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ศึกษาผลของเมลาม ีนในอาหารตอการเจร ิญเต ิบโต   องคประกอบเล ือด  และการ

เปลี่ยนแปลงทางเนื้อเยื่อในปลาดุกพันธุผสม โดยแบงการทดลองเปน  7  ชุดการทดลอง ๆละ 3  
ซํ้า ใชปลาขนาดน้ําหนักเฉลี่ยเร่ิมตนประมาณ  4 กรัมตอตัว  จํานวน  30 ตัวตอซํ้า  ใหอาหารวันละ 
2 มื้อ ระยะเวลาในการทดลอง  12  สัปดาห  โดยผสมเมลามีนลงในอาหารตามระดับความเขมขน 
7 ระดับ คือ  0, 0.5, 1, 1.5, 2, 2.5 และ 3 เปอรเซ็นต ตามลําดับ ผลการศึกษาพบวาเมลามีนที่ผสม
ในอาหาร มีผลใหการเจริญเติบโตของปลาลดลงอยางมีนัยสําคัญตามระดับของเมลามีนที่เพิ่มขึ้น
ในอาหาร และปลาดุกพันธุผสมที่ไดรับอาหารซึ่งมีสวนผสมของเมลามีนทุกระดับ มีความผิดปกติ
ของสีลําตัว โดยมีลักษณะสีผิวลําตัวที่คลํ้า  และดําขึ้น  คาองคประกอบเลือด  ไดแก คาฮีมาโตคริต 
ปริมาณเม็ดเลือดขาว ปริมาณโปรตีนในซีรัม  และปริมาณฮีโมโกลบินรวม  ของปลาที่ไดรับ
อาหารซึ่งมีสวนผสมของเมลามีนมีคาต่ํากวาชุดควบคุมอยางมีนัยสําคัญ  การศึกษาทางเนื้อเยื่อ
วิทยา  พบวามีการเปลี่ยนแปลงทางเนื้อเยื่อของเหงือก ตับ และไตของปลาที่ไดรับอาหารซึ่งมี
สวนผสมของเมลามีน  โดยมีความรุนแรงของการเปลี่ยนแปลงเนื้อเยื่อที่เกิดขึ้นสัมพันธกับระดับ
ของเมลามีนในอาหารที่เพิ่มขึ้น โดยพบวาที่บริเวณเหงือกเกิดการเพิ่มจํานวนของเซลลมาก
ผิดปกติ (hyperplasia)  และมีการแยกตัวของ epithelial cell ของ secondary  lamellae  สวนเนื้อเยื่อ
ตับพบการเสื่อมสลายของเซลลตับบางสวนทําใหเซลลไมเกาะตัวกัน  ขอบเขตของเซลลไมชัดเจน  
มีการตายของเซลลตับ  และมีการขยายตัวของ sinusoid  ลักษณะเนื้อเยื่อไตมีการเสื่อมสลายของ 
epithelial cell บริเวณทอไต มีการหดตัวของโกลเมอรูลัส (glomerrulus)  และมีการตายของ 
haemopoietic  tissue  และจากการทดลองพบวาระดับของเมลามีนในอาหารมีความสัมพันธตอการ
ตกคางของเมลามีนในเนื้อปลาดุกพันธุผสม ซ่ึงปลาที่ไดรับอาหารที่มีสวนผสมของเมลามีน 0.5 – 3 
เปอรเซ็นต มีสารเมลามีนตกคางในเนื้ออยูระหวาง  63-450  มิลลิกรัมตอกิโลกรัมของเนื้อปลา   
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Abstract 
 

 The study was conducted to determine the effects of melamine on growth performance, 
blood components and histological changes in hybrid catfish [Clarias macrocephalus (Günther) x  
Clarias gariepinus (Burchell)]. The trial comprised 7 treatments with 3 replications each. 
Fingerling catfish with an initial weight of 4 g were released into fiber glass tanks with  30 
fish/replication. Trial feeds were given twice daily for 12 weeks period. Melamine was mixed in 
the diets at 7 levels, 0%, 0.5%, 1%, 1.5%, 2%, 2.5% and 3%, respectively. The results indicated 
that fish fed diets containing melamine had significantly decreased on growth performance 
reflected to melamine contents in the diets. Hybrid catfish received diets containing melamine 
showed abnormal body coloration, i.e., darkening body and pitch-black body coloration in all 
treatments. Blood components, i.e., hematocrit, white blood cell, serum protein and total 
hemoglobin of fish fed diets containing melamine were significantly decreased (p<0.05). 
Histological changes of gill, liver and kidney of fish fed diet containing melamine revealed 
severity symptoms which related with increasing levels of melamine in the diets. Histological 
finding included gill hyperplasia and lifting of the epithelium at the secondary lamellae. The liver 
showed partial degeneration of hepatocytes, dilation of sinusoid and necrosis. The kidney showed 
tubular degeneration of epithelial cell, shrinkage of glomerulus and necrosis of haemopoietic 
tissue. In conclusion, accumulated melamine in the fish flesh was corresponded to the levels of 
melamine in the diets. Fish fed diets containing 0.5-3.0 percent melamine had 63-450 mg 
melamine residue/kg fish flesh. 
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        0.5  เปอรเซ็นต  ลักษณะเนื้อเยื่อเหงือกมีการเพิ่มจาํนวนของเซลลมากผิดปกติ  
       (hyperplasia)  ที่Gill lamellae (H&E stained, Bar = 50 μm, 40x) 

44 

18.  แสดงเนื้อเยื่อเหงือกของปลาดุกพันธุผสมที่ไดรับอาหารที่มีสวนผสมของเมลามีน  
        1  เปอรเซ็นต  ลักษณะเนื้อเยื่อเหงือกมีการเพิ่มจํานวนของเซลลมากผิดปกติ   
       (hyperplasia) และ  เกดิชองวางของเซลลที่ Gill  lamellae  (H&E stained,  
       Bar = 100 μm,  20x) 

45 

19.  แสดงเนื้อเยื่อเหงือกของปลาดุกพันธุผสมที่ไดรับอาหารที่มีสวนผสมของเมลามีน  
        1  เปอรเซ็นต  ลักษณะเนื้อเยื่อเหงือกมีการเพิ่มจํานวนของเซลลมากผิดปกติ   
       (hyperplasia) และ  เกดิชองวางของเซลลที่ Gill  lamellae  (H&E stained,  
       Bar = 100 μm,  40x) 

45 

20.  แสดงเนื้อเยื่อเหงือกของปลาดุกพันธุผสมที่ไดรับอาหารที่มีสวนผสมของเมลามีน  
       2 เปอรเซ็นต ลักษณะเนือ้เยื่อเหงือกมกีารเพิ่มจํานวนของเซลลมากผิดปกติ     
       (hyperplasia) ที่ Gill  lamellae  มากขึ้น  (H&E stained, Bar = 100 μm, 20x) 

46 

21.  แสดงเนื้อเยื่อเหงือกของปลาดุกพันธุผสมที่ไดรับอาหารที่มีสวนผสมของเมลามีน 
       2 เปอรเซ็นต  มีการเพิ่มจํานวนของเซลลมากผิดปกติ(hyperplasia) บริเวณ Gill    
       lamellae   และมีการแยกตัวของ epithelium cell (H&E stained, Bar = 100 μm,        
       40x) 

46 

22.  แสดงเนื้อเยื่อเหงือกของปลาดุกพันธุผสมที่ไดรับอาหารที่มีสวนผสมของเมลามีน 
       2.5  เปอรเซ็นต  ลักษณะเนื้อเยื่อเหงือกมีการเพิ่มจํานวนของเซลลมากผิดปกต ิ
       (hyperplasia) ที่ Gill  lamellae  มากขึ้น   (H&E stained, Bar = 100 μm, 20x) 

47 
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ภาพที ่ หนา 
23.  แสดงเนื้อเยื่อเหงือกของปลาดุกพันธุผสมที่ไดรับอาหารที่มีสวนผสมของเมลามีน 
       3  เปอรเซ็นต  ลักษณะเนื้อเยื่อเหงือกมีการเพิ่มจํานวนของเซลลมากผิดปกต ิ
       (hyperplasia) ที่ Gill  lamellae  รุนแรงมาก  (H&E stained, Bar = 100 μm, 20x) 

47 

24.  แสดงเนื้อเยื่อตับของปลาดุกพันธุผสมที่ไดรับอาหารที่ไมมีสวนผสมของเมลามีน 
       ลักษณะเนื้อเยื่อตับปกติ (H&E stained, Bar = 50 μm, 40x) 

48 

25.  แสดงเนื้อเยื่อตับของปลาดุกพันธุผสมที่ไดรับอาหารที่มีสวนผสมของเมลามีน 
       0.5  เปอรเซ็นต ลักษณะเนื้อเยื่อตับปกติ (H&E stained, Bar = 50 μm, 40x) 

48 

26.  แสดงเนื้อเยื่อตับของปลาดุกพันธุผสมที่ไดรับอาหารที่มีสวนผสมของเมลามีน 
      1.5 เปอรเซ็นต) ลักษณะเนื้อเยื่อตับมกีารตายของเซลลบางสวน ขอบเขต  
      ของเซลลไมชัดเจนเซลล และมีการเสือ่มสลายทําใหเซลลไมเกาะตวักัน   
      (H&E stained, Bar = 50 μm, 40x) 

49 

27.  แสดงเนื้อเยื่อตับของปลาดุกพันธุผสมที่ไดรับอาหารที่มีสวนผสมของเมลามีน 
       2.5  เปอรเซ็นต  ลักษณะเนื้อเยื่อตับมกีารเสื่อมสลายของเซลลบางสวนทําใหเซลล  
      ไมเกาะตวักัน และมกีารตายของเซลลตับ (H&E stained, Bar = 50 μm,    
       40x) 

49 

28.  แสดงเนื้อเยื่อตับของปลาดุกพันธุผสมที่ไดรับอาหารที่มีสวนผสมของเมลามีน 
       3 เปอรเซ็นต  ลักษณะเนื้อเยื่อตับมีลักษณะของเซลลที่ผิดปกติโดยไมมีไขมัน 
       สะสมในเซลล  มีการขยายตัวของ Sinusoid  และไมเห็นขอบเขตของเซลล  
       (H&E stained, Bar = 50 μm, 40x) 

50 

29.  แสดงเนื้อเยื่อไตของปลาดุกพันธุผสมที่ไดรับอาหารที่ไมมีสวนผสมของเมลามีน 
       ลักษณะเนื้อเยื่อไตปกต ิ(H&E stained, Bar = 50 μm, 40x) 

50 

30.  แสดงเนื้อเยื่อไตของปลาดุกพันธุผสมที่ไดรับอาหารที่มีสวนผสมของเมลามีน 
       0.5  เปอรเซ็นต  ลักษณะเนื้อเยื่อไตมีการเสื่อมสลายของ epithelium cell บางสวน  
       (และมีการหดตัวของโกลเมอรูลัส (glomerulus) (H&E stained, Bar =    
       50 μm, 40x) 

51 
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31.  แสดงเนื้อเยื่อไตของปลาดุกพันธุผสมที่ไดรับอาหารที่มีสวนผสมของเมลามีน 
       1  เปอรเซ็นต  ลักษณะเนื้อเยื่อไตมกีารเสื่อมสลายของทอไตบางสวน  เร่ิมมีการ   
       ตายของอวัยวะสรางเม็ดเลือด และมีการหดตัวของโกลเมอรูลัส(H&E  stained, 
       Bar = 50 μm, 40x) 

51 

32.  แสดงเนื้อเยื่อไตของปลาดุกพันธุผสมที่ไดรับอาหารที่มีสวนผสมของเมลามีน 
       1.5 เปอรเซ็นต ลักษณะเนื้อเยื่อไตมกีารเสื่อมสลายของทอไตมากขึน้  มีการตาย 
       ของอวัยวะสรางเม็ดเลือดมากขึ้น และมีการหดตวัของโกลเมอรูลัส (H&E      
       stained, Bar = 50 μm, 40x) 

52 

33.  แสดงเนื้อเยื่อไตของปลาดุกพันธุผสมที่ไดรับอาหารที่มีสวนผสมของเมลามีน 
       2.5  เปอรเซ็นต ไตมีการเสื่อมสลายของทอไตที่รุนแรงขึ้น  มีการตายของอวัยวะ 
      สรางเม็ดเลือดมากขึ้น มกีารหดตวัของโกลเมอรูลัส  และมีการเสื่อมสลายของเซลล 
       เนื้อเยื่อไต  (H&E  stained, Bar = 50 μm, 40x) 

52 

34.  แสดงบริเวณทีจ่ะนบัจํานวนเม็ดเลือดแดง (R) และเม็ดเลือดขาว (W) บน    
       haemacytometer 

70 
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บทที่ 1 
 

บทนํา 
 

1.1  บทนําตนเรื่อง 
 
การปนเปอนสารเมลามีนในอาหาร  นับเปนปญหาสําคัญที่สงผลตอสุขภาพของ

คนและสัตวเปนอยางมาก  ไมนานมานี้ไดมีการตรวจพบการปลอมปนเมลามีน (melamine) ใน
อาหารสัตวเล้ียงซึ่งเปนสาเหตุทําใหสุนัขและแมวตายเปนจํานวนมากเนื่องจากภาวะไตวาย (Burns, 
2007)  ลาสุดมีการตรวจพบการปลอมปนเมลามีนในอาหารสําหรับมนุษย  มีรายงานการปลอมปน
เมลามีนในนมผงสําหรับเด็กทารกในประเทศจีน ซ่ึงเปนเหตุใหเด็กเสียชีวิต 4 ราย และลมปวยอีก  
6,244  ราย โดยตรวจพบการตกคางของผลึกเมลามีนในไตเปนเหตุใหเกิดอาการไตวาย  (สํานักขาว
ไทย, 2551)  สหภาพยุโรปประกาศหามนําเขาสินคาจากประเทศจีน  และใหมีการตรวจสอบปริมาณ
เมลามีนในสินคา และผลิตภัณฑที่นําเขาจากจีนอยางเขมงวด  หนวยงานความปลอดภัยดานอาหาร
ประจําสหภาพยุโรป(European Food Safety Authority: EFSA) ไดเสนอใหมีการกําหนดคา
อนุโลมในการบริโภคเมลามีนตอวันของมนุษยและสัตว (Tolerable Daily Intake : TDI) ไวที่
ระดับ 0.5 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมของน้ําหนักตัวตอวัน  เมลามีนเปนวัตถุดิบที่ใชในการผลิต
พลาสติกและปุยเพื่อการเกษตรกรรม  มีไนโตรเจนเปนองคประกอบ  66.67 เปอรเซ็นต เมื่อ
คํานวณเปนปริมาณโปรตีนจะสูงถึง 416.66 เปอรเซ็นต  ถือวาเปนโปรตีนเทียมชนิดหนึ่ง เศษ
เหลือของเมลามีนจากการผลิต ถูกจําหนายในราคาถูกใหแกโรงงานผูผลิตอาหารสัตวเลี้ยง  เพื่อ
นําไปบดเปนผง  และใชเปนโปรตีนเทียมผสมกับอาหารสัตว เมลามีนที่ปลอมปนในอาหารสัตว
จะละลายน้ําได  50-60 เปอรเซ็นตขึ้นอยูกับชนิด (เยาวมาลย, 2550ก)  ประกอบกับปจจุบันราคา
ของวัตถุดิบที่เปนแหลงโปรตีนในการผลิตอาหารสัตวทั ้งที ่มาจากพืชและสัตว  เชน  กากถั่ว
เหลือง  ปลาปน  คอรนกลูเตน วีทกลูเตน  และอื่นๆ มีราคาที่สูงขึ้น จึงเปนเหตุใหมีการหาแหลง
โปรตีนอื่นๆ ที่มีราคาถูกกวาเพื่อตองการที่จะลดตนทุนในการผลิตลง โดยมีการใชวัตถุที่มีแหลง
ไนโตรเจนที่ไมใชโปรตีนแท (non-protein nitrogen ; NPN ) มาผสมในวัตถุดิบอาหารสัตวเพื่อเพิ่ม
เปอรเซ็นตโปรตีนใหสูงขึ้น แตมีราคาทุนที่ต่ําลง ซ่ึงแหลงไนโตรเจนที่ไมใชโปรตีนแท ไดแก ยูเรีย  
ไบยูเรต  โมโนแอมโมเนียมฟอสเฟต  แอมโมเนียมซัลเฟต  แอมโมเนียมคลอไรด เปนตน  (ชัยสิทธิ,์ 
2529)  ซ่ึงปลอมปนวัตถุดิบบางชนิดลงในอาหาร  เพื่อตองการใหอาหารมีปริมาณโปรตีนเพิ่มขึ้น 
เชน ยูเรีย ขนไกไฮโดรไลซ และแหลงของไนโตรเจนอื่นๆที่ไมใชโปรตีน ซ่ึงเปนโปรตีนคุณภาพต่ํา
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และสัตวน้ํานําไปใชประโยชนไดนอยเนื่องจากยอยยากและมีสารอาหารที่สัตวน้ําตองการไม
ครบถวน อีกทั้งการวิเคราะหองคประกอบทางเคมี (Proximate analysis) ไมสามารถบงบอกการ
ปลอมปนได เพราะคาโปรตีนที่วิเคราะหไดเปนการคํานวณปริมาณไนโตรเจนในตัวอยาง จึงไม
สามารถบงบอกคุณภาพของโปรตีนได (สุกัญญา, 2533; ศรีสกุล และคณะ, 2539 อางโดย ชุติมา 
และคณะ, 2548)  โดยสารเมลามีนเปนตัวเลือกหนึ่งของคนบางกลุมที่นํามาปลอมปนในวัตถุดิบ 
เนื่องจากเมลามีนมีราคาถูกกวาเนื้อสัตว และสวนผสมจากโปรตีนพืช  ราคาของเมลามีนตอ 1 
กิโลกรัม จะถูกกวาราคาโปรตีนที่มาจากธรรมชาติประมาณ 4-5 เทา  (OECD, 2002)  เมลามีนที่
ปลอมปนในอาหารจะสงผลตอสุขภาพของสัตว โดยพบวาเมลามีนทําใหกระบวนการเมทาบอลิซึม
ของสัตวลดลง (US-FDA, 2007b)  ในคน มีรายงานวาการไดรับสารเมลามีนตอเนื่องเปนเวลานานมี
โอกาสทําใหระบบสืบพันธุถูกทําลาย เกิดนิ่วในกระเพาะปสสาวะ หรือไต (bladder or kidney 
stone) และนําไปสูการเกิดมะเร็งของกระเพาะปสสาวะ (bladder cancer) (วรรัตน, 2550; HSDB, 
2007)  สําหรับการศึกษาพิษของเมลามีนในสัตวน้ํายังไมมีรายงาน ดังนั้นการศึกษาครั้งนี้จึงเลือกใช
ปลาดุกพันธุผสมเปนปลาทดลอง เนื่องจากตองการใชเปนตัวแทนของปลาในกลุมไมมีเกล็ด โดยที่
ปลาชนิดนี้มีความสําคัญทางเศรษฐกิจของประเทศ และเปนที่นิยมเล้ียงกันอยางแพรหลาย ทั้งเพื่อ
การบริโภคภายในประเทศและการสงออก 

 
1.2  ตรวจเอกสารและงานวจัิยท่ีเก่ียวของ 

 
1.2.1  เมลามีน (melamine) 

เมลามีนเปนสารเคมีที่ใชในอุตสาหกรรมการผลิตพลาสติก  และทัปเปอรแวร  
สารกันความรอน  ยาฆาแมลง  ผลิตปุย และผลิตภัณฑตัวอ่ืนๆ (Anderson et al., 2007)  เศษเหลือ
จากการผลิตของเมลามีนนั้น มักถูกจําหนายในราคาถูกใหกับโรงงานอุตสาหกรรมผูผลิตอาหาร
สัตวไมวาจะเปนอาหารสัตวเล้ียง สัตวบก และสัตวน้ํา เพื่อนําไปบดเปนผง  และใชผสมกับอาหาร
สัตว เมลามีนที่ปลอมปนในอาหารสัตวจะละลายน้ําได  50-60 เปอรเซ็นตขึ้นอยูกับชนิด (เยาวมาลย, 
2550ก) โดยถือวาเปนโปรตีนเทียมชนิดหนึ่ง  เพราะมีราคาถูกกวาโปรตีนที่ไดจากเนื้อสัตวและ
ธัญพืชอีกดวย โดยเมลามีนที่มีคุณภาพที่ไดมาตรฐานมีลักษณะเปนผงสีขาว มีโปรตีนประมาณ 400-
450 % ทนความรอนและความเปนกรดดางไดดี  

เมลามีนที่มีการปลอมปนหรือผสมในวัตถุดิบอาหารสัตวเปนเศษเหลือจาก
อุตสาหกรรม  ที่มีคุณภาพต่ํา ไมไดมาตรฐาน นํามาบดปนเปนผง  และสามารถทําการตกแตงใหมี
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โปรตีนไดตั้งแต 170-450 เปอรเซ็นต ขึ้นอยูกับกระบวนการผลิตวานําผงเมลามีนมาผสมกับสารใด 
ทําใหเมลามีนที่ใชปลอมปนมีใหเลือกหลายระดับเปอรเซ็นตโปรตีน  
 

1.2.1.1 ลักษณะโครงสรางและคุณสมบัติของเมลามีน 

เมลามีน  คือพลาสติกชนิดหนึ่งที่มีสารฟอรมาลดีไฮลหรือฟอรมาลีนเปน
สารประกอบ (สุพล และคณะ, 2550) มีสูตรโครงสรางทางเคมีคือ C3H6N6  ช่ือวิทยาศาสตรวา 1,3,5, 
ไตรอาซีน 2,4,6, ไตรอามีน (1,3,5 Triazine 2,4,6 Triamine) ประกอบดวยอนุพันธ 3 ชนิด ไดแก 
แอมมีลีน (ammeline) แอมมีไลด (ammelide) และกรดไซยานูริก (cyanuric acid) มีน้ําหนักโมเลกุล 
126.12 กรัมตอโมล มีไนโตรเจน 66.67 เปอรเซ็นต คิดเปนปริมาณโปรตีนได 416.66 เปอรเซ็นต 
จัดเปนพวก non-protein nitrogen (NPN) เมลามีนมีลักษณะเปนผงสีขาว ละลายน้ําไดนอย ทนความ
รอนและความเปนกรดดางไดดี (เยาวมาลย, 2550ก; OECD, 2002) 

ammeline มีช่ือเรียก 4, 6-diamino-1, 3, 5-triazin-2(1H)-one, 9CI 4, 6-diamino-
striazin-2-ol, 8CI cyanuric acid diamide ammeline สูตรโมเลกุล C3H5N5O น้ําหนักโมเลกุล 
127.105 กรัมตอโมล มี N เปนองคประกอบรอยละ 55.10 มีลักษณะเปนผลึกที่มีโซเดียมคารบอเนต 
เปนองคประกอบ (Na2CO3) อยูในรูปเกลือ หากอยูในน้ํา จะไมคงสภาพ  

ammelide มีช่ือเรียก ammelide, melanuric acid, cyanuric acid monoamide 6-
amino-1, 3, 5- triazine-2, 4(1H, 3H)-dione, 9CI มีสูตรโมเลกุล C3H4N4O น้ําหนักโมเลกุล128.09 
กรัมตอโมลมี N เปน องคประกอบรอยละ 43.74  มีลักษณะเปนผงผลึกมีน้ําเปนองคประกอบ (H2O) 
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ภาพที่ 1   สูตรโครงสรางของเมลามีน      ภาพที่ 2   สูตรโครงสรางของ ammelide 
ที่มา : OECD (2002)        ที่มา : OECD (2002) 
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ภาพที่ 3   สูตรโครงสรางของ ammeline         ภาพที่ 4   สูตรโครงสรางของ cyanuric acid 
ที่มา : OECD (2002)       ที่มา : OECD (2002) 

cyanuric acid มีช่ือเรียก 1, 3, 5-triazine-2, 4, 6(1H, 3H, 5H)-trione, 9CI s-
Triazine-2, 4, 6-triol, 8CI Isocyanuric acid Trihydroxycyanidine มีสูตรโมเลกุล C3H3N3O3น้ําหนัก
โมเลกุล 129.075 กรัมตอโมล มี N เปนองคประกอบรอยละ 32.55 มีลักษณะเปน ผลึกแข็งสีขาวมี
น้ําเปนองคประกอบ  +2 H2O (H2O) ไมมีกล่ิน จุดหลอมละลาย 360 º C ละลายไดดีในเอธานอล
รอน ละลายไดปานกลางในน้ํา มีความหนาแนน 1.77 
    

ตารางที่  1  แสดงคุณสมบัติตางๆ ของสารเมลามีน 
 

คุณสมบัตขิองเมลามีน ลักษณะ 
IUPAC name 1,3,5 triazine 2,4,6 triamine 

ช่ืออ่ืนๆ 
Cyanurotriamide, Cyanurotriamine, 

Cyanuramide 
สูตรโมเลกุล C3H6N6 

น้ําหนกัโมเลกลุ 162.12 g/mol 
ลักษณะที่ปรากฏ White solid 
ความหนาแนน 1,574 Kg/m3 
จุดหลอมเหลว 250 ºC, 523 K, 482 F 
การละลายน้ํา 3.1 g/l (20 ºC) 

 

ที่มา : วรรัตน (2550) 



 5 

การที่เมลามีนมีคุณสมบัติในการทนความรอน ความเปนกรดดางไดดีทําใหการ
ตรวจสอบตองใชเทคนิคที่ตองมีความเฉพาะ เชน  เอชพีเอลซี (HPLC: high performance liquid 
chromatography) หรือ แอลซีเอ็มเอส (LCMS: liquid chromatography mass spectrometer) (เยาว
มาลย, 2550ข; Anderson et al., 2007) 

1.2.1.2  การสังเคราะห เมลามีน (melamine synthesis) 

ปจจุบันมีการนํายูเรีย มาใชเปนสารตั้งตนในการผลิตสารเมลามีน ซ่ึงปฏิกิริยาที่
เกิดขึ้นม ีดังนี ้

6 (NH2)2 CO  C3H6N6 + 6NH3 + 3CO2  
ยูเรีย      เมลามีน + แอมโมเนีย + คารบอนไดออกไซด  

ซ่ึงปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นม ี2 ปฏิกิริยาและ 2 ขั้นตอน 

ขั้นตอนที ่1 ปฏิกิริยา endothermic reaction ยูเรียเกิดการสลายตัว เปน cyanic acid 
ดังนี ้

(NH2)2 CO         HCNO + NH3  
 ยูเรีย        cyanic acid + แอมโมเนีย 

ขั้นตอนที ่2 ปฏิกิริยา exothermic reaction โดย cyanic acid polymerizes เปน เมลา
มีน และคารบอนไดออกไซด  

6HCNO      C3H6N6 + 3CO2  

ในการผลิตเมลามีน จะมีแกสเกิดขึ้น สวนใหญจะเปนแกสแอมโมเนีย ดังนั้นจึงมัก
ทําการผลิตเมลามีนรวมกันกับการผลิตยูเรียอยูเสมอ เพื่อใชแอมโมเนียเปนสารตั้งตนในการผลิตยู
เรีย  

