
วิจารณผลการทดลอง 
 

การใชอาหารตางชนิดกัน 8 ชุดการทดลองผสมฮอรโมนเพศผู 17 α methyltestosterone 
ความเขมขน 60 มิลลิกรัมตออาหาร 1 กิโลกรัม อนุบาลลูกปลานิลตั้งแตเร่ิมกินอาหารเปนระยะเวลา 
21 วันปรากฏวามีอัตราการแปลงเพศไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญในทางสถิติ (P > 0.05) โดยมี
จํานวนเพศผูสูงโดยเฉลี่ยถึง 97 เปอรเซ็นต จึงแสดงใหเห็นวาการเพิ่มรําละเอียดในสัดสวนตาง ๆ 
ทั้งในอาหารกุงและปลาปนไมมีผลตอประสิทธิภาพของการแปลงเพศในลูกปลานิล ทั้งนี้เนื่องจาก 
ความเขมขนของฮอรโมนเพศผูที่ใชผสมอาหารมีปริมาณที่เหมาะสม ประกอบกับวิธีการผสม
อาหารใหเขากับฮอรโมนเปนไปอยางทั่วถึง และมีการเก็บรักษาอาหารที่ผสมกับฮอรโมนไวเปน
อยางดีและนําไปใชไมเกิน 1 สัปดาห  นอกจากนี้ การจัดการการใหอาหารอยางมีประสิทธิภาพโดย
ใหอาหารจํานวน 5 มื้อตอวัน ในปริมาณที่เหมาะสมตามระยะการเจริญเติบโตของลูกปลา และให
อาหารกระจายอยางทั่วถึงทั้งกระชัง มีผลทําใหอัตราการแปลงเพศไมแตกตางกัน มีรายงานวิจัย
แสดงใหเห็นวาปริมาณฮอรโมนเพศผู 17 α methyltestosterone ที่ความเขมขน 60 มิลลิกรัมตอ
อาหาร 1 กิโลกรัม เปนระดับที่เหมาะสมที่สวนใหญไดแนะนํามาใชในการผสมอาหารสําหรับ
อนุบาลลูกปลานิลเพื่อแปลงใหเปนเพศผูลวน อาทิ เรณู (2537)  ศึกษาการแปลงเพศลูกปลานิล (O. 
niloticus ) ในกระชัง อัตราความหนาแนน 500 ตัว/กระชัง ใหอาหาร รํา:ปลาปน (1 : 3) ผสม
ฮอรโมน 17 α methyltestosterone ที่ระดับความเขมขน 0, 40 , 60 และ 80 มก./อาหาร 1 กิโลกรัม 
ใหอาหารวันละ 5 คร้ัง โดยที่ระดับความเขมขนที่ 60 มก./อาหาร 1 กิโลกรัมมีความเหมาะสมที่สุด 
และไดตัวผู 100 เปอรเซ็นต จากระยะเวลาที่ใชในการแปลงเพศ 20 วัน เชนเดียวกับ Shelton et al ., 
(1981) ไดทดลองใหลูกปลานิลอายุ 7 - 12 วัน กินอาหารผสมฮอรโมน 17 α methyltestosterone 
ความเขมขน 30 - 60 มิลลิกรัมตออาหาร 1 กิโลกรัม ระยะเวลา 21 - 28 วัน จะไดลูกปลานิลเพศผู 95 
เปอรเซ็นต  ขณะที่ นวลมณี และคณะ (2547) ไดทดลองใหลูกปลานิลระยะถุงไขยุบอายุ 3 - 5 วัน 
กินอาหารผสมฮอรโมน 17 α methyltestosterone ความเขมขน 60 มิลลิกรัมตออาหาร 1 กิโลกรัม 
ระยะเวลา 21 วัน ลูกปลานิลมีสัดสวนเพศผูเฉลี่ย 97.90 ± 1.5 เปอรเซ็นต  เพ็ญพรรณและคณะ 
(2544)  กลาววา วิธีแปลงเพศของปลานิลของประเทศไทย ในปจจุบันนิยมใชวิธีการใหอาหารผสม 
17 α methyltestosterone ความเขมขน 60 มิลลิกรัมตออาหาร 1 กิโลกรัม ใหอาหารตั้งแตเร่ิมกิน
อาหารใหอาหารวันละ 5 เมื้อ เปนเวลา 21 - 30 วัน มีผลใหไดลูกปลาเพศผู 86 - 100 เปอรเซ็นต 
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ในขณะเดยีวกนัอาหารผสมฮอรโมนเพศผูทั้ง 8 ชุดการทดลองอนุบาลลูกปลานิลเปนระยะ 
เวลา 21 วัน พบวาไมมีผลตอการเจริญเตบิโตที่แตกตางกัน (P > 0.05)  ไดแก น้ําหนักตัวทีเ่พิ่มขึน้
ตอวัน,  อัตราการเจริญเติบโตจําเพาะ และอัตราการกินอาหาร ตามลําดับ จากสังเกตในระหวางการ
อนุบาล พบวาลูกปลานิลสามารถยอมรับอาหารทดลองไดทุกชนิดและกินไดดีเมื่อมีอายุประมาณ 1 
สัปดาห และแยงกันกินอาหารไดหมดอยางรวดเร็วในเวลาอันสั้น มานพ และคณะ (2536) กลาววา 
ปลานิลเปนปลาที่สามารถกินอาหารไดตลอดเวลาทั้งบริเวณผิวน้ํา กลางน้ํา และพืน้ทองน้ํา และหาก
พิจารณาถึงระดับโปรตีนในอาหารจะพบวา อาหารชุดการทดลองที่ 8 มีระดับโปรตีน 32 เปอรเซ็นต 
เพียงพอทีจ่ะทาํใหจะทําใหลูกปลานิลเจริญเติบโตเทียบเทากับโปรตีนในชุดการทดลองที่ 1 โปรตีน 
40 เปอรเซ็นต, ชุดการทดลองที่ 2 โปรตีน 39 เปอรเซ็นต, ชุดการทดลองที่ 3 โปรตีน 38 เปอรเซ็นต, 
ชุดการทดลองที่ 4 โปรตีน 37 เปอรเซ็นต, ชุดการทดลองที่ 5 โปรตีน 35 เปอรเซ็นต, ชุดการทดลอง
ที่ 6 โปรตีน 34 เปอรเซ็นต และชุดการทดลองที่ 7 โปรตีน 33 เปอรเซ็นต ตามลําดับ Balarin and 
Haller (1982) รายงานวาความตองการโปรตีนของลูกปลานิลวัยออน Oreochromis niloticus ขนาด 
1 - 5 กรัม อยูระหวาง 30 - 40 เปอรเซ็นต เชนเดยีวกับการรายงานในปลาชอน (Samantaray และ 
Mohanty, 1997)  และปลาหมอ (สาวิตรี และคณะ, 2547)  De silva et al.  (1989) รวบรวมขอมูล
ความตองการโปรตีนของลูกปลานิล Oreochromis mossambicus, O. niloticus, O. aureus และ  
Tilapia zillii  ที่มีขนาดระหวาง 1 - 5 กรัม  พบวาโปรตีนในอาหารประมาณ 34  เปอรเซ็นต ทําใหมี
การเจริญเติบโตสูงสุด แตจะใหจุดคุมทุนที่สุด คือระดับโปรตีนที่ 28 เปอรเซ็นต ขณะที่ความ
ตองการโปรตีนของปลานิลลูกผสม (O. niloticus x O .aureus) พบวาระดับโปรตีนตั้งแต 24 - 56 
เปอรเซ็นต ไมมีผลทําใหการเจริญเติบโตจําเพาะแตกตางกันทั้งในสภาพการเลี้ยงในน้ําจืดและใน
น้ําเค็ม  
 

