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บทคัดยอ 

เทคโนโลยีไบโอฟลอคเปนเทคนิคการจัดการจุลินทรียในระบบเพาะเลี้ยงสัตวน้ํา โดยการเติมคารบอนใน
ปริมาณที่เหมาะสมตอปริมาณไนโตรเจน (ของเสียในระบบการเลี้ยง) ทําใหเกิดมวลจุลินทรีย (จุลินทรียกลุม 
heterotrophic โปรโตซัว แพลงกตอน และสารอินทรีย) ในระบบเพิ่มมากขึ้นจนสามารถเปนแหลงอาหารของ             
สัตวน้ํา รวมถึงสามารถกระตุนภูมิคุมกันแบบไมจําเพาะผานระบบการตรวจจับสิ่งแปลกปลอมของสัตวน้ําได สงผลให
สัตวน้ํามีความพรอมและตานทานตอการบุกรุกมากขึ้น จากการศึกษาท่ีผานมาแสดงใหเห็นถึงผลของแหลงคารบอนที่
แตกตางกันในการผลิตไบโอฟลอคตอปริมาณและชนิดของจุลินทรียในฟลอคและรูปแบบการกระตุนภูมิคุมกัน              
ของสัตวนํ้าที่ตางกัน ซึ่งการวิจัยนี้ไดศึกษาผลของไบโอฟลอคสดที่ผลิตจากแหลงคารบอนที่แตกตางกัน (แปง 100% 
แปง 50%+กากน้ําตาล 50% และ กากน้ําตาล 100%) ในการกระตุนภูมิคุมกันปลานิลซึ่งเปนปลาเศรษฐกิจสําคัญ
ของไทย โดยตรวจวัดคาพารามิเตอรเลือดที่เกี่ยวของกับระบบภูมิคุมกันในปลานิล ไดแก ปริมาณเม็ดเลือดแดง            
อัดแนน การตอบสนองภูมิคุมกันของสารน้ําในรูปแบบพลาสมาและซีรั่มจากตัวอยางเลือดในวันที่ 1 2 3 และ 7 
หลังจาก ปลานิลกินไบโอฟลอคสดตอเนื่องเปนเวลา 7 วัน ผลการทดลองพบวาไบโอฟลอคที่ผลิตจากแหลงคารบอน
ตาง ๆ สามารถกระตุนและเพิ่มการตอบสนองของพารามิเตอรเลือดอยางมีนัยสําคัญเมื่อเปรียบเทียบกับปลานิลที่
ไมไดรับไบโอฟลอค (ชุดควบคุม) โดยไบโอฟลอคที่ผลิตจากแหลงคารบอนตางกันจะกระตุนใหมีการตอบสนองทาง
ภูมิคุมกันของปลานิลในรูปแบบและระยะเวลาท่ีแตกตางกัน อยางไรก็ตามคาพารามิเตอรเลือดจะลดลงเขาใกลคาของ             
ชุดควบคุมเมื่อเวลาผานไป ซึ่งแสดงใหเห็นวาไบโอฟลอคสามารถกระตุนภูมิคุมกันไดเพียงระยะเวลาหนึ่งเทานั้น          
จึงไมนาจะสงผลกระทบตอการเจริญเติบโตของปลานิล ผลการศึกษาครั้งนี้จึงเปนขอมูลที่แสดงใหเห็นถึงความสําคัญ
ของแหลงคารบอนในการผลิตไบโอฟลอคเพื่อใชเปนสารกระตุนภูมิคุมกันในปลานิลและการประยุกตใชในการ
เพาะเลี้ยงสัตวนํ้าตอไปในอนาคต 

  
คําสําคัญ : ไบโอฟลอค  ปลานิล  แหลงคารบอน  ระบบภูมิคุมกันแบบไมจําเพาะ 
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Abstract 

Biofloc technology (BFT) has been considered as a microorganism management 
technique in aquaculture. Balancing the external carbon added to the system with the proper 
amount can eliminate the nitrogen waste by conversing it into the microorganism mass, biofloc, 
consisting of heterotrophic microorganisms, protozoa, planktons, and organic particles. It can 
provide natural food for aquatic animals as well as function as immunostimulant enhancing the 
animals’ innate immunity through pathogen-associated molecular patterns (PAMPs) recognizing 
system. As a result, biofloc fed aquatic animals are primed and more resistant against pathogen 
attack. There has been reported that different carbon sources could affect the types and amounts 
of  microbes in biofloc and its immunostimulatory efficacy. This study aimed to establish the 
effect of different carbon sources (100% cassava starch, 50% cassava starch+50% molasses and 
100% molasses) on immune response of Nile tilapia (Oreochromis niloticus), an economically 
important fish of Thailand. Blood parameters, including hematocrit and humoral responses in 
plasma and serum, were analyzed in tilapia at 1, 2, 3 and 7 days after fed with bioflocs for 7 days. 
The results showed that all bioflocs produced from different carbon sources could induce 
immunity by significantly increased blood parameters compared to the non-biofloc fed fish. The 
variation of response patterns and period of induction times were observed with different carbon 
sources used. However, all blood parameter levels decreased to the basal level of control fish 
after being boosted suggesting that the tested bioflocs may not affect the fish growth. These 
results showed a significance of carbon sources on biofloc production for immunostimulant 
development and its application in aquaculture. 
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บทนํา 

