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บทคัดยอ 

เทคโนโลยีไบโอฟลอคเปนเทคนิคการจัดการจุลินทรียในระบบเพาะเลี้ยงสัตวน้ํา โดยการเติมคารบอนใน
ปริมาณที่เหมาะสมตอปริมาณไนโตรเจน (ของเสียในระบบการเลี้ยง) ทําใหเกิดมวลจุลินทรีย (จุลินทรียกลุม 
heterotrophic โปรโตซัว แพลงกตอน และสารอินทรีย) ในระบบเพิ่มมากขึ้นจนสามารถเปนแหลงอาหารของ             
สัตวน้ํา รวมถึงสามารถกระตุนภูมิคุมกันแบบไมจําเพาะผานระบบการตรวจจับสิ่งแปลกปลอมของสัตวน้ําได สงผลให
สัตวน้ํามีความพรอมและตานทานตอการบุกรุกมากขึ้น จากการศึกษาท่ีผานมาแสดงใหเห็นถึงผลของแหลงคารบอนที่
แตกตางกันในการผลิตไบโอฟลอคตอปริมาณและชนิดของจุลินทรียในฟลอคและรูปแบบการกระตุนภูมิคุมกัน              
ของสัตวนํ้าที่ตางกัน ซึ่งการวิจัยนี้ไดศึกษาผลของไบโอฟลอคสดที่ผลิตจากแหลงคารบอนที่แตกตางกัน (แปง 100% 
แปง 50%+กากน้ําตาล 50% และ กากน้ําตาล 100%) ในการกระตุนภูมิคุมกันปลานิลซึ่งเปนปลาเศรษฐกิจสําคัญ
ของไทย โดยตรวจวัดคาพารามิเตอรเลือดที่เกี่ยวของกับระบบภูมิคุมกันในปลานิล ไดแก ปริมาณเม็ดเลือดแดง            
อัดแนน การตอบสนองภูมิคุมกันของสารน้ําในรูปแบบพลาสมาและซีรั่มจากตัวอยางเลือดในวันที่ 1 2 3 และ 7 
หลังจาก ปลานิลกินไบโอฟลอคสดตอเนื่องเปนเวลา 7 วัน ผลการทดลองพบวาไบโอฟลอคที่ผลิตจากแหลงคารบอน
ตาง ๆ สามารถกระตุนและเพิ่มการตอบสนองของพารามิเตอรเลือดอยางมีนัยสําคัญเมื่อเปรียบเทียบกับปลานิลที่
ไมไดรับไบโอฟลอค (ชุดควบคุม) โดยไบโอฟลอคที่ผลิตจากแหลงคารบอนตางกันจะกระตุนใหมีการตอบสนองทาง
ภูมิคุมกันของปลานิลในรูปแบบและระยะเวลาท่ีแตกตางกัน อยางไรก็ตามคาพารามิเตอรเลือดจะลดลงเขาใกลคาของ             
ชุดควบคุมเมื่อเวลาผานไป ซึ่งแสดงใหเห็นวาไบโอฟลอคสามารถกระตุนภูมิคุมกันไดเพียงระยะเวลาหนึ่งเทานั้น          
จึงไมนาจะสงผลกระทบตอการเจริญเติบโตของปลานิล ผลการศึกษาครั้งนี้จึงเปนขอมูลที่แสดงใหเห็นถึงความสําคัญ
ของแหลงคารบอนในการผลิตไบโอฟลอคเพื่อใชเปนสารกระตุนภูมิคุมกันในปลานิลและการประยุกตใชในการ
เพาะเลี้ยงสัตวนํ้าตอไปในอนาคต 

  
คําสําคัญ : ไบโอฟลอค  ปลานิล  แหลงคารบอน  ระบบภูมิคุมกันแบบไมจําเพาะ 
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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 

 อุตสาหกรรมการเพาะเลี้ยงสัตวน้ําของไทย       
มีการขยายตัวเพิ่มขึ้นอยางตอเนื่องเพื่อตอบสนองความ
ตองการบริโภคทั้งภายในประเทศและการขยายตัว        
ดานการสงออก จากสถิติการประมงในป 2556 แสดง
ใหเห็นวาประเทศไทยมีกําลังการผลิตสัตวน้ําจากการ
เพาะเลี้ยงทั้งหมดกวา 997,000 ตัน มีมูลคามากกวา         
9 หมื่นลานบาท [1] ซึ่งมีความสําคัญทางเศรษฐกิจ       
อยางยิ่งตอการพัฒนาประเทศ เพื่อใหประเทศหลุดพน
กับดักประเทศกําลังพัฒนา โดยระบบเพาะเลี้ยงสัตวน้ํา
ป จ จุ บั น เน น ระบ บ การผลิ ตแบ บ ห นาแน น เพื่ อ                
เพิ่มผลผลิตตอพื้นที่ใหมากขึ้น อยางไรก็ตามเกษตรกร      
มักประสบปญหาของเสียในระบบการเลี้ยง สงผลให      
สัตวน้ําเกิดความเครียด ออนแอ เปนเหตุใหเกิดปญหา

