
 

บทท่ี 3 
อุปกรณและวิธีการทดลอง 

 
การวิจัยแบงออกเปน 3 การทดลอง การทดลองที่ 1 ศึกษาการยอยไดของอาหารที่ผสม

กะลาเมล็ดกาแฟโดยวิธีดั้งเดิมในแกะ การทดลองที ่2 การศึกษาการยอยไดในกระเพาะรูเมนโดยวิธี

เทคนิคถุงไนลอน และการทดลองที่ 3 การประเมิณคาการยอยไดและพลังงานโดยวิธีการวัด

ปริมาณแกสท่ีเกิดขึ้น  

 
3.1 การทดลองที ่1 ศึกษาการยอยไดของอาหารที่ผสมกะลาเมล็ดกาแฟโดยวิธีดั้งเดิมในแกะ 

3.1.1 สัตวทดลองและคอกทดลอง 
แกะลูกผสมพันธุพ้ืนเมืองและพันธุเมอริโนเพศเมีย จํานวน 8 ตัว น้ําหนักเฉล่ีย 

15-20 กก . อายุ เฉล่ีย 4-6 เดือน  จากฟารมแกะ  ภาควิชาสัตวศาสตร คณะเกษตรศาสตร 

มหาวิทยาลัยเชียงใหม เล้ียงในคอกสุกรแบบซองขังเดี่ยว ในฟารมสุกร ภาควิชาสัตวศาสตร คณะ

เกษตรศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม 

 

3.1.2 อาหารทดลอง 
อาหารที่ใชในการทดลองมี 2 ชนิดคืออาหารหยาบและอาหารขน  

                        2.1   อาหารหยาบ แกะแตละกลุมการทดลอง (treatments) ไดรับอาหารหยาบ คือ 

หญาแพงโกลา  จากแปลงหญาคอกแพะ -แกะ ในไรทดลองแม เหียะ  คณะเกษตรศาสตร 

มหาวิทยาลัยเชียงใหม  

  2.2   อาหารขน ทําการผสมอาหารขนเองโดยมีสวนผสมของวัตถุดิบดังแสดงใน

ตาราง 3.1 และมีความเขมขนของโภชนะ คือ โปรตีน 16-18 เปอรเซ็นต พลังงาน (ME) 11.72 

MJ/kgโดยปริมาณอาหารขนที่ไดรับแตกตางกันตามความตองการพลังงาน  (ME) ตอน้ําหนักตัว

แกะแตละกลุมการทดลอง (treatments) ไดรับอาหารขนตางชนิดกัน ดังนี ้ 

            กลุมการทดลองที่ 1 อาหารขนระดับโปรตีน 16-18 เปอรเซ็นต ท่ีเสริมกะลาเมล็ด

กาแฟแทนขาวโพดบดในระดับ 0 เปอรเซ็นต  

            กลุมการทดลองที่ 2 อาหารขนระดับโปรตีน 16-18 เปอรเซ็นต ท่ีเสริมกะลาเมล็ด

กาแฟแทนขาวโพดบดในระดับ 5 เปอรเซ็นต  
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            กลุมการทดลองที่ 3 อาหารขนระดับโปรตีน 16-18 เปอรเซ็นต ท่ีเสริมกะลาเมล็ด

กาแฟแทนขาวโพดบดในระดับ 10 เปอรเซ็นต  

กลุมการทดลองที่ 4 อาหารขนระดับโปรตีน 16-18 เปอรเซ็นต ท่ีเสริมกะลาเมล็ด

กาแฟแทนขาวโพดบดในระดับ 15 เปอรเซ็นต  
 
ตาราง 3.1 สวนผสมของวัตถุดิบอาหารแกะ 

Item Treatment 1 Treatment 2 Treatment 3 Treatment 4 

ขาวโพด (%) 

รําละเอียด (%) 

กากถ่ัวเหลือง (%) 

ไดแคลเซียมฟอสเฟต (%) 

เกลือ (%) 

กะลาเมล็ดกาแฟ (%) 

