
บทท่ี 3 
 

อุปกรณและวิธีการทดลอง 
 
3.1 อุปกรณและเครื่องมือ 
ชื่ออุปกรณและเครื่องมือ  โมเดล  บริษัท   ประเทศ 
1.  ขวดกนกลม 100 ml  -  Glaswerk wertheim Germany 
2.  ขวดกนกลม 250 ml  -  Duran      - 
3.  เครื่อง Centrifuge  Megafuge1.0 Heraeus   Germany 
4.  เครื่อง Gas chromatography GC-14B  Shimadzu  Japan 
5.  เครื่อง Spectophotometer DU 7500 Beckman  Germany 
6.  เครื่อง Vortex mixer  G-560E  Scientific Industries,Inc. America 
7.  เครื่องกล่ันโปรตีน  -  Gerhardt  Germany 
8.  เครื่องปน   -  Moulinex  France 
9.  เครื่องสกัดไขมัน  -  Gerhardt  Germany 
10. คอลัมน   DB-Wax J&W   America 
11. โถดูดความชื้น  GL 32  Glaswerk Wertheim Germany 
12. โถดูดความชื้น  GL32  Glaswerk wertheim Germany 
13. ตูอบ    DEV  Heraeus   Germany 
14. หลอดทดลอง  -  Pyrex   Germany 
15. Beaker 100 ml  No. 1000 Pyrex   USA 
16. Beaker 250 ml  No. 1000 Pyrex   USA 
17. Beaker 50 ml  No. 1000 Pyrex   USA 
18. Beaker 500 ml  No. 1000 Pyrex   USA 
19. Conduct-meter  LF196  WTW   Germany 
20. Erlenmeyer flask  -  SCHOTT  Germany 
21. Filter paper   No.1, 41 Whatman  UK 
22. Instron   5565  Instron   England 
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23. Kjeidahl flask  -  Gerharde  Germany 
24. Micropipette 100-1000µl 704180  Brand   Germany 
25. Micropipette 10-100µl cp65602 Genex Beta  Germany 
26. Minolta chromameter  CR 300  Minolta   Japan 
27. pH meter   913  Knick   Germany 
28. Separate flask  -  SCHOTT  Germany 
29. Texture Analyzer  TA.XT2 Stable Micro System UK 
30. Thimble   -  Whatman  England 
31. Vacuum sealer  C15-HL  Food equipment  Germany 
32. Volumetric flask 1,000 ml -  SCHOTT  Germany 
33. Volumetric flask 100 ml -  SCHOTT  Germany 
34. Volumetric flask 2,000 ml -  SCHOTT  Germany 
35. Volumetric flask 50 ml -  SCHOTT              Germany  
36. Water bath   -  W. Krannich  Germany 
 
3.2 สารเคมี (เกรด Analytical reagents) 
ชื่อสารเคมี      บริษัท 
1.   น้ํากลั่น           - 
2.   Acetic acid        Merck 
3.   Acetylacetone       Fluka 
4.   Ammonium acetate     BDH 
5.   anti-foaming agent     Fluka 
6.   Boric acid      Merck 
7.   20% Boron trifluoride    Merck 
8.   Chloroform        Merck 
9.   Choramine-T-reagent       Merck 
10. Conc. Sulfuric acid     Merck 
11. Dichloromethane     Merck 
12. 4-dimethylaminobenzaldehyde   Merck 
13. Ethanol      Lab-Scan 
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14. FAME standard       Supelco 
15. Ferric chloride       Merck 
16. n-Heptane                   Lab-Scan 
17. Hydrochloric acid     Merck 
18. Magnesium chloride     Merck 
19. Methanol      Lab-Scan 
20. Perchloric acid       Merck 
21. Petrolium ether                  Lab-Scan 
22. Potassium hydroxide     Merck 
23. Propa-2-ol                     Lab-Scan 
24. Sodium chloride     Merck 
25. Sodium chloride     Merck 
26. Sodium hydroxide     Merck 
27. Sodium methoxide     Fluka 
28. Sodium periodate        - 
29. Sodium sulfate anhydrous      J.T.Baker 
30. Thiobarbituric acid       BDH 
31. 2,2,4 trimethyl pentane    Lab-Scan 
32. Uranyl acetate          - 
 
3.3 วิธีการทดลอง 

3.3.1 สัตวทดลอง 
ไกที่ใชในการทดลองเลี้ยงคือ กลุมที่ 1 ไกเบรส กลุมที่ 2 ไกโรดไอแลนดเรด กลุมที่ 3     

ไกแมฮองสอน เล้ียงที่ศูนยวิจัยและบํารุงพันธุสัตวเชียงใหม อําเภอสันปาตอง จังหวัดเชียงใหม   
โดยไกจะไดรับน้ําและอาหารอยางเต็มที่ (ad libitum) เล้ียงจากอายุ 1 วัน จนถึง 16 สัปดาห อาหารที่
ใชเปนอาหารสําเร็จรูปของไกไข แบงเปน 3 ระยะ คือ 

