
 
บทที่ 3 

อุปกรณและวิธีการทดลอง 
 
 

วิธีการทดลอง 
 
สัตวทดลองและแผนการทดลอง 
 สุกรลูกผสม Duroc x (Large White x Landrace) จํานวน 600 ตัว แบงออกเปน 4 กลุม
การทดลอง แตละกลุมการทดลองมีทั้งหมด 6 คอก (เพศละ 3 คอก) จํานวนเฉลี่ยประมาณ 25 ตัวตอ
คอก วางแผนการทดลองแบบ 2 x 4 แฟคทอเรียล ใน CRD (Completely Random Design) (จรัญ, 
2540)  ซ่ึงมีปจจัยทดสอบจากเพศ 2 กลุม คือ เพศผูตอนและเพศเมยี และปจจัยจากอาหาร 4 กลุม 
โดยมีน้ําหนักเริ่มตนเฉลี่ย 30.0 กิโลกรัม เล้ียงดวยอาหารทดลองน้ํามันปลาทูนา ในระยะตางๆ ซึ่ง
น้ํามันปลาทูนาที่ใชเปนเกรด crude oil จากบริษัท  T.C. Union Agrotech จํากัด ทั้งนีอ้าหารของทุก
กลุมการทดลองมีการปรับระดับพลังงานใหใกลเคียงกนั และสุกรไดรับปริมาณน้าํมันปลาทูนาตลอด
การทดลองเฉลี่ย 1.60 กก. ตอตัว โดยคํานวณจากปริมาณอาหารที่กนิตอตัว ทําการเก็บตัวอยางเลอืด
เพื่อวัดปริมาณคอเลสเตอรอล ไตรกลีเซอไรด และไลโปโปรตีนชนิดตางๆ ในแตละระยะเวลาทดลอง 
และวดัสมรรถภาพการผลิตของสุกร ไดแก ปริมาณอาหารที่กินตอวนั (average daily feed intake, 
ADFI) ปริมาณอาหารที่กนิทั้งหมด (total feed intake) การเจริญเติบโตตอวัน (average daily gain, 
ADG) และประสิทธิภาพการใชอาหาร (feed conversion ratio, FCR) เล้ียงสุกรจนกระทั่งมีน้ําหนัก
ตัวประมาณ 100 กิโลกรัม จึงทําการสุมสุกรเขาฆาจํานวน  80   ตัว  จากทั้ง 4 กลุมการทดลอง (กลุมละ 
20 ตัว; เพศเมยี 10 เพศผู 10 ตัว ตามลําดับ) ศึกษาคุณภาพซาก และเกบ็ตัวอยางเนื้อและไขมันจาก
กลามเนื้อสันนอก (Longissimus dorsi) ตั้งแตซ่ีโครงซี่ที่ 6-14  นําไปวิเคราะหทางเคมี เพื่อเก็บขอมูล
ดานคุณภาพเนื้อและไขมนั 

กลุมที่ 1  เล้ียงตั้งแตน้ําหนักตัว 30-100 กก. ดวยอาหารควบคุม 
กลุมที่ 2  เล้ียงตั้งแตน้ําหนักตัว 30-100 กก. ดวยอาหารทดลองมีน้ํามันปลาทูนา 1%   
กลุมที่ 3 เล้ียงตั้งแตน้ําหนักตัว 30-60 กก. ดวยอาหารทดลองมีน้ํามันปลาทูนา 3% แลว

เล้ียงตอดวยอาหารควบคุม 
กลุมที่ 4  เล้ียงตั้งแตน้ําหนักตัว 30-80 กก. ดวยอาหารควบคุม จากนั้นจึงเล้ียงตอดวยอาหาร

ทดลองที่มีน้ํามันปลาทูนา 3% ตั้งแตน้ําหนักตัว 80-100 กก. 
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Figure 12  Twenty five of littermates per pen 
 
อาหารทดลอง 
 อาหารทดลองแบงออกเปน 3 ระยะ ไดแก อาหารสุกรรุน (เล้ียงสุกรตัง้แตน้ําหนัก 30-60 
กก.) อาหารสกุรขุนชวงตน (เล้ียงสุกรตั้งแตน้ําหนกั 60-80 กก.) และอาหารสุกรขุนชวงทาย (เล้ียง
สุกรตั้งแตน้ําหนัก 80-100 กก.) ซ่ึงแตละระยะแบงออกเปนอาหารควบคุม และอาหารทดลองซึ่งมี
การแทนที่ดวยน้ํามันปลาทูนาในสูตรอาหาร 1 และ 3% ตามลําดับ อาหารที่ใชทดลองมสีวนประกอบ
หลัก ไดแก ขาวโพด ปลายขาว รําออนสด และกากถั่วเหลือง  
 

 
 

 

Figure 13  Crude tuna oil for experimental diets in all feeding periods 
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Table 17  Analysis report of crude tuna oil from T.C. Union Agrotech co. Ltd. 
  

Item Values 
Acid value, mg KOH/ g oil 
Moisture content,    % 
Insoluble impurities, % 
Free fatty acids, % 

5.93 
0.72 

0.029 
2.97 

 
Table 18 Chemical composition of pelleted diets in three experimental periods (as fed basis) 
 

Growing period 
(30-60 kg) 

Early finishing period 
(60-80 kg) 

End finishing period 
(80-100 kg) Chemical 

composition 
Control 1%TO 3%TO Control 1%TO 3%TO Control 1%TO 3%TO 

ME, kcal/kg 
Moisture, % 
Protein, % 
Fat, %  

3200 
10.40 
20.74 
5.59 

3200 
10.04 
21.04 
6.33 

3340 
9.58 
21.00 
9.10 

3150 
10.39 
19.07 
5.77 

3240 
9.59 
21.07 
8.02 

3290 
8.79 
21.36 
9.28 

3050 
10.08 
19.46 
5.78 

3010 
10.75 
19.27 
4.83 

3000 
10.30 
19.10 
4.78 

TO = tuna oil. 

