
บทที่ 2

วัสดุ อุปกรณ และวิธีการทดลอง

1.วัสดุ

    1.1 พันธุปลานิล
ลูกปลานิลพันธุจิตรลดา น้ําหนักเฉลี่ย 2 กรัม จากศูนยพัฒนาการเพาะเลี้ยงสัตวน้ําจืด

จังหวัดสุราษฏรธานี กรมประมง

    1.2 สารเคมี
    1.2.1 สารเคมีสําหรับวิเคราะหสวนประกอบทางโภชนาการของรางกายปลานิล และ

อาหารทดลอง (ภาคผนวก ก)
     1.2.2 สารเคมีสําหรับวิเคราะหฟอสฟอรัสและแคลเซียมของรางกายปลานิล และ อาหาร

ทดลอง (ภาคผนวก ก)
    1.2.3  สารเคมีสําหรับวิเคราะหองคประกอบเลือดของปลานิล (ภาคผนวก ก)
    1.2.4  สารเคมีสําหรับการศึกษาดานเนื้อเยื่อวิทยาของปลานิล (ภาคผนวก ก)
    1.2.5 สารเคมีสําหรับวิเคราะหโครมิคออกไซด (ภาคผนวก ก)
   1.2.6 สารเคมีสําหรับวิเคราะหคุณภาพน้ํา (ภาคผนวก ก)
   1.2.7 สารเคมีสําหรับการปองกันและรักษาโรคปลา ไดแก ออกซีเตตราไซคลิน

(oxytetracycline) ฟอรมาลิน (formalin) มาลาไคทกรีน (malachite green) ยาสลบ (2-
phenoxyethanol)

    1.3 อาหารสําหรับอนุบาลลูกปลากอนเริ่มตนทดลอง
          การเตรียมอาหารสําหรับอนุบาลลูกปลากอนเริ่มการทดลองอางอิงจากวุฒิพรและคณะ 
(2540)
     (24)
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2.อุปกรณ

   2.1  อุปกรณที่ใชในการเลี้ยงปลาทดลอง
     2.1.1 ถังไฟเบอรกลาสกลม ปริมาตร 2 ลูกบาศกเมตร
    2.1.2 ตูกระจกทดลองขนาด 100 x 50 x 47 เซนติเมตร ความจุน้ํา 235 ลิตรปดดานขาง

และดานหลังตูดวยแผนพลาสติกสีทึบทั้ง 3 ดาน เพ่ือปองกันการถูกรบกวนจากภายนอก
     2.1.3 อุปกรณระบบใหอากาศ ประกอบดวยเครื่องใหอากาศ สายยาง หัวทราย
         2.1.4 อุปกรณเปลี่ยนถายน้ําไดแก สายยาง เครื่องปมน้ําชนิดจุม (submarine pump)

    2.1.5 อุปกรณขนยายปลา ไดแก สวิงชอนปลา ขันพลาสติก

    2.2 อุปกรณเตรียมอาหารทดลอง
    2.2.1 เครื่องมือเตรียมอาหารทดลอง ของ Hobart Model A 200 T ประกอบดวย ชุดเครื่อง

ผสมอาหารแบบมีใบพัด ชุดเครื่องอัดเม็ดอาหาร และขวดสําหรับฉีดพนเอนไซม
         2.2.2 อุปกรณชั่งตวงวัสดุอาหาร ไดแก เครื่องชั่งไฟฟาทศนิยม 2 ตําแหนง ของ Satorius 
รุน Basic เครื่องชั่งไฟฟาทศนิยม 4 ตําแหนง ของ Satorius รุน Research กระบอกตวง บีกเกอร 
ถาดเตรียมอาหาร
         2.2.3 ตูแชแข็ง ใชเพ่ือเก็บอาหารทดลองระหวางรอนํามาใช

     2.3 อุปกรณวิเคราะหคุณภาพน้ํา
    2.3.1 อุปกรณวัดอุณหภูมิน้ํา คือ เทอรโมมิเตอร
    2.3.2 อุปกรณวิเคราะหปริมาณออกซิเจนที่ละลายน้ํา (dissolved oxygen, DO) คือ เครื่อง

DO meter ของ YSI model 57
    2.3.3 อุปกรณวัดคาความเปนกรดดาง (pH)  คือ เครื่อง pH meter ของ Mettler Delta รุน

340
         2.3.4 อุปกรณและเครื่องแกวสําหรับวิเคราะหคาความเปนดาง (alkalinity) ไดแก ขวดรูป
ชมพู บีกเกอร กระบอกตวง ปเปต ลูกยาง ขวดเก็บตัวอยางน้ํา บิวเรทและชุดจับบิวเรท