 อุตสาหกรรมการเพาะเลี้ยงสัตวน้ําของไทย       
มีการขยายตัวเพิ่มขึ้นอยางตอเนื่องเพื่อตอบสนองความ
ตองการบริโภคทั้งภายในประเทศและการขยายตัว        
ดานการสงออก จากสถิติการประมงในป 2556 แสดง
ใหเห็นวาประเทศไทยมีกําลังการผลิตสัตวน้ําจากการ
เพาะเลี้ยงทั้งหมดกวา 997,000 ตัน มีมูลคามากกวา         
9 หมื่นลานบาท [1] ซึ่งมีความสําคัญทางเศรษฐกิจ       
อยางยิ่งตอการพัฒนาประเทศ เพื่อใหประเทศหลุดพน
กับดักประเทศกําลังพัฒนา โดยระบบเพาะเลี้ยงสัตวน้ํา
ป จ จุ บั น เน น ระบ บ การผลิ ตแบ บ ห นาแน น เพื่ อ                
เพิ่มผลผลิตตอพื้นที่ใหมากขึ้น อยางไรก็ตามเกษตรกร      
มักประสบปญหาของเสียในระบบการเลี้ยง สงผลให      
สัตวน้ําเกิดความเครียด ออนแอ เปนเหตุใหเกิดปญหา

การระบาดของโรคไดงาย ดังนั้นการหาแนวทางในการ
จัดการระบบทรัพยากรที่ยั่งยืนตอระบบการเพาะเลี้ยง
สัตวน้ํ าที่ เปนมิตรตอสิ่ งแวดลอมจึงเปนสิ่ งสํ าคัญ 
แนวทางหนึ่งที่มีศักยภาพ ไดแก การพัฒนาสารกระตุน
ภูมิคุมกันในรูปแบบของจุลินทรียจากธรรมชาติ เชน 
การพัฒนาสารกระตุนภูมิคุมกันจากไบโอฟลอค 
(biofloc) เพื่อลดปญหาโรคที่เกิดในระหวางการเลี้ยง
รวมถึงการใชยาปฏิชีวนะของเกษตรกร 
 เ ท ค โ น โ ล ยี ไ บ โ อ ฟ ล อ ค  (biofloc 
technology) มีการศึกษาอย างแพรหลายทั่ วโลก 
เนื่องจากสามารถเปลี่ยนสารอินทรียเหลือทิ้งในระบบ
การเพาะเลี้ยงสัตวนํ้าเปนอาหารธรรมชาติใหแกสัตวน้ํา
ได ไบโอฟลอคคือมวลตะกอนที่แขวนลอยอยู ในน้ํา          
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มีขนาด 50-1,000 µm  ซึ่ งประกอบดวยโปรโตชัว       
แพ งก ต อน  สิ่ งมี ชี วิ ต ข น าด เล็ ก  แ ล ะจุ ลิ น ท รี ย               
กลุม  heterotrophic เปนหลัก  สิ่ งมีชีวิตเหลานี้ จะ          
ทํ าห น าที่ เป ลี่ ยนขอ งเสี ยที่ สั ต วน้ํ าขั บ ถ าย  เช น 
แอมโม เนี ย  และของเสี ยสารอิ นทรีย อื่ น  ๆ  เป น 
biomass ของสิ่งมีชีวิตและจุลินทรีย ซึ่งสัตวน้ําสามารถ
ใชเปนอาหารได  [2], [3], [4], [5] นอกจากจะเปน
อาหารแกสัตวน้ํ าแลวยั งมี รายงานวิจัยที่ แสดงถึ ง
คุณสมบัติและศักยภาพของไบโอฟลอคในการเปนสาร
กระตุนภูมิคุมกันในสัตวน้ํา โดยเมื่อสัตวน้ําไดรับอาหาร
ผสมไบโอฟลอคจะสงผลใหมีภูมิตานทานเพิ่มขึ้น เชน 
ป ล า นิ ล  (Oreochromis niloticus) [6 ] กุ ง ข า ว 
(Litopenaeus vannamei) [7 ] แ ละป ลายี่ สก เท ศ 
(Labeo rohita) [8] รวมถึงอัตราการรอดตายสูงกวา
สัตวน้ําท่ีไดรับอาหารปกต ิ[9] 
 สารกระตุนภูมิคุมกันที่พบในไบโอฟลอค      
สวนใหญมีที่มาจากสารชีวโมเลกุลที่เปนองคประกอบ
ของเซลลแบคที เรีย  (bacterial derivatives)  เชน     
β-glucan peptidoglycan lipopolysaccharide 
(LPS)  แ ล ะ  flagellin ซึ่ ง เป น ส า ร ที่ ถู ก จั ด เป น                
ก ลุ ม  pathogen-associated molecular patterns 
(PAMPs) เนื่องจากสารเหลานี้จะไมพบในเซลลเจาบาน
จึงเปนสารแปลกปลอม และถูกตรวจจับโดยระบบ         
Toll-like receptors (ตัวรับสัญญาณในกลุม pattern 
recognition receptors, PRRs) ของสิ่ งมี ชีวิตชั้นสู ง
พรอมสงสัญญาณ ทําใหระบบภูมิคุมกันสามารถรับรู
และจําแนกไดวามีสารชีวโมเลกุลกลุม PAMPs เขาสู
รางกาย จึงทําใหมีการตอบสนองเพื่อปกปองการรุกราน
จากเชื้อกอโรค การใชสารกระตุนภูมิคุมกันจะทําให   
สัตวน้ํามีการตอบสนองทางภูมิคุมกันแบบไมจําเพาะทั้ง
รูปแบบของสารน้ําและระบบเซลล มีผลใหรางกาย     
สัตวน้ํามีความพรอมในการตอบสนองและสามารถ
ทําลายเชื้อแบคทีเรียกอโรคได [10], [11] แตปจจุบัน
สารกระตุนภูมิคุมกันในอุตสาหกรรมสัตวน้ํามีราคาสูง
สงผลดานตนทุนของเกษตรกรเมื่อนํามาใชในระบบ
ฟารม ดังนั้นการศึกษาไบโอฟลอคเพื่อเปนสารกระตุน
ภูมิคุมกันในสัตวน้ําเศรษฐกิจจึงเปนสิ่งที่นาสนใจเปน
อยางมากโดยจะเปนสวนสําคัญในการพัฒนารูปแบบ
ระบบการเพาะเลี้ยงสัตวน้ําของไทยใหผลิตอาหารที่