การระบาดของโรคไดงาย ดังนั้นการหาแนวทางในการ
จัดการระบบทรัพยากรที่ยั่งยืนตอระบบการเพาะเลี้ยง
สัตวน้ํ าที่ เปนมิตรตอสิ่ งแวดลอมจึงเปนสิ่ งสํ าคัญ 
แนวทางหนึ่งที่มีศักยภาพ ไดแก การพัฒนาสารกระตุน
ภูมิคุมกันในรูปแบบของจุลินทรียจากธรรมชาติ เชน 
การพัฒนาสารกระตุนภูมิคุมกันจากไบโอฟลอค 
(biofloc) เพื่อลดปญหาโรคที่เกิดในระหวางการเลี้ยง
รวมถึงการใชยาปฏิชีวนะของเกษตรกร 
 เ ท ค โ น โ ล ยี ไ บ โ อ ฟ ล อ ค  (biofloc 
technology) มีการศึกษาอย างแพรหลายทั่ วโลก 
เนื่องจากสามารถเปลี่ยนสารอินทรียเหลือทิ้งในระบบ
การเพาะเลี้ยงสัตวนํ้าเปนอาหารธรรมชาติใหแกสัตวน้ํา
ได ไบโอฟลอคคือมวลตะกอนที่แขวนลอยอยู ในน้ํา          
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มีขนาด 50-1,000 µm  ซึ่ งประกอบดวยโปรโตชัว       
แพ งก ต อน  สิ่ งมี ชี วิ ต ข น าด เล็ ก  แ ล ะจุ ลิ น ท รี ย               
กลุม  heterotrophic เปนหลัก  สิ่ งมีชีวิตเหลานี้ จะ          
ทํ าห น าที่ เป ลี่ ยนขอ งเสี ยที่ สั ต วน้ํ าขั บ ถ าย  เช น 
แอมโม เนี ย  และของเสี ยสารอิ นทรีย อื่ น  ๆ  เป น 
biomass ของสิ่งมีชีวิตและจุลินทรีย ซึ่งสัตวน้ําสามารถ
ใชเปนอาหารได  [2], [3], [4], [5] นอกจากจะเปน
อาหารแกสัตวน้ํ าแลวยั งมี รายงานวิจัยที่ แสดงถึ ง
คุณสมบัติและศักยภาพของไบโอฟลอคในการเปนสาร
กระตุนภูมิคุมกันในสัตวน้ํา โดยเมื่อสัตวน้ําไดรับอาหาร
ผสมไบโอฟลอคจะสงผลใหมีภูมิตานทานเพิ่มขึ้น เชน 
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] รวมถึงอัตราการรอดตายสูงกวา
สัตวน้ําท่ีไดรับอาหารปกต ิ[9] 
 สารกระตุนภูมิคุมกันที่พบในไบโอฟลอค      
สวนใหญมีที่มาจากสารชีวโมเลกุลที่เปนองคประกอบ
ของเซลลแบคที เรีย  (bacterial derivatives)  เชน     
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) เนื่องจากสารเหลานี้จะไมพบในเซลลเจาบาน
จึงเปนสารแปลกปลอม และถูกตรวจจับโดยระบบ         
Toll-like receptors (ตัวรับสัญญาณในกลุม pattern 
recognition receptors, PRRs) ของสิ่ งมี ชีวิตชั้นสู ง
พรอมสงสัญญาณ ทําใหระบบภูมิคุมกันสามารถรับรู
และจําแนกไดวามีสารชีวโมเลกุลกลุม PAMPs เขาสู
รางกาย จึงทําใหมีการตอบสนองเพื่อปกปองการรุกราน
จากเชื้อกอโรค การใชสารกระตุนภูมิคุมกันจะทําให   
สัตวน้ํามีการตอบสนองทางภูมิคุมกันแบบไมจําเพาะทั้ง
รูปแบบของสารน้ําและระบบเซลล มีผลใหรางกาย     
สัตวน้ํามีความพรอมในการตอบสนองและสามารถ
ทําลายเชื้อแบคทีเรียกอโรคได [10], [11] แตปจจุบัน
สารกระตุนภูมิคุมกันในอุตสาหกรรมสัตวน้ํามีราคาสูง
สงผลดานตนทุนของเกษตรกรเมื่อนํามาใชในระบบ
ฟารม ดังนั้นการศึกษาไบโอฟลอคเพื่อเปนสารกระตุน
ภูมิคุมกันในสัตวน้ําเศรษฐกิจจึงเปนสิ่งที่นาสนใจเปน
อยางมากโดยจะเปนสวนสําคัญในการพัฒนารูปแบบ
ระบบการเพาะเลี้ยงสัตวน้ําของไทยใหผลิตอาหารที่

