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บทคัดยอ

โครงการวิจัยยอยท่ี 2
การตอบสนองทางสรีรวิทยาจากความเครียดของปลาบางชนิดหลังทําการสลบดวยสมุนไพรนาโน

เทคโนโลยี
Stress Response of Some Fish after Anesthetization with Medicinal Plant Nanotechnology

งบประมาณและระยะเวลาทําวิจัย
ไดรับงบประมาณ ประจําปงบประมาณ พ.ศ. 2555 งบประมาณที่ไดรับ 737,500 บาท ระยะเวลาทํา

วิจัย 1 ป 11 เดือน ต้ังแต กรกฎาคม 2555 ถึง มิถุนายน 2557
ชื่อคณะผูวิจัย

นายสุรชัย พิกุลแกว 1 นายอนุชา สธนวงศ 2 นางสาวประภาวดี ไพรินทร 2

การศึกษาน้ีมีวัตถุประสงคเพื่อประเมินฤทธิ์การสลบปลาของนํ้ามันหอมระเหยจากสมุนไพรหลาย
ชนิด ไดแก นํ้ามันโหระพา นํ้ามันยี่หรา นํ้ามันกะเพราขาว นํ้ามันแมงลัก นํ้ามันกระวาน นํ้ามันรกหุมเมล็ด
จันทรเทศ นํ้ามันเมล็ดจันทรเทศ และนํ้ามันขา ผลการศึกษาพบวานํ้ามันขามีคุณสมบัติในการทําสลบที่
เหมาะสมที่สุด จากน้ันศึกษาการสลบและการตอบสนองทางสรีรวิทยาจากความเครียดของปลาบางชนิด
หลังทําการสลบดวยสมุนไพรนาโนเทคโนโลยี โดยแบงปลาแบบสุมออกเปน 4 กลุม ในปลาคารพ กลุมที่ 1
ไดรับสาร MS-222 ในความเขมขน 75, 100 และ 125 มก./ลิตร กลุมที่ 2 ไดรับนํ้ามันขาในความเขมขน 300,
500 และ 700 มก./ลิตร กลุมที่ 3 ไดรับนํ้ามันขาไมโครอิมัลชันในความเขมขน 200, 300 และ 400 มก./ลิตร
กลุมที่ 4 ไดรับนํ้ามันขานาโนอิมัลชันในความเขมขน 100, 200 และ 300 มก./ลิตร ในปลานิล กลุมที่ 1 ไดรับ
สาร MS-222 ในความเขมขน 130, 150 และ 170 มก./ลิตร กลุมที่ 2 ไดรับนํ้ามันขาในความเขมขน 700, 800
และ 900 มก./ลิตร กลุมที่ 3 ไดรับนํ้ามันขาไมโครอิมัลชันในความเขมขน 700, 800 และ 900 มก./ลิตร กลุม
ที่ 4 ไดรับนํ้ามันขานาโนอิมัลชันในความเขมขน 300, 500 และ 700 มก./ลิตร ผลการศึกษาพบวาการ
เหน่ียวนําการสลบเฉลี่ยในระดับ 3 ภายในเวลาประมาณ 2 นาทีของปลาคารพ ประกอบดวยความเขมขน
500 มก./ลิตรของนํ้ามันขา (144.55 ± 18.22 วินาที) 300 มก./ลิตรของนํ้ามันขาไมโครอิมัลชัน (129.25 ±
14.80 วินาที) และ 200 มก./ลิตรของนํ้ามันขานาโนอิมัลชัน (101.20 ± 10.84 วินาที) สวนการเหน่ียวนําการ
สลบเฉลี่ยในระดับ 3 ภายในเวลาประมาณ 3 นาทีของปลานิล ประกอบดวย ความเขมขน 800 มก./ลิตรของ
นํ้ามันขา (189.00 ± 16.69 วินาที), 700 มก./ลิตรของนํ้ามันขาไมโครอิมัลชัน (209.65 ± 16.70 วินาที) และ
500 มก./ลิตรของนํ้ามันขานาโนอิมัลชัน (207.80 ± 20.54 วินาที) นอกจากน้ียังพบวาในกลุมที่ไดรับสาร
MS-222 มีระดับฮอรโมนคลอติซอลและระดับกลูโคสในเลือดสูงกวากลุมที่ถูกทําสลบดวยนํ้ามันขา นํ้ามัน
ขารูปแบบไมโครอิมัลชันและนํ้ามันขารูปแบบนาโนอิมัลชัน (p<0.05) อยางไรก็ตามไมพบความแตกตาง
ทางสถิติของจํานวนเม็ดเลือดขาวและระดับแลคเตทในเลือด สรุปไดวาไมโครอิมัลชันและนาโนอิมัลชัน
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ของนํ้ามันขาที่ไดมีประสิทธิภาพ ทําใหระยะเวลาเหน่ียวนําการสลบนอยลงกวานํ้ามันขาและชวยลดระดับ
ฮอรโมนคลอติซอลในเลือดและระดับกลูโคสในเลือด

The objectives of this study were to evaluate a fish anesthetization of essential oils from various
medicinal plants including, sweet-basil oil, tree basil oil, holy basil oil, hairy basil oil, siam cardamom oil,
nutmeg oil, mace oil and galangal oil. The results showed that galangal oil was the most suitable
anesthetic properties. Then, anesthetization and stress response of some fish were studied after
anesthetization with medicinal plant nanotechnology. Fish were randomly divided into 4 groups. In koi
carp, group 1 was treated with 75, 100 and 125 mg/l of MS-222, group 2 was treated with 300, 500 and
700 mg/l of galangal oil, group 3 was treated with 200, 300 and 400 mg/l of galangal oil microemulsion
and group 4 was treated with 100, 200 and 300 mg/l of galangal oil nanoemulsion. In tilapia, group 1 was
treated with 130, 150 and 170 mg/l of MS-222, group 2 was treated with 700, 800 and 900 mg/l of
galangal oil, group 3 was treated with 700, 800 and 900 mg/l of galangal oil microemulsion and group 4
was treated with 300, 500 and 700 mg/l of galangal oil nanoemulsion. The results showed that the
induction to stage 3 of anesthesia whitin about 2 min including 500 mg/l of galangal oil (144.55 ± 18.22
sec), 300 mg/l of galangal oil microemulsion (129.25 ± 14.80 sec) and 200 mg/l of galangal oil
nanoemulsion (101.20 ± 10.84 sec) for koi carp and the induction to stage 3 of anesthesia whitin about 3
min including 800 mg/l of galangal oil (189.00 ± 16.69 sec), 700 mg/l of galangal oil microemulsion
(209.65 ± 16.70 sec) and 500 mg/l of galangal oil nanoemulsion (207.80 ± 20.54 sec) for tilapia.
Moreover, MS-222 anesthetized fish significantly increased plasma cortisol and glucose level (p<0.05)
when compared with group 2, group 3 and group 4. However, no significant difference in white blood cell
count and plasma lactate in all treatments. In conclusion, microemulsion and nanoemulsion of galangal oil
can decrease the induction time of anesthesia which is more effective than galangal oil and also reduce
increasing of plasma cortisol and glucose level.
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คําสําคัญ

นํ้ามันหอมระเหย สมุนไพร นํ้ามันขา นาโนอิมัลชัน ไมโครอิมัลชัน การสลบปลา การตอบสนอง
ของความเครียด คอรติซอลฮอรโมน คาเคมีในเลือด
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บทที่ 1
บทนํา

การจับบังคับปลามีความสําคัญอยางยิ่งตอการเพาะเลี้ยงสัตวนํ้า เน่ืองจากปลาเปนสัตวที่ด้ินหนีได
งายทําใหการควบคุมโดยใชมือมีความยุงยากและตองอาศัยความชํานาญ ดังน้ันการจับบังคับปลาอยาง
เหมาะสมจึงเปนสิ่งที่สําคัญ (Ross and Ross, 1999) ซึ่งการจับบังคับโดยการใชยาสลบมีขอดีกวาการจับ
บังคับโดยไมใชยาสลบหรืออุปกรณตางๆ ก็คือชวยลดการบาดเจ็บและความเครียดซึ่งจะสงผลตอสุขภาพ
ปลาและผลผลิตได รวมทั้งยังชวยประหยัดเวลาในการจัดการอีกดวย (Ross, 2001; Stoskopf, 1993; Cooke et
al., 2004) ปลานิล (Oreochromis niloticus) จัดเปนปลาที่มีความสําคัญในแงของการเพาะเลี้ยงเพื่อการ
บริโภคของไทย ซึ่งในกระบวนการเพาะเลี้ยงจะมีการจับบังคับ เชน ในชวงการผสมพันธุ หรือการขนสงลูก
ปลา สวนปลาคารพ (Cyprinus carpio koi) เปนปลาสวยงามที่นิยมเลี้ยง มีราคาแพง ซึ่งมักพบปญหาการปวย
เปนโรคเสมอในทางคลินิก นอกจากน้ีการใชปลาความเขมขนเล็กเพื่องานวิจัยทางดานวิทยาศาสตร
การแพทย เชน ปลามาลาย (Danio rerio) การจับบังคับควบคุมเพื่อการตรวจรางกายและรักษาจึงมี
ความสําคัญ วัตถุประสงคในการสลบปลาอาจใชเพื่อการขนสงปลาเพื่อลดความเครียด และลดอัตราการตาย
ของปลากอนนําไปเลี้ยง ยาสลบในปลามีอยูหลายชนิดแตกตางกันที่ประสิทธิภาพของยาสลบ วิธีใช
ผลขางเคียง และราคา เปนตน (Mylonas et al., 2005; Pirhonen and Schreck, 2003) สารไตรเคนมีเทนซัลโฟ
เนต (Tricaine methanesulfonate; MS-222 ) มีลักษณะเปนผงสีขาว ละลายในนํ้าไดดี มีความปลอดภัยสูง ทํา
ใหปลาเขาสูระยะการสลบและฟนสลบไดเร็ว (Ross and Ross, 1999; Treves-Brown, 2000) และเปนยาสลบ
ที่ยอมรับจากองคการอาหารและยาของสหรัฐอเมริกา ใหใชในปลาสําหรับการบริโภค (Ross, 2001;
Stoskopf, 1993) สารควินัลดีน เปนของเหลวสีเหลือง ไมละลายในนํ้า มีกลิ่นฉุน อันตรายตอผูใช แตมีราคา
ถูกและเปนที่นิยม อยางไรก็ตามมีรายงานวาสมุนไพรบางชนิด คือ นํ้ามันกานพลู (clove oil) ที่สกัดมาจาก
ดอกของตนกานพลู (Eugenia aromatica) มีสารออกฤทธิ์ที่สําคัญ คือ ยูจีนอล (eugenol) สามารถใชควบคุม
หรือสลบปลาได (Mylonas et al., 2005; Pirhonen and Schreck, 2003) และใชกันอยางแพรหลายใน
ตางประเทศ (Mylonas et al., 2005; Pirhonen and Schreck, 2003)

จากการสืบคนขอมูลทางพืชสมุนไพรไทยพบวาในพืชสมุนไพรไทยพื้นบานหลายชนิดมีสารออก
ฤทธิ์ หรือ ยูจีนอลและจากการทดสอบเบื้องตนพบวานํ้ามันหอมระเหยขาสามารถใชสลบปลาได นอกจากน้ี
นํ้ามันหอมระเหยขาใหตนทุนในการผลิตที่ตํ่ากวาเมื่อเปรียบเทียบกับนํ้ามันหอมระเหยกานพลู เน่ืองจากขา
เปนพืชสมุนไพรไทยที่ ปลูกงาย เจริญเร็ว จึงหาวัตถุดิบไดงาย  หากตองเตรียมผลิตภัณฑในระดับ
อุตสาหกรรมซึ่งตองผลิตในปริมาณมาก จะไมมีปญหาดานวัตถุดิบ นอกจากน้ันเหงาขาใหรอยละผลผลิต
ของนํ้ามันหอมระเหยที่ 0.5 (w/w) (เทียบจากนํ้าหนักพืชสด) (Pripdeevech et at., 2009) และใชระยะเวลาใน
การกลั่นสั้น (ประมาณ 2 ชั่วโมง) จึงทําใหประหยัดพลังงานกวาการกลั่นจากกานพลู  ซึ่งตองใชเวลากลั่นถึง
10-15 ชั่วโมง จึงจะไดนํ้ามันออกมาหมด  นอกจากน้ัน  ปริมาณนํ้ามันหอมระเหยที่กลั่นไดจากกานพลู  ยังมี
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ความแปรปรวนมาก  ต้ังแต 1 ถึง 10% (เทียบจากนํ้าหนักพืชแหง) เน่ืองจากคุณภาพของสมุนไพรกานพลูที่
นําเขาจากแตละแหลงไมสามารถควบคุมได  มีผูต้ังขอสังเกตวา กานพลูที่มีขายในประเทศไทยปจจุบันน้ี
บางแหงถูกปลอมปนดวยกากกานพลูที่มีการสกัดนํ้ามันออกแลว  โดยสัดสวนของการปลอมปนจะแตกตาง
กันในกลุมผูขาย และที่สําคัญกานพลูไมไดเปนเปนพืชสมุนไพรไทย  มีความพยายามเพาะปลูกพืชน้ีในไทย
แตก็ยังไมประสบความสําเร็จมากนัก  ดังน้ันวัตถุดิบกานพลูจึงตองนําเขาจากตางประเทศแทบทั้งสิ้น ทําให
ประเทศไทยตองเสียดุลการคาระหวางประเทศมากขึ้นหากนํากานพลูมาใช  ในทางตรงกันขาม หากใช
นํ้ามันจากขาซึ่งเปนพืชสมุนไพรไทยมาใช นอกจากจะเปนการลดการนําเขากานพลูแลว  ยังเปนการเพิ่ม
มูลคาใหแกพืชไทยอีกดวย แตอยางไรก็ตามอาจพบฤทธิ์ไมพึงประสงคของนํ้ามันขาในการสลบปลา
เน่ืองจากเปนนํ้ามันที่ไมสามารถละลายลงในนํ้าได ตองใชตัวทําละลาย ซึ่งตัวทําละลายที่นิยมใชคือ
แอลกอฮอลที่ระดับความบริสุทธิ์ตางๆ อยางไรก็ตามยาสลบแตละชนิดมีขอดีขอเสียแตกตางกัน เชน ใน
เร่ืองของการออกฤทธิ์ ความปลอดภัย รวมทั้งกลไกในการลดความเครียดของปลาใหมากที่สุด หรือแมแต
กระทั่งราคา นํ้ามันขาสกัดจากพืชสมุนไพรที่หาไดงายในไทย มนุษยสามารถบริโภคได การใชนํ้ามันขา
เพื ่อละลายลงในนํ้าเพื ่อใชในการสลบปลาพบวาตองใชตัวทําละลายในการละลายนํ้ามันขา ไดแก
แอลกอฮอล ซึ่งอาจสงผลตอคุณภาพในการสลบได รวมทั้งยังมีความยุงยากในการใช และอาจมีกลิ่นที่
ไมพึงประสงคในการสลบได ปจจุบันนาโนเทคโนโลยีเขามามีบทบาทมาก ซึ่งประโยชนจากเทคโนโ ลยี
ดังกลาว ทําใหไมจํา เปนตองใชตัวทําละลายในการละลายนํ้ามันขา เมื ่อใช สลบปลา อีกทั้งยังมี
ประสิทธิภาพในการออกฤทธิ์ไดมากกวาสารสกัดธรรมดาเน่ืองจากอนุภาคมีขนาดเล็กมากในระดับไมครอน
ดังน้ันกรอบแนวความคิดในการศึกษาคร้ังน้ี เพื่อศึกษาถึงผลของนํ้ามันขาในรูปแบบนาโนอิมัลชันและไม
โครอิมัลชัน ตอประสิทธิภาพการสลบรวมถึงการตอบสนองทางสรีระวิทยาของความเครียด โดย
เปรียบเทียบผลการศึกษากับยาสลบที่มีราคาแพง ยาสลบที่ใชกันอยางแพรหลายในปจจุบันแตมีอันตรายที่มี
วางจําหนายในทองตลาด ซึ่งคณะผูวิจัยคาดวานํ้ามันขาในรูปแบบนาโนอิมัลชันและหรือไมโครอิมัลชัน จะ
มีประสิทธิภาพและความเหมาะสมในการสลบปลามากที่สุดเมื่อพิจารณาถึงการตอบสนองทางสรีระวิทยา
ของความเครียด ราคา และความปลอดภัยตอผูบริโภค ทั้งน้ีเพื่อเปนการสงเสริมใหเกษตรกรผูเพาะเลี้ยงสัตว
นํ้า หันมาใชยาสลบในการจับบังคับ รวมทั้งเพื่อการขนสงเพื่อลดความเสียหายที่เกิดจาการเก็บเกี่ยวผลผลิต
อีกดวย

ดังน้ันคณะผูวิจัยจึงมีความสนใจในการศึกษาถึงการสลบปลาชนิดตางๆ ดวยสารเคมี คือ สารไตร
เคน มีเทนซัลโฟเนต นํ้ามันขาที่ตองใชแอลกอฮอลเปนตัวทําละลาย รวมทั้งนํ้านํ้ามันขาที่ไดพัฒนาใน
รูปแบบไมโครอิมัลชันและนาโนอิมัลชัน ซึ่งเปนรูปแบบที่สามารถละลายลงในนํ้าไดทันทีทําใหงายตอการ
ใช อีกทั้งคณะผูวิจัยเชื่อวารูปแบบสารละลายดังกลาวยังมีผลเสียตอสุขภาพของปลานอยกวา โดยทําศึกษาถึง
กลไกในการลดความเครียด พฤติกรรมในการสลบ สมรรถนะการเจริญเติบโต เพื่อบงบอกถึงยาสล บที่พึ่ง
ประสงคมากที่สุด อันจะเปนการพัฒนาการเพาะเลี้ยงสัตวนํ้าของประเทศไทยในอนาคต
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บทที่ 2
การทบทวนวรรณกรรมที่เก่ียวของ

ความเครียดในปลา สงผลเสียตอสุขภาพสัตวนํ้าอยางมาก ความเครียดเกิดจากการกระตุนของ
ปจจัยภายนอก หรือ stressor ซึ่งไดแก คุณภาพนํ้าที่ไมดี อุณหภูมิในนํ้าไมเหมาะสม หรือการรบกวนจาก
ศัตรู รวมทั้งการจับบังคับของมนุษย เมื่อมีความเครียดเกิดขึ้นตอมใตสมองจะเกิดการหลั่งฮอรโมน ACTH
(adrenocorticotropin hormone) ในกระแสเลือดทําใหเกิดการสรางสเตียรอยดฮอรโมน 2 ชนิด คือ ฮอรโมน
คอรติซอล และฮอรโมน catecholamine จากไตสวนหนา (Hoskonen and Pirhonen, 2004; Hoskonen and
Pirhonen, 2006) การทํางานของฮอรโมนคอรติซอลเกิดจากการทํางานผาน glucocorticoid receptor และ
minerarocorticoid receptor (Ross, 2001) จากน้ันฮอรโมนเหลาน้ีจะมีผลใหเกิดการเปลี่ยนแปลงทางสรีระ
วิทยาของรายกาย เชน ระดับกลูโคสในเลือดสูงขึ้น เรงการสรางกลูโคสจากสารอ่ืน รวมทั้งเพิ่มแรงดันเลือด
เพื่อใหรางกายปลาปรับตัวกับสิ่งแวดลอมที่เปลี่ยนไป แตหากยังมีปจจัย stressor มากขึ้น จะมีผลเสียหายตอ
รางกาย คือ ระบบภูมิคุมกันทํางานลดลง การเจริญเติบโตหยุดชะงัก (ในปลารุน) การกินอาหารลดลง การ
ทํางานของระบบสืบพันธุไมดี (ในพอ-แมพันธุ) ซึ่งสิ่งเหลาน้ีเปนสาเหตุโนมนําของการติดเชื้อในปลาทุก
ชนิด (Brown, 1993; Wager et al., 2003) ความเครียดของปลาไมไดแสดงออกทางภายนอกไดเหมือนสัตว
อ่ืน ทําใหเกษตรกรและนักวิชาการบางสวนไมไดคํานึงถึงการจับบังคับปลาที่ถูกตอง เน่ืองมาจากคิดวาการ
สลบปลาเปนสิ่งที่ไมมีความจําเปน ยุงยาก เปนไปไมได คาใชจายสูง รวมทั้งไมแนใจในความปลอดภัยของ
ยาสลบตอการบริโภค ซึ่งเปนไปไดวาปญหาตางๆ ที่เกิดขึ้นในการเพาะเลี้ยงสัตวนํ้า อาจเกิดมาจากสาเหตุ
โนมนําดังกลาว

การสลบปลามีหลายวิธีแตวิธีที่นิยม คือ การใชสารเคมี เน่ืองจากมีประสิทธิภาพดี วัตถุประสงคใน
การสลบปลามีหลายอยาง เชน การซึมเพื่อการขนสง การผสมเทียม การฉีดยาและรักษาโรค หรือการผาตัด
เปนตน เมื่อใหยาสลบลงในนํ้าปลาจะแสดงอาการสลบ (Griffiths, 2000; Guenette et al., 2006) โดยแบง
ออกเปน 4 ระดับ คือ ระดับที่ 1 เพลน 1 (light sedation) ปลายังตอบสนองตอการมองเห็นและการสัมผัส
หายใจปกติและทรงตัวปกติระดับที่ 1 เพลน 2 (light narcosis) ปลายังมีการต่ืนตัว หายใจเร็ว เร่ิมสูญเสียการ
ทรงตัวแตยังพยายามทรงตัว ระดับที่ 2 (deep narcosis) ปลาเร่ิมหายใจลดลง เร่ิมสูญเสียการทรงตัว
กลามเน้ือเร่ิมหยอน ตอบสนองตอการสัมผัสหรือการเคลื่อนไหวที่รุนแรง ระดับที่ 3 เพลน 1 (light
anesthesia) กลามเน้ือหยอน การหายใจลดลง ระดับที่ 3 เพลน 2 (surgical anesthesia) ไมมีการตอบสนอง
ตางๆ การหายใจชามาก อัตราการเตนของหัวใจชา ระดับที่ 4 (medullary collapse) ไมพบการเคลื่อนไหว
ของแผนปดเหงือก และหัวใจหยุดทํางาน (Stoskopf, 1993) โดยทั่วไปการสลบปลามักทําเพื่อลดความเครียด
ในขณะขนสง หรือการสลบที่ลึกขึ้น (ในระดับ 3 เพลน 2) เพื่อใชในการทํางานที่ตองใชเวลานาน เชน การ
เก็บเลือด การเก็บตัวอยาง หรือการผสมเทียม เปนตน ปลาแตละชนิดจะมีการตอบสนองตอชนิดและ ความ
เขมขนของยาสลบที่แตกตางกัน ทั้งน้ีขึ้นอยูปจจัยภายในและปจจัยภายนอกตัวปลา เชน ในปลาคารพ



110

(Cyprinus carpio koi) ตองใชนํ้ามันกานพลูความเขมขน 25 - 100 มก./ลิตร แตในปลากดอเมริกัน (channel
catfish; Ictalurus punctatus) ตองใชที่ความเขมขน 100 - 150 มก./ลิตร (Ross, 2001)

ขา หรือชื่อทั่วไป คือ ขาหลวง ขาตาแดง มีชื่อสามัญ คือ Galangal และชื่อวิทยาศาสตร คือ
Alpinia galanga เปนพืชในวงศ Zingiberaceae เปนไมลมลุก มีรสขม เผ็ดรอน ขา พบปลูกมากในประเทศ
แถบเอเชียใตและเอเชียตะวันออกเฉียง จากการศึกษาพบวาสาระสําคัญในสารสกัดขาประกอบไปดวย 1 '-
acetoxyChavicol acetate และ 1'-acetoxyeugenol acetate และจากการศึกษาของ Mahae และ Chaiseri, 2009
พบวานํ้ามันหอมระเหยจากขา ที่สกัดดวยไอนํ้าจากขาสด พบสารออกฤทธิ์สําคัญดังน้ี methyl eugenol
จํานวน 4,130.38 ug/g และ eugenol จํานวน 728.30 ug/g จึงมีความเปนไปไดสูงวาสามารถมาใชในการสลบ
ปลาได สารยูจีนอล (eugenol; 4-allyl-2-methoxyphenol) ซึ่งเปนสารประกอบฟโนลิก (phenolic compound)
(Mylonas et al., 2005; Iversen et al., 2003; Treves-Brown, 1993) มีฤทธิ์ทําใหการเปด-ปดของแผนปด
เหงือกลดลงโดยกดการทํางานของสมองสวนเมดัลลา (medulla) ที่ควบคุมการหายใจ สงผลใหการเตนของ
หัวใจลดลงและปริมาณเลือดที่ไปเลี้ยงที่เหงือกลดลง สงผลใหเกิดสภาวะ hypoxia ตามมา (Iversen et al.,
2003) สวน MS-222 หรือ Tricaine methane sulfonate เปนสารที่คลายกับสารเบนโซเคน (Brown, 1993)
การที่สารทั้งสองน้ีทําใหปลาเขาสูสภาวะสลบไดน้ันยังไมเปนที่ทราบแนชัด แตพบวาสาร MS 222 มี
คุณสมบัติเปน asphyxiant ซึ่งจะทําใหรางกายมีออกซิเจนลดลง และทําใหเกิดสภาวะเมตาโบลิซึมแบบไมใช
ออกซิเจนตามมา (Stoskopf, 1993)

จากการศึกษาของ Wagner et al., (2002) พบวาปลาเรนโบวเทราต (Oncorhynchus mykiss
Walbaum) สามารถสลบไดถึงระดับ 3 ไดโดยใช MS-222 ในความเขมขน 60 มก./ลิตร ซึ่งการตอบสนองตอ
ความเขมขนของยาสลบที่แตกตางกันของปลาแตละชนิดอาจเกิดจาก สัดสวนของพื้นที่เหงือกกับนํ้าหนักตัว
เน่ืองจากเหงือกเปนอวัยวะสําคัญในดูดซึมและกําจัดยาสลบออก ไขมันในรางกาย หรือสุขภาพ เปนตน
(Tsantilas et al., 2005) สวนพฤติกรรมในการสลบของกลุม MS-222 มักไมพบการกระวนกระวายใน
ระหวางสลบเหมือนกับกลุมนํ้ามันสมุนไพรเน่ืองจากลักษณะของสาร MS-222 สามารถละลายนํ้าไดงาย ดูด
ซึมและกําจัดออกที่บริเวณเยื่อบุเหงือก (Kolanczyk et al., 2003) ไดดีกวานํ้ามันสมุนไพรซึ่งมีลักษณะเปน
นํ้ามันตองใชตัวทําละลายที่เปนแอลกอฮอลกอนการสลบ ซึ่งอาจสงผลตอคุณภาพของการละลายในนํ้าได
จากการรายงานของ Pirhonen and Schreck (2003) พบวาระยะเวลาการฟนสลบของกลุมนํ้ามันสมุนไพรจะ
นานกวากลุม MS-222 ในปลาคารพ และปลาเรนโบวเทราต ซึ่งจะเปนประโยชนอยางยิ่งตอการควบคุมปลา
ในการทํากิจกรรมตางๆ เชน การรีดไข หรือการเก็บเลือด เปนตน (Mylonas et al., 2005) สวนสาร MS-222
จะถูกกําจัดออกไดรวดเร็วกวา ทําใหปลาทดลองใชเวลาในการฟนสลบนอยกวานํ้ามันสมุนไพร ( Ross,
2001; Ross and Ross, 1999)

