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2. วัสดุ อุปกรณและวิธีการ

วัสดุ

ตัวอยาง
1. น้ํ าเสียจากโรงงานอุตสาหกรรมอาหารทะเลแชแข็ง ท่ีผานการบํ าบัดดวย

activated sludge process ไดรับความเอื้อเฟอจากบริษัทหองเย็นโชติวัฒนหาดใหญ จํ ากัด
(มหาชน) จังหวัดสงขลา

2. เปลือกกุงกุลาดํ าไดความเอื้อเฟอจากบริษัทหองเย็นโชติวัฒนหาดใหญ จํ ากัด
(มหาชน) จังหวัดสงขลา

3. ไกพันธุฮับบารดเพศผู อายุประมาณ 8 – 9 เดือน จํ านวน 24 ตัว ไดรับความเอื้อ
เฟอจากภาควิชาสัตวศาสตร คณะทรัพยากรธรรมชาติ มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร

4. กรงตับสํ าหรับขังไกพันธุไขเพศผู ไดรับความเอื้อเฟอจากภาควิชาสัตวศาสตร
คณะทรัพยากรธรรมชาติ มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร
สารเคมีที่ใชในการทดลอง
ช่ือสารเคมี บริษัทผูผลิต / เกรด
Acetic acid Merck / AR
Acetic anhydride (free HCl)             J.T.Baker / AR
Acetonitrile J.T.Baker / HPLC
Amino acid standard (18 mixed) Pierce
DL-α-Amino-n-butyric acid Sigma
Ammonium metavanadate Unilab / AR
Ammonium molybdate Merck / AR
Arachidic acid Sigma
Arachidonic acid Sigma
Behenic acid Sigma
Benzoic acid Merck / AR
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สารเคมีที่ใชในการทดลอง (ตอ)
ช่ือสารเคมี บริษัทผูผลิต / เกรด
Boron trifluoride Sigma
Bovine serum albumin Sigma
Buffer reagent for calcium determination Clinag
Chloroform J.T.Baker / AR
Cholesterol Sigma
Cholesteryl oleate Sigma
Chromotropic acid (disodium salt) BDH / AR
Color reagent for calcium determination Clinag
Copper sulphate Fluka / AR
Diatomaceous earth Merck
Diethyl ether Lab scan / AR
1,3-Dipalmitin Sigma
1,2-Dipalmitoyl-sn-glycerol Sigma
Disodium phosphate Carlo erba / AR
Erucic acid Sigma
Ethanol Merck / AR
Ethylenediamine tetraacetic acid Fluka / AR
Heneicosanic acid Sigma
Heptadecanoic acid Sigma
Hexane J.T. Baker / HPLC
Hydrochloric acid Riedel-de Haën / AR
Lignoceric acid Sigma
Lithium sulfate monohydrate Fluka / AR
Methanol J.T. Baker /  HPLC

 Lab scan / AR
1-Monooleyl-rac-glycerol Sigma
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สารเคมีที่ใชในการทดลอง (ตอ)
ช่ือสารเคมี บริษัทผูผลิต / เกรด
Monostearin Sigma
Myristic acid Sigma
Nitric acid Lab scan / AR
Palmitic acid (sodium salt) Sigma
Perchloric acid Merck / AR
Petrolium ether Merk / AR
Phenylisothiocyanate Pierce
Phospholic acid Merck / AR
Potasium hydroxide BDH / AR
Potasium sodium tartrate tetrahydrate Merck / AR
Silicic acid Sigma / AR
Sodium acetate trihydrate Carlo erba / AR
Sodium chloride Carlo erba / AR
Sodium hydroxide BDH / AR
Sodium tungstate Mallinckrodt / AR
Stearic acid Sigma
Sulfuric acid Merck / AR
Trichosanoic acid Sigma
Tridecanoic acid Sigma
Triethylamine Aldrich
Triolein Sigma
Tristearin Sigma
Undecanoic acid Sigma
Uric acid Sigma
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อุปกรณ

อุปกรณ บริษัทผูผลิต
ตูอบลมรอน Binder
เครื่องวัดพีเอช Accumet
เครื่องดูดสูญญากาศ Water
เครื่องชั่งที่ช่ังไดละเอียดถึง 0.1 mg Mettler Toledo
เตาเผาอุณหภูมิสูง Carbolite
Atomic absorbtion spectrophotometer GBC 901
Bomb calorimeter Gallenkamp
Gas-liquid chromatography Hewlett packard
High performance liquid chromatography Hewlett Packard
Homogenizer Kinematica
Ligh microscope CH-2 Olympus
Rotary evaporator Büchi
Ultrasonic cleanser Branson
Scanning electron microscope Jeol, Japan
Spectrophotometer Spectronic
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วิธีการ

2.1  การเตรียมไคโตซาน
        ไคโตซานที่ใชในการทดลองนี้เตรียมตามวิธีท่ีแนะนํ าโดย Sornprasit (1997) ซ่ึง
ประกอบดวย 3 ข้ันตอนหลักคือ การเตรียมเปลือกกุงกุลาดํ า การเตรียมไคติน และการเตรียม
ไคโตซาน
        2.1.1  การเตรียมเปลือกกุงกุลาดํ า

       เก็บตัวอยางเปลือกกุงกุลาดํ าสดจากบริษัทหองเย็นโชติวัฒนหาดใหญ จํ ากัด
(มหาชน)  ลางใหสะอาดดวยนํ้ าประปา อบใหแหงในตูอบลมรอนที่อุณหภูมิ 80oซ บดดวย
เครื่องบด ใหผานตะแกรงขนาด 0.75 มม. ได

  2.1.2  การเตรียมไคติน
       นํ าเปลือกกุงบดที่เตรียมไวมากํ าจัดแรธาตุ (demineralization) ดวย 1 M HCl

ใชอัตราสวนเปลือกกุงบดตอสารละลายกรด 15:190 (น้ํ าหนัก:ปริมาตร) กวนดวยเครื่องกวน
ท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 1.5 ชม. นํ ามากรองสารละลายกรดออก ลางดวยนํ้ าที่ปราศจาก
อิออน (deionized water) หลายครั้ง  แลวปรับพีเอช (pH) ใหเปนกลางดวย 5 M NaOH  นํ า
เปลือกกุงที่กํ าจัดแรธาตุออกแลวนี้มากํ าจัดโปรตีน (deproteinization) ดวย 1 M NaOH ใช
อัตราสวนตัวอยางตอสารละลายดาง 1:13 (น้ํ าหนัก:ปริมาตร)  ท่ีอุณหภูมิ 50 oซ  เปนเวลา 5
ชม. นํ ามากรองสารละลายดางออก ลางดวยนํ้ าที่ปราศจากอิออนหลาย ๆ ครั้งและปรับพีเอช
ใหเปนกลางดวย 5M HCl กรองเก็บไคตินที่ได อบในตูอบลมรอนที่อุณหภูมิ 60oซ  จนแหง
สนิท ช่ังนํ้ าหนักไคตินที่ไดเพื่อคํ านวณเปอรเซ็นตผลผลิต

