
บทที่ 2

วัสดุ อุปกรณ และวิธีการทดลอง

1. วัสดุ

1.1 ปลาทดลองในการทดลองที่ 1
1.1.1 ปลานิลแดงแปลงเพศ
ลูกปลานิลแดงแปลงเพศ น้ําหนักเฉลี่ย 5-10 กรัม จากฟารมปลาเอกชนจังหวัด 

พัทลุง นํามาเลี้ยงจนไดขนาด 225.4 ± 10.5 กรัม
1.2 ปลาทดลองในการทดลองที่ 2
1.1.2 ปลานิลแดงแปลงเพศ
ลูกปลานิลแดงแปลงเพศ น้ําหนักเฉลี่ย 2-5 กรัม จากฟารมปลาเอกชน จังหวัด 

พัทลุง นํามาเลี้ยงจนไดขนาดประมาณ 14.72±0.08 กรัม

1.3 สารเคมี
1.3.1 สารเคมีสําหรับวิเคราะหองคประกอบทางเคมีของรางกายปลาทดลอง และ

วิเคราะหองคประกอบทางโภชนาการอาหารทดลอง (ภาคผนวก ก.)
1.3.2 สารเคมีสําหรับวิเคราะหฟอสฟอรัสของรางกายปลา กระดูกปลา มูลปลา

และอาหารทดลอง (ภาคผนวก ก.1)
1.3.3 สารเคมีสําหรับวิเคราะหองคประกอบเลือดของปลาทดลอง (ภาคผนวก ก.)
1.3.4 สารเคมีสําหรับวิเคราะหโครมิคออกไซดในมูลปลา และ อาหารทดลอง  

(ภาคผนวก ก.)
1.3.5 สารเคมีสําหรับทําใหปลาสลบ คือ ควินาลดีน (quinaldine, 2 -

Methylquinoline)

1.4 อาหารสําหรับอนุบาลลูกปลากอนเริ่มตนทดลอง
อาหารสําหรับอนุบาลลูกปลานิลแดงแปลงเพศกอนเริ่มการทดลอง ใชอาหารเม็ด

สําเร็จรูปยี่หอไฮ-เกรด ของบริษัทเอส ดับบลิว ที เบอร 9961 ซึ่งมีคุณคาทางโภชนาการ คือ 
ความชื้น 12 เปอรเซ็นต โปรตีน 40 เปอรเซ็นต ไขมัน 6 เปอรเซ็นต และเยื่อใย 5 เปอรเซ็นต
34
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2. อุปกรณ

2.1 อุปกรณที่ใชในการเลี้ยงปลา
2.1.1 ถังไฟเบอรกลาสกลม ขนาดความจุ 2 ลูกบาศกเมตร
2.1.2 ตูกระจกขนาด 100 x 50 x 47 เซนติเมตร ความจุน้ํา 235 ลิตร ปดดานขาง

และดานหลังตูดวยแผนพลาสติกสีเขียวทึบทั้ง 3 ดาน เพื่อปองกันการถูกรบกวนจากภายนอก
2.1.3 อุปกรณระบบใหอากาศ ประกอบดวยเครื่องใหอากาศ สายยาง หัวทราย
2.1.4 อุปกรณเปลี่ยนถายน้ําไดแก สายยาง เครื่องปมน้ําชนิดจุม
2.1.5 อุปกรณขนยายปลา ไดแก สวิงชอนปลา ขันพลาสติก ถังพลาสติก

 2.2 อุปกรณเตรียมอาหาร
 2.2.1 เครื่องมือเตรียมอาหาร ของ Hobart Model A 200 T ประกอบดวยชุด

เครื่องผสมอาหารแบบมีใบพัด ชุดเครื่องอัดเม็ดอาหาร และขวดสําหรับฉีดพนเอนไซม
 2.2.2 อุปกรณชั่งตวงวัสดุอาหาร ไดแก เครื่องชั่งไฟฟาทศนิยม 2 ตําแหนง ของ 

Sartorius รุน Basic เครื่องชั่งไฟฟาทศนิยม 4 ตําแหนง ของ Sartorius รุน Research กระบอก
ตวง บีกเกอร ถาดเตรียมอาหาร

2.2.3 ตูเย็น ใชเพื่อเก็บอาหารทดลองระหวางรอนําไปใช

2.3 อุปกรณวิเคราะหคุณภาพน้ํา
2.3.1 อุปกรณวัดคาความเปนกรดดาง (pH) คือ เครื่อง pH meter ของ Mettler 

Delta รุน 340
2.3.2 อุปกรณและเครือ่งแกวสาํหรบัวเิคราะหคาความเปนดาง (alkalinity) ไดแก 

ขวดรปูชมพู  บีกเกอร กระบอกตวง ปเปต ลูกยาง ขวดเก็บตัวอยางน้ํา บิวเรทและชุดจับบิวเรท

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

oven) ของ Memmert โถดูดความชื้น (desiccator) เครื่องชั่งไฟฟา 4 ตําแหนง



36

2.4.2 อุปกรณวิเคราะหโปรตีน ไดแก เครื่องยอย (digestion apparatus) ของ 
Gerhardt  รุน Kjeldatherm เครื่องกลั่น (distillation apparatus) ของ Gerhardt รุน Vapodest I  
หลอดยอยโปรตีน (digestion tube) กระบอกตวง บีกเกอร บิวเรต และขวดรูปชมพู

2.4.3 อุปกรณวิเคราะหเถา ไดแก ถวยกระเบื้องเคลือบ (crucible) เตาเผา 
(muffle furnace) ของ Gallenkamp โถดูดความชื้น เครื่องชั่งไฟฟา 4 ตําแหนง

2.4.4 อุปกรณวิเคราะหไขมัน ไดแก ชุดเครื่องมือวิเคราะหไขมัน รุน Soxtec 
System HT6 ไสกรองสาร ถวยสกัดสาร ตูอบ โถดูดความชื้น เครื่องชั่งไฟฟา 4 ตําแหนง

2.4.5 อุปกรณวิเคราะหเยื่อใย ไดแก ชุดเครื่องมือวิเคราะหเยื่อใย รุน Fibertec 
System ถวยแกว (glass crucible) เบอร 1 ตูอบ เตาเผา โถดูดความชื้น เครื่องชั่งไฟฟา 4 
ตําแหนง

2.4.6 อุปกรณวิเคราะหฟอสฟอรัส ไดแก ตูอบ โถอบแหง เครื่องชั่งไฟฟา 4 
ตําแหนง แผนใหความรอน (0-300 องศาเซลเซียส) เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง ขวดรูปชมพู ขวด
ปรับปริมาตร ขนาด 25 มิลลิลิตร ขวดพลาสติก และหลอดแกว
       

2.5 อุปกรณวิเคราะหองคประกอบเลือด
2.5.1 อุปกรณเจาะเลือดปลา ไดแก เข็มขนาด 25G และหลอดฉีดยา ขนาด 1 

มิลลิลิตร
2.5.2 อุปกรณแยกพลาสมา ไดแก ไมโครปเปต เครื่องหมุนเหวี่ยง (centrifuge) 

ของ Beckman รุน AvantiTM

2.5.3 เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) ของบริษัท Shimada 
รุน UV 1201 V

2.6 อุปกรณวิเคราะหโครมิคออกไซดในอาหารทดลองและมูลปลาทดลอง
2.6.1 อุปกรณเก็บมูลปลา ประกอบดวย สายยางเสนผาศูนยกลาง 1.5 

เซนติเมตร และถุงกรองแพลงกตอน ขนาดชองตา 50 ไมครอน
2.6.2 อุปกรณวิเคราะหโครมิคออกไซด ไดแก ตูอบ โถอบแหง โกรงบดตัวอยาง 