เมลามีน และ cyanuric acid สามารถจับกันโดยอาศัยพันธะไฮโดรเจน โดยโมเลกุล
ของทั้งสองจับกันดวยพันธะไฮโดรเจนฟอรมเปนเครือขาย ในแนวราบเปนกลุมๆ (a tile –likeplanar 
structure through molecular selfassembly) ดังแสดงในภาพที่ 5 

มีรายงานวา หาก เมลามีน และ cyanuric acid combined รวมกันแลวพิษจะรุนแรง
มากกวาเดี่ยวๆ และเปนสาเหตุของการเกิดพิษแบบเฉียบพลัน (US FDA, 2007a) และ การเปนพิษ
แบบเรื้อรัง  มีขอมูลรายงานวาการไดรับสารเมลามีน ตอเนื่องเปนเวลานานมีโอกาสทําใหระบบ
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สืบพันธุถูกทําลาย  เกิดนิ่วในกระเพาะปสสาวะ หรือไต  และนําไปสูการเกิดมะเร็งของกระเพาะ
ปสสาวะในสุนัขที่ไดรับสารเมลามีนในอาหาร 3  เปอรเซ็นต (30,000 ppm)  เปนเวลาหนึ่งปน้ํา
ปสสาวะมีการเปลี่ยนแปลงดังตอไปนี้    มีคาความถวงจําเพาะลดลง  ปสสาวะมากขึ้น มีผลึกของ    
เมลามีนออกมากับน้ําปสสาวะ  มีโปรตีน  และเลือดปนออกมาโดยไมทราบสาเหตุ (HSDB, 2007) 

         Melamine          cyanuric acid 
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ภาพที่ 5  แสดงการจับตัวกันของ melamine และ cyanuric acid ไดเปน melamine cyanurate 
ที่มา: เยาวมาลย (2550ข) 
 

1.2.1.3  ลักษณะพยาธิวิทยาของสตัวท่ีไดรับสารเมลามีน 

สารเมลามีนที่สัตวไดรับเขาไปจะถูกกรองโดยไต และตกตะกอนเปนกอนผลึก
คลายคริสตัล   ซึ่งจะไปกั้นและขัดขวางการทํางานในการกรองของไตและจะสะสมในสวนปลาย
ของหนวยไต (distal tubule และ collecting duct) ทําใหสวนที่มีการสะสมดังกลาวเกิดภาวะ
เนื้อเยื่อตาย และจะกระจายออกไปเรื่อยๆ ทําใหเกิดภาวะไตวายอยางเฉียบพลันเปนสาเหตุที่ทําให
สัตวตายอยางรวดเร็ว  นอกจากนี้ยังมีบางสวนจะมีการตกตะกอนที่กระเพาะปสสาวะ ทําใหเกิด
การอุดตันของทอทางเดินปสสาวะ มีอาการเลือดออก หรือตกตะกอนขาวขุนปนออกมากับน้ํา
ปสสาวะ (วรรัตน, 2550) 
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ผลกระทบตอไกเนื้อ เมื่อไกไดรับอาหารที่มีเมลามีนปลอมปนเขาไปจะมีอาการ
เกร็ง ผอม โทรม ไมกินอาหาร กินน้ํามาก บริเวณอุงเทาไกจะเนาเพราะมูลที่ขับถายออกมาเหนียว
มากและมีเมลามีนปนอยู ซึ่งจะเกาะติดทําใหเกิดการระคายเคืองและกัดกรอนผิวหนังบริเวณอุง
เทา และหากไกเนื้อไดกินอาหารที่มีเมลามีนปลอมปนอยูติดตอกันนาน จะทําใหเกิดอาการไตวาย 
และตายอยางเฉียบพลัน เมื่อผาไตแลวดูดวยกลองจุลทรรศนพบวา  ไตบวมขยายใหญกวาปกติ 3-4 
เทา ภายในเนื้อเยื่อไตจะมีเม็ดเมลามีนตกคางอยูจํานวนมาก นอกจากนี้ยังมีการพบการตกคางของ
เมลามีนในมาม ตับ และอัณฑะอีกดวย (เยาวมาลย, 2550ข; วรรัตน, 2550) 

สําหรับสุกร เมื่อไดรับอาหารที่มีเมลามีนปลอมปนเขาไปจะมีอาการผอมซูบ ไม
กินอาหาร ตัวซีด กินน้ํามาก ตายแบบเฉียบพลันเพราะไตวาย ขี้จะแข็งเปนเม็ดกระสุน ปสสาวะมี
กล่ินเหม็นรุนแรง พื้นคอกสีขาวเนื่องจากการขับเมลามีนออกมากับปสสาวะ ผิวหนังที่มีการสัมผัส
เมลามีนที่มาจากปสสาวะและมูล มีการอักเสบ เทาเปนแผลเนาเปอย อาจจะเปนมะเร็งได (ในสุกร
จะเห็นผิวหนังเปนจุดแดง) ถาสูดดมเอาเมลามีนเขาไปจะทําใหโพรงจมูกอักเสบ และมักพบสุกร
สวนหนึ่งตายอยางไมทราบสาเหตุ การแสดงอาการปวยจะพบ 30–100 เปอรเซ็นต แตการตายจะ
พบ 20-80 เปอรเซ็นต เมื่อผาซากจะพบไตแข็ง มีสีเหลืองผิวเปนเม็ดนอยหนา และพบการตกคาง
ของเมลามีนใน ตับ และอัณฑะอีกดวย  ซ่ึงที่ผานมาจะพบวาการตายของสุกรนั้นสวนหนึ่งมาจาก
สาเหตุที่มีการใชวัตถุดิบอาหารสัตวและโปรตีนทดแทนที่มีเมลามีนปลอมปน  สวนในสัตวน้ํานั้น 
มีรายงานในกลุมไมมีเกล็ด (ปลาดุก) พบอาการผิวดําผิดปกติ  ในปลานิลพบอาการโรคผิวดาง และ
ในกุงพบอาการหัวโต เพราะมีเมลามีนไปตกคางอยู (เยาวมาลย, 2550ก; US-FDA, 2007b)   

สําหรับคาความเปนพิษเฉียบพลันจะวัดจากคาที่ทําใหเกิดการตายของสัตว
คร่ึงหนึ่ง หรือเรียกวา คา LD50 ซ่ึงพบวาสิ่งมีชีวิตแตละชนิดจะมีคา LD50 ที่แตกตางกันแสดงดัง
ตารางที่ 2 

 

ตารางที่ 2 แสดงปริมาณเมลามีนที่ทําใหเกิดการตายของสัตวคร่ึงหนึ่ง (LD50) ในสิ่งมีชีวิตชนิดตางๆ 
 Toxicity ชนิด ปริมาณ อางอิง 
LD50 acute oral  F344 rat 

B6C3F1 mice 
3,161 mg/kg 
3,296 mg/kg 

US-FDA, 2007b; OECD (2002) 

LD50 acute inhalation rat 3,248 mg/m3 US-FDA, 2007b; OECD (2002) 
LD50 acute dermal rabbit >1,000 mg/kg OECD (2002) 

 

โดยในป พ.ศ. 2545 มีรายงานการวิจัยพบวา หากเสริมเมลามีนในอาหารแกะที่
ระดับ 50 กรัมตอตัวตอวัน แกะจะตายภายใน 7-10 วันและถาเสริมในระดับ 10 กรัมตอตัวตอวัน 



 8 

แกะจะตายภายใน 16-31 วัน เนื่องจากอาการไตวาย  เพราะเม็ดเมลามีนไมยอยสลาย  แลวไปอุดตัน
ที่เนื้อเยื่อของไต สวนสุนัขที่ตายจากการกินอาหารที่ปลอมปนเมลามีนเมื่อนําไตไปตรวจพิสูจนก็
พบเม็ดเมลามีนลักษณะคลายเม็ดคริสตัล อุดตันในเนื้อเยื่อของไตเชนเดียวกัน (เยาวมาลย, 2550ข) 

เมลามีนที่นํามาปลอมปนหรือผสมในวัตถุดิบอาหารสัตวเปนเศษเหลือจาก
อุตสาหกรรมการผลิตพลาสติก หรือทัปเปอรแวร ที่มีคุณภาพต่ําไมไดมาตรฐาน  ซ่ึงสามารถทําใหมี 
การตกแตงใหมีโปรตีนไดตั้งแต  170-450 เปอรเซ็นต ขึ้นอยูกับกระบวนการผลิตวานําผงเมลามีน
มาผสมกับสารใด ทําใหมีเมลามีนที่ใชปลอมปนมีใหเลือกไดหลายระดับเปอรเซ็นตโปรตีน เมลา
มีนที่ปลอมปนในอาหารสัตวจะละลายน้ําได  50-60 เปอรเซ็นตขึ้นอยูกับชนิด และหลากสีสันสงผล
ใหตรวจวิเคราะหหาเมลามีนที่ปลอมปนไดยากมาก (เยาวมาลย, 2550ข)  นอกจากนี้แลวยังพบไซโร
มาซีนที่เปนเมทาบอลิซึมบางสวนของเมลามีน มีการตรวจพบเมลามีน และไซโรมาซีนรวมกัน มาก
ถึง 0.25 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม ในเนื้อไก และในอาหารแมไกไข ระดับที่สูงที่สุด 5 มิลลิกรัมตอ
กิโลกรัม ของไซโรมาซีน (Meek et al., 2003) 

โดยเมลามีนที่ตรวจพบในเมืองไทยที่ปนเปอนมากับวัตถุดิบอาหารมีหลากหลาย
ชนิด ประกอบดวยโพลียูเรียฟอรมาลดีไฮด (ผงสีขาว)  โพลีเมธิลคารบาไมล (ผงสีขาว)  โพลียูเรีย
ฟอรมาลดีไฮด (UF) เมลามีนฟอรมาลดีไฮด (MF) เมลามีนยูเรียฟอรมาลดีไฮด (MUF) ซ่ึงมีตั้งแตสี
เหลืองจนขาว ขาวเทา เทาและดํา เมลามีน(ผงสีขาว) และเมลามีนไซอนูเลท (เปนรูปเกลือที่เกิดจาก
เมลามีนและกรดไซยานูริก) (เยาวมาลย, 2550ก) 

 
1.2.2  ปลาดุกพันธุผสม 

 
1.2.2.1 ชีววิทยาของปลาดุกพันธุผสม 

ปลาดุกพันธุผสมหรือปลาดุกบิ๊กอุย (Clarias macrocephalus (Günther) x  Clarias 
gariepinus (Burchell)) เปนปลาที่ไดจากการผสมปรับปรุงพันธุระหวางปลาดุกอุย (Clarias 
marcrocephalus) และปลาดุกรัสเซีย (Clarias gariepinus) มีช่ือสามัญวา hybrid catfish 

แหลงกําเนิดของปลาดุกอยูในเขตรอนแถบเอเชียตะวันออกเฉียงใต เชน อินเดีย 
ไทย พมา  ลาว กัมพูชา เวียดนาม อินโดนีเซีย หมูเกาะบอรเนียวและฟลิปปนส (ศักดิ์ชัย, 2536) 
สําหรับประเทศไทย จะพบวามีอยูทั่วไปตามลําคลอง หนองบึง ทั่วทุกภาค โดยธรรมชาติปลาดุกจะ
อาศัยอยูในแหลงน้ําซึ่งมีพื้นดินเปนโคลนตมที่มีน้ําจืดสนิท และแมแตในแหลงที่มีน้ําเพียงเล็กนอย 
หรือในน้ําคอนขางกรอย (กรมประมง, มปป.ข)   พันธุปลาดุกที่พบในประเทศไทย ไดแก 
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1.  Clarias melanoderma Bleeker มีช่ือไทยวา ปลาดัก พบที่นครสวรรคและพิจิตร 
ลักษณะเดน คือ ดานหนาของกานครีบแข็งของครีบอก หรือเงี่ยง เปนหยักหรือเปนหนามแหลมเห็น
ไดชัด ลําตัวสีดําหรือสีเทาดําปนเหลือง 

2.  Clarias batrachus Linnaeus มีช่ือไทยวา ปลาดุกดาน ดุกเลา ดุกแดง ดุกเผือก 
พบทั่วๆไป ลําตัวมีสีเทาปนดํา กานแข็งของครีบอกเปนปลายแหลมหยักทั้งสองดาน ปลายกระดูก
ทายทอยแหลม 

3. Clarias macrocephalus Günther มีช่ือไทยวา ปลาดุกอุย พบทั่วๆไป รูปราง
ลักษณะคลายกับปลาดุกดานมาก ตางกันตรงที่ปลายกระดูกทายทอยโคงมน ลําตัวมีสีเทาปนดําและ
สีเหลือง 

4.  Clarias teysmanni Bleeker  มีช่ือไทยวา ปลามัด มด มอด พบที่จังหวดันครศรี-
ธรรมราช รูปรางลักษณะโดยทั่วไปคลายกบัปลาดุกดาน แตลําตัวคอนขางเรียวยาวกวา ลําตัวมีสีดํา 
และมีจุดสีขาวเรียงเปนแถวตามขวางชัดเจน 

5.  Prophagorus nieuhofii มีช่ือไทยวา ปลาดุกลําพัน จัดอยูในตระกูลเดียวกันกับ
ปลาดุกอุยหรือปลาดุกดาน ลักษณะทั่วไปคลายกับปลาดุกอุย แตตางกันที่มีครีบหลัง ครีบหางและ
ครีบกน เชื่อมติดกัน เปนปลาที่อาศัยอยูในบริเวณปาพรุที่รกทึบมีกระแสน้ําไหลเอื่อยๆ หรือเปน
แองน้ําคอนขางนิ่ง (ศราวุธ และคณะ, 2538) 

ปลาดุกที่นิยมเพาะเลี้ยงกันอยางแพรหลาย คือ ปลาดุกอุย  และปลาดุกดาน ตอมา
ประมาณป พ.ศ. 2528 มีเกษตรกรนําพันธุปลาดุกเทศหรือปลาดุกรัสเซีย  เขามาเลี้ยงในประเทศไทย 
เปนปลาที่มีการเจริญเติบโตรวดเร็ว มีความตานทานโรคและสภาพแวดลอมสูง เมื่อเจริญเต็มที่เปน
ปลาที่มีขนาดใหญ แตมีเนื้อเหลวและสีซีดขาว ไมนารับประทาน ทางกลุมวิจัยเพาะเลี้ยงสัตวน้ํา 
สถาบันวิจัยการเพาะเลี้ยงสัตวน้ําจืด ไดทําการเพาะขยายพันธุปลาโดยนํามาผสมขามพันธุระหวาง
ปลาดุกอุยเพศเมียผสมกับปลาดุกเทศเพศผู  ผลปรากฏวาลูกที่ไดมีอัตราการเจริญเติบโตรวดเร็ว 
ทนทานตอโรคสูง และมีรสชาติอรอย ทางกรมประมงใหช่ือวา “ปลาดุกอุย-เทศ” แตชาวบานมัก
เรียกวาบิ๊กอุยหรืออุยบอ สวนการผสมขามพันธุระหวางปลาดุกอุยเพศผูกับปลาดุกอุยเพศเมียลูกที่
ไดไมแข็งแรงและมีอัตราการรอดนอย เมื่อเทียบกับการเพาะพันธุที่ไดปลาดุกอุย-เทศ (กรมประมง, 
มปป.ก)  

 
1.2.2.2 ลักษณะทางอนุกรมวิธาน 

ปลาดุกพันธุผสมหรือปลาดุกบิ๊กอุย เปนปลาที่อยูในครอบครัว Clariidae ลักษณะ
ทั่วไปเหมือนปลาดุกคือเปนปลาไมมีเกล็ด ลําตัวยาวเรียว ครีบหลังยาวไมมีกระโดง ครีบทองยาว
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เกือบถึงโคนหาง มีอวัยวะชวยในการหายใจ ซ่ึงชวยใหปลาดุกบิ๊กอุย มีความอดทนสามารถอยูพน
น้ําไดนาน เพราะขนาดในตาของปลาดุกบิ๊กอุย จะดูเล็กผิดสัดสวนหากเทียบกับขนาดของลําตัว มี
หนวด 4 คู ซ่ึงสามารถรับรูความรูสึกตางๆไดดีฉะนั้นปลาดุกบิ๊กอุย จึงใชหนวดมากกวาใชตา เมื่อ
หาอาหารตามพื้นหนาดิน โดยปกติแลวปลาดุกมีนิสัยวองไว ชอบกินอาหารประเภทเนื้อสัตว แตถา
นํามาเลี้ยงในบออาจใหอาหารจําพวกพืช และสามารถฝกนิสัยใหปลาดุกบิ๊กอุย ขึ้นมากินอาหาร
บริเวณผิวหนาได (กรมประมง, มปป.ข) ปลาดุกพันธุผสมมีลักษณะคลายปลาดุกอุยและปลาดุก
รัสเซีย ปลาดุกพันธุผสม ในระยะวัยออน มีลักษณะภายนอก นิสัยการกินอาหารคลายกับปลาดุกอุย 
โดยที่ผิวคอนขางเหลืองบริเวณลําตัวและหางมีจุดประสีขาว แตเมื่อโตเต็มที่จุดประจะหายไป 
กะโหลกทายทอยแหลมเปนหยัก 3 หยัก หัวมีขนาดใหญ เมื่อปลามีอายุ 3 สัปดาหขึ้นไป อัตราการ
เจริญเติบโตและลักษณะจะคลายกับปลาดุกรัสเซียมากขึ้น แตเนื้อไมเหลวเหมือนปลาดุกรัสเซีย 
ลักษณะเดนของปลาดุกพันธุผสม คือ ตัวโต เจริญเติบโตเร็ว มีความตานทานตอโรคสูง และเนื้อ
เยอะ มีสีเหลืองนวล รสชาติดี สามารถนํามาประกอบอาหารไดหลายประเภท (กรมประมง, มปป.ก) 

 
1.2.2.3 ความตองการสารอาหาร 

โดยทั่วไปปลาดุกตองการโปรตีนในอาหารมากถึง 40 เปอรเซ็นต ปลาขนาด 2-4 
เซนติเมตร ตองการโปรตีนในอาหาร 35-40 เปอรเซ็นต ปลาขนาด 5-6 เซนติเมตรขึ้นไป ตองการ
อาหารที่มีโปรตีน 25-30 เซนติเมตร ปลาพอแมพันธุตองการโปรตีนในอาหาร 28-32 เปอรเซ็นต 
(มะลิ, 2530) ปลาดุกพันธุผสมหรือปลาดุกบิ๊กอุย เจริญเติบโตและใหคาอัตราการเปลี่ยนอาหารเปน
เนื้อไดดีที่สุด เมื่อมีโปรตีนในอาหาร 41 เปอรเซ็นต วิมล และคณะ (2536) ทําการศึกษาอัตราสวนที่
เหมาะสมของคารโบไฮเดรตจากปลายขาวดิบตอไขมันในอาหารของปลาดุกพันธุผสม และไดขอ
สรุปวาอาหารที่มีโปรตีน 33 เปอรเซ็นต พลังงานรวม 4,280-4,390 กิโลแคลอรีตอกิโลกรัม ควรมี
คารโบไฮเดรตจากปลายขาว 50 เปอรเซ็นต ไขมัน 4.4 เปอรเซ็นต เมื่อเปรียบเทียบเปนสัดสวน
ระหวางคารโบไฮเดรตกับไขมันจะไดเทากับ 11.24:1 ทําใหปลาดุกบิ๊กอุยมีการเจริญเติบโตดี จาก
การศึกษาของ Jauncey และ Ross (1982) พบวาอาหารปลาดุกควรมีไขมัน 6-8 เปอรเซ็นต สําหรับ
อาหารปลาดุกที่เล้ียงในเขตรอนอาจมีไขมันไดถึง 10 เปอรเซ็นต (อํานวย, 2525) จากการทดลอง
ของวิมล และพิศมัย (2538) พบวาปลาดุกพันธุผสมตองการกรดไขมันที่จําเปนทั้งกรดไลโนลินิก 
(linolenic)หรือโอเมกา 3 และกรดไลโนลิอิก (linoleic)หรือโอเมกา 6 แตตองการโอเมกา 6 มากกวา
ในสัดสวน 1:1.25 จึงจะทําใหปลาดุกพันธุผสมขนาด 0.5-19 กรัมมีอัตราการเจริญเติบโตและมีอัตรา
การเปลี่ยนอาหารเปนเนื้อดีที่สุด พบมากในถั่วเหลืองและน้ํามันปลาที่เปนสวนผสมของอาหารสัตว 
(เวียง, 2542) Boonyaratpalin และ Phromkunthong (2001) พบวาการเสริมวิตามินซีในรูป ascorbyl 
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phosphate calcium 30 มิลลิกรัมตออาหาร 1 กิโลกรัม เพียงพอตอการเจริญเติบโตของปลาดุกพันธุ
ผสมและชวยปองกันการขาดวิตามินซีได  

1.2.2.4  ภาวการณตลาด 

จากขอมูลการสงออกปลาน้ําจืดในป  2545  พบวาปริมาณการสงออกของปลาดุก
สูงถึง  1,073 ตัน โดยคิดเปนมูลคากวา  60 ลานบาท  และจากขอมูลการสงออกลาสุดในป 2551 
พบวาปริมาณการสงออกของปลาดุก สูงถึง  5,992.5 ตัน โดยคิดเปนมูลคา  301.4  ลานบาท  (กอง
ประมงตางประเทศ, 2551) จะเห็นไดวาความตองการบริโภคปลาดุก มีแนวโนมสูงขึ้นเรื่อยๆ ทั้งนี้
เนื่องจากปลาดุกเปนปลาที่สามารถทนอยูไดในสภาพที่มีน้ํานอยๆ ผูบริโภคจึงสามารถซื้อปลาสด
ไดอีกทั้งราคาของปลาดุกไมสูงมากนัก โดยอยูในชวง 22-35 บาทตอปลา 1 กิโลกรัม  ซ่ึงปลาดุกนั้น
สามารถจําหนายไดทั้งในรูปปลามีชีวิตและอาหารแปรรูป เชน เนื้อปลาดุกสด หรือแชเย็น เนื้อปลา
ดุกบดแชแข็ง  ปลารมควัน ปลาตากแหง ปลาแชแข็ง และอาหารกระปอง  โดยจากขอมูลการ
สงออกเนื้อปลาดุกสด แชเย็น หรือแชแข็ง  และเนื้อปลาดุกบดแชแข็ง  ในป  2551  สูงถึง  320,380  
กิโลกรัม คิดเปนมูลคา  27.3  ลานบาท (กองประมงตางประเทศ, 2551)  ซ่ึงตลาดสงออกปลาดุกที่
สําคัญ คือ สหรัฐอเมริกา ฝร่ังเศส ฮองกง ญ่ีปุน และสิงคโปร (กรมประมง, 2551) 
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1.3 วัตถุประสงคการวิจัย 
 
1. เพื่อศึกษาผลของเมลามีนในอาหารตอการเจริญเติบโต องคประกอบเลือด และ

การเปลี่ยนแปลงของเนื้อเยื่อเหงือก ตับ  และไต ของปลาดุกพันธุผสม   
2. เพื่อศึกษาการสะสมของเมลามีนในปลาดุกพันธุผสม 
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บทที่ 2 
 

วัสดุ อุปกรณ และวิธีการทดลอง 
 

2.1 วัสดุ 
 
 2.1.1  ปลาท่ีใชสําหรับการทดลอง 

  นําปลาดุกพันธุผสม ที่มีขนาดน้ําหนักเฉลี่ย 1-2 กรัมตอตัว จากฟารมเอกชนใน 
จังหวัดพัทลุง   มาอนุบาลและปรับสภาพ  จนไดปลาที่มีขนาดน้ําหนักเฉลี่ย 3-5 กรัมตอตัว 
  

2.1.2  อาหารสําหรับอนุบาลลูกปลากอนเริ่มตนการทดลอง 
  อาหารสําหรับใชอนุบาลลูกปลาดุกพันธุผสมกอนเริ่มทดลอง  เปนอาหารทดลอง
ชุดควบคุม (สูตรที่ 1) ซ่ึงมีคุณคาทางโภชนาการ คือมีระดับโปรตีน  35 เปอรเซ็นต  ไขมัน  8  
เปอรเซ็นต และมีพลังงาน 4,200  กิโลคาลอรีตออาหาร 1 กิโลกรัม  จนไดปลาขนาดที่ตองการ 

 2.1.3  สารเคมี 

  2.1.3.1  สารเคมีสําหรับวิเคราะหองคประกอบทางเคมีของรางกายปลาทดลอง  
และวิเคราะหองคประกอบทางโภชนาการอาหารทดลอง  แสดงในภาคผนวก ก. 
  2.1.3.2  สารเคมีสําหรับวิเคราะหองคประกอบเลือดพื้นฐานของปลาทดลอง แสดง
ในภาคผนวก ก. 

2.1.3.3   สารเคมีสําหรับการศึกษาการเปลี่ยนแปลงทางเนื้อเยื่อเหงือก ตับ และไต
ของปลาทดลอง  แสดงในภาคผนวก ก. 
 
