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บทที่ 2

วัสดุ อุปกรณ และวิธีการทดลอง

1. วัสดุ

     1.1 การเตรียมกุงทดลอง
       1.1.1 กุงกุลาดํา

   กุงกุลาดําสุขภาพแข็งแรง ปลอดโรค อายุ 30 วัน น้ําหนักประมาณ  4-6 กรัม 
จํานวน 2,000 ตัว จากบริษัทเครือเจริญโภคภัณฑ อําเภอระโนด จังหวัดสงขลา

   1.1.2 กุงขาว
    กุงขาวสุขภาพแข็งแรง ปลอดโรค อายุ 37 วัน น้ําหนักประมาณ 3-5 กรัม จํานวน 

2,000 ตัว จากบริษัทเครือเจริญโภคภัณฑ อําเภอระโนด จังหวัดสงขลา

1.2 สารเคมี
1.2.1 สารเคมีสําหรับการศึกษาดานเนื้อเยื่อวิทยาของกุงกุลาดําและกุงขาว (ภาค

ผนวก ก)
              1.2.2 สารเคมีสําหรับวิเคราะหสวนประกอบทางโภชนาการของอาหารทดลอง   

(ภาคผนวก ก)
            1.2.3 สารเคมีสําหรับวิเคราะหคุณภาพน้ํา (ภาคผนวก ก)

1.2.4 สารเคมีสําหรับวิเคราะหองคประกอบเลือดของกุงกุลาดําและกุงขาว (ภาค
ผนวก ก)

         1.2.5 สารเคมีสําหรับแยกชนิดเซลลเม็ดเลือดกุงกุลาดํา (ภาคผนวก ก)
           1.2.6 สารพิษจากเชื้อราทั้ง 2 ชนิด ไดแก สารพิษทีทูและสารพิษซีราลีโนนไดรับ

ความอนุเคราะหจากบริษัทไบโอมิน จํากัด

       1.3 อาหารสําหรับเลี้ยงกุงกุลาดําและกุงขาว
             1.3.1 อาหารสําหรับเลี้ยงกุงกุลาดํา

1.3.2 อาหารสําหรับเลี้ยงกุงขาว
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โดยอาหารทั้ง 2 ชนิด ใชอาหารเม็ดสําเร็จรูปที่คํานวณสูตรอาหารใหมีระดับคุณคา
ทางโภชนาการเทากันทุกชุดการทดลอง แตละสูตรมีระดับโปรตีนระหวาง 39 - 41 เปอรเซ็นต  ไข
มันระหวาง 9 - 11 เปอรเซ็นต เถา 12 เปอรเซ็นต และความชื้น 6 - 8 เปอรเซ็นต ใหอาหารวันละ     4 
คร้ัง

2. อุปกรณ

2.1 อุปกรณเล้ียงกุงทดลอง
2.1.1 อุปกรณเล้ียงกุงกุลาดํา
2.1.1.1 ตูกระจกทดลองขนาด 90×45×45 เซนติเมตร ความจุน้ํา 200 ลิตร จํานวน

42 ตู
2.1.1.2 อุปกรณระบบใหอากาศ ประกอบดวยเครื่องใหอากาศ ทอลม สายยาง และ

หัวทราย
2.1.1.3 อุปกรณระบบน้ําแบบไหลผาน และระบบกรองน้ํา
2.1.1.4 อุปกรณเปลี่ยนถายน้ํา ไดแก สายยาง ฟองน้ําขัดตู และสายยางดูดตะกอน
2.1.1.5 อุปกรณขนยายกุงทดลอง ไดแก ถังพลาสติกและสวิงชอนกุง
2.1.1.6 ตาขายสําหรับหลบซอนตัวกุง

2.1.2 อุปกรณเล้ียงกุงขาว
2.1.2.1 ถังพลาสติก ขนาด  20×31×22 นิ้ว ความจุน้ํา 200 ลิตร
2.1.2.2 อุปกรณระบบใหอากาศ ประกอบดวยเครื่องใหอากาศ ทอลม สายยาง    

หัวทราย
2.1.2.3 อุปกรณระบบกรอง โดยใช Air lift ประกอบดวย  ทอพลาสติก ทอพีวีซี  

ขอตอพีวีซี แผนใยแกว กระปองพลาสติก ถังไฟเบอรกลาสกลม ปริมาตร 1 ลูกบาศกเมตร ภายใน
บรรจุเปลือกหอย หินเกล็ด ทรายละเอียด และถาน

