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บทความวิจัย 
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จากของเหลวในกระเพาะหมักของโคนมเจาะกระเพาะ ด้วยวิธีเนียร์อินฟาเรดสเปคโตรสโกปี 
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บ ท คั ด ย่ อ  
การวัดค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) และความเข้มข้นของกรดไขมันระเหยได้ (volatile fatty acid; VFA) ใน
ของเหลวจากกระเพาะหมัก (rumen fluid) เป็นวิธีมาตรฐานทางห้องปฏิบัติการที่ใช้วินิจฉัยภาวะความเป็น
กรดในกระเพาะหมักในโคนม การศึกษาที่ผ่านมาบ่งชี้ว่าการตรวจระดับ VFA จากตัวอย่างต่างๆ โดยใช้
เทคนิคเนียร์อินฟาเรดสเปคโตรสโกปี (Near-infrared spectroscopy; NIRS) ให้ผลการศึกษาน่าเชื่อถือ
น าไปใช้เพื่อการวิเคราะห์ได้ การศึกษานี้มีวัตถุประสงค์เพื่อประเมินความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของ 
VFA ทั้งหมด (Total VFA) และ pH จากของเหลวในกระเพาะหมักจากการตรวจทางห้องปฏิบัติการ กับ
ความเข้มข้นของ VFA และ pH จากการประยุกต์ใช้เทคนิค NIRS ตัวอย่างของเหลวจากกระเพาะหมักโคนม
พันธุ์ผสมโฮลสไตน์ฟรีเซียนเปิดผ่ากระเพาะหมักและเหนี่ยวน าให้เกิดภาวะกระเพาะหมักเป็นกรด จ านวน 
128 ตัวอย่าง โดยเก็บทุกๆ 2 ชั่วโมงหลังให้อาหารข้น จ านวน 7 ครั้ง/วัน ตลอดระยะเวลาการศึกษา 16 วัน 
ตรวจทางห้องปฏิบัติการหาความเข้มข้น Total VFA และค่า pH โดยใช้เครื่อง Gas Chromatography-
Mass Spectrometry (GC-MS) และ pH meter แบบภาคสนาม ตามล าดับ และวัดค่าด้วยเทคนิค NIRS 
เพื่อสร้างสมการท านายค่า ผลการศึกษาพบว่า ค่าเฉลี่ยความเข้มข้นของ Total VFA และค่า pH การตรวจ
ทางห้องปฏิบัติการ เท่ากับ 105.82 mM/L (105.82±39.74) และ 5.4±0.44 ตามล าดับ การวิเคราะห์ทาง
สถิติท านายความเข้มข้นของ VFA และค่า pH ด้วยเทคนิค NIRS มีค่าสหสัมพันธ์ (R) เท่ากับ 0.93 และ 0.85 
ตามล าดับ การประยุกต์ใช้เทคนิค NIRS วิเคราะห์ความเข้มข้นของ Total VFA และค่า pH จากตัวอย่าง
ของเหลวจากกระเพาะหมัก ถือว่าเป็นเทคนิคที่มีความน่าเชื่อถือระดับปานกลางในการน าไปใช้ประโยชน์ดา้น
การวิจัย ซึ่งจ าเป็นต้องมีการเก็บข้อมูลเพิ่มเติมเพื่อให้มีความถูกต้องแม่นย ามากย่ิงขึ้น   

ค าส าคัญ 

กรดไขมันระเหยได้  

ค่าความเป็นกรดด่าง  

เนียร์อินฟาเรดสเปคโตรสโกปี 

บทน า 
โคนมท่ีให้ผลผลิตสูงมักจะเกิดโรคหรือความผิดปกติทาง 

เมแทบอลิซึม (metabolic disorder) ท่ีส่งผลกระทบต่อการให้
ผลผลิต เช่น โรคไข้น้ านม (milk fever) โรคคีโตซีส (ketosis) 
ภาวะกระเพาะแท้เคลื่อนผิดต าแหน่ง (displace abomasum) 
ภาวะไขมันแทรกในตับ (fatty liver) และภาวะความเป็นกรดใน
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กระเพาะหมัก (rumen acidosis) ซ่ึงสาเหตุหลักๆ เกิดจากระดับ
การให้ผลผลิตและการให้อาหารไม่สอดคล้องกันและไม่เหมาะสม 
(Mulligan & Doherty, 2008) ภาวะความเป็นกรดในกระเพาะ
หมักแบบกึ่งเฉียบพลัน (SARA) เป็นหน่ึงในโรคหรือความผิดปกติ
ทางเมแทบอลิซึมท่ีพบได้บ่อยและก่อให้เกิดความสูญเสียทาง
เศรษฐกิจในการเลี้ยงโคนม ส่วนมากถูกตรวจพบในโคนม 
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หลังคลอดท่ีอยู่ในช่วงต้นของระยะการให้นม (early lactation) 
เน่ืองจากเป็นระยะท่ีมีการเปลี่ยนแปลงการให้อาหารจากระยะ
พักรีดนม (อาหารพลังงานต่ า) มาเป็นอาหารระยะคลอดหรือให้
นม (อาหารพลังงานสูง) และโคมีการกินอาหารมากขึ้นเพื่อให้
พอเพียงกับความต้องการในการให้ผลผลิตน้ านม ส่งผลให้
กระเพาะหมักปรับตัวไม่ทันและเกิดการสะสมกรดตามมา 
(Plaizier et al., 2008) ในประเทศไทยมีรายงานความชุกของ
ภาวะความเป็นกรดในกระเพาะหมักแบบกึ่งเฉียบพลันในโคนม
หลังคลอด 30 และ 50 วัน ร้อยละ 42.6 และ 42.0 ตามล าดับ 
ในพื้นท่ีฟาร์มโคนมอ าเภอเมือง จังหวัดขอนแก่น (Jarassaeng 
et al., 2006) และพบความชุกในโคนมหลังคลอดระหว่าง 3 ถึง 
6 สัปดาห์ ร้อยละ 20 ถึง 25 ในพื้นท่ีฟาร์มโคนมจังหวัดนครปฐม 
(Inchaisri et al., 2013, Inchaisri et al., 2014) 