ปลอดภัยแกผูบริโภค รวมถึงลดโอกาสการเกิดโรคและ
ลดการใชยาปฏิชีวนะในการเพาะเลี้ยงสัตวน้ํา  
 อ ย า ง ไร ก็ ต าม  มี ร า ย ง าน ว า ก า ร เกิ ด           
ไบโอฟลอคจะมีความแตกตางกันทั้งในเชิงปริมาณและ
คุณภาพขึ้นอยูกับสัดสวนคารบอนและไนโตรเจน      
(C:N ratio) [12] รวมถึ งชนิดของแหลงคารบอนที่
แตกตางกัน มีผลโดยตรงตอโครงสรางจุลินทรียใน         
ไบโอฟลอค [13] ปจจุบันยังไมมีการศึกษาเพื่อแสดงถึง
ศักยภาพของไบโอฟลอคที่ผลิตจากแหลงคารบอนที่
แตกตางกันตอการกระตุนภูมิคุมกันในปลานิลซึ่งเปน
ปลาเศรษฐกิจสําคัญของประเทศไทย ดังนั้นคณะผูวิจัย
จึงทําการศึกษาผลของไบโอฟลอคตอการตอบสนอง
ของระบบภูมิคุมกันแบบไมจําเพาะในปลานิลโดยการ
วัดคาพารามิเตอรเลือดที่เกี่ยวของกับระบบภูมิคุมกัน 
การวิจัยนี้ ได ใหความสําคัญตอรูปแบบของแหลง
คารบอนหรือคารโบไฮเดรตที่จะมีผลตอการเจริญเติบโต
ของกลุมจุลินทรียในไบโอฟลอค โดยจะทดสอบผลของ
โครงสรางของกลุมจุลินทรียในไบโอฟลอคที่อาจมีการ
แปรผันตอการกระตุนการทํางานของระบบภูมิคุมกันใน
ปลานิล 
 
วัสดุอุปกรณและวิธีการวิจัย 
1. ปลาและระบบทดลอง 
 นํ าลู กปลานิ ลน้ํ าหนั ก เฉลี่ ย  5 .0±0.3  g 
จํานวน 1,000 ตัว จากฟารมเกษตรกร ในจังหวัด
นครศรีธรรมราช ทําการปรับสภาพโดยฝกใหลูกปลานิล
กินอาหารเปยก (อาหารทางการคา (ดีไลท, ไทยยูเนี่ยน 
ฟดมิลล) ผสมน้ํา 10%) 3 มื้อ/วัน (เวลา 09.00 น. 
12.00 น. และ 15.00 น.) เลี้ยงปลานิลใหมีน้ําหนัก
เฉลี่ย 80±3 g จากนั้นนําปลานิลจํานวน 15 ตัว ลงใน               
ถังทดลองขนาดถัง 200 l (บรรจุน้ํา 150 l) จํานวน         
12 ถัง เปลี่ยนถายน้ําทุกวัน ที่ เวลา 15.00 น. ดวย
ระบบการเปลี่ยนถายน้ํ าอัตโนมัติ ย ายปลานิลลง           
ถังทดลอง 1 สัปดาห กอนทําการทดลองเพื่อใหปลานิล
ปรับตัวเขาสภาพแวดลอม 
 
2. การผลิตไบโอฟลอคและการเตรียมอาหาร  
 ผลิตไบโอฟลอค (C:N ratio ที่  16:1) โดย          
นําแหลงไนโตรเจน (ไสปลาหมัก+อาหารกุงหมดอายุ 
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(โปรตีน  35%)) และแหลงคารบอนที่ แตกตางกัน          
(แป ง 100% แปง 50 %+กากน้ํ าตาล 50% และ
กากน้ําตาล 100%) หมักแบบใหอากาศตลอดเวลา     
เป น ร ะ ย ะ เว ล า  18-24 วั น  (stationary  phase) 
สําหรับการเตรียมอาหารไบโอฟลอคทุกมื้อตลอด        
การทดลอง โดยนําไบโอฟลอคใสใน Imhoff cone 
แลวตรวจสอบปริมาณตะกอนไบโอฟลอค (ไมนอยกวา 

500 ml l-1) ดัดแปลงตามวิธีการ Crab และคณะ [4], 
Ahmad และคณะ [14] (Figure 1) หลังจากนั้นนํา
ตะกอนไบโอฟลอค สดจากแหลงคารบอนที่แตกตางกัน
มาผลิตเปนอาหารปลาชนิดเปยก โดยผสมกับ กลูเตน 
(gluten) 1% กอนใหเปนอาหารปลาทุกมื้อ ในขณะที่
อาหาร ชุดควบคุมจะใชอาหารเม็ดสําเร็จรูปทางการคา 
(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) ประกอบดวย 
4 ชุดทดลอง ๆ ละ 3 ซ้ํ า  โดยชุดการทดลองที่  1          
ปลานิลที่กินอาหารเม็ดสําเร็จรูปทางการคา (ชุด
ควบคุม) ชุดการทดลองที่ 2 ปลานิลที่กินไบโอฟลอค
ผลิตจากแปงมันสําปะหลัง 100% (BFC) และชุดการ
ทดลองที่ 3 ปลานิลที่กินไบโอฟลอคผลิตจากแปงมัน
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. การทดสอบการตอบสนองทางภูมิคุมกันแบบ           
ไมจําเพาะในปลานิล 
4.1 การใหอาหารและการเก็บตัวอยาง 
 นําไบโอฟลอคที่มีแหลงคารบอนที่แตกตาง
กันใหปลานิลกินเปนอาหาร 2 มื้อ/วัน เวลา 08.30 น. 
และ 16.30 น. ทําการเปลี่ยนถายน้ําทั้งหมดหลังจาก             
ให อ าหารมื้ อ เย็ น  โดยก ารทดลอ งจะ ให อ าหาร            
ไบโอฟลอค ติดตอกันเปนเวลา 7 วัน จากนั้นเก็บ
ตัวอย างปลานิ ล เพื่ อทดสอบการตอบสนองทาง

