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บทคัดย!อ 
 
 การพัฒนาและทดสอบความใช�ได�ของวิธีทดสอบกากในอาหารสัตว� ซ่ึงดัดแปลงจากวิธี
มาตรฐาน AOAC Official Method 978.10 (2016) เพ่ือให�เหมาะสมกับเครื่องมือวิเคราะห�กากแบบ
ก่ึงอัตโนมัติ โดยทําการลดปริมาณตัวอยIางทดสอบจาก 2 กรัม เปJน 1 กรัม และมีการเติมสารชIวย
กรอง ใช�อะซิโตนแทนปKโตรเลียมอีเทอร�ในการสกัดไขมัน ลดปริมาณสารละลายกรดซัลฟKวริก 1.25 
เปอร�เซ็นต�โดยสัดสIวนมวลตIอปริมาตร และสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด� 1.25 เปอร�เซ็นต�โดย
สัดสIวนมวลตIอปริมาตร จาก 200 มิลลิลิตร เปJน 150 มิลลิลิตร และลดอุณหภูมิท่ีเผาตะกอนท่ี    
550 ± 10 องศาเซลเซียส นาน 2 ชั่วโมง เปJน 500 ± 10 องศาเซลเซียส นาน 3 ชั่วโมง ผลการ
ทดสอบความใช�ได�ของวิธีท่ีพัฒนาข้ึน มีการทดสอบความแมIนโดยใช�วัสดุอ�างอิงเปJนตัวอยIางทดสอบ 
และนําผลทดสอบมาประเมินความแมIน 2 แบบ คือ การทดสอบ bias โดยใช�สถิติ t-test และคIา
เปอร�เซ็นต�การกลับคืนของคIากากเฉลี่ย พบวIาผลการทดสอบ bias ไมIมีนัยสําคัญ และคIาเปอร�เซ็นต�
การกลับคืนของคIากากเฉลี่ยเทIากับ 99.51 ซ่ึงอยูIในเกณฑ�การยอมรับท้ัง 2 แบบ ผลทดสอบความ
เท่ียงแบบ repeatability และความเท่ียงแบบ intermediate precision ประเมินด�วยสถิติ Horwitz 
equation พบวIาอยูIในเกณฑ�การยอมรับ และวิธีทดสอบนี้มีชIวงการใช�งานท่ีปริมาณกากร�อยละ 0.42 
ถึง 35.05 ดังนั้น วิธีท่ีพัฒนาข้ึนจึงมีความเหมาะสมในการนําไปใช�เปJนวิธีทดสอบกากในอาหารสัตว� 
นอกจากนี้ การประมาณคIาความไมIแนIนอนของการวัดตามแนวทางของ EURACHEM/CITAC (2012) 
โดยใช�ตัวอยIางอาหารโคเปJนตัวแทนของการคํานวณคIาความไมIแนIนอนของการวัดจะได�ปริมาณกาก
ร�อยละ 11.96 ± 0.32 โดยมีเปอร�เซ็นต�ความไมIแนIนอนสัมพัทธ�เทIากับ 2.7 ท่ีระดับความเชื่อม่ัน    
95 %  
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Development and validation of analytical method for crude fiber in  
animal feed 

 
Sunee  Kanapipat1/    Piromporn Tuantumkaew1/ 

 
Abstract 

 
 Development and method validation of analysis of crude fiber in feed 
modified according to AOAC 978.10 (2016) in order to suit the semi-automatic fiber 
analyzer had been developed by reducing sample portion from two grams to one 
gram and adding filter aid, utilizing acetone instead of petroleum ether to extract fat 
out, reducing the volume of 1.25 % w/v sulfuric acid solution and 1.25 % w/v 
sodium hydroxide solution from 200 ml to 150 ml and decreasing the temperature of 
ashing from 550 ± 10 °C for 2 hrs. to 500 ± 10 °C for 3 hrs. The method validation 
result from developed method was checked for accuracy by utilizing reference 
material as test samples and evaluated the test result for 2 types of bias by using    
t-test and % recovery of mean value of crude fiber. There was bias showed no 
significantly and % recovery of mean value of crude fiber equal to 99.51 which were 
satisfied. Repeatability and intermediate precision by Horwitz equation were within 
acceptable criteria. Working range of this method were 0.42 - 35.05 % of crude fiber. 
Therefore, the developed method is suitable for testing of crude fiber in animal feed. 
Furthermore, the estimation of measurement uncertainty was followed the guideline 
of EURACHEM/CITAC (2012). Once feed for cattle was representative, measurement 
uncertainty of the method reported 11.96 ± 0.32 % crude fiber and relative 
measurement uncertainty equaled to 2.7 % at 95 % confidence level.  
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คํานํา 
 

ป{จจัยท่ีมีความสําคัญตIอการเลี้ยงสัตว� คือ พันธุ�สัตว� อาหารสัตว� โรงเรือนเลี้ยงสัตว� และโรค
ของสัตว�ตIาง ๆ เปJนต�น โดยในป{จจุบันการผลิตอาหารสัตว�ได�มีการพัฒนาเทคโนโลยีการผลิตท่ีทันสมัย
และถูกต�องตามหลักวิชาการ ทําให�สามารถผลิตอาหารสัตว�ท่ีมีคุณภาพได�มาตรฐานและมีความ
ปลอดภัยสําหรับใช�ในอุตสาหกรรมเลี้ยงสัตว� ท้ังนี้ ตามพระราชบัญญัติควบคุมคุณภาพอาหารสัตว� 
พ.ศ. 2558 ได�กําหนดความหมายของอาหารสัตว� คือ วัตถุท่ีมุIงหมายเพ่ือใช�หรือใช�เลี้ยงสัตว� โดยการ
ให�กิน ด่ืม เลีย หรือนําเข�าสูIรIางกายสัตว� โดยวิธีการใดๆ หรือ วัตถุท่ีมุIงหมายเพ่ือใช�หรือใช�เปJน
สIวนผสมในการผลิตอาหารสัตว� (ราชกิจจานุเบกษา, 2558) ดังนั้น กรมปศุสัตว�ซ่ึงเปJนหนIวยงานท่ีมี
หน�าท่ีตรวจสอบ กํากับ ดูแล ควบคุมคุณภาพอาหารสัตว� ได�ดําเนินการตามพระราชบัญญัติควบคุม
คุณภาพอาหารสัตว� พ.ศ. 2558 ในการกําหนดคุณภาพและมาตรฐานอาหารสัตว�ให�เหมาะสมเปJน
ประโยชน�ตIอการพัฒนาอุตสาหกรรมการผลิตอาหารสัตว�และการเลี้ยงสัตว�  

กาก (crude fiber) เปJนรายการหนึ่งท่ีมีการกําหนดคุณภาพและมาตรฐานในอาหารสัตว�
ประเภทวัตถุดิบ ซ่ึงกําหนดให�วัตถุดิบอาหารสัตว�แตIละชนิดควรมีปริมาณกากไมIเกินมาตรฐานท่ี
กําหนดตามพระราชบัญญัติควบคุมคุณภาพอาหารสัตว� พ.ศ. 2558 (กระทรวงเกษตรและสหกรณ�, 
2558) สําหรับอาหารสําเร็จรูปสําหรับสัตว� เชIน ไกI เปJด สุกร โค นั้น ผู�ผลิต ผู�นําเข�า และผู�จําหนIาย
อาหารสัตว�จะต�องมาข้ึนทะเบียนอาหารสัตว�กับหนIวยงานของกรมปศุสัตว� ซ่ึงต�องมีการกําหนด
ปริมาณกากในทะเบียนอาหารสัตว�ด�วย นอกจากนี้ ในวงการธุรกิจการค�าอาหารสัตว�ยังมีการใช�
ปริมาณกากในอาหารสัตว�เปJนตัวกําหนดราคาซ้ือขายอาหารสัตว� เนื่องจากปริมาณกากใช�วัดคุณคIา
ทางอาหารสัตว�แตIละประเภท โดยในสัตว�ป~กมีการใช�ประโยชน�จากกากได�น�อยมาก (Vooren, 2012)  
ดังนั้นอาหารสัตว�ป~กท่ีมีกากสูงจัดเปJนอาหารสัตว�คุณภาพตํ่า สําหรับสัตว�เค้ียวเอ้ืองมีกระเพาะรูเมน
(Rumen) ท่ีมี fibrolytic bacteria ซ่ึงสามารถยIอยเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลสได� (Kung, 2014) แตI
ถ�ามีปริมาณของกากสูงมากจะมีผลตIอการกินได�ของสัตว� ดังนั้น การทดสอบหาปริมาณกากในอาหาร
สัตว�จึงมีความสําคัญและควรใช�วิธีทดสอบท่ีเหมาะสม และเปJนไปตามความต�องการของอุตสาหกรรม
การผลิตอาหารสัตว� เพ่ือนําผลการทดสอบมาใช�ประกอบในการพิจารณาคุณภาพอาหารสัตว�ตามท่ีข้ึน
ทะเบียน 

การวิเคราะห�หาปริมาณกากในอาหารสัตว�มีหลายวิธีท่ีมีหลักการเดียวกัน คือ การยIอย
ตัวอยIางด�วยสารละลายกรดเจือจางและดIางเจือจาง อบตะกอนให�แห�ง ชั่งน้ําหนัก นําตะกอนไปเผาท่ี
อุณหภูมิสูง สIวนท่ีหายไปจากการเผา คือ กาก ซ่ึงการวิเคราะห�หาปริมาณกากในข้ันตอนการยIอย
ตัวอยIางด�วยกรดเจือจาง พบวIาวิธีวิเคราะห�สIวนใหญIใช�สารละลายกรดซัลฟKวริก ตามวิธีของ AOAC 
962.09 (AOAC, 2016), AOAC 978.10 (AOAC, 2016), AOCS Ba 6a-05 (AOCS, 2017) และ ISO 
6865 (ISO, 2000) สIวนข้ันตอนการยIอยด�วยดIางเจือจางมีการใช�สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด� ตาม
วิธีของ AOAC 962.09, AOAC 978.10 และ AOCS Ba 6a-05 สารละลายโพแทสเซียมไฮดรอกไซด� 
ตามวิธีของ ISO 6865 การอบตะกอนให�แห�งมีการใช�อุณหภูมิ 130 องศาเซลเซียส ตามวิธีของ AOAC 
962.09, AOAC 978.10 และ ISO 6865  และอุณหภูมิ 102 องศาเซลเซียส ตามวิธีของ AOCS Ba 
6a-05 สIวนข้ันตอนการเผาตะกอนใช�อุณหภูมิ 500 องศาเซลเซียส ตามวิธีของ ISO 6865 อุณหภูมิ 
550 องศาเซลเซียส ตามวิธีของ AOAC 978.10 และอุณหภูมิ 600 องศาเซลเซียส ตามวิธีของ AOAC 
962.09 และ AOCS Ba 6a-05  
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ห�องปฏิบัติการกลุIมตรวจสอบคุณภาพอาหารสัตว� สํานักตรวจสอบคุณภาพสินค�าปศุสัตว� 
ดําเนินการทดสอบกากในอาหารสัตว� ตามพระราชบัญญัติควบคุมคุณภาพอาหารสัตว� พ.ศ.2558 ท้ังนี้
ห�องปฏิบัติการไมIสามารถใช�วิธีมาตรฐานในการทดสอบกากในอาหารสัตว�ได� เนื่องจากเครื่องมือท่ีมีใน
ห�องปฏิบัติการเปJนเครื่องมือแบบก่ึงอัตโนมัติ โดยภาชนะบรรจุตัวอยIาง (filter crucible) ท่ีใช�กับ
เครื่องมีขนาดความจุน�อยไมIเหมาะสมสําหรับใสIตัวอยIางได�ตามท่ีวิธีมาตรฐานกําหนด และการใช�
เครื่องมือแบบก่ึงอัตโนมัติเปJนแบบระบบปKด มีการกรองสารละลายตัวอยIางผIานแผIนกรองออก
ทางด�านลIาง ทําให�อนุภาคของตะกอนตัวอยIางเกาะบนแผIนกรอง จึงกรองสารละลายตัวอยIางได�ยาก 
และในวิธีมาตรฐานใช�ปKโตรเลียมอีเทอร�ในการสกัดไขมัน ซ่ึงมีความเปJนพิษสูงและมีกลิ่นท่ีรุนแรง
กIอให�เกิดอันตรายตIอผู�ปฏิบัติงาน นอกจากนี้ filter crucible หากถูกเผาท่ีอุณหภูมิสูงเกินไปจะทําให�
แผIนกรองหลุดออกจาก filter crucible ได� ซ่ึงสIงผลตIออายุการใช�งานของ filter crucible ซ่ึงมีราคา
แพง 

