
ÅÔ¢ÊÔ·¸Ô ìÁËÒÇÔ·ÂÒÅÑÂàªÕÂ§ãËÁè
Copyright  by Chiang Mai University
A l l  r i g h t s  r e s e r v e d

ÅÔ¢ÊÔ·¸Ô ìÁËÒÇÔ·ÂÒÅÑÂàªÕÂ§ãËÁè
Copyright  by Chiang Mai University
A l l  r i g h t s  r e s e r v e d

บทที่ 3 
อุปกรณและวิธีการทดลอง 

 
1. อุปกรณและเครื่องมือ 
 เคร่ืองมือ  โมเดล   บริษัท    ประเทศ
  
1. Beaker 50 ml.   No. 1000  Pyrex     USA. 
2. Beaker 100 ml.  No. 1000  Pyrex    USA. 
3. Beaker 500 ml.  No. 1005  Pyrex    USA. 
4. Beaker 1000 ml.      -   Pyrex    USA. 
5. Beaker 2000 ml.      -            Pyrex    USA. 
6. Centrifuge   Megafuge 1.0  Heraeus    Germany 
7. Column    EC 150/4.6   Macherey-Nagel   Germany 

8. Cylinder No. 25, 50 ml. In 20 C   Witeg    Germany 
9. Cylinder No. 100, 500 ml. No. 3022  Pyrex    USA. 
10. โถดูดความชื้น  GL 32   Glaswerk Wertheim  Germany 
11. Fat extraction thimble No. 2800258  Whatman   England 
12. Freezer   FC-27   Sharp    Thailand 
13. HPLC apparatus  MPD-2L  Shimadzu   Japan 
14. Instron    5565      -    England 
15. Minolta chroma meter CR-300       -     Japan 
16. Hot plate thermolyne  Cimarec 3  Northern chemical  Thailand 
17. Conduct-meter  WTW       -     Germany 
18. Oven DEV   Heraeus       -      Germany 
19. pH meter   191   Knick    Germany 
20. Round bottom 100 ml.   -    Glaswerk Wertheim  Germany 
21. Round bottom 250 ml.   -    Duran    Germany 
22. Soxhlet extraction    -    Gerhardt   Germany 
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23. Tube No. 13 x 100 mm.   -    Pyrex    USA. 
24. Volumetric flask 50 ml.   -    SCHOTT  Germany 
25. Volumetric flask 100 ml.   -   SCHOTT  Germany 
26. Volumetric flask 1,000 ml.    -    SCHOTT  Germany 
27. Vortex mixer  G-560 E  Scientific industries,Inc USA. 
28. Water bath     -    W. Krannich  Germany 
29. Whatman No. 1, 40    -    Whatman  England 
30. Thimble     -   Whatman  England 
 
2. สารเคมี 
 ชื่อสารเคมี    เกรด    บริษัท 
 
1. Anti-foaming agent   Analytical Reagent   Merck 
2. Acetonitrile    Analytical Reagent   Lab-Scan 
3. Calcium chloride   Analytical Reagent   Merck 
4. Conc. Sulfuric acid   Analytical Reagent   Merck 
5. Dichloromethane   Analytical Reagent   Lab-Scan 
6. Sodium hydroxide   Analytical Reagent   Merck 
7. Sodium chloride   Analytical Reagent   Merck 
8. Sodium sulfate anhydrous  Analytical Reagent                Fisher  
9. Ferric chloride   Analytical Reagent   Merck 
10. Uranyl acetate   Analytical Reagent         - 
11. Meta-Phosphoric acid  Analytical Reagent   Merck 
12. 2-Methylpropan-2-ol (Butanol) Analytical Reagent           Ajax-Finechem 
13. Ethyl acetate    HPCL     Lab-Scan 
14. n-Haptane    Analytical Reagent   Lab-Scan 
15. Propa-2-ol    Analytical Reagent   Lab-Scan 
16. Sodium methoxide   Analytical Reagent   Fluka 
17. Sodium periodate   Analytical Reagent       - 
18. Petroleum ether   Analytical Reagent   Lab-Scan 
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19. น้ํากลั่น    Analytical Reagent       - 
20. Hydrochloric acid    Analytical Reagent   Merck 
21. Thiobarbituric acid   Analytical Reagent   Fluka 
22. Ammonium acetate   Analytical Reagent   Fisher 
 

3. สัตวทดลอง  
สุกรลูกผสม 3 สายพันธุ (Large White x Landrace x Duroc) จํานวน 50 ตัว (เพศเมีย 25 ตัว 

และเพศผูตอน 25 ตัว) น้ําหนักตัวเริ่มตน 70 กิโลกรัม จากนั้นทําการสุมออกเปน 5 กลุม กลุมละ 10 
ตัวเล้ียงในคอกขังเดี่ยว จนกระทั่งสิ้นสุดการทดลอง นาน 33 วัน (น้ําหนักตัวประมาณ 100 
กิโลกรัม) สุกรทุกตัวไดรับอาหารและน้ําอยางเต็มที่ (ad libitum)  

