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บทท่ี 3 
 

อุปกรณ และวิธีการทดลอง 
 
3.1 การวิเคราะหองคประกอบทางเคมี (chemical composition analysis) 

ศึกษาองคประกอบทางเคมี และคุณคาทางโภชนะของเปลือกเมล็ดถั่วเหลืองและอาหารทดลองที่ผสม
เปลือกเมล็ดถั่วเหลืองทั้ง 4 ระดับ โดยคือ 0, 20, 40 และ 60 เปอรเซ็นต ระดับโปรตีนรวม (CP) 16 เปอรเซ็นต 
(รอยละของวัตถุแหง) 

- วิธีวิเคราะหแบบ proximate analysis สําหรับการวิเคราะหโภชนะซึ่งประกอบดวยปริมาณวัตถุแหง 
(dry matter) อินทรียวัตถุ (organic matter) โปรตีนรวม (crude protein) ไขมัน (ether extract) และเถา (ash) 
ดวยวิธี proximate analysis (AOAC., 2000) 

   - วิธีวิเคราะหแบบ detergent method สําหรับการวิเคราะหองคประกอบที่เปนโครงสรางของพืชได
แก เยื่อใยที่ละลายไดในดาง (neutral detergent fiber) เยื่อใยที่ละลายไดในกรด (acid detergent fiber) และลิก
นิน (acid detergent lignin) (Van Soest, 1982) 

สวนประกอบของอาหารทดลองที่ผสมเปลือกเมล็ดถั่วเหลืองทั้ง 4 ระดับ แสดงไวในตาราง 6 วัตถุดิบ
หลักที่ใชในการศึกษาครั้งนี้ คือ ขาวโพดบด มันเสน กากถั่วเหลือง และเปลือกเมล็ดถั่วเหลืองซึ่งเปนแหลงพลังงาน
ทดแทนขาวโพดในสูตรอาหาร 
 

 
ภาพ 6: เปลือกเมล็ดถ่ัวเหลือง (soybean hulls) 
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ตาราง 6: สวนประกอบของวัตถุดิบ ตนทุนตอกิโลกรัม รอยละของโปรตีนรวม (% CP) จากการ 
คํานวณของอาหารทดลองที่ผสมเปลือกเมล็ดถ่ัวเหลืองทั้ง 4 ระดับ 

  Treatment 1 Treatment 2 Treatment 3 Treatment 4 
Corn                    % 57.07 38.61 20.15 1.69 
Casava                    % 15 15 15 15 
Soybean Meal         % 24.43 22.89 21.35 19.81 
Soybean hulls % 0 20 40 60 
Dicalcium-P14         % 2 2 2 2 
Salt                        % 1 1 1 1 
Premix      % 0.5 0.5 0.5 0.5 

Price  ฿/kg 6.22 5.65 5.09 4.52 
CP % 16.0 16.0 16.0 16.0 

 
3.2  การศึกษาสลายตัวของโภชนะภายในกระเพาะหมักโดยวิธีใชถุงไนลอน (in situ/ in sacco) 
 
 ประเมินคาการสลายตัวของเปลือกเมล็ดถ่ัวเหลือง และอาหารทดลองที่ผสมเปลือกเมล็ดถ่ัว
เหลืองทั้ง 4 ระดับ ภายในกระเพาะหมักของโคนมดวยวิธีการ in situ/in sacco โดยใชถุงไนลอน 
(Ørskov and McDonald, 1979) ดังนี้ 
 

3.2.1 วิธีการทดลอง 
1. การเตรียมถุงไนลอน 

 ถุงไนลอนที่มีขนาดรู (pore size) 40-60 ไมครอน (µm) และขนาดถุง 70 x 150 มิลลิเมตร 
กอนบรรจุตัวอยางอาหารทดลอง อบถุงไนลอนที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส นาน 24 ช่ัวโมง เพื่อให
น้ําหนักคงที่ จากนั้นนํามาใสในโถดูดความชื้น รอจนเย็นแลวนํามาชั่ง จดบันทึกน้ําหนักของแตละถุง 
(W1) 
 

