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ภาคผนวก 
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การเตรียมอาหาร Potato – Dextose Agar (PDA) 
 
ประกอบดวย 
 
 มันฝรั่ง   200  กรัม 
 
 น้ําตาล Dextose 20  กรัม 
 
 วุน   15 กรัม 
 
 ทําไดโดย นํามันฝรั่งมาปอกเปลือกลางใหสะอาดและหั่นเปนชิน้เล็กๆ ตมใหเดือดในน้ํา
กล่ัน 20 นาที กรองเอากากออกเติมน้ําใหครบปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร ปรับคา pH ใหเทากับ 7 
 
การวิเคราะหคาอัตราการยอยสลายของอาหารในสัตวเคีย้วเอื้อง 
 
 อัตราการยอยไดและการนําไปใชประโยชนของโภชนะที่ยอยไดนับวาเปนสิ่งสําคัญที่จะ
ประเมินถึงประสิทธิภาพการใชประโยชนของอาหาร โดยการตรวจวัดอตัราการยอยไดเปนวิธีการที่
นิยมมากที่สุดเพราะมีความสะดวก และงาย ซ่ึงสามารถทําไดโดยการนําโภชนะที่สูญเสียออกทาง
มูลลบออกโภชนะที่สัตวกิน แสดงคาเปนรอยละของปริมาณวัตถุแหงที่เรียกวา คาสัมประสิทธิ์การ
ยอยไดของวัตถุแหง (Digestibility coefficient of  dry matter) วิธีการประเมินคาการยอยได
โดยทั่วไปมี 2 วิธี (พิชัย, 2534) คือ 
 

1. การวิเคราะหโดยตรงจากมูล (Total collection method) เปนการหาการยอยไดโดยการ
เก็บมูลทั้งหมดที่สัตวถายในชวงระยะทดลอง (collection period) ลบออกจากปริมาณอาหารทั้งหมด
ที่สัตวกินการประเมินคาการยอยไดโดยวธีินี้จะใหคาที่ใกลเคียงความเปนจริง แตเปนวิธีการที่ยุงยาก
ในขั้นตอนของการจัดการเกีย่วกับกรงทดสอบ สัตวทดลอง และการเก็บมูล (พิชัย, 2534)   

 
2. การใชตัวบงชี้ (indicator method) เปนการหาการยอยไดจากการประเมนิตัวบงชี้ที่เติมลง

ไปในอาหารทดลอง เชน chromic oxide (Cr2O3), ferric oxide และ polyethylene glycol หรือตัวบงชี้
ที่พบอยูโดยธรรมชาติของาหารทดลอง เชน ลิกนิน และเถาที่ไมละลายในกรด  
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(acid insoluble ash ; AIA) เปนตน การประเมินคาการยอยไดโดยวิธีนีเ้ปนวิธีการที่สะดวก แตคาที่
ไดออกมาจะต่าํกวาความเปนจริง (Thonney et al., 1979)  
 
การวิเคราะหการยอยสลายในกระเพาะรูเมน 
 

การประเมินประสิทธิภาพการใชประโยชนของอาหารในสัตวเคี้ยวเอ้ือง นอกจากจะใช
วิธีการอัตราการยอยไดของอาหารแลวยังมีการประเมินคุณภาพของอาหารที่มีคุณภาพใกลเคียงกนั 
คือ การประเมนิคาการยอยสลายในกระเพาะรูเมน โดยการประเมินคาการยอยสลายของไนโตรเจน
ในกระเพาะรูเมน สามารถทําไดหลายวิธีดวยกัน เชน การใชสัตวทดลอง (In vivo method) การวิ
เคราะหทางเคมี (In vitro method) และการใชถุงไนลอน (nylon bag technique, In sacco, In situ 
method) 
 

การวิเคราะหคาการยอยสลายของโปรตีนโดยการใชสัตวทดลอง (In vivo Method) 
 