การเลือกชนิดและความเขมขนของยาสลบในอุดมคติ (Ideal anesthetic agent) สําหรับปลาน้ันควร
มีลักษณะดังน้ี คือ ทําใหปลาเขาสูสภาวะสลบที่ระดับ 3 ภายใน 3 - 5 นาที และมีการฟนสลบในชวงเวลา
นอยกวา 10 นาที ราคาถูก ไมมีสารตกคาง ปลอดภัยกับคนและปลา (Tsantilas et al., 2005; Ross, 2001) แต
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อยางไรก็ตามควรมีการศึกษาเพิ่มเติมถึงผลของยาสลบดังกลาว ตอการเปลี่ยนแปลงทางสรีรวิทยาของ
ความเครียดในปลาดวยเพื่อบงบอกถึงความเหมาะสมของยาสลบดังกลาวตอไป
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บทที่3
ระเบียบวิธีดําเนินการวิจัย

1. สัตวทดลอง
การเตรียมสัตวทดลอง

การใชปลาทดลองในการศึกษาคร้ังน้ี ไดรับอนุญาตจากคณะกรรมการจรรยาบรรณสัตวทดลอง
คณะสัตวแพทยศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม เลขที่อนุญาต อ.19/2555 โดยปลาทดลองทุกชนิดจะถูกกัก
โรคและเลี้ยงภายใตมาตรฐานการเลี้ยงสัตวนํ้าของหองปฏิบัติการสัตว นํ้า คณะสัตวแพทยศาสตร
มหาวิทยาลัยเชียงใหม

ก. สัตวทดลองท่ีใชในการศึกษาพฤติกรรมการสลบและฟนสลบ
ปลาทดลองที่ใชในการศึกษาน้ีประกอบดวย กลุมปลาสวยงามนํามาจากรานขายปลาสวยงามในเขต

จังหวัดเชียงใหม จํานวนชนิดละ 400 ตัว ไดแก
1. ปลาทอง (Carassius auratus) คละเพศ นํ้าหนักเฉลี่ย 8.00 ± 0.35 กรัม มีความยาวทั้งหมดเฉลี่ย

คือ 7.78 ± 0.36 เซนติเมตร (ภาพที่ 44 )
2. ปลาคารพ (Cyprinus carpio koi) คละเพศ นํ้าหนักเฉลี่ย 26.36 ± 0.94 กรัม มีความยาวทั้งหมด

เฉลี่ยคือ 14.55 ± 0.48 เซนติเมตร (ภาพที่ 45)
3. ปลานิล (Oreochromis niloticus) แปลงเพศ นํ้าหนักเฉลี่ย 42.85 ± 2.67 กรัม มีความยาวทั้งหมด

เฉลี่ยคือ 14.51 ± 0.54 เซนติเมตร (ภาพที่ 46)

ภาพท่ี 44  แสดงปลาทองทดลองสําหรับการศึกษาพฤติกรรมการสลบและฟนสลบ
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ภาพท่ี 45  แสดงปลาคารพทดลองสําหรับการศึกษาพฤติกรรมการสลบและฟนสลบ

ภาพท่ี 46 แสดงปลานิลทดลองสําหรับการศึกษาพฤติกรรมการสลบและฟนสลบ

การทดสอบการสลบเบื้องตนจากสมุนไพรไทยชนิดตางๆ โดยใชปลาทองกลุมละ 10 ตัว ตอ
สมุนไพร 1 ชนิด ที่ในการศึกษาคร้ังน้ี โดยใชกลุมละ 10 ตัว

การทดสอบดวยนํ้ามันขา ปลาทดลองไดแก ปลาคารพ และปลานิล นํามาสุมแบบสมบูรณเพื่อแบง
ปลาทดลองออกเปน 15 กลุมๆละ 20 ตัว ดังน้ี

กลุมที่ 1 - 3 ปลาทดลองไดรับนํ้ามันขาที่ทําละลายดวยเอทานอลบริสุทธิ์ (ในอัตราสวน 1:10) ที่
ความเขมขนของนํ้ามันขา 3 ระดับในหนวย มก./ลิตร

กลุมที่ 4 - 6 ปลาทดลองไดรับนํ้ามันขาในรูปแบบไมโครอิมัลชันที่ความเขมขนของนํ้ามันขา 3 ระดับ
ในหนวย มก./ลิตร

กลุมที่ 7 - 9 ปลาทดลองไดรับนํ้ามันขาในรูปแบบนาโนอิมัลชันสูตร 2 ที่ความเขมขนของนํ้ามันขา 3
ระดับในหนวย มก./ลิตร

ข. สัตวทดลองสําหรับการศึกษาการเปลี่ยนแปลงทางสรีรวิทยาของความเครียดและการตกคางใน
เน้ือของปลาทดลอง

1. ปลาคารพ คละเพศ นํ้าหนักเฉลี่ย 291.88 ± 13.64 กรัม มีความยาวรวมเฉลี่ยคือ 28.59 ± 0.86
เซนติเมตร

2. ปลานิลแปลงเพศ นํ้าหนักเฉลี่ย 545.16 ± 9.17 กรัม มีความยาวรวมเฉลี่ยคือ 29.25 ± 0.47
เซนติเมตร
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ค. สัตวทดลองสําหรับการซึมเพื่อการขนสงของลูกปลาทดลองหลังจากไดรับยาสลบชนิดตางๆ
1. ลูกปลานิลแปลงเพศ อายุประมาณ 40 วัน นํ้าหนักเฉลี่ย 1.34 ± 0.07 กรัม มีความยาวรวมเฉลี่ยคือ

4.25 ± 0.22 เซนติเมตร

2. การศึกษาพฤติกรรมระยะเวลาการสลบและระยะเวลาการฟนสลบ
แบงปลาทดลองออกเปนกลุม โดยนําปลาทดลองทีละตัวใสลงในตูปลาสําหรับทําสลบ (Induction

tank) ที่มีนํ้ากรองสะอาดที่ผานการตรวจคุณภาพนํ้าปริมาตร 1 ลิตร (ขนาดภาชนะ 10 X 10 X 15.5
เซนติเมตร) จากน้ันนําปลาทดลองลงในบอสลบโดยจะบันทึกผลการทดลองดังน้ี คือ บันทึกระยะเวลา
ขณะที่ปลาอยูในระดับสลบที่ระดับตางๆ ตามตารางที่ 83 เปนวินาที สังเกตพฤติกรรมการวายนํ้า และการ
ทรงตัว และการตอบสนองตอสิ่งกระตุนภายนอก คือ ระยะเวลาต้ังแตปลาลงบอสลบจนกระทั่งปลาสลบอยู
ในระดับ 4 หากปลาทดลองไมเขาสูสภาวะสลบ ที่ระดับ 4 (ตรวจสอบโดยการหนีบโคนครีบหางดวยปาก
คีบ ปลามีอัตราการหายใจลดลง และนอนน่ิงอยูกนบอ) ภายใน 30 นาทีจะถือวาปลาไมสามารถเขาสูสภาวะ
สลบได และจะนําปลาลงสูบอฟนสลบทันที (ตารางที่ 83) (ภาพที่ 47)

นําปลาทดลองที่สลบอยูในระดับ 4 ลงสูตูปลาสําหรับฟนสลบ (recovery tank) ที่มีนํ้ากรองสะอาด
ปริมาตร 5 ลิตร (ภาชนะความเขมขน 15.5 X 25.5 X 18 เซนติเมตร) โดยมีการใหออกซิเจนตลอดเวลา
สังเกตและบันทึกผลการทดลองในการฟนสลบ ดังน้ี การวายนํ้าและการ ทรงตัว และการตอบสนองตอสิ่ง
กระตุนภายนอก บันทึกระยะเวลาการฟนสลบ แตละระดับตามตารางที่ 84 เปนวินาที โดยระดับ 3 เปน
ระยะเวลาต้ังแตปลาลงถังฟนสลบจนกระทั่งปลาอยูในสภาวะปกติ (ตรวจสอบโดยปลาทดลองอยูในสภาวะ
ที่สามารถทรงตัวและวายนํ้าไดตามปกติ) (ภาพที่ 47)

ตารางท่ี 83 แสดงพฤติกรรมของระดับการสลบในปลา (Small, 2003)
ระยะ คําอธิบาย การตอบสนองทางพฤติกรรม

1 Sedation ตอบสนองตอการกระตุนภายนอกลดลง
2 Partial loss of equilibrium ปลาสูญเสียการทรงตัวบางสวน วายนํ้าไรทิศทาง
3 Total loss of equilibrium ปลาสูญเสียการทรงตัวทั้งหมด อาจหงายทอง และไมมี

การเคลื่อนที่ของลําตัว ไมมีการตอบสนองเมื่อใช
forceps หนีบบริเวณ caudal peduncle

4 Medullary collapse แผนปดเหงือกไมขยับ (ตาย)
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ตารางท่ี 84 แสดงพฤติกรรมของระดับการฟนสลบในปลา (Iwama and Ackerman, 1994)
ระยะ คําอธิบาย การตอบสนองทางพฤติกรรม

1 Start of movement ปลายังคงนอนที่พื้นบอ
2 Regular breathing ตอบสนองตอการกระตุนที่รุนแรง วายนํ้าเอียง รักษาสมดุลไมได
3 Total recovery of

equilibrium
ตอบสนองตอการกระตุนเล็กนอย วายนํ้าไดปกติ

ภาพท่ี 47 แสดงการศึกษาพฤติกรรมระยะเวลาการสลบและระยะเวลาการฟนสลบ
ในปลาทองทดลอง

3. การศึกษาการเปลี่ยนแปลงทางสรีรวิทยาของความเครียด
เก็บตัวอยางเลือดจากปลาทดลอง 2 ชนิด คือ ปลานิลและปลาคารพ โดยปลาทดลองแบงเปน 4 กลุมๆ

ละ 50 ตัว คือ
1. กลุมที่ไดรับยาสลบไตรเคนมีเทนซัลโฟเนต (MS-222)
2. กลุมที่ไดรับนํ้ามันขาที่ทําละลายดวยเอทานอลบริสุทธิ์
3. กลุมที่ไดรับนํ้ามันขาในรูปแบบไมโครอิมัลชัน
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4. กลุมที่ไดรับนํ้ามันขาในรูปแบบนาโนอิมัลชัน
ทําการสลบปลาทดลองจนกระทั่งปลาสลบอยูในระดับ 4 จากน้ันทําการเจาะเก็บเลือดจากเสนเลือดดํา

ใหญใตแนวกระดูกสันหลัง (caudal vessel) (ภาพที่ 48 และ 49) ที่บริเวณโคนหาง ณ เวลาที่ 0, 30, 60, 90
และ 120 นาที (ชวงเวลาละ 10 ตัว) โดยวิธีการปลอดเชื้อตัวละ 1.5 มิลลิลิตร ใชเข็มขนาด 21 (1.5 น้ิว) นํา
เลือดมา 1 มิลลิลิตรใสในหลอดแกวที่ปลอดเชื้อและมีสารกันเลือดแข็งตัว (anti-coagulant) ชนิด Lithium
HeparinN 75 USP units (BD vacutainer®) บรรจุอยู เอียงหลอดกลับไปมาเบาๆเพื่อใหเลือดและสารกันเลือด
แข็งตัวผสมกัน จากน้ันเก็บตัวอยางที่ 4oC เพื่อการวิเคราะหตอไป แบงเลือดมา 0.5 มิลลิลิตร เพื่อเก็บ
ตัวอยางพลาสมา โดยนํามาปนที่ความเร็วประมาณ  3000-3500  รอบตอนาทีนาน 15 นาที แยกพลาสมาใส
หลอด microcentrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตรปลอดเชื้อ ปดฝาใหสนิท จากน้ันเก็บตัวอยางพลาสมาที่ไดที่
อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส จนกวาจะนําไปทําการวิเคราะห

ภาพท่ี 48 แสดงการเก็บเลือดจากเสนเลือดดําใหญใตแนวกระดูกสันหลัง (Caudal vessel) ที่บริเวณ
โคนหางในปลาคารพ

ภาพท่ี 49 แสดงการเก็บเลือดจากเสนเลือดดําใหญใตแนวกระดูกสันหลัง (Caudal vessel) ที่บริเวณ
โคนหางในปลานิล
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ภาพท่ี 50 แสดงตัวอยางเลือดทั้งหมด (whole blood) และซีร่ัมของปลาทดลอง

เลือดสวนที่สองจํานวน 0.5 มิลลิลิตร เก็บในหลอด microcentrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ปลอดเชื้อที่
ไมมีสารกันการแข็งตัวของเลือดเคลือบ ทิ้งใหเลือดแข็งตัวที่อุณหภูมิหองใชเวลาประมาณ 30-60 นาที นําไป
ปนแยกซีร่ัมที่ความเร็วประมาณ 2500-3000 รอบตอนาที นาน 10 นาที จากน้ันนําซีร่ัมที่ไดเก็บที่อุณหภูมิ
-20 องศาเซลเซียสจนกวาจะนําไปตรวจหาฮอรโมนคอรติซอลตอไป (ภาพที่ 50)

การศึกษาองคประกอบเลือดปลา
ทําการศึกษาหาจํานวนเม็ดเลือดแดง (Red Blood Cell Count, RBC) เม็ดเลือดขาว (White Blood

Cell Count, WBC) คาฮีโมโกลบิน (Hemoglobin)    และปริมาณเม็ดเลือดแดงอัดแนน (Hematocrit, Hct
หรือ packed cell volume, PCV) ตามวิธีของ Kenneth et al. (2003) ซึ่งมีขั้นตอนดังตอไปน้ี ใชปเปตสําหรับ
เจือจางเลือด (RBC diluting pipette) ดูดเลือดที่เจาะใหมๆใหถึงขีด 0.5 และดูดสาร Yokoyama’ fluid ดวย
สายยางเพื่อเจือจางเลือด จนกระทั่งถึงขีด 101 ตรงปลายปเปต ถอดสายยางออกจากน้ันใชน้ิวหัวแมมือกับ
น้ิวชี้ปดปลายปเปตทั้งสองขางเขยาไปมาในแนวนอนประมาณ 2-3 นาที หยดของเหลวลงบนสไลดนับเม็ด
เลือด (Hematocytometer) ที่มีแผนปดสไลด (cover glass) ปดอยูนับจํานวนเม็ดเลือดแดงและเม็ดเลือดขาว
ภายใตกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 200 เทา นําผลที่ไดมาคํานวณหาจํานวนเม็ดเลือดแดงและเม็ดเลือดขาวตอ
เลือด 1 ลูกบาศกมิลลิลิตร สวนคาฮีโมโกลบิน (Hemoglobin) ศึกษาโดยดูการเกิดผลิตภัณฑ
cyanmethemoglobin ซึ่งแปรผันตรงกับปริมาณฮีโมโกลบิน ดวยการใช Drabkins fluid ผสมกับตัวอยาง ทิ้ง
incubate นาน 3 นาที จากน้ันนําไปวัดดวยเคร่ือง spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร อานคา
เปนกรัมตอเดซิลิตร (g/dl) สวนการวัดปริมาตรเม็ดเลือดแดงอัดแนนคือ นําเลือดใสในหลอดคาปลลาร่ี
สําหรับหาคาฮีมาโตคริต (microhaematocrit capillary tube) ประมาณ 3 ใน 4 ของหลอด จํานวน 2 หลอดตอ
ตัวอยาง ปดปลายดานหน่ึงของหลอดดวยดินนํ้ามัน นําหลอดปลลาร่ีเขาเคร่ืองหมุนเหวี่ยงดวยเคร่ืองฮีมาโตค
ริตเซนติฟวส (haematocrit centrifuge) ที่ความเร็ว 10,000-15,000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที วัดปริมาตร
เม็ดเลือดแดงอัดแนนดวย Micro heamatocrit tube reader คาที่วัดไดเปนเปอรเซ็นตฮีมาโตคริต
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การตรวจวัดระดับกลูโคส (plasma glucose)
การตรวจวัดกลูโคสดวยเคร่ืองกลูโคมิเตอร (Accu-check®, Roche) (ภาพที่ 51) ซึ่งมีหลักการ

ไบโอเซนเซอร (biosensor) โดยอาศัยการทําางานของเอนไซมสองชนิด คือ กลูโคสดีไฮโดรจีเนส (glucose
dehydrogenase) โดยจะเปลี่ยนกลูโคสในเลือดไปเปน gluconolactone โดยใชโคแฟคเตอรชนิด
pyrroloquinoline quinine (PQQ) เพื่อปลดปลอยอิเล็กตรอนที่ขั้วอิเล็กโทรดหรือสารมีสีที่แปรตามความ
เขมขนของกลูโคสในเลือด

ภาพท่ี 51 แสดงเคร่ืองตรวจวัดระดับนํ้าตาลในเลือด

การวัดระดับแลคเตทในเลือด (plasma lactate)
วิเคราะหปริมาณแลคเตทดวยเคร่ืองอัตโนมัติ โดยใชพลาสมาที่แยกไดใสในหลอดเฉพาะที่มีแถบ

รหัสปริมาตร 4 ไมโครลิตร เคร่ืองจะผสมสารเคมีและตรวจโดยระบบอัตโนมัติภายในเคร่ืองเปนระบบปดที่
มีอางนํ้าสําหรับ ปรับอุณหภูมิและเคร่ืองวัดแสงอยูภายใน โดยมีหลักการคือ ใชเอนไซม lactate
dehydrogenase ที่เปลี่ยน แลคเตทเปนไพรูเวทโดยมี nicotinamide adenine dinucleotide (NAD) เปน
coenzyme จากน้ันวัดการดูดกลืนแสงของ NADH ที่เพิ่มขึ้นและมีปริมาณแปรตามปริมาณแลคเตทโดยตรง
ดวยเคร่ืองวัดแสงภายในตัวเคร่ืองอัตโนมัติที่ความยาวคลื่นแสง 340 นาโนเมตร

การวัดระดับฮอรโมนคอลติซอลในเลือด (Plasma cortisol)
ข้ันตอนและวิธีการตรวจวิเคราะหฮอรโมน

ใชการตรวจวิเคราะหฮอรโมนดวยวิธี single direct antibody competitive EIA ตามคูมือการตรวจ
หองปฏิบัติการฮอรโมนคณะสัตวแพทยศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม

ก. ขั้นตอนการหาปริมาณแอนติบอดีและปริมาณเอนไซมที่เหมาะสม
ทําการเคลือบแอนติบอดีตอตานฮอรโมนคอรติซอลในอัตราเจือจางที่เตรียมไว ปริมาตรหลุมละ 50

ไมโครลิตร ลงในไมโครเพลทชนิด 96 หลุม ยี่หอ NUNC (Apogen, Denmark) ปดเพลทดวยพลาสติก และ
ทิ้งไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสขามคืน เทสารละลายในไมโครเพลททิ้ง ลางเพลทจํานวน 5 คร้ังดวย
สารละลายสําหรับลางเพลท (0.15 M NaCl, 0.05% Tween-20) เพื่อใหแอนติบอดีสวนเกินหลุดออก สลัดนํ้า



119

สวนเกินจากเพลท หลังจากน้ัน เติมสารตัวอยางมาตรฐานที่มีปริมาณฮอรโมนคอรติซอลตํ่า หรือสารละลาย
บัพเฟอร หลุมละ 50 ไมโครลิตร เปรียบเทียบกับสารตัวอยางมาตรฐานที่มีปริมาณฮอรโมนคอรติซอล
ระดับสูง หรือความเขมขน 1,000 นาโนกรัมตอหลุม หลังจากน้ันใสฮอรโมนคอรติซอลที่ติดฉลากดวย
เอนไซม (HRP-คอรติซอล) ในอัตราสวนที่เตรียมไว หลุมละ 50 ไมโครลิตร ทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง นาน 1
ชั่วโมง ลางดวยสารละลายสําหรับลางแพลท จํานวน 5 คร้ัง หลังจากน้ันเปนการเติมสารทําใหเกิดสีและอาน
ผล (0.5 M H2O2 40 ไมโครลิตร, ABTS 125 ไมโครลิตร, citrate buffer 12.5 มิลลิลิตร) ปริมาตร 100
ไมโครลิตร ทิ้งไวประมาณ 30-60 นาที อานคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 405 นาโนเมตรดวยเคร่ือง
ELISA Reader Sunrise (Tecan, ออสเตรีย) (ภาพที่ 52) นําผลไปสรางกราฟ คัดเลือกอัตราการเจือจาง
แอนติบอดี และเอนไซมที่ใหคาการดูดกลืนแสงที่ใกลเคียง 1.0

ภาพท่ี 52 แสดงเคร่ือง ELISA Reader

ข. การพัฒนากราฟมาตรฐาน
เคลือบแอนติบอดีตอตานฮอรโมนคอรติซอล ในอัตราเจือจางที่เตรียมไวปริมาตรหลุมละ 50

ไมโครลิตร ลงในไมโครเพลทชนิด 96 หลุม ปดเพลทดวยพลาสติก และทิ้งไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส
ขามคืน เทสารละลายในไมโครเพลททิ้ง ลางเพลทจํานวน 5 คร้ังดวยสารละลายสําหรับลางเพลทเพื่อให
แอนติบอดีสวนเกินหลุดออก สลัดนํ้าสวนเกินจากเพลท หลังจากน้ันเติมสารตัวอยางมาตรฐานที่มีปริมาณ
ฮอรโมนคอรติซอล 0, 3.9, 7.8, 15.6, 31.25, 62.5, 125, 250, 500, 1000 พิโคกรัมตอหลุม หลุมละ 50
ไมโครลิตร หลังจากน้ันใสฮอรโมนคอรติซอลที่ติดฉลากดวยเอนไซม (HRP-คอรติซอล) ในอัตราสวนที่
เตรียมไว หลุมละ 50 ไมโครลิตร ทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง นาน 1 ชั่วโมง ลางดวยสารละลายสําหรับลางแพลท
จํานวน 5 คร้ัง หลังจากน้ันเปนการเติมสารทําใหเกิดสีและอานผล ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ทิ้งไวประมาณ
30 ถึง 60 นาที อานคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 405 นาโนเมตร นําผลไปสรางกราฟมาตราฐานจาก
ตามความเขมขนของสารตัวอยาง
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ค. ขั้นตอนการทดสอบวิเคราะห
เปนการตรวจสอบอัตราความเขมขนที่ควรใชในการตรวจวัดจากตัวอยาง สุมตัวอยางจากทั้งหมด หรือ

นําตัวอยางทุกตัวอยาง ปริมาตร 100 ไมโครลิตร มารวมกันเปนตัวอยางรวม หลังจากน้ันนําตัวอยางรวมไป
เจือจาง เปน 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64, 1:128, 1:256, 1:512, 1:1024, 1:2048, 1:4096, 1:8192 โดยการใส
สารละลายบัฟเฟอร 200 ไมโครลิตรลงไปกอนในแตละหลอด หลังจากน้ันนําตัวอยางรวมใสลงไปหลอดละ
200 ไมโครลิตร ใสลงไปหลอดที่ 1:2 ปนใหเขากันดี แลวดูดสารละลายที่ได 200 ไมโครลิตรไปใสในหลอด
ที่ 1:4 ทําเหมือนเดิมจนครบทุกหลอด นําตัวอยางแตละความเจือจางไปวัดวิเคราะหหาระดับฮอรโมนคอรติ
ซอล แลวนําคาที่ไดไปสรางกราฟเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานในขั้นตอนที่ 2 คาเจือจางที่ใชในการวัด
วิเคราะหตัวอยางสกัดที่เหมาะสม คือ คาที่มีรอยละการจับคู (% binding) เทากับรอยละ 50

ง. ขั้นตอนการวิเคราะหระดับฮอรโมนคอรติซอล
ทําการเคลือบแอนติบอดีตอตานฮอรโมนคอรติซอล ในอัตราเจือจางที่คํานวณไดจากขั้นตอนที่ 1

ปริมาตรหลุมละ 50 ไมโครลิตร ลงในไมโครเพลทชนิด 96 หลุม ปดเพลทดวยพลาสติก และทิ้งไวที่อุณหภูมิ
4 องศาเซลเซียสขามคืน เทสารละลายในไมโครเพลททิ้ง ลางเพลทจํานวน 5 คร้ังดวยสารละลายสําหรับลาง
เพลทเพื่อใหแอนติบอดีสวนเกินหลุดออก สลัดนํ้าสวนเกินจากเพลท หลังจากน้ัน เติมสารตัวอยางมาตรฐาน
ที่มีปริมาณฮอรโมนคอรติซอล 0, 3.9, 7.8, 15.6, 31.25, 62.5, 125, 250, 500, 1000 พิโคกรัมตอมิลลิลิตร
หลุมละ 50 ไมโครลิตร หลังจากน้ันใสฮอรโมนคอรติซอลที่ติดฉลากดวยเอนไซม (HRP-คอรติซอล) ใน
อัตราสวนที่คํานวนไดจากขั้นตอนที่ 1 หลุมละ 50 ไมโครลิตร ทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง นาน 1 ชั่วโมง ลางดวย
สารละลายสําหรับลางแพลท จํานวน 5 คร้ัง หลังจากน้ันเปนการเติมสารทําใหเกิดสีและอานผลปริมาตร 100
ไมโครลิตร ทิ้งไวประมาณ 30-60 นาที อานคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 405 นาโนเมตร นําผลที่ได
ไปเปรียบเทียบกับกราฟมาตราฐาน เพื่อหาระดับความเขมขนในระดับนาโนกรัมตอมิลลิลิตรของตัวอยาง

จ. ขั้นตอนการแปลผล
นําขอมูลคาการดูดกลืนแสงที่ได ลงในโปรแกรม Magellan (Tecan, ออสเตรีย) เพื่อคํานวณคาการ

ดูดกลืนแสงกลับเปนระดับฮอรโมนคอรติซอล โดยเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐาน เพื่อหาระดับความ
เขมขน ในระดับ ng/ml เน่ืองจากคอรติซอลจับกับแอนติบอด้ี ทําให HRP จับกับแอนติบอด้ีไดนอย ดังน้ัน
สารละลายซับสเตรตจึงจับกับ HRP ไดนอยตามไปดวย สีที่เห็นจึงจางและมีคาการดูดกลืนแสงตํ่า

5. การตรวจหาการตกคางของยูจีนอลในเน้ือปลานิลทดลองหลังการทําสลบดวยวิธี Gas Chromatography
/ Mass Spectrometer (GC / MS)

การเก็บตัวอยางเน้ือปลา
ทําการเก็บตัวอยางเน้ือปลานิลหลังจากการสลบดวยนํ้ามันขา ไมโครอิมัลชันและนาโนอิมัลชันของ

นํ้ามันขา ณ ชั่วโมงที่ 0, 4, 12, 24, และ 48 ชั่วโมง (ภาพที่ 53) และเก็บตัวอยางไวในอุณหภูมิลบ 20 องศา
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เซลเซียสจนกวาจะนํามาสกัดและตรวจวิเคราะหสารตกคาง ในแตละชั่วโมงทําการเก็บตัวอยางจากปลา
จํานวน 3 ตัวอยาง เพื่อการตรวจวิเคราะห

ภาพท่ี 53 แสดงปลาทดลองที่อยูในถังสลบเพื่อใชในการศึกษาสารตกคาง

วิธีการสกัดแยกสารตกคางจากเน้ือปลา
การสกัดสารตกคางจากเน้ือปลาใชวิธี soxhlet extraction (ภาพที่ 54) โดยนําตัวอยางเน้ือปลาแชแข็ง

วางทิ้งไวในอุณหภูมิหองเพื่อใหนํ้าแข็งละลาย ทําการบดเน้ือปลาใหละเอียดและชั่งเน้ือปลาแตละตัวอยาง
ประมาณ 10 กรัม โดยนําเน้ือปลาที่ชั่งแลวบรรจุลงใน extraction thimbles (WhatmanTM, 41x 123 mm ) และ
ผสม anhydrous sodium sulphate (99% purity, Merck) ปริมาณ 2 กรัมลงไปใน thimbles เพื่อชวยในการดูด
ซับนํ้า ทําการผสม anhydrous  sodium sulphate ใหเขากัน ปดดานบนของ thimbles ดวย glass microfibre
filter (55 mm, whatmanTM) ทําการสกัดดวย dichoromethane ปริมาณ 200 มิลลิลิตร โดยต้ัง sockhet ไวใน
water bath ที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียสนาน 8 ชั่วโมง จึงทําการนํา dicholomethane ที่ผานการสกัดมา
ระเหยโดยใชเคร่ืองระเหยระบบสูญญากาศ (Eyela Type N-1000, Tokyo Rikakikai Co., LTD. ) ใหเหลือ
ปริมาณประมาณ 200 ไมโครลิตรเพื่อนําไปวิเคราะหดวยเคร่ือง Gas Chromatography - Mass spectrometry
(GC-MS) เพื่อหาปริมาณสารสําคัญซึ่งเปนสาระสําคัญในนํ้ามันขาโดยเทียบกับ standard curve ของ
สารละลายมาตรฐานความเขมขนชวง 0.1-1 มก./มล.

