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บทคัดย่อภาษ าไทย  

ศรัณย์สิริ นวลมณี : การพัฒนาการตรวจการปนเปื้อนของสารออร์กาโนฟอสเฟตจากวุ้น
ตาของปลาแฟนซีคาร์พ (Cyprinus carpio). (DEVELOPMENT OF THE DETECTION 
OF ORGANOPHOSPHATE CONTAMINATION FROM FANCY CARP (CYPRINUS 
CARPIO) VITREOUS HUMOR) อ.ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์หลัก: รศ. สพ.ญ. ดร.นันทริกา 
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สัตว์น้้า การศึกษาครั้งนี้มีวัตถุประสงค์เพ่ือตรวจหาการปนเปื้อนของสารออร์กาโนฟอสเฟตในน้้า
จากอวัยวะต่างๆของปลาโดยใช้แก๊สโครมาโทกราฟี-แทนเด็มแมสสเปกโตรเมตรี (GC-MS/MS) 
โดยใช้ปลาแฟนซีคาร์พ (Cyprinus carpio) จ้านวน 63 ตัวแบ่งเป็น 2 การทดลอง ศึกษาการ
ตกค้างและการสลายตัวของสารออร์กาโนฟอสเฟต โดยเลี้ยงในน้้าที่มีสารไดคลอวอสความเข้มข้น 
1,000 และ 4,000 พีพีบี เป็นเวลา 72 ชั่วโมง จากนั้นเก็บตัวอย่างตามเวลาที่ก้าหนด การศึกษา
การตกค้างพบว่าที่ความเข้มข้น 1,000 พีพีบีมีการตกค้างในวุ้นตาและเนื้อร้อยละ 2.76 และ 1.71 
ตามล้าดับแต่ไม่พบการตกค้างในตับและเลือด ความเข้มข้น 4,000 พีพีบีมีการตกค้างในตับ วุ้นตา
และเนื้อ ร้อยละ 6.79, 5.66 และ 5.54 ตามล้าดับแต่ไม่พบการตกค้างในเลือด การศึกษาการ
สลายตัว พบว่าวุ้นตาจากซากปลาในที่แห้งและในน้้าสามารถตรวจพบสารไดคลอวอสตกค้างได้แม้
จะเก็บตัวอย่างไว้นานถึง 72 ชั่วโมง ผลทางจุลพยาธิวิทยาของตับ ไตและเหงือกมีความรุนแรงของ
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Pesticide contamination in water resources is a problem that effects 

aquatic animals and human health. The objective of this study was to detect 
organophosphate in water from fish by using Gas chromatography - Tandem Mass 
Spectrometry (GC-MS/MS). Sixty three of fancy carp (Cyprinus carpio) were 
separated in two experiments, study on residue and degradation of pesticide after 
death. They were exposed to dichlorvos for 72 hours, in 1,000 ppb and 4,000 ppb. 
Experimental fish organs were collected at various points of times. The result 
indicated that at 1,000 ppb the residue levels in vitreous humor and muscle were 
2.76 and 1.71% respectively, but none was found in liver and blood. At 4,000 ppb 
the liver, vitreous humor and muscle residue levels were 6.79, 5.66 and 5.54% 
respectively, but none was found in blood. Result in degradation experiment 
showed that dichlorvos residue in vitreous humor from dead fish in dry or wet 
condition could be detected until 72 hrs after death. Histopathology of liver, kidney 
and gill showed the severity of pathognomonic lesions were higher increased to the 
higher concentrations of dichlorvos. However eye and muscle tissue had no 
remarkable change. These results showed that the vitreous humor could be useful 
for analyzing pesticide contamination from fish since dichlorvos could be detected 
even in low contamination and detectable period was up to 72 hrs postmortem. 
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บทที่ 1 
บทน า 

 

1.1 ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา 

วุ้นตาเป็นของเหลวทางชีวภาพที่ใช้ตรวจหาสารพิษตกค้างได้และมีข้อดีคือสามารถป้องกัน
การปนเปื้อนจากแบคทีเรียภายนอกและการเน่าเสียได้ดี (Mulla, 2005) มีรายงานการตรวจสารฆ่า
แมลงตกค้างจากวุ้นตาของมนุษย์หลังการตายโดยใช้แก๊สโครมาโทกราฟีพบว่า ปริมาณสารก้าจัดแมลง
ตกค้างในวุ้นตาของมนุษย์มีค่าสูงเมื่อเทียบกับ เนื้อเยื่อของอวัยวะหรือของเหลวทางชีวภาพอ่ืนๆ
(Moriya and Hashimoto, 2005)  

แก๊สโครมาโทกราฟี (gas chromatography) เป็นเทคนิคหนึ่งของโครมาโทกราฟีที่ใช้ในการ
แยกสารที่ผสมรวมกันอยู่หลายชนิดให้ออกจากกัน สามารถหาได้ทั้งชนิดและปริมาณซึ่งสารตัวอย่าง
จะต้องสามารถระเหยได้ แก๊สโครมาโทกราฟีมีหลักการแยกองค์ประกอบคือ สารตัวอย่างที่ต้องการ
ทดสอบจะถูกท้าให้เป็นสถานะแก๊ส สารที่ระเหยแล้วจะเข้าไปใน 2 เฟสที่ไม่เข้ากัน ได้แก่ เฟส
เคลื่อนที่ (mobile phase) หรือ carrier gas ซึ่งจะน้าพาสารทดสอบที่ระเหยแล้วไหลผ่าน เฟสอยู่กับ
ที่ (stationary phase) สารแต่ละชนิดมีคุณสมบัติต่อเฟสทั้งสองที่ต่างกัน ซึ่งส่งผลให้สารแต่ละชนิด
ใช้เวลาในการเดินทางผ่านเฟสทั้งสองไม่เท่ากัน เทคนิคแก๊สโครมาโทกราฟีเป็นเทคนิคที่มีข้อดีที่ส้าคัญ
คือ ใช้แยกสารต่างๆได้ดี มีค่าการแยกสูง (high resolution) มีความไวสูงและวิเคราะห์ได้ถึงระดับ 
หนึ่งในพันล้านส่วน หรือพีพีบี t(แม้น อมรสิทธิ์ et al., 2553) 

ประเทศไทยเป็นประเทศผู้ส่งออกสินค้าทางการเกษตรและสินค้าอุตสาหกรรมอาหารแปรรูป 
ในแง่การเพาะปลูกเกษตรกรมีความเชื่อมั่นในการใช้สารก้าจัดแมลงว่าสามารถป้องกันการสูญเสียของ
ผลผลิตที่เกิดจากแมลงศัตรูพืช ซึ่งท้าให้ได้ผลผลิตต่อไร่ในปริมาณมากและเป็นผลผลิตที่มีคุณภาพดี 
(Panuwet et al., 2012 )กลุ่ มของสาร เคมีที่ ใ ช้ ก้ า จั ดแมลง ในการ เกษตรที่ ส้ า คัญ ได้ แก่  
ออร์กาโนคลอรีน (organochlorines) ออร์กาโนฟอสเฟต (organophosphates) คาบาร์ เมต 
(carbamates) และไพริทรอยด์ (pyrethroids) (ส้านักจัดการคุณภาพน้้า, 2554)  

การใช้สารก้าจัดแมลงทางการเกษตรที่เพ่ิมมากขึ้น ส่งผลให้เกิดการปนเปื้อนสารก้าจัดแมลง
ลงสู่แหล่งน้้ามากขึ้นทั้งโดยตั้งใจและไม่ได้ตั้งใจ เช่น โดยการพัดเอาละอองของสารลงสู่แหล่งน้้า จาก
การปล่อยน้้าเสียของโรงงานอุตสาหกรรมและบ้านเรือน แต่ทางหลักของการปนเปื้อนสู่แหล่งน้้า เกิด
จากสารที่ตกค้างตามบริเวณผิวดินของแหล่งเกษตรกรรมถูกชะล้างโดยน้้าบนผิวดินสู่แหล่งน้้า 
(Thapinta and Hudak, 2000; Ray and Ghosh, 2006) สารก้าจัดแมลงไม่เพียงแต่ใช้ควบคุมแมลง
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ศัตรูพืชเท่านั้น ในการท้าประมงหรือในการเพาะเลี้ยงสัตว์น้้าได้มีการน้าสารก้าจัดแมลงมาใช้เพ่ือการ
ก้าจัดพยาธิภายนอก (external parasite) ที่ก่อโรคในปลาเช่นกัน ซึ่งสารก้าจัดแมลงที่นิยมใช้มาก
ที่สุดในการเพาะเลี้ยงสัตว์น้้าปัจจุบันได้แก่ สารกลุ่มออร์กาโนฟอสเฟต (Monteiro et al., 2006) 

โดยปกติแล้วเมื่อเกิดปัญหาการปนเปื้อนของสารก้าจัดแมลงขึ้นในแม่น้้าหรือแหล่งน้้าไหล 
การไหลของกระแสน้้าได้พัดพาเอาสารเคมีไปเป็นจ้านวนมากหรือจนหมดไป ในกรณีเกิดเหตุการณ์
ปนเปื้อนของสารก้าจัดแมลงในบ่อเลี้ยงผู้เลี้ยงมักท้าการเปลี่ยนถ่ายน้้าจึงท้าให้ยากต่อการตรวจสอบ
สาเหตุที่แท้จริงจากน้้า การตรวจจากตัวสัตว์จึงเป็นอีกวิธีหนึ่งที่สามารถตรวจสอบได้ แต่สัตว์น้้าเป็น
สัตว์ที่เกิดการเน่าสลายได้ไวหลังจากการตาย (Aberoumand, 2010; Ghaly et al., 2010) การ
ตรวจจากซากสัตว์จึงมีข้อจ้ากัดเรื่องการเน่าเสีย ดังนั้นวุ้นตาซึ่งเป็นอวัยวะที่มีอัตราการเน่าสลายช้าจึง
เป็นตัวอย่างที่คาดว่าจะสามารถพัฒนาการตรวจการปนเปื้อนสารก้าจัดแมลงได้ 

 

1.2 วัตถุประสงค์ของการวิจัย 

1.เพื่อศึกษาเปรียบเทียบการตกค้างสารออร์กาโนฟอสเฟตระหว่างวุ้นตากับอวัยวะอ่ืน 

2.เพื่อศึกษาการสลายตัวของสารออร์กาโนฟอสเฟตในวุ้นตาและอวัยวะอ่ืนๆของปลาหลังการ
ตาย 

 

1.3 สมมติฐานการวิจัย 

วุ้นตาสามารถน้ามาใช้ในการตรวจการปนเปื้อนของสารออร์กาโนฟอสเฟตในน้้าได้ทั้งก่อน
และหลังการตาย 

 

1.4 ขอบเขตและข้อจ ากัดของงานวิจัย 

ท้าการศึกษาการตกค้างของสารออร์กาโนฟอสเฟตในปลา โดยใช้ปลาแฟนซีคาร์พเป็น
ตัวแทนของปลาและใช้สารไดคลอวอสเป็นตัวแทนสารกลุ่มออร์กาโนฟอสเฟต ศึกษาเปรียบเทียบ
ปริมาณการตกค้างของสารไดคลอวอสจากอวัยวะต่างๆของปลาที่เลี้ยงในน้้าต่างความเข้มข้น อวัยวะ
ที่ท้าการศึกษาได้แก่ ตับ กล้ามเนื้อ เลือดและวุ้นตา เพ่ือให้ทราบถึงลักษณะการตกค้างในอวัยวะต่างๆ 
ในแต่ละความเข้มข้น และได้ท้าการศึกษาในด้านการสลายตัวของสารไดคลอวอสจากซากปลาตายใน
สภาวะแวดล้อมที่แตกต่างกัน เพ่ือให้ทราบถึงอัตราการสลายตัวของสารดังกล่าวในอวัยวะต่างๆ 
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1.5 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

1.สามารถน้าวุ้นตามาเป็นการวินิจฉัยทางเลือกในการวินิจฉัยภาวะปนเปื้อนของสารฆ่าแมลง
กลุ่มออร์กาโนฟอสเฟตในน้้าได้ 

2.การตรวจสารฆ่าแมลงในวุ้นตาสามารถน้าไปใช้เพ่ือการเฝ้าระวังการปนเปื้อนสารฆ่าแมลง
ในสิ่งแวดล้อมทางน้้าได้ 

3.การตรวจสารฆ่าแมลงในวุ้นตาสามารถน้าไปตรวจหาการปนเปื้อนสารฆ่าแมลงในปลา
บริโภคในท้องตลาดได ้

4.สามารถน้าเอาวิธีการตรวจสารก้าจัดแมลงตกค้างในวุ้นตาไปประยุกต์ใช้กับสารพิษอ่ืนๆ
ต่อไปได ้

5.สามารถน้าไปใช้พัฒนาเป็นดัชนีชี้วัดการปนเปื้อนสารฆ่าแมลงกลุ่มออร์กาโนฟอสเฟตใน
แหล่งน้้าสาธารณะเพ่ือเป็นแนวทางในการก้าหนดนโยบายสาธารณะในการอนุรักษ์สิ่งแวดล้อม 



บทที่ 2 
เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

 

2.1 วุ้นตา 

วุ้นตา (vitreous humor) มีลักษณะเป็นเจลคอลลาเจน (collagenous gel) เป็นของเหลว
ใส ไม่มีเซลล์ มีความหนืด อยู่ภายใต้ชั้นของลูกตาทั้งสามชั้นได้แก่ sclera coroid และ retina (ภาพที่
5) โดยวุ้นตามีหน้าที่ดังนี้ ด้านการมองเห็น (optical)โดยเป็นตัวกลางในการหักเหแสง ด้านกายภาพ 
(mechanical) โดยเป็นตัวค้้าจุนเซลล์และโครงสร้างของลูกตา ด้านการสันดาป (metabolic) โดย
เป็นตัวพาโมเลกุลสารที่ส้าคัญเข้าและออกจากเรตินา (retina) องค์ประกอบหลักของวุ้นตาคือ น้้า 
99% เกลือแร่ 0.9% (ได้แก่ NaCl, KCl, CaCl2และ MgCl2) และ เส้นใยโปรตีน (collagen type II 
fibrils) ร่วมกับสายโพลีแซคคาไรด์แบบมีขั้ว (hyaluronic acid) อีก 0.1% (Nickerson, 2006) 

 

 

 

ภาพที่ 1 โครงสร้างลูกตาของปลากระดูกแข็ง 

ที่มา: Tsonis PA and Tsonis KDR, 2004 
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วุ้นตาเป็นของเหลวทางชีวภาพที่ถูกป้องกันจากการเสื่อมสลายหลังการตายและการปนเปื้อน 
(postmortem degradation and contamination) (Mulla, 2005) การเก็บตัวอย่างจากวุ้นตามีข้อ
ได้เปรียบของเหลวทางชีวภาพอ่ืนๆ เช่น femoral serum, ventricle serum, pericardial fluid 
และ cerebrospinal fluid โดยเป็นวิธีที่ง่ายต่อการเก็บตัวอย่าง มีโอกาสปนเปื้อนเชื้อโรคและเนื้อเยื่อ
ใกล้เคียงขณะเก็บตัวอย่างน้อยรวมทั้งง่ายในเก็บรักษา (Luna, 2009) 

การศึกษาทางนิติวิทยาศาสตร์ได้มีการน้าเอาวุ้นตาไปศึกษาความสัมพันธ์ต่างๆ ได้แก่ 
การศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณอิเล็กโทรไลต์ (electrolytes) ในวุ้นตาเทียบกับอิเล็กโทรไลต์
ในซีรั่มก่อนตาย (antemortem serum electrolytes) การศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณอิเล็ก
โทรไลต์ ในวุ้นตากับระยะเวลาหลั งการตาย (postmortem interval) (Drolet et al., 1990; 
Jashnani et al., 2010) 

การชันสูตรศพในมนุษย์ที่เสียชีวิตเนื่องจากการกินสารก้าจัดแมลงได้มีการน้าวุ้นตาเพ่ือเป็น
หนึ่งในตัวแทนของเหลวทางชีวภาพที่สามารถใช้ตรวจหาสารก้าจัดแมลงตกค้างได้ โดยท้าการชันสูตร
ศพทดสอบเปรียบเทียบการคงอยู่ของสารก้าจัดแมลงในตัวอย่างจากของเหลวทางชีวภาพและอวัยวะ
ต่างๆหลังการตายที่ 40 ชั่วโมง ดังนี้ เลือดจากเส้นเลือดด้า เลือดจากหัวใจ น้้าไขสันหลัง วุ้นตา น้้าใน
เยื่อหุ้มหัวใจ น้้าดี กล้ามเนื้อหัวใจ ปอด ตับ ไต และสมอง (cerebral cortex, diencephalon 
cerebellum) พบว่าในของเหลวทางชีวภาพ 2 ชนิด ได้แก่ น้้าไขสันหลังและวุ้นตามีการตรวจพบการ
ตกค้างของสารก้าจัดแมลงมากท่ีสุดและพบว่า แตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติกับตัวอย่างอ่ืนๆ สรุป
ได้ว่า กระบวนการสลายตัวของสารก้าจัดแมลงเกิดขึ้นอย่างรวดเร็วในเลือดและในเนื้อเยื่อภายหลัง
เสียชีวิต อีกทั้งพบว่าน้้าไขสันหลังและวุ้นตามีการท้างานของเอนไซม์เอสเตอเรส (esterase enzyme) 
ในระดับที่ต่้ามาก เป็นผลให้ของเหลวทางชีวภาพทั้งสอง มีปริมาณของสารก้าจัดแมลงตกค้างสูงกว่า
ตัวอย่างอ่ืนๆ (Moriya and Hashimoto, 2005) 
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2.2 สารออร์กาโนฟอสเฟต 

ออร์กาโนฟอสเฟตเป็นสารก้าจัดแมลง (insecticide) กลุ่มหนึ่งที่นิยมใช้ในการเพาะเลี้ยงสัตว์
น้้า ซึ่งมีประสิทธิภาพสูงในการก้าจัดปรสิตภายนอก ได้แก่ หนอนสมอ (Lernea sp.) และเห็บปลา 
(Argulus sp.) สารก้าจัดแมลงกลุ่มออร์กาโนฟอสเฟตที่นิยมใช้ในการประมงและการเพาะเลี้ยงสัตว์น้้า
ได้แก่ ไดคลอวอส (dichlorvos) (ภาพที่ 1) และไตรคลอร์ฟอน (trichlorfon) (ภาพที่ 2) (Hannam 
et al., 2008) ซึ่งไตรคลอร์ฟอน (2,2,2-trichloro-1-hydroxyethyl phosphonate) หากน้าไปใช้จะ
ถูกไฮโดรไลซ์อย่างรวดเร็วจนกลายเป็นไดคลอวอส (2,2-dichlorovinyl dimethyl phosphate) ซึ่ง
เป็นสารมีพิษที่แรงขึ้น (Guimarãesa et al., 2007) สารออร์กาโนฟอสเฟตมีการออกฤทธิ์ได้กว้าง
แบบ non-target species นอกจากจะออกฤทธิ์ในสัตว์กลุ่มแมลงแล้วยังสามารถเกิดพิษในสัตว์ที่มี
กระดูกสันหลังได้เช่นกัน กระบวนการเกิดพิษของออร์กาโนฟอสเฟตในปลาเริ่มจากสารออร์กาโน
ฟอสเฟตปนเปื้อนลงสู่แหล่งน้้า จากนั้นสารจะเข้าสู่ร่างกายโดยวิธีการดูดซึมผ่านผิวหนัง เหงือกหรือ
ทางเดินอาหาร โดยจะไปยับยั้ งกลุ่มเอนไซม์ cholinesterase และ pseudocholinesterase 
(Guimarãesa et al., 2007; Varó et al., 2007) 

