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ภาคผนวก ก 
 

การวิเคราะหโภชนะในอาหารทดลอง 
 1.1 การวิเคราะหหาปริมาณวัตถุแหง (Dry matter) 
 หลักการ 
 เม่ือนําตัวอยางมาทําการอบท่ีอุณหภูมิ 100-105 C จนน้ําหนักคงท่ี น้ําหนักท่ีหายไปคือ
ความช้ืน 
 วิธีการทํา 

1. นําถวยช่ังน้ําหนัก (weighing bottle) ท่ีลางทําความสะอาดแลวไปอบในตูอบ ท่ีอุณหภูมิ 
100-105 C เปนเวลา 2 ช่ัวโมง เม่ือครบกําหนด นําไปไวในโถดูดความชื้น (desiccator) 
ท้ิงไวใหเย็น แลวนํามาช่ังน้ําหนัก (W1) 

2. ช่ังตัวอยางอาหาร 3 กรัม (Ws) ใสในถวยช่ังน้ําหนัก 
3. นําไปอบที่อุณหภูมิ 100-105 C เปนเวลา 8 ช่ัวโมง โดยเปดฝาถวย เม่ือครบกําหนดปด

ฝาถวยแลวนําไปไวในโถดูดความชื้น ท้ิงไวใหเย็นแลวนํามาช่ังน้ําหนัก (W2) 
วิธีคํานวณ 
  Dry matter (%) =    W2-W1    × 100 
                                                                           Ws 
 
1.2 การวิเคราะหปริมาณโปรตีนโดยรวม (Crude protein) 
หลักการ  
เนื่องจากโปรตีนเปนสารประกอบอินทรียท่ีมีไนโตรเจนเปนองคประกอบ ดังนั้นการ

วิเคราะหหาโปรตีนในอาหารสัตวจึงทําการวิเคราะหโดยการวัดปริมาณไนโตรเจนท้ังหมดท่ีมีอยูใน
อาหาร แลวจึงเปล่ียนปริมาณไนโตรเจนท่ีวัดไดเปนโปรตีน การวิเคราะหดวยวิธีเจลดาหล (Kjeldahl 
method) ตัวอยางจะถูกยอยดวยกรดซัลฟูริกเขมขน 98% (sulfuric acid) ท่ีอุณหภูมิสูงเพ่ือสลาย
ไนโตรเจนท้ังหมดออกมา ซ่ึงจะเปนแอมโมเนียมซัลเฟต (ammonium sulfate) เติมสารละลาย
โซเดียมไฮดรอกไซดเขมขนลงไป แลวนําไปกล่ัน จะไดแอมโมเนีย (ammonia) ซ่ึงจะถูกจับดวย
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กรดบอริก (boric acid) หลังจากนั้นนําไปไทเทรตกับสารละลายกรดมาตรฐาน จะทําใหทราบ
ปริมาณของไนโตรเจน นําปริมาณไนโตรเจนไปคูณกับ 6.25 จะไดเปนโปรตีนรวม 

สารเคมี 
1. Con. Sulfuric acid 98% 
2. Sodium Hydroxide 38% 
3. Boric acid 4% 
4. Hydrochloric acid 0.1 N 
5. Tashiro indicator 
6. Selenium mixture 
วิธีการ 
ขั้นตอนการยอย 
1. ช่ังตัวอยางน้ําหนัก 1 กรัม ใสในหลอดยอย (digestion tube) ใสซีลีเนียมมิกเซอร 1 ชอน

ชา เติมกรดซัลฟูริก 25 ml. 
2. นําไปตั้งบนเตาของเคร่ืองยอย ปดฝาหลอดยอยแลวตอเขากับเคร่ืองดูดไอกรด เปด

เคร่ืองยอยและเคร่ืองดูดไอกรด ยอยใหไดสารละลายใส ใชเวลาประมาณ 2-3 ช่ัวโมง 
3. เม่ือครบเวลาท่ีกําหนดหรือไดสารละลายใสแลว ปดเคร่ืองยอยและเคร่ืองดูดไอกรดท้ิง

