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บทคัดย่อ 
  

ผลของซินไบโอติกในการเสริมประสิทธิภาพการเจริญเติบโต  ระบบภูมิคุ้มกัน ความ
ต้านทานเชื้อก่อโรค กิจกรรมของเอนไซม์ย่อยอาหาร ในการเพาะเลี้ยงปลานิลวัยอ่อน และท้าการ
คัดเลือกโพรไบโอติกในปลานิลวัยอ่อน ผลการศึกษาคุณสมบัติการเป็นพรีไบโอติกจากเยื่อหุ้มเมล็ด
กาแฟ และผลของโพรไบโอติก พรีไบโอติก และซินไบโอติกในการอนุบาลลูกปลานิลวัยอ่อน ผลการ
คัดเลือกเชื้อโพรไบโอติกที่มีประสิทธิภาพดีที่สุด ได้แก่ Bacillus subtilis (CR10-5) ผลการศึกษา
คุณสมบัติในการใช้เป็นพรีไบโอติกและสารออกฤทธิ์ยับยั้งเชื้อจุลินทรีย์ก่อโรคในสัตว์น้้าจากน้้าตาลโอ
ลิโกแซกคาไรค์ที่ได้จากเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟแบบผง (CSSp) และแบบสกัดสารออกฤทธิ์ (CSSe) หลัง
การหมักด้วยเอนไซม์เซลลูเลส Cellusoft® รวมถึงการทดสอบคุณสมบัติความเป็นพรีไบโอติกจาก
การกระตุ้นการเจริญของจุลินทรีย์โพรไบโอติก รวมทั้งการยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย์ก่อโรค พบว่า
เมื่อท้าการหมักเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟด้วยเอนไซม์เซลลูเลส  Cellusoft® L Ultra conc ได้ปริมาณ
น้้าตาลทั้งหมดมากที่สุด ในช่วงเวลาการหมักที่ 24 ชั่วโมง (0.202 g/ml) สามารถกระตุ้นการเจริญ
ของโพรไบโอติก B. subtilis ในอาหารที่เติม CSSp การยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย์ก่อโรคในสัตว์น้้า 
(p < 0.05) เมื่อทดสอบด้วยวิธีการ Agar  well diffusion พบว่าสาร metabolite ที่ได้จากโพรไบโอ
ติก ในอาหาร CSSp: L Ultra conc มีฤทธิ์ในการยับยั้งเชื้อก่อโรค Aeromonas hydrophila และ 
Streptococcus agalactiae สูงที่สุด แต่ยังน้อยกว่ายาปฏิชีวนะ Amoxicillin (10 ug) (p < 0.05) 

การศึกษาผลของการทดลองอนุบาลลูกปลานิลวัยอ่อน โดยการให้อาหารเสริมพรีไบโอติก 
(เยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟ: CSS) ร่วมกับโพรไบโอติก (B. subtilis) แบ่งการทดลองออกเป็น 2 การทดลอง 
ได้แก่ การทดลองที ่1 การทดลองอนุบาลปลานิลวัยอ่อน (0.67±0.16 g/ตัว) ในตู ้วางแผนการทดลอง
แบบแฟกทอเรียล 3x3 แบ่งออกเป็น 10 ชุดการทดลอง ๆ ละ 3 ซ้้า โดยศึกษาผลของพรีไบโอติก (เยื่อ
หุ้มเมล็ดกาแฟ: CSS) ที่ระดับความเข้มข้น 0%, 2.5% และ 5% (CSS0%, CSS2.5% และ CSS5% 
ตามล้าดับ) และโพรไบโอติก (B. subtilis) ที่ปริมาณเซลล์ 0, 5x107 และ 1x108 CFU/g (Pro0, ProA 
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และ ProB ตามล้าดับ) และชุด Positive control (FOS 1% + B. subtilis 1x108 CFU/g) ท้าการ
ทดลองผสมอาหารให้ปลากินเป็นระยะเวลา 4 สัปดาห์ และการทดลองชุดที่ 2 การอนุบาลปลานิลวัย
อ่อน (0.40±0.05 g/ตัว) ในกระชัง วางแผนการทดลองแบบแฟกทอเรียล 3x2 แบ่งออกเป็น 8 ชุดการ
ทดลอง ๆ ละ 3 ซ้้า โดยศึกษาผลของพรีไบโอติกจากเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟแบบผง : CSSp ที่ระดับความ
เข้มข้น 0.25% (CSSp 0.25%) เยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟหมักด้วยเอนไซม์เซลลูเลส L Ultar conc : CSS ที่
ระดับความเข้มข้น 5% (CSS5%) และผสมฟรุกโตโอลิโกแซคคาไรด์ (FOS) ที่ระดับความเข้มข้น 1% 
(FOS1%) และโพรไบโอติก (B. subtilis) ที่ปริมาณเซลล์ 0 และ 5x107 CFU/g (Pro0 และ ProA 
ตามล้าดับ) ท้าการทดลองโดยผสมอาหารให้ปลากินเป็นระยะเวลา  8 สัปดาห์ ได้ผลการทดลอง
เช่นเดียวกัน โดยพบว่า ปลานิลวัยอ่อนที่เลี้ยงด้วยอาหารเสริม CSS 5% + ProA มีประสิทธิภาพใน
การส่งเสริมการเจริญเติบโต ส่งผลให้น้้าหนักที่เพ่ิมขึ้น อัตราการเจริญเติบโตต่อวัน อัตราการ
เจริญเติบโตจ้าเพาะ ประสิทธิภาพการใช้อาหารของปลานิลวัยอ่อน ค่ากิจกรรมของไลโซไซม์ในเลือด 
ประสิทธิภาพการท้าลายเชื้อแบคทีเรียของเซลล์เม็ดเลือด (NBT) ในซีรั่ม และปริมาณ Superoxide 
Dismutase (SOD) ในตับของปลานิลวัยอ่อน รวมถึงกิจกรรมเอนไซม์ย่อยอาหารในล้าไส้  และ
กระเพาะอาหารของปลานิลวัยอ่อนเพ่ิมขึ้นอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (p < 0.05) ในขณะที่อัตราการ
รอดตายไม่มีความแตกต่างกัน (p > 0.05) เมื่อทดสอบการต้านทานต่อโรคติดเชื้อ A. hydrophila 
และ S. agalactiae พบอัตราการรอดตายสูงในชุดการทดลอง CSS 5% + ProA โดยมีผลการทดลอง
ที่ดีกว่าชุดการทดลองที่เสริมพรีไบโอติก หรือซินไบโอติกเพียงอย่างเดียว 

 
ค้าส้าคัญ : ปลานิลวัยอ่อน, เยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟ, ซินไบโอติก, การเจริญเติบโต, ภูมิคุ้มกันแบบไม่
จ้าเพาะ, เอนไซม์ย่อยอาหาร 
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ABSTRACT 
  

The efficiency of synbiotic, on growth performance, disease resistance, 
immunological response and digestive enzyme activity in fry Nile tilapia cultivation 
were analyzed. The selection of probiotic microorganisms in fry Nile tilapia, prebiotic 
properties from coffee silver skin and effect of probiotic, prebiotic and synbiotic to fry 
Nile tilapia cultivations were studied. Probiotic, Bacillus subtilis (CR10-5), was selected. 
The study of prebiotic and active antimicrobial pathogen substances properties in 
aquatic animals from oligosaccharides obtained from coffee silver skin powder (CSSp) 
and extraction (CSSe) after fermented by cellulase enzymes Cellusoft® was carried 
out. The growth of probiotic and inhibition of pathogenic microorganisms by prebiotic 
were examined. Maximum total sugar of enzyme fermented coffee silver skin was 
found highest after 24-hour fermentation; CSSp: L Ultra conc was 0.202 g/ml. The 
probiotic B. subtilis provided optimal growth in the CSSp: L Ultra conc supplemented 
diet and inhibited the growth of pathogenic microorganisms (p < 0.05). The efficacy of 
silver skin coffee in growth inhibition to fish pathogens by Agar well diffusion method 
showed that probiotic B. subtilis cultured in CSSp: L Ultra conc was shown to inhibit 
fish pathogen A. hydrophila and S. agalactiae but less than the antibiotic Amoxicillin 
(10 ug) (p < 0.05). 

The fry Nile tilapia cultivation supplemented with prebiotic (CSS) and 
probiotic (B. subtilis) diets were divided into 2 experiments, 1st experiment, raring fry 
Nile tilapia (0.67±0.16 g/fish) in the aquariums (laboratory scale), the 3x3 factorial 
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experimental design were divided into 10 experiments with 3 replicates, (Coffee silver 
skin: CSS) at concentrations 0%, 2.5% and 5% (CSS0%, CSS2.5% and CSS5%, 
respectively), probiotic (B. subtilis) at 0, 5x107 and 1x108 CFU/g (Pro0, ProA and ProB, 
respectively) and positive control (FOS 1% + B. subtilis 1x108 CFU/g) was done. This 
experiment was 4 week period. The 2nd experiment, fry Nile tilapia (0.40±0.05 g/fish) 
was reared in cages. The 3x2 factorial experimental design were divided into 8 
experiments with 3 replicates, (coffee silver skin: CSSp at a concentration of 0.25% 
(CSSp 0.25%). The coffee silver skin powder was fermented with L Ultar conc enzyme: 
CSS at 5% concentration (CSS5%) and fructooligosaccharides (FOS) at concentrations 
of 1% (FOS1%) and probiotic (B. subtilis) at levels 0 and 5x107 CFU/g (Pro0 and ProA, 
respectively) were reared in cages for 8 weeks. Fry Nile tilapia fed with 5% coffee silver 
skin and B. subtilis 5x107 CFU/g (CSS 5% + ProA) affected growth promoting (increased 
weight gain), Average daily growth (ADG), specific growth rate, feed efficiency ratio, 
lysozyme activity, bacterial inhibition efficacy blood cells in serum (Nitro Blue 
Tetrazolium: NBT), Superoxide Dismutase (SOD) activity and digestive enzymes activity 
of fry Nile tilapia were increased significantly difference (p < 0.05). Survival rate (%) was 
not statistically differences (p > 0.05). Pathogen resistance against A. hydrophila and S. 
agalactiae was performed fish fed with CSS 5% + ProA had highest survival rate. 
Therefore, supplemented synbiotic diets affected to all parameters higher than 
supplemented with prebiotic or probiotic diets alone. 

 
Keywords : Nile tilapia, Coffee silver skin, Synbiotic, Growth performance, Non-

specific immunity, Digestive enzymes 
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แก้ไขปัญหา และอุปสรรคต่าง ๆ รวมทั้งเป็นผู้ถ่ายทอดองค์ความรู้ แนวทางในการปฏิบัติ การด้าเนินงาน
วิจัย และสนับสนุนด้านงบประมาณ เครื่องมืออุปกรณ์ ส้าหรับการท้าวิจัย ในการตรวจทานแก้ไข
วิทยานิพนธ์ฉบับนี้จนเสร็จสมบูรณ์ 

ขอขอบพระคุณ รองศาสตราจารย์ ดร.ชาติชาย  โขนงนุช อาจารย์ภาควิชาเทคโนโลยีชีวภาพ 
คณะอุตสาหกรรมเกษตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม่ ประธานคณะกรรมการสอบวิทยานิพนธ์ และแก้ไข
วิทยานิพจน์ 

ขอขอบพระคุณ คณาจารย์ทุก ๆ ท่านที่ได้ให้วิชาความรู้ค้าแนะน้าในการเรียน การท้าวิจัยและ
การด้าเนินงานวิทยานิพนธ์ 

ขอขอบพระคุณ บุคลากร พ่ี ๆ เพ่ือน ๆ น้อง ๆ นักศึกษาทุก ๆ คน ที่ให้ความช่วยเหลือในการ
ด้าเนินงานวิจัย และในการท้าวิทยานิพนธ์ด้วยดีเสมอมา 

ขอขอบพระคุณ คณะเทคโนโลยีการประมง และทรัพยากรทางน้้า มหาวิทยาลัย แม่โจ้ ที่
อนุเคราะห์ให้ใช้สถานที่และอุปกรณ์บางอย่างในการท้าวิจัย  และขอขอบพระคุณอาจารย์ทุกท่าน ที่
ถ่ายทอดองค์ความรู้ เพ่ือใช้ในการท้าวิจัยในครั้งนี้ รวมทั้งบุคคลากรทุกท่านในคณะเทคโนโลยีการประมง 
และทรัพยากรทางน้้า ที่เป็นก้าลังใจ และให้ความช่วยเหลือในทุกๆ ด้าน 

ขอขอบคุณบัณฑิตวิทยาลัย มหาวิทยาลัยแม่โจ้ “ทุนศิษย์ก้นกุฏิ” ประจ้าปีการศึกษา 2562 
และส้านักงานการวิจัยแห่งชาติ (วช.) ส้านักวิจัยและส่งเสริมวิชาการการเกษตรมหาลัยแม่โจ้ ส้าหรับ
ทุนอุดหนุนการวิจัยประจ้าปีงบประมาณ  2563 ผู้วิจัยขอขอบคุณบริษัทฮิลล์คอฟจ้ากัด  ส้าหรับ
อนุเคราะห์เยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟที่ใช้ในการทดลอง 

สุดท้ายนี้ ขอขอบพระคุณ บิดา มารดา และญาติพ่ีน้องทุกท่านที่คอยสนับสนุน ให้ก้าลังใจ ให้
ความช่วยเหลือในการแก้ไขปัญหา และอุปสรรคต่าง ๆ ด้วยดีเสมอมา ด้วยคุณความดีและประโยชน์อัน
พึงมีจากวิทยานิพนธ์ฉบับนี้ผู้เขียนมอบให้กับผู้มีพระคุณดังที่กล่าวมาข้างต้นและผู้ที่ไม่ได้กล่าวถึง ณ ที่นี้
ด้วย 
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บทที่ 1 
บทน้า 

 
ปัจจุบันอุตสาหกรรมเกี่ยวกับอาหารสัตว์น้้ามีการขยายตัวมากขึ้นทั้งสัตว์น้้าทะเลและน้้าจืด 

โดยปลาน้้าจืดจากการเพาะเลี้ยงที่ส่งออกมากที่สุด ได้แก่ ปลานิล (Nile tilapia หรือ Oreochromis 
niloticus) ซึ่งมีแนวโน้มในการส่งออกสูงขึ้นทุกปี ในปี พ.ศ. 2564 มีปริมาณผลผลิตจากการเพาะเลี้ยง
สูงถึง 210,419 ตัน เพ่ิมขึ้น 2.2% จากปี 2563 (เกวลิน, 2564) และจากฐานข้อมูลด้านประมงใน
จังหวัดเชียงใหม่ พบว่าผลผลิตจากการเลี้ยงปลานิล ในจังหวัดเชียงใหม่สูงถึง 445,746 kg/ปี (กรม
ประมงเชียงใหม่, 2561) การเพาะเลี้ยงปลานิลให้ได้ผลดีและมีประสิทธิภาพ ต้องได้รับการเอาใจใส่
และมีการปฏิบัติด้านต่าง ๆ แต่อุปสรรคที่ส้าคัญในการเพาะเลี้ยงปลานิล คือ เกษตรกรเลี้ยงปลา
หนาแน่น จึงส่งผลให้ปลามีความเสี่ยงในการเกิดโรคติดเชื้อ (Iwama et al., 1997) ขาดการจัดการที่ดี 
และสภาวะแวดล้อมที่แย่ลงมีความแปรปรวนสูง การจัดการสุขภาพปลานิลจึงเป็นวิธีการที่ใช้เพ่ือ  
วางแผนการป้องกันไม่ให้ปลาเกิดโรค 

ในปัจจุบันได้มีการป้องกันและการรักษาโรคในปลานิลโดยการใช้ยาปฏิชีวนะและสารเคมีบาง
ชนิด แต่ไม่สามารถหยุดยั้งการตายของปลาได้โดยปลายังแสดงการตายต่อเนื่องจนเกษตรกรส่วนใหญ่
ประสบภาวะขาดทุนอย่างหนักซึ่งการใช้ยาปฏิชีวนะในการรักษาปริมาณสูงอาจท้าให้มียาตกค้างใน
ปลานิล และในสิ่งแวดล้อม รวมทั้งอาจท้าให้แบคทีเรียเกิดการดื้อยาปฏิชีวนะ การหาวิธีต่าง ๆ ที่จะ
ป้องกันโรคท่ีเกิดขึ้นทดแทนการใช้ยาปฏิชีวนะ ซึ่งการใช้จุลินทรีย์โพรไบโอติก (Probiotic) เสริมลงไป
ผสมในอาหารเม็ดส้าเร็จรูป ซึ่งจะช่วยในกระบวนการย่อยและการต้านทานของเชื้อโรคเมื่อเ ข้าสู่
ร่างกาย โดยสร้างกรดที่ท้าให้เกิดสภาวะไม่เหมาะสมต่อการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์ที่ท้าให้เกิดโรค
ต่าง ๆ อีกท้ังยังช่วยปรับสมดุลในล้าไส้ให้ต่อสู้กับเชื้อโรคได้อีกด้วย (Gatesoupe, 1999) นอกจากนั้น
ยังช่วยกระตุ้นการเจริญเติบโตของสัตว์น้้า และสามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์ที่เป็นโทษ
ต่อสัตว์น้้า และปลอดจากการเหลือสารพิษตกค้างในผลิตภัณฑ์จากสัตว์น้้า จึงมีแนวโน้มว่า  
โพรไบโอติกจะเป็นวัตถุดิบอาหารสัตว์น้้าที่ทดแทนยาปฏิชีวนะต่อไปในอนาคต (Gomez-Gil et al., 
2000) นอกจากนี้ยังมีการน้าพรีไบโอติก (Prebiotic) มาใช้ในสัตว์น้้า เพ่ือช่วยกระตุ้นการเจริญเติบโต
ของจุลินทรีย์โพรไบโอติกในล้าไส้ ปัจจุบันได้มีการประยุกต์ใช้พรีไบโอติก ร่วมกับโพรไบโอติก เรียกว่า 
“ซินไบโอติก” ในการเพาะเลี้ยงสัตว์น้้า ส่งผลให้จุลินทรีย์โพรไบโอติกท้างานได้ดียิ่งขึ้นทั้งยังช่วยใน
เรื่องของภูมิคุ้มกัน และท้าให้ต้านทานต่อเชื้อก่อโรคได้มากขึ้น ประสิทธิภาพดังกล่าวส่งผลให้สัตว์น้้า
เจริญเติบโตได้ดียิ่งขึ้น (Abid et al., 2013)  
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เยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟ (Coffee silver skin) เป็นผลพลอยได้จากกระบวนการคั่วเมล็ดกาแฟ 
ประกอบด้วยเยื่อใยที่ละลายน้้าได้ สารประกอบฟีนอล โพลีฟีนอลและเมลานอยดิน (Borrelli et al., 
2004) ซึ่ งมีคุณสมบัติ ในการต้านอนุมูลอิสระ (Antioxidant activity) และยับยั้ งเชื้อก่อโรค 
(Jiménez-Zamora et al., 2015) พรีไบโอติกเป็นสารอาหารที่ไม่ถูกดูดซึมหรือย่อยสลายได้ใน 
ระบบทางเดินอาหาร แต่จะถูกย่อยได้โดยจุลินทรีย์ที่มีประโยชน์ภายในล้าไส้หรือจุลินทรีย์โพรไบโอติก 
ซึ่งพรีไบโอติกจะช่วยกระตุ้นการเจริญของจุลินทรีย์โพรไบโอติก (ชยาภรณ์ , 2560) จึงท้าให้ 
มีการศึกษาการน้าเยื่อหุ้มของเมล็ดกาแฟ ในการน้าไปใช้เป็นพรีไบโอติกโดยกระบวนการบ่มด้วย
เอนไซม์เซลลูเลส (Cellulase) ซึ่งผลผลิตที่ได้จากการท้างานของเอนไซม์คือน้้าตาลโอลิโกแซกคาไรด์ 
สามารถน้าไปประยุกต์ใช้ในภาคอุตสาหกรรมได้ นอกจากนี้ยังมีการน้ามาใช้เป็นสารตั้งต้นส้าหรับ
เอนไซม์กลุ่มที่ย่อยเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลส ได้ผลิตภัณฑ์ออกมาเป็นน้้าตาลชนิดต่าง ๆ น้้าตาล
เหล่านี้สามารถน้าไปใช้เป็นสารตั้งต้นในอุตสาหกรรมได้ เช่น อุตสาหกรรมพลังงาน อุตสาหกรรม
อาหารคนและสัตว์ เป็นต้น (ชยาภรณ์, 2560) 

จากประสิทธิภาพของซินไบโอติกดังกล่าว ผู้วิจัยจึงมีความสนใจในการพัฒนาผลิตภัณฑ์
ชีวภาพซินไบโอติก และทดสอบประสิทธิภาพของผลิตภัณฑ์ที่ได้จากจุลินทรีย์โพรไบโอติก เฉพาะถิ่น
และอาหารเสริมพรีไบโอติกที่ช่วยเสริมการท้างานของโพรไบโอติก เพ่ือใช้ผสมลงในอาหารที่ใช้เลี้ยง
ปลานิลวัยอ่อน เพ่ือให้ส่งเสริมการเจริญเติบโต รวมทั้งสามารถช่วยป้องกันการติดเชื้อก่อโรคในปลา
นิลวัยอ่อนและลดการใช้ยาปฏิชีวนะได้อีกด้วย 

 
วัตถุประสงค์ของการวิจัย 

 
1. เพ่ือศึกษาผลของจุลินทรีย์โพรไบโอติก เฉพาะถิ่นต่อการเจริญเติบโตของปลานิลวัยอ่อน 
2. เพ่ือศึกษาผลของพรีไบโอติกจากเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟ ต่อการส่งเสริมการเจริญเติบโตของ

โพรไบโอติก และปลานิลวัยอ่อน 
3. เพ่ือศึกษาประสิทธิภาพของซินไบโอติกในการยับยั้งของเชื้อจุลินทรีย์ก่อโรคในปลานิล 
4. เพ่ือศึกษากิจกรรมของเอมไซม์ย่อยอาหารของปลานิลที่ได้รับอาหารเสริมซินไบโอติก 
5. เพ่ือศึกษาการตอบสนองต่อระบบภูมิคุ้มกันของปลานิลวัยอ่อน 
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ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 
 

1. เพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพการผลิต ทั้งด้านผลผลิตและต้นทุนการผลิตปลานิลของเกษตรกร 
2. ช่วยเสริมระดับภูมิคุ้มกัน ลดอัตราการติดเชื้อก่อโรคในปลานิล และลดการใช้ยาปฏิชีวนะ 
3. ได้ผลิตภัณฑ์ชีวภาพซินไบโอติกที่เหมาะสมต่อการเพาะเลี้ยงปลานิลวัยอ่อน 

 
ขอบเขตของการวิจัย 

 
1. ศึกษาวิจัยเชื้อจุลินทรีย์โพรไบโอติกเฉพาะถิ่นที่ท้าการเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิด

ต่าง ๆ ในห้องปฏิบัติการ           
2. ศึกษาผลของพรีไบโอติกจากเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟต่อการส่งเสริมการเจริญเติบโตของ 

โพรไบโอติก และการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ Aeromonas hydrophila และ Streptococcus 
agalactiae  

3. ศึกษาประสิทธิภาพของซินไบโอติกการส่งเสริมการเจริญเติบโต ระบบภูมิคุ้มกัน เอนไซม์
ย่อยอาหาร และการยับยั้งโรคติดเชื้อในปลานิลวัยอ่อน  



บทที่ 2 
การตรวจทวนเอกสาร 

 
ปลานิล (Oreochromis niloticus) 

 
ปลานิล (Nile tilapia) เป็นปลาน้้าจืดชนิดหนึ่ ง ในวงศ์ปลาหมอสี (Cichlidae) มีชื่อ

วิทยาศาสตร์ว่า Oreochromis niloticus (ภาพที่ 1) เป็นปลาที่รู้จักกันอย่างแพร่หลาย และได้รับ
ความนิยมในการเพาะเลี้ยงอย่างกว้างขวาง เพราะสามารถขยายพันธุ์ได้เองในบ่อเลี้ยง ให้ลูกดก  
เลี้ยงง่าย และเจริญเติบโตเร็ว ปัจจุบันมีความต้องการบริโภคปลานิลทั้งตลาดในท้องถิ่น ในเมือง หรือ
แม้กระทั่งตลาดในต่างประเทศ ได้เพ่ิมปริมาณมากขึ้นเป็นล้าดับ ดังนั้นเพ่ือให้เกษตรกรได้ปลานิล 
สายพันธุ์ดีมาเลี้ยง กรมประมงจึงได้ด้าเนินการปรับปรุงสายพันธุ์ปลานิลในด้านต่าง  ๆ เช่น 
การเจริญเติบโต ปริมาณความดกของไข่ ผลผลิต และความต้านทานโรค เป็นต้น ทั้งนี้ เพ่ือผู้เลี้ยง  
ปลานิลจะได้มีความมั่นใจในการเลี้ยงปลานิล เพ่ือเพ่ิมผลผลิตสัตว์น้้าให้เพียงพอต่อความต้องการของ
ผู้บริโภค (อุดม, 2549)  

 
ภาพที่  1  ปลานิล (Oreochromis niloticus) 

 
1. การด้ารงชีวิตของปลานิล 

ตามธรรมชาติแล้วปลานิลชอบอาศัยอยู่รวมกันเป็นฝูง (ยกเว้นเวลาสืบพันธุ์) ตามแม่น้้า 
ล้าคลอง บึง ทะเลสาบ ที่เป็นแหล่งน้้าจืด แต่สามารถน้าไปเลี้ยงในบริเวณที่เป็นน้้ากร่อยได้เนื่องจากมี
ความทนทานต่อการเปลี่ยนแปลงของสภาพแวดล้อมได้ดี สามารถมีชีวิตอยู่ได้ในช่วงการเปลี่ยนแปลง
ของอุณหภูมิกว้างมาก คือตั้งแต่ 11-42 ˚C แต่ในอุณหภูมิต่้า 10 ˚C พบว่า ปลานิลปรับตัว และ
เจริญเติบโตได้ไม่ดี ทั้งนี้เป็นเพราะถิ่นก้าเนิดของปลาชนิดนี้อยู่ในเขตร้อน ส่วนความทนทานของ  
ปลานิลต่อความเป็นกรดเป็นด่างของน้้า โดยเจริญเติบโตได้ดีในช่วงระดับ pH 6.5-8.5 นอกจากนี้ 
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ปลานิลยังมีความทนทานต่อความเค็มของน้้า กล่าวคือ ปลานิลสามารถอยู่ได้ปกติในน้้าที่มีความเค็ม
สูงสุด 20 ppm ซึ่งปลานิลนับเป็นปลาที่เหมาะสมจะน้ามาเลี้ยงในบ่อได้เป็นอย่างดี 

 
2. การเพาะเลี้ยงปลานิล 

การเลี้ยงปลาในกระชังเป็นรูปแบบการเลี้ยงที่ให้ผลผลิตสูง ก่อให้เกิดประโยชน์สูงสุดในเชิง
เศรษฐศาสตร์ และการใช้ประโยชน์จากแหล่งน้้าทั่วไป อีกทั้งยังช่วยให้ผู้ที่ไม่มีที่ดินท้ากินสามารถหัน
มาเลี้ยงปลาได้ หากปล่อยปลาในอัตราที่เหมาะสม จะท้าให้ปลามีอัตราการเจริญเติบโตที่ดีขึ้น 
สามารถช่วยลดระยะเวลาการเลี้ยงให้สั้นลงได้ นอกจากนี้ยังสะดวกในการดูแลจัดการการเคลื่อนย้าย 
รวมทั้งการเก็บเกี่ยวผลผลิต และมีการลงทุนต่้ากว่ารูปแบบการเลี้ยงอ่ืน ๆ ในขณะที่ผลตอบแทนต่อ
พ้ืนที่สูง อย่างไรก็ตาม การเลี้ยงปลานิลในกระชัง อาจจะมีข้อเสียอยู่บ้าง เช่น ปัญหาโรคพยาธิที่มากับ
น้้า ซึ่งไม่สามารถควบคุมได้ นอกจากนั้นยังอาจก่อให้เกิดปัญหาเรื่องสภาพแวดล้อม หากไม่มีการ
ค้านึงถึงปริมาณ และท่ีตั้งของกระชัง ตลอดจนความเหมาะสมของล้าน้้า (นิตยสารการเกษตร, 2550) 

 
3. การให้อาหาร และการจัดการระหว่างการเลี้ยง 

การเลี้ยงปลาในกระชังเป็นรูปแบบการเลี้ยงปลาแบบพัฒนา ( Intensive) หรือกึ่งพัฒนา 
(Semi-intensive) เน้นการให้อาหารเพ่ือเร่งผลผลิต และการเจริญเติบโต จึงควรจะใช้อาหารที่มี
คุณค่าทางโปรตีนค่อนข้างสูง และเหมาะสมกับความต้องการของปลาแต่ละขนาด ปัจจัยที่ส้าคัญควร
น้ามาประกอบการพิจารณาเกี่ยวกับการให้อาหารปลาในกระชัง ได้แก่ 

3.1 ระดับโปรตีนในอาหาร ปริมาณโปรตีนที่เหมาะสมส้าหรับการเจริญเติบโตของปลานิลที่
มีอายุต่างกันจะแตกต่างกัน ส้าหรับลูกปลาวัยอ่อน (Juvenile) และลูกปลานิ้ว (Fingerling) จะ
ต้องการอาหารทีมีระดับโปรตีนประมาณ 30-40 % แต่ในปลาใหญ่จะต้องการอาหารที่มีโปรตีน
ประมาณ 25–30 % 

3.2 เวลาในการให้อาหาร เนื่องจากปลานิลจะกินอาหารได้ดี เมื่อมีปริมาณออกซิเจนละลาย
ในน้้าสูง จะเป็นช่วงเวลากลางวันดังนั้น ส่วนใหญ่จึงควรให้อาหารในช่วงเวลาดังกล่าว 

3.3 ความถี่ในการให้อาหาร ปลานิลเป็นปลาที่ไม่มีกระเพาะอาหาร จึงสามารถกินอาหารได้
ทีละน้อย และมีการย่อยอาหารที่ค่อนข้างช้า การให้อาหารครั้งละมากๆ จะท้าให้สูญเสียอาหาร และ
ก่อให้เกิดสภาวะน้้าเสียได้ ดังนั้น เพ่ือให้สามารถใช้ประโยชน์จากอาหารเม็ดสูงสุดจึงควรให้อาหารแต่
น้อย แต่ให้บ่อยๆ โดยความถี่ที่เหมาะสม คือ ปริมาณ 4-5 ครั้ง/วัน จะช่วยเร่งการเจริญเติบโต และ
ท้าให้ผลตอบแทนในเชิงเศรษฐศาสตร์สูงสุด 
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3.4 อัตราการให้อาหาร ปริมาณอาหารที่ให้ปลากินจะขึ้นอยู่กับขนาดของปลา และอุณหภูมิ 
หากอุณหภูมิของน้้าสูงขึ้น จะท้าให้อัตราการกินอาหารของปลาสูงขึ้นตามไปด้วย อุณหภูมิน้้าที่
เหมาะสมประมาณ 25-30 ˚C ควรให้อาหาร 20 % ของน้้าหนักปลา ส้าหรับปลาขนาดเล็กในปลารุ่น 
อัตราการให้อาหารจะลดลงเหลือ ประมาณ 6-8 % และส้าหรับปลาใหญ่ อัตราการให้อาหารจะเหลือ
เพียง ประมาณ 3-4 %  

3.5 การจัดการระหว่างการเลี้ยง ควรมีการตรวจสอบกระชังเพ่ือซ่อมแซมส่วนที่ช้ารุดทุก ๆ 
สัปดาห์ รวมทั้งสุ่มปลามาตรวจสอบน้้าหนักเพื่อปรับปริมาณอาหารที่ให้ได้อย่างเหมาะสม 

3.6 การเก็บเกี่ยวผลผลิต การเก็บเกี่ยวผลผลิตเป็นข้อควรค้านึงอีกประการหนึ่งส้าหรับการ
จัดการ การเก็บเกี่ยวผลผลิตจากการเลี้ยงในกระชังควรค้านึงถึงขนาดของปลา และปริมาณที่ตลาด
ต้องการ (สถาบันวิจัย และพัฒนาพันธุกรรมสัตว์น้้า, 2540) 

 
โรค และการป้องกันโรค 

 
ในปัจจุบันปัญหาที่สร้างความเสียหายให้แก่ผู้เลี้ยงปลาอยู่เสมอ คือ ปัญหาปลาเป็นโรค โรคที่

เกิดกับปลามาจากไวรัส แบคทีเรีย สัตว์เซลล์เดียว และพวกหนอนที่อันตรายต่อปลาโดยตรง โดยเข้า
ท้าลายอวัยวะของปลา เช่น ไต ตับ และยังท้าลายอวัยวะภายนอก เช่น เหงือก และล้าตัวของปลา  
ซึ่งจะท้าให้เกิดโรค และตายในเวลาต่อมา นอกจากนี้โรคปลายังเกิดขึ้นเนื่องจากสภาพแวดล้อม และ
อาหารได้อีกทางหนึ่งด้วย ในการเกิดโรคของปลาในแต่ละครั้ง โดยเฉพาะอย่างที่เกิดจากเชื้อแบคทีเรีย 
จะสร้างความเสียหายให้กับเกษตรกรไม่มากก็น้อย ทั้งนี้เป็นเพราะว่าการที่ผู้เลี้ยงจะรู้ว่าปลาเป็นโรคก็
ต่อเมื่อปลาตายลอยขึ้นมาให้เห็น เมื่อปล่อยให้ปลาเป็นโรคแล้ว การรักษาต้องใช้เวลา และในระยะที่
ท้าการรักษาอยู่นั้น ย่อมมีการสูญเสียปลาไปด้วยวิธีที่ดีที่สุด คือ การก้าจัดต้นเหตุต่าง ๆ ที่ท้าให้ปลา
เป็นโรค ดังนั้น การแก้ไขหาวิธีการที่จะไม่ให้ปลาเกิดโรคดีกว่า ที่จะปล่อยให้ปลาเกิดโรคแล้วท้าการ
รักษา เพราะการนอกจากจะไม่ค่อยได้ผลแล้วยังท้าให้ต้องสูญเสียปลาที่เลี้ยง และเงินทุนอีกมาก 
(อุดม, 2549) โรคปลาสามารถแบ่งได้เป็น 2 ชนิดหลัก คือ โรคติดเชื้อ (Infectious diseases) และ
โรคไม่ติดเชื้อ (Noninfectious diseases) โรคติดเชื้อมีสาเหตุมาจากเชื้อโรคซึ่งส่วนใหญ่พบได้ทั่วไป
ในสิ่งแวดล้อมหรือติดมากับปลาซึ่งเป็นพาหะของโรค โรคเหล่านี้สามารถติดต่อกันได้ (Contagious 
diseases) และต้องการการจัดการเพ่ือที่จะควบคุมการระบาดของโรค ในทางตรงกันข้ามโรคไม่ติด
เชื้อซึ่งเกิดจากสภาวะแวดล้อมอันไม่เหมาะสมการขาดสารอาหาร ความบกพร่องทางพันธุกรรมเป็น
โรคซึ่งไม่ติดต่อและไม่สามารถใช้ยาในการรักษาได้ (ชนกันต์ และคณะ, 2556) 
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1. สาเหตุของการเกิดโรค 
สาเหตุที่ท้าให้ปลาเป็นโรคนั้นมีอยู่หลายประการ ได้แก่ 
1.1 น้้า เป็นสาเหตุให้ปลาเกิดโรค คือ น้้าเสียเช่น น้้ามีกลิ่นเหม็น มีออกซิเจนน้อยไม่พอกับ

ความต้องการของปลา หรือน้้ามีคาร์บอนไดออกไซด์มากเกินไป สาเหตุที่ท้าให้น้้าเสียอาจมาจากการ
ปล่อยปลาลงเลี้ยงในบ่อหนาแน่นเกินไป ให้อาหารมากเกินไปจนอาหารที่เหลือนั้นบูดเน่า หรืออาจจะ
เกิดจากของเสีย หรืออาจจะเกิดจากของเสียที่ปลาถ่ายออกมาแล้วสะสมกันอยู่มาก ๆ เนื่องจากไม่มี
การถ่ายเทน้้าในบ่อจนเกิดการเน่าเสีย ในกรณีที่น้้าเสียมาก ๆ จนท้าให้ออกซิเจนในน้้าไม่มีเลย จะท้า
ให้ปลาตายได้ หากช่วยเหลือไม่ทัน นอกจากนี้น้้าที่มีความเป็นกรด หรือเป็นด่างมากเกินไปมีส่วนท้า
ให้ลูกปลาตายได้ทันที หรือท้าให้ลูกปลาเป็นโรคที่เกิดจากเชื้อแบคทีเรียได้ หรือการเจริญเติบโตของ
ปลาไม่เป็นไปตามปกติ 

1.2 ความบอบช้้า อาจเกิดจากบาดแผลที่เกิดขึ้นในระหว่างการจับ หรือการขนย้าย ซึ่งจะ
ท้าให้ปลาอ่อนแอรับเอาเชื้อแบคทีเรีย และเชื้อราได้ง่าย โดยเฉพาะลูกปลาที่ต้องขนย้ายในระยะ
ทางไกล ๆ โดยใช้ถุงพลาสติก หรือถัง ไม่ควรใส่ปลาจนหนาแน่นเกินไป เพราะปลาอาจบอบช้้ามาก 
ร่างกายอ่อนเพลีย และมีโอกาสตายได้ในเวลาต่อมาดังนั้น ในขณะล้าเลียงควรใส่เกลือในปริมาณ 
0.1-0.2 % หรือใส่ยาเหลืองเข้มข้น 1-3 ppm อาจช่วยลดอัตราการตายได้ และที่ส้าคัญ ก่อนปล่อย
ปลาลงเลี้ยงในบ่อควรระวังว่าอุณหภูมิในถุง กับน้้าในบ่อไม่ควรแตกต่างกันมากนัก  

1.3 ความหนาแน่นของปลา การปล่อยหนาแน่นนั้นอาจไม่มีปัญหาในระยะที่ปลายังมีขนาด
เล็กอยู่ แต่เมื่อปลามีขนาดใหญ่ขึ้นความหนาแน่นของปลาก็เพ่ิมขึ้น ท้าให้ออกซิเจนไม่พอกับความ
ต้องการของปลา น้้าเสียได้ง่ายทั้งนี้เพราะปลาทุกตัวต้องใช้ออกซิเจนในการหาย และขณะเดียวกันก็
ต้องถ่ายของเสียเช่น ก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ และมูลปลาที่ออกมาด้วย ซึ่งเมื่อมีปลามากของเสี ยที่
ถ่ายออกมาก็มากเช่นเดียวกัน เมื่อสภาพไม่ดีแล้ว ปลาก็จะไม่ค่อยกินอาหาร การเจริญเติบโตไม่ดี และ
ยังท้าให้ปลาไม่ค่อยแข็งแรง เกิดโรคได้ง่าย ฉะนั้น ควรปล่อยปลาลงเลี้ยงในอัตราที่เหมาะสมที่สุด  
(ม่ันสิน และไพพรรณ, 2536) 

1.4 โรคที่เกิดจากปรสิต ปรสิตเป็นปัจจัยส้าคัญอย่างหนึ่งที่ท้าให้เกิดโรคในสัตว์น้้า เนื่องจาก
ปรสิตส่วนมากสามารถเข้าสู่ปลาได้โดยตรง หรืออาจแฝงตัวมากับสิ่งมีชีวิตชนิดอ่ืน  ๆ ที่ปลากินเป็น
อาหารได้ดังนั้น การก้าจัด และการป้องกันปรสิตเหล่านั้น ไม่ให้เข้ามาสู่ตัวปลา ปรสิตที่พบในปลามี
ตั้งแต่สัตว์เซลล์เดียวขนาดเล็ก หนอนพยาธิ ไปจนถึงปรสิตเปลือกแข็งที่มีขนาดใหญ่ สามารถมองเห็น
ได้ด้วยตาเปล่า ซึ่งในแต่ละกลุ่ม จะมีความจ้าเพาะเจาะจงกับชนิดของปลาแตกต่างกันไป ปรสิตบาง
ชนิดมีความจ้าเพาะเจาะจงกับปลาเจ้าบ้านมาก พบได้ในปลาเพียงไม่กี่ชนิด ในขณะที่ปรสิตบางชนิดมี
ความจ้าเพาะเจาะจงกับเจ้าบ้านน้อยมาก สามารถพบได้ในปลาหลายชนิด ท้าให้การกระจายของ
ปรสิตมีความแตกต่างกันไป และส่งผลต่อการเกิดโรคในปลาแตกต่างกันด้วยการศึกษาเกี่ยวกับปรสิต
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ที่พบในปลานิล และก่อให้เกิดโรคส่วนใหญ่จะเป็นปรสิตที่พบเกาะอยู่ภายนอก ส่วนปรสิตภายในพบ
น้อย และไม่ค่อยมีผลกระทบต่อสุขภาพของปลานิล ตัวปรสิตที่เกิดกับปลามีอยู่หลายชนิด ซึ่งจะเกาะ
ติดตามตัวปลา พบได้ทั้งภายนอก และภายใน บางชนิดก็ท้าให้ปลาตายโดยตรง บางชนิดท้าให้ปลามี
บาดแผล เจ็บปวดระคายเคือง อ่อนแอ เสียการทรงตัว และมีบางชนิดถ้าเกิดขึ้นมาก ๆ จะท้าให้ปลา
ไม่เจริญเติบโต และท้าให้เกิดปัญหาต่อการเลี้ยงปลานิลได้ 

1.5 โรคที่เกิดจากเชื้อแบคทีเรีย เกษตรกรผู้เลี้ยงปลานิลส่วนใหญ่ มักประสบปัญหาการตาย
ของปลาที่รุนแรงในปลาขนาดใหญ่อายุตั้งแต่ 3-4 เดือน หรือขนาดตั้งแต่ 200-800 g ซึ่งการตายของ
ปลามักจะเกิดในช่วงหน้าร้อนไปจนถึงต้นฤดูฝน นับตั้งแต่เดือนมีนาคมจนถึงเดือนกรกฎาคมของทุกปี 
ลักษณะการติดเชื้อทางแบคทีเรียจะคล้าย ๆ กัน จะมีการตกเลือด มีแผลตามล้าตัวครีบกร่อน 
กกหูบวม มีน้้าในช่องท้องไม่กินอาหาร (ชนกันต์ และคณะ, 2556) ที่พบบ่อยมี 2 ชนิดคือ 

1.5.1 โรคเกิดจากเชื้อแอโรโมแนส (Aeromonas hydrophila) เป็นแบคทีเรียแกรม
ลบ รูปร่างเป็นท่อนสั้นตรงขนาด ความยาวโดยทั่วไปประมาณ 1.0-1.5 µm (ภาพที่ 2) ก่อให้เกิดโรค
ที่มีก่อให้เกดความเสียหายทางเศรษฐกิจมากในการเลี้ยงปลาดุก ปลานิล กบและปลาน้้าจืดอื่น ๆ และ
มักพบบ่อยในบ่อที่เลี้ยง โดยให้อาหารสดหรือการเลี้ยงแบบผสมผสาน ซึ่งเชื้อตัวนี้จะอาศัยอยู่ในแหล่ง
น้้ าอยู่แล้วโดยเฉพาะแหล่งที่มีสารอินทรีย์ปริมาณสูง ความเครียด ไม่ว่าจะเป็นการขนส่ง 
การเคลื่อนย้าย ปริมาณออกซิเจนที่ต่้า การให้อาหารที่ไม่ดี การมีปรสิตเกาะเยอะ โดยโรคที่เกิดจาก
เชื้อแบคทีเรีย Aeromonas sp. ก่อให้เกิดโรค Bacteria hemorrhagic septicemia หรือ Motile 
Aeromonas septicemia โรคเกล็ดตั้งพอง โรคตกเลือด โรคท้องบวม โรคที่เกิดจากเชื้อนี้พบได้ใน
ปลาน้้าจืดทั่วโลก เชื้อนี้จะแพร่กระจายอยู่ในน้้าจืดทั่วไป และพบมากในน้้าที่มีปริมาณสารอินทรีย์มาก 
การติดเชื้อแบคทีเรียชนิดนี้มักเป็นการติดเชื้อแบบแทรกซ้อน (Secondary infection) อาการอาจมี
ความแตกต่างกันไปตามชนิดปลา อาการโดยทั่วไปคือ ปลาจะไม่กินอาหาร เฉื่อย สูญเสียการทรงตัว 
ครีบหลุดกร่อน เกิดบาดแผล และบางครั้งพบเชื้อราพวก Saprolegnia sp. เกาะที่บาดแผล ปลาที่ติด
โรคอาจมีการสะสมของเหลวจนท้องบวมน้้า บางครั้งจะเห็นเกล็ดปลาตั้งพองขึ้น ตาโปน (ภาพท่ี 3) 
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ภาพที่  2  แบคทีเรีย Aeromonas hydrophila 
 

 
 

ภาพที่  3  ปลานิลเป็นแผลเกิดจากการติดเชื้อแบคทีเรีย Aeromonas sp. 
 

ที่มา: ชนกันต์ และคณะ (2556) 
 

1.5.2 โรคติดเชื้อแบคทีเรียสเตรฟโตคอคคัส (Streptococcus sp.) เป็นเชื้อแบคทีเรีย
ที่มีลักษณะกลม ติดสีแกรมบวกอยู่เป็นคู่ (ภาพ 4) ปลานิลที่ติดเชื้อแบคทีเรียจะมีตาขุ่นขาว ว่ายน้้า 
ช้า ๆ ลอยนิ่งรอบ ๆ ช่องขับถ่ายจะบวมแดง โดยส่วนใหญ่ปลาที่ติดเชื้อแบคทีเรียนี้ จะมีผลต่อตา 
ปลาจะเกิดการตาโปน หรือตกเลือดบริเวณตา มักพบระบาดในฤดูหนาว (ภาพที่ 5) Pereira et al. 
(2010) รายงานว่า อัตราการตายจากโรคนี้พบสูงเมื่ออุณหภูมิน้้าสูงกว่า 26 ˚C โรคติดเชื้อนี้สามารถ
ติดต่อจากปลาที่เป็นโรคที่อาศัยอยู่ในบ่อหรือกระชังเดียวกันเชื้อมีความไวต่อยาปฏิชีวนะ 4 ชนิด คือ 
เพนนิซิลิน (Penicillin) อิริโทรมัยซิน (Erythromycin) แอมพิซิลิน (Ampicillin) และออกซีเตตร้า
ซัยคลิน (Oxytetracycline) และดื้อต่อยาปฏิชีวนะ 3 ชนิด คือ ซัลฟาเมธท๊อกซาโซล/ไตรเมธโธพริม 
(Sulfamethoxazole/trimethopri) นาลิดิซิค แอซิด (Nalidixic acid) และ ออกโซลินิคแอซิค 
(Oxolinic acid) (นเรศ และคณะ, 2552) มีรายงานวิจัยหลายชิ้นที่พยายามพัฒนาวัคซีนเพ่ือป้องกัน
โรคติดเชื้อแบคทีเรียชนิดนี้  (Eldar et al., 1995 ; Evans et al., 2004 ; Klesius et al., 2000; 
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Pridgeon and Klesius, 2011) ซึ่ งผลที่ ได้ยังไม่ชัดเจน บางวัคซีนจะป้องกันโรคได้จ้ า เพาะ 
Streptococcus iniae แต่ไม่ป้องกันโรคติดเชื้อจาก Streptococcus agalactiae (Evans et al., 2004) 
 

 
 

ภาพที่  4  แบคทีเรีย Streptococcus sp. 
 

 
 

ภาพที่  5  ปลานิลมีตาโปนขุ่นขาว เกิดจากการติดเชื้อแบคทีเรีย Streptococcus sp. 
 
