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ศึกษาการใช๎จุลินทรีย์ Lactobacillus plantarum LP64 เป็นโปรไบโอติกส าหรับก๎ุง
ก๎ามกราม (Macrobrachium rosenbergii) โดยการศึกษาการรอดชีวิต (viability) ของเชื้อสายพันธุ์
นี้ พบวํา ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เชื้อสดสามารถเก็บไว๎ได๎นาน 30 วัน ขณะท่ีเชื้อสดผสม
อาหารก๎ุงก๎ามกรามส าเร็จรูปสามารถเก็บได๎เพียง 3 วัน ผลของการใช๎จุลินทรีย์  L. plantarum 
LP64 เป็นโปรไบโอติกในการเล้ียง ก๎ุงก๎ามกรามตํอการเจริญเติบโตและการรอดชีวิต นาน 60 วัน 
พบวํา อัตราการเจริญเติบโตและอัตรารอดชีวิตของก๎ุงระหวํางกลํุมควบคุมและกลํุมเสริม 
โปรไบโอติกไมํมีความแตกตํางอยํางมีนัยส าคัญทางสถิติ  (p>0.05) อยํางไรก็ตาม อัตราการ
เจริญเติบโตและอัตรารอดชีวิตของก๎ุงท่ีได๎รับโปรไบโอติกมีแนวโน๎มเพิ่มสูงข้ึนโดยเฉพาะ  
อยํางย่ิงท่ีอัตราสํวน 1:3 ปริมาตรตํอน้ าหนักซ่ึงแสดงคําสูงสุด การศึกษา อัตราสํวนและการเสริม 
(ระยะเวลาและแบบแผนการให๎)  โปรไบโอติกท่ีเหมาะสมส าหรับการกระต๎ุนภูมิค๎ุมกันของก๎ุง  
นาน 60 วัน พบวํา ปริมาณเม็ดเลือดรวม กิจกรรมของเอนไซม์ฟีนอลออกซิเดส กิจกรรมของ 
เม็ดเลือดในการกลืนกินส่ิงแปลกปลอม และกิจกรรมการท าลายแบคทีเรียของน้ าเลือดของก๎ุง  
ทุกกลํุมการทดลองแตกตํางอยํางมีนัยส าคัญทางสถิติ ซ่ึงก๎ุง ท่ีได๎รับอาหารเสริมโปรไบโอติก
อัตราสํวน 1.5:3 (ปริมาตร/น้ าหนักอาหาร) ทุกวัน มีระดับภูมิค๎ุมกันสูงกวําก๎ุงกลํุมการทดลองอ่ืนๆ
และกลํุมควบคุม ย่ิงกวํานั้น ปริมาณแบคทีเรียกรดแลคติกภายในล าไส๎ก๎ุงก๎ามกรามของกลํุมการ
ทดลองนี้ก็สูงกวํากลํุมการทดลองอ่ืนๆและกลํุมควบคุมอยํางมีนัยส าคัญย่ิงทางสถิติ (p<0.01) 
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Application of Lactobacillus plantarum  LP64 as probiotics for giant freshwater  prawn 

(Macrobrachium rosenbergii) was investigated. The viability study at 4C showed this strain could 
alive for 30 days while cells which were mixed into commercial feed for giant freshwater  prawn 
alived only 3 days.  Effect of feeding L. plantarum  LP64 as probiotics on growth and survival 
during the 60 days of feeding experiment was studied. The result showed that growth rate and 
survival rate of prawns between control and probiotics-supplemented feed treatments were not 
significantly different (p>0.05). However, growth rate and survival rate of prawns supplemented with 
probiotics showed tendency to increase especially at ratio 1:3 (v/w) which showed the highest result.  
The optimum probiotics ratio and supplement (period and pattern) for immunostimulation of 
prawn during the 60 days of feeding experiment were also investigated. There were significantly 
different in the total hematocyte count, phenoloxidase act ivity, phagocytic activity and 
antibactericidal activity among all treatments. It was found that prawns which were fed with 
probiotics-supplemented feed at ratio 1.5:3 (v/w) everyday have higher immune levels than prawns 
of other treatments and control. Moreover, the number of lactic acid bacteria in intestine of 
prawns of this treatment was also signif icantly higher than another  treatments and control 
(p<0.01). 
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ตํางๆกันเป็นระยะเวลา 60 วัน 61 

12 Total Lactic Acid Bacteria (CFU/g) ของล าไ ส๎ ก๎ุง ก๎ามกรามท่ีไ ด๎รับอาห าร ก๎ุง
ก๎ามกรามส าเร็จรูปผสมโปรไบโอติกท่ีอัตราสํวนตํางๆกันเป็นระยะเวลา 60 วัน 65 

13 ล าไส๎ของก๎ุงก๎ามกรามกลํุมควบคุมท่ีได๎รับอาหารก๎ุงก๎ามกรามส าเร็จรูปเป็น
ระยะเวลา 60 วัน ท่ีสํองภายใต๎กล๎อง Scanning Electron Microscope (SEM)  
ก าลังขยาย 10,000 เทํา 66 



 
                                                                                                                                                         (5) 
 

สารบัญภาพ (ต่อ) 

ภาพท่ี หน้า 

  
14 ล าไส๎ของก๎ุงก๎ามกรามท่ีได๎รับอาหารก๎ุงก๎ามกรามส าเร็จรูปผสมโปรไบโอติกท่ี

อัตราสํวน 1.5:3 (ปริมาตร/น้ าหนักอาหาร) เ ป็นระยะเวลา 60 วัน ท่ีสํองภายใต๎กล๎อง 
Scanning Electron Microscope (SEM) 10,000 เทํา  66 
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การใช้จุลินทรีย์ Lactobacillus plantarum LP64 เป็นโปรไบโอติกในการกระตุ้น 

ภูมิคุ้มกันของกุ้งก้ามกราม (Macrobrachium rosenbergii) 

 
Application of Lactobacillus plantarum LP64 as Probiotics for 

Immunostimulation in Giant Freshwater Prawn (Macrobrachium rosenbergii) 
 

ค าน า 
 

 ก๎ุงก๎ามกราม (Macrobrachium rosenbergii) เป็นก๎ุงน้ าจืดท่ีนิยมบริโภคของชาวไทยและมี 
ราคาสูงเ ม่ือเปรียบเทียบกับสัตว์น้ าชนิดอ่ืนๆ ในการเล้ียง ก๎ุงก๎ามกรามระยะแรกนั้นพบปัญหาหลัก
คือ การขาดแคลนพันธุ์ก๎ุงเนื่องจากยังผลิตได๎น๎อย ท าให๎ราคาคํอนข๎างแพง แตํในปัจจุบันกรม
ประมงได๎ค๎นคว๎าและพัฒนารูปแบบการเล้ียงท่ีเหมาะสม ท าให๎มีโรงเพาะก๎ุงก๎ามกรามมากเพียงพอ  
ท่ีจะผลิตพันธุ์ก๎ุงเพื่อตอบสนองความต๎องการของผ๎ูเล้ียง ซ่ึงผ๎ูเล้ียงจะต๎องปรับปรุงวิธีการเล้ียงเพื่อ
ลดต๎นทุนและเพิ่มผลผลิตเพื่อให๎ได๎ก าไรมากข้ึน การเล้ียง ก๎ุงก๎ามกรามนั้นจะต๎องอาศัยความสนใจ 
เอาใจใสํและดูแลอยํางมาก การปลํอยก๎ุงในอัตราความหนาแนํนสูงจะท าให๎ก๎ุงกินกันเอง และมีของ
เสียจากการขับถํายในบํอเล้ียงเป็นปริมาณมาก ท าให๎คุณภาพน้ าเปล่ียนแปลงไป ซ่ึงเป็นสาเหตุท าให๎
ก๎ุงเกิดความเครียดและมีภูมิค๎ุมกันลดลง ท าให๎เชื้อโรคเข๎าท าอันตรายตํอก๎ุง นอกจากนั้นหากมี
อาหารตกค๎างในบํอมากจะท าให๎เกิดการสะสมของสารอินทรีย์ท่ีพื้นบํอ ท าให๎เชื้อโรคเพิ่มจ านวน
อยํางรวดเร็วซ่ึงเป็นปัจจัยเสริมให๎ก๎ุงมีภูมิค๎ุมกันต่ าลง ท าให๎เป็นโรคได๎งํายข้ึน เ ม่ือเกิดโรคในก๎ุงมัก
มีการใช๎สารปฏิชีวนะเพื่อรักษาโรค หากมีการใช๎อยํางตํอเนื่องนานนานจะท าให๎เชื้อกํอโรคเกิดการ
ด้ือยา ท าให๎ใช๎สารปฏิชีวนะในปริมาณเทําเดิมไมํได๎ผลเทําท่ีควรจึงต๎องมีการเพิ่มปริมาณข้ึนเร่ือยๆ 
นอกจากนี้ยังท าให๎เกิดปัญหาการตกค๎างของยาปฏิชีวนะในเนื้อก๎ุงสํงออก ซ่ึงปัจจุบันประเทศคํูค๎า
ได๎เพิ่มความเข๎มงวดในการตรวจสอบ และพัฒนาวิธีการตรวจสอบให๎ทันสมัยสามารถตรวจสอบ
สารตกค๎างได๎แม๎พบในปริมาณน๎อย 
  
 จากสาเหตุดังกลําวประเทศคํูค๎าสินค๎าเกษตรของไทยได๎มีการตกลงข๎อก าหนดการใช๎สาร
ปฏิชีวนะและสารเคมีเพื่อลดการตกค๎างในเนื้อสัตว์และผลิตภัณฑ์ การใช๎สารเสริมชีวภาพจึงเป็น
แนวทางหนึ่งในการเพิ่มการยํอยได๎และผลผลิต กระต๎ุนภูมิค๎ุมกัน ท าให๎สัตว์แข็งแรง ลดสารตกค๎าง
ในเนื้อและการด้ือยาของเชื้อโรค โปรไบโอติกจึงเป็นอีกหนึ่งทางเลือกท่ีก าลังได๎รับความสนใจ 
โดยกลํุมจุลินทรีย์โปรไบโอติกท่ีนิยมใช๎ในการเพาะเล้ียงสัตว์น้ า เชํน Lactobacillus spp., Bacillus 
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spp. และ Pseudomonas fluorescens (Smith and Davey, 1993; Byun et al., 1997; Moriaty, 1998; 
Verschuere et al ., 2000) โดยปรับสมดุลของจุลินทรีย์ประจ าถ่ินในระบบทางเดินอาหารและลด
ปริมาณเชื้อกํอโรค เพิ่มอัตราการรอดชีวิตและกระต๎ุนการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์ประจ าถ่ิน โปร
ไบโอติกนั้นต๎องมีการคัดเลือกคุณสมบัติของการเป็นโปรไบโอติกและความจ าเพาะเจาะจงตํอสัตว์
ท่ีน าไปใช๎ โดยต๎องเป็นเซลล์ท่ีมีชีวิตและมีปริมาณเพียงพอไปจนถึงระบบทางเดินอาหาร ทนตํอ
สภาพกรดและน้ าดีในระบบทางเดินอาหาร และถูกเมทาบอไลซ์ในล าไส๎ได๎ ไมํถูกดูดซึมในระบบ
ทางเดินอาหาร และไมํท าให๎เกิดการแพ๎ ท าให๎สัตว์เจริญเติบโตและมีภูมิต๎านทานตํอโรคดีข้ึน ไมํท า
ให๎เกิดโรคหรือเป็นพิษตํอสัตว์ ในการเพาะเล้ียงสัตว์น้ าโดยเฉพาะก๎ุงได๎มีการใช๎โปรไบโอติกกัน 
อยํางแพรํหลาย แตํขาดการศึกษาในวิชาการเชิงประยุกต์ใช๎ ดังนั้นจึงศึกษาการใช๎ Lactobacillus 
plantarum LP64 เป็นโปรไบโอติกในการเล้ียงก๎ุงก๎ามกรามเพื่อกระต๎ุนภูมิค๎ุมกันของก๎ุงได๎อยํางมี
ประสิทธิภาพ โดยมีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาอัตราสํวนและระยะเวลาท่ีเหมาะสมตํอการกระต๎ุน
ระบบภูมิค๎ุมกันของก๎ุงก๎ามกราม 
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วัตถุประสงค ์
 
 1. เพื่อศึกษาการรอดชีวิต (viability)  ของโปรไบโอติกในรูปของเชื้อสดและอาหารก๎ุง
ก๎ามกรามส าเร็จรูปผสมโปรไบโอติก 
 
 2. เพื่อศึกษาอัตราสํวนของโปรไบโอติกท่ีเหมาะสมตํอการเพิ่มการเจริญเติบโต และการ
รอดชีวิตของก๎ุงก๎ามกราม 
 
 3. เพื่อศึกษาอัตราสํวนและระยะเวลาการให๎โปรไบโอติกท่ีเหมาะสมในการกระต๎ุน
ภูมิค๎ุมกันของก๎ุงก๎ามกราม 
 
 4. เพื่อศึกษาผลของโปรไบโอติกตํอปริมาณ Vibrio spp. และ Total Lactic Acid Bacteria 
ในทางเดินอาหารของก๎ุงก๎ามกราม 
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การตรวจเอกสาร 
 
1. กุ้งก้ามกราม 

 
1.1 อนุกรมวิธานของก๎ุงก๎ามกราม 
 

       ก๎ุงก๎ามกรามมีชื่อสามัญท่ีแตกตํางกันออกไปในแตํละท๎องถ่ิน เชํน ก๎ุงก๎ามกราม ก๎ุงนาง 
ก๎ุงหลวง ก๎ุงก๎ามเกล้ียง ก๎ุงแห ก๎ุงใหญํ แมํก๎ุง เป็นต๎น มีชื่อภาษาอังกฤษวํา Giant Freshwater  Prawn 
และมีชื่อวิทยาศาสตร์วํา Macrobrachium rosenbergii   
 
       Phylum Arthropoda 
                 Class Crustacea 
                            Order Decapoda 
                                      Suborder Natantia 
                                                Family Palemonidae 
                                                          Genus Macrobrachium 
                                                                     Species rosenbergii 
 

1.2 ลักษณะท่ัวไป 
      
      ก๎ุงก๎ามกรามนั้นเป็นก๎ุงน้ าจืดท่ีมีขนาดใหญํท่ีสุด มีเปลือกคลุมล าตัว ล าตัวแบํงออกเป็น 

3 สํวน คือ หัว อก และท๎อง สํวนหัวและอกรวมเป็นปล๎องเดียวกัน ทางสํวนหน๎ามีหนาม 2 อัน 
(hepatic spine และ anternal spine) ข๎างแก๎มมีรํองเห็นได๎ชัดเจน กรีมีลักษณะแบนข๎างยาวเรียว โคน
กรีหนาและนูน ตรงกลางโค๎งแอํนลงปลายโค๎ง ข้ึน มีหยักคล๎ายฟันเล่ือย สันกรีลํางมีหยักประมาณ 
8-14 หยัก สันกรีบนมีหยักประมาณ 12-15 หยัก ตามีก๎านยาวย่ืนออกนอกเบ๎าตา เคล่ือนไหวไปมา
ได๎ (กลํุมบัณฑิตเกษตรอาสา สาขาประมง , 2539) 

 
      สํวนหัวและอกมีขาเดิน 5 คํู ขาเดินคํูท่ี 1 และ 2 มีลักษณะเป็นก๎าม มีสีคราม ขาเ ดินคํูท่ี 

1 ใชใ๎นการหาอาหารและท าความสะอาดรํางกาย คํูท่ี 2 มีขนาดใหญํกวําคํูท่ี 1 โดยใช๎ในการตํอส๎ู
และจับเหย่ือ มีหนวด 2 คํู  
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ภาพท่ี 1  ลักษณะท่ัวไปของก๎ุงก๎ามกราม 
 
ท่ีมา: ยนต์ (2529) 
 

      สํวนท๎องมีปล๎อง 5 ปล๎อง มีขาวํายน้ าจ านวน 5 คํู ชํองปลํอยน้ าเชื้อของเพศผ๎ูอยํูบริเวณ
โคนขาเดินคํูท่ี 5 สํวนเพศเมียมีชํองปลํอยไขํบริเวณโคนขาเดินคํูท่ี 3 ในเพศผ๎ูปลายขาวํายน้ าคํูท่ี 2 
จะแยกเป็น 4 แขนง แตํในเพศเมียจะแยกเป็น 3 แขนง สํวนหางประกอบด๎วยแพนหางข๎างละ 1 คํู 
สํวนกลางเป็นหางแหลม ปลายหางมีหนาม 4 คํู ปลายหางยาวจรดด๎านข๎างของแพนหาง (ชูศักด์ิ, 
2532) 

 
      ก๎ุงก๎ามกรามเพศผ๎ูและเพศเมียมีลักษณะแตกตํางกันท่ีสังเกตได๎ดังนี้ ในก๎ุงขนาดโตเต็ม

วัยเพศผ๎ูจะมีขนาดใหญํกวําเพศเมีย โดยเฉพาะสํวนหัวและขาเดินคํูท่ี 2 ของเพศผ๎ูจะใหญํกวําเพศ
เมียอยํางชัดเจน ถ๎าก๎ุงยังมีขนาดเล็กสังเกตได๎จากขาวํายน้ าคํูท่ี 2 โดยเพศผ๎ูจะมีรยางค์เพศผ๎ูอยํูคํูกับ
รยางค์อันใน สํวนขาวํายน้ าของก๎ุงเพศเมียจะมีรยางค์ในอยํางเดียว 
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ภาพท่ี 2  ลักษณะเพศของก๎ุงก๎ามกราม 
 
ท่ีมา: ยนต์ (2529) 
 

1.3 ถ่ินท่ีอยํูและการแพรํกระจายของก๎ุงก๎ามกราม 
 
      ก๎ุงก๎ามกรามมีการแพรํกระจายอยํูท่ัวไปในเขตเอเชียตะวันออกเฉียงใต๎ เชํน เมียนมาร์ 

ไทย ลาว เ วียดนาม เขมร อินโดนีเซีย และฟิลิปปินส์ สํวนมากจะอาศัยในแหลํงน้ าจืดท่ีมีทางน้ า
ติดตํอกับทะเล สามารถด ารงชีวิตได๎ท้ังน้ าจืดและน้ ากรํอยคือ ในระยะตัวอํอนจะอยํูในน้ ากรํอย
ระยะหนึ่งจึงย๎ายไปอาศัยในน้ าจืดจนเจริญเป็นตัวเต็มวัย ส าหรับในประเทศไทยก๎ุงก๎ามกรามนั้นพบ
ได๎เกือบทุกภาค สํวนมากจะอยํูในแมํน้ า  ล าคลอง หนอง บึง ทะเลสาบ ภาคกลางพบก๎ุงก๎ามกรามชุก
ชุมในลํุมแมํน้ าเจ๎าพระยา แมํน้ าทําจีน และแมํน้ าบางปะกง ในเขตจังหวัดอยุธยา ชัยนาท ปทุมธานี 
นนทบุรี  สมุทรสงคราม สมุทรปราการ ราชบุรี สุพรรณบุรี เป็นต๎น  ภาคใต๎พบก๎ุงก๎ามกรามชุกชุม
ในเขตจังหวัดสุราษฎร์ธานี ชุมพร นครศรีธรรมราช พัทลุง และสงขลา (บรรจง,  2535) 
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1.4 วงจรชีวิตและการสืบพันธุ์  
       
      กุ้งก้ามกรามผสมพันธุ์วางไข่ได้ตลอดปีหากน้้ามีอุณหภูมิสูงกว่า 21 องศาเซลเซียส โดย

วางไข่ได้ปีละ 4 - 5 คร้ัง  เม่ือถึงฤดูผสมพันธุ์  แม่กุ้ง ท่ีผสมพันธุ์แล้วจะเดินทางมาสู่บริเวณปากแม่น้้า 
หรือบริเวณน้้ากร่อย หลังจากวางไข่แล้ว ลูกกุ้งจะล่องลอยไปตามกระแสน้้าและใช้เวลา 15-40 วัน 
จนวิวัฒนาการเป็นกุ้งโตเต็มวัย (postlarvae) แล้วจึงอพยพเข้าไปเจริญเติบโตในน้้าจืด จนมีอายุ 
ประมาณ 5 เดือน จึงพร้อมจะผสมพันธุ์วางไข่ได้  

         
       การผสมพันธุ์วางไข่เกิดข้ึนเ ม่ือตัวเ มียลอกคราบเสร็จใหม่ๆและเปลือกยังอ่อนอยู่ ตัว

เมียจะรับน้้าเชื้อจากตัวผู้ซ่ึงมีลักษณะเป็นสารเหนียวสีขาวติดอยู่ท่ีหน้าอกระหว่างขาเดินของตัวเมีย 
หลังจากนั้น 2-3 ชั่วโมง ไข่จะเคล่ือนออกมาผสมกับน้้าเชื้อแล้วถูกเก็บไว้บริเวณส่วนท้องระหว่าง  
ขาว่ายน้้า แม่กุ้งจะใช้ขาว่ายน้้าโบกพัดให้น้้าไหลผ่านเพื่อให้ออกซิเจนแก่ไข่ ไข่ท่ีออกมาใหม่จะมีสี
เหลืองอมส้มขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 0.6-0.8 มิลลิเมตร และจะมีวิวัฒนาการจนกระท่ังเปล่ียนเป็นสี
น้้าตาลหรือสีเทา ซ่ึงพร้อมจะฟักเป็นตัวภายใน 2-3 วัน โดยระยะเวลาท่ีไข่ติดอยู่ท่ีท้องจนฟักเป็นตัว
ประมาณ 17-21 วัน วิวัฒนาการของลูกก๎ุงวัยอํอนดังแสดงในตารางท่ี 1 
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ตารางท่ี 1   วิวัฒนาการของลูกก๎ุงวัยอํอนตามวิธีของ Uno and Soo (1969)  
 

ระยะท่ี ลักษณะ 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
10 
11 

12 (กุ้งคว้่า) 

ไม่มีก้านตา 
มีก้านตา 
ปลายหางแผ่กว้าง 
กรีด้านบนมีฟัน 2 ซ่ี 
ปลายหางแคบเรียวเข้า 
ขาว่ายน้้างอกเป็นปุ่ม 
ปลายขาว่ายน้้าเป็น 2 แฉก ไม่มีขน 
แขนงนอกของขาว่ายน้้ามีขน  
ปลายขาว่ายน้้าท้ัง  2 แขนง มีขน 
ปลายกรีด้านบนมีฟัน 3-4 ซ่ี 
กรีด้านบนมีฟันหลายซ่ี 
กรีมีฟันท้ังด้านบนและด้านล่าง 

 
ท่ีมา: Uno and Soo (1969) 
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ภาพท่ี 3  วิวัฒนาการของลูกก๎ุงวัยอํอน  
 
ท่ีมา: Uno and Soo (1969) 
 

1.5 อาหารและการกินอาหารของก๎ุงก๎ามกราม 
   
     ก๎ุงก๎ามกรามจะหากินอยํูหน๎าดินบริเวณท่ีมีน้ าไหลและสะอาด มีความไวตํอแสง วํองไว 

หลบหลีกศัตรูได๎คลํองแคลํว โดยปกติก๎ุงก๎ามกรามจะหากินในเวลากลางคืน สํวนเวลากลางวันจะ
ซํอนตัว ก๎ุงก๎ามกรามสามารถกินอาหารได๎ท้ังพืชและสัตว์ ซากพืช ซากสัตว์ เชํน ปลา เนื้อปลา หอย 
พันธุ์ไม๎น้ า หนอน ตัวอํอนของแมลง เมล็ดข๎าว ถ่ัว เป็นต๎น และก๎ุงก๎ามกรามยังกินกันเองโดยเฉพาะ
ในระยะท่ีก าลังลอกคราบ ก๎ุงตัวท่ีอํอนแอกวําจะถูกท าร๎ายและเป็นอาหารของตัวท่ีแข็งแรงกวํา  
(ยนต์, 2529) 
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     ดังนั้นอาหารท่ีใช๎เล้ียงก๎ุงก๎ามกรามหากให๎เป็นอาหารสดควรเป็นเนื้อปลาสด เนื้อหอย 
หรือบดผสมแล๎วอัดเ ม็ดตากแห๎ง และก๎ุงเป็นสัตว์ท่ีกินอาหารได๎ช๎าอาหารผสมจึงควรจะคงรูปและ
จมในน้ าได๎นานไมํต่ ากวํา 3 ชั่วโมง สํวนผสมของอาหารควรมีโปรตีนร๎อยละ 20-30 ปัจจุบันมี
อาหารก๎ุงส าเร็จรูปในรูปอาหารเม็ดซ่ึงสะดวกและครบคุณคําทางโภชนะย่ิงข้ึน อาหารก๎ุงควรเป็น
อาหารชนิดเม็ดจมแทํงส้ันๆเพื่อความสะดวกในการกัดกินและคงสภาพในน้ าได๎นานโดยไมํละลาย 
น้ า ขนาดของอาหารควรมีขนาดท่ีเหมาะสมกับอายุของก๎ุง ควรมีลักษณะเป็นเกล็ดส าหรับก๎ุงขนาด 
เล็กและเพิ่มขนาดของเม็ดอาหารตามขนาดของก๎ุงท่ีเพิ่มข้ึน การให๎อาหารควรโปรยให๎โดยรอบ
เพื่อให๎อาหารกระจายท่ัวบํอและก๎ุงกินอาหารได๎ท่ัวถึง เนื่องจากก๎ุงมีนิสัยหวงอาณาเขต อาจท าให๎
ก๎ุงท่ีมีขนาดเล็กไมํสามารถแยํงกินอาหารได๎ เวลาในการให๎อาหารก๎ุงก๎ามกรามควรให๎ในปริมาณ
น๎อยแตํบํอยคร้ัง อยํางน๎อยวันละ 2-4 คร้ัง ในฤดูฝนหรืออากาศเปล่ียนแปลงมากไมํควรให๎อาหารก๎ุง
หรืออาจให๎ในปริมาณเพียงเล็กน๎อย การพิจารณาให๎อาหารก๎ุงมีหลักในการพิจารณาดังนี้ ถ๎าเป็นก๎ุงท่ี
มีขนาดเล็กต่ ากวํา 100 ตัวตํอกิโลกรัม ปริมาณอาหารท่ีให๎ร๎อยละ 10-12 ของน้ าหนักก๎ุง ถ๎าเป็นก๎ุง ท่ี
มีขนาด 50-80 ตัวตํอกิโลกรัม ปริมาณอาหารท่ีให๎ร๎อยละ 5-8 ของน้ าหนักก๎ุง ถ๎าเ ป็นก๎ุงท่ีมีขนาด 
ใหญํกวํานี้ให๎อาหารในปริมาณ ร๎อยละ 10-12 ของน้ าหนักก๎ุง  (บรรจง, 2535) 

