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บทคัดย่อ 
 

มีการทดลองใช้จุลินทรีย์โปรไบโอติกกลุ่ม Bacillus subtillis ผสมอาหารเพื่อเร่งการ
เจริญเติบโตและเสริมภูมิคุ้มกันในปลานิล อย่างไรก็ตามการทดลองในภาคสนามมีไม่มากนัก งานวิจัย
นี้ประกอบด้วย 2 การทดลอง ได้แก่ การทดลองที่หนึ่ง ทดสอบผลของการใช้จีไบโอติก (บริษัท กรี
นเทค อควาคัลเจอร์ จ้ากัด) ที่มีส่วนผสมของจุลินทรีย์โปรไบโอติกกลุ่ม B. subtillis ในการเลี้ยงปลา
นิลแดงในกระชัง ในแม่น้้าน่าน จังหวัดพิษณุโลก โดยสุ่มปล่อยปลานิลจ้านวน 15,000 ตัว (น้้าหนัก
เฉลี่ยเริ่มต้น 59.87±3.63 กรัม) ลงในกระชังขนาด 3×6×2 ม. ความหนาแน่น 32 ตัว/ลบ.ม. จ้านวน 
13 กระชัง โดยให้อาหารผสมจีไบโอติก 0 (ชุดควบคุม) จ้านวน 4 กระชังและ 2, 5 และ 10 มล./
อาหาร 1  กก. (จ้านวน 3 กระชังแต่ละความเข้มข้น) วางแผนการทดลองแบบสุ่มตลอด (CRD) ที่มี
จ้านวนซ้้าไม่เท่ากัน ให้อาหารจนอิ่ม เลี้ยงนาน 157 วัน ผลการทดลองพบว่า อัตรารอดตายเท่ากับ 
72.8±7.3, 73.31±4.01, 71.38±6.8, และ  72.96±7.78% ส่วนน้้ าหนักปลาเฉลี่ยต่อตัว เท่ากับ 
871±95, 844±77, 781±66 และ 933±58 กรัม ตามล้าดับ ได้ผลผลิตรวมเท่ากับ 9,341.5 กิโลกรัม 
ก้าไรเฉลี่ยเดือนละ 12,114.65 บาท อย่างไรก็ตามอัตรารอดและการเจริญเติบโตไม่มีความแตกต่าง
ทางสถิติ (P>0.05) แต่น้้าหนักปลามีแนวโน้มสูงขึ้นกลุ่มที่ใช้จีไบโอติก จากผลการทดลองครั้งนี้ควร
ศึกษาเพิ่มเติมในส่วนของผลของการใช้จีไบโอติกต่อการตอบสนองต่อภูมิคุ้มกันในปลานิล  เพื่อให้มี
ความเหมาะสมที่สุด และให้ผลตอบแทนสูงสุด ข้อเสียของการเลี้ยงปลาในกระชังในแหล่งน้้าธรรมชาติ 
คือ ไม่สามารถควบคุมคุณภาพและปริมาณของน้้าที่ไหลผ่านกระชังได้ ในบางครั้ง เมื่อเกิดปัญหาปลา
ตาย เกษตรกรจ้าเป็นต้องใช้ยาและสารเคมีเพื่อให้เกิดความมั่นใจว่า สามารถลดความสูญเสียจากการ
ตาย ท้าให้ยากที่จะชักจูงใจให้เกษตรกรหันมาใช้จุลินทรีย์ทดแทนยาปฏิชีวนะและสารเคมีในการเลี้ยง
ปลา 

การทดลองที่ 2 ทดลองใช้จีไบโอติกเพื่อเร่งการเจริญเติบโตและเสริมภูมิคุ้มกันในปลานิล
ในบ่อดิน จังหวัดเชียงใหม่ โดยสุ่มปล่อยปลานิล (น้้าหนักเฉลี่ยเริ่มต้น 18.41 กรัม) จ้านวน 40 ตัว/

 



 ง 

กระชัง ลงในกระชังขนาด 3×3×1 ม. ความหนาแน่น 2.2 ตัว/ลบ.ม. จ้านวน 12 กระชัง โดยให้อาหาร
ผสมจีไบโอติก 0 (ชุดควบคุม) จ้านวน 3 กระชังและ 2, 5 และ 10 มล./อาหาร 1 กก. (จ้านวน 3 
กระชังแต่ละความเข้มข้น) วางแผนการทดลองแบบสุ่มตลอด (CRD) ให้อาหาร 3 % ของน้้าหนักตัว 
เลี้ยงนาน 60 วัน ผลการทดลองพบว่าปริมาณโปรไบโอติกในอาหารเม็ดส้าเร็จรูปมีผลต่อน้้าหนักที่
เพิ่มขึ้น น้้าหนักสุดท้าย และอัตราการเจริญเติบโตจ้าเพาะ ซึ่งมีแนวโน้มสูงกว่าปลาที่ไม่ได้รับอาหาร
ผสมโปรไบโอติก (P>0.05) ปลาที่ได้รับโปรไบโอติกผสมในอาหารเม็ดส้าเร็จรูป ความเข้มข้น 2 มล./
อาหาร 1 กก.  มีค่าน้้าหนักที่เพิ่มขึ้น น้้าหนักสุดท้าย อัตราการเจริญเติบโตจ้าเพาะ และอัตราแลกเนื้อ
ดีที่สุด ส่วนอัตราการรอดตายพบว่าไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ  (P>0.05) ส่วน
ค่าพารามิเตอร์ด้านคุณภาพน้้าต่าง ๆ ระหว่างการเลี้ยงพบว่า อุณหภูมิ ความเป็นกรดด่าง ออกซิเจนที่
ละลายในน้้า ความเป็นด่าง และค่าแอมโมเนียรวมระหว่างการเลี้ยง เป็นเวลา 60 วัน คุณภาพน้้าโดย
เฉลี่ย อยู่ในช่วงที่เหมาะสมต่อการเจริญเติบโตของสัตว์น้้า ผลของโปรไบโอติกต่อระบบภูมิคุ้มกัน ที่
อายุปลา 20, 40 และ 60 วัน มีค่าการจับกินสิ่งแปลกปลอมของเม็ดเลือดขาว และกิจกรรมไลโซไซม์ 
พบว่ามีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P<0.05) ค่า nitro blue tetrazolium ที่อายุปลา 
60 วัน ในกลุ่มที่ผสมโปรไบโอติก 2 มล./อาหาร 1 กก. มีค่า NBT สูงกว่าชุดการทดลองอื่นอย่างมี
นัยส้าคัญทางสถิติ (P<0.05) การยับยั้งเชื้อก่อโรคค่ากิจกรรมไลโซไซม์หลังได้รับการฉีดเชื้อ 
Streptococcus agalactiae (1 x 108 CFU/มล.) พบว่า ค่ากิจกรรมไลโซไซม์ หลังได้รับการฉีดเชื้อ 
ในวันที่ 2, 10 และ 15 ไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) ส่วนในวันที่ 5 ชุดการทดลองที่ผสม
โปรไบโอติก  5 มล./อาหาร 1 มีค่าสูงกว่าชุดการทดลองอื่นอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P<0.05) สรุป
ได้ว่า ควรใช้จีไบโอติกผสมอาหารที่ความเข้มข้น 2 มล./อาหาร 1 กก. เพื่อเร่งการเจริญเติบโตและ
เสริมภูมิคุ้มกันในปลานิล 

 
ค้าส้าคัญ : โปรไบโอติก, ปลานิล, การเจริญเติบโต, ภูมิคุ้มกัน 
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ABSTRACT 
 

The study on the application of microorganisms, Bacillus subtilis as a 
probiotic in aquaculture showed the positive effects on the fish growth performance 
and immunogenicity. However, the field experiments in tilapia farms were quite low. 
In this study, there were two experiments. Experiment 1, the use of G Biotics 
(Greentech Aquaculture CO.,LTD.) containing B. subtilis as additive feeds for Nile tilapia 
(Oreochromis niloticus) was conducted to examine its effects on weight gain, growth 
rate and survival rate of Tilapia. Nile Tilapia were cage cultured in Nan River, 
Phitsanulok. Randomly releasing of 15,000 (initial average weight of 59.87±3.63 grams) 
fish in 36 m3 cages with the density of 32 fish/m3; total 13 cages. The 1×107 CFU/g of 
Bacillus subtilis with the concentration of 0, 2, 5 and 10 ml/kg-1 were used to feed 
tilapia for 157 days. They were laid out in completely randomized design with 3 
replications for treatment trial while 4 replications were applied for the control group. 
The results showed survival rates were 72.8±7.3, 73.31±4.01, 71.38±6.8, and 
72.96±7.78%, respectively. The average weights of fish were 871±95, 844±77, 781±66, 
and 933±58 grams, respectively. The total biomass was 9,341.5 kilograms; Average 
profit was 12,114.65 baht per month. Although survival and growth were not 
statistically different, but the trend was better in fish received probiotic supplementary 
diet group. The results of this study should be further research in terms of the effect 
of G-biotic on immune responses in tilapia to determine the most appropriate amount 
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with the affordable cost of production. The disadvantage of fish cultured in cages in 
natural water sources is that they cannot control the water quality and quantity passing 
through cages which sometimes this leads to the death of fish. For this reason, farmers 
need to use antibiotics and chemicals to ensure that can reduce the mortality of fish. 
It is difficult to convince farmers to use microorganisms to replace antibiotics and 
chemicals in fish. 

Experiment 2, the use of G biotic for Nile tilapia was conducted to examine 
its effects on the growth performances and immunity. 480 (initial average weight of 
18.41 grams) tilapia were randomly distributed into (9 m3) cages located in an earthen 
pond with the density of 4.4 fish/m3; total 12 cages. The 1×107 CFU/g of Bacillus subtilis 
with the concentration of 0, 2, 5 and 10 ml/kg-1. They were laid out in completely 
randomized design with 3 replications. Fish were fed experimental diets at a rate of 
3% biomass per day for 60 days. The results showed probiotic supplementary diet 
group had significantly affected on weight gain final weight and the specific growth rate 
(P> 0.05). The concentration of 2 ml/kg-1 was the best treatment in increasing final 
weight, specific growth rate and feed conversion ratio (P<0.05). Survival rate was not 
significantly different (P> 0.05). Water quality parameters such as temperature, pH, 
dissolved oxygen, total alkalinity and total ammonia during feeding for 60 days were 
suitable for aquatic animal growth. The results of probiotics on immune system were 
evaluated after 20, 40 and 60 days of study period. Phagocytosis and Serum lysozyme 
activity enhanced significantly (P<0.05). NBT values after 60 day increased significantly 
in fish fed 2 ml/kg-1 when compared with other groups (P < 0.05). Lysozyme activity 
after Streptococcus agalactiae (1 x 108 CFU/ml) challenges were not statistically 
different (P> 0.05) at 2, 10 and 15 days post-challenge. Lysozyme activity in fish fed 
probiotic groups at 5 day post-challenge increased significantly in fish fed 5 ml/kg-

1 when compared with control (P<0.05). It was recommended that this G-biotic with 
the concentration 2 ml/kg-1 can be used as an alternative method for growth 
performance and immunity improvement. 
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กรุณาเป็นประธานกรรมการสอบวิทยานิพนธ์ฉบับนี ้

ขอขอบพระคุณคณะเทคโนโลยีการประมงและทรัพยากรทางน้้า  มหาวิทยาลัยแม่โจ้ ที่ได้
อนุเคราะห์ให้ใช้สถานที่ห้องปฏิบัติการ และอุปกรณ์ต่าง ๆ ในการวิจัยในครั้งนี้ รวมทั้งขอขอบคุณ
บุคลากรทุกท่านในคณะเทคโนโลยีการประมงและทรัพยากรทางน้้าที่ให้ความช่วยเหลือในทุกๆ ด้าน 

ขอขอบพระคุณส้านักงานกองทุนสนับสนุนการวิจัย  (สกว.) โครงการพัฒนานักวิจัยและ
งานวิจัยเพื่ออุตสาหกรรม และ บจก. กรีนเทค อควาคัลเจอร์ จ้ากัด ที่สนับสนุนงบประมาณในการ
ท้างานวิจัย 

สุดท้ายนี้ข้าพเจ้าขอกราบขอบพระคุณบิดามารดา และญาติพี่น้องที่ให้การเลี้ยงดู ส่งเสริม
การศึกษา ให้การสนับสนุนทั้งด้านการเรียนและการด้าเนินชีวิต ให้ค้าปรึกษา ค้าแนะน้า และเป็น
ก้าลังใจที่ด ีจนท้าให้ผู้เขียนประสบความส้าเร็จในการศึกษา 
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บทที่ 1 
บทน้า 

 

การเพาะเลี้ยงปลานิลของไทยมีความส้าคัญทางเศรษฐกิจ ท้าให้เกิดความมั่นคงทางอาหาร
และสร้างงานสร้างอาชีพ ปลานิลเป็นปลาน้้าจืดที่มีผลผลิตเป็นอันดับหนึ่งของประเทศไทย ผลผลิต
จากการเพาะเลี้ยงปลานิลในปี พ.ศ. 2560 มีปริมาณ 185,902 ตัน ปริมาณการส่งออกปลานิลและ
ผลิตภัณฑ์ของประเทศไทยในปี 2560 ปริมาณ 5,817.8 ตัน คิดเป็นมูลค่า 344.7 ล้านบาท (เกวลิน, 
2560) การเพาะเลี้ยงปลานิลในไทยยังมีโอกาสขยายตัวเพิ่มได้อีก เนื่องจาก ตลาดปลานิลทั่วโลกมีการ
ขยายตัวเพ่ิมขึ้นเรื่อย ๆ หากมีการพัฒนาการเลี้ยงให้ได้มาตรฐานตามแต่ละประเทศต้องการ 

ปลานิลเป็นสัตว์น้้าที่นิยมเลี้ยงและบริโภคกันอย่างแพร่หลาย เนื่องจากเลี้ยงง่าย ในปี พ.ศ.  
2555 ประเทศไทยมีฟาร์มเลี้ยงปลานิลทั้งหมด 221,320 ฟาร์ม โดยในภาคตะวันออกเฉียงเหนือมี
จ้านวนฟาร์มเลี้ยงปลานิลมากที่สุด 126,260 ฟาร์ม (เกวลิน, 2556) อย่างไรก็ตาม อุตสาหกรรมการ
เพาะเลี้ยงสัตว์น้้าจะขึ้นอยู่กับสภาพแวดล้อม ปัจจุบันปัญหาการเปลี่ยนแปลงสภาพอากาศและการ
ขาดแคลนน้้า จะเป็นการขับเคลื่อนให้เกษตรกรและผู้มีส่วนได้ส่วนเสียในการปรับตัว ลูกค้าจะมีความ
ต้องการผลผลิตสัตว์น้้าที่มีคุณภาพดีและมีความปลอดภัยต่อผู้บริโภค รวมทั้งผู้ผลิตต้องมีความ
รับผิดชอบต่อสิ่งแวดล้อมและสังคมด้วย การผลิตที่มีการใช้ยาและสารเคมีอาจจะไม่ใช่สิ่งที่ผู้บริโภค
ต้องการ 

มีงานวิจัยเกี่ยวกับการใช้จุลินทรีย์ในการเพาะเลี้ยงสัตว์น้้า ที่แสดงให้เห็นผลดีต่อการ
เจริญเติบโตและการสร้างภูมิคุ้มกันปลาจ้านวนมาก (ชาญวิทย์ และชนกันต์, 2560) แต่ผลยืนยันทาง
วิชาการของการใช้ในฟาร์มปลานิลมีน้อย การใช้จุลินทรีย์ในปริมาณและเวลาที่ไม่เหมาะสมอาจจะ
เป็นการเพิ่มต้นทุนการผลิตท้าให้ไม่สามารถแข่งขันทางการค้าได้ อย่างไรก็ตาม เกษตรกรจ้านวนมาก
ยังคงยึดติดกับแนวปฏิบัติแบบเดิม ๆ การให้ความรู้ อบรมและจัดหาบ่อสาธิตส้าหรับเกษตรกรจึงเป็น
สิ่งจ้าเป็นงานวิจัยนี้ ต้องการสร้างทางเลือกให้กับเกษตรกร โดยการใช้จุลินทรีย์ในการเพาะเลี้ยงสัตว์
น้้า เพื่อลดการใช้ยาและสารเคมี ลดการใช้น้้าในการเปลี่ยนถ่าย ซึ่งเป็นการลดการใช้พลังงานไปด้วย 
ผลิตภัณฑ์จุลินทรีย์ G Biotic ซึ่งมีจุลินทรีย์หลัก คือ Bacillus subtilis มีการใช้งานในฟาร์มกุ้งทะเล
อย่างแพร่หลาย แต่ยังไม่น้ามาใช้ในฟาร์มปลานิล ทางบริษัทฯ จึงต้องการน้าผลิตภัณฑ์มาทดลองใช้
เพิ่มเติมในฟาร์มปลานิล เพื่อให้ปลาแข็งแรง โตเร็วและทนต่อการเปลี่ยนแปลงของสภาพอากาศใน
เขตภาคเหนือ 

โปรไบโอติก (Probiotic) เป็นจุลินทรีย์ที่มีชีวิตใช้ผสมในอาหารแล้วส่งผลดีต่อสัตว์น้้า มี
รายงานผลการใช้จุลินทรีย์ในอาหารปลา ท้าให้ปลานิลโตเร็วและมีความต้านทานโรคสูงขึ้น สัตว์น้้า
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ต้องสัมผัสกับจุลินทรีย์ในน้้าตลอดเวลา ซึ่งมีทั้งจุลินทรีย์ที่ดีและไม่ดี การรักษาสมดุลของจุลินทรีย์ที่มี
ประโยชน์หรือโปรไบโอติกให้แก่สัตว์น้้าจึงเป็นสิ่งจ้าเป็น จุลินทรีย์โปรโบโอติกจะแย่งพื้นที่ยึดเกาะบน
ตัวสัตว์น้้า (Gismondo et al., 1999) 

 
วัตถุประสงค์ของการวิจัย 

 
1.  ประเมินผลของจุลินทรีย์ต่อการเจริญเติบโต (น้้าหนักที่เพิ่มขึ้น อัตราแลกเนื้อ ผลผลิตที่

ได้) 
2.  ประเมินผลของจุลินทรีย์ต่อภูมิคุ้มกันแบบไม่จ้าเพาะ (ไลโซไซม์ การจับกินสิ่งแปลกปลอม 

อัตรารอด ความต้านทานต่อเชื้อแบคทีเรียก่อโรค) 
3.  ประเมินผลทางอ้อมของการให้อาหารผสมจุลินทรีย์ต่อคุณสมบัติของน้้า โดยหาก

จุลินทรีย์นี้ไปช่วยย่อยหรือดูดซึมสารอาหาร ของเสียที่ขับถ่ายจากตัวปลาจะน้อยลง และไม่ก่อให้เกิด
ผลเสียต่อน้้าในบ่อปลา ท้าให้ไม่ต้องมีการเปลี่ยนถ่ายน้้าในปริมาณมาก 
 

ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 
 
1.  มูลค่าทางเศรษฐศาสตร์ที่ได้จากการท้าวิจัยหรือแก้ปัญหานี้ (ในเชิงปริมาณ) สร้างรายได้