    26

        2.3.5 อุปกรณและเครื่องแกวสําหรับวิเคราะหคาความกระดาง (hardness)ไดแก ขวดรูป
ชมพู บีกเกอร กระบอกตวง ปเปต ลูกยาง ขวดเก็บตัวอยางน้ํา บิวเรทและชุดจับบิวเรท แผนให
ความรอน (hot plate)
       2.3.6 อุปกรณและเครื่องแกวสําหรับวิเคราะหคาฟอสฟอรัส ไดแก ขวดรูปชมพู หลอด
แกว บีกเกอร กระบอกตวง ปเปต ลูกยาง ขวดเก็บตัวอยางน้ํา บิวเรทและชุดจับบิวเรท หมอนึ่ง
(autoclave) ของ Tomy รุน  SS320 และเครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) ของ 
Shimadzu รุน UV 1201V

 2.4 อุปกรณวิเคราะหองคประกอบทางเคมีของอาหารทดลองและตัวปลา
  2.4.1 อุปกรณวิเคราะหความชื้น ไดแก ขวดชั่ง (weighing bottle) ตูอบ (hot air oven) ของ

Memmert โถอบแหง (desiccator) เครื่องชั่งไฟฟา 4 ตําแหนง
     2.4.2 อุปกรณวิเคราะหโปรตีน ไดแก เครื่องยอย (digestion apparatus) ของ Gerhardt รุน
Kjeldatherm เครื่องกลั่น (distillation apparatus) ของ Gerhardt รุน Vapodest I  หลอดยอย
โปรตีน (digestion tube) กระบอกตวง บีกเกอร บิวเรต และขวดรูปชมพู

  2.4.3 อุปกรณวิเคราะหเถา ไดแก  ถวยกระเบื้องเคลือบ (crucible) เตาเผา (muffle furnace)
ของ Gallenkampโถอบแหง  เครื่องชั่งไฟฟา 4 ตําแหนง
       2.4.4 อุปกรณวิเคราะหไขมัน ไดแก ชุดเครื่องมือวิเคราะหไขมัน รุน Soxtec System HT6
ไสกรองสาร ถวยสกัดสาร ตูอบ โถอบแหง เครื่องชั่งไฟฟา 4 ตําแหนง

 2.4.5 อุปกรณวิเคราะหฟอสฟอรัส ไดแก ตูอบ  โถอบแหง เครื่องชั่งไฟฟา 4 ตําแหนง
แผนใหความรอน เครื่องวัดคาความดูดกลืนแสง ขวดรูปชมพู  ขวดพลาสติกและหลอดแกว
       2.4.6 อุปกรณวิเคราะหแคลเซียม ไดแก ตูอบ  โถอบแหง  เครื่องชั่งไฟฟา 4 ตําแหนง ขวด
รูปชมพู ขวดพลาสติก หลอดแกว และเครื่องatomic absorption spectrophotometer และ flame 
photometer ของ GBC Scientific Equipment รุน Avanta PM S/N 5063

 2.5 อุปกรณศึกษาพยาธิวิทยาของเนื้อเยื่อ
  2.5.1 ชุดอุปกรณผาตัด

       2.5.2 เครื่องเตรียมเนื้อเยื่ออัตโนมัติ (automatic tissue processor) ของ Technicon
Corporation รุน Autotechnicon Mono MOD. 2A
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  2.5.3 เครื่องตัดชิ้นเนื้อเยื่อ ของ Jung AG Heidelberg ตูอบ อางน้ําอุน (warm bath) เตารอน
(hot plate) สไลด
       2.5.4 กลองถายภาพของ Olympus รุน AX 70 และกลองจุลทรรศนแบบเลนสประกอบ
ของ Olympus รุน C-35 AD

 2.6 อุปกรณวิเคราะหองคประกอบเลือด
  2.6.1 อุปกรณเก็บเลือดปลา ไดแก เข็มขนาด 25G และหลอดฉีดยา ขนาด 1 มิลลิลิตร ท่ี

ผานการเคลือบสารปองกันการแข็งตัวของเลือด (EDTA)
  2.6.2 อุปกรณแยกพลาสมา ไดแก ไมโครปเปต เครื่องหมุนเหวี่ยง (centrifuge) ของ

Beckman รุน AvantiTM

       2.6.3 เครื่องวัดคาความดูดกลืนแสง

 2.7 อุปกรณวิเคราะหโครมิคออกไซดในอาหารและมูลปลา
  7.1 อุปกรณเก็บมูลปลา ไดแก สายยาง ถุงผาขาวบาง
  7.2  อุปกรณวิเคราะหโปรตีน เชนเดียวกับขอ 4.2
  7.3 เครื่องวัดคาความดูดกลืนแสง

