บทที่ 1
บทนำ
1.1 ความสำคัญและที่มาของปัญหาที่ทำวิจัย
    	ไข่น้ำหรือไข่ผำ(Wolffia) เป็นพืชน้ำ ที่ได้ถูกนำมาใช้เป็นวัตถุดิบในการประกอบอาหารพื้นบ้านของไทยเป็นเวลานานโดยเฉพาะในภาคเหนือและภาคตะวันออกเฉียงเหนือ (อรุณีและคณะ, 2552) เนื่องจากไข่น้ำมีคุณค่าทางโภชนากรที่ดีโดยเฉพาะมีโปรตีนสูงถึงร้อยละ 48  ไขมันร้อยะ 9 และเยื่อใยร้อยละ 14  อีกทั้งยังมีกรดอมิโนที่จำเป็นต่อร่างกาย เช่น ทรีโอนีน, วาลีน, เมไทโอนีน, ไอโซลูซีน,  ลูซีน, เฟนิลอะลานีน, ไลซีน, ทรีโอนีน, ทริพโตเฟน, อาร์จินีนและฮีสทิดีน (Ruekaewma et al, 2015) นอกจากนี้ยังมีรงควัตถุ เช่น ปริมาณคลอโรฟิลล์  แคโรทีนอยด์  สารพฤกษเคมีเช่น ปริมาณฟลาโวนอยด์ และวิตามินบี 12 ในปริมาณสูง (Szamrej & Czerpak, 2004) รวมทั้งไข่น้ำเหมาะที่จะเป็นเป็นวัตถุดิบที่เหมาะสมสำหรับผลิตภัณฑ์อุตสาหกรรมต่างๆ เช่น อาหารสัตว์ (Chantiratikul et al, 2010) นอกจากนี้มีของ Appenroth et al.,(2017) พบว่าไข่น้ำและพืชน้ำอื่นๆในวงศ์ Lemnaceae มีปริมาณโปรตีน ไขมัน แป้ง กรดอะมิโน และกรดไขมัน มีค่าอยู่ในระดับใกล้เคียงกับคำแนะนำขององค์การอนามัยโลก (WHO) โดยเฉพาะ Wolffia hyalina และ W. microscopica เหมาะแก่การใช้เป็นอาหารสำหรับมนุษย์ 
อย่างไรก็ตามการนำไข่น้ำจากแหล่งน้ำธรรมชาติมาใช้ประโยชน์ยังประสบปัญหาหลายประการโดยเฉพาะการที่ไม่สามารถควบคุมผลผลิตและคุณภาพของไข่น้ำโดยเฉพาะคุณค่าทางโภชนาการได้ ดังนั้นการเลี้ยงไข่น้ำในโรงเรือนจึงเป็นสิ่งที่น่าสนใจเพื่อให้ได้ผลผลิตที่มีคุณภาพตามที่ต้องการได้แต่ต้องมีข้อมูลที่ต้องมีการศึกษาเพิ่มเติมต่อไปในหลายประการโดยเฉพาะฤทธิ์ทางชีวภาพของไข่น้ำ นอกจากนี้ยังพบว่าการศึกษาทางด้านฤทธิ์ทางชีวภาพของไข่น้ำซึ่งมีผลต่อสุขภาพของผู้บริโภคโดยตรงนั้นมีค่อนข้างน้อย ดังนั้น หากได้ทำการศึกษาองค์ประกอบทางเคมีและฤทธิ์ทางชีวภาพของไข่น้ำจากธรรมชาติซึ่งได้เก็บตัวอย่างในพื้นที่ภาคใต้ในครั้งนี้ยังไม่เคยมีการรายงานมาก่อนรวมถึงไข่น้ำที่ได้จากการเลี้ยงเพื่อเป็นข้อมูลเบื้องต้นสำหรับการนำไปประยุกต์ใช้ในการเลี้ยงและเพิ่มมูลค่าของไข่น้ำต่อไป


1.2 วัตถุประสงค์ของการวิจัย
เพื่อศึกษาเปรียบเทียบคุณค่าทางโภชนาการ โลหะหนักตกค้าง สารสี สารพฤกษเคมีและกิจกรรมต้านอนุมูลอิสระของไข่น้ำที่เลี้ยงด้วยมูลไก่และไข่น้ำเก็บตัวอย่างจากธรรมชาติจากจังหวัดพัทลุง

1.3 ขอบเขตของการวิจัย 
เพื่อศึกษาเปรียบเทียบคุณค่าทางโภชนาการ โลหะหนักตกค้าง สารพฤกษเคมีและกิจกรรมต้านอนุมูลอิสระของไข่น้ำที่เลี้ยงด้วยมูลสัตว์และไข่น้ำเก็บตัวอย่างจากธรรมชาติจากจังหวัดพัทลุง
1.4	ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ
(1) บทความทางวิชาการสำหรับนำเสนอผลงานทางวิชาการระดับชาติอย่างน้อย 1 เรื่อง
(2) ได้บูรณาการหัวข้อวิจัยของนักศึกษาระดับปริญญาตรีและปริญญาโท
























