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บทคัดยอ 
 

การศึกษาวิจัยในครั้งน้ีแรกเริ่มมีจุดประสงคที่จะทดลองหาอัตราสวนผสมของเอนไซมกลุม cellulase 

และกลุม xylanase ท่ีเหมาะสมกับอาหารหยาบที่นิยมใชในประเทศไทย เชน ฟางขาวและตนขาวโพดหมัก 

อยางไรก็ตาม เอนไซมในกลุมเซลลูเลสท่ีเปนเอนไซมชนิดเดียวยังไมมีจําหนายในทองตลาดเมืองไทย เพราะ 

activity ของเอนไซมยังไมเสถียร จะมีจําหนายเฉพาะกลุมไซแลนเนส และมีเฉพาะ endo - 1-4 beta 

xylanase เพียงชนิดเดียว จึงมีการศึกษาวิจัยเพียงการทดลองเดียวท่ีใชเอนไซมชนิดเดียว (บทที่ 3) การ

ศึกษาวิจัยตอๆ มา (บทที่ 4 – 7) จึงใชเอนไซมรวมที่เปนผลิตภัณฑทางการคา แตไดมีการตรวจสอบวิเคราะห 

activity ของผลิตภัณฑสารเสริมเอนไซมทางการคาทุกชนิดที่นํามาใชในการทดลอง เพื่อท่ีจะไดทราบ activity 

ของเอนไซมแตละชนิดในผลิตภัณฑน้ันๆ ดังน้ันการศึกษาวิจัยในครั้งน้ีจึงมีการใชผลิตภัณฑสารเสริมเอนไซมทั้ง

ชนิดเดียว (single enzyme) และชนิดรวมหลายชนิด (mixed enzymes หรือ cocktail enzymes) ซึ่งเปน

ผลิตภัณฑทางการคา 

การทดลองแรก มีวัตถุประสงคเพื่อศึกษาผลของผลิตภัณฑเอนไซมไซแลนเนสตอการยอยสลายและ

การหมักยอยในกระเพาะหมักของโคไมใหนมเจากระเพาะท่ีไดรับอาหารท่ีมีฟางขาวเปนอาหารหลัก ใชโคไมให

นมเจาะกระเพาะจํานวน 3 ตัว จัดโคเขาทดลองตามแผนการทดลองแบบ 3 x 3 Latin squares design 

ประกอบดวย 3 ระยะการทดลอง ๆ ละ 21 วัน กลุมการทดลองประกอบดวย 1) กลุมควบคุม 2) กลุมที่เสริม 

10 g xylanase/d และ 3) กลุมท่ีเสริม 20 g xylanase/d เอนไซมที่ใชในการศึกษาครั้งน้ีเปนเอนไซมทาง

การคา (endo-1, 4-beta-xylanase, EC 3.2.1.8) ซึ่งเปนเอนไซมที่ยอยเย่ือใยชนิดผง (Porzyme 93010; 

Danisco Animal Nutrition) โคแตละตัวจะไดรับอาหารขน 17% โปรตีน วันละ 3 กิโลกรัม รวมกับฟางขาวที่

ใหกินอยางเต็มที่ และมีนํ้าสะอาดใหกินตลอดเวลา ผลการทดลองพบวา การเสริมเอนไซมไมมีผลตอการกินได

วัตถุแหง ระดับความเปนกรด-ดางในกระเพาะหมัก ความเขมขนของแอมโมเนียไนโตรเจน นอกจากน้ี การ

เสริมเอนไซมยังไมมีผลตอ DM และ ADF potential disappearance fraction, DM และ ADF total 

disappearance อยางไรก็ตาม NDF potential disappearance fraction, NDF total disappearance 

เพิ่มขึ้นเม่ือเสริมเอนไซมในระดับสูง ในขณะท่ี Hemicellulose degradability ท่ีเวลา 0, 3, 6, 12, 24, 48, 

72 และ 96 ช่ัวโมง ไมเปล่ียนแปลงเน่ืองจากการเสริมเอนไซมไซแลนเนส ความเขมขนของ Total volatile 

fatty acids, molar proportion of acetate, propionate และ butyrate และ ratio of acetate : 

propionate ในแตละระยะเวลา ไมเปล่ียนแปลงเน่ืองจากการเสริมเอนไซมไซแลนเนสเชนกัน 

การทดลองตอมา ไดทําการทดลอง 2 การทดลองเพื่อประเมินผลของสารเสริมเอนไซม 4 ชนิด ตอการ

หมักยอยในกระเพาะหมักของตนขาวโพดหมัก โดยใช 48 h batch culture in vitro assay รวมกับสาร

บัพเฟอร และ ruminal fluid ดําเนินการทดลองท่ี 1 (Exp. 1) และการทดลองท่ี 2 (Exp. 2) โดยใชแผนการ
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ทดลอง completely randomized design และในแตละการทดลองประกอบดวย 2 runs และแตละ run 

มี 4 ซํ้า สารเสริมเอนไซมทั้ง 4 ชนิด (E1, E2, E3, and E4) เปนผลิตภัณฑเอนไซมทางการคา ซ่ึงให 

endoglucanase, exoglucanase และ xylanase activities หลากหลาย สําหรับทั้ง xylanase (birch 

wood และ oat spelt substrate) และ endoglucanase (carboxymethylcellulose substrate) 

สามารถจัดอันดับของผลิตภัณฑเอนไซม (per ml) ไดดังน้ี E4>E1>E2>E3 ในการทดลองท่ี 1 (Exp. 1) เสริม

เอนไซมท้ัง 4 ชนิด ที่ระดับ 0, 2, 4 และ 8μl/g of corn silage dry matter (DM) ในขณะท่ีในการทดลองที่ 

2 (Exp. 2) เสริมเอนไซมที่ระดับ 0, 0.5, 1, 2 และ 4μl/g DM ทําการวัดผลผลิตแกส (gas production; GP) 

หลังการบมที่ 3, 6, 12, 18, 24 และ 48 ชม. ทําการหา disappearance of DM (DMD), neutral 

detergent fiber (NDFD) และ acid detergent fiber (ADFD) และความเขมขนของ volatile fatty acid 

(VFA; total and individual molar proportions) หลังการบมที่ 24 และ 48 ชม. ผลิตภัณฑเอนไซม E1 

และ E2 สงผลให NDFD และ ADFD ที่ระยะเวลาบม 24 และ 48 ชม. สูงกวา (P<0.001) ผลิตภัณฑเอนไซม 

E3 และ E4 การเพิ่มระดับการเสริมเอนไซมสามารถเพิ่ม NDFD และ ADFD ในทุกผลิตภัณฑเอนไซม (ยกเวน 

ADFD ของเอนไซม E4 ที่ระยะเวลาบม 48 ชม.) ซึ่งระดับการเสริมที่เหมาะสมข้ึนอยูกับชนิดของ enzyme 

additive (dose x enzyme; P<0.01) มีบางกลุมการทดลองท่ีสงผลตอ DMD และ total GP ที่ 24 และ 48 

ชม. แตผลตอบสนองน้ีไมสอดคลองกับผลตอบสนอง NDFD และ ADFD 

การทดลองที่ 2 ดําเนินการเพื่อยืนยันผลของเอนไซมและระดับการเสริมที่เหมาะสมของเอนไซม 

DMD ไมถูกกระทบจากการเสริมเอนไซม หลังการบมท่ี 24 และ 48 ชม. และไมพบวามี enzyme x dose 

interactions ของ DMD, NDFD, หรือ ADFD หลังการบมท่ี 24 หรือ 48 ชม. (ยกเวน ADFD ที่ 48 ชม.) หลัง

การบมที่ 24 ชม. DMD, NDFD, และ ADFD เพิ่มขึ้นเปนเสนตรงตามระดับการเสริมที่เพิ่มขึ้น (P<0.05) สวน

หลังการบมที่ 48 ชม. DMD เพิ่มขึ้นเปนเสนตรงตามระดับการเสริมท่ีเพิ่มขึ้น ในขณะท่ี NDFD เพิ่มขึ้นแบบ 

quadratic ตามระดับการเสริมท่ีเพิ่มขึ้น (P<0.05) ADFD เพิ่มข้ึนเปนเสนตรงหลังการบมที่ 48 ชม. เมื่อเสริม

เอนไซม E3 และ E4 แตหลังการบมท่ี 48 ชม. ADFD เพิ่มขึ้นแบบ quadratic เมื่อเสริมเอนไซม E1 และ E2 

สําหรับ total GP มีคาตํ่าที่สุดสอดคลองกันเมื่อเสริมเอนไซม E4 ทั้ง 2 ระยะเวลาบม (P<0.05) ไมพบวามี 

enzyme x dose interactions (P>0.05) ของตัวแปรกระบวนการหมัก ทั้งท่ีระยะเวลาบม 24 และ 48 ชม. 

ในการทดลองที่ 2 นอกจากน้ียังพบวามีความแตกตางของ total VFA ท่ีระยะเวลาบม 24 และ 48 ชม. 

(P≤0.05) กลาวคือ การเพิ่มระดับการเสริมเอนไซมสงผลให total VFA ลดลง หลังการบมที่ 24 ชม. แต total 

VFA กลับเพิ่มขึ้นท่ีระยะเวลาบม 48 ชม. ซ่ึงที่ทุกระดับการเสริมจะทําให total VFA สูงกวากลุม control 

(P<0.001) 
สรุปในภาพรวมไดวา enzyme additives สามารถเพิ่ม NDFD และ ADFD ของตนขาวโพดหมัก ในการทดลองแบบ 

in vitro อยางไรก็ตาม เอนไซม E1 และ E2 จะมีประสิทธิภาพมากกวาเอนไซม E3 หรือ E4 ผลตอบสนองตอการเพิ่มระดับ
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การเสริมจะเปนแบบ linear หรือ curvilinear และระดับการเสริมท่ีเหมาะสมจะแตกตางกันระหวางผลิตภัณฑเอนไซมที่ทํา

การประเมิน การประเมินประสิทธิภาพของเอนไซม ท่ีระยะเวลาบม 24 และ 48 ชม. ปกติจะนําไปสูการจัดอันดับของ

ผลิตภัณฑสารเสริม และการยอยสลายของ NDF และ ADF จะมีประโยชนในการจําแนกประสิทธิภาพของเอนไซมไดดีกวาการ

ยอยสลาย DM และ total GP 

การทดลองท่ี 3 มีจุดประสงคเพื่อทําการประเมินผลของสารเสริมเอนไซม 4 ชนิด ตอการหมักยอยใน

กระเพาะหมักของตนขาวโพดหมัก 4 ชนิด ใชวิธี batch culture in vitro assay รวมกับ medium และ 

ruminal fluid แผนการทดลองเปนแบบ complete randomized design ประกอบดวย 2 runs และแตละ 

run มี 4 ซ้ํา ผลิตภัณฑ enzyme additives (E1, E2, E3, และ E4) เปนผลิตภัณฑทางการคาซ่ึงมี 

endoglucanase, exoglucanase และ xylanase activities ที่แตกตางกัน เสริมเอนไซมทั้ง 4 ชนิด ลงในตน

ขาวโพดหมัก ที่ระดับ 0 และ 4 μl/g of corn silage dry matter (DM) ทําการวัด gas production (GP) ที่

ระยะเวลา 3, 6, 12, 18, 24 และ 48 ชม. หลังการบม วิเคราะหหา degradability ของ DM (DMD), 

neutral detergent fiber (NDFD), acid detergent fiber (ADFD) และความเขมขนของ volatile fatty 

acid (VFA; total and individual molar proportions) หลังการบมท่ี 24 และ 48 ชม. มีความแตกตาง (P 

< 0.05) ระหวาง enzyme additives และ control เกี่ยวกับผลของเอนไซมตอ DMD, NDFD, ADFD และ 

TGP ยกเวน TGP ท่ีระยะเวลาบม 24 ชม. ท่ีเอนไซมทุกชนิดใหผลเหมือนกัน แตมีความแตกตาง (P<0.05) 

เกี่ยวกับผลระหวางเอนไซมกับกลุม control ผลิตภัณฑเอนไซม E1 และ E2 มีผลทําให DMD, NDFD และ 

ADFD สูงกวาเอนไซม E3, E4 และ control (p<0.05) อยางไรก็ตาม ผลิตภัณฑเอนไซม E3 และ E4 มีผลทํา

ให DMD, NDFD และ ADFD สูงกวา control (P< 0.05) ท่ีระยะเวลาบมท้ัง 2 เวลา ผลของชนิดของ corn 

silage substrates มีความแตกตาง (P < 0.05) ระหวางชนิดของ corn silage substrate เกี่ยวกับผลตอ 

DMD, NDFD, ADFD และ TGP สําหรับ DMD, NDFD, ADFD และ TGP ไมพบวามี enzyme × corn silage 

substrate interactions (P ≥ 0.05) ท้ังที่ระยะเวลาบมที่ 24 หรือ 48 ชม. และท่ีระยะเวลาบม 24 และ 48 

ชม. ไมพบความแตกตาง (P>0.05) ระหวาง enzyme additives และ control เกี่ยวกับผลตอ rumen 

fermentation profile สําหรับผลของ corn silage substrates มีความแตกตาง (P<0.05) ระหวาง corn 

silage substrate เก่ียวกับผลตอ ruminal fermentation profile สรุปในภาพรวมไดวา enzyme 

additives แสดงผลตอบสนองในเชิงบวกในทุก corn silage substrates (เพิ่ม DMD, NDFD, ADFD และ 

TGP) อยางไรก็ตาม ผลิตภัณฑเอนไซม E1 และ E2 มีประสิทธิภาพสูงกวาผลิตภัณฑเอนไซม E3 และ E4 

 การทดลองที่ 4 เพื่อประเมินผลของ enzyme additives 8 ชนิด ตอการหมักยอยฟางขาวใน

กระเพาะหมัก โดยใชวิธี batch culture in vitro assay ท่ีประกอบดวย medium และ ruminal fluid ที่

ระยะเวลาบม 48 ชม. แผนการทดลองเปนแบบ completely randomized design ประกอบดวย 2 runs 

และมี 4 ซ้ํา ผลิตภัณฑ enzyme additive ทั้งหมด เปนผลิตภัณฑเอนไซมทางการคา ท่ีมีความผันแปรของ 
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endoglucanase, exoglucanase และ xylanase activities ระดับการเสริมของเอนไซมทั้ง 8 ชนิด คือ 0, 

2 and 4 μl/g of rice straw dry matter (DM) ทําการวัด gas production (GP) ที่เวลา 3, 6, 12, 18, 24 

และ 48 ชม. หลังการบม หาคา degradability ของ DM (DMD), neutral detergent fiber (NDFD) และ 

acid detergent fiber (ADFD) ภายหลังจากการบมท่ี 24 และ 48 ชม. หลังจากการบม 24 ชม. 

