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บทคัดย่อ 
การวิจัยในครั้งนี้มีวัตถุประสงค์ เพื่อคัดเลือกแบคทีเรียท่ีมีคุณสมบัติโพรไบโอติกจากน�้ำล้างการแปรรูปปลา และศึกษาผลของ
การใช้โพรไบโอติกเป็นส่วนผสมในอาหารเลี้ยงปลานิล จากการคัดแยกและจัดจ�ำแนกลักษณะทางสัณฐานวิทยาของแบคทีเรีย 
จ�ำนวน 3 ไอโซเลท ได้แก่ FM7 FM11 และ FM12 ท่ีแยกจากน�ำ้ล้างปลา พบว่าแบคทีเรียดังกล่าวสามารถสร้างเอนไซม ์
โปรติเอส อะไมเลส และไม่ย่อยเม็ดเลือดแดง นอกจากนี้ ยังสามารถเจริญเติบโตท่ีความเป็นกรดด่างในช่วง 2 -10, NaCl  
ความเข้มข้น 0-10 % (w/v) และน�้ำดีสดปลอดเชื้อของปลานิลที่มีความเข้มข้น 0, 10, 30 และ 50 % (v/v) การทดสอบการยับยั้ง
เชื้อก่อโรค Aeromonas hydrophila ด้วยวิธี Antagonistic test ปรากฏว่าเฉพาะไอโซเลท FM11 แสดงบริเวณยับยั้ง จากการ
จัดจ�ำแนกด้วยวิธีทางชีวเคมีและชีวโมเลกุลด้วย VITEK® 2 Compact และการวิเคราะห์ล�ำดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 16S rRNA  
ตามล�ำดับ พบว่าไอโซเลท FM11 มีความใกล้เคียงกับเชื้อ Bacillus siamensis KCTC13613 ที่ความเหมือน 99.77 % ผลการ
เจรญิเตบิโตของปลานลิ ด้วยการผสม 0.3 % แบคทีเรยีโพรไบโอตกิ ในอาหารเลีย้งปลา พบว่าการเพาะเลีย้งปลานลิด้วยแบคทีเรยี 
B. siamensis ไอโซเลท FM11 ปลานิลเจริญเติบโตได้ดีที่สุด โดยมีน�้ำหนักเท่ากับ 2.15 ± 0.13 กรัมต่อตัวต่อวัน และมีอัตราการ
รอดชีวิตเท่ากับ 87.50 ± 5.89 % ส่วนการเลี้ยงปลาด้วยอาหารเลี้ยงปลาอย่างเดียวมีน�้ำหนักเท่ากับ 0.96 ± 0.11 กรัมต่อตัวต่อ
วัน อัตราการรอดชีวิต 79.17 ± 29.46 ตามล�ำดับ อย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติ (P<0.05) ดังนั้น จึงควรเลี้ยงปลานิลโดยให้อาหาร
ร่วมกับแบคทีเรียโพรไบโอติกไอโซเลท FM11 เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพของอาหารเลี้ยงปลานิล ส่งเสริมการเจริญเติบโต เพิ่มน�้ำ
หนัก และเพิ่มอัตราการรอดชีวิต ซึ่งทดแทนการเลี้ยงปลานิลด้วยอาหารเลี้ยงปลาแบบดั้งเดิมเพียงอย่างเดียวได้ 
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Abstract 
The aim of this research was to select bacteria with probiotic properties from fish processing wastewater and to  
investigate the effects of using probiotics as an ingredient in feed for Nile tilapia. The isolation and morphological 
characterization of bacteria including FM7 FM11 and FM12 from fish processing wastewater, found that all isolates 
could produce protease and amylase enzymes without blood hydrolysis. In addition, all isolates also grow at the pH 
range of 2.0-10.0, NaCl concentration of 0-10% (w/v), and in fresh sterile bile of Oreochromis niloticus (Nile tilapia) 
in the concentration of 10, 30, and 50% (v/v). The pathogenic inhibition of Aeromonas hydrophila by antagonistic test 
revealed that only isolate FM11 showed the inhibition zone. The biochemical and molecular identification by VITEK® 2 
Compact and 16S rRNA gene sequencing found that isolate FM11 was closely related to Bacillus siamensis KCTC13613 
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with an identity of 99.77%. The growth measurement of Nile tilapia with 0.3 percent (v/W) probiotic bacteria mixed with 
feed found that the highest growth was found when culturing Nile tilapia with B. siamensis isolate FM11 with a weight 
of 2.15 ± 0.13 g/fish/day. The survival rate was 87.50 ± 5.89%. While culturing with feed only, the weight was 0.96 ± 
0.11 g/fish/day with a survival rate of 79.17±29.46 with statistical significance (P<0.05). Therefore, Nile tilapia should 
be fed by the conventional feed together with the bacterial isolate FM11 for promotion of the efficiency of the tilapia 
feed to increase growth, weight gain, and survival rates, which can replace the sole conventional feed.

Keywords:	 Selection, Characterization, Bacteria, Probiotic, Fish processing wastewater, Oreochromis niloticus

บทน�ำ
ปัจจบุนัโรงงานอตุสาหกรรมแปรรปูปลาและสตัว์น�ำ้ มกัมกีารทิง้
วสัดุเหลอืทิง้หลงัจากการแปรรปู เช่น หวั หาง และไส้ รวมถงึ 
ปล่อยน�ำ้ล้างจากการแปรรปูปลาสู่แหล่งน�ำ้และส่ิงแวดล้อม หาก
โรงงานปล่อยน�ำ้ล้างจากกระบวนการแปรรปูปลา เป็นระยะ
เวลานาน ๆ จะก่อให้เกิดผลกระทบต่อสิง่แวดล้อม คือ ค่าพเีอช 
(pH) บโีอดี (BOD) ซโีอดี (COD) ปรมิาณไนโตรเจนรวม (Total  
nitrogen) และปรมิาณฟอสฟอรสัรวม (Total phosphorus) สูง
เกินค่ามาตรฐานท่ีกรมควบคุมมลพษิก�ำหนด (Watson et al., 
2013) ประกอบในปัจจบุนั ได้มกีารน�ำน�ำ้และวสัดุเหลอืทิง้ น�ำกลบั
มาใช้ประโยชน์ควบคู่ไปกับการบ�ำบดัน�ำ้ท้ิงด้วยธรรมชาต ิ เช่น 
น�ำ้ล้างปลา ซึง่วสัดุเหลอืท้ิงจากการแปรรปูปลา สามารถน�ำมาใช้
เป็นสารตัง้ต้น (substrate) ในกระบวนการหมกั โดยใช้จลุนิทรย์ี
โพรไบโอตกิ (probiotic microbe)

