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บทที่ 2

วัสดุ อุปกรณ และวิธีการทดลอง

วัสดุ

  1. พันธุปลานิล
        ลูกปลานิลแดงแปลงเพศ เพศผู ขนาดความยาวประมาณ 1 เซนติเมตร จํ านวน 3,000 ตัว ซื้อ
จากสถานีประมงนํ้ าจืด จังหวัดนครศรีธรรมราช กรมประมง

  2. สารเคมี
2.1 สารเคมีสํ าหรับวิเคราะหสวนประกอบทางโภชนาการของอาหารทดลอง (ภาคผนวก ก)
2.2 สารเคมีสํ าหรับวิเคราะหองคประกอบเลือดของปลานิล (ภาคผนวก ก)
2.3 สารเคมีสํ าหรับการศึกษาดานเนื้อเยื่อวิทยาปลานิล (ภาคผนวก ก)
2.4 สารเคมีสํ าหรับวิเคราะหปริมาณอะฟลาทอกซินบ1ีในอาหารปลา เนื้อปลา และมูลปลา

(ภาคผนวก ก)
2.5 สารเคมีสํ าหรับวิเคราะหคุณภาพนํ้ า (ภาคผนวก ก)
2.6 ยาสลบปลา (2-phenoxyethanol)

  3. อาหารสํ าหรับอนุบาลลูกปลากอนเริ่มตนทดลอง
ใชอาหารเม็ดสํ าเร็จรูปชนิดลอยนํ้ า 9961 ไฮเกรด ซึ่งมีสวนผสมของ  ปลาปน  กากถั่ว

เหลือง  ขาวโพด  หรือปลายขาว  วิตามิน  เกลือแร  และสารถนอมคุณภาพอาหารสัตว  มีคุณคา
ทางอาหาร ไดแก  โปรตีนไมต่ํ ากวา  40 %  ไขมันไมต่ํ ากวา  3 %  ความชื้นไมต่ํ ากวา  12 %  และ
กากไมต่ํ ากวา 4 %
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อุปกรณ

  1.  ที่ใชในการเลี้ยงปลาทดลอง
       1.1  ถังไฟเบอรกลาสทรงกระบอก ปริมาตร 2.0 ลูกบาศกเมตร
       1.2  ตูกระจกทดลองขนาด 120 x 60 x 30 เซนติเมตร ความจุ 216 ลิตร ปดดานขางและดาน

หลังตูกระจกทดลองดวยแผนพลาสติกสีเขียวทึบทั้ง 3 ดาน เพ่ือลดการรบกวนปลา
ทดลองจากภายนอก

       1.3     อุปกรณระบบใหอากาศ ประกอบดวยเครื่องใหอากาศ ทอลม สายยาง หัวทราย
       1.4 อุปกรณเปลี่ยนถายนํ้ า และทํ าความสะอาดตูปลา ไดแก สายยาง เครื่องปมนํ้ าชนิดจุม  

ฟองนํ้ าขัดตู
       1.5  อุปกรณขนยายปลา ไดแก สวิงชอนปลา ถังพลาสติก

  2.  เตรียมอาหารทดลอง
       2.1  เครื่องเตรียมอาหารทดลอง ประกอบดวย ชุดเครื่องผสมอาหารแนวตั้งแบบมีใบพัดของ

KODAIRA และชุดเครื่องอัดเม็ดอาหาร ของ HANAKI’SCROWN
       2.2  อุปกรณชั่งตวงวัสดุอาหาร ไดแก เครื่องชั่งไฟฟาทศนิยม 2 ตํ าแหนง ของ Satorius รุน

Basic   เครื่องชั่งไฟฟาทศนิยม 5 ตํ าแหนง ของ AND รุน HM-300 กระบอกตวง บีก
เกอร ถาดเตรียมอาหาร

       2.3   ตูแชแข็ง ใชเพ่ือเก็บอาหารทดลองระหวางรอนํ ามาใช

  3. วิเคราะหคุณภาพนํ้ า
  3.1   อุปกรณวัดอุณหภูมินํ้ า คือ เทอรโมมิเตอร
  3.2   อุปกรณวัดคาความเปนกรดดาง (pH)  คือ เครื่อง pH meter ของ Mettler Delta รุน 340
  3.3  อุปกรณวิเคราะหปริมาณออกซิเจนที่ละลายนํ้ า (dissolved oxygen, DO) คือ เครื่อง DO 

meter ของ YSI model 57



40

3.4 อุปกรณสํ าหรับวิเคราะหคาความเปนดาง (alkalinity) และความกระดาง (hardness) ได
แก ขวดรูปชมพู บีกเกอร กระบอกตวง ปเปต บิวเรต ลูกยาง ขวดเก็บตัวอยางนํ้ า