2. การเตรียมตัวอยางอาหารที่ใช 
 นําตัวอยางอาหารทดลองมาบดผานตะแกรงขนาด 2 มิลลิเมตร ช่ังตัวอยาง 3 กรัม (W2) นําถุง
ไนลอนที่มีตัวอยางมัดติดกับทอยางที่มีขนาดเสนผาศูนยกลางประมาณ 1 เซนติเมตร ขนาดความยาว 
30 เซนติเมตร แลวนําไปบมในกระเพาะหมักของโคนมตามวิธีการ complete exchange method    
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(เอกสิทธิ์, 2541) ที่ช่ัวโมงตางๆ คือ 0, 2, 4, 8, 16, 24, 36 และ 48 ช่ัวโมง ตําแหนงที่เหมาะสมของ
การใสถุงไนลอนในกระเพาะหมักคือ 50 เซนติเมตร จากฝา cannula โดยใหอยูในสวนลางของ
กระเพาะหมัก (ventral sac of the rumen) เพราะเปนตําแหนงที่ถุงสามารถเคลื่อนที่ไดอยางอิสระ
ทั้งในสวนที่เปนของแข็ง (solid phase) และของเหลว (liquid phase) 
 

3. การหาคา washing loss 
นําตัวอยางที่เตรียมไว สําหรับ 0 ช่ัวโมงคือไมตองแชในกระเพาะหมัก นําไปแชน้ําอุน

อุณหภูมิ 39 องศาเซลเซียส ประมาณ 1 ช่ัวโมงโดยทําในชวงเวลาที่ใกลเคียงกันกับการนําถุงไนลอน
ทั้งหมดออกจากกระเพาะหมัก เพื่อนําไปลางดวยเครื่องซักผาพรอมกัน คาของตัวอยางที่สูญหายไป
จากถุงไนลอนชุดนี้ถือเปน washing loss 
 

4. การเตรียมตัวอยางหลังจากนําออกจากกระเพาะหมัก 
เมื่อนําถุงตัวอยางออกจากกระเพาะหมักแลว ตองรีบนําไปใสในกระติกน้ําแข็ง เพื่อลด

อุณหภูมิเปนการปองกันกระบวนการหมักที่จะเกิดขึ้นนอกกระเพาะหมัก จากนั้นนํามาลางดวยน้ํา
สะอาด เพื่อเอาเศษอาหารชิ้นใหญออก จากนั้นนําถุงไนลอนที่มีตัวอยางอาหารทดลองทั้งหมดไปลาง
ดวยเครื่องซักผาแกนนอนประมาณ 15 นาที แลวจึงนําไปอบที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส นาน 48 
ช่ัวโมง และนํามาทิ้งในโถดูดความชื้น ช่ังน้ําหนักถุงไนลอนที่เหลือ (W3)  

 
5. การคํานวณคาการยอยสลาย 
นําคาที่ไดไปคํานวณหาปริมาณของวัตถุแหง โปรตีนรวมและอินทรียวัตถุที่สลายตัวใน

กระเพาะหมัก (% dry matter/crude protein/ organic matter disappearance) ตามสมการที่ (11) 
 

 % DM/CP/OM disappearance  =  ( W1 + W2 ) – W3  X 100                 (11)  
                 W1 

 เมื่อ     W1 =  น้ําหนักถุง (กรัม) 

            W2 =  น้ําหนักตัวอยางอาหารที่เร่ิมตน (กรัม) 

            W3 =  น้ําหนักถุง และอาหารตัวอยางที่เหลือในถุงหลังอบ (กรัม) 
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 นําคาเปอรเซ็นตของวัตถุแหง โปรตีนและอินทรียวัตถุที่สลายตัวในกระเพาะหมักโคนมที่
ช่ัวโมงบมตางๆ ไปเขาสมการที่ (1) ที่เสนอโดย ∅rskov and McDonald (1979) โดยใชโปรแกรม
สําเร็จรูป NEWAY  

       P   =   a + b (l - e-ct )     
 (1) 

เมื่อ        P   =   คาการยอยสลายไดที่ชวงเวลาตางกัน (%) 
       a   =   สวนที่ละลายไดทันที (%) 
       b   =   สวนที่ไมละลายแตสามารถเกิดการหมักยอยได (%) 

                                                l    =   ระยะเวลาที่รอใหจุลินทรียเขาสัมผัสอาหารและทําการยอย 
         สลาย (lag phase) 

        e   =   คาคงที่ของ log 10 
        c   =   อัตราการยอยสลายของ b 
        t    =  ชวงระยะเวลาตางๆ 

 นําคาพารามิเตอร (A, B และ c) ที่คํานวณไดจากโปรแกรมมาทํานายคาวัตถุแหงที่กินได 
(dry matter intake, DMI) วัตถุแหงยอยไดที่สัตวไดรับ (digestible dry matter intake, DDMI) และ
อัตราการเจริญเติบโต (growth rate) และคาดัชนีบงชี้ (index value) ตามสมการที่ {2, 3, 4, 5} เสนอ
โดย Shem et al. (1995) 

