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บทท่ี 3

อุปกรณและวิธีการทดลอง

3.1 การศึกษาคาการยอยไดของวัตถุดิบอาหาร เพื่อวัดการยอยไดจากตัวสัตวจริง (in vivo method)

3.1.1 วัสดุและอุปกรณท่ีใชในการทดลอง
- เครื่องบดตัวอยางอาหาร โดยใชขนาดของรูตะแกรง 1 มิลลิเมตร
- เครื่องชั่งน้ําหนักไฟฟา ความละเอียดอานได 2 และ 4 ตําแหนง
-  เครื่องแชแข็ง สําหรับเก็บมูล และเก็บของเหลวจากปลายลําไสเล็ก (ileal digesta)
- ตูอบไฟฟา (hot air oven) สําหรับอบแหงตัวอยางอาหาร ของเหลวจากปลาย         

ลําไสเล็ก และมูลของสุกร
- เครื่อง spectrophotometer model UV-1601, SHIMADZU โดยใชความยาวคลื่นที่    

405 nm สําหรับวิเคราะหหาปริมาณของไทเทเนียมไดออกไซด (TiO2)
- เครื่องระเหิดแหง (freeze dryer)
- HPLC ยี่หอ SHIMAZU, Pump : LC-10ADAP, Detector : SPD-M10AVP (UV), 

Control : SCL-10AVP and Software SHIMAZU class VP
- เครื่องยอย (digestion apparatus) และ เครื่องกล่ัน (distillation apparatus) ใชสําหรับ

วิเคราะหหาคาโปรตีน
- เครื่องสกัดไขมัน (soxhlet apparatus) ใชสําหรับวิเคราะหหาคาไขมัน
- เตาเผา (muffle furnace) ใชสําหรับวิเคราะหหาเถา (ash)
- เครื่องมือหาเยื่อใย (crude fiber apparatus) และปมสูญญากาศ (vacuum pump) ใช

สําหรับวิเคราะหหาคาเยื่อใย
- วัสดุอุปกรณสําหรับทําทอเก็บตัวอยางอาหาร คือ ซิลิโคน (ชื่อทางการคา HTV 

silicone rubber R 401/150, L 2B, Wacker-chemie Gmblt, 8000 Munchen 22, West-
Germany) และแบบพิมพทอเก็บตัวอยางอาหาร

- วัสดุอุปกรณสําหรับทําความสะอาดคอกและกรงสุกร เชน แปรงขัดพื้น และ        
ไมกวาด เปนตน

- เครื่องชั่งน้ําหนักสุกร และเครื่องชั่งอาหารทดลอง
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- อุปกรณชวยในการเลี้ยงสุกร เชน ชอนตักอาหาร และถังเก็บน้ํา เปนตน
- เครื่องผสมอาหารสุกรถังนอน มีความจุ 100 กิโลกรัม
- ถังเก็บอาหารขนาดความจุ 20 และ 50 กิโลกรัม และถุงพลาสติกขนาด 10 x 14 นิ้ว 

สําหรับเก็บอาหารทดลอง
- อุปกรณที่ใชเกี่ยวกับการผาตัด เชน มีดผาตัด คีมหามเลือด ไหม (silk) เบอร 1 ไหม

ละลาย (catgut) เบอร 2/0 และ 4/0 มีดโกนสําหรับโกนขนสุกร ไมบรรทัดสําหรับ
วัด เพื่อกําหนดต่ําแหนงสําหรับการผาตัด

- สารบงชี้ (marker) ที่ใชสําหรับคํานวณปริมาณอาหารที่ถูกดูดซึม และที่ถูกขับออก
ทางมูลและของเหลวจากปลายลําไสเล็ก คือ ไทเทเนียมไดออกไซด (TiO2)

- สมุด ดินสอ ปากกา สําหรับบันทึกน้ําหนักสุกร

3.1.2 สัตวทดลอง
สัตวทดลองใชสุกรลูกผสม 3 สายพันธุ (พันธุลารจไวท x แลนดเรซ x ดูรอค) เพศผูตอน 

จํานวน 4 ตัว มีน้ําหนักเริ่มตนเฉลี่ย 40 กิโลกรัม ซ่ึงสุกรทุกตัวจะไดรับการผาตัดสอดทอที่บริเวณ
ลําไสเล็กสวนปลาย และเลี้ยงบนกรงทดลองเปนลักษณะแยกขังเดี่ยว ซ่ึงมีขนาด กวาง ยาว และสูง 
เทากับ 45, 100 และ 55 เซนติเมตร ตามลําดับ ซ่ึงบริเวณฝากรงดานขางขวาจะสามารถถอดเหล็กเขา 
และออกได เพื่อปองกันการเสียดสีระหวางปลายทอกับซี่กรง และมีที่ใหน้ําแบบอัตโนมัติ

3.1.3 อาหารทดลอง
 อาหารทดลองที่ใชเปนอาหารผสม 2 สูตร คือ ปลายขาว-กากถั่วเหลือง และขาวโพด-กาก

ถ่ัวเหลือง และสูตรอาหารกึ่งบริสุทธิ์ 2 สูตร โดยมีแหลงของกากถั่วเหลือง และกากทานตะวันเปน
แหลงของโปรตีนที่ตองการหาคาการยอยไดของโปรตีนและกรดอะมิโน  โดยแบงเปน 4 สูตร คือ