2.1.2.4 อุปกรณเปลี่ยนถายน้ํา และทําความสะอาดถังเลี้ยงกุง ไดแก สายยาง 
ฟองน้ําขัดถังถังไฟเบอรกลาสกลมขนาดความจุ 2 ลูกบาศกกเมตร และเครื่องปมน้ําชนิดจุม 
(submersible pump)
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2.1.2.5 อุปกรณขนยายกุง ไดแก สวิงชอนกุงและถังพลาสติก
2.1.2.6 อุปกรณควบคุมอุณหภูมิ

2.2 อุปกรณเตรียมอาหารทดลอง
2.2.1 เครื่องเตรียมอาหารทดลองของ Hobart Model A 200 T ประกอบดวยชุด

ผสมอาหารแบบ มีใบพัด และชุดเครื่องอัดเม็ดอาหาร
2.2.2 อุปกรณช่ังตวงวัสดุอาหาร ไดแก เครื่องชั่งไฟฟาทศนิยม 2 ตําแหนงของ 

Satorius รุนBasic เครื่องชั่งไฟฟาทศนิยม 4 ตําแหนง ของ Satorius รุน Research กระบอกตวง บีก
เกอร ถาดเตรียมอาหาร และมีดตัดอาหาร

2.2.3 ตูแชแข็ง เพื่อเก็บอาหารทดลอง
2.3.4 ตูอบอาหาร

2.3 อุปกรณวิเคราะหคุณภาพน้ํา
2.3.1 อุปกรณวัดคาความเปนกรดดาง (pH) คือ เครื่อง pH meter ของ Mettler 

Delta รุน 340
2.3.2 อุปกรณและเครื่องแกวสําหรับวิเคราะหคาความเปนดาง (alkalinity) ไดแก 

ขวดรูปชมพู บีกเกอร กระบอกตวง บิวเรต ปเปต ลูกยาง และขวดเก็บตัวอยางน้ํา
2.3.3 อุปกรณวัดอุณหภูมิน้ํา ไดแก เทอรโมมิเตอร

2.4 อุปกรณวิเคราะหองคประกอบเลือด
2.4.1 อุปกรณเก็บเลือดกุง ไดแก เข็มขนาด  25G ยาว 1 นิ้ว และกระบอกฉีดยา

พลาสติกขนาด 1 มิลลิลิตร หลอดพลาสติก (microtube) ขนาด 1.5 มิลลิลิตร
2.4.2 เครื่องสําหรับแยกซีรัม ไดแก เครื่องหมุนเหวี่ยงที่ควบคุมอุณหภูมิได 

(Beckman, AvantiTM 30 centrifuge) สเปคโตรโฟโตมิเตอร (spectrophotometer)
2.4.3 อุปกรณสําหรับนับเม็ดเลือด คือ ฮีมาไซโตมิเตอร (Haemacytometer) กลอง

จุลทรรศน
2.4.4 อุปกรณสําหรับเจือจางเลือด คือ หลอดพลาสติกขนาด 1 มิลลิลิตร ไมโคร  ป

เปต ทิป เครื่องเขยาผสม (Vortex mixer)
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2.4.5 อุปกรณสําหรับยอมสีเม็ดเลือด ไดแก เข็มขนาด 25G ยาว 1 นิ้ว และกระบอก
ฉีดยาขนาด 1 มิลลิลิตร หลอดพลาสติก 1.5 มิลลิลิตร สไลด (slide) แผนปดสไลด (cover glass) 
เครื่องเขยาผสม กลองจุลทรรศน

2.4.6 อุปกรณวิเคราะหปริมาณอัลคาไลนฟอสฟาเตส ALP (alkaline phosphatase) 
ALT (alanine aminotransferase) และ AST (aspartate aminotransferase) ในน้ําเลือดกุงโดยใชเครื่อง
วิเคราะหอัตโนมัติ Boerhinger Mannheim Automated Analysis/Hitachi 717

2.5 อุปกรณศึกษาพยาธิสภาพของเนื้อเยื่อ
2.5.1 ชุดอุปกรณผาตัด
2.5.2 เครื่องเตรียมเนื้อเยื่ออัตโนมัติ (automatic tissue processor) ของ Technicon 

Corporation รุน Autotechnicon Mono MOD. 2A
2.5.3 เครื่องตัดชิ้นเนื้อเยื่อคือ ไมโครโตม (microtome) (Jung AG Heidelberg) ใบ

มีดตัดเนื้อเยื่อ (Leica, Disposable Microtome Blades)  อางน้ําอุน (warm bath) และสไลด
2.5.4 อุปกรณสําหรับเตรียมสไลดถาวร คือ ตูอบควบคุมอุณหภูมิ (Sunyo, 

Program Oven) ชุดสําหรับใสสียอม และแผนปดสไลด
2.5.5 เครื่องเอ็มเบดดิ้ง (embedding center)
2.5.6 เตารอน (hot plate)
2.5.7 กลองถายภาพของ Olympus รุน AX 70 และกลองจุลทรรศนแบบเลนส

