
อุปกรณ์และวิธ ีการทดลอง

การศึกษาผลของความเค็มและระดับของโปรตีนต่อการจัดสรรพลังงานของกุ้งกุลาดำใน 
ระยะวัยรุ่นในการศึกษาคร้ังน้ีแบ่งออกเป็นส่ีขันตอนคือ

ขั้นตอนการเตรียมอาหารทดลอง

อาหารท่ีใช้ในการทดลองคร้ังน้ีเป็นอาหารสำเร็จรูปชนิดเม็ด ท่ีควบคุมระดับโปรตีนตามท่ี 
ต้องการ โดยมีส่วนประกอบท่ีเป็นวัตถุดิบคือ

1. ปลาปนเป็นแหล่งของโปรตีน
2. แป้งสาลีเป็นแหล่งของคาร์โบไอเดรตและเป็นตัวช่วยให้อาหารยึดเกาะกันได้ดีข้ึน
3. น้ํามันปลาเป็นแหล่งของไขมัน
4. Wheat gluten เป็นสารเหนียว (binder) ซ่ึงช่วยให้ส่วนประกอบของอาหารยึดเกาะ 

และเป็นแหล่งของโปรตีน
5. วิตามินและแร่ธาตุรวม

กำหนดให้มีอาหาร 3 สูตร ท่ีมีระดับโปรตีนท่ีแตกต่างกันคือท่ี 25 35 และ 45 % โดยดำเนินตามข้ัน 
ตอนดังน้ี

1. นำวัตถุดิบแต่ละชนิดมาวิเคราะห์ปริมาณโปรตีน ไขมัน เถ้า เย่ือใย และความ 
ช้ืน ด้วยวิธี proximate analysis (AOAC, 1990) การวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนทำตามข้ันตอนดังน้ึ 
ช่ังตัวอย่างอาหารแห้งมา 2 กรัม ใส่ลงในหลอดย่อยและเติม catalyst 2เม็ด เติมสารละลายกรด 
H2S04 เข้มข้น 25 ml (อุปกรณ์และการเตรียมสารเคมีแสดงใวิในภาคผนวก ข) ใส่ลงในหลอดย่อย 
นำหลอดย่อยไปใส่ลงในเคร่ือง Kjeldatherm พร้อมท้ังประกอบท่อดูดควันระบบสูญญากาศ ท้ิงให้ 
เกิดการย่อยจนได้สารประกอบสีดำ โดยคร้ังแรกใช้ความร้อนประมาณ 250 °c เป็นเวลา 30 นาที 
แล้วจึงเพ่ิมอุณหภูมิให้สูงข้ึนโดยปรับอุณหภูมิ20 °c ทุกๆ15นาทีจนถึงอุณหภูมิ380 °c ปล่อย 
ให้เกิดการย่อยอย่างสมบูรณ์ จนได้สารละลายในหลอดเป็นลีเหลืองอ่อนใส เม่ือย่อยจนได้สารลี 
เหลืองใสแล้ว (หลังจากถึงอุณหภูมิ 380 °c แล้ว ใช้เวลาประมาณ 1 ช่ัวโมง) นำหลอดออกท้ิงใว้ 
ให้เย็นท่ีอุณหภูมิห้อง กล่ันตัวอย่างท่ีย่อยแล้วด้วยเคร่ือง vapodest 1 โดยใส่สารละลายกรด 
boric 4 % เติม indicator 4-5 หยด ปล่อยให้กล่ันจนสารละลาย จนสารละลายในขวดได้ปริมาตร
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ประมาณ 300 ml (ใช้เวลาประมาณ 30 นาที) ไตเตรตสารละลายท่ีกล่ันได้ด้วยสารละลาย
กรด H2S04 เข้มข้น 0.5 N

% โปรตีน = a * b *6.25*1,4 
c

เม่ือ a = normality ของ H2S04 ท่ีไตเตรต
ช = ปริมาณกรด แ2ร(ว4 ท่ี'ใช้ไตเตรต (ml)
C = น้ําหนักตัวอย่าง (g)

การวิเคราะห์ปริมาณไขมันทำตามข้ันตอนดังน้ี อบขวดสกัดไขมันในตู้อบ (oven) ท่ีอุณหภูมิ 120 
°c เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง ท้ิงให้เย็นในโถดูดความช้ืน (dessicator) ช่ังน้ีาหนักด้วยเคร่ืองช่ังละเอียด 
ช่ังตัวอย่างอาหารประมาณ 2 กรัม (อย่างละเอียด) ห่อด้วยกระดาษกรอง Whatman เบอร์ 1 ใส่ 
ตัวอย่างท่ีห่อแล้วลงใน thimble แล้วใส่ thimble ลงในขวดสกัดไขมัน เติม petrolium ether 
ประมาณ 75 ml (ระวังอย่าให้ thimble แช่อยู่ใน petrolium ether) นำขวดสกัดไขมันท่ีผ่านข้ัน 
ตอนข้างต้นแล้วไปประกอบกับเคร่ือง (soxthem automatic) โดยเปิดเคร่ืองสกัดไขมัน เปิดสวิทช์ 
ของ oil bate ตังอุณหภูมิที 150 °c เปิดสวิทช์ของ pressure control pump เปิด cooler ให้นำ 
ไหลเวียนเข้า condenser ของเครือง soxtherm automatic เลือนคันโยกทีเครือง soxthrem 
automatic มายังตำแหน่งท่ีจะให้เกิดการ reflex กลับของ petroleum ether ปล่อยให้เกิดการสกัด 
เป็นเวลา 6 ช่ัวโมง หลังจากน้ันทำการระเหย petrolium ether ออกจากไขมันท่ีสกัดได้ แล้วอบขวด 
สกัดไขมันใน oven ท่ี 120 °c เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง ท้ิงให้เย็นในโถดูดความช้ืน เม่ือขวดสกัดไขมัน 
เย็นแล้วนำไปช่ังน้ําหนักละเอียดเพ่ือคำนวณหาเปอร์เซ็นต์ไขมันรวมในอาหาร