สูตรที่ 1 คืออาหารผสม ประกอบดวย ปลายขาว – กากถั่วเหลือง เปนวัตถุดิบหลัก
สูตรที่ 2 คืออาหารผสม ประกอบดวย ขาวโพด – กากถั่วเหลือง เปนวัตถุดิบหลัก
สูตรที่ 3 คืออาหารกึ่งบริสุทธิ์ ประกอบดวย กากถ่ัวเหลือง เปนวัตถุดิบหลัก
สูตรที่ 4 คืออาหารกึ่งบริสุทธิ์ ประกอบดวย กากทานตะวัน เปนวัตถุดิบหลัก
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การเตรียมอาหารทดลองสูตรอาหารกึ่ งบริ สุทธิ์  โดยการนํากากถั่ว เหลืองหรือ                  
กากทานตะวัน นํามาคลุกเคลากับน้ํามันถ่ัวเหลืองทีละนอยจนกระจายตัวทั่ว ทําการคลุกเคลา
เซลลูโลสกับแปงมันสําปะหลัง คลุกเคลาสารบงชี้ (marker) คือ ไทเทเนียม ไดออกไซด (TiO2) กับ
แปงมันสําปะหลังจนกระจายตัวทั่ว จากนั้นนําวัตถุดิบอาหารที่เปนแหลงพลังงาน คือ แปงมัน
สําปะหลัง นํามาผสมในเครื่องผสมอาหารแบบถังนอน (horizontal mixer) และใสวัตถุดิบดังกลาว
และพรีมิกซ ตามลําดับ และปรับระดับความตองการของพลังงานใชประโยชนได โปรตีน และ   
กรดอะมิโน ตามความตองการของสุกรที่แสดงไวใน NRC (1998)

การใหอาหารสุกร สุกรจะไดรับอาหารทดลอง 2 คร้ังตอวัน ที่เวลา 06.00 น. และ 18.00 น. 
ของทุกวัน ใหอาหารสูตรที่ 1-4  แกสุกร ปริมาณตัวละ 800 กรัมตอมื้อ ซ่ึงผสมกับน้ําในอัตราสวน
โดยประมาณ 1 ตอ 1 (น้ําหนักตอปริมาตร)
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ตารางที่ 6  สวนประกอบและคุณคาทางโภชนาการของอาหารผสม และอาหารกึ่งบริสุทธิ์

ปลายขาว-
กากถั่วเหลือง

ขาวโพด-
กากถั่วเหลือง

กากถั่วเหลือง กากทานตะวัน-
กากถั่วเหลือง

ชนิดวัตถุดิบอาหารสัตว
ขาวโพด - 74.7 - -
ปลายขาว 70.61 - - -
กากถั่วเหลือง 22.70 21.30 34.30 17.20
กากทานตะวัน - - - 22.30
แปงมันสําปะหลัง - - 57.20 49.60
น้ําตาลทราย (sucrose) - - 3.50 3.50
เซลลูโลส (cellulose)* 1.20 - - -
น้ํามันถ่ัวเหลือง 2.30 0.60 1.90 5.00
ไดแคลเซียมฟอสเฟต (P18) 1.30 1.20 1.50 0.85
แคลเซียมคารบอนเนต (CaCO3) 0.79 1.10 0.50 0.50
เกลือ 0.35 0.35 0.35 0.30
สารผสมลวงหนา(premix)** 0.25 0.25 0.25 0.25
ไททาเนียมไดออกไซม (TiO2) 0.50 0.50 0.50 0.50
รวม 100.00 100.00 100.00 100.00
คุณคาทางโภชนะ (เปอรเซ็นต วัตถุแหง)
โปรตีน 15.34 15.32 15.32 15.28
พลังงานที่ใชประโยชนได
(Kcal/kg)

3280.50 3279.30 3279.00 3153.96

เยื่อใย 3.46 3.32 3.79 7.50
ไขมัน 3.41 3.89 2.80 6.14
* α-cellulose, Sigma Chemical CO., St. Louis, USA.
** แสดงในตารางภาคผนวกที่ ก-1
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3.1.4 วิธีการทดลอง

3.1.4.1 การผลิตทอเก็บตัวอยางอาหารและการผาตัดสุกร การผลิตทอเก็บตัวอยางอาหาร
รูปตัวที จาก silicone rubber โดยดัดแปลงจากวิธีการของ เทอดชัยและทัศนีย (2531) และการผาตัด
สอดทอแบบ simple T-cannulation โดยดัดแปลงจากวิธีการของ ทัศนียและเทอดชัย (2532)

3.1.4.2 การเก็บตัวอยางจากปลายลําไสเล็ก  และจากมูล
สุมเก็บตัวอยางอาหารผสมและวัตถุดิบอาหารสัตวที่ตองการศึกษา สุมเก็บตัวอยางของ

เหลวจากปลายลําไสเล็กและสุมเก็บมูล ซ่ึงแบงการทดลองเปน 2 ชวง คือ
1. ชวงปรับตัว (preliminary period) ใชเวลาประมาณ 5 วัน ซ่ึงมีวัตถุประสงค เพื่อ