 2.8 อุปกรณสําหรับตรวจสอบการเจริญเติบโตของปลา
ประกอบดวย เครื่องชั่งไฟฟาทศนิยม 2 ตําแหนง ถังน้ําบรรจุ 20 ลิตร ถังพลาสติก

ขนาด 3 ลิตร ขันพลาสติก และสวิงชอนปลา

 3. วิธีการทดลอง

      3.1 การเตรียมอุปกรณการทดลอง
ใชตูกระจกขนาด 100 x 50 x 47 เซนติเมตรความจุน้ํา 235 ลิตร (หนวยทดลอง) ทํา

ความสะอาด และติดตั้งอุปกรณใหอากาศใหพรอมสมบูรณแลวเติมน้ําประปาที่ปราศจาก
คลอรีน ใหไดปริมาตร 120 ลิตร ปดตูดวยผาพลาสติกสีทึบ 3 ดานเพื่อปองกันการถูกรบกวน
ขณะทําการทดลอง
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      3.2 การเตรียมสัตวทดลอง
นําลูกปลานิลจํานวน 2,000 ตัวมาอนุบาลในถังไฟเบอรกลาสกลม ขนาดความจุ 2 ลูก

บาศกเมตร เปนเวลา 1 สัปดาห เพ่ือใหลูกปลาปรับสภาพใหเขากับสภาพแวดลอมของการวิจัย 
โดยฝกหัดใหกินอาหารทดลอง (อาหารสูตร 1) วันละ 2 ครั้ง คือ เวลา 8.30 น. และ 16.30 น. 
สังเกตพฤติกรรมการยอมรับอาหาร กอนเริ่มการทดลองนําลูกปลาไปตรวจสอบการติดเชื้อ
แบคทีเรียและปรสิตภายนอก ลูกปลาที่ใชทดลองตองมีสุขภาพดี ไมมีโรคใดๆ ทําการคัดปลา
ใสตูทดลอง ปริมาตรน้ํา 120 ลิตร จํานวน 30 ตัวตอตู ปรับสภาพปลาใหคุนเคยกับสภาพแวด
ลอมของตูและอาหารทดลองเปนเวลา 7 วัน หลังจากปลาคุนเคยกับสภาพตูและอาหารทดลอง
แลว ทําการชั่งหาน้ําหนักเริ่มตนของปลา ชั่งโดยวิธีการแทนที่น้ํา

      3.3 การเตรียมอาหารทดลอง
อาหารทดลองทั้งหมดมี 8 ชุดการทดลองแบงเปนสองกลุมคือ กลุมที่เสริมดวย

เอนไซมไฟเตสในระดับที่แตกตางกัน 5 ระดับคือ 0, 500, 1,000, 2,000 และ 4,000 ยูนิตตอ
อาหาร 1 กิโลกรัม  และกลุมที่เสริมดวยอนินทรียฟอสเฟตตางกันซึ่งมี 3 รูปแบบ คือ โมโน
แคลเซียมฟอสเฟต ไดแคลเซียมฟอสเฟต และไตรแคลเซียมฟอสเฟต โดยเสริมรูปแบบละ 
0.46 เปอรเซ็นต คํานวณสูตรอาหารใหมีระดับโปรตีน ไขมันและระดับพลังงานเทากันทุกชุด
การทดลอง คือมีโปรตีน 30 เปอรเซ็นต ไขมัน 10-11 เปอรเซ็นต และพลังงานที่ยอยได 3,900 
กิโลคาลอรีตออาหาร 1 กิโลกรัม โดยคาพลังงานที่ยอยไดในอาหารคํานวณโดยใชคาตางๆ ซึ่ง
ประยุกตมาจากคาที่ใชในปลานิลคือ 4.4 กิโลคาลอรีตออาหาร 1 กิโลกรัมสําหรับโปรตีน  9.0 
กิโลคาลอรีตออาหาร 1 กิโลกรัม สําหรับไขมัน และ 3.7 กิโลคาลอรีตออาหาร 1 กิโลกรัม
สําหรับคารโบไฮเดรต (Stickney, 1979)

วิเคราะหคุณคาทางโภชนาการรวมทั้งฟอสฟอรัสและแคลเซียมของวัสดุอาหารที่นํามา
ใชเปนสวนประกอบของอาหารทดลอง โดยวิธี AOAC (1990) ดังแสดงไวในตารางที่ 1