ให้แก่ผู้ประกอบการเพิ่มขึ้น ลดความสูญเสียจากปลาตาย ปลาเป็นโรค ลดปัญหาการไม่มีน้้าเปลี่ยน
ถ่าย 

2.  องค์ความรู้ใหม่ ผลของการใช้จุลินทรีย์ในการเลี้ยงปลานิลที่ถูกต้องตามหลักวิชาการ 
สามารถน้าไปใช้ได้จริง คุ้มค่ากับการลงทุน 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

บทที่ 2 
การตรวจเอกสาร 

 
ชีววิทยาของปลานิล 
 

ปลานิล (Nile tilapia) เป็นปลาน้้าจืดในวงศ์ปลาหมอสี (Cichlidae) มีชื่อวิทยาศาสตร์ว่า 
Oreochromis niloticus ล้าดับอนุกรมวิธานของปลานิลถูกจัดอันดับอนุกรมวิธานไว้ดังนี้ 
Kingdom Animalia 

  Phylum Vertebrata 

  Class Actinopterygii 

    Order Perciformes 

    Family Cichlidae 

      Genus Oreochromis 

       Species Oreochromis niloticus 

ปลานิล มีริมฝีปากบนและล่างเสมอกัน บริเวณแก้มมีเกล็ด 4 แถวล้าตัวมีสีเขียวปนน้้าตาล
และมีลายพาดขวาง 9 ถึง 10 แถบ บริเวณครีบหลัง ครีบก้น และครีบหางมีจุดขาวและเส้นสีด้า
ตัดขวาง มีครีบหลังอันเดียวประกอบด้วยก้านครีบแข็ง 15 ถึง 18 อันและครีบอ่อน 12 ถึง 14 อันครีบ
ก้นมีก้านครีบแข็ง 3 อัน และก้านครีบอ่อน 12 ถึง 14 อัน ล้าตัวมีสีเขียวปนน้้าตาล ตรงกลางเกล็ดมีสี
เข้มที่กระดูกแก้มมีสีเข้มอยู่ 1 จุด (กรมประมง, ม.ป.ป.-ก) 

ปลานิลสามารถกินได้ทั้งสัตว์ และพืชรวมทั้งซากพืชที่เน่าเปื่อย รวมทั้ง สาหร่ายโรติเฟอร์ 
สัตว์หน้าดิน และแพลงค์ตอนสัตว์ เช่น ตัวอ่อนของแมลงน้้า และไรน้้า กินตั้งแต่ระดับผิวน้้า ไปถึงพื้น
ท้องน้้า นอกจากนี้สามารถฝึกให้ปลานิลกินอาหารเม็ดหรืออาหารผสม และเศษอาหารได้ง่าย (อุดม, 
2549) 
 
ความส้าคัญทางเศรษฐกิจของปลานิล 

ปลานิลเป็นปลาที่มีความส้าคัญทางเศรษฐกิจ เลี้ยงง่าย โตเร็ว รสชาติดี ทนต่อสภาพแวดล้อม
ที่แปรปรวน อัตราการขยายตัวของผลผลิตปลานิลของไทยเพิ่มขึ้นอย่างต่อเนื่องในช่วง 10 ปีที่ผ่านมา 
โดยปริมาณเพิ่มขึ้นเฉลี่ยต่อปีร้อยละ 7 ซึ่งในปี พ.ศ. 2556 มีผลผลิตปลานิลจ้านวน 197,925 ตัน 
(Noorit, 2014) 
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ประเทศไทยมีการส่งออกผลิตภัณฑ์ปลานิลเพียงร้อยละ 5 ของผลผลิตปลานิลทั้งหมด ฉะนั้น 
การเพาะเลี้ยงปลานิลในประเทศไทยยังมีโอกาสขยายตัวเพิ่มได้อีก เนื่องจากตลาดปลานิลทั่วโลกมี
การขยายตัวเพิ่มขึ้นอย่างต่อเนื่อง (กรมประมง, ม.ป.ป.-ก) 
 
การเลี ยงปลานิลในบ่อดนิ 

การเตรียมบ่อ เป็นขั้นตอนขั้นตอนที่ส้าคัญขั้นตอนหนึ่งของการเลี้ยงปลา ก่อนปล่อยพันธุ์ลูก
ปลาเกษตรกรต้องเตรียมความพร้อมของบ่อให้เรียบร้อย โดยการตากบ่อให้แห้งเพื่อปรับสภาพดินพื้น
บ่อ ฆ่าเชื้อ ก้าจัดวัชพืชและพรรณไม้น้้าต่าง ๆ ก้าจัดศัตรูของปลา น้าน้้าเข้าบ่อ สร้างอาหารธรรมชาติ 
แล้วจึงปล่อยลูกปลา โดยมีรายละเอียดดังนี ้

1. การตากบ่อ ควรมีการตากบ่อทุกครั้งหลังการจับปลาขาย เพื่อเป็นการปรับสภาพของดิน
พื้นบ่อที่อาจมีการสะสมของสิ่งขับถ่ายจากสัตว์น้้าที่เลี้ยง ซึ่งหากสะสมเป็นปริมาณมากจะก่อให้เกิด
ก๊าซแอมโมเนียซึ่งเป็นพิษต่อสัตว์น้้า การตากบ่อให้แห้งจะเป็นวิธีการก้าจัดก๊าซแอมโมเนีย แนะน้าให้
มีการตากบ่อให้แห้งเป็นเวลาอย่างน้อย 7 วัน หรือมากกว่าขึ้นกับสภาพบ่อ และช่วงเวลาที่ตากบ่อ 

2. การใส่ปูนขาว มีวัตถุประสงค์เพื่อการฆ่าเชื้อต่าง ๆ ที่สะสมอยู่บริเวณพื้นบ่อและปรับ
สภาพของ ดินในบ่อ ปริมาณปูนที่ใส่แตกต่างกันไปตามสภาพพื้นที่ เช่นบริเวณที่ เป็นดินกรดมีความ
ต้องการปูนขาวมากกว่า หรือบ่อที่ผ่านการเลี้ยงปลามาเป็นเวลานานมี ความต้องการปูนขาวน้อยกว่า
บ่อใหม่ อย่างไรก็ตามมีข้อแนะน้าส้าหรับการใส่ปูนขาวให้ใส่ในปริมาณ 100-150 กิโลกรัมต่อไร่ โดย
โรยให้ทั่วพื้นก้นบ่อและขอบบ่อ 

3. ก้าจัดวัชพืชและพรรณไม้น้้าต่าง ๆ เช่น กก หญ้า ผักตบชวา โดยน้ามากองสุมไว้ เมื่อแห้ง
แล้วน้ามาใช้เป็นปุ๋ยหมักในขณะที่ปล่อยปลาลงเลี้ยง ถ้าในบ่อมีเลนมากจ้าเป็นต้องสาดเลนขึ้นโดย
น้าไปเสริมคันดินที่ช้ารุดหรือใช้เป็นปุ๋ยแก่พืช ผัก ผลไม้ บริเวณใกล้เคียง พร้อมทั้งตกแต่งเชิงลาดและ
คันบ่อให้แน่นด้วย หรือโดยการตากบ่อให้แห้ง แล้วดันดินก้นบ่อขึ้นไปเสริมคันบ่อให้แน่น 

4. การก้าจัดศัตรูปลา ศัตรูปลานิลได้แก่กลุ่มปลากินเนื้อ เช่น ช่อน ชะโด หมอ ดุก นอกจากนี้
ก็มีสัตว์พวก กบ เขียด งู เป็นต้น ดังนั้นก่อนปล่อยปลานิลลงบ่อเลี้ยง จ้าเป็นต้องก้าจัดศัตรูดังกล่าว
เสียก่อน โดยวิธีระบายน้้าออกให้เหลือน้อยที่สุด ใช้โล่ติ๊นสดหรือแห้งประมาณ 1 กิโลกรัมต่อปริมาณ
น้้าในบ่อ 100 ลูกบาศก์เมตร ทุบหรือบดโล่ติ๊นให้ละเอียดน้าลงแช่น้้าประมาณ 1-2 ปี๊บ ขย้้าโล่ติ๊นให้
น้้าสีขาวออกมาหลาย ๆ ครั้งจนหมด น้าไปสาดให้ทั่วบ่อ ปลาที่ค้างอยู่ที่พื้นบ่อจะลอยหัวขึ้นมา
ภายหลังสาดโล่ติ๊นประมาณ 30 นาที ใช้สวิงจับ ขึ้นมาบริโภคได้ ปลาที่เหลือตายพื้นบ่อจะลอยใน
วันรุ่งขึ้น ส่วนศัตรูจ้าพวก กบ เขียด งู จะหนีออกจากบ่อไป และก่อนปล่อยปลาลงเลี้ยงควรทิ้งระยะ
ไว้ประมาณ 7 วันเพ่ือให้ฤทธิ์ของโล่ติ๊นสลายตัวไปหมดเสียก่อน นอกจากใช้โล่ติ๊นในการก้าจัดศัตรูปลา
ในบ่อแล้ว ยังอาจใช้ปูนขาวและกากชาในการก้าจัดศัตรูปลาได้อีกด้วย ใช้กากชา 2 กิโลกรัมต่อน้้า 20 
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ลิตร แช่ทิ้งไว้ประมาณ 1 วัน หลังจากนั้นก็น้าเฉพาะน้้าที่ได้ไปสาดให้ ทั่วบ่อที่มีเนื้อที่ของบ่อประมาณ 
2 ไร ่

5. การลอกเลน มีความจ้าเป็นถ้าหากว่ามีการสะสมของเลนในพื้นบ่อปริมาณมาก และการ
ตากบ่อเพียงอย่างเดียวอาจไม่เพียงพอ ดังนั้นจึงต้องมีการลอกเลน ซึ่งอาจมีการลอกเลนปีละครั้ง หรือ
ทุก 2 ปี 3 ปี หรือ 5 ปี ขึ้นอยู่กับสภาพการสะสมของเลนพื้นบ่อ การลอกเลนท้าได้โดยการตากบ่อให้
แห้งแล้วใช้รถ แทรกเตอร์ดันเลนแห้งที่บริเวณผิวหน้าพ้ืนบ่อขึ้นไปตบแต่งคันบ่อให้แน่นหนา 

6. การน้าน้้าเข้าบ่อ ใช้อวนตาถี่สองช้ันหุ้มที่ปลายท่อน้้าเข้าบ่อ เพื่อกรองไข่และลูกปลาขนาด
เล็กที่จะเข้ามาในบ่อ 

 
การเลี ยงปลานิลในกระชัง 
 การเลี้ยงปลาในกระชังเป็นรูปแบบการเลี้ยงปลาแบบพัฒนา ( Intensive) หรือกึ่งพัฒนา 
(Semi-intensive) เน้นการให้อาหารเพื่อเร่งผลผลิต และการเจริญเติบโต จึงควรจะใช้อาหารที่มี
คุณค่าทางโปรตีนค่อนข้างสูง และเหมาะสมกับความต้องการของปลาแต่ละขนาด ปัจจัยที่ส้าคัญควร
น้ามาประกอบการพิจารณาเกี่ยวกับการให้อาหารปลาในกระชัง ได้แก่ 
 1. ระดับโปรตีนในอาหาร ปริมาณโปรตีนที่เหมาะสมส้าหรับการเจริญเติบโตของปลานิลที่มี
อายุต่างกันจะแตกต่างกันส้าหรับลูกปลาวัยอ่อน (Juvenile) และลูกปลานิ้ว (Fingerling) จะต้องการ
อาหารที่มีระดับโปรตีนประมาณ 30-40 เปอร์เซ็นต์ แต่ในปลาใหญ่จะต้องการอาหารที่มีโปรตีน
ประมาณ 25–30 เปอร์เซ็นต ์
 2. เวลาในการให้อาหาร เนื่องจากปลานิลจะกินอาหารได้ดี เมื่อมีปริมาณออกซิเจนละลายใน
น้้าสูง จะเป็นช่วงเวลากลางวัน ดังนั้นจึงควรให้อาหารในช่วงเวลาดังกล่าว 
 3. ความถี่ในการให้อาหาร ปลานิลเป็นปลาที่ไม่มีกระเพาะอาหารจริงจึงสามารถกินอาหารได้
ทีละน้อย และมีการย่อยอาหารที่ค่อนข้างช้าการให้อาหารครั้งละมากๆ จะท้าให้สูญเสียอาหาร และ
ก่อให้เกิดสภาวะน้้าเสียได้ ดังนั้นเพื่อให้สามารถใช้ประโยชน์จากอาหารเม็ดสูงสุดจึงควรให้อาหารแต่
น้อย แต่ให้บ่อยๆ โดยความถี่ที่เหมาะสม คือ ปริมาณ 4-5 ครั้งต่อวัน จะช่วยเร่งการเจริญเติบโต และ
ท้าให้ผลตอบแทนในเชิงเศรษฐศาสตร์สูงสุด 
 4. อัตราการให้อาหาร ปริมาณอาหารที่ให้ปลากินจะขึ้นอยู่กับขนาดของปลา และ อุณหภูมิ 
หากอุณหภูมิของน้้าสูงขึ้นจะท้าให้อัตราการกินอาหารของปลาสูงขึ้นตามไปด้วย อุณหภูมิน้้าที่
เหมาะสมประมาณ 25-30 องศาเซลเซียส ควรให้อาหาร 20 เปอร์เซ็นต์ ของน้้าหนักปลาส้าหรับปลา
ขนาดเล็กในปลารุ่น อัตราการให้อาหารจะลดลงเหลือ ประมาณ 6-8 เปอร์เซ็นต์ และส้าหรับปลาใหญ่ 
อัตราการให้อาหารจะเหลือเพียง ประมาณ 3-4 เปอร์เซ็นต ์
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 5. การจัดการระหว่างการเลี้ยง ควรมีการตรวจสอบกระชังเพื่อซ่อมแซมส่วนที่ช้ารุดทุก ๆ 
สัปดาห์ รวมทั้งสุ่มปลามาตรวจสอบน้้าหนักเพื่อปรับปริมาณอาหารที่ให้ได้อย่างเหมาะสม 
 6. การเก็บเกี่ยวผลผลิต การเก็บเกี่ยวผลผลิตเป็นข้อควรค้านึงอีกประการหนึ่งส้าหรับการ
จัดการการเก็บเกี่ยวผลผลิต จากการเลี้ยงในกระชังควรค้านึงถึงขนาดของปลา และปริมาณที่ตลาด
ต้องการ (สถาบันวิจัย และพัฒนาพันธุกรรมสัตว์น้้า, 2540) 
 
การเลี ยงปลาวัยอ่อนเปน็ปลารุ่น และการเลี ยงปลาวัยรุ่นเป็นปลาขนาดตลาด 

การเลี้ยงปลาวัยอ่อนเป็นปลาวัยรุ่น การอนุบาลปลาวัยอ่อนถึงขนาด 50-100 กรัม นั้นเป็น
การเลี้ยงเพื่อส่งต่อไปยังผู้เลี้ยงปลาขนาดตลาดซึ่งจะด้าเนินการได้ทั้งในบ่อดินและกระชังในกระชัง 
เกษตรกรควรคัดขนาดทุก 4-6 สัปดาห์ เพื่อคัดปลาที่แคระแกร็นออก การเลี้ยงเริ่มจากขนาดประมาณ 
1 กรัม สามารถเลี้ยงในกระชังขนาดตา 1/2 นิ้ว ด้วยอัตราปล่อย 3,000 ตัว/ลูกบาศก์เมตร ใช้เวลา
ประมาณ 7-8 สัปดาห์ จะได้ปลาขนาดประมาณ 10 กรัม เพื่อน้าไปคัดและเลี้ยงต่อให้ได้ปลาขนาด 
25-30 กรัม ด้วยอัตราการปล่อย 2,500 ตัว/ลบ.ม. ประมาณ 5-6 สัปดาห์ ก็จะได้ปลาขนาดเฉลี่ย 25-
30 กรัม ตามต้องการ (กรมประมง, 2557) 

ในบ่อดิน บ่อดินที่ใช้ในการอนุบาลไม่ควรมีขนาดใหญ่นัก ขนาดบ่อที่เหมาะสมมีพื้นที่ 400-
800 ตารางเมตร ระดับน้้าในบ่อลึกประมาณ 0.8-1.0 เมตร อัตราการปล่อยลูกปลาขนาด 2-3 
เซนติเมตร ประมาณ 10,000 ตัวต่อพื้นที่ 400 ตารางเมตร ระยะเวลาในการอนุบาลลูกปลาประมาณ 
1-2 เดือน จะได้ลูกปลาขนาด 7-10 เซนติเมตร (กรมประมง, ม.ป.ป.-ข) 
 
การเลี ยงปลาวัยรุ่นเป็นปลาขนาดตลาด 

หลังจากอนุบาลลูกปลาได้ 12-14 สัปดาห์ ควรคัดขนาดเพื่อให้ได้ปลาที่จะไปเลี้ยงต่อมีขนาด
สม่้าเสมอ กล่าวคือจะได้ปลารุ่นขนาดประมาณ 50-60 กรัม ก่อนน้าไปเลี้ยงเป็นปลาขนาดตลาด (กรม
ประมง, 2557) 

การเลี้ยงปลานิลในกระชังจะให้ผลผลิตอยู่ระหว่าง 1,500 กิโลกรัมต่อกระชัง (กระชังขนาด 
4×6×2.5 เมตร และ 5×5×2.5 เมตร) โดยปล่อยปลาลงเลี้ยงความหนาแน่น 30 ตัว/ลูกบาศก์เมตร 
(ลูกปลาขนาด 30-50 กรัม) ระยะเวลาการเลี้ยงประมาณ 4-5 เดือน ก็จะได้ขนาด 800-900 กรัม/ตัว 
เป็นขนาดที่ตลาดต้องการ (กรมประมง, 2557) 

การเลี้ยงปลานิลในบ่อ ขนาดบ่อที่เลี้ยงอยู่ที่ 2-6 ไร่ ระดับน้้าลึกอยู่ที่ 100-180 เซนติเมตร 
ปล่อยปลาลงเลี้ยงความหนาแน่น 2,500-5,000 ตัวต่อไร่ ขนาดที่ปล่อย 1-50 กรัม ระยะเวลาการ
เลี้ยง 4-8 เดือน จับที่ขนาด 500-800 กรัม/ตัว ผลผลิตอยู่ที่ 1,200 กิโลกรัม/ไร่ (กรมประมง ,  
ม.ป.ป.-ข) 
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คุณภาพน ้าในการเลี ยงปลานิล 
 คุณสมบัติของน้้าที่จะน้ามาใช้ในการเลี้ยงปลา นับว่ามีความส้าคัญเพราะเป็นปัจจัยในการ
ด้ารงชีวิตของปลา หากปลาได้อาศัยอยู่ในน้้าที่มีคุณสมบัติดีมีความเหมาะสมก็จะท้าให้ปลาด้ารงชีวิต
อยู่ได้เป็นปกติ การเจริญเติบโตดี มีสุขภาพสมบูรณ์แข็งแรง ปราศจากโรค และปรสิต ดังนั้นการเลี้ยง
ปลาให้ได้ผลผลิตที่มีประสิทธิภาพสูงนั้น ควรค้านึงถึงการจัดการให้น้้าในบ่อมีคุณสมบัติที่ดี และมี
ความเหมาะสมต่อการด้ารงชีวิตของปลาเป็นส้าคัญส้าหรับคุณสมบัติของน้้าที่เหมาะสมต่อการเลี้ยง
ปลามีดังนี้ (ศูนย์วิจัย และพัฒนาประมงน้้าจืดตาก, 2553) 
 1. อุณหภูม ิ