ใหอาหารที่สุกรกินเขาไปกอนหนาการทดลองถูกขับถายออกนอกรางกายจนหมด และเพื่อใหสัตว
ทดลองไดปรับตัวใหเคยชินกับอาหารและเคยชินกับสภาพแวดลอมของการทดลอง โดยเริ่มหลัง
จากชั่งน้ําหนักสุกรแลวจึงปรับใหสุกรคุนเคยกับอาหารทดลอง โดยลดปริมาณอาหารของอาหารเกา 
และคอยๆ เพิ่มปริมาณอาหารทดลองสูตรใหมเพิ่มขึ้นเปน 25, 50, 75 และ 100 เปอรเซ็นต          
ตามลําดับ โดยวันที่ 4-5 สุกรจะไดรับอาหารทดลองสูตรใหม 100 เปอรเซ็นต พรอมทั้งบันทึก
ปริมาณอาหารที่สุกรกินในแตละวัน เพื่อใชเปนขอมูลในการใชอาหารในชวงการเก็บขอมูลตอไป

2. ชวงเก็บขอมูล (collection period) ทําการบันทึกปริมาณอาหารที่ให และอาหาร
เหลือในแตละชวงการใหอาหารทุกครั้ง ซ่ึงการเก็บมูลใชเวลา 3 วัน โดยเก็บมูลจากสุกรทุกตัว     
ทุกวัน เก็บใสถุงพลาสติก และเก็บในตูเแชแข็งที่อุณหภูมิ –20 องศาเซลเซียส เพื่อหยุดการทํางาน
ของจุลินทรีย เมื่อครบ 3 วัน นํามูลมาคลุกเคลาใหเขากัน แลวสุมเก็บไวประมาณ 10  เปอรเซ็นตของ
มูลที่ขับออกมาทั้งหมด  และนําไปเก็บไวที่อุณหภูมิ –20 องศาเซลเซียส เพื่อนําไปวิเคราะหทางเคมี
ตอไป สวนการเก็บของเหลวจากลําไสเล็กสวนปลาย ซ่ึงเก็บเปนเวลา 2 วัน ของแตละชวงการ
ทดลอง  ทําการเก็บตัวอยางอาหารจากปลายลําไสเล็กตลอด 48 ชั่วโมง เร่ิมเก็บหลังจากใหอาหาร
สุกร ที่เวลา 06.00 น. และ 18.00 น. โดยอาหารจะไหลผานทอยางที่เชื่อมตอปลายเปดของทอ         
ซิลิโคนที่ติดกับตัวสุกรลงสูขวดพลาสติกที่แชอยูในถังโฟมที่บรรจุน้ําแข็งผสมเกลือเม็ดชั่วคราว 
และนําไปเก็บทันทีอีกครั้งที่ในตูเแชแข็งที่อุณหภูมิ –20 องศาเซลเซียส หรือใชวิธีการเก็บของเหลว
จากปลายลําไสเล็ก โดยการใชถุงพลาสติกผูกติดกับทอปลายเปดของทอซิลิโคน
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3.1.4.3 การศึกษาและการวิเคราะหในหองปฏิบัติการ
นําตัวอยางอาหารมาอบแหงที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 72 ช่ัวโมง สวน 

ของเหลวจากปลายลําไสเล็ก และมูลที่เก็บได ทําใหแหงดวยเครื่องระเหิดแหง (freeze dryer) เพื่อ
ปองกันการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโน หลังจากนั้นนําไปบดผานตะแกรงขนาด 1 มิลลิเมตร และ
คลุกเคลาตัวอยางที่ไดใหเขากัน นําไปเก็บในขวดพลาสติกที่มีฝาปดมิดชิดเพื่อใชวิเคราะห            
หาปริมาณโปรตีน โดยวิธี Proximate Analysis ตามวิธีการของ AOAC (1990) วิเคราะหหาปริมาณ
ของไทเทเนียม ไดออกไซด โดยดัดแปลงจากวิธีการของ Brandt et al. (1983) และวิเคราะห       
กรดอะมิโนจําเปน ดวยเครื่อง HPLC ตอไป

การวิเคราะหกรดอะมิโน
1. การไฮโดรไลซิสตัวอยางอาหาร โดยดัดแปลงจากวิธีการของ Tartrakoon et al. (2001)

1.1 ผสมตัวอยางจากอาหาร หรือของเหลวจากปลายลําไสเล็ก หรือมูล ปริมาณ       
5 มิลลิกรัม กับ สารละลายกรดไฮโดรคลอริก ความเขมขน 6 N ปริมาณ 1000 
ไมโครลิตร  ในหลอดทดลองขนาด 5 มิลลิลิตร

1.2 อบในตูอบ โดยใชอุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง โดย         
30 นาทีแรก เปดฝาหลอดทดลองทิ้งไว เมื่อครบเวลาตามที่ตองการแลวจึงปดฝา

1.3 นําไปทําใหแหงโดยวิธีระเหิดแหง (freeze dry) จนแหงสนิท
1.4 เติมสารละลายไฮโดรคลอริก ความเขมขน 0.02 M ปริมาณ 500 ไมโครลิตร 

และกรองสารละลายดวยกระดาษกรองขนาด 0.45 ไมโครมิลลิเมตร เก็บของ
เหลวที่กรองได สําหรับวิเคราะหกรดอะมิโนดวยเครื่อง HPLC ตอไป

2. การวิเคราะหกรดอะมิโน
2.1 คอลัมน (column); GROMSIL-FMOC amino acid (250x4.0 mm)
2.2 อัตราการไหล (flow rate); 1.0 ml/min
2.3 อุณหภูมิ (temperature); 40 C˚
2.4 Detection; excitation, 263 nm/emission, 310 nm
2.5 Eluent A; Sodium acetate 80 %, Acetonitrile 20 %

  Eluent B; Sodium acetate 20 %, Acetonitrile 80 %
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2.6 Gradient
time (min) %A %B