ไกไขเล็ก ตั้งแตอายุแรกเกิดจนถึง 6 สัปดาห เปอรเซ็นตโปรตีนประมาณ 19 เปอรเซ็นต 
ไกไขรุน อายุ 6-12 สัปดาห เปอรเซ็นตโปรตีนประมาณ 16 เปอรเซ็นต 
ไกไขสาวกอนไข อายุ 12 จนถึง 16 สัปดาห เปอรเซ็นตโปรตีนประมาณ 13 เปอรเซ็นต 
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หลังจากนั้นสุมไกที่ใชในการทดลองทั้งหมด 240 ตัว แบงเปนพันธุละ 80 ตัวคือ เพศผู     
40 ตัว และเพศเมีย 40 ตัว  
 
Table 8 Ingredients of laying hen diet in different periods 
วัตถุดิบอาหารสัตว (กิโลกรัม) อาหารไขเล็ก อาหารไกไขรุน อาหารไกไขสาวกอนไข 
ขาวโพด 61.2 58.3 58.3 
รําละเอียด 10 25 30 
กากถั่วเหลืองปน 18.8 7.2 2.6 
ใบกระถินปน - - 4 
ปลาปน 8 8 3 
เปลือกหอย - 0.5 0.8 
ไดแคลเซียมฟอสเฟต 1 - 0.3 
เกลือ 0.5 0.5 0.5 
พรีมิกซสําหรับไกไขแตละรุน 0.5 0.5 0.5 
รวม 100 100 100 
 
 

3.3.2 แผนการทดลอง 
วางแผนการทดลองในการศึกษาคุณภาพเนื้อและไขมัน แบบ 3x2 factorial โดยทําการ

ทดลองแบบ Completely Random Design (CRD) (จรัญ, 2540) ซ่ึงมีปจจัยในการศึกษาคือ สายพันธุ 
(ไกเบรส ไกโรดไอแลนดเรดและไกแมฮองสอน) และเพศ (เพศผู และเพศเมีย) 
 
3.4 การศึกษาทางดานคุณภาพเนื้อ 
 ภายหลังจากการฆาไกแลวนําซากไกที่ผานการแชเย็นที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสเปนเวลา 
24 ช่ัวโมง มาตัดแตงและเก็บเนื้ออกและเนื้อสะโพกเพื่อรอการวิเคราะหตอไป 
 

3.4.1 การวัดคาสีเนื้อและหนัง (Meat and Skin color measurement) 
 แยกกลามเนื้ออก (P. major) และกลามเนื้อสะโพก (P. minor) ใสถุงพลาสติกผนึกปากถุง
เก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ช่ัวโมง จากนั้นนําเนื้อออกจากถุงวางในภาชนะเปดเก็บ
ในตูเย็นเปนเวลา 1 ช่ัวโมง นําออกจากตูเย็นวัดคาสีดวยเครื่อง Minolta Chroma Meter (CR-300, 
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Osaka) บันทึกคาเฉลี่ย L* (ความสวาง), a*(แดง-เขียว), b*(เหลือง-น้ําเงิน) และคํานวณหาคา hue 
angle และ chroma (Le Bihan-Duval et al., 2003) 

 
คา hue angle (H) คํานวณไดจากสูตร H = tan-1(b*/ a*) 

คา chroma (C) คํานวณไดจากสูตร C = (a*2 + b*2)
½ 

 
3.4.2 การวัดคาพีเอชของกลามเนื้อ (pH measurement) 

 วัดคาพีเอชของกลามเนื้ออก (P. major) ภายหลังฆา 45 นาที ดวยเครื่อง pH-meter (Model 
191, Knick, D-Berlin) และบันทึกคาพีเอช 
 

3.4.3 การวัดคาการนําไฟฟา (Conductivity measurement) 
 วัดคาการนําไฟฟาของกลามเนื้ออก (P. major) ภายหลังฆา 45 นาที ดวยเครื่อง 
conductivity-meter (Model WTW) และบันทึกคาการนําไฟฟา 
 

3.4.4 วิธีการวิเคราะหหาคาความสามารถในการอุมน้ําของเนื้อ (Water holding capacity) 
การสูญเสียน้ําขณะเก็บรักษา (drip loss) (Honickel, 1987; อางโดย สัญชัย, 2543) วิธีการชั่ง