อุณหภูมิของน้้าจะมีผลต่อกระบวนการต่าง ๆ ภายในร่างกายของปลาเป็นอย่างมาก เช่น 
การกินอาหาร การย่อยอาหารของปลา การเคลื่อนไหว การหายใจ การสืบพันธุ์ และการเจริญเติบโต 
นอกจากนี้ยังมีผลต่อปฏิกิริยาย่อยสลายอินทรีย์สารของแบคทีเรียในน้้าด้วย ซึ่งทั้งหมดนี้จะมีผล
โดยตรงต่อปริมาณ และคุณภาพของผลผลิตทั้งสิ้น ปลานิลสามารถทนต่อระดับอุณหภูมิได้ในช่วงกว้าง
คือ ตั้งแต่ 21.1- 42.0 องศาเซลเซียส แต่ถ้าอุณหภูมิน้้าต่้ากว่า 10 องศาเซลเซียส หรือสูงกว่า 42 
องศาเซลเซียส ปลานิลจะอยู่ได้ไม่นาน และท้าให้ตายได้ ปลานิลจะไม่กินอาหาร และไม่เจริญเติบโต
เมื่ออุณหภูมิต่้ากว่า 15 องศาเซลเซียส และจะไม่วางไข่ ที่อุณหภูมิต่้ากว่า 20 องศาเซลเซียส อุณหภูมิ
ที่เหมาะสมต่อการวางไข่ อยู่ระหว่าง 26-29 องศาเซลเซียส อุณหภูมิที่เหมาะสมในการเจริญเติบโต 
อยู่ระหว่าง 19-28 องศาเซลเซียส (อุดม, 2549) 
 2. ความเป็นกรดด่าง (pH) 

บ่อที่สร้างบริเวณดินเปรี้ยวมักจะท้าให้น้้าในบ่อเป็นกรด ในบ่อเลี้ยงปลาจะมีการ
เปลี่ยนแปลงของ pH ในรอบวันโดยแพลงค์ตอนพืช และพืชน้้า ใช้ก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์เพื่อ
สังเคราะห์แสงในตอนกลางวันท้าให้ค่า pH สูงขึ้น ส่วนในเวลากลางคืนมีเฉพาะการหายใจ พืชคาย
ก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ออกมา จึงท้าให้ค่า pH ลดลง น้้าที่เหมาะต่อการเลี้ยงปลาไม่ควรเปลี่ยนแปลง
ของ pH เกินกว่า 2 หน่วยในรอบวัน และน้้าที่มีค่า pH อยู่ระหว่าง 6.5-8.5 ก่อนพระอาทิตย์ขึ้นเป็นที่
เหมาะแก่การเลี้ยงปลามากที่สุด ส่วนในช่วง pH 4-6 และ 9-11 ปลาจะเจริญเติบโตช้า และอ่อนแอ 
เพราะในน้้าที่เป็นด่างมากปลาจะตาย และถ้าเป็นกรดปลาจะไม่อยากกินอาหารอัตราการเจริญเติบโต
ลดลง และมีความต้านทานต่อโรคต่้า อ่อนแอ และเป็นโรคง่าย แต่โดยทั่วไปปลานิลสามารถอาศัยอยู่
ได้ในระดับ pH ตั้งแต่ 7.2-8.3 หรือในช่วงเช้า pH 7 และชว่งบ่าย pH 10 ก็สามารถอาศัยอยู่ได้ 
 อย่างไรก็ตามการพิจารณาถึงผลของ pH ต่อปลานั้น นอกจากผลโดยตรงแล้วจะต้องพิจารณา
ถึงผลโดยอ้อมควบคู่กันไปด้วย เนื่องจากการเปลี่ยนแปลง pH ของน้้าจะไปมีผลต่อความเป็นพิษของ
สารพิษชนิดอ่ืน ๆ ด้วย เช่น แอมโมเนีย ไฮโดรเจนซัลไฟด์ เป็นตน้ (อุดม, 2549) 

3. ปริมาณออกซิเจนที่ละลายในน้้า (DO) 
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ปริมาณออกซิเจนที่ละลายในน้้า มีความส้าคัญมากที่สุดในการเลี้ยงปลา เนื่องจากปลา
ต้องใช้ออกซิเจนในการหายใจ ปริมาณออกซิเจนที่ละลายในน้้าที่เหมาะสมต่อการเจริญเติบโตของ
ปลามีค่าตั้งแต่ 3 ppm ขึ้นไป (วัดในตอนเช้ามืด) หากในน้้าที่มีออกซิเจนต่้าเกินไป ปลาก็จะลอยหัว
ขึ้นมาใช้ออกซิเจนจากผิวน้้า และอากาศ ซึ่งส่งผลให้ปลาเกิดอาการเครียดและการเจริญเติบโตลดลง 

ปัญหาการขาดออกซิเจนมักจะเกิดในบ่อที่มีสารอินทรีย์สะสมอยู่ในปริมาณมากซึ่ง
สารอินทรีย์เหล่านี้อาจมาจากเศษเหลือของอาหาร ของเสียจากปลา ตะกอนสารอินทรีย์ที่ติดมากับน้้า 
และแพลงค์ตอนพืชที่ตายลง ซึ่งจุดวิกฤตในการเกิดปัญหาการขาดออกซิเจน มักจะเป็นในช่วงเช้ามืดที่
ยังไม่มีการสังเคราะห์แสง (อุดม, 2549) 

4. ความเป็นด่าง (Alkalinity) 
ความเป็นด่างหมายถึง ความเข้มข้นของสารประกอบพวกด่างที่มีอยู่ในน้้า โดยมีปฏิกิริยา

สมดุลกับแคลเซียมคาร์บอเนต ระดับค่าความเป็นด่าง และความกระด้างที่เหมาะสมกับการเลี้ยงปลา 
อยู่ระหว่าง 20-300 ppm ถ้าหากต่้ากว่านี้สามารถท้าให้เพิ่มขึ้นโดยการใช้ปูนขาวโดยทั่วไปบ่อเลี้ยง
ปลาที่มีน้้าเหมาะสมต่อการเจริญเติบโต ควรมีค่าความเป็นด่าง สูงกว่า 100 ppm (อุดม, 2549) 
 5 แอมโมเนีย (NH3) 

ปริมาณแอมโมเนีย (Ammonia) ในบ่อปลาได้มาจากการถ่ายของเสียจากตัวปลาและจาก
การย่อยสลายอินทรียวัตถุโดยแบคทีเรีย ความเป็นกรดเป็นด่าง และอุณหภูมิของน้้า จะเป็นตัว
ควบคุมอัตราการแตกตัวของแอมโมเนีย คือ ถ้าความเป็นกรดเป็นด่างสูงจะท้าให้แอมโมเนียแบบที่ไม่
แตกตัวมีปริมาณเพิ่มมากขึ้น ซึ่งเป็นอันตรายต่อปลา ถ้าอุณหภูมิของน้้าเท่ากับ 30 องศาเซลเซียส 
ความเข้มข้นของแอมโมเนียทั้งหมดอาจสูงถึง 3.1 มิลลิกรัมต่อลิตร ได้โดยไม่เป็นพิษต่อปลา ในน้้าที่มี
ความเป็นกรดเป็นด่างเท่ากับ 7 แต่ถ้าความเป็นกรดเป็นด่างสูงถึง 9 แอมโมเนียทั้งหมดต้องไม่เกิน 
0.054 มิลลิกรัมต่อลิตร มิฉะนั้นแล้วปลาอาจเป็นอันตราย เนื่องจากพิษของแอมโมเนีย (มั่นสิน และ
ไพพรรณ, 2536) 
 
ระบบภูมิคุ้มกนัของปลา 
 ปลาจัดเป็นสัตว์มีกระดูกสันหลังชนิดแรกที่มีระบบภูมิคุ้มกันคล้ายกับสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนม คือ 
ประกอบด้วยระบบภูมิคุ้มกันแบบไม่จ้าเพาะ (Innate immune system) และภูมิคุ้มกันแบบจ้าเพาะ
(Adaptive immune system) องค์ประกอบของทั้งสองระบบ สามารถแบ่งออกได้เป็นภูมิคุ้มกันแบบ
พึ่งเซลล์ (Cell-mediated immunity หรือ CMI) และภูมิคุ้มกันแบบสารน้้าหรือสารที่อยู่ในเลือด 
(Humoral-mediated immunity หรือ HMI) การตอบสนองของระบบภูมิคุ้มกันแบบไม่จ้าเพาะเกิด
ได้อย่างรวดเร็ว แต่คงอยู่เพียงชั่วระยะเวลาสั้น ๆ ไม่มีความจ้าเพาะกับสิ่งแปลกปลอมและไม่มีการ
จดจ้า (No memory) ในขณะที่ระบบภูมิคุ้มกันแบบจ้าเพาะอาศัยการท้างานของเซลล์ลิมโฟไซต์ 
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ได้แก่ T และ B cells ถึงแม้การท้างานของลิมโฟไซต์จะใช้ระยะเวลานานในการกระตุ้นและตอบสนอง 
แต่มีความจ้าเพาะและสามารถจดจ้าสิ่งแปลกปลอมชนิดต่าง ๆ ท้าให้การตอบสนองในครั้งถัดมา มี
ความรวดเร็วและมีประสิทธิภาพมากกว่าครั้งแรก 
 อวัยวะที่เกี่ยวข้องกับระบบภูมิคุ้มกันในปลา 

ลักษณะส้าคัญของระบบภูมิคุ้มกันในปลาที่แตกต่างจากสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนม คือ ปลาไม่มี
ต่อมน้้าเหลือง (Lymph node) ไม่มีไขกระดูก (Bone marrow) ไม่มีการสร้าง Germinal centers 
ในอวัยวะน้้าเหลืองและไม่มีกระบวนการ Isotype switching ท้าให้ IgM เป็นแอนติบอดีหลักในการ
ควบคุมเช้ือโรคในปลา (Alvarez, 2008; Workenhe et al., 2010) 

อวัยวะที่ท้าหน้าที่ควบคุมการสร้างและพัฒนาของเซลล์เม็ดเลือดขาว ได้แก่ ไตส่วนหน้า 
(Anterior kidney) ม้าม (Spleen) และต่อมไทมัส (Thymus) (Workenhe et al., 2010) ไตส่วน
หน้าท้ าหน้ าที่ คล้ ายกับไขกระดูกในสัตว์ชั้ นสู ง  คือ  เป็นอวัยวะที่ รองรับการพัฒนาของ  
B lymphocytes คอยดักจับแอนติเจนในเลือด และเป็นแหล่งสร้างแอนติบอดี ม้ามเป็นแหล่งสร้าง
เม็ดเลือดในลูกปลาและท้าหน้าที่ดักจับแอนติเจนในเลือด ส่วนต่อมไทมัสเป็นอวัยวะที่รองรับการ
พัฒนาของ T lymphocytes นอกจากอวัยวะที่กล่าวแล้ว ตับ (Liver) ของปลา ยังท้าหน้าที่ผลิตสาร
น้้าที่เกี่ยวข้องในระบบภูมิคุ้มกัน เช่น โปรตีนเฉียบพลัน (Acute phase proteins) ซีรั่มโปรตีนและ
ส่วนประกอบต่าง ๆ ของระบบคอมพลีเม้นท์ (Complement proteins) (Huttenhuis et al., 2006) 
อวัยวะที่เกี่ยวข้องกับระบบภูมิคุ้มกันอีกกลุ่ม คือ ภูมิคุ้มกันบริเวณเยื่อบุทางเดินอาหาร (Gut 
associated lymphoid tissue; GALT)  ซึ่ งประกอบด้วยกลุ่มของเซลล์  ได้แก่  Lymphocytes 
macrophages และ Granulocytes (Rombout et al., 2011) 
 ระบบภูมิคุ้มกันแบบไม่จ้าเพาะในปลาสามารถแบ่งออกเป็น 3 ส่วน 
 1. ผิวหนังและเยื่อบุต่าง ๆ ซึ่งเป็นด่านแรกที่สัมผัสกับสิ่งแปลกปลอม บริเวณผิวหนังของปลา
มีการสร้างเมือก (Mucus) ซึ่งประกอบด้วยสารที่มีฤทธิ์ต่อต้านเชื้อแบคทีเรียหรือปรสิต ได้แก่ อิมมูโน
กลอบูลิน สารเปปไทด์ต้านจุลชีพ (Antimicrobial peptides) และไลโซไซม์ (Lysozyme) (Ellis, 
2001) สารกลุ่มนี้จะสร้างออกมามากขึ้นเมื่อปลามีการติดเชื้อ โดยจะสังเกตได้จากสีของล้าตัวปลามีสี
ขาวขุ่น และเมื่อเอามือลูบตามผิวหนังหรือเกล็ดจะพบลื่นกว่าปกต ิ
 2. สารน้้าต่าง ๆ (Innate humoral immune response) ได้แก่ ระบบคอมพลีเม้นท์ ซึ่งท้า
หน้าที่ท้าลายเชื้อโรคด้วยการท้าให้เกิดรูบนผิวเซลล์เป้าหมาย โปรตีน Lectins ที่ท้าหน้าที่ใน
กระบวนการ Opsonization และ Agglutination โปรตีนกลุ่ม C-reactive proteins และ serum 
amyloid P ซึ่งช่วยในกระบวนการรับรู้การติดเชื้อ สารเปปไทด์ต้านจุลชีพที่มีฤทธิ์ในการฆ่าเชื้อ
แบคทีเรีย และสารไซโตไคน์กลุ่ม interferon ที่ท้าหน้าที่กระตุ้นภูมิคุ้มกันต่อเชื้อไวรัส (Ellis, 2001; 
Magnadottir, 2006; Alvarez, 2008) 
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 3. เซลล์ (Innate cellular immune response) แบ่งเป็นเซลล์กลุ่มที่ท้าหน้าที่เก็บกินสิ่ง
แปลกปลอม (Phagocytic cells) ได้แก ่Macrophages และ Neutrophils การท้าลายสิ่งแปลกปลอม
อาศัยสารในกลุ่ม Reactive oxygen species และการท้างานของเอนไซม์ที่ออกฤทธิ์ย่อยท้าลาย
เซลล์เชื้อโรค เซลล์อีกชนิดที่พบในปลา คือ กลุ่ม Non-specific cytotoxic cells ซึ่งท้าหน้าที่คล้าย
กับ Natural killer cells คือท้าลายเซลล์ที่ติดเชื้อไวรัสและเซลล์มะเร็ง (Esteban et al., 2008) 
นอกจากเซลล์ที่กล่าวไปแล้ว ปลายังมีเซลล์ที่เกี่ยวข้องกับระบบภูมิคุ้มกันอื่น ๆ ได้แก่ Eosinophil, 
Dendritic cells และ Thromobocytes 
 ระบบภูมิคุ้มกนัแบบจ้าเพาะในปลาประกอบด้วย 
 1. สารน้้า ได้แก่ อิมมูโนกลอบูลิน หรือแอนติบอดี แอนติบอดีท้าหน้าที่ป้องกันการติดเชื้อใน
ซีรั่มและบริเวณเยื่อบุต่าง ๆ อิมมูโนกลอบูลิน ในปลาสร้างมาจาก B cells และ Plasma cells จาก
รายงานในปัจจุบันพบว่าปลามีแอนติบอดี 3 ประเภท คือ IgM, IgD และ IgT โดย IgM เป็นแอนติบอดี้
ที่มีบทบาทส้าคัญในเลือด IgD พบบนผิว ของ B cells ส่วน IgT ท้าหน้าที่คล้ายกับ IgA ในสัตว์เลี้ยง
ลูกด้วยนมโดยเกี่ยวข้องกับภูมิคุ้มกันบริเวณเยื่อบุ (Fillatreau et al., 2013) 
 2. เซลล์ลิมโฟไซต์แบ่งออกเป็น 2 ชนิดส้าคัญคือ B และ T cells โดย T cells แบ่งออกเป็น 
CD4+ และ CD8+ T cells (Laing and Hansen, 2011) หน้าที่ของ T cells ทั้ง 2 กลุ่มคล้ายกับใน
สัตว์ช้ันสูง คือ CD4+ T cells ท้าหน้าที่กระตุ้นการท้างานของเซลล์อื่น และ CD8+ T cells คอยตรวจ
และท้าลายเซลล์ที่ติดเชื้อไวรัส (Somamoto et al., 2009) การตอบสนองของ T cells อาศัยการ
น้าเสนอแอนติเจนบนโมเลกุลเรียก Major histocompatability complex (MHC) ทั้ง class I และ 
II โดยที่ dendritic cells เป็นเซลล์ส้าคัญในการน้าเสนอแอนติเจนต่อ T cells (Lugo et al., 2010) 
นอกจากเซลล์และสารชนิดต่าง ๆ แล้วการท้างานของระบบภูมิคุ้มกันและการกระตุ้นกระบวนการ

อักเสบในปลา ยังถูกควบคุมผ่านไซโตไคน์หลายชนิด เช่น interleukine- 1 (IL-1β) tumor 

necrosis factor-α(TNF-α), IL-2, IL-6, IL-18, และ type I and type II interferon 
 ไลโซไซม์ 
 ไลโซไซม์ (Lysozyme) เป็นเอนไซม์ชนิดหนึ่งในกลุ่ม Hydrolase มีคุณสมบัติในการตัดพันธะ 

