
วิจารณผลการทดลอง 
 

การใชอาหารตางชนิดกัน 8 ชุดการทดลองผสมฮอรโมนเพศผู 17 α methyltestosterone 
ความเขมขน 60 มิลลิกรัมตออาหาร 1 กิโลกรัม อนุบาลลูกปลานิลตั้งแตเร่ิมกินอาหารเปนระยะเวลา 
21 วันปรากฏวามีอัตราการแปลงเพศไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญในทางสถิติ (P > 0.05) โดยมี
จํานวนเพศผูสูงโดยเฉลี่ยถึง 97 เปอรเซ็นต จึงแสดงใหเห็นวาการเพิ่มรําละเอียดในสัดสวนตาง ๆ 
ทั้งในอาหารกุงและปลาปนไมมีผลตอประสิทธิภาพของการแปลงเพศในลูกปลานิล ทั้งนี้เนื่องจาก 
ความเขมขนของฮอรโมนเพศผูที่ใชผสมอาหารมีปริมาณที่เหมาะสม ประกอบกับวิธีการผสม
อาหารใหเขากับฮอรโมนเปนไปอยางทั่วถึง และมีการเก็บรักษาอาหารที่ผสมกับฮอรโมนไวเปน
อยางดีและนําไปใชไมเกิน 1 สัปดาห  นอกจากนี้ การจัดการการใหอาหารอยางมีประสิทธิภาพโดย
ใหอาหารจํานวน 5 มื้อตอวัน ในปริมาณที่เหมาะสมตามระยะการเจริญเติบโตของลูกปลา และให
อาหารกระจายอยางทั่วถึงทั้งกระชัง มีผลทําใหอัตราการแปลงเพศไมแตกตางกัน มีรายงานวิจัย
แสดงใหเห็นวาปริมาณฮอรโมนเพศผู 17 α methyltestosterone ที่ความเขมขน 60 มิลลิกรัมตอ
อาหาร 1 กิโลกรัม เปนระดับที่เหมาะสมที่สวนใหญไดแนะนํามาใชในการผสมอาหารสําหรับ
อนุบาลลูกปลานิลเพื่อแปลงใหเปนเพศผูลวน อาทิ เรณู (2537)  ศึกษาการแปลงเพศลูกปลานิล (O. 
niloticus ) ในกระชัง อัตราความหนาแนน 500 ตัว/กระชัง ใหอาหาร รํา:ปลาปน (1 : 3) ผสม
ฮอรโมน 17 α methyltestosterone ที่ระดับความเขมขน 0, 40 , 60 และ 80 มก./อาหาร 1 กิโลกรัม 
ใหอาหารวันละ 5 คร้ัง โดยที่ระดับความเขมขนที่ 60 มก./อาหาร 1 กิโลกรัมมีความเหมาะสมที่สุด 
และไดตัวผู 100 เปอรเซ็นต จากระยะเวลาที่ใชในการแปลงเพศ 20 วัน เชนเดียวกับ Shelton et al ., 
(1981) ไดทดลองใหลูกปลานิลอายุ 7 - 12 วัน กินอาหารผสมฮอรโมน 17 α methyltestosterone 
ความเขมขน 30 - 60 มิลลิกรัมตออาหาร 1 กิโลกรัม ระยะเวลา 21 - 28 วัน จะไดลูกปลานิลเพศผู 95 
เปอรเซ็นต  ขณะที่ นวลมณี และคณะ (2547) ไดทดลองใหลูกปลานิลระยะถุงไขยุบอายุ 3 - 5 วัน 
กินอาหารผสมฮอรโมน 17 α methyltestosterone ความเขมขน 60 มิลลิกรัมตออาหาร 1 กิโลกรัม 
ระยะเวลา 21 วัน ลูกปลานิลมีสัดสวนเพศผูเฉลี่ย 97.90 ± 1.5 เปอรเซ็นต  เพ็ญพรรณและคณะ 
(2544)  กลาววา วิธีแปลงเพศของปลานิลของประเทศไทย ในปจจุบันนิยมใชวิธีการใหอาหารผสม 
17 α methyltestosterone ความเขมขน 60 มิลลิกรัมตออาหาร 1 กิโลกรัม ใหอาหารตั้งแตเร่ิมกิน
อาหารใหอาหารวันละ 5 เมื้อ เปนเวลา 21 - 30 วัน มีผลใหไดลูกปลาเพศผู 86 - 100 เปอรเซ็นต 
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ในขณะเดยีวกนัอาหารผสมฮอรโมนเพศผูทั้ง 8 ชุดการทดลองอนุบาลลูกปลานิลเปนระยะ 
เวลา 21 วัน พบวาไมมีผลตอการเจริญเตบิโตที่แตกตางกัน (P > 0.05)  ไดแก น้ําหนักตัวทีเ่พิ่มขึน้
ตอวัน,  อัตราการเจริญเติบโตจําเพาะ และอัตราการกินอาหาร ตามลําดับ จากสังเกตในระหวางการ
อนุบาล พบวาลูกปลานิลสามารถยอมรับอาหารทดลองไดทุกชนิดและกินไดดีเมื่อมีอายุประมาณ 1 
สัปดาห และแยงกันกินอาหารไดหมดอยางรวดเร็วในเวลาอันสั้น มานพ และคณะ (2536) กลาววา 
ปลานิลเปนปลาที่สามารถกินอาหารไดตลอดเวลาทั้งบริเวณผิวน้ํา กลางน้ํา และพืน้ทองน้ํา และหาก
พิจารณาถึงระดับโปรตีนในอาหารจะพบวา อาหารชุดการทดลองที่ 8 มีระดับโปรตีน 32 เปอรเซ็นต 
เพียงพอทีจ่ะทาํใหจะทําใหลูกปลานิลเจริญเติบโตเทียบเทากับโปรตีนในชุดการทดลองที่ 1 โปรตีน 
40 เปอรเซ็นต, ชุดการทดลองที่ 2 โปรตีน 39 เปอรเซ็นต, ชุดการทดลองที่ 3 โปรตีน 38 เปอรเซ็นต, 
ชุดการทดลองที่ 4 โปรตีน 37 เปอรเซ็นต, ชุดการทดลองที่ 5 โปรตีน 35 เปอรเซ็นต, ชุดการทดลอง
ที่ 6 โปรตีน 34 เปอรเซ็นต และชุดการทดลองที่ 7 โปรตีน 33 เปอรเซ็นต ตามลําดับ Balarin and 
Haller (1982) รายงานวาความตองการโปรตีนของลูกปลานิลวัยออน Oreochromis niloticus ขนาด 
1 - 5 กรัม อยูระหวาง 30 - 40 เปอรเซ็นต เชนเดยีวกับการรายงานในปลาชอน (Samantaray และ 
Mohanty, 1997)  และปลาหมอ (สาวิตรี และคณะ, 2547)  De silva et al.  (1989) รวบรวมขอมูล
ความตองการโปรตีนของลูกปลานิล Oreochromis mossambicus, O. niloticus, O. aureus และ  
Tilapia zillii  ที่มีขนาดระหวาง 1 - 5 กรัม  พบวาโปรตีนในอาหารประมาณ 34  เปอรเซ็นต ทําใหมี
การเจริญเติบโตสูงสุด แตจะใหจุดคุมทุนที่สุด คือระดับโปรตีนที่ 28 เปอรเซ็นต ขณะที่ความ
ตองการโปรตีนของปลานิลลูกผสม (O. niloticus x O .aureus) พบวาระดับโปรตีนตั้งแต 24 - 56 
เปอรเซ็นต ไมมีผลทําใหการเจริญเติบโตจําเพาะแตกตางกันทั้งในสภาพการเลี้ยงในน้ําจืดและใน
น้ําเค็ม  
 