61 

12 

25 

1 

1 

0 

56 

12 

25 

1 

1 

5 

51 

12 

25 

1 

1 

10 

46 

12 

25 

1 

1 

15 

 
3.1.3 แผนการทดลอง 
            ทําแผนการทดลองเปนแบบ Crossover Designs (Robert, 1994) มี 4 กลุมการ

ทดลอง (treatments) ใชแกะกลุมละ 2 ตัว รวม 8 ตัว แบงการทดลองออกเปน 3 ระยะ การจัดกลุม

แกะทดลองแสดงในตาราง 3.2 

 
ตาราง 3.2 การจัดกลุมแกะทดลอง 

 Sheep 1,2 Sheep 3,4 Sheep 5,6 Sheep 7,8 

Period 1 C T1 T2 T3 

Period 2 T1 T2 T3 C 

Period 3 T2 T3 C T1 
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3.1.4 วิธีการทดลอง 
  1.  กอนเริ่มการทดลองถายพยาธิ และนําแกะไปเลี้ยงในกรงทดลองแบบขังเดี่ยว   

  2.  ในการทดลองแตละระยะใชเวลา 22 วัน โดยแบงเปน 2 ระยะ คือ ระยะ

เตรียมการ 15 วัน เพื่อใหสัตวคุนเคยกับอาหาร สวนระยะ 7 วันหลังจะเปนระยะที่ทําการเก็บขอมูล

และเก็บตัวอยาง 

  3.  การใหอาหาร ใหอาหารหยาบและอาหารขนแยกกัน โดยใหอาหารขนปริมาณ  

2 เปอรเซ็นตของน้ําหนักตัว วันละ 2 ครั้งคือเวลา 08.30 น. และ 16.30 น. ใหอาหารหยาบและน้ํา

แบบกินเต็มท่ีตลอดเวลา 

  4.  การเก็บมูล เก็บ 7 วัน วันละ 2 ครั้ง ครั้งแรก 08.00 น. และ 16.00 น. ผลรวม

ของน้ําหนักมูลท้ังหมดที่เก็บทั้ง 2 ครั้ง ถือเปน ปริมาณมูลท่ีสัตวขับออกตอวัน ช่ังน้ําหนักมูลของ

สัตวแตละตัวคลุกเคลาผสมใหเปนเนื้อเดียวกันโดยแยกปฏิบัติเปนรายตัว สุมตัวอยางมูลสัตวแตละ

ตัว ตัวละ 10 เปอรเซ็นตของน้ําหนักมูล เก็บใสภาชนะปดสนิทนําเขาตูแชแข็ง เพื่อรอการวิเคราะห

หลังจากเสร็จการทดลอง 

  5.  กอนเริ่มและหลังการทดลองในแตละระยะทําการชั่งน้ําหนักสัตว โดยทําการ

ช่ังติดตอกัน 3 วัน 

 
3.1.5 การบันทึกขอมูลการทดลอง 

  1.   บันทึกน้ําหนักแกะกอนและหลังการทดลอง ในแตละระยะการทดลอง  

  2.   บันทึกน้ําหนักอาหารที่ใหและอาหารที่เหลือทุกครั้ง กอนทําการใหอาหารครั้ง

ตอไปสุมเก็บตัวอยางอาหารที่ใหและอาหารที่เหลือของสัตวแตละตัวทุกวันนําไปอบใหแหงบันทึก

คาน้ําหนักแหง เก็บรวบรวมไวเพื่อรอการวิเคราะหหาองคประกอบทางเคมีตอไป 

  3.  บันทึกน้ําหนักมูล ท่ีเก็บแตละครั้งโดยแยกปฏิบัติเปนรายตัว 

 
3.1.6 การวิเคราะหทางเคมีเพื่อหาการยอยได 

            ทําการวิเคราะหหาสวนประกอบทางเคมีในตัวอยางอาหารที่ใหและมูลโดยใชวิธีการ 

Proximate Analysis (AOAC, 2000) และ Detergent (Van Soest, 1982) นําคาท่ีไดจากการวิเคราะห

ทางเคมีมาคํานวณหาคาสัมประสิทธ์ิการยอยไดปรากฏจากสมการ (บุญลอม, 2541) 

 

