
 

           
 

1381 

รายงานผลงานวิจัยประจ าปี ๒๕๕๕  ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร 

ผลกึ่งเร้ือรังของสารสกัดจากกากเมล็ดชาก าจัดหอย Camellia sinensis L. ที่มีต่อ
เหงือกและเนื้อเยื่อตับของปลานิล Oreochromis  niloticus L. 

Sub- chronic effects of tea seed extract, Camellia sinensis L. on gill and 
liver of tilapia, Oreochromis  niloticus L. 

 
ดาราพร รินทะรักษ์             ปราสาททอง พรหมเกิด  

สมเกียรติ กล้าแข็ง             ทรงทัพ แก้วตา 
กลุ่มกีฏและสัตววิทยา    ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 

________________________________ 
บทคัดย่อ 

ศึกษาการเปลี่ยนแปลงทางพยาธิสภาพของเหงือกและเนื้อเยื่อตับของปลานิล Oreochromis 

niloticus Linn. ภายหลังได้รับสารสกัดกากเมล็ดชาก าจัดหอย Camellia sinensis L.โดยท าการ

ทดลองหาค่าความเป็นพิษเฉียบพลันตามวิธี Acute Static Toxicity Test ใช้ลูกปลานิลอายุ 1 เดือน 

แบ่งการทดลองออกเป็น กลุ่มทดสอบสารสกัดกากเมล็ดชา กับกลุ่มควบคุม และกลุ่มสารเปรียบเทียบ 

metaldehde 80% WP ท าการทดลองกลุ่มละ 3 ซ้ า ทดสอบด้วยการท า range finding test 

ก าหนดความเข้มข้นสารสกัดกากเมล็ดชาเป็นช่วง คือ 1, 10, 100 , 1,000 และ 10,000 ppm. ได้

ความเข้มข้นที่ท าให้ลูกปลานิลตายใกล้ค่า 50% อยู่ระหว่าง 10 -100 ppm. จึงน ามาทดสอบด้วย 

definitive test ได้ความเข้มข้นที่ท าให้ลูกปลานิลตายใกล้ค่า 50% อยู่ระหว่าง 40 - 60 ppm. น ามา

วิเคราะหห์าค่า LC50 โดยใช้โปรแกรม probit analysis ไดค้่า LC50 (ท่ี96 ชั่วโมง) 47.53 ppm. และ

จากค่าดังกล่าวน ามาค านวณหาค่าความเข้มข้นของสารสกัดกากเมล็ดชา ที่จะใช้ในการทดสอบความ

เป็นพิษกึ่งเรื้อรังต่อไปในปี 2555   

ผลการศึกษาการเปลี่ยนแปลงของเหงือกและเนื้อเยื่อตับปลานิล เมื่อน ามาผ่านกระบวนการ
ทางฮิสโตเคมี ด้วย paraffin method และย้อมด้วยสี heamatoxylin & eosin (H & E) ศึกษาใต้
กล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสง พบว่าเนื้อเยื่อเหงือกของปลานิลกลุ่มทดสอบสารสกัดกากเมล็ดชามีเซลล์
เม็ดเลือดแดงจ านวนมากคั่งอัดแน่นอยู่ตามเส้นเลือดฝอยบริเวณซี่เหงือกและบริเวณ gill arch ซ่ึง
ลักษณะดังกล่าวแตกต่างจากกลุ่มควบคุมที่เซลล์เม็ดเลือดแดงมีการเรียงตัวเดี่ยวๆ อย่างเป็นระเบียบ 
อยู่ภายในเส้นเลือดฝอย ส่วนตับปลานิล ทุกกลุ่ม ไม่พบความแตกต่างของเนื้อเยื่อตับ 
 

_______________________________ 
รหัสการทดลอง 03-04-54-02-03-02-01-54  
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ค าน า 

กากเมล็ดชา (tea seed cake)  เป็นสารสกัดจากเมล็ดชาพันธุ์ Camellia, Camellia 
sinensis L.) ซึ่งมีสารออกฤทธิ์ที่ส าคัญคือ สารซาโปนิน (saponin) สามารถใช้ก าจัดหอยเชอรี่ได้อย่าง
มีประสิทธิภาพ โดยซาโปนินมีกลไกการออกฤทธิ์ ท าลายเม็ดเลือดในสัตว์ ซาโปนินที่พบในพืช มี 2 
ประเภท คือ steroidal saponins พบในพืชใบเลี้ยงเดี่ยว และ triterpenoid saponins ซึ่งพบในพืช
ใบเลี้ยงคู่ ตระกูล Leguminoceae และ Araliliaceae ซึ่งซาโปนินทั้ง 2 ประเภท มีฤทธิ์ทางเภสัช
วิทยาคล้ายคลึงกัน  