วิธีการเตรียมอาหารทดลองโดยชั่งวัสดุอาหารแตละอยางไดแก  กากถั่วเหลือง รําขาว
ปลายขาว แกลบ วิตามิน แรธาตุผสมยกเวนฟอสเฟต และอนินทรียฟอสเฟต ตามสูตรที่
คํานวณไว (ตารางที่ 2) สําหรับน้ํามันขาวโพดใสลงไปในระหวางการผสมอาหาร เมื่อผสม
สวนประกอบวัสดุอาหารใหเขากันดีดวยเครื่องผสมอาหาร นําไปเขาเครื่องอัดเม็ดอาหารผาน
หนาแวนขนาดเสนผาศูนยกลาง 2 มิลลิเมตร นําอาหารที่เตรียมเสร็จแลวอบที่อุณหภูมิ 60 



    29

องศาเซลเซียส นาน 24 ชั่วโมง ชั่งเอนไซมไฟเตสตามปริมาณที่คํานวณไวในแตละสูตร หนวย
ของไฟเตส คือ เอฟทียู (FTU) โดย 1 เอฟทียูหมายถึง การปลดปลอยหรือยอย 1 ไมโครโมล ขอ
งอนินทรียฟอสฟอรัสตอนาที จากโซเดียมไฟเตท (sodium phytate) ท่ีอุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส และพีเอช 5.5  (Soares and Hughes, 1995) ไฟเตสที่ใชเปนผลิตภัณฑของบริษัทบีเอ
เอสเอฟ (BASF) ประเทศเยอรมนี ซึ่งเปนผลผลิตจากเชื้อรา Aspergillus  niger  มีชื่อทางการคา
วานาทูฟอส (Natuphos 5,000 G) มีไฟเตสแอคติวิต้ิ 5,000 เอฟทียูตอกรัม นําเอนไซมมาละลาย
ในน้ําที่ปราศจากไอออน (deionized water) โดยใชน้ําปริมาณ 50 มิลลิลิตรตออาหาร 1 
กิโลกรัม ฉีดพนเอนไซมไฟเตสบนเม็ดอาหาร สําหรับสูตรที่ไมมีการเสริมดวยเอนไซมไฟเตส
จะทําการฉีดพนเม็ดอาหารดวยน้ําปริมาณ 50 มิลลิลิตรตออาหาร 1 กิโลกรัมเชนกัน เพ่ือใหทุก
สูตรมีความชื้นใกลเคียงกัน ผึ่งอาหารใหแหงแลวบรรจุในถุงพลาสติกแลวเก็บรักษาไวในตูเย็น
ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส (วุฒิพร และคณะ, 2540) และตรวจสอบคุณคาทางโภชนาการของ
อาหารที่เตรียมเสร็จแลว (โปรตีน ไขมัน เยื่อใย  ความชื้น เถา ฟอสฟอรัสและแคลเซียม) ตาม
วิธีมาตรฐานของ AOAC (1990) สวนปริมาณคารโบไฮเดรตหาไดจากการคํานวณตามสูตร 
100 - (ความชื้น+โปรตีน+ไขมัน+เถา+เยื่อใย) กอนนําไปใชในการทดลองเลี้ยง
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รางที่  1  สวนประกอบทางโภชนาการของวัสดุอาหารทดลองโดยการวิเคราะห 1 (บนฐานของวัตถุแหง)

วัสดุอาหาร คุณคาทางโภชนาการ (%)
โปรตีน ไขมัน เถา เยื่อใย คารโบไฮเดรต ฟอสฟอรัส แคลเซียม

กถั่วเหลือง 48.37±0.36 7.30±0.20 7.85±0.03 4.84±0.06 30.21±0.70 0.69±0.02 34.00±1.51
ายขาว 8.15±0.08 1.39±0.13 0.79±0.00 0.40±0.02 86.77±0.12 0.14±0.00 ไมพบ
ขาว 13.50±0.12 21.95±0.57 8.61±0.01 8.30±0.26 45.14±1.05 1.63±0.05 ไมพบ
โนแคลเซียมฟอสเฟต - - - - - 20.07±0.52 21.72±1.45
แคลเซียมฟอสเฟต - - - - - 17.67±0.41 62.56±0.45
รแคลเซียมฟอสเฟต - - - - - 16.47±0.25 66.94±0.84

1ตัวเลขที่นําเสนอเปนคาเฉลี่ย+คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน  (จากการวิเคราะหตัวอยาง 3 ซ้ํา)

30
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ตารางที่ 2 สวนประกอบของอาหารทดลองแตละสูตร

สวนประกอบ สูตรอาหาร
(ก. /อาหาร 100 ก.) 1 2 3 4 5 6 7 8
กากถั่วเหลือง
ปลายขาว
รําขาว
น้ํามันขาวโพด
วิตามินและแรธาตุผสม*
เอนไซมไฟเตส
โมโนแคลเซียมฟอสเฟต
ไดแคลเซียมฟอสเฟต
ไตรแคลเซียมฟอสเฟต
โครมิคออกไซด
แกลบปน