เครื่องชั่งไฟฟา 4 ตําแหนง แผนใหความรอน (0-300 องศาเซลเซียส) ขวดรูปชมพู  ขวดปรับ
ปริมาตร  (volumetric flask) ขนาด 25 มิลลิลิตร และขวดพลาสติก

2.6.3 เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (UV-vis spectrophotometer) ของบริษัท 
Shimazu รุน UV mini 1240
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2.7 อุปกรณสําหรับตรวจสอบการเจริญเติบโตของปลา
ประกอบดวย เครื่องชั่งไฟฟาทศนิยม 2 ตําแหนง ยี่หอ Sartorius รุน B 3100 S 

ถังน้ําบรรจุ 20 ลิตร ถังพลาสติกขนาด 3 ลิตร ขันพลาสติก และสวิงชอนปลา

3. วิธีการทดลอง
การทดลองแบงออกเปน 2 การทดลอง

3.1 การทดลองที ่ 1: ผลของเอนไซมไฟเตสตอประสิทธิภาพการยอยวัตถุ
ดิบจากพืช 5 ชนิดในปลานิลแดงแปลงเพศ
การทดลองที่ 1 เปนการศึกษาเปรียบเทียบประสิทธิภาพการยอยวัตถุดิบพืช 5 

ชนิด ระหวางชุดการทดลองที่ไมเสริมเอนไซมไฟเตส และที่เสริมเอนไซมไฟเตสที่ระดับ 750 FYT /
อาหาร 1 กิโลกรัม โดยศึกษาคาสัมประสิทธิ์การยอยวัสดุแหง โปรตีน ฟอสฟอรัส และพลังงานของ
วัตถุดิบพืชแตละชนิด โดยวางแผนการทดลองแบบแฟคตอเรียล (Factorial design) มีปจจัย 2 x 5 
ปจจัย คือ วัตถุดิบจากพืช 5 ชนิด และการเสริมเอนไซมไฟเตส ที่ระดับ 0 และ 750 FYT /อาหาร 1 
กิโลกรัม มีชุดการทดลองทั้งหมด 12 ชุดการทดลองโดยเพิ่มชุดการทดลองที่เปนอาหารสูตรอางอิง 
2 ชุดการทดลอง และแตละชุดการทดลองมี 3 ซ้ํา

3.1.1 การเตรียมอุปกรณการทดลอง
ใชตูกระจกขนาด 100 x 50 x 47 เซนตเิมตรความจนุ้าํ 235 ลิตร (ตอหนวยทดลอง) 

ทําความสะอาด และติดตั้งอุปกรณใหอากาศใหพรอมสมบูรณแลวเติมน้ําประปาที่ปราศจาก
คลอรีน ใหไดปริมาตร 180 ลิตร ปดตูดวยผาพลาสติกสีเขียวทึบ 3 ดานเพื่อปองกันการถูกรบกวน
ขณะทําการทดลอง ในระหวางการทดลองจะมีการทําความสะอาดตู และทําการเปลี่ยนถายน้ําทุก
วัน ในชวงเวลา 13.00 น.-15.30 น. โดยใชน้ําประปาที่พักทิ้งไวจนปราศจากคลอรีน เปนเวลา 1-2 
วัน และทําการตรวจวัด และปรับปริมาณความเปนดางโดยการเติมโซเดียมไบ-คารบอเนต 
(Na2CO3) ใหไดประมาณ 80 มิลลิกรัม/ลิตร

3.1.2 การเตรียมปลาทดลอง
นําลูกปลานิลที่มีสุขภาพแข็งแรงน้ําหนักเฉลี่ยเริ่มตน 5-10 กรัม จํานวน 3,000 

ตัว มาอนุบาลในบอปูนขนาดความจุน้ํา 16 ลูกบาศกเมตร อนุบาลตอไปโดยใหอาหารเม็ดสําเร็จ



38

รูปยี่หอไฮ-เกรด เบอร 9961 วนัละ 2 คร้ัง คือ 9.00 น. และ 16.00 น. จนกระทั่งปลามีน้ําหนักเฉล่ีย
ประมาณ 225 กรัม  จากนั้นจึงนําปลามาตรวจโรค เมื่อไมพบเชื้อจึงทําการคัดปลาใสตูทดลอง 
จํานวน 20 ตัวตอตู ปรับปริมาตรน้ําในตูทดลองเปน 200 ลิตร ปรับสภาพปลาใหคุนเคยกับสภาพ
แวดลอมของตูและฝกใหกินอาหารทดลอง  (สูตรอางอิง ) เปนเวลา 7 วัน หลังจากนั้นจึงเริ่มใหกิน
อาหารทดลองแตละสูตร และทําการสุมชั่งหาน้ําหนักเฉล่ียเริ่มตนของปลาจํานวน 30 ตัว โดยสลบ
ปลาดวยควินาลดีน มาชั่งดวยเครื่องชั่งไฟฟาทศนิยม 2 ตําแหนง ยี่หอ Sartorius รุน B 3100 S

3.1.3 การเตรียมอาหารทดลอง
อาหารทดลองมี 6 สูตร คือ อาหารสูตรอางอิง (สูตรที่ 1) และอาหารสูตรผสมวัตถุ

ดิบทดสอบ (สูตรที่ 2-6) โดยอาหารผสมวัตถุดิบพืชที่ใชทดสอบมีสวนผสมของอาหารสูตรอางอิง 
70 เปอรเซ็นต  และวัตถุดิบพืชที่ทดสอบ 30 เปอรเซ็นต  อาหารสูตรอางอิงใชสวนประกอบที่อางอิง
มาจาก วุฒิพร พรหมขุนทองและอัจฉริยา มูลสโกภาส (2548) วัตถุดิบ 5 ชนิดที่ทดสอบคือ กากถั่ว
เหลืองสกัดน้ํามัน กากเนื้อเมล็ดในปาลมน้ํามัน รําละเอียด ขาวโพด และมันสําปะหลัง ดําเนินการ
โดยเตรียมอาหารแตละสูตร 10 กิโลกรัม จากนั้นจึง แบงอาหารแตละสูตรเปนสองสวน คือ สวนที่ 
1 ไมเสริมเอนไซมไฟเตส และสวนที่ 2 เสริมเอนไซมไฟเตส ความเขมขน 750 FYT/อาหาร 1 
กิโลกรัม (Liebert and Portz, 2005)  โดยที่อาหารกลุมที่ไมเสริมเอนไซมจะทําการสเปรยดวยน้ํา
กลั่นแทนเพื่อใหมีลักษณะใกลเคียงกัน อาหารทดลองที่ใชเปนอาหารเม็ดแบบจมมีเสนผาศูนย
กลาง 3 มิลลิเมตร รายละเอียดของอาหารทดลองดังตารางที่ 10
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      ตารางที่ 10 รายละเอียดของอาหารทดลองสูตรตางๆ ในการทดลองที่ 1 

สูตรที่ ชนิดของอาหาร เอนไซมไฟเตส 750
FYT/ อาหาร 1 กิโลกรัม

1 อาหารสูตรอางอิง ไมเสริม
2 อาหารสูตรอางอิง เสริม
3 อาหารสูตรอางอิง 70 เปอรเซ็นต กากถั่วเหลือง 30 เปอรเซ็นต ไมเสริม
4 อาหารสูตรอางอิง 70 เปอรเซ็นต กากถั่วเหลือง 30 เปอรเซ็นต เสริม
5 อาหารสูตรอางอิง 70 เปอรเซ็นต กากเนื้อเมล็ดในปาลมน้ํามัน

