
บทท่ี 2

วิธีการวิจัย

1. วัสดุ
1.1  ตวัอยางกุงทดลอง

 ใชลูกกุงกุลาดํ า (P. monodon) จากฟารมกุงเอกชนในอํ าเภอปากพะยูน จังหวัดพัทลุง  ขนาด
ความยาวประมาณ 6 เซนติเมตร และนํ้ าหนักเฉลี่ย 1.55 กรัม  ชุดการทดลองที่ 1 ใชจํ านวน 1,500 
ตัว  ชุดการทดลองที่ 2 และ 3  ชุดละ 360 ตัว  

1.2  สารเคมี
1.2.1  สารเคมีที่ใชในการทดสอบความเปนพิษ  ประกอบดวย

- สารเคมีขจัดคราบนํ้ ามันชนิด OD 4000
- นํ้ ามันดีเซล
- นํ้ ามันเตา

1.2.2  สารเคมีที่ใชในการวิเคราะหหาปริมาณนํ้ ามัน ประกอบดวย
- เฮกเซน  (n-hexane)
- ไครซีน (Chrysene)

1.2.3. สารเคมีที่ใชในการเก็บและเตรียมตัวอยางเพื่อศึกษาผลทางเนื้อเยื่อของกุง

(ก) สารเคมีที่ใชในการเตรียมนํ้ ายาดอง Davidson’s fixative7 (Bell and Lightner, 
1988) ประกอบดวย

- 95%  Ethyl  Alcohol
- Formaldehyde  37-39%
- Glacial Acetic Acid

                                    
7 ดูวิธีการเตรียมนํ้ ายาดองตัวอยางในภาคผนวก  ช
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 (ข) สารเคมีที่ใชในการเตรียมสียอม Haematoxylin และ Eosin (H&E)8 (Humason, 
1979) ประกอบดวย

- Hematoxylin Crystals
- Sodiumiodate
- Ammonium Alum
- Citric Acid
- Chloral Hydrate
- Eosin Y, CI 45380
- 70% Ethyl Alcohol
- Glacial Acetic Acid

2. อุปกรณ
2.1  อุปกรณในการเลี้ยงกุงทดลอง

ตูกระจกขนาด 30 x 30 x 60 เซนติเมตร  ความจุ 54 ลิตร   จํ านวน 24 ใบ  พรอมเครื่องให
อากาศ  ทออากาศ  หัวทราย  สายยาง  เครื่องสูบนํ้ าแบบจุม  ถังพักนํ้ า  ถังพลาสติก  และสวิง

2.2  อุปกรณท่ีใชในการชั่งนํ้ าหนักปลา
เครื่องชั่งทศนิยม  2  ตํ าแหนง  ยี่หอ Sartorius   ถังนํ้ าพลาสติก    บกีเกอรขนาด 1 ลิตร และ

สวิง

2.3  อุปกรณสํ าหรับการวิเคราะหหาปริมาณนํ้ ามัน  ซ่ึงประกอบดวย
- เครื่องระเหยแบบลดความดัน (Rotary Evaporator) ยีห่อ Rotavapor  รุน R-114
- ขวดแกวสีชา  ขนาด 3 ลิตร
- เครื่องอังนํ้ า (Water Bath) ยีห่อ Buchi รุน B-480
- แผนกรองชนิดแยกสาร (Phase Separators) ชนิด Whatman 1 PS
- เครื่องกวน
- กรวยแยก
- ฟลูออเรสเซนตสเปกโตรฟลูออโรมิเตอร (Fluorescence Spectrofluorometer) ยี่หอ Jasco