 2.1.3  การเตรียมไคโตซาน
            นํ าไคตินที่เตรียมไดจากขอ 2.1.2 มากํ าจัดหมูอะซิติล ดวย 50% NaOH

อัตราสวนไคตินตอสารละลายดาง 1:15 (น้ํ าหนัก:ปริมาตร)  โดย reflux  ท่ีอุณหภูมิ 126 oซ
ภายใตบรรยากาศของกาซไนโตรเจนเปนเวลา 8 ชม. กรองและลางหลาย ๆ ครั้งดวยนํ้ าที่
ปราศจากอิออน และปรับพีเอชใหเปนกลางดวย 5 M HCl  กรองแยกเอาไคโตซานออกมา
ลางดวยเมธิลอัลกอฮอล ตามดวยอะซิโตน แลวนํ าไคโตซานที่ไดไปทํ าใหแหงสนิทในตูอบลม
รอนที่อุณหภูมิ 60 oซ ช่ังนํ้ าหนักไคโตซานที่ได
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2.2  การเตรียมตัวอยางตะกอนจากการบํ าบัดนํ้ าเสีย
 ตัวอยางตะกอนเตรียมจากนํ้ าเสียที่ผานการบํ าบัดขั้นสุดทายกอนแยกตะกอนออกจาก

ระบบบํ าบัดนํ้ าเสียแบบ activated sludge จากบริษัทหองเย็นโชติวัฒนหาดใหญจํ ากัด
(มหาชน) โดยนํ าตัวอยางนํ้ าเสียมาเติมสารละลายไคโตซานเขมขน 0.2% ใน 1% กรดอะซิติก
ใชอัตราสวนสารละลายไคโตซาน 1 มล. ตอน้ํ าเสีย 100 มล. (ความเขมขนสุดทาย 20 ppm)
กรองตะกอนที่ไดดวยเครื่องแยกตะกอน (filter press) อบตะกอนในตูอบลมรอนที่อุณหภูมิ
80 oซ นํ าตะกอนแหงมาบดใหละเอียด ผานตะแกรงขนาด 0.75 มม. ช่ังนํ้ าหนักแลวเก็บใน
ภาชนะปดที่อุณหภูมิตํ่ า (-10 oซ) เพื่อปองกันการเสื่อมคุณภาพจากกิจกรรมของเชื้อราและ
แบคทีเรียระหวางรอการศึกษาในขั้นตอนตอไป

2.3  การศึกษาลักษณะตะกอนซึ่งเกิดจากการรวมตัวกันของอนุภาคใน activated
       sludge ดวยไคโตซาน โดยใชกลองจุลทรรศนแบบธรรมดา (Light microscope)
       และกลองจุลทรรศนอิเลคตรอนแบบสองกราด (Scanning electron microscope
       : SEM)
         ใชตัวอยางนํ้ าเสียเชนเดียวกับขอ 2.2  มาตกตะกอนโดยเติมสารละลาย 0.2%          
ไคโตซานใน 1% กรดอะซิติก ดวยอัตรา 1 มล. ตอน้ํ าเสีย 100 มล. ตั้งใหตกตะกอน แลวดูด
ตะกอนมา ศึกษาลักษณะการรวมตัวระหวางไคโตซานกับอนุภาคใน activated sludge ดวย
กลองจุลทรรศนธรรมดาโดยเกลี่ยตะกอนลงบนสไลด ตั้งใหแหง ยอมดวยสีแกรม (Gram
stain) แลวนํ ามาสังเกตลักษณะตะกอนดวยกลองจุลทรรศน ( light microscope)
         สํ าหรับการศึกษาภายใตกลองจุลทรรศนอิเลคตรอนแบบสองกราดดํ าเนินการโดยนํ า
ตะกอนมาเกลี่ยบนสไลด ทํ าใหแหงดวย  freeze drier  ฉาบตัวอยางดวยทอง  แลวจึงนํ าไป
สังเกตลักษณะตะกอนดวยกลองจุลทรรศนอิเลคตรอนแบบสองกราด

2.4  การวิเคราะหสวนประกอบทางโภชนาการของตะกอนโดยประมาณ
      (proximate analysis)
        นํ าตัวอยางตะกอนแหงมาทํ าการวิเคราะหสวนประกอบทางโภชนาการโดยประมาณ
(proximate analysis) คือ ปริมาณความชื้น เถา ไนโตรเจน ไขมันรวม (crude lipid) สารเยื่อ
ใยรวม (crude fiber) แรธาตุหลัก 2 ชนิดคือแคลเซียมและฟอสฟอรัส
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2.4.1  วิเคราะหปริมาณความชื้น
                ปริมาณความชื้นดํ าเนินการวิเคราะหตามวิธีของ  A.O.A.C (1984)  โดยชั่ง
ตัวอยางตะกอนใหไดน้ํ าหนักแนนอนประมาณ 3 กรัม ใสในถวยเผาที่ทราบนํ้ าหนักแนนอน
แลวนํ าไปอบในตูอบลมรอนที่อุณหภูมิ 100-102 oซ จนมีน้ํ าหนักคงที่ วางใหเย็นใน
descicator ช่ังนํ้ าหนักทันทีท่ีเย็นลงถึงอุณหภูมิหอง คํ านวณปริมาณความชื้นจากสูตร
  ปริมาณความชื้น (%) = (นํ ้าหนกัของตวัอยางกอนอบ – นํ้ าหนักของตัวอยางหลังอบ) x 100

         นํ ้าหนักของตัวอยางกอนอบ
        2.4.2  การวิเคราะหปริมาณเถา

       ปริมาณเถาดํ าเนินการวิเคราะหตามวิธีมาตรฐานของ  A.O.A.C (1984) โดยชั่ง
ตัวอยางตะกอนใหไดน้ํ าหนักแนนอนประมาณ 3 กรัม ใสในถวยเผาซึ่งผานการเผาที่อุณหภูมิ
850 oซ  (เปนเวลา 3 ชม. ) และนํ ามาชั่งใหทราบนํ้ าหนักแนนอน นํ าไปเผาในเตาเผาอุณหภูมิ
สูง ท่ีอุณหภูมิ 850 oซ เปนเวลา 8 ช่ัวโมง วางใหเย็นใน descicator  ช่ังนํ้ าหนักทันทีท่ีเย็นถึง
อุณหภูมิหอง คํ านวณปริมาณเถาจากสูตร
       ปริมาณเถา (%)  = (น้ํ าหนักของตัวอยางกอนเผา – น้ํ าหนักของตัวอยางหลังเผา) x 100