ที่มา: ชนกันต์ และคณะ (2556) 
 
1. แนวทางการป้องกันปัญหาการเกิดโรค 

เพ่ือให้การป้องกันโรค เป็นไปอย่างมีประสิทธิภาพ ควรมีหลักในการปฏิบัติดังต่อไปนี้ (อุดม , 
2549) 

1.1 เน้นการจัดการในช่วงวิกฤติ โดยเฉพาะอย่างยิ่งช่วงที่อากาศร้อน ฝนตกติดต่อกันหลาย
วัน อุณหภูมิเปลี่ยนแปลงฉับพลัน น้้าหลาก หรือน้้านิ่งเป็นเวลานาน โดยเฉพาะช่วงฤดูร้อนต่อฤดูฝน 
และช่วงปลายฝนต้นหนาว เกษตรกรสามารถป้องกันการระบาดของโรคโดยการเสริมวิตามินที่จ้าเป็น
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เช่น วิตามินซี (3-5 g/kg) ร่วมกับการให้ยาปฏิชีวนะ (3-5 g/kg) ติดต่อกันเป็นเวลา 5-7 วัน จนกว่า
สภาวะอากาศจะกลับเข้าสู่ปกติ 

1.2 ลด หรืออย่าปล่อยปลาในอัตราที่หนาแน่นสูง หรือหลีกเลี่ยงการเลี้ยงปลาในบาง
ช่วงเวลา โดยเฉพาะการเลี้ยงในช่วงระยะเวลาวิกฤติ เนื่องจากปลาจะมีความเสี่ ยงสูงมากต่อการเกิด
โรค นอกจากนี้การปล่อยปลาในอัตราที่หนาแน่นต่้าจะช่วยให้ การจัดการสภาพการเลี้ยงได้ง่ายขึ้น 

1.3 ระวังการเปลี่ยนแปลงคุณภาพน้้า หากเป็นไปได้ควรติดตั้งเครื่องให้อากาศเพ่ือเติม
อากาศในน้้าอย่างต่อเนื่อง ให้เพียงพอต่อความต้องการของปลา โดยเฉพาะช่วงเวลากลางคืนจนถึง
ช่วงเช้าตรู่ และช่วงฟ้าปิดติดต่อกันหลายวัน 

1.4 เพ่ิมแหล่งของเกลือแร่ให้แก่ปลา โดยการเติมเกลือแกง เนื่องจากในช่วงระยะเวลาวิกฤติ
ปลาส่วนใหญ่จะเกิดความเครียดได้ง่าย และอาจส่งผลให้ปลาสูญเสียระบบควบคุมสมดุลของน้้า 
และเกลือแร่ การให้เกลือแกงจะเป็นการชดเชยเกลือที่สูญเสียไป ระหว่างเกิดความเครียด ท้าให้ระบบ
ต่าง ๆ ของร่างกายปลาสามารถท้างานต่อไปได้อย่างต่อเนื่อง วิธีการเติม ควรใส่เกลือในถุงผ้าแขวนไว้
เป็นจุด ๆ ให้เกลือละลายออกมาช้า ๆ ตามขอบบ่อ หรือกระชังให้ติดต่อกันจนสภาพแวดล้อมของการ
เลี้ยงกลับเข้าสู่ภาวะปกติ 

1.5 อย่าใช้ยา หรือสารเคมีมากเกินไป เนื่องจากจะเป็นการสูญเสียค่าใช้จ่ายในการเลี้ยงแล้ว 
การใช้ยาดังกล่าวยังมีผลท้าให้เชื้อโรคเกิดการดื้อยา ท้าให้เมื่อเกิดโรคแล้วอาจส่งผลให้การใช้ยา และ
สารเคมีดังกล่าวไม่สามารถใช้ในการควบคุมโรคได้ 

1.6 สาเหตุที่แท้จริงของการเกิดโรค โดยการน้าตัวอย่างปลาป่วยส่งให้หน่วยงานของรัฐที่
รับผิดชอบเพ่ือท้าการตรวจวินิจฉัยให้ทันท่วงที โดยปลาที่จะน้าส่งตรวจนั้นต้องอยู่ในสภาพที่มีชีวิต
เท่านั้น จึงจะท้าให้การตรวจวินิจฉัยสามารถท้าได้อย่างถูกต้อง และแม่นย้าที่สุด  

1.7 น้าปลาที่เป็นโรคออกจากพ้ืนที่บ่อเลี้ยง หรือกระชัง โดยการน้าไปฝัง เผาท้าลายหรือใช้
ความร้อนที่ใช้การประกอบอาหาร จะเป็นการลด หรือตัดวงจรของการแพร่ระบาดของเชื้อโรคได้ 
โดยเฉพาะการเลี้ยงปลาในบ่อดินขนาดใหญ่ ซึ่งเป็นที่น่าสังเกตว่าปลาเป็นโรคส่วนใหญ่ จะว่ายลอย
บริเวณท้ายบ่อ (ประพันธ์ศักดิ์ และนนทวิทย์, 2555) 
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จุลินทรีย์โพรไบโอติก (Probiotic) 
 

ปลานิลที่มีคุณภาพดี ต้องมีความปลอดภัยต่อผู้บริโภค การพัฒนาระบบการเลี้ยงปลานิลของ
เกษตรกรเพ่ือช่วยลดต้นทุนให้น้อยที่สุด การลดต้นทุนไม่ได้อยู่ที่การเลือกซื้อลูกปลานิลที่มีราคาถูก 
การลดอาหาร หรือการประหยัดค่าไฟฟ้า แต่เป็นการลดความเสี่ยงที่จะเกิดขึ้นในการเลี้ยงด้วยวิธีการ
ต่าง ๆ แนวทางหนึ่ง ที่จะช่วยลดต้นทุนการผลิตคือ การเลี้ยงในระบบโพรไบโอติกฟาร์มมิ่ง (เสนอ, 
2547) 

โพรไบโอติก เป็นเทคโนโลยีชีวภาพในการใช้จุลินทรีย์ หรือแบคทีเรียที่มาจากธรรมชาติ ไม่
เป็นภัยต่อสิ่งแวดล้อม มาใช้ในการเลี้ยงปลานิล ทดแทนการใช้สารเคมี ด้วยหลักการการใช้จุลินทรีย์ที่
ดีไปควบคุมจุลินทรีย์ที่ เป็นสาเหตุของการเกิดโรคต่าง  ๆ ในปลานิลควบคู่ไปกับการจัดการ
สภาพแวดล้อมภายในบ่อปลานิล ให้เหมาะสมกับการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์ที่เป็นมิตรต่อปลานิล 
เพ่ือสร้างภูมิคุ้มกัน และป้องกันไม่ให้ปลานิลที่เลี้ยงเกิดโรค แทนการรักษาด้วยยาหรือสารเคมีเมื่อปลา
นิลเกิดอาการแล้ว การเลี้ยงในระบบนี้ ยังมีความจ้าเป็นที่จะต้องป้องกันโรคที่ อาจจะเข้ามาจาก
ภายนอก ส้าหรับอาหารที่ใช้เลี้ยงจะผสมกับจุลินทรีย์ที่เหมาะสม เพ่ือปรับสมดุลระบบทางเดินอาหาร 
เท่ากับเป็นการแย่งพ้ืนที่แบคทีเรียที่เป็นอันตรายในล้าไส้ ช่วยให้การย่อยอาหารดีขึ้น ประสิทธิภาพใน
การใช้อาหารดีขึ้น ของเสียที่ขับถ่ายออกก็มีปริมาณน้อยลง ท้าให้ได้ผลผลิตปลานิลที่มีสุขภาพแข็งแรง 
ขณะเดียวกัน ในระบบโพรไบโอติก ยังมีการน้าแบคทีเรียที่เหมาะสมมาใช้ ซึ่งมีประสิทธิภาพในการ
ย่อยสลายของเสีย และอินทรีย์สารภายในบ่อ ท้าให้ปลานิลมีอาหารธรรมชาติเพ่ิมขึ้น และช่วยให้ค่า
ความเป็นกรด-ด่าง ของน้้าอยู่ในสภาพคงที่ ปลานิลจะไม่เครียด และสามารถเติบโตได้อย่างแข็งแรง 
ซึ่งผลการเลี้ยงด้วยระบบนี้ จะมีความเสียหายน้อยมาก (เสนอ, 2547)  

โพรไบโอติก ถูกน้ามาใช้เป็นครั้งแรกในรายงานการวิจัยทางวิทยาศาสตร์ของ Lilly และ 
Stillwell ในปี ค.ศ. 1965 (Lilly and Stillwell, 1965) เพ่ือกล่าวถึง สารที่จุลินทรีย์ชนิดหนึ่งขับ
ออกมา และช่วยกระตุ้นการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์อีกชนิดหนึ่ง ซึ่งเป็นการท้างานที่ตรงข้าม 
กับการท้างานของยาปฏิชีวนะ ที่จะท้าลายจุลินทรีย์เกือบทุกชนิด ในปี ค.ศ. 1974 Parker (1974) ได้
ให้ค้าจ้ากัดความว่าโพรไบโอติก คือสิ่งมีชีวิต และสารเคมีที่มีผลต่อสมดุลของจุลินทรีย์ในล้าไส้ ต่อมา
ในปี ค.ศ. 1989 Fuller (1989) อธิบายค้าว่าโพรไบโอติกคือ อาหารเสริม ซึ่งเป็นจุลินทรีย์ที่มีชีวิต 
สามารถก่อประโยชน์ต่อร่างกายของสิ่งมีชีวิตที่มันอาศัยอยู่ โดยการปรับสมดุลของจุลินทรีย์ในร่างกาย 
และปี ค.ศ. 1992 Havenaar and Huis (1992) ได้ขยายค้าจ้ากัดความของโพรไบโอติกว่า จะต้อง
ประกอบด้วยจุลินทรีย์ที่มีชีวิต ซึ่งอาจมีเพียงชนิดเดียว หรือเป็นส่วนผสมของจุลินทรีย์หลายชนิด 
จนในที่สุดปี ค.ศ. 2007 FAO/WHO (2007) ได้ให้นิยามของโพรไบโอติกว่า โพรไบโอติก คือจุลินทรีย์
ที่มีชีวิตที่เมื่อรับประทานเข้าไปในปริมาณที่เหมาะสมแล้วจะให้ประโยชน์ต่อสุขภาพของเจ้าบ้าน  
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ที่สามารถไปปรับปรุงคุณสมบัติของจุลินทรีย์ดั้งเดิม ที่อาศัยอยู่ในล้าไส้ของสัตว์นั้น โดยจุลินทรีย์
เหล่านี้อาจอยู่ในรูปของเซลล์แห้งจากขบวนการระเหิดแห้ง (Freeze-dried cells) หรืออยู่ในรูป
ผลิตภัณฑ์หมัก ซึ่งนอกจากไปส่งเสริมการเจริญเติบโตแล้ว ยังท้าให้คน และสัตว์มีสุขภาพดีขึ้นด้วย 
และโพรไบโอติกไม่ได้จ้ากัดการใช้เฉพาะในระบบทางเดินอาหารเท่านั้น ยังอาจไปมีผลต่อระบบอ่ืน ๆ 
เช่น ทางเดินหายใจส่วนต้น หรือระบบปัสสาวะ และระบบสืบพันธุ์ ( Bic Chemical Company Limited, 
2012) 

 
1. กลไกการท้างานของโพรไบโอติก 

เมื่อเจ้าบ้านได้รับโพรไบโอติกเข้าไปแล้ว มันจะผ่านกระเพาะเข้าไปเจริญเติบโต หรือเกาะติด
กับผนังล้าไส้เล็กทุกส่วน โดยเฉพาะการแทรกตัวอยู่ตามร่องวิไล (Villi) ของล้าไส้เล็ก มีการย่อยสลาย
กากอาหารแล้วสร้างกรดแลคติก กรดแลคติกจะท้าลายหรือยับยั้งจุลินทรีย์ก่อโรค การเกาะติดของ
จุลินทรีย์โพรไบโอติก จะแพร่กระจายทุกพ้ืนที่ท้าให้จุลินทรีย์ที่ก่อให้เกิดโรคไม่มีพ้ืนที่ส้าหรับ 
การเกาะติด การรับจุลินทรีย์โพรไบโอติกเข้าไปเป็นสิ่งแปลกปลอม จะดึงดูดพวกแมคโครฟาร์จ 
(Macrophage) จึงเป็นการกระตุ้นให้มีภูมิคุ้มกันได้ดียิ่งข้ึน  

โพรไบโอติกเป็นจุลินทรีย์ที่เป็นประโยชน์ ซึ่งมีอยู่ตามธรรมชาติแล้ว ส่วนหนึ่งอยู่ในระบบ
ทางเดินอาหาร จุลินทรีย์เหล่านี้มีความสามารถในการต้านการยึดเกาะของเชื้อจุลินทรีย์ใหม่ เยื่อบุ
ผนังล้าไส้ โดยกระบวนการที่เรียกว่า Competitive exclusion หรือ Colonization resistance เป็น
กลไกการต่อต้านการเกาะของเชื้อจุลินทรีย์ชนิดใหม่ โดยเชื้อจุลินทรีย์เฉพาะถิ่น นอกจากจะขัดขวาง
การยึดเกาะของจุลินทรีย์ก่อโรคโดยตรงแล้ว จุลินทรีย์เฉพาะถิ่นในทางเดินอาหารยังผลิตสารซึ่งเป็น
พิษต่อเชื้อจุลินทรีย์ที่เข้าไปใหม่ เช่น ไฮโดรเจนซัลไฟด์ (Hydrogen sulphide) กรดน้้าดีอิสระ เช่น 
Deoxycholic acid ซ่ึงสารเหล่านี้ช่วยป้องกันการยึดเกาะ (Colonization) ของเชื้อจุลินทรีย์ก่อโรค 
ส่วนใหญ่ เกิดปัญหาการปนเปื้อนเชื้อ Samonella sp. ในผลิตภัณฑ์สัตว์ ท้าให้สัตว์ได้รับเชื้อชนิดนี้
เข้าไปมาก จึงเกิดแนวคิดที่จะน้าโพรไบโอติกมายับยั้งเชื้อ Samonella sp. ในระบบทางเดินอาหาร 
นอกจากนี้จุลินทรีย์โพรไบโอติกยังมีความสามารถในการผลิตสารซึ่งจ้าเป็นต่อเจ้าบ้าน เช่น กรดอะมิโน 
กรดแลคติก และวิตามิน เพ่ือรักษาความสมดุลของจุลินทรีย์ในระบบทางเดินอาหาร จึงท้าให้คนและ
สัตว์มีความสามารถในการต้านทานจุลินทรีย์ก่อโรคโดยเฉพาะโรคที่เกี่ยวข้องกับระบบทางเดินอาหาร 
ซึ่งในการสร้างความสมดุลนี้เรียกว่า Bacterial antagonism หรือ Colonization resistance ซึ่งจะ
มีผลท้าให้เกิดความสมดุลของจุลินทรีย์ (Eubiosis) โดยจุลินทรีย์ที่เป็นประโยชน์ในล้าไส้จะท้าให้
ระบบการย่อยอาหาร และการดูดซึมดีขึ้นตามปกติ ในการเปลี่ยนแปลงของเชื้อจุ ลินทรีย์ในระบบ
ทางเดินอาหาร จะเกิดขึ้นจากสภาพแวดล้อมและอาหารที่กินเข้าไป การใช้สารปฏิชีวนะ และ
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ความเครียด ซึ่งจะมีผลท้าให้เกิดการสูญเสียสมดุลของเชื้อจุลินทรีย์ในล้าไส้ จะมีผลท้าให้เกิด
แบคทีเรียก่อโรคเพ่ิมข้ึนโดยเฉพาะแบคทีเรียโคลิฟอร์ม (Coliform) 

โดยมีกลไกการท้างานของโพรไบโอติกในการป้องกันระบบทางเดินอาหารจากเชื้อก่อโรค 
(Verna and Lucak, 2010) ได้แก่  

1.1 ปรับภูมิคุ้มกันของระบบทางเดินอาหารโดยการเปลี่ยนแปลงไซโตไคนีที่เกี่ยวข้องกับการ
อักเสบ (Inflammatory cytokine) และเกิด Downregulation ของ Proinflammatory cascades 
หรือเหนี่ยวน้ากลไกการควบคุมความจ้าเพาะต่อสายพันธุ์เชื้อ (Strain-specific manner)  

1.2 โพรไบโอติกสามารถแบ่งตัวได้รวดเร็ว จึงแทนที่เชื้อก่อโรคในทางเดินอาหาร สามารถ
ลดการยึดเกาะของเชื้อก่อโรคในผนังทางเดินอาหารได้  

1.3 เปลี่ ยนแปลงค่าความเป็นกรด - ด่าง (pH)  ของล้ า ไส้  โดยกระบวนการหมัก 
(Fermentation) ท้าให้ทางเดินอาหารมีความเป็นกรดมากขึ้น จึงยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อก่อโรคได้  

1.4 เพ่ิมกลไกตามธรรมชาติในการปกป้องเยื่อบุทางเดินอาหาร (Epithelial barrier 
function)   

1.5 เหนี่ยวน้าตัวรับ (Receptor) ชนิด µ-opioid และ Cannabinoid ในเซลล์เยื่อบุล้าไส้ 
(Intestinal epithelial cells)  

1.6 ลดความไวในการกระตุ้นของอวัยวะภายใน (Visceral hypersensitivity) ลดการ
สื่อสาร แบบน้าเข้าของไขสันหลัง (Spinal afferent traffic) และลดการตอบสนองต่อความเครียด 
(Stress response) 

นอกจากนี้จุลินทรีย์ที่เป็นโพรไบโอติกท้าหน้าที่เป็นตัวควบคุมทางชีวภาพ ท้าให้เกิดสมดุล
ของจุลินทรีย์ในระบบทางเดินอาหาร ช่วยยับยั้งจุลินทรีย์ก่อโรคโดยมีกลไกการหลั่งสารหลายชนิด
ออกมาต่อต้านจุลินทรีย์ชนิดอ่ืน ๆ กระตุ้นระบบภูมิคุ้มกันเพ่ือต่อต้านเชื้อจุลินทรีย์ก่อโรคไม่ให้
เจริญเติบโตภายในล้าไส้ได้ (สุญาณ,ี 2549) 

 
2. คุณสมบัติของโพรไบโอติก 

การใช้โพรไบโอติกในสัตว์น้้านั้นต้องค้านึงถึงปริมาณของเซลล์แบคทีเรียที่มากพอ หรือ
เหมาะสมในการให้แต่ละครั้ง และการให้ต้องให้อย่างต่อเนื่อง ด้วยความถี่ที่เหมาะสม ส่วนคุณสมบัติ
ส้าคัญที่น้ามาใช้ส้าหรับการคัดเลือกแบคทีเรีย ที่จะน้ามาใช้เป็นโพรไบโอติกในสัตว์น้้ านั้น 
Gatesoupe (1999) ได้รวบรวมไว้ดังนี้คือ  

2.1 ควรเป็นแบคทีเรีย ที่มีความสามารถในการต่อต้านแบคทีเรียที่ก่อโรคได้ โดยอาจ
แสดงผลในหลอดทดลองว่ามีความสามารถในการแข่งขัน การใช้สารอาหาร หรือผลิตสารเพ่ือก้าจัด
หรือยับยั้งจุลินทรีย์ที่ก่อโรค  
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2.2 มีความสามารถในการเกาะยึดล้าไส้ได้ หรือสามารถอยู่ในล้าไส้ได้ชั่วระยะเวลาหนึ่ง  
2.3 ท้าให้เจ้าบ้านแข็งแรงมีความต้านทานโรค โดยมีการยืนยันผลด้วยการทดสอบการ

ต้านทานโรค   
2.4 มีความสามารถในการกระตุ้นระบบภูมิคุ้มกันได้ 
2.5 ไม่เป็นเชื้อก่อโรค โดยมีหลักฐานทางวิทยาศาสตร์ยืนยันว่ามีประโยชน์ต่อร่างกาย 
2.6 ทนต่อเกลือน้้าดี และ pH ต่้าได้ 

 
3. บทบาทของเชื้อจุลินทรีย์โพรไบโอติกในระบบทางเดินอาหาร 

การเติมโพรไบโอติกลงในอาหารสัตว์ จึงมีผลคล้ายกับการเติมยาปฏิชีวนะในแง่ของการยับยั้ง
การเจริญเติบโตของเชื้อจุลินทรีย์ก่อโรค และกระตุ้นการเจริญเติบโตของสัตว์ และเนื่องจากโพรไบโอติก 
เป็นแบคทีเรียที่ได้จากธรรมชาติ จึงมีความปลอดภัยจากสารพิษตกค้าง จึงมีแนวโน้มว่าโพรไบโอติก 
จะเป็นวัตถุดิบอาหารสัตว์ที่ทดแทนยาปฏิชีวนะต่อไปในอนาคต (Bic Chemical Company 
Limited, 2012) แบคทีเรียที่อาศัยอยู่ในระบบทางเดินอาหาร มีทั้งจุลินทรีย์ที่ไม่ใช้ออกซิเจนและใช้
ออกซิเจน ในการเจริญเติบโตทั้งนี้เชื้อจุลินทรีย์ที่มีอยู่ในกระเพาะอาหารส่วนใหญ่ จะเป็นแบคทีเรียแก
รมบวก ที่ ใช้ออกซิเจนในการเติบโต และมีปริมาณน้อยกว่า 10 3 CFU/g ปริมาณสูงสุดของ
เชื้อจุลินทรีย์จะพบในล้าไส้ใหญ่ โดยแบคทีเรียที่อยู่ในล้าไส้จะมีประมาณ 10 14 CFU/g ซึ่งมากกว่า
จ้านวนเชื้อจุลินทรีย์ทั้งหมดในร่างกายถึง 10 เท่าเนื่องด้วยอาหารจะเคลื่อนที่ผ่านกระเพาะอาหาร 
และล้าไส้เล็กอย่างรวดเร็ว (4-6 ชั่วโมง) เมื่อเปรียบเทียบกับการเคลื่อนที่ผ่านล้าไส้ใหญ่ จะใช้เวลา
ประมาณ 48-70 ชั่วโมง (ทั้งนี้ขึ้นอยู่กับชนิดของเจ้าบ้าน ท้าให้ในล้าไส้ใหญ่มีปริมาณ และ
เชื้อจุลินทรีย์เพิ่มมากข้ึน ประกอบกับสภาวะที่ค่อนข้างเป็นกลาง และล้าไส้ใหญ่มีสภาวะการดูดซึมต่้า 
จึงเป็นการช่วยส่งเสริมให้เชื้อจุลินทรีย์ในล้าไส้เจริญเติบโต และเพ่ิมจ้านวนมากขึ้น เชื้อจุลินทรีย์ส่วน
ใหญ่ที่อาศัยอยู่ในล้าไส้ใหญ่ จะเป็นประเภทที่ไม่ต้องการออกซิเจนในการเจริญเติบโต และได้พลังงาน
มาจากการหมัก ซึ่งสารที่ได้จากการหมักมาจากการย่อยคาร์โบไฮเดรต และโปรตีนที่ไม่ถูกย่อยในล้าไส้
เล็ก เมื่ออาหารเคลื่อนที่มาสู่ตอนปลายของล้าไส้ คาร์โบไฮเดรต โปรตีน และกรดอะมิโนที่เหลือ จะ
กลายเป็นแหล่งพลังงานของแบคทีเรียในล้าไส้ใหญ่ 

 
4. บทบาทของโพรไบโอติกด้านการป้องกันโรคและภูมิคุ้มกัน 

ในผนังล้าไส้มีเชื้อจุลินทรีย์หลายชนิด ประกอบด้วยเชื้อจุลินทรีย์ที่ดี หรือเชื้อจุลินทรีย์ก่อโรค 
ภายใต้เซลล์เยื่อบุผนังล้าไส้ยังมีเยื่อน้้าเหลือง เรียกว่า Gut associated lymphoid tissue (GALT) 
เป็นเซลล์ท้าหน้าที่สอดแนม (Sensor) สามารถบอกได้ว่าเชื้อจุลินทรีย์นั้นเป็นเชื้อจุลินทรีย์ที่ดี ไม่ผลิต
สารต้านทานมาก้าจัด แต่ถ้าเป็นเชื้อจุลินทรีย์ก่อโรค ก็จะสร้าง Secretory IgA ออกมาก้าจัดเชื้อดี มี
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การยึดเกาะกับเยื่อบุผนังล้าไส้ มีการสร้างเมือกหยุดยับยั้ง แย่งพ้ืนที่ในการเกาะจับของเชื้อก่อโรค
บริเวณผนังล้าไส้ นอกจากนี้ยังมีกระบวนการผลิตสารของเชื้อจุลินทรีย์บริเวณเยื่อบุล้าไส้ (Bacterial 
epithelial cross talk) มีผลดังนี้ (Dawood and Koshio, 2016) 

4.1 กระตุ้นการสร้างเยื่อเมือกให้ชั้นเยื่อเมือกหนาขึ้น และมีคุณภาพเฉพาะส้าหรับล่อให้เชื้อ
ไวรัสโรต้า (Pseudo receptor) จับแทน ๆ ที่จะจับที่เซลล์เยื่อบุผนังล้าไส้ 

4.2 กระตุ้นเม็ดเลือดขาวให้เคลื่อนไหวมายังต้าแหน่งที่เชื้อโรครุกล้้าเข้ามาสู่เจ้าบ้าน 
4.3 กระตุ้นเม็ดเลือดขาวให้จับกินแบคทีเรีย 
4.4 ท้าให้เนื้อเยื่อที่อักเสบบรรเทาลง 
4.5 ซ่อมแซมเซลล์ที่บาดเจ็บให้ฟื้นตัว  
โพรไบโอติก จะกระตุ้นให้เกิดภูมิต้านทานโรคของสัตว์ กลไกการกระตุ้นในสัตว์เกิดภูมิ

ต้านทานโรคของสัตว์ยังไม่แน่นอนนัก แต่เป็นที่ยอมรับกันแล้วว่าโพรไบโอติกช่วยกระตุ้นภูมิต้านทาน
โรคของสัตว์ ทั้งในแง่เพ่ิมความต้านทานโรคโดยระบบภูมิคุ้มกันแบบไม่จ้าเพาะ (Non-specific defence 
mechanisms) ของเจ้าบ้าน และในแง่การกระตุ้นท้างานของระบบภูมิคุ้มกัน (Immune system) 
โดยโพรไบโอติกจะไปกระตุ้นการท้างานของ แมคโครฟาร์จ และเซลล์ที่เกี่ยวข้องกับการกินเซลล์ที่
แปลกปลอม และกระตุ้นการท้างานของ Immunocompetent cell เช่น ลิมโฟไซต์ต่าง ๆ ที่
เกี่ยวข้องกับ Cell-mediated immune โดยไม่มีการหลั่ง Antibodies รวมทั้งกระตุ้นการท้างานของ 
Secretory immune system โดยการหลั่ง Antibodies เช่น IgA ออกมาจับเชื้อจุลินทรีย์แปลกปลอม
ไม่ให้เกาะกับเซลล์บุผนังล้าไส้เล็กได้ (Bic Chemical Company Limited, 2012) 

 
5. กลไกการยับยั้งเชื้อก่อโรคของแบคทีเรียโพรไบโอติก 

เมื่อสัตว์น้้ากินแบคทีเรียที่มีคุณสมบัติเป็นโพรไบโอติกเข้าไป แบคทีเรียนั้นจะแพร่พันธุ์ และ
ก่อตัวที่ผิวทางเดินอาหาร เป็นผลให้จุลินทรีย์ที่ท้าให้เกิดโรค ซึ่งสัตว์เข้าไปภายหลังเจริญ และเกาะที่
ผนังล้าไส้ได้ยากขึ้น โพรไบโอติกกลุ่มแบคทีเรียแลคติกจะสร้างกรดอินทรีย์ และกรดไฮโดร เจนเปอร์
ออกไซด์ ซึ่งเป็นผลให้ค่า pH ในระบบทางเดินอาหารเปลี่ยนแปลงไป ซึ่งผลดังกล่าวไม่เหมาะสมกับ
การคงตัวหรือการเพ่ิมจ้านวนของจุลินทรีย์ที่ท้าให้เกิดโรค (Gilliland and Speck, 1977; Tramer, 
1966) แบคทีเรียบางชนิด เช่น Lactobacilli สร้างแลคเทส และอะไมเลส (Sen and Chakrabary, 
1984) ท้าให้ร่างกายได้รับเอนไซม์มากขึ้น เป็นผลท้าให้การย่อยอาหารดีขึ้นโดยมีการท้างานเป็นแบบ
พ่ึงพาอาศัยกันและกันของเอมไซน์ในทางเดินอาหาร และกระบวนการย่อยอาหาร 

โพรไบโอติกสามารถผลิตสารต้านการเติบโตของเชื้อจุลินทรีย์อ่ืน ๆ สารต้านเชื้อจุลินทรีย์  
อ่ืน ๆ ที่โพรไบโอติกผลิตขึ้นมา ได้แก่ Bacteriocins, Bacteriocin-like substances และสารยับยั้ง
อ่ืน เช่น ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (Hydrogen peroxide) และกรดอินทรีย์บางชนิด ตัวอย่างเช่น 
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Bacteriocins ที่จุลินทรีย์กลุ่ม Lactobacillus สร้างขึ้น ออกฤทธิ์ในการท้าลายเชื้อจุลินทรีย์โดยตรง 
ส่วนกรดอินทรีย์โดยเฉพาะกรดไขมันที่ระเหยได้ เช่น กรดแลคติก อะซีติก โพรพิออนนิก และบิวทีริก 
นอกจากจะช่วยลด pH ของล้าไส้ และไส้ติ่งลง ให้ไม่เหมาะสมส้าหรับการขยายตัวของเชื้อจุลินทรีย์
ใหม่แล้ว กรดที่ยังไม่แตกตัว ยังมีผลในการยับยั้งการเติบโตของแบคทีเรียได้ดี 

จุลินทรีย์เป็นโพรไบโอติกสามารถสร้างวิตามินบี หลายชนิดในทางเดินอาหาร ท้าให้การ
เจริญเติบโตของสัตว์ดีขึ้น เนื่องจากมีส่วนเกี่ยวข้องกับการสังเคราะห์ กรดอะมิโน การสร้างสารโปรตีน
และยังเกี่ยวข้องกับการท้างานของระบบประสาทส่วนกลาง ลดปริมาณจุลินทรีย์ที่ก่อโรค โดยการให้
จุลินทรีย์ที่เป็นประโยชน์ต่อสัตว์แรกเกิดจ้านวนมาก อาจช่วยเพ่ิมจุลินทรีย์ที่เป็นประโยชน์ และช่วย
ก้าจัด หรือควบคุมจุลินทรีย์ที่ท้าให้เกิดโรค อีกทั้งเป็นตัวกระตุ้นระบบภูมิคุ้มกันที่ไม่เฉพาะเจาะจง 
โดยกระตุ้นภูมิต้านทานบางชนิดทางเดินอาหาร 

 
6. การทดสอบคุณสมบัติความเป็นโพรไบโอติก 

การทดสอบส่วนใหญ่เป็นการทดสอบกับโพรไบโอติกที่เป็นแบคทีเรียกรดแลคติก โดยทดสอบ
ความสามารถต่าง ๆ ดังนี้ (อัจฉรา และคณะ, 2547) 

5.1 ความสามารถในการทนกรด-ด่าง 
กระบวนการเมแทบอลิซึมของสารต่าง ๆ ในร่างกาย จะให้คาร์บอนไดออกไซด์ ซึ่งเป็นแหล่ง

ของ H+ ที่ส้าคัญที่สุดของร่างกาย เพราะมีการสร้างออกมาตลอดเวลา นอกจากนี้ในภาวะที่มีการอด
อาหาร จะมีการสลายไขมันมาก มีการสร้างคีโทนบอดีมากขึ้น ท้าให้ร่างกายเป็นกรดมาก การควบคุม
ภาวะกรด-ด่างด้วยวิธีทางเคมี หรือเรียกอีกอย่างหนึ่งว่าระบบบัฟเฟอร์ จะป้องกันการเปลี่ยนแปลง
ความเป็นกรด-ด่างของร่างกาย ไม่ให้เปลี่ยนแปลงรวดเร็วเกินไป ประกอบด้วยกรดอ่อน เป็นคู่ ๆ ซึ่ง
จะแตกตัว (Ionized) ได้เกลือของกรด หรือด่างอย่างเดียวกัน ท้าให้กรดแก่หรือด่างแก่เจือจางลง 
สภาวะที่แบคทีเรียที่มีประโยชน์สามารถเพ่ิมจ้านวนและท้างานได้ดีคือ ที่ระดับความเป็นกรดเล็กน้อย
ที่ pH 5.9 ถึง 6.9 ซึ่งสภาวะนี้ถือว่าเป็นช่วงที่เหมาะสมต่อการเจริญเติบโตของแบคทีเรียในระบบ
ทาง เดินอาหาร  (หนั งสื อ พิมพ์ โพสต์ทู เดย์ , 2556)  แบคที เ รี ยกลุ่ ม  Lactobacillus และ 
Bifidobacterium จะช่วยสร้างกรดแลคติก ท้าให้สภาพในล้าไส้ใหญ่กลายเป็นกรด จึงควบคุม
แบคทีเรียก่อโรคไม่ให้เจริญเติบโตมากเกินไป ท้าให้สุขภาพของล้าไส้ใหญ่ดีขึ้น เมื่อแบคทีเรียกิน
น้้าตาลเชิงซ้อนจะเกิดกรดไขมันสายสั้น ๆ ที่ส้าคัญได้แก่ กรดอะซิติก กรดโปรปริโอนิก และกรดบิวที
ริกเมื่อเป็นดังนี้ สภาพภายในล้าไล้ใหญ่ก็จะกลายเป็นกรด ท้าให้แบคทีเรียก่อโรคเจริญเติบโตไม่ได้ใน
ขณะเดียวกันสภาพความเป็นกรดของล้าไส้ใหญ่จะท้าให้การดูดซึมของเกลือแร่ส้าคัญบางตัวเพ่ิมมาก
ขึ้นได้แก่ แคลเซียม แมกนีเซียม และธาตุเหล็ก เป็นต้น ท้าให้กระดูกแข็งแรงขึ้น และมีผลต่อการสร้าง
เม็ดเลือด (ไบโอฟู๊ด, 2556) 
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การได้รับแบคทีเรียโพรไบโอติกเข้าไปเพ่ิมจ้านวนของแบคทีเรียในล้าไส้ใหญ่โดยตรง ในล้าไส้
ใหญ่มีการยึดเกาะของแบคทีเรียที่มีประโยชน์ เช่น Bifidobacterium, Lactobacillus และ
แบคทีเรียก่อโรค เช่น Escherichia coli และ Clostridium ในสภาวะที่ร่างกายมีสุขภาพดี สัดส่วน
ของแบคทีเรียที่มีประโยชน์ ต้องมีอย่างน้อย 15 % และแบคทีเรียก่อโรค ต้องมีไม่เกิน 85 % 
โดยทั่วไปแบคทีเรียในล้าไส้จะมีการควบคุมจ้านวนซึ่งกันและกันไม่ให้แบคทีเรียชนิดใดชนิดหนึ่งมีมาก
เกินไป จนเป็นอันตรายต่อร่างกาย แต่ทั้งนี้ทั้งนั้น การควบคุมของแบคทีเรียในล้าไส้ใหญ่ขึ้นอยู่กับ
อาหาร โดยเฉพาะปัจจุบันนี้พบว่าแบคทีเรียที่มีประโยชน์ ในร่างกายมีจ้านวนลดลง เช่น การใช้ยา
ปฏิชีวนะมากเกินไป ก็มีผลต่อการควบคุมจ้านวนของแบคทีเรียในล้าไส้ใหญ่ หรือสภาวะที่เรียกกันว่า 
ดีสไบโอซีส (Dysbiosis) (ไบโอฟู๊ด, 2556) 

5.2 การเกิด Hemolysis 
Hemolysis คือ การแตกตัวของเซลล์เม็ดเลือดแดง ซึ่งเป็นผลมาจากการติดเชื้อแบคทีเรียที่

เกิดจากการเหนี่ยวน้า ท้าให้เซลล์เม็ดเลือดแดงแตก เมื่อท้าการเพาะเลี้ยงเชื้อบนอาหาร Blood agar 
( ใช้จ้ าแนกกลุ่ มแบคที เรีย )  วิ ธีการนี้นิยมใช้จ้ าแนกแบคที เ รียกลุ่ ม  Streptococcus หรือ 
Staphylococcus แบคทีเรียเหล่านี้ จะท้าการสร้างสาร Hemolysin ซึ่งท้าให้เม็ดเลือดแดงแตก โดย
ปฏิกิริยาการแตกตัวของเซลล์เม็ดเลือดแดงแบ่งออกเป็น 3 ชนิด ดังนี้ 

5.2.1 Alpha hemolysis (α-hemolysis) เมื่อเม็ดเลือดแดงแตกจะมีสีเขียวคล้้า 
ที่ เกิดจากฮีโมไลซิน ท้าปฏิกิริยากับ Blood agar มีการสร้าง Enzyme ส้าหรับเปลี่ยน Fe2+ 
ใน Hemoglobin ให้เป็น Fe3+ α hemolysis คือ Hemolyse แบบไม่สมบูรณ์เม็ดเลือดแดงไม่เกิด
การแตกเหมือน ß-hemolysis 

5.2.2 Beta hemolysis (ß-hemolysis) เม็ดเลือดแดงแตก เรียกว่าสภาวะเม็ดเลือด
แดงแตกแบบสมบูรณ์คือ Hemolysis ที่สมบูรณ์ เซลล์ของเม็ดเลือดแดงจะมี Clear zone (สีเหลือง) 
รอบ ๆ โคโลนี เอนไซม์และท็อกซินที่ผลิตโดยแบคทีเรีย Streptolysin ซึ่งเป็นสาเหตุของการสลาย
แบบสมบูรณ์ของเซลล์เม็ดเลือดแดง  

5.2.3 Gamma hemolysis (γ-hemolysis)  คื อ  ก า ร  Hemolysis ไ ม่ ส ม บู ร ณ์ 
เม็ดเลือดแดงแบบสลายไม่หมดก็เลยไม่เกิด Clear zone (Media and Biochem, 2012) 
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6. การใช้โพรไบโอติกในสัตว์น้้า 
การเสริมโพรไบโอติกในอาหารสัตว์น้้า จะเป็นการช่วยรักษาระดับความสมดุลของจ้านวน

แบคทีเรียในทางเดินอาหาร ท้าให้ตัวอ่อนของสัตว์น้้ามีอัตราการรอดตาย และผลผลิตจากสัตว์น้้าเพ่ิม
มากขึ้น  (Villamil et al. , 2003)  ปัจจุบันมีการน้ าแบคที เรียสกุล  Bacillus spp.  มาใช้ เป็น 
โพรไบโอติกมากข้ึน เนื่องจากเป็นแบคทีเรียที่มีโครงสร้างของสปอร์ที่ทนความร้อนได้ดี อีกท้ังสามารถ
สร้างสารยับยั้งจุลินทรีย์ชนิดอ่ืน รวมทั้งผลิตเอนไซม์ได้หลายชนิดที่เป็นประโยชน์ต่อการย่อยอาหาร
และการเจริญเติบโต (Green et al., 1999; Nicholson et al., 2000; Oggioni et al., 2003; Van 
Rijn et al., 1995) 

6.1 กรดแลคติกที่จุลินทรีย์สร้างจะยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียที่ท้าให้เกิดโรคและสร้าง
สารพิษ เช่น Clostridium perfringens และ Salmonella sp. ช่วยป้องกันและลดอาการของโรค
ติดเชื้อ (Infection) ในทางเดินอาหาร  

6.2 ช่วยลดระดับของคอเลสเตอรอล (Cholesterol) ฟอสโฟลิ พิด  (Phospholipid) และ 
ไตรกลีเซอไรด์ (Triglyceride) ในเลือด โดย Lactobacillus acidophilus ซึ่งเป็นจุลินทรีย์ที่อยู่ในล้าไส้จะช่วย
ย่อยสลายคอเลสเตอรอลและยับยั้งการดูดซึมคอเลสเตอรอลผ่านผนังล้าไส้  

6.3 ช่วยการดูดซึมอาหารในล้าไส้ให้มีประสิทธิภาพมากขึ้น ลดอาการท้องผูก ได้เนื่องจาก
กรดอินทรีย์ที่จุลินทรีย์ Bifidobacteria ผลิตขึ้นจะกระตุ้นการบีบตัวของล้าไส้และช่วยเพ่ิมความชื้น
ของอุจจาระท้าให้สามารถขับถ่ายได้ดีขึ้น  

6.4 สามารถผลิตวิตามินบี 1 บี 2 บี 6 บี 12 กรดนิโคตินิก (Nicotinic acid) และ กรดโฟลิค (Folic 
acid) ซึ่งมีบทบาทส้าคัญในการรักษาภาวะภูมิแพ้ เสริมสร้างการพัฒนาระบบภูมิคุ้มกันได้  
 
7. ตัวอย่างของโพรไบโอติก 

โพรไบโอติกส่วนใหญ่เป็นแบคทีเรียที่อยู่ในจีนัส Lactobacillus และ Bifidobacterium ซึ่ง
เป็นแบคทีเรียกรดแลคติก (Lactic acid bacteria) แกรมบวก (Gram positive) และพบเป็น
ประชากรกลุ่มใหญ่ในทางเดินอาหารของคนและสัตว์ แต่อย่างไรก็ตามแบคทีเรียกลุ่มอ่ืนและยีสต์  
บางสายพันธุ์ก็อาจมีคุณสมบัติเป็นโพรไบติกได้เช่นกัน ดังแสดงในตารางที่ 1 และตัวอย่างของ 
โพรไบโอติกที่ใช้ในการเพาะเลี้ยงสัตว์น้้าในปัจจุปัน แสดงในตารางที ่2 
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ตารางท่ี  1  ตัวอย่างแบคทีเรียที่มีคุณสมบัติเป็นโพรไบโอติก 
 

Lactobacillus sp. Bifidobacterium sp. 
Other lactic acid 
bacteria 

Non-lactic 
acid bacteria 

L. acidophilus (LA-5) 
L. crispatus (L. acido-philus 
“Gilliland) 
L. johnsonii (LA1) 
L. gasseri (PA 16/8) 
L. amylovorus 
L. casei 
L.delbrueckii 
L. paracasei 
L. plantarum (299 and 299v) 
L. rhamnosus (LGG) 
L. reutei 

B. adolescentis 
B. animalis (B. animalis 
spp. lactis BB-12) 
B. bifidum 
B. breve 
B. infantis 
B. lactis 
B. longum (BB536) 
B. longum (SP 07/3)  

Enterococcus feacalis 
Enterococcus feacium 
Lactococcus lactis 
Pediococcus acidilactici 
Streptococcus 
thermophilus 

Spore of Bacillus 
cereus “yoyoi” 
Saccharomyces 
cerevisiae (S. 
boudlardii) 
Escherichia coli 
strain nissle 1917 

 

ที่มา: ดัดแปลงจาก Holzapfel et al. (2001); de Vrese and Schrezenmeir (2008) 
หมายเหตุ: ชื่อในวงเล็บคือชื่อทางการค้าของโพรไบโอติก 
 

ตารางท่ี  2  ตัวอย่างของโพรไบโอติกที่ใช้ในการเพาะเลี้ยงสัตว์น้้าชนิดต่าง ๆ 
 

ชนิดโพรไบโอติก ชนิดสัตว์น้้า เอกสารอ้างอิง 

B. subtilis and B. circulans ปลายี่สกเทศ (Labeo rohita) Bairagi et al. (2004) 
Bacillus spp. กุ้งกุลาด้าและกุ้งขาว Nimrat et al. (2012) 
B. subtilis ปลานิล Telli et al. (2014) 
B. cereus NY5 and A. faecalis Y311 ปลานิล Wang et al. (2020) 
Bacillus amyloliquefaciens ปลานิล Maas et al. (2021) 
Blastocystis hominis (E3)  กุ้งขาวแวนนาไม Zuo et al. (2019) 
Lactobacillus rhamnosus ATCC 53103 ปลาเรนโบว์เทราต ์ Nikoskelainen et al. (2001) 
L. rhamnosus JCM1136 ปลาเรนโบว์เทราต์ และปลานิล Irianto and Austin (2002) และ  

Xia et al. (2018) 
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ตารางท่ี  2  (ต่อ) 
 

ชนิดโพรไบโอติก ชนิดสัตว์น้้า เอกสารอ้างอิง 

Lactobacillus spp. กุ้งกุลาด้า และกุ้งขาวแวนนาไม Phianphak et al. (1999) และ  
Zuo et al. (2019) 

L. lactis subsp. lactis JCM5805 ปลานิล Xia et al. (2018) 
L. lactic L19 and  
Escherichia faecalis 

ปลาช่อน (Channa argus) Kong et al. (2020) 

L. plantarum ปลาการ์ตูน (Amphiprion ocellaris) 
ปลาตาเดียว (Paralichthys 
olivaceus) 

Paixão et al. (2020) 
Jang et al. (2019) 

 
Yanbo and Zirong (2006) ศึกษาผลของโพรไบโอติกต่อการเจริญเติบโต และกิจกรรมของ

เอนไซม์ย่อยอาหาร (โปรตีเอส อะไมเลส และไลเปส) ของปลาคาร์พ (Cyprinus carpio) เสริม
แบคทีเรียสังเคราะห์แสงและ Bacillus sp. ในอาหารปลาคาร์พ 3 สูตร หลังจากการทดลองให้อาหาร 
60 วัน พบว่าอาหารที่เสริมด้วยโพรไบโอติกมีประสิทธิภาพการเจริญเติบโต อัตราการแลกเนื้อ 
กิจกรรมของเอนไซม์ย่อยอาหารเฉลี่ยของกลุ่มที่เสริมด้วยโพรไบโอติกทั้งหมดมีความแตกต่างกันอย่าง
มีนัยส้าคัญทางสถิติ (p < 0.05) กับชุดควบคุม โพรไบโอติกช่วยเพิ่มประสิทธิภาพการเจริญเติบโตและ
การท้างานของเอนไซม์ย่อยอาหารได้สูง และส่งผลให้ค่า FCR ต่้า นอกจากนี้ การใช้โพรไบโอติกที่
แตกต่างกันสามารถบ่งบอกถึงประสิทธิภาพที่แตกต่างกัน และส่วนผสมที่ให้ผลลัพธ์ที่ดีที่สุด 

Abd El-Rhman et al. (2009) ไ ด้ คั ด แ ย ก ส า ย พั น ธุ์  Micrococcus luteus แ ล ะ 
Pseudomonas จากอวัยวะสืบพันธุ์และล้าไส้ของปลานิล เพ่ือใช้เป็นโพรไบโอติกเสริมในอาหาร ต่อ
ประสิทธิภาพต่อการเจริญเติบโตและสุขภาพของปลานิล โดยทดสอบประสิทธิภาพในการยับยั้งเชื้อก่อ
โรค Aeromonas hydrophila พบโซนของการยับยั้ง (Inhibition zone) เท่ากับ 4 และ 9 เซนติเมตร 
ตามล้าดับ เสริมโพรไบโอติกลงในอาหาร โปรตีน 30% เป็นเวลา 90 วัน พบว่า อาหารเสริม M. 
luteus มีอัตราการเจริญเติบโต ประสิทธิภาพการใช้อาหาร และอัตราการรอดตายที่ดีที่สุด รวมทั้ง
ความต้านทานต่อเชื้อ A. hydrophila มากที่สุด สรุปได้ว่า M. luteus ช่วยเพ่ิมการเจริญเติบโตและ
สุขภาพของปลา  

Telli et al. (2014) ศึกษาผลของอาหารเสริมโพรไบโอติก Bacillus subtilis ต่อโลหิตวิทยา
และระบบภูมิคุ้มกันแบบไม่จ้าเพาะของปลานิล ที่เพาะเลี้ยงในความหนาแน่นต่างกัน โดยใช้
แบบจ้าลองแบบแฟคทอเรียล 2×2 ที่ความหนาแน่นสองความหนาแน่น 18.75 และ 62.50 ตัว/m2 
และอาหาร 2 สูตร (ควบคุมและผสมโพรไบโอติก 106 CFU/g) ทดลองให้อาหาร 84 วัน พบว่า 
ประสิทธิภาพการเจริญเติบโตระหว่างปลาที่เลี้ยงด้วยความหนาแน่นทั้ง 2 แบบ พบความแตกต่างกัน
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อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (p < 0.05) ในขณะที่องค์ประกอบของร่างกาย ระดับของคอร์ติซอล และ
ระดับกลูโคส ระหว่างชุดควบคุมและชุดที่เสริมโพรไบโอติก ไม่พบความแตกต่างกันทางสถิติ 
(p > 0.05)  

Standen et al. (2016) ศึกษาผลของการอาหารเสริมโพรไบโอติกเชิงพาณิชย์ AquaStar® 
ต่อประสิทธิภาพการเจริญเติบโตและภูมิคุ้มกันของปลานิล โดยเสริมโพรไบโอติก AquaStar® ใน
อาหารปลานิลที่มีน้้าหนักเริ่มต้น 29.02 ± 0.33 g แบ่งการทดลองเป็น 5 ชุดทดลอง ได้แก่ ชุดควบคุม 
(CON), เสริมโพรไบโอติก 1.5 g/kg (PRO-1.5), เสริมโพรไบโอติก 3 g/kg (PRO-3), เสริมโพรไบโอติก
มีชีวิต (PRO-PULSE) และเสริมโพรไบโอติกในระยะเริ่มต้นตามด้วยการควบคุม (PRO-INI) เพาะเลี้ยง
ปลานิลเป็นระยะเวลา 6 สัปดาห์ พบว่า ชุดการทดลอง PRO-3 มีน้้าหนักเพ่ิมเพ่ิมขึ้น และอัตราการ
เจริญเติบโตจ้าเพาะสูงอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (p < 0.05) เมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม  

Srisapoome and Areechon (2017) ประยุกต์ใช้ Bacillus pumilus AQAHBS01 ที่แยก
ได้จากฟาร์มปลานิลในการเป็นโพรไบโอติก ทั้งทดสอบในห้องปฏิบัติการและในฟาร์ม การทดลองใน
ห้องปฏิบัติการ ให้อาหารเสริม B. pumilus ที่ปริมาณเซลล์ 1x107 ถึง 1x109 CFU/kg ส่งผลการ
ตอบสนองภูมิคุ้มกัน (กิจกรรมการจับกินสิ่งแปลกปลอม และ Superoxide anion) ของปลาเพ่ิมขึ้น 
การต้านทานต่อโรค Streptococcus agalactiae มีประสิทธิภาพมากขึ้น เมื่อน้าไปใช้ทดสอบเลี้ยง
ในกระชัง โดยให้อาหารเสริม B. pumilu ที่ 1x108 และ 1x109 CFU/kg สามารถเพ่ิมความต้านทาน
ต่อโรค S. agalactiae ในขณะที่ปลาในกลุ่มควบคุมและปลาที่ได้รับอาหารเสริม B. pumilus ที่ที่
ปริมาณเซลล์ 1x107 CFU/kg พบอัตราการตายจากเชื้อ S. agalactiae สูง อย่างไรก็ตาม ส้าหรับ 
การเพาะเลี้ยงในกระชัง มีความผันผวนของคุณภาพน้้า ท้าให้ปลามีความอ่อนไหวต่อปัญหาจากโรค
ติดเชื้อมากขึ้น 

Jang et al. (2019) ศึกษาผลของการเสริมโพรไบโอติกในอาหาร ต่อการท้างานของเอนไซม์
ย่อยอาหาร และความสามารถต้านทานการเกิดโรคในปลาลิ้นหมา (Paralichthys olivaceus) แบ่ง
การทดลองออกเป็น 3 กลุ่ม ได้แก่ กลุ่มควบคุม (ไม่มีโพรไบโอติก) กลุ่มที่เสริม Bacillus sp. SJ-10 
1×108 CFU/kg (ProB)  และ Lactobacillus plantarum 1×108 CFU/kg (ProL)  เป็น เวลา  8 
สัปดาห์ หลังการทดลองให้อาหาร พบว่า ในกลุ่มท่ีเสริม Bacillus sp. SJ-10 1×108 CFU/kg มีความ
อุดมสมบูรณ์ของจุลินทรีย์ในล้าไส้ (Chao1) และความหลากหลาย (Shannon) เท่ากับ 484.80 ± 
88.75 และ 5.08 ± 0.17 OTUs พบแบคทีเรียในไฟลัม Proteobacteria, Actinobacteria และ 
Acidobacteria มากขึ้น กิจกรรมของทริปซินและไลเปสนั้นสูงขึ้นทั้งในกลุ่มที่เสริม Bacillus sp. SJ-
10 1×108 CFU/kg และกลุ่ม Lactobacillus plantarum 1×108 CFU/kg และสามารถต้านทาน
เชื้อ Streptococcus iniae โดยพบว่ามีอัตราการรอดตายสูงเมื่อเสริมด้วยโพรไบโอติก  
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พรีไบโอติก (Prebiotic) 
 
พรีไบโอติกเป็นสารประกอบพวกโอลิโกแซกคาไรด์ (Oligosaccharide) เป็นสารอาหาร

ประเภทคาร์โบโฮเดรตที่ไม่ถูกย่อยและไม่ถูกดูดซึมในระบบทางเดินอาหารส่วนบน  สามารถผ่านไปสู่
บริเวณล้าไส้ใหญ่ได้ในสภาพที่สมบูรณ์ มีผลช่วยกระตุ้นการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์กลุ่มโพรไบโอติก
ในล้าไส้และส่งเสริมสุขภาพของเจ้าบ้าน (Gibson and Roberfroid, 1995) พรีไบโอติกที่พบมีอยู่ 2 
กลุ่ม คือพบได้ทั่วไปในธรรมชาติ จะพบได้ในพืชผักผลไม้หลายชนิด เช่น หัวหอม กล้วย ธัญพืช ถั่ว 
กระเทียม อาร์ทิโชก (Artichoke) ชิคอรี (Chicory) และหน่อไม้ฝรั่ง (Asparagus) เป็นต้น และ 
พรีไบโอติกท่ีได้จากการสังเคราะห์โดยใช้เอนไซม์ย่อย Polysaccharides เช่น แป้ง (ธารารัตน์, 2542) 
พรีไบโอติกที่เป็นที่รู้จักและมีการใช้กันมานานก็คือ น้้าตาลสายสั้น (Oligosaccharides) ซึ่งมีกลูโคส 
(Glucose) กาแลคโตส (Galactose) และฟรุกโตส (Fructose) รวมทั้ง เอ็น-อาเซทิลกลูโคซามีน 
(N-acetylglucosamine) เป็นองค์ประกอบ ด้วยโครงสร้างซึ่งซับซ้อนท้าให้เอนไซม์ในกระเพาะ
อาหารและล้าไส้เล็กไม่สามารถย่อยสลายและดูดซึมได้ แต่สารพรีไบโอติกจะกระตุ้นการท้างานและ
ส่งเสริมการเจริญของจุลินทรีย์โพรไบโอติก (Gibson and Roberfroid, 1995) จากการที่จุลินทรีย์
โพรไบโอติกย่อยสารกลุ่มนี้จะได้สารบางชนิดที่เป็นประโยชน์ซึ่งร่างกายน้ากลับมาใช้ประโยชน์ได้
หลายชนิด เช่น กรดไขมันสายสั้น (Short chain fatty acid, SCFA) และผลจากการย่อยท้าให้ค่า
ความเป็นกรดด่างในล้าไส้ลดลง ผลดังกล่าวยังช่วยลดและยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย์ที่ก่อให้เกิดโรค 
(Morisse et al., 1993) ซึ่งในล้าไส้ใหญ่มีแบคทีเรียอยู่ 2 กลุ่มด้วยกันคือ กลุ่มแรกเป็นกลุ่มแบคทีเรีย
ที่มีประโยชน์ (Beneficial bacteria) เช่น Bifidobacteria และ Lactobacillus กลุ่มที่สองคือ 
กลุ่มจุลินทรีย์ที่ก่อให้เกิดโรค (Pathogenic bacteria) เช่น Escherichia coli, Salmonella และ 
Clostridium (เฉลิมขวัญ และมัลลิกา, 2548) 

 
1. ประเภทของสารพรีไบโอติก 

สารที่ถูกจัดจ้าแนกเป็นพรีไบโอติกได้นั้น จะต้องมีลักษณะอย่างน้อย 3 ประการคือ สารนั้น
จะต้องไม่ถูกย่อยหรือดูดซึมในกระเพาะอาหารหรือล้าไส้เล็ก และสามารถเคลื่อนที่ไปจนถึงล้าไส้ใหญ่
ได้โดยไม่มีการเปลี่ยนแปลง สารนั้นจะต้องจ้าเพาะกับแบคทีเรียที่เป็นประโยชน์ในล้าไส้ เช่น บิฟิโด
แบคทีเรีย และผลจากการหมักสารนั้นควรท้าให้เกิดการกระตุ้นที่เป็นประโยชน์ต่อสิ่งมีชีวิตและ
สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อที่เป็นโทษได้ (Gibson et al., 2004; Kolida et al., 2002)  
โดยสามารถแบ่งประเภทของพรีไบโอติกได้ (เฉลิมขวัญ และมัลลิกา, 2548) ดังนี้ 