 
1.6 โรคและปรสิตท่ีพบในก๎ุงก๎ามกราม 
 

                    1.6.1 โรคเหงือกด า หรือโรคแก๎มด า 
 
                พบได๎บํอยในบํอเล้ียงก๎ุงในประเทศไทย โดยเกิดจากแบคทีเรียพวก Aeromonas, 

Hydrophilla และ Flavobacterium  จับท่ีเหงือก มองเห็นเป็นสีด า ท าให๎ก๎ุงหายใจไมํสะดวก หรืออาจ
เกิดจากพื้นบํอมีการสะสมของเสียท่ีเป็นสารประกอบไนโตรเจนสูง น้ ามีออกซิเจนต่ า ลักษณะ
อาการท่ีพบ บริเวณชํองเหงือกจะมีสีด า ซ่ึงอาจพบท้ังเหงือกหรือฝาปิดเหงือก ด๎านใน วิธีการ
ป้องกันและแก๎ไขคือ เปล่ียนถํายน้ าและย๎ายก๎ุงออกไปเล้ียงในบํอใหมํ เพื่อให๎ก๎ุงลอกคราบ 
แบคทีเรียท่ีจับอยํูก็จะหลุดไปหรืออาจใช๎ยาปฏิชีวนะ เชํน เตตราซัยคลิน คลอเตตราซัยคลิน หรือ
คลอแรมฟินิคอล ในอัตรา 2.5-3.0 กรัมผสมอาหาร 1 กิโลกรัม ให๎ก๎ุงกิน 5-7 วัน พร๎อมกับการถําย
น้ า 
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      1.6.2 โรคเปลือกเนํา  
 

                เกิดจากแบคทีเรียท าให๎ขอบหรือปลายเหงือกมีสีด าและขาดหายไป ถ๎าเ กิดท่ี
ปลายขา จะท าให๎ขาขาด ขากุด โรคนี้จะคํอยๆลามไป ท าให๎ก๎ุงเกิดการระคายเคือง ไมํกินอาหารและ
ตายในท่ีสุด 
       1.6.3 โรคท่ีเกิดจากแบคทีเรียเส๎นใย 
 
    ลักษณะอาการนั้นจะพบแบคทีเรียเป็นเส๎นบนผิวท่ีสํวนตํางๆของล าตัว เหงือก ขา
วํายน้ า และแพนหาง จะพบมากในบํอท่ีมีการเล้ียงก๎ุงอยํางหนาแนํน ท าให๎มีอัตราการตาย สูง การ
ป้องกันและรักษาโดยการหม่ันเปล่ียนถํายน้ าและท าความสะอาดบํอเป็นประจ า  
 
       1.6.4 โรคคอบวมหรือคอหนอก 
 
                             พบบริเวณรอยตํอของเปลือกหัวกับล าตัวจะบวมและมีของเหลวอยํูด๎านในและ
ตํอไปอาจแตกออก โรคนี้สามารถท าให๎ก๎ุงตายได๎ และยังไมํทราบสาเหตุของโรคท่ีชัดเจน ซ่ึงอาจ
เกิดจากแบคทีเรีย การป้องกันรักษา ให๎ยาปฏิชีวนะผสมอาหาร โดยใช๎ออกซีเตตราซัยคลิน 5 กรัม
ผสมอาหาร 1 กิโลกรัม 
 
       1.6.5 โรคท่ีเกิดจากโปรโตซัว 
 
   โรคนี้เกิดจากโปรโตซัวจ าพวกยึดเกาะ มักพบในลูกก๎ุงระยะกํอนคว่ าและ  หลัง
คว่ าตัวแล๎ว และยังพบในก๎ุงโตเต็มวัย โปรโตซัวท่ีเป็นสาเหตุนี้อยํูในสกุล Epistylis sp., 
Zoothamnium sp., Acineta sp. และ Paracineta sp. ก๎ุงท่ีมีโปรโตซัวจ าพวกนี้เกาะอยํูมากๆจะเห็น
เป็นปุยตรงบริเวณท่ีเกาะ สามารถป้องกันและรักษาโดยใช๎ฟอร์มาลิน 25-30 มิลลิลิตรตํอน้ า 1 
ลูกบาศก์เมตร หรือดํางทับทิม 2-4 มิลลิกรัมตํอน้ า 1 ลิตร หรือจุนสี 0.25-0.5 มิลลิกรัมตํอน้ า 1 ลิตร 
หรืออาจป้องกันโดยการเปล่ียนถํายน้ าในบํอก๎ุงบํอยๆเพื่อลดการสะสมของเสียท่ีก๎นบํอ  
 
       1.6.6 โรคเนื้อขาวหรือโรคเนื้อตาย 
 
    พบมากเ ม่ือสภาพแวดล๎อมของบํอก๎ุง ท่ีไมํเหมาะสม ท าให๎ก๎ุงเกิดความเครียด เชํน 
ความเค็มสูง อุณหภูมิเปล่ียนแปลงผิดปกติ ขาดออกซิเจน และการเล้ียงท่ีหนาแนํนเกินไป อาการท่ี
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พบคือกล๎ามเนื้อล าตัวและหางจะมีสีขาวขํุน กล๎ามเนื้อจะตายและลามออกไปเร่ือยๆ อาจเร่ิมเกิดจาก
จุดเล็กๆและลุกลามตํอไปจนก๎ุงตายภายใน 2-3 วัน บางคร้ังพบท่ีหางกํอนท่ีจะลามไปยังสํวนอ่ืนๆ
ของรํางกาย ป้องกันโดยการตรวจสอบคุณภาพน้ าในบํอเล้ียงก๎ุงสม่ าเสมอ  และลดปัจจัยท่ีสํงผลตํอ
ความเครียดในก๎ุง  
 
       1.6.7 โรคทางเดินอาหารอักเสบ 
 
    มักพบโรคนี้ในก๎ุงก๎ามกรามและก๎ุงทะเล ลักษณะอาการท่ีพบคือ เย่ือบุผนังของ
ทางเดินอาหารสํวนกลางและสํวนท๎ายเซลล์เนื้อเย่ือตาย และมีเลือดค่ังในชํองทางเดินอาหารและ
บริเวณผนังทางเดินอาหาร สาเหตุอาจเกิดจากก๎ุงกินสาหรํายสีน้ าเงินแกมเขียวในสกุล Oscillatoria 
sp. การป้องกันนั้นท าได๎โดยการรักษาระดับของแพลงก์ตอนพืชในบํอก๎ุงให๎มีระดับท่ีเห มาะสม เพื่อ
ป้องกันแสงไมํให๎สํองถึงพื้นบํอ และป้องกันสาหรํายสีน้ าเงินแกมเขียวแบบเส๎นใยข้ึนบนพื้นบํอ  
 
       1.6.8 โรคทีจี 
 
    พบโรคนี้ได๎ในก๎ุงก๎ามกรามขนาดใหญํ โดยเฉพาะอยํางย่ิงก๎ุงก๎ามกรามเพศผ๎ู ก๎ุงท่ี
เป็นโรคจะอํอนแอ ซึม ไมํคํอยเคล่ือนไหวหรือเคล่ือนไหวเชื่องช๎า เนื้อจะมีลักษณะขํุนขาวท้ังล าตัว 
ตับและตับอํอนจะมีขนาดเล็กลง มีเลือดค่ังบริเวณชํองทางเดินอาหารกํอนถึงกระเพาะ อาจพบ
จุลินทรีย์เกาะด๎านลํางของล าตัว และบางคร้ังพบจุดสีน้ าตาลตามล าตัวของก๎ุงท่ีเป็นโรคทีจี  การ
แก๎ไขท าได๎โดยการคัดแยกก๎ุงท่ีเป็นโรคออกไป 
 
       1.6.9 โรคตัวขาว โรคก๎ุงขาว 
 
    ก๎ุง ท่ีเป็นโรคนี้สีจะคํอยๆซีดลงจนเป็นสีขาว และเปลือกอํอนจะนิ่มลงเร่ือยๆ
อาการระยะแรกเปลือกนอกจะแข็งตัวช๎าลงหลังลอกคราบจนกระท่ังเปลือกจะนิ่มตลอด ลักษณะท่ี
ตรวจพบของก๎ุงท่ีเป็นโรคนี้คือการฝ่อของเม็ดสี กล๎ามเนื้อจะขํุนขาว ตับและตับอํอนขนาดลดลง 
โดยสาเหตุของโรคนั้นเกิดจากการขาดสารอาหารหรือสภาพแวดล๎อมไมํเหมาะสม 
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      1 .6.10  โรคเรืองแสง  
          
   สาเหตุเกิดจากแบคทีเรีย Vibrio harveyi  ซ่ึงพบได้ท้ังในน้้าจืด น้้าทะเล และน้้า

กร่อย จะพบการเรืองแสงบนตัวกุ้งท่ีเป็นโรคซ่ึงเห็นได้ในเวลากลางคืน กุ้งว่ายน้้าเฉื่อยชา ล้าตัว ขุ่น 
รวมกลุ่มกันและอัตราการตายอาจสูงถึง 100 % รักษาโดยใช้ยา Chloramphenical 2-3 ppm วิธี
ป้องกันท่ีดีคือ ฆ่าเชื้อในน้้าด้วยแคลเซียมไฮโปคลอไรท์ 20-30 ppm หรือฟอร์มาลิน 50 ppm 
 

      1 .6.11 โรคลอกคราบไม่ออก  
 

   ลูกกุ้งท่ีตายจะติดอยู่กับคราบตรงบริเวณขาว่ายน้้า รยางค์และกรี ส่วนกุ้งท่ีลอก
คราบได้จะมีรยางค์ผิดปกติและตายหลังจากลอกคราบ แต่การตายจากโรคนี้มักไม่ร้ายแรง ส่วน
สาเหตุท่ีตายยังไม่ทราบแน่ชัดแต่อาจเกิดจากคุณภาพน้้าไม่ดีหรือขาดสารอาหาร ป้องกันและรักษา
โดยรักษาคุณภาพน้้าให้เหมาะสมและให้อาหารท่ีมีเลซิติน 

 
      1.6.12 Larval mid cycle disease (MCD) 

 

   สาเหตุท่ีเกิดยังไม่ทราบแน่ชัด อาจเกิดจากสารพิษ เช่น โลหะหนัก ยาก้าจัด
วัชพืช ขาดสารอาหาร หรือติดแบคทีเรียในกลุ่ม Enterobacteraerogenes กุ้งจะอ่อนแอ ไม่กินอาหาร 
เฉื่อยชา และถูกกินโดยกุ้งท่ีแข็งแรงกว่า กุ้ง ท่ีเป็นโรคมักจะมีสีน้้าเงินปนเทา และว่ายน้้าควงสว่าน 
มักจะพบในกุ้งอายุ 12-24 วัน วิธีป้องกันและแก้ไขท่ีดีท่ีสุดคือ ก้าจัดกุ้งท่ีเป็นโรคท้ิงและฆ่าเชื้อและ
ท้าความสะอาดบ่อทุกคร้ังท่ีอนุบาลเสร็จแต่ละชุด 
 

      1.6.13 โรคเนื้อตายจากแบคทีเรีย  
           
   กุ้งท่ีเ ป็นโรคมีสีออกน้้าเงินหรือซีด กระเพาะอาหารว่าง กุ้งท่ีอ่อนแอมักจะนอน

ก้นบ่อ และมีจุดสีน้้าตาลบนรยางค์และหนวด สาเหตุยังไม่แน่ชัด สันนิษฐานว่าเกิดจากแบคทีเรีย
หลายชนิด เช่น Leucothrix sp. และแบคทีเรียในกลุ่ม bacilli และ cocci พบบนเหงือกและรยาง ค์ 
และอาจท้าให้กุ้งตายภายใน 2 วัน รักษาโดยใช้เพนนิซิลิน 2 ppm หรือ furanace 7 ppm 
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       1.6.14 ศัตรูของก๎ุง  
 

   ศัตรูของก๎ุงท่ีเล้ียงในบํอมีหลายชนิด เชํน นกเป็ดน้ า นกยาง กบ เตํา งู ปลากิน
เนื้อทุกชนิดโดยเฉพาะปลาชํอน แม๎ขนาดเล็กก็สามารถกินลูกก๎ุงได๎ เม่ือจับปลาได๎จะพบลูกก๎ุงอยํูใน
ท๎องเสมอ ปลาชํอนจึงเป็นปลาท่ีมีอันตรายและป้องกันยาก เพราะปลาชํอนสามารถกระโดดข๎ามบํอ
ได๎และมีอยํูทุกแหํง สํวนปลาอ่ืนๆท่ีไมํกินลูกก๎ุงก็จะแยํงอาหาร ท าให๎ก๎ุงไมํได๎รับอาหารเต็มท่ีและ
ส้ินเปลืองคําใช๎จําย การป้องกันท าได๎โดยใช๎อวนม๎ุงไนลํอนก้ันรอบบํอและกรองน้ ากํอนปลํอยเข๎า
บํอก๎ุงเพื่อป้องกันไขํและลูกปลา ส าหรับการก าจัดปลานั้นท าได๎โดยสูบน้ าออกให๎เหลือประมาณ 50 
เซนติเมตร แล๎วจึงใช๎กากเมล็ดชาป่นแชํน้ าในอัตรา 25-30 กรัมตํอน้ า 1 ตัน หรือใช๎โลํต๊ินสดใน
อัตรา 1 กิโลกรัมตํอน้ า 100 ตัน โดยทุบโลํต๊ินแชํน้ า 1 คืนแล๎วสาดให๎ท่ัวบํอ ปลาจะตายหมดแตํก๎ุง
นั้นไมํตาย หลังจากนั้นสูบน้ าให๎เข๎าไปเทําเดิม (ยนต์, 2529)  

 
2. ระบบภูมิคุ้มกันของกุ้ง  

 
สัตว์ในกลํุมครัสเตเชียน (Crustaceans) มีระบบภูมิค๎ุมกันท่ีมีมาโดยก าเนิด (innate 

immunity) ไมํมีระบบภูมิค๎ุมกันโรคแบบจ าเพาะเจาะจง โดยระบบท างานด๎วยแอนติบอด้ี (antibody) 
การตอบสนองแบบไมํจ าเพาะเจาะจง (non-specif ic immune response) สํวนใหญํเกิดจากกิจกรรม
ของเม็ดเลือด น้ าเลือด และเนื้อเย่ือตํางๆในรํางกาย โดยระบบภูมิค๎ุมกันโรคของก๎ุงจะประกอบไป
ด๎วย 2 สํวน (Lackie, 1980; Ratcliffe et al., 1985; Smith and Chisholm, 1992) คือ 

 
2.1 ระบบภูมิค๎ุมกันท่ีอาศัยเซลล์ (cellular immunity)  
 
      ระบบภูมิค๎ุมกันชนิดนี้อาศัยเซลล์เม็ดเลือด 3 ชนิด คือ ไฮยาลินเซลล์ (hyalin cell) เซมิ

กรานูลลาร์เซลล์ (semigranular cell)  และกรานูลาร์เซลล์ ( large granular cell) ซ่ึงเป็นเซลล์จับกิน
เชื้อโรคท่ีอยํูกับท่ี ( fix phagocyte)  กระจายอยํูตามเนื้อเย่ือ เหงือก ตํอมน้ าเหลือง หัวใจ และเนื้อเย่ือ  
เก่ียวพันตํางๆ ซ่ึงท าหน๎าท่ีในการจับกินเชื้อโรค (phagocytic activity) และการห๎อมล๎อมก าจัดส่ิง
แปลกปลอม (nodule formation and encapsulation)  (Sindermann, 1971; Rabin, 1970) 
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2.2 ระบบภูมิค๎ุมกันในน้ าเลือด (humoral immunity)  
 
      ระบบภูมิค๎ุมกันชนิดนี้เกิดจากการท างานของหลายๆปฏิกิริยา เชํน การเกิดการแข็งตัว

ของเลือด (blood clotting)  การเกิดเมลานิน (melanin formation)  และ opsonization ระบบท่ีส าคัญ
คือโปรฟีนอลออกซิเดสแอกติเวติงซิสเตม (prophenoloxidase activating system) และเลคติน
(lectin) ซ่ึงคอยดักจับส่ิงแปลกปลอม (Sindermann, 1971; Rabin, 1970)    

    
      ก๎ุงมีระบบหมุนเวียนเลือดเป็นระบบเปิดคือ เลือดไมํได๎หมุนเวียนอยํูในทํอเลือดตลอด 

เวลา เลือดจะถูกหัวใจบีบสํงไปเล้ียงสํวนตํางๆของรํางกายแล๎วจะไหลไปรวมกันท่ีแอํงเลือดในสํวน
ของล าตัวบริเวณใต๎ท๎อง ซ่ึงจุดนี้จะเป็นจุดรวมเลือดกํอนท่ีจะถูกหัวใจดึงไปฟอกท่ีเหงือกแล๎วรับไป
เล้ียงสํวนตํางๆของรํางกายอีกคร้ังหนึ่ง  (กิจการ และคณะ, 2543ก) โดยน้ าเลือดของก๎ุงจะ มีสีน้ าเงิน
ซ่ึงเป็นสีของฮีโมไซยานินซ่ึงมีองค์ประกอบท่ีส าคัญคือทองแดง ท าหน๎าท่ีในการแลกเปล่ียนและ
ขนสํงออกซิเจนไปหลํอเล้ียงเซลล์ท่ีเรียกกันวํา Hematopoictic tissue ซ่ึงพบได๎ในบริเวณฐานของ
กรีและโคนขาเดินในสํวนอก (อาจ, 2529; กิจการ และคณะ, 2543ก)   

      
3. ชนิดและหน้าท่ีของเม็ดเลือดกุ้ง 

 
3.1 ไฮยาลินเซลล์ (hyalin cell)  ไฮยาลินเซลล์เป็นเซลล์เ ม็ดเลือดท่ีมีรูปรํางแบน กลม ผิว

เรียบ บางคร้ังจะพบวํามีลักษณะคล๎ายกระสวย เซลล์จะมีนิวเคลียสขนาดใหญํอยํูกลางเซลล์  พบ 
mitochondria, smooth endoplasmic reticulum (SER) และ rough endoplasmic reticulum (RER) 
น๎อย ไมํมีกรานูลภายในเซลล์ เ ป็นเซลล์เ ม็ดเลือดท่ีมีขนาดเล็กท่ีสุด  ขนาดของเซลล์ยาว 6.8-13.6
ไมโครเมตร กว๎าง 6.4-8.3 ไมโครเมตร เส๎นผํานศูนย์กลาง 5-6 ไมโครเมตร มีหน๎าท่ีเก่ียวกับการจับ
กินส่ิงแปลกปลอม (phagocytosis) (Soderhall and Cerenius, 1992) 

        
   3.2 เซมิกรานูลลาร์เซลล์ (semigranular cell)  เป็นเซลล์เม็ดเลือดท่ีมีรูปรํางเป็นรูปไขํหรือรูป
กระสวย นิวเคลียสอยํูตรงกลางหรือขอบ พบ smooth endoplasmic reticulum (SER) และ rough 
endoplasmic reticulum (RER) มาก มีไซโตพลาสมิกแกรนูลมากข้ึน บริเวณผิวเซลล์อาจพบ         
ไมโครวิลไลได๎เล็กน๎อย เซลล์มีขนาดความยาว 9.0-14.2 ไมโครเมตร กว๎าง 4.2-6.8 ไมโครเมตร 
เส๎นผํานศูนย์กลาง 7-10 ไมโครเมตร ท าหน๎าท่ีในการสร๎าง nodule formation และ encapsulation 
รวมท้ังในระบบ prophenoloxidase (Soderhall and Cerenius, 1992)  
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3.3 กรานูลาร์เซลล์ ( large granular cell)  เป็นเซลล์เ ม็ดเลือดท่ีมีขนาดใหญํท่ีสุดและมี 
กรานูลขนาดใหญํจ านวนมากอยํูในไซโตพลาสซึม นิวเคลียสอยํูบริเวณขอบ พบ smooth 
endoplasmic reticulum (SER) และ rough endoplasmic reticulum (RER)  ปานกลาง เซลล์มีขนาด
ความยาว 12.2-14.6 ไมโครเมตร กว๎าง 7.2-7.8 ไมโครเมตร เส๎นผํานศูนย์กลาง 8-10 ไมโครเมตร 
(กิจการ และคณะ, 2543ข) มีหน๎าท่ีหลักในการท างานในระบบ prophenoloxidase (Soderhall and 
Cerenius, 1992)       
 

 
 
ภาพท่ี 4  เซลล์เม็ดเลือดของก๎ุงกุลาด า H = hyalin cell, S = semigranular cell, L = large granular  
               cell เม่ือย๎อมด๎วย Giemsa’s stained   
 
ท่ีมา: กิจการ (2543ข) 
 
ตารางท่ี 2  หน๎าท่ีของเม็ดเลือดก๎ุงแตํละชนิด 

 
หน๎าท่ี ชนิดของเม็ดเลือด 

ไฮยาลิน เซมิกรานูลาร์ กรานูลาร์ 
การแข็งตัวของเลือด (hemolymph clotting)  
การกลืนท าลาย (phagocytosis)  
การหํอหุ๎มส่ิงแปลกปลอม (encapsulation)  
ระบบโปรฟีนอลออกซิเดส (prophenoloxidase 
system)  

+ 
- 
- 
- 

- 
+ 
+ 
+ 

- 
+ 
+ 
+ 

 
ท่ีมา: กิจการ (2543ก) 
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4. ระบบภูมิคุ้มกันท่ีป้องกันสิ่งแปลกปลอมโดยเซลล์ 
 
 4.1 กระบวนการ Phagocytosis 
 

       Phagocytosis เป็นกระบวนการท่ีส าคัญของเม็ดเลือดในการท าลายส่ิงแปลกปลอมท้ังท่ี
มีชีวิตและไมํมีชีวิตท่ีเ ข๎าไปในตัวก๎ุง ซ่ึงเป็นภูมิค๎ุมกันแบบไมํจ าเพาะเจาะจง (McKay and Jenkin, 
1970) โดยกระบวนการก าจัดส่ิงแปลกปลอมด๎วยวิธีการกลืน กิน (phagocytosis) ถือวําเป็นระบบ
ภูมิค๎ุมกันดํานแรกของรํางกายท่ีจะท างานทันทีเ ม่ือพบกับแอนติเจนหรือส่ิงแปลกปลอมท่ีเข๎าสํู
รํางกาย เซลล์เ ม็ดเลือดท่ีท าหน๎าท่ีดังกลําวเรียกวํา เซลล์ฟาโกซัยติก (phagocytic cell) (สันนิภา, 
2549) ข้ันตอนในการกลืนกินนั้นมีลักษณะเชํนเดียวกับสัตว์ท่ีมีกระดูกสันหลัง (Ratchiffe et al ., 
1985) เม่ือส่ิงแปลกปลอมนั้นเข๎าสํูระบบจะเกิดการยึดเกาะกันระหวํางส่ิงแปลกปลอมกับผิวของ
เซลล์เม็ดเลือด หลังจากนั้นผิวของเซลล์เม็ดเลือดเกิดการเว๎าเข๎าไปเกิดเป็นฟาโกโซม (phagosome) 
และจะสัมผัสกับไลโซโซม (lysosome) ท่ีอยํูภายในเซลล์ เกิดเป็นฟาโกไลโซโซม (phagolysosome) 
ซ่ึงไลโซโซมนั้นมีเอนไซม์หลายชนิดท่ีเรียกวํา acid hydrolases ซ่ึงรวมถึงเอนไซม์ DNases, 
RNases, proteases, phosphatases และ lipase ท าหน๎าท่ียํอยสลายส่ิงแปลกปลอมท้ังหลายให๎เป็น
หนํวยยํอยๆและมีการแตกตัวของออกซิเจน  (oxygen burst) น้ าตาลท่ีถูกสะสมไว๎ท่ีใช๎ในการสร๎าง 
NADPH จะรวมเข๎ากับออกซิเจน ซ่ึงออกซิเจนเหลํานี้จะถูกรีดิวซ์เป็น superoxidase anion (O2

- )  
และ toxic peroxide (H2O2) การแตกตัวของออกซิเจนสามารถผลิตออกซิเจนในรูปท่ีเป็นพิษ จ านวน
โมโลกุลท้ังหมดจะมีความสามารถในการเกิดปฏิกิริยาสูง และมีการท าลายอนุภาคภายในฟาโกไล
โซโซม โดยกลไกทางเคมีอยํางไมํเฉพาะเจาะจง หลังจากยํอยสลายแล๎วจะปลดปลํอยสํวนท่ีถูก
ท าลายแล๎วออกมาจากเซลล์ (Kein, 1982; Pick and Keisari, 1980)  
 

      การเพิ่มจ านวนอิเล็กตรอนโดยมี NADPH เป็นตัวให๎อิเล็กตรอน ท าให๎เกิดอนุภาคตํางๆ  

       Superoxide  : O2 + e-    O2
-  

       Hydrogen peroxide : O2 + e- + 2H-     H2O2
 

       Hydroxyl radicle : H2O2 + e- + H+      OH- + H2O 
 
      ภายในไลโซโซม จะมีคําความเป็นกรดดําง (pH) ต่ า เพราะเย่ือบุผิวของไลโซโซมจะ

สูบฉีดไฮโดรเจนไอออน (H- ) เข๎าไปในไลโซโซม เพื่อรักษาระดับความเป็นกรดดํางให๎ได๎ 4.8 ซ่ึง
เป็นคําความเป็นกรดดํางท่ีท าให๎โปรตีนหลายชนิดเส่ือมสภาพ (denature) และงํายในการท าให๎แตก
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ออก สภาพความเป็นกรดนี้จะเรํงให๎เกิดการสร๎างสารประกอบออกซิเจนบางชนิดท่ีเป็นพิษ เชํน 
peroxide (Pick and Keisari, 1980)  

 
      ระยะเวลาในการเกิดกระบวนการกลืนกินส่ิงแปลกปลอมส าหรับการแตกตัวของ

อนุภาคส่ิงแปลกปลอมจะแตกตํางออกไปข้ึนอยํูกับปัจจัยหลายอยําง เชํน ชนิดของส่ิงแปลกปลอม 
ระดับของการกระต๎ุนเซลล์ท่ีท าหน๎าท่ีกลืนกินส่ิงแปลกปลอม กระบวนการนี้บางคร้ังสามารถเกิด
ได๎ในเวลาไมํก่ีชั่วโมงหรือบางคร้ังอาจใช๎เวลาเป็นวัน (Sung et al ., 1996) 

