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Effect of Betaine on growth performance, survival, salinity adaptation and health 

in white shrimp (Penaeus vannamai) 
 

 

Abstract 

 The effects of betaine on growth performance, disease resistance and osmoregulation in 
white shrimp (Penaeus vannamei) were studied.  The experiment composed of 2 trials : Trial 1 
studied on growth performance, disease and stress resistance. This trial was conducted in cages 
which installed in the earthen pond.  Five treatments with 4 replications were performed, 50 
shrimps were stocked in each cages.  The experimental feeds were basal which was served as 
control and basal diet supplemented with 1, 2, 3 and 4% betaine were served as treatments.  After 
6 weeks, the results showed non significantly difference among test group on survival, feed 
conversion ratio and feed consumption (p>0.05).  Significant different were found on weight 
gain, specific growth rate which highest in the group fed 4% betaine supplemented diet.  The 
result from disease resistance showed similar trend that 4% feeding group tend to increase the 
resistance to bacterial infection. 
 The ability of shrimp hemocyte to remove bacterial pathogen showed better results in 
shrimp fed 3% betaine supplemented diet than the control group, 0.04+0.01 and 1.33+0.26 
cfu/ml, respectively.  The results from salinity adaptation showed that no significant different on 
osmolarity, Na and Cl ion in shrimp fed betaine and control diet.  
 The trial 2 was conducted in glass aquarium and studied combination factors of betaine 
supplementation and salinity.  Shrimp were fed with test diet included basal diet and basal diet 
supplemented with 4 and 8% betaine.  Shrimp were reared in 2 salinity conditions: 2 ppt and 25 
ppt.  After 6 weeks, the results showed that water salinity has affected on growth.  Better growth 
performance was recorded in shrimp reared in 25 ppt than 2 ppt.  Blood parameters including 
total hemocyte, blood glucose and serum protein showed no different among group reared in 
normal salinity (25 ppt). 
 The results from salinity stress showed non significantly difference relation between the 
level of betaine in the feed and stressing time on blood parameters.  On the other hands, changing 
salinity from low (2 ppt) to high (40 ppt) showed the relation of the betaine level in the feed and 
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blood parameters.  Shrimp fed 4% betaine supplemented diet at 12h after stress showed higher 
blood parameters than others group. 
 In conclusion, the results from present study convince that using of betaine as feed 
supplement for better growth performance and health condition of shrimp during culture period. 
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�-&�-	
	�����*6+,�+�����"����
�����*�6���� %&��'"��������� ���-	(5����"�H�����&��� �*��#����
 �#����*�6����+#��
��^9�"�"����5��  � �����
�����	
����,!���"���	�����:�9�"�����
������
����&�);�;��*�����"�������5��  45���	
����,!��+#������
�������+�	�����-���
���"�H���<!����
�����8�*! -	+� ���* 
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������	
 

 

1. �	
�����	�������
����	���������	� 
 �������:��� ������������-���&������%&�  Perez Farfante ��� Kensley 

(1997) &���
� 
    Phylum    Arthropoda 
                        Class      Crustacea 
                                Subclass      Malacostraca 
                                       Order      Decapoda 
                 Suborder      Dendrobrachiata  
                        Intraorder    Penaeidea 
                 Superfamily    Penaeoidea  
                                                                     Family      Penaeidae 
                                                                 Litopenaeus vannamei (Boone, 1931) 

 

2. ������ 	����!"��������	� 
�����������-� (Litopenaeus vannamei) �	
��������"��:�6#���� ���
	 ������ 

���")%&� Boone +�	. �.�. 1931 �
,8� ��
��#���9����,!�9�����	���
�� Camaron Patiblance 
9��� ���p���
�� White leg Shrimp 9���r���������
�� Coevette Pattes Blanches � �����
�����

,8� ����������
���
��*���#�!��
�")#�8 ����^��<	�!���
�	���= �,!� +�	����� ��������
�� West 
Coast White Shrimp #�8  White leg Shrimp +�	�����%�����)
���
�� Camaron Caf #�8  
Camaron Blanco +�	�������_�4�%���
�� Camaron Blance +�	����� ��%&�
�4
���
��  �����
� +�
�����4
���
��  <&��  	<�* (udang puteh) ���#��),8� 9��� ���p�%&�����-	����
�� White leg, Pacific 
White, Mexican White, Ecuadoran White �	
�*�� +�:���,�*���")�����������-�-&�*����*!
,��r7u������ �	�������_�4�%���(5�,��r7u������ �	������	�<  
  

 2.1 #������� $%�	&� '�(�	
')
%�
(�	  
 �����������-��	
�����"8����8 ��
������� �<!+������ �	��������!��	4�vw����

� �,��r7u����� �,
�*����  ��'
��+*�(5�,��r7u��	4�vw�� ���
	 �������#�8 (5���
	 ������+*� 
%&�	�*�������")���+��()	�����	��������")�������������-	*��,��r7u�*����  �
� ��#�������	4�vw������_�4�%�-	(5�* ��#�8 � �	������	�< �
�������!�"! ��!"��:�6�
������



 4 

�"����
���")-&�*����*!-#�!��
	��(5������5� 72 ��*� 45���	
���*�
��
 �^#9<��� �����	����^ 26-
28  ����4��4
�� ( �^#9<���'�
������	.�<���!� 20  ����4��4
��) ����
������_�	����^ 35 "
"
�
 
 

 2.2 ���*+(��������	��	�	!� 
����^�%��������%&�����-	� ������������-����������)��������&��45�� �<!+�

*���<� Penaeidae �#�8 ����%&�����������
���*�� 6 	�� � �!��#�� 1 	�� � �!��#�� 1 	�� � 
#��� �+#�!����^����*�����+� ���
��� #���
�
�&� %&��'"��)����^	���#�����
�
�&����� 
��
���
���*��	�����������_��� � ��8� %*�5��v7���
&���)����
 8 4
� ���&����!�� 2 4
� �������
� ���
�������!��<�*�-�!��� �
��8 ���� 45��-�!�#�8 ���)�������)��,��& �
������(�����*�#_�-&�
�!��
��8 ��� � ���*���! ������#����_���8� ����5���������������
������*-&��&!�,�&�
���&�8 ���-��� �����
,��&�
���%*�#_�-&�,�&��!�����,��& 8�� (9��%�, 2545) ����������&*���
�%*��)<�^6�*_��
����
���&
��_���!���������&�� %&�����������	�����
#����(5��"�#��	����^ 230 �������*� ����#���*��
�'�
��	����^ 120 ���� �����������	
������
��
���	��)*��*! ������&�� �-&�&
 

%&������(	��)*��+�,!��������_������*����*! 0-50 "
"
�
 ������_��
��#�����
�8  10-30 "
"
�
 	��)*�� �<!+� �^#9<��*����*! 24-32  ����4��4
�� �*!���#������
���&�
� 28-30 
 ����4��4
�� �
���������*�)%*&
 � ����))! � �5�*� ������!:�*��<� %&��'"������
�4
�����
����4
�� ����������8� �*��-&���_� �!������ �<!*� &���� �5�*� ����  �4�����! ������<� ����������
����*�� 8�� ��� �#��-&�#���,��&�
��
 �<!+�:���,�*�+������&�)�����5� , )�!���������-�!#��
*��  

2.3 ��"���� �	
����	-	
  
%&�	�*���������*���<� Penaeidae �	
���*�6�
�#����* ������8�������4��"8,

4����*�6�	
� �#�� �*!*��:���,�*����������	
���*�6�����8� 45�������*�6+����!�����*��,
����&��_�
� �"�	 & ���%"�
�
&�	
� �#�� ��������� �#��-&�&
*����*!���� 08.00 (5� 20.00 �. �������
�����(#���� �#��:���,�*�9��+�)! -&� �*!+���))�����
����))"�H������ �#��+�
:���,�*��
��
+�)! -�!�"
��" *! 	����^�����
�#����!�&�������5�*� ��
���+#� �#���"��� 45���������
����-�*� ���� �#���
��
%	�*
�	����^ 30-35 �	 �6�4_�*6  

 

2.4 �	
��
�/�
��0
'�(�	
���1
	� 
 �*�����������*�)%*� ������5�� �<!��)	7���� 2 	7�����8  ����(
�+����� ����)

������&�
��"����5�� �"���*��������(<�#! #���&����	�8 ��
��
%����������_���� &�������5�*� �� �
���)��!�  ������������)+#�!�
�+#�!�5���"8� � ���)����������&�
��"����5�� +�,!���! ����� �
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���) ��������������)+#�!�
�������� �<!-��9��+�,��� cuticle ��� intercalary sclerite ��8� (5������ �
���) ���������&*��#��&  �������)��!�%&�+,�#�� ���)+#�!�
�������� �<!+�,!������_����_��5��
��8� � > "�� ���)���&� ������
��
���&+#�!�5�� ���� ����)����5�� �<!��) ���� ���*�6  �^#9<��
� ����� ���� �&���)<�^6� � �#�� (	����), 2527)  

 

2.5 ���
����
'�(�	
���)����3  
+�:���,�*�����������
 ���	����^��8 ) 36 �&8 � %&������-�!�
���&�)�����5�

	����^ 30-60 ��*�+���"8������ �����*����*!*��;<����*����
��
 ��� 9 �&8 ��5��-	 �������
����#���
*�������*��� �*��;<� 35 ���� *����
� 40 �����5��-	 (9��%�, 2545) 	�*�������!�������& 60-120 ���� 
�����-�!	����^ 150,000-250,000 v � (	w��)�*�, 2545) �!����!�������& 35-45 ���������-�!
	����^ 100,000-200,000 v � (9��%�, 2545) %&������-�!+�* ������8�)�"8�� ��!�������!��
���� �!����&��_� �<!	����^ 45-60 �����
 �����5���������-�!�^��
��&������_��� �!��,�� > ��8� ����
����^� ������8)"��:�6�"���
�� �������� �
����
����^��	
��))�	w& (open thelycum ) 45���*�*!��
�������^� ������8)"��:�6�"���
�� ���������&����������,)y�� 45���
����^��	
��))	w& (closed 
thelycum) &�������<	�))� �����8)"��:�6���"p*�����+����;��"��:�6�5��*�*!����)��������&��
��������,)y�� (	w��)�*�, 2545; 9��%�, 2545) ��8� ;��"��:�6*��;<������&(�������,8� ����-	��_)-��+�
 ������"�� �*����
� (�������,8� ���
	.�)�� > ����
����#�
�� > *�&��&��� ��	w& ������"�� �
�"���
� %&�����#�
���
�	.�)�� > �	
�*�����+#�����*�& ���;��"��:�6� ���������
������(;��
"��:�6%&�-�!*� �� +#�*����
�� ����)  

��))�8)"��:�6������;��"��:�6 +����;��"��:�6 	�*��������������;��"��:�6+�
���������8� #�������
���� ����)� �*����
����
�����
���"����
���;��"��:�6����
������5� 
10-15 ��*� (5� 30-50 ��*� +�:���,�*� ��!�����
��
-�!��!"�� ��
������-�!�����������*-&�������-�! 
�	
�����5)�
�
��
����8 )&�� �<!)��()#���� ����*�� *����*!)����^#��� -	��&#�����*��)����^
&�������� ����*�� *��	�� ��
� 1-2 ���#_����-�!�;!  �-	�	
�#��� > %����������&�������� �
���*������� ����� %&��
"p*�����+����;��"��:�6�)!�-&��	
� 3 ���� �8  �����
�#�5�� *����
����!��
��������-	��)*��;<� *����
����!�������<���!�	����^ 30-40 �4�*���*� �����!�����������)�����)
��)���#��&"���
�"8���	
����� > ������
*��;<��!��-�!*��#���*�� �*!���
�"
��*���&
���
������(�!��
��������������4� � �<!&����!��� �*����
�" &
����*����
����! � > +,����&��% )��&�
��!��#��� �
*��;<� +,�����	����^ 15-20 ���
 (��*��;<������(��&*���#�!�-&��#�����(�������&*���#�!�-�!
�#�����#�8 �
���#��&"����� +,�������������!�#�5��,���%�� �����
�� � *��;<���"���*���! � > 
#����5����*�&*����
� " �����<!	���)���-&�*��;<�����)�!��*! � � ���)�� �������)�!�� �
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&����!��� �*����
� 45�������+#�*��;<�*�� 8�� > #�&% ���+��������������;��"��:�6��)*����
�+�
���#���
� �*!(��+������
�*��;<�����������-&�-�!�����_� *��;<������)�� �<!+��!������ ������"������!��
����������)*����
��"8� �����% ���+#�! 
������ ��������
���� *��;<������*����8 )*���'����)*����
� 
#���������#���
�	���)*��-&����� *��;<���+,����&���<!�
� 5 ��
�� ������8)"��:�6�"�;<� ("
�����) 45��
�#_��!�� �
����^��	
�*�� �<! �<!�
����!�������<!�
� 1 45���	
� ������
�,!��+����	�! ������,8� ������)
"
������ &����-	�
��
-����� �*����
�45������^��	
��;!��<	�����;
��8� ���	.� �
�<�	w& �<!*��
���������-	�	
��! ��#�8 �������&����8� �,��*  �<!*��������#�!�����!�������<!�
� 1 ��)���&���<!�
� 5 
45���	
� ������
��
-�����#��)��_)�����,8� � �����*��;<� 9��#����������*�&��!� *��;<���%���� )*����
� 
�������*��#�����#���	
����#�� �!��*! ��8� ��"8� )
)+#������,8�   ��� *����
�����_)�����,8� ����-	
����	�! �-�!���45��+���������
�-�!� �*����
��� �<!����+� �!��� ������,8� �
�����-	�� �<!&���� � 45��
,! ��	w&� ��
-����*� ��	w&�! �(5�����_)�����,8� �
�-&���)�� ���+#�	����^� ��,8� *��;<��
�����	=���:�
��)-�!�	
�-	 �!��-�!��)<�^6 �5����+#�% ���+����-&�-�!�
�-&���)���;�����������*! -	�	
�*��
 ! ��� ���!���^
� ���������&����������,)y�� #�����������5��! ����*��  ������������!������
  �-	+����� 2-3 �����
 45�����������������+����;��"��:�6����#�&	����^ 1-3 ,���%�� ������!
����������	�! �-�!�^��
��&������_�����!�������� �!��,�� >   ����,! ��	w&)����^%�����&���<!�
� 
3 	����^ 45-60 �����
 ������-�!�
���+,����� 3-5 ���
 (���������-�!�������(�����*�#_����)
-����� � �<!)����^+�����
��  
 
3. �
(����	
"
������������'�(�4�	 (osmoregulation) 

3.1 �������������'�(�4�	 
� ��#��9��+��!������ �����	��� )&��� ��9����_� > � ��������#�&�
�

�*�*!����)�9�"��&�� �9��� ��
���*�6 ���� (����) ��!:�*��
������������
����� ���)���&����,
"
� �����-&���! %"�*��4
�� (K+) ����
�4
�� (Mg++) %4�&
�� (Na+) �� -�&6 (Cl-) �������4
�� 
(Ca++) (	����), 2537) ��!:�*��#�!��
��
����������+�����������&��� ����8 ��! ��&����&-&!�� 
���,!��+����;��*	�����
�;����4��6 (��H�"�, 2541) %&��'"�� %4�&
�� ����� -�&6�	
���!:�*��
�
�
�������+����)�����Osmoregulation � �*! ������#�8 �(hemolymph) (Pan et al., 2007) 
���)�����  �%�*�� �������,��(osmotic regulation) �	
����)�����	��)��&�������������
� � ��9������#�&� �����#���
�*!������9�"��&�� �9��� � %&�	�*���������*��,
��
� ����
 �<!+������8&�� �<!+�9���-|�	 �6  �%�*�� 45�������������� ����8 +���8 &���<���!������
� ����
 �<! �!������*��,
��
� ���� �<!+��������������)������_����	
�-|%	  �%�*�� 45�������������
� ����8 +���8 &��*�����!������
� ���� �<! &�����������5�*� ��
���	��)��&��45������	
�*� ��
���+,�
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"������+����)�����	��)��&��  ������
�,!��+����	��)��&���
��������8  � ����� �
����&6 (antennal gland) %&��
��#�8 ����	
���&����
����#����
���
�����)���&<&45�� �� ��#�� 
(	����), 2527) ����
���&<&45�-   �� ���*�6����  �!��-��_*�� �*�����&<&45���!:�*�� ���*�6
��������5�� �<!��),��&� ���*�6���� ���&� ���*�6����  �^#9<�� �����	
���&-&!�� ���	����^��!:�*�
+����� (�
�"��6, 2536) 45����&-&���������������� ���8 & %&���-����	��)��&�� ����<���
�����
������8 ��!���� � ����� �����&6���	
�*�����������+������)��!:�*�  �9��� ����&<&45�
��!:�*����9��� ��
��"�!�������#�8 ����;��#����"8� +#�-&��9�"��&����)��8 &� ���*�6���� 

 

3.2 ��!��	
"C�����
���	�'
�������0�
�� 
��-� �!��#�5��+������
,
��*#��� > 	���9��
�+,�+����	��)��&�����&�� 

  �%�*�� -&���!������������������	��� )�
�-�! �	
� ��*���*! �4��6 45�������
��
���	��� )�#�!��
��	
�� ��"����)�� #�8    �%�%	��������6%4�<� (Incharoensakdi, 1998) 
%&���8� �4��6���&�������� �-   �*!�� > 9��+��4��6�
����������������	
� -   ��#�!��
��_��
-	�)���#����
� ��������� ���%��������*!�� > � �%	�*
� (Yancey, 2005) � �����
����
�	�
����	��� �-   ��
�;����4��6���!�;���)*���
����#����
����!� %&���8� �9�"��&�� �-�!
�#����� �4��6����������	��� )45����
���!�   �%�-�*6 (osmolytes) �
�-�!�
 ��*���*! ���
������� ��4��6 (Dragolovich, 1994) ���")-&�����+��4��6%	�����% * "8, �����*�6 (Yancey et 
al., 1982) � �����
������(���  �%�-�*6�#�!��
�-&�������"��:�6� ��)��
��
� (Roberts, 2005) 
%&���:
 NMR-spectroscopy ���+�	. 1970 �
���+,���:
 NMR- spectroscopy +�������,��&� �
���	��� ) ����
�6�
��
�������+������
,
��*��������_����, )������_� *! ���
���"�H��
��:
������,��&� �  �%�-��6%&����+,� 13C-NMR %&�����5���� � Romano ����^� (2001) 
-&��5����������*��� �  �%�%"��������6 (osmoprotectant) �������	�
���%��������� �
-����+��9�"��&�� ��
��*�*!������ ��)��
��
�,��& Halomonas pantelleriense %&�+,�����
��_�  �^#9<�� ��� "
� , �"8� &<�������*��� ��������� ����
�69��+��4��6 %&���:
��� 13C-
NMR ")�������*��� � glycine betaine, ectoine, hydroxyectoine ��� glutamate � �����
����
���,��&� � ectoine, β-amino acid ��� di-myo-inositol-1,1�-phosphate (DIP) ���+��)��
��
�
���!� hyperthermophiles  
�&��� � �����
���:
��� 1H-NMR ��� two-dimensional experiments 45��
�
��������"����)���	��� ) %&�+���:
����
��������(*���")���) �	����^� �*�� 
  �%�-�*6-&� *� &����:
����������#6%&�+,� HPLC ��� NIR (Harbeck et al., 2004) �_�����
*���#�  �%�-�*6 -&��,!��&
����� %&������(�
���*���#�*��  �%�-�*6-&��!�� ���+�	7���)��
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-&��
���	��)	�������������#6+#��
������!��������5�� 45�������(�)!����	��� )�#�!��
�  �-&�
�	
� 3 ���!�-&�&��*�����
� 1-3 
 

 
	
	���� 1 ���	��� )+����!� Zwitterionic solutes 
 
1. Zwitterionic solutes: �������'�1���
� ���)� 
betaine 

 
 

Halotolerant: Thioalkalivibrio versutus; 
Actinopolyspora sp. 
Halophilic: Actinopolyspora halophila; Halorhodospira halochloris 
Methanohalophilus portulcalensis FDF1; Methanosarcina thermophila 
Synechococcus sp. DUN 52 

ectoine 

 
 

Halotolerant: Sporosarcina pasteurii; Brevibacterium epidermidis; 
Thioalkalimicrobium aerophilum; Vibrio cholerae and Vibrio costociola 
Halophilic: Chromohalobacter israelensis; Chromohalobacter salexigens; 
Halorhodospira halochloris; Halomonas elongate; Halomonas variabilis; 
Methylarcula marina; Methylarcula terricola; Methylophaga alcalica; 
Methylophaga natronic 

hydroxyectoine 

 

Halophilic: Halomonas elongate; Nocardiopsis halophila 

N �acetyldiaminobutyrate 

 

Halotolerant: Halomonas elongate CHR63 
 
 
 

N �acetyl-  -lysine 

 