น้ําหนักกลามเนื้ออกและสะโพก (A) หอดวยผากอต เก็บรักษาไวในถุงพลาสติกชนิดเย็น และให
ระดับผากอตอยูหางจากกนถุงประมาณ 2 เซนติเมตร ผนึกปากถุงใหสนิทเก็บรักษาไวในตูเย็นใน
ลักษณะแขวน ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ชั่วโมง นําชิ้นเนื้อออกจากถุง ช่ังน้ําหนัก 
(B) คิดเปนเปอรเซ็นตการสูญเสียน้ําขณะเก็บรักษาจากสูตร 
 
  Drip loss (%)     =      A – B    x    100 
              A 
 

การสูญเสียน้ําขณะหลอมละลาย (thawing loss) และการสูญเสียน้ําจากการตม (boiling 
loss) วิธีการช่ังน้ําหนักกลามเนื้ออกและสะโพก (a) เก็บรักษาแบบสุญญากาศ (vacuum) ใน
ถุงพลาสติกชนิดเย็นผนึกปากถุงใหสนิท เก็บรักษาในตูแชแข็งที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียสเปน
เวลา 1 สัปดาห จากนั้นนําชิ้นเนื้อมาหลอมละลายน้ําแข็ง (thawing) ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 24 ช่ัวโมง นําชิ้นเนื้อออกจากถุงซับน้ําใหแหง ชั่งน้ําหนัก (b) จากนั้นนําชิ้นเนื้อท่ีไดเก็บไวใน
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ถุงรอนแบบสุญญากาศ ตมในหมอตมที่ อุณหภูมิน้ําเทากับ 85 องศาเซลเซียส จนไดอุณหภูมิใจ
กลางเนื้อประมาณ 80 องศาเซลเซียส ใชเวลาประมาณ 15-16 นาที ผ่ึงใหเย็นที่อุณหภูมิหอง นําชิ้น
เนื้อออกจากถุง ซับน้ําใหแหง ชั่งน้ําหนัก (c) คิดเปนเปอรเซ็นตการสูญเสียน้ําขณะหลอมละลาย 
และเปอรเซ็นตการสูญเสียจากการตมจากสูตร 
   
  Thawing loss (%)  =  a – b   x   100 
                a 
   
  Boiling loss (%)  =      b – c   x   100 
               b 
 
 การสูญเสียน้ําจากการยาง (grilling loss) วิธีการทําโดยนํากลามเนื้ออกและเนื้อสะโพกมา
ตัดแตงไขมันและพังผืดออกใหหมด ทําการชั่งน้ําหนัก (d) จากนั้นนําชิ้นเนื้อท่ีไดยางในหมออบให
ความรอน (convection oven) ที่อุณหภูมิ 160 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที จนไดอุณหภูมิใจ
กลางเนื้อประมาณ 80 องศาเซลเซียส และนําออกจากหมออบ ทําการชั่งน้ําหนักอีกครั้ง (e) 
คํานวณหาเปอรเซ็นตการสูญเสียน้ําจากการยางตามสูตร 
 
  Grilling loss (%)  =   d – e    x   100 
              d 
 

3.4.5 แรงตัดผาน (Shear force) โดยใชเคร่ือง Instron 5565, 100 N tension 
นําเนื้อที่ตมสุกจากการหาเปอรเซ็นตการสูญเสียจากการตม (boiling loss) เจาะตามแนวเสน

ใยกลามเนื้อดวยเหล็กกลวงชนิดกลม (core) ที่มีเสนผานศูนยกลางประมาณ 1 เซนติเมตร วัดคาแรง
ตัดผานดวยเครื่อง Instron 5565 หัววัดกําลัง 5 kN (Warner Bratzler Shear) ดวยความเร็ว 200 
มิลลิเมตรตอนาที โดยอานเปนคาแรงสูงสุด (maximum force, N) และคาพลังงาน (energy force, J) 
 

3.4.6 การประเมินผลทางประสาทสัมผัส (Sensory evaluation) 
 นําตัวอยางกลามเนื้ออกและเนื้อสะโพกยางใหสุก โดยวัดอุณหภูมิใจกลางชิ้นเนื้อเทากับ  
80 องศาเซลเซียส จากนั้นตัดใหมีขนาดเทาๆ กันแลวเสริฟใหผูทดสอบชิมซ่ึงไดผานการฝกฝนการ
ทดสอบชิม (ไพโรจน, 2535) จํานวน 6 คน ผูทดสอบชิมจะไดรับแบบสอบถามและฟงบรรยาย
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ขั้นตอนการทดสอบชิมอยางละเอียด ซ่ึงประเมินโดยการใหคะแนนจาก 4 ลักษณะคือ ความนุม 
(tenderness) กล่ินและรสชาติ (flavor) ความชุมฉ่ํา (juiciness) และความพอใจโดยรวม (overall 
acceptability) โดยใหคะแนนซึ่งอยูในชวง 1-10 คะแนน (1 = เหนียว กล่ินและรสชาติไมดี แหง 
และไมชอบมาก; 10 = นุมที่สุด กล่ินและรสชาติดีท่ีสุด ฉ่ําน้ําที่สุด และมีความชอบมากที่สุด) ผู
ทดสอบชิมไดรับน้ําและขนมปงจืดหลังจากทดสอบชิมเนื้อแตละชิ้น นําคะแนนที่ไดมาหาคาเฉลี่ย 
  