 
Table 5.  Composition of experimental basal diet  

Ingredients Percentage 
Corn 61.5 
Rice bran oil - 
Rice bran 14 
Soybean meal, 44% 20 
Fish meal, 66% 1 
L-Lysine 0.15 
Lomolt (Dicalcium phosphate) 1.3 
Limestone 1.5 
Solt (NaCl) 0.39 
Premix 0.25 
Chemical composition  
ME, kcal/kg 3050 
Moisture, % 10.08 
Protein, % 15.68 
Fat, % 5.78 
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4. การวางแผนการทดลอง 
วางแผนการทดลองแบบ 2 x 5 แฟคทอเรียล ใน CRD (Completely Random Design: จรัญ, 

2540) โดยแบงกลุม การทดลองออกเปน 5 กลุม ในแตละกลุมประกอบดวย สุกรเพศผูตอน 5 ตัว 
เพศเมีย 5 ตัว เล้ียงดวยอาหารพื้นฐาน (NRC, 1998) โดยเสริมสารซัลบูทามอลในระดับตางๆ กัน 
ดังนี ้

กลุมที่ 1 ไมเสริมสารซัลบูทามอลในอาหาร (กลุมควบคุม) 
กลุมที่ 2 เสริมสารซัลบูทามอลในระดับ 4 ppm 
กลุมที่ 3 เสริมสารซัลบูทามอลในระดับ 8 ppm 
กลุมที่ 4 เสริมสารซลับูทามอลในระดับ 12 ppm 
กลุมที่ 5 เสริมสารซัลบูทามอลในระดับ 16 ppm  

 

5. การศึกษาดานประสิทธิภาพการผลิต 
 บันทึกปริมาณอาหารที่กิน น้ําหนักตัวเร่ิมตน ชั่งน้ําหนักตัวที่ เพิ่มขึ้นทุก 2 สัปดาห 
จนกระทั่งสิ้นสุดการทดลอง ขอมูลที่ไดนําไปคํานวณหาปริมาณอาหารที่กินเฉลี่ยตอวัน น้ําหนักตัว
ที่เพิ่มขึ้น อัตราการเจริญเติบโตเฉลี่ยตอวัน อัตราการแลกน้ําหนัก ประสิทธิภาพการใชอาหาร นํา
สุกรเขาฆาเพื่อศึกษาคุณภาพซาก และเนื้อ เมื่อน้ําหนักตัวประมาณ 100 กิโลกรัม โดยมีการงดใช
สารซัลบูทามอลกอนฆา 5 วัน และเก็บตัวอยางเนื้อ ตับ และไต มาวิเคราะหหาสารตกคาง 
 

                    
  

Figure 12. Pig pens (Individual) in this experiment  
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 อัตราการเจริญเติบโต (kg/d) = น้ําหนักตัวที่เพิ่มขึ้น (kg) 
          ระยะเวลาที่เล้ียง (วนั) 
  

อัตราการแลกน้ําหนกั   =  น้าํหนักอาหารที่กิน (kg) 
    น้ําหนกัตัวทีเ่พิ่มขึ้น (kg) 
  

ประสิทธิภาพการใชอาหาร =  น้ําหนักตวัที่เพิ่มขึ้น (kg) X 100 
     น้ําหนกัอาหารที่กิน (kg) 
 

6. การศึกษาดานคุณภาพซาก 
6.1. น้ําหนักตัวมีชีวิต : น้ําหนกัตวัสัตวที่ชั่งกอนฆา หลังจากอดอาหารเปนเวลา 24    

ชั่วโมง โดยมนี้ําสะอาดใหกนิตลอดเวลา 
6.2. น้ําหนักซากอุน : น้ําหนักซากสัตวภายหลังฆา โดยแยกเอาเลือด และอวัยวะภายใน

ออกหมดแลว ยกเวนไตทีย่ังคงติดอยูกับซาก 
6.3. การคํานวณหาเปอรเซ็นตซาก (dressing percentage) (สัญชัย, 2547)  
 
Dressing percentage  = (น้ําหนักซากสด – 3% ของน้ําหนักซากสด) X 100 
    น้ําหนกัตัวมีชวีิต 
 
หรือเปอรเซ็นตซาก  = น้ําหนักซากเย็น  X 100% 
   น้ําหนกัตัวมีชวีิต 
 

6.4.  ความยาวซาก : วัดความยาวจากตําแหนงซี่โครงซี่แรกถึงหัวกระดูก lumbar 
6.5. ความหนาไขมันสนัหลัง : วัด 3 จุด คือที่บริเวณซีโ่ครงซี่แรก บริเวณซี่โครงซี่สุดทาย 

และบริเวณกระดูก lumbar ขอสุดทาย การวัดรวมทั้งหนังดวย จากนัน้นําทั้ง 3 คาที่
ไดมาหาคาเฉลี่ย 

6.6. พื้นท่ีหนาตัดเนื้อสัน : ตัดกลามเนื้อสันระหวางซี่โครงที่ 10 กับ 11 ตามขวาง ใช
กระดาษลอกลายวดัขนาดพืน้ที่หนาตดัเนือ้สัน 