0 90 10
35 60 40
45 30 70
50 0 100
55 0 100
60 0 100
65 0 100
70 0 100

2.7 ทํา derivatization
2.7.1 ดูดกรดอะมิโนที่เปนมาตรฐาน (standard amino acids) ผสมกัน 17 ตัว หรือ 

ตัวอยาง ปริมาณ 40 ไมโครลิตร
2.7.2 เติม borate buffer (pH 7.7) ปริมาณ 40 ไมโครลิตร
2.7.3 เติม FMOC ปริมาณ 80 ไมโครลิตร และตั้งทิ้งไว 45 วินาที
2.7.4 เติม ADAM ปริมาณ 100 ไมโครลิตร และตั้งทิ้งไว 45 วินาที
2.7.5 เติม Eluent A ปริมาณ 140 ไมโครลิตร และตั้งทิ้งไว 5 นาที

2.8 ดูดสารที่ทํา derivatization เรียบรอยแลว ปริมาณ 20 ไมโครลิตร ฉีดเขาเครื่อง 
HPLC เพื่อวิเคราะหกรดอะมิโน ตอไป

3.1.4.4 การบันทึกขอมูล
(1) บันทึกน้ําหนักสุกรเริ่มตนกอนและหลังการใหอาหารแตละสูตรทุกครั้ง
(2) บันทึกปริมาณอาหารที่ให และปริมาณอาหารที่เหลือในแตละชวงเวลาการให  

อาหารทุกครั้งและนําอาหารดังกลาวไปวิเคราะหหาสวนประกอบทางเคมีตอไป
(3) บันทึกน้ําหนักมูลทุกครั้งที่มีการเก็บมูลสุกร และนําไปเก็บใสถุงพลาสติก รักษา

ไวที่อุณหภูมิ –20 องศาเซลเซียส เพื่อหยุดการเจริญเติบโตของจุลินทรีย
(4)  ทําการเก็บตัวอยางของเหลวจากปลายลําไสเล็กของแตละชวงการทดลอง ตลอด      

24 ชั่วโมง บันทึกน้ําหนัก และนําไปเก็บใสถุงพลาสติก รักษาไวที่อุณหภูมิ -20 
องศาเซลเซียส เพื่อหยุดการเจริญเติบโตของจุลินทรีย
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ตารางที่ 7 แสดงชวงเวลาในการเก็บตัวอยางชนิดตาง ๆ ของแตละชวงการทดลอง

การทดลองในวันที่   1    2 3 4 5 6 7 8 9 10
ระยะทดลอง               Preliminary peroid Collection  period

3.1.4.5 การคํานวณผลการทดลอง
(1) การยอยไดของโปรตีน และกรดอะมิโน ส้ินสุดที่ปลายลําไสเล็ก หรือทั้งระบบ

ทางเดินอาหาร หรือบริเวณลําไสใหญ โดยอนุมานวา recovery rate ของสุกร มีคาเทากับ             
100 เปอรเซ็นต คํานวณจากสมการที่ 1 (เทอดชัย, 2542) คือ

- การยอยได (Apparent digestibility)

= 100 - [100 x %TiO2 ในอาหาร  x  %โปรตีนหรือกรดอะมิโนในมูล]   .……. (1)
                 % TiO2 ในมูล      x  %โปรตีนหรือกรดอะมิโนอาหาร

หมายเหตุ % TiO2 ในมูล หมายถึง เปอรเซ็นต TiO2 ในมูลหรือในตัวอยางจากปลายลําไสเล็ก
% โปรตีนหรือกรดอะมิโนในมูล หมายถึง เปอรเซ็นตโปรตีนหรือกรดอะมิโน
ในมูลหรือตัวอยางจากปลายลําไสเล็ก

(2) การยอยไดของวัตถุแหง โปรตีน และกรดอะมิโน ในวัตถุดิบอาหารสัตว       
ปลายขาว ขาวโพด กากถั่วเหลือง และกากทานตะวัน เปนการหาคาเปอรเซ็นตการยอยได           
โดยวิธีเปรียบเทียบสัดสวนดัดแปลง จากวิธีการของ Tartrakoon (2000) สามารถคํานวณไดจาก   
สมการที่ 2 ถึง 5 ดังตอไปนี้ คือ

มูล ปลาย
ลําไสเล็ก
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- คาเปอรเซ็นตการยอยได (Apparent digestibility) ของวัตถุแหง โปรตีน และกรดอะมิโน
ในกากถั่วเหลือง

DSb      =     (A-B)/C ....................(2)
        โดยที่       A = (DCsSb x AA* content in CsSb diet)

 B = (DCs x AA* content of Cs in CsSb diet)
 C = (AA* content in CsSb diet)

- คาเปอรเซ็นตการยอยได (Apparent digestibility) ของวัตถุแหง โปรตีน และกรดอะมิโน
ในกากทานตะวัน

DSf = (D-E-F)/I ………..……(3)
        โดยที่    D = (DSfCsSb x AA* content in SfCsSb diet)

 E = (DCs x AA* content of Cs in SfCsSb diet)
 F = (DSb x AA* content of  Sb in SfCsSb diet)
 I = (AA* content of Sf in SfCsSb diet)

- คาเปอรเซ็นตการยอยได (Apparent digestibility) ของวัตถุแหง โปรตีน และกรดอะมิโน
ในปลายขาว

DBr = (J-K)/L ……………..(4)
        โดยที่    J = (DBrSb x AA* content in BrCsSb diet)

K = (DSb x AA* content of  Sb in BrCsSb diet)
L = (AA* content of Br in  BrSb diet)

