปลี่ยนอาหารเป็นเนื้อ (FCR)  สูงขึ้นอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P<0.05) 
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องค์ประกอบทางเคมีในเน้ือปลา  ค่าโลหิตวิทยา และค่าเคมีในเลือดพบว่าไม่มีความแตกต่างอย่างมี
นัยส้าคัญทางสถิติปลาในกลุ่มทดลองที่มีการเสริมยีสต์มีค่าพารามิเตอร์ของระบบภูมิคุ้มกันเพิ่ม
สูงขึ้น และพบการเปลี่ยนแปลงประชากรจุลินทรีย์ในล้าไส้ปลาในกลุ่มที่มีการเสริมยีสต์โดยปลาใน
กลุ่มทดลองเหล่านี้มีจ้านวนจุลินทรีย์ในกลุ่มยีสต์และราสูงขึ้น และประชากรจุลินทรีย์ในกลุ่ม 
Vibrio spp. ลดลงอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P<0.05) นอกจากนี้พบว่า เมื่อเปรียบเทียบกลุ่มทดลอง
WT106    WT108     RY-pTEF106    RY-pTEF108   ปลาในกลุ่มทดลอง  RY106  และ  RY108   มีการ
เพิ่มขึ้นของกรดไขมัน  C18 : 3n6  และ  C18 : 4n3  ในเนื้อปลาและไขมันในช่องท้องปลา อย่างมี
นัยส้าคัญทางสถิติ (P<0.05) ซึ่งแสดงให้เห็นว่ายีสต์ RY เมื่อถูกใช้เป็นโปรไบโอติกในอาหารปลามี
ความสามารถในการผลิตเอ็นไซม์ Phy-Δ6 
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Fish contain a variety of fatty acids (FA) especially polyunsaturated fatty acids 

(PUFAs), which have a range of health benefits. Striped catfish (Pangasianodon 

hypophthalmus) is a freshwater fish that contain high amounts of fat and PUFAs. Most 

fresh water fish were reported to contain PUFA biosynthesis pathways, and delta 6 

desaturase (Δ6) is an essential enzyme in PUFA biosynthesis pathways. In this study, 

delta 6 desaturase of striped catfish (Phy-Δ6) was cloned to produce recombinant yeast. 

In addition, the efficacy of the use of dietary recombinant yeast expressing Phy-Δ6 as 

probiotic were investigated. 

 Cloning and characterization of fatty acyl Δ6 desaturase cDNA from striped 

catfish (Phy-Fad2) was conducted. The Phy-Fad2 has open reading frames of 1338 

base pairs specifying a protein of 445 amino acids. Later, an expression vector 

containing Phy-Fad2 cDNA driven by the translation elongation factor (TEF) promoter 

was constructed. The recombinant plasmid was transformed into Saccharomyces 

cerevisiae to generate recombinant yeast expressing Phy-Fad2 (RY). The clone that 

expressed the highest level of Phy-Fad2 mRNA was selected to use for further studies. 

In addition, the vector containing TEF promoter alone was constructed and transformed 
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into S. cerevisiae to generate recombinant yeast RY-pTEF. Moreover, non-transformed 

S. cerevisiae (WT) was used as the negative control group. The activities of Phy-Δ6 of 

RY, RY-pTEF and WT, the results showed that RY converted C18 : 2n6 and C18 : 3n3 

to C18 : 3n6 and C18 : 3n3, respectively while RY-pTEF and WT did not. 

The effects of the use of RY as a dietary probitoic were conducted. The striped 

catfish were fed seven treatment diets including basal diet (control), basal diet 

supplemented with 106 WTg-1 diet (WT106), and 108 WT g-1diet (WT108), basal diet 

supplemented with 106 RY-pTEF g-1diet (RY-pTEF106), and 108 RY-pTEF g-1diet 

(RY-pTEF108), basal diet supplemented with 106RY g-1diet (RY106), and 108 RY          

g-1diet (RY108) for 120 days. Compared to the control diet, dietary supplementation 

with yeast had higher body weight, weight gain, specific growth rate and FCR 

(P<0.05). The proximate composition of fish body, hematological indices and blood 

chemistry among experimental treatment diets were not significantly different. 

Compared to the control diet, dietary supplementation with yeast had higher immune 

parameters. Dietary supplementation with yeast modified microbial population in the 

intestines by increasing the number of intestinal yeast and fungi and reducing the 

number of Vibrio spp. (P<0.05). Compared to the control group, WT106, WT108, RY-

pTEF106, RY-pTEF108 with RY106 and RY108 had a higher amount of C18 : 3n6 and 

C18 : 4n3 in the muscle and abdomen fat of fish (P<0.05), suggesting that RY could 

exert Phy-Δ6 when used as a dietary probiotic. 
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บทที ่1 
บทน ำ 

 

1.1 ที่มำและควำมส ำคัญ 
กรดไขมันที่จ ำเป็นจัดเป็นอำหำรที่มีคุณค่ำที่พบมำกในน  ำมันปลำโดยเฉพำะปลำทะเล

หลำยชนิด เช่น ปลำเทรำท์  ปลำแซลมอน  ปลำซำร์ดีน  ปลำกะตัก  ปลำแฮร์ร่ิง  ปลำทู  ปลำทูน่ำ 
เป็นต้น โดยชนิดของกรดไขมันที่จ ำเป็นในกลุ่มโอเมก้ำ 3 คือ Eicosapentaenoic acid (EPA) และ 
Docosahexanoic acid (DHA) ปัจจุบันน  ำมันปลำได้มีกำรน ำมำผลิตเป็นอำหำรเสริมที่เป็นที่ต้องกำร
อันดับต้น (ConsumerLab.com, 2011)  แต่อย่ำงไรก็ตำมกำรน ำน  ำมันปลำมำใช้ในกำรผลิตเป็น
อำหำรเสริมส ำหรับมนุษย์นั นประสบปัญหำกำรปนเปื้อนสำรปรอท (Hg) เพรำะน  ำมันปลำที่ผลิต
เป็นผลิตภัณฑ์ เสริมอำหำรส่วนใหญ่มำจำกปลำทะเลขนำดใหญ่ เช่น ปลำฉลำม   ปลำทูน่ำ 
ปลำแซลมอน แต่เพรำะปลำขนำดใหญ่เหล่ำนี อยู่บนสุดของห่วงโซ่อำหำรทำงทะเล  จึงมีควำม
เป็นไปได้ที่จะสะสมและปนเปื้อนสำรที่เป็นพิษ เน่ืองจำกน่ำนน  ำทะเลหลำยแห่งมีสำรพิษตกค้ำงอยู่
ในปริมำณสูง (Evers et al., 2005)  และปลำที่จับได้ก็อำจมีกำรปนเปื้อนของสำรพิษต่ำง  ๆ เช่น 
Dioxin; Methyl mercury และ polychlorinated biphenyl ซึ่งมีกำรรำยงำนพบว่ำปริมำณสำรปรอท
ในทะเลนั นมีกำรปนเปื้อนสูงถึง 35% (Nicola et al., 2009) ซึ่งจะส่งผลต่อกำรสะสมสำรปรอทใน
ปลำทะเล และอำจตกค้ำงถึงน  ำมันปลำได้ ส ำหรับกำรผลิตน  ำมันปลำเป็นอำหำรเสริมในประเทศ
ไทยนั นยังไม่มีข้อมูลที่แน่ชัด เพรำะเน่ืองจำกน  ำมันปลำที่ใช้ในประเทศไทยนั นได้มีกำรน ำเข้ำจำก
ต่ำงประเทศ ดังนั นกำรหำแนวทำงกำรเพิ่มกรดไขมันที่จ ำเป็นให้กับปลำน  ำจืดที่มีกำรสะสมไขมัน
ในร่ำงกำยสูงโดยใช้เทคนิคทำงเทคโนโลยีชีวภำพจึงเป็นทำงเลือกหนึ่งที่จะเพิ่มปริมำณกรดไขมันที่
จ ำเป็นในปลำน  ำจืดเพื่อน ำไปสู่กำรผลิตน  ำมันปลำส ำหรับใช้เป็นอำหำรเสริมส ำหรับมนุษย์ได้ และ
ส ำหรับปลำน  ำจืดที่มีกำรสะสมไขมันในร่ำงกำยสูงนั นพบว่ำปลำสวำย (Striped catfish Tra catfish 
Basa catfish Swai Creamy Dory) เป็นปลำน  ำจืดชนิดหนึ่งที่มีกำรสะสมไขมันในเนื อปลำในปริมำณ
ที่สูงถึง 2.55 กรัม/100 กรัมน  ำหนักเนื อปลำสด นอกจำกนี ยังพบว่ำปลำสวำยมีกำรสะสมกรดไขมัน
ที่จ ำเป็นทั ง EPA และ DHA มีปริมำณสูงถึง 0.76 มิลลิกรัม  และ 10.00 มิลลิกรัมต่อ 100 กรัม
น  ำหนักเนื อปลำสด  ตำมล ำดับ (Ho et al., 2009) 

ปัจจุบันมีกำรศึกษำถึงบทบำทและหน้ำที่ของยีน Delta 6 desaturaseในสัตว์ซึ่งมีผลต่อกำร
ผลิตเอ็นไซม์ Delta 6 desaturase ซึ่งใช้ในกระบวนกำรสังเครำะห์กรดไขมันที่จ ำเป็นในกลุ่มโอเมก้ำ 
3 และโอเมก้ำ 6โดยมีกำรศึกษำในปลำ gilthead seabream พบว่ำ เมื่อมีกำรสะสมกรดไขมันที่จ ำเป็น
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ในเนื อปลำสูงขึ น มีผลท ำให้ยีน Delta 6 desaturase มีกำรแสดงออกที่สูงตำมไปด้วย (Seiliez et al., 
2003) ดังนั นจึงมีแนวทำงในกำรใช้ประโยชน์ของยีน Delta 6 desaturase ในปลำสวำยโดยกำรโคลน
ยีน Delta 6 desaturase และผลิตรีคอมบิแนนต์ยีสต์ (Saccharomyces cerevisiae) เพื่อให้ยีสต์มีกำร
ผลิตเอ็นไซม์ Delta 6 desaturase และเข้ำสู่กระบวนกำรกำรสังเครำะห์กรดไขมันที่จ ำเป็น เพื่อเป็น
กำรเพิ่มกำรสะสมกรดไขมันที่จ ำเป็นในปลำสวำยต่อไป 

 

1.2 วัตถุประสงค์กำรวิจัย 
1.2.1 เพื่อผลิตรีคอมบิแนนต์ยีสต์ S. cerevisiae ที่มีควำมสำมำรถในกำรผลิตเอ็นไซม์ Delta 

6 desaturase ของปลำสวำย 
1.2.2 เพื่อศึกษำผลของกำรเสริมรีคอมบิแนนต์ยีสต์ที่ระดับต่ำง ๆ ในอำหำรปลำสวำยต่อ

องค์ประกอบของกรดไขมันในเนื อปลำสวำยที่บริโภคอำหำรผสมรีคอมบิแนนต์ยีสต์  
 

1.3 สมมติฐำนของงำนวิจัย 
1.3.1  เมื่อน ำยีน Detla 6 desaturase ที่ได้จำกปลำสวำยมำตัดต่อพันธุกรรมเข้ำสู่ยีสต์ S. 

cerevisiae แล้ว ยีสต์สำมำรถผลิตเอนไซม์ Detla 6 desaturase 
1.3.2 เมื่อน ำยีสต์ที่มีกำรผลิตเอนไซม์ Detla 6 desaturase มำเสริมในอำหำรปลำสวำยแล้ว 

ปลำสวำยมีกำรสะสมของกรดไขมันไม่อิ่มตัวเพิ่มขึ น 
 

1.4 ขอบเขตของกำรวิจัย 
กำรวิจัยในครั งนี มุ่งเน้นที่จะท ำกำรโคลน cDNA ของยีน delta 6 desaturase จำกปลำสวำย 

และน ำมำเชื่อมต่อกับพลำสมิดเวกเตอร์ p427TEF Yeast expression vector จำกนั นท ำกำรถ่ำยโอน
เข้ำสู่ยีสต์ S. cerevisiae แล้วจึงน ำยีสต์ดังกล่ำวไปเสริมในอำหำรปลำสวำยเพื่อดูองค์ประกอบของ
กรดไขมันไม่อิ่มตัวสูงในเนื อปลำสวำย 

 

1.5 ประโยชน์ที่คำดว่ำจะได้รับ 
ผลกำรศึกษำวิจัยในครั งนี คำดว่ำจะเป็นประโยชน์ต่ออุตสำหกรรมกำรผลิตสัตว์น  ำ โดยท ำ

ให้ได้ยีสต์ S. cerevisiae ที่มีกำรแสดงออกของเอนไซม์ Delta 6 desaturase เพื่อน ำไปใช้ในอำหำร
สัตว์น  ำซึ่งจะมีผลท ำให้มีกำรสะสมกรดไขมันไม่อ่ิมตัวสูงในสัตว์น  ำเพิ่มสูงขึ น 
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บทที ่2 

ปริทัศน์วรรณกรรมและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 
 

2.1 ชีววิทยาของปลาสวาย (Pangasianodon hypophthalmus) 
ปลาสวาย (Pangasianodon hypophthalmus) เป็นปลาน ้าจืดประเภทไม่มีเกล็ด เช่นเดียวกับ 

ปลาเทโพ ปลาเทพาและสังกะวาด เป็นปลาที่มีขนาดใหญ่มาก รองจากปลาบึก ขนาดใหญ่ที่สุดมี
ความยาว ถึง 150 เซนติเมตร ปลาชนิดนี มีพบในแถบ ประเภทสาธารณรัฐประชาธิปไตยประชาชน-
ลาว กัมพูชา เวียดนามและไทย ปลาสวายเป็นปลาที่มีบทบาทส้าคัญทางเศรษฐกิจของประเทศอีก
ชนิดหนึ่ง ในการเลี ยงปลาเป็นอาชีพ ปลาสวายเป็นปลาอีกชนิดหนึ่งที่ได้รับความนิยมในการเลี ยง
อย่างกว้างขวาง สามารถเลี ยงได้ทั งในบ่อ ในกระชัง และเลี ยงได้ทั งชนิดเดียว หรือเลี ยงรวมกันกับ
ปลาชนิดอ่ืน เช่น ปลาตะเพียน ปลานิล นับว่าเป็นปลาที่มีคุณค่าทางเศรษฐกิจที่ส้าคัญชนิดหนึ่ง 
เพราะปลาสวายเป็นปลาที่ เลี ยงง่าย โตเร็ว และไม่ค่อยมีโรคพยาธิเบียดเบียนเช่นปลาอ่ืน  ๆ
นอกจากนั นยังเป็นปลาที่กินอาหารได้เกือบทุกชนิด แม้เศษอาหารจากร้านค้าครัวเรือนหรือมูลสัตว์ 
เช่น มูลไก่ มูลสุกร ฯลฯ ก็ใช้เป็นอาหารปลาสวายได้เป็นอย่างดีอีกทั งปลาสวายเนื อมีรสดีมีปริมาณ
มากสามารถปรุงแต่งเป็นอาหาร ได้หลายแบบหลายรส (ศูนย์วิจัยและพัฒนาประมงน ้าจืดพะเยา  
ส้านักวิจัยและพัฒนาประมงน ้าจืด กรมประมง กระทรวงเกษตรและสหกรณ์) โดยอนุกรมวิธานของ
ปลาสวายเป็นดังนี  
อนุกรมวิธานของปลาสวาย P. hypophthalmus (Taxonomy)  

ไฟลัม (Phylum) : Chordata 
ชั น (Class) : Actinopterygii  

อันดับ (Order) :  Siluriformes 
วงศ์ (Family) : Pangasiidae 

สกุล (Genus) : Pangasianodon 
      สปีชีส ์(Species) : P. hypophthalmas  

 

2.1.1 ลักษณะท่ัวไป 
ปลาสวายมีรูปร่างค่อนข้างเรียวยาว หัวค่อนข้างกว้าง แต่ไม่แบนมากนัก ปากอยู่ต่้า กว้างทู่ 

มีตาขนาดเล็กมีหนวด 2 คู่ คือ หนวดขากรรไกรบน 1 คู่ และหนวดขากรรไกรล่าง 1 คู่ ซึ่งหนวดคู่
แรกมีความกว้างกว่าหนวดคู่ที่ 2 เส้นข้างตัวมีลักษณะเป็นเส้นสมบูรณ์ ส่วนสัดของล้าตัวที่ส้าคัญ ๆ
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คือ ความยาวสุดของล้าตัวประมาณ 4 เท่าคร่ึงของ ความยาวส่วนหัว ส่วนความยาวมาตรฐานล้าตัว
ยาวประมาณเกือบ 4 เท่าคร่ึงของความกว้างล้าตัว ครีบหลังมีก้านแข็ง 1 ก้าน มีลักษณะฟันเลื่อย และ
มีก้านแขนง 6 ก้าน มีครีบไขมันขนาดเล็กอยู่ระหว่างครีบหลังและครีบหาง ครีบก้นมีก้านแข็ง  4 
ก้าน และก้านแขนง 30-32 ก้าน ครีบหูมีก้านแข็ง 1 ก้าน และก้านแขนง 6 ก้าน ลักษณะภายในที่
ส้าคัญ มีซี่เหงือก 20 ซี่ มีฟันซี่เล็ก ๆ เรียงเป็นแถวบนขากรรไกรบนทั ง 2 คู่ มีฟันบนเพดานเรียงเป็น 
2 แถว ปลาสวายที่แก่เต็มวัยจะมีล้าตัวเป็นสีเทาด้าบริเวณด้านหลังและมีสีขาวบริเวณตั งแต่ด้านข้าง
ของล้าตัว จากส่วนหน้าถึงโคนหางขนานไปกับเส้นข้างตัวทั งด้านบนและด้านล่างท้าให้แลดู
สวยงามมาก (Gustiano et al., 2003) 

2.1.2 วงจรชีวิต 
 ปลาสวายตัวผู้มีท้องเรียบไม่นูนพื นท้องแข็งกว่าตัวเมีย ลักษณะช่องเพศเป็นรูปวงรี แคบ
เล็ก มีสีแดงอ่อน เมื่อใช้มือบีบที่ช่องเพศเบา ๆ จะมีน ้าเชื อสีขาวไหลออกมาให้เห็นได้ชัด ส่วนตัว -
เมียมีลักษณะที่พอจะสังเกตได้ชัด คือบริเวณส่วนท้องอูมเป่ง กลมนูนออกมาเห็นได้ถนัด พื นท้องมี
ผิวเนียนนิ่ม ลักษณะของช่องเพศ เป็นรูปรีมีขนาดกว้างใหญ่กว่าของตัวผู้ นอกจากนั นตรงบริเวณ
ช่องเพศยังมีลักษณะพองเป่งปรากฏเป็นสีแดงเข้มฤดูและแหล่งวางไข่ ปลาสวายจะวางไข่ตามแหล่ง
น ้าธรรมชาติในบริเวณที่มีน ้าท่วมในฤดูน ้ามาก ซึ่งอยู่ในช่วงเดือนมีนาคมถึงเดือนพฤษภาคม ไข่
ปลาสวายจะฟักออกเป็นตัวในระยะเวลา 27-33 ชั่วโมงหลังจากวางไข่ ที่อุณหภูมิ 28-31 องศา
เซลเซียส 
 

2.2 สภาวะการเลี้ยงปลาสวายในปัจจุบัน 
ประมาณการผลผลิตปลาสวายที่ได้จากการเพาะเลี ยงแนวโน้มที่สูงขึ นอย่างต่อเนื่องไทยซึ่ง

พบว่าตั งแต่ปี พ.ศ. 2543 จนถึงปี พ.ศ. 2555 ปริมาณการผลิตปลาสวายมีแนวโน้มที่สูงขึ นเพื่อ
ตอบสนองความต้องการของตลาด (ตารางที่ 2.1) โดยมีตลาดการส่งออกปลาสวายหลักคือ ประเทศ
สหรัฐอเมริกา รองลงมาคือกลุ่มประเทศในอาเซียนและตะวันออกกลาง เช่น ประเทศลาว กัมพูชา 
สิงคโปร์ พม่า ซาอุดิอารเบีย คูเวต และสหรัฐอาหรับเอมิเรตส์ (ภาพที่  2.1) ในส่วนการน้าเข้าไทย
น้าเข้าจากเวียดนามและจากประเทศออสเตรเลีย  จุดประสงค์การน้าเข้าส่วนหนึ่งเพื่อบริโภคใน
ประเทศ และมีการน้ามาแปรรูปเพื่อส่งออกต่อไปในรูปผลิตภัณฑ์ปลาสวาย เช่น ปลาสวายฟิลเล่  
แช่แข็ง อย่างไรก็ตามพบว่าประเทศเวียดนามยังเป็นผู้ผลิตรายส้าคัญในสินค้าปลาสวายและ
ผลิตภัณฑ์ คาดว่าผลผลิตปลาสวายจะมีปริมาณเพิ่มขึ นเนื่องจากรัฐบาลเวียดนามมีการวางแผนขยาย
การลงทุนเพื่อการเพาะเลี ยงซึ่งจะมีผลต่อราคาปลาสวายท้าให้มีแนวโน้มลดลง อย่างไรก็ตามคาดว่า
ปลาสวายจะเป็นสินค้าหลักในตลาดปลาทั่วโลกและจะมีอิทธิพลต่อราคาปลาเนื อขาวชนิดอ่ืน ๆ 
อย่างแน่นอน อีกทั งยังพบว่า  ผลผลิตปลาสวายจากประเทศจีนมีแนวโน้มเพิ่มขึ นแต่ยังมีการ
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เพาะเลี ยงน้อยกว่าปลานิล ผลผลิตส่วนใหญ่ใช้บริโภคภายในประเทศและมีการส่งออกน้อย  การ
ส่งออกกว่า 90% ไปยังสหรัฐฯ และเป็นผลิตภัณฑ์ชนิดฟิลเล่ 

 
ตารางท่ี 2.1 ปริมาณสัตว์น ้าจืดจากการเพาะเลี ยง จ้าแนกตามชนิดสัตว์น ้า ปี 2543-2555 
 

 
 

 
 

ภาพท่ี 2.1 สัดส่วนการส่งออกปลาสวายของไทย 
ท่ีมา : ส่วนตรวจการค้าสัตว์น ้า ส้านักบริหารจัดการด้านการประมง 

 

2.3 น้้ามันปลา 
น ้ ามันปลาซึ่ งเป็นผลิตภัณฑ์ที่ประกอบด้วยกรดไขมันไม่ อ่ิมตัวที่มีหลายพันธะคู่ 

(polyunsaturated fatty acid) น ้ามันปลาสกัดจากเนื อ หัวและหางของปลาทะเลซึ่งเป็นผลิตภัณฑ์ที่
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เป็นที่นิยมและมีจ้าหน่ายทั่วโลก โดยพบว่าน ้ามันปลาได้ถูกน้ามาใช้บริโภคโดยตรงประมาณ 13% 
ของการใช้น ้ามันปลาทั งหมด (IFFO/WHO, 2011) น ้ามันปลามีส่วนประกอบส้าคัญเป็นการไขมัน
กลุ่มโอเมก้า 3 ได้แก่ EPA และ DHA การรับประทาน EPA และ DHA ซึ่งเป็นกรดไขมันที่ร่างกาย
สร้างเองไม่ได้ มีผลดีต่อสุขภาพในการป้องกันโรคเกี่ยวหัวใจและหลอดเลือด  โดยร่างกายใช้ EPA 
เป็นหนึ่งในสารตั งต้นในการสังเคราะห์สารไอโคซานอยด์ (eicosanoids) ซึ่งเป็นกลุ่มสารเคมีที่มี
คุณสมบัติคล้ายฮอร์โมนที่ออกฤทธิ์เฉพาะที่ (local hormone) (สมพงษ์, 2538) บางชนิดท้าหน้าที่
ดูแลการท้างานของเซลล์เม็ดเลือด ช่วยท้าให้กล้ามเนื อของหลอดเลือดหดตัวขยายตัว บางชนิด
ท้างานสร้างอาการอักเสบต่าง ๆ เพื่อใช้เป็นกลไกป้องกันร่างกาย สารกลุ่มนี มีส่วนเกี่ยวข้องในการ
ควบคุมระบบการแข็งตัวของเลือด การหดตัวของหลอดเลือด และการหดตัวของกล้ามเนื อเรียบ ซึ่ง
เป็นกลุ่มกล้ามเนื อที่อยู่ตามอวัยวะต่าง ๆ ของร่างกาย (Caterina et al., 2001; วินัย, 2538) มีการศึกษา
หาวิธีการที่เพิ่มกรดไขมันที่ไม่อ่ิมตัวสูงในเนื อปลา โดยการหาแหล่งของอาหารที่มีกรดไขมันไม่
อ่ิมตัวสูง เพื่อใช้เสริมในอาหารสัตว์ต่างๆ  จากการศึกษาการสะสมกรดไขมันในปลานิล โดยการใช้
น ้ามันเมล็ดป่าน (Flaxseed oil) ที่ระดับ 0  1.25  2.50  3.75 และ 5.00 เปอร์เซ็นต์ เสริมในอาหารปลา 
พบว่าการใช้น ้ามันเมล็ดป่าน มีการสะสมของกรดไขมัน EPA  DHA และ Alfa-linolenic acid 
เพิ่มขึ น (P<0.05) ตามระดับการเสริมน ้ามันเมล็ดป่านที่ เพิ่มขึ นในอาหาร  (Aguiar et al., 2007)  
นอกจากการหาแหล่งอาหารที่มีผลต่อการเพิ่มกรดไขมันที่ไม่อ่ิมตัวสูงแล้ว ยังมีการศึกษาถึงปัจจัย
อ่ืนที่มีผลต่อการสะสมกรดไขมันที่ไม่อ่ิมตัวสูงพบว่า กรดไขมันไม่อ่ิมตัวสูงเหล่านี สามารถสะสม
เพิ่มสูงขึ นได้เมื่อมีการท้างานของเอ็นไซม์ในกระบวนการสังเคราะห์กรดไขมันที่ไม่อ่ิมตัวสูงนี มี
การท้างานเพิ่มสูงขึ น ซึ่ งพบว่าเอ็นไซม์  Delta 6 desaturease นี จึงเป็นเอ็นไซม์ชนิดหนึ่ งที่มี
ความส้าคัญต่อกระบวนการการสังเคราะห์กรดไขมันที่ไม่อิ่มตัวสูง โดยมีการศึกษาพบว่าปลามีการ
สะสมกรดไขมันที่ไม่อ่ิมตัวสูง มีผลท้าให้การแสดงออกของเอ็นไซม์ Delta 6 desaturease สูงขึ น
ตามไปด้วย (Ram et al., 2008)   
 

2.4 กระบวนการผลิตกรดไขมัน LC-PUFA (Long chain polyunsaturated fatty acid) 
กลไกการสังเคราะห์กรดไขมันที่ไม่อ่ิมตัวสูงจะแบ่งออกเป็น 2  กลุ่ม เป็นกรดไขมันใน

กลุ่ม n6 มีกรดไขมันต้นแบบคือ Linoleic  acid และกลุ่ม n3 มีกรดไขมันต้นแบบคือ α-Linolenic 
acid ในการสังเคราะห์กรดไขมันที่ไม่อ่ิมตัวในเนื อเยื่อของสัตว์ เร่ิมแรกเอนไซม์ Delta 6-desaturase 
จะเข้าไปเปลี่ยน Linoleic acid ได้ Grama-linolenic acid (GLA) ต่อจากนั นจะเข้าสู่ elongase system 
ซึ่งจะมีการเติมคาร์บอนเข้าไป 2 ตัว ท้าให้เกิดสังเคราะห์ Dihomo grama -linolenic acid (DGLA) 
ส่วนกรดไขมันในกลุ่ม n3 เร่ิมแรกเอนไซม์ Delta 6-desaturase จะเข้าไปเติมพันธะคู่ α-Linolenic 
acid ได้ Stearidonic acid (STA)  ต่อจากนั นจะเข้าสู่ Elongase system ซึ่งจะมีการเติมคาร์บอนเข้า
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ไป 2 ตัว ท้าให้เกิดสังเคราะห์ Eicosatetraenoic acid (ETA)  หลังจากเอนไซม์ delta 5-desaturase จะ
เข้าไปเปลี่ยน DGLA และ ETA จะได้ Arachidonic  acid (AA) และ Eicosapentaenoic acid (EPA) 
ตามล้าดับ  ต่อจากนั นจะเข้าสู่กระบวนการ Elongation โดยมีการเติมคาร์บอนเข้าไป 2 ตัว ซึ่งจะมี
การสังเคราะห์ n3 Docosapentaenoic acid (DPA) เกิดขึ น และ DPA จะถูกเติมพันธะคู่ด้วยเอนไซม์ 
Delta 4 desaturase ท้าให้ได้ DHA  และในปัจจุบันได้มีทางเลือกอีกทางที่จะสามารถสังเคราะห์ 
DHA ได้ โดยมีกระบวนการ Elongation 2 steps จาก  EPA ไปยัง DPA และจาก  DPA ไปยัง n3 
Tetracosapentaenoic acid (TPA) หลั งจากนั น  TPA จะถู ก เติมพั นธะคู่ ด้ วย เอนไซม์  Delta 6 
desaturase ได้ n3 Tetracosahexaenoic acid (THA) และในที่สุด THA ก็จะเปลี่ยนกลับไปเป็น DHA 
โดยกระบวนการ ᵦ-oxidation ใน peroxisome ส่วนกรดไขมันในกลุ่ม n6 ก็เช่นเดียวกัน AA จะเข้าสู่
กระบวนการ Elongation โดยมีการเติมคาร์บอนเข้าไป 2 ตัว ซึ่งจะมีการสังเคราะห์  Adrenic acid 
(ADA) เกิ ดขึ น และ  ADA จะถูก เติ มพั นธะคู่ ด้ วย เอนไซม์  Delta 4 desaturase ท้ าให้ ได้  n6 
Docosapentaenoic acid (DPA)  และได้มีทางเลือกอีกทางที่จะสามารถสังเคราะห์ DPA ได้ โดยมี 
กระบวนการ Elongation 2 steps จาก AA ไปยัง ADA  และจาก ADA ไปยัง n6 Tetracosatetraenoic 
acid (TTA) ห ลั งจ ากนั น  TTA จะถู ก เติ ม พั น ธ ะคู่ ด้ ว ย เอน ไซม์  Delta 6 desaturase ได้  n6 
Tetracosapentaenoic acid (TPA) และสุดท้าย TPA ก็จะเปลี่ยนกลับไปเป็น DPA โดยกระบวนการ 
ᵦ-oxidation เหมือนกัน (Pereira et al., 2003) ดังแสดงในภาพที่ 2.2 