ปลอดภัยแกผูบริโภค รวมถึงลดโอกาสการเกิดโรคและ
ลดการใชยาปฏิชีวนะในการเพาะเลี้ยงสัตวน้ํา  
 อ ย า ง ไร ก็ ต าม  มี ร า ย ง าน ว า ก า ร เกิ ด           
ไบโอฟลอคจะมีความแตกตางกันทั้งในเชิงปริมาณและ
คุณภาพขึ้นอยูกับสัดสวนคารบอนและไนโตรเจน      
(C:N ratio) [12] รวมถึ งชนิดของแหลงคารบอนที่
แตกตางกัน มีผลโดยตรงตอโครงสรางจุลินทรียใน         
ไบโอฟลอค [13] ปจจุบันยังไมมีการศึกษาเพื่อแสดงถึง
ศักยภาพของไบโอฟลอคที่ผลิตจากแหลงคารบอนที่
แตกตางกันตอการกระตุนภูมิคุมกันในปลานิลซึ่งเปน
ปลาเศรษฐกิจสําคัญของประเทศไทย ดังนั้นคณะผูวิจัย
จึงทําการศึกษาผลของไบโอฟลอคตอการตอบสนอง
ของระบบภูมิคุมกันแบบไมจําเพาะในปลานิลโดยการ
วัดคาพารามิเตอรเลือดที่เกี่ยวของกับระบบภูมิคุมกัน 
การวิจัยนี้ ได ใหความสําคัญตอรูปแบบของแหลง
คารบอนหรือคารโบไฮเดรตที่จะมีผลตอการเจริญเติบโต
ของกลุมจุลินทรียในไบโอฟลอค โดยจะทดสอบผลของ
โครงสรางของกลุมจุลินทรียในไบโอฟลอคที่อาจมีการ
แปรผันตอการกระตุนการทํางานของระบบภูมิคุมกันใน
ปลานิล 
 
วัสดุอุปกรณและวิธีการวิจัย 
1. ปลาและระบบทดลอง 
 นํ าลู กปลานิ ลน้ํ าหนั ก เฉลี่ ย  5 .0±0.3  g 
จํานวน 1,000 ตัว จากฟารมเกษตรกร ในจังหวัด
นครศรีธรรมราช ทําการปรับสภาพโดยฝกใหลูกปลานิล
กินอาหารเปยก (อาหารทางการคา (ดีไลท, ไทยยูเนี่ยน 
ฟดมิลล) ผสมน้ํา 10%) 3 มื้อ/วัน (เวลา 09.00 น. 
12.00 น. และ 15.00 น.) เลี้ยงปลานิลใหมีน้ําหนัก
เฉลี่ย 80±3 g จากนั้นนําปลานิลจํานวน 15 ตัว ลงใน               
ถังทดลองขนาดถัง 200 l (บรรจุน้ํา 150 l) จํานวน         
12 ถัง เปลี่ยนถายน้ําทุกวัน ที่ เวลา 15.00 น. ดวย
ระบบการเปลี่ยนถายน้ํ าอัตโนมัติ ย ายปลานิลลง           
ถังทดลอง 1 สัปดาห กอนทําการทดลองเพื่อใหปลานิล
ปรับตัวเขาสภาพแวดลอม 
 
2. การผลิตไบโอฟลอคและการเตรียมอาหาร  
 ผลิตไบโอฟลอค (C:N ratio ที่  16:1) โดย          
นําแหลงไนโตรเจน (ไสปลาหมัก+อาหารกุงหมดอายุ 
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(โปรตีน  35%)) และแหลงคารบอนที่ แตกตางกัน          
(แป ง 100% แปง 50 %+กากน้ํ าตาล 50% และ
กากน้ําตาล 100%) หมักแบบใหอากาศตลอดเวลา     
เป น ร ะ ย ะ เว ล า  18-24 วั น  (stationary  phase) 
สําหรับการเตรียมอาหารไบโอฟลอคทุกมื้อตลอด        
การทดลอง โดยนําไบโอฟลอคใสใน Imhoff cone 
แลวตรวจสอบปริมาณตะกอนไบโอฟลอค (ไมนอยกวา 

500 ml l-1) ดัดแปลงตามวิธีการ Crab และคณะ [4], 
Ahmad และคณะ [14] (Figure 1) หลังจากนั้นนํา
ตะกอนไบโอฟลอค สดจากแหลงคารบอนที่แตกตางกัน
มาผลิตเปนอาหารปลาชนิดเปยก โดยผสมกับ กลูเตน 
(gluten) 1% กอนใหเปนอาหารปลาทุกมื้อ ในขณะที่
อาหาร ชุดควบคุมจะใชอาหารเม็ดสําเร็จรูปทางการคา 
(ดีไลท) ผสมน้ํา 10% และกลูเตน 1%  

 

 
Figure 1 ตะกอนไบโอฟลอคใน Imhoff cone: BFC (ก) BFC+M (ข) และ BFM (ค) 

 

3. การออกแบบการทดลอง 
 อ อ ก แ บ บ ก ารท ด ล อ งแ บ บ สุ ม ต ล อ ด 
(completely randomized design, CRD) ประกอบดวย 
4 ชุดทดลอง ๆ ละ 3 ซ้ํ า  โดยชุดการทดลองที่  1          
ปลานิลที่กินอาหารเม็ดสําเร็จรูปทางการคา (ชุด
ควบคุม) ชุดการทดลองที่ 2 ปลานิลที่กินไบโอฟลอค
ผลิตจากแปงมันสําปะหลัง 100% (BFC) และชุดการ
ทดลองที่ 3 ปลานิลที่กินไบโอฟลอคผลิตจากแปงมัน
สําปะหลัง 50%+กากน้ําตาล 50% (BFC+M) ชุดการ
ทดลอ งที่  4  ป ลานิ ลที่ กิ น ไบ โอ ฟ ลอคผลิ ต จ าก
กากน้ําตาล 100% (BFM) 
4. การทดสอบการตอบสนองทางภูมิคุมกันแบบ           
ไมจําเพาะในปลานิล 
4.1 การใหอาหารและการเก็บตัวอยาง 
 นําไบโอฟลอคที่มีแหลงคารบอนที่แตกตาง
กันใหปลานิลกินเปนอาหาร 2 มื้อ/วัน เวลา 08.30 น. 
และ 16.30 น. ทําการเปลี่ยนถายน้ําทั้งหมดหลังจาก             
ให อ าหารมื้ อ เย็ น  โดยก ารทดลอ งจะ ให อ าหาร            
ไบโอฟลอค ติดตอกันเปนเวลา 7 วัน จากนั้นเก็บ
ตัวอย างปลานิ ล เพื่ อทดสอบการตอบสนองทาง