รุน EP-750 PC

                                    
8 ดูวิธีการเตรียมสียอมและวิธีการยอมสีไดจากภาคผนวก ช



   26

2.4  อุปกรณสํ าหรับเก็บตัวอยางและเตรียมเนื้อเยื่อ
- ชุดอุปกรณผาตัด  ไดแก กรรไกร  มีด และถาด
- ขวดดองตัวอยาง ความจุ 250 มิลลิลิตร
- หลอดฉีดยา ขนาด 5 มิลลิลิตร
- เครื่องตัด หรือหั่นชิ้นเนื้อและตัวอยาง (Microtome)
- เครื่องนํ าชิ้นเนื้อผานสารละลายอัตโนมัติ (Autotechtion)
- แผนความรอน (Hot  Plate)
- อางปรับอุณหภูมิสํ าหรับลอยชิ้นเนื้อ (Tissue  Floatation Bath)
- แผนสไลด และกระจกปดสไลด
- ชุดยอมสีเนื้อเยื่อ
- มีดสํ าหรับตัดเนื้อเยื่อ
- กลองจุลทรรศน (Microscope)

2.5  อุปกรณในการวิเคราะหคุณภาพนํ้ า
- pH  Meter   ยีห่อ Hanna Instrument  รุน HI 8314
- เครื่องวัดความเค็ม ชนิด Hand  Refractometer
- เทอรโมมิเตอร
-  เครื่องวัดปริมาณออกซิเจนที่ละลายนํ้ า  (DO Meter) ยี่หอ YS I รุน  MODEL  57

3.  วิธีดํ าเนินการ
วางแผนการทดลองแบบสุมตลอด (Completely Randomized Design) ด ําเนินการทดลองตามวิธี

การทีด่ัดแปลงจาก Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater พิมพคร้ังที่ 
20 หมวด Toxicity (APHA, AWWA and WEF, 1998), Manual of Methods for Aquatic 
Environment Research (FAO, 1987) และ Approaches to Measuring the Toxicity of Pollutants to 
Marine Organisms (Abel, 1991) แบงการทดลองออกเปน 3 ตอน   ประกอบดวย

ตอนที ่ 1 ศึกษาความเปนพิษเฉียบพลันของสารเคมีขจัดคราบนํ้ ามันชนิด OD 4000 นํ้ ามันดีเซล 
และนํ้ ามันเตา

ตอนที่ 2   ศกึษาผลกระทบของสารแตละชนิดตอการเจริญเติบโต

ตอนที่ 3 ศึกษาการเปลี่ยนแปลงทางพยาธิสภาพของเนื้อเยื่อเหงือก และอวัยวะภายในของกุง
กลุาดํ าเมื่อสัมผัสกับสารเคมีขจัดคราบนํ้ ามันชนิด OD 4000 นํ้ ามันดีเซล  และนํ้ ามันเตา
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3.1  การทดลองเพื่อศึกษาความเปนพิษเฉียบพลันของสารแตละชนิด
3.1.1  การเตรียมสัตวทดลอง

ดดัแปลงจากวิธีการของ FAO (1987) โดยนํ ากุงกุลาดํ า (P. monodon) มาปรับสภาพ 
(Acclimate) ในอางเพาะฟกเพื่อใหมีความเคยชินตอสภาพนํ้ าและหองปฏิบัติการ มีการเติมอากาศ
ใหแกนํ้ าในอางตลอดเวลา ใหอาหารเม็ดคุณภาพดีวันละ 4 คร้ัง และหยุดใหอาหารกอนนํ ามา
ทดลองเปนเวลา 48 ช่ัวโมง

3.1.2 การเตรียมนํ้ าสํ าหรับทดลอง
ใชนํ ้าทะเลที่ผานการกรอง ใหอากาศตลอดเวลาเปนอยางนอย 7 วัน โดยจะทํ าการ

วเิคราะหพารามิเตอรตาง ๆ  ไดแก พีเอช  อุณหภูมิ  ปริมาณออกซิเจนละลาย  และความเค็ม   ตาม
วิธีการของ APHA, AWWA and WEF (1998)

3.1.3 การเตรียมสารเพื่อใชทดสอบความเปนพิษ
-นํ้ ามัน เตรียมสารละลายที่จะใชในการทดลองเปนนํ้ ามันในรูปที่ละลายนํ้ า (Water 