- คาเปอรเซ็นตการยอยได (Apparent digestibility) ของวัตถุแหง โปรตีน และกรดอะมิโน
ในขาวโพด

DCn = (M-N)/O ……………..(5)
        โดยที่    N = (DCnCsSb x AA* content in CnCsSb diet)

 P = (DSb x AA* content of  Sb in CnSb diet)
 Q = (AA* content of Cn in CnSb diet)
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หมายเหตุ :
AA* = Amino acid
D = Digestibility
Cs = Cassava
Br = Broken rice
Cn = Corn
Sb = Soybean meal
Sf = Sunflower meal
DCs = Digestibility of AA* in Cassava
DBr = Digestibility of AA* in  Broken rice
DCn = Digestibility of AA* in Corn
DSf = Digestibility of AA* in Sunflower
DCsSb = Digestibility of AA* in Cassava-Soybean meal diet
DBrCsSb = Digestibility of AA* in Broken rice-Cassava-Soybean meal diet
DCnCsSb = Digestibility of AA* in Corn-Cassava-Soybean meal diet
DSfCsSb = Digestibility of AA* in Sunflower-Cassava-Soybean meal diet

3.1.5 การวิเคราะหทางสถิติ
การวิเคราะหความแปรปรวน โดยวิธี One–Way Analysis of Variance แลวเปรียบเทียบ

ความแตกตางของคาเฉลี่ยดวยวิธี T-test โปรแกรมสําเร็จรูป SPSS.

3.2  การศึกษาคาการยอยไดของวัตถุดิบอาหาร   เพื่อวัดการยอยไดในหองปฏิบัติการ  (in vitro
method)

3.2.1 วัสดุและอุปกรณท่ีใชในการทดลอง
- อางน้ําควบคุมอุณหภูมิ (water bath) ตอกับเครื่องเขยา โดยเขยา 80 รอบตอนาที
- ตูอบไฟฟา (hot air oven) สําหรับอบแหงตัวอยางอาหาร
- เครื่องเหวี่ยง (centrifuge) สําหรับปนแยกของเหลวและของแข็ง จากของเหลวที่เก็บ

จากลําไสเล็กสวนตน (duodenal digesta)
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- ตูแชแข็งสําหรับเก็บของเหลวจากลําไสเล็ก (intestinal fluid) ของสุกรที่อุณหภูมิ      
-20  องศาเซลเซียส

- เครื่อง spectrophotometer model UV – 1601, SHIMADZU
- เครื่องมือและอุปกรณที่ใชในการหาการยอยไดในหองปฏิบัติการ ตามการทดลอง

ที่ 1
- เครื่องมือและอุปกรณสําหรับการผาตัด เก็บตัวอยางอาหารและของเหลวจาก         

ลําไสเล็กสุกร ตามการทดลองที่ 1
- เครื่องระเหิดแหง (freeze dryer)
- เครื่อง HPLC (High Performance Liquid Chromatography) ยี่หอ SHIMAZU, 

Pump : LC-10ADAP, Detector : SPD-M10AVP (UV), Control : SCL-10AVP and 
Software SHIMAZU class VP

- หลอดทดลองขนาด 5 มิลลิลิตร
- ขวดชมพูขนาด 50 มิลลิลิตร พรอมจุกสําหรับปดฝา
- กระดาษกรอง เบอร 42
- กรดไฮโดรคลอริก (HCl) มีความเขมขน 6 N และ 0.02 M
- เอนไซมเปปซินสังเคราะห (EC 3.4.23.1) เอนไซมไคโมทริปซินสังเคราะห        

(EC 3.4.21.1) และเอนไซมทริปซินสังเคราะห (EC 3.4.21.4) (Sigma Chemical Co, 
Saint Louis, UST)

3.2.2 สัตวทดลอง
ใชสุกรทดลองลูกผสม 3 สายพันธุ (พันธุลารจไวท x แลนดเรซ x ดูรอค) เพศผูตอน            

น้ําหนักเริ่มตนเฉลี่ย 40 กิโลกรัม จํานวน 1 ตัว ทําการผาตัดสอดทอแบบ simple T-cannula บริเวณ
ลําไสเล็กสวนตน (duodenum) เพื่อเก็บน้ํายอยจากลําไสเล็กมาใชในหองปฏิบัติการ ตามวิธีการของ 
Graham et  al. (1989) และเลี้ยงสุกรบนกรงทดลอง ขนาดกวาง ยาว และสูง เทากับ 45, 100 และ 55 
เซนติเมตร ตามลําดับ ซ่ึงบริเวณฝากรงดานขางขวาจะสามารถถอดเหล็กเขาและออกได เพื่อปองกัน
การเสียดสีระหวางปลายทอกับซี่กรง และมีที่ใหน้ําแบบอัตโนมัติ
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3.2.3 อาหารทดลอง
อาหารผสม 2 สูตร และอาหารกึ่งบริสุทธิ์ 2 สูตร ซ่ึงสูตรอาหารเปนสูตรเดียวกับที่ใชใน

การทดลองการยอยไดของวัตถุดิบอาหาร เพื่อวัดการยอยไดจากตัวสัตว (การทดลอง ที่ 1)  ดังแสดง
ในตารางที่ 6

การใหอาหารสูตรพื้นฐานกับสุกร วันละ 1 คร้ัง ปริมาณ 500 กรัม ที่เวลา 08.30 น. 
(Furuya et al., 1979) ซ่ึงผสมกับน้ําในอัตราสวนโดยประมาณ 1 ตอ 1 (น้ําหนักตอปริมาตร)