การใชอาหารผสมฮอรโมนเพศผูตางชนดิกัน 8 ชุดการทดลองอนุบาลลูกปลานิลเปน
ระยะเวลา 21 วัน ปรากฏวาใหผลอัตรารอดไมแตกตางกัน  (P > 0.05) และมีอัตรารอดคอนขางสูง มี
จํานวนนอยทีต่ายนาจะเกิดจากความบอบช้าํของลูกปลาในระหวาง การชั่งน้ําหนักในแตละสัปดาห 
และบางสวนเนื่องมาจากลูกปลานิล ในระยะแรกมีขนาดเล็กคอนขางไวตอการเปลี่ยนแปลงของ
สภาพแวดลอม ขณะที่ Mc Intoach and De Silva (1982) รายงานวา การตายของลูกปลานิลใน
ระหวางการแปลงเพศสวนใหญเกิดจากปญหาการกินกนัเอง เมื่อมกีารจัดการอาหารไมเหมาะสม 
และปลอยลูกปลาหนาแนนเกนิไป  จะทําใหลูกปลามีอัตราการตายสูงถึงไดถึง 10 - 30 เปอรเซ็นต  
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การใชอาหารผสมฮอรโมนเพศผูตางชนิดกัน 8 ชุดการทดลองอนุบาลลูกปลานิลเปน
ระยะเวลา 21 วัน ปรากฏวาอัตราการเปลี่ยนอาหารเปนเนื้อไมแตกตางกัน (P > 0.05) ทั้งนี้มีความ
เปนไปไดวาลูกปลานิลไดรับอาหารที่มีระดับโปรตีนที่สูงพอ คือระหวาง 30 - 40 เปอรเซ็นต การให
อาหารในปริมาณที่นอยแตบอยครั้ง โดยสูตรอาหารที่มีรําละเอียดเปนสวนผสมอยูพบวามกีาร
ลอยตัวของอาหารอยูบนผิวน้ําไดนานจึงทาํใหลูกปลาสามารถใชประโยชนจากอาหารไดดีขึ้นแม
ปริมาณโปรตีนในอาหารลดลง ประกอบกับลูกปลามีอัตราการรอดและมีอัตราการกินอาหารที่ไม
แตกตางกัน สวนสาเหตุที่ทําใหมีอัตราการเปลี่ยนอาหารเปนเนื้อคอนขางต่ําโดยมีคาเฉลี่ยอยูระ 
หวาง 1.51 – 1.57  อิทธิพร (2532) กลาววา อาหารที่มีคุณคาทางโปรตีนสูงนั้นเมื่อใชเล้ียงปลาจะทํา
ใหอัตราการเปลี่ยนอาหารเปนเนื้อต่ํา ในทางกลับกันอาหารที่มีคุณคาทางโปรตีนต่ําจะทําใหอัตรา
การเปลี่ยนอาหารเปนเนื้อสูง และวิมล (2534) กลาววาปลานิลมีนิสัยกินอาหารตอเนื่องตลอดทั้งวัน
และคบเคี้ยวอาหารกอนกลืนลงกระเพาะ บอยครั้งที่พบวาปลานิลจะคายอาหารที่เคี้ยวออกมา ทําให
อาหารบางสวนแตกกระจายในน้ําและเกดิความสูญเสีย และในทาํนองเดียวกนัความถี่ในการให
อาหารตอวัน ก็มีผลตออัตราการเปลี่ยนอาหารเปนเนือ้โดยความถี่ในการใหอาหารที่สูงขึ้นจะทาํให
อัตราการเปลี่ยนอาหารเปนเนื้อต่ําลง เนื่องจากปลานิลเปนปลาที่ไมมีกระเพาะที่แทจริงและใน
ธรรมชาติปลานิลจะกนิอาหารตอเนื่องตลอดวัน การยอยอาหารจึงเปนไปอยางชา ๆ ดังนั้น การให
อาหารในปริมาณนอย ๆ แตบอยครั้ง ก็สามารถเพิ่มประสิทธิภาพการใชอาหารใหไดมากขึ้น   
 

ในทางตรงขาม พบวาการใชอาหารผสมฮอรโมนเพศผูตางชนิดกนั 8 ชุดการทดลอง
อนุบาลลูกปลานิลเปนระยะเวลา 21 วัน ใหประสิทธิภาพการใชโปรตีนและการใชประโยชน
โปรตีนสุทธิแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ (P < 0.05) โดยประสิทธิภาพการใชโปรตีนและการใช
ประโยชนโปรตีนสุทธิมีแนวโนมเพิ่มขึ้นเมือ่ปริมาณโปรตีนในอาหารลดลงหรือเมื่อเพิ่มสวนผสม
ของรําละเอียดสูงขึ้นทั้งในอาหารกุงและในปลาปน ทั้งนี้อาจเปนไปไดวาการใชประโยชนจากอา 
หารเพิ่มขึ้นเมือ่เพิ่มสวนผสมของรําละเอียด เนื่องจากรําละเอียดมนี้ําหนกัเบาและลอยน้ําไดเปน
เวลานานทําใหลูกปลาสามารถใชประโยชนโปรตีนจากอาหารไดอยางมีประสิทธิภาพสูงขึ้นตลอด
ชวงเวลาของการอนุบาล ในขณะที่อาหารกุงและปลาปนพบประสิทธิภาพของการใชประโยชนจาก
โปรตีนลดลงนาจะเนื่องมาจากอาหารสวนหนึ่งที่ลูกปลากินไมทันและสูญเสียไปกบัการละลายน้าํ 
De silva et al. (1989) รายงานวาประสิทธิภาพการใชโปรตีนของลูกปลานิลวัยออน Oreochromis 
mossambicus, O. niloticus , O. aureus และ  Tilapia zillii ที่มีขนาดระหวาง 1 - 5 กรัม โดยให
อาหารที่โปรตีน 40, 42 และ 44  เปอรเซ็นต  พบวาประสิทธิภาพการใชโปรตีนเทากับ 1.76, 1.70 
และ 1.63  โดยทั่วไปพบวาแนวโนมของการใชประโยชนจากอาหารจะลดลงเมื่อปลามีการเจริญ 
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เติบโตเพิ่มขึ้นซึ่งคาดวาเปนผลเนื่องมาจากผลของกระบวนการเมตาโบลิซึมที่ลดลงและการใชจาย
พลังงานตอหนวยน้ําหนักตวัลดลงเมื่อปลามีน้ําหนกัตัวเพิ่มขึ้นหรือมีอายุมากขึ้น ขณะที่ประ สิทธิ
ภาพการใชโปรตีนในปลาจะสูงขึ้นเมื่อปลามีการเจริญเตบิโตที่สูงขึ้น ทั้งนี้เปนผลจากปลาที่มีขนาด
เล็กจะมกีิจกรรมของเอ็นไซมที่ต่ํากวา และอาหารที่มีปริมาณโปรตีนสูงเกินความจําเปน พลัง งานที่
ไมใชโปรตีนจะนอยลงทําใหปลาตองเผาผลาญโปรตีนสวนหนึ่งมาใชเปนพลังงานทดแทน  NRC 
(1983) รายงานวา ถาไมมีโปรตีนพอเพียงในอาหารแลวจะมีผลทําใหอัตราการเจริญ เติบโตลดลง
อยางรวดเรว็ หรือหยดุชะงกัหรือน้ําหนักลดลง เพราะสัตวใชโปรตนีจากเนื้อเยื่อ (tissue) บางสวน
เพื่อใชในการดํารงชีวิต ในทางตรงกนัขามถามีโปรตีนในอาหารมากเกินโปรตีนสวนใหญจะถกู 
metabolize ไปเปนพลังงานและโปรตีนสวนนอยนําไปใชสรางโปรตีนใหมไป (Hepher, 1988) ทั้งนี้
ยังมีรายงานผลการศึกษาความสัมพันธระหวางคาประสทิธิภาพการใชโปรตีนกับระดับโปรตีนใน
อาหาร และความสัมพันธระหวางคาการใชประโยชนจากโปรตีนสุทธิ กับระดับโปรตีนในอาหารที่
ใชวัตถุดิบโปรตีนที่แตกตางกันในปลาเรนโบเทรา (Watanabe and Pongmaneerat, 1991) และใน
ปลาตะเพียน common carp (Watanabe and Pongmaneerat, 1991) ซ่ึงพบวาคาประสิทธิภาพการใช
โปรตีนและการใชประโยชนจากโปรตีนสทุธิจากอาหารจะเพิ่มขึน้เมื่อระดับโปรตีนในอาหารลดลง 
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สรุปและขอเสนอแนะ 