1.1 น้้าตาลแอลกอฮอล์ (Alcohol sugar) จัดเป็นคาร์โบไฮเดรตที่มีขนาดโครงสร้างหรือ
ดัชนีการสังเคราะห์พอลิเมอร์ (Degree of polymerization; DP) เพียง 1-2 ตัว ตัวอย่างสารในกลุ่ม
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นี้เช่น มอลทิทอล (Maltitol) ซอร์บิทอล (Sorbitol) ไอโซมอลต์ (Isomalt) และไซลิทอล (Xylitol) 
เป็นต้น  

1.2 แป้งทนย่อยต่อเอนไซม์ (Resistant starch) เป็นแป้งหรือผลิตภัณฑ์แป้งที่ไม่สามารถ
ย่อยสลายได้ด้วยเอนไซม์จัดเป็นพอลิแซ็กคาไรด์ (Polysaccharides) ซึ่งจะไม่ถูกดูดซับในล้าไส้เล็ก 
ซึ่งสามารถแบ่งตามลักษณะและแหล่งที่มาได้ 3 ประเภทคือ แป้งที่มีลักษณะทางกายภาพขัดขวาง 
การท้างานของเอนไซม์ (Physically inaccessible starch; RS1) เม็ดแป้งดิบท่ีทนทานต่อการท้างาน
ของเอนไซม์ (Rawstarch granules; RS2) และแป้งคืนตัว (Retrograded starch; RS3)  

1.3 พอลิแซกคาไรด์ที่ไม่ใช่แป้ง (Non-starch polysaccharides; NSP) เป็นสารที่ได้รับ
จากพืช เช่น เพคติน (Pectin) เซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส กัวกัม (Guar gum) และไซแลน 

1.4 อินนูลิน (Inulin) เป็นสารพอลิแซ็กคาไรด์ที่สามารถละลายน้้าได้และมีความคงตัวที่
อุณหภูมิสูง โดยท้าหน้าที่เป็นแหล่งคาร์โบไฮเดรตให้กับพืช พบในพืชมากกว่า 36,000 ชนิด เช่น 
ชิคอรี เห็ด หัวหอม หัวกระเทียม และกล้วย เป็นต้น  

1.5 มิวซิน (Mucin) ถูกสร้างโดยกอบเล็ทเซลล์ (Goblet cells) ที่อยู่ในเยื่อบุผิวล้าไส้และ
เป็นสารตั้งต้นหลักส้าหรับการหมักในล้าไส้ 

1.6 มิวโคพอลิแซ็กคาไรด์ (Mucopolysaccharides) ตัวอย่างเช่น คอนดรอย ตินซัลเฟต 
(Chondroitin sulphate) และเฮพาริน (Heparin) ซึ่งสารเหล่านี้เป็นสารที่มีไว้ส้าหรับจุลินทรีย์ใน
ล้าไส้ 

1.7 โปรตีนและเปปไทด์ (Protein and peptides) สารเหล่านี้สร้างขึ้นในอาหาร สร้างโดย
การหลั่งของตับอ่อนหรือสร้างโดยแบคทีเรีย แต่จะมีปริมาณน้อยกว่าพวกคาร์โบไฮเดรต 

1.8 น้้าตาลและโอลิโกแซ็กคาไรด์ (Sugar and oligosaccharides) ส้าหรับพรีไบโอติกใน
กลุ่มนี้จัดเป็นพอลิแซ็กคาไรด์สายสั้น (Short-chain polysaccharide) ประกอบด้วยน้้าตาลตั้งแต่ 
2 ถึง 20 หน่วย ตัวอย่างเช่น แรฟฟิโนส (Raffinose) และสแตคีโอส (Stachyose) ซึ่งจัดเป็น 
โอลิโกแซกคาไรด์ที่ย่อยยาก (Non-digestible oligosaccharide; NDOs) (สุพจน์, 2552) นอกจากนี้
ยังม ี

1.8.1 แลคโตส (Lactose) เป็นน้้าตาลตาลโมเลกุลคู่ (Disaccharides) ซึ่งประกอบไป
ด้วยน้้าตาล กลูโคส (Glucose) และน้้าตาลกาแลคโทส (Galactose) (Swallow, 2003; เปี่ยมสุข, 
2551; สุรเกียรติ, 2549) ดังแสดงในภาพที ่6 
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ภาพที่  6  โครงสร้างทางเคมีของน้้าตาลแลคโตส 
 

ที่มา: Edgar181 (2009) 
 

1.8.2 แลคตูโลส (Lactulose) ผลิตจากน้้าตาลแลคโตส มีโครงสร้างอยู่ในรูป Gal ß, 
1 -4 Fru แสดงดังภาพที่ 7 มีคุณสมบัติละลายในน้้า ละลายในเมทานอลได้เล็กน้อย และไม่ละลายใน
อีเทอร์ซึ่งแลคตูโลสจะไม่ถูกย่อยและดูดซึมในล้าไส้เล็กแต่จะเกิดการหมักโดยแบคทีเรียในล้าไส้ใหญ่
และมีผลให้จ้านวนจุลินทรีย์ประจ้าถิ่นในล้าไส้เพ่ิมข้ึน (Terada et al., 1992) 

 

 
 

ภาพที่  7  โครงสร้างทางเคมีของน้้าตาลแลคตูโลส 
 

ที่มา: Seki and Saito (2012) 
 

1.8.3 ฟรุกโตโอลิโกแซ็กคาไรด์ เป็นคาร์โบไฮเดรตโมเลกุลเชิงซ้อน สังเคราะห์ได้จาก
น้้าตาลซูโครส (Sucrose) โดยใช้เอนไซม์ทรานสฟรุกโตซิเลส (Transfructosylase) ซึ่งมีโครงสร้าง
ของกลูโคส (Glucose) เชื่อมกับฟรุกโตส (Fructose) 2-4 หน่วย แสดงดังภาพ 8 มักพบในหัวชิคอรี 
(Chicory roots) (สุญาณี, 2549) นอกจากนี้ฟลุคโตโอลิโกแซ็กคาไรด์ ไม่สามารถย่อยได้โดยเอนไซม์
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ในระบบทางเดินอาหารของคนและสัตว์ แต่จะถูกหมักย่อยโดยจุลินทรีย์บริเวณล้าไส้ใหญ่ ช่วยกระตุ้น
การเจริญเติบโต และเพ่ิมจ้านวนจุลินทรีย์ที่เป็นประโยชน์ ยับยั้งการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์อ่ืนที่
ก่อให้เกิดโรคโดยการผลิตกรดไขมันสายโซ่สั้น ส่งผลให้ความเป็นกรดด่างในล้าไส้ลดลง ท้าให้เกิด
ความไม่เหมาะสมกับการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์ก่อโรค (Ross, 1999) 

1.8.4 กาแลคโตโอลิโกแซ็กคาไรด์ (Galacto-oligosaccharide, GOS) ที่มีกาแลคโตส
เป็นองค์ประกอบซึ่งโครงสร้าง แสดงดังภาพที่ 8 พบในน้้านมของมนุษย์ น้้านมวัว โยเกิร์ต และ
สั ง เ ค ร า ะ ห์ ม า จ า ก แ ล ค โ ต ส  ไ ด้ เ อ น ไ ซ ม์  เ บ ต้ า ก า แ ล ค โ ต ซิ เ ด ส  ( ß- Galactosidase)  
กาแลคโตโอลิโกแซ็กคาไรด์เป็นโอลิโกแซ็กคาไรด์ที่ร่างกายไม่สามารถย่อยได้ (Non-digestible 
oligosaccharide) จึงสามารถผ่านไปถึงล้าไส้ใหญ่ได้โดยที่ถูกช่อยและดูดซึมจึงถูกน้าไปใช้โดย
จุลินทรีย์ที่อาศัยอยู่ในล้าไส้ใหญ่ ผลผลิตหลักที่ได้จากการหมักเป็นกรดไขมันสายสั้น (Short chain 
fatty acid)  เช่น  อะซิ เตท  โพรพิโอเนท บิว เทน และมีก๊ าซ เช่น ไฮโดรเจน มี เทน และ
คาร์บอนไดออกไซด์ กาแลคโตโอลิโกแซ็กคาไรด์ มีผลไปกระตุ้นการเจริญของจุลินทรีย์กลุ่ม 
Bifidobacteria และ Lactobacili (Tzortzis et al., 2005) 

1.8.5 แมนแนน โอลิ โ กแซ็ กคา ไ รด์  ( Mannan oligosaccharide:  MOS)  เ ป็ น
สารประกอบคาร์โบไฮเดรตชนิดหนึ่งซึ่งมีน้้าตาลแมนโนสเป็นองค์ประกอบ แสดงดังภาพที่ 8 ไม่ถูก
ย่อยท้าลายได้โดยกรดหรือด่าง แต่จะถูกย่อยได้โดยเอนไซม์แมนนาเนสที่หลั่งจากแบคทีเรีย หรือ 
เชื้อราเพ่ือน้าไปใช้เป็นแหล่งคาร์บอนและฟอสเฟต Songsiriritthigul et al. (2010) ช่วยกระตุ้น
ภูมิคุ้มกันเพิ่มความแข็งแรงของกล้ามเนื้อในระบบทางเดินอาหาร ลดการหลุดลอกของเซลล์เยื่อบุผนัง
ล้าไส้เพิ่มอัตราส่วนความสูงวิลไลต่อความลึกของคริปและเพ่ิมปริมาณของเซลล์ (Goblet) จึงช่วยหลั่ง 
เมือกออกมาป้องกันล้าไส้จากจุลินทรีย์ที่เป็นโทษ อีกทั้งยังช่วยเพ่ิมจุลินทรีย์ที่เป็นประโยชน์ท้าให้
ประสิทธิภาพในการดูดซึมดีขึ้น (Ferket et al., 2002) 

1.8.6 ไซโลโอลิ โกแซ็กคาไรด์  (Xylooligosaccharides; XOS)  เป็นพรี ไบโอติก 
เนื่องจากเป็นโอลิโกแซ็กคาไรด์ที่ประกอบด้วยน้้าตาลไซโลสที่เชื่อมต่อกันด้วยพันธะไกลโคซิดิก แสดง
ดังภาพที่ 8 โดยไซโลโอลิโกแซ็กคาไรด์มีโครงสร้างที่แข็งแรงสามารถทนต่อสภาวะกรดและเอนไซม์ใน
ระบบย่อยอาหาร (Aachary and Prapulla, 2011) 

1.8.7 ไอโซมอลโตโอลิโกแซ็กคาไรด์ (Isomaltooligosaccharide) เป็น โอลิโกแซ็กคาไรด์ 
ที่มีหน่วยย่อยเป็นน้้าตาลกลูโคส แสดงดังภาพที่ 8 ประกอบด้วยน้้าตาลไอโซมอลโตส (Isomaltose) 
พาโนส (Panose) ไอโซมอลโตไตรโอส ( Isomaltotriose) และโอลิโกแซ็กคาไรด์จัดให้เป็นสาร 
พรีไบโอติก ที่ช่วยส่งเสริมการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์ที่ เป็นประโยชน์ต่อสุขภาพของมนุษย์  
(Kuriki et al., 1993) 
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1.8.8 กลูโคโอลิโกแซ็กคาไรด์ (Glucooligosaccharides) เป็นน้้าตาลโอลิโกแซ็กคาไรด์ 
ที่ผลิตโดยแบคทีเรียกรดแลคติก (LAB) ในระหว่างการหมัก (Maina et al., 2013) 

 

 

 
 

ภาพที่  8  โครงสร้างของพรีไบโอติกประเภทโอลิโกแซ็กคาไรด์ชนิดต่าง ๆ 
ก. ฟรุกโตโอลิโกแซ็กคาไรด์ (FOS) 
ข. กาแลคโตโอลิโกแซ็กคาไรด์ (GOS) 
ค. มอลโทโอลิโกแซ็กคาไรด์ (MOS) 
ง. ไซโลโอลิโกแซ็กคาไรด์ (XOS) 
จ. ไอโซมอลโทโอลิโกแซ็กคาไรด์ (IMO)  
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2.  คุณสมบัติของพรีไบโอติก 
การใช้พรีไบโอติกในสัตว์น้้าช่วยกระตุ้นการเจริญเติบโตของโพรไบโอติกต่อร่างกาย เนื่องจาก

โพรไบโอติกเป็นจุลินทรีย์เจ้าถิ่นที่อาศัยอยู่ในระบบการย่อยอาหาร โดยเป็นจุลินทรีย์ที่ส่งเสริมสุขภาพ
ดีแก่สิ่งมีชีวิต โดยโพรไบโอติกส่วนใหญ่เป็นเชื้อ Lactobacillus sp. และเชื้อ Bifidobacteria sp. 
มักพบได้ทั่วไปในระบบการย่อยอาหาร และสามารถหมักเกิดกรดแลคติกและกรดไขมันสายสั้น ๆ 
นอกจากนี้ โพรไบโอติกบางชนิดสามารถผลิตสารต้านจุลชีพ (Antimicrobial compounds) เช่น 
แบคเทอริโอซิน เพ่ือเป็นการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อที่เป็นโทษต่อร่างกาย เช่น Clostridium sp. 
(Thammarutwasik et al., 2009) ฟรุกโตโอลิโกแซ็กคาไรด์สามารถกระตุ้นการเจริญเติบโตของ
จุลินทรีย์ที่เป็นประโยชน์ต่อร่างกายและสามารถยับยั้งจุลินทรีย์ที่เป็นโทษต่อร่างกายได้ และยังช่วยใน
การรักษาสมดุลของจุลินทรีย์ ภายในล้าไส้และมีความคงทนต่อความเป็นกรดและน้้าดีในล้าไส้เล็ก 
(Tokunaga et al., 1993) นอกจากนี้อินนูลินและโอลิโกฟรุกโตสสามารถกระตุ้นการเจริญเติบโตได้ดี 
(Meyer and Stasse-Wolthuis, 2009) 

 
3.  ประโยชน์ของสารพรีไบโอติก 

3.1 ช่วยกระตุ้นการเจริญของอินนูลินและโอลิโกฟรุกโตส โดยเฉพาะ Bifidobacterium 
ช่วยป้องกันการติดเชื้อในล้าไส้ และป้องกันอาการท้องเสียที่เกิดจากการติดเชื้อ 

3.2 กรดแลคติกที่จุลินทรีย์สร้างจะยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียที่ท้าให้เกิดโรคและสร้าง
สารพิษ เช่น Clostridium perfringens และ Salmonella sp. ช่วยป้องกันและลดอาการของโรค
ติดเชื้อ (Infection) ในทางเดินอาหาร 

3.3 ช่วยลดระดับของคอเลสเตอรอล (Cholesterol) ฟอสฟอลิพิด (Phospholipid) และ
ไตรกลีเซอไรด์ (Triglyceride) ในเลือด โดย L. acidophilus ซึ่งเป็นจุลินทรีย์ที่อยู่ในล้าไส้จะช่วยย่อย
สลายคอเลสเตอรอลและยับยั้งการดูดซึมคอเลสเตอรอลผ่านผนังล้าไส้ 

3.4 ช่วยการดูดซึมอาหารในล้าไส้ให้มีประสิทธิภาพมากขึ้น ลดอาการท้องผูกได้เนื่องจาก
กรดอินทรีย์ที่จุลินทรีย์บิฟิโดแบคทีเรียผลิตขึ้นจะกระตุ้นการบีบตัวของล้าไส้และช่วยเพ่ิมความชื้นของ
อุจจาระ ท้าให้สามารถขับถ่ายได้ดีขึ้น 

3.5 สามารถผลิตวิตามินบี 1 บี 2 บี 6 บี 12 กรดนิโคตินิก (Nicotinic acid) และกรดโฟลิค (Folic 
acid) ซึ่งมีบทบาทส้าคัญในการรักษาภาวะภูมิแพ้ เสริมสร้างการพัฒนาระบบภูมิคุ้มกันได้ 
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4.  กลไกการท้างานของพรีไบโอติก 
4.1 เลือกกระตุ้นการเจริญเติบโตและการท้างานของจุลินทรีย์ที่เป็นประโยชน์ โดยกลไกช่วย

ในการเลือกท้างาน 2 กลไก คือ  
4.1.1 การแก่งแย่งเพ่ือขจัดออก (Competitive exclusion, CE) ถูกย่อยได้โดยเอนไซม์

จ้าเพาะ อาทิ เอนไซม์ ß-fructosidase และ ß-galactosidase เป็นต้น (สาโรช, 2547) 
4.1.2 จับเกาะกับเชื้อจุลินทรีย์ที่เป็นโทษ ท้าให้เชื้อจุลินทรีย์ไม่สามารถยึดเกาะกับเยื่อบุ

ผนังล้าไส้ได้ จึงถูกขจัดออกไป (Aniansson et al., 1990)  
4.2  กระตุ้นภูมิคุ้มกัน โดยพรีไบโอติกท้าปฏิกิริยากับ Protein receptors บนผนังเซลล์

สร้างภูมิคุ้มกันของเยื่อบุผนังล้าไส้ ยังส่งผลให้มีการกระตุ้นการสร้างภูมิคุ้มกันเพ่ิมขึ้น (Chesson, 
1993; Savage et al., 1997)  

4.3 เพ่ิมจ้านวนของเซลล์ Goblet ซึ่งเป็นเซลล์สร้างเยื่อเมือก (Mucins) ของผนังล้าไส้เล็ก
ช่วยป้องกันล้าไส้จากการติดเชื้อ (Savage et al., 1997) 

4.4 การยับยั้งมะเร็งโดยการออกฤทธิ์ยับยั้งการกลายพันธุ์และการต้านอนุมูลอิสระ 
(Chorvaticova et al., 1999; Križková et al., 2001) 
 
5.  ประโยชน์ของการใช้พรีไบโอติกในอาหารสัตว์น้้า 

5.1 เป็นคาร์โบไฮเดรดสายสั้นที่มีอยู่ในธรรมชาติ จึงไม่มีผลข้างเคียงเรื่องสารพิศตกค้างหรือ
ก่อโรค (สาโรช, 2547) 

5.2 ทนทานต่ออุณหภูมิสูงในกระบวนการผลิตอาหาร และทนทานต่อความเป็นกรดใน
กระเพาะ จึงใช้ได้ง่ายไม่ต้องกังวลเรื่องการถูกท้าลาย หรือจ้านวนเซลล์ที่มีชีวิตรอดก่อนที่จะออกฤทธิ์
ในตัวสัตว์ (สาโรช, 2547) 

5.3 การใช้สารพรีไบโอติก ลดการย่อยโปรตีนในล้าไส้ใหญ่ โดยไบพิโดแบคทีเรียและแลคโต
บาซิลัส มีเอนไซม์สลายโปรตีนกลุ่ม Azoreductase, Nitroreductase, Nitrate reductase และ 
ß-glucuronidase ต่้า จึงสลายโปรตีนให้เกิดสารพิษกลุ่มแอมโมเนีย อินโดล ( Indoles) และฟีนอล 
(Phenol) ลดลง ท้าให้โอกาสที่สารพิษเหล่านี้จะก่อให้เกิดการหลุดลอกของเยื่อบุผนังล้าไส้ใหญ่อัน
เป็นสาเหตุส้าคัญของการเกิดมะเร็งล้าไส้ใหญ่ลดลง (Swanson et al., 2002) นอกจากนั้นการเสริม 
พรีไบโอติกในสูตรอาหารสามารถช่วยลดกลิ่นเหม็นและแอมโมเนียในมูลได้ (ศุภวันจักรี, 2545) 
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เยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟอะราบิก้า (Coffea arabica silver skin) 
 
เยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟมีลักษณะเป็นเยื่อบางๆ (ภาพที่ 9) ที่ห่อหุ้มในส่วนของเมล็ดกาแฟ 

(แสดงดังภาพที ่10)  เป็นผลพลอยได้จากการคั่วกาแฟ (Pourfarzad et al., 2013)  

 
 

ภาพที่  9  เยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟ (Coffee Silver Skin) 
 

 
 

ภาพที่  10  ส่วนประกอบของเมล็ดกาแฟ 
 

ที่มา: Klingel et al. (2020)   
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อนุกรมวิธานของกาแฟ (กาญจน์มุนี และคณะ, 2547) 
ชั้น (Class) Dicotyledoneae 

ชั้นย่อย Sympetalea หรือ Metachlamydeae 
อนุกรม (Order) Rubiales 

วงศ์ (Family) Rubiaceae 
สกุล (Genus) Coffea 

       ชนิด (Species) Coffea arabica 
 

เยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟอุดมไปด้วยไฟเบอร์ โปรตีนและสารต้านอนุมูลอิสระ (Machado et al., 
2020) ซึ่งประกอบด้วยเส้นใยอาหารสูง ประมาณ 60% (โดยเฉพาะเส้นใยที่ละลายน้้าได้ ) 
ประกอบด้วยน้้าตาลเซลลูโลส 18% และเฮมิเซลลูโลส 13% (ได้แก่ ไซโลส 4.7%, อะราบิโนส 2.0%, 
กาแลคโตส 3.8% และแมนโนส 2.6%) โปรตีนประมาณ 20% และสารต้านอนุมูลอิสระ (Bessada 
et al., 2018 ; Borrelli et al., 2004 ; Costa et al., 2014 ; Jiménez-Zamora et al., 2015 ; 
Narita and Inouye, 2012) ปริมาณไขมันอยู่ ในระดับต่้ า  (มักต่้ากว่า 3% ซึ่ งประกอบด้วย 
ไตรกลีเซอรอลเป็น, กรดไขมันอิสระ, Esterified sterols, Free sterols  และไดกลีเซอรอล) เมื่อ
เปรียบเทียบเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟกับผลพลอยได้จากกาแฟอ่ืน ๆ เป็นผลิตภัณฑ์ที่ค่อนข้างคงที่เนื่องจาก
มีความชื้นต่้ากว่า (5-7%) (Bessada et al., 2018; Narita and Inouye, 2012) นอกจากนี้ยังเป็น
แหล่งแร่ธาตุ 8% (ได้แก่ โพแทสเซียม 5% แมกนีเซียม 2% และแคลเซียม 0.5%) (Costa et al., 
2018) ปัจจุบันถูกใช้เป็นเชื้อเพลิงและส้าหรับใช้เป็นปุ๋ยในดิน อย่างไรก็ตามมีงานวิจัยหลายงาน
รายงานว่า เยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟเป็นแหล่งของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่สามารถสกัดและน้าไปใช้ใน
อุตสาหกรรมเครื่องส้าอาง เนื่องจากมีสารต้านอนุมูลอิสระสูง และมีคุณสมบัติเป็นพรีไบโอติก 
(Jiménez-Zamora et al., 2015) และสารประกอบทางชีวภาพที่ส้าคัญอ่ืน ๆ ที่มีอยู่ในเยื่อหุ้มเมล็ด
กาแฟ คือ กรดคลอโรจีนิก (1-6%) ระดับคาเฟอีนอยู่ในช่วง 0.8-1.4% ขึ้นอยู่กับแหล่งก้าเนิดทาง
ภูมิศาสตร์ (Bessada et al., 2018; Costa et al., 2018; Napolitano et al., 2007) และมีฤทธิ์ต้าน
อนุมูลอิสระสูง (Antioxidant activity) นอกจากนี้ยังมีผลิตภัณฑ์ที่เกิดปฏิกิริยาเมลลาร์ด (Maillard 
reaction) ระหว่างกระบวนการคั่ว ได้แก่ เมลานอยดิน 17–23% กรดคลอโรจีนิกและผลิตภัณฑ์จาก 
การสลายตัวด้วยความร้อนของเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟจะมีส่วนร่วมในการก่อตัวของเมลานอยดินพร้อมกับ
สารประกอบอ่ืน ๆ เช่นโพลีแซคคาไรด์ (กาแลคโตแมนเนส และ อลาบิโนกาแลคแทน) และโปรตีน 
(Bessada et al., 2018) 
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ตารางท่ี  3  องค์ประกอบทางโภชนาการของเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟ 
 

Component  
 Coffee silver skin 

A* B* C* D* E* 

Protein (g/100 g) 18.6±0.6 18.6±0.3 15.4±0.2 18.8±0.3 17.3±1.8 
Fat (g/100 g) 2.2±0.1 2.2±0.5 4.6±0.0 2.4±0.1 2.1±0.4 
Moisture (g/100 g) 7.3±0.4 7.1±0.2 5.4±0.2 4.8±0.1 N.A. 
Mineral (Ash) (g/100 g) 7.0±0.4 7.0±0.2 7.6±0.0 8.3±0.0 5.4±0.9 
Carbohydrate (g/100 g) 62.1±1.6 65.1±1.2 66.9±0.4 N.A. 62.7±5.9 
Total dietary fiber (g/100 g) 62.4±0.6 62.4±0.5 N.A. 56.4±0.7 61.6±5.2 
Phenolic content (g GAE/100 g) N.A. N.A. 0.4±0.1 N.A. N.A. 
Antioxidant activity (µmol trolox/g) 19.2±0.0 N.A. 18.9±0.8 N.A. N.A. 
Caffeine (g/100 g) N.A. N.A. 1.0±0.1 1.25±0.3 N.A. 
Chlorogenic acid (mg/100 g) N.A. N.A. N.A. 246±0.2 N.A. 
Total polyphenols (% dry matter) N.A. N.A. N.A. N.A. 17.3±1.7 

 

หมายเหตุ * อ้างอิงจาก Borrelli et al. (2004) (A), Pourfarzad et al. (2013) (B), Ateş 
andElmacı (2018) (C), Costa et al. (2018) (D) and Jiménez-Zamora et al. (2015) (E). 

 
การทดสอบฤทธิ์ต้านจุลชีพของสารสกัดเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟ กับแบคทีเรียที่ท้าให้เกิดโรคเช่น 

Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Escherichia coli และ Klebsiella pneumonia 
(Rodrigues et al., 2015 อ้างใน Bessada et al., 2018) ในการทดสอบประสิทธิภาพของพรีไบโอติก 
ยาต้านจุลชีพ สารต้านอนุมูลอิสระจากเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟ และเน้นกิจกรรมต้านจุลชีพของเมลานอย
ดินสกัดจากกากกาแฟที่ใช้แล้ว ขึ้นอยู่กับความเข้มข้นของเมลานอยดินในกาแฟมีสามารถยับยั้งเชื้อ
แบคทีเรียหรือยับยั้งกิจกรรมแบคทีเรีย นอกจากนี้สารประกอบที่มีอยู่ตามธรรมชาติในเยื่อหุ้มเมล็ด
กาแฟ เช่น กรดคลอโรจีนิก และคาเฟอีน สามารถท้างานร่วมกันเพ่ือต่อต้านแบคทีเรีย Streptococcus 
mutans ซึ่งเป็นจุลินทรีย์ที่ส่งผลต่อการก่อตัวของคราบฟัน โดยรวมแล้วเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟ อาจมีการ
ประยุกต์ใช้ที่มีแนวโน้มในโรคติดเชื้อที่ผิวหนังหรือแม้กระทั่งเป็นสารกันบูดส้าหรับสูตรเครื่องส้าอาง
ขั้นสุดท้าย (Jimenez-Zamora et al., 2015 อ้างใน Bessada et al., 2018)  

เทพรัตน์ และคณะ (2559) ศึกษาการใช้พรีไบโอติก Fructooligosaccharide (FOS) 
เสริมในอาหารทดลองต่อประสิทธิภาพการเติบโต ความทนทานต่อความเครียดและความต้านทานเชื้อ 
Aeromonas hydrophila ในลูกปลานิลแดง ใช้อาหารทดลอง 4 สูตร ได้แก่ ร้าละเอียดผสมปลาป่น
ในอัตราส่วน 1 : 2 เป็นอาหารควบคุม ส่วนอาหารอีก 3 สูตร ได้แก่ อาหารที่เสริมด้วย FOS 0.1%, 
0.3% และ 0.5% ของน้้าหนักอาหารอนุบาลลูกปลานิลแดง (0.45 ± 0.01 g) ในกระชังอัตราการ



 33 

ปล่อย 150 ตัวต่อตารางเมตร ให้อาหาร 5% ของน้้าหนักตัว เป็นระยะเวลา 90 วัน ผลการทดลอง 
พบว่า อัตราการเจริญเติบโตจ้าเพาะ (SGR) อัตราแลกเนื้อ (FCR) ความทนทานต่อความเครียดและ
ความต้านทานเชื้อ A. hydrophila ของลูกปลานิลแดงที่อนุบาลด้วยอาหารที่เสริม FOS 0.3% และ 
0.5% ดีกว่าอาหารสูตรอื่นอยา่งมนีัยส้าคญัทางสถิต ิ(p < 0.05) 

Tiengtam et al. (2015) ศึ กษาผลของ อินนู ลิ นและแก่นตะวั น  ( JA)  (Helianthus 
tuberosus) เป็นสารพรีไบโอติก ผสมอาหารลูกปลานิล (Oreochromis niloticus) หลังเลี้ยงปลา
เป็นเวลา 8 สัปดาห์ พบว่า ปลาที่เลี้ยงด้วยอาหารเสริมอินนูลินมีการเจริญเติบโตที่ดีกว่าปลาที่เลี้ยง
ด้วยอาหารควบคุม และปลาที่เลี้ยงด้วยอาหารเสริม JA มีการเจริญเติบโตดีที่สุด (p < 0.05) อาหาร
เสริมอินนูลิน และ JA ช่วยเพ่ิมจ้านวนเม็ดเลือดแดง หลังการตรวจสอบสารเคมีในเลือดจ้านวน 14 
ชนิด พบว่าอาหารเสริมอินนูลิน และ JA ช่วยท้าให้ปริมาณกลูโคส อัลบูมิน โปรตีน แมกนีเซียม 
แคลเซียม และธาตุเหล็กเพ่ิมขึ้น (p < 0.05) การเสริมอินนูลิน 5 g/kg ช่วยปรับปรุงการท้างานของ 
ไลโซไซม์ ในขณะที่การเสริม JA ในอาหาร ช่วยเพ่ิมปริมาณอิมมูโนโกลบูลินทั้งหมด กิจกรรมของ 
ไลโซไซม์ การศึกษานี้บ่งชี้ว่าอินนูลิน 5 g/kg และการเสริม JA 10 g/kg มีผลดีต่อการเจริญเติบโตและ
สุขภาพของลูกปลานิล ดังนั้นทั้งอินนูลินและแก่นตะวันจึงมีศักยภาพที่ดีในการใช้เป็นพรีไบโอติกใน
อาหารปลา 

Abu-Elala et al. (2018) ได้ศึกษาประสิทธิภาพของการเสริมพรีไบโอติกจากผนังเซลล์ยีสต์
ในอาหารคุณค่าทางโภชนาการและการตอบสนองทางภูมิคุ้มกันของปลานิล โดยเสริมอาหารด้วยผนัง
เซลล์ยีสต์ Immunowall® 0%, 0.1% และ 0.2% ทดลองเป็นเวลา 2 เดือน พบว่าอัตราการ
เจริญเติบโต จ้านวนเซลล์เม็ดเลือดขาว ปริมาณโปรตีนรวม และความเข้มข้นของโกลบูลินเพ่ิมขึ้นใน
ชุดที่เสริม Immunowall® ในขณะที่พารามิเตอร์ภูมิคุ้มกัน เช่น สารต้านอนุมูลอิสระ Biomarkers 
(Catalase และ Glutathione-reductase) การตอบสนองของระบบภูมิคุ้มกันแบบไม่เฉพาะเจาะจง 
(เช่น กิจกรรม Phagocytic ดัชนี Phagocytic และกิจกรรม Lysozyme) และการแสดงออกของยีน
ที่เกี่ยวข้องกับภูมิคุ้มกัน (เช่น TNF-a และ IL-1b) สูงขึ้นในชุดการทดลองที่เสริม Immunowall® 
0.2% อีกทั้งยังช่วยลดอัตราการตายหลังจากการติดเชื้อจุลินทรีย์ด้วย Lactococcus gravieae และ 
Aeromonas hydrophila ดังนั้นการเสริม Immunowall® ในอาหารเป็นวิธีที่มีประสิทธิภาพใน 
การเพ่ิมผลผลิตปลาได้อย่างยั่งยืน  

Jiménez-Zamora et al. (2015) ศึกษาการปรับปรุงผลิตภัณฑ์เศษเหลือจากกระบวนการ
ผลิตกาแฟ ในการใช้เป็นพรีไบโอติกที่มีคุณสมบัติเป็นสารต้านจุลชีพและสารต้านอนุมูลอิสระ พบว่า 
ผลของกากกาแฟ (CSG) และเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟ (CS) สามารถเป็นพรีไบโอติกที่มีฤทธิ์ในการต้าน 
จุลชีพและสารต้านอนุมูลอิสระในสัตว์น้้า เช่นเดียวกับ Melanoidins (ส่วนประกอบของกาแฟที่เกิด
ในระหว่างกระบวนการคั่ว) นอกจากนี้ผลของกากกาแฟ และเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟ ยังมีสารต้านอนุ มูล
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อิสระสูง ต่อมาในปี พ.ศ. 2559 กัลยาณี และคณะ ได้ศึกษาคุณสมบัติเชิงหน้าที่ของเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟ 
และผลต่อจุลินทรีย์ในล้าไส้ของไก่เนื้อ สารสกัดเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟสามารถยับยั้งเชื้อ Clostridium 
butyricum, Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Staphylococcus aureus แ ล ะ 
Salmonella choleraesuis ได้โดยมีค่าความเข้มข้นต่้าสุดที่สามารถยับยั้งและฆ่าเชื้อแบคทีเรียก่อ
โรคได้อยู่ในช่วง 250-500 g/l นอกจากนี้เยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟมีฤทธิ์ในการกระตุ้นการเจริญเติบโตของ
เชื้อจุลินทรีย์ที่มีประโยชน์ในกลุ่ม Lactobacillus spp. และ Bifidobacteria spp. 

Fatmawati and Lamid (2020) ศึกษาการใช้โพรไบโอติกในการหมักเปลือกกาแฟ (Coffea 
sp.) ที่มีผลต่อปริมาณโปรตีนและเส้นใยเพ่ือใช้เป็นอาหารปลา โดยวางแผนการทดลองแบบแฟกทอ
เรียล ใช้โพรไบโอติก 0%, 1%, 3% และ 5% พบว่าการใช้โพรไบโอติกในการหมักเปลือกกาแฟ 
(Coffea sp.) โดยใช้โพรไบโอติก 5% หมัก 7 วัน ให้ผลดีที่สุด โดยมีปริมาณโปรตีนเพ่ิมขึ้นจาก 
12.15% เป็น 13.93% และปริมาณเส้นใยลดลงจาก 34.27% เป็น 30.8% โดยมีความแตกต่างกัน
ทางสถิติอย่างมีนัยส้าคัญกับชุดควบคุม (p < 0.05)  

 
ซินไบโอติก (Synbiotic) 

 
ซินไบโอติก คือการรวมกันของพรีไบโอติกและโพรไบโอติก ซ่ึงมีผลเสริมฤทธิ์กันโดยการยับยั้ง

การเจริญเติบโตของแบคทีเรียก่อโรคและเสริมสร้างการเจริญเติบโตของสิ่งมีชีวิตที่เป็นประโยชน์ 
(Plotnikoff and Dusek, 2018) ในขณะที่ Gibson and Roberfroid (1995) ได้น้าเสนอแนวคิด
ของพรีไบโอติกขึ้นมาเป็นครั้งแรก ได้น้าเสนอแนวคิดของอสหารสุขภาพอีกชนิดขึ้นมาด้วย ที่เป็นการ
น้าทั้ งโพรไบโอติกและพรีไบโอติกมาผสมกัน เรียกว่า “ซินไบโอติก” และได้ให้นิยามของ 
ซินไบโอติกไว้ว่า “ส่วนผสมของโพรไบโอติกและพรีไบโอติกที่ส่งผลดีต่อเจ้าบ้าน โดยการปรับปรุง
อัตราการรอดและการปลูกถ่ายของผลิตภัณฑ์เสริมอาหารจุลินทรีย์ที่มีชีวิตในทางเดินอาหาร โดยการ
คัดเลือกกระตุ้นการเจริญเติบโตและ/หรือโดยการกระตุ้นการเผาผลาญของแบคทีเรียส่งเสริมสุขภาพ
จ้านวนหนึ่งหรือจ้านวนจ้ากัด”  

จะเห็นได้ว่า เป้าหมายของการใช้ประโยชน์จากซินไบโอติกนั้น ยังคงมุ่งเป้าไปที่การส่งเสริม
สุขภาพของผู้บริโภคผ่านการกระตุ้นให้เกิดสมดุลจุลินทรีย์ในล้าไส้ แต่รายละเอียดที่เพ่ิมเติมขึ้นมาคือ 
ซินไบโอติกเป็นของผสม (Mixture) ระหว่างโพรไบโอติก และพรีไบโอติก อย่างไรก็ตาม ไม่ใช่
ผลิตภัณฑ์ทุกชนิดที่มีส่วนประกอบทั้งสองนั้แล้วจะถูกรอบรองว่าเป็นซินไบโอติกได้ โดยพรีไบติกที่
เลือกมาใช้นั้น จะต้องมีความจ้าเพาะเจาะจง (Specific หรือ Selectively favor) กับโพรไบโอติก 
สายพันธุ์ที่น้ามาใช้เท่านั้น และแต่ละองค์ประกอบต้องมีในปริมาณที่เหมาะสม  
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1. คุณสมบัติของซินไบโอติก  
การใช้ซินไบโอติกมีผลกระทบต่อเจ้าบ้านโดยการส่งเสริมการอยู่รอดและการดูดซึมของ

สารอาหารเสริมจุลินทรีย์ที่มีชีวิตในทางเดินอาหาร โดยการกระตุ้นการเจริญเติบโต การเผาผลาญ
อาหารของแบคทีเรียรวมถึงส่งเสริมสุขภาพของสัตว์น้้า (de Vrese and Schrezenmeir, 2008) 

 
2. ประโยชน์ของซินไบโอติกที่ใช้กับสัตว์น้้า 

2.1 เพ่ิมอัตราการรอดชีวิตของปลา การเติบเจริญเติบโต และองค์ประกอบของร่างกาย (Geng et al., 
2011) 

2.2 ส่งผลต่อกิจกรรมของเอนไซม์ในการย่อยอาหารของปลา การเพ่ิมขึ้นของกิจกรรมเอนไซม์ย่อย
อาหารจะช่วยให้เจ้าบ้านย่อยสลายสารอาหารมากขึ้น เพ่ิมการย่อยอาหาร ส่งเสริมอัตราการเพ่ิมของน้้าหนัก
และประสิทธิภาพการกิน (Cerezuela et al., 2011) 

2.3 ส่งผลต่อพารามิเตอร์ทางโลหิตวิทยาและชีวเคมีของปลา  
2.4 เสริมสร้างระบบภูมิคุ้มกันปลา (Lindsay, 1986) ได้แก่  กิจกรรม Alternative 

complement pathway activity กิ จกร รม  Superoxide dismutase กิ จกร รมการจั บกิ นสิ่ ง
แปลกปลอม และกิจกรรม Respiratory burst  

2.5 เพ่ิมความต้านทานโรคในปลา (Cerezuela et al., 2011) 
 
(Huynh et al., 2018) 
(Wongsasak et al., 2015) 
(Yao et al., 2021) 
(Hoseinifar et al., 2015) 
(Mehrabi et al., 2012) 
(González-Félix et al., 2018) 
(Rahimnejad et al., 2017) 
(Singh et al., 2019) 
(Munir et al., 2016) 
(Sewaka et al., 2019) 
(Van Doan et al., 2020) 
(Dawood et al., 2020) 
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Ai et al. (2011) ศึกษาผลของอาหารเสริมซินไบโอติก Bacillus subtilis และ FOS ต่อ
การเจริญ อัตรารอด การตอบสนองต่อระบบภูมิคุ้มกัน และการต้านทานโรคในปลาจวดเหลือง 
(Juvenile large yellow croaker, Larimichthys crocea) ทดลองโดยเติม B. subtilis 3 ระดับ 
(0.0, 0.42×107 และ 1.35×107 CFU/kg) และ FOS 3 ระดับ (0, 0.2 และ 0.4% ของน้้าหนักแห้ง) 
พบว่าชุดการทดลองที่เติม B. subtilis 0.42×107 CFU/kg มีค่าอัตราการเจริญเติบโตจ้าเพาะ อัตรา
การแลกเนื้อ อัตราการรอด และ Hepatosomatic index (HIS) สูงที่สุด และสรุปได้ว่าอาหารเสริม
ซินไบโอติกท้าให้ปลามีค่าอัตราการเจริญเติบโตจ้าเพาะ อัตราการแลกเนื้อ กิจกรรมไลโซไซม์ และ
กิจกรรม SOD เพ่ิมข้ึน ในขณะที่อัตราการตายลดน้อยลง 

Hassaan et al. (2014) ศึกษาผลของซินไบโอติกระหว่าง Bacillus licheniformis และ 
Yeast extract ต่อการเจริญเติบโต ลักษณะทางโลหิตวิทยาและดัชนีทางชีวเคมีของปลานิล โดยเติม 
B. licheniformis 4 ระดับ (0.0, 0.24×106, 0.48×106 และ 0.96×106 CFU/g) และ Yeast extract 
3 ระดับ (0, 0.5 และ 1% น้้าหนักแห้ง) ทดลองกับปลานิลขนาดประมาณ 5.99±0.03 g เป็นเวลา 12 
สัปดาห์ พบว่าชุดการทดลองที่เสริมซินไบโอติกช่วยเพ่ิมอัตราการเจริญเติบโต และประสิทธิภาพใน
การใช้อาหารของสัตว์ (FE) ดียิ่งขึ้น โดยชุดการทดลอง B. licheniformis 0.48×106 CFU/g และ 
Yeast extract 1% มีประสิทธิภาพในการใช้อาหารของสัตว์ดีที่สุด ลักษณะทางโลหิตวิทยา ปริมาณ
โปรตีนรวม และอัลบูมินของปลานิลมีค่าเพ่ิมสูงขึ้น ในขณะที่เอนไซม์ Aspartate aminotransferase 
และ Alanine aminotransferase มีค่าลดลง 

Lee et al. (2018) ผลเสริมฤทธิ์ของการเสริมซินไบโอติกในอาหารด้วย Bacillus subtilis 
WB60 และ mannanoligosaccharide (MOS) ต่อประสิทธิภาพการเจริญเติบโตภูมิคุ้มกันและความ
ต้านทานโรคในปลาไหลญี่ปุ่น Anguilla japonica โดยเสริม B.  subtilis (0.0, 0.5×107 และ 
1.0×107 CFU/kg และ MOS (0 และ 5 CFU/kg และสูตรอาหารที่เติม Oxytetracycline (OTC) 5 
g/kg เมื่อเลี้ยงครบ 8 สัปดาห์ พบว่า น้้าหนักเฉลี่ย ประสิทธิภาพการให้อาหาร อัตราการเจริญเติบโต
เฉพาะ และอัตราส่วนประสิทธิภาพโปรตีนของปลาที่เลี้ยงด้วยอาหารเสริม B. subtilis 0.5×106 
CFU/kg และเติม MOS 5 g (BS0.5M5) และปลาที่เลี้ยงด้วยอาหารเสริม B. subtilis 1×106 CFU/kg 
และเติมไม่เตมิ MOS 5 g (BS1M5) สูงกว่าอาหารที่เลี้ยงด้วยชุดควบคุมท่ีไม่เติมซินไบโอติก  

Hasan et al. (2018) ศึกษาผลการเสริมฤทธิ์กันของโพรไบโอติก Bacillus sp. SJ-10 
และพรีไบโอติก ß-glucooligosaccharides ต่อการเจริญเติบโต ภูมิคุ้มกันแบบไม่จ้าเพาะ และความ
ต้านทานต่อเชื้อ Streptococcus iniae ในปลาลิ้นหมามะกอก (Paralichthys olivaceus) หลังเลี้ยง
เป็นเวลา 8 สัปดาห์ พบว่า ชุดการทดลองที่ เสริมโพรไบโอติก พรีไบโอติก และซินไบโอติก  
ท้าให้ปลามีน้้าหนักเพ่ิมขึ้น (WG) อัตราการเจริญเติบโตจ้าเพาะ (SGR) อัตราการแลกเนื้อ (FCR) และ
อัตราส่วนประสิทธิภาพของโปรตีน (PER) พารามิเตอร์ระบบภูมิคุ้มกันแบบไม่จ้าเพาะ ได้แก่ 
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Respiratory burst,  SOD และกิจกรรมไลโซไซม์ดีที่สุดอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (p < 0.05) จาก
ทดสอบความต้านทานการติดเชื้อ S. iniae ที่ปริมาณเซลล์ 1×108 CFU/ml พบว่า ชุดการทดลองที่
เสริมซินไบโอติก มีอัตราการรอดตายสูงอย่างมีนัยส้าคัญ (p < 0.05)  

Munir et al. (2018) ศึกษาผลของพรีไบโอติกและโพรไบโอติกในอาหาร ต่อการตอบสนอง
ทางโลหิตวิทยาและภูมิคุ้มกันต่อการติดเชื้อ Aeromonas hydrophila ของลูกปลาช่อน (Channa 
striata) เลี้ยงด้วยอาหารเสริมด้วยพรีไบโอติกเชิงพาณิชย์ 3 ชนิด (ß-glucan 0.2%, GOS 1% และ 
MOS 0.5%) โพร ไบ โอติ ก  2 ชนิ ด  (Saccharomyces cerevisiae 1% และ  Lactobacillus 
acidophilus 0.1%) หลังให้อาหารทดลอง พบว่า การเสริมพรีไบโอติกและโพรไบโอติกในอาหารท้า
ให้เซลล์เม็ดเลือดแดง เซลล์เม็ดเลือดขาว เปอร์เซ็นต์ของเม็ดเลือดแดงต่อปริมาณเลือดทั้งหมด 
ความเข้มข้นเฉลี่ยของฮีโมโกลบินในเม็ดเลือดแดง ระดับโปรตีนในซีรัม และกิจกรรมของไลโซไซม์ดีขึ้น
อย่างมีนัยส้าคัญ (p < 0.05) และเมื่อทดสอบความต้านทานต่อเชื้อ Aeromonas hydrophila 
ที่ 2×106 CFU/ml พบว่า ปลาที่เลี้ยงด้วยอาหารเสริมโพรไบโอติก L. acidophilus มีอัตราการรอด
ตายสูงที่สุดอย่างมีนัยส้าคัญ (p < 0.05)  

Devi et al. (2019) ศึกษาผลของการเสริมด้วยซินไบโอติก Bacillus subtilis และ GOS 
ต่อการตอบสนองภูมิคุ้มกันแบบไม่จ้าเพาะ สารต้านอนุมูลอิสระ ความต้านทานต่อเชื้อ Aeromonas 
hydrophila ในปลายี่สกเทศ (Labeo rohita) พบว่า อัตราการเจริญเติบโตและการย่อยอาหาร
เพ่ิมขึ้น อัตราการตายต่้ามากหรือไม่มีเลยในปลาที่เลี้ยงด้วยอาหารเสริมซินไบโอติก กิจกรรม 
Phagocytic ในซีรัม กิจกรรมไลโซไซม์ และกิจกรรม SOD เพ่ิมขึ้นอย่างมีนัยส้าคัญ (p < 0.05) พบ
อัตราการตายในกลุ่มที่ติดเชื้อ และเลี้ยงด้วยอาหารเสริมซินไบโอติก  
 

เอนไซม์เซลลูเลส (Cellulase enzyme) 
 
เซลลูเลส (Cellulase) เป็นเอนไซม์ที่ย่อยเซลลูโลส พืช หอยบางชนิด ได้แก่ Helix pomaiia 

(West et al., 1968) และจุลินทรีย์ ได้แก่ แบคทีเรีย ยีสต์ ฟังไจ และแอคติโนไมซีส สามารถผลิต
เอนไซม์เซลลูเลสได้ ปัจจุบันมีการใช้เอนไซม์นี้ในทางอุตสาหกรรม เพ่ือใช้ผลิตสารที่เป็นประโยชน์ดังที่
กล่าวข้างต้น และศึกษาในจุลินทรีย์อย่างกว้างขวาง เนื่องจากการย่อยสลายเซลลูโลสอาศัยการท้างาน
ขอเอนไซม์เซลลูเลสที่ผลิตจากจุลินทรีย์ จะมีข้อได้เปรียบมากกว่า การใช้วิธีการทางเคมี นั่นคือ 
จุลินทรีย์จะผลิตเอนไซม์เพ่ือไฮโดรไลซ์เป็นกลูโคสในปฏิกิริยาที่ไม่รุ่นแรง และไม่ท้าให้เกิดผลิตภัณฑ์ที่
ไม่ต้องการ เพราะเอนไซม์มีความจ้าเพาะต่อการย่อยสลายเซลลูโลส ส่วนทางเคมีนั้น นอกจากจะท้า
ให้ได้ผลิตภัณฑ์ที่ไม่ต้องการแล้วน้้าตาลบางส่วนที่เกิดข้ึนสูญเสียไปกับการท้าปฏิกิริยาโดยกรด  
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1. ชนิดและล้าดับการย่อยสลายเซลลูโลสด้วยเอน ไซม์เซลลูเลส 
เอนไซม์ที่ใช้ในปฏิกิริยาช่อยสลายเซลลูโลส คือ เอนไซม์เซลลูเลส (Cellulase) เป็นเอนไซม์ที่

พบในจุลินทรีย์หลายชนิด เป็นกลุ่มของเอนไซม์ (Muliple enzymes) ที่ประกอบด้วยเอนไซม์ 4 ชนิด 
ได้แก่ (จารุวรรณ, 2538)  

1.1 Endo-ß-1,4-glucan glucanohydrolase หรือ Endo-ß-1,4-glucanase ท้าหน้าที่
ย่อยโมเลกุลของเซลลูโลสทั้งในรูปที่เป็นระเบียบ (Crystalline) และไม่เป็นระเบียบ (Amorphous) 
รวมทั้งโมเลกุลของ Cellooligomer ที่ต้าแหน่งพันธะ ß-1,4 แบบสุ่มท้าให้ได้ Oligomer และเซลโล
ไบโอส 

1.2 Exo-ß-1,4-glucan cellobiohydrolase หรือ Exo-ß-1,4 cellobiohydrolase เป็น
เอนไซม์ที่ท้าหน้าที่ร่วมกับเอนไซม์ Endo-ß-1,4-glucanase ในการย่อยโมเลกุลของเซลลูโลส โดย
ย่อยจากปลายด้าน non-reducing ผลิตภัณฑ์ที่ได้จากการย่อยสลายส่วนใหญ่คือ น้้าตาลเซลโลไบโอส 

1.3 ß-glucosidase ท้าหน้าที่ย่อยโมลกุลของ Cellobiose และ Cellooligosaccharide 
ให้กลูโคส 

1.4 Exo-ß-1,4-glucan glucohydrolase หรือ Exo-ß-1,4-glucosidase เป็นเอนไซม์ท้า
หน้าที่แยกหน่วยกลูโคสออกจากปลายด้าน Non-reducing ของเซลลูโลส ได้ผลิตภัณฑ์เป็นกลูโคส
โดยตรงโดยไม่เกิดเซลโลไบโอส กลไกการย่อยสลายโมเลกุลเซลลูโลสได้น้้าตาลกลูโคส  
 
2. ชนิดและต้าแหน่งการท้างานของกลุ่มเอนไซม์ 3 ชนิด 

2.1 Endoglucanase (Cx) ท้าหน้าที่ย่อยสลายโอลิโกแซคคาไรค์ และยังย่อยสลายเซลลูโลส
ให้เปลี่ยนเป็นเซลโลไบโอส โดยจะย่อยสลายจากหางด้านปลายรีดิวซ์ (Reducing end) ของสายโซ่
เซลลูโลส 

2.2 Exoglucanase (Cl) ท้าหน้าที่ย่อยสลายโอลิโกแซคคาไรค์และเซลลูโลสให้เปลี่ยนเป็น
เซลโลไบโอส 

2.3 ß-glucosidase (Cb) ท้าหน้ที่ย่อยสลายเซลโลไบโอสให้เปลี่ยนเป็นกลูโคส 
โดยพบว่าเอนไซม์ทั้ง 3 ชนิดนี้ ต้องท้างานร่วมกัน จึงจะมีประสิทธิภาพในการย่อยสลายได้ดี 