สัมประสิทธ์ิการยอยได (%) = 
โภชนะที่กิน-โภชนะที่ขับออก

X 100 
โภชนะที่กิน 
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  ประเมินคาโภชนะยอยไดรวม (total digestible nutrient; TDN) 

   TDN = DCP + DCF + DNFE + (2.25xDEE) 

  

 เมื่อ DCP = โปรตีนที่ยอยได (กก./ 100 กก.วัตถุแหง) 

   DCF = เยื่อใยท่ียอยได (กก./ 100 กก.วัตถุแหง) 

   DNFE = คารโบไฮเดรตประเภทที่ยอยไดงายที่ยอยได (กก./ 100 กก.วัตถุแหง) 

   DEE = ไขมันที่ยอยได (กก./ 100 กก.วัตถุแหง) 

   คํานวณคาพลังงานรวม (gross energy, GE) พลังงานใชประโยชน (metabolizable 

energy, ME) จากสมการที่เสนอโดย Drochner et al. (2003) 

 

GE (MJ/kg DM) = [0.0239(MJ/g) x CP] + [0.0398(MJ/g) x EE] + [0.0201(MJ/g) x CF] 

+ [0.0175(MJ/g) x NFE] 

  

 เมื่อ  CP = โปรตีนหยาบ  (g/kg) 

   EE =  ไขมัน (g/kg) 

   CF =  เยื่อใยหยาบ (g/kg) 

   NFE = คารโบไฮเดรตประเภทที่ยอยไดงาย 

 

ME (MJ/kg DM)= [0.0312(MJ/g) x DEE] + [0.0136(MJ/g) x DCF] + [0.0147(MJ/g) x 

(DOM – DEE - DCF]) + [0.00234(MJ/g) x DCP] 

  

 เมื่อ DEE = ไขมันที่ยอยได (g/kg) 

   DCF = เยื่อใยหยาบที่ยอยได (g/kg) 

   DOM = อินทรียวัตถุท่ียอยได (g/kg) 

   DCP  = โปรตีนหยาบที่ยอยได (g/kg) 

 
NEL(MJ/kgDM)= 0.4632 + 0.0024q x ME 

       เมื่อ  q = (ME/GE) x 100 
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3.1.7 การวิเคราะหขอมูลทางสถิต ิ 

          นําขอมูลท่ีไดมาวิเคราะหความแปรปรวน (Analysis of variance) ตามแผนการ

ทดลองแบบ Crossover Designs (Robert, 1994) และเปรียบเทียบความแตกตางของคาเฉล่ีย โดยวิธี 

Scheffe’s Multiple Contrast โดยใชโปรแกรมสําเร็จรูป SPSS 

 

3.2 การทดลองที่ 2 การศึกษาการยอยไดในกระเพาะรูเมนโดยวิธีเทคนิคถุงไนลอน (nylon bag 
technique) 

3.2.1 สัตวทดลองและคอกทดลอง 
            สัตวทดลองที่ใชในการศึกษาครั้งนี้คือ โคนมลูกผสมพันธุโฮสไตนฟรีเซียน x 

พันธุพ้ืนเมือง อายุประมาณ 2-3 ป จํานวน 4 ตัว ไดรับการผาตัดใสทอเก็บตัวอยางอาหารที่กระเพาะ

รูเมน (rumen  fistula) (ทัศนีย และเทอดชัย, 2530) ท่ีไดรับอาหารทดลองทั้ง 4 สูตร ทําการเล้ียงโค

ท่ีคอกสัตวทดลองของภาควิชาสัตวศาสตรและสัตวน้ํา คณะเกษตรศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม 

ในแบบซองขังเดี่ยวผูกยืนโรง ดานหนามีรางอาหารและที่ใหน้ําอัตโนมัติ ใหกินอาหารหยาบแบบ

เต็มท่ี 

             

3.2.2 การเตรียมอาหารทดลอง       
  นําตัวอยางอาหารทั้ง 4 ชนิด มาบดผานตะแกรงขนาด 2 มิลลิเมตร ช่ังตัวอยาง