การใชอาหารผสมฮอรโมนเพศผูตางชนดิกัน 8 ชุดการทดลองอนุบาลลูกปลานิลเปน
ระยะเวลา 21 วัน ปรากฏวาใหผลอัตรารอดไมแตกตางกัน  (P > 0.05) และมีอัตรารอดคอนขางสูง มี
จํานวนนอยทีต่ายนาจะเกิดจากความบอบช้าํของลูกปลาในระหวาง การชั่งน้ําหนักในแตละสัปดาห 
และบางสวนเนื่องมาจากลูกปลานิล ในระยะแรกมีขนาดเล็กคอนขางไวตอการเปลี่ยนแปลงของ
สภาพแวดลอม ขณะที่ Mc Intoach and De Silva (1982) รายงานวา การตายของลูกปลานิลใน
ระหวางการแปลงเพศสวนใหญเกิดจากปญหาการกินกนัเอง เมื่อมกีารจัดการอาหารไมเหมาะสม 
และปลอยลูกปลาหนาแนนเกนิไป  จะทําใหลูกปลามีอัตราการตายสูงถึงไดถึง 10 - 30 เปอรเซ็นต  
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การใชอาหารผสมฮอรโมนเพศผูตางชนิดกัน 8 ชุดการทดลองอนุบาลลูกปลานิลเปน
ระยะเวลา 21 วัน ปรากฏวาอัตราการเปลี่ยนอาหารเปนเนื้อไมแตกตางกัน (P > 0.05) ทั้งนี้มีความ
เปนไปไดวาลูกปลานิลไดรับอาหารที่มีระดับโปรตีนที่สูงพอ คือระหวาง 30 - 40 เปอรเซ็นต การให
อาหารในปริมาณที่นอยแตบอยครั้ง โดยสูตรอาหารที่มีรําละเอียดเปนสวนผสมอยูพบวามกีาร
ลอยตัวของอาหารอยูบนผิวน้ําไดนานจึงทาํใหลูกปลาสามารถใชประโยชนจากอาหารไดดีขึ้นแม
ปริมาณโปรตีนในอาหารลดลง ประกอบกับลูกปลามีอัตราการรอดและมีอัตราการกินอาหารที่ไม
แตกตางกัน สวนสาเหตุที่ทําใหมีอัตราการเปลี่ยนอาหารเปนเนื้อคอนขางต่ําโดยมีคาเฉลี่ยอยูระ 
หวาง 1.51 – 1.57  อิทธิพร (2532) กลาววา อาหารที่มีคุณคาทางโปรตีนสูงนั้นเมื่อใชเล้ียงปลาจะทํา
ใหอัตราการเปลี่ยนอาหารเปนเนื้อต่ํา ในทางกลับกันอาหารที่มีคุณคาทางโปรตีนต่ําจะทําใหอัตรา
การเปลี่ยนอาหารเปนเนื้อสูง และวิมล (2534) กลาววาปลานิลมีนิสัยกินอาหารตอเนื่องตลอดทั้งวัน
และคบเคี้ยวอาหารกอนกลืนลงกระเพาะ บอยครั้งที่พบวาปลานิลจะคายอาหารที่เคี้ยวออกมา ทําให
อาหารบางสวนแตกกระจายในน้ําและเกดิความสูญเสีย และในทาํนองเดียวกนัความถี่ในการให
อาหารตอวัน ก็มีผลตออัตราการเปลี่ยนอาหารเปนเนือ้โดยความถี่ในการใหอาหารที่สูงขึ้นจะทาํให
อัตราการเปลี่ยนอาหารเปนเนื้อต่ําลง เนื่องจากปลานิลเปนปลาที่ไมมีกระเพาะที่แทจริงและใน
ธรรมชาติปลานิลจะกนิอาหารตอเนื่องตลอดวัน การยอยอาหารจึงเปนไปอยางชา ๆ ดังนั้น การให
อาหารในปริมาณนอย ๆ แตบอยครั้ง ก็สามารถเพิ่มประสิทธิภาพการใชอาหารใหไดมากขึ้น   
 

ในทางตรงขาม พบวาการใชอาหารผสมฮอรโมนเพศผูตางชนิดกนั 8 ชุดการทดลอง
อนุบาลลูกปลานิลเปนระยะเวลา 21 วัน ใหประสิทธิภาพการใชโปรตีนและการใชประโยชน
โปรตีนสุทธิแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ (P < 0.05) โดยประสิทธิภาพการใชโปรตีนและการใช
ประโยชนโปรตีนสุทธิมีแนวโนมเพิ่มขึ้นเมือ่ปริมาณโปรตีนในอาหารลดลงหรือเมื่อเพิ่มสวนผสม
ของรําละเอียดสูงขึ้นทั้งในอาหารกุงและในปลาปน ทั้งนี้อาจเปนไปไดวาการใชประโยชนจากอา 
หารเพิ่มขึ้นเมือ่เพิ่มสวนผสมของรําละเอียด เนื่องจากรําละเอียดมนี้ําหนกัเบาและลอยน้ําไดเปน
เวลานานทําใหลูกปลาสามารถใชประโยชนโปรตีนจากอาหารไดอยางมีประสิทธิภาพสูงขึ้นตลอด
ชวงเวลาของการอนุบาล ในขณะที่อาหารกุงและปลาปนพบประสิทธิภาพของการใชประโยชนจาก
โปรตีนลดลงนาจะเนื่องมาจากอาหารสวนหนึ่งที่ลูกปลากินไมทันและสูญเสียไปกบัการละลายน้าํ 
De silva et al. (1989) รายงานวาประสิทธิภาพการใชโปรตีนของลูกปลานิลวัยออน Oreochromis 
mossambicus, O. niloticus , O. aureus และ  Tilapia zillii ที่มีขนาดระหวาง 1 - 5 กรัม โดยให
อาหารที่โปรตีน 40, 42 และ 44  เปอรเซ็นต  พบวาประสิทธิภาพการใชโปรตีนเทากับ 1.76, 1.70 
และ 1.63  โดยทั่วไปพบวาแนวโนมของการใชประโยชนจากอาหารจะลดลงเมื่อปลามีการเจริญ 
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เติบโตเพิ่มขึ้นซึ่งคาดวาเปนผลเนื่องมาจากผลของกระบวนการเมตาโบลิซึมที่ลดลงและการใชจาย
พลังงานตอหนวยน้ําหนักตวัลดลงเมื่อปลามีน้ําหนกัตัวเพิ่มขึ้นหรือมีอายุมากขึ้น ขณะที่ประ สิทธิ
ภาพการใชโปรตีนในปลาจะสูงขึ้นเมื่อปลามีการเจริญเตบิโตที่สูงขึ้น ทั้งนี้เปนผลจากปลาที่มีขนาด
เล็กจะมกีิจกรรมของเอ็นไซมที่ต่ํากวา และอาหารที่มีปริมาณโปรตีนสูงเกินความจําเปน พลัง งานที่
ไมใชโปรตีนจะนอยลงทําใหปลาตองเผาผลาญโปรตีนสวนหนึ่งมาใชเปนพลังงานทดแทน  NRC 
(1983) รายงานวา ถาไมมีโปรตีนพอเพียงในอาหารแลวจะมีผลทําใหอัตราการเจริญ เติบโตลดลง
อยางรวดเรว็ หรือหยดุชะงกัหรือน้ําหนักลดลง เพราะสัตวใชโปรตนีจากเนื้อเยื่อ (tissue) บางสวน
เพื่อใชในการดํารงชีวิต ในทางตรงกนัขามถามีโปรตีนในอาหารมากเกินโปรตีนสวนใหญจะถกู 
metabolize ไปเปนพลังงานและโปรตีนสวนนอยนําไปใชสรางโปรตีนใหมไป (Hepher, 1988) ทั้งนี้
ยังมีรายงานผลการศึกษาความสัมพันธระหวางคาประสทิธิภาพการใชโปรตีนกับระดับโปรตีนใน
อาหาร และความสัมพันธระหวางคาการใชประโยชนจากโปรตีนสุทธิ กับระดับโปรตีนในอาหารที่
ใชวัตถุดิบโปรตีนที่แตกตางกันในปลาเรนโบเทรา (Watanabe and Pongmaneerat, 1991) และใน
ปลาตะเพียน common carp (Watanabe and Pongmaneerat, 1991) ซ่ึงพบวาคาประสิทธิภาพการใช
โปรตีนและการใชประโยชนจากโปรตีนสทุธิจากอาหารจะเพิ่มขึน้เมื่อระดับโปรตีนในอาหารลดลง 
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สรุปและขอเสนอแนะ 