 

 
 

Figure 14  A pelleted diet prepared for all experimental feeding periods 
 
 
 

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



 58

Table 19 Fatty acid profile of tuna oil and pelleted diets in three experimental periods  
 

Growing period 
(30-60 kg) 

Early finishing period 
(60-80 kg) 

End finishing period 
(80-100 kg) 

Fatty acid  
(% of total fatty 
acid) 

Tuna oil  
(TO) 

Control 1%TO 3%TO Control 1%TO Control 1%TO 3%TO 
C12:0 
C13:0 
C14:0 
C14:1 
C15:0 
C16:0 
C16:1 
C17:0 
C17:1 
C18:0 
C18:1 n-9 
C18:2 n-6 
C18:3 n-6 
C18:3 n-3 
C20:0 
C20:1 
C20:2 
C20:3 n-6 
C20:3 n-3 
C20:4 n-6 
C20:5 n-3 
C22:0 
C22:1 
C23:0 
C24:0 
C22:6 n-3 
Total SFA 
Total MUFA 
Total PUFA 
n-6 PUFA 
n-3 PUFA 
n-6 : n-3 

0.132 
0.060 
6.48 
0.070 
1.05 
24.1 
6.79 
1.12 
0.33 
6.20 
15.41 
1.82 
0.143 
0.676 
0.452 
1.14 
0.283 
0.216 
0.136 
2.19 
8.00 

- 
1.31 
0.319 
1.41 
19.7 
41.3 
25.0 
33.2 
4.38 
28.5 
0.154 

0.139 
- 

0.626 
- 

0.117 
19.1 
0.494 
0.151 
0.067 
2.91 
34.0 
37.2 
0.061 
2.35 
0.627 
0.309 
0.029 
0.036 
0.034 
0.097 
0.231 
0.278 
0.058 
0.066 
0.468 
0.600 
24.5 
34.9 
40.6 
37.3 
3.22 
11.61 

0.182 
- 

1.322 
- 

0.199 
20.3 
1.05 

0.298 
0.142 
3.46 
29.9 
34.6 

0.112 
2.23 

0.490 
0.318 
0.098 
0.049 
0.041 
0.361 
0.994 
0.171 
0.208 
0.102 
0.543 
2.74 
27.1 
31.7 
41.3 
35.2 
6.00 
5.86 

0.060 
- 

1.984 
- 

0.323 
22.3 
1.72 

0.318 
0.132 
3.62 
32.4 
27.9 

0.138 
1.41 

0.540 
0.434 
0.113 
0.099 
0.069 
0.554 
1.354 
0.168 
0.314 
0.118 
0.666 
3.21 
30.1 
35.0 
34.9 
28.7 
6.04 
 4.75 

0.056 
- 

0.646 
- 

0.104 
19.4 
0.53 

0.157 
0.077 
2.89 
33.6 
38.0 

0.087 
1.66 

0.524 
0.272 
0.042 
0.052 
0.030 
0.157 
0.284 
0.212 
0.039 
0.056 
0.034 
0.684 
24.4 
34.6 
41.0 
38.3 
2.66 
14.4 

0.049 
- 

1.313 
- 

0.266 
20.3 
1.00 

0.229 
0.099 
3.55 
30.4 
34.2 

0.102 
3.110 
0.502 
0.329 
0.023 
0.059 
0.022 
0.357 
0.872 
0.238 
0.069 
0.099 
0.548 
2.23 
27.1 
31.9 
41.1 
34.7 
6.24 
5.57 

0.026 
- 

0.545 
- 

0.086 
20.1 

0.399 
0.117 
0.047 
2.64 
35.6 
36.1 

0.044 
1.78 

0.597 
0.317 
0.047 
0.021 
0.013 
0.096 
0.180 
0.251 
0.040 
0.053 
0.411 
0.51 
24.8 
36.4 
38.8 
36.3 
2.49 

14.57 

0.060 
- 

1.890 
- 

0.306 
22.2 
1.37 

0.337 
0.163 
3.59 
29.5 
32.5 

0.138 
1.78 

0.431 
0.290 
0.079 
0.078 
0.038 
0.429 
1.177 
0.130 
0.107 
0.091 
0.460 
2.88 
29.5 
31.4 
39.1 
33.1 
5.87 
5.67 

0.059 
- 

2.340 
- 

0.408 
21.6 
1.99 
0.403 
0.164 
4.24 
28. 7 
28.1 
0.166 
1.59 
0.484 
0.413 
0.110 
0.099 
0.036 
0.703 
2.049 
0.180 
0.192 
0.125 
0.706 
5.13 
30.6 
31.4 
38.0 
29.1 
8.81 
3.30 

- means not detected. 
SFA means saturated fatty acid, MUFA means monounsaturated fatty acid, and PUFA means polyunsaturated fatty acid. 
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การวิเคราะหทางเคมีและบันทึกขอมูล 
 
1.  การวิเคราะหไลปดสในเลือด (blood lipid composition)  
 1.1 วิธีการวิเคราะหคอเลสเตอรอล 
 ซีรัม (serum) ของสุกรที่ไดจากการปนเหวี่ยงตัวอยางเลือดดวยความเร็ว 3,500 รอบตอ
นาที ดวย microcentrifuge (Mikro20, Hettich) นํามาวัดปริมาณคอเลสเตอรอลดวยวิธี enzymatic 
colorimetric method โดยชุดตรวจสําเร็จรูปของ BIOTECH reagent (RA. 119-05 Cholesterol Set, 
Biotech, Thailand) ซ่ึงมขีั้นตอนการเกิดปฏิกิริยาของเอนไซมดังนี้ 
 Cholesterol ester ถูกไฮโดรไลซ (hydrolyze) ดวยเอนไซม cholesterol esterase ไดเปน
คอเลสเตอรอล แลวถูกออกซิไดซ (oxidize) ตอดวยเอนไซม cholesterol oxidase เกิดเปน hydrogen 
peroxide (H2O2) ซ่ึงจะทําปฏิกิริยากับ aminoantipyrine ไดสาร quinoneimine มีสีชมพูแดง และ
ความเขมของสีเปนสัดสวนโดยตรงกับปริมาณคอเลสเตอรอล ซ่ึงวัดความเขมของสีดวยเครื่อง 
spectrophotometer (DU 7500, Beckman, Germany) ที่ความยาวคลื่น 500 นาโนเมตร 
 