	 จากการคัดแยกและการจ�ำแนก การเก็บรักษาเชื้อ
จุลินทรีย์บริสุทธิ์ การทดสอบคุณสมบัติโพรไบโอติก การผลิต
หัวเชื้อจุลินทรีย์โพรไบโอติก (probiotic) และหัวเชื้อจุลินทรีย์
ปฏิปักษ์ (antagonistic microbe) บนวัสดุอินทรีย์ธรรมชาติ 
การสกัดสารชวีภาพร่วมกบัจลุนิทรย์ีปฏปัิกษ์และโพรไบโอตกิ  
ได้แก่ ยีสต์ Candida ethanolica, แบคทีเรีย Bacillus subtilis, 
Lactobacillus casei, Lactobacillus rhamnosus, รา Aspergillus  
sp., Trichoderma asperellum, Gliocladium sp. และ  
Penicillium sp. เพื่อช่วยเร่งการย่อยสลายวัสดุเหลือทิ้งให้
กลายเป็นสารสกัดชีวภาพที่ประกอบด้วยสารอาหารหลัก สาร
อาหารรองและสารอาหารเสรมิท่ีมขีนาดโมเลกุลเลก็ กรดอะมโิน
ประมาณ 20 ชนดิ น�ำ้ตาลรดิีวซ์ กรดแลคตกิ เกลอืแร่ และวติามนิ  
อื่น ๆ หลังกระบวนการย่อยสลายของเอนไซม์โปรติเอส  
(protease) เอนไซม์อะไมเลส (amylase) เอนไซม์ไลเปส 
(lipase) เอนไซม์แลกแคส (laccase) เอนไซม์เพอร์ออกซิเดส 
(peroxidase) เอนไซม์ไคเนส (kinase) ซึง่สารสกดัชวีภาพจาก
กลไกจุลินทรีย์นี้ มีคุณสมบัติในการต้านจุลินทรีย์ก่อโรค เช่น 
Staphylococcus aureus และ Escherichia coli ได้ (Hanafy  
et al., 2016) เพิม่การเจรญิเตบิโต (Park et al., 2016) เพิม่ภมูคุ้ิมกัน 
(Duarate et al., 2015) เพิ่มรสชาติ ลดต้นทุน ลดสารอันตราย 
ลดไนเตรตสะสมที่มีผลต่อสุขภาพของผู้บริโภค จากการใช้

สารเคมีก�ำจัดวัชพืช สารเคมีควบคุมโรคพืชและไล่ศัตรูแมลง  
ปรับสภาพน�้ำและดิน เพื่อผลิตคุณภาพผลผลิตเกษตร ตาม
มาตรฐานอินทรีย์ไทย (organic Thailand) (Frank, 2005; 
Ahemad and Malik, 2012; Park et al., 2016) ต่อมา นักวิจัย 
สุกาญจน์ ร่วมกับสถานประกอบ จึงพัฒนาการผลิตหัวเชื้อ 
จุลินทรีย์โพรไบโอติกแบคทีเรียธรรมชาติ Bacillus subtilis 
จลุนิทรย์ีปฏปัิกษ์รา Trichoderma asperellum บนสารอนิทรย์ี
นาโนด้วยชีวเทคโนโลยีและนาโนเทคโนโลยี มาตรฐาน Q 
และมาตรฐาน IFOAM ภายใต้เครื่องหมายการค้า THAN ใน
เชิงพาณิชย์ (Organic agriculture certification Thailand, 
2018) ส�ำหรับการน�ำหัวเชื้อจุลินทรีย์ดังกล่าว ไปใช้ประโยชน์
ด้านการเกษตรโดยการน�ำชีวภัณฑ์หัวเชื้อจุลินทรีย์ผสมกับ
ปุ๋ยชีวภาพหรือปุ๋ยอินทรีย์ ด้านการประมงเพาะเลี้ยงสัตว์น�้ำ
โดยการผสมกับอาหารเลี้ยงปลา สัตว์เลี้ยง ท่ีมีคุณค่าทาง
เศรษฐกิจ และด้านการปลกูป่าชายเลน เพือ่ช่วยเพิม่การเจรญิ
เติบโต เพิ่มภูมิคุ้มกันในการต้านโรคพืช เพิ่มอัตราการรอด  
ลดสารเคมีอันตรายที่มีผลต่อสุขภาพ และช่วยปรับคุณสภาพ
น�ำ้และดิน อืน่ ๆ  อย่างแพร่หลาย (Mishra and Prasad, 2005; 
Hanafy et al., 2016; Park et al., 2016; Behera et al., 2017; 
Rattanaloeadnusorn, 2017; Rattanaloeadnusorn, 2020) 

	 การวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อคัดแยกแบคทีเรีย ท่ีมี
คุณสมบัติเป็นโพรไบโอติก จากน�้ำล้างในกระบวนการแปรรูป
ปลา การทดสอบคุณสมบตัคิวามเป็นโพรไบโอตกิของแบคทีเรยี
ทีค่ัดแยกได้ การจ�ำแนกทางชีวเคมีโดย vitex 2 compact และ
การหาล�ำดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 16S rRNA เพื่อคัดเลือก
จุลินทรีย์โพรไบโอติก ผสมกับอาหารเลี้ยงปลานิล ช่วยเพิ่ม
ประสิทธิภาพอาหารปลา ทดแทนการเลี้ยงปลานิลด้วยอาหาร
ปลาเพียงอย่างเดียว

