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บทท่ี  3
อุปกรณและวิธีการทดลอง

1.  อุปกรณการทดลอง
     1.1  อุปกรณและเครื่องมือ

       ช่ือเคร่ืองมือ                                โมเดล              บริษัท                               ประเทศ
1.  เครื่องชั่งไฟฟา (ทศนิยม 4 ตํ าแหนง)  2842             Sarorius GmBH          สหพันธรัฐเยอรมัน
2.  เครื่องเหวี่ยง                                        Megafuge     Heraeus                      สหพันธรัฐเยอรมัน
3.  ตูอบ                                                    DEV             Heraeus                      สหพันธรัฐเยอรมัน
4.  ถวยกระเบื้องเคลือบ                            109               Haldenwanger           สหพันธรัฐเยอรมัน
5.  โถดูดความชื้น                                     GL 32          Glaswerk Wertheim   สหพันธรัฐเยอรมัน
6.  หลอดทดลอง  2  มล.                              -               Pyrex                          สหรัฐอเมริกา
7.  เตาตมไฟฟา (Hot plate )                         -               Gerhardt                     สหพันธรัฐเยอรมัน
8.  บิกเกอร ขนาด 50 ,100, 150 มล.         No.1000      Pyrex                          สหรัฐอเมริกา
9.  บิกเกอร ขนาด 200 มล.                       No.1005      Pyrex                          สหรัฐอเมริกา
10.ปเปต ขนาด 1 , 2, 3, 4 , 5 ,10                  -               Volac                         สหรัฐอเมริกา
                         50 และ 100 มล.
11.วอลูเมทริก ฟลาสก
                    ขนาด 10 ,50  มล.                NS 12/12        SCHOTT                  สหพนัธรัฐเยอรมัน
                    ขนาด 100, 150 , 250 มล.    NS 14/23        SCHOTT                  สหพนัธรัฐเยอรมัน
12. กรวยแกว                                                -                Haldenwanger           สหพันธรัฐเยอรมัน
13. กระบอกตวงขนาด 50 และ100 มล.  No.3022         Pyrex                         สหรัฐอเมริกา
14. เคร่ืองช่ังน้ํ าหนัก                               No.161840     Berkel                         ไทย
15. หลอดทดลอง  1.2*10                       No.9820         Pyrex                         สหรัฐอเมริกา
16. ฟลาสกกนกลมขนาด 50 มล.                  -               Pyrex                         สหรัฐอเมริกา
17. ตูแชแข็ง                                                  -                    -                            สหพันธรัฐเยอรมัน
18. เคร่ือง Atomic Absorption                      -               Perkin Elmer             สหรัฐอเมริกา
                 Spectrophotometer
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    1.2  สารเคมี
           ช่ือสารเคมี                                                         เกรด                              ยี่หอ
1. กรดซัลฟุริกเขมขน (H2SO4 )                          Analytical reagent                Merck
2. กรดไฮโดรคลอริก (HCl )                              Analytical reagent                 Merck
3.กรดไนตริก ( HNO3)   70 %                            Analytical reagent                 Merck
4. น้ํ ากลั่น                                                           Deionized                                  -
5. กรดเปอรคลอริก (HClO4)                              Analytical reagent                 Merck
6. แอมโมเนีย  (NH3) 10  %                                Analytical reagent                 Merck
7. โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH)                        Analytical reagent                 Merck
8. โซเดียมโบโรไฮไดร (Sodium borohydride)  Analytical reagent                  Fluka
9. ธาตุซีลีเนียมบริสุทธิ์ (Pure selenium 99.9 %) Analytical reagent                 Aldrich
10.สารซีลีเนียมคีเลต (Selenoglycine)                 Analytical reagent                Adsco drug

    1.3  สัตวทดลอง
คดัเลอืกสกุรลกูผสมสายพนัธุ  (ลารจไวท x แลนดเรซ x ดูรอค) จํ านวน 48 ตัว (เพศผู 24 ตัว 