การวัดคาการยอยสลายของโปรตีนโดยวิธีนี้ตองใชสัตวทดลองที่ไดรับการผาตัดและติดตั้ง 
re-entrant cannulae ในกระเพาะรูเมน และ/หรือ abomasum, duodenum (Miller, 1982 ; 
Lindberg,1985) ปริมาณของโปรตีนที่ไมยอยสลายในกระเพาะรูเมน (undegradable protein) 
สามารถคํานวณไดจากความแตกตางระหวางการกินไดของโปรตีน และผลบวกของ endogenous 
และ microbial proteins ที่ผานเขาไปยังกระเพาะสวนโอมาซัม (abomasums) หรือ กระเพาะสวนดู
โอดินัม (duodenum) โดยการประมาณคา microbial protein สามารถทําไดโดยใช microbial 
markers เชน nucleic acids,diaminopimelic acid (DAPA), amino-ethylenephosphoric acid (AEP) 
หรือ radioisotopes เชน 35N, 32P หรือ 15N ถึงแมการหาคาการยอยสลายของโปรตีน 
ดวยวิธี in vivo จะมีความยุงยาก ตองใชสัตวที่ไดรับการผาตัด ตองใชแรงงานมาก ใชเวลามากและ
เสียคาใชจายสูง แตก็มีความจําเปนเพราะเหมาะที่จะไดใชเปนมาตรฐานเปรียบเทยีบกับวิธีการทาง
เคมี (Lindberg, 1985) 
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การวิเคราะหคาการยอยสลายของโปรตีนโดยการวิเคราะหทางเคม ี(In vitro Method) 
  

การวิเคราะหโดยวิธีนี้สามารถทําได 3 วิธี คือ 
 
1. การหาคาการละลายไดของโปรตีน 

 
หลักการหาคาการยอยสลายของโปรตีนในรูเมนโดยวิธีนี้คือ การสกัดไนโตรเจนที่ละลาย

ไดจากอาหารดวยสารละลายในระยะเวลาตางๆ กัน สารละลายที่ใช เชน McDougal’s mineral 
buffer(Crooker et al., 1978), Burroughs mineral buffer (Burroughs et al., 1950 ; Wohlt et al., 
1973 and Crawford et al., 1978), Durand’s buffer (Lindberg et al., 1982), sodium chloride  
(Smith et al., 1959) และ distilled water (Little et al., 1963) ผลของการหาคาการละลายไดของ
โปรตีนที่วิเคราะหดวยวิธีนี้ขึน้อยูปจจัยหลายอยาง เชน ปจจัยที่เกี่ยวของกับสารละลาย (เชน pH, 
ionic strength) และวิธีการสกัด (เชน อุณหภูม ิเวลาที่ใชในการสกัด ระดับของการกวนสารละลาย
ขณะวิเคราะห และขนาดของตัวอยางอาหารที่ใชวิเคราะห) 
 

2. การวัดปริมาณแอมโมเนยี 
 

หลักการของวธีิการนี้คือ การวัดปริมาณของแอมโมเนียที่เกิดขึ้น จากการจุมอาหารลงใน 
rumen liquor แลวทําการคํานวณหาคา protein degradability จากปริมาณแอมโมเนยี (Chamberlain 
and Thomas, 1979) 
 

3. การใชเอนไซมยอยโปรตีน 
 

เปนการใชเอนไซมจากแหลงตางๆ ที่มคีุณสมบัติสามารถยอยสลายโปรตีน (proteolytic 
enzymes) ซ่ึงจะยอยโปรตีนไดแอมโมเนยีแลวทําการวดัปริมาณแอมโมเนียที่เกิดขึ้น ทําการ
คํานวณหาคา protein degradability เชนเดยีวกับวิธีการขางตน 
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การวิเคราะหคาการยอยสลายในกระเพาะรูเมนโดยใชเทคนิคถุงไนลอน 
 