สรุป 

 
1. การใชรําละเอียดผสมอาหารกุงเบอร 0 และ ปลาปน ที่ระดับตาง ๆ กัน ผสมฮอรโมน

เพศผูในการอนุบาลลูกปลานิลเพื่อการแปลงเพศ ไมมีผลตอน้ําหนักตัวเฉลี่ยสุดทาย, ความยาวตัว
เฉลี่ยสุดทาย, อัตรารอด, อัตราการแปลงเพศ, น้ําหนกัตัวที่เพิ่มขึ้นตอวัน, อัตราการเจริญเติบโต
จําเพาะ, อัตราการกินอาหาร และอัตราการเปลี่ยนอาหารเปนเนื้อไมแตกตางกัน (P>0.05) แต
ประสิทธิภาพการใชโปรตีน และการใชประโยชนโปรตนีสุทธิมีความแตกตางกัน (P < 0.05) 

2. อาหารชดุการทดลองประกอบดวยปลาปน 70 เปอรเซ็นตผสมกับรําละเอียด 30 
เปอรเซ็นต มีความเหมาะสมตอการนําไปใชในการอนุบาลลูกปลานิลเพื่อการแปลงเพศ 
 

 ขอเสนอแนะ 

 

1.  การศึกษาอาหารที่เหมาะสมในการอนบุาลลูกปลานิลแปลงเพศเปนการศึกษาการใชรํา
ละเอียดเพื่อทดแทน อาหารกุงเบอร 0 และ ปลาปน ในปลานิลแปลงเพศขนาดเล็ก ดั้งนั้นควรมี
การศึกษาเพิ่มเติมเกี่ยวกับการทดแทนอาหารที่มีรําละเอียด เปนสวนประกอบ ใหเพิ่มมากขึ้นวาจะมี
ผลตอประสิทธิภาพของการแปลงเพศ, การเจริญเติบโต และการใชประโยชนของโปรตีนในลูกปลา
นิลอยางไร 
  

2.  ควรศึกษาการใชวัตถุดิบอาหารจากแหลงอื่นที่สามารถหาไดในพื้นที่เพื่อนํามาทดแทน 
อาหารกุงเบอร 0 และ ปลาปน เพื่อเปนการลดตนทุนการผลิตอาหารที่ใชเล้ียงปลานิลแปลงเพศและ
เปนการใชประโยชนจากวัตถุดิบในทองถ่ินใหเกิดประโยชนมากยิ่งขึ้น 
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ภาคผนวก ก 

การวิเคราะหโปรตีน 
 

หลักการ 

  โปรตีนเปนสารอินทรียโมเลกุลใหญที่ประกอบดวยกรดอะมิโนเชื่อมตอกัน การวเิคราะห
เพื่อหาโปรตีนใชวิธีของ Kjeldahl method  เพื่อหาปริมาณของไนโตรเจนทั้งหมดที่มีอยูในอาหาร 
ยกเวน สารพวก nitrate และ nitrite เพื่อคํานวณหาปริมาณโปรตีนในอาหารนั้น  

ขั้นตอนการวิเคราะหประกอบดวย 3 ขั้นตอนคือ 
 
 1. การยอย เปนการเปลี่ยนสารไนโตเจนใหอยูในรูปของ (NH4)2 SO4 โดยกรดซัลฟริูก
เขมขน 
   6H2SO4   6H2O  +  6SO2+ O 
        NH2 
 2H-CH-COOH  +  O  4CO2  +  2H2O  +  2NH3 
 (glycine) 
 2NH3  +  H2SO4           (NH4)2 SO4 
   NH2 
 7H2SO4  +  2H2C  -  COOH    8H2O  +  4CO2  +  2SO2  +  (NH4)2SO4   
  
 2. การกลั่น เพือ่ไลแอมโมเนยีออกมาโดยใช NaOH และเก็บไวในสารละลายกรดมาตรฐาน 
หรือ Boric acid  
 (NH4)2SO4  +  2NaOH  Na2 SO4  +  2NH3  +  2H2O 
 2NH3  +  2H2O   NH4 OH 
 (NH4)2SO4  +  2NaOH  Na2SO4  +  2NH4CH   
  
 3. การไตเตรท  
 การใช Boric acid 2-4%ในการเก็บแอมโมเนียเพื่อใชไตรเตรท ดวยสารละลายกรด
มาตรฐาน เพื่อหาปริมาณสารละลายกรดมาตรฐานที่ทําปฏิกิริยากับแอมโมเนีย  
 Std. H2SO4 + 2NH4OH                (NH4)2 SO4 + 2H2O    
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คาที่ไดนําไปคาํนวณหาคาไนโตรเจนแลวคูณดวย  Empirical factor เพื่อหาเปอรเซ็นตโปรตีน 
 Nitrogen สวนใหญในอาหารสัตวคือโปรตีน โดยปกติ โปรตีนจะมีปริมาณของ Nitrogen 
อยูประมาณ 16 % ดังนั้นเมื่อวิเคราะหหาคาของ Nitrogen แลวคูณดวย 6.25 จะไดคาเปอรเซ็นต
โปรตีนในตวัอยาง  

วิธีการวิเคราะหหาโปรตีน 
 
การชั่งตัวอยาง  
 
 ตัวอยางที่ทําการวิเคราะหตองสุมตัวอยางใหสม่ําเสมอโดยเฉพาะตัวอยางที่มีลักษณะ
แตกตางกัน เชน เนื้อปลาทั้งตัว อารทีเมียตัวเต็มวยั กากถั่วเหลือง มันเสน เปนตน ช่ังน้ําหนัก
ตัวอยาง ทศนยิม 3 ตําแหนง 0.000 เปนอยางต่ํา  

1.1 ตัวอยางแหง บดละเอยีด 
ถาตัวอยางมี ไนโตรเจน มากกวา 5% (>30%P) ใชตัวอยาง 0.500 กรัม 
ถาตัวอยางมีไนโตรเจน นอยกวา 5% (<30%P) ใชตัวอยาง 1.000 กรัม  

1.2 ตัวอยางเปนของเหลว เชน สาหราย แพลงกตอน นมสด เปนตน ควรทําใหแหงดวยวิธี 
Freeze dry กอน หรืออบแหงไมเกนิ 60oC 24 ช่ัวโมง แลวช่ังน้ําหนกัเชนเดียวกับตัวอยางแหง ถา
ตัวอยางตองการวิเคราะหสด ใชปริมาณ 10-100 ml. และทราบความเขมขนที่แทจริงแลว  
 
การเตรียมสารเคมีท่ีใชในการวิเคราะห 
 

1. Sulfuric acid 98% H2SO4 Cone. Nitrogen free for analysis  
2. Standard Sulfuric acid  0.1 N  ใช Volumetric pipet  3 ml ดูด H2SO4 Cone. 3.0 ml เติม 

ในน้ํากลั่นใน volumetric flask  ทิ้งใหเย็นปรับปริมาตรจนครบ 1 ลิตร สารละลายที่ไดมีความ
เขมขนประมาณ 0.1 N  จากนั้นนําไป standardize ดวย  Tris buffer สําหรับH2SO4  หรือเตรียมจาก 
Tritisal H2SO4 Cone 0.1N  ละลายน้ํากลั่น 1 ลิตรใน volumetric flask   

3. Sodium hydroxide  Nitrogen free 40% NaOH ช่ัง NaOH 400 g ละลายในน้ํากลั่น 1  
ลิตร ขณะที่สารละลายจะเกิดความรอนและมีกล่ินไอระเหยออก ควรทําการเตรียมในตูดดูควัน 
Fume hood  และวาง beaker ในอางน้ําเย็น  

4. Kjedahl catalyst  
- Selenium reaction mixture (Merck No 8030) 
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- Selenium reaction mixture of :  
100 g Potassium sulfate K2SO4 (e.g. Merck 5153)  
10  g Copper (II) sulfate  CuSo4 .5H2O (e.g. Merck 2790) 
2 g Selenium nigrum  (e.g. Merck 7714) 