 

 

 

 

ภาพที่ 2สูตรโครงสร้างของสารไดคลอวอส 

 

 

 

ภาพที่ 3 สูตรโครงสร้างของสารไตรคลอร์ฟอน 

การปนเปื้อนของสารออร์กาโนฟอสเฟตในแหล่งน้้า ไม่เพียงเกิดขึ้นจากการใช้สารออร์กาโน
ฟอสเฟตเพ่ือการเพาะเลี้ยงสัตว์น้้าเท่านั้น การปนเปื้อนโดยไม่ตั้งใจก็เป็นอีกหนึ่งสาเหตุที่ท้าให้สาร
ออร์กาโนฟอสเฟตปนเปื้อนลงสู่แหล่งน้้าได้ เช่น การปล่อยน้้าที่มีการปนเปื้อนสารออร์กาโนฟอสเฟต
จากโรงงานอุตสาหกรรม พ้ืนที่เกษตรกรรมและจากครัวเรือนสู่แหล่งน้้า การพัดพาละอองสารออร์กา
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โนฟอสเฟตลงสู่แหล่งน้้าโดยกระแสลมและการชะล้างสารออร์กาโนฟอสเฟตที่ตกค้างอยู่บนผิวดินลงสู่
แหล่งน้้า (Thapinta and Hudak, 2000; Ray and Ghosh, 2006) 

อย่างไรก็ตามสาเหตุส้าคัญที่ท้าให้เกิดการปนเปื้อนของสารออร์กาโนฟอสเฟตในแหล่งน้้าคือ
การใช้สารออร์กาโนฟอสเฟตในภาคเกษตรกรรมที่เพ่ิมมากข้ึน ซึ่งได้มีการน้าสารออร์กาโนฟอสเฟตมา
ใช้เพ่ือเพ่ิมผลผลิตต่อไร่ให้สูงขึ้น โดยลดความสูญเสียที่เกิดจากการท้าลายของแมลงศัตรูพืช ซึ่ง
แนวโน้มการน้าเข้าสารก้าจัดศัตรูพืชและสัตว์ของประเทศไทยมีปริมาณเพ่ิมขึ้นตามล้าดับ ดังเช่นในปี 
พ.ศ. 2536 มีปริมาณน้าเข้าสารก้าจัดศัตรูพืชและสัตว์ 25,165 เมตริกตัน คิดเป็นมูลค่า 3,052.3 1 
ล้านบาท พ.ศ. 2546 มีปริมาณน้าเข้าสารก้าจัดศัตรูพืชและสัตว์ 73,029 เมตริกตัน คิดเป็นมูลค่า 
10,035.82 ล้านบาท และในปี พ.ศ. 2556 ได้มีปริมาณน้าเข้าของสารก้าจัดศัตรูพืชและสัตว์เพ่ิมขึ้น
เป็น 198,573 เมตริกตัน คิดเป็นมูลค่า 24,348.43 ล้านบาท ตามล้าดับ (ส้านักงานปลัดกระทรวง
พาณิชย์, 2556) 

การปนเปื้อนของสารก้าจัดแมลงในแหล่งน้้าตามธรรมชาติไม่ได้มีเพียงแต่สารออร์กาโน
คลอรีนซึ่งคงอยู่ในสิ่งแวดล้อมได้นานมากถึง 20 ปี เช่น สารดีดีที (Van Dyk and Pletschke, 2011) 
แต่ยังคงพบสารออร์กาโนฟอสเฟตในสิ่งแวดล้อมได้เช่นกัน ดังเช่นในการศึกษาหาการตกค้างของสาร
ก้าจัดแมลงกลุ่มออร์กาโนฟอสเฟตและคาบาร์เมตจากน้้าในนาข้าวและแปลงผักของประเทศ
บังกลาเทศ มีการตรวจพบสารออร์กาโนฟอสเฟตและคาบาร์เมต เป็นจ้านวน 5 ตัวอย่างจาก 27 
ตัวอย่าง สารที่พบได้แก่ malathion diazinon carbaryl และ carbofuran (Chowdhury et al., 
2012) ในปี 2007 ได้มีการส้ารวจการตกค้างของสารออร์กาโนฟอสเฟตจากแม่น้้า Qarasu และ 
Gorgan ในประเทศอิหร่าน พบว่ามีสาร azinphos methyl และ diazinon (Shayeghi et al., 
2012) 

การศึกษาการตกค้างของสารก้าจัดแมลงชนิดต่างๆ ในแม่น้้าสายหลักและในพ้ืนที่
เกษตรกรรมของประเทศไทยในอดีตพบว่ามีสารก้าจัดแมลงตกค้างดังตารางที่ 1 และ 2 
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ตารางท่ี 1 การตกค้างของสารฆ่าแมลงกลุ่มต่างๆ ในแม่น  าสายหลักของประเทศไทยระหว่างปี
พ.ศ. 2528-2531 (Thapinta and Hudak, 2000) 

Chemical Type Concentration (μg/L) Standard 

(μg/L) 
1985 1986 1987 1988 

Aldrin OC NA NA 0.01-0.44 0.01-0.02 0.1 

Alpha-BHC OC 0.01 NA NA <0.01 0.02 

Beta-BHC OC 0.04 NA NA NA 0.2 

Gamma-BHC OC 0.01-0.02 NA NA NA - 

DDT OC 0.01-0.02 NA 0.02-0.55 0.10-0.35 1.0 

Dieldrin OC 0.01-0.13 NA 0.003-0.10 0.01-0.13 0.1 

Heptachlor OC NA NA 0.01-0.14 0.01-0.30 0.2 

Heptachlor 
epoxide 

OC 0.01-0.07 NA NA NA 0.2 

Lindane OC NA NA 0.04 0.04 - 

Methyl 
parathion 

OP 0.01-0.20 NA 0.09-0.68 0.01-0.68 - 

Dimethoate OP 0.03-0.24 NA 0.06 0.06 - 

Diazinon OP 0.19 NA 0.07-0.28 0.01-0.28 - 

Carbofuran OC 0.01-1.37 NA 0.01-1.37 NA - 

หมายเหตุ: NA (ไม่มีข้อมูล); OC (organochlorine insecticide); OP (organophosphate 

insecticide); C (carbamate insecticide) 
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ตารางท่ี 2 การตกค้างของสารฆ่าแมลงกลุ่มต่างๆ ในพื นที่เกษตรกรรมของประเทศไทยระหว่างปี
พ.ศ. 2539-2540 (Thapinta and Hudak, 2000) 

Chemical No. samples Type Concentration (μg/L) Standard 

(μg/L) 
1996a 1997b 

Alpha-BHC 47 OC NA 0.002-0.005 0.02 

Beta-BHC 78 OC NA 0.001-0.024 0.2 

Gamma-BHC 61 OC NA 0.001-0.032 - 

Aldrin 38 OC NA 0.001-0.006 0.1 

DDT 56 OC 0.007 0.001-0.089 1.0 

Dieldrin 33 OC 0.003-0.576 0.006-0.017 0.1 

Endrin 21 OC NA 0.003-0.011 0.0 

Endosulfan 79 OC 0.003-1.350 0.001-0.460 - 

Heptachlor 57 OC NA 0.001-0.006 0.2 

Heptachlor 
epoxide 

79 OC NA 0.001-0.300 0.2 

Methyl parathion 21 OP 0.007-8.720 NA - 

Methamidophos 11 OP 0.002-0.011 NA - 

Meviphos 21 OP 0.014-47.500 NA - 

Permethrin 10 PY 2.81 NA - 

Dicofol 21 A 0.007-10.510 NA - 

หมายเหตุ: NA (ไม่มีข้อมูล); OC (organochlorine insecticide); OP (organophosphate 

insecticide); PY (pyrethroid insecticide); A (acaricide) 

a ข้อมูลจากภาคเหนือของประเทศไทย 

b ข้อมูลจากภาคตะวันออกของประเทศไทย  
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2.3 ผลกระทบที่เกิดจากการปนเปื้อนสารออร์กาโนฟอสเฟต 

2.3.1 ผลกระทบด้านสุขภาพ 

กระบวนการเกิดพิษของออร์กาโนฟอสเฟตเริ่มจากการเข้าสู่ร่างกายโดยทางการสูดดมอากาศ
ที่มีการปนเปื้อน การซึมผ่านผิวหนังเมื่อสัมผัสกับสารโดยตรงหรือสัมผัสกับน้้าหรือดินที่มีการปนเปื้อน  
หรือการกินน้้าและอาหารที่ปนเปื้อน (Lim, 1996) 

ออร์กาโนฟอสเฟตมีฤทธิ์ยับยั้งการท้างานของ acetylcholinesterase (AChE) ซึ่งโดยปกติ
แล้ว AChE มีหน้าที่  hydrolyze สารสื่อประสาทประเภท acetylcholine (ACh) ที่บริ เวณจุด
ประสานประสาท (synapses) ของปลายประสาท cholinergic (ภาพที่ 4) ซึ่งพบได้ทั้งที่ระบบ
ประสาทส่วนกลางและส่วนปลาย (central and peripheral nervous system) ท้าให้เกิดการคั่ง
ค้างของ ACh ที่บริเวณจุดประสานประสาท ส่งผลให้เกิดการกระตุ้นของระบบประสาทมากกว่าปกติ 
จนระบบประสาทไม่สามารถท้างานได้ (Arufe et al., 2007)(ภาพที่ 5) และอาจเกิดอาการอ่ืนๆ 
นอกจากอาการทางระบบประสาทได้เช่นกัน 

 

ภาพที่ 4 การท างานของสารสื่อประสาทและเอนไซม์ acetylcholinesterase 

ที่มา : http://www.frca.co.uk/images/acetylcholine.jpg  
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ภาพที่ 5 การท างานของสารสื่อประสาท เอนไซม์ acetylcholinesterase และ การออกฤทธิ์
ของสาร organophosphate (A) การท างานของสารสื่อประสาท (B) การท างานของเอนไซม์ 
acetylcholinesterase และ (C) การยับยั งการท างานของเอนไซม์ acetylcholinesterase 
โดยสาร organophosphate  

ที่มา : http://depts.washington.edu/opchild/acute.html 

 

ผลต่อระบบทางเดินหายใจ เมื่อเกิดการกระตุ้นของปลายประสาท cholinergic จึงท้าให้เกิด 
cholinergic effect ได้แก่ การเพ่ิมสารคัดหลั่งในทางเดินหายใจ (bronchial secretions) การหดตัว
ของหลอดลม (bronchoconstriction) และกล้ามเนื้อที่ช่วยในการหายใจไม่ท้างานเนื่องจากไม่
สามารถส่งกระแสประสาทไปควบคุมกล้ามเนื้อ (neuromuscular junctions block) ซึ่งอาจส่งผลให้
เสียชีวิตได้ ผลต่อระบบทางเดินอาหาร ท้าให้ทางเดินอาหารมีการเคลื่อนไหวมากกว่าปกติจึงเกิด
อาการท้องเสีย ผลต่อผิวหนัง เกิดขึ้นโดยการสัมผัสสารโดยตรง ในบริเวณผิวที่สัมผัสจะเกิดอาการ
อักเสบ (dermatitis) และเป็นผื่นแดง (erythema) ผลต่อดวงตา ท้าให้รูม่านตาหดแคบ เกิดจากการ
หดตัวของกล้ามเนื้อเรียบรอบดวงตาหรือที่เรียกว่าม่านตา ( iris) เนื่องจากการถูกกระตุ้นของระบบ
ประสาทพาราซิมพาเทติก (parasympathetic nerve system) ผลต่อน้้าหนักตัว มีรายงานในหนู
ทดลองที่สัมผัสสารไดคลอวอส 600 พีพีบี ในอากาศตลอดเวลา เป็นระยะเวลา 2 ปี พบว่ามีน้้าหนัก
น้อยกว่าหนูกลุ่มควบคุมร้อยละ 20 ผลต่อระบบภูมิคุ้มกัน มีการรายงานในกระต่ายเมื่อให้สารไดคลอ
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วอส 0.3 - 2.5 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม 5 วันต่อสัปดาห์ ติดต่อกัน 6 สัปดาห์ พบว่าเกิดการกดภูมิคุ้มกัน
ชนิด humoral immune โดยไปลดการสร้าง IgM ผลต่อระบบสืบพันธุ์ ได้มีการทดลองในหนู โดย
เมื่อฉีดสารไดคลอวอสเข้าสู่ช่องท้องหนูตัวผู้ในขนาด 10 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัมต่อวัน เป็นเวลา 5 วัน 
พบว่าลักษณะของตัวอสุจิมีความผิดปกติถึงร้อยละ 1.8 แต่เมื่อทดลองในหนูตัวเมียโดยให้สัมผัสสารได
คลอวอสในอากาศที่ความเข้มข้น 55 มิลลิกรัมต่อตารางเมตร เป็นเวลา 16 ชั่วโมง พบว่าอัตราการตั้ง
ท้องเท่ากับหนูตัวเมียในกลุ่มควบคุม ผลต่อการเจริญเติบโตและพัฒนา ยังไม่พบว่ามีความปกติของตัว
อ่อนในหนูและกระต่ายเมื่อทดลองให้สารไดคลอวอสในอากาศที่ความเข้มข้น 6.25 มิลลิกรัมต่อตาราง
เมตร ผลต่อพันธุกรรม พบการรายงานการเกิดความผิดปกติในระดับพันธุกรรมเซลล์หนู hamster 
และ เซลล์มนุษย์ (human embryonic epithelial cell line) ผลต่อการเกิดมะเร็ง ในหนูทดลองมี
การตรวจพบเนื้องอกดังนี้ pancreatic adenoma, mononuclear leukemia, mammary gland 
carcinomas, mammary gland fibroadenomas, mammary gland adenomas, forestomach 
papillomas และ forestomach carcinomas (Lim, 1996; Ritchter and Corcoran, 1997) 

ด้านผลกระทบด้านสุขภาพต่อตัวปลา เมื่อปลามีการสะสมของ Ach ที่บริเวณจุดประสาน
ประสาท ส่งผลให้เกิดความไม่สัมพันธ์กันระหว่างการท้างานของกล้ามเนื้อและระบบประสาท อาการ
ที่แสดงออกได้แก่ กล้ามเนื้อเกร็ง ว่ายน้้าแบบไร้ทิศทาง และจมลงสู่ใต้น้้า อันเป็นผลจากระบบ
ประสาทส่วนกลางถูกกระตุ้นมากจนเกินไป อาการอ่ืนๆ ได้แก่ มีการขับถ่ายอุจจาระมากขึ้นเนื่องจาก 
muscarinic receptors ถูกกระตุ้นส่งผลให้กล้ามเนื้อเรียบในทางเดินอาหารบีบตัวมากขึ้น มีการขับ
เมือกมากเนื่องจากการระคายเคืองผิวและเยื่อเมือกของปลา สีตัวอ่อนลงเนื่องจากต่อมใต้สมอง 
(pituitary gland) ถูกรบกวนส่งผลให้เซลล์โครมาโตฟอร์ (chromatophores) ลดจ้านวนและลด
ขนาดลง (Singh et al., 2009) ผลระยะยาวอาจท้าให้เกิดการเจริญที่ผิดรูปร่างเนื่องจากเกิดการ
เกร็งตัวของกล้ามเนื้อจนเกิดความเสียหายต่อกระดูกสันหลังหรืออาจท้าให้กระดูกสันหลังหัก ซึ่งปลาที่
ไวต่อสารเคมีดังกล่าวได้แก่ปลาในกลุ่ม characins cyprinids และ elasmobranchs (Wildgoose, 
2001) 

2.3.2 ผลกระทบด้านเศรษฐกิจและสังคม 

สารออร์กาโนฟอสเฟตนอกจากจะเป็นประโยชน์เมื่อใช้ในการควบคุมโรคที่เกิดจากพยาธิ
ภายนอกของสัตว์น้้าแล้วหากใช้ในปริมาณที่ไม่ถูกต้องก็เกิดพิษเฉียบพลันต่อตัวสัตว์น้้าท้าให้สัตว์น้้า
เสียชีวิตได้เช่นกัน ท้าให้เกิดความสูญเสียทางด้านเศรษฐกิจต่อเกษตรกรผู้เพาะเลี้ยงสัตว์น้้า 

สารออร์กาโนฟอสเฟตยังสามารถตกค้างได้ในสิ่งแวดล้อมดังนั้นในการแก้ไขปัญหาดังกล่าว
รัฐบาลมีความจ้าเป็นต้องใช้งบประมาณในการก้าจัดและบ้าบัดสารก้าจัดแมลงตกค้างในสิ่งแวดล้อม 
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ตลอดจนใช้งบประมาณเพ่ือการบ้าบัดรักษาผู้ป่วยที่ได้รับผลกระทบจากสารก้าจัดแมลง (Ritchter 
and Corcoran, 1997) 

ในด้านการส่งออกและน้าเข้าสินค้าทางการเกษตรระหว่างประเทศ โดยในแต่ละกลุ่มประเทศ
หรือแต่ละประเทศได้มีกฎเกณฑ์ทางการค้าที่นอกเหนือจากภาษี (Non-Tariff Measures; NTM และ 
Non-Tariff Barriers; NTB) เพ่ือใช้เป็นมาตรการปกป้องผู้บริโภคและปกป้องราคาสินค้าภายในของ
ตนเอง เช่น ในสหภาพยุโรปได้มีการตั้ง มาตรฐานด้านสุขอนามัยและสุขอนามัยพืช (Sanitary and 
Phytosanitary Measures; SPS) ในระดับที่สูงที่สุดในโลก ซึ่งเป็นอุปสรรคต่อประเทศก้าลังพัฒนา
ท้าให้ยากต่อการเจาะตลาดของสหภาพยุโรป นอกจากนี้ยังมีมาตรฐานระหว่างประเทศท่ีนิยมใช้ได้แก่ 

-มาตรฐาน Codex Alimentarius Commission หรือ Codex จัดตั้งขึ้นเมื่อปี 2506 
โดยองค์การอาหารและเกษตรแห่งสหประชาชาติ (FAO) และองค์การอนามัยโลก (WHO) 
มุ่งเน้นในด้านความปลอดภัยและสุขอนามัยของผู้บริโภค 

- ม าต ร ฐ าน  International Plant Protection Convention หรื อ  IPPC เ ป็ น
มาตรฐานทางด้านสุขอนามัยที่เกี่ยวข้องกับพืช ซึ่งอยู่ในความรับผิดชอบของ FAO 

-มาตรฐาน Hazard Analysis and Critical Control Point System หรือ HACCP 
เป็นมาตรฐานการผลิตที่มีมาตรการป้องกันอันตรายที่ผู้บริโภคอาจได้รับจากการบริโภค
อาหาร โดย HACCP มุ่งเน้นด้านการป้องกันอันตรายตั้งแต่ขั้นตอนการเตรียมวัตถุดิบจนถึง
มือผู้บริโภค และสามารถป้องกันอันตรายหรือทางชีวภาพ เคมี และกายภาพของอาหารได้
อย่างมีประสิทธิภาพ 

-มาตรฐาน Good Manufacturing Practice หรือ GMP  เป็นมาตรฐานมุ่งเน้นการ
ป้องกันตั้งแต่การควบคุมสุขลักษณะส่วนบุคคล การควบคุมแมลงและสัตว์น้าโรค การ
ออกแบบโครงสร้างอาคารผลิต รวมถึงเครื่องจักรอุปกรณ์ท่ีใช้ในการผลิต 