30 เปอรเซ็นต
ไมเสริม

6 อาหารสูตรอางอิง 70 เปอรเซ็นต กากเนื้อเมล็ดในปาลมน้ํามัน
30 เปอรเซ็นต

เสริม

7 อาหารสูตรอางอิง 70 เปอรเซ็นต รําละเอียด 30 เปอรเซ็นต ไมเสริม
8 อาหารสูตรอางอิง 70 เปอรเซ็นต รําละเอียด 30 เปอรเซ็นต เสริม
9 อาหารสูตรอางอิง 70 เปอรเซ็นต ขาวโพด 30 เปอรเซ็นต ไมเสริม
10 อาหารสูตรอางอิง 70 เปอรเซ็นต ขาวโพด 30 เปอรเซ็นต เสริม
11 อาหารสูตรอางอิง 70 เปอรเซ็นต มันสําปะหลัง 30 เปอรเซ็นต ไมเสริม
12 อาหารสูตรอางอิง 70 เปอรเซ็นต มันสําปะหลัง 30 เปอรเซ็นต เสริม

3.1.4. ข้ันตอนในการเตรียมอาหารทดลองมีดังตอไปนี้
3.1.4.1นําวัตถุดิบที่ใชไปวิเคราะหคุณคาทางโภชนาการตามวิธีการของ AOAC 

(1990) สงตัวอยางวัตถุดิบวิเคราะหปริมาณไฟเตท (โดยสงวิเคราะหที่ BIOPRACT GmbH) (ตา
รางที่ 12) แลวนํามาคํานวณปริมาณไฟเตทฟอสฟอรัสดังแสดงในตารางที่ 14 และสรางสูตรอาหาร 
โดยคํานวณใหสูตรอาหารอางอิงมีระดับโปรตีน ไขมันและระดับพลังงานตามความตองการของ
ปลานิลแดง คือโปรตีนประมาณ 30 เปอรเซ็นต ไขมันประมาณ 7 เปอรเซ็นต และพลังงาน
ประมาณ 18 เมกะจูล/อาหาร 1 กิโลกรัม โดยมีสวนประกอบของวัตถุดิบ รวมถึงปริมาณของ
ฟอสฟอรัสของวัตถุดิบดังตารางที่ 12  สวนสูตรอาหารอื่นๆ เตรียมโดยการลดสวนของสูตรอางอิง
ลง 30 เปอรเซ็นต แลวแทนที่โดยวัตถุดิบจากพืชที่ตองการศึกษาดังที่กลาวมาแลว โดยปริมาณคุณ
คาทางโภชนาการของอาหารทดลองแสดงไวในตารางที่  13
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3.1.4.2 ชัง่วตัถดิุบอาหารทีผ่านการรอนดวยตะแกรง ขนาด 30 เมช (mesh) แยกใส
ถุงไวสําหรับเตรียมอาหารทดลองแตละสูตร

3.1.4.3 นําสวนผสมทั้งหมด ยกเวนน้ํามัน มาผสมรวมกันและคลุกเคลาใหเขากัน 
ดวยเครื่องผสมอาหารประมาณ 6 นาที จึงเติมน้ํามันลงไป เมื่อสวนผสมเขากันดีนาน 15 นาทีเติม
น้ําสะอาดประมาณ 35 เปอรเซ็นต ผสมตอไปอีก 10 นาที

3.1.4.4 นําวัตถุดิบอาหารที่ผสมกันดีแลวเขาเครื่องอัดเม็ดอาหาร ผานหนาแวน
ขนาดเสนผานศูนยกลาง 3 มิลลิเมตร โดยตัดเม็ดอาหารใหมีความยาวใกลเคียงกันประมาณ1-2 
เซนติเมตร

3.1.4.5 นําอาหารที่อัดเม็ดเรียบรอยแลวมาอบที่อุณหภูมิ 60-80 องศาเซลเซียส 
นาน 24 ชั่วโมง

3.1.4.6 แบงอาหารแตละสูตรเปน 2 สวน สวนหนึ่งที่ตองเสริมเอนไซมไฟเตส นํา
มาฉีดพนเอนไซม ที่ระดับความเขมขน 750 FYT /อาหาร 1 กิโลกรัม โดยชั่งเอนไซมไฟเตส 0.15 
กรัม(ใชเอนไซมไฟเตสชนิดเหลว ความเขมขน 5,000 FYT/กรัม)  ผสมกับน้ําที่ปราศจากไอออน 
(deionized water) 40 มิลลิลิตร/อาหาร  1กิโลกรัม ฉีดพนเอนไซมไฟเตสบนเม็ดอาหาร สําหรับ
สูตรที่ไมมีการเสริมดวยเอนไซมไฟเตสจะทําการฉีดพนเม็ดอาหารดวยน้ําที่ปราศจากไอออน
ปริมาณ 40 มิลลิลิตรตออาหาร 1 กิโลกรัม เชนกัน เพื่อใหทุกสูตรมีความชื้นใกลเคียงกัน ผ่ึงอาหาร
ในที่รมใหแหงแลวบรรจุในถุงพลาสติก เก็บรักษาไวในตูเย็นที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส (วุฒิพร
และ อัจฉริยา, 2548) เอนไซมไฟเตสที่ใชเปนผลิตภัณฑของบริษัทดีเอสเอ็ม (DSM) โดยเปนผล
ผลิตจากเชื้อรา Aspergillus  oryzae  มีชื่อทางการคา RONOZYME ® P (L)  มีไฟเตสแอคติวิตี 
5,000 FYT/กรัม

3.1.4.7 นําอาหารทดลอง ที่ทําเสร็จแลวไปวิเคราะหคุณคาทางโภชนาการ 
(ความชื้น โปรตีน ไขมัน เยื่อใย เถา และฟอสฟอรัส) ตามวิธีมาตรฐานของ AOAC (1990) ดัง
แสดงไวในตารางที่ 11 และนําคาวิเคราะหปริมาณไฟเตทในวัตถุดิบที่ใชในอาหารมาคํานวณ
ปริมาณฟอสฟอรัสที่ใชประโยชนไดของสูตรอาหาร ดังตารางที่ 14 โดยผลการสงวิเคราะหปริมาณ
เอนไซมในอาหารแสดงในตารางที่ 15
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ตารางที่ 11 ผลการวิเคราะหองคประกอบทางโภชนาการของวัตถุดิบอาหารทดลองที่ 1 (% as fed basis)1

วัตถุดิบ ความชื้น โปรตีน ไขมัน เถา เยื่อใย ฟอสฟอรัส
ไฟเตท

ฟอสฟอรัส
พลังงาน

(MJ/kg feed)
กากถั่วเหลือง 9.83±0.04 44.95±1.11 2.33±0.09 7.10±0.10 6.54±0.20 0.77±0.06 0.403±0.05 18.39±0.20
การเนื้อเมล็ดในปาลมน้ํามัน 8.39±0.12 15.87±0.64 8.21±0.05 4.16±0.17 13.06±0.13 0.55±0.04 0.417±0.01 20.35±0.11
รําละเอียด 8.90±0.02 13.46±0.12 14.60±0.41 10.09±0.03 7.32±0.33 2.04±0.07 1.292±0.02 21.90±0.45
ขาวโพด 8.77±0.03 6.92±0.02 4.85±0.19 6.49±0.13 3.00±0.67 0.25±0.01 0.195±0.01 17.60±0.29
มันสําปะหลัง 9.26±0.17 2.72±0.11 0.93±0.18 4.75±0.05   2.92±0.06 0.07±0.03 0.017±0.01 16.39±0.10
ปลายขาว 9.21±0.03 7.42±0.16 1.13±0.11 5.63±0.10   0.25±0.04 0.14±0.03 0.099±0.01 15.65±0.10
ไดแคลเซียมฟอสเฟต2 - - - - - 19.43±0.55 - -

1ตัวเลขที่นําเสนอเปนคาเฉลี่ย ± คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน จากขอมูล 3 ซ้ํา
สัญลักษณ ( - ) หมายถึงไมไดวิเคราะห
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ตารางที่ 12 องคประกอบของอาหารสูตรอางอิง (RD)