     น้ํ าหนักของตัวอยางกอนเผา
2.4.3  การวิเคราะหปริมาณไนโตรเจน
           ปริมาณไนโตรเจนดํ าเนินการวิเคราะหตามวิธีมาตรฐานของ Kjeldahl

(A.O.A.C., 1995) โดยชั่งตัวอยางตะกอนใหทราบนํ้ าหนักแนนอนประมาณ 0.5 กรัม และ
สารเรงปฏิกิริยา 2.2 กรัม ใสลงในหลอดยอยไนโตรเจน เติมสารละลายกรดซัลฟูริกเขมขน
(96.1%)  20 มล. ทํ าการยอยดวยความรอนบนเตายอยจนไดสารละลายใส ตั้งใหเย็นแลว
ปรับปริมาตรสารละลายเปน 50 มล. ดวยนํ้ ากลั่น แบงมา 10 มล. ทํ าปฏิกิริยากับ 45%
NaOH (น้ํ าหนัก:ปริมาตร) ปริมาตร 10 มล. ในหอกลั่น  แกสแอมโมเนียที่เกิดขึ้นจะถูกจับไว
โดย 0.2 M HCl  ปริมาตร 10 มล.        กลั่นจนไดปริมาณ สารละลายในขวดจับแอมโมเนียม-
อิออนประมาณ 40-50 มล. นํ าสารละลายที่ไดมาติเตรทดวย 0.1 M NaOH โดยใชเมธิลเรด
เปนอินดิเคเตอร คํ านวณไนโตรเจนจากสูตร
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         ปริมาณไนโตรเจน (%)   = (A – (A – B)) x 5 x 14.007  x 100
                          F

                        A = ปริมาณของ HCl  (โมล)
                        B = ปริมาณของ NaOH (โมล)
                        F = น้ํ าหนักของตัวอยางที่ใช (กรัม)

        2.4.4  การวิเคราะหปริมาณไขมันรวม (total lipid)
       ปริมาณไขมันรวมดํ าเนินการวิเคราะหตามวิธีของ Folch et al. (1957) โดยชั่งตัวอยาง
ตะกอนใหทราบนํ้ าหนักแนนอนประมาณ 1 กรัม ใสหลอดทดลอง เติมสารละลาย
คลอโรฟอรม:เมธานอล (2:1) 20 มล. ปดปากหลอดดวยอลูมิเนียมฟอยดปดทับดานนอกดวย
พาราฟลม ผสมใหเขากันโดยเครื่องอุลตราโซนิค เปนเวลา 10 นาที   แลวเก็บในตูเย็น (0-4oซ)
เปนเวลา 24 ชม. กรองสารละลายที่ไดจากการสกัด ลางตะกอนที่เหลือดวยสารละลาย
คลอโรฟอรม:เมธานอล:น้ํ า (84:16:1) เก็บสารละลายที่ไดรวมกัน วัดปริมาตร  แลวเติม 0.9%
NaCl ปริมาตร 0.2 เทาของสารละลายที่เก็บได ผสมใหเขากันโดยการเขยาแรง ๆ แลวเก็บใน
ตูเย็นที่อุณหภูมิ 0-4oซ เปนเวลา 24 ชม. นํ ามาดูดชั้นของสารละลายคลอโรฟอรมท่ีมีไขมัน
ละลายอยูใสในขวดรูปแพร  ระเหยใหแหงดวยเครื่องระเหยความดันตํ่ า ละลายไขมันกลับใส
ขวดขนาดเล็ก (vial) ท่ีทราบนํ้ าหนักแนนอนแลว ดวยสารละลายคลอโรฟอรม:เมธานอล
(2:1) ระเหยตัวอยางไขมันที่อุณหภูมิ 40oซ ภายใตบรรยากาศของกาซไนโตรเจนจนแหง
ระเหยตัวทํ าละลายที่อาจตกคางอยูดวยเครื่องดูดสูญญากาศ เปนเวลา 30 นาที แลวชั่ง
น้ํ าหนักทันที บันทึกนํ้ าหนักไขมันที่ได  ละลายไขมันกลับดวยคลอโรฟอรม เก็บตัวอยางไขมัน
ภายใตบรรยากาศกาซไนโตรเจน  โดยการผานกาซไนโตรเจนกอนปดฝาใหสนิทเก็บในตูเย็น
อุณหภูมิตํ่ า (-10oซ) เพื่อการวิเคราะหรายละเอียดเกี่ยวกับไขมันตอไปคํ านวณปริมาณไขมัน
รวมดังนี้
                  ปริมาณไขมัน (%)   =     น้ํ าหนักไขมันที่สกัดได   x 100

                               น้ํ าหนักตัวอยางตะกอนนํ้ าเสีย
       2.4.5  การวิเคราะหปริมาณสารเยื่อใย (crude fiber)
                   ปริมาณสารเยื่อใยดํ าเนินการวิเคราะหโดยวิธีดัดแปลงจาก  A.O.A.C. (1990)
โดยชั่งตัวอยางตะกอนใหทราบนํ้ าหนักแนนอนประมาณ 2 กรัม  ใสบิกเกอรสํ าหรับยอยสาร
เยื่อใยขนาด 600 มล. เติม 1.25% H2SO4 (น้ํ าหนัก:ปริมาตร) ปริมาตร 200 มล. ตมบนเตา
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ยอยสารเยื่อใยจนเดือดเปนเวลา 30 นาที ตั้งใหเย็นแลวนํ าไปหมุนเหวี่ยงที่แรงเหวี่ยง 7500
G. เปนเวลา 30 นาที เก็บตะกอนแลวลางดวยนํ้ ากลั่นปริมาตร 200 มล. หมุนเหวี่ยงแยก
ตะกอนอีกครั้งดวยความเร็ว 7500 G. เปนเวลา 30 นาที  ถายตะกอนลงบิกเกอรสํ าหรับยอย
สารเยื่อใย เติม 1.25% NaOH (น้ํ าหนัก : ปริมาตร) ปริมาตร 200 มล. ตมบนเตายอยสาร-
เยื่อใยจนเดือดเปนเวลา 30 นาที  ตั้งใหเย็นแลวนํ ามาปนแยกตะกอนที่ความเร็ว 7500 G.
เปนเวลา 30 นาที ลางตะกอนดวยนํ้ ากลั่นปริมาตร 200 มล. ปนแยกเพื่อเก็บตะกอนอีกครั้งที่
ความเร็ว 7500 G. เปนเวลา 30 นาที ถายตะกอนที่ไดลงในถวยเผาที่สะอาดและทราบ
น้ํ าหนักแนนอน นํ าไปอบในตูอบลมรอนที่อุณหภูมิ 100 oซ เปนเวลา 8 ช่ัวโมง ตั้งใหเย็นใน
เดสซิเคเตอร ช่ังนํ้ าหนักทันทีท่ีอุณหภูมิลดลงถึงอุณหภูมิหอง นํ าตะกอนที่ผานการ อบแหง
แลวนั้นไปเผาในเตาเผาอุณหภูมิสูง ท่ีอุณหภูมิ 600oซ เปนเวลา 30 นาที ตั้งใหเย็นใน
เดสซิเคเตอร ช่ังนํ้ าหนักทันทีท่ีเย็นลงถึงอุณหภูมิหอง
                 คํ านวณปริมาณสารเยื่อใยดังนี้