2.2 อุปกรณ 

2.2.1  อุปกรณท่ีใชในการเลี้ยงปลาทดลอง 

2.2.1.1  ถังพลาสติกขนาด 20x31x32  นิ้ว ความจุน้ํา  200  ลิตร จํานวน  21  ถัง  
2.2.1.2  ถังไฟเบอรกลาสขนาดความจุ  1 ลูกบาศกเมตร  จํานวน 2 ถัง สําหรับใช

อนุบาลลูกปลาดุกพันธุผสม 
13 
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2.2.1.3  อุปกรณระบบใหอากาศ  ประกอบดวย  เครื่องใหอากาศ สายยาง  และหัว
ทราย 

2.2.1.4  อุปกรณเปลี่ยนถายน้ํา ไดแก  สายยางขนาด  1 นิ้ว สําหรับเปลี่ยนถายน้ํา 
และเครื่องสูบน้ํา 

2.1.5  อุปกรณเคลื่อนยายปลา  ไดแก สวิงตักปลา  ถังพลาสติก  และกะละมัง
พลาสติก 
 

2.2.2  อุปกรณเตรียมอาหารทดลอง 

2.2.2.1 เครื่องมือเตรียมอาหาร (Hobart) Model A 200 T  ประกอบดวยชุดเครื่อง
ผสมอาหารแบบมีใบพัด ชุดเครื่องอัดเม็ดอาหาร   

2.2.2.2  เครื่องอบอาหาร 
2.2.2.3  อุปกรณช่ังตวงวัสดุอาหาร  ไดแก  เครื่องชั่งทศนิยม  2  ตําแหนง  ของ

บริษัท Sartorius  รุน Basic  เครื่องชั่งทศนิยม  4  ตําแหนง ของบริษัท Sartorius รุน Research 
กระบอกตวง  บีกเกอร  ถาดเตรียมอาหาร และ ถุงพลาสติกบรรจุวัตถุดิบและอาหารทดลองที่เสร็จ
ส้ินตามขั้นตอน  

2.2.2.4  ตูเย็น เพื่อเก็บรักษาอาหารทดลองระหวางรอนําไปใช 
 

2.2.3  อุปกรณสําหรับวิเคราะหองคประกอบทางเคมีของอาหารทดลองและรางกายปลา 

 2.2.3.1 อุปกรณวิเคราะหความชื้น ไดแก ถวยกระเบื้องเคลือบ (crucible) ตูอบ (hot 
air oven)โถดูดความชื้น (desiccators) เครื่องชั่งไฟฟา 4  ตําแหนง 

 2.2.3.2 อุปกรณวิเคราะหโปรตีน ไดแก เครื่องยอย (digestion apparatus) ของ
บริษัท Gerhardt  รุน Kjeldatherm  เครื่องกล่ัน (distillation apparatus) ของบริษัท Gerhardt  รุน 
Vapodest Iหลอดยอยโปรตีน  (digestion tube)  กระดาษชั่งตัวอยางที่ปราศจากไนโตรเจน  กระบอก
ตวง บีกเกอร บิวเรต  และขวดรูปชมพู 

2.2.3.3 อุปกรณวิเคราะหเถา ไดแก ถวยกระเบื้องเคลือบ (crucible) เตาเผา (muffle 
furnace) ของบริษัท Gallenkamp โถดูดความชื้น  เครื่องชั่งไฟฟา 4 ตําแหนง 

 2.2.3.4 อุปกรณวิเคราะหไขมันไดแก ชุดเครื่องมือวิเคราะหไขมัน รุน Soxtec 
System HT6 ไสกรองสาร ถวยสกัดสาร ตูอบ โถดูดความชื้น เครื่องชั่งไฟฟา 4 ตําแหนง 
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2.2.4  อุปกรณวิเคราะหองคประกอบเลือด 

2.2.4.1  อุปกรณเก็บเลือดปลา ไดแก เข็มขนาด 25G ยาว 1 นิ้ว และกระบอกฉีดยา
พลาสติก ขนาด 1 มิลลิลิตร หลอดพลาสติก (microtube) ขนาด 1.5 มิลลิลิตร  

2.2.4.2  เครื่องสําหรับแยกซรัีม ไดแก เครื่องหมุนเหวีย่งที่ควบคุมอุณหภูมิได ของ
บริษัท  Beckman  รุน AvantiTM 30 centrifuge  

2.2.4.3  เครื่องวัดคาการดดูกลืนแสง (spectrophotometer) ของบริษัท  Shimada 
รุน  UV 1201V 

2.2.4.4  อุปกรณสําหรับนับเม็ดเลือด ไดแก ฮีมาไซโตมิเตอร (haemacytometer) 
กลองจุลทรรศน  
 

2.2.5  อุปกรณศึกษาพยาธิสภาพของเนื้อเยื่อ  

2.2.5.1  ชุดอุปกรณผาตัด   
2.2.5.2  เครื่องเตรียมเนื้อเยื่ออัตโนมัติ (automatic tissue processor) ของบริษัท 

Technicon Corporation รุน Autotechnicon Mono MOD. 2A 
2.2.5.3  เครื่องตัดชิ้นเนื้อเยื่อคือ ไมโครโตม (microtome) (Jung AG Heidelberg) 

ใบมีดตัดเนื้อเยื่อ (Leica, Disposable Microtome Blades) อางน้ําอุน (warm bath) และสไลด 
(microscope slides) 

2.2.5.4  อุปกรณสําหรับเตรียมสไลดถาวร คือ ตูอบควบคุมอุณหภูมิ ชุดสําหรับใส
สียอม และแผนปดสไลด (cover slip) ขนาด  40 X 60  มิลลิเมตร  

2.2.5.5  เครื่องฝงชิ้นเนื้อ (embedding center) 
2.2.5.6  เตารอน (hot plate) 
2.2.5.7  กลองจุลทรรศนแบบเลนสประกอบของ Olympus รุน C-35 AD  และ

บันทึกภาพโดยกลอง  cooled CCD  (Olympus DP 71) 
 

2.2.6  อุปกรณสําหรับตรวจสอบการเจริญเติบโตของปลา  

  ประกอบดวย เครื่องชั่งไฟฟาทศนิยม 2 ตําแหนง ของบริษัท Sartorius รุน B 3100 
S  ถังสําหรับบรรจุน้ํา  ขันพลาสติก กะละมังพลาสติก และสวิงชอนปลาทดลอง 
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2.3 วิธีการทดลอง 
 
2.3.1.  การเตรียมอุปกรณการทดลอง 

ใชถังพลาสติกขนาด  20x31x32  นิ้ว ความจุน้ํา  200 ลิตร (หนวยการทดลอง) 
จํานวน  21  ถัง  ทําความสะอาด  และติดตั้งระบบใหอากาศแลวเติมน้ําประปาที่ปราศจากคลอรีนให
ไดปริมาตร 150  ลิตร  ใชตะแกรงพลาสติกปดดานบนเพื่อปองกันการกระโดดออกนอกถังทดลอง
และเปนการปองกันการรบกวน   ขณะทําการทดลองเตรียมบอคอนกรีตสําหรับพักน้ําเพื่อใชในการ
เปลี่ยนถายน้ํา โดยมีการทําความสะอาดถังทดลอง  สายอากาศ  และหัวทรายใหอากาศตลอดการ
ทดลอง   ซ่ึงมีการกําหนดใหมีการเปลี่ยนถายน้ํา ในเวลา 14.00 น. ของทุกวัน  โดยใชน้ําประปาจาก
บอพักน้ําที่มีการตรวจสอบดวย โพแทสเซียมไอโอไดด (KI) วาปราศจากคลอรีน  และผานการพัก
น้ําเปนเวลา 2 วัน  

 
2.3.2  การเตรียมปลาทดลอง 

  นําปลาดุกพันธุผสม ที่ไดจากฟารมเอกชน ที่มีขนาดน้ําหนักเฉลี่ย 1-2 กรัมตอตัว 
มาอนุบาลในถังไฟเบอรกลาสขนาดความจุ 1 ลูกบาศกเมตร โดยใหอาหารเม็ดสําเร็จรูปวันละ 2 มื้อ
ในสัปดาหแรก  หลังจากนั้นฝกใหกินอาหารทดลอง (สูตรควบคุม) โดยใหวันละ 2 มื้อจนกระทั่งได
ขนาดทดลองมีขนาดน้ําหนักเฉลี่ย 3-5 กรัมตอตัว    จากนั้นนําปลาดุกพันธุผสมไปตรวจสุขภาพ  
กอนที่จะนํามาคัดเลือกปลาที่สุขภาพแข็งแรง และมีขนาดใกลเคียงกัน จํานวน 30 ตัวตอถัง  ทําการ
ปรับสภาพปลาใหคุนเคยกับสภาพแวดลอมของถัง เปนเวลา  1  สัปดาห  หลังจากนั้นทําการชั่ง
น้ําหนักปลาเริ่มตน ดวยเครื่องชั่งไฟฟาทศนิยม 2 ตําแหนง ของบริษัท Sartorius รุน B 3100 S โดย
กอนชั่งใหงดใหอาหารปลากอนเปนเวลาครึ่งวัน  และสลบดวยน้ํามันกานพลูที่เจือจางใหมีความ
เขมขน  50 ppm  หลังจากนั้นใหทําการชั่งน้ําหนักปลาเริ่มตน และบันทึกผล 
 

2.3.3  การเตรียมอาหารทดลอง 

อาหารที่ใชในการทดลองมีทั้งหมด 7 สูตร คือ สูตรที่ 1 เปนอาหารสูตรควบคุมไม
ใสเมลามีน สูตรที่ 2-7 เปนอาหารที่ผสมเมลามีนลงในอาหารตามระดับความเขมขนในแตละสูตรคือ 
0.5, 1, 1.5, 2, 2.5 และ 3 เปอรเซ็นต ตามลําดับ กําหนดใหอาหารทุกสูตรมีสารอาหารในระดับที่
ใกลเคียงกัน คือมีระดับโปรตีน 35 เปอรเซ็นต ไขมัน 8 เปอรเซ็นต และมีพลังงาน 4,200  กิโลคาลอรี
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ตออาหาร 1 กิโลกรัม  อาหารทุกสูตรมีสวนประกอบของวัตถุดิบเหมือนกันแตจะตางกันที่ปริมาณ
เมลามีน  โดยในสูตรที่ 2-7 มีการผสมเมลามีนลงไปและจะทําการลดปริมาณปลายขาว  (ดังแสดงไว
ในตารางที่ 3)  โดยอาหารทดลองที่ใชเปนอาหารเม็ดแบบจม  เสนผาศูนยกลาง 2 มิลลิเมตร  นํา
อาหารอบที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส นาน 12 ช่ัวโมง ทิ้งไวใหเย็นจากนั้นจึงเก็บอาหารในถุงดํา
และแชไวในตูเย็นที่อุณหภูมิ  -20 องศาเซลเซียส  และสงตรวจวิเคราะหหาเมลามีนที่ศูนยเครื่องมือ
กลาง  กระทรวงเกษตรและสหกรณ  เขตจตุจักร  กรุงเทพฯ โดยใชเทคนิค  Gas chromatography-
mass  spectrometry (GC-MS) (ภาคผนวก ข.) 

 
2.3.4  ขั้นตอนในการเตรียมอาหารทดลอง 

2.3.4.1  นําวัตถุดิบที่ใชในการทดลองรอนผานตะแกรงขนาด 30 เมช (mesh) และ
นําวัตถุดิบที่รอนแลวไปวิเคราะหคุณคาทางโภชนาการ ตามวิธีการของ AOAC (1990) จากนั้นทํา
การสรางสูตรอาหารโดยคํานวณอาหารทดลองทุกสูตร ใหมีระดับของโปรตีน ไขมัน และพลังงาน
เทากัน ดังแสดงในตารางที่ 3  

2.3.4.2  ช่ังปลายขาว รํา วิตามินผสม แรธาตุผสม และเมลามีนตามที่คํานวณไวใน
แตละสูตรอาหารดังที่แสดงในตารางที่ 3  ดวยเครื่องชั่งไฟฟาทศนิยม 4  ตําแหนง ผสมใหเขากันใน
ถุงพลาสติกใส แยกถุงไวในแตละชุดการทดลอง 

2.3.4.3  ช่ังวัตถุดิบอื่นๆ ที่เหลือตามที่คํานวณไวในแตละสูตรอาหารที่แสดงใน
ตารางที่ 3  

2.3.4.4  นําสวนผสมทั้งหมดที่ช่ังไว ยกเวนน้ํามันและน้ํากลั่น  ผสมเขาดวยกันดวย
เครื่องผสมอาหาร (Hobart) Model A 200 T  เปนเวลา 15 นาที แลวเติมน้ํามันลงไป ประมาณ 10 
นาที เมื่อสวนผสมเขากันดีแลวเติมน้ํากลั่นประมาณ 40 เปอรเซ็นตของน้ําหนักอาหาร 

2.3.4.5  หลังจากวัตถุดิบอาหารผสมเขากันดีแลว  ทําการเขาเครื่องอัดเม็ดอาหาร
ผานแวนขนาดเสนผาศูนยกลาง 2 มิลลิเมตร โดยตัดเม็ดอาหารใหมีขนาดใกลเคียงกัน 

2.3.4.6  นําเม็ดอาหารที่ไดอบที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส นาน 12 ช่ัวโมง ทิ้งไว
ใหเย็นจากนั้นจึงเก็บอาหารในถุงดํา และเก็บรักษาไวในตูเย็นที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส    

2.3.4.7  นําอาหารทดลองไปวิเคราะหคุณคาทางโภชนาการ ไดแก โปรตีน, ไขมัน, 
ความชื้น, เยื่อใย และเถาตามวิธีมาตรฐานของ AOAC (1990) สวนปริมาณไนโตรเจนฟรีเอ็กแทร็ก 
(nitrogen free extract, NFE)  คํานวณจาก    100 – (%โปรตีน + %ไขมัน + %ความชื้น + %เยื่อใย + 
%เถา)  
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ตารางที่ 3 สวนประกอบของวัตถุดิบในอาหารทดลองทั้ง 7 สูตร  
 

วัตถุดิบ สูตร1 สูตร 2 สูตร 3 สูตร 4 สูตร 5 สูตร 6 สูตร 7 

ปลาปน 19.5 19.5 19.5 19.5 19.5 19.5 19.5 

เนื้อสัตวปกปน 6.5 6.5 6.5 6.5 6.5 6.5 6.5 

กากถั่วเหลือง 35 35 35 35 35 35 35 

ปลายขาว 18 17.5 17 16.5 16 15.5 15 

รํา 15 15 15 15 15 15 15 

น้ํามันปลา 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5 

วิตามินผสม1 1 1 1 1 1 1 1 

แรธาตุผสม2  3 3 3 3 3 3 3 

MSP 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 

เมลามีน 0 0.5 1 1.5 2 2.5 3 

รวม 100 100 100 100 100 100 100 

โปรตีนรวม (%) 35.70 37.90 40.83 42.47 45.43 47.27 49.03 

โปรตีนจริง (%) 35.70 35.08 35.04 34.99 34.95 34.91 34.87 

โปรตีนเทียม (%) 0.00 2.67 5.45 7.04 10.12 11.95 13.32 
เมลามีนในอาหาร 
ที่วิเคราะหได (%) 

Not detected3 0.64 1.31 1.69 2.43 2.87 3.20 

 

1วิตามินผสม (ปริมาณตออาหาร 1 กิโลกรัม) ประกอบดวย Thiamine (B1) 10  มิลลิกรัม;  
Riboflavin (B2) 20 มิลลิกรัม; Pyridoxine (B6) 10 มิลลิกรัม; Cobalamin (B12) 0.05 มิลลิกรัม; 
Retinal (A)  7,000 IU; Cholecalciferol (D3) 4,000 IU; Phylloquinone (K1) 80 มิลลิกรัม; Folic 
acid 5 มิลลิกรัม; Calcium pantothenate 40 มิลลิกรัม; Inositol 400 มิลลิกรัม; Niacin 150 
มิลลิกรัม; Tocopherol (E) 60 มิลลิกรัม;  Ascorbic acid  (C) 500 มิลลิกรัม; Biotin 3 มิลลิกรัม 
2แรธาตผสม (ปริมาณตออาหาร 1 กิโลกรัม) ประกอบดวย Na 3.304 มิลลิกรัม; Mg 25 มิลลิกรัม; K 
76.471 มิลลิกรัม; Fe 8.842 มิลลิกรัม; Zn 0.664 มิลลิกรัม; Mn 0.329 มิลลิกรัม; Cu 0.069 มิลลิกรัม; 
Co 0.00199 มิลลิกรัม  และ I  0.0098 มิลลิกรัม 
3Not detected  คือ ไมพบเมลามีนจากตวัอยางอาหารที่สงตรวจวิเคราะห 
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ตารางที่  4  องคประกอบทางโภชนาการของวัตถุดิบอาหารในการทดลอง (%  as fed basis1) 
 

วัตถุดิบอาหาร ความชื้น  โปรตีน  ไขมัน  เถา  เยื่อใย NFE2 

ปลาปน 8.68±0.04 58.73±0.62 11.72±0.02 23.75±0.18 0.03±0.01 0.24±0.05 

กากถั่วเหลือง 10.40±0.04 45.25±0.05 1.52±0.04 6.88±0.06 1.93±0.01 34.03±0.11 

เนื้อสัตวปกปน 11.16±0.21 68.24±0.34 7.53±0.02 8.91±0.07 0.14±0.02 4.03±0.07 

รํา 9.07±0.05 12.68±0.21 18.73±0.17 9.25±0.18 0.08±0.01 49.55±0.21 

ปลายขาว 11.44±0.07 8.28±0.24 1.19±0.04 0.87±0.03 0.42±0.03 77.81±0.32 

เมลามีน - 416.32±0.87 - - - - 
 
1 ตัวเลขที่นําเสนอเปนคาเฉลี่ย ± คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน (จากการวิเคราะหตวัอยาง  3  ซ้ํา) 
2 NFE = Nitrogen free extract 
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ตารางที่  5  คุณคาทางโภชนาการของอาหารทดลองที่มีสวนผสมของเมลามีนที่ระดับตาง ๆ กัน (% บนฐานของวัตถุแหง1) 

คุณคาทางโภชนาการของอาหารทดลองที่มีสวนผสมของเมลามีนที่ระดับตาง ๆ กัน 
ชุดการทดลอง เมลามีน (%) 

โปรตีน  ไขมัน  เถา  เยื่อใย  NFE2  
1 0 35.70±1.11 8.74±0.21 12.19±0.05 0.778±0.016 37.54±0.28 
2 0.5 37.90±0.70 8.68±0.16 12.37±0.08 0.776±0.014 36.11±0.21 
3 1.0 40.83±1.03 8.63±0.17 12.36±0.10 0.774±0.021 32.12±0.18 
4 1.5 42.47±0.84 8.52±0.17 11.81±0.08 0.772±0.013 32.11±0.23 
5 2.0 45.43±0.84 8.45±0.22 12.05±0.06 0.770±0.012 28.53±0.28 
6 2.5 47.27±0.81 8.49±0.11 11.67±0.05 0.768±0.013 27.71±0.18 
7 3.0 49.03±0.88 8.40±0.23 11.64±0.05 0.766±0.016 26.02±0.22 

 
1 ตัวเลขที่นําเสนอเปนคาเฉลี่ย ± คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน (จากการวิเคราะหตวัอยาง  3  ซ้ํา) 
2 NFE = Nitrogen free extract
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2.3.5  แผนการทดลอง 

วางแผนการทดลองแบบสุมตลอด  (Completely Randomized Design : CRD)  
ระยะเวลาในการทดลอง  12  สัปดาห  โดยเปนการทดสอบระดับความเขมขนของเมลามีน 7 ระดับคือ 
0, 0.5, 1, 1.5, 2, 2.5 และ 3 เปอรเซ็นต ตามลําดับ  รวม 7  ชุดการทดลอง (treatment) แตละชุดการ
ทดลองประกอบดวย  3  ซํ้า (replicate)  ทําการสุมหนวยการทดลองโดยการจับฉลาก  มีหนวยทดลอง
ทั้งหมด 21 หนวยทดลอง เมื่อเร่ิมตนการทดลองสุมตัวอยางปลาจากถังอนุบาลมาชั่งน้ําหนัก  เพื่อ
นําไปวิเคราะหหาความชื้นในตัวปลา และนําไปวิเคราะหองคประกอบทางเคมีของตัวปลาไดแก 
ปริมาณโปรตีน ไขมัน และเถา ตามวิธีการของ AOAC (1990) ดําเนินการทดลองโดยสุมปลาที่
อนุบาลไวที่มีขนาดน้ําหนักเฉลี่ย  3-5  กรัม/ตัว  ลงในถังพลาสติก ถังละ 30 ตัว โดยใหอาหารวันละ 
2 มื้อ  คือ ชวงเชาเวลา 8.00 น. และชวงเย็นเวลา  16.00  น. โดยใหปลากินจนอิ่ม  บันทึกน้ําหนัก
อาหารที่ใหตลอดการทดลอง กอนใหอาหารชวงเย็นใหดูดตะกอนทําความสะอาดถังพลาสติกโดย
วิธีกาลักน้ําแลวเติมน้ําจากบอพักใหเทาเดิมทุกครั้ง ในระหวางการเลี้ยงมีการชั่งน้ําหนักปลาทดลอง
ทุกๆ  2 สัปดาห เพื่อตรวจสอบการเจริญเติบโต และประสิทธิภาพการใชอาหารของปลา  และเมื่อ
ทําการทดลองครบ  12  สัปดาห ทําการเก็บตัวอยางเลือดเพื่อทําการการศึกษาองคประกอบเลือด 
และทําการเก็บตัวอยางเนื้อเยื่อเหงือก  ตับ และไต สําหรับศึกษาการเปลี่ยนแปลงทางเนื้อเยื่อของ
ปลา 
 

2.3.6  การเก็บรวบรวมขอมูล 

2.3.6.1  การตรวจสอบพฤติกรรมและลักษณะที่แสดงออกของปลา 

  ในระหวางการทดลอง  สังเกตพฤติกรรมของปลาทุกชุดการทดลอง เชน การวาย
น้ํา การยอมรับอาหาร และสังเกตลักษณะภายนอก เชน สีของตัวปลา การตกเลือด การคดงอของ
ครีบและกระดูก การเกิดบาดแผลบริเวณ ครีบ ผิวหนัง และอวัยวะภายนอกอื่น ๆ การใชยาและ
สารเคมีเพื่อปองกันโรคดําเนินการตามสภาพของปลา  และทําการถายรูปปลาทั้งตัวเมื่อเสร็จสิ้นการ
ทดลอง 

 
2.3.6.2  การตรวจสอบการเจริญเติบโตของปลา 

  ดําเนินการชั่งน้ําหนักปลาทุก 2 สัปดาห เพื่อทราบน้ําหนักปลาที่เพิ่มขึ้นโดยการชั่ง
น้ําหนักรวมของปลาแตละซ้ําดวยเครื่องชั่งไฟฟาทศนิยม 2 ตําแหนง (งดใหอาหารกอนชั่งน้ําหนัก 1 
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มื้อ) พรอมจดบันทึกอาหารที่ปลากินทุกสัปดาห ในสัปดาหที่ 12  จะทําการชั่งน้ําหนักปลาทั้งหมด 
ในแตละซ้ํา  และนับจํานวนปลาที่เหลืออยูของทุกชุดการทดลอง จากนั้นนําขอมูลที่ไดมาทําการ
วิเคราะหขอมูลการเจริญเติบโต  อัตราการรอดตาย (survival rate)  น้ําหนักที่เพิ่มขึ้น (% weight 
gain)  อัตราการเจริญเติบโตจําเพาะ (Specific growth rate, SGR)  อัตราการเปลี่ยนอาหารเปนเนื้อ 
(feed conversion rate) คํานวณตามวิธีของ Dupree และ Sneed (1966) และอัตราการกินอาหาร (rate 
of feed intake) คํานวณตามวิธีของ Yone และ Fujii (1975) ดังสมการ      

1.  อัตราการรอดตาย (survival rate)  
 
อัตราการรอดตาย (เปอรเซ็นต) 
 
   
2.  น้ําหนักที่เพิ่มขึ้น (% weight gain) 
 
= น้ําหนกัปลาเมือ่ส้ินสุดการทดลอง (กรัม) - น้ําหนกัปลาเมือ่เร่ิมตนการทดลอง (กรัม)  × 100 
 น้ําหนกัปลาเมือ่เร่ิมตนการทดลอง (กรัม)   

 
3  อัตราการเจริญเติบโตจําเพาะ (specific growth rate, SGR; เปอรเซ็นตตอวัน) 
 
= (ln น้ําหนักปลาเมื่อส้ินสุดการทดลอง(กรัม)  – ln น้ําหนักปลาเมื่อเร่ิมตนการทดลอง) (กรัม) × 100  

 ระยะเวลา (วัน)  
 
4.  อัตราการเปลี่ยนอาหารเปนเนื้อ (feed conversion rate)  
                                                  
อัตราการเปลี่ยนอาหารเปนเนื้อ 
 
 
 5.  อัตราการกินอาหาร (rate of feed intake)  
 

อัตราการกินอาหาร (เปอรเซ็นตตอตัวตอวัน)    = 
 

= จํานวนปลาเมือ่ส้ินสุดการทดลอง (ตัว) × 100 
 จํานวนปลาเมือ่เร่ิมตน (ตวั)  

= น้ําหนกัอาหารที่ปลากินทั้งหมด (กรัม) 
 น้ําหนกัปลาที่เพิ่มขึ้นตลอดการทดลอง (กรัม) 

F × 100 
W0 + W1 × t  N0 + N1 × t 
      2      2 
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F =  น้ําหนักอาหารแหงที่ปลากิน (กรัม) N0 =  จํานวนปลาเริ่มตน (ตัว) 
W0 =  น้ําหนักปลาเฉลี่ยเร่ิมตน (กรัม) N1 =  จํานวนปลาสุดทาย (ตัว) 
W1 =  น้ําหนักปลาเฉลี่ยสุดทาย (กรัม) t =  ระยะเวลาที่ปลาไดรับอาหารทดลอง (วัน) 

 
2.3.6.3  การศึกษาองคประกอบทางเคมีของปลา 

  สุมตัวอยางปลากอนการทดลองจํานวน 20 ตัว นําไปวิเคราะหหาความชื้นในตัว
ปลา  โดยนําปลาทั้งตัวไปอบที่อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส จนแหง แลวจึงนําไปใสโถดูดความชื้นรอ
จนกวาตัวปลาเย็น จึงชั่งน้ําหนักตัวปลาเพื่อวิเคราะหความชื้นของตัวปลา  แลวจงึบดตวัปลาใหละเอยีด
และนําตัวอยางปลาไปวิเคราะหองคประกอบทางเคมีของตัวปลาไดแก ปริมาณโปรตีน ไขมัน และ
เถา ตามวิธีการของ AOAC (1990) เมื่อส้ินสุดการทดลองสุมตัวอยางปลาจากแตละถังพลาสติกๆละ 
2 ตัว ไปวิเคราะหหาความชื้น โปรตีน และไขมัน และนําคาโปรตีนที่ไดไปคํานวณประสิทธิภาพ
การใชโปรตีน (protein efficiency ratio, PER) คํานวณตามวิธีการของ Zeitoun และคณะ (1973)  
 
ประสิทธิภาพการใชโปรตีน  
  
 
โปรตีนที่นําไปใชประโยชน ได(productive protein value, %)  
 
โปรตีนที่นําไปใชประโยชน(%) 
 

= (%โปรตีนปลาเมื่อส้ินสุดการทดลอง(กรัม) - % โปรตีนปลาเมื่อเร่ิมตนการทดลอง(กรัม)) × 100 
 น้ําหนกัโปรตีนที่ปลากินตลอดการทดลอง (กรัม)  
 
 

2.3.6.4  การศึกษาการเปลี่ยนแปลงเนื้อเยื่อของปลา 

สุมเก็บตัวอยางเนื้อเยื่อของปลา  2 ตัวในแตละซ้ําของชุดการทดลองเมื่อทําการ
ทดลองครบ  12 สัปดาห  โดยเก็บเนื้อเยื่อเหงือก  ตับ และไต ดองเนื้อเยื่อในน้ํายาฟอรมาลีนเขมขน  
10  เปอรเซ็นต  เพื่อรักษาสภาพของเนื้อเยื่อ  นําเนื้อเยื่อไปผานขั้นตอนการเตรียมเนือ้เยือ่โดยใชเครือ่ง
เตรียมเนื้อเยื่ออัตโนมัติ  (automatic tissue processor)   นําเนื้อเยื่อมาฝงในพาราฟน  แลวนํามาตัดดวย

= น้ําหนกัปลาที่เพิ่มขึ้น (กรัม)      × 100 
 น้ําหนกัโปรตีนที่ปลากิน (กรัม)  
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เครื่องไมโครโตม  (sliding  microtome) หนา 3 ไมครอน และยอมดวยสี  Hematoxylin  และ  Eosin  
ตามวิธีของ  ตามวิธีมาตรฐานของ Bancroft (1967) และHumason (1979) เพื่อนําไปทําสไลดถาวร  
และนําไปตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงของเนื้อเยื่อโดยกลองจุลทรรศนแบบธรรมดา (Olympus AX 
70)  และบันทึกภาพโดยกลอง  cooled CCD  (Olympus DP 71) 

 
2.3.6.5  การศึกษาองคประกอบเลือดของปลา 

วิเคราะหองคประกอบเลือดพื้นฐาน  โดยเมื่อส้ินสุดการทดลองทําการสุมปลาจาก
ชุดการทดลองๆละ  3  ตัว  สลบดวยน้ํามันกานพลูที่เจือจางใหมีความเขมขน  50 ppm  จากนั้นทํา
การเจาะเลือดบริเวณโคนหาง  โดยใชกระบอกฉีดยาขนาด 1 มิลลิลิตร  และเข็มฉีดยาขนาด 25G x 1 
นิ้ว    นําตัวอยางเลือดที่เจาะไดสวนหนึ่งนําไปหาปริมาณเม็ดเลือดแดง  ปริมาณเม็ดเลือดขาว    และ
คาฮีมาโตคริต  โดยวิธีดัดแปลงมาจาก Blazhall และ Daisley (1973)  และปริมาณฮีโมโกลบิน  โดย
วิธี Cyanmet-haemoglobin ของ Larsen  และ  Snieszke  (1961)  อีกสวนนําไปใสหลอดไมโครทิว 
ประมาณ 1 มิลลิลิตร ตั้งทิ้งไว  30 นาที  นําไปหมุนเหวี่ยงที่  3,000 รอบตอนาที  เปนเวลา 5 นาที  
เก็บเฉพาะสวนใส (serum) นําไปวิเคราะหปริมาณโปรตีนในซีรัม  โดยไดสงตัวอยางวิเคราะหที่
ภาควิชาพยาธิวิทยา คณะแพทยศาสตร มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร วิทยาเขตหาดใหญ  

 
2.3.6.6  การวิเคราะหเมลามีนตกคางในปลา 

เก็บตัวอยางปลาดุกพันธุผสมหลังจากทําการทดลองครบ 12 สัปดาห  จากนั้นทํา
การแลเอาแตเนื้อปลาชุดการทดลองละ  500  กรัม  และสงตรวจวิเคราะหหาเมลามีนตกคางในเนื้อที่
ศูนยเครื่องมือกลาง  กระทรวงเกษตรและสหกรณ  อ.หาดใหญ  จ.สงขลา  โดยใชเทคนิค  Gas 
chromatography-mass  spectrometry (GC-MS) (ภาคผนวก ข.) 