บทที่ 2
การตรวจเอกสาร
2.1 ลักษณะทั่วไปของไข่น้ำ
	ไข่น้ำ (Water meal, Wolffia sp. ) ไข่น้ำ หรือ ผำ จัดเปนพืชชั้นสูงใบเลี้ยงเดี่ยวเป็นพืชดอกที่มีขนาดเล็กที่สุดในโลกอยู่ในวงศ์ Lemnaceae เป็นพืชลอยน้ำที่มีขนาดเล็กมองเห็นเป็นเม็ดสีเขียวกลมหรือเกือบกลม มีขนาดเส้นผ่าศูนย์กลางประมาณ 0.5 – 1.5 มิลลิเมตร ไม่มีราก ลอยอยู่บนผิวน้ำ อาจเกิดเดี่ยวหรือติดกันเป็นคู่ ดอกมีขนาดเล็ก ออกดอกเป็นช่อ ประกอบด้วยดอกตัวผู้  1 ดอก ดอกตัวเมีย 1 ดอก มีการสืบพันธุแบบอาศัยเพศโดยใชเมล็ด ซึ่งห่อหุ้มด้วยรังไข่ ส่วนการสืบพันธุแบบไม่อาศัยเพศโดยการแตกหนอ ไข่น้ำพบมากทางภาคเหนือและภาคตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศไทย (กันย์สินี, 2552) จากการศึกษาของ Ruekaewma และคณะ (2015) พบว่าไข่น้ำจากการเลี้ยงมีโปรตีนร้อยละ 48 ไขมันร้อยละ 9 เยื่อใยร้อยละ14 มีกรดอมิโนที่จำเป็นต่อร่างกาย เช่น ทรีโอนีน (threonine), วาลีน (valine), เมไทโอนีน (methionine), ไอโซลูซีน (isoleucine), ลูซีน (leucine), เฟนิลอะลานีน (phenylalanine), ไลซีน (lysine), ทรีโอนีน (threonine), ทริพโตเฟน (tryptophane ), อาร์จินีน (Arginine) และฮีสทิดีน (Histidine) จากการศึกษาของ Appenroth และคณะ (2017)รายงานว่า แหน (duckweed) เป็นพืชลอยน้ำมีการบริโภคเป็นอาหารของมนุษย์มานานอยู่ในวงศ์ Lemnaceae  มี 5 สกุลคือ Spirodela, Landoltia, Lemna, Wolffiella และ Wolffia เมื่อนำมาวิเคราะห์โปรตีนไขมัน แป้ง กรดอะมิโน และกรดไขมัน พบว่าปริมาณโปรตีนมีตั้งแต่ร้อยละ 20 - 35 ไขมันร้อยละ 4 - 7 และแป้งร้อยละ 4 - 10 ต่อน้ำหนักแห้ง ที่น่าสนใจคือ การกระจายของกรดอะมิโนมีค่าใกล้เคียงกับคำแนะนำขององค์การอนามัยโลก(WHO) เช่น ไลซีนร้อยละ 4.8 เมไทโอนีน+ซีสตินร้อยละ 2.7 และเฟนิลอะลานีน+ไทโรซีนร้อยละ 7.7% ปริมาณของกรดไขมันไม่อิ่มตัวอยู่ระหว่างร้อยละ 48 - 7 และมีปริมาณกรดไขมัน n3 สูงทำให้อัตราส่วนของ n6 / n3 อยู่ที่ 0.5 หรือต่ำกว่า ทั้งนี้ในพืชชั้นสูงที่เติบโตเร็วคือ W. microscopica มีสารไฟโตสเทอรอล (phytosterol) 50 มิลลิกรัม/1 กรัมไขมัน แต่สารอาหารในพืชน้ำสามารถเปลี่ยนแปลงได้ตามสภาพการเลี้ยง ดังนั้น W. hyalina และ W. microscopica จึงแนะนำให้ใช้เป็นอาหารของมนุษย์ นอกจากนี้ไข่น้ำมีความสำคัญต่อระบบนิเวศน์โดยเป็นอาหารขั้นต้นสำหรับปลากินพืช ไข่น้ำถูกนำมาใช้เป็นวัตถุดิบในการประกอบอาหารพื้นบ้านของไทยเป็นเวลานาน โดยเฉพาะในภาคตะวันออกเฉียงเหนือ ภาคเหนือ นอกจากนี้ไข่น้ำยังช่วยในการบำบัดน้ำเสีย ใช้ทดแทนโปรตีนในสูตรอาหารสัตว์ได้อีกด้วย

2.1.1 ลักษณะทางชีววิทยาของไข่น้ำ
ไข่น้ำหรือผำเป็นพืชมีดอกที่มีขนาดเล็กที่สุดในโลก มีชื่อสามัญว่า water meal ในเมืองไทย ไข่น้ำสกุล Wolffia พบ 2 ชนิด คือ Wolffia arrhiza, (Linn) Wimm และ Wolffia globoso (Linn) Wirm อยู่ในวงศ์เดียวกับแหนเป็ด จัดลําดับทางอนุกรมวิธานได้ดังนี้  (กฤษฏิพนธ์, 2556)
			Phylum :  Plantae
				Division  :  Anthophyta
					Class :  Monocotyledonae
						Order :  Arales
							Family :  Lemnaceae
								Genus :  Wolffia
									Species  :  globosa
[image: C:\Users\Windows10\Desktop\งานวิจัย\รูป\IMG20180621115546.jpg]
				(ก)				(ข)
ภาพที่ 1 ไข่น้ำที่เลี้ยงโดยวัสดุพรางแสงขนาดต่างกัน(ก)  (ข)


2.2 ประโยชน์ของไข่น้ำ
         ไข่น้ำมีประโยชน์ มาก หลายประการ ดังนี้
1. อาหารสำหรับมนุษย์ นิยมรับประทานมากทางภาคตะวันออกเฉียงเหนือและภาคเหนือ ไข่น้ำเป็นพืชที่มีคุณค่าทางอาหารสูง โดยเฉพาะโปรตีน วิตามิน และเกลือแร่ มีรสชาติเหมือนผักทั่วไป การนำไข่น้ำมาปรุงอาหารทำได้ง่าย พร้อมทั้งยังเพิ่มรสชาติให้กับอาหารได้เป็นอย่างดี เช่น แกงอ่อม แกงปลา แกงไก่ แกงเนื้อ หรือตำกินสดๆ และเป็นส่วนผสมในข้าวเกรียบกุ้ง (ชุตินุช และ มาโนช, 2545) 
2. อาหารสำหรับสัตว์ ไข่น้ำมีโปรตีนอยู่ระหว่าง 19.3-45.0%  ของน้ำหนักแห้งปริมาณ โปรตีนในไข่น้ำผันแปรตามปริมาณสารอาหารในน้ำ (ศิริภาวี และคณะ, 2544)  วินากร,(2555) ได้รายงานว่า การเสริมไข่น้ำ ร้อยละ 10 ในอาหารเม็ดสำเร็จรูปเพื่อเลี้ยงปลานิลแดง ส่งผลให้ปลานิลแดงมีน้ำหนักตัวที่เพิ่มขึ้น อัตราการเจริญเติบโตประสิทธิภาพการใช้โปรตีนสูงที่สุด มีปริมาณโปรตีนในเนื้อสูงที่สุด และปริมาณไขมันในเนื้อต่ำที่สุด การเสริมไข่น้ำร้อยละ 15 ส่งผลให้ปลานิลมีความเข้มสีผิวและปริมาณแคโรทีนอยด์ในเนื้อปลาสูงที่สุด และการเสริมไข่น้ำในอาหารทำให้มีต้นทุนค่าอาหารต่อกิโลกรัมน้ำหนักตัวต่ำสุด 
3. เป็นแหล่งของสารต้านอนุมูลอิสระ (antioxdant) ขวัญดาว(2556) ได้ศึกษาการศึกษาเกี่ยวกับสมบัติการเป็นสารต้านอนุมูลอิสระจากไข่น้ำ พบว่าไข่น้ำที่สกัดด้วยเอทานอล ใช้เวลาสกัด 24 ชั่วโมงได้สารสกัดที่มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระร้อยละ 80.15 
4.เป็นแหล่งของรงควัตถุ (pigment) ไข่น้ำสารสีหรือรงควัตถุหลายชนิดได้แก่ คลอโรฟิลล์  และเบต้าเลน (betalains) (อุมาพร, 2553)  รายงานว่าไข่น้ำมีสารสีในปริมาณที่สูงพบปริมาณคลอโรฟิลล์ 30.17 มิลลิกรัม/ 100 กรัม  และนิตยาและคณะ (2558)  รายงานว่าปริมาณสารสีของไข่น้ำที่เพาะเลี้ยงด้วยน้ำจากบ่อปลาดุกมีแคโรทีนอยด์รวม 699.5 ไมโครกรัม/กรัมของน้ำหนักแห้ง นอกจากนี้ยังมีเบต้า-แคโรทีน 64.16 ไมโครกรัมต่อน้ำหนักสด 1,000 กรัม (กองโภชนาการ, 2550)  
5. ช่วยบำบัดน้ำเสียและดูดซับธาตุอาหาร  โดยบุญทิวา และคณะ (2556)  ได้รายงานว่าการใช้ไข่น้ำดูดซับธาตุอาหารในน้ำหมักมูลปลานิล พบว่าปริมาณแอมโมเนียลดลงเป็น 0 มิลลิกรัมต่อลิตร และสามารถลดปริมาณไนเตรท ไนโตรเจนรวม ออร์โธฟอสเฟต และฟอสฟอรัสรวมได้ การนำไข่น้ำบำบัดน้ำเสียจากฟาร์มสุกร สามารถลดบีโอดี ของแข็งแขวงลอยในน้ำ ได้มากกว่าร้อยละ 90 