Condition GC
Gas Chromatography system: Agilent 6890 (ภาพ 55)
Detector: Mass Spectrometer (Hewelett-Packard 5973)
Capillary column:

Model number: HP 19091J-433
HP-5 5% Phenyl Methyl Siloxane
Max temperature: 280 C
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Nominal length: 30.0 m
Nominal diameter: 250 um
Nominal film thickness: 0.25 um
Mode: Constant flow
Initial flow: 1 ml/min
Nominal init pressure: 8.81 psi
Carrier gas: Helium (99.99% purity), linear velocity: 25 cm/s

ภาพ 54 แสดงวิธีการสกัดแบบ Soxhlet extraction

ภาพ 55 แสดงเคร่ือง Gas Chromatography Mass spectrometer (GC-MS)
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Method Gas GC
Mode: Splitess mode
Injection volume: 1 ul
Oven: Initial temp: 70 oC Maximum temp: 280 oC
Initial time: 3.00 min Equilibration time: 0.50 min
Rate Final temp Final time
3.00 188 0.00
20.00 280 3.00
Post temp: 0 oC
Post time: 0.00 min
Run time: 49.93 min

รายละเอียด และสภาวะการทํางานของเคร่ือง GC-MS
Column Agilent J&W USA® 0.25 µm, 300x0.250mm
Mobile phase Helium gas (UHP grade)
Flow rate 1.0 ml/min
Injection volume 1 µl
Run time 49.93 min
Detection HEWLETT Packard HP® Mass Selective Detector

6. การศึกษาการซึมเพื่อการขนสงของลูกปลาทดลองหลังจากไดรับยาสลบชนิดตางๆ
แบงลูกปลาออกเปน 12 กลุมการทดลอง ดังน้ี

กลุมที่ 1-3 ไดรับนํ้าสะอาด (ที่ความหนาแนนปลา 100, 150 และ 200 ตัว)
กลุมที่ 4-6 นํ้ามันขากับตัวทําละลายแอลกอฮอลในระดับเพื่อการขนสง (ที่ความหนาแนนปลา 100, 150

และ 200 ตัว)
กลุมที่ 7-9 นํ้ามันขาในรูปแบบไมโครอิมัลชันในระดับเพื่อการขนสง (ที่ความหนาแนนปลา 100, 150

และ 200 ตัว)
กลุมที่ 10-12 นํ้ามันขาในรูปแบบนาโนอิมัลชันในระดับเพื่อการขนสง (ที่ความหนาแนนปลา 100, 150

และ 200 ตัว) และทําการศึกษาดังน้ี
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ภาพท่ี 56 แสดงลูกปลานิลในถุงพลาสติกที่มีนํ้าสะอาดและออกซิเจนบริสุทธิ์

โดยใสลูกปลานิลในถุงพลาสติกที่มีนํ้าสะอาด 4 ลิตรและมีออกซิเจนบริสุทธิ์ 12 ลิตร (ภาพที่ 56)
พรอมเคลื่อนที่ถุงพลาสติกในแนวต้ังและแนวนอนทุก 15-20 นาที เปนเวลานาน 4 ชั่วโมง (Carneiro et al.,
2009) โดยในระหวางการทดลองหากพบวามีการตายของปลาทดลองมากกวา 10 เปอรเซ็นต จะยุติการ
ทดลองทันที จากน้ันทําการตรวจคุณภาพนํ้า ไดแก คาแอมโมเนีย ไนไตรท กรด-เบส และคาออกซิเจนที่
ละลายในนํ้า และปลาทดลองจะถูกเลี้ยงตอเปนเวลา 2 สัปดาห สังเกตลักษณะอาการของปลาตลอดการ
ทดลอง

7. การวิเคราะหขอมูลทางสถิติ
การศึกษาพฤติกรรมระยะเวลาการสลบและระยะเวลาการฟนสลบ

ทําการวิเคราะหขอมูลดวยวิธีการสรางแบบจําลองเชิงเสนโดยนัยทั่วไป (Generalized linear model) โดย
มี Model ดังน้ี ระยะเวลาการสลบ = type + concentration + time + all interaction เมื่อ type = กลุมนํ้ามันขา
กับเอทานอลบริสุทธิ์ความเขมขนตางๆ กลุมนํ้ามันขาไมโครอิมัลชันความเขมขนตางๆ และกลุมนํ้ามันขานา
โนอิมัลชันความเขมขนตางๆ, time = ระยะ SII, SIIIa, SIIIb SIV และ ระยะเวลาการฟนสลบ, treatment ×
time = อิทธิพลรวมระหวาง treatment และ time, error มีคุณสมบัติ NID (0, σ2) เปรียบเทียบความแตกตาง
ระหวางคูที่ทําการทดสอบ (Multiple comparison) โดยกําหนดคูเทียบไวลวงหนา (preplan) กําหนดระดับ
นัยสําคัญ α=0.05

การศึกษาการเปลี่ยนแปลงทางสรีรวิทยาของความเครียด
ทําการวิเคราะหขอมูลดวยวิธีการสรางแบบจําลองเชิงเสนโดยนัยทั่วไป (generalized linear model) โดย

มี Model ดังน้ี blood parameter = type + concentration + time + all interaction เมื่อ type = กลุมนํ้ามันขากับ
เอทานอลบริสุทธิ์ กลุมนํ้ามันขาไมโครอิมัลชัน กลุมนํ้ามันขานาโนอิมัลชันสูตร และกลุมที่ไดรับสาร MS-
222, time = 1, 2, 3, 4, 5, treatment × time = อิทธิพลรวมระหวาง treatment และ time, error มีคุณสมบัติ
NID (0, σ2) เปรียบเทียบความแตกตางระหวางคูที่ทําการทดสอบ (multiple comparison) โดยกําหนด
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โครงสรางของความแปรปรวนรวม (covariance) เปนแบบ compound symmetry ใชวิธีการของ bonferroni
โดยกําหนดระดับนัยสําคัญ α=0.05

การตรวจหาการตกคางของสารสําคัญ
ทําการวิเคราะหขอมูลดวยวิธีการสรางแบบจําลองเชิงเสนโดยนัยทั่วไป (generalized linear model)

โดยมี model ดังน้ี euginal concentration = treatment x time + (treatment + time + error) เมื่อ treatment =
กลุมนํ้ามันขากลุมตางๆ Time = ระยะเวลา 0, 2, 4, 12, 24 และ 48 ชั่วโมง treatment × time = อิทธิพลรวม
ระหวาง treatment และ time, error มีคุณสมบัติ NID (0, σ2) เปรียบเทียบความแตกตางระหวางคูที่ทําการ
ทดสอบ (multiple comparison) โดยกําหนดคูเทียบไวลวงหนา (preplan) และปรับคาดวยวิธีการ bonferroni
test กําหนดระดับนัยสําคัญ α=0.05

ในทุกการวิเคราะหขอมูล การวิเคราะหทางสถิติทั้งหมดใชโปรแกรมทางสถิติ R (R Core Team, 2012)
โดยเขียนชุดคําสั่งจากแพ็คเกจ nlme (Pinheiro et al., 2012) และแพ็คเกจ contrast (Kuhn et al., 2012)
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บทที่ 4
ผลการทดลอง

1. การศึกษาพฤติกรรมและระยะเวลาการสลบ และพฤติกรรมระยะเวลาการฟนสลบ
1.1 การทดสอบฤทธิ์การสลบจากนํ้ามันสมุนไพรไทยชนิดตางๆ
ทําการศึกษาฤทธิ์การสลบจากนํ้ามันสมุนไพร 8 ชนิด โดยคํานึงถึงระยะเวลาการสลบและการฟน

สลบที่สั้นที่สุด และปลอดภัยกับปลาทดลอง ใชปลาทองทดลองจํานวน 10 ตัว ตอนํ้ามันแตละชนิด (N = 10)
โดยใชในความเขมขน 400 มก.ตอลิตร ผลการทดลองแสดงในตารางที่ 85

ตารางท่ี 85 แสดงผลการสลบของปลาทดลองจากนํ้ามันหอมระเหยจากสมุนไพรชนิดตางๆ (N = 10)
ชนิดนํ้ามันหอมระเหย ระยะเวลาการสลบ

(นาที; mean ± sd)
ระยะเวลาการฟนสลบ

(นาที; mean ± sd)
นํ้ามันโหระพา 4.77 ± 0.46 4.70 ± 0.82
นํ้ามันยี่หรา 4.12 ± 0.70 4.16 ± 0.91
นํ้ามันกะเพราขาว 2.37 ± 0.08 7.73 ± 0.73 *
นํ้ามันแมงลัก 3.53 ± 0.32 9.02 ± 0.88
นํ้ามันกระวาน 8.10 ± 0.39 4.24 ± 0.78
นํ้ามันรกหุมเมล็ดจันทรเทศ 6.16 ± 0.26 4.05 ± 0.28
นํ้ามันเมล็ดจันทรเทศ 4.56 ± 0.41 4.34 ± 1.11
นํ้ามันขา 3.35 ± 1.29 3.47 ± 2.13
* = ปลาตายจํานวน 1 ตัว

ผลการทดลองจากตารางดังกลาวขางตนพบวานํ้ามันที่ให ระยะเวลาการสลบ นอยที่สุด 3 อันดับ
แรก คือ นํ้ามันกะเพราขาว นํ้ามันขา และนํ้ามันแมงลัก โดยให ระยะเวลาการสลบ เทากับ 2.37 ± 0.08, 3.35
± 1.29 และ 3.53 ± 0.32 นาที ตามลําดับ

สวนนํ้ามันที่ให ระยะเวลาการฟนสลบ สั้นที่สุดคือสามารถฟนสลบไดเร็วที่สุด ไดแก นํ้ามันขา โดย
ให ระยะเวลาการฟนสลบ เทากับ 3.47 ± 2.13 นาที  รองลงมาเปนนํ้ามันหลายๆ ชนิดที่ให ระยะเวลาการฟน
สลบ ใกลเคียงกัน ไดแก นํ้ามันรกหุมเมล็ดจันทรเทศ  นํ้ามันยี่หรา นํ้ามันกระวาน  นํ้ามันเมล็ดจันทรเทศ
และนํ้ามันโหระพา โดยให ระยะเวลาการฟนสลบ เทากับ 4.05 ± 0.28, 4.16 ± 0.91, 4.24 ± 0.78, 4.34 ±
1.11 และ 4.70 ± 0.82 นาที ตามลําดับ   ผลการทดลองยังพบวานํ้ามันกะเพราขาว  และนํ้ามันแมงลัก ซึ่งให
ระยะเวลาการสลบ ดีที่สุด กลับให ระยะเวลาการฟนสลบ นานที่สุดคือ 9.02 ± 0.88 และ 7.73 ± 0.73 นาที
ตามลําดับ นํ้ามันกะเพราขาวทําใหปลาตายจํานวน 1 ตัว หลังจากการฟนสลบ สําหรับนํ้ามันขา  พบวาเปน
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นํ้ามันที่ทําใหปลาสลบไดเร็ว และปลาไมมีอาการกระตุกกอนสลบ ปลาจึงไมทรมาน  และภายหลังจากการ
หยุดใหนํ้ามันขา พบวาปลาสามารถฟนไดอยางเปนปรกติภายในเวลาเพียง 3.47 ± 2.13 นาที  ผลการทดลอง
น้ีเปนการยืนยันประสิทธิภาพของนํ้ามันขาที่สามารถทําใหปลาสลบไดดีที่สุด  เน่ืองจากสามารถทําใหปลามี
พฤติกรรมการสลบเปนไปตามที่ตองการ  คือสลบไดเร็วและไมมีอาการผิดปรกติ และฟนไดเร็วภายหลัง
หยุดการใหสารสลบ

นอกจากน้ีไดนําขาที่ปลูกจากแหลงตางๆ ในภาคเหนือ รวมทั้งหมด 3 แหลง มาทําการกลั่นสกัด
นํ้ามันหอมระเหยและเปรียบเทียบฤทธิ์การสลบปลา  พบวาขาจากแหลงปลูกตาง ๆ ใหผลการทดลอง
คลายกัน คือสามารถสลบปลาได  แตประสิทธิภาพตางกันเล็กนอย  โดยนํ้ามันขาจากแหลงที่ 1, 2 และ 3 ให
ระยะเวลาการสลบ เทากับ 3.12 ± 0.22, 3.35 ± 1.29 และ 4.46 ± 0.55 นาที ตามลําดับ และให ระยะเวลาการ
ฟนสลบ เทากับ 2.68 ± 0.43, 3.47 ± 2.13 และ 2.34 ± 0.47 ตามลําดับ ดังแสดงในตารางที่ 86 จากผลการ
ทดลองน้ีจึงสรุปวาควรนําขาจากแหลงที่ 1 มาใชในการวิจัยขั้นตอนตอไป

ตารางท่ี 86 เปรียบเทียบผลการสลบปลาของนํ้ามันขาจากแหลงตาง ๆ (N = 10)
นํ้ามันขาจากแหลงตางๆ ระยะเวลาการสลบ

(นาที; mean ± sd)
ระยะเวลาการฟนสลบ

(นาที; mean ± sd)
แหลงที่ 1 3.12 ± 0.22 2.68 ± 0.43
แหลงที่ 2 3.35 ± 1.29 3.47 ± 2.13
แหลงที่ 3 4.46 ± 0.55 2.34 ± 0.47

1.2 การศึกษาพฤติกรรมและระยะเวลาการสลบ และพฤติกรรมระยะเวลาการฟนสลบในปลาคาร
พทดลอง

ทําการศึกษาถึงชนิดของยาสลบชนิดตางๆ ไดแก สาร MS-222, นํ้ามันขาที่ทําละลายดวยเอทานอลบ
ริสุทธิ์, นํ้ามันขารูปแบบไมโครอิมัลชัน และนํ้ามันขารูปแบบนาโนอิมัลชัน โดยทําการศึกษาใน 3 ความ
เขมขนของยาสลบชนิดตางๆ คือ ระดับตํ่า ระดับกลาง และระดับสูง แสดงดังตารางที่ 87

ตารางท่ี 87 แสดงความเขมขนของยาสลบชนิดตางๆ ในปลาคารพ
ชนิดปลาทดลอง ระดับต่ํา

(มก.ตอลติร)
ระดับกลาง

(มก.ตอลติร)
ระดับสูง

(มก.ตอลติร)
สาร MS-222 75 100 125
น้ํามันขา 300 500 700
น้ํามันขาไมโครอิมัลชัน 200 300 400
น้ํามันขานาโนอิมัลชัน 100 200 300
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พฤติกรรมและระยะเวลาการสลบ และพฤติกรรมระยะเวลาการฟนสลบของสาร MS-222 ในปลา
คารพ

การศึกษาพบวาระยะเวลาการเหน่ียวนําการสลบเฉลี่ยของระดับ 3 ของสาร MS-222 ความเขมขน
75 มก./ลิตร, 100 มก./ลิตร และ 125 มก./ลิตร เปน 261.13 ± 40.61 วินาที, 190.80 ± 37.37 วินาที และ
124.85 ± 13.57 วินาที ตามลําดับ ดังแสดงในภาพที่ 57 และตารางที่ 88 โดยพบวาเมื่อใชสาร MS-222 ใน
ความเขมขนสูงขึ้นจะทําใหระยะเวลาการเหน่ียวนําการสลบสั้นลง อยางไรก็ตามพบวาระยะเวลาการฟน
สลบเฉลี่ยที่ระดับ 3 ของทุกระดับความเขมขนมีคาใกลเคียงกับระยะเวลาการเหน่ียวนําการสลบ คือ สาร
MS-222 ความเขมขน 75 มก./ลิตร, 100 มก./ลิตร และ 125 มก./ลิตร เปน 213.17 ± 34.99 วินาที, 148.90 ±
22.45 วินาที และ 117.55 ± 7.01 วินาที ตามลําดับ
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ภาพท่ี 57 กราฟแสดงระยะเวลาการสลบและฟนสลบเฉลีย่ของปลาคารพที่ไดรับสาร MS-222 ในความเขมขนตางๆ

75 = ไดรับสาร MS-222 ความเขมขน 75 มก./ ลิตร, 100 = ไดรับสาร MS-222 ความเขมขน 100 มก./ ลิตร และ 125 = ไดรับสาร MS-222 ความเขมขน 125 มก./ ลิตร
(ระยะเวลาการสลบ; SI = ระดับ 1, SII = ระดับ 2, SIII = ระดับ 3, ระยะเวลาการฟนสลบ; ReI = ระดับ 1, ReII = ระดับ 2, ReIII= ระดับ 3)

Tim
e (

se
co

nd
)
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ตารางท่ี 88 แสดงระยะเวลาการสลบและฟนสลบเฉลี่ยในปลาคารพที่ไดรับสาร MS-222 ในความเขมขนตางๆ

ความเขมขนของ
สารสําคัญ

ระยะเวลาการสลบเฉลี่ย (วินาที; mean ± SD) ระยะเวลาการฟนสลบเฉลี่ย (วินาที; mean ± SD)
ระดับ 1 ระดับ 2 ระดับ 3 ระดับ 1 ระดับ 2 ระดับ 3

75 มก./ลิตร 33.65 ± 5.22 140.91 ± 19.64 261.13 ± 40.61 71.65 ± 20.71 146.61 ± 36.21 213.17 ± 34.99
100 มก./ลิตร 34.35 ± 3.73 106.80 ± 24.78 190.80 ± 37.37 59.10 ± 9.54 105.45 ± 20.70 148.90 ± 22.45
125 มก./ลิตร 26.5 ± 3.94 72.45 ± 5.71 124.85 ± 13.57 68.35 ± 6.39 102.10 ± 9.05 117.55 ± 7.01
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พฤติกรรมและระยะเวลาการสลบ และพฤติกรรมระยะเวลาการฟนสลบของนํ้ามันขาท่ีทําละลาย
ดวยเอทานอลบริสุทธิ์ นํ้ามันขารูปแบบไมโครอิมัลชัน และนํ้ามันขารูปแบบนาโนอิมัลชันในปลาคารพ

การศึกษาในขั้นตอนน้ี  แสดงผลการทดลองในภาพที่ 58-60 และตารางที่ 89-91 พบวาความเขมขน
ระดับตํ่าของนํ้ามันขาที่ทําละลายดวยเอทานอลบริสุทธิ์ นํ้ามันขารูปแบบไมโครอิมัลชัน และนํ้ามันขา
รูปแบบนาโนอิมัลชัน เปน 300 มก.ตอลิตร 200 มก.ตอลิตร และ 100 มก.ตอลิตร โดยพบวาระยะเวลาการ
เหน่ียวนําการสลบเฉลี่ยของระดับ 3 เปน 230.90 ± 18.29 วินาที 231.60 ± 29.61 วินาที และ 338.95 ± 33.87
วินาที ตามลําดับ โดยพบวาระยะเวลาการเหน่ียวนําการสลบเฉลี่ยของทุกระดับของนํ้ามันขารูปแบบนาโน
อิมัลชันนานกวา นํ้ามันขาที่ทําละลายดวยเอทานอลบริสุทธิ์และนํ้ามันขารูปแบบไมโครอิมัลชัน ( p<0.05)
สวนระยะเวลาการฟนสลบเฉลี่ยทุกระดับของกลุมนํ้ามันขาในรูปแบบนาโนอิมัลชันมีแนวโนมสั้นกวาทุก
กลุมการทดลอง (p<0.05) โดยระยะเวลาการฟนสลบเฉลี่ยของระดับ 3 ในกลุมนํ้ามันขารูปแบบนาโน
อิมัลชัน เทากับ 190.40 ± 25.69 วินาที

ความเขมขนระดับกลางของนํ้ามันขาที่ทําละลายดวยเอทานอลบริสุทธิ์ นํ้ามันขารูปแบบไมโคร
อิมัลชัน และนํ้ามันขารูปแบบนาโนอิมัลชัน เปน 500 มก.ตอลิตร 300 มก.ตอลิตร และ 200 มก.ตอลิตร โดย
พบวาระยะเวลาการเหน่ียวนําการสลบเฉลี่ยของระดับ 3 เปน 144.55 ± 18.12 วินาที 129.25 ± 14.80 วินาที
และ 239.45 ± 31.93 วินาที ตามลําดับ โดยพบวาระยะเวลาการเหน่ียวนําการสลบเฉลี่ยของระดับ 2 และ
ระดับ 3 ของนํ้ามันขารูปแบบนาโนอิมัลชันนานกวานํ้ามันขาที่ทําละลายดวยเอทานอลบริสุทธิ์และนํ้ามันขา
รูปแบบไมโครอิมัลชัน (p<0.05) สวนระยะเวลาการฟนสลบเฉลี่ยทุกระดับของกลุมนํ้ามันขาในรูปแบบนา
โนอิมัลชันและนํ้ามันขารูปแบบไมโครอิมัลชันมีแนวโนมสั้นกวากลุมนํ้ามันขาที่ทําละลายดวยเอทานอลบริ
สุทธิ์ (p<0.05) โดยระยะเวลาการฟนสลบเฉลี่ยของระดับ 3 ของกลุมนํ้ามันขาที่ทําละลายดวยเอทานอลบริ
สุทธิ์ นานที่สุด เทากับ 378.70 ± 17.09 วินาที

ความเขมขนระดับสูงของนํ้ามันขาที่ทําละลายดวยเอทานอลบริสุทธิ์ นํ้ามันขารูปแบบไมโคร
อิมัลชัน และนํ้ามันขารูปแบบนาโนอิมัลชัน เปน 700 มก.ตอลิตร 400 มก.ตอลิตร และ 300 มก.ตอลิตร โดย
พบวาระยะเวลาการเหน่ียวนําการสลบเฉลี่ยของระดับ 3 เปน 103.75 ± 13.93 วินาที 110.70 ± 21.00 วินาที
และ 101.20 ± 10.84 วินาที ตามลําดับ โดยพบวาระยะเวลาการเหน่ียวนําการสลบเฉลี่ยของระดับ 3 ของกลุม
นํ้ามันขาที่ทําละลายดวยเอทานอลบริสุทธิ์ นํ้ามันขารูปแบบไมโครอิมัลชัน และระดับของนํ้ามันขารูปแบบ
นาโนอิมัลชันไมแตกตางอยางมีนัยสําคัญ แตกลุมนํ้ามันขารูปแบบนาโนอิมัลชันมีแนวโนมสั้นกวา สวน
ระยะเวลาการฟนสลบเฉลี่ยทุกระดับของนํ้ามันขาที่ทําละลายดวยเอทานอลบริสุทธิ์นานกวาทุกกลุมการ
ทดลอง (p<0.05) โดยระยะเวลาการฟนสลบเฉลี่ยของระดับ 3 นานที่สุดของกลุมนํ้ามันขาที่ทําละลายดวยเอ-
ทานอลบริสุทธิ์เทากับ 418.85 ± 14.52 วินาที
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ตารางท่ี 89 แสดงระยะเวลาการสลบและฟนสลบเฉลี่ยในปลาคารพที่ไดรับนํ้ามันขาที่ทําละลายดวยเอทานอลบริสุทธิ์ในความเขมขนตางๆ
ความเขมขนของ

สารสําคัญ
ระยะเวลาการสลบเฉลี่ย (วินาที; mean ± SD) ระยะเวลาการฟนสลบเฉลี่ย (วินาที; mean ± SD)