วัตถุดิบ (%) ฟอสฟอรัสรวม (%)
กากถั่วเหลือง 67 0.52
ปลายขาว 10 0.01
รําละเอียด 14 0.29
น้ํามันปลา 1 0
เมทไทโอนีน 0.7 0
วิตามินผสม1 1 0
โคลีนคลอไรด 0.6 0
แรธาตุผสม2 3 0.296
ไดแคลเซียมฟอสเฟต(DCP) 1.17 0.23
 โครมิคออกไซด(Cr2O3) 0.5051 0
แกลบ 1.625 0
รวม 100 1.346

1 วิตามินผสมประกอบดวย (ปริมาณตอ 1 กิโลกรัมอาหาร ): Thiamine (B1) 10 mg;
Riboflavin (B2) 20 mg; Pyridoxine (B6) 10 mg; Cobalamin (B12) 2 mg; Retinal 
(A) 4,000 IU; Cholecalciferol (D3) 2,000 IU; Menadione sodium bisulfite   
(K3 ) 80 mg; Folic acid 5 mg; Calcium pantothenate 40 mg; Inositol 400 mg; 
Niacin 150 mg; Tocopherol (E) 50 IU);  Ascorbic acid (C) 500 mg; Biotin 3 
mg

2 แรธาตุผสมประกอบดวย (ปริมาณตอ 1 กิโลกรัมอาหาร ): NaCl 0.25 g;  MgSO4  3.75 
g; KH2PO4 8 g; CaHPO4. 5 g; FeSO4 0.72 g; ZnSO4.7H2O 0.088 g; 
MnSO4..4H2O 0.040 g; CuSO4.5H2O 0.008 g; CoCl2.6H2O 0.00025 g; 
KIO3.6H2O 0.00075 g
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ตารางที่ 13 คุณคาทางโภชนาการของอาหารทดลอง (%as fed basis)1

อาหารทดลอง ความชื้น โปรตีน ไขมัน เถา เยื่อใย ฟอสฟอรัส โครมิกออกไซด
พลังงาน

(MJ/kg feed)
สูตรที่ 1 อางอิง 8.96±0.04 32.29±0.17 5.28±0.82 9.70±0.17 5.75±0.26 1.31±0.01 0.51±0.02 18.87±0.10
สูตรที่ 2 กากถั่วเหลือง 7.18±0.06 38.89±0.02 3.88±0.74 8.82±0.08 5.66±0.42 1.13±0.02 0.53±0.02 19.91±0.13
สูตรที่ 3 กากเนื้อเมล็ดในปาลมน้ํามัน 6.98±0.09 29.08±0.02 6.03±0.28 8.10±0.03 7.63±0.18 1.10±0.00 0.50±0.02 20.56±0.02
สูตรที่ 4 รําละเอียด 5.32±0.01 29.00±0.04 8.43±0.41 9.80±0.04 5.10±0.33 1.48±0.02 0.50±0.01 24.33±1.85
สูตรที่ 5 ขาวโพด 7.11±0.17 27.49±1.68 4.95±0.31 8.57±0.10 4.46±0.21 1.00±0.03 0.54±0.01 20.94±2.12
สูตรที่ 6 มันสําปะหลัง 6.10±0.08 26.15±0.03 4.21±0.10 8.29±0.01 4.58±0.19 1.02±0.02 0.54±0.01 19.53±0.34



44

1ตัวเลขที่นําเสนอเปนคาเฉลี่ย ± คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน จากขอมูล 3 ซ้ํา
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ตารางที่ 14 ปริมาณของฟอสฟอรัสที่ใชประโยชนได (ฟอสฟอรัสที่ไมใชไฟเตทฟอสฟอรัส) (%)

1ไฟเตทฟอสฟอรัสรวม = คํานวณจากปริมาณของไฟเตทฟอสฟอรัสในแตละวัตถุดิบ
2ฟอสฟอรัสที่ใชประโยชนได (ฟอสฟอรัสที่ไมใชไฟเตทฟอสฟอรัส) (%) =ฟอสฟอรัสรวม (%)-ไฟเตทฟอสฟอรัส
รวม (%)

ตารางที่ 15   ปริมาณของเอนไซมไฟเตสในอาหารทดลอง 1

อาหารทดลอง การเสริมเอนไซมไฟเตส
(FYT/kg diet)

ปริมาณเอนไซมไฟเตส2

(mg phytase equiv./kg feed)
สูตรที่ 1 สูตรอางอิง 0 NA
สูตรที่ 1 สูตรอางอิง 750 981±77
สูตรที่ 2 กากถั่วเหลือง 0 NA
สูตรที่ 2 กากถั่วเหลือง 750 932±16
สูตรที่ 3 กากเนื้อเมล็ดในปาลมน้ํามัน 0 NA
สูตรที่ 3กากเนื้อเมล็ดในปาลมน้ํามัน 750 1,081±27
สูตรที่ 4 รําละเอียด 0 NA
สูตรที่ 4 รําละเอียด 750 1,030±95
สูตรที่ 5 ขาวโพด 0 NA
สูตรที่ 5 ขาวโพด 750 998±4
สูตรที่ 6 มันสําปะหลัง 0 NA
สูตรที่ 6 มันสําปะหลัง 750 1,030±95

1ตัวเลขที่นําเสนอเปนคาเฉล่ีย ± คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน จากขอมูล 2 ซ้ํา
2 NA = ไมไดทําการวิเคราะห

อาหารทดลอง ฟอสฟอรัสรวม
ไฟเตท

ฟอสฟอรัสรวม  1
ฟอสฟอรัสที่ไมใชไฟเตท

ฟอสฟอรัส 2

1.  สูตรอางอิง (RD) 100 % 1.31 0.461 0.849
2. สูตรอางอิง 70%+ กากถั่วเหลือง 30% 1.13 0.444 0.686
3. สูตรอางอิง 70%+การเนื้อเมล็ดในปาลมน้ํามัน 30% 1.10 0.448 0.652
4. สูตรอางอิง70%+รําละเอียด 30% 1.48 0.710 0.770
5. สูตรอางอิง 70%+ขาวโพด 30% 1.00 0.381 0.619
6. สูตรอางอิง 70%+มันสําปะหลัง 30% 1.02 0.328 0.692
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3.1.5 แผนการทดลอง

วางแผนการทดลองแบบแฟคทอเรียล (factorial design) แบบ 5X2 โดยศึกษา 2 
ปจจัย คือ วัตถุดิบพืช 5 ชนิด และการเสริมเอนไซมไฟเตส ที่ระดับ 0 และ 750 FYT/อาหาร 1 
กิโลกรัม ดังนั้นจึงมีชุดการทดลองทั้งหมด 10 ชุด แตในการหาคาสัมประสิทธิ์การยอยสารอาหาร
จะตองใชคาสัมประสิทธิ์การยอยจากอาหารสูตรอางอิงในการคํานวณคาสัมประสิทธิ์การยอยสาร
อาหารของวัตถุดิบจึงมีชุดการทดลองเพิ่มอีก 2 ชุดการทดลองคือ สูตรอาหารอางอิงที่ไมเสริม
เอนไซมไฟเตส และเสริมเอนไซมไฟเตส รวมเปน 12 ชุดการทดลอง การทดลองแตละชุดการ
ทดลองมีจํานวน 3 ซ้ํา รวมเปน 36 ตูและใชปลาทดลองจํานวน 20 ตัวตอตู  ใหอาหารวนัละ 2 คร้ัง 
คือ ชวงเชาเวลา 9.00 น. และชวงเย็นเวลา 16.00 น. โดยใหปลากินจนอิ่ม เร่ิมทําความสะอาดตู
ทดลองโดยจะดูดตะกอน และทําความสะอาดตูปลาโดยวิธีกาลักน้ํา และเปลี่ยนถายน้ําใหม ใน
เวลา13.00 น.