ภูมิคุมกันแบบไมจําเพาะในวันที่ 1 2 3 และ 7 หลัง
ปลาไดรับไบโอฟลอคเปนเวลา 7 วนั โดยเก็บปลานิลใน
ทุกชุดการทดลอง ๆ ละ 6 ตัว ฆาปลานิลดวยวิธ ี        
การุณยฆาตดวยการสลบดวยน้ํามันกานพลูเขมขน       
80 ppm [15] จากนั้นดูดเลือดจากเสนเลือดบริเวณ
คอดหางดานทอง (caudal vein) ของปลานิลตัวละ
ประมาณ 2 ml แบงเลือดออกเปน 3 สวน  

สวนที่  1 เลือด 0.1 ml ใชสําหรับศึกษา
ปริมาณเม็ดเลือดแดงอัดแนน (hematocrit) 

สวนที่ 2 เลือด 1 ml ใชสําหรับศึกษาการ
ทํ า งาน ขอ งระบ บ ภู มิ คุ ม กั น ในพ ลาส มา  ได แ ก         
total immunoglobulin และ plasma bactericidal 
activity โดยเก็บเลือดใสในหลอด ขนาด 1.5 ml ที่ม ี
heparin 10 µl นําไปปนตกตะกอนที่ความเร็วรอบ 
15,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 oC เปนเวลา 5 นาที 
จากนั้นดูดสวนใสเก็บไวท่ีอุณหภูมิ -80 oC [16] จนกวา
จะนําไปศึกษาตอไป 

สวน 3 เลือด 1 ml ใชสําหรับศึกษาการ
ทํางานของระบบภูมิคุมกันในซีรั่ม ไดแก  กิจกรรม        
ของเอนไซม  lysozyme และ peroxidase รวมถึ ง 
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antiprotease activity โดยนําเลือดเก็บที่อุณหภูมิ       
4 oC เปนเวลา 24 ชั่วโมง ไปปนตกตะกอนที่ความเร็ว
รอบ 15,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 oC เปนเวลา        
5 นาที จากนั้นเก็บเฉพาะสวนใสไวที่อุณหภูมิ -80 oC 
(ดัดแปลงจาก Wang และคณะ [17]) จนกวาจะนําไป
ศึกษาตอไป 

  
4.2 การศึกษาการตอบสนองทางภูมิคุมกันแบบ       
ไมจําเพาะ 
4.2.1 ระบบน้ําเลือด 

- Hematocrit 
ดัดแปลงวิธีการศึกษาของนพดล และคณะ 

[18] โดยใช Na-heparinised capillary tube ที่บรรจุ
เลือด อุดปลายหลอดดวยดินน้ํามัน จากนั้นปนเหวี่ยง
ด ว ย เค รื่ อ ง  hematocrit centrifuge (MPW-215, 
MPW) ที่ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที  เปนเวลา           
5 นาที คํานวณคา hematocrit (%) โดยวัดสัดสวน
ของเม็ดเลือดแดงอัดแนนตอปริมาตรของเลือดทั้งหมด 
ดังสูตร 

 
   Hematocrit (%) = (Packed cell volume/Total 
blood volume) x 100 
 
4.2.2 ระบบภูมิคุมกันแบบไมจําเพาะของสารน้ํ า        
ในน้ําเลือด 

การศึกษาระบบภูมิคุมกันของสารน้ํ าใน         
น้ําเลือดสามารถศึกษาจากพลาสมาและซีรั่ม โดย
พลาสมาจะมีโปรตีนและโมเลกุลที่เกี่ยวของกับระบบ
ภูมิคุมกันเชนเดียวกับน้ําเลือด แตจะมีโปรตีน อื่น ๆ       
ที่ เกี่ยวของกับการแข็งตัวของเลือดในปริมาณมาก 
ในขณ ะที่ ซี รั่ ม จะ ไม มี โป รตีนที่ เกี่ ย วข อ งกั บการ         
แข็งตัวของเลือด จึงทําใหสามารถศึกษากิจกรรม         
ของเอมไซมในระบบภูมิคุมกันไดชัดเจนกวา ดังนั้น       
ในการศึกษานี้จึงศึกษาพารามิเตอรเลือดทั้งในพลาสมา
และซีรั่ม แตจะศึกษาพารามิเตอรตางชนิดกัน 
4.2.2.1 ระบบภูมิคุมกันแบบไมจําเพาะในพลาสมา 