Halotolerant: Methanosarcina thermophila; Methanothermococcus  
Thermolithotrophicus; Methanosarcina mazei GÖ1  
Halophilic: Methanohalophilus portucalensis  
FDF1; Methanohalophilus Z7302 

  β-glutamine 

 

Halophilic: Methanohalophilus  portucalensis FDF1 

�
��� : Roberts (2005) 
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	���� 2 ���	��� )+����!� Noncharged solutes  
 
2. Noncharged solutes: �������'�1���
� ���)� 
  α-glucosylglycerol 

 

Halotolerant: Synechocystis sp.; Microcystis firma; Rhodovulum 
sulfidophilum; Pseudomonas mendocina; Pseudomonas pseudoalcaligenes 
Stenotrophomonas 

 
 α-mannosylglyceraminde 

 

Halotolerant: Rhodothermus marinus; Rhodothermus obamensis 

trehalose 

 

Halotolerant: Pyrobaculum aerophilum; Sulfolobus solfataricus; 
Sulfolobus ambivalens; Thermoproteus tenax; Thermoplasma acidophilum 
Halophilic: Actinopolyspora halophila; Chromohalobacter israelensis; 
Desulfovibrio halophilus; Rhodothermus obamensis; 
Natrialba magadii 

sucrose 

 

Halotolerant: Synechocystis sp. Strain PCC 6803; Anabaena spp.; 
proteobacteria 

 

N -α-carbamoyl-L-glutamine l-
amide 

 

Halophilic: Ectothiorhodospira mobilis 

N-acetylglutaminylglutamine 
amide 

 

Halotolerant: Sinorhozobium meliloti; Rhizobium leguminosarum 
Pseudomonas aeruginosa PAO1 
Halophilic: purple sulfur bacteria 

�
��� : Roberts (2005) 
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	���� 3 ���	��� )+����!� Organic anions  
 

3. Anionic solutes (carboxylates): �������'�1���
� ���)� 
L-α-glutamate 

 

Halotolerant: many halotolerant bacteria and methanogens 
Halophilic: Halomonas elongate; Methanohalophilus portucalensis 
FDF1; 
Halobacterium sp. NRC-1; Halobacterium salinarum 
 

 β-glutamate 

 

Halotolerant: Methanothermococcus  thermolithotrophicus; 
Methanocaldococcus  jannaschii; Methanotorris igneus 
Halophilic: Nocardiopsis halophila 
 
 

hydroxybutyrate 

 

Halotolerant: Photobacterium profundum 

poly-β- hydroxybutyrate 

 

Halotolerant: Photobacterium profundum;  
Halophilic: Methylarcula marina; Methylarcula terricola 

 α-glucosylglycerate 

 

Halotolerant: Agmenellum quadruplicatum; Stenotrophomonas 
maltophilia 
Halophilic: Methanohalophilus portucalensid FDF1 

 α-mannosylglycerate 

 

Halotolerant: Methanothermus fervidus; Pyrococcus furiosus; 

Rhodothermus marinus (Rhodothermus obamensis) 

 
�
��� : Roberts (2005) 
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	���� 3(*! ) 
 

Anionic solutes (phosphate, 

sulfate): 

�������'�1���
� ���)� 

 α-diglycerol phosphate 

 

Halotolerant: Archaeoglobus fulgidus 

di-myo-inositol-1,1,-phosphate 

 

Halotolerant: Archaeoglobus fulgidus; Methanotorris igneus; 
Pyrococcus furiosus; Pyrococcus woesei; Pyrodictium occultum; 
Thermotoga maritime 

mannosyl-DIP 

 

Halotolerant: Thermotoga maritime and Thermotoga neapolitana 

cyclic-2,3-diphosphoglycerate 

 

Halotolerant: Methanothermobacter thermoautotrophicus; 
Methanopyrus kandleri; Methanothermus fervidus 
 

 

sulfotrehalose 

 
 

Halophilic: Natronococcus occultus; Natronobacterium spp.  

 
�
��� : Roberts (2005) 
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4. ����� (Betaine) 
)
����	
����	��� ),
�9�"�
�-�!�	
� ��*�����)�����
,
��* (Kettunen et al., 

2001) ")��������+�#��)
� (sugar beet) "��:�6 Beta vulgaris +��*�����
� 19 �*!�_")-&�+���*�6
����������
�6 (Rhodes and Hanson, 1993; Zeisel et al., 2003) �������+�"8,)��,��& (Blunden et 
al., 1996; Blunden et al., 1999; Adrian-Romero and Blunden, 2001; Blunden et al., 2001; 
Blunden et al., 2003; Blunden et al., 2005) %&��
,8� ��
��-&�#���#����,!� trimethylglycine, N-
trimethylglycine, glycine betaine, glycocoll betaine, oxyneurine ��� lycine )
�����8� �
��������
���&�������
����^��	
�;�5��
��� %&�)
����
��^��)�*� 3 	�����-&���! �	
�����
��������
�+#�
#�<!���:��+����)���������) ��45� (Scott, 1986) ����������#����
��	
�����
���)�����&�����8 
��!�
����&�5��9��+�*��	���������	�
����	��� ��9�"��&�� �9��� � (Virtanen et al., 1989; 
Clarke et al., 1994; Castrol et al., 1998) � �����
�����
�!��,!��+�������*������� ��� �#��
� ���*�6���� (Virtanen et al., 1994; Coman et al., 1996; Knights, 1996; Harpaz, 1997; Papatryphon 
and Soares, 2000) ��^��)�*�������
&���
��8   
,8� ������
    1-carboxy-N,N,N-trimethylmethanaminium 
�<*�%������  C5H11NO2   
�<*����
       (CH3)3N

+-CH2COO 
���%��������!���) 117.15 &��*�� 
��&#� ��#�� 200-250  ����4��4
�� 
 

 
                               

S	)��� 1 %��������� �)
��� 
�
��� : Slow ����^� (2005) 

  
4.1 ���	����TU��������� 
)
����	
����*������+����)���������) ��45�� �%��
� (Choline) +�

�����
,
��* (���:��H�6, 2548) %&�*!�����%��
�*���
�)
������
���!����:�� �<! 3 ���!� ����	�
������
%��
��	
�)
����
���(<��	�
���%&�� �-4�6 %��
�&
-|%&��
��� (choline dehydrogenase) -	�	
� 
)
��� ��&
-|&6 (betaine aldehyde) �! � 45����")�
�)����^-�%�� ��&�
����*! �����	�
����	
� 
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)
���%&�� �-4�6 NAD+-dependent enzyme betaine dehydrogenase +�)����^-�%�� ��&�
�
�,!��&
����� �^��
�%��
����
���!����:�� 4 ���!��*!(��#���
���!����:�� �<! 2 ���!�����
���!�-&��-
�:��-��4
� (dimethylglycine) %&�� �-4�6)
���%|%�4
��� 
�����������v ��� (betaine 
homocysteine methyl transferarase; BHMT) �	
�*���	�
������-*����:��-��4
��	
�-&���:��-
-��4
� 45��")�!��������-:% �
� %��
� ���)
��� �
�������"��:6��� %&������(�
�����_)����
+����)�������������-:% �
�+��!������ �	��-&� (Wu and Davis, 2005)(9�"�
� 2) #����
�
����>-	� �)
������
�!��,!��+����	� �����4��6����������
�&������)�����	� ����*��� �
� �)
���+�"8,����������
�6������&��  �%�4
�+��9��������#������ ������_��<�#�8 ���
 �^#9<���
��	�
����	��-	 %&�-�%�� ��&�
�����������#6)
���  ��� ���������-	�����
�
�4��6��������(����
����8  �����
�6 �������	� ����� �-4�69��+��4��6������&��  �%�4
�
#�8 ��� �^#9<���
��	�
����	��-	-&� (Craig, 2004) +�����5���� � De Zwart ����^� (2003) 
")�!������(")-&�����+�"8, ��8� ��*�6  �#�������������#�!� 8�� > (*�����
� 9) � &��� ���)
����5���� � Sakamoto ����^� (2002) -&��5���	����^� � betaine ��� homocysteine (%|%�-
4
��� 
�) +� �#������#�& 58 ,��& %&���:
��� HPLC ")�!�  �#���
�	��� )-	&����	���

	����^� �)
���+���&�)�
��<� �*!	����^� �%|%�4
��� 
����
 �<!�� �+�;��  �!��-��_*��")
	����^� �%|%�4
��� 
�+�*��(���� �������_&� � alfalfa +�	����^�
���� (*�����
� 4) 

 

 
S	)��� 2 ����) ��45�� �)
��� 
�
��� : Olthof ��� Verhoef (2005) 
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	���� 4 	����^� �)
������ �#���
��*�*!����� (-�%������*! ����) 
 

Food Glycine betaine Proline betaine Trigonelline 
Fruit&Vegetable    

Beetroot 750 <5 <5 
Silverbeet 910 50 <5 
Spinach 740 - 100 

Meat    

Chicken 200 - <5 

Seafood    

Clams 2500 15 <10 
Monkfish 500 40 10 
Mussel 1630 26 83 

Other foods    

Flour 730 - - 
Pasta 820 - - 

 
�
��� : De Zwart ����^� (2003) 
 

4.2 ��!��	
"
��������������� 
+��9�����&�� ��
��
����	�
����	��-	 �����
,
��*����	
�*� ��
����������&��

� ��#��+��!�����+#����
� %&����������������	��� )�
�-�!�	
� ��*���*! �4��6 45����
���!� 
  �%�-�*6 ��8� 	����^� ����������"����<��5���_������-	���*������������� ���))���!�
  �%�-�*69��+��������� ������ ������#����
�+�������!�  �%�-�*6*! -	 (Chambers et al., 
1999) %&� Na+-coupled transporter (Lang et al., 1998) �
#����
�,!��+�������!�%4�&
��  ��<!
�4��6 +��^��&
������_���
�����������#6*��� ��"����)��%4�<�  ��� �����5��
������!�
���	��� )�#�!��
������<!�4��6%&�%	�*
� ProP, BetP, EctP, LcoP ��� PutP %&�%	�*
����!��
���
,!��+�������!�%"��
� (proline) )
��� (betaine) ��� ��%� 
� (ectoine) �����<!9��+��4��6 (9�"
�
� 3) ��)�<!��)���������� � Na+-coupled transporter  
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S	)��� 3 ��-�������!����	��� )�����<!�4��6 
�
��� : Kramer ��� Morbach (2004) 
 

��8� �4��6�
�����������#6)
���+��������������_���
������)
��������<!�4��6%&�
%	�*
� ProP, BetP, EctP, LcoP ��� PutP 45��%	�*
��
����#����
�+�������!�)
��������<!�4��6�8  
ProP ��� BetP �*!")�!� BetP ���
�����������
���&+�������!�)
��������<!9��+��4��6 (Kramer 
and Morbach, 2004) %&� BetP ���
	=���������8� 	����^� �%"����4
��-   ��<��5�� (Morbach, 
2003) �*!��-�!�5�� �<!��),��&� �-   ��
����*��� (Rubenhagen et al., 2001) #�������������
���
���)
��������<!�4��6*! -	 � ��������)
����
���������(+�����������-&�&
��)�4��6�����!�
%"����4
��-   � ���+#�,!��+����	� ���� ��*�����)�4��6-&��	
� �!��&
 (Bowlus and Somero, 
1979)  
 

4.2 �	
Z�������Z��	
�)����	
��
�/�
��0
Z���
�3�4�	 
+������
�����*�6�����
���+,�)
������ �!�������������8� ����������	
��!��;��

+� �#����*�6�����"8� +#���*�6�����
���������*�)%*�
�&
�����5�� %&�)
����
��^��)�*��	
����&5�&<&���
��� �#�� (attractants) %&����&5�&<&������ �#���
)�)��������+��������������)�<��#�!�
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 �#��������*��������� �#��� ����� &���������+,�)
���+����;�� �#���5��
���������� �!��
���*! ������ �#�� ���������*�)%* ����&����<���
� �#��+����� ��8� ���� �#����������+,�
��*(�&�)���"8,�	
��!��	��� )����������!�;�+#������!����� � �#���&�� %&�����-	����
����*�����&5�&<&������ �#������
�!��;��� ���*(�&�)�
��
��^��)�*�+����&5�&<&���#� �#��
�����
��	
�;��*9�^�6�
��	
��������� (Solubles) �
�;��*�����*�6����#�8 �����������#6�
���&�) 1-5 
�	 �6�4_�*6 (,�*��� ����^�, 2546) � �����
� Coman ����^� (1996) -&��������5�����&�)����
�������� ���& ���%�;�������& ���%�,��& 8�� > (� �
�, �4 �
�, - %4�<4
�, -��4
�,   
��<*��
�,  ��6�
�
�,  ����
�), )
��� ���  �&�%�4
�%�%�v ��v� (Adenosinemonophosphase) 
")�!���&�)������������ �)
��������& ���%�;���
���&�)�<���!� 10-2 %��� ���+#���������&���

����*� ���� �#��-&������!����!� 8���!�;�+#������
���������*�)%*�<��5�� � &��� ���)���
�&� �� � Felix ��� Sudharsan (2004) 45�����)
�����;��+� �#���"8� �5������������*�)%*
�������	�
��� �#���	
���8� � �������������")�!� �#���
��
�!��;��� �)
������+#�����
���������
 �*�����������*�)%*�������	�
��� �#���	
���8� -&�&
��!����!���)����,!��&
�������)
����&� �� � Harpaz (1997) �
��
������)
�����;��+� �#���"8� �5���"p*��������#� �#��
� �������������")�!� �#���
��
�!��;��� �)
��������(&5�&<&������+�+����#� �#��� �
������������-&�&
 ���+#��������������
���������*�)%*�
��<��5����!����!���)��� � �����
��
���
�&� �+�	�����%&�+,�)
������%��
�;��+� �#���
��
��&�!���*�*!������"8� &<�!�)
���
�����(�
��������+,��&���%��
�-&�#�8 -�!%&��
�-�!�!�;�*! 	�����:�9�"� � �#���������
�������� �-����+�*�)	����� ")�!�)
����
���&�)������������
�*�����!�,!��+#�	���
����#����"���
����5����!����+,�%��
��
���&�)������������<����+#��
��������+,��&������-&� (Kasper et al., 
2002) 

 

4.3 "
(0 ��3��������Z���
�3�4�	 
+��9�����&�� ��
��
����	�
����	��-	 �,!�����	�
����	��� � �^#9<�� 

������_� 45����-	�!�;�+���������& �*��� &� ������
,
��* �����
,
��*�
� ���� �<!+��9�"��&�� �
�#�!��
�����	
�*� ��
���"�H����))�"8� 	��)*��+��9�"��&�� ����� > �,!��
�������
���	��� )�
�-�!�	
� ��*�����)�4��6����������
�&�
����&�5�� 45����
���!� organic solutes -�!�!���
�	
� polyhydric alcohols, free amino acids, quaternary ammonium #�8  tertiary sulphonium 
%&��'"�� �!������)
���45����")-&�����
���&+���*�6�
� ���� �<!+�)����^�
��
����	�
����	������
��_�+�,!������� (Pierce et al., 1995) ������	��� )�
�-�!�	
� ��*����#�!��
���(<����*���%&�
�������
�&�
����&�������	�
����	�����&��� ��#��+��!����� 45��������*�6�
���&<����#������
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-�!�
���&<����#����_�����(+,����	��� )�#�!��
�+����	��)*�� �,!� �
�������H������"8� �
���
	��)*��+#�������)�9�"��&�� �-&� (Rathinasabapathi, 2000) +���*�6�
�-�!�
���&<����#���  
  �%�-�*6�
)�)���
�������+����)�������&��� ��#�� %&� Petty ��� Lucero (1999) 
�������!�+�	��#�5�"��:�6 Lolliguncula brevis  ")�!��������	�
����	��� ��9�����&�� ���
-	�
;���)��&�)� �)
��������))	�����9��+�*����*�6 

Deaton (2001) -&��5��������)�����&�)� �-|�	 �6  �%�*�� +��#�8 �� �
# �"��:�6 Geukensia demissa %&�&<�������*��� �)
������ ����
� ")�!���8� �����8� ��8� � �
# ��
� �<!+������������� ������������ 250 �����  �%�� ���	�
����	
������������ 1000 �����-
  �%�� ")�!����+#����&����"���� ���& ���%�,��&  ����
�, %"��
� ���-��4
� �������")
�������*��� �)
��� %&��
�������� �)
���(5� 45 -�%��%��� �����#����	.�� ��(5� 150 
-�%��%��� �����#����	.�� 9��+��������� 12 ,���%��&��� 45��+�# �� �r�")�����������#6 
)
��������& ���%�����9���-|�	 �6  �%�*�� ���-�%�� ��&�
� (Dragolovich, 1994) 
� &��� ���)����5���� � Pierce ��� �^� (1995) ")�!��
�����������#6  )
������&�5���
�-�%�-
� ��&�
�%&��	�
����	�����%��
�9��+��#�8 �� �# ������"��:�6 Crassostrea virginica  

Jahn ����^� (2006) -&��5���;�� ��������
�&*! %��
� ���)
���9��+�
�#�8 � �������*�) ! �� �	<"��:�6 Chasmagnathus granulate %&�+,���:
 14C-choline +����
*���� )�
��������� 72 ,���%�� �	�
�)��
�)��),�&��)��� ")����&��� �%��
�+�,�&�
����
�������
�& ���+���#�!������&� )�������
�&")�!�%��
��
� �<!)����^*�) ! ��
���
�	�
����	���
��<���!�,�&��)���+��������� 2 ,!�� �������")�����������#6)
����<���!�,�&
��)����,!��&
����� 

Bedford ����^� (1998) -&��5�������������� �)
���+�������+#����&��&��
� ��#��+���8� ��8� � �	��"��:�6 Callorhincus millii %&�+,���:
 HPLC ��� NMR-spectroscopy 
+����*�����&�!� ")�!��
	����^� � trimethylamine oxide (TMAO) +�	����^�� �+����
��8� ��8�  �*!")	����^� �)
���+� �������8� +�	����^�
����	����^ 50-70 �����%��*! 
��%���������#����	.�� �������")� �
�)����^�������8� #��+�+�	����^�
��<� 	����^ 39 �����-
%��*! ��%���������#����	.�� *� &��")�4 �
�)����^#��+������ �� �	���
��������5��� 

 
4.4 [���������
%��	
"
��������������-��Z���
�3�4�	 
�
�;!�������	�����*6+,�)
���+���*�6�������!�����*��,
�� %&��'"��+�����������

����! ������� �+���!� ����	��)��&��� �� ��#�� �*!�������5����
�;!����")�!�)
�����
,!��+���������	����*�� ��#��9��+��4��6+#����
� 45�����,��&�
������(�������������5���)
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���������� �%"����4
��-   �9��+��4��6 � �����
���������(,!������������ �� �-4�6
�
���
����� ���)���	��)���&��  �%�*�������))��&��� �� ��#��+#��
������*������5��%&�
+����������� � Castro ����^� (1998) -&�+,�)
���;�� �#�� 1 �	 �6�4_�*6 �"8� ��&���
������*�)%*� �	���4�� ����������&	����^� �%"����4
��-   �+�*�)��8� -&���)���
���*���+#����&�������
�&%&�+,�%"���4
���� -�&6 ")�!�)
��������(�
����	
�*��	� ����
�������
�&�
������%"���4
���� -�&6�������	� �������&��  �%�*�����9��� ��
�
�	�
����	��-	-&� � &��� ���) Bjorkoy (1991) �
�-&����&-�%��� ��&�
�����4��6*�)� �
	���4�� �")�!��4��6�
����*� ����)
����"����5����8�  �<!+��9����
�-&���)�������
�&���
%"����4
���� -�&6���+�����&� �� � Virtanen ����^� (1989) -&��5���")�!����+,�)
���
+����	��)��&��� �� ��#��+���*�6���� �,!�������!�	���4�� �����#�!������8&-	���������_�
-&� ��8� ����)
����	
�*��,!��+����	��)��&�����&��  �%�*���
����&�5��9��+�	���4�� ��
�
�������5��� ���#��) Clarke ����^� (1994) -&��������!����;��)
���+� �#�� 1 �	 �6�4_�*6
+#���)	���4�� � %&���
���+������8& 6 ��	&�#6 ���������_� 8 ��	&�#6 ")�!���8� �
����&� )
�������
�&%&�����	�
����	��������_�-�!�
;�*! ���������*�)%*��� �*������ &*�� 
*� &����8� ���_���������&� �-�!")�����*�*!��� �"�����%4�&
��+���#�!����
��� �*!+�
��#�!���
���
���+�������_� ")�!�	���4�� ��
�-&���))
����
 �*�����������*�)%*�<�����
����
�������� �"�����%4�&
��*�����!�,�&����&� � 8�� 

 

4.5 �	
Z�������Z��	
�
(
���1�	�
�	��	�0
1Z���
�3�4�	 
+�����5����
�;!����)
����
)�)��9��+��4��6-&�#���#����
� -�!�!����	
����

���*������� ��� �#�� ,!��+����	��)��&��� �� ��#��9��+��4��6 � �����
�+�)����^
 
)
�����������(���#����
��	
���*�����5������"�� (Quasi-vitamins) ��8� ���� )
����
#����
��������5�
��)���������� ���*����)��,��&�,!� ��*����)
 12 ���)
 6 ��&%v��� ���-	(5�������#����
�
�	
����%���������!� (Transfer molecule) 45���������������) S-Adenosyl-Methionine (SAMe) 
%&�,!��+�������!�#�<! Methyl group -	����4��6*���!��*!�� > � ��!����� � �����
����,!��+�
��������&�,8� �)��
��
�-&� ��8� ����)
���-	���*������������� ��4��6+#��
���	�&	�! �
-�%*����  �-4&6 ������*��������)���� ���_&��8 &������&+#�! (Warskulat et al, 1998) 
%&�+�����5���� � Cosquer ����^� 2004 -&��&� �+,�)
���+���������&�,8� �)��
��
�����
)�� 15 ���"��:�6����)��
��
������) %&��	�
�)��
�)�!��	��� )� �)
��� 4 �!��	��� ) 
")�!��
 2 �!��	��� )�
������(�&���������*�)%*� ��,8� �)��
��
���-&�%&���&����!����
&<&��8�����
����������8�� 540 ��%���*� ���+�����&� �� � Marja ��� Erkki (1993) -&�
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�5������+,�-&���:��-��4
����-*����:��-��4
� (betaine) �"8� �	�
�)��
�)������*������
* )�� ���))9<���������� �	���4�� � %&�'
&�,8�  V. anguillarum ����*��	�����*���#�
��))9<����������))-�!����"��������+��!������ �	���4�� � ")�!���))9<����������))-�!
����"���<��5����!�,�&��)���  
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��
#�"
(��13����	
����  
1. �"8� �5���;�� �)
���*! ���������*�)%* �������*������%��+�������� 
2. �"8� �5���;�� �)
��� *! ���	��)*��� ����������)������_� �����))

��&��� ��#��+�����  
 
 
"
(0 ��3���1	��%	�(!��
�� 
 �������5����������&�)� �)
����
��#������
����������+� �#���"8� �"��� �*��
���������*�)%* ����*������*! �,8� %�� ���(5�;�*! ���	��)��&��� �� ��#��+����	��)*��
� ����������8� ���&����	�
����	��������_� �����
�;�����5����
������-	�<!����"�����^9�" ���
	����^;�;��*�������� �	�����-�� ���(5��&���+,���	=�,
���+����	� ������������%��
�"8� ����"����
��������
�����8�*! -	 
 
�\*]� ���
�^	�-
���
��'��1�	�1�� ���01
��	
����  
  ����� �<�+�)�*���� ������&�+#��#_��!�)
����	
�������&�
������(�������
+� �#�����������
���%���,!���&�������
�&�������	�
����	��������_� 45��(8 �	
��9����
�
��������&-&�)! �+�����"����
�����������	
�;����+#������
���������*�)%*�
�-�!&
 #�8  ���!�;�*! 
���9�"���(5����+#����& �*��� &�&�� �����������)
���+� �#���
���&�)�
��#�������� ���

;��"���	�����:�9�"� ���))9<���������� �����-&� 45�����	
����&
*! �����
�������+�	7���)���
�������
"�H���<	�))���;��*�
�*� �����&���+,���	=�,
���+������
��� �������
;����+#�;�;��*�
�
�"����5��%&�-�!�!�;�����)*! �9�"��&�� � ���*�����+����;��* 45�������-	�<!��))���
�"����
����
�����8�*! -	+� ���* 
 
 
�����
���01
��	
����  
  %������������
�*� �����5�����&�)� �)
����
��#������
��������+� �#��� �
��������"8� �"��� �*�����������*�)%* ����&�������
�&�������	�
����	��������_� ���;�*! 
��))��&��� �� ��#��9��+�*��� �������� ���(5�;�*! ��))9<����������������*������*! 
�,8� �)��
��
��! %���
�������+�������� �"8� +#������(����� �<��
�-&�-		�����*6+,�-&� �!���

	�����:�9�"����#�����*! -	 
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����� 2  

 

1.����� 
 

1.1 ���������Z��	
����� 
�����������-��
�	�������,8� -���������)��
��
��! %�� %&���������v��6��
�-�!

�
	����*�� �������&%�� ��������*���#��,8� -��������)��
��
�%&�+,�������,
�%������  45��
����&� ��
� 1 +,������������-� ��� 35-45 ��� (����#���	����^ 2.24 ± 0.02 ����) ������ 3,000 
*�� ����&� ��
� 2  +,������������-�����#���*�������*��	����^ 10.00 ± 0.01 ���� 

 

1.2 �	
�1�� 
1.2.1 ������
���#��)�������#6�!��	��� )���%9,������ � �#���&� � 

(9��;��� �) 
1.2.2 ������
���#��)�������#6��^9�"���� (9��;��� �) 
1.3.3 ������
���#��)�������#6 ��6	��� )��8 &� �������� (9��;��� �)          

 

 1.3 �	-	
��	-
�����4 ������	� 
 ����&� ��
���+,��<*� �#�����#��)��
��������&� �����#�& 5 �<*� �*�*!�����
*����&�)������������ �)
��� %&������^�<*� �#��+#��
��&�)��^�!����%9,�������!�������
,�&����&� � �*!���<*��
��&�)%	�*
�	����^ 35 �	 �6�4_�*6 -����	����^ 8 �	 �6�4_�*6 
"������	����^ 370 ��%���� �
�*!  100 ���� 
 

2.��"�
+3 

2.1 ��"�
+3���4 ������	�Z��%� 
2.1.1 ���,�����& 1×1×1.5 ��*� 
2.1.2.  �	��^6��))+#� ���� 	��� )&������8� �+#� ���� �! �� ������ #��

����  
2.1.3.  �	��^6���������� -&���! ����,� ��������(��"���*�� 
2.1.4. *��!�����#��)#�)4! �*������ 
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2.2. ��"�
+3���4 ������	�Z�
$� 
2.2.1. *<���������& 20×48×20 ���� ���������� 200 ��*� 
2.2.2.  �	��^6��))+#� ���� 	��� )&������8� �+#� ���� �! �� ������ #��

���� 
2.2.3.  �	��^6���������� -&���! ����,� ��������(��"���*�� 
2.2.4.  �	��^6����	�
���(!������ -&���! ������&<&���� ������8� �	7������,��&��!� 

(submersible pump) 
  

2.3 ��"�
+3���1
	(-31�+S	)�4�	 
2.3.1  �	��^6��&�!������	
���&&!�� (pH) �8  ���8� � pH meter � � Mettler 

Delta ��!� 340 
2.3.2  �	��^6������8� ��������#��)�������#6�!������	
�&!�� (alkalinity) -&���! 

��&�<	,�"<! )
��� �6 ���) �*�� )����* 	w�	* �<���� �����&��_)*�� �!������ 
2.3.3  �	��^6��& �^#9<������ -&���! �� �6%����* �6 
 

2.4 ��"�
+3���1
	(-3��13"
(����	��1������	-	
����� 
2.4.1  �	��^6�������#6����,8�� -&���! ��&,��� (weighing bottle) *<� ) (hot air 

oven) � � Memmert %(&<&����,8�� (desiccators) ���8� �,���-vv�� 4 *���#�!� 
2.4.2  �	��^6�������#6%	�*
� -&���! ���8� ��! � (digestion apparatus) � � 

Gerhardt ��!�Kjeldatherm ���8� ������ (distillation apparatus) � � Gerhardt ��!� Vapodest I #� &
�! �%	�*
� (digestion tube) )
��� �6 ���) �*�� ��&�<	,�"<! ���)����* 

2.4.3  �	��^6�������#6-���� -&���! ,�&���8� ��8 �������#6-���� ��!� Soxtec 
System HT6 -���� ���� (������&��� *<� ) %( )�#�� ���8� �,���-vv�� 4 *���#�!� 

2.4.4  �	��^6�������#6�(�� -&���! (�������)8� ����8 ) (crucible) �*��;� (muffle 
furnace) � � Gallenkamp %(&<&����,8�� (desiccators) ���8� �,���-vv�� 4 *���#�!� 
 

2.5 ��"�
+3��	-
��

������	
��
�/�
��0
������� 
	��� )&��� ���8� �,���-vv�������� 2 *���#�!� (��"���*�����& 5 ��*� 

�������"���*�� ����,� ����� ��! �"���*�� ;����#�<4�)*������ 
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2.6 ��"�
+3���1
	(-3��13"
(�������� 
2.6.1  �	��^6��_)��8 &���� -&���! ��_����& 25G ��� 1 ���� ������) �'
&��

"���*�����& 1 �������*� #� &"���*�� (micro tube) ���& 1.5 �������*� 
2.6.2 ���8� ����#��)���4
��� -&���! ���8� �#����#�
����
���)��� �^#9<��-&� 

(Beckman, AvantiTM 30 centrifuge) ��	�%*�%v%*���* �6 (spectrophotometer) 
2.6.3  �	��^6���#��)��)��_&��8 & �8  |
��-4%*���* �6 (Haemacytometer) ��� �

��������6 
2.6.4  �	��^6���#��)��8 �����8 & �8  #� &"���*�����& 1 �������*� -�%��	w-

�	* ��	 ���8� ����!�;�� (Vortex mixer) 
2.6.5  �	��^6���#��)�� ��
��_&��8 & -&���! ��_����& 25G ��� 1 ���� ������) �

'
&�����& 1 �������*� #� &"���*�� 1.5 �������*� �-�&6 (slide) �;!�	w&�-�&6 (cover glass) 
���8� ����!�;�� ��� ���������6 
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3. �����	
����� 
����&� ��)!��	
� 2 ����&� � %&�����&� ��
� 1 �5���;�� �)
���*! ���

������*�)%* �������*������%��+�������� �!������&� ��
� 2 �5���;�� �)
���*! ��))
��&��� �� ��#��+��!������ �������� %&��������5������������*�)%*  �*������	�
��� �#��
�	
���8�  	����^ �#���
��������  �*������ &*��  �*�����������*�)%*����"�� ����#��������
��"���
�'�
��*! *�� ����*������%���)��
��
� ���������(+���������&�,8� �)��
��
�� �������8 & 
 ��6	��� )��8 & ���-   �*!�� > +�������8 & %&�����&� ����� 2 ����&� �+,��<*� �#��
�&� ��#�8 ���� �8 ������<*� �#��+#��
��&�)��^�!����%9,�������!�������,�&����&� � �*!
�
)
����
���&�)*!�� > �*�*!����� ��))�����
�������������;�����&� ��
������ 
�&
&��*! -	�
� 
 

3.1 �	
�������� 1: [���������
%��	
��
�/�
��0
'�(1�	�
�	��	�0
1Z�����

�	� 

 3.1.1 �	
�

� ���"�
+3�	
����� 
+,����,�����& 1×1×1.5 ��*� %&��������,��+�)! &���
��
�����5�	����^ 

1.7 ��*� ��
����
�������_� 10 "
"
�
 �)!�,�&����&� ��	
� 5 ,�&����&� � > �� 4 4��� %&��*!��
4��� +,����������� 50 *�� %&��'�
������#���� �����*! ���,��+#��
����#����'�
��*! *��+�����
��������
���,�� ����
���+#� ����%&�+,�+)"�&*
����+�)! *� &�������������
���"�� ���)+#� �#�����
�� 4 ����� �	
��������� 6 ��	&�#6 

 

3.1.2 �	
�

� ���������� 
�*�
�������&� ��
�	�������,8� -���������)��
��
��! %�� %&�+,������������-�

 ��� 35 (5� 45 ��� (����#���	����^ 2.24±0.02 ����) ������ 3,000 *�� �����"��+����,���! ��
���
�������&���&���������,�������#������������*��+#��
����#������������*�� 2.24±0.02 ���� ������ 50 *��
*! ���,�� ������ 20 ���,�� ��
���+����,���&� ����+#� �#��+�,�&��)����	
����� 1 ��	&�#6 
�"8� +#���*�6�&� ����������)�9�"��&�� � ��^9�"����+�)! �
�+,��
�!������	
�&!�� (alkalinity) 
��!���) 80-120 "
"
� _� ���"
� , �<!+�,!�� 7.5-8.5 

  

 3.1.3 �	
�

� ��	
����� 
�����^	����^���)
����
�+,��"8� +#�-&���&�)����������� 4 ��&�) -&���! 1, 2, 3 

��� 4 �	 �6�4_�*6 %&���������������)
����������8 �����)�	�����
�"8� +#� �#���*!���<*��
��&�)
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�����������*���
������^-�� ��������5�;����!:�*���� ��*������� ����	���������� *���
������^
-��+��*!���<*� ������ 
�&� �����*�
�����)
���+� �#���&� ��<*�*!�� > &��*�����
� 5 
 


	
	���� 5 ����*�
��)
���+� �#���&� ��<*�*!�� >  
 
 �#���<*��
� �����������)
��� 

(�	 �6�4_�*6) 
)
��� 

(����/ �#�� 4 ��.) 
	����^�	�����
�
�+,���8 
��� (����/ �#�� 4 ��.) 

1 0 �	 �6�4_�*6 0 1,540 
2 1 �	 �6�4_�*6 40 1,500 
3 2 �	 �6�4_�*6 80 1,460 
4 3 �	 �6�4_�*6 120 1,420 
5 4 �	 �6�4_�*6 160 1,380 

 

3.1.4 �	
�

� ��	-	
����� 
+�����&� ��
���+,��<*� �#�����#��)��
��������&� �����#�& 5 �<*� &��*�����
� 

9 �*�*!�����*����&�)������������ �)
��� %&������^�<*� �#��+#��
��&�)��^�!����
%9,�������!�������,�&����&� � �*!���<*��
��&�)%	�*
�	����^ 35 �	 �6�4_�*6 -����
	����^ 8 �	 �6�4_�*6 �(�� 12 �	 �6�4_�*6 ����,8����#�!�� 6-8 �	 �6�4_�*6 "������	����^ 370 
��%���� �
�*!  �#�� 100 ���� 45���
�����*�*!��� �)
��� 4 ��&�)�8  1, 2, 3 ��� 4 �	 �6�4_�*6 
������,�&��)����
�-�!-&�;��)
��� �����*�������� �#���&� �%&�������)
���+��*!���<*�
*���
������^-��;����)��*(�&�) �#�� 8�� > +����8� �;�� �#������*(�&�)�������&
 �5������
 �&��_& ���������5���	
��������� 5 ���
 ������-	 )�
� �^#9<�� 60  ����4��4
�� ���#��&
 
)������(��"���*����_)�����+�*<���_��
� �^#9<�� 4  ����4��4
��  
 

 

 

 

 

 

 



 26 


	
	���� 6 �!��	��� )���	����^��*(�&�)+� �#���*!���<*�� �����&� � 
 

�<*� �#�� �!��	��� ) 
(����/100 ����) 1 2 3 4 5 

	��	�� 15 15 15 15 15 
#�5�	�� 5 5 5 5 5 
�
���<�*� 3 3 3 3 3 
���(����#�8 � 26 26 26 26 26 
�	�����
 38.5 37.45 36.42 35.37 34.33 
�������	��  2 2 2 2 2 
�������(����#�8 � 2 2 2 2 2 
��4�*�� 1 1 1 1 1 
��*���������!:�*�;��1 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5 
�	���������� 5 5 5 5 5 
)
���* 0 1.04 2.08 3.13 4.17 
��� 100 100 100 100 100 
������������ �)
��� (%) 0  1 2  3  4  
 
1Vitamin and mineral mixture supplemented per kilogram feed: Thiamine (B1) 10 mg; Riboflavin 
(B2) 20 mg; Pyridoxine (B6) 10 mg; Cyanocobalamin (B12) 2 mg; Retinal (A) 4,000 IU, 
Cholecalciferol (D3) 2,000 IU; Menadione sodium bisulfite (K3) 80 mg; Folic acid 5 mg; Calcium 
pantothenate 40 mg; Inositol 400 mg; Niacin 150 mg; DL-alpha-tocopherol (E) 50 IU; Choline 
chloride 6,000 mg; Ascorbic acid (C) 500 mg; Biotin 1 mg; NaCI 0.25 g; MgCO3 3.75 g; FeSO4 
0.72 g; (CH3COO)2 Ca.5H2O 0.88 g; ZnSO4.7H2O 0.088 g; MnSO4.4H2O 0.040 g; CuSO4.5H2O 
0.008 g; CoCl2.6H2O 0.00025 g; KIO3.6H2O 0.00075 g   
*Betaine 96% 
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����* �+�����*�
�� �#���
&��*! -	�
� 
3.1.4.1 ,����	�����
 ���)
��� *���
������^-��+��*!���<*� �#�� &������8� �,���

-vv���
��
������� 
�& 4 *���#�!� ;��+#�������� �!������(5�+�(��"���*��+� 
3.1.4.2 ,���	��	�� #�5�	�� �
���<�*� ������(����#�8 �	����!:�*���� ��*����

�������	����������*���
������^-��+��*!���<*� �#�� &������8� �,���-vv���
��
������� 
�& 2 
*���#�!� ;��+#�������� �!������(5�+�(��"���*��+� 

3.1.4.3 ,�����4�*������������"8, &������8� �,���-vv���
��
������� 
�& 2 *���#�!� 
;�����+#�����(5�+�)
��� �6 

3.1.4.5 �����*(�&�) �#��*���
�,���-������ �������8� �;�� �#�� ;�����������&

�	
����� 15 ���
 ���� �5������*(�&�)+���  3.1.3.4 ;����-	�	
����� 5 ���
 ����*������ 35 % � �
����#��� �#�� ;������*(�&�) �#���������&
�	
����� 15 ���
 

3.1.4.6 #��������*(�&�);���������&
 ������ �&��_& �#�����&�
��#�������)
���&�
��������*� &����&� � 

3.1.4.7 ��� �#���
� �&��_&����������5��+��
��5�� �#���������� 5 ���
 #�������5��
 �#����
�)�� ������5����-	 )�
� �^#9<�� 60  ����4��4
�� ���#��" &
 )����+�(��"���*������
��_)�����-��+�*<���_��
� �^#9<�� 4  ����4��4
�� (��H�"� ����^�, 2540) ��� �#���&� �-	
*���� )��^�!����%9,������ ��<*� �#�� (%	�*
� -���� ����,8�� ����(��) &������
�������#6 ��6	��� )������
� � �#���
��*�
��*����:
��*����� � AOAC (1990) �! ����-	
��
����&� � ;�����������#6��^�!����%9,������ � �#��+�,�&����&� ��
� 1 ��&�+�*����
�
� 7 
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	���� 7 �!��	��� )���%9,������ � �#���&� �+�����&� ��
� 1 �
��
)
�����&�)*!�� >   
                   %&�����������#61  
 

�!��	��� ) (%)  �#��
�<*��
� 

)
��� 
% ����,8�� %	�*
� -���� �(�� ��8� +� NFE 

1 0 7.56 ± 0.02 34.23 ± 0.21 8.43 ± 0.21 6.43 ± 0.03 0.063 ± 0.002 43.29±0.67 
2 1 7.75 ± 0.01 34.44 ± 0.33 8.34 ± 0.11 6.33 ± 0.01 0.062 ± 0.005 43.08±0.66 
3 2 7.52 ± 0.04 34.33 ± 0.13 8.76 ± 0.17 6.76 ± 0.05 0.061 ± 0.004 42.57±0.56 
4 3 7.85 ± 0.07 34.42 ± 0.54 8.12 ± 0.65 6.23 ± 0.02 0.061 ± 0.003 43.32±1.81 
5 4 8.02 ±0.02 34.74 ± 0.66 8.67 ± 0.43 6.78 ± 0.07 0.060 ± 0.006 41.73±1.68 

 

1*������
������� �	
��!��'�
�� ± �!��)
����)���*���� (�������������#6*�� �!�� 2 4���) 
 

3.1.5 '[��	
����� 
+�����5������������*�)%*������;�����&� ��))��!�*� & (Completely 

randomized design, CRD) %&��)!�����&� �  ��	
� 5 ,�&����&� � �*!��,�&����&� ��
 4 
4��� > �� 50 *�� %&��*!��,�&����&� ��)!��� 3 4��� �"8� �5������������*�)%*��� ��6	��� )
��8 & ��� 
� 1 4������-	�&� )����*������%��������������(+���������&�,8� �)��
��
�+�
������8 & %&�,�&����&� ��*!��,�&�
��&�)������������ �)
����*�*!����� 4 ��&�) (1, 2, 3 ��� 
4 �	 �6�4_�*6) ������(5�,�&��)��� (0 �	 �6�4_�*6) �����*������&� �%&���������&��8 ������
��

���& 2.1-2.2 ���� ���������,�������#��������*���! �	�! �����
���+����,�� ���,���� 50 *�� +#�
 �#������� 4 �8�  ���� 7.00 �., 12.00 �., 17.00 �. ��� 22.00 �. �����*	����^ �#���
�������� 
�"8� ���-		��) �#��+��8� *! -	 ,������)���5�����#��� �#���
�+#�+������� ,�������#���������� 2 
��	&�#6 )���5�;�*� &����&� �  

���#��)����5�������*�������������
�&%&�����	�
����	��������_� ���
�;�����&� ��v�� ��
���)) 4×4 	7���� 45��	��� )&��� 16 #�!���&� � %&��5���	7���� 2 
	7���� �8  ,�&����&� � �������  
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3.1.6 �	
��b�
��
������$� 

 �	


������	
��
�/�
��0
'�(��

	�	

��
	 ��������	� 
,�������#������������� 2 ��	&�#6%&�,�������#������� ������*!��4���&������8� �,���

-vv�������� 2 *���#�!� ��)�����������
��#�8  �<! ��������&����&� � �����*"p*�����������
 �#��� �����*� &����&� � "�� ������&)���5��� �<�-����������&����&� � 6 ��	&�#6 ���
�� �<��
�-&��������^�!�*!�� > &���
� 

- ����#����'�
��*! *�� (average weight) (9��;��� �) 
- ����#����
��"����5�� (% weight gain) *����:
���� � Tapia-Salazar ����^� 

(2004) (9��;��� �) 
-  �*�����������*�)%*����"�� (specific growth rate, SGR) *����:
���� � Ziaei-

Nejad ����^� (2006) (9��;��� �) 
-  �*������	�
��� �#���	
���8�  (feed conversion rate, FCR) (9��;��� �) *��

��:
���� � Felix ��� Sudharsan (2004) 
- 	����^ �#���
�������� (feed consumption) (9��;��� �) 
-  �*������ &*�� (survival rate) *����:
���� � Felix ��� Sudharsan (2004) 

(9��;��� �)  
 

3.1.7 �	
&U�*	1�	�
�	��	�0
1'�1���
� �
���'�� (Vibriosis) 
+,�*�� �!����������
���
���&��� �#���&� ��	
����� 6 ��	&�#6  ������ 5 ,�&���

�&� � > �� 3 4��� > �� 10 *�� ���������&� )����*������%���)��
��
���8 ����*����:
���
� ����� ����^� (2543) %&����'
&�,8�  V. harveyi )�����:���
��
 ��� 24 ,���%�� 45�����������

������������ ��,8� 	����^ 107 %�%��
/�������*� ����*�������&� �*���� 0.1 �������*� �������
)���5����*��� �����+��*!��,�&����&� �9��#������'
&�,8� �	
��������� 10 ���  

 
3.1.8 �	
&U�*	1�	��	�	
#Z��	
��	������4�'�1���
� ����4�	����� (Clearance 

ability of bacteria) 
+,�*�� �!������+���	&�#6�
� 6 ������ 5 ,�&����&� � > �� 5 4��� > �� 5 *�� ��

�������5������������(+���������&�,8� �)��
��
� %&��*�
�����������,8�  V. harveyi �
����
)�����:���������
���)� �#��)� �#�� Tryptic soy agar (TSA) ;�����8  1.5 �	 �6�4_�*6 )!��
�
 �^#9<�� 35  ����4��4
�� �	
����� 18 ,���%�� ����,8� �
�������	
����!��&
����������+��������8 
	� &�,8�  1.5 �	 �6�4_�*6 �����&�����5)����
����������8�� 640 ��%���*� +#�-&��!����&<&��8�
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���	����^ 0.07-0.09 ������-	�"��)� �#����
����,8�  TSA ;�����8  1.5 �	 �6�4_�*6 %&�
��:
��� drop plating �"8� ��)�������4��6�����*�� ����������������
��*�
��-&�'
&���������&� ��
�
)����^�������8� 	�� ��
� 6 *���� 0.1 �������*� #������'
&�,8� �	
����� 3 ,���%�� ������&<&��8 &
)����^%�����&���<!�
� 3 ��������&� �*����	����^ 0.2 �������*� �����������8 �����8 &�����*!��
*��+������������8  1.5 �	 �6�4_�*6 �	
� 1/2 1/4 ��� 1/8 ��!�����������������*!�������������
-	�"���,8� )� �#����
����,8�  TSA ;�����8  1.5 �	 �6�4_�*6 %&���:
 drop plating �"8� ��)	����^
�,8� �
��
 �<!+�������8 & ������������� �#��&����!��-	)!��
� �^#9<�� 35  ����4��4
�� �	
����� 18 
,���%�� ������)	����^�,8� �
������)� �#����
����,8� ��
�)��),�&��)������	����^�,8� �����*���
�
��)-&� *����:
���� �����������^� (2543 �) 
 

3.1.9 �	
&U�*	�	

������1�	��1
� �Z������	�
%��	
�"��� �'"��1�	��1b� 
��_)*�� �!������+���	&�#6�
� 6 %&���!�����������,�&����&� � > �� 40 *�� ��

�	�
�)��
�)+��*!����&�)������_� +�,!�������
� 0, 1, 3 ��� 6 ,���%�� #�����������5��������_)
 ��6	��� )��8 &-&���! 

- ����������#6�!�  �%�����*
� ���	����^ ����%��-��6*!�� > +���8 & *��
��:
���� ������� ����^� (2543 �.) 

 

3.1.10 �	
���1
	(-3����$� 
���������*�)%* ����*������%�� ���	�����:�9�"��������&�,8� �)��
��
�+,�

����������#6�����	�	��� ANOVA (Steel and Torrie, 1980) ����	�
�)��
�)�����*�*!��� �
�!��'�
��&�����:
 Duncan� Multiple Range Test (Duncan, 1955) �!������&� )����*������
�������
�&%&�����	�
����	��������_� ���������������#6�����	�	��� (ANOVA) ������
����������#6#�	=����"��:6� ��*!��	7���� �8  ,�&����&� � ������� � ���������������#6�!�
�#���"��:6� ��*!��	7����&�����:
� � Pearson correlation 
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3.2 �	
�������� 2: [���������
%�
(�����������-��Z�
%	��	 ��������	� 

 

3.2.1 �	
�

� ���"�
+3�	
����� 
�5���;�� �)
���*! ���������*�)%* ����	�
����	��������_�*! ��))��&��

� ��#��+��!������ �������� %&�+,�*<���������& 20×48×20 ���� 	����^������!���) 250 ��*�  
 
3.2.2 �	
�

� ���������� 1�+S	)�4�	Z�
$������ '�(�	
Z-��	-	
 
�*�
�������&� ��
�	�������,8� -���������)��
��
��! %�� %&�+,������������-�

������ 1,000 *�� %&������"��+�)! 4
���*6�! ��
����������&���&���������,�������#������������*��
+#��
����#������������*�� 10 ���� ������ 15 *��*! *<� ������ 30 *<� ��
���+�*<��&� ����+#� �#��+�
,�&��)����	
����� 1 ��	&�#6 �"8� +#���*�6�&� ����������)�9�"��&�� ���� �#���&� � 
�����*���� ���) �#��� ������! ����������&� � ��^9�"����+�*<��
�+,���
����
�!������	
�&!�� 
(alkalinity) ��!���) 80-120 "
"
� _� ���"
� , �<!+�,!�� 7.5-8.5 +#� �#������� 4 �8�  ���� 7.00 �., 
11.00 �., 17.00 �. ��� 22.00 �. ����������	�
���(!���������&<&*�� ����>��� 

 

3.2.3 �	
�

� ��	
����� 
������������ ����)
����
�+,�+�����&� ��
� ���	
���&�)������������
����

+#�;����������*�)%*� ��������&
�
���&+�,�&����&� ��
� 1 ����
��:
����*�
�����)
���
�,!��&
����)����&� ��
� 1 (3.1.4) ��&�+�*�����
� 8 
 


	
	���� 8 ����*�
��)
���+� �#���&� ��<*�*!�� >  
 

�<*� �#�� �����������)
��� 
(�	 �6�4_�*6) 

)
��� 
(����/ �#�� 4 ��.) 

	����^�	�����
�
�+,���8 ��� 
(����/ �#�� 4 ��.) 

1 0 �	 �6�4_�*6 0 385 
2 4 �	 �6�4_�*6 160 345 
3 8 �	 �6�4_�*6 320 305 
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3.2.4 �	
�

� ��	-	
����� 
�!��	��� )���	����^��*(�&�)+� �#���*!���<*�� �����&� � �
�<*��
�

�#�8 ������)����&� ��
� 1 ���;�����������#6��^�!����%9,������ � �#��+�,�&���
�&� ��
� 1 ��&�+�*�����
� 9 
 


	
	���� 9 �!��	��� )���%9,������ � �#���&� �+�����&� ��
� 2 �
��
)
�����&�)*!�� >  
                  %&�����������#61  
 

�!��	��� ) (�	 �6�4_�*6)  �#��
�<*��
� 

)
��� 
(%) ����,8�� %	�*
� -���� �(�� ��8� +� NFE 

1 0 8.65 ± 0.01 34.27 ± 0.49 8.25 ± 1.05 6.35 ± 0.03 0.063 ± 0.002 42.42±2.24 
2 4 7.47 ± 0.03 34.14 ±0.61 8.54 ± 0.29 6.44 ± 0.11 0.060 ± 0.006 43.35±1.48 
3 8 6.65 ± 0.09 34.62 ± 1.32 8.21 ± 0.27 6.53 ± 0.11 0.057 ± 0.003 43.93±2.54 

1*������
������� �	
��!��'�
�� ± �!��)
����)���*���� (�������������#6*�� �!�� 2 4���) 
 

3.2.5 '[��	
����� 
����&� ��
� 2 �	
�����5����	�
�)��
�)��&�)� �)
��� 3 ��&�) ��#�!������

��_��
� 2 "
"
�
 ��� 25 "
"
�
 %&��5������������*�)%*  ��6	��� )��8 & 	����^  �%�����*
� 
���-   �+�������8 & %&�����;�����&� ��))�v�� ��
�� (Factorial design) �
	7���� 2×3 
	7���� �8 ������_�� ������
� 2 "
"
�
 ��� 25 "
"
�
 �����&�)� �)
��� 0, 4 ��� 8 �	 �6�4_�*6 �
,�&
����&� �����#�& 6 ,�&����&� � �*!��,�&����&� ��
 5 4��� ����	�
�)��
�)�����*�*!��� �
�!��'�
��&��� Duncan�s Multiple Range Test (Steel and Torrie, 1980) �����*	����^ �#���
��������
�"8� ���-		��) �#��+��8� *! -	 ������ 
�& 8�� > &����������,!��&
����)����&� ��
� 1 

���#��)����5�������*�������������
�&%&�����	�
����	��������_� �����
�;�����&� ��v�� ��
���)) 3×4 	7���� %&��5���	7���� 3 	7���� �8  ��&�))
��� 3 ��&�) ���
�����
�+,�+�����&� � �
,�&����&� �����#�& 12 ,�&����&� � �*!��,�&����&� ��
 4 4���  
 

3.2.6 �	
��b�
��
������$� 

3.2.6.1 �	


������	
��
�/�
��0
'�(��

	�	

��
	 ��������	� 
,�������#������������� 2 ��	&�#6%&�,�������#������� ������*!��4���&������8� �,���

-vv�������� 2 *���#�!� ��)�����������
��#�8  �<! ��������&����&� � �����*"p*�����������
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 �#��� �����*� &����&� � "�� ������&)���5��� �<�-����������&����&� � 6 ��	&�#6 ���
�� �<��
�-&��������^�,!��&
����)����&� ��
� 1 ��&�+�9��;��� �  

 

3.2.6.2 &U�*	��13"
(�������� 
��_)*�� �!������+���	&�#6�
� 6 %&���������!�����������,�&����&� � > �� 80 *�� 

�"8� ��������_)*�� �!�� ��6	��� )��8 &�! ��������	�
����	��������_� -&���! 
- ����������#6	����^%	�*
�+��4��6��_&��8 &���4
��� (&�&�	����� Lowry 

����^� (1951) 
- 	����^��_&��8 &�������#�& (Total hemocytes count) *����:
���� ������� 

������:� (2538) 
- ����������#6	����^��<%��+���8 & (Blood glucose) *����:
� � Hyvarinen 

��� Nikkila, (1962) 
                 - ����������#6�!�  �%�����*
� ���	����^ ����%��-��6*!�� > +���8 & (������ 
����^�, 2543 �) 

 

3.2.6.3 &U�*	�	

������Z������	�
%��	
�"��� �'"��1�	��1b�'��h��)��� 
               - ����������#6	����^%	�*
�+��4��6��_&��8 &���4
��� *����:
&�&�	����� 

Lowry ����^� (1951) 
    - 	����^��_&��8 &�������#�& (Total hemocytes count) *����:
���� ������� 
������:� (2538) 
    - ����������#6	����^��<%��+���8 & (Blood glucose) *����:
&�&�	����� 
Hyvarinen ��� Nikkila (1962) 
    - ����������#6�!�  �%�����*
� ���	����^ ����%��-��6*!�� > +���8 & *��
��:
���� ������� ����^� (2543 �) 
 

3.2.7 �	
���1
	(-3����$�  
�������#6�� �<�%&�����������#6#������	�	��� (ANOVA) �	�
�)��
�)����

�*�*!��� ��!��'�
��&��� Duncan�s multiple range test %&�%	����� SPSS version 11. ���
�������#6�!��#���"��:6��#�!��	7����&�����:
� � Pearson correlation 
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����� 3 

 

[��	
����� 

 
1. �	
�������� 1: [���������
%��	
��
�/�
��0
 '�(1�	�
�	��	�0
1Z������	� 
  
 1.1 [��	
��
�/�
��0
'�(��

	�	

��
	 ��������	� 

 1.1.1. �4�	-����h��� 
%�
�� 
  ����#����'�
��*! *��� ���������
�-&���) �#��;��)
������� 5 �<*� *� &��������
����&� � 6 ��	&�#6 ")�!���������
����#����'�
��*! *���"����<��5��*��������������&� � &��
��&�+�9�"�
� 4 �����8� ������������&� ������
����#����'�
��*! *�� �<!+�,!�� 2.24±0.01-2.26±0.01 
���� ")�!�-�!�
�����*�*!���������(�*� �����8� ������&����&� �+���	&�#6�
� 6 ")�!���������
�
-&���))
��� 4 �	 �6�4_�*6 �
����#����'�
��*! *���<��
���& (12.23±0.14 ����)  
 

 

 

 

a ab ab ab b

0

2

4

6

8

10

12

14

0 2 4 6

�������� (	
���
)

����
�
����������
�
 (��
�)

���������

��	
� 1 	
��	����

��	
� 2 	
��	����

��	
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��	
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S	)��� 4 ����#����'�
��*! *��� ���������������� 0 (5� 6 ��	&�#6 (�!��'�
��±�!�
�)
����)���*���� ����� �<� 3 4���) 
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 1.1.2 �4�	-�������)����U4� ��

	�	
��
�/�
��0
��	�)	( ��

	�	

��
	  ��

	�	


�"��� ��	-	
�"i����4� "
��	+�	-	
���������� 
       ����#����
��"����5��  �*�����������*�)%*����"��  �*������ &*��  �*������	�
���
 �#���	
���8�  ���	����^ �#���
����������� �#��+��*!��������� 5 �<*� �	
��������� 6 
��	&�#6 ��&�+�*�����
� 10 ")�!���������
�-&���) �#������ 5 �<*��
�	 �6�4_�*6����#����
��"����5�� �<!
+�,!�� 404.00±17.52-440.33±9.07 �	 �6�4_�*6 %&���������
�-&���) �#��;��)
��� 4 �	 �6�4_�*6 �

�	 �6�4_�*6����#����
��"����5���<���& (p<0.05) 
   �*�����������*�)%*����"��")�!���������
�-&���) �#��;��)
��� �
 �*�����
������*�)%*����"���<���!���������
�-�!-&���) �#��;��)
��� (p<0.05) %&�,�&�
�-&���))
��� 4 
�	 �6�4_�*6 �
 �*�����������*�)%* 4.01±0.06 �	 �6�4_�*6 �<��
���&��8� ��
�)��)��&�) 8��>  
     �*������ &*��� ���������
�-&���) �#������ 5 �<*� -�!�
�����*�*!������(�*� 
(p>0.05) %&��
�!� �<!+�,!�� 94.67±7.57-99.33±1.15 �	 �6�4_�*6 
    �*������	�
��� �#���	
���8� � ���������
�-&���) �#������ 5 �<*� -�!�
����
�*�*!������(�*� (p>0.05) %&��
�!� �<!+�,!�� 1.75±0.09-1.85±0.18 
     ���#��)	����^ �#���
��������*! *��*! ������� 5 �<*� -�!�
�����*�*!������(�*� 
(p>0.05) %&��
�!� �<!+�,!�� 0.39±0.02-0.43±0.01 ����*! *��*! ��� 
 
  1.1.3. [���������
%�1�	�
�	��	�0
1 Vibriosis '�(1�	��	�	
#Z��	

��	������4�'�1���
� Z��4�	����� (Clearance ability of bacteria) 
  ;�� �)
���*! ����*������%���)��
��
���8 ���� (Vibriosis) ��)��������
�
-&���) �#���
��*�*!����� 5 �<*� �
��&� ��,8� �	
��������� 10 ��� ��&�+�*�����
� 11 ")�!�
 �*������ &*��� ��������-�!�
�����*�*!���������(�*� (p>0.05)  �<!+�,!�� 23.33±15.27-
56.67±11.55 �	 �6�4_�*6 %&� �*������ &*��� ���������
�-&���) �#���
�;��)
��� 4 �	 �6�4_�*6 
�
���%����
����
����*������%��-&�&
��!�,�&����&� � 8�� �!�����������(+���������&�,8� 
�)��
��
�+�������8 &� ���������
�-&���) �#���
��*�*!����� 5 �<*� 9��+��������� 3 ,���%�� 
")�!�	����^�,8� �)��
��
��
�'
&����*�������&���*�*!�����+���������
�-&���))
����
���&�)�*�*!��
��� 9��+����� 3 ,���%�� %&��������	�
�)��
�)��)�,8� �)��
��
������*���
��
�!���!���) 6.1 × 106 
%�%��
/�������*� ��&�+�*�����
� 11 45��")�!������
�-&���) �#��;��)
��� 3 �	 �6�4_�*6 �

	�����:�9�"+���������&�,8� �)��
��
�&
��!������
�-&���) �#��,�&��)��� �8  0.04±0.01 ×104 
%�%��
/�������*� ��� 1.33±0.26 ×104 %�%��
/�������*� *�����&�)  
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	���� 10 ����#����
��"����5��  �*�����������*�)%*����"��  �*������ &*��  �*������	�
��� 
  �#���	
���8�  ���	����^ �#���
�������� � ������&� ��
�-&���) �#��;��)
���

��&�)*!�� > �	
��������� 6 ��	&�#61 

1*������
������� �	
��!��'�
��±�!��)
����)���*���� ����� �<� 3 4��� 
 *�����+��&�96�
������)&��� ����*!����� �
�����*�*!����� �!���
�������������(�*��
���&�)����
�,8� ���� 95 �	 �6�4_�*6 (p<0.05) 
 


	
	���� 11  �*������ &*��������'
&�,8�  V. harveyi ��� ��������&�,8� �)��
��
�+�������8 &����1 
,�&����&� �  �*������ &*��������'
&

�,8�  V. harveyi(�	 �6�4_�*6) 
	����^� ��,8�  V. harveyi  �
�")+�������8 &

#������'
&�,8� 	����^ ×107 %�%��
/
�������*� (×104 %�%��
/�������*�) 

,�&��)��� 23.33 ± 15.27a 1.33 ± 0.26b 
)
��� 1 �	 �6�4_�*6 36.67 ± 20.81a 2.70 ± 1.40c 
)
��� 2 �	 �6�4_�*6 50.00 ± 10.00a 0.37 ± 0.35ab 
)
��� 3 �	 �6�4_�*6 43.33 ± 30.55a 0.04 ± 0.01a 
)
��� 4 �	 �6�4_�*6 56.67 ± 11.55a 0.23 ± 0.19ab 

 

1*������
������� �	
��!��'�
��±�!��)
����)���*���� ����� �<� 3 4��� (��������������&�,8� �)��
��
�
+�������8 &�����
�� �<� 5 4���)  
*�����+��&�96�
������)&��� ����*!����� �
�����*�*!����� �!���
�������������(�*��
���&�)����
�,8� ���� 95 �	 �6�4_�*6 (p<0.05)  

,�&���
�&� � 

�	 �6�4_�*6
����#����
��"����5�� 

 �*�����������*�) 
%*����"�� 

(�	 �6�4_�*6*! ���) 

 �*����� 
� &*�� 

(�	 �6�4_�*6) 