3.2.4 วิธีการทดลอง

3.2.4.1 การผาตัดสุกร
การผาตัดสุกร โดยผาตัดสอดทอเก็บตัวอยางอาหารรูปตัวที (simple T-cannula) บริเวณ

ลําไสเล็กสวนตน (duodenum) ซ่ึงตําแหนงที่อยูเหนือจากลําไสเล็กตอนกลาง (jejunum) โดย
ประมาณ 50 เซนติเมตร และเปนตําแหนงสวนปลายของทอน้ําดีที่เปดสูบริเวณลําไสเล็กสวนตน 
(Furuya et al., 1979)

3.2.4.2 การเก็บตัวอยาง จากลําไสเล็กสวนตนของสุกร
เก็บของเหลวจากลําไสเล็กสวนตน ชวง 10.00-11.00 น. สัปดาหละ 1 คร้ัง เปนเวลา 6 

สัปดาห (Furuya et al., 1979) และนําของเหลวจากลําไสเล็กสวนตนที่ได ประมาณ 500 กรัม นําไป
ปนแยกของเหลวและของแข็งออกจากกัน ที่ความเร็ว 1250 รอบตอนาที  เปนระยะเวลา 10 นาที 
ดูดเฉพาะของเหลวที่อยูดานบน (intestinal fluid) และนําไปกรองดวยผาขาวบางที่หนา 2 ช้ัน และ
เก็บของเหลวที่ได ไวที่อุณหภูมิ –20 องศาเซลเซียส ซ่ึงสามารถเก็บไวไดนาน 60–120 วัน       
(Furuya et al., 1979; Low, 1982a)

3.2.4.3 การวิเคราะหในหองปฏิบัติการ

(1) การวิเคราะหการยอยไดในหองปฏิบัติการ โดยใชน้ํายอยจากลําไสเล็กสวนตน
ของสุกร โดยดัดแปลงจากวิธีการของ Furuya et al. (1979)  ซ่ึงมีรายละเอียดการวิเคราะห             
ดังตอไปนี้ (แสดงในแผนภาพที่ 1)

(1.1)สุมอาหารทดสอบที่บดแลว โดยมีขนาดความละเอียด 1 มิลลิเมตร     
ปริมาณ 0.5 กรัม ใสในขวด Erlenmeyer flask ขนาด 100 มิลลิลิตร
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(1.2)  เติมเอนไซมเปปซินสังเคราะห 20 มิลลิกรัม และกรดไฮโดรคลอริก ความ
เขมขน 0.075 M  (มีคา pH ≈ 2) และแชขวดยอยใน water bath ควบคุมอุณหภูมิใหได 37 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 4  ชั่วโมง ซ่ึง water bath ตอกับเครื่องเขยา โดยเขยา 80 รอบตอนาที

(1.3)เมื่อครบกําหนดระยะเวลาตามที่ตองการ เติมสารโซเดียม ไฮดรอกไซด    
ความเขมขน 0.2 M เพื่อปรับสภาพใหสารอยูในสภาพความเปนกลาง (pH ≈ 7)

(1.4) เติมน้ํายอยที่ไดจากลําไสเล็กสวนตนของสุกร ปริมาณ 10 มิลลิลิตร และ แช
ขวดยอยใน water bath ควบคุมอุณหภูมิใหได 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 4 ชั่วโมง ซ่ึง water bath 
จะตอกับเครื่องเขยา โดยเขยา 80 รอบตอนาที

(1.5) เมื่อครบกําหนดระยะเวลาตามที่ตองการ แลวนําเขาเครื่อง centrifuge เพื่อ
ปนแยกของเหลวและของแข็งออกจากกัน ที่ความเร็ว 1250 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที

(1.6)ดูดของเหลวที่อยูสวนบนทิ้ง ซ่ึงจะเหลือสวนที่ตกตะกอน เติมน้ํากลั่น 
ปริมาณ 50 มิลลิลิตร เพื่อทําใหเกิดการแขวนลอย นําเขาเครื่อง centrifuge เพื่อปนแยกของเหลวและ
ของแข็งออกจากกัน ที่ความเร็ว 1250 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที

(1.7) ดูดของเหลวที่อยูสวนบนทิ้ง สวนของตะกอน เติมน้ําเล็กนอยและผสมให
เขากัน และกรองเอาของเหลวออกดวยกระดาษกรอง เบอร 42 ที่ทราบน้ําหนักแลว

(1.8) ลางสารที่กรองไดดวยน้ําเย็น 3 คร้ัง และลางดวย acetone 2 คร้ัง และ ปลอย
ใหแหง แลวนําไปอบในตูอบ ที่อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 ชั่วโมง

(1.9)  ชั่งน้ําหนักกระดาษกรอง พรอมดวยอาหารที่เหลือ
(1.10) นํากากที่ได หาคาโปรตีน และวัตถุแหง ตอไป
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แผนภาพที่ 1   แสดงขั้นตอนวิธีการยอยไดในหองปฏิบัติการ โดยใชน้ํายอยจากลําไสเล็กสวนตน
ของสุกร (ดัดแปลงจาก Furuya et al., 1979)