% ไขมัน = (a-b) *100 
c

เม่ือ a = น้ําหนักขวดสกัดไขมันก่อนการสกัดไขมัน (g)
b = น้ําหนักขวดสกัดไขมันและไขมันหลังการสกัดไขมัน (g)
C = น้ําหนักตัวอย่างท่ีใซในการวิเคราะห์ (g)
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การวิคราะห์ปริมาณเถ้าทำตามข้ันตอนดังน้ี อบ crucible และฝาท่ีอุณหภูมิ 120 °c  ในตู้อบเป็น 
เวลา 1 ช่ัวโมง ท้ิงให้เย็นใน dessicator และช่ังน้ําหนักอย่างละเอียด ช่ังน้ําหนักดัวอย่างประมาณ 
2 กรม อย่างละเอียดใส่ลงใน crucible นำ crucible ไปเผาบนเตาเผาโดยทำในตู้ควัน เผาจน 
หมดควัน จากนั้นนำ ไปเผาในเตาเผาท่ีอุณหภูมิ 600 °c เป็นเวลา 4-5 ช่ัวโมง จนได้เถ้าเป็นสีขาว 
หรือเทาอ่อน ท้ิงให้เย็นในโถดูดความช้ืน และช่ังน้ีาหนักละเอียด

%เถ้า = (a - b) * 100
พ

เม่ือ a = น้ําหนักของ crucible (g)
b = น้ีาหนักของ crucible กับน้ีาหนักเถ้า (g) 
พ = น้ําหนักตัวอย่าง (g)

การวิเคราะห์ปริมาณความช้ืนทำตามข้ันตอนดังน้ี อบ crucible และฝาท่ีอุณหภูมิ 120 °c ในตู้อบ 
เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง ท้ิงให้เย็นในโถดูดความช้ืน และช่ังน้ําหนักอย่างละเอียด ช่ังน้ําหนักตัวอย่าง 
ประมาณ 2 กรัม อย่างละเอียดใส่ลงใน crucible นำ crucible จากข้อ 3 ไปอบในตู้อบท่ีอุณหภูมิ 
120 °c เป็นเวลา 4 ช่ัวโมง นำ crusible ออกจากตู้อบท้ิงไว้เย็นในโถดูดความช้ืนแล้วชั่งน้ีาหนัก 
อย่างละเอียด นำ crucible กลับเข้าอบในตู้อบ จนกระท่ังได้น้ีาหนักท่ีคงท่ีแสดงว่าความช้ืนได้ 
ระเหยออกจากตัวอย่างไปหมดแล้ว

%ความช้ืน = (a - b) * 100 
พ

เม่ือ a = น้ําหนักของ crucible และตัวอย่างก่อนอบ (g) 
b = น้ําหนักของ crucible กับตัวอย่างหลังอบ (g) 
พ = น้ําหนักตัวอย่าง (g)

การวิเคราะห์ปริมาณเย่ือใยทำตามข้ันตอนดังน้ี นำตัวอย่างท่ีสกัดไขมันออกแล้ว (ทราบน้ีาหนัก 
อย่างละเอียด) มาใส่ลงใน beaker เติมสารละลายกรด แ2ร04 เข้มข้น 0.255 N ลงไป 200 ml ต่อ 
condenser เข้ากับ beaker เพ่ือรักษาระดับความเข้มข้นของกรดให้คงท่ีเปิด heater ให้ความร้อน 
กับกรดจนเดือด ปล่อยให้เดือดประมาณ 30 นาที อบกระดาษกรองเบอร์ 41 และถ้วยกระเบ้ืองท้ิง
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ให้เย็นในโถดูดความช้ืน จนได้น้ําหนักคงท่ี กรองลารละลายท่ีได้จากข้อ 1 ด้วยลารละลายเบอร์ 41 
(รู้น้ําหนักอย่างละเอียด) จนหมด (ใช้น้ํากล่ันล้างตะกอนท่ีเหลือค้างใน beaker) แล้วล้างตะกอนท่ี 
ตกค้างอยู่บนกระดาษกรองด้วยน้ํากล่ันจนหมดความเป็นกรด (ทดสอบด้วยกระดาษลิตมัส) นำ 
ส่วนท่ีเหลือบนกระดาษกรองใส่ลงใน beaker แล้วเติมสาร NaOH เข้มข้น 0.313 N ลงไป 200 
มิลลิลิตร ใช้สารละลายน้ีล้างตัวอย่างบนกระดาษกรองให้หมด ต้มให้เดือดเป็นเวลา 30 นาที 
กรองเอาตะกอนจากข้อ 4 ด้วยกระดาษกรองแผ่นเดิมแล้วล้างตัวอย่างจนปราศจากความเป็นกรด 
เป็นด่างแล้วล้างตะกอนด้วย 95 % ethyl alcohol นำตัวอย่างท่ีเหลือบนกระดาษกรองพร้อม 
กระดาษกรองไปอบให้แห้งในตู้อบท่ี 120 °c ประมาณ 2 ช่ัวโมง ท้ิงให้เย็นใน dessicator แล้วช่ัง 
น้ําหนักอย่างละเอียด นำตะกอนพร้อมกระดาษกรองไปเผาใน muffle furnace ท่ี 600 °c นาน 3 
ช่ัวโมง เพ่ือหาเถ้าโดยใส่ไว้ในถ้วยกระเบ้ืองท่ีทราบน้ําหนักละเอียดแล้ว ท้ิงให้เย็นในโถดูดความ 
ช้ืน แล้วนำไปช่ังน้ําหนักอย่างละเอียด