  4. วิเคราะหองคประกอบเคมีของอาหารทดลอง
  4.1 อุปกรณวิเคราะหความชื้น ไดแก ขวดชั่ง (weighing bottle) ตูอบ (hot air oven) ของ

Memmert โถดูดความชื้น (desiccator) เครื่องชั่งไฟฟา 4 ตํ าแหนง
  4.2 อุปกรณวิเคราะหโปรตีน ไดแก เครื่องยอย (digestion apparatus) ของ Gerhardt รุน

Kjeldatherm เครื่องกลั่น (distillation apparatus) ของ Gerhardt รุน Vapodest I  หลอด
ยอยโปรตีน (digestion tube) บีกเกอร กระบอกตวง ขวดรูปชมพู และบิวเรต

  4.3 อุปกรณวิเคราะหเถา ไดแก  ถวยกระเบื้องเคลือบ (crucible) เตาเผา (muffle furnace)
ของ Gallenkamp โถดูดความชื้น  (desiccator) เครื่องชั่งไฟฟา 4 ตํ าแหนง

4.4 อุปกรณวิเคราะหไขมัน ไดแก ชุดเครื่องมือวิเคราะหไขมัน รุน Soxtec System HT6 ไส
กรองสาร ถวยสกัดสาร ตูอบ โถอบแหง เครื่องชั่งไฟฟา 4 ตํ าแหนง

4.5 อุปกรณวิเคราะหปริมาณอะฟลาทอกซนิในอาหาร กลามเนื้อ และมูลปลา ไดแก  TLC
plate ของ MERCK รุน  Silica gel 60  1.05721  และ densitometer  ของ SHIMADZU
รุน CS-9301 PC

  5. ศึกษาองคประกอบเลือด
  5.1  อุปกรณเก็บเลือดปลา ไดแก เข็มขนาด 25G และหลอดฉีดยา ขนาด 1 มิลลิลิตร ท่ีผาน

การเคลือบสารปองกันการแข็งตัวของเลือด (EDTA)
      5.2   อุปกรณแยกพลาสมา ไดแก เครื่องหมุนเหวี่ยง (centrifuge) ไมโครปเปต หลอดทดลอง
               สเปคโตรโฟโตมิเตอร (spectrophotometer)

        5.3  อุปกรณวัดคาฮีมาโตคริต ไดแก หลอดฮีมาโตคริต (microhaematocrit capillary tube)      
และฮีมาโตคริตเซนตริฟวจ (haematocrit centrifuge)

        5.4 อุปกรณนับปริมาณเม็ดเลือดแดงและเม็ดเลือดขาว ไดแก RBC diluting pipette  
haemacytometer กลองจุลทรรศน
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   6.  พยาธิวิทยาของเนื้อเยื่อ
       6.1   ชุดอุปกรณผาตัด
       6.2   เครื่องเตรียมเนื้อเยื่ออัตโนมัติ (automatic tissue processor) ของ Technicon Corporation   

รุน Autotechnicon Mono MOD. 2A
       6.3   เครื่องตัดชิ้นเนื้อเยื่อ ของ Jung AG Heidelberg  ตูอบ อางนํ้ าอุน (warm bath)  สไลด 

และแผนปดสไลด
       6.4  กลองถายภาพของ Olympus รุน AX 70 และกลองจุลทรรศนแบบเลนสประกอบของ   

Olympus รุน C-35 AD

  7.  สํ าหรับตรวจสอบการเจริญเติบโตของปลา
         ประกอบดวย เครื่องชั่งไฟฟาทศนิยม 2 ตํ าแหนง ถังพลาสติกขนาด 3 ลิตร กะละมัง
พลาสติก และสวิงชอนปลา