6.7. การวัดสัดสวนของสวนตัดเนื้อสัน : แยกสวนตัดเนื้อสันระหวางซี่โครงที่ 11 และ 12 
หนาประมาณ 1 นิ้ว เลาะแยกเนื้อ หนัง ไขมัน และกระดกู ทําการชั่งน้ําหนัก และ
คํานวณเปนเปอรเซ็นตของสวนตัดเนื้อสัน 
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    Figure 13. Slaughtering of pigs 

 
 6.8. เนื้อแดง : พิจารณาจาก การประเมินเปอรเซ็นตเนื้อแดงของซากสกุร จากน้ําหนกั

ซากสด ความหนาไขมันสันหลัง (ตรงซี่โครงที่ตําแหนง 10 และ 11, ตาํแหนง P2) และ
พื้นที่หนาตัดเนื้อสัน เปรียบเทียบจากตารางมาตรฐานการประเมินเปอรเซ็นตเนื้อแดง 

 

7. การศึกษาดานคุณภาพเนือ้ 
 ซากสุกรถูกแชเย็น (chilled) ที่อุณหภูมิ 4° C เปนเวลา 24 ช่ัวโมง เพื่อทําการศึกษาคณุภาพ
เนื้อตามวิธีของสัญชัย (2543) 
 7.1. การวัดความเปนกรด-ดางของกลามเนือ้ (muscle pH measurement) 
 วัดคาความเปนกรดเปนดางดวยเครื่อง pH-meter (Model 191, Knick, D-Berlin) ที่ 45 นาที 
และ 24 ชั่วโมงหลังฆา 2 ตําแหนง ไดแก กลามเนื้อสันนอก (longissimus dorsi) ระหวางซี่โครงที่ 
13 และ 14 ลึกประมาณ 4 เซนติเมตร และบริเวณสะโพกที่กลามเนื้อ semimembranosus ลึก
ประมาณ 4-6 เซนติเมตร 
 
 7.2. การวัดคาการนําไฟฟา (conductivity measurement)  
 วัดคาการนําไฟฟาดวยเครื่อง conductivity – meter (Model WTW) ที่ 45 นาที และ 24 
ชั่วโมงหลังฆา 2 ตําแหนง ไดแก กลามเนือ้สันนอก (longissimus dorsi) ระหวางซี่โครงที่ 13 และ 
14 ลึกประมาณ 4 เซนติเมตร และบริเวณสะโพกทีก่ลามเนื้อ semimembranosus ลึกประมาณ 4- 6 
เซนติเมตร เชนเดียวกับการวัดคาความเปนกรดเปนดาง 
 



ÅÔ¢ÊÔ·¸Ô ìÁËÒÇÔ·ÂÒÅÑÂàªÕÂ§ãËÁè
Copyright  by Chiang Mai University
A l l  r i g h t s  r e s e r v e d

ÅÔ¢ÊÔ·¸Ô ìÁËÒÇÔ·ÂÒÅÑÂàªÕÂ§ãËÁè
Copyright  by Chiang Mai University
A l l  r i g h t s  r e s e r v e d

 35

  
  Figure 14. Measurement of pH-value on muscle. 

 
7.3. การวัดคาสีของเนื้อ (color measurement) 

 ใชเนื้อตวัอยางจากเนื้อสันนอก ใสถุงพลาสติกปดผนึกปากถุงเก็บที่อุณหภูมิ 4°C เปนเวลา 
48 ชั่วโมง จากนั้นนาํเนื้อออกจากถุงวางในภาชนะเปดเก็บในตูเย็น 1 ช่ัวโมง วัดคาสีดวยเครื่อง 
Minolta Chloma Meter (CR-300, Osaka) บันทึกคา 
 L* (คาความสวางของสี, lightness) ระหวาง 0-100 
 a*  (แกนของสีเขียวไปถึงสแีดง, red-green index) 
 b*  (แกนของสีเหลืองไปถึงสีน้ําเงิน, yellow-blue index) 
 
 7.4. การวัดคาความสามารถในการอุมน้ําของเนื้อ (water holding capacity) 
 7.4.1. การสูญเสียน้ําขณะเก็บ (drip loss) 
           โดยการเก็บตัวอยางเนือ้สันนอกหนา 2.5 เซนติเมตร ซับใหแหง ตัดแตงเนื้อเยื่อ
ไขมันออก ชั่งน้ําหนกัเนื้อ (W1) จากนั้นหอเนื้อดวยผากอส แลวใสถุงพลาสติก ปดปากถุงใหสนทิ
กันอากาศเขา-ออก (sealed) โดยใหผากอสหางจากกนถุงประมาณ 2-3 เซนติเมตร แลวใชเชือกรอย
ไวในตูเยน็ที่อุณหภูมิ 4 °C เปนเวลา 24 ชัว่โมง จากนั้นนําเนื้อตวัอยางออกจากถุง ซับของเหลวที่ติด
มากับเนื้อใหแหง แลวช่ังน้ําหนักเนื้อ (W2) คิดเปนเปอรเซ็นตจากการสูญเสียน้ําขณะเก็บ (สัญชัย, 
2543) 
การคํานวณ 
 %การสูญเสียน้ํา (drip loss) = (น้ําหนกัเนือ้กอนแชเย็น – น้ําหนกัเนื้อหลังแชเยน็) X 100 
           น้ําหนกัเนือ้กอนแชเย็น 
 

