
บทท่ี 3 
 

อุปกรณและวิธีการทดลอง 
 
3.1 การทดลองท่ี 1 ศึกษาผลของการเสริมน้ํามันปาลม กรดมาลิก และโมเนนซิน ในอาหารโคตอ
กระบวนการหมักในกระเพาะรูเมน 

เสริมน้ํามันปาลม 4% ของอาหารขนท่ีไดรับ/วัน (โอสถ และยวงยศ, 2549) กรดมาลิก 20 กรัม/วัน 
(Khampa and Wanapat, 2006) และโมเนนซิน 29 มก./กก (วัตถุแหง) (Varel and Hashimoto, 1982)   
เนื่องจากพบวาเปนระดับท่ีทําใหกรดไขมันท่ีระเหยได โดยเฉพาะกรดโพรพิโอนิกในกระเพาะรูเมน
มีปริมาณเพิ่มข้ึนอยางมีนัยสําคัญ (P<0.05) โดยการทดลองแบงออกเปน 4 กลุมการทดลอง   ดังนี้คือ 

กลุมการทดลองท่ี 1   กลุมควบคุมคือกลุมท่ีไมมีการเสริมสารทดลอง              
 กลุมการทดลองท่ี 2   อาหารที่มีการเสริมน้ํามันปาลม 4% ของอาหารขนท่ีไดรับ/วัน   
   กลุมการทดลองท่ี 3   อาหารที่มีการเสริมกรดมาลิก     20 กรัม/วัน 
 กลุมการทดลองท่ี 4   อาหารที่มีการเสริมโมเนนซิน    29 มก./กก. (วัตถุแหง) 
 ใหอาหารในปริมาณ 3 เปอรเซ็นตของนํ้าหนักตัว (วัตถุแหง) โดยแบงเปนอาหารขน 
1 เปอรเซ็นต และอาหารหยาบ 2 เปอรเซ็นต และอาหารหยาบท่ีใชในการทดลองคร้ังนี้ คือ ฟางขาว 
ใหอาหารวันละ 2 คร้ังๆ เวลา 06.00 น. และ 18.00 น.  
ตารางท่ี 3.1 แสดงสวนประกอบของอาหารทดลอง 

วัถุดิบอาหาร ปริมาณวัตถุดบิท่ีใช (กก.) 
ขาวโพดบด 14 
มันเสน 30 
กากถ่ัวเหลือง   9 
กากเบียร 25 
รํา 18 
ไดแคลเซียม 2.6 
เกลือ 0.9 
พรีมิกซ 0.5 
รวม 100 



 23

3.1.1 สัตวทดลอง 
สัตวทดลองที่ใชในการศึกษาคร้ังนี้คือ โคนมลูกผสมพันธุโฮสไตนฟรีเซียน x พันธุ

พื้นเมือง อายุประมาณ 2-3 ป น้ําหนักเฉล่ีย 329.5 กิโลกรัม จํานวน 4 ตัว ไดรับการผาตัดใสทอเก็บ
ตัวอยางอาหารท่ีกระเพาะรูเมน (rumen  fistula) ตามวิธีการของทัศนียและเทอดชัย (2530)   
 