% เยือใย = (a+b) - (b-c) * 100 
d

เม่ือ a = น้ําหนักตะกอน (g)
b = น้ําหนักกระดาษกรอง (g)
C = น้ําหนักเถ้า (g)
d = น้ีาหนักตัวอย่างอาหารท่ีใช้วิเคราะห์ (g)

ปริมาณขององค์ประกอบวัตถุดิบและปริมาณของวัตถุดิบท่ีใช้ในแต่ละสูตรอาหารแสดงไว้ใน 
ตารางท่ี 1 และจะเห็นได้ว่าในสูตรอาหารท้ัง 3 สูตร ปริมาณของปลาปน แป้งสาลี และน้ีามันปลา 
มีปริมาณ'ท่ีใช้ไม่เท่ากัน เน่ืองจากวัตถุดิบมีองค์ประกอบของ โปรตีน ไขมัน เถ้า ความช้ืน และ 
เยื่อใยไม่เท่ากัน ตังน้ันเม่ือคำนวณระดับของโปรตีนรวมในอาหารตามท่ีได้กำหนดไว้จึงทำให้ 
ปริมาณท่ีใช้แตกต่างกัน

2. คำนวณสูตรอาหารตามท่ีได้กำหนดไว้ คือท่ีระดับโปรตีน 25 35 และ 45 % 
โดยวิธีเขียนรูปส่ีเหล่ียมจตุรัส ของ วีรพงศ์ วุฒิฟันธุช'ย (2536)
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ตารางท่ี 1. องค์ประกอบของวัตถุดิบ (%) และปริมาณท่ีใช้ในสูตรอาหาร

วัตถุดิบ องค์ประฑอบ สูตรอาหารท่ีระดับโปรตีน
โปรตีน ไขมัน เถ้า ความช้ืน เย่ือใย 25% 35% 45%

ปลาปน 64.55 8.08 15.60 7.52 1.72 15.34 33.51 51.68
แป้งสาลี 13.92 1.60 1.40 12.50 1.38 76.66 58.49 40.32
Wheat Gluten 68.30 2.67 1.22 8.50 1.70 5.00 5.00 5.00
น้ํามันปลา - 100.00 - - - 7.44 6.22 5.03
วิตามินและแร่ธาตุรวม - - - - - 3.00 3.00 3.00

3. นำวัตถุดิบในแต่ละสูตรตามปริมาณท่ีแสดงใว้ในตารางท่ี 1. มาผสมให้เข้ากัน 
ด้วยเคร่ืองผสมอาหาร (blender; National รุ่น MX-T2GN) เติมน้ําอุ่น (70-80 °C) แล้วคลุกเพ่ือให้ 
แป้งสาลีสุกและอาหารท่ีผสมกันแล้วจับตัวกันดีข้ึน จากน้ันนำอาหารใส่ลงในเคร่ืองบดเน้ือสัตว์ 
แบบใข้มือหมุน (meat mincer porkert) โดยใช้หน้าแว่นรูขนาด 1/16 น้ิว หมุนอย่างต่อเน่ืองแล้ว 
ใช้มืดปลายตัด ขูดตัดเพ่ือให้ได้อาหารออกมาเป็นฟอน  ๆ ท่ีมีขนาดเล้นผ่านศูนย์กลางประมาณ 
0.2 mm และยาวประมาณ 0.2 mm

5. นำอาหารเม็ดที่ไดีใปอบในตู้อบ ที่อ ุณหภูมิ 70 °c เป ็นเวลา 3 ชั่วโมง

6. นำอาหารออกจากตู้อบ ท้ิงไว่ให้เย็นท่ีอุณหภูมิห้องแล้วเก็บอาหารใว่ในภาชนะ 
ท่ีปิดสนิทในตู้เย็นท่ีอุณหภูมิ -2 0  °c จนกว่าจะนำออกมาใช้เล้ียงกุ้ง

7. วิเคราะห์องค์ประกอบของอาหารในแต่ละสูตรด้วยวิธีของ AOAC (1990) อีก 
คร้ังหน่ึงเพ่ือตรวจสอบองค์ประกอบของอาหารท่ีได้กำหนดไว้