ปริมาณ 3 กรัม บรรจุในถุงไนลอน ขนาด 70 x 150 มม. ซ่ึงมีขนาดรูประมาณ 40 ไมครอน โดย

ทันทีแลวใชเชือกไนลอนขนาดเล็กยาว 15 ซม. วางบนปากถุง พับปากถุงรัดดวยยางรัด แลวนําไป

ผูกติดกับเชือกรมท่ีทําหวงไว ยาวประมาณ 1.50 เมตร พรอมถวงน้ําหนักดวยนอตตัวเมียใหมี

น้ําหนักพอประมาณ เพื่อใหอาหารจมลงในน้ํากระเพาะรูเมน 
 
3.2.3 วิธีการทดลอง        

  นําถุงไนลอนที่บรรจุอาหารทดลองไปหมักยอยในสวนลางของกระเพาะรูเมน  

โดยใชเวลาในการหมักยอย 8 เวลาคือ 0 , 2 , 4 , 8 , 16 , 24 , 48 และ 72 ช่ัวโมง  แตละระยะจะ

ทําซํ้า 2 ถุง สําหรับถุงไนลอนที่ 0 ช่ัวโมง (washing loss) ใหนําไปแชน้ําอุนอุณหภูมิ 39 องศา

เซลเซียส ประมาณ 30 นาที เมื่อครบกําหนดเวลาเอาถุงออกจากกระเพาะรูเมน  นําถุงท้ังหมดมาซัก

ทําความสะอาดดวยเครื่องซักผานาน 15 นาที  นําไปอบที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียสเปนเวลา 48 

ช่ัวโมง นําถุงไนลอนใสลงในโถดูดความชื้นทิ้งไวใหเย็น แลวช่ังหาน้ําหนักถุงและตัวอยางอาหาร

ท่ีเหลือ เพ่ือคํานวณหาเปอรเซ็นตวัตถุแหงท่ียอยและโปรตีนที่สลายตัว  (% dry matter/crude 

protein disappearance) 
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% DM/CP disappearance = (W1 + W2 – W3) x 100 

       W2 

 

เมื่อ W1 = น้ําหนักถุง 

W2 = น้ําหนักตัวอยางอาหารเริ่มตน 

W3 = น้ําหนักถุง + ตัวอยางอาหารหลังอบ 

 

             นําคาเปอรเซ็นต DM และ CP disappearance ท่ีช่ัวโมงบมตางๆ ไปเขาสมการที่

เสนอโดย Ørskov and McDonald (1979) โดยใชโปรแกรมสําเร็จรูป NEWAY (Chen, 1997) 

 

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

 

เมื่อ  P = โภชนะที่หายไปที่เวลา t (degradation at time t) 

a = สวนที่ละลายได (immediately soluble material) 

b = สวนที่ไมละลายแตสามารถหมักยอยได (insoluble fermentable material) 

l = ระยะเวลาที่รอใหจุลินทรียเขาสัมผัสอาหาร และทําการยอยสลาย (lag phase) 

e = log ฐาน 10 

c = อัตราการยอยสลาย (degradation rate) 

t = ชวงระยะเวลาตางๆ 

 

  นําคาพารามิเตอร A (washing loss), B (a+b) และ c ท่ีคํานวณไดจากโปรแกรมมา

ทํานายวัตถุแหงท่ีกินได (dry matter intake, DMI) ปริมาณวัตถุแหงยอยไดท่ีสัตวไดรับ 

(digestibility dry matter intake, DDMI) อัตราการเจริญเติบโต (growth rate) และคาดัชนีบงช้ี 

(index value) ตามสมการที่เสนอโดย Shem et al. (1995) 

DMI (kg/dayDM) = -8.286 + 0.266A + 0.102B + 17.696c  (r = 0.90) 

DDMI (kg/dayDM) = -7.609 + 0.219A + 0.080B + 24.191c (r = 0.93) 

Growth rate (g/day) = -0.649 + 0.017A + 0.006B + 3.870c  (r = 0.93) 

Index value = A + 0.38B + 66.5c 

 



 
 
 

24 

3.2.4 การวิเคราะหสวนประกอบทางเคม ี      
  วิเคราะหสวนประกอบทางเคมีของอาหารทดลองโดยวิธี Proximate (AOAC, 