DMI (kg/d)  =    -8.286 + 0.266A + 0.102B + 17.696c   
 (2) 

DDMI (kg/d) =    -7.609 + 0.219A + 0.080B + 24.19c  
 (3) 

Growth rate =    -0.649 + 0.017A + 0.006B + 3.870c  
 (4) 

Index value =    A + 0.38B + 66.5c     (5) 
 

3.2.2 สัตวทดลอง 
 สัตวทดลองที่ใชในการศึกษาครั้งนี้ คือ โคนมระยะแหงนม (dry cow) และไมใหผลผลิต ลูก
ผสมพันธุพื้นเมือง x โฮลสไตนฟรีเชี่ยน  เพศเมีย อายุ 4-7 ป  จํานวน  4 ตัว  น้ํ าหนัก  416 + 54 
กิโลกรัม ที่ไดรับการเปดทอทางเดินอาหารบริเวณกระเพาะหมักโดยการเจาะกระเพาะฝง rumen 



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

 34

fistula บริเวณสวาปดานซายของโค (ทัศนีย และเทอดชัย, 2530) โดยโคทุกตัวไดอยูในคอกผูกยืน
โรงที่ใหน้ําอัตโนมัติ และรางอาหารแยกเฉพาะตัว โคไดรับอาหารวันละ 2 คร้ัง คือ 6.00 น. และ 
18.00 น. มีน้ําใหกินตลอดเวลา  
 
 

3.2.3 การวิเคราะหขอมูลทางสถิติ 
 วิเคราะหผลการทดลองโดยวิธีการวิเคราะหความแปรปรวน ตามแผนการทดลองแบบสุม
ตลอด (completely randomized design, CRD) และเปรียบเทียบความแตกตางดวยวิธี duncan’s 
new multiple range test (Steel and Torrie, 1984) โดยการใชโปรแกรม SAS (มนตชัย, 2537) 

 
ภาพ 7: ถุงไนลอนที่ใชในการศึกษาการสลายตัวของโภชนะในกระเพาะหมักโคนม 
 
3.3 การประเมินคาการยอยไดและพลังงานโดยวิธีการวัดปริมาณแกสที่เกิดขึ้น (gas production technique)  
 
 คาการยอยไดของโภชนะในตัวสัตว มีความสัมพันธกับปริมาณแกสที่เกิดขึ้น ไดแก กรดไข
มันระเหยได (volatile fatty acid, VFA)  แกสคารบอนไดออกไซด (CO2) และแกสมีเทน (CH4) ซ่ึง
จะเกิดภายหลังเกิดกระบวนการหมักภายในกระเพาะหมักของโคนม จึงไดนําหลักการนี้มาประยุกต
ใชในการศึกษาครั้งนี้ ตามวิธีของ Menke and Steigass (1988) 
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 3.3.1 อุปกรณและสารเคมี 
 อุปกรณ  

1. ตูอบ (oven) หรืออางน้ํารอน (water bath) ที่สามารถปรับอุณหภูมิไดคงที่ 39 + 0.5 
องศาเซลเซียส และใหญพอที่จะติดตั้งเครื่องหมุน (rotator) ขนาดเสนผาศูนยกลาง 50 
เซนติเมตร ที่ไดเจาะรูไวสําหรับหลอดใสตัวอยางได 

2. จานหมุนหรือลอหมุน (rotator) ประกอบดวยจานกลมหรือลอทําดวยแผนพลาสติกแข็ง 
2 จาน เสนผาศูนยกลาง 50 เซนติเมตร จานหรือลอนี้เจาะรูไว 55-60 รู แตละรูมีเสนผา
ศูนยกลาง 38 มิลลิเมตร เปนชองสําหรับเสียบหลอดตัวอยางอาหาร (piston-pipettes) 
ที่ฐานหรือแกนจานมีสายพานติดมอเตอรไฟฟาใหจานหมุนไดดวยความเร็ว 1-2 รอบตอ
นาที 

3. หลอดตัวอยางอาหาร (piston-pipettes หรือ glass syringes) มีเสนผาศูนยกลางภาย
นอก 36 มิลลิเมตร ภายใน 32 มิลลิเมตร ยาว 200 มิลลิเมตร และมีความจุ 150 
มิลลิเมตร มีขีดบอกปริมาตรถึง 100 มิลลิเมตร อานไดละเอียด 1 มิลลิเมตร (ลักษณะ
คลายหลอดฉีดยาขนาดใหญ) ปลายหลอดติดกับสายยาง (silicone tube) เสนผาศูนย
กลาง ภายใน 5 มิลลิเมตร ยาวประมาณ 40 มิลลิเมตร และมีคลิปหนีบพลาสติก ปดเปด
ใหแกสออกได 