วิธีการวิจัย

1. การสุ่มเก็บตัวอย่างและวิเคราะห์คุณลักษณะของ 
น�้ำล้างจากการแปรรูปปลา
	 สุม่เก็บตวัอย่างน�ำ้ล้างจากการแปรรปูปลาช่อนทะเล
ของโรงงานแปรรูปตัดแต่งปลา ต�ำบลโคกขาม อ�ำเภอเมือง 
จังหวัดสมุทรสาคร จ�ำนวน 3 จุด ได้แก่ น�้ำล้างก่อนตัดแต่ง
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ปลา (Fm1) น�้ำล้างหลังจากกระบวนการตัดแต่งปลา (Fm2) 
และน�้ำทิ้งในบ่อพัก (Fm3) สุ่มเก็บน�้ำล้างปลาแต่ละจุดจ�ำนวน 
30 ตัวอย่างเพื่อวิเคราะห์ลักษณะกายภาพของน�้ำล้างจาก
การแปรรูปปลา ได้แก่ ค่า pH ด้วยเครื่อง pH Meter ปริมาณ
ไนโตรเจนโดยวิธี Kjeldalh Method ปริมาณของแข็งที่ละลาย
น�้ำ (TDS) โดยวิธีท�ำแห้งที่ 103-105 องศาเซลเซียส ค่าบีโอดี 
(BOD) โดยวธิี Azide modification ทีป่รับปรุงจากวิธี Winkler 
method ค่าซีโอดี COD โดยวิธี Rapid COD (Apha et al., 
1980) และปริมาณไขมันและน�้ำมันด้วยวิธี Soxhlet ปริมาณ 
Total phosphorus (George and Latimer, 2016) และการ
ย่อยเม็ดเลือดแดง (hemolysis) ตามวิธีของ (Hanafy et al., 
2016)

2. การคัดแยกแบคทีเรียที่มีคุณสมบัติสร้างเอนไซม์
ภายนอกเซลล์
	 แยกเชื้อจุลินทรีย์จากน�้ำล้างปลา ในห้องปฏิบัติการ
ตามวธิขีอง (Korgdahl et al., 2005; Harikrishna et al., 2017)  
โดยใช้ปิเปตดูดตวัอย่าง 1 มลิลลิติร ท�ำการเจอืจางด้วยสารละลาย 
NaCl ความเข้มข้น 0.85% (v/v) และเจือจางครั้งละ 10 เท่า 
(Ten-fold serial dilution) จนถึงความเข้มข้น 10-6 จากนั้น 
น�ำน�้ำล้างปลาที่เจือจาง ในแต่ละความเข้มข้น เกลี่ยบน
อาหารเลี้ยงเชื้อด้วยวิธี spread plate ลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ  
Nutrient agar (NA) ที่เติมสารตั้งต้นโปรตีน แป้ง และไขมัน 
ได้แก่ Skimmed milk ร้อยละ 10 เติม Soluble starch ร้อย
ละ 0.2 และน�้ำมันมะกอกร้อยละ 2.5 น�ำไปบ่มที่อุณหภูมิ 35  
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง สังเกตลักษณะของ 
โคโลน ีคัดเลอืกจลุนิทรย์ีแบคทเีรยีท่ีสร้างโซนใส (clear zone) 
ไปทดสอบเอนไซม์โปรติเอส อะไมเลส และไลเปส ในล�ำดับ
ต่อไปจนกระทั่งได้ single colony ก่อน แล้วจึงน�ำ single 
colony ที่แยกได้ไปทดสอบการหลั่งเอนไซม์ภายนอกเซลล์ 
ของแบคทีเรีย และจ�ำแนกชนิดและลักษณะทางสัณฐานวิทยา
ด้วยกล้องจุลทรรศน์ (Abushelaibi et al., 2017)

3. ทดสอบคุณสมบัติความเป็นโพรไบโอติกของ 
เชื้อแบคทีเรียที่คัดแยกได้
	 3.1 การทดสอบความเป็นพษิ (toxicity) ของแบคทีเรยี
ที่แยกได้ โดยการศึกษาการย่อยเม็ดเลือดแดง (hemolysis)  
ตามวิธีของ (Hanafy et al., 2016) โดยเขี่ยเชื้อแบคทีเรียท่ี
คดัเลอืกลงในอาหาร Blood agar น�ำไปบ่มที ่37 องศา เซลเซยีส 
นาน 24 ชั่วโมง สังเกตบริเวณที่เขี่ยเชื้อว่าเกิดโซนใสสีเหลือง
รอบโคโลนีของเชื้อแบคทีเรียคือกลุ่ม Beta-hemolysis (β) 
แบคทีเรียมีความสามารถย่อยเม็ดเลือดแดงและเกิดโซนใส
สีเขียวรอบโคโลนีของแบคทีเรียคือกลุ่ม Alpha-hemolysis 
(α) และกลุ่ม Gamma-hemolysis (γ) หรือโคโลนีของ 
เชื้อแบคทีเรียไม่เปลี่ยนแปลง แสดงว่าแบคทีเรียไม่มีความ
สามารถย่อยเม็ดเลือดแดง

	 3.2 ความทนทานต่อสภาวะต่าง ๆ เช่น ความ 
เข้มข้นของ NaCl, pH และน�้ำดีสด (ดัดแปลงจาก Wang  
et al., 2010) 

	 คัดเลือกเชื้อแบคทีเรียที่ไม่ย่อยเม็ดเลือดแดง ศึกษา
การเจริญเติบโตในอาหารเหลว Nutrient broth (NB) ที่ 
ประกอบด้วย NaCl เข้มข้น 0 ถึง 10% (w/v) ทดสอบความ
ทนต่อกรดและด่างที่มีค่า pH 2.0-10.0 และความทน ต่อน�้ำดี
สดของปลานิลเข้มข้น 0, 10, 30 และ 50%(w/v) โดยเตรียม
ผสมกับสารละลายเกลือน�้ำดี (Bile salt) ที่มีความเข้มข้น 0.3 
% (v/v) น�ำไปท�ำให้ปลอดเชื้อด้วยหม้อนึ่งความดันที่อุณหภูมิ 
121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที โดยมีเกลือน�้ำดีไม่เติม 
น�้ำดีสด (pH 6.2) เป็นชุดควบคุมและเติมเซลล์แขวนลอย
ของเชื้อ 107 CFU/ml บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ระยะ
เวลา 6-12 ชั่วโมง นับจ�ำนวนเซลล์ที่เหลือรอดบนจานอาหาร
เลี้ยงเชื้อ NA ที่ 37 องศาเซลเซียส 24 ชั่วโมง (Hanafy et al., 
2016) ตรวจดูการเจริญเติบโตของเชื้อบนผิวหน้าอาหาร ของ
แบคทีเรียที่คัดเลือกได้ โดยวิธีนับจ�ำนวนแบคทีเรียท้ังหมด 
(total plate count) 