ภาวะความเป็นกรดในกระเพาะหมัก เกิดจากการสะสม
ของกรดอินทรีย์ (organic acid) เช่น กรดไขมันท่ีระเหยได้ 
(volatile fatty acid; VFA) ได้แก่  กรดอะซิติค (acetic acid; 
C2) กรดโพรพิออนิก (propionic acid; C3) และ กรดบิวทิริก 
(butyric acid; C4) โดยมีสัดส่วนการสร้างประมาณร้อยละ 
70:20:10 ตามล าดับ ซ่ึงอาจเปลี่ยนแปลงไปตามลักษณะของ
อาหารท่ีให้ (Seymour et al., 2005) และกรดแลคติค (lactic 
acid) ท่ีเกิดจากการย่อยคาร์โบไฮเดรตโดยจุลชีพในกระเพาะ
หมัก โดยการสะสมของกรดเกิดจากความไม่สมดุลระหว่างการ
สร้างกรดจากกระบวนการหมักท่ีมากเกินไป และการก าจัดกรด
โดยการน าไปใช้ของจุลชีพและการดูดซึมกรดจากกระเพาะหมักท่ี
ลดลง (Nagaraja and Titgemeyer, 2007) โดยการสร้างกรดท่ี
มากขึ้นเกิดจากการกินแหล่งวัตถุดิบคาร์โบไฮเดรตท่ีย่อยได้ง่าย 
เช่น แป้ง ธัญพืช ในปริมาณมาก ส่งผลให้จุลชีพท่ีย่อยสลาย
คาร์โบไฮเดรตมีการเปลี่ยนแปลงเพิ่มจ านวนขึ้น เช่น แบคทีเรีย
กลุ่ม  amylolytic  amylodextrin  และ  maltose - utilizing 
(Kotarski et al., 1992 )  ร่ ว มกั บก า ร ได้ รั บอาหา รหยาบ 
(roughage) หรือปริมาณเยื่อใยในอาหารไม่เพียงพอ ซ่ึงส่งผลต่อ
การเค้ียวเอื้อง (mastication) และปริมาณการหลั่งน้ าลายซ่ึงเป็น
บัฟเฟอร์ (ไบคาร์บอเนต; -HCO3) ท่ีส าคัญของการลดความเป็น
กรดในกระเพาะหมัก (Owens et al., 1998) ร่วมกับการเพิ่มขึ้น
ของแบคทีเรียท่ีผลิตกรดแลคติค (lactic producing bacteria) 
เช่น Streptococcus bovis ท าให้มีการสะสมของกรดเพิ่มขึ้น 
(Nagaraja & Titgemeyer, 2007) ส่งผลให้เกิดภาวะความเป็น
กรดในกระเพาะหมัก ท้ังแบบเฉียบพลัน ( acute rumen 
acidosis) และแบบกึ่งเฉียบพลัน (sub-acute rumen acidosis; 
SARA) (Gäbel et al., 2002; Kleen et al., 2003; , Plaizier et 
al., 2008) กระเพาะหมักลดการบีบตัว และกรดแลคติคจะถูกดูด

ซึมเข้ากระแสเลือดเกิดภาวะร่างกายเป็นกรด (metabolic 
acidosis) (Nocek, 1997) 

การตรวจวินิจฉัยอาการทางคลิ นิกของภาวะกรดใน
กระเพาะหมัก (rumen acidosis) มีหลายวิธี ได้แก่ การตรวจ
วินิจฉัยโดยการประเมินอาการผิดปกติ (clinical sign) ของโคราย
ตัวหรือระดับฟาร์ม และการตรวจทางห้องปฏิบัติการ วัดค่าความ
เป็นกรด-ด่าง (pH) ของของเหลวในกระเพาะหมัก ( rumen 
fluid) และการวัดระดับความเข้มข้นของกรดไขมันระเหยได้ 
(Danscher et al., 2015, Stefanska et al., 2017, Mizuguchi 
et al., 2020) ซ่ึงวิธีการนี้จ าเป็นต้องท าการเก็บตัวอย่างของเหลว
ในกระเพาะหมักโคเพื่อการตรวจวินิจฉัย โดยการเก็บตัวอย่าง
ของเหลวในกระเพาะหมัก สามารถท าได้ 2 วิธี คือ การเจาะและ
ดูดเก็บผ่านผนังช่องท้อง (rumenocentesis) การผ่าตัดสร้างรู
เปิดกระเพาะหมักถาวร ( ruminal fistula) ซ่ึงมักพบในการ
ศึกษาวิจัย และการดูดเก็บผ่านท่อสอดหลอดอาหาร (stomach 
tube) โดยเทคนิคการดูดเก็บของเหลวในกระเพาะหมักผ่านผนัง
ช่องท้อง (rumenocentesis) เป็นวิธีการเก็บตัวอย่างของเหลว
ในกระเพาะหมักในส่วนล่าง (ventral sac) มีข้อดี คือ สามารถ
ลดการปนเปื้อนของน้ าลายท าให้ได้ค่า pH ท่ีแม่นย า ส่วนการ
เก็บตัวอย่างโดยใช้ท่อสอดกระเพาะอาหาร (stomach tube) 
เป็นวิธีการท่ีสะดวกและง่าย แต่เน่ืองจากวิธีการน้ีเป็นการสอด
ท่อผ่านช่องปากหลอดอาหาร ดังน้ันของเหลวท่ีดูดเก็บได้มีการ
ปนเปื้อนกับน้ าลายซ่ึงมีค่า pH สูง ท าให้ค่า pH ท่ีวัดได้จาก
ตัวอย่างของเหลวจากกระเพาะหมัก ท่ี เก็บด้วยวิธี น้ีมี ค่า
คลาดเคลื่อนท่ีสูงขึ้นได้ (Duffield et al., 2004) และมีการศึกษา
การตรวจระดับกรดไขมันท่ีระเหยได้จากตัวอย่างต่างๆ ซ่ึงให้ผล
การศึกษาท่ีน่าเชื่อถือได้ในการน าไปใช้ประโยชน์ (Jacobi et al., 
2009 , Ward et al., 2011 , Lean et al., 2013 , Stockl and 
Lichti, 2018, Lee et al., 2019)  

มีการศึกษาการใช้เทคนิคสเปกโตรสโกปีอินฟาเรดย่านใกล้ 
(Near-infrared spectroscopy; NIRS) วิเคราะห์องค์ประกอบ
ของพืชอาหารสัตว์และองค์ประกอบด้านโภชนะของพืชอาหาร
สัตว์ เช่น ระดับโปรตีน เยื่อใย ระดับไขมัน ระดับพลังงานใน
วัตถุดิบอาหารสัตว์ รวมท้ังค่า pH ในอาหารหมัก ซ่ึงให้ผลการ
วิเคราะห์ท่ีมีความน่าเชื่อถือ (Corson et al., 1999) ใช้ตรวจหา
โรคคีโตซิสแบบไม่แสดงอาการจากการตรวจวิเคราะห์ตัวอย่าง
น้ านม (De Roos et al., 2007) ใช้ตรวจวิเคราะห์ระดับสาร 
คีโตนในเลือดเปรียบเทียบกับสัดส่วนไขมันต่อโปรตีนในน้ านม 
เพื่อสร้างสมการท านายระดับของสารคีโตนในแม่โครีดนมหลัง
คลอด (Van Knegsel et al., 2010) ข้อดีของการวิเคราะห์
ตัวอย่างโดยใช้เทคนิค NIRS คือ ง่ายต่อการเตรียมตัวอย่าง 
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มีความรวดเร็ วในการวัดค่า ได้ผล ท่ีแม่นย าและถูกต้อง 
การตรวจสอบเป็นแบบไม่ท าลายตัวอย่าง ไม่ก่อให้เกิดมลภาวะ 
และสะดวกต่อการใช้งาน (Stermer et al., 1994) 