 

 
 

ภาพท่ี 2.2 แสดงกลไกลการสังเคราะห์กรดไขมันที่ไม่อิ่มตัวสูง 
ท่ีมา : Pereira et al., 2003 
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2.5 ชีววิทยาของยีสต์ (Saccharomyces  cerevisiae) 
ยีสต์เป็นจุลินทรีย์พวกยูคาริโอต มีการด้ารงชีวิตเป็นเซลล์เดี่ยว (unicellular form) มีรูป

หลายแบบ คือ กลม (round, spheroidal, spherical) รี (ellipsoidal) รูปไข่ (oval และ ovoidal) รูปเล-
มอน (apiculate) สามเหลี่ยม (triangular) ยาว (elongated) และเป็นสาย (filamentous) ขนาดของ
ยีสต์แตกต่างกันในแต่ละชนิด ในยีสต์ที่ได้มีการศึกษานั น Saccharomyces cerevisiae เป็นเซลล์ที่มี
รูปร่างรี ความกว้างประมาณ 1-7 ไมโครเมตร  และความยาวของเซลล์ 5-10 ไมโครเมตร (Schulze 
et al., 1995) อนุกรมวิธานของยีสต์ S. cerevisiae มีดังนี  
 

อนุกรมวิธานของยีสต์ S. cerevisiae (Taxonomy) 
ไฟลัม (Phylum) : Ascomycota 

ชั น (Class) : Hemiascomycestes 
อันดับ (Order) :  Saccharomycetales 

วงศ์ (Family) : Saccharomycetaceae 
สกุล (Genus) : Saccharomyces 

สปีชีส์ (Species) : Saccharomyces cerevisiae 
 

เซลล์ยีสต์ประกอบด้วยโครงสร้างต่าง ๆ เช่น ผนังเซลล์ (Cell wall) ส่วนใหญ่เป็นกลูแคน 
(Glucan) และแมนแนน (Mannan) เยื่อหุ้มเซลล์ (Cell membrane) ส่วนใหญ่เป็นพวกไขมันและ
โปรตีน คาร์โบไฮเดรตในปริมาณเล็กน้อย มีบางส่วนของเยื่อหุ้มเซลล์ที่ยื่นเข้าไป (Invagination) ใน
ไซโทพลาสซึม นิวเคลียส (Nucleus) มี รูปร่างกลมรี ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางประมาณ 1.5 
ไมโครเมตร จะเห็นนิวเคลียสของยีสต์ได้ในเซลล์ที่ก้าลังมีการแตกหน่อ ไมโทคอนเดรีย  
(Mitochondria) มีรูปร่างกลมหรือรูปท่อน หน้าที่ส้าคัญของไมโทคอนเดรียคือ การสร้างพลังงานใน
รูปของ ATP จากการหายใจในสภาวะที่มีออกซิเจน เอนโดพลาสมิกเรทิคิวลัม (Endoplasmic 
reticulum) เป็นโครงสร้างภายในไซโทพลาสซึม มีหน้าที่ช่วยในช่วงเร่ิมต้นของการแตกหน่อโดย
การสร้างเวซิเคิล (Vesicle) ที่บรรจุเอนไซม์ชนิดต่าง ๆ และองค์ประกอบต่าง ๆ ของเซลล์แวคิวโอล 
(Vacuole) ขนาดของแวคิวโอลเปลี่ยนแปลงตามการเจริญของเซลล์ ท้าหน้าที่คล้ายไลโซโซม 
(Lysosome) ในการย่อยโปรตีนทั่ว ๆ ไปในเซลล์ไซโทพลาสซึม (Cytoplasm) เป็นของเหลวที่มี
ลักษณะคล้ายวุ้นและมีความเป็นกรด ส่วนที่พบแขวนลอยอยู่ในไซโทพลาซึมคือ ไมโครบอดี 
(Microbody) ไรโบโซม  (Ribosome) โปรที โซม  (Proteasome) อนุ ภ าคลิพิ ด  (Lipid particle)  
(สาวิตรี, 2549) 
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ภาพท่ี 2.3 ส่วนประกอบภายในเซลล์ยีสต ์
ท่ีมา : www.bakeinfo.co.nz/school/images/yeast. 
 

การเจริญของเซลล์ยีสต์เกิดโดยการเพิ่มขนาดจนถึงขนาดที่เหมาะสม (Critical size) เซลล์
จะมีการแบ่งเพิ่มจ้านวน ในระหว่างนั นนิวเคลียสมีการแบ่งแบบไมโทซิส การสังเคราะห์ไซ -
โทพลาสซึม และออร์แกเนลล์ต่าง ๆ เกิดขึ น การแบ่งเซลล์ของยีสต์ซึ่งเป็นการเพิ่มจ้านวนแบบไม่
อาศัยเพศ ส่วนใหญ่เกิดโดยการแตกหน่อ (Budding)  ฟิวชั่น (Fission) การเพิ่มจ้านวนแบบนี เกิด
โดยการที่เซลล์ขยายออกตามยาว และออร์แกเนลล์ต่าง ๆ รวมทั งนิวเคลียสและไซโทพลาสซึมเพิ่ม
เป็นสองเท่า จากนั นมีการสร้างผนังกั นขวาง (Septum หรือ Cross wall ) แบ่งเซลล์ออกเป็น 2 ส่วน
เท่า ๆ กัน และท้ายที่สุดแบ่งเป็น 2 เซลล์ ปกติการเพิ่มจ้านวนจะเกิดในสภาวะที่เหมาะสมเท่านั น ใน
กรณีของ S. cerevisiae ถ้ามีอาหารเพียงพอจะเพิ่มจ้านวนเป็นสองเท่าภายในระยะเวลาสั น และถ้า
อาหารหมดลงยีสต์นั นจะเข้าสู่ระยะที่ไม่มีการแตกหน่อซึ่งเป็นระยะที่เซลล์ยังคงมีชีวิต แต่เมื่อกลับ
มีอาหารขึ นมาอีกเซลล์ก็สามารถเจริญได้ต่อไป (Sherman et al., 2002) 
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ภาพท่ี 2.4 การเจริญของเซลล์ยีสต์ 
ท่ีมา : www.sparknotes.com/.../fungi/section2.rhtml 
 

ยีสต์ (S. cerevisiae) เป็นจุลินทรีย์ที่จัดอยู่ในกลุ่มที่มีประโยชน์ต่อร่างกายของมนุษย์และ
สัตว์ซึ่งในปัจจุบันนี ได้มีการน้ายีสต์มาเป็นส่วนผสมของอาหารสัตว์  ยีสต์เป็นแหล่งโปรตีนที่เรา
เรียกว่า โปรตีนเซลล์เดียว (Single cell protein) เน่ืองจากมีโปรตีนทั งหมดปริมาณสูงและมีกรดอะ-
มิโนจ้าเป็นครบถ้วน โดยเฉพาะมีไลซีนปริมาณสูง นอกจากนั นเซลล์ของยีสต์ยังประกอบด้วยเกลือ-
แร่หลายชนิด เช่น โครเมียม ซีลีเนียม โมลิบดีนัม และสังกะสี  รวมทั งวิตามินหลายชนิดโดยเฉพาะ
วิตามินบีรวม ซึ่งเป็นประโยชน์ต่อสัตว์ ยิ่งกว่านั นยีสต์ยังมีรสชาติดี ช่วยเพิ่มความน่าบริโภคของ
อาหาร และอีกในแง่หนึ่งคือเป็นตัวช่วยเสริมสุขภาพของสัตว์หรือที่เราเรียกว่าเป็น  โปรไบโอติค 
(Probiotic) ให้กับสัตว์เลี ยง ซึ่งจะท้าให้สัตว์แข็งแรง  มีภูมิต้านทานโรคสูงขึ น (Jonewell et al., 
1993)  

มีการศึกษาถึงผลของการเสริมยีสต์ S. cerevisiae ต่อประสิทธิภาพการเจริญเติบโต ซึ่ง
พบว่าเมื่อมีการเสริมยีสต์ที่ระดับ  0  1  1.5 และ 2% ในสูตรอาหารปลา African catfish พบว่าที่
ระดับ 2% มีผลท้าให้ Final weight มีค่าสูงสุดอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P<0.05) และมีผลท้าให้ค่า 
FCR มีต่้าที่สุดอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P<0.05) (Essa et al., 2011) นอกจากนี ยังมีการศึกษาใน
ปลานิลโดยการการเสริมยีสต์ที่ระดับ 0  0.25  0.5  1  2 และ 5% ในสูตรอาหาร พบว่าเมื่อมีการเสริม
ยีสต์ S. cerevisiae ที่ระดับ 5% ในสูตรอาหารมีผลท้าให้ประสิทธิภาพการเจริญเติบโตสูงกว่าอาหาร
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ควบคุมและการเสริมยีต์ที่ระดับอ่ืน ๆ อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P<0.05) (Tawwab et al., 2008) 
และการศึกษาการเสริมยีสต์ที่ระดับ 0  1 และ 2% ในสูตรอาหารพบว่า การเสริมยีสต์ที่ระดับ 2% ใน
สูตรอาหารมีผลท้าให้ปลา Beluga มีประสิทธิภาพการเจริญเติบโตสูงกว่าอาหารควบคุมและสูงกว่า
การเสริมยีสต์ที่ระดับอ่ืนอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P<0.05) (Hoseinifar et al., 2011) ดังที่แสดงใน
ตารางที่ 2.2 
 นอกจากนี ในส่วนของการเสริมยีสต์ S. cerevisiae ต่อระบบภูมิคุ้มกันโดยท้าการเสริมยีสต์
ที่ระดับ 0  1  2 และ 4% ในสูตรอาหารพบว่า เมื่อมีการเสริมยีสต์ S. cerevisiae ที่ระดับ 2% ในปลา 
Hybrid striped bass มีผลท้าให้ค่า NBT test และค่า Intracellular superoxide anion ซึ่งเป็นค่าที่บ่ง
บอกถึงสุขภาพปลาที่ดีมีค่าสูงที่สุดอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P<0.05) (Li et al., 2003) เช่นเดียวกับ
การศึกษาเปรียบเทียบการใช้ยีสต์กับการใช้โปรไบโอติกทางการค้า (GrobioticTMAE) ที่ระดับ 1%
และ 2% ในสูตรอาหารพบว่าเมื่ อมีการเส ริมยีสต์  S. cerevisiae ที่ ระดับ  1% มีผลท้ าให้ค่ า 
Extracellular superoxide anion สูงกว่า การเสริมยีสต์ที่ระดับอื่น ๆ และการเสริม Premix ทางการค้า 
อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P<0.05) (Li et al., 2004) ซึ่งแสดงในตารางที่ 2.3 
 และการศึกษาการเสริมยีสต์ S. cerevisiae ที่ระดับ 1% และ 2% ในสูตรอาหาร พบว่าไม่มี
ผลต่อการเปลี่ยนแปลงค่า Red blood cell ค่า Heamoglobin และค่า Hamatocrit อย่างมีนัยส้าคัญทาง
สถิติ แต่พบว่า ทั งสามค่ามีแนวโน้มสูงขึ นเมื่อมีการเสริมยีสต์ที่ระดับสูงขึ น  (Hoseinifar et al., 
2011) และการศึกษาในปลานิลโดยการการเสริมยีสต์ที่ระดับ 0  0.25  0.5  1  2 และ 5% ในสูตร
อาหาร พบว่ า เมื่ อมี การเส ริมยีสต์  S. cerevisiae ที่ ระดับ  5% มีผลท้ าให้ ค่ า  Red blood cell 
Hemoglobin  Hematocrit  Albumin และค่า Globulin สูงกว่าการใช้ยีสต์ที่ ระดับ อ่ืน  ๆ อย่างมี
นัยส้าคัญทางสถิติ (P<0.05) (Tawwab et al., 2008) ซึ่งแสดงในตารางที่ 2.4 
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ตารางท่ี 2.2 แสดงผลการเสริมยีสต์ต่อสมรรถนะการเจริญเติบโตในปลาชนิดต่าง ๆ 

Fish 
Period 
(day) 

Species Yeast Level 
    IW 
    (g) 

    FW 
    (g) 

Weight Gain (g) SGR(%/day) FCR 
   Survival 
      (%) 

Ref. 

African catfish Clarias 
gariepinus 

186 S.cerevisiae 
(Brewer’s yeast) 

0% 34.26±0.41  760.2±5.1d - - 1.39±0.05a  92.96±1.06  Essa 
et al. 
(2011) 

1% 34.26±0.40 796.1±4.5c - - 1.32±0.05ab 93.77±0.71 
1.5% 34.33±0.38 840.7±4.2b - - 1.30±0.06ab 93.93±0.49 
2% 34.27±0.42 913.3±4.8a - - 1.26±0.04b 94.00±0.48 

 
Nile tilapia Oreochromis 
niloticus 

84 S. cerevisiae 
(Live yeast) 

0% 0.33±0.088a  7.22±0.11d 6.89±0.098d  3.673±0.015c  1.72±0.028a  96.7±1.7a  Tawwab  
et al. 
(2008) 

0.25 0.34±0.033a 8.00±0.06c 7.66±0.061c 3.760±0.019bc 1.61±0.073ab 95.0±2.9a 
0.5 0.34±0.033a 8.50±0.23bc 8.16±0.228bc 3.832±0.023b 1.55±0.052b 100.0±0.0a 
1.0 0.33±0.088a 9.90±0.29a 9.57±0.028a 4.049±0.011a 1.48±0.034c 95.0±2.9a 
2.0 0.33±0.012a 10.05±0.11a 9.72±0.089a 4.067±0.030a 1.39±0.045cd 100.0±0.0a 
5.0 0.32±0.058a 10.00±0.29a 9.68±0.294a 4.098±0.054a 1.35±0.032d 96.7±1.7a 

Beluga 
Huso huso 
 

42 S. cerevisiae 
Brewer's yeast 

0% 11.2±0.6  29.2±2.6a 18.1±2.5a  2.27±0.21a  2.053±0.10a  87.0±4.2  Hoseini- 
far et al. 
(2011) 

1% 11.4±0.5 36.9±4.8ab 25.6±4.9ab 2.79±0.33ab 1.83±0.11ab 92.6±3.2 
2% 11.4±0.4 38.5±3.4b 27.1±2.7b 2.89±0.22b 1.79±0.07b 93.5±4.2 

 

หมายเหตุ : ตัวอักษร a  b  c  d ในแถวแนวตั ง แสดงความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P<0.05) 
: IW คือ Initial weight 
: FW คือ Final weight 
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ตารางท่ี 2.3 แสดงผลของการเสริมยีสต์ต่อระบบภูมิคุ้มกันปลาชนิดต่าง ๆ 

Fish 
Period 
(day) 

Species Yeast Level 
NBT test 
(mg ml_1) 

Lysozyme 
(103Units/l) 

ESA 
(nmol O2

_ ) 
ISA 

(O.D. at 620 nm) 
Ref. 

Hybrid striped bass 
Morone chrysops X M. saxatilis 

112 S. cerevisiae 
Brewer's yeast 

0% 1.99c 1246.7 0.897 2.679c Li et al. 
(2003) 1% 2.59ab 1073.3 1.039 3.694b 

2% 3.09a 965 1.293 4.511ab 
4% 2.31bc 1155 1.091 4.86a 

Hybrid striped bass 
M. chrysops X M. saxatilis 

49 S. cerevisiae 
Brewer's yeast 
GrobioticTMAE 

0% 1.20 473 7.21c 1.28 Li et al. 
(2004) 1% 1.40 515 11.22a 1.55 

2% 1.58 472 10.55a 1.66 
1% 1.28 448 9.71a,b 1.79 
2% 1.31 640 8.34b,c 1.59 

 

หมายเหตุ : ตัวอักษร a  b  c  d ในแถวแนวตั ง แสดงความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P<0.05) 
NBT test คือ Nitro blue tetrazolium test 
ESA คือ Extracellular superoxide anion 
ISA คือ Intracellular superoxide anion 
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ตารางท่ี 2.4 แสดงผลของการเสริมยีสต์ต่อค่าโลหิตวิทยาในปลาชนิดต่าง ๆ 

Fish 
Period 
(day) 

Species Yeast Level RBC (x106cell/ul) 
Hemoglobin content 

(g/dl) 
Hematocrit (%) 

Albumin 
(g/L) 

Globulin 
(g/L) 

Ref. 

Beluga 
Huso huso 

42 S. cerevisiae 
Brewer's yeast 

0% 0.74±16.12 6.56±0.85 19.71±18.53 - - Hoseinifar et al.  
(2011) 1% 0.72±0.75 6.55±0.63 20.46±1.06 - - 

2% 0.70±19.82 6.77±0.84 21.45±1.21 - - 
Nile tilapia 
Oreochromis niloticus 

84 S. cerevisiae 
Brewer's yeast 

0% 1.74±0.138b 5.03±2.93b 12.67±0.917b 16.2±0.9c 19.9±2.3d Tawwab 
et al. (2008) 0.25% 1.81±0.087b 5.43±2.89b 13.43±0.921b 16.8±0.8c 30.2±0.7c 

0.5% 1.59±0.045b 4.80±3.21b 12.23±0.984b 17.3±0.9bc 41.4±2.1ab 
1.0% 2.54±0.142a 7.50±4.07a 16.90±0.322a 19.7±0.8a 46.4±4.5a 
2.0% 2.58±0.170a 7.78±3.05a 16.70±0.153a 18.7±1.5ab 37.5±2.6b 
5.0% 2.41±0.058a 8.43±4.88a 16.87±0.406a 18.6±0.5ab 36.5±3.1b 

 

หมายเหตุ : ตัวอักษร a  b  c  d ในแถวแนวตั ง แสดงความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P<0.05) 
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2.6 รีคอมบิแนนต์ดีเอ็นเอเทคโนโลยีในยีสต์ 
รีคอมบิแนนต์ดีเอ็นเอ (Recombinant DNA technology) ซึ่งอาจเรียกว่า พันธุวิศวกรรม 

(Genetic engineering) หรือการโคลนยีน (Gene cloning) เป็นการสร้างคอมบิชั่นใหม่ระหว่างสปี-
ชีส์ที่ไม่มีความสัมพันธ์กันเลยและไม่เกิดในธรรมชาติ โดยการรวมดีเอ็นเอที่สร้างโดยวิธีการใดก็
ได้ที่ภายนอกเซลล์เข้าไปในดีเอ็นเอของไวรัส พลาสมิดแบคทีเรีย หรือพาหะ (Vector) อ่ืน เพื่อยอม
ให้ถูกน้าไปในสิ่งมีชีวิตให้อาศัย (Host organism) ที่ไม่ใช่สิ่งมีชีวิตให้อาศัยตามธรรมชาติ แต่
สิ่งมีชีวิตให้อาศัยนั นยอมให้ดีเอ็นเอเข้าไปเพิ่มจ้านวนอย่างต่อเนื่องท้าให้ลักษณะทางพันธุกรรม
ของสิ่งมีชีวิตนั นเปลี่ยนแปลงไป  กระบวนการรีคอมบิแนนต์ดีเอ็นเอเทคโนโลยีนั นสิ่งที่ต้องการ
เป็นพื นฐาน คือ พาหะ ส้าหรับการถ่ายทอดข้อมูลทางพันธุกรรม ซึ่งอาจเป็นพลาสมิดดีเอ็นเอ หรือ
ดี-เอ็นเอพาหะอ่ืน ๆ ชิ นดีเอ็นเอที่มียีนที่เราสนใจ เอ็นไซม์ตัดจ้าเพาะ และเอ็นไซม์ไลเกส (Ligase) 
และการน้าพาหะที่มีรีคอมบิแนนต์ดีเอ็นเอเข้าสู่เซลล์ให้อาศัย (Tottora et al., 1998) โดยวิธีการ การ
แยกพาหะ หรือพาหะการโคลน (Cloning vector) การแยกดีเอ็นเอจากเซลล์ผู้ให้ (Donor cell) การ
น้าชิ นดีเอ็นเอที่มียีนที่สนใจเข้าสู่พาหะในหลอดทดสอบ การน้าพาหะที่มีรีคอมบิแนนต์ดีเอ็นเอเข้า
สู่เซลล์ให้อาศัย ซึ่งพาหะนั นต้องเพิ่มจ้านวนได้ และเซลล์ที่ได้คือเซลล์รีคอมบิแนนต์  เซลล์รีคอม-
บิแนนต์ถูกเลี ยงเพื่อสร้างโคลน (Clone) ที่มีเซลล์ซึ่งมีพันธุกรรมเหมือนกันอยู่เป็นจ้านวนมาก 

พลาสมิด (Plasmid) ซึ่งเป็นพาหะการโคลน มีหน้าที่ในการเคลื่อนย้าย ดีเอ็นเอระหว่าง
สิ่งมีชีวิต ทั่ว ๆ ไปมีลักษณะเป็นโมเลกุลของดีเอ็นเอที่มีขนาดเล็ก และส่วนใหญ่มีลักษณะเป็นวง-
แหวน (Circular form) พาหะควรมีความสามารถในการถ่ายแบบตัวเอง (Self-replication) ในเซลล์
ให้อาศัย หรือต้องสามารถรวมเข้าไปในโครโมโซมของเซลล์ให้อาศัยอย่างรวดเร็ว นอกจากนั น
พาหะต้องมียีนเคร่ืองหมาย (Gene marker) ที่ช่วยในการคัดเลือกง่าย ดังตัวอย่างพาหะการโคลนยีน
ในยีสต์ p427TEF Yeast expression vector 
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ภาพท่ี 2.5 ส่วนประกอบของ p427TEF Yeast expression vector 
ท่ีมา : www.dualsystems.com 

 
การ Expression ของยีน delta 6 desaturase ในยีสต์ 

 Zheng et al. (2000) ได้ศึกษาการแสดงออกของยีน Delta 6 desaturase ของ cobia ในยีสต ์
S. cerevisiae โดยวัดอัตราการเปลี่ยนสารตั งต้น (substrates) เป็นผลิตภัณฑ์ในเซลล์ยีสต์ พบว่า ยีสต์
มีการแสดงออกของเอ็นไซม์ Delta 6 desaturase ซึ่งมีการเปลี่ยน 18 : 3n3 เป็นผลิตภัณฑ์ 18 : 4n3 
ถึง 50.8% เช่นเดียวกับการศึกษาของ Qiu et al. (2002) ได้ศึกษาการท้างานของยีน Delta 6 
desaturase ของ Borage ในยีสต ์S. cerevisiae โดยท้าการวัดปริมาณของ substrate ที่ถกูน้าเข้าไปใน
เซลล์ยีสต์ ออกมาเป็นผลิตภัณฑ์ (Product) พบว่า Delta 6 desaturase มีการท้างานโดยการเปลี่ยน  
18 : 2n6 เป็นผลิตภัณฑ์ 18 : 3n6 ได้ดี และ Zank et al. (2009) ได้ศึกษาการท้างานของยีน Elongase 
ของมอส (Physcomitrella patens) ในยีสต์พบว่าปริมาณของ substrate 18 : 3n6 ที่ถูกน้าเข้าไปใน
เซลล์ยีสต์ออกมาเป็นผลิตภัณฑ์ (Product) 20 : 3n6 ถึง 51% แสดงว่ามีการท้างานของเอ็นไซม์ 
Delta 6 desaturase ในเซลล์ยีสต์เช่นเดียวกับการศึกษาของ Zheng et al. (2004) ที่ท้าการศึกษา 
เอ็นไซม์ Delta 5 และ Delta 6 desaturase ในปลา Common carp  Rainbow trout Gilthead seabream 
และ Turbot ในเซลล์ยีสต์ และการศึกษาการท้างานของเอ็นไซม์ Delta 6 desaturase Atlantic 
bluefin tuna ซึ่งพบว่าเอ็นไซม์ Delta 5 และ Delta 6 desaturase สามารถเปลี่ยนสารตั งต้นไปเป็น
ผลิตภัณฑ์ได้ 
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ตารางท่ี 2.5 ผลของการแสดงของเอ็นไซม์ในกระบวนการสังเคราะห์กรดไขมันไม่อ่ิมตัวของรีคอมบิแนนท์ยีสต์ S. cerevisiae ในสิ่งมีชีวิตชนิดต่าง ๆ 

Species Enzyme Substrate 
Substrate 

accumulation 
(wt. %) 

Product 
Product 

accumulation 
(wt. %) 

Conversion (%) References 

Physcomitrella patens Elongase 18 : 2n6 80.4 20 : 2n6 3.1 3.7 Zank et al., 2000 

18 : 3n6 31.7 20 : 3n6 32.4 51.0 

18 : 3n3 52.0 20 : 3n3 1.6 3.0 

18 : 4n3 23.8 20 : 4n3 19.8 45.0 

Borage 
(Borago officinalis) 

Delta 6 
desaturase 

16 : 1 6.02 16 : 2 0.13 - Qiu et al., 2002 

18 : 1 7.91 18 : 2 0.08 - 

18 : 2n6 26.62 18 : 3n6 6.13 - 

18 : 3n3 21.13 18 : 4n3 5.72 - 

Cobia 
(Rachycentron canadum) 

Delta 6 
desaturase 

18 : 3n3 - 18 : 4n3 - 50.8 Zheng et al., 2009 

18 : 2n6 - 18 : 3n6 - 36.5 

20 : 4n3 - 20 : 5n3 - 2.4 

20 : 3n6 - 20:4n6 - 0.2 

17 
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ตารางท่ี 2.5 ผลของการแสดงของเอ็นไซม์ในกระบวนการสังเคราะห์กรดไขมันไม่อ่ิมตัวของรีคอมบิแนนท์ยีสต์ S. cerevisiae ในสิ่งมีชีวิตชนิดต่าง ๆ (ต่อ) 

 
 
 

Species Enzyme Substrate 
Substrate 

accumulation 
(wt. %) 

Product 
Product 

accumulation 
(wt. %) 

Conversion 
(%) References 

Common carp 
(Cyprinus carpio) 

Delta 6 desaturase 18 : 3n3 - 18 : 4n3 - 7.0 

Zheng et al., 2004 

18 : 2n6 - 18 : 3n6 - 1.5 

Delta 5 desaturase 20 : 4n3 - 20 : 5n3 - 0.5 

20 : 3n6 - 20 : 4n6 - 0.4 

Rainbow trout 
(Oncorhynchus mykiss) 

Delta 6 desaturase 18 : 3n3 - 18 : 4n3 - 31.5 

18 : 2n6 - 18 : 3n6 - 3.6 

Delta 5 desaturase 20 : 4n3 - 20 : 5n3 - 0.2 

20 : 3n6 - 20 : 4n6 - 0.0 

Gilthead seabream 
(Sparus aurata) 

Delta  6 desaturase 18 : 3n3 - 18 : 4n3 - 23.1 

18 : 2n6 - 18 : 3n6 - 12.2 

Delta  5 desaturase 20 : 4n3 - 20 : 5n3 - 0.2 

20 : 3n6 - 20 : 4n6 - 0.1 

18 
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ตารางท่ี 2.5 ผลของการแสดงของเอ็นไซม์ในกระบวนการสังเคราะห์กรดไขมันไม่อิ่มตัวของรีคอมบิแนนท์ ยีสต ์S. cerevisiae ในสิ่งมีชีวิตชนิดต่าง ๆ (ต่อ) 

 

Species Enzyme Substrate 
Substrate 

accumulation 
(wt. %) 

Product 
Product 

accumulation 
(wt. %) 

Conversion (%) References 

 
Turbot 
(Psetta maximus) 

Delta 6 desaturase 18 : 3n3 - 18 : 4n3 - 59.5 Zheng et al., 
2004 

18 : 2n6 - 18 : 3n6 - 31.2 

Delta 5 desaturase 20 : 4n3 - 20 : 5n3 - 0.1 

20 : 3n6 - 20 : 4n6 - 0.0 

Atlantic bluefin tuna 
(Thunnus thynnus) 

Delta 6 desaturase 18 : 3n3 - 18 : 4n3 - 31.2 Morais et al., 
2011 

18 : 2n6 - 18 : 3n6 - 19.7 

19 
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บทที ่3 

วิธีด ำเนินกำรวิจัย 
 

กำรศึกษำวิจัยครั้งนี้แบ่งออกเป็น 2 กำรทดลองดังนี้ 
การทดลองที่ 1 ผลิตยีสต์ S. cerevisiae ให้มีการผลิตเอ็นไซม์ Delta 6 desaturase ของปลา-

สวาย 
การทดลองที่  2 ศึกษาผลของการเสริมยีสต์ที่มีการตัดต่อยีน Delta 6 desaturase ต่อ

องค์ประกอบของกรดไขมันไม่อิ่มตัวสูง 
 

3.1 ปลำสวำยที่ใช้ท ำกำรศึกษำ 
ปลาสวายขนาดประมาณ 60 กรัมจากฟาร์มมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี (งานสัตว์น ้า) 

มาพักเลี ยงเพื่อปรับสภาพในบ่อดินเพื่อลดความเครียดเนื่องจากการขนย้ายเป็นเวลา  1 สัปดาห์ โดย
ท้าการเลี ยงปลาในกระชัง ขนาด 8 m3  โดยให้กินอาหารวันละ 2 ครั ง ที่เวลา 09.00 น. และ 16.00 น. 