2000) และ Detergent (Van Soest, 1982) 
 

3.2.5 การวิเคราะหทางสถิต ิ       
  วิเคราะหผลการทดลองโดยวิธีการวิเคราะหวาเรียนซ (Analysis of variance)   ใช

แผนการทดลองแบบสุมตลอด (Completely Randomized Design, CRD) และเปรียบเทียบความ

แตกตางของคาเฉล่ียดวยวิธี Duncan’s New Multiple Range Test (Steel and Torrie, 1980) โดยใช

โปรแกรมสําเร็จรูป SPSS   
 

3.3 การทดลองที่ 3 การประเมินคาการยอยไดและพลังงานโดยวิธีการวัดปริมาณแกสที่เกิดขึ้น (gas 
production technique) 

3.3.1 สัตวทดลองและคอกทดลอง       
  สัตวทดลองที่ใชในการศึกษาครั้งนี้คือ โคนมลูกผสมพันธุโฮสไตนฟรีเซียน x 

พันธุพ้ืนเมือง อายุประมาณ 2-3 ป จํานวน 4 ตัว ไดรับการผาตัดใสทอเกบ็ตัวอยางอาหารที่กระเพาะ

รูเมน (rumen fistula) (ทัศนีย และเทอดชัย, 2530) ท่ีไดรับอาหารทดลองทั้ง 4 สูตร ทําการเล้ียงโคที่

คอกสัตวทดลองของภาควิชาสัตวศาสตรและสัตวน้ํา คณะเกษตรศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม ใน

แบบซองขังเดี่ยวผูกยืนโรง ดานหนามีรางอาหารและที่ใหน้ําอัตโนมัติ  
 

3.3.2 วิธีการทดลอง 
  เก็บน้ําจากกระเพาะรูเมน  (rumen fluid)  กอนใหสัตวกินอาหารมาผสมกับ

สารละลาย medium ท่ีเตรียมไว ดังตาราง 4 จากนั้นใชปเปตอัตโนมัติปมสารละลาย rumen liquor 

buffer ดังกลาว 30 มิลลิลิตร ใสลงในหลอดทดลองแบบพิเศษคลายเข็มฉีดยา (syringe) ขนาดใหญ

ความจุ 100 มิลลิลิตร ท่ีปลายหลอดมีสายยางส้ันๆ และคลิปสําหลับเปดปดได ภายในหลอดมี

ตัวอยางอาหารที่ตองการทดสอบซึ่งบดผานตะแกรงขนาด 1 มิลลิเมตร ประมาณ 200 มิลลิกรัม 

นําไปบม (incubate) ในอางน้ําท่ีมีอุณหภูมิ 39 องศาเซลเซียส ซ่ึงประกอบดวยแกนหมุนเพื่อให

ตัวอยางเคล่ือนไหวอยูตลอดเวลา เพื่อจําลองสภาพภายในกระเพาะรูเมน อานคาแกสท่ีเกิดขึ้น 2, 4, 

8, 16, 24. 48, 72 และ 96 ช่ัวโมง บันทึกปริมาณแกสท่ีเกิดขึ้น และนําคาไปคํานวณโดยใชสมการ

คํานวณอัตราการสลายตัวเชนเดียวกับวิธีการใชถุงไนลอน สําหรับคาแกสสุทธิท่ี 24 ช่ังโมง คํานาณ

ไดจากสมการที่เสนอโดย Menke and Steingass (1988) ดังนี้ 
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GP (ml/200 mg DM, 24 h) = (V24-V0-GP0) x 200 x (Fh + Fc)/2 

     W 

 

เมื่อ   GP   คือ ปริมาตรแกสสุทธิ (มิลลิลิตร) ท่ีเกิดจากการ incubate ตัวอยางอาหาร 200        