ปริมาณสารเยื่อใย (%)  = (น้ํ าหนักหลังอบ – น้ํ าหนักหลังเผา) x 100
             น้ํ าหนักตัวอยาง

       2.4.6  การวิเคราะหปริมาณแรธาตุหลัก (แคลเซียมและฟอสฟอรัส)
                   2.4.6.1  วิธียอยตัวอยางเพ่ือวิเคราะหปริมาณแคลเซียมและฟอสฟอรัส
                          การยอยตัวอยางเพื่อวิเคราะหหาปริมาณแคลเซียมและฟอสฟอรัส
ดํ าเนินการตามวิธีท่ีแนะนํ าโดยวิธีดัดแปลงจาก  A.O.A.C. (1990) โดยชั่งตัวอยางตะกอนให
ทราบนํ้ าหนักแนนอนประมาณ 0.5 กรัม ใสในหลอดยอยตัวอยาง เติมสารละลายกรดสํ าหรับ
ยอยตัวอยาง (ประกอบดวย กรดไนตริกเขมขน 1,250 มล. กรดเปอรคลอริกเขมขน 250 มล.
amonium metavanadate 60 มล. ละลายในนํ้ าอุนที่ปราศจากอิออน  10 มล.)  ปริมาตร 15
มล. ทํ าการยอยบนเตายอยที่อุณหภูมิ 80oซ  จนไมมีควันสีน้ํ าตาล แลวเพิ่มความรอนเปน
190oซ  จนหมดควันสีเหลืองแลวใหความรอนตออีก 2 ชม.   จนไดสารละลายใส ตั้งใหเย็น
แลวปรับปริมาตรดวยนํ้ ากลั่นที่ปราศจากอิออนใหเปน 50 มล. เก็บตัวอยางไวสํ าหรับตรวจหา
แคลเซียม และฟอสฟอรัส
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                   2.4.6.2  การวิเคราะหปริมาณแคลเซียมโดยใชนํ้ ายาสํ าเร็จรูป (Test kit)
ของบริษัท Clinag

               ใชตัวอยางที่ไดจากการยอยตามขอ 2.4.6.1 มาเจือจางจนไดระดับ
ความเขมขนที่เหมาะสมปริมาตร 50 ไมโครลิตร เติมบัฟเฟอรรีเอเจนต (buffer reagent) 2
มล. ผสมใหเขากันดวย color reagent 2 มล.  (color reagent ประกอบดวย
O-cresolphthalein complexone dye และ 8 hydroxyquinoline) ผสมใหเขากันดีนํ าไปวัด
การ ดูดกลืนแสงดวยเครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร ท่ีความยาวคลื่น 570 นาโนเมตร คํ านวณ
ปริมาณแคลเซียมเทียบกับกราฟมาตรฐานของแคลเซียมที่ระดับความเขมขน 15-20 มก.ตอ
100 มล. คํ านวณคาปริมาณแคลเซียมดังนี้

            ปริมาณแคลเซียม (%)   = น้ํ าหนักแคลเซียมทั้งหมดที่คํ านวณได x 100
                     น้ํ าหนักตัวอยางที่ใชยอย

                 2.4.6.3  การวิเคราะหปริมาณฟอสฟอรัส ใชวิธี vonadomolybdate
                  ปริมาณฟอสฟอรัสดํ าเนินการวิเคราะหดวยวิธีเทียบสี (colorimetric

technique) โดยทํ าปฏิกิริยากับ vonadomolybdate ตามวิธีแนะนํ าโดย A.O.A.C.(1990)
โดยใชตัวอยางที่ไดจากการยอยตามขอ 2.4.6.1 มาเจือจางจนไดระดับความเขมขนที่เหมาะ
สมปริมาตร 1 มล. เติมสารละลาย  vonadomolybdate 5 มล. เขยาใหเขากันวางตั้งไว 20
นาที   ท่ีอุณหภูมิหอง นํ าไปวัดคาการดูดกลืนแสงดวยเครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอรท่ี
ความยาวคลื่น 420 นาโนเมตร คํ านวณคาปริมาณของฟอสฟอรัสเทียบกับกราฟมาตรฐาน
ฟอสฟอรัสเขมขน 5-30 มก.ตอลิตร คํ านวณคาปริมาณฟอสฟอรัสดังนี้

                  ปริมาณฟอสฟอรัส (%)= น้ํ าหนักฟอสฟอรัสท้ังหมดที่คํ านวณได x 100
                    น้ํ าหนักตัวอยางที่ใชยอย

2.4.7 การวิเคราะหปริมาณพลังงานในตะกอนโดยใชการเผาใน
          adiabatic bomb calorimeter

                     ปริมาณพลังงานในตัวอยางตะกอนดํ าเนินการวิเคราะหโดยการเผาใน
adiabatic bomb calorimeter  แลววัดพลังงานความรอนที่ปลอยออกมา วิธีวิเคราะห
ประกอบดวย 3 ข้ันตอนสํ าคัญคือ การอัดเม็ดตัวอยาง การหาคาความจุความรอนของ
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adiabatic bomb calorimeter  และการหาคาปริมาณความรอนของตัวอยาง ซ่ึงมี
รายละเอียดของแตละขั้นตอนดังนี้

             2.4.7.1  การอัดเม็ดตัวอยาง
                                 ช่ังนํ้ าหนักตัวอยางตะกอนใหทราบนํ้ าหนักแนนอนประมาณ 0.6-0.8
กรัม นํ าไปอัดเม็ดโดยเครื่องอัดเม็ดตัวอยางสํ าหรับหาคาพลังงาน นํ าไปอบเพื่อลดความชื้นที่
อุณหภูมิ 60oซ เปนเวลา 24 ชม. แลวเก็บตัวอยางใน desicater เพื่อเตรียมหาคาพลังงานตอ
ไป