5.   Indicator mixed  : 0.3 g Bromocresol green  and 0.2 g methyl red in  400 ml ethyl  
alcohol 90% สารละลายที่ไดจะเปลีย่นเปนสีแดง ในสภาพของสารของสารละลายกรด และเปนสี
น้ําเงินในสภาพเปนดาง    

6.  Boric acid  4%  ละลายในน้ํากลั่น  
  
การยอยตัวอยาง  

1. ช่ังตัวอยาง 0.250- 0.500 g ใสใน  digestion  tube  (W) 
2. เติม Kjedahl catalyst mixture ที่มีสวนผสมของ  selenium  อยูดวย ประมาณ  5-10   

กรัม 
3. เติมกรดซัลฟูริกเขมขน (H2SO4 Cone)ลงในหลอดยอย  10  มิลลิลิตร 
4. นําไปยอยที่อุณหภูมิ  550  องศาเซลเซียส  นาน 45 - 60  นาที จนสังเกตเห็นเปน 

สารละลายสีเขียวใส  ทิ้งใหเย็นประมาณ 20 นาที 
 
การเตรียมเคร่ืองยอยตัวอยาง 
 

1. เปดเครื่องกําจดัควันพษิ และเครื่องกําจัดกลิ่นไอระเหย fume hood ตลอดเวลา 
2. เปดเครื่องยอยที่เลข 10  เพื่ออุนเครื่อง 10 -15 นาที  
3. ขณะยอยตวัอยางใหลดความรอนลงมาที่เลข 8  อุณหภมูิ  550oC สังเกตการเดือดถา 

รุนแรงใหลดไปลง ระหวางการยอยใหสังเกตระดับการกลั่นตัวของกรดซัลฟูริก และควันสขีาว
จะตองไมเกินขอบสแตนเลสของรางยอยตัวอยาง ควบคุมโดยการปรบัอุณหภูมิในการยอย 

4. ในระหวางการยอยตัวอยางหากมีกล่ินไอกรดออกมาในหองใหตรวจสอบที่ Scrubber  
Unit วาทํางานปกติหรือไม หรือมีการรั่วของไอกรดออกมา หากมกีล่ินไอกรดใหระบายอากาศใน
หอง เปดประตูหนาตาง ปดเครื่องปรับอากาศ เปดเครื่องกําจัดควันพษิ (fume hood) และออกจาก
หองทันที  
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การเตรียมเคร่ืองกลั่น  
 

1. เปดเครื่องควบคุมอุณหภูมิ Cooling  unit  10-15oC กอนเปดเครื่องกล่ัน 20 นาที 
2. ตรวจสอบปริมาตรน้ําและ สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ในถังพักและในทอสงสาร 

ที่ตอกับเครื่อง ใหไหลฟองอากาศในทอหลังการ preheating เพือ่ไมใหเกิดฟองอากาศและได
ปริมาตรสารถูกตอง  

3. เปดสวิทช เครือ่งดานหลัง รอจนไฟ wait ดับ  
4. เติมน้ํากลั่นในหลอดยอย 100 ml  นําหลอดยอยตอเขากบัเครื่องดานซายมือขยับหลอด 

ใหพอดกีับลูกยางกดล็อกจากน้ํานํา flash มีน้ํากลั่น ประมาณ 60 ml วางบนแทนรองรับ  
5. กดปุม preheating  เพื่อใหเครื่องทํางานประมาณ  3 นาที ระหวางเครื่องทํางานจะเกิด 

เสียงดังเนื่องจากความแตกตางของอุณหภมูิน้ํากับไอน้ําในระบบกลั่นระยะหนึ่ง เมือ่ปรับอุณหภมูิ
ใกลเคียงกันแลวเสียงดังจะหายไป เมื่อระบบอุนเครื่องทํางานเรียบรอยแลวจะดดูสารในหลอดทิ้ง
โดยอัตโนมัติ แลวไฟ  start จะติดเครื่องจึงจะใชงานได การทํา preheating ตองทํากอนการกลั่นและ
หลังกลั่นตัวอยางเสร็จสิ้นในแตละวันเสมอเพื่อเปนการบํารุงรักษาเครื่อง 
 
การกลั่น 
 

1. เตรียมกรดบอกริค 2 %  60 มิลลิลิตร ในขวดลูกชมพู หยด  mixed  indicator (methyl  
red + bromocresol green) 5  หยด จะไดสารละลายสีชมพู นําไปตั้งที่เครื่องกล่ันใหปลายหลอดกลั่น
จุมในสารละลาย 

2. นําหลอดตัวอยางใสในใสในเครื่องกล่ัน ตั้งโปรแกรมเครื่องกล่ัน ใหไดปริมาตรสาร 
ตามตองการโดยเลือกโปรแกรมดังนี ้

น้ํากลั่น   30 ml 
NaOH 40% 50 ml 

ระยะเวลาใชเวลากล่ันประมาณ  4 นาที สารละลายกรดบอริคจะเปลี่ยนเปนสีเขียวอมฟา 
5. นําสารละลายที่กล่ันไดไปไตเตรตดวย 0.1 N  H2SO4 จนไดสารละลายสีชมพู 

บันทึกปริมาณที่ใช 
6. ทํา blank โดยวิธีเดียวกับการวิเคราะห ไมใสตัวอยาง เตมิสารเคมีทําการยอยและ

กล่ันเชนเดียวกันกับตวัอยาง นําไปไตเตรตดวย 0.1 N  H2SO4 จนไดสารละลายสีชมพู บันทึก
ปริมาณที่ใช (V1) 
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คํานวณหาคาไนโตรเจนจากสูตร 

% ไนโตรเจน     =    (V2-V1) x N x F x 1.4 
                                               W 
โดยที่    N =  ความเขมขนของสารละลายกรดซัลฟูริคที่ใช (0.1 N) 
 F =  factor  ของกรดซัลฟูริก ไดจากการ  standardization กับTris-buffer 
             V1=  ปริมาณของกรดซัลฟูริกที่ใชไตเตรต blank 
             V2=  ปริมาณของกรดซัลฟูริกที่ใชไตเตรตตัวอยาง 
            W =  น้ําหนกัตัวอยางที่ใชวิเคราะห (กรัม) 
นําเปอรเซ็นตไนโตรเจนที่ไดคูณดวยคา Empirical factor คือ 6.25 จะไดคาเปอรเซ็นต

โปรตีนของตัวอยาง 
 

สรุปขั้นตอนการวิเคราะหโปรตีน 
 

Determination of nitrogen content and calculation of crude protein content Block digestion/ steam 
distillation method 

 
1. ช่ังน้ําหนกัตัวอยาง (W) 
 - 0.500-1.0000 g (3-30% protein) 
 -0.2500-0.500 g (30-80% protein) 
 
2.  การยอย digestion 
  2.1 เติม catalyst  5 g 
 2.2 เติม H2SO4 Cone. 10-15 ml  
 2.3 นําไปยอยในเครื่องยอย digestion block 420oC เปดเครื่องยอยที่ เลข 10 เพื่ออุน
กอน 10-15 นาที ขณะยอยตวัอยางใหลดไฟลงที่ เลข 8 ใชเวลาใน 30-45 นาที จนกระทั่ง
ควันเปลี่ยนเปนขาว เล็กนอย ตัวอยางเปลีย่นเปนสีเขียว 
 2.4 ทําใหเย็น ยกออกจากเครื่องยอย (รอใหเยน็กอนจึงเปดฝาครอบหลอดยอย) 
3. การกลั่น Distillation  
 3.1 นําหลอดยอยตัวอยางเขาเครื่องกล่ัน ปดฝาครอบเครื่องตั่งโปรแกรมดังนี ้
  เติมน้ํากลั่น   30 ml   
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  เติม 40% NaOH solution 50 ml   
  รอ 2 วินาที ถาตัวอยางไมเปลี่ยนเปนสีดํา ใหกด NaOH เติมในหลอดยอย
จนเปนสีดํา ตัง้เวลาในการกลั่น 4 นาที 
        3.2 ใช กรดบอริค H3BO3 4% 50 ml ในขวดชมพู หยด mixed indicator จน
เปนสีชมพู 5-8 หยด ใสที่ทอดักแอมโมเนยี  
        3.3 กด start เครื่องจะทาํการกลั่น 4 นาที ปริมาณสารที่ไดประมาณ 150 ml 
 