วิธีการทดลอง

   1. การเตรียมอุปกรณการทดลอง
        ใชตูกระจกขนาด 120 x 60 x 30 เซนติเมตร ความจุนํ้ า 216 ลิตร  ทํ าความสะอาด และติดตั้ง
อุปกรณใหอากาศใหพรอมสมบูรณ แลวเติมนํ้ าประปาที่ปราศจากคลอรีน ใหไดปริมาตรประมาณ
165 ลิตร ปดตูดวยผาพลาสติกสีเขียวทึบ 3 ดาน เพ่ือปองกันการถูกรบกวนขณะทํ าการทดลอง

  2.  การเตรียมสัตวทดลอง
        นํ าลูกปลานิลแปลงเพศวัยออนขนาดความยาวประมาณ 1 เซนติเมตร จํ านวน 3,000 ตัวมา
อนุบาลในถังไฟเบอรกลาสทรงกลม ขนาดความจุ 2 ลูกบาศกเมตร เปนเวลา 6 สัปดาห  เพ่ือใหได
ขนาดที่จะทํ าการทดลอง และสามารถปรับสภาพใหเหมาะสมตอสภาพแวดลอมของการวิจัย และ
ฝกหัดใหกินอาหารที่มีลักษณะใกลเคียงกับอาหารทดลองวันละ 3 ครั้ง คือเวลา 8.30 น. 12.30 น.
และ 16.30 น. สังเกตพฤติกรรมการยอมรับอาหาร กอนเริ่มการทดลองนํ าลูกปลาไปตรวจสอบ
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การติดเชื้อแบคทีเรีย และปรสิตภายนอก ลูกปลาที่ใชทดลองตองมีสุขภาพดี ไมมีโรคใดๆ ทํ าการ
คัดปลาใสตูทดลองที่เตรียมไวในขอ 1. จํ านวน 20 ตัวตอตู ปรับสภาพปลาใหคุนเคยกับสภาพแวด
ลอมของตู และอาหารทดลองเปนเวลา 7 วัน  ทํ าการชั่งหานํ้ าหนักเริ่มตนของปลา  โดยใชนํ้ าหนัก
เริ่มตนเฉลี่ย 4.14 กรัมตอตัว

  3. การเตรียมอาหารทดลอง
        วิเคราะหวัตถุดิบอาหาร และคํ านวณสูตรอาหารใหมีระดับคุณคาทางโภชนาการเทากันทุก
ชุดการทดลอง แตใหมีระดับอะฟลาทอกซินบี1แตกตางกัน 6 ระดับ  คือ 0  50 100 500 1,000 และ 
2,500 พีพีบี   โดยเริ่มตนมีอะฟลาทอกซินบ1ี 19.150 พีพีเอ็ม จํ านวน 636.30 กรัม  ใชแปงสาลีเปน
ตัวเจือจางเพื่อใหอาหารแตละสูตรมีอะฟลาทอกซินตามที่คํ านวนไว  ดังแสดงในตารางภาคผนวก
ท่ี ข. 1
        วิธีการเตรียมอาหารทดลอง

        3.1 ชั่งวิตามินผสม  แรธาตุผสม แปงสาลี และอะฟลาทอกซินบ1ี ตามที่คํ านวนไวในแตละ
สูตรอาหาร ดวยเครื่องชั่งไฟฟาที่ความละเอียดทศนิยม 5 ตํ าแหนง ผสมใหเขากันอยางทั่วถึงในถุง
พลาสติกใสซอนกัน 2–3 ชั้น  เพ่ือปองกันการฟุงกระจายของอะฟลาทอกซินบ1ี  และปองกันถุง
แตก

              3.2  ชั่งวัตถุดิบอาหารอื่นๆ ไดแก ปลาปน  กากถั่วเหลือง  รํ าละเอียด  ตามที่คํ านวนไวในแต
ละสูตรอาหาร (ตารางที่ 7)  ผสมใหเขากันอยางทั่วถึงในถุงพลาสติกใสขนาดใหญซอนกัน 2–3 
ชั้น

 3.3  ผสมวิตามินผสม  แรธาตุผสม แปงสาลี และอะฟลาทอกซินบี1 ในขอ 3.1  ลงในถุง
พลาสติกใสขนาดใหญท่ีมีวัสดุอาหารในขอ 3.2  ใหเขากันอยางทั่วถึง
       3.4  นํ าเขาเครื่องผสมอาหาร เติมนํ้ า 35% ของนํ้ าหนักอาหาร จนวัตถุดิบอาหารแหงกับนํ้ า 
ผสมกันดี