 
4.2 Nodule formation และ Encapsulation 
 
      กระบวนการนี้เกิดข้ึนในกรณีท่ีส่ิงแปลกปลอมมีจ านวนมากหรือมีขนาดใหญํเกินกวํา

เซลล์เม็ดเลือดจะใช๎กระบวนการ Phagocytosis ก าจัดออก โดยกระบวนการ Nodule formation จะ
เกิดข้ึนเม่ือส่ิงแปลกปลอมนั้นเข๎ามาเป็นจ านวนมาก การสร๎างโนดูลนั้นจะเป็นกลํุมก๎อนเซลล์รอบๆ
ส่ิงแปลกปลอมจะเกิดข้ึนเพื่อไมํให๎ส่ิงแปลกปลอมกระจายลุกลามท่ัวรํางกาย และมักพบการสร๎าง
โนดูลบริเวณเหงือกและเฮปพาโทแพนเครียส (hepatopancreas) พร๎อมกับการเกิดเม็ดสีด า 
(melanin) ในระบบโปรฟีนอลออกซิเดส (Johansson and Soderhall, 1989)  

 
      สํวน Encapsulation จะเกิดข้ึนเม่ือส่ิงแปลกปลอมนั้นมีขนาดใหญํมากกวํา 10 ไมโคร 

เมตร (Lackie, 1980) จนเม็ดเลือดเซลล์เดียวไมํสามารถกลืนท าลายได๎ ต๎องอาศัยเม็ดเลือดจ านวน
มากมาล๎อมจับกระจายหุ๎มส่ิงแปลกปลอม เชํน เชื้อรา ไขํของปรสิต (Ratchiffe et al., 1985)  เซลล์ท่ี
ท าหน๎าท่ีในการหํอหุ๎มส่ิงแปลกปลอม ได๎แกํ เซมิแกรนูลาร์เซลล์ และแกรนูลาร์เซลล์ (ตารางท่ี 2) 
โดยท่ีเซมิแกรนูลาร์เซลล์จะมีบทบาทมากกวําแกรนูลลาร์เซลล์ กลไกการก าจัดส่ิงแปลกปลอมท่ีถูก
หํอหุ๎มจะอาศัยองค์ประกอบในระบบโปรฟีนอลออกซิเดสพร๎อมกับมีการเกิดเม็ดสีด า (melanin)  
(Nappi, 1973; Ratchiffe et al ., 1985) และพบวําโปรตีน 76 kDa ในน้ าเลือดจะเป็นตัวชํวยในการ
หํอหุ๎มส่ิงแปลกปลอมท่ีเกิดเพิ่มข้ึน โดยกระต๎ุนให๎เม็ดเลือดยึดเกาะส่ิงแปลกปลอมดีข้ึน (Johansson 
and Soderhall, 1989; Smith and Chisholm, 1992) 

 
4.3 Melanization 
 
      การเกิด Melanization เป็นกระบวนการหนึ่งท่ีเกิดข้ึนในสัตว์ในไฟลัม Arthopoda 

หลังจากการเกิด Nodule formation หรือ Encapsulation มีการรายงานคร้ังแรกโดย Lightner และ 
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Redman (1977)  ในบริเวณท่ีเกิดการอักเสบของก๎ุงในสกุล Peneaus ท่ีเป็นโรค ซ่ึงกระบวนการนี้ถูก
กระต๎ุนโดย prophenoloxidase  

 
5. ระบบท่ีป้องกันสิ่งแปลกปลอมโดยสารน้ า  
 
 5.1 การแข็งตัวของเลือด (Hemolymph clotting)  
 
       การแข็งตัวของเลือดเป็นปฏิกิริยาท่ีส าคัญท้ังในสัตว์มีกระดูกสันหลังและไ มํมีกระดูก
สันหลัง เป็นกระบวนการแรกท่ีเกิดข้ึนทันทีภายหลังท่ีเกิดบาดแผล เพื่อป้องกันการสูญเสียเลือดจาก
บาดแผล และป้องกันการบุกรุกของเชื้อโรคผํานบาดแผล (Johansson and Soderhall, 1989) เป็น
กระบวนการท่ีเกิดข้ึนโดยเม็ดเลือดชนิดไฮยาลีนเซลล์ปลดปลํอยสารเคมีออกมาไปกระต๎ุนการ
เปล่ียนแปลงทางเคมีของโคแอคกลูโลเจน (coagulogen) ซ่ึงเป็นสารท่ีท าให๎เกิดการจับตัวเป็นก๎อน 
โดยเป็นโปรตีนหลักเก่ียวกับการแข็งตัวของเลือดซ่ึงอยํูในน้ าเลือดของครัสเตเซียน ท าให๎เกิดการ
แข็งตัวของเลือด การท่ีเลือดไมํสามารถแข็งตัวได๎ อาจเกิดมาจากการท่ีเ ม็ดเลือดชนิดไฮยาลีนเซลล์มี
ปริมาณลดลงจากการติดเชื้อจุลินทรีย์ (Martin et al., 1993) และพบวําการแข็งตัวของเลือดจะเกิด 
ข้ึนพร๎อมกับการสร๎างเม็ดสีด า (melanin)  ท่ีเกิดข้ึนในระบบโปรฟีนอลออกซิเดส (Johansson and 
Soderhall, 1989; Ratchliffe et al ., 1985)   
 
 5.2 Prophenoloxidase activating system 
 
       การสร๎างเม็ดสีด า (melanin) ในระบบโปรฟีนอลออกซิเดส บริเวณบาดแผลท่ีปิดแล๎ว
หรือบริเวณ nodule หรือภายในกลํุมเม็ดเลือดท่ี encapsulation (Nappi, 1973) เป็นกลไกป้องกันส่ิง
แปลกปลอมโดยเซลล์ท่ีส าคัญของสัตว์ท่ีไมํมีกระดูกสันหลัง (Ratchliffe et al ., 1985) โดยเฉพาะ
อยํางย่ิงในกลํุมครัสเตเชียน (Johansson and Soderhall, 1989) พบวําเซมิแกรนูลาร์เซลล์และแกร    
นูลาร์เซลล์จะเป็นแหลํงสร๎างและเก็บเอนไซม์ชนิดตํางๆในระบบนี้  (ตารางท่ี 2)   
 

      ระบบโปรฟีนอลออกซิเดสเป็นระบบท่ีมีความซับซ๎อนขององค์ประกอบตํางๆทาง
เอนไซม์ (Johansson and Soderhall, 1989; Smith and Soderhall, 1991)  ซ่ึงประกอบด๎วยเอนไซม์ท่ี
ส าคัญคือ ฟีนอลออกซิเดส (PO) จะอยํูในรูปของ pro-enzyme ท่ีเรียกวํา โปรฟีนอลออกซิเดส 
(proPO) และเอนไซม์ในกลํุมเซอรีนโปรติเอส โดยจะท างานรํวมกันอยํางมีระบบ (Leonard et al ., 
1985; Soderhall et al., 1994) เร่ิมจากเซมิแกรนูลาร์เซลล์และแกรนูลาร์เซลล์จะจดจ าและถูกกระต๎ุน
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โดยองค์ประกอบเซลล์ของเชื้อกํอโรคจ าพวกไลโปโพลีแซคคาไรด์ (lipopolysaccharide; LPS) ท่ี
เป็นสํวนประกอบของผนังเซลล์แบคทีเรีย หรือเบตา -1,3-กลูแคนซ่ึงเป็นสํวนประกอบของผนัง
เซลล์แบคทีเรียและยีสต์ (Soderhall and Hall, 1984) มีผลท าให๎เซลล์เ ม็ดเลือดเกิดการดีแกรนูเลชัน 
(degranulation)  หล่ังเอนไซม์กระต๎ุนโปรฟีนอลออกซิเดส (prophenoloxidase activating enzyme; 
ppA) ได๎แกํ เซอรีนโปรติเอส (serine protease)  และโปรฟีนอลออกซิเดส ออกจากเม็ดแกรนูล 
(Johansson and Soderhall, 1989;  Ratchliffe et al ., 1985)  หลังจากนั้นเซอรีนโปรติเอสจะถูกกระต๎ุน
โดยไลโปโพลีแซคคาไรด์และเบตา-1,3-กลูแคน ให๎กลายเป็นเซอรีนโปรติเอสท่ีอยํูในรูปแอคทีฟ 
(Soderhall, 1983;  Ratchliffe et al., 1985)  มีผลไปยังปฏิกิริยาการเปล่ียนโปรฟีนอลออกซิเดสเป็น 
ฟีนอลออกซิเดส (phenoloxidase)  ปฏิกิริยาการเปล่ียนชํวงสุดท๎ายนี้สามารถเกิดได๎อีกทางหนึ่งคือ 
สภาวะท่ีมีความเข๎มข๎นของแคลเซียมต่ าจะไปกระต๎ุนให๎มีการเปล่ียนโปรติเอส เอส (protease S) ให๎
อยํูในรูปแอคทีฟ และมีผลเปล่ียนโปรฟีนอลออกซิเดสเป็นฟีนอลออกซิเดสได๎เชํนกัน (Ratchliffe et 
al., 1985) ดังแสดงในภาพท่ี 5 
 
       ฟีนอลออกซิเดสหรืออีกชื่อหนึ่ง ท่ีเรียกวํา ไทโรซิเนส (tyrosinase)  (Aspan and 
Soderhall, 1995) มีความสามารถเกาะจับกับผิวของจุลินทรีย์และพยาธิ พร๎อมกับชักน าให๎เกิดการ
สร๎างเม็ดสีด าบนเชื้อกํอโรคนั้นๆ (Johansson and Soderhall, 1989;  Thornqvist and Soderhall, 
1997) ฟีนอลออกซิเดสจะเรํงปฏิกิริยาไฮดรอกซิเลชัน (hydroxylation) เปล่ียนเป็นไทโรซีน 
(tyrosine) ให๎เป็นไฮดรอกซีฟินิลอะลานีน (dihydroxyphenylalanine; DOPA) และออกซิไดซ์ไดไฮ
ดรอกซีฟินิลอะลานีนให๎กลายเป็นควิโนน (quinone) หลังจากนั้นควิโนนจะมีการเรียงตัวใหมํเอง
โดยไมํมีเอนไซม์เก่ียวข๎องกลายเป็นโดปาโครม (dopachrome) เกาะตัวรวมกันเป็นเม็ดสีด า (Aspan 
and Soderhall, 1995; Pawelek and Korner, 1982) ดังแสดงในภาพท่ี 5 
 
       เม็ดสีด า (melanin) ท่ีสร๎าง ข้ึนในระบบโปรฟีนอลออกซิเดสพบวํา สามารถยับย้ัง
จุลินทรีย์ท่ีมารุกรานได๎ (Kuo and Alexander, 1967; ชัยชาญ, 2545) นอกจากนี้สารตัวกลางใน
ข้ันตอนการสร๎างเม็ดสีด าก็สามารถท าลายจุลินทรีย์และพยาธิได๎เชํนกัน (Pawelek and Lerner, 
1978; Zlotkin et al ., 1973)  
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ภาพท่ี 5  Phenoloxidase system 
 
ท่ีมา: สมบัติ (2542) 
 

      นอกจากการท างานของเม็ดเลือดในการท าลายส่ิงแปลกปลอมในน้ าเลือดของก๎ุงยังมี
สารประกอบทางชีวเคมีท่ีมีพิษตํอเชื้อท่ีท าให๎เกิดโรคอีกหลายชนิด  สารชีวเคมีเหลํานี้เรียกรวมกันวํา 
สารน้ า (humoral defenses) ได๎แกํ สารท่ีออกฤทธิ์ต๎านแบคทีเรีย (antibacter ial activity) แอกกลูตินิน 
(agglutinin) สารคล๎ายไซโตไคน์ (cytokine-like) โมดูเลเตอร์ (modulator) และสารท่ีเก่ียวข๎องกับ
การแข็งตัวของเลือด (clotting factor) (กิจการ และคณะ, 2543ก) โดยคําชีวเคมีของเลือดก๎ุงดังแสดง
ในตารางท่ี 3 
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ตารางท่ี 3  คําปกติทางชีวเคมีของเลือดก๎ุง 
 

Parameter Value 
Total hemocyte count (104 cell/mm3) 
Phenoloxidase activity: Hemocytes 
                                       Serum 
Phagocytic activity  
Clearance activity 
Virucidal activity 
Bactericidal activity 
Superoxide activity 

4.26 ± 1.10x104 cell/ml (n=20) 
352.72 ± 52.30 unit/min/mg protein (n=20)  

32.23 ± 6.04 unit/min/mg protein (n=20)  

22.87 ± 2.37 % (n=10) 
2.20 ± 1.23 x 102 CFU/ml (n=20) 

1:2 - 1:4 (n=20)  
1:2 - 1:4 (n=20)  

25.41 ± 8.32 (n=20) 1 O.D. = 0.001 Unit  

 

ท่ีมา: กิจการ และคณะ (2543ค) 
  
6. กลไกการเกิดโรคในบ่อกุ้ง 
 

กลไกการเกิดโรคในบํอเล้ียงก๎ุงก๎ามกรามนั้นข้ึนอยํูกับการจัดการส่ิงแวดล๎อม ได๎แกํ 
คุณภาพน้ า คุณภาพดิน และออกซิเจนท่ีละลายในน้ าท่ีเหมาะสม ไมํมีเชื้อกํอโรคก๎ุงในปริมาณท่ีสูง 
จนเกินไป สํงผลตํอการเจริญเติบโต การรอดชีวิต และสุขภาพของก๎ุง ในปัจจุบันได๎มีการใช๎สาร
ปฏิชีวนะ โปรไบโอติก หรือสารกระต๎ุนภูมิค๎ุมกันเพื่อให๎ก๎ุงมีสุขภาพดี ซ่ึงการใช๎สารปฏิชีวนะเพื่อ
ป้องกันและรักษาโรคก๎ุงนั้น หากใช๎ในปริมาณมากเกินไปและใช๎ติดตํอกันนานนานยํอมสํงผลเสีย
ท าให๎เชื้อกํอโรคเกิดการด้ือยาสูงข้ึนเร่ือยๆ ท าให๎รักษาโรคยากข้ึน และเสียคําใช๎จํายสูง เกิดสาร
ตกค๎างในก๎ุงกํอนจับจ าหนําย ซ่ึงปัจจุบันประเทศท่ีน าเข๎าก๎ุงจากประเทศไทยนั้นได๎มีการก าหนด
มาตรฐานสินค๎าผลิตภัณฑ์ก๎ุงท่ีมีคุณภาพ ปราศจากสารตกค๎าง ท าให๎การเล้ียงก๎ุงจึงนิยมใช๎โปร 
ไบโอติกทดแทนยาปฏิชีวนะ (ศิริรัตน์, 2539) 

 
 
 
 
 
 



23 
 

 

 

ภาพท่ี 6  ความสัมพันธ์ระหวํางก๎ุงกุลาด า ส่ิงแวดล๎อมในบํอเล้ียงก๎ุง และเชื้อโรครวมท้ังวิธีการท่ีใช๎  
               ในการจัดการของแตํละปัจจัย 
 
ท่ีมา: ศิริรัตน์ (2539) 
 
7. โปรไบโอติก 

 
โปรไบโอติกมีรากศัพท์จากภาษากรีก หมายความวํา เพื่อชีวิต โปรไบโอติกมีการวิจัยคร้ัง

แรกโดย Lilly และ Stillwell ในปี 1965 ซ่ึงได๎กลําวถึงสารท่ีจุลินทรีย์ชนิดหนึ่งหล่ังออกมา และชํวย
กระต๎ุนการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์อีกชนิดหนึ่ง ตํอมา Parker (1974) ให๎ค าจ ากัดความของโปร
ไบโอติกวําเป็น ส่ิงมีชีวิตและสารเคมีท่ีมีผลตํอสมดุลของจุลินทรีย์ในล าไส๎ โดยสารท่ีจุลินทรีย์ผลิต
ข้ึนมามีคุณสมบัติคล๎ายยาปฏิชีวนะแตํไมํทราบวําเป็นสารใด และ Fuller (1989) ได๎ให๎ค าจ ากัดความ
โปรไบโอติกคือ อาหารเสริมซ่ึงเป็นจุลินทรีย์ท่ีมีชีวิต และสามารถกํอให๎เกิดประโยชน์ตํอรํางกาย
ของส่ิงมีชีวิตท่ีอาศัยโดยการปรับสมดุลของจุลินทรีย์ในรํางกาย Havenaar and Huis in’t Veld 
(1992) กลําววํา โปรไบโอติกคือจุลินทรีย์ท่ีมีชีวิตท่ีเพาะเล้ียงเป็นจุลินทรีย์ชนิดเดียวหรือจุลินทรีย์
ผสมน าไปเสริมให๎แกํสัตว์และคนแล๎วมีผลประโยชน์ตํอสัตว์และคนนั้นๆโดยชํวยเสริมคุณสมบั ติ
ของจุลินทรีย์ประจ าถ่ิน จุลินทรีย์ท่ีมีคุณสมบัติเป็นโปรไบโอติกมีหลายชนิดดังแสดงในตารางท่ี 4  
 
 
 
 

 
 

ส่ิงแวดล๎อม 

 

เช้ือโรค 

 

ก๎ุงกุลาด า 
โปรไบโอติก 

สารกระต๎ุนภูมิค๎ุมกัน 

สารปฏิชีวนะ  

คุณภาพน้ า ดิน และออกซิเจนละลาย 
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ตารางท่ี 4  โปรไบโอติกชนิดตํางๆ   
 

Lactobacilli Bifidobacteria Other LAB Non-LAB 

L. acidophilus 
L. casei 
L. johnsonii 
L. reuteri  
L. rhamnosus 
L. salvarius 
L. plantarum 
L. crispatus 

B. animalis 
B. breve 
B. infantis 
B. longum 
B. adolescentis 
B. lactis 
B. bifidum 
 

E. faecium  
 

B. cereus 
E. coli  
S. boulardii  
Cl. butyricum 
 
 
 

 
ท่ีมา: Shortt (1999) 
 

7.1 ประโยชน์ของโปรไบโอติก 
 
      โปรไบโอติกมีประโยชน์ตํอรํางกายสัตว์เนื่องจากชํวยปรับสมดุลของจุลินทรีย์ในล าไส๎ 

ยับย้ังการเจริญของแบคทีเรียกํอโรค สํงเสริมการเจริญของจุลินทรีย์ท่ีมีประโยชน์ตํอรํางกาย 
สํงเสริมการเจริญเติบโต กระต๎ุนภูมิค๎ุมกัน ท าให๎ปริมาณน้ านมเพิ่มข้ึน และให๎ไขํปริมาณมากข้ึน 
โปรไบโอติกท่ีนิยมใช๎ในอาหารสัตว์ ได๎แกํ Lactobacillus, Bifidobacterium, Bacillus, 
Streptococcus, Pediococcus, Enterococcus, Saccharomyces cerevisiae และ S. boulardii ปัจจุบันมี
งานวิจัยท่ีสนับสนุนวํา โปรไบโอติกนั้นมีประโยชน์ตํอรํางกายสัตว์ และสามารถจ าแนกประโยชน์
ได๎ดังนี้  (Jar iyawaranukul, 2005)  

 
7.1.1 เพิ่มการเจริญเติบโต   

 
7.1.2 เพิ่มประสิทธิภาพการยํอยอาหาร 

 
7.1.3 กระต๎ุนการกินอาหารของสัตว์ 

 
7.1.4 ปรับสมดุลของจุลินทรีย์ภายในล าไส๎   
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7.1.5 ควบคุมการติดเชื้อกํอโรคในล าไส๎ เพิ่มภูมิค๎ุมกันโรคให๎กับรํางกาย 
 

7.1.6 สร๎างจุลินทรีย์ประจ าถ่ินท่ีเป็นประโยชน์ตํอล าไส๎ในสัตว์ท่ีเจริญเติบโตไมํ 
เต็มท่ี 
 
 7.2 โปรไบโอติกในการเพาะเล้ียงก๎ุง       

       
      ปัจจุบันได๎มีการใช๎โปรไบโอติกในการเพาะเล้ียงสัตว์น้ ากันอยํางแพรํหลายท้ังในรูป

ของการผสมในอาหารให๎ก๎ุงกินและให๎โปรไบโอติกในน้ าโดยตรง โดยจุลินทรีย์ท่ีใช๎นั้น มีท้ังการใช๎ 
จุลินทรีย์โปรไบโอติกเพียงชนิดเดียวหรือการใช๎จุลินทรีย์โปรไบโอติกหลายชนิดรํวมกัน ซ่ึง
จุลินทรีย์เหลํานี้ได๎มีการคัดเลือกจุลินทรีย์คุณสมบัติเป็นโปรไบโอติก  ตัวอยํางจุลินทรีย์โปร 
ไบโอติกท่ีมีการใช๎ในการเพาะเล้ียงก๎ุงแสดงดังตารางท่ี 5 
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ตารางท่ี 5  โปรไบโอติกท่ีมีการใช๎ในการเพาะเล้ียงก๎ุง 
 

จุลินทรีย์โปรไบโอติก แหลํงท่ีมา สัตว์ท่ีใช๎ รูปแบบการ
น าไปใช๎ 

กลไกการท างาน ปริมาณการใช๎ 
(CFU/ml) 

อ๎างอิง 

Bacillus sp. (strain S11) 
 
Bacillus sp. 
 
Bacillus sp. 
 
Bacillus sp. 
Bacillus sp. (strain P64) 
Bacillus sp. (strain BT23) 
Bacillus sp. 
Bacillus sp. 
Bacillus sp., S. cerevisiae, 
Nitrosomonas sp., Nitrobacter sp. 
Bacillus sp., S. cerevisiae, 
Nitrosomonas sp., Nitrobacter sp. 
Bacillus sp., Saccharomyces sp. 

P. monodon 
 
P. monodon 
 
P. monodon 
 
P. monodon 
L. vannamei 
บํอดินเล้ียงก๎ุง 
ไมํระบุ 
ไมํระบุ 
ไมํระบุ 
 
ไมํระบุ 
 
ไมํระบุ 
 

P. monodon 
 
P. monodon 
 
P. monodon 
 
P. monodon 
L. vannamei 
P. monodon 
Penaeids 
L. vannamei 
L. vannamei 
 
P. monodon 
 
P. monodon 
 

เสริมในอาหาร 
 
เสริมในอาหาร 
 
เสริมในอาหาร 
 
เสริมในอาหาร 
เสริมในน้ า 
เสริมในน้ า 
เสริมในน้ า 
เสริมในอาหาร 
เสริมในน้ า 
 
เสริมในน้ า 
 
เสริมในน้ า 
 

ยับยั้ง V. harveyi และมีผลตํอ
คุณภาพน้ า 
กระต๎ุนภูมิค๎ุมกันและ
ต๎านทานตํอ V. harveyi 
ยับยั้ง V. harveyi และมีผลตํอ
คุณภาพน้ า 
ยับยั้ง V. harveyi 
ยับยั้ง V. harveyi 
ยับยั้ง V. harveyi 
ไมํระบุ 
มีผลตํอการยํอยอาหาร 
มีผลตํอคุณภาพน้ าและ
ควบคุมแบคทีเรีย 
มีผลตํอแบคทีเรียและสุขภาพ
ของก๎ุง 
มีผลตํอคุณภาพน้ า 
 

106-107 
 
102 

 
108 
 
103 
107 
108 
ไมํระบุ 
108 
109,4.5×105, 
6.4×104,2.8×106  

ไมํระบุ 
 
108,5.6×105  
 

Rengpipat et al., 
1998a 
Rengpipat et al., 
2000 
Rengpipat et al., 
2003 
Meunpol et al., 2003 
Gullian et al., 2004 
Vaseeharan et al., 2003 
Moriarty et al., 1998 
Lin et al., 2004 
Wang et al., 2005 
 
Dalmin et al., 2001 
 
Matias et al., 2002 
 



 

 

27 

ตารางท่ี 5  (ตํอ)  
 

จุลินทรีย์โปรไบโอติก แหลํงท่ีมา สัตว์ท่ีใช๎ รูปแบบการ
น าไปใช๎ 

กลไกการท างาน ปริมาณการใช๎ 
(CFU/ml) 

อ๎างอิง 

Bacillus sp., Nitrobacter sp., 
Nitrosomonas sp. 
สปอร์ B. subtilis, B. licheniformis, 
B. polymyxa, B. laterosporus, B. 
circulans,  
B. pumilus, B. sphaericus, B. 
subtilis  
L. bulgaricus (strain NCIM2056) 
L. bulgaricus (strain NCIM2057) 
L. acidophilus (strain NCIM2285) 

ไมํระบุ 
 
ไมํระบุ 
 
 
P. monodon 
 
ไมํระบุ 
ไมํระบุ 
ไมํระบุ 

P. monodon 
 
F. indicus 
 
 
P. monodon 
 
F. indicus 
F. indicus 
F. indicus 

เสริมในน้ า 
 
เสริมในน้ าและ
อาหาร 
 
เสริมในอาหาร 
 
เสริมในอาหาร 
เสริมในอาหาร 
เสริมในอาหาร 

มีผลตํอคุณภาพน้ า 
 
มีผลตํอการยํอยอาหาร 
 
 
ยับยั้ง V. harveyi และ 
กระต๎ุนภูมิค๎ุมกัน 
ยับยั้ง V. alginolyticus  
ยับยั้ง V. alginolyticus  
ยับยั้ง V. alginolyticus  

ท้ังหมด 108 
 
106และ107  
 
 
1010-1011 
 
5×106 
5×106 
5×106 

Matias et al., 2002 
 
Ziaei-Nejad et al., 2006 
 
 
Purivirojkul et al., 2005 
 
Ajitha et al., 2004 
Ajitha et al., 2004 
Ajitha et al., 2004 
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7.3 กลไกการท างานของโปรไบโอติกในก๎ุง  
 
       7.3.1 การแขํงขันกับเชื้อกํอโรค 
 
   กลไกการป้องกันการเจริญเติบโตของเชื้อกํอโรคคือ การแขํงขันในการยึดเกาะบน
ผิวทางเดินอาหารหรือบนเนื้อเย่ือของเจ๎าบ๎าน จึงนับวําการแขํงขันในการยึดเกาะกับเชื้อกํอโรคเป็น
กลไกการท างานแรกของโปรไบโอติก โดยการยึดเกาะไมํจ าเป็นต๎องมีความจ าเพาะ อาจข้ึนอยํูกับ
ปัจจัยทางเคมีหรือโมเลกุลบริเวณท่ีเ ป็นตัวรับบนผิวเซลล์ (receptor molecules) การยับย้ังการยึด
เกาะของเชื้อกํอโรคบนผิวเซลล์ของมนุษย์ได๎มีการวิจัยท่ียืนยันผล แตํในการศึกษาในสัตว์น้ า  นั้น
กลไกการแขํงขันการยึดเกาะนั้นเป็นเพียงสมมติฐานซ่ึงยังไมํมีการวิจัยเพื่อพิสูจน์สมมติฐานนี้ การ
แขํงขันพื้นท่ีในการยึดเกาะท่ีบริเวณทางเดินอาหารโดยโปรไบโอติกนั้นเป็นสาเหตุให๎เชื้อกํอโรคถูก
ก าจัดออกนอกรํางกายได๎ หรือสารท่ีโปรไบโอติกผลิตข้ึน เชํน กรดแลคติก ซ่ึงมีสภาพเป็นกรดท า
ให๎เชื้อกํอโรคอยํูในสภาพแวดล๎อมท่ีไมํเหมาะสมตํอการกํอโรคในสัตว์ได๎    
 