Degradability ของ DM, NDF และ total gas production (TGP) ไมมีผลกระทบจาก enzyme additives 

อยางไรก็ตาม degradability ของ ADF เพิ่มข้ึนเมื่อเสริม enzyme additives (P<0.05) หลังจากการบม 48 

ชม. ผลของ enzyme additives ตอ degradability ของ DM และ TGP เหมือนกัน (P>0.05) แต 

degradability ของ NDF เพิ่มข้ึน (P<0.05) โดย enzyme additives ท่ีระยะเวลาบมท้ัง 2 เวลา มีความ

แตกตาง (P<0.05) ระหวางชนิดของ enzyme additives เกี่ยวกับผลตอ degradability ของ ADF การเสริม 

exogenous fibrolytic enzymes สามารถเพิ่ม in vitro degradation ของฟางขาว แตในแตละผลิตภัณฑ

เอนไซมสแดงผลตอบสนองที่แตกตางกัน ขึ้นอยูกับระดับการเสริมเอนไซมื (enzyme × dose interaction, 

P<0.05) มีความแตกตางระหวาง enzyme additives สําหระบ total VFA ท้ังท่ีระยะเวลาบม 24 และ 48 

ชม. (P<0.05); การเพิ่มระดับการเสริมเอนไซม ทําใหเพิ่ม total VFA หลังการบม 24 และ 48 ชม. น่ันคือ ทุก

ระดับการเสริมเอนไซมจะสงผลใหมี total VFA สูงกวา control (P<0.001) สรปโดยรวม enzyme 

additives แสดงผลตอบสนองในเชิงบวกของ rice straw substrates (เพิ่ม NDFD และ ADFD) อยางไรก็ตาม 

ผลิตภัณฑเอนไซม E3 มีประสิทธิภาพมากกวาผลิตภัณฑเอนไซมชนิดอ่ืนๆ 

 การทดลองสุดทาย เพื่อประเมินผลของ fibrolytic enzyme additives 2 ชนิดตอการยอยไดของตน

ขาวโพดหมัก และการหมักยอยในกระเพาะหมัก ระดับ pH และความเขมขนของ blood glucose ในโคไมให

นมเจาะกระเพาะ โดยใชโคไมใหนมลูกผสม Holstein Friesian เจาะกระเพาะ จํานวน 5 ตัว เล้ียงขังเด่ียวใน

คอก สุมจัดโคเขากลุมการทดลอง 5 กลุมการทดลองตามแผนการทดลองแบบ 5 x 5 Latin squares design 

การทดลองประกอบดวย 5 ชวงระยะการทดลอง ระยะการทดลองละ 21 วัน โดยในชวง 14 วันแรกเปนชวง

ปรับตัวเขากับอาหาร และอีก 7 วันสําหรับเก็บตัวอยางในกระเพาะหมัก และการหาการยอยสลาย in vivo 

กลุมอาหารทดลองประกอบดวย 0 (control), 0.5 ml of E1 /kg of corn silage dry matter (DM), 1.0 

ml of E1 /kg of corn silage DM, 1.0 ml of E2 /kg of corn silage DM และ 1.5 ml of E2 /kg of 

corn silage DM โคแตละตัวจะไดรับอาหารขนที่มีโปรตีน 21% วันละ 3 ก.ก./ตัว แบงเปน 2 มื้อเทาๆ กัน 

เวลา 0800 และ 1600 น. รวมกับตนขาวโพดหมักใหแบบเต็มท่ี และนํ้าสะอาด การเสริม enzyme additives 

ในอาหารไมมีผลตอ dry matter intake (DMI), ความเขมขนของ total volatile fatty acid (VFA), NH3, 

molar proportions of individual VFA, ruminal pH ใน rumen fluid และความเขมขนของ blood 

glucose สวน degradability ของ dry matter (DMD), neutral detergent fiber (NDFD) และ acid 

detergent fiber (ADFD) ไมถูกกระทบจากการเสริม enzyme additives ที่ระยะเวลาบมในกระเพาะหมัก 
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3, 6 และ 12 ชม. (P>0.05) อยางไรก็ตาม การเสริม fibrolytic enzyme สามารถเพิ่ม DMD, NDFD และ 

ADFD หลังจากการบมในกระเพาะหมัก 24, 48 และ 72 ชม. (P<0.05) ผลการทดลองน้ีเปนเชนเดียวกับท่ีพบ

ในการศึกษาทดลองท้ังแบบ in vitro และแบบ in vivo ทั้งน้ีอาจเปนเพราะวามีการเพิ่มการใชประโยชนได

ของโภชนะในตนขาวโพดหมักเมื่อทําการเสริมดวย enzyme additive 

 

Abstract 
 

The present research firstly aimed to determine the optimum ratio of cellulase to 

xylanase suited for widely used roughages in Thailand i.e. rice straw and corn silage. 

However, the only single enzyme sold in the Thai market was xylanase (endo - 1-4 beta 

xylanase) while cellulases were not present due to unstable of the products. Thus, the use 

of single enzyme was only conducted in one experiment in Chapter 3. The subsequent 

researches (Chapter 4 – 7) were carried out using commercial produced enzyme products, 

however, activity of individual enzyme products was determined to obtain exact activity of 

each enzyme products. Therefore, the present research studies used both single enzyme 

product and mixed or cocktail enzyme products which were commercially produced 

products. 

The 1st research aimed to determine the effect of xylanase product on ruminal 

disappearance and rumen fermentation of rice straw based diet was evaluated in fistulated 

non-lactating dairy cows. Three fistulated non-lactating dairy cows were used in 3 x 3 Latin 

squares design; the trial consisted of 3 periods of 21 d in each period. Treatments were: 1) 

control, 2) 10 g xylanase/cow/d, and 3) 20 g xylanase/cow/d. The commercial xylanase 

enzyme (endo-1, 4-beta-xylanase, EC 3.2.1.8) which was a fibrolytic enzyme powder 

(Porzyme 93010; Danisco Animal Nutrition) was used in this study. Diets offered as 3 kg/d 

of concentrate containing 17 % CP together with ad libitum rice straw and clean water. 

Enzyme did not change dry matter intake, ruminal pH and NH3-N concentrations. DM and 

ADF potential disappearance fraction, DM and ADF total disappearance were unaffected by 

the enzyme supplementation, however, NDF potential disappearance fraction, NDF total 

disappearance were increased when the enzyme was added at a high dose.  Hemicellulose 

degradability in 0, 3, 6, 12, 24, 48, 72 and 96 hour were unaffected by supplementation of 
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xylanase. Total volatile fatty acids concentration, molar proportion of acetate, propionate 

and butyrate and ratio of acetate: propionate at each hour of incubation were unaffected by 

xylanase. 

The subsequent study, 2 experiments were conducted to evaluate the effect of four 

enzyme additives on ruminal fermentation of corn silage using a 48 h batch culture in vitro 

assay with buffer and ruminal fluid. Experiment 1 (Exp. 1) and Experiment 2 (Exp. 2) were 

conducted as completely randomized designs each with two runs and four replicates. The 

enzyme additives (E1, E2, E3, and E4) were commercial products that provided a range in 

endoglucanase, exoglucanase, and xylanase activities. For both xylanase (birch wood and 

oat spelt substrate) and endoglucanase (carboxymethyl cellulose substrate), the enzyme 

products (per ml) were ranked E4>E1>E2>E3. In Exp. 1, the four enzymes were added at 0, 

2, 4, and 8μl/g of corn silage dry matter (DM), whereas in Exp. 2 enzymes were added at 0, 

0.5, 1, 2, and 4μl/g DM. Gas production (GP) was measured at 3, 6, 12, 18, 24, and 48 h after 

incubation. Disappearance of DM (DMD), neutral detergent fiber (NDFD), and acid detergent 

fiber (ADFD), and volatile fatty acid concentrations (VFA; total and individual molar 

proportions) were determined after 24 and 48 h. In Exp. 1, E1 and E2 had higher NDFD and 

ADFD at 24 and 48 h of incubation (P<0.001) compared with E3 and E4. Increasing dose rate 

increased NDFD and ADFD for all enzymes (except ADFD for E4 at 48 h), with the optimum 

dose rate dependent on the enzyme additive (dose x enzyme; P<0.01). There were some 

treatment effects on DMD and total GP at 24 and 48 h, but these responses were not 

consistent with responses in NDFD and ADFD. 

Experiment 2 was conducted to confirm the effects and optimum dose rate of each 

enzyme additive. In Exp. 2, DMD was not affected by enzyme after 24 and 48 h incubation. 

There were no enzyme x dose interactions for DMD, NDFD, or ADFD after 24 or 48 h of 

incubation (except for ADFD at 48 h). After 24 h, DMD, NDFD, and ADFD increased linearly 

with increasing dose (P<0.05); after 48 h DMD increased linearly, whereas NDFD increased 

quadratically with increasing enzyme dose (P<0.05). The ADFD increased linearly after 48 h 

for E3 and E4, but after 48 h ADFD increased quadratically for E1 and E2. Total GP was 

consistently lowest for E4 at both incubation times (P<0.05). There were no enzyme x dose 

interactions (P>0.05) for any of the fermentation variables at either 24 or 48 h of incubation 
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in Exp. 2. There were differences amongst the additives for total VFA at 24 and 48 h 

(P≤0.05); increasing enzyme dose decreased total VFA after 24 h but increased total VFA at 

48 h, such that all doses were higher than the control (P<0.001). 
Overall, the enzyme additives increased NDFD and ADFD of corn silage in vitro; however, E1 and 

E2 were more effective than E3 or E4. Responses to increasing dose of enzyme were generally linear or 

curvilinear, and the optimum dose rate differed amongst the products evaluated. Evaluation of the 

enzymes at 24 and 48 h generally led to the same ranking of the additives, and the degradation of NDF 

and ADF was more useful in differentiating the enzymes compared with DM and total GP 

The 3rd study was conducted to evaluate the effect of four enzyme additives on 

ruminal fermentation of four corn silages using a 48 h batch culture in vitro assay with 

medium and ruminal fluid. The experiment was conducted as a completely randomized 

design with two runs and four replicates. The enzyme additives (E1, E2, E3, and E4) were 

commercial products that provided a range in endoglucanase, exoglucanase, and xylanase 

activities. The four enzymes were added at 0, and 4 μl/g of corn silage dry matter (DM). Gas 

production (GP) was measured at 3, 6, 12, 18, 24, and 48 h post incubation. degradability of 

DM (DMD), neutral detergent fiber (NDFD), acid detergent fiber (ADFD), and volatile fatty acid 

concentrations (VFA; total and individual molar proportions) were determined after 24 and 

48 h. At 24 and 48 h incubation, there was difference (P < 0.05) between enzyme additives 

and control in terms of their effects on DMD, NDFD, ADFD, and TGP. Except TGP at 24 h 

incubation, all enzyme additives were similar, but were difference (P < 0.05) in their effects 

between enzyme additive and control. The E1 and E2 had higher DMD, NDFD, and ADFD 

than E3, E4 and control <0.05); however, E3 and E4 had higher effects than control (P< 0.05). 