ดังนั้น ห�องปฏิบัติการกลุIมตรวจสอบคุณภาพอาหารสัตว� สํานักตรวจสอบคุณภาพสินค�า   
ปศุสัตว� จึงได�พัฒนาวิธีทดสอบโดยดัดแปลงจากวิธีมาตรฐาน AOAC Official Method 978.10 
(AOAC, 2016) เพ่ือให�เหมาะสมกับเครื่องมือวิเคราะห�กากแบบก่ึงอัตโนมัติท่ีมีในห�องปฏิบัติการ โดย
มีการลดปริมาณตัวอยIาง เติมสารชIวยกรอง ลดปริมาณสารละลายกรดเจือจางและดIางเจือจางให�
เหมาะสมกับปริมาณตัวอยIางท่ีลดลง ลดอุณหภูมิการเผาตะกอนแตIเพ่ิมเวลาให�นานข้ึน นอกจากนี้ ทํา
การเปรียบเทียบประสิทธิภาพเครื่องวิเคราะห�กาก 2 เครื่องท่ีใช�ในห�องปฏิบัติการวIามีประสิทธิภาพ
เทIาเทียมกัน และเพ่ือให�ม่ันใจวIาวิธีทดสอบท่ีพัฒนาข้ึนให�ผลทดสอบท่ีถูกต�องและนIาเชื่อถือตาม
ข�อกําหนดของ ISO/IEC 17025 (ISO, 2005) จึงต�องทดสอบความใช�ได�ของวิธีทดสอบ (method 
validation) โดยทดสอบพารามิเตอร�ตIางๆ ได�แกI ความแมIน (accuracy) ความเท่ียง (precision) 
และชIวงการใช�งาน (working range) ของวิธีทดสอบ นอกจากนี้ ทําการประมาณคIาความไมIแนIนอน
ของการวัด (measurement uncertainty) ตามแนวทางของ EURACHEM/CITAC (EURACHEM, 
2012) และเข�ารIวมการทดสอบความชํานาญเพ่ือประเมินความสามารถของห�องปฏิบัติการ แสดงให�
เห็นวIาวิธีทดสอบดังกลIาวมีความนIาเชื่อถือ และตรงวัตถุประสงค�การใช�งาน ซ่ึงผลการศึกษาครั้งนี้
สามารถนําไปเปJนแนวทางในการทดสอบความใช�ได� และประมาณคIาความไมIแนIนอนของการวัดใน
ตัวอยIางชนิดอ่ืน ๆ ตIอไป 

อุปกรณ�และวิธีการทดลอง 
1.  อุปกรณ�และสารเคมี 
 1.1  เครื่องมือและอุปกรณ� 

 1.1.1  เครื่องวิเคราะห�กาก จํานวน 2 เครื่อง โดยแตIละเครื่องประกอบด�วย 2 สIวน คือ 
  1.1.1.1 Fibertec cold extractor ยี่ห�อ Foss รุIน 1021 ใช�สําหรับสกัดไขมัน 
  1.1.1.2 Fibertec hot extractor ยี่ห�อ Foss รุIน 2010 ใช�สําหรับยIอยตัวอยIาง 
  1.1.2  เครื่องทําน้ําเย็นหมุนเวียน (cooling bath) 
  1.1.3  เครื่องชั่งอIานละเอียด 0.0001 กรัม 
 1.1.4  เตาเผา (muffle furnace) 
 1.1.5  ตู�อบลมร�อน (hot air oven) 
 1.1.6  Filter crucible (P2) pore size 40 - 100 ไมโครเมตร 
  1.1.7  โถดูดความชื้น (desiccator) ท่ีมี silica gel เปJนสารดูดความชื้น 
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 1.1.8  บิวเรตต� (burette) class A หรือ AS ขนาด 25 มิลลิลิตร 
 1.1.9  ปKเปตต� (pipette) class A หรือ AS ขนาด 25 มิลลิลิตร 
 1.1.10  ขวดรูปชมพูI (erlenmeyer flask) ขนาด 250 มิลลิลิตร 
 1.1.11  ขวดวัดปริมาตร (volumetric flask) ขนาด 5 ลิตร 
 1.1.12  บีกเกอร� (beaker) ขนาด 5 ลิตร 
 1.1.13  ขวดชั่งสาร (weighing bottle) 

 1.2  สารเคมี   
 1.2.1  กรดซัลฟKวริก (sulfuric acid, H2SO4) AR grade มีความบริสุทธิ์ 96 % w/w 

มีคIาความถIวงจําเพาะ 1.84 
 1.2.2  โซเดียมไฮดรอกไซด� (sodium hydroxide, NaOH) AR grade  

มีความบริสุทธิ์ 99 % 
 1.2.3  Celite 545 AR grade 
 1.2.4  อะซิโตน (acetone, C3H6O) AR grade 
 1.2.5  1-ออกทานอล (1-octanol, C8H18O) AR grade  
 1.2.6  เอทานอล (ethanol, C2H6O) AR grade มีความบริสุทธิ์ ไมIน�อยกวIา 95 % 
 1.2.7  ฟ~นอล�ฟทาลีน (phenolphthalein, C20H14O4) AR grade   
 1.2.8  สารละลาย H2SO4 1.25 % w/v  
 1.2.9  สารละลาย NaOH 1.25 % w/v  
 1.2.10  สารละลายฟ~นอล�ฟทาลีน 

 1.3  สารมาตรฐาน วัสดุอ�างอิง และวัสดุอ�างอิงรับรอง    
  1.3.1  สารมาตรฐานโพแทสเซียมไฮโดรเจนพาทาเลท (potassium hydrogen 
phathalate, C8H5KO4) มีความบริสุทธิ์ไมIน�อยกวIา 99.9 % 
  1.3.2  วัสดุอ�างอิง (Reference Material, RM) LGC7173 ชนิดตัวอยIาง poultry 
feed โดยกาก มีคIาอ�างอิง ± คIาความไมIแนIนอน เทIากับ 4.1 ± 0.7 กรัม/100 กรัม (k = 2.26) 
  1.3.3 วัสดุอ�างอิงรับรอง (Certified Reference Material, CRM) BCR708 ชนิด
ตัวอยIาง dairy feed โดยกาก มีคIาอ�างอิงรับรอง ± คIาความไมIแนIนอน เทIากับ 9.3 ± 1.4 กรัม/100 
กรัม (k = 2)   
2.  การเตรียมสารเคมีและสารมาตรฐาน 

2.1 การเตรียมและหาความเข�มข�นของสารละลาย NaOH 1.25 % w/v ดังนี้ 
 2.1.1 การเตรียมสารละลาย NaOH 1.25 % w/v โดยละลาย NaOH ปริมาณ 

63.13 กรัม ด�วยน้ําขจัดไอออนใสIลงในขวดวัดปริมาตร ขนาด 5 ลิตร เขยIาให�เข�ากัน ปรับปริมาตร
ด�วยน้ําขจัดไอออน เขยIาให�เข�ากันอีกครั้ง  

 2.1.2 หาความเข�มข�นท่ีแนIนอนของสารละลาย NaOH 1.25 % w/v  
 2.1.2.1 นําสารมาตรฐานโพแทสเซียมไฮโดรเจนพาทาเลท ใสIขวดชั่งสาร 

นําไปอบท่ีอุณหภูมิ 120 องศาเซลเซียส เปJนเวลา 2 ชั่วโมง ทําให�เย็นในโถดูดความชื้น 
 2.1.2.2 ชั่งสารมาตรฐานโพแทสเซียมไฮโดรเจนพาทาเลท ท่ีผIานการอบ

แล�วประมาณ 0.4000 ± 0.0005 (WKHP) ลงในขวดรูปชมพูI ขนาด 250 มิลลิลิตร เติมน้ําขจัดไอออน
ปริมาตร 40 มิลลิลิตร เขยIาให�ละลายแล�วเติมสารละลายฟ~นอล�ฟทาลีน 2 - 3 หยด ไทเทรตด�วย
สารละลาย NaOH 1.25 % w/v จุดยุติเปลี่ยนจากสารละลายไมIมีสีเปJนสีชมพู 
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 2.1.2.3 คํานวณหาความเข�มข�นของสารละลาย NaOH 1.25 % w/v (โดย
ความเข�มข�นของสารละลาย NaOH 1.25 % w/v ต�องอยูIในชIวง 0.313 ± 0.005 โมล/ลิตร คืออยูI
ในชIวง 0.308 – 0.318 โมล/ลิตร) ตามวิธีมาตรฐานของ AOAC Official Method 962.09 (AOAC, 
2016) 

MNaOH = 
KHPMBVNaOHV
10KHPPKHPW

×−
××









 

เม่ือ MNaOH = ความเข�มข�นของสารละลาย NaOH 1.25 % w/v มีหนIวยเปJน 
โมล/ลิตร 

WKHP = น้ําหนักของสารมาตรฐานโพแทสเซียมไฮโดรเจนพาทาเลท มีหนIวยเปJนกรัม 
PKHP = ความบริสุทธิ์ของสารมาตรฐานโพแทสเซียมไฮโดรเจนพาทาเลท มีหนIวย 

เปJนเปอร�เซ็นต� 
VNaOH = ปริมาตรของสารละลาย NaOH 1.25 % w/v ท่ีใช�ไทเทรตสารมาตรฐาน

 โพแทสเซียมไฮโดรเจนพาทาเลท มีหนIวยเปJนมิลลิลิตร 
VB = ปริมาตรของสารละลาย NaOH 1.25 % w/v ท่ีใช�ไทเทรต blank มีหนIวย