 
2.3.7  การวิเคราะหขอมูล 

  วิเคราะหขอมูล โดยการใชการวิเคราะหคาความแปรปรวน ANOVA ดวย CRD 
และเปรียบเทยีบความแตกตางของคาเฉลี่ยดวยวิธี Duncan’s Multiple range test ที่ระดับความ
เชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต  โดยทําการวิเคราะหดวยโปรแกรมสําเร็จรูป SPSS (version 11.5) 
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บทที่ 3 
 

ผลการทดลอง 
 

3.1  ลักษณะของปลาดุกพันธุผสมที่ไดรับอาหารทดลองสูตรตางๆ 

  เมื่อเล้ียงปลาดวยอาหารทดลองผานไป  2  สัปดาห  พบวาปลาที่ไดรับอาหารที่มี
สวนผสมของเมลามีน 2, 2.5  และ 3 เปอรเซ็นต  เร่ิมมีลักษณะสีผิวของลําตัวที่คลํ้าขึ้น  และใน
สัปดาหที่  4  เร่ิมมีลักษณะสีลําตัวเปนสีดําสนิท (ดังตารางที่ 6)   สวนปลาดุกพันธุผสมที่ไดรับ
อาหารที่มีสวนผสมของเมลามีน  1 และ 1.5  เปอรเซ็นต  มีสีผิวของลําตัวที่คลํ้าขึ้นในสัปดาหที่  3  
และในสัปดาหที่  6  สีลําตัวของปลามีสีดําสนิท   และปลาดุกพันธุผสมที่ไดรับอาหารที่มีสวนผสม
ของเมลามีน 0.5  เปอรเซ็นต  มีสีผิวของลําตัวที่คลํ้าในสัปดาหที่  4  และมีสีผิวของลําตัวที่คลํ้า
ตลอดการทดลอง  ในขณะที่ปลาที่ไดรับอาหารสูตรที่ 1 (อาหารสูตรควบคุม) ไมพบความผิดปกติ
ของสีของลําตัวตลอดการทดลอง (ดังภาพที่  6 - 13) 

ตารางที่  6  ลักษณะสีผิวของลําตัวของปลาดุกพันธุผสมที่ไดรับอาหารทดลองที่มีสวนผสมของ 

     เมลามีนที่ระดับตางๆ 
 

สัปดาหท่ีทําการทดลอง ชุดการ
ทดลอง 

เมลามีน 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

1 0 - - - - - - - - - - - - 
2 0.5 - - - + + + + + + + + + 
3 1.0 - - + + ++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 
4 1.5 - - + + ++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 
5 2.0 - + ++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 
6 2.5 - + ++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 
7 3.0 - + ++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 

( - )  สีผิวของลําตัวปกต;ิ  ( + ) สีผิวของลําตัวที่คลํ้า;  ( ++ ) สีผิวของลําตัวที่คลํ้าขึ้น;  ( +++ ) สีผิว
ของลําตัวที่ดําสนิท 
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ภาพที่  6  แสดงลักษณะสีลําตัวของปลาดกุพันธุผสมที่ไดรับอาหารทดลองชุดควบคุม (สูตรที่  1 ไม 
   มีสวนผสมของเมลามีน) ลักษณะสีลําตัวปกติ  

 

ภาพที่ 7  แสดงลักษณะสีลําตัวของปลาดุกพันธุผสมที่ไดรับอาหารทดลองสูตรที่  2 (มีสวนผสม    
 ของเมลามีน 0.5  เปอรเซ็นต) ลักษณะสีลําตัวมีสีคลํ้า   18.62±2.01 เปอรเซ็นต   
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ภาพที่  8  แสดงลักษณะสีลําตัวของปลาดกุพันธุผสมที่ไดรับอาหารทดลองสูตรที่  3 (มีสวนผสม 
   ของเมลามีน 1  เปอรเซ็นต) ลักษณะสีลําตัวมีสีคลํ้า  25.13±5.13  เปอรเซ็นต  และลําตัวมี   
   สีดํา  17.09±6.40 เปอรเซ็นต   
 

 

ภาพที่  9  แสดงลักษณะสีลําตัวของปลาดกุพันธุผสมที่ไดรับอาหารทดลองสูตรที่  4 (มีสวนผสม 
   ของเมลามีน 1.5  เปอรเซ็นต)  ลักษณะสลํีาตัวมีสีคลํ้า  27.69±3.88  เปอรเซ็นต  และ   
   ลําตัวมีสีดํา  25.35±6.51  เปอรเซ็นต   
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ภาพที่ 10  แสดงลักษณะสีลําตัวของปลาดกุพันธุผสมที่ไดรับอาหารทดลองสูตรที่  5 (มีสวนผสม 
   ของเมลามีน 2  เปอรเซ็นต) ลักษณะสีลําตัวมีสีคลํ้า  31.56±8.02  เปอรเซ็นต  และ   

                 ลําตัวมีสีดํา  49.23±8.68  เปอรเซ็นต     
 

 

ภาพที่  11  แสดงลักษณะสีลําตัวของปลาดกุพันธุผสมที่ไดรับอาหารทดลองสูตรที่  6 (มีสวนผสม 
    ของเมลามีน 2.5  เปอรเซ็นต)  ลักษณะสีลําตัวมีสีคลํ้า  33.18±6.18  เปอรเซ็นต  และ   

                  ลําตัวมีสีดํา  54.51±9.46  เปอรเซ็นต   
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ภาพที่  12  แสดงลักษณะสีลําตัวของปลาดกุพันธุผสมที่ไดรับอาหารทดลองสูตรที่ 7 (มีสวนผสม 
     ของเมลามีน 3  เปอรเซ็นต)  ลักษณะสลํีาตัวมีสีคลํ้า  37.01±15.50  เปอรเซ็นต  และ   

                  ลําตัวมีสีดํา  54.98±10.16  เปอรเซ็นต   
 

 

ภาพที่  13  แสดงเปรียบเทยีบลักษณะสีลําตัวของปลาดุกพันธุผสมที่ไดรับอาหารทั้ง  7  สูตร   
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3.2 การเจริญเติบโต 
 
  3.2.1. น้ําหนักตัวเฉล่ียของปลาตอตัว 

ตลอดระยะเวลาการเลี้ยงปลาดุกพันธุผสมทั้งสิ้น  12  สัปดาห  พบวาน้ําหนักตัว
เฉลี่ยของปลาตอตัวเร่ิมมีความแตกตางกันในสัปดาหที่ 4  และมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ 
(p<0.05)  ในแตละชุดการทดลอง  และเมื่อส้ินสุดการทดลองในสัปดาหที่ 12  พบวาน้ําหนักตัว
เฉลี่ยของปลาที่ไดรับอาหารทั้ง 7 สูตร  ลดลงตามระดับของเมลามีนที่เพิ่มขึ้นในอาหาร โดยปลาที่
ไดรับอาหารสูตรที่ 1 (อาหารที่ไมมีสวนผสมของเมลามีน) มีน้ําหนักเฉลี่ยสูงที่สุด คือ 69.80±11.37 
กรัมตอตัว และมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ (p<0.05) กับปลาที่ไดรับอาหารสูตรอื่นๆ ที่มี
สวนผสมของเมลามีนในอาหาร(อาหารที่มีสวนผสมของเมลามีน  0.5, 1, 1.5, 2, 2.5 และ 3 
เปอรเซ็นต ตามลําดับ)  และปลาที่ไดรับอาหารสูตรที่ 7 (อาหารที่มีสวนผสมของเมลามีน  3 
เปอรเซ็นต) ใหน้ําหนักเฉลี่ยที่ต่ําที่สุดคือ  43.36±4.15  กรัมตอตัว  ซ่ึงไมมีความแตกตางกันทาง
สถิติกับปลาที่ไดรับอาหารสูตรที่ 3, 4, 5 และ 6  (อาหารที่มีสวนผสมของเมลามีน 1, 1.5, 2 และ 2.5 
เปอรเซ็นต)  ซ่ึงมีน้ําหนักเฉลี่ยตอตัวคือ 53.25±9.08,  51.70±4.38,  46.86±4.24  และ 45.28±5.13   
กรัมตอตัว ตามลําดับ ดังตารางที่ 7 
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ตารางที่ 7 การเจริญเติบโตของปลาดุกพันธุผสมที่ไดรับอาหารที่มีเมลามีนที่ระดับตางๆ กันตลอดระยะเวลา  12  สัปดาห 1  (กรัมตอตัว) 
 

สัปดาห (กรัมตอตัว) 
ชุดการทดลอง เมลามีน 

0 2 4 6 8 10 12 

1 0 4.01±0.02 7.48±0.37 13.07±1.05d 21.06±2.51b 33.79±2.49c 52.16±8.50c 69.80±6.89c 

2 0.5 4.00±0.02 7.38±0.57 12.07±0.98cd 19.69±1.94b 30.65±3.50bc 45.53±4.84bc 58.63±7.19b 

3 1.0 4.01±0.01 6.72±0.21 11.43±0.68bc 18.49±1.21ab 29.45±2.70bc 40.60±4.12ab 52.58±7.93ab 

4 1.5 4.00±0.02 6.79±0.53 11.73±1.01bc 18.85±1.92ab 30.08±3.27bc 41.48±3.09ab 51.70±4.38ab 

5 2.0 4.00±0.02 6.41±0.29 11.33±0.81ab 18.29±0.63ab 27.38±0.30ab 37.65±1.76ab 46.86±4.24a 

6 2.5 4.00±0.02 6.38±0.16 11.15±0.51ab 18.12±0.93ab 27.01±1.09ab 35.82±4.58a 45.28±5.13a 

7 3.0 4.00±0.01 5.95±0.11 9.88±0.36a 16.63±0.49a 24.69±0.35a 33.85±2.68a 43.36±4.15a 

 
1 ตัวเลขที่นําเสนอเปนคาเฉลี่ย ± คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน (จากการวิเคราะหตวัอยาง  3  ซ้ํา) 
คาเฉลี่ยในสดมภที่มีตัวอักษรเหมือนกนักํากับ  ไมมีความแตกตางกันทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต (p>0.05) 
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3.2.2.  น้ําหนกัท่ีเพิ่มขึ้น อัตราการเจริญเติบโตจําเพาะ อัตราการกินอาหาร และ 
อัตราการรอดตาย   

 
น้ําหนักที่เพิ่มขึ้นของปลาดุกพันธุผสม  พบวาปลาดุกพันธุผสมที่ไดรับอาหาร

ทดลอง  มีน้ําหนักที่เพิ่มขึ้นลดลงตามระดับของเมลามีนที่เพิ่มขึ้นในอาหาร  โดยปลาที่ไดรับอาหาร
สูตรที่ 1 (อาหารที่ไมมีสวนผสมของเมลามีน) มีน้ําหนักที่เพิ่มขึ้นสูงที่สุด คือ 1,642.42±169.03 
เปอรเซ็นต  และมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ (p<0.05) กับปลาที่ไดรับอาหารสูตรอื่นๆ 
(อาหารที่มีสวนผสมของเมลามีน  0.5, 1, 1.5, 2, 2.5 และ 3 เปอรเซ็นต ตามลําดับ)  ที่มีน้ําหนักที่
เพิ่มขึ้นของปลาดุกพันธุผสมลดลงเมื่อระดับของเมลามีนในอาหารเพิ่มขึ้น  ซ่ึงมีน้ําหนักที่เพิ่มขึ้น
ลดลงเรียงตามลําดับดังนี้  1,364.30±183.53, 1,213.26±201.06, 1,191.52±103.81, 1,070.36±111.82, 
1,031.20±134.21  และ 982.61±100.97 เปอรเซ็นต ตามลําดับ  ดังตารางที่ 8   

อัตราการเจริญเติบโตจําเพาะของปลาปลาดุกพันธุผสมที่ไดรับอาหารทดลองทั้ง 7 
สูตร  พบวาอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะมีคาสอดคลองกับน้ําหนักที่เพิ่มขึ้นโดยมีคาลดลงเมื่อระดับ
ของเมลามีนในอาหารเพิ่มขึ้น  ซ่ึงปลาที่ไดรับอาหารในสูตรที่ 1  มีอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะสูง
ที่สุด คือ 5.09±0.28 เปอรเซ็นตตอวัน  รองลงมาคือปลาที่ไดรับอาหารสูตรที่ 2  มีอัตราการ
เจริญเติบโตจําเพาะอยูที่ 4.78±0.23  เปอรเซ็นตตอวัน  ในขณะที่ปลาที่ไดรับอาหารในสูตรที่ 7   มี
อัตราการเจริญเติบโตจําเพาะต่ําที่สุด (p<0.05)   คือ  4.25±0.17  เปอรเซ็นตตอวัน   ซ่ึงไมมีความ
แตกตางกันทางสถิติกับปลาที่ไดรับอาหารสูตรที่ 3, 4, 5 และ 6  โดยมีคาอยูระหวาง 4.32±0.21 ถึง 
4.60±0.29 เปอรเซ็นตตอวัน ดังตารางที่ 8 

อัตราการกินอาหารของปลาดุกพันธุผสมที่ไดรับอาหารทดลองทั้ง 7  สูตร พบวา 
อัตราการกินอาหารไมมีความแตกตางกันทางสถิติ (p>0.05)  โดยมีคาอยูระหวาง 2.72±0.45 ถึง 
3.21±0.38 เปอรเซ็นตตอตัวตอวัน  ดังตารางที่ 8  

อัตราการรอดตายของปลาดุกพันธุผสมที่ไดรับอาหารทดลองทั้ง 7  สูตรนี้พบวา
อัตราการรอดตายของปลาดุกพันธุผสมไมมีความแตกตางกันทางสถิติ (p>0.05) โดยมีคาอยูระหวาง  
87.77±3.85 ถึง 93.33±3.34  เปอรเซ็นต  ดังตารางที่ 8 
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ตารางที่ 8   น้าํหนักที่เพิ่มขึน้  อัตราการเจริญเติบโตจําเพาะ  อัตราการกินอาหาร และ อัตราการรอดตายของปลาดุกพันธุผสมที่ไดรับอาหารที่มีเมลามีน 
     ที่ระดับตางๆ กันตลอดระยะเวลา  12  สัปดาห 1 

การเจริญเติบโตของปลาดุกพันธุผสมที่ไดรับอาหารที่มีเมลามีนที่ระดับตางๆ กัน 
ชุดการทดลอง 

เมลามีน
(เปอรเซ็นต) 

น้ําหนักที่เพิ่มขึ้น2 
(เปอรเซ็นต) 

อัตราการเจริญเติบโตจําเพาะ3 

 (เปอรเซ็นตตอวัน) 
อัตราการกินอาหาร4  

(เปอรเซ็นตตอตัวตอวัน)  
อัตราการรอดตาย5 

(เปอรเซ็นต) 

1 0 1,642.42±281.98c 5.09±0.28c 2.72±0.45a 93.33±3.34a 

2 0.5 1,364.30±183.53b 4.78±0.23bc 2.87±0.35a 88.89±8.39a 

3 1.0 1,213.26±201.06ab 4.60±0.29ab 2.74±0.27a 92.22±5.09a 

4 1.5 1,191.52±103.81ab 4.56±0.14ab 2.82±0.17a 92.22±1.9 a 

5 2.0 1,070.36±111.82a 4.39±0.17ab 3.09±0.32a 87.77±3.85a 

6 2.5 1,031.20±134.21a 4.32±0.21ab 3.21±0.38a 87.78±8.39a 

7 3.0 982.61±100.97a 4.25±0.17a 3.10±0.17a 90.00±3.33a 
 
1 ตัวเลขที่นําเสนอเปนคาเฉลี่ย ± คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน (จากการวิเคราะหตัวอยาง  3  ซ้ํา)   
2น้ําหนักที่เพิ่มขึ้น (%) = (น้ําหนักสุดทาย – น้ําหนักเริ่มตน)/ น้ําหนักเริ่มตน× 100 
3อัตราการเจริญเติบโตจําเพาะ (%) = (ln น้ําหนักสุดทาย - ln น้ําหนักเริ่มตน)/ วัน× จํานวนตัว  
4อัตราการกินอาหาร (%ตอตัวตอวัน) = (น้ําหนักอาหาร  × 100)/ (((น้ําหนักเริ่มตน-น้ําหนักสุดทาย)/ 2) × ((จํานวนปลาสุดทาย – จํานวนปลาเริ่มตน)/ 2) × ระยะเวลา) 
5อัตราการรอดตาย (%) = ((จํานวนปลาสุดทาย – จํานวนปลาเริ่มตน)/ จํานวนปลาเริ่มตน) × 100 
คาเฉลี่ยในสดมภที่มีตัวอักษรเหมือนกันกํากับ  ไมมีความแตกตางกันทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต (p>0.05)

 

33 



 34  

3.2.3.  อัตราการเปลี่ยนอาหารเปนเนื้อ ประสิทธิภาพการใชโปรตีน และโปรตีนท่ี
นําไปใชประโยชน 

ตลอดระยะเวลาทั้งสิ้น 12 สัปดาห  อัตราการเปลี่ยนอาหารเปนเนื้อของปลาดุก
พันธุผสมที่ไดรับอาหารทดลองทั้ง 7  สูตรนี้ ไมมีความแตกตางกันทางสถิติ (p>0.05)  โดยมีคาอยู
ระหวาง 1.24±0.11  ถึง 1.56±0.21  ดังตารางที่ 9 

ประสิทธิภาพการใชโปรตีนของปลาดุกพันธุผสมลดลงตามระดับของเมลามีนที่
เพิ่มขึ้นในอาหาร  โดยมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05)  พบวามีประสิทธิภาพ
การใชโปรตีนของปลาดุกพันธุผสมที่ไดรับอาหารทดลองทั้ง 7  สูตรอยูระหวาง 1.21±0.21 ถึง 
2.14±0.21  โดยปลาที่ไดรับอาหารสูตรที่ 1 (อาหารที่ไมมีสวนผสมของเมลามีน)มีประสิทธิการใช
โปรตีนสูงที่สุด คือ  2.14±0.21  ซ่ึงแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05)  กับปลาที่ไดรับ
อาหารสูตรอื่นๆ ที่มีสวนผสมของเมลามีนในอาหาร  (อาหารที่มีสวนผสมของเมลามีน  0.5, 1, 1.5, 
2, 2.5 และ 3 เปอรเซ็นตตามลําดับ) ซึ่งมีประสิทธิภาพการใชโปรตีนลดลงเรียงตามลําดับดังนี้ 
1.81±0.28, 1.79±0.15, 1.66±0.12, 1.38±0.23, 1.30±0.13  และปลาที่ไดรับอาหารในสูตรที่  7 
(อาหารที่มีสวนผสมของเมลามีน 3 เปอรเซ็นต) มีประสิทธิการใชโปรตีนต่ําที่สุดคือ  1.21±0.21  
ตามลําดับ  ดังตารางที่ 9 

โปรตีนที่นําไปใชประโยชนของปลาดุกพันธผสมที่ไดรับอาหารทดลองทั้ง 7 สูตร  
ตลอดระยะเวลา  12  สัปดาห มีความแตกตางของโปรตีนที่นําไปใชประโยชนอยางมีนัยสําคัญทาง
สถิติ (p<0.05)  โดยพบวาเมื่อระดับของเมลามีนที่เพิ่มขึ้นในอาหาร  มีผลตอโปรตีนที่นําไปใช
ประโยชนของปลามีคาลดลงอยางตอเนื่อง  ซ่ึงปลาที่ไดรับอาหารสูตรที่ 1 (อาหารที่ไมมีสวนผสม
ของเมลามีน) มีโปรตีนที่นําไปใชประโยชนสูงที่สุด คือ  33.04±3.24  เปอรเซ็นต  ซ่ึงมีความ
แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05)  กับปลาที่ไดรับอาหารสูตรที่  4, 5, 6 และ 7  (อาหาร
ที่มีสวนผสมของเมลามีน  1.5, 2, 2.5 และ 3 เปอรเซ็นตตามลําดับ)  ซ่ึงมีโปรตีนที่นําไปใช
ประโยชนลดลงตามระดับของเมลามีนที่เพิ่มขึ้นในอาหาร  โดยโปรตีนที่นําไปใชประโยชนของ
ปลาดุกพันธุผสมอยูระหวาง  17.44±3.71 ถึง 23.88±1.90  เปอรเซ็นต  ดังตารางที่ 9 
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ตารางที่  9  อัตราการเปลี่ยนอาหารเปนเนื้อ ประสิทธิภาพการใชโปรตีน  และโปรตีนที่นําไปใชประโยชนของปลาดุกพันธุผสมที่ไดรับอาหารที่มีเมลามีน 
     ที่ระดับตางๆ กันตลอดระยะเวลา  12  สัปดาห 1 
 

การใชประโยชนจากอาหารของปลาดุกพันธุผสมที่ไดรับอาหารที่มีเมลามีนที่ระดับตางๆ กัน  

ชุดการทดลอง 
เมลามีน

(เปอรเซ็นต) อัตราการเปลี่ยนอาหารเปนเนื้อ2  ประสิทธิภาพการใชโปรตีน3 โปรตีนที่นําไปใชประโยชนได 4 (เปอรเซ็นต)  

1 0 1.24±0.11a 2.14±0.21d 33.04±3.24d 
2 0.5 1.37±0.19a 1.81±0.28cd 28.00±4.30cd 
3 1.0 1.30±0.09a 1.79±0.15cd 26.13±2.26cd 
4 1.5 1.33±0.10a 1.66±0.12bc 23.88±1.94bc 
5 2.0 1.51±0.17a 1.38±0.23ab 19.87±2.54b 
6 2.5 1.52±0.07a 1.30±0.13ab 18.85±1.90ab 
7 3.0 1.56±0.21a 1.21±0.21a  17.44±3.71a 

1ตัวเลขที่นําเสนอเปนคาเฉลี่ย ± คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน  (จากการวิเคราะหตัวอยาง  3  ซ้ํา)  
2อัตราการเปลี่ยนอาหารเปนเนื้อ=  น้ําหนักอาหารที่ปลากิน / น้ําหนักปลาที่เพิ่มขึ้น  
3ประสิทธิภาพการใชโปรตีน = น้ําหนักปลาที่เพิ่มขึ้น /น้ําหนักโปรตีนที่ปลากิน 
4โปรตีนที่นําไปใชประโยชน = (โปรตีนสุดทาย - โปรตีนเริ่มตน) / น้ําหนักโปรตีนตลอดการทดลอง × 100 
คาเฉลี่ยในสดมภที่มีตัวอักษรเหมือนกันกํากับ  ไมมีความแตกตางกันทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต (p>0.05) 
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3.3  องคประกอบทางเคมีของปลาทัง้ตัว 

ผลการวิ เคราะหองคประกอบทางเคมีของปลาเมื่อ เ ร่ิมตนทดลอง   และ
สวนประกอบทางเคมีของปลาทั้งตัวเมื่อส้ินสุดการทดลอง แสดงไวดังตารางที่ 9 พบวาคาความชื้น  
ปริมาณโปรตีน  และปริมาณเถาของปลาดุกพันธุผสมทั้งตัวมีคาเพิ่มสูงขึ้น  เมื่อมีปริมาณของเมลา
มีนในอาหารที่เพิ่มสูงขึ้น   

คาความชื้นของปลาดุกพันธุผสมทั้งตัวเมื่อเ ร่ิมตนการทดลองมีความชื้น 
73.97±0.38  เปอรเซ็นต หลังจากที่ปลาดุกพันธุผสมไดรับอาหารทดลองทั้ง 7  สูตรมีความแตกตาง
กันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) พบวาเมื่อปริมาณของเมลามีนในอาหารเพิ่มสูงขึ้นมีผลทําให
คาความชื้นของปลาทั้งตัวเพิ่มสูงขึ้นเชนเดียวกัน  โดยมีคาความชื้นอยูระหวาง  72.89±0.54 ถึง 
75.67±0.72  เปอรเซ็นต  ปลาที่ไดรับอาหารในสูตรที่ 7 (อาหารที่มีสวนผสมของเมลามีน 3 
เปอรเซ็นต) มีความชื้นสูงที่สุดคือ 75.67±0.72  เปอรเซ็นต  และปลาที่ไดรับอาหารในสูตรที่ 1 
(อาหารที่ไมมีสวนผสมของเมลามีน) มีความชื้นต่ําที่สุดคือ  72.89±0.54 เปอรเซ็นต ดังตารางที่ 10 

ปริมาณโปรตีนของปลาดุกพันธุผสมทั้งตัวเมื่อเร่ิมตนการทดลองมีโปรตีนเปน
องคประกอบ 62.71±0.86 เปอรเซ็นต หลังจากที่ปลาดุกพันธุผสมไดรับอาหารทดลองทั้ง 7  สูตร 
พบวาปริมาณของเมลามีนในอาหารที่เพิ่มสูงขึ้นมีผลทําใหปริมาณโปรตีนของปลาทั้งตัวเพิ่มสูงขึ้น 
โดยปลาที่ไดรับอาหารในสูตรที่ 7 (อาหารที่มีสวนผสมของเมลามีน 3 เปอรเซ็นต) มีโปรตีนเปน
องคประกอบสูงที่สุดคือ 58.68±0.86 เปอรเซ็นต  ปลาที่ไดรับอาหารในสูตรที่ 1 (อาหารที่ไมมี
สวนผสมของเมลามีน)มีโปรตีนเปนองคประกอบต่ําที่สุดคือ  54.37±0.84 เปอรเซ็นต ซ่ึงปลาดุก
พันธุผสมที่ไดรับอาหารทดลองทั้ง 7  สูตรมีปริมาณโปรตีนเปนองคประกอบที่แตกตางกันอยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05)  ดังตารางที่ 10 