4. การทดสอบคุณสมบัติยับยั้งแบคทีเรียก่อโรคสัตว์น�้ำ 
	 การทดสอบการยับยั้งแบคทีเรียก่อโรคตามวิธีของ 
Hanafy et al., 2016 โดยการน�ำโคโลนเีด่ียวของเช้ือแบคทีเรยี
ก่อโรค ได้แก่ Aeromonas hydrophila ซึง่ได้รบัความอนเุคราะห์
จากภาควิชาเพาะเลี้ยงสัตว์น�้ำ คณะประมง มหาวิทยาลัย
เกษตรศาสตร์ บางเขน โดยถ่ายเชือ้และบ่มท่ี 37 องศาเซลเซยีส 
เป็นเวลา 24 ชั่วโมง (Spellhaug and Harlander, 1989) น�ำ
เชือ้ดังกล่าว streak บนอาหารเป็นเส้นเดียวส่วนเชือ้แบคทีเรยี
โพรไบโอตกิทีคั่ดแยกได้น�ำมาเลีย้งในอาหาร NA อุณหภมู ิ35 
องศาเซลเซียส นาน 24 ชั่วโมง มา streak ทับลงบนอาหาร 
ที่ streak เชื้อก่อโรคก่อนหน้า โดยขีดในแนวกากบาททับกัน 
น�ำไปบ่มท่ีอณุหภมู ิ35 องศาเซลเซยีส นาน 24 ชัว่โมง สงัเกต
บรเิวณทีย่บัยัง้ (inhibition zone) ของเชือ้ท่ีคัดเลอืกจากน�ำ้ล้าง
ปลากับเชื้อแบคทีเรียก่อโรค 

5. การจดัจ�ำแนกชนดิของเช้ือแบคทเีรยีโพรไบติกทีค่ดัเลอืก
	 น�ำเชือ้แบคทเีรยีท่ีมคีณุสมบตัใินการยบัยัง้แบคทเีรยีก่อ
โรคท่ีแยกได้ ศึกษาลกัษณะ สัณฐานวทิยาภายใต้กล้องจลุทรรศน์ 
(Bowman, 2005) ร่วมกับการจดัจ�ำแนกเชือ้แบคทเีรยีทางชวีเคมี
โดยวิธี Vitex 2 compact จ�ำแนกแบคทีเรียระดับสปีชีส์ ด้วย
วิธี molecular technique โดยการหาล�ำดับนิวคลีโอไทด์ของ
ยีนที่บริเวณ 16S rRNA ด้วยวิธี BLASTN เพื่อเปรียบเทียบ
กับฐานข้อมลู GenBank.ที ่website http://blast.ncbi.nlm.nih.
gov/Blast.cgi และสร้างแผนภมูต้ินไม้ววิฒันาการเพือ่ตรวจสอบ 
ความสัมพนัธ์ทางววิฒันาการของเชือ้ทีคั่ดแยกได้โดยใช้โปรแกรม 
MEGA11 ด้วยการ วิเคราะห์แบบ Neighbor-joining method
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6. การทดสอบการเตบิโตและการรอดชีวิตของลกูปลานลิ
ด้วย 0.3 เปอร์เซน็ต์โพรไบโอตกิทีค่ดัแยกและโพรไบโอติก
ทางการค้า ผสมอาหารเลี้ยงปลานิลส�ำเร็จรูป
	 น�ำแบคทีเรียโพรไบโอติกขยายในอาหารเหลว NB 
ที่เข้มข้นมากกว่า 107 CFU/ml และน�ำท�ำแห้งแบบฟ่นฝอย 
ตามวิธีของ (Fronson and Mary, 1980; Guerra et al., 2017; 
Rattanaloeadnusorn, 2017) หลงัจากนัน้ จงึน�ำ 0.3% ของผง
จุลินทรีย์โพรไบโอติกจากน�้ำล้างปลา และโพรไบโอติกในเชิง
พาณชิย์ (THAN) 3 สตูรปรมิาณ 0.3% ผสมกับอาหารเลีย้งปลา
นิลและเคลือบผิวด้วยน�้ำมันน�้ำมันพืช เพื่อน�ำไปเลี้ยงลูกปลา
นิล ที่มีน�้ำหนัก ตัวเริ่มต้นเฉลี่ย 8.84 ถึง 8.90 กรัม โดยเพาะ
เลี้ยงในถังไฟเบอร์ที่มีความจุประมาณ 50 ลิตร จ�ำนวน 10 ตัว
ต่อถัง ที่มีการให้ออกซิเจนตลอด 24 ชั่วโมง ให้อาหาร 2 ครั้ง
ต่อวัน คือ เวลา 8.00 น.และ 16.00 น. ดูดตะกอนทุก ๆ 3 วัน 
และเปลี่ยนถ่ายน�้ำ ทุก ๆ  7 วัน โดยออกแบบการทดลองแบบ
สุ่มสมบูรณ์ Completely Randomized Design (CRD) ดังนี้

	 กลุ่มทดลองที่ 1 (T1) เลี้ยงปลาด้วยอาหารส�ำเร็จรูป 
ยี่ห้อไฮเกร์ต ท่ีมีปริมาณโปรตีนไม่ต�่ำกว่า 30 เปอร์เซ็นต์  
เพียงอย่างเดียว (ชุดควบคุม)

	 กลุ่มทดลองที่ 2 (T2) เลี้ยงปลาด้วยอาหารส�ำเร็จรูป 
ผสมโพรไบโอตกิ FM11 ทีไ่ด้จากการคัดแยกแบคทเีรยีจากน�ำ้
ล้างแปรรูปปลา น�ำมา 0.3 เปอร์เซ็นต์ที่ความเข้มข้นเท่ากับ 
107 CFU/g

	 กลุ่มทดลองที่ 3 (T3) เลี้ยงปลาด้วยอาหารส�ำเร็จรูป 
ผสมเชื้อโพรไบโอติกราทางการค้า T. asperellum THAN13 
0.3 เปอร์เซ็นต์ที่ความเข้มข้นเท่ากับ 107 CFU/g