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

Ahmad และคณะ [14] โดยแบงพลาสมาออกเปน         
2 สวน สวนที่ 1 สําหรับวัดปริมาณโปรตีน ทั้งหมด 
(total protein) และสวนที่  2  หาปริมาณ อัลบูมิน 
(albumin) โดยผสมกับ 12% polyethylene glycol 
(PEG) 6000 (อั ตราส วน  1 :1) เป น เวลา 30 นาที        
แลวปนตกตะกอนที่ความเร็วรอบ 15,000 รอบตอนาที 
อุณหภูมิ 4 oC เปนเวลา 5 นาที จากนั้นนําพลาสมา      
ทั้ง 2 สวนมาหาคาโปรตีนตามวิธีการของ Lowry และ
คณะ [20] แลววัดคาการดูดกลืนแสงที่ 640 nm ดวย
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) 
คํานวณคา 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        
เปน 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) บมที่อุณหภูมิ 
35 oC เปนระยะเวลา 18-24 ชั่วโมง โดยคํานวณคา 
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 ในการทดลองที่ไมมีพลาสมา 
         C2 = จํ า น ว น โ ค โ ล นี ทั้ ง ห ม ด ข อ ง เชื้ อ                  
A. hydrophila ในการทดลองที่มีพลาสมาของปลา
ตัวอยาง 
 
4.2.2.2 ระบบภูมิคุมกันแบบไมจําเพาะในซีรั่ม 

- 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 วัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 490 nm 
ดวยเครื่อง microplate reader (EZ Read 2000) ที่
เวลา 30 วิน าที และ  4  น าที  30  วิน าที  โดยค า 
lysozyme ที่ไดจะรายงานผลในหนวยของ Units ml-1 
โดย 
 
  1 Unit lysozyme activity = การลดลงของคา OD 
0.001 ในเวลา 1 นาที 
 

- Antiprotease activity 
การศึกษา antiprotease activity ดัดแปลง

วิธีของ Christybapita และคณะ [24] โดยนําซีรั่ม       
10 µl บมกับสารละลาย ทริปซินมาตรฐาน (trypsin 
porcine pancreas ใน 0.1 M Tri-HCl pH 8.2, 
Sigma) 20 µl เปนเวลา 10 นาที ที่อุณหภูมิหอง 
จากนั้นเติม 2 mM sodium-benzoyl-DL-arginine-
p-nitroanilide hydrochloride (BAPNA, Sigma) 
500 µl และ 0.1 M Tris-HCl pH 470 µl บมที่
อุณหภูมิ 25 oC เปนเวลา 25 นาที จากนั้นเติม         
30% acetic acid 150 µl วัดคาการดูดกลืนแสงที่           
ความยาวคลื่น 415 nm ดวยเครื่อง microplate 
reader (EZ Read 2000) โดยคา trypsin inhibition 
(%) คํานวณดังนี้ 

 
  Trypsin inhibition (%) = [(A1 –  A2)/ A1)] × 100 
 
   เมื่อ A1 = คา OD ของการทดลองที่มีเอนไซมทริปซิน 
(ไมมีซีรั่ม) 
         A2 = ค า  OD ขอ งก ารทดลอ งที่ มี เอน ไซม          
ทริปซินท่ีบมซีรั่ม 
 

- Peroxidase activity 

ดัดแปลงวิธีการศึกษาของ Lazado และ
คณะ [25] และ Güllü และคณะ [26] นําตัวอยางซีรั่ม
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 บมที่อุณหภูมิหองในที่มืดเปนเวลา 2 นาที 
หลังจากนั้นเติม 4M H2SO4 35 µl แลวนําไปวัดคาการ
ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 450 nm ดวยเครื่อง 
microplate reader  (EZ Read 2 0 0 0 )  โ ด ย ค า 
peroxidase activity รายงานผลดวยคาการดูดกลืน
แสงที่ความยาวคลื่น 450 nm 

 
5. การวิเคราะหขอมูลทางสถิติ 

การวิเคราะหทางสถิติของขอมูลทั้งหมดจาก
การทดลองจะใชโปรแกรมสําเร็จรูป SPSS version 
16.0 (SPSS Inc.) วิเคราะหความแปรปรวน (ANOVA) 
คาเฉลี่ยของพารามิเตอรเลือดที่ เกี่ยวของกับระบบ
ภู มิ คุ ม กั น  โด ย ใช  ANOVA แ ล ะ เป รี ย บ เที ย บ             
ความแตกตางระหวางคาเฉลี่ ยโดย Tukey’s HSD 
multiple comparison test ที่ ร ะดั บความ เชื่ อมั่ น 
95%  