สรุป 

 
1. การใชรําละเอียดผสมอาหารกุงเบอร 0 และ ปลาปน ที่ระดับตาง ๆ กัน ผสมฮอรโมน

เพศผูในการอนุบาลลูกปลานิลเพื่อการแปลงเพศ ไมมีผลตอน้ําหนักตัวเฉลี่ยสุดทาย, ความยาวตัว
เฉลี่ยสุดทาย, อัตรารอด, อัตราการแปลงเพศ, น้ําหนกัตัวที่เพิ่มขึ้นตอวัน, อัตราการเจริญเติบโต
จําเพาะ, อัตราการกินอาหาร และอัตราการเปลี่ยนอาหารเปนเนื้อไมแตกตางกัน (P>0.05) แต
ประสิทธิภาพการใชโปรตีน และการใชประโยชนโปรตนีสุทธิมีความแตกตางกัน (P < 0.05) 

2. อาหารชดุการทดลองประกอบดวยปลาปน 70 เปอรเซ็นตผสมกับรําละเอียด 30 
เปอรเซ็นต มีความเหมาะสมตอการนําไปใชในการอนุบาลลูกปลานิลเพื่อการแปลงเพศ 
 

 ขอเสนอแนะ 

 

1.  การศึกษาอาหารที่เหมาะสมในการอนบุาลลูกปลานิลแปลงเพศเปนการศึกษาการใชรํา
ละเอียดเพื่อทดแทน อาหารกุงเบอร 0 และ ปลาปน ในปลานิลแปลงเพศขนาดเล็ก ดั้งนั้นควรมี
การศึกษาเพิ่มเติมเกี่ยวกับการทดแทนอาหารที่มีรําละเอียด เปนสวนประกอบ ใหเพิ่มมากขึ้นวาจะมี
ผลตอประสิทธิภาพของการแปลงเพศ, การเจริญเติบโต และการใชประโยชนของโปรตีนในลูกปลา
นิลอยางไร 
  

2.  ควรศึกษาการใชวัตถุดิบอาหารจากแหลงอื่นที่สามารถหาไดในพื้นที่เพื่อนํามาทดแทน 
อาหารกุงเบอร 0 และ ปลาปน เพื่อเปนการลดตนทุนการผลิตอาหารที่ใชเล้ียงปลานิลแปลงเพศและ
เปนการใชประโยชนจากวัตถุดิบในทองถ่ินใหเกิดประโยชนมากยิ่งขึ้น 
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ภาคผนวก ก 

การวิเคราะหโปรตีน 
 

หลักการ 

  โปรตีนเปนสารอินทรียโมเลกุลใหญที่ประกอบดวยกรดอะมิโนเชื่อมตอกัน การวเิคราะห
เพื่อหาโปรตีนใชวิธีของ Kjeldahl method  เพื่อหาปริมาณของไนโตรเจนทั้งหมดที่มีอยูในอาหาร 
ยกเวน สารพวก nitrate และ nitrite เพื่อคํานวณหาปริมาณโปรตีนในอาหารนั้น  

ขั้นตอนการวิเคราะหประกอบดวย 3 ขั้นตอนคือ 
 
 1. การยอย เปนการเปลี่ยนสารไนโตเจนใหอยูในรูปของ (NH4)2 SO4 โดยกรดซัลฟริูก
เขมขน 
   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 เพือ่ไลแอมโมเนยีออกมาโดยใช NaOH และเก็บไวในสารละลายกรดมาตรฐาน 
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%ในการเก็บแอมโมเนียเพื่อใชไตรเตรท ดวยสารละลายกรด
มาตรฐาน เพื่อหาปริมาณสารละลายกรดมาตรฐานที่ทําปฏิกิริยากับแอมโมเนีย  
 Std. H2SO4 + 2NH4OH                (NH4)2 SO4 + 2H2O    
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คาที่ไดนําไปคาํนวณหาคาไนโตรเจนแลวคูณดวย  Empirical factor เพื่อหาเปอรเซ็นตโปรตีน 
 Nitrogen สวนใหญในอาหารสัตวคือโปรตีน โดยปกติ โปรตีนจะมีปริมาณของ Nitrogen 
อยูประมาณ 16 % ดังนั้นเมื่อวิเคราะหหาคาของ Nitrogen แลวคูณดวย 6.25 จะไดคาเปอรเซ็นต
โปรตีนในตวัอยาง  

วิธีการวิเคราะหหาโปรตีน 
 
การชั่งตัวอยาง  
 
 ตัวอยางที่ทําการวิเคราะหตองสุมตัวอยางใหสม่ําเสมอโดยเฉพาะตัวอยางที่มีลักษณะ
แตกตางกัน เชน เนื้อปลาทั้งตัว อารทีเมียตัวเต็มวยั กากถั่วเหลือง มันเสน เปนตน ช่ังน้ําหนัก
ตัวอยาง ทศนยิม 3 ตําแหนง 0.000 เปนอยางต่ํา  

1.1 ตัวอยางแหง บดละเอยีด 
ถาตัวอยางมี ไนโตรเจน มากกวา 5% (>30%P) ใชตัวอยาง 0.500 กรัม 
ถาตัวอยางมีไนโตรเจน นอยกวา 5% (<30%P) ใชตัวอยาง 1.000 กรัม  

1.2 ตัวอยางเปนของเหลว เชน สาหราย แพลงกตอน นมสด เปนตน ควรทําใหแหงดวยวิธี 
Freeze dry กอน หรืออบแหงไมเกนิ 60oC 24 ช่ัวโมง แลวช่ังน้ําหนกัเชนเดียวกับตัวอยางแหง ถา
ตัวอยางตองการวิเคราะหสด ใชปริมาณ 10-100 ml. และทราบความเขมขนที่แทจริงแลว  
 
การเตรียมสารเคมีท่ีใชในการวิเคราะห 
 

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  ทิ้งใหเย็นปรับปริมาตรจนครบ 1 ลิตร สารละลายที่ไดมีความ
เขมขนประมาณ 0.1 N  จากนั้นนําไป standardize ดวย  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 ขณะที่สารละลายจะเกิดความรอนและมีกล่ินไอระเหยออก ควรทําการเตรียมในตูดดูควัน 
Fume hood  และวาง beaker ในอางน้ําเย็น  

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% สารละลายที่ไดจะเปลีย่นเปนสีแดง ในสภาพของสารของสารละลายกรด และเปนสี
น้ําเงินในสภาพเปนดาง    