2.3 การเลี้ยงไข่น้ำ 
	ปัจจุบันมีการเลี้ยงไข่น้ำมีการเลี้ยงเพื่อบริโภค และการเลี้ยงเพื่อเป็นอาหารสัตว์ หลายวิธี ดังนี้
	2.3.1 การเลี้ยงไข่น้ำในบ่อดิน 		การเลี้ยงไข่น้ำในบ่อดินเป็นการเลี้ยงตามธรรมชาติ ไม่สามารถควบคุมปัจจัยภายนอกได้ แต่การเลี้ยงแบบนี้ให้ผลผลิตสูง ลงทุนต่ำกว่าการเลี้ยงในโรงเรือน 
	2.3.2 การเลี้ยงในบ่อซีเมนต์   		การเลี้ยงในบ่อซีเมนต์เป็นวิธีการเลี้ยงที่มีเป้าหมายชัดเจนในการผลิต เช่น เพื่อจำหน่ายสด หรือทำเป็นอาหารสัตว์น้ำ วิธีการการนี้จัดการง่าย สะดวก ลงทุนมากว่าการเลี้ยงแบบธรรมชาติ สามารถควบคุมคุณภาพของผลผลิตได้ จากการศึกษาของ ชื่นดวงใจ (มปป). พบว่าการเลี้ยงไข่น้ำในบ่อซีเมนต์แต่ละวิธีมีลักษณะดังนี้
	วิธีที่ 1 การเพาะเลี้ยงด้วยสารละลายธาตุอาหารพืชสำเร็จรูป อัตราการใช้ 1 มิลลิลิตรต่อน้ำ 2 ลิตร ปล่อยไข่น้ำ 100 – 300 กรัมต่อบ่อ วิธีนี้ไข่น้ำจะเจริญเติบโตเร็ว สะอาด ปลอดภัย ไม่มีกลิ่นคาว เริ่มเก็บผลผลิตเมื่อเลี้ยงครบ 2 สัปดาห์ เติมสารละลายฯ 2 – 3 เดือนต่อครั้ง
	วิธีที่ 2 การเพาะเลี้ยงด้วยสารละลายธาตุอาหารพืชสำเร็จรูปร่วมกับน้ำหมักฮอร์โมนไข่และนม อัตราการใช้ 1 มิลลิลิตรต่อน้ำ 2 ลิตร ผสมน้ำหมักฮอร์โมนไข่และนม อัตรา 10 มิลลิลิตรต่อน้ำ 20 ลิตร บ่อซีเมนต์เส้นผ่าศูนย์กลาง 1 เมตร เติมน้ำ 20 – 30 เซนติเมตร ปล่อยไข่น้ำ 100 – 300 กรัมต่อบ่อ วิธีนี้ไข่น้ำจะเจริญเติบโตเร็วกว่าวิธีแรก แต่น้ำมีกลิ่นน้ำหมัก เริ่มเก็บผลผลิตเมื่อเลี้ยงครบ 2 สัปดาห์ เติมสารละลายฯ 2 – 3 เดือนต่อครั้ง
	วิธีที่ 3 การเพาะเลี้ยงด้วยปุ๋ยเคมี สูตร 16–16–16  แบบละลายน้ำได้ใช้ปุ๋ยในอัตรา 1 ช้อนโต๊ะต่อบ่อซีเมนต์เส้นผ่าศูนย์กลาง 1 เมตร เติมน้ำ 20 – 30 เซนติเมตร ปล่อยไข่น้ำ 100 – 300 กรัมต่อบ่อ วิธีนี้ไข่น้ำจะเจริญเติบโตเร็ว สะอาด ปลอดภัย ไม่มีกลิ่นคาว เริ่มเก็บผลผลิตเมื่อเลี้ยงครบ 2 สัปดาห์ เติมปุ๋ยเดือนละ 1 ครั้ง
	วิธีที่ 4 การเพาะเลี้ยงแบบอินทรีย์ นำปุ๋ยคอกแห้ง 2 กิโลกรัมใส่กระสอบปุ๋ยหรือกระสอบผ้าแช่ลงในบ่อซีเมนต์เส้นผ่าศูนย์กลาง 1 เมตร เติมน้ำ 20 – 30 เซนติเมตร ปล่อยไข่น้ำ 100 – 300 กรัมต่อบ่อ วิธีนี้ไข่น้ำจะเจริญเติบโตได้ดี แต่จะมีกลิ่นคาววิธีอื่น เหมาะจะนำไปเป็นอาหารปลา และสัตว์ปีก เริ่มเก็บผลผลิตเมื่อเลี้ยงครบ 2 สัปดาห์ เติมปุ๋ยเดือนละ 1 ครั้ง
		จากการศึกษาของกันย์สินี (2552) พบว่าปัจจัยที่มีผลต่อการเจริญเติบโตของไข่น้ำ (Wolffia arrhiza (L.) Wimm) และวิธีการในการเพาะขยายพันธุ์แบบมหมวล จากการเลี้ยงในห้องปฏิบัติและอาคารเปิด ไข่น้ำมีอัตราการเจริญเติบโตสูงที่สุดเมื่อเลี้ยงในน้ำประปาที่เติมปุ๋ย N–P–K สูตร 16–16-16 ที่ระดับความเข้มข้น 100 มิลลิกรัมต่อลิตร คุณสมบัติของน้ำที่เหมาะสมต่อการเลี้ยงคือ มีค่าความเป็นกรด – ด่างระหว่าง 5 -6 มีค่าความกระด้างต่ำกว่า 100 มิลลิกรัมต่อลิตรแคลเซียมคาร์บอเนต สำหรับความเข้มแสงที่เหมาะสมอยู่ในช่วง 5,000 – 10,000 ลักซ์ ต้นไข่น้ำมีอายุการเจริญเติบโตเฉลี่ยที่ 15 เมื่อทดลองเลี้ยงไข่น้ำ 30 วัน สามารถเก็บเกี่ยวผลผลิตได้ประมาณ 2 กิโลกรัมน้ำหนักเปียกต่อตารางเมตร และวัดปริมาณเบต้า –แคโรทีนในไข่น้ำที่มีอายุการเลี้ยง 24 วันพบเฉลี่ยประมาณ 600 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัมน้ำหนักแห้ง และจากการทดลองเลี้ยงไข่น้ำแบบแบ่งชั้นเพื่อเพิ่มปริมาณผลผลิตต่อหน่วยพื้นที่ให้มากขึ้น โดยเลี้ยงในถังทดลองซึ่งเรียงตามความสูงสามชั้นแต่ละชั้นได้รับแสงแตกต่างกันเป็นระยะเวลา 28 วัน พบว่า ได้ผลผลิตทั้งหมดประมาณ 4.6 กิโลกรัมน้ำหนักเปียกต่อตารางเมตร 
ปัจจัยที่มีผลต่อการเจริญเติบโตของไข่น้ำนั้นมีหลายปัจจัย ซึ่งปัจจัยที่สำคัญ มีดังนี้
	1. อุณหภูมิ  เป็นปัจจัยที่มีผลกระทบทั้งทางตรงและทางอ้อมต่อระบบนิเวศของไข่น้ำ ซึ่ง ไข่น้ำจะเจริญได้ดีในที่อุณหภูมิเฉลี่ยตลอดปี ระหว่าง 32 - 33 องศาเซลเซียส อย่างไรก็ตามจากการ ทดลองเลี้ยงกับไข่น้ำชนิดต่างๆ พบว่าไข่น้ำแต่ละชนิดจะเจริญได้ดีช่วงอุณหภูมิต่างกัน ซึ่งที่อุณหภูมิ ของน้ำที่ 40 องศาเซลเซียส มีผลกระทบด้านลบต่อการสังเคราะห์แสงของไข่น้ำ (นิศาชล, 2554)
	2. ความเป็นกรดเป็นด่าง (pH) ของน้ำ ไข่น้ำเจริญเติบโตได้ดีที่ค่าความเป็นกรดเป็นด่างมีค่าระหว่าง  5-7 (นิศาชล, 2554)  จากการสำรวจค่าความเป็นกรดเป็นด่างของแหล่งน้ำที่พบไข่น้ำในจังหวัดมหาสารคาม และจังหวัดขอนแก่น พบว่า ค่าความเป็นกรด-ด่างของแหล่งน้ำที่ยังคงให้ ผลผลิตไข่น้ำมีค่าอยู่ที่ ระดับ 7 หรือต่ำกว่า ขณะที่แหล่งน้ำที่ไม่ให้ผลผลิตแล้วมีค่าความเป็นกรดด่างสูงกว่า 7 และพบพืชน้ำชนิดอื่นขึ้นปะปน (กันย์สินี, 2552)
2.5  สารต้านอนุมูลอิสระ (antioxidant)
	สารต้านอนุมูลอิสระ (antioxidant) หมายถึง สารที่ทำหน้าที่ยับยั้ง หรือต่อต้านปฏิกิริยาออกซิเดชั่น หรือขจัดอนุมูลอิสระ เป็นสารที่มีคุณสมบัติยับยั้งปฏิกิริยาลูกโซ่ของอนุมูลอิสระ (อนุชิตา มุ่งงาม, 2555) ร่างกายของคนเราจะมีการป้องกันการสะสมสารอนุมูลอิสระ โดยการสร้างเอนไซม์ต้านอนุมูลอิสระขึ้นมาควบคุมปริมาณสารอนุมูลอิสระให้อยู่ในภาวะที่สมดุล และอีกส่วนได้จากสารต้านอนุมูลอิสระที่ร่างกายรับประทานเข้าไปจำพวก วิตามิน เบต้าแคโรทีน และแคโรทีนอยด์ รวมทั้งสารประกอบโพลี ฟีนอล (บุหรัน, 2556)
		 