3.1.2 วิธีการทดลอง 

วางแผนการทดลองแบบ Crossover Designs (Kuehl, 1994) จํานวน 4 ชวงการทดลอง แต
ละชวงใชระยะเวลาในการทดลองทั้งหมด 11 วัน    
แบงการทดลองออกเปนชวงตางๆ ดังตอไปนี้ 
 1. ระยะปรับตัว (preliminary period) เปนชวงเวลาท่ีปลอยใหโคและจุลินทรียปรับตัวเขากับ
อาหารทดลอง และขับถายอาหารเดิมออกจากทางเดินอาหารออกใหหมด โดยในระยะน้ีใชเวลา 7 วัน  
  2. ระยะเก็บขอมูล  (collection period) ใชเวลา 4 วัน ซ่ึงทําเก็บของเหลวจากกระเพาะรูเมน 
(rumen fliud) เก็บทุกวันท่ีเวลา 09.00 น. เพื่อทําการวัดหากรดไขมันท่ีระเหยได โดยใชเคร่ือง Gas 
Chromatography (Ishler et  al., 1996) และเก็บตัวอยางของเหลวจากกระเพาะรูเมน (rumen fluid)  
เพื่อทําการวัดแอมโมเนียไนโตรเจนท่ีเกิดข้ึนในกระเพาะรูเมนโดยวิธี Conway Method (Voigt and 
Steger, 1976)  ทําการวัดกอนท่ีโคจะกินอาหาร 1 ช่ัวโมง และหลังจากโคกินอาหารแลวในช่ัวโมงท่ี  
1,  2,  3 และ 4 ช่ัวโมง และทําการวัดความเปนกรด-ดางในกระเพาะรูเมน (ruminal pH)  โดยการ
สอดแทง electrode  ลงไปวัดความเปนกรด-ดางท่ีบริเวณดานลางของกระเพาะรูเมน ซ่ึงทําการวัดทํา
การวัดกอนท่ีโคจะกินอาหาร 1 ช่ัวโมง  และหลังจากโคกินอาหารแลวในช่ัวโมงท่ี 1,  2,  3,  4  และ 
5 ช่ัวโมง    
 
3.1.3 การวิเคราะหทางสถิติ 

วิเคราะหผลการทดลองโดยวิธีการวิเคราะหวาเรียนซ (Analysis of variance) ใชแผนการ
ทดลองแบบ Crossover Designs (Kuehl, 1994) จํานวน 4 ชวงการทดลอง และเปรียบเทียบความ
แตกตางของคาเฉล่ียดวยวิธี Duncan’s New Multiple Range test (Steel and Torrie, 1980)    
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3.2  การทดลองท่ี 2  การศึกษาการยอยไดในกระเพาะรูเมนโดยวิธี Nylon bag technique  
   ศึกษาการยอยสลายของวัตถุแหงของฟางขาวท่ีใชในการทดลองโดยวิธี Nylon bag 
technique ตามวิธีการของ Ørskov  and McDonald (1979) 
 
3.2.1 สัตวทดลอง 

สัตวทดลองที่ใชในการศึกษาคร้ังนี้คือ โคนมลูกผสมพันธุโฮสไตนฟรีเซียน x พันธุ
พื้นเมือง อายุประมาณ 2-3 ป น้ําหนักเฉล่ีย 329.5 กิโลกรัม จํานวน 4 ตัว ไดรับการผาตัดใสทอเก็บ
ตัวอยางอาหารท่ีกระเพาะรูเมน (rumen  fistula) ตามวิธีการของทัศนีย  และเทอดชัย (2530) ท่ีไดรับ
อาหารทดลองท้ัง 4  กลุมการทดลอง 
 
3.2.2 วิธีการทดลอง     
   นําตัวอยางอาหารหยาบ คือ ฟางขาวมาบดผานตะแกรงขนาด 2  มิลลิเมตร ใชถุงไนลอน
ขนาด 7 x 15 เซนติเมตร ท่ีมีขนาดถุงของรู 40 ไมโครเมตร ช่ังตัวอยางอาหาร 3 กรัม ใสลงในถุง
ไนลอนที่ทราบน้ําหนักคงท่ี  และนําไปหมักยอยในสวนลางของกระเพาะรูเมน โดยใชเวลาในการ
หมักยอย 8 เวลาคือ  2  4  8 16  24  48  72  และ 96 ช่ัวโมง  แตละระยะจะทําซํ้า 3 ถุง เม่ือครบ
กําหนดเวลาเอาถุงออกจากกระเพาะรูเมน จากนั้นนําถุงท้ังหมดมาซักทําความสะอาดดวยเคร่ืองซัก
ผานาน 15 นาที   นําไปอบท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 48 ช่ัวโมง แลวนําถุงและตัวอยาง
ไปช่ังน้ําหนักท่ีเหลือ   
การคํานวณเปอรเซ็นตวัตถุแหงท่ีหายไป (% Dry matter disappearance) 
      % DM disappearance   =    W1 +  W2 +  W3    x 100 
                     W2   
      เม่ือ W1     =   น้ําหนักถุง 
       W2 =   น้ําหนักตัวอยางอาหารเร่ิมตน 
       W3     =   น้ําหนักถุง + ตัวอยางอาหารหลังอบ 
   นําคา % DM disappearance ท่ีช่ัวโมงตางๆ ไปคํานวณหาการยอยสลาย และคาพารามิเตอร
ตางๆ ของการยอยสลายของโภชนะ โดยโปรแกรมสําเร็จรูป NEWAY  (Chen, 1997) โดยใชสมการ
       