At both incubation times, the effects of corn silage substrates, there were difference (P < 

0.05) between corn silage substrate in terms of their effects on DMD, NDFD, ADFD, and TGP. 

For all parameters, DMD, NDFD, ADFD and TGP, there were no enzyme × corn silage 

substrate interactions (P ≥ 0.05) at either 24 or 48 h of incubation. At 24 and 48 h 

incubations, there were no difference (P > 0.05) between enzyme additives and control in 

terms of their effects on rumen fermentation profile. For the effects of corn silage 

substrates, there were differences (P < 0.05) between corn silage substrate in terms of their 

effects on ruminal fermentation profile. Overall, enzyme additives show positive response in 
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all corn silage substrates (increased DMD, NDFD, ADFD and TGP), however, product E1 and 

E2 were more effective than E3 and E4. 

The final study was conducted to evaluate the effect of two fibrolytic enzyme 

additives on the digestibility of corn silage and ruminal fermentation, pH and blood glucose 

concentration of fistulated non-lactating dairy cows. Five fistulated Crossbred Holstein 

Friesian non-lactating dairy cows housed in individual pens were assigned to one of five 

treatments in 5 x 5 Latin squares design. The trial consisted of 5 periods, with 21 d in each 

period, 14 d for adaptation to diets and 7 d for ruminal sample collection and in vivo 

disappearance trial. Dietary treatments were: 0 (control), 0.5 ml of E1 /kg of corn silage dry 

matter (DM), 1.0 ml of E1 /kg of corn silage DM, 1.0 ml of E2 /kg of corn silage DM and 1.5 

ml of E2 /kg of corn silage DM. Diets offered as 3 kg/d of concentrate containing 21 % crude 

protein (CP), divided into 2 equal meals at 0800 and 1600 h together with ad libitum corn 

silage and clean water. Addition of enzyme additives to the diet had no effect on dry matter 

intake (DMI), ruminal fluid concentrations of total volatile fatty acid (VFA), NH3, molar 

proportions of individual VFA, ruminal pH and blood glucose concentration. The 

degradability of dry matter (DMD), neutral detergent fiber (NDFD), and acid detergent fiber 

(ADFD) were not affected by enzyme additives at 3, 6 and 12 h of ruminal incubations 

(P>0.05). However, addition of fibrolytic enzyme increased DMD, NDFD and ADFD after 24, 48 

and 72 h of ruminal incubations (P<0.05). Those results were similar observed in both in 

vitro and in vivo studies; it might be due to increase the utilization of nutrients of corn silage 

when treated with enzyme additive. 
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1 

บทที่ 1 

บทนํา 
 

อาหารโคนมประกอบดวยอาหารหยาบและอาหารขน ซ่ึงอาหารหยาบจัดเปนอาหารหลัก

สําหรับโคนม จะมีปริมาณเยื่อใย (fiber)  เปนองคประกอบคอนขางสูง และมีการยอยไดต่ํา  อาหาร

หยาบประเภทเยื่อใยสวนใหญ ไดแก พืชตระกูลหญา พืชตระกูลถ่ัว และผลพลอยไดทางการเกษตรตางๆ 

เชน ฟางขาว ตนและเปลือกขาวโพด เปนตน โดยท่ัวไปอาหารเยื่อใยจะประกอบดวยเซลลูโลส 

(cellulose) เฮมิเซลลูโลส (hemicelluloses) เพกติน (pectin) และลิกนิน (lignin) เปนตน ซ่ึงสวน

ใหญเปนสวนประกอบของผนังเซลลของพืช (cell wall)  สําหรับโคนมอาหารประเภทเยื่อใยมี

ความสําคัญอยางมาก โคนมจําเปนตองไดรับอยางเพียงพอท้ังปริมาณและคุณภาพ  เพ่ือจะนําไปใช

ประโยชนโดยจุลินทรียภายในกระเพาะหมัก (rumen) เพ่ือหมักยอยจนไดผลผลิตสุดทาย  คือ กรดไขมัน

ระเหยได (volatile fatty acid, VFA) ซ่ึงจัดเปนแหลงพลังงานหลักสําหรับโคนม นอกจากนี้ยังชวยใน

การรักษาสภาพสมดุลภายในกระเพาะหมักอีกดวย และเม่ือโคนมไดรับอาหารเยื่อใยอยางเพียงพอ จะ

สงผลทําใหเพ่ิมประสิทธิภาพการเจริญเติบโต การใหผลผลิต และทําใหโคนมมีสุขภาพท่ีดี โดยเฉพาะการ

ใชฟางขาว จัดเปนแหลงอาหารหยาบท่ีใชกันอยางแพรหลาย แตในฟางขาวจะมีเยื่อใยคอนขางสูง การ

ยอยไดต่ําและยอยไมสมบูรณ ทําใหการใชประโยชนไดต่ํา จึงเกิดปญหาเก่ียวกับประสิทธิภาพการหมัก

ยอยอาหารเยื่อใยภายในกระเพาะหมักของโคนม ซ่ึงสงผลกระทบตอผลผลิตของโคนม และทําใหตนทุน

การผลิตเพ่ิมสูงข้ึน ดังนั้นจึงไดมีการศึกษาหาแนวทางเพ่ือท่ีจะเพ่ิมการยอยไดของอาหารประเภทเยื่อใย

ใหสูงข้ึน โดยการเสริมเอนไซมท่ียอยเยื่อใย เพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพการหมักยอยอาหารเยื่อใยในกระเพาะ

หมักและเพ่ิมประสิทธิภาพการใชประโยชนจากอาหาร ซ่ึงจะสงผลตอผลผลิตของโคนม ดังนั้นการวิจัย

ครั้งนี้จึงมีวัตถุประสงคเพ่ือ ศึกษาถึงผลของการใช fibrolytic enzyme ตอการยอยไดในหลอดแกว เพ่ือ

หาระดับท่ีเหมาะสมของการใชในสัตวเค้ียวเอ้ือง และศึกษาผลของการใช fibrolytic enzyme ในระดับ

ท่ีเหมาะสมตอการยอยสลายเยื่อใยและปริมาณของกรดไขมันระเหยไดในกระเพาะหมักของสัตวเค้ียว

เอ้ือง 
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บทที่ 2 

เอกสารงานวิจัยที่เกี่ยวของ 
 

2.1 อาหารโคนม 

อาหารขน หมายถึง วัตถุดิบอาหารสัตวท่ีมีความเขมขนของโภชนะตอหนวยน้ําหนักสูง 

สวนมากจะมีเยื่อใยต่ํากวา 18 เปอรเซ็นต อาจจะเปนวัตถุดิบอาหารสัตวชนิดเดียวหรือหลายชนิด

ประกอบกันเปนสูตรอาหาร แบงออกไดเปน 3 ประเภท คือ อาหารโปรตีน อาหารพลังงาน และอาหาร

เสริมแรธาตุและวิตามิน  

อาหารหยาบ  หมายถึง  อาหารท่ีมีเยื่อใยสูงกวา  18  เปอรเซ็นต  มีโภชนะยอยไดต่ํา  มี

น้ําหนักตอหนวยปริมาตรอาหารนอย  ซ่ึงสวนใหญไดแก  ตนและใบพืชท่ีใชเปนอาหารสัตว  เชน  พืช

ตระกูลหญาและถ่ัวตางๆ รวมถึงวัสดุเหลือใชตางๆ  ท่ีสามารถนํามาเปนอาหารโคได  เชน  ยอดออย  

ตนขาวโพดและฟางขาว  

 

2.2 องคประกอบของเย่ือใย 

พืชวัตถุดิบอาหารสัตวทุกชนิดจะมีปริมาณของเยื่อใยท้ังนั้น แตจะแตกตางกันเพียงปริมาณท่ีพบ

เทานั้นโดยเยื่อใยจะประกอบดวยสารประกอบหลายชนิดและมีสวนของคารโบไฮเดรตท่ีซับซอนใน

สัดสวนมากกวา ความแตกตางของเยื่อใยพืช นอกจากจะแตกตางระหวางชนิดพืชแลว ในพืชชนิด

เดียวกันแตอายุตางกันก็จะมีสัดสวนของเยื่อใยตางกัน โดยเยื่อใยของพืชจะประกอบดวยสวนท่ีเปน

เนื้อเยื่อพืชและสวนท่ีเปนผนังเชลล สวนมากจะเปนสวนของคารโบไฮเดรต คารโบไฮเดรตท่ีพบในสวน

เนื้อเยื่อของพืชสวนใหญจะเปนพวกแปง (starch) และน้ําตาล (sugar) แปงและน้ําตาลจําพวกท่ีพบใน

เนื้อเยื่อของพืช ไดแก glucose, fructose และ sucrose ซ่ึง monosaccharides เหลานี้จุลินทรีย

สามารถนําไปใชประโยชนไดเลยโดยไมตองถูกยอยสลายกอน และเนื้อเยื่อของพืช ยังมีแปงและน้ําตาล

จําพวก polysaccharides ซ่ึงจุลินทรียสามารถนําไปใชประโยชนไดก็ตอเม่ือถูกยอยสลายเปน 

monosaccharides กอน polysaccharides เหลานี้จะถูกสะสมอยูในรูปแปง (starch) ในสวนของผนัง

เชลลพืช จะประกอบดวย cellulose และ hemicellulose นอกจากนี้ยังมีสารประกอบ pectin 

(pectic substances) รวมท้ัง lignin และ silica อยูดวย (แสดงในรูปท่ี 1) ซ่ึงคารโบไฮเดรต จัดเปน

แหลงพลังงานหลักในอาหารโคนม และโดยปกติแลวในอาหารโคนม จะประกอบดวย คารโบไฮเดรต อยู

ถึงรอยละ 60-70 หนาท่ีหลักของ คารโบไฮเดรต คือเปนแหลง พลังงานของ จุลินทรียในกระเพาะหมัก

และของตัวสัตวเอง นอกจากนี้ยังมีหนาท่ีในการรักษาสุขภาพของระบบทางเดินอาหาร 

เซลลูโลส  (cellulose)  เปนสารประกอบพอลิแซ็กคาไรค ท่ีมีประมาณรอยละ 45 -50 ในผนัง

เซลลพืช  cellulose  จะมีโครงสรางเปนพอลิเมอรเสนตรง  ไมมีก่ิงกานสาขา เปนพอลิเมอร  ของ  D-

glucose  ประกอบดวย  D-glucose  เชื่อมตอกันดวยพันธะ  -(1,4)  glycosidic linkages  ซ่ึงพันธะ
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ดังกลาวไมสามารถถูกยอยดวยเอนไซมของสัตวได แตจะถูกยอยไดโดยเอนไซมของจุลินทรีย และ

เอนไซมท่ีสามารถ  hydrolyze  ได  คือ  เอนไซม  cellulase โดยเซลลูโลสจะมีคา degree of 

polymerization อยูในชวงประมาณ 100 ถึงมากกวา 10,000 ซ่ึงเกาะรวมกันภายใน crystalline 

microfibrils เซลลูโลสมีน้ําหนักโมเลกุลตั้งแต 20,000 ถึง 750,000 ดาลตัน ซ่ึงเทากับ 100 ถึง 4,000 

หนวยโมเลกุลกลูโคส โมเลกุลของเซลลูโลสเรียงตัวกันเปนมัดเรียกวา fibril โดยมีพันธะไฮโดรเจนท่ี

เกิดข้ึนระหวางหมูไฮดรอกซิลของน้ําตาลกลูโคสท่ีอยูใกลกันของเซลลูโลสสานหนึ่งกับอีกสายหนึ่ง

เชื่อมตอกันเปน fibril นอกจากนั้นเซลลูโลสท่ีพบในท้ังไมเนื้อออนและไมเนื้อแข็งมีความทนทานตอกรด

ไดมีกวาเฮมิเซลลูโลส   

 
ภาพท่ี 2.1 สูตรโครงสรางของเซลลูโลส (C2H10O5)n  

ท่ีมา: Eriksson (1990)  

เฮมิเซลลูโลส  (hemicellulose)  เปนสารประกอบ  polysaccharides  ท่ีมีน้ําหนักโมเลกุลสูง

พบมากเปนอันดับสองรองจากเซลลูโลส โดยพบประมาณรอยละ 20 -30 ในผนังเซลลพืช สามารถสกัด

ออกไดดวยสารละลายท่ีเปนดาง เฮมิเซลลูโลสเปนสารประกอบเฮเทอโรพอลิแซ็กคาไรค โครงสรางหลัก

ประกอบดวย  D-glucose, D-galactose, D-mannose, D-xylose  และ  L-arabinose  เชื่อมตอกัน

เปนสายยาวดวยพันธะ  glycosidic linkages  นอกจากนี้อาจมี  uronic acid  เปนองคประกอบดวย  

ไซแลนเปนองคประกอบท่ีพบมากท่ีสุดในเฮมิเซลลูโลสโดยมีโครงสรางท่ีเชื่อมตอกันดวยพันธะ -(1,4)  

linkage ของน้ําตาลไซโลส และมีก่ิงกานเปนน้ําตาลหรืออนุพันธของน้ําตาลตาง ๆ  และมีการแตกแขนง