4. อุปกรณสําหรับเก็บน้ําจากกระเพาะหมักของสัตวที่ไดเจาะกระเพาะไวแลว ภาชนะ
สําหรับใสน้ําจากกระเพาะหมัก ควรมีความจุประมาณ 1 ลิตร  

5. อุปกรณปลีกยอยอ่ืนๆ เชน  
- ปเปตอัตโนมัติ ขนาด 50 มิลลิเมตร อานละเอียด 1 มิลลิเมตร ต้ังปริมาตรไวที่ 30 มิลลิเมตร 
- ขวดขนาดจุประมาณ 2-3 ลิตร 
- เครื่องกวนสารละลายระบบแมเหล็ก (magnetic stirrer) 
- ถังแกสคารบอนไดออกไซด 
 
สารเคมี 

1. micromineral solution ประกอบดวย 
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13.2 g CaCL2 .2H2O + 10.0 g MnCl2 .4H2O + 1.0 g CoCl2 .6H2O + 8.0 g FeCl2 .6H2O 
ละลายทั้งหมดเขาดวยกันดวยน้ํากลั่น ปรับปริมาตรใหเปน 100 มิลลิลิตร 

2. buffer solution ประกอบดวย 
4 g NH4HCO3 + 35 g NaHCO3 ปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่น 

3. macromineral solution ประกอบดวย 
5.7 g NHa2 HPO4 (anhydrous) + 6.2 g KH2PO4(anhydrous) + 0.6 g MgSO4 
7H2O ปรับปริมาตรใหเปน 100 มิลลิลิตร ดวยน้ํากลั่น 

4.   resazurin solution 0.1 % (W/ V) 
ช่ัง 100 mg resazurin ละลายดวยน้ํากลั่น ปรับปริมาตรใหเปน 100 มิลลิลิตร 

6. reduction solution (ตองเตรียมใหมๆ ทุกครั้งที่ทําและเตรียมกอนเก็บ rumen fluid 
เพียงเล็กนอย ประกอบดวย 2ml 1NnaOH + 312 mgNa2S9H2O ใสลงในน้ํา 47.5 
มิลลิลิตร 

 
3.3.2 วิธีการทดลอง 
1. การเตรียมตัวอยางอาหาร บดอาหารผานตะแกรงขนาด 1 มิลลิลิตร อาหารที่เปยกหรือ

อาหารมีความชื้นสูงใหทําการอบแหงที่อุณหภูมิไมเกิน 60 องศาเซลเซียส กอนนํามาบด 
ทดสอบหลอดแกว (glass syringe) และแกนตัน (piston) แตละคูใหใสไดพอดีระวัง
อยาใหคับ หรือหลวมมากเกินไปเพราะจะมีปญหาเรื่องหลอดฝด แกนดันออกไมไดหรือ
หลอดหลวม น้ําไหลออกทําใหคาผิด ช่ังตัวอยางประมาณ 200 มิลลิกรัม ใสลงในหลอด
แกว (glass syringe) ใชวาสลีนทาแกนตัน (piston) แลวสอดเขาในหลอดแกว อุน
หลอดที่ไดใสตัวอยางไวแลวในตูอบที่อุณหภูมิ 39 องศาเซลเซียส จนกวาจะนํามาใช 

2. การเตรียม midium ใหเติมสารละลายตอไปนี้ ตามตาราง 7 ดังนี้ 
 
ตาราง 7: สวนประกอบของ rumen medium buffer ที่ใชในการศึกษาดวยวิธีการวัดปริมาณแกส 
สารเคมี ปริมาตร (มิลลิลิตร) ตอ 1 หลอด 
1. น้ํากลั่น 10.0 
2. Buffer solution 5.0 
3. Macro mineral solution 5.0 
4. Resazurin solution 0.025 
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5. Micro mineral solution 0.0025 
6. Reduction solution 1.0 
7. Rumen fluid 10.0 

 
การเตรียมสารละลายใหเตรียมเผื่อปริมาณที่ตองการไวอีก 10 หลอด ทั้งนี้เพื่อสะดวกในการปเปต ผสม

สารละลายหมายเลข 1-5 กอนที่จะเก็บน้ําจากกระเพาะหมัก แชสารละลายในอางน้ําอุน 39 องศาเซลเซียส ทําใหมี
สภาพไรออกซิเจนโดยผานแกสคารบอนไดออกไซดลงไปตลอดเวลา คนดวย magnetic stirrer 