นอกเหนือจากมาตรฐานระหว่างประเทศแล้วยังคงมีมาตรฐานของภาคเอกชนเช่นกัน 
มาตรฐานเอกชนที่ส้าคัญได้แก่ Global Good Agricultural Practice หรือ GlobalGAP มาตรฐาน 
British Retail Consortium หรือ BRC และ มาตรฐาน International Food Standard หรือ IFS 
เป็นต้น (Allshouse et al., 2003) 

2.4 การตรวจวินิจฉัยความเป็นพิษจากสารก าจัดแมลง 

การตรวจวินิจฉัยสารก้าจัดแมลงตกค้างในการเพาะเลี้ยงสัตว์น้้าท้าได้หลายวิธีทั้งทางตรงและ
ทางอ้อม การตรวจวินิจฉัยทางอ้อมได้แก่ การตรวจการท้างานของเอนไซม์ cholinesterase ที่ลด
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ต่้าลงในเนื้อเยื่อ (Guimarãesa et al., 2007; Bakar et al., 2010) การตรวจการกลับมาท้างานใหม่
ของ cholinesterase ในเนื้อเยื่อ (Stansley, 1993) และการตรวจสารที่บ่งบอกถึงภาวะ oxidative 
stress ในอวัยวะต่างๆ เป็นต้น (Thomaz et al., 2009) 

ส้าหรับการตรวจหาสารออร์กาโนฟอสเฟตโดยตรงที่นิยมคือ การตรวจโดยใช้หลักโครมาโทก
ราฟีซึ่งท้าได้หลายวิธี โดยวิธีการสกัดสารและการเลือกเครื่องมือที่ใช้ต้องมีความสอดคล้องกับตัวสารที่
สนใจตรวจ เครื่องมือที่ใช้ตรวจหาสารออร์กาโนฟอสเฟตโดยหลักการโครมาโทกราฟีได้แก่ Gas 
chromatography (GC), Gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS), Gas 
chromatography-electron capture detector (GC-ECD) และ Gas chromatography-nitrogen 
phosphorous detector (GC-NPD) เป็นต้น ซึ่งวิธีเหล่านี้สามารถตรวจการปนเปื้อนในน้้า อาหาร 
ได้โดยตรงหรือตรวจจากการสะสมสารออร์กาโนฟอสเฟตในร่างกายสัตว์น้้าได้เช่นกัน (Lee et al., 
1996; Tsatsakis et al., 1996; Leong et al., 2007; Wang et al., 2009)  

แก๊สโครมาโทกราฟีเป็นเทคนิคหนึ่งของโครมาโทกราฟีที่ใช้ในการแยกสารที่ผสมรวมกันอยู่
หลายชนิดให้ออกจากกัน ซึ่งสารจะต้องมีความสามารถในการระเหยได้ที่อุณหภูมิไม่เกิน 450 องศา
เซลเซียสและมีความเสถียรที่อุณหภูมินั้นๆ แก๊สโครมาโทกราฟีสามารถหาได้ทั้งชนิดและปริมาณ มี
หลักการแยกองค์ประกอบคือ น้าสารตัวอย่างที่ต้องการทดสอบเข้าไปใน 2 เฟสที่ไม่เข้ากัน เฟส
เคลื่อนที่ หรือ carrier gas ซึ่งจะน้าพาสารที่ระเหยแล้วไหลผ่านเฟสอยู่กับที่ ในระหว่างการเคลื่อนที่
นั้นจะเกิดอันตรกิริยาของสารในตัวอย่างกับเฟสเคลื่อนที่และเฟสอยู่กับที่ ท้าให้สารแต่ละชนิดใช้เวลา
หน่วงเหนี่ยว (retention time) ผ่านแต่ละเฟสแตกต่างกันออกไป ดังนั้นสรุปได้ว่าการแยกสารจะ
เกิดข้ึนได้ในเวลาที่แตกต่างกันตามคุณสมบัติของสารที่มีแต่เฟสทั้งสอง เทคนิคแก๊สโครมาโทกราฟีเป็น
เทคนิคที่มีข้อดีที่ส้าคัญดังนี้ 

- ใช้แยกสารต่างๆได้ดี มีค่าการแยกสูง (high resolution) 

- มีความไวสูงและวิเคราะห์ได้ถึงระดับ หนึ่งในพันล้านส่วน (พีพีบี; ppb) 

- ใช้ระยะเวลาในการวิเคราะห์น้อย อยู่ในระดับนาที 

- ท้าได้ง่ายและสะดวก 

- สามารถปรับเปลี่ยนอุปกรณ์ให้สอดคล้องในการตรวจวัดสารชนิดต่างๆได้ 

- สามารถท้างานได้เองแบบอัตโนมัติ (แม้น อมรสิทธิ์ et al., 2553) 
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สารออร์กาโนฟอสเฟตสามารถสลายตัวเองได้ตามธรรมชาติโดยกระบวนการออกซิเดชั่น ซึ่ง
สามารถเกิดออกซิ เดชั่นได้ง่ายในน้้าเนื่องจากในน้้ามี  OH- group ที่ ได้มาจากกระบวนการ  
photolysis ของ nitrate และสามารถไปสลายสารก้าจัดแมลงในน้้าได้ แต่ในน้้าอาจมี สารอินทรีย์ซึ่ง
จะไปแย่งจับกับ OH- group ก่อนที่จะไปท้าลายสารก้าจัดแมลง ดังนั้นจึงท้าให้การสลายตัวเองของ
ออร์กาโนฟอสเฟตเนื่องจาก OH- group ตามธรรมชาติเป็นไปอย่างช้าๆ กระบวนการอ่ืนๆที่ช่วยเร่ง
การสลายของออร์กาโนฟอสเฟตได้แก่ photochemical, photocatalytic, sonochemical และ 
radiolytic ซึ่งล้วนเป็นตัวช่วยเร่งให้เกิดปฏิกริยาการสลายสารทางเคมี (chemical degradation) 
(Huston and Pignatello, 1999; Singh et al., 2004; Harnly et al., 2005) 

กระบวนการสลายสารทางชีวภาพ (biological degradation) เป็นอีกทางหนึ่งในการสลาย
สารเคมีโดยเกิดขึ้นจากแบคทีเรีย แบคทีเรียจะน้าเอาฟอสฟอรัสและคาร์บอนจากสารประกอบของ
สารก้าจัดแมลงไปใช้ในการเจริญเติบโต แบคทีเรียที่มีรายงานดังกล่าวได้แก่ Enterobacter 
asburiae, Escherichia coli, Flavobacterium sp., Pseudomonas diminuta, Pseudomonas 
putida (Chaudhry et al., 1988; Chen and Mulchandani, 1998; Singh et al., 2003) นอกจาก
การสลายเองตามสภาพธรรมชาติแล้วได้มีการทดลองเกี่ยวกับ ค่าครึ่งชีวิต (half-life) ของสารก้าจัด
แมลงชนิดต่างๆต่อสภาพแวดล้อมของน้้าที่แตกต่างกัน ซึ่งผลการทดลองสรุปได้ว่า ที่อุณหภูมิที่สูงขึ้น
และ pH สูงขึ้น ท้าให้อัตราการสลายตัวของสารก้าจัดแมลงไวขึ้น ส่งผลให้ค่า half-life ลดลง (Freed 
et al., 1979) ดังเช่นสารไดคลอวอสมีค่าครึ่งชีวิต (half-life) ในน้้าไม่เกิน 1 วัน เพราะเป็นสารที่
สลายตัวไว ระเหยได้ง่าย ไวต่อปฏิกริยาไฮโดรไลซีสและการย่อยสลายโดยจุลชีพ จึงท้าให้ยากต่อการ
ตรวจสอบการปนเปื้อนในน้้า (Australian Pesticides and Veterinary Medicines Authority, 
2011) 

จากปัจจัยต่างๆข้างต้นเห็นได้ว่า หากทิ้งระยะเวลาผ่านพ้นไปการตรวจหาสารออร์กาโน
ฟอสเฟตตกค้างในน้้าจะมีความยากล้าบากขึ้น การตรวจสารออร์กาโนฟอสเฟตจากตัวสิ่งมีชีวิตหรือ
ดัชนีบ่งชี้ทางชีวภาพ (biomarker) เป็นวิธีที่ท้าการศึกษาการปนเปื้อนของสารในสิ่งแวดล้อมอย่าง
แพร่หลายวิธีหนึ่ง เช่นใน ปลาตาเดียว (Flounder, Platichthys flesus) (Kirby et al., 2000), ปลา
นิล (Nile tilapia; Oreochromis niloticus) (Thomaz et al., 2009), ปลากะพงแดง (Gilthead 
seabream; Sparus aurata) (Arufe et al., 2007; Varó et al., 2007), ไส้เดือนทะเล (Lugworm; 
Arenicola marina) (Hannam et al., 2008) 

แต่การตรวจสารตกค้างในสัตว์น้้ามีข้อจ้ากัดคือ การเน่าเสียเร็วของตัวอย่าง ซึ่งในระยะเวลา
เพียงไม่กี่ชั่วโมงหลังการตายปลาจะเกิดการเกร็งของกล้ามเนื้อทั่วตัว (rigor mortis) จากนั้นภายใน 
12 ชั่วโมงเนื้อปลาจะเริ่มเกิดการสลายตัวเอง (autolysis) การสลายตัวเองได้เริ่มเกิดขึ้นเนื่องจาก
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หายใจในระดับเซลล์แบบใช้ออกซิเจนได้หยุดลง เปลี่ยนมาเป็นการหายใจแบบไม่ใช้ออกซิเจน 
กระบวนการที่ส้าคัญที่ เซลล์จะได้พลังงานมาคือกระบวนการไกลโคไลซีส ( glycolysis) หรือ
กระบวนการสลาย ไกลโคเจน (glycogen) ซึ่งเกิดขึ้นอย่างต่อเนื่องเป็นผลให้เกิดการสร้างและสะสม
กรดแล็กติกเป็นจ้านวนมาก ท้าให้ค่า pH ของเนื้อปลาลดลง รวมไปถึงการเสียหายของเซลล์ซึ่งเซลล์ที่
เสียหายเหล่านั้นได้มีการหลั่งเอนไซม์สลายตัวเอง (autolytic enzyme) ออกสู่ภายนอกและเป็นผล
ท้าให้เกิดสภาวะแวดล้อมที่เหมาะสมในการเจริญของแบคทีเรีย โดยปกติในปลาที่มีชีวิตจะพบ
แบคทีเรียได้ที่เหงือก ผิวหนังและล้าไส้โดยที่ไม่ท้าอันตรายต่อเนื้อปลา แต่เมื่อปลาตายแบคทีเรีย
เหล่านั้นสามารถเข้าสู้เซลล์กล้ามเนื้อปลาและท้าลายเซลล์เหล่านั้นส่งผลให้สารต่างๆในเซลล์ออกสู่
ภายนอก ซึ่งเป็นอาหารที่เหมาะสมในการเจริญเติบโตของแบคทีเรียภายนอกต่อไป (Aberoumand, 
2010; Ghaly et al., 2010) ความรวดเร็วในการเสื่อมสลายของเนื้อปลาจึงเป็นปัญหาในการตรวจหา
สารตกค้างในตัวสัตว์ได้ การหาตัวอย่างอวัยวะหรือตัวอย่างของเหลวทางชีวภาพที่ได้รับผลกระทบ
น้อยจากการกระบวนการ autolysis และการปนเปื้อนหลังการตายจึงเป็นสิ่งที่ควรท้าการศึกษาเพ่ือ
น้ามาใช้ในการเก็บตัวอย่างส่งตรวจต่อไป 



บทที่ 3 
วิธีด าเนินการวิจัย 

 

3.1 สัตว์ทดลอง 

3.1.1 ชนิดและลักษณะปลา 

ปลาแฟนซีคาร์พ (Cyprinus carpio) สุขภาพดี ขนาดความยาวจากปลายปากถึงโคนหาง 
(standard length) ระหว่าง 9-14 เซนติเมตร อายุประมาณ 1-2 เดือน น้้าหนักระหว่าง 20-80 กรัม 
ไม่จ้ากัดเพศ 

3.1.2 จ้านวนปลาและการแบ่งกลุ่ม 

ปลาแฟนซีคาร์พ จ้านวน 63 ตัว ท้าการแบ่งปลาเป็น 2 กลุ่มการทดลอง ในการทดลองที่ 1 
ใช้ปลาจ้านวน 21 ตัว และในการทดลองท่ี 2 ใช้ปลาจ้านวน 42 ตัว 

3.1.3 การดูแลและการเลี้ยงดูระหว่างการกักโรค 

ท้าการก้าจัดพยาธิภายนอกโดยการแช่ฟอร์มาลิน 25 พีพีเอ็ม ทุก 72 ชั่วโมง จ้านวน 3 ครั้ง 
เลี้ยงในถังไฟเบอร์กลาสส์ขนาด 80 x 120 x 50 เซนติเมตร และมีการให้อากาศโดยหัวทรายจ้านวน 
2 หัว ใช้อาหารเม็ดส้าเร็จรูปในการเลี้ยง ท้าการพักปลาเพ่ือกักกันโรคก่อนท้าการทดลองอย่างน้อย 2 
สัปดาห์จบพบว่าไม่มีโรค (ภาพท่ี 6) 

 

ภาพที่ 6 การเลี ยงระหว่างการกักโรค 
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3.2 การทดลองที่ 1 

3.2.1 ลักษณะการเลี้ยงขณะท้าการทดลอง 

ใช้ตู้กระจกขนาด 39.5 x 44.5 x 45.5 เซนติเมตร (ปริมาตรน้้า 50 ลิตร) จ้านวน 7 ตู้ โดยมี
ปลาตู้ละ 3 ตัว แบ่งเป็นกลุ่มควบคุมลบ 1 ตู้ กลุ่มเลี้ยงในน้้า 1,000 พีพีบี 3 ตู้และกลุ่มเลี้ยงในน้้า 
4,000 พีพีบี 3 ตู้ แต่ละตู้มีหัวทรายให้อากาศอย่างเพียงพอ ให้อาหารวันละ 1 ครั้งในปริมาณร้อยละ 
3 ของน้้าหนักตัว (ภาพท่ี 7) 

 

 

ภาพที่ 7 การเลี ยงในการทดลองที่ 1 

 

3.2.2 การใส่สารออร์กาโนฟอสเฟต  

ใช้สารไดคลอวอส (ไพธั่น®; Dichlorvos 50% w/v) (ภาพที่ 8) เป็นตัวแทนของสารก้าจัด
แมลงกลุ่มออร์กาโนฟอสเฟต ด้วยระบบน้้าที่ควบคุมความเข้มข้นให้คงที่ (static renewal system) 
โดยละลายไดคลอวอส 50% w/v ด้วยน้้าสะอาดให้เป็นสารละลายไดคลอวอส จากนั้นใส่สารละลาย
ไดคลอวอสตามปริมาณที่ก้าหนดตามแต่ละกลุ่มดังนี้ 

-กลุ่มควบคุมลบ ไม่ใส่สารไดคลอวอส 

-กลุ่มเลี้ยงในน้้า 1,000 พีพีบี ใส่สารละลายไดคลอวอส 50 มิลลิกรัมต่อน้้า 50 ลิตร 

-กลุ่มเลี้ยงในน้้า 4,000 พีพีบี ใส่สารละลายไดคลอวอส 200 มิลลิกรัมต่อน้้า 50ลิตร 
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เลี้ยงปลาทั้งสามกลุ่มในน้้าที่มีความเข้มข้นของสารไดคลอวอสดังกล่าวจนครบ 72 ชั่วโมง น้า
ปลาทั้งหมดมาท้าการการุณยฆาตและเก็บตัวอย่าง 

 

 

ภาพที่ 8 สารไดคลอวอส (ไพธั่น®; Dichlorvos 50% w/v) 

 

3.2.3 การตรวจวัดคุณภาพน้้า สิ่งแวดล้อมและพฤติกรรมของสัตว์ทดลอง 

ท้าการตรวจคุณภาพน้้าประจ้าวัน โดยตรวจค่าพารามิเตอร์ที่ใช้ในการวัดคุณภาพน้้า ได้แก่ 
ความเป็นกรดด่าง โดยเครื่องพีเอชมิเตอร์ (Cyberscan pH 500®, Singapore) ความเป็นด่าง 
แอมโมเนีย ไนไตรท์ คลอรีน ความกระด้าง โดยชุดทดสอบอย่างง่าย (Aqua-VBC, Thailand) และ
อุณหภูมิโดยเทอร์โมมิเตอร์ ท้าการวัดคุณภาพน้้าหลังจากเปลี่ยนน้้า รวมทั้งจดบันทึกพฤติกรรมของ
ปลาก่อนการทดลองและขณะท้าการทดลอง 

 

ภาพที่ 9 การตรวจน  า (A) เครื่องพีเอชมิเตอร์ (B) ชุดทดสอบคุณภาพน  าอย่างง่าย 

A B 
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3.2.4 การุณยฆาต  

ท้าโดยการลดอุณหภูมิน้้าลงให้ใกล้เคียง 0 องศาเซลเซียส เพ่ือให้ปลาอยู่ในภาวะสลบ ท้าการ
ชั่งน้้าหนักและวัดขนาด จากนั้นตัดไขสันหลังบริเวณ cervical column (ภาพที่ 10) 

 

ภาพที่ 10 การท าการุณยฆาต (A) แยกปลาเพื่อท าการการุณยฆาต (B) การตัดไขสันหลังบริเวณ 
cervical column 

 

3.2.5 การเก็บตัวอย่าง 

การวิเคราะห์โดยใช้แก๊สโครมาโทกราฟี 

เก็บตัวอย่างน้้าในปริมาณ 500 มิลลิลิตรทุกวันของการทดลองเพ่ือตรวจหาสารได
คอลวอสในน้้า โดยเก็บตัวอย่างน้้าหลังจากท้าการเปลี่ยนถ่ายน้้าประจ้าวันด้วยภาชนะ
พลาสติกมีฝาปิดสนิท เก็บในที่มืดอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส ท้าการสกัดตัวอย่างภายใน 1 
อาทิตย์หลังจากเก็บตัวอย่างเพ่ือตรวจหาปริมาณไดคอลวอสในแต่ละตัวอย่างโดยวิธีดังหัวข้อ 
3.2.6.1 

เมื่อปลาทั้งหมดถูกการุณยฆาตแล้ว ท้าการสุ่มเลือกปลา 1 ตัวจากแต่ละตู้มาเก็บ
ตัวอย่าง ได้แก่ ตับ กล้ามเนื้อ วุ้นตาและเลือด โดยตัวอย่างที่เป็นชิ้นเนื้อ (ตับและกล้ามเนื้อ) 
เก็บในปริมาณอย่างน้อย 1 กรัมต่ออวัยวะ และตัวอย่างที่เป็นของเหลว (วุ้นตาและเลือด) 
เก็บปริมาณอย่างน้อย 0.1 มิลลิลิตร ด้วยเทคนิคปลอดเชื้อ เก็บตัวอย่างไว้ที่อุณหภูมิ -20 
องศาเซลเซียส ท้าการสกัดตัวอย่างภายใน 1 อาทิตย์หลังจากเก็บตัวอย่างเพ่ือตรวจหา
ปริมาณไดคอลวอสในแต่ละตัวอย่างโดยวิธีดังหัวข้อ 3.2.6.2 - 3.2.6.4 

 

A B 
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การวิเคราะห์ทางจุลพยาธิวิทยา 