ประกอบของ Olympus รุน C-35 AD

2.6 อุปกรณวิเคราะหองคประกอบทางเคมีของอาหารทดลอง
2.6.1 อุปกรณวิเคราะหความชื้น ไดแก ขวดชั่ง (weighing bottle) ตูอบ (hot air 

oven) ของ Memmert โถดูดความชื้น (desiccator) เครื่องชั่งไฟฟา 4 ตําแหนง
2.6.2 อุปกรณวิเคราะหโปรตีน ไดแก เครื่องยอย (digestion apparatus) ของ 

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

2.6.3 อุปกรณวิเคราะหไขมัน ไดแก ชุดเครื่องมือวิเคราะหไขมัน รุน Soxtec 
System HT6 ไสกรองสาร ถวยสกัดสาร ตูอบ โถอบแหง เครื่องชั่งไฟฟา 4 ตําแหนง

2.6.4 อุปกรณวิเคราะหเถา ไดแก ถวยกระเบื้องเคลือบ (crucible) เตาเผา (muffle 
furnace) ของ Gallenkamp โถดูดความชื้น (desiccator) เครื่องชั่งไฟฟา 4 ตําแหนง



47

2.7 อุปกรณสําหรับตรวจสอบการเจริญเติบโตของกุง
ประกอบดวย เครื่องชั่งไฟฟาทศนิยม 2 ตําแหนง ถังพลาสติกขนาด 5 ลิตร 

กะละมังพลาสติก สวิงชอนกุง กลองพลาสติก ผาขนหนูซับตัวกุง

3. วิธีการทดลอง

การทดลองแบงเปน 2 การทดลอง โดยการทดลองที่ 1 และ 2 ศึกษาผลของสารพิษ
จากเชื้อราทีทูและซีราลีโนนในกุงกุลาดําและกุงขาว ตามลําดับ โดยทําการศึกษาการเจริญเติบโต 
อัตราการเปลี่ยนอาหารเปนเนื้อ ปริมาณอาหารที่กุงกิน อัตราการรอดตาย องคประกอบเลือด และ
การศึกษาทางเนื้อเยื่อวิทยา โดยการทดลองทั้ง 2 การทดลองใชสูตรอาหารทดลองเดียวกัน คือสราง
สูตรอาหารใหมีระดับคุณคาทางโภชนาการเทากันทุกชุดการทดลอง แตมีสารพิษทีทูและซีราลีโนน
ระดับตาง ๆ แตกตางกัน ระบบการเลี้ยงและการวางแผนการทดลองมีรายละเอียดดังตอไปนี้

3.1 การทดลองที่ 1 : ผลของสารพิษจากเชื้อราทีทูและซีราลีโนนตอกุง
กุลาดํา

3.1.1 การเตรียมอุปกรณการทดลอง
ใชตูกระจกขนาด 90×45×45 เซนติเมตร ความจุน้ํา 200 ลิตร (หนวยทดลอง) 

ระบบน้ําที่ใชเล้ียงเปนแบบไหลผาน (flow through system) อัตราการไหลของน้ําเทากับ 2.0 ลิตร
ตอนาที ใชน้ําทะเลความเค็ม 30 - 33 พีพีที อุณหภูมิ 28 - 29 องศาเซลเซียส ติดตั้งอุปกรณใหอากาศ 
ดูดน้ําทะเลขึ้นไปยังบอพักน้ําผานระบบกรองแลวนําน้ําที่กรองแลวเติมในตูทดลองใหไดปริมาตร
150 ลิตร น้ําที่ไหลเวียนในระบบจะลนออกทางทอน้ําลนภายในตูทดลองและไหลไปรวมกันในทอ
น้ําทิ้งออกสูภายนอก ดูดตะกอนและอาหารที่เหลือทุกวันกอนใหอาหาร

3.1.2 การเตรียมกุงทดลอง
ใชกุงกุลาดําสุขภาพแข็งแรง ปลอดโรค  อายุ 30 วัน น้ําหนักเฉลี่ยเร่ิมตนประมาณ 

4 - 6 กรัม จํานวน 2,000 ตัว นํามาพักไวในบอซีเมนตแลวคัดขนาดใหมีน้ําหนักในชวง 4 - 5 กรัม 
ใสตูทดลอง จํานวน 15 ตัวตอตู จํานวน 42 ตู เล้ียงในตูทดลองและใหอาหารทดลองในชุดควบคุม        
1 สัปดาห เพื่อใหสัตวทดลองปรับสภาพใหคุนเคยกับสภาพแวดลอมและอาหารทดลอง สังเกตการ
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ยอมรับอาหารของกุงกอนเร่ิมการทดลองแลว ช่ังน้ําหนักเริ่มตนของกุงและใหอาหารทดลอง โดย
ปริมาณอาหารที่ใหจะปรับตามตารางการใหอาหารกุงกุลาดําซึ่งเปลี่ยนตามน้ําหนักตัวกุง