 เปJนมิลลิลิตร 
MKHP = น้ําหนักโมเลกุลของสารมาตรฐานโพแทสเซียมไฮโดรเจนพาทาเลท มีหนIวย 

เปJนกรัม/โมล 
2.2 การเตรียมและการหาความเข�มข�นของ H2SO4 1.25 % w/v ดังนี้ 

2.2.1 การเตรียมสารละลาย H2SO4 1.25 % w/v โดยเติมน้ําขจัดไอออน ประมาณ 
3 ลิตร ลงในขวดวัดปริมาตร ขนาด 5 ลิตรคIอย ๆ เติมกรด H2SO4 ปริมาตร 35.4 มิลลิลิตร เขยIาให�
เข�ากัน ปรับปริมาตรด�วยน้ําขจัดไอออน เขยIาให�เข�ากันอีกครั้ง  
  2.2.2 หาความเข�มข�นท่ีแนIนอนของสารละลาย H2SO4 1.25 % w/v  

 2.2.2.1 ปKเปตต�สารละลาย H2SO4 1.25 % w/v ปริมาตร 25 มิลลิลิตร ลง
ในขวดรูปชมพูIขนาด 250 มิลลิลิตร เติมสารละลายฟ~นอล�ฟทาลีน 2 - 3 หยด เปJนอินดิเคเตอร� 
ไทเทรตด�วยสารละลาย NaOH 1.25 % w/v จุดยุติเปลี่ยนจากสารละลายไมIมีสีเปJนสีชมพู 

 2.2.2.2  คํานวณหาความเข�มข�นของสารละลาย H2SO4 1.25 % w/v (โดย
ความเข�มข�นสารละลาย H2SO4 1.25 % w/v ต�องอยูIในชIวง 0.128 ± 0.003 โมล/ลิตร คืออยูIในชIวง 
0.125 – 0.131 โมล/ลิตร) ตามวิธีมาตรฐานของ AOAC Official Method 962.09 (AOAC, 2016) 

 

42
SOHM         =  

42

NaOHNaOH
SOHV x 2  

VM ×

 
เมื่อ

 42
SOH

M  = ความเข�มข�นของสารละลาย H2SO4 1.25 % w/v มีหนIวยเปJน โมล/ลิตร
 

 42
SOH

V   = ปริมาตรของสารละลาย H2SO4 1.25 % w/v ท่ีใช� มีหนIวยเปJน มิลลิลิตร 

 NaOHM  = ความเข�มข�นของสารละลาย NaOH 1.25 % w/v มีหนIวยเปJน โมล/ลิตร 
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 NaOHV  = ปริมาตรของสารละลาย NaOH 1.25 % w/v ท่ีได�จากการไทเทรต มีหนIวย
    เปJนมิลลิลิตร 

 2.3  การเตรียมสารละลายฟ~นอล�ฟทาลีน โดยละลายฟ~นอล�ฟทาลีน 0.5 กรัม ในเอทานอล 
100 มิลลิลิตร 
3.  ตัวอย!าง 
 อาหารสัตว�และวัตถุดิบอาหารสัตว�ท่ีผIานการบดแล�ว มีขนาดอนุภาคไมIเกิน 1 มิลลิเมตร  
ประกอบด�วย 
 3.1 ตัวอยIางสําหรับเปรียบเทียบประสิทธิภาพเครื่องวิเคราะห�กาก 2 เครื่อง จํานวน 25 ชนิด 
ได�แกI ปลาป�น ปลาและกระดูกปลาป�น มันเส�น อาหารแมว ข�าวโพดป�น อาหารสุนัข อาหารนกกระทา 
กากถ่ัวเหลือง อาหารกุ�งกุลาดํา อาหารเปJด อาหารสุกร อาหารไกI กากดีดีจีเอส ถ่ัวเหลืองอบ อาหาร
โค กากถ่ัวเขียว กากปาล�ม อาหารกระตIาย รําละเอียด กากมะพร�าว ทานตะวันอัดเม็ด กากปาล�มรวม 
กากมันแห�ง รําหยาบ และกากเบียร� 
 3.2 ตัวอยIางสํ าหรับทดสอบความใช� ได�ของวิธีทดสอบ (ทดสอบความเ ท่ียงแบบ 
repeatability และ intermediate precision) จํานวน 21 ชนิด ได�แกI ปลาป�น ขนสัตว�ป~กป�น 
โปรตีนข�าวโพด ข�าวโพดเมล็ด มันสําปะหลัง ข�าวสาลี อาหารเปJด สิ่งปรุงแตIง ถ่ัวเหลืองอบ อาหาร
สุกรระยะอุ�มท�อง อาหารสุกรน้ําหนัก 60 กิโลกรัมจนถึงสIงตลาด อาหารแมว อาหารไกI อาหารสุนัข 
รําละเอียด กากถ่ัวเหลือง กากดีดีจีเอส อาหารโค กากคาโนลา กากปาล�ม และเปลือกถ่ัวเหลือง
อัดเม็ด 
4.  การพัฒนาวิธีทดสอบกากในอาหารสัตว�  

พัฒนาวิธีทดสอบโดยดัดแปลงจากวิธีมาตรฐาน AOAC Official Method 978.10 เพ่ือให�
เหมาะสมกับเครื่องมือวิเคราะห�กากแบบก่ึงอัตโนมัติท่ีมีใช�ในห�องปฏิบัติการ โดยมีการลดปริมาณ
ตัวอยIางทดสอบจาก 2 กรัม เปJน 1 กรัม เติม celite 545 เปJนสารชIวยกรอง ใช�อะซิโตนแทน
ปKโตรเลียมอีเทอร�ในการสกัดไขมัน ลดปริมาณสารละลาย H2SO4 1.25 % w/v จาก 200 มิลลิลิตร 
เปJน 150 มิลลิลิตร และลดปริมาณสารละลาย NaOH 1.25 % w/v จาก 200 มิลลิลิตร เปJน 150 
มิลลิลิตร และลดอุณหภูมิท่ีเผาตะกอนท่ี 550 ± 10 องศาเซลเซียส นาน 2 ชั่วโมง เปJน 500 ± 10 
องศาเซลเซียส นาน 3 ชั่วโมง  

พัฒนาวิธีทดสอบกากในอาหารสัตว� โดยทดสอบตัวอยIางวัสดุอ�างอิงและวัสดุอ�างอิงรับรอง 
ตัวอยIางละ 12 ซํ้า ด�วยวิธีท่ีดัดแปลงจากวิธีมาตรฐาน แล�วประเมินผลจากการหาคIา % Recovery 
ของคIากากเฉลี่ย และ % RSDr ซ่ึงมีข้ันตอนทดสอบ ดังนี้ 

4.1 ชั่งตัวอยIางวัสดุอ�างอิงและวัสดุอ�างอิงรับรอง ประมาณ 1 กรัม (W0) และ celite 545 
ประมาณ 0.5 กรัม (W1) ลงใน filter crucible  

4.2 นํา filter crucible ท่ีมีตัวอยIางและ celite 545 เข�าเครื่อง Fibertec cold extractor 
ทําการสกัดไขมันโดยฉีดอะซิโตนให�ทIวมตัวอยIาง (ประมาณ 15 มิลลิลิตร) แชIนานประมาณ 20 นาที 
แล�ว vacuum เพ่ือดูดอะซิโตนท้ิง จากนั้นแชIตัวอยIางด�วยอะซิโตน อีก 2 ครั้ง ๆ ละประมาณ 5 นาที   

4.3 เปKดสวิทช�เครื่องทําน้ําเย็นหมุนเวียน รอจนมีอุณหภูมิประมาณ 10 องศาเซลเซียส  
4.4 เปKดสวิทช�เครื่อง Fibertec hot extractor และ preheat สารละลาย H2SO4 1.25 % 

w/v โดยระบบของเครื่อง รอจนสารละลาย H2SO4 1.25 % w/v มีอุณหภูมิประมาณ 85 องศา
เซลเซียส เครื่องจะหยุดการ preheat โดยอัตโนมัติ 
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4.5 นํา filter crucible พร�อมตัวอยIางท่ีสกัดไขมันแล�วเข�าเครื่อง Fibertec hot extractor 
4.6 เติมสารละลาย H2SO4 1.25 % w/v จนถึงปริมาตรประมาณ 120 มิลลิลิตร  
4.7 เติม 1–ออกทานอล 2 - 3 หยด เพ่ือป�องกันการเกิดฟอง  
4.8 ปKด reflector และหมุนปุ�มเปKดแผงความร�อน (heater) ให�อุณหภูมิสูงสุด น้ําเย็นจาก

เครื่องทําน้ําเย็นหมุนเวียนจะไหลเข�า condenser ของ column เครื่อง Fibertec hot extractor 
โดยอัตโนมัติ จากนั้นรอจนสารละลายเดือด 

4.9 ปรับลดอุณหภูมิของแผงความร�อน ให�เดือดสมํ่าเสมอ 
4.10 ฉีดล�าง column และปรับปริมาตรด�วยสารละลาย H2SO4 1.25 % w/v จนถึงขีด

ปริมาตร 150 มิลลิลิตรปรับความร�อนให�เดือดสมํ่าเสมอ ต้ังเวลายIอย 30 นาที 
4.11 เม่ือครบเวลาการยIอยให�เปKดระบบ “vacuum” เพ่ือถIายสารละลายท้ิง 
4.12 ล�างและกรองตะกอนให�สะอาดโดยใช�น้ําร�อนอยIางน�อย 5 ครั้ง 
4.13 เปKดระบบ “pressure” เพ่ือพลิกและล�างตะกอนโดยใช�น้ําร�อน อยIางน�อย 2 ครั้ง 
4.14 ล�างและกรองตะกอนอีกอยIางน�อย 5 ครั้ง 
4.15 ปKดระบบ “pressure” และ “vacuum” 
4.16 ทําการทดสอบเชIนเดียวกับข�อ 4.6-4.15 แตIเปลี่ยนเปJนใช�สารละลาย  

NaOH 1.25 % w/v ปริมาตร 150 มิลลิลิตร ท่ีผIานการ preheat เชIนเดียวกับข�อ 4.4 
4.17 นํา filter crucible พร�อมตะกอนท่ียIอยเรียบร�อยแล�วเข�าเครื่อง Fibertec cold 

extractor เพ่ือล�างตะกอนด�วยอะซิโตน 1-2 ครั้ง 
4.18 นํา filter crucible พร�อมตะกอนไปอบท่ีอุณหภูมิ 130 ± 2 องศาเซลเซียส เปJนเวลา 

2 ชั่วโมง 
4.19 ทําให�เย็นในโถดูดความชื้นแล�วชั่ง filter crucible พร�อมตะกอน บันทึกน้ําหนัก (W2) 
4.20 นํา filter crucible พร�อมตะกอน ไปเผาท่ีอุณหภูมิ 500 ± 10 องศาเซลเซียส เปJน

เวลา 3 ชั่วโมง 
4.21 ทําให�เย็นในโถดูดความชื้น ชั่ง filter crucible พร�อมเถ�าท่ีเหลือ บันทึกน้ําหนัก (W3) 
4.22 ทดสอบ blank โดยชั่งเฉพาะ celite 545 (ไมIใสIตัวอยIาง) ทําการทดสอบเชIนเดียวกับ