เก็บลูกตา เหงือก กล้ามเนื้อ ตับ และ ไต จากปลาทั้งสามกลุ่ม กลุ่มละ 3 ตัว รวม
ทั้งหมด 9 ตัว โดยเก็บตัวอย่างชิ้นเนื้อขนาดไม่เกิน 1 ลูกบาศก์เซนติเมตร ใน formalin 10% 
เป็นเวลา 24-48 ชั่วโมงเพ่ือเก็บรักษาสภาพชิ้นเนื้อ และเตรียมสไลด์ชิ้นเนื้อโดยวิธีดังหัวข้อ 
3.2.6.5 

 

 

 

ภาพที่ 11 การเก็บตัวอย่างเพื่อวิเคราะห์โดยแก๊สโครมาโทกราฟี (A) การเปิดช่องท้องเพื่อเก็บ
ตัวอย่างตับ (B) การเก็บตัวอย่างกล้ามเนื อ (C) การเก็บตัวอย่างวุ้นตา (D) การเก็บตัวอย่างเลือด 

 

3.2.6 การวิเคราะห์ตัวอย่าง 

3.2.6.1 การวิเคราะห์ปริมาณไดคอลวอสในน้้าโดยใช้เครื่อง Gas chromatography - 
Flame photometric detector (GC-FPD) 

การสกัดตัวอย่างและการท าความสะอาด 

- ท้าความสะอาดภาชนะและอุปกรณ์ท้ังหมดด้วย acetone 

A B 

C D 
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- น้าตัวอย่างมาวางไว้ที่อุณหภูมิห้อง รอจนกระทั่งตัวอย่างมีอุณหภูมิ ใกล้เคียง
อุณหภูมิห้อง 20-30 องศาเซลเซียส) 

- เติมเกลือ (NaCl) 25 กรัม เพ่ือช่วยในการแยกชั้นของสาร ลงในกรวยแยก 
(separatory funnel) 

- น้าตัวอย่างน้้า 250 มิลลิลิตร ใส่ในกรวยแยก จากนั้นเขย่าเกลือให้ละลายน้้าจน
เป็นเนื้อเดียวกัน 

- เติมสาร dichloromethane (A.R.) ปริมาตร 150 มิลลิลิตร จากนั้นเขย่าให้สาร
สัมผัสกับน้้าเป็นเวลา 5 นาที ทิ้งไว้ให้สาร dichloromethane แยกชั้นจากน้้าเป็น
เวลา 5 นาท ี

- แยก dichloromethane ออกจากน้้าโดย ไขสารละลายส่วนล่างผ่านกรวยกรองที่
มีเกลือ NaSO4 ลงสู่ขวดก้นกลม (round bottom flask) 

- สกัดซ้้าด้วย dichloromethane 100 มิลลิลิตร อีกครั้ง 

- น้า dichloromethane ที่ได้ไประเหยที่อุณหภูมิ 38 องศาเซลเซียส โดยเครื่อง
กลั่นระเหยสารแบบหมุน (rotary evaporator) จนสารละลายแห้ง 

- เติมเกลือ MgSO4 ปริมาณเล็กน้อยเพื่อจับน้้าที่เหลือในขวดก้นกลม 

- เก็บสารสะลายทั้งหมดโดยค่อยๆเติม ethyl acetate เพ่ือละลายเอาสารที่อยู่ใน
ขวดก้นกลม เก็บใส่ขวดวัดปริมาตร 25 มิลลิลิตร และปรับปริมาตรด้วย ethyl 
acetate 

- ดูดสารที่ได้ 1 มิลลิตร ใส่ vial ขนาด 2 มิลลิลิตร 

- ฉีดสารเข้าเครื่อง GC-FPD 

รายละเอียดของเครื่องมือมีดังนี้ เครื่องแก๊สโครมาโทกราฟีรุ่น 6890N (Agilent®, 
USA) คอลัมน์ที่ใช้ คือ DB171 ใช้แก๊สฮีเลียมเป็นแก๊สตัวพาโดยระบบ split/splitless ใน
อัตราการไหลของแก๊ส 50 มิลลิลิตรต่อนาที เปิด 0.75 นาที ฉีดสารในปริมาตร 2 ไมโครลิตร 
ใช้อุณหภูมิในการฉีดสารละลายตัวอย่าง 220 องศาเซลเซียส อุณหภูมิคอลัมน์เริ่มต้นที่ 80 
องศาเซลเซียสเป็นเวลา 1 นาที เพ่ิมอุณหภูมิด้วยอัตรา 12 องศาเซลเซียสต่อนาทีจนถึง 180 
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องศาเซลเซียส จากนั้นเพ่ิมอุณหภูมิด้วยอัตรา 40 องศาเซลเซียสต่อนาทีจนถึง 275 องศา
เซลเซียสและให้อุณหภูมิคงที่ ที่ 275 องศาเซลเซียสเป็นเวลาต่อไปอีก 4.29 นาที 

การท้างานในระบบ FPD มีพ้ืนฐานการท้างานโดยการเผาไหม้สารและตรวจจับสาร
ที่มีฟอสฟอรัสเป็นองค์ประกอบ โดยให้ความร้อน  250 องศาเซลเซียส แก่สารที่ถูกแยก
ออกมาจากส่วน GC ร่วมกับอากาศที่มีอัตราไหล 100 มิลลิลิตรต่อนาที และไฮโดรเจน 75 
มิลลิลิตรต่อนาทีเพ่ือช่วยในการเผาไหม้สารประเภทฟอสฟอรัส สารที่ถูกความร้อนจะมีการ
ปล่อยความยาวคลื่นต่างออกมา จากนั้นเลือกตรวจจับเฉพาะช่วงความยาวคลื่นที่ 526 นาโน
เมตร ซึ่งเป็นคลื่นของสารประกอบฟอสฟอรัส 

 

3.2.6.2 การวิเคราะห์ปริมาณไดคอลวอสในชิ้นเนื้อ (ตับและกล้ามเนื้อ) โดยใช้เครื่อง Gas 
chromatography - Tandem Mass Spectrometry (GC-MS/MS) 

การสกัดตัวอย่าง 

- ชั่งตัวอย่างชิ้นเนื้อ 1 กรัม ใส่หลอด centrifuge ขนาด 50 มิลลิลิตร 

- เติมเกลือ NaCl 4 กรัม เพ่ือท้าให้เกิดการแยกชั้นของชั้นน้้าในตัวอย่างกับ organic 
phase 

- เติม acetone : dichloromethane (2:1) ปริมาตร 30 มิลลิลิตร 

- น้าตัวอย่างไปปั่นโดยเครื่อง homoginizer เป็นเวลา 2 นาที 

- กรองตะกอนและน้้าผ่านกรวยกรองที่มี MgSO4 ลงสู่ขวดก้นกลม 

- น้า acetone : dichloromethane ที่ผ่านการกรองแล้วไประเหยที่อุณหภูมิ 38 
องศาเซลเซียส โดยเครื่องกลั่นระเหยสารแบบหมุนจนสารละลายแห้ง 

- เก็บสารละลายด้วย ethyl acetate 5 มิลลิลิตร 

ท าความสะอาดตัวอย่าง 

- ดูดสาร ethyl acetate ด้วยปิเปต ปริมาตร 1 มิลลิลิตร 

- เติมสาร 3 ชนิดได้แก่ PSA 50 มิลลิกรัม MgSO4 150 มิลลิกรัม และ C18 50 
มิลลิกรัม เพ่ือก้าจัด น้้าตาล และ fatty acid, น้้า และ ไขมัน ตามล้าดับ 



 24 

- ท้าให้สารผสมกันโดยการ vortex 

- น้าไปตกตะกอนโดย centrifuge 14,000 รอบต่อนาท,ี 4 องศาเซลเซียส, 10 นาท ี

- กรองสารที่ได้ด้วย nylon membrane ขนาด 0.22 ไมครอน ใส่ vial ขนาด 2 
มิลลิลิตร 

- ฉีดสารเข้าเครื่อง GC-MS/MS 

รายละเอียดของเครื่องมีดังนี้  เครื่องแก๊สโครมาโทกราฟีรุ่น 436-GC 
(Bruker®, Netherlands) แมสส์สเปกโทรเมตรีชนิด triple quadruple (MS/MS) 
รุ่น SCIONTQ (Bruker®, USA) คอลัมน์ที่ใช้ คือ RTX-5MS w/5m Integra-Guard® 

ใช้แก๊สฮีเลียมเป็นแก๊สตัวพาโดยระบบ split/splitless ในอัตราการไหลของแก๊ส 50 
มิลลิลิตรต่อนาที เปิด 0.75 นาที ฉีดสารในปริมาตร 1 ไมโครลิตร ใช้อุณหภูมิในการ
ฉีดสารละลายตัวอย่าง 250 องศาเซลเซียส อุณหภูมิคอลัมน์เริ่มต้นที่ 80 องศา
เซลเซียสเป็นเวลา 1 นาที เพ่ิมอุณหภูมิด้วยอัตรา 12 องศาเซลเซียสต่อนาทีจนถึง 
180 องศาเซลเซียส จากนั้นเพ่ิมอุณหภูมิด้วยอัตรา 40 องศาเซลเซียสต่อนาทีจนถึง 
300 องศาเซลเซียสและให้อุณหภูมิคงที่ ที่ 300 องศาเซลเซียสเป็นเวลาต่อไปอีก 
5.67 นาท ี

การท้างานในระบบ triple quadruple (MS/MS) เริ่ มจาก มีการให้
พลังงานความร้อน 250 องศาเซลเซียส ที่ quadruple ที่ 1 จนสารที่ต้องการ
ตรวจสอบแตกตัวและท้าการเลือกเฉพาะสารที่มีมวลโมเลกุลเท่ากับ 185 
(precursor ion หรือ parent ion) จากนั้นสารที่มีมวลโมเลกุลดังกล่าวจะเข้าสู่ 
quadruple ที่ 2 ซึ่งมีการใช้แก๊สอาร์กอน (Argon) ภายใต้แรงดัน 1 mTorr เพ่ือชน
ตัวสารที่ถูกเลือกมาจาก quadruple ที่ 1 ให้แตกตัวออกไปเป็น product ion หรือ 
daughter ion จากนั้น quadruple ที่ 3 ท้าหน้าที่เลือกสารที่แตกตัวได้สารที่มีมวล
โมเลกุลเท่ากับ 93 และ 109 เท่านั้น จากนั้นเปรียบเทียบสารมวลโมเลกุลเท่ากับ 93 
ต่อสารมวลโมเลกุลเท่ากับ 109 จะต้องอยู่ในสัดส่วนระหว่าง 3.2 ถึง 43.2 เพ่ือเป็น
การยืนยันว่าสารที่ quadruple ที่ 1เลือกมาเป็นสารไดคลอวอสอย่างแท้จริง 
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3.2.6.3 การวิเคราะห์ปริมาณไดคอลวอสในวุ้นตา โดยใช้เครื่อง Gas chromatography - 
Tandem Mass Spectrometry (GC-MS/MS) 

การสกัดตัวอย่างและการท าความสะอาดตัวอย่าง 

- น้าวุ้นตา 0.030 กรัม ใส่ใน micro centrifuge tube 

- เติมเกลือ NaCl ปริมาณ 0.1 กรัม 

- เติม acetonitrile 1 มิลลิลิตร 

- ปั่น vortex ให้สารผสมกันเป็นเวลา 1 นาท ี

- เป่าแห้งด้วยเครื่อง N- Evap 

- เติม MgSO4 เล็กน้อย และเติม ethyl acetate ขนาด 0.3 มิลลิลิตร เพ่ือก้าจัดน้้า
และเก็บสารละลาย ตามล้าดับ 

- ปั่น vortex ให้สารผสมกันเป็นเวลา 1 นาท ี

- กรองสารที่ได้ด้วย nylon membrane ขนาด 0.22 ไมครอน ใส่ vial ขนาด 2 
มิลลิลิตร 

- ฉีดสารเข้าเครื่อง GC-MS/MS โดยรายละเอียดเช่นเดียวกับหัวข้อ 3.2.6.2 

3.2.6.4 การวิเคราะห์ปริมาณไดคอลวอสในเลือด โดยใช้เครื่อง Gas chromatography - 
Tandem Mass Spectrometry (GC-MS/MS) 

การสกัดตัวอย่าง 

- น้าเลือด 0.3 กรัม ใส่ใน micro centrifuge tube 

- เติม methanol ปริมาตร 0.6 มิลลิลิตร 

- ปั่น vortex ให้สารผสมกันเป็นเวลา 30 วินาที 

- เติม hexane : diethyl ether (1:1) ปริมาตร 2 มิลลิลิตร 

- ปั่น vortex ให้สารผสมกันเป็นเวลา 30 วินาที 

- น้าไปตกตะกอนโดย centrifuge 3,500 รอบต่อนาท,ี 4 องศาเซลเซียส, 5 นาท ี
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- ดูดสารส่วนใส (hexane, diethyl ether) แยกเก็บไว้ 

- สกัดด้วย hexane : diethyl ether ซ้้าอีก 2 รอบ 

- น้าส่วนใสที่เก็บไว้ทั้งสามซ้้ามารวมกัน 

- เป่าแห้งด้วยเครื่อง N- Evap 

- เติม ethyl acetate ขนาด 0.3 มิลลิลิตร 

การท าความสะอาดตัวอย่าง 

- เติม PSA และ C18 เล็กน้อย เพ่ือ ก้าจัด organic acid, pigment และ lipid 

- ปั่น vortex ให้สารผสมกันเป็นเวลา 30 วินาที 

- เติม MgSO4 เล็กน้อย ใน syringe ที่ใช้กรอง 

- ฉีดสารทั้งหมดผ่าน syringe กรองผ่าน nylon membrane ขนาด 0.22 ไมครอน 
ใส่ vial ขนาด 2 มิลลิลิตร 

- ฉีดสารเข้าเครื่อง GC-MS/MS โดยรายละเอียดเช่นเดียวกับหัวข้อ 3.2.6.2 

3.2.6.5 การวิเคราะห์ทางจุลพยาธิวิทยา 

ล้างตัวอย่างด้วยน้้าสะอาดหลังจาก เก็บรักษาด้วย formalin 10% เป็นเวลา 24-48 
ชั่วโมง เพ่ือเตรียมเข้าสู่ขั้นตอน การตัดแต่งอวัยวะให้ได้รูปเพ่ือให้พาราฟินแทรกเข้าสู่ชิ้นเนื้อ
ได้ดีในขั้นตอนถัดไป และเพ่ือให้ง่ายต่อการน้าชิ้นเนื้อไปท้าการฝังเนื้อเยื่อบนแบบพิมพ์ 
(embedding) หลังจากนั้นน้าชิ้นเนื้อเข้าเครื่องเตรียมชิ้นเนื้ออัตโนมัติ เพ่ือท้าให้พาราฟิน
แทรกเข้าไปภายในชิ้นเนื้อท้าให้เนื้อเยื่อเกิดการอ่ิมตัว ( impregnating)  ในขั้นตอนนี้ได้
แบ่งย่อยเป็นอีกหลายขั้นตอน ประกอบไปด้วย เมื่อได้เนื้อเยื่อที่ถูกพาราฟินแทรกแล้ว ให้ท้า
การฝังเนื้อเยื่อ (embedding) ลงบนฐานโดยใช้แบบพิมพ์ (mold) ซึ่งมีรูปร่างเป็นทรง
สี่เหลี่ยมขึ้นรูป พร้อมกับเทพาราฟินใส่ลงไปในแบบพิมพ์ให้เต็ม จากนั้นใช้ฐานประกบทับลง
ไปด้านบน ปล่อยทิ้งไว้ประมาณ 5-10 นาที รอจนกว่าพาราฟินแข็งตัว แล้วจึงค่อยๆแกะแบบ
พิมพ์ออกจากแม่พิมพ์ จากนั้นเก็บตัวอย่างไว้ในที่เย็น เมื่อตัวอย่างเย็นดีแล้วท้าการตัด
ตัวอย่างชิ้นเนื้อ (sectioning) โดยน้าแบบพิมพ์ติดตั้งบนเครื่องตัด (microtome) และปรับ
ให้เครื่องตัด ตัดความหนาของชิ้นเนื้อเท่ากับ 4 ไมครอน จากนั้นท้าการย้อมสี hematoxylin 
& eosin stain และปิดชิ้นเนื้อลงบนแผ่นสไลด์ (mounting) ด้วย น้้ายา permount (DePX)  
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3.2.7 การวิเคราะห์ทางสถิติ 

3.2.7.1 การศึกษาการตกค้างสารออร์กาโนฟอสเฟตในแต่ละเนื้อเยื่อ ในความเข้มข้นเดียวกัน 

น้าค่าที่ได้จากแต่ละกลุ่มตัวอย่างน้ามาวิเคราะห์ความแปรปรวนแบบจ้าแนกทาง
เดียว (One-Way ANOVA) ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% (p<0.05) 

3.2.7.2 การศึกษาการตกค้างสารออร์กาโนฟอสเฟตในเนื้อเยื่อเดียวกัน แต่ต่างความเข้มข้น 

ใช้ข้อมูลการตกค้างในเนื้อเยื่อเดียวกันจากกลุ่ม 1,000 และ 4,000 พีพีบี เพ่ือ
วิเคราะห์ค่ากลาง (mean) และค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (SE) ภายในกลุ่มอวัยวะของตนเอง 
และเปรียบเทียบระหว่างสองความเข้มข้นโดยใช้วิธี independent sample t-test ที่ระดับ
ความเชื่อมั่น 95% (p<0.05) 

 

3.3 การทดลองที่ 2 

3.3.1 ลักษณะการเลี้ยงขณะท้าการทดลอง 

ใช้ตู้กระจกขนาด 42 x 52 x 47 เซนติเมตร (ปริมาตรน้้า 80 ลิตร) จ้านวน 3 ตู้ โดยมีปลาตู้
ละ 14 ตัว แต่ละตู้มีหัวทรายให้อากาศอย่างเพียงพอ ให้อาหารวันละ 1 ครั้งในปริมาณร้อยละ 3 ของ
น้้าหนักตัว (ภาพท่ี 12) 

 

 

ภาพที่ 12 การเลี ยงในการทดลองที่ 2 
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3.3.2 การใส่สารออร์กาโนฟอสเฟต  

ใช้สารไดคลอวอส (ไพธั่น®; Dichlorvos 50% w/v) เป็นตัวแทนของสารก้าจัดแมลงกลุ่ม
ออร์กาโนฟอสเฟต ด้วยระบบน้้าที่ควบคุมความเข้มข้นให้คงที่ (static renewal system)โดยละลาย
ไดคลอวอส 50% w/v ด้วยน้้าสะอาดให้เป็นสารละลายไดคลอวอส จากนั้นใส่สารละลายไดคลอวอส
ในน้้าเลี้ยงปลาให้ได้ความเข้มข้น 4,000 พีพีบี (320 มิลลิกรัมต่อน้้า 80 ลิตร) เลี้ยงจนครบ 72 ชั่วโมง 
น้าปลาทั้งหมดมาท้าการการุณยฆาตและเก็บตัวอย่าง 

3.3.3 การตรวจวัดคุณภาพน้้า สิ่งแวดล้อมและพฤติกรรมของสัตว์ทดลอง 

ท้าการตรวจคุณภาพน้้าระหว่างการเลี้ยงเช่นเดียวกับการทดลองที่ 1 (ดังหัวข้อ 3.2.3) 
หลังจากปลาตายบันทึกอุณหภูมิอากาศและความชื้นสัมพัทธ์สูงสุดและต่้าสุดในรอบวันโดยเครื่อง
ไฮโกรมิเตอร์ (TM-870 FZ, Thailand) (ภาพที่ 13) 

 

 

ภาพที่ 13 การตรวจอุณหภูมิอากาศและความชื นสัมพัทธ์โดยเครื่องไฮโกรมิเตอร์ 

 