      P  =   a + b (1-e -ct) 
 เม่ือ P  =  โภชนะท่ีหายไปที่เวลา t (degradation at time t) 
  a   =   สวนท่ีละลายได (immediately soluble material) 
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  b   =   สวนท่ีไมละลายแตสามารถหมักยอยได (insoluble fermentable material) 
  c   =   อัตราการยอยสลาย (degradation rate) 
3.2.3 การวิเคราะหทางสถิติ 

วิเคราะหผลการทดลองโดยวิธีการวิเคราะหวาเรียนซ (Analysis of variance) ใชแผนการ
ทดลองแบบสุมตลอด (Completely Randomized Design, CRD) และเปรียบเทียบความแตกตางของ
คาเฉล่ียดวยวิธี Duncan’s New Multiple Range test (Steel and Torrie, 1980)    
 
3.3 การทดลองท่ี 3 การประเมิณคาการยอยไดและพลังงานโดยวิธีการวัดปริมาณแกสท่ีเกิดขึ้น  
(Gas production technique) 
 
3.3.1 สัตวทดลอง 

สัตวทดลองที่ใชในการศึกษาคร้ังนี้คือ โคนมลูกผสมพันธุโฮสไตนฟรีเซียน x พันธุ
พื้นเมือง อายุประมาณ 2-3 ป น้ําหนักเฉล่ีย 329.5 กิโลกรัม จํานวน 4 ตัว ไดรับการผาตัดใสทอเก็บ
ตัวอยางอาหารท่ีกระเพาะรูเมน (rumen  fistula) ตามวิธีการของทัศนียและเทอดชัย (2530) ท่ีไดรับ
อาหารทดลองทั้ง 4 กลุมการทดลองเปนตัวใหน้ําจากกระเพาะหมัก   
 
3.3.2 วิธีการทดลอง 

 นําตัวอยางอาหารหยาบ คือ ฟางขาว หาปริมาณแกสท่ีเกิดข้ึน ช่ังตัวอยางท่ีบดผานตะแกรง
ขนาด 1 มม. ประมาณ 500 มก. ลงในหลอดแกวขนาดใหญลักษณะคลายเข็มฉีดยา (syringe) ท่ีมีขีด
บอกปริมาตรอยูขางหลอด ปลายหลอดมีสายยางส้ันพรอมคลิปเปดปด ใชวาสลีนทาใหท่ัว แลวสอด
เขาในหลอดแกว อุนหลอดทดลองท่ีไดใสตัวอยางไวแลวในตูอบท่ีอุณภูมิ 39 องศาเซลเซียส จนกวา
จะนํามาใช   

เตรียมหลอด syringe  หลอดท่ี 1-3 สําหรับทํา blank 
        หลอด syringe  หลอดท่ี 4-6 สําหรับตัวอยางอาหารหยาบมาตรฐาน 
        หลอด syringe  หลอดท่ี 7-9 สําหรับตัวอยางอาหารขนมาตรฐาน 
        หลอดท่ีเหลือเปนตัวอยางท่ีตองการศึกษาโดยทําตัวอยางละ 6 ซํ้า 