ใหเย็น 
ขั้นตอนการกล่ัน 
1. เติมน้ํากล่ันลงในหลอดตัวอยางท่ียอยแลวประมาณ 200 ml. ท้ิงใหเย็น 
2. หยดทาชิโรอินดิเคเตอร ลงในหลอดตัวอยาง แลวนําหลอดไปตอกับเครื่องกล่ัน

อัตโนมัติ 
3. เติมโซเดียมไฮดรอกไซด 38% ประมาณ 70 ml. 
4. ตวงกรดบอริก 4% ปริมาณ 40 ml. ใสในขวดรูปชมพู (Erlenmeyer flask) เติมทาซิโร

อินดิเคเตอร 2-3 หยด 
5. นําปลายคอนเดนเซอรจุมลงในกรดบอริกแลวกดสวิตซเพื่อกล่ัน 
6. กล่ันจนไดสารละลายประมาณ 150 ml. หรือกล่ันจนแอมโมเนียหมด ตรวจสอบโดยใช

กระดาษลิตมัสสีแดงชุบน้ํา นําไปอังท่ีปลายคอนเดนเซอร ถากระดาษไมเปล่ียนสีแสดง
วาแอมโมเนียหมดแลว ใหหยุดกล่ันได 
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ขั้นตอนการไทเทรต 
1. นําสารละลายของตัวอยางและของแบลงคท่ีกล่ันไดจากขอ 6 ไปไทเทรตกับกรดไฮโร

คลอริกเขมขน 0.1 N โดยไทเทรตจนสารละลายเปล่ียนจากสีเขียวเปนสีชมพู จดบันทึก
ปริมาณกรดท่ีใชไทเทรต 

2. นําปริมาณกรดท่ีใชไทเทรตไปคํานวณหาเปอรเซ็นตไนโตรเจน ดังแสดงในสูตร และ
นําเปอรเซ็นตไนโตรเจนไปคํานวณหาเปอรเซ็นตโปรตีน ดังแสดงในสูตร 
 

การคํานวณ 
  N (%) = ml. HCl(s) – ml. HCl(b) × N HCl × 0.014    × 100 
                                                                                     Ws 
  CP (%) = N (%) × 6.25 
 
 N  = ปริมาณไนโตรเจนคิดเปนเปอรเซ็นต 
 HCl(s) = ปริมาณกรดไฮโดรคลอริกท่ีใชไทเทรตสารละลายของตัวอยาง 
 HCl(b) = ปริมาณกรดไฮโดรคลอริกท่ีใชไทเทรตสารละลายของแบลงค 
 N HCl = ความเขมขนของกรดไฮโดรคลอริกท่ีใชในการไทเทรต 
 Ws = น้ําหนักตัวอยางมีหนวยเปนกรัม 
 CP = โปรตีนรวมคิดเปนเปอรเซ็นต 
 
1.3 การวิเคราะหหาปริมาณไขมันโดยรวม (ether extract) 
หลักการ 
ปริมาณไขมันท่ีมีในอาหารสามารถสกัดออกมาดวยตัวทําละลายอินทรียตางๆ เชน อีเทอรเฮ

กเซน คลอโรฟอรม เบนซิน ไดคลอโรมีเทน เปนตน ปริมาณไขมันท่ีสกัดไดจะเปนปริมาณไขมัน
โดยรวม เพราะมีสวนของไวตามินท่ีละลายไดในไขมัน และสารสีรวมอยูดวย 

สารเคมี 
ไดคลอโรมีเทน (Dichloromethane) 
วิธีการ 
1. ใสหินพัมมิช 2-3 เม็ด ลงในขวดกนกลม (round bottom flask) นําไปอบท่ีอุณหภูมิ 100 