Soluble Fraction : WSF)  ตามวิธีการที่ดัดแปลงจาก FAO (1987)  โดยใชนํ้ ามัน 1 สวนผสมกับนํ้ า 9 
สวน ใสถังแลวกวนชา ๆ  เปนเวลานาน 20 ช่ัวโมง  ที่อุณหภูมิหอง   ปดปากถังเพื่อปองกันการ
ระเหยของนํ้ ามันที่ระเหยงาย ความเร็วของการกวนใหดูจากการปรับใหวงกรวยของสารละลายลึก
ไมเกิน 1/4 ของสารละลายทั้งหมด เมื่อกวนครบ 20 ช่ัวโมง  ตั้งทิ้งไวประมาณ 6 ช่ัวโมง  เพื่อให
แยกชั้น แลวจึงดูดเอาสวนที่ละลายนํ้ าขางลางไปใช โดยถือวาสารละลายที่ไดมีความเขมขนเปน 
100% ของสวนที่ละลายนํ้ า  เมื่อตองการเตรียมสารละลายในระดับความเขมขนตาง ๆ  ใหเติมนํ้ าลง
ไปเจือจางตามสัดสวน

การหาความเขมขนของ WSF ประกอบดวยขั้นตอน   ดังตอไปนี้ คือ

ก.  การสกัด
ตวง WSF  ทีเ่ตรียมไว 1 ลิตรใสกรวยแยก เติมเฮกเซนลงไป 50 มิลลิลิตร  เขยาเพื่อ

สกดั ขยับวาลวไลกาซที่เกิดขึ้นออก  แยกเอาชั้นเฮกเซนออกมาโดยไขชั้นนํ้ าออกใสกรวยแยกอีกใบ
(และทํ าการสกัดแบบเดิมอีกครั้ง โดยเติมเฮกเซนลงไป 50 มิลลิลิตร เอาเฮกเซนที่แยกไดรวมกับ 
เฮกเซนที่สกัดไดจากครั้งแรก  สวนของเฮกเซน (อยูดานบนตอนสกัด) กรองผานแผนกรอง 1 PS นํ า
เฮกเซนไปลดปริมาตรโดยใชเครื่องมือระเหยแบบลดความดันที่อุณหภูมิ 59o C จนเกือบแหง         



   28

ท ําปริมาตรใหเปน 10 มิลลิลิตรดวยเฮกเซนเก็บในหลอดแกว (Glass Vial) เพื่อเตรียมสํ าหรับนํ าไป
วเิคราะหหาปริมาณนํ้ ามันตอไป

ข.  การวิเคราะหหาปริมาณนํ้ ามัน
การวเิคราะหหาปริมาณนํ้ ามันดวยเทคนิค Fluorescence Spectrofluorometer โดย