ปัจจุบันมีการน ากากเมล็ดชา มาใช้เพ่ือป้องกันก าจัดศัตรูพืชมากขึ้น เพราะต้องการลด 
ความเป็นพิษของสารเคมีที่มีผลกระทบต่อสุขภาพและสิ่งแวดล้อม กากเมล็ดชาที่มีการใช้ในปัจจุบัน มี
ซาโปนิน อยู่ประมาณ 10-13% มีความเป็นพิษรุนแรงกับสัตว์เลือดเย็น โดยซาโปนินจะมีผลต่อศูนย์
ประสาทที่ควบคุมการหายใจ ท าให้ขาดออกซิเจนและเม็ดเลือดแดงเกิดการสลายตัว (heamolysis) 
แต่ในสัตว์เลือดอุ่น เช่น คนและสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนม จะท าให้เกิดอาการระคายเคืองต่อเยื่อบุช่องจมูก 
ท าให้น้ ามูกไหล จาม และมึนงง นอกจากนี้ คุณสมบัติทางเคมีของซาโปนิน ยังพบว่ามีฤทธิ์ในการต้าน
เชื้อราและแบคทีเรีย โดยซาโปนินจะจับกับเยื่อหุ้มเซลล์ของเชื้อรา ซึ่งสารนี้จะแทรกซึมเข้าไปตามเยื่อ
หุ้มเซลล์จนท าให้เซลล์ของเชื้อราแตกในที่สุด    

ด้านการศึกษาความเป็นพิษของกากเมล็ดชานั้น ยนต์ (2535) ได้ทดสอบความเป็นพิษ 
ของซาโปนินในกากเมล็ดชากับกุ้งก้ามกราม ปลาตะเพียนและปลาบู่ทราย โดยใช้กากเมล็ดกากชา
อัตรา 30 มิลลิกรัม/ลิตร ในบ่อคอนกรีตที่ใช้เลี้ยงกุ้งก้ามกราม เป็นเวลานาน 2 เดือน พบว่าไม่มี
ผลกระทบต่ออัตราการเจริญเติบโตของกุ้งก้ามกราม แต่มีผลท าให้ปลาตะเพียนขาวและปลาบู่ทราย 
ตาย 100 เปอร์เซ็นต์ภายในระยะเวลา 2 ชั่วโมง ชมพูนุทและคณะ (2547)  ส ารวจชนิดพืชที่มีใน
ประเทศไทยและทดสอบประสิทธิภาพสารสกัดจากพืชชนิดต่างๆ  ได้แก่ ประค าดีควาย (Sapindus 
emerginatus) สะเดา DOA (Azadirachta sp.) และหางไหล DOA (Derris sp.) พบว่า ผล
ประค าดีควายให้สารออกฤทธิ์ คือซาโปนิน และพบว่ากรรมวิธีที่สกัดด้วยน้ า และสกัดด้วย  ethyl 
alcohol ให้สารออกฤทธิ์ ไม่แตกต่างกัน และสารซาโปนิน ยังมีแนวโน้มที่เป็นพิษต่อหอยเชอรี่ โดยซา
โปนิน 0.1% , 0.5% และ 1.0% มีผลท าให้หอยตาย 100% ภายใน 24 ชั่ วโมง และเนื่องจากกาก
เมล็ดชามีความเป็นพิษสูงต่อหอยเชอรี่ จึงมีการน าเข้าจากประเทศจีนเพ่ือใช้ในการก าจัดหอยเชอรี่ มี
ชื่อการค้าว่า แซปโปเคียว-วัน อัตราการใช้ 3 กิโลกรัม/ไร่ โดยหว่านลงในนาข้าวที่มีน้ าสูง 5 ซม. 

แม้ว่า ปัจจุบัน จะมีการน ากากเมล็ดชา มาใช้เพ่ือป้องกันก าจัดหอยศัตรูพืชมากขึ้น เพราะ
ต้องการลดความเป็นพิษของสารเคมีที่มีผลกระทบต่อสิ่งแวดล้อม ดังที่กล่าวข้างต้น  แต่จากรายงาน
การศึกษาเกี่ยวกับฤทธิ์ทางชีวภาพของสารสกัดจากกากเมล็ดชารวมถึงสารซาโปนินที่พบในเมล็ด บ่ง
ชี้ให้เห็นว่ากากเมล็ดชาน่าจะมีผลกระทบต่อสิ่งมีชีวิตในน้ า โดยเฉพาะอย่างยิ่งเมื่อมีการน ามาใช้เป็นสาร
ป้องกันและก าจัดศัตรูพืช อาจมีการตกค้างและมีการปนเปื้อนลงในแหล่งน้ าเกษตรกรรมและเป็น
อันตรายต่อปลาได้ นอกจากนี้ ในการที่จะน าพืชชนิดใดมาใช้ประโยชน์ในด้านต่างๆ ควรมีการศึกษา
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ผลกระทบต่อสิ่งมีชีวิตอ่ืนๆที่ไม่ใช่กลุ่มเป้าหมายด้วย ซึ่งการศึกษาผลตกค้างของสารสกัดต่างๆในแหล่ง
น้ า นิยมศึกษาผลกระทบต่อปลาหลายชนิด เช่น ปลานิล ปลาไน ปลาหมอ ปลาหมอเทศ  โดยดูการ
เปลี่ยนแปลงทางพยาธิสภาพของเนื้อเยื่อตับและไต เนื่องจากเป็นอวัยวะที่ได้รับผลกระทบโดยตรงที่
สามารถบ่งชี้ความผิดปกติได้ดีที่สุด ซึ่งการเปลี่ยนแปลงที่เกิดขึ้นได้แก่ มีการสะสมไขมันเพ่ิมขึ้นในเซลล์
ตับ (fat vacuolation) เกิดการคั่งของเม็ดเลือดแดง (blood congestion)  ตามเส้นเลือดขนาดต่างๆ 
จากนั้นนิวเคลียสจะสลายไปและท าให้เซลล์ตาย (ดาราพร , 2545)  ซึ่งในระยะต่อมาจะสามารถ
สังเกตเห็นการเปลี่ยนแปลงหรือความผิดปกติในระดับอวัยวะในที่สุด  