 
 

Figure 15  Blood collection from the external jugular vein for blood analysis 
 
 1.2  วิธีการวิเคราะหไตรกลีเซอไรด 
 นําซีรัมของสุกรทดลองมาทดสอบหาปริมาณไตรกลีเซอไรด ดวยวิธี enzymatic colorimetric 
method โดยชุดตรวจสําเร็จรูปของ BIOTECH reagent (RA. 130-05 Triglyceride GPO Set, Biotech, 
Thailand) ซ่ึงมีขั้นตอนการเกิดปฏิกิริยาของเอนไซมดังนี้ 
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 ไตรกลีเซอไรดถูกยอยดวยเอนไซม lipase ได glycerol และ fatty acid จากนั้น glycerol 
ทําปฏิกิริยาใน 3 ขั้นตอน จนไดผลิตภัณฑสุดทายเปนสารประกอบสีชมพูแดงของ quinoneimine ดัง 
สมการขางลาง วัดความเขมของสีดวยเครื่อง spectrophotometer (DU 7500, Beckman, Germany) ที่
ความยาวคลื่น 505 นาโนเมตร 
 

    Glycerol + ATP                                           glycerol-3-phosphate + ADP 
  
    Glycerol-3-phosphate + O2                                         Dihydroxyacetone + H2O2 

  
    2 H2O2 + a-aminoantipyrine + DHBS                                        Quinoneimine + HCI +  H2O2 

 

      
 

Figure 16  Cholesterol and triglyceride test sets for enzyme-colorimetric method 
 
 1.3  การวิเคราะหไลโปโปรตนี  
  ไลโปโปรตีนประเภทความหนาแนนสงู (high density lipoprotein, HDL)  
 นําซีรัมมาตกตะกอนไลโปโปรตีนดวย สารละลายกรดฟอสโฟทังสติค (Phosphotungstic 
acid) และสารละลายแมกนีเซียมคลอไรด (MgCl2) ผสมใหเขากันทิ้งไว 15 นาที แลวนําไปปน
เหวี่ยง (centrifuge) ดวย microcentrifuge (Mikro20, Hettich) (ดัดแปลงจาก พรทิพย, 2538) ที่ความเร็ว 
2,700 รอบตอนาที นาน 15 นาที จากนั้นดูดสารละลายสวนใสที่ได นําไปทดสอบเชนเดียวกับการ
วิเคราะหคอเลสเตอรอล 
 
 
 

Glycerol kinase 

Glycerophosphate oxidase 

Horseradish peroxidase 

Triglycerides test set Cholesterol test set 

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



 61

  HDL-cholesterol =   Ab. sample  x C standard    
                                                                                                                                     
         

 Ab. sample  คือ คาการดูดกลืนแสงของตัวอยาง 
    Ab. standard  คือ  คาการดูดกลืนแสงของสารละลายคอเลสเตอรอลมาตรฐาน 
  C standard  คือ คาความเขมขนของสารละลายคอเลสเตอรอลมาตรฐาน (mg/dl) 
       

 ไลโปโปรตีนประเภทความหนาแนนต่ํา (low density lipoprotein, LDL)  
 คํานวนไดจากสมการ 
    LDL-cholesterol =  Total cholesterol – HDL-cholesterol – VLDL 
           เมื่อ  VLDL        =   Triglyceride 

                  5 
 

2. การศึกษาคุณภาพซาก (carcass quality) 
 สุกรที่นํามาฆา มีการอดอาหารกอนฆาประมาณ 12 ช่ัวโมง จากนัน้ทาํการฆาและตดัแตง
แบบไทย ตามวิธีของ สัญชัย (2547) ประกอบดวย ภายหลังจากการฆาทําการบันทึกน้ําหนกัซากอุน 
(hot carcass weight) ซ่ึงไมรวมน้ําหนักหัวและไตของสุกร จากนัน้แชเยน็ซากที่อุณหภูมิประมาณ   
3 ± 1 °C เปนเวลา 24 ช่ัวโมง วัดความยาวซากเย็น และความหนาไขมนัสันหลัง 3 ตําแหนง ไดแก 
ตําแหนงซี่โครงซี่แรก ซ่ีสุดทาย และกระดูกสะโพกขอสุดทาย เพื่อคํานวณเปนความหนาไขมันสนั
หลังเฉลี่ย (average back fat thickness) จากนั้นทําการตัดแตงซากแบบไทย เพื่อวดัพื้นที่หนาตัดเนื้อ
สัน (loin eye area) ความหนาไขมันสันหลังที่ตําแหนง P2 ที่ระหวางซีโ่ครงซี่ที่ 10 – 11 นําคาบันทกึ
ที่ไดมาคํานวณเปอรเซ็นตซาก (dressing percentage) และเปอรเซ็นตเนือ้แดง (lean percentage) จาก
ตารางประเมินเปอรเซ็นตเนือ้แดง  
 

Dressing percentage  =   (hot carcass weight  - 3% hot carcass weight) x 100 
                                      live weight 

 
 
 
 

Ab. standard 
x 1.125    เมื่อ 
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3.  การศึกษาคุณภาพเนื้อ (meat quality) 
 เก็บตัวอยางกลามเนื้อสันนอก บริเวณตัง้แตซ่ีโครงที่ 6-14 เพื่อนาํไปวิเคราะหคุณภาพ

เนื้อ ประกอบดวย 
 

 3.1  คาความเปนกรดดางของกลามเนื้อ (muscle pH)  
 วัดคา pH จากกลามเนื้อสันนอก (Longissimus dorsi) และกลามเนื้อสะโพก 