แต่เมื่อแยกชนิดใดชนิดหนึ่งออกไปจะมีผลท้าให้ประสิทธิภาพในการย่อยสลายลดลง 
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3. การยับยั้งการท้างานของเอนไซม์เซลลูเลส 
การท้างานของเอนไซม์เซลลูเลส จะถูกยับยั้งด้วยปริมาณของสารผลิตภัณฑ์ที่เกิดข้ึน สามารถ

อธิบายได้ดังนี้ คือ ß-glucosidse (Cb) จะถูกยับยั้งด้วยปริมาณกลูโคส ซึ่งจะมีผลยับยั้งต่อเนื่อง ท้าให้
มีการสะสมของเซลโลไบโอสเพ่ิมขึ้น ซึ่งจะเป็นตัวยับยั้งการท้างานของเอนไซม์ Endoglucanase (Cx) 
และ Exoglucanase (Cl) ท้าให้ปฏิกิริยาช้าลงและหยุดปฏิกิริยาในที่สุด (ฉัตรชัย และศุภกานต์, 
2548)  
 

กิจกรรมของเอมไซม์ย่อยอาหาร 
 
เอนไซม์ย่อยอาหารสามารถสร้างจากอวัยวะในท่อทางเดินอาหาร (Digestive tract) ได้แก่ 

ปาก (Mouth) หลอดอาหาร (Esophagus) กระเพาะอาหาร (Stomach) และล้าไส้เล็ก (Small 
intestine) หรืออวัยวะช่วยย่อยอาหาร (Accessory organ) ได้แก่ ตับอ่อน (Pancreas) ตับและ 
ตับอ่อน (Hepatopancreas) หรือไพโลริกซีกา (Pyloric caeca) โดยปลาแต่ละกลุ่มจะมีการปรับตัว
ด้านโครงสร้างของระบบย่อยอาหารให้สอดคล้องกับพฤติกรรมการกินอาหาร (Vuthiphandchai, 
1993) นอกจากนี้เอนไซม์ย่อยอาหารมีบทบาทส้าคัญต่อการเติบโตและการด้ารงชีวิตของสัตว์น้้า 
โดยกิจกรรมของเอนไซม์ มีความสัมพันธ์กับการตอบสนองทางโภชนาการ การเปลี่ยนแปลงทาง
สรีรวิทยา และพฤติกรรมการกินอาหาร (การุณ และอุทัยวรรณ, 2555) 

 
1. การสร้างเอนไซม์ย่อยอาหาร 

เอนไซม์กลุ่มที่ย่อยคาร์โบไฮเดรต (Carbohydrate digesting enzymes) ที่ศึกษากันมากใน
สัตว์น้้า คือ อะไมเลส การสร้างเอนไซม์ดังกล่าวในปลากินพืช และปลากินพืชและเนื้อ (Omnivorous 
fish) ส่วนใหญ่เกิดจากเซลล์ในผนังกระเพาะอาหาร ผนังล้า ไส้ ตับอ่อน ตับ และเฮพาโตแพนเครียส 
(Hepatopancreas) หรือไพโลริกซีกา (Pyloric ceca) ขณะที่ปลากินเนื้อมักสร้างจากตับอ่อนและ 
ส่งมายังล้าไส้ อย่างไรก็ตาม อะไมเลสในปลากินเนื้ออาจพบในกระเพาะอาหาร เนื่องจากการปนเปื้อน
ของอาหารจากการหดตัวของล้าไส้เล็ก (Natalia et al., 2004) หรือได้รับจากอาหารที่ปลากินเข้าไป 
(Munilla-Morán and Saborido-Rey, 1996) 

เอนไซม์กลุ่มที่ย่อยไขมัน (Lipid digesting enzymes) ชนิดหลัก คือ ไลเปส การท้างานของ
เอนไซม์ดังกล่าวในกระเพาะอาหารมีค่าต่้ากว่าในล้าไส้ เนื่องจากกระเพาะอาหารมีสภาพเป็นกรดสูง
จึงมีหน้าที่เพียงผสมไขมันเพ่ือส่งเข้าล้าไส้เท่านั้น หลังจากนั้นไลเปสจากตับอ่อน (Pancreatic lipase) 
และจากล้าไส้ ( Intestinal lipase) จะย่อยต่อ ท้าให้โมเลกุลของไขมันในรูปของไตรกลีเซอไรด์ 
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(Triglycerid) แตกตัวเป็นไดกลีเซอไรด์ (Diglyceride) โมโนกลีเซอไรด์ (monoglyceride) กลีเซอรอล 
(Glycerol) และกรดไขมันอิสระ (Free fatty acid) ซึ่งจะถูกดูดซึมไปใช้ต่อไป 

เอนไซม์กลุ่มที่ย่อยโปรตีน (Proteolytic enzymes) มีการสร้างมาจากหลายอวัยวะ เช่น 
กระเพาะอาหาร ล้าไส้เล็ก ตับอ่อน ตับและตับอ่อน หรือไพโลริกซีกา โดยอะซีดิกโปรติเอสมักสร้าง
จากกระเพาะอาหาร และท้างานได้ดีในสภาวะที่เป็นกรดสูง เช่น เปปซิน (Pepsin) (Lazo et al., 
2007 ; Natalia et al., 2004) ขณะที่ อัลคาไลน์ โปรติ เอส เช่น ทริปซิน และไคโมทริปซิน 
พบว่าสร้างมาจากตับอ่อนหรือไพลอริกซีกา และจะท้างานในล้าไส้เล็กซึ่งมีสภาวะเป็ นเบส 
รายละเอียดเกี่ยวกับอวัยวะย่อยอาหารที่ท้าหน้าที่ผลิตเอนไซม์ และอวัยวะที่เกิดการย่อยอาหารแสดง
ในตารางที ่5 

 
ตารางท่ี  5  อวัยวะย่อยอาหารที่ท้าหน้าที่ผลิตเอนไซม์ (*) และอวัยวะที่เกิดการย่อยอาหาร (**) 
 

Organ  Digestive Enzyme 
Stomach*, ** Pepsin 
Pancreas*  
(Small Intestine)** 

Amylase, Carboxypeptidase, Chymotrypsin, Lecithinase, Lipase, 
Polynucleotidase,Trypsin, 

Small Intestine*,** Aminopeptidase, Dipeptidase, Maltase, Sucrase 

 
2. เอนไซม์ย่อยอาหาร 

เอนไซม์ย่อยอาหารที่ย่อยสารชีวโมเลกุลหลักซึ่งท้าหน้าที่เป็นแหล่งพลังงานและการเติบโต
ของสัตว์น้้า ที่นิยมศึกษา ได้แก่ แอลฟาอะไมเลส ไลเปส โปรติเอส ทริปซิน และไคโมทริปซิน 

2.1 แอลฟาอะไมเลส (α-Amylase) 
เอนไซม์ที่ย่อยคาร์โบไฮเดรตให้เป็นกลูโคสและมอลโตส โดยย่อยแป้งที่ต้าแหน่ง α-1,4 

Glycosidic Bond ดังนั้น การศึกษากิจกรรมของอะไมเลสจึงมีบทบาทส้าคัญต่อการประเมิน
ประสิทธิภาพการย่อยคาร์โบไฮเดรต (Areekijseree et al., 2006; Supannapong et al., 2008; 
Thongprajukaew et al., 2010)( แอลฟาอะไมเลสท้างานได้ดีในช่วงพีเอชที่แตกต่างกัน กิจกรรม
ของอะไมเลสในปลาหลายชนิดมีค่าเพ่ิมขึ้นตามอายุ (Lazo et al., 2007; Thongprajukaew et al., 
2010) และกิจกรรมของเอนไซม์มีความแปรผันเนื่องจากพฤติกรรมการกินอาหาร และเพศ  

2.2 ไลเปส (Lipase) 
เอนไซม์ที่ช่วยย่อยไขมันโดยเร่งปฏิกิริยาการย่อยสลายพันธะเอสเทอร์ระหว่างกรดไขมัน

โมเลกุลยาวกับกลีเซอรอลให้เป็นไตรกลีเซอไรด์ ไดกลีเซอไรด์ โมโนกลีเซอไรด์ กรดไขมัน หรือ 
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กลีเซอรอลไลเปส ท้างานร่วมกับน้้าดี (Bile salt) ซึ่งท้าให้ไขมันแตกตัวเป็นโมเลกุลเล็ก ก่อนที่จะเกิด
การย่อยทางเคมี (Chemical digestion) ไลเปสท้างานได้ดีในสภาวะที่เป็นกลางถึงด่าง กิจกรรมของ
ไลเปสในปลากินเนื้อมีค่าสูงกว่าปลากินพืชและสัตว์และปลากินพืช เนื่องจากอาหารธรรมชาติ ส่วน
ใหญ่ของปลากินเนื้อจะมีไขมันในปริมาณมาก (Thongprajukaew et al., 2010) รวมทั้งปลาอาจ
ได้รับเอนไซม์จากอาหารที่กินเข้าไป (Kolkovski, 2001) การศึกษาระดับการแสดงออกของไลเปสใน
ปลาวัยอ่อน พบว่ามีความสัมพันธ์กับการสลายไขมันเพ่ือใช้ในการเปลี่ยนแปลงเมทามอโฟ ซิส 
(Metamorphosis) ขณะที่ในปลาวัยเจริญพันธุ์ ความแตกต่างของรูปแบบไลเปสในสิ่งมีชีวิตชนิด
เดียวกันอาจมีอิทธิพลมาจากเพศ (Thongprajukaew et al., 2010) 

2.3 โปรติเอส (Proteases) 
กลุ่มเอนไซม์ที่เร่งปฏิกิริยาการสลายพันธะเพปไทด์ของโปรตีน เพ่ือน้ากรดอะมิโนมาใช้ใน

กระบวนการเมแทบอลิซึม โปรติเอสมีการแสดงออกได้หลายรูปแบบ เนื่องจากประกอบด้วยหลาย  
ไอโซฟอร์มซึ่งท้างานได้ดีในสภาวะที่มี  pH และอุณหภูมิต่างกัน (Supannapong et al., 2008; 
Natalia et al., 2004; Thongprajukaew et al., 2010) โปรติเอสมีบทบาทส้าคัญในปลากินเนื้อ 
และปลากินพืชและเนื้อ ส้าหรับในปลากินพืชการกระตุ้นการแสดงออกของอะไมเลส พบว่าสามารถ
ช่วยส่งเสริมการแสดงออกของโปรติเอสได้ (Rungruangsak-Torrissen et al., 2006) โปรติเอส 
แต่ละชนิดมีความจ้าเพาะในการตัดสายพอลิเพปไทด์ในต้าแหน่งต่างกัน การแสดงออกของโปรติเอสมี
แนวโน้มเพ่ิมขึ้นตามอายุ (Areekijseree et al., 2006) และมีอิทธิพลของเพศเข้ามาเกี่ยวข้อง 
(Thongprajukaew et al., 2010)  

กิจกรรมของโปรติเอสในปลาวัยอ่อนมีความส้าคัญต่อการกินอาหารในช่วงแรก การสลายไข่
แดง และการย่อยอาหารของกระเพาะ การศึกษาพัฒนาการของโปรติเอสในปลากัด พบว่าอะซิดิก  
โปรติเอสมีบทบาทหลักในการย่อยโปรตีนเมื่อปลาอยู่ในวัยอ่อนขณะที่อัลคาไลโปรติเอสมีบทบาทหลัก
เมื่อปลามีอายุมากขึ้น โดยกิจกรรมของเอนไซม์ดังกล่าวจะมีความสัมพันธ์กับกิจกรรมของทริปซินและ
ไคโมทริปซิน (Thongprajukaew et al., 2010) อย่างไรก็ตาม การใช้โปรติเอสเพ่ือประเมินการ
เติบโตในสัตว์น้้า มักได้ผลที่มีการตอบสนองต่้า เนื่องจากมีรูปแบบการแสดงออกที่ทับซ้อนกันของ 
ทริปซินและไคโมทริปซิน ซึ่งมีบทบาทต่อการควบคุมการเติบโตในทิศทางที่ตรงกันข้าม (Chan et al., 
2008; Rungruangsak-Torrissen et al., 2006) 

2.4 ทริปซิน (Trypsin) 
เอนไซม์ที่มีบทบาทหลักในการควบคุมการย่อยโปรตีน โดยท้าหน้าที่กระตุ้นโปรเอนไซม์ 

(Proenzyme) หรือไซโมเจน (Zymogen) ที่เกี่ยวข้องกับการย่อยโปรตีนได้หลายชนิด ได้แก่ ทริปซิโนเจน 
( Trypsinogen)  ไ ค โ ม ท ริ ป ซิ โ น เ จ น  ( Chymotrypsinogen)  โ ป ร ค า ร์ บ อ ก ซี เ ป ป ติ เ ด ส 
(Procarboxypeptidase) และโปรอีลาสเตส (Proelastase) ให้อยู่ในรูปที่สามารถเร่งปฏิกิริยาได้ 
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(Active enzyme) ได้แก่ ทริปซิน ไคโมทริปซิน คาร์บอกซีเปปติเดส (Carboxypeptidase) และ
อีลาสเตส (Elastase) ตามล้าดับ ดังนั้นการศึกษากิจกรรมของทริปซินจึงมีบทบาทส้าคัญต่อการ
ประเมินประสิทธิภาพการย่อยโปรตีน (Supannapong et al., 2008)  

กิจกรรมของทริปซินมีการศึกษากันมาก เนื่องจากบทบาทของทริปซินมีความส้าคัญต่อ
พัฒนาการของสัตว์น้้า แต่ละช่วงวัย ดังต่อไปนี้ 

2.4.1 พัฒนาการก่อนระยะฟักตัว (Prehatching stage) ทริปซินมีบทบาทส้าคัญต่อ
การสร้างไข่แดง (Yolk formation)  สลายไข่แดง (Yolk degradation)  การสร้างเ อ็มบริ โอ 
(Embryogenesis) และการฟักตัวของลูกปลา กิจกรรมของทริปซินมีความส้าคัญต่อการสลายโปรตีน
เพ่ือแบ่งตัวสร้างเซลล์และอวัยวะใหม่ ท้าให้การเปลี่ยนแปลงระดับโปรตีนในเซลล์ไข่มีค่าสูงกว่าใน
เซลล์ร่างกาย  

2.4.2 พัฒนาการหลั งระยะฟักตั ว (Posthatching stage) ถึ งวั ยอ่อน (Larval stage) 
การเปลี่ยนแปลงกิจกรรมของทริปซินในสัตว์น้้าวัยอ่อนมีอิทธิพลมาจากอุณหภูมิการฟักไข่และ
อุณหภูมิน้้า ปริมาณโปรตีนในอาหาร (Wang et al., 2020) และการอดอาหาร การศึกษากิจกรรม
ของทริปซินในสัตว์น้้าวัยอ่อนมีความส้าคัญมาก เนื่องจากสัตว์น้้าในระยะนี้ปรับตัวต่อการเปลี่ยนแปลง
ของสภาพแวดล้อมได้น้อยรวมทั้งระบบทางเดินอาหารยังท้างานไม่เต็มประสิทธิภาพท้าให้สัตว์น้้า  
มีการตายสูง ดังนั้น การศึกษากิจกรรมของเอนไซม์ในสัตว์น้้าวัยอ่อนจึงอาจแก้ปัญหาจุดวิกฤติของการ
เพาะเลี้ยงสัตว์น้้าได้ การศึกษาในปลาวัยอ่อนพบว่ากิจกรรมของทริปซินมีค่าเพ่ิมขึ้นหลังจากถูกฟัก
ออกจากไข่ และมีค่าลดลงเมื่อสัตว์น้้ามีการเปลี่ยนแปลงเมทามอร์โฟซิส และหลังจากนั้นกิจกรรมจะมี
แนวโน้มเพ่ิมข้ึนตามอายุ (Thongprajukaew et al., 2010) 

2.4.3 พัฒนาการของสัตว์น้้า วัยเจริญพันธุ์ กิจกรรมของทริปซินมีความผันแปรกับ
อุณหภูมิ (Rungruangsak-Torrissen et al., 2006) อายุและเพศ (Thongprajukaew et al., 2010) 
หรือสภาพแวดล้อมในระบบนิเวศที่ต่างกัน การแสดงออกของทริปซินในสัตว์น้้ามีอิทธิพลมาจากปัจจัย
ต่าง ๆ ได้แก่ คุณภาพของอาหาร แสง การแสดงออกของยีนและการได้รับฮอร์โมน และระบบ
ภูมิคุ้มกัน (Andrés et al., 2010)  

2.5 ไคโมทริปซิน (Chymotrypsin)  
เอนไซม์ที่เกิดจากการกระตุ้นของทริปซิน สามารถเร่งปฏิกิริยาได้ดีที่ pH 7–10 (Natalia et 

al., 2004 ; Rungruangsak-Torrissen and Fosseidengen, 2007 ; Thongprajukaew et al., 
2010) ไคโมทริปซินมีความจ้าเพาะต่อชนิดของสารตั้งต้น และสามารถตัดพันธะเอไมน์ และเอสเทอร์
ได้เช่นเดียวกับทริปซินโดยตัดพันธะเปปไทด์หลังกรดอะมิโนที่มี โซ่ข้างเป็นวงแหวน ได้แก่ ฟีนิลอะ
ลานีน ทริปโทเฟน ไทโรซีน และกรดอะมิโนที่มี โซ่ข้างเป็นไฮโดรโฟบิก เช่น เมทไธโอนีน สารยับยั้ง 
การท้างานของไคโมทริปซิน คือ Tosyl phenyl alanine chloromethyl ketone (TPCK) และ 
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Chymostatin การศึกษากิจกรรมของไคโมทริปซินมักท้าควบคู่กับทริปซินตั้งแต่ก่อนระยะฟักตัวถึงวัย
เจริญพันธุ์ การศึกษาในสัตว์น้้า พบว่าการแสดงออกไคโมทริปซินมีผลต่อการเติบโตในทิศทางตรงกัน
ข้ามกับทริปซิน โดยกิจกรรมของไคโมทริปซินจะมีค่าสูงในช่วงที่สิ่งมีชีวิตเติบโตช้าหรือถูกจ้ากัด 
โดยปัจจัยต่างๆ (Chan et al., 2008; Rungruangsak-Torrissen et al., 2006)  
 

ระบบภูมิคุ้มกันของปลา 
 

ระบบภูมิคุ้มกันปลามีลักษณะไม่ซับซ้อนเหมือนสัตว์มีกระดูกสันหลังชั้นสูง เช่น มนุษย์ 
กระต่ายหรือหนู (Swain and Nayak, 2009) อวัยวะของปลาที่ท้าหน้าที่สร้างภูมิคุ้มกัน ได้แก่ ต่อม
ไทมัส ไตส่วนหน้าและม้าม (Mulero et al., 2007; Press and Evensen, 1999) โดยอวัยวะเหล่านี้ 
จะเริ่ ม พัฒนาหลั งไข่ ได้ รับการปฏิสนธิ  (Petrie-Hanson and Ainsworth, 2001) แต่ล้ าดับ 
การพัฒนาการจะแตกต่างกันระหว่างปลาน้้าจืด น้้ากร่อยและปลาทะเล  

ระบบภูมิคุ้มกันของปลามีทั้งแบบไม่จ้าเพาะและจ้าเพาะ โดยแต่ละระบบประกอบด้วยระบบ
การท้างานโดยเซลล์และสารน้้า ระบบภูมิคุ้มกันแบบไม่จ้าเพาะหรือภูมิคุ้มกันโดยก้าเนิดมีความส้าคัญ
มากในการป้องกันการติดเชื้อของปลา กลไกของภูมิคุ้มกันแบบไม่จ้าเพาะที่เกี่ยวข้องกับเซลล์ ได้แก่ 
ผิวหนัง เซลล์เนื้อเยื่อบริเวณผิว เหงือก ชั้นของเมือก เซลล์ที่มีลักษณะพิเศษ เช่น แมคโครฟาร์จ 
(Macrophage) แกรนูโลไซต์ (Granulocyte) และเซลล์พิฆาตตามธรรมชาติ (Natural killer cell) 
(Aoki et al., 2008) นอกจากนี้ ยังมีสารน้้าชนิดต่าง ๆ เช่น ไลโซไซม์ (Lysozyme) สารที่เกี่ยวกับ
ปฏิกิริยาจับกลุ่มหรือแอ็กกลูตินิน (Agglutinin) สารที่เกี่ยวกับปฏิกิริยาการตกตะกอน (Precipitin) 
เอนไซม์ในการย่อยสลายแบคทีเรีย (Antibacterial lytic enzymes) ทรานส์เฟอร์ริน (Transferrin) 
คอมพลีเมนต์ (Complement) และอินเตอร์เฟอรอน (Interferon) (Ewart et al., 2001) 

 
คุณภาพน้้าในการเลี้ยงปลานิล 

 
คุณสมบัติของน้้าที่จะน้ามาใช้ในการเลี้ยงปลา นับว่ามีความส้าคัญเพราะเป็นปัจจัยในการ

ด้ารงชีวิตของปลา หากปลาได้อาศัยอยู่ในน้้าที่มีคุณสมบัติดีมีความเหมาะสม ก็จะท้าให้ปลาด้ารงชีวิต
อยู่ได้เป็นปกติ การเจริญเติบโตดี มีสุขภาพสมบูรณ์แข็งแรง ปราศจากโรค และปรสิต ดังนั้น การเลี้ยง
ปลาให้ได้ผลผลิตที่มีประสิทธิภาพสูงนั้น ควรค้านึงถึงการจัดการให้น้้าในบ่อมีคุณสมบัติที่ดี และ  
มีความเหมาะสมต่อการด้ารงชีวิตของปลาเป็นส้าคัญ ส้าหรับคุณสมบัติของน้้าที่เหมาะสมต่อการเลี้ยง
ปลามีดังนี ้(นฤมล, 2550) 
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1. ความเป็นกรด-ด่าง (pH) 
ความเข้มข้นของไฮโดรเจนไอออน ที่มีอยู่ในน้้าในบ่อเลี้ยงปลาจะมีการเปลี่ยนแปลงของค่า

ความเป็นกรด-ด่าง เนื่องจากแพลงก์ตอนพืช และพืชน้้ามีการสังเคราะห์แสง ท้าให้มีผลต่อการเลี้ยง
ปลาโดยตรง คือท้าให้ปลาไม่เติบโต และตายได้ ช่วงความเป็นกรด-ด่าง ที่เหมาะสมต่อการเพาะเลี้ยง
ปลานิลอยู่ในช่วง 6.5 - 8.3  

 
2. ปริมาณออกซิเจนที่ละลายในน้้า (DO)  

ออกซิเจนละลายในน้้าจ้าเป็นส้าหรับสิ่งมีชีวิตทุกชนิดที่อาศัยอยู่ในน้้า เนื่องจากสิ่งมีชีวิต
ต้องการออกซิเจนเพ่ือการหายใจ และออกซินเจนยังช่วยย่อยสลายอินทรีย์วัตถุในน้้า  ปริมาณของ
ออกซิเจนที่ละลายในน้้าจะมากหรือน้อยขึ้นอยู่กับ อุณหภูมิ ความเค็ม การสังเคราะห์แสง การหายใจ 
ถ้าสัตว์น้้า พืชน้้า และพรรณไม้น้้ามีปริมาณหนาแน่นมาก ถ้าอุณหภูมิสูงขึ้น ความสามารถในการ
ละลายของออกซิเจนในน้้าลดลง ในหนึ่งวันปริมาณออกซิเจนในบ่อปลามีกการเปลี่ยนแปลง
ตลอดเวลา ในกลางวันพืชน้้าและแพลงก์ตอนพืชมีการสังเคราะห์แสง จึงท้าให้ปริมาณออกซิเจนเพ่ิม
มากขึ้น ส่วนเวลากลางคืนออกซิเจนในน้้าจะถูกใช้ในกระบวนการหายใจของสิ่งมีชีวิตในน้้าเป็นส่วน
ใหญ่ จึงมีผลท้าให้ปริมาณออกซิเจนลดลงในเวลากลางคืน 

 
3. อุณหภูมิ (Temperature)  

ปลานิลเป็นสัตว์เลือดเย็น ไม่สามารถควบคุมอุณหภูมิในร่างกายให้คงที่ได้  เมื่อน้้ามีการ
เปลี่ยนแปลงอุณหภูมิอย่างกะทันหัน จะท้าให้ปลาช็อคตายได้ อุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการเลี้ยงปลานิล
จะอยู่ในช่วง 25-32 ˚C 

 
4. ความกระด้างของน้้า (Hardness)  

เกิดจากปริมาณของเกลือแคลเซียม และแมกนีเซียมที่ละลายอยู่ในน้้าทั้งหมดซึ่งปริมาณเกลือ
เหล่านี้มีผลต่อการเจริญเติบโตของสัตว์น้้า น้้าในบ่อปลานิลควรมีความกระด้างอยู่ที่ 15-300 mg/l ถ้า
ในบ่อเลี้ยงปลามีค่าความกระด้างต่้ากว่า 5 mg/l จะท้าให้ปลาเจริญเติบโตช้า เครียด และตายได้ 

 
5. ความเป็นด่าง (Alkalinity)  

ความเป็นด่างของน้้าประกอบด้วย คาร์บอเนต ไบคาร์บอเนต และไฮดรอกไซด์ เป็นส่วนใหญ่ 
ซึ่งไม่มีพิษต่อปลา แต่เป็นตัวช่วยควบคุมไม่ให้น้้ามีการเปลี่ยนแปลงค่าความเป็นกรด -ด่าง อย่าง
รวดเร็ว ค่าความเป็นด่างที่เหมาะสมส้าหรับการเลี้ยงปลามีค่าอยู่ระหว่าง 25-500 mg/l 
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6. ความเค็ม (Salinity)  
ความเค็มของน้้ามีผลต่อระบบควบคุมปริมาณน้้าภายในร่างกายของปลา การเปลี่ยนแปลง

ความเค็มของน้้าอย่างกะทันหันท้าให้ปลาตายได้ ปลานิลเป็นปลาที่สามารถเพาะเลี้ยงได้ในน้้าที่มี
ความเค็ม 0-25 ppt 

 
7. สารประกอบไนโตรเจน (แอมโมเนีย และไนไตรท์)  

สารประกอบที่เป็นพิษต่อสัตว์น้้า แหล่งของสารประกอบไนไตรท์ในน้้าส่วนใหญ่มาจาก
สารอินทรีย์ ซึ่งเกิดจากขบวนการเน่าสลายของเศษอาหารที่เหลือ แพลงก์ตอนที่ตาย เศษซากพืชซาก
สัตว์ สารอินทรีย์อ่ืนๆ โดยจุลินทรีย์และปล่อยแอมโมเนีย ไนไตรท์ สู่น้้าในบ่อเลี้ยงซึ่งความเป็นพิษของ
แอมโมเนีย ปริมาณแอมโมเนียรวมในบ่อปลานิลไม่ควรเกิน 0.5 mg/l และไนไตรท์ไม่ควรเกิน 
0.1 mg/l  

 
8. ฟอสฟอรัส (Phosphorus) 

ธาตุอาหารที่จ้าเป็นต่อพืช หากมีปริมาณมากเกินไป ส่งผลให้พืชน้้าและแพลงก์ตอน
เจริญเติบโตอย่างรวดเร็ว ท้าให้ออกซิเจนในน้้าในเวลากลางวัน แต่ลดลงมากในเวลากลางคืน ส่งผลให้
สัตว์น้้าเกิดภาวะขาดออกซิเจนได้ ดังนั้นในบ่อปลานิลไม่ควรมีปริมาณของฟอสฟอรัสสูงกว่า 0.6 mg/l 

 
9. ความโปร่งแสง (Transparency)  

ความโปร่งแสงของบ่อปลา สามารถบ่งบอกถึงคุณภาพน้้าในบ่อเลี้ยงได้ น้้าที่มีความอุดม
สมบูรณ์จะมีความโปร่งแสงน้อย ในบ่อปลานิลควรอยู่ในช่วง 30-60 cm 

 
10. ความขุ่น (Turbidity)  

เกิดจากตะกอนแพลงก์ตอน โคลนตม ฝุ่นละออง และสารอินทรีย์ต่างๆในบ่อปลา ท้าให้แสง
ส่องผ่านลงไปในน้้าได้น้อย ท้าให้พืชน้้าสังเคราะห์แสงได้น้อย และยังเข้าไปอุดตันที่ซี่เหงือกของปลา 
ขัดขวางการแลกเปลี่ยนออกซิเจนที่เหงือกปลา การวัดค่าความขุ่นค่อนข้างยุ่งยากแก่ผู้ปฏิบัติงานใน
ฟาร์ม จึงหันมาใช้ค่าความโปร่งแสงแทน ท้าการวัดโดยใช้แผ่นเซคซิ เส้นผ่านศูนย์กลาง 20 cm หย่อน
ลงไปในบ่อจนถึงความลึกที่มองไม่เห็นแผ่น โดยความขุ่นที่เหมาะสมส้าหรับการเลี้ยงปลานิลควรอยู่
ในช่วง 30-60 cm 

 
 



บทที่ 3 
อุปกรณ์ และวิธีการวิจัย 

 
วัสดุ และอุปกรณ์ 

 
1. วัสดุ อุปกรณ์ และเครื่องมือในการแยกเชื้อจุลินทรีย์โพรไบโอติก    

1.1 ปลานิลวัยอ่อน   
1.2 อาหารเลี้ยงเชื้อ     

1.2.1 MRS (Lactobacilli MRS Broth) ยี่ห้อ Himedia® 
1.2.2 TSA (Tryptic Soy Agar) ยี่ห้อ Himedia® 
1.2.3 TSB (Tryptic Soy Broth) ยี่ห้อ Himedia® 

1.3 ห่วงเชื้อรูปวงกลม (Loop)  
1.4 หลอดทดลอง  
1.5 หลอดไมโครเซนติฟิวก์พลาสติก (Microcentrifuge tube) ขนาด 1.5 ml ยี่ห้อ 

Eppendorf 
1.6 จานเพาะเชื้อ (Petri dish) 
1.7 Cork borer ขนาด 0.5 ซม.   
1.8 น้้ากลั่นที่ผ่านการฆ่าเชื้อแล้ว 
1.9 น้้าเกลือความเข้มข้น 0.85% (0.85% NaCl) ที่ผ่านการฆ่าเชื้อแล้ว 
1.10 ขวดเก็บตัวอย่างดินและน้้า 
1.11 ไมโครปิเปต ยี่ห้อ Nichiryo 
1.12 ทิป ยี่ห้อ Nichiryo 
1.13 เครื่องมือผ่าตัด  
1.14 ตะเกียงแอลกอฮอล์  
1.15 ตู้บ่มเชื้อ (Incubator) บริษัท WTB binder รุ่น 78532 Tuttlingen/Germany 
1.16 เครื่องชั่งดิจิตอล ความละเอียด 4 ต้าแหน่ง บริษัท Sartorius รุ่น AC2115 
1.17 หม้อนึ่งความดันไอน้้า (Autoclave) บริษัท Becthai รุ่น Hirayama 
1.18 เครื่องกวนสารชนิดให้ความร้อน (Hot plate)  
1.19 ตู้เขี่ยเชื้อ Lamina (Holten) รุ่น HVR 2448 
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2. เครื่องมือ และอุปกรณ์ ที่ใช้ในการหมักเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟ 
2.1 เยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟจากบริษัทฮิลล์คอฟฟ์ 
2.2 เอนไซม์เซลลูเลส  

2.2.1 Cellusoft® L Ultra conc บริษัท โนโวไซม์ (ประเทศไทย) จ้ากัด 
2.2.2 Cellusoft® CR conc บริษัท โนโวไซม์ (ประเทศไทย) จ้ากัด 

2.3 ยาปฏิชีวนะ Ampicillin (AMP) 
2.4 ขวดรูปชมพู่ 
2.5 ส้าลี 
2.6 เครื่อง Shakers Incubator (ยี่ห้อ JEIO TECH รุ่น BS-06) 
2.7 เครื่องแช่แข็ง หรือ Freezer 

 
3. วัสดุ อุปกรณ์ และเครื่องมือที่ใช้ในการวิเคราะห์หาองค์ประกอบของเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟ และ
ทดสอบความเป็นพรีไบโอติกจากเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟ 

3.1 วิเคราะห์หาสารฟินอลิก ด้วยวิธี Folin Ciocalteu’s assay ดัดแปลงจาก Noridayu et 
al. (2011)  

3.2 วิเคราะห์หาน้้าตาลทั้งหมดโดยวิธี Phenol-sulfuric acid method ดัดแปลงจาก 
(Miller, 1959) 

3.3 วิ เคราะห์หาน้้ าตาลรีดิ วส์  (Reducing sugar)  โดยวิธี  3,5-dinitrosalicylic acid 
method ดัดแปลงจาก Apiraksakorn et al. (2008) 

3.4 วิเคราะห์หาน้้าตาลกลุ่มโอลิโกแซคคาไรด์ โดยวิธีทางโครมาโทกราฟีแบบแผ่นบาง  
3.5 ทดสอบการส่งเสริมการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์โพรไบโอติกและการยับยั้งจุลินทรีย์ก่อโรค 

3.5.1 เชื้อจุลินทรีย์โพรไบโอติก ได้แก่ Bacillus subtilis (อุดมลักษณ์ และจีรพร, 
2556) 

3.5.2 เชื้อจุลินทรีย์ก่อโรค ได้แก่ A. hydrophila และ S. agalactiae จากห้องแลป
ปฏิบัติการโรคปลา คณะเทคโนโลยีการประมง และทรัพยากรทางน้้า มหาวิทยาลัยแม่โจ้  

3.5.3 อาหารเลี้ยงเชื้อ Basal medium (K2HPO4 0.3 g + KH2PO4 0.1 g + Yeast 
extract 1.0 g + Peptone 1.0 g + MgSO4 0.2 g + (NH4)2SO4 2.5 g ละลายในน้้ากลั่น 1,000 ml 
ปรับ pH 7.00) 

3.5.4 ตู้บ่มเชื้อ (Incubator) บริษัท WTB binder รุ่น 78532 Tuttlingen/ Germany 
3.5.5 ตะเกียงแอลกอฮอล์ 
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3.5.6 เครื่องวัดการดูดกลืนแสง (Spectrophotometer) ยี่ห้อ Chuphotic รุ่น PLUTO-
Plus 
 
4. วัสดุ อุปกรณ์ และเครื่องมือที่ใช้ในการทดลองเลี้ยงปลานิลวัยอ่อนในตู้กระจก 

4.1 ลูกพันธุ์ปลานิลขนาด 0.5-0.7 g/ตัว 
4.2 ตู้ปลาขนาด 25 x 50 x 30 m3 
4.3 ปั้มน้้า Sonic AP 2500 
4.4 ปั๊มเติมอากาศ ยี่ห้อ 
4.5 หัวทราย 
4.6 สายออกซิเจน  
4.7 สายยางดูดน้้า 
4.8 ตะกร้าขนาด 20 x 28 x 8 cm3 
4.9 ใยแก้วกรองน้้า 
4.10 ไบโอบอล 
4.11 กะละมัง 
4.12 สวิง 
4.13 ปลั๊กไฟ 
4.14 อาหารกบส้าเร็จรูป โปรตีน 45% 
4.15 อาหารปลานิลส้าเร็จรูป โปรตีน 25%  
 

5 วัสดุ อุปกรณ์ และเครื่องมือที่ใช้ในการทดลองเลี้ยงปลานิลในกระชัง 
5.1 บ่อดินขนาด 30x10 m ลึก 1.8 m 
5.2 กระชังขนาด 1x1 m 
5.3 ลูกปลานิลขนาด 0.5-0.7 g/ตัว 
5.4 เชือก  
5.5 ปูนขาว 
5.6 ไดโว่สูบน้้า 
5.7 อาหารกบส้าเร็จรูป โปรตีน 45% 
5.8 อาหารลูกปลานิลส้าเร็จรูป โปรตีน 25% 
5.9 เครื่อง Nano-microbubble (MNB generator) ที่ใช้ในการศึกษาครั้งนี้ทางศูนย์ความ

เป็นเลิศทางวิชาการด้านการประยุกต์ใช้ไฟฟ้าแรงสูงพลาสมาและไมโครนาโนบับเบิล  เพ่ือการเกษตร
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และประมงขั้นสูง เป็นรุ่น ECO-KMV120-9HAQR00 ขนาด 400 W อัตราการไหลของน้้า 100 L/
นาท ีความดัน 0.06 MPa 

5.10 กระชอนตักปลา 
 
6. การวิเคราะห์คุณภาพน้้าบางประการ ตามวิธีการมาตราฐานของ (APHA, 1998) 

6.1 อุณหภูมิน้้า อุณหภูมิอากาศ ค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) ค่าการน้ากระแสไฟฟ้า 
(Conductivity) และค่าออกซิเจนละลาย (Dissolved oxygen) ด้วยเครื่อง Multifunction meter 
CX-461  

6.2 ค่าความโปรงแสง (Transparency) ด้วยแผ่นเซคชิ  
6.3 ปริมาณของแข็งแขวนลอยทั้งหมด (Total suspended solid) ค่าความเป็นด่าง 

(Alkalinity) และค่าความกระด้าง (Hardness) วิเคราะห์หาค่าโดยการไตเตรท  
6.4 แอมโมเนีย-ไนโตรเจน (Ammonia nitrogen: NH3-N) โดยวิธี Phenate method  
6.5 ไนไตรท์ -ไนโตรเจน (Nitrite nitrogen: NO2

--N) โดยวิธีการเทียบสี (Colorimetric 
method)  

6.6 ไนเตรท-ไนโตรเจน (Nitrate nitrogen: NO3
--N) โดยวิธีไฮดราซีน  

6.7 ฟอส เฟต -ฟอสฟอรั ส  (Phosphate phosphorus: PO4
3 --P) โดยวิ ธี  Stannous 

Chloride  
6.8 ฟอสฟอรัสรวม (Total phosphorus) โดยวิธี เปอร์ซัลเฟต (Persulphate method)  
6.9 และคลอโรฟิลล์-เอ (Chlorophyll-a) 

 
7. การวิเคราะห์ภูมิคุ้มกันปลานิล 

7.1 กิจกรรมไลโซไซม์ (Lysozyme activity) ตามวิธีการของ Sarder et al. (2001) 
7.2 การทดสอบประสิทธิภาพการท้าลายเชื้อแบคทีเรียของเซลล์เม็ดเลือด (NBT) ตามวิธีการ

ของ Srisapoome and Areechon (2017) ดัดแปลงจากวิธีการของ Kamilya et al. (2006) 
7.3 การวิ เคราะห์  Superoxide Dismutase (SOD) Activity โดยใช้ เครื่ อง  Multiple 

microplate reader ที่ความยาวคลื่น 560 nm ดัดแปลงจากวิธีการของ Oberley and Spitz (1984) 
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8. การวิเคราะห์คุณค่าทางโภชนาการเนื้อปลานิล ตามวิธีการมาตราฐานของ AOAC (1990) 
8.1 วิเคราะห์โปรตีนโดย Micro-Kjeldahl 
8.2 วิเคราะห์ไขมันโดยวิธี Dichloromethane extraction ตาม Soxhlet method 
8.3 วิเคราะห์เยื่อใย โดยวิธี Fritted glass crucible 
8.4 วิเคราะห์เถ้า โดยการเผาใน Muffle furnace 550 ˚C 12 ชั่วโมง 
8.5 วิเคราะห์ความชื้น โดยการอบแห้งในตู้อบ 105 ˚C 24 ชั่วโมง 

 
9. การวิเคราะห์เอนไซม์ย่อยอาหาร 

9.1 เอมไซม์ทริปซินและไคโมทริปซิน ตามวิธีการของ Rungruangsak – Torrissen et al. 
(2006) 

9.2 เอมไซม์โปรติเนส ตามวิธีการของ Areekijseree et al. (2004)  
9.3 เอนไซม์อะไมเลส ตามวิธีการของ Areekijseree et al. (2004)  

 
วิธีการวิจัย 

 
การวางแผนการทดลอง 

ศึกษาเชื้อจุลินทรีย์โพรไบโอติกเฉพาะถิ่น และศึกษาคุณสมบัติในการเป็นพรีไบโอติกในเยื่อ
หุ้มเมล็ดกาแฟ  รวมถึงทดสอบประสิทธิภาพของซินไบโอติกต่อการเจริญเติบโต การยับยั้งโรคติดเชื้อ
และการตอบสนองต่อระบบภูมิคุ้มกัน ในปลานิลวัยอ่อน ดังนี้ 

1. การคดัแยกแบคทีเรียโปรไบโอติกส์ 
ท้าการเก็บตัวอย่างปลานิล เพ่ือศึกษาเชื้อจุลินทรีย์โพรไบโอติกในล้าไส้ พร้อมตัวอย่างน้้า 

และตะกอนดินพ้ืนท้องน้้า เพ่ือแยกจุลินทรีย์ที่มีประโยชน์บางชนิดที่มีศักยภาพที่จะเป็นเชื้อจุลินทรีย์
โพรไบโอติกได้ โดยขั้นตอนต่าง ๆ มีดังนี้ 

1.1 เก็บตัวอย่างเชื้อจากตัวอย่างดิน น้้าโคลน จากบริเวณกระชังเลี้ยงปลานิลวัยอ่อน 
รวมทั้งในล้าไส้ของปลานิล น้ามาท้า Dilution plate technique ในอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS agar (ที่
เติม Bromocresol green 0.004 % เป็นอินดิเคเตอร์ โดยวิธีการ Spread plate) และ Trypticase 
soy agar (TSA) โดยท้าการบ่มเชื้อที่อุณหภูมิ 35 ˚C เป็นเวลา 24-48 ชั่วโมง เลือกเก็บโคโลนีของเชื้อ
ที่มีลักษณะต่าง ๆ น้าไปไปตรวจสอบคุณสมบัติเบื้องต้น โดยใช้การตรวจสอบการติดสีแกรม เพ่ือดู
ลักษณะรูปร่างเซลล์ และการจัดเรียงตัวของเซลล์ด้วยกล้องจุลทรรศน์  

1.2 การคัดเลือกเชื้อที่ยับยั้งเชื้อก่อโรคปลานิลวัยอ่อนน้าเชื้อที่แยกได้จากตัวอย่างที่มี
ลักษณะโคโลนีต่าง ๆ กันมาทดสอบความสามารถในการยับยั้งการเจริญของเชื้อก่อโรคปลา 2 ชนิด 
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เช่น Areromonas hydrophila และ Streptococcus agalactiae ด้วยวิธี Agar well diffusion 
(Perez et al., 1990) และ Agar disk diffusion (Hudzicki, 2009) เพ่ือตรวจสอบว่าเชื้อที่แยกได้
สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อก่อโรคได้หรือไม่ โดยดูจากโซนใส (Clean zone) ที่เกิดขึ้นรอบ ๆ 
โคโลนีของเชื้อที่แยกได้ 

1.3 การศึกษาปฏิกิริยาการเกิดการแตกของเม็ดเลือดแดง (Blood agar hemolysis) 
ทดสอบการแตกตัวของเซลล์เม็ดเลือดแดง โดยแบคทีเรียก่อโรคบางกลุ่มที่สามารถสร้างสารฮีโมไลซิน 
ซึ่งสามารถท้าให้เม็ดเลือดแดงเกิดฮีโมไลซิสได้ โดยเพาะเลี้ยงเชื้อจุลินทรีย์โพรไบโอติก บนอาหาร 
Blood agar plate ที่เติมเลือดแกะ 5 % ตรวจสอบการแตกตัวของเซลล์เม็ดเลือดแดง เชื้อโพรไบโอ
ติกที่เลือกจะต้องไม่ท้าให้เซลล์เม็ดเลือดแดงแตกตัว (Non hemolysis) (Media and Biochem, 
2012) 

1.4 การตรวจสอบเชื้อแบคทีเรียก่อโรค (In vivo test) ตรวจสอบเชื้อแบคทีเรียก่อโรค
ในปลานิลก่อนน้ามาใช้ในการทดลอง เพ่ือยืนยันว่าเป็นเชื้อแบคทีเรียก่อโรคจริง ท้าการเลี้ยงเชื้อที่แยก
ได้จากข้อ 1.1 ในอาหาร TSB น้าไปบ่มที่อุณหภูมิ 35-37 ˚C เป็นเวลา 24-48 ชั่วโมง ใช้ความเข้มข้น 
3 x 106 CFU/ml แล้วน้ามาฉีดเข้าล้าตัวปลานิลที่เตรียมไว้ บริเวณช่องท้อง อัตราการปล่อย 10 ตัว/
ตู้ และให้อาหารลูกปลานิลขนาดเล็ก วันละ 2 ครั้ง สังเกตลักษณะอาการของปลานิลหลังจากการฉีด
เชื้อ (Zion et al., 2000) 

1.5 การศึกษาจ้าแนกและบ่งชี้ชนิดของเชื้อโพรไบโอติกที่แยกได้ โดยการหาล้าดับเบส  
ดีเอ็นเอ (16S rDNA gene) 

2. การวิเคราะห์องค์ประกอบของเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟ 
วิเคราะห์หาองค์ประกอบของสารอาหารในเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟ โดยวิเคราะห์ตามวิธีการของ 

AOAC (1990) ได้แก่  
2.1 วิเคราะห์โปรตีนโดย Micro-Kjeldahl 
2.2 วิเคราะห์ไขมันโดยวิธี Dichloromethane extraction ตาม Soxhlet method 
2.3 วิเคราะห์เยื่อใย โดยวิธี Fritted glass crucible 
2.4 วิเคราะห์เถ้า โดยการเผาใน Muffle furnace 550 ˚C 12 ชั่วโมง 
2.5 วิเคราะห์ความชื้น โดยการอบแห้งในตู้อบ 105 ˚C 24 ชั่วโมง 
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3. การศึกษาการเป็นพรีไบโอติกจากเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟ 
3.1 การเตรียมเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟ 

3.1.1 ใช้เยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟที่ผ่านการอบแห้งกะเทาะเปลือกแล้วจาก บริษัทฮิลล์
คอฟ จ้ากัด (ภาพที ่11A) ไปบดให้ละเอียด (ภาพที ่11B) ใส่ภาชนะปิดสนิทเก็บรักษาไว้ที่อุณหภูมิห้อง  

3.1.2 น้าเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟที่บดมาผสมน้้าในอัตราส่วนระหว่างเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟ
ต่อน้้า (ท่ีผ่านการฆ่าเชื้อแล้ว) 1:20 (W/V) สกัดโดยใช้อ่างน้้าควบคุมอุณหภูมิ (Water bath; Model: 
WNB14 SC) เวลาในการสกัด 90 นาที และอุณหภูมิน้้า 90 ˚C ปรับปริมาตรสารละลายให้เป็น 
20 ml ด้วยน้้ากลั่น (ท่ีผ่านการฆ่าเชื้อแล้ว) ตามวิธีการของนฤมล และคณะ (2561) (ภาพที ่11C) 

3.1.3 ผสมเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟในน้้ากลั่น (ที่ผ่านการฆ่าเชื้อแล้ว) อัตราส่วน 1:20 
(W/V) เพ่ือน้าไปหมักด้วยเอนไซม์ต่อไป 

3.2 การหมักเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟ ด้วยเอนไซม์ Cellulsoft® L Ultra conc และ 
Cellulsoft® CR conc ดัดแปลงจาก Apiraksakorn et al. (2008)  

น้าตัวอย่างเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟจากข้อ 3.1.2 และ 3.1.3 เติมเอนไซม์ Cellulsoft® 
L Ultra conc และ Cellulsoft® CR conc ในอัตราส่ วน 1:100 (V/V)  และเติมยาปฏิชี วนะ 
Ampicillin (AMP) ความเข้มข้น ปริมาตร 1 µl เพ่ือยับยั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย บ่มที่
อุณหภูมิน้้า 37 ˚C เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ด้วยเครื่อง Incubator shakers ความเร็วรอบ 50 rpm ท้า
การเก็บตัวอย่าง ที่ระยะเวลา 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 18 และ 24 ชั่วโมง และเก็บไว้ที่อุณหภูมิ -80 ˚C 
เพ่ือน้าไปวิเคราะห์หาปริมาณฟีนอลรวม วิเคราะห์น้้าตาลโมโนแซกคาไรด์และโอลิโกแซกคาไรด์ และ
ทดสอบสมบัติความเป็นสารพรีไบโอติกของโอลิโกแซกคาไรด์จากเยื่อหุ้มกาแฟ 
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ภาพที่  11  เยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟ (CSS)(A) เยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟบด (CSSp)(B) 
สารสกัดจากเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟ (CSSw)(C) 

 
3.3 วิเคราะห์หาสารฟินอลิก ด้วยวิธี Folin Ciocalteu’s assay โดยดัดแปลงจาก 

Noridayu et al. (2011)  
วิเคราะห์ปริมาณฟีนอลรวม Dilution ตัวอย่าง (อัตราการเจือจาง 100 เท่า หรือ 10-

2) โดยน้าตัวอย่างส่วนใสมา 0.1 ml ใส่ในหลอดทดลอง เติมสารละลายโซเดียมคาร์บอเนต (Na2CO3) 
เข้มข้นร้อยละ 2 โดยมวลต่อปริมาตร ลงไป 2 ml น้าไป vortex ผสมให้เข้ากัน ปิดปากหลอดด้วย
กระดาษฟอยด์หรือถุงฟอยด์ จากนั้นเติมสารละลาย Folin Ciocalteu phenol reagent ลงไป 0.1 
ml ผสมให้เข้ากัน จากนั้นตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง นาน 30 นาที น้าไปวัดค่าดูดกลืนแสงที่ความยาว
คลื่น 750 nm ด้วยเครื่อง Spectrophotometer ค้านวณค่าปริมาตรสารประกอบฟีนอลรวมทั้งหมด

(A) 

(B) (C) 
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เทียบกับกราฟมาตรฐานกรดแกลลิค (Gallic acid) (ภาพผนวกที่ 1) รายงานผลเป็น mg/g Gallic 
acid equivalent, GAE 

3.4 การวิเคราะห์น้้าตาลโมโนแซกคาไรด์และโอลิโกแซกคาไรด์ 
3.4.1 วิเคราะห์หาปริมาณน้้าตาลทั้งหมดที่พบในสารสกัดเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟ โดยวิธี   

ฟีนอลซัลฟูริกแอซิด (Phenol-sulfuric acid method) (ดัดแปลงจาก DuBois et al. (1956) หาปริมาณ
น้้าตาลทั้งหมดด้วยเทคนิค Phenol-sulfuric โดยน้าตัวอย่างสารสกัดเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟปริมาตร 
0.5 ml ใส่ในหลอดทดลอง เติมสารละลาย Phenol ปริมาตร 0.5 ml เขย่าให้เข้ากัน เติมสารละลาย 
Sulfuric acid ปริมาตร 2.5 ml เขย่าให้เข้ากัน วางทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 10 นาที จากนั้น
น้าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ ความยาวคลื่น 490 nm แล้วค้านวณหาปริมาณน้้าตาลทั้งหมดเทียบกับ
กราฟมาตรฐานที่มีน้้าตาลทั้งหมดเป็นสารละลายน้้าตาลมาตรฐาน (ภาพผนวกที่ 2) 

3.4.2 วิเคราะห์ปริมาณน้้าตาลรีดิวซ์ (Reducing sugar) โดยวิธี 3, 5-dinitrosalicylic 
acid method (DNS method) (ดัดแปลงจาก Miller, 1959) หาปริมาณน้้าตาลรีดิวซ์ด้วยเทคนิค DNS โดย
น้าตัวอย่างสารสกัดเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟปริมาตร 0.5 ml ใส่ในหลอดทดลอง เติมสารละลาย DNS ปริมาตร 
0.5 ml เขย่าให้เข้ากันน้าสารผสมที่ได้ไปต้มที่อุณหภูมิ 90 ˚C เป็นเวลา 15 นาที แล้วท้าให้เย็นลงทันที 
เติมน้้ากลั่นปริมาตร 4 ml เขย่าให้เข้ากัน จากนั้นน้าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ ความยาวคลื่น 540 nm 
แล้วค้านวณหาปริมาณน้้าตาลรีดิวซ์เทียบกับกราฟมาตรฐานที่มีน้้าตาลรีดิวซ์เป็นสารละลายน้้าตาล
มาตรฐาน (ภาพผนวกที ่3) 