             2.4.7.2  การหาคาความจุความรอนของ adiabatic bomb calorimeter
                     ช่ัง benzoic acid 0.5-0.7 กรัม นํ าไปอัดเม็ดและอบที่อุณหภูมิ 60oซ

เปนเวลา 24 ชม. ใสในถวยเผาแลวประกอบชุดเผาตัวอยาง บรรจุกาซออกซิเจนใหมีแรงดัน
ภายในเทากับ 30 ปอนด/ตารางนิ้ว เผาตัวอยางในเครื่อง adiabatic bomb calorimeter
บันทึกระดับอุณหภูมิท่ีเพิ่มข้ึน นํ ามาคํ านวณหาคาความจุความรอนของ adiabatic bomb
calorimeter ดังนี้

                   Heat capacity (Joules/oC) = (AxB) + (CxD) + (ExF)
  T

A  = คาพลังงานของ benzoic acid ( 26441.6 จูล/กรัม)
B  = น้ํ าหนักของ benzoic acid (กรัม)
C  = คาพลังงานของดายที่ใชประกอบในชุดเผา (17489.12 จูล/กรัม)
D  = น้ํ าหนักของดายที่ใชประกอบในชุดเผา (กรัม)
E  = คาพลังงานของลวดนิโครมที่ใชประกอบในการเผา (1409.64 จูล/กรัม)
F  = น้ํ าหนักของลวดนิโครม (กรัม)
T  = คาของอุณหภูมิท่ีเพิ่มข้ึน (oซ)

                    2.4.7.3  การหาคาปริมาณความรอนของตัวอยาง
                ใชตัวอยางที่ผานการอัดเม็ดตามขอ 2.4.7.1 ใสในถวยเผา ประกอบ

ชุดเผาตัวอยางบรรจุกาซออกซิเจนใหมีแรงดันภายในเทากับ 30 ปอนด/ตารางนิ้ว ทํ าการเผา
ตัวอยางในเครื่อง adiabatic bomb calorimeter บันทึกคาของอุณหภูมิท่ีเพิ่มข้ึน นํ ามา
คํ านวณระดับพลังงานของตัวอยางดังนี้
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คาพลังงานความรอนของตัวอยาง (จูล/กรัม) = (HxT) – (AxB) – (C-D)
          M

H  = heat capacity ของเครื่อง adiabatic bomb calorimeter จากที่คํ านวณ
        ไดในขอ 2.4.7.2
T  = อุณหภูมิท่ีเพิ่มข้ึนจากการเผาตัวอยาง (oซ)
A  = คาพลังงานของดายที่ใชประกอบในชุดเผา  (17489.12 จูล/กรัม)
B  = น้ํ าหนักของดายที่ถูกเผาไปในชุดเผา (กรัม)
C  = คาพลังงานของลวดที่ใชประกอบในชุดเผา  (1401.64 จูล/กรัม)
D  = น้ํ าหนักของลวดที่ถูกเผาไปในชุดเผา (กรัม)
M  = น้ํ าหนักของตัวอยางที่ทํ าการเผา (กรัม.)

2.4.8  การวิเคราะหชนิดและปริมาณกรดแอมิโนในตะกอนนํ้ าเสีย
                 ดวย high performance liquid chromatographic technique (HPLC)
                     ชนิดและปริมาณกรดแอมิโนในนํ้ าเสียวิเคราะหดวย HPLC ดํ าเนินการโดยชั่ง
ตัวอยางตะกอนนํ้ าเสีย 0.1 กรัม ใสในหลอดทดลอง เติม  6 M HCl  10 มล. ท่ีมี α-amino-
butyric acid (200 ไมโครโมล/มล.) ปริมาตร 100 ไมโครลิตร เปน internal standard ปดปาก
หลอดใหสนิทดวยเปลวไฟอุณหภูมิสูง เพื่อปองกันการเกิดปฏิกิริยา oxidation ขณะที่เกิด
ปฏิกิริยายอยสลายโปรตีน นํ าไปเขาเครื่องผสมใหเขากันดวยความถี่สูง (ultrasonic) แลว
ยอยในตูอบลมรอนที่อุณหภูมิ 110 oซ เปนเวลา 17 ชม. ตั้งใหเย็นที่อุณหภูมิหองแลวจึงเปด
ปากหลอดยอยออก กรองสารละลายที่ยอยแลวผานไสกรอง millipore ขนาด 0.45 µmดวย
ชุดกรองกรดแอมิโน นํ าสารละลายที่กรองได 10 ไมโครลิตร ใสใน Durham tube (เสนผาศูนย
กลาง 6 มม.)  ระเหยใหแหงภายใตความดันตํ่ าดวยเครื่องดูดสูญญากาศ แลวจึงเติม redried
solution 10 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันดีแลวระเหยใหแหงอีก 2 ครั้ง ตามดวยเติมสารละลาย
derivertizing reagent 20 ไมโครลิตร ระเหยใหแหง 2 ครั้ง แลวจึงเติม amino acid diluent
ผสมใหเขากันดี นํ าไปฉีดเขาเครื่อง High performance liquid chromatography ครั้งละ 15
ไมโครลิตร เพื่อวิเคราะหชนิดและปริมาณของกรดแอมิโน
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           2.4.9  กรดไขมันในตะกอนนํ้ าเสีย ทํ าการวิเคราะห โดยใช Gas liquid
chromatographic technique (GLC)