6.  Boric acid  4%  ละลายในน้ํากลั่น  
  
การยอยตัวอยาง  

1. ช่ังตัวอยาง 0.250- 0.500 g ใสใน  digestion  tube  (W) 
2. เติม Kjedahl catalyst mixture ที่มีสวนผสมของ  selenium  อยูดวย ประมาณ  5-10   

กรัม 
3. เติมกรดซัลฟูริกเขมขน (H2SO4 Cone)ลงในหลอดยอย  10  มิลลิลิตร 
4. นําไปยอยที่อุณหภูมิ  550  องศาเซลเซียส  นาน 45 - 60  นาที จนสังเกตเห็นเปน 

สารละลายสีเขียวใส  ทิ้งใหเย็นประมาณ 20 นาที 
 
การเตรียมเคร่ืองยอยตัวอยาง 
 

1. เปดเครื่องกําจดัควันพษิ และเครื่องกําจัดกลิ่นไอระเหย fume hood ตลอดเวลา 
2. เปดเครื่องยอยที่เลข 10  เพื่ออุนเครื่อง 10 -15 นาที  
3. ขณะยอยตวัอยางใหลดความรอนลงมาที่เลข 8  อุณหภมูิ  550oC สังเกตการเดือดถา 

รุนแรงใหลดไปลง ระหวางการยอยใหสังเกตระดับการกลั่นตัวของกรดซัลฟูริก และควันสขีาว
จะตองไมเกินขอบสแตนเลสของรางยอยตัวอยาง ควบคุมโดยการปรบัอุณหภูมิในการยอย 

4. ในระหวางการยอยตัวอยางหากมีกล่ินไอกรดออกมาในหองใหตรวจสอบที่ Scrubber  
Unit วาทํางานปกติหรือไม หรือมีการรั่วของไอกรดออกมา หากมกีล่ินไอกรดใหระบายอากาศใน
หอง เปดประตูหนาตาง ปดเครื่องปรับอากาศ เปดเครื่องกําจัดควันพษิ (fume hood) และออกจาก
หองทันที  
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การเตรียมเคร่ืองกลั่น  
 

1. เปดเครื่องควบคุมอุณหภูมิ Cooling  unit  10-15oC กอนเปดเครื่องกล่ัน 20 นาที 
2. ตรวจสอบปริมาตรน้ําและ สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ในถังพักและในทอสงสาร 

ที่ตอกับเครื่อง ใหไหลฟองอากาศในทอหลังการ preheating เพือ่ไมใหเกิดฟองอากาศและได
ปริมาตรสารถูกตอง  

3. เปดสวิทช เครือ่งดานหลัง รอจนไฟ wait ดับ  
4. เติมน้ํากลั่นในหลอดยอย 100 ml  นําหลอดยอยตอเขากบัเครื่องดานซายมือขยับหลอด 

ใหพอดกีับลูกยางกดล็อกจากน้ํานํา flash มีน้ํากลั่น ประมาณ 60 ml วางบนแทนรองรับ  
5. กดปุม preheating  เพื่อใหเครื่องทํางานประมาณ  3 นาที ระหวางเครื่องทํางานจะเกิด 

เสียงดังเนื่องจากความแตกตางของอุณหภมูิน้ํากับไอน้ําในระบบกลั่นระยะหนึ่ง เมือ่ปรับอุณหภมูิ
ใกลเคียงกันแลวเสียงดังจะหายไป เมื่อระบบอุนเครื่องทํางานเรียบรอยแลวจะดดูสารในหลอดทิ้ง
โดยอัตโนมัติ แลวไฟ  start จะติดเครื่องจึงจะใชงานได การทํา preheating ตองทํากอนการกลั่นและ
หลังกลั่นตัวอยางเสร็จสิ้นในแตละวันเสมอเพื่อเปนการบํารุงรักษาเครื่อง 
 
การกลั่น 
 

1. เตรียมกรดบอกริค 2 %  60 มิลลิลิตร ในขวดลูกชมพู หยด  mixed  indicator (methyl  
red + bromocresol green) 5  หยด จะไดสารละลายสีชมพู นําไปตั้งที่เครื่องกล่ันใหปลายหลอดกลั่น
จุมในสารละลาย 

2. นําหลอดตัวอยางใสในใสในเครื่องกล่ัน ตั้งโปรแกรมเครื่องกล่ัน ใหไดปริมาตรสาร 
ตามตองการโดยเลือกโปรแกรมดังนี ้

น้ํากลั่น   30 ml 
NaOH 40% 50 ml 

ระยะเวลาใชเวลากล่ันประมาณ  4 นาที สารละลายกรดบอริคจะเปลี่ยนเปนสีเขียวอมฟา 
5. นําสารละลายที่กล่ันไดไปไตเตรตดวย 0.1 N  H2SO4 จนไดสารละลายสีชมพู 

บันทึกปริมาณที่ใช 
6. ทํา blank โดยวิธีเดียวกับการวิเคราะห ไมใสตัวอยาง เตมิสารเคมีทําการยอยและ

กล่ันเชนเดียวกันกับตวัอยาง นําไปไตเตรตดวย 0.1 N  H2SO4 จนไดสารละลายสีชมพู บันทึก
ปริมาณที่ใช (V1) 
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คํานวณหาคาไนโตรเจนจากสูตร 

% ไนโตรเจน     =    (V2-V1) x N x F x 1.4 
                                               W 
โดยที่    N =  ความเขมขนของสารละลายกรดซัลฟูริคที่ใช (0.1 N) 
 F =  factor  ของกรดซัลฟูริก ไดจากการ  standardization กับTris-buffer 
             V1=  ปริมาณของกรดซัลฟูริกที่ใชไตเตรต blank 
             V2=  ปริมาณของกรดซัลฟูริกที่ใชไตเตรตตัวอยาง 
            W =  น้ําหนกัตัวอยางที่ใชวิเคราะห (กรัม) 
นําเปอรเซ็นตไนโตรเจนที่ไดคูณดวยคา Empirical factor คือ 6.25 จะไดคาเปอรเซ็นต

โปรตีนของตัวอยาง 
 

สรุปขั้นตอนการวิเคราะหโปรตีน 
 

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

 
1. ช่ังน้ําหนกัตัวอยาง (W) 
 - 0.500-1.0000 g (3-30% protein) 
 -0.2500-0.500 g (30-80% protein) 
 
2.  การยอย digestion 
  2.1 เติม catalyst  5 g 
 2.2 เติม H2SO4 Cone. 10-15 ml  
 2.3 นําไปยอยในเครื่องยอย digestion block 420oC เปดเครื่องยอยที่ เลข 10 เพื่ออุน
กอน 10-15 นาที ขณะยอยตวัอยางใหลดไฟลงที่ เลข 8 ใชเวลาใน 30-45 นาที จนกระทั่ง
ควันเปลี่ยนเปนขาว เล็กนอย ตัวอยางเปลีย่นเปนสีเขียว 
 2.4 ทําใหเย็น ยกออกจากเครื่องยอย (รอใหเยน็กอนจึงเปดฝาครอบหลอดยอย) 
3. การกลั่น Distillation  
 3.1 นําหลอดยอยตัวอยางเขาเครื่องกล่ัน ปดฝาครอบเครื่องตั่งโปรแกรมดังนี ้
  เติมน้ํากลั่น   30 ml   
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  เติม 40% NaOH solution 50 ml   
  รอ 2 วินาที ถาตัวอยางไมเปลี่ยนเปนสีดํา ใหกด NaOH เติมในหลอดยอย
จนเปนสีดํา ตัง้เวลาในการกลั่น 4 นาที 
        3.2 ใช กรดบอริค H3BO3 4% 50 ml ในขวดชมพู หยด mixed indicator จน
เปนสีชมพู 5-8 หยด ใสที่ทอดักแอมโมเนยี  
        3.3 กด start เครื่องจะทาํการกลั่น 4 นาที ปริมาณสารที่ไดประมาณ 150 ml 
 