8. วิเคราะห์ค่าพลังงานรวมในอาหารด้วยเคร่ือง microbomb calorimeter แบบ 
Solution calorimeter รุ่น 1455 ย่ีห้อ Parr ด้วยวิธีการวิเคราะห์ตังน้ื นำตัวอย่างอาหารไปบดให้ 
ละเอียดด้วยโกร่งบดตัวอย่าง แล้วนำไปช่ังน้ําหนักประมาณ 0.2 กรัม นำตัวอย่างท่ีช่ังแล้วมาอัด 
เม็ด หลังจากน้ันนำตัวอย่างอาหารท่ีเป็นเม็ดไปช่ังหาน้ําหนักท่ีแน่นอนอีกคร้ังหน่ึงตัดฟิวสั (ni 
Alloy) ยาว 10 cm แล้วผูกเข้ากับ electrode hook แล้วทำเป็น coil ประมาณ 4-5 รอบ (อุปกรณ์ 
และสารเคมีแสดงดังในภาคผนวก ก) นำตัวอย่างจากข้อ ใส่ลงใน Fuel capsule, Inconel ท่ี 
ประกอบกับ Capsule support loop แล้วเล่ือนตัวอย่างแตะกับฟิวลัตรงบริเวณท่ีเป็น coil ให้อยู่ 
ก่ึงกลางตัวอย่างประกอบ Bomb head assembly, Bomb body, Bomb cup และ Screw cup
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เข้าด้วยกัน หลังจากนันนำ Oxygen fill connection ต่อเข้ากับ Gas tube แล้วเปิดวาล์วเอา 
ออกซิเจนเข้าประมาณ 35 บรรยากาศ แล้วปิด นำสายจุดระเบิดท้ังสองเล้นประกอบเข้ากับ 
Terminal nut และ อีกเล้นหน่ึงประกอบเข้ากับ Semimicro oxygen bomb ประกอบเข้าด้วยกัน 
จากน้ันนำน้ําใส่ลงใน Glass Dewar ปริมาตร 450 ml โดยอุณหภูมิของน้ําจะต้องเย็นกว่าอุณหภูมิ 
ของห้องประมาณ 1-2 °c  แล้วนำ Semimicro oxygen bomb ทีประกอบเข้ากับสายจุดระเบิดแล้ว 
ใส่ลงใน Glass Dewar จากน้ันนำ Cover มาปิดพร้อมท้ังคล้องสายพานเข้ากับร่องเฟืองและ 
มอเตอร์ เปิดเคร่ืองแล้วอุ่นเคร่ืองไว้ประมาณคร่ึงช่ัวโมง จากน้ันกดปุม “f 1” บนหน้าปัดเคร่ืองจะ 
แสดงลำดับท่ีของตัวอย่างขณะน้ันแล้วกดปุม “Enter" แล้วเคร่ืองจะถามน้ําหนักตัวอย่างบน 
หน้าปัด ป้อนค่าน้ัาหนักตัวอย่างแล้วกด “Enter” จากน้ันรอสัญญาณจากเคร่ืองให้ Fire โดยกดปุม 
จุดระเบิดท่ีตัวจุดระเบิด (Ignition unit) แล้วกดปุม “Enter” รอจนกระท้ังเคร่ืองให้สัญญาณแสดง 
ผลท่ีหน้าปัดออกมาเป็น Gross heat (แคลลอร่ีต่อกรัม) ของตัวอย่างน้ัน  ๆ หลังจากเผาไหม้ 
ตัวอย่างแล้ววัดความยาวของฟิวล์ท่ีเหลือ หาค่าของความยาวของฟิวล์ท่ีถูกเผาไหมิไปนำไปลบ 
ออกจากค่าพลังงานท่ีได้จากตัวอย่าง โดยค่าพลังงานในฟิวล์เท่ากับ 2.3 cal/cm คำนวณหาค่า 
พลังงานในตัวอย่าง โดย

ค่าพลังงานรวม = Gross heat* ค่าแก้ cal/g 
น้ําหนักตัวอย่าง

ค่าแก้ ได้จากการนำตัวอย่าง benzoic acid มาตรฐานไปเผาด้วยเคร่ือง Microbomb 
calorimeter 2 - 3 ตัวอย่าง แล้วนำค่า Gross heat ท่ีได้ในแต่ละคร้ังไปหารด้วยค่าพลังงานของ 
benzoic acid มาตรฐาน (6318 cal/g)

ขั้นตอนการเตรึยมและเลี้ยงสัตว์ทดลอง

การศึกษาครังนีใช้กุ้งกุลาดำ Penaeus monodon ระยะวัยรุ่น (juvenile) นำหนักตัวเฉล่ีย 
ประมาณ 0.6-0.7 g และความยาวประมาณ 4.0-5.5 cm กุ้งท่ีใช้ทดลองมีอายุประมาณ 1 เดือน 
หลังจากลงบ่อดิน โดยเป็นกุ้งจากนากุ้งท่ีจังหวัดฉะเชิงเทราซ่ึงเล้ียงท่ีระดับความเค็มประมาณ 20 
ppt ทำการทดลองเลียงกุ้ง ณ ห้องปฎิปติการเพาะเล้ียงสัตว์น้ํา ภาควิชาวิทยาศาสตร์ทางทะเล 
คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย
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น้ําทะเลท่ีใช้เล้ียงกุ้งเป็นน้ําจากนาเกลือท่ีมีความเค็มสูงประมาณ 90-100 ppt ซ่ึงผ่าน 
การฆ่าเช้ือด้วยแคลเซียมไฮโปคลอไรด์ (calcium hypochloride; Ca(OCI)2) ท่ีความเข้มข้น 20 
ppm และให้อากาศตลอดเวลาเป็นเวลา 48 ช่ัวโมง ก่อนนำมาเจือจางด้วยน้ําประปาเพ่ือให!ด้ 
ความเค็มท่ีต้องการ 3 ระดับ คือท่ีความเค็ม 10 20 และ 30 ppt ใส่ลงในถังพักน้ําแต่ละความเค็ม 
แล้วจึงนำไปใส่ในตู้กระจกขนาด 30*60*30 cm เป็นปริมาตร 30 ลิตร โดยกรองด้วยถุงกรองตาถ่ี 
ขนาด 5 ไมครอน เพ่ือขจัดเศษวัสดุและตะกอนท่ีปะปนมากับน้ําออกไป