       7.3.2 กระต๎ุนการเจริญเติบโต 
 
    แบคทีเรียบางสายพันธุ์นั้นมีคุณสมบัติในการยํอยสารอาหารโดยการผลิต 
extracellular enzymes เชํน เอนไซม์โปรตีนเอส เอนไซม์ไลเปส ซ่ึงเป็นปัจจัยท่ีมีผลตํอการเจริญ 
เติบโต (Prieur et al ., 1990) อีกท้ังเป็นเอนไซม์เสริมการยํอยหรือจุลินทรีย์บางชนิดสร๎างน้ ายํอยท า
ให๎การดูดซึมสารอาหารมีประสิทธิภาพเนื่องจากสภาพความเป็นกรดในล าไส๎ก๎ุงหรือเ กิดจาก
กิจกรรมของแบคทีเรียในระบบทางเดินอาหาร เชํน วิตามิน หรือกรดอะมิโนจ าเป็น (Dall and 
Moriarty, 1983)  รวมถึงแรํธาตุตํางๆซ่ึงมีสํวนชํวยในการเจริญเติบโต 
 

                Rengpipat et al. (1998a) ศึกษาการเสริมแบคทีเรียโปรไบโอติก Bacillus S11 
ปริมาณ 106 ถึง 107 CFU/ml ในอาหารก๎ุงกุลาด าส าเร็จรูป โดยเล้ียงก๎ุงกุลาด าระยะโพสต์ลาวา 15 
(PL-15) นาน 100 วัน พบวํา ก๎ุงกุลาด าท่ีได๎รับอาหารเสริมโปรไบโอติกมีอัตราการเจริญเติบโตไมํ
แตกตํางจากกลํุมควบคุมอยํางนัยส าคัญทางสถิติ (p>0.05) จากนั้นทดสอบความต๎านทานตํอการ
เหนี่ยวน าให๎เกิดโรคด๎วย Vibrio harveyi  D331 ปริมาณ 105 CFU/ml นาน 10 วัน พบวํา ก๎ุงกุลาด าท่ี
ได๎รับอาหารเสริมโปรไบโอติกมีอัตราการรอดชีวิต 100 เปอร์เซ็นต์ ขณะท่ีกลํุมควบคุมมีอัตราการ
รอดชีวิตเพียง 26 เปอร์เซ็นต์ แตกตํางอยํางมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) 
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                Rengpipat et al. (1998b)  ศึกษาการเสริมโปรไบโอติก Bacillus S11 ปริมาณ 104 
CFU/ml ในอาหารของโฮสต์คืออาร์ทิเ มีย ในระยะการเพาะเล้ียงอาร์ทิเ มียนาน 24 ชั่วโมง จากนั้นน า
อาร์ทีเ มียท่ีได๎รับโปรไบโอติกไปเล้ียงก๎ุงกุลาด าในระยะโพสต์ลาวาร์ (PL-10) นาน 2 สัปดาห์ 
จากนั้นทดสอบความต๎านทานตํอการเหนี่ยวน าให๎เกิดโรคด๎วย V. haveyi  D331 ปริมาณ 107 CFU/ml 
พบวํา กลํุมท่ีได๎รับอาร์ทิเ มียเสริมโปรไบโอติกมีน้ าหนักและความยาวล าตัวสูง กวํากลํุมควบคุม 
อัตราการรอดชีวิตตลอดการทดลองสูงข้ึน (89% และ 85% ตามล าดับ) และหลังทดสอบความ
ต๎านทานตํอการเหนี่ยวน าให๎เกิดโรคด๎วย V. haveyi D331 พบวํา มีอัตราการรอดชีวิตเทํากับ 13% 
และ 4% ตามล าดับ 

 
   Phianphak (1999) ศึกษาการเสริมโปรไบโอติก Lactobacillus spp. 5 สายพันธุ์ 

ได๎แกํ Lactobacillus acidophilus TISTR 1338, L . bulgaricus TISTR 1339, L. casei TISTR 1340, 
L. casei subsp. tolerans TISTR 1341 และ L. jensenii TISTR 1342 ซ่ึงแยกจากทางเดินอาหารไกํ
เสริมในอาหารก๎ุงส าเร็จรูปในการเล้ียงก๎ุงกุลาด านาน 100 วัน พบวํา ก๎ุง ท่ีได๎รับอาหารเสริมโปร
ไบโอติกทุกกลํุมทดลองมีการเจริญเติบโตและการรอดชีวิตสูงกวํากลํุมควบคุมอยํางมีนัยส าคัญทาง
สถิติ (p<0.05) เม่ือน าก๎ุงทดสอบความต๎านทานตํอการเหนี่ยวน าให๎เกิดโรคด๎วย Vibrio harveyi 
D331 นาน 10 วัน พบวํา ก๎ุงในกลํุมควบคุมมีอัตราการรอดชีวิตเพียง 26 เปอร์เซ็นต์ ในขณะท่ีกลํุม
ทดลองท่ีได๎รับอาหารเสริมโปรไบโอติกมีอัตราการรอดชีวิต 100 เปอร์เซ็นต์ 
 

                Deeseenthum et al . (2007) ศึกษาผลของการใช๎จุลินทรีย์ Bacillus sp. เป็นโปร
ไบโอติกตํอการเจริญเติบโตของก๎ุงก๎ามกราม นาน 120 วัน โดยแบํงอาหารออกเป็นกลํุมควบคุม 
อาหารส าเร็จรูปผสม Bacillus KKU03 อาหารส าเร็จรูปผสม Bacillus KKU02 และอาหารส าเร็จรูป
ผสม Bacillus KKU02 กับ Bacillus KKU03 ในอัตราสํวนโปรไบโอติก 200 มิลลิลิตรตํออาหาร      
1 กิโลกรัม ซ่ึงมีปริมาณโปรไบโอติกกํอนผสมในอาหารประมาณ 107 CFU/ml ผลการศึกษาพบวํา
ก๎ุงท่ีได๎รับอาหารส าเร็จรูปผสม Bacillus KKU02 กับ Bacillus KKU03 มีอัตราการเจริญเติบโตสูง  
สุดซ่ึงไมํมีความแตกตํางทางสถิติกับกลํุมการทดลองอ่ืนๆ (p>0.05) และการเก็บอาหารส าเร็จรูป
ผสมโปรไบโอติกท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส พบวํา มีการรอดชีวิตโปรไบโอติกลดลงน๎อยกวําการ
เก็บอาหารส าเร็จรูปผสมโปรไบโอติกท่ีอุณหภูมิห๎อง  

                     
                วรรนิภา (2539) แยกแบคทีเรียจากบริเวณทางเดินอาหารของก๎ุงกุลาด าและน้ า

จากบํอเล้ียง ก๎ุงท่ีมีคุณสมบัติเ ป็นโปรไบโอติกคือ Bacillus S11 ซ่ึงสามารถสร๎างสารตํอต๎าน
จุลินทรีย์กํอโรคได๎ดีในชํวง late log phase และ stationary phase โดยอัตราการผสมโปรไบโอติก
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กับอาหารก๎ุง ท่ีเหมาะสมเทํากับ 1:3 คือ ใช๎โปรไบโอติก 1 กรัมตํออาหารก๎ุง 3 กรัม โดยอาหารเม็ด
นั้นยังคงรูป เ ม่ือน า Bacillus S11 ผสมในอาหารก๎ุงกุลาด าและเล้ียงนาน 100 วัน พบวํา ก๎ุงกุลาด าท่ี
ได๎รับอาหารผสมโปรไบโอติกมีการเจริญเติบโตและอัตราการรอดสูงกวําก๎ุงกลํุมควบคุมแตกตําง
อยํางมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) หลังจากนั้นน ามาทดสอบความต๎านทานตํอการเหนี่ยวน าให๎เกิด
โรคด๎วย Vibrio harveyi นาน 10 วัน พบวําก๎ุงกุลาด าท่ีได๎รับอาหารผสม Bacillus S11 มีอัตราการ
รอดชีวิต 100% สํวนก๎ุงกลํุมควบคุมมีอัตราการรอดชีวิตเพียง 26% แตกตํางอยํางมีนัยส าคัญทาง
สถิติ (p<0.05) 
 

                วลัยพร (2544) ได๎คัดเลือกจุลินทรีย์ท่ีมีคุณสมบัติเป็นโปรไบโอติกเพื่อใช๎ในการ
เพาะเล้ียงก๎ุงก๎ามกราม โดยแยกได๎จากตัวอยํางล าไส๎สัตว์น้ าจืด ไส๎ไกํ มูลสุกร มูลวัว  ผลิตภัณฑ์นม 
ผลิตภัณฑ์หมักดองจากเนื้อสัตว์และผักตํางๆ พบจุลินทรีย์ 4 สายพันธุ์ ท่ีมีคุณสมบัติเป็นโปรไบโอ
ติก ได๎แกํ Lactobacillus plantarum  LP64, Lactobacillus casei LM26, Enterococcus faecium  E26 
และ Lactobacillus lactis F4 จากนั้นศึกษาผลของการใช๎แบคทีเรียกรดแลคติกท้ัง 4 สายพันธุ์  ตํอ
การเจริญเติบโตและการรอดชีวิตของก๎ุงก๎ามกราม พบวํา แบคทีเรียกรดแลคติกท้ัง 4 สายพันธุ์ ไมํมี
ผลตํอการเจริญเติบโต แตํท้ังนี้มีผลตํออัตราการรอดชีวิตแตกตํางอยํางมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) 

 
      7.3.3 คุณภาพน้ า 

 
  การเพิ่มคุณภาพน้ าให๎ดีข้ึนโดย Bacillus sp. ซ่ึงเป็นแบคทีเรียแกรมบวก สามารถ

เปล่ียนสารอินทรีย์เป็นคาร์บอนไดออกไซค์ได๎ แบคทีเรียแกรมบวกสามารถเพิ่มสารอินทรีย์ท่ี
ละลายในปริมาณน๎อย Dalmin et al . (2001) รายงานวํา Bacillus sp. มีผลตํอคุณภาพน้ า กระต๎ุนการ
เจริญเติบโต การรอดชีวิต และสุขภาพของก๎ุงลูกก๎ุงกุลาด า พร๎อมท้ังลดปริมาณ Vibrio sp. 
 

      7.3.4 กระต๎ุนระบบภูมิค๎ุมกัน 
 

    โปรไบโอติกนั้นสามารถกระต๎ุนระบบภูมิค๎ุมกันแบบไมํจ าเพาะเจาะจงได๎ โดย 
Rengpipat  et al. (2000) เสริม Bacillus S11 ในก๎ุงกุลาด า พบวํา สามารถตํอต๎านการเกิดโรคโดยการ
กระต๎ุนระบบภูมิค๎ุมกันท่ีอาศัยเซลล์และระบบภูมิค๎ุมกันในน้ าเลือดของก๎ุงกุลาด า  
 

                Ajitha et al. (2004) ศึกษาผลของแบคทีเรียกรดแลคติกตํอความต๎านทานตํอการ
เหนี่ยวน าให๎เกิดโรคด๎วย Vibrio algnolyticus ในก๎ุงแชบ๏วย โดยใช๎แบคทีเรียกรดแลคติก 4 สายพันธุ์ 
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ได๎แกํ Lactobacillus acidophilus, Streptococcus ceremoris, Lactobacillus bulgaricus-56 และ 
Lactobacillus bulgaricus-57 โดยเสริมแบคทีเรียกรดแลคติกปริมาณ 5×106 CFU/อาหาร 1 กรัม 
นาน 4 สัปดาห์ พบวํา ก๎ุงท่ีได๎รับโปรไบโอติกมีอัตราการรอดชีวิตสูงข้ึน  ทดสอบความต๎านทานตํอ
การเหนี่ยวน าให๎เกิดโรคด๎วย V. algnolyticus โดยฉีดเข๎ากล๎ามเนื้อ 0.1 มิลลิลิตร ปริมาณเชื้อ 3×109 

CFU/ml พบวํา ไมํมีผลเหนี่ยวน าให๎เกิดโรคในก๎ุงท่ีได๎รับแบคทีเรียกรดแลคติก สรุปได๎วําแบคทีเรีย
กรดแลคติกสามารถยับย้ังเชื้อ V. algnolyticus  และกระต๎ุนภูมิค๎ุมกันได๎ 

 
                Tseng et al. (2009) ศึกษาผลของ Bacillus subtilis E20 ซ่ึงแยกจากถ่ัวเหลืองหมัก

ตํอระบบภูมิค๎ุมกันและความต๎านทานโรคของก๎ุงขาวแวนนาไมซ่ึงเล้ียงนาน 98 วัน โดยเสริมโปร
ไบโอติกในปริมาณตํางๆกันดังนี้ 106, 107 และ 108 CFU/อาหาร 1 กิโลกรัม พบวํามีอัตราการรอด
ชีวิตสูงข้ึนเทํากับ 13.3%, 16.7% และ 20% ตามล าดับ เ ม่ือเปรียบเทียบกับกลํุมควบคุม จากนั้น
ทดสอบความต๎านทานตํอการเหนี่ยวน าให๎เกิดโรคด๎วย Vibrio alginolyticus พบวํา จ านวนเม็ดเลือด
รวมท้ังหมด, repiratory burst, superoxide dismutase และ glutathione peroxidase ไมํมีความแตก 
ตํางอยํางมีนัยส าคัญทางสถิติ (p>0.05) ทุกกลํุมการทดลอง ก๎ุง ท่ีได๎รับโปรไบโอติกปริมาณ 108 

CFU/kg มีกิจกรรมของเอนไซม์ฟีนอลออกซิเดส กิจกรรมของเม็ดเลือดในการกลืนกินส่ิงแปลก 
ปลอม และประสิทธิภาพการท าลายเชื้อกํอโรคสูงกวํากลํุมควบคุม เชํนเดียวกับ Liu et al. (2010) 
ศึกษาผลของ  Bacillus subtilis E20 โดยเสริมในน้ าท่ีเพาะเล้ียงก๎ุงขาวแวนนาไมปริมาณ 108 และ 109 

CFU/น้ า 1 ลิตรทุกๆ 3 วัน ตลอดการทดลอง 14 วัน ตํอสภาวะความเครียดและระบบภูมิค๎ุมกัน 
พบวํา อัตราการรอดชีวิตของกลํุมท่ีได๎รับโปรไบโอติกปริมาณ 109 CFU/น้ า 1 ลิตร สูงกวํากลํุม
ควบคุมและกลํุมท่ีได๎รับโปรไบโอติกปริมาณ 108 CFU/น้ า 1 ลิตร แตกตํางอยํางมีนัยส าคัญทางสถิติ 
(p<0.05)  
 

                Vieira et al. (2010) ศึกษาผลของการเสริม Lactobacillus plantarum  ตํออัตรา
การรอดชีวิต อัตราการเจริญเติบโต จุลินทรีย์ในระบบทางเดินอาหาร ระบบภูมิค๎ุมกัน และความ
ต๎านทานตํอการเหนี่ยวน าให๎เกิดโรคด๎วย V. haveyi ของก๎ุงขาวแวนนาไม นาน 60 วัน พบวํา อัตรา
การรอดชีวิตและน้ าหนักตัวแตกตํางอยํางมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) และในการทดลองวันท่ี 20 
ของการทดลอง กลํุมท่ีได๎รับโปรไบโอติกมีปริมาณแบคทีเรียกรดแลคติกในระบบทางเดินอาหาร
สูงข้ึนเม่ือเปรียบเทียบกับกลํุมควบคุม หลังจากทดสอบความต๎านทานตํอการเหนี่ยวน าให๎เกิดโรค
ด๎วย V. haveyi  นาน 10 ชั่วโมง อัตราการรอดชีวิตของกลํุมเสริมโปรไบโอติกสูงกวํากลํุมควบคุม 
(65.7±2.9% และ 39.9±4.4% ตามล าดับ) แตกตํางอยํางมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) และยังพบวํา
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จุลินทรีย์ในเลือดและตับของกลํุมได๎รับโปรไบโอติกนั้นมีปริมาณต่ ากวํากลํุมควบคุม อีกท้ังปริมาณ
เม็ดเลือดรวมสูงกวํากลํุมควบคุมแตกตํางอยํางมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05)  

  
                นิตยา (2549) ศึกษาการเสริมโปรไบโอติก Bacillus subtilis และ Bacillus 

licheniformis แยกจากก๎ุงกุลาด า โดยเล้ียงก๎ุงกุลาด านาน 1 เดือน แบํงการทดลองออกเป็น  7 ชุดการ
ทดลอง ได๎แกํ ชุดการทดลองท่ี 1 อาหารส าเร็จรูปไมํผสมโปรไบโอติก (control) ชุดการทดลองท่ี 2 
อาหารส าเร็จรูปผสม Bacillus subtilis 3 กรัมตํออาหาร 1 กิโลกรัม ชุดการทดลองท่ี 3 อาหารส าเร็จ 
รูปผสม Bacillus subtilis 5 กรัมตํออาหาร 1 กิโลกรัม ชุดการทดลองท่ี 4 อาหารส าเร็จรูปผสม 
Bacillus licheniformis 3 กรัมตํออาหาร 1 กิโลกรัม ชุดการทดลองท่ี 5 อาหารส าเร็จรูปผสม Bacillus 
licheniformis 5 กรัมตํออาหาร 1 กิโลกรัม ชุดการทดลองท่ี 6 อาหารส าเร็จรูปผสม Bacillus subtilis 
กับ Bacillus licheniformis (ในอัตราสํวน 1:1) 3 กรัมตํออาหาร 1 กิโลกรัม และชุดการทดลองท่ี 6 
อาหารส าเร็จรูปผสม Bacillus subtilis กับ Bacillus licheniformis (ในอัตราสํวน 1:1) 5 กรัมตํอ
อาหาร 1 กิโลกรัม พบวํา น้ าหนักตัวระหวํางกลํุมควบคุมและกลํุมทดลองไมํแตกตํางอยํางมี
นัยส าคัญทางสถิติ (p>0.05) และก๎ุงท่ีได๎รับอาหารส าเร็จรูปผสม Bacillus subtilis กับ Bacillus 
licheniformis (ในอัตราสํวน 1:1) 3 กรัมตํออาหาร 1 กิโลกรัม มีระดับภูมิค๎ุมกันสูงกวํากลํุมอ่ืนๆ
อยํางมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) ก๎ุงท่ีได๎รับอาหารกลํุมทดลองท้ังหมดมีปริมาณ Vibrio  spp. ใน
ล าไส๎ต่ ากวํากลํุมควบคุมอยํางมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) และการศึกษาระยะเวลาท่ีเหมาะสมให๎
การกระต๎ุนภูมิค๎ุมกันท่ีเหมาะสม พบวํา ก๎ุงท่ีได๎รับอาหารส าเร็จรูปผสม Bacillus subtilis และ  
Bacillus licheniformis (ในอัตราสํวน 1:1) 3 กรัมตํออาหาร 1 กิโลกรัม ทุกวัน มีระดับภูมิค๎ุมกันสูง
กวํากลํุมได๎รับโปรไบโอติกวันเว๎นวันและกลํุมควบคุมอยํางมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) 
 

 
 
 

 
 

 
 
 

 
 

 
 
 

 
 

 



33 
 

 

อุปกรณ์และวิธีการ 

 

อุปกรณ์ 
 

1. สัตว์ทดลอง 
 
    ก๎ุงก๎ามกราม (Macrobrachium rosenbergii) เพศผ๎ู อายุ 4 เดือน น้ าหนัก 12-20 กรัม จาก

ฟาร์มเอกชนจังหวัดนครปฐม  
 

2. โปรไบโอติก 
 

    แบคทีเรียกรดแลคติก (lactic acid bacter ia) สายพันธุ์ Lactobacillus  plantarum LP64 ท่ี
คัดเลือกโดยวลัยพร (2544)  เก็บรักษาเพื่อเป็น stock culture ในอาหารเหลว MRS  ท่ีมีสารละลาย
กลีเซอรอลความเข๎มข๎น 50 เปอร์เซ็นต์ (v/v) ท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส  
 

3. อาหารทดลอง 
 
    อาหารท่ีใช๎ทดลอง ได๎แกํ อาหารก๎ุงก๎ามกรามส าเร็จรูป และอาหารก๎ุงก๎ามกรามส าเร็จรูป

ผสม L. plantarum LP64 โดยสูตรอาหารทดลองมี 4 สูตรดังนี้  
 
    สูตรท่ี 1 อาหารก๎ุงก๎ามกรามส าเร็จรูป 

         สูตรท่ี 2 อาหารก๎ุงก๎ามกรามส าเร็จรูปผสม L. plantarum  LP64 อัตราสํวน 0.5:3 
(ปริมาตร/น้ าหนักอาหาร) 

    สูตรท่ี 3 อาหารก๎ุงก๎ามกรามส าเร็จรูปผสม L. plantarum  LP64 อัตราสํวน 1:3  
(ปริมาตร/น้ าหนักอาหาร) 

    สูตรท่ี 4 อาหารก๎ุงก๎ามกรามส าเร็จรูปผสม L. plantarum  LP64 อัตราสํวน 1.5:3 
(ปริมาตร/น้ าหนักอาหาร) 
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4. อุปกรณ์และสารเคมีในการเล้ียงโปรไบโอติก 
                  4.1 อาหารเล้ียงเชื้อ de Man, Rogosa and Sharpe (MRS)  
                  4.2 เคร่ืองเหว่ียงชนิดควบคุมอุณหภูมิ (3K-17, Sigma, Germany) 
                  4.3 ต๎ูบํมเชื้อ (ZSD-A1090, Zhicheng, China)  
 

5. อุปกรณ์การเล้ียง ก๎ุง 
                  5.1 ต๎ูกระจก ขนาด 51×61×37 เซนติเมตร (ความจุ 100 ลิตร) 
                  5.2 ระบบเติมอากาศ เชํน สายยางตํอกับหัวทราย 
                  5.3 อุปกรณ์การเปล่ียนถํายน้ า  และดูดเศษอาหาร เชํน สายยาง  
            5.4 เคร่ืองชั่งทศนิยม 2 ต าแหนํง 
 

6. อุปกรณ์ส าหรับเก็บตัวอยํางเลือดของก๎ุงก๎ามกราม 
                  6.1 กระบอกฉีดยาขนาด 3 มิลลิลิตร 
                  6.2 เข็มฉีดยาขนาด 1 นิ้ว เบอร์ 24  
                  6.3 เคร่ืองเหว่ียง (MCD-2000, Hsiangtai, Taiwan) 
                  6.4 Microcentrifuge tube 
                  6.5 สารป้องกันการแข็งตัวของเลือด (10% sodium citrate in RPMI) 
 

7. อุปกรณ์และสารเคมีในการวิเคราะห์ปริมาณเม็ดเลือดรวม  
                  7.1 Trypan blue solution 
                  7.2 Hemacytometer  
                  7.3 กล๎องจุลทรรศน์ (BA 210, Motic, China) 
 

8. อุปกรณ์และสารเคมีในการวิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซม์ฟีนอลออกซิเดส 
                  8.1 สาระละลาย L-dihydroxyphenylalanine (L-DOPA) 
                  8.2 สารละลาย 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid (HEPES)  
                  8.3 เคร่ืองวัดการดูดกลืนแสง (V-1100D, Mapada, China)  
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9. อุปกรณ์และสารเคมีในการวิเคราะห์กิจกรรมของเม็ดเลือดในการกลืนกินส่ิง
แปลกปลอม 
                  9.1 ยีสต์ (Saccharomyces cerevisiae)  
                  9.2 สี Giemsa 
                  9.3 Shrimp saline 
                  9.4 Methanol 
                  9.3 กล๎องจุลทรรศน์  (BA 210, Motic, China) 
                  9.4 เคร่ืองเหว่ียง (MCD-2000, Hsiangtai, Taiwan) 
 

10. อุปกรณ์และสารเคมีในการวิเคราะห์กิจกรรมการท าลายแบคทีเรียของน้ าเลือด  
                    10.1 แบคทีเรีย Vibrio harveyi  
                    10.2 อาหารเล้ียงเชื้อ Tryptic soya broth (TSB)  
                    10.3 อาหารเล้ียงเชื้อ Thiosulfate citrate bile sucrose agar (TCBS)  
                    10.4 1.5% NaCl และ 2.6% NaCl ท่ีผํานการฆําเชื้อแล๎ว 
                    10.5 เคร่ืองเหว่ียง (MCD-2000, Hsiangtai, Taiwan) 
 

11. อุปกรณ์และสารเคมีในการวิเคราะห์โปรตีน 
                    11.1 1% Na2CO3 
                    11.2 0.5% NaOH 
                    11.3 0.5% CuSO4 
                    11.4 1% NaKtatrate 
                    11.5 Folin (Ciocalteu’s phenol reagent) 
 

12. อุปกรณ์และสารเคมีส าหรับวัดคุณภาพน้ า 
                    12.1 เคร่ืองวัดคําออกซิเจนละลายน้ า (YSI 550A-12, YSI, U.S.A.)  
                    12.2 เคร่ืองวัดคําพีเอช และวัดอุณหภูมิ (YSI pH10, YSI, U.S.A.)  
                    12.3 สารเคมีในการวิเคราะห์แอมโมเนียในน้ า ได๎แกํ MgSO4, phenol reagent และ  
hypochlor ite reagent  
                    12.4 สารเคมีในการวิเคราะห์ไนไตรท์ในน้ า ได๎แกํ sulfanilamide และ N-(1- 
naphthyl)-ethylennediamine dihydrochlor ide solution  
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13. วัสดุอุปกรณ์อ่ืนๆ 
                     13.1 ถังไฟเบอร์ขนาดความจุ 1 ลูกบาศก์เมตร 
                     13.2 อุปกรณ์ในการชั่งน้ าหนักและขนย๎ายสัตว์ทดลอง เชํน กระป๋องพลาสติก 
                     13.3 ตาขํายพลาสติกแข็ง 
                     13.4 ตาขํายไนลอน 
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วิธีการ 