ภูมิคุมกันแบบไมจําเพาะในวันที่ 1 2 3 และ 7 หลัง
ปลาไดรับไบโอฟลอคเปนเวลา 7 วนั โดยเก็บปลานิลใน
ทุกชุดการทดลอง ๆ ละ 6 ตัว ฆาปลานิลดวยวิธ ี        
การุณยฆาตดวยการสลบดวยน้ํามันกานพลูเขมขน       
80 ppm [15] จากนั้นดูดเลือดจากเสนเลือดบริเวณ
คอดหางดานทอง (caudal vein) ของปลานิลตัวละ
ประมาณ 2 ml แบงเลือดออกเปน 3 สวน  

สวนที่  1 เลือด 0.1 ml ใชสําหรับศึกษา
ปริมาณเม็ดเลือดแดงอัดแนน (hematocrit) 

สวนที่ 2 เลือด 1 ml ใชสําหรับศึกษาการ
ทํ า งาน ขอ งระบ บ ภู มิ คุ ม กั น ในพ ลาส มา  ได แ ก         
total immunoglobulin และ plasma bactericidal 
activity โดยเก็บเลือดใสในหลอด ขนาด 1.5 ml ที่ม ี
heparin 10 µl นําไปปนตกตะกอนที่ความเร็วรอบ 
15,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 oC เปนเวลา 5 นาที 
จากนั้นดูดสวนใสเก็บไวท่ีอุณหภูมิ -80 oC [16] จนกวา
จะนําไปศึกษาตอไป 

สวน 3 เลือด 1 ml ใชสําหรับศึกษาการ
ทํางานของระบบภูมิคุมกันในซีรั่ม ไดแก  กิจกรรม        
ของเอนไซม  lysozyme และ peroxidase รวมถึ ง 
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antiprotease activity โดยนําเลือดเก็บที่อุณหภูมิ       
4 oC เปนเวลา 24 ชั่วโมง ไปปนตกตะกอนที่ความเร็ว
รอบ 15,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 oC เปนเวลา        
5 นาที จากนั้นเก็บเฉพาะสวนใสไวที่อุณหภูมิ -80 oC 
(ดัดแปลงจาก Wang และคณะ [17]) จนกวาจะนําไป
ศึกษาตอไป 

  
4.2 การศึกษาการตอบสนองทางภูมิคุมกันแบบ       
ไมจําเพาะ 
4.2.1 ระบบน้ําเลือด 

- Hematocrit 
ดัดแปลงวิธีการศึกษาของนพดล และคณะ 

[18] โดยใช Na-heparinised capillary tube ที่บรรจุ
เลือด อุดปลายหลอดดวยดินน้ํามัน จากนั้นปนเหวี่ยง
ด ว ย เค รื่ อ ง  hematocrit centrifuge (MPW-215, 
MPW) ที่ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที  เปนเวลา           
5 นาที คํานวณคา hematocrit (%) โดยวัดสัดสวน
ของเม็ดเลือดแดงอัดแนนตอปริมาตรของเลือดทั้งหมด 
ดังสูตร 

 
   Hematocrit (%) = (Packed cell volume/Total 
blood volume) x 100 
 
4.2.2 ระบบภูมิคุมกันแบบไมจําเพาะของสารน้ํ า        
ในน้ําเลือด 

การศึกษาระบบภูมิคุมกันของสารน้ํ าใน         
น้ําเลือดสามารถศึกษาจากพลาสมาและซีรั่ม โดย
พลาสมาจะมีโปรตีนและโมเลกุลที่เกี่ยวของกับระบบ
ภูมิคุมกันเชนเดียวกับน้ําเลือด แตจะมีโปรตีน อื่น ๆ       
ที่ เกี่ยวของกับการแข็งตัวของเลือดในปริมาณมาก 
ในขณ ะที่ ซี รั่ ม จะ ไม มี โป รตีนที่ เกี่ ย วข อ งกั บการ         
แข็งตัวของเลือด จึงทําใหสามารถศึกษากิจกรรม         
ของเอมไซมในระบบภูมิคุมกันไดชัดเจนกวา ดังนั้น       
ในการศึกษานี้จึงศึกษาพารามิเตอรเลือดทั้งในพลาสมา
และซีรั่ม แตจะศึกษาพารามิเตอรตางชนิดกัน 
4.2.2.1 ระบบภูมิคุมกันแบบไมจําเพาะในพลาสมา 

- Total immunoglobulin 
 ก า ร ศึ ก ษ า  total immunoglobulin 
ดัดแปลงวิธีการศึกษาจาก Khosravi และคณะ [19], 