ออกไปประกอบดวย  methyl-glucoronic acid, glucose, galactose  และ  arabinose    

 
ภาพท่ี 2.2 ลักษณะโครงสรางของไซแลน ท่ีมา: Eriksson (1990)     
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ลิกนิน  (lignin)  ไมจัดเปนคารโบไฮเดรต  แตมักจะอยูรวมกันกับ  cellulose  ในสวนของผนัง

เซลลพืช  เปนสวนท่ีมีความแข็งแรงมากของพืช  ถาพืชยิ่งแก  lignin  ยิ่งมาก  ทําใหยอยไดยาก  เพราะ

เอนไซมจากสัตว  และจุลินทรียไมสามารถยอยได  นอกจากนี้ยังทําใหเอนไซมตางๆ  เขายอยโภชนะตาง 

ๆ ไดนอยอีกดวย lignin เปน polymer ของอนุพันธของ phenyl-propane ประกอบดวย  comaryl 

alcohol, coniferyl alcohol  และ  sinapyl alcohol     

เพกติน  (pectin)  เปนกลุมของ  polysacharides  และเปนองคประกอบของผนังเซลลพืช 

และองคประกอบอ่ืนๆ  ภายในเซลลของพืช  โครงสรางของ  pectin  เปนสนตรง  เปน  polymer  

ของ  D-galacturonic acid  เชื่อมตอกันประมาณ  200  โมเลกุล  โครงสรางจะมีหมู  carboxyl  คือ  

methylated (COOCH3)  เปนองคประกอบอยูจํานวนมาก  นอกจากนี้ยังประกอบดวยน้ําตาลตางๆ  

ไดแก  D-galactose, L-arabinose  และ  D-xylose 

อาหารเยื่อใย เชน พืชอาหารสัตวตางๆ ท่ีโคกินเขาไปจะไดรับการยอยจากจุลินทรียในกระเพาะ

หมัก ในกระเพาะหมักของสัตวเค้ียวเอ้ืองมีกลุมจุลินทรียหลายชนิดท่ีสามารถผลิตเอนไซมท่ีสามารถยอย

เยื่อใยได โดยมีกลุมเชื้อราเปนกลุมแรกท่ีเขายอยสลายสวนของเยื่อใยอาหารเปนสวนแรก ซ่ึงเชื้อราจะ

ชวยลดการจับยึดแนนของอนุภาคชิ้นอาหาร ทําใหผิวของอาหารแตกเปราะ สงเสริมใหแบคทีเรียเขายึด

เกาะและยอยสลายเยื่อใยไดดีข้ึน (เมธา, 2533) จุลินทรียเหลานี้จะสังเคราะหผลผลิตสุดทายท่ีมี

ความสําคัญตอสัตว คือ กรดไขมันท่ีระเหยได (Volatile fatty acid,VFAs) จุลินทรียโปรตีน (microbial 

protein , MCP) และวิตามินบีรวม (Vitamin B complex) เปนตน ซ่ึงสัตวจะดูดซึมนําไปใชประโยชน

ในกระบวนการเมทาบอลิซึมในรางกายและสรางผลผลิต เชน เนื้อและน้ํานม 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 2.3 แสดงสวนประกอบของเยื่อใย 

ท่ีมา  :  Krause  et al.  (2003) 
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2.3 เอนไซม (Enzyme) 

 เอนไซม (Enzyme) คือ สารประกอบอินทรียจําพวกโปรตีนท่ีมีโครงสรางซับซอน ทําหนาท่ี

แตกตางจากโปรตีนโดยท่ัวไปคือมีความสามารถเรงปฏิกิริยาในสิ่งมีชีวิตไดอยางมีประสิทธิภาพสูง 

นอกจากนี้ยังสามารถเรงปฏิกิริยาไดภายใตสภาวะไมรุนแรง ซ่ึงเหมาะสมอยางยิ่งกับสภาวะภายในเซลล

และเนื้อเยื่อของสางมีชีวิตท่ัวไป เอนไซมมีความจําเพาะตอสารท่ีทําปฏิกิริยาซ่ึงเรียกวา ซับสเตรต 

(substrate) 

2.3.1 ประเภทของเอนไซม 

เอนไซมท่ีใชในอาหารสัตวแบงออกเปน 2 ประเภท คือ 

1. Endogenous enzyme หมายถึง เอนไซมซ่ึงปรากฏอยูในเนื้อเยื่อของพืชและสัตว

โดยธรรมชาติและมีผลทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงท่ีเปนไปไดท้ังในลักษณะท่ีเปนผลิตภัณฑท่ีตองการและ

ไมตองการ 

2. Exogenous enzyme หมายถึง เอนไซมท่ีเติมลงในกระบวนการแปรรูปเพ่ือทําให

เกิดปฏิกิริยาตางๆท่ีตองการ โดยท่ัวไปการนําเอนไซมมาใชในการเสริมในอาหารสัตวเค้ียวเอ้ืองก็จะเปน

รูปแบบ exogenous enzyme ท้ังสิ้นซ่ึงในปจจุบันมีการนํามาใชท้ังรูปเอนไซมอิสระ เอนไซมดัดแปลง

ทางเคมี และเอนไซมดัดแปลงพันธุกรรม 

2.3.2 แหลงท่ีมาของเอนไซมท่ียอยเยื่อใย 

 เอนไซม ท่ีใชในอาหารสัตวในปจจุบัน เปนเอนไซมท่ีผลิตจากเชื้อจุลินทรีย ซ่ึงอาจเปนเชื้อรา 

แบคทีเรีย หรือยีสต บางชนิดเปนเอนไซมท่ีผลิตจากเชื้อท่ีผานกระบวนการปรับปรุงทางพันธุกรรม ซ่ึง

อาจจะดวยวิธีการ ทําใหเกิดการผาเหลาไปในทางท่ีใหผลผลิตเอนไซมท่ีดีข้ึน หรือปรับปรุงโดยวิธีพันธุ

วิศวกรรมเพ่ือเพ่ิมจํานวน ยีนท่ีควบคุมการผลิต เพ่ือใหสามารถผลิตเอนไซมมากข้ึน หรือแมกระท่ังมีการ 

เปลี่ยนแปลงลําดับเบสของยีน เพ่ือใหเกิดเปนเอนไซมท่ีมีคุณสมบัติท่ีดีตามท่ีตองการได เอนไซมหลักๆ 

ท่ีใชไดแก Amylase เปนเอนไซมท่ียอยสลายสารอาหารจําพวกแปง ใหเปนน้ําตาลโมเลกุลเล็กๆ ซ่ึงสัตว

จะดูด ซึมไปใชในการสรางพลังงานได แหลงของเอนไซมชนิดนี้ สวนใหญไดจากยีนของเชื้อรา จัดเปน

เอนไซม ท่ีชวยเพ่ิมประสิทธิภาพของเอนไซมท่ีมีอยูตามปกติในทางเดินอาหารของสัตว แตในลูกสัตว

เล็กๆ ซ่ึงระบบ น้ํายอยยังทํางานไดไมเต็มท่ี แตตองถูกแยกจากแมและถูกเลี้ยงดวยอาหารสําเร็จ การ

เสริมดวยเอนไซมนี้ นับวาจําเปนอยางยิ่ง 

 จุลินทรียในกระเพาะหมักท่ีสําคัญตอกระบวนการหมักยอยเยื่อใย  สามารถแบงออกเปน  3  

กลุมหลักๆ  ไดแก  แบคทีเรีย  เชื้อรา  และโปรโตซัว 

 แบคทีเรีย  (Rumen bacteria) แบคทีเรียกลุมท่ีสําคัญตอการหมักยอยเยื่อใย  ไดแก  

Cellulolytic bacteria  โดยแบคทีเรียกลุมนี้จะผลิตเอนไซมออกมา  สามารถยอยเซลลูโลส  และเฮมิ

เซลลูโลสได  ซ่ึงเปนการสลายพันธะ  -linkage  ของน้ําตาลกลูโคส  (glucose)  และเพนโตส  

(pentose)  จุลินทรียกลุม  Cellulolytic  bacteria  นี้  ถือวามีความสําคัญสําหรับสัตวเค้ียวเอ้ืองมาก  
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และชนิดท่ีสําคัญท่ีสุด  ไดแก  Ruminococcus albus,  Ruminococcus flavefaciens   และ  

Butyrivibrio fibrisolvens   (เมธา,  2533 และ ฉลอง,  2541)  โดย  R. albus  ไดผลผลิตสุดทาย  

คือ  H,  Ethanol,  Acetate,  Lactate  สวน  R. flavefaciens  ไดผลผลิตสุดทาย  คือ  H,  

Formate,  Acetate,  Lactate,  Succinate  และ  B. fibrisolvens  ไดผลผลิตสุดทาย  คือ  สวน

ใหญเปน  Succinate  และอาจมี  Acetate,  Lactate  บาง 

 รา  (Rumen fungi)  กลุมเชื้อรา  เปนกลุมท่ีทําหนาท่ีเก่ียวกับการหมักยอยภายใน

กระเพาะหมัก  โดยชวยยอยสลายเซลลูโลส  เฮมิเซลลูโลส  และไซแลน  (xylan) ไดผลผลิตเปน  

Acetate,  Lactate, Carbon dioxide  และ  H + เชื้อรา  เชื่อวาเปนจุลินทรียกลุมแรกท่ีเขาไปยอย

โครงสรางของเยื่อใย  โดยยอยจากสวนดานในกอน  ซ่ึงจะไปลดการยึดจับแนนของเสนใย  ทําใหเกิดการ

แตกของเสนใยไดงาย  สงผลใหแบคทีเรียเขาไปยอยสลายไดงายข้ึน  นอกจากนี้เชื้อราอาจจะชวยทําลาย

พันธะของเฮมิเซลลูโลส  และลิกนิน  และทําใหลิกนินสลายไดในกระเพาะหมัก  แตจะไมยอยลิกนิน

โดยตรง  ดังนั้นเชื้อราจึงเปนจุลินทรียท่ีมีความสําคัญอยางยิ่งในการเขายอยอาหารประเภทเยื่อใย (เมธา, 

2533;  ฉลอง,  2541) 

 โปรโตซัว  (Rumen protozoa)  จะพบโปรโตซัวอาศัยอยูภายในกระเพาะหมัก

ประมาณ  105 – 106  protozoa/ml  โปรโตซัวท่ีอยูในกลุม  Cellulolytic  จะอยูใน  genus 

Epidinium  ซ่ึงจะสรางและหลั่งเอนไซมมายอยผนังเซลลพืช  สวน  genus  อ่ืนๆ  ท่ีมีสวนในการยอย

อีก  คือ  Entodieomorphs  โปรโตซัวกลุมดังกลาว  จะหมักยอยคารโบไฮเดรตใหเปน  Acetic acid, 

Butyric acid  และ  Lactic acid  เปนสวนใหญ  แตก็สามารถสราง  Propionic acid, H,  Carbon 

dioxide  และแกส  Methane  ไดดวย (ฉลอง,  2541) 

Cellulase เปนเอนไซมท่ีชวยเรงปฏิกิริยาการยอยสลายสารประกอบเซลลูโลส จากการศึกษา

แหลงของเอนไซมเซลลูเลส พบวามีจุลินทรียหลายชนิดท่ีสามารถผลิตเซลลูเลสได เชน รา และ

แบคทีเรีย จุลินทรียแตละชนิดมีความสามารถในการยอยสลายเซลลูโลสไดตางกัน ท้ังนี้สภาพแวดลอม

จะเปนปจจัยท่ีสําคัญในการควบคุมในการใหผลิตภัณฑท่ีไดจากการยอยสลายวัสดุพวกเซลลูโลสแตกตาง

ออกไป เม่ือเซลลูโลสถูกยอยสลายเปนโมเลกุลเล็ก ๆ ท่ีละลายน้ําได โมเลกุลเหลานี้จะถูกดูดซึมเขาสู

เซลลของจุลินทรีย เพ่ือนําไปใชในการสรางพลังงานและสารประกอบคารบอนภายในเซลล  

เอนไซมเซลลูเลสเปนเอนไซมท่ีผลิตข้ึนภายในเซลลของจุลินทรีย แลวปลอยออกมานอกเซลล 

(extracellular enzyme) ซ่ึงมีหลายองคประกอบ (multicomponent enzyme) โดยมีองคประกอบ

ของเอนไซมอยางนอย 3 ชนิด ทํางานรวมกันดังนี้ 

1. Endo-β- 1,4 glucan glucanohydrolase หรือ เอนโดกลูคาเนส (endoglucanase) 

เอนไซมนี้ไมสามารถโฮโดรไลซสวนท่ีเปนผลึก เชน ใยฝาย แตสามารถยอยสลายเซลลูโลสสวนท่ีไมเปน

ผลึกและอนุพันธเซลลูโลสได เชน คารบอกซีเมทิลเซลลูโลส โดยเอนไซมจะเรงปฏิกิริยาการตัดพันธะ เบ