3.4.7 การวิเคราะหปริมาณคอลลาเจน (Collagen analysis) (Hill, 1966; AOAC, 1996) 
วิธีการวิเคราะหหาคาคอลลาเจนที่ละลายไดและละลายไมได (soluble and insoluble 

collagen analysis) 
 
ขั้นตอนการแยก (Hill, 1966) 
1. ชั่งตัวอยางกลามเนื้ออกและสะโพกที่บดละเอียดแลว 4 กรัม ใสในหลอด homogenize 

ขนาด 30 มิลลิลิตร 
2. ใส strength ringer solution 8 มิลลิลิตร 
3. Homogenize ดวยความเร็ว 10,000 รอบตอนาที นาน 1 นาที 
4. ตมใน water bath อุณหภูมิ 77 องศาเซลเซียส นาน 70 นาที ทิ้งไวใหเย็น 1 ช่ัวโมง 
5. ปนเหวี่ยงที่ 5,200 รอบตอนาที นาน 26 นาที 
6. แยกสวน supernatant ใส Erlenmeyer flask ที่ 1 และสวน residue ใส Erlenmeyer flask 

ที่ 2  
 

ขั้นตอนการยอย (AOAC, 1996) 
1. เติมกรด sulfuric acid 7 N 30 มิลลิลิตร ลงใน Erlenmeyer flask ทั้ง 2 ที่เตรียมไวขอ 6 

และปดดวยกระจกนาฬิกา 
2. อบที่อุณหภูมิ 105 ± 1 องศาเซลเซียส นาน 16 ชั่วโมง 
3. นําตัวอยางที่ไดจากการยอยใสลงใน volumetric flask ขนาด 500 มิลลิลิตร ปรับ

ปริมาตรดวยน้ํากลั่นใหครบ 500 มิลลิลิตร 
4. กรองสารละลายผานกระดาษกรองลงใน Erlenmeyer flask 
5. ปเปตสารละลายจากขอ 4 มาใสลงใน volumetric flask ขนาด 100 มิลลิลิตร ปรับ

ปริมาตรดวยน้ํากลั่นใหครบ 100 มิลลิลิตร 
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ขั้นตอนการทําใหเกิดสี (AOAC, 1996) 
1. ปเปตสารละลายที่ไดในขั้นตอนการยอย 2 มิลลิลิตร ใสในหลอดทดลองขนาด 10 

มิลลิลิตร ตัวอยางละ 2 หลอดและทํา blank โดยการเติมน้ํากล่ัน 2 มิลลิลิตร ใสใน
หลอดทดลอง 

2. เติม oxidant solution 1 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 20 ± 
2 นาที 

3. เติม color reagent หลอดละ 1 มิลลิลิตร เขยาทันทีและปดฝาหลอดใหสนิท 
4. ตมใน water bath อุณหภูมิ 60 ± 0.5 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที 
5. ทําหลอดใหเย็นโดยการเปดน้ําใหไหลผาน 3 นาที 
6. ทําหลอดใหแหงโดยการเช็ดหรือตั้งทิ้งไว 
7. วัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 558 นาโนเมตร 
 
สูตรในการคํานวณหาปริมาณคอลลาเจน 
สมการ standard curve ดังนี้ h = (y-0.0255)/0.0778 

   H (กรัม/100 กรัม) = (2.5 x h)/mv 
 
 y  =  คาการดูดกลืนแสงของตัวอยาง 

h  =  ความเขมขนของ hydroxyproline (ไมโครกรัม/2 มิลลิลิตร)  
 H =  ปริมาณ hydroxyproline (กรัม/100 กรัม) 
 m = น้ําหนักตัวอยาง (กรัม) 
 v  = ปริมาตรสารละลายตัวอยางที่ดูดมาทําละลาย (มิลลิลิตร) 

ปริมาณคอลลาเจนที่ละลายได = H ของคอลลาเจนที่ละลายได x 7.52 
ปริมาณคอลลาเจนที่ไมละลาย = H ของคอลลาเจนที่ไมละลาย x 7.25 
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3.4.8 วิธีการวิเคราะหหาสวนประกอบทางเคมี (Chemical composition) 
 ตัวอยางกลามเนื้ออกและเนื้อสะโพกบดดวยเครื่องบดเพื่อวิ เคราะหหาคุณคาทาง
โภชนาการ ไดแก เปอรเซ็นตโปรตีน ไขมันและความชื้น ดวยวิธี Proximate Analysis (AOAC, 
1995) ดังนี้ 
 