หรือ     % Drip loss  =                x 100    
W2 – W1 

W1 
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7.4.2. คาการสูญเสียน้ําเนื่องจากการทําละลาย (thawing loss) 

           โดยนําเนื้อตัวอยางชั่งน้ําหนกักอนแชแข็ง (W1) เก็บแบบสุญญากาศ (vacuum) ใน
ถุงพลาสติก ผนึกปากถุงในสนิท แลวเก็บในตูแชแข็งทีอุ่ณหภูมิ -18°C จากนั้นนําชิน้เนื้อมาละลาย
น้ําแข็ง โดยทิง้ไวในตูเย็นอณุหภูมิ 4°C นาน 24 ชั่วโมง นําชิ้นเนือ้ออกจากถุง ช่ังน้ําหนกัเนื้อ
ภายหลังจากการแชแข็ง (W2) คิดเทียบเปนเปอรเซ็นตการสูญเสีย 
การคํานวณ 
 %การสูญเสียน้ําเนื่องจากการทําละลาย (thawing loss) 
  =  (น้ําหนกัเนือ้กอนแชแข็ง – น้ําหนกัเนื้อหลังแชแข็ง) X 100 
             น้ําหนกัเนื้อกอนแชแขง็ 

 
             หรือ       % Thawing loss  =        x 100 

 
7.4.3. คาการสูญเสียน้ําเนื่องจากการปรุงอาหาร (cooking loss) 

           นําตัวอยางเนื้อจากการทํา thawing loss มาชั่งน้ําหนัก (W1) บรรจุในถุง vacuum 
กอนที่จะนําไปตม ใชแทงเหล็กที่วดัอุณหภูมิเนื้อเสียบไวกับเนื้อ สอด probe วัดอณุหภูมิของเครื่อง 
digital thermometer (306, Tecpel, Taiwan) นําไปตมในน้ําที่มีอุณหภมูิ 80°C จนกระทั่งอุณหภูมใิจ
กลางเนื้อประมาณ 71-72 °C ทิ้งไวใหเย็นที่อุณหภมูหิอง ชั่งน้ําหนักชิ้นเนื้อ (W2) คิดเทียบเปน
เปอรเซ็นตการสูญเสีย  
การคํานวณ 
 %การสูญเสียเนื่องจากการตม (cooking loss) 
  = (น้ําหนกัเนือ้กอนตม – น้ําหนักเนื้อหลังตม) X 100 
        น้ําหนกัเนือ้กอนตม 
   

หรือ  % Cooking loss  =        x 100 
 
  
 7.5. คาแรงตัดผานของเนื้อ (shear values) 
        นําเนื้อตวัอยางที่ผานการวัดคาการสูญเสียจากการปรุงอาหาร (cooking loss) มาเจาะ 
ตามแนวเสนใยกลามเนื้อดวยเหล็กกลวงชนิดกลม (core) ที่มีเสนผานศูนยกลางประมาณ 1 เซนต ิ

W2 – W1 

W1 

W2 – W1 

W1 



ÅÔ¢ÊÔ·¸Ô ìÁËÒÇÔ·ÂÒÅÑÂàªÕÂ§ãËÁè
Copyright  by Chiang Mai University
A l l  r i g h t s  r e s e r v e d

ÅÔ¢ÊÔ·¸Ô ìÁËÒÇÔ·ÂÒÅÑÂàªÕÂ§ãËÁè
Copyright  by Chiang Mai University
A l l  r i g h t s  r e s e r v e d

 37

เมตร เจาะเนื้อตัวอยางใหได 5 ชิ้น นํามาวัดคาแรงตัดผานดวยเครื่อง TA.XT.plus Texture Analyser 
ดวยใบมีด หวัวัดกําลัง 5KN (Warner Bratzler Shear) ดวยความเรว็ 10 mm./sec (สัญชัย, 2543) 
บันทึกคาแรงที่ได (หนวย นวิตัน (N) พลังงาน (Joule)) 
 
 7.6. การวิเคราะหองคประกอบทางเคมี (chemical composition)  
  นําเนื้อสันนอก เก็บที่อุณหภูมิ -20°C ดวยเครื่อง blender เพื่อวเิคราะหหาคุณคาทางโภชนะ 
(โปรตีน ไขมนั และความชืน้) ดวยวิธี proximate analysis (AOAC, 1990) ดังนี ้

7.6.1. การวิเคราะหหาปริมาณโปรตนี (crude protein) 
หลักการ : ปริมาณโปรตีนรวมของตัวอยาง คํานวณไดจากปริมาณไนโตรเจน คือ ตวัอยาง

จะถูกยอยดวยกรดกํามะถันเขมขนในสภาพที่มีความรอนโดยมีสารเรงปฏิกิริยาจนไดสารละลายใส 
หลังจากทิ้งไวใหเย็น แลวเติมโซเดียมไฮดรอกไซดลงไปทําการกลั่น แอมโมเนียจะถูกปลดปลอย
ออกมา ทําการจับไนโตรเจนในรูปของแอมโมเนียมไฮดรอกไซด (ammonium hydroxide) ดวยกรด
บอริค (boric acid) ที่มีความเขมขน 4% แลวนําไปไทเทรตดวยสารละลายมาตรฐาน 0.1 N H2SO4  
จะทําใหทราบจํานวนกรดและดางที่ทําปฏิกริิยา นําคาที่ไดมาคํานวณ % โปรตีน ตามสมการที่ 1 
สารเคมี :  