ระดับ 1 ระดับ 2 ระดับ 3 ระดับ 1 ระดับ 2 ระดับ 3
300 มก./ลิตร 108.70 ± 12.79 149.90 ± 21.63 230.90 ± 18.29 85.85 ± 17.23 155.15 ± 24.73 276.80 ± 23.24
500 มก./ลิตร 66.15 ± 6.69 88.55 ± 6.48 144.55 ± 18.12 120.60 ± 32.24 238.55 ± 29.23 378.70 ± 17.09
700 มก./ลิตร 47.00 ± 5.04 57.55 ± 4.63 103.75 ± 13.93 84.85 ± 15.71 242.75 ± 30.42 418.85 ± 14.52

ตารางท่ี 90 แสดงระยะเวลาการสลบและฟนสลบเฉลี่ยในปลาคารพที่ไดรับนํ้ามันขาในรูปแบบไมโครอิมัลชันในความเขมขนตางๆ
ความเขมขนของ

สารสําคัญ
ระยะเวลาการสลบเฉลี่ย (วินาที; mean ± SD) ระยะเวลาการฟนสลบเฉลี่ย (วินาที; mean ± SD)

ระดับ 1 ระดับ 2 ระดับ 3 ระดับ 1 ระดับ 2 ระดับ 3
200 มก./ลิตร 68.60 ± 10.67 133.95 ± 11.15 231.60 ± 29.61 34.60 ± 8.27 133.05 ± 19.06 274.10 ± 19.04
300 มก./ลิตร 57.05 ± 13.98 83.05 ± 14.67 129.25 ± 14.80 30.55 ± 5.85 138.55 ± 17.80 273.50 ± 30.35
400 มก./ลิตร 53.40 ± 8.47 79.95 ± 8.62 110.70 ± 21.00 38.45 ± 6.10 140.80 ± 20.59 269.70 ± 37.77

ตารางท่ี 91 แสดงระยะเวลาการสลบและฟนสลบเฉลี่ยในปลาคารพที่ไดรับนํ้ามันขาในรูปแบบนาโนอิมัลชันในความเขมขนตางๆ
ความเขมขนของ

สารสําคัญ
ระยะเวลาการสลบเฉลี่ย (วินาที; mean ± SD) ระยะเวลาการฟนสลบเฉลี่ย (วินาที; mean ± SD)

ระดับ 1 ระดับ 2 ระดับ 3 ระดับ 1 ระดับ 2 ระดับ 3
100 มก./ลิตร 81.25 ± 8.40 227.15 ± 23.52 338.95 ± 33.87 26.25 ± 8.55 85.80 ± 9.01 190.40 ± 25.69
200 มก./ลิตร 73.20 ± 9.69 138.65 ± 16.02 239.45 ± 31.93 25.80 ± 8.03 123.90 ± 15.86 278.45 ± 25.64
300 มก./ลิตร 56.75 ± 6.91 77.00 ± 9.74 101.20 ± 10.84 51.25 ± 10.29 152.15 ± 15.61 283.30 ± 33.64
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ภาพท่ี 58 กราฟแสดงระยะเวลาการสลบและฟนสลบเฉลีย่ของปลาคารพที่ไดรับนํ้ามันขาที่ทําละลายดวยเอทานอลบริสุทธิ์ในความเขมขนตางๆ

300 = ไดรับน้ํามันขา ความเขมขน 300 มก./ ลิตร, 500 = ไดรับน้ํามันขา ความเขมขน 500 มก./ ลิตร และ 700 = ไดรับน้ํามันขา ความเขมขน 700 มก./ ลิตร
(ระยะเวลาการสลบ; SI = ระดับ 1, SII = ระดับ 2, SIII = ระดับ 3, ระยะเวลาการฟนสลบ; ReI = ระดับ 1, ReII = ระดับ 2, ReIII = ระดับ 3)

Tim
e (

se
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)
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ภาพท่ี 59 กราฟแสดงระยะเวลาการสลบและฟนสลบเฉลีย่ของปลาคารพที่ไดรับนํ้ามันขาในรูปแบบไมโครอิมัลชันในความเขมขนตางๆ

200 = ไดรับน้ํามันขาไมโครอิมัลชัน ความเขมขน 200 มก./ ลิตร, 300 = ไดรับน้ํามันขาไมโครอิมัลชัน ความเขมขน 300 มก./ ลิตร และ 400 = ไดรับน้ํามันขาไมโครอมัิลชัน ความเขมขน 400
มก./ ลิตร (ระยะเวลาการสลบ; SI = ระดับ 1, SII = ระดับ 2, SIII = ระดับ 3, ระยะเวลาการฟนสลบ; ReI = ระดับ 1, ReII = ระดับ 2, ReIII = ระดับ 3)

Tim
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)
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ภาพท่ี 60 กราฟแสดงระยะเวลาการสลบและฟนสลบเฉลีย่ของปลาคารพที่ไดรับนํ้ามันขาในรูปแบบนาโนอิมัลชันในความเขมขนตางๆ

100 = ไดรับน้ํามันขานาโนอิมัลชัน ความเขมขน 100 มก./ ลิตร, 200 = ไดรับน้ํามันขานาโนอิมัลชัน ความเขมขน 200 มก./ ลิตร และ 300 = ไดรับน้ํามันขานาโนอิมัลชัน ความเขมขน 300
มก./ ลิตร (ระยะเวลาการสลบ; SI = ระดับ 1, SII = ระดับ 2, SIII = ระดับ 3, ระยะเวลาการฟนสลบ; ReI = ระดับ 1, ReII = ระดับ 2, ReII I= ระดับ 3)

Tim
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1.2 การศึกษาพฤติกรรมและระยะเวลาการสลบและพฤติกรรมระยะเวลาการฟนสลบในปลานิล
ทดลอง

ทําการศึกษาถึงชนิดของยาสลบชนิดตางๆ ไดแก สาร MS-222, นํ้ามันขาที่ทําละลายดวยเอทานอล
บริสุทธิ์, นํ้ามันขารูปแบบไมโครอิมัลชัน และนํ้ามันขารูปแบบนาโนอิมัลชัน โดยทําการศึกษาใน 3 ความ
เขมขนความเขมขนของยาสลบชนิดตางๆ คือ ระดับตํ่า ระดับกลาง และระดับสูง แสดงดังตารางที่ 92

ตารางท่ี 92 แสดงความเขมขนของยาสลบชนิดตางๆ ในปลานิล
ชนิดปลาทดลอง ระดับต่ํา

(มก.ตอลติร)
ระดับกลาง

(มก.ตอลติร)
ระดับสูง

(มก.ตอลติร)
สาร MS-222 130 150 170
น้ํามันขา 700 800 900
น้ํามันขาไมโครอิมัลชัน 700 800 900
น้ํามันขานาโนอิมัลชัน 300 500 700

พฤติกรรมและระยะเวลาการสลบ และพฤติกรรมระยะเวลาการฟนสลบของสาร MS-222 ในปลา
นิลทดลอง

ผลการทดลองในขั้นตอนน้ีแสดงในภาพที่ 61 และตารางที่ 93 ซึ่งพบวาระยะเวลาการเหน่ียวนําการ
สลบเฉลี่ยของระดับ 3 ของสาร MS-222 ความเขมขน 130 มก./ลิตร, 150 มก./ลิตร และ 170 มก./ลิตร เปน
267.05 ± 17.69 วินาที, 174.45 ± 20.79 วินาที และ 129.05 ± 8.06 วินาที ตามลําดับ โดยพบวาเมื่อมีความ
เขมขนสูงขึ้นของสาร MS-222 จะทําใหระยะเวลาการเหน่ียวนําการสลบสั้นลง สวนระยะเวลาการฟนสลบ
เฉลี่ยที่ระดับ 3 ของทุกระดับความเขมขนมีเทากับ คือ สาร MS-222 ความเขมขน 75 มก./ลิตร, 100 มก./ลิตร
และ 125 มก./ลิตร เปน 192.45 ± 15.71 วินาที, 179.40 ± 24.50 วินาที และ 129.10 ± 5.96 วินาที ตามลําดับ
โดยเมื่อมีความเขมขนสาร MS-222 สูงขึ้นจะมีระยะเวลาการฟนสลบเฉลี่ยที่สั้นลง
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ภาพท่ี 61 กราฟแสดงระยะเวลาการสลบและฟนสลบเฉลีย่ของปลานิลที่ไดรับสาร MS-222 ในความเขมขนตางๆ

130 = ไดรับสาร MS-222 ความเขมขน 130 มก./ ลิตร, 150 = ไดรบัสาร MS-222 ความเขมขน 150 มก./ ลิตร และ 170= ไดรับสาร MS-222 ความเขมขน 170 มก./ ลิตร
(ระยะเวลาการสลบ; SI = ระดับ 1, SII = ระดับ 2, SIII = ระดับ 3, ระยะเวลาการฟนสลบ; ReI = ระดับ 1, ReII = ระดับ 2, ReIII = ระดับ 3)

Tim
e (

se
co

nd
)
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ตารางท่ี 93 แสดงระยะเวลาการสลบและฟนสลบเฉลี่ยในปลานิลที่ไดรับสาร MS-222 ในความเขมขนตางๆ

ความเขมขนของ
สารสําคัญ

ระยะเวลาการสลบเฉลี่ย (วินาที; mean ± SD) ระยะเวลาการฟนสลบเฉลี่ย (วินาที; mean ± SD)
ระดับ 1 ระดับ 2 ระดับ 3 ระดับ 1 ระดับ 2 ระดับ 3

130 มก./ลิตร 23.20 ± 2.73 119.00 ± 5.53 267.05 ± 17.69 61.75 ± 10.33 123.30 ± 16.17 192.45 ± 15.71
150 มก./ลิตร 27.45 ± 6.57 90.55 ± 15.37 174.45 ± 20.79 62.90 ± 11.61 109.15 ± 20.73 179.40 ± 24.50
170 มก./ลิตร 23.20 ± 4.06 64.80 ± 8.64 129.05 ± 8.06 49.15 ± 5.01 96.40 ± 11.33 129.10 ± 5.96
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พฤติกรรมและระยะเวลาการสลบ และพฤติกรรมระยะเวลาการฟนสลบของนํ้ามันขาท่ีทําละลาย
ดวยเอทานอลบริสุทธิ์ นํ้ามันขารูปแบบไมโครอิมัลชัน และนํ้ามันขารูปแบบนาโนอิมัลชันในปลานิล

ผลการศึกษาในขั้นตอนน้ีแสดงในภาพที่ 62 ถึงภาพที่ 64 และตารางที่ 94 ถึงตารางที่ 96 พบวาความ
เขมขนระดับตํ่าของนํ้ามันขาที่ทําละลายดวยเอทานอลบริสุทธิ์ นํ้ามันขารูปแบบไมโครอิมัลชัน และนํ้ามัน
ขารูปแบบนาโนอิมัลชัน เปน 300 มก.ตอลิตร 200 มก.ตอลิตร และ 100 มก.ตอลิตร และพบวาระยะเวลาการ
เหน่ียวนําการสลบเฉลี่ยของระดับ 3 เปน 256.90 ± 19.11วินาที 209.65 ± 16.70วินาที และ 244.00 ± 23.73
วินาที ตามลําดับ โดยพบวาระยะเวลาการเหน่ียวนําการสลบเฉลี่ยของทุกระดับของนํ้ามันขารูปแบบไมโคร
อิมัลชันเร็วกวานํ้ามันขาที่ทําละลายดวยเอทานอลบริสุทธิ์และนํ้ามันขารูปแบบนาโนอิมัลชัน (P<0.05) สวน
ระยะเวลาการฟนสลบเฉลี่ยทุกระดับของกลุมนํ้ามันขาที่ทําละลายดวยเอทานอลบริสุทธิ์มีแนวโนมนานกวา
ทุกกลุมการทดลอง (p<0.05) โดยระยะเวลาการฟนสลบเฉลี่ยของระดับ 3 ในกลุมนํ้ามันขาที่ทําละลายดวย
เอทานอลบริสุทธิ์ เทากับ 437.80 ± 21.12 วินาที

ความเขมขนระดับกลางของนํ้ามันขาที่ทําละลายดวยเอทานอลบริสุทธิ์ นํ้ามันขารูปแบบไมโคร
อิมัลชัน และนํ้ามันขารูปแบบนาโนอิมัลชัน เปน 500 มก.ตอลิตร 300 มก.ตอลิตร และ 200 มก.ตอลิตร
พบวามีระยะเวลาการเหน่ียวนําการสลบเฉลี่ยของระดับ 3 เปน 189.00 ± 16.69 วินาที 206.75 ± 21.47 วินาที
และ 207.80 ± 20.54 วินาที ตามลําดับ โดยพบวาระยะเวลาการเหน่ียวนําการสลบเฉลี่ยของระดับ 2 ของ
นํ้ามันขาที่ทําละลายดวยเอทานอลบริสุทธิ์ เร็วกวาทุกกลุม (p<0.05) แตเมื่อเขาสูระยะเวลาการเหน่ียวนําการ
สลบเฉลี่ยของระดับ 3 ของทุกกลุมไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ สวนระยะเวลาการฟนสลบ
เฉลี่ยของระดับ 1 และ ระดับ 2 ของกลุมนํ้ามันขาในรูปแบบนาโนอิมัลชันและนํ้ามันขารูปแบบไมโคร
อิมัลชันมีแนวโนมสั้นกวากลุมนํ้ามันขาที่ทําละลายดวยเอทานอลบริสุทธิ์ (p<0.05) สวนระยะเวลาการฟน
สลบเฉลี่ยของระดับ 3 ของกลุมนํ้ามันขาที่ทําละลายดวยเอทานอลบริสุทธิ์นานที่สุด เทากับ 553.75 ± 20.15
วินาที ความเขมขนระดับสูงของนํ้ามันขาที่ทําละลายดวยเอทานอลบริสุทธิ์ นํ้ามันขารูปแบบไมโครอิมัลชัน
และนํ้ามันขารูปแบบนาโนอิมัลชัน เปน 700 มก.ตอลิตร 400 มก.ตอลิตร และ 300 มก.ตอลิตร โดยพบวา
ระยะเวลาการเหน่ียวนําการสลบเฉลี่ยของระดับ 3 เปน 150.80 ± 14.20 วินาที 206.00 ± 12.06 วินาที และ
152.00 ± 10.63 วินาที ตามลําดับ พบวาระยะเวลาการเหน่ียวนําการสลบเฉลี่ยของระดับ 2 และระดับ 3 ของ
กลุมนํ้ามันขาที่ทําละลายดวยเอทานอลบริสุทธิ์และนํ้ามันขารูปแบบนาโนอิมัลชันเร็วกวานํ้ามันขารูปแบบ
ไมโครอิมัลชัน (p<0.05) สวนระยะเวลาการฟนสลบเฉลี่ยทุกระดับของนํ้ามันขาที่ทําละลายดวยเอทานอล
บริสุทธิ์นานกวาทุกกลุมการทดลอง (p<0.05) โดยระยะเวลาการฟนสลบเฉลี่ยของระดับ 3 นานที่สุดของ
กลุมนํ้ามันขาที่ทําละลายดวยเอทานอลบริสุทธิ์เทากับ 537.70 ± 3 5.43 วินาที
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ตารางท่ี 94 แสดงระยะเวลาการสลบและฟนสลบเฉลี่ยในปลานิลที่ไดรับนํ้ามันขาที่ทําละลายดวยเอทานอลบริสุทธิ์ในความเขมขนตางๆ
ความเขมขนของ

สารสําคัญ
ระยะเวลาการสลบเฉลี่ย (วินาที; mean ± SD) ระยะเวลาการฟนสลบเฉลี่ย (วินาที; mean ± SD)

ระดับ 1 ระดับ 2 ระดับ 3 ระดับ 1 ระดับ 2 ระดับ 3
700 มก./ลิตร 82.40 ± 15.32 162.40 ± 15.44 256.90 ± 19.11 146.80 ± 20.74 305.65 ± 25.75 437.80 ± 21.12
800 มก./ลิตร 32.10 ± 8.87 132.00 ± 22.85 189.00 ± 16.69 245.60 ± 30.47 500.70 ± 27.18 553.75 ± 20.15
900 มก./ลิตร 25.40 ± 4.42 125.65 ± 8.36 150.80 ± 14.20 233.05 ± 37.77 470.65 ± 28.27 537.70 ± 35.43

ตารางท่ี 95 แสดงระยะเวลาการสลบและฟนสลบเฉลี่ยในปลานิลที่ไดรับนํ้ามันขาในรูปแบบไมโครอิมัลชันในความเขมขนตางๆ
ความเขมขนของ

สารสําคัญ
ระยะเวลาการสลบเฉลี่ย (วินาที; mean ± SD) ระยะเวลาการฟนสลบเฉลี่ย (วินาที; mean ± SD)

ระดับ 1 ระดับ 2 ระดับ 3 ระดับ 1 ระดับ 2 ระดับ 3
700 มก./ลิตร 26.90 ± 5.03 156.65 ± 17.74 209.65 ± 16.70 38.35 ± 7.26 238.90 ± 27.87 319.65 ± 24.64
800 มก./ลิตร 18.40 ± 4.49 172.95 ± 29.35 206.75 ± 21.47 89.30 ± 22.10 262.20 ± 61.74 427.35 ± 60.27
900 มก./ลิตร 10.90 ± 2.00 193.10 ± 11.57 206.00 ± 12.06 213.50 ± 31.41 406.20 ± 23.59 465.95 ± 26.33

ตารางท่ี 96 แสดงระยะเวลาการสลบและฟนสลบเฉลี่ยในปลานิลที่ไดรับนํ้ามันขาในรูปแบบนาโนอิมัลชันในความเขมขนตางๆ
ความเขมขนของ

สารสําคัญ
ระยะเวลาการสลบเฉลี่ย (วินาที; mean ± SD) ระยะเวลาการฟนสลบเฉลี่ย (วินาที; mean ± SD)

ระดับ 1 ระดับ 2 ระดับ 3 ระดับ 1 ระดับ 2 ระดับ 3
300 มก./ลิตร 30.00 ± 5.98 215.35 ± 28.91 244.00 ± 23.73 169.30 ± 37.04 247.40 ± 36.72 353.30 ± 29.12
500 มก./ลิตร 22.65 ± 5.05 195.45 ± 19.27 207.80 ± 20.54 189.00 ± 20.44 305.95 ± 32.35 420.80 ± 36.56
700 มก./ลิตร 18.55 ± 3.33 140.35 ± 11.81 152.00 ± 10.63 169.50 ± 16.74 348.50 ± 26.84 436.30 ± 25.91
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ภาพท่ี 62 กราฟแสดงระยะเวลาการสลบและฟนสลบเฉลีย่ของปลานิลที่ไดรับนํ้ามันขาที่ทําละลายดวยเอทานอลบริสุทธิ์ในความเขมขนตางๆ

700 = ไดรับน้ํามันขา ความเขมขน 700 มก./ ลิตร, 800 = ไดรับน้ํามันขา ความเขมขน 800 มก./ ลิตร และ 900 = ไดรับน้ํามันขา ความเขมขน 900 มก./ ลิตร
(ระยะเวลาการสลบ; SI = ระดับ 1, SII = ระดับ 2, SIII = ระดับ 3, ระยะเวลาการฟนสลบ; ReI = ระดับ 1, ReII = ระดับ 2, ReIII= ระดับ 3)

Tim
e (

se
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ภาพท่ี 63 กราฟแสดงระยะเวลาการสลบและฟนสลบเฉลีย่ของปลานิลที่ไดรับนํ้ามันขาในรูปแบบไมโครอิมัลชันในความเขมขนตางๆ

700 = ไดรับน้ํามันขาไมโครอิมัลชัน ความเขมขน 700 มก./ ลิตร, 800 = ไดรับน้ํามันขาไมโครอิมัลชัน ความเขมขน 800 มก./ ลิตร และ 900 = ไดรับน้ํามันขาไมโครอมัิลชัน ความเขมขน 900
มก./ ลิตร (ระยะเวลาการสลบ; SI = ระดับ 1, SII = ระดับ 2, SIII = ระดับ 3, ระยะเวลาการฟนสลบ; ReI = ระดับ 1, ReII = ระดับ 2, ReIII= ระดับ 3)

Tim
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ภาพท่ี 64 กราฟแสดงระยะเวลาการสลบและฟนสลบเฉลีย่ของปลานิลที่ไดรับนํ้ามันขาในรูปแบบนาโนอิมัลชันในความเขมขนตางๆ

300 = ไดรับน้ํามันขานาโนอิมัลชัน ความเขมขน 300 มก./ ลิตร, 500 = ไดรับน้ํามันขานาโนอิมัลชัน ความเขมขน 500 มก./ ลิตร และ 700 = ไดรับน้ํามันขานาโนอิมัลชัน ความเขมขน 700
มก./ ลิตร (ระยะเวลาการสลบ; SI = ระดับ 1, SII = ระดับ 2, SIII = ระดับ 3, ระยะเวลาการฟนสลบ; ReI = ระดับ 1, ReII = ระดับ 2, ReIII= ระดับ 3)

Tim
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พฤติกรรมและระยะเวลาการสลบ และพฤติกรรมระยะเวลาการฟนสลบในปลาคารพท่ีไดรับสาร
1,8-cineole บริสุทธิ์

เมื่อทําการศึกษาพฤติกรรมและระยะเวลาการสลบ และพฤติกรรมระยะเวลาการฟนสลบในปลาคาร
พดวยสาร 1,8-cineole บริสุทธิ์ (Merck Millipore®) ไดผลการศึกษาแสดงใน ภาพที่ 65 และตารางที่ 97
พบวาปลาคารพทดลองสามารถสลบและฟนสลบได โดยทําการศึกษาใน 3 ระดับความเขมขนของสาร 1,8-
cineole บริสุทธิ์ คือ 300 มก./ ลิตร 500 มก./ ลิตร และ 700 มก./ ลิตร ผลการศึกษาพบวาระยะเวลาการ
เหน่ียวนําการสลบเฉลี่ยของทุกระดับเร็วขึ้นตามความเขมขนของสาร 1,8-cineole บริสุทธิ์ ที่เพิ่มขึ้น ไดแก
193.05 ± 14.66 วินาที, 99.45 ± 8.26 วินาที และ 78.60 ± 6.92 วินาที ตามลําดับ สวนระยะเวลาการฟนสลบ
เฉลี่ยทุกระดับจะนานขึ้นในกลุมที่ไดสาร 1,8-cineole บริสุทธิ์ ในความเขมขนที่สูงขึ้น ไดแก 134.65 ±
17.61 วินาที 201.10 ± 28.19 วินาที และ 233.80 ± 22.74 วินาที ในกลุมที่ไดรับสาร 1,8-cineole บริสุทธิ์ ที่
300 มก./ลิตร 500 มก./ ลิตร และ 700 มก./ ลิตร ตามลําดับ
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ภาพท่ี 65 กราฟแทงแสดงระยะเวลาการสลบและฟนสลบเฉลี่ยของปลาคารพที่ทําสลบดวยสาร 1,8-cineole ในความเขมขนตางๆ

300 = ไดรับสาร 1,8-cineole ความเขมขน 300 มก./ ลิตร, 500 = ไดรับสาร 1,8-cineole ความเขมขน 500 มก./ ลิตร และ 700 = ไดรับสาร 1,8-cineole ความเขมขน 700 มก./ ลิตร
(ระยะเวลาการสลบ; SI = ระดับ 1, SII = ระดับ 2, SIII = ระดับ 3, ระยะเวลาการฟนสลบ; ReI = ระดับ 1, ReII = ระดับ 2, ReIII= ระดับ 3)

Tim
e (

se
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)
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ตารางท่ี 97 แสดงระยะเวลาการสลบและฟนสลบเฉลี่ยในปลาคารพที่ทําสลบดวยสาร 1,8-cineole ในความเขมขนตางๆ

ความเขมขนของ
สารสําคัญ

ระยะเวลาการสลบเฉลี่ย (วินาที; mean ± SD) ระยะเวลาการฟนสลบเฉลี่ย (วินาที; mean ± SD)
ระดับ 1 ระดับ 2 ระดับ 3 ระดับ 1 ระดับ 2 ระดับ 3

300 มก./ลิตร 105.00 ± 10.94 140.00 ± 13.98 193.05 ± 14.66 19.90 ± 8.93 54.65 ± 27.15 134.65 ± 17.61
500 มก./ลิตร 50.85 ± 9.72 67.6 ± 12.59 99.45 ± 8.26 28.15 ± 9.24 57.85 ± 21.35 201.10 ± 28.19
700 มก./ลิตร 38.65 ± 6.75 64.65 ± 7.50 78.60 ± 6.92 31.85 ± 9.95 74.90 ± 25.43 233.80 ± 22.74
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การศึกษาพฤติกรรมและระยะเวลาการสลบ และพฤติกรรมระยะเวลาการฟนสลบในปลาคารพท่ี
ไดรับนํ้ามันขารูปแบบไมโครอิมัลชัน และรูปแบบนาโนอิมัลชันท่ีเก็บไวในอุณหภูมิตางกัน

ทําการศึกษาพฤติกรรมและระยะเวลาการสลบ และพฤติกรรมระยะเวลาการฟนสลบในปลาคารพที่
ไดรับนํ้ามันขาที่เก็บไวในอุณหภูมิตางกันนาน 180 วัน ไดแก อุณหภูมิหอง อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส และ
อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส ไดผลการทดลองดังแสดงในภาพที่ 98 ถึงภาพที่ 99 และตารางที่ 66 ถึงตารางที่
67

ผลการศึกษาของนํ้ามันขารูปแบบไมโครอิมัลชันในความเขมขน 300 มก./ลิตร พบวาระยะเวลาการ
เหน่ียวนําการสลบเฉลี่ยของระดับ 3 ของกลุมนํ้ามันขาที่เก็บไวที่อุณหภูมิหอง อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส
และอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส คือ 129.25 ± 14.80 วินาที, 145.20 ± 21.53 วินาที และ 159.10 ± 10.76 วินาที
ตามลําดับ โดยระยะเวลาการเหน่ียวนําการสลบเฉลี่ยของระดับ 3 ในกลุมนํ้ามันขารูปแบบไมโครอิมัลชันที่
เก็บที่อุณหภูมิหองเร็วกวานํ้ามันขารูปแบบไมโครอิมัลชันที่ เก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส และนํ้ามันขา
รูปแบบไมโครอิมัลชันที่เก็บที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส (p<0.05) สวนระยะเวลาการฟนสลบเฉลี่ยระดับ 3
ของกลุมนํ้ามันขาที่เก็บไวที่อุณหภูมิหอง อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส และอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส คือ
273.50 ± 30.35 วินาที, 241.65 ± 30.04 วินาที และ 244.50 ± 25.93 วินาที ตามลําดับ โดยระยะเวลาการฟน
สลบเฉลี่ยระดับ 3 ในกลุมนํ้ามันขารูปแบบไมโครอิมัลชันที่เก็บที่อุณหภูมิหองนานกวา (p<0.05) กลุมนํ้ามัน
ขารูปแบบไมโครอิมัลชันที่เก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส และที่เก็บที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส

ผลการศึกษาของนํ้ามันขารูปแบบนาโนอิมัลชันในความเขมขน 200 มก./ลิตร พบวาระยะเวลาการ
เหน่ียวนําการสลบเฉลี่ยของระดับ 3 ของกลุมนํ้ามันขาที่เก็บไวที่อุณหภูมิหอง อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส
และอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส คือ 239.45 ± 31.93 วินาที, 232.30 ± 19.02 วินาที และ 243.70 ± 20.11 วินาที
ตามลําดับ โดยระยะเวลาการเหน่ียวนําการสลบเฉลี่ยของระดับ 3 ไมแตกตางอยางมีนัยสําคัญในทุกกลุมการ
ทดลอง สวนระยะเวลาการฟนสลบเฉลี่ยระดับ 3 คือ 278.45 ± 25.64 วินาที, 269.20 ± 25.92 วินาที และ
305.50 ± 27.95 วินาที ตามลําดับ



148

ตารางท่ี 98 แสดงระยะเวลาการสลบและฟนสลบเฉลี่ยในปลาคารพที่ทําสลบดวยดวยนํ้ามันขารูปแบบไมโครอิมัลชันในความเขมขน 300 มก./ลิตร
ที่ถูกเก็บในอุณหภูมิที่แตกตางกัน

ความเขมขนของ
สารสําคัญ

ระยะเวลาการสลบเฉลี่ย (วินาที; mean ± SD) ระยะเวลาการฟนสลบเฉลี่ย (วินาที; mean ± SD)
ระดับ 1 ระดับ 2 ระดับ 3 ระดับ 1 ระดับ 2 ระดับ 3

อุณหภูมิหอง 57.05 ± 13.98 83.05 ± 14.67 129.25 ± 14.80 30.55 ± 5.85 138.55 ± 17.80 273.50 ± 30.35
4 องศาเซลเซียส 72.30 ± 9.08 98.30 ± 13.63 145.20 ± 21.53 33.95 ± 10.48 98.35 ± 17.16 241.65 ± 30.04

45 องศาเซลเซียส 74.75 ± 13.34 108.45 ± 21.33 159.10 ± 10.76 36.20 ± 11.40 102.25 ± 17.66 244.50 ± 25.93

ตารางท่ี 99 แสดงระยะเวลาการสลบและฟนสลบเฉลี่ยในปลาคารพที่ทําสลบดวยดวยนํ้ามันขารูปแบบนาโนอิมัลชันในความเขมขน 200 มก./ลิตร
ที่ถูกเก็บในอุณหภูมิที่แตกตางกัน

ความเขมขนของ
สารสําคัญ

ระยะเวลาการสลบเฉลี่ย (วินาที; mean±SD) ระยะเวลาการฟนสลบเฉลี่ย (วินาที; mean±SD)
ระดับ 1 ระดับ 2 ระดับ 3 ระดับ 1 ระดับ 2 ระดับ 3

อุณหภูมิหอง 73.20 ± 9.69 138.65 ± 16.02 239.45 ± 31.93 25.80 ± 8.03 123.90 ± 15.86 278.45 ± 25.64
4 องศาเซลเซียส 88.20 ± 13.27 145.85 ± 14.45 232.30 ± 19.02 62.40 ± 12.75 133.30 ± 23.53 269.20 ± 25.92

45 องศาเซลเซียส 115.55 ± 13.21 154.55 ± 12.63 243.70 ± 20.11 48.85 ± 10.69 138.85 ± 19.96 305.50 ± 27.95
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ภาพท่ี 66 กราฟแทงแสดงระยะเวลาการสลบและฟนสลบเฉลี่ยของปลาคารพที่ทําสลบดวยนํ้ามันขารูปแบบไมโครอิมัลชันในความเขมขน 300 มก./ลิตร
ที่ถูกเก็บในอุณหภูมิที่แตกตางกัน

300 = ไดรับน้ํามันขานาโนอิมัลชัน ความเขมขน 300 มก./ ลิตร, 500 = ไดรับน้ํามันขานาโนอิมัลชัน ความเขมขน 500 มก./ ลิตร และ 700 = ไดรับน้ํามันขานาโนอิมัลชัน ความเขมขน 700
มก./ ลิตร (ระยะเวลาการสลบ; SI = ระดบั 1, SII = ระดับ 2, SIII = ระดับ 3, ระยะเวลาการฟนสลบ; ReI = ระดับ 1, ReII = ระดับ 2, ReIII= ระดับ 3)

Tim
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ภาพท่ี 67 กราฟแทงแสดงระยะเวลาการสลบและฟนสลบเฉลี่ยของปลาคารพที่ทําสลบดวยนํ้ามันขารูปแบบนาโนอิมัลชันในความเขมขน 200 มก./ลิตร
ที่ถูกเก็บในอุณหภูมิที่แตกตางกัน

300 = ไดรับน้ํามันขานาโนอิมัลชัน ความเขมขน 300 มก./ ลิตร, 500 = ไดรับน้ํามันขานาโนอิมัลชัน ความเขมขน 500 มก./ ลิตร และ 700 = ไดรับน้ํามันขานาโนอิมัลชัน ความเขมขน 700
มก./ ลิตร (ระยะเวลาการสลบ; SI = ระดับ 1, SII = ระดับ 2, SIII = ระดับ 3, ระยะเวลาการฟนสลบ; ReI = ระดับ 1, ReII = ระดับ 2, ReIII= ระดับ 3)

Tim
e (

se
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)
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การศึกษาการเปล่ียนแปลงทางสรีรวิทยาของความเครียด
ทําการศึกษาการเปลี่ยนแปลงทางสรีรวิทยาของความเครียด หลังจากทําสลบปลาทดลองดวยยาสลบ

ชนิดตางๆ โดยเลือกใชในความเขมขนระดับกลางของยาสลบแตละชนิดและตามชนิดของปลา ผลการศึกษา
เปนดังน้ี

การศึกษาจํานวนเม็ดเลือดแดง
คาเฉลี่ยจํานวนเม็ดเลือดแดงของปลาคารพในกลุมที่ไดรับสาร MS-222 กลุมที่ไดรับนํ้ามันขาที่ทํา

ละลายดวยเอทานอลบริสุทธิ์ กลุมนํ้ามันขารูปแบบไมโครอิมัลชัน และกลุมนํ้ามันขาในรูปแบบนาโน
อิมัลชันไมแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติในแตละชวงเวลาของการทดสอบ โดยพบวาคาเฉลี่ยจํานวนเม็ด
เลือดแดงของปลาคารพมีคาระหวาง 1.93 ± 0.42 ถึง 2.06 ± 0.09 (x106 cells/ul) (ภาพที่ 68 และตารางที่ 100)

คาเฉลี่ยจํานวนเม็ดเลือดแดงในปลานิลพบวาในชวงนาทีที่ 30 กลุมนํ้ามันขาในรูปแบบนาโน
อิมัลชันมีคาเฉลี่ยจํานวนเม็ดเลือดแดงนอยกวาทุกกลุมการทดลอง (p<0.05) อยางไรก็ตามในชวงเวลาที่60
นาที และ 90 นาที คาเฉลี่ยจํานวนเม็ดเลือดแดงไมแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติในทุกกลุมการทดลอง
พบวาคาเฉลี่ยจํานวนเม็ดเลือดแดงของปลานิลมีคาระหวาง 1.96 ± 0.25 ถึง 2.38 ± 0.14 (x106 cells/ul) (ภาพ
ที่ 69 และตารางที่ 101)
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ภาพท่ี 68 แสดงคาเฉล่ียจํานวนเม็ดเลือดแดงของปลาคารพที่ไดรบัยาสลบชนิดตางๆ ที่เวลาตางๆกัน (N = 10) (Oil = น้ํามันขาทีท่ําละลายดวยเอทานอลบริสุทธ์ิ ME= น้ํามันขาไมโครอิมัลชัน
MS = สาร MS-222 NE = น้ํามันขานาโนอิมัลชัน) 1. เวลาที่ 0 นาที 2. เวลาที่ 30 นาที 3. เวลาที่ 60 นาที 4. เวลาที่ 90 นาที 5. เวลาที่ 120 นาที
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ภาพท่ี 69 แสดงคาเฉล่ียจํานวนเม็ดเลือดแดงของปลานิลที่ไดรับยาสลบชนิดตางๆที่เวลาตางๆกัน (N = 10) (Oil = น้ํามันขาทีท่ําละลายดวยเอทานอลบริสุทธ์ิ ME = น้ํามันขาไมโครอิมัลชัน MS
= สาร MS-222 NE = น้ํามันขานาโนอิมัลชัน) 1. เวลาที่ 0 นาที 2. เวลาที่ 30 นาที 3. เวลาที่ 60 นาที 4. เวลาที่ 90 นาที 5. เวลาที่ 120 นาที
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ตารางท่ี 100 แสดงคาเฉลี่ยจํานวนเม็ดเลือดแดงของปลาคารพทดลองที่ไดรับยาสลบชนิดตางๆที่เวลาตางๆกัน (N = 10) (x106 cells/ul)
1*

(Mean ± SD)
2

(Mean ± SD)
3

(Mean ± SD)
4

(Mean ± SD)
5

(Mean ± SD)
สาร MS-222 2.11 ± 0.27 2.06 ± 0.09 2.10 ± 0.12 2.07 ± 0.14 1.98 ± 0.19
นํ้ามันขา 2.01 ± 0.14 2.02 ± 0.33 2.00 ± 0.29 2.02 ± 0.13 1.99 ± 0.16
นํ้ามันขาไมโครอิมัลชัน 1.98 ± 0.20 2.05 ± 0.26 1.90 ± 0.29 2.01 ± 0.21 1.93 ± 0.42
นํ้ามันขานาโนอิมัลชัน 1.96 ± 0.20 2.05 ± 0.23 2.02 ± 0.29 1.99 ± 0.14 2.01 ± 0.20

ตารางท่ี 101 แสดงคาเฉลี่ยจํานวนเม็ดเลือดแดงของปลานิลทดลองที่ไดรับยาสลบชนิดตางๆที่เวลาตางๆกัน (N = 10) (x106 cells/ul)
1*

(Mean ± SD)
2

(Mean ± SD)
3

(Mean ± SD)
4

(Mean ± SD)
5

(Mean ± SD)
สาร MS-222 2.38 ± 0.14 2.27 ± 0.22 2.18 ± 0.17 2.28 ± 0.17 2.24 ± 0.19
นํ้ามันขา 2.21 ± 0.11 2.10 ± 0.06 2.13 ± 0.09 2.15 ± 0.09 2.18 ± 0.10
นํ้ามันขาไมโครอิมัลชัน 2.14 ± 0.11 2.06 ± 0.39 2.11 ± 0.14 2.18 ± 0.30 1.97 ± 0.30
นํ้ามันขานาโนอิมัลชัน 1.99 ± 0.22 1.96 ± 0.25 2.01 ± 0.38 2.11 ± 0.37 2.08 ± 0.26

*1. ระยะเวลาที่ 0 นาที 2. ระยะเวลาที่ 30 นาที 3. ระยะเวลาที่ 60 นาที 4. ระยะเวลาที่ 90 นาที 5. ระยะเวลาที่ 120 นาที
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การศึกษาจํานวนเม็ดเลือดขาว
คาเฉลี่ยจํานวนเม็ดเลือดขาวของปลาคารพในกลุมที่ไดรับสาร MS-222 กลุมที่ไดรับนํ้ามันขาที่ทํา

ละลายดวยเอทานอลบริสุทธิ์ กลุมนํ้ามันขารูปแบบไมโครอิมัลชัน และกลุมนํ้ามันขาในรูปแบบนาโน
อิมัลชันไมแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติในแตละชวงเวลาของการทดสอบ โดยพบวาคาเฉลี่ยจํานวนเม็ด
เลือดขาวของปลาคารพมีคาระหวาง 10,900 ± 3,440 ถึง 12,855 ± 4,616 (cells/ul) (ภาพที่ 70 และตารางที่
102)

สวนคาเฉลี่ยจํานวนเม็ดเลือดขาวในปลานิลพบวาในกลุมที่ไดรับสาร MS-222 กลุมที่ไดรับนํ้ามันขา
ที่ทําละลายดวยเอทานอลบริสุทธิ์ กลุมนํ้ามันขารูปแบบไมโครอิมัลชัน และกลุมนํ้ามันขาในรูปแบบนาโน
อิมัลชันไมแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติในแตละชวงเวลาของการทดสอบ โดยพบวาคาเฉลี่ยจํานวนเม็ด
เลือดขาวของปลานิลมีคาระหวาง 19,313 ± 3,383 ถึง 22,195 ± 3,127 (cells/ul) (ภาพที่ 71 และตารางที่ 103)
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ภาพท่ี 70 แสดงคาเฉล่ียจํานวนเม็ดเลือดขาวของปลาคารพที่ไดรบัยาสลบชนิดตางๆที่เวลาตางๆกัน (N = 10) (Oil = น้ํามันขาทีท่ําละลายดวยเอทานอลบริสุทธ์ิ ME = น้ํามันขาไมโครอิมัลชัน MS=
สาร MS-222 NE= น้ํามันขานาโนอิมัลชัน) 1. เวลาที่ 0 นาที 2. เวลาที่ 30 นาที 3. เวลาที่ 60 นาที 4. เวลาที่ 90 นาที 5. เวลาที่ 120 นาที
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ภาพท่ี 71 แสดงคาเฉล่ียจํานวนเม็ดเลือดขาวของปลานิลที่ไดรบัยาสลบชนิดตางๆทีเ่วลาตางๆกัน (N = 10) (Oil = น้ํามันขาที่ทําละลายดวยเอทานอลบริสุทธ์ิ ME = น้าํมันขาไมโครอิมัลชัน MS =
สาร MS-222 NE = น้ํามันขานาโนอิมัลชัน) 1. เวลาที่ 0 นาที 2. เวลาที่ 30 นาที 3. เวลาที่ 60 นาที 4. เวลาที่ 90 นาที 5. เวลาที่ 120 นาที
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ตารางท่ี 102 แสดงคาเฉลี่ยจํานวนเม็ดเลือดขาวของปลาคารพทดลองที่ไดรับยาสลบชนิดตางๆที่เวลาตางๆกัน (N=10) (cells/ul)

1 *
(Mean ± SD)

2
(Mean ± SD)

3
(Mean ± SD)

4
(Mean ± SD)

5
(Mean ± SD)

สาร MS-222 11,956 ± 2,729 11,986 ± 2,322 12,180 ± 4,391 11,766 ± 4,620 12,158 ± 3,538
นํ้ามันขา 11,849 ± 4,120 11,439 ± 4,667 12,003 ± 5,647 11,600 ± 2,939 12,855 ± 4,616
นํ้ามันขาไมโครอิมัลชัน 10,950 ± 4,219 10,900 ± 3,440 11,530 ± 4,016 12,175 ± 5,159 11,488 ± 4,735
นํ้ามันขานาโนอิมัลชัน 12,350 ± 7,986 11,938 ± 4,342 11,550 ± 6,731 12,750 ± 6,020 11,900 ± 4,370

ตารางท่ี 103 แสดงคาเฉลี่ยจํานวนเม็ดเลือดขาวองปลานิลทดลองที่ไดรับยาสลบชนิดตางๆที่เวลาตางๆกัน (N=10) (cells/ul)
1 *

(Mean ± SD)
2

((Mean ± SD)
3

((Mean ± SD)
4

(Mean ± SD)
5

(Mean ± SD)
สาร MS-222 20,883 ± 3,223 19,335 ± 3,415 20,340 ± 2,881 19,770 ± 4,470 20,260 ± 3,593
นํ้ามันขา 19,313 ± 3,383 20,100 ± 4,891 20,240 ± 2,761 19,400 ± 3,978 20,555 ± 2,616
นํ้ามันขาไมโครอิมัลชัน 20,110 ± 2,641 20,170 ± 3,490 20,950 ± 2,723 19,525 ± 6,334 19,660 ± 3,312
นํ้ามันขานาโนอิมัลชัน 19,363 ± 4,899 20,685 ± 2,662 21,500 ± 3,127 20,248 ± 4,383 22,195 ± 3,127

* 1. ระยะเวลาที่ 0 นาที 2. ระยะเวลาที่ 30 นาที 3. ระยะเวลาที่ 60 นาที 4. ระยะเวลาที่ 90 นาที 5. ระยะเวลาที่ 120 นาที
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การศึกษาคาฮีโมโกลบิน
คาเฉลี่ยฮีโมโกลบินของปลาคารพพบวาในเวลาที่ 120 นาที กลุมที่ไดรับสาร MS-222 มีคาเฉลี่ย

ฮีโมโกลบินมากกวากลมนํ้ามันขารูปแบบไมโครอิมัลชัน และกลุมนํ้ามันขาในรูปแบบนาโนอิมัลชัน
(p<0.05) คือ 16.54 ± 2.16 (g/dl) นอกจากน้ีพบวาคาเฉลี่ยฮีโมโกลบินของปลาคารพมีคาระหวาง 13.90 ±
2.34 ถึง 16.54 ± 2.16 (g/dl) (ภาพที่ 72 และตารางที่ 3.87)

สวนคาเฉลี่ยฮีโมโกลบินในปลานิลพบวา ในกลุมที่ไดรับสาร MS-222 กลุมที่ไดรับนํ้ามันขาที่ทํา
ละลายดวยเอทานอลบริสุทธิ์ กลุมนํ้ามันขาภาพแบบไมโครอิมัลชัน และกลุมนํ้ามันขาในรูปแบบนาโน
อิมัลชันไมแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติในแตละชวงเวลาของการทดสอบ และคาเฉลี่ยฮีโมโกลบินของ
ปลานิลมีคาระหวาง 12.28 ± 2.20 ถึง 14.48 ± 1.95 (g/dl) (ภาพที่ 72 และตารางที่ 3.88)
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ภาพท่ี 72 แสดงคาเฉล่ียฮีโมโกลบินของปลาคารพที่ไดรับยาสลบชนิดตางๆที่เวลาตางๆกัน (N = 10) (Oil = น้ํามันขาทีท่ําละลายดวยเอทานอลบริสุทธ์ิ ME = น้ํามันขาไมโครอิมัลชัน MS = สาร
MS-222 NE = น้ํามันขานาโนอิมัลชัน) 1. เวลาที่ 0 นาที 2. เวลาที่ 30 นาที 3. เวลาที่ 60 นาที 4. เวลาที่ 90 นาที 5. เวลาที่ 120 นาที
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ภาพท่ี 73 แสดงคาเฉล่ียฮีโมโกลบินของปลานิลที่ไดรับยาสลบชนิดตางๆที่เวลาตางๆกัน (N = 10) (Oil = น้ํามันขาทีท่ําละลายดวยเอทานอลบริสุทธ์ิ ME = น้ํามันขาไมโครอิมัลชัน
MS = สาร MS-222 NE = น้ํามันขานาโนอิมัลชัน) 1. เวลาที่ 0 นาที 2. เวลาที่ 30 นาที 3. เวลาที่ 60 นาที 4. เวลาที่ 90 นาที 5. เวลาที่ 120 นาที
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ตารางท่ี 104 แสดงคาเฉลี่ยฮีโมโกลบินของปลาคารพทดลองที่ไดรับยาสลบชนิดตางๆที่เวลาตางๆกัน (N = 10) (g/dl)
1 *

(Mean ± SD)
2

(Mean ± SD)
3

(Mean ± SD)
4

(Mean ± SD)
5

(Mean ± SD)
สาร MS-222 15.83 ± 3.10 15.77 ± 2.24 15.89 ± 2.64 15.91 ± 3.09 16.54 ± 2.16
นํ้ามันขา 14.64 ± 1.97 14.93 ± 1.93 14.91 ± 2.12 15.16 ± 2.45 15.17 ± 3.00
นํ้ามันขาไมโครอิมัลชัน 14.07 ± 1.88 14.24 ± 1.77 11.14 ± 2.60 14.79 ± 2.62 14.26 ± 1.94
นํ้ามันขานาโนอิมัลชัน 13.90 ± 2.34 14.30 ± 1.85 14.24 ± 2.58 13.98 ± 1.63 13.93 ± 2.65

ตารางท่ี 105 แสดงคาเฉลี่ยฮีโมโกลบินของปลานิลทดลองที่ไดรับยาสลบชนิดตางๆที่เวลาตางๆกัน (N = 10) (g/dl)
1 *

(Mean ± SD)
2

(Mean ± SD)
3

(Mean ± SD)
4

(Mean ± SD)
5

(Mean ± SD)
สาร MS-222 13.97 ± 1.44 13.63 ± 1.43 13.55 ± 2.32 14.41 ± 2.06 13.67 ± 1.91
นํ้ามันขา 13.48 ± 1.82 13.22 ± 2.82 13.86 ± 2.78 13.84 ± 2.64 13.71 ± 2.40
นํ้ามันขาไมโครอิมัลชัน 13.63 ± 2.53 14.23 ± 1.95 13.14 ± 3.15 13.40 ± 2.52 14.48 ± 1.95
นํ้ามันขานาโนอิมัลชัน 13.34 ± 1.75 12.28 ± 2.20 13.03 ± 2.11 13.93 ± 2.05 13.21 ± 2.08

*1. ระยะเวลาที่ 0 นาที 2. ระยะเวลาที่ 30 นาที 3. ระยะเวลาที่ 60 นาที 4. ระยะเวลาที่ 90 นาที 5. ระยะเวลาที่ 120 นาที
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การศึกษาปริมาณเม็ดเลือดแดงอัดแนน
คาเฉลี่ยปริมาณเม็ดเลือดแดงอัดแนนของปลาคารพพบวาในเวลาที่ 30 นาที, 60 นาที และ 90 นาที

กลุมที่ไดรับสาร MS-222 มีคาเฉลี่ยปริมาณเม็ดเลือดแดงอัดแนนมากกวาทุกกลุมการทดลองแตไมแตกตาง
อยางมีนัยสําคัญ คือ 38.20 ± 5.07, 41.80 ± 6.58 และ 38.00 ± 2.71 (%) ตามลําดับ อยางไรก็ตามคาเฉลี่ย
ปริมาณเม็ดเลือดแดงอัดแนนในเวลาที่ 120 นาที ในกลุมที่ไดรับสาร MS-222 มีคาเฉลี่ยปริมาณเม็ดเลือดแดง
อัดแนนมากกวากลุมนํ้ามันขานาโนอิมัลชัน คือ 39.80 ± 7.11 (%) นอกจากน้ีพบวาคาเฉลี่ยปริมาณเม็ดเลือด
แดงอัดแนนของปลาคารพมีคาระหวาง 33.20 ± 8.24 ถึง 42.56 ± 7.43 (%) (ภาพที่ 74 และตารางที่ 106)

สวนคาเฉลี่ยปริมาณเม็ดเลือดแดงอัดแนนในปลานิลพบวา ในกลุมที่ไดรับสาร MS-222 ในทุกชวง
การทดลองไมแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ และคาเฉลี่ยปริมาณเม็ดเลือดแดงอัดแนนของปลานิลมีคา
ระหวาง 29.00 ± 4.81 ถึง 37.44 ± 2.83 (%) (ภาพที่ 75 และตารางที่ 107)
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ภาพท่ี 74 แสดงคาเฉล่ียปริมาณเม็ดเลือดแดงอัดแนนของปลาคารพที่ไดรับยาสลบชนิดตางๆที่เวลาตางๆกัน (N = 10) (Oil = น้ํามันขาที่ทําละลายดวยเอทานอลบริสุทธ์ิ ME = น้ํามันขาไมโคร
อิมัลชัน MS = สาร MS-222 NE = น้ํามันขานาโนอิมัลชัน) 1. เวลาที่ 0 นาที 2. เวลาที่ 30 นาที 3. เวลาที่ 60 นาที 4. เวลาที่ 90 นาที 5. เวลาที่ 120 นาที
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ภาพท่ี 75 แสดงคาเฉล่ียปริมาณเม็ดเลือดแดงอัดแนนของปลานิลที่ไดรับยาสลบชนดิตางๆที่เวลาตางๆกัน (N = 10) (Oil = น้ํามันขาที่ทําละลายดวยเอทานอลบริสุทธ์ิ ME = น้ํามันขาไมโครอิมัลชัน
MS = สาร MS-222 NE = น้ํามันขานาโนอิมัลชัน) 1. เวลาที่ 0 นาที 2. เวลาที่ 30 นาที 3. เวลาที่ 60 นาที 4.เวลาที่ 90 นาที 5. เวลาที่ 120 นาที



166

ตารางท่ี 106 แสดงคาเฉลี่ยปริมาณเม็ดเลือดแดงอัดแนนของปลาคารพทดลองที่ไดรับยาสลบชนิดตางๆที่เวลาตางๆกัน (N=10) (%)
1 *

(Mean ± SD)
2

(Mean ± SD)
3

(Mean ± SD)
4

(Mean ± SD)
5

(Mean ± SD)
สาร MS-222 42.56 ± 7.43 38.20 ± 5.07 41.80 ± 6.58 38.00 ± 2.71 39.80 ± 7.11
นํ้ามันขา 36.30 ± 4.64 34.80 ± 4.21 36.90 ± 5.30 33.80 ± 5.83 34.00 ± 4.22
นํ้ามันขาไมโครอิมัลชัน 34.10 ± 8.03 34.70 ± 6.85 39.00 ± 6.88 34.50 ± 7.32 36.20 ± 7.51
นํ้ามันขานาโนอิมัลชัน 39.10 ± 6.72 34.70 ± 7.94 36.70 ± 7.60 36.70 ± 9.51 33.20 ± 8.24

ตารางท่ี 107 แสดงคาเฉลี่ยปริมาณเม็ดเลือดแดงอัดแนนของปลานิลทดลองที่ไดรับยาสลบชนิดตางๆที่เวลาตางๆกัน (N=10) (%)
1 *