ตา 1,4 (β-1,4-linkage) ภายในเซลลูโลส ซ่ึงจะทําใหความยาวของสายเซลลูโลสสั้นลง และความหนืด
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ลดลงอยางรวดเร็ว  บริเวณปลายสายท่ีถูกตัดดวยเอนไซม จะเปนบริเวณท่ีมีคุณสมบัติเปนน้ําตาลรีดิวซ 

(reducing sugar) ผลผลิตท่ีไดจากการยอยสลาย คือ เซลโลเดกซตริน (cellodextrin) ท่ีมีขนาด

โมเลกุลตางกัน นอกจากนี้ยังมีเซลลูไบโอส (cellobiose) และกลูโคส แตพบในปริมาณท่ีนอยมาก 

2. Exo-β-1,4-glucan glucanohydrolase หรือ เอกโซกลูคาเนส (exoglucanase) ทําหนาท่ี

เรงปฏิกิริยาการยอยสลายสวนปลายของเซลลูโลสดานท่ีไมมีความสามรถในการรีดิวซ (non reducing 

end) ไดผลผลิตสวนใหญเปนเซลโลไบโอส 

3. β-glucosidase หรือเซลโลไบเอส (cellobiase) จะเปนตัสเสริมการทํางานของเอนไซม 

เอนโดกลูคาเนส และเอกโซกลูคาเนส โดยทําหนาท่ีชวยเรงปฏิกิริยาในการยอยสลายเซลโลไบโอสได

ผลผลิตเปนกลูโคส 

xylanase สามารถยอยอะราบิโนไซแลน ในอาหารสัตวซ่ึงมีน้ําหนักโมเลกุลสูงและเปนสาเหตุ

ทําใหระบบทางเดินอาหารของสัตวมีความหนืดเพ่ิมข้ึน หนาท่ีหลักของเอนไซมไซแลนเนส คือ ยอย

สลายพันธะของไซแลนท่ีมีไซโลสเปนโครงสรางหลักและมีก่ิงกานเปนน้ําตาลและอนุพันธของน้ําตาลตาง 

ๆ ดังนั้นจากโครงสรางท่ีซับซอนของไซแลนจึงตองการกิจกรรมของระบบเอนไซมท่ีประกอบดวยกลุม

เอนไซมหลายชนิดท่ีทํางานรวมกันระหวางเอนไซมท่ียอยโครงสรางหลัก ไดแก Endo ß 1,4-xylan 

xylohydrolase และ ß–xylosidase สวนเอนไซมท่ียอยก่ิงกานไดแก อัลฟาอะรา บิโนฟูราโนซิเดส (α 

–arabinofuranosidase), อัลฟากลูคูโรนิเดส (α –glucuronidase) และอะเซทิลเอส เตอเอส (acetyl 

esterase) โดยเอนไซมท้ังสองกลุมทํางานรวมกันในการเปลี่ยนไซแลนใหเปนไซโลส (Sunna and 

Antranikien, 1997) 

เอนไซมท่ียอยสลายไซแลนจัดอยูในกลุม glycan hydrolase ซ่ึงประกอบดวยกลุมของเอนไซม

ท่ีทําหนาท่ียอยสลายพันธะ 1,4–xylopyranosyl linkage ของ arabinoxylan arabino 4–0– 

methyl–D–glucuronoxylan และ glucuronoxylan เอนไซมดังกลาวนี้แบงออกเปน 2 ชนิด คือ 

1 . Endo ß 1,4-xylan xylohydrolase เอนไซมนี้ทําหนาท่ียอยสลาย พันธะ ß–1,4 

glycosidic ของ xylopyranoside แบบสุมโดยจะยอยสลายโมเลกุลของไซแลนซ่ึงจะไดผลิตภัณฑเปน

น้ําตาลโมเลกุลเล็ก เชน xylobiose xylotriose xylotetraose ซ่ึงข้ึนอยูกับชนิดของเอนไซมและสาย

พันธุจุลินทรีย xylanase ยังแบงออกเปน 2 กลุมตามความสามารถในการยอยสลาย 

1,3 –L-arabinoxylan และ arabinoglucuronoxylan คือ arabinose–liberating endoxylanase 

เปนเอนไซมท่ีสามารถยอยสลาย arabinoxylan และ arabinoglucuronoxylan ตรงตําแหนงท่ี

เชื่อมตอระหวางโมเลกุลของ xylose และ arabinose non arabinose–liberating endoxylanase 

เปนเอนไซมท่ีไมสามารถยอยสลาย arabinoxylan และ arabinoglucuronoxylan ตรงตําแหนงท่ี

เชื่อมตอระหวางโมเลกุลของ xylose และ arabinose 

2 . Exo–ß 1,4–xylan xylohydrolase หรือเรียกสั้น ๆ วา ß–xylosidase ซ่ึง ยอยสลาย

โมเลกุลของไซโลโอลิโกแซ็กคาไรด ซ่ึงเกิดจากการยอยสลายไซแลนดวยเอนไซม xylanase ทําใหได
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โมเลกุลของไซไลสโดยท่ีเอนไซมนั้นจะยอยสลายโมเลกุลของ xylooligosaccharide ของน้ําตาลไซไล

สจากปลาย non–reducing ทีละโมเลกุล 

 

ตารางท่ี 2.1 กลุมของเอนไซมท่ีใชในการยอยสลาย ß-glucan ในอาหารสัตว 

 
ท่ีมา: Pitson et al. (1993). 

 

2.3.3 สมบัติของเอนไซมท่ีใชในอาหารสัตว (Perry, 1995) 

1. เอนไซมท่ีใชจะตองมีความเสถียรเม่ือเขาไปในระบบทางเดินอาหารของสัตว (Enzyme 

stability in the animal) เนื่องจากในระบบทางเดินอาหารของสัตวมีคาความเปนกรด-ดาง แตกตาง

กัน โดยเฉพาะในกระเพาะของสัตวมีคาความเปนกรดสูง เอนไซมท่ีใชจะตองสามารถทนและทํางานไดดี

ในสภาวะท่ีเปนกรด โดยเฉพาะในสัตวกระเพาะเดี่ยว (non-ruminant) เอนไซมท่ีใชจะตองมี

ความสามารถในการทํางานสูงซ่ึงตองสัมพันธกับเวลาการเคลื่อนท่ีผานของอาหารในกระเพาะท่ีมี
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ระยะเวลาสั้นดวย (McCLEARY, 2001) นอกจากนี้เอนไซมตองมีความสามารถในการทนตอเอนไซมโป

รติเอสท่ีมีอยูในกระเพาะสัตว 

2. เอนไซมท่ีใชจะตองมีความเสถียรเม่ือเติมลงในอาหารสัตว (Enzyme stability in the 

feed) เนื่องจากอาหารท่ีใชเลี้ยงสัตวแตละชนิดจะมีสวนประกอบของอาหารตางกัน เอนไซมจะตองทน

ตอสภาพแวดลอมท่ีใชในการเก็บรักษาอาหารสัตวนั้น ๆ โดยไมเสียสภาพกอนท่ีจะนําอาหารนั้นไปให

สัตวกิน 

3. เอนไซมท่ีใชจะตองมีความเสถียรในระหวางข้ันตอนการผลิตและหลังจากข้ันตอนการผลิต

อาหารสัตว (Enzyme during and after processing) เอนไซมท่ีใชในอาหารสัตวสวนใหญไมมีความคง

ตัวท่ีอุณหภูมิสูง แตในข้ันตอนการผลิตอาหารสัตวจําเปนตองใชอุณหภูมิสูงมากกวา 60 องศาเซลเซียส 

เชน การผสมกับอาหารในรูปของเหลวหรือการอัดเม็ด อาจทําใหเอนไซมนั้นสูญเสียประสิทธิภาพในการ

ทํางานได อยางไรก็ตามพบวาเม่ือเอนไซมผสมอยูในรูปอาหารเม็ดแลวกิจกรรมของเอนไซมจะยังคง

เหลืออยูดีกวาในรูปอาหารเหลวและสามารถปองกันเอนไซมจากการยอยของเอนไซมโปรติเอสในกระ

เพาะสัตวไดอีกดวย (Chesson, 1993) 

4. การทําปฏิกิริยากันระหวางซับสเตรตและเอนไซม (Interaction between the substrate 

and the enzyme) เอนไซมท่ีใชจะตองมีความจําเพาะตอซับสเตรตคือสวนประกอบท่ีมีอยูในอาหาร

สัตว โดยท่ัวไปนิยมใชเอนไซมเติมลงไปเพ่ือยอยสวนท่ีสัตวไมสามารถยอยได เชน สารพวกnon-starch 

polysaccharide (beta-glucan arabinoxylan mannan galactan และ xyloglucan) ซ่ึงพบไดใน

ธัญพืชตาง ๆ (Choct, 1997) 

5. ความสามารถของสัตวในการนําผลิตภัณฑท่ีไดจากปฏิกิริยาการยอยซับสเตรตของเอนไซมไป

ใช (Ability of the animal to utilize the reaction product of the enzyme) สวนใหญผลิตภัณฑ

ท่ีไดจากการยอยของเอนไซมจะเปนสารโมเลกุลเล็ก ๆ เชน น้ําตาลโมเลกุลเดี่ยว กรดอะมิโน กรดไขมัน 

และสารอินทรียอ่ืน ๆ ซ่ึงสัตวสามารถท่ีจะยอยและดูดซึมไปใชไดอยางรวดเร็ว 
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ภาพท่ี  2.4  สรุปกลไกการทํางานของเอนไซม  cellulase  ยอยเซลลูโลส 

ท่ีมา  :  Krause et al.  (2003)  

 

Table 2.2 Effects of exogenous fibrolytic enzyme supplementation in dairy cows’ diet 

on digestibility 

Treatments Forage 
Digestibility (%) 

References 
DM NDF ADF 

Control 

Enzyme 1.3 g/kg of TMR 

24% corn silage 

15% alfalfa hay 

61.7b 

69.1a 

42.5b 

51.0a 

31.7b 

41.9 a 

Rode et al. 

(1999) 

Control 

Enzyme 1.22 ml/kg of TMR DM 

Enzyme 3.67 ml/kg of TMR DM 

22.5% barley silage 

22.5% alfalfa silage 

64.7b 

67.3a 

64.7b 

43.1b 

44.2a 

39.9c 

37.6 

42.5 

40.3 

Beauchemin et 

al. (2000) 

Control 

1 g enzyme mixture/kg of hay 

2 g enzyme mixture/kg of hay 

1 g enzyme mixture/kg of DM 

10% barley silage 

45% cubed alfafal hay 

- 

- 

- 

- 

38.8b 

41.2ab 

43.6a 

42.4ab 

41.6 

42.4 

45.3 

42.5 

Yang et al. 

(1999) 

Control 2 g enzyme/kg of DM 

   sprayed on TMR 

   sprayed on concentrates 

   infused into rumen 

45% corn silage 

15% grass silage 

71.4b 

72.4a 

70.7b 

71.4b 

50.1 

50.4 

50.8 

49.8 

47.9 

45.3 

45.7 

49.0 

Sutton et al. 

(2003) 

abc mean with different superscript within the same column significantly differed at p<0.05 
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จากตารางท่ี 2.2 แสดงถึงผลของการเสริม fibrolytic enzyme ในอาหารโคนมตอ

ประสิทธิภาพการยอยไดของอาหารเยื่อใย  โดย Sutton et al. (2003)และ Beauchemin et al. 

(2000) พบวาเม่ือมีการเสริม fibrolytic enzyme ในอาหารมีผลทําใหเพ่ิมเปอรเซ็นตการยอยไดในสวน

ของ DM แตกตางจากกลุมท่ีควบคุมอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) ซ่ึงสอดคลองกับ Yang et al. 

(2000) ท่ีมีผลเชนกัน สวน Rode et al. (1999) พบวาเม่ือมีการเสริม fibrolytic enzyme ในอาหาร

สามารถเพ่ิมเปอรเซ็นตการยอยไดของ DM, NDF และ ADF ซ่ึงแตกตางจากกลุมท่ีควบคุมอยางมี

นัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) ซ่ึงอาจเปนเพราะเอนไซมท่ีเสริมในอาหารมีผลไปชวยเพ่ิมการยอยสลาย

อาหารเยื่อใยท่ีอยูในกระเพาะหมัก และอาหารเยื่อใยมีมากพอสําหรับการทํางานของเอนไซมจึงทําให

การยอยไดเพ่ิมข้ึน ทําใหสัตวสามารถใชประโยชนจากอาหารไดมากข้ึน ซ่ึงอาจจะสงผลตอผลผลิตน้ํานม

ท่ีเพ่ิมข้ึนตอไป 

 

Table 2.3 Effects of exogenous fibrolytic enzyme supplementation in dairy cows’ diet 

on milk yield and milk composition 
Treatments Milk yield (kg/d) %Fat %Protein %Lactose References 

Control 

1.25 ml/kg forage DM 

2.50 ml/kg forage DM 

5.00 ml/kg forage DM 

39.6b 

40.8b 

45.9a 

41.2b 

3.99a 

3.83ab 

4.00a 

3.75b 

2.95a 

2.87b 

2.88b 

2.85b 

4.89ab 

4.91ab 

4.92a 

4.81b 

Lewis et al. 