ปริมาณไขมันของปลาดุกพันธุผสมทั้งตัวเมื่อเร่ิมตนการทดลองมีไขมันเปน
องคประกอบ  14.16±0.57  เปอรเซ็นต หลังจากที่ปลาดุกพันธุผสมไดรับอาหารทดลองทั้ง 7  สูตร
พบวาปริมาณไขมันในปลาทั้งตัวมีแนวโนมลดลงตามปริมาณของเมลามีนในอาหารที่เพิ่มสูงขึ้น
โดยปลาที่ไดรับอาหารในสูตรที่ 1 (อาหารที่ไมมีสวนผสมของเมลามีน)มีไขมันเปนองคประกอบ
สูงที่สุดคือ 27.04±0.56  เปอรเซ็นต  รองลงมาคือปลาที่ไดรับอาหารในสูตรที่ 2, 3,4 และ 5  ซ่ึงไมมี
ความแตกตางกันทางสถิติ (p>0.05) โดยมีคาอยูระหวาง 24.93±0.52 ถึง 25.98±0.48 เปอรเซ็นต ปลา
ที่ไดรับอาหารในสูตรที่ 6 มีไขมันเปนองคประกอบ 27.04±0.56  เปอรเซ็นต  และปลาที่ไดรับ
อาหารในสูตรที่ 7 (อาหารที่มีสวนผสมของเมลามีน 3 เปอรเซ็นต) มีไขมันเปนองคประกอบต่ําที่สุด
คือ  21.16±0.77  เปอรเซ็นต  ดังตารางที่ 10 
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ปริมาณเถาของปลาดุกพันธุผสมทั้ งตัว เมื่อ เ ร่ิมตนการทดลองมี เถ า เปน
องคประกอบ  14.58±0.08  เปอรเซ็นต หลังจากที่ปลาดุกพันธุผสมไดรับอาหารทดลองทั้ง 7  สูตร
พบวาเมื่อปริมาณของเมลามีนในอาหารที่เพิ่มสูงขึ้นมีผลทําใหปริมาณเถาในปลาทั้งตัวเพิ่มสูงขึ้น
เชนเดียวกัน  ซ่ึงมีปริมาณเถาที่เปนองคประกอบอยูระหวาง  12.19±0.38 ถึง 15.26±0.78  เปอรเซน็ต   
โดยปลาที่ไดรับอาหารในสูตรที่ 7 (อาหารที่มีสวนผสมของเมลามีน 3 เปอรเซ็นต) มีเถาเปน
องคประกอบสูงที่สุดคือ  21.16±0.77  เปอรเซ็นต และมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 
(p<0.05) กับปลาดุกพันธุผสมที่ไดรับอาหารทดลองชุดควบคุม (อาหารที่ไมมีสวนผสมของเมลา
มีน)  ดังตารางที่ 10 
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ตารางที่ 10  องคประกอบทางเคมีของปลาดุกพันธุผสมทั้งตัวที่ไดรับอาหารมีสวนผสมของเมลามีนที่ระดับตางๆ กันตลอดระยะเวลา 12 สัปดาห 1(%) 
 

คุณคาทางโภชนาการของปลาดุกพันธุผสมทั้งตัว 
ชุดการทดลอง 

เมลามีน
(เปอรเซ็นต) ความชื้น  โปรตีน  ไขมัน  เถา  

ปลาเริ่มตน I0 73.97±0.38b 62.71±0.86f 14.16±0.57a 14.58±0.08de 
1 0 72.89±0.54a 54.37±0.84a 27.04±0.56e 12.19±0.38a 
2 0.5 72.96±0.43a 55.09±0.72ab 25.98±0.48d 12.73±0.10ab 
3 1 74.18±0.27b 55.64±0.93bc 25.18±0.44d 12.99±0.36abc 
4 1.5 74.84±0.36bc 56.09±0.78cd 25.31±0.76d 13.25±0.40bc 
5 2 74.93±0.50bc 56.82±0.72cd 24.93±0.52d 13.92±0.85cd 
6 2.5 75.26±0.69bc 57.38±1.00d 23.34±0.68c 14.97±0.72e 
7 3 75.67±0.72c 58.83±0.86e 21.16±0.77b 15.26±0.78e 

 

1 ตัวเลขที่นําเสนอเปนคาเฉลี่ย ± คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน (จากการวิเคราะหตวัอยาง  3  ซ้ํา) 
I0 คือ ปลาเริ่มตนทดลอง 
คาเฉลี่ยในสดมภที่มีตัวอักษรเหมือนกนักํากับ  ไมมีความแตกตางกันทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต (p>0.05) 
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3.4. องคประกอบเลือดพื้นฐานของปลาดุกพันธุผสม 

ผลการวิเคราะหองคประกอบเลือดของปลาดุกพันธุผสมที่ไดรับอาหารทดลองทั้ง 
7  สูตร  แสดงในตารางที่  11 พบวา  คาฮีมาโตคริต  ปริมาณเม็ดเลือดขาว โปรตีนในซีรัม  และ
ปริมาณฮีโมโกลบินรวม มีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) ในแตละชุดการ
ทดลอง  ปริมาณเม็ดเลือดแดง  ไมมีความแตกตางกันทางสถิติ (p>0.05)  ดังตารางที่ 11   

คาฮีมาโตคริตของปลาที่ไดรับอาหารในสูตรที่ 1 (อาหารที่ไมมีสวนผสมของเมลา
มีน)  มีคาสูงที่สุด คือ  43.91±1.91 เปอรเซ็นต  ซ่ึงมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 
(p<0.05)   เมื่อเทียบกับปลาที่ไดรับอาหารในสูตรอื่นๆ  คือ สูตรที่ 2-7 (อาหารที่มีสวนผสมของเม
ลามีน 0.5, 1, 1.5, 2, 2.5  และ 3 เปอรเซ็นต ตามลําดับ)  ดังตารางที่ 11     

ปริมาณเม็ดเลือดแดงของปลาดุกพันธุผสม ไมมีความแตกตางกันทางสถิติ 
(p>0.05)  โดยปริมาณเม็ดเลือดแดงมีคาอยูระหวาง  23.08× 106±1.86 × 106ถึง  25.08 × 106±1.86 × 
106 เซลลตอลบ มม. ดังตารางที่ 11   

ปริมาณเม็ดเลือดขาวของปลาดุกพันธุผสมท่ีไดรับอาหารทดลองทั้ง 7  สูตร  มี
แนวโนมที่จะลดลงเรื่อย ๆ  ตามระดับของเมลามีนที่เพิ่มสูงขึ้นในอาหาร  โดยปลาที่ไดรับอาหาร
สูตรที่ 1 มีปริมาณเม็ดเลือดขาวมากที่สุด คือ  6.53 × 105±0.62 × 105  เซลลตอลบ มม.  ซ่ึงมีความ
แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) กับปลาที่ไดรับอาหารสูตรอื่นๆ ที่มีสวนผสมของเม
ลามีนในอาหาร  ซ่ึงมีปริมาณเม็ดเลือดขาวอยูระหวาง  2.68 × 105±0.20 × 105 ถึง 3.78 × 105±0.32 × 
105 เซลลตอลบ มม. ดังตารางที่ 11    

ปริมาณโปรตีนในซีรัมของปลาดุกพันธุผสมที่ไดรับอาหารทดลองทั้ง 7  สูตร  มีความ
แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) พบวามีปริมาณลดลงตามระดับของเมลามีนที่เพิ่ม
สูงขึ้นในอาหาร  โดยมีปริมาณโปรตีนในซีรัมมีคาอยูระหวาง  3.75±0.21 ถึง 4.60±0.14  กรัม
เปอรเซ็นต  โดยปลาที่ไดรับอาหารในสูตรที่ 6 (อาหารที่มีสวนผสมของเมลามีน 2.5 เปอรเซ็นต)มี
ปริมาณโปรตีนในซีรัมนอยที่สุดคือ 3.75±0.21 กรัมเปอรเซ็นต  ดังตารางที่ 11    

ปริมาณฮีโมโกลบินรวมของปลาดุกพันธุผสม   พบวาปริมาณฮีโมโกลบินรวมมีคา
สอดคลองกับปริมาณโปรตีนในซีรัม  โดยเมื่อปริมาณของเมลามีนในอาหารเพิ่มสูงขึ้นมีผลทําให
ปริมาณฮีโมโกลบินรวมลดลงเชนเดียวกัน  ซ่ึงมีปริมาณฮีโมโกลบินรวมของปลาดุกพันธุผสมอยู
ระหวาง 5.71±3.20 ถึง  15.89±0.45 กรัมตอเดซิลิตร  โดยปลาที่ไดรับอาหารในสูตรที่ 7 (อาหารที่มี
สวนผสมของเมลามีน 3 เปอรเซ็นต)มีปริมาณฮีโมโกลบินรวมนอยที่สุดคือ 5.71±3.20 กรัมตอ
เดซิลิตร  ดังตารางที่  11  
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ตารางที่  11   คาฮีมาโตคริต  ปริมาณเม็ดเลอืดแดง  และปริมาณเม็ดเลือดขาวของปลาดุกพันธุผสมที่ไดรับอาหารทีม่ีเมลามีนที่ระดับตางๆ กันตลอดระยะเวลา  
12  สัปดาห 1 

องคประกอบเลือดของปลาดกุพันธุผสมที่ไดรับอาหารที่มีเมลามีนที่ระดับตางๆ กัน 

ชุดการทดลอง เมลามีน
(เปอรเซ็นต) ฮีมาโตครติ2 

(เปอรเซ็นต) 
ปริมาณเม็ดเลือดแดง3 

(x106cell/mm3) 
ปริมาณเม็ดเลือดขาว4 

(x105cell/mm3) 
โปรตีนในซีรัม 5 
(กรัมเปอรเซ็นต) 

ปริมาณฮีโมโกลบินรวม   
(กรัมตอเดซิลิตร) 

1 0 43.91±1.91b 24.88±1.29a 6.53±0.62d 4.20±0.28ab 12.60±3.25b 
2 0.5 36.59±2.52a 23.18±1.61a 3.53±0.35bc 3.75±0.21a 14.49±0.39bc 
3 1.0 34.28±3.84a 25.08±1.86a 3.78±0.32c 4.20±0.43ab 15.89±0.45c 
4 1.5 34.41±2.61a 24.44±1.72a 3.19±0.34ab 4.60±0.14b 14.99±1.02bc 
5 2.0 35.85±1.55a 24.01±1.70a 2.83±0.32a 4.25±0.21ab 14.82±0.75bc 
6 2.5 34.58±1.87a 23.08±1.86a 2.79±0.38a 3.75±0.64a  6.35±1.94a 
7 3.0 35.20±1.83a 23.15±1.38a 2.68±0.20a 3.80±0.28a 5.71±3.20a 

1 ตัวเลขที่นําเสนอเปนคาเฉลี่ย ± คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน (จากการวิเคราะหตวัอยาง  6  ซ้ํา) 
2ฮีมาโตคริต (%) = [ปริมาตรเม็ดเลือดอัดแนน(mm)/ ปริมาตรเม็ดเลือดทั้งหมด(mm)]× 100 
3ปริมาณเม็ดเลอืดแดง =  ปริมาณเม็ดเลือดแดงที่นับไดในวงกลมเล็กรวมกัน 5 ชอง   × 104 
4ปริมาณเม็ดเลอืดขาว =  ปริมาณเม็ดเลือดขาวที่นับไดในวงกลมใหญรวม 4 ชองหาร 4  × 2,000 
5จากการสงตัวอยางวิเคราะหที่ภาควิชาพยาธิวิทยา คณะแพทยศาสตร มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร วิทยาเขตหาดใหญ  
คาเฉลี่ยในสดมภที่มีตัวอักษรเหมือนกนักํากับ  ไมมีความแตกตางกันทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต (p>0.05) 

 

40 
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3.5  การศึกษาปริมาณเมลามนีในเนื้อปลา 
 

หลังจากทําการทดลองครบ   12 สัปดาห   เมื่อทําการวิเคราะหเมลามีนในเนื้อปลา  
พบวาเนื้อปลาดุกพันธุผสมที่ไดรับอาหารสูตรที่ 1 (ชุดควบคุม) ตรวจไมพบเมลามีนในเนื้อปลา  
สวนเนื้อปลาที่ไดรับอาหารทดลองสูตรที่ 2 ถึงสูตรที่ 7 (อาหารที่มีสวนผสมของเมลามีน  0.5, 1, 
1.5, 2, 2.5 และ 3  เปอรเซ็นต)  มีปริมาณเมลามีนเพิ่มขึ้นตามระดับของเมลามีนที่ผสมในอาหาร  
โดยอาหารทดลองสูตรที่ 2 ถึงสูตรที่ 7  มีสารเมลามีนตกคางในเนื้ออยูระหวาง  63-450  มิลลิกรัม
ตอกิโลกรัมของเนื้อปลา  ดังตารางที่ 12   

 
ตารางที่  12  ผลการวิเคราะหปริมาณเมลามีนในเนื้อปลาดกุพันธุผสม (มิลลิกรัมตอกิโลกรัม) 
 

ชุดการทดลอง ปริมาณเมลามีน (mg/kg) 

1 Not detected* 

2 63.00 

3 114.00 

4 144.00 

5 267.00 

6 264.00 

7 450.00 
 

*หมายเหตุ   Not detected  คือ ไมพบเมลามีนจากตวัอยางเนื้อปลาที่สงตรวจวเิคราะห 
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3.6  การศึกษาการเปลี่ยนแปลงทางเนื้อเยื่อของปลาดุกพนัธุผสม 

  จากการศึกษาการเปลี่ยนแปลงเนื้อเยื่อเหงือก ตับ และไต ของปลาดุกพันธุผสมที่
ไดรับอาหารทดลองเปนเวลา 12  สัปดาห  พบวาเกิดความผิดปกติของเนื้อเยื่อเหงือกมากขึ้นเมื่อ
ระดับของเมลามีนในอาหารเพิ่มขึ้น โดยเริ่มจากปลาที่ไดรับอาหารทดลองสูตรที่ 2 (อาหารที่มี
สวนผสมของเมลามีน  0.5 เปอรเซ็นต)  โดยมีการเพิ่มจํานวนของเซลลมากผิดปกติ (hyperplasia) ที่ 
secondary lamellae  บริเวณกิ่งเหงือก (gill  lamellae) (ภาพที่ 16 และ 17)  สวนปลาไดรับอาหาร
ทดลองสูตรที่ 3 (อาหารที่มีสวนผสมของเมลามีน  1 เปอรเซ็นต)  มีการแยกตัวของ epithelium cell 
(epithelial lifting) (ภาพที่ 18 และ 19)  และปลาที่ไดรับอาหารสูตรที่ 5-7 (อาหารที่มีสวนผสมของ
เมลามีน  2, 2.5 และ 3 เปอรเซ็นต)  มีการเพิ่มจํานวนของเซลลมากผิดปกติ (hyperplasia)  บริเวณกิ่ง
เหงือก ที่ secondary lamellae   และมีการแยกตัวของ epithelium cell  ซ่ึงจะพบความผิดปกตินี้
ควบคูกัน (ภาพที่ 20 และ 21)  และพบความรุนแรงมากขึ้นเมื่อระดับของเมลามีนในอาหารที่เพิ่มขึ้น  

ในสวนของเนื้อเยื่อตับ  พบวาปลาดุกพันธุผสมที่ไดรับอาหารทดลองสูตรที่ 2 และ 
3 ไมพบความผิดปกติของเนื้อเยื่อตับ (ภาพท่ี 24 และ 25)  แตพบความผิดปกติของเนื้อเยื่อตับใน
ปลาดุกพันธุผสมที่ไดรับอาหารทดลองสูตรที่ 4-6  โดยมีการเสื่อมสลายของเซลลบางสวนทําให
เซลลไมเกาะตัวกัน  และเห็นขอบเขตของเซลลไมชัดเจน (ภาพที่ 26 และ 27)  สวนปลาที่ไดรับ
อาหารสูตรที่ 7  มีลักษณะของเซลลที่ผิดปกติโดยไมมีไขมันสะสมในเซลล  มีการขยายตัวของ 
Sinusoid  และไมเห็นขอบเขตของเซลล (ภาพที่ 28)  

ในสวนของเนื้อเยื่อไต  พบมีการเปลี่ยนแปลงของโครงสรางเนื้อเยื่อไต ของปลา
ดุกพันธุผสมที่ไดรับอาหารทดลองสูตรที่ 2-7  โดยมีการเสื่อมสลายของ epithelium cell บางสวน 
ของทอไต (ภาพที่ 30) มีการหดตัวของโกลเมอรูลัส (Glomerulus)  มีการตายของอวัยวะสรางเม็ด
เลือด(Haemopoietic tessue) (ภาพที่ 31, 32 และ 33) และการเสื่อมสลายของทอไตบางสวน  และ
จากการเปลี่ยนแปลงดังกลาวมีความรุนแรงมากขึ้นตามระดับของเมลามีนในอาหารที่เพิ่มขึ้น   
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ภาพที่  14  แสดงเนื้อเยื่อเหงอืกของปลาดุกพันธุผสมที่ไดรับอาหารทดลองชุดควบคุม (สูตรที่  1  
ไมมีสวนผสมของเมลามีน) ลักษณะเนื้อเยือ่เหงือกปกติ (H&E stained, Bar = 100 μm,   
20x) 

 
ภาพที่  15  แสดงเนื้อเยื่อเหงอืกของปลาดุกพันธุผสมที่ไดรับอาหารทดลองชุดควบคุม (สูตรที่  1  

    ไมมีสวนผสมของเมลามีน) ลักษณะเนือ้เยื่อเหงือกปกติ (H&E stained, Bar = 100 μm,   
     40x) PL- primary lamellae; SL- secondary lamellae 
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ภาพที่  16  แสดงเนื้อเยื่อเหงอืกของปลาดุกพันธุผสมที่ไดรับอาหารทดลองสูตรที่  2 (มีสวนผสม 

    ของเมลามีน 0.5  เปอรเซ็นต) ลักษณะเนื้อเยื่อเหงือกมีการเพิ่มจํานวนของเซลลมาก 
    ผิดปกติ  (hyperplasia)  ที่Gill lamellae (H&E stained, Bar = 100 μm, 20x) 

 
ภาพที่  17  แสดงเนื้อเยื่อเหงอืกของปลาดุกพันธุผสมที่ไดรับอาหารทดลองมีสวนผสมของ 

     เมลามีน 0.5  เปอรเซ็นต  ลักษณะเนื้อเยือ่เหงือกมีการเพิ่มจํานวนของเซลลมากผิดปกติ  
     (hyperplasia)  ที่Gill lamellae (ศรชี้)  (H&E stained, Bar = 50 μm, 40x) 
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ภาพที่  18  แสดงเนื้อเยื่อเหงอืกของปลาดุกพันธุผสมที่ไดรับอาหารทดลองสูตรที่  3 (มีสวนผสม 

    ของเมลามีน 1 เปอรเซ็นต) ลักษณะเนือ้เยื่อเหงือกมกีารเพิ่มจํานวนของเซลลมากผิดปกติ   
    (hyperplasia) และ  เกิดชองวางของเซลลที่ Gill  lamellae  (H&E stained, Bar = 100 μm,  
    20x) 

 
ภาพที่  19  แสดงเนื้อเยื่อเหงอืกของปลาดุกพันธุผสมที่ไดรับอาหารทดลองสูตรที่  3 (มีสวนผสม 

    ของเมลามีน 1 เปอรเซ็นต) ลักษณะเนือ้เยื่อเหงือกมกีารเพิ่มจํานวนของเซลลมากผิดปกต ิ
    (hyperplasia) และ  เกิดชองวางของเซลลที่ Gill  lamelae (H&E stained, Bar = 50 μm,    
    40x) PL- primary lamellae; EL - epithelial lifting 
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ภาพที่  20  แสดงเนื้อเยื่อเหงอืกของปลาดุกพันธุผสมที่ไดรับอาหารที่มีสวนผสมของเมลามีน  

2 เปอรเซ็นต  ลักษณะเนื้อเยือ่เหงือกมีการเพิ่มจํานวนของเซลลมากผิดปกติ (hyperplasia) 
ที่ Gill  lamellae  มากขึ้น  (H&E stained, Bar = 100 μm, 20x) 

 
ภาพที่  21  แสดงเนื้อเยื่อเหงอืกของปลาดุกพันธุผสมที่ไดรับอาหารที่มีสวนผสมของเมลามีน 2     

เปอรเซ็นต  มีการเพิ่มจํานวนของเซลลมากผิดปกต(ิhyperplasia) บริเวณ Gill lamellae   
(*)  และมีการแยกตัวของ epithelium cell (H&E stained, Bar = 100 μm, 40x) ; EL –  
epithelial lifting 
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ภาพที่ 22  แสดงเนื้อเยื่อเหงอืกของปลาดุกพันธุผสมที่ไดรับอาหารที่มีสวนผสมของเมลามีน 
                  2.5 เปอรเซ็นต  ลักษณะเนื้อเยื่อเหงือกมีการเพิม่จํานวนของเซลลมากผิดปกต ิ

    (hyperplasia) ที่ Gill  lamellae  มากขึ้น   (H&E stained, Bar = 100 μm, 20x) 

 
ภาพที่  23  แสดงเนื้อเยื่อเหงอืกของปลาดุกพันธุผสมที่ไดรับอาหารมีสวนผสมของเมลามีน 

3 เปอรเซ็นต  ลักษณะเนื้อเยือ่เหงือกมีการเพิ่มจํานวนของเซลลมากผิดปกติ 
(hyperplasia) ที่ Gill  lamellae  รุนแรงมาก (H&E stained, Bar = 100 μm, 20x) 
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ภาพที่ 24   แสดงเนื้อเยื่อตับของปลาดุกพนัธุผสมที่ไดรับอาหารที่ไมมีสวนผสมของเมลามีน 

     ลักษณะเนือ้เยื่อตับปกติ (H&E stained, Bar = 50 μm, 40x) 

 
ภาพที่  25  แสดงเนื้อเยื่อตับของปลาดุกพนัธุผสมที่ไดรับอาหารทดลองสูตรที่  2 (มีสวนผสมของ 

    เมลามีน 0.5  เปอรเซ็นต) ลักษณะเนื้อเยือ่ตับปกติ (H&E stained, Bar = 50 μm, 40x) 
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ภาพที่  26  แสดงเนื้อเยื่อตับของปลาดุกพนัธุผสมที่ไดรับอาหารที่มีสวนผสมของเมลามีน 

    1.5 เปอรเซ็นต  ลักษณะเนื้อเยื่อตับมีการตายของเซลลบางสวน (ศรชี้) ขอบเขตของเซลล    
    ไมชัดเจน และมีการเสื่อมสลายทําใหเซลลไมเกาะตวักัน ( * )  (H&E stained, Bar  
     = 50 μm, 40x) 

 
ภาพที่  27  แสดงเนื้อเยื่อตับของปลาดุกพนัธุผสมที่ไดรับอาหารที่มีสวนผสมของเมลามีน 

    2.5  เปอรเซ็นต  ลักษณะเนื้อเยื่อตับมีการเสื่อมสลายของเซลลบางสวนทําใหเซลลไม  
    เกาะตวักนั ( * )  และมีการตายของเซลลตับ (ศรชี้)  (H&E stained, Bar = 50 μm, 40x) 
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ภาพที่  28  แสดงเนื้อเยื่อตับของปลาดุกพนัธุผสมที่ไดรับอาหารที่มีสวนผสมของเมลามีน  

     3  เปอรเซ็นต  ลักษณะเนื้อเยื่อตับมีลักษณะของเซลลที่ผิดปกติโดยไมมีไขมันสะสมใน
เซลล (ศรชี้) มีการขยายตวัของ Sinusoidและไมเหน็ขอบเขตของเซลล ( * ) (H&E 
stained, Bar = 50 μm, 40x) 

 
ภาพที่  29  แสดงเนื้อเยื่อไตของปลาดุกพันธุผสมที่ไดรับอาหารที่ไมมสีวนผสมของเมลามีน 

     ลักษณะเนือ้เยื่อไตปกติ (H&E stained, Bar = 50 μm, 40x) G – Glomerulus; H –    
     อวัยวะสรางเม็ดเลือด (Haemopoietic tessue); RT – renal tubules 



 51  

 
ภาพที่  30  แสดงเนื้อเยื่อไตของปลาดุกพันธุผสมที่ไดรับอาหารที่มีสวนผสมของเมลามีน 

    0.5  เปอรเซ็นต  ลักษณะเนื้อเยื่อไตมกีารเสื่อมสลายของ epithelium cell บางสวน (ศรชี้)    
    และมีการหดตัวของโกลเมอรูลัส (glomerulus) (H&E stained, Bar = 50 μm, 40x)  

 
ภาพที่  31  แสดงเนื้อเยื่อไตของปลาดุกพันธุผสมที่ไดรับอาหารที่มีสวนผสมของเมลามีน 
                  1  เปอรเซ็นต) ลักษณะเนื้อเยื่อไตมีการเสื่อมสลายของทอไตบางสวน  เร่ิมมีการตายของ 

    อวัยวะสรางเม็ดเลือด (ศรชี้) และมกีารหดตัวของโกลเมอรูลัส(H&E stained, Bar = 50  
    μm, 40x) G – Glomerulus; H – อวัยวะสรางเม็ดเลือด (Haemopoietic tessue) 
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ภาพที่  32  แสดงเนื้อเยื่อไตของปลาดุกพันธุผสมที่ไดรับอาหารที่มีสวนผสมของเมลามีน 
                  1.5 เปอรเซ็นต  ลักษณะเนื้อเยื่อไตมีการเสื่อมสลายของทอไตมากขึ้น  มีการตายของ 

    อวัยวะสรางเม็ดเลือดมากขึ้น (ศรชี้) และมีการหดตัวของโกลเมอรูลัส (H&E stained,      
    Bar = 50 μm, 40x) G – Glomerulus 

 
ภาพที่  33  แสดงเนื้อเยื่อไตของปลาดุกพันธุผสมที่ไดรับอาหารที่มีสวนผสมของเมลามีน 
                  2.5  เปอรเซ็นต ไตมีการเสื่อมสลายของทอไตที่รุนแรงขึ้น  มีการตายของอวัยวะสราง 

    เม็ดเลือดมากขึ้น (ศรชี้สีเหลือง)  มีการหดตวัของโกลเมอรูลัส  และมีการเสื่อมสลายของ 
    เซลลเนื้อเยื่อไต (ศรชี้สีดํา) (H&E  stained, Bar = 50 μm, 40x) G – Glomerulus 