3.3.4 การุณยฆาต  

ท้าเช่นเดียวกับการทดลองที่ 1 (ดังหัวข้อ 3.2.4) จากนั้นแบ่งปลาทั้ง 14 ตัว เป็นสองกลุ่ม
กลุ่มละ 7 ตัว โดยที่กลุ่มที่ 1 จะถูกเก็บซากไว้ที่แห้ง ณ อุณหภูมิปกติ กลุ่มที่ 2 จะถูกเก็บซากไว้ในน้้า 
ณ อุณหภูมิปกติ เก็บตัวอย่างตามเวลาที่ก้าหนด และท้าการทดลองเหมือนกันทั้ง 3 ตู้ (ภาพที่ 14) 
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ภาพที่ 14 การเก็บซากปลา (A) เก็บในที่แห้ง (B) เก็บในน  าสะอาด 

 

3.3.5 การเก็บตัวอย่างและการวิเคราะห์ตัวอย่าง 

เก็บตัวอย่างน้้าในปริมาณ 500 มิลลิลิตรทุกวันของการทดลองเพ่ือตรวจหาสารไดคอลวอสใน
น้้า โดยเก็บตัวอย่างน้้าหลังจากท้าการเปลี่ยนถ่ายน้้าประจ้าวันด้วยภาชนะพลาสติกมีฝาปิดสนิท เก็บ
ในที่มืดอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส ท้าการสกัดตัวอย่างภายใน 1 อาทิตย์หลังจากเก็บตัวอย่างเพ่ือ
ตรวจหาปริมาณไดคอลวอสในแต่ละตัวอย่างโดยวิธีดังหัวข้อ 3.2.6.1 

ท้าการสุ่มซากปลาทั้งสองกลุ่ม (กลุ่มเก็บไว้ที่แห้งและกลุ่มเก็บไว้ในน้้าสะอาด) เพ่ือเก็บ
ตัวอย่างตับและกล้ามเนื้ออย่างละ 1 กรัม วุ้นตาปลา ครั้งละ 0.1 มิลลิลิตร ด้วยเทคนิคปลอดเชื้อ ณ 
เวลาชั่วโมงที่ 0 12 24 48 และ 72 หลังตาย เก็บรักษาตัวอย่างไว้ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส ท้า
การสกัดตัวอย่างภายใน 1 อาทิตย์หลังจากเก็บตัวอย่างโดยวิธีดังหัวข้อ 3.2.6.2 - 3.2.6.3 

 

3.3.6 การวิเคราะห์ทางสถิติ 

3.3.6.1 การศึกษาการสลายตัวของสารออร์กาโนฟอสเฟตในแต่ละตัวอย่างของปลาหลังตาย 

อธิบายสถิติเชิงพรรณา โดยใช้ค่ากลาง (mean) และค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (SE) 
ประกอบกับแนวโน้มความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณการตกค้างและเวลาหลังตาย 

  

A B 



บทที่ 4 
ผลการทดลอง 

 

4.1 ผลคุณภาพน  า 

ปริมาณสารไดคลอวอสในน้้าเลี้ยงปลากลุ่ม 1,000 พีพีบี มีค่าระหว่าง 520-850 พีพีบี ซึ่งคิด
เป็นค่าเฉลี่ยเท่ากับ 721.11±122.11 พีพีบี และปริมาณสารไดคลอวอสในน้้าเลี้ยงปลากลุ่ม 4,000 
พีพีบี มีค่าระหว่าง 2,730-3,540 พีพีบี ซึ่งคิดเป็นค่าเฉลี่ยเท่ากับ 3196.66±236.65 พีพีบี (ภาพที่ 
15) 

การวิเคราะห์ปริมาณไดคลอวอสในน้้าโดยใช้เครื่อง Gas chromatography - Flame 
photometric detector มีค่าปริมาณต่้าสุดที่ตรวจพบ (limit of detection; LOD) เท่ากับ 1 พีพีบี 
เวลาที่สารไดคลอวอสใช้ในคอลัมน์ (retention time) อยู่ระหว่าง 7.391 – 7.401 นาที และมีค่า 
sample spike recovery ของตัวอย่างน้้าอยู่ระหว่างร้อยละ 79.00 ถึง 97.00 

 

 

ภาพที่ 15 ปริมาณสารไดคลอวอสในน  าจากกลุ่ม 1,000 พีพีบี และกลุ่ม 4,000 พีพีบี 
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ภาพที่ 16 โครมาโทแกรมจากการตรวจโดย GC-FPD จากน  าที่มีสารไดคลอวอส 1,000 พีพีบี 
แกนตั งแทนความเข้มข้นของสัญญาณ (picoAmp; pA) แกนนอนแทนเวลา (minute)  

 

4.2 ผลการศึกษาการตกค้างสารออร์กาโนฟอสเฟตในแต่ละเนื อเยื่อ 

จากกลุ่มปลาที่เลี้ยงในน้้าที่มีไดคลอวอสเข้มข้น 1,000 พีพีบี พบว่าในวุ้นตาและกล้ามเนื้อมี
การตกค้างเฉลี่ยเท่ากับ 19.92±12.23 และ 12.36±7.72 ตามล้าดับ ส่วนตับและเลือดมีค่าต่้ากว่า 2 
พีพีบี ซึ่งเป็นค่าปริมาณต่้าสุดที่ผ่านการสอบเทียบที่สามารถวิเคราะห์ได้ ( the lowest calibration 
level; LCL) จากกลุ่มปลาที่เลี้ยงในน้้าที่มีไดคลอวอสเข้มข้น 4,000 พีพีบี พบว่าในตับ วุ้นตาและ
กล้ามเนื้อมีปริมาณไดคลอวอสตกค้างเฉลี่ยเท่ากับ 217.07±149.08 , 180.93±7.00 และ 
177.03±28.85 ตามล้าดับ แต่ในเลือดมีค่าต่้ากว่าค่า LCL เช่นเดียวกับกลุ่มปลาที่เลี้ยงในน้้าที่มีได
คลอวอสเข้มข้น 1,000 พีพีบี (ตารางท่ี 3 และ ภาพที่ 17) 

ผลการควบคุมคุณภาพวิธีการสกัดสารทางห้องปฏิบัติการพบว่าตัวอย่างตับ มีค่า sample 
spike recovery อยู่ระหว่างร้อยละ 65.26 ถึง 82.40 retention time อยู่ระหว่าง 7.156 ถึง 7.191 
นาที ตัวอย่างวุ้นตามีค่า sample spike recovery อยู่ระหว่างร้อยละ 77.33 ถึง 100.58 retention 
time อยู่ระหว่าง 7.124 ถึง 7.146 นาที ตัวอย่างกล้ามเนื้อมีค่า sample spike recovery อยู่
ระหว่างร้อยละ 68.00 ถึง 76.47 retention time อยู่ระหว่าง 7.133 ถึง 7.146 นาที และตัวอย่าง
เลือดมีค่า sample spike recovery อยู่ระหว่างร้อยละ 77.85 ถึง 91.20 retention time อยู่
ระหว่าง 7.133 ถึง 7.159 นาท ี

min 

pA 

7.2
50

 - D
DV

P  
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ตารางท่ี 3 ค่าเฉลี่ยและความคลาดเคลื่อนมาตรฐานปริมาณการตกค้างของสารไดคลอวอสจาก
ตัวอย่าง ณ ชั่วโมงที่ 0 หลังการตาย 

Group Dichlorvos residue (ppb) 

Liver Vitreous humor Muscle Blood 

Negative Control ND ND ND ND 

 Group 1,000 ppb ND b 19.92±12.23 a 12.36±7.72 a,b ND b 

Group 4,000 ppb 217.07±149.08 A 180.93±7.00 A 177.03±28.85 A ND B 

ND = not detectable at the lowest calibration level (LCL) (2 ppb) 

a,b Different letters in the same row indicate differences statistically significant (p<0.05) 

A,B Different letters in the same row indicate differences statistically significant (p<0.05) 

 

 

*GC detectable limit 2 ppb 

ภาพที่ 17 ปริมาณการตกค้างของสารไดคลอวอสเปรียบเทียบในแต่ละตัวอย่างจากกลุ่มควบคุม 
กลุ่ม 1,000 พีพีบี และกลุ่ม 4,000 พีพีบี 
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ภาพที่ 18 โครมาโทแกรมจากการตรวจโดย GC-MS/MS จากวุ้นตาที่มีสารไดคลอวอส 1 พีพีบี
แกนตั งแทนความเข้มข้นของสัญญาณ (kilo counts per second; Kcps) แกนนอนแทนเวลา 
(minute) 

 

 

ภาพที่ 19 การยืนยันสารไดคลอวอสโดยการน าไปแตกตัวครั งที่สอง จากการตรวจด้วย GC-
MS/MS จากวุ้นตาที่มีสารไดคลอวอส 1 พีพีบี 
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ภาพที่ 20 โครมาโทแกรมจากการตรวจโดย GC-MS/MS จากวุ้นตาที่มีสารไดคลอวอส 100 พีพีบี 
แกนตั งแทนความเข้มข้นของสัญญาณ (kilo counts per second; Kcps) แกนนอนแทนเวลา 
(minute) 

 

 

ภาพที่ 21 การยืนยันสารไดคลอวอสโดยการน าไปแตกตัวครั งที่สอง จากการตรวจด้วย GC-
MS/MS จากวุ้นตาที่มีสารไดคลอวอส 100 พีพีบี 
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4.3 ผลการศึกษาอัตราส่วนของการสะสมสารออร์กาโนฟอสเฟตจากน  าเข้าสู่แต่ละเนื อเยื่อ 

หากน้าค่าเฉลี่ยการตกค้างของสารไดคลอวอสจากกลุ่มปลาที่เลี้ยงในน้้าไดคลอวอสเข้มข้น 
1,000 พีพีบี มาคิดเป็นร้อยละของการตกค้างในแต่ละอวัยวะโดยเทียบกับความเข้มข้นของสารไดคลอ
วอสในน้้าเฉลี่ยซึ่งมีค่าเท่ากับ 721.11 พีพีบี พบว่าวุ้นตาและเนื้อมีการตกค้างร้อยละ 2.76±1.70 และ 
1.71±1.07 ตามล้าดับ หากน้าค่าเฉลี่ยจากกลุ่มปลาที่เลี้ยงในน้้าไดคลอวอสเข้มข้น 4,000 พีพีบีมาคิด
เป็นร้อยละของการตกค้างในแต่ละอวัยวะโดยเทียบกับความเข้มข้นของสารไดคลอวอสในน้้าเฉลี่ยซึ่ง
มีค่าเท่ากับ 3196.66 พีพีบี พบว่าตับ วุ้นตาและเนื้อมีการตกค้างร้อยละ 6.79±4.66, 5.66±0.22 
และ 5.54±0.90 ตามล้าดับ (ภาพท่ี 22) 

 

 

*GC detectable limit 2 ppb 

ภาพที่ 22 ร้อยละการตกค้างของสารไดคลอวอสในแต่ละตัวอย่างจากสองกลุ่มความเข้มข้น 

 

4.4 ผลการศึกษาอัตราการสลายตัวของสารออร์กาโนฟอสเฟตในแต่ละเนื อเยื่อของปลาหลังการ
ตาย 

หลังจากการุณยฆาตปลาในการทดลองที่ 2 ที่เลี้ยงไว้ในน้้าซึ่งมีความเข้มข้นของสารไดคลอ
วอส 4,000 พีพีบี ได้มีการเก็บซากปลาดังกล่าวไว้ ณ สิ่งแวดล้อมที่แตกต่างกัน คือ ที่แห้งและในน้้า
สะอาด ซึ่งอุณหภูมิอากาศมีค่าระหว่าง 29.1-30.8 องศาเซลเซียส ความชื้นสัมพัทธ์ในอากาศมีค่าร้อย
ละ 37-68 และความชื้นสัมพัทธ์ในภาชนะมีค่าร้อยละ 91-96 (ภาพท่ี 23) 
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ภาพที่ 23 สภาวะอากาศระหว่างท าการทดลองท่ี 2 

 

การเปลี่ยนแปลงของปริมาณสารไดคลอวอสของซากปลาที่เก็บไว้ในที่ แห้งมีดังนี้ (ตารางที่ 4 และ 
ภาพที่ 24) 

-ตับ สามารถตรวจพบสารได้ถึง 72 ชั่วโมงหลังตาย แต่ไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญ
ทางสถิติตลอดการทดลอง 

-วุ้นตา ณ ชั่วโมงที่ 12 หลังตายพบว่าปริมาณสารในวุ้นตาลดลงอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ 
และสามารถตรวจพบสารได้ถึง 72 ชั่วโมงหลังตาย 

-กล้ามเนื้อ ณ ชั่วโมงที่ 12 หลังตายพบว่าปริมาณสารในกล้ามเนื้อลดลงอย่างมีนัยส้าคัญทาง
สถิติ และเวลาสุดท้ายที่ตรวจพบสารตกค้างคือชั่วโมงท่ี 24 หลังตาย 

การเปลี่ยนแปลงของปริมาณสารสารไดคลอวอสของซากปลาที่เก็บไว้ในน้้ามีดังนี้ (ตารางที่ 5 และ 
ภาพที่ 25) 

-ตับ สามารถตรวจพบสารได้ถึง 72 ชั่วโมงหลังตาย แต่ไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญ
ทางสถิติตลอดการทดลอง 

-วุ้นตา ณ ชั่วโมงที่ 12 หลังตายพบว่าปริมาณสารในวุ้นตาลดลงอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ 
และสามารถตรวจพบสารได้ถึง 72 ชั่วโมงหลังตาย 

-กล้ามเนื้อ ณ ชั่วโมงที่ 12 หลังตายพบว่าปริมาณสารในกล้ามเนื้อลดลงอย่างมีนัยส้าคัญทาง
สถิติ และเวลาสุดท้ายที่ตรวจพบสารตกค้างคือชั่วโมงท่ี 48 หลังตาย  
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* GC detectable limit 2 ppb 

ภาพที่ 24 การเปรียบเทียบปริมาณสารในตัวอย่างตับ วุ้นตาและเนื อในเวลาต่างๆ จากซากปลา
เก็บที่แห้ง  

 

 
* GC detectable limit 2 ppb 

ภาพที่ 25 การเปรียบเทียบปริมาณสารในตัวอย่างตับ วุ้นตาและเนื อในเวลาต่างๆ จากซากปลา
เก็บในน  า  
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เมื่อน้าค่าเฉลี่ยการตกค้างในแต่ละอวัยวะแต่ละช่วงเวลาหลังการตายพบว่าแนวโน้ม
ความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณสารก้าจัดแมลงตกค้างและเวลาหลังการตายมีความสัมพันธ์แบบผกผัน 

 

 

ภาพที่ 26 ปริมาณสารไดคลอวอสในตัวอย่างตับจากซากที่เก็บในที่แห้งและในน  า 

 

 
ภาพที่ 27 ปริมาณสารไดคลอวอสในตัวอย่างวุ้นตาจากซากที่เก็บในที่แห้งและในน  า 
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ภาพที่ 28 ปริมาณสารไดคลอวอสในตัวอย่างกล้ามเนื อจากซากที่เก็บในที่แห้งและในน  า 

 

4.5 ผลทางจุลพยาธิวิทยา 

เหงือก 

พบภาวะ telangiectasis ในทุกกลุ่มการทดลอง (ภาพที่ 29) และมีการเพ่ิมขึ้นของคลอไรด์
เซลล์ (Chloride cell) มากขึ้นตามระดับความเข้มข้นของสารไดคลอวอส (ภาพท่ี 30) 

 

ภาพที่ 29 จุลพยาธิวิทยาของเหงือกปลาแฟนซีคาร์พกลุ่มไดคลอวอส 4,000 พีพีบี ท่ีพบลักษณะ 
telangiectasis (1) ภาพภายใต้กล้องจุลทัศน์ขนาดก าลังขยาย 40 เท่า (2) ภาพภายใต้กล้อง
จุลทัศน์ขนาดก าลังขยาย 400 เท่า (C) chloride cell และ (T) telangiectasis (H&E) 

1 C 

T 

2 

50 µm 1000 µm 
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ภาพที่ 30 จุลพยาธิวิทยาของเหงือกปลาแฟนซีคาร์พ ก าลังขยาย 400 เท่า (1) กลุ่มควบคุม (2) 
กลุ่มไดคลอวอส 1,000 พีพีบี (3) กลุ่มไดคลอวอส 4,000 พีพีบี (P) primary lamellae (S) 
secondary lamellae และ (C) chloride cell (H&E)  

  

P 

C 

S 

1 

C 

2 

C 
C 

C 

3 

50 µm 

 

50 µm 

 

50 µm 
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ไต 

ปลากลุ่มควบคุมไม่พบการเปลี่ยนแปลงทางจุลพยาธิวิทยาแต่กลุ่มเลี้ยงในน้้า 1,000 พีพีบี 
เริ่มพบภาวะการตายของเซลล์เยื่อบุท่อไต (tubular epitherial necrosis; tubulonephrosis) และ
พบมากในกลุ่มเลี้ยงในน้้า 4,000 พีพีบี (ภาพท่ี 31) 

 

ภาพที่ 31 จุลพยาธิวิทยาของไตปลาแฟนซีคาร์พ ก าลังขยาย 400 เท่า (1) กลุ่มควบคุม (2) กลุ่ม
ไดคลอวอส 1,000 พีพีบี (3) กลุ่มไดคลอวอส 4,000 พีพีบี (L) low columnar epithelial 
cells (B) brush border (P) proximal tubule (D) distal tubule (C) collecting tubule 
(TN) tubulonephrosis (H&E) 

  

B 

L 

D C 
P 

1 

TN 

TN 

2 

TN 

TN 

TN 

TN 

TN 

3 

50 µm 

50 µm 

50 µm 
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ตับ 

พบว่าในกลุ่มควมคุมและกลุ่มเลี้ยงในน้้า 1,000 พีพีบีไม่พบความผิดปกติในเนื้อเยื่อตับ (ภาพ
ที่ 54) แต่ในกลุ่มเลี้ยงในน้้า 4,000 พีพีบีพบการเปลี่ยนแปลงทางจุลพยาธิวิทยาคือ พบ vacuolar 
degeneration ในเซลล์ตับ (hepatocyte) (ภาพที่ 32) 

 

   

ภาพที่ 32 จุลพยาธิวิทยาของตับปลาแฟนซีคาร์พ ก าลังขยาย 400 เท่า (1) กลุ่มควบคุม (2) 
กลุ่มไดคลอวอส 1,000 พีพีบี (3) กลุ่มไดคลอวอส 4,000 พีพีบี (H) hepatocyte (H&E) 

  

H 
1 

H 

2 

H 
3 

50 µm 

50 µm 

50 µm 
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ตา 

ไม่พบการเปลี่ยนแปลงทางจุลพยาธิวิทยา (ภาพท่ี 33) 

 

 

ภาพที่ 33 จุลพยาธิวิทยาของตาปลาแฟนซีคาร์พ ก าลังขยาย 400 เท่า (1) กลุ่มควบคุม (2) 
กลุ่มไดคลอวอส 1,000 พีพีบี (3) กลุ่มไดคลอวอส 4,000 พีพีบี (V) vitreous chamber (N) 
nerve fiber layer (G) ganglion cell layer (IP) inner plexiform layer (I) inner 
neuclear layer (OP) outer plexiform layer (O) outer nuclear layer (RC) rods and 
cones; photoreceptor layer และ (P) pigment layer (H&E)  

V N 
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IP 
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กล้ามเนื้อ 

ไม่พบการเปลี่ยนแปลงทางจุลพยาธิวิทยา 

 

 