 
การเตรียมเช้ือ 

  
กระต๎ุน  Lactobacillus  plantarum LP64 จาก working stock ซ่ึงเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ -20 

องศาเซลเซียส โดยถํายเชื้อ 1 ลูป ลงในอาหารเหลว MRS ปริมาตร 5 มิลลิลิตร (v/v) บํมท่ีอุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส นาน 24 ชั่วโมง จากนั้นเพิ่มปริมาณเชื้อโดยถํายเชื้อ 5 เปอร์เซ็นต์ (v/v) ลงใน
อาหารเหลว MRS บํมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 24 ชั่วโมง เหว่ียงแยกเซลล์ท่ีความเร็ว 
8,000 รอบตํอนาที นาน 15 นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ล๎างเซลล์ด๎วยสารละลายโซเดียมคลอ
ไรด์ 0.85 เปอร์เซ็นต์ 2 คร้ัง จากนั้นแขวนลอยเซลล์ด๎วยอาหารเหลว MRS  
 

การทดลองท่ี 1  การศึกษาการรอดชีวิต (viability) ของโปรไบโอติกในรูปเช้ือสดและอาหารกุ้งก้าม 
                          กรามส าเร็จรูปผสมโปรไบโอติก 

 
 1.1 ตรวจสอบการรอดชีวิตของ L. plantarum  LP64 ในรูปเชื้อสดเปรียบเทียบระหวํางการ
เก็บท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส และ 37 องศาเซลเซียส โดยผลิตเชื้อสดแล๎วแบํงออกเป็น 2 สํวน 
สํวนท่ี 1 เก็บท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส และสํวนท่ี 2 เก็บท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นับปริมาณ
จุลินทรีย์โดยวิธี spread plate บน MRS agar  ท่ีมีบรอมครีซอลเพอเพิลเป็นอินดิเคเตอร์ท่ีเวลา 0, 3, 5, 
7, 15, 30, 45 และ 60 วัน 
 
 1.2 ผลิตเชื้อสด จากนั้นพํนบนอาหารก๎ุงก๎ามกรามส าเร็จรูปในอัตราสํวน 0.5:3, 1:3 และ 
1.5:3 ปริมาตรตํอน้ าหนักอาหาร  บนอาหารก๎ุงก๎ามกรามส าเร็จรูปแล๎วผ่ึงให๎แห๎ง จากนั้นเคลือบด๎วย
น้ ามันถ่ัวเหลือง  อัตราสํวน 10 มิลลิลิตรตํออาหาร 100 กรัม  เก็บท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  นับ
ปริมาณจุลินทรีย์โดยวิธี spread plate บน MRS agar ท่ีมีบรอมครีซอลเพอเพิลเป็นอินดิเคเตอร์ท่ี
เวลา 0, 3, 5 และ 7 วัน  
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การทดลองท่ี 2  การศึกษาอัตราส่วนของโปรไบโอติกท่ีเหมาะสมต่อการเพ่ิมการเจริญเติบโต และ  
                          การรอดชีวิตของกุ้งก้ามกราม 
 

2.1 การวางแผนการทดลอง  
 

      วางแผนการทดลองแบบสํุมสมบูรณ์ (Completely Randomized Design) โดยมี 4 ชุดการ
ทดลอง (Treatment) ในแตํละชุดการทดลองมี 6 ซ้ า (Replication)  ชุดการทดลองท่ี 1 คือ อาหารก๎ุง
ก๎ามกรามส าเร็จรูป ซ่ึงเป็นกลํุมควบคุม (Control) และชุดการทดลองท่ี 2-4 คือ อาหารก๎ุงก๎ามกราม
ส าเร็จรูปผสมโปรไบโอติกท่ีอัตราสํวน 0.5:3, 1:3 และ 1.5:3 (ปริมาตร/น้ าหนักอาหาร) ตามล าดับ 
 

2.2 การเตรียมสัตว์ทดลอง  
 
                    2.2.1 การเตรียมน้ าท่ีใช๎ในการทดลอง 
            
                            น าน้ าประปาท่ีจะใช๎ในการทดลองมาท าการเป่าลม เพื่อไลํคลอรีนให๎ระเหยออก 
ไป นาน 3 วัน จากนั้นเติมน้ าใสํต๎ูกระจกให๎ได๎ปริมาตร 70 ลิตร ณ โรงเรือนปิด ให๎อากาศโดยใช๎ป้ัม
ลมผํานหัวทรายตลอดเวลา  
 
                    2.2.2 การเตรียมสัตว์ทดลอง  

 
               การเตรียมก๎ุงก๎ามกรามท่ีใช๎ในการทดลองนั้นใช๎ก๎ุงก๎ามกรามท่ีมีสุขภาพสมบูรณ์ 

คัดขนาดก๎ุงท่ีมีน้ าหนักและความยาวล าตัวให๎ใกล๎เคียงกัน น้ าหนักเฉล่ียประมาณ 12-20 กรัม น ามา
พักในถังไฟเบอร์ขนาดความจุ 1 ลูกบาศก์เมตร เพื่อปรับสภาพกํอนเร่ิมท าการทดลอง เล้ียงด๎วย
อาหารส าเร็จรูปปกติ โดยให๎อาหาร 3 คร้ังตํอวัน ในเวลาประมาณ 8.00 น., 12.00 น. และ 17.00 น. 
ให๎อากาศอยํางเพียงพอ เปล่ียนถํายน้ าและดูดตะกอนทุก 3 วัน เ ม่ือครบ 1 สัปดาห์ น าก๎ุงก๎ามกราม
ใสํในต๎ูกระจกซ่ึงบรรจุน้ าปริมาตร 70 ลิตร จ านวน 24 ต๎ู ใสํก๎ุงทดลองต๎ูละ 4 ตัว ใช๎ตาขํายพลาสติก
ก้ันให๎ก๎ุงอยํูชํองละ  1 ตัว โดยเล้ียงก๎ุงเพื่อให๎ปรับตัวกับสภาพแวดล๎อมกํอนท าการทดลอง 1 สัปดาห์ 
และให๎อากาศตลอดการทดลอง เปล่ียนถํายน้ าทุก 3 วัน ประมาณ 20 เปอร์เซ็นต์ และดูดตะกอนทุก
วัน 
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2.3 อาหารและการให๎อาหาร 
 
                    อาหารท่ีใช๎ในการทดลองแบํงออกเป็น 4 ชุดการทดลอง โดยให๎อาหารก๎ุงก๎ามกราม
ส าเร็จรูปไมํผสมโปรไบโอติกเป็นกลํุมควบคุม (control) และให๎อาหารก๎ุงก๎ามกรามส าเร็จรูปผสม
โปรไบโอติกตามอัตราสํวนท่ีแตกตํางกันดังนี้  
 
                    ชุดการทดลองท่ี 1 อาหารก๎ุงก๎ามกรามส าเร็จรูปไมํผสมโปรไบโอติก (control)  
                    ชุดการทดลองท่ี 2 อาหารก๎ุงก๎ามกรามส าเร็จรูปผสม L. plantarum LP64 อัตราสํวน 
0.5:3 (ปริมาตร/น้ าหนักอาหาร) 
                    ชุดการทดลองท่ี 3 อาหารก๎ุงก๎ามกรามส าเร็จรูปผสม L. plantarum LP64 อัตราสํวน  
1:3 (ปริมาตร/น้ าหนักอาหาร)  
                    ชุดการทดลองท่ี 4 อาหารก๎ุงก๎ามกรามส าเร็จรูปผสม L. plantarum LP64 อัตราสํวน 
1.5:3 (ปริมาตร/น้ าหนักอาหาร) 
 
                    อาหารก๎ุงก๎ามกรามส าเร็จรูปผสมโปรไบโอติกท่ีใช๎ในการทดลองนั้นพํนด๎วยเชื้อสด L. 
plantarum LP64 บนอาหารก๎ุงก๎ามกรามส าเร็จรูปแล๎วผ่ึงให๎แห๎ง จากนั้นเคลือบด๎วยน้ ามันถ่ัวเหลือง 
อัตราสํวน 10 มิลลิลิตรตํออาหาร 100 กรัม สํวนอาหารก๎ุงก๎ามกรามส าเร็จรูปในชุดควบคุมพํนด๎วย
อาหารเหลว MRS บนอาหารก๎ุงก๎ามกรามส าเร็จรูปแล๎วผ่ึงให๎แห๎ง จากนั้นเคลือบด๎วยน้ ามันถ่ัว
เหลือง อัตราสํวน 10 มิลลิลิตรตํออาหาร 100 กรัม เก็บอาหารทุกชุดการทดลองท่ีอุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส ให๎อาหาร 3 คร้ังตํอวัน ในเวลาประมาณ 8.00 น., 12.00 น. และ 17.00 น. (ยกเว๎นวันท่ีท า
การชั่งน้ าหนักจะงดให๎อาหาร) ในอัตราร๎อยละ 3 ของน้ าหนักตัวก๎ุงท้ังหมดตํอวัน ให๎อาหารนาน 60 
วัน และท าการชั่งน้ าหนักก๎ุงเพื่อปรับอาหารทุก 2 สัปดาห์ และเม่ือส้ินสุดการทดลอง  

 
2.4 การบันทึกข๎อมูล 

 
                   2.4.1 การเก็บข๎อมูลสมรรถภาพการผลิต ท าการเก็บข๎อมูลเม่ือส้ินสุดการทดลอง 
ดังนี้ 
                            2.4.1.1 น้ าหนักท่ีเพิ่มข้ึน (weight gain, WG) 
                            2.4.1.2 น้ าหนักเฉล่ียท่ีเพิ่มตํอวัน (average daily gain, ADG) 
                            2.4.1.2 อัตราการเปล่ียนอาหารเป็นน้ าหนัก (feed conversion ratio, FCR) 
                            2.4.1.3 อัตรารอด (survival rate, SR%) 
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                   2.4.2 การเ ก็บข๎อมูลคุณภาพน้ า  
                            2.4.2.1 วัดคําออกซิเจนละลายน้ า  
                            2.4.2.2 วัดคําแอมโมเนีย 
                            2.4.2.3 วัดคําไนไตรท์ 
                            2.4.2.4 วัดคําความเป็นกรดดําง        
                            2.4.2.5 อุณหภูมิ 
                            2.4.2.6 ปริมาณแบคทีเรียท่ีมีชีวิตท้ังหมดและแบคทีเรียกรดแลคติก 
 
การทดลองท่ี 3  การศึกษาอัตราส่วนและระยะเวลาการให้โปรไบโอติกท่ีเหมาะสมในการกระตุ้น 

                          ภูมิคุ้มกันของกุ้งก้ามกราม 
 

3.1 การวางแผนการทดลอง 
 

                    วางแผนการทดลองแบบแฟคทอเรียลในสํุมสมบูรณ์ (Factorial in Completely 
Randomized Design) โดยมี 7 ชุดการทดลอง (Treatment) ในแตํละชุดการทดลองมี 6 ซ้ า 
(Replication) โดยแตํละชุดการทดลองให๎อาหารท่ีอัตราสํวนและระยะเวลาท่ีแตกตํางกัน 
 

3.2 การเตรียมสัตว์ทดลอง 
 

                   3.2.1 การเตรียมน้ าท่ีใช๎ในการทดลอง  
 
                            น าน้ าประปาท่ีจะใช๎ในการทดลองมาท าการเป่าลม เพื่อไลํคลอรีนให๎ระเหยออก  
ไป นาน 3 วัน จากนั้นเติมน้ าใสํต๎ูกระจกให๎ได๎ปริมาตร 70 ลิตร ณ โรงเรือนปิด ให๎อากาศโดยใช๎ป้ัม
ลมผํานหัวทรายตลอดเวลา 
 
                   3.2.2 การเตรียมสัตว์ทดลอง  
 
                            การเตรียมก๎ุงก๎ามกรามท่ีใช๎ในการทดลองนั้นใช๎ก๎ุงก๎ามกรามท่ีมีสุขภาพสมบูรณ์ 
คัดขนาดก๎ุงท่ีมีน้ าหนักและความยาวล าตัวให๎ใกล๎เคียงกัน โดยมีน้ าหนักเฉล่ียประมาณ 12-20 กรัม
น ามาพักในถังไฟเบอร์ขนาดความจุ 1 ลูกบาศก์เมตร เพื่อปรับสภาพกํอนเร่ิมท าการทดลอง เล้ียง
ด๎วยอาหารก๎ุงก๎ามกรามส าเร็จรูปปกติ โดยให๎อาหาร 3 คร้ังตํอวัน ในเวลาประมาณ 8.00 น., 12.00 



41 
 

 

น. และ 17.00 น. ให๎อากาศอยํางเพียงพอ เปล่ียนถํายน้ าและดูดตะกอนทุก 3 วัน เม่ือครบ 1 สัปดาห์ 
น าก๎ุงก๎ามกรามใสํในต๎ูกระจกซ่ึงบรรจุน้ าปริมาตร 70 ลิตร จ านวน 48 ต๎ู  ใสํก๎ุงทดลองต๎ูละ 4 ตัว ใช๎
ตาขํายพลาสติกก้ันให๎ก๎ุงอยํูชํองละ  1 ตัว โดยเล้ียงก๎ุงให๎ปรับตัวกับสภาพแวดล๎อมกํอนท าการ
ทดลอง 1 สัปดาห์ และให๎อากาศตลอดการทดลอง เปล่ียนถํายน้ าทุก 3 วัน ประมาณ 20 เปอร์เซ็นต์ 
และดูดตะกอนทุกวัน   
 

3.3 อาหารและการให๎อาหาร 
 
                    อาหารท่ีใช๎ในการทดลองแบํงออกเป็น 3 ชุดการทดลอง โดยให๎อาหารดังนี้  
 
                    ชุดการทดลองท่ี 1 อาหารก๎ุงก๎ามกรามส าเร็จรูปไมํผสมโปรไบโอติก (control) ทุกวัน 
                    ชุดการทดลองท่ี 2 อาหารก๎ุงก๎ามกรามส าเร็จรูปผสม L. plantarum LP64 ทุกวัน 
                    ชุดการทดลองท่ี 3 อาหารก๎ุงก๎ามกรามส าเร็จรูปผสม L. plantarum LP64 วันเว๎นวัน 
 

      อาหารก๎ุงก๎ามกรามส าเร็จรูปผสมโปรไบโอติกท่ีใช๎ในการทดลองนั้นพํนด๎วยเชื้อสด L. 
plantarum LP64 บนอาหารก๎ุงก๎ามกรามส าเร็จรูปแล๎วผ่ึงให๎แห๎ง จากนั้นเคลือบด๎วยน้ ามันถ่ัวเหลือง 
อัตราสํวน 10 มิลลิลิตรตํออาหาร 100 กรัม สํวนอาหารก๎ุงก๎ามกรามส าเร็จรูปในชุดควบคุมพํนด๎วย
อาหารเหลว MRS บนอาหารก๎ุงก๎ามกรามส าเร็จรูปแล๎วผ่ึงให๎แห๎ง จากนั้นเคลือบด๎วยน้ ามันถ่ัว
เหลือง อัตราสํวน 10 มิลลิลิตรตํออาหาร 100 กรัม เก็บอาหารทุกชุดการทดลองท่ีอุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส ให๎อาหาร 3 คร้ังตํอวัน ในเวลาประมาณ 8.00 น., 12.00 น. และ 17.00 น. (ยกเว๎นวันท่ีท า
การชั่งน้ าหนักจะงดให๎อาหาร) ในอัตราร๎อยละ 3 ของน้ าหนักตัวก๎ุงท้ังหมดตํอวัน ให๎อาหารนาน 60 
วัน และท าการชั่งน้ าหนักก๎ุงเพื่อปรับอาหารทุก 2 สัปดาห์ และเม่ือส้ินสุดการทดลองกํอนท าการ
เก็บเลือดเพื่อศึกษาการระบบภูมิค๎ุมกันของก๎ุงก๎ามกราม  
 

3.4 การศึกษาระดับภูมิค๎ุมกันของก๎ุงก๎ามกราม 
  
      หลังจากเล้ียงและให๎อาหารทดลองนาน 60 วัน ท าการสํุมก๎ุงในแตํละชุดการทดลองๆละ 
3 ตัว เจาะเลือดบริเวณแอํงเลือดท่ีอยํูระหวํางรอยตํอของหัวกับอก (ventral sinus) ปริมาณ 0.5 มิลลิ 
ลิตร ด๎วยหลอดฉีดยาขนาด 3 มิลลิลิตร ท่ีมีสารป้องกันการแข็งตัวของเลือด (10% sodium citrate in 
RPMI) ในอัตราสํวน 1:1 น าเลือดท่ีได๎ไปวิเคราะห์ปริมาณเม็ดเลือดรวม กิจกรรมของเอนไซม์ 
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ฟีนอลออกซิเดส กิจกรรมของเม็ดเลือดในการกลืนกินส่ิงแปลกปลอม กิจกรรมการท าลายแบคทีเรีย
ของน้ าเลือด ตามข้ันตอนดังตํอไปนี้  
 

     3.4.1 การวิเคราะห์ปริมาณเม็ดเลือดรวม (total hemocyte count : THC) 
  
        ผสมตัวอยํางเลือดปริมาตร 100 ไมโครลิตร เข๎ากับสารละลายทริปเปนบลู 

ปริมาตร 400 ไมโครลิตร ต้ังท้ิงไว๎นาน 15-20 นาที จากนั้นหยดลงบน hemocytometer เพื่อนับ
ปริมาณเม็ดเลือดรวม และน าไปค านวณปริมาณเม็ดเลือดรวมเป็นจ านวนเซลล์/ลบ.มล. ดังราย 
ละเอียดในภาคผนวก  
 
                   3.4.2 การศึกษากิจกรรมของเอนไซม์ฟีนอลออกซิเดส (phenoloxidase) ( ดัดแปลงจาก
วิธีของ Encarnacion et al ., 2010)  

 
 3.4.2.1 การวิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซม์ฟีนอลออกซิเดสในเลือด 

 
                           ผสมตัวอยํางเลือดปริมาตร 300 ไมโครลิตร เข๎ากับสารละลาย L-DOPA 

(L-dihydroxyphenylalanine) ความเข๎มข๎น 1.6 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 300 ไมโครลิตร และ
สารละลาย HEPES ปริมาตร 570 ไมโครลิตร จากนั้นบํมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที 
วัดคําการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน  490 นาโนเมตร ด๎วยเคร่ือง spectrophotometer โดยมีน้ ากล่ัน
บริสุทธิ์ผสมกับสารละลาย L-DOPA และสารละลาย HEPES เป็น blank ค านวณหาปริมาณของ
เอนไซม์ฟีนอลออกซิเดส โดยท่ีปริมาณเอนไซม์ฟีนอลออกซิเดส 1 หนํวย คือคําการดูดกลืนแสงท่ี
ความยาวคล่ืน 490 นาโนเมตร ท่ีเปล่ียนแปลงไป 0.001 ในหนึ่งนาที ดังรายละเอียดในภาค 
ผนวก 

 
  3.4.2.2 การวิเคราะห์โปรตีนในเลือด 
 
  ผสมตัวอยํางเลือดปริมาตร 50 ไมโครลิตร เ ข๎ากับน้ ากล่ันปริมาตร 450 

ไมโครลิตร และSolution I ปริมาตร 2,000 ไมโครลิตร ผสมให๎เข๎ากันและบํมในท่ีมืดท่ีอุณหภูมิ 
ห๎องนาน 10 นาที จากนั้นเติม Solution II (Folin 1:10) ปริมาตร 3,000 ไมโครลิตร ผสมให๎เข๎ากัน
และบํมในท่ีมืดท่ีอุณหภูมิห๎องนาน 30 นาที น าไปวัดคําการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 640 นาโน
เมตร โดยใช๎น้ ากล่ันบริสุทธิ์เป็น  blank   
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     3.4.3 ศึกษากิจกรรมของเม็ดเลือดในการกลืนกินส่ิงแปลกปลอม (ดัดแปลงจากวิธีของ  
Itami et al., 1994)  

 
เหว่ียงตัวอยํางเลือดก๎ุงให๎ตกตะกอนท่ีความเร็วรอบ 6,500 รอบตํอนาที อุณหภูมิ 4 

องศาเซลเซียส นาน 5 นาที จากนั้นดูดของเหลวด๎านบนท้ิง  แล๎วเติม shrimp saline ป่ันล๎างท่ี 6,500 
รอบตํอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที 2 คร้ัง ละลายตะกอนใน shrimp saline 1 มิลลิ 

ลิตร ให๎สารละลายเข๎ากัน น าสารแขวนลอยเซลล์ปริมาตร 200 ไมโครลิตรเล้ียงบน cover slip ท้ิงไว๎ 
20 นาที ล๎างด๎วย shr imp saline 3 คร้ัง จากนั้นเติมสารแขวนลอยยีสต์ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ซ่ึง
ยีสต์จะเป็นเสมือนส่ิงแปลกปลอม ท าให๎เกิดกระบวนการกลืนกินส่ิงแปลกปลอมของเซลล์เม็ดเลือด 
เล้ียงเซลล์นาน 2 ชั่วโมง แล๎วล๎างด๎วย shrimp saline 5 คร้ัง จากนั้น  fix เซลล์ด๎วยเมทานอลนาน 10 
นาที แล๎วล๎างด๎วยน้ ากล่ัน 3 คร้ัง ท้ิงให๎แห๎ง 20-60 นาที ย๎อมสีเซลล์ด๎วยสี Giemsa นาน 10 นาที แล๎ว
ล๎างสีออกด๎วยน้ ากล่ัน  ท้ิงไว๎ให๎แห๎ง ตรวจดูผลและนับจ านวนเม็ดเลือดรวมท้ังหมด และเม็ดเลือดท่ี
มีการกลืนกินเซลล์ยีสต์ภายใต๎กล๎องจุลทรรศน์ น าข๎อมูลท่ีได๎หาคํา Percent phagocytosis ดังราย 
ละเอียดในภาคผนวก 
 

     3.4.4 ศึกษากิจกรรมการท าลายแบคทีเรียของน้ าเลือด (bacter icidal activity)  
(ดัดแปลงจากวิธีของ Adams, 1991)  

 
              เหว่ียงตัวอยํางเลือดก๎ุงให๎ตกตะกอนท่ีความเร็วรอบ 6,500 รอบตํอนาที อุณหภูมิ 4 

องศาเซลเซียส นาน 5 นาที จากนั้นดูดซีรัม (ของเหลวด๎านบน) เจือจางด๎วยสารละลายโซเดียมคลอ
ไรด์ 2.6 เปอร์เซ็นต์ ในอัตราสํวน 1:2, 1:4, 1:8, 1:16 และ 1:32 โดยปรับปริมาตรการเจือจางให๎ได๎
หลอดละ 0.5 มิลลิลิตร โดยเตรียมแบคทีเรีย Vibrio harveyi บริสุทธิ์ ท่ีเล้ียงในอาหาร TSB รํวมกับ
โซเดียมคลอไรด์ 1.5 เปอร์เซ็นต์ เหว่ียงแยกเซลล์ท่ีความเร็ว 3,000 รอบตํอนาที อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส นาน 30 นาที น าเชื้อท่ีได๎มาละลายในโซเดียมคลอไรด์ 1.5 เปอร์เซ็นต์ แล๎วน าไปวัดคําการ
ดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 640 นาโนเมตร ให๎ได๎คําประมาณ 0.1-0.15 (ประมาณ 107-108 CFU/ 
ml) จากนั้นน ามาเติมในซีรัมแตํละความเจือจางปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร บํมท่ีอุณหภูมิห๎องนาน 3 
ชั่วโมง จากนั้นนับปริมาณแบคทีเรียท่ีเกิดจากกิจกรรมในการท าลายแบคทีเรียของซีรัม โดยวิธี 
spread plate ใน TCBS agar  บํมท่ีอุณหภูมิห๎องนาน 48 ชั่วโมง และบันทึกคําของการเจือจางซีรัมท่ี
สามารถลดปริมาณแบคทีเรียได๎ 50 เปอร์เซ็นต์ ในระยะเวลา 3 ชั่วโมง 
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3.5 การบันทึกข๎อมูล 
 

      3.5.1 การเก็บข๎อมูลระดับภูมิค๎ุมกันของก๎ุงก๎ามกราม ท าการเก็บข๎อมูลเ ม่ือส้ินสุดการ
ทดลอง ดังนี้ 

               3.5.1.1 ปริมาณเม็ดเลือดรวมท้ังหมด (total hemocyte count : THC) 
               3.5.1.2 กิจกรรมของเอนไซม์ฟีนอลออกซิเดส (phenoloxidase)  
               3.5.1.3 กิจกรรมของเม็ดเลือดในการกลืนกินส่ิงแปลกปลอม            
               3.5.1.4 กิจกรรมการท าลายแบคทีเรียของน้ าเลือด (bactericidal activity) 

 

การทดลองท่ี 4  การศึกษาผลของโปรไบโอติกต่อปริมาณ Vibrio spp. และ Total Lactic Acid  
                          Bacteria ในทางเดินอาหารของกุ้งก้ามกราม 
 

หลังจากเล้ียงและให๎อาหารนาน 60 วัน น าก๎ุงจากการทดลองท่ี 3 ท าการสํุมก๎ุงในแตํละชุด
การทดลองๆละ 3 ตัว ผําหลังเพื่อเก็บล าไส๎ก๎ุงวิเคราะห์หาปริมาณแบคทีเรีย Vibiro spp. และ Total 
Lactic Acid Bacteria ท้ังหมดในล าไส๎ และตรวจดูจุลินทรีย์โดยสํองภายใต๎กล๎อง Scanning Electron 
Microscope (SEM) เพื่อประเมินการด ารงอยํูของจุลินทรีย์ภายในล าไส๎ก๎ุง  

 
4.1 การศึกษาปริมาณ Vibiro spp. ท้ังหมดในล าไส๎ 
 
      ผําหลังก๎ุงเพื่อเก็บล าไส๎ก๎ุงมาชั่งน้ าหนัก เติมน้ ากล่ัน 1 มิลลิลิตร แล๎วบดให๎ละเอียดด๎วย 

Homogenizer จากนั้นนับปริมาณ Vibiro spp. ในล าไส๎ก๎ุงโดยวิธี spread plate บน TCBS agar บํมท่ี
อุณหภูมิห๎องนาน 48 ชั่วโมง 