 การศึกษาคาสัมประสิทธิ์การยอยอาหาร (apparent digestibility coefficient) 
จะเริ่มเก็บมูลปลาสําหรับการวิเคราะหคาสัมประสิทธิ์การยอยฟอสฟอรัส ในสัปดาหที่ 2 ของการ
ทดลอง ภายหลังจากที่ใหอาหารที่มีสวนผสมของโครมิคออกไซด (Cr2O3) 0.5 เปอรเซ็นต (โครมิค
ออกไซดมีความเขมขน 98 เปอรเซ็นต ดังนั้นอาหาร 100 กรัม ตองใชโครมิคออกไซด 0.5051 กรัม)
เปนเวลา 1 สัปดาห จึงทําการเก็บมูลปลาที่มีโครมิคออกไซด โดยมีวิธีการจัดการดังนี้คือ หลังจาก
ใหอาหารชวงเชา และชวงเย็นเสร็จเปนเวลา 1 ชั่วโมง ทําความสะอาดตูดวยวิธีกาลักน้ํา 
(siphoning) เพื่อดูดเศษอาหารและมูลปลาที่ตกคาง จากนั้นทิ้งระยะเวลา 1-2 ชั่วโมง จึงเก็บมูล
ปลาโดยวิธีที่ดัดแปลงมาจาก Boonyaratpalin และ Phromkunthong (2000) โดยการใชถุงกรอง
ตาละเอียดรองรับน้ําจากปลายสายยางขางหนึ่งโดยวิธีกาลักน้ํา รวบรวมมูลนําไปเก็บไวในชองแช
แข็ง (freezer) และอบมูลปลาใหแหงดวยอุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ชั่วโมง เพื่อนํา
ไปวิเคราะหโปรตีน ฟอสฟอรัส และพลังงาน ตามวิธีมาตรฐานของ AOAC (1990)  วิเคราะห
ปริมาณโครมิกออกไซดในอาหารและมูลตามวิธีของ Furukawa  และ Tsukahara (1966)

3.1.6 การเก็บรวบรวมขอมูล
3.1.6.1 ศึกษาประสิทธิภาพการยอยอาหาร

การศึกษาประสิทธิภาพการยอยอาหารโดยทําการเปรียบเทียบปริมาณ               
โครมิกออกไซด และสารอาหารที่ตองการศึกษาที่มีในอาหารกับที่มีอยูในมูลปลา (Forster, 1999)
คํานวณไดจากสูตรที่อางอิงมาจากสมการ
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 ประสิทธิภาพในการยอยวัสดุแหง (dry matter digestibility or total digestibility (%))

= 100 –100×   % โครมิกออกไซดในอาหาร

                                                     %  โครมิกออกไซดในมูล

สัมประสิทธิ์ในการยอยสารอาหาร (apparent digestibility coefficient , ADC )

 ADC ของอาหาร   = 1 -  %โครมิกออกไซดในอาหาร          %สารอาหารในมูล

                           %โครมิกออกไซดในมูล           %สารอาหารในอาหาร

สัมประสิทธิ์ในการยอยสารอาหารของวัตถุดิบ (%)
ADC ของวัตถุดิบ = 100 ×   (%Ntest× ADCtest)-(0.7 × %Nref ×ADCref)

0.3 × %Ning

ซึ่ง %Ntest = 0.7× %Nref + 0.3 × %Ning

โดยที่ %Nref     = สารอาหารในอาหารอางอิง (เปอรเซ็นต)
%Ning    = สารอาหารในวัตถุดิบ (เปอรเซ็นต)
%Ntest    = สารอาหารในอาหารทดสอบ (เปอรเซ็นต)
ADCtest = สัมประสิทธิ์การยอยของอาหารทดสอบ (เปอรเซ็นต)
ADCref  = สัมประสิทธิ์การยอยของอาหารอางอิง (เปอรเซ็นต)
      0.3 = สัดสวนของวัตถุดิบทดสอบที่ใชในสูตรอาหารทดลอง 30     

เปอรเซ็นต
       0.7= สัดสวนของอาหารสูตรอางอิงที่ใชในสูตรอาหารทดลอง 70

เปอรเซ็นต

×
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3.1.6.2 การศึกษาองคประกอบเลือด
เมื่อส้ินสุดการทดลอง สุมปลาจากทุกชุดการทดลองๆ ละ 6 ตัว นํามาสลบดวย

ควินาลดีน เจาะเลือดจากบริเวณโคนหาง เพื่อศึกษาองคประกอบของเลือด ไดแก

          -  ฮีโมโกลบิน โดยวิธี Cyanmet-haemoglobin ของ Larsen และ Snieszko (1961)

          -  ฮีมาโตคริต โดยวิธีดัดแปลงจาก Blaxhall และ Daisley (1973)

3.1.7. การวิเคราะหขอมูล
วิเคราะหขอมูลโดยการวิเคราะหความแปรปรวน (ANOVA) และทําการวิเคราะห

หาความสัมพันธของแตละปจจัยคือ ชนิดของวัตถุดิบพืช 5 ชนิด และผลการเสริมเอนไซมไฟเตสที่
ระดับ 0 และ 750 FYT/อาหาร 1 กิโลกรัม นอกจากนั้นยังวิเคราะหปฏิสัมพันธระหวางปจจัยคือ 
ชนิดของวัตถุดิบพืชกับการเสริมเอนไซมไฟเตส  ดวยการวิเคราะหความแปรปรวนจําแนกสองทาง 
(two way analysis of variances) เปรียบเทียบความแตกตางของคาเฉลี่ยดวย Duncan’s 
multiple range test (Duncan, 1955) โดยใชโปรแกรมสําเร็จรูป SPSS (11.0)

3.1.8 การตรวจสอบคุณภาพน้ํา
 ตรวจสอบคุณภาพน้ําในบอพักน้ํา ดวยการวิเคราะหวามีคลอรีนตกคาง โดยการ

ทดสอบการเกิดสีกับ โพแทสเซียมไอโอไดด (KI) และวิเคราะหความเปนกรดดางดวย pH meter 
และความเปนดางตามวิธีการของ Boyd และ Tucker (1992) ทุกสัปดาห (ภาคผนวก ก) โดย
วิเคราะหตัวอยางละ 3 ซ้ําเพื่อปรับความเปนดางใหได 80 มิลลิกรัม/ลิตร ดวยการเติมโซเดียมไบ-
คารบอเนต

3.2 การทดลองที ่2:  ผลของเอนไซมไฟเตสและอนินทรียฟอสเฟตตอการ
เจริญเติบโต และประสิทธิภาพการยอยฟอสฟอรัสในปลานิลแดงแปลง
เพศ