3.4.3 วิเคราะห์ชนิดน้้าตาล โดยวิธีทางโครมาโทกราฟีแบบผิวบาง (TLC)  (ดัดแปลง
จาก Apiraksakorn et al., 2008) น้าสารตัวอย่างที่ผ่านการปรับสภาพขั้นต้นและผ่านการย่อยด้วย
เอนไซม์ Cellulsoft® L Ultra และ Cellulsoft® CR conc พร้อมกับสารละลายน้้าตาลมาตรฐาน 
คือ น้้าตาลกลูโคส (Glucose), น้้าตาลฟรุคโตส (Fructose), น้้าตาลซูโครส (Sucrose), น้้าตาลคีสโตส 
(Kestose), น้้าตาลนีสโตส (Nystose) และน้้าตาลฟรุกโตฟุราโนซิลนิสโตส (Fructofuranosy- 
lnystose) ปริมาตร 0.25 µl หยดลงบนแผ่นอลูมิเนียมซิลิกาเจล 60 แล้วเป่าให้แห้ง จากนั้นน้าแผ่น
อลูมิเนียมซิลิกาเจล 60 ที่ได้จุ่มในแทงค์ที่มีตัวท้าละลายที่ประกอบด้วยเอ็นบิวทานอล:เอทานอล: 
น้้ากลั่น ในอัตราส่วน 5:3:2 โดยปริมาตร เมื่อตัวท้าละลายเคลื่อนที่เกือบสุดแผ่นอลูมิเนียมซิลิกาเจล 
60 น้าแผ่นที่ได้ท้าให้แห้งโดยใช้ไดร์เป่าผม จากนั้นน้าไปเคลือบ 5% กรดซัลฟูริกในเมทานอล 
จนสารละลายกระจายทั่วแผ่นอลูมิ เนียมซิลิกาเจล 60 จากนั้นน้าไปอบที่ อุณหภูมิ  150 ˚C 
เป็นระยะเวลาประมาณ 5 นาที จนเห็นแถบของตัวอย่างชัดเจน เปรียบเทียบผลตั วอย่างกับ
สารละลายน้้าตาลมาตรฐาน 
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3.5 ทดสอบสมบัติความเป็นสารพรีไบโอติกของโอลิโกแซกคาไรด์จากเยื่อหุ้มกาแฟ 
(ดัดแปลงจาก Titapoka et al. (2008) 

3.5.1 การเตรียมเชื้อทดสอบ ท้าการเลี้ยงเชื้อจุลินทรีย์โพรไบโอติก (B. subtilis) และ
เชื้อก่อโรค ได้แก่ S. agalactiae และ A. hydrophila ในอาหาร TSB น้าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 ˚C เป็นเวลา 
24 ชั่วโมง 

3.5.2 การทดสอบการส่งเสริมการเจริญของจุลินทรีย์โพรไบโอติก และทดสอบการ
ยับยั้งการเจริญของเชื้อก่อโรค S. agalactiae และ A. hydrophila โดยการเพาะเลี้ยงที่ปริมาณเซลล์ 108 
CFU/ml ในอาหารทดสอบ 5 สูตร ได้แก่ (P1) Basal medium (pH 7), (P2) Basal medium (pH 7) + 
FOS 1 g, (P3) Basal medium (pH 7) + ผงบุก 1 g, (P4) Basal medium (pH 7) + CSS(w) Cellulsoft® 
L Ultra 1 g ของน้้าตาลและ (P5) Basal medium (pH 7) + CSS(p) Cellulsoft® L Ultra 1 g ของ
น้้าตาล ปริมาตรอาหารทั้งหมด 100 ml น้าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 ˚C เป็นเวลา 24 ชั่วโมง โดยไม่มีการให้
อากาศ ด้วยเทคนิคปลอดเชื้อจุลินทรีย์ปนเปื้อน จากนั้นเก็บตัวอย่างที่ระยะเวลา 0, 3, 6, 9, 12, 15, 18, 21 
และ 24 ชั่วโมง เพ่ือน้าไปตรวจสอบปริมาณจุลินทรีย์ และวิเคราะห์หาปริมาณน้้าตาลทั้งหมด และน้้าตาล
รีดิวซ ์(ภาพผนวกที่ 4, 5 และ 6) 

 
4. ศึกษาผลของการทดลองอนุบาลลูกปลานิลวัยอ่อน โดยการให้อาหารเสริมพรีไบโอติก 

(เยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟ: CSS) ร่วมกับโพรไบโอติก (B. subtilis) 
ศึกษาผลของการทดลองอนุบาลลูกปลานิลวัยอ่อน โดยการให้อาหารเสริมพรีไบโอติก (เยื่อ

หุ้มเมล็ดกาแฟ: CSS) ร่วมกับโพรไบโอติก (B. subtilis) เพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพการเจริญเติบโต ระบบ
ภูมิคุ้มกัน ความต้านทานเชื้อก่อโรค รวมถึงศึกษาการวิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซม์ย่อยอาหาร และ
คุณภาพน้้าของการทดลองอนุบาลลูกปลานิลวัยอ่อน โดยแบ่งการทดลองออกเป็น 2 การทดลอง 
ได้แก่  

การทดลองที่ 1 การศึกษาผลของการเสริมอาหารทดลองสูตรต่าง ๆ โดยการทดลอง
อนุบาลปลานิลวัยอ่อนในตู้ทดลอง เป็นระยะเวลา 4 สัปดาห์  

การทดลองที่ 2 การศึกษาผลของการเสริมอาหารทดลองสูตรต่าง ๆ โดยการทดลองการ
อนุบาลปลานิลวัยอ่อนในกระชัง เป็นระยะเวลา 8 สัปดาห์ 

4.1 การศึกษาผลของอาหารการเสริมอาหารทดลองสูตรต่าง ๆ โดยการทดลอง
อนุบาลปลานิลวัยอ่อนในตู้ทดลอง เป็นระยะเวลา 4 สัปดาห ์

4.1.1 วางแผนการทดลอง แบบแฟกทอเรียล 3x3 โดยศึกษาผลของการเสริม 
พรีไบโอติก (เยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟ: Coffee silver skin (CSS)) ที่ระดับความเข้มข้น 0%, 2.5% และ 
5% (CSS0%, CSS2.5% และ CSS5% ของน้้าตาลตามล้าดับ) และโพรไบโอติก (B. subtilis) ที่
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ปริมาณเซลล์ 0, 5x107 และ 1x108 CFU/g (Pro0, ProA และ ProB ตามล้าดับ) และสูตรอาหาร 
Positive control (FOS 1% + B. subtilis 1x108 CFU/g) 1 สูตร ท้าการทดลองผสมอาหารให้ปลา
กินเป็นระยะเวลา 4 สัปดาห์ ทดลองอนุบาลในตู้ทดลอง ขนาด 30 x 65 x 40 cm จ้านวน 30 ตู้ โดย
แบ่งสูตรอาหารทดลองออกเป็น 9 สูตร และสูตรอาหาร Positive control 1 สูตร สูตรละ 3 ซ้้าได้แก่ 

สูตรอาหารที่ 1 CSS 0% + Pro0 (Control): อาหารเม็ดส้าเร็จรูป 
สูตรอาหารที่ 2 ProA: อาหารผสมจุลินทรีย์โพรไบโอติกB. subtilis ที่

ปริมาณเซลล์ 5x107 CFU/g 
สูตรอาหารที่ 3 ProB: อาหารผสมจุลินทรีย์โพรไบโอติก B. subtilis ที่

ปริมาณเซลล์ 1x108 CFU/g 
สูตรอาหารที่ 4 CSS 2.5%: อาหารผสมเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟ 2.5% ของน้้าตาล 
สูตรอาหารที่ 5 CSS 2.5% + ProA: อาหารสมเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟ 2.5% 

ของน้้าตาล + จุลินทรีย์โพรไบโอติก B. subtilis ทีป่ริมาณเซลล์ 5x107 CFU/g 
สูตรอาหารที่ 6 CSS 2.5% + ProB: อาหารผสมเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟ 2.5% 

ของน้้าตาล + จุลินทรีย์โพรไบโอติก B. subtilis ทีป่ริมาณเซลล์ 1x108 CFU/g 
สูตรอาหารที่ 7 CSS 5%: อาหารผสมเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟ 5% ของน้้าตาล 
สูตรอาหารที่ 8 CSS 5% + ProA: อาหารผสมเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟ 5% ของ

น้้าตาล + จุลินทรีย์โพรไบโอติก B. subtilis ทีป่ริมาณเซลล์ 5x107 CFU/g 
สูตรอาหารที่ 9 CSS 5% + ProB: อาหารผสมเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟ 5% ของ

น้้าตาล + จุลินทรีย์โพรไบโอติก B. subtilis ทีป่ริมาณเซลล์ 1x108 CFU/g 
สูตรอาหารที่ 10 FOS 1% + ProB: อาหารผสมฟรุกโตโอลิโกแซคคาไรด์ 1 

% + จุลินทรีย์โพรไบโอติก B. subtilis ทีป่ริมาณเซลล์ 1x108 CFU/g 
 

4.1.2 สัตว์ทดลอง ในการด้าเนินการวิจัย ใช้ลูกปลานิลวัยอ่อน น้้าหนักประมาณ 
0.4-0.6 g/ตัว (ภาพที่ 12) ซื้อจากธงชัยฟาร์ม อ้าเภอสันทราย จังหวัดเชียงใหม่ โดยน้าลูกปลามาพัก
ให้ปรับตัวในกระชัง ก่อนท้าการสุ่มนับและชั่งน้้าหนักลูกปลาเริ่มต้นเพ่ือปล่อยลงเลี้ยงในตู้ทดลอง  
ให้อาหารด้วยอาหารส้าเร็จรูปเป็นเวลา 1 สัปดาห์ เพ่ือให้ปลาปรับสภาพ ก่อนเริ่มให้อาหารที่ท้า 
การทดลอง 
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ภาพที่  12  ลูกปลานิลวัยอ่อน ขนาด 0.4-0.6 g/ตัว 
 

4.1.1 อาหารทดลอง การให้อาหารทดลอง และหน่วยทดลอง 
การเตรียมเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟ ที่ผ่านการอบแห้งกะเทาะเปลือกแล้ว น้าไปบดให้

ละเอียด ใส่ภาชนะปิดสนิทเก็บรักษาไว้ที่อุณหภูมิห้อง จากนั้นน้าเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟไปปรับสภาพขั้นต้น
และผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์เซลลูเลส L Ultra conc โดยการน้าเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟที่น้าไปบดให้ละเอียด
มาเติมน้้า อัตราส่วน 1 : 20 จากนั้นเติม เอนไซม์เซลลูเลส L Ultra conc และยาปฏิชีวนะ Ampicillin 
(AMP) บ่มไว้ในเครื่อง Incubator shakers ที่อุณหภูมิ 37 ˚C เป็นเวลา 24 ชั่วโมง เก็บไว้ในตู้ -20 ˚C 
(ภาพที ่13)  

การเตรียมเชื้อจุลินทรีย์โพรไบโอติก (B. subtilis) ท้าการเลี้ยงเชื้อจุลินทรีย์ 
B. subtilis ในอาหาร TSB น้าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 ˚C เป็นเวลา 48 ชั่วโมง จากนั้นน้าไปปั่นตกตะกอน 
แล้วเติม 0.85% NaCl ทีป่ริมาณเซลล์ 5x107 และ 1x108 CFU/g (ภาพที ่14) 

      
ภาพที่  13  เยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟที่ย่อยด้วยเอนไซม์เซลลูเลส L Ultra conc 
ภาพที่  13  เยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟที่ย่อยด้วยเอนไซม์ ภาพที ่ 14  เชื้อ Bacillus subtilis ในอาหาร 
 เซลลูเลส L Ultra conc เลี้ยงเชื้อ TSB  
ภาพที่  14  เชื้อ Bacillus subtilis ในอาหารเลี้ยงเชื้อ TSB 



 59 

ให้อาหารเม็ดส้าเร็จรูป โปรตีน 50% โดยให้อาหาร 10 % ของน้้าหนักตัวต่อวัน 
วันละ 3 ครั้ง (09.00, 12.00, 15.00 น.) ปรับปริมาณอาหารที่ให้ ทุก ๆ 7 วัน ปล่อยลูกปลานิลลงในตู้
ปลาจ้านวน 30 ตัว/ตู้ เลี้ยงด้วยความหนาแน่น 200 ตัว/m2 ตรวจวัดการเติบโตทุก 14 วัน และ 
ท้าการเปลี่ยนถ่ายน้้าประมาณ 50-75% ของน้้าในตู้ทุกวัน ให้ออกซิเจนตลอดเวลา โดยใช้หัวทรายต่อ
กับปั๊มลม และติดตั้งเครื่องปั๊มน้้า 1 เครื่อง/ตู้ (ภาพที ่15) 

 

   
 

ภาพที่  15  ตู้ทดลองอนุบาลเลี้ยงลูกปลานิลวัยอ่อน 
 

4.1.2 การวิเคราะห์คุณภาพน้้าบางประการ ท้าการตรวจสอบคุณภาพน้้าในตู้
ทดลอง เมื่อเริ่มต้นและระหว่างการเลี้ยง โดยเก็บตัวอย่างทุกๆ 7 วันจนเสร็จสิ้นการทดลอง ได้แก่ 
อุณหภูมิน้้า ค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) และค่าออกซิเจนละลาย (Dissolved oxygen) ด้วยเครื่อง 
Multifunction meter CX-461 แอมโมเนีย-ไนโตรเจน (Ammonia nitrogen: NH3-N) โดยวิธี  
Phenate method (Park et al., 2009) ไนไตรท-์ไนโตรเจน (Nitrite nitrogen: NO2

--N) โดยวิธีการ
เทียบสี (Colorimetric method) (Shinn, 1941) ไนเตรท-ไนโตรเจน (Nitrate nitrogen: NO3

--N) 
โดยวิธีไฮดราซีน (Downes, 1978) และฟอสเฟต-ฟอสฟอรัส (Phosphate phosphorus: PO4

3- -P) โดย
วิธี Stannous chloride 

4.1.3 การบันทึกและวิเคราะห์ข้อมูลด้านการเจริญเติบโต นับและชั่งน้้าหนักปลา
ในแต่ละกระชังทุก 14 วันตลอดการทดลองในแต่ละการทดลอง น้าข้อมูลที่ได้ไปปรับปริมาณการให้
อาหาร และค้านวณหาประสิทธิภาพและการเจริญเติบโต น้าข้อมูลที่ได้ไปปรับปริมาณการให้อาหาร 
และค้านวณการหาค่าต่าง ๆ ดังนี้ (Abdel-Tawwab et al., 2008; USAID, 2011) 

น้้าหนักที่เพิ่มขึ้น (Weight gain: WG) (g/ตัว) 
WG (g/ตัว) = น้้าหนักปลาสุดท้าย (g) – น้้าหนักปลาเริ่มต้น (g) 
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อัตราการเจริญเติบโตเฉลี่ยต่อวัน (Average daily growth: ADG) (g/วัน) 
ADG (g/วัน) = น้้าหนักปลาสุดท้าย (g) – น้้าหนักปลาเริ่มต้น (g) 

  จ้านวนวันที่ทดลอง 
อัตราการเจริญเติบโตจ้าเพาะ (Specific growth rate: SGR) (%/วัน) 

SGR (%/วัน) = 100 x (ln น้้าหนักปลาสุดท้าย – ln น้้าหนักปลาเริ่มต้น)   
                                                          จ้านวนวันที่ทดลอง 

อัตราการแลกเนื้อ (Feed conversion ratio: FCR) (หน่วย) 
FCR = น้้าหนักของอาหารที่ปลากิน (g) / น้้าหนักปลาที่เพ่ิมข้ึน (g) 

ประสิทธิภาพการใช้อาหาร (Feed efficiency ratio: FE) (หน่วย) 
FE = น้้าหนักปลาที่เพ่ิมขึ้น (g/ตัว) / น้้าหนักอาหารที่ปลากินทั้งหมด (g/ตัว) 

อัตรารอด (Survival) (%)  
Survival (%) = (จ้านวนปลาเมื่อสิ้นสุดการทดลอง) x 100  

                                           (จ้านวนปลาเมื่อเริ่มต้นการทดลอง)       
 

4.1.3 การศึกษาภูมิคุ้มกันเบื้องต้นของปลานิล หลังจากทดลองให้อาหารทดลอง
สูตรต่าง ๆ ในการอนุบาลปลานิลวัยอ่อนเป็นเวลา 4 สัปดาห์ ท้าการเก็บเลือดปลา และตัวอย่างตับ 
จ้านวน 3 ตัว/ตู้ ดังนี้ 

1) กิจกรรม Lysozyme (Lysozyme Activity) (Sarder et al., 2001)  
เ ก็ บปลา  3 ตั ว /ตู้  เ ก็ บ เลื อดปลาประมาณ 0.3-0.5 ml ในหลอด 

ไมโครเซนติฟิวก์ 1.5 ml ตั้งทิ้งไว้ให้เลือดแข็งตัวที่อุณหภูมิห้อง 25 ˚C เป็นเวลา 4 ชั่วโมง จากนั้นน้า
ตัวอย่างเลือดไปปั่นเหวี่ยง ที่ 10,000 rpm เป็นเวลา 5 นาที ท้าการดูดซีรั่มส่วนที่มีสีเหลืองใสด้านบน
ใส่หลอดไมโครเซนติฟิวก์ 1.5 ml หลอดใหม่ (เก็บที่ -20 ˚C) จากนั้นปิเปตซีรั่ม 25 µl ผสมกับเชื้อ 
Micrococcus lysodeikticus (3 mg/ml) 100 µl ในบัฟเฟอร์โซเดียมฟอสเฟต 0.05 M (pH 6.8) 
และวัดความขุ่นของเซลล์แบคทีเรียที่ลดลงทุก ๆ 1 นาที ภายใน 10 นาที ด้วยเครื่อง micro plate 
reader วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 450 nm (1 หน่วยของกิจกรรมไลโซไซม์ คือค่าความขุ่นของ
สารละลายที่ลดลง 0.001 / นาที)  

2) การทดสอบประสิทธิภาพการท้าลายเชื้อแบคทีเรียของเซลล์เม็ดเลือด (NBT) 
ตามวิธีการของ Srisapoome and Areechon (2017)  

เก็บเลือด 0.35 ml ใส่ในหลอด Heparin (หลอดป้องกันการแข็งตัวของเลือด) 
จากนั้นน้าไปสกัดเอาเซลล์เม็ดเลือดขาวตามวิธีการของ Srisapoome and Areechon (2017) จากนั้น 
ปิเปตเซลล์เม็ดเลือดขาว 175 µl ลงใน 96-well microtiter เติม Nitroblue tetrazolium NBT 25 µl 
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บ่มที่ 25º C เป็นเวลา 2 ชั่วโมง ปิเปตสารละลายทิ้งทั้งหมด แล้วท้าการล้างเซลล์ด้วย methanol 100% 
125 µl โดยท้าการบ่มที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 5 นาที และล้างด้วยเมทานอล 70% สองครั้ง ทิ้งไว้ให้แห้ง 
จากนั้นเติม 2N KOH 125 µl และ DMSO 150 µl น้าไปวัดด้วยเครื่อง micro plate reader วัดค่าการ
ดูดกลืนแสงที่ 655 nm 

3) การวิ เคราะห์ กิ จกรรมเอนไซม์  Superoxide Dismutase (SOD) 
Activity โดยใช้ เครื่อง Multiple microplate reader ที่ความยาวคลื่น 560 µ l (Oberley and 
Spitz, 1984) 

โดยการใช้เนื้อเยื่อจากตับ ม้าม และไตมาบดด้วย homogenized ใน
สารละลาย PBS 0.01 M (pH 7.0) จากนั้นปิ เปต supernatant ของตัวอย่าง ลงใน 96-well 
microtiter เติมสารละลาย mixed substrate 170 µl และ Xanthine oxidase 25 µl น้าไปวัดด้วย
เครื่อง micro plate reader วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 450 nm 

4.1.4 การวิเคราะห์ความต้านทานต่อเชื้อ A. hydrophila  และ S. agalactiae 
ดัดแปลงจากวิธีการของ ณัฎฐา (2555) หลังจากให้อาหารทดลองสูตรต่าง ๆ เป็นเวลา 4 สัปดาห์ 
น้าปลานิลวัยอ่อนมาทดสอบความต้านทานต่อเชื้อก่อโรค โดยการฉีดเชื้อก่อโรค A. hydrophila และ 
S. agalactiae ที่ปริมาณเซลล์ 106 CFU/ml โดยแบ่งเชื้อละจ้านวน 10 ชุดการทดลอง ใช้ลูกปลา
จ้านวน 15 ตัว/ชุดการทดลอง ฉีดเข้าที่บริเวณช่องท้องตัวละ 0.1 ml ท้าบันทึกการตายของปลาทุก
วัน เป็นเวลา 14 วัน น้าผลการทดลองที่ได้ในแต่ละชุดการทดลองมาค้านวณหาค่าเปอร์เซ็นต์การรอด
ตาย และบันทึกลักษณะอาการต่าง ๆ ที่เกิดข้ึนกับลูกปลานิลทดลอง 

4.1.5 กิจกรรมเอนไซม์ย่อยอาหาร หลังจากอนุบาลลูกปลานิลวัยอ่อนด้วยอาหาร
ส้าเร็จรูปผสมซินไบโอติกเป็นเวลา 4 สัปดาห์ เก็บตัวอย่างทางเดินอาหารของปลานิลวัยอ่อน (ล้าไส้ 
และกระเพาะ) 0.5 g ใส่ในหลอดไมโครเซนติฟิวก์ (เก็บไว้ที่อุณหภูมิ -20 ˚C) จากนั้นเติม 50 mM 
Tris-HCl buffer pH 8 (ซึ่งมี 200 mM NaCl ผสมอยู่) เพ่ือสกัดเอนไซม์ ในอัตราส่วน 1:1 (w/v) โดย
ใช้ Homogenizer หรือ Blender (ให้แช่ในน้้าแข็งตลอดเวลาเพ่ือเอนไซม์จะไม่ถูกท้าลาย) น้าไปปั่นที่ 
15,000 รอบ ที่ 4 ˚C เป็นเวลา 30-60 นาที แยกส่วนใส (Supernatant) ใส่หลอดใหม่ (โดยให้แบ่ง
เก็บ ที่ -80 ˚C เป็น Portion เล็ก ๆ ส้าหรับแยกน้ามาใช้ในแต่ละครั้ง)  

1) ค่ากิจกรรมการท้างานของเอนไซม์ทริปซินและไคโมทริปซิน ตามวิธีการ
ของ Rungruangsak-Torrissen et al. (2006) ดูดตัวอย่างเอนไซม์ใส่ลงใน Cuvette 50 ไมโครลิตร 
แล้วน้า Cuvette ไปใส่ในช่องของ Spectrophotometer ที่ตั้งอุณหภูมิที่ต้องการไว้แล้ว จากนั้นดูด 
Pre-heated specific substrate ที่อุ่นไว้ที่อุณหภูมิที่ต้องการทดสอบ 1000 µl วัดค่าการดูดกลืน
แสงทันทีที่ 410 nm (A410) โดยวัด Initial reaction ภายใน 10 วินาที 
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วิธีค้านวณ µmol p-Nitroaniline ที่เกิดขึ้น/ชั่วโมง/mg Protien 
 

2) ศึกษากิจกรรมและสภาวะที่เหมาะสมส้าหรับการท้างานของเอนไซม์โป
รติเนส ตามวิธีการของ Areekijseree et al. (2004) ดูดสารละลาย 5% Azocasein (ซึ่งละลายใน 
0.1 M NaOH) 50 ไมโครลิตร ลงในหลอดไมโครเซนติฟิวก์ จากนั้นเติม 0.2 M buffer ที่ pH 7 200 
µl แล้วผสมให้เข้ากันด้วย Vortex mixer เติมตัวอย่างเอนไซม์ 125 µl แล้วน้าไป Vortex จากนั้นทิ้ง
ไว้ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 15 นาที เติม 10% TCA แล้วน้าไป Vortex เพ่ือหยุดปฏิกิริยา ตั้งทิ้งไว้ให้
ตกตะกอน เป็นเวลา 15 นาที แล้วน้าไปปั่นที่ 8,000 รอบ ที่อุณหภูมิ 4 ˚C เป็นเวลา 15 นาที ดูดส่วน
ใส 1.2 ml ผสมกับ 1 M NaOH จ้านวน 1.4 ml จากนั้นน้าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 440 nm (A440)  

 
วิธีค้านวณ (OD440 x (1000/125) x dilution x (60/15)) / (mg Protein/ml) 

 
3) ศึกษากิจกรรมและสภาวะที่เหมาะสมส้าหรับการท้างานของเอนไซม์อะ

ไมเลส ตามวิธีการของ Areekijseree et al. (2004) ดูดน้้าแป้ง 5% จ้านวน 25 µl ลงในหลอด
ทดลอง แล้วเติม 0.2 M buffer pH 7 จ้านวน 62.5 µl แล้วน้าไป Vortex จากนั้นเติมตัวอย่าง
เอนไซม์ 125 µl บ่มไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 15 นาที เติมสาร 1% DNS (ละลายใน 2 M NaOH 
และ 6% Sodium potassium tartrate) แล้วน้าไปต้มในน้้าเดือดเป็นเวลา 5 นาที เติมน้้ากลั่น 2.5 
ml แล้วน้าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 540 nm แล้วหาค่าปริมาณ Reducing sugar โดยเปรียบเทียบ
กับ Maltose standard curve 

 
วิธีค้านวณ ((OD540/Slope) x (1000/125) x dilution x 3 ml x (60/15)) / (mg Protein/ml) 

 
4.2 การศึกษาผลของการเสริมทดลองสูตรต่าง ๆ โดยการทดลองการอนุบาลปลา

นิลวัยอ่อนในกระชัง เป็นระยะเวลา 8 สัปดาห์ 
4.2.1 วางแผนการทดลอง แบบแฟกทอเรียล 3x2 โดยศึกษาผลของพรีไบโอติก

จากเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟแบบผง (Coffee silver skin powder: CSSp) ที่ระดับความเข้มข้น 0.25% 
(CSSp 0.25%) เยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟหมักด้วยเอนไซม์เซลลูเลส L Ultar conc ที่ระดับความเข้มข้น 5% 
(CSS 5%) และผสมฟรุกโตโอลิโกแซคคาไรด์ (FOS) ที่ระดับความเข้มข้น 1% (FOS1%) และโพร
ไบโอติก (B. subtilis) ที่ปริมาณเซลล์ 0 และ 5x107 CFU/g (Pro0 และ ProA ตามล้าดับ) ท้าการ
ทดลองโดยผสมอาหารให้ปลากินเป็นระยะเวลา 8 สัปดาห์ อนุบาลในกระชังขนาด 1x1 m จ้านวน 24 
กระชัง แบ่งสูตรอาหารทดลองออกเป็น 8 สูตร สูตรละ 3 ซ้้า ได้แก ่
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สูตรอาหารที่ 1 CSS 0% + Pro0 (Control): อาหารเม็ดส้าเร็จรูป  
สูตรอาหารที่ 2 ProA : อาหารผสมจุลินทรีย์โพรไบโอติก B. subtilis ที่

ปริมาณเซลล์ 5x107 CFU/g 
สูตรอาหารที่ 3 CSSp 0.25% : อาหารผสมเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟแบบผง 

0.25% ของน้้าตาล 
สูตรอาหารที่ 4 CSSp 0.25% + ProA :  อาหารผสมเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟ

แบบผง 0.25% ของน้้าตาล + จุลินทรีย์โพรไบโอติก B. subtilis ที่ปริมาณเซลล์ 5x107 CFU/g 
สูตรอาหารที่ 5 CSS 5% :  อาหารผสมเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟ 5%  
สูตรอาหารที่ 6 CSS 5% + ProA :  อาหารผสมเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟ 5% 

ของน้้าตาล + จุลินทรีย์โพรไบโอติก B. subtilis ที่ปริมาณเซลล์ 5x107 CFU/g 
สูตรอาหารที่ 7 FOS 1%: อาหารผสมฟรุกโตโอลิโกแซคคาไรด์ 1 %   
สูตรอาหารที่ 8 FOS 1% + ProA : ชุดอาหารเม็ดส้าเร็จรูปที่ผสมฟรุกโต 

โอลิโกแซคคาไรด์ 1 % + จุลินทรีย์โพรไบโอติก B. subtilis ที่ปริมาณเซลล์ 5x107 CFU/g 
 

4.2.2 สัตว์ทดลอง ในการด้าเนินการวิจัย ใช้ลูกปลานิลวัยอ่อน น้้าหนักประมาณ 
0.40 ± 0.05 g/ตัว ซื้อจากซื้อจากบริษัท ฟาร์มเชียงใหม่พัฒนาสัตว์น้้า จ้ากัด โดยน้าลูกปลามาพักให้
ปรับตัวในกระชัง ก่อนท้าการสุ่มนับและชั่งน้้าหนักลูกปลาเริ่มต้นเพ่ือปล่อยลงเลี้ยงในกระชังที่ท้าการ
ทดลอง ให้อาหารด้วยอาหารส้าเร็จรูปเป็นเวลา 1 สัปดาห์ เพ่ือให้ปลาปรับสภาพ ก่อนเริ่มให้อาหารที่
ท้าการทดลอง 

4.2.3 อาหารทดลอง การให้อาหารทดลอง และหน่วยทดลอง ขั้นตอนการเตรียม
อาหารทดลองท้าเช่นเดียวกับการทดลองที่ 4 สัปดาห์ แรกให้อาหารเม็ดอาหารส้าเร็จรูปโปรตีน 50% 
โดยให้อาหาร 10 % ของน้้าหนักตัว/วัน หลังครบ 4 สัปดาห์ เปลี่ยนให้โปรตีน 25% และอัตราการให้ 
5% ของของน้้าหนักตัว/วัน ปรับปริมาณอาหารที่ให้ ทุก ๆ 7 วัน ปล่อยลูกปลานิลลงในกระชังขนาด 
1 x 1 m จ้านวน 24 กระชัง ในบ่อดินขนาด 10 x 30 m (ภาพที่ 16) จ้านวน 140 ตัว/กระชัง 
ตรวจวัดการเติบโตทุก 14 วัน และท้าการติดตั้งเครื่องไมโครนาโนบับเบิล (MNB generator) ที่ใช้ใน
การศึกษาครั้งนี้ทางศูนย์ความเป็นเลิศทางวิชาการด้านการประยุกต์ใช้ไฟฟ้าแรงสูงพลาสมาและ  
ไมโครนาโนบับเบิล (ภาพที ่17) 
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ภาพที่  16  บ่อทดลอง และกระชังทดลอง 
 

   
 

ภาพที่  17  เครื่องไมโครนาโนบับเบิล รุ่น ECO-KMV120-9HAQR00 
 

4.2.4 การวิเคราะห์คุณภาพน้้าบางประการ ท้าการตรวจสอบคุณภาพน้้าในบ่อดิน 
เมื่อเริ่มต้นและทุก ๆ 7 วันจนเสร็จสิ้นการทดลอง ได้แก่ อุณหภูมิน้้า อุณหภูมิอากาศ ค่าความเป็น
กรด-ด่าง (pH) ค่าการน้ากระแสไฟฟ้า ค่าออกซิเจนละลาย ค่าความโปรงแสง ปริมาณของแข็ง
แขวนลอยทั้งหมด ค่าความเป็นด่าง ค่าความกระด้าง ไนโตรเจน ไนเตรท-ไนโตรเจน ฟอสเฟต 
ฟอสฟอรัส ฟอสฟอรัสรวม และคลอโรฟิลล์ เอ  

4.2.5 การบันทึกและวิเคราะห์ข้อมูลด้านการเจริญเติบโต นับและชั่งน้้าหนักปลา
ในแต่ละกระชังทุก 14 วันตลอดการทดลองในแต่ละการทดลอง น้าข้อมูลที่ได้ไปปรับปริมาณการให้
อาหาร และค้านวณหาประสิทธิภาพและการเจริญเติบโต ๆ น้าข้อมูลที่ได้ไปปรับปริมาณการให้อาหาร 
และค้านวณการหาค่าต่าง ๆ เช่นเดียวกับการทดลองท่ี 1 

4.2.6 การศึกษาภูมิคุ้มกันเบื้องต้นของปลานิล หลังจากทดลองให้อาหารเสริมซิน
ไบโอติกในการอนุบาลปลานิลวัยอ่อน ท้าการเก็บเลือดปลา และตัวอย่างตับ จ้านวน 2 ตัว /กระชัง 
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โดยเก็บ 2 ครั้ง ที่ระยะเวลา 4 สัปดาห์ และ 8 สัปดาห์ โดยมีขั้นตอนการวิเคราะห์เช่นเดียวกับ 
การทดลองที่ 1 

4.2.7 การวิเคราะห์ความต้านทานต่อเชื้อ A. hydrophila  และ S. agalactiae 
ดัดแปลงจากวิธีการของ ณัฎฐา (2555) หลังจากให้อาหารเสริมสูตรต่าง ๆ เป็นเวลา 8 สัปดาห ์
น้าปลานิลวัยอ่อนมาทดสอบความต้านทานต่อเชื้อก่อโรค โดยการฉีดเชื้อก่อโรค A. hydrophila และ 
S. agalactiae ที่ปริมาณเซลล์ 1 x 106 CFU/ml โดยแบ่งเชื้อละจ้านวน 8 ชุดการทดลอง ใช้ลูกปลา
จ้านวน 15 ตัว ต่อชุดการทดลอง ฉีดเข้าที่บริเวณช่องท้องตัวละ 0.1 ml ท้าบันทึกการตายของปลา
ทุกวัน เป็นเวลา 14 วัน น้าผลการทดลองที่ได้ในแต่ละชุดการทดลองมาค้านวณหาค่าเปอร์เซ็นต์การ
รอดตาย และบันทึกลักษณะอาการต่าง ๆ ที่เกิดข้ึนกับลูกปลานิลทดลอง 

4.2.8 กิจกรรมเอนไซม์ย่อยอาหาร หลังจากอนุบาลลูกปลานิลวัยอ่อนด้วยอาหาร
ส้าเร็จรูปผสมซินไบโอติก เก็บตัวอย่างทางเดินอาหารของปลานิลวัยอ่อน (ล้าไส้ และกระเพาะ) โดย
เก็บ 2 ครั้ง ที่ระยะเวลา 4 สัปดาห์ และ 8 สัปดาห์ ขั้นตอนการวิเคราะห์ท้าเช่นเดียวกับการทดลองท่ี 1 

 
5. การวิเคราะห์ทางสถิติ 
น้าข้อมูลไปวิเคราะห์ทางสถิติ โดยวิเคราะห์ความแปรปรวน (ANOVA) เพ่ือศึกษาความ

แตกต่างของแต่ละทรีตเมนต์ จากนั้นเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยของแต่ละทรีตเมนต์ โดยวิธีการของ 
Duncan’s Test ที่ระดับนัยส้าคัญทางสถิติ (p < 0.05) โดยใช้โปรแกรมส้าเร็จรูป SPSS



บทที่ 4 
ผลการวิจัย 

 
ผลการศึกษาความหลากหลายของเชื้อจุลินทรีย์โพรไบโอติก 

และแบคทีเรียก่อโรคในปลานิล 
 
จากการคัดแยกเชื้อแบคทีเรียในล้าไส้ปลานิล พบว่า ลักษณะโคโลนีส่วนใหญ่มีความ

คล้ายคลึงกัน โดยพบโคโลนีที่มีสีเหลือง และสีขาว รูปร่างกลม มันวาว พ้ืนผิวเรียบ และขอบเรียบ 
เป็นส่วนใหญ่ และเมื่อน้ามาส่องดูภายใต้กล้องจุลทรรศน์ ลักษณะสัณฐานวิทยาของเซลล์แตกต่างกัน 
เช่น แท่งสั้น แท่งยาว และกลม การจัดเรียงตัวของเซลล์จุลินทรีย์ที่ต่อกัน 2-3 cell แบบกลุ่มก้อน 
และแบบเดี่ยว ส่วนใหญ่เป็นเชื้อแบคทีเรียแกรมบวก สามารถคัดแยกเชื้อแบคทีเรียได้จ้านวน 7 
ไอโซเลท แสดงดังตารางที ่6  

จากการคัดแยกเชื้อแบคทีเรียทั้งหมด 7 ไอโซเลท และเปรียบเทียบกับเชื้อแบคทีเรียจาก
งานวิจัยของ อุดมลักษณ์ และจีราพร ในปี 2556 จ านวน 3 ไอโซเลท (ตารางท่ี 7) ลักษณะโคโลนีของ
เชื้อแบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพในการยับยั้ง (ภาพที่ 18) จากนั้นน้ามาทดสอบความสามารถในการ
ยับยั้งเชื้อแบคทีเรียก่อโรคในปลานิล โดยมีวิธีการ Agar well diffusion พบว่า เชื้อแบคทีเรียที่
สามารถยับยั้งเชื้อ Aeromonas hydrophila มีจ้านวนทั้งสิ้น 9 ไอโซเลท ส่วนเชื้อแบคทีเรียที่
สามารถยับยั้งเชื้อ Streptococcus agalactiae มีจ้านวนทั้งสิ้น 3 ไอโซเลท แสดงดังตารางที ่8   
 
ตารางท่ี  6  ลักษณะสัณฐานวิทยาของเชื้อจุลินทรีย์โพรไบโอติกท่ีคัดแยกจากปลานิล น้้า และ

ตะกอนดินในจังหวัดเชียงใหม่ ที่สามารถยับยั้งเชื้อก่อโรคได้ 
 

 
 

ล้าดับที ่ สถานที ่ รหัส 
 

ลักษณะโคโลน ี ลักษณะสัณฐานวิทยาภายใต้กลอ้ง
จุลทรรศน ์

ที่มา 

1 คณะ
เทคโนโลยี
การประมง

และ
ทรัพยากร
ทางน้้า 

CM1-2 สีขาวขุ่น กลม 
ผิวหน้ามันวาว ขอบ
เรียบ 

แกรมบวก รูปรา่งแท่งสั้น ความยาว 1-2 
µm  
หนา 0.5 µm อยู่เป็นกลุ่ม สร้างสปอร์ 

ล้าไส ้

2 CM1-3 สีขาว กลม ผิวหน้า
เยิ้มมันวาว ขอบ
เรียบ 

แกรมบวก รูปรา่งแท่งสั้น ความยาว 1 
µm หนา 0.5 µm อยู่เป็นเซลลเ์ดีย่ว 
สร้างสปอร ์

ล้าไส ้
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ตารางท่ี  6  (ต่อ) 
 

 
ตารางท่ี  7  ลักษณะสัณฐานวิทยาของเชื้อจุลินทรีย์โพรไบโอติกท่ีคัดแยกจากปลานิล น้้า และ

ตะกอนดินในจังหวัดเชียงรายที่สามารถยับยั้งเชื้อก่อโรคได้  
 

ล้าดับที ่ สถานที ่ รหัส 
 

ลักษณะโคโลน ี ลักษณะสัณฐานวิทยาภายใต้กลอ้ง
จุลทรรศน ์

ที่มา 

1 ลลิตาฟาร์ม CR1-2 สีขาวขุ่น กลม มันวาว 
ผิวเรียบ ขอบเรียบ 

แกรมบวก รูปรา่งแท่งสั้น ยาว 1.5-3 
µm หนา 1 µm อยู่เปเซลลเ์ดี่ยว  

ล้าไส ้

2 ศักดิ์ฟาร์ม CR4-1 สีขาว กลม มันวาว
ขอบเรียบ ผิวเรียบ  

แกรมบวก รูปรา่งแท่งสั้น ความยาว 1-
2.5 µm หนา 0.5 µm อยู่เป็นเซลล์
เดี่ยว สร้างสปอร ์

ล้าไส ้

3 นัยสิทธ์ิ
ฟาร์ม 

CR10-5 สีขาวใส กลม ขอบ
เรียบ ผิวหยาบ ไม่มัน
วาว 

แกรมบวก รูปรา่งแท่งสั้น ความยาว 1.5-
2.5 µm หนา 1 µm อยู่เป็นเซลลเ์ดี่ยว 
สร้างสปอร์  

ล้าไส ้

ล้าดับที ่ สถานที่ รหัส 
 

ลักษณะโคโลน ี ลักษณะสัณฐานวิทยาภายใต้กลอ้ง
จุลทรรศน ์

ที่มา 

3  CM1-6 สีขาวขุ่น กลม ผิว
เรียบ ขอบเรยีบ 

แกรมบวก รูปรา่งแท่งสั้น ความยาว 2-4 
µm หนา 0.5 µm อยู่เป็นเซลลเ์ดีย่ว 
สร้างสปอร ์

ล้าไส ้

4 CM2-1 สีขาวใส กลม ขอบ
เรียบ ผิวหนา้มันวาว 

แกรมบวก รูปรา่งแท่งสั้น ความยาว 
1µm หนา 0.5 µm อยู่เป็นเซลล์เดี่ยว 
สร้างสปอร ์

ดิน 

5 CM2-3 สีขาวขุ่น กลม ขอบ
เรียบ 

แกรมบวก รูปร่งแท่งยาว ความยาว 2-4 
µm หนา 1 µm อยู่เป็นเซลลเ์ดียว สร้าง
สปอร ์

ดิน 

6 CM2-4 สีเหลืองขุ่น กลม 
ขอบเรียบ 

แกรมบวก รูปรา่งแท่งยาว ความยาว 2-4 
µm หนา 1 µm อยู่เป็นกลุม่ สรา้งสปอร ์

ดิน 

7 CM2-6 สีขาวขุ่น กลม ขอบ
เรียบ 

แกรมบวก รูปรา่งแท่งยาว ความยาว 3-4 
µm หนา 1 µm ต่อกันเป็นสายยาว 
สร้างสปอร ์

ดิน 
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CR1-2* CR4-1* CR10-5* 

   
CM1-2 CM1-3 CM1-6 

   
CM2-1 CM2-3 CM2-4 

 

 

 

 CM2-6  
 

ภาพที่  18  ลักษณะโคโลนีของเชื้อแบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพในการยับยั้งเชื้อก่อโรคในปลา 
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ตารางท่ี  8  ประสิทธิภาพของเชื้อจุลินทรีย์โพรไบโอติกที่สามารถยับยั้งเชื้อแบคทีเรียก่อโรคในปลานิล 
โดยวิธีการ Agar well diffusion (วัดความกว้าง Clear zone, cm) 

 

 Aeromonas hydrophila Streptococcus agalactiae 

CR1-2* 0.90  
CR4-1* 2.10 0.90 
CR10-5* 2.50 1.00 
CM1-2 2.40 - 
CM1-3 2.30  - 
CM1-6 1.50 - 
CM2-1 0.70 - 
CM2-3 0.90 - 
CM2-4 0.70 - 
CM2-6 - 0.70 

 

หลังจากการทดสอบความสามารถในการยับยั้งเชื้อแบคทีเรียก่อโรคในปลานิล โดยวิธีการ 
Agar well diffusion พบว่า เชื้อจุลินทรีย์ CR10-5 มีความสามารถในการยับยั้งเชื้อ A. hydrophila 
และ S. agalactiae ได้ดีที่สุด เมื่อเปรียบเทียบกับเชื้อจุลินทรีย์ตัวอ่ืน ๆ โดยดูจากโซนใส (Clear 
zone) ที่ เกิดขึ้นรอบ ๆ โคโลนีของเชื้อ แสดงดังภาพที่ 19 และเมื่อน้าเชื้อจุลินทรีย์ CR10-5 
มาทดสอบปฏิกิริยาการแตกของเซลล์เม็ดเลือดแดง (Hemolysis) พบว่าเกิดปฏิกิริยาการแตกตัวของ
เซลล์เม็ดเลือดแดงแบบ γ-hemolysis โดยเกิดการ Hemolysis ไม่สมบูรณ์ ซึ่งไม่สามารถท้าให้เม็ด
เลือดแดงแตกตัวได้ (Non hemolysis) แสดงดังภาพที ่20 

     
       (A)                                     (B) 

ภาพที่  19  ตัวอย่างเชื้อแบคทีเรียที่สามารถยับยั้งเชื้อ A. hydrophila (A) และ S. agalactiae (B) 
โดยวิธีการ Agar well diffusion 
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ภาพที่  20  ตัวอย่างเชื้อจุลินทรีย์ CR10-5 หลังการทดสอบการแตกของเม็ดเลือดแดง 
(Blood agar hemolysis) 

 
ผลการวิเคราะห์องค์ประกอบของเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟ 

 
ผลการศึกษาองค์ประกอบทางโภชนาการของเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟ พบว่า ในเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟ

ประกอบไปด้วยโปรตีน 19.40 % ไขมัน 1.80 % ความชื้น 6.80 % เถ้า 7.30 % คาร์โบไฮเดรต 
64.80 % และเยื่อใย 27.00 % (ตารางที ่9) 

 
ตารางท่ี  9  คุณค่าทางโภชนาการของเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟ (%) (mean ± SD) 
 

 เยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟ (Coffee silver skin) 
โปรตีน (Protein)  19.40 ± 2.10 
ไขมัน (Fats)  1.80 ± 0.10 
ความชื้น (Moisture)  6.80 ± 1.10 
เถ้า (Minerals (Ashes))  7.30 ± 0.20 
คาร์โบไฮเดรด (Carbohydrates) 64.80 ± 0.70 
เยื่อใย (Fiber) 27.00 ± 0.00 
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ผลการศึกษาการเป็นพรีไบโอติกจากเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟ 
 
ผลการวิเคราะห์หาปริมาณสารฟีนอลิกในเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟ พบว่าเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟก่อน

การหมัก (Coffee silver skin before extraction; CSSb) มีสารฟีนอลิกเท่ากับ 169.3 ± 1.0 mg 
GAE/g ซึ่งมีค่าสูงสุด พบความแตกอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (p < 0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับ 
เยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟหลังการหมักด้วยเอนไซม์เซลลูเลส Cellusoft® ปริมาณน้้าตาลทั้งหมด และ
ปริมาณน้้าตาลรีดิวซ์ในเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟแบบสกัดน้้าที่หมักด้วยเอนไซม์เซลลูเลส Cellusoft® L 
Ultra conc (CSSe: L Ultra conc) เท่ากับ 0.202 ± 0.006 และ 0.025 ± 0.001 mg/ml ตามล้าดับ 
ซึ่ งมีค่าสู งสุดพบความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ  (p < 0.05)  เมื่อเปรียบเทียบกับ 
เยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟก่อนการหมัก แสดงดังตารางที ่10 
 
ตารางท่ี  10  ปริมาณสารฟีนอลิก (mg GAE/g) ปริมาณน้้าตาลทั้งหมด (mg/ml) และปริมาณ

น้้าตาลรีดิวซ์ (mg/ml) ในเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟ (mean ± SD) 
 

 สารฟีนอลิก 
(mg GAE/g) 

น้้าตาลทั้งหมด 
(mg/ml) 

น้้าตาลรีดิวซ์ 
(mg/ml) 

CSSb 169.3 ± 0.15 d 0.028 ± 0.005 a 0.004 ± 0.001 a 
CSSp: L Ultra conc 14.73 ± 0.10 b 0.202 ± 0.006 d 0.025 ± 0.001 d 
CSSe: L Ultra conc 18.61 ± 010 c 0.065 ± 0.001 c 0.017 ± 0.001 c 
CSSp: CR conc 10.57 ± 0.11 a 0.056 ± 0.001 b 0.009 ± 0.001 b 
CSSe: CR conc 18.61 ± 0.12 c 0.053 ± 0.003 b 0.017 ± 0.001 c 
p-value 0.00 0.00 0.00 

 

* CSSb: Coffee silver skin before extraction, CSSp: Coffee silver skin powder and  
  CSSe: Coffee silver skin extract 
หมายเหตุ ค่าเฉลี่ย ± SD ตามด้วยตัวอังษรที่ต่างกันในแถวเดียวกัน มีความแตกต่างกันอย่างมี 
 นัยส้าคัญทางสถิติ (p < 0.05) 

 
เทคนิค TLC ใช้ในการวิเคราะห์ชนิดของน้้าตาลที่เกิดจากการหมักเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟด้วย

สารละลายเอนไซม์เซลลู เลส Cellusoft® L Ultra conc และ Cellusoft® CR conc โดยเก็บ
ตัวอย่างที่ระยะเวลา 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22 และ 24 ชั่วโมง เปรียบเทียบกับ
สารละลายน้้าตาลมาตรฐานพบว่า CSSe: L Ultra conc พบน้้าตาลในกลุ่มที่มีขนาดโมเลกุลใกล้เคียง
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กับน้้าตาลกลูโคส (Glucose) และน้้าตาลกลุ่มโมเลกุลขนาดใหญ่ที่ระยะเวลา 2 ถึง 24 ชั่วโมง โดยพบ
น้้าตาลในกลุ่มนี้มีจ้านวนลดลงสังเกตจากแถบสีที่ขึ้นบนแผ่น TLC แสดงดังภาพที่ 21A  ใน CSSp: L 
Ultra conc พบน้้าตาลในกลุ่มที่มีขนาดโมเลกุลใกล้เคียงกับน้้าตาลกลูโคส และน้้าตาลกลุ่มโมเลกุล
ขนาดใหญ่ที่ระยะเวลา 2 ถึง 24 ชั่วโมง โดยพบปริมาณที่เพ่ิมขึ้น และที่ระยะเวลา 8 ถึง 24 ชั่วโมง 
พบในกลุ่มที่มีขนาดโมเลกุลใกล้เคียงกับน้้าตาลฟรุกโตส (Fructose), น้้าตาลซูโคส (Sucrose) และ
น้้าตาลนีสโตส (Nystose) ซึ่งพบจ้านวนเพ่ิมขึ้นตามระยะเวลาในการหมัก แสดงดังภาพที่ 21B 
ในขณะที่ชุดการทดลอง CSSe: CR conc และ CSSp: CR conc พบเฉพาะน้้าตาลโมเลกุลขนาดใหญ่
และพบในปริมาณน้อยสังเกตจากแถบสีที่ขึ้นบนแผ่น TLC แสดงดังภาพที ่21 

 

 

ภาพที่  21  ชนิดน้้าตาลในผงเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟ (Coffee silver skin powder: CSSp) (A) และ 
สารสกัดเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟ (Coffee silver skin extract: CSSe) (B) หลังหมักด้วย 

เอนไซม์เซลลูเลส Cellusoft® L Ultra conc 



73 

 

ภาพที่  22  ชนิดน้้าตาลในผงเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟ (Coffee silver skin powder: CSSp) (A) และ 
สารสกัดเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟ (Coffee silver skin extract: CSSe) (B) หลังหมักด้วย 

เอนไซม์เซลลูเลส Cellusoft® CR conc 
 
จากการทดสอบจุลินทรีย์โพรไบโอติกโดยเพาะเลี้ยงในอาหาร Basal medium และเติม

แหล่งคาร์บอน 1% ที่แตกต่างกันได้แก่ FOS, ผงบุก (Glucomannan), เยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟแบบสาร
สกัดน้้า (CSSe: L Ultra conc) และเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟแบบผง (CSSp: L Ultra conc) ท้าการ
เปรียบเทียบกับชุดควบคุม (ไม่เติมแหล่งคาร์บอน) จากนั้นน้าจุลินทรีย์โพรไบโอติก B. subtilis ที่
ปริมาณเซลล์ 1 x 108 CFU/ml และเชื้อก่อโรค S. agalactiae และ A. hydrophila ที่ปริมาณเซลล์ 
1 x 108 CFU/ml เลี้ยงในอาหารทั้ง 5 สูตร หลังเลี้ยงครบ 24 ชั่วโมง พบว่า การเจริญเติบโตของ
เชื้อจุลินทรีย์ B. subtilis ในอาหาร CSSe: L Ultra conc, CSSp: L Ultra conc, MOS 1% และ 
FOS 1% มีปริมาณเซลล์เท่ากับ 2.50 × 108,  1.67 × 108, 1.09 × 108 และ 2.50 × 106 CFU/ml 
ตามล้าดับ ซึ่งมีปริมาณเซลล์สูงกว่า เมื่อเปรียบเทียบกับปริมาณจุลินทรีย์ที่เพาะเลี้ยงในอาหารควบคุม
ซึ่งพบเพียง 3.90 × 105 CFU/ml (ภาพที่ 23) ในขณะที่ปริมาณน้้าตาลทั้งหมดและปริมาณน้้าตาล
รีดิวซ์หลังจากเพาะเลี้ยงจุลินทรีย์ B. subtilis มีปริมาณลดลงทั้ง 5 ชุดการทดลองเมื่อเทียบกับเริ่มต้น
มีปริมาณ 1 g เมื่ อ เลี้ ยง  24 ชั่ ว โมงมีปริมาณน้้ าตาลทั้ งหมดในชุดการทดลอง FOS 1% , 
Glucomannan 1%, CSSe: L Ultra conc และ CSSp: L Ultra conc เท่ากับ 0.311, 0.071, 0.071 
และ 0.007 g/ml ตามล้าดับในขณะที่สูตรอาหารชุดควบคุมมีปริมาณเริ่มต้นเพียง 0.011 เนื่องจากชุด
ควบคุมไม่มีการเติมน้้าตาลในอาหารปริมาณน้้าตาลรีดิวซ์ในอาหารทดลองเริ่มต้นของชุด 
การทดลอง FOS 1%, MOS 1%, CSSe และ CSSp เท่ากับ 0.003, 0.023, 0.011 และ 0.018 g/ml 
ตามล้าดับ เมื่อเลี้ยง 24 ชั่วโมงมีปริมาณน้้าตาลรีดิวซ์ลดลงเท่ากับ 0.000, 0.002, 0.004 และ 0.018 
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g/ml ตามล้าดับในขณะที่ชุดควบคุมมีปริมาณเริ่มต้นเพียง 0.003 g/ml ลดลงเหลือ 0.002 g/ml 
(ภาพท่ี 24) 