 
4.2 การศึกษาปริมาณ Total Lactic Acid Bacteria ท้ังหมดในล าไส๎ 
 

       น าสารละลายท่ีได๎จากข๎อ 4.1 นับปริมาณ Total Lactic Acid Bacteria ในล าไส๎ก๎ุงโดย
วิธี spread plate บน MRS agar ท่ีมีบรอมครีซอลเพอเพิลเป็นอินดิเคเตอร์ บํมท่ีอุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส นาน 48 ชั่วโมง 
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4.3 การตรวจสอบจุลินทรีย์โดยสํองภายใต๎กล๎อง Scanning Electron Microscope (SEM) 
 

                   น าล าไส๎ก๎ุงของชุดการทดลองท่ีมีผลการทดลองท่ีดีท่ีสุดจากการทดลองท่ี 4.1 และ 4.2 
มาตรวจหาจุลินทรีย์ภายในล าไส๎โดยสํองภายใต๎กล๎อง Scanning Electron Microscope (SEM)  เพื่อ
ประเมินการด ารงอยํูของจุลินทรีย์ภายในล าไส๎ก๎ุงก๎ามกราม 
 
5. การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ 
 

การวิเคราะห์ความแตกตํางของชุดการทดลองของข๎อมูลน้ าหนักท่ีเพิ่มข้ึน น้ าหนักเฉล่ียท่ี
เพิ่มตํอวัน อัตราการเปล่ียนอาหารเป็นน้ าหนัก และอัตรารอด โดยการวิเคราะห์แบบแผนการ
ทดลองแบบสํุมสมบูรณ์ (Completely Randomized Design)  วิเคราะห์ความแปรปรวน (analysis of  
variance) และเปรียบเทียบความแตกตํางระหวํางคําเฉล่ียของกลํุมทดลองโดยวิธี Duncan’s new 
multiple range test ด๎วยโปรแกรมส าเร็จรูปทางสถิติ SAS 

 
การวิเคราะห์ความแตกตํางของชุดการทดลองของข๎อมูลปริมาณเม็ดเลือดรวม กิจกรรมของ

เอนไซม์ฟีนอลออกซิเดส กิจกรรมของเม็ดเลือดในการกลืนกินส่ิงแปลกปลอม ปริมาณ Vibiro spp. 
และปริมาณ Total Lactic Acid Bacteria ท้ังหมดในล าไส๎ โดยการวิเคราะห์แบบแผนการทดลอง
แบบแฟคทอเรียลในสํุมสมบูรณ์ (Factorial in Completely Randomized Design)  วิเคราะห์ความ
แปรปรวน (analysis of  variance)  และเปรียบเทียบความแตกตํางระหวํางคําเฉล่ียของกลํุมทดลอง
โดยวิธี Duncan’s new multiple range test  ด๎วยโปรแกรมส าเร็จรูปทางสถิติ SAS 
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ผลและวิจารณ์ 

 

การทดลองท่ี 1  การศึกษาการรอดชีวิต (viability) ของโปรไบโอติกในรูปของเช้ือสดและอาหารกุ้ง   

                          ก้ามกรามส าเร็จรูปผสมโปรไบโอติก 

 

 จากผลการศึกษาการรอดชีวิตของ L. plantarum LP64 ในรูปของเชื้อสดโดยเปรียบเทียบ
การเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส และ 37 องศาเซลเซียส พบวํา มีปริมาณเชื้อสดเร่ิมต๎น
เทํากับ 3.60×108 CFU/ml เม่ือเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 7 วัน ปริมาณเชื้อลดลง
เหลือ 1.18×108 CFU/ml  เก็บนาน 15 วัน มีปริมาณเชื้อ 1.38×107 CFU/ml และเม่ือครบ 60 วัน มี
ปริมาณเชื้อ 2.73×105 CFU/ml  สํวนการเก็บรักษาเชื้อสดท่ี 37 องศาเซลเซียส นาน 7 วัน ปริมาณ
เชื้อลดลงเหลือ 1.61×108 CFU/ml  เก็บนาน 15 วัน มีปริมาณเชื้อ 5.70×106 CFU/ml เม่ือครบ 60 วัน 
ไมํพบวํามีปริมาณเชื้อมีชีวิตหลงเหลืออยํู ดังตารางท่ี 6    

 
จากผลการศึกษาข๎างต๎นแสดงให๎เห็นวําการเก็บรักษาเชื้อนาน 30 วัน จากปริมาณเชื้อเร่ิม 

ต๎น 3.60×108 CFU/ml  เม่ือเ ก็บเชื้อท่ีอุณหภูมิต่ าคือ 4 องศาเซลเซียส ปริมาณเชื้อเหลือ 3.95×107 
CFU/ml แตํเ ม่ือเก็บรักษาเชื้อท่ีอุณหภูมิสูงคือ 37 องศาเซลเซียส ปริมาณเชื้อลดลงเหลือเพียง 
3.77×105 CFU/ml  พบวํา การเก็บรักษาเชื้อสดท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 30 วัน นั้นมีปริมาณ
เพียงพอตํอการผลิตอาหารก๎ุงก๎ามกรามส าเร็จรูปผสมโปรไบโอติก ซ่ึงจะมีการสูญเสียเชื้อไป
ระหวํางการผลิตประมาณ 1-2 log CFU/g   

 
วิธีท่ีนิยมในการเก็บรักษาแบคทีเรียกรดแลคติกในรูปเชื้อสดคือ การแยกเซลล์ออกจากน้ า 

หมัก หรืออาหารเล้ียงเชื้อ โดยวิธีการหมุนเหว่ียงซ่ึงจะอาศัยหลักการเซดิเมนต์ (sedimentation) 
ภายใต๎แรงเหว่ียงหรือแรงหนีศูนย์กลาง สารท่ีมีความหนาแนํนหรือขนาดโมเลกุลใหญํ จะตกตะกอน
กํอน (อาภัสสรา, 2537) จากนั้นน าเซลล์ท่ีเก็บเก่ียวได๎แขวนลอยในอาหารเล้ียงเชื้อใหมํหรือสาร  
ละลายอ่ืนๆท่ีเหมาะสม ซ่ึงวิธีนี้เป็นการชํวยลดความเป็นกรดท่ีเกิดจากกิจกรรมของเซลล์ในระบบ 
(Foster, 1962) ซ่ึงการเก็บเก่ียวเซลล์นั้นจะท าในการเจริญเติบโตชํวง stationary phase ซ่ึงมีปริมาณ
เชื้อสูงคงท่ีและมีการรอดชีวิตสูงตลอดการเก็บรักษา (Iijima and Sakane, 1973; Morice et al., 
1992) สอดคล๎องกับ Brashears et al . (1995) กลําววํา การเก็บเก่ียวเซลล์ในการเจริญเติบโตชํวง 
stationary phase จะมีปริมาณเชื้อลดลงน๎อยกวําการเก็บเก่ียวเซลล์ในการเจริญเติบโตชํวง 
logarithmic phase  
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การเก็บรักษาเชื้อสดท่ีอุณหภูมิต่ าสามารถเก็บรักษาเชื้อได๎ดีกวําการเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 
ห๎อง (สายชล, 2520) เนื่องจากแบคทีเรียกรดแลคติกเ ม่ือเจริญเติบโตจะผลิตกรดแลคติก ซ่ึงท าให๎
ระบบมีความเป็นกรดสูงข้ึนซ่ึงเป็นอันตรายตํอเซลล์ การเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิต่ าเชื้อจะเจริญเติบโต
ช๎าลงหรือหยุดชะงักท าให๎มีการผลิตกรดแลคติกลดลง และลดอัตราการตายของเชื้อ แตํการเก็บ
รักษาท่ีอุณหภูมิห๎องหรืออุณหภูมิสูงเชื้อจะตายอยํางรวดเร็ว เนื่องจากมีการเจริญเติบโตและผลิต
กรดแลคติกตลอดเวลา (Hammer and Babel, 1943) ดังนั้นการผลิตเชื้อสดและแขวนลอยเซลล์ใน
อาหารเหลว MRS  เพื่อเก็บเป็น stock เชื้อส าหรับใช๎ผสมอาหารก๎ุงก๎ามกรามส าเร็จรูปควรเก็บรักษา
ท่ีอุณหภูมิต่ า เนื่องจากสามารถเก็บได๎นานกวําท่ีอุณหภูมิสูง ลดอัตราการตายของเชื้อ ประหยัดเวลา 
และคําใช๎จํายในการผลิตเชื้อ (Lapage, 1970; Baati et al ., 2000; Fonseca et al., 2001)  
 
ตารางท่ี 6   การรอดชีวิต (viability) ของ Lactobacillus plantarum LP64 ในรูปของเชื้อสดเก็บรักษา 
                  ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส และ 37 องศาเซลเซียส (คําเฉล่ีย ± คําเ บ่ียงเบนมาตรฐาน) 
 

เวลา (วัน) 
ปริมาณ Lactobacillus plantarum LP64 (CFU/ml)  

4 C 37 C P-Value 
0 
3 
5 
7 

15 
30 
45 
60 

3.60±0.11×108 

3.62±0.29×108 

1.46±0.26×108 

1.18±0.14×108 

1.38±0.12×107 

3.95±0.10×107 

6.93±1.88×106 

2.73±0.31×105 

3.60±0.11×108 
3.33±0.33×107 
7.83±1.42×107 
1.61±0.33×108 
5.70±0.46×106 
3.77±0.07×105 
2.10±0.53×105 

0 

1.0000 
0.0001 
0.0157 
0.1051 
0.0001 
0.0001 
0.0001 
0.0001 
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ภาพท่ี 7  การรอดชีวิต (viability)  ของ Lactobacillus plantarum  LP64 ในรูปของเชื้อสด เก็บรักษาท่ี 
               อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส และ 37 องศาเซลเซียส 
 

การศึกษาอุณหภูมิท่ีมีผลตํอการเก็บรักษาเชื้อสดนั้นน าไปสํูการศึกษาการรอดชีวิตและอายุ

การเก็บรักษาอาหารเสริมโปรไบโอติก โดยผลิตเชื้อสดและแขวนลอยเซลล์ในอาหารเหลว MRS 

จากนั้นพํนลงบนอาหารก๎ุงก๎ามกรามส าเร็จรูปและพํนเคลือบด๎วยน้ ามันถ่ัวเหลืองเพื่อให๎โปร 

ไบโอติกเกาะอยํูในอาหารก๎ุงก๎ามกรามส าเร็จรูป จากนั้นเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ตรวจ 

สอบปริมาณเชื้อ L. plantarum  LP64 บน MRS agar ท่ีเวลา 0, 3, 5 และ 7 วัน พบวํา เ ม่ือเก็บรักษา

อาหารเสริมโปรไบโอติกท่ีอุณหภูมิต่ าคือ 4 องศาเซลเซียส อาหารก๎ุงก๎ามกรามส าเร็จรูปผสมโปร

ไบโอติกอัตราสํวน 0.5:3 (ปริมาตร/น้ าหนักอาหาร) มีปริมาณเชื้อเร่ิมต๎น 3.73×107 CFU/g เม่ือเ ก็บ

รักษานาน 3 วัน และ 7 วัน มีปริมาณเชื้อเหลือ 3.20×106 CFU/g และ 7.70×104 CFU/g ตามล าดับ 

อาหารก๎ุงก๎ามกรามส าเร็จรูปผสมโปรไบโอติกอัตราสํวน 1.0:3 (ปริมาตร/น้ าหนักอาหาร) มีปริมาณ

เชื้อเร่ิมต๎น 4.37×107CFU/g เม่ือเก็บรักษานาน 3 วัน และ 7 วัน มีปริมาณเชื้อเหลือ 3.56×107 CFU/g 

และ 8.10×105 CFU/g ตามล าดับ และอาหารก๎ุงก๎ามกรามส าเร็จรูปผสมโปรไบโอติกอัตราสํวน 

1.5:3 (ปริมาตร/น้ าหนักอาหาร) มีปริมาณเชื้อเร่ิมต๎น 5.60×107 CFU/g เม่ือเก็บรักษานาน 3 วัน และ 

7 วัน มีปริมาณเชื้อเหลือ 4.16×107 CFU/g และ 3.23×106 CFU/g ตามล าดับ    
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ระยะเวลาเหมาะสมในการเปล่ียนอาหารก๎ุงก๎ามกรามส าเร็จรูปผสมโปรไบโอติกใหมํท้ัง

สามสูตรคือ 3 วัน (ตารางท่ี 7) เนื่องจากมีปริมาณเชื้อ L. plantarum  LP64 ในปริมาณท่ีเพียงพอใน

การใช๎เป็นอาหารก๎ุงก๎ามกรามส าเร็จรูปเสริมโปรไบโอติกเพื่อการเพาะเล้ียงก๎ุงก๎ามกรามคือ มี

ปริมาณ 106-107 CFU/g และสูงเกินเกณฑ์มาตรฐานตามประกาศกระทรวงเกษตรและสหกรณ์ พ .ศ. 

2539 ซ่ึงก าหนดให๎ชีวภัณฑ์ซ่ึงมีชื่อทางวิชาการอาหารสัตว์วํา  สารเสริมชีวนะท่ีเติมในอาหารสัตว์

ผสมส าเร็จรูปเพื่อขายได๎ในอัตราสํวนไมํน๎อยกวํา 1×105 CFU ตํออาหารสัตว์หนึ่งกิโลกรัม หรือ

ปริมาณของโปรไบโอติกท่ีเ ติมในอาหารสัตว์ส าเร็จรูปซ่ึงมีปริมาณเหมาะสมตํอสมดุลของโปร

ไบโอติกและจุลินทรีย์ประจ าถ่ินคือ 106-107 CFU/g (Guillot, 1998)  

 

ตารางท่ี 7  การรอดชีวิต (viability) ของ Lactobacillus plantarum LP64 ในรูปอาหารก๎ุงก๎ามกราม 
                 ส าเร็จรูปผสมโปรไบโอติกท่ีอัตราสํวนตํางๆกัน เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส   
                 (คําเฉล่ีย ± คําเบ่ียงเบนมาตรฐาน) 
 

เวลา (วัน) 
อัตราสํวนของโปรไบโอติกตํออาหาร (CFU/g) 

0.5:3 1:3 1.5:3 P-Value 
0 
3 
5 
7 

3.73±0.95×107 
3.2±0.26×106 
4.17±0.32×105  
7.70±0.30×104 

4.37±1.36×107 
3.56±0.51×107 
5.43±0.55×106  
8.10±0.75×105 

5.60±1.10×107 
4.16±0.06×107 
8.77±0.55×106  
3.23±0.25×106 

0.210 
0.001 
0.001 
0.001 
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ภาพท่ี 8  การรอดชีวิต (viability)  ของ Lactobacillus plantarum  LP64 ในรูปอาหารก๎ุง ก๎ามกราม 

               ส าเร็จรูปผสมโปรไบโอติกท่ีอัตราสํวนตํางๆกัน เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

 

การทดลองท่ี 2  การศึกษาอัตราส่วนของโปรไบโอติกท่ีเหมาะสมต่อการเพ่ิมการเจริญเติบโต และ 
                          การรอดชีวิตของกุ้งก้ามกราม 

 
 2.1 สมรรถภาพการผลิต 
 

      เ ม่ือให๎อาหารก๎ุงก๎ามกรามส าเร็จรูปผสมโปรไบโอติกท่ีมีอัตราสํวนตํางๆครบ 60 วัน 
พบวํา ก๎ุงก๎ามกรามท่ีได๎รับอาหารกลํุมควบคุมและอาหารก๎ุงก๎ามกรามส าเร็จรูปผสมโปรไบโอติก
ท้ัง 3 กลํุม มีน้ าหนักท่ีเพิ่มข้ึน น้ าหนักเฉล่ียท่ีเพิ่มตํอวัน อัตราการเปล่ียนอาหารเป็นน้ าหนัก และ
อัตรารอด แตกตํางกันอยํางไมํมีนัยส าคัญทางสถิติ (p>0.05) อยํางไรก็ตามก๎ุง ก๎ามกรามท่ีได๎รับ
อาหารก๎ุงก๎ามกรามส าเร็จรูปผสมโปรไบโอติกท้ัง 3 กลํุม มีการเจริญเติบโตและอัตรารอดสูงกวํา
กลํุมควบคุม โดยก๎ุงก๎ามกรามท่ีได๎รับอาหารก๎ุงก๎ามกรามส าเร็จรูปผสมโปรไบโอติกท่ีอัตราสํวน 
1:3 (ปริมาตร/น้ าหนักอาหาร) มีแนวโน๎มการเจริญเติบโตและอัตรารอดสูงสุด (ตารางท่ี 8) ซ่ึง
สอดคล๎องกับ Vieira et al . (2010) รายงานวํา ก๎ุงขาวแวนนาไมท่ีได๎รับอาหารเม็ดส าเร็จรูปผสม 
Lactobacillus plantarum นาน 60 วัน มีการเจริญเติบโต และอัตรารอดแตกตํางอยํางไมํมีนัยส าคัญ
ทางสถิติ (p>0.05) เชํนเดียวกับการให๎อาหารก๎ุงกุลาด าผสม Bacillus สายพันธุ์ S11 ในก๎ุงกุลาด า
ระยะวัยรํุน นาน 90 วัน พบวํา น้ าหนักก๎ุงกุลาด าและอัตรารอดของก๎ุงกลํุมท่ีได๎รับโปรไบโอติกสูง
กวํากลํุมควบคุมไมํแตกตํางอยํางมีนัยส าคัญทางสถิติ (p>0.05) (สมบัติ, 2542) ในขณะท่ี Phianphak 
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et al. (1999) เสริมโปรไบโอติก Lactobacillus spp. 5 สายพันธุ์ ได๎แกํ Lactobacillus acidophilus 
TISTR 1338, L. bulgaricus TISTR 1339, L . casei TISTR 1340, L. casei subsp. tolerans TISTR 
1341 และ L. jensenii  TISTR 134 ในอาหารก๎ุงส าเร็จรูป เล้ียงก๎ุงกุลาด านาน 100 วัน พบวํา ก๎ุง ท่ีได๎ 
รับอาหารเสริมโปรไบโอติกทุกกลํุมทดลองมีการเจริญเติบโตและอัตรารอดสูงกวําก๎ุงกุลาด าในกลํุม
ควบคุมอยํางมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05)  

 
      เนื่องจากการทดลองคร้ังนี้ใช๎ตาขํายพลาสติกก้ันให๎ก๎ุงอยํูชํองละ  1 ตัว เพื่อป้องกันการ

กินกันเองขณะลอกคราบของก๎ุง (ยนต์, 2529; โชคชัย, 2548) จึงลดการตายของก๎ุงก๎ามกราม เนื่อง  
จากการเล้ียงก๎ุงในต๎ูกระจกจะไมํมีท่ีหลบซํอนท าให๎ก๎ุงกินกันขณะลอกคราบ อัตราการรอดของก๎ุง
ก๎ามกรามทุกกลํุมการทดลองจึงสูงและมีคําใกล๎เคียงกัน สํวนอัตรารอดของก๎ุงก๎ามกรามในการ 
ศึกษาคร้ังนี้ พบวํา กลํุมท่ีได๎รับโปรไบโอติกทุกกลํุมมีคําสูงกวํากลํุมควบคุมแตกตํางกันอยํางไมํมี
นัยส าคัญทางสถิติ (p>0.05)  
 

ตารางท่ี 8   สมรรถภาพการผลิตของก๎ุงก๎ามกรามท่ีได๎รับด๎วยอาหารก๎ุงก๎ามกรามส าเร็จรูปผสมโปร  

                  ไบโอติกท่ีอัตราสํวนตํางๆกันเป็นระยะเวลา 60 วัน (คําเฉล่ีย ± คําเบ่ียงเบนมาตรฐาน) 

 

สมรรถภาพการผลิต 
อัตราสํวนของโปรไบโอติกตํออาหาร (ปริมาตร/น้ าหนัก) 

0 0.5 : 3 1 : 3 1.5 : 3 P-Value 

น้ าหนักเฉล่ียเร่ิมต๎น 
(กรัม/ตัว) 

15.13±2.78  15.13±2.90 15.19±3.05 15.22±3.30 0.9999 

น้ าหนักเฉล่ียเมื่อส้ินสุด      
(กรัม/ตัว) 

19.56±2.25 19.75±1.93 20.80±5.31 20.63±3.97 0.9233 

น้ าหนักท่ีเพิ่มขึ้น (กรัม/
ตัว) 

4.43±1.97 4.62±1.97 5.61±3.82 5.41±3.43 0.8671 

น้ าหนักเฉล่ียท่ีเพิ่มตํอ
วัน (กรัม/ตัว/วัน) 

0.074±0.033 0.077±0.030 0.093±0.064 0.090±0.057 0.8655 

อัตราการเปล่ียนอาหาร
เป็นน้ าหนัก 

3.25±1.52 2.83±0.83 2.86±1.81 2.95±1.39 0.9550 

อัตรารอด (เปอร์เซ็นต์) 95.83±12.57 100.00±0 100.00±0 100.00±0 0.4133 
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2.2 คุณภาพน้ า  

 

       2.2.1 ปริมาณออกซิเจนท่ีละลายในน้ า 
 

                             ต๎ูเล้ียงก๎ุงก๎ามกรามท่ีได๎รับอาหารก๎ุงก๎ามกรามส าเร็จรูปผสมโปรไบโอติก และ
กลํุมควบคุม มีปริมาณออกซิเจนท่ีละลายน้ าเฉล่ียอยํูในชํวง 2.58-7.56 มิลลิกรัมตํอลิตร (ตารางท่ี 9) 
และมีคําเฉล่ียเทํากับ 4.92 มิลลิกรัมตํอลิตร โดยปริมาณออกซิเจนละลายน้ าในต๎ูเล้ียงทดลองทุกกลํุม
การทดลองอยํู ในชํวงใกล๎เคียงกันและอยํูในเกณฑ์มาตรฐาน ปริมาณออกซิเจนละลายอยํูในน้ าอยํู
ในเกณฑ์คุณภาพน้ าท่ีเหมาะสมตํอการด ารงชีวิตของสัตว์น้ า ซ่ึงมีคําออกซิเจนละลายน้ าอยํูในน้ า
มากกวํา 3 มิลลิกรัมตํอลิตร (กรมประมง, ม.ม.ป.) Boyd (1982) กลําววํา ปริมาณออกซิเจนท่ีละลาย
ในน้ าท่ีเหมาะสมคือ 5 มิลลิกรัมตํอลิตร หากปริมาณออกซิเจนท่ีละลายในน้ าต่ ากวํา 1 มิลลิกรัมตํอ
ลิตร สัตว์น้ าอาจตายได๎ถ๎าเกิดข้ึนนานหลายชั่วโมง ปริมาณออกซิเจนท่ีละลายในน้ าชํวง 1-5 
มิลลิกรัมตํอลิตร สัตว์น้ าจะมีชีวิตอยํูได๎ แตํหากเกิดข้ึนตํอเนื่องจะท าให๎เจริญเติบโตช๎าและไมํ
สามารถขยายพันธุ์ได๎ดี และปริมาณออกซิเจนท่ีละลายในน้ ามากกวํา 5 มิลลิกรัมตํอลิตร เป็น
ปริมาณท่ีเหมาะสมตํอการเจริญเติบโตและการขยายพันธุ์ ( ม่ันสิน, 2540)    
 
       2.2.2 แอมโมเนีย 

 

                            ต๎ูเล้ียงก๎ุงก๎ามกรามท่ีได๎รับอาหารก๎ุงก๎ามกรามส าเร็จรูปผสมโปรไบโอติก และ

กลํุมควบคุม มีปริมาณแอมโมเนียในน้ าเฉล่ียอยํูในชํวง 0-0.97 มิลลิกรัมตํอลิตร (ตารางท่ี 9) และมี

คําเฉล่ียเทํากับ 0.10 มิลลิกรัมตํอลิตร โดยปริมาณแอมโมเนียในน้ าต๎ูเล้ียงทดลองของทุกกลํุมการ

ทดลองอยํูในชํวงใกล๎เคียงกันและอยํูในเกณฑ์มาตรฐาน ซ่ึงปริมาณแอมโมเนียท่ีได๎จากการทดลอง

อยํูในเกณฑ์มาตรฐานท่ีไมํเ ป็นอันตรายตํอสัตว์น้ า คือ ไมํเกิน 1 มิลลิกรัมตํอลิตร (โชคชัย, 2548) 

 

                    2.2.3 ไนไตรท์ 

 

    ต๎ูเล้ียงก๎ุงก๎ามกรามท่ีได๎รับอาหารก๎ุงก๎ามกรามส าเร็จรูปผสมโปรไบโอติก และ

กลํุมควบคุม มีปริมาณไนไตรท์ในน้ าเฉล่ียอยํูในชํวง 0-0.45 มิลลิกรัมตํอลิตร (ตารางท่ี 9) และมี

คําเฉล่ียเทํากับ 0.10 มิลลิกรัมตํอลิตร ซ่ึงปริมาณไนไตรท์ท่ีได๎จากการทดลองอยํูในเกณฑ์มาตรฐาน 
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โดยเกณฑ์มาตรฐานของไนไตรท์ท่ีไมํเป็นอันตรายตํอสัตว์น้ าคือ ไมํเกิน 0.5 มิลลิกรัมตํอลิตร (โชค

ชัย, 2548) 
 

       2.2.4 คําความเป็นกรด-ดําง (pH) 

 

   ต๎ูเล้ียง ก๎ุงก๎ามกรามท่ีได๎รับอาหารก๎ุงก๎ามกรามส าเร็จรูปผสมโปรไบโอติก และ

กลํุมควบคุม มีคําความเป็นกรด-ดํางในน้ าเฉล่ียอยํูในชํวง 7.16-7.88 (ตารางท่ี 9) และมีคําเฉล่ีย

เทํากับ 7.37 โดยคําความเป็นกรด-ดํางในน้ าต๎ูเล้ียงทดลองทุกกลํุมการทดลองอยํูในชํวงใกล๎เคียงกัน

กันและอยํูในเกณฑ์มาตรฐาน  ซ่ึงคําความเป็นกรด-ดํางท่ีเหมาะสมส าหรับการเจริญเติบโตของก๎ุง

ก๎ามกรามมีคําอยํูในชํวง 6.5-8.9 ถ๎ามีคําต่ ากวํา 4 จะท าให๎ก๎ุงตายได๎ (ชูศักด์ิ, 2544)  คําความเป็นกรด-

ดํางนั้นมีความส าคัญมาก เนื่องจากมีผลโดยตรงตํอการเจริญเติบโตของสัตว์น้ า หากคําความเป็น

กรด-ดํางต่ ากวํา 4 และสูงกวํา 11 จะท าให๎สัตว์น้ าตาย คําความเป็นกรด-ดํางชํวง 4-6 และ 9.5-11 

สัตว์น้ าจะไมํมีการสืบพันธุ์ เจริญเติบโตช๎า สอดคล๎องกับกรมประมง (ม.ม.ป.) กลําววํา เกณฑ์