                      ใชตัวอยางไขมัน (crude lipid) จากขอ 2.4.4 ละลายในสารละลาย
คลอโรฟอรม:เมธานอล (2:1) ปริมาณ 15 มก. ใสในหลอดเตรียมตัวอยางกรดไขมัน เติมสาร
ละลาย heneicosanic acid เขมขน 1 มก./มล. ปริมาตร 1 มล. ระเหยใหแหงภายใตกาซ
ไนโตรเจนที่อุณหภูมิ 40 oซ  แลวจึงเติมสารละลาย boron trifluoride เขมขน 14% ใน
เมธานอล ปริมาตร 1 มล. บรรจุกาซไนโตรเจน แลวปดปากหลอดดวยความรอนนํ าไปทํ าให
เกิดปฏิกิริยา esterification ในตูอบลมรอนที่อุณหภูมิ 100oซ เปนเวลา 1.5 ชม. ตั้งใหเย็น
เปดหลอดแลวถายสารละลายลงในหลอดพลาสติก ลางสารละลายที่ตกคางดวยเมธานอล
วัดปริมาตรสารละลายที่ได เติมน้ํ ากลั่น และ hexane ลงไป 1 และ 2 เทาของสารละลายตาม
ลํ าดับ ผสมใหเขากันแลวตั้งใหแยกชั้น ดูดสารละลายในชั้นบนที่เปน hexane ลงในขวดขนาด
เล็กที่ทราบนํ้ าหนักแนนอนแลว นํ าไประเหย hexane จนแหงสนิท ช่ังนํ้ าหนักของ fatty acid
methyl ester ท่ีเหลืออยูในขวด แลวจึงเติม hexane ลงไป 1 มล.เพื่อนํ าไปฉีดเขาเครื่อง Gas
– liquid chromatography เพื่อหาชนิดและปริมาณของกรดไขมัน
             2.4.10  การแยกไขมันรวมออกเปน neutral และ phospholipid classes
                           ใชตัวอยางไขมันที่แยกไดจากการเตรียมตัวอยางไขมันในหัวขอ 2.4.4 นํ า
มาระเหยใหแหงที่อุณหภูมิ 40oซ ภายใตบรรยากาศของกาซไนโตรเจน แลวละลายกลับดวย
คลอโรฟอรมปริมาตร 1 มล.
                         ช่ัง silicic acid และ diatomaceous earth  ท่ีอบแหงสนิท 1.0 กรัม และ
0.5 กรัม ตามลํ าดับ ใสในบิกเกอรเติมคลอโรฟอรมประมาณ 10 มล. แลวจึงบรรจุลงใน
column โดยใชไซริงสขนาด 10 มล. ซ่ึงปองกันการไหลออกของ stationary phase ดวย
glass fiber filter หลังจาก equilibrate column ดวย chloroform แลวจึงเติมตัวอยางไขมัน
รวมไมเกิน 20 มก. ไขมันรวมจากตัวอยางชนิดตาง ๆ จะถูกแยกออกเปน 2 สวนเพื่อวิเคราะห
เชิงปริมาณ คือ neutral lipid และ phospholipid ตามที่แนะนํ าโดย Chandumpai (1989)

           ข้ันที่ 1 ชะดวยคลอโรฟอรมปริมาตร 40 มล. เก็บสวนที่ชะไดในขวดรูปแพร
สารละลายสวนนี้ประกอบดวยไขมันในกลุมของ neutral lipid ซ่ึงไมจับกับ silicic acid   

ข้ันที่ 2 ชะดวยเมธานอลปริมาตร 40 มล. สารละลายสวนนี้เกาะติดกับ
stationary phase เมื่อใชเมธานอลเปน mobile phase สวนที่ประกอบดวยไขมันในกลุม
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phospholipid จะถูกชะออกมา
                       นํ าสารละลายที่ไดในขวดรูปแพรไประเหยภายใตความดันตํ่ าที่อุณหภูมิ 60oซ
ดวยเครื่อง rotary evaporator จนแหง นํ ามาละลายกลับดวยคลอโรฟอรม ปริมาตรนอยๆ ลง
ในขวดฝาเกลียวขนาดเล็ก (vial) ท่ีทราบนํ้ าหนักแนนอนแลว นํ าไประเหยตัวทํ าละลายใหแหง
ท่ีอุณหภูมิ 40oซ ภายใตบรรยากาศของกาซไนโตรเจน แลวนํ าไประเหยตัวทํ าละลายที่ตกคาง
ออกดวยเครื่องดูดสูญญากาศเปนเวลา 30 นาที ช่ังนํ้ าหนัก neutral lipid และ phospholipid
ท่ีได
            2.4.11  การแยกลํ าดับชั้นของ neutral lipid

                  แยกลํ าดับช้ันของ neutral lipid โดย thin layer chromatographic
technique (ดัดแปลงจาก Chandumpai, 1989) ใชตัวอยาง neutral lipid ท่ีแยกไดในขอ
2.4.10 มาระเหยใหแหงที่อุณหภูมิ 40oซ ภายใตบรรยากาศของกาซไนโตรเจน แลวเติม
คลอโรฟอรมลงไป 1 มล. ทํ าการ spot ตัวอยาง ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ลงบนแผน TLC ให
เปนวงกลมขนาดเล็ก ตั้งใหแหงแลวนํ าแผน TLC ลงจุมในสารละลายชะภายใน TLC
chamber (สารละลายชะประกอบดวย petroleum ether 40 มล., diethyl ether 4 มล.,
acetic acid 1 มล.) ปลอยใหสารละลายชะเคลื่อนที่ถึงความสูง 9.5 ซม. แลวนํ าออกมาตั้ง
ระเหยใหแหง ฉีดพนแผน TLC ท่ีไดดวย  3% CuSO4  ใน  6% H3PO4  จนทั่วแผน แลวนํ าไป
ใหความรอนที่อุณหภูมิ 180oซ     ในตูอบลมรอน เปนเวลา 15 นาที นํ ามาสังเกตการแยก
สวนประกอบภายใน neutral lipid โดยเทียบกับการแยกของสารละลายมาตรฐาน ของ
neutral lipid ในคลอโรฟอรมท่ี spot ลงไปในแผน TLC แผนเดียวกัน ในปริมาตรที่เทากัน
                       สารละลาย neutral lipid มาตรฐานประกอบดวย

                             monoglyceride เขมขน 1.5 มก./มล.
                            1,2-diglyceride เขมขน 1.5 มก./มล.
                            1,3-diglyceride เขมขน 1.5 มล./มล.
                             cholesterol เขมขน 1 มก./มล.
                             free fatty acid เขมขน 1 มก./มล.
                             triglyceride เขมขน 1 มก./มล.
                             cholesteryl ester เขมขน 1 มก./มล.
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                      2.4.12  triglyceride
                                   ตรวจหาปริมาณ triglyceride ตามวิธีท่ีแนะนํ าโดย Henry et al. (1974)
ใชตัวอยางไขมัน (crude lipid) ท่ีสกัดไดในขอ 2.4.4 เจือจางดวย chloroform ใหมีระดับความเขม
ขนที่เหมาะสม ตวงสารละลายตัวอยาง 0.5 มล. ใสในหลอดทดลองระเหยใหแหงใน water bath ท่ี
อุณหภูมิ 70 oซ  โดยการพนเบา ๆ ดวยกาซไนโตรเจน เติม alcoholic KOH 0.5 มล. ผสมใหเขากัน
แชใน water bath ท่ีอุณหภูมิ 60-70 oซ  เปนเวลา 20 นาที ตั้งใหเย็นแลวเติม 0.2 N H2SO4  0.5
มล. ผสมใหเขากัน แชใน water bath ท่ีอุณหภูมิ 100 oซ  เปนเวลา 12 นาที ตั้งใหเย็นแลวเติมสาร
ละลาย 0.5% sodium  metaperiodate  0.1 มล. ผสมใหเขากัน ตั้งทิ้งไวท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา
10 นาที แลวเติม 5% sodium bisulfite  0.1 มล. ผสมใหเขากันตั้งทิ้งไวท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา
10 นาที แลวจึงเติม 0.38% chromotropic acid  5 มล. ผสมใหเขากันแลวปดฝาใหแนนนํ าไปจุม
ในนํ้ าเดือด เปนเวลา 30 นาที ทํ าใหเย็นลงถึงอุณหภูมิหองอยางรวดเร็ว เติม 7% thiourea  0.5
มล. ผสมใหเขากันดี นํ าไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 570 นาโนเมตร นํ าคาการดูด
กลืนแสงไปคํ านวณปริมาณ triglyceride เทียบกับกราฟมาตรฐาน (คาการดูดกลืนแสงของสาร
ละลายมาตรฐาน triglyceride  0.05 ถึง 0.6 มก./ มล.)