การเตรียม rumen buffer medium  ใหเติมสารละลายตอไปนี้ตามลําดับ 
      ปริมาตร (มล.) ตอ 1 หลอด 
1. น้ํา       10 
2. Buffer solution       5 
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3. Macromineral solution       5 
4. Resazurine solution       0.025 
5. Micromineral solution       0.0025 
6. Reduction solution       1 
7. Rumen fluid      10 
 การเตรียมสารละลายใหเตรียมเผื่อปริมาณที่ตองการไวอีก 10 หลอด เพื่อใหสะดวกใน
การปเปต ผสมสารละลาย 1-5 กอนท่ีจะเก็บน้ําจากรูเมน แชสารละลายในอางน้ําอุน 39 องศา
เซลเซียส  ทําใหมีสภาพไรออกซิเจนโดยผานแกสคารบอนไดออกไซดลงไปตลอดเวลา คนดวย 
magnetic stirrer 
 กอนเติม rumen liquor ใหตรวจดูอุณหภูมิอีกคร้ังวาปน 39 องศาเซลเซียส  แนหรือไม 
จากนั้นเติม reduction solution ลงไป สีของสารละลายจะคอยๆ เปล่ียนจากสีฟาเปนชมพู และไมมีสี
ตามลําดับ  แสดงวาเกิด reduction อยางสมบรูณ แลวจึงคอยเติม rumen liquor มิฉะนั้นคาท่ีไดจะไม
ถูกตอง  เพราะแกสคารบอนไดออกไซดท่ีเกิดข้ึนในหลอดจะถูกนําไปใชในการ reduction 

การเก็บน้ําจากรูเมนและการ incubate กับตัวอยาง เก็บน้ําจากรูเมนกอนใหสัตวกินอาหาร
ม้ือเช า  ขวดท่ีใช เก็บควรมีขนาด  1 ลิตร  ทําขวดให เปนสภาพไรออกซิเจนโดยใชแกส
คารบอนไดออกไซดเปาลงไป และลวกขวดดวยน้ําอุน ใชวิธีบีบผานผากรองตาหางลงไปในขวดก็
ได  เก็บใหเต็มขวดเพื่อไมใหมีออกซิเจน ปดฝาอยาใหออกซิเจนเขาได ใชกระติกเพื่อรักษาอุณหภูมิ 
เ ม่ือนํ ามาถึงหองปฏิบั ติการใหแชในอ างน้ํ าอุนท่ี อุณหภู มิ  39 องศาเซลเซียส   ผ านแกส
คารบอนไดออกไซดเพื่อไลออกซิเจนออก 

ตวงน้ําจากรูเมนตามปริมาณท่ีตองการผสมกับสารละลายหมายเลข 1-6 ในขวดท่ีวางในอาง
น้ําอุนอุณหภูมิ 39 องศาเซลเซียส  คนใหเขากันตลอดเวลาดวย magnetic stirrer ขณะเดียวกันผาน
แกสคารบอนไดออกไซดลงในสารละลายโดยจุมสายยางลงในขวด ใชปเปตปมสารละลาย rumen 
liquor buffer mixture ผานทอสายยางเขาในหลอดตัวอยาง จับหลอดตัวอยางชูดานปลายข้ึนใหอยู
ในแนวด่ิงระดับสายตา ไลฟองแกสท่ีมีในหลอดออกใหหมด ปดทอยางปลายหลอดหนีบดวยคลิบ
หนีบ อานปริมาตรของสวนผสมท้ังหมดในหลอดตัวอยางดวยทศนิยม 1 ตําแหนง บันทึกไว (V0) 

โดยอานคาท่ีแกสท่ี 2  4  8  16  24  48  72 และ 96 ช่ัวโมง บันทึกปริมาณแกสท่ีเกิดข้ึนและ
นําไปคํานวณอัตราแกสท่ีเกิดข้ึน วิธีวัดปริมาณแกส (gas production test) ตามวิธีการของ Menke 
and Steingass (1988) ทําการคํานวณคาแกสสุทธิท่ี 24 ช่ัวโมงจากสมการ 
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 GP (ml/200 mg DM, 24 h)   =     (V24 - V0- GP0 ) x  200 x ( Fh + Fc ) /2 
                         W   

 เม่ือ   GP   คือ ปริมาตรแกสสุทธิ (มิลลิลิตร) ท่ีเกิดจากการ incubate ตัวอยางอาหาร 200   
       มิลลิกรัม (วัตถุแหง) เปนเวลา t ช่ัวโมง 
     V0    คือ ปริมาตรสวนผสมท้ังหมดท่ีอานไดขางหลอดกอน incubate 
     V24   คือ คาท่ีอานไดขางหลอดเม่ือ incubate ได 24 ช่ัวโมง 
     GP0  คือ คาเฉล่ียของแกสท่ีเกิดในหลอด blank อานไดท่ี 24 ช่ัวโมง 
        Fh    คือ 44.16/ (GPh - GP0) ; roughage correction factor 
     Fc    คือ 62.6/(GPc - GP0) ; concentrate correction factor 