กอนเติม rumen liquor ใหตรวจสอบอุณหภูมิอีกครั้งวาเปน 39 องศาเซลเซียส แนหรือไม จากนั้นเติม 
reduction solution (สารละลายหมายเลข 6) ลงไป สีของสารละลายจะคอยๆ เปลี่ยนจากสีฟาเปนสีชมพู และไมมีสี
ตามลําดับ แสดงวาเกิด reduction อยางสมบูรณ แลวจึงคอยเติม rumen liquor มิฉะนั้นคาที่ไดจะไมถูกตอง เพราะ
แกสคารบอนไดออกไซดที่เกิดขึ้นในหลอดจะถูกนําไปใชในการ reduction 
 3. การเก็บน้ําจากกระเพาะหมัก และการ incubate กับตัวอยาง เก็บน้ําจากกระเพาะหมัก
กอนใหสัตวอาหารมื้อเชา ขวดที่ใชเก็บควรมีขนาด 1 ลิตร ทําขวดใหเปนสภาพไรออกซิเจนโดยใช
แกสคารบอนไดออกไซดเปาลงไป และลวกขวดดวยน้ําอุน ควรเก็บใหเต็มขวดเพื่อไมใหมีออกซิเจน
ปดฝาอยาใหออกซิเจนเขาได ถาสัตวเจาะกระเพาะอยูไกลหอง lab มาก ควรใชกระติกเพื่อชวยรักษา
อุณหภูมิ 
 ตวงน้ําจากกระเพาะหมักตามปริมาณที่ตองการใชผสมกับสารละลายหมายเลข 1-6 ในขวดที่
วางในอางอุณหภูมิ 39 องศาเซลเซียส คนใหเขากันตลอดเวลาดวย magnetic stirrer ขณะเดียวกัน
ผานแกสคารบอนไดออกไซดลงในสารละลายโดยจุมสายยางลงในขวด 
 ใชปเปตอัตโนมัติปมสารละลาย rumen liquor buffer mixture ผานทอยางเขาในหลอดตัว
อยาง จับหลอดตัวอยางชูดานปลายขึ้นใหอยูในแนวดิ่งในระดับสายตา ไลฟองแกสที่มีในหลอดออก
ใหหมด ปดทอยางปลายหลอดดวยคลิปหนีบ อานปริมาตรของหลอดตัวอยาง บันทึกไว (V0)  

4. การบันทึกปริมาณแกสที่เกิดขึ้นและนําไปคํานวณ โดยใชสมการคํานวณอัตราการสลาย
ตัวเชนเดียวกับวิธีการใชถุงไนลอน สําหรับคาแกสสุทธิที่ 24 ช่ัวโมง คํานวณไดจากสมการที่ (12) 
เสนอโดย Menke and Steigass (1988) ดังนี้คือ 

 
GP (ml/200 mg DM, 24 hr)  =    [V24 – V0 – GP0 x 200 x (FH + FC)/2]         (12) 
                                                                             W 

เมื่อ GP  =   ปริมาณแกส (มิลลิลิตร) ที่เกิดขึ้นเมื่อ incubate 24  ช่ัวโมง 
V24  =   ปริมาณแกสเมื่อ incubate ได 24 ช่ัวโมง 
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V0   =    ปริมาตรสวนผสมทั้งหมดที่อานกอน incubate 
GP0 =    คาเฉลี่ยของแกสที่เกิดในหลอด blankที่ 24 ชม. 
FH  =    44.16 / (GPh-GP0) คาปรับอาหารหยาบ  
FC  =    61.1 / (GPc-GP0) คาปรับอาหารขน 
W   =    น้ําหนักตัวอยาง (มิลลิกรัมของวัตถุแหง) 

   
 ปริมาณแกสสุทธิที่อานได ณ ช่ัวโมงตางๆ นําไปเขาสมการเพื่อคํานวณอัตราการเกิดแกสเชน
เดียวกับการทดลองโดยใชเทคนิคถุงไนลอน (in sacco) นําคาพารามิเตอรที่ได (A, B และ c) มาแทน
คาในสมการที่เสนอโดย Shem et al. (1995) เพื่อประเมินคาวัตถุแหงกินได วัตถุแหงกินไดที่ยอยได
และอัตราการเจริญเติบโตเชนเดียวกัน เพื่อทํานายคาการยอยไดของสารอินทรียวัตถุ (organic matter  
digestibility, OMD) คาพลังงานใชประโยชน (metabolizable energy, ME) และคาพลังงานสุทธิ
เพื่อการใหนม (net energy of lactation, NEL) ตามสมการที่ {6, 7, 8} เสนอโดย Menke and 
Steingass (1988) ดังนี้คือ 