 

3.2 สถำนที่ท ำกำรทดลอง 
ฟาร์มมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี  (งานสัตว์น ้า) อาคารเคร่ืองมือ 10 ศูนย์เคร่ืองมือ

วิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี 
 

3.3 แผนกำรทดลองที่  1 ผลิตยีสต์  S. cerevisiae ให้มีกำรผลิต เอ็นไซม์  Delta 6 
Desaturase ของปลำสวำย (P. hypophthalmus) 

3.3.1 กำรโคลน cDNA ของยีน Delta 6 desaturase 
กำรเก็บตัวอย่ำงตับปลำสวำย 
น้าปลาสวายที่มีน ้าหนักประมาณ 50 g มาท้าการเก็บตับ โดยท้าการสลบปลาสวายใน 

2-phenoxyethanol หลังจากนั นท้าการเปิดช่องท้องและท้าการเก็บตับประมาณ  50-100 mg ใส่ใน
หลอดไมโครเซนทริฟิวจ์ขนาด 1.5 ml แล้วน้าตัวอย่างตับไปเก็บในตู้ -80 ºC 

กำรสกัด RNA 
น้าตัวอย่างตับของปลาสวายที่เก็บในตู้  -80 ºC มาพักในถังน ้าแข็ง โดยตัวอย่างตับ

ปลาสวายมีน ้าหนักประมาณ 50-100 mg ท้าการใส่สาร Trizol 500-1000 μl แล้วจึงบดตัวอย่างให้
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ละเอียดและตั งไว้ที่ อุณหภูมิห้อง  5 นาที  หลังจากนั นใส่  Chloroform 1 ส่วนต่อ  5 ส่วน  ของ
สารละลายในหลอด  ท้าการผสม (vortex) และน้าไปปั่นเหวี่ยง  (centrifuge) ด้วยความเร็วรอบ 
12,500 rpm ที่อุณหภูมิ4 ºC เป็นเวลา 5 นาที สารละลายจะแยกชั นโดยส่วนของอาร์เอ็นเอจะอยู่ชั น
บน ท้าการดูดสารส่วนบนย้ายไปยังหลอดไมโครเซนทริฟิวจ์หลอดใหม่  หลังจากนั นท้าการ
ตกตะกอนอาร์เอ็นเอด้วย Isopropanol โดยใส่สาร Isopropanol เท่ากับสารละลายอาร์เอ็นเอที่ย้ายมา 
ท้าการ vortex สารละลายและวางที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 1 ชั่วโมง เมื่อครบเวลาน้าหลอดไปปั่น
เหวี่ยงด้วยความเร็วรอบ 12,500 rpm ที่อุณหภูมิ 4 ºC เป็นเวลา 30 นาท ีจากนั นดูดสารละลายออกทิ ง
เหลือไว้เฉพาะตะกอนของอาร์เอ็นเอ ต่อมาท้าการล้างตะกอนด้วย 80% Ethanol ใส่เป็น 2 เท่าของ
สารละลายอาร์เอ็นเอ หลังจากนั นปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็วรอบ 12,500 rpm ที่อุณหภูมิ 4 ºC เป็นเวลา 
5 นาที แล้วท้าการดูดสารละลายทิ งอีกครั ง และเปิดฝาหลอดวางไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา  10-15 
นาที เพื่อให้เอทานอลระเหยออกไป หลังจากนั นละลายตะกอนอาร์เอ็นเอในน ้า DEPC     225 μl ท้า
การผสมเบา ๆ เพื่อให้ตะกอนละลาย จากนั นใส่ DNase I (5 U/μl) 1 μl และ 10x DNase buffer 25 
μl เพื่อก้าจัดดีเอ็นเอให้เหลือไว้แต่อาร์เอ็นเอ น้าหลอดไปตั งในอ่างควบคุมอุณหภูมิแบบแห้ง โดย
ตั งอุณหภูมิ 37 ºC เป็นเวลา 30 นาที และท้าลายเอนไซม์ DNase I ด้วยอุณหภูมิ 70 ºC เป็นเวลา 5 
นาที จากนั นท้าให้บริสุทธิ์โดยใส่ Phenol : Chloroform (1 ส่วนต่อ 1 ส่วนของสารละลายที่มีอยู่) ท้า
การ vortex และน้าไปปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็วรอบ 12,500 rpm ที่อุณหภูมิ 4 ºC เป็นเวลา       5 นาที 
สารละลายจะแยกชั นโดยส่วนของอาร์เอ็นเอจะอยู่ชั นบน ท้าการดูดสารส่วนบนย้ายไปยังหลอดไม
โครเซนทริฟิวจ์หลอดใหม่ หลังจากนั นท้าการตกตะกอนอาร์เอ็นเออีกครั งด้วย 3M sodium acetate 
pH 5.2 ใส่ 0.1 ส่วนต่อ 1 ส่วนของสารละลายที่อยู่ในหลอด และสาร Absolute ethanol โดยใส่ 3 เท่า
ของสารในหลอด และท้าการ vortex สารละลาย น้าหลอดไปตั งไว้ที่อุณหภูมิ  -80 ºC เป็นเวลา 1 
ชั่วโมงหรือที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลาประมาณ 16-18 ชั่วโมง เพื่อเป็นการตกตะกอนอาร์เอ็นเอ เมื่อ
ครบเวลาน้าหลอดไปท้าการปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็วรอบ  12,500 rpm ที่อุณหภูมิ 4 ºC เป็นเวลา 30 
นาที จากนั นดูดสารละลายออกทิ งเหลือไว้เฉพาะตะกอนของอาร์เอ็นเอ ท้าการล้างตะกอนด้วย 80% 
Ethanol 2 เท่าของสารละลายอาร์เอ็นเอ  หลังจากนั นปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็วรอบ  12,500 rpm ที่
อุณหภูมิ  4 ºC เป็นเวลา  5 นาที  ท้าการดูดสารละลายทิ งอีกครั ง  และเปิดฝาหลอดวางไว้ที่
อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 10-15 นาที เพื่อให้เอทานอลระเหยออกไป จากนั นละลายตะกอนอาร์เอ็นเอ
ทั งหมด (Total RNA) ในน ้า DEPC 30 μl และเก็บ  Total RNA ในตู้ เย็น -80 ºC โดยท้าการแบ่ง 
Total RNA ออกเป็นส่วน ๆ เพื่อหลีกเลี่ยงการแช่แข็งและละลายหลาย ๆ ครั ง 

กำรสังเครำะห์ First stand cDNA 
น้า Total RNA ของตับปลาสวายที่ได้ส่วนหน่ึงไปวัดความเข้มข้นของ RNA ที่ค่าการ

ดูดกลืนแสง 260 นาโนเมตร (nm) หลังจากนั นท้าการสังเคราะห์ first strand cDNA จาก total RNA
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โดยใช้  First-stand cDNA synthesis Kit (GE Healthcare) โดยมีการเตรียมสารละลายส้าหรับ
สังเคราะห์ first strand cDNA ดังนี  Total RNA ความเข้มข้น 1-5 μg/μl ใส่ bulk first-strand cDNA 
reaction mix 5 μl ใส่ 20 mM DTT solution 1 μl ใส่ Oligo-dT primer มีความเข้มข้น 0.2 μg ต่อ μl 
ใส่ 1 μl และน ้า Deionized (DI) เพื่อปรับปริมาตรให้สารละลายทั งหมดเท่ากับ  15 μl ท้าการผสม 
Total RNA และน ้า DI ที่ค้านวณปริมาตรแล้วในหลอดไมโครเซนทริฟิวจ์ผสมให้เข้ากันหลัง
จากนั นน้าหลอดไปตั งที่อุณหภูมิ 65 ºC เป็นเวลา 10 นาที และแช่ลงในถังน ้าแข็งทันทีเป็นเวลา 10 
นาที เมื่อครบเวลาน้าหลอดไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 5,000 rpm ที่อุณหภูมิ 4 ºC เป็นเวลา 1 นาที
หลังจากนั นน้าหลอดไปตั งที่อุณหภูมิ 4 ºC เป็นเวลา 1 ชั่วโมง 30 นาท ีและเก็บตัวอย่าง cDNA ไว้ที่
อุณหภูม ิ-20 ºC 

กำรออกแบบไพรเมอร์ 
ท้าการการค้นข้อมูลล้าดับดีเอ็นเอของยีน Delta 6 desaturase ของปลาปลาสวาย (P.  

hypophthalmus) ในเวปไซด์ของ NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) เพื่อน้ามาเป็นข้อมูลในการ
ออกแบบไพรเมอร์ (Primer) ส้าหรับการโคลน coding sequence (CDS) ของยีน delta 6 desaturase  

 
ตำรำงท่ี 3.1 ไพรเมอร์ที่ใช้ในการศึกษา 

PHF6R_F ACT AGT GAA TCC GAA TTC ATG GGC GGC GGA GGA CAC CGG 
GGT G 

PHF6R_R AGA TCT AAG CTT GTC GAC TCT AGA TTA TTT GTG AAG GTA 
GGC ATC TAG 

D6PH_F_RT GCA CTC CTT TCG ACA TTT GG  
D6PH_R_RT CTT GTG CTG TGG TTA TAG GG  

 
กำรโคลน cDNA ยีน Delta 6 desaturase โดยวิธีกำร PCR 
น้า primer ที่ได้ออกแบบในขั นต้นตามตารางที่  3.1 มาใช้ในการท้า  PCR โดยใช้ 

primer PHF6R_F คู่กับ primer PHF6R_R ซึ่งมีการเตรียมปฏิกิริยาส้าหรับท้า PCR โดยใช้ LA Taq 
kit (Takara) โดยให้มีปริมาณทั งหมดเท่ากับ  10 μl ซึ่งประกอบไปด้วย  5 U/μl LA Taq (Takara 
Shuzo, Shiga, Japan)  10x buffer LA Taq 25 mM  MgCl2, 2.5 mM dNTP 10 μM  primer forward 
10 μM  primer reverse 10 μM โดยใช้ดีเอ็นเอแม่แบบ  (DNA template) ที่ เป็น first strand cDNA 
จากตับปลาสวาย ส้าหรับการท้า PCR โดยมีสภาวะการเพิ่มจ้านวนของดีเอ็นเอในเคร่ือง PCR ดังนี  
95 ºC เป็นเวลา 3 นาที จ้านวน 1 รอบ ต่อมา 94 ºC เป็นเวลา 45 วินาที  62 ºC 30 วินาที และ 72 ºC 
60 วินาที ติดต่อกันจ้านวน 40 รอบ และเข้าสู่ 72 ºC เวลา 15 นาท ีจ้านวน 1 รอบ 
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กำรวิเครำะห์ขนำดดีเอ็นเอด้วย Agarose gel electrophoresis และกำรท ำชิ้นดีเอ็นเอ
ในอะกำโรสเจล ให้บริสุทธิ์ 
ท้าการเตรียม Agarose gel ตามความเข้มข้นที่ต้องการแล้วเทลงในถาดส้าหรับเตรียม

เจล เมื่อเจลแข็งตัวแล้วน้ามาวางใน Chamber และเท 0.5X TBE buffer ให้มีระดับสูงกว่าเจลหลัง
จากนั นน้าดีเอ็นเอที่ได้จากการท้า PCR ผสมกับสีติดตาม (Loading dye) ในอัตราส่วน 3 : 1 จากนั น
จึงโหลดลงในหลุม (Well) เมื่อโหลดตัวอย่างเสร็จแล้วจึงท้าการต่อขั วไฟฟ้ากับเคร่ืองก้าเนิดไฟฟ้า  
(Power supply) โดยตั งความต่างศักย์ไฟฟ้าให้คงที่ 90 โวลต์ ทิ งไว้ประมาณ 30 นาที หรือ 1 ชั่วโมง 
หรือจนสีน ้าเงินของโบรโมฟีนอลบลูเคลื่อนมาใกล้ถึงขอบเจลอีกด้านหนึ่ง หลังจากนั นน้าออกมา
ตรวจดูแถบดีเอ็นเอบนอะกาโรสเจล โดยดูภายใต้เคร่ืองก้าเนิดแสงอัลตราไวโอเลต และบันทึกผล
การทดลองด้วยการถ่ายภาพ  หลังจากนั นการท้าชิ นดีเอ็นเอในอะกาโรสเจลให้บริสุทธิ์โดยใน
ขั นตอนนี จะใช้ Agarose gel ที่มีความเข้มข้นสูง เช่น 2% Agarose gel เพื่อที่จะท้าให้สามารถแยก
ขนาดของดีเอ็นเอได้ดีและชัดเจนยิ่งขึ น และเมื่อทราบขนาดของดีเอ็นเอเป็นไปตามที่คาดการณ์แล้ว
จึงท้าการตัดเจลตรงบริเวณของดีเอ็นเอที่ต้องการ ใส่ลงในหลอดไมโครเซนทริฟิวจ์ เมื่อได้ชิ นส่วน
ดีเอ็นเอที่มีขนาดใกล้เคียงกับที่ต้องการ ท้าการแยกดีเอ็นเอออกจาก  Agarose gel ด้วย  Ultra 
CleanTM 15 DNA Purification Kit (Mo Bio Laboratories, Inc.) โดยการชั่งน ้ าหนักเจลที่ อยู่ ใน
หลอดไมโครเซนทริฟิวจ์ หลังจากนั นใส่สาร Ultra TBE melt 0.5 เท่าของน ้าหนักเจล และใส่ Ultra 
salt 0.5 เท่าของน ้าหนักเจล น้าหลอดไปตั งที่อ่างควบคุมอุณหภูมิแบบแห้ง ที่อุณหภูมิ 55 ºC เป็น
เวลา 10 นาที โดยท้าการเขย่า (vortex) หลอดเป็นครั งคราว หลังจากเจลละลายหมดแล้ว หลังจาก
นั นใส่ Ultra bind 6 μl เขย่าสารให้เข้ากันและตั งไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา  5 นาที แล้วน้าไปปั่น
เหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 12,500 rpm ที่อุณหภูมิ 4 ºC เป็นเวลา 1 นาท ีท้าการดูดสารละลายทิ ง แล้วเติม 
Ultra Wash 1 ml แล้วน้าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 12,500 rpm ที่อุณหภูมิ 4 ºC เป็นเวลา 1 นาที 
ท้าการดูดสารละลายทิ งอีกครั ง และเปิดฝาหลอดวางไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 5 นาที เพื่อให้เอทา-
นอลระเหยออกไป หลังจากนั นใส่น ้า DI 12 μl วางไว้ที่อุณหภูมิประมาณ 5 นาที และน ้าไปปั่น
เหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 12,500 rpm ที่อุณหภูมิ 4 ºC เป็นเวลา 1 นาที และน้าดีเอ็นที่ได้ไปตรวจสอบ
ผลด้วย Agarose gel electrophoresis 

กำรเชื่อมต่อชิ้นดีเอ็นเอเข้ำกับพลำสมิดเวคเตอร์ pGEM-T Easy 
การเชื่อมต่อดีเอ็นเอเข้ากับเวคเตอร์  มีปฏิกิริยาประกอบไปด้วย  pGEM®-T Easy 

vector 50 ng/μl  2X Rapid ligation buffer  T4 DNA ligase 3 U/μl และชิ นส่ วนดี เ อ็น เอ  (DNA 
fragment) 4ng/μl หลังจากนั นผสมเบา ๆ และน้าไปปั่นเหวี่ยงให้สารตกลงมาที่ก้นหลอด จากนั นน้า
หลอดไปตั งอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 4 ชั่วโมง และน้าหลอดไปตั งในตู้ควบคุมอุณหภูมิ ที่อุณหภูมิ     4 
ºC เป็นเวลา 16-18 ชั่วโมง 
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ภำพท่ี 3.1 แผนภาพพลาสมิดเวคเตอร์ pGEM®-T Easy (A) และล้าดับนิวคลีโอไทด์และ  Multi 
Cloning site ของพลาสมิดเวคเตอร์ pGEM®-T Easy (B) (Promega) 

 
กำรสร้ำงคอมพีเทนท์เซลล์ (Competent cell) 
น้า เชื อ  E. coli JM109 (Promega) มา  streak บน  LB plate และน้าไปบ่มเชื อในตู้

อุณหภูม ิ37 ºC เป็นเวลา 16-18 ชั่วโมง ต่อมาน้าโคโลนีเดี่ยวจาก LB plate มาเลี ยงในอาหารเลี ยงเชื อ 
SOB และน้าหลอดไปวางในตู้ เลี ยงเชื อแบบเขย่า  (Shaker) ที่ อุณหภูมิ  37 ºC ความเร็วรอบ               

B 

A  
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200 rpm เป็นเวลา 16-18 ชั่วโมง ต่อมาน้าเชื อแบคทีเรียจากหลอดทดลองมา  100 μl ลงเลี ยงใน
อาหารเลี ยงเชื อ SOB ที่เตรียมอยู่ในขวดรูปชมพู่ 30 ml และน้าไปเลี ยงในตู้เลี ยงเชื อแบบเขย่าที่
อุณหภูมิ  37 ºCความเร็วรอบ  200 rpm เป็นเวลา  5-7 ชั่วโมง  ซึ่งจะเป็นเวลาที่ เซลล์แบคที เ รีย
เจริญเติบโตถึงระยะ Log phase หลังจากนั นน้าเซลล์แบคทีเรียที่เลี ยงเทใส่หลอดไมโครเซนทริฟิวจ์
ขนาด 50 ml และแช่ในน ้าแข็งเป็นเวลา 30 นาที เมื่อครบเวลาน้าหลอดไปปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็ว
รอบ 3,000 rpm ที่อุณหภูมิ 4 ºC เป็นเวลา 15 นาที แล้วเทส่วนของอาหารเลี ยงเชื อทิ งเหลือไว้เฉพาะ
ส่วนของตะกอนแบคทีเรียจากนั นใส่สาร transformation buffer 1 ส่วนต่อ 3 ส่วนของอาหารเลี ยง
เชื อ ท้าการละลายตะกอนแบคทีเรียโดยการเขย่าหลอดในน ้าแข็งเป็นเวลา  10 นาที เมื่อครบเวลาน้า
หลอดไปปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็วรอบ 3,000 rpm ที่อุณหภูมิ 4 ºC เป็นเวลา 15 นาที แล้วเทส่วนของ
สารละลายทิ งเหลือไว้เฉพาะส่วนของตะกอนแบคทีเรีย  และใส่สาร transformation buffer 1 ส่วน
ต่อ 12.5 ส่วนของอาหารเลี ยงเชื อ จากนั นท้าการละลายตะกอนแบคทีเรียโดยการเขย่าหลอดใน
น ้าแข็งเป็นเวลา 10 นาที เมื่อครบเวลาใส่สาร DMSO 168 μl โดยท้าการหยดที่ละหยดและท้าการ
เขย่าตลอดเวลาเป็นเวลา 10 นาที หลังจากนั นท้าการแบ่งออกเป็นส่วน ๆ ใส่หลอดไมโครเซนทริ-
ฟิวจ์ขนาด 1.5 ml หลอดละ 100 μl แล้วเก็บในตู้ -80 ºC 

กำรเคลื่อนย้ำยดีเอ็นเอท่ีเชื่อมต่อกับพลำสมิดเวคเตอร์เข้ำสู่เชื้อเซลล์เจ้ำบ้ำน 
น้า competent cell 100 μl ออกจากตู้ -80 ºC วางในถังน ้าแข็ง และใส่ดีเอ็นเอที่มีการ

เชื่อมต่อเข้ากับพลาสมิดเวคเตอร์ (recombinant DNA) แล้วใช้มือเขย่า (mix) หลอดเบา ๆ และน้า
หลอดไปตั งในถังน ้าแข็งเป็นเวลา 30 นาที หลังจากนั นน้าหลอดไปตั งในอ่างควบคุมอุณหภูมิแบบ
แห้งที่อุณหภูมิ 42 ºC เป็นเวลา 90 วินาที และเมื่อครบเวลารีบน้าหลอดไปวางในน้าแข็งทันทีตั งทิ ง
ไว้ 3 นาที จากนั นเติมอาหารเลี ยงเชื อแบบเหลว SOC 900 μl ลงในหลอด และน้าหลอดไปวางในตู้
เลี ยงเชื อแบบเขย่าที่มีความเร็วรอบ  200 rpm เป็นเวลา 1 ชั่วโมง โดยภายในตู้มีอุณหภูมิ  37 ºC
หลังจากนั นน้าเซลล์ที่อยู่ในหลอดออกมา 500 μl spread ลงในอาหารเลี ยงเชื อ 2XYT Agar ที่เป็น
selective media (ที่มี X-gal, IPTG และ Ampicillin) เพื่อท้าการแยกโคโลนีของเชื อ E. coli ที่   พลาส
มิดมีชิ นส่วนดีเอ็นเอ (Insert) น้าจานอาหารเลี ยงเชื อไปวางที่ตู้ควบคุมอุณหภูมิที่มีอุณหภูมิ   37 ºC 
เป็นเวลา 16-18 ชั่วโมง และจากการที่ spread เชื อลงบน plate ที่มี Amplicilin, IPTG และ X-gal จะ
ท้าให้สามารถคัดโคโลนีที่ต้องการได้ ซึ่งโคโลนีของเซลล์แบคทีเรียที่ได้รับพลาสมิดที่ไม่มีชิ นดี
เอ็นเอที่ต้องการจะเป็นโคโลนีสีฟ้า ส่วนโคโลนีสีขาว นั่นแสดงว่าเซลล์แบคทีเรียได้รับ พลาส-มิดที่
มีชิ นดีเอ็นเอที่ต้องการ วันต่อมาท้าการคัดเลือกโคโลนีของเชื อ E. coli ที่คาดการณ์ว่าไม่มีชิ นดีเอ็น
เอที่ต้องการ 1-2 โคโลนี และเลือกโคโลนีที่คาดการณ์ว่ามีชิ นส่วนดีเอ็นเอที่ต้องการมาท้าเป็น plate 
ต้นฉบับไว้ (Master plate) 
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กำรวิเครำะห์ Recombinant DNA ด้วยวิธีกำรอย่ำงง่ำย (Cracking) 
น้าไม้จิ มฟันที่ผ่านการฆ่าเชื อแล้ว (autoclave) ไปเขี่ยเชื อใน master plate น้าไปใส่ใน

หลอดไมโครเซนทริฟิวจ ์หลังจากนั นใส่สาร CB และสาร 10 mM EDTA ในอัตรา 1 ต่อ 1 และหยด
สาร LB ลงบนฝาหลอดประมาณ 1 μl จากนั นน้าหลอดไป vortex และตั งทิ งไว้ที่อุณหภูมิห้อง        5 
นาที จากนั นน้าไปปั่นเหวี่ยง (spin down) เพื่อให้สาร LB ตกลงมาที่ก้นหลอด จากนั นน้าไป vortex 
และวางในน ้าแข็งเป็นเวลา 5 นาที เมื่อครบเวลาน้าหลอดไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 12,500 rpm ที่ 
อุณหภูมิ 4 ºC เป็นเวลา 5 นาที ภายในหลอดจะมีส่วนของตะกอนเซลล์แบคทีเรีย และ recombinant 
DNA ที่อยู่ในส่วนของสารละลาย โดยน้าสารละลายในหลอด 7 μl มาตรวจสอบผลด้วย Agarose 
gel electrophoresis และหลังจากนั นน้าสารละลายดังกล่าวข้างต้นไปใช้เป็น  DNA template ในการ
ท้า PCR เพื่อตรวจสอบ รีคอมบิแนนท์ ดีเอ็นเออีกครั งหนึ่ง  

กำรสกัดพลำสมิดด้วยวิธี Alkaline lysis 
เมื่อทราบว่าโคโลนีของแบคทีเรียใดมีชิ นส่วนของ recombinant DNA แล้ว จึงน้ามา

เลี ยงเชื อเพื่อขยายจ้านวนแบคทีเรีย โดยน้าอาหารเลี ยงเชื อแบบเหลว 2XYT 3 ml หลังจากนั นน้าไป
เลี ยงในตู้เลี ยงเชื อแบบเขย่า (shaker) ที่อุณหภูมิ 37 ºC ความเร็วรอบ 200 rpm เป็นเวลา 16-18 ชั่วโมง 
หลังจากนั นน้ามาเก็บ glycerol stock และสกัดพลาสมิด การเก็บในส่วนของ glycerol stock น้าเซลล์
ที่อยู่ในอาหารเลี ยงเชื อ 500 μl ใส่ลงในหลอดไมโครเซนทริฟิวจ์ หลังจากนั นใส่ 30% glycerol 700 
μl แล้วท้าการ vortex และเก็บรักษาเซลล์ในตู้ -80 ºC หลังจากนั นน้าเซลล์ที่อยู่ในอาหารเลี ยงเชื อใน
ส่วนที่เหลือใส่ลงในหลอดไมโครเซนทริฟิวจ์ และน้าไปปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็วรอบ 12,500 rpm ที่
อุณหภูมิ 4 ºC เป็นเวลา 1 นาที แล้วเทส่วนลอย (supernatant) ทิ ง จากนั นใส่สาร Solution I 200 μl 
แล้วน้าไป vortex ให้ตะกอนละลายจะได้สารละลายสีขุ่น ต่อมาใส่สาร Solution II 200 μl ท้าการ
ผสมเบา ๆ ประมาณ 5-10 ครั ง จะได้สารละลายสีใสและหนืด และใส่สาร Solution III 200 μl ท้า
การผสมเบา ๆ ประมาณ 5-10 ครั ง จะได้สารละลายสีใสและมีตะกอนขาวขุ่น  จากนั นน้าไปปั่น
เหวี่ยงด้วยความเร็วรอบ  12,500 rpm ที่อุณหภูมิ 4 ºC เป็นเวลา 5 นาที แล้วท้าการย้ายส่วนของ 
supernatantไปยังหลอดไมโครเซนทริฟิวจ์หลอดใหม่ และน้าไปปั่นเหวี่ยงอีกครั งด้วยความเร็วรอบ 
12,500 rpm ที่อุณหภูมิ 4 ºC เป็นเวลา 5 นาที แล้วท้าการย้ายส่วนของ supernatant ไปยังหลอดไม
โครเซนทริฟิวจ์หลอดใหม่อีกครั ง หลังจากนั นใส่ Isopropanol 1 เท่าของสารละลายในหลอด และ
น้าไป vortex วางตั งในอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 30 นาที เพื่อท้าการตกตะกอนดีเอ็นเอ จากนั นน้า
หลอดไปปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็วรอบ  12,500 rpm ที่อุณหภูมิ 4 ºC เป็นเวลา 30 นาที ท้าการดูด
สารละลายออกทิ งเหลือไว้เฉพาะตะกอนของดีเอ็นเอ  และเปิดฝาหลอดวางไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็น
เวลา 10-15 นาที เพื่อให้ Isopropanol ระเหยออกไปหลังจากนั นละลายตะกอนดีเอ็นเอด้วย 1X TE 
buffer ใส่ 1 ส่วนต่อ 2 ส่วนของสารละลายและตั งทิ งไว้ประมาณ 5 นาที โดยในระหว่างนี ท้าการ
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ผสม (mix) เบา ๆ เพื่อให้ตะกอนละลาย จากนั นใส่ RNase (10 mg/ml) 3 μl (ใส่ RNase 1 μl ต่อสาร
ลายในหลอด 100 μl) และน้าหลอดไปตั งในอ่างควบคุมอุณหภูมิแบบแห้ง โดยตั งอุณหภูมิ 37 ºC 
เป็นเวลา 30 นาที โดยในระหว่างนี ท้าการผสม (mix) เบา ๆ ทุก 10 นาท ีเมื่อครบเวลาน้าหลอดมาตั ง
ที่อุณหภูมิห้องแล้วใส่ Phenol และสาร Chloroform ในอัตรา 0.5 ส่วนต่อ 0.5 ส่วนของสารละลายที่
มีอยู่ในหลอด ท้าการ vortex และน้าไปปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็วรอบ 10,000 rpm ที่อุณหภูมิ 4 ºC เป็น
เวลา 5 นาที สารละลายจะแยกชั น โดยส่วนของพลาสมิดดีเอ็นเอจะอยู่ชั นบนท้าการดูดสารส่วนบน
ย้ายไปยังหลอดไมโครเซนทริฟิวจ์หลอดใหม่ หลังจากนั นท้าการตกตะกอนดีเอ็นเออีกครั งด้วย 3 M 
sodium acetate pH 4.8 ใส่ 0.1 ส่วนต่อ 1 ส่วนของสารที่อยู่ในหลอด และสาร Absolute ethanol โดย
ใส่ 3 เท่าของสารในหลอด ท้าการ vortex สารละลาย และตั งไว้ที่อุณหภูมิ -80 ºC เป็นเวลา 1 ชั่วโมง
หรือเป็นเวลาประมาณ 16-18 ชั่วโมง เพื่อเป็นการตกตะกอน     ดีเอ็นเอ เมื่อครบเวลาจึงท้าการปั่น
เหวี่ยงด้วยความเร็วรอบ 12,500 rpm ที่อุณหภูมิ 4 ºC เป็นเวลา 30 นาท ีจากนั นดูดสารละลายออกทิ ง
เหลือไว้เฉพาะตะกอนของดีเอ็นเอ ท้าการล้างตะกอนด้วย 80% Ethanol 1 ml หลังจากนั นปั่นเหวี่ยง
ด้วยความเร็วรอบ 12,500 rpm ที่อุณหภูมิ 4 ºC เป็นเวลา 5 นาท ีท้าการดูดสารละลายทิ งอีกครั ง และ
เปิดฝาหลอดวางไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา  10-15 นาที เพื่อให้เอทานอลระเหยออกไป ท้าการ
ละลายตะกอนดีเอ็นเอในน ้า DI 30 μl น้าดีเอ็นเอมามาตรวจสอบผลด้วย Agarose gel electrophoresis 
และน้าพลาสมิดดีเอ็นเอส่วนหนึ่งไปวัดความเข้มข้นของ DNA ที่ค่าการดูดกลืนแสง 260 นาโน
เมตร (nm) โดยใช้เคร่ืองวัดความเข้มข้น (Nanodrop) 