 การใชเทคนิคถุงไนลอน (in situ) เพื่อประเมินคาการยอยไดของอาหารในกระเพาะหมัก 
ไดมีการใชกันอยางกวางขวาง เพราะเปนวธีิการที่ทําไดงาย และมีคาใชจายที่ไมสูงมากนัก วิธีการนี้
ทําไดโดยการนําตัวอยางอาหารที่ตองการทดสอบมาบดผานตระแกรงขนาด 1 – 2 มิลลิเมตร ใสใน
ถุงผาไนลอน แลวนําไปแชในกระเพาะรูเมนของสัตวโดยสอดใสทาง cannulae ที่ตองการทดสอบที่
เวลาตาง ๆ กันเพื่อหาคาการยอยสลายของอาหารที่ตองการทดสอบ โดยวิธีการนี้สามารถนําไปใช
ในการอธิบายลักษณะการยอยสลายของเยือ่ใย และโปรตีนในอาหารได วิธีการนี้สามารถวัดการ
ยอยสลายโดยตรง และยิ่งไปกวานัน้การ incubate อาหารในกระเพาะหมักที่ระยะเวลาแตกตางกัน 
จะสามารถอธิบายถึงความสัมพันธระหวางเวลาและความสามารถในการยอยอาหารได (Hovell et 
al., 1986) โดยคาปริมาณการยอยสลายของวัตถุแหง ในชวงระยะเวลาตางๆ จะสามารถมาคํานวณ
โดยใชโปรแกรมสําเร็จรูป NEWAY EXCEL (∅rskov and McDonald, 1979) โดยการประเมินการ
ยอยสลายในกระเพาะรูเมนโดยใชเทคนิคถุงไนลอนจะตองมีการควบคมุปจจัยตางๆ ดังนี ้
 

ลักษณะเฉพาะของถุง  
 
 ชนิดของวัสดทุี่ใชทําถุง ขนาดของถุง ตลอดจนขนาดและความสม่ําเสมอของรูถุงจะมีผล
ตอคาที่ได โดยถุงควรทํามาจากโพลิเอสเทอร (Dacron หรือ nylon) (Madsen and Hvelplund, 1994) 
ถุงที่ทําจากผากรองไนลอน HSO13 ขนาดของรูจะมีผลตอคาที่ไดมาก โดยรูถุงควรมีขนาดกวาง
พอที่จะใหของเหลวและจุลินทรียไหลผานเขาออกไดสะดวก แตตองไมกวางจนทําใหช้ินสวนที่ไม
ถูกยอยของอาหารที่ไมถูกยอยผานออกจากถุงได โดยพบวาถาใชถุงที่มีขนาดรูเล็กเกนิไปจะทําให
จํานวนจุลินทรียทั้งหมด จํานวนจุลินทรียที่ยอยเซลลูโลสและโปรโตซัว ตลอดจน pH ในถุงลดลง 
และถาใชถุงทีม่ีขนาดรูกวางมากเกินไป คาการยอยไดของวัตถุแหงจะเพิ่มขึ้น ขณะเดยีวกันอนภุาค
ของอาหารที่หายไปเพราะการลางจะมีคาเพิม่มากขึ้นดวย (∅rskov et al., 1983)  
 
 การใชถุงที่มีขนาดเล็กกวา 10 μm จะเปนการจํากัดจํานวนของโปรโตซัวและแบคทีเรียที่
จะเขาไปในถุง ซ่ึงถุงควรจะมีขนาดรูอยางต่ํา 30 μm (Meyer and Mackic, 1986) ขนาดของถุงไม
คอยมีผลตอคาที่วัดมากนัก แตสัดสวนของปริมาณตัวอยางตอพื้นที่ผิวของถุง มีผลตอคาดังกลาว
มากกวา ดังนัน้ถาเพิ่มปริมาณตัวอยางขึ้นโดยไมเพิ่มขนาดถุงใหไดสัดสวนกัน อัตราการยอยไดจะ
ลดลง ถุงที่มีขนาดเหมาะสมควรใชปริมาณตัวอยาง 10 – 15 มิลลิกรัมตอตารางเซนติเมตรของพื้นที่
ทั้งหมดของถุง และอัตราสวนของความกวางตอความยาวของถุงควรอยูระหวาง 1:1 ถึง 1:2.5  
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และควรหลกีเลี่ยงการเย็บถุงที่ทําใหเกิดเปนมุมแหลมที่กนถุง เพราะอาจทําใหอาหารบางสวนไปอดุ
อยูที่มุมถุง (Madsen and Hvelplund.,1994)  
 