การเจริญของเชื้อก่อโรค A. hydrophila และ S. agalactiae ในอาหารที่ผสม CSSp: L 
Ultra conc มีปริมาณเชื้อน้อยที่สุดโดยพบเพียง 7.19 × 106 และ 3.16 × 106 CFU/ml ตามล้าดับ 
โดยพบปริมาณเชื้อน้อยกว่าเมื่อเปรียบเทียบกับปริมาณเชื้อที่เพาะเลี้ยงในอาหารอ่ืนๆ (ภาพที่ 23) 
ในขณะที่ปริมาณน้้าตาลทั้งหมดในอาหารทดลองหลังจากเพาะเลี้ยงจุลินทรีย์ก่อโรค A. hydrophila 
และ S. agalactiae พบว่าในอาหารที่ผสม CSSp: L Ultra conc มีค่าเท่ากับ 0.218 และ 0.202 
g/ml ซึ่งมีปริมาณมากกว่าสูตรอาหารอ่ืนๆ อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (p < 0.05) ในขณะที่ปริมาณ
น้้าตาลรีดิวซ์ในอาหารที่เลี้ยงจุลินทรีย์ก่อโรค A. hydrophila และ S. agalactiae พบว่าในอาหาร 
CSSp: L Ultra conc มีปริมาณน้้าตาลรีดิวซ์เท่ากับ 0.001 และ 0.009 g/ml ซึ่งมีปริมาณมากกว่า
สูตรอาหารอื่น ๆ อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (p < 0.05) (ภาพท่ี 24) 

 

 

ภาพที่  23  ปริมาณจุลินทรีย์โพรไบโอติก (B. subtilis) และจุลินทรีย์ก่อโรค (A. hydrophila และ 
S. agalactiae) (Log 10 CFU/ml) ที่เพาะเลี้ยงในแต่ละชุดการทดลอง เป็นระยะเวลา 24 ชั่วโมง 

 

หมายเหตุ ตัวอักษรภาษาอังกฤษพิมพ์เล็กแสดงถึงความแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (p < 0.05) 
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ภาพที่  24  ปริมาณน้้าตาลทั้งหมด (g/ml) หลังจากเพาะเลีย้งจุลินทรีย ์B. subtilis ในอาหารแต่ละชุด
การทดลอง เป็นระยะเวลา 24 ชั่วโมง 

 

หมายเหตุ ตัวอักษรภาษาอังกฤษพิมพ์เล็กแสดงถึงความแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (p < 0.05) 
 

 

ภาพที่  25  ปริมาณน้้าตาลรีดิวซ์ (g/ml) หลังจากเพาะเลี้ยงจุลินทรีย ์B. subtilis 
ในอาหารแต่ละชุดการทดลอง เป็นระยะเวลา 24 ชั่วโมง 

 

หมายเหตุ ตัวอักษรภาษาอังกฤษพิมพ์เล็กแสดงถึงความแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (p < 0.05)  
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ภาพที่  26  ปริมาณน้้าตาลทั้งหมด (g/ml) หลังจากเพาะเลีย้งจุลินทรีย ์A. hydrophila ในอาหารแต่
ละชุดการทดลอง เป็นระยะเวลา 24 ชั่วโมง 

 

หมายเหตุ ตัวอักษรภาษาอังกฤษพิมพ์เล็กแสดงถึงความแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (p < 0.05) 
 

 

ภาพที่  27  ปริมาณน้้าตาลรีดิวซ์ (g/ml) หลังจากเพาะเลี้ยงจุลินทรีย ์A. hydrophila ในอาหารแต่ละ
ชุดการทดลอง เป็นระยะเวลา 24 ชั่วโมง 

หมายเหตุ ตัวอักษรภาษาอังกฤษพิมพ์เล็กแสดงถึงความแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (p < 0.05) 
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ภาพที่  28  ปริมาณน้้าตาลทั้งหมด (g/ml) หลังจากเพาะเลีย้งจุลินทรีย์ S. agalactiae ในอาหารแต่
ละชุดการทดลอง เป็นระยะเวลา 24 ชั่วโมง 

หมายเหตุ ตัวอักษรภาษาอังกฤษพิมพ์เล็กแสดงถึงความแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (p < 0.05) 
 
 

 

ภาพที่  29  ปริมาณน้้าตาลรีดิวซ์ (g/ml) หลังจากเพาะเลีย้งจุลินทรีย์ S. agalactiae ในอาหารแต่ละ
ชุดการทดลอง เป็นระยะเวลา 24 ชั่วโมง 

หมายเหตุ ตัวอักษรภาษาอังกฤษพิมพ์เล็กแสดงถึงความแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (p < 0.05) 
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ผลการศึกษาผลของการทดลองอนุบาลลูกปลานิลวัยอ่อน โดยการให้อาหารเสริม 
พรีไบโอติก (เยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟ: CSS) ร่วมกับโพรไบโอติก (B. subtilis) 

 
การทดลองที่ 1 การศึกษาผลของการเสริมซินไบโอติกในอาหารเม็ดส้าเร็จรูป โดยการทดลอง
อนุบาลปลานิลวัยอ่อนในตู้ทดลอง เป็นระยะเวลา 4 สัปดาห์ 

วางแผนการทดลองแบบแฟกทอเรียล 3x3โดยศึกษาผลของพรีไบโอติก (เยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟ: 
CSS) ที่ระดับความเข้มข้น 0%, 2.5% และ 5% (CSS0%, CSS2.5% และ CSS5% ตามล้าดับ)  และ
โพรไบโอติก (B. subtilis) ที่ปริมาณเซลล์ 0, 5x107 และ 1x108 CFU/g (Pro0, ProA และ ProB 
ตามล้าดับ) และชุด Positive control (FOS 1% + Bacillus subtilis 1x108 CFU/g) 1 ชุดการ
ทดลอง ท้าการทดลองผสมอาหารให้ปลากินเป็นระยะเวลา 4 สัปดาห์ ทดลองอนุบาลในตู้ทดลอง 
ขนาด 30x65x40 เซนติเมตร จ้านวน 30 ตู้ โดยแบ่งชุดการทดลองออกเป็น 9 ชุด และชุด Positive 
control 1 ชุด ชุดละ 3 ซ้้าได้แก่ 

ชุดการทดลองที่ 1 ชุดควบคุม (Control) : อาหารเม็ดส้าเร็จรูป 
ชุดการทดลองที่ 2 ProA : อาหารเสริมจุลินทรีย์โพรไบโอติก B. subtilis ที่ปริมาณเซลล์ 

5x107 CFU/g  
ชุดการทดลองที่ 3 ProB :  อาหารเสริมจุลินทรีย์โพรไบโอติก B. subtilis ที่ปริมาณเซลล์ 

1x108 CFU/g 
ชุดการทดลองที่ 4 CSS 2.5% : อาหารเสริมเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟ 2.5%  
ชุดการทดลองที่ 5 CSS 2.5% + ProA : อาหารเสริมเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟ 2.5% ผสม

จุลินทรีย์โพรไบโอติก B. subtilis ที่ปริมาณเซลล์ 5x107 CFU/g 
ชุดการทดลองที่ 6 CSS 2.5% + ProB : อาหารเสริมเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟ 2.5% ผสม

จุลินทรีย์โพรไบโอติก B. subtilis ที่ปริมาณเซลล์ 1x108 CFU/g  
ชุดการทดลองที่ 7 CSS 5% : อาหารผสมเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟ 5%  
ชุดการทดลองที่ 8 CSS 5% + ProA : อาหารเสริมเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟ 5% ผสมจุลินทรีย์

โพรไบโอติก B. subtilis ที่ปริมาณเซลล์ 5x107 CFU/g  
ชุดการทดลองที่ 9 CSS 5% + ProB : อาหารเสริมเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟ 5% ผสมจุลินทรีย์

โพรไบโอติก B. subtilis ที่ปริมาณเซลล์ 1x108 CFU/g  
ชุดการทดลองที่ 10 Positive control : อาหารเสริมฟรุกโตโอลิโกแซคคาไรด์ 1 % ผสม

จุลินทรีย์โพรไบโอติก B. subtilis ที่ปริมาณเซลล์ 1x108 CFU/g 
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การวิเคราะห์คุณภาพน้้าบางประการ 
คุณภาพน้้าระหว่างการทดลองในตู้ทดลองอนุบาลปลานิลวัยอ่อนที่เลี้ยงด้วยอาหารเสริม 

พรีไบโอติก (เยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟ: CSS) ที่ระดับความเข้มข้น 0%, 2.5% และ 5% (CSS 0%, CSS 
2.5% และ CSS 5% ตามล้าดับ) และโพรไบโอติก (B. subtilis) ที่ปริมาณเซลล์ 0, 5x107 และ 1x108 
CFU/g (Pro0, ProA และ ProB ตามล้าดับ) และชุด Positive control (FOS 1% + B. subtilis 
1x108 CFU/g) 1 ชุดการทดลอง เป็นระยะเวลา 4 สัปดาห์ แสดงผลดังตารางที่ 11  

1. อุณหภูมิน้้า (Water temperature) (˚C)  
จากผลค่าเฉลี่ยอุณหภูมิน้้าในระหว่างการทดลอง พบว่าชุดการทดลองที่เลี้ยงด้วยอาหารเสริม

เยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟ 2.5% (CSS 2.5 %) มีค่าเฉลี่ยอุณหภูมิน้้าอยู่ที่ 28.17 ± 0.20 ˚C ซึ่งมีค่าสูงสุด 
ในขณะที่ชุดการทดลองที่เลี้ยงด้วยอาหารเสริมเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟ 5% (CSS 5%) มีค่าเฉลี่ยต่้าสุดมีค่า
อยู่ที่ 27.69 ± 0.21 ˚C ซึ่งไม่พบความแตกต่างกันทางสถิติ (p > 0.05)  
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2. ความเป็นกรด – ด่าง (pH) 
จากผลค่าเฉลี่ยความเป็นกรด – ด่าง ในระหว่างการทดลอง พบว่าชุดการทดลองที่เลี้ยงด้วย

อาหารเสริมเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟ 2.5% (CSS 2.5 %) มีค่าเฉลี่ยความเป็นกรด – ด่าง อยู่ที่ 6.54 ± 0.44 
ซึ่งมีค่าสูงสุด ในขณะที่ชุดการทดลองที่เลี้ยงด้วยอาหารเสริมเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟ 5% (CSS 5%) มี
ค่าเฉลี่ยความเป็นกรด – ด่าง ต่้าสุด โดยค่าอยู่ที่ 6.40 ± 0.42 ซึ่งไม่พบความแตกต่างกันทางสถิติ 
(p > 0.05)  

3. ออกซิเจนที่ละลายในน้้า (Dissolved Oxygen: DO)  
จากผลค่าเฉลี่ยออกซิเจนที่ละลายในน้้า ในระหว่างการทดลอง พบว่าชุดการทดลองที่เลี้ยง

ด้วยอาหารเสริมเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟ 5% ผสมจุลินทรีย์โพรไบโอติก B. subtilis 1x108 CFU/g (CSS 
5% + ProB) มีค่าเฉลี่ยออกซิเจนที่ละลายในน้้า อยู่ที่ 5.74 ± 0.27 mg/l ซึ่งมีค่าสูงสุด ในขณะที่ชุด
การทดลองที่เลี้ยงด้วยอาหารเสริมเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟ 5% (CSS 5%) มีค่าเฉลี่ยออกซิเจนที่ละลายใน
น้้ามีค่าต่้าสุด อยู่ที่ 5.09 ± 0.51 mg/l ซึ่งไม่พบความแตกต่างกันทางสถิติ (p > 0.05)  

4. แอมโมเนีย ไนโตรเจน (Ammonia nitrogen: NH3-N)  
จากผลค่าเฉลี่ยแอมโมเนีย ไนโตรเจน ในระหว่างการทดลอง พบว่าชุดควบคุม มีค่าเฉลี่ย

แอมโมเนีย ไนโตรเจน อยู่ที่ 0.10 ± 0.04 mg/l ซึ่งมีค่าสูงสุด ในขณะที่ชุดการทดลองที่เลี้ยงด้วย
อาหารเสริมเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟ 2.5% (CSS 2.5%) มีค่าเฉลี่ยแอมโมเนีย ไนโตรเจน มีค่าต่้าสุด อยู่ที่ 
0.05 ± 0.01 mg/l ซึ่งไม่พบความแตกต่างกันทางสถิติ (p > 0.05)  

5. ไนไตรท์ ไนโตรเจน (Nitrite nitrogen: NO2
--N)  

จากผลค่าเฉลี่ยไนไตรท์ ไนโตรเจน ในระหว่างการทดลอง พบว่าชุดควบคุม มีค่าเฉลี่ยไน
ไตรท์ ไนโตรเจน อยู่ที่ 0.35 ± 0.13 mg/l ซึ่งมีค่าสูงสุด ในขณะที่ชุดการทดลองที่เลี้ยงด้วยอาหาร
เสริมเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟ 5% (CSS 5%) มีค่าเฉลี่ยไนไตรท์ ไนโตรเจน มีค่าต่้าสุด อยู่ที่ 0.25 ± 0.08 
mg/l ซึ่งไม่พบความแตกต่างกันทางสถิติ (p > 0.05)  

6. ฟอสเฟต ฟอสฟอรัส (Phosphate phosphorus: PO4
3- -P)  

จากผลค่าเฉลี่ยฟอสเฟต ฟอสฟอรัส ในระหว่างการทดลอง พบว่าหเลี้ยงด้วยอาหารเสริมเยื่อ
หุ้มเมล็ดกาแฟ 2.5% (CSS 2.5%) มีค่าเฉลี่ยฟอสเฟต ฟอสฟอรัส อยู่ที่ 0.41 ± 0.31 mg/l ซึ่งมี
ค่าสูงสุด ในขณะที่ชุดการทดลองที่เลี้ยงด้วยอาหารเสริมเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟ 2.5% (CSS5%) มีค่าเฉลี่ย
ฟอสเฟต ฟอสฟอรัส มีค่าต่้าสุด อยู่ที่ 0.11 ± 0.03 mg/l ซึ่งไม่พบความแตกต่างกันทางสถิติ 
(p > 0.05) 
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ประสิทธิภาพการเจริญเติบโตของปลานิลวัยอ่อน  
นับจ้านวนและชั่งน้้าหนักปลานิลวัยอ่อน ตรวจวัดการเจริญเติบโตเริ่มต้น และหลังการ

ทดลองทุก ๆ 2 สัปดาห์ ตลอดระยะเวลาท้าการทดลอง 4 สัปดาห์ ในแต่ละชุดการทดลอง โดยน้า
ข้อมูลมาค้านวณค่าต่าง ๆ ดังแสดงในตารางที่ 12 

1. น้้าหนักที่เพิ่มขึ้น (Weight gain; WG) 
จากการศึกษาน้้าหนักที่เพ่ิมขึ้นของปลานิลวัยอ่อน พบว่า ปลานิลวัยอ่อนหลังเลี้ยงด้วย

อาหารเสริมเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟ 5% ผสม B. subtilis 5x107 CFU/g (CSS 5% + ProA) และอาหาร
เสริมเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟ 5% ผสม B. subtilis 1x108 CFU/g (CSS 5% + ProB) มีค่าสูงที่สุดโดยมีค่า
เท่ากับ 13.89 ± 0.87 และ 13.71 ± 0.20 g/ตัว ตามล้าดับ ซึ่งพบความแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญ
ทางสถิติ (p < 0.05)  

2. อัตราการเจริญเติบโตเฉลี่ยต่อวัน (Average daily growth; ADG) 
จากการศึกษาอัตราการเจริญเติบโตต่อวันของปลานิลวัยอ่อน พบว่า ปลานิลวัยอ่อนหลังเลี้ยง

ด้วยอาหารเสริมเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟ 5% ผสม B. subtilis 5x107 CFU/g (CSS 5% + ProA) และ
อาหารเสริมเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟ 5% ผสม B. subtilis 1x108 CFU/g (CSS 5% + ProB) มีค่าสูงที่สุด
โดยมีค่าเท่ากับ 0.50 ± 0.03 และ 0.49 ± 0.01 g/day ตามล้าดับ ซึ่งพบความแตกต่างกันอย่างมี
นัยส้าคัญทางสถิติ (p < 0.05)  

3. อัตราการเจริญเติบโตจ้าเพาะ (Specific growth rate; SGR)  
จากการศึกษาอัตราการเจริญเติบโตจ้าเพาะของปลานิลวัยอ่อน พบว่า ปลานิลวัยอ่อนหลัง

เลี้ยงด้วยอาหารเสริมเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟ 5% ผสม B. subtilis 5x107 CFU/g (CSS 5% + ProA) และ
อาหารเสริมเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟ 5% ผสม B. subtilis 1x108 CFU/g (CSS 5% + ProB) มีค่าสูงที่สุด
โดยมีค่า 4.84 ± 0.08 และ 4.82 ± 0.01 %/day ตามล้าดับ ซึ่งพบความแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญ
ทางสถิติ (p < 0.05)  

4. อัตราการแลกเนื้อ (Feed conversion ratio; หน่วย) 
จากการศึกษาอัตราการแลกเนื้อของปลานิลวัยอ่อน พบว่า ปลานิลวัยอ่อนหลังเลี้ยงด้วยอาหาร

เสริมเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟ 2.5% (CSS 2.5%) อาหารเสริมเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟ 5% ผสม B. subtilis 
5x107 CFU/g (CSS 5% + ProA) และอาหารเสริมเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟ 5% ผสม B. subtilis 1x108 

CFU/g (CSS 5% + ProB) มีค่าดีที่สุด มีค่าเท่า 0.51 ± 0.02, 0.50 ± 0.03 และ 0.51 ± 0.01 ตามล้าดับ 
ในขณะที่ชุดควบคุมมีค่าสูงสุด เท่ากับ 0.54 ± 0.01 ซึ่งพบความแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ 
(p < 0.05)  
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5. ประสิทธิภาพการใช้อาหาร (Feed efficiency ratio; หน่วย) 
จากการศึกษาประสิทธิภาพการใช้อาหารของปลานิลวัย พบว่า ปลานิลวัยอ่อนหลังเลี้ยงด้วย

อาหารเสริมเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟ 2.5% (CSS 2.5%) อาหารเสริมเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟ 5% ผสม 
B.  subtilis 5x107 CFU/g (CSS 5% + ProA)  และอาหารเสริมเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟ 5% ผสม 
B. subtilis 1x108 CFU/g (CSS 5% + ProB) มีค่าสูงที่สุดโดยมีค่าเท่ากับ 1.95 ± 0.6, 1.98 ± 0.12 
และ 1.96 ± 0.02 ตามล้าดับ ซึ่งพบความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (p < 0.05)  

6. อัตราการรอดตาย (Survival rate: %) 
จากการศึกษาอัตราการรอดตายของปลานิลวัยอ่อน พบว่า ปลานิลวัยอ่อนหลังเลี้ยงด้วย

อาหารเสริมทุกสูตร มีอัตราการรอดตายเฉลี่ยอย  ่ในช่วง 90.00 - 98.89% ซึ่งไม่พบความแตกต่างกัน
ทางสถิติ (p > 0.05) ในแต่ละชุดการทดลอง ซึ่งจ้านวนปลาที่ตาย เกิดจากการบอบช้้าจากการชั่ง
น้้าหนัก สังเกตได้จากปลาตายหลังจากชั่งน้้าหนัก 1 วัน แสดงดังตารางที ่12 

 
การศึกษาภูมิคุ้มกันเบื้องต้นของปลานิลวัยอ่อน 

ศึกษาภูมิคุ้มกันเบื้องต้นของปลานิลวัยอ่อนในแต่ละชุดการทดลอง หลังเลี้ยงด้วยอาหาร
ทดลองเป็นระยะเวลา 4 สัปดาห์ โดยสุ่มเก็บตัวอย่างเลือดจากปลาซ้้าละ 3 ตัว/ชุดการทดลอง 
ดูดเลือดจากบริเวณโคนครีบหางปลา (Caudal vein) ตัวละประมาณ 0.5 ml มาทดสอบภูมิคุ้มกัน
แบบไม่จ้าเพาะ แสดงผลดังตารางที ่13  

1. กิจกรรมไลโซไซม์ (Lysozyme activity) 
จากผลการวิเคราะห์ค่ากิจกรรมไลโซไซม์ในซีรั่ม พบว่า พบว่า ปลานิลวัยอ่อนหลังเลี้ยงด้วย

อาหารเสริมเลี้ยงด้วยอาหารเสริมเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟ 2.5% (CSS 2.5%) และอาหารเสริมเยื่อหุ้มเมล็ด
กาแฟ 5% ผสม B. subtilis 5x107 CFU/g (CSS 5% + ProA) มีค่าสูงที่สุดโดยมีค่าเท่ากับ 29.52 ± 
1.99 และ 29.79 ± 0.63 Unit/ml serum ตามล้าดับ ซึ่งความแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ 
(p < 0.05) ในขณะที่ไม่พบความแตกต่างทางสถิติ (p > 0.05) เมื่อเทียบกับชุดการทดลอง Positive 
control (ชุดการทดลองที่เสริมฟรุกโตโอลิโกแซคคาไรด์ 1% ผสม B. subtilis 1x108 CFU/g) (FOS 
1% + ProB)  
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2. การทดสอบประสิทธิภาพการท้าลายเชื้อแบคทีเรียของเซลล์เม็ดเลือด (NBT)  
จากผลการวิเคราะห์ค่าประสิทธิภาพการท้าลายเชื้อแบคทีเรียของเซลล์เม็ดเลือด (NBT) ใน

เลือด พบว่า ค่า NBT ของปลานิลวัยอ่อนหลังเลี้ยงด้วยอาหารเสริมเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟ 5% ผสม 
B. subtilis 5x107 CFU/g (CSS 5% + ProA) มีค่าสูงที่สุด โดยมีค่าเท่ากับ 0.09 ± 0.00 Unit/ml แต่
ไม่พบความแตกต่างกันทางสถิติ (p > 0.05) 

3. การวิเคราะห์ Superoxide Dismutase (SOD) Activity  
จากการศึกษาปริมาณ Superoxide Dismutase (SOD) ในตับของปลานิลวัยอ่อน พบว่า 

ปริมาณเอนไซม์ปริมาณ Superoxide Dismutase (SOD) ในตับของปลานิลวัยอ่อนหลังเลี้ยงด้วย
อาหารเสริมเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟ 5% ผสม B. subtilis 5x107 CFU/g (CSS5% +ProA) และอาหาร
เสริมฟรุกโตโอลิโกแซคคาไรด์ 1% ผสม B. subtilis 1x108 CFU/g (FOS1% + ProB) มีค่าสูงที่สุด 
โดยมีค่าเท่ากับ 105.00 ± 1.84 และ 107.44 ± 3.87 Unit/g ตามล้าดับ ซึ่งมีความแตกต่างอย่างมี
นัยส้าคัญทางสถิติ (p < 0.05)  

 
กิจกรรมเอนไซม์ย่อยอาหาร 

หลังจากอนุบาลลูกปลานิลวัยอ่อนด้วยอาหารเสริมพรีไบโอติก (เยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟ: CSS) ที่
ระดับความเข้มข้น 0%, 2.5% และ 5% (CSS0%, CSS2.5% และ CSS5% ตามล้าดับ) และโพรไบโอติก 
(B. subtilis) ทีป่ริมาณเซลล์ 0, 5x107 และ 1x108 CFU/g (Pro0, ProA และ ProB ตามล้าดับ) และ
ชุด Positive control (FOS 1% + B. subtilis 1x108 CFU/g) 1 ชุดการทดลอง เป็นเวลา 4 สัปดาห์ 
เก็บตัวอย่างทางเดินออาหารของปลานิลวัยอ่อน (ล้าไส้ และกระเพาะ) มาวิเคราะห์หาเอนไซม์ทริปซิน 
ไคโมทริปซิน เอนไซม์โปรติเอส และอะไมเลส แสดงผลดังตารางที่ 14 

1. ค่ากิจกรรมการท้างานของเอนไซม์ทริปซินและไคโมทริปซิน  
จากการศึกษาค่ากิจกรรมการท้างานของเอนไซม์ทริปซินในล้าไส้ของปลานิลวัยอ่อน พบว่า 

หลังเลี้ยงด้วยอาหารเสริมเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟ 5% ผสม B. subtilis 5x107 CFU/g (CSS 5% + ProA) 
และอาหารเสริมฟรุกโตโอลิโกแซคคาไรด์ ผสม B. subtilis 1x108 CFU/g (FOS 1% + ProB) มีค่าสูง
ที่สุด โดยมีค่าเท่ากับ 13.43 ± 0.00 และ 11.62 ± 0.05 mg Protein/ml ตามล้าดับ ซึ่ งพบ 
ความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (p < 0.05) ในขณะที่ค่ากิจกรรมการท้างานของเอนไซม์ทริปซิน 
ในกระเพาะของปลานิลวัยอ่อน พบว่า หลังเลี้ยงด้วยอาหารเสริมเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟ 5% ผสม 
B.  subtilis 5x107 CFU/g (CSS 5% + ProA) และอาหารเสริมเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟ 5% ผสม 
B. subtilis 1x108 CFU/g (CSS 5% + ProB) มีค่าสูงสุด โดยมีค่าเท่ากับ 8.87 ± 0.00 และ 8.82 ± 
0.00 mg Protein/ml ตามล้าดับ ซึ่งพบความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (p < 0.05) 
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จากการศึกษาค่ากิจกรรมการท้างานของเอนไซม์ไคโมทริปซินในล้าไส้ของปลานิลวัยอ่อน 
พบว่า หลังเลี้ยงด้วยอาหารเสริมเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟ 5% ผสม B. subtilis 5x107 CFU/g (CSS 5% + 
ProA) และอาหารเสริมฟรุกโตโอลิโกแซคคาไรด์ ผสม B. subtilis 1x108 CFU/g (FOS 1% + ProB)   
มีค่าสูงที่สุด โดยมีค่าเท่ากับ 23.95 ± 0.02 และ 20.00 ± 0.00 mg Protein/ml ซึ่งพบความแตกต่าง
อย่ า งมี นั ย ส้ า คัญทา งสถิ ติ  ( p < 0.05)  ในขณะที่ ค่ า กิ จ กร รมกา รท้ า ง านขอ ง เ อน ไซม์ 
ไคโมทริปซินในกระเพาะของปลานิลวัยอ่อน พบว่า หลังเลี้ยงด้วยเลี้ยงด้วยอาหารเสริมเยื่อหุ้มเมล็ด
กาแฟ 5% ผสม B. subtilis 5 x 107 CFU/g (CSS 5% + ProA) และอาหารเสริมฟรุกโตโอลิโก 
แซคคาไรด์ ผสม B. subtilis 1x108 CFU/g (FOS 1% + ProB) มีค่าสูงสุด โดยมีค่าเท่ากับ 17.53 ± 
0.02 และ 15.76 ± 0.00 mg Protein/ml ซึ่งพบความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (p < 0.05)  

2. ค่ากิจกรรมการท้างานของเอนไซม์โปรติเอส  
จากการศึกษาค่ากิจกรรมการท้างานของเอนไซม์โปรติเอสในล้าไส้ของปลานิลวัยอ่อน พบว่า 

หลังเลี้ยงด้วยอาหารเสริมเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟ 2.5% ผสม B. subtilis 5 x 107 CFU/g (CSS 2.5% + 
ProA) และอาหารเสริมเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟ 5% ผสม B. subtilis 5 x 107 CFU/g (CSS 5% + ProA) 
มีค่าสูงที่สุด โดยมีค่าเท่ากับ 146.05 ± 0.02 และ 146.56 ± 0.01 mg Protein/ml ตามล้าดับ ซึ่ง
พบความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (p < 0.05) ในขณะที่ค่ากิจกรรมการท้างานของเอนไซม์ 
โปรติเอส ในกระเพาะของปลานิลวัยอ่อน พบว่า หลังเลี้ยงด้วยอาหารเสริมเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟ 5% 
ผสม B. subtilis 5 x 107 CFU/g (CSS 5% + ProA) มีค่าสูงสุด โดยมีค่าเท่ากับ 63.69 ± 0.01 mg 
Protein/ml ซึ่งพบความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (p < 0.05)  

3. ค่ากิจกรรมการท้างานของเอนไซม์อะไมเลส  
จากการศึกษาค่ากิจกรรมการท้างานของเอนไซม์อะไมเลสในล้าไส้ของปลานิลวัยอ่อน พบว่า 

หลังเลี้ยงด้วยอาหารเสริมเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟ 5% (CSS 5%) และอาหารเสริมฟรุกโตโอลิโกแซคคาไรด์ 
1% ผสม B. subtilis 1x108 CFU/g (FOS1% + ProB) มีค่าสูงที่สุด โดยมีค่าเท่ากับ 863.49 ± 0.00 
และ 950.08 ± 0.00 mg Protein/ml ตามล้าดับ ซึ่งพบความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ  
(p < 0.05) ในขณะที่ค่ากิจกรรมการท้างานของเอนไซม์อะไมเลสในกระเพาะของปลานิลวัยอ่อน 
พบว่า หลังเลี้ยงด้วยอาหารเสริม B. subtilis 1x108  CFU/g (ProB) อาหารเสริมเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟ 
5% ผสม B. subtilis 5 x 107 CFU/g (CSS 5% + ProA) และชุดการทดลองที่เลี้ยงด้วยอาหารเสริม 
ฟรุกโตโอลิโกแซคคาไรด์ 1% ผสม B. subtilis 1x108 CFU/g (FOS1% + ProB) มีค่าสูงสุด โดยมีค่า
เท่ากับ 1,073.77 ± 0.00, 1,025.61 ± 0.00 และ 1,098.25 ± 0.00 mg Protein/ml ตามล้าดับ ซึ่ง
พบความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (p < 0.05)  
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การทดสอบความต้านทานต่อเชื้อแบคทีเรียก่อโรค A. hydrophila และ S. agalactiae 
จากผลการทดสอบความต้านทานต่อเชื้ อแบคที เรียก่อโรค A.  hydrophila และ 

S. Agalactiae โดยให้อาหารทดลองเป็นเวลา 4 สัปดาห์ จากนั้นน้าลูกปลานิลมาฉีดเชื้อก่อโรค 
A. hydrophila และ S. agalactiae ที่ปริมาณเซลล์ 1x106 CFU/ml จ้านวน 10 ชุดการทดลอง 
การทดลองละ 15 ตัว ฉีดเข้าที่บริเวณช่องท้องตัวละ 0.1 ml สังเกตและเก็บข้อมูลอัตราการรอดใน
ระยะเวลา 14 วันหลังการฉีดเชื้อ พบว่า ความต้านทานต่อเชื้อ A. hydrophila ในปลานิลวัยอ่อนของ
ชุดการทดลองที่เลี้ยงด้วยอาหารเสริมเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟ 5% ผสม B. subtilis 1x108 CFU/g (CSS5% 
+ ProB) มีเปอร์เซ็นต์อัตราการรอดตายมากที่สุดที่ 100.00% พบความแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญ
ทางสถิติ (p < 0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม ที่มีอัตราการรอดเพียง 46.66% แสดงดังภาพที่ 
30  

 
 

ภาพที่  30  ค่าเฉลี่ยอัตรารอดต่อเชื้อแบคทีเรียก่อโรค Aeromonas hydrophila (%) 
ของปลานิลวัยอ่อน หลังเลี้ยงด้วยสูตรต่าง ๆ ที่เลี้ยงในตู้ทดลอง ระยะเวลา 14 วัน 

หมายเหตุ ตัวอักษรภาษาอังกฤษพิมพ์เล็กแสดงถึงความแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (p < 0.05) 
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ความต้านทานต่อเชื้อแบคทีเรียก่อโรค S. agalactiae ในปลานิลวัยอ่อนของชุดการทดลอง
ที่เลี้ยงด้วยอาหารเสริมเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟ 2.5% ผสม B. subtilis 1x108 CFU/g (CSS2.5% + ProB) 
และชุดการทดลองที่เลี้ยงด้วยอาหารเสริมเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟ 5% ผสม B. subtilis 5x107 CFU/g 
(CSS 5% + ProA) มีเปอร์เซ็นต์อัตราการรอดตายมากที่สุดที่ 100.00% พบความแตกต่างกันอย่างมี
นัยส้าคัญทางสถิติ (p < 0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม ที่มีอัตราการรอดเพียง 33.33% แสดง
ดังภาพที่ 31 

 
 

ภาพที่  31  ค่าเฉลี่ยอัตรารอดต่อเชื้อแบคทีเรียก่อโรค Streptococcus agalactiae (%) 
ของปลานิลวัยอ่อน หลังเลี้ยงด้วยสูตรต่าง ๆ ที่เลี้ยงในตู้ทดลอง ระยะเวลา 14 วัน 

หมายเหตุ ตัวอักษรภาษาอังกฤษพิมพ์เล็กแสดงถึงความแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (p < 0.05) 
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ตารางท่ี  15  การวิเคราะห์ Two-way ANOVA แสดงค่า P-Value (ค่าเฉลี่ยแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญที่ 
p < 0.05) ขึ้นอยู่กับพรีไบโอติก และโปรไบโอติก ของปลานิลวัยอ่อนหลังเลี้ยงด้วยอาหารเสริม
ซินไบโอติก ในแต่ละชุดการทดลอง ที่เลี้ยงในกระชัง ระยะเวลาการเลี้ยง 4 สัปดาห์ 

 

 Prebiotic Probiotic Synbiotic 

ด้านการเจริญเติบโต 

Weight gain (g/fish) 0.394 0.302 0.026* 

ADG (g/day) 0.319 0.301 0.026* 

FCR 0.337 0.257 0.020* 

SGR (%) 0.378 0.190 0.015* 

ด้านภูมิคุ้มกัน 

Lysozyme activity 0.026* 0.139 0.042* 

NBT 0.071 0.723 0.166 

SOD <0.000** 0.001* <0.000** 

ด้านเอนไซม์ย่อยอาหาร 

Trypsin <0.000** <0.000** <0.000** 

Chymotrypsin <0.000** <0.000** <0.000** 

Protease <0.000** <0.000** <0.000** 

Amylase <0.000** <0.000** <0.000** 
 

หมายเหตุ  *  แสดงถึงความแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (p < 0.05) 
  ** แสดงถึงความแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (p < 0.01) 
 
จากการวิเคราะห์ Two-way ANOVA (ตารางที่ 15) แสดงให้เห็นว่า หลังการเลี้ยงปลานิลวัย

อ่อนด้วยอาหารเสริมพรีไบโอติก โพรไบโอติก และซินไบโอติกได้ 4 สัปดาห์ ในด้านการเจริญเติบโต
พบว่า การเสริมพรีไบโอติกอย่างเดียว และโพรไบโอติกอย่างเดียว ไม่มีผลต่อน้้าหนักท่ีเพ่ิมข้ึนของปลา 
อัตราการเจริญเติบโตเฉลี่ยต่อวัน อัตราการแลกเนื้อ และอัตราการเจริญเติบโตจ้า เพาะ แต่เมื่อมีการ
น้าพรีไบโอติก และโพรไบโอติกมาผสมกัน (ซินไบโอติก) พบว่ามีผลต่อน้้าหนักที่เพ่ิมขึ้นของปลา 
อัตราการเจริญเติบโตเฉลี่ยต่อวัน อัตราการแลกเนื้อ และอัตราการเจริญเติบโตจ้าเพาะ  
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การศึกษาในด้านภูมิคุ้มกันของปลานิลวัยอ่อน พบว่า การเสริมโพรไบโอติกอย่างเดียว 
ไม่ส่งผลต่อค่ากิจกรรมไลโซไซม์ในเลือด และประสิทธิภาพการท้าลายเชื้อแบคทีเรียของเซลล์เม็ดเลือด 
(NBT) ในซีรั่ม แต่มีผลต่อค่าปริมาณ Superoxide Dismutase (SOD) ในตับของปลานิลวัยอ่อน 
ในขณะที่ผลของการเสริมพรีไบโอติกอย่างเดียว ส่งผลต่อค่ากิจกรรมไลโซไซม์ในเลือด และค่าปริมาณ 
Superoxide Dismutase (SOD) และผลของการเสริมพรีไบโอติก และโพรไบโอติก (ซินไบโอติก) 
มีผลต่อค่ากิจกรรมไลโซไซม์ในเลือด และค่าปริมาณ Superoxide Dismutase (SOD)  

ในด้านกิจกรรมเอนไซม์ย่อยอาหาร พบว่า ผลการเสริมพรีไบโอติกอย่างเดียว โพรไบโอติก 
อย่างเดียว และผลของการเสริมพรีไบโอติก ร่วมกับโพรไบโอติก (ซินไบโอติก) มีผลต่อค่าเอนไซม์ 
ทริปซิน เอนไซม์ไคโมทริปซิน เอนไซม์โปรติเอส และเอนไซม์อะไมเลส  

จากผลการวิเคราะห์ Two-way ANOVA สามารถอธิบายได้ว่า เสริมพรีไบโอติกร่วมกับ 
โพรไบโอติก (ซินไบโอติก) มีผลต่อค่าการเจริญเติบโต ค่าภูมิคุ้มกัน และค่ากิจกรรมเอนไซม์ย่อย
อาหารของปลานิลวัยอ่อน มากกว่าการเสริมพรีไบโอติก หรือโพรไบโอติกเพียงอย่างเดียว 
 
การทดลองที่ 2 การศึกษาผลของการเสริมซินไบโอติกในอาหารเม็ดส้าเร็จรูป โดยการทดลองการ
อนุบาลปลานิลวัยอ่อนในกระชัง เป็นระยะเวลา 8 สัปดาห ์

วางแผนการทดลอง แบบแฟกทอเรียล 3x2 โดยศึกษาผลของพรีไบโอติกจากเยื่อหุ้มเมล็ด
กาแฟแบบผง: CSSp ที่ระดับความเข้มข้น 0.25% (CSSp 0.25%) (คัดเลือกมาจากการทดลองใน
งานวิจัยของปี 62) เยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟหมักด้วยเอนไซม์เซลลูเลส L Ultar conc : CSS ที่ระดับความ
เข้มข้น 5% (CSS5%) (คัดเลือกมาจากการทดลองที่ 1) และผสมฟรุกโตโอลิโกแซคคาไรด์ (FOS) ที่
ระดับความเข้มข้น 1% (FOS1%) และโพรไบโอติก (B. subtilis) ที่ปริมาณเซลล์ 0 และ 5x107 
CFU/g (Pro0 และ ProA ตามล้าดับ) ท้าการทดลองโดยผสมอาหารให้ปลากินเป็นระยะเวลา 
8 สัปดาห์ อนุบาลในกระชังขนาด 1x1 m จ้านวน 24 กระชัง โดยแบ่งชุดการทดลองออกเป็น 8 ชุด 
ชุดละ 3 ซ้้า ได้แก ่

ชุดการทดลองที่ 1 ชุดควบคุม (Control) : อาหารเม็ดส้าเร็จรูป 
ชุดการทดลองที่ 2 ProA : อาหารเสริมจุลินทรีย์โพรไบโอติก B. subtilis ที่ปริมาณเซลล์ 

5x107 CFU/g  
ชุดการทดลองที่ 3 CSSp 0.25% : อาหารเสริมเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟแบบผง 0.25%  
ชุดการทดลองที่ 4 CSSp 0.25% + ProA : อาหารเสริมเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟแบบผง 

0.25% ผสมจุลินทรีย์โพรไบโอติก B. subtilis ที่ปริมาณเซลล์ 5x107 CFU/g  
ชุดการทดลองที่ 5 CSS 5% : อาหารเสริมเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟ 5%  
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ชุดการทดลองที่ 6 CSS 5% + ProA :  อาหารเสริมเยื้อหุ้มเมล็ดกาแฟ 5% ผสม
จุลินทรีย์โพรไบโอติก B. subtilis ที่ปริมาณเซลล์ 5x107 CFU/g  

ชุดการทดลองที่ 7 FOS 1%: อาหารเสริมฟรุกโตโอลิโกแซคคาไรด์ 1 %   
ชุดการทดลองที่ 8 FOS 1% + ProA : อาหารเสริมฟรุกโตโอลิโกแซคคาไรด์ 1 % ผสม

จุลินทรีย์โพรไบโอติก B. subtilis ที่ปริมาณเซลล์ 5x107 CFU/g  
 
การวิเคราะห์คุณภาพน้้าบางประการ 

คุณภาพน้้าเฉลี่ยในบ่อทดลอง ระหว่างการทดลองอนุบาลเลี้ยงปลานิลวัยอ่อน เป็นระยะเวลา 8 
สัปดาห์ โดยท้าการเก็บค่าเริ่มต้นก่อนการอนุบาลลูกปลานิลวัยอ่อนและเก็บค่าคุณภาพน้้าในบ่อทดลอง 
เก็บทุก ๆ สัปดาห์ หลังการอนุบาลลูกปลานิลวัยอ่อน ได้ผลดังตารางที่ 16  

1. อุณหภูมิอากาศ และอุณหภูมิน้้า (Air and Water temperature)  
ค่าเฉลี่ยอุณหภูมิอากาศในบ่อเลี้ยงปลานิลวัยอ่อน พบว่า ค่าเฉลี่ยอุณหภูมิอากาศสูงสุด ใน

สัปดาห์เริ่มต้นเท่ากับ 32.50 ± 0.00 ˚C ในขณะที่ค่าเฉลี่ยอุณหภูมิอากาศ หลังเลี้ยงด้วยอาหาร
ทดลองในสัปดาห์ที่ 8 มีค่าต่้าสุดเท่ากับ 27.00 ± 0.00 ˚C ซึ่งไม่พบความแตกต่างกันทางสถิติ 
(p > 0.05)  

ค่าเฉลี่ยอุณหภูมิน้้า พบว่า ค่าเฉลี่ยอุณหภูมิน้้าสูงสุด ในสัปดาห์เริ่มต้นเท่ากับ 31.53 ± 0.09 ˚C 
ในขณะที่ค่าเฉลี่ยอุณหภูมิน้้าหลังเลี้ยงด้วยอาหารทดลองในสัปดาห์ที่ 6 มีค่าต่้าสุดเท่ากับ 26.20 ± 
0.0 ˚C ซ่ึงไมพ่บความแตกต่างกันทางสถิติ (p > 0.05)  

2. ความโปร่งแสง (Transparency)  
ค่าความโปร่งแสงของน้้า พบว่า ความโปร่งแสงของน้้ามีค่าสูงสุด หลังเลี้ยงด้วยอาหารทดลอง

ในสัปดาห์ที ่7 และ 8 มีค่าเท่ากับ 90.00 ± 0.00 cm ในขณะที่ความโปร่งแสงของน้้าต่้าสุดในสัปดาห์
แรก มีค่าเท่ากับ 30.00 ± 0.00 cm ซึ่งพบความแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (p < 0.05)  

3. ปริมาณของแข็งแขวนลอยท้ังหมด (Total suspended solid)  
ค่าเฉลี่ยปริมาณของแข็งแขวนลอยทั้งหมด พบว่า ค่าเฉลี่ยปริมาณของแข็งแขวนลอยทั้งหมด

น้้าสูงสุด ในสัปดาห์แรก มีค่าเท่ากับ 32.83 ± 1.42 mg/l ในขณะที่หลังเลี้ยงด้วยอาหารทดลองใน
สัปดาห์ที่ 1 สัปดาห์ เท่ากับ 8.94 ± 0.96 mg/l ซึ่งมีค่าต่้าสุด และพบความแตกต่างกันอย่างมี
นัยส้าคัญทางสถิติ (p < 0.05)  
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2. ความเป็นกรด – ด่าง (pH) 
จากผลค่าเฉลี่ยความเป็นกรด-ด่าง (pH) พบว่า ค่าเฉลี่ยความเป็นกรด-ด่างที่สูงสุด หลังเลี้ยง

ปลานิลวัยอ่อนด้วยอาหารทดลองได้ 4 สัปดาห์เท่ากับ 7.48 ± 0.01 ในขณะที่ค่าเฉลี่ยความเป็นกรด-
ด่าง หลังเลี้ยงด้วยอาหารทดลองในสัปดาห์ที่ 1 เท่ากับ 7.12 ± 0.01 มีค่าต่้าสุด ซึ่งพบความแตกต่าง
กันอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (p < 0.05)  

3. ออกซิเจนที่ละลายในน้้า (Dissolved Oxygen: DO)  
ค่าเฉลี่ยออกซิเจนที่ละลายในน้้า พบว่า ค่าเฉลี่ยสูงสุด หลังเลี้ยงปลานิลวัยอ่อนด้วยอาหาร

ทดลองในสัปดาห์ที่ 3 เท่ากับ 5.53 ± 0.41 mg/l ที่ค่าเฉลี่ยออกซิเจนที่ละลายในน้้าต่้าสุด หลังเลี้ยง
ด้วยอาหารทดลองในสัปดาห์ที ่6 เท่ากับ 4.19 ± 0.35 mg/l ซึ่งพบความแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญ
ทางสถิติ (p < 0.05)  

4. ความเป็นด่าง (Alkalinity)  
ค่าความเป็นด่างของน้้า พบว่า มีค่าสูงสุดหลังเลี้ยงปลานิลวัยอ่อนด้วยอาหารทดลองใน

สัปดาห์ที่ 3 เท่ากับ 109.67 ± 0.96 mg/l ในขณะที่ค่าความเป็นด่างของน้้าต่้าสุด หลังเลี้ยงด้วย
อาหารทดลองในสัปดาห์ที่ 4  เท่ากับ 76.89 ± 1.11 mg/l ซึ่งพบความแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญ
ทางสถิติ (p < 0.05)  

5. ความกระด้าง (Hardness)  
ค่าความกระด้างของน้้า พบว่า มีค่าสูงสุดหลังเลี้ยงปลานิลด้วยอาหารทดลองในสัปดาห์ที่ 6 

เท่ากับ 147.70 ± 1.90 mg/l ในขณะทีค่่าความกระด้างของน้้าต่้าสุดในสัปดาห์เริ่มต้น เท่ากับ 67.58 
± 33.02 mg/l ซึ่งพบความแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (p < 0.05)  

6. แอมโมเนีย- ไนโตรเจน (Ammonia nitrogen: NH3-N)  
ค่าแอมโมเนีย-ไนโตรเจนของน้้า พบว่า มีค่าสูงสุดหลังเลี้ยงปลานิลวัยอ่อนด้วยอาหารทดลอง

ในสัปดาห์ที่ 4 เท่ากับ 0.03 ± 0.00 mg/l ในขณะที่สัปดาห์เริ่มต้นและหลังเลี้ยงปลา 1 สัปดาห์ 
เท่ากับ 0.01 ± 0.00 mg/l ซึ่งมีค่าต่้าสุด และพบความแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (p < 
0.05)  
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7. ไนไตรท์ - ไนโตรเจน (Nitrite nitrogen: NO2-N)  
ค่าไนไตรท์ - ไนโตรเจนของน้้า พบว่า มีค่าสูงสุดหลังเลี้ยงปลานิลวัยอ่อนด้วยอาหารทดลอง

ในสัปดาห์ที ่4 เท่ากับ 0.05 ± 0.00 mg/l ในขณะที่สัปดาห์เริ่มต้นและหลังเลี้ยงด้วยอาหารทดลอง 1 
สัปดาห์ เท่ากับ 0.00 ± 0.00 mg/l ซึ่งมีค่าต่้าสุด และพบความแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ 
(p < 0.05)  

8. ไนเตรท-ไนโตรเจน (Nitrate nitrogen: NO3-N)  
ค่าไนเตรท -ไนโตรเจนของน้้า พบว่า มีค่าสูงสุดหลังเลี้ยงปลานิลวัยอ่อนด้วยอาหารทดลองใน

สัปดาห์ที่ 6 เท่ากับ 0.05 ± 0.00 mg/l ในขณะที่สัปดาห์เริ่มต้นและหลังเลี้ยงด้วยอาหารทดลอง 8 
สัปดาห์ เท่ากับ 0.01 ± 0.00 mg/l ซึ่งมีค่าต่้าสุด และพบความแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ 
(p < 0.05)  

9. ฟอสเฟต-ฟอสฟอรัส (Phosphate phosphorus: PO4
3- -P)  

ค่าฟอสเฟต-ฟอสฟอรัสของน้้า พบว่า มีค่าสูงสุดหลังเลี้ยงปลานิลวัยอ่อนด้วยอาหารทดลอง
ในสัปดาห์ที่ 8 เท่ากับ 0.02 ± 0.00 mg/l ในขณะที่สัปดาห์เริ่มต้นและหลังเลี้ยงด้วยอาหารทดลอง 1 
สัปดาห์ เท่ากับ 0.00 ± 0.00 mg/l ซึ่งมีค่าต่้าสุด และพบความแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ 
(p < 0.05)  

10. ฟอสฟอรัสรวม (Total phosphorus)  
ค่าเฉลี่ยฟอสฟอรัสรวม พบว่า มีค่าสูงสุดในสัปดาห์เริ่มต้นเท่ากับ 0.14 ± 0.00 mg/l ในขณะ

ที่หลังเลี้ยงด้วยอาหารทดลองในสัปดาห์ที่ 4 มีเท่ากับ 0.03 ± 0.00 mg/l ซึ่งมีค่าต่้าสุด ซึ่งพบความ
แตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (p < 0.05)  

11. คลอโรฟิลล์-เอ (Chlorophyll-a)  
ค่าเฉลี่ยคลอโรฟิลล์-เอ พบว่า มีค่าสูงสุดหลังเลี้ยงปลานิลวัยอ่อนด้วยอาหารทดลองใน

สัปดาห์ที่ 3 เท่ากับ 27.33 ± 1.19 µg/l ในขณะหลังเลี้ยงด้วยอาหารทดลองในสัปดาห์ที่ 2 เท่ากับ 
7.40 ± 0.13 µg/l ซึ่งมีค่าต่้าสุด และพบความแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (p < 0.05)  
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ประสิทธิภาพการเจริญเติบโตของปลานิลวัยอ่อน  
นับจ้านวนและชั่งน้้าหนักลูกปลานิลวัยอ่อน วัดการเจริญเติบโตทุก ๆ  2 สัปดาห์ ตลอดระยะเวลาท้า

การทดลอง 8 สัปดาห์ ในแต่ละชุดการทดลอง โดยน้าข้อมูลมาค้านวณค่าต่าง ๆ ดังดังแสดงในตารางที ่17 
1. น้้าหนักที่เพิ่มขึ้น (Weight gain; WG) 
จากการศึกษาน้้าหนักเฉลี่ยที่เพ่ิมขึ้นของลูกปลานิลวัยอ่อน หลังเลี้ยงครบ 4 สัปดาห์ พบว่า 

น้้าหนักเฉลี่ยที่เพ่ิมขึ้นของปลานิลวัยอ่อนหลังเลี้ยงด้วยอาหารเสริมเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟ 5% ผสม 
B. subtilis 5x107 CFU/g (CSS 5% + ProA) และอาหารเสริมฟรุกโตโอลิโกแซคคาไรด์ 1% ผสม 
B. subtilis 5x107 CFU/g (FOS 1% + ProA) มีค่าสูงที่สุด โดยมีค่าเท่ากับ 6.99 ± 0.04 และ 6.68 
± 0.07 g/ตัว ตามล้าดับ โดยน้้าหนักที่เพ่ิมข้ึนไม่พบความแตกต่างกันทางสถิติ (p > 0.05)  