บทที่  4 
 

วิจารณผลการทดลอง 
 

จากผลการทดลองครั้งนี้แสดงใหเห็นวา  ปลาดุกพันธุผสมที่ไดรับอาหารที่มี
สวนผสมของเมลามีนทุกระดับมีการเจริญเติบโต (น้ําหนักเฉลี่ยสุดทาย  และน้ําหนักที่เพิ่มขึ้น)  
และประสิทธิภาพการใชอาหาร (อัตราการเปลี่ยนอาหารเปนเนื้อ  ประสิทธิภาพการใชโปรตีนและ
โปรตีนที่นําไปใชประโยชนได)  ต่ํากวาเมื่อเปรียบเทียบกับปลาดุกพันธุผสมที่ไดรับอาหารที่ไมมี 
สวนผสมของเมลามีน  และมีแนวโนมลดลงเมื่อมีระดับของเมลามีนในอาหารเพิ่มสูงขึ้น  สาเหตุเกิด
จากเมลามีนอาจเขาไปมีผลตอกระบวนการเมทาบอลิซึมในรางกายสัตวทําใหมีการเจริญเติบโตที่
ลดลง  และสัตวน้ําไมสามารถนําเมลามีนมาใชประโยชนไดเนื่องจากเมลามีนเปนวัตถุที่มีแหลง
ไนโตรเจนที่ไมใชโปรตีนแท (non-protein nitrogen ; NPN)  ซ่ึงสอดคลองกับ  Smith และคณะ (1994)  
ที่รายงานวาเมื่อเมลามีนเขาสูรางกายโดยการกิน  จะถูกดูดซึมผานระบบทางเดินอาหารเขาสูกระแส
เลือดแตจะไมถูกนํามาเผาผลาญเปนพลังงานที่ตับเหมือนกรดอะมิโนทั่วไป  มีผลใหปลามีการ
เจริญเติบโตที่ลดลง สังเกตไดจากอัตราการเปลี่ยนอาหารเปนเนื้อ  ประสิทธิภาพการใชโปรตีน  และ
โปรตีนที่นําไปใชประโยชนไดของปลาซึ่งมีแนวโนมที่ลดลงตามระดับของเมลามีนในอาหารที่
เพิ่มขึ้น  แตสารเมลามีนไมมีผลตออัตราการรอดตายของปลาดุกพันธุผสม  อาจเปนเพราะวาระดับ
ของเมลามีนที่ใชในการทดลองครั้งนี้ ยังมีความเขมขนที่ไมมากพอที่จะทําใหปลาดุกพันธุผสมตายได  
นอกจากนี้ยังพบความผิดปกติของสีผิวบริเวณลําตัว  ซ่ึงเปนผลมาจากการไดรับเมลามีน  โดยปลา
ดุกพันธุผสมที่ไดรับอาหารที่มีสวนผสมของเมลามีนตั้งแต  2  เปอรเซ็นต ขึ้นไปสีผิวและลําตัวจะ
เร่ิมเปนดําหลังจากไดรับอาหารเปนเวลา  2  สัปดาห  และจะดําสนิทในสัปดาหที่  4  ภายหลังไดรับ
อาหาร  ซ่ึงเปนเวลาเดียวกับที่ปลาที่ไดรับอาหารที่มีสวนผสมของเมลามีนตั้งแต  0.5  เปอรเซ็นต ซ่ึง
เปนระดับที่ต่ําสุดในการทดลองนี้แสดงความผิดปกติของสีผิวบริเวณลําตัว  ซ่ึงการเปลี่ยนแปลงของ
สีผิวบริเวณลําตัวที่เกิดขึ้นเนื่องจากการเปลี่ยนแปลงของรงควัตถุที่ผิวหนังของปลา  โดย Parker 
(1934)  ศึกษาการเปลี่ยนแปลงของสีลําตัวของปลาในกลุมปลา catfish  รายงานวาการเปลี่ยนแปลง
ของสีบริเวณลําตัวปลาเกิดจากปฏิกิริยาของฮอรโมนที่ไปกระตุน หรือยับยั้งการทํางานของระบบ
ประสาท ซ่ึงการเปลี่ยนแปลงที่เกิดขึ้นนี้มีผลมาจากความเขมขน และการแพรกระจายตัวของรงควัตถุ 
ซ่ึประกอบดวย เซลลเม็ดสี และเซลลที่มีการสรางสารสี (chromatophores) โดยเซลลที่มีการสรางสาร
สีที่เกี่ยวของกับสีของลําตัวปลา เชน  melanophores, erythrophores, xanthophores, leucophores, 
cyanophores and iridophores (Brown, 1973; Hawkes, 1974; Kelsh et al, 2000) ซ่ึงเซลลที่มีการสราง
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สารสีนี้จะทํางานรวมกับฮอรโมนที่สรางจากตอมใตสมอง (pituitary gland)  และฮอรโมนที่ผลิตมานี้
จะมีอิทธิพลตอการแพรกระจายตัวของ รงควัตถุ  melanophores ของ catfish  (Zondek, 1935)  
นอกจากนี้การเปลี่ยนแปลงการทํางานของรงควัตถุนี้สวนหนึ่งเปนผลมาจากการการเปลี่ยนแปลงของ
สารอดีนาลีนอีกดวย    Bramowitz (1935) รายงานวาการเกิดแถบสีดํา หรือการมีสีที่เขมขึ้นของปลา
ในกลุม catfish  เกิดมาจากการทําลายการรับรูของ melanophore  ทําใหปลามีสีเขมขึ้น  จากการศึกษา
ของ Cardinaud (2004) รายงานวา  melanin-concentrating hormone มีอิทธิพลตอการเปลี่ยนแปลง
ของ สารรงควัตถุ melatonin ในmelanophores ของปลาและการเปลี่ยนแปลงของ melanin-
concentrating hormone มีผลตอการแพรกระจายของ melanosomes โดยมีการกระตุนการเคลื่อนที่ 
และการเปลี่ยนแปลงของนิวเคลียสรอบ ๆ บริเวณดังกลาว (Pissios and Maratos-Flier, 2003) จากการ
ทดลองเปนไปไดวาเมื่อปลาไดรับสารเมลามีนที่ผสมอยูในอาหารเขาสูรางกายแลวมีผลตอการการ
เปลี่ยนแปลงของ melanin-concentrating hormone ในตัวปลาโดยการเปลี่ยนแปลงดังกลาวมีผลยับยั้ง 
หรือทําลายการรับรูของ melanophore  ทําใหปลามีสีเขมขึ้น   

สําหรับองคประกอบทางเคมีของซากปลาทั้งตัวที่ไดรับอาหารซึ่งมีสวนผสมของ
เมลามีนที่ระดับตางๆ  พบวาระดับของเมลามีนในอาหารมีผลตอองคประกอบทางเคมีของซากปลา
ทั้งตัว  โดยทําใหปริมาณความชื้น  ปริมาณโปรตีน และปริมาณเถาของซากปลามีคาเพิ่มขึ้นอยาง
ตอเนื่อง  การทดลองครั้งนี้ปริมาณโปรตีนในซากปลาที่เพิ่มขึ้นตามระดับของเมลามีนในอาหารนั้น  
สวนหนึ่งเนื่องมาจากการที่มีสารเมลามีนตกคางในเนื้อปลาดุกพันธุผสม  (การตกคางที่ไดจากการ
นําเนื้อปลาไปวิเคราะห)  ปกติแลวเมลามีนมีไนโตรเจนเปนองคประกอบ  66.67 เปอรเซ็นต เปน
เหตุใหการทําการวิเคราะหปริมาณโปรตีนซึ่งเปนการวิเคราะหปริมาณไนโตรเจนนั้นพบวามี
ปริมาณโปรตีนที่เพิ่มสูงขึ้นตามปริมาณของสารเมลามีนที่ตกคางในตัวปลา  สวนปริมาณไขมันใน
ตัวปลาพบวามีปริมาณลดลงเมื่อระดับของเมลามีนในอาหารเพิ่มขึ้นแสดงใหเห็นวาระดับของเมลา
มีนในอาหารมีความสัมพันธผกผันกับระดับการสะสมไขมันในรางกาย  ทั้งนี้เกิดจากปลานําไขมันไป
ใชในกระบวนการเมทาบอริซึม เพื่อการเจริญเติบโตมากกวาปกติ  เนื่องจากปลาไมสามารถที่จะนําคา
โปรตีนเทียมที่มีอยูในอาหาร (ที่มาจากสารเมลามีนในอาหาร)  ไปใชเพื่อการเจริญเติบโตได 
เนื่องมาจากปฏิกิริยาการสลายกรดไขมัน (ß - oxidation) ซ่ึงเปนปฏิกิริยาการสลายไขมันเพื่อเกิด
พลังงานขึ้นภายในรางกายโดยอาศัยกระบวนการสรางพลังงานที่เกิดขึ้นจากกรดไขมันที่สะสมอยู
รอบๆ ไมโตคอนเดรีย (extra-mitochondrial fatty acids)  ภายในเซลลโดยจํานวน  1  โมเลกุลของกรด
ไขมันจะถูกดึงเพื่อนําไปใชโดยเอนไซมที่เกิดจาก  2  กระบวนการคือ  เอทีพี – ไดรเวน เอสเทอรริฟ
เคชั่น (ATP-driven  esterification)  กับ  เอกซตราไมโตรคอนเดรีย  (extra-mitochondria)  ผลทีไ่ดทาํให
เกิดผลผลิตคือ  แฟตตีแอซิล – โคเอ (fatty acyl COA) ซ่ึงเปนผลผลิตที่ทําใหเกิดสูงนั่นเอง  ซ่ึงปฏกิริิยา
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นี้เกิดขึ้นในวัฏจักรเครป (TCA  cycle)  จากการทดลองนี้ปลาที่ไดรับอาหารที่มีระดับของเมลามีนใน
อาหารเพิ่มขึ้นพบวาปริมาณไขมันในตัวลดลง   ซ่ึงเปนเหตุใหปลาดุกพันธุผสมมีการเจริญเติบโต
ลดลงดังที่กลาวมาขางตน  จากการทดลองพบวาระดับของเมลามีนในอาหารมีความสัมพันธกับ
ปริมาณเถาในตัวปลา  โดยปริมาณเถาในตัวปลาแปรผันตรงกับระดับของเมลามีนในอาหาร  กลาวคือ
ปริมาณเถาในตัวปลามีปริมาณที่เพิ่มสูงขึ้นเมื่อระดับของเมลามีนในอาหารเพิ่มสูงขึ้น  ในทํานอง
เดียวกับกับปริมาณความชื้นในตัวปลาที่มีปริมาณเถาเพิ่มสูงขึ้นเมื่อระดับของเมลามีนในอาหารเพิ่ม
สูงขึ้น เชนเดียวกัน 

จากการศึกษาการเปลี่ยนแปลงขององคประกอบเลือด  ซ่ึงเปนคาที่ใชช้ีวัดสุขภาพ
ของปลา  พบวาคาฮีมาโตคริต  ฮีโมโกลบินรวม  โปรตีนในซีรัม  และปริมาณเม็ดเลือดขาว  มี
แนวโนมที่ลดลงเมื่อระดับของเมลามีนในอาหารเพิ่มสูงขึ้น  และมีคาต่ํากวาปลาในชุดควบคุม  โดย
ปลาที่ไดรับอาหารที่มีสวนผสมของเมลามีน 2.5 และ 3  เปอรเซ็นต  มีปริมาณฮีโมโกลบินรวมต่ํา
กวาชุดควบคุมถึง  50  เปอรเซ็นต  แสดงใหเห็นวาปลาเกิดสภาวะเครียดและมีภูมิตานทานลดลง 
(Mcleay and Gordon, 1977)  นอกจากนี้การลดลงของปริมาณฮีโมโกลบินรวม  ทําใหเซลลเนื้อเยื่อ
ตางๆ ภายในรางกายไดรับออกซิเจนนอยลง และจะสงผลตอกระบวนการตาง ๆ ที่เกิดขึ้นภายใน
เซลล  เนื่องจากฮีโมโกลบินเปนโปรตีนที่มีมากที่สุดในเซลลเม็ดเลือดแดงและทําหนาที่สําคัญใน
การสงออกซิเจนและคารบอนไดออกไซด จากเซลลเนื้อเยื่อหนึ่งไปยังอีกเซลลเนื้อเยื่อหนึ่ง (พัชรี 
และคณะ, 2551)  จากผลการศึกษาองคประกอบเลือดที่ไดมีการเปลี่ยนแปลงที่มีความคลายคลึงกับ
การปนเปอนของสารพิษอื่นๆในอาหาร  เชนการปนเปอนของสารพิษที่ผลิตจากเชื้อราซ่ึงสงผล
กระทบโดยตรงตอสุขภาพของสัตวและมนุษย จากการศึกษาของ    Sahoo  และ Mukherjee (2001) 
พบวาอะฟลาทอกซินมีผลทําใหองคประกอบเลือดมีการเปลี่ยนแปลงโดยทําใหปริมาณโปรตีนรวม
ในน้ําเลือดของปลายี่สกเทศลดลง  และ อรอุษา (2546) ซ่ึงทําการศึกษาผลของอะฟลาทอกซินบี1 ใน
อาหารตอปลานิลแดงแปลงเพศ  พบวาอะฟลาทอกซินบี1 มีผลทําใหมีการเปลี่ยนแปลงของ
องคประกอบเลือด  ปริมาณฮีโมโกลบินรวม  และปริมาณพลาสมาโปรตีนลดต่ําลง นอกจากนี้ยังมี
อัตราการเจริญเติบโตลดลง เชนเดียวกัน  แตไมมีผลตอปริมาณเม็ดเลือดแดงของปลา  ซ่ึงจะเห็นได
วาปริมาณเม็ดเลือดแดงของปลาไมมีความแตกตางกัน แตการที่คาฮีมาโตคริตที่ลดลงอาจเปนผลมา
จากเม็ดเลือดแดงมีขนาดเล็กลงจึงทําใหคาการอัดแนนของเม็ดเลือดหรือคาฮีมาโตคริตลดลง  จะ
เห็นไดวาการลดลงของฮีมาโตคริต  ฮีโมโกลบิน  และโปรตีนในซีรัม  ในขณะที่เม็ดเลือดแดงยังมี
คาปกติอยู  อาจเนื่องมาจากความผิดปกติของเม็ดเลือดแดงได  ซ่ึงเม็ดเลือดแดงที่มีฮีโมโกลบินนอย
กวาปกติ  ทั้งนี้ตองมีการศึกษาถึงขนาดของเม็ดเลือดรวมดวย (อานนท, 2535)  
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จากการศึกษาพยาธิสภาพของเนื้อเยื่อปลาดุกพันธุผสมพบวาปลาที่ไดรับอาหารที่มีสวนผสม
ของเมลามีน  กอใหเกิดความผิดปกติของเนื้อเยื่อเหงือก โดยพบวาเกิดการเพิ่มจํานวนของเซลลมาก 
ผิดปกติ (hyperplasia) ที่ secondary lamellae บริเวณซี่เหงือก (gill  lamellae) รวมถึงมีการแยกตัวของ 
epithelial cell (epithelial lifting)  ที่ secondary lamellae และมีการเสื่อมสลายของเซลลเหงือก  ซ่ึง
เหงือกปลาทําหนาที่ไดหลายอยาง เชน  การหายใจ  รักษาสมดุลแรธาตุ  ขับของเสียที่ประกอบดวย
ไนโตรเจนออกมา  และรักษาสมดุลกรด-เบส  เปนตน (Cengiz and Unlu, 2006) ซ่ึงการเกิดการแบง
เซลลมากผิดปกติและความผิดปกติที่เกิดขึ้นบริเวณเหงือกมีผลทําใหลดพื้นที่ในการแลกเปลี่ยนกาซ
เพื่อใชในการหายใจของปลา (Fanta et al., 2003; Cengiz and Unlu, 2006) ทําใหปลามีออกซิเจนไป
เล้ียงสวนตาง ๆ ไดไมเพียงพอ ซ่ึงจะสงผลตอกระบวนการเมทาบอลิซึม และการเจริญเติบโตของ
ปลาตอไป  ในขณะที่ความผิดปกติของเนื้อเยื่อตับ  พบวาลักษณะเนื้อเยื่อตับมีการเสื่อมสลายของ
เซลลบางสวนทําใหเซลลไมเกาะตัวกัน  และเห็นขอบเขตของเซลลที่ไมชัดเจน  และปลาที่ไดรับ
อาหารที่มีสวนผสมของเมลามีน 3 เปอรเซ็นต มีลักษณะของเซลลที่ผิดปกติโดยไมมีไขมันสะสมใน
เซลล  มีการขยายตัวของ Sinusoid  ไมเห็นขอบเขตของเซลล  รวมทั้งเกิดการตายและสลายตัวของ
เซลลตับ  แสดงใหเห็นวาเมลามีนมีผลตอการเปลี่ยนแปลงของเซลลตับ  ซ่ึงการเปลี่ยนแปลงเหลานี้
มีผลทําใหปลามีการเจริญเติบโตที่ลดลง  และมีความคลายคลึงกับการรายงานการไดรับสารพิษ
อ่ืนๆ เชน  การรายงานของ  NTP (1982)  อางโดย อรอนงค (2548)  ที่รายงานวาสารพิษซีราลีโนนที่
ปนเปอนในอาหารสําเร็จรูป และอาหารสัตวนั้นสามารถลดประสิทธิภาพการทํางานของตับ  และ
เปลี่ยนแปลงคาพารามิเตอรในเลือดซึ่งผลจะคลายคลึงกันในสัตวชนิดตางๆ  นอกจากนี้ซีราลีโนน
ยังสามารถเหนี่ยวนําใหเกิดเนื้องอกที่ตับเนื่องจากซีราลีโนนไปจับตัวกับเซลลตับทําใหเซลลตับถูก
ทําลายกอใหเกิดมะเร็งตับตามมา   และรายงานของ  Ueno (1983)  ที่พบวาเมื่อมีการเปลี่ยนแปลง
ของเซลลตับ  เชนการเสื่อมสลาย  และการตายของเซลลตับทําใหการใชประโยชนของโภชนะใน
รางกายมีประสิทธิภาพลดลงสงผลกระทบตอการเจริญเติบโตของสัตวตามมา  และตามรายงาน
เกี่ยวกับสารพิษที่รายงานวาตับที่ไดรับสารพิษมักจะพบการตายของเซลลในสวนของไซโตพลา
สซึมติดสียอมอีโอซินเพิ่มขึ้น  เนื่องจากการสูญเสีย  basophilic  RNA  ไมโตคอนเดียไมเปน
ระเบียบ  และการเพิ่มจํานวนของ  acidophilic  group  เนื่องจากการแตกหักของโครงสรางโปรตีน  
เมื่อเทียบกับเซลลปกติ  เซลลที่ตายจะมีนิวเคลียสเล็กกวาและติดสีแนนทึบของฮีมาทอกไซลิน 
(Hibiya, 1982; Wheater et al, 1985  อางโดย  อรอุษา, 2546) สวนความผิดปกติของเนื้อเยื่อไตพบวา
มีการเสื่อมสลายของ epithelium cell  มีการหดตัวของโกลเมอรูลัส (Glomerrulus)   มีการเสื่อม
สลายของทอไต  และมีการตายของอวัยวะสรางเม็ดเลือด  แตไมพบผลึกของเมลามีน  ดังรายงานใน
สัตวเล้ียง  เชนสุนัขและแมวที่ลมตาย  จากภาวะไตวายเปนจํานวนมากจากการปนเปอนสารเมลามีน
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ในอาหาร (เยาวมาลย, 2550ข; Burns, 2007)  นอกจากนี้ Hack และ Tyl (1985) รายงานวา เมลามีนทํา
ใหเกิดนิ่วในหนูได โดยหนูวัยออนที่เพิ่งหยานมมีโอกาสที่จะเกิดนิ่วสูงกวาหนูตัวเต็มวัยเนื่องจาก
ระบบการขับถายของเสียของหนูวัยออนยังไมมีประสิทธิภาพมากพอที่จะขับเมลามีนทิ้งได ซึ่ง
สอดคลองกับการปนเปอนของเมลามีนในนมสําหรับเลี้ยงเด็กในประเทศจีนที่ทําใหเกิดการลมปวย  
และเสียชีวิตของเด็กในประเทศจีน  เนื่องจากนมเปนอาหารหลักสําหรับเด็กในวัยนี้และตอง
บริโภคในแตละวันในปริมาณมากอีกทั้งระบบอวัยวะตางๆ รวมทั้งระบบขับถายและกาํจัดของเสีย
ยังพัฒนาไมเต็มที่ (Chan et al., 2008) และในรายงานความเปนพิษของเมลามีนในหนู  rat  และหนู 
mice  พบวาหนูทดลองที่ไดรับอาหารที่มีเมลามีนเปนสวนผสมในระดับที่มากกวา  4,500  ppm  
นาน 2 ปตรวจพบความผิดปกติของเนื้อเยื่อไต และกระเพาะปสสาวะ  พบกอนแข็งคลายผลึกใน
กระเพาะปสสาวะ (NTP,  1983)  การศึกษาครั้งนี้ยังไมเห็นอาการดังกลาวชัดเจน  ซ่ึงอาจเนื่องมาจาก
ระดับของเมลามีนในการทดลองครั้งนี้ยังมีความเขมขนไมเพียงพอที่จะทําใหเกิดการตกตะกอนใน
ไตหรือตับของปลาดุกพันธุผสม   

สําหรับการตกคางของเมลามีนในปลาดุกพันธุผสม  พบวาปลาที่ไดรับอาหารที่มี
สวนผสมของเมลามีนมีผลทําใหมีสารเมลามีนตกคางในเนื้อปลาดุกพันธุผสม ซ่ึงระดับของเมลามีน
ในอาหารมีความสัมพันธตอการตกคางของเมลามีนในเนื้อปลาดุกพันธุผสม  กลาวคือระดับของเมลา
มีนในอาหารแปรผันตรงกับปริมาณการตกคางของสารเมลามีนในเนื้อปลา  โดยสารเมลามีนตกคาง
ในเนื้อปลาเพิ่มขึ้นเมื่อมีระดับของเมลามีนในอาหารเพิ่มขึ้น  ซ่ึงจากการวิเคราะหพบวาปลาที่ไดรับ
อาหารทดลองสูตรที่ 2 ถึงสูตรที่ 7   มีสารเมลามีนตกคางในเนื้อ  63 - 450  มิลลิกรัมตอกิโลกรัมของ
เนื้อปลา  ซ่ึงอยูในระดับที่สูงกวาคามาตรฐานที่หนวยงานความปลอดภัยดานอาหารประจําสหภาพ
ยุโรป(European Food Safety Authority: EFSA) ไดเสนอใหมีการกําหนดคาอนุโลมในการบริโภคเม
ลามีนตอวันของมนุษยและสัตว (tolerable daily intake : TDI) ไวที่ระดับ 0.5 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม
ของน้ําหนักตัวตอวัน (mg/kg b.w. per day)  ผลจากการศึกษาในครั้งนี้แสดงใหเห็นวาสารเมลามีนมี
ผลตอสุขภาพของปลา  ซ่ึงขอมูลที่รายงานนี้จะเปนขอมูลพื้นฐานที่สําคัญสําหรับการจัดการวัตถุดิบ
ของปลา  เพื่อลดผลกระทบที่อาจจะเกิดขึ้นจากการปนเปอนของสารเมลามีนในอาหารสัตวน้ํา 
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บทที่  5 
 

สรุปผลการทดลอง 
 

จากการศึกษาผลของเมลามีนในอาหารตอการเจริญเติบโต  องคประกอบเลือด 
และการเปลี่ยนแปลงทางเนื้อเยื่อในปลาดุกพันธุผสม  น้ําหนักเฉลี่ยเร่ิมตน  4  กรัม เปนระยะเวลา  
12 สัปดาห  สามารถสรุปไดดังนี้ 

1.  เมลามีนมีผลตอการเจริญเติบโตของปลาดุกพันธุผสม  โดยปลาดุกพันธุผสมที่
ไดรับอาหารทดลองสูตรที่  2  ถึงสูตรที่ 7 (อาหารที่มีสวนผสมของเมลามีน  0.5, 1, 1.5, 2, 2.5 และ 3  
เปอรเซ็นต)  มีการเจริญเติบโตที่ลดลงตามระดับของเมลามีนที่เพิ่มขึ้นในอาหาร  เมื่อพิจารณาจาก 
ผลการเจริญเติบโต (น้ําหนักเฉลี่ยตอตัว  น้ําหนักเฉลี่ยที่เพิ่มขึ้น  อัตราการเจริญเติบโตจําเพาะ)  และ
ประสิทธิภาพการใชอาหาร  ไดแก อัตราการเปลี่ยนอาหารเปนเนื้อ ประสิทธิภาพการใชโปรตีน และ
โปรตีนที่นําไปใชประโยชน   

2.  จากการศึกษาองคประกอบเลือด พบวา  คาองคประกอบเลือดของปลาดุกพันธุ
ผสม ไดแก คาฮีมาโตคริต ปริมาณเม็ดเลือดขาว ปริมาณโปรตีนในซีรัม  และปริมาณฮีโมโกลบิน
รวม  ของปลาที่ไดรับอาหารทดลองที่มีสวนผสมของเมลามีนมีคาต่ํากวาชุดควบคุมอยางมีนัยสําคัญ  
ในขณะที่ ปริมาณเม็ดเลือดแดง ไมมีความแตกตางกันทางสถิติ (p>0.05)   

3.  การศึกษาผลของเมลามีนตอการเปลี่ยนแปลงเนื้อเยื่อของปลาดุกพันธุผสม  
พบวาปลาที่ไดรับอาหารที่มีสวนผสมของเมลามีน  มีการเปลี่ยนแปลงทางเนื้อเยื่อของเนื้อเยื่อเหงือก 
ตับ  และไต  ซ่ึงความรุนแรงของการเปลี่ยนแปลงเนื้อเยื่อที่เกิดขึ้นสัมพันธกับระดับของเมลามีนใน
อาหารที่เพิ่มขึ้น โดยพบวาบริเวณเหงือกเกิดการเพิ่มจํานวนของเซลลมากผิดปกติ (hyperplasia)  และ
มีการแยกตัวของ epithelial cell ของ secondary  lamellae  สวนเนื้อเยื่อตับพบการเสื่อมสลายของ
เซลลตับบางสวนทําใหเซลลไมเกาะตัวกัน  ขอบเขตของเซลลไมชัดเจน  มีการตายของเซลลตับ  
และมีการขยายตัวของ sinusoid  ลักษณะเนื้อเยื่อไตมีการเสื่อมสลายของ epithelial cell บริเวณทอ
ไต มีการหดตัวของโกลเมอรูลัส (glomerulus)  และมีการตายของ haemopoietic  tissue  

4.  จากการทดลองนี้  พบวา  เมื่อปลาดุกพันธุผสมไดรับอาหารที่มีสวนผสมของ  
เมลามีนมีผลทําใหมีสารเมลามีนตกคางในเนื้อปลาดุกพันธุผสม  โดยสารเมลามีนตกคางในเนื้อปลา
เพิ่มขึ้นเมื่อมีระดับของเมลามีนในอาหารเพิ่มขึ้น 58 
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ภาคผนวก  ก. 
 