4. ไตเตรท นํามาไตเตรทดวย 0.1N. H2SO4 บันทึกปริมาณที่ใช (V2) 
 
Blank test ใช น้ํากลั่น 2 ml + 0.6700 g ของ Sucrose แทนตัวอยางนํามาไตรเตรท(V1) 
Recovery rate   ใช glycine (NH2-CH2-C00H) ปริมาณไนโตรเจน 18.66% 
  อบ 80 oC 3 ช่ัวโมง ทิ้งใหเยน็ชั่งน้ําหนัก 0.2500 g + sucrose 0.6700 g 

คํานวณหาคาไนโตรเจนจากสูตร 
 

% ไนโตรเจน     =    (V2-V1) x N x F x 1.4 
                                               W 
โดยที่    N =  ความเขมขนของสารละลายกรดซัลฟูริคที่ใช (0.1 N) 
 F =  factor  ของกรดซัลฟูริก ไดจากการ  standardization กับTris-buffer 
             V1=  ปริมาณของกรดซัลฟูริกที่ใชไตเตรต blank 
             V2=  ปริมาณของกรดซัลฟูริกที่ใชไตเตรตตัวอยาง 
            W =  น้ําหนกัตัวอยางที่ใชวิเคราะห (กรัม) 
นําเปอรเซ็นตไนโตรเจนที่ไดคูณดวยคา Empirical factor คือ 6.25 จะไดคาเปอรเซ็นต

โปรตีนของตัวอยาง 
 
 

Standardization of H2S04 0.1N using Tris-buffer 
 

 ช่ัง tris-buffer สําหรับกรดซัลฟูริก 0.1N ใช  120 mg (0.1200 g) ละลายในน้ํากลั่น 200 ml 
หยด indicator 5-8 หยดเปลี่ยนเปนสารละลายสีเขียวเขม ไตเตรทดวย 0.1N. H2SO4 จนถึง end point 
เปลี่ยนเปนสีชมพู บันทึกปรมิาตรที่ใช (V) 
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การคํานวณคา factor   
 F =   E                                 
  121.14 x N  x  V  
 E = น้ําหนกั tris buffer (mg) 
 N = normality H2SO4 
 V = ปริมาตรกรดที่ไตเตรท (ml) 
 
Standardization of H2S04 0.1 N   
สูตร   V  = 100(MW)(N) 
             BPD 
 V =ปริมาตรกรดเขมขน (cm3) ที่ใชเตรียมสาร 1 dm3 
 MN = มวลโมเลกุลของกรด (60.03) 
 N  = Normality สารละลายที่ตองการ 
 P  = % ความเขมขนของกรด (17.0M) 
 D = ความหนาแนนหรือความถวงจําเพาะของกรด (1.05 g/cm3) 
 B = Besicity (2) 
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ภาคผนวก ข 

การวิเคราะหองคประกอบทางเคมี (Proximate  analysis) 

 
การวิเคราะหความชื้นและปริมาณของวตัถแุหง (Moisture and dry matter) 

 
การวิเคราะหความชื้น สามารถทําไดหลายวิธีไดแก  
 

ก. การอบในตูอบแหง โดยการใหความรอนสม่ําเสมอ ที่อุณหภูมิ 103-105oC  เพื่อให
ความชื้นที่มีในวัตถุดิบอาหารหายไปจนไดน้ําหนักคงที่  

ข. การอบในตูสุญญากาศ (vacuum oven)  น้าํจะกลายเปนไอที่อุณหภูมิต่าํกวา 100oC 
ทําใหสารอื่นไมระเหยไปดวย คาที่ไดคือความชื้นที่หายไป 

ค. การทําแหงแบบเยือกแข็ง (freeze drying)  หลักการวิธีนี้คือ ตัวอยางจะถูกทําให
เย็นจนเปนน้ําแข็ง (freeze) ที่อุณหภูมิ -20oC แลวน้ําในสภาพของแข็งจะถูกทําใหเปลี่ยนเปนไอโดย
การระเหดิ (sublimation) สารระเหยไดอ่ืนๆ ที่อยูในตวัอยางจะไมระเหยไปดวย น้ําหนักที่หายไปจงึ
เปนน้ําหนักอยางแทจริง นอกจากนีว้ิธีการดังกลาวยังปองกันการออกซิเดชัน ซ่ึงมักเกิดขึ้นเนื่องจาก
การทําแหงโดยใชความรอนสูง การทําแหงโดยวิธีนี้ใชความรอนไมเกิน 40OC เหมาะสําหรับ
ตัวอยางที่มีความชื้นสูงเพื่อเตรียมตัวอยางวิเคราะหตัวอยางแหง เชน เนื้อปลาสด สาหรายตางๆ 
ตะกอนเนื้อปลา เปนตน  

ง. การอบที่อุณหภูมิไมเกิน 70O C หลักการโดยทําใหน้ําถูกระเหยไปอยางชาๆ 
อุณหภูมิต่ําสามารถปองกันการระเหยของสารระเหยได (volatile compound) ไดบาง และชวย
ปองกันการเกดิ Browning reaction  ได วิธีนีน้ิยมทําในหองปฏบิัติการทั่วไป เพราะไมตองใช
เครื่องมือพิเศษ แตคาวัตถุแหงที่ไดวิธีนีไ้มนิยมถือวาเปนวัตถุแหงทีแ่ทจริง นิยมใชกับตวัอยางที่มี
ความชื้นสูง โดยทําการอบใหแหงที่อุณหภูมิไมเกิน 70oC จนแหงกอนนําไปบด แลวจึงสุมตัวอยาง
เพื่ออบที่อุณหภูมิ 103oC ตอไป เพื่อหาความชื้นที่แทจริง 
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วิธีการวิเคราะหหาความชื้นแบบ Drying method โดยใชตูอบ  
 

หลักการ  
 
ความชื้นหรือน้ําเปนองคประกอบอยางหนึ่งในวัตถุดิบอาหารสัตว ซ่ึงจะมีปริมาณผกผัน

กับปริมาณของวัตถุแหง (dry mater)  วัตถุดิบอาหารสัตวแตละชนิดมีปริมาณความชื้นแตกตางกัน
ขึ้นอยูกับชนดิและปจจยัตางๆ ความชื้นเปนน้ําหรือสารละเหยไดทั้งหมด ที่สูญเสียไปจากอาหาร
เมื่อเพิ่มความรอนใหแกอาหาร อุณหภูมิที่ใหแกอาหารตองไมสูงกวาจดุเดอืดของน้ํา จากหลักการนี้
จึงนําอาหารไปอบในตูอบทีอุ่ณหภูมิ  103 – 105 0C  จนไดน้ําหนกัคงที่ แลวนําคาของน้ําหนกัที่
หายไปมาคํานวณหาคาความชื้น การหาความชื้นดวยวิธีนี้ไมเหมาะกับตัวอยางที่มสีารระเหยงาย
เปนสวนประกอบ เพราะจะระเหยออกมาไดในขณะที่อบ ทําใหความชื้นสูงกวาความเปนจริง 
 

% วัตถุแหง (dry matter, DM) = 100 - % moisture 
 
อุปกรณ 
 

1. ขวดชั่ง Crucible  จานกระเบื้องเคลือบ porcelin dish จานโลหะ หรือกระปองสําหรับหา
ความชื้น moisture can  

2. ตูอบ drying oven 
3. โถดูดความชื้น dessicator 
4. เครื่องชั่งแบบละเอียด ทศนยิม 4 ตําแหนง (0.0000) 
5. คีมจับของรอน  
 

วิธีการเก็บขอมูลพื้นฐาน 
 
 1. บันทึกลักษณะของตวัอยาง (ช่ือตัวอยาง ลักษณะภายนอกที่สังเกตได สี สภาพความชื้น 
แหลงที่มา กล่ิน เปนตน) 
 2. เตรียมตัวอยางอาหารโดยการบดตัวอยางและผสมใหเขากันเปนเนื้อเดียวกัน 
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วิธีการวิเคราะหความชื้น  
 