 
วิธีด าเนินการ 

อุปกรณ์ 
1.อุปกรณ์ส าหรับเลี้ยงปลานิล ได้แก่ 

- โหลแก้วกลมขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 9 นิ้ว สูง 14 นิ้ว ความจุ 12 ลิตร  
- อ่างเลี้ยงปลาขนาดความกว้าง 20 นิ้ว ความยาว 42 นิ้ว และสูง 20 นิ้ว  
- ชุดอุปกรณ์ส าหรับให้ออกซิเจนในน้ าขณะท าการทดลอง ซึ่งประกอบด้วย 

เครื่องอัดอากาศ ท่อยางและลูกหินอากาศ  
- ชุดอุปกรณ์ส าหรับการเปลี่ยนถ่ายน้ าที่ใช้ในการทดลอง ซึ่งประกอบด้วย

เครื่องดูดน้ าและสายยางขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 0.5 นิ้ว   
- สวิงตักปลาขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง ~ 3 นิ้ว และ 12 นิ้ว 

2. อุปกรณ์ส าหรับวัดคุณสมบัติทางกายภาพของน้ าในอ่างเลี้ยงปลา ได้แก่ 
- เครื่องวัดความเป็นกรด- ด่าง 
- เครื่องวัดอุณหภูมิ 
- เครื่องวัดปริมาณออกซิเจนที่ละลายในน้ า 

3. อุปกรณ์ส าหรับเก็บข้อมูลปลานิลที่ใช้ทดลอง ได้แก่ 
- เครื่องชั่งไฟฟ้า ทศนิยมสามต าแหน่ง  
- ไม้บรรทัดและ เวอร์เนีย ส าหรับวัดขนาดตัวปลา 
- ขวดเก็บตัวอย่าง ขนาด 8 ออนซ์  

4. อุปกรณ์ส าหรับเตรียมเนื้อเยื่อเพ่ือศึกษาทางอิสโตเคมี (paraffin method) ได้แก่ 
- ขวดแก้วส าหรับใส่น้ ายาเคมี 
- สไลด์แก้ว และแผ่นแก้วปิดสไลด์ 
- บล๊อกเหล็ก ส าหรับฝังชิ้นเนื้อเยื่อพาราฟิน 
- บล๊อกไม้ส าหรับติดชิ้นเนื้อเยื่อ 
- ใบมีดส าหรับตัดเนื้อเยื่อพาราฟิน 
- water bath หรือ warm plate อุณหภูมิ 38 – 40 ºC   
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- กล่องไม้ส าหรับเก็บสไลด์ 
5. อุปกรณ์ส าหรับย้อมสีเนื้อเยื่อ ได้แก่ 

- ชุด Jar ส าหรับย้อมสี  
- ตะแกรงส าหรับใส่สไลด์ที่จะย้อมสี 

6. สารเคมีที่ใช้ในการเตรียมเนื้อเยื่อเพ่ือศึกษาทางฮิสโตเคมี ได้แก่   

-       10 % Neutral buffer formalin  
  -          95 % Ethyl alcohol 
  -       N-butanol 
  -       xylene 
  -       paraplast 
  -       egg albumin 
  -           haematoxylin 
  -       0.5 %  eosin 
  -       conc. acetic acid  
  -       permount 
วิธีการ 

แผนการทดลอง   แบบ CRD  
 วิธีปฏิบัติการทดลอง 

สัตว์ทดลอง ใช้ปลานิลด า Oreochromis niloticus Linn. ทั้ง 2 เพศจากบ่อปลา อ. บางเลน 
จ. นครปฐม โดยการน าลูกปลานิลด าที่มีอายุประมาณ 3 สัปดาห์ มาอนุบาลในอ่างซีเมนต์ ขนาดเส้น
ผ่านศูนย์กลางประมาณ 90 เซนติเมตร ให้อาหารผสมส าหรับปลานิล เลี้ยงเพ่ือให้ปรับสภาพประมาณ 
1 สัปดาห์ จากนั้นท าการคัดเลือกปลานิลที่มีลักษณะสมบูรณ์ แข็งแรง ขนาดใกล้เคียงกัน แล้วจึงท า
การสุ่มตัวอย่างจากกลุ่มนี้เพ่ือน าไปท าการทดลองต่อไป ปลานิลที่เริ่มท าการทดลองจะมีอายุ 1 เดือน 
น้ าหนักโดยเฉลี่ย 0.87 กรัม ความยาวโดยเฉลี่ย 2.64 เซนติเมตร (ภาพที่1ก.) และงดให้อาหารก่อน
การทดลอง 24 ชั่วโมง 

1. การศึกษาความเป็นพิษเฉียบพลันของสารสกัดกากเมล็ดชา (ด าเนินการในปี 2554) 
เพ่ือก าหนดค่า LC50 ที่ 96 ชั่วโมง (50 % lethal concentration at 96 hours) โดยการท า 