                  2.4.13  cholesterol
                     ตรวจหาปริมาณ cholesterol  ตามวิธีท่ีแนะนํ าโดย Henry et al. (1974)

ใชตัวอยาง neutral lipid ท่ีสกัดไดในขอ 2.4.10 เจือจางดวย chloroform ใหไดความเขมขนที่พอ
เหมาะ ดูดสารละลายตัวอยาง 250 ไมโครลิตร ใสในหลอดทดลองฝาเกลียว เติม alcoholic KOH
2.5 มล. ผสมใหเขากันแลวปดฝาใหแนน แชใน water bath ท่ีอุณหภูมิ 37-40 oซ  เปนเวลา 55
นาที ตั้งใหเย็นที่อุณหภูมิหอง เติม petroleum ether 5.0 มล. ผสมใหเขากัน เติมน้ํ า 2.5 มล. ปดฝา
แลวเขยาอยางแรงเปนเวลา 1 นาที แลวจึงนํ าไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 250 g   5 นาที ดูดเก็บช้ัน
petroleum ether (ช้ันบน)  2.0 มล. ใสหลอดทดลองฝาเกลียว ระเหย petroleum ether ออกไปใน
water bath ท่ีอุณหภูมิ 60 oซ  โดยการพนเบา ๆ ดวยกาซไนโตรเจน เมื่อแหงดีแลววางหลอดลงใน
water bath ท่ีอุณหภูมิ 25 oซ  เติมสารละลาย Liebermann-Burchard 3 มล. เขยาอยางแรง 5
วินาที วางกลับใน water bath ท้ิงไว 30 นาที แลวจึงนํ ามาวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น
620 นาโนเมตร นํ าคาที่ไดไปคํ านวณหาปริมาณ cholesterol โดยเทียบกับกราฟมาตรฐานของ
cholesterol (ความเขมขน 1 ถึง 6 มก./มล.)
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             2.4.14  การตรวจหาปริมาณโปรตีนที่ละลายได (soluble protein) ในตะกอน
นํ้ าเสีย

                  การสกัดโปรตีนที่ละลายได
                  วิธีท่ี 1  ใชน้ํ ากลั่นเปนตัวทํ าละลาย โดยการเขยาใหเขากันดวยเครื่องเขยา
                             สารละลาย  (vortex mixer)
                  วิธีท่ี 2  ใช 0.1 N NaOH เปนตัวทํ าละลาย โดยสกัดดวยคลื่นความถี่สูง   
                             (ultrasonic) เปนเวลา 5 นาที
                  วิธีท่ี 3  ใชน้ํ ากลั่นเปนตัวทํ าละลายโดย homogenized ดวยความเร็ว
                              5,000 rpm เปนเวลา 2, 4, 6, 8, 10 และ 15 นาที ตามลํ าดับ
                  วิธีท่ี 4  ใช  0.1 N NaOH เปนตัวทํ าละลายสกัด  โดย homogenized ดวย
                              ความเร็ว 5,000 rpm เปนเวลา 2, 4, 6, 8,10 และ 15 นาที ตาม
                              ลํ าดับ

                         ในแตละวิธีของการสกัดใชตะกอนนํ้ าเสีย 0.2 กรัม เติมตัวทํ าละลายที่ใช
สกัด 10 มล. นํ าไปสกัดตามวิธีการที่กลาวมา นํ าของผสมที่ไดไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 8000
G. แยกสวนใสออกมาเพื่อวิเคราะหปริมาณโปรตีนดวยวิธี Lowry (Tietz, 1982) โดยเจือจาง
สารละลายตัวอยางใหมีระดับความเขมขนที่เหมาะสม แลวแบงมา 0.1 มล. เพื่อทํ าปฏิกิริยา
กับ 3.0 มล. alkali copper solution  เขยาใหเขากันดีตั้งทิ้งไว 10 นาที แลวเติม 0.3 มล.
Folin ciocalteau solution เขยาใหเขากันดี วางไว 30 นาที เพื่อใหปฏิกิริยาเกิดอยางสมบูรณ
แลวนํ ามาวัดคาการดูดกลืนแสงดวย spectrophotometer ท่ีความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร
นํ าคาที่ไดนํ ามาคํ านวณหาปริมาณโปรตีนโดยเทียบกับกราฟมาตรฐานของ Bovine serum
albumin  62.5 – 1000 ไมโครกรัม/มล.

2.5  การทดสอบระดับการยอยไดที่แทจริงของตะกอนนํ้ าเสียในไก
      (วิธีการตาม Sibbald,1982)
       เพื่อทดสอบวาเมื่อนํ าตะกอนนํ้ าเสียมาใชเปนวัตถุดิบสํ าหรับผลิตอาหารสัตว สาร
โภชนะตาง ๆ ท่ีวิเคราะหจากหองปฏิบัติการจะถูกยอยและดูดซึมไดมากนอยเพียงใด ในที่น้ี
ใชไกพันธุฮับบารดเพศผูเปนตนแบบ (model) และแผนการทดลองดํ าเนินการตามวิธีท่ีแนะ-
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นํ าโดย Sibbald (1982) คือใชไกเพศผู อายุ 8 –9  เดือน จํ านวน 8 ตัว แยกขังเดี่ยวในกรง
ขนาดกวาง 30 ซม. ยาว 47 ซม. สูง 50 ซม. อากาศถายเทสะดวก  และมีแสงไมนอยกวา 12
ชม./วัน ในระยะปรับสภาพ ใหสัตวทดลองไดรับอาหารไกไข (19.5% โปรตีน ) และนํ้ าตาม
ปกติเปนเวลาอยางนอย 2 วัน เริ่มการทดลองโดยใหไกท้ังหมดอดอาหาร เปนเวลา 24 ชม.
แตใหน้ํ าตามปกติ เก็บมูลและปสสาวะที่ขับถายออกมาดวยชุดเครื่องมือ Harness 2 ครั้ง
คือท่ีเวลา 24 และ 48 ชม. หลังเริ่มการทดลอง อบมูลและปสสาวะไกท่ีไดในตูอบลมรอน ท่ี
อุณหภูมิ 60 oซ จนแหงสนิท ช่ังนํ้ าหนัก บดละเอียดแลวเก็บไวในตูแชแข็ง ท่ีอุณหภูมิ -10 oซ
มูลและปสสาวะที่ไดคือสิ่งขับถายในสภาวะอดอาหาร