 1. เตรียม crucible โดยอบในตูอบ (hot air oven) ที่อุณหภมูิ 103 – 105oC เปนเวลา 60 นาที 
ทําใหเย็นใน  dessicator  ทิ้งไวใหเย็น  30  นาที  
 2. นํา crucible ไปชั่งและบันทึกน้ําหนักที่คงที่ (A) 
 3. ช่ังน้ําหนกัตัวอยาง  2-5 กรัม (W)  ใสใน crucible ที่ทราบน้ําหนักแลว 
 ตัวอยางความชื้นไมเกนิ 15% ใช 2-3 กรัม, ความชื้นต่ํากวา 5% ใช  4 - 5 กรัม 
 4. นํา crucible และตัวอยางไปอบใน  ตูอบที่อุณหภูมิ  103 – 105OC นาน  5  ช่ัวโมง 
 5. ทําใหเย็นใน  dessicator  ทิ้งไวใหเย็น  30  นาที  แลวนําไปชั่งและบันทึกน้ําหนัก นํา
ตัวอยางไปอบซ้ํา ในขอ 4  เปนเวลา 1 ช่ัวโมง แลวทําใหเยน็ชั่งน้ําหนกัจนไดน้ําหนกัคงที่ (B) 
 6. คํานวณหาเปอรเซ็นตความชื้น  จากสูตร  
  เปอรเซ็นตความชื้น  =  W-(B-A) x 100 

 W 

  โดยที่  A : น้ําหนัก crucible (กรัม) 
             B : น้ําหนัก crucible และตัวอยางอาหารหลังอบ (กรัม) 
             W : ตัวอยางอาหารกอนอบ (กรัม) 
  % วัตถุแหง (dry matter) = 100 - % moisture 
หมายเหตุ ตัวอยางที่อบแหงแลวนําไปวิเคราะหหาปริมาณเถา (Ash) ตอไปได 
 

สรุปขั้นตอนการวิเคราะหความชื้นและวัตถุแหง 
Determination of moisture and dry matter content 

  
1. เตรียม crucible อบที่อุณหภมูิ 103 – 105oC เปนเวลา 30 นาที  ทําใหเยน็ใน  dessicator  ช่ัง

และบันทึกน้ําหนักที่คงที่ (A) 
2. ช่ังน้ําหนกัตัวอยาง  2-5 กรัม (W)  ใสใน crucible  
3.  นํา crucible ตัวอยางไปอบทีอุ่ณหภูมิ  103 – 105OC นาน  4  ช่ัวโมง 
4. ทําใหเย็นใน  dessicator  ช่ังและบันทึกน้ําหนัก นําตัวอยางไปอบซ้ํา ในขอ 3  เปนเวลา 1 

ช่ัวโมง แลวทาํใหเย็นชั่งน้ําหนักจนไดน้ําหนักคงที่ (B) 
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5. คํานวณหาเปอรเซ็นตความชื้น    จากสูตร  
  เปอรเซ็นตความชื้น  =  (W – (B-A) x 100 

W 

  โดยที่   W : ตัวอยางอาหารกอนอบ (กรัม) 
   A : น้ําหนกั crucible (กรัม) 
             B : น้ําหนัก crucible และตัวอยางอาหารหลังอบ (กรัม) 
              
 % วัตถุแหง (dry matter) = 100 - % moisture 
 
การวิเคราะหปริมาณเถา (Ash) 
 
 ปริมาณเถาทั้งหมด (total ash) ในอาหาร คือ สารอนินทรีย (inorganic matter) ที่เหลืออยู
หลังจากที่เผาตัวอยางดวยอุณหภูมิสูง เพื่อใหสวนประกอบที่เปนสารอินทรียสลายเปนคารบอนได 
ออกไซดและน้ํา สารอนินทรียที่เหลืออยูคอืประมาณแรธาตุที่มีอยูในอาหาร ซ่ึงมีอยูหลายชนิด บาง
ชนิดมีปริมาณคอนขางมาก macroelements  เชน แคลเซี่ยม ฟอสฟอรัส เปนตน บางชนิดมีอยูใน
ปริมาณนอยมากเรียกวา microelements  เชน อลูมิเนียม ทองแดง สังกะสี ไอโอดีน เปนตน แต
ปริมาณเถาที่มีอยูในอาหารมิใชปริมาณแรธาตุที่มีอยูจริงในอาหาร เพราะแรธาตุบางตังอาจสูญหาย 
ไปไดโดยการระเหย และบางสวนอาจแปรสภาพโดยการทาํปฏิกิริยากับสารประกอบอื่นในอาหาร 
(interaction) ขณะเผาดวยความรอนสูง โดยทัว่ไปปริมาณเถาที่พบในอาหารมีคาคอนขางคงที่ สํา 
หรับอาหารชนิดนั้นๆ จึงสามารถใชปริมาณเถาเปนเครือ่งชี้คุณภาพของอาหารบางชนิดได อาหารที่
ปริมาณเถาสูงกวาปกติ อาจเนื่องจากอาหารนั้นถูกปลอมปน เชน น้ําตาลทราย เครื่องเทศ แปง ขน
ไก กระดกูปน เปนตน นอกจากนีห้ากวเิคราะหใหละเอียดถึงปริมาณแรธาตุที่เปนองคประกอบใน
อาหาร ห็จะสามารถทราบขอมูลอ่ืนๆ ไดอีก เชน ในพืชสามารถบอกการแพรกระจายของแรธาต ุ
และบอกประเภทของดินที่ปลูกพืชนั้นๆ ได 
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ปจจัยท่ีควรคํานึงในการวิเคราะหเถา  
 
 จากหลักการวเิคราะหเถาโดยการเผาตัวอยางที่อุณหภูมิสูง เพื่อใหสารอินทรียไหมหมดไป 
สวนที่เหลือคอืเถา ในการปฏิบัติจะตองเผาโดยไมใหองคประกอบของเถาสลายตัวหรือสูญเสียส่ิงที่
ระเหยงายไป (volatile substance)  หากหลีกเลี่ยงไมไดก็พยายามใหสูญเสียนอยทีสุ่ด ในการเผา
จะตองเผาจนไดสีของเถาสม่ําเสมอกัน และลักษณะของถาตองไมจับกันเปนกอน ดังนั้นเพือ่
หลีกเลี่ยงปญหาขอผิดพลาญตางๆ ดังนี้  
 
การเตรียมตัวอยางในการวิเคราะหเถา  
 
 ในการวิเคราะหตัวอยางที่มีไขมันในปริมาณมาก ควรทําการเผาตัวอยางนอกเตาเผากอน
โดยใชอุณหภมูิต่ํา เพื่อไลควันจากการเผาไหมไขมันออกใหหมดกอน แลวจึงนําเขาไปในเตาเผา
เพราะถาตัวอยางโดยไมไดเผาไลควันกอน เถาที่ไดจะมีสีดํา น้ําตาล เนือ่งจากควนัทําใหยากแกการ
พิจารณาการเผาไหมของตัวอยางวาเกิดการเผาไหมไดสมบูรณหรือไม 
 
ภาชนะที่ใชในการวิเคราะหเถา  
 
 ควรเปนภาชนะที่ทําจากแพลท็ตินั่ม มีลักษณะกวางตืน้กนแบน มีความจุ 50 - 100 มิลลิลิตร 
จะเปนจาน (Dish) หรือถวย (Crucible) ก็ไดคุณลักษณะ 

1. เมื่อไดรับความรอนจะไมรอนทันทีทันใด จะคอยเปนคอยไป 
2. แพล็ทตินั่มไมทําปฏิกิริยากับองคประกอบของเถาแตภาชนะที่ทําจากแพล็ทตินั่มมี 

ราคาแพงดังนัน้อาจใชภาชนะประเภทอื่นแทนได 
ก. ภาชนะที่ทําจากซิลิกา ขอเสีย มีการสูญเสียน้ําหนกัเมื่อเผาดวยตัวอยางบางชนิดท ี

จําเปนตองเติมดาง : โซเดียมไฮดรอกไซด 
ข. ภาชนะที่ทําจากนิเกิ้ล มีขอเสียคือ นิเกิ้ลอาจทําปฏิกิริยากัลปปบองคประกอบบางอยาง 