กำรตรวจสอบพลำสมิดดีเอ็นเอด้วยกำรตัดของเอ็นไซม์ตัดจ ำเพำะ 
การตัดพลาสมิดดีเอ็นเอด้วยเอ็นไซม์ตัดจ้าเพาะปฏิกิริยาประกอบด้วย  10X H buffer 

(Takara) 7 μl   EcoRI enzyme 15 U/μl 5 μl  Sal I enzyme 15 U/μl 5 μl  Plasmid DNA 1 μg/μl   10 
μl และน ้า DI 48 μl เพื่อปรับปริมาตรให้สารละลายเท่ากับ 70 μl หลังจากนั นท้าการผสมสาร (mix) 
ด้วยมือเบา ๆ แล้ววางหลอดในอ่างควบคุมอุณหภูมิแบบแห้งที่อุณหภูมิ  37 ºC เป็นเวลา      2.5 
ชั่วโมง เมื่อครบเวลาน้าหลอดไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 3,000 rpm อุณหภูมิ 4 ºC เป็นเวลา      1 
นาที หลังจากนั นตรวจสอบผลด้วย Agarose gel electrophoresis หลังจากที่ทราบผลว่าพลาสมิดใด
ที่มีชิ นส่วนของ recombinant DNA แล้วจึงท้าการส่งตัวอย่างวิเคราะห์ล้าดับนิวคลีโอไทด์ 

กำรวิเครำะห์ล ำดับนิวคลีโอไทด์ 
ท้าการวิเคราะห์ล้าดับนิวคลีโอไทด์ โดยท้าการเปรียบเทียบล้าดับนิวคลีโอไทด์ และ

กรดอะมิโนของ cDNA ของยีน Delta 6 desaturase กับข้อมูลที่ได้มีการรายงานไว้ในฐานข้อมูลของ 
GenBank database (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) โดยใช้โปรแกรม BlastN และ BlastX และท้า
การเปรียบเทียบความตรงกัน (Alignment) ของล้าดับนิวคลีโอไทด์ และล้าดับกรดอะมิโนโดยใช้ 
โปรแกรม EBI Tools Clustal W2 (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/) 
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3.3.2 กำรผลิต recombinant yeast 
การเชื่อมต่อชิ นดีเอ็นเอของยีน  Delta 6 desaturase เข้ากับพลาสมิดเวคเตอร์  p427TEF 

Yeast expression vector (pTEF) ท้าการเชื่อมต่อดีเอ็นเอของยีน Delta 6 desaturase เข้ากับเวคเตอร์ 
pTEF มีปฏิกิริยาประกอบไปด้วย 1 μg/μl  pTEF vector 1 μl  2x buffer 7 μl  ชิ นส่วนดีเอ็นเอ (DNA 
fragment) ความเข้มข้น 1 ng/μl ปริมาตร 5 μl และ T4 Ligase ปริมาตร 1 μl หลังจากนั นผสมเบา ๆ 
และน้าไปปั่นเหวี่ยงให้สารตกลงมาที่ก้นหลอด จากนั นน้าหลอดไปตั งที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 2 
ชั่วโมง และเมื่อครบเวลารีบน้าหลอดไปวางในน ้าแข็งทันที เตรียมส้าหรับท้าการเคลื่อนย้ายดีเอ็นเอ
ที่เชื่อมต่อกับพลาสมิดเวคเตอร์เข้าสู่เชื อเซลล์เจ้าบ้าน  E. coli  JM109 (Promega) 

กำรเคลื่อนย้ำยดีเอ็นเอท่ีเชื่อมต่อกับพลำสมิดเวคเตอร์เข้ำสู่เชื้อเซลล์เจ้ำบ้ำน E. coli 
JM109 (Promega)  
การเคลื่อนย้ายดีเอ็นเอที่เชื่อมต่อกับพลาสมิดเวคเตอร์เข้าสู่เชื อเซลล์เจ้าบ้าน โดยน้า 

competent cell E. coli JM109 ออกจากตู้ -80 ºC วางในถังน ้าแข็ง และใส่ดีเอ็นเอที่มีการเชื่อมต่อ
กับพลาสมิดเวคเตอร์ (Ligation reaction) 7 μl แล้วใช้มือเขย่า (mix) หลอดเบา ๆ และน้าหลอดไป
ตั งในถังน ้าแข็งเป็นเวลา 30 นาที หลังจากนั นน้าหลอดไปตั งในอ่างควบคุมอุณหภูมิแบบแห้งที่
อุณหภูม ิ42 ºC เป็นเวลา 1.5 นาที และเมื่อครบเวลารีบน้าหลอดไปวางในน ้าแข็งทันทีตั งทิ งไว้        3 
นาที จากนั นเติมอาหารเลี ยงเชื อแบบเหลว SOC 900 μl ลงในหลอด และน้าหลอดไปวางในตู้เลี ยง
เชื อแบบเขย่าที่มีความเร็วรอบ 200 rpm เป็นเวลา 2 ชั่วโมง โดยภายในตู้มีอุณหภูมิ 37 ºC หลังจาก
นั นน้าเซลล์ที่อยู่ในหลอดออกมา 100 μl ใส่ลงในจานอาหารเลี ยงเชื อแบบวุ้น LB (ที่มี 2XYT และ 
Ampicillin) แล้วท้าการเกลี่ยเชื อ (spread) ให้ทั่วผิวหน้าของอาหารเลี ยงเชื อ น้าจานอาหารเลี ยงเชื อ
ไปวางที่ตู้ควบคุมอุณหภูมิที่มีอุณหภูมิ 37 ºC เป็นเวลา 16-18 ชั่วโมง หลังจากนั นสุ่มเลือกโคโลนีมา
ท้าเป็น plate ต้นฉบับไว้ (master plate) ต่อจากนั นท้าการวิเคราะห์ Recombinant DNA ด้วยวิธีการ
อย่างง่าย (Cracking) การสกัดพลาสมิดด้วยวิธี Alkaline lysis ตามขั นตอนข้างต้น 

กำรสร้ำงคอมพีเทนท์เซลล์ยีสต์ (Competent S. cerevisiae cells) 
เตรียมคอมพีเทนท์เซลล์ยีสต์โดยใช้ DSY-5 general purpose yeast (Saccharomyces 

cerevisiae) expression strainโดยน้าเชื อ S. cerevisiae มา streak บน YPD plate และน้าไปบ่มเชื อใน
ตู้อุณหภูมิ 30 ºC เป็นเวลา 16-18 ชั่วโมง วันต่อมาน้าโคโลนีเดี่ยวมาเลี ยงในอาหารเลี ยงเชื อ  YPD ที่
เตรียมอยู่ในหลอดเลี ยงเชื อ และน้าหลอดไปวางในตู้เลี ยงเชื อแบบเขย่า  (shaker) อุณหภูมิ 30 ºC 
ความเร็วรอบ 200 rpm เป็นเวลา 16-18 ชั่วโมง ต่อมาน้าวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น     600 
nm ให้ได้ค่าประมาณ 3-5 แล้วน้าเชื อยีสต์ที่ได้มาเจือจางให้เหลือค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 
600 nm เท่ากับ 0.2-0.4 และน้าไปเลี ยงต่อในตู้เลี ยงเชื อแบบเขย่าที่มีอุณหภูมิ  30 ºC ความเร็วรอบ 
200 rpm เป็นเวลา 3-6 ชั่วโมง ให้ได้เชื อยีสต์ที่มีค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 nm เท่ากับ 
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0.6-1 หลังจากนั นน้าเซลล์ยีสต์ที่เลี ยงเทใส่หลอดไมโครเซนทริฟิวจ์ขนาด  10 ml ไปปั่นเหวี่ยงด้วย
ความเร็วรอบ 1,000 rpm ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 5 นาทีแล้วเทส่วนของอาหารเลี ยงเชื อทิ งเหลือไว้
เฉพาะส่วนของตะกอนเซลล์ยีสต์ จากนั นท้าการละลายตะกอนในสาร solution I (Wash solution) 
10 ml แล้วน้าไปปั่นเหว่ียงด้วยความเร็วรอบ 1,000 rpm ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 5 นาที แล้วเทส่วน
ของสารละลายทิ งเหลือไว้เฉพาะส่วนของตะกอนเซลล์ยีสต์ และท้าการละลายตะกอนในสาร 
Solution II (Lithium cation solution for making cellscompetent) 1 ml หลั งจากนั นท้ าการแบ่ ง
ออกเป็นส่วน ๆ ใส่หลอดไมโครเซนทริฟิวจ์ขนาด 1.5 ml หลอดละ 50 μl เพื่อหลีกเลี่ยงการแช่แข็ง
และการละลายหลาย ๆ ครั ง และเก็บในตู้ -80 ºC 

กำรเคลื่อนย้ำยดีเอ็นเอท่ีเชื่อมต่อกับพลำสมิดเวคเตอร์เข้ำสู่ เชื้อเซลล์ยีสต์  S. 
cerevisiae 
น้า Competent  S. cerevisiae cells 50 μl ออกจากตู ้-80 ºC วางในถังน ้าแข็ง ใส่ดีเอ็น-

เอที่มีการเชื่อมต่อเข้ากับพลาสมิดเวคเตอร์  (recombinant DNA) 1-5 μg และใส่สาร Solution III  
500 μl แล้วใช้มือเขย่า (mix) หลอดเบา ๆ หลังจากนั นน้าหลอดไปตั งในอ่างควบคุมอุณหภูมิแบบ
แห้งที่อุณหภูมิ 30 ºC เป็นเวลา 1 ชั่วโมง และท้าการเขย่า (mix) หลอดเบา ๆ ทุก 15 นาที หลังจาก
นั นใส่อาหารเลี ยงเชื อแบบเหลว YPD ที่มี Selective media (G418) ปริมาตร 900 μl แล้วน้าหลอด
ไปวางในตู้เลี ยงเชื อแบบเขย่า (shaker) อุณหภูมิ 30 ºC ความเร็วรอบ 200 rpm เป็นเวลา 1 ชั่วโมง 
หลังจากนั นไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ  12,500 rpm ที่อุณหภูมิ 4 ºC เป็นเวลา 2 นาที แล้วดูด
สารละลายส่วนใสทิ ง แล้วเติมอาหารเลี ยงเชื อแบบเหลว YPD ที่มี Selective media (G418) ปริมาตร 
150 μl แล้วท้าการเกลี่ยเชื อ (spread) ให้ทั่วผิวหน้าของอาหารเลี ยงเชื อแบบวุ้น YPD ที่มี Selective 
media (G418) น้าจานอาหารเลี ยงเชื อไปวางที่ตู้ควบคุมอุณหภูมิที่มีอุณหภูมิ 30 ºC เป็นเวลา 2-4 วัน 
ต่อมาท้าการคัดเลือกโคโลนีของเชื อยีสต์มาท้าเป็น plate ต้นฉบับไว้ (master plate) 

กำรวิเครำะห์ Recombinant Yeast (ยีสต์ RY) ด้วยวิธีกำร Bead beater 
ใช้ไม้จิ มฟันที่ผ่านการฆ่าเชื อแล้ว  (autoclave) น้าไปเขี่ยเชื อยีสต์ใน  master plate 

น้าไปใส่ในหลอดไมโครเซนทริฟิวจ์ หลังจากนั นใส่สารละลาย 10 mM EDTA 1 μl หลังจากนั นใส่ 
glass bead (ที่มีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 0.1 mm) 0.04 กรัม ใส่ Lyticase buffer 100 μl แล้วท้าการ
สั่นสะเทือนด้วยเคร่ือง Bead beater ครั งละ 5 นาที จ้านวน 2 ครั ง แล้วน้าไปปั่นเหวี่ยงน้าไปที่
ความเร็วรอบ 12,500 rpm ที่อุณหภูมิ 4 ºC เป็นเวลา 5 นาที แล้วดูดสารละลายส่วนใสด้านบนใส่
หลอดไมโครเซนทริฟิวจ์หลอดใหม่ น้าสารละลายมาเจือจางด้วยน ้า  DI ในอัตราส่วน 1 : 10 เท่า 
แล้วน้าไปท้า PCR โดยใช้ไพรเมอร์ที่ได้ออกแบบในขั นต้นตามตารางที่  3.1 มาใช้ในการท้า PCR 
ท้าการเตรียมสารละลายผสมส้าหรับการท้า PCR ประกอบด้วย 5X GoTaq® Flexi Buffer  25 mM 
MgCl2  1 mM dNTP Mix  10 μM primer forward  10 μM primer reverse 5 U/μl GoTaq® DNA 
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polymerase และน ้า DI เพื่อปรับปริมาตรสารละลายทั งหมดเท่ากับ  10 μl โดยมีสภาวะการเพิ่ม
จ้านวนของดีเอ็นเอในเคร่ือง  PCR (PCR condition) ดังนี  95 ºC เป็นเวลา 5 นาที จ้านวน 1 รอบ 
ต่อมา 95 ºC เป็นเวลา 45 วินาที  62 ºC เป็นเวลา 30 วินาที และ 72 ºC เป็นเวลา 60 วินาที ติดต่อกัน
จ้านวน 40 รอบ และเข้าสู่ 72 ºC เป็นเวลา 15 นาที จ้านวน 1 รอบ หลังจากนั นน้า PCR product ที่ได้
ไปตรวจสอบขนาดดีเอ็นเอด้วย Agarose gel electrophoresis ต่อจากนั นท้าการสกัดพลาสมิดด้วยวิธี 
Alkaline lysis ขั นตอนข้างต้น 

3.3.3 กำรวิเครำะห์กำรท ำงำนของเอ็นไซม์ delta 6 desaturaseในยีสต์ 
กำรตรวจสอบกำรกำรท ำงำนของเอ็นไซม์ delta 6 desaturase ยีสต์ RY 
น้ายีสต์ RY มาเลี ยงในอาหาร YPD (G418) ปริมาตร 10 ml ในหลอดส้าหรับเลี ยงเชื อ

และน้าไปเลี ยงในตู้เลี ยงเชื อแบบเขย่าที่อุณหภูมิ  30 ºC ที่ความเร็วรอบ 200 rpm เป็นเวลา 16-18 
ชั่วโมง จากนั นน้าเชื อยีสต์จากหลอดทดลองมาขยายเชื อเพิ่มลงในอาหาร YPD (G418) 1000 ml ใน
ขวดรูปชมพู่ แล้วเติม Linoleic Acid (C18 : 2n6) ส้าหรับการวิเคราะห์กรดไขมัน omega 6 และการ
เติม α -Linolenic Acid (C18 : 3n3)ส้าหรับการวิเคราะห์กรดไขมัน omega 3 ที่ความเข้มข้น 0.8 mM 
และน้าไปเลี ยงในตู้เลี ยงเชื อแบบเขย่าที่อุณหภูมิ 30 ºC ที่ความเร็วรอบ 200 rpm เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 
หลังจากนั นน้าไปเซนทริเซนฟิวจ์ที่ 4000 rpm ที่อุณหภูมิ 10 ºC แล้วน้าเซลล์ยีสต์ที่ได้ไปสกัดไขมัน
เพื่อศึกษากรดไขมัน 

กำรสกัดกรดไขมันจำกยีสต์ RY 
ท้าการชั่งยีสต์ RY 10 g ลงโถปั่น ขนาด 50 ml เติม Chloroform : Methanol (2 : 1)  30 

ml ปั่นละเอียด ที่ 3,000 rpm 5 นาที แล้วน้าไปกรองผ่าน Buchner funnel ด้วย กระดาษกรองเบอร์ 1 
ฉีดล้างส่วนที่ค้างอยู่ในโถปั่นและกระดาษกรองด้วย  Chloroform : Methanol (2 : 1) แล้วน้าส่วนที่
กรองได้เทลงในกรวยแยก (Separatory funnel) แล้วเติม 0.03 M MgCl2 24 ml แล้วเติม 1% BHT 1 
ml ท้าการเขย่าให้สารผสมเป็นเนื อเดียวกัน แล้วเปิดวาล์วเพื่อให้แก๊สออกแล้วตั งทิ งไว้ให้แยกชั น
อย่างน้อย 6 ชั่วโมง เก็บไว้ในที่ไม่มีแสงสว่าง เมื่อแยกชั นแล้วจึงไขส่วน chloroform ชั นล่างออกใส่
ในหลอดแก้วก้นกลมที่ทราบน ้าหนักแน่นอน แล้วน้าไประเหย chloroform ออกภายใต้สภาวะที่มี
แก๊สไนโตรเจนจากนั นน้าไปชั่งน ้าหนัก  จดบันทึกน ้าหนัก  แล้วใส่ Isooctane ลงไป 2 ml และ 
internal standard 1 ml เพื่อน้าไปท้า saponification โดยการไปท้าให้แห้ง ภายใต้สภาวะที่มีแก๊ส
ไนโตรเจน และเติม 0.5 N NaOH ใน Methanol 1.5 ml เขย่าให้ผสมกันน้าไปต้มที่อุณหภูมิ  100 ºC 
เป็นเวลา 7 นาที มีการเขย่าเป็นครั งคราว แล้วน้ามาท้าให้เย็นที่อุณหภูมิห้อง แล้วเติม 14% BF3ใน 
Methanol 2 ml แล้วผสมให้เข้ากันแล้วต้มที่ อุณหภูมิ 100 ºC เป็นเวลา 5 นาที แล้วทิ งไว้ให้เย็นจน
ได้อุณหภูมิประมาณ 30-40 ºC จึงเติม Isooctane 1 ml เขย่าให้ผสมกัน และดูดส่วนของ Isooctane 
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ไปใส่ในขวดใหม่แล้วน้าไปท้าให้แห้งภายใต้สภาวะที่มีแก๊สไนโตรเจน  จากนั นเติม Hexane 1 ml 
แล้วน้าไปฉีด Gas Chromatography  

 

3.4 แผนกำรทดลองที่ 2 ศึกษำผลของกำรเสริมยีสต์ที่มีกำรตัดต่อยีน Delta 6 desaturase 
ต่อองค์ประกอบของกรดไขมันไม่อ่ิมตัวสูง 

3.4.1 กำรวำงแผนกำรทดลอง 
วางแผนการทดลองแบบสุ่มสมบรูณ์ (Completely Randomized Design (CRD)) โดยมี

จ้านวนกลุ่มการทดลอง 7 กลุ่ม กลุ่มการทดลองมีจ้านวนละ 5 ซ ้า ซ ้าละ 30 ตัว ใช้ปลาสวายขนาด
ประมาณ 60 กรัม โดยมีระดับการเสริมยีสต์ WT, RY-pTEF และยีสต์ RY (ตารางที่ 3.2) ท้าการเลี ยง
ปลาสวายเป็นเวลาทั งหมด 120 วัน 

 
ตำรำงท่ี 3.2 การจัดกลุ่มการทดลอง 

กลุ่มทดลอง 

S. 
cerevisiae 

(cell/g 
feed) 

ยีสต์
Recombinant 
pTEF vector 
(cell/g feed) 

ยีสต์ 
Recombinant 
Δ6 desaturase  

(cell/g feed) 

จ ำนวนปลำ (ตัว) 

ซ้ ำท่ี 
1 

ซ้ ำท่ี 
2 

ซ้ ำที ่
3 

ซ้ ำท่ี  
4 

ซ้ ำท่ี  
5 

basal diet - - - 30 30 30 30 30 
WT106 5×106 - - 30 30 30 30 30 
WT108 5×108 - - 30 30 30 30 30 
RY-pTEF 106 - 5×106 - 30 30 30 30 30 
RY-pTEF 108 - 5×108 - 30 30 30 30 30 
RY106 - - 5×106 30 30 30 30 30 
RY108 - - 5×108 30 30 30 30 30 

 
3.4.2 กำรเตรียมเซลล์ยีสต์ส ำหรับกำรน ำไปผสมอำหำรปลำ 
น้ายีสต์ S. cerevisiae มาเลี ยงในอาหาร YPD ปริมาตร 10 ml (Inoculum) ในหลอดส้าหรับ

เลี ยงเชื อและน้าไปเลี ยงในตู้เลี ยงเชื อแบบเขย่าที่อุณหภูมิ  30 ºC ที่ความเร็วรอบ 200 rpm เป็นเวลา 
16-18 ชั่วโมง จากนั นน้าเชื อยีสต์จากหลอดทดลองมาขยายเชื อเพิ่มลงในอาหาร  YPD 1000 ml ใน
ขวดรูปชมพู่ น้าไปเลี ยงในตู้เลี ยงเชื อแบบเขย่าที่อุณหภูมิ  30 ºC ที่ความเร็วรอบ 200 rpm เป็นเวลา 
24 ชั่วโมง หลังจากนั นน้าไปเซนทริเซนฟิวจ์ ที่ 4000 rpm  20 นาที ที่อุณหภูมิ 10 ºC แล้วน้าเซลล์
ยีสต์ที่ได้ผสมกับ 1% Guar gum ในอาหารเลี ยงเชื อ YPD ในอัตราส่วน 1 มิลลิลิตรต่อ 1 กรัมเซลล์

 

 

 

 

 

 

 

 



32 
 

ยีสต์สด แล้วน้าเข้าตู้ - 80 ºC ทันทีเป็นเวลา 24 ชั่วโมง หลังจากนั นน้าเข้าเคร่ือง Freeze dryer ที่
อุณหภูมิ -80 ºC เป็นเวลา 48 ชั่วโมงหรือจนกว่าจะแห้ง แล้วเก็บที่อุณหภูมิ 4 ºC จนกว่าจะน้ามาใช้
ผสมอาหารปลา 

3.4.3 กำรเตรียมอำหำร 
อาหารที่ใช้ในการทดลองนี ค้านวณให้มีปริมาณโปรตีนไม่ต่้ากว่า  32 เปอร์เซ็นต์ ตาม

ส่วนผสมในตารางที่ 3.2 และท้าการวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมีดังตารางที่ 3.4 จากนั นน้าอาหาร
ที่อัดเม็ดแล้ว มาท้าการผสมเชื อยีสต์ตามกลุ่มการทดลองต่าง ๆ และผสมให้ทั่วแล้วผึ่งลมให้แห้ง 
จากนั นน้าอาหารในสูตรพื นฐาน (ไม่ได้เสริมยีสต์) และอาหารที่ได้ผสมยีสต์ มาเคลือบด้วยน ้ามัน
พืชปริมาณ 2 เปอร์เซ็นต์ของน ้าหนักอาหารโดยการฉีดพ่นบนอาหารและผสมให้ทั่ว ผึ่งลมให้แห้ง 
เก็บอาหารที่อุณหภูมิ 4 ºC 

 
ตำรำงท่ี 3.3 ปริมาณวัตถุดิบที่ใช้ในการท้าอาหารปลา 

ปริมำณวัตถุดิบอำหำร (%) 
วัตถุดิบอำหำรสัตว ์ Basal diet WT106 WT108 Emp106 Emp108 RY106 RY108 
ปลาป่น      25       
กากถ่ัวเหลือง       35       
ปลายข้าว        14.5       
ร้า        10       
มันส้าปะหลัง       10       
น ้ามันพืช       2       
สารเหนียว       2       
พริมิกซ์       1       
วิตามินซ ี       0.5       
Wild type yeast  
(cell/g feed)  

106 108  
   

Emptry plasmid yeast 
(cell/g feed)  

 106 108 
   

Recombinant yeast 
(cell/g feed)  

 106 108 
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ตำรำงท่ี 3.4 องค์ประกอบทางเคมีในอาหารปลาที่ใช้ในการทดลอง 

 
Crude Protein 

 (%) 
DM 
(%) 

Ash  
(%) 

Crude Fiber  
(%) 

Crude fat 
(%) 

Basal diet 32.60±0.34 93.24±0.67 10.16±0.82 3.31±0.35 7.18±0.01 
WT106  32.93±0.19 93.03±0.69 10.58±0.08 3.17±0.00 7.78±0.04 
WT108  32.80±0.16 93.01±1.08 10.29±0.39 3.70±0.28 7.69±0.03 
Emp106 32.84±0.34 93.12±0.75 10.26±0.43 3.36±0.50 7.50±0.11 
Emp108 32.60±0.27 93.29±0.76 10.21±0.20 3.58±0.18 7.64±0.04 
RY106 32.91±0.37 93.33±0.48 10.36±0.54 3.76±0.17 7.77±0.12 
RY108 32.67±0.21 93.44±0.23 10.14±0.62 3.91±0.17 7.30±0.10 

 
3.4.4 กำรวิเครำะห์คุณภำพน้ ำ 
ในระหว่างการทดลองท้า การวัดค่า pH โดยใช้เคร่ือง pH Meter ค่าออกซิเจนละลายในน ้า

โดยใช้เคร่ือง dissolved oxygen meter สัปดาห์ละ 1 ครั ง 
 

ตำรำงท่ี 3.5 แสดงคุณภาพน ้าในระหว่างการทดลอง 
ข้อมูล ค่ำท่ีวัดได้ 
อุณหภูมิอากาศ 30.28±1.75 
อุณหภูมิน ้า 28.28±1.75 
ค่า pH 6.80±0.22 
ค่าการละลายออกซิเจนในน ้า 3.29±0.27 

 
3.4.5 กำรเก็บข้อมูลวัดอัตรำกำรเจริญเติบโต และอัตรำกำรรอด 
ก่อนการทดลองจะท้าการชั่งน ้าหนักและวัดยาวของปลา เพื่อเก็บข้อมูลน ้าหนักและความ

ยาวของปลาเร่ิมต้นการทดลอง ตลอดระยะเวลาการเลี ยง 12 สัปดาห์ ท้าการชั่งอาหารปลาที่ใช้ไปใน
ทุกวัน เพื่อเก็บข้อมูลน ้าหนักอาหารที่ใช้ไป และบันทึกการตายของปลาเพื่อเก็บข้อมูลอัตราการรอด 
โดยมีค่าที่ใช้วัดอัตราการเจริญเติบโตในการทดลองดังนี  

 

1. น้ ำหนักปลำเฉลี่ย (g) (Weight average)  
น ้าหนักเฉลี่ย (g)  =  น ้าหนักปลารวม (g)  

จ้านวนปลาทั งหมด  
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 2. น้ ำหนักปลำเฉลี่ยท่ีเพิ่มขึ้น (g) (Weight gain, Wg)  
 

Wg (g)   =  Wt+1 - Wt  
 

เมื่อ Wt+1 คือ น ้าหนักปลาเฉลี่ยครั งสุดท้าย  
Wt คือ น ้าหนักเฉลี่ยครั งก่อน  
 

3. อัตรำกำรเจริญเติบโตจ ำเพำะ (Specific growth rate, SGR)  
 

SGR   =  (In Wt+1 - In Wt) × 100  
      T 
 

เมื่อ Wt+1 คือ น ้าหนักปลาเฉลี่ยครั งสุดท้าย  
Wt คือ น ้าหนักปลาเฉลี่ยครั งก่อน  
T คือ ระยะเวลาการทดลอง (วัน)  
 

4. ควำมยำวเฉลี่ยของปลำ (Length average)  
ความยาวเฉลี่ย (cm)  =  ความยาวของปลารวม (เซนติเมตร)  

            จ้านวนปลาทั งหมด  
 

5. อัตรำกำรรอดตำย (% Survival rate)  
(%) อัตราการรอดตาย  =      จ้านวนปลาที่เหลือ            

              จ้านวนปลาที่ปล่อยเร่ิมต้น  
 

6. อัตรำกำรเปลี่ยนอำหำรเป็นเน้ือ (Feed Conversion Ratio, FCR)  
FCR    =  น ้าหนักอาหารที่ให้ปลากิน (g)  

                       น ้าหนักปลาที่เพิ่มขึ น 
 

กำรวิเครำะห์อัตรำกำรเจริญเติบโตและกำรบันทึกผลกำรทดลอง 
ท้าการเก็บรวบรวมข้อมูลการเจริญเติบโต อัตรารอด และประสิทธิภาพการใช้อาหารของ

ปลาสวายทุก ๆ 60 วันโดยท้าการสุ่มชั่งน ้าหนัก วัดความยาว และบันทึกจ้านวนปลาสวาย เพื่อศึกษา
ด้านการเจริญเติบโต และอัตรารอดในแต่ละชุดทดลอง ได้แก่ น ้าหนักที่เพิ่มขึ น (weight gain : WG)
อัตราการเจริญเติบโตต่อวัน (daily gain : DG) อัตราการเจริญเติบโตจ้าเพาะ (specific growth rate 
:SGR%) อัตรารอด  (survival rate : SV%) และอัตราการเปลี่ ยนอาหารเป็นน ้ าหนักตัว  (feed 
conversion ratio : FCR)  ที่ระยะเวลา 12 สัปดาห์ท้าการเก็บตัวอย่างเลือดปลา จากเส้นเลือด caudal 
vein ด้วยเข็มขนาด 21G ความยาว 1 นิ ว ใช้กระบอกฉีดยาขนาด 3 ml ใส่เลือดลงในหลอดที่มีสาร

× 100 
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ป้องกันการแข็งตัวของเลือด Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) วางบนน ้าแข็งก่อนจะน้าไป
วิเคราะห์ค่าเคมีในเลือด เก็บตัวอย่างเนื อปลาโดยใช้มีดผ่าตัดแล่เอาเฉพาะเนื อปลา แล้วน้าไปบดให้
ละเอียด เก็บในตู้ -20 ºC เพื่อน้าไปวิเคราะห์องค์ประกอบของกรดไขมันในเนื อปลา  เก็บปลาทั งตัว 
น้าไปบดละเอียด เก็บในตู้ -20 ºC เพื่อน้าไปวิเคราะห์องค์ประกอบทางโภชนะของปลา  และเก็บ
ล้าไส้ปลาเพื่อน้าไปศึกษาประชากรจุลินทรีย์ในล้าไส้ปลา 

3.4.6 กำรวิเครำะห์ค่ำโลหิตวิทยำ 
กำรวิเครำะห์จ ำนวนเม็ดเลือดรวม (Total haemocyte count : THC)  
ตามวิธีของกิจการ อุษณีย์ และจิราพร (2543) โดยเจาะเลือดปลาจาก caudal vein ด้วย