	 กลุ่มทดลองที่ 4 (T4) เลี้ยงปลาด้วยอาหารส�ำเร็จรูป 
ผสมเชือ้โพรไบโอตกิทางการค้า B. subtilis และ T. asperellum 
THAN2 0.3 เปอร์เซ็นต์ที่ความเข้มข้นเท่ากับ 107CFU/ g

	 กลุ่มทดลองที่ 5 (T5) เลี้ยงปลาด้วยอาหารส�ำเร็จรูป 
ผสมเชื้อโพรไบโอติก ทางการค้า B. subtilis THAN14 0.3 
เปอร์เซ็นต์ที่ความเข้มข้นเท่ากับ 107CFU/g

	 บันทึกผลวันที่ 0, 10, 20 และ 30 โดยชั่งน�้ำหนัก
ปลาท้ังหมด น�ำ้หนกัอาหารทีเ่หลอื และจ�ำนวนปลาทีร่อดชวีติ
เพือ่น�ำไปค�ำนวนหาค่าเฉลีย่น�ำ้หนกัทีเ่พิม่ขึน้ต่อวนั อตัราการ
เปลี่ยนอาหารเป็นเนื้อ และอัตราการรอดชีวิต

	 วเิคราะห์ความแปรปรวนแบบทางเดียว (One-Way-
ANOVA) เพื่อวิเคราะห์ความแตกต่างของค่าเฉลี่ยของแต่ละ
กลุม่การทดลองด้วยวธิ ีDuncan’s multiple range test ทีร่ะดับ
ความเชื่อมั่น 95% โดยใช้โปรแกรมส�ำเร็จรูป SPSS 15.0

ผลการทดลองและอภิปรายผล

1.  ผลการคดัแยกและทดสอบคณุสมบัติของเชือ้แบคทเีรยี
ที่พบในน�้ำล้างปลาของโรงงาน
	 จากการศึกษาลักษณะกายภาพของน�้ำล้างปลา 3 
จุด ได้แก่ 1) น�้ำล้างก่อนตัดแต่ง (Fm1) 2) น�้ำล้างหลังตัดแต่ง  
เพื่อเอาส่วนที่เป็นของแข็ง ได้แก่ เกล็ด ก้าง หัว หาง ไส้ และ
ส่วนท่ีเป็นของเหลว เมอืกและเลอืด ผ่านตะแกรง เพือ่แยกส่วน
ทีเ่ป็นของแขง็ออกก่อนทีจ่ะมกีารปล่อยลงสูบ่่อพกั (Fm2) และ 
3) น�ำ้ล้างในบ่อพกั ก่อนปล่อยสู่แหล่งน�ำ้ธรรมชาต ิ(Fm3) ดังนี้

	 คณุลกัษณะของน�ำ้ล้างจากการแปรรปูปลา เมือ่สุม่เกบ็
ตัวอย่างน�้ำล้างจากการแปรรูปปลาของโรงงาน จ�ำนวน 3 จุด
และวเิคราะห์ลกัษณะกายภาพ ปรากฏว่าคณุลกัษณะกายภาพ 
บริเวณจุดน�้ำล้างในบ่อพัก มีปริมาณ Total nitrogen, Total 
fat, Total phosphorus, TDS, BOD, COD และ pH มากกว่า
จุด น�้ำล้างหลังการตัดแต่ง และน�้ำล้างก่อนตัดแต่ง ตามล�ำดับ 

Table 1	 Effluent quality of fish wash water. 

Constituent

fish washing water sampling

Fm1(n=30) Fm2(n=30) Fm3(n=30)

pH 7.0±0.2 6.3±0.2 7.9±0.2

Total N (mg/l) 1.56±0.40 14.06±1.42 131.98±2.22

TDS (mg/l) 4.44±0.54 333.01±34.76 412.11±180.43

BOD (mg/l) 5.75±0.66 15.12±2.75 26.88±2.54

COD (mg/l) 4.27±0.30 17.67±0.66 36.03±0.44

Total fat (mg/l) 0.0±0.00 3.49±0.12 5.69±0.43

Total P (mg/l) 0.02±0.00 0.004±0.00 0.36±0.01

Fm1 Fish washing water before cutting of cobia fish.
Fm2 Fish washing water after cutting of cobia fish. Fm3 Fish washing 
water in septic tank.

	 การคัดแยกเชือ้แบคทีเรยี จากน�ำ้ล้างก่อนตดัแต่ง น�ำ้ล้าง
หลงัการตดัแต่ง และน�ำ้ล้างในบ่อพกั พบเชือ้แบคทเีรยีเฉพาะจดุ 
น�ำ้ล้างหลงัการตดัแต่ง และน�ำ้ล้างในบ่อพกัเท่านัน้ จ�ำนวน 13  
ไอโซเลท (FM1-FM13) ผลการทดสอบสมบัติสร้างและหลั่ง 
เอนไซม์ภายนอกเซลล์ของแบคทีเรียโพรไบโอติก พบแบคที
เรียโพรไบโอติก 3 ไอโซเลท คือ FM7 FM11 และ FM12 ที่
ไม่ย่อยเมด็เลอืดแดง (hemolysis)ในอาหาร blood agar ให้ผล
เป็นแบบแกมม่า (γ) คือไม่เกิดโซนใสรอบโคโลนเีชือ้ (Hanafy 
et al., 2016) นอกจากนี้ ไอโซเลท FM7 FM11 และ FM12  
ยงัมกีารหลัง่เอนไซม์ โปรตเิอส อะไมเลส ออกสูภ่ายนอกเซลล์ 
(Harikrishna et al., 2017) ดัง Table 2 
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	 การทดสอบการเจรญิเตบิโตของแบคทเีรยีโพรไบโอตกิ 
ไอโซเลท FM7 FM11 และ FM12 ที่มีจ�ำนวนเชื้อแบคทีเรีย 
ในอาหารเหลวภายใต้สภาวะ pH 2.0-10.0 เกลือ NaCl 
1-10%(w/v) และน�้ำดีปลานิลปลอดเช้ือ 0-50%(v/v) พบว่า 
ที่ pH 2 มีจ�ำนวนเชื้อเฉลี่ย 5.24±0.01 log CFU/ml ที่ pH 8  
มีการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย FM12 เท่ากับ 9.86±0.02,  
FM7 เท่ากับ 9.66±0.08 และ FM11 เท่ากับ 9.58±0.05 logCFU/

ml ตามล�ำดับแสดงว่าแบคทีเรียโพรไบโอติกนี้สามารถเจริญ 
เตบิโต ได้ในสภาวะทีเ่ป็นกรดแก่ pH 2-8 (Figure 1) นอกจากนี้ 
แบคทเีรยีโพรไบโอตกินีย้งัสามารถเจรญิเตบิโตในอาหารเหลว
ที่ประกอบด้วยเกลือ NaCl ที่ความเข้มข้นระดับ 0-10 %(w/v) 
ดัง Figure 2 และแบคทีเรียสามารถเจริญเติบโตในน�้ำดีสด  
ที่มีความเข้มข้นตั้งแต่ 0-50 %(v/v) ได้ ดัง Figure 3 

 

                   

  

 
Figure 1 Growth of bacteria in culture media at pH 

2.0-10.0. Different letters (above each bar) indicate 

a significant difference between mean of each 

sample (P< 0.05). 