ลักษณะตัวอยางอาหาร 
 
 ตัวอยางอาหารที่จะใชในเทคนิคถุงไนลอน ควรจะทําใหแหงที่อุณหภูมิต่ํากวา 60 องศา
เซลเซียส หรือใชวิธีทําแหงโดยวิธีการแชแข็ง (freeze drying) (Madsen and Hvelplound, 1994) กา
รอบตัวอยางทีจ่ะวิเคราะหไมควรอบที่อุณหภูมิเกิน 60 องศาเซลเซียส เพราะจะทําใหองคประกอบ
ทางเคมีในอาหารเปลี่ยนไป และตัวอยางอาหารควรบดโดยผานตะแกรง 1 มิลลิเมตร หรือ 30 mesh 
(เมธา, 2533) มีการศึกษาทีแ่สดงใหเห็นวา การบดตัวอยางผานตระแกรงตั้งแต 0.3 – 5 มลิลิเมตร ได
คาที่ไมแตกตางกันมากนัก แตถาชิ้นสวนอาหารใหญเกินไปการยอยไดจะลดลง และอาจใชเวลาใน
การยอยยาวนานขึ้น ดังนัน้อนุภาคของอาหารควรบดผานตระแกรงที่ขนาดเล็กกวา 5 มิลลิเมตร ซ่ึง
บางตัวอยางควรบดใหละเอยีดถึง 1.5 – 2.5 มิลลิเมตร และภายหลังจากบดอาหารแลวควรรอนผาน
ตระแกรงอีกครั้ง เพื่อแยกเอาสวนที่ละเอยีดเกินไปออกเพราะสวนที่ละเอียดเกนิไปนีจ้ะทําใหเกิด
การหมักอยางรวดเร็ว หรือผานออกไปจากถุงไปกอนที่จะเกดิการหมกัยอย คาที่ไดจึงเกิดการ
ผิดพลาดได (Madsen and Hvelplund., 1994) 
 

การเตรียมตวัอยางอาหาร  
 
 ตัวอยางทีใ่ชในเทคนิคถุงไนลอน ถาเปนอาหารหยาบใชประมาณ 3 กรัม สวนตวัอยาง
อาหารโปรตีนหรือเมล็ดธัญพืชจะใชประมาณ 4 – 5 กรัม เมื่อช่ังตัวอยางอาหารใสถุงแลวใชเชือก
ไนลอนยาวประมาณ 20 – 30 เซนติเมตร มัดใหเรียบรอยทําเครื่องหมายแตละถุงจากนั้นรวมถุงเปน
พวง เพื่อนําไปแชในกระเพาะหมัก ซ่ึงสามารถนําออกมาในแตละชวงเวลาไดสะดวก (เมธา, 2533) 
 

การใสถุงในกระเพาะหมัก  
 
       เมธา (2533) ไดแนะนําวาควรจัดอาหารในถุงใหกระจายอยางสม่ําเสมอกอนนําไปแชใน
กระเพาะหมกั จากนั้นคอย ๆ ใสถุงทั้งหมดลงในกระเพาะหมัก และผูกเชือกไนลอนตดิกับฝาปด
ของทอเก็บตัวอยางอาหาร โดยปกติถุงควรจะถูกแชไวในกระเพาะหมกัสวนลาง (ventral sac) โดย
ตองใหถุงทุกใบสัมผัสกับสวนของของเหลวในกระเพาะหมักไดดี เพราะถามีการสัมผัสนอยการ
ยอยไดของอาหารในถุงจะลดลง 
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 แบคทีเรียสวนใหญจะอยูในสวนของของเหลวในกระเพาะหมักสวนลาง ที่สามารถจะ
รวมกันเปนกลุมและเขายอยสวนหนาของอาหารได โดยการ incubate ถุงไนลอนในสวนของ
กระเพาะหมกัสวนลางจะทําใหแบคทเีรียสามารถเขาไปยอยสลายอาหารไดอยางเต็มที่ (Huntington, 
1997) 
 
