
ภาคผนวก

การเตรียมสารเคมีที่ใชในการทดลอง

1. สารเคมีท่ีใชในการวิเคราะหปริมาณไนโตรเจนโดย Kjeldahl method
catalyst mixture
                  K2SO4                                            449.0 กรัม
                  CuSO4.5H2O                                      1.3 กรัม
methyl red indicator

methyl red (C15H15N3O2)                     1.0 กรัม
95% ethyl alcohol                          100.0 มล.

        ละลาย methyl red ใน 95% ethyl alcohol แลวกรองดวยกระดาษกรอง
        Whatman No.1 เก็บในขวดสีชาที่มีฝาปดสนิท

2. สารเคมีท่ีใชในการวิเคราะหปริมาณไขมัน
สารละลายคลอโรฟอรม : เมทานอล (2:1)
                  CHCl3                                                            200.0 มล.

CH3OH                                          100.0 มล.
สารละลายคลอโรฟอรม : เมทานอล : นํ้ า ( 86 : 14 : 1 )

CHCl3                                             86.0 มล.
CH3OH                                           14.0 มล.
distilled water                                  1.0 มล.

3. digestion acid ท่ีใชในการยอยแคลเซียมและฟอสฟอรัส
conc. HNO3                               1250.0 มล.
conc. HClO4                                250.0 มล.
NH4VO3                                         60.0 มก.
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        ผสม conc. HNO3 กับ conc. HClO4 แลวจึงเติม NH4VO3 ท่ีละลายในนํ้ ารอนที่
        ปราศจากอิออน ปริมาตร 10 มล.

4. สารเคมีท่ีใชวิเคราะหปริมาณแคลเซียม
buffer reagent

buffer reagent ประกอบดวย ethanolamine มี NaCN (0.012%) เปนสาร
                 ปองกันเปลี่ยนแปลงคุณภาพ
color reagent

color reagent ประกอบดวย O – cresolphthalein และ 8 – hydroxyquinoline

5. สารเคมีท่ีใชวิเคราะหปริมาณฟอสฟอรัส

vanadomolybdate reagent
(NH4)6Mo7O24.4H2O                      40.0 กรัม
NH4NO3                                           2.0 กรัม
conc. HNO3                               160.0 มล.

5.1 ละลาย (NH4)6Mo7O24.4H2O ในนํ้ ารอนที่ปราศจากอิออนประมาณ 200 มล.              
ท้ิงไวใหเย็น

5.2 ละลาย NH4NO3 ในนํ้ าเดือดประมาณ 300 มล. วางทิ้งใหเย็น เติม conc. HNO3

          ใสสารละลายในขอ 5.2 ลงในสารละลายในขอ 5.1 ปรับปริมาตรดวยนํ้ าที่ปราศจาก
อิออนเปน1000 มล. ใสขวดสีชา เก็บในตูเย็น เมื่อจะใชวิเคราะหตองเจือจางดวยนํ้ าที่ปราศจาก
อิออนในอัตราสวน 1:3 ( vanadomolybdate reagent : น้ํ า )

6. สารเคมีท่ีใชวิเคราะหชนิดและปริมาณกรดอะมิโน
redried solution

ethanol                                          200 µl
water                                            200 µl
triethylamine                                100 µl
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derivatizing solution
ethanol                                         140 µl
water                                              20 µl
triethylamine                                20 µl
phenylisothiocyanate                   20 µl

      ผสมสารทั้งหมดใหเขากัน แลวตั้งทิ้งไว 5 นาทีกอนใช
derivatized amino acid diluent

Na2HPO4                                   0.355 กรัม
Acetonitrile                                5.0    มล.

        ละลาย Na2HPO4 ในนํ้ ากลั่นปริมาตร 400 มล. ปรับ pH เปน 7.4 ดวยสารละลาย
        5N.H3PO4 แลวจึงปรับปริมาตรเปน 500 มล.ดวยนํ้ ากลั่น แบงสารละลายที่ไดมา 475
        มล. ผสมกับ Acetonitrile ปริมาตร 25 มล.

7. สารเคมีท่ีใชวิเคราะหปริมาณกรดยูริค
phosphotungstic acid solution

sodium tungstate                         50.0 กรัม
85% phosphoric acid                   40.0 มล.
Li2SO4.H2O                                    32.0 กรัม

        ละลาย sodium tungstate และ 85% Phosphoric acid ในนํ้ ากลั่นที่ปราศจากอิออน
        ปริมาตรประมาณ 300 มล.  Reflux เปนเวลา 2 ช่ัวโมง ตั้งทิ้งไวใหเย็นแลวปรับปริมาตร
        เปน 500 มล.ดวยนํ้ ากลั่นที่ปราศจากอิออน เติม Li2SO4.H2O เมื่อละลายดีแลว เก็บใส
        ขวดทึบแสง ไวในตูเย็น เมื่อจะใชงานแบงสารละลายที่ไดมา 1 สวนผสมกับน้ํ ากลั่นที่
        ปราศจากอิออน 9 สวน

8.  สารเคมีท่ีใชวิเคราะหปริมาณ triglyceride
chromotropic acid reagent

chomotropic acid (disodium salt)    1.14 กรัม
conc. H2SO4                                  300.0   มล.