Ahmad และคณะ [14] โดยแบงพลาสมาออกเปน         
2 สวน สวนที่ 1 สําหรับวัดปริมาณโปรตีน ทั้งหมด 
(total protein) และสวนที่  2  หาปริมาณ อัลบูมิน 
(albumin) โดยผสมกับ 12% polyethylene glycol 
(PEG) 6000 (อั ตราส วน  1 :1) เป น เวลา 30 นาที        
แลวปนตกตะกอนที่ความเร็วรอบ 15,000 รอบตอนาที 
อุณหภูมิ 4 oC เปนเวลา 5 นาที จากนั้นนําพลาสมา      
ทั้ง 2 สวนมาหาคาโปรตีนตามวิธีการของ Lowry และ
คณะ [20] แลววัดคาการดูดกลืนแสงที่ 640 nm ดวย
เ ค รื่ อ ง  microplate reader ( EZ Read 2 0 0 0 , 
Biochrom) คํานวณปริมาณโปรตีนโดยเปรียบเทียบกับ
ก ร าฟ ม าต ร ฐ าน  bovine serum albumin (BSA) 
คํานวณคา total immunoglobulin ดังนี ้
 
  Total immunoglobulin = Total protein – 
Albumin 
 

- Plasma bactericidal activity 
การศึกษา plasma bactericidal activity 

ดั ด แป ลงวิ ธี ก ารศึ กษ าจาก  Aly และคณ ะ  [21],         
Rao และคณะ [22] นําพลาสมา 50 µl ผสมกับเชื้อ 
Aeromonas hydrophila (ค วาม เข ม ข น  107 CFU 
ml-1) 50 µl (สั ด ส วน  1 :1) บ มที่ อุณ หภู มิ  37  oC        
เปน เวลา 1 ชั่ วโมง หลังจากนั้ นนํ าไปหาปริมาณ           
เชื้ อ แบ คที เรี ย ด วย วิ ธี  spread plate บ นอาห าร 
tryptone soya agar (TSA, HiMedia) บมที่อุณหภูมิ 
35 oC เปนระยะเวลา 18-24 ชั่วโมง โดยคํานวณคา 
bactericidal activity (%) ดังนี ้

 
  Bactericidal activity (%) = [(C1 – C2 )/ C1] × 100 
 
   เมื่ อ  C1 = จํ า น ว น โค โล นี ทั้ ง ห ม ด ข อ ง เชื้ อ                  
A. hydrophila ในการทดลองที่ไมมีพลาสมา 
         C2 = จํ า น ว น โ ค โ ล นี ทั้ ง ห ม ด ข อ ง เชื้ อ                  
A. hydrophila ในการทดลองที่มีพลาสมาของปลา
ตัวอยาง 
 
4.2.2.2 ระบบภูมิคุมกันแบบไมจําเพาะในซีรั่ม 

- Lysozyme activity 
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การศึกษา lysozyme activity ดัดแปลง
วิธีการศึกษาจาก U-taynapun และคณะ [23] โดยนํา
ซี รั่ ม ข อ งป ล าตั วอ ย า ง  2 0  µl ผ ส ม กั บ  0 .0 3 % 
Micrococcus lysodeikiticus solution (Sigma) 200 
µl วัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 490 nm 
ดวยเครื่อง microplate reader (EZ Read 2000) ที่
เวลา 30 วิน าที และ  4  น าที  30  วิน าที  โดยค า 
lysozyme ที่ไดจะรายงานผลในหนวยของ Units ml-1 
โดย 
 
  1 Unit lysozyme activity = การลดลงของคา OD 
0.001 ในเวลา 1 นาที 
 

- Antiprotease activity 
การศึกษา antiprotease activity ดัดแปลง

วิธีของ Christybapita และคณะ [24] โดยนําซีรั่ม       
10 µl บมกับสารละลาย ทริปซินมาตรฐาน (trypsin 
porcine pancreas ใน 0.1 M Tri-HCl pH 8.2, 
Sigma) 20 µl เปนเวลา 10 นาที ที่อุณหภูมิหอง 
จากนั้นเติม 2 mM sodium-benzoyl-DL-arginine-
p-nitroanilide hydrochloride (BAPNA, Sigma) 
500 µl และ 0.1 M Tris-HCl pH 470 µl บมที่
อุณหภูมิ 25 oC เปนเวลา 25 นาที จากนั้นเติม         
30% acetic acid 150 µl วัดคาการดูดกลืนแสงที่           
ความยาวคลื่น 415 nm ดวยเครื่อง microplate 
reader (EZ Read 2000) โดยคา trypsin inhibition 
(%) คํานวณดังนี้ 

 
  Trypsin inhibition (%) = [(A1 –  A2)/ A1)] × 100 
 
   เมื่อ A1 = คา OD ของการทดลองที่มีเอนไซมทริปซิน 
(ไมมีซีรั่ม) 
         A2 = ค า  OD ขอ งก ารทดลอ งที่ มี เอน ไซม          
ทริปซินท่ีบมซีรั่ม 
 

- Peroxidase activity 

ดัดแปลงวิธีการศึกษาของ Lazado และ
คณะ [25] และ Güllü และคณะ [26] นําตัวอยางซีรั่ม
10 µl ผสมกับ HBSS (Ca2+, Mg2+ Free) 90 µl เติม
สารผสม 20 mM 3,3',5,5'-tetramethylbenzidine 
hydrochloride (TMB, Sigma) แ ล ะ  5  mM H2 O2       
35 µl บมที่อุณหภูมิหองในที่มืดเปนเวลา 2 นาที 
หลังจากนั้นเติม 4M H2SO4 35 µl แลวนําไปวัดคาการ
ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 450 nm ดวยเครื่อง 
microplate reader  (EZ Read 2 0 0 0 )  โ ด ย ค า 
peroxidase activity รายงานผลดวยคาการดูดกลืน
แสงที่ความยาวคลื่น 450 nm 

 
5. การวิเคราะหขอมูลทางสถิติ 

การวิเคราะหทางสถิติของขอมูลทั้งหมดจาก
การทดลองจะใชโปรแกรมสําเร็จรูป SPSS version 
16.0 (SPSS Inc.) วิเคราะหความแปรปรวน (ANOVA) 
คาเฉลี่ยของพารามิเตอรเลือดที่ เกี่ยวของกับระบบ
ภู มิ คุ ม กั น  โด ย ใช  ANOVA แ ล ะ เป รี ย บ เที ย บ             
ความแตกตางระหวางคาเฉลี่ ยโดย Tukey’s HSD 
multiple comparison test ที่ ร ะดั บความ เชื่ อมั่ น 
95%  