3.1.3 การเตรียมอาหารทดลอง
การทดลองทั้ง 2 การทดลองใชสูตรอาหารเดียวกัน โดยสูตรอาหารที่ใชเล้ียงกุง

ทดลองมี 7 สูตร แตกตางกันตามระดับความเขมขนของสารพิษทั้ง 2 ชนิด เร่ิมโดยคํานวณสูตร
อาหารใหมีระดับคุณคาทางโภชนาการเทากันทุกชุดการทดลอง แตละสูตรมีระดับโปรตีนระหวาง 
39 - 41 เปอรเซ็นต  ไขมันระหวาง 9 -11 เปอรเซ็นต เถา 12 เปอรเซ็นต และความชื้นระหวาง6 - 8 
เปอรเซ็นต แตมีระดับสารพิษทีทูแตกตางกัน 3 ระดับ คือ 0.1, 1.0 และ 2.0 พีพีเอ็ม ซีราลีโนน 0.1,
0.5 และ 1.0 พีพีเอ็ม และรวมชุดควบคุมที่ไมไดใสสารพิษทั้ง 2 ชนิด เร่ิมโดยการนําสารพิษจากเชื้อ
ราในแตละสูตรตามที่คํานวณไวผสมรวมกับวัตถุดิบอาหารอื่น ๆ ในเครื่องผสมอาหารจนวัตถุดิบ
เขากันดี จึงนํามาอัดเม็ดอาหาร หลังจากนั้นอบที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส จนแหงดี บรรจุลงถุง
พลาสติกเก็บรักษาในตูเย็นที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส

ขั้นตอนในการเตรียมอาหารทดลองมีดังตอไปนี้
3.1.3.1 ช่ังวิตามินผสม แรธาตุผสม แปงสาลี และสารพิษทีทูหรือซีราลีโนน ตามที่

คํานวณไวในแตละสูตรอาหาร ดวยเครื่องชั่งไฟฟาที่มีความละเอียด 4 ตําแหนง ผสมใหเขากันอยาง
ทั่วถึงในถุงพลาสติกใส

3.1.3.2 ช่ังวัตถุดิบอาหารอื่น ๆ ที่เหลือตามที่คํานวณไวในแตละสูตรอาหารแสดง
ในตารางที่ 3 (ภาคผนวก)

3.1.3.3 นําวิตามิน แรธาตุ แปงสาลี สารพิษทีทูหรือซีราลีโนน ในขอ 3.1.3.1 ลงถุง
พลาสติกใสขนาดใหญแลวผสมใหเขากันอยางทั่วถึง

3.1.3.4 นําวัตถุดิบอาหารตามขอ 3.1.3.2 เขาเครื่องผสมอาหาร ผสมจนเขากันดี
แลวนําวัตถุดิบขอ 3 ใสลงไปผสม เติมน้ํา 35 % ของน้ําหนักอาหาร ผสมจนวัตถุดิบอาหารเขากันดี

3.1.3.5 หลังจากวัตถุดิบผสมเขากันอยางดีทําการอัดเม็ดอาหารขนาดที่เหมาะสม
กับขนาดที่กุงกินตลอดการทดลอง

3.1.3.6 นําอาหารที่เตรียมเสร็จแลวอบที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส จนแหงพอดี 
บรรจุในถุงพลาสติกแลวเก็บรักษาไวในตูเย็นที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส (วุฒิพร และคณะ, 2540) 
นําอาหารทดลองไปตรวจสอบคุณคาทางโภชนาการของสูตรอาหาร (โปรตีน ไขมัน ความชื้น และ
เถา) ดวยการวิเคราะหองคประกอบทางเคมีของอาหารที่เตรียมตามวิธีมาตรฐานของ AOAC (1990) 
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กอนนําไปเลี้ยงทดลอง ผลการวิเคราะหคุณคาทางโภชนาการของอาหารในชุดการทดลองสารพิษ  .
ทีทู แสดงในตารางที่ 4 (ภาคผนวก ข) และสารพิษซีราลีโนน แสดงในตารางที่ 5 (ภาคผนวก ข)

3.1.4 การเตรียมสารพิษทีทูและซีราลีโนน
คํานวณปริมาณสารพิษทีทูที่ใชเพื่อใหไดระดับความเขมขนตางกัน 3 ระดับคือ 