การทดลองที่ 2 เปนการนําคาสัมประสิทธิ์การยอยฟอสฟอรัส ของวัตถุดิบจากพืช
ทั้ง 5 ชนิดจากการทดลองที่ 1 ไปคํานวณเพื่อสรางสูตรอาหารเพื่อทําการเปรียบเทียบการเจริญ
เติบโต ประสิทธิภาพการยอยอาหาร และประสิทธิภาพการยอยฟอสฟอรัสของอาหารแตละสูตรที่
ไมเสริมอนินทรียฟอสเฟต และเสริมอนินทรียฟอสเฟต โดยใชเอนไซมไฟเตสเปนตัวทดแทนการใชอ
นินทรียฟอสเฟต โดยสูตรอาหารทุกสูตรจะมีคุณคาทางโภชนาการ และใชวัตถุดิบที่ใกลเคียงกันกับ
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อาหารปลานิลสําเร็จรูป และมีจําหนายเพื่อการคา โดยสูตรที่ 1 มีปริมาณฟอสฟอรัสที่ใชประโยชน
ไดตํ่ากวาความตองการของปลานิล (0.35 เปอรเซ็นต) สูตรที่ 2 เสริม     ไดแคลเซียมฟอสเฟตใหมี
ระดับฟอสฟอรัสใหใกลเคียงกับความตองการของปลานิล (0.54เปอรเซ็นต) สูตรที่ 3 เสริมเอนไซม
ไฟเตส 750 FYT/ อาหาร 1 กิโลกรัม ลงในอาหารสูตรที่ 1 และสูตรที่ 4 เสริมเอนไซมไฟเตส 750
FYT/ อาหาร 1 กิโลกรัม ลงในอาหารสูตรที่ 2 และลดปริมาณ  ไดแคลเซียมฟอสเฟตลง 66.6 
เปอรเซ็นต (ตารางที่ 17)

3.2.1 การเตรียมอุปกรณการทดลอง
ดําเนินการเชนเดียวกับการทดลองที่ 1 (ขอ 3.1.1)

3.2.2 การเตรียมปลาทดลอง
ใชลูกปลานิลแดงแปลงเพศ ที่มีน้ําหนักเฉล่ียตอตัวอยูในชวง 2- 5 กรัม จํานวน 

1,000 ตัว มาอนุบาลในถังไฟเบอรกลมขนาดความจุน้ํา 2 ลูกบาศกเมตร ดวยอาหารเม็ดสําเร็จรูป
ยี่หอไฮ-เกรด เบอร 9961 เปนเวลา 1 เดือน โดยดําเนินการเชนเดียวกับการทดลองที่ 1 จนปลาได
ขนาดประมาณ 14 กรัม จึงใชสําหรับทําการทดลอง

3.2.3 การเตรียมอาหารทดลอง
การเตรียมอาหารทดลองดําเนินการเชนเดียวกับการทดลองที่ 1 โดยวิเคราะห 

คุณคาทางโภชนาการรวมทั้งฟอสฟอรัสของวัสดุอาหารที่นํามาใชเปนสวนประกอบของอาหาร
ทดลอง ดังแสดงไวในตารางที่ 16 จากนั้นสรางสูตรอาหารทดลอง 4 สูตรใหมีปริมาณโปรตีนเทา
กันคือ 30 เปอรเซ็นต ไขมัน 6 เปอรเซ็นต ทั้งนี้โดยใชคาสัมประสิทธิ์การยอยฟอสฟอรัสของวัตถุดิบ
แตละชนิดที่ไดจากการทดลองที่ 1 มาประยุกตในการสรางสูตรอาหารสําหรับการทดลองโดยการ
คํานวณปริมาณของฟอสฟอรัสที่ใชประโยชนไดจากวัตถุดิบแตละชนิด ดังนี้

 สูตรที่ 1 เปนชุดควบคุมไมมีการเสริมอนินทรียฟอสเฟต และไมเอนไซมไฟเตส ซึ่ง
จะมีฟอสฟอรัสที่ใชประโยชนได 0.3 เปอรเซ็นต

สูตรที่ 2 เสริมอนินทรียฟอสเฟต ใหมีปริมาณฟอสฟอรัสที่ใชประโยชนได 
ประมาณ 0.5 เปอรเซ็นต

สูตรที่ 3 เปนชุดควบคุมที่เสริมเอนไซมไฟเตส 750 FYT/อาหาร 1 กิโลกรัม และมี
ปริมาณฟอสฟอรัสที่ใชประโยชนได ประมาณ 0.5 เปอรเซ็นต
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สูตรที่ 4 ใชสูตรเดียวกับสูตรที่ 2 แตลดปริมาณอนินทรียฟอสเฟตลง และเสริม
เอนไซมไฟเตส 750 FYT/อาหาร 1 กิโลกรัม โดยปริมาณฟอสฟอรัสที่ใชประโยชนได ประมาณ 0.5
เปอรเซ็นต โดยมีสวนประกอบของวัตถุดิบดังตารางที่ 17 และมีปริมาณของฟอสฟอรัสทั้งหมด   
ไฟเตทฟอสฟอรัส ฟอสฟอรัสที่ไมใชไฟเตท และฟอสฟอรัสที่ใชประโยชนไดดังตารางที่ 19

นําอาหารทดลองไปวิเคราะหคุณคาทางโภชนาการ ไดแก โปรตีน ไขมัน เยื่อใย 
เถา ฟอสฟอรัส โดยวิธีการของ AOAC (1990) (ตารางที่ 16) ในสัปดาหที่ 8 ของการทดลอง จะ
เติมโครมิกออกไซด (Cr2O3) 0.5 เปอรเซ็นตของน้ําหนักอาหารในอาหารทุกสูตรเพื่อใชเปนตัวบงชี้
ในการศึกษาประสิทธิภาพการยอยอาหารโดยดําเนินการเชนเดียวกับวิธีการในขอ 3.1.5 สวนผล
การสงวิเคราะหปริมาณของเอนไซมไฟเตสที่มีอยุอาหารแตละสูตรแสดงในตารางที่ 20
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ตารางที่ 16 ผลการวิเคราะหองคประกอบทางโภชนาการของวัตถุดิบอาหารทดลองที่ 2 (% as fed basis)1

1ตัวเลขที่นําเสนอเปนคาเฉลี่ย ± คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน จากขอมูล 3 ซ้ํา
2 สัญลักษณ ( - ) หมายถึงไมไดวิเคราะห
3เปนคาประมาณที่ไดจากการทดลองที่ 1

วัตถุดิบ ความชื้น โปรตีน ไขมัน เถา เยื่อใย ฟอสฟอรัส ไฟเตทฟอสฟอรัส3

ปลาปน 9.40±0.04 70.30±0.10 7.51±0.01 10.77±0.34 0.16±0.13 1.91±0.09 -
กากถั่วเหลือง 9.80±0.00 45.50±0.51 1.65±0.01 6.93±0.02 6.54±0.20 0.67±0.04 0.403±0.05
รําละเอียด 9.40±0.15 13.09±0.03 14.66±0.01 17.53±0.11 6.46±0.16 1.60±0.09 1.292±0.02
มันสําปะหลัง 9.48±0.17 2.70±0.03 0.25±0.01 4.12±0.06 3.14±0.10 0.03±0.01 0.017±0.01
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ตารางที่ 17 สวนประกอบของอาหารทดลองที่ 2  (%)

วัตถุดิบ สูตรที่1 สูตรที่ 2 สูตรที่ 3 สูตรที่ 4
ปลาปน 10 10 10 10
กากถั่วเหลือง 45 45 45 45
รําละเอียด 18 18 18 18
มันสําปะหลัง 20.90 19.40 20.88 20.39
น้ํามันปลา 1.5 1.5 1.5 1.5
วิตามินผสม1 1 1 1 1
โคลีนคลอไรด 0.6 0.6 0.6 0.6
แรธาตุผสม2 3 3 3 3
RONO P 5000 0 0 0.015 0.015
ไดแคลเซียมฟอสเฟต 0 1.5 0 0.5
รวม 100 100 100 100

1 วิตามินผสมประกอบดวย (ปริมาณตอ 1 กิโลกรัมอาหาร): Thiamine (B1) 10 mg;
Riboflavin (B2) 20 mg; Pyridoxine (B6) 10 mg; Cobalamin (B12) 2 mg; 
Retinal (A) 4,000 IU; Cholecalciferol (D3) 2,000 IU; Menadione sodium 
bisulfite (K3 ) 80 mg; Folic acid 5 mg; Calcium pantothenate 40 mg; 
Inositol 400 mg; Niacin 150 mg; Tocopherol (E) 50 IU;  Ascorbic acid 
(C) 500 mg; Biotin 3 mg

2 แรธาตุผสมประกอบดวย (ปริมาณตอ 1 กิโลกรัมอาหาร ): Na 0.098 ; Mg 0.758; K 2.298; Ca
1.473; Fe 0.145; Zn 0.02; Mn 0.13; Cu 2.07mg; Co 0.59 mg; I 0.45 mg
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ตารางที่ 18 คุณคาทางโภชนาการของอาหารทดลองที่ 2 (% as fed basis)1

อาหาร
ทดลอง

เสริมไดแคลเซียม
ฟอสเฟต2

เสริมไฟเตส 750
FYT/ อาหาร 1
กก.