 �*�����
�	�
��� �#��
�	
���8�  

	����^ �#���
�      
������� 

(����*! *��*! ���) 
,�&��)��� 404.00 ± 17.52a 3.85 ± 0.08a 98.67 ± 1.15 1.79 ± 0.09 0.39 ± 0.02 
)
��� 1 % 420.00 ± 5.29ab 3.92 ± 0.03ab 94.67 ± 7.57 1.85 ± 0.18 0.42 ± 0.04 
)
��� 2 % 420.00 ± 2.65ab 3.91 ± 0.02ab 99.33 ± 1.15 1.75 ± 0.09 0.39 ± 0.02 
)
��� 3 % 425.00 ± 24.02ab 3.94 ± 0.11ab 98.00 ± 2.00 1.77 ± 0.14 0.40 ± 0.03 
)
��� 4 % 440.33 ± 9.07b 4.01 ± 0.06b 98.00 ± 3.46 1.83 ± 0.08 0.43 ± 0.01 
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1.1.4. "
��	+����b10

!�
3Z��4�	�������������	��	��	
�����1�	�
�	��	�

1�	��1
� �0� �	
�"��� �'"��1�	��1b� 
	����^� �  �%�����*
�+�������8 &� ���������
���
���&��� �#���&� � 2 �<*� 

�8   �#��+�,�&��)��� ���,�&)
��� 4 �	 �6�4_�*6�	
��������� 6 ��	&�#6 ��8� ������,!+�����
����������_� 15 "
"
�
 ��� 40 "
"
�
 �	
��������� 6 ,���%�� ")�!�	����^  �%�����*
�� �����
����
���
���+�������_� 15 "
"
�
 +� �#���&� ����� 2 �<*� -�!�
����	�
����	��� �	����^
  �%�����*
�*� &�������� 6 ,���%�� (p>0.05) (*�����
� 12 ���9�"�
� 5)  

��8� �
����	�
����	��������_��	
� 40 "
"
�
 ")�!�	����^  �%�����*
��
�!��"���
�<��5��+��*!��,!������ �����8� ������&���������
�+,�+�����&� ) (6 ,���%��)-�!")����
�*�*!��� �	����^  �%�����*
�+���������
�-&���) �#������ 2 �<*� (p>0.05) %&�	����^  �%�-
����*
�� ���������
�-&���) �#���<*���)����
	����^*�����&�8  965.00±42.43 �����  �%��*! ��*� 
���	����^  �%�����*
�� ���������
�-&���))
��� 4 �	 �6�4_�*6�
	����^�<���&�8  999.00±8.49 
�����  �%��*! ��*� �����8� ����!��
�-&����������#6�!��#���"��:6")�!������
;�*! 	����^
  �%�����*
� (p<0.01) %&���8� �����"�������5���_�����+#��!�  �%�����*
��"����<��5�� (*�����
� 13
���9�"�
� 6)  

	����^%4�&
��� ���������
�-&���) �#���&� � 2 �<*� +���������������_� 15 
"
"
�
 ��� 40 "
"
�
 �������� 6 ,���%�� ")�!�	����^� �%4�&
��+���������
���
���+�������_� 15 
"
"
�
 -�!�
����	�
����	��*� &�������� 6 ,���%�� (p>0.05) (*�����
� 12 ���9�"�
� 7)  

��8� �
����	�
����	��������_�����")�!�	����^� �%4�&
���
�!��"����<��5��+�
�*!��,!������ �����8� ������&���������
�+,�+�����&� )-�!")�����*�*!��� �	����^
%4�&
�� (p>0.05) %&�	����^%4�&
��� ���������
�-&���) �#���<*���)����
�!�*�����&�8  
417.00±9.89 �����%��*! ��*� ���	����^%4�&
��� ���������
�-&���))
��� 4 �	 �6�4_�*6�
	����^
�<���&�8  435.00±4.24 �����%��*! ��*� �����8� ����!��
�-&����������#6�!��#���"��:6")�!������

;�*! 	����^%4�&
�� (p<0.01) %&���8� �����"�������5���_�����+#��!�%4�&
���"����<��5�� (*�����
� 
13 ���9�"�
� 8) 

	����^�� -�&6� ���������
�-&���) �#���&� � 2 �<*� +���������������_� 15 
"
"
�
 ��� 40 "
"
�
 �������� 6 ,���%�� ")�!�	����^� ��� -�&6+���������
���
���+�������_� 15 
"
"
�
 -�!�
����	�
����	��*� &�������� 6 ,���%�� (p>0.05) *�����
� 15 ���9�"�
� 9) 

 ��8� �
����	�
����	��������_�����")�!�	����^� ��� -�&6�
�!��"����<��5��+�
�*!��,!������ �����8� ������&���������
�+,�+�����&� )-�!")�����*�*!��� �	����^�� 
-�&6  (p>0.05)  %&�	����^�� -�&6� ���� �����
� -&���) �#���<*���)����
�! �*�� ���&�8  
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418.50±13.44 �����%��*! ��*� ���	����^�� -�&6� ���������
�-&���))
��� 4 �	 �6�4_�*6�

	����^�<���&�8  432.50±4.95 �����%��*! ��*� �����8� ����!��
�-&����������#6�!��#���"��:6")�!�
�����
;�*! 	����^�� -�&6 (p<0.01) %&���8� �����"�������5���_�����+#��!��� -�&6�"����<��5�� 
*�����
� 13 ���9�"�
� 10) 
 


	
	���� 12 	����^� �  �%�����*
� %4�&
�� ����� -�&6�
���
���+�������_�	�*� (15 "
"
�
) +�
���������
��*�*!����� 
 

,�&����&� � 
���� 

(,���%��) 
  �%�����*
� 

(�����  �%��*! ��*�) 
%4�&
�� 

(�����%��*! ��*�) 
�� -�&6 

(�����%��*! ��*�) 
,�&��)���  0 655.50 ± 4.95a 274.00 ± 0.00a 289.00 ± 1.41a 
 1 675.00 ± 1.41a 286.00 ± 0.00a 297.50 ± 2.12a 
 3 628.00 ± 7.07a 273.00 ± 4.24a 286.50 ± 3.54a 
 6 644.00 ± 1.41a 265.00 ± 4.24a 278.50 ± 4.95a 
)
���  4 �	 �6�4_�*6 0 651.00 ± 0.00a 274.00 ± 0.00a 283.00 ± 4.24a 

 1 669.50 ± 2.12a 283.50 ± 2.12a 296.50 ± 7.78a 
 3 682.00 ± 18.38a 281.50 ± 0.71a 299.00 ± 1.41a 
 6 658.50 ± 16.26a 268.50 ± 2.12a 280.50 ± 4.95a 

,�&����&� �  ns ns ns 
����  ns ns ns 
,�&����&� �×����  ns ns ns 

 
1*������
������� �	
��!��'�
��±�!��)
����)���*���� ���*�� �!����8 &���� 2 *�� �!��*! ,�&���
�&� � 
�!��'�
��+��&�96�
��
*�� ����*!����������) �
�����*�*!���������(�*��
���&�)�����,8� ����  
95 �	 �6�4_�*6 (p<0.05)  
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	���� 13 	����^� �  �%�����*
� %4�&
�� ����� -�&6�
��������	�
����	��������_��	
� 40 
"
"
�
 +����������
��*�*!����� 
 

,�&����&� � 
���� 

(,���%��) 
  �%�����*
� 

(�����  �%��*! ��*�) 
%4�&
�� 

(�����%��*! ��*�) 
�� -�&6 

(�����%��*! ��*�) 
,�&��)���  0 655.50 ± 4.95a 274.00 ± 0.00a 289.00 ± 1.41a 
 1 808.50 ± 57.28bc 347.00 ± 66.47bc 376.00 ± 19.79b 
 3 949.50 ± 67.18d 408.00 ± 14.14de 420.00 ± 25.46c 
 6 965.00 ± 42.43d 417.00 ± 9.89e 418.50 ± 13.44c 
)
���  4 �	 �6�4_�*6 0 651.00 ± 0.00a 274.00 ± 0.00a 283.00 ± 4.24a 

 1 761.50 ± 3.54b 333.50 ± 6.36b 360.50 ± 13.44b 
 3 859.50 ± 20.51c 377.00 ± 7.07cd 375.00 ± 7.07b 
 6 999.00 ± 8.49d 435.00 ± 4.24e 432.50 ± 4.95c 

,�&����&� �  p<0.05 p<0.05 p<0.05 
����  p<0.05 p<0.05 p<0.05 
,�&����&� �×����  p<0.05 p<0.05 p<0.05 

 

1*������
������� �	
��!��'�
��±�!��)
����)���*���� ���*�� �!��-��8 &���� 2 *�� �!��*! ,�&���
�&� � 
�!��'�
��+��&�96�
��
*�� ����*!����������) �
�����*�*!���������(�*��
���&�)�����,8� ����  
95 �	 �6�4_�*6 (p<0.05)  
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S	)��� 5 	����^  �%�����*
�+�������8 &� ���������
���
���&��� �#���&� � 2 �<*� �8   �#��,�&
��)��� ��������)
��� 4 �	 �6�4_�*6�	
��������� 6 ��	&�#6 +���������������_�	�*� (15 "
"
�
) 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

S	)��� 6 	����^  �%�����*
�+�������8 &� ���������
���
���&��� �#���&� � 2 �<*� �8   �#�,�&
��)��� ��������)
��� 4 �	 �6�4_�*6�	
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2. �	
�������� 2: [���������
%����������-��Z������	� 
 
 2.1 �	
��
�/�
��0
'�(��

	�	

��
	 ��������	� 
  2.1.1 �4�	-����h��� 
%�
�� 
  ����#����'�
��*! *��� ���������
�-&���) �#��;��)
������� 3 �<*� +�������������
��_� 2  "
"
�
 ��� 25 "
"
�
 *� &������������&� � 6 ��	&�#6 ")�!���������
����#����'�
��*! *��
�"����<��5��*��������������&� � &����&�+�*�����
� 14 %&���8� ������������&� �����#����'�
��
*! *��  �<!+�,!�� 10.22±0.12 ���� (5� 10.27±0.10 ���� -�!�
�����*�*!���������(�*� (p>0.05) 
�����8� ������&����&� �+���	&�#6�
� 6 ")�!�������_�� ������
;�*! ��������
���
���+�������_� 
25 "
"
�
 ����
����#����'�
��*! *���<���!���������
���
���+�����������_� 2 "
"
�
  �!���
������������
�(�*� (p<0.05) %&��
����#����'�
��*! *����!���) 15.41±0.55-15.64±0.49 ���� ��� 14.27±0.65-
14.32±0.31 ���� *�����&�) 
 
 2.1.2 �4�	-�������)����U4� ��

	�	
��
�/�
��0
��	�)	( ��

	�	

��
	  ��

	�	


�"��� ��	-	
�"i����4� '�("
��	+�	-	
���������� 
  �!�����#����
��"����5��  �*�����������*�)%*����"��  �*������ &*��  �*�����
�	�
��� �#���	
���8�  ���	����^ �#���
����������� �#������ 3 �<*� �	
��������� 6 ��	&�#6 
��&�+�*�����
� 14 ")�!�������_�� ������
�+,���
����
;�*! �	 �6�4_�*6����#����
��"����5��� ��������
�
���
���+���������������_� 25 "
"
�
 �
�	 �6�4_�*6����#����
��"����5���<���!���������
���
���+����������
�
������_� 2 "
"
�
  �<!+�,!�� 51.16±5.58-51.89±1.79 �	 �6�4_�*6 ��� 39.11±2.71-40.47±6.32 
�	 �6�4_�*6 *�����&�)  �!���
�������������(�*� (p<0.05) 
       �*�����������*�)%*����"�� ")�!�������_�� ������
�+,���
����
;�*!  �*�����
������*�)%*����"��� ���������
���
���+����������
�������_� 25 "
"
�
 ���")�!��
�����*�*!�����
�(�*� (p<0.05) %&��
 �*�����������*�)%*����"���<���!���������
���
���+�����������_� 2 "
"
�
 45�� �<!
+�,!�� 0.98±0.10-0.99±0.08 �	 �6�4_�*6 ��� 0.78±0.05-0.81±0.11 �	 �6�4_�*6 *�����&�)  
      �*������ &*��� ���������
�-&���) �#������ 3 �<*� �
���
���+�����������_� 25 "

"
�
 ��� 2 "
"
�
 -�!�
�����*�*!������(�*� (p>0.05) %&��
�!� �<!+�,!�� 94.75±5.25-100.00±0.00 
�	 �6�4_�*6 ��� 95.00±5.00-96.75±3.25 �	 �6�4_�*6 *�����&�) 
      �*������	�
��� �#���	
���8� � �������� ")�!�������_�� ������
�+,���
����
;�*! 
 �*������	�
��� �#���	
���8� � �������� ����
�����*�*!������(�*� (p<0.05) %&���������
���
���
+�����������_� 25 "
"
�
 �
 �*������	�
��� �#���	
���8� �
�*�����!���������
���
���+�����������_� 2 "
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"
�
 %&���������
�-&���))
��� 4 �	 �6�4_�*6 ��
���+�������_� 25 "
"
�
 �
 �*������	�
��� �#���	
�
��8� �
�*����
���&�8  2.17±0.16  
  ���#��)	����^ �#���
��������*! *��*! ������� 3 �<*� �
���
���+���������������_� 
25 "
"
�
 ��� 2 "
"
�
 -�!�
�����*�*!������(�*� (p>0.05) %&��
�!� �<!+�,!�� 0.27±0.01-0.29±0.01 
����*! *��*! ��� ��� 0.28±0.01-0.28±0.02 ����*! *��*! ��� *�����&�) 
 

2.2.3 "
��	+�����b������
�� ��$01�'�(0"

�� Z��4�	�������������	�������4 �Z�

1�	��1b� 2 )�)��� '�( 25 )�)���  
  ;�����������#6 ��6	��� )��8 &� �������� �
�-&���) �#���&� � 3 �<*� 
�������� 6 ��	&�#6 ")�!�-�!�
�����*�*!���������(�*� (p>0.05) � �	����^��_&��8 &���+����
,�&����&� � ��&�+�*�����
� 15 %&���������
���
���+�����������_� 2 "
"
�
 �
	����^� ���_&��8 &
��� �<!��#�!�� 65.18±9.78-70.25±13.42 (×105 �4��6*! �������*�) �����������
���
���+�����������_� 
25 "
"
�
 �
	����^��_&��8 &��� �<!��#�!�� 73.44±13.14-83.07±25.66 (×105 �4��6*! �������*�)  
  	����^��<%��+�������8 &� �������� ")�!�-�!�
�����*�*!��� �	����^��<%��
+�������8 &+����,�&����&� � (p>0.05) (*�����
� 15) %&���������
���
���+�����������_� 2 "
"
�
 �

	����^��<%��+�������8 & �<!��#�!�� 17.49±2.25-19.67±6.11 ����������	 �6�4_�*6 �����������
�
��
���+�����������_� 25 "
"
�
 �
	����^��<%��+�������8 & �<!��#�!�� 18.22±2.19-20.44±3.39 
����������	 �6�4_�*6 
  	����^� �%	�*
�+�������8 &� �������� ")�!�-�!�
�����*�*!��� �	����^
� �%	�*
�+�������8 &+����,�&����&� � (p>0.05) (*�����
� 15) %&���������
���
���+�����������_� 
2 "
"
�
 �
	����^%	�*
� �<!��#�!�� 163.65±18.27-175.79±14.91 ���������*! ��*� �����������
�
��
���+�����������_� 25 "
"
�
 �
	����^%	�*
� �<!��#�!�� 170.00±8.10-172.50±15.63 ���������*! 
��*�  
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	���� 14 ����#����'�
��*! *�� �	 �6�4_�*6����#����
��"����5��  �*�����������*�)%*����"��  �*������ &*��  �*������	�
��� �#���	
���8�  ���	����^ �#�� 
      �
����������8� -&���))
����
���&�)*!�� > �	
��������� 6 ��	&�#61 

������_� 
("
"
�
) 

��&�))
��� 
(�	 �6�4_�*6) 

����#���
�����*�� 
(����/*��) 

����#�����&���� 
(����/*��) 

����#����
�
�"����5�� 

(�	 �6�4_�*6) 

 �*�����
������*�)%*
����"�� 

(�	 �6�4_�*6*! 
���) 

 �*������ &
*�� 

(�	 �6�4_�*6) 

 �*�����
�	�
��� �#��
�	
���8�  

	����^ �#��
�
�������� 

(����*! *��*! 
���) 

2 0 10.22 ± 0.12 14.30 ± 0.69a 40.47 ± 6.32a 0.81 ± 0.11a 95.00 ± 5.00 3.50 ± 0.84b 0.28 ± 0.02 
 4 10.25 ± 0.14  14.27 ± 0.65a 39.44 ± 6.40a 0.79 ± 0.11a 96.50 ± 3.50 3.23 ± 0.31b 0.28 ± 0.01 
 8 10.27 ± 0.10 14.32 ± 0.31a 39.11 ± 2.71a 0.78 ± 0.05a 96.75 ± 3.25 3.34 ± 1.04b 0.28 ± 0.02 
25 0 10.27 ± 0.10 15.64 ± 0.49b 51.86 ± 5.14b 0.99 ± 0.08b 94.75 ± 5.25 2.54 ± 0.39ab 0.29 ± 0.01 
 4 10.23 ± 0.10  15.41 ± 0.55b 51.16 ± 5.58b 0.98 ± 0.10b 100.00 ± 00 2.17 ± 0.16a 0.27 ± 0.01 
 8 10.24 ± 0.12 15.51 ± 0.22b 51.89 ± 1.79b 0.99 ± 0.03b 95.00 ± 5.00 2.60 ± 0.62ab 0.28 ± 0.01 

������_�  ns p<0.05 p<0.05 p<0.05 ns p<0.05 ns 
��&�))
���  ns ns ns ns ns ns ns 
������_�× 
��&�))
��� 

 ns ns ns ns ns ns ns 

1*������
������� �	
��!��'�
��±�!��)
����)���*���� ���*�� �!�� 5 4��� 
*�����+��&�96�
������)&��� ����*!����� �
�����*�*!����� �!���
�������������(�*��
���&�)�����,8� ���� 95 �	 �6�4_�*6 (p<0.05) 
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	���� 15 	����^� ���_&��8 &��� ��<%�� ���%	�*
�+�������8 & +�������8 &� ���������
���
��� 
     +�����������_� 2 "
"
�
 ��� 25 "
"
�
1   

 

������_� 
("
"
�
) 

��&�))
��� 
(�	 �6�4_�*6) 

	����^��_&
��8 &��� 

(×105 �4��6*! 
�������*�) 

��<%��+�������8 & 
(���������
�	 �6�4_�*6) 

%	�*
�+�����
��8 & 

(���������*! 
��*�) 

2 0 65.18 ± 9.78 17.49 ± 2.25 164.08 ± 13.58 
 4 70.25 ± 13.42 19.67 ± 6.11 175.79 ± 14.92 
 8 67.88 ± 17.63 19.32 ± 11.81 163.65 ± 18.27 
25 0 73.30 ± 16.46 20.44 ± 3.39 170.92 ± 18.99 
 4 73.44 ± 13.14 18.22 ± 2.19 172.50 ± 15.63 
 8 83.07 ± 25.66 19.73 ± 5.38 170.00 ± 8.10 

������_�  ns ns ns 
��&�))
���  ns ns ns 
������_�×��&�))
���  ns ns ns 

 
1*������
������� �	
��!��'�
��±�!��)
����)���*���� ���*�� �!�� 5 4��� 
�!��'�
��+��&�96�
��
*�� ����*!����������) �
�����*�*!���������(�*��
���&�)�����,8� ����  
95 �	 �6�4_�*6 (p<0.05) 
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2.3.4 ���0��	
�
�4 0T��� � '�(0)'���T� �Z��4�	�������������	�������4 �Z�1�	�

�1b� 2 )�)��� '�( 25 )�)���   
    �%�����*
�� �������� ")�!�������_�� ������
;�*! 	����^  �%�����*
�� �
������� (*�����
� 16) ����
�����*�*!���������(�*� (p<0.05) �*!-�!")�!��
�����*�*!�����
��#�!���������� )
����
���&�)*!�� > %&���������
���
���+�����������_� 25 "
"
�
 �
	����^  �%�-
����*
��<���!���������
���
���+�����������_� 2 "
"
�
 45���
�!� �<!��#�!�� 734.50±13.44 -757.00±0.00 
�����-  �%��*! ��*� ��� 633.50±31.82-654.50±10.61 �����  �%��*! ��*� *�����&�) �����8� 
�������#6�!��#���"��:6����")�!�������_�� ������
;�*! 	����^� �  �%�����*
� (p<0.01) %&�
����������_��
��<��5���
;�+#��!�  �%�����*
��"����<��5��  
  %4�&
��� �������� ")�!��
	=����"��:6�����#�!��������_�� ����������&�)� �
)
��� (*�����
� 16) �*!��8� ������������#6�!��#���"��:6����")�!�������_�� ������
;�*! 	����^
%4�&
�� (p<0.01) %&�����������_��
��<��5���
;�+#��!�%4�&
���<��5��*��&��� %&���������
���
���+�����
������_� 25 "
"
�
 �
	����^� �%4�&
���<���!���������
���
���+�������_� 2 "
"
�
 ����
����
�*�*!���������(�*� (p<0.05) 45����������
���
���+�����������_� 25 "
"
�
 �
	����^%4�&
���<���!�����
����
���
���+�����������_� 2 "
"
�
 %&��
�!� �<!��#�!�� 327.50±2.12-332.00±2.83 �����%��*! ��*� 
��� 254.50±10.611-290.00±8.49 �����%��*! ��*� *�����&�)  