ดังน้ัน การตรวจคัดกรองภาวะความเป็นกรดในกระเพาะ
หมักในโคนมโดยการใช้เทคนิคหรือเครื่องมือท่ีมีความแม่นย า 
และรวดเร็วในการตรวจ เช่นการใช้เทคนิคเนียร์อินฟาเรด 
สเปคโตรสโกปี (Near-infrared spectroscopy; NIRS) ตรวจหา
ระดับความเข้มข้นของกรดไขมันท่ีระเหยได้และค่า pH จาก
ตัวอย่างของเหลวในกระเพาะหมัก เป็นแนวทางท่ีน่าสนใจในการ
ช่วยตรวจคัดกรองภาวะความเป็นกรดในกระเพาะหมักและโรค
ทางเมแทบอลิก (metabolic disease) ในโคนม การศึกษาน้ีจึงมี
วัตถุประสงค์เพื่อประยุกต์ใช้เทคนิคเนียร์อินฟาเรดสเปคโตรสโกปี
ในการตรวจวัดค่าความเข้มข้นของกรดไขมันท่ีระเหยได้ และค่า
ความเป็นกรด-ด่าง จากตัวอย่างของเหลวในกระเพาะหมัก โดย
การหาความสัมพันธ์ระหว่างค่าความเข้มข้นของกรดไขมันท่ี
ระเหยได้  และค่าความเป็นกรด -ด่าง จากการตรวจทาง
ห้องปฏิบัติการกับค่าความเข้มข้นของกรดไขมันท่ีระเหยได้ และ
ค่าความเป็นกรด-ด่าง จากการสร้างสมการท านายจากการ
วิเคราะห์ด้วยเทคนิคเนียร์อินฟาเรดสเปคโตรสโกปี และเพื่อเป็น
ข้อมูลส าหรับการพัฒนาเครื่องมือท่ีใช้ตรวจวิเคราะห์และคัด
กรองภาวะความเป็นกรดในกระเพาะหมักและโรคทาง 
เมแทบอลิกในฟาร์มต่อไป  

วัสดุ/วิธีการวิจัย 
สัตว์ทดลอง 

โคนมเพศผู้พันธุ์โฮลสไตน์ฟรีเซียนลูกผสม มีน้ าหนักตัว 
(body weight) ประมาณ 250 กิโลกรัม อายุประมาณ 14 เดือน 
สุขภาพแข็งแรง ท าการผ่าตัดเพื่อเปิดกระเพาะหมักแบบถาวร 
(permanent rumen fistulation) บริเวณสวาปด้านซ้าย เพื่อ
ท าการเก็บตัวอย่างของเหลวจากกระเพาะหมัก (rumen fluid) 
ซ่ึงในช่วงด าเนินการทดลองโคจะถูกเลี้ยงในโรงเรือนเปิด ณ 
ศูนย์วิจัยและพัฒนาท้องถิ่นบ้านตาด มหาวิทยาลัยราชภัฏ
อุดรธานี โดยเลี้ยงภายใต้อุณหภูมิสิ่งแวดล้อม โดยแยกเลี้ยงใน
คอกทดลองเดี่ยวพื้นคอนกรีตและดิน มีพื้นท่ีขนาด 3×5 ตาราง
เมตร มีรางอาหารและบ่อน้ าด่ืมแยกในคอกเลี้ยง  

การศึกษาวิจัยน้ี ได้รับพิจารณาเห็นชอบจากคณะกรรมการ
จรรยาบรรณและมาตรฐานการเลี้ยงและการใช้สัตว์เพื่องานทาง
วิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยราชภัฏอุดรธานี หมายเลขโครงการท่ี
ได้รับการพิจารณา ศธ 0543.7/358 โดยปฏิบัติตามหลัก
จรรยาบรรณการใช้สัตว์เพื่องานทางวิทยาศาสตร์ของสภาวิจัย
แห่งชาติ ประเทศไทย  

อาหารท่ีใช้ทดลองเพื่อเหน่ียวน าให้เกิดภาวะความเป็นกรดใน
กระเพาะหมักแบบกึ่งเฉียบพลัน (subacute ruminal acidosis; 
SARA) 

ระยะก่อนการทดลอง (pre-experimental period) (17 
วัน) เป็นระยะเวลาท่ีให้โคนมปรับตัวต่อคอกทดลองและการให้
อาหาร ในระยะน้ีมีการเตรียมตัวโคก่อนเข้าสู่ระยะทดลอง ดังน้ี 
โคนมในระยะก่อนการทดลองได้รับการให้อาหารแบบแยกให้
อาหารข้นกับอาหารหยาบ (separate feeding) โดยในระยะน้ี 
โคทดลองได้รับอาหารข้น (concentrate) ซ่ึงเป็นอาหารข้นท่ี
ประกอบขึ้นในฟาร์ม ปริมาณ 1.1 กิโลกรัมของวัตถุแห้ง (dry 
matter) ต่อตัวต่อครั้ง แบ่งจ่ายให้ 2 ครั้ง (เช้าและเย็น) รวมเป็น
ปริมาณ 2.2 กิ โลกรัมของวัตถุแห้ ง   ต่อตัวต่อวัน โดยมี
ส่วนประกอบวัตถุดิบและองค์ประกอบทางเคมีแสดงดัง Table 1 
และ Table 2 โคทดลองได้รับอาหารหยาบเป็นฟางข้าวแบบไม่
จ ากัด (ad libitum) ร่วมกับมีน้ าด่ืมให้ตลอดเวลา  

ระยะการทดลอง (experimental period) (16 วัน) เป็น
ระยะเวลาท่ีท าการทดลองและเก็บตัวอย่างจากโคทดลอง 
ซ่ึงโคทดลองถูกเหน่ียวน าให้เกิดภาวะความเป็นกรดในกระเพาะ
หมักแบบกึ่งเฉียบพลัน โดยวิธีการให้อาหารข้นแยกกับอาหาร
หยาบ ท่ีมีสัดส่วนของอาหารข้นท่ีสูงร่วมกับการจ ากัดปริมาณ
อาหารหยาบ (สัดส่วนอาหารหยาบต่ออาหารข้น 20:80) ซ่ึงโค
ได้รับอาหารข้นท่ีประกอบขึ้นจากการค านวณโดยใช้องค์ประกอบ
ทางเคมีของวัตถุท่ีรายงานโดย National Research Council 
(NRC) (2001) ปริมาณ 4 กิโลกรัมของวัตถุแห้ง ต่อตัวต่อครั้ง 
แบ่งจ่ายให้ 2 ครั้ง (เช้า 6.00 นาฬิกา และตอนเย็น 16.00 
นาฬิกา) รวมปริมาณ 8 กิโลกรัมของวัตถุแห้งต่อตัวต่อวัน และใช้
ฟางข้าวเป็นแหล่งอาหารหยาบ ปริมาณ 2 กิโลกรัมของวัตถุแห้ง
ต่อตัวต่อวัน โดยโคได้รับแหล่งอาหารหยาบหลังจากกินอาหารข้น
ประมาณ 30 นาที (Pilachai et al., 2012) ส่วนประกอบวัตถุดิบ
และองค์ประกอบทางเคมี แสดงใน Table 1 