β-1, 4 ไกลโคซิดิกระหว่าง N-acetylglucosamine และ N-acetylmuramic acid ซึ่งโพลิเมอร์
เหล่านี้เป็นองค์ประกอบของผนังเซลล์แบคทีเรียท้าให้ผนังเซลล์เกิดรอยแยกได้ ไลโซไซม์จึงเป็น
เอนไซม์ที่ในการป้องกันเชื้อโรค ซึ่งเกี่ยวข้องกับการก้าจัดแบคทีเรียที่ส้าคัญของระบบภูมิคุ้มกันแบบ
ไม่จ้าเพาะ โดยสามารถท้าลายมิวโคพอลิแซ็กคาไรด์ที่ผนังเซลล์แบคทีเรียแกรมบวกท้าให้เซลล์เกิด
รอยแยก ส่วนผนังเซลล์ชั้นนอกสุดของแบคทีเรียแกรมลบเป็นพวกลิโพโปรตีน แต่ถ้ามีแอนติบอดีกับ
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คอมพลีเมนต์เข้าช่วยท้าลายชั้นลิโพโปรตีนก่อน ไลโซไซม์ผลิตมาจากเซลล์ที่ท้าหน้าที่จับสิ่ง
แปลกปลอม แล้วปล่อยมาในกระแสเลือดซึ่งจะอยู่ในส่วนของน้้าเลือด (Delmo et al., 1997) 
 ในสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนม ไลโซไซม์จะย่อยสลายผนังเซลล์แบคทีเรียแกรมบวกได้ดีกว่าแกรมลบ 
ในปลาจะสามารถย่อยสลายผนังเซลล์แบคทีเรียได้ดีทั้งแกรมบวกและแกรมลบ (Jolles andJolles, 
1975) เม็ดเลือดขาวชนิด Monocyte, Macrophages และ Polymorphonuclear granulocyte 
ในปลาสามารรถสังเคราะห์และหลั่งไลโซไซม์ออกมาได้ ที่เนื้อเยื่อไตส่วนหน้าของ Hematopoietic 
portion จะพบเอนไซม์ชนิดนี้ค่อนข้างมากเพราะว่าที่บริเวณดังกล่าวมีเม็ดเลือดขาวเป็นจ้านวนมาก 
(Murray and Fletcher, 1976) กิจกรรมของไลโซไซม์ (Lysozyme activity) ขึ้นอยู่กับความสมบูรณ์
ของร่างกายหรือตัวปลา ความเครียด เพศ ฤดูกาล อุณหภูมิ และความสมบูรณ์ทางเพศ (Alexander, 
1985) 
 กระบวนการฟาโกโซโตซิส  
 การท้าลายเชื้อโรคและสิ่งแปลกปลอมของเซลล์เม็ดเลือดขาว โดยผ่านทางกระบวนการฟาโก
ไซโตซิส (Phagocytosis) เป็นการจับกินและท้าลายสิ่งแปลกปลอมของ Phagocytic cell ซึ่ง 
Phagocytic cell จะแบ่งออกเป็น 2 ชนิดคือ 1. เม็ดเลือดขาวพวกโมโนไซท์ที่สามารถเปลี่ยนแปลง
เป็นแมคโครฟาจ (Macrophage) ได้ โดยจะพบโมโนไซท์ในระบบเลือด ส่วนแมคโครฟาจจะพบทั่วไป
ในเนื้อเยื่อของต่อมน้้าเหลือง 2. Polymorphonuclear granulocyte ประกอบด้วยเม็ดเลือดขาว
พวกนิวโทรฟิล อีโอสิโนฟิล และเบโซฟิล (ยิ่งมณ,ี ม.ป.ป.) 
 กระบวนการฟาโกไซโตซิส คือ การกลืนกินท้าลายสิ่งแปลกปลอมและการก้าจัดเศษเซลล์ที่
ตายแล้ว โดยถูกกระตุ้นการท้างานได้จากสารหรือช้ินส่วนของแบคทีเรีย C5a (ซึ่งเกิดจากกระบวนการ
ตรึงคอมพลีเมนต์) และสารคัดหลั่งจากเซลล์ (Cytokine) บางชนิด (โสมทัต, 2538) ขั้นตอนแรกเริ่ม
ด้วยการเคลื่อนที่จับเชื้อโรคเข้ากับผิวเซลล์ฟาโกไซต์ ซึ่งต้องการอนุภาคประจุบวก เช่น Ca2+, Mg2+ 
การเข้าจับกันนี้จะดีขึ้นถ้ามีออพโซนิน (Opsonin) เป็นสารที่ช่วยส่งเสริมให้เกิดฟาโกไซโตซิส เช่น 
โมเลกุลของแอนติบอดี และโปรตีน C3 ที่ได้จากกระบวนการคอมพลีเมนต์ หลังจากนั้นเซลล์ฟาโกไซต์
จะยื่นเท้าเทียม (Pseudopod) ออกไปล้อมรอบเชื้อโรค เยื่อหุ้มเซลล์ของฟาโกไซต์จะมาเชื่อมกัน ท้า
ให้เชื้อโรคหลุดเข้ามาในเซลล์กลายเป็นฟาโกโซม (Phagosome) ต่อมา Lysosome หรือ Granule 
ของฟาโกไซต์จะเคลื่อนมารวมกับฟาโกโซมกลายเป็น Phagolysosome แล้วปล่อยเอนไซม์ออกมา
ย่อยเชื้อโรค หลังจากนั้นจะปล่อยส่วนที่ถูกท้าลายแล้วออกนอกเซลล์ การย่อยเชื้อโรคและสิ่ง
แปลกปลอมด้วยกลไก 2 แบบ คือ แบบใช้ออกซิเจนและไม่ใช้ออกซิเจน 
 1. กลไกใช้ออกซิเจน (Oxidative mechanism) เมื่อเกิดการบุกรุกของแบคทีเรียท้าให้ 
Phagocytic cell เพิ่ มปริมาณการใช้ออกซิ เจนอย่างมาก เรียกว่า  Respiratory burst หรือ 
Oxidative burst โดยการท้างานของเอนไซม์ NADPH oxidase และออกซิเจน จะถูกเปลี่ยนไปเป็น
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ซุปเปอร์ออกไซด์แอนไอออน Superoxide anion (O-2) ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (Hydrogen 
peroxide, H2O2) สามารถให้ออกซิเจนและไฮโดรเจนอิสระได้ ซึ่งมีประสิทธิภาพสูงในการฆ่า
แบคทีเรีย อีกทั้งเซลล์เม็ดเลือดขาวที่มีแกรนูล มีการปล่อยเอนไซม์ Myeloperoxidase ออกมาเพื่อ
ไปกระตุ้นไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์กับซุปเปอร์ออกไซด์ให้เปลี่ยนรูปไปเป็น Chloramines และ 
Singlet oxygen นอกจากนี้การท้างานร่วมกันระหว่างไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์กับซูปเปอร์ออกไซด์
แอนไอออน และเฮไลด์ไอออน (Halide ion) ก่อให้เกิดปฏิกิริยาแทนที่ด้วยธาตุแฮโลเจน (ธาตุอโลหะ
จ้าพวกฟลูออรีนคลอรีน ไอโอดีน โบรมีน) ซึ่งมีศักยภาพในการฆ่าท้าลายทั้งแบคทีเรียและไวรัส 
(Verlhac et al., 1996) 
 

 

ภาพที่ 1 Respiratory burst โดยการท้างานของเอนไซม์ NADPH oxidase 
ที่มา : Riechelmann (2004) 
 
 2. กลไกไม่ใช้ออกซิเจน เป็นวิธีการย่อยท้าลายเซลล์สิ่งแปลกปลอมโดยอาศัยสารที่มีอยู่ใน

แกรนูลของเซลล์ฟาโกไซต์ในการท้าลายจุลชีพ เช่น Cationic protein มีฤทธิ์ท้าให้เยื่อหุ้มเซลล์ของ

แบคทีเรียมีความสามารถในการซึมผ่านได้เพิ่มขึ้น (Permeability) Lactoferrin จะแย่งจับธาตุเหล็ก

ซึ่งจ้าเป็นต่อการด้ารงชีพของแบคทีเรียเชื้อรา และ Lysozyme มีฤทธิ์ย่อย Mucopeptide ที่ผนัง

เซลล์ของแบคทีเรีย (ยิ่งมณ,ี ม.ป.ป.) 
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ภาพที่ 2 กระบวนการฟาโกไซโตซิส 
ที่มา : Todar (2006) 
 
ความส้าคัญของโปรไบโอติกกับการเลี ยงสัตว์น ้า 
 โปรไบโอติก คือ จุลินทรีย์ที่มีชีวิตซึ่งเมื่อบริโภคเข้าไปในปริมาณที่เหมาะสมจะให้ผลดีต่อ
สุขภาพ ช่วยเพิ่มภูมิคุ้มกันและป้องกันปลาจากเชื้อโรค มีความปลอดภัยต่อปลาและผู้บริโภคปลา ไม่
เป็นเชื้อก่อโรค โปรไบโอติกที่มีศักยภาพในการน้าใช้มาผสมอาหารปลา ได้แก่ Bacillus sp., 
Lactobacillus brevis, L.  collinoides, L.  coryniformis, L.  Farciminis, Psychrobacter 
namhaensis และ Pseudomonas fluorescens ซึ่งสามารถแยกได้จากทางเดินอาหารปลานิล น้้า
และดินในบ่อเลี้ยงปลา (Duca et al., 2015) 
 
กลไกการท้างานของโปรไบโอติก 

ความสามารถในการรวมกลุ่มและยึดเกาะ 
โปรไบโอติกให้ผลเหมือนสารกระตุ้นภูมิคุ้มกันชนิดอื่น คือ ช่วยเสริมสร้างภูมิคุ้มกัน เพิ่มการ

เจริญเติบโต ท้าให้เกิดสมดุลของจุลินทรีย์ในทางเดินอาหาร (Merrifield et al., 2010) แต่โปรไบโอ
ติกเป็นสิ่งมีชีวิต หากมีการคงอยู่หรือเพิ่มจ้านวนในตัวปลา อาจจะท้าให้ประสิทธิภาพการท้างานดีกว่า
สารกระตุ้นที่ไม่มีชีวิต จุลินทรีย์โปรไบโอติกจะแก่งแย่งพื้นที่ยึดเกาะกับเชื้อที่ก่อโรคและสามารถ
กระตุ้นภูมิคุ้มกัน (Newaj et al., 2014) การพบ B. amyloliquefaciens ในทางเดินอาหารของปลา
นิลแสดงให้เห็นถึงการรวมกลุ่มของแบคทีเรียซึ่งมีความจ้าเป็นในการท้างาน (Ridh a and Azad, 
2012) จุลินทรีย์โปรไบโอติกมีชีวิตในทางเดินอาหารปลานิลนานถึง 48 ชั่วโมง หลังปลากินเข้าไป 
(Shelby et al., 2006) ปลานิลที่ได้อาหารผสม B. subtilis C-3102 จะมีปริมาณของเชื้อแบคทีเรียที่
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ทางเดินอาหารเพิ่มขึ้น มีการท้างานของไซโตไคน์เพิ่มขึ้น ( IL-1b, TGF-b และ TNF-a) แต่มีการลดลง
ของฮีทช็อคโปรตีน (HSP70) ซึ่งท้าหน้าที่ช่วยในการม้วนพับโปรตีน ไม่ให้โปรตีนเสียสภาพเมื่อโดน
ความร้อน ช่วยในการสร้างภูมิคุ้มกันเมื่อร่างกายอยู่ในสภาพแวดล้อมที่ไม่เหมาะสม  (He et al., 
2013) 

การตอบสนองของระบบภูมิคุ้มกันเพิ่มขึ น 
การใช้โปรไบโอติกมีส่วนช่วยกระตุ้นภูมิคุ้มกันแบบไม่จ้าเพาะของปลานิล โดยปลาที่ได้รับ

อาหารผสมโปรไบโอติก B. subtilis, S. cerevisiae และ A. oryzae จะมีเม็ดเลือดแดงที่แข็งแรง
สมบูรณ์ ระดับเม็ดเลือดขาวที่สูงขึ้นและมีการท้างานของ Respiratory burst activity ดีขึ้น 
(Iwashita et al., 2015) ความหนาแน่นของปลาที่เลี้ยงมักเป็นสาเหตุที่ก่อให้เกิดความเครียดและ
อาจจะท้าให้ปลาโตช้าลง การให้โปรไบโอติกเหมาะส้าหรับการเลี้ยงสัตว์น้้าในความหนาแน่นที่สูง 
พบว่า ปลานิลที่ให้อาหารผสม B. subtilis ที่เลี้ยงในความหนาแน่นที่สูง (ปลา 62.50 ตัวต่อตาราง
เมตร ปลาขนาดเฉลี่ยตัวละ 32 กรัม) มีปริมาณไลโซไซม์ต่้าลง (Telli et al., 2014) ทั้ง B. pumilus 
และ P. fluorescens ช่วยปรับการตอบสนองของการกระตุ้นภูมิคุ้มกันปลานิล (Eissa and Abou-
ElGheit, 2014) 

ความสามารถในการคุ้มกันโรค 
โปรไบโอติกจาก Bacillus sp. ช่วยลดปริมาณเชื้อแบคทีเรีย Aeromonas spp. และ 

Pseudomonas spp. ในทางเดินอาหารปลานิล (Duca et al., 2013) ในขณะที่เชื้อ B. pumilus 
และ P. fluorescens ช่วยท้าให้ปลามีสุขภาพดีและมีความสามารถในการต้านทานโรคที่ดีขึ้น (Eissa 
and Abou, 2014) ปลาที่ได้รับอาหารผสม B. subtilis จะมีความสามารถในการต้านทานแบคทีเรีย 
Streptococcus agalactiae สูงขึ้น ในขณะที่ปลาที่ ได้รับอาหารผสม L. brevis ช่วยป้องกัน
แบคทีเรีย Aromonas hydrophila (Liu et al., 2013) ปลานิลที่ได้รับอาหารมี L. acidophilus 

ผสมอยู่สามารถช่วยกระตุ้นภูมิคุ้มกัน โดยศึกษาจากการแสดงออกของยีน IL-1β และ transferrin 
เมื่อทดสอบความต้านทานเช้ือ A. hydrophila (Villamil et al., 2014) พบว่าอัตรารอดชีวิตของปลา
นิลหลังจากได้รับเหนี่ยวน้าให้เกิดโรคกับเชื้อ A. hydrophila และ S. iniae ในปลากลุ่มที่ได้กิน
อาหารผสม B. subtilis, S. cerevisiae และ A. oryzae เพิ่มมากขึ้น (Iwashita et al., 2015) พบว่า
จุลินทรีย์ L. plantarum JCM 1149 ลดความรุนแรงของการติดเชื้อ A. hydrophila NJ-1 ในล้าไส้
ปลานิลลูกผสม (Ren et al., 2013) โปรไบโอติกจากเชื้อ B. pumilus ช่วยควบคุมการติดเชื้อ
แบคทีเรีย A. hydrophila (Aly et al., 2008) อาหารที่เสริมยีสต์ลดการตายของปลา (Abdel et al., 
2008) 

 
 



 15 

การเร่งการเจริญเติบโตและเพิ่มอัตรารอด 
ปลานิลที่ได้อาหารผสมจุลินทรีย์โปรไบโอติก 3 ชนิดมีกินอาหารดีขึ้น ท้าให้การดูดซึมอาหาร

เพิ่มขึ้น อัตราการเจริญเติบโตดีและอัตราแลกเนื้อต่้าลง (Newaj et al., 2014) Eissa and Abou 
(2014) รายงานว่า การท้างานของเอนไซม์อะไมเลส โปรเตสและไลเปสในล้าไส้ปลานิลที่กินอาหาร
เสริม B. subtilis และ L. rhamnosus ดีขึ้น ซึ่งอาจจะมีส่วนท้าให้ปลาโตได้ดีขึ้น โปรไบโอติกจากเช้ือ 
Enterococcus faecium ช่วยเพิ่มน้้าหนักปลานิล (Wang et al., 2008) ส่วนโปรไบโอติกจากเชื้อ   
B. amyloliquefaciens นอกจากเพิ่มการเจริญเติบโตแล้วยังท้าให้อัตราแลกเนื้อลดลง (Ridha and 
Azad, 2012) โปรไบโอติก B. pumilus ท้าให้อัตราเจริญเติบโตปลานิลดีขึ้น (Aly et al., 2008) ปลา
นิลที่ ได้รับอาหารผสม L. acidophilus มีอัตรารอดที่สูงขึ้นเมื่อทดสอบกับเชื้อแบคทีเรีย A. 
hydrophila (Villamil et al., 2014) อัตรารอดของปลาสูงขึ้นหลังจากให้อาหารผสม B. subtilis 
หรือ L. acidophilus นาน 1 ถึง 2 เดือน (Aly et al., 2008) ยีสต์ S. cerevisiae ท้าให้ปลามีการ
เจริญเติบโตที่ดีขึ้นมากกว่าการใช้โปรไบโอติก S. faecium ผสมกับ L. acidophilus (Meurer et al., 
2006) 

 
แหล่งที่มาของโปรไบโอติก 

จุลินทรีย์หลายชนิดทั้งแบคทีเรียแกรมลบและแกรมบวกถูกน้ามาใช้เป็นโปรไบโอติกในธุรกิจ
เพาะเลี้ยงสัตว์น้้า เช่น Lactobacili, Lactococci, Leuconostoc, Enterococci, Carnobacteria, 
Shewanelli, Bacilli, Aeromonas, Vibrio, Enterobacter, Pseudomonas, Clostridium แ ล ะ 
Saccharomyces (Nayak, 2010) ซึ่งจุลินทรีย์เหล่านี้จะพบได้ทั่วไปในทางเดินอาหารของสัตว์ 
(Newaj et al., 2014) มีการแยกจุลินทรีย์โปรไบโอติกจากล้าไส้ปลานิล น้้าและดินในบ่อเลี้ยงปลา 
(Apun et al., 2009) หรือแม้แต่จากอวัยวะสืบพันธุ์ El-Rhman et al. (2009) มีรายงานการศึกษา
พบว่า เชื้อแบคทีเรีย P. fluorescens, Aeromonas และ Vibrio ซึ่งก่อให้เกิดโรคในสัตว์น้้าบางชนิด 
แต่หากแยกจากปลานิลที่อาศัยในแหล่งน้้ากร่อย สามารถน้ามาเป็นโปรไบโอติกส้าหรับปลานิลที่เลี้ยง
ในน้้าจืดได้ (Eissa and Abou, 2014) จุลินทรีย์หลายชนิดถูกผลิตและจ้าหน่ายในเชิงพาณิชย์ (Ng et 
al., 2014) 
 

งานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 
 วิลาวัณย์ และคณะ (2554) ศึกษาผลของการเสริมคิว.พี.โปรไบโอติกต่อการเจริญเติบโตของ
ปลานิล โดยใช้คิว.พี.โปรไบโอติกผสมในอาหารเม็ดส้าเร็จรูปที่มีระดับความเข้มข้นแตกต่างกัน 3 
ระดับ คือ 0, 0.5 และ 1 เปอร์เซ็นต์ พบว่า ปลาที่ได้รับคิว.พี.โปรไบโอติกผสมในอาหารเม็ดส้าเร็จรูป 
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ความเข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์ มีค่าเฉลี่ยน้้าหนักเพิ่มขึ้นสูงสุด คือ 86.52±6.217 กรัม ค่าเฉลี่ยอัตราการ
เจริญเติบโตจ้าเพาะของปลานิลพบว่า ปลาที่ได้รับคิว.พี.โปรไบโอติกผสมในอาหารเม็ดส้าเร็จรูปความ
เข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์ มีค่าเฉลี่ยอัตราการเจริญเติบโตจ้าเพาะดีที่สุด คือ 2.01±0.116 กรัมต่อวัน ส่วน
ค่าเฉลี่ยความอุดมสมบูรณ์ และค่าเฉลี่ยอัตราการรอดตายของปลานิลที่ได้รับคิว.พี.โปรไบโอติกผสมใน
อาหารเม็ดส้าเร็จรูปที่มีระดับความเข้มข้นแตกต่าง 3 ระดับ พบว่าไม่มีความแตกต่างกันอย่างมี
นัยส้าคัญทางสถิติ (P>0.05) 
 Apun et al. (2009) ศึกษาผลของการใช้แบคทีเรียโปรไบโอติก Bacillus sp. และแบคทีเรีย
กลุ่ม  lactic acid bacteria (LAB)  ที่มีผลต่อการเจริญเติบโต และการรอดตายของปลานิล 
Oreochromis niloticus ภายใต้สภาวะความหนาแน่นสูงและอุณหภูมิ โดยโปรไบโอติกที่ใช้ถูกแยก
จากปลานิลและจากการเพาะเลี้ยงเชื้อ ใช้เวลาการทดลองทั้งหมด 134 วัน เลี้ยงด้วยอาหารส้าเร็จรูป 
โดยผสมโปรไบโอติกในอาหารและใส่แบคทีเรียลงในน้้า สรุปผลการทดลองได้ว่า ไม่ว่าจะเป็นอย่างใด
อย่างหนึง่หรือผสมรวมกัน ช่วยเพ่ิมการเจริญเติบโตและอัตรารอดของปลานิล 
 Telli et al. (2014) ได้ทดลองเป็นเวลา 84 วัน โดยใช้อาหารที่ผสมโปรไบโอติก B. subtilis 
เพื่อทดสอบประสิทธิภาพการเจริญเติบโตและภูมิคุ้มกันแบบไม่จ้าเพาะในปลานิล Oreochromis 
niloticus ระดับ Lysozyme ในกลุ่มควบคุม พบต่้ากว่าในกลุ่มที่เสริมโปรไบโอติก การเสริมอาหาร
ด้วยโปรไบโอติก B. subtilis ความเข้มข้น 5 X 106 CFU/กรัม ผสมในอาหาร จะช่วยกระตุ้นภูมิคุ้มกัน
แบบไม่จ้าเพาะ 
 Aly et al. (2008) ทดลองการเป็นโปรไบโอติกของแบคทีเรีย 2 ชนิดคือ  Bacillus subtilis 
และ Lactobacillus acidophilus เพื่อช่วยกระตุ้นระบบภูมิคุ้มกัน และการตอบสนองต่อการติดเชื้อ 
ในปลานิล พบว่าการเสริม Bacillus subtilis และ Lactobacillus acidophilus ท้าให้ปลามีอัตรา
รอดและการเจริญเติบโตเพิ่มขึ้นอย่างมีนัยส้าคัญ สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ A. 
hydrophila จ ากการทดสอบ  Nitroblue tetrazolium (NBT)  neutrophil adherence และ 
Lysozyme activity พบว่ากลุ่มที่ได้รับโปรไบโอติกเพิ่มขึ้นอย่างมีนัยส้าคัญหลังจากเลี้ยง 1 และ 2 
เดือนเมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุมที่ไม่ได้ให้โปรไบโอติก 
 Iwashita et al. (2015) ศึกษาผลของการให้อาหารที่ผสมโปรไบโอติก Bacillus subtilis, 
Aspergillus oryzae และ Saccharomyces cerevisiae ต่อระบบภูมิคุ้มกัน และความทนทานต่อ
โรคของปลานิล ในการทดลองแบ่งออกเป็น 3 ชุดการทดลอง ชุดการทดลองละ 5 ซ้้า โดยกลุ่มแรกให้
อาหารปกติ กลุ่มที่สองให้อาหารผสม B. subtilis 1.5 x 109 CFU/กรัม S. cerevisiae 109 CFU/กรัม 
และ A. oryzae 2 × 109 CFU/กรัม  และกลุ่มที่สามให้ B. subtilis 3.0 × 109 CFU/กรัม , S. 
cerevisiae 2.0 × 109 CFU/กรัม และ A. oryzae 4.0 × 109 CFU/กรัม เป็นเวลา 4 สัปดาห์ จากนั้น
ตรวจวัดค่า Respiratory burst activity เซลล์เม็ดเลือดขาว และค่าทางโลหิตวิทยา ที่สัปดาห์ที่ 4, 5 
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และ 6 ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าการใช้แบคทีเรีย B. subtilis, A. oryzae และ S. cerevisiae ท้า
ให้ปลานิลมีปริมาณเม็ดเลือดขาวสูงขึ้นและมีความสามารถในการจับกินสิ่งแปลกปลอม 
 Ridha and Azad (2012) ศึกษาการให้อาหารที่ผสมแบคที เรีย 2 ชนิด คือ Bacillus 
amyloliquefaciens และ Lactobacillus sp เลี้ยงเป็นเวลา 99 วัน และให้อาหารปกติต่ออีก 61 
วัน ต่อการเพิ่มประสิทธิภาพการเจริญเติบโต อัตราแลกเนื้อ ระบบภูมิคุ้มกัน และค่าทางโลหิตวิทยา 
พบว่าชุดที่ให้อาหารที่ผสมโปรไบโอติก มีการเจริญเติบโตและ อัตราการแลกเนื้อที่ดีกว่าชุดควบคุมที่
แตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญ หลังจากที่ปลาได้รับอาหารปกติเป็นเวลา 61 วันแล้ว ปลาชุดการทดลองที่
ให้อาหารผสม Bacillus amyloliquefaciens มีการเจริญเติบโต และอัตราการแลกเนื้อที่ดีที่สุด ใน
ชุดการทดลองที่เสริมโปรไบโอติกสามารถกระตุ้นระบบภูมิคุ้มกันได้ดีกว่าชุดควบคุม แต่ค่าทางโลหิต
วิทยาไม่แตกต่างกัน อีกทั้งยังพบว่าแบคทีเรีย B. amyloliquefaciens จะยังคงอยู่ในทางเดินอาหาร
ปลานิลแม้ว่าจะหยุดการให้อาหารผสมแบคทีเรียดังกล่าว แต่โปรไบโอติก Lactobacillus spp. จาก
โยเกิร์ตจะไม่คงอยู่ในทางเดินอาหาร 
 Standen et al. (2015) ศึกษาการเสริมโปรไบโอติกหลายชนิดร่วมกัน เพื่อเสริมสร้างการ
เจริญเติบโตและปรับสมดุลจุลินทรีย์ในล้าไส้ปลานิล ใช้ผลิ ตภัณฑ์โปรไบโอติกชื่อ AquaStar® 
Growout หลังจากท้าการทดลองหกสัปดาห์พบว่าในกลุ่มที่ให้โปรไบโอติกที่ 3 กรัม/อาหาร 1 กก. มี
น้้ าหนัก เพิ่ มขึ้ น  พบการแสดงออกของยีน ต์  caspase-3  PCNA และ HSP70 TLR2 , pro-
inflammatory cytokines TNFa, IL-1b, anti-inflammatory cytokines TGFb, และ IL-10 สูงขึ้น
แตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญ เมื่อเทียบกับชุดควบคุม 
 Shelby et al. (2006) ได้ทดลองในปลานิลรุ่น ด้วยการเสริมอาหารด้วยผลิตภัณฑ์โปรไบโอ
ติก พบว่าโปรไบโอติกสามารถคงอยู่และมีชีวิตในล้าไส้ปลานิลนานถึง 48 ชั่วโมงหลังการให้อาหาร
ผสมโปรไบโอติก 
 He et al. (2013) รายงานว่า การใช้โปรไบโอติกช่วยกระตุ้นภูมิคุ้มกันแบบไม่จ้าเพาะ ได้แก่ 
การกระตุ้นการท้างานของการจับกินสิ่งแปลกปลอม (Phagocytosis) ซึ่งอาจจะดูจากการท้างานของ
เซลล์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์หรือการเกิดปฏิกิริยา Respiratory burst activity และการท้างานของไล
โซไซม์ การท้างานของเอนไซม์เปอร์ออกซิเดส (Peroxidase) การท้างานของคอมพลีเมนต์ 
(Complement activity) การให้อาหารผสม B. subtilis C-3102 แก่ปลานิลลูกผสมท้าให้การท้างาน

ของไซโตไคน์ในล้าไส้เพิ่มสูงขึ้น (IL-1b, TGF- β และ TNF- α) 
 
 
 



 

บทที่ 3 
วิธีการด้าเนินการวิจัย 

 
ขอบเขตของการวิจัย 

 
 โปรไบโอติกที่น้ามาใช้เป็นผลิตภัณฑ์ที่สามารถยับยั้งแบคทีเรียก่อโรคในกุ้งทะเล ด้วยการ
สร้างสารยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย (Bacteriocin) ช่วยให้ลูกกุ้งขาววัยอ่อน มีอัตรารอดสูงถึง 90% ทนต่อ
ความเครียดที่เกิดจากสภาพแวดล้อมเปลี่ยนแปลงได้ดี เมื่อน้าไปผสมในอาหารให้กิน สามารถตรวจ
พบได้ในทางเดินอาหาร ช่วยเพิ่มอัตราการเจริญเติบโต อัตรารอด และกระตุ้นภูมิคุ้มกัน มีการใช้อย่าง
กว้างขวางในการเลี้ยงกุ้งทะเล 
 อย่างไรก็ตามยังไม่มีการใช้ในการเลี้ยงปลานิลมากนัก เนื่องจากเกษตรกรกังวลเรื่องต้นทุนที่
สูงขึ้น และเกรงว่า จะไม่คุ้มค่าในการลงทุน งานวิจัยนี้ต้องการค้นหาปริมาณและความถี่ของการใช้
ผลิตภัณฑ์จุลินทรีย์โปรไบโอติกซึ่งมีจุลินทรีย์หลัก คือ Bacillus subtilis งานวิจัยนี้จะท้าการทดลอง
จริงในกระชังและบ่อปลานิลของเกษตรกร โดยจัดท้าเป็นกลุ่มการเรียนรู้การเลี้ยงปลานิลไปพร้อมกัน
ด้วย ภายใต้การดูแลใกล้ชิดของเกษตรกรผู้เลี้ยงปลา นักวิชาการ อาจารย์และเจ้าหน้าที่ส่งเสริมของ
บริษัทกรีนเทค จะเก็บข้อมูลตั้งแต่การเตรียมบ่อ จนถึงการจับจ้าหน่าย มีการสุ่มปลาและน้้าเพื่อ
ตรวจสอบเป็นระยะ ๆ รวมทั้งตรวจวัดผลผลิตและวิเคราะห์ผลตลอดการด้าเนินงาน 
 

ระเบยีบวิธีวิจยั 
 
การทดลองในกระชังปลา แม่น ้าน่าน 
 อาหารทดลอง 
 งานทดลองนี้จะศึกษาในกระชังเลี้ยงปลาของเกษตรกรในแม่น้้าน่าน เขตจังหวัดพิษณุโลก 
กระชังขนาด 3×6×2 ตารางเมตร ใช้อาหารเม็ดส้าเร็จรูปส้าหรับปลานิลที่เกษตรกรนิยมใช้ ผสมกับ
จีไบโอติก ที่ปริมาณความเข้มข้น 2, 5 และ 10 มล./อาหาร 1 กก. ผึ่งลมให้แห้งสนิท ก่อนเก็บไว้ในที่
ร่มจนกว่าจะน้าไปใช้ เตรียมอาหารใหม่ทุก 1 วัน ให้อาหารจนอิ่ม แบ่งเป็น 4 เวลา สามารถ
ปรับเปลี่ยนวิธีการได้ตามสภาพแวดล้อม 
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 การให้อาหาร 
ปล่อยปลานิลแดงขนาดเฉลี่ยเริ่มต้น 59.87±3.63 กรัม ความหนาแน่น 32 ตัว/ลบ.ม. จ้านวน 

13 กระชัง โดยให้อาหารผสมจีไบโอติก 0 (ชุดควบคุม) จ้านวน 4 กระชังและ 2 , 5 และ 10 มล./
อาหาร 1 กก. (จ้านวน 3 กระชังแต่ละความเข้มข้น) วางแผนการทดลองแบบสุ่มตลอด (CRD) ที่มี
จ้านวนซ้้าไม่เท่ากัน ให้อาหารจนอิ่ม เลี้ยงนาน 157 สุ่มปลาเพื่อวัดการเจริญเติบโตทุก 2 สัปดาห์และ
ปรับปริมาณอาหาร ตรวจวัดคุณสมบัติของน้้าทุกสัปดาห์ หลังจากเลี้ยงเป็นเวลา 157 วัน บันทึก
น้้าหนักปลาทั้งหมด อัตรารอด อัตราแลกเนื้อ 

การวิเคราะหต์้นทุน 
การวิเคราะห์ต้นทุนโดยวิธีทางเศรษฐศาสตร์ ดังนี้ ต้นทุนผันแปร = ค่าพันธุ์ปลา+ค่าอาหาร

ปลา+ค่าโปรไบโอติก 
การวิเคราะหข์้อมูลทางสถติ ิ
การวิเคราะห์ข้อมูลอัตราการเจริญเติบโต น้้าหนักผลผลิต อัตราการเปลี่ยนอาหารเป็นเนื้อ 

ค่าภูมิคุ้มกันและค่ากิจกรรมไลโซไซม์หลังจากที่ได้รับเชื้อแบคทีเรียของแต่ละกระชัง เปรียบเทียบ
ความแตกต่างของค่าเฉลี่ยด้วยวิธี Tukey’s Multiple Comparison test ที่ระดับความเช่ือมั่น 95 % 
โดยโปรแกรม SPSS รุ่น Ver. 15.0 วิเคราะห์หาค่าเฉลี่ย ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน และความแปรปรวน
แบบทางเดียว (One way analysis of variance) ท้าการเปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉลี่ยด้วย
วิธี Tukey’s Multiple Comparison test ที่ระดับความเช่ือมั่น 95 % โดยโปรแกรม SPSS รุ่น 15.0 

การวิเคราะห์ต้นทุนวิเคราะห์ข้อมูลตามหลักสถิติ โดยใช้ สถิติพรรณนา (Descriptive 
statistic) ได้แก่ ร้อยละ และ ค่าเฉลี่ย 

ระยะเวลาในการวิจัยและสถานที่ด้าเนินการ 
ระยะเวลา   ระยะเวลา 6 เดือน ตั้งแต่เดือน พฤษภาคม 2560 – เดือน ตุลาคม 2561 
สถานที่ด้าเนินงาน   กระชังปลาแม่น้้าน่าน จังหวัดพิษณุโลก 
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การทดลองในบ่อดิน อ.สันทราย จ.เชียงใหม่ 
 อาหารทดลอง 
 งานทดลองนี้จะศึกษาในบ่อเลี้ยงของเกษตรกรในเขตจังหวัดเชียงใหม่ โดยกางกระชังขนาด 
3×3×1 ตารางเมตร ทดลองในบ่อ ใช้อาหารเม็ดส้าเร็จรูปส้าหรับปลานิลที่เกษตรกรนิยมใช้ ผสมกับ
จีไบโอติก ที่ปริมาณความเข้มข้น 2, 5 และ 10 มล./อาหาร 1 กก. ผึ่งลมให้แห้งสนิท ก่อนเก็บไว้ในที่
ร่มจนกว่าจะน้าไปใช้ เตรียมอาหารใหม่ทุก 2 วัน ในอัตราการให้อาหาร 3% biomass ของน้้าหนัก
ปลารวม 2 เวลา เช้าและเย็น ตรวจสอบการมีชีวิตของโปรไบโอติกบนอาหารเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย 
 การให้อาหาร 
 ปล่อยปลานิลขนาดเริ่มต้นตัวละ 18.41 ±1.02 กรัม/ตัว ความหนาแน่น 4.4 ตัว/ตร.ม. ให้
อาหารที่ไม่ผสมโบรไบโอติก จ้านวน 3 กระชัง และกระชังที่ให้อาหารผสมโปรไบโอติกในระดับที่
ต่างกัน จ้านวน 9 กระชัง สุ่มปลาเพื่อวัดการเจริญเติบโตทุก 2 สัปดาห์และปรับปริมาณอาหาร 
ตรวจวัดคุณสมบัติของน้้าทุกสัปดาห์ 
 หลังจากเลี้ยงเป็นเวลา 2 เดือน สุ่มวัดน้้าหนักปลา บันทึกน้้าหนักปลาทั้งหมด อัตรารอด 
อัตราแลกเนื้อ 
 การตรวจวัดคณุภาพน ้า 
 ตรวจวัดคุณภาพน้้าทุก 7 วัน โดยวัดอุณหภูมิ (Temperature) ความเป็นกรดด่าง (pH) และ
ออกซิเจนละลายในน้้า (Dissolved oxygen; DO) ด้วยเครื่องวัดคุณภาพน้้า YSI 550A YSI ความเป็น
ด่าง (Alkalinity) และวัดค่าแอมโมเนียรวม (Total ammonia) ด้วยชุดตรวจสอบคุณภาพน้้า (Water 
test kit) 
 การตรวจสอบภูมิคุ้มกัน 

สุ่มเก็บเลือดปลาทุก 20 วัน เพื่อตรวจวัดไลโซไซม์ ตามวิธีการที่ดัดแปลงจาก Parry et al. 
(1965) โดยใช้ซีรั่มปลาจ้านวน 25 µL ใส่ลงในสารละลายแบคทีเรีย Micrococcus lysodeikticus 
(Sigma) 175 ไมโครลิตร (0.3 มก./ลิตร ใน 0.1 M citrate phosphate buffer, pH 5.8) วัดการ
เปลี่ยนแปลงของความขุ่น OD540nm ทุก 30 วินาที เป็นเวลา 10 นาที ด้วยเครื่อง Micro-plate 
reader 

ตรวจวัดการจับกินสิ่งแปลกปลอม (Phagocytosis activity) ด้วยวิธีการของ Yoshida and 
Kitao (1991) โดยการใช้เม็ดเลือดขาว 200 ไมโครลิตร (2 x 106 เซลล์/มล.) หยดลงบนกระจกปิด
สไลด์ ตั้งทิ้งไว้  2 ชั่วโมง แล้วล้างเซลล์ที่ไม่เกาะติดด้วย RPMI 1640 จากนั้นเติมเม็ด Latex beads 
(Sigma) 2 x 107 beads/มล.  จ้านวน 200 ไมโครลิตร ตั้งทิ้งไว้ 2 ชั่วโมงที่อุณหภูมิห้อง จึงล้างออก 
แล้วตรึงเซลล์ด้วยเมธานอล ย้อมสีด้วย Diff-Quick staining dye (Sigma) 10 วินาที ล้างออกด้วย  
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PBS (pH 7.4) ทิ้งไว้ให้แห้ง แล้วสุ่มนับเซลล์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์จ้านวน  300 เซลล์ ค้านวณ
เปอร์เซ็นต์เซลล์จับกินสิ่งแปลกปลอม 

ทดสอบประสิทธิภาพการท้าลายเชื้อแบคทีเรียของเซลล์เม็ดเลือด (Respiratory burst) 
ทดสอบตามวิธีการของ Secombes (1990) โดยใช้เซลล์เม็ดเลือดขาว 175 ไมโครลิตร (6 x 106 
เซลล์/มล.) ใน PBS เติมลงในถาดหลุม 96-well microtiter เติม nitro blue tetrazolium (NBT) 
25 ไมโครลิตร (1 มก./มล.) ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง (25 °C) นาน 2 ชั่วโมง จากนั้นทิ้งสารละลายส่วน
ใสด้านบน ล้างด้วยเมธานอล 125 ไมโครลิตร เทสารละลายด้านบนทิ้งแล้วล้างด้วยเมธานอล 70% 
หลุมละ 125 ไมโครลิตร จ้านวนสองครั้ง ตั้งทิ้งไว้ให้แห้งที่อุณหภูมิห้อง นาน  30 นาที จากนั้นเติม 
2N KOH จ้านวน 125 ไมโครลิตร และ DMSO 150 ไมโครลิตร จากนัน้ไปวัด OD655nm 
 การทดสอบความต้านทานเชื อแบคทีเรีย Streptococcus agalactiae 