วิธีการของ IOC/UNESCO (1984)9 โดยดํ าเนินการดังนี้ คือ เตรียมสารละลายมาตรฐานไครซีน 
(Chrysene) โดยการชั่งสารมาตรฐานไครซีน 1.0 มิลลิกรัม แลวปรับปริมาตรดวยเฮกเซนในขวดวัด
ปริมาตร 100 มิลลิลิตร  จะไดสารละลายมาตรฐานไครซีนตั้งตน  10 mg/L    เจือจางสารละลาย
มาตรฐานไครซีนใหมีความเขมขน 0.1 , 0.2 , 0.3 , 0.4 , 0.5 , 0.6 , 0.7 , 0.8 , 0.9 และ 1.0  mg/L แลว
จงึนํ าไปวัดคาฟลูออเรสเซนตโดยเครื่องฟลูออเรสเซนตสเปกโตรโฟโตมิเตอร โดยเลือกสารละลาย
มาตรฐานความเขมขนใดก็ไดไปสแกนหาคาความยาวคลื่นเอกซิเตชั่น (Excitation Wavelength) 
และความยาวคลื่นอมิิชช่ัน (Emission Wavelength)  น ําความยาวคลื่นที่ไดมาปรับตั้งตัวเครื่องฟลูออ
เรสเซนตสเปกโตรฟลูออโรมิเตอรแลวทํ าการวัดคาความเขมฟลูออเรสเซนตสัมพัทธ (Relative 
Fluorescence Intensity) ของสารละลายมาตรฐานไครซนีความเขมตาง ๆ  ที่เตรียมไว  จากนั้นวัด
คาฟลูออเรสเซนตของสารละลายตัวอยางซึ่งไดปรับปริมาตรสารละลายตัวอยางได 10 ml ดวย    
เฮกเซน ที่สภาวะเดียวกับที่วัดสารละลายมาตรฐานไครซนี  คํ านวณหาคาความเขมขนโดยเทียบกับ
กราฟมาตรฐาน (Calibration Curve)   (ภาคผนวก ซ)   นอกจากนี้ไดทํ าการศึกษาความเขมขนของ    
นํ ้ามนัทัง้ 2 ชนิดรูปแบบที่ละลายนํ้ า ในชวงเวลาตาง ๆ  รายละเอียดดังภาคผนวก ฌ

- สารเคมีขจัดคราบนํ้ ามัน เตรียมความเขมขน 1000 ppm โดยการเติมสารเคมีขจัด
คราบนํ้ ามัน 1 มิลลิลิตรในนํ้ ากลั่น 1000  ml  แลวผสมใหเขากัน  

3.1.4  การเตรียมสารพิษท่ีใชทดลองที่ระดับความเขมขนตาง ๆ
เตรียมสารพิษแตละชนิดที่ความเขมขนระดับตาง ๆ 5 ระดับกอนการทดลอง

ประมาณ 1 ช่ัวโมงโดยเจือจางจากสารละลายตั้งตน (Stock Solution)

3.1.5  การทดลองเพื่อหาคาความเปนพิษของสาร
การทดลองเพื่อหาคาความเปนพิษของสาร  ประกอบดวย 2 ขั้นตอน คือ  การทดลอง

ขั้นตน (Preliminary Test) และการทดลองอยางละเอียด (Full - Scale Test)

                                    
9 ดูรายละเอียดเพิ่มเติมเกี่ยวกับวิธีการของ IOC/UNESCO (1984) ไดจากภาคผนวก ญ
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(ก)  การทดลองขั้นตน (Preliminary Test)
เปนการทดลองเพื่อหาระดับความเขมขนชวงกวาง ๆ ของสารพิษ เพื่อหาระดับ

ความเขมขนตํ่ าสุดที่ทํ าใหกุงกุลาดํ าตาย 100% และความเขมขนสูงสุดที่ทํ าใหกุงกุลาดํ ามีชีวิตรอด 
100%  เพือ่น ําขอมูลที่ไดไปใชในการจัดระดับความเขมขนที่เหมาะสมในการทดลองอยางละเอียด
ตอไป

(ข)  การทดลองอยางละเอียด (Full - Scale Test)
เปนการทดลองเพื่อหาระดับความเปนพิษของนํ้ ามันเตา นํ้ ามันดีเซล และสาร