(Semimembranosus ) จากซากสุกรหลังฆาที่เวลา 45 นาที และ 24 ช่ัวโมง  ดวยเครือ่ง pH – meter    
(WTW pH340, Germany) บันทึกคา pH  

  

 
 

 
 

Figure 17  Muscle pH measurement: Longissimus dorsi (up) and Semimembranosus (down) 
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 3.2  สีเนื้อ (meat color) 
 นํากลามเนื้อสันนอก จากซี่โครง ซ่ีที่ 6 ใสถุงพลาสติกผนึกปากถุงเก็บที่ 4°C เปนเวลา 24 

ช่ัวโมง จากนัน้นําเนื้อออกจากถุงวางในภาชนะเปดเก็บในตูเยน็ 1 ช่ัวโมง ทําการวัดคาสีดวยเครือ่ง 
Minolta Chroma Meter (CR – 300, Japan) บันทึกคาความสวาง (lightness, L*) คาสีแดง (redness, 
a*) และคาสีเหลือง (yellowness, b*) ° 

 
 3.3  องคประกอบทางเคม ี(chemical composition) 

 นําตัวอยางกลามเนื้อสันนอก จากซี่โครงซี่ที่ 7 บดใหละเอียด เพื่อนําไปวิเคราะห
องคประกอบทางเคมี  ไดแก เปอรเซ็นตความชื้น โปรตีน และไขมนั ดวยวิธี Proximate Analysis 
(Adapted from AOAC, 1995) 

 
   การวิเคราะหหาความชื้น (moisture) 

1. นําถวยสําหรับใสตัวอยางวิเคราะหหาความชื้น (weighing bottle) ที่ลางสะอาด
และเช็ดใหแหง อบในตูอบ ที่อุณหภูม ิ 100°C นาน 1 ชั่วโมง และนําออกมาใส
ในโถดูดความชื้น (desiccators) ปลอยใหเยน็และชั่งน้ําหนัก     

2. ชั่งตัวอยางเนื้อที่บดละเอียดแลวจํานวน 2 กรัม ใสใน weighing bottle บันทึก
น้ําหนกัรวมทัง้หมด และอบที่อุณหภูม ิ100°C นาน 4 ชั่วโมง 

3. นําถวยที่มีตวัอยางออกจากตูอบแหง ใสในโถดูดความชื้น ปลอยใหเย็น แลวช่ัง
น้ําหนกัอีกครัง้ สวนที่หายไป คือ ปริมาณความชื้น 

 

การคํานวณหาเปอรเซ็นตความชื้น 
   

 
 
A = น้ําหนักถวย + น้ําหนักตัวอยางกอนอบ 
B = น้ําหนักถวย + น้ําหนักตัวอยางหลังอบ 

  C = น้ําหนักตวัอยาง       
 
 
 

Moisture percentage    =        (A – B)     x 100 

                                                     C 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



 64

  การวิเคราะหหาโปรตีน (protein) 
1. ชั่งตัวอยางเนื้อที่บดแลว 0.5 กรัม ใสในกระดาษชั่งตัวอยาง แลวนําใสใน Kjeldahl 

flask 
2. เติมสารเรงปฏิกิริยา  (Selenium reagent mixture) 2 กรัม แลวเติม conc. sulfuric 

acid 15 มล. 
3. นํา Kjeldahl flask เขาเครื่องยอยที่อุณหภูม ิ 420°C เปนเวลา 2-3 ช่ัวโมง 

จนกระทั่งไดสารละลายสีเขียวใส แลวทิง้ใหเย็น   
4. ตวงสารละลาย 4% boric acid 25 มล. ใส Erlenmeyer flask ขนาด 250 มล. แลว

เติม screen methyl red indicator 
5. นํา Kjeldahl flask ตอเขาเครื่องกล่ัน แลวนําขวด Erlenmeyer flask ที่ใส

สารละลาย 4% boric acid ตอเขากับอีกปลายของ condenser ของเครื่องกล่ัน 
โดยใหปลายทอจุมในสารละลายใน Erlenmeyer flask 

6. เติมน้ํา ปริมาตร 15-20 มล. จากนัน้เติม 40% NaOH ใสขวด Kjeldahl flask 
ประมาณ 40-50 มล. เปดน้ําใหไหลผานตวั condenser แลวจึงเปดเครื่องกล่ัน 

7. กล่ันจนไดปริมาตรของสารละลายในขวด Erlenmeyer flask ประมาณ 200 มล. 
จากนั้นนําขวด Erlenmeyer flask  ที่มีแอมโมเนียซ่ึงเก็บดวยสารละลาย 4% 
boric acid   มาไตเตรทกับสารละลายมาตรฐาน 0.1 N H2SO4 ไตรเตรทจนสีของ
สารละลายเปลี่ยนสีจากสีเขียวเปนสีมวงอมเทา บันทึกปริมาตรของสารละลาย
มาตรฐาน 

8. หลอด blank แตใสเพียงกระดาษชั่งตัวอยาง แลวทําทุกขั้นตอนเชนเดียวกัน 
 

 การคํานวณหาเปอรเซ็นตโปรตีน 
 
 

A = จํานวนปริมาตรของสารละลายมาตรฐาน 0.1 N H2SO4 ที่ใชในการไตรเตรท
กับตัวอยาง (มล.) 

B = จํานวนปริมาตรของสารละลายมาตรฐาน 0.1 N H2SO4 ที่ใชในการไตรเตรท
กับ blank (มล.) 