 
Figure 2 Growth of bacteria in culture media with a   

0-10 % (w/v) NaCl. Different letters (above each bar) 

indicate a significant difference between mean of 

each sample (P< 0.05). 

 

 

 

Figure 3 Growth of bacteria in culture media with a   

Nile tilapia bile salt at 0-50% (v/v). Different letters 

(above each bar) indicate a significant difference 

between mean of each sample (P< 0.05). 

 

 

การท ด ส อบ กับ เชื� อ ก่ อ โ รค ใน สัต ว์ นํ� า  A. 

hydrophila พ บ ว่ า ไอ โซ เล ท  FM7 แ ล ะ  FM12 ไม่ มี

คุณสมบตัิในการยบัยั �งเชื�อก่อโรคในสตัว์นํ�า แต่ไอโซเลท 

FM11 สามารถยบัยั �งเชื�อก่อโรคสายพันธุ์ A. hydrophila 

ได ้โดยมกีารสรา้งโซนใสกั �นระหว่างไอโซเลท FM11 และ 

A. hydrophila ดังภาพที� 4 จากการจัดจําแนกแบคทีเรีย

โพรไบโอติกไอโซเลท FM11 จากลกัษณะสณัฐานวิทยา 

พบว่าเชื�อแบคทีเรยีไอโซเลท FM11 มีลกัษณะเป็นท่อน

ยาว แกรมบวก ดังภาพที� 5 ส่วนผลการทดสอบทาง

ชีวเคมีโดย vitex 2 compact พบว่าไอโซเลท FM 11 มี

คุณสมบัติเหมือนกับ  B. siamensis  ดังตารางที� 3 เมื�อ

จําแนกลําดับนิวคลีโอไทด์ 16S rRNA ด้วยวิธี BLASTN 

ของแบคทเีรยีโพรไบโอตกิ ไอโซเลท FM11 เปรยีบเทยีบ

กบัข้อมูลใน GenBank ของ NCBI พบว่าแบคทเีรยีไอโซ

เลท FM11 มีลําดับนิวคลีโอไทด์คล้ายกับ B. siamensis 
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Figure 1 Growth of bacteria in culture media at  
pH 2.0-10.0. Different letters (above each bar) indicate  
a significant difference between mean of each sample  

(P< 0.05). 

Figure 2 Growth of bacteria in culture media with a 0-10% 
(w/v) NaCl. Different letters (above each bar) indicate  
a significant difference between mean of each sample  

(P< 0.05).
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	 การทดสอบกับเชื้อก่อโรคในสัตว์น�้ำ A. hydrophila 
พบว่าไอโซเลท FM7 และ FM12 ไม่มีคุณสมบัติในการยับยั้ง
เชื้อก่อโรคในสัตว์น�้ำ แต่ไอโซเลท FM11 สามารถยับยั้งเชื้อ
ก่อโรคสายพันธุ์ A. hydrophila ได้ โดยมีการสร้างโซนใสกั้น
ระหว่างไอโซเลท FM11 และ A. hydrophila ดัง Figure 4 จาก
การจัดจ�ำแนกแบคทีเรียโพรไบโอติกไอโซเลท FM11 จาก
ลักษณะสัณฐานวิทยา พบว่าเชื้อแบคทีเรียไอโซเลท FM11 
มีลักษณะเป็นท่อนยาว แกรมบวก ดัง Figure 5 ส่วนผลการ
ทดสอบทางชีวเคมีโดย vitex 2 compact พบว่าไอโซเลท FM 
11 มีคุณสมบัติเหมือนกับ B. siamensis ดัง Table 3 เมื่อ
จ�ำแนกล�ำดับนิวคลีโอไทด์ 16S rRNA ด้วยวิธี BLASTN ของ
แบคทเีรยีโพรไบโอตกิ ไอโซเลท FM11 เปรยีบเทยีบกบัข้อมลู
ใน GenBank ของ NCBI พบว่าแบคทีเรียไอโซเลท FM11  
มีล�ำดับนิวคลีโอไทด์คล้ายกับ B. siamensis KCTC13613  
โดยมีความเหมือนเท่ากับ 99.77 เปอร์เซ็นต์ B. subtilis 
NCIB3610 99.62 เปอร์เซน็ต์ แบคทีเรยี B. amyloliquefaciens 
DSM7 99.55 เปอร์เซ็นต์ เมื่อน�ำยีน 16S rRNA ของไอโซเลท  

Table 3	 Biochemical tests by Vitex 2 compact of probiotic bacteria isolate FM11.

Biochemical test Result Biochemical test Result

Gram stain positive Glycine arylamidase  -

β-xylosidase  + D-mannitol  +

L-lysine arylamidase  - D-mannose  +

L-aspartate arylamidase  - D-melezitose  -

Leucine arylamidase  (+) N-acetyl-D-glucosamine  -

Phenylalanine arylamidase  + Palatinose  +

L-pyrrolidonyl arylamidase  - L-rhamnose  -
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Figure 3 Growth of bacteria in culture media with  
a Nile tilapia bile salt at 0-50% (v/v). Different letters  
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Figure 5 Cell morphology of probiotic bacteria isolate 
FM11.