        W   คือ น้ําหนักตัวอยางเปนมิลลิกรัมวัตถุแหง 
     GPh   คือ ปริมาตรท่ีเกิดจากการ incubate ตัวอยางอาหารหยาบมาตรฐาน (มิลลิลิตร) 
     GPc   คือ ปริมาตรท่ีเกิดจากการ incubate ตัวอยางอาหารขนมาตรฐาน (มิลลิลิตร) 
  

นําคาท่ีไดมาแทนในสมการเพ่ือคํานวณหาการยอยไดของอินทรียวัตถุ (organic matter 
digestibility, OMD) พลังงานเมทาบอไลซ (metabolizable energy, ME) และพลังงานสุทธิเพื่อการ
ใหนม (net energy for lactation, NEL) ดังนี้ 

OMD     =    15.38 + 0.8453 GP + 0.0595 CP + 0.0675 ash 
ME         =    2.20 + 0.136 GP + 0.0057 CP + 0.00029 EE2  
NEL        =    - 0.54 + 0.0959 GP + 0.0038 CP + 0.0001733 EE2  

 
3.3.3 การวิเคราะหทางสถิติ 

วิเคราะหผลการทดลองโดยวิธีการวิเคราะหวาเรียนซ (Analysis of variance) ใชแผนการ
ทดลองแบบสุมตลอด (Completely Randomized Design, CRD) และเปรียบเทียบความแตกตางของ
คาเฉล่ียดวยวิธี Duncan’s New Multiple Range test (Steel and Torrie, 1980)    
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3.4 การทดลองท่ี 4 การศึกษาการยอยไดโดยวิธี Cellulase technique   
     ศึกษาการยอยไดของวัตถุแหงและอินทรียวัตถุของอาหารท่ีใชทําการทดลอง โดยวิธี 
Cellulase technique ตามวิธีการของ De Boever et al. (1986) 
 
3.4.1 วิธีการทดลอง 
    นําตัวอยางอาหารขนมาอบท่ีอุณหภูมิ 100  6 องศาเซลเซียส  ช่ัวโมง แลวบดใหมีขนาด 1 
มิลลิเมตร ช่ังตัวอยางอาหาร 300 มิลลิกรัม ใสใน glass filter-crucible เติม pepsin-hydrochloric acid 
solution ท่ีมีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส  30 มิลลิลิตร นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส  เปน
เวลา 24 ช่ัวโมง เขยา crucible ทุก 5 ช่ัวโมง เม่ือบมครบ 24 ช่ัวโมง นํา crucible ไปแชใน water bath 
ท่ีอุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส  นาน 45 นาที  แลวทําการดูดสารละลายออก และกากอาหารดวยน้ํา
กล่ันอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส  เติม cellulose-buffer solution ท่ีมีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส  30 
มิลลิลิตร นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 24 ช่ัวโมง เขยา crucible ทุก 5 ช่ัวโมง 
เม่ือบมครบ 24 ช่ัวโมง ดูดสารละลายออกและลางกากอาหารดวยน้ํากล่ันท่ีมีอุณหภูมิ 40 องศา
เซลเซียส    นํากากอาหารที่ไมยอยไปอบท่ีอุณหภูมิ 103 องศาเซลเซียส  เพื่อหาคาวัตถุแหง และนํา
กากไปเผาท่ีอุณหภูมิ 550 องศาเซลเซียส  เพื่อหาคาอินทรียวัตถุ  
การคํานวณหาการยอยได 
    คํานวณหาการยอยไดของวัตถุแหงและอินทรียวัตถุ จากสมการ  
    digestibility (%) =   Wo - Wt  x 100  
                                                        Wo 
      เม่ือ  Wo =  ปริมาณโภชนะในอาหารกอนการยอย 
                Wt =  ปริมาณโภชนะในการอาหารหลังการยอย 
    การคํานวณหาคาพลังงานเมทาบอไลซ (ME) และคาพลังงานสุทธิเพื่อการใหนม (NEL) 
    นําคาการยอยไดอินทรียวัตถุ (organic matter digestibility, OMD) และไขมัน (EE) ไป
คํานวณเปนคาพลังงานเมทาบอไลซ (metabolizable energy, ME) และคาพลังงานสุทธิเพื่อใชใน
การใหนม โดยใชสมการท่ี De Boever et al. (1986) ไดเสนอไวดังนี ้
            ME  (MJ/kgDM)  =  0.150 x OMD + 0.241 x EE – 0.99    (R2 = 0.96 ) 
   NEL (MJ/kgDM)   =   0.112 x OMD + 0.159  x EE – 2.37   (R2 = 0.96 ) 
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3.4.2 การวิเคราะหทางสถิติ 
วิเคราะหผลการทดลองโดยวิธีการวิเคราะหวาเรียนซ (Analysis of variance) ใชแผนการ