 
ผลการวิจัยและวิจารณ 

การศึกษาการตอบสนองของระบบภูมิคุมกัน
แบบไมจําเพาะของปลานิลที่ไดรับไบโอฟลอคที่ผลิต
จากแหล งคารบอนที่ แ ตกต างกั นทั้ ง  3  รูป แบบ             
ไดแสดงถึงประสิทธิภาพของไบโอฟลอคในการกระตุน
ภูมิคุมกันของปลานิล โดยคาเฉลี่ยเปอรเซ็นตเม็ดเลือด
แดงอั ดแนนตลอดการทดลองของปลานิ ลที่ กิ น            
ไบโอฟลอค BFC (55-63%) BFC+M (55-62%) และ 
BFM (55-61%) มีค าสู งกวาชุดควบคุม  (47-48%) 
อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) ยกเวนในวันที่ 1 
หลังจากปลาทดลองไดรับ BFC+M และ BFM มีคา     
เม็ดเลือดแดงอัดแนนไมแตกตางอยางมีนัยสําคัญทาง
สถิต ิ(P>0.05) จากชุดควบคุม (Figure 2) 
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Figure 2  คาเม็ดเลือดแดงอัดแนน (hematocrit) ในนํ้าเลือดปลานิลที่ไดรับไบโอฟลอคตอเนื่องเปนเวลา 7 วัน 

และไมไดรับไบโอฟลอค (ชุดควบคุม) 
 

จากการศึกษาการตอบสนองภูมิคุมกัน       
แบบไมจําเพาะของสารน้ําในรูปพลาสมาในปลานิล
พบวาคา total immunoglobulin ในวันที่ 1 และ 2 
ของปลานิลที่ไดรับไบโอฟลอคมีคาสูงกวาชุดควบคุม
อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) ซึ่งผลการศึกษา      
ในวันที่  1 (มีค า total immunoglobulin สู งที่ สุด ) 
แสดงใหเห็นวาปลานิลในชุดการทดลอง 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
สูงกวาชุดควบคุม (495.37 mg dl-1) อยางมีนัยสําคัญ
ทางสถิติ (P<0.05) เมื่อเขาสูวันที่ 2 หลังจากการให     
ไบโอฟลอคเปนเวลา 7 วัน ชุดการทดลอง BFC+M 
(775.46 mg dl-1) มี ค า  total Immunoglobulin        
สูงกวาชุดควบคุม (418.73 mg dl-1) อยางมีนัยสําคัญ 
(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                      
คา total immunoglobulin ของ  ทุกชุดการทดลอง    
มีค าใกล เคียงและไมมีความแตกตางทางสถิติกับ           
ชุดควบคุม (Figure 3A) 

ค า  plasma bactericidal activity ข อ ง
ปลานิลที่ไดรับไบโอฟลอคในชุดการทดลอง BFC+M 
(เฉ ลี่ ย ใน ช ว ง  55%-70%) แ ล ะ  BFM (55%-70%)          
มีความแตกตางทางสถิติกับชุดควบคุม (43%-47%) 
(P<0.05) ตลอดระยะเวลาที่ทําการศึกษา ขณะที ่        
ชุดการทดลอง BFC (เฉลี่ยในชวง 50%-70%) มีความ
แตกตางทางสถิติกับชุดควบคุม (P<0.05) เฉพาะวันที่     
1  2 และ  3  เท านั้ น  แต ค า  plasma bactericidal 
activity ของปลาทั้ง 3 ชุดการทดลองที่กินไบโอฟลอค 
ไมมีความแตกตางกันทางสถิติ (P>0.05) (Figure 3B) 
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Figure 3 การตอบสนองภูมิคุมกันแบบสารน้ํา (พลาสมา) ในปลานิลที่ไดรับไบโอฟลอคตอเนื่องเปนเวลา 7 วัน       
และไมไดรับไบโอฟลอค (ชุดควบคุม): Total immunoglobulin (ก) และPlasma bactericidal activity (ข) 

 
 การศึกษาการตอบสนองภูมิคุมกันแบบ         
ไมจําเพาะของสารน้ําในรูปแบบซีรั่มของปลานิลพบวา
คาพารามิเตอรของระบบภูมิคุมกันทุกคาที่ศึกษาใน    
ปลานิลที่ไดรับไบโอฟลอคมีคาสูงกวาชุดควบคุม โดย
ร ะ ดั บ  lysozyme activity ข อ ง ป ล า นิ ล ที่ ได รั บ          
ไบโอฟลอคที่ผลิตจากแหลงคารบอนตางกันจะมีความ
แตกตางกัน 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      
สูงกวาชุดควบคุม (P<0.05) ในวันที่ 2 และ 3 เทานั้น 
อยางไรก็ตาม lysozyme activity ของทั้ง 3 ชุดการ
ทดลองที่ใหไบโอฟลอคตางกันไมมีความแตกตางกัน     
ทางสถิติ (P>0.05) (Figure 4A) 
 

 
 ค า  antiprotease ในซี รั่ มขอ งปลานิ ลที่
ไดรับไบโอฟลอค ชุดการทดลอง BFC มีคาสูงกวา         
ชุ ดควบ คุม ใน วันที่  1 (60.78%) และ  3 (54.42%) 
ในขณะที่การทดลอง BFC+M (56.54%) มีคาสูงกวา    
ชุดควบคุมในวันที่  1 เทานั้น และผลการทดลองใน        
ชุด BFM มีคาสูงกวาชุดควบคุมในวันที่  1 (56.69%) 
และ 2 (53.60%) (Figure 4B)  