Acute Static Toxicity Test (ASTM, 1980) และวิเคราะห์หาค่า LC50 ด้วยโปรแกรม Probit 
analysis (Finney, 1971) โดยท าการทดลองในตู้เลี้ยงปลาขนาดเล็กหรือโหลแก้วทรงกลม เติมน้ า
ส าหรับกลุ่มควบคุม หรือสารสกัดกากเมล็ดชาส าหรับกลุ่มทดลองตามความเข้มข้นที่ต้องการ ให้ได้
ปริมาตร 10 ลิตร จากนั้นจึงน าลูกปลานิลอายุ 1 เดือนที่ท าการคัดเลือกไว้มาท า Range –finding 
test และ Definitive test ดังต่อไปนี้ 
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range – finding test เป็นการหาช่วงความเข้มข้นของสารสกัดกากเมล็ดชาที่ท าให้ปลานิล
ด าตายมากกว่าและน้อยกว่า 50 % ก าหนดความเข้มข้น 5 ระดับ ดังนี้ คือ 1, 10, 100 , 1,000 และ 
10,000 ppm. รวมทั้งการท าการทดลองชุดควบคุมและสารเปรียบเทียบ metaldehyde 80% WP 
โดยแต่ละความเข้มข้นท าการทดลอง 3 ซ้ าๆละ 10 ตัว นับจ านวนปลาที่ตายภายในเวลา 24 , 48, 72 
และ 96 ชั่วโมง พร้อมบันทึกผลการทดลอง 
 definitive test น าผลที่ได้จากการท า range –finding test เลือกความเข้มข้นที่ท าให้ปลา
ตาย ช่วง 0 % และ 100 % มาท าการทดลองเพ่ือหาความเข้มข้นที่ท าให้ปลาตาย 50 % โดยก าหนด
ระดับความเข้มข้นให้ละเอียดยิ่งขึ้น เปรียบเทียบกับสารฆ่าหอย metaldehyde 80% WP และชุด
ควบคุม ท าการทดลองเช่นเดียวกับการท า range – finding test นับจ านวนปลาที่ตายและบันทึกผล
การทดลองทุกๆ 24 ชั่วโมง จนครบ 96 ชั่วโมง จึงน าข้อมูลที่ได้มาหาค่า LC50 ที่ 96 ชั่วโมงโดยวธิ ี
probit analysis ต่อไป 

2. การศึกษาผลกึ่งเรื้อรังของสารสกัดกากเมล็ดชาที่มีต่อเหงือกและเนื้อเยื่อตับของปลานิล 
(ด าเนินการในปี 2555-2556) 

การหาค่า Application Factor (AF) น าค่า LC50 ที่ได้มาค านวณหาค่า AF เพ่ือก าหนดค่า
ความเข้มข้นที่เหมาะสม ในการทดสอบความเป็นพิษก่ึงเรื้อรัง (sub-chronic level toxicity test) 
เป็นเวลานาน 8 เดือน ซึ่งค่า Application Factor สามารถค านวณได้จากสูตรดังนี้ 

 

    AF = MATC / LC50 96 hrs. 
 

  MATC = ค่าความเข้มข้นสูงสุดของสารพิษที่ยอมรับได้ 
ค่า MATC ได้จากการค านวณโดยมีช่วงอยู่ระหว่างความเข้มข้น 2 ระดับ 
คือ  NOEC = ค่าความเข้มข้นสูงสุดที่ไม่มีผลต่อการตายของสัตว์ทดลอง     
และ  LOEC = ค่าความเข้มข้นสูงสุดที่มีผลต่อการตายของสัตว์ทดลองน้อยที่สุด 

หลังจากได้รับสารที่อัตราความเข้มข้นต่ าเป็นเวลานาน 8 เดือน ท าการทดลองดังนี้ 
  2.1 เริ่มการทดลองโดยใช้ปลานิลที่อายุประมาณ 1 เดือน แบ่งการทดลองออกเป็น 2 
กลุ่ม คือ กลุ่มควบคุม จ านวน 1 ซ้ าและกลุ่มทดสอบสารสกัดกากเมล็ดชาจ านวน 3 ซ้ าๆ ละ 500 ตัว 
โดยเลี้ยงปลาในตู้ปลาขนาดกว้าง  20 นิ้ว ยาว 42 นิ้ว และสูง 20 นิ้ว ใส่น้ าปริมาตร 300 ลิตร ให้
อาหารส าเร็จรูปชนิดเม็ดลอยน้ าทุกวันและท าการเปลี่ยนถ่ายน้ าใหม่ทุกๆ 3 วัน โดยใส่สารสกัดกาก
เมล็ดชา sub-chronic dose ทุกครั้งที่ท าการเปลี่ยนน้ า เป็นเวลานาน 8 เดือน สังเกตอาการของปลา
นิล เช่นการว่ายน้ า และการกินอาหารเปรียบเทียบระหว่างปลาทั้ง 2 กลุ่ม 
  2.2 ในแต่ละเดือน เก็บตัวอย่างปลาขึ้นมาจากตู้ปลาที่ท าการทดลองทั้งกลุ่มควบคุม
และกลุ่มทดลอง โดยการสุ่มเก็บกลุ่มละ 30 ตัว น ามาวัดขนาดความยาว ความกว้าง ชั่งน้ าหนักตัวปลา 
และแยกเอาตับปลาทั้งหมดมาชั่งน้ าหนักเพ่ือศึกษา % relative liver weight เปรียบเทียบค่า
แตกต่างทางสถิติระหว่างตับปลากลุ่มควบคุมและกลุ่มทดลองโดยใช้ค่า T – Test 
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  2.3 ทุกๆเดือนที่ท าการเก็บตัวอย่าง หลังจากชั่งน้ าหนักและวัดขนาดตัวปลาแล้ว น า
เหงือกและตับมาดองด้วย 10 % buffer formalin ก่อนน าไปผ่านกระบวนการเตรียมเนื้อเยื่อเพ่ือ
ศึกษาภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสงต่อไป  