0.5 g. sample + 20 mg. pepsin +  10 ml. HCl  0.075 M

10 ml. Intestinal fluid + NaOH 0.2 M

Incubated 37 °C + 80 shaking/min , 4  hours

Centrifuged  1250 round/min, 10 min

Incubated 37 °C + 80 shaking/min , 4 hours

Supernatant fraction discarded,
Precipitate + 50 ml. water

Recentrifuged  1250 round/min, 10 min

Supernatant fraction discarded,
Precipitate filtered

Dried 105 °C, 5 hours
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(2) การวิเคราะหปริมาณเอนไซมในตัวอยางของเหลวที่เก็บจากลําไสเล็กสวนตน
ของสุกร

(2.1) การศึกษาปริมาณของเอนไซมเปปซิน ในตัวอยางของเหลวที่เก็บจากลําไส
เล็กสวนตน โดยดัดแปลงจากวิธีการของ Anson (1938) อางโดย Low  (1982a)

(1) เตรียมกรดไฮโดรคลอริก ที่ความเขมขน pH 2
(2) ชั่ง Haemoglobin (Worthington Biochemical Corporation, Freehold,New 

Jersey, USA.) 25 กรัม ละลายดวยกรดไฮโดรคลอริก ปริมาณ 1000 มิลลิลิตร คนสารละลายใหเขา
กัน

(3) ผสมสารละลาย Haemoglobin ที่ไดจากขอที่ 2 กับน้ํายอยจากลําไสเล็ก
สวนตน ปริมาณ 0.1 มิลลิลิตร และแชสารผสมดังกลาวใน water bath ที่ควบคุมอุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 10 นาที

(4) เติม trichloroacetic acid ซ่ึงมีความเขมขน 100 กรัมตอลิตร ปริมาณ 10 
มิลลิลิตร เพื่อยับยั้งการเกิดปฏิกิริยาระหวางน้ํายอย และสารละลาย Haemoglobin

(5) กรองตะกอนที่เกิดขึ้น ดวยกระดาษกรอง เบอร 42
(6) นําของเหลวที่ไดจากการกรอง วัดคาการดูดกลืนแสงที่ 280 nm ดวยเครื่อง 

spectrophotometer model 1601 UV/VIS, SHIMADZU ดวยคิวเวท ขนาด 1 มิลลิลิตร
(7) ทําการทดลองเชนเดียวการทดลองขางตน โดยเปลี่ยนน้ํายอยจากลําไสเล็ก

สวนตน เปนเอนไซมสังเคราะหเปปซิน 551 units/mg. solid
(8) ทํากราฟเทียบคาการดูดกลืนแสงของน้ํายอยจากลําไสเล็กสวนตน กับ

เอนไซมสังเคราะหเปปซิน เพื่อหาปริมาณของเอนไซมในน้ํายอยที่จากลําไสเล็กสวนตน

(2.2) การศึกษาปริมาณของเอนไซมไคโมทริปซิน ในตัวอยางของเหลวที่เก็บจาก
ลําไสเล็กสวนตน โดยดัดแปลงจากวิธีการของ Hummel (1959) อางโดย Low (1982a)

(2.2.1)  ทําการเจือจาง น้ํายอยที่เก็บจากลําไสเล็กสวนตนดวยสารละลาย    
กรดไฮโดรคลอริก 0.001 M ในอัตราสวน 1 ตอ 9

(2.2.2) ผสมน้ํากับเมธานอล ในอัตราสวน 50 ตอ 50 โดยน้ําหนัก
(2.2.3) เตรียมสารละลาย 0.001 M ของ BTEE (n-benzoyl-L-tryosine ethyl 

ester) โดยผสม BTEE กับ สารละลายที่ไดจากขอที่ 2.2.2
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(2.2.4) เตรียม Tris buffer 0.08 M (มีสวนประกอบของ 0.1 M Calcium 
choride) ซ่ึงมีขั้นตอนการเตรียม ดังนี้

(1) ชั่ง Tris (hydroxy methyl) methyl lamine 14.70 กรัม
(2) ชั่ง CaCl2(H2O) 2   9.70 กรัม
(3)  เติมน้ํากลั่นปริมาณ 900 มล.
(4)  ปรับคาความเปนกรด-ดาง pH 7.8 โดยใชกรดไฮโดรคลอริก
(5) ปรับปริมาตร ใหได 1000 มล.

(2.2.5) ผสมสารละลาย 0.001 M BTEE ปริมาณ 1.4 มิลลิลิตร สารละลาย 
Tris buffer 0.08 M ปริมาณ 1.5 มิลลิลิตร และน้ํายอยเจือจางที่ไดจากขอ 2.2.1 ปริมาณ 0.1 มิลลิลิตร

(2.2.6) นําสารละลายที่ไดจากขอ 6  วัดคาการดูดกลืนแสงที่ 256 nm ดวย
เครื่อง spectrophotometer model 1601 UV/VIS, SHIMADZU ดวยคิวเวท ขนาด 1 มิลลิลิตร โดย
บันทึกคาการดูดกลืนแสงทุก ๆ 30 วินาที เปนเวลา 3 นาที

(2.2.7) ทําเอนไซมมาตรฐานเทียบ โดยใชเอนไซมสังเคราะหไคโมทริปซิน            
40 units/mg. solid

(2.2.8) ทํากราฟมาตรฐาน โดยใชคาความแตกตางของการดูดกลืนแสง         
ที่เวลา 1 นาที หรือ 3 นาที กับคาการทํางานของเอนไซมมาตรฐาน เพื่อหาคาปริมาณการทํางานของ
เอนไซมในน้ํายอยจากลําไสเล็กสวนตน