จากคา peroxidase activity ของปลานิลที่
ไดรับไบโอฟลอคพบวา ในวันที่  1 มีเฉพาะชุดการ
ทดลอง BFM เทานั้นที่แตกตางทางสถิติ (P<0.05) กับ
ชุดควบคุม ขณะที่ วันที่  2 และ 3 คา peroxidase 
activity ในปลานิลที่กินไบโอฟลอคทุกชุดการทดลอง       
มีค าสู งกวาชุ ดควบคุมอย างมีนั ยสํ าคัญทางสถิติ 
(P<0.05) และวันที่  7 มีเฉพาะชุดการทดลอง BFM 
เทานั้นที่มีความแตกตางกับชุดควบคุมอยางมีนัยสําคัญ 
(P<0.05) (Figure 4C)  
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ผลการศึกษาแสดงให เห็นวาไบโอฟลอค       
ทุกแบบที่ผลิตไดสามารถกระตุนภูมิคุมกันในปลานิล     
ไดอยางชัดเจน สอดคลองกับการวิจัยอื่น ๆ ที่ไดศึกษา
ในสัตวน้ํ าชนิดตาง ๆ [6], [8], [27] ทั้ งนี้ เนื่ องจาก        
ไบ โอฟลอคคือ  biomass ของจุลินทรีย  และสาร          
ชีวโมเลกุลที่ เปนองคประกอบของจุลินทรีย  ไดแก        
β-glucan peptidoglycan LPS แ ล ะ flagellin 
สามารถทําหนาที่ เปน PAMPs กระตุนภูมิคุมกันได        
ในสัตวน้ําทั้งในกลุมที่มีกระดูกสันหลังและไมมีกระดูก
สันหลัง อยางไรก็ตาม ไบโอฟลอคที่ผลิตจากแหลง
คารบอนที่ แตกต างกั น  (แป ง 100% แป ง 50%             
+กากน้ําตาล 50% และกากน้ําตาล 100%) กระตุน
ภูมิคุมกันแบบไมจําเพาะของปลานิลไดแตกตางกัน       
ในรูปแบบการกระตุนภูมิคุมกัน (ระยะเวลาและผลการ
แสดงออกของพารามิเตอรเลือดทางภูมิคุมกัน) ซึ่งจาก
ก า ร ท ด ล อ งแ ส ด ง ให เห็ น ค า  hematocrit แ ล ะ 
antiprotease มีความแตกต างกันระหวางชุดการ
ทดลอง 2 3 และ 4 ในขณะที่คาพารามิเตอรอื่น ๆ     
จากการศึกษา ไบโอฟลอคทุกแบบมีคาการตอบสนอง     
ที่ไมแตกตางทางสถิติ (P>0.05) ซึ่งนาจะเปนผลจาก
องคประกอบจุลินทรียในไบโอฟลอคเมื่อเลี้ยงดวยแหลง
คารบอนตางกัน สอดคลองกับงานวิจัยของ Wei และ
คณะ [13] ที่รายงานวาไบโอฟลอคที่ผลิตจากแหลง
คารบอนที่ตางกัน เชน แปง น้ําตาล และกลีซอรอล 
สงผลตอโครงสรางของจุลินทรียในไบโอฟลอคและ
สงผลตอการตอบสนองของระบบภูมิคุมกันแบบ           
ไมจําเพาะในสัตวน้ํา และการศึกษาของ Ahmad และ
คณะ [14] ซึ่งไดศึกษาการเลี้ยงปลายี่สกเทศในระบบ   
ไบโอฟลอคโดยใชแหลงคารบอน 4 ชนิด (แปงมัน
สําปะหลัง แปงสาลี แปงขาวโพดและกากออยจากการ
ผลิตน้ําตาล) เปนเวลา 60 วัน พบวาฟลอคที่เกิดขึ้นใน
ระบบการเลี้ยงที่ใชแหลงคารบอนทั้ง 4 ชนิดสามารถ
กระตุนภูมิคุมกันปลายี่สกเทศได แตประสิทธิภาพ      
การกระตุนภูมิคุมกันแตกตางกัน โดยแปงมันสําปะหลัง
สามารถกระตุนไดดีท่ีสุด 

 

 
Figure 4 การตอบสนองภูมิคุมกันแบบสารน้ํา (ซีรั่ม) 
ในปลานิลที่ไดรับไบโอฟลอคตอเนื่องเปนเวลา 7 วัน 
และไมไดรับไบโอฟลอค (ชุดควบคุม): Lysozyme 

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

 