(1999) 

Control 

2 ml/kg forage DM 

5 ml/kg forage DM 

37.0b 

39.5a 

36.0b 

2.80ab 

2.91a 

2.52b 

3.14ab 

3.19a 

2.96b 

- 

- 

- 

Kung et al. 

(2000) 

Control 50 mg/kg of DM 

  sprayed on TMR 

  applied to concentrate 

35.3b 

35.2b 

37.4a 

3.34 

3.14 

3.19 

3.18 

3.13 

3.13 

4.65 

4.56 

4.65 

Yang et al. 

(2000) 

Control 

1 g/cow/d 

5 g/cow/d 

15 g/cow/d 

44.0 

44.3 

43.4 

44.1 

3.54 

3.62 

3.48 

3.43 

3.14 

3.14 

3.10 

3.14 

4.79b 

4.92a 

4.89a 

4.88a 

Elwakeel et 

al. (2007) 

ab mean with different superscript within the same column significantly differed at p<0.05 

 

จากตารางท่ี 2.3 แสดงถึงผลของการเสริม fibrolytic enzyme ในอาหารโคนมตอปริมาณ

น้ํานมและองคประกอบของน้ํานม พบวา เม่ือมีการเสริม fibrolytic enzyme ในอาหารโคนมทําให

ปริมาณน้ํานมเพ่ิมข้ึนแตกตางจากกลุมท่ีควบคุมอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) (Lewis et al. 

1999;  Yang et al. 1999; Kung et al. 2000) ตรงขามกับ Elwakeel et al. (2007) ท่ีพบวาเม่ือมี
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การเสริม fibrolytic enzyme ในอาหารโคนม ไมมีผลตอปริมาณผลผลิตน้ํานมเม่ือเทียบกับกลุมท่ี

ควบคุม  สวนดานองคประกอบของน้ํานม มีผลคอนขางหลากหลาย คือ เม่ือมีการเสริม fibrolytic 

enzyme ในอาหารโคนม ไมมีผลกระทบตอองคประกอบน้ํานม ( Yang et al., 2000)  Elwakeel et 

al. (2007) พบวา การเสริม Fibrolytic enzyme ในอาหาร ทําใหเปอรเซ็นตแลตโตสเพ่ิมข้ึน อยางมี

นัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05)  
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บทที่ 3 

ผลของการเสริมเอนไซมไซแลนเนสตอการยอยในกระเพาะหมักของโคไมใหนม 

เจาะกระเพาะที่ไดรับฟางขาว 

(Effects of xylanase supplementation on ruminal digestibility of 

fistulated non-lactating dairy cows fed rice straw) 
 

บทคัดยอ 

การวิจัยครั้งนี้มีวัตถุประสงคเพ่ือศึกษาผลของผลิตภัณฑเอนไซมไซแลนเนสตอการยอยสลาย

และการหมักยอยในกระเพาะหมักของโคมใหนมเจากระเพาะท่ีไดรับอาหารท่ีมีฟางขาวเปนอาหารหลัก 

ใชโคไมใหนมเจาะกระเพาะจํานวน 3 ตัว จัดโคเขาทดลองตามแผนการทดลองแบบ 3 x 3 Latin 

squares design ประกอบดวย 3 ระยะการทดลอง ๆ ละ 21 วัน กลุมการทดลองประกอบดวย 1) กลุม

ควบคุม 2) กลุมท่ีเสริม 10 g xylanase/d และ 3) กลุมท่ีเสริม 20 g xylanase/d เอนไซมท่ีใชใน

การศึกษาครั้งนี้เปนเอนไซมทางการคา (endo-1, 4-beta-xylanase, EC 3.2.1.8) ซ่ึงเปนเอนไซมท่ียอย

เยื่อใยชนิดผง (Porzyme 93010; Danisco Animal Nutrition) โคแตละตัวจะไดรับอาหารขน 17% 

โปรตีน วันละ 3 กิโลกรัม รวมกับฟางขาวท่ีใหกินอยางเต็มท่ี และมีน้ําสะอาดใหกินตลอดเวลา ผลการ

ทดลองพบวา การเสริมเอนไซมไมมีผลตอการกินไดวัตถุแหง ระดับความเปนกรด-ดางในกระเพาะหมัก 

ความเขมขนของแอมโมเนียไนโตรเจน นอกจากนี้ การเสริมเอนไซมยังไมมีผลตอ DM และ ADF 

potential disappearance fraction, DM และ ADF total disappearance อยางไรก็ตาม NDF 

potential disappearance fraction, NDF total disappearance เพ่ิมข้ึนเม่ือเสริมเอนไซมใน

ระดับสูง ในขณะท่ี Hemicellulose degradability ท่ีเวลา 0, 3, 6, 12, 24, 48, 72 และ 96 ชั่วโมง 

ไมเปลี่ยนแปลงเนื่องจากการเสริมเอนไซมไซแลนเนส ความเขมขนของ Total volatile fatty acids, 

molar proportion of acetate, propionate และ butyrate และ ratio of acetate : propionate 

ในแตละระยะเวลา ไมเปลี่ยนแปลงเนื่องจากการเสริมเอนไซมไซแลนเนสเชนกัน 

 

Abstract 

The effect of xylanase product on ruminal disappearance and rumen 

fermentation of rice straw based diet was evaluated in fistulated non-lactating dairy 

cows. Three fistulated non-lactating dairy cows were used in 3 x 3 Latin squares design; 

the trial consisted of 3 periods of 21 d in each period. Treatments were: 1) control, 2) 

10 g xylanase/cow/d, and 3) 20 g xylanase/cow/d. The commercial xylanase enzyme 

(endo-1, 4-beta-xylanase, EC 3.2.1.8) which was a fibrolytic enzyme powder (Porzyme 
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93010; Danisco Animal Nutrition) was used in this study. Diets offered as 3 kg/d of 

concentrate containing 17 % CP together with ad libitum rice straw and clean water. 

Enzyme did not change dry matter intake, ruminal pH and NH3-N concentrations. DM 

and ADF potential disappearance fraction, DM and ADF total disappearance were 

unaffected by the enzyme supplementation, however, NDF potential disappearance 

fraction, NDF total disappearance were increased when the enzyme was added at a 

high dose.  Hemicellulose degradability in 0, 3, 6, 12, 24, 48, 72 and 96 hour were 

unaffected by supplementation of xylanase. Total volatile fatty acids concentration, 

molar proportion of acetate, propionate and butyrate and ratio of acetate: propionate 

at each hour of incubation were unaffected by xylanase. 

 

3.1 บทนํา (Introduction) 

 การยอยสลายผนังเซลลของพืชโดยสัตวเค้ียวเอ้ือง มีความสําคัญตอเศรษฐกิจในประเทศกําลัง

พัฒนา การเพ่ิมประสิทธิภาพการยอยสลายเยื่อใยโดยจุลินทรียในกระเพาะหมักไดรับความสนใจ

ศึกษาวิจัยอยางกวางขวางมาหลายปแลว ในปจจุบันงานวิจัยแสดงใหเห็นวาการเสริมเอนไซมท่ีมีสมบัติ

ยอยสลายเยื่อใยในอาหารโคนมและโคขุน มีศักยภาพในการเพ่ิมการใชประโยชนอาหารและเพ่ิมผลผลิต

สัตว สารเสริมเอนไซมในอาหารสัตวเค้ียวเอ้ือง โดยเฉพาะ xylanases และ cellulases เปนสาร

เอนไซมสกัดจากกระบวนการหมักของแบคทีเรียและรา ท่ีมี specific enzymatic activities การเพ่ิม

ผลผลิตสัตวเนื่องจากการใชสารเสริมเอนไซมเปนผลมาจากการเพ่ิมการยอยไดเยื่อใยในกระเพาะหมัก 

สงผลใหสัตวไดรับ digestible energy เพ่ิมข้ึน อยางไรก็ตาม งานวิจัยสวนใหญดําเนินการในประเทศ

เขตอบอุนซ่ึงอาหารหยาบมีองคประกอบของเยื่อใยนอยกวาอาหารหยาบในเขตรอน นอกจากนี้ 

ผลิตภัณฑเอนไซมท่ีใชเปนเอนไซมผสม (mixed enzymes) ท่ีไมทราบปริมาณของเอนไซมแตละชนิด 

หลายการศึกษารายงานวาการเสริมสวนผสมเอนไซมยอยเยื่อใยท่ีมี xylanase activity สูง มี

ผลตอบสนองไปในทางบวกในโคขุน (Beauchemin et al., 1997; 1999a) โคนม (Arriola et al., 

2011) Xylanases เปนกลุมเอนไซมปกติท่ีพบในกระเพาะหมัก ท่ีผลิตข้ึนจากกระบวนการหมักยอยโดย

จุลินทรียบางชนิด เปนเอนไซมหลักท่ีเก่ียวของกับการยอยสลาย xylan polymer ใน plant cell wall 

ใหเปน soluble sugars งานวิจัยครั้งนี้มีวัตถุประสงคท่ีจะประเมินการใช single enzyme xylanase 

ในโคนมท่ีไดรับฟางขาวเปนอาหารหยาบหลัก ฟางขาวเปนผลพลอยไดจากการผลิตขาวท่ีมีอยูมาก และ

นิยมใชเปนอาหารหยาบหลักสําหรับสัตวเค้ียวเอ้ืองในประเทศไทยและปรเทศอ่ืนๆ ท่ีมีการผลิตขาว 

อยางไรก็ตาม คุณคาทางโภชนะของฟางขาวต่ํา มีองคประกอบของ lignocellulosic content สูง มี

โปรตีนและความนากินต่ํา สงผลใหสัตวกินไดนอย ยอยเยื่อใยไดนอยและไมสมบูรณ ทําใหประสิทธิภาพ

การใชประโยชนอาหารต่ํา และผลผลิตสัตวลดลง งานวิจัยในปจจุบันหลายงานแสดงใหเห็นวาการเสริม 
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exogenous fibrolytic enzymes ในอาหารสัตวเค้ียวเอ้ืองสามารถเพ่ิมการยอยไดวัตถุแหง และเยื่อใย

ได (Bowman et al., 2002; Rode et al., 1999 and Yang et al., 2000) นอกจากนี้ Yang et al. 

(1999) รายงานวาการยอยสลาย OM และ NDF ในกระเพาะหมัก และการยอยได OM และ NDF ใน

ระบบทางเดินอาหารเพ่ิมข้ึนเม่ือโคนมไดรับการเสริม enzyme mixture และการยอยได DM และ OM 

เพ่ิมข้ึนเม่ือเสริมเอนไซมเพียงเล็กนอย (Beauchemin et al., 2000) อยางไรก็ตาม ไมใชการศึกษาวิจัย

ท้ังหมดรายงานการยอยไดเพ่ิมข้ึนเนื่องจากการเสริม exogenous fibrolytic enzymes (Knowlton 

et al., 2002 and Lewis et al., 1999) และเม่ือพิจารณาถึงการใชผลิตภัณฑเอนไซมตางๆ รวมถึง

สถานภาพของแตละการทดลอง ผลตอบสนองตอการเสริมเอนไซมของสัตวเค้ียวเอ้ืองยังมีความผันแปร

อยู ดังนั้นวัตถุประสงคของการศึกษาครั้งนี้เพ่ือท่ีจะประเมินผลของการใชเอนไซม xylanase (endo-1, 

4-beta-xylanase, EC 3.2.1.8) 2 ระดับตอการยอยสลายและการหมักยอยในกระเพาะหมักของโค

ไมใหนมเจาะกระเพาะท่ีไดรับอาหารท่ีมีฟางขาวเปนอาหารหยาบหลัก 

 

3.2 อุปกรณและวิธีการ (Materials and methods) 

3.2.1 สัตวทดลอง การจัดกลุมการทดลอง และการใหอาหาร (Animal, treatments and 

feeding) 

 ใชโคไมใหนมเจาะกระเพาะจํานวน 3 ตัว เลี้ยงดูในคอกขังเดี่ยว และจัดลงในลุมการทดลอง 3 

กลุม ตามแผนการทดลอง 3 x 3 Latin squares design การทดลองแบงเปน 3 ระยะการทดลอง แต

ละระยะการทดลองใชเวลา 21 วัน โดย 14 วันแรก เปนระยะปรับตัว และ 7 วันหลังเปนระยะท่ีเก็บ

ตัวอยาง กลุมการทดลองประกอบดวย 1) กลุมควบคุม 2) กลุมท่ีเสริม 10 g xylanase/d และ 3) กลุม