2.6 สารประกอบฟีนอลิก
	สารประกอบฟีนอลิกเป็นสารทุติยภูมิ (secondary metabolites) ที่พบได้ทั่วไปในพืช ถูกผลิตขึ้นเพื่อใช้ในการเจริญเติบโตและช่วยป้องกันเชื้อโรค หรือ แมลงศัตรูพืชที่เขาไปทำลายเซลล์ต่างๆ ของพืชรวมถึงการให้สีสันกับพืชด้วย ประโยชน์ของสารประกอบฟีนอลิกต่อสุขภาพ เนื่องจากสารประกอบฟีนอลิกมีคุณสมบัติเป็นต้านอนุมูลอิสระ  ฟลาโวนอยด์ กรดฟีโนลิก และ แทนนิน ทำหน้าที่เป็นตัวกำจัดอนุมูลอิสระที่สำคัญ โดยเฉพาะอนุมูลเปอร์ออกซิล จึงสามารถป้องกันการเกิดขั้นตอน propagation ของปฏิกิริยาลูกโซ่ และ สามารถทำหน้าที่เป็นสารคีเลต ทำหน้าที่ดักจับไออนของโลหะ เช่น เหล็ก และทองแดง ไว้ในโมเลกุล สารประกอบฟีนอลิกทำหน้าที่เป็นทั้งสารอิเล็กตรอนและเป็นตัวให้ไฮโดรเจนอะตอมกับอนุมูลอิสระจึงสามารถกำจัดอนุมูลที่มีออกซิเจนที่อยู่ในรูปแอคทีฟ (ROS) ทำให้สารประกอบฟีนอลิกเป็นสารต้านออกซิเดชั่น หรือแอนติออกซิแดนท์ที่สำคัญ (Rice-Evans et al., 1996) 
2.7  โลหะหนัก (heavy metal) 
โลหะหนัก หมายถึง โลหะ (metal) ที่มีความถ่วงจำเพาะมากกว่าน้ำ 5 เท่าขึ้นไป ได้แก่ ดีบุก สังกะสี ทองแดง ตะกั่ว สารหนู ปรอท มีอัตราการสลายตัวค่อนข้างช้า ทำให้สะสมอยู่ในสิ่งแวดล้อมได้นาน เป็นมลพิษทางน้ำ โลหะหนักเป็นอันตรายในอาหาร ประเภทอันตรายทางเคมีจึงเกิดการสะสมโลหะหนักในเนื้อเยื่อสัตว์ และเนื้อเยื่อพืช โดยสะสมสารมลพิษเพิ่มขึ้นตามลำดับขั้นการบริโภค (พิมพ์เพ็ญ และนิธิยา, 2561) จากประกาศกระทรวงสาธารณสุข ฉบับที่ 98 (2529) เรื่องมาตรฐานอาหารที่มีสารปนเปื้อน มีข้อกำหนดเกี่ยวกับการปนเปื้อนของโลหะหนักในอาหารดังนี้
(1) ดีบุก ไม่เกิน 250 มิลลิกรัมต่ออาหาร 1 กิโลกรัม
(2) สังกะสี ไม่เกิน 100 มิลลิกรัมต่ออาหาร 1 กิโลกรัม
(3) ทองแดง ไม่เกิน 20 มิลลิกรัมต่ออาหาร 1 กิโลกรัม
(4) ตะกั่ว ไม่เกิน 1 มิลลิกรัมต่ออาหาร 1 กิโลกรัม เว้นแต่อาหารที่มีตะกั่วปนเปื้อนตามธรรมชาติในปริมาณสูง ให้มีได้ตามที่ได้รับความเห็นชอบจากสำนักงานคณะกรรมการอาหารและยา
(5) สารหนู ไม่เกิน 2 มิลลิกรัมต่ออาหาร 1 กิโลกรัม
(6) ปรอท ไม่เกิน 0.5 มิลลิกรัมต่ออาหาร 1 กิโลกรัม สำหรับอาหารทะเล และไม่เกิน 0.02 มิลลิกรัมต่ออาหาร 1 กิโลกรัมสำหรับอาหารอื่น