เคมีขจัดคราบนํ้ ามันชนิด OD 4000 โดยการนํ าเอาชวงระดับความเขมขนที่หาไดจากการทดลองขั้น
ตนมาแบงระดับความเขมขนออกเปน 5 ระดับ ระดับละ 5 ซ้ํ า และ 1 ชุดควบคุม โดยทํ าการทดลอง
ทลีะสาร โดยปลอยกุงกุลาดํ าลงไปในตูกระจกจํ านวนตูละ 10 ตวัตอแตละความเขมขน  สํ าหรับการ
คดัเลอืกกุงกลุาดํ านั้นไดเลือกโดยวิธีการสุมกุงที่มีขนาดเทา ๆ กัน  และอยูในสภาพแวดลอมเดียว
กนั แตละการทดลองบันทึกผลการตายสะสมของกุงกุลาดํ าหลังการใหสารพิษเปนเวลา  24, 48, 72
และ 96 ช่ัวโมง ตักกุงที่ตายออกทันทีที่พบ กุงตัวใดที่สงสัยวาอาจจะไมตายใหใชแทงแกวแตะเบา ๆ 
2-3 คร้ัง ถาไมมีการตอบสนองใด ๆ เกิดขึ้นใหถือวาตายแลว  ทัง้นีใ้นระหวาง ทํ าการทดลองนั้นไม
มกีารใหอาหาร ไมมีการใหอากาศแกสัตวทดลอง และไมมีการเปลี่ยนนํ้ าที่ใชทดลองดวย

3.2   การทดลองเพื่อศึกษาผลกระทบสารแตละชนิดตอการเจริญเติบโต
3.2.1 การเตรียมสัตว และนํ้ าท่ีใชในการทดลอง

 เตรยีมเชนเดียวกับตอนที่  1
3.2.2  การทดลอง

  ด ําเนินการทดลองแบบชีววเิคราะห (Bioassay) ในนํ้ านิ่ง (Static) เปนเวลา 6 สัปดาห 
นํ ้ามนัและสารเคมีขจัดคราบนํ้ ามันที่ใชทดลองมีความเขมขนเปนรอยละ 25, 50 และ 75 ของระดับ
เร่ิมเปนพิษ  ระดบัความเขมขนละ 5 ซ้ํ า และ 1 ชุดควบคุม  โดยปลอยกุงกุลาดํ าลงไปในตูกระจก
จ ํานวนตูละ 10 ตวัตอแตละความเขมขน (FAO, 1987 และAbel, 1991) สํ าหรับการคัดเลือกกุง
กลุาด ํานัน้ไดเลือกโดยวิธีการสุมกุงที่มีขนาดเทา ๆ กัน  และอยูในสภาพ แวดลอมเดียวกัน   ระหวาง
การทดลองใหอาหารเม็ดคุณภาพดีวันละ 4 คร้ัง   เปลี่ยนนํ้ าประมาณ 1 ใน 3 ของปริมาณนํ้ าในตูทุก 
2 วนั พรอมทั้งเติมสารพิษ  (นํ้ ามัน และสารเคมีขจัดคราบนํ้ ามัน)ในระดับความเขมขนเทาเดิมลงไป
ใหม ใหอากาศตลอดการทดลอง  ช่ังนํ้ าหนักกุงกุลาดํ าทุก 2 สัปดาห ของการทดลองเพื่อนํ าขอมูลที่
ไดไปทํ าการวิเคราะหการเจริญเติบโต
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3.3 การทดลองเพื่อศึกษาลักษณะการเปลี่ยนแปลงทางเนื้อเยื่อ
3.3.1 การเตรียมสัตว และนํ้ าท่ีใชในการทดลอง

 เตรยีมเชนเดียวกับตอนที่  1
3.3.2 การทดลอง

 ดํ าเนินการทดลองแบบชีววเิคราะหในนํ้ านิ่งเปนเวลา 6 สัปดาห นํ้ ามันและสารเคมี
ขจดัคราบนํ้ ามันที่ใชทดลองมีความเขมขนเปนรอยละ 25, 50 และ 75 ของระดับเริ่มเปนพิษ   ระดับ
ความเขมขนละ 5 ซ้ํ า และ 1 ชุดควบคุม  โดยปลอยกุงกุลาดํ าลงไปในตูกระจกจํ านวนตูละ 10 ตัวตอ
แตละความเขมขน (FAO, 1987 และAbel, 1991)  สํ าหรับการคัดเลือกกุงกุลาดํ านั้นไดเลือกโดยวิธี
การสุมกุงทีม่ีขนาดเทา ๆ กัน  และอยูในสภาพแวดลอมเดียวกัน   ระหวางการทดลองใหอาหารเม็ด
คณุภาพดวีันละ 4 คร้ัง   เปลี่ยนนํ้ าประมาณ 1 ใน 3 ของปริมาณนํ้ าในตูทุก 2 วัน พรอมทั้งเติมสาร
พษิ  (นํ ้ามนั และสารเคมีขจัดคราบนํ้ ามัน)ในระดับความเขมขนเทาเดิมลงไปใหม ใหอากาศตลอด
การทดลอง สุมตัวอยางกุงกุลาดํ าตูละ 2 ตัวทุก 2 สัปดาห แลวดองใน Davidson’s Fixative ตามวิธี
การของ Bell and Lightner (1988)  เพือ่ศกึษาลักษณะของเนื้อเยื่อเหงือกและอวัยวะภายใน10