 ความยาวของเชือกไนลอนกบัฝาเก็บตัวอยางควรจะมีความเหมาะสมโดย Stritzler  
et al.(1990) ไดอธิบายวา ความยาวของเชือกไนลอนที่ผูกกับฝาทอเก็บตวัอยางนัน้ จะมีผลอยางมาก
ตอการยอยไดของอาหารที่อยูในถุง โดยถาเชือกสั้นเกนิไปจะทําใหถุงทัง้หมดจมไมถึงสวนของ
ของเหลวในกระเพาะหมัก ซ่ึง ∅rskov (1982) และ Lindberg (1983) ไดแนะนําวาความยาวของ
เชือกอยางนอยควรจะเปน 50 เซนติเมตรเพื่อใหเกิดความคลองตัวในการเคลื่อนที่ของถุงใน
กระเพาะหมกั การใชตุมเหล็กถวงน้ําหนักผูกกับถุงไมใหถุงลอย พบวาการใชตุมเหล็กถวงน้ําหนกั
อาจชวยลดความแตกตางระหวางถุงได  
 
 วิธีการใสถุงในกระเพาะหมกัในการศึกษาแบบ in sacco method สามารถทําไดโดย 
 
 1. วิธีมาตรฐาน ( Standard method) คือใสหลายถุงในกระเพาะหมักพรอมกันแตเอา
ออกมาวิเคราะหที่เวลาตางกนั 
 
 2. วิธี Complex exchange method คือใสถุงในกระเพาะหมักที่ระยะเวลาตางกัน แลวเอา
ออกพรอมกัน ซ่ึงวิธีนี้มีขอดคีือประหยดัเวลาและลดความแปรปรวนในการลางถุงไดดี และใหผล
ดีกวาวิธีมาตรฐาน 
 
 แตการใหอาหารสัตวทดลองวันละครั้ง วิธีมาตรฐานจะใหผลที่ดีกวา เพราะสภาพใน
กระเพาะหมกัมีความแปรปรวนมากในแตละชวงของวนั คือ pH จะต่ําลงหลังจากใหอาหาร จากนัน้
จะคอย ๆ สูงขึ้นเรื่อย ๆ ดังนัน้ ถาใสถุงลงในกระเพาะหมกัพรอมกันครัง้เดียว ถุงทุกใบจะไดรับ
ผลกระทบจากการเปลี่ยนแปลงเทากัน แตถาใสถุงตางเวลากัน ถุงแตละใบก็จะไดรับสภาพที่ตางกนั 
ทางแกอาจทําไดโดยใหอาหารบอยครั้งตอวัน หรือใหอาหารผสมครบสูตร (Total mixed ration) 
เพื่อปองกันไมใหสัตวเลือกกนิอาหาร (บุญลอม, 2539) 
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 การลางถุง 
 
 การลางถุงหลังจากการนําถุงออกจากกระเพาะรูเมนเปนสิ่งสําคัญเชนเดียวกัน เพราะมีผล
ตอคาที่ไดจากวิธีการนี้  Mehrez and ∅rskov  (1977) และ Dewhurst et al. (1995) แนะนําวา ใหใช
น้ําเย็นในการลางถุง โดยใหลางทันทีหลังจากเอาออกจากกระเพาะหมกัแลว เมธา (2533) เสนอวา 
ควรลางในน้ํากอกจนใส โดยคอยๆลางเศษอาหารออกจากกระเพาะหมักที่ติดมากับถุงออกให
หมดแลวคอยๆบีบลางถุงใหสะอาดจนน้ําใส โดยจะทําการลาง 3 ถึง 4 คร้ังตอ 1 ถุง 
 