นำกุ้งกุลาดำมาเล้ียงไว้ในบ่อพักท่ีความเค็มเดิม คือท่ี 20 ppt เป็นเวลา 2 วัน โดยเปล่ียน 
น้ํา 50 % ทุกวัน หลังจากน้ันแบ่งกุ้งออกเป็น 3 ส่วนเท่า  ๆ ถัน เร่ิมปรับความเค็มให้ได้ระดับตามท่ี 
ต้องการ คือท่ี 10 20 และ 30 ppt โดยปรับความเค็มในอัตรา 5 ppt ต่อ 2 วัน เม่ือได้ระดับความ 
เค็มตามท่ีต้องการแล้วนำกุ้งกุลาดำท่ีเล้ียงในความเค็มแต่ละระดับมาใส่ตู้กระจกท่ีเตรียมไว้ในแต่ 
ละชุดการทดลอง การวางแผนการทดลองเป็นแบบ factorial design (ความเค็ม 3 ระดับ โปรตีน 3 
ระดับ แต่ละชุดการทดลองทำ 3 ช้ํา) เล้ียงกุ้งท่ีความหนาแน่น 20 ตัวต่อตู้ (ประมาณ 110 ตัวต่อ 
ตารางเมตร) โดยช่ังน้ําหนักและวัดความยาวกุ้งแต่ละตัวก่อนปล่อยลงตู้ ในแต่ละหน่วยการ 
ทดลองจะเลียงด้วยระบบกึงปิด (semi-closed circulating system) ทีมีระบบกรองชีวภาพ 
(biofilter system) ในระหว่างการเล้ียงจะเปล่ียนถ่ายน้ําประมาณ 10 % โดยดูดตะกอนและเศษ 
อาหารท่ีเหลือออกโดยวิธีกาลักน้ําแล้วเติมน้ําใหม่ให้ได้ปริมาตรเท่าเดิมทุก  ๆ 2 วัน

ระบบกรองน้ําท่ีใช้ในแต่ละหน่วยการทดลองดัดแปลงจากวิธีของ Spotte (1979) โดยใช้ 
แรงดันจากอากาศท่ีลอยข้ึนสู่ผิวน้ําภายในท่อ อากาศเป็นตัวพาเอามวลน้ําข้ึนสู่ด้านบน ทำให้เกิด 
การเคล่ือนท่ีของมวลน้ํา (Air lift) ระบบกรองแบ่งออกเป็นสองส่วนคือ ส่วนท่ีหน่ึงคือตัวกรอง 
ชีวภาพซ่ึงประกอบด้วยท่อ พีวีชี เล้นผ่านศูนย์กลางขนาด 4 น้ิว สูง 8 น้ิว ทางด้านล่างผ่าเป็นรูป 
ปากฉลามทะแยงล่ีมุม ในแต่ละมุมลึกประมาณ 1 น้ิว และกว้างประมาณ 1.5 น้ิว เพ่ือเป็นทาง 
ออกของน้ํา จากด้านล่างสูงข้ึนมา 1.25 น้ิว เจาะรูโดยรอบระยะห่างประมาณ 0.5 น้ิว ขนาดของรู
0.0625 (1/16) น้ิว เพ่ือใช้ข้ึนเชือกเอ็นเป็นตาข่ายภายในท่อเพ่ือไม่ให้วัสดุลอดออกมา ภายในท่อ 
ประกอบด้วยใยกรองลังเคราะห์ เปลือกหอยนางรม กรวด ทรายและอวนตาถ่ีสีฟ้า จากด้านบนลง 
สู่ด้านล่างตามลำดับ ส่วนท่ีสองประกอบด้วยท่อ พีวีซี ขนาด 0.5 น้ิว ยาว 60 cm ซ่ึงเจาะรูขนาด 
.0125 (1/8) น้ิว โดยรอบท้ังช้ืนประมาณ 60-70 รู จำนวน 1 ช้ินและ ยาว 20 cm 1 ช้ิน ข้องอ 1 ช้ิน 
และ ตัวปิดท่อ 1 ช้ิน นำส่วนประกอบท้ังหมดมาประกอบเข้าด้วยถันเป็นลักษณะคล้ายรูปตัวแอล
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รูปท่ี 4. ระบบกรองน้ําท่ีใช้ในแต่ละหน่วยการทดลอง

รูปท่ี 5. ชุดการทดลองท่ีใช้เล้ียงกุ้งกุลาดำ
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นอน นำส่วนท่ีหน่ึงและส่วนท่ีสองมาประกอบลงในตู้ทดลอง โดยวางส่วนทีหนึงไว้ทีมุมของตู้ 
ทดลองและนำส่วนท่ีสองวางตามแนวทะแยงจากมุมหน่ึงไปยังอีกมุมหน่ึงของตู้ (รูปท่ี 4) เพ่ือดึง 
มวลน้ําท่ีอยู่ในระยะไกลเข้าส่ระบบกรอง ทำให้มวลน้ําในตู้ทดลองมีการหมุนเวียนและมีคุณภาพดี 
ข้ึน และจะล้างใยกรองส่งเคราะห์ให้สะอาดทุก 3 วัน แล้วนำใยกรองกลับมาใช้ใหม่อีก และตรวจ 
สอบคุณภาพน้ําระหว่างการทดลองทุกลัปดาห์ เป็นเวลา 4 ลัปดาห์ โดยตรวจสอบค่าคุณภาพนำ 
ต่าง  ๆ ดังในตารางท่ี 2

ตารางท่ี 2. พารามิเตอร์ต่าง  ๆท่ีใช้ตรวจสอบคุณภาพน้ํา

พารามิเตอร์ เคร่ืองมือท่ี'ใช้'ทดสอบ
แอมโมเนีย ammonium-test kit ของบริษัท Merck ประเทศเยอรมัน
ไนเตรต Nitrate-test kit ของบริษัท Merck ประเทศเยอรมัน
ความเค็ม เครืองวัดความเค็ม(Hand refractometer;