ข�อ 4.1 - 4.21 
5. การเปรียบเทียบประสิทธิภาพเครื่องวิเคราะห�กาก 

ทําการเปรียบเทียบประสิทธิภาพเครื่องวิเคราะห�กากรุIนเดียวกัน จํานวน 2 เครื่องท่ีใช�ใน
ห�องปฏิบัติการ วIามีประสิทธิภาพเทIาเทียมกัน โดยทดสอบตัวอยIางอาหารสัตว�ตามวิธีทดสอบกากใน
อาหารสัตว�ท่ีพัฒนาข้ึน และประเมินผลโดยใช�สถิติ paired t-test โดยมีข้ันตอนดังนี้ 
 5.1 ทดสอบสมมติฐาน  
  H0 : µ1 = µ2 
  H1 : µ1 ≠ µ2 

  ยอมรับ H0 แสดงวIาคIาเฉลี่ยของผลทดสอบกากของเครื่องวิเคราะห�กาก 2 เครื่องไมI
แตกตIางกันอยIางมีนัยสําคัญทางสถิติ 
  ปฏิเสธ H0 แสดงวIาคIาเฉลี่ยของผลทดสอบกากของเครื่องวิเคราะห�กาก 2 เครื่อง
แตกตIางกันอยIางมีนัยสําคัญทางสถิติ 
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 5.2 ทดสอบตัวอยIางอาหารสัตว�จํานวน 25 ชนิด ตามวิธีทดสอบกากในอาหารสัตว� ท่ี
พัฒนาข้ึน โดยทําการทดสอบซํ้าตIางเครื่อง  
 5.3 หาคIาผลตIางของผลการทดสอบกาก (di) ในแตIละตัวอยIาง 

 5.4 หาคIาเฉลี่ยของคIาผลตIาง ( d )  

    d  = n
d

n

1i i∑
=  

 5.5 หาคIาสIวนเบ่ียงเบนมาตรฐานของคIาผลตIาง (Sd) 

    dS  = 
( )

1n
did

n

1i

2

−
∑ −
=  

 5.6 คํานวณหาคIา t จากสูตร 

    t = 
n/Sd

d  

 5.7 หาคIา tc จากตาราง t ของการทดสอบแบบ two-tailed ท่ีระดับความเชื่อม่ัน 95 % 
เม่ือ degree of freedom (df) = n - 1 

  โดย t  <  tc แสดงวIายอมรับ H0   

     t  >  tc แสดงวIาปฏิเสธ H0 

6. การทดสอบความใช�ได�ของวิธีทดสอบกากในอาหารสัตว� 
 6.1 การทดสอบความแมIน (accuracy) โดยประเมิน trueness และคIา % Recovery ของ
คIากากเฉลี่ย  
 6.1.1 ทดสอบวัสดุอ�างอิง และ blank อยIางละ 10 ซ้ํา 
  6.1.2 คํานวณคIาเฉลี่ยของ blank และลบออกจากผลทดสอบกากของวัสดุอ�างอิงใน
แตIละคIา  
  6.1.3 คํานวณคIากากเฉลี่ย 





Cobs  และคIาความแปรปรวน 





S2

obs   

  6.1.4 ประเมิน trueness โดยการทดสอบ bias ตามแนวทางของ VAM project 
3.2.1 (VAM, 2000) มีข้ันตอนดังนี้ 
    6.1.4.1 หาคIากลับคืนของคIากากเฉลี่ยจากการทดสอบกากของวัสดุอ�างอิง 
และคIาความไมIแนIนอนของคIากลับคืน 

    Rm
 = 

C
C

RM
obs  

และ     ( )Ru m  = Rm  x 









+



















× C
)Cu(

Cn
S

RM

RM
2
obs

2

obs

2

 

เม่ือ  Rm    = คIากลับคืนของคIากากเฉลี่ยจากการทดสอบกากของวัสดุอ�างอิง
 Cobs   = คIากากเฉลี่ยจากการทดสอบวัสดุอ�างอิง 
 CRM    = คIาอ�างอิงปริมาณกากของวัสดุอ�างอิงจากใบรับรอง 
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 






Ru m   = คIาความไมIแนIนอนของคIากลับคืน 

 )Cu( RM  = คIาความไมIแนIนอนมาตรฐานของกากในวัสดุอ�างอิงจากใบรับรอง (ในท่ีนี้
คIาความไมIแนIนอนเทIากับ ± 0.7 กรัม/100 กรัม และ k = 2.26) 
 S2

obs    = คIาความแปรปรวนของผลทดสอบกากในวัสดุอ�างอิง 

 n   = จํานวนซํ้าของการทดสอบ 

    6.1.4.2 ทดสอบ bias โดยใช�สถิติ t-test จากสูตร 

                    t = 
)Ru(

|R1|

m

m−
     

    6.1.4.3 หาคIา tc จากตาราง t ของการทดสอบแบบ two-tailed ท่ีระดับ
ความเชื่อม่ัน 95 % เม่ือ degree of freedom (df) = n - 1 
    โดย  t < tc คือ คIากลับคืนของผลทดสอบกากไมIแตกตIางจาก 1 อยIางมี
นัยสําคัญทางสถิติ แสดงวIา คIาเฉลี่ยของผลทดสอบกากในวัสดุอ�างอิงไมIแตกตIางจากคIาอ�างอิงจาก
ใบรับรองของวัสดุอ�างอิง ดังนั้น ผลการทดสอบ bias ไมIมีนัยสําคัญ 
      t > tc คือ คIากลับคืนของผลทดสอบกากแตกตIางจาก 1 อยIางมี
นัยสําคัญทางสถิติ แสดงวIา คIาเฉลี่ยของผลทดสอบกากในวัสดุอ�างอิงแตกตIางจากคIาอ�างอิงจาก
ใบรับรองของวัสดุอ�างอิง ดังนั้น ผลการทดสอบ bias มีนัยสําคัญ 
  6.1.5 ประเมินความแมIนจาก % Recovery ของคIากากเฉลี่ย ต�องอยูIในชIวง       
97 – 103 ตามเกณฑ�การยอมรับของ AOAC, Appendix F (AOAC, 2016)  

    % Recovery = 
C
C

RM
obs  x 100 

 6.2 การทดสอบความเท่ียง (Precision) 
  6.2.1 การทดสอบความเท่ียงแบบ repeatability 

  โดยทําการทดสอบกากในตัวอยIางอาหารสัตว� จํานวน 21 ชนิด ซ่ึงมีปริมาณ
กากครอบคลุมชIวงการใช�งาน ดังนี้ 
  6.2.1.1 ทดสอบกากในตัวอยIางอาหารสัตว� และ blank อยIางละ 10 ซํ้า  
  6.2.1.2 คํานวณคIาเฉลี่ยของ blank และลบออกจากผลทดสอบกากของ
ตัวอยIางในแตIละคIา  
  6.2.1.3 คํานวณคIากากเฉลี่ย ( X ), คIาสIวนเบ่ียงเบนมาตรฐาน (SDr), % RSDr, 
% PRSDr ท่ีคํานวณจาก Horwitz equation และคํานวณคIา repeatability limit ตามแนวทางของ 
EURACHEM (EURACHEM, 2014) 

  โดย % PRSDr = 0.66 x 2(1 - 0.5 logC) 

  เม่ือ  C = concentration ratio ของปริมาณกากในตัวอยIาง  

 และคIา  repeatability limit = 2.8 x SDr 

 เม่ือ SDr = สIวนเบ่ียงเบนมาตรฐาน (standard deviation) ของการ
ทดสอบความเท่ียงแบบ repeatability 
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  6.2.1.4 ประเมินความเท่ียง โดยเกณฑ�การยอมรับ % RSDr ต�องมีคIาน�อยกวIา 
% PRSDr 
  6.2.2 การทดสอบความเท่ียงแบบ intermediate precision 

โดยทําการทดสอบกากในตัวอยIางอาหารสัตว� จํานวน 21 ชนิด ซ่ึงมีปริมาณกาก
ครอบคลุมชIวงการใช�งาน ดังนี้ 
   6.2.2.1 ทดสอบกากในตัวอยIางอาหารสัตว� 10 ซํ้า โดยทดสอบซํ้าตIางวัน  
  6.2.2.2 คํานวณคIากากเฉลี่ย ( X ), คIาเบ่ียงเบนมาตรฐาน (SDi), % RSDi,     
% PRSDr ท่ีคํานวณจาก Horwitz equation และคํานวณคIา intermediate precision limit ตาม
แนวทางของ EURACHEM (EURACHEM, 2014) 
 โดย คIา intermediate precision limit = 2.8 x SDi 
 เม่ือ SDi = สIวนเบ่ียงเบนมาตรฐาน (standard deviation) ของการทดสอบความ
เท่ียงแบบ intermediate precision 
    6.2.2.3 ประเมินความเท่ียง โดยเกณฑ�การยอมรับ % RSDi ต�องมีคIาน�อยกวIา         
% PRSDr 
 6.3  การทดสอบหาชIวงการใช�งาน (Working range)  
  พิจารณาปริมาณกากในตัวอยIางจากผลการทดสอบความแมIน (ข�อ 6.1) และการทดสอบ
ความเท่ียงแบบ intermediate precision (ข�อ 6.2.2) ท่ีอยูIในเกณฑ�ยอมรับ เพ่ือนํามาสรุปเปJนชIวงการ
ใช�งานของวิธีทดสอบ 
7. การประมาณค!าความไม!แน!นอนของการวัด  
 การประมาณคIาความไมIแนIนอนของการวัด ตามแนวทางของ EURACHEM/CITAC 
(EURACHEM, 2012) มีข้ันตอนดังนี้ 

7.1 แสดงข้ันตอนการทดสอบกากในอาหารสัตว�ท่ีชัดเจนในรูป flow chart 
7.2 กําหนดสิ่งท่ีต�องการวัด สามารถกําหนดได�จากสูตรคํานวณหาปริมาณกาก 
7.3 รวบรวมแหลIงความไมIแนIนอนท่ีมีผลกระทบตIอผลทดสอบและแสดงเปJนแผนภูมิก�างปลา 

(fish bone diagram) 
7.4 หาคIาความไมIแนIนอนจากแหลIงตIาง ๆ และเปลี่ยนคIาให�เปJนคIาความไมIแนIนอน

มาตรฐาน (standard uncertainty, ux) ดังนี้ 
 7.4.1 คIาความไมIแนIนอนท่ีเกิดจากการชั่งน้ําหนัก คือคIา linearity และ 

readability  
  โดย linearity คือ คIาความคลาดเคลื่อนของเครื่องชั่งซ่ึงเกิดจากการชั่ง

น้ําหนัก กําหนดโดยบริษัทผู�ผลิต  
   standard uncertainty  =  

3
linearity g 

  Readability คือ คIาความละเอียดของเครื่องชั่ง  
   standard uncertainty  =  

32
yreadabilit g 

หากมีการ tare เครื่องชั่งจะต�องมีการคิดคIาความไมIแนIนอนจาก linearity และ 
readability ท่ีเกิดจากการ tare น้ําหนักด�วย 