3.4.8.1 การวิเคราะหปริมาณโปรตีน (Protein analysis) 
1. ชั่งตัวอยางเนื้อที่บดแลว 0.5 กรัม ใสในกระดาษชั่งตัวอยางแลวนําใสใน Kjeldahl flask 
2. เติมสารเรงปฏิกิริยา (K2SO4 : CuSO4 ; 20 : 1) จํานวน 2 กรัม แลวเติม conc. Sulfuric 

acid 15 มิลลิลิตร 
3. นํา Kjeldahl flask เขาเครื่องยอยที่อุณหภูมิ 420 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 ชั่วโมง 

จนกระทั่งไดสารละลายสีเขียวใส แลวปลอยใหเย็น จากนั้นเติมน้ํากลั่น 50 มิลลิลิตร 
เขยาใหเขากัน 

4. ตวงสารละลาย 4% boric acid 25 มิลลิลิตร ใสใน Erlenmeyer flask ขนาด 250 
มิลลิลิตร แลวเติม screen methylred indicator 

5. เติม 40% sodium hydroxide จํานวน 50 มิลลิลิตร ใสขวด Kjeldahl flask (จากขอ 3) นํา 
Kjeldahl flask เขาเครื่องกล่ัน แลวนําขวด Erlenmeyer flask (จากขอ 4) ตอเขากับอีก
ปลายของ condenser ของเครื่องกล่ัน โดยใหปลายทอจุมในสารละลาย แลวเปดน้ําให
ไหลผานตัว condenser แลวจึงเปดเครื่องกล่ัน 

6. กล่ันจนไดปริมาตรของสารละลายในขวด Erlenmeyer flask ประมาณ 200 มิลลิลิตร 
จากนั้นนําขวด Erlenmeyer flask ที่มีแอมโมเนียในสารละลาย 4% boric acid มา
ไทเทรตกับสาระลายมาตรฐาน 0.1 N H2SO4 โดยไทเทรตจนสีของสารละลายเปลี่ยนสี
จากสีเขียวเปนสีมวงอมเทา 

 
การคํานวณหาเปอรเซ็นตโปรตีน 

 
  Protein percentage  =  (A-B) x C x E x 0.014 x 100 
           D 
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A = จํานวนปริมาตรของสารละลายมาตรฐาน H2SO4 0.1 N ที่ใชในการไทเทรตกับตัวอยาง 
 (มิลลิลิตร) 

B = จํานวนปริมาตรของสารละลายมาตรฐาน H2SO4 0.1 N ที่ใชในการไทเทรตกับ blank     
(มิลลิลิตร) 
C = ความเขมขน (N) ของสารละลายมาตรฐาน H2SO4 
D = น้ําหนักตัวอยาง 
E = kjeldahl factor (6.25) 

 
3.4.8.2 การวิเคราะหหาปริมาณความชื้น (Moisture analysis) 
1. นําถวยสําหรับใสตัวอยางวิเคราะหหาความชื้น (weighting bottle) ที่ลางสะอาดและ

เช็ดใหแหง อบในตูอบที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส นาน 1 ชั่วโมงและนําออกมาใส
ในโถดูดความชื้นปลอยใหเย็นและชั่งน้ําหนัก 

2. ชั่งตัวอยางเน้ือที่บดละเอียดแลวจํานวน 2 กรัม ใสใน weighting bottle บันทึกน้ําหนัก
รวมทั้งหมดและอบที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส นาน 4 ชั่วโมง จนไดน้ําหนักคงที่ 

3. นําถวยที่มีตัวอยางออกจากตูอบแหง ใสในโถดูดความชื้น ปลอยใหเย็นจึงชั่งน้ําหนัก 
น้ําหนักที่หายไปคือ ปริมาณความชื้น และสารที่ระเหยไดทั้งหมด 

 
การคํานวณหาเปอรเซ็นตความชื้น 

 
  Moisture percentage = A – B   x   100 
       C 
 

A = น้ําหนักถวย + น้ําหนักตัวอยางกอนอบ 
B = น้ําหนักถวย + น้ําหนักตัวอยางหลังอบ 
C = น้ําหนักตัวอยาง 
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3.4.8.3 การวิเคราะหหาปริมาณไขมัน (Fat analysis) 
1.  ชั่งน้ําหนักเนื้อที่บดแลว 2 กรัม อบที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส นาน 24 ชั่วโมง 
2. นําขวดสกัดไขมันที่ผานการลางสะอาด เช็ดใหแหงแลวอบที่อุณหภูมิ 100 องศา

เซลเซียส นาน 1 ช่ัวโมง และใสในโถดูดความชื้น (dissicator) ปลอยใหเย็น ทําการช่ัง
หาน้ําหนักที่ได 