(2.3) การศึกษาปริมาณของเอนไซมทริปซิน ในตัวอยางของเหลวที่เก็บจากลําไส
เล็กสวนตน โดยดัดแปลงจากวิธีการของ Erlanger et  al. (1961) อางโดย รัตนา (2544)

(2.3.1) เตรียม Tris buffer 0.05 M (มีสวนประกอบของ 0.02 M Calcium 
choride) ซ่ึงมีขั้นตอนการเตรียม ดังนี้

(1) ชั่ง Tris (hydroxy methyl) methyl lamine 2.94 กรัม
(2) ชั่ง CaCl2(H2O) 2 6.10 กรัม
(3) เติมน้ํากล่ันปริมาณ 900 มล.
(4) ปรับคาความเปนกรด-ดาง pH 8.1 โดยใชกรดไฮโดรคลอริก
(5) ปรับปริมาตร ใหได 1000 มล.

(2.3.2) ผสม DL-BAPA (n-benzoayl-DL-p-nitroanilide) 43.5 มิลลิกรัม กับ 
dimethylsulfoxide ปริมาณ 1 มิลลิลิตร

(2.3.3) ปรับปริมาตรสารละลายจากขอ 2 ดวย Tris buffer 0.05 M
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(2.3.4) ผสมสารละลายจากขอ 3 ปริมาณ 5 มิลลิลิตร กับน้ํากล่ัน 0.9 
มิลลิลิตร แลวแชไวใน water bath ปรับอุณหภูมิ ที่ 25 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที

(2.3.5) ใสน้ํายอยจากลําไสเล็กสวนตน ปริมาณ 0.1 มิลลิลิตร ปลอยทิ้งไว 10 
นาที

(2.3.6) วัดคาการดูดกลืนแสงที่ 410 nm ดวยเครื่อง spectrophotometer 
model 1601 UV/VIS, SHIMADZU ดวยคิวเวท ขนาด 1 มิลลิลิตร

(2.3.7) ทําเอนไซมมาตรฐานเทียบ โดยใชเอนไซมสังเคราะหทริปซิน 9000 
units/mg. Solid

(2.3.8) ทํากราฟมาตรฐานเปรียบเทียบ โดยใชคาการดูดกลืนแสงที่ความเขม
ขนของเอนไซมตาง ๆ เพื่อหาคาปริมาณการทํางานของเอนไซมในน้ํายอยจากลําไสเล็กสวนตน

3.2.4.4 การคํานวณผลการทดลอง
(1) การคํานวณการยอยไดในหองปฏิบัติการ โดยใชสมการที่ 6 (Furuya et al., 1979)

        เปอรเซ็นตการยอยได    = ( 1 - 
S
R ) X 100           ………… (6)

โดยที่ R หมายถึง น้ําหนักของโปรตีนของสวนที่เหลือ และ S หมายถึง น้ําหนักโปรตีน
ที่ใชทดลอง (0.50 กรัม)

(2) การสรางสมการทํานายความสัมพันธในลักษณะเสนตรง ของการยอยไดของ
โปรตีนและกรดอะมิโนสิ้นสุดที่ปลายลําไสเล็กจากตัวสัตว กับการยอยไดในหองปฏิบัติการ โดยใช
น้ํายอยจากลําไสเล็กสวนตนของสุกร มีวัตถุประสงค เพื่อท่ีจะคาดคะเนคาของตัวแปรสุมตัวหนึ่ง 
ในขณะที่ทราบคาของตัวแปรอีกตัวหนึ่ง ซ่ึงสามารถคํานวณไดจากสมการที่ 7  ดังตอไปนี้ คือ

สมการ Y   =   a + bX                           ………….(7)

โดยที่ b =  2
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(3) การวิเคราะหสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ  เปนการคาดคะเนวา สมการทํานายความ
สัมพันธ จะแมนยํามากนอยเพียงใด โดยคํานวณไดจากสมการที่ 8  ดังตอไปนี้ คือ

r   =   
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3.2.4.5 การวิเคราะหคาทางสถิติ
(1) วิเคราะหผลการทดลอง โดยวิธีการวิเคราะหความแปรปรวน (analysis of 

variance) และเปรียบเทียบความแตกตางคาเฉลี่ยระหวางกลุม โดยวิธี T-test โดยใชโปรแกรม
คอมพิวเตอรสําเร็จรูป  SPSS.

(2) หาความสัมพันธทางสถิติ ของคาการยอยไดของโปรตีนและการยอยไดของ
กรดอะมิโนจากสูตรอาหารผสม และสูตรอาหารกึ่งบริสุทธ์ิ ในหองปฏิบัติการ โดยหาคา
สัมประสิทธิ์สหสัมพันธ (coefficient of correlation; r) และสมการคาดคะเนสหสัมพันธหรือการ
วิเคราะหสมการถดถอย (regression) เพื่อประมาณคาการยอยไดในตัวสัตว

3.3 สถานที่ทําการวิจัย
ฟารมเล้ียงสัตวทดลอง ภาควิชาสัตวศาสตร คณะเกษตรศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม

ต.แมเหียะ อ.เมือง จ.เชียงใหม
วิเคราะหทางเคมีที่หองปฏิบัติการอาหารสัตว ภาควิชาสัตวศาสตร คณะเกษตรศาสตร 

มหาวิทยาลัยเชียงใหม และหองปฏิบัติการกลาง คณะเกษตรศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม

3.4 ระยะเวลาดําเนินงานวิจัย
เดือนพฤศจิกายน 2546 – มีนาคม 2548
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