OMD (%)      =   9.00 + 0.9991GP + 0.0595XP + 0.0181XA      (6) 
ME (MJ/kg)   =   1.06 + 0.157GP + 0.0084XP + 0.022XL – 0.0081XA     (7) 
NEL (MJ/kg)   =   -0.36 + 0.1149GP + 0.0054XP + 0.0139XL – 0.0054XA  

     (8) 
 
เมื่อ GP     =  ปริมาณแกส (มิลลิลิตร) ที่เกิดเมื่อ incubated 24 ช่ัวโมง 

XP     =  ปริมาณโปรตีน (กรัมตอกิโลกรัมวัตถุแหง) 
XL     =  ปริมาณลิกนิน (กรัมตอกิโลกรัมวัตถุแหง) 
XA     =  ปริมาณเถา (กรัมตอกิโลกรัมวัตถุแหง) 

 
3.3.3 สัตวทดลอง 

 สัตวทดลองที่ใชในการศึกษาครั้งนี้ คือ โคนมระยะแหงนม (dry cow) และไมใหผลผลิต ลูก
ผสมพันธุพื้นเมือง X โฮลสไตนฟรีเชี่ยน  เพศเมีย อายุ 4-7 ป  จํานวน  4 ตัว น้ํ าหนัก  416 + 54 
กิโลกรัม ที่ไดรับการเปดทอทางเดินอาหารบริเวณกระเพาะหมักโดยการเจาะกระเพาะฝง rumen 
fistula (ทัศนีย และเทอดชัย, 2530) โดยโคทุกตัวไดอยูในคอกผูกยืนโรงที่มีที่ใหน้ําอัตโนมัติ และราง
อาหารแยกเฉพาะตัว โคไดรับอาหารวันละ 2 คร้ัง คือ 6.00 น. และ 18.00 น. มีน้ําใหกินตลอดเวลา 
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เพื่อปองกันความแปรปรวนระหวางวัน ควรพยายามใหอาหารที่เล้ียงสัตวเจาะกระเพาะคงที่อยูเสมอ
ทั้งในแงสูตรอาหาร ปริมาณ และเวลาที่กิน นอกจากนี้ควรเก็บน้ําจากกระเพาะสัตวอยางนอย 2 ตัว
ผสมกันจะชวยลดความแปรปรวนตางๆ ไดมาก 

 
 
 
 

3.3.4 การวิเคราะหขอมูลทางสถิติ 
 วิเคราะหผลการทดลองโดยวิธีการวิเคราะหความแปรปรวน ตามแผนการทดลองแบบสุม
ตลอด (completely randomized design, CRD) และเปรียบเทียบความแตกตางดวยวิธี duncan’s 
new multiple range test (Steel and Torrie, 1984) โดยการใชโปรแกรม SAS (มนตชัย, 2537) 

 
ภาพ 8: อุปกรณที่ใชในการศึกษาการยอยไดและพลังงานโดยวิธีการวัดปริมาณแกสที่เกิดขึ้น  
 
3.4  การศึกษาการยอยไดในตัวสัตว (in vivo digestibility) 
 
 การหาคาการยอยไดของโภชนะของโคนมที่ใชในการศึกษาครั้งนี้ คือ วิธีการหาคาการยอย
ไดแบบดั้งเดิม (conventional method) เพื่อหาคาการยอยไดปรากฏ (apparent digestibility) และ
การหาคาการยอยไดโดยตัวสัตวภายในลําไสเล็กดวยวิธีการใชสารบงชี้ (indicator method) มีวิธีการ
ดังนี้  
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3.4.1 การหาคาการยอยไดวิธีดั้งเดิม (conventional method) 
 
ใหโคทดลองไดรับอาหารที่ผสมเปลือกเมล็ดถ่ัวเหลืองทั้ง 4 ระดับรวมกับอาหารหยาบ คือ

หญาแหงรูซ่ี อัตราสวนอาหารขนตออาหารหยาบ (concentrates : roughages ratio) เทากับ 50 : 
50 เมื่อคิดเปนรอยละของวัตถุแหง  
 - ระยะเวลาในการทดลอง มี 4 ชวงการทดลองแตละชวงใชเวลา 22 วันโดยแบงออกเปน 2 
ระยะ คือ 

1. ระยะการปรับตัว (preliminary period) คือเปนชวงที่ปลอยใหโคและจุลินทรียปรับตัวเขา
กับอาหารและขับถายอาหารเดิมในทางเดินอาหารออกใหหมด โดยในระยะนี้ใชเวลา 14 
วันซึ่งจะใหสัตวกินอาหารอยางเต็มที่เพื่อวัดปริมาณอาหารที่สัตวกินได หลังจากนั้นจะ
ใหสัตวกินอาหารลดลงเหลือ 90 เปอรเซ็นตของปริมาณที่สัตวกินได 