เพศเมีย 24 ตัว) น้ํ าหนักเฉลี่ยประมาณ 30 กิโลกรัม แบงสัตวทดลองออกเปน 4 กลุม คือ
กลุมที ่1 สุกรลูกผสมที่เลี้ยงดวยอาหารส ําเร็จรูปที่ไมเสริมดวยซีลีเนียมคีเลต  (มีซีลีเนียม 0 ppm.)
กลุมที่ 2 สุกรลูกผสมที่เลี้ยงดวยอาหารส ําเร็จรูปเสริมดวยซีลีเนียมคีเลต (มีซีลีเนียม 0.15 ppm.)
กลุมที่ 3 สุกรลูกผสมที่เลี้ยงดวยอาหารส ําเร็จรูปเสริมดวยซีลีเนียมคีเลต (มีซีลีเนียม 0.30 ppm.)
กลุมที่ 4  สุกรลูกผสมที่เลี้ยงดวยอาหารส ําเร็จรูปเสริมดวยซีลีเนียมคีเลต (มีซีลีเนียม 0.60 ppm.)

    1.4  คอกทดลอง
           ภายในโรงเรือนสกุรทดลอง มีคอกยอย 24 คอก แตละคอกมีขนาด 2 x 3 เมตรเทากนั ภายใน
คอกประกอบดวยรางอาหาร และมีจุบนํ้ าดื่มดานหลังคอกทดลอง
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    1.5  อาหารสกุรทดลอง
           สุกรทุกกลุมทดลองไดรับอาหารผสมสํ าเร็จรูปจากบริษัทที่ผลิตเปนการคา และนํ ามาเสริม
ดวยซีลีเนียมคีเลต ที่ตางระดับกนั (4 กลุมทดลอง) สตูรอาหารแบงออกเปน 2 ระยะ คือ

1.5.1 อาหารสุกรรุน  (30 – 60 กิโลกรัม) มีโปรตีนไมตํ ่ากวา 16 %
1.5.2 อาหารสกุรขุน (60 – 100 กิโลกรัม) มีโปรตีนไมตํ ่ากวา 14 %
สํ าหรับระดับไขมันและความช้ืนของอาหารทดลอง ทั้ง 2 ระยะ ไมเกิน 12 และ 4 % ตาม

ลํ าดับ สุกรไดรับอาหารแบบเต็มท่ี (ad libitum) และมีนํ้ าสะอาดดื่มตลอดเวลา สวนประกอบของ
อาหารทดลองดังกลาว มีดังน้ี

สูตรอาหารสุกรรุน                                       สตูรอาหารสกุรขุน
1. ขาวโพดปน                                               1. ขาวโพดปน
2. รํ าละเอียด                                                 2. รํ าละเอียด
3. ปลายขาว                                                  3. ปลายขาว
4. กากถั่วเหลือง                                            4. กากถั่วเหลือง
5. ไดแคลเซียมฟอสเฟต                                5.ไดแคลเซียมฟอสเฟต
6. เกลอืปน                                                    6. เกลอืปน
7. พรีมิกซ                                                     7. พรีมิกซ
8. ไลซีน                                                        8.ไลซีน
9. เมทไธโอนีน                                              9.เมทไธโอนีน
มีโปรตีนไมตํ ่ากวา 16 %                               มีโปรตีนไมต่ํ ากวา 14 %
มีไขมันไมเกิน 12 %                                      มีไขมันไมเกิน 12 %
มีความชื้นไมเกิน 4 %                                    มีความชื้นไมเกิน 4 %
มีเถา   3-5  %                                                 มีเถา   3-5  %
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2.    วิธีการทดลอง
       2.1 แผนการทดลอง
             วางแผนการทดลองแบบสุมตลอด (Completely Randomized Design; CRD) (Steel and 
Torrie, 1980) แบงการทดลองออกเปน 4 กลุม (treatment) แตละกลุมม ี 3 ซํ ้า ๆ ละ 4 ตัว ซึ่งแตละ
กลุมใชสุกรจ ํานวน 12 ตัว รวมใชสุกรทั้งหมด 48 ตัว  ดังน้ี
กลุมที ่1  อาหารสํ าเร็จรูปไมเสริมซีลีเนียมคีเลต (กลุมควบคุม)
กลุมที ่2  อาหารสํ าเร็จรูปเสริมซีลีเนียม  0.15  ppm.
กลุมที ่3  อาหารสํ าเร็จรูปเสริมซีลีเนียม  0.30  ppm.
กลุมที ่4  อาหารสํ าเร็จรูปเสริมซีลีเนียม  0.60  ppm.