(Mean ± SD)
2

(Mean ± SD)
3

(Mean ± SD)
4

(Mean ± SD)
5

(Mean ± SD)
สาร MS-222 37.44 ± 2.83 35.30 ± 4.81 33.80 ± 3.16 36.33 ± 3.86 34.90 ± 2.81
นํ้ามันขา 34.80 ± 5.49 34.30 ± 2.83 32.80 ± 3.08 33.10 ± 4.51 32.90 ± 3.00
นํ้ามันขาไมโครอิมัลชัน 34.10 ± 4.23 34.00 ± 5.79 33.00 ± 4.16 33.80 ± 5.43 32.90 ± 5.36
นํ้ามันขานาโนอิมัลชัน 34.00 ± 6.55 32.70 ± 4.00 29.00 ± 4.81 32.30 ± 4.19 34.00 ± 5.42

*1. ระยะเวลาที่ 0 นาที 2. ระยะเวลาที่ 30 นาที 3. ระยะเวลาที่ 60 นาที 4. ระยะเวลาที่ 90 นาที 5. ระยะเวลาที่ 120 นาที
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การศึกษาระดับกลูโคสในเลือด
คาเฉลี่ยระดับกลูโคสในเลือดของปลาคารพพบวา ในเวลาที่ 30 นาที , 60 นาที, 90 นาที และ 120

นาที กลุมที่ไดรับสาร MS-222 มีคาเฉลี่ยระดับกลูโคสในเลือดมากกวาทุกกลุมการทดลอง (p<0.05) คือ
96.50 ± 12.16, 98.60 ± 12.00, 93.20 ± 22.00 และ 105.90 ± 22.31 (mg/dl) ตามลําดับ อยางไรก็ตามคาเฉลี่ย
ระดับกลูโคสในเลือดในเวลาที่ 0 นาที ในกลุมที่ไดรับสาร MS-222 มีคาเฉลี่ยระดับกลูโคสในเลือดมากกวา
กลุมอ่ืน คือ 58.33 ± 15.32 (mg/dl) แตไมแตกตางอยางมีนัยสําคัญ นอกจากน้ีพบวาคาเฉลี่ยระดับกลูโคสใน
เลือดของปลาคารพมีคาระหวาง 51.40 ± 21.86 ถึง 105.90 ± 22.31 (mg/dl) (ภาพที่ 76 และตารางที่ 108)

สวนคาเฉลี่ยระดับกลูโคสในเลือดในปลานิลพบวา ในเวลาที่ 0 นาที, 90 นาที และ 120 นาที กลุมที่
ไดรับสาร MS-222 มีคาเฉลี่ยระดับกลูโคสในเลือดมากกวาทุกกลุมการทดลอง (p<0.05) คือ 76.11 ± 18.88,
88.50 ± 15.01 และ 97.60 ± 22.48 (mg/dl) ตามลําดับ อยางไรก็ตามคาเฉลี่ยระดับกลูโคสในเลือดในเวลาที่
30 นาที ในกลุมที่ไดรับสาร MS-222 มีคาเฉลี่ยระดับกลูโคสในเลือดมากกวากลุมอ่ืน คือ 72.60 ± 18.39
(mg/dl) แตไมแตกตางอยางมีนัยสําคัญ คาเฉลี่ยระดับกลูโคสในเลือดของปลานิลมีคาระหวาง 48.60 ±
18.40 ถึง 97.60 ± 22.48 (mg/dl) (ภาพที่ 77 และตารางที่ 109)
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ภาพท่ี 76 แสดงคาเฉล่ียระดับกลูโคสในเลือดของปลาคารพที่ไดรับยาสลบชนิดตางๆที่เวลาตางๆกัน (N=10) (Oil= น้ํามันขาที่ทําละลายดวยเอทานอลบริสุทธ์ิ ME= น้ํามันขาไมโครอิมัลชัน
MS= สาร MS-222 NE= น้ํามันขานาโนอิมัลชัน) 1. เวลาที่ 0 นาที 2. เวลาที่ 30 นาที 3. เวลาที่ 60 นาที 4.เวลาที่ 90 นาที 5. เวลาที่ 120 นาที
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ภาพท่ี 77 แสดงคาเฉล่ียระดับกลูโคสในเลือดของปลานิลที่ไดรบัยาสลบชนิดตางๆที่เวลาตางๆกัน (N=10) (Oil= น้ํามันขาทีท่ําละลายดวยเอทานอลบริสุทธ์ิ ME= น้ํามันขาไมโครอิมัลชัน MS= สาร
MS-222 NE= น้ํามันขานาโนอิมัลชัน) 1. เวลาที่ 0 นาที 2. เวลาที่ 30 นาที 3. เวลาที่ 60 นาที 4.เวลาที่ 90 นาที 5. เวลาที่ 120 นาที
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ตารางท่ี 108 แสดงคาเฉลี่ยระดับกลูโคสในเลือดของปลาคารพทดลองที่ไดรับยาสลบชนิดตางๆที่เวลาตางๆกัน (N=10)
1 *

(Mean ± SD)
2

(Mean ± SD)
3

(Mean ± SD)
4

(Mean ± SD)
5

(Mean ± SD)
สาร MS-222 58.33 ± 15.32 96.50 ± 12.16 98.60 ± 12.00 93.20 ± 22.00 105.90 ± 22.31
นํ้ามันขา 51.40 ± 21.86 70.10 ± 22.61 70.90 ± 19.07 66.90 ± 13.43 72.50 ± 16.69
นํ้ามันขาไมโครอิมัลชัน 52.10 ± 16.40 67.50 ± 17.17 70.40 ± 19.91 64.80 ± 14.87 58.80 ± 22.08
นํ้ามันขานาโนอิมัลชัน 53.70 ± 24.82 67.30 ± 22.26 61.70 ± 24.80 60.30 ± 21.91 62.10 ± 26.99

ตารางท่ี 109 แสดงคาเฉลี่ยระดับกลูโคสในเลือดของปลานิลทดลองที่ไดรับยาสลบชนิดตางๆที่เวลาตางๆกัน (N=10)
1 *

(Mean ± SD)
2

(Mean ± SD)
3

(Mean ± SD)
4

(Mean ± SD)
5

(Mean ± SD)
สาร MS-222 76.11 ± 18.88 72.60 ± 18.39 73.20 ± 13.79 88.50 ± 15.01 97.60 ± 22.48
นํ้ามันขา 48.90 ± 8.90 60.50 ± 16.87 63.50 ± 15.34 62.70 ± 17.55 64.90 ± 25.27
นํ้ามันขาไมโครอิมัลชัน 48.60 ± 18.40 61.20 ± 17.92 60.80 ± 18.37 63.80 ± 20.07 59.10 ± 19.58
นํ้ามันขานาโนอิมัลชัน 50.10 ± 8.16 61.00 ± 14.05 58.00 ± 16.71 60.90 ± 15.58 60.90 ± 16.53

*1. ระยะเวลาที่ 0 นาที 2. ระยะเวลาที่ 30 นาที 3. ระยะเวลาที่ 60 นาที 4. ระยะเวลาที่ 90 นาที 5. ระยะเวลาที่ 120 นาที
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การศึกษาระดับแลคเตทในเลือด
คาเฉลี่ยระดับแลคเตทในเลือดของปลาคารพพบวา กลุมที่ไดรับสาร MS-222 กลุมที่ไดรับนํ้ามันขา

ที่ทําละลายดวยเอทานอลบริสุทธิ์ กลุมนํ้ามันขารูปแบบไมโครอิมัลชัน และกลุมนํ้ามันขาในรูปแบบนาโน
อิมัลชันไมแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ในแตละชวงเวลาของการทดสอบ นอกจากน้ีพบวา คาเฉลี่ย
ระดับกลูโคสในเลือดของปลาคารพมีคาระหวาง 3.57 ± 1.52 ถึง 4.27 ± 1.35 (mmol/L) (ภาพที่ 78 และ
ตารางที่ 110)

คาเฉลี่ยระดับแลคเตทในเลือดของปลานิลพบวา กลุมที่ไดรับสาร MS-222 กลุมที่ไดรับนํ้ามันขาที่
ทําละลายดวยเอทานอลบริสุทธิ์ กลุมนํ้ามันขารูปแบบไมโครอิมัลชัน และกลุมนํ้ามันขาในรูปแบบนาโน
อิมัลชันไมแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ในแตละชวงเวลาของการทดสอบ และคาเฉลี่ยระดับแลคเตท
ในเลือดของปลานิลมีคาระหวาง 2.68 ± 1.22 ถึง 3.27 ± 1.38 (mmol/L) (ภาพที่ 79 และตารางที่ 111)
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ภาพท่ี 78 แสดงคาเฉล่ียระดับแลคเตทในเลือดของปลาคารพที่ไดรับยาสลบชนิดตางๆทีเ่วลาตางๆกัน (N=10) (Oil= น้ํามันขาทีท่ําละลายดวยเอทานอลบริสุทธ์ิ ME= น้ํามันขาไมโครอิมัลชัน
MS= สาร MS-222 NE= น้ํามันขานาโนอิมัลชัน) 1. เวลาที่ 0 นาที 2. เวลาที่ 30 นาที 3. เวลาที่ 60 นาที 4.เวลาที่ 90 นาที 5. เวลาที่ 120 นาที
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ภาพท่ี 79 แสดงคาเฉล่ียระดับแลคเตทในเลือดของปลานิลที่ไดรบัยาสลบชนิดตางๆที่เวลาตางๆกัน (N = 10) (Oil = น้ํามันขาทีท่ําละลายดวยเอทานอลบริสุทธ์ิ ME = น้ํามันขาไมโครอิมัลชัน
MS = สาร MS-222 NE= น้ํามันขานาโนอิมัลชัน) 1. เวลาที่ 0 นาที 2. เวลาที่ 30 นาที 3. เวลาที่ 60 นาที 4.เวลาที่ 90 นาที 5. เวลาที่ 120 นาที
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ตารางท่ี 110 แสดงคาเฉลี่ยระดับแลคเตทในเลือดของปลาคารพทดลองที่ไดรับยาสลบชนิดตางๆ ที่เวลาตางๆ กัน (N = 10) (mmol/L)
1 *

(Mean ± SD)
2

(Mean ± SD)
3

(Mean ± SD)
4

(Mean ± SD)
5

(Mean ± SD)
สาร MS-222 4.27 ± 1.35 4.07 ± 1.06 4.11 ± 1.11 4.19 ± 1.29 3.93 ± 1.33
นํ้ามันขา 4.05 ± 1.39 4.14 ± 1.21 4.13 ± 1.18 3.91 ± 1.33 3.81 ± 0.92
นํ้ามันขาไมโครอิมัลชัน 4.03 ± 1.59 4.01 ± 1.40 3.93 ± 0.77 4.03 ± 1.59 4.13 ± 1.45
นํ้ามันขานาโนอิมัลชัน 3.94 ± 1.08 4.13 ± 1.21 3.57 ± 1.52 4.08 ± 1.26 3.80 ± 1.77

ตารางท่ี 111 แสดงคาเฉลี่ยระดับแลคเตทในเลือดของปลานิลทดลองที่ไดรับยาสลบชนิดตางๆ ที่เวลาตางๆ กัน (N = 10) (mmol/L)
1 *

(Mean ± SD)
2

(Mean ± SD)
3

(Mean ± SD)
4

(Mean ± SD)
5

(Mean ± SD)
สาร MS-222 3.03 ± 0.64 3.24 ± 1.25 2.77 ± 1.28 2.75 ± 1.02 3.10 ± 1.34
นํ้ามันขา 2.73 ± 0.93 3.13 ± 0.73 3.25 ± 1.22 2.91 ± 1.25 3.27 ± 1.38
นํ้ามันขาไมโครอิมัลชัน 3.15 ± 1.13 3.05 ± 0.87 3.01 ± 1.20 3.06 ± 1.35 3.13 ± 1.59
นํ้ามันขานาโนอิมัลชัน 3.00 ± 1.19 2.68 ± 1.22 2.90 ± 0.79 3.10 ± 1.32 3.07 ± 0.80

*1. ระยะเวลาที่ 0 นาที 2. ระยะเวลาที่ 30 นาที 3. ระยะเวลาที่ 60 นาที 4. ระยะเวลาที่ 90 นาที 5. ระยะเวลาที่ 120 นาที
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การศึกษาระดับฮอรโมนคอลติซอลในเลือด
คาเฉลี่ยระดับฮอรโมนคอลติซอลในเลือดของปลาคารพ ในเวลาที่ 0 นาที , 30 นาที, 60 นาที, 90

นาที และ 120 นาที ในกลุมที่ไดรับสาร MS-222 มีคาเฉลี่ยระดับฮอรโมนคอลติซอลในเลือดมากกวาทุกกลุม
การทดลอง (p<0.05) คือ 339.22 ± 08.41, 334.50 ± 55.28, 248.80 ± 82.81, 189.00 ± 51.39 และ 189.30 ±
75.32 (ng/ml) ตามลําดับ สวนในกลุมที่ไดรับนํ้ามันขารูปแบบนาโนอิมัลชันในชวง เวลาที่ 0 และ 90 นาที
ของการทดลองพบวามีคาเฉลี่ยระดับฮอรโมนคอลติซอลในเลือดนอยกวากลุมที่ไดรับนํ้ามันขาที่ทําละลาย
ดวยเอทานอลบริสุทธิ์ (p<0.05) นอกจากน้ีพบวาคาเฉลี่ยระดับฮอรโมนคอลติซอลของปลาคารพมีคา
ระหวาง 57.40 ± 26.44 ถึง 339.22 ± 108.41 (ng/ml) (ภาพที่ 80 และตารางที่ 112)

คาเฉลี่ยระดับฮอรโมนคอลติซอลในเลือดของปลานิลพบวา ในเวลาที่ 30 นาท,ี 60 นาที, 90 นาที
และ 120 นาที ในกลุมที่ไดรับสาร MS-222 มีคาเฉลี่ยระดับฮอรโมนคอลติซอลในเลือดมากกวาทุกกลุมการ
ทดลอง (p<0.05) คือ 38.10 ± 11.17, 51.84 ± 12.61, 45.50 ± 13.32, 52.02 ± 13.66, และ 54.22 ± 9.97
(ng/ml) และคาเฉลี่ยระดับฮอรโมนคอลติซอลของปลานิลมีคาระหวาง 21.59 ± 7.46 ถึง 54.22 ± 9.97
(ng/ml) (ภาพที่ 81 และตารางที่ 113)
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ภาพท่ี 80 แสดงคาเฉล่ียระดับฮอรโมนคอลติซอลในเลือดของปลาคารพที่ไดรบัยาสลบชนิดตางๆที่เวลาตางๆกัน (N=10) (Oil= น้ํามันขาทีท่ําละลายดวยเอทานอลบรสุิทธ์ิ ME= น้ํามันขาไมโคร
อิมัลชัน MS= สาร MS-222 NE= น้ํามันขานาโนอิมัลชัน) 1. เวลาที ่0 นาที 2. เวลาที่ 30 นาที 3. เวลาที่ 60 นาที 4.เวลาที่ 90 นาที 5. เวลาที่ 120 นาที
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ภาพท่ี 81 แสดงคาเฉล่ียระดับฮอรโมนคอลติซอลในเลือดของปลานิลที่ไดรับยาสลบชนิดตางๆที่เวลาตางๆกัน (N=10) (Oil= น้ํามันขาทีท่ําละลายดวยเอทานอลบรสุิทธ์ิ ME= น้ํามันขาไมโคร
อิมัลชัน MS= สาร MS-222 NE= น้ํามันขานาโนอิมัลชัน) 1. เวลาที ่0 นาที 2. เวลาที่ 30 นาที 3. เวลาที่ 60 นาที 4.เวลาที่ 90 นาที 5. เวลาที่ 120 นาที
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ตารางท่ี 112 แสดงคาเฉลี่ยระดับฮอรโมนคอลติซอลในเลือดของปลาคารพทดลองที่ไดรับยาสลบชนิดตางๆ ที่เวลาตางๆ กัน (N = 10)
1

(Mean ± SD)
2

(Mean ± SD)
3

(Mean ± SD)
4

(Mean ± SD)
5

(Mean ± SD)
สาร MS-222 339.22 ± 108.41 334.50 ± 55.28 248.80 ± 82.81 189.00 ± 51.39 189.30 ± 75.32
นํ้ามันขา 111.20 ± 45.67 100.80 ± 22.40 95.10 ± 21.55 108.60 ± 7.55 98.5 ± 22.85
นํ้ามันขาไมโครอิมัลชัน 84.90 ± 28.63 85.40 ± 36.37 89.70 ± 21.44 68.70 ± 27.28 71.50 ± 23.11
นํ้ามันขานาโนอิมัลชัน 57.40 ± 26.44 67.40 ± 24.95 64.80 ± 22.30 64.00 ± 26.84 58.90 ± 19.43

ตารางท่ี 113 แสดงคาเฉลี่ยระดับฮอรโมนคอติซอลในกระแสเลือดของปลานิลทดลองที่ไดรับยาสลบชนิดตางๆ ที่เวลาตางๆ กัน (N = 10)
1

(Mean ± SD)
2

(Mean ± SD)
3

(Mean ± SD)
4

(Mean ± SD)
5

(Mean ± SD)
สาร MS-222 38.10 ± 11.17 51.84 ± 12.61 45.50 ± 13.32 52.02 ± 13.66 54.22 ± 9.97
นํ้ามันขา 30.88 ± 9.01 25.37 ± 10.15 26.34 ± 17.76 26.05 ± 10.87 28.52 ± 19.33
นํ้ามันขาไมโครอิมัลชัน 24.27 ± 10.16 22.56 ± 10.63 21.59 ± 7.46 25.70 ± 11.87 25.23 ± 16.90
นํ้ามันขานาโนอิมัลชัน 26.44 ± 12.38 23.64 ± 16.49 23.06 ± 17.77 24.07 ± 17.32 22.24 ± 14.82

1. ระยะเวลาที่ 0 นาที 2. ระยะเวลาที่ 30 นาที 3. ระยะเวลาที่ 60 นาที 4. ระยะเวลาที่ 90 นาที 5. ระยะเวลาที่ 120 นาที
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การตรวจหาการตกคางของสารสําคัญในเนื้อปลา

ทําการศึกษาวิเคราะหสารสําคัญที่ตกคางในเน้ือปลาดวยวิธี Gas Chromatography / Mass
Spectrometer (GC/MS) ผลการศึกษาพบสารสําคัญ ไดแก 1,8-cineole โครมาโตแกรมของสารละลาย
มาตรฐาน 1,8-cineole และ 1,8-cineole ที่ไดจากเน้ือปลาที่สลบโดยนํ้ามันขามี retention time ณ เวลา 6.51
นาที โดยแสดงดังภาพที่ 82 อยางไรก็ตามยังพบสาร chavicol มี retention time ณ เวลา 15.32 ตามลําดับ ผล
การวิเคราะหปริมาณ 1,8-cineole ตกคางในเน้ือปลาภายหลังการใชนํ้ามันขา ตํารับไมโครอิมัลชันและนาโน
อิมัลชันของนํ้ามันขาในการสลบปลาแสดงดังภาพที่ 84 พบวาเมื่อสิ้นสุดการแชปลาในยาสลบความเขมขน
ของสาร 1,8-cineole ในเน้ือปลามีปริมาณลดลงในเวลาที่เพิ่มขึ้นตามลําดับอยางมีนัยสําคัญทั้งสามตํารับ  (ดัง
ภาพที่ 85, ตาราง 115) การตกคางของ 1,8-cineole ในเน้ือปลาที่ใชนํ้ามันขานาโนอิมัลชันและไมโคร
อิมัลชันมีความแตกตางกัน (P<0.0001) (ตารางที่ 114) โดยเมื่อภายหลังสลบปลาดวยนํ้ามันขานาโนอิมัลชัน
และไมโครอิมัลชัน พบความเขมขนเฉลี่ยของสาร 1,8-cineole ณ ชั่วโมงที่ 0 คือ 2.85 ± 1.50, 4.91 ± 1.13,
5.74 ± 1.21 มก./กก.ตามลําดับ โดยปริมาณความเขมขนเฉลี่ยของ 1,8-cineole ในเน้ือปลาที่สลบดวยนํ้ามัน
ขาและนาโนอิมัลชันไมสามารถตรวจพบ ณ ชั่วโมงที่ 24 เปนตนไป สวนเน้ือปลาจากปลาที่ใชไมโคร
อิมัลชันในการสลบตรวจไมพบสาร 1,8-cineole ณ ชั่วโมงที่ 48 เปนตนไป (ภาพ 86) เมื่อทําการทดสอบทาง
สถิติพบวาความเขมขนของสาร 1,8-cineole ณ ชั่วโมงที่ 0 และ 24 ในเน้ือปลาที่สลบดวยนํ้ามันขานอยกวา
ไมโครอิมัลชันอยางมีนัยสําคัญ (p<0.05) แตความเขมขนของ 1,8-cineole ในเน้ือปลาที่สลบดวยนาโน
อิมัลชัน และไมโครอิมัลชัน ไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติสวนในชั่วโมงที่ 2 และ 24 พบ
ปริมาณการตกคางของ 1,8-cineole ในเน้ือปลาที่สลบดวยไมโครอิมัลชันมากกวานาโนอิมัลชันอยางมี
นัยสําคัญ (p<0.05) ดังแสดงในตารางที่ 115
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TIC: 013.D

ภาพท่ี 82 แสดงตัวอยางโครมาโตแกรมสารละลาย 1,8-cineole มาตรฐานความเขมขน 0.01µl
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ภาพท่ี 83 แสดงกราพมาตรฐานของสาร 1,8-cineole
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ภาพท่ี 84 แสดงตัวอยางโครมาโตแกรมสารสกัดจากเน้ือปลา



183

ภาพท่ี 85 กราฟแทงแสดงความเขมขนของสาร 1,8-cineole ภายหลังการสลบปลาดวยนํ้ามันขา
รูปแบบนาโนอิมัลชันและไมโครอิมัลชัน

ภาพท่ี 86 กราฟเสนแสดงแนวโนมของการลดลงของปริมาณสาร 1,8-cineole ตกคาง ณ เวลาตางๆ
(1) control (2) nanoemulsion (3) microemulsion
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ตารางท่ี 114 ผลการทดสอบทางสถิติเพื่อหาความแตกตางของปริมาณการตกคางของสาร 1,8-
cineole ในเน้ือปลา

numDF F-value p-value
Interception 1 4426.886 <0.0001
Treatment 2 2768.905 <0.0001
Time 5 133.710 <0.0001
Treatment:time 10 54.351 <0.0001

สาร 1,8-cineole เปนสารสําคัญที่พบมากที่สุดในนํ้ามันขาในการใชสลบปลาเพื่อบริโภค เชน ปลา
นิล แมวายังไมมีรายงานการเกิดอันตรายจากสารดังกลาวตอผูบริโภค อยางไรก็ตามการตรวจสอบการตกคาง
ของนํ้ามันขาโดยใชสาร 1,8-cineole เปนตัวชี้วัดจึงเปนกระบวนการที่ควรตรวจสอบเน่ืองจากมีรายงานวา
การมีสาร 1,8-cineole ตกคางอาจสงผลตอรสชาติของเน้ือปลาได (Stone and Tostin, 1999) จากผลการ
ทดลองซึ่งใชนํ้ามันขาตํารับนาโนอิมัลชันและไมโครอิมัลชันของนํ้ามันขาในการสลบปลานิลที่ความเขมขน
200 มก./ลิตร พบวาหลังจากนําปลาออกจากยาสลบทั้ง 3 ตํารับ การตกคางของสาร 1,8-cineole มีปริมาณ
ลดลงหลังจากเสร็จสิ้นการสลบในระยะเวลาที่เพิ่มขึ้น  โดยนํ้ามันขาและตํารับนาโนอิมัลชันมีการตกคาง
ของสาร 1,8-cineole สั้นกวาตํารับไมโครอิมัลชัน คือที่ 24 ชั่วโมง ซึ่งตางจากรายงานของ Kildea และคณะ
(2004) ซึ่งทําการสลบปลากะพงขาวดวยนํ้ามันสมุนไพร คือ นํ้ามันกานพลูที่ความเขมขน 50 มก./ลิตร และ
15 มก./ลิตร พบวาปริมาณยูจีนอลถูกกําจัดออกจากรางกายจนตํ่ากวาปริมาณที่สามารถตรวจวัดไดหลังจาก
สิ้นสุดการสลบปลาในอุณหภูมิหองที่ 48 ชั่วโมงซึ่งชากวาในงานวิจัยน้ี อยางไรก็ตามการดูดซึม การขับออก
ของยาในปลาสวนใหญ มักผานทางเหงือกของปลาเปนหลักและขึ้นกับหลายปจจัย เชนชนิดของปลา
ลักษณะของยา ความเขมขนและวิธีการบริหารยา และอุณหภูมิของสิ่งแวดลอม เปนตน จึงทําใหในแตละ
การทดลองใหผลที่แตกตางกัน (Hikasa et al., 1986) นอกจากน้ี Kildea และคณะ (2004) รายงานผลของ
อุณหภูมิในการดูดซึมและการขับออกของยา โดยพบวาในอุณหภูมิสูงการกําจัดออกของยาในปลาสามารถ
เกิดไดเร็วกวาในสิ่งแวดลอมที่อุณหภูมิตํ่า เน่ืองจากในอุณหภูมิสูงการระบายอากาศบริเวณเหงือกและอัตรา
การเตนของหัวใจของปลาจะสูงขึ้นและสงผลเพิ่มความสามารถในการซึมผานของยาสลบ ( peameability)
บริเวณเหงือกปลาได
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ตารางท่ี 115 ผลการทดสอบทางสถิติเพื่อหาความแตกตางของปริมาณการตกคางของสาร
1,8-cineole ในเน้ือปลาแยกตามระยะเวลา
ระยะเวลาหลังจาก
สลบปลา (ชั่วโมง) เปรียบเทียบความเขมขนระหวางกลุม Adjust p-value

0 นํ้ามันขา นาโนอิมัลชัน 0.0558
0 นํ้ามันขา ไมโครอิมัลชัน 0.003*
0 นาโนอิมัลชัน ไมโครอิมัลชัน 1.6704
2 นํ้ามันขา นาโนอิมัลชัน 2.1594
2 นํ้ามันขา ไมโครอิมัลชัน 0.1422
2 นาโนอิมัลชัน ไมโครอิมัลชัน 0.0138*
4 นํ้ามันขา นาโนอิมัลชัน 5.2896
4 นํ้ามันขา ไมโครอิมัลชัน 0.159
4 นาโนอิมัลชัน ไมโครอิมัลชัน 0.2232