การเก็บตัวอย่างของเหลวจากกระเพาะหมักโคทดลอง  
ในช่วงระยะการทดลอง ท าการเก็บของเหลวจากกระเพาะหมัก
ของโคทดลองทุกวัน ด้วยความถี่จ านวน 8 ครั้งต่อวัน ตลอด
ระยะเวลา 16 วัน ของช่วงระยะการทดลอง โดยเก็บตัวอย่างก่อน
การให้อาหารข้นโคช่วงเช้า (ชั่วโมงท่ี 0) และหลังจากให้อาหาร
ข้นช่วงเช้า ชั่วโมงท่ี 2  4  6  8  10  12 และ  14 ตามล าดับ 
หลังกินอาหารข้น วิธีการเก็บตัวอย่างท าตามวิธีของ Wang et al. 
(2016) โดยการบังคับโคในซองบังคับสัตว์ ท าการเปิดฝา 
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Table 1 Ingredient composition (%dry matter; %DM) and chemical 
composition of the dietary feed ingredient.  

Ingredient/Chemical composition %DM 
Cassava ship 46.3* 
Soybean meal 35.2* 
Rice bran 17.1* 
Premix1 1.4* 
Dry matter 89.37** 
TDN 81.24** 
ME (Mcal/kgDM) 2.94** 
Crude protein (CP) 20.39** 
Fat 
NDF 
ADF 

5.20** 
11.92** 
9.56** 

*The ratios of feed ingredient (Pilachai et al., 2012), 
**Calculated using measured DMI, composition and feed analyses (NRC, 2001);
TDN = Total Digestible Nutrients, ME = Metabolizable Energy,
NDF = Neutral Detergent Fiber, 
ADF = Acidic Detergent Fiber 

rumen fistular ใช้อุปกรณ์ ท่อ สายยาง และไซริ ง ค์
ปริมาตร 60 มิลลิลิตร ดูดของเหลวจากกระเพาะหมักบริเวณ
กระพุ้งด้านล่าง (ventral sac) ปริมาตร 30 มิลลิลิตร จากน้ันเท
ตัวอย่างของเหลวจากกระเพาะหมักใส่ถ้วยพลาสติก และท าการ
วัดค่าความเป็นกรด-ด่างทันที โดยตัวอย่างของเหลวจาก
กระเพาะหมักแต่ละตัวอย่างจะท าการวัดซ้ า 3 ครั้ง ด้วยเครื่องมือ
วัดค่าความเป็นกรด-ด่างแบบพกพาท่ีใช้อิ เล็กโทรดเปียก 
( portable pH meter SevenGo FK2 , Mettler Toledo, 
Switzerland) ซ่ึงก่อนการวัดในแต่ละครั้งจะท าการ calibrate 2 
ระดับ ด้วยน้ ายามาตรฐานท่ีมีค่าความเป็นกรด-ด่าง 7 และ 4 
โดยค่าความเป็นกรด-ด่าง ท่ีก าหนดเป็นค่าขีดเริ่มเปลี่ ยน 
(threshold value) ของภาวะความเป็นกรดในกระเพาะหมัก
แบบกึ่งเฉียบพลัน ก าหนดไว้ท่ี pH น้อยกว่า 5.5 (Plaizier, 
2 0 0 8 , Danscher et al., 2 0 1 5 , Stefanska et al., 2 0 1 7 ) 
หลังจากท าการวัคค่าความเป็นกรด-ด่าง ของเหลวจากกระเพาะ
หมักถูกกรองผ่านผ้าก๊อซจ านวน 4 ชั้น จากน้ันน าของเหลวจาก
กระเพาะหมักท่ีผ่านการกรองปริมาตร 10 มิลลิลิตร น ามาเติม
ด้วยกรดซัลฟิวริก (H2SO4) ความเข้มข้น 1 โมล ปริมาตร 1.5 
มิลลิลิตร และเก็บท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เพื่อรอการ
วิ เคราะห์หาความเข้มข้นของกรดไขมัน ท่ีระ เหยได้ทาง
ห้องปฏิบัติการ ส่วนของเหลวจากกระเพาะหมักท่ีผ่านการกรอง
ส่วนท่ีเหลือ ปริมาตร 10 มิลลิลิตร จะท าการปั่นเหวี่ยงด้วยเครื่อง
ปั่นเหวี่ยง ความเร็ว 3,000 รอบต่อนาที ใช้เวลา 15 นาที เพื่อ
แยกตะกอนและเก็บของเหลวส่วนท่ีใสท่ีอุณหภูมิ -20 องศา
เซลเซียสโดยไม่ เติมกรดซัลฟิวริก (H2SO4) เพื่อการตรวจ
วิเคราะห์ด้วยเทคนิคเนียร์อินฟาเรดสเปคโตรสโกปี 