 C จนน้ําหนักคงท่ีหรือเปนเวลา 1 ช่ัวโมง 
2. นําไปใสในโถดูดความชื้น ท้ิงไวใหเย็น ช่ังน้ําหนัก (W1) 
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3. ช่ังน้ําหนักตัวอยาง 3 กรัม (Ws) แลวไปหอดวยกระดาษกรองหรือกระดาษท่ีปราศจาก
ไขมัน  จากนั้นนําไปใสในทิมเบิล 

4. นําทิมเบิลใสในซอคทเล็ท 
5. นําซอคทเล็ทตอเขาปลายคอนเดนเซอร เสร็จแลวนําขวดกนกลมมาตอกับปลายของ

ซอคทเล็ท โดยใหขวดต้ังอยูบนเตาความรอน 
6. เติมไดคลอโรมีเทนลงในขวดกนกลมจํานวน 2/3 ของขวดกนกลม โดยใสผานทาง

คอนเดนเซอร 
7. เปดเคร่ืองทําความเย็นของน้ําและเตาใหความรอน 
8. ปรับตั้งความรอนของเตา โดยใหจํานวนหยดของสารละลายท่ีกล่ันไดจากปลาย

คอนเดนเซอรเทากับ 5-6 หยด/วินาที ใชเวลากล่ันประมาณ 16 ช่ัวโมง 
9. เม่ือครบกําหนด นําทิมเบิลออกจากซอคทเล็ท กล่ันตอเพื่อเก็บไดคลอโรมีเทนไวใช

ตอไป โดยเมื่อกล่ันไดสารละลายประมาณ ½ ของซอคทเล็ท เทสารละลายท่ีกล่ันได
ออก กล่ันตอจนเหลือไดคลอโรมีเทนในขวดกนกลมเพียงเล็กนอย ปดเคร่ืองทําความ
เย็นและเตาความรอน 

10. นําขวดกนกลมไปอบท่ีอุณหภูมิ 100 C เปนเวลา 1 ช่ัวโมง 
11. นําขวดกนกลมไปใสในโถดูดความชื้น ท้ิงไวใหเย็น แลวนํามาช่ังน้ําหนัก (W2) 

 
การคํานวณ 

 
  Ether extract (%) =   w2-w1    × 100 
                                                                          ws 

 
1.4 การวิเคราะหหาปริมาณเยื่อใยโดยรวม (crude fiber)  
หลักการ 
ตมตัวอยางดวยกรดและดางเจือจาง เสร็จแลวกรองและนําสวนท่ีกรองไดไปอบจนแหงและ
ช่ังหาน้ําหนัก และนําไปเผาท่ีอุณหภูมิ 600 C สวนท่ีเหลือหลังจากเผา คือ เถา ผลตางของ
น้ําหนักหลังอบและน้ําหนักหลังเผา คือ เยื่อใยโดยรวม 
 
สารเคมี 
1. กรดซัลฟูริค 3.125 % 
2. โซเดียมไฮดรอกไซด 3.125 % 
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3. อะซีโตน 
4. ไดอะตอมมาเชียส เอิรท (diatomaceous earth) 
วิธีการ 
1. ช่ังตัวอยาง 3 กรัม (Ws) ใสในบีกเกอรขนาด 600 ml. 
2. เติมกรดซัลฟูริค 3.125 % ปริมาณ 200 ml. นําไปตมแบบรีฟลักซ (reflux) ตมเปนเวลา 

10 นาที โดยเร่ิมจับเวลาเม่ือสารละลายเดือด 
3. นํามากรองดวยบุชเนอรฟนเนล (Buchner funnel) ซ่ึงตอกับขวดซัคช่ัน (suction flask) 

โดยใชกระดาษกรองและใสไดอะแกรมมาเชียสเอรท 1 ชอนตักสาร ลงบนกระดาษ
กรอง เทน้ํากล่ันท่ีตมจนเดือดลงในบุชเนอรฟนเนล แลวเปดเคร่ืองซัคช่ัน 