 7.4.2  คIาความไมIแนIนอนมาตรฐานจากการทดสอบซํ้า 
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 จากการหาคIาความไมIแนIนอนของผลทดสอบซํ้า จะใช�ข�อมูลจากการทดสอบความ
ใช�ได�ของวิธีทดสอบกากในอาหารสัตว� โดยใช�ผลทดสอบความเท่ียงแบบ Intermediate precision 
มาหาคIาความไมIแนIนอนมาตรฐาน จากสูตร 

 standard uncertainty   =  n
SDi , เม่ือ  n คือจํานวนซํ้าของการทดสอบ 

7.4.3 รวมคIาความไมIแนIนอนมาตรฐานจากแหลIงคIาความไมIแนIนอนเดียวกันและมี
หนIวยเดียวกัน เชIน  

u(W) = ( )( ) ( )( ) ( )( ) ( )( ) ( )( ) ( )( )23B
2

2B
2

1B
2

3
2

2
2

1 WuWuWuWuWuWu +++++  

 7.5 คํานวณคIาความไมIแนIนอนมาตรฐานรวม (Combined standard uncertainty, uc) 
  โดยเปลี่ยนคIาความไมIแนIนอนมาตรฐาน ให�เปJนคIาความไมIแนIนอนมาตรฐานสัมพัทธ� 
(relative standard uncertainty, RSU)  และ คํานวณคIาความไมIแนIนอนมาตรฐานรวมจากสูตร 

Cf

C
C
u   =  

( ) ( ) ( )
2

Cf

22

0

0

C

Precisionu

W

Wu

W

Wu













+






+








 

                 u
C
   =    CCf x ( )( ) ( )( ) ( )( )222

0 PrecisionRSUWRSUWRSU ++  

เม่ือ CCf เปJนสัญลักษณ�แทนคIากาก (g/100g)  
7.6 คํานวณคIาความไมIแนIนอนขยาย (Expanded uncertainty, UE) โดยเปลี่ยนคIา uC ให�มี

ระดับความเชื่อม่ันท่ี 95 % (coverage factor, k = 2)  
   จาก   UE = 2uc  

 7.7 คํานวณหาคIา % relative measurement uncertainty  

 % relative measurement uncertainty  = 
Cf

E
C
x100U  

8. การเข�าร!วมทดสอบความชํานาญ (Proficiency Testing, PT) กับหน!วยงานภายนอก 
 เข�ารIวมการทดสอบความชํานาญกับหนIวยงานภายนอกตIาง ๆ ได�แกI FAPAS และกรม
วิทยาศาสตร�บริการ จํานวน 4 ครั้ง ในระหวIางป~ พ.ศ. 2559 – 2560 โดยใช�วิธีทดสอบท่ีได�รับการ
พัฒนาและทดสอบความใช�ได�ของวิธีแล�ว  

ผลการทดลองและวิจารณ� 
1. ผลการพัฒนาวิธีทดสอบกากในอาหารสัตว� 
 จากการพัฒนาวิธีทดสอบกากในอาหารสัตว� โดยดัดแปลงจากวิธีมาตรฐาน AOAC Official 
Method 978.10 เพ่ือให�เหมาะสมกับเครื่องมือวิเคราะห�กากแบบก่ึงอัตโนมัติท่ีมีใช�ในห�องปฏิบัติการ
โดยทําการลดปริมาณตัวอยIางทดสอบจาก 2 กรัม เปJน 1 กรัม เนื่องจาก filter crucible ซ่ึงเปJน
ภาชนะบรรจุตัวอยIางท่ีใช�กับเครื่องวิเคราะห�กากแบบก่ึงอัตโนมัติ มีขนาดความจุ 30 มิลลิลิตร จึง
จําเปJนต�องลดปริมาณตัวอยIางทดสอบลงให�เหมาะสมกับขนาดของ filter crucible ดังนั้น จึงต�องลด
ปริมาณของสารละลาย H2SO4 1.25 % w/v และสารละลาย NaOH 1.25 % w/v จาก 200 
มิลลิลิตร เปJน 150 มิลลิลิตร เพ่ือให�เหมาะสมกับปริมาณตัวอยIางทดสอบท่ีลดลง และมีการเติม 
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celite 545 เปJนสารชIวยกรอง เนื่องจากข้ันตอนการยIอยตัวอยIางจะต�องนํา filter crucible เข�า
เครื่องวิเคราะห�โดยยึดติดกับคอลัมน�จนแนIน เม่ือทําการยIอยตัวอยIางภายในคอลัมน�จนครบเวลาแล�ว 
จะต�องมีการกรองสารละลายตัวอยIางผIานแผIนกรองชนิด sintered glass ของ filter crucible ซ่ึงมี
ความพรุนประมาณ 40 - 100 ไมโครเมตร หากไมIมีการเติมสารชIวยกรองจะทําให�อนุภาคของตะกอน
ตัวอยIางเกาะบนแผIนกรอง ทําให�กรองสารละลายตัวอยIางได�ช�า แม�วIาจะใช�ระบบสุญญากาศของ
เครื่องในการชIวยกรองก็ตาม และใช�ตัวทําละลายอะซิโตนแทนปKโตรเลียมอีเทอร�ในการสกัดไขมัน 
เนื่องจากอะซิโตนเปJนตัวทําละลายท่ีมีประสิทธิภาพในการสกัดไขมันได� (Richardson, 2001) และมี
ข�อดีคือมีกลิ่นไมIรุนแรง และมีความเปJนพิษตํ่า (OECD SIDS, 1999) ดังนั้น จึงชIวยลดอันตรายตIอ
สุขภาพของผู�ปฏิบัติงาน นอกจากนี้ ในข้ันตอนหลังจากยIอยตัวอยIางเสร็จแล�ว จะต�องทําการล�าง
ตะกอนด�วยอะซิโตน ซ่ึงมีคุณสมบัติท่ีเหมาะสมสามารถละลายในน้ําได�และระเหยได�เร็ว จึงชIวยทําให�
ตะกอนแห�งกIอนนําไปอบแห�ง และการลดอุณหภูมิในการเผาตะกอนท่ี 550 ± 10 องศาเซลเซียส 
นาน 2 ชั่วโมง เปJน 500 ± 10 องศาเซลเซียส นาน 3 ชั่วโมง เนื่องจากการใช�อุณหภูมิในการเผาเกิน 
500 องศาเซลเซียส อาจทําให�เกิดป{ญหา thermal shock (European Commission, 1992) ซ่ึง
สIงผลตIออายุการใช�งานของ filter crucible ซ่ึงมีราคาแพง ดังนั้นเพ่ือยืดอายุการใช�งานของ filter 
crucible จึงจําเปJนต�องลดอุณหภูมิในการเผาให�เหมาะสม นอกจากนี้ จําเปJนต�องเพ่ิมเวลาในการเผา
ให�นานข้ึนเพ่ือให�เหมาะสมกับอุณหภูมิการเผาท่ีลดลง 
 ผลการพัฒนาวิธีทดสอบกากในอาหารสัตว� โดยทดสอบตัวอยIางวัสดุอ�างอิงและวัสดุอ�างอิง
รับรอง ตัวอยIางละ 12 ซํ้า ด�วยวิธีท่ีดัดแปลงจากวิธีมาตรฐาน ดังตารางท่ี 1 นําผลทดสอบมาประเมิน
ความแมIนและความเท่ียง พบวIาตัวอยIางวัสดุอ�างอิงชนิด poultry feed มีคIา % Recovery เทIากับ 
97.07 และตัวอยIางวัสดุอ�างอิงรับรองชนิด dairy feed มีคIา % Recovery เทIากับ 102.69 ซ่ึงอยูI
ในชIวง 97 – 103 ตามเกณฑ�ของ AOAC, Appendix F (AOAC, 2016) และพบวIาคIา % RSDr มีคIา
น�อยกวIา % PRSDr  จากข�อมูลการทดสอบนี้เปJนข�อมูลเบ้ืองต�นท่ีแสดงวIาวิธีทดสอบกากในอาหารสัตว�
ท่ีพัฒนาข้ึนนี้มีความเหมาะสมท่ีจะใช�เปJนวิธีทดสอบ และเพ่ือให�ม่ันใจวIาวิธีทดสอบท่ีพัฒนาข้ึนให�ผล
ทดสอบท่ีถูกต�องและนIาเชื่อถือ จึงดําเนินการทดสอบความใช�ได�ของวิธีทดสอบในข้ันตอนตIอไป 
 วิธีทดสอบกากในอาหารสัตว�ท่ีพัฒนาข้ึนนี้มีข�อดี คือ เปJนวิธีท่ีเหมาะสมกับเครื่องมือวิเคราะห�
กากแบบก่ึงอัตโนมัติ โดยเครื่องสามารถให�ความร�อนแกIน้ํา สารละลายกรดเจือจาง และสารละลาย
ดIางเจือจางท่ีใช�ยIอยตัวอยIาง และล�างตะกอนด�วยน้ําร�อนโดยระบบสุญญากาศของเครื่อง ทําให�
ผู�ปฏิบัติงานไมIต�องเฝ�าดูการทํางานของเครื่องตลอดเวลา และมีการสัมผัสสารเคมีน�อยลง ดังนั้น 
ผู�ปฏิบัติงานจึงมีความปลอดภัยในการทํางานมากข้ึน  
ตารางท่ี 1 ผลการทดสอบวัสดุอ�างอิงและวัสดุอ�างอิงรับรอง และประเมินความแมIนและความเท่ียง  

ชนิดตัวอยIาง คIากาก
เฉล่ีย 

(g/100g) 

คIาอ�างอิงของ 
RM/CRM (g/100g) 

คIาสIวนเบ่ียงเบน
มาตรฐาน (SDr) 

(g/100 g)  
 

% RSDr   % PRSDr  % Recovery 
เกณฑ�ยอมรับ 

97 - 103 
(AOAC) 

RM LGC7173 
(Poultry feed) 

3.98 4.1 0.0637 1.60 2.13 97.07 

CRM BCR708 (Dairy 
feed) 

9.55 9.3 0.1077 1.13 1.89 102.69 
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2. ผลการเปรียบเทียบประสิทธิภาพเครื่องวิเคราะห�กาก 
ตารางท่ี 2 ผลการทดสอบกากในอาหารสัตว� 25 ชนิด ด�วยเครื่องวิเคราะห�กาก 2 เครื่อง 