1. กรดซัลฟูริกเขมขน (H2SO4) 96-98% 
2. สารเรงปฏิกิริยา (catalyst) ประกอบไปดวย 

- โปแตสเซียมซัลเฟต (K2SO4) 
- คอปเปอรซัลเฟต (Cu2SO4.5H2O) 

3. methyl red indicator 
4. โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) 40% 
5. กรดบอริค (boric acid) 4% 

วิธีการ :  
ขั้นตอนการยอย ช่ังตัวอยางเนื้อสดที่บดแลว 0.5 กรัม ใสในหลอดยอย (digestion tube) 

จากนั้นใส selenium mixture ปริมาณเทาปลายชอน เติม conc. Sulfuric acid 15 ml. นําไปตั้งบน
เครื่องยอย (K424, Buchi, Switzerland) ปดฝาหลอดยอยตอเขากับเครื่องดูดไอกรด ยอยจนกระทั่ง
ไดสารละลายใสใชเวลาประมาณ 4 ชม. จากนั้นปดเครื่องยอยทิ้งไวใหเย็น  
 ขั้นตอนการกลั่น ใชน้ํากลั่นฉีดลางสารละลายที่ติดขอบดานบนในหลอดยอย เติม Tashiro 
indicator 2-3 หยด นําหลอดยอยตอเขากับเครื่องกล่ัน (K314, Buchi, Switzerland) นําขวดรูปชมพู
บรรจุสารละลายของ boric acid 4% ปริมาณ 40 มล. ที่เติม Tashiro indicator 2-3 หยด ไวแลวมาตอ
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เขากับปลายคอนเดนเซอรโดยใหปลายทอจุมในสารละลายของ boric acid จากนั้นเปดเครื่องกล่ัน
กดปุมเติมสารละลาย sodium hydroxide 40% ลงในหลอดยอยประมาณ 70 มล. หรือจนกระทั่งสี
ของ indicator เปล่ียนจากสีชมพูเปนสีเขียว จากนั้นกดปุมกลั่นจนกระทั่งไดสารละลายในขวดรูป
ชมพู (erlenmeyer flask) ประมาณ 200 มล.  
 ขั้นตอนการไทเทรต นําขวดรูปชมพูที่มีสารละลายที่ไดจากการกลั่นไปตอเขากับชุด
ไทเทรต แลวไทเทรตดวยสารละลาย hydrochloric acid ความเขมขน 0.1 N จนกระทั้งสารละลาย
เปล่ียนสีจากสีเขียวเปนสีชมพู บันทึกปริมาณกรดที่ใช จากนั้นนําไปคํานวณตามสมการ 
หมายเหตุ : หลอด blank จะเติมเหมือนกันทุกอยาง แตไมไดใสตัวอยางลงไป 
การคํานวณหาเปอรเซ็นตโปรตีน : 
 
% crude protein (CP) =                             x 100 ..สมการที่ 1 

 
HCl(s) = ปริมาณของสารละลาย hydrochloric acid ที่ใชไทเทรตสารละลายตัวอยาง 
HCl(b)  = ปริมาณของสารละลาย hydrochloric acid ที่ใชไทเทรตสารละลาย blank 
N HCl  = ความเขมขนของ hydrochloric acid ที่ใชไทเทรต 
WS  = น้ําหนักตวัอยางตัวอยาง (ก.) 
 
 7.6.2. การวิเคราะหหาปริมาณไขมัน (ether extract) 

หลักการ : นําตัวอยางมาสกดัไขมันดวยสารละลายอินทรีย (organic sovent) เชน ไดคลอโร
มีเทน (dichloromethane) ดวยเครื่องมือที่เรียกวา soxhlet extraction ซ่ึงสารที่สกัดได จะเรียกวา 
“ Ether extract”  

สารเคมี : Dichloromethane 
อุปกรณ  - เครื่องสกัดไขมัน  - ตัวอยางเนื้อ 

   - เตาอบ    - เครื่องชั่ง 
   - โถดูดความชื้น   - thimble 
   - กระดาษกรองไขมัน 
วิธีการ :  

1. ช่ังตัวอยางที่ผานการอบมาแลว 3 กรัม (C) 
2. นําบีกเกอรสําหรับหาไขมันที่ผานการลางสะอาด เช็ดใหแหง แลวอบ 100°C นาน 1 ช่ัวโมง 

และใสในโถดูดความชื้น (desicater) ปลอยใหเย็น ทําการชั่งหาน้ําหนักที่ได (B) 

ml HCl(s) – ml HCl(b) x N HCl x 0.014 x 6.25 
WS 
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3. หอตัวอยางที่อยูในกระดาษกรองไขมันใสลงใน thimble ตอเขากับ sample containers แลว
ตอเขากับ holding clips ของเครื่องสกัดไขมันแบบ soxhlet extraction 