%"����4
��� �������� ")�!�������_�� ������
;�*! 	����^%"����4
��� �
������� ����
�����*�*!���������(�*� (p<0.05) (*�����
� 18) �*!-�!")�!��
�����*�*!�����
��#�!����������)
����
���&�)*!�� > %&���������
���
���+�����������_� 25 "
"
�
 �
	����^
%"����4
���<���!���������
���
���+�����������_� 2 "
"
�
 %&��
�!� �<!��#�!�� 8.64±0.61-8.78±0.04 
�����  �%��*! ��*� ��� 7.39±0.47-7.92±0.51 �����  �%��*! ��*� *�����&�) �����8� �������#6
�!��#���"��:6����")�!�������_�� ������
;�*! 	����^%"����4
�� (p<0.01) %&�������_�� �
�����
��<��5���
;�+#��!�%"����4
���"����<��5��*��-	&���  
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	���� 16 	����^  �%�����*
� %4�&
�����%"����4
��+�������8 &� ���������
���
���+��������� 
      ��_� 2 "
"
�
 ��� 25 "
"
�
1 

  
������_� 
("
"
�
) 

��&�))
��� 
(�	 �6�4_�*6) 

  �%�����*
� 
(�����  �%�*! ��*�) 

%4�&
�� 
(�����%��*! ��*�) 

%"����4
�� 
(�����%��*! ��*�) 

2 0 633.50 ± 31.82a 284.50 ± 7.78b 7.92 ± 0.51abc 
 4 649.50 ± 13.44a 290.00 ± 8.49b 7.39 ± 0.47a 
 8 654.50 ± 10.61a 254.50 ± 10.61a 7.64 ± 0.39ab 
25 0 757.00 ± 0.00b 332.00 ± 2.83c 8.78 ± 0.04c 
 4 734.50 ± 13.44b 328.00 ± 8.49c 8.64 ± 0.61bc 
 8 735.00 ± 0.00b 327.50 ± 2.12c 8.76 ± 0.37bc 

������_�  p<0.05 p<0.05 p<0.05 
��&�))
���  ns p<0.05 ns 
������_�× 
��&�))
��� 

 ns p<0.05 ns 

1*������
������� �	
��!��'�
��±�!��)
����)���*���� ���*�� �!�� 2 4��� 
�!��'�
��+��&�96�
��
*�� ����*!����������) �
�����*�*!���������(�*��
���&�)�����,8� ����  
95 �	 �6�4_�*6 (p<0.05) 
  

#����#*�  �!�  �%�����*
�� ����� 2 "
"
�
 ��!���)    67  �����  �%��*! ��*� 
            25 "
"
�
 ��!���)  745  �����  �%��*! ��*� 
  �!�%"����4
��� ����� 2 "
"
�
 ��!���)   < 2   �����%��*! ��*� 
            25 "
"
�
 ��!���)   8.2    �����%��*! ��*� 
  �!�%4�&
��� �����          2 "
"
�
 ��!���) < 10  �����%��*! ��*� 
            25 "
"
�
 ��!���)   306   �����%��*! ��*� 
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 2.2.5 "
��	+��b������
�� ��$01�'�(0"

��Z��4�	����� Z��4�	�������������	��	��	


�"��� �'"��1�	��1b��	� 2 )�)��� �"i� 40 )�)��� ���
( (���	 3, 6 '�( 12 ����0��  
  	����^��_&��8 &���� �������� ")�!��
	=����"��:6�����#�!����&�)� �)
��� 
������� (p<0.05) (*�����
� 17) %&�	����^��_&��8 &���� ���������
�-&���) �#��,�&��)��� �
�
���� 12 ,���%�� �
	����^*�����&�8  45.57±13.68 (×105 �4��6*! �������*�) �*!")�!�	����^��_&��8 &
���� ���������
�-&���) �#�������)
��� 4 �	 �6�4_�*6 �
����� 12 ,���%�� �
	����^�<���&�8  
90.00±15.61 (×105 �4��6*! �������*�)  
  	����^��<%��+�������8 &� �������� ")�!������
;�*! 	����^��<%��� �����
��� (p<0.05) (*�����
� 17) �*!-�!")�!���������)
����
���&�)*!�� > ����
;�*! 	����^��<%�� 
#�������	�
����	��������_� ��8� ����!��
�-&����������#6�!��#���"��:6")�!������
;�*! 	����^
��<%�� (p<0.01) 45�������"����<��5���_�����+#�	����^��<%���"����<��5�� %&��
� 12 ,���%��")�!�
	����^��<%��+�������8 &� ��������,�&�
�-&���) �#���<*���)����
	����^��<%���<���&�8  
32.82±8.29 ����������	 �6�4_�*6 �*!��������
�-&���))
��� 4 �	 �6�4_�*6�
	����^��<%��*�����&�8  
26.63±7.47 ����������	 �6�4_�*6  
  	����^� �%	�*
�+�������8 &� �������� ")�!������
;�*! 	����^%	�*
�� �
������� (p<0.05) (*�����
� 17) �*!-�!")�!���������)
����
���&�)*!�� > ����
;�*! 	����^%	�*
� 
#�������
����	�
����	��������_� ��8� ����!��
�-&����������#6�!��#���"��:6")�!������
;�*! 
	����^%	�*
� (p<0.01) %&���8� �����"����5���_�����+#�	����^� �%	�*
��&�� %&��
� 12 ,���%��
")�!�	����^� �%	�*
�+�������8 &� ���������
�-&���) �#��+��<*���)����
	����^%	�*
�
*�����&�8  104.64±15.03 ���������*! ��*� �*!��������
�-&���) �#�������)
��� 8 �	 �6�4_�*6 �

	����^%	�*
�+�������8 &�<���&�8  111.53±20.38 ���������*! ��*� 
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	���� 17 	����^��_&��8 &��� ��<%�� ���%	�*
�+�������8 &� �����	�
����	��������_����      
     2 "
"
�
 �	
� 40 "
"
�
 +����������
��*�*!�����1  
 

��&�))
��� 
(�	 �6�4_�*6) 

���� 
(,���%��) 

	����^��_&��8 &��� 
(×105 �4��6*! 
�������*�) 

��<%��+�������8 & 
(����������	 �6�4_�*6) 

%	�*
�+�����
��8 & 

(���������*! 
��*�) 

0 0 65.19 ± 9.78b 17.49 ± 2.25a 164.08 ± 13.58b 
 3 88.20 ± 13.47c 29.43 ± 7.15bc 100.18 ± 13.29a 
 6 76.75 ± 17.09bc 25.41 ± 4.95abc 103.98 ± 8.55a 
 12 45.57 ± 13.68a 32.82 ± 8.29c 104.64 ± 15.03a 
4 0 70.25 ± 13.42bc 19.67 ± 6.11ab 175.79 ± 14.92b 
 3 88.64 ± 21.32c 28.83 ± 11.67abc 114.69 ± 11.28a 
 6 80.08 ± 19.06bc 28.26 ± 6.95abc 108.34 ± 16.38a 
 12 90.00 ± 15.61c 26.63 ± 7.47abc 108.47 ± 19.31a 
8 0 67.88 ± 17.63bc 19.32 ± 11.81ab 163.65 ± 18.27b 
 3 89.64 ± 29.64c 28.74 ± 6.54abc 100.31 ± 8.97a 
 6 68.30 ± 10.16bc 31.70 ± 5.38c 106.88 ± 18.09a 
 12 72.33 ± 17.85bc 29.08 ± 9.89bc 111.53 ± 20.38a 

��&�))
���  p<0.05 ns ns 
����  p<0.05 p<0.05 p<0.05 
��&�))
���× 
���� 

 p<0.05 ns ns 

 
1*������
������� �	
��!��'�
��±�!��)
����)���*���� ���*�� �!�� 5 4��� 
�!��'�
��+��&�96�
��
*�� ����*!����������) �
�����*�*!���������(�*��
���&�)�����,8� ����  
95 �	 �6�4_�*6 (p < 0.05) 
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2.2.6 "
��	+��b������
�� ��$01�'�(0"

��Z��4�	�������������	�-���

�"��� �'"��1�	��1b��	� 25 )�)��� �"i� 2 )�)��� Z�
( (���	���'
�
%	����  
 	����^��_&��8 &���� �������� ")�!����������&�)� �)
����
;�*! 	����^

��_&��8 &��� (p<0.05) (*�����
� 18) %&��
����� 12 ,���%�� 	����^��_&��8 &���� ���������
�-&���)
 �#��+�,�&��)��� �
	����^��_&��8 &���*�����&�8  71.67±16.36 (×105 �4��6*! �������*�) �*!����
����
�-&���) �#�������)
��� 8 �	 �6�4_�*6 �
	����^��_&��8 &����<���&�8  100.00±21.29 (×105 
�4��6*! �������*�) �����8� ����!����������#6�!��#���"��:6")�!� ��&�)� �)
����
;�*! 	����^
� ���_&��8 &���� �������� (p<0.01) %&���8� ��&�))
����
��"����<��5���
;�+#�	����^��_&��8 &���
� ���������"����<��5��  

 	����^��<%��+�������8 &� �������� ")�!����������&�)� �)
����
;�*! 
	����^��_&��8 &��� (p<0.05) (*�����
� 18) %&��
����� 12 ,���%�� 	����^��<%��� ���������
�
-&���) �#��,�&��)����
	����^�<���&�8  37.76±7.62 ����������	 �6�4_�*6 �*!��������
�-&���) �#��
�����)
��� 4 �	 �6�4_�*6 �
	����^��<%��*�����&�8  31.53±6.77 ����������	 �6�4_�*6 ��8� �����
�������#6�!��#���"��:6")�!� �����
;�*! 	����^��<%�� (p<0.01) %&���8� �����"����<��5���
;�+#�
	����^��<%���"����<��5��  

 	����^%	�*
�+�������8 &� �������� ")�!����������&�)� �)
���+� �#���

;�*! 	����^��_&��8 &��� (p<0.05) (*�����
� 18) %&��
����� 12 ,���%�� 	����^%	�*
�+�������8 &
� ���������
�-&���) �#��,�&��)����
	����^�<���&�8  209.57±15.19 ���������*! ��*� �*!��������
�
-&���) �#�������)
��� 8 �	 �6�4_�*6 �
	����^� �%	�*
�*�����&�8  187.57±12.00 ���������*! 
��*� ��8� ������������#6�!��#���"��:6")�!���&�)� �)
���+� �#���
;�*! 	����^%	�*
�+�����
��8 & (p<0.05) %&���&�)� �)
���+� �#���
��<��5���
;�+#�	����^%	�*
�+�������8 &�&�� 
������������
;�*! 	����^%	�*
�+�������8 & (p<0.01) %&���8� �����"����<��5�����+#�	����^
%	�*
��"���  
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	���� 18 	����^��_&��8 &��� ��<%�����%	�*
�+�������8 &� ��������#����	�
����	������ 

      ��_���� 25 "
"
�
 �	
� 2 "
"
�
 +����������
��*�*!�����1   
 

��&�))
��� 
(�	 �6�4_�*6) 

���� 
(,���%��) 

	����^��_&��8 &��� 
(×105 �4��6*! 
�������*�) 

��<%��+�������8 & 
(����������	 �6�4_�*6) 

%	�*
�+�����
��8 & 

(���������*! 
��*�) 

0 0 74.30 ± 16.46ab 20.44 ± 3.39ab 170.92 ± 18.99a 
 3 76.33 ± 20.39ab 38.29 ± 13.41c 209.00 ± 9.48bc 
 6 61.00 ± 8.19a 34.69 ± 0.00c 215.95 ± 10.53c 
 12 71.67 ± 16.36ab 37.76 ± 7.62c 209.57 ± 15.19bc 
4 0 73.44 ± 13.14ab 18.22 ± 2.19a 172.50 ± 15.63a 
 3 128.88 ± 9.89d 19.14 ± 3.77a 208.69 ± 22.14bc 
 6 86.90 ± 31.17abc 26.53 ± 0.00abc 209.18 ± 21.85bc 
 12 72.67 ± 11.09ab 31.53 ± 6.77bc 191.31 ± 25.89ab 
8 0 83.07 ± 25.66abc 19.73 ± 5.38ab 170.00 ± 8.10a 
 3 139.38 ± 17.86d 27.55 ± 0.00abc 196.31 ± 25.47bc 
 6 111.50 ± 35.51cd 35.71 ± 15.56c 192.86 ± 12.37abc 
 12 100.00 ± 21.29bc 35.71 ± 13.81c 187.57 ± 12.00ab 

��&�))
���  p<0.05 p<0.05 p<0.05 
����  p<0.05 p<0.05 p<0.05 
��&�))
���× 
���� 

 
ns ns ns 

 
1*������
������� �	
��!��'�
��±�!��)
����)���*���� ���*�� �!�� 5 4���  
�!��'�
��+��&�96�
��
*�� ����*!����������) �
�����*�*!���������(�*��
���&�)�����,8� ����  
95 �	 �6�4_�*6 (p < 0.05)   
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 2.2.7 "
��	+���0��	
�
�4 0)'���T� � '�(0T��� �Z��4�	�������������	�-���

�"��� �'"��1�	��1b��	� 2 )�)��� �"i� 40 )�)��� Z�
( (���	���'
�
%	����   
 	����^  �%�����*
�� �������� ")�!���&�)� �)
���+� �#����������


	=����"��:6��� (p<0.05) (*�����
� 19) %&��
� 12 ,���%�� 	����^  �%�����*
�� ���������
�-&���)
 �#�������)
��� 8 �	 �6�4_�*6 �
	����^*�����&�8  1,095.50±54.45 �����  �%��*! ��*� ���
	����^  �%�����*
�� ���������
�-&���) �#�������)
��� 4 �	 �6�4_�*6 �
	����^�<���&�8  
1,216.00±28.28 �����  �%�*! ��*� �����8� ������������#6�!��#���"��:6 ")�!������
;�*! 
	����^� �  �%�����*
� (p<0.01) %&���8� �����"����<��5���
;�+#�	����^  �%�����*
��"����<��5�� 
��8� �
����	�
����	��������_���� 2 "
"
�
 �	
� 40 "
"
�
 

 	����^%"����4
��� �������� ")�!������
;�*! 	����^%"����4
�� (p<0.05) 
(*�����
� 19) %&��
� 12 ,���%�� 	����^%"����4
��� ���������
�-&���) �#��+�,�&��)����

	����^%"����4
��*�����&�8  8.12±0.19 �����%��*! ��*� �����������
�-&���) �#�������)
��� 4 
�	 �6�4_�*6�
	����^%"����4
���<���&�8  9.63±0.99 �����%��*! ��*� �����8� ������������#6�!�
�#���"��:6")�!������
;�*! 	����^%"����4
�� (p<0.01) %&���8� �����"����<��5���
;�+#�	����^
%"����4
���"����<��5�� ��8� �
����	�
����	��������_���� 2 "
"
�
 �	
� 40 "
"
�
 

 	����^%4�&
��� �������� ")�!���&�)� �)
�����������
	=����"��:6��� 
(p<0.05) (*�����
� 19) %&��
� 12 ,���%�� 	����^%4�&
��� ���������
�-&���) �#�������)
��� 8 
�	 �6�4_�*6 �
	����^%4�&
��*�����&�8  520.00±33.94 �����%��*! ��*� �����������
�-&���) �#��
�����)
��� 4 �	 �6�4_�*6�
	����^%4�&
���<���&�8  573.00±29.69 �����%��*! ��*� �����8� �����
�������#6�!��#���"��:6")�!������
;�*! 	����^%4�&
�� (p<0.01) %&���8� �����"����<��5���
;�+#�
	����^%4�&
���"����<��5�� ��8� �
����	�
����	��������_���� 2 "
"
�
 �	
� 40 "
"
�
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	���� 19 	����^  �%�����*
� %"����4
�� ���%4�&
��+�������8 &� ��������#����	�
����	�� 
     ������_���� 2 "
"
�
 �	
� 40 "
"
�
 +����������
��*�*!�����1   
 

��&�))
��� 
(�	 �6�4_�*6) 

���� 
(,���%��) 

  �%�����*
� 
(�����  �%�*! ��*�) 

%"����4
�� 
(�����%��*! ��*�) 

%4�&
�� 
(�����%��*! ��*�) 

0 0 633.50 ± 31.82a 7.92 ± 0.51ab 284.50 ± 7.78a 
 3 998.50 ± 19.09bc 7.83 ± 0.05ab 481.00 ± 15.56cd 
 6 1026.50 ± 23.33cd 8.49 ± 0.08abc 495.00 ± 15.56cd 
 12 1144.00 ± 15.56f 8.12 ± 0.19ab 538.00 ± 5.66de 
4 0 649.50 ± 13.44a 7.39 ± 0.47a 290.00 ± 8.49a 
 3 946.00 ± 11.31b 8.47 ± 0.21abc 412.00 ± 59.39b 
 6 1073.50 ± 37.48de 8.65 ± 0.41bc 524.00 ± 16.97cde 
 12 1216.00 ± 28.28g 9.63 ± 0.99c 573.00 ± 29.69e 
8 0 654.50 ± 10.61a 7.64 ± 0.39ab 254.50 ± 10.61a 
 3 1011.50 ± 21.92cd 7.89 ± 0.59ab 480.00 ± 11.31c 
 6 1025.00 ± 25.46cd 8.25 ± 0.84ab 485.00 ± 7.07cd 
 12 1095.50 ± 54.45ef 8.34 ± 0.09ab 520.00 ± 33.94cde 

��&�))
���  ns ns ns 
����  p<0.05 p<0.05 p<0.05 
��&�))
���× 
���� 

 p<0.05 ns p<0.05 

 
1*������
������� �	
��!��'�
��±�!��)
����)���*���� ���*�� �!�� 2 4��� 
�!��'�
��+��&�96�
��
*�� ����*!����������) �
�����*�*!���������(�*��
���&�)�����,8� ����  
95 �	 �6�4_�*6 (p < 0.05) 

#����#*� �!�  �%�����*
�� ����� 40 "
"
�
 ��!���) 1,230 �����  �%��*! ��*� 
  �!�%"����4
��� ����� 40 "
"
�
 ��!���)  7.85 �����%��*! ��*� 
  �!�%4�&
��� ����� 40 "
"
�
 ��!���)  554  �����%��*! ��*� 
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2.2.8 "
��	+���0��	
�
�4 0)'���T� � '�(0T��� �Z��4�	�������������	�-���

�"��� �'"��1�	��1b��	� 25 )�)��� �"i� 2 )�)��� Z�
( (���	���'
�
%	����   
	����^  �%�����*
�� �������� ")�!������
;�*! 	����^� �  �%�����*
� 

(p<0.05) (*�����
� 20) %&��
� 12 ,���%�� 	����^� �  �%�����*
�� ���������
�-&���) �#�������   
)
��� 8 �	 �6�4_�*6 �
	����^*�����&�8  527.00±14.14 �����  �%��*! ��*� ���	����^� � 
  �%�����*
�� ���������
�-&���) �#���<*���)����
	����^  �%�����*
��<���&�8  554.50±0.71 
�����  �%��*! ��*� �����8� ����!����������#6�!��#���"��:6")�!������
;�*! 	����^  �%���-
��*
� (p<0.01) %&���8� �����"����<��5���
;�+#�	����^  �%�����*
��&�� 

	����^%"����4
��� �������� ")�!������
;�*! 	����^%"����4
�� (p<0.05) 
(*�����
� 20) %&��
� 12 ,���%�� 	����^%"����4
��� ���������
�-&���) �#�������)
��� 4 
�	 �6�4_�*6 �
	����^*�����&�8  4.59±0.12 �����%��*! ��*� ���	����^%"����4
��� ���������
�
-&���) �#�������)
��� 8 �	 �6�4_�*6 �
	����^%"����4
���<���&�8  5.29±0.41 �����%��*! ��*� 
�����8� ����!����������#6�!��#���"��:6")�!������
;�*! 	����^%"����4
�� (p<0.01) %&���8� 
�����"����<��5���
;�+#�	����^%"����4
���&��  