3.5 นํ าไปเขาเครื่องอัดเม็ดอาหารผานหนาแวนขนาดเสนผาศูนยกลาง 2 มิลลิเมตร และ 3 
มิลลิเมตร เพ่ือเหมาะสมกับขนาดปากปลาตลอดระยะเวลาการทดลอง
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        3.6  นํ าอาหารที่เตรียมเสร็จแลวอบที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส นาน 24 ชั่วโมง บรรจุในถุง
พลาสติกแลวเก็บรักษาไวในตูเย็นที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส (วุฒิพร และคณะ, 2540)
        ตรวจสอบคุณคาทางโภชนาการของสูตรอาหาร (โปรตีน ไขมัน เยื่อใย  ความชื้น และเถา) 
ดวยการวิเคราะหองคประกอบทางเคมีของอาหารที่เตรียมตามวิธีมาตรฐานของ AOAC (1985) 
สวนปริมาณคารโบไฮเดรต (ไนโตรเจนฟรีเอกซเแทรกซ) หาไดจากการคํ านวณตามสูตร   100 - 
(โปรตีน+ไขมัน+เถา+ความชื้น) กอนนํ าไปใชในการทดลองเลี้ยง ผลการวิเคราะหสวนประกอบ
ทางโภชนาการของอาหารทดลองสูตรตางๆ แสดงใน ตารางที่ 1 (ภาคผนวก ข.) และวิเคราะห
ปริมาณอะฟลาทอกซินบี1 ในอาหาร  ตามวิธีมาตรฐานของ AOAC (1988)  โดยผลการวิเคราะห
แสดงในตารางที่ 8

ตารางที่ 7 แสดงสวนประกอบและปริมาณวัตถุดิบในอาหารสูตรพ้ืนฐาน

วัสดุอาหาร ปริมาณในอาหาร (%)
ปลาปน 22
กากถั่วเหลือง 30
รํ าละเอียด 28
แปงสาลี 15
*วิตามินผสม 1
**แรธาตุผสม 4

รวม 100
* วิตามินผสม (ปริมาณ/อาหาร1 กก.) ประกอบดวย AD3 2.3 กรัม;  Tocopherol (E) 80.0 กรัม; K 26.0 กรัม; Thiamine
(B1) 23.469 กรัม; Riboflavin (B2) 25.0 กรัม; Pyridoxine (B6) 54.545 กรัม; Cabolamin (B12) 0.60  กรัม; Ascobic acid
(C) 85.714 กรัม; Fanto (B5) 24.490 กรัม; Niacin 37.071 กรัม; Folic acid; Biotin  25.0 กรัม; Inositol 98.0 กรัม;
Choline Chloride CC 300.0 กรัม; SIPERNAT  20.0 กรัม; ENDOX 0.20 กรัม; Dextrose monohydrate 195.51
กรัม
** แรธาตุผสม (ปริมาณ/อาหาร1 กก.) ประกอบดวย KH2PO4 0.1 กรัม; CaH2PO4 0.1 กรัม; NaH2PO4  0.15 กรัม; KCl
0.05 กรัม
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ตารางที่ 8  แสดงผลการวิเคราะหปริมาณอะฟลาทอกซินในอาหารทดลอง

สูตรอาหาร ความเขมขนของอะฟลาทอกซินบี1 ในอาหาร
จากการคํ านวณ (พีพีบี) จากการวิเคราะหโดย TLC  (พีพีบี)

1                    0                        3.85
2                    50                        41.12
3                   100 113.20
4                    500 591.00
5                   1,000    1,687.75
6                   2,500    4,364.00