4. ใส dichloromethane ลงในบีกเกอร 30 ml. แลวนําตอเขากับเครื่องใหสนิท 
5. เปดน้ําเย็นใหไหลผาน condenser ตลอดเวลา เปดสวิทซไฟโดยใชความรอนสกัดนาน 14 

ชั่วโมง 
6. นํา sample containers ออก แลวนํา reclaiming tube ใสแทนที่ ใหความรอน 

dichloromethane จะถูกกลัน่ และถูกเกบ็ใน reclaiming tube สวนไขมันที่ไดจะอยูใน 
บีกเกอร 

7. นําบีกเกอรที่มไีขมันอบที่อุณหภูมิ 100°C เปนเวลา 30 นาที แลวนําออกใสใน
โถดูดความชืน้ปลอยใหเย็น ทําการชั่งน้ําหนัก (A) 

  
การคํานวณหาเปอรเซ็นตไขมัน 
  % Fat = (A - B) X 100   ………………….. สมการที่  2 
        C 
A = น้ําหนักบกีเกอร + น้ําหนักไขมันหลังอบแลว 
B = น้ําหนักบกีเกอร 
C = น้ําหนักตวัอยาง 
 

7.6.3. การวิเคราะหหาปริมาณความชืน้ (moisture percentage) หรือวัตถุแหง (dry matter) 
 หลักการ : เมื่อนําตัวอยางมาอบใหแหงทีอุ่ณหภูมิ 100°C จนน้ําหนักคงที่ น้ําหนกัที่หายไป 
คือความชื้น 
วิธีการ :  

1. นําถวยสําหรับใสตัวอยางวิเคราะหหาความชื้น (weighting bottle) ที่ลางสะอาดและเช็ดให
แหง อบในตูอบ ที่อุณหภมูิ 100°C นาน 1 ช่ัวโมง และนําออกมาใสในโถดูดความชื้น 
ปลอยใหเย็นและชั่งน้ําหนกั 

2. ช่ังตัวอยางเนื้อที่บดละเอียดแลวจํานวน 2 g (C) ใสใน weighting bottle บันทึกน้ําหนักรวม
ทั้งหมด (A) และอบที่อุณหภูมิ 100°C นาน 4 ช่ัวโมง 

3. นําถวยที่มีตวัอยางออกจากตูอบแหง ทิ้งไวใหเยน็ในโถดูดความชืน้ ทาํการชั่งน้ําหนกั (B) 
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การคํานวณหาเปอรเซ็นตความชื้น :  
  % ความชื้น (Moisture) = (A-B) X 100       …………….. สมการที่ 3 
         C  

  % วัตถุแหง (Dry matter) = 100 - % ความชื้น 
 
A = น้ําหนักถวย + น้ําหนักตัวอยางกอนอบ 
B = น้ําหนักถวย + น้ําหนักตัวอยางหลังอบ 
C = น้ําหนักตวัอยาง 
 

7.7. การศึกษาคุณภาพไขมนัในเนื้อ 
 7.7.1. การวิเคราะหหาปริมาณคอลเลสเตอรอล (adapted from Jung et al., 1975) 

1. ทําการสกัดไขมันจากกลามเนื้อสันนอกทีบ่ดแลว โดยวธีิการของ AOAC (1995) มา
ละลายดวย 2-propanol เตรยีมใหมีความเขมขน 50 มก./มล. 

2. ดูดสารละลายไขมัน ปริมาตร 50 ไมโครลิตรใสในหลอดทดลองขนาด 25 มล. 
3. เติม alcoholic KOH 10 มล. แชใน water bath อุณหภูมิ 45°C เปนเวลา 1 ชั่วโมง  

ทิ้งใหเย็น 
4. เติม petroleum ether 5 มล. เขยาใหเขากันดวย vortex mixture 
5. เติมน้ํากลั่น 5 มล. เขยาใหเขากันดวย vortex mixture ตั้งทิ้งไวใหแยกชัน้ 
6. เก็บสวนที่ละลายในชั้น petroleum ether ใสในหลอดทดลอง แลวนําไประเหยแหงใน 

water bath ที่อุณหภูม ิ65°C 
7. เติม ferric acetate/uranyl acetate 5 มล. เขยาอยางแรงดวยเครื่อง vortex mixture 
8. ปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 2,700 รอบ/นาที นาน 5 นาที 
9. เตรียมหลอดอานขนาด 13 x 100 มม. ชุดใหม แลวเติม sulfuric acid reagent หลอด 

ละ 2 มล. 
10. ดูด supernate จากหลอดในขอ 8 มา 3 มล. ใสในหลอดอานที่เติม sulfuric reagent 
11. ผสมใหเขากันทันทีดวย vortex mixer อยางนอย 20 วินาท ี ตั้งทิ้งไวใหเย็นที่

อุณหภูมิหอง 15 นาที 
12. วัดคาการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 560 นาโนเมตร โดยใชหลอด blank อานคาเปน

ศูนย 
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หมายเหตุ : 1. หลอด blank จะเติมเฉพาะ ferric acetate/uranyl acetate 3 มล. และ sulfuric acid    
reagent 2 มล. 