3. นําตัวอยางเนื้อที่ผานการหาความชื้นแลวใสใน thimble ablundum ที่สะอาดและแหง 
4. ใส thimble ablundum ลงใน sample containers แลวตอเขากับ holding clips ของเครื่อง

สกัดไขมันแบบ Soxhlet extraction 
5. ใส dichloromethane ลงในบีกเกอรขนาด 30 มิลลิลิตร แลวนําตอเขากับเครื่องสกัด

ไขมันใหสนิท 
6. เปดน้ําเย็นใหไหลผาน condenser ตลอดเวลา 
7. เปดสวิทซไฟเครื่องสกัดไขมันโดยใชความรอนสกัดนาน 16 ช่ัวโมง ดวยอัตราการ

กล่ัน 2-3 หยด ตอวินาที 
8. นํา sample containers ออก แลวนํา reclaiming tube ใสแทนที่ ใหความรอน 

dichloromethane จะถูกกลั่นและถูกเก็บใน reclaiming tube สวนไขมันที่ไดจะอยูใน
บีกเกอร 

9. นําบีกเกอรท่ีมีไขมันไปอบที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที แลวนําออกใส
ในโถดูดความชื้นปลอยใหเย็น ช่ังน้ําหนัก น้ําหนักที่เพิ่มขึ้นภายหลังการสกัดคือ 
น้ําหนักของไขมัน 

 
การคํานวณเปอรเซ็นตไขมัน 

 
  Fat percentage =          A - B     X     100 
                        C 
 

A = น้ําหนักบกีเกอร + น้ําหนักไขมันที่อบแลว 
B = น้ําหนักบกีเกอร 
C = น้ําหนักตวัอยาง 

 
 

ÅÔ¢ÊÔ·¸Ô ìÁËÒÇÔ·ÂÒÅÑÂàªÕÂ§ãËÁè
Copyright  by Chiang Mai University
A l l  r i g h t s  r e s e r v e d

ÅÔ¢ÊÔ·¸Ô ìÁËÒÇÔ·ÂÒÅÑÂàªÕÂ§ãËÁè
Copyright  by Chiang Mai University
A l l  r i g h t s  r e s e r v e d



 41

3.5 การศึกษาคุณภาพไขมัน  
3.5.1 การวิเคราะหกรดไขมันอิสระ (Free fatty acid analysis) 

 ประกอบดวย 2 ขั้นตอน ไดแก การสกัดไขมันและการเตรียม fatty acid methyl ester 
(FAME) โดยบดกลามเนื้ออกและเนื้อสะโพก ทําการสกัดไขมันจากตัวอยางกลามเนื้อโดยมีวิธีการ
ดังนี้ 
 

ขั้นตอนที่ 1 การสกัดไขมันจากตัวอยาง (Folch et al., 1957) 
1. ชั่งตัวอยางเนื้อที่บดละเอียดแลว 5 กรัม ใสลงในขวดกนกลม (round bottom flask) 

ขนาด 100 มิลลิลิตร 
2. เติมสารละลายผสมระหวาง chloroform และ methanol (อัตราสวน 2 : 1) 60 มิลลิลิตร 

ปดฝาเขยาอยางแรงเพื่อใหเกิดการสกัดที่สมบูรณ โดยใชเวลา 15 นาที 
3. กรองดวย Butcher funnel ผานกระดาษกรอง Whatman No.1 ลงใน flask นํากากที่

เหลือมาสกัดตามขอ 2 อีกครั้งหนึ่ง 
4. รวมสารละลายที่กรองไดใสใน separate flask เติมน้ํากลั่น 12 มิลลิลิตร ตั้งทิ้งไวให

แยกชั้น 
5. เก็บชั้นลางของสารละลายใน flask ที่ทราบน้ําหนักแลวนําไประเหยแหงดวย water 

bath ที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส 
6. ช่ังน้ําหนักไขมันหลังจากระเหยแหง แลวละลายดวย chloroform ใหไดความเขมขน 30 

มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
 

ขั้นตอนที่ 2 การเตรียม fatty acid methyl ester (FAME) (Morrison and Smith, 1964) 
1. ดูดสารละลายที่สกัดได 1 มิลลิลิตร ใสลงในขวดกนกลม (round bottom flask) ขนาด 

250 มิลลิลิตร 
2. เติมสารละลาย 0.5 M NaOH ใน methanol 4 มิลลิลิตร. แลว reflux เปนเวลา 5 นาที 

จากนั้นปลอยใหเย็น 
3. เติม 20% boron-trifluoride ใน methanol 5 มิลลิลิตร. reflux  ตออีก 2 นาที ปลอยไว 