วัตถุแหง โปรตีน ไขมัน เถา เยื่อใย ฟอสฟอรัส โครมิกออกไซด

สูตรที่ 1 - - 94.66±0.20 30.59±0.57 5.69±0.03 10.78±0.18 5.10±0.70 0.79±0.03 0.50±0.002
สูตรที่ 2 + - 93.66±0.26 31.72±0.09 5.60±0.01 12.01±0.13 4.78±0.29 1.11±0.05 0.50±0.007
สูตรที่ 3 - + 91.85±0.04 30.39±0.40 5.70±0.11 10.56±0.09 4.70±0.15 0.82±0.06 0.50±0.003
สูตรที่ 4 + + 91.73±0.10 30.53±0.15 5.74±0.03 11.00±0.04 4.98±0.58 0.88±0.05 0.51±0.010

1ตัวเลขที่นําเสนอเปนคาเฉลี่ย ± คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน จากขอมูล 3 ซ้ํา
2สัญลักษณ ( + ) แทนการเสริมลงในอาหาร และ ( - ) แทนการไมเสริมลงในอาหาร
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ตารางที่ 19 ปริมาณของฟอสฟอรัสรวม ไฟเตทฟอสฟอรัส ฟอสฟอรัสที่ไมใชไฟเตทฟอสฟอรัส และ
ฟอสฟอรัสที่ใชประโยชนไดในอาหารของการทดลองที่ 2

1 ไฟเตทฟอสฟอรัสรวม = คํานวณจากปริมาณของไฟเตทฟอสฟอรัสในแตละวัตถุดิบปริมาณฟอสฟอรัสที่ใช
ประโยชนไดมี ประมาณ 0.6 เปอรเซ็นต

2 ฟอสฟอรัสที่สามารถใชประโยชน (%) =ฟอสฟอรัสรวม (%)-ไฟเตทฟอสฟอรัสรวม (%)
3 ฟอสฟอรัสที่ใชประโยชนได (%)  =คํานวณจากคาสัมประสิทธิ์การยอยฟอสฟอรัสของวัตถุดิบแตละชนิด โดย
คาสัมประสิทธิ์การยอยฟอสฟอรัสของปลาปน 27.15 เปอรเซ็นต ไดแคลเซียมฟอสเฟต 74.23 เปอรเซ็นต
(Miranda et al., 2000) สวนคาสัมประสิทธิ์การยอยฟอสฟอรัสของวัตถุดิบพืชใชเปนคาที่ไดจากการทดลอง
ที่ 1

    ตารางที่ 20  ปริมาณของเอนไซมไฟเตสในอาหารทดลองของการทดลองที่ 2 1

           1ตัวเลขที่นําเสนอเปนคาเฉลี่ย ± คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน จากขอมูล 2 ซ้ํา

อาหารทดลอง ฟอสฟอรัส
รวม (%)

ไฟเตท
ฟอสฟอรัส
รวม (%)1

ฟอสฟอรัสที่
ไมใชไฟเตท
ฟอสฟอรัส

(%)2

ฟอสฟอรัสที่ใช
ประโยชนได(%)3

สูตรที่ 1 สูตรพื้นฐาน 0.79 0.417 0.373 0.30
สูตรที่ 2 เสริมไดแคลเซียมฟอสเฟต 1.11 0.417 0.693 0.52
สูตรที่ 3 เสริมเอนไซมไฟเตส 0.82 0.417 0.403 0.46
สูตรที่ 4 เสริมเอนไซมไฟเตส+
            ไดแคลเซียมฟอสเฟต 0.88 0.417 0.463 0.53

อาหารทดลอง ปริมาณเอนไซมไฟเตส
(mg phytase equiv./kg feed)

สูตรที่ 1 สูตรพื้นฐาน 93 ± 0
สูตรที่ 2 เสริมไดแคลเซียมฟอสเฟต 72 ± 4
สูตรที่ 3 เสริมเอนไซมไฟเตส 914 ± 5
สูตรที่ 4 เสริมเอนไซมไฟเตส+ไดแคลเซียมฟอสเฟต 949 ± 2
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3.2.4 แผนการทดลอง
วางแผนการทดลองแบบสุมตลอด (Completely randomized design, CRD) 

โดยการทดลองมี 4 ชุดการทดลอง แตละชุดการทดลองมีจํานวน 3 ซ้ํา ใชปลาทดลองน้ําหนักเริ่ม
ตนเฉลี่ยตัวละประมาณ 14 กรัม จํานวน 20 ตัวตอตู   ทําการทดลองในตูกระจกที่มีบรรจุน้ํา 200 
ลิตร  ใหอาหารวนัละ 2 คร้ัง คือ ชวงเชาเวลา 9.00 น. และชวงเย็นเวลา 16.00 น. โดยใหปลากินจน
อ่ิม ใชเวลาทดลอง 8 สัปดาหเพื่อศึกษาการเจริญเติบโต ไดแก น้ําหนักที่เพิ่มข้ึน  และอัตราการ
เจริญเติบโตจําเพาะ ประสิทธิภาพการใชอาหารไดแก อัตราการเปลี่ยนอาหารเปนเนื้อ ประสิทธิ
ภาพการใชโปรตีน การใชประโยชนจากโปรตีนสุทธิ โปรตนีทีน่าํไปใชประโยชนได การใชประโยชน
จากฟอสฟอรสัไดแก การเก็บสะสมของฟอสฟอรัสในตัว  และฟอสฟอรัสที่ถูกขับทิ้ง ภายหลังจาก
สัปดาหที่ 8 ปลาจะไดรับอาหารที่มีโครมิคออกไซดเปนระยะเวลา 1 สัปดาหจากนั้นจึงเก็บมูลเพื่อ
ศึกษาสัมประสิทธิ์การยอยอาหารโดยใชวิธีเดียวกันกับการทดลองที่ 1

3.2.5 การเก็บรวบรวมขอมูล
3.2.5.1 การเจริญเติบโต
 ตรวจสอบพฤติกรรมและลักษณะภายนอก ในระหวางการทดลองสังเกตพฤติ

กรรมของปลาทุกชุดการทดลอง ไดแก การวายน้ํา การยอมรับอาหาร และสังเกตลักษณะภายนอก 
ไดแก สีของลําตัว การตกเลือด และการเกิดบาดแผลที่ครีบ ผิวหนัง และอวัยวะภายนอกอื่นๆ  ใช
ยาและสารเคมีเพื่อปองกันโรค ตามสภาพของปลา

ตรวจสอบการเจริญเติบโตของปลา โดยชัง่น้าํหนกัและนบัจาํนวนปลาทีเ่หลอืทกุ 2 
สัปดาห เพื่อทราบน้าํหนักปลาที่เพิ่มข้ึนโดยชั่งน้าํหนักรวมของปลาแตละตูดวยเครื่องชั่งไฟฟาทศ
นิยม 2 ตําแหนง (กอนชั่งน้ําหนักงดใหอาหารเปนเวลา 1 วัน) จนสิ้นสุดการทดลอง