2.8  รงควัตถุ (pigment)
รงควัตถุ หมายถึง สารที่ดูดกลืนแสงที่มีความยาวคลื่นแตกต่างกันออกไปแล้วแต่ชนิด แต่สามารถเปลี่ยนแสงให้เป็นพลังงานเพื่อนำไปใช้ได้เหมือนกัน รงควัตถุพบในคลอโรพลาสต์ ที่สำคัญได้แก่ คลอโรฟิลล์ แคโรทีนอยด์ และไฟโคบิลิน (เกศกนก เชื้อบาง, 2558) มีรายละเอียดดังนี้
(1) รงควัตถุกลุ่มคลอโรฟิลล์ (chlorophyll) เป็นรงควัตถุสีเขียวที่พบอยู่ในพืช โดยเฉพาะผักใบเขียวและผลไม้ดิบบางชนิด คลอโรฟิลล์มีหน้าที่สำคัญในกระบวนการสังเคราะห์แสง ซึ่งเป็นกระบวนการที่จำเป็นต่อการดำรงชีวิตของพืช คลอโรฟิลล์ที่พบในพืชส่วนใหญ่มี 2 ชนิด คือ คลอโรฟิลล์เอและคลอโรฟิลล์บี สำหรับคลอโรฟิลล์ที่พบในพืชสีเขียวชั้นสูงจะมีอัตราส่วนของคลอโรฟิลล์เอต่อคลอโรฟิลล์บีประมาณ 3 : 1 (นิธิยา, 2551) 
(2) รงควัตถุกลุ่มแคโรทีนอยด์ (carotenoids) เป็นกลุ่มของรงควัตถุที่พบในพืช ให้สีเหลือง ส้ม และส้มแดง มีคุณสมบัติไม่ละลายน้ำ แต่ละลายได้ดีในน้ำมัน และตัวทำละลายอินทรีย์ (นิธิยา, 2551) เป็นสารประกอบประเภทไฮโดรคาร์บอนที่ไม่อิ่มตัว (unsaturated hydrocarbon) มีคาร์บอน 40 อะตอม แคโรทีนอยด์เป็นรงควัตถุที่เป็นสารตั้งต้นของวิตามินเอ (provitamin A) ซึ่งจะถูกเปลี่ยนเป็นวิตามินเอได้ในร่างกายคนและสัตว์ สารสีกลุ่มแคโรทีนอยด์ (carotenoid) กลุ่มแซนโทฟิลล์ (xanthophylls) ซึ่งมีสีเหลือง สีส้ม และสารสีแดง ได้แก่ ไลโคปีน (lycopene) มีคุณสมบัติเป็นสารต้านอนุมูลอิสระ (antioxidant) ลดภาวะความเสี่ยงต่อการเกิดมะเร็ง เสริมสร้างระบบสืบพันธุ์ รวมถึงเป็นสารที่ทำให้เกิดสีในตัวอ่อน แคโรทีนอยด์แบ่งตามลักษณะโครงสร้างทางเคมีได้ 2 กลุ่มดังนี้
1) กลุ่มแคโรทีน (carotenes) เช่น เบต้า-แคโรทีน (beta-carotene)    ไลโคปีน (lycopene) และลูทีน (lutein) 
2) กลุ่มแซนโทฟิลล์ (xanthophylls) เช่น ซีแซนทิน (zeaxanthin)  


2.8 มูลไก่
	มูลไก่มีปริมาณสารอาหารที่เพียงพอต่อการเจริญเติบโตของไข่น้ำ   มูลไก่ทั่วไปมีส่วนประกอบโดยประมาณดังตารางที่ 3 
ตารางที่ 3 ส่วนประกอบสารอาหารโดยประมาณในมูลไก่
	ส่วนประกอบในมูลไก่
	ร้อยละ