คุณภาพน้ าท่ีเหมาะสมตํอการด ารงชีวิตของสัตว์น้ า คําความเป็นกรด-ดํางอยํูในชํวง 5-9 
 

       2.2.5 อุณหภูมิของน้ า  

 

  ต๎ูเล้ียงก๎ุงก๎ามกรามท่ีได๎รับอาหารก๎ุงก๎ามกรามส าเร็จรูปผสมโปรไบโอติก และ

กลํุมควบคุม มีอุณหภูมิของน้ าเฉล่ียอยํูในชํวง 23.4-28.0 องศาเซลเซียส (ตารางท่ี 9) และมีคําเฉล่ีย

เทํากับ 25.4 องศาเซลเซียส โดยอุณหภูมิของน้ าต๎ูเล้ียงทดลองทุกกลํุมการทดลองอยํูในชํวงใกล๎เคียง

กันและอยํูในเกณฑ์มาตรฐาน กรมประมง (ม.ม.ป.) กลําววํา เกณฑ์คุณภาพน้ าท่ีเหมาะสมตํอการ

ด ารงชีวิตของสัตว์น้ า มีอุณหภูมิอยํูในชํวง 23-32 องศาเซลเซียส และอุณหภูมิท่ีเหมาะสมในการ

เล้ียงก๎ุงอยํูในชํวง 25-30 องศาเซลเซียส เ ม่ืออุณหภูมิสูงกวํา 30 องศาเซลเซียส จะท าให๎ก๎ุงกินอาหาร

ลดลง (ชะลอ, 2534) 

 
               สามารถสรุปได๎วําการผสมโปรไบโอติกในอาหารก๎ุงก๎ามกรามส าเร็จรูปในอัตรา

การสํวน 0.5:3, 1.5:3 และ 1.5:3 ปริมาตร/น้ าหนักอาหาร มีผลตํอคําพารามิเตอร์ท่ีบํงบอกถึงคุณภาพ
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ของน้ า ได๎แกํ ปริมาณออกซิเจนละลายน้ า ปริมาณแอมโมเนีย ปริมาณไนไตรท์ คําความเป็นกรด-
ดําง และอุณหภูมิ มีคําอยํูในเกณฑ์มาตรฐานท้ังหมด 
 

ตารางท่ี 9  ปริมาณออกซิเจนละลายในน้ า แอมโมเนีย ไนไตรท์ คําความเป็นกรด-ดํางของน้ า และ 
                   อุณหภูมิเฉล่ียตลอดระยะเวลาการเล้ียง 60 วัน ( คําต่ าสุด - คําสูงสุด) 
 

คุณภาพน้ า  
อัตราสํวนของโปรไบโอติกตํออาหาร (ปริมาตร/น้ าหนัก) 

กลํุมควบคุม 0.5:3 1:3 1.5:3 
ออกซิเจนท่ีละลายน้ า  (มก./ล.)  
แอมโมเนีย (มก./ล.)  
ไนไตรท์ (มก./ล.)  
ความเป็นกรด-ดําง 
อุณหภูมิของน้ า( 0ซ) 

3.06 - 7.56 
0 - 0.56 
0 - 0.45 

7.18 - 7.53 
23.4 - 27.8 

2.58 - 7.36 
0 - 0.41 
0 - 0.44 

7.17 - 7.88 
23.5 - 27.8 

3.37 - 7.34 
0 - 0.46 

0.01 - 0.44 
7.17 - 7.82 
23.6 - 28.0 

3.48 - 7.27 
0 - 0.97 
0 - 0.36 

7.16 - 7.80 
23.4 - 27.6 

 

        2.2.6 จ านวนแบคทีเรียท่ีมีชีวิตท้ังหมด 

 

                จากการเก็บตัวอยํางน้ าในต๎ูเล้ียงทดลองมาตรวจปริมาณแบคทีเรียท่ีมีชีวิตท้ังหมด

โดยวิธี spread plate บน PCA  agar  และตรวจปริมาณแบคทีเรียกรดแลคติกโดยวิธี spread plate บน 

MRS agar ท่ีมีบรอมครีซอลเพอเพิลเป็นอินดิเคเตอร์ ก๎ุงก๎ามกรามท่ีได๎รับอาหารก๎ุงก๎ามกรามส าเร็จ 

รูปผสมโปรไบโอติกและกลํุมควบคุมในต๎ูเล้ียงทดลอง มีจ านวนแบคทีเรียท่ีมีชีวิตท้ังหมด อยํูใน 

ชํวง 4.90×107–2.96×109 CFU/ml (ตารางท่ี 10) และปริมาณแบคทีเรียท่ีมีชีวิตท้ังหมดคงท่ีตลอดการ

ทดลอง เนื่องจากมีการดูดตะกอนออกทุกวันและเปล่ียนน้ าทุก 3 วัน จึงไมํเกิดการสะสมของสาร 

อินทรีย์ซ่ึงเกิดจากอาหารก๎ุงและของเสียจากการขับถํายของก๎ุง  สํวนการตรวจปริมาณแบคทีเรียกรด

แลคติกในน้ าตรวจไมํพบแบคทีเรียกรดแลคติกเลย สอดคล๎องกับ Ringo and Gatesoupe (1998) 

รายงานวํา โดยปกติมักไมํพบแบคทีเรียกรดแลคติกในน้ า 
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ตารางท่ี 10  ปริมาณแบคทีเรียท่ีมีชีวิตท้ังหมดในน้ าเฉล่ียตลอดระยะเวลาการเล้ียง 60 วัน (คําต่ าสุด  
                    - คําสูงสุด) 
 

อัตราสํวนของโปรไบโอติกตํออาหาร PCA (CFU/ml) MRS (CFU/ml)  

กลํุมควบคุม 
0.5 : 3 
1 : 3 

1.5 : 3 

1.98×109 - 2.96×109 
4.90×107 – 8.30×107 
4.37×108 – 7.97×108 
4.53×108 – 9.20×108 

- 
- 
- 
- 

 

การทอดลองท่ี 3  อัตราส่วนและระยะเวลาการให้โปรไบโอติกท่ีเหมาะสมในการกระตุ้นภูมิคุ้มกัน 
                                ของกุ้งก้ามกราม 

 
 การศึกษาการเสริมโปรไบโอติกในอาหารก๎ุงก๎ามกรามส าเร็จรูปท่ีอัตราสํวนตํางๆกัน 3 
ระดับ ได๎แกํ อาหารก๎ุงก๎ามกรามส าเร็จรูปผสม L. plantarum  LP64 อัตราสํวน 0.5:3, 1:3 และ1.5:3 
(ปริมาตร/น้ าหนักอาหาร) และกลํุมควบคุม นาน 60 วัน เพื่อศึกษาการกระต๎ุนภูมิค๎ุมกันของก๎ุงก๎าม 
กราม กิจกรรมท่ีเก่ียวข๎องกับระบบภูมิค๎ุมกัน ได๎แกํ ปริมาณเม็ดเลือดรวม กิจกรรมของเอนไซม์ 
ฟีนอลออกซิเดส กิจกรรมของเม็ดเลือดในการกลืนกินส่ิงแปลกปลอม และกิจกรรมในการท าลาย
แบคทีเรียของน้ าเลือด ท าการดูดเลือดจากก๎ุงก๎ามกรามเพื่อวิเคราะห์กิจกรรมตํางๆทางระบบ 
ภูมิค๎ุมกันของก๎ุงก๎ามกรามได๎ผลดังนี้ 
 

3.1 การศึกษาปริมาณเม็ดเลือดรวม (total hemocyte count : THC) 
 
       จากการทดลองพบวําปริมาณเม็ดเลือดรวมของก๎ุงก๎ามกรามท่ีได๎รับอาหารก๎ุงก๎ามกราม
ส าเร็จรูปผสม L. plantarum LP64 อัตราสํวน 1.5:3 (ปริมาตร/น้ าหนักอาหาร) ทุกวัน มีคําเฉล่ียสูง  
สุดเทํากับ 108.33±7.64×105 เซลล์/มิลลิลิตร ซ่ึงแตกตํางอยํางมีนัยส าคัญย่ิงทางสถิติ (p<0.01) กับ
กลํุมการทดลองอ่ืนๆ ปริมาณเม็ดเลือดรวมจะแปรผันตามอัตราสํวนและระยะเวลาการให๎โปรไบโอ
ติก กลําวคือ ก๎ุงท่ีได๎รับอาหารก๎ุงก๎ามกรามส าเร็จรูปผสมโปรไบโอติกมีปริมาณเม็ดเลือดรวมสูงมาก
ข้ึนตามอัตราสํวนของโปรไบโอติกท่ีผสมในอาหารก๎ุงก๎ามกรามส าเร็จรูปและระยะเวลาการให๎โปร
ไบโอติก ดังแสดงในตารางท่ี 11 และภาพท่ี 9 นิตยา (2549) กลําววํา ก๎ุงท่ีได๎รับโปรไบโอติกทุกวัน  
มีปริมาณเม็ดเลือดรวมสูงกวําก๎ุงท่ีได๎รับโปรไบโอติกวันเว๎นวันและกลํุมควบคุมโดยแตกตํางอยํางมี
นัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) เชํนเดียวกับทิพรัตน์และกิจการ (2548) พบวํา ก๎ุงกุลาด าท่ีได๎รับอาหาร
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ท่ีผสมยีสต์ท่ีแยกได๎จากแหลํงทะเลธรรมชาติท่ีมีคุณสมบัติเ ป็นโปรไบโอติกและยีสต์ขนมปัง ได๎แกํ 
C. tropicalis TH112, P. antractica  TH9 และยีสต์ขนมปัง S. cerevisiae มีปริมาณเม็ดเลือดรวมสูง
กวําก๎ุงกลํุมควบคุมแตกตํางอยํางมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05)  
 
ตารางท่ี 11  ปริมาณเม็ดเลือดรวม (1×105 เซลล์/มล.) ของก๎ุงก๎ามกรามท่ีได๎รับอาหารก๎ุงก๎ามกราม 
                    ส าเร็จรูปผสมโปรไบโอติกท่ีอัตราสํวนตํางๆกันเป็นระยะเวลา 60 วัน 
 

อัตราสํวนของโปรไบโอติก 
ตํออาหาร 

ความถ่ีการให๎โปรไบโอติก 
ทุกวัน วันเว๎นวัน P-Value 

กลํุมควบคุม 
0.5 : 3 
1 : 3 

1.5 : 3 

28.67±6.29f  

57.42±3.81e  

77.58±5.20c  

108.33±7.64a  

28.67±6.29f  

55.67±20.36e  

72.00±31.32d 

86.00±29.47b 

0.0001 
 
 

 

 
หมายเหตุ  คําท่ีแสดงเป็นคําเฉล่ีย ± คําเบ่ียงเบนมาตรฐาน ท่ีตามด๎วยตัวอักษรท่ีตํางกันในแนวต้ัง มี 
                  ความแตกตํางอยํางมีนัยส าคัญย่ิงทางสถิติ (p<0.01) 
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ภาพท่ี 9  ปริมาณเม็ดเลือดรวม (1×105 เซลล์/มล.) ของก๎ุงก๎ามกรามท่ีได๎รับอาหารก๎ุงก๎ามกราม 
               ส าเร็จรูปผสมโปรไบโอติกท่ีอัตราสํวนตํางๆกันเป็นระยะเวลา 60 วัน 
 

3.2 การศึกษากิจกรรมของเอนไซม์ฟีนอลออกซิเดส (phenoloxidase)ในเลือดก๎ุงก๎ามกราม 
 

      จากการทดลองพบวําปริมาณเอนไซม์ฟีนอลออกซิเดสของก๎ุงก๎ามกรามท่ีได๎รับอาหาร
ก๎ุงก๎ามกรามส าเร็จรูปผสม L. plantarum  LP64 อัตราสํวน 0.5:3 (ปริมาตร/น้ าหนักอาหาร) ทุกวัน มี
คําเฉล่ียสูงสุดเทํากับ 598.62±180.56 unit/min/mg protein ซ่ึงแตกตํางอยํางมีนัยส าคัญทางสถิติ 
(p<0.05) กับกลํุมการทดลองอ่ืนๆ โดยอัตราสํวนของโปรไบโอติกแตํละระดับนั้นแตกตํางอยํางมี
นัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) ในขณะท่ีระยะเวลาในการให๎โปรไบโอติกนั้นไมํแตกตํางอยํางมี
นัยส าคัญทางสถิติ (p>0.05) กลําวคือ อัตราสํวนของโปรไบโอติกนั้นเป็นปัจจัยหลักท่ีมีผลตํอ
ปริมาณเอนไซม์ฟีนอลออกซิเดส โดยก๎ุงท่ีได๎รับอาหารก๎ุงก๎ามกรามส าเร็จรูปผสมโปรไบโอติกทุก
วันมีปริมาณเอนไซม์ฟีนอลออกซิเดสลดลงตามอัตราสํวนของโปรไบโอติกท่ีผสมในอาหารก๎ุงก๎าม 
กรามส าเร็จรูป ซ่ึงอาจเป็นไปได๎วําอัตราสํวนของโปรไบโอติกท่ีสูงข้ึนมีผลยับย้ังการท างานของ
เอนไซม์ฟีนอลออกซิเดส คําเฉล่ียปริมาณเอนไซม์ฟีนอลออกซิเดสของก๎ุงก๎ามกรามดังแสดงใน
ตารางท่ี 12 และภาพท่ี 10 Rengpipat et al . (2000) รายงานวํา ก๎ุงกุลาด าระยะ postlarvae ท่ีได๎รับ
อาหารส าเร็จรูปเสริมโปรไบโอติก Bacillus S11 นาน 90 วัน สามารถกระต๎ุนภูมิค๎ุมกันโดยเพิ่ม
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ปริมาณเอนไซม์ฟีนอลออกซิเดสในเลือดก๎ุงอยํางมีนัยส าคัญ  (p<0.05) เม่ือเปรียบเทียบกับกลํุม
ควบคุม หทัยรัตน์ (2550) ศึกษาการคัดเลือกจุลินทรีย์โปรไบโอติกจากน้ ากากสําและผสมเชื้อสดใน
อาหารก๎ุงส าเร็จรูป พบวํา Bacillus spp. และยีสต์สามารถกระต๎ุนภูมิค๎ุมกันของก๎ุงแวนนาไมได๎ โดย
มีปริมาณเอนไซม์ฟีนอลออกซิเดสสูงกวํากลํุมควบคุมแตกตํางอยํางมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) 
และพบวํายีสต์มีปริมาณเอนไซม์ฟีนอลออกซิเดสสูงท่ีสุด Li et al. (2009) รายงานวํา ก๎ุงขาวแวนนา
ไมท่ีได๎รับอาหารผสมโปรไบโอติก Bacillus OJ และอาหารผสมโปรไบโอติก Bacillus OJ กับ 
isomaltooligosaccharides (IMO) มีปริมาณเอนไซม์ฟีนอลออกซิเดสสูงกวําก๎ุงกลํุมควบคุมแตกตําง
อยํางมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) และมีแนวโน๎มวําปริมาณเอนไซม์ฟีนอลออกซิเดสแปรผันกับ
ระดับของโปรไบโอติก Bacillus OJ ท่ีสูงข้ึน 
 
ตารางท่ี 12   ปริมาณเอนไซม์ฟีนอลออกซิเดส (unit/min/mg protein) ในเลือดก๎ุง ก๎ามกรามท่ีได๎รับ 
                    อาหารก๎ุงก๎ามกรามส าเร็จรูปผสมโปรไบโอติกท่ีอัตราสํวนตํางๆกันเป็นระยะเวลา 60  
                    วัน 
 

อัตราสํวนของโปรไบโอติก 
ตํออาหาร 

ความถ่ีการให๎โปรไบโอติก 
ทุกวัน วันเว๎นวัน P-Value 

กลํุมควบคุม 
0.5 : 3 
1 : 3 

1.5 : 3 

279.86±97.41b 
598.62±180.56a  

486.68±110.08ab 

278.68±45.80b 

279.86±97.41b 
436.15±168.80ab 

442.20±30.27ab 

479.84±100.79ab 

0.0487  
 
 

 
หมายเหตุ  คําท่ีแสดงเป็นคําเฉล่ีย ± คําเบ่ียงเบนมาตรฐาน ท่ีตามด๎วยตัวอักษรท่ีตํางกันในแนวต้ัง มี 
                  ความแตกตํางอยํางมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) 
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ภาพท่ี 10  ปริมาณเอนไซม์ฟีนอลออกซิเดส (unit/min/mg protein)  ในเลือดก๎ุงก๎ามกรามท่ีได๎รับ 
                 อาหารก๎ุงก๎ามกรามส าเร็จรูปผสมโปรไบโอติกท่ีอัตราสํวนตํางๆกันเป็นระยะเวลา 60 วัน 
 

 3.3 การศึกษากิจกรรมของเม็ดเลือดในการกลืนกินส่ิงแปลกปลอม 
 

      จากการทดลองพบวํากิจกรรมของเม็ดเลือดในการกลืนกินส่ิงแปลกปลอม  
(% Phagocytosis)  ของก๎ุงก๎ามกรามท่ีได๎รับอาหารก๎ุงก๎ามกรามส าเร็จรูปผสม L. plantarum LP64 
อัตราสํวน 1.5:3 (ปริมาตร/น้ าหนักอาหาร) ทุกวัน มีคําเฉล่ียสูงสุดเทํากับ 63.48±5.29 เปอร์เซ็นต์ 
แตกตํางอยํางมีนัยส าคัญย่ิงทางสถิติ (p<0.05) กับกลํุมการทดลองอ่ืนๆ โดยอัตราสํวนของโปร 
ไบโอติกแตํละระดับนั้นแตกตํางอยํางมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) ในขณะท่ีระยะเวลาในการให๎
โปรไบโอติกนั้นไมํแตกตํางอยํางมีนัยส าคัญทางสถิติ (p>0.05) โดยกิจกรรมของเม็ดเลือดในการกลืน
กินส่ิงแปลกปลอมจะแปรผันตามอัตราสํวนโปรไบโอติกและระยะเวลาการให๎โปรไบโอติก กลําว 
คือ ก๎ุงท่ีได๎รับอาหารก๎ุงก๎ามกรามส าเร็จรูปผสมโปรไบโอติกมีกิจกรรมของเม็ดเลือดในการกลืนกิน
ส่ิงแปลกปลอมสูงมากข้ึนตามอัตราสํวนของโปรไบโอติกท่ีผสมในอาหารก๎ุงก๎ามกรามส าเร็จรูปและ
ระยะเวลาการให๎โปรไบโอติก คําเฉล่ียกิจกรรมของเม็ดเลือดในการกลืนกินส่ิงแปลกปลอมดังแสดง
ในตารางท่ี 13 และภาพท่ี 11 ซ่ึงสอดคล๎องกับการรายงานของ มินตรา (2552) กลําววํา ชุดการ
ทดลองท่ีเล้ียงก๎ุงกุลาด าด๎วยอาหารผสม Bacillus spp. ทุกวัน นาน 20 วัน มีคํา % Phagocytosis สูง
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ท่ีสุด (21.72±1.82 เปอร์เซ็นต์) แตกตํางจากกลํุมควบคุมและชุดท่ีให๎อาหารผสมโปรไบโอติกวันเว๎น
วันอยํางมีนัยส าคัญย่ิงทางสถิติ (p<0.05)  
 
ตารางท่ี 13   กิจกรรมของเม็ดเลือดในการกลืนกินส่ิงแปลกปลอม (% Phagocytosis)  ของก๎ุงก๎าม 

                    กรามท่ีได๎รับอาหารก๎ุงก๎ามกรามส าเร็จรูปผสมโปรไบโอติกท่ีอัตราสํวนตํางๆกันเป็น  
                    ระยเวลา 60 วัน 
 

อัตราสํวนของโปรไบโอติก 
ตํออาหาร 

การให๎โปรไบโอติก 
ทุกวัน วันเว๎นวัน P-Value 

กลํุมควบคุม 
0.5 : 3 
1 : 3 

1.5 : 3 

25.08±17.76d 

56.81±4.48ab 

48.61±8.86abc  

63.48±5.29a  

25.08±17.76d 

33.93±4.72cd 

38.70±6.54bcd 

48.54±16.20abc  

0.0366 

 
หมายเหตุ  คําท่ีแสดงเป็นคําเฉล่ีย ± คําเบ่ียงเบนมาตรฐาน ท่ีตามด๎วยตัวอักษรท่ีตํางกันในแนวต้ัง มี 
                  ความแตกตํางอยํางมีนัยส าคัญย่ิงทางสถิติ (p<0.05) 
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ภาพท่ี 11  กิจกรรมของเม็ดเลือดในการกลืนกินส่ิงแปลกปลอม (% Phagocytosis) ของก๎ุงก๎ามกราม 
                 ท่ีได๎รับอาหารก๎ุงก๎ามกรามส าเร็จรูปผสมโปรไบโอติกท่ีอัตราสํวนตํางๆกันเป็น 
                 ระยะเวลา 60 วัน 
 
 3.4 ศึกษากิจกรรมการท าลายแบคทีเรียของน้ าเลือด (bactericidal activity) 
  

      การศึกษากิจกรรมในการท าลายแบคทีเรียของน้ าเลือดก๎ุงก๎ามกราม โดยใช๎ซีรัมของก๎ุง 
ก๎ามกรามท่ีได๎รับโปรไบโอติกท่ีอัตราสํวนโปรไบโอติกและระยะเวลาตํางๆ กันนาน 60 วัน เพื่อหา
คําเจือจางของซีรัมท่ีสามารถท าลาย V. harveyi ได๎ 50 เปอร์เซ็นต์ พบวํา ก๎ุงท่ีได๎รับอาหารก๎ุงก๎าม 
กรามส าเร็จรูปผสมโปรไบโอติกท่ีอัตราสํวน 1:3 และ 1.5:3 ปริมาตร/น้ าหนักอาหาร ทุกวัน และท่ี
อัตราสํวน 1.5:3 ปริมาตร/น้ าหนักอาหาร วันเว๎นวัน มีคําเจือจางของซีรัมต่ าท่ีสุดท่ีท าให๎ แบคทีเรีย
ลดลง 50 เปอร์เซ็นต์ เทํากันอยํูในชํวง 1:16-1:32 ขณะท่ีก๎ุงก๎ามกรามกลํุมควบคุมมีคําเ จือจางของ
ซีรัมสูงท่ีสุดท่ีท าให๎แบคทีเรียลดลง 50 เปอร์เซ็นต์ ท่ีคําการเจือจาง  1:4 โดยคําเจือจางของซีรัมท่ี
สามารถท าลายเชื้อ V. harveyi ได๎ 50 เปอร์เซ็นต์ แสดงให๎เห็นวําก๎ุงท่ีได๎รับอาหารก๎ุงก๎ามกราม
ส าเร็จรูปผสมโปรไบโอติกมีกิจกรรมการท าลายแบคทีเรียของน้ าเลือดสูงข้ึนตามอัตราสํวนของโปร
ไบโอติกท่ีผสมในอาหารก๎ุงก๎ามกรามส าเร็จรูปและระยะเวลาการให๎โปรไบโอติก ดังแสดงในตารางท่ี 
13 นิตยา (2549) รายงานวํา ในสัปดาห์ท่ี 3 ของการทดลอง ก๎ุง ท่ีได๎รับอาหารผสมโปรไบโอติก B. 
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subtilis กับ B. licheniformis  3 กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม ทุกวัน มีคําเจือจางของซีรัมสูงท่ีสุดท่ีท าให๎
แบคทีเรียลดลง 50 เปอร์เซ็นต์ ท่ีคําการเจือจาง 1:32 ซ่ึงแตกตํางจากก๎ุงท่ีได๎รับโปรไบโอติกวันเว๎น
วัน และกลํุมควบคุมท่ีมีคําเจือจางของซีรัมสูงท่ีสุดท่ีท าให๎แบคทีเรียลดลง 50 เปอร์เซ็นต์ ท่ีคําการ
เจือจาง1:16 และ 1:8 ตามล าดับ     
 

ตารางท่ี 14  กิจกรรมการท าลายแบคทีเรียของน้ าเลือดก๎ุงก๎ามกรามท่ีได๎รับอาหารก๎ุงก๎ามกรามส าเร็จ 
                    รูปผสมโปรไบโอติกท่ีอัตราสํวนตํางๆกันเป็นระยะเวลา 60 วัน 
 

อัตราสํวนของโปรไบโอติกตํออาหาร 
ความถ่ีการให๎โปรไบโอติก 

ทุกวัน วันเว๎นวัน 
กลํุมควบคุม 

0.5 : 3 
1 : 3 

1.5 : 3 

1 : 4 
1 : 16 

1:16 -1:32 
1:16–1:32 

1 : 4 
1:8-1:16 

1 : 16 
1:16–1:32 

 
การทดลองท่ี 4  การศึกษาผลของโปรไบโอติกต่อปริมาณ Vibrio spp. และ Total  Lactic Acid  
                          Bacteria ในทางเดินอาหารของกุ้งก้ามกราม 
  

4.1 การศึกษาปริมาณ Vibiro spp. ท้ังหมดในล าไส๎ 
 

                    เ ม่ือน าล าไส๎ก๎ุงก๎ามกรามท่ีได๎รับอาหารก๎ุงก๎ามกรามส าเร็จรูปผสมโปรไบโอติกท่ี
อัตราสํวนและระยะเวลาตํางๆ มาบดเพื่อนับปริมาณ Vibrio spp. ท้ังหมดในล าไส๎ (Total Vibrio  
Count) ด๎วยวิธี spread plate บน TCBS agar บํมท่ีอุณหภูมิห๎อง นาน 48 ชั่วโมง พบวํา ก๎ุงก๎ามกราม
กลํุมควบคุมและกลํุมได๎รับอาหารก๎ุงก๎ามกรามส าเร็จรูปผสมโปรไบโอติก ตรวจไมํพบ Vibrio spp. 
ในล าไส๎แตํอยํางใด จากการทดลองนี้ไมํพบ Vibrio spp. ในล าไส๎ก๎ุงก๎ามกรามทุกกลํุมการทดลอง
เนื่องมาจากการเล้ียงในต๎ูกระจกซ่ึงใช๎น้ าประปาไลํคลอรีน Vibrio spp. ซ่ึงเป็นเชื้อประจ าถ่ินใน
ล าไส๎ก๎ุงก๎ามกรามจะถูกปลดปลํอยออกกับของเสีย และสภาพแวดล๎อมในการเล้ียงนั้นเป็นน้ าจืดจึง
ไมํเหมาะสมตํอการเจริญเติบโตของ Vibrio spp. และ Prayitno and Latchford (1995) รายงานวํา น้ า
ท่ีมีความเค็มต่ า 10 และ 15 ppm และความเป็นกรด-ดําง 5.5 จะท าให๎ก๎ุงนั้นมีภูมิค๎ุมกันต่ าลงและ
เส่ียงตํอการเกิดโรค Vibr iosis นอกจากนี้แล๎วการไมํพบ Vibrio spp. อาจเกิดจากผลการยับย้ังของ
สารยับย้ังจุลชีพเนื่องจากวลัยพร (2544) รายงานวํา L. plantarum  LP64 มีความสามารถในการผลิต
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สารยับย้ังจุลชีพซ่ึงมีน้ าหนักโมเลกุลน๎อยกวํา 10 kDa ซ่ึงสอดคล๎องกับการทดลองของ Messi et al. 
(2001), Navarro et al. (2000), Remiger  et al . (1999), Reenen et al . (1998), Jimenez et al . (1993), 
Gonzalez et al . (1994), Rekhif et al. (1995) และ Kelly et al. (1996) รายงานเก่ียวกับการผลิตสาร
ยับย้ังจุลินทรีย์ของ L. plantarum  สายพันธุ์ตํางๆ และเ ม่ือท าให๎บริสุทธิ์แล๎วพบวํา สารยับย้ังจุลชีพท่ี 
L. plantarum  ผลิตข้ึนสํวนใหญํมีน้ าหนักโมเลกุลน๎อยกวํา 10 kDa  
 