3.4  การวิเคราะหขอมูล
ก. วเิคราะหหาระดับความเปนพิษเฉียบพลันของสารแตละชนิดที่ระดับความเชื่อมั่น 95%

โดยวิธีวิเคราะหแบบโปรบิท (Probit Analysis) ตามวิธีการของ Finey (1971) และปรีชา สมมณี 
(2520) โดยใชโปรแกรมสํ าเร็จรูปที่เขียนโดย โชคชัย  เหลืองธุวปราณีต (2531)

ข. คาประมาณของระดับความเขมขนที่เร่ิมเปนพิษ ประมาณไดจากการศึกษาเสนโคงความ
เปนพิษตามรายละเอียดที่อธิบายไวในเสนโคงความเปนพิษแบบเอ็กซโปเนนเชียลที่มีขีดจํ ากัดลาง
(ปรีชา  สมมณี,  2525)

ค. คาของระดับความเขมขนที่ปลอดภัย (Safety Level) คํ านวณตามวิธีการของ Spraque 
(1969)  โดยใชสูตร

คาของระดับความปลอดภัย  =  0.1 x LC50  ที่ 48 ช่ัวโมง

ง. การเจริญเติบโตและอัตราการเจริญเติบโต  การศึกษาเกี่ยวกับการเจริญเติบโตของกุง
กลุาด ํา  ศึกษาไดจากคาของนํ้ าหนักกุงกุลาดํ าเฉลี่ยตอตัว  อัตราการเจริญเติบโต และนํ้ าหนักเฉลี่ย  

                                    
10  ดูวิธีการเก็บตัวอยางกุงกุลาดํ าเพื่อศึกษาทางดานเนื้อเยื่อในภาคผนวก  ฎ
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ทีเ่พิม่ขึ้น แลววิเคราะหหาคาความแปรแปรวน (Analysis of Variance)  และเปรียบเทียบคาเฉลี่ย
โดยวิธี Duncan's New Multiple Range Test

อัตราการเจริญเติบโต (รอยละตอตัวตอวัน) ใชสูตรตามวิธีของ Juancy and Ross (1982)

                อัตราการเจริญเติบโต    =  100
12

12 ×
−
−
TT
LnWLnW

โดยกํ าหนดให  W1    =    นํ ้าหนักของกุงทดลองจากการชั่งนํ้ าหนักครั้งที่  T1

   W2      =    นํ ้าหนักของกุงทดลองจากการชั่งนํ้ าหนักครั้งที่  T2

T1       =    วันที่ช่ังนํ้ าหนักกุงครั้งที่  1
T2       =    วันที่ช่ังนํ้ าหนักกุงครั้งที่  2

นํ้ าหนักเฉล่ียท่ีเพิ่มขึ้น (รอยละ)  ใชสูตร
       ( นํ ้าหนักเฉลี่ยของกุงครั้งสุดทาย  –  นํ้ าหนักเฉลี่ยของกุงเมื่อเร่ิมทดลอง) x 100

    นํ้ าหนักเฉลี่ยของกุงเมื่อเร่ิมทดลอง