S/Mill ATAGO Co., Ltd. Japan)
ความเป็นกรด-ด่าง เคร่ืองวัดความเป็นกรดเป็นด่าง (pH meter; pH Scan 3

Eutech Cybernetics Co., Ltd. Singapore)
วัดอุณหภูมิด้วย เคร่ือง YSI model 57
ปริมาณออกซิเจนท่ีละลายในน้ํา เครือง YSI model 57
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การเก็บข้อมูลค่าต ัวแปรในสมการการจัดสรรพลังงาน

หลังจากปรบสภาพกุ้งเป็นเวลา 1 เดือนแล้วเก็บข้อมูลค่าตัวแปรต่าง  ๆ ในสมการการลัด 
สรรพลังงาน

C = p + R+ U + F + M (ตัดแปลงจาก Winberg 1960)

ตามรายละเอียดวิธีการตังนี

ค่าพลังงานจากการบริโภค (C) และค่าพลังงานจากการขับถ่ายในรูป  
ของอุจจาระ (F)

ประมาณค่าน้ําหนักอาหารท่ีกุ้งบริโภคและอุจจาระท่ีกุ้งถ่ายออกมาใน 1 วัน โดย 
ช่ังน้ําหนักอาหารก่อนแบ่งออกเป็น 3 ส่วน เท่า  ๆ กันเพ่ือเล้ียงกุ้งในแต่ละม้ือ ซ่ึงจะใช้จำนวนกุ้งท้ัง 
หมดท่ีมีเหลืออยู่ในตู้ของแต่ละหน่วยการทดลอง ทำความสะอาดตู้ก่อนให้อาหารม้ือแรกและนำ 
ระบบกรองน้ําออกเพ่ือไม่ให้อุจจาระและอาหารท่ีเหลือเข้าไปในระบบกรองน้ําหลังจากน้ัน 2 
ช่ัวโมง เก็บอาหารท่ีเหลือโดยวิธีกาลักน้ัาและใช้กระซอนตาถ่ี (ตาขนาด 20 ไมครอน) กรองเศษ 
อาหารท่ีเหลือ และเก็บไวิในตู้เย็นเพ่ือรอรวบรวมให้ครบท้ัง 3 ม้ือ หลังจากน้ันอีก 2 ช่ัวโมง จึงดูด 
อุจจาระกุ้งท่ีกุ้งถ่ายออกมาด้วยวิธีเช่นเดียวกัน แล้วนำเศษอาหารท่ีเหลือ และอุจจาระกุ้งท่ีรวบ 
รวมได้ (แยกกัน) ในแต่ละวันไปอบให้แห้งในตู้อบที่อ ุณหภูมิ 90 °c เป็นเวลา 2 ช่ัวโมง ก่อนทิ้งไว้ 

ให้เย็นท่ีอุณหภูมิห้อง หักน้ําหนักของอาหารท่ีเหลือออกจากน้ัาหนักของอาหารเร่ิมต้นจะได้ 
น้ําหนักอาหารท่ีกุ้งกินไปส่วนตัวอย่างอุจจาระกุ้งท่ีได้เก็บไว้วิเคราะห์ค่าพลังงานต่อไป

ค่าพลังงานจากการบริโภคสามารถหาได้ตังนี

ค่าพลังงานจากการบริโภค (cal/g/day)

ะ= ค่าพลังงานรวมในอาหาร (cal/g) * น้ัาหนักอาหารท่ีกุ้งกินในหน่ึงวัน (g) 
น้ําหนักเฉล่ียกุ้งในแต่ละหน่วยการทดลอง (g)
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นำตัวอย่างอุจจาระกุ้งในแต่ละชุดการทดลองไปวิเคราะห์ค่าพลังงานรวมด้วยเครอง 
Microbomb calorimeter มีวิธีวิเคราะห์เช่นดียวกับการวิเคราะห์ค่าพลังงานรวมในอาหาร เม่ือได้ 
ค่าพลังงานรวมของอุจจาระกุ้งในแต่ละชุดการทดลองแล้ว ลามารถประมาณค่าพลังงานจากการ 
ขับถ่ายในรูปของอุจจาระได้ดังน้ี

ค่าพลังงานจากการขับถ่ายในรูปของอุจจาระ (cal/g/day)

= ค่าพลังงานในอุจจาระทุ้ง (cai/g) * น้ําหนักของอุจจาระทุ้งในหน่ึงวัน (g) 
น้ีาหนักเฉล่ียกุ้งในแต่ละหน่วยการทดลอง (g)

ค่าพลังงานที่ใช ้ในการเต ิบโต (P)

หลังจากเล้ียงกุ้งเป็นเวลา 1 เดือนแล้ว ช่ังน้ําหนักและวัดความยาวของกุ้ง หาค่า 
อัตราการเติบโต (growth rate) โดยน้ีาหนักและหาค่าอัตรารอดของกุ้งในแต่ละชุดการทดลอง โดย 
คำนาณค่าอัตราการเติบโตจำเพาะโดยน้ําหนักจากสูตร

อัตราการเติบโต (g/day) = (พ, - พ 1)
จำนวนวันท่ีใช้เล้ียง

เม่ือ พ 1 = น้ําหนักกุ้งก่อนการทดลอง (g)
พ2 = น้ีาหนักกุ้งหลังการทดลอง (g)