ชนิดตัวอยIาง 
ผลทดสอบกาก (g/100g) ผลตIางของผลทดสอบกาก 

di (g/100g)
 เครื่องท่ี 1 เครื่องท่ี 2 

ปลาป�น 0.41 0.37 0.04 
ปลาและกระดูกปลาป�น 0.64 0.69 -0.05 
มันเส�น 1.94 1.89 0.05 
อาหารแมว 1.98 1.90 0.08 
ข�าวโพดป�น 1.92 1.94 -0.02 
อาหารสุนัข 1.96 1.95 0.01 
อาหารนกกระทา 3.19 3.12 0.07 
กากถ่ัวเหลือง 3.45 3.47 -0.02 
อาหารกุ�งกุลาดํา 3.59 3.57 0.02 
อาหารเปJด 4.07 4.08 -0.01 
อาหารสุกร 4.76 4.88 -0.12 
อาหารไกI 5.68 5.57 0.11 
กากดีดีจีเอส 6.89 6.77 0.12 
ถ่ัวเหลืองอบ 7.68 7.51 0.17 
อาหารโค 12.39 12.38 0.01 
กากถ่ัวเขียว 13.92 13.96 -0.04 
กากปาล�ม 15.42 15.42 0.00 
อาหารกระตIาย 16.53 16.55 -0.02 
รําละเอียด 18.22 18.57 -0.35 
กากมะพร�าว 20.41 20.06 0.35 
ทานตะวันอัดเม็ด 19.69 20.08 -0.39 
กากปาล�มรวม 23.64 23.30 0.34 
กากมันแห�ง 30.07 29.93 0.14 
รําหยาบ 32.33 32.32 0.01 
กากเบียร� 37.90 37.48 0.42 
คIาเฉลี่ยของผลตIาง (d ) 

  
0.04 

คIาเบ่ียงเบนมาตรฐานของผลตIาง ( dS ) 
  

0.179 
t 

  
1.117 

tc   
2.064 

 จากผลทดสอบปริมาณกากท่ีมีการทดสอบซํ้าตIางเครื่องดังตารางท่ี 2 ได�ประเมินโดยใช�สถิติ 
paired t-test พบวIาคIา t น�อยกวIา tc (จากตาราง t) แสดงวIาคIากากเฉลี่ยท่ีได�จากการทดสอบด�วย
เครื่องวิเคราะห�กากท้ังสองเครื่องไมIแตกตIางกันอยIางมีนัยสําคัญทางสถิติ นั่นคือเครื่องมือท้ังสอง
เครื่องมีความเทIาเทียมกันสามารถใช�งานเหมือนเปJนเครื่องมือชุดเดียวกัน ดังนั้น เครื่องมือวิเคราะห�
กากท้ังสองเครื่องจึงมีความเหมาะสมในการทดสอบกากและทดสอบความใช�ได�ของวิธีในข้ันตอนตIอไป 
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3. ผลการทดสอบความใช�ได�ของวิธีทดสอบกากในอาหารสัตว� 
3.1 ผลการทดสอบความแมIน (Accuracy) 
 จากผลการทดสอบความแมIนดังตารางท่ี 3 โดยทดสอบวัสดุอ�างอิง 10 ซํ้า และนํา

ผลทดสอบมาประเมินความแมIน 2 แบบ คือ ประเมิน trueness และ คIา % Recovery ของคIากาก
เฉลี่ย พบวIาผลการประเมิน trueness โดยทดสอบ bias ด�วยสถิติ t-test ได�คIา t น�อยกวIา tc (จาก
ตาราง t) แสดงวIา คIากลับคืนของคIากากเฉลี่ยไมIแตกตIางจาก 1 อยIางมีนัยสําคัญทางสถิติ ท่ีระดับ
ความเชื่อม่ัน 95 % นั่นคือ คIาเฉลี่ยของผลทดสอบกากในวัสดุอ�างอิงไมIแตกตIางจากคIาอ�างอิงจาก
ใบรับรองของวัสดุอ�างอิง ดังนั้น ผลการทดสอบ bias ไมIมีนัยสําคัญ และคIา % Recovery มีคIา
เทIากับ 99.51 ซ่ึงอยูIในชIวง 97–103 ตามเกณฑ�ของ AOAC, Appendix F (AOAC, 2016) ดังนั้น 
จากผลการประเมินความแมIนท้ังสองวิธี แสดงวIาวิธีทดสอบนี้มีความแมIนเปJนท่ียอมรับได� 
ตารางท่ี 3 ผลการทดสอบวัสดุอ�างอิง 10 ซํ้า และการประเมินความแมIน (Accuracy)  

 3.2 ผลการทดสอบความเท่ียง (Precision) 
 จากการทดสอบความเท่ียง 2 แบบ โดยทดสอบตัวอยIางอาหารสัตว�หลากหลายชนิด 
จํานวน 21 ตัวอยIาง ทําการทดสอบความเท่ียงแบบ repeatability โดยผู�ทดสอบคนเดียวกัน และ
ทดสอบระยะเวลาเดียวกัน ดังตารางท่ี 4 และทดสอบแบบ intermediate precision โดยผู�ทดสอบ
คนเดียวกันแตIทดสอบซํ้าตIางวัน ดังตารางท่ี 5 ผลการทดสอบความเท่ียงแบบ repeatability ได�ผล
ทดสอบปริมาณกากต้ังแตI 0.38 ถึง 35.13 กรัม/100 กรัม พบวIา % RSDr มีคIาน�อยกวIา % PRSDr  
และผลการทดสอบความเท่ียงแบบ intermediate precision ได�ผลทดสอบปริมาณกากต้ังแตI 0.42 
ถึง 35.05 กรัม/100 กรัม พบวIา % RSDi มีคIาน�อยกวIา % PRSDr  ดังนั้น จากผลการทดสอบความ
เท่ียงท้ัง 2 แบบ แสดงวIาวิธีทดสอบปริมาณกากมีความเท่ียงเปJนท่ียอมรับได� ท้ังนี้ ใช�คIา % PRSDr เปJน
เกณฑ�ยอมรับการทดสอบความเท่ียงแบบ intermediate precision แบบเดียวกับการทดสอบความ
เท่ียงแบบ repeatability เนื่องจาก เปJนการทดสอบความเท่ียงโดยห�องปฏิบัติการเดียวกัน ถึงแม�จะมี
เง่ือนไขระยะเวลาการทดสอบท่ีแตกตIางกันก็ตาม นอกจากนี้ ผลการทดสอบปริมาณกากในระดับสูงๆ
พบวIามีแนวโน�มคIา % RSD ลดลง ซ่ึงเปJนไปตามทฤษฎีของ Horwitz ท่ีกลIาววIาการวิเคราะห�ท่ีระดับ
ความเข�มข�นสูง ๆ จะมีความเท่ียงดีกวIาท่ีระดับความเข�มข�นตํ่า ๆ (Horwitz, 1982)  
  ผลการทดสอบความเท่ียงสามารถนํามาคํานวณหา repeatability limit ได�คIาอยูIในชIวง
0.03 - 0.79 และคIา intermediate precision limit ได�คIาอยูIในชIวง 0.04 - 0.95 ซ่ึงสามารถนําคIาท้ัง
สองมาใช�ประโยชน�ในการประกันคุณภาพผลการทดสอบ โดยใช�เปJนเกณฑ�ของคIาความตIาง 
(difference) ของการทดสอบตัวอยIางซํ้าในงานประจําได� 
 
 

คIากากเฉลี่ย 





Cobs  

(g/100g) 

คIาความแปรปรวน
ของคIากาก 






S2

obs  
 

คIาอ�างอิง
ของ RM 
( CRM ) 

(g/100g) 

คIาความไมI
แนIนอน

มาตรฐานของ 
RM  

))C(u( RM  

(g/100g) 

คIากลับคืน 
(Rm ) 

 

คIาความไมI
แนIนอนของ
คIากลับคืน

( 






Ru m ) 

ผลการประเมิน  
Trueness 

% Recovery 
เกณฑ�ยอมรับ 

97 - 103 
(AOAC) 

t tc 

4.08 0.0071 4.1 0.3 0.9951 0.0731 0.067 2.262 99.51 
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3.3  ผลการทดสอบหาชIวงการใช�งาน (Working range)  
 ผลการทดสอบวัสดุอ�างอิงและการประเมินความแมIนและทดสอบตัวอยIางหลายชนิดต้ังแตI
ปริมาณกากตํ่าถึงสูง และประเมินความเท่ียง พบวIาผลการประเมินความแมIนและความเท่ียงอยูIใน
เกณฑ�ยอมรับ โดยนําชIวงของการทดสอบความเท่ียงแบบ intermediate precision ดังตารางท่ี 5 มา
ใช�เปJนชIวงการใช�งาน เนื่องจากระยะเวลาการทดสอบมีความเหมาะสมกวIา เม่ือเปรียบเทียบกับการ
ทดสอบแบบ repeatability ดังนั้น ชIวงการใช�งานของวิธีทดสอบนี้ คือ 0.42 - 35.05 กรัม/100 กรัม 
ตารางท่ี 4 ผลการทดสอบกากในตัวอยIางอาหารสัตว� 21 ชนิด ตัวอยIางละ 10 ซํ้า และการประเมิน
ความเท่ียงแบบ repeatability 

ชนิดตัวอยIาง 
คIากากเฉลี่ย 
( )X  
(g/100 g) 

คIาเบ่ียงเบน
มาตรฐาน (SDr) 
(g/100 g) 

% RSDr % PRSDr 
Repeatability 
limit (2.8 x SDr) 
(g/100 g) 

ปลาป�น 0.38 0.0103 2.71 3.05 0.03 
ขนสัตว�ป~กป�น 1.17 0.0289 2.47 2.58 0.08 
โปรตีนข�าวโพด 1.37 0.0330 2.41 2.52 0.09 
ข�าวโพดเมล็ด 1.59 0.0339 2.13 2.46 0.09 
มันสําปะหลัง 2.03 0.0187 0.92 2.37 0.05 
ข�าวสาลี 2.60 0.0490 1.88 2.29 0.14 
อาหารเปJด 2.83 0.0531 1.88 2.26 0.15 
สิ่งปรุงแตIง 3.69 0.0393 1.07 2.17 0.11 
ถ่ัวเหลืองอบ 4.15 0.0755 1.82 2.13 0.21 
อาหารสุกร* 4.21 0.0761 1.81 2.13 0.21 
อาหารแมว 4.86 0.0979 2.01 2.08 0.27 
อาหารไกI 5.13 0.0911 1.78 2.06 0.26 
อาหารสุนัข 5.26 0.0803 1.53 2.06 0.22 
รําละเอียด 6.13 0.0377 0.62 2.01 0.11 
กากถ่ัวเหลือง 7.44 0.1191 1.60 1.95 0.33 
กากดีดีจีเอส 7.70 0.1340 1.74 1.94 0.38 
อาหารสุกร** 10.24 0.0933 0.91 1.86 0.26 
อาหารโค 11.97 0.1983 1.66 1.82 0.56 
กากคาโนลา 12.27 0.1557 1.27 1.81 0.44 
กากปาล�ม 16.49 0.2512 1.52 1.73 0.70 
เปลือกถ่ัวเหลืองอัดเม็ด 35.13 0.2834 0.81 1.54 0.79 
หมายเหตุ  *  คือ อาหารสุกรระยะอุ�มท�อง    

** คือ อาหารสุกรน้ําหนัก 60 กิโลกรัม จนถึงสIงตลาด 
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ตารางท่ี 5 ผลการทดสอบกากในตัวอยIางอาหารสัตว� 21 ชนิด ตัวอยIางละ 10 ซํ้า โดยทดสอบซํ้าตIาง
วัน และการประเมินความเท่ียงแบบ intermediate precision  