การตรวจวิเคราะห์ตัวอย่างของเหลวจากกระเพาะหมักทาง
ห้องปฏิบัติการ 

ตัวอย่างของเหลวจากกระเพาะหมักท่ีเติมกรดซัลฟิวริก
และเก็บท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส ถูกท าให้ละลายท่ี
อุณหภูมิห้องและปั่นด้วยเครื่องปั้นเหวี่ยงความเร็ว 10,000 รอบ
ต่อนาที นาน 30 นาที ของเหลวส่วนใส (supernatant) ถูกดูด
และกรองผ่าน disposable filter ท่ีมีขนาด 0.45 และ 0.22 
ไมครอน ตามล าดับ น าของเหลวท่ีผ่านการกรองแล้ว ปริมาตร 1 
มิลลิลิตรเก็บในหลอดเก็บตัวอย่างส าหรับการตรวจวิเคราะห์
ความเข้มข้นของกรดไขมันท่ีระเหยได้ท้ังหมด (total volatile 
fatty acids; Total VFA) ด้วยเครื่ องแก๊สโครมาโทรกราฟี -
แ ม ส ส เ ป ค โ ท ร มิ เ ต อ ร์  ( Gas Chromatography-Mass 
Spectrometry; GC-MS) (Variance CP-3800, USA) (Mathew 
et al.,1 9 9 7 , Hall et al., 2 0 1 4 , Xue et al.,2 0 1 8 ) โ ด ย มี
คุณลักษณะของการวิเคราะห์ (analytical condition) ดังน้ี 
ตัวอย่างของเหลวจากกระเพาะหมักท่ีใสจะถูกเติมสารละลาย
มาตรฐานส าหรับตรวจวิเคราะห์กรดไขมันท่ีระเหยได้ (Fatty 
Acid Methyl Ester; FAMEs) ปริมาตร 10 µl จากนั้นท าการฉีด
ตัวอย่างเข้าสู่ เครื่อง GC ท่ีบริเวณฉีดสาร ( injector port) ท่ี
อุณหภูมิ 50 °C สู่คอลัมน์ขนาดเล็ก (capillary column) ซ่ึงเป็น
เฟสคง ท่ี  ( stationary phase) ท่ี เคลือบด้วย 5%  diphenyl 
cross-linked 9 5 %  dimethylpolysiloxane มี ค ว า ม ย า ว 
300 mm. มีขนาดเส้นผ่าศูนย์กลางภายใน 250 µm และมีความ
หนาของแผ่น เคลื อบ เ ท่ ากั บ  0 .25  µm (J&W Scientific, 
Folsom, CA, USA) โดยใช้แก๊สฮีเลียม (Helium; He) เป็นแก๊ส
ตัวพาสาร (carrier gas) เพื่อการแยกองค์ประกอบทางเคมี ซ่ึง
เป็นเฟสเคลื่อนท่ี (mobile phase) โดยมีอัตราการไหลของสาร
ภายในคอลัมน์สูงสุด เท่ากับ 3 มิลลิลิตรต่อนาที และมีอัตราการ
ไหลของแก๊สตัวพาผ่านคอลัมน์ เท่ากับ 20 มิลลิลิตรต่อนาที  โดย
ปริมาณของสารท่ีตรวจวัดในตัวอย่างถูกวัดด้วยเครื่องสเปกโทร
มิเตอร์ชนิดมวล (Mass Spectrometry; MS) โดยมีหลักการคือ
สารท่ีออกมาจากคอลัมน์ขนาดเล็ก (capillary column) ซ่ึงเป็น
เฟสคงที่ (stationary phase) จะถูกท าให้แตกตัวเป็นไอออนด้วย
อิเล็คตรอน (electron impact mode) จากน้ัน ไอออนของสาร
จะถูกตรวจจับด้วยส่วนตรวจจับไอออน ( ion detector) และ
แสดงผลเป็นสเปกตรัม (spectrum) ของการดูดกลืนแสงของแต่
ละตัวอย่าง ความเข้มข้นของสารท่ีตรวจวัดได้ค านวณจากการใช้
พื้น ท่ีใต้กราฟค านวณกับสมการของกราฟสารมาตรฐาน 
(standard reagent, Sigma-Aldrich, USA)  
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การวิเคราะห์ตัวอย่างของเหลวจากกระเพาะหมักด้วยเทคนิค
เนียร์อินฟาเรดสเปคโตรสโกปี 

น าตัวอย่างของเหลวจากกระเพาะหมักท่ีไม่ได้เติมกรด
ซัลฟิวริก มาวิเคราะห์ด้วยเทคนิคเนียร์อินฟาเรดสเปคโตรสโกปี 
เพื่อวิเคราะห์หาความสัมพันธ์ของสเปกตรัมและค่าความเป็น
กรด-ด่าง และค่ากรดไขมันท่ีระเหยได้ โดยท าการตรวจวิเคราะห์ 
ณ คณะวิศวกรรมศาสตร์และสถาปัตยกรรมศาสตร์ สาขา
วิศวกรรมหลังการเก็บเกี่ยวและแปรสภาพ มหาวิทยาลัย
เทคโนโลยีราชมงคลอีสาน วิทยาเขตขอนแก่น โดยวิเคราะห์
ตัวอย่างของเหลวจากกระเพาะหมักท่ีผ่านการกรองและไม่เติม
กรดซัลฟิวริกเพื่อหลีกเลี่ยงการรบกวนการวิเคราะห์จากโมเลกุล
ของกรดท่ีเติม วิเคราะห์ตัวอย่างด้วยเครื่องเนียร์อินฟาเรดสเปค
โตรสโกปี  ได้แก่  เครื่ อง  Fourier transform near infrared 
spectroscopy (FT-NIR) มีคุณสมบัติวัดค่าการดูดกลืนแสงท่ี
ความยาวคลื่น 1,000-2,500 nm  โดยการวัดค่าการดูดกลืนแสง
แต่ละตัวอย่างจะท าการปิดด้วยวัสดุกันสะท้อน (path length) 
และวัดค่าการดูดกลืนแสงซ้ า 3 ครั้ ง เพื่อหาองค์ประกอบ 
ในตัวอย่างและท าสมการท านายความเข้มข้นของค่าความเป็น
กรด-ด่าง และค่ากรดไขมันท่ีระเหยได้ 

การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ 
ก าหนดให้ตัวแปรอิสระ (independence variable) และ

ตัวแปรตาม (dependence variable) คือผลการวิเคราะห์ค่า
การดูดกลืนแสงจากตัวอย่างของเหลวจากกระเพาะหมักด้วย
เครื่องเนียร์อินฟาเรดสเปคโตรสโกปีแต่ละเครื่องและผลการ
วิเคราะห์ทางห้องปฏิบัติการตรวจหาค่าความเป็นกรด-ด่าง และ
ค่ากรดไขมันท่ีระเหยได้ตามล าดับ น าข้อมูลสเปคตรัมจากการ
วิเคราะห์ตัวอย่างของเหลวจากกระเพาะหมัก มาสร้างสมการ
ท านายค่าความเป็นกรด-ด่าง และค่ากรดไขมันท่ีระเหยได้ จาก
สเปกตรัมการดูดกลืนแสง ด้วยวิธีการวิเคราะห์การถดถอยก าลัง
น้อยท่ีสุดบางส่วน (partial least squares regression; PLSR) 
เพื่อหาความสัมพันธ์ระหว่างค่าสเปคตรัมการดูดกลืนแสง (ตัว
แปรอิสระ) กับค่าความเป็นกรด-ด่าง และค่ากรดไขมันท่ีระเหยได้ 
ท่ีวิเคราะห์ทางห้องปฏิบัติการ (ตัวแปรตาม) โดยใช้ค่า Root 
Mean Square Error of Cross Validation (RMSECV) และค่า
สัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ (coefficient; R) ระหว่างค่าท่ีได้จากการ
ตรวจทางห้องปฏิบัติการ กับค่าท่ีได้จากการท านายด้วยเครื่อง
เนียร์อินฟาเรดสเปคโตรสโกปี เป็นเกณฑ์ในการคัดเลือกสมการ 
( William, 2 0 0 7 ; Sukhontarad and Yawongsa, 2 0 2 0 ) 
ท าการปรับแต่งข้อมูลสเปกตรัมเพื่อลดความแปรปรวนของข้อมูล
โดยใช้โปรแกรม Unscramble version 9.7  