และค่าอัตรารอดสามารถหาได้จาก
อัตรารอด(%) = N2*100

N,
เม่ือ ผใ = จำนวนกุ้งก่อนการทดลอง 

เ\เ2 = จำนวนกุ้งหลังการทดลอง
หลังจากเก็บค่าตัวแปรอ่ืน  ๆ เรียบร้อยแล้ว ลุ่มตัวอย่างกุ้ง 3 ตัว จากแต่ละหน่วยการ 

ทดลองนำไปอบให้แห้งด้วยตู้อบ ท่ีอุณหภูมิ 85 °c เป็นเวลา 48 ช่ัวโมง ท้ิงไวิให้เย็นท่ีอุณหภูมิห้อง
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หลังจากน้ันนำตัวอย่างกุ้งท่ีอบแห้งแล้วไปหาค่าพลังงานรวมด้วยเคร่ือง Microbomb calorimeter 
การวิเคราะห์หาค่าพลังงานรวมในตัวอย่างกุ้งมีวิธีการเช่นเดียวกับการวิเคราะห์ค่าพลังงานรวมไน 
อาหาร เม่ือได้ค่าพลังงานในตัวอย่างกุ้งแล้วสามารถหาค่าพลังงงานท่ีใช้ในการเติบโตได้ตังน้ี

ค่าพลังงานท่ีใช้ในการเติบโต (cal/g/day)

= ค่าพลังงานในตัวอย่างกุ้ง (cal/g) * (นำหนักท่ีเพ่ิมขึน / จำนวน'วัน'ท่ีใช้'เลียง (g/day)) 
น้ําหนักเฉล่ียกุ้งในแต่ละหน่วยการทดลอง (g)

ค่าพลังงานที่ส ูญเสียไปในรูปของแอมโมเนีย (บ)

วิ เคราะห์ปริมาณแอมโมเนียท่ี เกิ ดข้ึนโดยสุ่มตัวอย่างกุ้งในแต่ละหน่วยการ 
ทดลองหลังจากให้อาหารแล้วเป็นเวลา 2 ช่ัวโมง จำนวน 3 ตัวต่อหน่วยการทดลอง นำมาใส่ลงใน 
flask ขนาด 250 ml ท่ีมีปริมาตรน้ัา 100 ml ท้ังน้ีมีขวดควบคุมโดยนำ flask ขนาด 250 ml ใส่น้ํา 
ในแต่ละความเค็มในปริมาตร 100 ml แต่ไม่ใส่ตัวอย่างกุ้งเพ่ือใช้ในการเปรยบเทียบผล ท้ิงไว้โดย 
ไม่รบกวนกุ้งเป็นเวลา 1 ช่ัวโมง หลังจากน้ันเก็บตัวอย่างน้ําท้ังขวดท่ีมีตัวอย่างกุ้งและขวดควบคุม 
นำไปวิเคราะห์ปริมาณแอมโมเนียท่ีเกิดข้ึนตามวิธีของ Strickland and Parsons (1972) วิธีการ 
วิเคราะห์แอมโมเนียลามารถทำได้ตังน้ี นำน้ําตัวอย่างปริมาตร 10 ml ใส่ลงในหลอดทดลอง โดย 
ใช้ pipette แล้วเติม phenol solution 0.4 ml (การเตรียมสารเคมีแสดงใว้ในภาคผนวก ค) โดยใช้ 
micropipette เขย่าให้เข้ากัน หลังจากน้ันเติม sodium nitroprusside 0.04 ml เขย่าให้เข้ากันและ 
เติม oxidizing solution 0.4 ml เขย่าให้เข้ากัน ต้ังท้ิงไว้ท่ีอุณหภูมิห้อง (20 - 27 °<ว) เป็นเวลา 1 
ช่ัวโมง โดยห่อฟอล์ยไว้เพ่ือป้องกันมิให้แอมโมเนียจากบรรยากาศเข้ามาปนเปีอน หลังจากน้ันนำ 
น้ําตัวอย่างไปวัดค่าดูดกลืนแสงด้วยเคร่ือง Spectophotometer ท่ีความยาวคล่ืน 6400 นาโนเมตร 
โดยใช้ cell ขนาด 10 cm บันทึกค่าท่ีได้แล้วลบออกด้วย blank โดยใช้น้ํากล่ัน de-ionized แทน 
น้ําตัวอย่างแล้วทำตามข้ันตอนข้างต้น นำค่าดูดกลืนแสงท่ีได้เทียบกับ standard curve ของสาร 
ละลายมาตราฐานแอมโมเนีย เพ่ือหาความเข้มข้นของแอมโมเนียในน้ําตัวอย่าง ค่าพลังงานท่ีสูญ 
เสียไปในรูปของแอมโมเนียสามารถหาได้ โดยนำค่าแอมโมเนียท่ีวิเคราะห์ได้เปล่ียนเป็นพลังงาน 
ตามวิธีของ Elliot and Davidson (1975; อ้างถึงใน Widdows, 1984) โดย 1 mg NH4-N เท่ากับ
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24.87 J และ 1 ช = 0.239 cal (1 mg NH4-N =ะ 5.94 cal) ดังน้ันสามารถคำนวณค่าพลังงานท่ีสูญ 
เสียไปในรูปของแอมโมเนียได้จากสมการ

พลังงานท่ีสูญเสียไปในรูปของแอมโมเนีย (cal/g/day)

ะ= แอมโมเนียท่ีกุ้งปล่อยออกมาใน 1 วัน (cal) 
น้ําหนักดัวอย่างกุ้ง (g)

ค่าพลังงานที่ใช ้ในการหายใจ (R)