54
21
19
1
3
0
0
0
0

0.5
1.50

54
21
19
1
3

0.01
0
0
0

0.5
1.49

54
21
19
1
3

0.02
0
0
0

0.5
1.48

54
21
19
1
3

0.04
0
0
0

0.5
1.46

54
21
19
1
3

0.08
0
0
0

0.5
1.42

54
21
19
1
3
0

0.46
0
0

0.5
1.04

54
21
19
1
3
0
0

0.46
0

0.5
1.04

54
21
19
1
3
0
0
0

0.46
0.5
1.04

* วิตามินและแรธาตุผสม  (ปริมาณ/อาหาร 1 กก.) ประกอบดวย Thiamine (B1) 10 มิลลิกรัม;  
Riboflavin (B2) 20 มิลลิกรัม; Pyridoxine (B6) 10 มิลลิกรัม; Cyanocobalamin (B12) 2 มิลลิกรัม; 
Cholecalciferol (D3) 29.2 มิลลิกรัม; Menadione sodium bisulfite (K3) 80 มิลลิกรัม; Folic acid 5 
มิลลิกรัม; Calcium pantothenate 40 มิลลิกรัม; Inositol 400 มิลลิกรัม; Niacin 150 มิลลิกรัม; DL-alpha-
tocopherol (E) 60 มิลลิกรัม; Choline 6,000 มิลลิกรัม; Ascorbic acid  (C) 500 มิลลิกรัม; Anticaking 
200 มิลลิกรัม; Antioxidant 2 มิลลิกรัม; Acetate(A) & Cholecalciferol (D3) 14 มิลลิกรัม; NaCl 0.25 
กรัม;  MgCO3  3.75 กรัม; FeSO4 0.72 กรัม; (CH3COO)2 Ca.5H2O 0.88 กรัม; ZnSO4..7H2O 0.088 กรัม; 
MnSO4..4H2O 0.040 กรัม; CuSO4.5H2O 0.008 กรัม; CoCl2.6H2O 0.00025 กรัม; KIO3.6H2O 0.00075 
กรัม.
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4. แผนการทดลองและการเก็บรวบรวมขอมูล
วางแผนการทดลองแบบสุมตลอด (Completely randomized design: CRD) โดยจัดให

แตละชุดการทดลองมี 3 ซ้ํา ทําการสุมโดยวิธีจับฉลาก โดยจับหนวยทดลองทั้งหมด 24 หนวย
เมื่อเริ่มตนการทดลองสุมปลาจากถังอนุบาลมาชั่งน้ําหนัก จากนั้นเก็บปลาชุดดังกลาวนี้ไวเพ่ือ
นําไปวิเคราะหความชื้น และองคประกอบทางเคมีของตัวปลาไดแก โปรตีน ไขมัน เยื่อใย เถา 
ฟอสฟอรัสและแคลเซียม ตามวิธีมาตรฐานของ AOAC (1990) ปลอยปลาในตูทดลอง ตูละ 30 
ตัว ใชลูกปลาทั้งหมด 720 ตัวโดยสุมปลาที่มีน้ําหนักเฉลี่ย 3.40 กรัมตอตัว ใหอาหารวันละ 2 
ครั้ง คือชวงเชาเวลา 8.30 น. และชวงเย็นเวลา 16.30 น. โดยใหปลากินอาหารจนอิ่ม บันทึกน้ํา
หนักอาหารที่ใหทุกสัปดาหตลอดการทดลอง และตรวจวัดคุณภาพน้ําทุกๆ 2 สัปดาหตลอด
การทดลองตามวิธีของ Boyd and Tucker (1992) ไดแกคาความเปนกรด-ดาง (pH) ออกซิเจน 
(dissolved oxygen, DO) อุณหภูมิ ความเปนดาง (total alkalinity) ความกระดาง (total 
hardness) ปริมาณฟอสฟอรัส (total phosphorus)

ในการศึกษาความสามารถของการยอย (digestibility)โดยเลี้ยงปลาดวยอาหารสูตรเดิม
และเสริมโครมิคออกไซด (Cr2 O3) 0.5 % ในสัปดาหท่ี 5 และเก็บมูลในสัปดาหท่ี 6-8 โดยใช
วิธีกาลักน้ํา (Siphoning) ดําเนินการเก็บมูลหลังจากใหอาหาร 1 ชั่วโมง (Shiau and Liang, 
1994) ทุกๆ วัน รวบรวมมูลนําไปเก็บไวในชองแชแข็ง (freezer) เพ่ือนําไปวิเคราะหโปรตีน 
ไขมัน เยื่อใย เถา ฟอสฟอรัสและแคลเซียม ตามวิธีมาตรฐานของ AOAC (1990)