หลังจากเลี้ยงครบ 8 สัปดาห์ พบว่า น้้าหนักเฉลี่ยที่เพ่ิมขึ้นของปลานิลวัยอ่อนหลังเลี้ยงด้วย
อาหารเสริมเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟ 5% ผสม B. subtilis 5x107 CFU/g (CSS 5% + ProA) และอาหาร
เสริมฟรุกโตโอลิโกแซคคาไรด์ 1% ผสม B. subtilis 5x107 CFU/g (FOS 1% + ProA) มีค่าสูงที่สุด
โดยมีค่าเท่ากับ 27.75 ± 0.29 และ 27.72 ± 0.51 g/ตัว ตามล้าดับ โดยน้้าหนักเฉลี่ยที่เพ่ิมขึ้นพบ
ความแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (p < 0.05) และเมื่อเปรียบเทียบน้้าหนักที่เพ่ิมขึ้นระหว่าง
หลังให้อาหาร 4 และ 8 สัปดาห์ พบว่า น้้าหนักที่เพ่ิมข้ึนปลานิลวัยอ่อนหลังให้อาหารทดลอง 8 สัปดาห์
สูงกว่าหลังให้อาหารทดลอง 4 สัปดาห์ ซึ่งพบความแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (p < 0.05)  

2. อัตราการเจริญเติบโตเฉลี่ยต่อวัน (Average daily growth; ADG) 
จากการศึกษาอัตราการเจริญเติบโตเฉลี่ยต่อวันของลูกปลานิลวัยอ่อน หลังให้อาหารทดลอง

ครบ 4 สัปดาห์ พบว่า ปลานิลวัยอ่อนหลังเลี้ยงด้วยอาหารเสริมเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟ 5% ผสม 
B. subtilis 5x107 CFU/g (CSS 5% + ProA) และอาหารเสริมฟรุกโตโอลิโกแซคคาไรด์ 1% ผสม 
B. subtilis 5x107 CFU/g (FOS 1% + ProA) มีค่าสูงที่สุด เท่ากับ 0.25 ± 0.00 และ 0.25± 0.00 
g/day ตามล้าดับ ซ่ึงไมพ่บความแตกต่างกันทางสถิต ิ(p > 0.05)  

หลังจากให้อาหารทดลองครบ 8 สัปดาห์ พบว่า ปลานิลวัยอ่อนหลังเลี้ยงด้วยอาหารเสริมเยื่อ
หุ้มเมล็ดกาแฟ 5% ผสม B. subtilis 5x107 CFU/g (CSS 5% + ProA) และอาหารเสริมฟรุกโตโอลิ-
โกแซคคาไรด์ 1% ผสม B. subtilis 5x107 CFU/g (FOS 1% + ProA) มีค่าสูงที่สุดโดยมีค่าเท่ากับ 
0.50 ± 0.01 g/day ซึ่งพบความแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ  (p < 0.05) และเมื่อ
เปรียบเทียบอัตราการเจริญเติบโตเฉลี่ยต่อวัน ระหว่างหลังให้อาหารทดลอง 4 และ 8 สัปดาห์ พบว่า 
อัตราการเจริญเติบโตเฉลี่ยต่อวันของปลานิลวัยอ่อนหลังให้อาหารทดลองในสัปดาห์ที่ 8 สูงกว่าหลัง
ให้อาหารทดลอง 4 สัปดาห์ อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (p < 0.05)  

 



98 

ตา
รา

งที่
  1

7 
 ป

ระ
สิท

ธิภ
าพ

กา
รเจ

ริญ
เต

ิบโ
ตข

อง
ปล

าน
ิลท

ี่เล
ี้ยง

ด้ว
ยอ

าห
าร

สูต
รต

่าง
 ๆ

 ใน
แต

่ละ
ชุด

กา
รท

ดล
อง

ที่เ
ลี้ย

งใน
กร

ะช
ังท

ี่ระ
ยะ

เวล
าก

าร
เล

ี้ยง
 4

 ส
ัปด

าห
์ 

แล
ะ 

8 ส
ัปด

าห
์ (M

ea
n 

± 
SE

) 
 

Tr
ea

tm
en

t 
we

ek
 

Co
nt

ro
l 

Pr
oA

 
CS

Sp
 0

.25
 %

 
CS

S 
5%

 
FO

S 1
%

 

Pr
o0

 
Pr

oA
 

Pr
o0

 
Pr

oA
 

Pr
o0

 
Pr

oA
 

IW
 (g

/fi
sh

) 
 

0.4
0±

0.0
5a 

0.4
0±

0.0
5a 

0.4
0±

0.0
5a 

0.4
0±

0.0
5a 

0.4
0±

0.0
5a 

0.4
0±

0.0
5a 

0.4
0±

0.0
5a 

0.4
0±

0.0
5a 

FW
 (g

/fi
sh

) 
4th

  
6.6

7±
0.2

5aA
 

7.2
7±

0.1
2aA

 
7.1

4±
0.4

1aA
 

7.0
4±

0.5
1aA

 
7.3

2±
0.2

9aA
 

7.3
9±

0.0
4aA

 
7.0

6±
0.4

1aA
 

7.3
8±

0.0
7aA

 

8th
  

20
.57

±0
.50

aB
 

25
.79

±0
.67

bB
 

27
.19

±0
.19

cB
 

27
.19

±0
.12

cB
 

27
.32

±0
.09

cB
 

28
.15

±0
.29

cB
 

27
.31

±0
.58

cB
 

28
.12

±0
.51

cB
 

W
G 

(g/
fis

h)
 

4th
  

6.2
7±

0.2
5aA

 
6.8

7±
0.1

2aA
 

6.7
4±

0.4
1aA

 
6.6

4±
0.5

1aA
 

6.9
2±

0.2
9aA

 
6.9

9±
0.0

4aA
 

6.6
6±

0.4
1aA

 
6.9

8±
0.0

7aA
 

8th
  

20
.17

±0
.50

aB
 

25
.39

±0
.67

bB
 

26
.79

±0
.19

cB
 

26
.79

±0
.12

cB
 

26
.92

±0
.09

cB
 

27
.75

±0
.29

cB
 

26
.91

±0
.58

cB
 

27
.72

±0
.51

cB
 

AD
G 

(g/
fe

ed
/d

ay
) 

4th
  

0.2
2±

0.0
1aA

 
0.2

5±
0.0

0aA
 

0.2
4±

0.0
1aA

 
0.2

4±
0.0

2a 
0.2

5±
0.0

1aA
 

0.2
5±

0.0
0aA

 
0.2

4±
0.0

1aA
 

0.2
5±

0.0
0aA

 

8th
  

0.3
6±

0.0
1aB

 
0.4

5±
0.0

1bB
 

0.4
8±

0.0
0cB

 
0.4

8±
0.0

2cB
 

0.4
8±

0.0
0cB

 
0.5

0±
0.0

1cB
 

0.4
8±

0.0
1cB

 
0.5

0±
0.0

1cB
 

SG
R 

(%
/d

ay
) 

4th
  

4.3
6±

0.0
6aA

 
4.4

9±
0.0

3aA
 

4.4
7±

0.0
9aA

 
4.4

4±
0.1

1aA
 

4.5
1±

0.0
6aA

 
4.5

2±
0.0

1aA
 

4.4
5±

0.0
9aA

 
4.5

2±
0.0

1aA
 

8th
  

5.6
2±

0.2
3aB

 
5.7

7±
0.3

8aB
 

5.7
8±

0.3
9aB

 
5.7

7±
0.3

8aB
 

5.7
8±

0.3
8aB

 
5.8

0±
0.4

1aB
 

5.7
6±

0.3
7aB

 
5.7

8±
0.3

8aB
 

FC
R 

4th
  

0.5
8±

0.0
2aA

 
0.5

2±
0.0

1aA
 

0.5
4±

0.0
3aA

 
0.5

5±
0.0

4aA
 

0.5
2±

0.0
2aA

 
0.5

1±
0.0

0aA
 

0.5
4±

0.0
3aA

 
0.5

2±
0.0

0aA
 

8th
  

0.9
4±

0.0
2bB

 
0.7

5±
0.0

2bB
 

0.7
1±

0.0
5ab

B 
0.7

1±
0.0

0ab
B 

0.7
1±

0.0
0ab

B 
0.6

8±
0.0

1aB
 

0.7
1±

0.0
2ab

B 
0.6

9±
0.0

1aB
 

FE
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

4th
  

1.7
4±

0.0
7aA

 
1.9

1±
0.0

3aA
 

1.8
7±

0.1
1aA

 
1.8

5±
0.1

4aA
 

1.9
2±

0.0
8aA

 
1.9

4±
0.0

1aA
 

1.8
5±

0.1
2aA

 
1.9

4±
0.0

2aA
 

8th
  

1.0
6±

0.0
3aB

 
1.3

4±
0.0

4bB
 

1.4
1±

0.0
1cB

 
1.4

1±
0.0

1cB
 

1.4
2±

0.0
0cB

 
1.4

6±
0.0

2cB
 

1.4
2±

0.0
3cB

 
1.4

6±
0.0

3cB
 

SR
 (%

) 
4th

  
10

0.0
0±

0.0
0aA

 
10

0.0
0±

0.0
0aA

 
10

0.0
0±

0.0
0aA

 
10

0.0
0±

0.0
0aA

 
10

0.0
0±

0.0
0aA

 
10

0.0
0±

0.0
0aA

 
10

0.0
0±

0.0
0aA

 
10

0.0
0±

0.0
0aA

 
8th

  
92

.86
±7

.14
aB

 
94

.29
±3

.52
aB

 
96

.67
±3

.33
aA

 
10

0.0
0±

0.0
0aA

 
97

.14
±2

.86
aA

 
97

.38
±1

.67
aA

 
10

0.0
0±

0.0
0aA

 
95

.48
±0

.86
aA

 

 หม
าย

เห
ตุ 

 
(M

ea
n±

SE
) ต

ัวอั
กษ

รภ
าษ

าอั
งก

ฤษ
พิม

พ์เ
ล็ก

แส
ดง

ถึง
คว

าม
แต

กต
่าง

กัน
อย

่าง
มีน

ัยส
้าค

ัญท
าง

สถ
ิติ 

(p
 <

 0
.05

)  
 

(อั
กษ

รพิ
มพ์

เล
็ก:

 แ
ตก

ต่า
งร

ะห
ว่า

งช
ุดก

าร
ทด

ลอ
ง; 

อัก
ษร

พิม
พ์ใ

หญ
่: แ

ตก
ต่า

งกั
นร

ะห
ว่า

งร
ะย

ะเ
วล

า) 



99 

3. อัตราการเจริญเติบโตจ้าเพาะ (Specific growth rate; SGR)  
จากการศึกษาอัตราการเจริญเติบโตจ้าเพาะของปลานิลวัยอ่อนหลังให้อาหารทดลองครบ 4 

สัปดาห์  พบว่ า  ปลานิลวั ย อ่อนหลั ง เลี้ ย งด้วยอาหารเสริม เยื่ อหุ้ ม เมล็ดกาแฟ 5% ผสม  
B. subtilis 5x107 CFU/g (CSS 5% + ProA) และอาหารเสริมฟรุกโตโอลิโกแซคคาไรด์ 1% ผสม  
B. subtilis 5x107 CFU/g (FOS 1% + ProA) มีค่าสูงที่สุด เท่ากับ 4.52 ± 0.01 %/วัน แต่ไม่พบ
ความแตกต่างกันทางสถิต ิ(p > 0.05)  

หลังจากให้อาหารทดลองครบ 8 สัปดาห์ พบว่า ปลานิลวัยอ่อนหลังเลี้ยงด้วยอาหารเสริมเยื่อ
หุ้มเมล็ดกาแฟ 5% ผสม B. subtilis 5x107 CFU/g (CSS 5% + ProA) มีค่าสูงที่สุด โดยมีค่าเท่ากับ 
5.80 ± 0.41 %/day ซึ่งพบความแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (p < 0.05) และเมื่อ
เปรียบเทียบอัตราการเจริญเติบโตจ้าเพาะระหว่างหลังให้อาหารทดลอง 4 และ 8 สัปดาห์ พบว่า อัตรา
การเจริญเติบโตจ้าเพาะของปลานิลวัยอ่อนหลังให้อาหารทดลอง 8 สัปดาห์สูงกว่า 4 สัปดาห์ อย่างมี
นัยส้าคัญทางสถิติ (p < 0.05)  

4. อัตราการแลกเนื้อ (Feed conversion ratio; FCR) 
จากการศึกษาอัตราการแลกเนื้อของปลานิลวัยอ่อน หลังให้อาหารทดลองครบ 4 สัปดาห์ 

พบว่า ปลานิลวัยอ่อนหลังเลี้ยงด้วยอาหารเสริมเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟ 5% ผสม B. subtilis 5x107 
CFU/g (CSS 5% + ProA) มีค่าอัตราการแลกเนื้อดีที่สุด โดยมีค่าเท่ากับ 0.51 ± 0.00 แต่ไมพ่บความ
แตกต่างกันทางสถิติ (p > 0.05)  

หลังจากให้อาหารทดลองครบ 8 สัปดาห์ พบว่า พบว่า ปลานิลวัยอ่อนหลังเลี้ยงด้วยอาหาร
เสริมเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟ 5% ผสม B. subtilis 5x107 CFU/g (CSS 5% + ProA) และอาหารเสริมฟ
รุกโตโอลิโกแซคคาไรด์ 1% ผสม B. subtilis 5x107 CFU/g (FOS 1% + ProA) มีที่สุด โดยมีค่า
เท่ากับ 0.68 ± 0.01 และ 0.69 ± 0.01 ซึ่งพบความแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (p < 0.05) 
และเมื่อเปรียบเทียบอัตราการแลกเนื้อระหว่างหลัง ให้อาหารทดลอง 4 และ 8 สัปดาห์ พบว่า 
อัตราการแลกเนื้อของปลานิลวัยอ่อนหลังให้อาหารทดลอง 4 สัปดาห์ มีค่าดีกว่า 8 สัปดาห์ 
อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (p < 0.05)  

5. ประสิทธิภาพการใช้อาหาร (Feed efficiency ratio; FE)  
จากการศึกษาประสิทธิภาพการใช้อาหารของลูกปลานิลวัยอ่อน หลังให้อาหารทดลอง ครบ 4 

สัปดาห์ พบว่า ปลานิลวัยอ่อนหลังเลี้ยงด้วยอาหารเสริมเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟ 5% ผสม B. subtilis 
5x107 CFU/g (CSS 5% + ProA) และอาหารเสริมฟรุกโตโอลิโกแซคคาไรด์ 1% ผสม B. subtilis 
5x107 CFU/g (FOS 1% + ProA) มีค่าสูงที่สุด โดยมีค่าเท่ากับ 1.94 ± 0.01 และ 1.94 ± 0.02 
ตามล้าดับ แต่ไมพ่บความแตกต่างกันทางสถิติ (p > 0.05)  
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หลังจากให้อาหารทดลองครบ 8 สัปดาห์ พบว่า ปลานิลวัยอ่อนหลังเลี้ยงด้วยอาหารเสริมเยื่อ
หุ้ ม เมล็ดกาแฟ 5% ผสม B.  subtilis 5x10 7 CFU/g (CSS 5% + ProA)  และอาหารเสริม 
ฟรุกโตโอลิโกแซคคาไรด์ 1% ผสม B. subtilis 5x107 CFU/g (FOS 1% + ProA) มีค่าสูงที่สุด โดยมี
ค่าเท่ากับ 1.46 ± 0.02 และ 1.46 ± 0.03 ตามล้าดับ ซึ่งพบความแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญทาง
สถิติ (p < 0.05) และเมื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพการใช้อาหารระหว่างหลังให้อาหารทดลอง 4 และ 
8 สัปดาห์ พบว่า ประสิทธิภาพการใช้อาหารของปลานิลวัยอ่อนให้อาหารทดลอง 8 สัปดาห์สูงกว่า 
4 สัปดาห์ อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (p < 0.05)  

6. อัตราการรอดตาย (Survival Rate) 
จากการศึกษาอัตราการรอดตายของปลานิลหลังการให้อาหารทดลอง 4 สัปดาห์ พบว่า ปลา

นิลในแต่ชุดการทดลองมีอัตราการรอดตายเฉลี่ย 100 % ไม่พบความแตกต่างกันทางสถิติ (p > 0.05) 
ในขณะที่เมื่อให้อาหารทดลอง 8 สัปดาห์ พบว่าอัตราการรอดตายของปลานิลวัยอ่อน อยู่ในช่วง 
90.00 ถึง 100.00% ซึ่งไมพ่บความแตกต่างกันทางสถิติ (p > 0.05) 
 
การศึกษาภูมิคุ้มกันเบื้องต้นของปลานิล 

ศึกษาภูมิคุ้มกันเบื้องต้นของปลานิลในแต่ละชุดการทดลอง (ไม่เก็บค่าเริ่มต้นของการทดลอง 
เนื่องจากปลานิลมีขนาดเล็ก ไม่สามารถเจาะเลือดได้ จึงใช้ชุดควบคุมเป็นตัวเปรียบเทียบแทน) 
โดยสุ่มเก็บตัวอย่างเลือดจากปลาซ้้าละ 3 ตัวต่อชุดการทดลอง ดูดเลือดจากบริเวณโคนครีบหางปลา 
(Caudal vein) ตัวละประมาณ 0.5 ml มาทดสอบภูมิคุ้มกันแบบไม่จ้าเพาะ ดังแสดงในตารางที่ 18 

1. กิจกรรมไลโซไซม์ (lysozyme Activity)  
ผลการวิเคราะห์ค่ากิจกรรมไลโซไซม์ในเลือดหลัง ให้อาหารทดลอง 4 สัปดาห์ พบว่า 

ปลานิลวัยอ่อนหลังเลี้ยงด้วยอาหารเสริมเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟ 5% ผสม B. subtilis 5x107 CFU/g (CSS 
5% + ProA) มีค่าสูงที่สุด โดยมีค่าเท่ากับ 21.47 ± 0.53 Unit/ml serum ซึ่งพบความแตกต่างอย่าง
มีนัยส้าคัญทางสถิติ (p < 0.05) 

หลังจากให้อาหารทดลองครบ 8 สัปดาห์ พบว่า ปลานิลวัยอ่อนหลังเลี้ยงด้วยอาหารเสริมเยื่อ
หุ้มเมล็ดกาแฟ 5% ผสม B. subtilis 5x107 CFU/g (CSS 5% + ProA) มีค่าสูงที่สุด โดยมีค่าเท่ากับ 
46.78 ± 0.80 Unit/ml serum ซึ่งพบความแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (p < 0.05) และ
เมื่อเปรียบเทียบค่ากิจกรรมไลโซไซม์ในเลือดระหว่างหลังให้อาหารทดลอง 4 และ 8 สัปดาห์ พบว่า 
ค่ากิจกรรมไลโซไซม์ในเลือดของปลานิลวัยอ่อนหลังให้อาหารทดลอง 8 สัปดาห์สูงกว่า 4 สัปดาห์ 
อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (p < 0.05)  
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2. การทดสอบประสิทธิภาพการท้าลายเชื้อแบคทีเรียของเซลล์เม็ดเลือด (NBT) 
ผลการวิเคราะห์ค่าประสิทธิภาพการท้าลายเชื้อแบคทีเรียของเซลล์เม็ดเลือด (NBT) ในซีรั่ม

หลังให้อาหารทดลอง 4 สัปดาห์ พบว่า ปลานิลวัยอ่อนหลังเลี้ยงด้วยอาหารเสริมเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟ 
2.5% ผสม B. subtilis 5x107 CFU/g (CSS 2.5% + ProA) อาหารเสริมเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟ 5% ผสม 
B. subtilis 5x107 CFU/g (CSS 5% + ProA) และอาหารเสริมฟรุกโตโอลิโกแซคคาไรด์ 1% ผสม 
B. subtilis 5x107 CFU/g (FOS 1% + ProA) มีค่าสูงที่สุด โดยมีค่าเท่ากับ 0.09 ± 0.00, 0.09 ± 
0.01 และ 0.09 ± 0.00 Unit/ml ตามล้าดับ อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (p < 0.05)  

หลังจากให้อาหารทดลอง 8 สัปดาห์ พบว่า ปลานิลวัยอ่อนหลังเลี้ยงด้วยอาหารเสริมเยื่อหุ้ม
เมล็ดกาแฟ 5% (CSS 5%) อาหารเสริมเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟ 5% ผสม B. subtilis 5x107 CFU/g (CSS 
5% + ProA) อาหารเสริมฟรุกโตโอลิโกแซคคาไรด์ 1% (FOS 1%) และอาหารเสริมฟรุกโตโอลิโกแซค
คาไรด์ 1% ผสม B. subtilis 5x107 CFU/g (FOS 1%+ProA) มีค่าสูงที่สุด โดยมีค่าเท่ากับ 0.15 ± 
0.01 Unit/ml พบความแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (p < 0.05) และเมื่อเปรียบเทียบค่า
ประสิทธิภาพการท้าลายเชื้อแบคทีเรียของเซลล์เม็ดเลือด (NBT) ในซีรั่มระหว่างหลังให้อาหารทดลอง 
4 และ 8 สัปดาห์ พบว่า ค่าประสิทธิภาพการท้าลายเชื้อแบคทีเรียของเซลล์เม็ดเลือด (NBT) ในซีรั่ม
ของปลานิลวัยอ่อนให้อาหารทดลอง 8 สัปดาห์สูงกว่า 4 สัปดาห์ อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ 
(p < 0.05) 

3. การวิเคราะห์ Superoxide Dismutase (SOD) Activity (Unit/g) 
ผลการวิเคราะห์ปริมาณเอนไซม์ต้านอนุมูลอิสระในตับของปลานิลวัยอ่อน หลังให้อาหาร

ทดลอง 4 สัปดาห์ พบว่าปลานิลวัยอ่อนหลังเลี้ยงด้วยอาหารเสริมเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟ 5% ผสม B. 
subtilis 5x107 CFU/g (CSS 5% + ProA) มีค่าสูงที่สุด โดยมีค่าเท่ากับ 153.11 ± 3.75 Unit/g ซึ่ง
พบความแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (p < 0.05)  

หลังจากให้อาหารทดลอง 8 สัปดาห์ พบว่า ปลานิลวัยอ่อนหลังเลี้ยงด้วยอาหารทดลองเสริม
เยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟ 5% ผสม B. subtilis 5x107 CFU/g (CSS 5% + ProA) มีปริมาณเอนไซม์ต้าน
อนุมูลอิสระในตับสูงที่สุด เท่ากับ 210.33 ± 12.10 Unit/g ซึ่งพบความแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญ
ทางสถิติ (p < 0.05) และเมื่อเปรียบเทียบปริมาณเอนไซม์ต้านอนุมูลอิสระในตับระหว่างหลังเลี้ยง 
4 และ 8 สัปดาห์ พบว่า ปริมาณเอนไซม์ต้านอนุมูลอิสระในตับของปลานิลวัยอ่อนหลังให้ทดลอง 
8 สัปดาห์สูงกว่า 4 สัปดาห์ อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (p < 0.05) 
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กิจกรรมเอนไซม์ย่อยอาหาร 
หลังจากเลี้ยงปลานิลวัยอ่อนด้วยอาหารสูตรต่าง ๆ เป็นเวลา 8 สัปดาห์ เก็บตัวอย่างทางเดิน 

อาหารของปลานิลวัยอ่อน (ล้าไส้ และกระเพาะ) มาวิเคราะห์หาเอนไซม์ ทริปซิน ไคโมทริปซิน 
เอนไซม์โปรติเอส และอะไมเลส ดังแสดงในตารางที่ 19 

1.  ค่ากิจกรรมการท้างานของเอนไซม์ทริปซินและไคโมทริปซิน 
จากการศึกษาค่ากิจกรรมการท้างานของเอนไซม์ทริปซินในล้าไส้  และกระเพาะอาหารของ

ปลานิลวัยอ่อน หลังให้อาหารทดลอง 4 สัปดาห์ พบว่า ค่ากิจกรรมการท้างานของเอนไซม์ทริปซินใน
ล้าไส้ และกระเพาะอาหารของปลานิลวัยอ่อนหลังเลี้ยงด้วยอาหารเสริมเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟ 5% ผสม 
B. subtilis 5x107 CFU/g (CSS 5% + ProA) มีค่าสูงที่สุด เท่ากับ 13.26 ± 0.02 และ 13.37 ± 0.01 
mg Protein/ml ตามล้าดับ ซึ่งพบความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (p < 0.05) (ตารางที่ 19) 

หลังให้อาหารทดลอง 8 สัปดาห์ พบว่า ค่ากิจกรรมการท้างานของเอนไซม์ทริปซินในล้าไส้
และกระเพาะอาหาร ของปลานิลวัยอ่อนหลังเลี้ยงด้วยอาหารเสริมเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟ 5% ผสม 
B. subtilis 5x107 CFU/g (CSS 5% + ProA) มีค่าลดลง และมีค่าสูงที่สุด เท่ากับ 9.88 ± 0.02 และ 
10.25 ± 0.01 mg Protein/ml ตามล้าดับ ซึ่งพบความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (p < 0.05)  

จากการศึกษาค่ากิจกรรมการท้างานของเอนไซม์ไคโมทริปซินในล้าไส้ และกระเพาะของปลา
นิลวัยอ่อน หลังให้อาหารทดลอง 4 สัปดาห์ พบว่า ค่ากิจกรรมการท้างานของเอนไซม์ไคโมทริปซินใน
ล้าไส้ และกระเพาะอาหารของปลานิลวัยอ่อนหลังเลี้ยงด้วยอาหารเสริมเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟ 5% ผสม 
B. subtilis 5x107 CFU/g (CSS 5% + ProA) และอาหารมีเสริมฟรุกโตโอลิโกแซคคาไรด์ 1% ผสม 
B. subtilis 5x107 CFU/g (FOS 1% + ProA) มีค่าสูงที่สุด พบในล้าไส้ เท่ากับ 24.84 ± 0.02 และ 
24.47 ± 0.02 mg Protein/ml ตามล้าดับ อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (p < 0.05) ในขณะที่พบใน
กระเพาะอาหาร เท่ากับ 25.51 ± 0.01 และ 25.16 ± 0.02 mg Protein/ml ตามล้าดับ อย่างมี
นัยส้าคัญทางสถิติ (p < 0.05)  

หลังให้อาหารทดลอง 8 สัปดาห์ พบว่า ค่ากิจกรรมการท้างานของเอนไซม์ไคโมทริปซินใน
ล้าไส้ของปลานิลวัยอ่อน และกระเพาะอาหารของปลานิลวัยอ่อนหลังเลี้ยงด้วยอาหารเสริมเยื่อหุ้ม
เมล็ดกาแฟ 5% และ B. subtilis 5x107 CFU/g (CSS 5% + ProA) และอาหารมีเสริมฟรุกโตโอลิโก
แซคคาไรด์ 1% ผสม B. subtilis 5x107 CFU/g (FOS 1% + ProA) มีค่าลดลง และมีค่าสูงที่สุด 
พบในล้าไส้ เท่ากับ 13.75 ± 0.01 และ 13.84 ± 0.01 mg Protein/ml ตามล้าดับ อย่างมีนัยส้าคัญ
ทางสถิติ (p < 0.05) ในขณะที่พบในกระเพาะอาหาร เท่ากับ 16.06 ± 0.00 และ 15.32 ± 0.01 mg 
Protein/ml ตามล้าดับ อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (p < 0.05) 
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2.  ค่ากิจกรรมการท้างานของเอนไซม์โปรติเอส 
จากการศึกษาค่ากิจกรรมการท้างานของเอนไซม์โปรติเอสในล้าไส้ของปลานิลวัยอ่อน หลังให้

อาหารทดลอง 4 สัปดาห์ พบว่า หลังเลี้ยงด้วยอาหารเสริมเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟ 5% (CSS 5%) และ
อาหารเสริมเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟ 5% ผสม B. subtilis 5x107 CFU/g (CSS 5% + ProA) มีค่าสูงที่สุด 
โดยมีค่าเท่ากับ 113.38 ± 0.01 และ 117.83 ± 0.03 mg Protein/ml อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ 
(p < 0.05) ในขณะที่ค่ากิจกรรมการท้างานของเอนไซม์โปรติเอสในกระเพาะอาหาร ของปลานิลวัย
อ่อนหลังเลี้ยงด้วยอาหารเสริมเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟ 5% (CSS 5%) อาหารเสริมเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟ 5% 
ผสม B. subtilis 5x107 CFU/g (CSS 5% + ProA) และอาหารเสริมฟรุกโตโอลิโกแซคคาไรด์ 1% 
ผสม B. subtilis 5x107 CFU/g (FOS 1%+ProA) มีค่าสูงสุด โดยมีค่าเท่ากับ 80.75 ± 0.00, 82.13 
± 0.00 และ 81.46 ± 0.14 mg Protein/ml ตามล้าดับ อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (p < 0.05) (ตาราง
ที่ 19) 

หลังให้อาหารทดลอง 8 สัปดาห์ พบว่า ค่ากิจกรรมการท้างานของเอนไซม์โปรติเอสในล้าไส้
ของปลานิลวัยอ่อนหลังเลี้ยงด้วยอาหารเสริม B. subtilis 5x107 CFU/g (ProA) และอาหารเสริมเยื่อ
หุ้มเมล็ดกาแฟ 5% ผสม B. subtilis 5x107 CFU/g (CSS 5% + ProA) มีค่าสูงที่สุด โดยมีค่าเท่ากับ 
39.38 ± 0.02 และ 43.52 ± 0.00 mg Protein/ml ตามล้าดับ อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (p < 0.05) 
ในขณะที่ค่ากิจกรรมการท้างานของเอนไซม์โปรติเอสในกระเพาะอาหารของปลานิลวัยอ่อน หลังเลี้ยง
ด้วยอาหารเสริมเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟ 5% ผสม B. subtilis 5x107 CFU/g (CSS 5% + ProA) และ
อาหารเสริมฟรุกโตโอลิโกแซคคาไรด์ 1% ผสม B. subtilis 5x107 CFU/g (FOS 1%+ProA) 
มีค่าสูงสุด โดยมีค่าเท่ากับ 24.33 ± 0.01 และ 23.40 ± 0.04 mg Protein/ml ตามล้าดับ อย่างมี
นัยส้าคัญทางสถิติ (p < 0.05) (ตารางที่ 19) 

3.  ค่ากิจกรรมการท้างานของเอนไซม์อะไมเลส 
จากการศึกษาค่ากิจกรรมการท้างานของเอนไซม์อะไมเลสในล้าไส้  และกระเพาะอาหารของ

ปลานิลวัยอ่อน หลังให้อาหารทดลอง 4 สัปดาห์ พบว่า ค่ากิจกรรมการท้างานของเอนไซม์อะไมเลสใน
ล้าไส้ของปลานิลวัยอ่อนหลังเลี้ยงด้วยอาหารเสริมเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟ 5% ผสม B. subtilis 5x107 
CFU/g (CSS 5% + ProA) มีค่าสูงที่สุด โดยมีค่าเท่ากับ 1,275.37±0.01 mg Protein/ml ในขณะที่
ค่ากิจกรรมการท้างานของเอนไซม์อะไมเลสในกระเพาะของปลานิลวัยอ่อนหลังเลี้ยงด้วยอาหารเสริม
เยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟ 5% ผสม B. subtilis 5x107 CFU/g (CSS 5% + ProA) และอาหารเสริมฟรุกโตโอ
ลิโกแซคคาไรด์ 1% ผสม B. subtilis 5x107 CFU/g (FOS 1%+ProA) มีค่าสูงสุด โดยมีค่าเท่ากับ 
1,415.39 ± 0.01 และ 1,392.73 ± 0.02 mg Protein/ml ตามล้าดับ อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ 
(p < 0.05)   
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หลังให้อาหารทดลอง 8 สัปดาห์ พบว่า ค่ากิจกรรมการท้างานของเอนไซม์อะไมเลสในล้าไส้ 
และกระเพาะอาหารของปลานิลวัยอ่อนหลังเลี้ยงด้วยอาหารเสริมเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟ 5% ผสม 
B. subtilis 5x107 CFU/g (CSS 5% + ProA) มีค่าสูงสุด เท่ากับ 1,087.96 ± 0.02 และ 668.77 ± 
0.03 mg Protein/ml ตามล้าดับ อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (p < 0.05)  
 
การทดสอบความต้านทานต่อเชื้อแบคทีเรียก่อโรค A. hydrophila และ S. agalactiae 

จากผลการทดสอบความต้านทานต่อเชื้ อแบคที เรียก่อโรค A.  hydrophila และ 
S. agalactiae โดยให้อาหารทดลองเป็นเวลา 8 สัปดาห์ จากนั้นน้าปลานิลวัยอ่อนมาฉีดเชื้อก่อโรค 
A. hydrophila และ S. agalactiae ที่ปริมาณเซลล์ 1x106 CFU/ml จ้านวน 8 ชุดการทดลอง 
การทดลองละ 15 ตัว ฉีดเข้าที่บริเวณช่องท้องตัวละ 0.1 ml สังเกตและเก็บข้อมูลอัตราการรอดใน
ระยะเวลา 14 วันหลังการฉีดเชื้อ พบว่า ความต้านทานต่อเชื้อ A. hydrophila ในปลานิลวัยอ่อนที่
เลี้ยงด้วยอาหารเสริมเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟ 5% และ B. subtilis 5x107 CFU/g (CSS 5% + ProA) มี
เปอร์เซ็นต์อัตราการรอดตายมากที่สุดที่ 100.00% ในขณะที่ปลานิลวัยอ่อนในชุดควบคุมมีอัตราการ
รอดเพียง 40.00% พบความแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (p < 0.05) แสดงดังภาพที ่32 

 
 

ภาพที่  32  ค่าเฉลี่ยอัตรารอดต่อเชื้อแบคทีเรียก่อโรค Aeromonas hydrophila (%) (Mean±SD) 
ของปลานิลวัยอ่อน หลังเลี้ยงด้วยอาหารสูตรต่าง ๆ ในแต่ละชุดการทดลอง 

ที่เลี้ยงในกระชัง ภายหลังการติดเชื้อ ระยะเวลา 14 วัน 

หมายเหตุ ตัวอักษรภาษาอังกฤษพิมพ์เล็กแสดงถึงความแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (p < 0.05)   
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ความต้านทานต่อเชื้อแบคทีเรียก่อโรค S. agalactiae ในปลานิลวัยอ่อนที่เลี้ยงด้วยอาหาร
เสริมเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟ 5% และ B. subtilis 5x107 CFU/g (CSS 5% + ProA) มีเปอร์เซ็นต์อัตรา
การรอดตายมากที่สุดที่ 100.00% ในขณะที่ปลานิลวัยอ่อนในชุดควบคุมมีอัตราการรอดเพียง 
33.33% พบความแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (p < 0.05) แสดงดังภาพที ่33 

 
 

ภาพที่  33  ค่าเฉลี่ยอัตรารอดต่อเชื้อแบคทีเรียก่อโรค Streptococcus agalactiae (%) 
(Mean±SD) ของปลานิลวัยอ่อน หลังเลี้ยงด้วยอาหารสูตรต่าง ๆ ในแต่ละชุดการทดลอง 

ที่เลี้ยงในกระชัง ภายหลังการฉีดเชื้อ ระยะเวลา 14 วัน 
 

หมายเหตุ  ตัวอักษรภาษาอังกฤษพิมพ์เล็กแสดงถึงความแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (p < 0.05)  
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ตารางท่ี  20  การวิเคราะห์ Two-way ANOVA แสดงค่า P-Value (ค่าเฉลี่ยแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญที่  
p < 0.05) ขึ้นอยู่กับพรีไบโอติก และโพรไบโอติก ของปลานิลวัยอ่อนหลังเลี้ยงด้วยอาหารเสริม
ซินไบโอติก ในแต่ละชุดการทดลอง ที่เลี้ยงในกระชัง ระยะเวลาการเลี้ยง 8 สัปดาห ์

 

  Prebiotic Probiotic Synbiotic 
ด้านการเจริญเติบโต     
Weight gain (g/fish) 1st month 0.639 0.324 0.702 

2nd month <0.000 <0.000 <0.000 
ADG (g/day) 1st month 0.829 0.273 0.361 

2nd month <0.000 <0.000 <0.000 
FCR 1st month 0.296 0.138 0.044 

2nd month <0.000 0.008 0.007 
SGR (%) 1st month 0.694 0.211 0.318 

2nd month <0.000 <0.000 <0.000 
ด้านภูมิคุ้มกนั     

Lysozyme activity 1st month 0.123 0.026 0.046 
2nd month 0.103 <0.000 <0.000 

NBT 1st month 0.432 0.002 0.001 
2nd month 0.022 <0.000 0.003 

SOD 1st month 0.527 <0.000 <0.000 
2nd month 0.086 <0.000 <0.000 

ด้านเอนไซม์ย่อยอาหาร     
Trypsin 1st month <0.000 <0.000 <0.000 

2nd month <0.000 <0.000 <0.000 
Chymotrypsin 1st month <0.000 <0.000 <0.000 

2nd month <0.000 <0.000 <0.000 
Protease 1st month <0.000 <0.000 <0.000 

2nd month <0.000 <0.000 <0.000 
Amylase 1st month <0.000 <0.000 <0.000 

2nd month <0.000 <0.000 <0.000 
 

หมายเหตุ WG: น้้าหนักสุดท้าย; FCR: อัตราการแลกเนื้อ; ADG: อัตราการเจริญเติบโตเฉลี่ยต่อวัน; 
SGR: ประสิทธิภาพการกินอาหาร; NBT: ประสิทธิภาพการท้าลายเชื้อแบคทีเรียของเซลล์เม็ดเลือดใน
ซีรั่ม; SOD: Superoxide Dismutase 
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จากการวิเคราะห์ Two-way ANOVA แสดงให้เห็นว่า หลังการเลี้ยงปลานิลวัยอ่อนด้วย
อาหารเสริมพรีไบโอติก โพรไบโอติก และซินไบโอติกได้ 4 สัปดาห์ ในด้านการเจริญเติบโตพบว่า การ
เสริมพรีไบโอติกอย่างเดียว โพรไบโอติกอย่างเดียว ไม่มีผลต่อน้้าหนักของปลา อัตราการเจริญเติบโต
เฉลี่ ยต่ อวั น  อัตราการแลก เนื้ อ  และ อัตราการ เจริญ เติบ โตจ้ า เพาะ  แต่ เ มื่ อมี การน้ า  
พรีไบโอติกมาใช้ร่วมกับโพรไบโอติก (ซินไบโอติก) พบว่า มีผลต่ออัตราการแลกเนื้อ ในขณะที่เมื่อหลัง
การเลี้ยงได้ 8 สัปดาห์ พบว่า การเสริมพรีไบโอติก โพรไบโอติก และซินไบโอติก มีผลต่อน้้าหนักเฉลี่ย
ของปลา อัตราการเจริญเติบโตแฉลี่ยต่อวัน อัตราการแลกเนื้อ และอัตราการเจริญเติบโตจ้าเพาะ 
แสดงดังตารางที ่20 

จากการศึกษาในด้านภูมิคุ้มกันของปลานิลวัยอ่อน หลังเลี้ยงได้ 4 สัปดาห์ พบว่า การเสริม 
พรีไบโอติกอย่างเดียว ไม่มีผลต่อค่ากิจกรรมไลโซไซม์ในเลือด ประสิทธิภาพการท้าลายเชื้อแบคทีเรีย
ของเซลล์เม็ดเลือด (NBT) ในซีรั่ม และค่าปริมาณ Superoxide dismutase (SOD) ในตับของปลานิล
วัยอ่อน ในขณะที่ผลของการเสริมโพรไบโอติกอย่างเดียว และผลของการใช้พรีไบโอติกร่วมกับ  
โพรไบโอติก (ซินไบโอติก) มีผลต่อค่ากิจกรรมไลโซไซม์ในเลือด ประสิทธิภาพการท้าลายเชื้อแบคทีเรีย
ของเซลล์เม็ดเลือด (NBT) ในซีรั่ม และค่าปริมาณ Superoxide dismutase (SOD) ในตับ และเมื่อ
หลังการเลี้ยงได้ 8 สัปดาห์ พบว่าผลของการเสริมพรีไบโอติกอย่างเดียว ไม่มีผลต่อค่ากิจกรรม 
ไลโซไซม์ในเลือด ประสิทธิภาพการท้าลายเชื้อแบคทีเรียของเซลล์เม็ดเลือด (NBT) ในซีรั่ม แต่มีผลต่อ 
ค่าปริมาณ Superoxide dismutase (SOD) ในตับ ในขณะที่ผลของโพรไบโอติกอย่างเดียว และผล
ของการใช้พรีไบโอติกร่วมกับโพรไบโอติก (ซินไบโอติก) มีผลต่อค่ากิจกรรมไลโซไซม์ในเลือด 
ประสิทธิภาพการท้าลายเชื้อแบคทีเรียของเซลล์เม็ดเลือด (NBT) ในซีรั่ม และค่าปริมาณ Superoxide 
dismutase (SOD) แสดงดังตารางที ่20 

จากการศึกษาในด้านกิจกรรมเอนไซม์ย่อยอาหาร หลังเลี้ยงได้ 4 สัปดาห์ และ 8 สัปดาห์ 
พบว่า ผลการเสริมพรีไบโอติกอย่างเดียว โพรไบโอติกอย่างเดียว และผลของการเสริมพรีไบโอติก และ
โพรไบโอติก (ซินไบโอติก) มีผลลต่อค่าเอนไซม์ทริปซิน เอนไซม์ไคโมทริปซิน เอนไซม์โปรติเอส และ
เอนไซม์อะไมเลส แสดงดังตารางที ่20 

จากผลการวิเคราะห์ Two-way ANOVA สามารถอธิบายได้ว่า เสริมพรีไบโอติก ร่วมกับ 
โพรไบโอติก (ซินไบโอติก) มีผลต่อค่าการเจริญเติบโต ค่าภูมิคุ้มกัน และค่ากิจกรรมเอนไซม์ย่อย
อาหารของปลานิลวัยอ่อน มากกว่าการเสริมพรีไบโอติกเพียงอย่างเดียว หรือโพรไบโอติกเพียงอย่าง
เดียว 

 



บทที่ 5 
วิจารณ์ผลการวิจัย 

 
ศึกษาความหลากหลายของเชื้อจุลินทรีย์โพรไบโอติก  

การทดสอบประสิทธิภาพในการยับยั้งเชื้อก่อโรคโดยโพรไบโอติก ได้ทั้งหมด 10 ไอโซเลท 
ส่วนใหญ่เป็นแบคทีเรียแกรมบวกรูปแท่ง ซึ่งในการศึกษาวิจัยนี้เป็นการศึกษาโพรไบโอติกเฉพาะถิ่นใน
ปลานิล ซึ่งเชื้อที่พบอาจมีความแตกต่างกับเชื้อโพรไบโอติกในพ้ืนที่อ่ืนๆ ส่งผลให้มีประสิทธิภาพ
แตกต่างหรือใกล้เคียงกันกับโพรไบโอติกในปลานิลจากพ้ืนที่ อ่ืนๆ โดยประสิทธิภาพของเชื้อ 
โพรไบโอติกจะขึ้นอยู่กับปริมาณเชื้อเริ่มต้น ชนิดปลา ระบบการเลี้ยง และคุณภาพน้้าในแหล่งน้้า  
นั้น ๆ (อุดมลักษณ์ และจีราพร, 2556) 

ในการคัดเลือก และทดสอบสมบัติของเชื้อในการน้ามาใช้เป็นโพรไบโอติกนั้น จะท้าการ
ทดสอบความสามารถในการยับยั้งเชื้อแบคทีเรียก่อโรคในปลานิล โดยมีวิธีการ Agar well diffusion 
และศึกษาไอโซเลทที่มีความปลอดโดยไม่ท้าให้เม็ดเลือดแดงแตก (Non hemolysis) จากผลการ
ทดลองเชื้อจุลินทรีย์ CR10-5 มีความสามารถในการยับยั้งเชื้อ A. hydrophila และ S. agalactiae 
ได้ดีที่สุด เมื่อเปรียบเทียบกับเชื้อจุลินทรีย์ตัวอ่ืน ๆ โดยดูจากโซนใส (Clear zone) ที่เกิดขึ้นรอบ ๆ 
โคโลนีของเชื้อ และเมื่อน้าเชื้อจุลินทรีย์ CR10-5 มาทดสอบปฏิกิริยาการแตกของเซลล์เม็ดเลือดแดง 

(Hemolysis) พบว่าเกิดปฏิกิริยาการแตกตัวของเซลล์เม็ดเลือดแดงแบบ γ-hemolysis โดยเกิดการ 
Hemolysis ไม่สมบูรณ์ ซึ่งไม่สามารถท้าให้เม็ดเลือดแดงแตกตัวได้ (Non hemolysis)เชื้อส่วนใหญ่ที่
ท้าให้เม็ดเลือดแดงแตกจะเป็นกลุ่มเชื้อก่อโรค เช่น Streptococcus บางสายพันธุ์ ซึ่งนิลุบล และคณะ 
(2545) ท้าการทดสอบคุณสมบัติของเชื้อ Streptococcus ส่วนใหญ่พบว่า กลุ่มที่ท้าให้เม็ดเลือดแดง
แตกแบบ Beta และ Alpha - hemolysis เป็นสาเหตุการตายของปลานิล มีรายงานของ ปวเรศวร์ 
และคณะ (2549) ทดสอบความสามารถในการย่อยเม็ดเลือดแดงของแบคทีเรียแลคติกทั้ง 54 สาย
พันธุ์  พบว่ า  มี แบคที เ รี ย แลคติ ก  13  ส าย พันธุ์  ที่ ไ ม่ ท้ า ให้ เ ม็ ด เ ลื อดแดงแตก  ได้ แ ก่ 
L. plantarum อีก 41 สายพันธุ์ ท้าให้เม็ดแดงแตก และจากการศึกษาของ นิลุบล และคณะ (2545) 
กล่าวว่าเชื้อสกุล Streptococcus นั้นเป็นสาเหตุหลักที่ท้าให้เกิดโรค Streptococcosis ระบาดมาก
ในปลานิล โดยเฉพาะอย่างยิ่ง S. iniae 

จากนั้นจึงท้าการคัดเลือกสายพันธุ์ที่มีประสิทธิภาพดีที่สุดคือ CR10-5 (อุดมลักษณ์ และ 
จีราพร, 2556) มาจ้าแนกจุลินทรีย์ โดยการหาล้าดับเบสของชิ้นส่วน 16s rDNA ผลการทดลอง พบว่า
แบคทีเรีย CR10-5 ที่ใช้เป็นเชื้อแบคทีเรีย Bacillus subtilis ทั้งนี้จากการวิเคราะห์ว่าเป็นเชื้อดังกล่าว
นั้ นมี หลั กการ  คื อ  อาศั ยค่ า ร้ อยละความ เหมื อนหรื อ  percent of identity ของล้ า ดั บ 
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นิวคลีโอไทด์ในส่วนของ 16s rDNA gene ระหว่างเชื้อไอโซเลตกับเชื้อที่มีรายงานไว้ในฐานข้อมูล 
NCBI ผ่านการวิเคราะห์โดยโปรแกรม blast ซึ่งหากเปรียบเทียบแล้วพบว่ามีค่าความเหมือนตั้งแต่ 
97% ขึ้นไป ให้จ้าแนกว่าเป็นเชื้อแบคทีเรียชนิดนั้น (มารุตพงศ์ และวีระพงศ์, 2561) 

 
การวิเคราะห์องค์ประกอบของเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟ 

ผลการศึกษาองค์ประกอบทางโภชนาการของเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟพบว่าในเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟ
สายพันธุ์อะราบิก้าประกอบไปด้วยโปรตีน 19.40 ± 2.10 % ไขมัน 1.80 ± 0.10 % ความชื้น 6.80 ± 
1.10 % เถ้า 7.30 ± 0.20 % และคาร์โบไฮเดรต 64.80 ± 0.70 % ซึ่งมีปริมาณใกล้เคียงกับงานวิจัย
ของ Ateş and Elmaci (2018); Borrelli et al. (2004); Costa et al. (2018); Jiménez-Zamora 
et al. (2015) และ Pourfarzad et al. (2013) ได้กล่าวว่าในเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟประกอบไปด้วย
โปรตีนอยู่ในช่วง 15.40 - 18.80% ไขมันอยู่ในช่วง 2.10 - 4.60 % ความชื้นอยู่ในช่วง 4.80 - 7.60 
% คาร์โบไฮเดรตอยู่ในช่วง 62.10 - 66.90 % และเส้นใยอาหารทั้งหมดอยู่ในช่วง 52.40 - 62.40 
(ซึ่งประกอบด้วยเส้นใยละลายน้้า 7.10 - 8.80 % และเส้นใยที่ไม่ละลายน้้า 49.10- 54.20 %) 

ผลการวิเคราะห์หาปริมาณน้้าตาลทั้งหมด และน้้าตาลรีดิวซ์ (Reducing sugar) พบว่า
หลังจากหมักเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟด้วยเอนไซม์เซลลูเลส Cellusoft® L Ultra  conc เป็นเวลา 24 
ชั่วโมง พบว่าปริมาณน้้าตาลมีค่าสูงขึ้นตามเวลาการหมักที่มากขึ้น ในขณะที่การหมักด้วยเอนไซม์
เซลลูเลส Cellusoft® CR conc ปริมาณน้้าตาลทั้งหมดมีค่าสูงขึ้นเพียงเล็กน้อย (ตารางที่ 10) จาก
การย่อยด้วยเอนไซม์ L Ultra  conc พบว่าปริมาณน้้าตาลรีดิวซ์ได้แก่ กลูโคส ฟรุกโตส ซูโคส 
และนีสโตสเพ่ิมสูงขึ้น ซึ่งน้้าตาลรีดิวซ์ที่เกิดจากการหมักมีคุณสมบัติที่สามารถท้าหน้าที่เป็นตัวรีดิวซ์
ได้ น้้าตาลรีดิวซ์ที่พบมากที่สุด ได้แก่ กลูโคส ฟรุกโตส และกาแลคโตสในรูปของโมโนแซ็กคาไรด์  
แลคโตส และมอลโทสในรูปของไดแซ็กคาไรด์ (Pratt and Cornely, 2021; Scully et al., 2016) 
หากใช้เอนไซม์ชนิดอ่ืน ๆ ในการหมัก เช่น เอนไซม์แมนนาเนส ผลผลิตน้้าตาลที่ได้ก็อาจจะมีชนิดที่
แตกต่างกันออกไปดังงานวิจัยของชยาภรณ์ (2560) ท้าการทดสอบการหมักกากกาแฟด้วยแมนนาเนส 
จาก Bacillus sp. GA2(1) พบว่าน้้าตาลโอลิโกแซกคาไรด์ที่พบในผลิตภัณฑ์จากการย่อยกากกาแฟ
ประกอบด้วยน้้าตาลแมนโนส แมนโนไบโอส แมนโนไตรโอส และแมนโนเพนตะโอส ซึ่งน้้าตาลฟรุกโตลิ- 
โกแซ็กคาไรด์และฟรุกโตฟูราโนไซเดสที่ได้จากการหมักเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟ (Mussatto and Teixeira, 
2010) มีศักยภาพในการเป็นพรีไบโอติก สารต้านอนุมูลอิสระ (Borrelli et al., 2004) และสารออก
ฤทธิ์ยับยั้งเชื้อจุลินทรีย์  (Antimicrobial) (Rufián-Henares and de la Cueva, 2009) ได้เป็น 
อย่างดี จากงานวิจัยของ Costa et al. (2018) พบว่าเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟมีสารประกอบฟีนอลิคและ 
ฟลาโวนอยด์ที่มีฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระโดยสามารถยับยั้งการสร้าง DPPH (DPPH* inhibition) 
และ Ferric-reducing antioxidant power และยังพบว่าสารสกัดจากเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟ (0.20 - 25 
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g/L) สามารถยับยั้งการเกิด Hemolysis อย่างไรก็ตามหากใช้สารสกัดจากเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟใน
ปริมาณที่มากเกินไป (50 และ 100 g/L) ความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระจะหายไป นอกจากนั้น
ยังพบว่าสารสกัดจากเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟสามารถป้องกันเซลล์จากการบาดเจ็บจากปฏิกิริยา  
ออกซิเดชั่น 