C = ความเขมขน (N) ของสารละลายมาตรฐาน H2SO4 

D = น้ําหนักตวัอยาง 

 

Protein percentage   =     (A-B) x C x 6.25 x 0.014   x 100  
                     D                         
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 การวิเคราะหหาไขมัน (fat) 
1.    ช่ังน้ําหนกัเนื้อแหงที่บดแลว 2 กรัม ซ่ึงผานการอบที่ 100°C เปนเวลา 4 ชั่วโมง 
2.     นําขวดสําหรับหาไขมัน (round bottom) ที่สะอาดและแหง นําไปอบที่ 100°C  นาน   

1 ช่ัวโมง  นําใสในโถดูดความชื้น (desiccators) ปลอยใหเย็น ทําการชั่งน้ําหนัก 
3.    นําตัวอยางเนื้อที่ผานการอบเพื่อหาความชื้นแลว ใสใน thimble alundum ที่

สะอาดและแหง 
4.     ใส thimble alundum ลงใน sample containers แลวตอเขากับ holding clips ของ

เครื่องสกัดไขมันแบบ Soxhlet extraction  
5.     ใส dichloromethane ลงในขวดหาไขมนัประมาณ 50-100 มล. แลวนําตอเขากับ

เครื่องสกัดไขมันใหสนิท 
6.     เปดน้ําเย็นใหไหลผาน condenser ตลอดเวลา 
7.     เปดสวิทซไฟ โดยใชความรอนสกัดนาน 16 ชั่วโมง ดวยอัตราการกลั่น 2-3 หยด

ตอวินาท ี
8.     นํา thimble alundum ออก แลวกล่ันใหความรอนตอ dichloromethane จะถูกกลั่น 

และเก็บไวใน reclaming  tube สวนของไขมันที่ไดจะอยูในขวดสกัดไขมัน 
9.    นําขวดสกดัไขมันที่มีไขมนัที่สกัดได อบที่อุณหภูม ิ 100°C  นาน 30 นาท ีกอน

นําใสในโถดูดความชื้น ปลอยใหเย็น ทําการชั่งน้ําหนกั ซ่ึงน้ําหนักที่เพิ่มขึ้น
ภายหลังการสกัดคือน้ําหนักของไขมัน 

 

  การคํานวณหาเปอรเซ็นตไขมัน   
 

 
 
A = น้ําหนักขวดสกัดไขมัน + น้ําหนักไขมันหลังอบแลว 
B = น้ําหนักขวดสกัดไขมัน 
C = น้ําหนักตวัอยาง       

 
 
 

Fat percentage     =         (A – B)     x 100 
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 3.4  คาความสามารถในการอุมน้ําของเนื้อ และคาแรงตัดผานเนื้อ (water holding capacity 
and shear force value) 

 คาความสามารถในการอุมน้าํ ประกอบดวยการคาการสญูเสียน้ําขณะเก็บ (drip loss) การ
สูญเสียน้ําจากการละลายน้ําแข็ง (thawing loss) และการสูญเสียน้ําจากการตม (cooking loss) คาการ
สูญเสียขณะยาง (grilling loss) ซ่ึงแนะนําและดัดแปลงจาก สัญชัย (2547); Honikel and Hamm 
(1999)  

 ทําการชั่งน้ําหนักเริ่มตน (Wd1) ของกลามเนื้อสันนอก แลวหอช้ินเนื้อดวยผากอซ เกบ็ใน
ถุงพลาสติกชนิดเยน็ โดยใหปลายหอผากอซหางจากกนถุงประมาณ 2 เซนติเมตร ผนึกปากถุงให
สนิท เก็บในตูเย็นในลักษณะแขวน ที่อุณหภูม ิ 4°C เปนเวลา 24 ช่ัวโมง นําชิ้นเนือ้ออกจากถุง ชั่ง
น้ําหนกั (Wd2) คิดเปนเปอรเซ็นตการสูญเสียน้ํา (drip loss) จากสูตร   

          
 
 
   
 การสูญเสียน้ําจากการละลายน้ําแข็ง (thawing loss) และการสูญเสียน้ําจากการตม (cooking 
loss) โดยนํากลามเนื้ออก และสะโพก ทําการชั่งน้ําหนกั (Wt1) เก็บแบบสุญญากาศ (vacuum) ใน
ถุงพลาสติกชนิดเยน็ผนึกปากถุงใหสนิท เก็บในตูแชแขง็ที่อุณหภูม ิ –20°C รอการวิเคราะหตอไป 
จากนั้นนําชิ้นเนื้อมาละลายน้าํแข็ง (thawing) ที่อุณหภูม ิ 4°C เปนเวลา 24 ช่ัวโมง นําชิ้นเนื้อออก
จากถุง ซับน้ําใหแหง ชั่งน้ําหนัก (Wt2) จากนั้นนาํชิ้นเนื้อที่ไดเก็บในถุงรอนแบบสุญญากาศ ตมใน
หมอตมน้ําที่ควบคุมใหมีอุณหภูมิน้ําประมาณ 85°C จนไดอุณหภูมิใจกลางเนื้อประมาณ 70°C วัดดวย 
Thermocouple (T851, Consort, Belgium) ใชเวลาประมาณ 15-16 นาท ีผ่ึงใหเยน็ที่อุณหภูมหิอง นํา
ช้ินเนื้ออกจากถุง ซับน้ําใหแหง ชั่งน้ําหนัก (Wt3) คิดเปนเปอรเซน็ตการสูญเสียน้ําขณะทําละลาย 
(thawing loss) และเปอรเซ็นตการสูญเสียจากการตม (cooking loss) จากสูตร  
 
 
 
 
 

 
  

         Drip loss (%)     =          Wd1 – Wd2       x 100 

                       Wd1 

      Thawing loss (%)     =          Wt1 – Wt2        x 100 

                                      Wt1 

       Cooking loss (%)     =           Wt2 – Wt3        x 100 

                                  Wt2 
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คาการสูญเสียขณะยาง (grilling loss) โดยนํากลามเนือ้สันนอกทําการตัดแตงเอาพงัผืด
ออก ทําการชัง่น้ําหนกั (Wg1) จากนัน้นาํชิ้นเนื้อที่ไดยางในหมออบ (convection oven, Mara, 
Taiwan) ใหความรอน ที่อุณหภูมิประมาณ 160°C เปนเวลา 15 นาที จนไดอุณหภูมิใจกลางเนือ้
ประมาณ 70°C วัดดวย Thermocouple (306, Tecpel, Taiwan) และนําออกจากเตายาง ทําการชั่ง
น้ําหนกั (Wg2) คํานวณเปอรเซ็นตการสูญเสียจากการยาง จากสูตร     