 

ภาพที่ 34 จุลพยาธิวิทยาของกล้ามเนื อปลาแฟนซีคาร์พ ก าลังขยาย 400 เท่า (1) กลุ่มควบคุม 
(2) กลุ่มไดคลอวอส 1,000 พีพีบี (3) กลุ่มไดคลอวอส 4,000 พีพีบี (M) muscle fiber (N) 
neucleus และ (A) adipose tissue (H&E) 

  

M 

N 

A 

1 

M 

A 

N 

2 

M 

A 

N 

3 

50 µm 

50 µm 

50 µm 
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4.6 ผลการเปลี่ยนแปลงทางพฤติกรรม 

จากการทดลองทั้ง 3 ซ้้า พบว่าปลาคาร์พกลุ่มควบคุมและกลุ่มเลี้ยงในน้้าไดคลอวอสเข้มข้น 
1,000 พีพีบี ไม่มีการเปลี่ยนแปลงทางพฤติกรรมตลอดช่วงเวลาที่เลี้ยง ในกลุ่มเลี้ยงในน้้าไดคลอวอส
เข้มข้น 4,000 พีพีบี พบว่าเมื่อผ่านไป 24 ชั่วโมงปลามีอาการตื่นตกใจง่าย ปลาส่วนใหญ่ไม่กินอาหาร
แต่ยังคงว่ายน้้าได้ปกติ เมื่อชั่วโมงที่ 48 พบว่าปลาทุกตัวมีอาการตกใจง่าย ไม่กินอาหาร ว่ายน้้าแบบ
ไร้ทิศทาง (erratic swimming) 1 ตัว และมีปลานอนตะแคงอยู่ที่พ้ืนไม่สามารถว่ายน้้าได้ ( lateral 
recumbency) 1 ตัว เมื่อครบ 72 ชั่วโมง พบว่าปลาทุกตัวมีอาการตกใจง่าย ไม่กินอาหาร กล้ามเนื้อ
เกร็งกระตุก 3 ตัว (muscle trembling) ว่ายน้้าแบบไร้ทิศทาง (erratic swimming) 4 ตัว นอน
ตะแคงอยู่ทีพ้ื่น 5 ตัว และล้าตัวคดงอ (lordosis) 1 ตัว 

 

ตารางท่ี 6 พฤติกรรมของปลาแต่ละกลุ่มระหว่างการทดลอง 

Day Control Concentration of dichlorvos 

1,000 ppb 4,000 ppb 

1 Normal Normal Excited,  Stop feeding 

2 Normal Normal Excited, Stop feeding 

Erratic swimming 

Lateral recumbency 

3 Normal Normal Excited, Stop feeding 

Lateral recumbency 

Muscle trembing 

Erratic swimming 

Lordosis 
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ภาพที่ 35 พฤติกรรมปลากลุ่มเลี ยงในน  า 4,000 พีพีบี (1) วันที่ 1 ปลามีการว่ายรวมกลุ่มกัน (2) 
วันที่ 2 ปลาแสดงอาการว่ายแบบไร้ทิศทาง (3) วันที่ 3 ปลาแสดงอาการนอนตะแคงก้นตู้ 

  

1 

2 

3 



บทที ่5 
อภิปรายผลการวิจัย ข้อสรุป และข้อเสนอแนะ 

 

5.1 อภิปรายผลการวิจัย 

5.1.1 ผลคุณภาพน้้า 

ผลการตรวจปริมาณสารไดคลอวอสในน้้าจากการทดลองทั้งสอง พบว่า ปริมาณสารที่ตรวจ
พบในน้้าจากทางห้องปฏิบัติการมีค่าน้อยกว่าปริมาณสารที่ใส่ลงไปในน้้าจากการค้านวณ ดังเช่นใน
การทดลองที่ 1 ได้มีการน้าสารไดคลอวอสตั้งต้น (Dichlorvos 50% w/v) คิดเป็น 500 มิลลิกรัมต่อ 
1 มิลลิลิตร ใส่ลงในน้้าด้วยความเข้มข้น 1,000 พีพีบี (50 มิลลิกรัมต่อน้้า 50 ลิตร) แต่ผลตรวจทาง
ห้องปฏิบัติการพบสารไดคลอวอสในน้้าระหว่าง 520 -850 พีพีบี ซึ่งคิดเป็นค่าเฉลี่ยเท่ากับ 
721.11±122.11 พีพีบี และในน้้าเลี้ยงปลาที่ความเข้มข้น 4,000 พีพีบี (200 มิลลิกรัมต่อน้้า 50 ลิตร 
และ 320 มิลลิกรัมต่อน้้า 80 ลิตร) แต่กลับตรวจพบสารไดคลอวอสในน้้าอยู่ระหว่าง 2,730 -3,540 
พีพีบี ซึ่งคิดเป็นค่าเฉลี่ยเท่ากับ 3196.66±236.65 พีพีบี 

ปริมาณสารที่ตรวจพบได้น้อยอาจเป็นผลจากสองปัจจัยคือ ปัจจัยจากคุณสมบัติกายภาพและ
คุณสมบัติทางเคมี (physico-chemical properties) เนื่องจากประสิทธิภาพการละลายของไดคลอ
วอสในน้้าที่มีค่าน้อยเพียงร้อยละ 1 แต่ละลายได้ดีมากในแอลกอฮอล์และตัวท้าละลายอินทรีย์ 
( organic solvents) (Department of Pesticide Regulation California Environmental 
Protection Agency USA, 1996) อีกทั้งยังสามารถระเหยจากน้้าได้ปานกลาง โดยมีค่าคงที่ของเฮนรี่ 
(Henry’s Law Constant; H) เ ท่ า กั บ  3 . 9 2  x 10 - 5  (Australian Pesticides and Veterinary 
Medicines Authority, 2008) และการสลายตัวเองตามธรรมชาติจากปฏิกริยาไฮโดรไลซีสโดยกลุ่ม 
OH- จากน้้าและสารอินทรีย์ที่เจือปนในน้้า (Harnly et al., 2005) 

ปัจจัยที่สองเกิดจากการการสูญเสียของเนื้อสารระหว่างการตรวจทางห้องปฏิบัติการสังเกตได้
จากการท้า sample spike recovery ของตัวอย่างน้้าพบว่ามีค่าร้อยละ 79-97 และเมื่อค้านวณ
ย้อนกลับพบว่าค่าที่ตรวจได้มีค่าน้อยกว่าค่า sample spike recovery เล็กน้อย จากทั้งสองปัจจัย
ล้วนส่งผลให้ค่าท่ีตรวจพบจากทางห้องปฏิบัติการมีค่าน้อยว่าค่าจากการค้านวณ 
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5.1.2 ผลการศึกษาการตกค้างสารออร์กาโนฟอสเฟตในแต่ละเนื้อเยื่อ 

เมื่อเปรียบเทียบการตกค้างของสารไดคลอวอสใน ตับ วุ้นตา กล้ามเนื้อและเลือด จากปลาที่
เลี้ยงในน้้าที่ความเข้มข้น 1,000 พีพีบี พบว่า ปลาไม่แสดงอาการผิดปกติใดๆ และไม่มีปลาตาย
ระหว่างการเลี้ยง ผลจากทางห้องปฏิบัติการพบว่าสามารถตรวจพบการตกค้างได้ในวุ้ นตาและ
กล้ามเนื้อในอัตราร้อยละ 2.76 และ 1.71 ตามล้าดับเมื่อเทียบกับความเข้มข้นของสารในน้้า 721.11 
พีพีบี ส่วนปลาที่เลี้ยงในน้้าที่ความเข้มข้น 4,000 พีพีบี พบว่าปลามีการว่ายน้้าที่ผิดปกติไร้ทิศทาง 
กล้ามเนื้อเกร็งและกระตุก ตื่นตกใจง่าย ไม่กินอาหาร และไม่พบปลาตายระหว่างการเลี้ยง ผลจากทาง
ห้องปฏิบัติการพบว่าสามารถตรวจพบการตกค้างได้ในตับ วุ้นตาและกล้ามเนื้อในอัตราร้อยละ 6.79 
5.66 และ 5.54 ตามล้าดับเมื่อเทียบกับความเข้มข้นของสารในน้้า 3196.66 พีพีบี 

เมื่อสารไดคลอวอสเข้าสู่ร่างกายสัตว์จะส่งผลให้เกิดการเร่งกระบวนการตายของเซลล์ 
(programmed cell death) เนื่องจากสภาวะความเครียดออกซิเดชั่น (oxidative stress) การ
ตอบสนองของร่างกายต่อสารก้าจัดแมลงโดยกลุ่มของเอมไซม์ cytochrome P450 (CYP) ท้าให้เกิด
การเปลี่ยนโครงสร้างของสารโดยกระบวนการเปลี่ยนแปลงทางเคมีในเซลล์ (biotransformation) ซึ่ง
ท้าให้สารดังกล่าวมีความเป็นพิษลดลง ในทางกลับกันอาจท้าให้เกิดสารที่มีความเป็นพิษมากขึ้นได้
เช่นกัน (Abass et al., 2012)แต่อย่างไรก็ตามปลาหรือสัตว์อ่ืนล้วนมีกระบวนการป้องกันตัวเองด้วย
สารต้านออกซิเดชั่นหรือสารต้านอนุมูลอิสระ (antioxidant) ได้แก่ สารกลูตาไธโอน (glutathione) 
เพ่ือใช้ในการสร้างกลุ่มแอนติออกซิแดนท์เอนไซม์ (antioxidant enzymes) (Pena-Llopis et al., 
2003) การที่ไม่พบสารตกค้างในเลือดและตับ ที่ระดับความเข้มข้นของสารไดคลอวอสในน้้า 1,000 
พีพีบี เนื่องจากในเลือดและตับมีเอนไซม์ glutathione-dependent enzyme ในปริมาณสูงซึ่ง
สามารถเปลี่ยนแปลงไดคลอวอสให้เป็นสารที่ไม่เป็นพิษคือ desmethyldichlorvos และขับออกทาง
ปัสสาวะ (Agency for Toxic Substances and Disease Registry, 1997 ; Ozdikicioglu et al., 
2008) จึงเป็นเหตุท้าให้ไม่สามารถตรวจพบการตกค้างในเลือดและตับ 

ที่ในระดับความเข้มข้นของสารไดคลอวอสในน้้า 4,000 พีพีบี ไม่พบการตกค้างในเลือดแต่
กลับตรวจพบในตับเนื่องจากสองปัจจัย ปัจจัยแรกคือเกิดภาวะการสะสมสารในตับมากกว่าการ
ท้าลายในตับ เนื่องจากประสิทธิภาพในการท้าลายสารพิษของเอนไซม์ glutathione-dependent 
enzyme ลดลงเมื่อเจอสารไดคลอวอสในปริมาณสูง (Sharma and Singh, 2012) ดังเช่นการทดลอง
ในปลาคาร์พ (Cyprinus carpio) พบว่าสารไดคลอวอสที่เพ่ิมขึ้นเป็นผลท้าให้ปริมาณกลูตาไธโอนใน
ตับลดลง (Hai et al., 1997) ปัจจัยที่สองเกิดจากสารไดคลอวอสสามารถละลายในไขมันได้ดีกว่าน้้า 
เนื่องจากไดคลอวอสมีค่าสัมประสิทธิ์การกระจายตัวของสารในชั้นน้้าและชั้นออกทานอล (Partition 
Coefficient) มีค่า 1.16 (Australian Pesticides and Veterinary Medicines Authority, 2008) 



 51 

อีกทั้งตับปลายังเป็นแหล่งสะสมของไกลโคเจนและไขมัน (นันทริกา ชันซื่อ, 2553) จึงเป็นเหตุให้ตับ
พบการตกค้างของสารไดคลอวอสในปริมาณสูง แต่ในการศึกษาก่อนหน้ากล่าวว่าวุ้นตาของมนุษย์ที่
ดื่มสารก้าจัดแมลงเพ่ือท้าอัตวิบากกรรมมีการตกค้างของสารมากที่สุด (Moriya and Hashimoto, 
2005) ซึ่งขัดแย้งกับการทดลองครั้งนี้ เนื่องจากสารดังกล่าวคือ เมทโทมิว (methomyl) เมทโทมิว 
เป็นสารก้าจัดแมลงกลุ่มคาร์บาเมตและละลายในน้้าได้ดีกว่าในไขมัน โดยมีค่า Partition Coefficient 
เท่ากับ 0.60 (Adler, 2007) อีกทั้งวุ้นตามีน้้าเป็นองค์ประกอบถึงร้อยละ 99 (Nickerson, 2006) จึง
เป็นเหตุให้วุ้นตามีเมทโทมิวตกค้างสูงกว่าตัวอย่างอวัยวะอ่ืนๆ 

5.1.3 ผลการศึกษาอัตราส่วนของการสะสมสารออร์กาโนฟอสเฟตในแต่ละเนื้อเยื่อ 

ตัวอย่างจากปลาที่เลี้ยงไว้น้้าที่มีสารไดคลอวอสสองระดับความเข้มข้นเป็นระยะเวลา 72 
ชั่วโมง พบว่าเนื้อของปลาที่เลี้ยงในน้้าที่มีสารไดคลอวอส 4,000 พีพีบี มีการสะสมสารไดคลอวอสสูง
กว่าเนื้อของปลาที่เลี้ยงในน้้าที่มีสารไดคลอวอส 1,000 พีพีบี เท่ากับ 14.32 เท่าตัว วุ้นตาของปลาที่
เลี้ยงในน้้าที่มีสารไดคลอวอส 4,000 พีพีบี มีการสะสมสารไดคลอวอสสูงกว่าวุ้นตาของปลาที่เลี้ยงใน
น้้าที่มีสารไดคลอวอส 1,000 พีพีบีเฉลี่ยเท่ากับ 9.08 เท่าตัว ตับของปลาที่เลี้ยงในน้้าที่มีสารไดคลอ
วอส 4,000 พีพีบี มีการสะสมสารไดคลอวอส 271.07 พีพีบี ในขณะที่ไม่สามารถตรวจพบสารไดคลอ
วอสจากตับของปลาที่เลี้ยงในน้้าที่มีสารไดคลอวอส 1,000 พีพีบี ซึ่งคิดเป็น 201.07 เท่าตัว ในขณะที่
ตัวอย่างเลือดปลาคาร์พที่ไม่สามารถตรวจพบสารไดคลอวอสจากปลาที่เลี้ยงในน้้าที่มีสารไดคลอวอส
เข้มข้น 1,000 พีพีบีและ 4,000 พีพีบี 

จากผลการทดลองพบว่าตับมีอัตราส่วนการตกค้างที่สูงสุดใน 4 ตัวอย่างอวัยวะ แต่เมื่อ
พิจารณาผลทางสถิติ กลับพบว่าตับมีค่าความคลาดเคลื่อนมาตรฐาน (standard error) สูงที่สุดใน 4 
ตัวอย่างอวัยวะเช่นกัน ท้าให้ตับไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติระหว่างสองความเข้มข้น
คือ 1,000 และ 4,000 พีพีบี ดังนั้นจึงท้าให้วุ้นตาและกล้ามเนื้อมีความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทาง
สถิติระหว่างกลุ่มความเข้มข้น 1,000 และ 4,000 พีพีบี  

5.1.4 ผลการศึกษาอัตราการสลายตัวของสารออร์กาโนฟอสเฟตในแต่ละเนื้อเยื่อของปลาหลังการตาย 

จากการทดลองโดยการจ้าลองลักษณะการตายสองลักษณะคือตายในที่แห้งและตายในน้้า
ล้วนส่งผลให้เกิดการเปลี่ยนแปลงของปริมาณการตกค้างของสารไดคลอวอสในซากปลาที่แตกต่างกัน 
พบว่าภาพรวมของความสัมพันธ์ระหว่างเวลาและปริมาณการตกค้างในสามอวัยวะ มีแนวโน้ม
ความสัมพันธ์แบบผกผัน กล่าวคือขณะที่เวลาหลังการตายเพ่ิมมากขึ้นปริมาณสารไดคลอวอสใน
ตัวอย่างกลับลดต่้าลง 
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เมื่อเปรียบเทียบระหว่างการเก็บซากทั้งสองวิธีพบว่าโดยรวมแล้วการตกค้างของสารไดคลอ
วอสจากซากปลาในน้้ามีแนวโน้มลดลงน้อยกว่าซากปลาในที่แห้ง กล่าวคือสารไดคลอววอสในปลาที่
ตายในน้้ามีการสลายตัวช้ากว่าบนบก เนื่องจากสองประเด็น ประเด็นแรกซากที่ตายในน้้าเน่าช้ากว่า
ซากบนบก ดังเช่นในมนุษย์ศพที่ตายบนบกมีการสลายตัวไวกว่าศพที่ตายในน้้าถึงสองเท่าตัว 
(Guharaj and Chandran, 2003) ได้มีการทดลองในซากสุกรพบว่าการสลายตัวบนบกไวกว่าในน้้า
ถึงสองเท่าตัวเช่นกัน (Ayers, 2010) เมื่อเกิดการเน่าสลายเซลล์ต่างๆในร่างกายได้มีการหลั่ง 
autolytic enzyme มาเพ่ือย่อยสลายเนื้อเยื่อโดยปฏิกริยาทางเคมี อีกทั้งมีการเพ่ิมจ้านวนของ
แบคทีเรียในซากปลาท้าให้เกิดการย่อยสลายทางชีวภาพ ซึ่งสารไดคลอวอสสามารถถูกท้าให้สลายตัว
โดยปฏิกริยาทางเคมี (Harnly et al., 2005) และสลายตัวทางชีวภาพได้เช่นกัน (Singh et al., 2003) 
จึงเป็นเหตุให้สารไดคลอวอสจากซากในน้้าซึ่งเน่าสลายช้าคงตัวอยู่ได้นานกว่าซากบนบกซึ่งเน่าสลาย
ไว ประเด็นที่สอง อุณหภูมิส่งผลต่อค่าครึ่งชีวิต จากการทดลองพบว่าอุณหภูมิอากาศมีค่าระหว่าง 
29.1 ถึง 30.8 องศาเซลเซียส ในขณะที่อุณหภูมิน้้ามีค่าระหว่าง 24.1 ถึง 24.8 องศาเซลเซียส 
สอดคล้องกับการทดลองก่อนหน้าพบว่า ณ อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสสารไดคลอวอสมีค่าครึ่งชีวิต
เท่ากับ 17.6 ชั่วโมงแต่ ณ อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียสกลับมีค่าครึ่งชีวิตเพ่ิมขึ้นเป็น 31.4 ชั่วโมง 
(Suter, 1981) เป็นเหตุให้ซากในน้้าพบการตกค้างสูงกว่าซากบนบก 