 
การศึกษาการเป็นพรีไบโอติกจากเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟ 

สมบัติในการเป็นสารพรีไบโอติกจากเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟ พบว่าชนิดและปริมาณน้้าตาลที่
วิเคราะห์ได้จากการหมักด้วยเอนไซม์เซลลูเลส L Ultra conc มีค่ามากที่สุดในชุดการทดลองเยื่อหุ้ม
เมล็ดกาแฟแบบผง (CSSp) ซึ่งในผงเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟมีสารประกอบ Melanoidins ถึง 17-23 % 
ของสารออกฤทธิ์ชีวภาพทั้งหมด (Bioactive compounds) ที่มีฤทธิ์ยับยั้งเชื้อก่อโรคในอาหารและ
ผลิตภัณฑ์ต่าง ๆ (Costa et al., 2018; Iriondo-DeHond et al., 2020; Iriondo-DeHond et al., 
2019 ; Oliveira and Franca, 2014) เยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟมี เส้นใยอาหาร (Dietary fiber)  สู ง 
(50 – 60 %) ประกอบด้วยเส้นใยอาหารที่ละลายน้้าได้ 15 % และเส้นใยอาหารที่ไม่ละลายน้้า 85 % 
(Narita and Inouye, 2012) นอกจากนี้ยังมีส่วนประกอบของลิกนินประมาณ 30 % รวมทั้ง 
โพลีแซ็กคาไรด์ต่าง ๆ ได้แก่ กลูแคน 17.8 %, ไซแลน 4.7 %, อาราบิแนน 2 %, กาแลคแตน 3.8 % 
และแมนแนน 2.6 % Jiménez-Zamora et al. (2015) รายงานว่าเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟสามารถเพ่ิม
ปริมาณโพรไบโอติก เช่น Lactobacillus spp. และ Bifidobacterium spp. อย่างมีนัยส้าคัญ 
(p < 0.05) อีกทั้งไม่เพ่ิมปริมาณแบคทีเรียก่อโรค เช่น Bacteroides spp. และ Clostridium spp. 
เช่นเดียวกับรายงานของ Borrelli et al.  (2004)  ที่พบการเ พ่ิมขึ้นของระดับโพรไบโอติก 
Bifidobacteria และการลดลงของเชื้อ Clostridium spp. ในขณะที่เชื้อกลุ่ม Lactobacillus spp. 
สามารถเจริญขึ้นได้อย่างจ้ากัด (ปริมาณไม่สูงเท่ากับ Bifidobacteria) ผลการทดสอบการเป็นสาร 
พรีไบโอติกจากเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟที่ได้ มีความคล้ายคลึงกับงานวิจัยนี้ที่พบว่าสารออกฤทธิ์จากเยื่อหุ้ม
เมล็ดกาแฟสามารถส่งเสริมการเจริญของเชื้อโพรไบโอติกในสัตว์น้้า (B. subtilis) โดยท้าให้ 
B. subtilis เพ่ิมปริมาณสูงขึ้น ในขณะที่สามารถควบคุมการเจริญของเชื้อก่อโรค (A. hydrophila 
และ S. agalactiae) ได้ดี  

ผลการศึกษาการของส่งเสริมการเจริญจุลินทรีย์โพรไบโอติก B. subtilis น้้าตาลโอลิโก 
แซกคาไรค์จาก CSSe: L Ultra และ CSSp: L Ultra สามารถช่วยกระตุ้นการเจริญเติบโตของ
เชื้อจุลินทรีย์ที่มีประโยชน์ได้ เช่นเดียวกับการศึกษาของ Pan et al. (2009) ที่กล่าวว่าการเติม 
โอลิโกแซกคาไรด์ 4 ชนิด คือ ฟรุกโตโอลิโกแซกคาไรด์ ไซโลโอลิโกแซกคาไรด์ ไคโตโอลิโกแซกคาไรด์ 
และแมนโนโอลิโกแซกคาไรด์ ส่งเสริมการเจริญของ L. plantarum NIT202 และ L. acidophilus 
NIT200 ซึ่งพบว่าโอลิโกแซกคาไรด์ทั้ง 4 ชนิดนี้ถูกใช้เป็นแหล่งคาร์บอนในการเจริญของจุลินทรีย์ 
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ทั้ง 2 สายพันธุ์ได้ดี แม้ว่าจากการทดลองแมนโนโอลิโกแซกคาไรด์จะส่งเสริมการเจริญเติบโตได้ไม่ดี
เท่ากับฟรุกโตโอลิโกแซกคาไรด์หรือไซโลโอลิโกแซกคาไรด์ แต่เมื่อเปรียบเทียบกับอาหารที่ไม่มีการ
เติมน้้าตาล พบว่าแมนโนโอลิโกแซกคาไรด์ช่วยส่งเสริมการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์ได้มากกว่าอย่าง
เห็นได้ชัดในขณะที่ฤทธิ์ยับยั้งเชื้อก่อโรค A. hydrophila และ S. agalactiae ของ CSSp: L Ultra  
สามารถช่วยยับยั้งการเจริญของเชื้อจุลินทรีย์ที่ก่อโรคได้ โดยเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟมีคุณสมบัติในการ
กระตุ้นการเจริญเติบโตจุลินทรีย์ที่มีประโยชน์และในเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟมีน้้าตาลโอลิโกแซคคาไรด์  
ซึ่งเป็นน้้าตาลโมเลกุลใหญ่ เช่นเดียวกับงานวิจัยของ Jiménez-Zamora et al. (2015) ที่รายงานว่า
เยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟสามารถยับยังเชื้อ  Staphylococcus aureus และ E. coli ได้เทียบเท่ากับ
สารละลายยาปฏิชีวนะออกซี่เตตระไซคลีน 2.3 และ 0.9 mg/l ตามล้าดับ และจากงานวิจัยของ 
Rufián-Henares and de la Cueva (2009) ที่กล่าวว่าสารเมลานอยดินที่เกิดจากกระบวนการคั่ว
เมล็ดกาแฟมีคุณสมบัติยับยั้งเชื้อก่อโรคโดยสารเมลานอยดินจะไปดึงแมกนีเซียมออกจากผนังเซลล์
ของเชื้อก่อโรค และไปจับกับเหล็กท้าให้เซลล์ของเชื้อก่อโรคเสียสมดุลและตายในที่สุด จากงานวิจัย
ต่าง ๆ แสดงให้เห็นว่าเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟมีคุณสมบัติเป็นพรีไบโอติกที่มีประสิทธิภาพดีมีคุณสมบัติใน
การกระตุ้นการเจริญเติบโตจุลินทรีย์ที่มีประโยชน์ในทางเดินอาหารท้าให้จุลินทรีย์ที่มีประโยชน์เพ่ิม
มากขึ้นและแย่งการใช้สารอาหารของเชื้อก่อโรค รวมถึงการแย่งจับผนังล้าไส้กับเชื้อก่อโรคเพ่ือป้องกัน
และลดการอักเสบของล้าไส้ นอกจากนั้นยังช่วยกระตุ้นให้ระบบภูมิคุ้มกันในทางเดินอาหารให้สร้าง
ชนิด T-cell และ B-cell และเชื้อจุลินทรีย์ที่มีประโยชน์ยังสร้างสารเพ่ือยับยั้งเชื้อก่อโรคได้ดียิ่งขึ้น 
(Borrelli et al., 2004) 

 
ผลการศึกษาผลของการทดลองอนุบาลลูกปลานิลวัยอ่อน โดยการให้อาหารเสริมพรีไบโอติก 
(เยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟ: CSS) ร่วมกับโพรไบโอติก (Bacillus subtilis) 

ศึกษาผลของการทดลองอนุบาลลูกปลานิลวัยอ่อน โดยการให้อาหารเสริมพรีไบโอติก (เยื่อ
หุ้มเมล็ดกาแฟ: CSS) ร่วมกับโพรไบโอติก (Bacillus subtilis) เพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพการเจริญเติบโต 
ระบบภูมิคุ้มกัน ความต้านทานเชื้อก่อโรค รวมถึงศึกษาการวิเคราะห์องค์ประกอบของเนื้อปลา 
กิจกรรมของเอนไซม์ย่อยอาหาร และคุณภาพน้้าของการทดลองอนุบาลลูกปลานิลวัยอ่อน  โดยแบ่ง
การทดลองออกเป็น 2 ก่อนทดลอง ได้แก่ 

1. การศึกษาผลของการเสริมซินไบโอติกในอาหารเม็ดส้าเร็จรูป โดยการทดลองอนุบาลปลา
นิลวัยอ่อนในตู้ทดลอง เป็นระยะเวลา 4 สัปดาห์ 

2. การศึกษาผลของการเสริมซินไบโอติกในอาหารเม็ดส้าเร็จรูป โดยการทดลองการอนุบาล
ปลานิลวัยอ่อนในกระชัง เป็นระยะเวลา 8 สัปดาห์ 
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การวิเคราะห์คุณภาพน้้าบางประการ 
จากการวิเคราะห์น้้าในตู้ทดลองทุกสัปดาห์ ตลอดการทดลอง 4 สัปดาห์ พบว่าค่าอุณหภูมิน้้า

ตลอกการทดลอง มีค่าระหว่าง 27.69 ± 0.5 ถึง 28.17 ± 0.25 ˚C มีค่าการเปลี่ยนแปลงอยู่
ตลอดเวลาขึ้นอยู่อุณหภูมิอากาศ ปลานิลสามารถทนต่อระดับอุณหภูมิได้ในช่วงกว้างตั้งแต่ 21.1 ถึง 
42.0 ˚C แต่อุณหภูมิน้้าต่้ากว่า 10 ˚C หรือสูงกว่า 42 ˚C ปลาไม่สามารถทนได้อุณหภูมิที่เหมาะสมใน
การเจริญเติบโตมีค่าอยู่ระหว่าง 19-28 ˚C ระดับ pH อยู่ในเกณฑ์ท่ีเหมาะสมในการเพาะเลี้ยงสัตว์น้้า 
มีค่าอยู่ในช่วง 6.40 ± 0.42 ถึง 6.54 ± 0.44 ในน้้าที่เป็นด่างมากปลาจะตาย และถ้าเป็นกรดปลาจะ
ไม่อยากกินอาหาร โดยทั่วไป ปลานิลสามารถอาศัยอยู่ได้ในน้้าที่ระดับ pH ตั้งแต่ 7.2 ถึง 8.3 
เนื่องจากการเปลี่ยนแปลง pH ของน้้าจะมีผลต่อความเป็นพิษของสารพิษชนิดอ่ืน ๆ ด้วยเช่น 
แอมโมเนีย ไฮโดรเจนซัลไฟด์ เป็นต้น ปริมาณออกซิเจนที่ละลายในน้้ามีการเปลี่ ยนแปลงอยู่
ตลอดเวลามีค่าระหว่าง 5.09 ± 0.51 ถึง 5.74 ± 0.26 mg/l ที่เหมาะสมต่อการเจริญเติบโตของปลา
มีค่าตั้งแต่ 3 mg/l ขึ้นไป (วัดในตอนเช้ามืด) หากในน้้าที่มีออกซิเจนต่้าเกินไป ปลาก็จะลอยหัวขึ้นมา
ใช้ออกซิเจนจากผิวน้้า และอากาศ ซึ่งส่งผลให้ปลาเกิดอาการเครียด และการเจริญเติบโตลดลง 
ปริมาณค่าแอมโมเนีย ไนโตรเจน มีค่าระหว่าง 0.05 ± 0.01 ถึง 0.10 ± 0.04 mg/l ระดับความ
เข้มข้นของแอมโมเนียที่ 0.10 ถึง 0.40 mg/l จะท้าให้สัตว์น้้าเจริญเติบโตช้า และท่ีระดับความเข้มข้น
ที่ 2 ถึง 3 mg/l สัตว์น้้ามีอาการเครียด หายใจเร็ว อ่อนแอ เกิดการติดเชื้อแบคทีเรีย และเริ่มตาย 
วิธีการควบคุมปริมาณแอมโมเนียเพ่ือไม่ให้เกิดอันตรายต่อสัตว์น้้าในบ่อเพาะเลี้ยงสัตว์น้้าสามารถท้า
ได้ โดยควบคุมปริมาณอาหารการให้อาหารไม่ให้เหลือ หรืออาจลดปริมาณอาหารที่ให้ลงครึ่งหนึ่ง 
ปริมาณค่าไนไตรท์ ไนโตรเจน มีค่าระหว่าง 0.25 ± 0.08 ถึง 0.35 ± 0.13 mg/l และปริมาณค่า
ฟอสเฟต ฟอสฟอรัส มีค่าระหว่าง 0.11 ± 0.03 ถึง 0.41 ± 0.31 mg/l หากในแหล่งน้้ามีปริมาณของ
ฟอสเฟสในปริมาณมาก ส่งผลให้พืชน้้ามีการเจริญเติบโตอย่างรวดเร็ว จึงท้าให้ขาดออกซิเจนในเวลา
กลางคืน หรือหากมีการตายและเน่าสลายของพืชน้้าในเวลาเดียวกันอย่างรวดเร็ว ท้าให้แหล่งน้้าเกิด
สภาพที่ขาดออกซิเจนอย่างรุนแรง (นฤมล, 2550) ดังนั้นในบ่อปลานิลไม่ควรมีปริมาณของฟอสฟอรัส
สูงกว่า 0.6 mg/l จากผลวิเคราะห์คุณภาพน้้าดังกล่าวอยู่ในเกณฑ์ที่เหมาะสมต่อการเลี้ยงปลานิล 
(Kumar and Puri, 2012) เนื่องจากระหว่างการทดลองมีการเปลี่ยนถ่ายน้้าทุกวัน วันละ 50% และมี
การเติมออกซิเจนในน้้าตลอดเวลาจึงท้าให้ค่าออกซิเจนละลายน้้าสูง 

จากการวิเคราะห์น้้าในบ่อทดลองทุกสัปดาห์ ตลอดการทดลอง 8 สัปดาห์ พบว่าค่าอุณหภูมิ
น้้าตลอดการทดลอง มีค่าระหว่าง 26.20 ± 0.00 ถึง 31.53 ± 0.09 ˚C มีค่าการเปลี่ยนแปลงอยู่
ตลอดเวลาขึ้นอยู่กับสภาพดินฟ้าอากาศ และฤดูกาลในแต่ละช่วง ระดับ pH อยู่ในเกณฑ์ที่เหมาะสม
ในการเพาะเลี้ยงสัตว์น้้ า 7.12 ± 0.01 ถึง 7.48 ± 0.01 ปริมาณออกซิเจนที่ละลายในน้้ ามี 
การเปลี่ยนแปลงอยู่ตลอดเวลามีระหว่าง 4.19 ± 0.35 ถึง 4.86 ± 0.34 mg/l เมื่อเปรียบเทียบกับ 
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ค่า DO ในตู้การทดลอง พบว่าค่า DO ในบ่อทดลองมีค่าต่้ากว่า เนื่องจากในบ่อดินมีสัตว์น้้าอ่ืน ๆ ที่ใช้
ออกซิเจนในน้้าร่วมด้วย เช่น หอย ปู และปลาชนิดอ่ืน ๆ ภายนอกกระชัง ทั้งนี้เป็นผลมาจากการเติม
ออกซิเจนในน้้าด้วยเครื่องไมโครนาโนบับเบิล รุ่น ECO-KMV120-9HAQR00 ตลอดเวลาจึงท้าให้ค่า
ออกซิเจนละลายน้้าสูง ปริมาณสารประกอบไนโตรเจน ได้แก่ ค่าแอมโมเนีย ไนโตรเจน มีค่าระหว่าง 
0.01 ± 0.00 ถึง 0.03 ± 0.00 mg/l ปริมาณค่าไนไตรท์ ไนโตรเจน มีค่าระหว่าง 0.00 ± 0.00 ถึง 
0.05 ± 0.00 mg/l และปริมาณค่าไนเตรท ไนโตรเจน ค่าระหว่าง 0.01 ± 0.00 ถึง 0.05 ± 0.00 
mg/l แหล่งของสารประกอบไนไตรท์ในน้้าส่วนใหญ่ มาจากสารอินทรีย์ ซึ่งเกิดจากขบวนการเน่า
สลายของเศษอาหารที่เหลือแพลงก์ตอนที่ตาย เศษซากพืชซากสัตว์ สารอินทรีย์อ่ืน ๆ โดยจุลินทรีย์
และปล่อยแอมโมเนีย ไนไตรท์ สู่น้้าในบ่อเลี้ยงซึ่งความเป็นพิษของแอมโมเนีย จะรบกวนท้าให้สัตว์น้้า
สูญเสียพลังงานในการก้าจัดแอมโมเนียออกนอกร่างกายมากกว่าปกติ ส่วนไนไตรท์จะไปรบกวนการ
แลกเปลี่ยนออกซิเจนของเม็ดเลือดท้าให้สัตว์น้้าขาดออกซิเจนได้ ถ้ามีปริมาณมากท้าให้สัตว์น้้า
อ่อนแอ ภูมิต้านทานโรคต่้า และติดเชื้อได้ง่าย ปริมาณแอมโมเนียรวมในบ่อปลานิลไม่ควรเกิน 0.5 
mg/l ไนไตรท์ไมค่วรเกิน 0.1 mg/l (Kumar and Puri, 2012) 

วิธีการควบคุมปริมาณแอมโมเนียเพ่ือไม่ให้เกิดอันตรายต่อสัตว์น้้าในบ่อเพาะเลี้ยงสัตว์น้้า
สามารถท้าได้ โดยควบคุมปริมาณอาหารการให้อาหารไม่ให้เหลือ หรืออาจลดปริมาณอาหารที่ให้ลง
ครึ่งหนึ่ง ปริมาณค่าฟอสเฟต ฟอสฟอรัส มีค่าระหว่าง  0.01 ± 0.00 ถึง 0.02 ± 0.00 mg/l และ
ปริมาณค่าฟอสฟอรัสรวม มีค่าระหว่าง 0.03 ± 0.00ถึง 0.14 ± 0.00 mg/l จากผลวิเคราะห์คุณภาพ
น้้าดังกล่าวอยู่ในเกณฑ์ท่ีเหมาะสมต่อการการเลี้ยงปลานิล  

 
การศึกษาด้านการเจริญเติบโต 
จากการวิเคราะห์ค่าด้านการเจริญเติบโตของปลานิลวัยอ่อน หลังการเลี้ยงด้วยอาหารเสริม

ซินไบโอติก ในตู้ทดลอง เป็นเวลา 4 สัปดาห์ พบว่า การทดลองที่เลี้ยงด้วยเสริมเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟ 
5% ผสม B. subtilis 5x107 CFU/g (CSS 5% + ProA) ส่ งผลให้น้้ าหนักที่ เ พ่ิมขึ้ น  อัตราการ
เจริญเติบโตต่อวัน อัตราการเจริญเติบโตจ้าเพาะ และประสิทธิภาพการใช้อาหารของปลานิลวัยอ่อน
สูงกว่าอาหารผสมพรีไบโอติก หรือโพรไบโอติกเพียงอย่างเดียว อีกท้ังยังส่งผลให้อัตราการแลกเนื้อต่้า 
ในขณะที่เมื่อทดลองเลี้ยงในกระชัง พบว่า ในสัปดาห์ที่ 4 การทดลองที่เลี้ยงด้วยอาหารเสริมเยื่อหุ้ม
เมล็ดกาแฟ 5% ผสม B. subtilis 5x107 CFU/g (CSS5% +ProA) มีผลท้าให้ค่าอัตราการแลกเนื้อ 
และประสิทธิภาพการใช้อาหารของลูกปลานิลวัยอ่อนดีที่สุด พบความแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญทาง
สถิติ (p < 0.05) แต่ไม่พบความแตกต่างกันทางสถิติ (p > 0.05) ในค่าน้้าหนักเฉลี่ยที่เพ่ิมขึ้น และ
อัตราการเจริญเติบโตต่อวันของลูกปลานิลวัยอ่อน แต่เมื่อเลี้ยงได้ 8 สัปดาห์ พบว่า ผลที่ได้เหมือนกับ
การเลี้ยงในตู้ทดลอง เช่นเดียวกับงานวิจัยของ Lee et al. (2018) พบว่า เมื่อให้อาหารเสริมด้วย 
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Bacillus subtilis 0.5×107 CFU/g และเติมแมนแนนโอลิโกแซกคาไรด์ (MOS) 5 g (BS0.5M5) เป็น
เวลา 8 สัปดาห์ ส่งผลให้น้้าหนักเฉลี่ย ประสิทธิภาพการใช้อาหาร และอัตราการเจริญเติบโตเฉพาะสูง
กว่าชุดการทดลองอ่ืนๆ และงานวิจัยของ Hassaan et al. (2014) พบว่า เมื่อให้อาหารเสริม 
ซินไบโอติก เป็นเวลา 60 วัน ช่วยเพิ่มอัตราการเจริญเติบโต และประสิทธิภาพการใช้อาหารได้ดียิ่งขึ้น 
ชุดการทดลองที่เติมเชื้อโพรไบโอติก 0.48×106 CFU/g และ 1% yeast extract มีประสิทธิภาพการใช้
อาหารดีที่สุด และงานวิจัยของ Dehaghani et al. (2015) พบว่า ผลของผลิตภัณฑ์ซินไบโอติก 
Biomin® IMBO โดยใช้ Enterococcus faecium และฟรุกโตโอลิโกแซกคาไรด์ ที่ 1.4 g/kg ทดลอง
เป็นระยะเวลา 60 วัน สามารถเพ่ิม น้้าหนักตัวเพ่ิม ความยาวตัวปลา อัตราการเจริญเติบโตจ้าเพาะ 
เปอร์เซ็นต์ของน้้าหนักที่เพ่ิมขึ้นอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (p < 0.05) แต่ไม่มีผลต่ออัตราการรอดตาย 
(p > 0.05) เปรียบเทียบกับการควบคุม 

เมื่อวิเคราะห์ค่าการเจริญเติบโตแบบ Two-way ANOVA พบว่า การเสริมซินไบโอติก มีผล
ต่อน้้าหนักที่เพ่ิมขึ้นของปลา อัตราการเจริญเติบโตแฉลี่ยต่อวัน อัตราการแลกเนื้อ และอัตราการ
เจริญเติบโตจ้าเพาะมากกว่าการเสริมพรีไบโอติกเพียงอย่างเดียว หรือซินไบโอติกเพียงอย่างเดียว  
มีความคล้ายกับงานวิจัยของ Ye et al. (2011) พบว่าอัตราส่วนของโพรไบโอติกและพรีไบโอติกที่มี
ปริมาณแตกต่างกัน ส่งผลต่ออัตราการเจริญเติบโต และองค์ประกอบต่าง ๆ ของปลาแตกต่างกันไป
ด้วย แต่การใช้ซินไบโอติกให้ผลการทดลองดีกว่าชุดการทดลองที่อาหารผสมพรี ไบโอติก  
หรือโพรไบโอติกเพียงอย่างเดียว  

 
การศึกษาภูมิคุ้มกันเบื้องต้นของปลานิลวัยอ่อน 
จากการวิเคราะห์ภูมิคุ้มกันของปลานิลวัยอ่อน หลังการเลี้ยงด้วยอาหารเสริมของ  

พรีไบโอติก โพรไบโอติก และซินไบโอติก พบว่า การทดลองที่เลี้ยงด้วยอาหารเสริมเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟ 
5% ผสม B. subtilis 5x107 CFU/g (CSS5% +ProA) ในตู้ทดลอง เป็นเวลา 4 สัปดาห์ ส่งผลให้ค่า
กิจกรรมของไลโซไซม์ ในเลือด มีค่าเท่ากับ 29.79 ± 1.09 Unit/min สูงกว่าอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ 
(p < 0.05) ในขณะที่เมื่อเลี้ยงในกระชัง เป็นเวลา 4 สัปดาห์ และ 8 สัปดาห์ พบว่า ค่ากิจกรรมของ 
ไลโซไซม์ในเลือดเพ่ิมขึ้น มีค่าเท่ากับ 21.47 ± 0.92 และ 46.78±1.38 Unit/min ตามล้าดับ ซึ่งจะ
เห็นได้ว่าในสัปดาห์ที่ 8 ค่ากิจกรรมของไลโซไซม์ เพ่ิมขึ้นอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (p < 0.05)  
โดยไลโซไซม์จะท้าหน้าที่ต้านเชื้อจุลชีพด้วยการท้าลายผนังเซลล์ของแบคทีเรีย และไลโซไซม์จัดเป็น
องค์ประกอบหนึ่งของกลไกการต้านเชื้อจุลชีพที่เกี่ยวข้องกับระบบโมโนซัยท์และแมคโครฟาร์จ 
(Monocyte – macrophage system) นอกจากนี้ ยังมีรายงานว่า ไลโซไซม์สามารถเปลี่ยนแปลง 
เมทาบอลิซึมของกลูโคส ยับยั้งการสร้างกรดของเชื้อกลุ่ม Streptococcus spp.  
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การทดลองที่เลี้ยงด้วยอาหารเสริมเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟ 5% ผสม B. subtilis 5x107 CFU/g 
(CSS5% +ProA) ในตู้ทดลอง เป็นเวลา 4 สัปดาห์ ส่งผลให้ประสิทธิภาพการท้าลายเชื้อแบคทีเรียของ 
เซลล์เม็ดเลือด (NBT) ในซีรั่ม มีค่าเท่ากับ 0.098 ± 0.003 Unit/g สูงกว่าอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ 
(p < 0.05) ในขณะที่เมื่อเลี้ยงในกระชัง เป็นเวลา 4 สัปดาห์ และ 8 สัปดาห์ พบว่า ค่า NBT ในซีรั่ม
เพ่ิมขึ้น มีค่าเท่ากับ 0.089 ± 0.012 และ 0.153 ± 0.010 Unit/g ตามล้าดับ ซึ่งจะเห็นได้ว่าใน
สัปดาห์ที่ 8 ค่า NBT ในซีรั่ม เพ่ิมขึ้นอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (p < 0.05) โดยที่ค่า NBT เป็นการ
ท ด ส อ บ ค ว า ม ส า ม า ร ถ ข อ ง  Phagocyte cells โ ด ย ใ ช้ ห ลั ก ก า ร ที่ ว่ า  เ มื่ อ  Phagocyte 
มีกระบวนการ Phagocytosis จะเกิดปฏิกิริยา Respiratory burst คือมีการเพ่ิมของ Metabolic 
activity และมีการสร้าง Hydrogen peroxide (H2O2) และ Superoxide free radical (O-

2) ซึ่งเป็น 
Reducing agents ไป Reduce NBT dye ซึ่งเป็นสีชนิดหนึ่ง จากสีเหลือง ให้เป็น Farmazan ซึ่งมีสี
น้้าเงิน  

การทดลองที่เลี้ยงด้วยอาหารเสริมเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟ 5% ผสม B. subtilis 5x107 CFU/g 
(CSS5% + ProA) ในตู้ทดลอง เป็นเวลา 4 สัปดาห์ ส่งผลให้ปริมาณ Superoxide Dismutase (SOD) 
ในตับของปลานิลวัยอ่อน มีค่าเท่ากับ 105.00±3.17 Unit/g สูงกว่าอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (p < 
0.05) ในขณะที่ทดลองเลี้ยงในกระชัง เป็นเวลา 4 สัปดาห์ และ 8 สัปดาห์ พบว่าปริมาณ SOD ในตับ
ของปลานิลวัยอ่อนเพ่ิมขึ้น ค่าเท่ากับ 153.11 ± 6.50 และ 210.33 ± 20.95 Unit/g ตามล้าดับ ซึ่ง
จ ะ เ ห็ น ไ ด้ ว่ า ใ นสั ป ด าห์ ที่  8 ป ริ ม า ณ  SOD ใ น ตั บ เ พ่ิ ม ขึ้ น อ ย่ า ง มี นั ย ส้ า คั ญ ท า งสถิ ติ   
(p < 0.05) โดยที่ปริมาณ SOD จัดเป็น Antioxidative enzyme ที่ท้าหน้าที่ในการก้าจัดหรือต้าน
อนุมูลอิสระ (Free radical) อันได้แก่ Superoxide anion (O2

-) ซึ่งเป็นอนุมูลเริ่มแรกที่เกิดขึ้นจาก 
เมทาโบลิซึมของเซลล์ที่มีการใช้ออกซิเจน และจากกระบวนการ Respiratory burst ที่เกิดระหว่าง
การก้าจัดสิ่งแปลกปลอมแบบ Phagocytosis หรือ Encapsulation ของเซลล์เม็ดเลือด (Holmblad 
and Söderhäll, 1999) โดย Peroxinectin จะท้าหน้าที่ส่งเสริมการก้าจัดสิ่งแปลกปลอม ซึ่งเอนไซม์ 
NADPH oxidase จะเปลี่ยนโมเลกุลของ Oxygen (O2) เป็น Superoxide anion จากนั้นซุปเปอร์
ออกไซด์ดิสมิวเทสจะเร่งปฏิกริยาการเปลี่ยน Superoxide anion เพ่ือให้เปลี่ยนไปเป็น Hydrogen 
peroxide โดย Peroxinectin ซึ่งเป็นโปรตีนที่ช่วยส่งเสริมกระบวนการ Phagocytosis จะเปลี่ยน 
Hydrogen peroxide ให้อยู่ในรูปของ Hypochlorous acid (HOCl) เพ่ือท้าลายสิ่งแปลกปลอม 
เช่นเดียวกับงานวิจัยของ Kumar et al. (2018) กล่าวว่าการเสริม Bacillus subtilis และ MOS ที่
ระดับความเข้มข้นสูง ส่งผลให้กิจกรรมของไลโซไซม์ ค่า NBT และค่าเอนไซม์ต้านอนุมูลอิสระสูงกว่า
ชุดการทดลองอ่ืน ๆ เมื่อวิเคราะห์ค่าภูมิคุ้มกันแบบ Two-way ANOVA พบว่า การเสริมซินไบโอติก 
มีผลต่อค่ากิจกรรมของไลโซไซม์ในเลือด และค่า NBT ในซีรั่ม สูงกว่าการเสริมพรีไบโอติกอย่างเดียว 
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และโพรไบโอติกอย่างเดียว และงานวิจัยของ Ai et al. (2011) กล่าวว่า อาหารเสริมซินไบโอติก ท้า
ให้ปลามีค่ากิจกรรมของไลโซไซม์ และปริมาณ Superoxide Dismutase (SOD) เพ่ิมข้ึน 

 
กิจกรรมเอนไซม์ย่อยอาหาร 
จากการศึกษากิจกรรมเอนไซม์ย่อยอาหารในล้าไส้ และกระเพาะอาหารของปลานิลวัยอ่อน 

หลังหลังเลี้ยงด้วยอาหารเสริมซินไบโอติก เป็นเวลา 4 สัปดาห์ พบว่า การทดลองที่เลี้ยงด้วยอาหาร
เสริมเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟ 5% ผสม B. subtilis 5x107 CFU/g (CSS 5% + ProA) มีค่าเอนไซม์ทริปซิน 
ไคโมทริปซิน โปรติเอส และอะไมเลสในล้าไส้ และกระเพาะอาหารของปลานิลวัยอ่อนสูงกว่าอย่างมี
นัยส้าคัญทางสถิติ (p < 0.05) เมื่อเทียบกับชุดที่เสริมพรีไบโอติก หรือโพรไบโอติกเพียงอย่างเดียว 
และเมื่อทดลองเลี้ยงในกระชัง เป็นเวลา 4 สัปดาห์ พบว่า ผลการวิเคราะห์เหมือนกับการทดลองในตู้
ทดลอง ในขณะที่เมื่อเลี้ยงเป็นเวลา 8 สัปดาห์ ค่าของเอนไซม์ทริปซิน ไคโมทริปซิน โปรติเอส และอะ
ไมเลสในล้าไส้ และกระเพาะอาหารของปลานิลวัยอ่อนสูงขึ้นทุกชุดการทดลองเช่นเดียวกับงานวิจัย
ของ Dehaghani et al. (2015) กล่าวว่าการเสริมซินไบโอติก Biomin® IMBO ในอาหารปลาไนวัย
อ่อน  มีผลท้าให้เอนไซม์ทริปซิน และไคโมทริปซินเพ่ิมขึ้นกว่าชุดควบคุมที่ไม่เติมซินไบโอติก และ
งานวิจัยของ Mohammadian et al. (2019) กล่าวว่าปลาที่เลี้ยงด้วยอาหารเสริม 1% ß-glucan 
และ MOS ผสม Lactobacillus casei 5x107 CFU/kg เป็นเวลา 60 วัน ช่วยให้กิจกรรมของเอนไซม์
ในล้าไส้ของปลา ได้แก่ ALP เอนไซม์ไลเปส อะไมเลส ทริปซิน และโปรตีเอส เพ่ิมขึ้นเมื่อเทียบกับชุด
ควบคุม งานวิจัยของ และงานวิจัยของ Ivanova et al. (1993) กล่าวว่าอะไมเลสที่ผลิตได้จาก 
Bacillus subtilis สามารถทนต่อค่าความเป็นกรด-ด่าง เทา่กับ 6.5-8.0 และช่วงอุณหภูมิ 40˚C 

เมื่อน้าไปวิเคราะห์แบบ Two-way ANOWA พบว่า หลังเลี้ยงได้ 4 สัปดาห์ และ 8 สัปดาห์ 
พบว่า ผลการเสริมพรี ไบโอติกอย่างเดียว โพรไบโอติกอย่างเดียว และผลของการเสริม 
พรีไบโอติก และโพรไบโอติก (ซินไบโอติก) มีผลต่อค่าเอนไซม์ทริปซิน เอนไซม์ไคโมทริปซิน  
เอนไซม์โปรติเอส และเอนไซม์อะไมเลส  
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การทดสอบความต้ านทานต่อเชื้ อแบคที เรียก่อโรค Aeromonas hydrophila และ 
Streptococcus agalactiae 

จากการทดสอบความต้านทานต่อเชื้อก่อโรค Aeromonas hydrophila ที่ปริมาณเซลล์ 1x106 

CFU/ml ในปลานิลวัยอ่อนหลังเลี้ยงด้วยอาหารเสริมซินไบโอติก เป็นเวลา 8 สัปดาห์โดยทดสอบ 14 
วัน พบว่า การทดลองที่เลี้ยงด้วยอาหารเสริมเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟ 5% ผสม B. subtilis 5x107 CFU/g 
(CSS 5% + ProA) มีเปอร์เซ็นต์อัตราการรอดตายมากที่สุดที่ 100.00% ในขณะที่ปลานิลวัยอ่อนใน
ชุดควบคุมมีอัตราการรอดเพียง 40.00%  ทดลองเลี้ยงในกระชัง เป็นเวลา 8 สัปดาห์ พบว่า ผลการ
วิเคราะห์เหมือนกับการทดลองในตู้ทดลอง เช่นเดียวกับงานวิจัยของ Kumar et al. (2018) พบว่า 
ปลาที่เลี้ยงด้วยอาหารเสริม B. subtilis และ MOS ที่ระดับความเข้มข้นสูง เป็นเวลา 60 วัน พบ
เปอร์เซ็นต์อัตราการตายสะสมต่้าว่าชุดควบคุม หลังจากทดสอบด้วยการติดเชื้อ A. hydrophila และ
งานวิจัยของ Mohammadian et al. (2019) พบว่า ปลาที่เลี้ยงด้วยอาหารเสริม 1% ß-glucan และ 
MOS ผสม Lactobacillus casei 5x107 CFU/kg เป็นเวลา 60 วัน ส่ งผลให้ปลาที่ติดเชื้อ A. 
hydrophila มีอัตราการตายต่้ามากกว่าชุดการทดลองอ่ืน ๆ 

ส่วนการทดสอบความต้านทานต่อเชื้อก่อโรค Streptococcus agalactiae ที่ปริมาณเซลล์ 
1x106 CFU/ml พบว่ า  การทดลองที่ เ ลี้ ย งด้ วยอาหาร เสริ ม เยื่ อหุ้ ม เมล็ดกาแฟ 5% ผสม  
B. subtilis 5x107 CFU/g (CSS 5% + ProA) มีเปอร์เซ็นต์อัตราการรอดตายมากสุดที่ 100 .00% 
ในขณะที่ปลานิลวัยอ่อนในชุดควบคุมมีอัตราการรอดเพียง 33.33%  และเมื่อทดลองเลี้ยงในกระชัง 
เป็นเวลา 8 สัปดาห์ พบว่า ผลการวิเคราะห์เหมือนกับการทดลองในตู้ทดลอง เช่นเดียวกับงานวิจัย
ของ Hasan et al. (2018) พบว่า การเสริมซินไบโอติก (Bacillus sp. SJ-10 1x108 CFU/g และ  

β-glucooligosaccharides 1%) มี ผ ลท้ า ใ ห้ อั ต ร า ก า ร ร อดต าย ข อ งปล า  Olive flounder 
(Paralichthys olivaceus) สู งกว่ าชุดควบคุม หลั งการติด เชื้ อ  Streptococcus iniae 1x108 

CFU/ml  
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สรุปผลการวิจัย 
 
เยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟมีฤทธิ์ในการเป็นพรีไบโอติก เมื่อผ่านการหมักด้วยเอนไซม์เซลลูเลส  

L Ultra conc พบน้้ าตาลที่มีขนาดโมเลกุลใกล้ เคียงกับน้้ าตาลในกลุ่มฟรุคโตส ( Fructose)  
ซูโครส (Sucrose) และน้้าตาลนีสโตส (Nystose) รวมถึงน้้าตาลรีดิวซ์ในปริมาณที่เพ่ิมสูงขึ้น ส่งผลใน
กระตุ้นการเจริญของเชื้อโพรไบโอติก Bacillus subtilis จากการทดสอบฤทธิ์ยับยั้งเชื้อก่อโรค 
Aeromonas hydrophila และ Streptococcus agalactiae แสดงให้เห็นว่าสาร metabolite ที่
ผลิตจากเชื้อโพรไบโอติกและเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟแบบผงที่ผ่านการหมักด้วยเอนไซม์ สามารถยับยั้ งเชื้อ
ก่อโรคในสัตว์น้้าได้ดีที่สุด และเมื่อลูกปลานิลได้รับที่อาหารเสริมโพรไบโอติก (B. subtilis 5 x 107 
CFU/g) ร่วมกับพรีไบโอติกจากเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟ 5% ร่วมกับพรีไบโอติกจากเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟ 
ส่งผลให้ลูกปลามีความต้านทานต่อเชื้อก่อโรค A. hydrophila และ S. agalactiae มีอัตราการรอด
ตายเท่ากับ 93.33 ± 6.67 และ 100.00 ± 0.00 % จึงสรุปได้ว่าการใช้เยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟเมื่อผ่านการ
หมักด้วยเอนไซม์เซลลูเลส L Ultra conc มีศักยภาพในการเป็นพรีไบโอติก และมีแนวโน้มในการ
น้าไปเสริมหรือทดแทนการใช้ยาปฏิชีวนะในการยับยั้งจุลินทรีย์ก่อโรคในสัตว์น้้า 

ศึกษาทดลองอนุบาลลูกปลานิลวัยอ่อน โดยการให้อาหารเสริมพรีไบโอติก (เยื่อหุ้มเมล็ด
กาแฟ: CSS) ร่วมกับโพรไบโอติก (B. subtilis) เพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพการเจริญเติบโต ระบบภูมิคุ้มกัน 
ความต้านทานเชื้อก่อโรค รวมถึงศึกษาการวิเคราะห์องค์ประกอบของเนื้อปลา กิจกรรมของเอนไซม์
ย่อยอาหาร และคุณภาพน้้าของการทดลองอนุบาลลูกปลานิลวัยอ่อน โดยแบ่งการทดลองออกเป็น  
2 ก่อนทดลอง ได้แก่ 

1. การศึกษาผลของการเสริมซินไบโอติกในอาหารเม็ดส้าเร็จรูป โดยการทดลองอนุบาลปลา
นิลวัยอ่อนในตู้ทดลอง เป็นระยะเวลา 4 สัปดาห์ (ในห้องปฎิบัติการ) 

2. การศึกษาผลของการเสริมซินไบโอติกในอาหารเม็ดส้าเร็จรูป โดยการทดลองการอนุบาล
ปลานิลวัยอ่อนในกระชัง เป็นระยะเวลา 8 สัปดาห์ เพ่ือยืนยันผลในการน้าไปให้เกษตรกรใช้ (ในบ่อ
เพาะเลี้ยงปลา) 

จากการศึกษาทั้ง 2 การทดลอง พบว่า ปลานิลวัยอ่อนที่เลี้ยงด้วยอาหารเสริมการทดลองที่
เ ลี้ ย งด้ วย เสริม เยื่ อหุ้ ม เมล็ดกาแฟ 5% และ B. subtilis 5x107 CFU/g (CSS 5% + ProA) มี
ประสิทธิภาพในการส่งเสริมการเจริญเติบโต ส่งผลให้น้้าหนักที่เพ่ิมขึ้น อัตราการเจริญเติบโตต่อวัน 
อัตราการเจริญเติบโตจ้าเพาะ และประสิทธิภาพการใช้อาหารของปลานิลวัยอ่อนเพ่ิมขึ้นอย่างมี
นัยส้าคัญทางสถิติ (p < 0.05) เมื่อเทียบกับชุดการทดลองอ่ืน ๆ เช่นกัน ในขณะที่อัตราการรอดตาย 
ในทุกชุดการทดลอง ไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (p > 0.05) ในด้านภูมิคุ้มกัน พบว่า ปลานิลวัย
อ่อนที่ เ ลี้ ย งด้ วยอาหาร เสริมการทดลองที่ เ ลี้ ย งด้ วย เสริ ม เยื่ อหุ้ ม เมล็ ดกาแฟ 5% และ  
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B. subtilis 5x107 CFU/g (CSS 5% + ProA) ท้าให้ค่ากิจกรรมของไลโซไซม์ในเลือด ประสิทธิภาพ
การท้าลายเชื้อแบคทีเรียของเซลล์เม็ดเลือด (NBT) ในซีรั่ม และปริมาณ Superoxide Dismutase 
(SOD) ในตับของปลานิลวัยอ่อน เพ่ิมขึ้นอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (p < 0.05) เมื่อเทียบกับชุดการ
ทดลองอ่ืนๆ การต้านโรคต่อเชื้อ A. hydrophila และ S. agalactiae พบอัตราการรอดตายสูงในชุด
การทดลอง CSS 5% + ProA กิจกรรมเอนไซม์ย่อยอาหารในล้าไส้ และกระเพาะอาหารของปลานิล
วัยอ่อน ได้แก่ เอนไซม์ทริปซิน ไคโมทริปซิน โปรติเอส และอะไมเลสในล้าไส้ และกระเพาะอาหาร
ของปลานิลวัยอ่อนในชุดการทดลอง CSS 5% + ProA เพ่ิมข้ึนอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (p < 0.05) 

หลังจากวิเคราะห์ค่าการเจริญเติบโตแบบ Two-way ANOVA พบว่า การเสริมซินไบโอติก 
มีผลต่อน้้าหนักที่เพ่ิมขึ้นของปลา อัตราการเจริญเติบโตแฉลี่ยต่อวัน อัตราการแลกเนื้อและอัตราการ
เจริญเติบโตจ้าเพาะดีขึ้น และมีผลต่อค่ากิจกรรมของไลโซไซม์ในซีรั่ม และค่า NBT ในเลือด รวมถึง
เอนไซม์ทริปซิน ไคโมทริปซิน โปรติเอส และอะไมเลสในล้าไส้ และกระเพาะอาหารของปลานิลวัย
อ่อน สูงกว่าการเสริมพรีไบโอติกเพียงอย่างเดียว หรือโพรไบโอติกเพียงอย่างเดียว  
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การทดสอบการใช้เอนไซม์ Cellulase Cellusoft® L Ultra cone และ CR cone ในการหมัก
เยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟ (Coffee Silver Skin) ที่ผ่านสกัดด้วยการต้ม (Coffee Silver Skin : 
CSS(w)) และไม่ผ่านการสกัด (Coffee Silver Skin :CSS(p)) (ดัดแปลงจาก Apiraksakorn et 
al., 2008) 

1. การหมักเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟแบบผง (Coffee Silver Skin: CSSp) 
ชั่งผงเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟ 2.5 g/น้้ากลั่นที่ผ่านการฆ่าเชื้อ ปริมาตร 50 ml (อัตราส่วน 1:20) 

ใส่ลงไปใน flask จ้านวน 2 ขวด เขย่าให้เข้ากัน 
2. การหมักเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟที่ผ่านสกัดด้วยการต้ม (Coffee Silver Skin: CSSe)  
ชั่งผงเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟ 25 g/น้้ากลั่นที่ผ่านการฆ่าเชื้อ ปริมาตร 500 ml (อัตราส่วน 1:20) 

น้าไปต้มนาน 127 นาที ที่อุณหภูมิ 90 ˚C จากนั้นเทสารสกัด ปริมาตร 50 ml ใส่ลงไปใน flask 
จ้านวน 2 ขวด 

3. ขั้นตอนการหมักด้วยเอนไซม์ Cellulase Cellusoft® L Ultra conc และ Cellulase 
CR conc 

3.1 เติมเอนไซม์ Cellulase Cellusoft® L Ultra conc ปริมาตร 0.5 ml/เยื่อหุ้มเมล็ด
กาแฟแบบผงและแบบที่ผ่านด้วยการสกัด ปริมาตร 50 ml อัตราส่วน 1:100 (CSSe: Ultra) (CSSp: 
Ultra) 

3.2 เติมเอนไซม์ Cellulase CR conc ปริมาตร 0.5 ml/เยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟแบบผงและ
แบบที่ผ่านด้วยการสกัด ปริมาตร 50 ml อัตราส่วน 1:100 (CSSe: CR) (CSSp: CR) 

3.3 เติม Ampicillin (AMP) ปริมาตร 0.05 ml ทั้ง 4 ขวด เพ่ือยับยั้งการเจริญเติบโต
ของแบคทีเรีย 

3.4 น้าขวดสารละลายไว้ ในเครื่อง Incubator Shakers อุณหภูมิน้้า 37 ˚C เป็นเวลา 
24 ชั่วโมงโดยเก็บตัวอย่าง ที่เวลา 0 , 2,4,6,8,10,12,18 และ 24 ชั่วโมง ตัวอย่างละ 1  ml ใน 
microcentrifuge tube ขนาด 1.5 ml น้าตัวอย่างเก็บไว้ที่อุณหภูมิ -80 ˚C เพ่ือน้าไปวิเคราะห์ต่อไป 
 
การเตรียมอาหารทดลอง 

1. การเตรียมเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟ  
1.1 น้าเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟที่ผ่านการอบแห้งกะเทาะเปลือกแล้ว น้าไปบดให้ละเอียด ใส่

ภาชนะปิดสนิทเก็บรักษาไว้ที่อุณหภูมิห้อง 
1.2 ชั่งเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟ 5 กรัม ใส่ใน flask 250 ml เติมน้้ากลั่นปริมาณ 100 ml 

(อัตราส่วน 1 : 20) และเติมเอนไซม์ Cellusoft® Ultra conc ปริมาณ 4 ml เพ่ือย่อยเยื่อหุ้มเมล็ด
กาแฟให้มีน้้าตาลโอลิโกแซคคาไรด์ เขย่าให้เข้ากัน 
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1.3 บ่มไว้ในตู้บ่มเชื้อที่อุณหภูมิน้้า 37 ˚C เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 
2. การเตรียมเชื้อจุลินทรีย์ โปรไบโอติกส์ Bacillus subtilis (ณัฎฐา, 2555) 

2.1 การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 
ชั่งอาหาร Tryptic Soy Broth (TSB) 30 กรัม ลงในน้้า 1 L ต้มให้ละลายแล้วใส่ในหลอด

ทดลองขนาด 50 ml ที่ปริมาณ 30 ml และใส่ในขวดดูแรน 500 ml น้าไปนึ่งฆ่าเชื้อที่ความดันไอ 15 
P/in2 ที่อุณหภูมิ 121 ˚C เป็นเวลา 2 ชั่วโมง เป็นการก้าจัดเชื้อโดยใช้ความร้อนชื้น และน้าไปใส่ตู้
ปลอดเชื้อ เป็นตู้ปฏิบัติงานเพ่ือป้องกันการแพร่กระจายเชื้อ โดยมีเครื่องกรองอากาศ ให้ปราศจากฝุ่น 
จุลินทรีย์ โดยอากาศจะถูกกรองผ่านตัวกรอง (filter membrane) ซึ่งทิศทางการเคลื่อนที่ของอากาศ 
อาจเป็นไปในแนวนอน หรือแนวดิ่ง และโดยทั่วไปจะมีการฆ่าเชื้ออากาศ และพ้ืนผิวภายในด้วยรังสี
อัลตราไวโอเลต (Ultraviolet; UV) โดยท้าการเปิดหลอดไฟ UV ทิ้งไว้อย่างน้อย 30 นาที ก่อน
ปฏิบัติงาน 

2.2 เตรียมเชื้อจุลินทรีย์ โปรไบโอติกส์ Bacillus subtilis 
เตรียมเชื้อจุลินทรีย์ B. subtilis ในอาหาร Tryptic Soy Broth (TSB) บ่มที่อุณหภูมิ 37 

˚C เป็นเวลา 18 ชั่วโมง ท้าการปั่นล้างแบคทีเรียที่ได้ด้วย 0.85% NaCl (85 g /น้้า 1 L) ปลอดเชื้อที่
ความเร็ว 6,000 rpm รอบละ 10 นาที จากนั้นท้าการปรับความเข้มข้นของสารละลายแบคทีเรีย ให้มี
ปริมาณเซลล์แบคทีเรีย OD ที่ 0.306 nm โดยการวัดค่าด้วยเครื่องดูดกลืนคลื่นแสง ที่ความยาวคลื่น 
540 nm 

3. การเตรียมอาหารทดลอง 
3.1. โพรไบโอติกที่น้ามาใช้ในการทดลองเป็นแบคทีเรีย Bacillus subtilis ที่ปริมาณ

เซลล์ 0.5×107, 1x108 CFU/g ปริมาตร 10 ml ต่ออาหาร 100 g 
3.2. พรีไบโอติกที่น้ามาใช้ในการทดลองเป็นเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟหลักการหมักด้วย

เอนไซม์ ที่ความเข้มข้นแตกต่างกัน โดยพ่นลงในอาหาร อัตราส่วน 25 ml ต่ออาหาร 100 g  
3.3. ส้าหรับอาหารชุดควบคุมจะไม่ผสมเชื้อจุลินทรีย์โพรไบโอติกและพรีไบโอติก และ

ผึ่งอาหารให้แห้งเป็นเวลา 30 นาที หลังจากนั้นน้าไปเก็บที่อุณหภูมิห้อง หรือประมาณ 37 ˚C 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาคผนวก ข 
 

ภาพผนวก 
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ภาพผนวกที่  1  กราฟมาตรฐานกรดแกลลิกด้วยวิธี Folin-ciocalteu method 
 

 
 

ภาพผนวกที่  2  กราฟมาตรฐานที่มีน้้าตาลทั้งหมดเป็นสารละลายน้้าตาลมาตรฐาน 
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ภาพผนวกที่  3  กราฟมาตรฐานที่มีน้้าตาลรีดิวซ์เป็นสารละลายน้้าตาลมาตรฐาน 
 

 
 

ภาพผนวกที่  4  กราฟมาตรฐานการเจริญเติบโตของเชื้อจุลินทรีย์ Bacillus subtilis 

y = 0.0024x
R² = 0.9986
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ภาพผนวกที ่ 5  กราฟมาตรฐานการเจริญเติบโตของเชื้อจุลินทรีย์ Aeromonas hydrophila 

 

 
 

ภาพผนวกที ่ 6  กราฟมาตรฐานการเจริญเติบโตของเชื้อจุลินทรีย์ Streptococcus agalactiae 

 
 

y = 14.596x + 5.2089
R² = 0.9399

0

2

4

6

8

10

12

0.000 0.100 0.200 0.300 0.400 0.500

Lo
g1

0 
CF

U/
m

l
Aeromonas hydrophila

Abs A600

y = 3.3211x + 6.3304
R² = 0.8329

0

2

4

6

8

10

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1

Lo
g1

0 
CF

U/
m

l

Streptococcus agalactiae

Abs A600



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาคผนวก ค 
 

สัณฐานวิทยาของแบคทีเรีย  
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