หลังจากนั้นสัตวทดลองจะไดรับน้ํ าและอาหารไกไขตามปกติเปนเวลา 2-3 วัน เพื่อให
รางกายปรับระบบการกิน การยอย การดูดซึมกลับคืนสูสภาพเดิม จากนั้นจึงอดอาหารเปน
เวลา 24 ชม. อีกครั้ง แลวปอนตะกอนนํ้ าเสียลงสูกระเพาะโดยตรง (force feeding) ตัวละ 40
กรัม เก็บมูลและปสสาวะที่ขับถายออกมาหลังไดรับอาหาร  24 และ 48 ชม. นํ ามาอบแหง ช่ัง
น้ํ าหนัก และบดละเอียดแลวเก็บไวในตูแชแข็งที่อุณหภูมิ -10 oซ มูลและปสสาวะที่ไดคือสิ่ง
ขับถายจากการไดรับตะกอนนํ้ าเสีย 40 กรัม หาคาสวนประกอบทางโภชนะ ในสิ่งขับถายทั้ง
สองครั้งที่เก็บได เพื่อวิเคราะหการยอยไดท่ีแทจริง ของตะกอนนํ้ าเสียในไก
         รอยละของการยอยไดท่ีแทจริง  = A – (B – C) x 100

                        A
        A  = ปริมาณของสวนประกอบทางโภชนาการที่ไดรับจากตะกอนนํ้ าเสีย 40 กรัม
        B  = ปริมาณของสวนประกอบทางโภชนาการที่ขับออกเมื่อไดรับตะกอนนํ้ าเสีย
                ปริมาณ 40 กรัม
        C  = ปริมาณของสวนประกอบทางโภชนาการที่ขับออกในมูลและปสสาวะที่ไมไดรับ
                อาหาร

2.6  ค ํานวณอัตราสวนที่เหมาะสมของตะกอนนํ้ าเสีย เพ่ือผสมลงในอาหารไก
      กระทง
        ถาสวนประกอบทางโภชนาการของตะกอนนํ้ าเสีย มีความเหมาะสมที่จะเปนสวน
ประกอบของอาหารไกกระทงเพื่อลดตนทุนการผลิต จะนํ าขอมูลสวนประกอบดังกลาวนั้นมา
ใชในการคํ านวณหาสัดสวนที่จะเติมลงในอาหารไกกระทง เพื่อใหไดอาหารที่มีมาตรฐานตาม
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NRC (1994) สํ าหรับเลี้ยงไกกระทงอายุ 4-6 สัปดาห รวมทั้งวิเคราะหตนทุนการผลิต โดยมี
วัตถุดิบอาหารคือ กากถั่วเหลือง ขาวโพด ปลาปน น้ํ ามันปาลม เปลือกหอยบด วิตามินรวม
เกลือแรรวม เกลือโซเดียมคลอไรด ไดแคลเซียมฟอสเฟต กรดแอมิโนชนิด DL-methionine
และ L-lysine คํ านวณสูตรอาหารเปน 6 สูตรคือ

สูตรที่ 1  อาหารสํ าหรับเลี้ยงไกเล็กอายุ 0-3 สัปดาห (starter) โดยใชวัตถุดิบอาหาร
                     ปกติ ไมมีสวนประกอบที่เปนตะกอนนํ้ าเสีย
        สูตรที่ 2  อาหารชุดควบคุมสํ าหรับเลี้ยงไกอายุ 3-6 สัปดาห (grower) โดยใชวัตถุดิบ
                     อาหารปกติไมมีสวนประกอบที่เปนตะกอนนํ้ าเสีย
        สูตรที่ 3  อาหารสํ าหรับเลี้ยงไกเล็กอายุ 3-6 สัปดาห  โดยมีตะกอนนํ้ าเสียเปน
                      สวนประกอบ 2.5% โดยนํ้ าหนัก
        สูตรที่ 4  อาหารสํ าหรับเลี้ยงไกเล็กอายุ 3-6 สัปดาห  โดยมีตะกอนนํ้ าเสียเปน
                      สวนประกอบ 5.0%  โดยนํ้ าหนัก
         สูตรที่ 5  อาหารสํ าหรับเลี้ยงไกเล็กอายุ 3-6 สัปดาห  โดยมีตะกอนนํ้ าเสียเปน
                      สวนประกอบ 7.5% โดยนํ้ าหนัก
         สูตรที่ 6  อาหารสํ าหรับเลี้ยงไกเล็กอายุ 3-6 สัปดาห  โดยมีตะกอนนํ้ าเสียเปน
                      สวนประกอบ 10.0% โดยนํ้ าหนัก

2.7  การหาปริมาณโพแทสเซียมและแมกนีเซียมในตะกอนนํ้ าเสีย
        ช่ังตัวอยางตะกอนนํ้ าเสีย 0.5 กรัม ใสในหลอดยอยตัวอยาง เติมสารละลายสํ าหรับยอย
ตัวอยางเพื่อตรวจหาปริมาณโพแตสเซียมและแมกนีเซียม ปริมาณ 15 มล. ทํ าการยอยดวย
ความรอนบนเตายอยที่อุณหภูมิ 80oซ จนไมมีควันสีน้ํ าตาล แลวเพิ่มความรอนเปน 190oซ
จนหมดควันสีเหลืองแลวใหความรอนตออีก 2 ช่ัวโมง จนไดสารละลายใส ตั้งใหเย็นแลวปรับ
ปริมาตรดวยนํ้ ากลั่นที่ปราศจากอิออนใหเปน 50 มล. นํ าสารละลายที่ไดไปวิเคราะหหา
ปริมาณโพแตสเซียมและแมกนีเซียมดวย atomic absorption spectrophotometer
(A.O.A.C., 1995)
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