4. ไตเตรท นํามาไตเตรทดวย 0.1N. H2SO4 บันทึกปริมาณที่ใช (V2) 
 
Blank test ใช น้ํากลั่น 2 ml + 0.6700 g ของ Sucrose แทนตัวอยางนํามาไตรเตรท(V1) 
Recovery rate   ใช glycine (NH2-CH2-C00H) ปริมาณไนโตรเจน 18.66% 
  อบ 80 oC 3 ช่ัวโมง ทิ้งใหเยน็ชั่งน้ําหนัก 0.2500 g + sucrose 0.6700 g 

คํานวณหาคาไนโตรเจนจากสูตร 
 

% ไนโตรเจน     =    (V2-V1) x N x F x 1.4 
                                               W 
โดยที่    N =  ความเขมขนของสารละลายกรดซัลฟูริคที่ใช (0.1 N) 
 F =  factor  ของกรดซัลฟูริก ไดจากการ  standardization กับTris-buffer 
             V1=  ปริมาณของกรดซัลฟูริกที่ใชไตเตรต blank 
             V2=  ปริมาณของกรดซัลฟูริกที่ใชไตเตรตตัวอยาง 
            W =  น้ําหนกัตัวอยางที่ใชวิเคราะห (กรัม) 
นําเปอรเซ็นตไนโตรเจนที่ไดคูณดวยคา Empirical factor คือ 6.25 จะไดคาเปอรเซ็นต

โปรตีนของตัวอยาง 
 
 

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 หยดเปลี่ยนเปนสารละลายสีเขียวเขม ไตเตรทดวย 0.1N. H2SO4 จนถึง end point 
เปลี่ยนเปนสีชมพู บันทึกปรมิาตรที่ใช (V) 
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การคํานวณคา 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 =ปริมาตรกรดเขมขน (cm3) ที่ใชเตรียมสาร 1 dm3 
 MN = มวลโมเลกุลของกรด (60.03) 
 N  = Normality สารละลายที่ตองการ 
 P  = % ความเขมขนของกรด (17.0M) 
 D = ความหนาแนนหรือความถวงจําเพาะของกรด (1.05 g/cm3) 
 B = Besicity (2) 
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ภาคผนวก ข 

การวิเคราะหองคประกอบทางเคมี (Proximate  analysis) 

 
การวิเคราะหความชื้นและปริมาณของวตัถแุหง (Moisture and dry matter) 

 
การวิเคราะหความชื้น สามารถทําไดหลายวิธีไดแก  
 

ก. การอบในตูอบแหง โดยการใหความรอนสม่ําเสมอ ที่อุณหภูมิ 103-105oC  เพื่อให
ความชื้นที่มีในวัตถุดิบอาหารหายไปจนไดน้ําหนักคงที่  

ข. การอบในตูสุญญากาศ (vacuum oven)  น้าํจะกลายเปนไอที่อุณหภูมิต่าํกวา 100oC 
ทําใหสารอื่นไมระเหยไปดวย คาที่ไดคือความชื้นที่หายไป 

ค. การทําแหงแบบเยือกแข็ง (freeze drying)  หลักการวิธีนี้คือ ตัวอยางจะถูกทําให
เย็นจนเปนน้ําแข็ง (freeze) ที่อุณหภูมิ -20oC แลวน้ําในสภาพของแข็งจะถูกทําใหเปลี่ยนเปนไอโดย
การระเหดิ (sublimation) สารระเหยไดอ่ืนๆ ที่อยูในตวัอยางจะไมระเหยไปดวย น้ําหนักที่หายไปจงึ
เปนน้ําหนักอยางแทจริง นอกจากนีว้ิธีการดังกลาวยังปองกันการออกซิเดชัน ซ่ึงมักเกิดขึ้นเนื่องจาก
การทําแหงโดยใชความรอนสูง การทําแหงโดยวิธีนี้ใชความรอนไมเกิน 40OC เหมาะสําหรับ
ตัวอยางที่มีความชื้นสูงเพื่อเตรียมตัวอยางวิเคราะหตัวอยางแหง เชน เนื้อปลาสด สาหรายตางๆ 
ตะกอนเนื้อปลา เปนตน  

ง. การอบที่อุณหภูมิไมเกิน 70O C หลักการโดยทําใหน้ําถูกระเหยไปอยางชาๆ 
อุณหภูมิต่ําสามารถปองกันการระเหยของสารระเหยได (volatile compound) ไดบาง และชวย
ปองกันการเกดิ Browning reaction  ได วิธีนีน้ิยมทําในหองปฏบิัติการทั่วไป เพราะไมตองใช
เครื่องมือพิเศษ แตคาวัตถุแหงที่ไดวิธีนีไ้มนิยมถือวาเปนวัตถุแหงทีแ่ทจริง นิยมใชกับตวัอยางที่มี
ความชื้นสูง โดยทําการอบใหแหงที่อุณหภูมิไมเกิน 70oC จนแหงกอนนําไปบด แลวจึงสุมตัวอยาง
เพื่ออบที่อุณหภูมิ 103oC ตอไป เพื่อหาความชื้นที่แทจริง 
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วิธีการวิเคราะหหาความชื้นแบบ Drying method โดยใชตูอบ  
 

หลักการ  
 
ความชื้นหรือน้ําเปนองคประกอบอยางหนึ่งในวัตถุดิบอาหารสัตว ซ่ึงจะมีปริมาณผกผัน

กับปริมาณของวัตถุแหง (dry mater)  วัตถุดิบอาหารสัตวแตละชนิดมีปริมาณความชื้นแตกตางกัน
ขึ้นอยูกับชนดิและปจจยัตางๆ ความชื้นเปนน้ําหรือสารละเหยไดทั้งหมด ที่สูญเสียไปจากอาหาร
เมื่อเพิ่มความรอนใหแกอาหาร อุณหภูมิที่ใหแกอาหารตองไมสูงกวาจดุเดอืดของน้ํา จากหลักการนี้
จึงนําอาหารไปอบในตูอบทีอุ่ณหภูมิ  103 – 105 0C  จนไดน้ําหนกัคงที่ แลวนําคาของน้ําหนกัที่
หายไปมาคํานวณหาคาความชื้น การหาความชื้นดวยวิธีนี้ไมเหมาะกับตัวอยางที่มสีารระเหยงาย
เปนสวนประกอบ เพราะจะระเหยออกมาไดในขณะที่อบ ทําใหความชื้นสูงกวาความเปนจริง 
 

% วัตถุแหง (dry matter, DM) = 100 - % moisture 
 
อุปกรณ 
 

1. ขวดชั่ง Crucible  จานกระเบื้องเคลือบ porcelin dish จานโลหะ หรือกระปองสําหรับหา
ความชื้น moisture can  

2. ตูอบ drying oven 
3. โถดูดความชื้น dessicator 
4. เครื่องชั่งแบบละเอียด ทศนยิม 4 ตําแหนง (0.0000) 
5. คีมจับของรอน  
 