 การอบถุง  
 
 หลังจากลางถุงตัวอยางจนแนใจวาสะอาดแลว ใหนําถุงไปอบในตูอบแบบลมรอน โดย
ใชอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส นาน 48 ช่ัวโมง หรือจนน้าํหนักคงที่ จากนั้นตดัเชือกแลวนําถุงที่อบ
แลวไปชั่งน้ําหนัก (∅rskov et al., 1983) เพื่อหาคาการยอยไดของอาหารตอไป 
 
 สัตวทดลองและการใหอาหาร 
 
 การใหอาหารสัตวทดลองควรใหถึงระดับที่ใชในการดํารงชีพ หรืออาจมากกวานัน้
เล็กนอย แตการใหอาหารมากเกินไปจะทําให digesta ไหลออกมา ทําใหแผลเนาเปอยและหายชา 
(Madsen and Hvelplund., 1994) อาหารทีใ่ชเล้ียงสัตวทดลองมีผลตอคาที่วัด โดยเฉพาะอยางยิ่ง
สัดสวนของอาหารขนประเภทแปงตออาหารหยาบคณุภาพต่ํา (บุญลอม, 2539) ซ่ึงถาโคไดรับ
อาหารชนิดเดยีวกัน จํานวนประชากรของจุลินทรียในกระเพาะหมักจะคลายคลึงกัน (Orskov et al., 
1983) 
 
 อิทธิพลของอาหารที่ใหแกสัตวทดลองจะมีผลตออัตราการยอยสลายของอาหารที่ใช
ศึกษา ดังนั้นสิง่สําคัญคือ อาหารที่ใชเล้ียงสัตวเจาะกระเพาะนัน้ จะตองมีความคลายคลึงกับอาหารที่
ใชทดสอบ จากการศึกษาพบวาอัตราการยอยสลายของโปรตีนมีความแตกตางกัน เมื่อศึกษาในสัตว
ที่เล้ียงดวยอาหารขนหรือหญาแหง นอกจากนั้นยังพบวาแหลงอาหารเสริมโปรตีนที่มาจากพืชจะถูก
ยอยสลายในกระเพาะหมักอยางชาๆ ในสัตวที่เล้ียงดวยอาหารขนในระดบัสูง เมื่อเปรียบเทียบกับ
การเลี้ยงดวยอาหารหยาบระดับสูง สวนแหลงโปรตีนที่มาจากสัตวนัน้จะมีความแตกตางกัน
เล็กนอยเทานัน้ (เมธา, 2533)  
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การเตรียม fix solution 
 
1. เตรียม normal saline ใหมีความเขมขน 0.85% 
 
2. เตรียม formalin ใหมีความเขมขน 10%  โดยใช normal saline (0.85%) เปนตวัทําใหละลาย  
 
เชน ถาตองการเตรียม fixing solution ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 
 
จะใช normal saline   90 มิลลิลิตร 
 
Formaline   10 มิลลิลิตร 
 
การตรวจนับจุลินทรียโดยวิธีการนับตรง 
 
 วิธีการนับตรง (direct count methods) เปนการประมาณจาํนวนเซลล โดยความเที่ยงตรงจะ
ขึ้นอยูกับปริมาณเซลลที่อยูในสารละลาย ซ่ึงถาเซลลมีจํานวนมากหรอืนอยเกนิไปจะทําใหเกิด
ความผิดพลาดขึ้นได จึงตองเจือจางสารละลายใหพอดี สวนมากจะเจือจางตั้งแต 1 : 10 ไปจนถึง 1 : 
105 (อรอนงค, 2543) 
 

 การนับโดยวิธีนี้ตองใช counting chamber เชน heamacytometer ซ่ึงเปนแผนแกวที่มีรอย
เวาเปนรูปสี่เหล่ียมตื้นๆ รอยเวานีจ้ะมีปริมาตรที่แนนอน วิธีนับโดยหยดตัวอยางที่จะนับลงไปใน
รอยเวานัน้แลวปดดวย cover slip แลวนับภายใตกลองจลุทรรศน โดยนับวาในรอยเวานั้นมเีซลล
ทั้งหมด แลวนาํมาคํานวณกบัปริมาตรของรอยเวาเพื่อหาจํานวนของจุลินทรีย 
 