วิธีการวิเคราะห 
 

1.  การวิเคราะหคุณคาทางโภชนาการของวัตถุดิบ อาหารทดลอง ซากปลาทดลอง (ตามวิธี
มาตรฐานของ AOAC, 1990) 

 1.1  การวิเคราะหความชื้น  

  1.  นําขวดชั่งเขาตูอบอุณหภูมิ  100 องศาเซลเซียส  เปนเวลา  40  นาที   และทําให
เย็นในโถดูดความชื้น 

2.  ช่ังและบันทึกน้ําหนักของขวดชั่งโดยละเอียด 
3.  ช่ังตัวอยางใสขวดชั่งประมาณ 3 กรัม และบนัทึกน้ําหนัก 
4.  นําตัวอยางเขาตูอบ โดยใชอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 8 ช่ัวโมง 
5.  นําตัวอยางที่อบแลวใสโถดูดความชื้นทิ้งไวใหเย็น แลวบันทึกน้ําหนักของ

ตัวอยาง 

6.  ทําซ้ําตามขอ 4 ถึง 5 จนกระทั่งน้ําหนักที่ไดคงที่ โดยน้ําหนักที่หายไป คือ
น้ําหนักของความชื้น 

คํานวณ % ความชื้นดวยสมการ 

    ความชื้น (%)  =      (a – b)  ×  100 
                w 

  เมื่อ a   =    น้ําหนักของตัวอยางกอนอบแหง (กรัม) 
   b   =    น้ําหนกัของตัวอยางหลังอบแหง (กรัม) 
                w   =    น้ําหนักของตัวอยางกอนอบ (กรัม) 
 

1.2  การวิเคราะหปริมาณเถา  

1.  ช่ังน้ําหนักตัวอยาง 2 กรัม ใสในถวยกระเบื้องเคลือบ 
2.  นําไปเผาในเตาเผาที่อุณหภูมิ 600 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 ช่ัวโมง จนเถาเปน

สีขาว 
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3. นําถวยกระเบื้องเคลือบเขาโถดูดความชื้น และเมื่อตัวอยางเย็นดีแลว นําออกชั่ง
ทันที   ดวยเครื่องชั่ง 4 ตําแหนง  

คํานวณ % เถาดวยสมการ 

                         เถา (%)   =     (b – a)  × 100 
                           w 
  เมื่อ a   =   น้ําหนักของถวยกระเบื้องเคลือบ 
   b  =   น้ําหนักของถวยกระเบื้องเคลือบกับน้ําหนกัของตวัอยางหลังการเผา 
                w  =   น้ําหนักของตัวอยางกอนเผา 
 
 1.3  การวิเคราะหหาโปรตีน  

    สารเคมี 

 1.  กรดซัลฟูริก (sulfuric acid, H2SO4) เขมขน 93 – 98 % 
 2.  สารเรงรวม (catalyst mixture): เตรียมโดย ช่ังคอปเปอรซัลเฟต (copper sulfate, 
CuSO4)  7  กรัม  และโพแทสเซียมซัลเฟต (potassium sulfate, K2SO4) 100 กรัม ผสมใหเขากัน 
 3.  โซเดียมไฮดรอกไซด  45 %  (sodium hydroxide, NaOH): เตรียมโดยชั่งโซเดียมไฮดรอก
ไซด ชนิดเกล็ด  450 กรัม  ละลายในน้ํากลั่น  ปรับปริมาตรใหได 1 ลิตร  
    4.  สารละลายกรดเกลือ (hydrochloric acid,  HCl)  0.1 นอรมอล:  เตรียมโดยละลาย     
กรดเกลือ 9 มิลลิลิตร  ลงในน้ํากลั่น  ปรับปริมาตรใหได 1 ลิตร 
   5.  กรดบอริค (boric acid, H3BO3) 4%: เตรียมโดย ตมน้ํากลั่น 50 มิลลิลิตร ใหรอนแลวใส
กรดบอริคลงไป 4 กรัม คนจนละลายหมด เมื่อสารละลายเย็นลงแลวจึงเติมน้ํากลั่นปรับปริมาตรให
ได 100 มิลลิลิตร 
   6.  อินดิเคเตอรรวม (mixed indicator): เตรียมโดยละลายเมทธิลเรด  (methyl red)   0.2  กรัม 
ในแอลกอฮอล  95%  ปรับปริมาตรใหได  100  มิลลิลิตร   และละลายเมทธิลีนบลู (methylene blue) 
0.2   กรัม ในแอลกอฮอล  95%  ปรับปริมาตรใหได   100  มิลลิลิตร  จากนั้นนําสารละลายเมทธิ
ลเรด 2   สวน ผสมกับสารละลายเมทธิลีนบลู 1 สวน  เขยาใหเขากัน 
   7.  เมทิลออเรนจ อินดิเคเตอร (methyl orange indicator): เตรียมโดยละลายเมทิลออเรนจ 
0.1 กรัม ในน้ํากลั่น ปรับปริมาตรใหได 100 มิลลิลิตร 
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   8.  สารละลายโซเดียมคารบอเนต (sodium carbonate, Na2CO3) 0.1 นอรมอล: เตรียมโดย  
อบโซเดียมคารบอเนตที่อุณหภูมิ 260  - 270 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที  ช่ังสารที่อบแลว  
1.325 กรัม เติมน้ํากลั่น ปรับปริมาตรใหได 250 มิลลิลิตร  
 

การหาความเขมขนของสารละลายกรดเกลือมาตรฐาน 
ดูดสารละลายโซเดียมคารบอเนต  40 มิลลิลิตร ใสในขวดรูปชมพู ขนาด 250 

มิลลิลิตร เติมน้ํากลั่น 20 มิลลิลิตร เติมเมทิลออเรนจ อินดิเคเตอร 2 – 3 หยด ทําการไตเตรตดวย
สารละลายกรดเกลือ 0.1 นอรมอล คํานวณความเขมขนของสารละลายกรดเกลือโดยใชสูตร  

N1V1  =   N2V2 

        เมื่อ    N1    =   ความเขมขนของสารละลายที่จะปรับคา 
N2   =   ความเขมขนของสารละลายที่ตองการ 
V1   =   ปริมาตรของสารละลายที่จะปรับคา 
V2  =   ปริมาตรของสารละลายที่ตองการ 

  
 วิธีการวิเคราะห 

 ก. ขั้นตอนการยอย (digestion) 

 1.  ช่ังตัวอยางอาหารใหไดน้ําหนักประมาณ 0.5 กรัม โดยชั่งดวยกระดาษกรองที่
ปราศจากสารไนโตรเจนแลวใสในหลอดแกววิเคราะหโปรตีน  
 2.  เติมสารเรงรวม 3  กรัม เพื่อเปนตัวชวยเรงปฏิกิริยาการยอย  
 3.  เติมกรดซัลฟูริกเขมขน 15 มิลลิลิตร   
 4.  นําไปยอยดวยชุดเครื่องยอยโปรตีน ทีอุ่ณหภูมิ 375 องศาเซลเซียส  กระทั่ง
สารละลายในหลอดแกววิเคราะหโปรตีนเปนสีเขียวใส ทิ้งไวใหเย็น 

 

 ข.  ขั้นตอนการกลั่น (distillation) 

  1.  เมื่อสารละลายเย็นลง  เตมิน้ํากลั่นปริมาตร 20  มิลลิลิตร  
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 2. ใสลูกแกว 2 ลูก เพื่อปองกันการกระแทกของสารละลายตอหลอดแกววิเคราะห
โปรตีนเขากับเครื่องกล่ันที่มีขวดปากแคบวัดปริมาตร ซ่ึงมีกรดบอริค 40 มิลลิลิตรอยู โดยใหปลาย
ของหลอดแกวที่ตอจากกระบอกแกวควบแนนจุมอยูในกรดบอริค  เติมโซเดียมไฮดรอกไซดลงใน
หลอดแกววิเคราะหชาๆ จนกระทั่งสารละลายมีสีดํา 
 3.  หยดอินดิเคเตอรรวมในกรดบอริค 2 – 3 หยด 
 4.  ทําการกล่ันจนกระทั่งไมมีแกสแอมโมเนียออกมา ทําการกลั่นตอไปอีก 10 นาที 
แลวลางปลายเครื่องกล่ันดวยน้ํากลั่น นําขวดปากแคบวัดปริมาตรออกจากเครื่องกล่ัน 

 

 ค. ขั้นตอนการไตเตรท (titration) 

 1. ไตเตรทดวยกรดเกลือมาตรฐานที่ทราบความเขมขน  (0.1 นอรมอล)   จนถึงจุดยุติ 
(end point)   สารละลายจะเปลี่ยนเปนสีน้ําเงินออน  

 2.  บันทึกปริมาตรของกรดเกลือ เพื่อใชคํานวณตอไป 

การคํานวณหาโปรตีนดวยสมการ  

       โปรตีน  (%)      =     1.4 × (V1-V2) × N × 6.25 
                                      W 
  เมื่อ V1   =   ปริมาตรของกรดมาตรฐานที่ใชไตเตรทตัวอยาง 
   V2   =   ปริมาตรของกรดมาตรฐานที่ใชไตเตรทตัวอยางทีใ่ชตรวจสอบ 
      N   =   เปนความเขมขนของกรดเกลือเปนนอรมอล 

W  =   น้ําหนกัตัวอยาง 
 
 1.4  การวิเคราะหไขมัน (ใชเคร่ือง Soxtec System HT6) 

   สารเคมี 

   1.  ไตรคลอโรเอททีลีน (trichloroetheline) 

        วิธีการวิเคราะห 

   1.  อบถวยพรอมลูกแกว ที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส 8 ช่ัวโมง ทิ้งไวใหเย็นใน
โถดูดความชื้น 
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 2.  อบตัวอยางที่จะวิเคราะหที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 คืน ทิ้งใหเย็นใน
โถดูดความชื้น 
 3.  ช่ังน้ําหนักถวยพรอมลูกแกว (w1)  
 4.  ช่ังตัวอยางที่ตองการวิเคราะห ใสกระดาษกรองเบอร 1 ประมาณ 1 – 2 กรัม (w2) หอ
ใหมิดชิด ใสลงในไสกรอง (thimble) ที่เตรียมไว นําไปใสเขาเครื่อง 
 5.  นําถวยพรอมลูกแกวที่ช่ังน้ําหนักไวแลวมาเติม คลอโรฟอรม:เมทานอล ในอัตราสวน 
2 :1  ปริมาตร 25 มิลลิลิตร แลวใสเขาเครื่อง 
 6.  เปดเครื่อง ปรับอุณหภูมิไปที่ 160 องศาเซลเซียส เปดเครื่องทําความเย็น  เปดวาลว 
เล่ือนปุมไปที่ boiling ตมใหเดือด 30 นาที 
 7.  จากนั้นเลื่อนปุมไปที่ rinsing เพื่อลางตัวอยาง 20 นาที  
 8.  ปดวาลว เปดสวิทซอากาศ เล่ือนปุมไปที่ evaporation เพื่อใหสารระเหย 5 นาที 
 9.  ปดสวิทซอากาศ และเครื่องทําความเย็น เล่ือนปุม evaporation กลับตําแหนงเดิม นํา
ถวยออกจากเครื่อง อบที่ 135 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 ช่ัวโมง 
 10.  นําถวยออกมาใสโถอบแหง ทิ้งไวใหเย็น แลวนํามาชั่งน้ําหนัก (w3) 

คํานวณหาไขมันดวยสมการ 

ไขมัน (%)      =       w3 – w1     × 100 
                          w2  

  เมื่อ       w1  =  น้ําหนักถวยพรอมลูกแกว 
              w2  =  น้ําหนักตัวอยาง 
               w3  =  น้ําหนักถวยพรอมลูกแกวและไขมันหลังอบ 

 
2.   การวิเคราะหองคประกอบเลือด 

2.1  การนับจํานวนเม็ดเลือดแดงและเม็ดเลือดขาว (blood cell count) (ตามวิธีของ 
Blaxhall and Daisley, 1973) 
 การนับเม็ดเลือดในตัวปลาไดดัดแปลงวิธีการนับเม็ดเลือดในคนและในสัตวบกอื่นๆ  มาใช
ซ่ึงจะใช  RBC – diluting  pipette  ในการเจือจางไมวาจะนับเม็ดเลือดแดงหรือเม็ดเลือดขาวก็ตามมี
ขั้นตอนดังตอไปนี้คือ 

1.  ใช  RBC – diluting  pipette  ดูดเลือด (ที่เจาะใหม)  ใหถึงขีด  0.5  ถาเกินขีด  0.5  ให
ปรับดวยกระดาษทิชชู  คอยๆซับอยางระมัดระวังแลวเช็ดปลายปเปตใหสะอาด 
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 2.  ใชปเปตอันเดิมดูด  diluting  fluid  (Yogoyama’s fluid)  จนกระทั่งถึงขีด  101 ตรง
ปลายปเปต 
 3.  ใชนิ้วช้ีปดปลายปเปตแลวถอดสายยาง  จากนั้นใชหัวแมมือกับนิ้วช้ีปดปลายปเปตทั้ง
สองขางเขยาไปมาในแนวนอน  2-3  นาที  
 4.  หยดของเหลวในปเปตทิ้งไป  3-4  หยด  เพราะของเหลวของสวนนี้อยูในกานไมไดถูก
นําไปผสมกับเลือดในกระเปาะของปเปต 
 5.  หยดของเหลวลงไปในรองของ  haemacytometer  ที่มี cover  glass  ปดอยูเรียบรอยแลว  
ถามีฟองอากาศเกิดขึ้น  หรือของเหลวหยดโตเกินไปจนลนขอบของ  haematocytometer  ใหทํา
ความสะอาดแลวหยดใหม 
 6.  วาง   haematocytometer  ลงบนพื้นโตะ  2-3 นาที  เพื่อใหเซลลเม็ดเลือดลงไปเรียงบน
พื้นสไลด  นับจํานวนภายในกลองจุลทรรศนกําลังขยาย  20x-40x  
 7.  จํานวนเม็ดเลือดแดงที่นับไดในวงกลมเล็กรวมกัน  5 ชอง คูณดวย  104  และจํานวนเม็ด
เลือดขาวที่นับไดตอหนึ่งวงกลมใหญคูณดวย  2,000  คือคาของจํานวนเม็ดเลือดแดงและขาวตอ 1 
mm3 
 

 
 

ภาพที่ 34  แสดงบริเวณที่จะนับจํานวนเมด็เลือดแดง (R)  และเม็ดเลือดขาว (W)  บน    
                 haemacytometer   

2.2  การหาคาฮีมาโตครติ  (%  haematocrit) (ตามวิธีของ Larsen and Sneizsko, 1961) 
 

 คาฮีมาโตคริตเปนอัตราสวนผสมระหวางปริมาณของเม็ดเลือดแดงอัดแนน  
(packed  cell  volume)  หลังจากการนําไปปนในอัตราเร็วตามเวลาที่กําหนดเทียบกับปริมาตรเลือด
ทั้งหมดคิดเปนเปอรเซ็นต   
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1.  นําเลือดที่เจาะไดใหมๆ  ใสในหลอดเล็กๆ สําหรับหาคาฮีมาโตคริต (microhaematocrit  
capillary  tube)  ประมาณครึ่งหลอด  อุดปลายดานหนึ่งของหลอดดวยดินน้ํามัน 

2.  นําไปปนดวย ฮีมาโตคริตเซนตริฟวจ (haematocrit  centrifuge)  ที่ความเร็ว  10,000-
15,000  รอบตอนาที  นานประมาณ  5-10 นาที 

3.  นําไปวัดหาอัตราสวนของปริมาตรเม็ดเลือดกับปริมาตรเลือดทั้งหมด  นํามาคํานวณหา
คา % ฮีมาโตคริตจากสูตร 

% ฮีมาโตคริต     =   ปริมาณเม็ดเลือดแดงอดัแนน (มิลลิลิตร)  x  100 
               ปริมาณเลือดทั้งหมด (มิลลิลิตร) 
 

2.3  การหาคาโปรตีนรวมในซีรัมหรือพลาสมา (total serum or plasma protein) (ตามวิธี
ของ Lowry และคณะ, 1951) 

สารเคมี 
1.  สารละลายอัลคาไลดคอปเปอร (alkaline copper solution): เตรียมโดยใช  1  เปอรเซ็นต 

โซเดียมคารบอเนต (Na2CO3) ใน 0.5 M NaOH 50 สวน ผสมกับ 1 % โซเดียมทารเตรต (sodium 
tartate,0 C4H4Na2O6)   1 สวน  และ 0.5 % คอปเปอรซัลเฟต (CuSO4 .  5H2O)  อีก  1  สวนเก็บ
สารละลายผสมไวในขวดทึบแสงถามีตะกอนเกิดขึ้นใหเตรียมใหม 

2.  สารละลายโฟลิน (folin reagent)  1:10 เตรียมโดยผสม  folin  ciocalteu reagent  1  สวน
กับน้ํากลั่น 2 คร้ัง  10  สวน  เก็บไวในขวดทึบแสง 
 

วิธีการวิเคราะห 
1.  ดูดซีรัมมา  5  ไมโครลิตร  ผสมรวมกับน้ํากลั่น  995  ไมโครลิตร 
2.  เติมสารละลายอัลคาไลดคอปเปอร  2  มิลลิลิตร  เขยาใหเขากนัแลวทิ้งไว  10  นาที 
3.  เติมสารละลายโฟลิน  1:10  ลงไป  3  มิลลิลิตร  เขยาใหเขากัน  สังเกตสีของสารละลาย

ที่เปลี่ยนแปลง 
4.  เมื่อครบ  5  นาทีแลวนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลืน  640  นาโนเมตร คา

การดูดกลืนแสงของตัวอยางเลือดปลาที่ไดนํามาเปรียบเทียบกับคาแอลบูลมินมาตรฐานที่ทราบ
ความเขมขนโดนใชแบลงค (blank)  ที่เตรียมขึ้นตามขั้นตอนนี้แตไมไดเติมซีรัม 

การเตรียมกราฟมาตรฐาน (standard  curve)  ของโปรตนีรวมในซีรัม 
1.  ดูดสารละลายมาตรฐาน  (standard  albumin)  ความเขมขน  500 ไมโครกรัมตอ

มิลลิลิตร  ใสในหลอดทดลองหลอดละ  0.1, 0.3, 0.5, 0.7, 0.9 และ 1.0  มิลลิลิตร ตามลําดับ 
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2.  เติมน้ํากลั่นลงไปหลอดละ  0.9, 0.7, 0.5, 0.3, 0.1 และ 0  มิลลิลิตร ตามลําดับ จะได
ความเขมขนของแอลบูลมินในแตละหลอดเทากับ  50, 150, 250, 350, 450  และ  500  ไมโครกรัม 
ตามลําดับ 

3.  นําแตละหลอดมาทําตามขั้นตอนของการหาโปรตีนรวมในซีรัมในเลือดดังที่กลาวแลว
ขางตน 

4.  นําคาความเขมขนของแอลบูลมินและคาการดูดกลืนแสง (OD) ที่ไดเขียนกราฟ
มาตรฐาน  โดยใหคาความเขมขนอยูในแกน X และคาการดูดกลืนแสงอยูในแกน Y แลวหาสมการ
สหสัมพันธเชิงเสนตรง (linear regression) เพื่อใชคํานวณคาความเขมขนของโปรตีนรวมในซีรัมใน
เลือดไดจากคาการดูดกลืนแสง 

 
2.4 การหาคาฮีโมโกลบินรวม (total heamoglobin) 

สารเคมี 
สารละลายเดรบกิ้น (Drabkin’s solution):  เตรียมโดยการละลายโซเดียมไบคารบอเนต 

(sodium bicarbonate, NaHCO3)  1 กรัม  โปแตสเซียมไซยาไนด (potassium  cyanide, KCN)  0.05 
กรัม  และโพแตสเซียมเฟอรริกไซยาไนด (potassium  ferriccyanide,K3Fe(CN)6)  0.20 กรัม  ในน้ํา
กล่ันที่กล่ัน  2  คร้ังจนไดปริมาตรครบ  1,000  ลิตร  เก็บสารละลายไวในขวดทึบแสง  มีอายุการใช
งาน  6  เดือน (ควรเก็บในตูเย็น) 

วิธีการวิเคราะห 

1.  ใชไมโครปเปตขนาด 20 ไมโครลิตรดูดเลือดที่เจาะไดใหมๆ มาผสมรวมกับ สารละลาย
เดรบกิ้น 5 มิลลิลิตร เขยาใหเขากันดีแลวทิ้งไวอยางนอย 20 นาที  

2.  นําสวนใสมาวัดคาดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น  540 นาโนเมตร  
3.  คาที่ไดจะนํามาเปรียบเทียบกับคาฮีโมโกลบินมาตรฐานที่ทราบความเขมขน โดยใช

สารละลายเดรบกิ้นเปน blank 
4.  นําคาความเขมขนของฮีโมโกลบินมาตรฐานและคาการดูดกลืนแสง (OD) ที่ไดเขียน

กราฟมาตรฐาน  โดยใหคาความเขมขนอยูในแกน X และคาการดูดกลืนแสงอยูในแกน Y แลวหา
สมการสหสัมพันธเชิงเสนตรง (linear regression) เพื่อใชคํานวณคาความเขมขนของฮีโมโกลบินใน
เลือดไดจากคาการดูดกลืนแสง 
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3.  วิธีการเตรียมตัวอยางและวิธีการศึกษาพยาธิสภาพของเนื้อเยื่อ [Bancroft (1967) และHumason 
(1979)] 

สารเคมี 

1.  สียอมฮีมาทอกซิลิน (haematoxylin)  เตรียมโดยใช 
ฮีมาทอกซิลิน (haematoxylin  crystal)   4  กรัม 
โซเดียมไอโอเดท (sodium iodate) 0.8  กรัม 
อลัม (potassium aluminium sulfate, alum) 100  กรัม 
กรดซิตริก (citric  acid) 4  กรัม 
คลอรัลไฮเดรท (chloral hydrate) 200  กรัม 
น้ํากลั่น 2,000  มิลลิลิตร 

ละลายอลัมลงในน้ํากลั่น  เติมฮีมาทอกซิลินผสมจนกระทั่งละลายหมด  จึงเติมโซเดียม
ไอโอเดทผสมใหเขากัน  จากนั้นเติมกรดซิตริกและคลอรัลไฮเดรทผสมจนกระทั้งเปนเนื้อเดียวกัน
ทิ้งไว  1  สัปดาหกอนนํามาใชงาน 

2.  สียอมอีโอซิน (eosin) เตรียมโดยใช 
อีโอซิน (eosin Y.CI 45380) 1  กรัม 
เอทิลแอลกอฮอล  70  เปอรเซ็นต (ethyl aclohol) 1,000  มิลลิลิตร 
กรดอะซิตริกเขมขน  5  มิลลิลิตร 

  ผสมเขาดวยกัน 
 

การเตรียมตัวอยาง 
1.  สลบดวยน้ํามันกานพลูที่เจือจางใหมีความเขมขน  50 สวนในลานสวน 
2.  ใชกรรไกรผาตัดเปดชองทองของปลาออก  ตัดตับและไต  ออกแลวดองเนื้อเยื่อใน

น้ํายาฟอรมาลีนเขมขน  10  เปอรเซ็นต 
3.  ใชกรรไกรผาตัด  ตัดเหงือกออกแลวดองเนื้อเยื่อในน้ํายาฟอรมาลีนเขมขน  10  

เปอรเซ็นต 
4.  เมื่อดองเนื้อเยื่อในน้ํายาฟอรมาลีนเขมขน  10  เปอรเซ็นตครบ  72  ช่ัวโมง  แลวนํา

เนื้อเยื่อเปลี่ยนไปดองในน้ํายาฟอรมาลีนเขมขน  50  เปอรเซ็นตเปนเวลา  72  ช่ัวโมง   
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5.  แลวนําเนื้อเยื่อเปลี่ยนไปดองในน้ํายาฟอรมาลีนเขมขน  70  เปอรเซ็นต เก็บไวได  
2-3  เดือน 

ขั้นตอนการ  dehydration  และ  embedding 
1.  ตบแตงตัวอยางที่ผานการดองแลวใหมีขนาดพอเหมาะเพื่อสะดวกตอการนําไป  

embed  และนําไปตัด  section 
2.  นําตัวอยางไปผานขั้นตอน  dehydration  ดวยเครื่องเตรียมเนื้อเยื่ออัตโนมัติ  

(automatic tissue processor)  ซ่ึงมีขั้นตอนดังนี้ 
 

ขั้นตอนที ่ สารละลาย เวลา (ช่ัวโมง) 
1 แอลกอฮอล  50  เปอรเซ็นต 1 
2 แอลกอฮอล  70  เปอรเซ็นต 1 
3 แอลกอฮอล  70  เปอรเซ็นต 1 
4 แอลกอฮอล  95  เปอรเซ็นต 1 
5 แอลกอฮอล  95  เปอรเซ็นต 1 
6 แอบโซลูท  แอลกอฮอล (absolute  alcohol) 1 
7 ไอโซโพรพิล  แอลกอฮอล (isopropyl alcohol) 1 
8 ไอโซโพรพิล  แอลกอฮอล 1 
9 ไซลีน (xylene) 1 
10 ไซลีน 1 
11 พาราพลาสท (paraplast) 1 
12 พาราพลาสท 1 

 
3.  นําตัวอยางที่ผานขั้นตอนในขอ 2  ไป  embed  ดวยพาราพลาสท  จากนั้นนํา  block  

ไปแชตูเย็นเพื่องายตอการนําตัวอยางไปตัด  section  ตอไป 
4.  ตบแตงตัวอยางใน  block  ใหมีขนาดตัวอยางพอดีกับขนาดสไลด  และ cover grass  

ปดไดสนิท  จากนั้นนําไปตัดดวยเครื่องตัดเนื้อเยื่อไมโครโตม (microtome)  ใหมีความหนา
ประมาณ  3-4  ไมครอน  นําไปลอยในน้ําอุนที่มีอุณหภูมิ  45-50  องศาเซลเซียส 

5.  ใชแผนสไลดชอนตัวอยางแลวนําไปอบที่อุณหภูมิ  45  องศาเซลเซียส เปนเวลา 
ขามคืน  เพื่อใหตัวอยางยึดติดแผนสไลดไดดี 
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6.  นําสไลดไปผานกระบวนการยอมสีฮีมาทอกซิลินและอีโอซิน  โดยมีขั้นตอนดงันี้ 
 

ขั้นตอนที ่ สารละลาย เวลา (นาท)ี 
1 ไซลีน 2 
2 ไซลีน 2 
3 ไซลีน 2 
4 ไอโซโพรพิล  แอลกอฮอล 1 
5 ไอโซโพรพิล  แอลกอฮอล 1 
6 แอลกอฮอล  95  เปอรเซ็นต 1 
7 แอลกอฮอล  70  เปอรเซ็นต 1 
8 แอลกอฮอล  50  เปอรเซ็นต 1 
9 น้ํากลั่น 1 
10 สีฮีมาทอกซิลิน 12-20 
11 น้ําปะปา 3 
12 น้ํากลั่น 1 
13 แอลกอฮอล  50  เปอรเซ็นต 1 
14 อีโอซิน   2 
15 แอลกอฮอล  70  เปอรเซ็นต 2 
16 แอลกอฮอล  95  เปอรเซ็นต 2 
17 แอบโซลูท  แอลกอฮอล 2 
18 ไอโซโพรพิล  แอลกอฮอล 2 
19 ไอโซโพรพิล  แอลกอฮอล 2 
20 ไซลีน 2 

ขั้นตอนที ่ สารละลาย เวลา (นาท)ี 
21 ไซลีน 2 
22 ไซลีน 2 

7.  เมาท (mount)  ดวยน้ํายาเปอรเมาท (permount)  แลวนําตัวอยางไปศึกษาพยาธิสภาพ
ดวยกลองจุลทรรศน 
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ภาคผนวก  ข. 
 