วิธีการเก็บขอมูลพื้นฐาน 
 
 1. บันทึกลักษณะของตวัอยาง (ช่ือตัวอยาง ลักษณะภายนอกที่สังเกตได สี สภาพความชื้น 
แหลงที่มา กล่ิน เปนตน) 
 2. เตรียมตัวอยางอาหารโดยการบดตัวอยางและผสมใหเขากันเปนเนื้อเดียวกัน 
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วิธีการวิเคราะหความชื้น  
 
 1. เตรียม crucible โดยอบในตูอบ (hot air oven) ที่อุณหภมูิ 103 – 105oC เปนเวลา 60 นาที 
ทําใหเย็นใน  dessicator  ทิ้งไวใหเย็น  30  นาที  
 2. นํา crucible ไปชั่งและบันทึกน้ําหนักที่คงที่ (A) 
 3. ช่ังน้ําหนกัตัวอยาง  2-5 กรัม (W)  ใสใน crucible ที่ทราบน้ําหนักแลว 
 ตัวอยางความชื้นไมเกนิ 15% ใช 2-3 กรัม, ความชื้นต่ํากวา 5% ใช  4 - 5 กรัม 
 4. นํา crucible และตัวอยางไปอบใน  ตูอบที่อุณหภูมิ  103 – 105OC นาน  5  ช่ัวโมง 
 5. ทําใหเย็นใน  dessicator  ทิ้งไวใหเย็น  30  นาที  แลวนําไปชั่งและบันทึกน้ําหนัก นํา
ตัวอยางไปอบซ้ํา ในขอ 4  เปนเวลา 1 ช่ัวโมง แลวทําใหเยน็ชั่งน้ําหนกัจนไดน้ําหนกัคงที่ (B) 
 6. คํานวณหาเปอรเซ็นตความชื้น  จากสูตร  
  เปอรเซ็นตความชื้น  =  W-(B-A) x 100 

 W 

  โดยที่  A : น้ําหนัก crucible (กรัม) 
             B : น้ําหนัก crucible และตัวอยางอาหารหลังอบ (กรัม) 
             W : ตัวอยางอาหารกอนอบ (กรัม) 
  % วัตถุแหง (dry matter) = 100 - % moisture 
หมายเหตุ ตัวอยางที่อบแหงแลวนําไปวิเคราะหหาปริมาณเถา (Ash) ตอไปได 
 

สรุปขั้นตอนการวิเคราะหความชื้นและวัตถุแหง 
Determination of moisture and dry matter content 

  
1. เตรียม crucible อบที่อุณหภมูิ 103 – 105oC เปนเวลา 30 นาที  ทําใหเยน็ใน  dessicator  ช่ัง

และบันทึกน้ําหนักที่คงที่ (A) 
2. ช่ังน้ําหนกัตัวอยาง  2-5 กรัม (W)  ใสใน crucible  
3.  นํา crucible ตัวอยางไปอบทีอุ่ณหภูมิ  103 – 105OC นาน  4  ช่ัวโมง 
4. ทําใหเย็นใน  dessicator  ช่ังและบันทึกน้ําหนัก นําตัวอยางไปอบซ้ํา ในขอ 3  เปนเวลา 1 

ช่ัวโมง แลวทาํใหเย็นชั่งน้ําหนักจนไดน้ําหนักคงที่ (B) 
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5. คํานวณหาเปอรเซ็นตความชื้น    จากสูตร  
  เปอรเซ็นตความชื้น  =  (W – (B-A) x 100 

W 

  โดยที่   W : ตัวอยางอาหารกอนอบ (กรัม) 
   A : น้ําหนกั crucible (กรัม) 
             B : น้ําหนัก crucible และตัวอยางอาหารหลังอบ (กรัม) 
              
 % วัตถุแหง (dry matter) = 100 - % moisture 
 
การวิเคราะหปริมาณเถา (Ash) 
 
 ปริมาณเถาทั้งหมด (total ash) ในอาหาร คือ สารอนินทรีย (inorganic matter) ที่เหลืออยู
หลังจากที่เผาตัวอยางดวยอุณหภูมิสูง เพื่อใหสวนประกอบที่เปนสารอินทรียสลายเปนคารบอนได 
ออกไซดและน้ํา สารอนินทรียที่เหลืออยูคอืประมาณแรธาตุที่มีอยูในอาหาร ซ่ึงมีอยูหลายชนิด บาง
ชนิดมีปริมาณคอนขางมาก macroelements  เชน แคลเซี่ยม ฟอสฟอรัส เปนตน บางชนิดมีอยูใน
ปริมาณนอยมากเรียกวา microelements  เชน อลูมิเนียม ทองแดง สังกะสี ไอโอดีน เปนตน แต
ปริมาณเถาที่มีอยูในอาหารมิใชปริมาณแรธาตุที่มีอยูจริงในอาหาร เพราะแรธาตุบางตังอาจสูญหาย 
ไปไดโดยการระเหย และบางสวนอาจแปรสภาพโดยการทาํปฏิกิริยากับสารประกอบอื่นในอาหาร 
(interaction) ขณะเผาดวยความรอนสูง โดยทัว่ไปปริมาณเถาที่พบในอาหารมีคาคอนขางคงที่ สํา 
หรับอาหารชนิดนั้นๆ จึงสามารถใชปริมาณเถาเปนเครือ่งชี้คุณภาพของอาหารบางชนิดได อาหารที่
ปริมาณเถาสูงกวาปกติ อาจเนื่องจากอาหารนั้นถูกปลอมปน เชน น้ําตาลทราย เครื่องเทศ แปง ขน
ไก กระดกูปน เปนตน นอกจากนีห้ากวเิคราะหใหละเอียดถึงปริมาณแรธาตุที่เปนองคประกอบใน
อาหาร ห็จะสามารถทราบขอมูลอ่ืนๆ ไดอีก เชน ในพืชสามารถบอกการแพรกระจายของแรธาต ุ
และบอกประเภทของดินที่ปลูกพืชนั้นๆ ได 
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ปจจัยท่ีควรคํานึงในการวิเคราะหเถา  
 
 จากหลักการวเิคราะหเถาโดยการเผาตัวอยางที่อุณหภูมิสูง เพื่อใหสารอินทรียไหมหมดไป 
สวนที่เหลือคอืเถา ในการปฏิบัติจะตองเผาโดยไมใหองคประกอบของเถาสลายตัวหรือสูญเสียส่ิงที่
ระเหยงายไป (volatile substance)  หากหลีกเลี่ยงไมไดก็พยายามใหสูญเสียนอยทีสุ่ด ในการเผา
จะตองเผาจนไดสีของเถาสม่ําเสมอกัน และลักษณะของถาตองไมจับกันเปนกอน ดังนั้นเพือ่
หลีกเลี่ยงปญหาขอผิดพลาญตางๆ ดังนี้  
 
การเตรียมตัวอยางในการวิเคราะหเถา  
 
 ในการวิเคราะหตัวอยางที่มีไขมันในปริมาณมาก ควรทําการเผาตัวอยางนอกเตาเผากอน
โดยใชอุณหภมูิต่ํา เพื่อไลควันจากการเผาไหมไขมันออกใหหมดกอน แลวจึงนําเขาไปในเตาเผา
เพราะถาตัวอยางโดยไมไดเผาไลควันกอน เถาที่ไดจะมีสีดํา น้ําตาล เนือ่งจากควนัทําใหยากแกการ
พิจารณาการเผาไหมของตัวอยางวาเกิดการเผาไหมไดสมบูรณหรือไม 
 
ภาชนะที่ใชในการวิเคราะหเถา  
 
 ควรเปนภาชนะที่ทําจากแพลท็ตินั่ม มีลักษณะกวางตืน้กนแบน มีความจุ 50 - 100 มิลลิลิตร 
จะเปนจาน (Dish) หรือถวย (Crucible) ก็ไดคุณลักษณะ 