FM11มาวิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการโดยการสร้าง  
phylogenetic tree ดัง Figure 6 พบว่าไอโซเลท FM11 
มีความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการใกล้เคียงกับ B. siamensis 
KCTC13613AJT (VF01000043)
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Biochemical test Result Biochemical test Result

β-galactosidase  - β-glucosidase  +

L-pyrrolidonyl arylamidase  + β-mannosidae  -

α-galactosidase  + Phosphoryl choline  -

Alanine arylamidase  - Pyruvate  -

Tyrosine arylamidase  + α-glucosidase  -

β-N-acetyl-glucosaminidase  - D-tagatose  -

Ala-Phe-Pro arylamidase (-) D-thehalose  -

Cyclodextrine  - Inulin  -

D-galactose  - D-glucose  +

Glycogene  - D-ribose  (-)

Myo-inositlo  - Putrescine assimilation  -

Methyl-α-D-glucopyranoside acidification  + Growth in 6.5% NaCl  +

Ellman  - Kanamycin resistance  -

Methyl-D-xyloside  - Oleandomycin resistance  -

α-mannosidase  - Esculin hydrolyse  +

Maltotriose  - Tetarzolium red  -

Polymixin_B resistance  -

(+) = Weak-positive reaction; + = Positive reaction; (-) = Weak-negative reaction	
and - = Negative reaction

 

                   

 

Figure 6 Phylogenetic relationships of FM11 with some species of the genus Bacillus and related taxa based 

on 16S rRNA gene sequence analysis. The branching pattern was generated by the neighbor-joining method 

Alignment with ClustalW with Bioedit program and Sequence phylogenetic tree with MEGA11 program. 

 

Table 4 Comparison of nile tilapia growth and water quality 

Parameters Treatments 

T1(n=30) T2(n=30) T3(n=30) T4(n=30) T5(n=30) 

Initial weight (g) 8.93±0.06 8.94±0.07 8.94±0.80 8.88±1.00 8.84±0.91 

Final weight (g) 11.93±0.33c 17.06±0.53a 13.17±1.54bc 14.04±2.94b 14.11±1.99b 

Average daily weight 

gain (g/day) 

0.96±0.11c 2.15±0.13a 1.29±0.02bc 1.52±0.27b 1.56±0.02b 

 Feed conversion 

ratio (FCR) 

2.97±1.18 2.32±0.10 2.00±0.04 2.04±0.15 2.06±0.04 

Survival rate (%)  79.17±29.46 87.50±5.89 100±0.00 100±0.00 100±0.00 

Temperature (oC) 25.33±0.58 26.33±1.53 26.00±0.00 26.67±0.58 27.00±1.00 

pH 7.00±0.50 6.93±0.51 7.10±0.36 6.70±0.20 6.67±0.29 

DO (mg/l) 4.17±0.76bc 4.83±0.29a 4.83±0.29a 3.90±0.53bc 4.33±0.29b 

The different letters in the same row indicated statistically significant difference (P< 0.05) 

. 

Table 3	 Biochemical tests by Vitex 2 compact of probiotic bacteria isolate FM11. (cont.)

Figure 6 Phylogenetic relationships of FM11 with some species of the genus Bacillus and related taxa based  
on 16S rRNA gene sequence analysis. The branching pattern was generated by the neighbor-joining method Alignment  

with ClustalW with Bioedit program and Sequence phylogenetic tree with MEGA11 program.
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2. ผลของแบคทีเรียโพรไบโอติกต่อการเติบโตและรอด
ชีวิตของลูกปลานิล
	 ประสิทธิภาพการเจรญิเตบิโต อตัราการเปลีย่นอาหาร
เป็นเนื้อ (FCR) และอัตราการรอดชีวิตของลูกปลานิล เมื่อน�ำ 
0.3 เปอร์เซ็นต์แบคทีเรียโพรไบโอติก ไอโซเลท FM11 และ
โพรไบโอติก ในเชิงพาณิชย์ 3 ชนิด คือ รา T. asperellum  
(T3), รา T. asperellum และแบคทีเรยี B. subtilis และแบคทเีรยี 
B. subtilis (T5) ปรมิาณ0.3 เปอร์เซน็ต์ทีม่จี�ำนวนเชือ้มากกว่า 
107CFU/g ผสมกับอาหารเม็ดส�ำเร็จรูป เปรียบเทียบกับชุด
ควบคุมทีใ่ห้เฉพาะอาหารปลาอย่างเดียว (T1) การเจรญิเตบิโต
ปลานิลที่ได้รับอาหารผสมแบคทีเรียโพรไบโอติกดีขึ้น โดยมี
น�้ำหนักเพิ่มขึ้น อัตราการเจริญเติบโตจ�ำเพาะ มีแนวโน้มสูง
กว่าปลาที่ไม่ได้รับอาหารผสมโพรไบโอติก (P<0.05) ดังนี้  
(Table 4) คือ ผลน�้ำหนักสุดท้ายที่เลี้ยงด้วยอาหารผสม  
โพรไบโอตกิปรมิาณ 0.3 เปอร์เซน็ต์ สูงกว่าชดุควบคุมอย่างมี
นัยส�ำคัญทางสถิติ (P<0.05) คือไอโซเลท FM11 (T2) ดีที่สุด 
(2.15±0.13 กรมัต่อตวัต่อวนั) รองลงมาแบคทีเรยีโพรไบโอตกิ 
B. subtilis (T5) (1.56±0.02 กรมัต่อตวัต่อวนั) ราและแบคทเีรยี 
(T4) (1.52±0.27 กรมัต่อตวัต่อวนั) และรา T. asperellum (T3) 
(1.29±0.02 กรัมต่อตัวต่อวัน) ตามล�ำดับ 

	 อัตราการเปลี่ยนอาหารเป็นเนื้อ (FCR) ที่เลี้ยงด้วย
อาหารผสม 0.3 เปอร์เซ็นต์โพรไบโอติก มีแนวโน้มต�่ำกว่า
ชุดทดลองอ่ืน แต่ไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส�ำคัญทาง
สถิติ (P>0.05) ดังTable 4 (Park et al., 2016; Liu et al., 
2017) และอัตราการรอดชีวิตของปลา ที่เลี้ยงด้วยอาหารผสม 
0.3 เปอร์เซ็นต์โพรไบโอติกไอโซเลท FM11 มีอัตรารอดตาย 
87.50±5.89เปอร์เซน็ต์ แต่แบคทเีรยีโพรไบโอตกิ B. subtilis (T5) 
และราและแบคทเีรยี (T4) มอีตัราการรอดชวีติ 100 เปอร์เซน็ต์ 