ของเถาและเมือ่เผาตัวอยางทีม่ีคารบอนอยูสูงจะทําใหเปราะได 
ค. ภาชนะที่ทําดวยพอรซิลิน มีขอเสีย คือเมื่อเผาติดตอกันหลายๆ คร้ัง จะสูญเสียน้ําหนัก 

และหากจะใชสําหรับความเปนดางของเถามักจะทําใหคาที่ผิดพลาดได เพราะจานหรือถวยชนิดนีม้ี
ความเปนดางอยูในตวั 
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อุณหภูมิในการเผาเถา  
 
 หลังการเผาไลควันแลวออกหมดแลว จึงนําตัวอยางไปเผาในเตาเผาเถา อุณหภูมิที่ใช 500-
550oC สําหรับตัวอยางประเภทเนื้อสัตว สวนอาหารสตัวสามารถใชอุณหภูมิไดสูงถึง 650oC ปญหา
ที่อาจเกิดจากระดับของอุณหภูมิที่สงเกินไป จะทําใหสารบางชนิดระเหยได เชน โปแตสเซี่ยม    
คลอไรด โปแตสเซี่ยมออกไซดสูญเสียไป นอกจากนั้นอาจทําใหเถาหลอมตัวจับคารบอนไว ทําให
คารโบไฮเดรตไมถูกเผา การเผาไหมจึงไมสมบูรณมีสารอินทรียเหลืออยู คาที่ไดผิดไปจากความเปน
จริง ที่ระดับอณุหภูมิสูงเกิน 550oC โปแตสเซี่ยมคลอไรด และโซเดยีมคลอไรด จะระเหยออกไป
ชาๆ และแคลเซียมคารบอนเนตจะถูกเปลี่ยนใหเปนแคลเซี่ยมออกไซด นอกจากนีย้ังอาจเกดิการ
หลอมจับตัวเปนกอนของฟอสเฟต 
 ระยะเวลาในการเผา สําหรับตัวอยางอาหารสัตวใชระยะเวลาในการเผาเถาประมาณ 2 
ช่ัวโมงโดยเผาจนไดเถาสีเทาออนหรือสีขาวสม่ําเสมอและไดน้ําหนกัคงที่ ตัวอยางทีม่ีฟอสฟอรัสสูง
เถาที่ไดอาจจบักันเปนกอน เพราะเกิดเมตาฟอสเฟตซึ่งมีลักษณะใสคลายแกว แกไขโดยปลอยให
เถาเย็นหรือพออุนๆ แลวละลายเถาดวยน้าํกลั่นรอน และกรองดวยกระดาษกรองที่ตะกอนหรือเถา
ผานไมได (ashless filter paper) เก็บสวนที่กรองไดไปเผาใหมจนเปนสีเทาออนหรือสีขาวสม่ําเสมอ
ทิ้งใหเย็นแลวเติมสิ่งที่กรองลงไประเหยใหแหง จากนัน้จึงนําเขาไปเผาในเตาเผาจนไดเถาสีเทาออน
หรือสีขาวสมเสมอ  
 นอกจากนี้หากตองการเผาเถาใหสมบูรณอาจรนระยะในการเผาลงไดโดยการนําเถาที่เผายัง
ไมไดที่ทิ้งใหเย็น แลวเติมน้าํกลั่นใหเปยก ผสมใหเขากนันําไประเหยน้ําออกดวยความรอนต่ํา เพือ่
ปองกันการประทุอันเปน สาเหตุที่อาจทาํใหเกิดการสญูเสียไดจากนัน้จึงนําไปเผาจนไดสีตามตอง 
การสม่ําเสมอ นอกจากนีเ้ราสามารถเรงปฏิกิริยาโดยการเติมสารเรงเชน แคลเซีย่มคารบอเนต 
แมกนีเซีย่มไนตรท แอมโมเนี่ยมคารบอเนตและกรดไนตริก สารชวยเรงดังกลาวจะทําใหไดเถาเร็ว
ขึ้น และในการเผาเถาเพื่อวิเคราะหคลอไรดอิออน ควรเติมโซเดียมคารบอเนตเพื่อชวยจับคลอไรดมิ
ใหสูญเสียไปในระหวางการเผา หากตัวอยางที่เผาเกิดฟองมากในระหวางการเผาใหเติมน้ํามัน
มะกอกลงไป จะชวยลดฟองได และในกรณีที่ตวัอยางที่เผามีสีไมสม่ําเสมอ เนื่องจากเถาทีไ่ดมี
คารบอนติดอยู ใหเติมสารละลายแอมโมเนียคารบอเนตลงไป แลวนําไปเผาใหมจะชวยกําจดั
คารบอนออกไปได สําหรับตัวอยางที่มีความเปนดางสูง มักพบวาในระหวางการวิเคราะหเถาจะเกดิ
การสลายตัวขององคประกอบอยางรวดเรว็ และถาที่ไดสามารถดูดน้ําไดดี จึงเปนการยากที่จะซึ่งให
ไดน้ําหนักที่ถูกตอง โดยเถาที่ไดมีลักษณะเบาและเปนฝุน จึงอาจสูญเสียน้ําหนกัระหวางการเผาและ
ช่ัง  
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การวิเคราะหหาปริมาณเถา 
 
วิธีการ   
 
วิเคราะหปริมาณเถาทั้งหมด (total ash)  โดยการเผาในเตาเผา (muffle furnace) 
 
หลักการ   
 
 ปริมาณเถาทั้งหมด ในอาหารคือสารอินทรีย (inorganic matter) ที่เหลืออยูหลังที่เผาดวย
ความรอนสูง 550-600oC  ทําใหสารอินทรียสลายเปนคารบอนไดออกไซด และน้ํา สารอินทรียนํา
ประกอบดวยแรธาตุหลายชนิด แตไมใชคาที่แสดงปริมาณแรธาตุทั้งหมดที่มีอยูในอาหาร เพราะแร
ธาตุบางตัวอาจสูญหายไปไดโดยการระเหย บางสวนแปรสภาพโดยการทําปฏิกิริยากับสารประกอบ
อ่ืนในอาหาร (interaction) ขณะเผาดวยความรองสูงโดยทั่วไป ปริมาณเถาทีพบในอาหารจะ
คอนขางคงที่ สําหรับอาหารชนิดนั้นๆ จึงสามารถใชปริมาณเถาเปนเครื่องชี้คุณภาพของอาหารชนดิ
นั้นๆ ได อาหารที่มีปริมาณเถาสูงกวาปกติอาจเนื่องจากอาหารนั้นถูกปลอมปน เชน อาหารพวก
เครื่องเทศ เจลาติน น้ําตาลทราย แปง เปนตน ดังนัน้ปริมาณเถาทีว่ิเคราะหได ควรอยูในชวงที่
เหมาะสม 
 
 อุปกรณ 
 

1. ถวยกระเบื้อง (silica or crucible) 
2. เตาเผา (muffle furnace) 
3. โถดูดความชืน้ (dessicator) 
4. ตูดูดควนั (fume hood) 
5. เครื่องชั่งโดยละเอียด (o.ooo กรัม Balance) 
6. แผนใหความรอน (hot plate)   
7. คีมคบีของรอน (forceps) 
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วิธีการวิเคราะหหาปริมาณเถาท้ังหมด 
 
 1. 1. เตรียม  crucible โดยเผาสนที่สะอาดและแหงในเตาเผาที่อุณหภูมิ 550 - 600oC นาน 1  
ช่ัวโมง ทําใหเย็นใน dessicator   ช่ังน้ําหนักของถวยกระเบื้อง ทําซ้ํา 1 - 2 คร้ัง จนไดน้าํหนักคงที่ 
(A) 
 2. ช่ังตัวอยาง 2 - 5  กรัม  ใสใน crucible บันทึกน้ําหนักตวัอยาง (W) หรือใชตัวอยางที่หา
ความชื้นแลว มาวิเคราะหเถาตอไป (W) 
 3. นําตัวอยางไปเผาไลควันจนหมดบน hot plate จนหมดควันเพื่อใหตวัอยางเกาะกันเปน
กอนไมฟุงกระจาย แลวจึงน้าํไปเผาในเตาเผา 
 4. นํา crucible พรอมตัวอยางไปเผาที่อุณหภูมิ 550 - 6000C นาน 4 ช่ัวโมง จนไดเถามีขาว
สม่ําเสมอ  
 5. เมื่อครบ  4  ช่ัวโมง  ทิ้งไวใหเย็นในเตาเผา จนอุณหภมูิลดต่ํากวา 200oC  จากนัน้นาํออก
ใสใน dessicator  นาน 30  นาที  แลวนําไปชั่ง  และบันทกึน้ําหนัก (B)    
 6. คํานวณหาเปอรเซ็นตเถาจากสูตร 
 