0.1, 1.0 และ 2.0 พีพีเอ็ม และซีราลีโนน 0.1, 0.5 และ1.0 พีพีเอ็ม โดยเริ่มจากสารพิษทีทูบริสุทธิ์ 
100 เปอรเซ็นต ปริมาณ 35 มิลลิกรัม ซ่ึงไดจากเชื้อรากลุมฟูซาเรียม และซีราลีโนนบริสุทธิ์ 100 
เปอรเซ็นต ปริมาณ 20 มิลลิกรัม ไดจากเชื้อรา Fusarium graminearum ใชแปงสาลีเปนตัวเจือจาง
เพื่อใหอาหารแตละสูตรมีระดับความเขมขนตามที่คํานวณไว ดังแสดงในตารางที่ 1 และ 2 (ภาค
ผนวก ข) จากนั้นผสม แรธาตุผสม วิตามินผสม แปงสาลี และสารพิษทีทูหรือซีราลีโนนตามที่
คํานวณไวแตละสูตรอาหารในถุงพลาสติกใส ผสมใหเขากันแลวจึงผสมรวมเขากับวัตถุดิบอาหาร
อ่ืน ๆ ในเครื่องผสมอาหารแลวดําเนินการตามขั้นตอนการเตรียมอาหารตอไป

3.1.5 แผนการทดลอง
วางแผนการทดลองแบบสุมตลอด (Completely randomized design, CRD) โดย

แบงการทดลองออกเปน 7 ชุดการทดลอง (treatments) แตละชุดการทดลองมี 6 ซํ้า (replication) ๆ 
ละ 15 ตัว โดยแตละชุดการทดลองแบงมา 5 ซํ้า เพื่อศึกษาการเจริญเติบโตและองคประกอบเลือด 
อีก 1 ซํ้า นําไปศึกษาการเปลี่ยนแปลงทางเนื้อเยื่อของกุงกุลาดําที่ไดรับสารพิษเปนระยะเวลา           
4 สัปดาห สําหรับสัปดาหที่ 8 ทําการสุมเก็บตัวอยางกุงทั้งหมดของแตละชุดการทดลอง ๆ ละ 25 
ตัว เพื่อศึกษาองคประกอบเลือด และอีก 15 ตัว สําหรับการศึกษาการเปลี่ยนแปลงทางเนื้อเยื่อกุง
กุลาดํา กุงที่เหลือเล้ียงตอจนครบ 10 สัปดาห แลวทําการเก็บตัวอยางกุงทั้งหมดเพื่อศึกษาองค
ประกอบเลือดและเนื้อเยื่อของกุงกุลาดํา (ตารางที่ 4) ชุดการทดลองแตละชุดแบงตามระดับความ
เขมขนของสารพิษทีทู 3 ระดับ (0.1, 1.0 และ 2.0 พีพีเอ็ม) และซีราลีโนน 3 ระดับ (0.1, 0.5 และ 1.0 
พีพีเอ็ม) รวมชุดควบคุม (0 พีพีเอ็ม) เร่ิมตนการทดลองโดยชั่งน้ําหนักกุงกุลาดํา สุมกุงใหมีน้ําหนัก
ในชวง  4 - 5 กรัมตอตัว ปลอยในตูทดลองตูละ 15 ตัวตอตู ใหอาหารวันละ 4 มื้อ เวลา 8.00, 13.00,
18.00 และ 22.00 น. สังเกตปริมาณอาหารที่กุงกิน เพื่อนําไปปรับปริมาณอาหารมื้อตอไป ช่ังและ
บันทึกน้ําหนักอาหารที่ใหทุกวัน ช่ังน้ําหนักกุงทุก 2 สัปดาห บันทึกผลตลอดการทดลอง
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ตารางที่ 4 แผนการทดลองศึกษาองคประกอบเลือดและเนื้อเยื่อวิทยาของกุงกุลาดําที่ไดรับ
สารพิษทีทูและซีราลีโนนระดับตาง ๆ

ตัวอยางกุง (ตัว)
สัปดาหที่ 4

ตัวอยางกุง (ตัว)
สัปดาหที่ 8

ตัวอยางกุง (ตัว)
สัปดาหที่ 10ชุดการทดลอง

องคประ
กอบเลือด

เนื้อเยื่อ องคประ
กอบเลือด

เนื้อเยื่อ องคประ
กอบเลือด

เนื้อเยื่อ
จํานวนกุง
ทั้งหมด

(ตัว)
0 พีพีเอ็ม - 15 25 15 25 10 90
T-2 0.1 พีพีเอ็ม - 15 25 15 25 10 90
T-2 1.0 พีพีเอ็ม - 15 25 15 25 10 90
T-2 2.0 พีพีเอ็ม - 15 25 15 25 10 90
ZEN 0.1 พีพีเอ็ม - 15 25 15 25 10 90
ZEN 0.5 พีพีเอ็ม - 15 25 15 25 10 90
ZEN 1.0 พีพีเอ็ม - 15 25 15 25 10 90