3. วิธีการเตรียมเนื้อเยื่อเพ่ือศึกษาภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสง  
 (ด าเนินการในปี 2554-2556) 
เตรียมสไลด์ถาวรเนื้อเยื่อโดยวิธีพาราฟิน (paraffin method) โดยตัดแบง่เนื้อเยื่อตับขนาด 1 

ลูกบาศก์เซนติเมตรและเหงือกมาดองด้วย 10 % buffer formalin  แล้วน าไปแช่ ในน้ ายาต่างๆดังนี้  
70 % Ethyl alcohol ( 1 hr. ) 

 
90 % Ethyl alcohol  ( 1 hr. ) 

 
95 % Ethyl alcohol ( 2 change over night ) 

 
n- butanol ( 1 hr. ) 

 
Xylene ( 1 hr. ) 

 
Xylene + Wax I ( 1: 1 ) ( ½ hr. ) ** ท าในตู้อบ 

 
Wax I ( ½ hr. ) ** ท าในตู้อบ 

 
Wax II ( 1 hr. ) ** ท าในตู้อบ 

จากนั้นจึงฝังชิ้นเนื้อเยื่อลงใน Wax I I I  หรือ pa rap la s t  แล้วจึงน ามาตัดด้วยเครื่องตัดเนื้อเยื่อ 
(rotary microtome ) ให้บาง 5 ไมโครเมตร จากนั้นติดลงบนกระจกสไลด์ โดยใช้ egg albumin 
ช่วยให้แถบเนื้อเยื่อติดกับกระจกสไลด์ได้ดี วางสไลด์เนื้อเยื่อบน warm plate ที่อุณหภูมิ ประมาณ 
40 องศาเซลเซียส เพ่ือช่วยให้แถบเนื้อเยื่อยึดตัว ก่อนน าไปย้อมสี heamatoxylin & eosin (H & E) 
เพ่ือศึกษาภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสงต่อไป 

การบันทึกข้อมูลและวิเคราะห์ผล 
 ตลอดระยะเวลาที่ท าการทดลองเป็นเวลานาน 8 เดือน ท าการเก็บข้อมูลทาง 

กายภาพของน้ าที่ใช้ท าการทดลองเพ่ือศึกษาสมบัติบางประการของน้ าเลี้ยงปลา ดังนี้ 
1. วัดอุณหภูมิ ( temperature ) ของน้ าที่ใช้เลี้ยงปลาทั้ง 2 กลุ่ม เดือนละ 2 ครัง้ โดยการ

วัดวันที่ 1 และ วันที่ 3 ของการเปลี่ยนน้ า  
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2. วัดปริมาณออกซิเจนที่ละลายน้ า ( dissolved oxygen ) ของน้ าที่เลี้ยงปลาทั้ง 2 กลุ่ม 
โดยวัดเดือนละ 2 ครั้ง ในวันที่ 1 และวันที่ 3 ของการเปลี่ยนน้ า 

3. วัดค่าความเป็นกรด- ด่าง ( pH ) ของน้ าเลี้ยงปลา ทั้ง 2 กลุ่ม เดือนละ 2 ครั้ง ในวันที่ 1 
และ วันที่ 3 ของการเปลี่ยนน้ าเช่นเดียวกัน 

4. วิเคราะห์และเปรียบเทียบค่าแตกต่างทางสถิติของ % Relative liver weight ของตับ
ปลา ระหว่างกลุ่มควบคุมและกลุ่มทดลองโดยใช้  T- Test 

5. วิเคราะห์และศึกษาผลของการเปลี่ยนแปลงทางพยาธิสภาพของเหงือกและเนื้อเยื่อตับ
ของปลานิล  หลังได้รับสารสกัดกากเมล็ดชาที่อัตราความเข้มข้นต่ า เปรียบเทียบกับกลุ่ม
ควบคุม ตั้งแต่เดือนที่ 1 ถึงเดือนที่ 8 ของการทดลอง บันทึกผลพร้อมทั้งถ่ายภาพ 

เวลา สถานที่ 
ระยะเวลา : เริ่มต้น ตุลาคม 2553 สิ้นสุด กันยายน 2555   รวม   2   ปี 
สถานที ่:  ห้องปฏิบัติการกลุ่มงานวิจัยสัตววิทยาการเกษตร กลุ่มกฏีและสัตววิทยา  

    ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร 

 

 ผลและวิจารณ์ผลการทดลอง 

 

1. ผลการทดสอบความเป็นพิษเฉียบพลันของสารสกัดกากเมล็ดชา  
การหาค่า LC50 ที่ 96 ชั่วโมง ได้ท า range – finding test โดยก าหนดความเข้มข้น 5 ระดับ 

ดังนี้ คือ 1, 10, 100, 1,000 และ 10,000 ppm. เปรียบเทียบกับสารฆ่าหอย metaldehyde 80% 

WP และชุดควบคุม พบว่าจ านวนลูกปลานิลที่ตายภายในเวลา 96 ชั่วโมง คิดเป็น 15%, 30% , 

100%, 100%, 100%, 100% และกลุ่มควบคุม 0% ตามล าดับ จากผลการทดลองจะเห็นว่าความ

เข้มข้นที่มีผลท าให้ลูกปลานิลมีอัตราการตาย 50% อยู่ระหว่าง 10 -100 ppm. (ตารางท่ี 1) ดังนั้นจึง

น าความเข้มข้นดังกล่าวมาก าหนดระดับความเข้มข้นให้ละเอียดยิ่งขึ้น (definitive test) ดังนี้ คือ 10, 

20, 40, 60, 80 และ 100 ppm. เปรียบเทียบกับสารฆ่าหอย metaldehyde 80% WP และชุด

ควบคุม นับจ านวนปลาที่ตายและบันทึกผลการทดลองทุกๆ 24 ชั่วโมง พบว่าจ านวนลูกปลานิลที่ตาย

ภายในเวลา 96 ชั่วโมง คิดเป็น 13.3%, 30.0% , 43.3%, 56.6%, 83.3%, 86.6%, 93.3% และกลุ่ม

ควบคุม 0% ตามล าดับ (ตารางที่2) จึงน าข้อมูลที่ได้วิเคราะห์ค่า LC50 ด้วยโปรแกรม probit analysis 

ซ่ึง ค่า LC50 (ท่ี 96 ชั่วโมง) ของสารสกัดกากเมล็ดชา ที่ทดสอบกับลูกปลานิล อายุ 1 เดือน คือ 47.53 

ppm. และน าค่า LC50 ที่ได้น าไปวิจัยต่อเนื่องในการค านวณหาค่า Application Factor เพ่ือศึกษา

ผลกระทบแบบกึ่งเรื้อรัง ของสารสกัดกากเมล็ดชา ในปี 2556 ต่อไป  
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2. ผลการเปลี่ยนแปลงทางกายภาพและทางจุลกายวิภาคของเหงือกและเนื้อเยื่อตับของปลานิล 
เนื่องจากพิษเฉียบพลันของสารสกัดกากเมล็ดชา 

การเปลี่ยนแปลงทางกายภาพ 
ความเป็นพิษเฉียบพลันของสารสกัดกากเมล็ดชา จากการสังเกตลักษณะทางกายภาพ พบว่า

เมื่อใส่สารสกัดกากเมล็ดชาที่ความเข้มข้นสูง (มากกว่า1,000 ppm. ขึ้นไป) ประมาณ 5 นาที มีผลท า
ให้ปลานิลเสียการทรงตัวในการว่ายน้ า (ภาพท่ี1ข.) เคลื่อนไหวและหายใจเร็วขึ้น และหลังจาก 10 
นาที ปลานิล มีการว่ายน้ าช้าลงและบางตัวว่ายมาที่ผิวน้ า และตายในที่สุด เมื่อสังเกตลักษณะปลานิล
ที่ตาย มีอาการอ้าปากค้าง ตาแดง บางตัวมีเลือดออกที่ครีบอกและครีบหางและบริเวณท้องมีสีเขียว 
ซึ่งลักษณะอาการเกิดพิษเฉียบพลัน (ภาพท่ี 2 ก.-ข.) นอกจากนี้ ผลกระทบจากสารเคมีกลุ่มต่างๆ ที่มี
ต่อสัตว์น้ า ก็ได้มีผู้ท าการศึกษาไว้ดังนี้  

Grant and Mehrie (1970) พบว่าสารฆ่าแมลงกลุ่มออร์กาโนคลอรีน มีกลไกการออกฤทธิ์
ยับยั้งการท างานของเอนไซม์โซเดียมโพแตสเซียม เอ-ที-พี-เอส (Na-K-ATPase) ในผนังล าไส้ส่วนมิวโค
ซา (intestinal mucosa) ถึง 60% ในปลาไหล และ 38% ในปลาตาเดียว Tsigouri and Tyrnou 
(2000) พบว่าสารกลุ่มนี้ยับยั้งการรับออกซิเจนของไมโตคอนเดรียของตับปลา bluegill, Lepomis 
macrochirus ซึ่งส่งผลต่อระบบประสาทของปลาโดยท าให้การเคลื่อนไหวไม่ประสานกัน กระวน
กระวายและหายใจขัด (hyper-excitability) โดยได้กล่าวว่าปัจจัยที่มีอิทธิพลต่อการออกฤทธิ์ของสาร
ฆ่าแมลงกลุ่มนี้ ขึ้นอยู่กับความเข้มข้นของสาร ระยะเวลาที่ปลาสัมผัสกับสาร ชนิดของปลา คุณสมบัติ
ทางเคมีของสาร  
การเปลี่ยนแปลงทางจุลกายวิภาค 