12 นํ้ามันขา นาโนอิมัลชัน 4.5822
12 นํ้ามันขา ไมโครอิมัลชัน 0.711
12 นาโนอิมัลชัน ไมโครอิมัลชัน 1.2192
24 นํ้ามันขา นาโนอิมัลชัน 6
24 นํ้ามันขา ไมโครอิมัลชัน 0.0498*
24 นาโนอิมัลชัน ไมโครอิมัลชัน 0.0498*
48 นํ้ามันขา นาโนอิมัลชัน 6
48 นํ้ามันขา ไมโครอิมัลชัน 6
48 นาโนอิมัลชัน ไมโครอิมัลชัน 6

จากผลการศึกษาพบวารูปแบบของตํารับมีผลตอการตกคางของสารสาร 1,8-cineole ในเน้ือปลา
โดยพบวาปริมาณการตกคางเร่ิมตน ณ เวลาที่ 0 ของตํารับนาโนอิมัลชันมีปริมาณนอยที่สุดและตํารับไมโคร
อิมัลชันมีปริมาณมากที่สุด นอกจากน้ีตํารับนาโนอิมัลชันยังมีการตกคางของสารสาร 1,8-cineole ใน
ระยะเวลาที่สั้นกวาตํารับไมโครอิมัลชัน

ในทางเภสัชกรรมไมโครอิมัลชันเปนระบบนําสงยาที่ไดรับการพิสูจนแลววาสามารถเพิ่มการซึม
ผานของยา เพิ่ม bioavailability ของยา เพิ่มการกระจายตัวของยาและเพิ่มประสิทธิภาพของยา เปนตน
(Kreilgaard, 2002) ความสามารถในการเพิ่มการซึมของยาผานทางผิวหนังของไมโครอิมัลชันเน่ืองจาก
สวนผสมในตํารับมีทั้งสวนที่ชอบนํ้าและไมชอบนํ้าทําใหสามารถซึมผานผิวหนังทั้งในสวนที่ เปน
lipophilic และ hydrophilic อีกทั้งการเคลื่อนตัวภายในของยาภายในตํารับตางสงผลใหระดับของยาที่ผาน
ทางผิวหนังซึ่งมีการเรียงตัวกันอยางหนาแนนสูงขึ้นได (Kreilgaard, 2002) แมยังไมมีการศึกษาการซึมผาน
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ของไมโครอิมัลชันในสัตวนํ้า เชน ปลา แตเมื่อทําการสลบปลาดวยตํารับไมโครอิมัลชันของนํ้ามันขาพบวา
ระยะเวลาในการสลบปลาเกิดไดเร็วกวา  แตการตกคางในเน้ือปลาสูงกวาและยาวนานกวาในตํารับอ่ืน อาจ
เปนไปไดวา ดวยคุณสมบัติของอนุภาคนํ้ามันที่มีขนาดเล็กมาก โดยในงานวิจัยน้ีขนาดของอนุภาคไมโคร
อิมัลชันอยูที่ประมาณ 11.61  0.06 นาโนเมตร ประกอบกับคุณสมบัติที่ทําใหตํารับสามารถแทรกผานทั้ง
สวนที่ไมชอบนํ้าและชอบนํ้าในรางกาย  ทําใหมีการแทรกซึมของยาผานทางเหงือกไดในปริมาณที่มากกวา
และเกิดการกระจายตัวของยาในอวัยวะสวนอ่ืนๆ ของปลาซึ่งสังเกตไดจากปริมาณการตกคางของสาร 1,8-
cineole ภายหลังการสลบ ณ ชั่วโมงที่ 0 มากกวาตํารับอ่ืน นอกจากน้ีดวยคุณสมบัติของตํารับไมโครอิมัลชัน
ซึ่งมีอนุภาคขนาดเล็กและยังมีการเคลื่อนตัวอยางอิสระ นอกจากการที่มีปริมาณสารที่ถูกดูดซึมผานทาง
เหงือกของปลามากแลว อาจมีสารบางสวนสามารถแทรกผานระหวางเกล็ดของปลาและผานผิวหนังของ
ปลาเขาไปสะสมในกลามเน้ือไดมากกวาในตํารับอ่ืน ในขณะที่เมื่อทําการสลบปลาดวยนํ้ามันขาและตํารับ
นาโนอิมัลชันพบวาปริมาณสาร 1,8-cineole ตกคางเร่ิมตนมีปริมาณนอยกวาตํารับไมโครอิมัลชันซึ่งสะทอน
ถึงความสามารถในการแทรกผานหรือการดูดซึมของสารสําคัญผานทางเหงือกและกระจายตัวในรางกายเกิด
ไดนอยกวาตํารับไมโครอิมัลชัน สาเหตุอาจเน่ืองมาจากนํ้ามันขาละลายนํ้าไดนอย สงผลตอการเขาถึงบริเวณ
เหงือกของปลา อีกทั้งตํารับนาโนอิมัลชันแมจะมีอนุภาคขนาดเล็กแตก็ยังมีขนาดอนุภาคใหญกวาตํารับไม
โครอิมัลชัน ซึ่งเมื่อปริมาณการดูดซึมนอยกวาก็สงผลตอการตกคางของสาร 1,8-cineole เร่ิมตนนอยกวา
และสงผลถึงระยะเวลาในการขับยาซึ่งใชเวลานอยกวาตํารับไมโครอิมัลชัน
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การศึกษาการซึมเพื่อการขนสงของลูกปลาทดลองหลังจากไดรับยาสลบชนิดตางๆ

ทําการซึมลูกปลาเพื่อการขนสงโดยใชนํ้ามันขาความเขมขน 150 พีพีเอ็มของรูปแบบนํ้ามันขาที่ทํา
ละลายดวยเอทานอลบริสุทธิ์ นํ้ามันขารูปแบบไมโครอิมัลชัน และนํ้ามันขาในรูปแบบนาโนอิมัลชัน ใน
ความหนาแนนของลูกปลานิลที่แตกตางกันคือ 100 150 และ 200 ตัว ตอนํ้า 4 ลิตร ตอถุงการบรรจุ ผล
การศึกษาพบวาลูกปลาทุกกลุมที่ไดรับนํ้ามันขาความเขมขน 150 พีพีเอ็ม จะมีการตอบสนองตอภายนอก
ลดลง วายนํ้าชาลง และหายใจชาลง สวนกลุมที่ไดรับนํ้าสะอาดเพียงอยางเดียวจะยังคงมีการตอบสนองจาก
ภายนอก วายนํ้าอยางรวดเร็ว และหายใจอยางรวดเร็ว

หลังจากสิ้นสุดการทดลองที่ 4 ชั่วโมง พบวาปลาในกลุมที่ไดรับเพียงนํ้าสะอาดที่ความหนาแนน 200
ตัวมีอัตราการตายที่ 4.2 ± 1.2 % เมื่อทําการตรวจคุณภาพนํ้าหลังจาก ผลการศึกษาพบวาคาแอมโมเนียในนํ้า
จะพบสูงขึ้นเมื่อมีความหนาแนนปลามากขึ้น และจะพบวาคาแอมโมเนียในนํ้าจะมีมากในกลุมไดรับนํ้า
สะอาด (p<0.05) เมื่อเทียบกับนํ้ามันขาที่ทําละลายดวยเอทานอลบริสุทธิ์ กลุมที่ไดรับนํ้ามันขารูปแบบไม
โครอิมัลชัน และกลุมนํ้ามันขารูปแบบนาโนอิมัลชัน ที่ความหนาแนน 100 ตัว พบวาคาไนไตรทในนํ้าจะมี
มากในกลุมไดรับนํ้าสะอาด (p<0.05) เมื่อเทียบกับทุกกลุมการทดลอง คากรด-เบสในนํ้าพบวาที่ความ
หนาแนน 100 ตัว กลุมที่ไดรับนํ้าสะอาดมีคากรดเบสในนํ้าสูงกวากลุมอ่ืน (p<0.05) สวนที่ความหนานแนน
150 และ 200 ตัว กลุมที่ไดรับนํ้ามันขารูปแบบไมโครอิมัลชัน และกลุมนํ้ามันขารูปแบบนาโนอิมัลชันมีคา
กรดเบสในนํ้าสูงกวากลุมอ่ืน (p<0.05) สวนคาออกซิเจนที่ละลายในนํ้าพบวาที่ความหนาแนนของลูกปลา
150 ตัว และ 200 ตัว ในกลุมที่ไดรับนํ้าสะอาดเพียงอยางเดียวมีแนวโนมคาออกซิเจนที่ละลายในนํ้าตํ่ากวา
กลุมการทดลองอ่ืน (p<0.05) และเมื่อทําการเลี้ยงลูกปลาทดลองตอไป 2 สัปดาหพบวาลูกปลามีอัตราการ
เจริญเติบโตปกติในทุกกลุมการทดลองและไมพบอัตราการตาย (ภาพที่ 87 ถึงภาพที่ 88 และตารางที่ 116 ถึง
ตารางที่ 119)
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ภาพท่ี 87 แสดงผลการทดสอบทางสถิติของคาแอมโมเนียในนํ้า (A) และคาไนไตรทในนํ้า (B) โดย 1 = ไดรับนํ้าสะอาด,
2 = ไดรับนํ้ามันขาที่ทําละลายดวยเอทานอลบริสุทธิ์, 3 = ไดรับนํ้ามันขาในรูปแบบไมโครอิมัลชัน, 4 = ไดรับนํ้ามันขาในรูปแบบนาโนอิมัลชัน

A B

1 2 3 4
100 ตัว

1 2 3 4
150 ตัว

1 2 3 4
200 ตัว

1 2 3 4
100 ตัว

1 2 3 4
150 ตัว

1 2 3 4
200 ตัว
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ตารางท่ี 116 แสดงคาแอมโมเนียรวมในนํ้าเฉลี่ยหลังจากทําการซึมปลานิลทดลองดวยยาสลบชนิดตางๆ และที่ระดับความหนาแนนตางๆ (N = 5)

นํ้าสะอาด
(Mean ± SD)

นํ้ามันขา
(Mean ± SD)

นํ้ามันขาไมโครอิมัลชัน
(Mean ± SD)

นํ้ามันขานาโนอิมัลชัน
(Mean ± SD)

ความหนาแนนท่ี 100 ตัว 0.96 ± 0.08 0.75 ± 0.08 0.71 ± 0.08 0.65 ± 0.10
ความหนาแนนท่ี 150 ตัว 1.46 ± 0.13 1.30 ± 0.07 1.24 ± 0.05 1.18 ± 0.11
ความหนาแนนท่ี 200 ตัว 2.22 ± 0.20 1.94 ± 0.20 1.71 ± 0.14 1.70 ± 0.24

ตารางท่ี 117 แสดงคาไนไตรทรวมในนํ้าเฉลี่ยหลังจากทําการซึมปลานิลทดลองดวยยาสลบชนิดตางๆ และที่ระดับความหนาแนนตางๆ (N = 5)

นํ้าสะอาด
(Mean ± SD)

นํ้ามันขา
(Mean ± SD)

นํ้ามันขาไมโครอิมัลชัน
(Mean ± SD)

นํ้ามันขานาโนอิมัลชัน
(Mean ± SD)

ความหนาแนนท่ี 100 ตัว 0.04 ± 0.02 0.01 ± 0.02 0.01 ± 0.01 0.02 ± 0.02
ความหนาแนนท่ี 150 ตัว 0.05 ± 0.02 0.04 ± 0.02 0.04 ± 0.03 0.03 ± 0.02
ความหนาแนนท่ี 200 ตัว 0.07 ± 0.03 0.05 ± 0.03 0.03 ± 0.01 0.03 ± 0.02
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ภาพท่ี 88 แสดงผลการทดสอบทางสถิติของคากรด-เบสในนํ้า (A) และคาออกซิเจนที่ละลายในนํ้า (B) โดย 1 = ไดรับนํ้าสะอาด,
2 = ไดรับนํ้ามันขาที่ทําละลายดวยเอทานอลบริสุทธิ์, 3 = ไดรับนํ้ามันขาในรูปแบบไมโครอิมัลชัน, 4 = ไดรับนํ้ามันขาในรูปแบบนาโนอิมัลชัน

A B

1 2 3 4
100 ตัว

1 2 3 4
150 ตัว

1 2 3 4
200 ตัว

1 2 3 4
100 ตัว

1 2 3 4
150 ตัว

1 2 3 4
200 ตัว
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ตารางท่ี 118 แสดงคากรด-เบสในนํ้าเฉลี่ยหลังจากทําการซึมปลานิลทดลองดวยยาสลบชนิดตางๆและที่ระดับความหนาแนนตางๆ (N = 5)

นํ้าสะอาด
(Mean ± SD)

นํ้ามันขา
(Mean ± SD)

นํ้ามันขาไมโครอิมัลชัน
(Mean ± SD)

นํ้ามันขานาโนอิมัลชัน
(Mean ± SD)

ความหนาแนนท่ี 100 ตัว 6.47 ± 0.20 6.61 ± 0.10 6.69 ± 0.26 6.72 ± 0.22
ความหนาแนนท่ี 150 ตัว 6.67 ± 0.20 6.72 ± 0.26 6.82 ± 0.24 6.76 ± 0.23
ความหนาแนนท่ี 200 ตัว 6.40 ± 0.09 6.57 ± 0.35 6.77 ± 0.13 6.82 ± 0.15

ตารางท่ี 119 แสดงคาออกซิเจนที่ละลายในนํ้าเฉลี่ยหลังจากทําการซึมปลานิลทดลองดวยยาสลบชนิดตางๆและที่ระดับความหนาแนนตางๆ ( N = 5)

นํ้าสะอาด
(Mean ± SD)

นํ้ามันขา
(Mean ± SD)

นํ้ามันขาไมโครอิมัลชัน
(Mean ± SD)

นํ้ามันขานาโนอิมัลชัน
(Mean ± SD)

ความหนาแนนท่ี 100 ตัว 5.92 ± 0.16 6.14 ± 0.27 6.04 ± 0.42 6.12 ± 0.35
ความหนาแนนท่ี 150 ตัว 4.49 ± 0.20 4.82 ± 0.10 4.82 ± 0.17 4.55 ± 0.20
ความหนาแนนท่ี 200 ตัว 3.91 ± 0.39 4.41 ± 0.27 4.40 ± 0.19 4.50 ± 0.14
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บทที่ 6
อภิปรายและวิจารณผล

นํ้ามันหอมระเหยสมุนไพรที่นิยมใชในการสลบปลา คือ นํ้ามันกานพลู เน่ืองจากมีสารออกฤทธิ์คือ
ยูจีนอล ทําใหมีการศึกษากันเปนจํานวนมาก อยางไรก็ตามการศึกษาคร้ังน้ีพบวานํ้ามันขาสามารถสลบปลา
ไดโดยสารสําคัญในนํ้ามันขา คือ 1,8-cineole ซึ่งยังไมมีรายงานถึงผลของสารดังกลาวตอฤทธิ์การสลบใน
ปลา สาร 1,8-cineole มีชื่อพองหลายชื่อ เชน eucalyptol และ cajeputol เปนตน จัดอยูในกลุม monoterpene
พบไดในสมุนไพรที่มนุษยใชปรุงอาหาร เชน basil, rosemary, sage, cardamom, ginger และ peppermint
เปนตน แตพบมากในนํ้ามันยูคาลิปตัสซึ่งมี 1,8-cineole มากกวา 80% นอกจากน้ี 1,8-cineole ยังมีฤทธิ์ทาง
เภสัชวิทยาหลายอยาง เชน ในคนใชรักษา severe pulmonary diseases เชน asthma ซึ่งไปออกฤทธิ์
mucolytic, bronchodilating, และ anti-inflammatory properties นอกจากน้ี ยังรักษา acute sinusitis มี
การศึกษาพบวานํ้ามันหอมระเหยจากขาสามชนิด ไดแก Alpinia malaccensis, Alpinia galanga และ Alpinia
officinarum มีสวนประกอบถึง 60 ชนิด โดยสารสําคัญหลัก คือ 1,8-cineole (21.6%), Chavicol (17.7%)
และ -bisabolene (15.6%) สวนนํ้ามันหอมระเหยจาก A. officinarum มีสวนประกอบ 53 ชนิด โดย
สวนประกอบสําคัญคือ -bisabolene (10.6%) -trans-bergamotene (7.9%) และ -sesquiphellandrene
(6.9%) นอกจากน้ีนํ้ามันหอมระเหยจาก A. malaccensis มี 41 ชนิด โดยสารสําคัญหลัก คือ 1,8-cineole
(11.9%) linalool (9%) และ fenchyl acetate (8.6%) สัดสวนของสารกลุม oxygenated monoterpenes พบมาก
ใน A. galanga oil (72%) และ A. malaccensis oil (45%), ในขณะที่ sesquiterpene hydrocarbons พบมากใน
A. officinarum essential oil (47%) (Pripdeevech et al., 2009)

มีรายงานถึงผลของสาร 1,8-cineole ที่ออกฤทธิ์ระงับประสาท โดย Araujo et al. (2009) ได
ทําการศึกษาถึงผลของนํ้ามันหอมระเหยจากใบของปุดขนหรือปุดนา (Alpinia zerumbet) ในหนูทดลอง โดย
ปุดนาอยูในวงศ Zingiberaceae เปนพืชตระกูลขิงขา พบไดทั่วไปตามริมหวยหนอง คลองบึง ในพื้นที่ราบ
ของภาคใต เชื่อวาเหงาของปุดนาเปนสวนผสมของยาอายุวัฒนะและยาเสริมสมรรถนะทางเพศของผูชาย
สวนในประเทศบลาซิลใชเปนยาขับนํ้า ลดความดัน และใชในการซึม สารสําคัญจากนํ้ามันสมุนไพร
ดังกลาวประกอบดวย terpinen-4-ol จํานวน 25.7 % และ 1,8-cineole, 24.61 % การศึกษาโดยการฉีดนํ้ามัน
หอมระเหยจากใบของปุดนาเขาชองทองในหนูในความเขมขน 50 หรือ 100 mg/kg หลังจากน้ัน 30 นาทีทํา
การทดสอบพฤติกรรมตางๆผลการศึกษาพบวา นํ้ามันหอมระเหยจากใบของปุดนามีผลโดยตรงตอ
พฤติกรรมโดยมีพฤติกรรมตางๆลดลง เชน  การเคลื่อนที่ การทําความสะอาดตัว มีผลทําใหการทํางานของ
ระบบสั่งการ (motor activity) และเสริมฤทธิ์กับสาร pentobarbital โดยทําใหสัตวสามารถหลับไดยาวนาน
ขึ้น มีความเปนไปไดวาสารดังกลาวกดการทํางานของระบบประสาทสวนกลาง (CNS) สรุปวานํ้ามันหอม
ระเหยจากใบของปุดนามีคุณสมบัติกดประสาท (depressant) และมีความเปนไปไดในฤทธิ์ระงับประสาท
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(antipsychotic activity) สวนการศึกษาคร้ังน้ีถือเปนรายงานผลนํ้ามันขาตอการสลบในปลาคร้ังแรก อยางไร
ก็ตามยังไมทราบกลไกการออกฤทธิ์ที่แนนอน สวนมากจะพบการศึกษาในนํ้ามันดอกการพลูโดยพบวา
นํ้ามันกานพลูทําใหอัตราการหายใจลดลง เน่ืองจากการกดการทํางานของของ respiratory center ที่สมอง
สวน medullar oblongata และสงผลกดการทํางานของระบบประสาทสวนกลาง เน่ืองจากเหงือกเปนอวัยวะ
หลักในการนําเขาและกําจัดออกของยาสลบออกจากรางกาย ดังน้ันการการทํางานของเหงือกจึงสงผลตอการ
ทํางานของยาสลบเชนกัน อุณหภูมิของนํ้าสงผลตอการหายใจในปลาของปลา โดยเมื่ออุณหภูมินํ้าเพิ่มขึ้น
ปลาจะมีอัตราการหายใจที่เร็วขึ้น ในทางตรงกันขามอัตราการหายใจของปลาจะลดลงเมื่ออุณหภูมิของนํ้า
ลดลงเชนกัน ในนํ้าที่มีอุณหภูมิสูงจะมีผลทําใหยาสลบดูดซึมเขาในรางกายมากขึ้นเน่ืองจากอัตราการหายใจ
เร็วและอัตราการเตนของหัวใจสูงขึ้นน่ันเอง (Javahery et.al., 2012) อีกหน่ึงสมมุติฐานของการลดการ
หายใจหรือหยุดหายใจและการเกิดสภาะว medullary collapse ในปลาบางชนิด คือ นํ้ามันกานพลูมี
คุณสมบัติเปน neurotoxic และ hepatotoxic ซึ่งรายงานในสัตวเลี้ยงลูกดวยนม (Sladkyal, 2001)

การศึกษาพฤติกรรมระยะเวลาการสลบและระยะเวลาการฟนสลบ พบวาความเขมขนของนํ้ามันขา
มีความสัมพันธตอระยะเวลาในการเหน่ียวนําใหเกิดการสลบ และระยะเวลาการฟนสลบ โดยนํ้ามันขาใน
ความเขมขนสูงจะทําใหระยะเวลาในการเหน่ียวนําใหเกิดการสลบสั้นกวา กลุมนํ้ามันขาในความเขมขนตํ่า
สอดคลองกับการทดลอง Hoseini และ Ghelichpour (2011) ที่ทําการศึกษาในปลา Beluga (Huso huso (L.))
โดยแบงกลมดังน้ี กลุมควบคุมคือกลุมที่ไมไดรับยาสลบ กลุมอ่ืนคือกลุมที่ไดรับนํ้ามันกานพลูในความ
เขมขน 300, 500, 700, 1,800 และ 3,000 พีพีเอ็มตามลําดับ ผลการทดลองพบวาความเขมขนของนํ้ามัน
กานพลูมีความสัมพันธตอระยะเวลา ในการเหน่ียวนําใหเกิดการสลบและระยะเวลาการฟนสลบ โดยนํ้ามัน
กานพลูในความเขมขนสูงจะทําใหระยะเวลาในการเหน่ียวนําใหเกิดการสลบสั้นกวากลุมนํ้ามันกานพลูใน
ความเขมขนตํ่า Woody และคณะ (2002) ศึกษาผลของนํ้ามันกานพลูความเขมขน 20, 50 และ 80 พีพีเอ็ม
เพื่อทําการสลบภายใน 3 นาที และฟนสลบภายใน 10 นาที ในปลา sockeye salmon (Oncorhynchus nerka)
ที่จับไดจากธรรมชาติ ผลการศึกษาพบวาปลาที่รับความเขมขน 110 พีพีเอ็ม ไมสามารถฟนสลบไดภายใน
15 นาที ทําการศึกษาปจจัยตางๆที่มีผลตอระยะเวลาในการเหน่ียวนําใหเกิดการสลบ ระยะเวลาการฟนสลบ
ดังน้ี คือ เพศ ความเขมขนของนํ้ามันกานพลูความยาวและความลึกของตัวปลา ผลการศึกษาพบวาระยะเวลา
ในการเหน่ียวนําใหเกิดการสลบมีความสัมพันธกับความยาวของตัวปลาที่นํ้ามันกานพลูในความเขมขน 20,
50 และ 80 พีพีเอ็ม แตที่นํ้ามันกานพลูในความเขมขน 110 พีพีเอ็ม ไมมีความสัมพันธดังกลาว สวนความ
ยาวของตัวปลา ไมมีความสัมพันธกับระยะเวลาการฟนสลบในทุกความเขมขนของนํ้ามันกานพลู สรุปวา
นํ้ามันกานพลูในความเขมขน 50 พีพีอ็ม เหมาะสมสําหรับการทําสลบปลา sockeye salmon ต้ังแตขนาดตัว
400 ถึง 550 มิลลิเมตร ในชวงนํ้าที่มีอุณหภูมิเทากับ 9–10 องศาเซลเซียส นอกจากน้ี Cunha และคณะ (2010)
และ Park และคณะ (2011) ศึกษาระยะเวลาในการเหน่ียวนําใหเกิดการสลบและระยะเวลาการฟนสลบของ
นํ้ามันกานพลูและลิโดเคนไฮโดรคลอไลด (lidocaine-HCl) ในปลา marine medaka (Oryzias dancena) ที่
อุณหภูมินํ้าตางๆกัน คือ ที่ 23, 26 และ 29 องศาเซลเซียส รวมทั้งความเขมขนของยาสลบทั้ง 2 ชนิดที่
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แตกตางกัน ไดแก นํ้ามันกานพลูที่ความเขมขน 50, 75, 100, 125, 150 และ 175 พีพีเอ็ม และลิโดเคนไฮโดร
คลอไลดที่ความเขมขน 300, 400, 500, 600, 700 และ 800 พีพีเอ็ม ผลการศึกษาพบวาระยะเวลาในการ
เหน่ียวนําใหเกิดการสลบจะสั้นลงเมื่อความเขนขนของยาสลบสูงขึ้นและอุณหภูมิของนํ้าสูงขึ้นอยางมี
นัยสําคัญ โดยใหผลเชนเดียวกันของยาสลบทั้งสองชนิด ความเขมขนที่เหมาะสมในการในการทําสลบปลา
ใน 1 นาทีของนํ้ามันกานพลูที่อุณหภูมิ 23 องศาเซลเซียสคือ 125 พีพีเอ็ม ที่อุณหภูมิ 26 องศาเซลเซียสคือ
100 พีพีเอ็มและที่อุณหภูมิ 29 องศาเซลเซียสคือ 75 พีพีเอ็ม สวนลิโดเคนไฮโดรคลอไลดที่อุณหภูมิ 23 องศา
เซลเซียสคือ 800 พีพีเอ็ม และที่อุณหภูมิ 26 และ 29 องศาเซลเซียสคือ 700 พีพีเอ็ม นอกจากน้ียังพบวา
ระยะเวลาในการเหน่ียวนําใหเกิดการสลบและระยะเวลาการฟนสลบในปลา marine medaka ขนาดเล็กจะมี
สั้นกวาปลา marine medaka ที่มีขนาดใหญกวา ระยะเวลาการฟนสลบจะสั้นเมื่อไดรับนํ้ามันกานพลูในความ
เขมขนนอยแตจะนานขึ้นเมื่อไดรับนํ้ามันกานพลูในความเขมขนที่มากขึ้น การใชนํ้ามันกานพลูในความ
เขมขน 12.5 มก./ลิตร จะชวยลดความเครียด ลดอัตราการตายในระหวางการจับบังคบและการขนสง
เน่ืองจากปลาสามารถยังมีกิจกรรมการวายนํ้า การหายใจ (Piper et al., 2001; Cook et al., 2004) ความเขมขน
ของนํ้ามันกานพลูที่เหมาะสมสําหรับการสลบคือ ระหวาง 50 ถึง 100 มก./ลิตร และ 10 ถึง 30 มก./ลิตร
สําหรับวัตถุประสงคในการจับบังคับ คุณภาพนํ้าที่มีผล เชน อุณหภูมิ กรด-เบส ความเค็ม และความกระดาง
อาจมีผลตออัตราการเมตาโบลิซึม การรักษาสมดุลยกรด-เบสของรางกาย รวมทั้งการรักษาสมดุลยของ
ไอออน (Iwama et al., 1989; Schoettger 1967; Heisler 1988; Perry and Gilmour 2006) โดยอุณหภูมิมีผลตอ
การสลบมากที่สุด และกรด-เบสของนํ้ามีผลตอการสลบนอยที่สุด อยางไรก็ตามในปลาที่อยูในสภาวะ
สิ่งแวดลอมที่เปนกรดอาจมีผลตอสุขภาพปลาได ดังน้ันควรมีการตรวจกรด-เบสของนํ้ากอน เมื่อมีการ
เปลี่ยนแปลงของอุณหภูมินํ้าที่มากกวาอุณหภูมิปกติ 2 องศาเซลเซียสอาจมีผลตอระยะเวลาในการเหน่ียวนํา
ใหเกิดการสลบและระยะเวลาการฟนสลบ เมื่อละลายยาสลบลงในนํ้า และใชในการสลบปลามากกวาหน่ึง
ตัวอาจสงผลใหระยะเวลาในการเหน่ียวนําใหเกิดการสลบระยะเวลาการฟนสลบเปลี่ยนแปลงไปได
เน่ืองจากการสลายตัวหรือถูกเจือจางของสารสําคัญในนํ้า รวมทั้งสารคัดหลั่งตางๆที่ออกมาจากตัวปลา เชน
เลือดหรือเมือก (Summerfelt and Smith 1990; Burka et al., 1997; Schoettger 1967) ดังน้ันเพื่อเปนการ
ควบคุมการทดลองในการศึกษาคร้ังน้ี มีการเปลี่ยนนํ้าที่ผสมยาสลบแลวในปลาทดลองทุกๆสามตัว เพื่อลด
ความคลาดเคลื่อนดังกลาว และผลการทดลองพบวาความเขมขนของนํ้ามันขามีความสัมพันธ ตอระยะเวลา
ในการเหน่ียวนําใหเกิดการสลบและระยะเวลาการฟนสลบ และนํ้ามันขาในรูปแบบไมโครอิมัลชันและ
นํ้ามันขาในรูปแบบนาโนอิมัลชันเหน่ียวนําใหเกิดการสลบสั้นกวา นํ้ามันขารูปแบบที่ทําละลายดวยเอทานอ
ลบริสุทธิ์  อยางไรก็ตามเปนที่นาสังเกตวานํ้ามันขาในรูปแบบนาโนอิมัลชันจะเหน่ียวนําใหเกิดการสลบที่
สั้นกวา นํ้ามันขาที่ทําละลายดวยเอทานอลบริสุทธิ์