หลังจากเลี้ยงปลานาน 8 สัปดาห์ สุ่มปลานิลแต่ละกระชัง มาทดสอบการต้านทานเชื้อ
แบคทีเรียกระชังละ 3 ตัว โดยน้ามาฉีดเชื้อแบคทีเรียที่ระดับความเข้มข้น 1 x 108 CFU/มล. (LD50) 
เข้าบริเวณช่องท้องตัวละ 0.1 มล. วิเคราะห์ผลของโปรไบโอติกต่อค่ากิจกรรมไลโซไซม์หลังได้รับการ
ฉีดเชื้อ Streptococcus agalactiae เป็นเวลา 15 วัน 
 การวิเคราะหต์้นทุน 
 การวิเคราะห์ต้นทุนโดยวิธีทางเศรษฐศาสตร์ ดังนี้ ต้นทุนผันแปร = ค่าพันธุ์ปลา+ค่าอาหาร
ปลา+ค่าโปรไบโอติก 
 การวิเคราะหข์้อมูลทางสถติ ิ
 การวิเคราะห์ข้อมูลอัตราการเจริญเติบโต น้้าหนักผลผลิต อัตราการเปลี่ยนอาหารเป็นเนื้อ 
ค่าภูมิคุ้มกันและค่ากิจกรรมไลโซไซม์หลังจากที่ได้รับเชื้อแบคทีเรียของแต่ละกระชัง เปรียบเทียบ
ความแตกต่างของค่าเฉลี่ยด้วยวิธี Tukey’s Multiple Comparison test ที่ระดับความเช่ือมั่น 95 % 
โดยโปรแกรม SPSS รุ่น Ver. 15.0 วิเคราะห์หาค่าเฉลี่ย ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน และความแปรปรวน
แบบทางเดียว (One way analysis of variance) ท้าการเปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉลี่ยด้วย
วิธี Tukey’s Multiple Comparison test ที่ระดับความเช่ือมั่น 95 % โดยโปรแกรม SPSS รุ่น 15.0 
 การวิเคราะห์ต้นทุนวิเคราะห์ข้อมูลตามหลักสถิติ โดยใช้ สถิติพรรณนา (Descriptive 
statistic) ได้แก่ ร้อยละ และค่าเฉลี่ย 

ระยะเวลาในการวิจัยและสถานที่ด้าเนินการ 
ระยะเวลา ระยะเวลา 1 ปี ตั้งแต่เดือน ตุลาคม 2560 – เดือน กันยายน 2561 
สถานที่ด้าเนินงาน เช่าบ่อเลี้ยงภายในเขตอ้าเภอสันทราย จังหวัดเชียงใหม่ 



 

บทที่ 4 
ผลการวิจัยและวิจารณ ์

 
การทดลองในกระชังปลา แม่น ้านา่น 

 
อัตราการเจริญเติบโตจ้าเพาะ และผลผลติการเลี ยง 

การเจริญเติบโตของปลานิล โดยให้อาหารผสมจีไบโอติก 0 (ชุดควบคุม) จ้านวน 4 กระชัง 
และ 2, 5 และ 10 มล./อาหาร 1 กก. (จ้านวน 3 กระชังแต่ละความเข้มข้น) วางแผนการทดลองแบบ
สุ่มตลอด (CRD) ที่มีจ้านวนซ้้าไม่เท่ากัน ให้อาหารจนอิ่ม เลี้ยงนาน 157 วัน พบว่า ในชุดการทดลอง
ที่ผสมโปรไบโอติก 10 มล./อาหาร 1 กก. มีอัตราการเจริญเติบโตจ้าเพาะ และได้ผลผลิตสูงที่สุด แต่
ไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P>0.05) ตามภาพที่ 3 อาจเนื่องมาจาก ระยะเวลา
การให้ และปริมาณของโปรไบโอติกที่ผสมในอาหารไม่เพียงพอที่จะเสริมการเจริญเติบโต ดังนั้นการ
เสริมจุลินทรีย์ในอาหารอาจจะต้องมั่นใจว่ามีการซึมเข้าในเนื้ออาหารและปลาได้รับจุลินทรีย์ใน
ปริมาณที่เหมาะสม สอดคล้องกับการศึกษาของ เมธาวี และคณะ (2560) ที่ศึกษาพบว่า การเสริมโปร
ไบโอติก Bacillus subtillis ในอาหาร 109 CFU/กรัม โดยใช้โปรไบโอติกผสมอาหารเม็ดส้าเร็จรูป
อัตราส่วนแตกต่างกัน 4 ระดับคือ 0, 0.5, 1 และ 1.5 เปอร์เซ็นต์ เลี้ยงเป็นเวลา 90 วัน พบว่าน้้าหนัก
ที่เพิ่มขึ้นมีแนวโน้มสูงกว่าปลาที่ไม่ได้รับอาหารผสมโปรไบโอติก (P>0.05) และ คณาธิป และคณะ 
(2558) ที่ศึกษาการเสริมโปรไบโอติก Bacillus subtillis ในอาหาร 106 CFU/กรัม พบว่าการ
เจริญเติบโต และอัตราการรอดตายไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญ (P>0.05) เมื่อเทียบกับชุด
ควบคุม คณาธิป และคณะ (2558) กล่าวว่า ประสิทธิภาพของโปรไบโอติกต่อการเจริญเติบโตของสัตว์
น้้าที่แตกต่างกันขึ้นอยู่กับปัจจัยหลายประการ เช่น สายพันธุ์สัตว์น้้า สายพันธุ์โปรไบโอติก ปริมาณ
ของโปรไบโอติก สายพันธุ์ของสิ่งมีชีวิตในน้้า ระยะเวลาการให้อาหาร ที่มาของสายพันธุ์โปรไบโอติก 
และคุณภาพน ้า ปลานิลมีล้าไส้ที่ยาว เมื่อได้รับอาหารที่มีส่วนผสมของ B. subtilis เข้าไปแล้ว
แพร่กระจายไปตามล้าไส้ อาจจะท้าให้ปริมาณจุลินทรีย์มีน้อยเกินไปที่จะช่วยกระตุ้นการเจริญเติบโต 
(Telli et al., 2014) 
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ภาพที่ 3 ผลผลิตของปลานิลที่ให้อาหารผสมจีไบโอติก 0 (ชุดควบคุม, T1) จ้านวน 4 กระชัง และ 2, 
5 และ 10 มล./อาหาร 1 กก. (T2, T3 และ T4 ตามล้าดับ) (จ้านวน 3 กระชังแต่ละความเข้มข้น) 

เมื่อเลี้ยงครบ 157 วัน 
 
อัตราการรอดตาย 
 อัตราการรอดตายของปลานิลที่ได้รับอาหารเสริมโปรไบโอติก ในปริมาณความเข้มข้นที่
ต่างกัน พบว่า ชุดการทดลองที่เสริมโปรไบโอติกที่ความเข้มข้น 2 มล./อาหาร 1 กก. มีอัตราการรอด
ตายสูงสุด ตามภาพที่ 4 ซึ่งสอดคล้องกับผลการศึกษาของ วิลาวัณย์ และคณะ (2554) ที่ศึกษาผลของ
การเสริม คิว.พี. โปรไบโอติก ในปลานิล ผสมอาหารเม็ดส้าเร็จรูปที่มีระดับความเข้มข้นต่างกัน 3 
ระดับ คือ 0, 0.5, 1 เปอร์เซ็นต์ พบว่า ปลานิลที่ได้รับ คิว.พี. โปรไบโอติก ผสมในอาหารเม็ดส้าเร็จรูป
ความเข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์ มีอัตราการแลกเนื้อต่้าที่สุด และค่าเฉลี่ยอัตราการรอดตายสูงที่สุด แต่ไม่มี
ความแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P>0.05) 
 อย่างไรก็ตามอัตรารอดและการเจริญเติบโตไม่มีความแตกต่างทางสถิติ แต่มีแนวโน้มสูงขึ้น
กลุ่มที่ ใช้โปรไบโอติก จากผลการทดลองครั้งนี้ควรศึกษาเพิ่มเติมในส่วนของผลของการใช้ 
โปรไบโอติกต่อการตอบสนองต่อภูมิคุ้มกันในปลานิล เพื่อให้มีความเหมาะสมที่สุด และให้
ผลตอบแทนสูงสุด ข้อเสียของการเลี้ยงปลาในกระชังในแหล่งน้้าธรรมชาติ คือ ไม่สามารถควบคุม
คุณภาพและปริมาณของน้้าที่ไหลผ่านกระชังได้ ในบางครั้ง เมื่อเกิดปัญหาปลาตาย ดังแสดงในภาพที่ 
5 เกษตรกรมีการใช้ยาปฏิชีวนะที่ปลาอายุ 43-73 วัน เกษตรกรจ้าเป็นต้องใช้ยาและสารเคมีเพื่อให้
เกิดความมั่นใจว่า สามารถลดความสูญเสียจากการตาย รายงานของ Chitmanat et al. (2016) 
พบว่าฟาร์มส่วนใหญ่ (ร้อยละ 84) ประสบปัญหาเรื่องโรคปลานิล จึงมีการใช้ยาปฏิชีวนะและสารเคมี
จานวนมากในการป้องกันและรักษาโรคสัตว์น้้า ซึ่งอาจจะท้าให้เกิดการดื้อยาของเชื้อโรค และ
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ก่อให้เกิดสารตกค้างในเนื้อปลาและสิ่งแวดล้อม ท้าให้ผู้บริโภคไม่ต้องการ การปรับเปลี่ยนพฤติกรรม
ของเกษตรกรจึงเป็นเรื่องที่ท้าทาย คงต้องมีการบริหารจัดการทั้งในระยะสั้น ระยะกลางและระยะยาว 
เพื่อให้เกษตรกรเห็นความส้าคัญของการผลิตสัตว์น้้าที่ได้ตามมาตรฐาน ในขณะเดียวกันก็ยังคงมีก้าไร
อย่างต่อเนื่อง 
 

 

ภาพที่ 4 อัตรารอดตายของปลานิลที่ให้อาหารผสมจีไบโอติก 0 (ชุดควบคุม, T1) จ้านวน 4 กระชัง 
และ 2, 5 และ 10 มล./อาหาร 1 กก. (T2, T3 และ T4 ตามล้าดับ) (จ้านวน 3 กระชังแต่ละความ

เข้มข้น) เมื่อเลี้ยงครบ 157 วนั 
 

 

ภาพที่ 5 จ้านวนของปลานิลในกระชังทั้งหมดที่ตายต่อวันตลอดการเลี้ยง 157 วัน 
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การทดลองในบ่อดิน อ.สันทราย จ.เชียงใหม่ 
 
ผลของการเสริมโปรไบโอติกในอาหารปลานลิต่อการเจริญเติบโตกระชังในบ่อดิน 

น ้าหนักสุดทา้ย น ้าหนักทีเ่พิ่มขึ น และอัตราการเจริญเติบโตจ้าเพาะ 
ผลของการเสริมจุลินทรีย์โปรไบโอติก ผสมอาหารเม็ดส้าเร็จรูป ซึ่งมีจุลินทรีย์หลักคือ 

Bacillus subtillis ในปริมาณความเข้มข้นที่ต่างกัน พบว่า การเสริมโปรไบโอติกที่ความเข้มข้น 0 , 2, 
5 และ 10 มล./อาหาร 1 กก. ในอัตราการให้อาหาร 3% biomass ส่งผลให้การเจริญเติบโตดีขึ้น โดย
มีน้้าหนักที่เพิ่มขึ้น และอัตราการเจริญเติบโตจ้าเพาะ ซึ่งมีแนวโน้มสูงกว่าปลาที่ไม่ได้รับอาหารผสม
โปรไบโอติก (P>0.05) ดังแสดงในตารางที่ 1 สอดคล้องกับการศึกษาของ เมธาวี และคณะ (2560) ที่
ศึกษาพบว่า การเสริมโปรไบโอติก Bacillus subtillis ในอาหาร 109 CFU/กรัม โดยใช้โปรไบโอติก
ผสมอาหารเม็ดส้าเร็จรูปอัตราส่วนแตกต่างกัน 4 ระดับคือ 0 , 0.5, 1 และ 1.5 เปอร์เซ็นต์ เลี้ยงเป็น
เวลา 90 วัน พบว่าน้้าหนักที่เพิ่มขึ้นมีแนวโน้มสูงกว่าปลาที่ไม่ได้รับอาหารผสมโปรไบโอติก (P>0.05) 
และ คณาธิป และคณะ (2558) ที่ศึกษาพบว่าการเสริมโปรไบโอติก Bacillus subtillis ในอาหาร 106 
CFU/กรัม พบว่าการเจริญเติบโต และอัตราการรอดตายไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญ  
(P>0.05) เมื่อเทียบกับชุดควบคุม อาจเนื่องมาจากปริมาณโปรไบโอติกที่ผสมในอาหาร หรือวิธีการให้ 
ไม่เหมาะสมที่จะเสริมการเจรญิเติบโตจ้าเพาะของปลา 

อย่างไรก็ตามน้้าหนักสุดท้ายของปลาที่เลี้ยงด้วยอาหารผสมโปรไบโอติกสูงกว่าชุดควบคุม
อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P<0.05) ซึ่งสอดคล้องกับผลการศึกษาของ Liu et al. (2012) ได้ทดลอง
เสริมโปรไบโอติก Bacillus subtilis E20 ในปลาเก๋า ขนาดเฉลี่ยเริ่มต้น 2.8 กรัม  ผสมโปรไบโอติกที่
ความเข้มข้น 104, 106 และ 108 CFU/กรัม เลี้ยงที่ระยะเวลา 28 วัน พบว่า ในชุดการทดลองที่ผสม
โปรไบโอติก มีน้้าหนักที่เพิ่มขึ้นตามปริมาณการใช้โปรไบโอติกที่มากขึ้น สูงกว่าชุดควบคุมอย่าง
แตกต่างทางสถิติ (P<0.05) และ Aly et al. (2008) ที่ศึกษาพบว่า การเสริมโปรไบโอติก Bacillus 
pumilus ท้าให้อัตราการเจริญเติบโตปลานิลดีขึ้น ในงานทดลองนี้ เลี้ยงระยะเวลา 4 สัปดาห์ ขนาด
ปลาเริ่มต้น 50±5 กรัม/ตัว พบว่าปลาในกลุ่มทดลอง 106 และ 1012 CFU/กรัม ค่าน้้าหนักสุดท้าย 
น้้าหนักที่เพิ่มขึ้น และอัตราการเจริญเติบโตจ้าเพาะ สูงกว่าปลาที่ไม่ได้รับอาหารผสมโปรไบโอติก 
(P<0.05) 

นอกจากนี้ยังมีงานทดลองที่เสริมโปรไบโอติกหลายชนิด เช่น Lin et al. (2017) ได้ทดลอง
เสริมโปรไบโอติกหลายชนิด ประกอบด้วย Lactobacillus casei M15, Lac. plantarum D8, Lac. 
pentosus BD6, Lac. fermentum LW2, Enterococcus faecium 10-10, and Bacillus subtilis 
E20, and one yeast, Saccharomyces cerevisiae P13 เสริมในอาหารปลากระพงขาว พบว่าที่
ความเข้มข้น 109 CFU/อาหาร 1 กก. มีค่าการเติบโตดีที่สุด แต่การรายงานของของ Xia et al. 
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(2018) กลับกล่าวตรงข้ามกัน โดยลูกปลานิล ขนาดเฉลี่ยเริ่มต้น 0.2±0.05 กรัม ที่ได้เสริมโปรไบโอ
ติก 2 ชนิด คือ Lactobacillus rhamnosus JCM1136 และ Lactococcus lactis subsp. lactis 
JCM5805 พบว่า การเสริม Lactococcus lactis subsp. lactis JCM5805 เพียงชนิดเดียว ที่ความ
เข้มข้น 108 CFU/กรัม มีค่าการเจริญเติบโตดีที่สุด ซึ่งดีกว่ากลุ่มที่ผสม 2 ชนิด 

อย่างไรก็ตามน้้าหนักที่เพิ่มขึ้น และอัตราการเจริญเติบโตจ้าเพาะของปลานิลที่เลี้ยงด้วย
อาหารผสมโปรไบโอติกมีแนวโน้มที่สูงขึ้น อาจเนื่องจาก โปรไบโอติกส่งเสริมให้ปลากินอาหารดีขึ้น ท้า
ให้การดูดซึมอาหารเพิ่มขึ้น อัตราการเจริญเติบโตดี อัตราการแลกเนื้อต่้าลง และ การท้างานของ
เอนไซม์อะไมเลส โปรเตสและไลเปสในล้า ไส้ปลานิลที่ กินอาหารเสริม  B. subtilis และ  
L. rhamnosus ดีขึ้น ซึ่งอาจจะมีส่วนท้าให้ปลาโตได้เร็วขึ้น (Eissa and Abou, 2014) ดังรายงาน
ของ Apun et al. (2009) กล่าวว่า การใช้จุลินทรีย์ Bacillus spp. และแบคทีเรียกลุ่ม Lactic acid 
bacteria ไม่ว่าจะเป็นอย่างใดอย่างหนึ่งหรือผสมรวมกัน ช่วยเพิ่มการเจริญเติบโตและอัตรารอดของ
ปลานิล 

อัตราการแลกเนื อ และอัตราการรอดตาย 
อัตราการแลกเนื้อ และอัตราการรอดตายของปลานิลที่ได้รับอาหารเสริมโปรไบโอติก ใน

ปริมาณความเข้มข้นที่ต่างกัน พบว่า การเสริมโปรไบโอติกที่ความเข้มข้น 0, 2, 5 และ 10 มล./อาหาร 
1 กก. ไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติระหว่างกลุ่มทดลอง (P>0.05) แต่มีแนวโน้มดีขึ้นในกลุ่มที่เสริม
โปรไบโอติก เมื่อเทียบกับชุดควบคุม ซึ่งสอดคล้องกับผลการศึกษาของ วิลาวัณย์ และคณะ (2554) ที่
ศึกษาผลของการเสริม คิว.พี. โปรไบโอติก ในปลานิล ผสมอาหารเม็ดส้าเร็จรูปที่มีระดับความเข้มข้น
ต่างกัน 3 ระดับ คือ 0, 0.5, 1 เปอร์เซ็นต ์พบว่า ปลานิลที่ได้รับ คิว.พี. โปรไบโอติก ผสมในอาหารเม็ด
ส้าเร็จรูปความเข้มข้น 1%  มีอัตราการแลกเนื้อต้่าที่สุด และค่าเฉลี่ยอัตราการรอดตายสูงที่สุด แต่ไม่มี
ความแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P>0.05) Ridha and Azad, (2012) ได้ทดสอบการเสริม
โปรไบโอติกชนิด B. amyloloquefaciens พบว่า นอกจากจะเพิ่มการเจริญเติบโตแล้วยังท้าให้อัตรา
แลกเนื้อลดลง ปลานิลที่ได้รับการผสม L. acidophilus มีอัตราการรอดสูงขึ้นเมื่อทดสอบกับเชื้อ A. 
hydrophila (Villamil et al., 2014) และยังมีรายงานว่าการใช้โปรไบโอติก Bacillus subtilis 6 × 
106 CFU และ Saccharomyces cerevisiae 1.5 × 1010 CFU/มล. เสริมอาหารเลี้ยงปลานิลท้าให้
ปลานิลมีการเจริญเติบโตดี มีประสิทธิภาพการใช้โปรตีนในอาหารสูงขึ้น และลดจ้านวนจุลินทรีย์ก่อ
โรคในทางเดินอาหาร (Marzouk et al., 2008) ตามรายงานของ Newaj et al. (2014) กล่าวว่า ปลา
นิลที่ได้รับอาหารผสมจุลินทรีย์โปรไบโอติก มีการกินอาหารดีขึ้น ท้าให้การดูดซึมอาหารเพิ่มขึ้น อัตรา
การเจริญเติบโตดี และอัตราแลกเนื้อต้่าลง 