  มิลลิกรัม (วัตถุแหง) เปนเวลา t ช่ัวโมง 

         V24   คือ คือ ปริมาตรที่อานไดขางหลอดเมื่อ incubate ได 24 ช่ัวโมง 

         V0     คือ ปริมาตรสวนผสมทั้งหมดที่อานไดขางหลอดกอน incubate 

         GP0  คือ คาล่ียของแกสท่ีเกิดขึ้นในหลอด blank อานไดท่ี 24 ช่ัวโมง 

          Fh    คือ 44.16/ (GPh – GP0) ; roughage correction factor 

          Fc    คือ 62.6/ (GPc – GP0) ; concentrate correction factor 

          W    คือ น้ําหนักตัวอยาง เปนมิลลิกรัมวัตถุแหง 

 

  ปริมาณแกสสุทธิท่ีอานได ณ เวลาตางๆ นําไปเขาสมการเพือ่คํานวณอัตราการเกิด

แกสเชนเดียวกับการทดลองโดยใชถุงไนลอน นําคาพาลามิเตอรท่ีได (A, B และ c) มาแทนคาใน

สมการที่เสนอโดย Shem et al. (1995) เพื่อประเมินปริมาณวัตถุแหงท่ีสัตวกินได (dry matter 

intake, DMI) ปริมาณวัตถุแหงยอยไดท่ีสัตวไดรับ (digestibility dry matter intake, DDMI) อัตรา

การเจริญเติบโต (growth rate)  

  Menke and Steingass (1988) ไดเสนอสมการเพื่อทํานายคาการยอยไดของ

อินทรียวัตถุ (organic matter digestibility, OMD) พลังงานใชประโยชน (metabolizable energy, 

ME) และพลังงานสุทธิเพื่อการใหนม (net energy of lactation, NEL) สําหรับอาหารขน ดังนี้  

 

 OMD (%) = 9.00 + 0.9991GP + 0.595XP + 0.018XA   (r = 0.91) 

 ME (MJ/kgDM) = 1.06 + 0.157GP + 0.0084XP + 0.022XL - 0.0081XA (r = 0.94) 

NEL (MJ/kgDM) = -0.36 + 0.1149GP + 0.0054XP + 0.0139XL - 0.0054XA (r = 0.93) 

 

  เมื่อ GP = ปริมาณแกส (มิลลิลิตร) ท่ีเกิดเมื่อ incubated 24 ช่ัวโมง 

   XP = ปริมาณโปรตีน (g/kg DM) 

   XL = ปริมาณไขมัน (g/kg DM) 

   XA = ปริมาณเถา (g/kg DM) 
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ตาราง 3.3 สวนประกอบของ Rumen liquor buffer ท่ีใชในการศึกษาดวยวิธีการวัดแกส 

สารเคม ี ปริมาณ (มิลลิลิตร) ตอ 1 หลอด 

น้ํากล่ัน 

Buffer solution 

Macro mineral solution 

Resazurin solution 

Micro mineral solution 

Reduction solution 

Rumen fluid 

10.0 

5.0 

5.0 

0.025 

0.0025 

1.0 

10.0 

 
3.3.3 การวิเคราะหทางสถิต ิ

วิเคราะหผลการทดลองโดยวิธีการวิเคราะหวาเรียนซ (Analysis of variance) ใช

แผนการทดลองแบบสุมตลอด (completely randomized design, CRD) และเปรียบเทียบความ

แตกตางของคาเฉล่ียดวยวิธี Duncan’s New Multiple Range Test (Steel and Torrie, 1980) โดยใช

โปรแกรมสําเร็จรูป SPSS 

 

3.4 สถานที่ที่ใชในการดําเนินการวิจัยและรวบรวมขอมูล 

  1.  คอกสุกร  หมวดสุกร  ภาควิชาสัตวศาสตรและสัตวน้ํ า  คณะเกษตรศาสตร   

มหาวิทยาลัยเชียงใหม 

  2. คอกโคนม  หมวดโคนม  ภาควิชาสัตวศาสตรและสัตวน้ํ า  คณะเกษตรศาสตร   

มหาวิทยาลัยเชียงใหม 

        3. หองปฏิบัติการอาหารสัตว ภาควิชาสัตวศาสตรและสัตวน้ํา คณะเกษตรศาสตร 

มหาวิทยาลัยเชียงใหม 

 
3.5 ระยะเวลาดําเนินการวิจัย 

ใชระยะเวลาในการทําวิจัยประมาณ  8 เดือน 
 