ผลการวิจัย 
จากการเก็บตัวอย่างของเหลวจากกระเพาะหมักจากโคนม

พันธุ์โฮลสไตน์ฟรีเซียนลูกผสมท่ีเปิดผ่ากระเพาะหมัก และตรวจ
ทางห้องปฏิบัติการโดยใช้เครื่อง GC-MS ผลการศึกษาพบว่า 
ภาพรวมของการเก็บตัวอย่างหลังจากกินอาหารข้น (ชั่วโมงท่ี 0 , 
2, 4, 6, 8, 10, 12 และ 14) ตลอดระยะการศึกษา 16 วัน มี
ค่าเฉลี่ยกรดไขมันท่ีระเหยได้ท้ังหมด (Total VFA) ของตัวอย่าง
ของเหลวจากกระเพาะหมัก เท่ากับ 105.82 mM/L (105.82 ± 
39.74) มีค่าต่ าสุด เท่ากับ 46.68 mM/L และมีค่าสูงสุด เท่ากับ 
255.03 mM/L (Figure 1 A) ค่าเฉลี่ยความเป็นกรด-ด่าง (pH) 
ของตัวอย่างของเหลวในกระเพาะหมัก มีค่าเท่ากับ 5.4 ± 0.44 
โดยมีค่าความเป็นกรด-ด่างต่ าท่ีสุด เท่ากับ 4.77 และมีค่าความ
เป็นกรด-ด่างสูงท่ีสุด เท่ากับ 6.83 (Figure 1 B) เมื่อพิจารณา
เปรียบเทียบค่าเฉลี่ย pH ของตัวอย่างของเหลวในกระเพาะหมัก 
และค่าเฉลี่ย Total VFA จากของเหลวในกระเพาะหมักใน
ระยะเวลา 16 วันของการศึกษา พบว่า วันท่ีท่ีมีค่าเฉลี่ย pH ของ
ตัวอย่างของเหลวในกระเพาะหมัก น้อยกว่าหรือเท่ากับ 5.5 
(pH≤5.5) คือวันท่ี วันท่ี 7  8  12  13 (ชั่วโมงท่ี 0-8 หลังกิน
อาหารข้น) วันท่ี 15 (ชั่วโมงท่ี 0-6 หลังกินอาหารข้น) และวันท่ี 
16 ซ่ึงค่าเฉลี่ย Total VFA มีแนวโน้มสูงขึ้นในวันท่ี 7, 9, 13 และ 
16 (Figure 2) ผลการวิเคราะห์การถดถอยก าลังน้อยท่ีสุด
บางส่วน (partial least squares regression; PLSR) เพื่อสร้าง
สมการท านายความเข้มข้นของกรดไขมันท่ีระเหยได้ และค่า pH  
ในตัวอย่างของเหลวจากกระเพาะหมัก  ผลการวิ เคราะห์
ความสัมพันธ์ของค่าสเปกตรัมการดูดกลืนแสงด้วยเทคนิคเนียร์
อินฟาเรดสเปคโตรสโกปี และค่าความเข้มข้นของกรดไขมันท่ี
ระเหยได้ และค่าความเป็นกรด-ด่าง ในตัวอย่างของเหลวจาก
กระเพาะหมัก จากการวิเคราะห์ตัวอย่างของเหลวจากกระเพาะ
หมักตัวอย่างจ านวน 128 ตัวอย่าง ด้วยเครื่อง FT-NIR โดยมี
ความยาวคลื่น 1,000-2,500 และ 901.54-1,101.37 ตามล าดับ 
ท าการวิเคราะห์การดูดกลืนแสงในตัวอย่างตัวอย่างของเหลวจาก
กระเพาะหมักแต่ละตัวอย่าง จ านวน 2 ครั้ง (2 ซ้ า) ได้ข้อมูลค่า
สเปกตรัมการดูดกลืนแสงจากเครื่องเนียร์อินฟาเรดสเปคโตร 
สโกปีแต่ละเครื่อง จ านวน 256 ตัวอย่าง การสร้างกราฟสอบ
เทียบความถูกต้องของสมการ (calibration curve) ซ่ึงเป็นกราฟ
แสดงความสัมพันธ์ระหว่างแกน Y ท่ีก าหนดให้ตัวแปรอิสระ 
( independence variable) คือโดยผลการวิ เคราะห์ ค่ าการ
ดูดกลืนแสงตัวอย่างตัวอย่างของเหลวจากกระเพาะหมักด้วย
เครื่องเนียร์อินฟาเรดสเปคโตรสโกปีแต่ละเครื่อง และแกน X 
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Figure 1 The overall distribution of rumen fluid Total VFA (A) and rumen fluid pH (B) of 128 Holstein Friesian dairy cow rumen fluid samples taken by 
0, 2, 4, 6, 8, 10, 12 and 14 hrs. after fed for 16 days period. 

Figure 2 The comparison of rumen fluid pH values (mean) and Total VFA (mean) in 16 days period of the study. 

ท่ีก าหนดให้เป็นตัวแปรตาม (dependence variable) คือผล
การวิเคราะห์ทางห้องปฏิบัติการตรวจหาค่าความเข้มข้นของกรด
ไขมันท่ีระเหยได้ และค่าความเป็นกรด-ด่าง ในตัวอย่างของเหลว
จากกระเพาะหมัก โดยพบว่า วิธีการวิเคราะห์ PLSR ให้กราฟ
ของสมการแสดงความสัมพันธ์ระหว่างสเปกตรัมการดูดกลืนแสง
ด้วยเครื่อง FT-NIR กับค่าความเข้มข้นของกรดไขมันท่ีระเหยได้
ท้ังหมด (Total VFA) และค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) ในตัวอย่าง
ของเหลวจากกระเพาะหมัก ท่ีเหมาะสมท่ีสุด ดังแสดงใน Figure 
3 และ Figure 4 ตามล าดับจากน้ันน าข้อมูลตัวแปรอิสระและตัว
แปรตามมาวิเคราะห์การถดถอยก าลังน้อยท่ีสุดบางส่วน (partial 
least squares regression; PLSR) เพื่ อสร้ างสมการท านาย
ความเข้มข้นของกรดไขมันท่ีระเหยได้ และค่าความเป็นกรด-ด่าง 
ในตัวอย่างของเหลวจากกระเพาะหมักโดยพิจารณาความสัมพันธ์

ของการวิเคราะห์ ท้ัง 2 วิธี  จากค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ 
(correlation coefficient; R) และค่าผิดพลาดมาตรฐานในกลุ่ม
ส ร้ า ง สมก าร  ( root mean standard error of calibration; 
RMSECV) ผลการศึกษาน้ีพบว่า สเปกตรัมท่ีผ่านการปรับแต่ง
ด้วยวิธี 2nd  Derivative มีความเหมาะสมส าหรับการท านาย
ความเข้มข้นกรดไขมันท่ีระเหยได้ และค่าความเป็นกรด-ด่าง โดย
สมการท่ีใช้ท านายความเข้มข้นกรดไขมันท่ีระเหยได้ และค่า
ความเป็นกรด-ด่าง ในของเหลวจากกระเพาะหมัก ท่ีวิเคราะห์
จากเครื่อง FT-NIR มีค่า R เท่ากับ 0.93 และ 0.85 ตามล าดับ 
และมีค่า RMSECV  เท่ากับ 0.43 และ 0.35, ตามล าดับ (Table 
2)
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Table 2 The statistical analysis of rumen fluid Total VFA and pH values 
using FT-NIR analyzed by partial least squares  