2. ระยะการเก็บขอมูล (collection period) ใชเวลา 8 วัน แบงออกเปน 2 ชวง 
- ช วงแรก เป นการเก็บมู ล  (faces) เพื่ อห าค าก ารยอยไดปรากฏ  (apparent 

digestibility) ทําการบันทึกปริมาณอาหารที่กิน และมูลทั้งหมดในแตละวัน สุมเก็บ
ตัวอยางอาหารและมูล 10 เปอรเซ็นตของปริมาณที่ขับออกมาทั้งหมดในแตละวัน 
นําไปวิเคราะหหาองคประกอบทางเคมีแลวนําคาตางๆ มาคํานวณหาการยอยได
ปรากฏโดยใชสมการที่ (9) ที่เสนอโดย บุญลอม (2540) 

 
 สัมประสิทธิ์การยอยได (%)   = โภชนะที่กิน – โภชนะที่ขับออก  X 100  (9) 
           โภชนะที่กิน 

ประเมินคาโภชนะยอยไดรวม (total digestible nutrient; TDN) จากสมการที่ (13) 
            TDN =  DCP + DNDF + DNFC + 2.25 x DEE   (13) 
เมื่อ DCP = ไนโตรเจนฟรีเอ็กซแทรกที่ยอยได 

  DNDF = เยื่อใยที่ละลายในดางที่ยอยได 
  DNFC = คารโบไฮเดรทที่ไมใชเยื่อใยที่ยอยได 
  DEE = ไขมันที่ยอยได 
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คํานวณคาพลังงานรวม (gross energy, GE) พลังงานใชประโยชนได (metabolizable 
energy, ME) และพลังสุทธิเพื่อการใหนม (net energy for lactation, NEL) จากสมการที่ {14, 15, 
16} เสนอโดย Kellner et  al. (1984) 
 GE (MJ/kg) =     0.242CP + 0.0366EE + 0.0209CF + 0.0170NFE  (14) 
 ME (MJ/kg) =     0.0152DCP + 0.0342DEE + 0.0128DCF + 0.0159DNFE (15) 
 NEL (MJ/kg) =     0.4632 + 0.0024q x ME     (16) 
 
 เมื่อ DNFE =    ไนโตรเจนฟรีเอ็กซแทรกที่ยอยได 
         q =    (ME/GE) x 100 
 

3.4.2 การหาคาการยอยไดวิธีการใชสารบงชี้ (indicator method) 
 

ในการศึกษาการยอยไดจริงภายในลําไสเล็กของโคนม ไมสามารถวัดปริมาณอาหารที่เดิน
ทางผานทางเดินอาหารบริเวณดังกลาวไดอยางชัดเจน ดังนั้นการใชสารบงชี้ (marker) เพื่อเปนคา
ดัชนีวัดปริมาณอาหารที่เดินทางผานลําไสเล็กนาจะเปนวิธีการที่เหมาะสมที่สุด 

 
 วิธีการทดลอง 
การวัดคาการยอยไดดวยวีธีการใชสารบงชี้จะดําเนินการตอเนื่องภายหลังเสร็จกระบวนการ

เก็บตัวอยางเพื่อหาคายอยไดปรากฏ โดยการเก็บตัวอยางจากลําไสเล็กสวนตนและสวนปลายที่ได
สอดทอ (t-shape cannula) ไวเรียบรอยแลว เก็บตัวอยางเปนระยะเวลา 5 วัน เพื่อใหไดตัวแทนของ
ตัวอยางทั้ง 24 ช่ัวโมงโดยมีตารางเวลาเก็บตัวอยางดังที่ไดแสดงไวในตาราง 8 

 
ตาราง 8: ชวงเวลาเก็บตัวอยางจากลําไสเล็กของการทดลองหาคาการยอยไดโดยวิธีใชสารบงชี้  

วัน ชวงเวลา (นาฬิกา) 
1 06.00 11.00 16.00 21.00 02.00 
2 07.00 12.00 17.00 22.00 03.00 
3 08.00 13.00 18.00 23.00 04.00 
4 09.00 14.00 19.00 24.00 05.00 
5 10.00 15.00 20.00 01.00 - 
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 ตัวอยางที่ เก็บในแตละครั้งใหไดปริมาณ  200-250 มิลลิลิตร หรือใชเวลาในการเก็บ
ประมาณ 45 นาทีตอคร้ัง และนําตัวอยางมารวมกัน เก็บไวในตูแชแข็งอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
(freezer) เพื่อรอการวิเคราะหองคประกอบทางเคมีและหาคาความเขมขนของสารบงชี้ในตัวอยางตอ
ไป และนําคาที่ไดจากการวิเคราะหมาคํานวณหาคาสัมประสิทธิ์การยอยไดจากสมการที่ (10) ที่เสนอ
โดย เทอดชัย (2540) 
 