เข็มขนาด 21G ความยาว 1.5 นิ ว ใช้กระบอกฉีดยาขนาด 3 ml ผสมกับสารป้องกันการแข็งตัวของ
เลือด Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) ผสมให้เข้ากันเบา ๆ หลังจากนั นหยดเลือดปริมาตร
10 ไมโครลิตร ลงบนสไลด์ (haemacytometer) นับจ้านวนเม็ดเลือดทั งหมดด้วยกล้องจุลทรรศน์
ก้าลังขยาย 10 เท่า โดยนับในช่องใหญ่ทั งหมด 5 ช่อง ตรงบริเวณมุมบน ล่าง ซ้าย ขวา และ         ตรง
กลาง ดังรูปภาพที่ 3.2 

 

กำรค ำนวณปริมำณเม็ดเลือด (total hemocytes count) จ ำนวนเซลล์เม็ดเลือด/mm3 
= เซลล์เม็ดเลือดที่นับได้ทั งหมด 5 ช่อง × 104 × ค่า dilution 

 

 
 

ภำพท่ี 3.3 ช่อง hemocytometer chamber ที่ใช้นับจ้านวนเม็ดเลือด 
ท่ีม ำ  : ดัดแปลงมาจาก : http://www.microbehunter.com/the-hemocytometer-

counting-chamber/ 
 

กำรวัดค่ำเม็ดเลือดแดงอัดแน่น 
บรรจุ เลือดปลาที่มีสารป้องกันการแข็งตัวใน  microhematocrit capillary tube 

ประมาณ 4 ใน 5 ของความยาว tube แล้วปิดปลายด้านหนึ่งด้วยดินน ้ามัน น้าไปปั่นตกตะกอนที่
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ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาทีค้านวณเปอร์เซ็นต์ฮีมาโตรคริตโดยวัดสัดส่วนของ
เม็ดเลือดแดงอัดแน่นต่อปริมาตรของเลือดทั งหมด (ภาพที่ 3.5) 

 

% ฮีมาโตคริต =    ปริมาตรของเม็ดเลือดแดงอัดแน่น (เซนติเมตร) × 100 
ปริมาตรเลือดทั งหมด (เซนติเมตร) 
 

 
 

ภำพท่ี 3.4 ปริมาตรเลือดทั งหมด และปริมาตรเม็ดเลือดแดงอัดแน่นใน microhematocrit capillary 
tube ที่ผ่านการปั่นเหวี่ยงแล้ว 

ท่ีมำ : http://loudoun.nvcc.edu/vetonline/vet131/introduction.htm 
 

กำรวัดค่ำฮีโมโกลบิน 
ใช้ชุด  Hemoglobin set (Cyanmethemoglobin Method) เติมน ้ ายา  Drabkin Reagent 

ลงในหลอดแก้ว 5 ml ใส่เลือดที่มีสารป้องกันการแข็งตัวของเลือด (EDTA) ลงในหลอด 20 μl เขย่า
ให้เข้ากัน ตั งที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 10 นาที น้าไปวัดค่าดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 540 นาโน-
เมตร โดยใช้  Drabkin Reagent เป็น Blank ปรับ 0 จากนั นน้าค่าดูดกลืนแสงไปค้านวณหาค่า
ฮีโมโกลบินจากกราฟมาตรฐานซึ่งอยู่ในชุด Hemoglobin set 

3.4.7 กำรวิเครำะห์องค์ประกอบทำงเคมีของเลือด 
กำรวิเครำะห์ค่ำ serum glucose ใช้ชุด liquid-glucose (GOD-PAP method) 
โดยใช้น ้ายาส้าเร็จรูปของบริษัท BIOTEH โดยเติม enzyme reagent 500 ไมโครลิตร 

แล้วน้าไปบ่มที่ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที จากนั นปิเปตซีร่ัมลงในหลอด 5 ไมโครลิตร เขย่า
ให้เข้ากัน น้าไปบ่มที่ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที น้าไปวัดค่าดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 
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500 นาโนเมตรโดยใช้  enzyme reagent เป็น  blank หลังจากนั นน้าค่าดูดกลืนแสงที่วัดได้ไป
ค้านวณหาค่า glucose โดยเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานที่มีสารละลายมาตรฐาน  (glucose 
standard) ความเข้มข้น 0  25  50  75 และ 100 (mg/dl) (Trinder, 1969) 

กำรวิเครำะห์ค่ำ Serum total protein ใช้ชุด total protein set (biuret method) 
โดยใช้น ้ายาส้าเร็จรูปของบริษัท BIOTEH โดยเติม biuret reagent ลงในหลอด 300 

ไมโครลิตร แล้วปิเปตซีร่ัมลงในหลอด 5 ไมโครลิตร เขย่าให้เข้ากัน ตั งทิ งไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็น
เวลา 5 นาทีน้าไปวัดค่าดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น  550 นาโนเมตร โดยใช้ biuret reagent เป็น 
blank หลังจากนั นน้าไปวัดค่าดูดกลืนแสงที่วัดได้ไปค้านวณหาค่า total protein โดยเปรียบเทียบกับ
กราฟมาตรฐานที่มีสารละลายมาตรฐาน (protein standard) ความเข้มข้น 0  1.5  3  4.5 และ 6 (mg/dl) 
(Weichselbaum, 1964; Rosenthal and Cenditt, 1956) 

กำรวิเครำะห์ค่ำ serum triglycerides ใช้ชุด triglycerides liquid stable reagent 
(GPO-PAP method) โดยใช้น้ ำยำส ำเร็จรูปของบริษัท Erba Mannheim  
โดยเติม triglyceridesreagent 500 ไมโครลิตร แล้วปิเปตซีร่ัมลงในหลอ 5 ไมโคร-

ลิตร เขย่าให้เข้ากัน น้าไปบ่มที่ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที น้า ไปวัดค่าดูดกลืนแสงที่ความ
ยาวคลื่น 670 นาโนเมตรโดยใช้triglycerides reagent เป็น blank หลังจากนั นน้าค่าดูดกลืนแสงที่วัด
ได้ไปค้านวณหาค่า triglycerides โดยเปรียบเทียบจากกราฟมาตรฐานที่มีสารละลายมาตรฐาน 
(triglycerides standard) ความเข้มข้น  0  66.25 132.5  198.75  และ  265 (mg/dl) (Jacobs and Van 
Dnmark, 1960; Kodischeck and Umbreit, 1969; Trinder, 1969; Schelttler and Nussel, 1975) 

กำรวิเครำะห์ค่ำ serum cholesterol ใช้ชุด liquid-cholesterol (CHOD-PAP method)  
โดยใช้น ้ายาส้าเร็จรูปของบริษัท BIOTEH โดยเติม enzyme reagent (liquid CHOD-

PODenzyme) ลงในหลอด 500 ไมโครลิตร ปิเปตซีร่ัมลงในหลอด 5 ไมโครลิตร เขย่าให้เข้ากัน 
น้าไปบ่มที่ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที น้าไปวัดค่าดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 500 นาโน-
เมตรโดยใช้ enzyme reagent (liquid CHOD-POD enzyme) เป็น blank หลังจากนั นน้าค่าดูดกลืน
แสงที่วัดได้ไปค้านวณหาค่า  cholesterol โดยเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานที่มีสารละลาย
มาตรฐาน(cholesterol standard) ความเข้มข้น 0  50  100  150 และ 200 (mg/dl) (Richmond, 1973; 
Thomas, Laborand Diagnose, 1992) 

กำรวิ เครำะห์ค่ำ  serum urea nitrogen (BUN) ใช้ชุด  liquid-BUN (urease colori-
metric method)  
โดยใช้น ้ายาส้าเร็จรูปของบริษัท BIOTEH โดยเติม working enzyme reagent (ละลาย 

liquid urease ด้วย BUN enzyme diluent) ลงในหลอด 500 ไมโครลิตร น้าไปบ่มที่ 37 องศาเซลเซียส 
ปิเปตซีรั่มลงในหลอด 10 ไมโครลิตร เขย่าให้เข้ากัน น้าไปบ่มที่ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที 
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จากนั นเติม  color reagent (เจือจาง  conc. BUN color reagent 1 ส่วน  ด้วยน ้ ากลั่น  3 ส่วน ) 500 
มิลลิลิตร ในหลอดเดิม ผสมให้เข้ากันแล้วน้าไปบ่มที่ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที น้าไปวัด
ค่าดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น  580 นาโนเมตร โดยใช้ working enzyme reagent ผสมกับ color 
reagent เป็น  blank หลังจากนั นน้าค่าดูดกลืนแสงที่วัดได้ไปค้านวณหาค่า  urea nitrogen โดย
เปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานที่มีสารละลายมาตรฐาน  (BUN standard) ความเข้มข้น 0  3  9  15 
และ 21 (mg/dl) (Searcy, Rearcy, Reardon, and Foremwn, 1967) 

กำรวิเครำะห์ค่ำ serum chloride ใช้ชุด chloride set (thyocyanate method) 
โดยใช้น ้า ยาส้าเร็จรูปของบริษัท BIOTEH โดยการเติม chloride reagent 500 ไม-

โครลิตร หลังจากนั นปิเปตซีร่ัมลงในหลอด 7.5 ไมโครลิตร เขย่าให้เข้ากัน ตั งไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็น
เวลา 10 นาที น้าไปวัดค่าดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 480 นาโนเมตร โดยใช้ chloride reagent เป็น 
blank หลังจากนั นน้าค่าดูดกลืนแสงที่วัดได้ไปค้านวณหาค่า  chloride โดยเปรียบเทียบกับกราฟ
มาตรฐานที่มีสารละลายมาตรฐาน (chloride standard) ความเข้มข้น 0  25  50  75 และ 100 (mg/dl) 
(Swain, 1956) 

3.4.8 กำรวิเครำะห์ค่ำภูมิคุ้มกันแบบไม่จ ำเพำะ 
กำรวิเครำะห์ lysozyme activity  
เป็นการวิเคราะห์การท้าลายแบคทีเรียแกรมบวก  Micrococcus lysodeikiticus ของ 

lysozyme ในซีร่ัมของปลาสวายเทียบกับการท้าลายแบคทีเรียแกรมบวก  M. lysodeikiticus ของ 
lysozyme จากไข่ขาวของไก่ที่ความเข้มข้น 0  2.5  5 และ10 μg/ml โดยท้าการใส่ standard lysozyme 
หลุมละ 10 ไมโครลิตร จ้านวน 3 ซ ้า และใส่ซีร่ัมหลุมละ 10 ไมโครลิตร จ้านวน 3 ซ ้า ลงในถาด
หลุม (96 well plate) หลังจากนั นสารละลายเชื อ M. lysodeikiticus ในหลุมที่มี standard lysozyme 
และซีร่ัมหลุมละ 190 ไมโครลิตร แล้วน้าไปเขย่าที่ความเร็ว 200 rpm เป็นเวลา 15 นาที โดยน้าไป
วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตรโดยบันทึกค่าการดูดกลืนแสงทุก ๆ 15 นาที 

กำรวิเครำะห์ ACH 50  
การวิเคราะห์ค่า alternative complement pathway ท้าตามวิธีการของMontero et al. 

(1998) ดังนี น้าเม็ดเลือดแดงแพะมาล้างด้วยสารละลาย GVB-EGTA (Gelatin Veranol Buffer; 10 
mM batbital  145 mM NaCl  0.1 % gelatin  0.5 mM MgCl2  10 mM EGTA  pH 7.3-7.4) 3 ครั ง แล้ว
ปรับความเข้มข้นของเม็ดเลือดแดงให้เท่ากับ  2 × 108 เซลล์ต่อมิลลิลิตรในบัฟเฟอร์เดิมท้าการเจือ
จางซีรัมด้วย GVB-EGTA ให้ได้ปริมาตรเท่ากับ 250 ไมโครลิตรที่ระดับ 10%  5 %  2.5 %  1.25% 
และ 0.625% ใช้ GVB-EGTA ในหลอดที่จัดเป็นกลุ่ม spontaneous lysis และใช้น ้ากลั่นเป็นหลอดที่
มีการ haemolysis 100% เติมสารละลายเม็ดเลือดแดงที่ปรับความเข้มข้นแล้ว  100 ไมโคร-ลิตร ใน
หลอดที่มีซีร่ัมหลอดที่มีบัฟเฟอร์อย่างเดียวและหลอดที่มีน ้ากลั่นอย่างเดียวตั งไว้ที่อุณหภูมิห้อง     
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90 นาที แล้วเติมสารละลาย 0.85% NaCl ลงไปทุกหลอดหลอดละ 1 มิลลิลิตรน้าไปปั่นที่ความเร็ว 
5000 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 5 นาทีน้าสารละลายส่วนบนมาวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 540 นาโนเมตร 

กำรวิเครำะห์ Total immunoglobulin (Total ig) 
การวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนในพลาสมาท้าโดยใช้ชุดทดสอบ  colorimetric Lowry 

micro-method (Sigma) การวัดค่าปริมาณ total immunoglobulin ท้าตามวิธีการที่ได้รายงานไว้ใน
Siwicki et al. (1994) โดยการวิ เคราะห์ท้าโดยการตกตะกอนของ  total immunoglobulin ด้วย
สารละลาย 12% polyethylene glycol แล้ววัดปริมาณโปรตีนของสารละลายหลังตกตะกอนปริมาณ 
total immunoglobulin หาได้จากค่าความแตกต่างระหว่างปริมาณโปรตีนก่อนตกตะกอนและ
ปริมาณโปรตีนหลังตกตะกอน 

3.4.9 กำรวิเครำะห์ปริมำณของเชื้อจุลินทรียใ์นระบบทำงเดินอำหำร 
หลังจากทดลองเป็นระยะเวลา 60 และ 120 วัน จะท้าการสุ่มเก็บตัวอย่างล้าไส้ปลาสวาย 

ครั งละ 2 ตัวต่อกระชัง โดยใช้มีดผ่าตัดที่ปลอดเชื อกรีดบริเวณช่องท้องจนเห็นทางเดินอาหาร  แล้ว
ท้าการเลาะเพื่อแยกส่วนที่เป็นล้าไส้ออกมา น้าล้าไส้ปลาสวายมาบดให้ละเอียดในที่บดปลอดเชื อ
แล้ วน้ ามา เจือจางด้ วย  0.85% sodium chloride ในอัตราส่ วน  1 ต่อ  10 และ  1 : 100 (ten-
flodeddilutions) จากนั นการตรวจนับเชื อจุลินทรีย์ด้วยวิธี  viable plate count ในอาหารเลี ยงเชื อ 
thiosulphate citrate bile salt sucrose (TCBS) plate count agar (PCA) sabouraud dextrose agar บ่ม
เชื อที่ อุณหภูมิ  37 องศา เซล เซี ยส เป็น เวลา  18-24 ชั่ วโมง  และ  lactobacillus agar (MRS) 
bifidobacterium agar บ่มเชื อที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18-24 ชั่วโมง เพื่อนับจ้านวน
โคโลนี 

3.4.10 กำรวิเครำะห์ค่ำองค์ประกอบทำงเคมีในเนื้อปลำ 
เมื่อสิ นสุดการทดลองที่ระยะเวลา 60 และ 120 วัน จะท้าการสุ่มเก็บตัวอย่างเนื อสวายจาก

แต่ละทรีตเมนต์ หลังจากนั นน้าไปบดให้ละเอียด  เพื่อน้าไปวิเคราะห์หาองค์ประกอบทางเคมี 
(proximate analysis) ด้วยวิธี  AOAC (2000) ได้แก่  การวิเคราะห์โปรตีน  (crude protein) ไขมัน 
(crude lipid) เถ้า (ash) และความชื น (moisture) 

3.4.11 กำรวิเครำะห์องค์ประกอบของกรดไขมันในเนื้อปลำ 
ท้าการชั่งเนื อปลาที่ท้าการบดละเอียดแล้ว 5 g ลงโถปั่น ขนาด 1000 ml เติม Chloroform : 

Methanol (2 : 1) 60 ml ปั่นละเอียด ที่ 3000 rpm 5 นาที แล้วน้าไปกรองผ่าน Buchner funnel ด้วย 
กระดาษกรองเบอร์ 1 ฉีดล้างส่วนที่ค้างอยู่ในโถปั่นและกระดาษกรองด้วย  Chloroform : Methanol 
(2 : 1) แล้วน้าส่วนที่กรองได้เทลงในกรวยแยก (Separatory funnel) แล้วเติม 0.03 M MgCl2 24 ml 
แล้วเติม 1% BHT 1 ml ท้าการเขย่าให้สารผสมเป็นเนื อเดียวกัน แล้วเปิดวาล์วเพื่อให้แก๊สออก แล้ว
ตั งทิ งไว้ให้แยกชั นอย่างน้อย  6 ชั่วโมง เก็บไว้ในที่ไม่มีแสงสว่าง  เมื่อแยกชั นแล้วจึงไขส่วน 
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chloroform ชั นล่างออกใส่ในขวดแก้วก้นกลมที่ทราบน ้าหนักแน่นอน แล้วน้าไประเหย chloroform 
ออกใน Rotary evaporator จากนั นน้าไปชั่งน ้าหนัก จดบันทึกน ้าหนัก แล้วใส่ Isooctane ลงไป 2 ml 
และ  internal standard (C17 : 0) 1 ml เพื่อน้าไปท้า  saponification โดยการไปท้าให้แห้งภายใต้
สภาวะที่มีแก๊สไนโตรเจน และเติม 0.5 N NaOH ใน methanol 1.5 ml เขย่าให้ผสมกันน้าไปต้มที่
อุณหภูมิ 100 ºC เป็นเวลา 7 นาที มีการเขย่าเป็นครั งคราว แล้วน้ามาท้าให้เย็นที่อุณหภูมิห้องแล้ว
เติม 14% BF3-MtOH 2 ml แล้วผสมให้เข้ากัน แล้วต้มที่ อุณหภูม ิ100 ºC เป็นเวลา 5 นาที แล้วทิ งไว้
ให้เย็นจนได้อุณหภูมิประมาณ 30-40 ºC จึงเติม Isooctane 1 ml เขย่าให้ผสมกัน และดูดส่วนของ 
Isooctane ไปใส่ในขวดใหม่ แล้วน้าไปท้าให้แห้ง ภายใต้สภาวะที่มีแก๊สไนโตรเจน จากนั นเติม
Hexane 1 ml แล้ ว น้ า ไ ปฉี ด  Gas Chromatography (GC) โด ย ใ ช้ เ ค ร่ื อ ง  GC รุ่ น  GC2014 
(Shimadzu,Japan) โดยใช้คอลัมน์ SP™-2560 Capillary GC Column (Sigma-Aldrich Pte Ltd) ขนาด 
100 m × 0.25 mm ID × 0.20 μm โดยใช้แก๊สไฮโดรเจนเป็น carrier gas ที่ความเร็ว 20 เซนติเมตรต่อ
วินาท ีอัตราส่วนการปล่อยสาร 25 : 1 อุณหภูม ิinjector เท่ากับ 230 ºC อุณหภูม ิdetector เท่ากับ 250 
ºC และมีสภาวะการเปลี่ยนอุณหภูมิของคอลัมน์โดยเร่ิมต้นที่  140 ºC เพิ่มอุณหภูมิเป็น 220 ºC ด้วย
อัตรา 4 ºC ต่อนาที เป็นเวลา 40 นาที ปริมาณสารที่ฉีด 1 μl ดัดแปลงวิธีจาก Morrison and Smith 
(1964) ใช้ 37 component FAME standard (Supelco, Sigma, USA) เป็น standard ท้าการวิเคราะห์  
fatty acid โดยการเปรียบเทียบกับ standard 

3.4.12 กำรวิเครำะห์ค่ำทำงสถิติ 
วิเคราะห์ความแปรปรวนของข้อมูลโดยใช้ analysis of variance (ANOVA) และวิเคราะห์

ความแตกต่างระหว่างกลุ่มโดยใช้ (DMRT) duncan’s multiple range test ที่ระดับความเชื่อมั่นร้อย
ละ 95 ด้วยโปรแกรม ส้าเร็จรูป SPSS version 16.0 วิเคราะห์ความแตกต่างระหว่างค่าเฉลี่ยโดยใช้  
pair sample T-testss 
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บทที ่4 

ผลการศึกษา 
 

4.1 ผลการทดลองที่ 1 ผลิตยีสต์ S. Cerevisiae ให้มีการผลิตเอนไซม์ Delta 6 desaturase 
ของปลาสวาย (P. hypophthalmus) 

4.1.1 ผลของการโคลน delta 6 desaturase cDNA จากปลาสวาย (P. hypophthalmus) 
การโคลน cDNA ของยีน delta 6 desaturase (Phy-Fad2) ในปลาสวาย พบว่าได้ชิ้นส่วน

ของดีเอ็นเอที่มีขนาดใกล้เคียงกับชิ้นดีเอ็นเอที่คาดการณ์ไว้ (ภาพที่ 4.1) จึงน าเอาผลผลิต PCR มาท า
ให้บริสุทธิ์และน ามาเชื่อมต่อกับ pGEM-T easy vector ได้เป็นพลาสมิดลูกผสม และท าการถ่าย 
พลาสมิดลูกผสมเข้าสู่  (transformation) จุลินทรีย์ E. Coli จากนั้นท าการสุ่มโคโลนี 5 โคโลนีมา
สกัดพลาสมิดลูกผสมและท าวิเคราะห์ยีน Phy-Fad2 ด้วยวิธี colony-PCR แสดงดังภาพที่ 4.2 โดย
พบว่าผลผลิต PCR ที่ได้มีขนาดประมาณ 1,300 คู่เบส ผลการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์พบว่ายีน 
Phy-Fad2 มีล าดับนิวคลีโอไทด์ 1,388 คู่เบส (ภาพที่ 4.3) และมีล าดับนิวคลีโอไทด์คล้ายคลึงกับยีน 
Fad2 ของปลาอ่ืน ๆ (ตารางที่ 4.1) 

ยีน Phy-Fad2 แปลเป็นโปรตีนเอ็นไซม์ delta 6 desaturase (Phy-Δ6) แสดงดังภาพที่ 4.4 
ประกอบด้วยกรดอะมิโนได้ 445 กรดอะมิโนและโปรตีน Phy-Δ6 มีความคล้ายคลึงของกรดอะมิ-
โนกับเอ็นไซม์ Δ6 ของปลาอ่ืน ๆ แสดงดังตารางที่ 4.2 

 

 
 

ภาพท่ี 4.1 แสดงผลของขนาดของชิ้นส่วนดีเอ็นเอของยีน Phy-Fad2 ที่ผ่านการท า PCR และ
ตรวจสอบด้วย Agarosegel electrophoresis 
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ภาพท่ี 4.2 แสดงผลของการตรวจสอบการสกัดพลาสมิดด้วย PCR และตรวจสอบด้วย Agarose gel 
electrophoresis 

หมายเหตุ : M = Marker; P = Positive control; N = Negative control; C1-C4 = Bacteria Colony1-4 
 

 
 

ภาพท่ี 4.3 แสดงล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน Phy-Fad2 ซึ่งมีนิวคลีโอไทด์ทั้งหมด 1,338 bp 
 

 
 
ภาพที่ 4.4 แสดงล าดับกรดอะมิโนของยีน Phy-Fad2 ซึ่งมีล าดับกรดอะมิโนทั้งหมด 445 กรดอะมิโน 
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ตารางท่ี 4.1 แสดงผลของความคล้ายคลึงของล าดับนิวเคลีโอไทด์ของยีน Phy-Fad2 ของปลาสวาย
กับของปลาชนิดอ่ืน ๆ 

 
 

ตารางท่ี 4.2 แสดงผลของความคล้ายคลึงของล าดับกรดอะมิโนของยีน Phy-Fad2 ของปลาสวายกับ
ปลาชนิดอ่ืน ๆ 

 

 
 

4.1.2 ผลของการผลิต Recombinant yeast (RY) 
การศึกษานี้ได้ท าการตัดต่อยีน Phy-Fad2 เพื่อเชื่อมต่อกับเวคเตอร์ pTEF เพื่อให้ได้พลาส-

มิดลูกผสมที่มียีน pTEF-Phy-Fad2 (ภาพที่ 3.2) โดยพลาสมิดลูกผสม pTEF-Phy-Fad2 จะมีโปรโม-
เตอร์ TEF (Transcription Elongation Factor) ที่เป็นบริเวณสั่งการและควบคุมการแสดงออกของยีน 
Phy-Fad2 เมื่อน าพลาสมิดลูกผสม pTEF-Phy-Fad2 ถ่ายสู่ยีสต์ S. cerevisiae ได้เป็นรีคอมบีแนนท์
ยีสต์ (RY) และได้ท าการสุ่มโคโลนีของรีคอมบีแนนท์ยีสต์มาตรวจสอบพลาสมิดลูกผสม pTEF-
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Phy-Fad2 โดยท าการสกัดพลาสมิดจากเซลล์รีคอมบีแนนท์ยีสต์ และท าการตรวจสอบยีน Phy-
Fad2 ด้วยวิธี colony-PCR ภาพที่ 4.5 ซึ่งสามารถตรวจพบยีน Phy-Fad2 แสดงว่ารีคอมบีแนนท์ยีสต์
ที่ผลิตได้น้ีมียีน Phy-Fad2 

 

 
 

ภาพท่ี 4.5 แสดงผลของการตรวจสอบความเป็นรีคอมบิแนนท์ยีสต์ ด้วย PCR และตรวจสอบด้วย
agarose gel electrophoresis 

หมายเหตุ :  M = Marker; P = Positive control; N = Negative control; C1-C5 = Yeast Colony1-5 
 

4.1.3 ผลของการวิเคราะห์การแสดงออกของยีน Phy-Fad2 ในเซลล์ยีสต์ ด้วยวิธี Realtime 
PCR 

ท าการสุ่มรีคอมบีแนนท์ยีสต์ (RY) ที่มีการตรวจพบยีน pTEF-Phy-Fad2 จ านวน 5 โคโลนี 
(C1  C2  C3  C4 และ C5) มาวิเคราะห์ระดับการแสดงออกของ mRNA ของยีน Phy-Fad2 ด้วยวิธี 
Realtime-RT-PCR ด้วยคู่ไพรเมอร์  D6PH_F_RT กับ D6PH_R_RT (ตารางที่  3.1) ผลการศึกษา
แสดงดังภาพที่ 4.6 พบว่าโคโลนี C3 มีการแสดงออกสูงที่สุด หรือมีปริมาณ mRNA ของยีน Phy-
Fad2 มากที่สุด ดังนั้นการทดลองนี้จึงใช้รีคอมบีแนนท์ยีสต์ โคโลนี RY3 ในการศึกษาการท างาน
ของเอ็นไซม์ Phy-Δ6 ต่อไป 

 

 
 

ภาพท่ี 4.6 แสดงปริมาณการแสดงออกของยีน Phy-Fad2 ในเซลล์ยีสต์ S. cerevisiae 
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4.1.4 ผลของการศึกษาการท างานของเอ็นไซม์ Phy-Δ6 ในยีสต์ RY 
การศึกษานี้ได้ท าการผลิตรีคอมบีแนนท์ยีสต์ที่มีพลาสมิด pTEF ซึ่งมีแผนที่และโครงสร้าง

แสดงดังภาพที่ เป็นพลาสมิดที่มีส่วนยีนต่าง ๆ เช่นเดียวกับ pTEF-Phy-Fad2 แต่ไม่มียีน Phy-Fad2 
ดังนั้นเรียกรีคอมบีแนนท์ยีสต์ที่มีพลาสมิด pTEF ว่า RY-pTEF 

การศึกษาการท างานของเอ็นไซม์ Phy-Δ6 ในยีสต์ RY3 โดยการเลี้ยงยีสต์ 3 ชนิด ได้แก่ 
ยีสต์ wildtype (WT)   RY-pTEF และ RY ในอาหาร YPD ที่มีการเติมกรดไขมันตั้งต้น (substrate) 
ในกลุ่ม n-6 คือ C18 : 2n6 มีผลท าให้เกิดปริมาณของกรดไขมัน C18 : 3n6 ซึ่งเป็นผลิตภัณฑ์ 
(product) มีปริมาณเพิ่มสูงขึ้น นอกจากนี้พบว่าปริมาณของกรดไขมันชนิด C20 : 3n6 มีปริมาณ
สูงขึ้นเมื่อเปรียบเทียบกับปริมาณของกรดไขมันชนิด C20 : 3n6 ในยีสต์ ในยีสต์ WT และ RY-pTEF  
ผลแสดงดังตารางที่ 4.3 
 