GC-MS Screen for the Presence of Melamine, Ammeline, Ammelide and Cyanuric Acid 
(Version 2.1) 

This method for Melamine, Ammeline, Ammelide and Cyanuric Acid should be 
regarded as interim. Because of the need to rapidly provide this information, the method has not 
undergone the rigorous internal and external validation required for an official method. The 
performance of the method may change when different equipment and supplies are used or when 
different sample matrices are encountered. The user should validate the performance of the 
method in their laboratory and pay particular attention to the recommended quality control 
elements. Users should document with their results the version or date of the method used. 

PURPOSE: 

This procedure was developed by PRLNW and FCC to screen various matrices 
for the presence of melamine and some related compounds at the established minimum reporting 
level (MRL) of 10 μg/g and above using gas chromatography/mass spectrometry. Samples are 
extracted using a mixture of acetonitrile/water/diethylamine and the analytes are subsequently 
converted to trimethylsilyl derivatives for analysis. 

SCOPE: 
This procedure has been evaluated using dry protein materials (wheat gluten, 

rice protein, corn gluten, and soy protein), wet and dry pet foods, and dry animal feeds. It is 
anticipated that the method will also be applicable to a variety of other matrices. 

RESPONSIBILITY: 
It is the responsibility of the analyst to note any modifications to or deviations 

from this procedure in the documentation associated with the analysis. 

DEFINITIONS AND ACRONYMS: 
TMS – trimethylsilyl 
DEA – diethylamine 
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SAFETY CONSIDERATIONS: 
Accepted safety measures should be employed when working with chemicals 

and pressurized gases. It is advisable to work in a fume hood whenever the procedure calls for the 
use of diethylamine and pyridine. Use caution with diethylamine as it is a volatile strong base and 
can cause chemical burns. 

EQUIPMENT AND SUPPLIES: 
1.   Agilent 5975i GC-MS system equipped with a 30 m Agilent DB5-MS 

capillary column (or equivalent) or other mass spectrometer system.  
2.   Laboratory Centrifuge capable of applying 5000 g to 50 mL centrifuge tubes.  
3.   Pierce Reacti-therm / Reacti-Vap Sample Preparation System or other device 

suitable for evaporating solutions to dryness.  
4.   50-mL polypropylene centrifuge tubes with screw caps.  

REAGENTS AND STANDARDS: 
1.   Diethylamine (DEA), SigmaUltra, Sigma Chemical Co.  
2.   Pyridine, Certified A.C.S. Reagent, Fisher Scientific  
3.   Extraction Solvent: 10 / 40 / 50 : DEA / Water / Acetonitrile  

Prepare a solution which consists of 10 parts (by volume) diethylamine, 40 parts water 
and 50 parts acetonitrile. Store in the dark. The solution turns yellow with time. 

4.   Silylating Reagent: BSTFA with 1% TMCS: bis(trimethylsilyl) 
  trifluoroacetamide with 1% Trimethylchlorosilane (e.g. Sylon BFT, Supelco)  

5.   2,6-Diamino-4-chloropyrimidine, CAS 156-83-2, 98%: Cat. C33204-5G,     
      Aldrich  

For use as an internal standard. Prepare a stock solution at 1.0 mg/mL in pyridine. 
For adding to sample extracts, dilute the stock solution in pyridine to a concentration of 5.0 
μg/mL. Use of 2,6-Diamino-4-chloropyrimidine (DACP) as an internal standard is still 
undergoing evaluation. It is up to each laboratory to verify that their internal standard does not 
contain any of the analytes as impurities. The Aldrich standard has been found to be free of any 
analyte impurities. 

6.   Melamine, CAS 108-78-1, Cat. 240818-5G, Aldrich  
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Prepare a stock solution of 1.0 mg/mL in a mixture of 20 / 80: DEA / H2O (v/v) 
7.   Ammelide, CAS 645-93-2, Cat. A0645, TCI America  

Prepare a stock solution of 1.0 mg/mL in a mixture of 20 / 80: DEA / H2O (v/v) 
Brief sonication may be required to solubilize this standard. 

8.   Ammeline, CAS 645-92-1, Cat. A0676, TCI America  
Prepare a stock solution of 1.0 mg/mL in a mixture of 20 / 80: DEA / H2O (v/v) 

A modest amount of sonication may be required to solubilize this standard. 
9.   Cyanuric Acid, CAS 108-80-5, Cat. C0459, TCI America  

Prepare a stock solution of 1.0 mg/mL in a mixture of 20 / 80: DEA / H2O (v/v) 
 

Store stock solutions of standards in the refrigerator to retard hydrolysis. It has not been 
established how rapidly the solutions degrade but the potential does exist. Stock standards have 
sat on the benchtop at room temperature for three weeks and shown no evidence of degradation. 
 
QC ELEMENTS: 

A 1:1 (v/v) mixture of Sylon BFT and pyridine should be run at the onset of each 
analysis and then occasionally throughout the analysis to show that there is no carryover. 

A method blank which consists of 20 mL of extraction solvent taken through the 
entire procedure including the addition of the internal standard should be evaluated to make sure 
that there is no contamination from the reagents, the nylon filter or the containers. 

Condition the system at the beginning of each sample set by making two 
injections of the high standard (see below). These injections will not be used for semi-
quantitation. 

A low standard, which consists of each analyte at 0.10 μg/mL, should be 
analyzed at the beginning of the sample set to show that the necessary sensitivity is being attained 
by the instrument. 

A high standard at 1.0 μg/mL of each analyte is analyzed at the beginning of the 
sequence and after all samples in the batch have been injected to provide a basis for semi-
quantitative evaluation and to demonstrate whether the amount of drift during the analysis of the 
set of samples is tolerable. 
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A control sample which is representative of the type of samples which are being 
analyzed is fortified with each analyte (viz. melamine, ammelide, ammeline and cyanuric acid) at 
a level of 10 μg/g. Analysis of this spiked control sample must indicate that the compounds are 
present which serves to demonstrate effective system performance at the desired reporting level. 
See Sample Fortification, below. 
 
PROCEDURE: 
This procedure should be used with the GC operating in the splitless mode for greater sensitivity. 
A. Extraction Procedure 

Weigh out approximately 0.5 g of a representative portion of the sample into a 
50mL polypropylene centrifuge tube. 

Add 20 mL of extraction solvent (10:40:50 DEA : H2O : Acetonitrile). 
Mix well to thoroughly wet the entire sample. 
Sonicate for 30 minutes. 
Centrifuge for 10 minutes at 5000 g (or better). 
Filter a portion of the supernatant using 0.45μm nylon filter discs (a two-stage or 

molecular weight cutoff filter may be used for difficult extracts). For example, a 2 mL filtered 
portion will allow 200 μL for the derivatization step and additional filtrate in the event that the 
derivatization needs to be repeated or if further work is necessary. 
 
B. TMS-Derivatives 

Sample Extracts: 
Transfer 200 μL of filtrate from Step A to a GC vial. 

Note: A smaller aliquot may be used provided that the necessary sensitivity level (10 
�g/g of sample) is achieved. Reducing the amount of matrix present improves the general 
performance of the evaporation/derivatization step and saves wear and tear on the instrument. 
 

Evaporate to dryness at 70°C (a low flow stream of dry air or nitrogen may be 
used). 
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Note: Taking the filtrate completely to dryness is a critical step in the derivatization 
process. The presence of water prevents formation of TMS derivatives of the analytes. If the 
internal standard response is much lower than usual (less than 30%), there may have been 
problems associated with the derivatization step. In addition, if the vial warms significantly to the 
touch after addition of the derivatization reagents, residual water was present and a new aliquot 
of filtrate must be prepared. 

Add 200 μL pyridine. 
Add 200 μL Sylon BFT. 
Add 100 μL of the internal standard solution at 5.0 μg/mL in pyridine. This 

produces a concentration in the extract of 1.0 μg/mL. If you are not using the internal standard, 
then add 100 μL of pyridine. 

Shake well or vortex to mix. 
Incubate at 70oC for 45 minutes. 
Ready for Injection. 

Note: If insoluble material is observed at the bottom of the vial after 45 minute 
incubation, transfer liquid portion to another GC vial or filter before analysis. 
 
C. Instrument Parameters 

GC Conditions: 

Column  30m DB-5MS 5% phenyl 95% dimethyl-polysiloxane 
ID: 0.25mm      Film Thickness: 0.25 microns 

Inlet Temperature    280oC 
Detector Temperature   290oC 
Injection Mode     Splitless 
Injection Volume     1 μL 
Carrier Gas Flow    He at 35 cm/sec (constant flow) 
Oven Program    75oC (hold 1 minute) to 320oC at 15oC/minute (hold 2.67 min) 
for a total run time of 20 min. 
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Note: Alternate GC conditions may be used provided that adequate resolution is 
obtained between the target analytes. Any such deviations from the method must be noted in 
corresponding documentation. With small volume liners, some peak splitting has been observed 
under the above conditions. Using a higher starting temperature (100oC) alleviated the problem. 
To help overcome interferences, significant additional resolution may be obtained by decreasing 
the ramp to 4oC/min over the interval 150oC to 200oC, which will shift the retention times. 
 
MS Conditions (Full Scan Mode): 

Tune     Autotune (to maximize sensitivity across mass range) 
     A +306V multiplier bump may be added after Autotuning 
Acquisition parameters  EI; scan mode, 50-450 amu 
Sampling Rate           2 (scan rate at ~3.6 scans/sec) 
Threshold    100 
Filament Delay           6 minutes 
MS Temp    230°C (Source); 150°C (Quad) 

If the sensitivity which is required to detect analyte spikes at 10 �g/g in the matrix 
cannot be achieved in full scan mode, use selected-ion monitoring (SIM) parameters below. 

MS Conditions (SIM Mode): Select three or four ions to track: M, M+2, M-15 and another 

  

Ions b 

Group 
Start Time a 

(min) M c M + 1 M + 2 M - 15 Other Other 

Urea / Biuret from 
di- and tri-TMS 

derivatives of urea d 

6 276 
(tri-tms) 

204 
(di-tms) 

    189 
(di-tms) 

261 
(tri-tms) 

171 

  

  

  

Cyanuric Acid 9 
345 

(100)e 
346 
(30) 

347 
(14) 

330 
(33) 

188 
(11) 

  



 82  

Ammelide 9.7 344 
(100) 

345 
(30) 

346 
(14) 

329 
(50) 

286 
(7) 

198 
(28) 

DACP (internal std.) 10.18 288 289 290 273 275 237 

Ammeline 10.5 343 
(100) 

344 
(30) 

345 
(14) 

328 
(115) 

285 
(30) 

198 
(27) 

Melamine 11 342 
(54) 

343 
(16) 

344 
(8) 

327 
(100) 

285 
(12) 

197 
(13) 

a Start Times may need to be adjusted based upon the retention time of standards on your system. 
b Dwell times should be adjusted to produce a cycle time of about 4 scans/sec 
c M is the Molecular Ion for the tri - TMS derivative of the compound. 
d Urea and Biuret are not formally part of the screen but they are related to the compounds of interest and may 
be detected 
e Percent relative abundance with respect to the most abundant ion from directly silylated standards under 
Standard Spectrum Autotune. The relative abundances should be confirmed under the conditions of use by 
evaluating standards. 

 
D. Peak Identification and Results 

The approximate retention times of the tri-TMS derivatives are as follows (minutes): 

Cyanuric Acid   9.2 
Ammelide    10.0 
DACP     10.3 (di-TMS derivative) 
Ammeline    10.7 
Melamine    11.2 

These need to be confirmed on your system and the parameters above adjusted 
to fit. Figure 1 is a standard chromatogram showing the cyanuric acid tri-TMS derivative (9.2 
minutes), ammelide tri-TMS derivative (10.0 minutes), ammeline tri-TMS derivative (10.7 
minutes) and melamine tri-TMS derivative (11.2 minutes). Figures 2 through 5 represent the mass 
spectra of each of these compounds. Figure 6 represents the mass spectrum of 2,6-diamino-4-
chloropyrimidine di-TMS derivative. 
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When full scan mode is used and the matrix is even somewhat complicated, it is 
usually necessary to examine tracings of individual ions (extracted ion chromatograms) to 
observe the analytes. The extracted ion chromatograms may be generated for each analyte (see 
SIM table above for appropriate ions) which will help simplify the process of confirming positive 
or negative results (i.e. pulling things out of the grass). Ideally, each of these analytes and the 
internal standard can be entered into the data analysis portion of the Chemstation software as a 
target compound. By entering the appropriate retention time, ion ratios and peak area for each 
compound, the software can calculate sample results automatically. Results can be reviewed using 
the “QEdit” view which also provides an excellent visual display for documentation of sample 
results (see Figure 7 for a sample QEdit report for melamine). 

In full scan mode, the criteria for identification of target analytes include the 
agreement of the retention times with those of the standards to within 0.05 minute. Also, the mass 
spectra need to correspond to those of the standards with no significant peaks absent. There may 
be additional peaks present due to overlap with other components but this should be examined 
carefully. 

In SIM mode, the criteria for identification of target analytes include the 
agreement of the retention times with those of standards to within 0.05 minute. Mass spectral 
confirmation of an analyte is based upon the ratios of the integrated areas for selected ions to the 
integrated area of the most abundant of the selected ions being tracked. The criterion is that each 
ratio (as a percentage) corresponds to that observed for a standard to within 10 units. Using 
melamine as an example, track the ions at 342 (M), 327 (M-15) and 343 (M+1), use the data in 
the table above as representative of a standard. For a peak nominally identified as melamine based 
upon retention time, the ratio of the area of peak (at 11.2 min) from m/z = 342 (M) to that of the 
area of the peak at m/z = 327 (M-15) needs to be between 44% and 64% while that of the ratio of 
the peak at m/z = 343 (M+1) to that of the area of the peak at m/z = 327 (M-15) needs to be 
between 6% and 26%. 
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E. Sample Fortification and Mixed Standard Preparation 

A Mixed Standard Spiking solution is prepared by mixing portions of the stock 
standard solutions with 10/40/50 DEA/Water/Acetonitrile to create a solution which is 100 
μg/mL of each analyte. 

Spike Preparation 

Weigh a 0.5 g portion of the matrix of interest into a 50 mL centrifuge tube. A 
previously analyzed, representative “blank” matrix may be used. If a representative matrix is not 
available, select one of the samples to be analyzed to use for spiking. 

Add 50 μL (Low Spike) of Mixed Standard Spiking solution directly to the 
representative control sample and proceed with the method. The Low Spike must be observed to 
declare negatives as less than 10 μg/g. If it is not then negative samples will need to be re-
analyzed. 

A High Spike may also be prepared by adding 250 μL of Mixed Standard 
Spiking to another 0.5 g portion of the control. The High Spike provides an additional check in 
the event the Low Spike is not observed. The absence of the High Spike would serve as an 
indication of a major problem either with the sample preparation or the instrument. 

High Standard 

Dilute the Mixed Standard Spiking Solution to 10 μg/mL. Place 50 μL of this 
solution in a vial and take it through the derivatization reaction including the addition of the 
internal standard. This produces a High Standard at a concentration of 1.0 μg/mL of each analyte. 

Low Standard 

Dilute the Mixed Standard Spiking Solution to 1 μg/mL. Place 50 μL of this 
solution in a vial and take it through the derivatization reaction including the addition of the 
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internal standard. This produces a Low Standard at a concentration of 0.10 μg/mL of each 
analyte. 

F. Reporting 

In the event that the analytes were observed in the representative control sample 
that was fortified at 10 μg/g, and no analyte signals were observed in the samples at levels which 
approach those in the fortified control, then the samples are not contaminated with melamine, 
ammeline, ammelide or cyanuric acid at levels in excess of 10 μg/g. 

When it is close (within 50%), consider preparing additional portions from those 
samples along with a couple of additional fortified controls. 

If it is clear that one or more of the analytes are present in the samples (based on 
the identification criteria above) and at levels in excess of 10 μg/g, then a semi-quantitative 
estimate may be obtained by comparing analyte responses to those from standards as described 
below. 

G. Obtaining a Semi-quantitative Estimate of Target Analytes 

Choose an ion to use for estimating the amount of the target analyte (usually the 
molecular ion). Using the High Standard (1.0 μg/mL) which was run at the beginning of the set of 
samples and the High Standard that was run at the end of the set of samples, calculate the average 
peak area for the selected ion. Apply the following formula: 

Concentration in Derivatized Test Sample Extract (μg/mL) = Area (Test Sample) / 
Average Area (Standard) X 1.0 μg/mL. 

Then, Concentration in Sample (μg/g) = Concentration in Derivatized Test Sample 
Extract (μg/mL) X 0.50 mL X 20.0 mL / 0.20 mL X 1 / Sample Wt. (g) 

If the internal standard areas are very different (> 20%) between the test sample 
and the standard then adjust the area of each analyte response by dividing by the integrated area 
of the internal standard (from its molecular ion). Use these ratios in place of the integrated areas 
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above. Consider re-analysis if the difference is extremely large since that may indicate a partially 
clogged syringe or other instrumental problem. 

Finally, if the signal is more than 25 X larger than the signal from the standard, then prepare a 
new extract using 0.25 g of sample and 40 mL of the extraction solvent since the solubility limit 
for ammeline and ammelide in 10/40/50 DEA/water/acetonitrile is being approached. 

As a general rule-of-thumb, the closer the analyte signal from the unknown is to 
the analyte signal from the standard, the better the estimate of the unknown concentration. So if 
more accurate numbers are required, prepare additional standards and re-analyze the samples in 
question. 

H. Contacts for Further Technical Information 

Jonathan Litzau, Forensic Chemistry Center (FCC), US FDA (513) 679-2700 Ext. 268 
Email: jonathan.litzau@fda.hhs.gov 

Greg Mercer, Pacific Regional Laboratory – Northwest (PRL-NW), US FDA (425) 483-4755 
Email: greg.mercer@fda.hhs.gov(Primary contact for “QEdit” reporting option) 

Kevin Mulligan, Forensic Chemistry Center (FCC), US FDA (513) 679-2700 Ext. 238 
Email: kevin.mulligan@fda.hhs.gov 

Table 1: Feasibility Study with Analytes Spiked At and Near the Action Level  

    
Average Percent Recovery 

(N=2, Range in Parentheses) 

Matrix 
Spiking Level( 

μg/g) Cyanuric Acid Ammelide Ammeline Melamine 

10 
84 

(16) 
90 

(20) 
86 

(23) 
79 

(10) Wheat Gluten 
(a) 

50 
87 

(13) 
88 

(16) 
86 

(13) 
74 

(11) 
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10 
98 
(2) 

101 
(4) 

96 
(3) 

96 
(2) Rice Protein 

(a) 
50 

107 
(1) 

108 
(3) 

108 
(1) 

101 
(0) 

10 
106 
(1) 

103 
(5) 

114 
(13) 

105 
(6) Wet Pet Food 

(a) 
50 

107 
(3) 

107 
(0) 

111 
(7) 

106 
(5) 

10 
139 
(86) 

166 
(96) 

172 
(105) 

152 
(93) Corn Gluten 

(b) 
50 

103 
(4) 

103 
(3) 

98 
(5) 

90 
(4) 

10 
120 
(44) 

118 
(8) 

164 
(150) 

152 
(76) Soybean Meal 

(b,c) 
50 

97 
(7) 

90 
(12) 

90 
(10) 

88 
(11) 

10 
158 
(41) 

142 
(33) 

134 
(44) 

126 
(26) 

Dry Cat Food 
Salmon 
Flavor 

(b) 50 
81 
(3) 

82 
(4) 

74 
(5) 

77 
(5) 

Notes: 
(a) 0.5 g extracted into 20 mL of 10/40/50 DEA/H2O/CH3CN (v/v/v). 0.20 mL extract to 0.45 mL 
silylated preparation. Analysis using scan mode on a 5975i MSD. Extracted ion chromatograms were used 
to determine area response for molecular ions. 
(b) 0.5 g extracted into 10 mL of 10/40/50 DEA/H2O/CH3CN (v/v/v). 0.20 mL extract to 0.45 mL 
silylated preparation. Analysis by SIM on an Agilent 5973 MSD. 
(c) Rubbery precipitate in some final extracts that can clog the syringe 

 



 88  

Figure 1: Standard chromatogram showing the TMS derivatives of target compounds 

 

 

Figure 2: Cyanuric Acid tri-TMS derivative mass spectrum 
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Figure 3: Ammelide tri-TMS derivative mass spectrum 

 

 
 
Figure 4: Ammeline tri-TMS derivative mass spectrum 
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Figure 5: Melamine tri-TMS derivative mass spectrum 

 

 
 
Figure 6: 2,6-Diamino-4-chloropyrimidine di-TMS derivative mass spectrum 
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Figure 7:Example of a QEdit report for melamine 
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ภาคผนวก  ค. 
 

การวิเคราะหสถิติของผลการทดลอง 
 
1.  ANOVA 
น้ําหนักเฉล่ียตอตัวสัปดาหท่ี  2 
 

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 
Between Groups 5.510 6 .918 7.038 .001 
Within Groups 1.827 14 .130   

Total 7.337 20    
 
 

2.  ANOVA 
น้ําหนักเฉล่ียตอตัวสัปดาหท่ี  4 
 

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 
Between Groups 16.870 6 2.812 4.301 .012 
Within Groups 9.152 14 .654   

Total 26.022 20    
 
 

3.  ANOVA 
น้ําหนักเฉล่ียตอตัวสัปดาหท่ี  6 
 

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 
Between Groups 34.195 6 5.699 2.383 .085 
Within Groups 33.488 14 2.392   

Total 67.683 20    
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4.  ANOVA 
น้ําหนักเฉล่ียตอตัวสัปดาหท่ี  8 
 

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 
Between Groups 156.506 6 26.084 4.824 .007 
Within Groups 75.704 14 5.407   

Total 232.210 20    
 
5.  ANOVA 
น้ําหนักเฉล่ียตอตัวสัปดาหท่ี  10 
 

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 
Between Groups 703.688 6 117.281 5.348 .005 
Within Groups 306.993 14 21.928   

Total 1010.681 20    
 
6.  ANOVA 
น้ําหนักเฉล่ียตอตัวสัปดาหท่ี  12 
 

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 
Between Groups 1514.483 6 252.414 7.270 .001 
Within Groups 486.096 14 34.721   

Total 2000.579 20    
 
7.  ANOVA 
น้ําหนักท่ีเพิ่มขึ้น 
 

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 
Between Groups 942546.478 6 157091.080 7.133 .001 
Within Groups 308330.440 14 22023.603   

Total 1250876.918 20    
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8.  ANOVA 
อัตราการเจริญเติบโตจําเพาะ 
 

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 
Between Groups 1.567 6 .261 6.714 .002 
Within Groups .544 14 .039   

Total 2.111 20    
 
9.  ANOVA 
อัตราการกินอาหาร 
 

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 
Between Groups .703 6 .117 1.495 .250 
Within Groups 1.097 14 .078   

Total 1.800 20    
 
10  ANOVA 
อัตราการรอด 
 

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 
Between Groups 94.141 6 15.690 .529 .777 
Within Groups 414.896 14 29.635   

Total 509.037 20    
 
11.  ANOVA 
อัตราการเปลี่ยนอาหารเปนเนื้อ 
 

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 
Between Groups .278 6 .046 2.292 .094 
Within Groups .283 14 .020   

Total .561 20    
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12.  ANOVA 
ประสิทธิภาพการใชโปรตีน 
 

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 
Between Groups 2.001 6 .333 8.631 .000 
Within Groups .541 14 .039   

Total 2.541 20    
 
13.  ANOVA 
โปรตีนท่ีใชประโยชนได 
 

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 
Between Groups 566.273 6 94.379 10.712 .000 
Within Groups 123.349 14 8.811   

Total 689.622 20    
 
14.  ANOVA 
คาฮีมาโตคริค 
 

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 
Between Groups 459.929 6 76.655 13.036 .000 
Within Groups 364.577 62 5.880   

Total 824.506 68    
 
15.  ANOVA 
ปริมาณเม็ดเลือดแดง 
 

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 
Between Groups 210696250000.000 6 35116041666.667 1.315 .286 
Within Groups 694153750000.000 26 26698221153.846   

Total 904850000000.000 32    
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16.  ANOVA 
ปริมาณเม็ดเลือดขาว 
 

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 
Between Groups 5166978125.000 6 861163020.833 55.877 .000 
Within Groups 354471875.000 23 15411820.652   

Total 5521450000.000 29    
 
17.  ANOVA 
โปรตีนในซีรัม 
 

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 
Between Groups 1.262 6 .210 2.229 .146 
Within Groups .755 8 .094   

Total 2.017 14    
 
18.  ANOVA 
ฮีโมโกลบินรวม 
 

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 
Between Groups 440.090 6 73.348 19.381 .000 
Within Groups 79.478 21 3.785   

Total 519.567 27    
 
19.  ANOVA 
โปรตีนในซากปลาทั้งตัว 
 

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 
Between Groups 210.514 7 30.073 4.587 .002 
Within Groups 157.347 24 6.556   

Total 367.861 31    



 97  

20.  ANOVA 
ไขมันในซากปลาทั้งตัว 
 

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 
Between Groups 358.380 7 51.197 138.089 .000 
Within Groups 5.932 16 .371   

Total 364.312 23    
 
21.  ANOVA 
เถาในซากปลาทั้งตัว 
 

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 
Between Groups 26.277 7 3.754 13.176 .000 
Within Groups 4.558 16 .285   

Total 30.835 23    
 
22.  ANOVA 
ความชื้นในซากปลาทั้งตัว 
 

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 
Between Groups 14.518 6 2.420 8.455 .006 
Within Groups 2.003 7 .286   

Total 16.522 13    
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ชื่อ สกุล         นางสาวปวีณา  จันทรเล็ก 
รหัสประจําตัวนักศึกษา       4910620037 
วุฒิการศึกษา 

วุฒิ ชื่อสถาบัน ปท่ีสําเร็จการศึกษา 
วิทยาศาสตรบณัฑิต มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีราชมงคลศรีวิชัย 2548 
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การตีพิมพเผยแพรผลงาน 
ปวีณา   จันทรเล็ก  มะลิ บุณยรัตผลิน  และ วุฒิพร  พรหมขุนทอง. 2552. ผลของเมลามีน 

(melamine) ตอการเจริญเติบโต องคประกอบเลือด  และการเปลี่ยนแปลงของเนื้อเยื่อใน
ปลาดุกพันธุผสม[Clarias macrocephalus (Günther) x  Clarias gariepinus (Burchell)]. 
ว. การประมง. ฉบับที่ 4. 64 : 331-340. 

 
 