3.1.6 การเก็บรวบรวมขอมูล
3.1.6.1 การตรวจสอบพฤติกรรมและลักษณะที่แสดงออกภายนอกของกุงกุลาดํา
ตลอดระยะเวลาทดลองสังเกตพฤติกรรมที่ผิดปกติและลักษณะภายนอกที่แสดง

ออก ไดแก พฤติกรรมการกินอาหาร สีของลําตัว ลักษณะลําตัว การลอกคราบ และระยางคตาง ๆ 
ผิดปกติหรือไม รวมทั้งอวัยวะภายนอกอื่น ๆ ของกุงทุกชุดการทดลอง

3.1.6.2 การตรวจสอบการเจริญเติบโตและอัตราการรอดตายของกุงกุลาดํา
ช่ังน้ําหนักกุงกุลาดําทุก 2 สัปดาห โดยชั่งน้ําหนักรวมของกุงแตละซ้ําดวยเครื่อง

ช่ังไฟฟาทศนิยม 2 ตําแหนง นับจํานวนกุงที่เหลืออยู จนสิ้นสุดการทดลอง สังเกตลักษณะอาการกุง
ตลอดการทดลอง พรอมทั้งจดบันทึกขอมูลไวจนสิ้นสุดการทดลอง 8 สัปดาห นําขอมูลที่ไดมา
คํานวณ

- น้ําหนักเฉลี่ยตอตัว (average weight) (ภาคผนวก ก)
- น้ําหนักที่เพิ่มขึ้น (% weight gain) ตามวิธีการของ Jantrarotai และคณะ (1994)  

(ภาคผนวก ก)
- อัตราการเจริญเติบโตจําเพาะ (% specific growth rate, SGR) ตามวิธีการของ 

Jantrarotai และคณะ (1994) (ภาคผนวก ก)
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- อัตราการเปลี่ยนอาหารเปนเนื้อ (feed conversion rate, FCR) (ภาคผนวก ก) ตาม
วิธีการของ  Dupree และ Sneed (1966)

- ปริมาณอาหารที่กุงกิน (feed consumption) (ภาคผนวก ก)
- อัตราการรอดตาย (survival rate) ตามวิธีการของ Nankervis และคณะ (2000) 

(ภาคผนวก ก)
3.1.6.3 การศึกษาองคประกอบเลือด
เก็บตัวอยางกุง ในสัปดาหที่ 4 และ 8 โดยสุมกุงจากทุกชุดการทดลอง ๆ ละ 25 ตัว

สําหรับกุงที่เหลือเล้ียงครบ 10 สัปดาห แลวทําการเก็บตัวอยางทั้งหมดเพื่อศึกษาองคประกอบเลือด 
ไดแก

- ปริมาณเม็ดเลือดรวมทั้งหมด (Total hemocytes count) โดยใชวิธีการของ กิจการ 
(2538)

- การวิเคราะหกิจกรรมเอนไซมฟนอลออกซิเดส (phenoloxidase activity) โดยวิธี
ดัดแปลงจาก Smith และ Soderhall (1983)

- การแยกชนิดของเม็ดเลือดกุง (differential cell counts) โดยใชเทคนิคการยอมสี 
Bengal Rose ตามวิธีการของ Sritunyalucksana และคณะ (2005)

- ปริมาณอัลคาไลนฟอสฟาเตส ALP (alkaline phosphatase) ALT (alanine 
aminotransferase) และ AST (aspartate aminotransferase) ในน้ําเลือดกุง นําสงวิเคราะหที่หนวยเคมี
คลีนิค คณะแพทยศาสตร มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร โดยใชเครื่องวิเคราะหอัตโนมัติ Boehringer 
Mannheim Automated Analysis/Hitachi 717

3.1.6.4 การศึกษาการเปลี่ยนแปลงทางเนื้อเยื่อวิทยา
เก็บตัวอยางเนื้อเยื่อของกุงกุลาดําในสัปดาหที่ 4 จํานวน 15 ตัว จากแตละชุดการ