ตารางท่ี 4.3 แสดงองค์ประกอบของกรดไขมันเมื่อได้รับ C18 : 2n6 เป็นสารต้ังต้น 

Fatty acid 
C18 : 2n6 Substrate 

RY (mg/g lipid) RY-pTEF (mg/g lipid) WT (mg/g lipid) 
C8 : 0 0.34±0.005 0.34±0.010 0.34±0.004 
C10 : 0 0.95±0.030 0.94±0.030 0.93±0.045 
C12 : 0 1.14±0.030 1.16±0.040 1.11±0.030 
C14 : 0 1.03±0.020 1.04±0.040 1.04±0.025 
C16 : 0 15.57±0.100 15.67±0.320 15.34±0.330 
C18 : 0 8.41±0.210 8.39±0.250 8.53±0.100 
C20 : 0 0.44±0.010 0.44±0.002 0.44±0.002 
C22 : 0 0.18±0.003 0.09±0.002 0.10±0.003 
C16 : 1 1.55±0.083 1.59±0.087 1.60±0.120 
C18 : 1n9 cis 11.15±0.130 11.30±0.068 11.09±0.040 
C22 : 1n9 0.09±0.004 0.08±0.003 0.09±0.003 
C18 : 2n6 cis 9.95±0.725 13.75±0.45 14.46±0.35 
C18 : 3n6 0.28±0.004 - - 
C20 : 3n6 0.06±0.003 - - 
C20 : 2n6 0.20±0.002 0.20±0.003 0.20±0.002 
C22 : 6n3 0.45±0.007 0.44±0.029 0.46±0.030 
Sum SFA 28.05±0.220 28.07±0.150 27.82±0.270 
Sum MUFA 12.78±0.170 12.97±0.110 12.77±0.150 
Sum PUFA 11.03±0.730 14.39±0.440 15.11±0.330 
Sum n6 10.48±0.730 13.95±0.450 14.65±0.340 
Sum n3 0.45±0.010 0.44±0.030 0.46±0.030 
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ได้มีการศึกษาการท างานของเอ็นไซม์ Phy-Δ6 ในยีสต ์RY เพิ่มเติม ในกลุ่มของกรดไขมัน 
n-3 โดยการเลี้ยงยีสต์ 3 ชนิด ได้แก่ ยีสต์ WT   RY-pTEF และ RY ในอาหาร YPD ที่มีการเติมกรด
ไขมันตั้งต้นในกลุ่ม n3 คือ C18 : 3n3 มีผลท าให้เกิดปริมาณของกรดไขมัน C18 : 4n3 ซึ่งเป็น
ผลิตภัณฑ์มีปริมาณเพิ่มสูงขึ้น ดังแสดงในตารางที่ 4.4 และยังพบว่าปริมาณของกรดไขมันชนิด  
C20 : 4n3 มีปริมาณสูงขึ้นเมื่อเปรียบเทียบกับ ในยีสต์ WT และ RY-pTEF 
 
ตารางท่ี 4.4 แสดงองค์ประกอบของกรดไขมันเมื่อได้รับ C18 : 3n3 เป็นสารต้ังต้น 

Fatty acid 

C18 : 3n3 Substrate 

RY (mg/g lipid) RY-pTEF (mg/g lipid) WT (mg/g lipid) 
C8 : 0 0.35±0.010 0.35±0.020 0.35±0.020 
C10 : 0 1.06±0.020 0.98±0.050 1.04±0.020 
C12 : 0 1.06±0.030 1.03±0.070 1.05±0.040 
C14 : 0 1.01±0.050 1.04±0.040 1.05±0.060 
C16 : 0 15.45±0.620 16.36±0.850 16.11±0.380 
C18 : 0 8.43±0.150 8.21±0.150 8.54±0.270 
C20 : 0 0.45±0.010 0.43±0.010 0.45±0.010 
C22 : 0 0.19±0.003 0.12±0.004 0.14±0.004 
C16 : 1 1.45±0.056 1.33±0.230 1.48±0.130 
C18 : 1n9C 11.45±0.180 11.80±0.200 11.61±0.350 
C22 : 1n9 0.06±0.004 0.06±0.003 0.06±0.003 
C18 : 3n3 19.37±0.400 26.32±0.160 26.34±0.240 
C18 : 4n3 0.75±0.010 - - 
C20 : 4n3 0.75±0.020 0.28±0.010 0.27±0.001 
C22 : 6n3 0.64±0.010 0.64±0.030 0.66±0.030 
Sum SFA 28.01±0.790 28.54±0.780 28.71±0.560 
Sum MUFA 12.96±0.130 13.18±0.390 13.15±0.480 
Sum PUFA 21.50±0.390 27.24±0.140 27.27±0.220 
Sum n3 21.50±0.39 27.24±0.14 27.27±0.22 
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4.2 ผลการทดลองที่ 2 ศึกษาผลของการเสริมยีสต์ที่มีการตัดต่อยีน Phy-Fad2 ในอาหาร
ปลาสวาย 

4.2.1 ผลของการเสริมในอาหารปลาสวายต่อสมรรถนะการเจริญเติบโต  อัตราการรอด 
การทดลองการเสริมยีสต์ในอาหารปลาประกอบด้วย กลุ่มทดลอง 7 กลุ่ม ได้แก่ กลุ่ม

ทดลองที่ใช้อาหารพื้นฐาน (Control) กลุ่มทดลองที่ใช้อาหารเสริมยีสต์ wildtype ที่ระดับ 5×106 

(WT 106) เซลล์ต่อกรัมอาหาร กลุ่มทดลองที่ใช้อาหารเสริมยีสต์ wildtype ที่ระดับ 5×108 (WT 108) 
เซลล์ต่อกรัมอาหาร กลุ่มทดลองที่ใช้อาหารเสริมยีสต์ Empty plasmid (RY-pTEF) ที่ระดับ 5×106 

(RY-pTEF106) เซลล์ต่อกรัมอาหาร กลุ่มทดลองที่ใช้อาหารเสริมยีสต์ Empty plasmid (RY-pTEF) 
ที่ระดับ 5×108 (RY-pTEF108) เซลล์ต่อกรัมอาหาร กลุ่มทดลองที่ใช้อาหารเสริมยีสต์ Recombinant 
yeast (RY) ที่ระดับ 5×106 (RY106) เซลล์ต่อกรัมอาหาร และกลุ่มทดลองที่ใช้อาหารเสริมยีสต์
Recombinant yeast (RY) ที่ระดับ 5×108 (RY108) เซลล์ต่อกรัมอาหาร 

ผลการศึกษาการเลี้ยงปลาด้วยอาหารเสริมยีสต์ทั้ง 6 กลุ่มทดลอง เป็นระยะเวลา 120 วัน 
โดยท าการเก็บข้อมูล 2 ช่วง คือที่ระยะเวลา 60 และ 120 วัน ผลการทดลองสมรรถนะการ
เจริญเติบโตและอัตราการรอดที่ระยะเวลา 60 วัน แสดงดังตารางที่ 4.5 พบว่าปลาทั้ง 6 กลุ่มทดลอง
มีน้ าหนักตัวสุดท้าย (Final weight) น้ าหนักตัวที่เพิ่ม (Weight gain) ค่าอัตราการเจริญเติบโตจ าเพาะ 
(Specific growth rate) ค่าอัตราการเปลี่ยนอาหารเป็นเน้ือ (FCR) ไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทาง
สถิติ (P>0.05) เมื่อทดลองเลี้ยงปลาเป็นระยะเวลา 120 วัน (ตารางที ่4.5) พบว่าปลาในกลุ่มทดลองที่
มีการเสริมยีสต์ทั้งหมด ได้แก่ กลุ่ม  WT 106   WT 108    RY-pTEF 106    RY-pTEF 108   RY106  
RY108  มีค่าน้ าหนักตัวสุดท้าย น้ าหนักตัวที่เพิ่ม ค่าอัตราการเจริญเติบโตจ าเพาะ สูงกว่ากลุ่ม control 
อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P<0.05) และปลาทดลองที่มีการเสริมยีสต์ทั้ง 6 กลุ่มดังกล่าวมีค่าอัตรา
การเปลี่ยนอาหารเป็นเนื้อต่ ากว่ากลุ่ม control อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P<0.05) 

อัตราการรอดของปลาทดลองทุกกลุ่มทดลองที่ทดลองเลี้ยงเป็นระยะเวลา 60 วันและ 120
วัน (ตารางที่ 4.5) มีค่าอยู่ในระหว่าง 95-97 เปอร์เซนต์ และไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 
(P>0.05) 
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ตารางท่ี 4.5 ผลของการเสริมยีสต์ในอาหารปลาสวายต่อสมรรถนะการเจริญเติบโตและอัตราการ
รอดทีร่ะยะเวลาการเลี้ยง 60วันและ 120วัน (Mean±SD) 

treatment Initial weight  
(g) 

Final Weight 
 (g) 

Weight gain 
(g) 

SGR 
(%/day) 

FCR 
 

Survival 
(%) 

60 วัน       
Control 62.40±3.90 236.90±2.79 174.50±3.66 2.22±0.10 1.03±0.04 97.34±2.80 
WT 106 61.20±2.59 236.16±5.78 174.96±5.05 2.25±0.06 1.01±0.04 97.34±2.80 
WT 108 60.00±2.83 238.07±8.91 178.07±7.90 2.30±0.07 1.00±0.05 96.66±3.35 
RY-pTEF 106 60.50±3.94 234.76±3.34 174.26±6.57 2.26±0.13 1.01±0.07 97.34±2.80 
RY-pTEF108 60.00±6.44 234.88±8.49 174.88±8.24 2.28±0.16 1.01±0.06 97.34±2.80 
RY 106 62.90±3.88 237.55±2.90 174.65±5.30 2.22±0.11 1.00±0.04 97.34±2.80 
RY108 63.20±2.68 243.19±4.67 179.99±5.09 2.25±0.07 0.99±0.05 97.34±2.80 
120 วัน       
Control 62.40±3.90 396.50±13.90b 334.10±11.29b 1.54±0.04b 2.01±0.07a 95.56±3.10 
WT 106 61.20±2.59 450.83±18.35a 389.63±16.19a 1.66±0.02a 1.71±0.07b 97.04±3.10 
WT 108 60.00±2.83 451.06±17.17a 391.06±16.45a 1.68±0.04a 1.69±0.06b 95.56±3.10 
RY-pTEF 106 60.50±3.94 450.93±19.00a 390.43±15.60a 1.67±0.03a 1.69±0.08b 96.30±2.62 
RY-pTEF 108 60.00±6.44 461.24±16.20a 401.24±19.78a 1.70±0.10a 1.64±0.11b 96.30±2.62 
RY 106 62.90±3.88 450.21±18.02a 387.31±19.54a 1.64±0.07a 1.67±0.11b 95.56±3.10 
RY108 63.20±2.68 457.38±16.59a 394.18±16.63a 1.65±0.05a 1.65±0.10b 96.30±2.62 

 

หมายเหตุ : ตัวอักษร a  b ในแถวแนวต้ัง แสดงความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P<0.05) 
SGR = Specific growth rate  
FCR = Feed conversion ratio 

 
4.2.2 ผลของการเสริมยีสต์ในอาหารปลาสวายต่อองค์ประกอบทางโภชนะในตัวปลาสวาย 
ผลการศึกษาการเสริมในอาหารปลาสวายต่อองค์ประกอบทางโภชนะในตัวปลาสวายที่

ระยะเวลา 60 วัน และ 120 วัน ดังแสดงภาพที่ 4.7 และ 4.8 พบว่าองค์ประกอบทางโภชนะในตัว
ปลาสวายทุกกลุ่มทดลองไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P>0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่ม
สูตรอาหารพื้นฐาน  
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ภาพท่ี 4.7 ผลของการเสริมยีสต์ในอาหารปลาสวายต่อองค์ประกอบทางโภชนะ (wet weight) ใน
ตัวปลาสวายที่ระยะเวลาการเลี้ยง 60 วัน (Mean±SD) 

หมายเหตุ : CP = crude protein; CF = crude fat  
หน่วยวัด : เปอร์เซนต์ 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

ภาพท่ี 4.8 ผลของการเสริมยีสต์ในอาหารปลาสวายต่อองค์ประกอบทางโภชนะ (wet weight) ใน
ตัวปลาสวายที่ระยะเวลาการเลี้ยง 120 วัน (Mean±SD) 

หมายเหตุ : CP = crude protein; CF = crude fat  
หน่วยวัด : เปอร์เซนต์ 
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4.2.3 ผลของการเสริมยีสต์ในอาหารปลาสวายต่อค่าโลหิตวิทยา 
ผลการศึกษาการเสริมยีสต์ในอาหารปลาสวายที่ระยะเวลา 60 วันและ 120 วัน แสดงใน

ภาพที่ 4.9 และ 4.10 ต่อค่าโลหิตวิทยาของปลาสวาย ได้แก่ ค่าฮีโมโกลบิน (Hemoglobin) ค่าฮีมา-
โตคริต (Hematocrit) และค่าจ านวนเม็ดเลือดแดง (RBC) พบว่าที่ระยะเวลาการทดลอง 60 วัน ปลา
ทุกกลุ่มทดลองมีค่าฮีโมโกลบิน (Hemoglobin) ค่าฮีมาโตคริต (Hematocrit) และค่าจ านวนเม็ด-
เลือดแดง (RBC) ไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P>0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มสูตร
อาหารพื้นฐานนอกจากนี้ที่ระยะเวลาการเลี้ยงที่ 120 วัน พบว่าทุกกลุ่มทดลองมีค่าฮีโมโกลบิน 
(Hemoglobin) ค่าฮีมาโตคริต (Hematocrit) และค่าจ านวนเม็ดเลือดแดง (RBC) ไม่แตกต่างกันอย่าง
มีนัยส าคัญทางสถิติ (P>0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มสูตรอาหารพื้นฐานเช่นกัน 
 

 
 
ภาพท่ี 4.9 ผลของการเสริมยีสต์ในอาหารปลาสวายต่อค่าโลหิตวิทยาที่ระยะเวลาการเลี้ยง 60 วัน 

(Mean±SD) 
หมายเหตุ : HGB = hemoglobin (g/dl); HTC = hematocrit (%); BC = red blood cell (106 cell/ml) 
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ภาพท่ี 4.10 ผลของการเสริมยีสต์ในอาหารปลาสวายต่อค่าโลหิตวิทยาที่ระยะเวลาการเลี้ยง 120 วัน 
(Mean±SD) 

หมายเหตุ : HGB = hemoglobin (g/dl); HTC = hematocrit (%); RBC = red blood cell (106 cell/ml) 
 

4.2.4 ผลของการเสริมยีสต์ในอาหารปลาสวายต่อค่าเคมีในเลือด 
ผลการศึกษาการเสริมยีสต์ในอาหารปลาสวายที่ระยะเวลา 60 วัน และ 120 วัน ดังแสดงใน 

ภาพที่ 4.11 และ 4.12  พบว่าการใช้ยีสต์เสริมในอาหารปลาสวายนั้นท าให้ค่าเคมีในเลือด ได้แก่ ค่า 
คลอเรสเตอรอล (cholesterol)  ไตรกลีเซอร์ไรด์ (Triglyceride)  โปรตีนรวม (Total protein)  กลูโคส 
(Glucose)  อัลบูมิน (Albumin)  ฟอสฟอรัส (Phosphorus)  คลอไรด์ (Chloride)  แคลเซียม (Calcium)  
แมกนีเซียม (Magnesium)  ปริมาณไนโตรเจนในกระแสเลือด(BUN) และ ธาตุเหล็ก (Iron) ไม่มี
ความแตกต่างกันย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P>0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มสูตรอาหารพื้นฐาน 
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ตารางท่ี 4.11 ผลของการเสริมยีสต์ในอาหารปลาสวายต่อค่าเคมีในเลือดระยะเวลา 60 วัน          
(Mean±SD) 

หมายเหตุ : BUN = blood urea nitrogen 
หน่วยวัด : Cholesterol; triglyceride; glucose; phosphorus; calcium; magnesium; BUN = mg/dl 

Total protein; albumin = g/ml 
Chloride = mmol/l 
Iron = µg/dl 

 

 
 
ตารางท่ี 4.12 ผลของการเสริมยีสต์ในอาหารปลาสวายต่อค่าเคมีในเลือดระยะเวลา 120 วัน     

(Mean±SD) 
หมายเหตุ : BUN = blood urea nitrogen 
หน่วยวัด : Cholesterol; triglyceride; glucose; phosphorus; calcium; magnesium; BUN = mg/dl 

Total protein, albumin = g/ml 
Chloride = mmol/l 
Iron = ug/dl 
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4.2.5 ผลของการเสริมยีสต์ในอาหารปลาสวายต่อค่าภูมิคุ้มกันแบบไม่จ าเพาะ 
ผลการศึกษาการเสริมยีสต์ในอาหารปลาสวายที่ระยะเวลา 60 วัน ดังแสดงในตารางที่ 4.6 

ต่อค่าภูมิคุ้มกันแบบไม่จ าเพาะของปลาสวายพบว่า การใช้ยีสต์เสริมในอาหารปลาสวายนั้นมีผลท า
ให้ค่าภูมิคุ้มกันแบบไม่จ าเพาะ คือ Total immunoglobulin (Total ig)  ไลโซไซม์ (Lysozyme) และ 
ค่าคอมพลีเมนต์ (ACH50) สูงขึ้นอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P< 0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มสูตร
อาหารพื้นฐาน 

 
ตารางท่ี 4.6 ผลของการเสริมยีสต์ในอาหารปลาสวายต่อค่าภูมิคุ้มกันแบบไม่จ าเพาะที่ระยะเวลา

การเลี้ยง 60 วันและ 120 วัน (Mean±SD) 

Treatment Total Ig (mg/ml) Lysozyme (unit/ml) ACH (unit/ml) 

60 วัน    
Control 9.94±0.52b 206.88±19.04b 10.63±0.58b 
WT 106 14.42±0.74a 252.50±21.35a 12.56±0.77a 
WT 108 15.25±0.83a 254.38±23.86a 13.60±0.86a 
RY-pTEF 106 14.67±0.34a 246.25±22.46a 12.73±0.69a 
RY-pTEF 108 15.21±0.57a 253.75±23.00a 13.36±0.72a 
RY 106 14.79±0.36a 250.25±20.64a 12.78±0.66a 
RY108 15.26±0.86a 259.38±21.88a 13.60±0.91a 
120 วัน    
Control 17.91±0.82b 368.48±29.13b 12.04±0.96b 
WT 106 24.49±0.82a 501.90±22.99a 13.86±0.88a 
WT 108 24.91±0.96a 516.19±30.79a 14.64±0.71a 
RY-pTEF 106 24.66±0.42a 508.67±25.93a 14.40±0.96a 
RY-pTEF 108 24.81±0.22a 528.38±28.18a 14.57±0.73a 
RY 106 24.47±0.58a 510.99±31.80a 13.89±0.98a 
RY108 24.69±0.62a 520.44±28.06a 14.69±0.81a 

 

หมายเหตุ: ตัวอักษร a  b ในแถวแนวต้ัง แสดงความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P<0.05) 
Total ig = total immune globulin; ACH = complement activity  

 

 

 

 

 

 

 

 

 



54 
 

และเมื่อศึกษาการเสริมยีสต์ในอาหารปลาสวายที่ระยะเวลา 120 วัน (ตารางที่ 4.9) ต่อค่า
ภูมิคุ้มกันแบบไม่จ าเพาะของปลาสวายพบว่าการใช้ยีสต์ WT  RY-pTEF และ RY เสริมในอาหาร
ปลาสวายนั้นมีผลท าให้ค่าภูมิคุ้มกันแบบไม่จ าเพาะ คือ อิมมูโนโกลบูลินรวม (Total ig)  ไลโซไซม์ 
(Lysozyme) และค่าคอมพลี เมนต์  (ACH50) สูงขึ้นอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ  (P<0.05) เมื่อ
เปรียบเทียบกับกลุ่มสูตรอาหารพื้นฐานเช่นเดียวกับผลการศึกษาที่ระยะเวลา 60 วัน และจากผล
การศึกษานี้พบว่าการเสริมยีสต์ในระดับที่มากขึ้นจะมีผลท าให้ค่า Total ig   Lysozyme และ ACH50
ขึ้นตามไปด้วย  

4.2.6 ผลของการเสริมยีสต์ในอาหารปลาสวายต่อประชากรจุลินทรีย์ในล าไส้ 
ผลการศึกษาการเสริมยีสต์ที่ในอาหารปลาสวายที่ระยะเวลา 60 วัน ต่อประชากรจุลินทรีย์

ในล าไส้ในปลาสวายพบว่าการใช้ยีสต์เสริมในอาหารปลาสวายนั้น มีผลท าให้ประชากรจุลินทรีย์
ในกลุ่มยีสต์และรา (Yeast &Fungi) เพิ่มสูงขึ้นอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P<0.05) เมื่อเทียบกับกลุ่ม
สูตรอาหารพื้นฐานแต่การเสริมยีสต์ในอาหารปลาสวายส่งผลให้ประชากรจุลินทรีย์ในกลุ่มของ  
บิฟิโดแบคทีเรีย (Bifidobacterium  spp.)  แบคทีเรียรวม (Total bacteria)  แบคทีเรียกลุ่มผลิตกรด 
แลคติก (Lactobacilus spp.)  และแบคทีเรียก่อโรคกลุ่มวิบริโอ (Vibrio spp.) ไม่แตกต่างกันอย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติ (P>0.05) (ตารางที่ 4.7) 

ผลการศึกษาที่ระยะเวลาการเลี้ยง 120 วัน พบว่าประชาการจุลินทรีย์ในกลุ่มของยีสต์และ
รา(Yeast & Fungi) และแบคทีเรียรวม (Total bacteria) เพิ่มสูงขึ้นโดยพบว่าการเสริมยีสต์ RY มีผล
ท าให้แบคทีเรียรวมเพิ่มสูงขี้นกว่า ยีสต์ RY-pTEF และ ยีสต์ WT ตามล าดับ มีทั้งระดับของการ
เสริมยีสต์ยังมีผลท าให้มีการเพิ่มขึ้นของแบคทีเรียรวมอีกด้วย และประชากรในกลุ่มของ Vibrio 
spp. ลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P<0.05) ส่วนประชากรจุลินทรีย์ในกลุ่มของบิฟิโดแบคทีเรีย 
Bifidobacterium spp. และแบคทีเรียกลุ่มผลิตกรดแลคติก Lactobacilus spp. ไม่มีความแตกต่าง
อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P >0.05) (ตารางที่ 4.7) 
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ตารางท่ี 4.7 ผลของการเสริมยีสต์ในอาหารปลาสวายต่อประชากรจุลินทรีย์ในล าไส้ที่ระยะเวลา
การเลี้ยง 60 วันและ 120 วัน (Mean±SD) 

 
Treatment 
 

Yeast & 
fungi 

Bifidobacterium 

spp. 
Total bacteria 

Lactobacilus 

spp. 
Vibrio spp. 
 

Recombinant 
yeast 

   log cfu/g    

60 วัน       
Control 4.57±0.05b 4.74±0.03 5.15±0.09 4.35±0.08 4.29±0.04 - 
WT 106 4.66±0.07ab 4.78±0.07 5.19±0.06 4.42±0.05 4.22±0.05 - 
WT 108 4.75±0.09a 4.82±0.10 5.24±0.06 4.44±0.08 4.22±0.06 - 
RY-pTEF 106 4.66±0.04ab 4.76±0.10 5.19±0.05 4.36±0.05 4.23±0.06 - 
RY-pTEF 108 4.73±0.06a 4.79±0.09 5.20±0.05 4.43±0.08 4.20±0.09 - 
RY 106 4.62±0.08b 4.74±0.06 5.18±0.09 4.37±0.03 4.26±0.08 3.72±0.14 
RY108 4.73±0.11a 4.79±0.04 5.23±0.08 4.43±0.06 4.22±0.09 5.04±0.06 
120 วัน       
Control 4.65±0.07b 5.11±0.04 5.38±0.12c 4.90±0.03 4.99±0.04a - 
WT 106 4.94±0.14a 5.20±0.15 5.40±0.15bc 4.89±0.10 4.93±0.13a - 
WT 108 4.98±0.10a 5.22±0.07 5.43±0.10abc 4.97±0.08 4.42±0.10b - 
RY-pTEF 106 4.92±0.12a 5.11±0.04 5.38±0.09c 4.88±0.05 4.92±0.12a - 
RY-pTEF 108 4.98±0.07a 5.22±0.04 5.54±0.10ab 4.96±0.04 4.33±0.08b - 
RY 106 4.93±0.08a 5.13±0.08 5.40±0.14bc 4.97±0.09 4.97±0.07a 3.94±0.05 
RY108 5.00±0.08a 5.23±0.14 5.56±0.03a 4.97±0.04 4.36±0.10b 5.17±0.03 

 

หมายเหตุ : ตัวอักษร a  b ในแถวแนวต้ัง แสดงความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P<0.05) 
 

4.2.7 ผลของการเสริมยีสต์ในอาหารปลาสวายต่อกรดไขมันในกล้ามเนื้อปลา 
จากการศึกษาผลการเสริมยีสต์ในอาหารปลาสวายที่ระยะเวลา 60 วัน ต่อการสะสมกรด

ไขมันในกล้ามเนื้อปลาพบว่าการใช้ยีสต์ WT   RY-pTEF  และ RY เสริมในอาหารปลาสวายที่
ระยะเวลา 60 วันไม่มีผลเปลี่ยนแปลงต่อการสะสมกรดไขมันในกล้ามเนื้อปลา เมื่อเปรียบเทียบกับ
กลุ่มควบคุมดังที่แสดงในตารางที่ 4.8  

ผลการศึกษาการเสริมยีสต์ที่ระยะเวลา 120วัน ต่อการสะสมกรดไขมันในกล้ามเนื้อปลา
พบว่าการใช้ยีสต์ WT   RY-pTEF  และ RY เสริมในอาหารปลาสวายที่ระยะเวลา 120 วันพบว่าการ
เสริมยีสต์ RY ทั้งที่ระดับ 106 และ 108เซลล์ต่อกรัมอาหารมีผลต่อการสะสมกรดไขมันชนิด C18 : 
3n-6 และ C18 : 4n-3 เพิ่มขึ้นอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P<0.05) เมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุมและกลุ่ม
ที่มีการเสริมยีสต์WT  RY-pTEF นอกจากนี้ยังพบอีกว่าการเสริมยีสต์ RY ทั้งที่ระดับ 106 และ 108

เซลล์ต่อกรัมอาหาร ยังมีผลท าให้กรดไขมันในกลุ่มของ  n3 มีปริมาณที่สูงขึ้นอย่างมีนัยส าคัญทาง
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สถิติ (P<0.05) เช่นกัน ซึ่งเป็นการชี้ให้เห็นว่ายีสต์ RY มีความสามารถในการเปลี่ยนกรดไขมันที่
เป็นสารต้ังต้นให้เป็นผลิตภัณฑ์ภายในตัวปลาสวายได้ดังที่แสดงในตารางที่ 4.9 

4.2.8 ผลของการเสริมยีสต์ในอาหารปลาสวายต่อกรดไขมันในไขมันช่องท้องปลาสวาย 
ผลการศึกษาการเสริมยีสต์ในอาหารปลาสวายที่ระยะเวลา 60วัน ต่อการสะสมกรดไขมัน

ในช่องท้องปลาสวายพบว่าการใช้ยีสต์ WT   RY-pTEF  และ RY เสริมในอาหารปลาสวายที่
ระยะเวลา 60 วันไม่มีผลเปลี่ยนแปลงต่อการสะสมกรไขมันในเนื้อปลา เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่ม
ควบคุมดังที่แสดงในตารางที่ 4.10 

ผลการศึกษาการเสริมยีสต์ในอาหารปลาสวายที่ระยะเวลา 120 วัน ต่อการสะสมกรดไขมัน
ในไขมันในช่องท้องปลาสวายพบว่าการใช้ยีสต์ WT, RY-pTEFและ RY เสริมในอาหารปลาสวายที่
ระยะเวลา 120 วันพบว่าการเสริมยีสต์ RY ทั้งที่ระดับ 106 และ 108เซลล์ต่อกรัมอาหารมีผลต่อการ
สะสมกรดไขมันชนิด C18 : 3n-6 และ C18 : 4n-3 เพิ่มขึ้นอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P<0.05) เมื่อ
เทียบกับกลุ่มควบคุม และกลุ่มที่มีการเสริมยีสต์ WT   RY-pTEF  นอกจากนี้ยังพบอีกว่าการเสริม
ยีสต์ RY ทั้งที่ระดับ 106 และ 108เซลล์ต่อกรัมอาหาร ยังมีผลท าให้กรดไขมันในกลุ่มของ n3 มีการ
เพื่อสูงขึ้นอย่ างมีนัยส าคัญทางสถิติ  (P<0.05) เช่นกัน ซึ่ ง เป็นการชี้ ให้ เห็นว่ายีสต์  RY มี
ความสามารถในการเปลี่ยนกรดไขมันที่เป็นสารตั้งต้นให้เป็นผลิตภัณฑ์ภายในตัวปลาสวายได้ดังที่
แสดงในตารางที่ 4.11 
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ตารางท่ี 4.8 ผลของการเสริมยีสต์ในอาหารปลาสวายต่อกรดไขมันในกล้ามเน้ือปลาที่ระยะเวลาการเลี้ยง 60 วัน (Mean±SD)  
Fatty acid  
(mg/g lipid) 

Control WT 106 WT 108 RY-pTEF 106 RY-pTEF 108 RY 106 RY108 

C16 : 0 237.67±30.16 274.78±26.95 265.65±32.98 280.29±24.31 258.56±28.01 267.33±36.55 263.47±25.14 
C18 : 0 85.06±3.80 83.30±4.52 84.28±5.00 86.21±5.22 85.77±6.27 89.01±5.48 86.15±5.40 
C20 : 0 2.37±0.04 2.34±0.08 2.33±0.09 2.34±0.07 2.32±0.07 2.42±0.07 2.40±0.07 
C22 : 0 1.28±0.07 1.24±0.06 1.26±0.08 1.27±0.03 1.27±0.06 1.23±0.05 1.28±0.09 
C24 : 0 5.95±0.42 5.98±0.44 5.97±0.44 6.19±0.65 6.32±0.72 6.46±0.60 6.18±0.30 
C16 : 1 13.01±0.95 13.21±1.05 14.45±1.34 14.30±1.71 13.04±1.21 12.91±1.30 13.81±1.27 
C18 : 1n9 trans 1.09±0.05 1.09±0.06 1.11±0.06 1.11±0.05 1.13±0.04 1.12±0.05 1.09±0.03 
C18 : 1n9 cis 235.28±21.13 251.35±29.22 242.32±25.72 244.68±23.90 236.29±23.22 242.82±23.04 243.19±20.64 
C20 : 1n9 0.68±0.01 0.67±0.03 0.66±0.04 0.66±0.03 0.65±0.04 0.64±0.04 0.67±0.03 
C22 : 1n9 0.22±0.01 0.22±0.01 0.22±0.01 0.21±0.00 0.22±0.01 0.21±0.01 0.22±0.01 
C24 : 1n9 0.39±0.03 0.40±0.02 0.41±0.03 0.39±0.03 0.40±0.03 0.38±0.02 0.41±0.02 
C18 : 2n6 trans 1.11±0.07 1.06±0.08 1.10±0.06 1.04±0.06 1.08±0.07 1.09±0.06 1.12±0.06 
C18 : 2n6 cis 82.43±7.27 88.92±8.84 83.19±6.30 86.30±6.74 80.28±7.50 80.48±2.80 81.98±6.14 
C18 : 3n6 0.68±0.06 0.66±0.04 0.66±0.05 0.66±0.04 0.64±0.02 0.69±0.04 0.70±0.03 
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ตารางท่ี 4.8 ผลของการเสริมยีสต์ในอาหารปลาสวายต่อกรดไขมันในกล้ามเน้ือปลาที่ระยะเวลาการเลี้ยง 60 วัน (Mean±SD) (ต่อ)  
Fatty acid  
(mg/g lipid) 