 
ผลการวิจัยและวิจารณ 

การศึกษาการตอบสนองของระบบภูมิคุมกัน
แบบไมจําเพาะของปลานิลที่ไดรับไบโอฟลอคที่ผลิต
จากแหล งคารบอนที่ แ ตกต างกั นทั้ ง  3  รูป แบบ             
ไดแสดงถึงประสิทธิภาพของไบโอฟลอคในการกระตุน
ภูมิคุมกันของปลานิล โดยคาเฉลี่ยเปอรเซ็นตเม็ดเลือด
แดงอั ดแนนตลอดการทดลองของปลานิ ลที่ กิ น            
ไบโอฟลอค BFC (55-63%) BFC+M (55-62%) และ 
BFM (55-61%) มีค าสู งกวาชุดควบคุม  (47-48%) 
อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) ยกเวนในวันที่ 1 
หลังจากปลาทดลองไดรับ BFC+M และ BFM มีคา     
เม็ดเลือดแดงอัดแนนไมแตกตางอยางมีนัยสําคัญทาง
สถิต ิ(P>0.05) จากชุดควบคุม (Figure 2) 
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Figure 2  คาเม็ดเลือดแดงอัดแนน (hematocrit) ในนํ้าเลือดปลานิลที่ไดรับไบโอฟลอคตอเนื่องเปนเวลา 7 วัน 

และไมไดรับไบโอฟลอค (ชุดควบคุม) 
 

จากการศึกษาการตอบสนองภูมิคุมกัน       
แบบไมจําเพาะของสารน้ําในรูปพลาสมาในปลานิล
พบวาคา total immunoglobulin ในวันที่ 1 และ 2 
ของปลานิลที่ไดรับไบโอฟลอคมีคาสูงกวาชุดควบคุม
อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) ซึ่งผลการศึกษา      
ในวันที่  1 (มีค า total immunoglobulin สู งที่ สุด ) 
แสดงใหเห็นวาปลานิลในชุดการทดลอง BFC BFC+M 
แล ะ  BFM มี ค า  total immunoglobulin ที่ ร ะ ดั บ 
865.74 837.96 และ 787.04 mg dl-1 ตามลําดับ ซึ่ง
สูงกวาชุดควบคุม (495.37 mg dl-1) อยางมีนัยสําคัญ
ทางสถิติ (P<0.05) เมื่อเขาสูวันที่ 2 หลังจากการให     
ไบโอฟลอคเปนเวลา 7 วัน ชุดการทดลอง BFC+M 
(775.46 mg dl-1) มี ค า  total Immunoglobulin        
สูงกวาชุดควบคุม (418.73 mg dl-1) อยางมีนัยสําคัญ 
(P>0 .0 5 )  ใน ข ณ ะ ที่ วั น ที่  3  แ ล ะ  7  ห ลั ง จ า ก             

ก า ร ใ ห ไ บ โ อ ฟ ล อ ค เป น เ ว ล า  7 วั น พ บ ว า                      
คา total immunoglobulin ของ  ทุกชุดการทดลอง    
มีค าใกล เคียงและไมมีความแตกตางทางสถิติกับ           
ชุดควบคุม (Figure 3A) 

ค า  plasma bactericidal activity ข อ ง
ปลานิลที่ไดรับไบโอฟลอคในชุดการทดลอง BFC+M 
(เฉ ลี่ ย ใน ช ว ง  55%-70%) แ ล ะ  BFM (55%-70%)          
มีความแตกตางทางสถิติกับชุดควบคุม (43%-47%) 
(P<0.05) ตลอดระยะเวลาที่ทําการศึกษา ขณะที ่        
ชุดการทดลอง BFC (เฉลี่ยในชวง 50%-70%) มีความ
แตกตางทางสถิติกับชุดควบคุม (P<0.05) เฉพาะวันที่     
1  2 และ  3  เท านั้ น  แต ค า  plasma bactericidal 
activity ของปลาทั้ง 3 ชุดการทดลองที่กินไบโอฟลอค 
ไมมีความแตกตางกันทางสถิติ (P>0.05) (Figure 3B) 
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Figure 3 การตอบสนองภูมิคุมกันแบบสารน้ํา (พลาสมา) ในปลานิลที่ไดรับไบโอฟลอคตอเนื่องเปนเวลา 7 วัน       
และไมไดรับไบโอฟลอค (ชุดควบคุม): Total immunoglobulin (ก) และPlasma bactericidal activity (ข) 

 
 การศึกษาการตอบสนองภูมิคุมกันแบบ         
ไมจําเพาะของสารน้ําในรูปแบบซีรั่มของปลานิลพบวา
คาพารามิเตอรของระบบภูมิคุมกันทุกคาที่ศึกษาใน    
ปลานิลที่ไดรับไบโอฟลอคมีคาสูงกวาชุดควบคุม โดย
ร ะ ดั บ  lysozyme activity ข อ ง ป ล า นิ ล ที่ ได รั บ          
ไบโอฟลอคที่ผลิตจากแหลงคารบอนตางกันจะมีความ
แตกตางกัน โดย lysozyme activity ในชุดการทดลอง 
BFC (1,175-1,300 Units ml-1) สู งก ว าชุ ดควบ คุ ม 
(872-895 Units ml-1) อย างมี นั ย สํ าคัญ ทางสถิ ติ 
(P<0.05) ตลอดช วงการทดลอง ชุ ดก ารทดลอ ง 
BFC+M (1,104-1,158 Units ml-1) มี ค า สู งก ว าชุ ด
ค ว บ คุ ม  (P<0.05) ใน วั น ที่  1 2 แ ล ะ  3 เท า นั้ น     
ในขณ ะที่ ชุ ด  BFM (1,070-1,254 Units ml-1) มี ค า      
สูงกวาชุดควบคุม (P<0.05) ในวันที่ 2 และ 3 เทานั้น 
อยางไรก็ตาม lysozyme activity ของทั้ง 3 ชุดการ
ทดลองที่ใหไบโอฟลอคตางกันไมมีความแตกตางกัน     
ทางสถิติ (P>0.05) (Figure 4A) 
 