   2. นําคาคอเลสเตอรอลที่ได คํานวณกลับเพื่อหาปริมาณคอเลสเตอรอลใน 100 กรัม
ของเนื้อ 

 
สูตรในการคาํนวณหาปริมาณคอลเลสเตอรอล 
  
Cholesterol level   =  (mg/100g)  
 
  
 7.7.2. การวิเคราะหหาปริมาณไตรกลีเซอไรด (Adapted from Jung et al., 1975) 

1. ทําการสกัดไขมันจากกลามเนื้อสันนอกทีบ่ดแลว ตามวธีิของ AOAC (1995) 
2. เตรียมไขมันทีส่กัดได ใหมีความเขมขน 50 มก./มล. ดวย 2-propanol 

เชนเดยีวกับการวิเคราะหคอเลสเตอรอล 
3. ดูดไขมันในขอ 2 มาปริมาตร 50 ไมโครลิตรใสในหลอดทดลองขนาด 25 ml. 
4. เติม N- Heptane ปริมาตร 2 มล. 
5. เติม Iso- propanal ปริมตร 3.5 มล. 
6. เติม sulfuric acid 40 mM จํานวน 1 มล. 
7. ผสมใหเขากันดวย vortex mixture นาน 20 วินาที ตั้งทิ้งไว 5 นาที จนแยกชั้น 
8. เตรียมหลอดทดลองอีกชุด แลวเติม sodium alkoxide ปริมาตร 2 มล. 
9. ดูดสารละลายที่แยกชัน้สวนบนในขอ 7 มา 0.2 มล. ใสในหลอดขอ 8 ผสมให

เขากันดวย vortex mixture นําเขาตูอบที่อุณหภูมิ 60°C เปนเวลา 5 นาที นํา
ออกมาเติม sodium periodate ปริมาตร 1 มล. 

10. เติม acetyl acetone reagent ปริมาตร 1 มล. ผสมใหเขากนัดวย vortex mixture
นําเขาตูอบที่อุณหภูมิ 60°C เปนเวลา 20 นาที 

11. ตั้งทิ้งไวใหเยน็ที่อุณหภูมิหอง แลวนําไปวัดคาดดูกลืนแสงที่ 420 นาโนเมตร 
หมายเหตุ : คํานวณเปรียบเทยีบกับสารละลายไตรกลีเซอไรดมาตรฐาน แลวคํานวณกลับเพื่อหาเปน

ปริมาณไตรกลีเซอไรดใน 100 กรัมของเนือ้ 
 
 

Isopropanol (ml.) x O.D. sample x con standard (mg/ml) x 100 
O.D. standard x sample weight (g) 
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สูตรในการคาํนวณหาปริมาณไตรกลีเซอไรด 
 
Triglyceride level (g/100g)=      
 

 
7.7.3. การวิเคราะหหาคา thiobarbituric acid number (TBA number) ของตัวอยางเนื้อ 
หลักการ : ตัวอยางเนื้อเมื่อทาํใหมีสภาวะเปนกรด แลวนําไปกลั่นของเหลวที่ได เมือ่นําไป

ตมกับ thiobarbituric acid reagent จะมีสีแดงเกิดขึ้น เนื่องจากปฏิกิริยาของกรดไขมันที่ถูก
ออกซิไดซ ดังนั้นความเขมของสีที่เกิดขึ้นจะแปรโดยตรงกับความหนื (rancidity) ของไขมันที่
เกิดขึ้น ซ่ึงเกิดเปนสารประกอบที่เรียกวา malonaldehyde 

วิธีการ : ตัวอยางเนื้อที่เก็บที่อุณหภูมิ 4°C นาน 2 สัปดาห นํามาหาคา TBA number ซ่ึง
ดัดแปลงจากวธีิของ Pearson, 1994 อางโดย Rossell, 1994 

1. ชั่งตัวอยางสันนอกที่บดแลว 10 กรัม เติมน้าํกลั่น 70 มล. 
2. ปนผสมใน  blender ประมาณ 15 นาท ี
3. เทใสใน distillation flask แลวลาง blender ดวยน้ํากลั่น 30 มล.  
4. เติม 4M HCL ปริมาตร 2.5 มล. 
5. เติม anti – foaming agent จํานวน 1 – 2 หยด 
6. ตอเขากับชุดกลั่น แลวกล่ันจนไดของเหลวประมาณ 50 มล. 
7. ปเปตสารละลายที่กล่ันได 5 มล. แลวเติม TBA salution 5 มล. 
8. ตมในน้ําเดือดนาน 35 นาที ทิ้งไวใหเย็น 10 นาที 
9. วัดคาการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 538 นาโนเมตร 
10. คํานวณคา TBA number จากสูตร 

หมายเหตุ : หลอด blank เติมน้ํากลั่น 5 มล. และ TBA salution 5 มล. 
สูตรในการคาํนวณ : 
  TBA number (mg malondialdehyde/kg sample) = 7.8 x absorbance 
  
 
 
 
  