       2.2  การศึกษาสมรรถภาพการผลติ
          สุกรนํ้ าหนักเฉลี่ย 30 กิโลกรัม เลี้ยงในคอกจํ านวน 2 ตัวตอคอก โดยสกุรจะไดรับอาหาร
สํ าเร็จรูปท่ีเสริมซีลีเนียมตามระดับการทดลอง โดยสูตรอาหารแบงออกเปนสุกรระยะรุน – ขุน   ได
รับอาหารแบบเต็มท่ี (ad libitum) และมีนํ้ าสะอาดดื่มตลอดเวลา ใหอาหารสุกรทุกวัน ๆ ละ 2 เวลา 
คือ เชา เวลาประมาณ 8.00 น และเย็นเวลาประมาณ 16.00  น  ท ําการบันทึกอาหารที่ใหและที่เหลือ
คางรางทกุวัน เพือ่นํ ามาคดิคาปริมาณอาหารทีส่ตัวกนิได คาอัตราการเจริญเติบโต และประสทิธภิาพ
การใชอาหาร ส ําหรับการปฏิบัติเลี้ยงดูอื่นๆ กระท ําตามหลักการผลิตสุกรโดยทั่วไป (บุญลือ,  2536)  
ตลอดระยะเวลาการทดลอง ท ําการชัง่น้ํ าหนักสกุรทกุ 2 สปัดาห เพือ่เปลีย่นอาหารใหตรงกบัโปรแกรม
ที่วางไว  แลวนํ ามาค ํานวณหาสมรรถภาพการผลิตตามสูตรการค ํานวณหาคาตาง ๆ ดังสมการที ่1, 2 
และ 3

วัน        =      ……....…(1)                           ปริมาณอาหารที่สัตวกินทั้งหมด(กรัม)
จํ านวนวันที่เลี้ยง(วัน)
ปริมาณอาหารท่ีกินตอ
(daily feed intake; g/d)
Ô¢ÊÔ·¸Ô ìÁËÒÇÔ·ÂÒÅÑÂàªÕÂ§ãËÁè

 by Chiang Mai University
¢ÊÔ·¸Ô ìÁËÒÇÔ·ÂÒÅÑÂàªÕÂ§ãËÁè

 by Chiang Mai University        =                                                                                      ……...…(2)น้ํ าหนักสิ้นสุด(กรัม) – น้ํ าหนักเร่ิมตน(กรัม)
จํ านวนวันทดลอง(วัน)
pyright pyright การเจริญเติบโตตอวัน
(average daily gain; g/d)
l l  r i g h t s  r e s e r v e dl l  r i g h t s  r e s e r v e d

เปนน้ํ าหนักตัว    = …………(3)ปริมาณอาหารที่กินไดทั้งหมด (กิโลกรัม)
น้ํ าหนักตัวท่ีเพ่ิม (กิโลกรัม)
อัตราการเปล่ียนอาหาร
(feed conversion ratio)
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       2.3  การศึกษาการสะสมธาตุซีลีเนียมในพลาสมา
ทํ าการเจาะเลือดสุกรทุกตัว กอนเร่ิมตนการทดลอง และหลังจากเริ่มการทดลองทุก 30 วัน