 
 ค า  antiprotease ในซี รั่ มขอ งปลานิ ลที่
ไดรับไบโอฟลอค ชุดการทดลอง BFC มีคาสูงกวา         
ชุ ดควบ คุม ใน วันที่  1 (60.78%) และ  3 (54.42%) 
ในขณะที่การทดลอง BFC+M (56.54%) มีคาสูงกวา    
ชุดควบคุมในวันที่  1 เทานั้น และผลการทดลองใน        
ชุด BFM มีคาสูงกวาชุดควบคุมในวันที่  1 (56.69%) 
และ 2 (53.60%) (Figure 4B)  

จากคา peroxidase activity ของปลานิลที่
ไดรับไบโอฟลอคพบวา ในวันที่  1 มีเฉพาะชุดการ
ทดลอง BFM เทานั้นที่แตกตางทางสถิติ (P<0.05) กับ
ชุดควบคุม ขณะที่ วันที่  2 และ 3 คา peroxidase 
activity ในปลานิลที่กินไบโอฟลอคทุกชุดการทดลอง       
มีค าสู งกวาชุ ดควบคุมอย างมีนั ยสํ าคัญทางสถิติ 
(P<0.05) และวันที่  7 มีเฉพาะชุดการทดลอง BFM 
เทานั้นที่มีความแตกตางกับชุดควบคุมอยางมีนัยสําคัญ 
(P<0.05) (Figure 4C)  
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ผลการศึกษาแสดงให เห็นวาไบโอฟลอค       
ทุกแบบที่ผลิตไดสามารถกระตุนภูมิคุมกันในปลานิล     
ไดอยางชัดเจน สอดคลองกับการวิจัยอื่น ๆ ที่ไดศึกษา
ในสัตวน้ํ าชนิดตาง ๆ [6], [8], [27] ทั้ งนี้ เนื่ องจาก        
ไบ โอฟลอคคือ  biomass ของจุลินทรีย  และสาร          
ชีวโมเลกุลที่ เปนองคประกอบของจุลินทรีย  ไดแก        
β-glucan peptidoglycan LPS แ ล ะ flagellin 
สามารถทําหนาที่ เปน PAMPs กระตุนภูมิคุมกันได        
ในสัตวน้ําทั้งในกลุมที่มีกระดูกสันหลังและไมมีกระดูก
สันหลัง อยางไรก็ตาม ไบโอฟลอคที่ผลิตจากแหลง
คารบอนที่ แตกต างกั น  (แป ง 100% แป ง 50%             
+กากน้ําตาล 50% และกากน้ําตาล 100%) กระตุน
ภูมิคุมกันแบบไมจําเพาะของปลานิลไดแตกตางกัน       
ในรูปแบบการกระตุนภูมิคุมกัน (ระยะเวลาและผลการ
แสดงออกของพารามิเตอรเลือดทางภูมิคุมกัน) ซึ่งจาก
ก า ร ท ด ล อ งแ ส ด ง ให เห็ น ค า  hematocrit แ ล ะ 
antiprotease มีความแตกต างกันระหวางชุดการ
ทดลอง 2 3 และ 4 ในขณะที่คาพารามิเตอรอื่น ๆ     
จากการศึกษา ไบโอฟลอคทุกแบบมีคาการตอบสนอง     
ที่ไมแตกตางทางสถิติ (P>0.05) ซึ่งนาจะเปนผลจาก
องคประกอบจุลินทรียในไบโอฟลอคเมื่อเลี้ยงดวยแหลง
คารบอนตางกัน สอดคลองกับงานวิจัยของ Wei และ
คณะ [13] ที่รายงานวาไบโอฟลอคที่ผลิตจากแหลง
คารบอนที่ตางกัน เชน แปง น้ําตาล และกลีซอรอล 
สงผลตอโครงสรางของจุลินทรียในไบโอฟลอคและ
สงผลตอการตอบสนองของระบบภูมิคุมกันแบบ           
ไมจําเพาะในสัตวน้ํา และการศึกษาของ Ahmad และ
คณะ [14] ซึ่งไดศึกษาการเลี้ยงปลายี่สกเทศในระบบ   
ไบโอฟลอคโดยใชแหลงคารบอน 4 ชนิด (แปงมัน
สําปะหลัง แปงสาลี แปงขาวโพดและกากออยจากการ
ผลิตน้ําตาล) เปนเวลา 60 วัน พบวาฟลอคที่เกิดขึ้นใน
ระบบการเลี้ยงที่ใชแหลงคารบอนทั้ง 4 ชนิดสามารถ
กระตุนภูมิคุมกันปลายี่สกเทศได แตประสิทธิภาพ      
การกระตุนภูมิคุมกันแตกตางกัน โดยแปงมันสําปะหลัง
สามารถกระตุนไดดีท่ีสุด 

 

 
Figure 4 การตอบสนองภูมิคุมกันแบบสารน้ํา (ซีรั่ม) 
ในปลานิลที่ไดรับไบโอฟลอคตอเนื่องเปนเวลา 7 วัน 
และไมไดรับไบโอฟลอค (ชุดควบคุม): Lysozyme 

activity (ก), Antiprotease (ข) และ Peroxidase 
activity (ค) 

 