ทดลองที่แยกไว 1 ซํ้าขางตน สําหรับสัปดาหที่ 8 และ10 สุมตัวอยางกุงแตละชุดการทดลอง ๆ ละ 
15 และ 10 ตัว ตามลําดับ เพื่อศึกษาการเปลี่ยนแปลงทางเนื้อเยื่อวิทยา ตามวิธีของ Bell และ 
Lightner (1988) โดยฉีดน้ํายาเดวิดสันบริเวณหัวใจ ตับ สวนหัว และกลามเนื้อลําตัวใหทั่ว แลวตัด
สวนหัวกุงออกเปนสองซีก นํากลามเนื้อลําตัวดองในขวดที่บรรจุน้ํายาเดวิดสัน ใหน้ํายาทวมตัว
อยางเปนเวลา 72 ช่ัวโมง เพื่อใหน้ํายาดองซึมเขาสูเนื้อเยื่อไดทั่วถึง ตัวอยางที่นํามาศึกษาการเปลี่ยน
แปลงทางเนื้อเยื่อ คือ เนื้อเยื่อตับออน (hepatopancreatic tissue) เนื้อเยื่อน้ําเหลือง (lymphoid cell) 
เหงือก (gill) เนื้อเยื่อสรางเม็ดเลือด (hemopoietic tissue) และกลามเนื้อ (muscle) หลังจาก 72 ช่ัว
โมง เปลี่ยนเปนแอลกอฮอล 50 เปอรเซ็นต หลังจากนั้นนําไปผานขั้นตอนการเตรียมเนื้อเยื่อตามวิธี
มาตรฐานของ Humason (1979) โดยใชเครื่อง Automatic Tissue Processor ซ่ึงเปนการผาน
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แอลกอฮอลระดับความเขมขนตาง ๆ จาก 50 ถึง 100 เปอรเซ็นต เพื่อดึงน้ําออกจากเซลลแลวผานไอ
โซโพรพิลและไซลีน หลังจากนั้นนําเนื้อเยื่อมาผานขึ้นตอนการฝงชิ้นเนื้อลงในพาราพลาส 
(embedding) แลวตัดเนื้อเยื่อดวยเครื่องไมโครโตม ใหมีความหนาประมาณ 3 - 5 ไมครอน ยอมสีฮี
มาทอกไซลินและอีโอซิน  Hematoxylin & Eosin (H&E) (Bancroft, 1967) จากนั้นนําตัวอยางมา
ตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงของเนื้อเยื่อโดยกลองจุลทรรศนธรรมดา (Olympus AX 70) และบันทึก
ภาพโดยกลองถายภาพดิจิตอล Olympus DP-10

3.1.7 การวิเคราะหขอมูล
วิเคราะหขอมูลโดยใชการวิเคราะหความแปรปรวน ANOVA แบบ CRD (Steel 

and Torrie, 1980) และเปรียบเทียบความแตกตางของคาเฉลี่ยดวยวิธี Duncan’ Multiple  Range Test 
(Duncan, 1955)

3.2 การทดลองที่ 2 : ผลของสารพิษจากเชื้อราทีทูและซีราลีโนนตอ      
กุงขาว

3.2.1 การเตรียมอุปกรณการทดลอง
ศึกษาผลของสารพิษทีทูและซีราลีโนนตอ การเจริญเติบโต องคประกอบเลือด 

และการเปลี่ยนแปลงทางเนื้อเยื่อของกุงขาว โดยใชถังพลาสติกขนาด 20×31×22 นิ้ว ความจุน้ํา 
200 ลิตร ทําความสะอาด และติดตั้งอุปกรณการใหอากาศ ระบบกรอง อุปกรณควบคุมอุณหภูมิ 
ระบบเลี้ยงเปนระบบปด ประกอบดวย ถังกรองน้ําเปนถังไฟเบอรกลาสกลม บรรจุถาน เปลือกหอย 
หินเกล็ด และทรายละเอียด มีน้ําไหลเวียนตลอดเวลา โดยน้ําในถังเล้ียงจะถูกดูดขึ้นมาผานระบบ
กรองแลวไหลไปยังถังทดลองใหม และแตละถังใหมีปริมาตรน้ําเทากันทุกถัง ปดปากถังดวยแผน
ตาขายพลาสติกเพื่อปองกันกุงดีดตัวขามถังเล้ียง

3.2.2 การเตรียมกุงทดลอง
ใชกุงขาวสุขภาพแข็งแรง ปลอดโรค อายุ 37 วัน น้ําหนักประมาณ 3 - 5 กรัม จาก

ฟารมเอกชน อําเภอระโนด จังหวัดสงขลา นํากุงพักไวในบอซีเมนตแลวคัดขนาดใหมีน้ําหนักเฉลี่ย
เร่ิมตนในชวง 3-4 กรัมตอตัว ใสถังทดลอง 15 ตัวตอถัง เล้ียงในถัง 1 สัปดาห เพื่อปรับสภาพให
เหมาะสมตอสภาพแวดลอมและอาหารทดลอง สังเกตการยอมรับอาหารของกุงกอนเริ่มการทดลอง
แลว ช่ังน้ําหนักเริ่มตนของกุง และใหอาหารทดลอง
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3.2.3 การเตรียมอาหารทดลอง
สูตรอาหารทดลองเชนเดียวกับการทดลองที่ 1 (ตารางภาคผนวกที่ ข. 3)