วิเคราะห์อัตราการบรโภคออกซิเจน โดย1H เครอง Gilson differential 
respirometer รุ่น IGR20 Respirometer ของบริษัท Gilson medical electronics ม ี' ว ิธ ีการดังนี 
(หลักการทำงานของเคร่ือง อุปกรณ์และสารเคมีท่ีH แสดงไว้ในภาคผนวก ง) เปิดเคร่ืองแล้วต้ัง 
อุณหภูมิของ incubator ไว้ท่ีระดับท่ีต้องการ (28 °C) ท้ิงไว้ประมาณ 1 ช่ัวโมง นำสัตว์,ทดลอง,ใส่ลง 
ใน Gilson chamber ทีมี,นำอยู่ 45 ml โดยใล่ chamber ละ 1 ตัว นำ NaOH 10% ใล่ลงใน side 
arm ของ Gilson chamber ประมาณ 4-5 หยด ปิดฝาและประกอบเข้ากับตัวเคร่ือง นำ Gilson 
chamber ท่ีมีลัตว์ทดลองอยู่ลงใน incubator แล้วปล่อยให้สัตว์ทดลองอยู่อย่างปกติเป็นเวลา 1 
ช่ัวโมง โดยเปิดวาล์ว (valve) ท่ี micrometer ไว้ เม่ือครบ 1 ช่ัวโมง จึงปิดวาล์ว หลังจากน้ันทุก  ๆ
15 นาที ปรับความดันท่ี micrometer และอ่านค่าเป็นเวลา 1 ช่ัวโมง โดย 15 นาทีแรกไม่นำค่าท่ี 
อ่านได้มาใช้ ค่าของ micrometer ท่ีอ่านได้มีหน่วยเป็น microliter นำค่าท่ีได้ไปคูณกับค่าคงท่ี C 
โดยหาค่า C ได้จาก

C ะ= (273) * (Pb)
(t + 273)* (760)

เม่ือ
t = อุณหภูมิในขณะทำการทดลอง

Pb = ค่าความกดอากาศท่ีกดอากาศท่ีอ่านได้จากเครื่อง barometer เป็นมิลลิเมตรของ
ปรอท
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เม่ือได้ค่าคงท่ีแล้วสามารถหาค่าอัตราการบริโภคออกซิเจนได้จาก

k = c  * h

เมือ h = ค่าทีอ่านได้จาก micrometer 
ค่าอัตราการบริโภคออกซิเจนท่ีได้มืหน่วยเป็น กาicroliter/hour 

เม่ือทราบอัตราการบริโภคออกซิเจนแล้วนำมาเปล่ียนเป็นค่าพลังงานตามวิธีของ Gnaiger (1983, 
อ้างถึงใน Kurmaly et al., 1989) โดย 1 mg 0 2 ท่ีใช้ไปเท่ากับ 14.06 J และสามารถหาค่า 
พลังงานท่ีใช้ในการหายใจได้ดังน้ี

ค่าพลังงานท่ีใช้ในการหายใจ (cal/g/day) = พลังงานท่ีกุ้งใช้ไนการหายใจ 1 กัน (cal)
น้ําหนักตัวอย่างกุ้ง (g)

ค่าพลังงานทีสูญเสิยไปในรูปของคราบ (M)

เก็บคราบกุ้งโดยตรวจดูภายในดู้ทุก 1 ช่ัวโมง ต้ังแต่เร่ิมเล้ียง รวบรวมคราบกุ้งใน 
แต่ละ 1 กันโดยแยกเป็นแต่ละตู้ แล้วนำไปอบในตู้อบท่ีอุณหภูมิ 85 °c เป็นเวลา 2 ช่ัวโมง นับ 
จำนวนคราบกุ้งท่ีได้ในแต่ละตู้และช่ังน้ีาหนัก นำตัวอย่างท่ีรวบรวมได้ในหน่ึงเดือนมาวิเคราะห์หา 
ค่าพลังงานด้วยเคร่ือง Microbomb calorimeter รายระเอียดวิธีในการวิเคราะห์เซ่นเดียวกับการ 
วิเคราะห์ค่าพลังงานรวมในอาหาร เม่ือได้ค่าพลังงานของคราบกุ้งแล้วลามารถประมาณค่า 
พลังงานท่ีสูญเสียไปในรูปของคราบได้ดังน้ี

ค่าพลังงานท่ีสูญเลียไปในรูปของคราบ (cal/g/day)

= ค่าพลังงานในคราบกุ้ง (cal/g) * น้ําหนักคราบกุ้งในหน่ึงกัน (g)
นำหนักเฉลียกุ้งในแต่ละหน่วยการทดลอง (g)
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การวิเคราะห์ข้อมูล

นำข้อมูลค่าพลังงานของแต่ละค่าในสมการการจัดสรรพลังงานมาทดสอบผลของความ 
เค็มและระดับของโปรตีนพร้อมท้ังปฎิลัมพันธ์ของปัจจัยท้ังสองด้วยวิธีวิเคราะห์ความแปรปรวน 
โดยมีการวางแผนการทดลองเป็นแบบ factorial design (ความเค็ม 3 ระดับ โปรตีน 3 ระดับ) และ 
ทดสอบความแตกต่างระหว่างค่าเฉล่ียด้วย Duncan’s Multiple Range Test ด้วยโปรแกรม 
Statistic Analytical System (SÂS, 1985) แล้วนำค่าท่ีได้กลับไปแทนค่าในสมการการจัดสรรพลัง 
งาน


	บทที่ 3 อุปกรณ์และวิธีการทดลอง