  4. แผนการทดลองและการเก็บรวบรวมขอมูล
        วางแผนการทดลองแบบสุมตลอด (CRD-completely randomized design) แบงการทดลอง
เปน 6 กลุมการทดลอง (treatments) โดยที่แตละกลุมการทดลองมี 5 ซํ้ า
        เริ่มตนการทดลองโดยชั่งนํ้ าหนักปลา สุมปลาที่มีนํ้ าหนักเฉลี่ย 4.14 กรัมตอตัว ปลอยในตู
ทดลอง ตูละ 20 ตัว ใชลูกปลาทั้งหมด 600 ตัว  โดยใหอาหารวันละ 3 ครั้ง คือชวงเชาเวลา 8.30 น.
ชวงเที่ยงเวลา 12.30 น. และชวงเย็นเวลา 16.30 น. โดยใหปลากินอาหารตามเปอรเซ็นตนํ้ าหนัก
ตัว ดังแสดงในตารางที่ 9 (ดัดแปลงจาก กรมประมง, 2541)  บันทึกนํ้ าหนักปลาและตรวจวัดคุณ
ภาพนํ้ าทุกสัปดาหตลอดการทดลอง ไดแกคาความเปนดาง (total alkalinity) คาความกระดาง
(total hardness) คาความเปนกรด-ดาง (pH) คาออกซิเจนละลายในนํ้ า (dissolved oxygen, DO)
และอุณหภูมิของนํ้ า จดบันทึกไวเปนขอมูลประกอบ
        เมื่อสิ้นสุดสัปดาหท่ี 5  ทํ าการสุมเก็บตัวอยางปลาครึ่งหนึ่งของแตละกลุมการทดลอง  เพ่ือ
ศึกษา การเจริญเติบโต  ดัชนีตับตอตัว องคประกอบเลือด เนื้อเยื่อวิทยา และวิเคราะหหาปริมาณ
อะฟลาทอกซินบ1ีท่ีตกคางในกลามเนื้อปลา  ปลาอีกครึ่งหนึ่งที่เหลือเลี้ยงตอในตูเดิม ใหปลากิน
อาหารตามเปอรเซ็นตนํ้ าหนักตัวตอเปนเวลา 3 สัปดาห  จึงเก็บผลเพื่อวิเคราะห ดัชนีตับตอตัว
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องคประกอบเลือด ศึกษาทางเนื้อเยื่อวิทยา และวิเคราะหหาปริมาณอะฟลาทอกซินบี1ท่ีเหลือตก
คางในกลามเนื้อ และมูลปลา

ตารางที่  9  แสดงอัตราการใหอาหารทดลอง

สัปดาหท่ี 1 2 3 4 5 6 7 8
อัตราการใหอาหาร
(% นํ้ าหนักตัวตอวัน)

10 7 7 5 5 5 5 5

ท่ีมา : ดัดแปลงจาก กรมประมง (2541)

  5. การเก็บขอมูลและวิเคราะหขอมูล
      5.1  การตรวจสอบพฤติกรรมและลักษณะที่แสดงออกภายนอก
             ในระหวางการทดลองสังเกตลักษณะผิดปกติภายนอก ไดแก สีของลํ าตัว การตกเลือด
และการเกิดบาดแผลที่ครีบ ผิวหนัง และอวัยวะภายนอกอื่นๆ รวมทั้งสังเกตพฤติกรรมที่ผิดปกติ
ในปลาแตละกลุม ใชยาและสารเคมีเพ่ือปองกันโรค ตามสภาพของปลา ทํ าการดูดตะกอนกอน
และหลังใหอาหาร  ทํ าความสะอาดตูปลา เปลี่ยนถายนํ้ า เพ่ือควบคุมคุณภาพนํ้ าใหเหมาะสม
ตลอดการทดลอง

      5.2  การตรวจสอบการเจริญเติบโตและอัตราการรอดตายของปลา
             การชั่งนํ้ าหนักปลาดํ าเนินการทุกสัปดาห เพ่ือทราบนํ้ าหนักปลาที่เพ่ิมขึ้น โดยการชั่งนํ้ า
หนักรวมของปลาแตละซํ้ าดวยเครื่องชั่งไฟฟาทศนิยม 2 ตํ าแหนง (ในวันที่ชั่งนํ้ าหนักปลางดให
อาหารเปนเวลา 1 วัน) นับจํ านวนปลาที่เหลืออยู สังเกตลักษณะอาการปลาตลอดการทดลอง 
พรอมทั้งจดบันทึกไว จนสิ้นสุดการทดลอง 5 สัปดาห และ 8 สัปดาหนํ าขอมูลท่ีไดมาคํ านวณหา
                 - นํ้ าหนักเฉลี่ยตอตัว