ระยะเวลาในการเหน่ียวนําใหเกิดการสลบและระยะเวลาการฟนสลบของปลา silver catfish
(Rhamdia quelen) ดวยสารยูจีนอล จากน้ันทําการจับบังคับเพื่อวัดรางกาย (biometry) และเก็บเลือดที่ 0, 1
และ 4 ชั่วโมงหลังการจับบังคับ ผลการทดลองพบวาความเขมขนของสารยูจีนอลที่เหมาะสมในการสลบคือ
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20 – 50 มก./ลิตร และพบวาในกลุมที่ไมไดรับยาสลบในชั่วโมงที่ 4  ของการจับบังคับ มีฮอรโมนคอลติซอล
ในเลือด สูงกวาชั่วโมงที่ 0 และพบวาในกลุมที่ไดรับสารยูจีนอลความเขมขน 50 พีพีเอ็ม ในชั่วโมงที่ 4 มี
ฮอรโมนคอลติซอลในเลือดนอยกวากลุมควบคุมทุกระยะเวลาการทดลอง สรุปไดวาสารยูจีนอลสามารถ
ยับยั้งฮอรโมนคอลติซอลในเลือด

การใชยาสลบในปลาประโยชนเพื่อการควบคุมที่งาย โดยลดการบาดเจ็บ นอกจากน้ียาสลบยังชวยลด
หรือยับยั้ง hypothalamo–pituitary –interrenal (HPI) axis ที่เกี่ยวกับ handling stress ซึ่งการทํางานของ (HPI)
axis ในระหวางที่มีความเครียดจะทําใหเกิดการหลั่งของฮอรโมนคลอติซอล และเกิด secondary stress
responses ตามมา  เชน การเพิ่มขึ้นของกลูโคสและแลตเตทในกระแสเลือด (Rotllant et al., 2001; Skjervold
et al., 2001) โดยการเพิ่มขึ้นดังกลาวสงผลตอคุณภาพของเน้ือปลา (Skjervold et al., 1999, 2001; Silva and
Nunez, 2001) การเพิ่มขึ้นของฮอรโมนคลอติซอลยังสงผลตอระบบภูมิคุมกันของรางกายใหทํางานไดลดลง
ดังมีรายงานในปลาหลายชนิด เชน ในปลา salmonid fish (Maule et al., 1989; Pickering and Pottinger,
1989) และปลา channel catfish (Davis et al., 2002) การเพาะเลี้ยงสัตวนํ้าในปจจุบันมักจะมีการเลี้ยงที่
หนาแนน ดังน้ันสงผลใหคุณภาพนํ้ามีคาแอมโมเนียสูงแตมีออกซิเจนที่ละลายในนํ้านอย ซึ่งเปนปจจัยที่ทํา
ใหปลาเกิดความเครียด (Boyd, 1982; Fries et al., 1993; Abdalla and Romaire, 1996; Torrans et al., 2003)
มีการศึกษาของ Tomasso และคณะ (1981a) พบวาเมื่อปลา channel catfish ไดรับสภาวะที่มีออกซิเจนตํ่า
และมีแอมโมเนียสูงนาน 24 ชั่วโมง จะพบการสูงขึ้นของฮอรโมนคลอติโคสเตียรอยดในกระแสเลือดอยาง
รวดเร็วและจาการศึกษาครังน้ีพบวา นํ้ามันขาสามารถปองการสูงขึ้นของฮอรโมนคลอติโคสเตียรอยดใน
กระแสเลือด จากการศึกษาการเปลี่ยนแปลงทางสรีรวิทยาของความเครียด โดยการศึกษาคาเลือดตางๆพบวา
เมื่อทําการสลบปลาดวยสาร MS-222 มีผลเปลี่ยนแปลงทางคาเลือด คือ ระดับกลูโคสและระดับคลอติซอล
ในเลือดมีมากกวากลุมที่ทําสลบดวยนํ้ามันขา ทั้งในปลาคารพและปลานิล สวนคาอีโมโกลบินและปริมาณ
เม็ดเลือดแดงอัดแนนมีมากกวากลุมที่ทําสลบดวยนํ้ามันขาในปลาคารพแตไมใหผลแตกตางกันในปลานิล
สวนจํานวนเม็ดเลือดแดงมีแนวโนมสูงในกลุมที่ทําสลบดวยสาร MS-222 เมื่อเทียบกับกลุมที่ทําสลบดวย
นํ้ามันขา แตไมแตกตางอยางมีนัยสําคัญ อยางไรก็ตามไมพบความแตกตางกันของกลุมที่ทําสลบดวยสาร
MS-222 และกลุมที่ทําสลบดวยนํ้ามันขาในคาระดับแลคเตทและจํานวนเม็ดเลือดขาว ซึ่งสอดคลองกับการ
ทดลองของ Hoseini และ Ghelichpour 2011 ที่ทําการศึกษาในปลา Beluga (Huso huso (L.)) โดยแบงกลม
ดังน้ี กลุมควบคุมคือกลุมที่ไมไดรับยาสลบ กลุมอ่ืนคือกลุมที่ไดรับนํ้ามันกานพลูในความเขมขน 300, 500,
700, 1,800 และ 3,000 พีพีเอ็มตามลําดับ พบวาผลทางโลหิตวิทยาคา white blood cell (WBC) และคา
differential leukocyte count ไมแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติในทุกกลุมการทดลอง ในกลุมที่ไดรับ
นํ้ามันกานพลูในความเขมขน 300-700 พีพีเอ็ม พบวาคา hematocrit (Hct), hemoglobin (Hb), red blood cell
(RBC) และ mean corpuscular hemoglobin concentration มีสูงกวาอยางมีนัยสําคัญเมื่อเทียบกับกลุมที่ไดรับ
นํ้ามันกานพลูในความเขมขน 1,800 และ 3,000 พีพีเอ็ม และกลุมควบคุม ในกลุมควบคุมและกลุมที่ไดรับ
นํ้ามันกานพลูในความเขมขน 3,000 และ 1,800 พีพีเอ็ม มีคา mean corpuscular hemoglobin ตํ่ากวากลุมอ่ืน
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และมีการรายงานของ Gholipourkanani และ Ahadizadeh (2013) ถึงการศึกษาทางโลหิตวิทยาพบวาคา Total
RBC, WBC, HCT, MCH, MCV และ leukogram indices ของปลาทองในกลุมที่ทําสลบดวย propofol ไม
แตกตางอยางมีนัยสําคัญเมื่อเทียบกับกลุมควบคุม และกลุมที่ไดรับนํ้ามันกานพลู อยางไรก็ตามคา MCHC
(%) และ Hb (g/dl) ในกลุม propofol นอยกวากลุมควบคุมและกลุมที่ไดรับนํ้ามันกานพลูอยางมีนัยสําคัญ
Kristan et al. (2012) ศึกษาผลของยาสลบ Propiscin, 2-phenoxyethanol, clove oil และ tricaine methane
sulphonate (MS 222) ตอการเปลี่ยนแปลง haematological และ biochemical blood profiles ในปลา
pikeperch (Sander lucioperca L.) โดยทําการเจาะเลือดที่ 10 นาที หลังจากสลบ และ 24 ชั่วโมงหลังจาก
สลบ ผลการศึกษาพบวาคา erythrocyte count และคา haematocrit นอยลงอยางมีนัยสําคัญที่ 24 ชั่วโมง
หลังจากไดรับยาสลบ 2-phenoxyethanol โดยเทียบกับกลุมที่ไมไดรับยาสลบ สวน mean corpuscular
haemoglobin concentration เพิ่มขึ้นในกลุม 2-phenoxyethanol และกลุม Propiscin เมื่อเทียบกับกลุมที่ไมได
รับยาสลบ สวนกลุม 2-phenoxyethanol, MS 222, Propiscin และกลุมนํ้ามันกานพลู มีคา leukocyte count
ตํ่ากวากลุมที่ไมไดรับยาสลบ คากลูโคสในเลือดของกลุม นํ้ามันกานพลูและ MS 222 สูงกวากลุมที่ไมไดรับ
ยาสลบ สรุปไดวานํ้ามันกานพลูมีผลกระทบนอยกวา MS 222 ในการทําสลบปลา pikeperch สวน Propiscin
และ 2-phenoxyethanol ไมเหมาะสมตอการจับบังคับในปลา pikeperch อยางไรก็ตาม Sladky และคณะ
(2012) ศึกษาพบวาการสลบดวยนํ้ามันกานพลูจะทําใหระยะเวลาในการเหน่ียวนําใหเกิดการสลบสั้นกวา
และระยะเวลาการฟนสลบนานกวาเมื่อเทียบกับกลุม tricaine methanesulfonate ในปลา red pacu (Piaractus
brachypomus) ในระหวางการทําสลบจะทําให mixed venous-arterial PO2 ลดลง ในขณะที่ PCO2 เพิ่มขึ้น
เมื่อเกิดการเพิ่มขึ้นของ PCO2 จะพบวาเกิดสภาวะ respiratory acidosis การทําสลบทําใหมีการเพิ่มขึ้นของ
กลูโคส, โพแทสเซียม และ โซเดียมในเลือด รวมทั้งการเพิ่มขึ้นของ Hct และ hemoglobin และยังพบวาปลา
ที่ทําสลบดวยยูจีนอลมีการตอบสนองตอเข็มที่จ้ิมใตผิวหนัง (hypodermic needle puncture) มากกวากลุมที่
ทําสลบดวย tricaine methanesul fonate

นํ้ามันกานพลูที่ความเขมขนมากกวา 20 พีพีเอ็ม สามารถปองกันการเพิ่มขึ้นของระดับฮอรโมนคลอ
ติซอลในพลาสมาของปลาแอตแลตติกแซลมอน อยางไรก็ตามยังไมสามารถอธิบายกลไกดังกลาวได แตเชื่อ
วานํ้ามันกานพลูออกฤทธิ์รบกวนที่สมองสวน hypothalamus (Iversen et al., 2003) ระดับคอติซอลในปลาที่
ไมเครียดอยูระหวาง 5 ถึง 51 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร แตเมื่อเกิดความเครียดระดับคอติซอลอาจไปถึง 30 ถึง
309 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร (Davidson et al., 2000) สวนในปลา silver catfish ระดับคอติซอลในปลาที่ไม
เครียดอยูระหวาง 23.80 ± 5.45 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร และในสภาวะ chronic stress อยูระหวาง 55.23 ±
11.44 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร การเพิ่มขึ้นของระดับคอติซอลในเลือดมักขึ้นอยูกับชนิดของปจจัยความเครียด
ที่ไดรับ เชนในปลา rainbow trout ที่สัมผัสกับอากาศนาน 30 วินาที สงผลใหเกิดการเพิ่มขึ้นของระดับ
ฮอรโมนคอติซอลในเลือดภายใน 30 นาทีหลังจากสัมผัสอากาศ (Sloman et al., 2001) ในปลา silver catfish
ที่ไดรับสารยูจีนอลพบวามีระดับฮอรโมนคอติซอลในพลาสมาตํ่ากวาในทุกชวงเวลา เมื่อเทียบกับกลุมที่
ไมไดรับยาสลบและจับบังคับดวยมือเปลา Small (2003) ทําการศึกษาการการยับยั้งการหลั่งฮอรโมนคลอติ
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ซอลในปลา channel catfish (Ictalurus punctatus) ดวยยาสลบชนิดตางๆ ไดแก metomidate ความเขมขน 6
พีพีเอ็ม, สาร tricaine methanesulfonate ความเขมขน 100 พีพีเอ็ม, สาร quinaldine ความเขมขน 30 พีพีเอ็ม
และนํ้ามันกานพลู ความเขมขน 100 พีพีเอ็ม ผลการศึกษาพบวาระดับพลาสมาคลอติซอลของปลาที่ไดรับ
metomidate และนํ้ามันกานพลูยังคงอยูที่ baseline ใน 30 นาทีหลังจากทําการสลบ สวนระดับพลาสมาคลอติ
ซอลของปลาที่ไดรับสาร tricaine methanesulfonate และ quinaldine มีระดับพลาสมาคลอติซอลสูงกวา
อยางมีนัยสําคัญเมื่อเทียบกับปลาที่ไดรับ metomidate (ระดับพลาสมาคลอติซอลของปลาที่ไดรับสาร
tricaine methanesulfonate สูงกวา 8 เทา สวนกลุม quinaldine มีระดับพลาสมาคลอติซอลสูงกวา 4 เทา)
อยางไรก็ตามมีรายงานการศึกษาในปลา sunshine bass หลังจากทําการสลบดวย นํ้ามันกานพลู, Aqui-S®,
metomidate, MS-222, quinaldine, และ quinaldine sulfate ผลการศึกษาพบวาทุกกลุมที่ไดรับยาสลบชนิด
ตางๆ มีคาพลาสมาคลอติซอลและนํ้าตาลในเลือดสูงขึ้น ยกเวนกลุมที่ไดรับสาร metomidate

ระบบไมโครอิมัลชันมีประโยชนในการพัฒนายาที่ละลายนํ้าไดยาก เน่ืองดวยคุณสมบัติอนุภาคที่มี
ขนาดเล็กอยูในชวง 20–200 นาโนเมตร (Azeem et al., 2009) เน่ืองจากมีสารลดแรงตึงผิวและสารลดแรงตึง
ผิวรวม ชวยในการเพิ่มพื้นที่ผิวทําใหการรวมตัวกันของวัฏภาคนํ้ากับวัฏภาคนํ้ามันดียิ่งขึ้น (Deshpande et
al., 2001) โดยการศึกษาระบบไมโครอิมัลชันของนํ้ามันขาคร้ังน้ีใชทวีน 20 เปนสารลดแรงตึงผิว และใช
สารลดแรงตึงผิวรวมคือ เอทานอลและไอโซโพรพานอล โดยกลาววาอนุภาคที่มีขนาดเล็กน้ีสามารถแทรก
ซึมผานเขาไปในอวัยวะเปาหมายไดดีกวา (Vyas et al., 2002) เชน มีการพัฒนาระบบไมโครอิมัลชันของยา
theophylline ทําใหมีอัตราการสงผานทางผิวหนังไดดีกวาตํารับธรรมดา (Zhao et al., 2006 ) เชนเดียวกับ
ตํารับไมโครอิมัลชันของยา lidocaine (Sintov and shapiro., 2004) และตํารับไมโครอิมัลชันยา
hydrocortisone (El maghraby, 2008) ซึ่งเพิ่มการซึมผานของตัวยาในผิวหนังของมนุษย เปนตน ผลการ
วิเคราะหหาขนาดอนุภาคของตํารับไมโครอิมัลชันพบวาอยูในชวงนาโนเมตร  และมีการกระจายขนาดอยู
ในชวงแคบ ขนาดอนุภาคของทุกตํารับถือวามีขนาดเล็กมากคืออยูในชวงไมเกิน 70 นาโนเมตร สอดคลอง
กับรายงานวาขนาดอนุภาคไมโครอิมัลชันของนํ้ามันตะไครที่ใช Brij 97, Tween 20 , Triton X-114 และ
Tween 85 มีคาเทากับ 9.5, 91.9, 11.4 และ 78.6 นาโนเมตร ตามลําดับ Kim และคณะ (2009) รายงานวา
ขนาดอนุภาคไมโครอิมัลชันของนํ้ามัน tea tree (Melaleuca alternifolia) ที่ใช sucrose laurate เปนสารลด
แรงตึงผิวหลัก มีคาเทากับ 9.25–9.74  นาโนเมตร  ดังน้ันในผลการทดลองน้ี จึงคลอยตามผลการทดลอง
หลาย ๆ รายงานเกี่ยวกับขนาดของไมโครอิมัลชัน สวนระบบนาโนอิมัลชันเปนรูปแบบยาเตรียมที่เปน
dispersion ของหยดนํ้ามันในนํ้า (O/W) หรือหยดนํ้าในนํ้ามัน (W/O) หอหุมหยดดวยสารลดแรงตึงผิว นาโน
อิมัลชันมีขนาดหยดอนุภาคภายในเล็กมาก มีเสนผานศูนยกลางประมาณไมเกิน 1 ไมครอน นาโนอิมัลชัน
สามารถเตรียมไดโดยการพัฒนาสูตรตํารับใหเหมาะสม และใชแรงดันชวยในการทําใหวัตภาคภายในมี
ขนาดเล็กลง  นาโนอิมัลชันมีลักษณะคลายกับอิมัลชันโดยทั่วไป  แตมีความความคงสภาพมากกวาและ
สามารถกักเก็บตัวยาไดในปริมาณที่มากกวา อีกทั้งยังมีประสิทธิภาพในการรักษามากกวาดวย   ทั้งน้ี
เน่ืองจากนาโนอิมัลชันมีขนาดอนุภาคภายในที่เล็กกวามาก อยางไรก็ตามยังไมเคยมีการศึกษาถึงการสงผาน
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ยารูปแบบไมโครอิมัลชันในสัตวนํ้า ซึ่งมีอวัยวะในการดูดซึมตัวยาแตกตางกับสัตวชนิดอ่ืนๆ คือ เหงือก การ
ออกฤทธิ์ของยาสลบเมื่อละลายลงไปในนํ้า พบวาจะถูกดูดซึมและแพรกระจายผานรอยตอของแองเลือดที่
บริเวณ secondary lamella เขาสู afferent artery และไปออกฤทธิ์ที่ระบบประสาทสวนกลางซึ่งอยูใกลกับ
บริเวณเหงือก (Ross and ross, 2008) เมื่อนํานํ้ามันหอมระเหยละลายลงในนํ้า พบวาสารออกฤทธิ์ในนํ้ามัน
หอมระเหยสามารถดูดซึมผานเหงือก และผิวหนัง โดยเฉพาะในปลาที่ไมมีเกล็ดซึ่ งที่ผิวหนังจะมีเสนเลือด
มาเลี้ยงจํานวนมาก  เมื่อสารออกฤทธิ์ในนํ้ามันหอมระเหยผานเหงือกจะเขาสูกระแสเลือดและกระจายตัวไป
ทั่วรางกาย เน่ืองจากหอมระเหยมีคุณสมบัติเปน lipophilic ทําใหหอมระเหยสามารถเขาสูเน้ือเยื่อไขมันและ
สมองได

ในการศึกษาคร้ังน้ีพบวา ผลของนํ้ามันขาในรูปแบบไมโครอิมัลชันและนํ้ามันขารูปแบบนาโน
อิมัลชัน มีการเหน่ียวนําใหเกิดการสลบที่สั้นกวานํ้ามันขาที่ทําละลายดวยเอทานอลบริสุทธิ์อยางมีนัยสําคัญ
ทั้งน้ีเน่ืองจากอนุภาคของตํารับไมโครอิมัลชันมีขนาดเล็กกวา แตกตางจากนํ้ามันขาที่ทําละลายดวยเอทานอ
ลบริสุทธิ์เมื่อละลายลงในนํ้าปริมาตรนอย ซึ่งจะเกิดเปนลักษณะคอลลอยดคือเปนสารเน้ือเดียวแตไม
ตกตะกอน โดยอนุภาคเสนผานศูนยกลาง คือ 1 x 10-7 ถึง 1 x 10-4 เซนติเมตร ซึ่งจะมีลักษณะขุน คือมีขนาด
อนุภาคมากกวาความยาวคลื่นแสงที่ตามองเห็นได (Azeem et al., 2009) จึงอาจเปนไปไดวาระบบไมโคร
อิมัลชันเพิ่มการละลาย ของนํ้ามันขาและอาจสงผลใหสารสําคัญสามารถซึมผานเหงือกปลาไปออกฤทธิ์ได
ดีกวา นํ้ามันขาในรูปแบบไมโครอิมัลชันและนํ้ามันขาในรูปแบบนาโนอิมัลชันเหน่ียวนําใหเกิดการสลบสั้น
กวา ดวยเหตุน้ีอาจทําใหชวยลดปริมาณของนํ้ามันขาที่ใชในการสลบลงได และชวยประหยัดตนทุนการผลิต
สัตวนํ้า นอกจากน้ียังใชตนทุนในการผลิตนํ้ามันขาในรูปแบบไมโครอิมัลชันที่ตํ่าอีกดวย อยางไรก็ตามควร
มีการศึกษาเพิ่มเติมในสวนของการนําไปใชจริงเพื่อใหเห็นผลเปนรูปธรรม ทั้งน้ีเพื่อกอใหเกิดประโยชนใน
การพัฒนาระบบการเพาะเลี้ยงสัตวนํ้าตอไป
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บทที่ 7
สรุปผลวิจัยและขอเสนอแนะ

1. นํ้ามันขามีสารสําคัญ 2 ชนิด  คือ 1,8-cineole และ 4-allylphenyl acetate และพบวาสาร 1,8-cineole
ในนํ้ามันขามีผลทําใหปลาเกิดการสลบ แตยังไมทราบกลไกการทํางานที่ชัดเจน

2. ปลาแตละชนิดตอบสนองตอความเขมขนของยาสลบแตละชนิดแตกตางกัน โดยพบวาสาร MS-
222 มีระยะเวลาในการเหน่ียวนําใหเกิดการสลบภายในเวลาประมาณ 3 นาที ในปลาคารพตองใช
ความเขมขน 100 มก.ตอลิตร สวนปลานิลตองใชความเขมขน 150 มก.ตอลิตร

3. นํ้ามันขาที่ทําละลายดวยเอทานอลบริสุทธิ์ มีระยะเวลาในการเหน่ียวนําใหเกิดการสลบภายในเวลา
ประมาณ 5 นาที ในปลาคารพตองใชความเขมขน 500 มก.ตอลิตร สวนปลานิลตองใชความเขมขน
900 มก.ตอลิตร

4. ไมโครอิมัลชันและนาโนอิมัลชันของนํ้ามันขาที่พัฒนาขึ้นไดผลิตภัณฑที่สามารถใชสลบปลาทั้ง
สองชนิดไดโดยลดความเขมขนของนํ้ามันขาลง โดยพบวาระยะเวลาในการเหน่ียวนําใหเกิดการ
สลบภายในเวลาประมาณ 3 นาที ในปลาคารพตองใชความเขมขน 200 มก.ตอลิตร สวนปลานิล
ตองใชความเขมขน 700 มก.ตอลิตร สําหรับไมโครอิมัลชัน และมีระยะเวลาในการเหน่ียวนําใหเกิด
การสลบภายในเวลาประมาณ 5 นาที ในปลาคารพตองใชความเขมขน 200 มก.ตอลิตร สวนปลา
นิลตองใชความเขมขน 500 มก.ตอลิตร สําหรับระบบนาโนอิมัลชัน

5. นํ้ามันขาที่ทําละลายดวยเอทานอลบริสุทธิ์ ไมโครอิมัลชัน และนาโนอิมัลชันของนํ้ามันขาสามารถ
ชวยลดฮอรโมนคลอติซอลในกระแสเลือดของปลาทั้งสองชนิดได เมื่อเทียบกับการใชสาร MS-222

6. สาร 1,8-cineole ที่ตกคางในเน้ือปลาพบอยูในระดับตํ่า เมื่อเวลาผานไป 48 ชั่วโมง
7. นํ้ามันขาที่ทําละลายดวยเอทานอลบริสุทธิ์ ไมโครอิมัลชันและนาโนอิมัลชันของนํ้ามันขาในความ

เขมขน 150 มก.ตอลิตร สามารถใชซึมลูกปลานิลเพื่อขนสงได

ขอเสนอแนะ
เน่ืองจากเปนการศึกษาวิจัยคร้ังแรกที่พบวาสารในนํ้ามันขาใชในการสลบปลาได อยางไรก็ตามควร

มีการศึกษาถึงกลไกการออกฤทธิ์ของสารสําคัญดังกลาวในนํ้ามันขา รวมทั้งควรมีการศึกษาถึงผลของนํ้ามัน
ขาตอการสลบปลาเศรษฐกิจชนิดอ่ืนๆ เพื่อวัตถุประสงคตางๆในการควบคุมปลา
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