Control           WT 106           WT 108 RY-pTEF 106 RY-pTEF 108          RY 106           RY108 

C20 : 2n6 3.63±0.23 3.68±0.18 3.56±0.15 3.55±0.15 3.65±0.20 3.51±0.18 3.41±0.20 
C20 : 3n6 4.34±0.24 4.52±0.25 4.33±0.29 4.49±0.33 4.58±0.32 4.59±0.34 4.65±0.23 
C20 : 4n6 6.43±0.30 6.62±0.44 6.67±0.37 6.72±0.44 6.53±0.47 6.53±0.41 6.64±0.34 
C22 : 2n6 0.19±0.00 0.19±0.01 0.18±0.01 0.19±0.01 0.19±0.00 0.19±0.00 0.19±0.00 
C18 : 3n3 16.07±0.87 16.54±0.44 16.54±0.78 16.05±0.76 16.90±0.58 15.97±0.36 16.93±0.81 
C18 : 4n3 2.28±0.15 2.28±0.17 2.26±0.18 2.26±0.12 2.26±0.17 2.38±0.10 2.38±0.11 
C20 : 4n3 1.16±0.07 1.21±0.07 1.23±0.08 1.19±0.06 1.20±0.06 1.23±0.04 1.24±0.03 
C20 : 5n3 0.43±0.02 0.43±0.02 0.44±0.02 0.43±0.02 0.44±0.03 0.43±0.03 0.43±0.02 
C22 : 6n3 18.96±1.29 18.71±1.18 18.53±1.12 18.81±1.00 19.51±1.14 19.85±1.05 19.30±1.00 
Sum SFA 332.35±29.48 367.66±31.19 359.50±33.50 376.31±28.93 354.25±26.63 366.46±35.20 359.50±29.61 
Sum MUFA 250.68±21.69 266.95±30.20 259.19±26.47 261.38±24.07 251.75±23.52 258.11±23.86 259.41±20.87 
Sum n6 98.83±7.27 105.69±9.09 99.71±6.49 102.98±6.89 96.97±7.06 97.09±3.37 98.72±6.46 
Sum n3 39.63±1.32 38.63±1.19 39.19±0.91 39.30±1.90 39.95±1.45 40.16±0.83 40.23±0.34 
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ตารางท่ี 4.9 ผลของการเสริมยีสต์ในอาหารปลาสวายต่อกรดไขมันในกล้ามเนื้อปลาที่ระยะเวลาการเลี้ยง 120 วัน (Mean±SD)  
Fatty acid  
(mg/g lipid) 

Control WT 106 WT 108 RY-pTEF 106 RY-pTEF 108 RY 106 RY108 

C16 : 0 282.63±9.25 280.15±7.88 279.12±5.72 279.70±7.49 278.50±8.36 279.20±6.62 274.68±6.53 
C18 : 0 83.59±2.74 84.93±3.56 86.78±2.49 85.98±5.96 84.95±5.14 85.78±5.62 83.87±4.11 
C20 : 0 2.21±0.10 2.19±0.10 2.21±0.10 2.22±0.07 2.24±0.07 2.24±0.07 2.24±0.08 
C22 : 0 1.16±0.04 1.18±0.06 1.11±0.09 1.14±0.07 1.18±0.07 1.17±0.05 1.15±0.09 
C24 : 0 5.68±0.37 5.86±0.24 5.94±0.29 5.74±0.13 5.92±0.31 5.86±0.28 5.75±0.38 
C16 : 1 12.08±0.99 12.22±0.84 12.11±0.82 12.73±0.60 12.45±0.71 12.56±0.94 12.19±0.82 
C18 : 1n9 trans 1.10±0.05 1.09±0.08 1.08±0.09 1.08±0.09 1.13±0.07 1.10±0.07 1.14±0.08 
C18 : 1n9 cis 273.52±10.41 275.25±14.09 274.98±10.69 270.24±13.53 270.12±11.58 267.10±14.13 268.33±10.70 
C20 : 1n9 0.66±0.03 0.68±0.03 0.68±0.03 0.69±0.04 0.69±0.04 0.70±0.02 0.70±0.02 
C22 : 1n9 0.20±0.01 0.19±0.01 0.20±0.02 0.20±0.01 0.20±0.02 0.20±0.02 0.20±0.02 
C24 : 1n9 0.35±0.02 0.37±0.02 0.37±0.02 0.37±0.02 0.36±0.03 0.35±0.03 0.35±0.02 
C18 : 2n6 trans 1.11±0.09 1.14±0.09 1.07±0.07 1.12±0.09 1.07±0.10 1.13±0.05 1.09±0.10 
C18 : 2n6 cis 86.92±2.24 82.91±4.18 85.19±3.59 86.77±3.84 85.06±3.74 83.32±2.96 85.98±4.76 
C18 : 3n6 0.71±0.01b 0.71±0.02b 0.71±0.02b 0.71±0.02b 0.70±0.02b 0.73±0.01a 0.73±0.01a 
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ตารางท่ี 4.9 ผลของการเสริมยีสต์ในอาหารปลาสวายต่อกรดไขมันในกล้ามเน้ือปลาที่ระยะเวลาการเลี้ยง 120 วัน (Mean±SD) (ต่อ)  
Fatty acid  
(mg/g lipid) 

       Control          WT 106        WT 108 RY-pTEF 106 RY-pTEF 108          RY 106         RY108 

C20 : 2n6 3.36±0.09 3.35±0.14 3.37±0.17 3.37±0.22 3.58±0.26 3.55±0.18 3.45±0.10 
C20 : 3n6 4.00±0.19 4.06±0.15 4.03±0.30 4.08±0.30 4.09±0.30 4.16±0.22 4.22±0.27 
C20 : 4n6 6.99±0.28 6.86±0.45 6.85±0.38 7.03±0.21 6.85±0.57 7.14±0.36 7.18±0.42 
C22 : 2n6 0.18±0.01 0.19±0.01 0.20±0.01 0.20±0.01 0.19±0.01 0.19±0.02 0.20±0.01 
C18 : 3n3 17.09±0.37 17.24±0.39 16.77±0.55 17.30±0.78 17.18±0.50 17.26±0.38 17.13±0.37 
C18 : 4n3 2.31±0.30b 2.31±0.27b 2.45±0.22b 2.40±0.21b 2.46±0.24b 3.07±0.36a 3.11±0.27a 
C20 : 4n3 1.15±0.05 1.17±0.03 1.15±0.05 1.17±0.08 1.16±0.07 1.17±0.10 1.23±0.06 
C20 : 5n3 0.40±0.02 0.40±0.02 0.39±0.01 0.40±0.02 0.40±0.02 0.41±0.01 0.42±0.02 
C22 : 6n3 19.94±0.70 19.67±0.75 19.26±0.51 19.81±0.66 19.74±0.68 19.97±0.53 20.15±0.66 
Sum SFA 103.30±1.97 99.25±4.25 101.43±3.59 103.30±4.16 101.57±3.77 100.26±2.92 102.88±4.69 
Sum MUFA 287.93±10.57 289.81±14.65 289.44±10.76 285.33±13.22 284.97±11.62 282.02±14.57 282.94±11.44 
Sum n6 103.30±1.97 99.25±4.25 101.43±3.59 103.30±4.16 101.57±3.77 100.26±2.92 102.88±4.69 
Sum n3 40.90±1.07abc 40.80±0.90bc 40.04±0.45c 41.09±0.56abc 40.95±0.70abc 41.89±1.15ab 42.05±0.93a 

 

หมายเหตุ : ตัวอักษร a  b  c ในแถวแนวต้ัง แสดงความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P<0.05) 
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ตารางท่ี 4.10 ผลของการเสริมยีสต์ในอาหารปลาสวายต่อกรดไขมันในไขมันปลาในช่องท้องที่ระยะเวลาการเลี้ยง 60 วัน (Mean±SD)  
Fatty acid 
(mg/g lipid) 

Control WT 106 WT 108 RY-pTEF 106 RY-pTEF 108 RY 106 RY108 

C16 : 0 252.45±18.76 262.82±15.91 248.52±18.48 264.05±13.41 260.36±16.82 263.69±13.41 268.49±13.75 

C18 : 0 85.37±2.68 85.40±3.08 82.82±1.06 85.09±0.96 83.98±3.42 84.47±2.56 85.44±3.83 

C20 : 0 2.64±0.27 2.69±0.30 2.52±0.31 2.56±0.34 2.66±0.21 2.83±0.29 2.71±0.26 

C22 : 0 1.37±0.15 1.44±0.14 1.30±0.19 1.34±0.12 1.43±0.11 1.45±0.13 1.47±0.11 

C24 : 0 5.24±0.20 5.45±0.30 5.33±0.27 5.41±0.21 5.39±0.31 5.24±0.13 5.52±0.20 

C16 : 1 11.49±0.84 12.23±0.70 11.83±0.96 12.19±0.58 11.83±0.89 11.90±0.60 11.88±0.95 

C18 : 1n9 trans 1.16±0.07 1.14±0.09 1.15±0.07 1.16±0.09 1.14±0.08 1.10±0.06 1.15±0.08 

C18 : 1n9 cis 253.54±11.62 254.90±13.99 239.09±14.16 253.44±9.99 244.80±11.95 256.03±9.80 243.32±8.94 

C20 : 1n9 0.68±0.05 0.68±0.03 0.68±0.07 0.67±0.04 0.67±0.07 0.69±0.05 0.69±0.03 

C22 : 1n9 0.24±0.01 0.23±0.01 0.23±0.01 0.24±0.01 0.24±0.01 0.23±0.01 0.24±0.01 

C24 : 1n9 0.44±0.03 0.43±0.03 0.44±0.01 0.44±0.02 0.43±0.04 0.42±0.02 0.42±0.02 

C18 : 2N6 TRANS 1.15±0.06 1.17±0.09 1.17±0.09 1.12±0.10 1.13±0.10 1.14±0.04 1.11±0.09 

C18 : 2N6 CIS 85.14±3.30 84.83±3.74 83.92±2.82 83.37±1.60 82.85±1.90 83.00±3.77 86.14±1.58 

C18 : 3N6 0.56±0.05 0.60±0.02 0.57±0.04 0.56±0.03 0.59±0.05 0.60±0.02 0.60±0.01 
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ตารางท่ี 4.10 ผลของการเสริมยีสต์ในอาหารปลาสวายต่อกรดไขมันในไขมันปลาในช่องท้องที่ระยะเวลาการเลี้ยง 60 วัน (Mean±SD) (ต่อ)  
Fatty acid  
(mg/ g lipid) 

      Control       WT 106            WT 108   RY-pTEF 106   RY-pTEF 108            RY 106          RY108 

C20 : 2 n6 3.56±0.23 3.50±0.33 3.45±0.26 3.39±0.26 3.37±0.22 3.62±0.18 3.32±0.14 
C20 : 3n6 4.48±0.30 4.49±0.24 4.56±0.36 4.47±0.16 4.50±0.15 4.74±0.18 4.77±0.13 
C20 : 4n6 6.95±0.12 6.92±0.23 6.72±0.31 6.88±0.28 6.87±0.15 6.98v0.24 7.05±0.27 
C22 : 2n6 0.20±0.01 0.21±0.01 0.20±0.02 0.20±0.01 0.20±0.01 0.20±0.01 0.21±0.01 
C18 : 3n3 16.33±0.94 16.68±1.06 16.65±1.15 15.90±1.18 15.33±0.04 15.81±0.99 15.78±0.98 
C18 : 4n-3 2.19±0.19 2.11±0.12 2.15±0.20 2.13±0.24 2.15±0.24 2.22±0.19 2.38±0.11 
C20 : 4n3 1.15±0.09 1.16±0.07 1.12±0.04 1.15±0.07 1.13±0.08 1.18±0.04 1.19±0.07 
C20 : 5n3 0.43±0.03 0.44±0.03 0.44±0.02 0.45±0.02 0.46±0.02 0.44±0.03 0.45±0.02 
C22 : 6n3 18.67±1.27 17.82±1.44 17.89±1.24 18.30±1.41 17.93±1.61 18.93±1.25 18.99±1.61 
sum SFA 347.07±18.70 357.82±18.29 340.50±18.69 358.46±13.22 353.84±19.56 357.70±14.24 363.64±10.60 
sum MUFA 267.57±11.83 269.63±13.77 253.44±13.75 268.15±9.71 259.14±12.32 270.40±9.83 257.71±8.94 
sum n6 102.05±3.56 101.74±3.62 100.62±2.51 100.01±1.60 99.53±2.03 100.32±3.56 103.22±1.84 
sum n3 38.79±1.31 38.23±2.23 38.27±2.17 37.95±2.38 37.02±2.26 38.61±2.08 38.81±2.27 
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ตารางท่ี 4.11 ผลของการเสริมยีสต์ในอาหารปลาสวายต่อกรดไขมันในไขมันปลาในช่องท้องที่ระยะเวลาการเลี้ยง 120 วัน (Mean±SD)  
Fatty acid 
(mg/ g lipid) 

     Control WT 106 WT 108 RY-pTEF 106 RY-pTEF 108 RY 106 RY108 

C16 : 0 279.49±13.38 290.57±15.44 279.79±13.97 282.89±14.11 287.58±14.34 283.95±11.69 277.43±11.30 

C18 : 0 86.67±1.76 85.74±2.07 87.56±1.93 87.76±1.72 85.93±1.82 85.19±2.74 84.65±2.76 
C20 : 0 2.33±0.22 2.37±0.12 2.47±0.19 2.27±0.14 2.35±0.20 2.48±0.13 2.47±0.16 

C22 : 0 1.44±0.08 1.42±0.07 1.40±0.09 1.45±0.09 1.50±0.06 1.47±0.06 1.48±0.06 

C24 : 0 5.74±0.37 5.77±0.50 5.83±0.30 5.70±0.39 5.87±0.54 5.70±0.43 5.47±0.24 

C16 : 1 13.51±1.85 13.70±1.36 13.66±1.25 12.41±1.22 12.96±1.80 14.49±1.44 13.80±1.23 
C18 : 1n9 trans 1.05±0.08 1.02±0.08 1.03±0.07 1.07±0.08 1.04±0.08 1.00±0.09 1.07±0.07 

C18 : 1n9 cis 281.23±5.20 284.51±9.32 283.91±7.93 283.42±7.24 283.90±8.36 279.41±9.59 283.36±5.97 

C20 : 1n9 0.70±0.06 0.69±0.05 0.71±0.05 0.69±0.05 0.70±0.05 0.72±0.03 0.68±0.04 

C22 : 1n9 0.23±0.02 0.26±0.03 0.25±0.03 0.24±0.02 0.25±0.02 0.26±0.04 0.26±0.01 
C24 : 1n9 0.41±0.03 0.41±0.03 0.39±0.03 0.39±0.02 0.40±0.02 0.40±0.02 0.39±0.03 

C18 : 2n6 trans 1.01±0.10 1.03±0.08 1.01±0.06 1.04±0.07 1.07±0.06 1.04±0.06 1.02±0.06 
C18 : 2n6 cis 87.86±6.82 86.00±3.92 83.02±2.05 87.16±2.71 88.69±6.29 87.37±3.82 85.47±2.83 
C18 : 3n6 0.65±0.02b 0.67±0.03b 0.67±0.04b 0.67±0.03b 0.68±0.03b 0.72±0.01a 0.72±0.02a 
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ตารางท่ี 4.11 ผลของการเสริมยีสต์ในอาหารปลาสวายต่อกรดไขมันในไขมันปลาในช่องท้องที่ระยะเวลาการเลี้ยง 120 วัน (Mean±SD) (ต่อ)  
Fatty acid 
(mg/ g lipid) 

        Control           WT 106        WT 108   RY-pTEF 106   RY-pTEF 108           RY 106             RY108 

C20 : 2n6 3.49±0.23 3.72±0.24 3.49±0.39 3.35±0.38 3.58±0.26 3.58±0.25 3.58±0.22 
C20 : 3n6 4.43±0.27 4.40±0.32 4.41±0.29 4.43±0.17 4.39±0.31 4.67±0.12 4.69±0.11 
C20 : 4n6 6.54±0.34 6.73±0.26 6.64±0.36 6.72±0.34 6.59±0.25 6.90±0.18 6.91±0.20 
C22 : 2n6 0.20±0.01 0.20±0.01 0.20±0.01 0.20±0.01 0.20±0.01 0.20±0.01 0.19±0.01 
C18 : 3n3 16.80±0.69 16.87±0.49 17.16±0.40 17.01±0.65 16.96±0.78 16.99±0.62 17.20±0.37 
C18 : 4n3 2.61±0.18b 2.47±0.21b 2.42±0.26b 2.58±0.33b 2.57±0.15b 3.01±0.20a 3.16±0.20a 
C20 : 4n3 1.10±0.03 1.13±0.04 1.10±0.06 1.11±0.06 1.11±0.06 1.17±0.03 1.17±0.02 
C20 : 5n3 0.45±0.02 0.44±0.02 0.45±0.01 0.44±0.02 0.46±0.02 0.46±0.02 0.46±0.02 
C22 : 6n3 19.16±1.39 19.43±1.55 19.16±0.66 18.75±0.31 19.56±1.27 19.89±1.37 20.19±1.22 
Sum SFA 375.68±13.49 385.88±17.78 377.07±14.07 380.08±15.16 383.25±15.27 378.80±11.27 371.52±11.90 
Sum MUFA 297.15±4.17 300.61±10.46 299.98±8.42 298.26±7.56 299.28±7.28 296.30±9.52 299.59±6.51 
Sum n6 104.19±7.24 102.78±3.72 99.48±1.79 103.60±3.15 105.24±6.25 104.52±3.45 102.61±2.86 
Sum n3 40.13±0.97ab 40.36±1.56ab 40.30±1.52ab 39.90±1.72b 40.68±1.59ab 41.53±1.36ab 42.19±1.36a 

 

หมายเหตุ : ตัวอักษร a  b ในแถวแนวต้ัง แสดงความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P<0.05) 
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บทที ่5 

การอภิปรายผล 
 

5.1 ผลการทดลองที่  1 ผลิตยีสต์  S. Cerevisiae ให้มีการผลิตเอนไซม์  Phy-Δ6 จาก     

ปลาสวาย (P. hypophthalmus) 
การสะสมกรดไขมันในตัวปลานั้นขึ้นอยู่กับสองปัจจัยส าคัญคือ จากอาหารที่ปลาได้รับ

โดยตรงและจากกระบวนการสังเคราะห์ของตัวปลาเอง  ซึ่งปลาน้ าจืดส่วนใหญ่จะสามารถ
สังเคราะห์ HUFAได้ (Racine et al., 2007) งานวิจัยส่วนใหญ่ในปัจจุบันจึงให้ความสนใจศึกษา
เอ็นไซม์ desaturase ในปลาน้ าจืดเพราะ desaturation เป็นกระบวนการหนึ่งที่มีความส าคัญต่อการ
สังเคราะห์ HUFA ในปลา (Tocher, 2003) ในการศึกษาคร้ังนี้พบว่า ยีนที่สร้าง delta 6 desaturase 
(Phy-Fad2) ในปลาสวายมีจ านวนนิวคลีโอไทด์ทั้งหมด 1338 คู่เบส ซึ่งสามารถแปลรหัสเป็น
กรดอะมิโนได้ 445 กรดอะมิโน โดยกรดอะมิโนของ Phy-Fad2 ที่ได้จากการศึกษาในคร้ังนี้มี
คล้ายคลึงกับ Pangasian hypophthalmus (JX035811.1) Pangasia larnaudii (Lamkom et al., 2013) 
(JX035811.1) 96 เป อ ร์ เซ น ต์   Clariasma crocephalus (Sansamak et al., 2013) (KF006248.1)      
91 เป อ ร์ เซ น ต์  C. macrocehalus x C. qariepinus (Lamkom et al., 2013) (KC994463.1) 89 
เปอร์เซนต ์และ Tachysurus fulvidrac (KJ831068.1) 88 เปอร์เซนต ์

การศึกษานี้ได้ท าการเชื่อมต่อยีน Phy-Fad2 ของปลาสวาย กับ Expression vector คือ pTEF 
และท าการโอนถ่ายเข้าสู่เซลล์ยีสตแ์ล้ว ซึ่งภายในเซลล์ยสีต์ RY นีจ้ะเกิดกระบวนการการถอดรหัส 
(Transcription) เพื่อให้ได้สาย mRNA ซึ่งได้ท าการตรวจสอบเกิดกระบวนการ transcription นี้ด้วย
การศึกษาปริมาณ mRNA ด้วยวิธี Realtime PCR ซึ่งในหลาย ๆ งานทดลองได้มีการศึกษาการ
ท างานของยีน fad2 ของปลากับเวกเตอร์อ่ืน ๆ เช่น pYES2 vector ในเซลล์ยสีต์ เช่น   การศึกษาการ
ท างานของยีน fad2 ของปลาไหลญ่ีปุ่น (Anguilla laponica) (Wang et al., 2014) ปลา Nibe croaker 
(Nibae mitsukurii) (Kabeya et al., 2015) ปลาแซลมอน (Salmo salar L.) (Monroig et al., 2010) 
ปลา European Sea Bass (Dicentrarchus labrax L.) (Gonzalez-Rovira et al., 2009) ปลา Cobia 
(Rachycentron canadum) (Zheng et al., 2009) ปลา grouper (Epinephelus coioides) (Li et al., 
2014) ปลา Meagre (Argyrosomus regius) (Monroig et al., 2013)  

เมื่อยีสต์ RY สามารถสร้างกระบวนการ transcription เพื่อสร้างสาย mRNA ได้แล้ว ใน
ขั้นตอนต่อไปยีสต์ RY จะเข้าสู่กระบวนการการแปลรหัส (Translation) เพื่อสร้างโปรตีนเอ็นไซม์ 
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Phy-Δ6 จากปลาสวาย ซึ่งจากการศึกษาในคร้ังนี้พบว่ายีสต์  RY สามารถสร้างกระบวนการ 
translation ได้ และโปรตีนเอ็นไซม์ Phy-Δ6 ที่ เกิดขึ้นยังสามารถท างานได้ภายในเซลล์ยีสต์           
S. cerevisiae  โดยสามารถเปลี่ยนสารตั้งต้นในกลุ่ม n3 คือ C18 : 3n3 ไปเป็น C18 : 4n3 และ
สามารถเปลี่ยนสารต้ังต้นในกลุ่ม n6 คือ C18 : 2n6 ไปเป็น C18 : 3n6 ได้ ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษา
การท างานของโปรตีนเอ็นไซม์ Fad2 ในเซลล์ยีสต์ S. cerevisiae  ในปลาหลายชนิดที่พบว่าโปรตีน
เอ็นไซม์ Fad2 ในเซลล์ยีสต์ S. cerevisiae สามารถท างานได้เช่นการศึกษาท างานของโปรตีน
เอ็นไซม์ Fad2 ของปลา Cobia ในเซลล์ยีสต์  S. cerevisiae (Zheng, 2009)  carp   Rainbow trout  
Gilthead Seabeam, และปลา Tuobot (Zheng, 2004)   Nile tilapia  (Tanomman, 2013)   ปลาไหล
ญ่ีปุ่ น  (Anguilla laponica) (Wang et al., 2014) ปลา Nibe croaker (Nibae mitsukurii) (Kabeya et 
al., 2015) ป ล า แ ซ ล ม อ น  (Salmo salar L.) (Monroig et al., 2010) ป ล า  European Sea Bass 
(Dicentrarchus labrax L.) (Gonzalez-Rovira et al., 2009) ป ล า  Cobia (Rachycentron canadum) 
(Zheng et al., 2009) ป ล า  grouper (Epinephelus coioides) (Li et al., 2014)  ป ล า  Meagre 
(Argyrosomus regius) (Monroig et al., 2013) 

 

5.2 ผลการทดลองที่ 2 ศึกษาผลของการเสริมยีสต์ที่มีการตัดต่อยีน Delta 6 desaturase 
ในอาหารปลาสวาย 

5.2.1 ผลต่อสมรรถนะการเจริญเติบโตและอัตราการรอด 
โปรไบโอติกได้ถูกน ามาใช้เป็นสารเสริมในอาหารสัตว์น้ าในการเพาะเลี้ยงสัตว์น้ าเพื่อเพิ่ม

ส่งเสริมการเจริญเติบโตของสัตว์น้ า (Nayak et al., 2010; Burr et al., 2007) โปรไบโอติกที่น ามาใช้
เป็นสารเส ริมในอาหารสัตว์น้ า มีทั้ งโปรไบโอติกที่ เป็น  prokaryotic cell ได้แก่  จุลินทรีย์ 
(Lactobacillus acidophilus  Bacillus subtilis) และโปรไบโอติกที่เป็น eukaryotic cell ได้แก่ ยีสต์ 
Saccharomyces pichai  Debaryomyces hansenii และยีสต์  S. cerevisiae ได้ถูกน ามาใช้ เป็นสาร
เสริมโปรไบโอติกในสัตว์น้ า (Abdel-Tawwab et al., 2010; Ortuno et al., 2002) 

ในการศึกษาคร้ังได้ท าการศึกษาการเสริมโปรไบโอติกยีสต์เป็น 2 ช่วงเวลาคือ 60  วัน และ
120 วันโดยผลการศึกษาการเสริมยีสต์ WT   RY-pTEF และยีสต์ RY ในอาหารปลาสวายในรูปของ
โปรไบโอติก พบว่า การเสริมโปรไบโอติกยีสต์WT   RY-pTEF และยีสต์ RY ที่ระยะเวลาการ
ทดลอง 60 วันไม่ส่งผลต่อการเพิ่มสมรรถนะการเจริญเติบโตอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ  ได้แก่ ค่า
น้ าหนักตัวสุดท้าย  น้ าหนักที่เปลี่ยนแปลงไป (WG)  อัตราการเจริญเติบโตจ าเพาะ (SGR)  อัตรา
การเปลี่ยนอาหารเป็นเนื้อ (FCR)ไม่แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P>0.05) แต่การเสริมโปร-
ไบโอติกยีสต์  WT  RY-pTEF และยีสต์ RY ที่ระยะเวลาการทดลอง 120 วัน มีผลต่อการเพิ่ม
สมรรถนะการเจริญเติบโตของปลาสวายอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P<0.05) ซึ่งจากผลการศึกษาจะ
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เห็นได้ว่าการเสริมโปรไบโอติกยีสต์ที่ระยะเวลาที่มากขึ้นจะส่งผลต่อการเพิ่มสมรรถนะการ
เจริญเติบโตของปลาได้ สอดคล้องกับการทดลองการเสริมแบคทีเรียโปรไปโอติก  L. Acidophilus  
B. subtilis  P. acidilactici ในปลาเรนโบว์เทราท์ที่ ระยะเวลา 4 สัปดาห์ไม่ส่งผลต่อการเพิ่ม
สมรรถนะการเจริญเติบโตอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P>0.05) แต่การเสริมโปรไบโอติกที่ระยะเวลา 
8 สัปดาห์ส่งผลท าให้สมรรถนะการเจริญเติบโต ได้แก่ ค่า  FBW (Final mean body weIght)  DGI 
(Daily growth index)  PER (Protein efficiency ratio) เพิ่มขึ้นอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P<0.05) 
และ FCR ลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P<0.05) (Ramos et al., 2015)   นอกจากนี้ยังมีอีกหลาย
การศึกษาที่พบว่าเสริมแบคทีเรียโปรไบโอติกและโปรไบโอติกยีสต์ที่ไม่ส่งผลต่อสมรรถนะการ
เจริญเติบโตของปลาโดยการศึกษาการเสริมยีสต์ D. hansenii ที่ระยะเวลา 23 วันในปลา Seabass 
(Dicentrarchus labrax) พบว่าการเสริมยีสต์ D. hansenii ไม่ส่งผลต่อการเพิ่มน้ าหนักตัวปลาอย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติ (P>0.05) (Tovar- Ramirez et al., 2002) เช่นเดียวกันกับการศึกษาการเสริมยีสต์ 
S. cerevisiae ในปลา hybrid striped bass (Morone chrysops x M. saxatilis) ที่ ระยะเวลา 45 วัน 
พบว่าการเสริม S. cerevisiae ไม่ส่งผลการเพิ่มสมรรถนะการเจริญเติบโต ได้แก่ ค่า WG และค่า 
FCR อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P>0.05) (Li et al., 2003) เช่นกันการศึกษาการเสริมโปรไบโอติก  
L. plantarum  ในปลาเผาะ Pangasius bocourti ที่ระยะเวลา 28 วัน ก็พบว่าไม่ส่งผลต่อการเพิ่ม
สมรรถนะการเจริญเติบโต ได้แก่ ค่า SGR และค่า FCR อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P>0.05) (Doan et 
al., 2014) เช่นกัน ซึ่งจากผลการทดลองทั้งหลายที่ได้กล่าวมานี้จะเห็นได้ว่าระยะเวลาในการเสริม
โบโอติกในสัตว์น้ าชนิดต่าง  ๆ  อาจจะยังไม่ยังนานพอที่จะส่งผลต่อการเพิ่มสมรรถนะการ
เจริญเติบโตได้ และส าหรับการศึกษาที่ระยะเวลาการเลี้ยง 120 วัน พบว่าการเสริมยีสต์ WT  RY-
pTEF และยีสต์ RY มีผลต่อการเพิ่มสมรรถนะการเจริญเติบโตคือ น้ าหนักตัวสุดท้าย   WG   SGR 
และลดค่า FCR อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P<0.05) ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษาการเสริมยีสต์  S. 
cerevisiae  ที่ระยะเวลา 214 วัน ในปลาดุกแอฟริกา (Clarias gariepinus) ที่พบว่าสามารถเพิ่ม
สมรรถนะการเจริญเติบโตซึ่ง  ได้แก่ค่า WG  SGR และ ลดค่า FCR อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 
(P<0.05) (Essa et al., 2011)  เช่นเดียวกันกับการเสริมแบคทีเรียโปรไบโอติก  L. Acidophilus ใน
ปลาช่อน (Channa striata) ที่ระยะเวลา 90วัน มีผลท าให้สามารถเพิ่มสมรรถนะการเจริญเติบโต
ได้แก่ WG   FCR และ PER อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P<0.05) (Talpur et al., 2014)  