5.1.5 ผลทางจุลพยาธิวิทยา 

เหงือก 

เหงือกเป็นอวัยวะส้าคัญที่ใช้ในการบ่งชี้ที่ดีถึงคุณภาพน้้า โดยเป็นอวัยวะแรกที่เกิดการ
เปลี่ยนแปลงทางจุลพยาธิวิทยา (Velmurugan et al., 2009) ในปลาทุกกลุ่มพบการเกิดโครงสร้าง
แบบปุ่ม (knobbed structure) ซึ่งเกิดจากการโป่งพองของ secondary gill lamellae พยาธิสภาพ
ดังกล่าวเรียกว่า telangiectasis ได้มีการศึกษาในปลานวลจันทร์เทศ (Cirrhinus mrigala) ขนาด
ความยาวล้าตัว 6-8 เซนติเมตร ทดลองโดยการให้สารไดคลอวอสในขนาด 910 และ1,820 พีพีบี พบ
ความผิดปกติที่ เหงือกคือมีการโป่ งพองของเส้น เลือดซึ่ งอาจเรียกว่ า  aneurysm เช่นกัน 
(Velmurugan et al., 2009) การตอบสนองดังกล่าวเกิดจากการระคายเคืองซึ่งมีความเป็นไปได้จาก
หลายสาเหตุเช่น การระคายเคืองจากสารเคมีในน้้า ระคายเคืองทางกายภาพจากปรสิตหรือแบคทีเรีย 
(Department of Water Affairs and Forestry South Africa, 2012) ในการส้ารวจปลาคาร์พที่
เลี้ยงในบ่อดินจากฟาร์มแห่งหนึ่งพบว่าเหงือกสามารถพบวิการ telangiectasis ได้บ่อยจากการ
เปลี่ยนแปลงของคุณภาพน้้า (Raskovic et al., 2010) ดังนั้นภาวะ telangiectasis อาจมีความ
สอดคล้องกับสารไดคลอวอสร่วมกับการระคายเคืองจากสาเหตุอ่ืนๆ ได้ เช่น ภาวะการติดเชื้อปรสิต
ภายนอก การใช้สารเคมีเพ่ือก้าจัดปรสิตภายนอกเป็นต้น 
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ในการทดลองครั้งนี้พบว่าปริมาณของ chloride cell มีการเพ่ิมขึ้นตามความเข้มข้นของได
คลอวอส ซึ่ง chloride cell เป็นเซลล์ที่มี mitochondria มากหรือเรียกว่า ionocytes ในปลาน้้าเค็ม
มีบทบาทในการขับ Cl- ออกจากร่างกาย ท้าให้ปลาน้้าเค็มพบ chloride cell มาก ส่วนในปลาน้้าจืด 
chloride cell มีหน้าที่ควมคุมสมดุลของไอออนต่างๆ กล่าวคือช่วยในการดึง Ca2+ Cl-  และ Na+ 
จากน้้าเข้าสู่ร่างกาย หน้าที่ความคุมสมดุลกรดด่างของร่างกาย จากการทดลองในปลาเรนโบว์เทร้าต์
พบว่ามีการเพิ่มขึ้นของ chloride cell เมื่อร่างกายเกิดภาวะเป็นด่าง (metabolic alkalosis) (Perry, 
1997) ในทางตรงกันข้ามการทดลองในปลาหมอ (Anabas testudineus) พบว่าสภาพที่เป็นกรด
ส่งผลให้ chloride cell ลดจ้านวนลง (Saenphet et al., 2009) และหน้าที่ควบคุมการแลกเปลี่ยน
แก๊ส ในภาวะปกติ chloride cell จะกระจายอย่างเบาบางในผิวเหงือกส่วน lamella หากปลาอยู่
ภายใต้ภาวะที่รบกวนการแลกเปลี่ยนประจุไอออนในน้้าได้แก่ การอยู่ในน้้าที่มีความกระด้างน้อยหรือ
น้้าที่มีไอออนประจุบวกน้อย (soft water) และการอยู่ในน้้าที่มีสารพิษ chloride cell จะมีการเพ่ิม
จ้านวนขึ้นส่งผลให้ lamella หนาตัวขึ้นซึ่งเป็นกลไกในการป้องกันให้เลือดสัมผัสกับน้้าน้อยลง (Perry, 
1997) 

ไต 

เกิดภาวะ acute tubular nephrosis คือมีการตายของเซลล์บุผิวท่อไต (tubular epithelial 
cells) ในปลาที่สัมผัสสารไดคลอวอสและเห็นได้ชัดเจนที่ระดับความเข้มข้นของไดคลอวอสเท่ากับ 
4,000 พีพีบี โดยไม่พบความผิดปกติดังกล่าวในปลากลุ่มควบคุม ความผิดปกติดังกล่าวมีความเป็นไป
ได้เนื่องจากภาวะการขัดขวางหรือรบกวนการไหลเวียนของเลือด ดังเช่นในการทดลองในกลุ่มสุนัขที่
ได้รับสารไดคลอวอสเข้ากระแสเลือดจนตายในเวลา 7 นาทีถึง 2 ชั่วโมง พบว่ามีภาวะที่มีการเพ่ิมขึ้น
ของปริมาณเลือดมายัง เนื้อเยื่อ (hyperemia) และภาวะคั่ ง เลือดทั่ วร่ างกาย (generalised 
congestion) (Snow, 1973) ได้มีการทดลองในหนูโดยให้สารไดคลอวอสในขนาด LC50 ได้มีการ
ชันสูตรซากในกลุ่มหนูที่ตายพบว่าไตมีภาวะการค่ังเลือดเช่นกัน (Tierfarm and Sissel, 1969) 

ตับ 

ในกลุ่มควบคุมและกลุ่มที่เลี้ยงในน้้าที่มีไดคลอวอส 1,000 พีพีบีพบว่าไม่มีการเปลี่ยนแปลง 
แต่ในกลุ่มที่เลี้ยงในน้้าที่มีไดคลอวอส 4,000 พีพีบีพบการเปลี่ยนแปลงอย่างชัดเจนคือเกิด fatty 
change หรือ vacuolar degeneration สัมพันธ์กับการทดลองก่อนหน้าในปลานวลจันทร์เทศพบว่า
เพียง 980 พีพีบี สามารถพบวิการดังกล่าวได้ (Velmurugan et al., 2009) ซึ่งการทดลองครั้งนี้ไม่พบ
ที่กลุ่มความเข้มข้น 1,000 พีพีบีผลการทดลองที่แตกต่างกันอาจเกิดได้จาก ความไวต่อการเป็นพิษ
ของปลาแต่ละชนิดแต่ละขนาดมีความแตกต่างกัน ระยะเวลาในการให้สารเคมีแตกต่างกัน โดยที่การ
ทดลองของ Velmurugan ให้สารเคมีในขนาดดังกล่าวเป็นเวลา 20 วัน ในขณะที่การทดลองครั้งนี้มี
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ระยะเวลาสัมผัสสารน้อยกว่าโดยให้เพียง 3 วัน  มีการรายงานในปลาม้าลาย (Brachydanio rerio) 
ที่สัมผัสสาร Dimethoate 500® ซึ่งเป็นสารกลุ่มออร์กาโนฟอสเฟตในขนาด LD50 (12.5 พีพีบี) พบว่า
เซลล์ตับมีขนาดของ vacuole เพ่ิมมากข้ึนเช่นกัน (Rodrigues and Fanta, 1998) 

กล้ามเนื้อและตาของทั้งสองกลุ่มการทดลองไม่พบการเปลี่ยนแปลงทางพยาธิสภาพที่ชัดเจน 

 

5.2 ข้อสรุปและข้อเสนอแนะ 

5.2.1 การเลือกอวัยวะตัวอย่างที่เหมาะสมในการใช้ตรวจสารก้าจัดแมลงตกค้างในน้้า 

จากการทดลองพบว่าอวัยวะที่มีการตกค้างของสารก้าจัดแมลงมี 3 ตัวอย่างอวัยวะได้แก่ ตับ 
วุ้นตาและกล้ามเนื้อ โดยสิ่งที่น้ามาพิจารณาในการเก็บตัวอย่างอวัยวะได้แก่ การมีชีวิตของปลา ระดับ
ความเข้มข้นของสารเคมีในน้้า ชนิดของสารเคมี ระยะเวลาการตาย รูปแบบการตาย ปริมาณการเก็บ
ตัวอย่างและความบริสุทธิ์ของตัวอย่าง 

ในปลาที่ยังคงมีชีวิตตัวอย่างที่สามารถเก็บเพ่ือตรวจหาสารก้าจัดแมลงตกค้างได้แก่ เลือด
และวุ้นตา แต่จากการทดลองพบว่าเลือดไม่พบการตกค้างของสารไดคลอวอสทั้งในที่คว ามเข้มข้นต่้า
และในความเข้มข้นสูง จึงเป็นเหตุให้วุ้นตาเป็นเพียงตัวอย่างเดียวที่เหมาะสมในการตรวจหาสารก้าจัด
แมลงตกค้างในปลาที่มีชีวิต 

ระดับความเข้มข้นของสารเคมีในน้้าจากการทดลองพบว่าวุ้นตาและกล้ามเนื้อสามารถตรวจ
พบสารไดคลอวอสได้ทั้งสองระดับความเข้มข้น (1,000 และ 4,000 พีพีบี) ในขณะที่ตับตรวจพบการ
ตกค้างได้เพียงที่ระดับความเข้มข้น 4,000 พีพีบีเท่านั้น และตรวจไม่พบการปนเปื้อนในเลือดจากทั้ง
สองระดับความเข้มข้น 

ชนิดของสารเคมีเป็นตัวก้าหนดคุณสมบัติทางเคมีและทางกายภาพของสารแต่ละชนิดส่งผล
ต่อการตกค้าง โดยประเด็นที่หนึ่งคือสารแต่ละชนิดมีความสามารถในการละลายน้้าแตกต่างกันท้าให้
ความเข้มข้นของสารในน้้าแตกต่างกัน ประเด็นที่สองคือสารแต่ละชนิดมีการสลายตัวแตกต่างกัน ทั้ง
คุณสมบัติการระเหย การออกซิไดซ์ การสลายโดยแบคทีเรีย ค่าครึ่งชีวิต อุณหภูมิและสภาพกรดด่าง 
ล้วนมีผลต่อปริมาณสารในน้้า ดังนั้นในการทดลองจึงต้องมีการเปลี่ยนถ่ายน้้าและปรับความเข้มข้น
ของสารไดคลอวอสเป็นประจ้าทุกวันตลอดการทดลอง และควรบันทึกคุณภาพน้้าขณะทดลองเพ่ือใช้
ในการอ้างอิงกับงานทดลองอ่ืน ประเด็นที่สามคือความสามารถในการละลายได้ในไขมัน เนื่องจาก
เนื้อเยื่อของแต่ละอวัยวะมีสัดส่วนไขมันที่แตกต่างกัน เห็นได้จากการทดลองพบว่าสารไดคลอวอสมี
การตกค้างที่ตับในปริมาณสูง แต่กลับพบน้อยในวุ้นตา ดังนั้นหากต้องการศึกษาการตกค้างของ
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สารเคมีชนิดอ่ืนควรมีการศึกษาคุณสมบัติทางเคมีและทางกายภาพของสารนั้นก่อนเพ่ือใช้เป็น
ตัวก้าหนดอวัยวะเป้าหมายที่ใช้ในการศึกษา 

ระยะเวลาการตายมีผลต่อปริมาณสารก้าจัดแมลงตกค้างและการเปลี่ยนแปลงทางพยาธิ
สภาพ กล่าวคือ ในการทดลองครั้งนี้ได้ใช้สารไดคลอวอสในระดับสูงเพ่ือให้เกิดการตกค้างในอวัยวะใน
ระดับสูง พบว่ามีเพียงตัวอย่างตับและวุ้นตาที่ตรวจพบการตกค้างได้นานถึง 72 ชั่วโมงหลังตาย 
ในขณะที่กล้ามเนื้อตรวจพบเพียง 24 และ 48 ชั่วโมงหลังตายจากซากปลาในที่แห้งและในน้้า
ตามล้าดับ การเปลี่ยนแปลงทางพยาธิสภาพมีผลต่อการเลือกอวัยวะ ดังในการทดลองพบว่าเมื่อปลา
ตายอวัยวะภายในช่องท้องเริ่มเกิดการย่อยสลายโดยแบคทีเรียจนท้าให้อวัยวะภายในได้แก่ ตับ ม้าม 
ไตและล้าไส้ มีลักษณะอ่อนนิ่มข้ึนจนกลายเป็นของเหลว ท้าให้ยากต่อการแยกซึ่งอาจเป็นสาเหตุที่ท้า
ให้การใช้ตับมีค่าความคลาดเคลื่อนมาตรฐานสูง ในขณะที่วุ้นตาและกล้ามเนื้อยังคงความบริสุทธิ์ไม่
เกิดการปนเปื้อนเนื้อเยื่ออ่ืนท้าให้มีค่าความคลาดเคลื่อนมาตรฐานต่้า 

รูปแบบการตายมีผลต่อเวลาการสลายตัวของสารไดคลอวอสในสภาพแวดล้อมที่แตกต่างกัน
โดยอวัยวะจากซากปลาที่มีความแตกต่างกันอย่างชัดเจนระหว่างอัตราการสลายตัวในที่แห้งและในน้้า
ได้แก่ตับและวุ้นตา จากการทดลองพบว่าตับจากซากปลาในน้้ามีอัตราการสลายตัวที่ช้ากว่าที่แห้ง 
ในทางกลับกันวุ้นตาจากซากปลาในที่แห้งมีอัตราการสลายตัวที่ช้ากว่าในน้้า 

ปริมาณการเก็บตัวอย่างมีผลในการเพ่ิมความไวในการวิเคราะห์ ( sensitivity) โดยหาก
เปรียบเทียบตัวอย่างที่มีการตกค้างเท่ากัน ตัวอย่างที่มีปริมาณมากเมื่อเข้าสู่กระบวนการสกัดตัวอย่าง 
ของเหลวที่ได้ก่อนฉีดเข้าสู่เครื่องแก๊สโครมาโทกราฟีจะมีความเข้มข้นมากกว่าตัวอย่างที่มีปริมาณน้อย 
ดังนั้นในการน้าไปใช้จริงทางคลินิกเพ่ือตรวจหาการตกค้างของสารใดๆ ควรเก็บตัวอย่างในปริมาณที่
มากเท่าที่เป็นไปได้ กล่าวคือ ในปลาขนาดเล็กการเก็บอวัยวะใดอวัยวะหนึ่งให้ได้ปริมาณมากเป็นสิ่งที่
ท้าได้ยาก ดังนั้นอาจต้องพิจารณาวิธีการเก็บตัวอย่างใหม่ เช่น เก็บจากปลาหลายตัวรวมกัน เป็นต้น 

ความบริสุทธิ์ของตัวอย่างมีผลในการสกัดสารและการท้าความสะอาดตัวอย่างทาง
ห้องปฏิบัติการ หากตัวอย่างเกิดการปนเปื้อนเนื้อเยื่อหลายชนิดหรือมีไขมันปนเปื้อนจึงมีความ
จ้าเป็นต้องเพ่ิมขั้นตอนในการท้าให้ตัวอย่างเกิดเป็นสารเนื้อเดียวกัน ขั้นตอนการกรองและขั้นตอนใช้
สารเคมีในการก้าจัดสารที่รบกวนการวิเคราะห์ เช่นไขมัน ไฮโดรคาร์บอน น้้าตาล เป็นต้น หาก
ตัวอย่างมีความบริสุทธิ์สูงจะช่วยลดขั้นตอนดังกล่าวส่งผลให้ระยะเวลาในการวิเคราะห์น้อยลง 

5.2.2 การน้าวุ้นตามาใช้ตรวจสารก้าจัดแมลงตกค้างในน้้า 

จากการศึกษาพบว่าในกรณีเกิดปัญหาพิษจากสารก้าจัดแมลงกรณีที่ปลามีชีวิต ตัวอย่างที่
เหมาะสมในการวิเคราะห์สารก้าจัดแมลงตกค้างมีเพียงตัวอย่างเดียวคือ วุ้นตา กรณีปลาตายไม่ว่าจะ
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เป็นการตายในลักษณะใดวุ้นตาสามารถวิเคราะห์ได้ภายในระยะเวลา 72 ชั่วโมงหลังการตาย ปริมาณ
การเก็บตัวอย่างอย่างน้อยควรเก็บตั้งแต่ 0.1 มิลลิลิตร ขึ้นไปและเก็บที่ตู้ท้าความเย็นที่มีอุณหภูมิ -20 
องศาเซลเซียส เนื่องจากอุณหภูมิสูงสามารถเร่งอัตราการสลายตัวของสารก้าจัดแมลงได้ จากนั้นควร
น้าไปวิเคราะห์ทางห้องปฏิบัติการภายในระยะเวลา 7 วัน ในกรณีปลาตายในที่แห้งการเก็บวุ้นตาอาจ
ท้าได้ล้าบาก ดังนั้นควรเก็บลูกตาทั้งหมดไปวิเคราะห์หาชนิดและปริมาณสารก้าจัดแมลงทาง
ห้องปฏิบัติการ 

เนื่องจากวุ้นตาเป็นตัวอย่างที่สะอาด เน่าสลายช้า มีความบริสุทธิ์สูงและสามารถตรวจพบ
การตกค้างของสารก้าจัดแมลงได้นาน ถึงแม้ว่าในการศึกษานี้มีค่าการตกค้างน้อยกว่าตับ แต่ในกรณีที่
อวัยวะเกิดการสลายตัวไม่สามารถแยกตับมาได้ วุ้นตาจึงเป็นตัวอย่างที่ควรใช้ในการตรวจหาการ
ตกค้างของสารก้าจัดแมลง 

จากงานวิจัยชิ้นนี้พบว่าการใช้วุ้นตาร่วมกับแก๊สโครมาโทกราฟีสามารถระบุได้ถึงชนิดและ
ปริมาณของสารออร์กาโนฟอสเฟตได้เป็นอย่างดี อีกทั้งพบว่าปริมาณสารออร์กาโนฟอสเฟตในวุ้นตา
แปรผันตามปริมาณสารออร์กาโนฟอสเฟตในน้้า ดังนั้นการพัฒนาเพ่ือใช้วุ้นตาเป็นดัชนีตรวจวัดระดับ
การตกค้างของสารออร์กาโนฟอสเฟตในสิ่งแวดล้อมจึงควรมีการศึกษาเปรียบเทียบระหว่างความ
เข้มข้นของสารออร์กาโนฟอสเฟตในน้้าและในวุ้นตาโดยละเอียด เพ่ือให้สามารถก้าหนดรายละเอียด
ของระดับสารออร์กาโนฟอสเฟตในวุ้นตาที่สามารถอ้างอิงถึงปริมาณการปนเปื้อนในน้้าได้ การศึกษา
ดังกล่าวอาจน้าไปใช้ก้าหนดมาตราฐานการปนเปื้อนของสารออร์กาโนฟอสเฟตในสิ่งมีชีวิตในน้้าและ
ในแหล่งน้้าได้ และอาจน้าไปประยุกต์ใช้เพื่อก้าหนดนโยบายสาธารณะด้านสิ่งแวดล้อมทางน้้าได้ 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาคผนวก 
 

 

 

 

 

  



58 

 

ภาคผนวก ก 
ตารางและแผนภูมิแสดงคุณภาพน  าในการทดลอง 

 

Day Group Concentration pH Alkalinity Hardness Ammonia Nitrite  Temp 

0 1 control 7.82 90 100 0 0 24.1 

  2 1 ppm 7.88 100 100 0 0 24.1 

  3 1 ppm 7.88 90 100 0 0 24.1 

  4 1 ppm 7.86 100 100 0 0 24.1 

  5 4 ppm 7.85 90 100 0 0 24.1 

  6 4 ppm 7.81 90 100 0 0 24.1 

  7 4 ppm 7.84 90 100 0 0 24.1 

 

 

Day Group Concentration pH Alkalinity Hardness Ammonia Nitrite  Temp 

1 1 control 7.97 80 100 1 0 24.5 

  2 1 ppm 8.15 80 100 0.5 0 24.5 

  3 1 ppm 8.11 80 100 0.5 0 24.5 

  4 1 ppm 8.07 90 100 0.5 0 24.5 

  5 4 ppm 7.44 90 100 3 0 24.5 

  6 4 ppm 7.71 90 100 3 0 24.5 

  7 4 ppm 7.74 90 100 3 0 24.5 
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Day Group Concentration pH Alkalinity Hardness Ammonia Nitrite  Temp 