95

8.1 ละลาย chromotropic acid ในนํ้ ากลั่น 5 มล.
8.2 ผสม conc. H2SO4 ลงในนํ้ ากลั่นปริมาตร 150 มล. อยางชาๆ โดยมีน้ํ าหลอเย็น

ภาชนะอยูตลอดเวลา จนอุณหภูมิตํ่ าลงถึงอุณหภูมิหอง
  เติมสารละลายใน 8.2 ลงในสารละลายใน 8.1 อยางชาๆ โดยมีน้ํ าหลอเย็นภาชนะอยู

        ตลอดเวลา  เมื่ออุณหภูมิตํ่ าลงถึงอุณหภูมิหอง กรองสารละลายที่ไดดวยใยแกวเพื่อแยก
        สวนที่ไมละลายออก เก็บในขวดแกวทึบแสง เก็บในตูแชแข็งที่อุณหภูมิ –10oซ

9.  สารเคมีท่ีใชวิเคราะหปริมาณ cholesterol
modified Liebermann – Burchard reagent

acetic anhydride, free of HCl         100.0 มล.
conc. H2SO4                                         5.0 มล.
acetic acid                                         50.0 มล.

        แชเย็น acetic anhydride อุณหภูมิตํ่ ากวา 10 oซ ในขวดที่มีฝาปด เติม conc.
       H2SO4  ผสมใหเขากันดี แชเย็นไวอีก 9 นาที แลวเติม acetic acid ผสมใหเขากันดี    
       ทํ าใหอุนขึ้นจนถึงอุณหภูมิหอง ใชภายใน 1 ช่ัวโมง
alcoholic KOH  (เตรียมกอนใชทันที)
  33% KOH 6 .0 มล.

absolute ethanol 94.0 มล.
        เตรียม 33% KOH (w/w) โดยใช KOH 10 กรัม ละลายในนํ้ ากลั่น 20 มล.
        absolute ethanol ท่ีใชจะตองเปน ethanol denatured with methanol

10.  สารเคมีท่ีใชวิเคราะหปริมาณโปรตีนที่ละลายไดโดย Lowry’s method
 alkali copper solution
                  1% CuSO4                                    1.0 มล.
                   2% C4H4KNaO6.4H2O                  1.0 มล.

 2% Na2CO3 ใน 0.1N.NaOH      100.0 มล.
ใช  2%Na2CO3 ใน 0.1N.NaOH ผสมใหเขากันดีกับ 2%C4H4KNaO6.4H2O แลวเติม
1%CuSO4   อยางชาๆ ระวังอยาใหขุน
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11. การวิเคราะหชนิดและปริมาณกรดอะมิโนในตัวอยางวัตถุดิบอาหารไกกระทง
โดย  High performance liquid chromatographic technique

Column : Pico-Tag column for amino acid analysis
Mobile phase : Eluent A and Eluent B

Eluent A มีองคประกอบและขั้นตอนการเตรียมดังนี้
1. ช่ัง Sodium acetate trihydrate ปริมาณ 19.0 กรัม
2. เติม Milli-Q water 100 มล.
3. เติม Triethylamine 0.5 มล.
4. เติม Stock EDTA solution 200 µl. ผสมใหเขากันจนมั่นใจวา

Triethylamine ละลายหมด
5. ปรับ pH เปน 6.40 ดวย Acetic acid
6. กรองสารละลายที่ไดดวย Triton-free filter (P/N 85147)
7. ตวงสารละลายที่ได 940 มล. เติมดวย Acetonitrile 60 มล.
8. Degas โดยการ Sonicate เปนเวลา 20 วินาที

Eluent B มีองคประกอบและขั้นตอนการเตรียมดังนี้
1. ตวง Acetonitrile 600 มล. และ Milli-Q water 400 มล. ผสมให

เขากัน
2. เติม Stock EDTA solution 200 µl.
3. Degas โดยการ Sonicate เปนเวลา 20 วินาที

Stock EDTA solution มีองคประกอบและขั้นตอนการเตรียมดังนี้
1. ช่ัง EDTA ปริมาณ 100 มก.
2. เติม Milli-Q water 100 มล.
3. Sonicate จนละลายหมด

Flow rate : 1.0 มล. / นาที
Column temperature : 40.00 ซ.
Injection volume : 10 µl.
Detector wavelenght : 254 nm.
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Standard gradient table for amino acid analysis
Time Flow %A %B Curve No.
Initial 1.0 100 0 ∗
10.0 1.0 54 46 5
10.2 1.0 0 100 6
11.7 1.0 0 100 6
12.0 1.5 0 100 6
12.2 1.5 0 100 6
12.5 1.5 100 0 6
20.0 1.5 100 0 6
20.5 1.0 100 0 6

การคํ านวณปริมาณกรดอะมิโน
Assumption ; response factor of internal standard = response factor of unknown

Final concentration of internal standard in digested solution = 1.0 µmole / มล.