Spectrum 
modulation 

Total VFA pH values 
R RMSECV R RMSECV 

None 0.89 0.73 0.76 0.43 
Smoothing 
method 

0.81 2.04 0.72 0.43 

 1st derivative 
method 

0.87 0.38 0.88 0.11 

2nd derivative 
method 

0.93 0.43 0.85 0.35 

SNV method 0.88 1.01 0.88 0.03 
MSC method 0.89 1.05 0.85 0.34 

regression (PLSR)

สรุป และอภิปรายผล 
ภาวะความเป็นกรดในกระเพาะหมักแบบกึ่งเฉียบพลัน 

เกิดจากการสะสมของกรดไขมันระเหยได้ซ่ึงส่งผลให้ค่าความเป็น
กรด-ด่างในกระเพาะหมักลดลง (Owens et al., 1998) วิธีการ
บ่งชี้ภาวะความเป็นกรดในกระเพาะหมักแบบกึ่งเฉียบพลันท่ีถูก
ยอมรับ คือการวัดค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) ของตัวอย่าง
ของเหลวจากกระเพาะหมัก (ruminal fluid) ซ่ึงมีวิธีการเก็บ
ตัวอย่างและการก าหนดค่าขีดเริ่มเปลี่ยน (threshold value) 
ของค่าความเป็นกรด-ด่าง ในการก าหนดภาวะเป็นกรดแบบกึ่ง
เฉียบพลันท่ีแตกต่างกัน เช่น ค่าความเป็นกรด-ด่างของของเหลว
ในกระเพาะหมักท่ีเก็บโดยการเจาะกระเพาะหมักผ่านทางผนัง
ช่องท้องบริ เวณสวาป ( rumenocentesis) ท่ีระดับ pH 5.5 
(Krause and Oetzel, 2006, Stefanska et al., 2016) ก าหนด
ท่ีระดับ pH 5.8 ในวิธีการเก็บจากถุงส่วนล่าง (ventral sac) ของ
กระเพาะหมักโดยตรง (Beauchemin et al., 2003; Krause 
and Oetzel, 2006) ส่วน Fleming et al. (2020) กล่าวว่า ค่า 
pH ท่ีบ่งชี้ภาวะ SARA ในโคนม คือน้อยกว่าหรือเท่ากับ 5.5 
(pH≤5.5) เป็นระยะเวลาอย่างน้อย 4 ชั่วโมง (240 นาที) 
(Fleming et al., 2020) โดยในการศึกษาน้ี พบว่า ค่า pH ใน
ของเหลวจากกระเพาะหมัก ท่ีมีค่า ≤5.5 พบในระยะการศึกษา
วันท่ี 7 8 12 และ 13 (ชั่วโมงที่ 0-8 หลังกินอาหารข้น) วันท่ี 15 
(ชั่วโมงท่ี 0-6 หลังกินอาหารข้น) และวันท่ี 16 ซ่ึงสอดคล้องกับ
การเพิ่มขึ้นของ total VFA ท่ีเพิ่มขึ้นในช่วงวันเดียวกัน โดยค่า 
Total VFA มีแนวโน้มเพิ่มขึ้นในวันท่ี 6-7, 12-13 และวันท่ี 16 
ของระยะเวลาศึกษา ซ่ึงรูปแบบของการเพิ่มขึ้นของ VFA 
ใกล้ เ คียงและสอดคล้องกับการศึกษาของ Fleming et al. 
(2020) ซ่ึงมีค่ากรดไขมันระเหยได้ท้ังหมดจะเพิ่มขึ้นในวันท่ี 
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Figure 3 The calibration curve of rumen fluid Total VFA analyzed by 
partial least squares regression (PLSR)
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Figure 4 The calibration curve of rumen fluid pH values analyzed by 
partial least squares regression (PLSR) 

11-12 และ16-18 ของระยะการศึกษา 20 วัน (Fleming et al., 
2020) 

การศึกษาครั้งน้ีมีวัตถุประสงค์เพื่อหาความสัมพันธ์ของการ
ตรวจวัดระดับความเข้มข้นของกรดไขมันท่ีระเหยได้ และค่า
ความเป็นกรด-ด่าง ในตัวอย่างของเหลวจากกระเพาะหมัก โดย
เป็นการสร้างสมการท านายความเข้มข้นของกรดไขมันท่ีระเหยได้ 
และค่าความเป็นกรด-ด่าง ด้วยเทคนิค NIRS หาความสัมพันธ์กับ
วิธีการตรวจมาตรฐานทางห้องปฏิบัติการ ซ่ึงผลการสร้างสมการ
ท านายความเข้มข้นของกรดไขมันท่ีระเหยได้ และค่าความเป็น
กรด-ด่าง ในตัวอย่างตัวอย่างของเหลวจากกระเพาะหมัก พบว่า 
สเปกตรัมท่ีผ่านการปรับแต่ง (modulation) โดยการลดความ
แปรปรวนของข้อมูลสเปกตรัมการดูดกลืนแสงด้วยการสร้าง
สมการแบบ PLSR โดยวิธี  2nd Derivative เป็นวิธี ท่ีมีความ
เหมาะสมส าหรับการท านายความเข้มข้นกรดไขมันท่ีระเหยได้ 
และค่าความเป็นกรด-ด่าง ซ่ึงวิธีการปรับแต่งข้อมูลสเปกตรัม มี
ข้อดีคือสามารถน าค่าองค์ประกอบทางเคมีมาคิดรวมกับข้อมูล
สเปกตรัมการดูดกลืนแสง และสามารถประเมินค่าทางเคมี ท าให้
สามารถอธิบายความแปรปรวนของข้อมูลประเมินค่าทางเคมีได้
ในเวลาเดียวกัน ส่งผลให้สมการท านายค่า (Calibration) ท่ีได้
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จากวิธี PLSR ประเมินค่าทางเคมีได้ถูกต้องมากขึ้น เน่ืองจาก
สมการท่ีใช้ท านายความเข้มข้นกรดไขมันท่ีระเหยได้ และค่า
ความเป็นกรด-ด่าง ในตัวอย่างของเหลวจากกระเพาะหมักท่ี
วิเคราะห์ด้วยเทคนิค NIRS โดยใช้เครื่อง FT-NIR มีค่าสหสัมพัน์ 
(R) เท่ากับ 0.93 และ 0.85 ตามล าดับ และมีค่า RMSECV 
เท่ากับ 0. 43 และ 0.35 ตามล าดับ เมื่อพิจารณาค่าสหสัมพันธ์ 
(R) ซ่ึงใช้เป็นเกณฑ์ในการท านายความสัมพันธ์ของสมการท่ีสร้าง
ขึ้นจากการวิเคราะห์ตัวอย่างด้วยเทคนิค NIRS กับวิธีการตรวจ
ทางห้องปฏิบัติการมาตรฐาน พบว่า ค่า R ของความเข้มข้นกรด
ไขมันท่ีระเหยได้ และค่าความเป็นกรด-ด่าง ในตัวอย่างของเหลว
จากกระเพาะหมักท่ีวิเคราะห์จากเครื่อง FT-NIR สามารถน าไปใช้
เพื่อการตรวจคัดกรอง (screening) ใช้สร้างสมการท านาย 
(calibration) และใช้เพื่อสร้างสมการท านายในการศึกษาวิจัยได้ 
โดยค่า R ท่ีมีค่าเข้าใกล้ 1 หรือเท่ากับ 1 และค่าความผิดพลาด
มาตรฐาน (RMSECV) ของความแตกต่างระหว่างค่าท่ีได้จากการ
วิ เ คร าะห์ทาง เคมี กับ ค่ า ท่ี ได้ จากการท านาย ด้ วย  NIRS 
(calibration) ท่ีมีค่าน้อย บ่งชี้ว่าสมการท านายค่า (Calibration) 
ท่ีสร้างขึ้นสามารถน ามาใช้ในการอธิบายค่าท านายท่ีเกิดจาก
อิทธิพลของตัวแปรอิสระ (X) กับค่าแปรตาม (Y) ท่ีมีความสัมพันธ์
กันมาก (William, 2007) 