ทํ าการเจาะเลือดสุกรทกุตัวทีเ่สนเลอืดดํ าที่คอ (jugular vein) และรีบนํ าพลาสมาน้ันมาเขาเคร่ือง
เหว่ียงเพื่อใหตกตะกอน เอาเม็ดเลือดแดงออก กรองเอาสวนที่ใสเก็บแชแข็งไวจนกวาจะน ําตัวอยาง
น้ันมาวิเคราะห โดยใชสาร Trichloroacetic acid;  TCA  ผสมลงไปเพือ่ท ําใหโปรตีนตกตะกอนออกมา
และจึงนํ าสวนทีเ่หลือไปวิเคราะหหาธาตุซีลีเนียมดวยเคร่ือง Atomic Absorption   Spectrophotometer
(AOAC, 1984)

2.4  การศึกษาการสะสมธาตุซีลีเนียมในอวัยวะภายใน (หัวใจ ตับ ปอด และไต) และในเน้ือแดง  
หลังสิ้นสุดการทดลอง จะท ําการฆาสุกรทุกตัว และเก็บตัวอยางอวัยวะภายใน   และเน้ือแดงแชแข็ง
ทันที จนกวาจะนํ าตัวอยางมาวิเคราะห  โดยนํ าตัวอยางมาหั่นเปนชิ้นใหละเอียด และอบใหแหงที่
อุณหภูมิประมาณ 100๐C  หลงัจากน้ันจึงนํ าไปยอยแบบเปยก (wet digestion) โดยใชกรดไนตริก 70 %
8 มล. ผสมกับกรดเปอรคลอริคเขมขน 2 มล. กับทุกตัวอยาง (โดยใชตัวอยางที่อบแหงประมาณ 0.2 
กรัม / ตัวอยาง) จนไดสารละลายใสและนํ าไปเจือจาง (dillute) ดวยกรดเกลือ 0.5 โมล เพ่ือใหได
สารละลาย  10 มล. จึงนํ าไปวัดหาคาของธาตุซีลีเนียมดวยเคร่ือง Atomic Absorption  
Spectrophotometer   (AOAC, 1984)

3.    การวิเคราะหทางเคมี
       วิเคราะหหาซีลีเนียมในพลาสมา อวัยวะภายใน และเน้ือแดง โดยใชวิธีวิเคราะหแบบ Atomic
Absorption Spectrophotometer (AOAC, 1984) ตามคูมือการใชเคร่ือง Atomic Absorption
Spectrophotometer ของชูชาติ  (2545)
       3.1  การเตรียม Selenium Standard Stock  Solution
            ละลายซีลีเนียมผงสีดํ า (Black Selenium) ที่มีความบริสุทธิ ์99.9 % ปริมาณ 0.10 กรัม ลงใน
กรดไนตริกเขมขน 70 % ประมาณ 5 มล.   และน ําไปต้ังไฟออน ๆ จนซีลีเนียมละลายหมดแลว หลัง
จากน้ันเจือจางดวยน้ํ ากลั่น และเติมกรดซัลฟูริค 2.5โมล  20 มล. จนไดสารละลายเทากับ 1000 มล. 
(บรรจุในภาชนะแกว)

3.2  การเตรียม Working Solution
            โดยการเจือจาง stock  solution ดวยน้ํ ากลั่นและกรดซัลฟูริค  2.5 โมล เพ่ือใหได working 
solution ที่มีระดับธาตุซีลีเนียมตามตองการที่คาดวาจะตรวจพบในตัวอยางที่ทดลอง
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3.3  การเตรียมตัวอยางอวัยวะภายในและเนื้อแดง
นํ าตัวอยางที่อบแหงแลว ประมาณ 0.2 กรัม  ใสลงในขวดแกวกนกลม แลวเติมกรดไนตริก