ประสิทธ์ิการยอยได (%) = 100 – 100 x  % สารบงชี้ในอาหาร   x      % โภชนะในมูล (10) 
                 %สารบงชี้ในมูล          % โภชนะในอาหาร 
 
 
 

3.4.3  การศึกษาสภาพภายในกระเพาะหมัก 
 เก็บตัวอยางของเหลวภายในกระเพาะหมัก (rumen fluid) ที่เวลา 05.00, 07.00, 08.00 และ 09.00 น. นํา
ไปปนเหว่ียงใส (centrifuge) ที่ความเร็ว 3,000 รอบตอนาที จากนั้นใชปเปตขนาด 1 มิลลิลิตร ดูดเอาเฉพาะสวน
น้ําใสๆ ขางบน (supernatant) เพื่อวิเคราะหปริมาณแอมโมเนียไนโตรเจนที่เกิดขึ้นในกระเพาะหมักตามวิธี 
Conway method (Voigt und Steger, 1967) รวมทั้งวัดคาความเปนกรด-ดาง (pH) ภายในกระเพาะหมัก ดวย
เครื่อง pH meter และปริมาณกรดไขมันระเหยได (volatile fatty acid, VFA) ที่เกิดขึ้นภายในกระเพาะหมักจากตัว
อยางของเหลวหลังใหอาหารโคนมในตอนเชา 3 ช่ัวโมง โดยใชเครื่อง gas chromatography (Ishler et  al., 
1996) 
 

3.4.4  สัตวทดลอง 
 สัตวทดลองที่ใชในการศึกษาครั้งนี้ คือ โคนมระยะแหงนม (dry cow) และไมใหผลผลิต ลูก
ผสมพันธุพื้นเมือง X โฮลสไตนฟรีเชี่ยน  เพศเมีย อายุ 4-7 ป  จํานวน  4 ตัว น้ํ าหนัก  416 + 54 
กิโลกรัม ที่ไดรับการเปดทอทางเดินอาหารบริเวณกระเพาะหมักโดยการเจาะกระเพาะเจาะฝง rumen 
fistula (ทัศนีย และเทอดชัย, 2530) โดยโคทุกตัวไดอยูในคอกผูกยืนโรงที่มีที่ใหน้ําอัตโนมัติ และราง
อาหารแยกเฉพาะตัว โคไดรับอาหารวันละ 2 คร้ัง คือ 6.00 น. และ 18.00 น. มีน้ําใหกินตลอดเวลา 
 

3.4.5  การวิเคราะหขอมูลทางสถิติ 
วิเคราะหผลการทดลองโดยวิธีการวิเคราะหความแปรปรวน ตามแผนการทดลองแบบจัตุรัส

ละติน (latin square design, LSD) และเปรียบเทียบความแตกตางดวยวิธี duncan’s new multiple 
range test (Steel and Torrie, 1984) โดยการใชโปรแกรม SAS (มนตชัย, 2537) 
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3.5 สถานที่ในการดําเนินการศึกษาวิจัย 

- ฟารมทดลองหมวดโคนม สถานีวิจัยและฝกอบรมการเกษตรแมเหียะ คณะเกษตรศาสตร 
มหาวิทยาลัยเชียงใหม 

- หองปฏิบัติการอาหารสัตว ภาควิชาสัตวศาสตร คณะเกษตรศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม 
- หองปฏิบัติการกลาง คณะเกษตรศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม  

 
 
3.6 ระยะเวลาในการดําเนินงานวิจัย 

ใชเวลาในการทดลองประมาณ 12 เดือน ชวงระหวางเดือนพฤษภาคม พ.ศ. 2545 ถึงเดือนเมษายน พ.ศ. 
2546 
 

 
ภาพ 9: การวัดคาความเปนกรด-ดาง (pH) ภายในกระเพาะหมักโคนม และการวัดปริมาณแอมโมเนีย

ไนโตรเจนดวยวิธีการ Conway method  
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ภาพ 10: สัตวทดลองที่ใชในการศึกษาการยอยไดในตัวสัตวโดยวิธีดั้งเดิมและการใชสารบงชี้ 
 