ลูกปลานิลที่ตายจากการศึกษาความเป็นพิษเฉียบพลันของสารสกัดกากเมล็ดชา น ามาผ่าน
กระบวนการทางฮิสโตเคมี ด้วย paraffin method และย้อมด้วยสี heamatoxylin & eosin (H & E) 
ศึกษาใต้กล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสง พบว่าเนื้อเยื่อเหงือกของปลานิลกลุ่มทดสอบสารสกัดกากเมล็ดชา 
พบเซลล์เม็ดเลือดแดงจ านวนมากคั่งอัดแน่นอยู่ตามเส้นเลือดฝอยบริเวณซี่เหงือกและบริเวณ gill arch 
ซ่ึงลักษณะดังกล่าวแตกต่างจากกลุ่มควบคุม ที่เซลล์เม็ดเลือดแดงมีการเรียงตัวเดี่ยวๆ ภายในเส้นเลือด
ฝอย (ภาพท่ี 3 ก.-ง.) 

ส่วนเนื้อเยื่อตับของปลานิลกลุ่มควบคุมและกลุ่มทดลอง มีลักษณะไม่แตกต่างกัน คือ ตับปลานิลมี
รูปร่างเรียวยาว ทอดไปตามช่องท้อง ไม่มีการแบ่งเป็นพูอย่างชัดเจน หุ้มด้วย simple squamous 
epithelium และจากการศึกษาเนื้อเยื่อตับภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสง พบว่า ตับปลานิล 
ประกอบด้วยเซลล์ตับ (hepatpcytes) ที่มีรูปร่างหลายเหลี่ยม นิวเคลียสรูปร่างกลมและเห็นนิวคลี
โอลัส (nucleolus) ชัดเจน มีการสะสมไกลโคเจนและไขมันอยู่ภายในไซโตพลาสซึม เซลล์ตับมีการ
เรียงตัวกันขนานกับช่องไซนูซอยด์ (sinusoid) ซึ่งเชื่อมต่อกับ central vein เรียกโครงสร้างนี้ว่า 
hepatic plate  และมีเส้นเลือด hepatic portal vein แทรกอยู่ในเนื้อเยื่อตับ ภายในตับมีท่อน้ าดี 
ตับปลานิลจะพบเซลล์ตับอ่อนแทรกอยู่ระหว่างเซลล์ตับ โดยมักพบอยู่ใกล้กับเส้นเลือด โครงสร้างของ
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ตับปลานิลดังกล่าวแตกต่างจากตับของสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนม ซึ่งจะประกอบด้วย structural unit ที่
เรียกว่า hepatic lobule ที่มีลักษณะเป็น polyhedral prism (Weiss, 1988) พบว่าในตับปลานิลที่
ศึกษาไม่มีโครงสร้างแบบนี้ 

3. การศึกษาผลกึ่งเรื้อรังของสารสกัดกากเมล็ดชาที่มีต่อเหงือกและเนื้อเยื่อตับของปลานิล 
(ด าเนินการในปี 2556) 
 

สรุปผลการทดลองและค าแนะน า 

 

จากผลการศึกษาความเป็นพิษเฉียบพลันของสารสกัดกากเมล็ดชา ที่มีต่อลูกปลานิล อายุ 1 
เดือน โดยการหาค่า LC50 ที่ 96 ชั่วโมง ก าหนดความเข้มข้นเริ่มต้นโดยการท า range – finding test 
และ definitive test เพ่ือให้ได้ความเข้มข้นที่มีผลให้ลูกปลานิล มีอัตราการตาย 50 % เมื่อน าไป
วิเคราะห์ด้วยโปรแกรม probit analysis พบว่าค่า LC50 (ที่ 96 ชั่วโมง) ของสารสกัดกากเมล็ดชา ที่
ทดสอบกับลูกปลานิล อายุ 1 เดือน คือ 47.53 ppm. และที่ความเข้มข้นสูง (มากกว่า1,000 ppm. 
ขึ้นไป) สังเกตพบว่าหลังจากใส่สารสกัดกากเมล็ดชาประมาณ 5 นาที มีผลท าให้ปลานิลเสียการทรงตัว
ในการว่ายน้ า เคลื่อนไหวและหายใจเร็วขึ้น และหลังจาก 10 นาที ปลานิล มีการว่ายน้ าช้าลงและบาง
ตัวว่ายมาที่ผิวน้ า และตายในที่สุด ซึ่งเป็นลักษณะอาการที่เกิดจากพิษเฉียบพลัน และเมื่อน ามาศึกษา
ใต้กล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสง พบว่าเนื้อเยื่อเหงือกของปลานิลกลุ่มทดสอบสารสกัดกากเมล็ดชา มี
เซลล์เม็ดเลือดแดงจ านวนมากค่ังอัดแน่นอยู่ตามเส้นเลือดฝอยบริเวณซี่เหงือกและบริเวณ gill arch 
ทั้งนีป้ัจจัยที่มีอิทธิพลต่อการออกฤทธิ์ของสารฆ่าแมลงกลุ่มนี้ขึ้นอยู่กับความเข้มข้นของสาร ระยะเวลา
ที่ปลาสัมผัสกับสาร ชนิดของปลา คุณสมบัติทางเคมีของสาร  
ข้อเสนอแนะ 