Area of internal standard          =        Area of unknown
         Amount of internal standard                Amount of unknown

ดังนั้น  Amount of unknown (mole) =  Amount of internal standard x area of unknown
                                                                    Area of internal standard

Amount of unknown (กรัม) =  Amount of internal standard x area of unknown x MW. Of unknown
                                                                    Area of internal standard
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Molecular weight of amino acid
ชนิด Molecular weight
Aspatic acid 133.10
Glutamic acid 147.13
Serine 105.09
Glycine 75.07
Histidine 155.16
Arginine 174.20
Threonine 119.12
Alanine 89.09
Proline 115.13
Tyrosine 181.19
Valine 117.15
Methionine 149.21
Cysteine 121.16
Isoleucine 131.17
Leucine 131.17
Phenylalanine 165.19
Lysine 146.19
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12. การวิเคราะหชนิดและปริมาณกรดไขมันในตัวอยางวัตถุดิบอาหารไกกระทง
โดย   Gas-liquid chromatographic technique

Column : HP – innowax (crosslinked polyethylene glycol)
    30 m. x 0.32 mm. x 0.50 µm. Film thickness

GAS : Helium
Injection volume : 1 µl. (Split ratio 0.0:1)
Inlet temperature : 2500 ซ
Detector  : Flame ionized detector
Detector temperature : 2750 ซ

Temperature programe for fatty acid methyl ester
Initial temperature   150 0 ซ
Initial time   1 นาที

  Rate(0 ซ / นาที) Final temperature(0 ซ)Final time (นาที)
Level 1 15.0 200 15
Level 2  5.0 255 30

    Level 3  0.0
Next run time 60.33 นาที

การคํ านวณปริมาณกรดไขมัน : Area normalization
Amount of unknown =  Area of unknown x Amount of internal standard

 Area of internal standard
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13. การประเมินคุณคาทางโภชนาการของวัตถุดิบอาหารสัตว
     ขั้นตอนการปอนวัตถุดิบอาหารใหกับไกทดลอง

1. ช่ังนํ้ าหนักวัตถุดิบอาหารสัตวท่ีจะปอนตามปริมาณที่กํ าหนด (ประมาณ 40 กรัม) ลงใน
ถวยอลูมิเนียมที่แหงสะอาด

2. นํ าไกออกจากกรงขังเดี่ยว ทํ าการชั่งและบันทึกนํ้ าหนักตัวไกทดลอง
3. นํ าไกท่ีช่ังนํ้ าหนักแลวไปใสอุปกรณบังคับไกสํ าหรับปอนอาหาร
4. เติมน้ํ าลงในวัตถุดิบท่ีจะปอนจนวัตถุดิบเปยกพอหมาดๆ เพื่อใหสะดวกในการปอน
5. ใชมือปนวัตถุดิบอาหารสัตวท่ีจะปอนใหมีขนาดเสนผาศูนยกลางประมาณ 0.7-1.0 ซม.

เปนแทงยาวประมาณ 2-3 ซม.
6. จับไกอาปากและแหงนคอขึ้นเล็กนอยแลวนํ าวัตถุดิบท่ีปนไวใสลงไปในคอไก
7. ปอนวัตถุดิบอาหารสัตวจนหมด
8. นํ าไกออกจากอุปกรณบังคับไก แลวนํ าไกมาใสอุปกรณในการเก็บมูลและปสสาวะ
9. นํ าไกกลับเขากรงขังเดี่ยว

หมายเหตุ : ขณะปอนอาหารถาไกมีอาการอาหารติดคอใหหยุดปอนอาหาร และรีบใหน้ํ าไกกิน
                  ทันที

 สวนประกอบของวัตถุดิบอาหารสัตวในสูตรอาหารไกไข
วัตถุดิบอาหารสัตว                                             ปริมาณ (กิโลกรัม)
    ขาวโพด 60.50
    กากถั่ว 17.63
    ปลาปน 12.00
    เปลือกหอย  7.50
    Dicalcium phosphate  1.50
    วิตามินและเกลือแรรวม  0.50
    Sodium chloride  0.25
    น้ํ ามันปาลม  0.05
    DL - Methionine  0.07
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