	����^%4�&
��� �������� ")�!���&�)� �)
���+� �#����������
	=����"��:6
��� (p<0.05) (*�����
� 20) %&��
� 12 ,���%�� 	����^%4�&
��� ���������
�-&���))
��� 8 �	 �6�4_�*6 
�
	����^*�����&�8  232.00±2.83 �����%��*! ��*� ���	����^%4�&
��� ���������
�-&���) �#��
�����)
��� 4 �	 �6�4_�*6��� �#���<*���)����
	����^�<���&�8  245.00±1.41 �����%��*! ��*� 
�����8� ����!����������#6�!��#���"��:6")�!������
;�*! 	����^%4�&
�� (p<0.01) %&���8� ����
�"����<��5���
;�+#�	����^%4�&
���&��  
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	���� 20 	����^  �%�����*
� %"����4
�� ���%4�&
��+�������8 &� ��������#����	�
����	�� 
     ������_���� 25 "
"
�
 �	
� 2 "
"
�
 +����������
��*�*!�����1   
 

��&�))
��� 
(�	 �6�4_�*6) 

���� 
(,���%��) 

  �%�����*
� 
(�����  �%�*! ��*�) 

%"����4
�� 
(�����%��*! ��*�) 

%4�&
�� 
(�����%��*! ��*�) 

0 0 757.00 ± 0.00e 8.78 ± 0.04b 332.00 ± 2.83e 
 3 624.00 ± 14.14d 5.19 ± 0.02a 259.50 ± 9.19cd 
 6 560.00 ± 2.83abc 4.39 ± 0.35a 219.00 ± 8.49a 
 12 554.50 ± 0.71abc 4.82 ± 0.05a 245.00 ± 1.41bc 
4 0 734.50 ± 13.44e 8.64 ± 0.61b 328.00 ± 8.49e 
 3 621.00 ± 21.21d 5.52 ± 0.47a 267.00 ± 5.66d 
 6 574.50 ± 30.41bc 6.18 ± 2.44a 228.50 ± 3.54a 
 12 547.00 ± 1.41ab 4.59 ± 0.12a 245.00 ± 1.41bc 
8 0 735.00 ± 0.00e 8.76 ± 0.34b 327.50 ± 2.12e 
 3 614.50 ± 31.82d 5.44 ± 0.76a 263.50 ± 13.44d 
 6 590.00 ± 7.07cd 4.71 ± 0.27a 254.00 ± 8.49cd 
 12 527.00 ± 14.14a 5.29 ± 0.41a 232.00 ± 2.83ab 

��&�))
���  ns ns ns 
����  p<0.05 p<0.05 p<0.05 
��&�))
���× 
���� 

 
ns ns p<0.05 

 
1*������
������� �	
��!��'�
��±�!��)
����)���*���� ���*�� �!�� 2 4��� 
�!��'�
��+��&�96�
��
*�� ����*!����������) �
�����*�*!���������(�*��
���&�)�����,8� ����  
95 �	 �6�4_�*6 (p < 0.05) 

#����#*�  �!�  �%�����*
�� ����� 2 "
"
�
 ��!���)  67 �����  �%��*! ��*� 
  �!�%"����4
��� ����� 2 "
"
�
 ��!���) < 2 �����%��*! ��*� 
  �!�%4�&
��� ����� 2 "
"
�
  ��!���) < 10 �����%��*! ��*� 
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����� 4 

���	
+3[��	
����� 
 

4.1 [���������
%��	
��
�/�
��0
  
;�����5������������*�)%*� ��������+�����&� ��
� 1�
��������&� �+�

���,��%&�+,� �#���
������)
��� 0 1 2 3 ��� 4 �	 �6�4_�*6 �	
��������� 6 ��	&�#6 ")�!� 
����#����'�
��*! *��  �*�����������*�)%*����"�� ����	 �6�4_�*6����#����
��"����'�
��*! *�� � �����
����
���� �#��;��)
��� 4 �	 �6�4_�*6 �
�!��<��
���& �!��	����^ �#���
����  �*������	�
���
 �#���	
���8� ��� �*������ &*��� ���������
���� �#������ 5 �<*�-�!�
�����*�*!�����  ���
;�����&� ��
� 2 45���������&� �+�*<������")�!� ���������*�)%*� ���������
�-&���) �#��
;��)
���+���&�)0 4 ��� 8 �	 �6�4_�*6 �
���
���+�����������_�*!������8  2 "
"
�
 ��� 25 "
"
�
 
")�!� ��&�)� �)
���+� �#��-�!�
;�*! ���������*�)%*  �*������	�
��� �#���	
���8�  ���
 �*��� & �*!")�!���&�)� �������_�� ������
;�*! ���������*�)%*� �������� %&���������
���
���
�
�����������_� 25 "
"
�
 �
����#���*! *�� �	 �6�4_�*6����#����
��"����5�� ��� �*�����������*�)%*
����"���
��<���!���������
���
����
�������_� 2 "
"
�
 ������� �*������	�
��� �#���	
���8� � ��������
�
���
���+�����������_� 25 "
"
�
 &
��!���������
���
���+�����������_� 2 "
"
�
 �������&� �� � Felix 
��� Sudharsan (2004) �������!��������������
�-&���) �#��;��)
����
���&�) 0.5 ����*! 
��%����� �	
����� 60 ��� �
����#����'�
��  �*�����������*�)%*����"�� 	����^ �#���
����  �*��
� &*���<��
���& (80 �	 �6�4_�*6) ��� �*������	�
��� �#���	
���8� *�����!�,�&��)��� Dy 
Penaflorida ��� Virtanen (1996) -&��������&� �+���������&��%&���������)
���+� �#���"8� 
�5������������*�)%*  �*������ &*�� ��� �*������	�
��� �#���	
���8�  �����������)
��� 0 
(5� 2 �	 �6�4_�*6�����+#���������&���
�-&���) �#���
�;��)
�����&�)����������� 1 �	 �6�4_�*6 �

 �*������*�)%*����"�� ��� �*������	�
��� �#���	
���8� &
��!�,�&����&� � 8�� ���Ung ��� 
Junilla (1988) �5���+���������&��%&�+,�)
����!����)��& ���%� 0, 1 ��� 2 �	 �6�4_�*6 �	
�
�������� 60 ��� �"8� &<���������*�)%*  �*������	�
��� �#���	
���8�  ��� �*������ &*��")�!� 
��������&���
�-&���))
����!����)��& ���%�  1 ��� 2 �	 �6�4_�*6 �
����#����"����5���'�
��*! *���<���!�
,�&��)��� ��� �*������	�
��� �#���	
���8� �
�*�����!�,�&��)���&��� �*!")�!��
���&�) 2 
�	 �6�4_�*6�
 �*������ &*���
��<���!�,�&����&� � 8�� > �����
���8� ����)
��������(+#�#�<!��:�� 
(methyl donor) (Jacob et al., 1998)45���	
�����"����*����& ���%�*���������,!� ���-�% �
� 
���-�4
� �
�45���
���%����!�����&����+� �#���
��
���+,!��*(�&�)���"8,�������-	+�	����^
�<� &��������������)
��� ���
;�*! ������� ���& ���%����-�% �
�+� �#��+#��"
��" 
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�"����5��(methionine sparing)( Petronini et al., 2004)  ������)
�������
;�*! ���	��)��&�����8 ��!
+�*������ 45��(��	����^%4�&
��#�8 ���8 *!�� > -�!�"
��" #�8 �� �����-	�����+#����+,�
	��%�,�6���%	�*
��&���!�;�+#����������*�)%*�&��&��� (Roy et al., 2006; Gomez-Jimenez 
et al., 2004)  �!������&� ��
�2 ")�!���������)
���+� �#�������
���
����
���&�)������_�2 ��� 
25 "
"
�
�
 �*�����������*�)%* ��� �*��� &-�!�*�*!����� 45��� &��� ���)����5���� � Saoud 
��� Savis(2005); Chuaychuwong ����^� (1998) Ponce-Palafox ����^� (1997);  Gomez-
Jimenez ����^� (2004) �����
��	
�;���8� �������������������*�)%*-&�&
�
�������_�	����^ 33-
40 "
"
�
 ��� �^#9<���
� 28-30  ����4��4
�� (Ponce-Palafox et al., 1997)  �!��-��_*����������
�
��
���+�������_��<��
���������*�)%*�
��<���!���������
���
���+�������_�*��� %&���������)
���-�!�

;��*�*!������(�*���8� �	�
�)��
�)��),�&��)��� ��&�+#��#_��!����8 ��!�
����������*! ���
������*�)%*� ����� 45������
���������
���
���+������
��
��&�)������_��<��
���������*�)%* ����

	�����:�9�"���+,�	��%�,�6��� �#��-&�&
 (Yano et al., 1998) Roy ����^� (2006) �5���
")�!���������
� ��
���+�����������_�*������
���������*�)%*�
�*�� ���!�	�*� �*! ��8� �
����"���
%"����4
����-	���� �
;�+#�����#���*�� �	 �6�4_�*6����#����
��"����5�� ��� �*�����������*�)%*
����"���"����<��5����!����!��
�-�!-&���)%"����4
�� &�������5��
�����	
�-	-&��!����������������
��
���+��9�"��&�� ��
��	�
����	������9�"�&����� ����*� �+,�"������+����	��)*��+#�����
�9�"��&�� �+#�!�����!����"��������+,����#��)���������*�)%* � &��� ���)����	�
���
 �#���	
���8� � ������
���
���+�����������_�*����
��
 �*������	�
��� �#���	
���8� �
��<���!���������
�
��
�������������_��<� ��8� ������������
������ �#��+�	����^�
�����"8� ���-	�	�
����	���	
�
"�������"8� +,�+����	��)*��+���8� �� �����������&�����8 ��!+��!����� %&� Gomez-Jimenez 
����^� (2004) ��!���!�������_��
;�*!  �*������;�;��� �#��+#��	
�"������ (metabolic 
rate) � ��������%&���8�  �<!+������
�������_�*������
����*� ����  �4��������
��*�) ��45�
�����!��
�������_��<� (Gaudy and Sloane, 1981) �,!��&
�������)����&� �� � Spanopoulos-
Hernandez ����^� (2005) +�������� L. stylirostris �"8� �5�������*� ����  �4�����������
��_���� �^#9<���
� �	�
����	��-	 ")�!����� �^#9<�����������_��
;�*! ����*� ����+,�
  �4����� ����� %&���&�)������_��
��#����� �<!�
� 30 "
"
�
 ���(8 �	
���&��&��� ������
�
�����(&����,
��* �<!-&� ����*� ����  �4������� �*�����+,�  �4�����
��
����;���	�*��
	7����9��� ��
����&�5�� -�!�!����	
� �^#9<�� ������_� ����#���*�� ��� �#�� (��#���!��
	����^
  �4����*�������-	�_ �����!�;�*! ������ �#�� ���������*�)%* �������8)"��:�6-&�+��^��
� 
Diaz ����^� (2001)  ���%&� Gomez-Jimenez et al., (2004) ")�!������ 	��* �6��������������
�����!��
� ����+������
��
������_�*������
 �*���������%	�*
������)(!��� �%���
��<��5���"8� ���
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"��������+,�+����)�����	��)����&��  �%�*��+�*��+#��#����� ���!�;�+#�����*� �
�<���
�"�������
�-&���)��� �#�� &��������������)
�����+� �#���5� ��,!���"������������*�)%*
� ��������-&� 

 

4.2 1�	�
�	��	�0
1Z������	� 
����5���;�� �)
���*! ����*������%����)��% +��������")�!���������
����

 �#���
�;��)
����
���%���� � �*������ &*������
���������(+���������&�,8� �)��
��
�
+�������8 &�<���!���������
�-&���) �#���<*���)��� �,!��&
����)����&� �� � Marja ��� Erkki 
(1993) -&��5������+,�-&���:��-��4
����-*����:��-��4
� (betaine) �"8� �	�
�)��
�)���
���*������* )�� ���))9<���������� �	���4�� �%&�'
&�,8�  V. anguillarum ����-	")�!� 
	���
�-&���) �#�������)
����
��))9<����������
�-�!����"���������<��5����!�,�&��)��� 45����&�
+#��#_�(5�	�����:�9�"� �)
����
��������+� �#��*! ���*����,8� �)��
��
� 45��+�������))
9<����������))-�!����"���	
���))9<���������
�������+�	� ������������&�,8� %�� ���������
�&� �� � Cosquer ����^� (2004) -&��&� �+,�)
���+���������&�,8� �)��
��
�����)�� 15 
���"��:�6����)��
��
������) %&��	�
�)��
�) ��6%��������� �)
��� 4 %�������� ")�!��
 2 
%���������
������(�&���������*�)%*� ��,8� �)��
��
���-&� 45�� �����	
�-	-&��!��4��6�
���
	�&	�! �������"�� -�%*��)�4��  ��&
-|�6 (nitrobenzyl aldehyde) ������)���������) ��-
45� � �����
����")�!���������)
����!����)���,��& 8�������(��)�������������*�)%*� �
�)��
��
�-&� 
�&��� %&� Liu ����^� (2004) �&� ����)
������-�%*4����+,�+������)����
�)��
��
� 5 ,��&")�!����+,�    )
����!����)-�%*4���
	�����:�9�"+������)�����)��
��
����� 5 
,��&-&��	
� �!��&
  �!��-��_*�����+,�-�%*4���"
��,��&�&
��-�!�����(��)�������������*�)%*
� ��)��
��
�,��& Candida albicans -&� ������+,�)
����"
��,��&�&
��-�!�����(��)�������
������*�)%*� ��)��
��
�,��& Staphylococcus epidermidis, Escherichia coli, Pseudomonas 
aeruginosa -&��,!���� 45�� �����	
�-	-&��!������)�������������*�)%*� ��)��
��
����&��������
�"����5��� � �* ����6) �+�%��������� �;����4��6 45��)
�������-	,!���"����!���
�-�!, )����
� �;����4��6�)��
��
�+#��
���������6) �����5���5����+#����������� �����&���*5�;��������
-&�&
�����5�� � �����
�+�����&� �� � Lindstedt ����^� (1990) -&��	�
�)��
�)	�����:�9�"
�����)�������������*�)%*� ��)��
��
���� �*�������������#6��#�!��������)���	��� )�
�
���������� �)
���������	��� )� �%���
� ")�!���8� �
����"���"
� ,+#��<��5�������+#�
	�����:�9�"+������)�������������*�)%*� ��)��
��
���� �*�������������#6��#�!��������)
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���	��� )�
������+������"����<��5��*��-	&��� %&��
�"
� , 6 ���)
��� �
���&�)����������� 5 
-�%������*! �������*� +��������� 3 ���
 �����(��)�������������*�)%*� ��)��
��
�-&��<���& 

 4.3 [���������
%�
(�����������-��Z������	� 
��8� "����^��!�� �  �%�����*
� ��������!�%4�&
������� -�&6+�������8 &� �����

��� �
���
���+�����������_� 15 "
"
�
 ����,�&��)������,�&�
�-&���) �#�������)
���-�!�
����
�*�*!������������(�*� �*!��8� �
����	�
����	��������_��<��5�� ")�!��!�  �%�����*
� %4�&
��
����� -�&6 �
���%����
��"����<��5�� �*!-�!")�!��!�  �%�����*
� %4�&
������� -�&6� ������
�
-&���) �#��+�,�&��)������,�&�
�-&���))
����
�����*�*!����� �����
� ����8� ����������
�����
����	
���*�6�
� ���� �<!+�����������_�,!������� (euryhaline) ���+#������(	��)*��+#�������)
�9�"��&�� ��
��	�
����	��-	-&�%&��!�� (poikilosmotic) (	����), 2537) � &��� ���)
����5���� � Jahn ����^� (2006) �
��5������	��)*��� �	<"��:�6 C. granulata %&�������
�	�
����	��������_���� 20 "
"
�
 �	
� 35 "
"
�
 ")�!�	<���"��:�6�
��
���������������             
)
������%��
� %&��������� �,��&�
��
�!��,!��+����	��)��&��� �� ��#��+��!������  
&��������������)
�����+� �#���5� ��,!���"������������*�)%*� ��������-&�+#��#�������)
�9�"��&�� ��
��	�
����	��-&� %&���������������#6)
������%��
�%&�+,�%��
��	
����*���*�� 
#�����������_��	�! �-	+��������8 &�"8� ���-	��_)-��+��4��6 45���4��6�����-	+,�+�
���)�����*!�� > � ��!������
���
����� � � �����
� Saoud ����^� (2005) -&��������&� �
�����)
���+� �#���"8� ��
����������+�����������_� 2 ��&�) �8  0.5   "
"
�
 ��� 40 "
"
�
 ")�!�)

���+� �#��-�!�
;�*!  �*������ &*��������������*�)%*� �������� 45�� �����	
�-	-&��!��

�����
�������+�������_����
��8  0.5 ���40 "
"
�
 *����*!�����*�����+#������
���	��)*��+�,!�����
��!����� �5�-�!�!�;�*! ���������*�)%* 45�����+#�)
����
����������-	(<���)  �+��<	� �    �<��
� 
#�8 ���-	+,�+����)����� 8�� > 9��+��4��6 � �����
��������5���� � Ferraris ����^� 
(1986) ")�!���������&���
���
���+�������_�	�*� �����8� �
����	�
����	��������_��_�����(
	��)*��+#�������)�9�"��&�� ��
��	�
����	��-	-&� %&��!�� �  �%�����*
������ -�&6�����)
�����<!�9���	�*���8� ����;!��-	 1 (5� 2 ��� �����))*!�� > 9��+��!������������<!�9���	�*���8� 
����;!��-	 7 (5� 10 ��� 

����5���	����^  �%�����*
� %4�&
�� ���%"����4
��� ��������")�!� ����
��_��
;�*! 	����^� �  �%�����*
� %4�&
�� ���%"����4
��� �������� 45��� &��� ���)
����5���� � Sowers ����^� (2006) �
�")�!���������
���
���+�����������_� 2 "
"
�
 �
	����^
  �%�����*
� 545±51.7 �����  �%��*! ��%����� 45���*�*!����������
���
���+�����������_� 25 "
"
�
 
45�����
�!� 748-817 �����  �%��*! ��%����� (Cheng ����^�, 2002) � �����
����")�!�������_�
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� ������
;�*! 	����^%4�&
��� ���������
���
���+�����������_� 2 "
"
�
 ��� 25 "
"
�
 %&���������
�
��
���+�������_�  2 "
"
�
 �
	����^%4�&
��*�����!���������
���
���+�������_�+� 25 "
"
�
 � &��� �
��)����5���� � Sowers ����^� (2006) �
�")�!�	����^-   �+����������������������
���
�
������_� 2 "
"
�
 �
	����^� �  �%�����*
� %4�&
�� �������4
�� -�!�
�����*�*!����� %&�����
������_�*������!�;�+#�	����^-   ��
� �<!+������&�� �*��-	&��� 

+���!� ����* )�� �*! ����	�
����	��������_� ")�!���������
���	��)*��
 �!����&��_�*��������_�� ������
��	�
����	��-	 %&�+�����	�
����	��������_�� �������� 25 
"
"
�
 �	
� 2 "
"
�
 -�!")�!�������&�)� �)
���+� �#����������
;�*! 	����^  �%�����*
� 
%"����4
�� �*!")�!���&�)� �)
�����������
;�*!	����^%4�&
�� � &��� ���)����5���� � 
Ferraris ����^� (1986) �
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 !3����������6!$�� 160 �
���������  �!m	�-�������+3,��
 �!m	���W� ��,���!�n�6!$�� 
boiling ���'���	,�	 30 ��$� 
            7. ��,���!�n�6!$�� rinsing �B,�����
�����2�
 20 ��$�  
 8. !m	���W� �!m	 ��$�W��0�� ��,���!�n�6!$�� evaporation �B,��'�� �33&�����06! 5 ��$� 
 9. !m	�+3,��
 ��0��%�&�-�� %�����,���!�n� evaporation 0���$���	�� ���*�����08�0�+3,��
 
%������6!��$�� 100 �
��������� 8�%��
 
           10. ���*�����0��' 2)*	�	+���
,-� $�-
6��'����(� %��������
��
�-�����0 (w3) 



����������� % ��	�� 

  % 6����  =  w3 - w1 × 100 
               w2  
 ��,��          w1  =  �-�����0*���B3�����0%0�� 
     w2  =  �-�����0�����2�
 
     w3  =  �-�����0*���B3�����0%0��%�&6�������
��   

 
 
2. ��
�L����������1$
���

� $�2�����
�@
�M�$�N�$ 

   
   2.1 !3��������3$��0��
0�� (03���2�����2�) 

= �-�����0����3$��0��
0��$�-
��	 / 8�����0��
��,�� �-� �	0�3$	��
 
                                                                                  ���� (���) 
 
            2.2 ���3�3�	 (%) �����b�0�3��
 Felix %�& Sudharsan (2004) 

      = 8�����0��
��,�� �-� �	0�3$	��
 X 100 
                              8�����0��
$���3���$	��
 
 