5. การเก็บขอมูลและวิเคราะหขอมูล
5.1  การตรวจสอบพฤติกรรมและลักษณะที่แสดงออกภายนอก

ในระหวางการทดลองสังเกตลักษณะภายนอกทั่วไปของปลาทุกชุดการทดลอง ไดแก 
สีของลําตัว การตกเลือด และการเกิดบาดแผลที่ครีบ ผิวหนัง และอวัยวะภายนอกอื่นๆ  ใชยา
และสารเคมีเพ่ือปองกันโรค ตามสภาพของปลา ทําการดูดตะกอน ทําความสะอาดตูปลาทุกๆ 
2 วัน  เปลี่ยนถายน้ํา เพ่ือควบคุมคุณภาพน้ําใหเหมาะสมตลอดการทดลอง

   5.2  การตรวจสอบการเจริญเติบโตของปลา
การชั่งน้ําหนักปลาดําเนินการทุก 2 สัปดาห เพ่ือทราบน้ําหนักปลาที่เพ่ิมขึ้นโดยการชั่ง

น้ําหนักรวมของปลาแตละซ้ําดวยเครื่องชั่งไฟฟาทศนิยม 2 ตําแหนง (ในวันที่ชั่งน้ําหนักงดให
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อาหารเปนเวลา 1 วัน) นับจํานวนปลาที่เหลืออยู สังเกตลักษณะอาการปลาตลอดการทดลอง 
พรอมทั้งจดบันทึกไว จนสิ้นสุดการทดลอง 8 สัปดาห นําขอมูลท่ีไดมาคํานวณหาคาอัตรารอด 
(survival rate) โดยสมการ

อัตรารอดตาย (%)  =  จํานวนปลาเมื่อสิ้นสุดการทดลอง x 100
    จํานวนปลาเมื่อเริ่มตน

คํานวณอัตราการเจริญเติบโต โดยพิจารณาจาก
น้ําหนักที่เพ่ิมขึ้น (weight gain %)   

                  =   [น.น.ปลาเมื่อสิ้นสุดการทดลอง – น.น.ปลาเมื่อเริ่มตนการทดลอง] x 100
    น.น. ปลาเมื่อเริ่มตน

อัตราการเจริญเติบโตจําเพาะ (specific growth rate, SGR %)
                   =  (ln น.น.ปลาเมื่อสิ้นสุดการทดลอง – ln น.น.ปลาเมื่อเริ่มตนการทดลอง)  x100

         เวลา (วัน)

คํานวณอัตราการเปลี่ยนอาหารเปนเนื้อ (feed conversion rate) ตามวิธีการของ Dupree and 
Sneed (1966) โดยสมการ

อัตราการเปลี่ยนอาหารเปนเนื้อ (FCR)   =     น.น.อาหารที่ปลากินทั้งหมด
           น.น.ปลาเมื่อสิ้นสุดการทดลอง

คํานวณอัตราการกินอาหาร (rate of feed intake) ตามวิธีการของ Yone and Fujii (1975) โดย
สมการ

อัตราการกินอาหาร (เปอรเซ็นตตอตัวตอวัน) =                    F  x 100
                                                                                                  Wo+Wt       x    N0+Nt   x    t
                                                                                                       2                   2
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              โดย
                F     =  น.น อาหารแหงที่ปลากิน             No  =   จํานวนปลาเริ่มตน
                Wo   =  น.น.ปลาเฉลี่ยเริ่มตน                   Nt   =   จํานวนปลาสุดทาย
                Wt   =  น.น.ปลาเฉลี่ยสุดทาย                   t    =   ระยะเวลาที่ปลาไดรับอาหารทดลอง

                          
5.3 การหาคาดัชนีตับตอตัว (Hepatosomatic Index)

เมื่อสิ้นสุดการทดลอง สุมปลาจากทุกชุดการทดลองๆละ 6 ตัว นําปลาแตละตัวไปชั่ง
น้ําหนักตัวและน้ําหนักตับ นําคาที่ไดมาคํานวณหาคาดัชนีตับตอตัว ตามวิธีของ Anwar and
Jafri  (1995) โดยสมการ

ดัชนีตับตอตัว (%) = น้ําหนักตับปลา  x  100
น้ําหนักตัวปลา

5.4 การศึกษาองคประกอบทางเคมีของปลา
สุมตัวอยางปลากอนเริ่มการทดลองจํานวน 30 ตัว นําไปวิเคราะหความชื้นในรางกาย