จากการศึกษาในคร้ังนี้พบว่าการเสริมโปรไบโอติกยีสต์ไม่มีผลต่ออัตราการรอดอย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติ  (P>0.05) ทั้งที่ระยะเวลาการเสริมโปรไบโอติกยีสต์ 60 วัน และ 120  วัน 
ส อดคล้ อ งกั บ ก ารศึ กษ าก าร เส ริม ยี ส ต์  D. hansenii แล ะ  S. Cerevisiae ใน ป ล า  Seabass 
(Dicentrarchus labrax) และในปลานิล (Oreochromis niloticus) ที่พบว่าไม่ส่งผลต่ออัตราการรอด
อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P>0.05) (Tovar- Ramirez et al., 2002) เช่นเดียวกับการศึกษาในปลานิล 
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(O. niloticus) (Abdel-Tawwab et al., 2008) และการเสริมยีสต์ S. cerevisiaeในปลา hybrid striped 
bass (M. chrysops x M. saxatilis) (Li et al., 2003) 

ซึ่งจากข้อมูลข้างต้นจึงกล่าวได้ว่า ระยะเวลาในการเสริมโปรไบโอติก มีผลต่อสมรรถนะ
การเจริญเติบโตในปลา โดยพบว่าการเสริมโปรไบโอติกยีสต์ในปลาที่ระยะเวลายาวนานขึ้นจะมีผล
ต่อการเพิ่มสมรรถนะการเจริญเติบโตได้แก่ น้ าหนักตัวสุดท้าย WG   SGR   FCR ได้ 

5.2.2 ผลต่อองค์ประกอบทางโภชนะในตัวปลาสวาย 
องค์ประกอบทางเคมีของตัวปลาสามารถใช้เป็นพารามิเตอร์หนึ่งที่บ่งชี้ถึงประสิทธิภาพ

การใช้อาหารของปลา (Shearer, 1994; Machiels and Henken, 1985) ผลการเสริมโปรไบโอติกยีสต์ 
WT   RY-pTEF และยีสต์ RY ในอาหารปลาสวายไม่ส่งผลต่อปริมาณความชื้น  โปรตีน  ไขมัน 
และเถ้าที่สะสมในตัวปลาสวายซึ่งจากการทดลองนี้สอดคล้องกับศึกษาในปลาเรนโบว์เทราห์ที่
ได้รับการได้รับการเสริมแบคทีเรียโปรไบโอติก B. subtilis และ P. acidilactici (merifield et al, 
2011) และในปลากลุ่ม  livebearers (Ghosh et al., 2008) และการศึกษาเสริมโปรไบโอติก L. 
acidophilus   B. subtilis   P.acidilactici  ในปลาเรนโบว์เทราท์ (Ramos et al., 2015) ที่พบเช่นกันว่า
การเสริมโปรไบโอติกไม่ส่งผลต่อองค์ประกอบทางโภชนะในตัวปลาซึ่งจากการศึกษาในคร้ังนี้จะ
เห็นได้ว่าการเสริมโปรไบโอติกยีสต์ไม่มีผลต่อการเปลี่ยนแปลงคุณค่าทางโภชนะในตัวปลาสวาย 

5.2.3 ผลต่อค่าโลหิตวิทยาของปลาสวาย 
ค่าโลหิตวิทยาเป็นพารามิเตอร์หนึ่งที่ใช้ในการศึกษาเมื่อมีการเสริมโปรไบโอติกให้อาหาร

สัตว์น้ าซึ่งค่าโลหิตวิทยาเป็นตัวบ่งบอกถึงสุขภาพของปลาได้ (Gatlin, 1997, 2002; Webster, 2002) 
จากการทดลองคร้ังนี้พบว่า การเสริมโปรไบโอติกยีสต์ S. cerevisiae ไม่มีผลต่อค่าฮีมาโตคริต 
ฮีโมโกลบิน และจ านวนเม็ดเลือดแดงตลอดช่วงระยะเวลาการทดลองที่  60 วัน และ 120 วัน
สอดคล้องกับการศึกษาการเสริมยีสต์ในปลาสวายที่มีการกระตุ้นด้วยเชื้อก่อโรคไม่มีผลต่อการ
เปลี่ยนแปลงของค่าฮีมาโตคริตและจ านวนเม็ดเลือดแดง (Wanna et al., 2015) และการเสริมโปร
ไบโอติกยีสต์ใน Juvenile leopard grouper ไม่มีผลต่อค่าฮีโมโกลบิน (Reyes-Becerrill et al., 2008; 
2011) แต่มีบางการศึกษาที่พบว่าการเสริมโปรไบโอติกยีสต์มีผลต่อการเปลี่ยนแปลงค่าโลหิตวิทยา
เช่นการศึกษาการเสริมยีสต์ในปลาช่อน (Channa striata) มีผลท าให้จ านวนเม็ดเลือดแดงและค่า
ฮีโมโกลบินเพิ่มสูงขึ้นที่ระยะเวลาการทดลอง 8 สัปดาห์และที่ 12 สัปดาห์ (Talpur et al., 2014) 
และการเสริมโปรไบโอติกยีสต์ในปลานิลมีผลต่อการเพิ่มขึ้นระดับของฮีโมโกลบิน  (Taoka et al. 
2006) จะเห็นได้ว่าการเสริมโปรไบโอติกยีสต์อาจส่งผลหรือไม่ส่งผลต่อการเปลี่ยนแปลงค่าโลหิต
วิทยานั้นอาจขึ้นอยู่กับหลายปัจจัยเช่นระยะเวลาในการเสริม อายุ และชนิดของปลาด้วย 
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5.2.4 ผลต่อค่าเคมีในเลือดปลาสวาย 
ค่าเคมีในเลือดเป็นอีกพารามิเตอร์หนึ่งที่ท าการศึกษาเมื่อมีการเสริมโปรไบโอติกซึ่งเป็น

ดัชนีที่ ใช้ในการชี้ วัดสุขภาพ การตอบสนองทางสรีรว ิท ย าภาวะท างโภชนาการ และ
สภาพแวดล้อมที่มีผลต่อปลา (Cnaani et al., 2004; Hoseinifar et al., 2011a) 

จากการศึกษาในคร้ังนี้พบว่าการเสริมโปรไบโอติกยีสต์  S. cerevisiae ไม่มีผลต่อการ
เปลี่ยนแปลงค่ากลูโคสในเลือดปลาสวายอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ สอดคล้องกับผลการศึกษาการ
เสริมโปรไบโอติก LAB ในปลา Sae bass ที่พบว่าค่ากลูโคสในเลือดไม่มีการเปลี่ยนแปลงเช่นกัน 
(Piccolo et al., 2014) และการศึกษาในปลาเรนโบว์เทร้าท์ (Oncorhynchus mykiss) ที่มีการเสริม
โปรไบโอติกร่วมกับพรีไบโอติก พบว่าไม่มีผลต่อการเปลี่ยนแปลงของระดับกลูโคสในเลือด 
(Mehrabi et al., 2011) อีกทั้งมีการศึกษาในปลานิลที่มีการเสริมแบคทีเรียโปรไบโอติกพบว่า การ
เสริมโปรไบโอติกชนิด Micrococcus luteus ไม่ส่งผลต่อการเปลี่ยนแปลงระดับกลูโคสในเลือดแต่
การเส ริมแบคที เรียโปรไบโอติกชนิด  Pseudomonas sp. และการเส ริม  M. Luteus ร่วมกับ 
Pseudomonas sp. มีผลท าให้ระดับของกลูโคสเพิ่มสูงขึ้นได้ (Abd El-Rhman et al., 2009) และมี
รายงานการศึกษาที่พบว่าการเสริม S. cerevisiae ที่ระดับที่สูงขึ้นมีผลท าให้ค่ากลูโคสในเลือดเพิ่ม
สูงขึ้นด้วย (Abdel-Tawwab et al., 2008) นอกจากนี้ยังมีการศึกษาระยะของการเสริมโปรไบโอติก 
ต่อระดับของค่ากลูโคสพบว่าการเสริมโปรติกที่ระยะเวลาสั้น (2 สัปดาห์) ไม่มีผลต่อการ
เปลี่ยนแปลงค่ากลูโคสในเลือด แต่ที่ระยะการเสริมโปรไบโอติกในระยะยาว (4-8 สัปดาห์) ที่มีการ
กระตุ้นด้วยเชื้อก่อโรค มีผลท าให้ค่ากลูโคสในเลือดเพิ่มสูงขึ้น (Harikrishnan et al., 2011) 

ค่าเคมีในเลือดที่มีผลต่อการเมตาบอลิซึมของโปรตีน ได้แก่ ค่าโปรตีน   อัลบูมิน  ปริมาณ
ยูเรียไนโตรเจน ซึ่งจากการศึกษาในคร้ังนี้พบว่าทั้ง ค่าโปรตีน อัลบูมินและ ปริมาณยูเรียไนโตรเจน 
ไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ ซึ่งชี้ให้เห็นว่าการเสริมโปรไบโอติกยีสต์  S. 
cerevisiae ไม่มีผลต่อการเปลี่ยนแปลงการเมตาบอลิซึมของโปรตีน สอดคล้องกับการศึกษาการ
เสริมยีสต์ D. hansenii  ในปลา grouper ที่ไม่มีผลต่อค่าโปรตีนในพลาสมา (Reyes-Becerril et al., 
2008, 2011) แต่มีบางการศึกษาพบว่าการเสริมยีสต์ที่ ระดับ 1-5 กรัมต่อกิโลกรัมอาหารมีผลท าให้
ค่าอัลบูมินเพิ่มสูงขึ้นในปลานิล และสูงที่สุดที่ระดับ 1 กรัมต่อกิโลกรัมอาหารแต่ไม่มีผลที่ระดับ   
0-0.5 กรัมต่อกิโลกรัมอาหาร (Abdel-Tawwab et al., 2008) และการเสริมยีสต์ที่มีชีวิตและไม่มีชีวิต
ที่ผลต่อการเพิ่มขึ้นของโปรตีนในพลาสมาในปลานิลได้ (Taoka et al., 2006) นอกจากนี้ยังมี
การศึกษาในปลานิลที่มีการเสริมแบคทีเรียโปรไบโอติกพบว่า การเสริมโปรไบโอติกชนิด 
Micrococcus luteus ไม่ส่งผลต่อการเปลี่ยนแปลงระดับโปรตีนในพลาสมา แต่การเสริมโปรไบโอ-
ติกชนิด Pseudomonas sp. และการเสริม M. luteus ร่วมกับ Pseudomonas sp. มีผลท าให้ระดับของ
โปรตีนในพลาสมาลดลงได้ (Abd El-Rhman et al., 2009) 
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จากการทดลองคร้ังนี้พบว่าการเสริมโปรไบโอติกยีสต์  S. cerevisiae ไม่มีผลต่อการ
เปลี่ยนแปลงค่า คลอเรสเตอรอล  ไตรกลีเซอร์ไรด์ แต่มีบางการศึกษาพบว่าการเสริมโปรไบโอ-
ติก LAB มีผลต่อระดับของคลอเรสเตอรอล  และไตรกลีเซอร์ไรด์ในปลา Sea bass (Piccolo et 
al., 2014) และในปลาดุกแอฟริกา (Al-Dohail et al., 2009) และการศึกษาในปลาเรนโบว์เทร้าท์ 
(Oncorhynchus mykiss) ที่มีการเสริมโปรไบโอติกร่วมกับพรีไบโอติก พบว่าไม่มีผลต่อการ
เปลี่ยนแปลงของระดับไตรกลีเซอร์ไรด์ในเลือด (Mehrabi et al., 2011) 

ระดับของแร่ธาตุซึ่งเป็นพารามิเตอร์ที่บ่งบอกถึงสภาพร่างกายของสัตว์ สมดุลแร่ธาตุ  
(Prabhu et al., 2014) โดยจากการศึกษาพบว่า ค่าฟอสฟอรัส  คลอไรด์แคลเซียม  แมกนีเซียม และ
ธาตุเหล็ก ไม่มีความแตกต่างกันในทุกกลุ่มการทดลองอย่างไรก็ตามมีบางการศึกษาพบว่า การ
เสริมโปรไบโอติก LAB ในปลาดุกแอฟริกามีผลท าให้ระดับของแมกนีเซียม  แคลเซียม และ
คลอไรด์ในเลือดเพิ่มสูงขึ้นได้ ซึ่งการศึกษาระดับแร่ธาตุในปลาเมื่อมีการเสริมโปรไบโอติก
ยีสต์นั้นยังมีการศึกษาอยู่น้อย จึงยังไม่สามารถอธิบายกลไกการเปลี่ยนแปลงที่แน่ชัดได้  

5.2.5 ผลต่อค่าภูมิคุ้มกันแบบไม่จ าเพาะในตัวปลาสวาย 
ระบบภูมิคุ้มกันแบบไม่จ าเพาะเป็นกลไกที่ส าคัญในการป้องกันเชื้อโรคในสัตว์น้ า การ

เสริมโปรไบโอติกยีสต์ S. cerevisiae ในการศึกษาคร้ังนี้สามารถกระตุ้นภูมิคุ้มกันในปลาสวายได้ 
จากการศึกษาใรคร้ังนี้พบว่าการเสริมโปรไบโอติกยีสต์ WT  RY-pTEF และยีสต์ RY มีผลท าให้ค่า
ภูมิ คุ้มกันแบบไม่จ าเพาะซึ่ งได้แก่  Total Ig  Lysozyme และ Complement acitivity (ACH50) 
เพิ่มขึ้นอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P<0.05) ทั้งที่ระยะเวลาการเสริม 60 วัน และ 120 วัน 

Total Ig ซึ่งเป็นสารโปรตีนที่อยู่ในเลือดท าหน้าที่ป้องกันการติดเชื้อโรคมีค่าสูงขึ้นเมื่อมี
การเสริมโปรไบโอติกยีสต์  S. cerevisiae อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ  (P<0.05) สอดคล้องกับ
การศึกษาการเสริมแบคทีเรียโปรไบโอติกในปลาเรนท์โบว์เทราห์ (Brunt et al., 2007; Newaj-Fyzul 
et al., 2007; Merrifield et al., 2010)  

Lysozyme เป็นโปรตีนที่ส าคัญอีกชนิดหนึ่งที่มีผลต่อระบบภูมิคุ้มกันในร่างกายโดยท า
หน้าที่ท าลายแบคทีเรียที่ก่อให้เกิดโรค โดย lysozyme จะท าการย่อยชั้น peptidoglycan ที่ผนังเซลล์
แบคทีเรียที่ก่อโรคหลังจากนั้นเซลล์แบคทีเรียก็จะถูกย่อยด้วยกระบวนการ phagocytosis (Ellis., 
2001) จากทดลองนี้สอดคล้องกับการศึกษาการเสริมแบคทีเรียโปรไบโอติกในปลาเรนท์โบว์เทราห์ 
(Brunt et al., 2007; Newaj-Fyzul et al., 2007; Merrifield et al., 2010, 2011 ) ในปลา Grouper (San 
et al., 2010) และในปลาดุก (Shelby et al., 2007) ที่พบว่าเมื่อมีการเสริมโปรไบโอติกจะมีผลท าให้
ค่า Lysozyme เพิ่มสูงขึ้น 

 Complement acitivity (ACH50) ใ น ป ล า ส า ม า ร ถ ส ร้ า ง ไ ด้ โ ด ย ก า ร ท า ล า ย 
lipopolysaccharide (LPS) ซึ่งเป็นส่วนประกอบหลักของผนังเซลล์แบคคทีเรียแกรมลบซึ่งเป็น
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แบคทีเรียที่ก่อโรคในปลา ซึ่งจากการศึกษาในคร้ังนี้พบว่า ACH50 มีค่าสูงขึ้นเมื่อมีการเสริมโปร-
ไบโอติกยีสต์ S. cerevisiae  เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม ซึ่งสอดคล้องกับการทดลองในปลา 
Gilthead Seabeam (Sparus aurata) ที่พบว่าเมื่อมีการเสริมโปรไบโอติกยีสต์มีผลต่อการเพิ่มขึ้นของ
ค่า ACH 50 มากกว่ากลุ่มควบคุม แต่ไม่มีความแตกต่างทางสถิติ (Reyes-Becerril et al., 2008) 

ด้วยองค์ประกอบของยีสต์คือ กลูแคนและแมนแนน ซึ่งเป็นพรีไบโอติกที่มีผลต่อการสร้าง
ระบบภูมิคุ้มกันจึงยืนยันได้ว่ายีสต์ที่อยู่ในรูปของโปรไบโอติกที่เสริมในอาหารปลาสวายนั้น
สามารถกระตุ้นภูมิคุ้มกันในปลาได้  

5.2.6 ผลต่อประชากรจุลินทรีย์ในล าไส้ปลาสวาย 
โปรไบโอติกยีสต์ S. cerevisiae เป็นโปรไบโอติกที่สามารถด ารงชีวิตในล าไส้ได้ ซึ่งจะมี

ผลต่อประชากรจุลินทรีย์ในระบบทางเดินอาหารได้ (Tovar et al., 2002) โดยอาหารที่มีการเสริม
โปรไบโอติกจะสามารถปรับสมดุลของประชากรจุลินทรีย์ในสัตว์น้ าได้  ซึ่งจากการศึกษาในคร้ังนี้
พบว่าการเสริมโปรไบโอติกยีสต์ที่ระยะเวลา 60 วัน มีผลท าให้ประชากรในกลุ่มยีสต์และราเพิ่ม
สูงขึ้นอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษาในปลานิลแดงที่พบว่าการเสริมโปร
ไบโอติก Pediococcus acidilactici จะมีผลการเพิ่มจ านวนประชากรจุลินทรีย์ในกลุ่ม Lactic acid 
bacteria (LAB) ได้  (Ferguson et al., 2010) นอกจากนี้ ยังพบว่าการเส ริมโปรไบโอติกยีสต์ที่
ระยะเวลาที่ 120 วัน มีผลท าให้ประชากรจุลินทรีย์ในกลุ่ม Vibrio spp. ซึ่งเป็นแบคทีเรียที่ก่อให้เกิด
โรค ลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ สอดคล้องกับการศึกษาของ Boonanuntanasarn et al. (2015) ที่
มีการเสริม P. acidilactici ในอาหารกุ้งขาวแวนนาไม (Litopeneaus vannamei ) พบว่ามีผลท าให้
ประชากรจุลินทรีย์ในกลุ่มของ LAB เพิ่มสูงขึ้นแต่ประชากรจุลินทรีย์ในกลุ่มของ Vibrio spp. ใน
ล าไส้ลดลงได้อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ และจากการศึกษาในคร้ังนี้พบว่า การเสริมโปรไบโอติก
ยีสต์ไม่มีผลต่อการเปลี่ยนแปลงประชากรจุลินทรีย์ในกลุ่มของ Bifidobacterium spp.  และ
ประชากรจุลินทรีย์ในกลุ่ม LAB ซึ่งอาจเป็นไปได้ว่าโปรไบโอติกยีสต์ไม่ได้มีผลกับจุลินทรีย์ใน
กลุ่มของ  Bifidobacterium spp.  และประชากรจุลินทรีย์ในกลุ่ม LAB จากข้อมูลข้างต้นจึงชี้ให้เห็น
ว่าการเสริมโปรไบโอติกยีสต์มีผลท าให้ประชากรในกลุ่มของยีสต์และรา เพิ่มสูงขึ้น และท าให้
ประชากรจุลินทรีย์ในกลุ่มของ Vibrio spp. ซึ่งเป็นแบคทีเรียที่ก่อโรคในสัตว์น้ ามีปริมาณที่ลดลงได้ 

5.2.7 ผลของการเสริมยีสต์ในอาหารปลาสวายต่อกรดไขมันในเนื้อปลา และไขมันปลา 
ไขมันจัดเป็นองค์ประกอบส าคัญในร่างกายสัตว์ ซึ่งเป็นทั้งแหล่งพลังและกรดไขมันที่

จ าเป็นต่อร่างกาย (Sargent et al., 1989) โดยเฉพาะกรดไขมันที่ไม่อิ่มตัวสูง (PUFA) ในกลุ่มของ n3 
และ n6 ซึ่งเป็นกรดไขมันที่จ าเป็นต่อร่างกายสัตว์และมนุษย์ (Leaf and weber, 1988)ส าหรับในปลา
กรดไขมัน PUFA ที่มีการสะสมภายในตัวปลาได้มาจาก 2 แหล่งที่มาคือ จากอาหารที่ปลาได้รับ 
และจากกระบวนการสังเคราะห์กรดไขมัน  PUFA ในตัวปลาเอง ซึ่งในการศึกษาคร้ังนี้ได้ท าการ

 

 

 

 

 

 

 

 



72 

เสริมยีสต์ RY ที่มีความสามารถในการผลิตเอ็นไซม์ Phy-Δ6 ที่สามารถเปลี่ยนกรดไขมัน PUFA ได้
คือ สามารถเปลี่ยนกรดไขมัน C18 : 3n-3 เป็น C18 : 4n3 ในกลุ่มของ n3 และ C18 : 2n6 เป็น C18 : 
3n6 ในกลุ่มของ n6 เปรียบเทียบกับ ยีสต์ WT  RY-pTEF และกลุ่มควบคุม ซึ่งจากผลการศึกษาการ
เสริมยีสต์ในอาหารปลาสวายที่ระยะเวลา 60 วันพบว่าการเสริมยีสต์ WT   RY-pTEF และ RY ไม่
ส่งผลเปลี่ยนแปลงต่อการสะสมกรดไขมันในเน้ือปลาและในไขมันในช่องท้องปลาสวาย แต่ผล
การศึกษาการเสริมยีสต์ในอาหารปลาสวายที่ระยะเวลา 120 วัน พบว่าการเสริมยีสต์ RY ในอาหาร
ปลามีผลต่อการเพิ่มขึ้นของการสะสมกรดไขมันชนิด C18 : 3n6 และ C18 : 4n3 อย่างมีนัยส าคัญ
ทางสถิติ (P<0.05) นอกจากนี้ยังพบอีกว่าการเสริมยีสต์ RY ยังมีผลท าให้กรดไขมันในกลุ่มของ n3 
เพิ่มสูงขึ้นอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P<0.05) เช่นกัน จากผลการทดลองนี้จึงชี้ให้เห็นว่ายีสต์ RY มี
ความสามารถในการผลิตเอ็นไซม์ Phy-Δ6 และสามารถเปลี่ยนกรดไขมันที่เป็นสารตั้งต้นให้เป็น
ผลิตภัณฑ์ภายในตัวปลาสวายได้ สอดคล้องกับการศึกษาในปลาหลายชนิดที่พบว่ายีสต์ RY มี
ความสามารถในการผลิตเอ็นไซม์ Delta 6 desaturase ในทางห้องปฏิบัติการได้ เช่นการศึกษาการ
ท างานของยีน fad2 ของปลาไหลญ่ีปุ่น (Anguilla laponica) (Wang et al., 2014) ปลา Nibe croaker 
(Nibae mitsukurii) (Kabeya et al., 2015) ปลาแซลมอน (Salmo salar L.) (Monroig et al., 2010)
ป ล า  European Sea Bass (Dicentrarchus labrax L.) (Gonzalez-Rovira et al., 2009) ป ล า  Cobia        
(Rachycentron canadum) (Zheng et al., 2009) ป ล า  grouper (Epinephelus coioides) (Li et al., 
2014)  ปลา Meagre (Argyrosomus regius) (Monroig et al., 2013) และมีการศึกษาการเสริมยีสต์ 
RY มีความสามารถในการผลิตเอ็นไซม์ Delta 6 desaturase ในอาหารปลานิลพบว่า มีผลท าให้ปลา
นิลมีการสะสมกรดไขมันชนิด C18 : 3n6 และ C18 : 4n3 เพิ่มสูงขึ้นอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ
(P<0.05) (ศุภมาศ, 2555) จากผลการศึกษาในคร้ังนี้จึงสามารถกล่าวได้ว่าโปรไบโอติกยีสต์ RY มี
ความสามารถในการผลิตเอ็นไซม์ Phy-Δ6 และสามารถท างานภายในตัวปลาสวายได้ คือสามารถ
เปลี่ยนกรดไขมัน C18 : 3n3 เป็น C18 : 4n3 ในกลุ่มของ n3 และ C18 : 2n6 เป็น C18 : 3n6 ในกลุ่ม
ของ n6 ได้ 
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สรุปและข้อเสนอแนะ 
 

6.1 สรุป 
 จากการศึกษาคร้ังนี้สามารถสรุปได้ว่า ล าดับนิวคลีโอไทด์ cDNA ของยีน Phy-Fad2 มี
ความยาวเท่ากับ 1,338 คู่เบส แปรรหัสเป็นกรดอะมิโนจะมีจ านวนเท่ากับ  445 กรดอะมิโน ซึ่ง 
mRNA ของยีน Phy-Fad2 ภายในยีสต์ RY สามารถแสดงออกได้ และเอนไซม์ Phy-Δ6 ที่ได้จาก
ยีสต์ RY มีความสามารถเปลี่ยน C18 : 3n3 เป็น C18 : 4n3 และ C18 : 2n6 เป็น C18 : 3n6 ได้  

การเสริมยีสต์ WT   RY-pTEF และ RY ตลอดระยะเวลาการเลี้ยง มีผลต่อภูมิคุ้มกันแบบไม่
จ าเพาะเจาะจง แต่มีผลต่อประชากรจุลินทรีย์ในกลุ่มยีสต์และรา และที่ระยะเวลาการเลี้ยง 120 วัน 
ส่งผลต่อสมรรณะการเจริญเติบโต และ FCR และประชากรประชากรจุลินทรีย์ในกลุ่มของวิบริโอ 
อีกทั้งยังมีผลท าให้มีการสะสมกรดไขมัน C18 : 4n3 และ C18 : 3n6 และกรดไขมันในกลุ่ม n3 แต่
ตลอดทั้งการทดลองไม่มีผลต่อการเปลี่ยนแปลง  ค่าองค์ประกอบทางเคมีในเนื้อปลา  ค่าโลหิต
วิทยา  ค่าเคมีในเลือดปลา  

 

6.2 ข้อเสนอแนะ 
 จากข้อมูลการศึกษาในคร้ังนี้ ในด้านการน าไปใช้จริง ณ ปัจจุบันนี้ยังไม่สามารถน าไปใช้
ได้เน่ืองจากยังติดกับข้อกฎหมายด้าน สินค้าที่มีการตัดต่อพันธุกรรม จึงท าได้แค่เพียงสามารถน าไป
เป็นข้อมูลพื้นฐานที่จะน าไปใช้ในการศึกษา ล าดับของนิวคลีโอไทด์และกรดอะมิโนของยีน delta 6 
desaturase ในปลาชนิดอ่ืน ๆ ได้ และยังเป็นข้อมูลพื้นฐานในการศึกษาเพื่อพัฒนาความสามารถใน
การผลิตยีสต์ RY ให้มีความสามารถผลิตเอ็นไซม์ delta 6 desaturase อาจโดยการพัฒนาการตัดต่อ
พันธุกรรมให้ยีสต์มีการแสดงออกของเอ็นไซม์ delta 6 desaturase ที่เพิ่มสูงขึ้น และการปรับเปลี่ยน
ชนิดของยีสต์ที่มีความสามารถในการเพิ่มการสะสมของไขมันและกรดไขมันที่มากขึ้นได้  เมื่อ
น าไปใช้เสริมในอาหารปลาและสัตว์เศรษฐกิจอ่ืน ๆ เพื่อเพิ่มการสะสมกรดไขมันไม่อิ่มตัวสูงในตัว
สัตว์ให้สูงขึ้นได้  
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ประวตัผู้ิเขยีน 

 
 นางสาวขนิษฐา  ดิษทับ เกิดเมื่อวันที่ 12 มีนาคม พ.ศ. 2533 ที่จังหวัดก าแพงเพชร เร่ิม
ศึกษาชั้นประถมศึกษาที่โรงเรียนบ้านวังแขมสว่างชัยวงศ์ อ าเภอคลองขลุง จังหวัดก าแพงเพชร  ได้
ศึกษาต่อชั้นมัธยมศึกษาตอนต้นที่โรงเรียนวังแขมวิทยาคม อ าเภอคลองขลุง จังหวัดก าแพงเพชร 
และตอนปลายที ่โรงเรียนก าแพงเพชรพิทยาคม อ าเภอเมือง จังหวัดก าแพงเพชร และส าเร็จ
การศึกษาระดับปริญญาตรี สาขาวิชาเทคโนโลยีการผลิตสัตว์ ส านักวิชาเทคโนโลยีการเกษตร 
มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี จังหวัดนครราชสีมา ในปีการศึกษา 2555 และได้ศึกษาต่อใน
ระดับปริญญาโท สาขาวิชาเทคโนโลยีการผลิตสัตว์ ส านักวิชาเทคโนโลยีการเกษตร มหาวิทยาลัย
เทคโนโลยีสุรนารี จังหวัดนครราชสีมา ในปี 2555 

 

 

 

 

 

 

 

 