 
 
  
  

 3.5  แรงตัดผานเนื้อ (shear force value) 
 นําเนื้อที่ตมสกุจากการหาเปอรเซ็นตการสูญเสียจากการตม (cooking loss) เจาะตามแนว

เสนใยกลามเนื้อดวยเหล็กกลวงชนิดกลม (core) ที่มีเสนผาศูนยกลางประมาณ 1.27 cm. วัดคาแรง
ตัดผานดวยเครื่อง Texture Analyser (Texture Exponent 32, UK) โดยแปรผลประกอบดวยคาแรง
สูงสุด (maximum force, N)  และคางานซึ่งเปนคาพื้นที่ใตกราฟ (area, N.sec)   
 
 3.6  การประเมินดานการตรวจชิม (sensory evaluation)  
  นําตัวอยางกลามเนื้อสันนอกที่ผานการอบสุกแลว ตัดใหมีขนาดเทากันประมาณ 1 x 1 x 
1 ซม. จากนัน้บริการแกผูตรวจชิม ซ่ึงไดผานการฝกฝนการตรวจชิม (ไพโรจน, 2535) จํานวน 6 
ทาน ผูตรวจชิมจะไดรับแบบสอบถามการตรวจชิมเนื้อ และฟงการบรรยายขั้นตอนการทดสอบชิม
โดยละเอยีด ซ่ึงการใหคะแนนพิจารณา 4 ลักษณะการตรวจชิม ไดแก ความนุม (tenderness) กล่ิน
และรสชาติ (flavor) ความชุมฉ่ํา (juiciness) และความพอใจโดยรวม (overall acceptability) โดยให
คะแนนซึ่งอยูในชวง 1 – 9 คะแนน (1 = เหนียว, กล่ินรสไมดี, แหง และไมชอบมาก; 5 = นุม, มี
กล่ินและรสชาติดี, ชุมฉ่ํา และมีความพอใจ; 9 = ยุยเละ, กล่ินและรสชาติดีที่สุด, ชุมฉ่ํามากทีสุ่ด 
และมีความชอบมากที่สุด) ผูทดสอบชิมจะไดรับน้ํา ขนมปงและผลไมหลังจากทดสอบชิมเนื้อแต
ละชิ้น   
 
 3.7  คาการหืน (thiobarbituric acid, TBA number)  
 เก็บตัวอยางกลามเนื้อสันนอกแบงเปน 4 สวนในแตละชิ้นของกลามเนื้อ แลวเก็บไวที่
อุณหภูมิ 4°C เปนเวลา 0, 3, 6 และ 9 วัน จากนัน้นาํมาวิเคราะหคา TBA number โดยวิธีของ 
Rossell (1994) ดังนี ้
 

Grilling loss (%)     =          Wg1 – Wg2      x  100 

               Wg1 
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1.    ชั่งตัวอยางกลามเนื้อสันนอกที่บดแลว 10 กรัม เติมน้ํากล่ัน 70 มล.                                              
2.    ปนผสมใน blender  ประมาณ 15 นาท ี
3.    เทใสใน distillation flask แลวลาง blender ดวยน้ํากล่ันอีก 30 มล. 
4.    เติม 4 M HCl 2.5 มล.          
5.    เติม anti-foaming agent  1-2 หยด 
6.    ตอ distillation flask เขากบัชุดกลั่น แลวกล่ันจนไดของเหลวประมาณ 50 มล. 
7.    ปเปตสารละลายที่กล่ันได 5 มล. แลวเติม TBA solution 5 มล. 
8.    ตมในน้ําเดือด 35 นาที ทิ้งไวใหเย็นเปนเวลา 10 นาที            
9.    วัดคาการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 538 นาโนเมตร 
10. คํานวณคา TBA number จากสูตร         

 
 
 หมายเหต ุ:  หลอด blank เติมน้ํากลั่น 5 มล. และ TBA solution 5 มล. 

 
 3.8  การวิเคราะหหาปริมาณคอเลสเตอรอล  (Adapted from Jung et al., 1975) 

1. นําไขมันที่สกดัจากกลามเนือ้สันนอก โดยวิธีการของ AOAC (1995) มาละลาย
ดวย 2-propanol เตรียมใหมคีวามเขมขน 50 มก./มล. 

2. ดูดสารละลายไขมัน ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ใสในหลอดทดลองขนาด 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 ตั้งทิ้งไวใหแยกชั้น 
6. เก็บสวนที่ละลายในชั้น petroleum ether แลวนําไประเหยแหงใน water bath ที่

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

ละ 2  มล. 
10. ดูด supernatant จากหลอดในขอ 8 มา 3 มล. ใสในหลอดอานที่เตมิ sulfuric reagent 

TBA number (mg malondialdehyde/kg sample) = 7.8 x absorbance 
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11. ผสมใหเขากนัทันทีดวย vortex mixer อยางนอย 20 วนิาท ีตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมหิอง  
15 นาท ี

12. วัดคาการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลืน่ 560 นาโนเมตร โดยใชหลอด blank อานคา
เปนศนูย 

 

 สูตรในการคาํนวณหาปริมาณคอเลสเตอรอล    
 

 
 

เมื่อ     Au  คือ คาการดูดกลนืแสงของตัวอยาง 
           As  คือ คาการดูดกลืนแสงของสารละลายคอเลสเตอรอลมาตรฐาน 
           Cs  คือ คาความเขมขนของสารละลายคอเลสเตอรอลมาตรฐาน 

 หมายเหต ุ : 1. หลอด blank จะเตมิเฉพาะ ferric acetate/uranyl acetate 3 มล. และ sulfuric acid 
reagent 2  มล. 