	น้ำ
	56.00

	อินทรีย์สาร
	26.00

	ไนโตรเจน (N)
	1.93

	ฟอสฟอรัส (P)
	2.67

	โพแทสเซียม (K)
	1.45

	แคลเซียม (Ca)
	2.40

	สารอื่นๆ
	9.55


ที่มา : รติรัตน์และอุษา (2546)
2.10  งานวิจัยที่เกี่ยวข้อง
กันย์สินีและสุขุม (2552) ได้ทำการศึกษาทดลองเพาะเลี้ยงไข่น้ำและการนำไปใช้ปรับปรุง คุณภาพสีปลาทอง ได้ทดลองเลี้ยงโดยเติมปุ๋ย N-P-K สูตร 16-16-16 ที่ความเข้มข้น 100 มิลลิกรัมต่อลิตร และปรับค่าความเป็นกรด-ด่างให้อยู่ในระดับ 5-6 ค่าความเข้มแสงไม่ต่ำกว่า 5,000 ลักซ์ ทำการเลี้ยงเป็นเวลา 30 วัน ได้ผลผลิตไข่น้ำเฉลี่ย ประมาณ 600 มิลลิกรัม ปริมาณเบต้า-แคโรทีนในไข่น้ำที่มีอายุการเลี้ยง 24 วัน มีค่าเฉลี่ยประมาณ 600 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัมน้ำหนักแห้ง และจากการศึกษาการไข่น้ำแบบแบ่งชั้นเพื่อเพิ่มปริมาณผลผลิตต่อ หน่วยพื้นที่ให้มากขึ้น โดยการเลี้ยงในถังทดลองเรียงตามสูงสามชั้น แต่ละชั้นได้รับแสงต่างกัน ในการเลี้ยงเป็นเวลา 28 วัน พบว่า ได้ผลผลิตทั้งหมดประมาณ 4.6 กรัม นอกจากนี้ได้ทำการทดลองศึกษาการเพิ่มธาตุแคลเซียมในไข่น้ำ พบว่า ไข่น้ำที่เลี้ยงโดยการเติมเกลือแคลเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต ในอัตรา500 มิลลิกรัมต่อลิตร และ EDTA 0.5 มิลลิโมล  เป็นระยะเวลา 10 วัน มีปริมาณธาตุแคลเซียมในไข่น้ำสูงสุดเฉลี่ยที่  873 มิลลิกรัมต่อ 1,000 กรัมต่อน้ำหนักแห้ง ซึ่งสูงกว่าในไข่น้ำก่อนการทดลองประมาณร้อยละ 40
รติรัตน์และอุษา (2546) ได้ทำการทดลองเพาะเลี้ยงไข่น้ำในน้ำมูลไก่ที่ระดับความเข้มข้น 0, 0.1, 0.2, 0.3 และ 0.4 กรัมต่อลิตร เป็นระยะเวลา 5 วัน พบว่าไข่น้ำที่เพาะเลี้ยงในระดับความ เข้มข้น 0.3 กรัมต่อลิตร ในระยะเวลา 3 วัน สามารถเพิ่มจำนวนไข่น้ำได้สูงสุดเท่ากับ 230 ต้น เมื่อเปรียบเทียบการเจริญเติบโต พบว่า ไข่น้ำที่เลี้ยงในน้ำมูลไก่ที่ระดับความเข้มข้นต่างกันมีการเจริญเติบโตแตกต่างกัน
ศรัณย์ (2559)  ทำการเปรียบเทียบการเพาะเลี้ยงไข่น้ำด้วยปุ๋ยหมักชีวภาพต่างชนิด การวางแผน 4 ชุดการทดลองๆ ละ 4 ซ้ำ คือ สูตรปุ๋ยหมักมูลวัว สูตรปุ๋ยหมักมูลเป็ด สูตรปุ๋ยหมักมูลไก่ สูตรปุ๋ยหมักมูลแพะ โดยใส่ปุ๋ยหมักอัตราส่วน 60 กรัม ในน้ำ 30 ลิตร พบว่าสูตรปุ๋ยหมักมูลไก่มี น้ำหนักเฉลี่ยของไข่น้ำมากกว่าสูตรปุ๋ยหมักมูลเป็ด และสูตรปุ๋ยหมักมูลแพะ และสูตรปุ๋ยหมักมูลวัว ตามลำดับ อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (p<0.05) 
กันย์สินี (2552) ทำการศึกษาปัจจัยที่มีผลต่อการเจริญเติบโตของไข่น้ำ (Wolfa arrhiza (L.) Wimm.) และวิธีในการเพาะขยายพันธุ์แบบมหมวล พบว่าไข่น้ำมีอัตราการเจริญเติบโตสูงที่สุด เมื่อเลี้ยงในน้ำประปาที่เติมปุ๋ย N-P-K สูตร 16-16-16 ที่ระดับความเข้มข้น 100 มิลลิกรัมต่อลิตร คุณสมบัติของน้ำเลี้ยงที่เหมาะสมคือ มีค่าความเป็นกรด-ด่างระหว่าง 5-6 และมีค่าความกระด้างต่ำกว่า 100 มิลลิกรัมต่อลิตรแคลเซียมคาร์บอเนต สำหรับความเข้มแสงที่เหมาะสมในการเลี้ยง มีค่าอยู่ระหว่าง 5,000-10,000 ลักซ์
นัฏฐา และคณะ (2560) ศึกษาอิทธิพลของชนิดปุ๋ยและระดับการพรางแสงต่อผลผลิตและคุณภาพของไข่น้ำ (Wolffic arrhiza (L.) Wimm.) โดยศึกษาอิทธิพลของ ปุ๋ย 3 ชนิด ได้แก่ มูลแพะ (2 กก./ตร.ม.) ปุ๋ยเคมี (100 มก./ล.) และปุ๋ยไฮโดรโปนิกส์ (EC 0.5 มิลลิซีเมนต์/ซม.) ร่วมกับการพรางแสง 3 ระดับ ได้แก่ ไม่พรางแสง พรางแสงร้อยละ 50 หนึ่งชั้น และพรางแสงร้อยละ 50 สองชั้น เก็บเกี่ยวผลผลิตที่อายุ 20 วัน พบว่าชนิดปุ๋ยและการพรางแสงมีปฏิสัมพันธ์ระหว่างกัน (p<0.01) ต่อปริมาณน้ำหนัก สด น้ำหนักแห้ง สี ปริมาณคลอโรฟิลล์ และปริมาณโปรตีน โดยการให้ปุ๋ยไฮโดรโปนิกส์ร่วมกับการไม่พรางแสง ให้ปริมาณน้ำหนักสด น้ำหนักแห้ง และปริมาณคลอโรฟิลล์สูงสุด คือ 1,236.49 ก./ตร.ม.  38.80 ก./ตร.ม. และ 41.64 มก./100 ก. ตามลำดับ ส่วนการให้ ปุ๋ยเคมีร่วมกับการพรางแสงทั้งสามระดับจะให้ค่าความสว่างและค่าความเป็นสีเหลืองของไข่น้ำ สูงสุด และการเลี้ยงไข่น้ำในปุ๋ยไฮโดรโปนิกส์ร่วมกับการพรางแสงร้อยละ 50 สองชั้น ให้ปริมาณ โปรตีนสูงสุดถึงร้อยละ 40.46






























บทที่ 3 
วิธีการดำเนินการวิจัย

1. วัสดุ อุปกรณ์ และเครื่องมือ
1.1 วัสดุ อุปกรณ์และเครื่องมือที่ใช้ในการเลี้ยงไข่น้ำ
1.1.1 บ่อซีเมนต์กลม 
1.1.2 มูลไก่ 
1.1.3 ไข่น้ำ
1.1.4 สวิง 
1.1.5 เครื่องชั่ง 
1.1.6 ผ้าขาวบาง 
1.1.7 ตาข่ายพรางแสงสีเขียว (ขนาด 0.3 เซนติเมตร)
1.1.8 ตาข่ายพรางแสงสีเขียว (ขนาด 1 เซนติเมตร)
1.1.9 น้ำส้มสายชู
1.1.10 เครื่องวัดแสง
1.2 สารเคมี อุปกรณ์และเครื่องมือในการวิเคราะห์สารแคโรทีนอยด์
1.2.1 สารเคมีที่ใช้ในการทดลอง
1) น้ำกลั่น 
2) เอทธานอล 
3) โพแทสเซียมไฮดรอกไซด์ 
4) โซเดียมคลอไรด์ 
5) ไดเอธิลอีเธอร์ 
6) ไดโซเดียมซัลเฟตแอนไฮดรัส 