       2.3 ���3�0�3%�0�!���������3�!"���,-� (Food conversion rate: FCR) �����b�0�3
��
 Felix %�& Sudharsan (2004) 

        = 8���������3$��'��6!$�-
��	 (03��) 
                               �-�����00��
$���B����/-� (03��) 
 

      



2.4 ���3�0�3�83�t����)�8���B�& (Specific growth rate: SGR) �����b�0�3��
 
Ziaei-Nejad %�&+�& (2006)  

              = (ln �-�����0 �	$���-ln �-�����0�3������) X 100 
                                         ���� (���) 
 

        2.5 �-�����00��
$���B����x�����2���� (�!�3W��(��W weight gain) �����b�0�3��
 Tapia-
Salazar %�&+�& (2004) 
                     = �-�����00��
 �	$���-�-�����00��
�3������) X 100  

                                   �-�����00��
�3������ 
 

3. ��
����
���������O�"L� $�����
��
��� Boyd ��� Tucker (1992) 
  3.1 ��
����
������������-S� �������"L� 
             	�
���
 

               1. Cz���WC$����  ���	��+���3W  (phenolphthalein indicator) : ��3��� �3�&���       
Cz���WC$���� (phenolphthalein  (0.5 03�� '���$��%��0�]��W  95 % 8�6	�!3����3  100 ��������3 
               2. ��$�����3�8W  ���	��+���3W:  ��3���)	� �3�&�����$�����3�8W   0.5  03��  '��-��
0����$��!3��8�0����� !3��!3����3'��6	�  100 ��������3 
               3. ��$���3	  ���	��+���3W  :  ��3���)	� �3�&�����$���3	     0.5  03��  '��-��0����$��
!3��8�0����� !3��!3����3'��6	�  100 ��������3 
               4.  �3�&������3i��03	���C�3�0   0.2  ��3W���  :  ��3���)	�+2��g  �$03	            
���C�3�0�������   6  ��������3  �
'��-��0���� )  $������	,�	'��2g  %���!m	{�$�-
6��'����(�   (!3��!3����3
	����-��0����8�+3�  1 ���3 
               5.  �3�&������3i��)��	���+�3W�����   0.2  ��3W��� : ��3���)	�
��
)��	���
+�3W������/�
��%��
8�����   10.6  03��  )	���$����������   130  �
���������   �!"�����   90  ��$� 
%���$��'����(�'�)*��%��
  8�0��-��&���'��-��0����$������	,�	'��2g  ��
6��'����(�  !3��!3����3
	����-��0����8�+3�  1 ���3 

  ��
$
�@��������/��/����	�
����2 
1.  �3�&���)��	���+�3W�����  0.2 ��3W��� !3����3   25  ��������3  ' 2�
'���	

3�!
�B�2���	  250 ��������3 
  2. ��	��$���3	 ���	��+���3W  5 ��	 ���2�'������0��8&6	� �3�&��� ����,�
 



3. 6���3$	��� �3�&������3i��03	���C�3�08� �3�&����!������!"� �
�B� 
4. ��� 2��A �$�-
��	6!���8��	,�	�!"�����!3&���   3-5  ��$�  �B,��6�20h��

+�3W���6	��06�	W'����	 �3�&���8&�!������!"� ����,�
��0+3�-
 
5. 6���3$	��� �3�&������3i��03	���C�3�0�2�6!  8�03&$��
 �3�&���

�!������!"� �
�B���0+3�-
��/�
 
 6. ���$/0!3����3��
 �3�&������3i��03	���C�3�0$�-
��	$��'
�6! 
 
 0�3+�����+������������
 �3�&������3i��03	���C�3�0 (��3W���) 

 
+����������(��3W���) =    0.2  × 25 

         !3����3 (��������3) ��
 �3�&������3i��03	���C�3�0$��'
� 
 
 ���
8�0��-�$��0�3!3��+������������
 �3�&������3i��03	���C�3�0'����

+�����������$2�0��  0.02 ��3W��� )	�'
� ��3 
 

    N1V1 = N2V2 
  N1 = +������������
 �3�&���$��8&!3��+2� 
  N2 = +������������
 �3�&���$�����
0�3 
  V1 = !3����3��
 �3�&���$��8&!3��+2� 
  V2 = !3����3��
 �3�&���$�����
0�3  



  ���
��
 

  1. ��������2�
�-��  100 ��������3 ' 2�
'���	3�!
�B�2���	  250 ��������3 
2. ��	Cz���C}$�������	��+���3W  10 ��	 ���2�'������0�� 

  2.1 *�� �3�&���'  '��$�����  3 �2�6!  
   2.2 *�� �3�&��� �
�B�8&���
6���3$	��� �3�&������3i��03	���C�
3�08�03&$��
 �3�&��� �
�B���-����6!���$/0!3����3$��'
�6! (���6!3��0��!3����3��

 �3�&������3i��03	���C�3�0$��'
�6!6���� 4) $���2�6!'���� 3. 
  3. ��	��$�����3�8W  2-3 ��	 ���2�'������0�� 8&6	� �3�&��� ����,�
 
  4. 6���3$	��� �3�&������3i��03	���C�3�0 0.02 ��3W���  8�03&$��

 �3�&���!������!"� � �� 8�!3����3��
 �3�&���03	���C�3�0$��'
�6!$�-
��	 
 

 0�3+�����+2�+����!"�	2�
��
�-�� (�����03���2����3) 
 

+2�+����!"�	2�
 =  !3����3��
03	���C�3�0$��'
� x ��3W������-��
03	���C�3�0 x 50 x 1,000 
            !3����3�-�������2�
 

 
4.  ��
TU�V�����-
���N��!�  

 

4.1 ��
�1N-
������!� �1"���  (Total haemocyte count) 

	�
���
 

trypan blue 0.15 �!�3W��(��W : �&��� trypan blue 0.15 03�� '� �3�&��� NACl 
2.5 �!�3W��(��W 100 ��������3 +�'���&���)	���
�� magnetic stirrer ��� 6-12 
���)�
 %�&03�

A2��03&	�d03�
���3W 1 %�2
' 2���	B�� ��0���	�& 0.45 ��������3 

���
��
 

  '
�03&��0x�	�����	 1 ��������3 %�&��(�x�	�����	 24 G +������ 12 
��������3 �8�&��,�	0��
�3����)+����	��+�2$�� 3 !3���� 0.2 ��������3 '
�!m�!����)�����	�	��,�	 50 
6�)+3���3 A �0�� �3�&��� trypan blue 0.45 ��������3 A �'������0��'����	B�� ��0���
����W��(	��,�	$�-
��	)	�'
�]���6�)������3W (haemacytometer) ���'��0���
8��$33��W%���
+������!"�����W�2���������38�0 ��3  



!3����3��
]���6�)������3W   = 0���
 x ��� x  �
 
       = 1mm  x 1 mm x 0.1 mm 
       =0.1��0���0W��������3 (mm3) 
 8���������W��(	��,�	/��0���0W��������3  = ����W��(	��,�	$�����6	� 
 8���������W��(	��,�	/��������3   = ����W��(	��,�	$�����6	� x 104 
 

4.2 ��
����
����-
�����-
$
�C�X

1�  1 �-��@�� Lowry ������ (1951) 

	�
���
 

1.  �3�&��� BSA ���3i�� 
�&��� bovine serum albumin 1.0 �����03�� '��-�� deionized 10 ��������3 %�&�8,�

8�
 �3�&������
���	����-�� deionized '����	$	��
'����+���������� 10-100 6�)+303���2�
��������3  

2. 1 N Folin-Phenol reagent (dilute 1:10) 
3. Working alkaline copper reagent  
 3.1 2 �!�3W��(��W Na2CO3 '� 0.1 N NaOH (��3���)	�����-��'���	,�	02��

����) %�&���
'����(� ��$02��  2�� NaOH 0.4 03���2� 100 ��������3 32��0�� NaCO3 2 03�� �2� 
100 ��������3 +�'������0�� !3��!3����3)	� Volummetric flask %�&�0(�'���	B�� ��0 

 3.2 0.5 �!�3W��(��W CuSO4 5H2O '� 1 �!�3W��(��W Na �3,� K-tartrate )	�
'���&��� �3%�2�&���02�� 8�0��-���� CuSO4 5H2O 

���
��
 
           ���� �3�&��� 2��'  (hemocyte lysate: HLS) $��6	�8�00�3$��'������W��(	��,�	
%�0!3����3 40 6�)+3���3 �
'����	$	��
���	 10 ��������3$�����-��0����$��!3��8�06��� 
(deionized) 0.36 ��������3 ���� alkaline copper solution 1 ��������3 A �'������0����-
'��
�0�	!e�0�3������ 10 ��$� %������� �3�&��� folin reagent 0.1 ��������3  A �'������0�� ��-
'��
�0�	!e�0�3������ 30 ��$�  ���6!��	+2�0�3	�	0�,�% 
$��+������+�,�� 750 ��)����3 ����$���'
�
�-��$��!3��8�06���� (deionized) 0.4 ��������3 %$������2�
 %���+�����!3����)!3���)	��$���
0��03�C���3i��)������3���������� (Bovine serum albumin; BSA)  ���3����3����3���)	�'
�
03&��0x�	�����	 1 ��������3 %�&��(�x�	�����	 24 G +������ 12 ��������3$��6�2�338� �3
!f�
0����,�	%�(
����8�&��,�	0��
$��)+����	��+�2$�� 3 '��6	�!3&��� 0.2-0.3 ��������3 ��-
6��$��
�����������
��� 2 
���)�
 �	��,�	$��%�(
���	���%$2
�	B�� ��0 %������6!����������
$�� 10000 



3���2���$� �������� 4 �
���������  ��� 2 ��$� $��0�3%�0 2��' �B,�����6!���+3�&�W)!3��� 
8����� 5 6�)+3���3 �
'��-��0���� deionized !3����3 995 6�)+3���3 8�0��-����6!$��!e�0�3���
0�� �3�&��� alkaline copper !3����3 2 ��������3 $�-
6�� 10 ��$� %������� folin reagent 3 ��������3 
$�-
6����0 10 ��$�%������6!��	+2�0�3	�	0�,�% 
$�� 640 ��)����3 %�&+�����!3����)!3���)	�
�$���0��03�C���3i�� BSA  

4.3 ��
����
����-
������\��	C���!�   1 �-��@�� Hyvarinen ��� Nikkila, 

(1962) 

             	�
���
  

       1. 3 �!�3W��(��W Trichloroacetic acid 
    
��
 3 03�� Trichloroacetic acid �&���'��-��0���� %�&!3��!3����38�
+3� 100 ��������3 
   2. Color reagent 
    
��
 1.5 03�� Thiourea �&���'� 940 ��������3 Glacial acetic acid %���
���� 60 ��������3 O-toluidine �0(�6��'������(� 3&��
��2�'��*�0% 
 
   3. Benzoic acid solution  
    
��
 0.2 03�� Benzoic �&���'��-��0���� !3��!3����38�+3� 1000 
��������3 
   4. Standard glucose 
    
��
 100 �����03�� Glucose �&���'� 100 ��������3 Benzoic acid solution 
�0(�6��'������(� 
 
       ���
��
 

              '
�03&��0x�	�����	 1 ��������3 %�&��(�x�	�����	 24 G +������ 12 
��������3 $��6�2�338� �3!f�
0����,�	%�(
��� �8�&��,�	0��
$��)+����	��+�2$�� 3 '��6	�!3����3 0.2  
��������3 *2��'����	B�� ��0%�&$��0�3���+3�&�W$��$�  )	�������,�	 0.1 ��������3 '����	
B�� ��0$���� �3�&��� trichloro acetic acid (TCA) 3 �!�3W��(��W 1 ��������3 A �'������0��$��$� 
���6!����������
$�� 3,590xg �������� 4  �
���������  ��� 2 ��$� %�0 2��'  0.5 ��������3 ����
'����	$	��
���	 10 ��������3 $���� color reagent 4.5 ��������3 A �'������0�����6!%
2'��-��
�	,�	 8 ��$� ��-
6��'����(�%�&��	+2�0�3	�	0�,�% 
$��+������+�,�� 630 ��)����3 ����$���'
�



 �3�&��� trichloro acetic acid (TCA) 3 �!�3W��(��W 0.5 ��������3 %$� �3�&��������2�
%���
+�����!3����0��)+ '���,�	)	��$���0��03�C���3i��0��)+  

4.4 ��
����
���������	����
�$
" ���-
�����������
>�$�$��� _ C���!�  $��

���
��
��� ��@��
 ������ (2543) 

        

   ���
��
 

                �����,�	0��
���%�2�&���6!%�0�����3�� )	�����������
$��+����3(� 3590 g �B,�����
��3��6!���+3�&�W��+2��� )���3���- 	����+3,��
 Osmomat 030-D (Germany) ��+2�����+)�36�$W 
(serum electrolyte) +,� Na+ Cl- K+ %�& Mg2+ )	�'
��+3,��
���+3�&�W EAA ��
 Beckman  
 

 



������� � 

 
��3�
��+A��0$�� �. 1 0�3��3������$�'�����3$	��
 ��3�2�
 g 
 ��3����3 +�������������$� 

(�!�3W��(��W) 
���$� 

(03��/����3 4 00.) 
!3����%!f
 ���$��'
��8,�8�
 

(03��/����3 4 00.) 
1 0 �!�3W��(��W 0 1,540 
2 1 �!�3W��(��W 40 1,500 
3 2 �!�3W��(��W 80 1,460 
4 3 �!�3W��(��W 120 1,420 
5 4 �!�3W��(��W 160 1,380 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



��3�
��+A��0$�� �. 2  2��!3&0��%�&!3�������*�	��'�����3%�2�& ��3��
0�3$	��
 
 ��3����3  2��!3&0�� 

(03��/1000 03��) 1 2 3 4 5 
!��!n� 150 150 150 150 150 
��/0!n� 50 50 50 50 50 
��$0��%�� 30 30 30 30 30 
0�0*������,�
 260 260 260 260 260 
%!f
 ��� 385 375 365 355 345 
�-�����!�� :  
�-�����*������,�
 
(1:1) 

40 40 40 40 40 

������� 10 10 10 10 10 
�������%�&%32
b���A �1 

25 25 25 25 25 

%!f
�����8�� 50 50 50 50 50 
���$� 0 10 20 30 40 
3�� 1000 1000 1000 1000 1000 
+������������
   
���$� 

0 �!�3W��(��W 1 �!�3W��(��W 2 �!�3W��(��W 3 �!�3W��(��W 4 �!�3W��(��W 

 
1Vitamin and mineral mixture supplemented per kilogram feed: Thiamine (B1) 10 mg; Riboflavin 
(B2) 20 mg; Pyridoxine (B6) 10 mg; Cyanocobalamin (B12) 2 mg; Retinal (A) 4,000 IU, 
Cholecalciferol (D3) 2,000 IU; Menadione sodium bisulfite (K3) 80 mg; Folic acid 5 mg; Calcium 
pantothenate 40 mg; Inositol 400 mg; Niacin 150 mg; DL-alpha-tocopherol (E) 50 IU; Choline 
chloride 6,000 mg; Ascorbic acid (C) 500 mg; Biotin 1 mg; NaCI 0.25 g; MgCO3 3.75 g; FeSO4 
0.72 g; (CH3COO)2 Ca.5H2O 0.88 g; ZnSO4.7H2O 0.088 g; MnSO4.4H2O 0.040 g; CuSO4.5H2O 
0.008 g; CoCl2.6H2O 0.00025 g; KIO3.6H2O 0.00075 g   
 
 



��3�
��+A��0$�� �. 3  2��!3&0��$�
)�
��0�3��
����3$	��
'�0�3$	��
$�� 1 $�������$�
3&	���2�
 g )	�0�3���+3�&�W1  
 

 2��!3&0�� (�!�3W��(��W) ���$� 
(�!�3W��(��W) +���
,-� )!3��� 6���� �*�� 

0 7.56±0.02 34.23±0.21 8.43±0.21 6.43±0.03 
1 7.75±0.01 34.44±0.33 8.34±0.11 6.33±0.01 
2 7.52±0.04 34.33±0.13 8.76±0.17 6.76±0.05 
3 7.85±0.07 34.42±0.54 8.12±0.65 6.23±0.02 
4 8.02±0.02 34.74±0.66 8.67±0.43 6.78±0.07 

 

1������$������ ���!"�+2��x���� ± +2������
������3i�� (8�00�3���+3�&�W�����2�
 2 �-��) 
 
��3�
��+A��0$�� �. 4  2��!3&0��$�
)�
��0�3��
����3$	��
'�0�3$	��
$�� 2 $����        
���$�3&	���2�
 g )	�0�3���+3�&�W1  
 

 2��!3&0�� (�!�3W��(��W) ���$� 
(�!�3W��(��W) +���
,-� )!3��� 6���� �*�� 

0 8.65±0.01 34.27±0.49 8.25±1.05 6.35±0.03 
4 7.47±0.03 34.14±0.61 8.54±0.29 6.44±0.11 
8 6.65±0.09 34.62±1.32 8.21±0.27 6.53±0.11 

 

1������$������ ���!"�+2��x���� ± +2������
������3i�� (8�00�3���+3�&�W�����2�
 2 �-��) 
 
 
 
 
 
 
 



��3�
��+A��0$�� �. 5 �������� (�
��������� ) ��
�-��'��2�$	��
�!"�3&�&���� 6  �!	��W  
 

�������� (�
��������� ) 
�
�� (7.00 �.) �$���
 (12.00 �.) 0��
+,� (22.00 �.) 

3&�&���� 

���� �	  �
 �	 ���� �	  �
 �	 ���� �	  �
 �	 
15 �03�+� �   29 �03�+� 

2549 
29 30 30 31 29 30 

30 �03�+� � 6 0����B��bW 
2549 

28 30 30 31 29 31 

7 0����B��bW � 21 0����B��bW 
2549 

29 30 30 31 30 31 

 
 
 
 
 
 
 
 



��3�
��+A��0$�� �. 6 �������� (�
��������� ) ��
�-��'����$	��
�!"�3&�&���� 6  �!	��W 
 

�������� (�
��������� ) 
�
�� (7.00 �.) �$���
 (12.00 �.) 0��
+,� (22.00 �.) 

3&�&���� 

���� �	  �
 �	 ���� �	  �
 �	 ���� �	  �
 �	 
15 B�d��+� � 31 B�d��+� 

2549 
26 27 27 28 26 27 

1 ��*����� � 15 ��*����� 
2549 

26 27 27 28 26 28 

16 ��*����� � 24 ��*����� 
2549 

26 27 27 29 26 27 

 

 

 

 

 



��3�
��+A��0$�� �. 7 +����B�-��'����$	��
�!"�3&�&���� 6  �!	��W1 
DO pH ���+�6��W����- 

(�����03���2����3) 
%��)�����3�� 
(�����03���2����3) 

6�6�3$W 
(�����03���2����3) 

6���3$ 
(�����03���2����3) 

���$�� 

2 B�B�$� 25 B�B�$� 2 B�B�$� 25 B�B�$� 2 B�B�$� 25 B�B�$� 2 B�B�$� 25 B�B�$� 2 B�B�$� 25 B�B�$� 2 B�B�$� 25 B�B�$� 
17 

��d��� 
2549 

8.2 8.6 7.91 8.00 66 86 0.03 0.02 0 0 - - 

9 
B�d��+� 
2549 

7.9 8.1 8.68 8.04 60 104 0.14 0.03 0 0 - - 

1 
��*����� 
2549 

8.3 7.8 7.8 7.9 68 98 0.06 0.03 0.01 0.02 - - 

8 
��*����� 
2549 

7.8 7.6 8.24 8.18 78 108 0.06 0.02 0.01 0.05 0.02 0.08 

+2�$������& � 
(0��
$&��) 

4-7 4-7 7.8-8.5 7.8-8.5 80-150 80-150 6�2�0�� 
1.00 

6�2�0�� 
1.00 

6�2�0�� 
0.10 

6�2�0�� 
0.10 

6�2�0�� 
60.00 

6�2�0�� 
60.00 

1 ���+3�&�W$������W��8��%�&B����!3&�

��{��
 ��� 
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��3�
��+A��0$�� �. 8 +����B�-��'��2�$	��
�!"�3&�&���� 6  �!	��W1 
 

���$�� DO pH +����+(� 
(B�B�$�) 

���+�6��W����- 
(�����03���2����3) 

%��)�����3�� 
(�����03���2����3) 

6�6�3$W 
(�����03���2����3) 

6���3$ 
(�����03���2����3) 

15 �03�+� �   29 �03�+� 
2549 

6.4 7.91 10 103 0 0 0 

30 �03�+� � 6 0����B��bW 
2549 

8 8.3 12 146 0.02 0.01 0.01 

7 0����B��bW � 21 0����B��bW 
2549 

10 8.8 14 164 0.04 0.02 0.02 

 

1 ���+3�&�W$������W��8��%�&B����!3&�

��{��
 ��� 
 

 