2. นําคาคอเลสเตอรอลที่ได คํานวณกลับเพื่อหาปริมาณคอเลสเตอรอลใน 100 กรัม
ของเนื้อ 

 3.9  การวิเคราะหหาปริมาณไตรกลีเซอไรด (Adapted from Biggs  et  al., 1975) 
1.    สกัดไขมันตามวิธีของ AOAC (1995) 
2.    เตรียมไขมันที่สกัดได ใหมคีวามเขมขน 50 มก./มล. ดวย 2-propanol  เชนเดียวกับ

การวิเคราะหคอเลสเตอรอล 
3.    ดูดไขมันในขอ 2 มา 50 ไมโครลิตร ใสหลอดทดลองขนาด 25 มล. 
4.    เติม n-heptane 2 มล. 
5.    เติม 2-propanol 3.5 มล. 
6.    เติม 40mM sulfuric acid  จาํนวน 1 มล. 
7.    ผสมใหเขากนัดวย vortex mixture 20 วนิาที  ตั้งทิ้งไว 5 นาที จนแยกชั้น 
8.    เตรียมหลอดทดลองอีกชุด แลวเติม sodium alkoxide 2 มล.  
9.    ดูดสารละลายที่แยกชั้นสวนบนในขอ 7 มา 0.2 มล.ใสในหลอดขอ 8  ผสมให    

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

Total cholesterol     =          Au        x Cs 

                                             As 
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10. เติม acetyl acetone reagent 1 มล. ผสมใหเขากันดวย vortex mixture นาํเขาตูอบ
ที่อุณหภูมิ 60°C เปนเวลา 20 นาที 

11. ตั้งทิ้งไวใหเยน็ที่อุณหภูมิหอง แลวนําไปวัดคาดดูกลืนแสงที่ 420 นาโนเมตร 
หมายเหต ุ : คํานวณเปรียบเทียบกับสารละลายไตรกลีเซอไรดมาตรฐาน แลวคํานวณกลับเพื่อหา

เปนปริมาณไตรกลีเซอไรดใน 100 กรัมของเนือ้ 
 

 3.10  องคประกอบกรดไขมนั (fatty acid profile) 
  ประกอบดวย 2 ขั้นตอน ไดแก การสกดัไขมันและการเตรียม  fatty acid methyl ester 
(FAME) โดยบดกลามเนื้อสันนอก ทําการสกัดไขมันจากกลามเนื้อตวัอยาง (Folch et al., 1957) 
โดยมีวิธีการ ดงันี้ 

1.     ช่ังตัวอยางเนื้อที่บดแลว 5 กรัม ใสลงในขวดกนกลม (round bottom flask)   
ขนาด 100 มล.            

2.     เติม chloroform : methanol (2 : 1) ปริมาตร 60 มล. เขยาอยางแรงเพื่อใหเกดิการสกัด
ที่สมบูรณ 

3.     กรองผานกระดาษกรอง Whatman No. 1  ลงใน flask 
4.     นํากากที่ไดมาสกัดตอดวย chloroform : methanol (2 : 1) อีกครั้ง แลวรวม

สารละลายที่กรองได           
5.     เติมน้ํากลั่น 0.2 เทา ของสารละลายที่กรองได ผสมใหเขากัน ตั้งทิ้งไวใหแยกชั้น 
6.     เก็บชั้นลางของสารละลายลงใน flask ที่ทราบน้ําหนกั แลวนําไประเหยแหงดวย 

water bath ที่อุณหภูม ิ70°C  
7.     ช่ังน้ําหนกัไขมันใน flask ที่ระเหยแหงแลว จากนัน้ละลายไขมันดวย chloroform 

ใหไดความเขมขนเทากับ 30 มก./มล. 
 

  การเตรียม fatty acid methyl ester (FAME) (Morrison and Smith, 1964)  
1. ดูดสารละลายที่สกัดได 1 มล. ใสลงในขวดกนกลม  (round bottom flask) 

ขนาด 250 มล.  
2. เติม 0.5 M methanolic NaOH ปริมาตร 4 มล. เขยา 30 วนิาที 
3. reflux จนไดสารละลายเปนเนื้อเดียวกนั ใชเวลาประมาณ 5 นาที ทิ้งใหเยน็ 
4. เติม 20% boron-trifluoride in methanol จํานวน 5 มล. เขยา 30 วินาท ี
5. reflux ตออีก 2 นาที ตั้งทิ้งไวใหเย็น 
6. เติมสารละลาย NaCl อ่ิมตัว 5 มล. เขยาใหเขากัน 
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7. เติม Iso – octane (2, 2, 4 – trimethylpentane) 2 มล. เขยาใหเขากนั 30 วินาท ีทิ้ง
ไว ใหตกตะกอน 

8. เก็บสวนที่ละลายในชั้น Iso – octane 
9. เติม sodium sulfate anhydrous ปริมาณเทาปลายชอนตักสาร ตั้งทิ้งไวใหแยกชั้น 
10. ดูดสารละลายสวนใสใสใน vial แลวปดใหสนิท 
11. ดูดสารละลายที่ได 1 ไมโครลิตร ฉีดเขาเครื่อง Gas chromatography (GC 14B, 

Shimadzu, Japan) เพื่อวิเคราะหองคประกอบกรดไขมัน 
 

 
 

Figure 18 Gas chromatography apparatus (GC 14B, Shimadzu) for fatty acid analysis in meat and 
backfat 

 
4.  การศึกษาคุณภาพไขมัน (fat quality) 
 
 4.1  สีของไขมัน (backfat color)  
  นําไขมันสันหลังจากบริเวณซี่โครงซี่ที่ 6 ใสถุงพลาสติกผนึกปากถุงเกบ็ที่ 4°C เปนเวลา 
24 ช่ัวโมง จากนั้นนําเนื้อออกจากถุงวางในภาชนะเปดเก็บในตูเย็น 1 ช่ัวโมง แลววดัคาสีดวยเครื่อง 
Minolta Chroma meter (CR – 300, Japan) บันทึกผลเชนเดียวกับการตรวจวดัในเนื้อสันนอก 
 