จากการทดลองพบว่า แม้อัตราการแลกเนื้อ ของปลานิลจะไม่แตกต่างกันทางสถิติ แต่
แนวโน้มดีขึ้นในกลุ่มที่เสริมโปรไบโอติก โดยเฉพาะในกลุ่มที่เสริมโปรไบโอติก 2 มล./อาหาร 1 กก. ต่้า
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กว่าชุดการทดลองอื่น (P>0.05) ดังแสดงในตารางที่ 1 อาจเนื่องจากโปรไบโอติกเปลี่ยนแปลง
สภาพแวดล้อมภายในล้าไส้ ท้าให้เกิดสมดุลจุลินทรีย์ในทางเดินอาหาร (Azarin et al., 2015) และมี
ผลต่อจุลินทรีย์ที่ผนังทางเดินอาหารโดยเพิ่มการสร้างสารอาหาร เช่น วิตามิน เพิ่มอัตราการหมัก 
กระตุ้นการสร้างและการหลั่งเอนไซม์ย่อยอาหาร และเพิ่มประสิทธิภาพการน้าอาหารไปใช้ ท้าให้
อัตราการเปลี่ยนอาหารเป็นเนื้อดีขึ้น (Wang et al., 2008) ซึ่งประสิทธิภาพของโปรไบโอติกต่อการ
เจริญเติบโตของสัตว์น้้าที่แตกต่างกันขึ้นอยู่กับปัจจัยหลายประการ เช่น สายพันธุ์สัตว์น้้า สายพันธุ์โปร
ไบโอติก สายพันธุ์ของสิ่งมีชีวิตในน้้า ระยะเวลาการให้อาหาร วิธีการให้อาหาร ที่มาของสายพันธุ์โปร
ไบโอติก และคุณภาพน้้า 

ผลการศึกษาอัตรารอดตายของปลานิลที่เลี้ยงด้วยอาหารผสมโปรไบโอติกในอัตราส่วนที่
ต่างกันพบว่า อัตราการรอดตายของปลานิลแต่ละชุดการทดลองไม่แตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) ซึ่ง
สอดคล้องกับการศึกษาที่พบว่า การเสริมโปรไบโอติกไม่มีผลต่ออัตรารอดของปลานิล (วิลาวัณย์ และ
คณะ, 2554) แต่แตกต่างกับการศึกษาของ Ullah et al. (2018) ที่ศึกษา พบว่า ลูกปลานิลที่ได้รับ
อาหารผสมผลิตภัณฑ์ โปรไบโอติก (Magic Plus) ชนิด Bacillus subtilis 1 × 106 CFU และ 
Saccharomyces cerevisiae 1 × 106 CFU/อาหาร 1 กิโลกรัม มีอัตราการรอดตายสูงกว่าชุด
ควบคุมอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P<0.05) เนื่องจากโปรไบโอติกจะเข้าไปเจริญเติบโตหรือเกาะติด
ผนังล้าไส้เล็ก ท้าให้มีการย่อยสลายสารอาหารและสร้างกรดแลกติกขึ้น ซึ่งกรดแลกติกจะท้าลายหรือ
ยับยั้งจุลินทรีย์ก่อโรค นอกจากนี้จุลินทรีย์โปรไบโอติกจะกระจายทั่วทางเดินอาหาร ท้าให้จุลินทรีย์ก่อ
โรคไม่มีพื้นที่ส้าหรับการเกาะติด (Ige, 2013; อุดมลักษณ์, 2556) ซึ่งปลานิลมีล้าไส้ยาวเมื่อได้รับ  
B. subtillis เข้าไปในร่างกาย B. subtillis จะขยายตัวไปตามล้าไส้ (Telli et al., 2014) ซึ่งจากการ
ทดลอง ดังแสดงในตารางที่ 1 พบว่า อัตราการรอดของปลานิลในแต่ละชุดการทดลองค่อนข้างสูง 
อาจเนื่องจากคุณภาพน้้าอยู่ในเกณฑ์ที่เหมาะสมและไม่เกิดโรคระหว่างการเลี้ยง การเสริมและไม่เสริม
โปรไบโอติกจึงไม่มีผลต่ออัตราการรอดตายของปลานิลมากนัก 
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ตารางที่ 1 ประสิทธิภาพการเจริญเติบโตของปลานิลทีได้รับอาหารผสมโปรไบโอติกในความเข้มข้นที่
ต่างกันเป็นเวลา 60 วัน 

 
หมายเหตุ *a,b ค่าเฉลี่ยที่มีอักษรภาษาอังกฤษก้ากับในแถบเดียวกันมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P<0.05) วิเคราะห์หา

ค่าเฉลี่ย ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน และความแปรปรวนแบบทางเดียว (One way analysis of variance) ท้าการเปรียบเทียบความ

แตกต่างของค่าเฉลี่ยด้วยวิธี Tukey’s Multiple Comparison test ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 % 

 

 

ภาพที่ 6 น้้าหนักสุดท้ายของปลานิลที่ได้รับอาหารเสริมโปรไบโอติก Bacillus subtillis ที่ความ
เข้มข้น 0, 2, 5 และ 10 มล./อาหาร 1 กก. (T1, T2, T3 และ T4 ตามล้าดับ) (จ้านวน 3 กระชังแต่

ละความเข้มขน้) เมื่อเลี้ยงครบ 60 วัน 
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การเจริญเติบโต 

(กรัม/ตัว) 
ชุดการทดลอง 

ชุดการทดลองที่ 1 
ชุดควบคุม 

ชุดการทดลองที่ 2 
โปรไบโอติก 2 มล./

อาหาร 1 กก. 

ชุดการทดลองที่ 3 
โปรไบโอติก 5 มล./

อาหาร 1 กก. 

ชุดการทดลองที่ 4 
โปรไบโอติก 10  

มล./อาหาร 1 กก. 

น้้าหนักเริ่มต้น 19.89±0.86 18.07±0.32 18.08±0.51 17.58±1.72 
น้้าหนักสุดท้าย  107.74±2.95b 111.53±0.98ab 108.04±9.61ab 107.40±1.77a 

น้้าหนักที่เพิ่มขึ้น 87.85±2.32 93.46±1.25 89.95±9.94 89.82±1.88 
อัตราการเจริญเติบโตจ้าเพาะ 1.46±0.04 1.56±0.02 1.50±0.17 1.50±0.03 
อัตราการแลกเนื้อ 0.91±0.01 0.85±0.04 0.87±0.1 0.86±0.03 
อัตราการรอดตาย 97.50±2.5 98.33±2.89 100 99.17±1.44 



 29 

 

ภาพที่ 7 น้้าหนักที่เพิ่มขึ้นของปลานิลที่ได้รับอาหารเสริมโปรไบโอติก Bacillus subtillis ที่ความ
เข้มข้น 0, 2, 5 และ 10 มล./อาหาร 1 กก. (T1, T2, T3 และ T4 ตามล้าดับ) (จ้านวน 3 กระชังแต่

ละความเข้มขน้) เมื่อเลี้ยงครบ 60 วัน 

 

ภาพที่ 8 อัตราการเจริญเติบโตจ้าเพาะของปลานิลที่ได้รับอาหารเสริมโปรไบโอติก Bacillus 
subtillis ที่ความเข้มข้น 0, 2, 5 และ 10 มล./อาหาร 1 กก. (T1, T2, T3 และ T4 ตามล้าดับ) 

(จ้านวน 3 กระชังแต่ละความเข้มข้น) เมื่อเลี้ยงครบ 60 วัน 
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ภาพที่ 9 อัตราการรอดตายของปลานิลที่ได้รับอาหารเสริมโปรไบโอติก Bacillus subtillis ที่ความ
เข้มข้น 0, 2, 5 และ 10 มล./อาหาร 1 กก. (T1, T2, T3 และ T4 ตามล้าดับ) (จ้านวน 3 กระชังแต่

ละความเข้มขน้) เมื่อเลี้ยงครบ 60 วัน 
 

คุณภาพน ้าระหว่างการเลี ยงปลานิลกระชังในบ่อดิน 
 การศึกษาคุณภาพน้้าระหว่างการเลี้ยงปลานิลที่ได้รับอาหารเสริมโปรไบโอติก Bacillus 
subtillis ที่ความเข้มข้น 0, 2, 5 และ 10 มล./อาหาร 1 กก. เป็นเวลา 60 วัน พบว่า อุณหภูมิของน้้า
อยู่ระหว่าง 26.53-30.67 องศาเซลเซียส ความเป็นกรดด่างอยู่ระหว่าง 7.41-7.51 ออกซิเจนที่ละลาย
ในน้้าอยู่ระหว่าง 4.6-5.32 มิลลิกรัม/ลิตร ความเป็นด่างอยู่ระหว่าง 99.49-118.11 มิลลิกรัม/ลิตร 
และแอมโมเนียรวมอยู่ระหว่าง 0.07-0.25 องศาเซลเซียส ดังแสดงในตารางที่ 2 เมื่อน้าค่าของ
คุณภาพน้้าที่ได้จากการทดลองนี้เปรียบเทียบกับค่าที่ได้จากรายงานของ (Boyd, 1982) คุณภาพน้้า
โดยเฉลี่ย อยู่ในช่วงที่เหมาะสมต่อการเจริญเติบโตของสัตว์น้้าโดยทั่วไป 
 
ตารางที่ 2 คณุภาพน้้าระหว่างการเลี้ยงปลานิลเป็นเวลา 60 วัน 

พารามิเตอร ์ ค่าคณุภาพน ้า 
อุณหภูม ิ(องศาเซลเซียส) 28.6±2.07 
ความเป็นกรด-ด่าง 7.46±0.05 
ออกซิเจนละลายในน้้า (มิลลิกรัม/ลิตร) 4.96±0.36 
ความเป็นด่าง (มิลลิกรัม/ลิตร) 108.8±9.31 
แอมโมเนียรวม (มิลลิกรัม/ลติร) 0.16±0.09 

หมายเหตุ ค่าเฉลี่ย ± ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน 
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ผลของโปรไบโอติกต่อระบบภูมิคุ้มกันของปลานิล 
ผลของโปรไบโอติกต่อค่าการจับกินสิ่งแปลกปลอมของเม็ดเลือดขาว 
การศึกษาผลของโปรไบโอติกต่อค่าการจับกินสิ่งแปลกปลอมของเม็ดเลือดขาว พบว่า ค่าการ

จับกินสิ่งแปลกปลอมของเม็ดเลือดขาวในปลานิลที่ได้รับอาหารผสมโปรไบโอติกที่ความเข้มข้น 0, 2, 
5 และ 10 มล./อาหาร 1 กก. ให้ที่ 3% ของน้้าหนักตัว ที่อายุปลา 20 วัน  มีค่าการจับกินสิ่ง
แปลกปลอมสูงที่สุด ในกลุ่มที่ผสมโปรไบโอติก 10 มล./อาหาร 1 กก. ไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ
ระหว่างกลุ่มทดลอง (P>0.05) ที่ปลาอายุ 40 วัน ในกลุ่มที่ผสมโปรไบโอติก 2 และ 5 มล./อาหาร 1 
กก. มีค่าการจับกินสิ่งแปลกปลอมสูงกว่ากลุ่มทดลองอื่น อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P<0.05) ส่วนที่
อายุปลา 60 วัน ในกลุ่มที่ผสมโปรไบโอติก 5 มล./อาหาร 1 กก. มีค่าการจับกินสิ่งแปลกปลอมสูงกว่า
กลุ่มทดลองอื่น อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P<0.05) แสดงดังภาพที่ 10 ซึ่งสอดคล้องกับผลการศึกษา
ของ Telli et al. (2014) ได้ทดลองเสริมโปรไบโอติก Bacillus subtilis ในปลานิล ขนาดเฉลี่ยเริ่มต้น 
32.63 กรัม ผสมโปรไบโอติกที่ความเข้มข้น 5×106 CFU/กรัม เลี้ยงที่ระยะเวลา 84 วัน พบว่า ในชุด
การทดลองที่ผสมโปรไบโอติก มีค่า phagocytic activities สูงกว่าชุดควบคุมแต่ไม่แตกต่างทางสถิติ 
(P>0.05) และ Salinas et al. (2005) ได้ทดลองเสริมโปรไบโอติก Bacillus subtilis ในปลา 
Gilthead seabream ที่ความเข้มข้น 0.5×107 CFU/กรัม เป็นเวลา 3 สัปดาห์ วัดค่า phagocytic 
activity ทุก 1 สัปดาห์ พบว่าค่า Phagocytic activity สูงขึ้น ในสัปดาห์ที่ 2 และ 3 ซึ่งสูงกว่าชุด
ควบคุมอย่างมีนัยส้าคัญ (P<0.05)  

อย่างไรก็ตามผลของโปรไบโอติกต่อค่าการจับกินสิ่งแปลกปลอมของเม็ดเลือดขาวสูงขึ้นใน
ปลานิลที่ได้รับอาหารผสมโปรไบโอติก โดยค่าพารามิเตอร์เลือดของปลา ถือเป็นตัวบ่งชี้ที่ส้าคัญ 
ส้าหรับการตรวจหาความผิดปกติ ที่เกี่ยวข้องกับการให้อาหาร ความเครียดจากสิ่งแวดล้อม จากโรค 
และการตอบสนองทางด้านภูมิคุ้มกัน (Dawood et al., 2016) Phagocytic cells มีบทบาทที่ส้าคัญ
ในระบบภูมิคุ้มกัน จัดเป็นกลไกการป้องกันสิ่งแปลกปลอมแบบไม่จ้าเพาะเจาะจง ซึ่งมีคุณสมบัติ
เฉพาะตัวในการป้องกันและก้าจัดสิ่งแปลกปลอม (Secombes, 1990; Telli et al., 2014) กล่าวว่า 
ในปลาที่ได้รับอาหารเสริมโปรไบโอติก มีค่า Phagocytic index เพิ่มสูงขึ้นในกลุ่มที่เลี้ยงด้วยความ
หนาแน่นสูง แสดงให้เห็นถึงการปรับตัวของปลาต่อความเครียดที่เกี่ยวข้องกับความหนาแน่นสูง ผล
ของการเสริมอาหารโปรไบโอติกในปลา ส่งผลให้มีการปรับเปลี่ยนของ Phagocytic activity ถือเป็น
กุญแจส้าคัญ ต่อระบบภูมิคุ้มกันแบบไม่จ้าเพาะของปลา (Irianto and Austin, 2002) ชนกันต์ 
(2545) กล่าวไว้ว่า การใช้สารกระตุ้นภูมิคุ้มกันชนิดต่าง ๆ เช่น ส่วนประกอบของเซลล์แบคทีเรีย  
กลูแคน วิตามินและสารสังเคราะห์ต่าง ๆ จะช่วยเพิ่มการท้างานของเซลล์ที่ท้าหน้าที่กลืนกินสิ่ง
แปลกปลอม กระตุ้นการตอบสนองของเซลล์ที่เกี่ยวข้องกับระบบภูมิคุ้มกันท้าให้มีการเพิ่มการผลิต 
ไลโซไซม์ 
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ภาพที่ 10 เปอร์เซ็นต์ฟาโกไซต์ของปลานิลที่ได้รับอาหารเสริมโปรไบโอติก Bacillus subtillis ที่
ความเข้มข้น 0, 2, 5 และ 10 มล./อาหาร 1 กก. (T1, T2, T3 และ T4 ตามล้าดับ) (จ้านวน 3 

กระชังแต่ละความเข้มข้น) เมื่อเลี้ยงครบ 60 วัน 
 

ผลของโปรไบโอติกต่อกิจกรรมไลโซไซม์ 
การศึกษาผลของโปรไบโอติกต่อกิจกรรมไลโซไซม์ในปลานิล พบว่า กิจกรรมไลโซไซม์ของ

ปลานิลที่ได้รับอาหารผสมโปรไบโอติกที่ความเข้มข้น 0 , 2, 5 และ 10 มล./อาหาร 1 กก. ให้ที่ 3 
เปอร์เซ็นต์ ของน้้าหนักตัว ที่อายุปลา 20 วัน ในกลุ่มที่ผสมโปรไบโอติก 2 มล./อาหาร 1 กก. 
กิจกรรมไลโซไซม์เฉลี่ยมีค่าสูงกว่าชุดการทดลองอื่นอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P<0.05) เมื่อเทียบกับ
ชุดการทดลองที่ผสมโปรไบโอติก 0 และ 5 มล./อาหาร 1 กก. แต่ไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ  
(P>0.05) กับชุดการทดลองที่ผสมโปรไบโอติก 10 มล./อาหาร 1 กก. ที่อายุปลา 40 วัน ในกลุ่มที่
ผสมโปรไบโอติก 10 มล./อาหาร 1 กก. กิจกรรมไลโซไซม์เฉลี่ยมีค่าสูงกว่าชุดการทดลองที่ผสมโปร
ไบโอติก 0 และ 2 มล./อาหาร 1 กก. อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P<0.05) แสดงดังภาพที่ 11 ซึ่ง
สอดคล้องกับการทดลองของ Gobi et al. (2018) ที่ศึกษา พบว่า ปลาสวายที่ได้รับอาหารผสมโปร
ไบโอติก ชนิด Bacillus licheniformis Dahb1 107 CFU/มิลิลิตร มีค่ากิจกรรมไลโซไซม์ที่เพิ่มขึ้น 
และ ในปลากระโห้ ที่ได้รับอาหารผสม B. amyloliquefaciens 108 และ 109 CFU/กรัม มีค่า
กิจกรรมไลโซไซม์ที่เพิ่มขึ้น (Das et al., 2013) ปลาที่ได้รับอาหารผสม B. subtilis มีค่ากิจกรรมไลโซ
ไซม์ ที่เพิ่มขึ้นสูงกว่ากลุ่มควบคุม (Newaj et al., 2014) Safari et al. (2016) ได้ทดลองเสริมโปร
ไบโอติก Enterococcus casseliflavus ที่ความเข้มข้น 108 CFU/กรัม และ 109 CFU/กรัม มีค่า
กิจกรรมไลโซไซม์สูงกว่าชุดควบคุมอย่างมีอย่างมีนัยส้าคัญ Magnadottir (2006) กล่าวว่า ไลโซไซม์
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เป็นโปรตีนที่ท้าให้เกิดการแตกสลาย (Lytic protein) มีความส้าคัญ ที่มีความส้าคัญต่อระบบ
ภูมิคุ้มกันแบบไม่จ้าเพาะ มีความสามารถในการท้าลายผนังเซลล์แบคทีเรียแกรมบวก สามารถพบได้
ใน เมือกปลา ซีรั่ม และเนื้อเยื่อ 

 

ภาพที่ 11 กิจกรรมไลโซไซมข์องปลานิลที่ได้รับอาหารเสริมโปรไบโอติก Bacillus subtillis ที่ความ
เข้มข้น 0, 2, 5 และ 10 มล./อาหาร 1 กก. (T1, T2, T3 และ T4 ตามล้าดับ) (จ้านวน 3 กระชังแต่