2 1 control 8.09 80 100 0.5 0 24.6 

  2 1 ppm 8.06 90 100 0.25 0 24.6 

  3 1 ppm 8.07 70 100 0.25 0 24.6 

  4 1 ppm 8.03 90 100 0.25 0 24.6 

  5 4 ppm 7.40 90 100 3 0 24.6 

  6 4 ppm 7.75 90 100 2 0 24.6 

  7 4 ppm 7.73 100 100 3 0 24.6 

 

 

Day Group Concentration pH Alkalinity Hardness Ammonia Nitrite  Temp 

3 1 control 8.11 70 100 0.5 0 24.8 

  2 1 ppm 8.17 100 100 0.25 0 24.8 

  3 1 ppm 8.13 80 100 0.25 0 24.8 

  4 1 ppm 8.10 90 100 0.25 0 24.8 

  5 4 ppm 7.53 100 100 3 0 24.8 

  6 4 ppm 7.78 100 100 2 0 24.8 

  7 4 ppm 7.84 100 100 3 0 24.8 
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Group Amount of dichlorvos in water (ppb) 

expected Day 1 Day 2 Day 3 Average 

Negative control 0 0 0 0 0.00 
Group: 1ppm 1000 650 600 850 700.00 
Group: 1ppm 1000 780 790 840 803.33 
Group: 1ppm 1000 520 630 830 660.00 
Group: 4ppm 4000 3330 2730 3130 3063.33 
Group: 4ppm 4000 3310 3330 3280 3306.67 
Group: 4ppm 4000 3540 3070 3050 3220.00 
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ภาคผนวก ข 
ตารางแสดงจ านวนปลา ความยาว น  าหนักและพฤติกรรมปลาขณะท าการทดลอง 

 

Day Group Concentration Standard 
length (cm) 

Body 
Weight (g) 

Behavior 

0 1 control 10.32 30.75 Normal, Appetite 
  2 1 ppm 10.00 29.00 Normal, Appetite 
  3 1 ppm 10.60 34.50 Normal, Appetite 
  4 1 ppm 10.35 33.50 Normal, Appetite 
  5 4 ppm 10.20 29.04 Normal, Appetite 
  6 4 ppm 10.06 28.69 Normal, Appetite 
  7 4 ppm 10.55 31.94 Normal, Appetite 

 

Day Group Concentration Standard 
length (cm) 

Body 
Weight (g) 

Behavior 

1 1 control 10.32 30.75 Normal, Appetite 
  2 1 ppm 10.00 29.00 Normal, Appetite 
  3 1 ppm 10.60 34.50 Normal, Appetite 
  4 1 ppm 10.35 33.50 Normal, Appetite 
  5 4 ppm 10.20 29.04 Excite, Appetite 
  6 4 ppm 10.06 28.69 Excite, Anorexia 
  7 4 ppm 10.55 31.94 Excite, Anorexia 

  

Day Group Concentration Standard 
length (cm) 

Body 
Weight (g) 

Behavior 

2 1 control 10.32 30.75 Normal, Appetite 
  2 1 ppm 10.00 29.00 Normal, Appetite 
  3 1 ppm 10.60 34.50 Normal, Appetite 
  4 1 ppm 10.35 33.50 Normal, Appetite 
  5 4 ppm 10.20 29.04 Excite, Anorexia 
  6 4 ppm 10.06 28.69 Excite, Anorexia 

 (Lateral recumbency = 1 fish) 
  7 4 ppm 10.55 31.94 Excite, Anorexia 

(Erratic swimming = 1 fish) 
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Day Group Concentration Standard 
length (cm) 

Body 
Weight (g) 

Behavior 

3 1 control 10.32 30.75 Normal, Appetite 
  2 1 ppm 10.00 29.00 Normal, Appetite 
  3 1 ppm 10.60 34.50 Normal, Appetite 
  4 1 ppm 10.35 33.50 Normal, Appetite 
  5 4 ppm 10.20 29.04 Excite, Anorexia 

(Muscle cramp = 1 fish) 
(Erratic swimming = 2 fish) 

  6 4 ppm 10.06 28.69 Excite, Anorexia 
 (Lateral recumbency = 2 fish) 

(Erratic swimming = 1 fish) 
 (Muscle cramp = 2 fish) 

  7 4 ppm 10.55 31.94 Excite, Anorexia 
 (Lateral recumbency = 3 fish) 

 (Erratic swimming = 1 fish) 
(Lordosis = 1 fish) 
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ภาคผนวก ค 
ตารางแสดงข้อมูลการตรวจหาปริมาณสารไดคลอวอสทางห้องปฏิบัติการ 

 

Sample: น้้าเลี้ยงปลา  

Method: GC-FPD 

Name concentration result 

 Sample blank spike 1 ppm 
(recovery) 

0.79 

 Sample blank spike 4 ppm 
(recovery) 

3.87 

Control Day1 Negative Control 0.00 

A1 Day1 1 ppm 0.65 

A2 Day1 1 ppm 0.78 

A3 Day1 1 ppm 0.52 

B1 Day1 4 ppm 3.33 

B2 Day1 4 ppm 3.31 

B3 Day1 4 ppm 3.54 

Control Day2 Negative Control 0.00 

A1 Day2 1 ppm 0.60 

A2 Day2 1 ppm 0.79 

A3 Day2 1 ppm 0.63 

B1 Day2 4 ppm 2.73 

B2 Day2 4 ppm 3.33 

B3 Day2 4 ppm 3.07 
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Name concentration result 

Control Day3 Negative Control 0.00 

A1 Day3 1 ppm 0.85 

A2 Day3 1 ppm 0.84 

A3 Day3 1 ppm 0.83 

B1 Day3 4 ppm 3.13 

B2 Day3 4 ppm 3.28 

B3 Day3 4 ppm 3.05 

 

Sample: เนื้อปลา 

Method: GC-MS-MS 

Time after death group sample name results 

 recovery 1 Sample blank spike 10 ppb 7.397 

 recovery 2 Sample blank spike 20 ppb 14.560 

ช่ัวโมงท่ี 0 Negative Control 0 0.000 

ช่ัวโมงท่ี 0 Negative Control Douplication 1 spike 15 ppb 11.470 

ช่ัวโมงท่ี 0 Negative Control Douplication 2 spike 15 ppb 10.200 

ช่ัวโมงท่ี 0 1 ppm  10.530 

ช่ัวโมงท่ี 0 1 ppm  26.560 

ช่ัวโมงท่ี 0 1 ppm  9.106 

ช่ัวโมงท่ี 0 4 ppm  216.000 

ช่ัวโมงท่ี 0 4 ppm  120.700 
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Time after death group sample name results 

ช่ัวโมงท่ี 0 4 ppm  194.400 

ช่ัวโมงท่ี 12 (ที่แห้ง) 4 ppm   2.202 

ช่ัวโมงท่ี 12 (ที่แห้ง) 4 ppm   5.627 

ช่ัวโมงท่ี 12 (ที่แห้ง) 4 ppm   21.400 

ช่ัวโมงท่ี 12 (ในน้้า) 4 ppm   17.330 

ช่ัวโมงท่ี 12 (ในน้้า) 4 ppm   ND 

ช่ัวโมงท่ี 12 (ในน้้า) 4 ppm   15.330 

ช่ัวโมงท่ี 24 (ที่แห้ง) 4 ppm   5.139 

ช่ัวโมงท่ี 24 (ที่แห้ง) 4 ppm   4.948 

ช่ัวโมงท่ี 24 (ที่แห้ง) 4 ppm   6.289 

ช่ัวโมงท่ี 24 (ในน้้า) 4 ppm   8.530 

ช่ัวโมงท่ี 24 (ในน้้า) 4 ppm   24.180 

ช่ัวโมงท่ี 24 (ในน้้า) 4 ppm   6.159 

ช่ัวโมงท่ี 48 (ที่แห้ง) 4 ppm   4.873 

ช่ัวโมงท่ี 48 (ที่แห้ง) 4 ppm   ND 

ช่ัวโมงท่ี 48 (ที่แห้ง) 4 ppm   ND 

ช่ัวโมงท่ี 48 (ในน้้า) 4 ppm   9.167 

ช่ัวโมงท่ี 48 (ในน้้า) 4 ppm   7.099 

ช่ัวโมงท่ี 48 (ในน้้า) 4 ppm   3.471 

ช่ัวโมงท่ี 72 (ที่แห้ง) 4 ppm   ND 

ช่ัวโมงท่ี 72 (ที่แห้ง) 4 ppm   ND 

ช่ัวโมงท่ี 72 (ที่แห้ง) 4 ppm   ND 
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Time after death group sample name results 

ช่ัวโมงท่ี 72 (ในน้้า) 4 ppm   2.487 

ช่ัวโมงท่ี 72 (ในน้้า) 4 ppm   ND 

ช่ัวโมงท่ี 72 (ในน้้า) 4 ppm   ND 

 

Sample: ตับ 

Method: GC-MS-MS 

Time after death group sample name results 

 recovery 1 Sample blank spike 10 ppb 6.526 

 recovery 2 Sample blank spike 20 ppb 16.480 

 recovery 3 Sample blank spike 1000 ppb 757.100 

ช่ัวโมงท่ี 0 Negative Control  0.000 

ช่ัวโมงท่ี 0 Negative Control Douplication 1 spike 30 ppb 24.490 

ช่ัวโมงท่ี 0 Negative Control Douplication 2 spike 30 ppb 22.250 

ช่ัวโมงท่ี 0 1 ppm  0.000 

ช่ัวโมงท่ี 0 1 ppm  0.000 

ช่ัวโมงท่ี 0 1 ppm  0.000 

ช่ัวโมงท่ี 0 4 ppm  227.500 

ช่ัวโมงท่ี 0 4 ppm  548.300 

ช่ัวโมงท่ี 0 4 ppm  37.410 

ช่ัวโมงท่ี 12 (ที่แห้ง) 4 ppm   5.854 

ช่ัวโมงท่ี 12 (ที่แห้ง) 4 ppm   18.810 
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Time after death group sample name results 

ช่ัวโมงท่ี 12 (ที่แห้ง) 4 ppm   847.100 

ช่ัวโมงท่ี 12 (ในน้้า) 4 ppm   56.150 

ช่ัวโมงท่ี 12 (ในน้้า) 4 ppm   529.100 

ช่ัวโมงท่ี 12 (ในน้้า) 4 ppm   2.984 

ช่ัวโมงท่ี 24 (ที่แห้ง) 4 ppm   11.310 

ช่ัวโมงท่ี 24 (ที่แห้ง) 4 ppm   264.100 

ช่ัวโมงท่ี 24 (ที่แห้ง) 4 ppm   450.400 

ช่ัวโมงท่ี 24 (ในน้้า) 4 ppm   259.700 

ช่ัวโมงท่ี 24 (ในน้้า) 4 ppm   910.900 

ช่ัวโมงท่ี 24 (ในน้้า) 4 ppm   42.180 

ช่ัวโมงท่ี 48 (ที่แห้ง) 4 ppm   100.800 

ช่ัวโมงท่ี 48 (ที่แห้ง) 4 ppm   0.000 

ช่ัวโมงท่ี 48 (ที่แห้ง) 4 ppm   3.386 

ช่ัวโมงท่ี 48 (ในน้้า) 4 ppm   449.100 

ช่ัวโมงท่ี 48 (ในน้้า) 4 ppm   248.900 

ช่ัวโมงท่ี 48 (ในน้้า) 4 ppm   205.300 

ช่ัวโมงท่ี 72 (ที่แห้ง) 4 ppm   27.000 

ช่ัวโมงท่ี 72 (ที่แห้ง) 4 ppm   29.410 

ช่ัวโมงท่ี 72 (ที่แห้ง) 4 ppm   5.030 

ช่ัวโมงท่ี 72 (ในน้้า) 4 ppm   66.780 

ช่ัวโมงท่ี 72 (ในน้้า) 4 ppm   0.000 

ช่ัวโมงท่ี 72 (ในน้้า) 4 ppm   13.530 
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Sample: วุ้นตา 

Method: GC-MS-MS 

Time after death group sample name results 

 recovery 1 Sample blank spike 30 ppb 23.200 

 recovery 2 Sample blank spike 50 ppb 42.110 

 recovery 3 Sample blank spike 1000 ppb 849.30 

ช่ัวโมงท่ี 0 Negative Control  0.000 

ช่ัวโมงท่ี 0 Negative Control Douplication 1 spike 60 ppb 55.960 

ช่ัวโมงท่ี 0 Negative Control Douplication 2 spike 60ppb 60.350 

ช่ัวโมงท่ี 0 1 ppm  7.732 

ช่ัวโมงท่ี 0 1 ppm  42.160 

ช่ัวโมงท่ี 0 1 ppm  17.610 

ช่ัวโมงท่ี 0 4 ppm  170.000 

ช่ัวโมงท่ี 0 4 ppm  194.000 

ช่ัวโมงท่ี 0 4 ppm  178.800 

ช่ัวโมงท่ี 12 (ที่แห้ง) 4 ppm   25.400 

ช่ัวโมงท่ี 12 (ที่แห้ง) 4 ppm   26.220 

ช่ัวโมงท่ี 12 (ที่แห้ง) 4 ppm   14.300 

ช่ัวโมงท่ี 12 (ในน้้า) 4 ppm   30.160 

ช่ัวโมงท่ี 12 (ในน้้า) 4 ppm   4.975 

ช่ัวโมงท่ี 12 (ในน้้า) 4 ppm   5.252 

ช่ัวโมงท่ี 24 (ที่แห้ง) 4 ppm   21.110 
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Time after death group sample name results 

ช่ัวโมงท่ี 24 (ที่แห้ง) 4 ppm   25.810 

ช่ัวโมงท่ี 24 (ที่แห้ง) 4 ppm   11.170 

ช่ัวโมงท่ี 24 (ในน้้า) 4 ppm   16.840 

ช่ัวโมงท่ี 24 (ในน้้า) 4 ppm   29.190 

ช่ัวโมงท่ี 24 (ในน้้า) 4 ppm   18.690 

ช่ัวโมงท่ี 48 (ที่แห้ง) 4 ppm   73.540 

ช่ัวโมงท่ี 48 (ที่แห้ง) 4 ppm   9.143 

ช่ัวโมงท่ี 48 (ที่แห้ง) 4 ppm   6.681 

ช่ัวโมงท่ี 48 (ในน้้า) 4 ppm   7.464 

ช่ัวโมงท่ี 48 (ในน้้า) 4 ppm   10.430 

ช่ัวโมงท่ี 48 (ในน้้า) 4 ppm   28.440 

ช่ัวโมงท่ี 72 (ที่แห้ง) 4 ppm   7.579 

ช่ัวโมงท่ี 72 (ที่แห้ง) 4 ppm   27.160 

ช่ัวโมงท่ี 72 (ที่แห้ง) 4 ppm   19.930 

ช่ัวโมงท่ี 72 (ในน้้า) 4 ppm   18.930 

ช่ัวโมงท่ี 72 (ในน้้า) 4 ppm   0.000 

ช่ัวโมงท่ี 72 (ในน้้า) 4 ppm   25.540 
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Sample: เลือด 

Method: GC-MS-MS 

Time after death group sample name results 

 recovery 1 Sample blank spike 10 ppb 9.122 

 recovery 2 Sample blank spike 20 ppb 15.570 

ช่ัวโมงท่ี 0 Negative Control   0.000 

ช่ัวโมงท่ี 0 Negative Control Douplication 1 spike 40 ppb 36.264 

ช่ัวโมงท่ี 0 Negative Control Douplication 2 spike 40 ppb 33.490 

ช่ัวโมงท่ี 0 1 ppm  0.000 

ช่ัวโมงท่ี 0 1 ppm  0.000 

ช่ัวโมงท่ี 0 1 ppm  0.000 

ช่ัวโมงท่ี 0 4 ppm  0.000 

ช่ัวโมงท่ี 0 4 ppm  0.000 

ช่ัวโมงท่ี 0 4 ppm  0.000 
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ภาคผนวก ง 
ภาพลักษณะปลาในแต่ละชั่วโมงหลังตาย 

 

 

 

ภาพซากปลาในที่แห้ง (A) ชั่วโมงที่ 6 หลังตาย (B) ชั่วโมงที่ 12 หลังตาย (C) ชั่วโมงที่ 24 หลังตาย 
(D) ชั่วโมงท่ี 48 หลังตาย และ (E) ชั่วโมงท่ี 72 หลังตาย  

A B 

C D 

E 
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ภาพซากปลาในน้้า (A) ชั่วโมงที่ 6 หลังตาย (B) ชั่วโมงที่ 12 หลังตาย (C) ชั่วโมงที่ 24 หลังตาย   (D) 
ชั่วโมงท่ี 48 หลังตาย และ (E) ชั่วโมงท่ี 72 หลังตาย 

  

A B 

C D 

E 
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ภาพซากปลาชั่วโมงท่ี 12 (บน) ซากปลาในที่แห้ง (ล่าง) ซากปลาในน้้า 

 

 

ภาพลักษณะตาของปลาชั่วโมงท่ี 48 หลังตาย (A) ซากในที่แห้ง (B) ซากในน้้า 

  

A B 
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นายศรัณย์สิริ นวลมณี เดิม ณัฏฐ์ นวลมณี  เกิดวันที่ 4 เดือนกันยายน พ.ศ. 2527 จังหวัด
เชียงใหม่ จบการศึกษาระดับมัธยมศึกษาจากโรงเรียนปรินส์รอยแยลส์วิทยาลัย จังหวัดเชียงใหม่    
เมื่อปี พ.ศ. 2544 จบการศึกษาระดับปริญญาตรี สาขาสัตวแพทยศาสตรบัณฑิต จากคณะสัตว
แพทยศาสตร์ มหาวิทยาลัยเชียงใหม่ เมื่อปี พ.ศ. 2551 เมื่อจบการศึกษาได้เข้าท้างานในต้าแหน่งสัตว
แพทย์ประจ้าศูนย์วิจัยโรคสัตว์น้้า คณะสัตวแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย จังหวัด
กรุงเทพมหานคร เป็นเวลา 1 ปี และท้างานในต้าแหน่งสัตวแพทย์ ประจ้าโรงพยาบาลสัตว์เมตตา 
จังหวัดเชียงใหม่ เป็นเวลา 1 ปี มีความสนใจในด้านสัตว์น้้าจึงเข้าศึกษาต่อในระดับปริญญา
วิทยาศาสตร์มหาบัณฑิต สาขาวิชาอายุรศาสตร์สัตวแพทย์ ภาควิชาอายุรศาสตร์ คณะสัตว
แพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ในปีการศึกษา 2553 

มีผลงานทางวิชาการท่ีตีพิมพ์เผยแพร่ได้แก่ 

ณัฏฐ์ นวลมณี ฎิลก วงศ์เสถียร รัชต์ ขัตติยะ อติกันต์ ทองทาบ และอุทุมมา มัฆเนมี. 2551. 
ผลของการปรับค่ากิโลโวลท์ พีค ของเครื่องถ่ายภาพรังสีต่อคุณภาพของภาพรังสี ในปลาทอง 
(Carassius auratus). วารสารสัตวแพทยศาสตร์ มข. 18(2):120-130. 

ศรัณย์สิริ นวลมณี มาลินี จงเจริญใจ และนันทริกา ชันซื่อ. 2557. การพัฒนาการตรวจการ
ปนเปื้อนของสารออร์กาโนฟอสเฟตจากวุ้นตาของปลาแฟนซีคาร์พ (Cyprinus carpio). วารสารสัตว
ศาสตร์แห่งประเทศไทย. 1(2):243-246. 
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