- คํานวณอัตราการรอด (survival rate) ตามสมการ
อัตรารอดตาย (%)  =   จํานวนปลาเมื่อส้ินสุดการทดลอง

        จํานวนปลาเมื่อเร่ิมตน
 ×  100
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- น้ําหนักที่เพิ่มข้ึน คํานวณตามวิธีการ จากสมการ
น้ําหนักที่เพิ่มข้ึน (% weight gain )

                  =  [น.น.ปลาเมื่อส้ินสุดการทดลอง (กรัม) – น.น.ปลาเมื่อเร่ิมตนการทดลอง (กรัม)]
               น.น. ปลาเมื่อเร่ิมตน (กรัม)

- อัตราการเจริญเติบโตจําเพาะ คํานวณตามวิธีการ จากสมการ
 อัตราการเจริญเติบโตจําเพาะ (specific growth rate, SGR )(เปอรเซ็นต/วัน)
                   =   (ln น.น.ปลาเมื่อส้ินสุดการทดลอง – ln น.น.ปลาเมื่อเร่ิมตนการทดลอง)

         เวลา (วัน)

3.2.5.2 ประสิทธิภาพของอาหาร
ศึกษาองคประกอบทางเคมีของปลาโดยสุมตัวอยางปลากอนการทดลองจํานวน 

30 ตัว นําไปวิเคราะหความชื้นในรางกายทันทีและนําตัวอยางปลาไปวิเคราะหองคประกอบทาง
เคมีของตัวปลาไดแก ปริมาณโปรตีน ไขมัน เถาและฟอสฟอรัส ตามวิธีการของ AOAC (1990)
เมื่อส้ินสุดการทดลอง สุมตัวอยางปลาจากแตละตูทดลองๆ ละ 2 ตัว ไปวิเคราะหความชื้น โปรตีน 
ไขมัน เถา และฟอสฟอรัส ตามวิธีการของ AOAC (1990) จากนั้นจึงนําไปคํานวณประสิทธิภาพ
การใชโปรตีน การใชประโยชนจากโปรตีนสุทธิ

- อัตราการเปลี่ยนอาหารเปนเนื้อ (feed conversion rate) คํานวณตามวิธีการ
ของ Dupree  และ Sneed (1966) จากสมการ

อัตราการเปลี่ยนอาหารเปนเนื้อ (FCR)   =      น.น.อาหารที่ปลากินทั้งหมด (กรัม)
      น.น.ปลาทีเ่พิม่ข้ึนตลอดการทดลอง (กรัม)

- อัตราการกินอาหาร (rate of feed intake) คํานวณตามวิธีการของ Yone และ 
Fujii (1975) จากสมการ

อัตราการกินอาหาร (เปอรเซ็นตตอตัวตอวัน) =            F  x 100
                                                                                       Wo+ Wt   x  N0+ Nt   x    t
                                                                                            2             2

 ×  100

 ×  100
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โดย
         F     =  น.น. อาหารแหงที่ปลากิน (กรัม)  No =   จํานวนปลาเริ่มตน (ตัว)
       Wo   =  น.น.ปลาเฉลี่ยเริ่มตน (กรัม)         Nt =   จํานวนปลาสุดทาย (ตัว)
         Wt    =  น.น.ปลาเฉลี่ยสุดทาย (กรัม)        t  =  ระยะเวลาที่ปลาไดรับอาหารทดลอง (วัน)

- ประสิทธิภาพการใชโปรตีน (protein efficiency ratio, PER) คํานวณตามวิธี
การของ Zeitoun และคณะ (1973)

ประสิทธิภาพการใชโปรตีน     =         น.น.ปลาที่เพิ่มข้ึน (กรัม)
               น.น.โปรตีนที่ปลากิน (กรัม)

- การใชประโยชนจากโปรตีนสุทธิ (apparent net protein utilization, ANPU) 
ตามวิธีของ Robinson และ Wilson (1985) จากสมการ

การใชประโยชนจากโปรตีนสุทธิ (%)
           =    (%โปรตีนในตัวปลาเมื่อส้ินสุดการทดลอง – %โปรตีนในตัวปลาเมื่อเร่ิมตน)

                    น.น.โปรตีนที่ปลากินตลอดการทดลอง (กรัม)
      

3.2.5.3 การใชประโยชนจากฟอสฟอรัสในอาหาร
การคํานวณหาคาการเก็บสะสมฟอสฟอรัสในรางกาย (Storebakken et al., 

1998) โดยคํานวณคาการสะสมปรากฏ (Apparent retention (P retention) (%) )
               

- การเก็บสะสมฟอสฟอรัสในรางกาย  =  100 ×     FICN – INCN
                                                               Nutrient intake
โดยที่
            FICN  =  ปริมาณของฟอสฟอรัสที่คงเหลือในซากหลังการทดลอง (กรัม)
            INCN =  ปริมาณของฟอสฟอรัสที่คงเหลือในซากกอนการทดลอง (กรัม)

Nutrient intake =  ปริมาณของฟอสฟอรัส (หรือสารอาหาร) ที่ใชไดทั้งหมด (กรัม)

 ×  100
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3.2.5.4 ฟอสฟอรัสที่ถูกขับทิ้ง (Phosphorus load)  คํานวณตามสมการ (
Vielma et al., 2002)

- ฟอสฟอรัสที่ถูกขับทิ้ง
= ปริมาณฟอสฟอรัสที่ปลาไดรับ(กรัม) – ปริมาณฟอสฟอรัสที่คงเหลือในตัวปลา (กรัม)

 น้ําหนักที่เพิ่มข้ึน (กิโลกรัม)

3.2.5.5 การวิเคราะหฟอสฟอรัสในกระดูก และเถาในกระดูก
เมื่อส้ินสุดการทดลองสุมปลาตูละ 5 ตัว แลเอาเฉพาะกระดูกบริเวณกะโหลก

กระดูกสันหลัง และหาง นําไปตมแลวลางดวยน้ํากลั่นใหสะอาด จึงนําไปทําใหแหงโดย อบที่
อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส นาน 48 ชั่วโมง นําตัวอยางนั้นไปวิเคราะหปริมาณฟอสฟอรัส และเถา
ตามวิธีการของ AOAC (1990)

3.2.5.6 การศึกษาปริมาณฟอสฟอรัส และคาอัลคาไลนฟอสฟาเตสในซีรัม
เมือ่ส้ินสดุการทดลองสุมปลาตูละ 2 ตัว เจาะเลอืดจากบรเิวณโคนหางประมาณ 3 

มิลลิลิตร ใสหลอดไมโครทิว ทิ้งไว 30 นาที นําไปหมุนเหวี่ยงที่ 3,000 รอบ/ นาที เปนเวลา 5 นาท ี 
แลวนําตัวอยางซีรัมจากเลือดปลาทดลองสงวิเคราะหที่ภาควิชาพยาธิวิทยา คณะแพทยศาสตร  
มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร โดยมีวิธีการวิเคราะหปริมาณฟอสฟอรัสดวยวิธี molybdate UV
และวิเคราะหคาอัลคาไลนฟอสฟาเตสดวยเครื่อง automated analyzer (Boerhinger Manheim 
Automated Analysis, Hitachi 717)

3.2.6 การวิเคราะหขอมูล
การทดลองที่ 2 วิเคราะหขอมูลโดยใชการวิเคราะหความแปรปรวน ANOVA แบบ

จําแนกทางเดียว (one way Analysis of Variances) และเปรียบเทียบความแตกตางของคาเฉลี่ย
ดวย Duncan’s multiple range test (Duncan, 1955) โดยทําการวิเคราะหดวยโปรแกรมสําเร็จ
รูป SPSS (11.0)

3.2.7 การตรวจสอบคุณภาพน้ํา
เชนเดียวกับการทดลองที่ 1 ในหัวขอ 3.1.8