ละความเข้มขน้) เมื่อเลี้ยงครบ 60 วัน 
 

ผลของโปรไบโอติกต่อ Phagocytosis โดยวิธีการ NBT (Nitroblue Tetrazolium) 
การศึกษาผลของโปรไบโอติกต่อโปรไบโอติกต่อ Phagocytosis โดยวิธีการ NBT ในปลานิล 

พบว่า ค่า NBT ของปลานิลที่ได้รับอาหารผสมโปรไบโอติกที่ความเข้มข้น 0, 2, 5 และ 10 มล./อาหาร 
1 กก. ให้ที่ 3 เปอร์เซ็นต์ ของน้้าหนักตัว ที่อายุปลา 20 และ 40 วัน ในกลุ่มที่ผสมโปรไบโอติก ผลิต
สารซุปเปอร์ออกไซด์เพิ่มสูงขึ้นกว่าชุดควบคุม แต่ไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) ที่อายุปลา 
60 วัน ในกลุ่มที่ผสมโปรไบโอติก 2 มล./อาหาร 1 กก. ผลิตสารซุปเปอร์ออกไซด์เพิ่มสูงขึ้นสูงกว่าชุด
การทดลองอื่นอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P<0.05) แสดงดังภาพที่ 12 ซึ่งสอดคล้องกับการทดลองของ 
Liu et al. (2017) ศึกษาการใช้โปรไบโอติก Bacillus subtilis HAINUP40 ในการเลี้ยงปลานิล พบว่า 
respiratory burst ของ phagocytes ในกลุ่มทดลองเพิ่มขึ้นอย่างมีนัยส้าคัญหลังจากได้รับอาหาร
เป็นเวลา 2 สัปดาห์ และ Zaineldin et al. (2018) ศึกษาการใช้โปรไบโอติก Bacillus subtilis  ใน
การเลี้ยงปลาจานแดง ซึ่งพบว่าค่า NBT สูงขึ้นในกลุ่มที่ผสมโปรไบโอติก  
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จากการทดลองพบว่า Respiratory burst ของ Phagocytes ของปลานิลผลิตสารซุปเปอร์
ออกไซด์เพิ่มสูงขึ้นสูงกว่าชุดควบคุม :ซึ่งจะส่งผลต่อระบบภูมิคุ้มกับแบบไม่จ้าเพาะโดยความสามารถ
ในการท้าลายเชื้อโรคโดยขบวนการจับกินสิ่งแปลกปลอมที่ดีขึ้น (Iwashita et al., 2015) Siwicki et 
al. (1994) กล่าวว่า การทดสอบ NBT reduction เพื่อตรวจหาการเกิดอนุมูลอิสระในระบบภูมิคุ้มกัน 
ซึ่งเป็นตัวบ่งชี้การสร้างภูมิคุ้มกันเพื่อประเมินความสามารถในการป้องกันกับเชื้อโรค ซึ่งเป็นวิธีการที่
น่าเช่ือถือ 

 

ภาพที่ 12 ค่า Phagocytosis โดยวิธีการ NBT ของปลานิลที่ได้รับอาหารเสริมโปรไบโอติก ที่ความ
เข้มข้น Bacillus subtillis 0, 2, 5 และ 10 มล./อาหาร 1 กก. (T1, T2, T3 และ T4 ตามล้าดับ) 

(จ้านวน 3 กระชังแต่ละความเข้มข้น) เมื่อเลี้ยงครบ 60 วัน 
 

ทดสอบการยบัยั งเชื อก่อโรค 
การศึกษาผลของโปรไบโอติกต่อค่ากิจกรรมไลโซไซม์หลังได้รับการฉีดเชื้อ Streptococcus 

agalactiae ในปลานิลที่ได้รับอาหารผสมโปรไบโอติกที่ความเข้มข้น 0, 2, 5 และ 10 มล./อาหาร 1 
กก. ให้ที่  3 เปอร์เซ็นต์ ของน้้าหนักตัว พบว่า ค่ากิจกรรมไลโซไซม์ หลังได้รับการฉีดเชื้อ 
Streptococcus agalactiae มีค่าลดลง ในวันที่ 2 , 10 และ 15 ไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ  
(P>0.05) ส่วนในวันที่ 5 มีค่ากิจกรรมไลโซไซม์ลดลง แต่มีค่าสูงในกลุ่มการทดลองที่ผสมโปรไบโอติก
ความเข้มข้น 5 มล./อาหาร 1 กก. มีค่าสูงกว่าชุดการทดลองอื่นอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P<0.05) 
แสดงดังภาพที่ 13 ซึ่งมีการรายงานว่า ค่ากิจกรรมไลโซไซม์จะเพิ่มขึ้นเมื่อระบบภูมิคุ้มกันถูกกระตุ้น 
เช่นในระหว่างการติดเชื้อ (Fletcher and White, 1986; Moyner, 1993) นอกจากนี้การเพิ่มของ
กิจกรรมไลโซไซม์ยังช่วยเพิ่มในส่วนของจ้านวนเม็ดเลือด Monocytes และ Neutrophils (Fletcher 
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and White, 1986) ระบบภูมิคุ้มกันที่ติดตัวมาแต่ก้าเนิด จัดเป็นกลไกการป้องกันสิ่งแปลกปลอมแบบ
ไม่จ้าเพาะเจาะจง มีความส้าคัญในการต่อต้านเชื้อก่อโรคในปลา ซึ่งประกอบด้วย Lysozyme และ 
phagocytic cells (Magnadottir, 2006) ไลโซไซม์เป็นเอ็นไซม์ชนิดหนึ่งที่สามารถท้าลายผนังเซลล์
ของแบคทีเรียได้ ด้วยการกระตุ้นให้เกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลสีส (hydrolysis) ที่พันธะเบตา 1-4 ระหว่าง
กรดเอ็น -อะซิติลมูรามิก (N-actylmuramic acid, NAM) กับ เอ็น -อะซิติลกลู โคซามีน (N-
acetyinglucosamine, NAG) (Salton and Ghuysen, 1959; Verlhac et al., 1996) 

 

ภาพที่ 13 ค่ากิจกรรมไลโซไซม์หลังฉีดเชื้อของปลานิลที่ได้รับอาหารเสริมโปรไบโอติก ที่ความเข้มข้น 
Bacillus subtillis 0, 2, 5 และ 10 มล./อาหาร 1 กก. (T1, T2, T3 และ T4 ตามล้าดับ) (จ้านวน 3 

กระชังแต่ละความเข้มข้น) เมื่อเลี้ยงครบ 60 วัน 
 
ต้นทุนการเลี ยง 

ต้นทุนผันแปรการเลี้ยงปลานิล ที่เสริมจุลินทรีย์โปรไบโอติก ผสมอาหารเม็ดส้าเร็จรูป ซึ่งมี
จุลินทรีย์หลักคือ Bacillus subtillis ในปริมาณความเข้มข้นที่ต่างกันคือ 0, 2, 5 และ 10 มล./อาหาร 
1 กก. ในอัตราการให้อาหาร 3% biomass ที่ความหนาแน่น 4 ตัว/ลูกบาศก์เมตร ซึ่งมีรายการต้นทุน
ดังต่อไปนี ้ค่าลูกพันธ์ุ ราคา 4 บาท/ตัว ค่าอาหาร ราคา 32.25 บาท/กิโลกรัม ค่าโปรไบโอติก (จีไบโอ
ติก) 0.6 บาท/มิลลิลิตร พบว่าในชุดทดลองที่เสริมโปรไบโอติก 2 มล./อาหาร 1 กก. มีต้นทุนต่้าที่สุดที่ 
60.84 บาท/กิโลกรัมปลา แสดงดังตารางที่ 3 เนื่องจากเป็นชุดทดลองที่มีอัตราการแลกเนื้อต่้าที่สุด 
ซึ่งสอดคล้องกับการทดลองของ Ghazalah et al. (2010) ได้ศึกษาการเสริมผลิตภัณฑ์โปรไบโอติกห
ลายชนิดต่อประสิทธิภาพเชิงเศรษฐศาสตร์ เสริมอาหารในปลานิล น้้าหนักเริ่มต้นที่ 1.12 กรัม/ตัว 
และน้้าหนักสุดท้ายอยู่ที่ 21.1 กรัม/ตัว เลี้ยงระยะเวลา 120 วัน พบว่า ในกลุ่มที่เสริมโปรไบโอติกที่
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ปริมาณ 2 มล./อาหาร 1 กก. มีต้นทุนการผลิตต่้าที่สุดอยู่ที่ 92.46 บาท/กิโลกรัม Welker and Lim 
(2011) กล่าวว่า ในการประเมินต้นทุน ความหนาแน่นมีอิทธิพลต่อต้นทุนการเลี้ยง (บาท/กิโลกรัม
ปลา) ซึ่งจะส่งผลต่อรายได้และก้าไร 
 
ตารางที่ 3 ต้นทุนผันแปรของปลานิลที่ได้รับอาหารผสมโปรไบโอติกในความเข้มข้นที่ต่างกันเป็นเวลา 

60 วัน 

รายการต้นทุนผันแปร  
(บาท/กิโลกรัมปลา) 

ชุดการทดลอง 

ชุดการทดลองที่ 
1 ชุดควบคุม 

ชุดการทดลองที่ 2 
โปรไบโอติก 2 

มล./อาหาร 1 ก.ก. 

ชุดการทดลองที่ 3 
โปรไบโอติก 5 

มล./อาหาร 1 ก.ก. 

ชุดการทดลองที่ 4 
โปรไบโอติก 10 

มล./อาหาร 1 ก.ก. 

ค่าลูกพันธุ์ 38.08 36.47 37.02 37.56 

ค่าอาหาร 24.99 23.94 24.37 24.33 

โปรไบโอติก 0.00 0.43 1.08 2.16 

ยา และสารเคมี 0.00 0.00 0.00 0.00 

ต้นทุนผันแปรการผลิตรวม 63.07 60.84 62.48 64.05 

 
 



 

บทที่ 5 
สรุปและข้อเสนอแนะ 

 
สรุปผลการศึกษา 

 
 การเสริมโปรไบโอติกที่ความเข้มข้น 2 มล./อาหาร 1 กก. ในอัตราการให้อาหาร 3% 
biomass ส่งผลให้การเจริญเติบโต และอัตรารอด สูงที่สุดเมื่อเทียบกับชุดการทดลองอื่น 
 ระบบภูมิคุ้มกันของปลานิลเพิ่มสูงขึ้น ในชุดการทดลองที่ผสมโปรไบโอติก แต่ค่าทาง
ภูมิคุ้มกันมีการเพ่ิมขึ้นและลดลงแตกต่างกันในแต่ละครั้งที่ทดสอบ 
 ต้นทุนผันแปรในกลุ่มที่เสริมโปรไบโอติกที่ความเข้มข้น 2 มล./อาหาร 1 กก. มีต้นทุนในต่้า
ที่สุด จึงเป็นความเข้มข้นที่คุ้มค่าที่สุดในการเลือกใช ้
 

ข้อเสนอแนะ 
 
 การศึกษาการเสริมโปรไบโอติก ควรมีการศึกษาในระยะเวลาการเลี้ยงที่นานขึ้น ศึกษาผลของ
การเสริมโปรไบโอติกต่อปลาแต่ละช่วงอายุ และศึกษาผลของการเสริม  Bacillus subtilis G-biotic 
ร่วมกับพรีไบโอติก เพื่อประสิทธิภาพการใช้ที่ดีที่สุด ข้อควรระวังก็คือ การใชโ้ปรไบโอติก หากมีการใช้
ร่วมกับยาปฏิชีวนะอาจท้าให้เชื้อตายได้ 
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ภาคผนวก ก  
การวิเคราะหภ์ูมิคุ้มกัน 

 
 
 
 
 
 
 
 



 

1. การวิเคราะหก์ารจับกินสิ่งแปลกปลอมของเม็ดเลือดขาว 

1.1 ตัวอย่างเลือดที่ใช้ในงานวิจยั 

1.1.1 เลือดของปลานิลที่ท้าการทดลอง 

1.2 น ้ายา และสารต่างๆ ที่ต้องเตรียมเพื่อใช้ในการทดลอง 

1.2.1 อาหารเลี้ยงเซลล ์

 ใช้ RPMI 1640 แบบน้้า 900 มิลลิลิตร เติม pen/step solution 

100x x 1 มิลลิลิตร 

1.2.2 การเตรียม Latex beads 

 ใช้แทนสิ่งแปลกปลอมให้เซลล์เม็ดเลือดขาวจับกิน โดยเติม Latex 

beads ลงในลงในน้้ากลั่นที่ผ่านการนึ่งฆ่าเช้ือ แล้วปรับให้มีความเข้มข้น 

5 x 106 เซลลต์่อมิลลิลิตร 

1.3 ขั นตอนการทดลอง 

1.3.1 น้าเซลล์เม็ดเลอืดขาวที่แยกได้จากเลือดปลา ปรับให้มีความ

เข้มข้น 5 x 106 เซลล์ต่อมิลลิลิตร ผสมกับ Latex beads ที่มี

ความเข้มข้น 5 x 106 เซลล์ตอ่มิลลิลิตร ที่อัตราส่วน 3:1 แล้วไป

บ่มบน Coverslips ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 2 ชั่วโมง 

1.3.2 ล้างเซลล์ที่ไม่เกาะติด Coverslips ด้วย RPMI 1640 2 ครั้ง ท้า

การย้อมสีเซลล์ด้วยชุดน้้ายา Diff-Quick staining ล้าง 

Coverslip ด้วยน้้ากลั่น ทิ้งไว้ให้แห้ง ค้านวณเปอร์เซ็นต์ฟาโก

ไซต์โดยใช้สูตร 

 

เปอร์เซ็นต์ฟาโกไซต ์= จ้านวนเม็ดเลือดขาวที่จับกิน beads x 

100/จ้านวนเม็ดเลือดขาวทั้งหมด (200 เซลล)์ 
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2. การวิเคราะหก์ิจกรรมไลโซไซม์ 

การเตรียมสารเคมีที่ใช้วิเคราะห์กิจกรรมไลโซไซม ์

2.1 1 M Sodium phosphate buffer saline (PBS) 

NaCl  8 g 

KCl  200 mg 

Na2HPO4 1.44 g 

KH2PO4 240 mg 

Distilled water เติมให้ครบ 100 ml 

ถ้าต้องการปรับความเป็นกรดด่าง ให้ใช้ NaOH หรือ HCl 0.1 N 

2.2  สารละลายแบคทีเรีย (Bacteria suspension) Micrococcus 

lysodeikticus (Sigma, USA) ความเข้มข้น 3 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร (ใน

สารละลาย PBS 0.05 M pH 7.8) 

2.3 การค้านวณค่ากิจกรรมของไลโซไซม์ (หน่วยเป็น ยูนิต/นาท)ี 

1 ยูนิต (หน่วย) ของกิจกรรมไลโซไซม์ คือ ค่าความขุ่นของสารละลายที่

ลดลง 0.001 ภายใน 1 นาท ี

ตัวอย่างการค้านวณ เมื่อทราบค่าเฉลี่ยของค่าดูดกลืนแสงที่ลดลงใน 1 

นาที เท่ากับ 0.005 ค้านวณเป็นยูนิต จะได้ดังนี้ 

ค่า OD ลดลง 0.001 ต่อ 1 นาที เท่ากับ 1 ยูนิต 

ค่า OD ลดลง 0.005 ต่อ 1 นาที เท่ากับ 1 x 0.005 / 0.001 ยูนิต 

ดังนั้นค่ากิจกรรมของไลโซไซม์ เท่ากับ 5 ยูนิต/นาท ี
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3. การวิเคราะห ์Phagocytosis โดยวิธีการ NBT (Nitroblue 

Tetrazolium) 

3.1 สารเคมีที่ใช้วิเคราะห์ Phagocytosis โดยวิธีการ NBT  

NBT (Sigma Aldrich) 

Methanol 100% 

Methanol 70% 

2N KOH 

DMSO (Dimethyl Sulfoxide) 

3.2 ขั นตอนการทดลอง 

 1.3.1 น้าเซลล์เม็ดเลอืดขาวที่แยกได้จากเลือดปลา ปรับให้มี

ความเข้มข้น 5 x 106 เซลล์ตอ่มิลลิลิตร 

 1.3.2 หยดเม็ดเลือดขาวและสาร NBT ลงใน 96-well plate 

บ่มที่อุณหภูมหิ้อง เป็นเวลา 2 ชั่งโมง 

 1.3.3 ปิเปตส่วนใสออกด้วยความระมัดระวัง จากนั้นเติม 

Methanol 100% ปริมาตร 125 ไมโครลิตร ทิ้งไว้อุณหภูมิห้อง 5 

นาท ี

 1.3.4 ปิเปต Methanol 100% ออกด้วยความระมัดระวัง 

จากนั้นเติม Methanol 70% ปริมาตร 125 ไมโครลิตร 

 1.3.5 ปิเปต Methanol 70% ปริมาตร 125 ไมโครลิตร ออก

ด้วยความระมัดระวัง 

 1.3.6 เติม 2N KOH ปริมาตร 125 ไมโครลิตร และ DMSO 

ปริมาตร 150 ไมโครลิตร 

 1.3.7 ย้ายสารละลายทั้งหมด ลง 96-well plate ใหม่ด้วย

ความระมัดระวัง 

  1.3.8 วัดค่าดูดกลืนแสงด้วยเครื่อง Spectrophotometer ที่ 

  ความยาวคลื่น 655 nm 
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4. การเตรียมเชื อทดสอบการยบัยั งเชื อก่อโรค 

4.1 การเตรียมเชื อ Streptococcus agalactiae 

4.1.1 เตรียมเช้ือ Streptococcus agalactiae ความเข้มข้น 108 

CFU/fish โดยวัดค่าดูดกลืนแสงด้วยเครื่อง 

Spectrophotometer ที่ ความยาวคลื่น 610 nm 

4.2 การฉีดเชื อก่อโรค 

4.2.1 ฉีดเชื้อ Streptococcus agalactiae ปริมาตร 0.1 มิลลิลติร/ตัว 

บริเวณช่องท้องของปลา 

4.3 การวิเคราะหผ์ลหลังฉีดเชื อก่อโรค 

4.3.1 สังเกตอาการของโรคเป็นระยะเวลา 15 วัน 

4.3.2 วิเคราะหค์่ากิจกรรมไลโซไซม์ หลังได้รับการฉีดเช้ือ 

Streptococcus agalactiae ในวันที่ 2, 5, 10 และ 15 
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ภาคผนวก ข  
ภาพการทดลองและเตรียมตัวอย่างวิเคราะห์ระบบภูมคิุ้มกัน 
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ภาพผนวก 2 การสุ่มปลาเพื่อวัดการเจริญเติบโตระหว่างการทดลอง 
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ภาพผนวก 5 การเก็บตัวอย่างเลือดปลานิล 
 

 

ภาพผนวก 6 ซีรั่มปลาที่ได้จากการตกตะกอนของเลือด 
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ภาพผนวก 7 แสดงการแยกชั้นของเม็ดเลือด 
 

 

ภาพผนวก 8 การวัดกิจกรรมไลโซไซม์ด้วยเครื่อง Spectrophotometer
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