ทันทีและนําตัวอยางปลาไปวิเคราะหองคประกอบทางเคมีของตัวปลาไดแก ปริมาณ เถา ไข
มัน โปรตีน ฟอสฟอรัสและแคลเซียมตามวิธีการของ AOAC (1990) บันทึกเปนองคประกอบ
ทางเคมีของตัวปลาเริ่มตน เมื่อสิ้นสุดการทดลองสุมตัวอยางปลาจากแตละตูทดลองๆ ละ 6 ตัว 
ไปวิเคราะหหาความชื้นของตัวปลาตามวิธีมาตรฐานของ AOAC (1990) และนําปลา 10 ตัว
จากแตละตูทดลอง (แบงปลาเปน 2 สวน สวนหนึ่งแลเอาเฉพาะเนื้อ อีกสวนหนึ่งใชปลาทั้ง
ตัว) ไปผานกระบวนการทําใหแหงโดย อบที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส นาน 48 ชั่วโมง นําตัว
อยางนั้นไปวิเคราะหองคประกอบทางเคมีของตัวปลาไดแก ปริมาณโปรตีน ไขมัน เยื่อใย เถา 
ฟอสฟอรัสและแคลเซียมตามวิธีการของ AOAC (1990) แลวบันทึกเปนองคประกอบทางเคมี
ของตัวปลาเมื่อสิ้นสุดการทดลอง จากนั้นจึงนํามาคํานวณคาประสิทธิภาพการใชโปรตีน ตาม
วิธีการของ Zeitoun et al.  (1973)

ประสิทธิภาพการใชโปรตีน (PER)   =     น.น.ปลาที่เพ่ิมขึ้น (กรัม)
    น.น.โปรตีนที่ปลากิน (กรัม)
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การใชประโยชนจากโปรตีนสุทธิ (apparent net protein utilization, ANPU) ตามวิธีของ 
Robinson and Wilson (1985) โดยสมการ

การใชประโยชนจากโปรตีนสุทธิ (%)
                 = (%โปรตีนในตัวปลาเมื่อสิ้นสุดการทดลอง-%โปรตีนในตัวปลาเมื่อเริ่มตน) x 100

   น.น.โปรตีนที่ปลากินตลอดการทดลอง (กรัม)

5.5 การศึกษาการเปลี่ยนแปลงทางเนื้อเยื่อวิทยา
เมื่อสิ้นสุดการทดลองทําการเก็บตัวอยางโดยสุมเก็บเนื้อเยื่อตับและไต จากตัวอยาง

ปลาตูทดลองๆ ละ 2 ตัวมาแชในสารละลายบูแอง (Bouin's fluid) 1 สัปดาห แลวเปลี่ยนน้ํายา
ดองเปนแอลกอฮอล 70 เปอรเซ็นตกอนนําไปผานกรรมวิธีเตรียมเนื้อเยื่อของ Humason 
(1972) ตัดเนื้อเยื่อใหมีความหนา 3-4 ไมโครเมตร แลวยอมดวยสี Hematoxylin Eosin (HE) 
(Bancroft, 1967) จากนําเนื้อเยื่อไปศึกษาดวยกลองจุลทรรศน

5.6 การศึกษาองคประกอบเลือด
สุมปลาจากทุกชุดการทดลองๆ ละ 6 ตัว มาสลบดวยน้ํายา 2-phenoxyethenol เจาะ

เลือดจากบริเวณโคนหางโดยใช เอทีลินไดอะมีนเตตราอะซีติก (ethylenediaminetetraacetic 
acid : EDTA) 1 % เปนสารปองกันการแข็งตัวของเลือด เพ่ือศึกษาองคประกอบของเลือด คือ

- Hemoglobin โดยใชวิธี Cyanmet-haemoglobin ของ Larsen  and Snieszko (1961)
- Hematocrit โดยวิธีดัดแปลงจาก Blaxhall and Daisley (1973)
- Plasma protein โดยวิธีดัดแปลงจาก Lowry et al.  (1951)

5.7  การศึกษาประสิทธิภาพการยอยอาหารทดลองของปลานิล
ในการศึกษาประสิทธิภาพการยอยโปรตีนของปลานิล โดยเติมโครมิคออกไซด 

(Cr2O3) 0.5 % ของน้ําหนักอาหารเพื่อเปนตัวบงชี้ และลดปริมาณแกลบปนในอาหาร ทําการ
เก็บรวบรวมมูลปลาใชวิธีท่ีดัดแปลงมาจาก Boonyaratpalin  and Phromkunthong (2000)โดย
เก็บรวบรวมมูลปลาหลังจากใหอาหาร 1 ชั่วโมง เพราะปลานิลจะขับมูลออกมาเมื่อมีการกิน
อาหารเขาไปใหม ทําการเก็บรวบรวมมูลในน้ําดวยการใชสายพลาสติกขนาดเล็กดูดมูลปลา
ออกจากตูแลวกรองดวยถุงกรองที่ผูกติดไวกับสายยางอีกดาน และนําไปแชแข็ง เก็บรวบรวม