การทดลองนี้ เดิมเป็นการทดลองท่ีขอด าเนินการ ปี 2554 -2556 รวม 3 ปี เพ่ือให้ได้ทราบ
ผลกระทบของการใช้กากเมล็ดชาครบถ้วนทั้งแบบเฉียบพลันและเรื้อรัง แต่การทดลองนี้ต้องสิ้นสุดในปี 
2555 เนื่องจากกากเมล็ดชาที่ใช้เป็นสารทดลองนั้นไม่ได้ขึ้นทะเบียนกับกรมวิชาการเกษตรอีกต่อไป 
ส่งผลให้สามารถศึกษาและรายงานผลได้เพียงการศึกษาพิษเฉียบพลันเท่านั้น ดังนั้นควรมีการ
ด าเนินการศึกษาผลกระทบของสารสกัดกากเมล็ดชา Camellia sinensis L. ทั้งแบบกึ่งเรื้อรังและ
เรื้อรังต่อไป เพ่ือให้ได้ข้อมูลที่ครบถ้วน ประกอบการประเมินแนวโน้มและก าหนดปริมาณการน าสาร
สกัดจากกากเมล็ดชามาใช้เพ่ือก าจัดหอยศัตรูพืช  

 

ค าขอบคุณ 

 ขอขอบคุณนางทัศวรรณ พุ่มกาหลง และนายปรีชา มีนาค พนักงานราชการประจ ากลุ่มงาน
สัตววิทยาการเกษตร ที่ได้ช่วยเหลือในการเตรียมสารเคมีและบันทึกผลการทดลองทั้งในเวลาและนอก
เวลาราชการ และขอขอบคุณนายโยฆินทร์ โพธ์ศรี ที่ช่วยดูแล ให้อาหารและเปลี่ยนน้ าสัตว์ทดลอง จึง
ขอขอบคุณไว้ ณ ที่นี้ 
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ภาคผนวก 

 ตารางท่ี 1 ตารางแสดงจ านวนลูกปลานิลที่ตาย และเปอร์เซ็นต์การตาย ของการท า  
    Range - Finding Test ที่เวลา 96 ชั่วโมง 

 

ความเข้มข้นของสารสกัดกากเมล็ดชา 
(ppm) 

จ านานปลา
ทั้งหมด  
(ตัว) 

จ านวนปลาที่ตาย 
(ตัว) 

เปอร์เซ็นต์การตาย 
(%) 

กลุ่มควบคุม 
1 
10 
100 

1,000 
10,000 

Metaldehyde 80% WP 

20 
20 
20 
20 
20 
20 
20 

0 
3 
6 
20 
20 
20 
20 
 

0 
15.0 
30.0 
100.0 
100.0 
100.0 
100.0 

 
 
ตารางท่ี 2 ตารางแสดงจ านวนลูกปลานิลที่ตาย และเปอร์เซ็นต์การตาย ของการท า  

    Definitive Test ที่เวลา 96 ชั่วโมง 

 

ความเข้มข้นของสารสกัดกากเมล็ดชา 
(ppm) 

จ านานปลา
ทั้งหมด  
(ตัว) 

จ านวนปลาที่ตาย 
(ตัว) 

เปอร์เซ็นต์การตาย 
(%) 

กลุ่มควบคุม 
10 
20 
40 
60 
80 
100 

Metaldehyde 80% WP 

30 
30 
30 
30 
30 
30 
30 
30 
 

0 
4 
9 
13 
17 
25 
26 
28 

0 
13.0 
30.0 
43.3 
56.6 
83.3 
86.6 
93.3 
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   ก.          ข. 
ภาพที่ 1 ก.  แสดง การวัดขนาดปลานิลที่ใช้ทดลอง                         
  ข. ลักษณะอาการได้รับพิษเฉียบพลันของปลานิล หลังจากท่ีได้รับสารสกัดกากเมล็ดชา  
               ความเข้มข้น 1, 000 ppm. หลังใส่สารสกัด 10 นาที 

 
 
 
 

       
                      ก.       ข.  

ภาพที่ 2 ก.-ข  ภาพปลานิล ที่ตายหลังได้รับสารสกัดกากชา 1,000 ppm พบว่ามีเลือดออกตามครีบ 
       แก้ม ครีบอก และบริเวณโคนหาง 
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   ก.             ข.  
 
 

        
   ค.            ง. 

 

ภาพที่ 3 ก.-ข  ภาพสไลด์ ซี่เหงือกปลานิล กลุ่มควบคุม  เซลล์เม็ดเลือดแดงเรียงตัวกัน 
       อย่างเป็นระเบียบอยู่ในเส้นเลือดฝอย 

          ค-.ง ภาพสไลด์ ซี่เหงือกปลานิล กลุ่มสารสกัดกากเมล็ดชา 1,000 ppm เซลล์เม็ด     
      เลือดแดง คั่ง อัดแน่นบริเวณเส้นเลือดฝอย    
               
                        (ย้อมด้วยสี Heamatoxylin& Eosin) 

 