ท่ีเสริม 20 g xylanase/d เอนไซมท่ีใชในการศึกษาครั้งนี้เปนเอนไซมทางการคา (endo-1, 4-beta-

xylanase, EC 3.2.1.8) ซ่ึงเปนเอนไซมท่ียอยเยื่อใยชนิดผง (Porzyme 93010; Danisco Animal 

Nutrition) ผลิตจากกระบวนการหมักของ Trichoderma longibrachiatum (xylanase activity 

40000 U/g) โคแตละตัวจะไดรับอาหารขนท่ีมีโปรตีน 17% วันละ 3 กิโลกรัม แบงเปน 2 ม้ือเทาๆ กัน 

ในเวลา 0700 และ 1500 และไดรับฟางขาวเต็มท่ี มีน้ําสะอาดใหกินตลอดเวลา ทําการวัดการกินไดทุก

วัน และคํานวณคาเฉลี่ยในแตละชวงการทดลอง 
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3.2.2 การเก็บขอมูลและการวิเคราะหทางเคมี 

 ทําการบดตัวอยางอาหารผานตะแกรงขนาด 1 มิลลิเมตร สําหรับการวิเคราะหทางเคมี วัตถุ

แหงของฟางขาวและอาหารขนวิเคราะหโดยการอบในตูอบท่ีอุณหภูมิ 105 °C จนน้ําหนักคงท่ี สวน 

nitrogen (N), ether extract (EE) และ ash วิเคราะหตามวิธีการท่ีระบุไวใน AOAC, (1995) ในขณะท่ี 

acid detergent fiber (ADF) และ neutral detergent fiber (NDF) วิเคราะหตามวิธีการท่ีแนะนํา

โดย Van Soest et al. (1991) บดฟางขาวผานตะแกรงขนาด 2 mm สําหรับการหา in sacco 

ruminal disappearance ชั่งตัวอยางฟางขาวท่ีผานการบดแลวประมาณ 5 g บรรจุลงในถุงไนลอน

ขนาด 8 x 11 cm ท่ีมีขนาด pore size 47 m นําถุงไนลอนไปจุมแชในกระเพาะหมักของโคไมใหนม

เจาะกระเพาะเปนระยะเวลา 0, 3, 6, 12, 24, 48, 72 และ 96 h เม่ือครบกําหนดแตละระยะเวลานําถุง

ไนลอนออกจากกระเพาะหมัก นําไปลางในน้ําท่ีไหลตลอดเวลา หลังจากนั้นนําไปอบในตูอบท่ีอุณหภูมิ 

65C เปนเวลา 36 ชั่วโมง หลังจากชั่งน้ําหนักถุงไนลอนแตละถุงแลว นําตัวอยางท่ีเหลืออยูในถุงไป

วิเคราะหหา DM, NDF และ ADF คาการยอยสลาย (degradability values) ไดจากการสูญเสียโภชนะ

ในเวลาตางๆ โดยใช NEWAY EXCEL (Chen, 1996) 

 เพ่ือประเมินกระบวนการหมักในกระเพาะหมัก ในวันท่ี 21 ของแตละชวงการทดลอง ทําการ

เก็บตัวอยาง ruminal fluid จากโคเจาะกระเพาะแตละตัว ท่ีเวลา 0, 2, 4 และ 6 h หลังจากการให

อาหารม้ือเชา ทําการวัดคา rumen pH ทันทีในเวลาท่ีเก็บตัวอยางโดยใช pH meter สําหรับการ

วิเคราะห VFAs และ ammonia N นํา rumen fluid ปริมาตร 20 ml บรรจุลงใน test tube ขนาด 

25 ml ท่ีมี 6 N HCl ปริมาตร 5 ml หลังจากนั้นทําการ centrifuge ท่ี 1895 rpm เปนเวลา 15 min 

นําสวนของ supernatant บรรจุลงใน test tube ขนาด 25 ml ปดดวยจุกฝาเกลียว นําไปเก็บรักษาท่ี 

-20 °C จนกระท่ังวิเคราะหหา acetic, propionic และ butyric acids โดยใชเครื่อง GC (Hewlett 

Packard GC system HP6890, USA, 19091N-113 INNOWAX , Length (meters) 30, I.D. (mm) 

0.32 WIDEBORE, Film (um) 0.25) สวนความเขมขนของ ammonia N วิเคราะหโดย Kjeldahl 

analysis (AOAC, 1995) 

 

3.2.3 การวิเคราะหทางสถิติ (Statistical analysis) 

 นําขอมูล DM intake, pH, ammonia N, VFAs และ ruminal disappearance 

coefficients ในแตละชวงการทดลอง ไปวิเคราะหสถิติ ANOVA โดยใช Statistical Analysis System 

(SAS, 1996) ความแตกตางระหวาง treatment means เปรียบเทียบโดยใช Least Significant 

Differences (Steel and Torrie, 1980) 
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3.3 ผลการทดลอง (Results) 

3.3.1 องคประกอบทางเคมีของอาหาร การกินไดและการหมักในกระเพาะหมัก 

องคประกอบทางเคมีของอาหารขนและฟางขาวท่ีใชในการทดลองแสดงไวในตารางท่ี 3.1 

คาเฉลี่ยของ DM, CP, EE, NDF, ADF และ ADL ของอาหารขนและฟางขาวมีคาเทากับ 91.33 และ 

92.45, 17.23 และ 3.43, 2.65 และ 0.51, 31.29 และ 67.27, 24.06 และ 47.19, 5.51 และ 7.68% 

ตามลําดับ 

การกินไดอาหาร ruminal pH และความเขมขนของ ammonia N และ VFAs แสดงไวใน

ตารางท่ี 3.2 การกินไดอาหาร (10.27, 10.55 and 10.24 kgDM/d ตามลําดับ) ไมแตกตางกันอยางมี

นัยสําคัญทางสถิติเนื่องจากการเสริม xylanase (P>0.05) เอนไซม xylanase ไมสงผลตอ ruminal pH 

และ ammonia N concentration ในแตละเวลาท่ีทําการศึกษา (P>0.05) นอกจากนี้ ความเขมขน

ของ total volatile fatty acids, molar proportion of acetate, pripionate และ butyrate และ 

ratio of acetate: propionate ในแตละเวลา ไมมีความแตกตางกันเม่ือทําการเสริม xylanase 

(P>0.05) (Table 3.3) 

 

Table 3.1 Chemical composition of feeds 

Item Concentrate Rice straw 

 ………..……………..% of DM………………………. 

Dry matter 91.33 92.45 

Ash 10.10 15.36 

Crude protein 17.23 3.43 

Ether extract 2.65 0.51 

Neutral detergent fiber 31.29 67.27 

Acid detergent fiber 24.06 47.19 

Acid detergent lignin 5.51 7.86 
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Table 3.2 Effect of xylanase supplementation onfeed intake, ruminal pH and NH3-N of 

fistulated non-lactating dairy cows 

Item Control 10 g 

xylanase/cow/d 

20 g 

xylanase/cow/d 

SEM P-value 

Feed Intake(kg/day) 10.27 10.55 10.24 2.840 0.98 

pH       

Hour 0 6.62 6.67 6.71 0.002 0.37 

Hour 2 6.61 6.60 6.65 0.003 0.67 

Hour 4 6.42 6.48 6.39 0.001 0.24 

Hour 6 6.42 6.50 6.37 0.003 0.32 

NH3-N (mg/l)      

Hour 0 25.51 25.45 23.60 2.68 0.57 

Hour 2 43.19 43.41 48.41 6.24 0.32 

Hour 4 28.14 26.54 33.94 6.92 0.21 

Hour 6 17.90 19.02 20.35 2.08 0.44 
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Table 3.3 Effect of xylanase supplementation on volatile fatty acid (VFAs) of fistulated 

non-lactating dairy cows 

Item Control 10 g 

xylanase/cow/d 

20 g 

xylanase/cow/d 

SEM P-value 

Acetate (C2) mol/100mol   

Hour 0 75.52 75.07 74.63 1.59 0.82 

Hour 2 72.68 72.07 72.54 2.68 0.94 

Hour 4 73.05 73.46 73.26 2.71 0.97 

Hour 6 73.66 73.31 73.26 2.62 0.97 

Propionate (C3) mol/100mol   

Hour 0 14.47 15.09 14.32 1.70 0.85 

Hour 2 15.69 15.69 15.92 1.33 0.98 

Hour 4 15.04 15.25 15.26 1.17 0.98 

Hour 6 14.52 14.81 14.71 2.11 0.98 

Butytate (C4) mol/100mol   

Hour 0 10.00 10.27 10.60 0.92 0.85 

Hour 2 11.63 11.86 11.55 1.51 0.97 

Hour 4 11.90 11.26 11.48 1.62 0.90 

Hour 6 11.83 11.85 11.88 1.31 1.00 

TotalsVFA mmol   

Hour 0 51.32 51.39 49.46 3.07 0.60 

Hour 2 63.78 58.21 65.98 5.67 0.17 

Hour 4 65.40 59.88 67.86 5.77 0.18 

Hour 6 62.31 58.17 64.98 4.09 0.17 

C2:C3      

Hour 0 5.23 4.98 5.25 0.26 0.87 

Hour 2 4.65 4.65 4.57 0.16 0.98 

Hour 4 4.88 4.82 4.81 0.17 0.98 

Hour 6 5.10 4.98 4.93 0.29 0.95 
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3.3.2 Ruminal disappearance ของฟางขาว 

In sacco ruminal disappearance ของฟางขาวแสดงไวในตารางท่ี 3.4 DM soluble 

fraction (a), DM potential disappearance fraction (b), DM disappearance rate (c), และ DM 

total disappearance (a + b) ของฟางขาวไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ เม่ือเสริม

เอนไซม xylanase (P>0.05) นอกจากนี้ การเสริมเอนไซม xylanase ไมสงผลตอ NDF soluble 

fraction (a) และ NDF disappearance rate (c) ของฟางขาว (P>0.05) แต NDF potential 

disappearance fraction (b) และ NDF total disappearance (a + b) ของฟางขาว ในโคเจาะ

กระเพาะท่ีไดรับ 20 g/cow/d  xylanase มีคาสูงกวาในโคท่ีไมไดรับ และไดรับ 10 g/cow/d 

xylanase อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) ในขณะท่ี ADF soluble fraction (a), ADF potential 

disappearance fraction (b), ADF disappearance rate (c), และ ADF total disappearance (a 

+ b) ของฟางขาว ไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ท้ัง 3 กลุมการทดลอง (P>0.05) 

ตารางท่ี 3.5 แสดงผลของ Hemicellulose degradability ท่ีชั่วโมงท่ี 0, 3, 6, 12, 24, 48, 72 และ 

96 ไมไดรับผลกระทบจากการเสริมเอนไซม xylanase (P>0.05) 

 

Table 3.4 Effect of xylanase supplementation onruminal disappearance coefficients of 

rice straw 

Item Control 
10 g 

xylanase/cow/d 

20 g 

xylanase/cow/d 
SEM P-value 

Dry matter      

Soluble fraction (a) 9.07 13.10 10.10 1.79 0.19 

Potential disappearance (b) 48.80 48.07 53.10 4.63 0.27 

Disappearance rate (c) 0.021 0.018 0.018 < 0.01 0.20 

a+b 57.87 61.20 63.17 2.88 0.19 

Neutral detergent fiber      

Soluble fraction (a) 1.00 1.47 0.97 0.064 0.32 

Potential disappearance (b) 57.13b 55.63b 61.50a 0.62 0.04 

Disappearance rate (c) 0.023 0.021 0.020 < 0.01 0.16 

a+b 57.93b 57.10b 62.47a 0.76 0.04 

Acid detergent fiber      

Soluble fraction (a) 0.37 0.97 0.50 0.047 0.21 

Potential disappearance (b) 58.23 56.67 59.13 5.32 0.66 

Disappearance rate (c) 0.0176 0.0183 0.0176 < 0.01 0.20 

a+b 58.57 57.63 59.57 4.56 0.74 
a,bMeans within the same row having different letters are different (P<0.05). 
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3.4 วิจารณผลการทดลอง 

การเสริมเอนไซม xylanase ไมมีผลตอการกินไดวัตถุแหงในการศึกษาครั้งนี้ ท้ังนี้เปนเพราะวา

การเสริมเอนไซมไมไดเพ่ิมการยอยสลายวัตถุแหงในกระเพาะหมัก และใชโคท่ีไมใหนมซ่ึงใหอาหารตาม

ความตองการเพ่ือการดํารงชีพ ผลการทดลองทํานองเดียวกัน (Schingoethe et al., 1999; Kung et 

al., 2000; Sutton et al., 2003 and Rode et al., 1999) รายงานวาการกินไดวัตถุแหงไมเพ่ิมข้ึนจาก

การเสริมเอนไซม Yang et al. (1999) รายงานวาการกินไดวัตถุแหงไมมีผลกระทบจากการเสริมเอนไซม 