1. เมื่อไดรับความรอนจะไมรอนทันทีทันใด จะคอยเปนคอยไป 
2. แพล็ทตินั่มไมทําปฏิกิริยากับองคประกอบของเถาแตภาชนะที่ทําจากแพล็ทตินั่มมี 

ราคาแพงดังนัน้อาจใชภาชนะประเภทอื่นแทนได 
ก. ภาชนะที่ทําจากซิลิกา ขอเสีย มีการสูญเสียน้ําหนกัเมื่อเผาดวยตัวอยางบางชนิดท ี

จําเปนตองเติมดาง : โซเดียมไฮดรอกไซด 
ข. ภาชนะที่ทําจากนิเกิ้ล มีขอเสียคือ นิเกิ้ลอาจทําปฏิกิริยากัลปปบองคประกอบบางอยาง 

ของเถาและเมือ่เผาตัวอยางทีม่ีคารบอนอยูสูงจะทําใหเปราะได 
ค. ภาชนะที่ทําดวยพอรซิลิน มีขอเสีย คือเมื่อเผาติดตอกันหลายๆ คร้ัง จะสูญเสียน้ําหนัก 

และหากจะใชสําหรับความเปนดางของเถามักจะทําใหคาที่ผิดพลาดได เพราะจานหรือถวยชนิดนีม้ี
ความเปนดางอยูในตวั 
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อุณหภูมิในการเผาเถา  
 
 หลังการเผาไลควันแลวออกหมดแลว จึงนําตัวอยางไปเผาในเตาเผาเถา อุณหภูมิที่ใช 500-
550oC สําหรับตัวอยางประเภทเนื้อสัตว สวนอาหารสตัวสามารถใชอุณหภูมิไดสูงถึง 650oC ปญหา
ที่อาจเกิดจากระดับของอุณหภูมิที่สงเกินไป จะทําใหสารบางชนิดระเหยได เชน โปแตสเซี่ยม    
คลอไรด โปแตสเซี่ยมออกไซดสูญเสียไป นอกจากนั้นอาจทําใหเถาหลอมตัวจับคารบอนไว ทําให
คารโบไฮเดรตไมถูกเผา การเผาไหมจึงไมสมบูรณมีสารอินทรียเหลืออยู คาที่ไดผิดไปจากความเปน
จริง ที่ระดับอณุหภูมิสูงเกิน 550oC โปแตสเซี่ยมคลอไรด และโซเดยีมคลอไรด จะระเหยออกไป
ชาๆ และแคลเซียมคารบอนเนตจะถูกเปลี่ยนใหเปนแคลเซี่ยมออกไซด นอกจากนีย้ังอาจเกดิการ
หลอมจับตัวเปนกอนของฟอสเฟต 
 ระยะเวลาในการเผา สําหรับตัวอยางอาหารสัตวใชระยะเวลาในการเผาเถาประมาณ 2 
ช่ัวโมงโดยเผาจนไดเถาสีเทาออนหรือสีขาวสม่ําเสมอและไดน้ําหนกัคงที่ ตัวอยางทีม่ีฟอสฟอรัสสูง
เถาที่ไดอาจจบักันเปนกอน เพราะเกิดเมตาฟอสเฟตซึ่งมีลักษณะใสคลายแกว แกไขโดยปลอยให
เถาเย็นหรือพออุนๆ แลวละลายเถาดวยน้าํกลั่นรอน และกรองดวยกระดาษกรองที่ตะกอนหรือเถา
ผานไมได (ashless filter paper) เก็บสวนที่กรองไดไปเผาใหมจนเปนสีเทาออนหรือสีขาวสม่ําเสมอ
ทิ้งใหเย็นแลวเติมสิ่งที่กรองลงไประเหยใหแหง จากนัน้จึงนําเขาไปเผาในเตาเผาจนไดเถาสีเทาออน
หรือสีขาวสมเสมอ  
 นอกจากนี้หากตองการเผาเถาใหสมบูรณอาจรนระยะในการเผาลงไดโดยการนําเถาที่เผายัง
ไมไดที่ทิ้งใหเย็น แลวเติมน้าํกลั่นใหเปยก ผสมใหเขากนันําไประเหยน้ําออกดวยความรอนต่ํา เพือ่
ปองกันการประทุอันเปน สาเหตุที่อาจทาํใหเกิดการสญูเสียไดจากนัน้จึงนําไปเผาจนไดสีตามตอง 
การสม่ําเสมอ นอกจากนีเ้ราสามารถเรงปฏิกิริยาโดยการเติมสารเรงเชน แคลเซีย่มคารบอเนต 
แมกนีเซีย่มไนตรท แอมโมเนี่ยมคารบอเนตและกรดไนตริก สารชวยเรงดังกลาวจะทําใหไดเถาเร็ว
ขึ้น และในการเผาเถาเพื่อวิเคราะหคลอไรดอิออน ควรเติมโซเดียมคารบอเนตเพื่อชวยจับคลอไรดมิ
ใหสูญเสียไปในระหวางการเผา หากตัวอยางที่เผาเกิดฟองมากในระหวางการเผาใหเติมน้ํามัน
มะกอกลงไป จะชวยลดฟองได และในกรณีที่ตวัอยางที่เผามีสีไมสม่ําเสมอ เนื่องจากเถาทีไ่ดมี
คารบอนติดอยู ใหเติมสารละลายแอมโมเนียคารบอเนตลงไป แลวนําไปเผาใหมจะชวยกําจดั
คารบอนออกไปได สําหรับตัวอยางที่มีความเปนดางสูง มักพบวาในระหวางการวิเคราะหเถาจะเกดิ
การสลายตัวขององคประกอบอยางรวดเรว็ และถาที่ไดสามารถดูดน้ําไดดี จึงเปนการยากที่จะซึ่งให
ไดน้ําหนักที่ถูกตอง โดยเถาที่ไดมีลักษณะเบาและเปนฝุน จึงอาจสูญเสียน้ําหนกัระหวางการเผาและ
ช่ัง  
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การวิเคราะหหาปริมาณเถา 
 
วิธีการ   
 
วิเคราะหปริมาณเถาทั้งหมด (total ash)  โดยการเผาในเตาเผา (muffle furnace) 
 
หลักการ   
 
 ปริมาณเถาทั้งหมด ในอาหารคือสารอินทรีย (inorganic matter) ที่เหลืออยูหลังที่เผาดวย
ความรอนสูง 550-600oC  ทําใหสารอินทรียสลายเปนคารบอนไดออกไซด และน้ํา สารอินทรียนํา
ประกอบดวยแรธาตุหลายชนิด แตไมใชคาที่แสดงปริมาณแรธาตุทั้งหมดที่มีอยูในอาหาร เพราะแร
ธาตุบางตัวอาจสูญหายไปไดโดยการระเหย บางสวนแปรสภาพโดยการทําปฏิกิริยากับสารประกอบ
อ่ืนในอาหาร (interaction) ขณะเผาดวยความรองสูงโดยทั่วไป ปริมาณเถาทีพบในอาหารจะ
คอนขางคงที่ สําหรับอาหารชนิดนั้นๆ จึงสามารถใชปริมาณเถาเปนเครื่องชี้คุณภาพของอาหารชนดิ
นั้นๆ ได อาหารที่มีปริมาณเถาสูงกวาปกติอาจเนื่องจากอาหารนั้นถูกปลอมปน เชน อาหารพวก
เครื่องเทศ เจลาติน น้ําตาลทราย แปง เปนตน ดังนัน้ปริมาณเถาทีว่ิเคราะหได ควรอยูในชวงที่
เหมาะสม 
 