4. นําสารละลายที่ตมจนเดือดเทลงในบุชเนอรฟนเนล ลางบิกเกอรดวยน้ํากล่ันท่ีตมเดือด
จํานวน 500 ml. กรองจนไดตะกอนแหง 

5. ถายตะกอนท้ังหมดลงในบีกเกอรใบเดิม เติมโซเดียมไฮดรอกไซด 3.125 % ปริมาณ 
200 ml. นําไปตมแบบรีฟลักซ ใหเดือดเปนเวลา 10 นาที โดยเร่ิมจับเวลาเม่ือสารละลาย
เดือด 

6. ทําตามข้ันตอนใน 3 และ 4  
7. ลางตะกอนที่กรองดวยอะซีโตน เสร็จแลวถายตะกอนทั้งหมดใสถวยกระเบ้ืองนําไป

อบท่ีอุณหภูมิ 100 C เปนเวลา 8 ช่ัวโมง 
8. นําถวยกระเบ้ืองเคลือบมาใสในโถดูดความชื้น ท้ิงไวใหเย็นแลวนํามาช่ังน้ําหนัก (W1) 
9. นําไปเผาบนแผนใหความรอนในตูดูดควันจนหมดควัน แลวนําไปเผาท่ีอุณหภูมิ 600 

C ในเตาเผาเปนเวลา 2 ช่ัวโมง 
10. รอใหอุณหภูมิเตาเผาลดลงเหลือ 200 C จึงนําถวยออกมา ใสในโถดูดความชื้น ท้ิงไว

ใหเย็นแลวนํามาช่ังน้ําหนัก (W2) 
 

การคํานวณ 
  Crude fiber (%) =    w1-w2    × 100 
                                                         ws 
1.5 การวิเคราะหปริมาณเถา (ash) 
หลักการ 
อนินทรียสารท่ีเหลือหลังจากเผาตัวอยาง คือ เถา สวนอินทรียสารจะถูกเผาไหมหมด ดังนั้น

เม่ือนําตัวอยางไปเผาท่ีอุณหภูมิ 600 C สวนท่ีเหลือหลังจากการเผาเปนปริมาณเถาท้ังหมด 
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วิธีการ 
1. นําถวยกระเบ้ืองเคลือบ (porcelain crucible) เปลาท่ีลางทําความสะอาดแลวไปอบท่ี

อุณหภูมิ 100 C หรือเผาท่ีอุณหภูมิ 600 C ประมาณ 1 ช่ัวโมง แลวทําใหเย็นใน
โถดูดความชื้น ช่ังน้ําหนักถวยเปลา (W1) 

2. ช่ังน้ําหนักตัวอยาง 2 กรัม (Ws) ใสในถวยกระเบ้ืองเคลือบ 
3. นําไปเผาบนแผนใหความรอน (hot plate) หรือตะเกียงบุนเสน ในตูดูดควันจนหมด

ควัน 
4. นําไปเผาตอในเตาเผา (muffle furnance) ท่ีอุณหภูมิ 600 C เปนเวลา 2 ช่ัวโมง 
5. ปดไฟ รอใหอุณหภูมิเตาเผาลดลงเหลือ 200 C จึงนําถวยออกมา และท้ิงไวใหเย็นใน

โถดูดความชื้น แลวนํามาช่ังน้ําหนัก (W2) 
 
การคํานวณ 
 
  Ash (%) =     w2-w1    × 100 
                                                     ws 
 

 



 

ภาคผนวก ข 
 

การเตรียมสารเคมี 
การวิเคราะหคอเลสเตอรอลและ HDL โดยวิธี colorimetry 
1.1 Ferric acetate/uranyl acetate reagent ละลาย ferric chloride hexahydrate (FeCl3. 6H2O) 