1.2.2 อุปกรณ์และเครื่องมือ
1) บีกเกอร์ (Beaker) 
2) ขวดปรับปริมาตร (volumetric flask) 
3) ขวดสีชา (Brown bottle) 
4) ปิเปต (pipette)
5) กระดาษฟอล์ย (Foi) 
6) ข้อนตักสาร (spatula) 
7) แท่งแก้ว (Glass) 
8) กระบอกตวง (cylinder) 
9) กรวยแก้ว (Funnel) 
10) เครื่องชั่งไฟฟ้า ทิศนิยม 4 ตําแหน่ง (scale Electricity places) 
11) ตู้อบลมร้อน (hot air Oven) 
12) ควบคุมอุณหภูมิ water bath 
13) เครื่องเครื่องหมุนเหวี่ยงตะกอน (Centrifuge) 
14) เครื่องวัดค่าการดูดกลืนแสง (uv/visble spectrophotometer for microvolumeBiodropulite) 
15) เครื่องอัลตร้าโซนิค 

1.2 วัสดุ อุปกรณ์และเครื่องมือที่ใช้ในการศึกษาฤทธิ์ต้านอนุ……..

2. วิธีการศึกษา 
	2.1 เก็บไข่น้ำจากธรรมชาติ  จากบ่อน้ำขัง อำเภอเขาชัยสน จังหวัดพัทลุง (8o9'41"N, 99o43'31"E) (ภาพที่ 1นำตัวอย่างที่ได้ล้างทำความสะอาด เพื่อนำไปใช้ในการทดลอง
นี้ 2 พื้นที่ คือพื้นที่แจ้งและที่ร่ม
การออกแบบการทดลองแบ่งออกเป็น 3 ชุดการทดลองๆ ละ 3 ซ้ำ โดยใช้วัสดุท้องถิ่นที่หาได้ง่าย
ชุดการทดลองที่  1 ไม่มีวัสดุพรางแสง
ชุดการทดลองที่  2 มีวัสดุพรางแสงขนาดช่องตา 0.3 เซนติเมตร
ชุดการทดลองที่  3 มีวัสดุพรางแสงขนาดช่องตา 1.0 เซนติเมตร
วิธีการเลี้ยงไข่น้ำ มีรายละเอียดดังนี้
(1) การเตรียมบ่อ  โดยใช้บ่อซีเมนต์กลมมีปริมาตรน้ำ  80 ลิตร ทำความสะอาดโดยใช้แปรงขัดและตากบ่อให้แห้ง หลังจากนั้นเติมน้ำโดยพักน้ำไว้ 1 วัน เติมน้ำส้มสายชูเพื่อปรับความเป็นกรดความด่าง ให้ได้ประมาณ 5.5-6.0 2.1.4 ใส่มูลไก่จำนวน 500 กรัม ทุกหน่วยการทดลอง  หลังจากนั้น  เติมไข่น้ำปริมาณ 100 กรัม ทุกหน่วยการทดลอง 
(2) การจัดการระหว่างการเลี้ยง  ทำการเปลี่ยนถ่ายน้ำและเติมมูลไก่ทุกๆ 6 วัน 
(3) เก็บข้อมูลน้ำหนักสุดท้ายของไข่น้ำเมื่อครบ 6, 12, 18 และ 24 วัน โดยใช้สวิงตาถี่ซ้อน ไข่น้ำออกจากบ่อเลี้ยงแล้ววางให้สะเด็ดน้ำ นำมาชั่งน้ำหนักแล้วบันทึกข้อมูล
(4) นำไข่น้ำที่ได้จากการเลี้ยงมาทำความสะอาดและวางให้สะเด็ดน้ำแล้วนำมาอบในตู้อบลม ร้อนอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 24 ชั่วโมง
[bookmark: _GoBack](5) นำไข่น้ำที่อบแห้งมาปั่นให้ละเอียดเพื่อนำไปวิเคราะห์ข้อมูลต่างๆ 
[image: ]

2.2 วิธีการศึกษาปริมาณสารแคโรทีนอยด์ ตามวิธีการของ KMUTT (2001)
นำไข่น้ำที่บดละเอียด ประมาณ 0.025 g เติม 95% เอทานอล ปริมาตร 10 มิลลิลิตร และเติม 60% โพแทสเซียมไฮดรอกไซด์ (KOH) 1 มิลลิลิตร หลังจากนั้นนำไปทำให้เซลล์แตกด้วยเครื่องอัลตร้าโซนิค เป็นเวลา 15 นาที บ่มที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที แล้วนำไปปั่นที่ความเร็ว 3,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที เก็บสารละลายส่วนที่ใสไว้ เติม 95% เอทานอล 5 มิลลิลิตร แล้วนำไปปั่นที่ความเร็ว 3,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที ซ้ำอีกครั้ง รวมสารละลายที่ได้จากสารสกัดครั้งแรกและครั้งที่ 2 รวมกันในขวดสีชา จากนั้นเติมไดเอธิลอีเทอร์ ปริมาตร 15 มิลลิลิตร และ 9 % NaCl ปริมาตร 15 มิลลิลิตร เขย่าแล้วตั้งทิ้งไว้จนแยกชั้นสีเขียว และสีเหลืองปล่อยชั้นสีเขียวของคลอโรฟิลล์ทิ้งไปเก็บชั้น  สีเหลืองของแคโรทีนอยด์เติม 9% NaCl ปริมาตร 15 มิลลิลิตร เขย่าแล้วตั้งทิ้งให้แยกชั้นสีขาวและสีเหลืองปล่อยชั้นสีขาวทิ้งเก็บสารละลายสีเหลือง ของแคโรทีนอยด์ ปรับปริมาตรเป็น 25 มิลลิลิตร ด้วยไดเอทิลอีเทอร์ จากนั้นเติมโซเดียมซัลเฟต แล้วนำไปวัดค่าความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร คำนวณหาปริมาณ แคโรทีนอยด์ 

คำนวณปริมาณแคโรทีนอยด์จากสูตร
Carotenoid (mg/cell dry weight) = (A450 x V x 1000) / (250x mg cell dry weight)