- นํ้ าหนักที่เพ่ิมขึ้น (ภาคผนวก ก)  
- อัตราการแลกเนื้อ (ภาคผนวก ก)   ตามวิธีการของ Dupree และ Sneed (1966)
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                 -  ดัชนีตับตอตัว (ภาคผนวก ก)  ตามวิธีของ Anwar และ Jafri (1995)
-  อัตราการรอดตาย (ภาคผนวก ก)

5.3  การศึกษาองคประกอบเลือด
             สุมปลาจากทุกกลุมการทดลองๆละ 15 ตัว มาสลบดวยนํ้ ายา 2-phenoxyethanol เจาะเลือด
จากบริเวณโคนหาง โดยใชเอทีลินไดอะมีนเตตราอะซีติก (ethylenediaminetetraacetic acid :
EDTA) 1.0 % เคลือบหลอดทดลองเพื่อปองกันการแข็งตัวของเลือด เพ่ือศึกษาองคประกอบของ
เลือด คือ

-   Haemoglobin โดยใชวิธี Cyanmet-haemoglobin ของ Larsen และ Snieszko (1961)
-   Haematocrit โดยวิธีดัดแปลงจาก Blaxhall และ Daisley (1973)
-   Plasma protein โดยวิธีดัดแปลงจาก Lowry และคณะ (1951)
-   Blood cell count  โดยใชวิธีของ กิจการ (2538)

      5.4  การเปล่ียนแปลงทางเนื้อเยื่อวิทยา
             เมื่อสิ้นสุดการทดลองทํ าการเก็บตัวอยางเนื้อเยื่อตับ จากตัวอยางปลากลุมการทดลองละ 
15  ตัว มาแชใน 10% ฟอรมาลิน 2 วัน  แลวเปลี่ยนนํ้ ายาดองเปนแอลกอฮอล 70 เปอรเซ็นต  กอน
นํ าไปผานกรรมวิธีเตรียมเนื้อเยื่อของ Humason (1979) เนื้อเยื่อตับถูกตัดใหมีความหนา 3-4 
ไมโครเมตร แลวยอมดวยสี Hematoxylin & Eosin (H&E) (Bancroft, 1967) จากนั้นนํ าตัวอยาง
ไปศึกษาดวยกลองจุลทรรศน  และถายภาพ

    5.5  การศึกษาปริมาณอะฟลาทอกซินบ1ีที่ตกคาง
           เก็บมูลปลา 3 สัปดาหสุดทายของการทดลอง โดยทํ าการดูดตะกอนกอน และหลังให
อาหาร  กอนเก็บมูลปลา เพ่ือปองกันการปนเปอนของเศษอาหารในมูลปลา เก็บตัวอยางเนื้อปลา
เมื่อสิ้นสุดการทดลองสัปดาหท่ี 5 และสัปดาหท่ี 8  นํ าเนื้อ และมูลปลา  มาทํ าแหงดวยวิธีเตรียม
ตัวอยางโดยลดอุณหภูมิจนเย็นแข็ง แลวดึงนํ้ าออก (freeze drying)  แลวนํ าสงกรมวิทยาศาสตร
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การแพทยนนทบุรี เพ่ือวิเคราะหปริมาณอะฟลาทอกซินที่สะสม โดยวิธี Contamination Branch
method (CB) และหาปริมาณโดยใช Thin Layer Chromatography  (TLC)  (AOAC, 1988)

  5.6  การตรวจวิเคราะหคุณภาพนํ้ า
        ในขณะทํ าการทดลอง มีการตรวจวิเคราะหคุณภาพนํ้ าในตูทดลองทุกสัปดาห โดยวัด
อุณหภูมิดวยเทอรโมมิเตอร วัดปริมาณออกซิเจนที่ละลายนํ้ าโดยใช DO meter ของ YSI model
57 และใชขวดเก็บตัวอยางนํ้ าขนาด 1 ลิตร เก็บตัวอยางนํ้ ากอนเปลี่ยนถายนํ้ า นํ าไปวัดคาความ
เปนกรดดาง โดยใช pH meter ของ Mettler Delta รุน 340 วิเคราะหความเปนดาง และความ
กระดาง ตามวิธีการของ Boyd และ Tucker (1992)

  5.7 การวิเคราะหขอมูล
        วิเคราะหขอมูลโดยใชการวิเคราะหความแปรปรวน  ANOVA แบบ CRD  (Steel and 
Torrie, 1980)
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