  เปอรเซ็นตเถา    =    (B-A) x 100 
                W 
โดยที่  A : น้ําหนัก crucible 
           B : น้ําหนัก crucible และตัวอยางอาหารหลังอบ 
           W : น้ําหนักตวัอยาง 

สรุปขั้นตอนการวิเคราะหหาเยื่อใย 
 
วิธีการวิเคราะหปริมาณเยื่อใยแบบ  gravimetric (classical fiber) method 
  
 หลักการวเิคราะหปริมาณเยื่อใยในตัวอยางอาหารที่ตองการวิเคราะหโดยใชกรดออนและ
ดางออน ดวยการละลายสารอินทรียสวนที่สัตวสามารถยอยไดออกจากตัวอยาง (NFE) สวนที่เหลือ 
คือสารอินทรียที่ยอยไมได (เยื่อใย) และสารอนินทรีย นําสวนที่เหลือไปเผาเถา จะไดปริมาณสาร 
อนินทรียที่มีในตัวอยางอาหาร ปริมาณสารอินทรียที่หายไปจากการเผาเถา คือปริมาณเยื่อใยใน
ตวัอยางอาหาร 
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อุปกรณ 
 
1. เครื่องยอย fiber 
2. Analytical balance ( at least 0.1 mg)  
3. Filter crucible (quartz or hard glass) pore size 40-100 μm 
4. Hot plate 
5. Dessicator  
6. Muffle furnace  

 
ขั้นตอนการวิเคราะห 
 

1. ช่ังตัวอยาง (W1) น้ําหนัก 0.25-0.30 กรัม ใสใน crucible นําไปวางบน crucible stand  
2. นํา crucible ใสในเครื่องยอย (hot extraction unit) 
3. เติมกรดซัลฟูริกรอน 0.128 M 150 มิลลิลิตร ตมตัวอยางจนเดือด แลวจบัเวลาประมาณ  

45  นาที 
4. กรองสารจนแหงแลวลางดวยน้ํารอน 3 คร้ัง กรองจนแหง 
5. เติม KOH ที่รอน 0.223 M 150 มิลลิลิตร ตมจนเดือดจับเวลา 30 นาที กรองแลวลาง 

ดวยน้ํารอน 3 คร้ัง 
6. นํา crucible ออกจากเครื่องยอย ไปอบที่ 103 oC 2 ช่ัวโมง ทิ้งใหเย็นใน dessicator ช่ัง 

น้ําหนกั (W2) 
7. เผาตัวอยางใน crucible ที่อุณหภูมิ 550 - 650 oC  4 ช่ัวโมง ทิ้งไวใหเย็นในเตาเผา 
8. ทําใหเย็นโดยนํา crucible ใส dessicator ทิ้งใหเย็น ช่ังน้ําหนกั (W3) 
9. คํานวณปริมาณเยื่อใย 

 
 เปอรเซ็นตเยื่อใย    =      (W2 – W3) x100 
         W1   
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Determination of crude fiber content – Semi-automatic method 
 

ช่ังตัวอยางประมาณ 0.2500-0.5000 g (w1) ใส filter crucible 

 

ถาตัวอยางมีไขมัน >10% ใหสกัดไขมันออกกอน    ถาตัวอยางมีไขมัน <10% 
 
สกัดไขมันดวย Light  petroleum 10 ml / g 3 คร้ัง ผานกระดาษกรอง 
 
ทําใหแหง นําตัวอยางมาชั่งน้ําหนกัใส filter crucible  
 
ตมดวยกรด 0.125 M H2SO4 150 ml  45 min 
(เปดไฟ heater เบอร 7 ระหวางตมถาเกิดฟองมากใหใช anti forming 2-3 หยด หรือลดความรอนลง) 
 
ปด switch off heater  
 
กรองกรองออกจาก crucible โดยใช vacuum pump และ pressure ชวยเมื่อเกดิการอุดตัน ลาง
ตัวอยางดวยน้าํรอน 10 ml  3 คร้ัง 
 
ตมดวยดาง 0.228 M KOH 150 ml 45 min 
 
ปด switch off heater กรองกรองออกจาก crucible ลางตัวอยางดวยน้ํารอน 10 ml  3 คร้ัง 
 
นํา crucible ไปอบ 130oC  2 hr  
 
ทําใหเย็นใน desiccator ช่ังน้ําหนัก  filter crucible (w2) 
 
นํา filter crucible ไปเผา ใน Muffle furnace 550-600oC  4 hr (ปดเครื่ออยางนอย 3 hr กอนนํา
ตัวอยางออกจากเตาเผา หรือ temp < 200oC) 
 
ทําใหเย็นใน desiccator ช่ังน้ําหนัก  filter crucible (w3) 
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Calculation the crude fiber of the test sample  

Wf      (W2 – W3) x100   
                              W1     

 
เมื่อ  W1 = น้ําหนกัตัวอยาง (g) 
  W2 =  น้ําหนกั crucible หนักอบ 130oC 

   W3 = w2 =  น้ําหนัก crucible หนักเผา 600oC 
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ภาคผนวก ค 
 

ตารางคุณภาพน้ําระหวางการทดลอง 
 

วันที ่ DO (mg/L) pH Temp (OC) 
 

 
      1 

เชา(06.00) 
3.65 

บาย 
(15.00) 

7.73 

เชา 
(06.00) 

7.25 

บาย 
(15.00) 

8.46 
เชา(06.00) 

30 
บาย (15.00) 

34 
2 3.44 7.85 7.28 8.42 30 35 
3 3.66 7.89 7.38 8.45 31 35 
4 3.51 7.61 7.28 8.43 30 36 
5 3.32 7.54 7.23 8.38 30 35 
6 3.55 7.74 7.35 8.41 29 35 
7 3.62 7.69 7.31 8.46 30 34 
8 3.45 7.72 7.36 8.44 30 35 
9 3.54 7.65 7.34 8.41 31 36 
10 3.62 7.83 7.25 8.48 30 34 
11 3.44 7.71 7.29 8.4 29 36 
12 3.55 7.67 7.35 8.41 30 35 
13 3.53 7.72 7.27 8.43 30 35 
14 3.35 7.74 7.38 8.48 30 35 
15 3.49 7.81 7.22 8.43 31 35 
16 3.58 7.82 7.26 8.45 30 36 
17 3.52 7.65 7.35 8.46 30 34 
18 3.61 7.55 7.25 8.42 30 35 
19 3.56 7.68 7.37 8.45 30 36 
20 3.58 7.85 7.35 8.46 30 35 
21 3.47 7.84 7.25 8.41 30 35 
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ตารางคุณภาพน้ําระหวางการทดลอง (ตอ) 
 
 

ชวงเวลา 
ที่เก็บตัวอยาง 

จุดเก็บ
ตัวอยาง 

Alkalinity 
(mg/l) 

Hardness 
(mg/l) 

NH3 
(mg/l) 

 1 174 158 0.146 
 2 167 154 0.134 
สัปดาหที่ 1 3 169 156 0.128 
 4 164 155 0.121 
 1 168 162 0.127 
 2 162 167 0.137 
สัปดาหที่ 2 3 166 163 0.127 
 4 161 168 0.122 
 1 193 165 0.147 
 2 172 175 0.151 
สัปดาหที่ 3 3 173 172 0.132 
 4 165 174 0.142 
 1 168 172 0.152 
 2 170 174 0.145 
สัปดาหที่ 4 3 166 175 0.126 
 4 164 171 0.123 
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