    36

มูลในสัปดาหท่ี 6–8 เปนเวลา 14 วัน เพ่ือใหไดตัวอยางเพียงพอสําหรับการวิเคราะห อบมูล
ปลาใหแหงดวยอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส นาน 48 ชั่วโมง นําตัวอยางนั้นไปวิเคราะหองค
ประกอบทางเคมีไดแก ปริมาณโปรตีน ไขมัน เยื่อใย เถา ฟอสฟอรัสและแคลเซียมตามวิธีการ 
AOAC (1990) วิเคราะหปริมาณโครมิคออกไซดในอาหารและในมูลตามวิธีของ Furukawa  
and Tsukahara (1966) คํานวณหาประสิทธิภาพการยอยโดยสมการ

 ความสามารถในการยอย (บนฐานของวัสดุแหง) (dry matter digestibility or total 
digestibility)

= 100-100 [% มารกเกอรในอาหาร / % มารกเกอรในมูล]

% ความสามารถในการยอยสารอาหาร (nutrient digestibility)
= 100- 100 [% มารกเกอรในอาหาร x % สารอาหารในมูล]

      [% มารกเกอรในมูล x % สารอาหารในอาหาร]

คํานวณหาประสิทธิภาพการดูดซึมฟอสฟอรัสตามวิธีของ Haug and Lantzsch  (1983)
โดยสมการ
% การดูดซึมฟอสฟอรัส (net absorption of phosphorus)

                         = 100 x   1- [% มารกเกอรในอาหาร x % ฟอสฟอรัสในมูล]
                                                                       [% มารกเกอรในมูล x % ฟอสฟอรัสในอาหาร]

5.8 การวิเคราะหขอมูล
วิเคราะหขอมูลโดยใชการวิเคราะหความแปรปรวน ANOVA แบบ CRD และเปรียบ

เทียบความแตกตางของคาเฉลี่ยดวยวิธี Duncan’s New Multiple Range Test (Duncan, 1955)

5.9  การตรวจสอบคุณภาพน้ํา
             ในขณะทดลอง ทําการตรวจสอบคุณภาพน้ําในตูทดลองทุก 2 สัปดาห โดยวัดอุณหภูมิ
ดวยเทอรโมมิเตอร วัดปริมาณออกซิเจนที่ละลายน้ําโดยใช DO meter และใชขวดเก็บตัวอยาง
น้ําขนาด 1 ลิตร เก็บตัวอยางน้ํากอนถายเปลี่ยนน้ํา นําไปวัดคาความเปนกรดดาง โดยใช pH 
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meter และวิเคราะหความเปนดาง ความกระดางของน้ําและปริมาณฟอสฟอรัสในน้ําตามวิธี
การของ Boyd and Tucker (1992)
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ารางที่ 3 สวนประกอบทางโภชนาการของอาหารทดลองที่มีเอนไซมไฟเตสในระดับตางๆ และอนินทรียฟอสเฟต 3 รูปแบบ โดยการวิเคราะห 1

               (บนฐานของวัตถุแหง)

สวนประกอบ (%)สูตร
ที่

เอนไซมไฟเตส
  โปรตีน ไขมัน เถา เยื่อใย คารโบไฮเดรต ฟอสฟอรัส แคลเซียม

1 0 30.28±0.23 11.18±0.22 6.66±0.01 5.54±0.12 42.59±0.17 0.77±0.03 19.64±1.43
2 500 30.22±0.27 11.39±0.08 6.68±0.01 5.78±0.15 41.97±0.26 0.75±0.01 16.76±0.33
3 1,000 30.35±0.30 11.12±0.08 6.71±0.02 6.29±0.07 42.02±0.39 0.79±0.02 20.05±0.64
4 2,000 30.80±0.13 10.46±0.32 6.85±0.00 5.66±0.18 42.56±0.30 0.79±0.02 18.33±1.10
5 4,000 30.64±0.17 11.38±0.33 6.83±0.01 5.28±0.52 42.63±0.72 0.80±0.01 18.22±1.04
6 Monocalcium  Phosphate 30.46±0.35 10.84±0.20 6.95±0.13 5.55±0.22 42.84±0.26 0.92±0.03 23.64±0.87
7 Dicalcium Phosphate 30.61±0.12 11.30±0.06 6.92±0.08 5.70±0.26 42.50±0.37 0.89±0.01 32.97±0.37
8 Tricalcium Phosphate 30.67±0.25 11.26±0.75 7.02±0.04 5.36±0.19 42.73±0.62 0.87±0.04 31.83±0.41

1 ตัวเลขที่นําเสนอเปนคาเฉลี่ย ± คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน (จากการวิเคราะหตัวอยาง 3  ซ้ํา)
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