4.2 การศึกษาปริมาณ Total Lactic Acid Bacteria ท้ังหมดในล าไส๎ 
 

       เ ม่ือน าล าไส๎ก๎ุงก๎ามกรามท่ีได๎รับอาหารก๎ุงก๎ามกรามส าเร็จรูปผสมโปรไบโอติกท่ีอัตรา 
สํวนและระยะเวลาตํางๆ มาบดเพื่อนับปริมาณ Total Lactic acid bacter ia ท้ังหมดในล าไส๎ (Total 
Lactic Acid Bacteria Count) ด๎วยวิธี spread plate บน MRS agar ท่ีมีบรอมครีซอลเพอเพิลเป็นอินดิ
เคเตอร์ บํมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 48 ชั่วโมง พบวํา ก๎ุงก๎ามกรามท่ีได๎รับอาหารก๎ุงก๎าม 
กรามส าเร็จรูปผสมโปรไบโอติกท่ีอัตราสํวน 1.5:3 (ปริมาตร/น้ าหนักอาหาร) ทุกวัน มีปริมาณ 
Total Lactic acid bacteria ท้ังหมดในล าไส๎เฉล่ียสูงสุดคือ  5.40×105 CFU/g แตกตํางอยํางมี
นัยส าคัญย่ิงทางสถิติ (p<0.01) จากก๎ุงก๎ามกรามในกลํุมการทดลองอ่ืนๆและกลํุมควบคุม แสดงให๎
เห็นวํา ปริมาณ Total Lactic Acid Bacteria ท้ังหมดในล าไส๎แปรผันตามอัตราสํวนของโปร 
ไบโอติกและระยะเวลาการให๎ กลําวคือ ก๎ุงท่ีได๎รับอาหารก๎ุงก๎ามกรามส าเร็จรูปผสมโปรไบโอติกมี
ปริมาณ Total Lactic Acid Bacteria ท้ังหมดในล าไส๎สูงข้ึนตามอัตราสํวนของโปรไบโอติกท่ีผสมใน
อาหารก๎ุงก๎ามกรามส าเร็จรูปและระยะเวลาการให๎โปรไบโอติก Vieira et al . (2008) กลําววํา ก๎ุงขาว
แวนนาไมท่ีได๎รับอาหารผสม Lactobacillus plantarum  นาน 20 วัน มีปริมาณแบคทีเรียกรดแลคติก
ในล าไส๎สูงกวํากลํุมควบคุมแตกตํางอยํางมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) สอดคล๎องกับนิตยา (2549) 
ซ่ึงพบวํา ก๎ุง ท่ีได๎รับอาหารผสมโปรไบโอติก B. subtilis กับ B. licheniformis 3 กรัม/อาหาร 1 
กิโลกรัม ทุกวัน มีปริมาณ Bacillus spp. เฉล่ียสูงท่ีสุดคือ 21.5±1.620 ×106 CFU/g แตกตํางจากก๎ุงท่ี
ได๎รับอาหารผสม B. subtilis กับ B. licheniformis 3 กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม วันเว๎นวัน และกลํุมก๎ุง
ควบคุมอยํางมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) 
 
       แบคทีเรียในระบบทางเดินอาหารของสัตว์น้ าสํวนใหญํจะเป็นแบคทีเรียแกรมลบ 
ได๎แกํ  Vibrio , Pseudomonas และ Aeromonas (Vine et al., 2006) โดยการเสริมโปรไบโอติกใน
สัตว์น้ า นิยมผสมด๎วยแบคทีเรียแกรมบวกผสมในอาหาร (Ziaei-Nejad et al ., 2006; Vieira et al., 
2008) หรือใสํในน้ าท่ีเพาะเล้ียง (Rengpipat et al ., 1998a; 2000) เชํนเดียวกับการศึกษาการเสริม 
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โปรไบโอติกในก๎ุงก๎ามกรามในคร้ังนี้ท่ีมีการผสมโปรไบโอติก L. plantarum  LP64 ในอาหารก๎ุง
ก๎ามกรามส าเร็จรูปซ่ึงไมํพบ Vibrio  spp.ในระบบทางเดินอาหาร และยังพบวํามีปริมาณแบคทีเรีย
กรดแลคติกสูงกวํากลํุมควบคุม มีความเป็นไปได๎วําแบคทีเรียกรดแลคติกผลิตสารประกอบท่ีมีผล
ยับย้ังจุลินทรีย์ เชํน ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ แบคเทอริโอซิน กรดแลคติก และกรดอินทรีย์ เป็นต๎น 
 
ตารางท่ี 15  Total Lactic Acid Bacteria (CFU/g)  ของล าไส๎ก๎ุงก๎ามกรามท่ีได๎รับอาหารก๎ุงก๎ามกราม 
                    ส าเร็จรูปผสมโปรไบโอติกท่ีอัตราสํวนตํางๆกันเป็นระยะเวลา 60 วัน  
 

อัตราสํวนของโปรไบโอติก 
ตํออาหาร 

ความถ่ีการให๎โปรไบโอติก 
ทุกวัน วันเว๎นวัน P-Value 

กลํุมควบคุม 
0.5 : 3 
1 : 3 

1.5 : 3 

4.88×103±2.30d 

2.10×104±8.07c 

3.44×105±9.55b 

5.40 ×105±10.01a  

4.88×103±2.30d 

2.24×103±0.51d 

2.09×104±1.14c 

4.37×103±3.34d 

0.0001 
 

 

 

 
หมายเหตุ   คําท่ีแสดงเป็นคําเฉล่ีย ± คําเ บ่ียงเบนมาตรฐาน ท่ีตามด๎วยตัวอักษรท่ีตํางกันในแนวต้ัง มี 
                   ความแตกตํางอยํางมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.01)  
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ภาพท่ี 12  Total Lactic Acid Bacteria (CFU/g)  ของล าไส๎ก๎ุงก๎ามกรามท่ีได๎รับอาหารก๎ุงก๎ามกราม 
                 ส าเร็จรูปผสมโปรไบโอติกท่ีอัตราสํวนตํางๆกันเป็นระยะเวลา 60 วัน  
 

4.3 การตรวจสอบจุลินทรีย์โดยสํองภายใต๎กล๎อง Scanning Electron Microscope (SEM) 
        

      จากผลการศึกษาปริมาณ Vibrio spp. และ Lactic acid bacter ia ท้ังหมดในล าไส๎ พบวํา 
ก๎ุงก๎ามกรามท่ีได๎รับอาหารก๎ุงก๎ามกรามส าเร็จรูปผสมโปรไบโอติกท่ีอัตราสํวน 1.5:3 (ปริมาตร/
น้ าหนักอาหาร) ทุกวัน นาน 60 วัน มีปริมาณ Total Lactic Acid Bacteria ท้ังหมดในล าไส๎เฉล่ีย
สูงสุด เม่ือน าล าไส๎ก๎ุงก๎ามกรามท่ีได๎รับอาหารก๎ุงก๎ามกรามส าเร็จรูปผสมโปรไบโอติกท่ีอัตราสํวน 
1.5:3 (ปริมาตร/น้ าหนักอาหาร) ทุกวัน และก๎ุงท่ีได๎รับอาหารกลํุมควบคุม ตรวจหาแบคทีเรียโดย
สํองภายใต๎กล๎อง Scanning Electron Microscope (SEM) เพื่อประเมินการด ารงอยํูของแบคทีเรียใน
ล าไส๎ก๎ุงก๎ามกราม พบวํา บริเวณผนังล าไส๎ของก๎ุงก๎ามกรามท่ีได๎รับอาหารก๎ุงก๎ามกรามส าเร็จรูป
ผสมโปรไบโอติกพบแบคทีเรียสูงกวํากลํุมควบคุม ซ่ึงแบคทีเรียท่ีพบสํวนมากมีลักษณะเป็นแทํง
ยาวประมาณ 1.5-2 ไมโครเมตร และลักษณะกลมขนาดเส๎นผํานศูนย์กลางประมาณ 0.5-1 ไมโคร 
เมตร (ภาพท่ี 13) ขณะท่ีภายในล าไส๎ก๎ุงก๎ามกรามกลํุมควบคุมพบเพียงแบคทีเรียลักษณะกลมขนาด
เส๎นผํานศูนย์กลางประมาณ 0.5-1 ไมโครเมตร (ภาพท่ี 14) จากลักษณะสัณฐานเหลํานี้คาดวํา
แบคทีเรียลักษณะแทํงยาวคือ Lactobacillus spp. ซ่ึงมีการเสริมในอาหารก๎ุงก๎ามกรามส าเร็จรูปผสม
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โปรไบโอติก สํวนแบคทีเรียลักษณะกลมคือ  Enterococcus spp. ซ่ึงเป็นเชื้อประจ าถ่ินท่ีพบได๎ใน
ล าไส๎ก๎ุงก๎ามกราม (วลัยพร, 2544) 

 

 
 
ภาพท่ี 13  ล าไส๎ของก๎ุงก๎ามกรามกลํุมควบคุมท่ีได๎รับอาหารก๎ุงก๎ามกรามส าเร็จรูป เ ป็นระยะเวลา 60  
                 วัน ท่ีสํองภายใต๎กล๎อง Scanning Electron Microscope (SEM) ก าลังขยาย 10,000 เทํา 
  

 
 

ภาพท่ี 14  ล าไส๎ของก๎ุงก๎ามกรามท่ีได๎รับอาหารก๎ุงก๎ามกรามส าเร็จรูปผสมโปรไบโอติกท่ีอัตราสํวน  

                 1.5:3 (ปริมาตร/น้ าหนักอาหาร) เป็นระยะเวลา 60 วัน ท่ีสํองภายใต๎กล๎อง Scanning  

                 Electron Microscope (SEM) ก าลังขยาย 10,000 เทํา 

 

แบคทีเรียลักษณะกลม 

แบคทีเรียลักษณะกลม 

แบคทีเรียลักษณะท่อน 
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27 

สรุปและข้อเสนอแนะ 

 

สรุป 

 

การศึกษาการรอดชีวิต (viability)  ของเชื้อโปรไบโอติกในรูปของเชื้อสดและอาหารก๎ุง
ก๎ามกรามส าเร็จรูปผสมโปรไบโอติก พบวํา การเก็บรักษาเชื้อสดไว๎ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
สามารถเก็บได๎นาน 30 วัน และเม่ือน าเชื้อสดผสมในอาหารก๎ุงก๎ามกรามส าเร็จรูปโดยวิธีการพํนเชื้อ 
พบวํา สามารถเก็บอาหารก๎ุงก๎ามกรามส าเร็จรูปผสมโปรไบโอติก ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ได๎
นาน 3 วัน 

การศึกษาอัตราสํวนของโปรไบโอติกท่ีเหมาะสมในการผสมอาหารตํอการเจริญเติบโต 
และการรอดชีวิตของก๎ุงก๎ามกราม พบวํา ก๎ุงก๎ามกรามท่ีได๎รับอาหารก๎ุงก๎ามกรามส าเร็จรูปผสม L. 
plantarum LP64 อัตราสํวน 1:3 (ปริมาตร/น้ าหนักอาหาร) นาน 60 วัน มีผลท าให๎สมรรถภาพการ
ผลิต ได๎แกํ น้ าหนักท่ีเพิ่มข้ึน  น้ าหนักเฉล่ียท่ีเพิ่มตํอวัน อัตราการเปล่ียนอาหารเป็นน้ าหนัก และ
อัตรารอดสูงท่ีสุดเ ม่ือเปรียบเทียบกับกลํุมการทดลองอ่ืนๆไมํแตกตํางอยํางมีนัยส าคัญทางสถิติ 
(p>0.05) 

 
เม่ือศึกษาอัตราสํวนและระยะเวลาการให๎โปรไบโอติกท่ีเหมาะสมในการกระต๎ุนภูมิค๎ุมกัน

ของก๎ุงก๎ามกราม โดยประเมินจากองค์ประกอบพื้นฐานทางด๎านภูมิค๎ุมกัน ได๎แกํ ปริมาณเม็ดเลือด
รวม กิจกรรมของเอนไซม์ฟีนอลออกซิเดส กิจกรรมของเม็ดเลือดในการกลืนกินส่ิงแปลกปลอม 
และกิจกรรมในการท าลายแบคทีเรียของน้ าเลือด พบวํา ก๎ุงก๎ามกรามท่ีได๎รับอาหารก๎ุงก๎ามกราม
ส าเร็จรูปผสม L. plantarum LP64 อัตราสํวน 1.5:3 (ปริมาตร/น้ าหนักอาหาร) ทุกวัน นาน 60 วัน มี
แนวโน๎มในการเพิ่มระดับภูมิค๎ุมกันของก๎ุงก๎ามกรามได๎ดีท่ีสุด และยังพบวําล าไส๎ก๎ุงก๎ามกรามใน
กลํุมการทดลองดังกลําวมีปริมาณ Lactic acid bacter ia สูงท่ีสุดเ ม่ือเปรียบเทียบกับกลํุมการทดลอง
อ่ืนๆแตกตํางอยํางมีนัยส าคัญย่ิงทางสถิติ (p<0.01)  
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ข้อเสนอแนะ 

 

เนื่องจากก๎ุงก๎ามกรามนั้นเป็นสัตว์เลือดเย็น ซ่ึงระบบกลไกทางชีวเคมีภายในรํางกายนั้น
เปล่ียนแปลงตามสภาพแวดล๎อมท่ีอยํูอาศัย แม๎วําก๎ุงก๎ามกรามสามารถทนตํอสภาพแวดล๎อมท่ีเปล่ียน 
แปลงไปในชํวงกว๎างได๎แตํก็สํงผลตํอการเจริญเติบโตและการด ารงชีวิตได๎ ก๎ุงจะเจริญเติบโตได๎ดี
ท่ีสุดในชํวงสภาพแวดล๎อมท่ีเหมาะสมในชํวงแคบเทํานั้น และสํงผลตํอการตอบสนองทาง
ภูมิค๎ุมกันอีกด๎วย ดังนั้นสมควรศึกษาปัจจัยทางสภาพแวดล๎อมท่ีสํงผลตํอระบบภูมิค๎ุมกันเพื่อเป็น
แนวทางในการจัดระบบการเพาะเล้ียงก๎ุงก๎ามกรามควบคํูไปกับการเสริมจุลินทรีย์โปรไบโอติกได๎ 
อยํางมีประสิทธิภาพย่ิง ข้ึน 

 
การศึกษานี้น าไปสํูการน าโปรไบโอติกน าไปใช๎จริงในการเล้ียงก๎ุงก๎ามกรามแบบบํอดินใน

การเพาะเล้ียงเชิงการค๎า สมควรศึกษาเพิ่มเ ติมเก่ียวกับปริมาณโปรไบโอติก L. plantarum LP64 และ
การน าไปใช๎จริงในการเล้ียงก๎ุงก๎ามกรามแบบบํอดินเพื่อประสิทธิภาพสูงสุด และการศึกษาผลของ
การใช๎โปรไบโอติก L. plantarum  LP64 ตํอระบบภูมิค๎ุมกันก๎ุงก๎ามกรามควบคํูกับการเล้ียงตํอไปใน
อนาคต รวมถึงการพัฒนาการเก็บรักษาหรือการปกป้องเชื้อจากสภาพแวดล๎อมของการอาหารก๎ุง
ส าเร็จรูปเสริมโปรไบโอติกซ่ึงจะน าไปสํูการพัฒนารูปแบบของผลิตภัณฑ์และการน าไปใช๎ในเชิง
การค๎าตํอไป 
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ภาคผนวก  
 

อาหารเลี้ยงเช้ือท่ีใช้ในการทดลอง 
 

1. อาหารเลี้ยงเช้ือ de  Man, Rogosa  and  Sharpe (MRS)  
 

Glucose 
Peptone 
Yeast  extract 
Beef  extract  
Tween 80 
K2HPO4 
Sodium  acetate 
Triammoniumcitrate 
MgSO4 

MnSO4 
Distilled  water  
Agar 

20 
10 

5 
10 

1 
2 
5 
2 

0.2 
0.2 

1,000 
15 

กรัม 
กรัม 
กรัม 
กรัม 
กรัม 
กรัม 
กรัม 
กรัม 
กรัม 
กรัม 

มิลลิลิตร 
กรัม 

 
หมายเหตุ : นึ่งฆําเชื้อด๎วยหม๎อนึ่งฆําเชื้อท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ตํอ
ตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที 
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2. อาหารเลี้ยงเช้ือ Thio-sulphate Citrate Bile Salt Sucrose (TCBS )  
TCBS agar   
น้ ากล่ัน 

88 
1,000 

กรัม 
มิลลิลิตร 

 
หมายเหตุ : ต๎มอาหารเล้ียงเชื้อในน้ าเดือด เป็นเวลา 1-2 นาที 
 
3. อาหารเลี้ยงเช้ือ Plate Count Agar (PCA)  
 

Plate count agar  
น้ ากล่ัน 

23.5 
1,000 

กรัม 
มิลลิลิตร 

 
หมายเหตุ : นึ่งฆําเชื้อด๎วยหม๎อนึ่งฆําเชื้อท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ตํอ
ตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที 
 

อาหารกุ้งก้ามกรามส าเร็จรูปท่ีใช้ในการเลี้ยงกุ้งก้ามกราม 
 
 อาหารก๎ุงก๎ามกรามส าเร็จรูปชนิดเ ม็ดจม ส าหรับก๎ุงก๎ามกรามน้ าหนัก 12 กรัมข้ึนไป มีสํวน 
ประกอบดังนี้ ปลาป่น ปลาหมึกป่น ไส๎ปลาหมึกป่น เปลือกก๎ุงป่น กากถ่ัวเหลือง ปลายข๎าว แป้งสาลี 
โมโนแคลเซียมฟอสเฟต เกลือ วิตามิน แรํธาตุ กรดอะมิโน และสารถนอมคุณภาพอาหารสัตว์   
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 คุณภาพของอาหารทางเคมี 
 

โปรตีน 
ไขมัน 
กาก 
ความชื้น  

ไมํน๎อยกวํา 
ไมํน๎อยกวํา 
ไมํมากกวํา 
ไมํมากกวํา 

25% 
3% 
6% 

12% 
 
หมายเหตุ : อบแห๎งฆําเชื้อด๎วยหม๎อนึ่งฆําเชื้อท่ีอุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ตํอ
ตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที จากนั้นอบอาหารให๎แห๎ง 
 

การเตรียมสารป้องกันการแข็งตัวของเลือด 
 

1. 10% sodium citrate in RPMI   
 
เตรียมจาก sodium citrate 10 กรัม ละลายในอาหารเล้ียงเซลล์ RPMI 100 มิลลิลิตร 
 

การเตรียมสารเคมีในการวิเคราะห์ Prophenoloxidase activity 
 
1. สารละลาย L-dihydroxyphenylalanine (L-DOPA) 
 

เตรียมจาก L-dihydroxyphenylalanine 4 มิลลิกรัม ละลายในน้ ากล่ัน 1 มิลลิลิตร 
 
2. สารละลาย 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid (HEPES) 
 
 เตรียมจาก HEPES 238.30 กรัม ละลายในน้ ากล่ัน 1,000 มิลลิลิตร และปรับสารละลายเป็น 
pH 7.5 ด๎วย potassium hydroxide pellets 
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การเตรีมสารเคมีในการวิเคราะห์โปรตีน  
 
1. Reagent a (1% Na2CO3 ใน 0.5% NaOH) 
 

เตรียมจาก NaOH 2 กรัม ละลายในน้ า deionize ster ilized 100 มิลลิลิตร จากนั้นเติม 
Na2CO3 1 กรัม คนให๎ละลายจนหมด 
 
2. Reagent b (0.5% CuSO4.5H2O) 
 

เตรียมจาก CuSO4 0.015 กรัม ละลายในน้ า deionize sterilized 3 มิลลิลิตร 
 
3. Reagent c (1% NaKtatrate)  
 

เตรียมจาก NaKtatrate 0.03 กรัม ละลายในน้ า deionize sterilized 3 มิลลิลิตร 
 
4. Reagent d (Solution I)  
 

Reagent a 50 มิลลิลิตร ผสมกับ Reagent b 500 ไมโครลิตร และ Reagent c 500 ไมโคร 
ลิตร 
 
4. Folin reagent (Solution II) 
 

เตรียมจาก Folin 1 สํวน ผสมกับน้ ากล่ัน 10 สํวน เก็บในต๎ูเย็น 
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การเตรียมสารเคมีในการวิเคราะห์ Phagocytotic index activity 
 

1. สารละลาย Shrimp saline 
  

NaCl  
MgCl2.6H20 
MgSO4.7H2O 
CaCl2.H2O 
KCl 
Glucose  
HEPES  

28.40 
10.00 
  2.00 

2.25 
0.70 

  1.00 
  2.38               

กรัม 
กรัม 
กรัม 
กรัม 
กรัม 
กรัม 
กรัม 

 
ผสมสารละลายในน้ ากล่ัน ปรับปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร และกรองด๎วยกระดาษกรอง 0.22 

ไมโครเมตร บรรจุในขวดสีชาท่ีผํานการฆําเชื้อแล๎ว เก็บไว๎ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
 
2. Heat – Killed yeast 
 

2.1 น า Baker’s yeast 0.5 กรัม ละลายใน 0.9 % NaCl 250 มิลลิลิตร แล๎วต๎มเป็นเวลา 1 
ชั่วโมง ระหวํางต๎มคนตลอดเวลาเพื่อไมํให๎ยีสต์ไหม๎ ท้ิงให๎เย็น ตกตะกอน เทน้ าสํวนบนท้ิง 

 
       2.2 หลังจากนั้นท าการล๎างด๎วย Shrimp saline 5 มิลลิลิตร เหว่ียงให๎ตกตะกอนท่ีความ 
เร็วรอบ 3,000 รอบตํอนาที เป็นเวลา 10 นาที เทสารละลายสํวนบนท้ิง ท าการล๎างท้ังส้ิน 5 คร้ัง 
 
       2.3 น าเซลล์ยีสต์ท่ีได๎ละลายด๎วย Shrimp saline อัตราสํวน 1:1 แล๎วนับปริมาณเซลล์
ยีสต์ด๎วย Hemacytometer  เพื่อให๎ได๎สายละลายท่ีมีเซลล์ยีสต์ปริมาณ 5 x 108 CFU/ml จากนั้นเก็บใน
ต๎ูเย็น 
 
 
 
 
 



88 

 

 

การค านวณปริมาณเม็ดเลือดรวมท้ังหมด (Total Haemocytes Count) 
 

ปริมาณของ Hemacytometer     =  กว๎าง x ยาว x สูง 
              =  1 mm x 1 mm x 0.1 mm 
              =  0.1 mm3 
 จ านวนเซลล์เม็ดเลือด / mm3      =  เซลล์เม็ดเลือดท่ีนับได๎ 
 จ านวนเซลล์เม็ดเลือด / ml3        =  เซลล์เม็ดเลือดท่ีนับได๎ x 104 x คํา dilution 
 

การค านวณหน่วยของเอนไซม์ฟีนอลออกซิเดส 
 
 Phenoloxidase activity =  unit/min/mg protein 
 

ก าหนดให๎ คํา OD ท่ีเปล่ียนแปลงไป 0.001 เทํากับ 1 หนํวย (unit)  
 

การค านวณ Percent phagocytosis  
 

 
% Phagocytosis    =    x  100 
 

 
การค านวณสมรรถภาพการผลิต 

 
1. น้ าหนักเพิ่มเม่ือส้ินสุดการทดลอง (weight gain, WG) 
 

WG (กรัม)   =   น้ าหนักก๎ุงเม่ือส้ินสุดการทดลอง  – น้ าหนักก๎ุงเร่ิมต๎นการทดลอง 
 

2. อัตราการเจริญเติบโต (average daily gain, ADG) 
 

ADG   =   
  
 

     เซลล์ท้ังหมดท่ีกลืนกินเซลล์ยีสต์  
จ านวนเซลล์เม็ดเลือดท้ังหมด 

น้ าหนักก๎ุงท่ีเพิ่มข้ึน 
ระยะเวลาท่ีเล้ียง  
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3. อัตราการเปล่ียนอาหารเป็นน้ าหนัก (feed conversion ratio, FCR)  
 

FCR   = 
 
 
4. อัตรารอด (survival rate : % SR)  
 

% SR   =                  x  100 
 
 

น้ าหนักอาหาร (แห๎ง) ท่ีก๎ุงกิน 
น้ าหนักก๎ุงท่ีเพิ่มข้ึน  

จ านวนก๎ุงเ ม่ือส้ินสุดการทดลอง         
จ านวนก๎ุงเ ม่ือเร่ิมต๎นทดลอง 



90 

 

 

ประวัติการศึกษา และการท างาน 
 
ชื่อ –นามสกุล นางสาวชมพูนุท แก๎วใจรักษ์ 
วัน เดือน ปี ท่ีเ กิด 8 ตุลาคม 2528 
สถานท่ีเกิด  อ. เ มือง จ. นนทบุรี 
ประวัติการศึกษา วท.บ. (สัตวศาสตร์และเทคโนโลยีการเกษตร) 

มหาวิทยาลัยศิลปากร วิทยาเขตสารสนเทศเพชรบุรี  
จ. เพชรบุรี (2551) 

ต าแหนํงหน๎าท่ีการงานปัจจุบัน  - 

  

 
 

 

 

 