การใชแหลงคารบอนที่แตกตางกันในการ
ผลิตไบโอฟลอคยังสงผลใหมีความแตกตางในการ
กระตุนความตานทานตอเชื้อกอโรคในสัตวนํ้าชนิดอื่น ๆ 
นอกจากปลานิลดวย มีการศึกษาผลของแหลงคารบอน
ที่แตกตางกันตอการตอบสนองทางภูมิคุมกันของกุงขาว
แปซิฟกที่เลี้ยงในระบบไบโอฟลอค ซึ่งแสดงใหเห็นวา     
กุงที่ ไดรับไบโอฟลอคมีอัตราการรอดตายเมื่อไดรับ       
เชื้อไวรัส infectious myonecrosis สูงกวาชุดควบคุม 
แตการใหแหลงคารบอนที่แตกตางกันมีผลตออัตราการ
ตายของกุงที่แตกตางกัน โดยการใชกากน้ําตาลและ     
ของเหลือจากการผลิตแปงมันสําปะหลังใหผลการ      
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รอดตายที่ ดี  [7] ดั งนั้ น  จากการศึ กษาที่ ผ านมา
สนับสนุนขอมูลในการศึกษาของคณะผูวิจัยครั้ งนี ้         
ที่แสดงใหเห็นวา ไบโอฟลอคจากการผลิตโดยใชแหลง
คารบอนตาง ๆ สามารถกระตุนภูมิคุมกันสัตวน้ําได       
แตการใชแหลงคารบอนตางกันในการผลิตไบโอฟลอค
จะสงผลตอประสิทธิภาพการกระตุนภูมิคุมกันในสัตวนํ้า
แตละชนิดท่ีตางกัน  

จ า ก ค า พ า ร า มิ เ ต อ ร เ ลื อ ด ทุ ก ค า ที่
ทําการศึกษาเพื่อยืนยันความสามารถของไบโอฟลอค     
ในการกระตุนภูมิคุมกันในปลานิล พบวาเมื่อเวลา      
ผานไปคาพารามิ เตอร เลือดจะลดลง โดยจะมีค า
ใกลเคียงกับคาท่ีตรวจวัดไดของชุดควบคุม (ไมแตกตาง
อยางมีนัยสําคัญ) ซึ่งแสดงใหเห็นวาไบโอฟลอคสามารถ
กระตุ นภู มิ คุ มกัน ได เพี ย งระยะเวลาหนึ่ ง เท านั้ น 
นอกจากนี้ไดมีการศึกษาผลกระทบของไบโอฟลอค      
ในการเปนอาหาร/อาหารผสมตอการเจริญเติบโตของ
สัตวน้ํา พบวาไบโอฟลอคไมสงผลกระทบดานลบตอ
การเจริญเติบโต [28], [29] ดังนั้น จากคุณลักษณะการ
กระตุนภูมิคุมกันในชวงระยะเวลาหนึ่งของไบโอฟลอค
ในการศึกษาครั้งนี้ผนวกกับผลการศึกษากอนหนา 
แสดงให เห็ น ว า ไบ โอฟลอคสามารถพัฒ นาเป น            
สารกระตุนภูมิคุมกันทีไ่มเปนอันตรายตอสัตวน้ําได  
 
สรุปและเสนอแนะ 

 เทคโนโลยีไบโอฟลอคเปนการผลิตอาหาร
ธรรมชาติใหแกสัตวน้ําโดยใชแหลงไนโตรเจนที่ไดจาก
ของเสียในการเลี้ยงสัตวน้ําและเติมแหลงคารบอนเพื่อ
สรางสมดุลในการเจริญ เติบโตของจุลินทรีย  โดย         
มวลชีวภาพของจุลินทรียที่ถูกสรางขึ้นจะเปนแหลง
อาหารและสารกระตุนภูมิคุมกันใหแกสัตวน้ํา นอกจาก
จะเปนระบบการเลี้ยงสัตวน้ําที่เปนมิตรตอสิ่งแวดลอม
แลวเทคโนโลยีไบโอฟลอคยังชวยลดการใชสารเคมีและ
ยาปฏิชีวนะ ดังนั้นการใชเทคโนโลยีไบโอฟลอครวมใน
ระบบการเลี้ยงจึงเปนการผลิตสัตวน้ําที่ปลอดภัยตอ
ผูบริโภค วัตถุประสงคหลักของการศึกษาในครั้งนี้เพื่อ
เปรียบเทียบการแสดงออกของพารามิเตอร เลือด           
ที่สําคัญทางภูมิคุมกันของปลานิลเมื่อไดรับไบโอฟลอค     
ที่ ผลิตจากแหลงวัตถุดิบคารโบไฮเดรตตาง ๆ ซึ่ ง
สามารถหาได งาย ในพื้ นที่ ก ารเพาะเลี้ ย งสัตวน้ํ า         

ของประเทศไทย จากผลการศึกษาแสดงใหเห็นวา          
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%) สามารถกระตุนการตอบสนองของ
ระบบภูมิคุมกันแบบไมจําเพาะในปลานิลได จากขอมูล
ที่ไดจะถูกใชเปนแนวทางในการเพิ่มมูลคาใหกับวัสดุ
เหลือทิ้ งทางการเกษตร โดยเปลี่ยนให เปนวัตถุดิบ
อาหารสัตวน้ําได อยางไรก็ตามการใชในแหลงคารบอน
ตางชนิดกันจะสงผลตอระดับการกระตุนและระยะเวลา
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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