 อุปกรณ 
 

1. ถวยกระเบื้อง (silica or crucible) 
2. เตาเผา (muffle furnace) 
3. โถดูดความชืน้ (dessicator) 
4. ตูดูดควนั (fume hood) 
5. เครื่องชั่งโดยละเอียด (o.ooo กรัม Balance) 
6. แผนใหความรอน (hot plate)   
7. คีมคบีของรอน (forceps) 
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วิธีการวิเคราะหหาปริมาณเถาท้ังหมด 
 
 1. 1. เตรียม  crucible โดยเผาสนที่สะอาดและแหงในเตาเผาที่อุณหภูมิ 550 - 600oC นาน 1  
ช่ัวโมง ทําใหเย็นใน dessicator   ช่ังน้ําหนักของถวยกระเบื้อง ทําซ้ํา 1 - 2 คร้ัง จนไดน้าํหนักคงที่ 
(A) 
 2. ช่ังตัวอยาง 2 - 5  กรัม  ใสใน crucible บันทึกน้ําหนักตวัอยาง (W) หรือใชตัวอยางที่หา
ความชื้นแลว มาวิเคราะหเถาตอไป (W) 
 3. นําตัวอยางไปเผาไลควันจนหมดบน hot plate จนหมดควันเพื่อใหตวัอยางเกาะกันเปน
กอนไมฟุงกระจาย แลวจึงน้าํไปเผาในเตาเผา 
 4. นํา crucible พรอมตัวอยางไปเผาที่อุณหภูมิ 550 - 6000C นาน 4 ช่ัวโมง จนไดเถามีขาว
สม่ําเสมอ  
 5. เมื่อครบ  4  ช่ัวโมง  ทิ้งไวใหเย็นในเตาเผา จนอุณหภมูิลดต่ํากวา 200oC  จากนัน้นาํออก
ใสใน dessicator  นาน 30  นาที  แลวนําไปชั่ง  และบันทกึน้ําหนัก (B)    
 6. คํานวณหาเปอรเซ็นตเถาจากสูตร 
 
  เปอรเซ็นตเถา    =    (B-A) x 100 
                W 
โดยที่  A : น้ําหนัก crucible 
           B : น้ําหนัก crucible และตัวอยางอาหารหลังอบ 
           W : น้ําหนักตวัอยาง 

สรุปขั้นตอนการวิเคราะหหาเยื่อใย 
 
วิธีการวิเคราะหปริมาณเยื่อใยแบบ  gravimetric (classical fiber) method 
  
 หลักการวเิคราะหปริมาณเยื่อใยในตัวอยางอาหารที่ตองการวิเคราะหโดยใชกรดออนและ
ดางออน ดวยการละลายสารอินทรียสวนที่สัตวสามารถยอยไดออกจากตัวอยาง (NFE) สวนที่เหลือ 
คือสารอินทรียที่ยอยไมได (เยื่อใย) และสารอนินทรีย นําสวนที่เหลือไปเผาเถา จะไดปริมาณสาร 
อนินทรียที่มีในตัวอยางอาหาร ปริมาณสารอินทรียที่หายไปจากการเผาเถา คือปริมาณเยื่อใยใน
ตวัอยางอาหาร 
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อุปกรณ 
 
1. เครื่องยอย 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. ช่ังตัวอยาง (W1) น้ําหนัก 0.25-0.30 กรัม ใสใน crucible นําไปวางบน crucible stand  
2. นํา crucible ใสในเครื่องยอย (hot extraction unit) 
3. เติมกรดซัลฟูริกรอน 0.128 M 150 มิลลิลิตร ตมตัวอยางจนเดือด แลวจบัเวลาประมาณ  

45  นาที 
4. กรองสารจนแหงแลวลางดวยน้ํารอน 3 คร้ัง กรองจนแหง 
5. เติม KOH ที่รอน 0.223 M 150 มิลลิลิตร ตมจนเดือดจับเวลา 30 นาที กรองแลวลาง 

ดวยน้ํารอน 3 คร้ัง 
6. นํา crucible ออกจากเครื่องยอย ไปอบที่ 103 oC 2 ช่ัวโมง ทิ้งใหเย็นใน dessicator ช่ัง 

น้ําหนกั (W2) 
7. เผาตัวอยางใน crucible ที่อุณหภูมิ 550 - 650 oC  4 ช่ัวโมง ทิ้งไวใหเย็นในเตาเผา 
8. ทําใหเย็นโดยนํา crucible ใส dessicator ทิ้งใหเย็น ช่ังน้ําหนกั (W3) 
9. คํานวณปริมาณเยื่อใย 

 
 เปอรเซ็นตเยื่อใย    =      (W2 – W3) x100 
         W1   
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Determination of crude fiber content – Semi-automatic method 
 

ช่ังตัวอยางประมาณ 0.2500-0.5000 g (w1) ใส filter crucible 

 

ถาตัวอยางมีไขมัน >10% ใหสกัดไขมันออกกอน    ถาตัวอยางมีไขมัน <10% 
 
สกัดไขมันดวย Light  petroleum 10 ml / g 3 คร้ัง ผานกระดาษกรอง 
 
ทําใหแหง นําตัวอยางมาชั่งน้ําหนกัใส filter crucible  
 
ตมดวยกรด 0.125 M H2SO4 150 ml  45 min 
(เปดไฟ heater เบอร 7 ระหวางตมถาเกิดฟองมากใหใช anti forming 2-3 หยด หรือลดความรอนลง) 
 
ปด switch off heater  
 
กรองกรองออกจาก crucible โดยใช vacuum pump และ pressure ชวยเมื่อเกดิการอุดตัน ลาง
ตัวอยางดวยน้าํรอน 10 ml  3 คร้ัง 
 
ตมดวยดาง 0.228 M KOH 150 ml 45 min 
 
ปด switch off heater กรองกรองออกจาก crucible ลางตัวอยางดวยน้ํารอน 10 ml  3 คร้ัง 
 
นํา crucible ไปอบ 130oC  2 hr  
 
ทําใหเย็นใน desiccator ช่ังน้ําหนัก  filter crucible (w2) 
 
นํา filter crucible ไปเผา ใน Muffle furnace 550-600oC  4 hr (ปดเครื่ออยางนอย 3 hr กอนนํา
ตัวอยางออกจากเตาเผา หรือ temp < 200oC) 
 
ทําใหเย็นใน desiccator ช่ังน้ําหนัก  filter crucible (w3) 
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Calculation the crude fiber of the test sample  

Wf      (W2 – W3) x100   
                              W1     

 
เมื่อ  W1 = น้ําหนกัตัวอยาง (g) 
  W2 =  น้ําหนกั crucible หนักอบ 130oC 

   W3 = w2 =  น้ําหนัก crucible หนักเผา 600oC 
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ภาคผนวก ค 
 

ตารางคุณภาพน้ําระหวางการทดลอง 
 

วันที ่ DO (mg/L) pH Temp (OC) 
 

 
      1 

เชา(06.00) 
3.65 

บาย 
(15.00) 

7.73 

เชา 
(06.00) 

7.25 

บาย 
(15.00) 

8.46 
เชา(06.00) 

30 
บาย (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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ตารางคุณภาพน้ําระหวางการทดลอง (ตอ) 
 
 

ชวงเวลา 
ที่เก็บตัวอยาง 

จุดเก็บ
ตัวอยาง 

Alkalinity 
(mg/l) 

Hardness 
(mg/l) 

NH3 
(mg/l) 

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