เมื่อ V = Total Volume

2.3. การศึกษาองค์ประกอบทางเคมี
การศึกษาคุณค่าทางโภชนาการ ซึ่งวิเคราะห์ปริมาณของโปรตีน คาร์โบไฮเดรท ไขมัน เยื่อใย เถ้า และความชื้น   ใช้วิธีการของ AOAC (2016) โดยบริษัทห้องปฏิบัติการกลาง (ประเทศไทย) จำกัด ส่วนสงขลา 
2.4 2. การศึกษาสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดและกิจกรรมกำจัดอนุมูลอิสระ DPPH
2.4.2.1 การเตรียมสารสกัดสาหร่าย
(1) สกัดสาหร่ายด้วยตัวทำละลายเอทิลอะซิเตท  โดยนำไข่น้ำแห้งจำนวน 20 กรัม บดจนละเอียดเป็นผงเติมตัวทำละลายเอทิลอะซิเตท 100 มิลลิลิตร นำไปหมักทิ้งไว้เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นกรองสารสกัดด้วยกระดาษกรองเบอร์ 1 แล้วนำกากของสาหร่ายมาสกัดซ้ำอีก 2 ครั้ง นำมาระเหย  ตัวทำละลายออกโดยใช้เครื่อง Rotaty evaporator อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส จนได้สารสกัดที่มีความหนืด 
(2) สกัดสาหร่ายด้วยตัวทำละลายเอทานอล โดยนำไข่น้ำแห้ง 20 กรัม บดจนละเอียดเป็นผง เติมตัวทำละลายเอทานอล ปริมาณ 100 มิลลิลิตร นำมาสกัดด้วยวิธีการหมักเป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นกรองสารสกัดด้วยกระดาษกรองเบอร์ 1 แล้วนำกากของสาหร่ายมาสกัดซ้ำอีก 2 ครั้ง นำมาระเหยตัวทำละลายออกโดยใช้เครื่อง Rotaty evaporator อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส จนได้สารสกัดที่มีความหนืด 
(3) สกัดสาหร่ายด้วยตัวทำละลายเมทานอล  โดยนำไข่น้ำแห้ง 20 กรัม บดจนละเอียดเป็นผง เติมตัวทำละลายเมทานอล ปริมาณ 100 มิลลิลิตร นำมาสกัดด้วยวิธีการหมักเป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นกรองสารสกัดด้วยกระดาษกรองเบอร์ 1 แล้วนำกากของสาหร่ายมาสกัดซ้ำอีก 2 ครั้ง นำมาระเหยตัวทำละลายออกโดยใช้เครื่อง Rotaty evaporator อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส จนได้สารสกัดที่มีความหนืด 

2.4.1.2  การศึกษาปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด (total phenolic contontent) 
 ดัดแปลงตามวิธีการของ Julkunen-Tiitto (1985)  โดยการใช้สาร Follin-Ciocalteu ซึ่งเป็นสารที่ไม่มีความจำเพาะเจาะจงต่อสารฟีนอลิกตัวใดตัวหนึ่งแต่สามารถทำปฏิกิริยากับสารฟีนอลิกทุกกลุ่มที่สามารถพบได้จากสารสกัดที่ใช้ในการทดสอบ  โดยวิธีการทดสอบจะใช้สารสกัด 100 µl ผสมกับสารละลาย Follin-ciocalteau 0.5 ml  ผสมเข้ากับน้ำกลั่น 8.4 ml และเติม 20% sodium carbonate (Na2CO3) ปริมาตร 1 ml  สารละลาย Follin-ciocalteau จะมีสีเหลืองและเมื่อทำปฏิกิริยากับสารสกัดที่มีฟีนอลิก หลังจากบ่มทิ้งไว้ในที่มืด 1 ชั่วโมง จะเปลี่ยนเป็นสีน้ำเงิน  นำไปวัดค่าการดูดกลืนแสงได้ที่ความยาวคลื่น 765 nm  คำนวณปริมาณฟีนอลิกทั้งหมดโดยเทียบจากกราฟมาตรฐานของในหน่วยมิลลิกรัมสมมูลของกรดแกลลิกต่อสารสกัด 1 กรัม (mg GAE/1 g extract)

2.3 การทดสอบกิจกรรมการกำจัดอนุมูลอิสระ DPPH
 ดัดแปลงตามวิธีการของ Shimada et al (1992)      วัดค่าดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 517 นาโนเมตรด้วยเครื่องอ่านปฏิกิริยาบนไมโครเพลต (microplate reader ยี่ห้อ Biochrome รุ่น Ez Read 2000) โดยใช้ BHT และ ascorbic acid เป็นสารมาตรฐาน นำค่าดูดกลืนแสงที่ได้มาคำนวณร้อยละการกำจัดอนุมูลอิสระ (% inhibition) ดังสมการ 


3.3  การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ (Statistic analysis)
	การวิเคราะห์ข้อมูลในศึกษาครั้งนี้ประกอบด้วย 3 ส่วน ดังนี้
	 
	1. วิเคราะห์ความแปรปรวนของค่าเฉลี่ยด้วยวิธี One - way ANOVA และเปรียบเทียบหาค่าความแตกต่างของค่าเฉลี่ยด้วยวิธี DMRT (Duncan’s Multiple Range Test) ของข้อมูลปริมาณน้ำหนักที่เพิ่มขึ้น ปริมาณสารแคโรทีนอยด์ สารประกอบฟีโนลิกและฤทธิ์กำจัดอนุมูลอิสระ ในกรณีที่ข้อมูลมีการแจกแจงไม่ปกติและความแปรปรวนมีค่าไม่เท่ากัน นำข้อมูลมาแปลงข้อมูล (data transformation) โดยใช้รากที่สอง รากที่สาม และลอการิทึม 
	2. เปรียบเทียบค่าเฉลี่ยของกลุ่มตัวอย่าง 2 กลุ่มที่มีความเป็นอิสระต่อกัน (Independent sample T - Test) โดยค่าที่นำมาเปรียบเทียบกัน ได้แก่ คุณค่าทางโภชนาการ ปริมาณแคโรทีนอยด์ ปริมาณโลหะหนัก สารพฤกษเคมี และฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของไข่น้ำที่ได้จากธรรมชาติและการเลี้ยง  
	3. วิเคราะห์ความสัมพันธ์ระหว่างสารประกอบฟีโนลิกกับฤทธ์กำจัดอนุมูลอิสระั โดยการหาค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์เพียร์สัน (Pearson correlation coefficient, r) ใช้โปรแกรมสำเร็จรูปทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95% (p<0.05) 

3.2 ทดสอบ ผลผลิตของไข่น้ำ ความเข้มแสง และ สารประกอบฟีโนลิก ค่ากำจัดอนุมูลอิสระ ของไข่น้ำที่เลี้ยง โดยการวิเคราะห์ค่าความแปรปรวนด้วยวิธี ANOVA ที่ระดับความ เชื่อมั่น 95 %

4. สถานที่ทำการทดลอง
สาขาประมง คณะเกษตรศาสตร์ มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีราชมงคลศรีวิชัย วิทยาเขต นครศรีธรรมราช (ไสใหญ่)
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