ชนิดตัวอยIาง 
คIากากเฉลี่ย 
( )X  
(g/100 g) 

คIาเบ่ียงเบน
มาตรฐาน (SDi) 
(g/100 g) 

% RSDi % PRSDr 

Intermediate 
precision limit 
(2.8 x SDi) 
(g/100 g) 

ปลาป�น 0.42 0.0125 2.98 3.01 0.04 
ขนสัตว�ป~กป�น 1.18 0.0299 2.53 2.57 0.08 
โปรตีนข�าวโพด 1.40 0.0348 2.49 2.51 0.10 
ข�าวโพดเมล็ด 1.57 0.0374 2.38 2.47 0.10 
มันสําปะหลัง 2.01 0.0460 2.29 2.38 0.13 
ข�าวสาลี 2.82 0.0578 2.05 2.26 0.16 
อาหารเปJด 3.04 0.0663 2.18 2.23 0.19 
สิ่งปรุงแตIง 3.67 0.0760 2.07 2.17 0.21 
ถ่ัวเหลืองอบ 4.22 0.0837 1.98 2.13 0.23 
อาหารสุกร* 4.28 0.0808 1.89 2.12 0.23 
อาหารแมว 4.81 0.0975 2.03 2.08 0.27 
อาหารไกI 5.18 0.0947 1.83 2.06 0.27 
อาหารสุนัข 5.27 0.0996 1.89 2.06 0.28 
รําละเอียด 6.12 0.0920 1.50 2.01 0.26 
กากถ่ัวเหลือง 7.54 0.1374 1.82 1.95 0.38 
กากดีดีจีเอส 7.82 0.1414 1.81 1.94 0.40 
อาหารสุกร** 10.06 0.1720 1.71 1.86 0.48 
อาหารโค 12.36 0.2209 1.79 1.81 0.62 
กากคาโนลา 12.46 0.2243 1.80 1.81 0.63 
กากปาล�ม 16.42 0.2631 1.60 1.73 0.74 
เปลือกถ่ัวเหลืองอัดเม็ด 35.05 0.3396 0.97 1.55 0.95 
หมายเหตุ  *  คือ อาหารสุกรระยะอุ�มท�อง    

** คือ อาหารสุกรน้ําหนัก 60 กิโลกรัม จนถึงสIงตลาด 
4.  ผลการประมาณค!าความไม!แน!นอน 

จากการประมาณคIาความไมIแนIนอนของการวัดตามแนวทางของ EURACHEM/CITAC 2012 
ได�ใช�ข�อมูลจากการทดสอบปริมาณกากในอาหารโคโดยทดสอบ 2 ซํ้า มีคIากากเฉลี่ยเทIากับ 11.96 
กรัม/100กรัม ในข้ันตอนแรกได�แสดงข้ันตอนการทดสอบปริมาณกากในอาหารสัตว�ในรูป flow chart 
ดังรูปท่ี 1 เพ่ือชIวยในการหาแหลIงความไมIแนIนอน จากนั้นกําหนดสิ่งท่ีต�องการวัด กําหนดได�จากสูตร
คํานวณหาปริมาณกากในอาหารสัตว� และนํามาใช�หาแหลIงความไมIแนIนอน เม่ือได�รวบรวมแหลIง
ความไมIแนIนอนท่ีมีผลกระทบตIอผลทดสอบจึงแสดงเปJนแผนภูมิก�างปลา (fish bone diagram) 
พบวIามีแหลIงความไมIแนIนอน 3 แหลIง  คือ น้ําหนักตัวอยIาง (W0) น้ําหนักกาก (W)  และการทดสอบ
ซํ้า (precision) ซ่ึงแสดงอยูIในรูปก�างปลาหลัก สIวนก�างปลายIอยจะเปJนแหลIงความไมIแนIนอนของ
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ก�างปลาหลักดังรูปท่ี 2 ใช�ข�อมูลความไมIแนIนอนจาก 3 แหลIง และจากการรวบรวมแหลIงความไมI
แนIนอนในรูปแผนภูมิก�างปลา นํามาคํานวณหาคIาความไมIแนIนอนมาตรฐาน และรวมคIาความไมI
แนIนอนมาตรฐานของแตIละแหลIง ดังตารางท่ี 7 พบวIาความไมIแนIนอนจากน้ําหนักตัวอยIาง (W0) และ
น้ําหนักกาก (W) มีสาเหตุมาจากการชั่งน้ําหนัก ซ่ึงมีผลให�เกิดคIาความไมIแนIนอนจากคIาความ
คลาดเคลื่อนของเครื่องชั่ง ท่ี เกิดจากการชั่ ง (linearity) และคIาความละเอียดของเครื่องชั่ ง 
(readability) ซ่ึงจะนํามาใช�คํานวณหาคIาความไมIแนIนอนมาตรฐานตIอไป สIวนคIาความไมIแนIนอน
จากการทดสอบซํ้า (precision) จะใช�คIาจากผลการทดสอบความใช�ได�ของวิธีทดสอบกากในอาหาร
สัตว� โดยใช�ผลทดสอบความเท่ียงแบบ intermediate precision (ตารางท่ี 5)  โดยผลการทดสอบ
อาหารโคมีคIากาก เทIากับ 11.96 กรัม/100กรัม เม่ือนําผลทดสอบไปเปรียบเทียบกับคIากากเฉลี่ยจาก
ตารางท่ี 5 พบวIามีผลทดสอบใกล�เคียงกับคIากากเฉลี่ย 12.36 กรัม/100กรัม และมีคIาสIวนเบ่ียงเบน
มาตรฐาน (SDi) เทIากับ 0.2209 กรัม/100กรัม เนื่องจากมีการทดสอบตัวอยIาง 2 ซํ้า จึงได�คIาความไมI
แนIนอนมาตรฐาน เทIากับ 0.15620 (0.2209/ 2 ) กรัม/100กรัม ดังตารางท่ี 7 ดังนั้นหากต�องการให�
คIาความไมIแนIนอนของผลทดสอบลดลง ต�องเพ่ิมจํานวนการทดสอบซํ้า นอกจากนี้ การเลือกใช�คIา
เบ่ียงเบนมาตรฐานจากผลการทดสอบความเท่ียงแบบ intermediate precision มาหาคIาความไมI
แนIนอนจากการทดสอบซํ้า จะให�คIาเบ่ียงเบนมาตรฐานท่ีครอบคลุมคIาความไมIแนIนอน ซ่ึงหากใช�
ข�อมูลท่ีได�จากการทดสอบความเท่ียงแบบ repeatability อาจได�คIาความไมIแนIนอนท่ีน�อยกวIาความ
เปJนจริงได� ผลการประมาณคIาความไมIแนIนอนของการวัดในตัวอยIางอาหารโค เปJนคIาความไมIแนIนอน
รวมจาก 3 แหลIง แตIไมIสามารถรวมคIาความไมIแนIนอนมาตรฐานของท้ัง 3 แหลIงได�โดยตรงเนื่องจาก
มีคIาต้ังต�นและมีหนIวยแตกตIางกัน จึงต�องเปลี่ยนคIาความไมIแนIนอนมาตรฐานเปJนคIาความไมIแนIนอน
มาตรฐานสัมพัทธ�กIอนนําไปคํานวณคIาความไมIแนIนอนมาตรฐานรวม และพบวIาแหลIงความไมIแนIนอน
ท่ีให�คIาความไมIแนIนอนมากท่ีสุด คือ จากการทดสอบซํ้า มีคIาความไมIแนIนอนมาตรฐานสัมพัทธ� 
เทIากับ 0.01306 ดังตารางท่ี 8 

ผลการประมาณคIาความไมIแนIนอนจากการทดสอบอาหารโคครั้งนี้ ได�คIากากและคIาความไมI
แนIนอน เทIากับ 11.96 ± 0.32 กรัม/100กรัม และ % Relative measurement uncertainty 
เทIากับ 2.7  ท่ีระดับความเชื่อม่ัน 95 % ดังตารางท่ี 8 

ตารางท่ี 6 ข�อมูลการทดสอบหาปริมาณกากในอาหารโค โดยทดสอบ 2 ซํ้า ใช�เปJนตัวแทนในการ
ประมาณคIาความไมIแนIนอน 

 
นํ้าหนัก
ตัวอยIาง
(W0,g) 

นํ้าหนัก 
celite 
(W1,g) 

นํ้าหนัก filter 
crucible+
ตะกอน (W2,g) 

นํ้าหนัก filter 
crucible+เถ�า 
(W3,g) 

Blank 
นํ้าหนัก
กาก 
(W,g) 

คIากาก 
(CCf,g/100 g) 

คIาเฉลี่ย 1.0355 0.5312 30.9052 30.7808 0.0011 0.1238 11.96 
หมายเหตุ 1. Blank คือ ปริมาณกากของ celite (ไมIมีตัวอยIาง) ตIอ celite 1 กรัม 
  2. น้ําหนักกาก (W) = 



















 ×−− Blank1w3w2w  
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ชั่งตัวอยIางประมาณ  1 กรัม (w0) และ   ชั่ง celite 545  ประมาณ 0.5 กรัม (w1B)  
celite 545  ประมาณ 0.5 กรัม (w1)   ลงใน filter crucible 
ลงใน filter crucible 
                           �                                            � 

สกัดไขมันโดยแชIอะซิโตน 3 ครั้ง ๆ ละประมาณ 15 ml 
� 

เติมสารละลาย H2SO4 1.25 % w/v 150 ml และ 1–ออกทานอล 2-3 หยด 
� 

ยIอยให�เดือดสมํ่าเสมอนาน 30 นาที 
� 

กรองและล�างตะกอนด�วยน้ําร�อน  
� 

เติมสารละลาย NaOH 1.25 % w/v 150 ml 
� 

ยIอยให�เดือดสมํ่าเสมอนาน 30 นาที 
� 

กรองและล�างตะกอนด�วยน้ําร�อน 
� 

ล�างตะกอนด�วยอะซิโตน 2 ครั้งๆ ละประมาณ 15 ml 
� 

อบท่ีอุณหภูมิ 130 ± 2 ๐C นาน 2 ชั่วโมง 
� 

ชั่ง filter crucible พร�อมตะกอน บันทึกน้ําหนัก (W2) และ (W2B) 
� 

เผาท่ีอุณหภูมิ 500 ± 10 ๐C นาน 3 ชั่วโมง 
� 

ชั่ง filter crucible พร�อมเถ�าท่ีเหลือ บันทึกน้ําหนัก (W3) และ (W3B) 
� 

คํานวณ 

  

 รูปท่ี 1 Flow Chart แสดงข้ันตอนการทดสอบหาปริมาณกากในอาหารสัตว� 
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สูตรการคํานวณหาปริมาณกากในอาหารสัตว� 

 คIากาก, CCf (g/100 g) =  
0

132

W

Blank)] x (W) W[(W −−
 x 100 

 คIากาก, CCf (g/100 g) = 
 

100
  W

W

0

×  

เม่ือ W = น้ําหนักกาก 
 W0 = น้ําหนักตัวอยIาง 
 W1 = น้ําหนัก celite ท่ีใสIในตัวอยIาง 
 W2 = น้ําหนัก filter crucible + ตะกอน (หลังอบ) 
 W3 = น้ําหนัก filter crucible + เถ�า (หลังเผา) 
 blank = (W2B  - W3B)      