การใชแหลงคารบอนที่แตกตางกันในการ
ผลิตไบโอฟลอคยังสงผลใหมีความแตกตางในการ
กระตุนความตานทานตอเชื้อกอโรคในสัตวนํ้าชนิดอื่น ๆ 
นอกจากปลานิลดวย มีการศึกษาผลของแหลงคารบอน
ที่แตกตางกันตอการตอบสนองทางภูมิคุมกันของกุงขาว
แปซิฟกที่เลี้ยงในระบบไบโอฟลอค ซึ่งแสดงใหเห็นวา     
กุงที่ ไดรับไบโอฟลอคมีอัตราการรอดตายเมื่อไดรับ       
เชื้อไวรัส infectious myonecrosis สูงกวาชุดควบคุม 
แตการใหแหลงคารบอนที่แตกตางกันมีผลตออัตราการ
ตายของกุงที่แตกตางกัน โดยการใชกากน้ําตาลและ     
ของเหลือจากการผลิตแปงมันสําปะหลังใหผลการ      
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รอดตายที่ ดี  [7] ดั งนั้ น  จากการศึ กษาที่ ผ านมา
สนับสนุนขอมูลในการศึกษาของคณะผูวิจัยครั้ งนี ้         
ที่แสดงใหเห็นวา ไบโอฟลอคจากการผลิตโดยใชแหลง
คารบอนตาง ๆ สามารถกระตุนภูมิคุมกันสัตวน้ําได       
แตการใชแหลงคารบอนตางกันในการผลิตไบโอฟลอค
จะสงผลตอประสิทธิภาพการกระตุนภูมิคุมกันในสัตวนํ้า
แตละชนิดท่ีตางกัน  

จ า ก ค า พ า ร า มิ เ ต อ ร เ ลื อ ด ทุ ก ค า ที่
ทําการศึกษาเพื่อยืนยันความสามารถของไบโอฟลอค     
ในการกระตุนภูมิคุมกันในปลานิล พบวาเมื่อเวลา      
ผานไปคาพารามิ เตอร เลือดจะลดลง โดยจะมีค า
ใกลเคียงกับคาท่ีตรวจวัดไดของชุดควบคุม (ไมแตกตาง
อยางมีนัยสําคัญ) ซึ่งแสดงใหเห็นวาไบโอฟลอคสามารถ
กระตุ นภู มิ คุ มกัน ได เพี ย งระยะเวลาหนึ่ ง เท านั้ น 
นอกจากนี้ไดมีการศึกษาผลกระทบของไบโอฟลอค      
ในการเปนอาหาร/อาหารผสมตอการเจริญเติบโตของ
สัตวน้ํา พบวาไบโอฟลอคไมสงผลกระทบดานลบตอ
การเจริญเติบโต [28], [29] ดังนั้น จากคุณลักษณะการ
กระตุนภูมิคุมกันในชวงระยะเวลาหนึ่งของไบโอฟลอค
ในการศึกษาครั้งนี้ผนวกกับผลการศึกษากอนหนา 
แสดงให เห็ น ว า ไบ โอฟลอคสามารถพัฒ นาเป น            
สารกระตุนภูมิคุมกันทีไ่มเปนอันตรายตอสัตวน้ําได  
 
สรุปและเสนอแนะ 

 เทคโนโลยีไบโอฟลอคเปนการผลิตอาหาร
ธรรมชาติใหแกสัตวน้ําโดยใชแหลงไนโตรเจนที่ไดจาก
ของเสียในการเลี้ยงสัตวน้ําและเติมแหลงคารบอนเพื่อ
สรางสมดุลในการเจริญ เติบโตของจุลินทรีย  โดย         
มวลชีวภาพของจุลินทรียที่ถูกสรางขึ้นจะเปนแหลง
อาหารและสารกระตุนภูมิคุมกันใหแกสัตวน้ํา นอกจาก
จะเปนระบบการเลี้ยงสัตวน้ําที่เปนมิตรตอสิ่งแวดลอม
แลวเทคโนโลยีไบโอฟลอคยังชวยลดการใชสารเคมีและ
ยาปฏิชีวนะ ดังนั้นการใชเทคโนโลยีไบโอฟลอครวมใน
ระบบการเลี้ยงจึงเปนการผลิตสัตวน้ําที่ปลอดภัยตอ
ผูบริโภค วัตถุประสงคหลักของการศึกษาในครั้งนี้เพื่อ
เปรียบเทียบการแสดงออกของพารามิเตอร เลือด           
ที่สําคัญทางภูมิคุมกันของปลานิลเมื่อไดรับไบโอฟลอค     
ที่ ผลิตจากแหลงวัตถุดิบคารโบไฮเดรตตาง ๆ ซึ่ ง
สามารถหาได งาย ในพื้ นที่ ก ารเพาะเลี้ ย งสัตวน้ํ า         

ของประเทศไทย จากผลการศึกษาแสดงใหเห็นวา          
ไบ โอ ฟ ล อ ค ที่ ผ ลิ ต จ าก แ ห ล งค า ร บ อ น ต า ง  ๆ              
(แป ง 100% แป ง 50%+กากน้ํ าตาล 50% และ
กากน้ําตาล 100%) สามารถกระตุนการตอบสนองของ
ระบบภูมิคุมกันแบบไมจําเพาะในปลานิลได จากขอมูล
ที่ไดจะถูกใชเปนแนวทางในการเพิ่มมูลคาใหกับวัสดุ
เหลือทิ้ งทางการเกษตร โดยเปลี่ยนให เปนวัตถุดิบ
อาหารสัตวน้ําได อยางไรก็ตามการใชในแหลงคารบอน
ตางชนิดกันจะสงผลตอระดับการกระตุนและระยะเวลา
ใน ก ารก ระ ตุ น ภู มิ คุ ม กั น ที่ แ ต ก ต า งกั น  ดั งนั้ น               
อ าจ ก ล า ว ได ว า แ ห ล งค า ร บ อ น มี ค ว าม สํ า คั ญ               
ในการพัฒนาเทคโนโลยีไบโอฟลอคสําหรับระบบการ
เลี้ยงปลานิล  
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