Isopropanol (ml.) x O.D. sample x con standard (mg/ml) x 100 
O.D. standard x sample weight (g) x 1000 
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8. การศึกษาการตกคางของสารซัลบูทามอล  
การศึกษาการตกคางของสารซัลบูทามอลในเนื่อ  ตับ และไต 
 ใชการวิเคราะหโดยใชเครื่อง HPLC (high performance liquid chromatography) ตามวิธี
ของ ลัดดา (2545) 
  

 การเตรียม Mobile phase : 4% acetonitrite in water which contained 0.3% acetic acid 
• เตรียม 0.3% acetic acid : โดยผสม acetic acid 6 มล. กับน้ํากลั่นเกรด HPLC โดย

ปรับปริมาตรใหได 2,000 มล. 
• นําสารละลาย acetic acid ที่เตรียมได 1,920 มล. ผสมกับ acetonitrite 80 มล. 
• กรองสารละลายที่ไดดวยชุดกรองตัวทําละลาย (solvent suction) โดยใชแผนกรอง

ความละเอียด 0.45 ไมครอน 
 

การเตรียมสารมาตรฐาน 
 Standard : Salbutamol 

• เตรียมสารละลายมาตรฐาน salbutamol โดยใชน้ํา distillation water เปนตัวทํา
ละลายความเขมขน 0.01, 0.05 และ 0.1 µg/ml. โดยเตรยีมในขวดสีชาขนาด 5 ml. 

 
 

                                 
 

  Figure 15. Homogeniser for residues analysis 
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การเตรียมสารตัวอยาง 
ตัวอยางเนื้อสุกร ตัวอยางละประมาณ 500 กรัม ตัดสวนไขมันออก เนื้อเลือกสวนที่เปนเนื้อ

แดงหัน่ใหเปนชิ้นเล็ก ๆ รวมถึงอวัยวะภายใน (ตับ, ไต) และบดใหละเอยีดดวยเครื่องบดเนื้อช่ัง
ตัวอยาง 4 g เกบ็ที่อุณหภูมิ 18 °C กอนการสกัด 

1. นําตัวอยางใสใน centrifuge bottle ขนาด 200 มล. 
2. เติมสารละลาย metaphosphoric acid (5%) 40 มล. และ methylene chloride 10 มล. 
3. ปนดวยหวัปน Ultra Turrax (homogenizer) นาน 2 นาที 
4. นําไป centrifuge ที่ความเร็ว 3000 รอบตอนาที นาน 15 นาที 
5. เทเฉพาะสวนที่ใสใสใน separatory funnel ขนาด 250 มล. รอใหแยกชั้น แลวทิ้งชั้น 

methylene chloride (ช้ันลาง) 
6. ปรับ pH ดวย sodium carbonate (20%) ปริมาณ 5 มล. และ sodium hydroxide ความ

เขมขน 6 N ปริมาณ 3 มล.ใหได pH 11-12 โดยใช pH meter 
7. เติม sodium chloride จํานวน 7 กรัม เขยาใหละลาย 
8. นํามาเขยาตอดวยสารละลายผสม tert-butyl alcohol กับ ethylacetate (3:7) 2 คร้ัง ๆ ละ 

80  มล. และ 70 มล. ตามลําดับ โดยเขยานานครั้งละ 5 นาที ดวยเครื่องเขยา 
9. กําจัดน้าํออก โดยกรองผานชั้น sodium sulfate เพื่อดึงน้ําออกจากสารละลายหลังจาก

นั้นเก็บสวน organic solvent ใสใน round bottomed flask ขนาด 250 มล. 
10.  ระเหย organic solvent ใหแหงดวยเครื่อง rotary evaporator 
11. ละลาย residue ดวย ethylacetate 10 ml. ทําใหแหงอีกครัง้ดวยเครื่อง rotary evaporator 
12. ละลาย residue ดวยน้ํากลั่น 2 มล. สําหรับตัวอยางเนื้อ สวนตับ และไต ละลายดวยน้าํ

กล่ัน 4 มล. แลวกรองสารละลายที่ไดดวย membrane fitter ขนาด 0.45 µm.  
 

การวิเคราะหสาร salbutamol เคร่ือง HPLC ใชสภาวะการวิเคราะหดังตอไปนี ้
column: MN (Macherey-Nagel) EC 150/4.6 NUCLEOSIL 100-5 C 18  
detector: fluorescence detector 
mobile phase: 4% acetonitrite in water which contained 0.3% acetic acid  
flow-rate: 1.5 ml/min. 
column oven: 40°C 
excitation: 226 nm. 
emission: 310 nm. 
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9. การวิเคราะหทางสถิต ิ
นําขอมูลที่ไดมาวิเคราะหหาความแปรปรวน (Analysis of Variance) และเปรียบเทียบคา

ความแตกตางของคาเฉลี่ยโดย Tukey’s W-Procedure โดยใชโปรแกรมคอมพิวเตอรสําเร็จรูป SAS 
for window (SAS, 1990) 
 

 
 
 Figure 16.  High performance liquid chromatography (HPLC) 
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คณะเกษตรศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม  
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11. ระยะเวลาการวิจัย 
 ใชระยะเวลาดําเนินการ 24 เดือน 
 