เขมขน 70 % จํ านวน 8 มล.  หลังจากนั้นเติมกรดเปอรคลอริคเขมขน จํ านวน 2 มล.  ลงในตัวอยาง 
แลวจึงน ําไปยอยดวย hot plate หรือ sand  bath จนกระทั่งไดสารละลายใสจึงคอย ๆ ระเหยเอากรด
เปอรคลอริคออกใหหมดโดยสังเกตจากดานสีขาวจะคอย ๆ หมดไป  หลังจากน้ันจึงนํ าสารละลายที่
ไดไปเจือจางดวยกรดเกลอื 0.5 โมลใหไดเปนสารละลายทัง้หมด 10 มล. แลวแบงสารละลาย 3 – 4 มล.    
ไปวัดหาคาธาตุซีลีเนียมดวยเครื่อง  Atomic Absorption Spectrophotometer

3.4  การเตรียมตัวอยางพลาสมา
นํ าพลาสมาทีเ่หว่ียงเอาเมด็เลอืดแดงออกไปแลว ประมาณ 0.2 มล. มาเติมสาร Trichloroacetic

acid (TCA) 10 % ลงในหลอดทดลอง ประมาณ 2 มล. แลวนํ าไปเขาเคร่ืองเหว่ียงท่ีมีความเร็ว 3,700 
รอบ  นานประมาณ 10 นาท ีเพ่ือใหโปรตีนตกตะกอน  หลังจากนั้นจึงแยกเอาสารละลายใสดานบน
มาเติมแอมโมเนีย ความเขมขน 10 % ปริมาณ 0.5 มล.  และเขยาใหสารละลายเทากันดีแลวจึงน ําไป
เจือจางดวยนํ้ ากลั่นใหไดสารละลายทั้งหมด 2 มล.  หลังจากนั้นจึงนํ าไปวัดหาคาธาตุซีลีเนียม  ดวย
เคร่ือง  Atomic Absorption Spectrophotometer

4.   การวิเคราะหทางสถิติ
      4.1 วิเคราะหขอมลูทางสถติิโดยวิธกีารวิเคราะหความแปรปรวนแบบทางเดียว (one way analysis
of  variance)  (Steel and Torrie, 1980)
       4.2  เปรียบเทียบความแตกตางของคาเฉลี่ยดวยวิธ ี Least Significant Difference Test  (LSD)
(Steel and Torrie, 1980)
        4.3   วิเคราะหขอมูลทางสถิติ  โดยใชโปรแกรม  Statistical Package for the Social Science for  
Window (SPSS/FW) (กัลยา, 2542)

5.   สถานที่ใชในการดํ าเนินการวิจัยและรวบรวมขอมูล
      5.1  ฟารมสกุรทดลอง  คณะสัตวศาสตร วิทยาลยัเกษตรและเทคโนโลยเีชียงใหม อ.สันปาตอง 
จ.เชียงใหม

5.2   หองปฏิบัติการ  ภาควิชาสัตวศาสตร  คณะเกษตรศาสตร  มหาวิทยาลัยเชียงใหม
      5.3   หองปฏิบัติการกลาง  คณะเกษตรศาสตร  มหาวิทยาลัยเชียงใหม
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6. ระยะเวลาในการดํ าเนินการวิจัย
เดือนสิงหาคม พ.ศ. 2544  ถึง เดือนสิงหาคม พ.ศ. 2545

           ชวงเวลาที่ปฏิบัติงานวิจัย                                                      การดํ าเนินงานวิจัย

สิงหาคม  2544 – กุมภาพันธุ  2545                   เลี้ยงสุกรและเก็บขอมูลเกี่ยวกับสมรรถภาพการผลิต
กุมภาพันธุ  2545 – เมษายน  2545                    วิเคราะหหาปริมาณธาตุซีลีเนียมในพลาสมา
เมษายน  2545 – สิงหาคม 2545                        วิเคราะหหาปริมาณธาตุซีลีเนียมในอวัยวะภายใน
                                                                          (หัวใจ  ตับ  ปอด  ไต) และ เน้ือแดง
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