ซึง่การทีก่ารเจรญิเตบิโตของปลาทีผ่สมแบคทเีรยีโพรไบโอตกิ 
สูงกว่าปลาท่ีไม่ได้รับอาหารผสมโพรไบโอติก เนื่องจาก  
แบคทีเรียโพรไบโอติกมีส่วนช่วยเร่งย่อยสลายสารประกอบ
อาหารหลักรองและเสริม ที่มีขนาดโมเลกุลเล็ก ๆ กรดอะมิโน 
20 ชนดิ น�ำ้ตาลรดิีวซ์ เอนไซม์โปรตเิอส (protease) อะไมเลส 
ไลเปส เพอร์ออกซิเดส ไคเนส และกรดแลกติค อื่นๆ ที่ช่วย
ในการชักน�ำการเจริญเติบโต (ADG) อัตราการเปลี่ยนอาหาร
เป็นเนือ้ (FCR) เพิม่อตัราการรอดชีวติของปลานลิได้ดี (Inoue  
et al., 2013; Park et al., 2016; Afrilasari et al., 2016; 
Liu et al., 2017; Tang et al., 2017; Villamil et al., 2017;  
Rattanaloeadnusorn, 2017) นอกจากนี ้แบคทเีรยีโพรไบโอตกิ 
ช่วยกระตุน้การท�ำงานของภมูคุ้ิมกันในสัตว์น�ำ้ ท�ำให้เมด็เลอืด
แดงมีความสมบูรณ์ และสามารถผลิตสาร Bacteriocin ยับยั้ง
เชื้อจุลินทรีย์ก่อโรค Aeromonas hydrophila (Sumpavapol  
et al., 2010; Selim and Reda, 2015; Meidong et al., 2017; 
Tang et al., 2017; Harikrishna et al., 2017; Jahangiri et al.,  
2018) การยึดเกาะส่วนผนังล�ำไส้และร่องวิลไล (Villi) และ 
การแย่งพื้นที่การเกาะติดผนังล�ำไส้ของเชื้อก่อโรค

สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ
	 ผลการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาและชีวเคมี 
ของแบคทีเรียโพไบโอติก ที่แยกจากน�้ำล้างในการแปรรูป
ปลา จ�ำนวน 13 ไอโซเลท แต่พบแบคทีเรีย 3 ไอโซเลท ได้แก่ 
FM7 FM11 และ FM12 ที่สามารถหลั่งและผลิตเอนไซม์ 
โปรตเิอส และอะไมเลส แบคทเีรยี และเจรญิเตบิโตได้ ทีค่วาม
เป็นกรดด่าง pH 2-10 ความเข้มข้นของเกลือ (NaCl) 0-10% 
(v/v) และในน�้ำดีสดปลอดเชื้อของปลานิลท่ีมีความเข้มข้น
ตั้งแต่ 0-50% (v/v) แต่ไม่มีการย่อยเม็ดเลือดแดง นอกจากนี้ 

Table 4	 Comparison of nile tilapia growth and water quality

Parameters
Treatments

T1(n=30) T2(n=30) T3(n=30) T4(n=30) T5(n=30)

Initial weight (g) 8.93±0.06 8.94±0.07 8.94±0.80 8.88±1.00 8.84±0.91

Final weight (g) 11.93±0.33c 17.06±0.53a 13.17±1.54bc 14.04±2.94b 14.11±1.99b

Average daily weight gain (g/day) 0.96±0.11c 2.15±0.13a 1.29±0.02bc 1.52±0.27b 1.56±0.02b

 Feed conversion ratio (FCR) 2.97±1.18 2.32±0.10 2.00±0.04 2.04±0.15 2.06±0.04

Survival rate (%) 79.17±29.46 87.50±5.89 100±0.00 100±0.00 100±0.00

Temperature (oC) 25.33±0.58 26.33±1.53 26.00±0.00 26.67±0.58 27.00±1.00

pH 7.00±0.50 6.93±0.51 7.10±0.36 6.70±0.20 6.67±0.29

DO (mg/l) 4.17±0.76bc 4.83±0.29a 4.83±0.29a 3.90±0.53bc 4.33±0.29b

The different letters in the same row indicated statistically significant difference (P< 0.05)
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แบคทีเรียโพรไบโอติก ไอโซเลท FM11 สามารถยับยั้งเชื้อก่อ
โรค A. hydrophila ได้ ซึง่ผลการจ�ำแนกแบคทเีรยีโพรไบโอตกิ  
ไอโซเลท FM11 ด้วยลกัษณะทางสัณฐานวทิยาและชีวเคม ีโดย
วธิ ีVitex 2 compact และการหาล�ำดับนวิคลโีอไทด์ 16S rRNA 
พบว่าไอโซเลท FM11 พบว่ามีความคล้ายกับ B. siamensis 
KCTC13613 99.77 เปอร์เซ็นต์ 

	 จากการทดสอบแบคทีเรยีโพรไบโอตกิ B. siamensis 
ไอโซเลท FM11 ปริมาณ 0.3 เปอร์เซ็นต์ที่มีจ�ำนวนโคโลนี
มากกว่า 107 CFU/g ผสมกับอาหารปลา ปรากฏว่าการเจริญ
เติบโต และอัตราการรอดชีวิตปลานิลดีที่สุด คือ 2.15±0.13 
กรมัต่อต่อวนั และ 87.50±5.89 เปอร์เซน็ต์ ดีกว่าการเลีย้งด้วย
อาหารปลานิลอย่างเดียว อย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติ (P<0.05) 
ดังนั้น ควรน�ำปริมาณ 0.3 เปอร์เซ็นต์จุลินทรีย์โพรไบโอติก  
ไอโซเลท FM11 ที่มีจ�ำนวนมากกว่า 107 CFU/g ผสมกับ
อาหารปลาเลี้ยงปลานิล เพื่อใช้เป็นทางเลือกทดแทนการใช้
สารเคมเีร่งการเจรญิเตบิโตในปลานลิ อย่างไรก็ตามควรมกีาร
ศึกษาทดลองกับปลานิลที่เลี้ยงในบ่อดิน เพื่อศึกษาผลในด้าน 
การเจริญเติบโตและการรอดชีวิตของปลานิล
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