4.2 คาความแขง็ของไขมนัสันหลัง (backfat hardness) 
 นําไขมันสันหลังจากซี่โครงซี่ที่ 7-8 หั่นเปนชิ้นเล็กๆ แลวนําไปสกดัเอาน้ํามัน ดวยเครื่อง

ไมโครเวฟ (R-221, Sharp, Thailand) ทิ้งไวใหเยน็ แลวใชเข็มฉีดยาดดูน้ํามันที่ได ปริมาตร 10 มล. 
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ใสขวดกลมเลก็ ขนาด 15 มล. ใหมีความสูงของไขมันประมาณ 3 ซม. นําไปแชแข็งที่อุณหภมูิ         
-20°C  เปนเวลา 24 ช่ัวโมง กอนการวดั นําขวดไขมนัตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหองประมาณ 45 นาท ี
จากนั้นนําไปแชเยน็ตอที่อุณหภูมิ 4°C เปนเวลา 30 นาที แลวนาํเขาเครื่อง Texture Analyser 
(Texture Exponent 32, UK) โดยเปลี่ยนหัววัดเปนหวัตัน ขนาดเสนผานศูนยกลาง 5 มม. และ
กําหนดระยะทางของหัววัดจากผิวหนาไขมัน ประมาณ 2 ซม. โดยใหระยะที่หวัเจาะผานไขมนั 
เทากับ 2.5 ซม. บันทึกคาความแข็งของไขมัน (hardness) ประกอบดวย คาแรงสูงสุด (maximum 
force) คางานของการเจาะ (work of penetration) และคางานจากการถอน หรือคางานที่เกิดขึน้จาก
แรงตานขณะถอนแทงเจาะ (work of adhesion) 

 

 
 

Figure 19  Backfat color measurement and Minolta Chroma meter 
 

 4.3  จุดหลอมเหลว (melting point) 
 หลอมไขมันจากไขมันสันหลังดวยเครื่องไมโครเวฟ (R-221, Sharp, Thailand) ที่
กําลังไฟฟา 350 วัตต ตั้งทิง้ไวประมาณ 15 นาที ดูดน้ํามนัที่ไดดวยหลอดแกวเล็ก (microhaematocrit 
tube) (Modulohm A/S, Denmark) ใหความสูงของไขมันประมาณ 1 ซม. อุดปลายหลอดแกวดวย
ซิลิโคน นําหลอดแกวแชแข็งที่อุณหภูมิ -20°C เปนเวลา 24 ช่ัวโมง กอนการวัด นําหลอดแกววางทิ้ง
ไวที่อุณหภมูหิอง (25°C) เปนเวลา 10 นาที แลวนําเขาเครื่องวัดจุดหลอมเหลว (Melting Point 
SMP10, Bibby Sterilin Ltd., UK) บันทึกอุณหภูมิเร่ิมตนการหลอมเหลวเหลว และอุณหภูมิสุดทาย
เมื่อการหลอมเหลวเสร็จสมบูรณ 
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Figure 20  Melting point apparatus (left) and sample microhematocrit tubes (right) 
 
 4.4  คาการหืน (thiobarbituric acid, TBA number)  
 นําไขมันสันหลังจากซี่โครงซี่ที่ 9-12 แบงออกเปน 4 สวนใสในถุงพลาสติก ปดผนึก
ธรรมดา แลวเก็บไวในอณุหภูมิ 4°C เปนเวลา 0, 3, 6 และ 9 วัน จากนั้นนํามาวิเคราะหคา TBA 
number โดยวธีิของ Rossell (1994) เชนเดยีวกับการวเิคราะหในเนื้อสันนอก 
 
 4.5 ปริมาณคอเลสเตอรอล ไตรกลีเซอไรด และองคประกอบกรดไขมันในไขมันสันหลัง 
(cholesterol, triglyceride contents and fatty acid profile)  
 สกัดไขมันดวยเครื่องไมโครเวฟ (R-221, Sharp, Thailand) นําไขมันที่ไดมาละลายดวย 
2-propanol ใหไดสารละลายมีความเขมขน 50 มก./มล. เพื่อนําไปวิเคราะหปริมาณคอเลสเตอรอล
และไตรกลีเซอไรด เชนเดียวกับในเนื้อสันนอก และอีกสวนนํามาละลาย chloroform ใหได
สารละลายความเขมขน 30 มก./มล. แลวนําไปเตรียม FAME ดวยวธีิเดียวกันกับกลามเนื้อสันนอก 
นํา FAME ปริมาณ 1 ไมโครลิตร ฉีดเขาเครื่องแกสโครมาโตกราฟฟ   (gas chromatography, GC 
14-B, Shimadzu, Japan) เพือ่วิเคราะหองคประกอบกรดไขมัน 
 
5.  การวิเคราะหคาทางสถติ ิ (statistic analysis) 

วิเคราะหผลการทดลอง โดยวัดความแปรปรวน (analysis of variance) และเปรยีบเทียบ
ความแตกตางของคาเฉลี่ยระหวางกลุม โดยวิธี Tukey’s W-Procedure โดยใชโปรแกรมคอมพิวเตอร
สําเร็จรูป SAS for window version 6.12 (SAS, 1990) 
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6.  สถานที่ทําการวิจัยและรวบรวมขอมูล 
 

1. ฟารมอะโกร-1 ในเครือ บจม. มิตรภาพโภคภัณฑ จังหวดัสระบุรี 
2. โรงฆาสัตว ศูนยวจิัยวิทยาศาสตรเนื้อสัตว มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร วิทยาเขตกําแพงแสน 

จังหวดันครปฐม  
3. หองปฏิบัติการภาควิชาสัตวศาสตร คณะเกษตรศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม 
4. หองปฏิบัติการกลางคณะเกษตรศาสตร มหาวิทยาลัยเชยีงใหม 
5. หองปฏิบัติการคณะเทคโนโลยีการเกษตร มหาวิทยาลัยราชภัฏเชียงใหม 

 
7.  ระยะเวลาที่ใชดําเนินงานวิจัย ใชระยะเวลาประมาณ 18 เดือน 
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