การศึกษาครั้งน้ีสอดคล้องกับการศึกษาของ Lean et al. 
(2012) ในการใช้เทคนิค NIRS เพื่อท านายค่ากรดไขมันท่ีระเหย
ได้ในตัวอย่างของเหลวจากกระเพาะหมักโคนม ซ่ึงเทคนิค NIRS 
ให้ค่า R เท่ากับ 0.73 มีความเหมาะสมในการใช้ท านายค่ากรด
ไขมันท่ีระเหยได้ในโคท่ี เกิดภาวะกระเพาะหมั กเป็นกรด 
Jacobi et al. (2009) และ Stockl and Lichti (2018) ศึกษา
การใช้เทคนิค NIRS ในการสร้างสมการท านายปริมาณการสร้าง
กรดไขมันท่ีระเหยได้ในหลอดทดลอง ซ่ึงพบว่าให้ค่า R ท่ีเท่ากัน 
คือเท่ากับ 0.94 และมีค่าคลาดเคลื่อน 4.0  อย่างไรก็ตาม 
Ward et al. (2011) พบว่า การใช้เทคนิคอิน NIRS มีความ
เหมาะสมในการใช้เป็นเครื่องมือสร้างสมการท านายปริมาณกรด
ไขมันท่ีระเหยได้ในหลอดทดลองแต่จากปัจจัยด้านจ านวนข้อมูล
ท่ีน ามาวิเคราะห์ยังไม่มากพอเน่ืองจากเป็นการศึกษาน าร่อง 
(pilot scale) ท าให้ยังมีค่าความคลาดเคลื่อนสูงเมื่อเทียบกับวิธี
มาตรฐานทางห้องปฏิบัติการ ท้ังน้ียังพบว่ามีการศึกษาการ
ประยุกต์ใช้เทคนิค NIRS ในการตรวจวิเคราะห์และท านายความ
เข้มข้นของสารชีวเคมีในเลือดเพื่อเป็นเครื่องมือในการตรวจคัด
กรองโรคทางเมแทบอลิก (metabolic disease) ในโคนม เช่น 
การวิเคราะห์ความเข้มข้นของสารเบต้าไฮดรอกซีบิวทีเรต (BHB) 
และ สารอะ ซี โตน (acetone) ใน ซีรั่ ม โคนมด้ วย เทค นิค 

NIRS เป็ นต้ น  (De Roos et al., 2007 , .Sukhontarad and 
Yawongsa, 2020)  

จากผลการศึกษาสามารถสรุปได้ว่า การใช้เทคนิค NIRS 
ในการตรวจวิเคราะห์หาความเข้มข้นของกรดไขมันระเหยได้
ท้ังหมด (Total VFA) และค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH value) 
จากตัวอย่างของเหลวจากกระเพาะหมักโคนม มีความน่าเชื่อถือ
ในระดับปานกลาง ซ่ึงถือว่าเป็นเครื่องมือท่ีสามารถน ามา
ประยุกต์ใช้ในการศึกษาวิจัยได้ โดยการศึกษาวิจัยต่อไปจะต้อง
ท าความเข้าใจอย่างลึกซ้ึงและต้องการการเก็บข้อมูลเพิ่มเติม 
เพื่อใหเ้กิดความแม่นย าเทียบเท่ากับการตรวจทางห้องปฏิบัติการ 
เพิ่มความถูกต้องและแม่นย าของการประยุกต์ใช้เทคนิค NIRS ใน
การท านายค่าเคมีต่างๆ ในเลือดและค่าดัชนีการผลิตโคนมด้าน
ต่างๆ และเพื่อสามารถพัฒนาเครื่อง NIRS แบบเคลื่อนท่ีหรือ
แบบพกพาในการตรวจวิเคราะห์หรือตรวจคัดกรอ งภาวะ
กระเพาะหมักเป็นกรดในโคนมต่อไป 
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ABSTRACT 

pH value and volatile fatty acid (VFA) measurement in ruminal fluid 

samples are the standard markers to diagnose rumen acidosis in dairy cow. 

The previous studies showed that VFA measurement in various samples 

by using Near-infrared spectroscopy (NIRS) technique is a reliable to 

implement as analytical instrument. The objectives of this study were to 

assess the relationship between laboratory Total VFA concentration and 

pH value in ruminal fluid samples of dairy cow compared to Total VFA 

concentration and pH value in ruminal fluid samples of rumen-fistulated 

dairy cow by applied NIRS for generating the calibration equation. One-

hundred and twenty-eight ruminal fluid samples from rumen-fistulated 

crossbred (Holstein Friesian×native) dairy cow with ruminal acidosis 

induced and were collected by every 2 hours after fed concentrate ration 

with seven times per day of 16 days period. All samples were analyzed for 

Total VFA concentration and pH value by using Gas Chromatography-

Mass Spectrometry (GC-MS) and portable pH meter, respectively. NIRS 

was used for analyzed and generated calibration equation. The results 

demonstrated that the mean concentration of Total VFA and pH were 

105.82±39.74 mM/L and 5.4±0.44, respectively. The statistical analysis to 

predict Total VFA concentration and pH value demonstrated the 

coefficient (R) value were 0.93 and 0.85, respectively. The application of 

NIRS to analyze Total VFA concentration and pH value in this study 

reveal the moderate reliable for study and research scale, thus more data 

collections are required for higher accuracy of the analysis. 
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