ใหเย็น 
4. เทสารละลายที่ไดใสลงในหลอดทดลองขนาด 100 มิลลิลิตร เติมสารละลายเกลือ

อ่ิมตัว (NaCl) จํานวน 5 มิลลิลิตร และ Iso-octane (2,2,4-trimethylpentane) จํานวน 2 
มิลลิลิตร. 
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5. เขยาใหเขากัน 30 วินาที ทิ้งไวใหแยกชั้น 
6. เก็บสารชั้นบน 1 มิลลิลิตร ใสใน vial ที่มี sodium sulfate anhydrous ปริมาณ 1 

มิลลิกรัม ปด vial ใหสนิทเก็บรักษาไวในตูเย็นเพื่อรอการวิเคราะหดวยเครื่อง Gas 
chromatography (GC) 

 
ขั้นตอนที่ 3 การวิเคราะหดวยเคร่ือง Gas chromatography (GC) 
1. ดูดสารที่ละลายไดจากขั้นตอนที่  2 ปริมาตร  1 ไมโครลิตร  ฉีดเขาเครื่อง  Gas 

chromatography (GC-14B, Shimadzu, Japan) โดยมี condition ดังนี้ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
2. การคํานวณเปอรเซ็นตกรดไขมันจากสมการ 
fatty acid (%) = (area of fatty acid in sample/ total area of fatty acid) x 100 
area of fatty acid in sample คือ พื้นที่ใตกราฟของกรดไขมันแตละชนิดของตัวอยาง 
total area of fatty acid คือ พื้นที่ใตกราฟของกรดไขมันทั้งหมด 
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3.5.2 การวิเคราะหหาปริมาณคอเลสเตอรอล (Jung et al., 1975) 
1. ทําการสกัดไขมันจากกลามเนื้ออกและเนื้อสะโพกที่บดละเอียดแลวเชนเดียวกับการ

สกัดไขมันเพื่อหาองคประกอบทางเคมี (AOAC, 1995) 
2. ละลายไขมันที่สกัดไดดวย 2-propanol ใหไดความเขมขน 50 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร  
3. ดูดสารละลายไขมันในขอ 2 ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ใสในหลอดทดลองขนาด 25 

มิลลิลิตร 
4. เติม alcoholic KOH 10 มิลลิลิตร 
5. ตมใน water bath ที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ช่ัวโมง ปลอยใหเย็น 
6. เติม petroleum ether จํานวน 5 มิลลิลิตร เขยาใหเขากันดวย vortex mixture 
7. เทสารละลายทั้งหมดลงในกรวยแยกปลอยตั้งไวใหแยกชั้น 
8. เก็บสวนที่ละลายในชั้น petroleum ether แลวนําไประเหยแหงใน water bath ที่

อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส 
9. เติม ferric acetate/uranyl acetate 5 มิลลิลิตร เขยาอยางแรงดวยเครื่อง vortex mixture 
10. ปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 2,700 รอบ/นาที นาน 5 นาที 
11. เตรียมหลอดขนาด 13 x 100 มิลลิเมตร แลวเติม sulfuric acid reagent หลอดละ 2 

มิลลิลิตร 
12. ดูด supernatant จากหลอดในขอ 10 ใสหลอดในขอ 11 
13. ผสมใหเขากันทันทีดวย vortex mixer อยางนอย 20 วินาที ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง 15 

นาที 
14. วัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 560 นาโนเมตร โดยใชหลอด blank อานคาเปน

ศูนย 
15. นําสารละลายคอเลสเตอรอลมาตรฐานมาทําตามขอ 3-14 

 
หมายเหตุ: หลอด blank จะเติมเฉพาะ ferric acetate/uranyl acetate 3 มิลลิลิตร และ sulfuric acid 
reagent 2 มิลลิลิตร 
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สูตรในการคํานวณหาปริมาณคอเลสเตอรอล 
 
 Cholesterol level (มิลลิกรัม/ 100 กรัม)  =   A x O. D. sample x B x 100 
                                                O.D. standard x C 
 

เมื่อ A   คือ   ปริมาตรของ 2-propanol (มิลลิลิตร) ที่ใชละลายไขมัน 
  B   คือ   ความเขมขนของสารละลายมาตรฐาน (มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) 
  C   คือ   น้ําหนักไขมันที่สกัดจากตัวอยางเนื้อ (กรัม) 
  O.D. sample คือ   คาการดูดกลืนแสงของตัวอยาง 
  O.D. standard คือ   คาการดูดกลืนแสงของสารละลายคอเลสเตอรอลมาตรฐาน  
 