      W1B  
 W1B = น้ําหนัก celite ของ blank (ไมIมีตัวอยIาง) 
 W2B = น้ําหนัก filter crucible + ตะกอน celite ของ blank (หลัง

อบ) 
 W3B = น้ําหนัก filter crucible + เถ�า celite ของ blank (หลังเผา)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

รูปท่ี 2 Fish bone diagram และแหลIงของความไมIแนIนอน 

Tare 

W 

W1B  

Tare 

Gross linearity 

 Readability 

linearity 

Readability 

W2B 
linearity 

Readability 

W3B  

linearity 

 

Readability 

W2 

linearity 

Readability 

W3 

linearity 

Readability 

linearity 

 Readability Tare 

W1 

linearity 

 
Gross 

Readability 

 

Crude fiber 
(g/100g) 

SDi 

W0 

linearity 

Readability Gross 

linearity 

 

Readability 

Precision 
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ตารางท่ี 7 ผลการคํานวณ standard uncertainty และ combined standard uncertainty ของ
แตIละแหลIง  

 
 
 

Symbol 
Description 

of 
uncertainty 

Source of 
uncertainty 

Uncertainty Diviser 
Standard 
uncertainty 
u(X) 

Combined 
standard 
uncertainty 

u(W0) u(W0) gross  
 
u(W0) tare 
 

นํ้าหนัก
ตัวอยIาง(g) 
  
 

Linearity  
Readability 
Linearity  
Readability 

0.0002 
0.0001 
0.0002 
0.0001 

3  
32  

3  
32  

0.00012 
0.00003 
0.00012 
0.00003 

0.00018 

u(W) 
 

u(W1) gross  
 
u(W1) tare 
 

นํ้าหนัก 
celite (ใสIใน
ตัวอยIาง) (g) 

Linearity  
Readability 
Linearity  
Readability 

0.0002 
0.0001 
0.0002 
0.0001 

3  
32  

3  
32  

0.00012 
0.00003 
0.00012 
0.00003 

0.00035 

u(W2) 
 

นํ้าหนัก 
filter 
crucible + 
ตะกอน(g) 

Linearity  
Readability 

0.0002 
0.0001 

3  
32  

0.00012 
0.00003 

u(W3) 
 

นํ้าหนัก 
filter 
crucible + 
เถ�า(g) 

Linearity  
Readability 

0.0002 
0.0001 

3  
32  

0.00012 
0.00003 

u(W1B) gross 
 
u(W1B) tare 
 

นํ้าหนัก 
celite ของ 
Blank(g) 

Linearity  
Readability 
Linearity  
Readability 

0.0002 
0.0001 
0.0002 
0.0001 

3  
32  

3  
32  

0.00012 
0.00003 
0.00012 
0.00003 

u(W2B) 
 

นํ้าหนัก 
filter 
crucible + 
ตะกอนของ 
Blank(g) 

Linearity  
Readability 

0.0002 
0.0001 

3  
32  

0.00012 
0.00003 

u(W3B) นํ้าหนัก 
filter 
crucible + 
เถ�าของ 
Blank(g) 

Linearity  
Readability 

0.0002 
0.0001 

3  
32  

0.00012 
0.00003 

u(Precision) 
 

u(Precision)  
 

การทดสอบ
ซํ้า (g/100g) 
 

SDi 
(ใช�ข�อมูลจาก 
Intermediate 
precision) 

0.2209 
 

2  0.15620 0.15620 
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ตารางท่ี 8 ผลการประมาณคIาความไมIแนIนอนของการวัดในตัวอยIางอาหารโค  
Symbol Description  Value (X) Standard 

uncertainty 
(u(X)) 

Relative 
standard 
uncertainty  
(u(X)/X) 

Combined 
standard 
uncertainty(uc) 

Expanded 
uncertainty 
(UE) 

 

% relative 
measurement 
uncertainty 
 

W0 นํ้าหนักตัวอยIาง 
(g) 

1.0307 0.00018 0.00017 0.16 0.32 2.7 

W นํ้าหนักกาก (g) 0.1238 0.00035 0.00283    
Precision 
 

คIากากเฉล่ีย
(g/100g) 

11.96 0.15620 0.01306    

5. ผลการเข�าร!วมทดสอบความชํานาญ (Proficiency Testing, PT) กับหน!วยงานภายนอก 
 จากผลการเข�ารIวมการทดสอบความชํานาญ รายการทดสอบกากในอาหารสัตว�กับหนIวยงาน
ตIาง ๆ ได�แกI FAPAS และกรมวิทยาศาสตร�บริการ จํานวน 4 ครั้ง ในระหวIางป~ พ.ศ. 2559 – 2560 ดัง
ตารางท่ี 9 โดยใช�วิธีทดสอบกากท่ีได�รับการพัฒนาและทดสอบความใช�ได�ของวิธีในการทดสอบตัวอยIาง 
พบวIาคIา Z-score มีคIาน�อยกวIา 2 แสดงวIาผลการทดสอบเปJนท่ีนIาพอใจ ตามเกณฑ�ของ ISO 13528 
(ISO, 2015) ดังนั้น วิธีทดสอบกากนี้จึงมีความนIาเชื่อถือและยอบรับได� นอกจากนี้ ผลการเข�ารIวมการ
ทดสอบความชํานาญใช�ในการประกันคุณภาพผลทดสอบ ตามข�อกําหนดของ ISO/IEC 17025 ข�อ 5.9 
(ISO, 2005) 

ตารางท่ี 9 ผลการเข�ารIวมทดสอบความชํานาญรายการทดสอบกากในอาหารสัตว� 

ป~ท่ีเข�ารIวม
ทดสอบ 

หนIวยงานท่ีจัด 
(PT provider) 

ชนิดตัวอยIาง 
 

ผลทดสอบ 
(g/100 g) 

คIา Assigned value 
(g/100 g) 

คIา Z – score 
 

2559 
FAPAS 

อาหารสตัว�ป~ก 
(Poultry ration) 

4.92 5.05 -0.3 

กรมวิทยาศาสตร�
บริการ 

อาหารสตัว� 4.94 4.77 0.24 

2560 
FAPAS 

อาหารสตัว�ป~ก 
(Poultry ration) 

4.17 4.06 0.3 

กรมวิทยาศาสตร�
บริการ 

อาหารสตัว� 3.32 3.18 0.29 

 

สรุปผลการทดลอง  

 การพัฒนาและทดสอบความใช�ได�ของวิธีทดสอบกากในอาหารสัตว� ได�พัฒนาวิธีทดสอบโดย
ดัดแปลงจากวิธีมาตรฐาน AOAC Official Method 978.10 (2016) เพ่ือให�เหมาะสมกับเครื่องมือ
วิเคราะห�กากแบบก่ึงอัตโนมัติ ซ่ึงผลการพัฒนาวิธีได�มีการทดสอบวัสดุอ�างอิงและวัสดุอ�างอิงรับรอง
พบวIาผลทดสอบอยูIในเกณฑ�การยอมรับ จากนั้นได�เปรียบเทียบประสิทธิภาพเครื่องวิเคราะห�กากสอง
เครื่องท่ีใช�ในห�องปฏิบัติการ พบวIาเครื่องวิเคราะห�กากท้ังสองเครื่องให�คIาเฉลี่ยของผลทดสอบกากไมI
แตกตIางกันอยIางมีนัยสําคัญทางสถิติ แสดงวIาเครื่องวิเคราะห�กากท้ังสองเครื่องมีประสิทธิภาพเทIา



BQCLP E-JOURNALวารสารอิเลก็ทรอนิกส์ สาํนกัตรวจสอบคุณภาพสินคา้ปศุสตัว ์ปีที* 9 ฉบบัที* 1 
 

23 

เทียมกัน ผลการทดสอบความใช�ได�ของวิธีท่ีพัฒนาข้ึน มีการทดสอบความแมIนโดยใช�วัสดุอ�างอิงเปJน
ตัวอยIางทดสอบ และนําผลทดสอบมาประเมินความแมIน 2 แบบ คือ การทดสอบ bias โดยใช�สถิติ  
t-test และคIา % Recovery ของคIากากเฉลี่ย พบวIา คIากลับคืนของผลทดสอบกากไมIแตกตIางจาก 1 
อยIางมีนัยสําคัญทางสถิติท่ีระดับความเชื่อม่ัน 95 %  และ % Recovery ของคIากากเฉลี่ย เทIากับ 
99.51 ซ่ึงอยูIในเกณฑ�การยอมรับท้ัง 2 แบบ ผลทดสอบความเท่ียงแบบ repeatability และความ
เท่ียงแบบ intermediate precision ประเมินด�วยสถิติ Horwitz equation พบวIาอยูIในเกณฑ�การ
ยอมรับ จากผลการทดสอบความใช�ได�ของวิธี วิธีนี้มีชIวงการใช�งานท่ีเหมาะสมท่ีปริมาณกากร�อยละ 
0.42 - 35 .05 นอกจากนี้  ได�ประมาณคIาความไมIแนIนอนของการวัดตามแนวทางของ 
EURACHEM/CITAC 2012 โดยใช�ตัวอยIางอาหารโคเปJนตัวแทนของการคํานวณคIาความไมIแนIนอน
ของการวัดจะได�ปริมาณกากร�อยละ 11.96 ± 0.32 โดยมี % Relative measurement 
uncertainty เทIากับ 2.7 ท่ีระดับความเชื่อม่ัน 95 % ดังนั้น วิธีท่ีพัฒนาข้ึนจึงมีความเหมาะสมในการ
นําไปใช�เปJนวิธีทดสอบกากในอาหารสัตว�ของสํานักตรวจสอบคุณภาพสินค�าปศุสัตว� และเปJนแนวทาง
ในการทดสอบกากในตัวอยIางอ่ืน ๆ ตIอไป 
 นอกจากนี้ วิธีวิเคราะห�กากในอาหารสัตว�ท่ีพัฒนาข้ึนนี้ ชIวยประหยัดงบประมาณในการ
จัดซ้ือวัสดุวิทยาศาสตร� รวมท้ังผู�ปฏิบัติงานมีความปลอดภัยในการทํางานมากข้ึนเนื่องจากสัมผัส
สารเคมีน�อยลง 

 
ข�อเสนอแนะ 

 ควรมีการทดสอบความเท่ียงในชนิดตัวอยIางอ่ืน ๆ เพ่ิมเติม หรือชนิดตัวอยIางท่ีไมIเคยทดสอบ 
หรือชนิดตัวอยIางท่ีเคยทดสอบแตIมีระดับปริมาณกากท่ีแตกตIางกัน เพ่ือให�ได�ข�อมูลท่ีนIาเชื่อถือและ
ทันสมัย สามารถนําไปใช�ประโยชน�ด�านการประกันคุณภาพผลการทดสอบ การประมาณคIาความไมI
แนIนอนของการวัดและการขยายขอบขIายรับรองความสามารถของห�องปฏิบัติการตามมาตรฐาน 
ISO/IEC 17025 
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