3.2.4 การเตรียมสารพิษจากเชื้อรา
การเตรียมสารพิษทีทูแลซีราลีโนนระดับตาง ๆ เหมือนกับการทดลองที่ 1 (3.1.4) 

(ตารางภาคผนวกที่ ข.1 และ ข.2)

3.2.5 แผนการทดลอง
วางแผนการทดลองแบบสุมตลอด (Completely randomized design: CRD) ระยะ

เวลาที่ใชในการทดลอง 8 สัปดาห โดยแบงการทดลองออกเปน 7 ชุดการทดลอง (treatments) แตละ
ชุดการทดลองมี 4 ซํ้า (replication) โดยแตละซ้ําจะใชกุงจํานวน 15 ตัว

การทดลองที่ 2 เปนการทดลองผลของสารพิษทีทูและซีราลีโนนตอกุงขาว โดยมี
ระดับสารพิษทีทูและซีราลีโนนแตกตางกันไปเชนเดียวกับการทดลองที่ 1 ซ่ึงแบงการทดลองเปน 7 
ชุดการทดลอง ๆ ละ 4 ซํ้า โดยน้ําหนักเฉลี่ยของกุงตอตัวเทากับ 3 - 4 กรัม แตละถังทดลองบรรจุน้ํา 
20 ลิตร ใหอาหารวันละ 4 มื้อ คือ 8.00, 13.00, 18.00 และ 22.00 น. สังเกตปริมาณอาหารที่กุงกิน 
เพื่อนําไปปรับปริมาณอาหารมื้อตอไป รายละเอียดอื่น ๆ ดําเนินการเชนเดียวกับการทดลองที่ 1 (ใน
ขอ 3.1.5)

3.2.6 การเก็บรวบรวมขอมูล
3.2.6.1 การตรวจสอบพฤติกรรมและลักษณะที่แสดงออกภายนอกของกุงขาว
3.2.6.2 การตรวจสอบการเจริญเติบโตและอัตราการรอดตายของกุงขาว
ช่ังน้ําหนักกุงขาวทุก 2 สัปดาห จนสิ้นสุดการทดลอง โดยช่ังน้ําหนักรวมของกุง

แตละซ้ําดวยเครื่องชั่งไฟฟาทศนิยม 2 ตําแหนง นับจํานวนกุงที่เหลืออยู สังเกตลักษณะอาการกุง
ตลอดการทดลอง พรอมทั้งจดบันทึกขอมูลไวจนสิ้นสุดการทดลอง 8 สัปดาห นําขอมูลที่ไดมา
คํานวณหา

- น้ําหนักเฉลี่ยตอตัว (average weight) (ภาคผนวก ก)
- น้ําหนักที่เพิ่มขึ้น (% weight gain) ตามวิธีการของ Jantrarotai และคณะ (1994) 

(ภาคผนวก ก)
- อัตราการเจริญเติบโตจําเพาะ (% specific growth rate, SGR) ตามวิธีการของ 

Jantrarotai และคณะ (1994)  (ภาคผนวก ก)
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- อัตราการเปลี่ยนอาหารเปนเนื้อ (feed conversion rate, FCR) (ภาคผนวก ก) ตาม
วิธีการของ  Dupree และ Sneed (1966)

- ปริมาณอาหารที่กุงกิน (feed consumption) (ภาคผนวก ก)
- อัตราการรอดตาย (survival rate) ตามวิธีการของ Nankervis (2000)  (ภาคผนวก 

ก)
3.2.6.3 การศึกษาองคประกอบเลือด
เก็บตัวอยางกุงการทดลองที่ 2 ในสัปดาหที่ 8 โดยสุมกุงจากทุกชุดการทดลอง ๆ 

ละ 25 ตัว เพื่อศึกษาองคประกอบเลือด ไดแก
- ปริมาณเม็ดเลือดรวมทั้งหมด (total hemocytes count) โดยใชวิธีการของ กิจการ 

(2538)
3.2.6.4 ศึกษาการเปลี่ยนแปลงทางเนื้อเยื่อวิทยา
ดําเนินการศึกษาเชนเดียวกับการทดลองที่ 1 (3.1.6.4)

3.2.7 การวิเคราะหขอมูล
วิเคราะหขอมูลโดยใชการวิเคราะหความแปรปรวน ANOVA แบบ CRD (Steel 

and Torrie, 1980) และเปรียบเทียบความแตกตางของคาเฉลี่ยดวยวิธี Duncan’ Multiple  Range Test 
(Duncan, 1955)