500 มล. ในน้าํกล่ันประมาณ 10 มล.  เติม concentrate NaOH 3 มล. คนดวยแทงแกวใหเขากนัปน
แยกเอาสวนท่ีเปนน้ําท้ิงไป แลวลางดวยน้ํากล่ันจนหมดความเปนดาง จากนัน้นาํตะกอน ferric 
hydroxide ท่ีไดมาละลายดวย glacial acetic acid ในขวด volumetric ขนาด 1 ลิตร เติม uranyl acetate 
dehydrate [UO2(CH3COO)22H2O] 100 มก. เขยาจนละลายดี แลวเจือจางใหครบ 1 ลิตรดวยกรดอะซิ
ติคเขมขน สารละลายนี้คงตัวไดอยางนอย 6 เดือน เม่ือเกบ็ไวในขวดสีชา 

1.2 Sulfuric acid reagent ละลาย anhydrous FeSO4 100 มก. ในกรดอะซิติคเขมขน 100 มล. 
เติมกรดกํามะถันเขมขนอยางชาๆ พรอมกับผสมใหเขากนัดวย magnetic stirrer อยางนอย 8 ช่ัวโมง 
ทําใหเย็นแลวเจือจางใหเปน 1 ลิตร ดวยกรดกํามะถันเขมขน เก็บในชวดสีชา สารละลายนี้คงตัวอยู
ไดหลายเดือน 

1.3 Standard cholesterol (250 มก. /100 มล.) ละลาย pure dry cholesterol 250 มก. ใน
คลอโรฟอรม 100 มล.  

 
น้ํายาตกตะกอนไลโปโปรตนี (LDL) 

 2.1 MgCl2 2.5 mol/l ละลาย MgCl2 . 6H2O 50.8 กรัม ในนํ้ากล่ัน แลวเจอืจางใหครบ 100 มล.  
 2.2 Sodium phosphotungstic acid 4 %, pH 6.15 ละลาย phosphotungstic acid 4 กรัม ในน้ํา
กล่ัน 80 มล. เติม 1 N NaOH 8 มล. เติมน้ํากล่ัน 700 มล. ปรับ pH ใหได 6.15 แลวทําใหครบ 1 ลิตร 
 

การวิเคราะหไตรกลีเซอรไรด ดวยวิธี colorimetry 
 3.1 Haptane (reagent grade) 
 3.2 Isopropanal (reagent grade) 
 3.3 Sulfuric acid 40 mmol/l ดูดกรดกํามะถันเขมขน 2.2 มล. เจือจางดวยน้าํกล่ันใหครบ 1 
ลิตร  
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3.4 Sodium alkaxide reagent 28 mmol/l ช่ัง sodium methoxide 150 มก. ใสใน volumetric flask 
100 มล. แลวเติม isopropanol เขยาใหละลาย ปรับปริมาตรใหครบลิตรดวย isopropanal ถาจะใหไดผลดี
ตองเตรียมน้ํายาใหมทุกวนั 

3.5 Sodium metaperiodrate 3 mmol/l ละลาย sodium metaperiodrate 650 มก. และ
แอมโมเนียมอะซิเตรท 77 ก. ในน้ําประมาณ 800 มล. แลวเติม glacial acetic acid 60 มล. ปรับปริมาตร
ใหครบลิตรดวยน้าํกล่ัน น้ํายาน้ีสามารถเก็บไดนาน 6 เดอืน 
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ประวัติผูเขียน 

ชื่อ – สกุล นาย วิทยธพงษ เปยวงค 
  
วัน เดือน ป เกิด 30 สิงหาคม 2527 

  
ประวัติการศึกษา สําเร็จการศึกษาระดับมัธยมศึกษา 

โรงเรียนจักรคําคณาทร จ.ลําพูน ปการศึกษา 2545 
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สาขาวิชาสัตวศาสตร คณะเกษตรศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม จ.เชียงใหม       ป
การศึกษา 2549 
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