ทดลองแบบสุมตลอด (Completely Randomized Design, CRD) และเปรียบเทียบความแตกตางของ
คาเฉล่ียดวยวิธี Duncan’s New Multiple Range test (Steel and Torrie, 1980) 
 
3.5 การทดลองท่ี 5 ศึกษาสมรรถภาพการผลิตของโคเนื้อ 
 
3.5.1 สัตวทดลอง 

ใชโคพันธุขาวลําพูนเพศผู อายุประมาณ 1-2 ป น้ําหนักเฉล่ีย 208.13 กิโลกรัม จํานวน 16 
ตัว เล้ียงในคอกขังเดี่ยวท่ี มีรางอาหาร และท่ีใหน้ําในแตละคอก มีแรธาตุกอนใหโคไดเลียกิน
ตลอดเวลา  
 
3.5.2 วิธีการทดลอง 

แบงโคเปน 4 กลุมโดยโคทุกกลุมไดรับฟางขาวเปนอาหารหยาบอยางเต็มท่ีโดยเทียบตาม
ความตองการที่ NRC ใหไดรับอาหาร 4 กลุมการทดลอง ดังตอไปนี้  

กลุมการทดลอง 1   กลุมควบคุมคือกลุมท่ีไมมีการเสริมสารทดลอง              
 กลุมการทดลอง 2   อาหารที่มีการเสริมน้ํามันปาลม  4% ของอาหารขนท่ีไดรับ/วัน   
   กลุมการทดลอง 3   อาหารที่มีการเสริมกรดมาลิก      20    กรัม/วัน 
 กลุมการทดลอง 4   อาหารที่มีการเสริมโมเนนซิน     29    มก./กก. (วัตถุแหง) 

 
ใชระยะเวลาในการทดลองประมาณ 60 วันบันทึกขอมูลอาหารให อาหารเหลือทุกวัน ให

อาหารเชาและเย็นในเวลา 8.00 น. และ 15.00 น. เก็บขอมูลปริมาณอาหารท่ีกิน และการเจริญเติบโต  
 
3.5.3 การวิเคราะหทางสถิติ 

วิเคราะหผลการทดลองโดยวิธีการวิเคราะหวาเรียนซ (Analysis of variance) ใชแผนการ
ทดลองแบบสุมตลอด (Completely Randomized Design, CRD) และเปรียบเทียบความแตกตางของ
คาเฉล่ียดวยวิธี Duncan’s New Multiple Range test (Steel and Torrie, 1980)    
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3.6 สถานท่ีท่ีใชในการดําเนินการวิจัยและรวบรวมขอมูล  
  1.  คอกสัตวทดลอง ภาควิชาสัตวศาสตร คณะเกษตรศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม 
  2. หองปฏิบัติการอาหารสัตว ภาควิชาสัตวศาสตร คณะเกษตรศาสตร  
  มหาวิทยาลัยเชียงใหม 
   
3.7 ระยะเวลาในการดําเนินการวิจัย  
 ใชระยะเวลาในการทําวิจัย 12 เดือน ระหวางเดือน สิงหาคม 2551 - กรกฎาคม 2552 