3.5.3 การวิเคราะหหาปริมาณไตรกลีเซอรไรด (Bigg et al., 1975) 
1. สกัดไขมันตามวิธีของ AOAC (1995) 
2. ละลายไขมันที่สกัดไดใหมีความเขมขน 50 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ดวย iso-propanal 
3. ดูดไขมันในขอ 2 มา 50 ไมโครลิตร ใสหลอดทดลองขนาด 25 มิลลิลิตร 
4. เติม N-Haptane 2 มิลลิลิตร 
5. เติม iso-propanal 3.5 มิลลิลิตร 
6. เติม sulfuric acid 40 mM จํานวน 1 มิลลิลิตร 
7. ผสมใหเขากันดวย vortex mixture 20 วินาที ปลอยตั้งไวเปนเวลา 5 นาที จนแยกชั้น 
8. เตรียมหลอดทดลองอีกชุด แลวเติม sodium alkoxide ลงไป 2 มิลลิลิตร 
9. ดูดสารละลายที่แยกชั้นสวนบนในขอ 7 มา 0.2 มิลลิลิตร ใสในหลอดขอ 8 
10. ผสมใหเขากันดวย vortex mixture นําเขาตูอบที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 

นาที 
11. นําออกมาเติม sodium periodate 1 มิลลิลิตร 
12. เติม acetyl acetone reagent 1 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันดวย vortex mixture นําเขาตูอบที่

อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที 
13. ปลอยไวใหเย็นที่อุณหภูมิหอง แลวนําไปวัดคาดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 420  

นาโนเมตร 
14. นําสารละลายไตรกลีเซอไรดมาตรฐานมาทําตามขอ 3-13 
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Triglyceride content (กรัม/ 100 กรัม)  =     A x O. D. sample x B x 100 
                                       O.D. standard x C x 1000 
 

เมื่อ A   คือ   ปริมาตรของ 2-propanol (มิลลิลิตร) ที่ใชละลายไขมัน 
  B   คือ   ความเขมขนของสารละลายมาตรฐาน (มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) 
  C   คือ   น้ําหนักไขมันที่สกัดจากตัวอยางเนื้อ (กรัม) 
  O.D. sample คือ   คาการดูดกลืนแสงของตัวอยาง 
  O.D. standard คือ   คาการดูดกลืนแสงของสารละลายไตรกลีเซอไรดมาตรฐาน 
 

3.5.4 การวิเคราะหหาคาการหืน Thiobarbituric acid (TBA) (Rossell, 1994) 
1. ชั่งตัวอยางกลามเนื้ออกและกลามเนื้อสะโพกที่บดละเอียดแลวจํานวน 10 กรัม เติมน้ํา

กล่ันลงไป 70 มิลลิลิตร 
2. ปนในเครื่องปนประมาณ 15 นาที 
3. เทใสใน distillation flask แลวลาง blender ดวยน้ํากลั่น 30 มิลลิลิตร 
4. เติมสารละลายกรดเกลือ (HCl) ความเขมขน 4 M 2.5 มิลลิลิตร 
5. เติม anti-foaming agent 1-2 หยด 
6. ตอเขากับชุดกลั่น แลวกล่ันจนไดของเหลวจํานวน 50 มิลลิลิตร 
7. ปเปตสารละลายที่กล่ันได 5 มิลลิลิตร แลวเติมสารละลาย TBA ลงไป 5 มิลลิลิตร 
8. ตมในน้ําเดือด 35 นาทีปลอยใหเย็น 10 นาที 
9. วัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 538 นาโนเมตร 
10. คํานวณคา TBA number จากสูตร 

 
หมายเหตุ: หลอด blank เติมน้ํากลั่น 5 มิลลิลิตร และ TBA solution 5 มิลลิลิตร 
 
 TBA number (mg malondialdehyde/kg sample)  =   7.8  x  O.D. 
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3.6 การวิเคราะหทางสถิติ 
วิเคราะหความแปรปรวนของคาเฉลี่ยทางดานคุณภาพเนื้อและไขมันคือ สายพันธุ (ไกเบรส   

ไกโรดไอแลนดเรด และไกแมฮองสอน) และเพศ (เพศผู และเพศเมีย) ตามแผนการทดลองแบบ 
3x2 factorial in CRD และเปรียบเทียบความแตกตางของคาเฉลี่ยดวยวิธี Tukey’s W-Procedure โดย
ใชโปรแกรมสําเร็จรูป SAS for Window (SAS, 1990) 
 
3.7 สถานที่ทําการวิจัยและรวบรวมขอมูล 

1. หองปฏิบัติการภาควิชาสัตวศาสตร คณะเกษตรศาสตร มหาวิทยาลัยเชยีงใหม 
2. หองปฏิบัติการกลางคณะเกษตรศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม 
3. หองปฏิบัติการคณะเทคโนโลยีการเกษตร มหาวิทยาลัยราชภัฏเชียงใหม 

 
3.8 ระยะเวลาในการทําวิจัย 

18  เดือน 
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