ถึงแมวาการยอยไดเยื่อใยตลอดระบบทางเดินอาหารเพ่ิมข้ึน แตอัตราการไหลผานอาหารไมถูก

ผลกระทบ อยางไรก็ตาม มีบางรายงานท่ีพบวาการกินไดวัตถุแหงเพ่ิมข้ึน Lewis et al. (1999) รายงาน

วาการกินไดวัตถุแหงของโคนมเพ่ิมข้ึนเม่ือเสริมเอนไซมในพืชอาหารสัตว Beauchemin et al. (2004a) 

เสนอวา การเสริมเอนไซมในรูปของเหลวในอาหารแหงมีความสําคัญตอการดูดซึมและการเขาจับ

สารอาหารของเอนไซมกอนการใหอาหาร เพ่ือใหการเขาจับเปนไปอยางเหมาะสมและปองกันการยอย

สลายจากกระบวนการยอยโปรตีนในกระเพาะหมัก ในทางตรงกันขาม Yang et al. (2000) รายงานวา

การกินไดวัตถุแหงไมถูกกระทบจากการเสริมเอนไซม เม่ือทําการเสริมเอนไซมในอาหาร TMR ทันทีกอน

การใหอาหาร ดูเหมือนวาผลของการเสริมเอนไซมตอการกินไดอาหารแตกตางกันระหวางชนิดของ

ผลิตภัณฑเอนไซม แตวิธีการเสริมเอนไซมในอาหารพบวาไมใชปจจัยหลักท่ีมีผลตอการกินไดอาหาร 

(Yang et al., 2000) Beauchemin et al. (2003) อธิบายไววา การเสริม exogenous enzyme จะ

ใหผลตอบสนองในเชิงบวกในสัตวท่ีใหผลผลิตสูง เม่ือเปรียบเทียบกับสัตวท่ีไดรับพลังงานท่ีระดับดํารง

ชีพ 

การเสริม xylanase ไมมีผลตอระดับ ruminal pH ท้ังนี้อาจเนื่องมาจากสัดสวนของ total 

volatile fatty acids ไมเปลี่ยนแปลง การศึกษาครั้งนี้ ระดับ ruminal pH ใกลกับระดับ neutral 

เพราะสัตวไดรับฟางขาวในปริมาณมาก ดูเหมือนวา exogenous fibrolytic enzymes สามารถทํางาน

ไดดีในสภาวะท่ี ruminal pH เปนกลาง (Colombatto et al., 2007) ความเขมขนของ ruminal 

ammonia N ในทุกชั่วโมงท่ีสุมเก็บตัวอยาง ไมถูกกระทบจากการเสริมเอนไซม xylanase มีรายงานผล

ทํานองเดียวกัน (Bowman et al., 2002; Sutton et al., 2003; Alvarea et al., 2009 and Yang et 

al., 1999) ท้ังนี้เพราะวา ruminal ammonia N เกิดจากการยอยสลายของโปรตีน หรือยูเรีย โดย

เอนไซมจากจุลินทรียในกระเพาะหมัก แตอิทธิพลหลักของการเสริม xylanase คือการเพ่ิมการยอยได 

fiber (xylan) ซ่ึงไมมีผลตอความเขมขนของ ruminal ammonia N ในขณะเดียวกันความเขมขนของ 

ruminal VFA ในแตละชั่วโมงท่ีสุมเก็บตัวอยางไมแตกตางกัน เม่ือทําการเสริม xylanase สอดคลองกับ

การทดลองของ Yang et al. (1999) และ Kung et al. (2000) ในทางตรงกันขาม Sutton et al. 

(2003) รายงานวา acetate ลดลง propionate เพ่ิมข้ึน และ butyrate ไมเปลี่ยนแปลง เม่ือ

เปรียบเทียบกับ กลุมควบคุม Yang et al. (2000) รายงานวา total VFA เพ่ิมข้ึน แต butyrate ลดลง 

นอกจากนี้ การเสริม xylanase ท่ีมี 135 xylanase units ตอมิลลิลิตร สามารถเพ่ิมความเขมขนของ 

 

 

 

 

 

 

 

 



24 

total VFA เม่ือโคไดรับ fescue hay-based diet แตไมทําใหอัตราสวน acetate: propionate (A:P) 

เปลี่ยนแปลง (Tricarico and Dawson, 2005) 

การยอยไดชอง DM, ADF และ hemicellulose ไมมีผลกระทบจากการเสริม xylanase 

เพราะวาการศึกษาครั้งนี้ใชเอนไซมเดี่ยว คือ xylanase การเสริม xylanase ท่ีระดับ 20 g/cow/d 

สามารถเพ่ิม potential disappearance fraction (b) และ total disappearance (a + b) ของ NDF 

ในฟางขาว ไดมากวาการเสริม xylanase ท่ีระดับ 0 และ 10 g/cow/d ท้ังนี้ Bowman et al. (2002) 

รายงานวา การยอยไดของ DM, OM, NDF และ ADF เพ่ิมข้ึนเม่ือเสริมเอนไซมในอาหารขน เพราะวาใช

สวนผสมของเอนไซมหลายชนิดในการทดลอง การเสริมสวนผสมของเอนไซมท่ีมีกิจกรรมของ xylanase 

และ endoglucanase โดยปกติจะมีผลมากกวาการเสริมเอนไซมชนิดเดียว (Tricarico and Dawson, 

2005) นอกจากนี้ Rode et al. (1999) รายงานวาการยอยไดโภชนะตลอดระบบทางเดินอาหารเพ่ิมข้ึน

เม่ือเสริมเอนไซมในอาหารขนท่ีเปนสวนประกอบของอาหาร TMR ในขณะท่ี Beauchemin et al. 

(1999b) รายงานวาการเสริมเอนไซมในอาหาร TMR กอนใหอาหารจะเพ่ิมการยอยไดตลอดทางเดิน

อาหาร มีขอแนะนําวาการเสริมเอนไซมในอาหาร TMR ทันทีกอนใหอาหาร จะทําใหเอนไซมละลายผสม

ใน ruminal fluid สงผลใหมีการไหลผานของเอนไซมอยางรวดเร็วจากกระเพาะหมักไปยังกระเพาะ

สวนลาง ทําใหการทํางานของเอนไซมสวนใหญเกิดข้ึนในกระเพาะสวนลาง  (Yang et al., 2000) 

ผลิตภัณฑเอนไซมสําหรับสัตวเค้ียวเอ้ืองมีองคประกอบสวนใหญเปน cellulase และ 

hemicellulase ซ่ึงผลิตจากรา อาทิ Trichoderma longibrachiatum, Aspergilus niger, A. 

oryzae) และแบคทีเรีย Bacillus spp (Beauchemin et al., 2004b) นอกจากนี้ จุลินทรียในกระเพาะ

หมักบางชนิดสามารถผลิตเอนไซม hemicellulose หรือ xylanase ได เชนแบคทีเรีย Ruminococcus 

albus, Ruminococcus flavefaciens, Butyrivibrio fibrisolvens และ Bacteroides ruminicola 

(Hespell, 1988) รา  Neocallimastix frontalis (Mountfort and Asher, 1989) อยางไรก็ตาม 

หลายๆ การศึกษาท่ีเก่ียวของกับการเสริม direct-fed microbials ท่ีมีจุลินทรียมีชีวิตอยู จะมีเอนไซม

อยูดวย แตมีความเขมขนนอยกวาผลิตภัณฑเอนไซมท่ีใชในการทดลองอ่ืนๆ ชนิดและกิจกรรมของ

เอนไซมท่ีผลิตข้ึนมีความผันแปร ท้ังนี้ข้ึนอยูกับสายพันธุของจุลินทรียท่ีใช อาหารท่ีใชเลี้ยงจุลินทรีย และ

สภาวะของการเลี้ยงเพ่ือผลิตเอนไซม (Beauchemin et al., 2004b) งานวิจัยครั้งนี้ไมสามารถประเมิน

ผลผลิตสัตวได ถึงแมวาการเสริม xylanase จะเพ่ิมการยอยได NDF ท้ังนี้เพราะวางานวิจัยนี้ไมได

ทดลองในสัตวท่ีใหผลผลิต ผลตอบสนองตอการเสริมเอนไซมข้ึนอยูกับหลายปจจัย อาทิ กิจกรรมของ

เอนไซม ชนิดและปริมาณการเสริม ชนิดของอาหาร วิธีการเสริมเอนไซม และสภาวะทางสรีรวิทยาของ

ตัวสัตว  (Beauchemin et al., 2003) 
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3.5 สรุป 

 เอนไซมท่ีใชในการศึกษาครั้งนี้ เปนเอนไซมชนิดเดียว คือ xylanase (endo-1, 4-beta-

xylanase) มี activity 40000 U/g เม่ือเสริมในโคไมใหนมเจาะกระเพาะไมสงผลตอการกินไดอาหาร 

ระดับ pH, NH3-N และ VFA ในกระเพาะหมัก การเสริม xylanase ไมมีผลกระทบตอ DM และ ADF 

potential disappearance fraction, และ DM และ ADF total disappearance อยางไรก็ตาม การ

เสริม xylanase ในระดับสูง สามารถเพ่ิม NDF potential disappearance fraction และ NDF total 

disappearance งานวิจัยตอไปควรศึกษาถึงสวนผสมของเอนไซมหลายชนิด และระดับการเสริมท่ี

เหมาะสม ควรศึกษาระดับการใชท่ีต่ําท่ีสุด ท่ีสามารถเพ่ิมการยอยไดเยื่อใย เพ่ือลดตนทุนของการใช

เอนไซม 
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บทที่ 4 

การใช fibrolytic enzymes additives เพ่ือเพ่ิมการหมักยอย in vitro  

ในกระเพาะหมักของตนขาวโพดหมัก 

(Use of fibrolytic enzymes additives to enhance in vitro ruminal 

fermentation of corn silage) 
 

บทคัดยอ 

ไดทําการทดลอง 2 การทดลองเพ่ือประเมินผลของสารเสริมเอนไซม 4 ชนิด ตอการหมักยอย

ในกระเพาะหมักของตนขาวโพดหมัก โดยใช 48 h batch culture in vitro assay รวมกับสารบัพเฟอร 

และ ruminal fluid ดําเนินการทดลองท่ี 1 (Exp. 1) และการทดลองท่ี 2 (Exp. 2) โดยใชแผนการ

ทดลอง completely randomized design และในแตละการทดลองประกอบดวย 2 run และแตละ 

run มี 4 ซํ้า สารเสริมเอนไซมท้ัง 4 ชนิด (E1, E2, E3, and E4) เปนผลิตภัณฑเอนไซมทางการคา ซ่ึงให 

endoglucanase, exoglucanase และ xylanase activities หลากหลาย สําหรับท้ัง xylanase 

(birch wood และ oat spelt substrate) และ endoglucanase (carboxymethylcellulose 

substrate) สามารถจัดอันดับของผลิตภัณฑเอนไซม (per ml) ไดดังนี้ E4>E1>E2>E3 ในการทดลองท่ี 

1 (Exp. 1) เสริมเอนไซมท้ัง 4 ชนิด ท่ีระดับ 0, 2, 4 และ 8μl/g of corn silage dry matter (DM) 

ในขณะท่ีในการทดลองท่ี 2 (Exp. 2) เสริมเอนไซมท่ีระดับ 0, 0.5, 1, 2 และ 4μl/g DM ทําการวัดผล

ผลิตแกส (gas production; GP) หลังการบมท่ี 3, 6, 12, 18, 24 และ 48 ชม. ทําการหา 

disappearance of DM (DMD), neutral detergent fiber (NDFD) และ acid detergent fiber 

(ADFD) และความเขมขนของ volatile fatty acid (VFA; total and individual molar 

proportions) หลังการบมท่ี 24 และ 48 ชม. ผลิตภัณฑเอนไซม E1 และ E2 สงผลให NDFD และ 

ADFD ท่ีระยะเวลาบม 24 และ 48 ชม. สูงกวา (P<0.001) ผลิตภัณฑเอนไซม E3 และ E4 การเพ่ิม

ระดับการเสริมเอนไซมสามารถเพ่ิม NDFD และ ADFD ในทุกผลิตภัณฑเอนไซม (ยกเวน ADFD ของ

เอนไซม E4 ท่ีระยะเวลาบม 48 ชม.) ซ่ึงระดับการเสริมท่ีเหมาะสมข้ึนอยูกับชนิดของ enzyme 

additive (dose x enzyme; P<0.01) มีบางกลุมการทดลองท่ีสงผลตอ DMD และ total GP ท่ี 24 

และ 48 ชม. แตผลตอบสนองนี้ไมสอดคลองกับผลตอบสนอง NDFD และ ADFD 

การทดลองท่ี 2 ดําเนินการเพ่ือยืนยันผลของเอนไซมและระดับการเสริมท่ีเหมาะสมของ

เอนไซม DMD ไมถูกกระทบจากการเสริมเอนไซม หลังการบมท่ี 24 และ 48 ชม. และไมพบวามี 

enzyme x dose interactions ของ DMD, NDFD, หรือ ADFD หลังการบมท่ี 24 หรือ 48 ชม. 

(ยกเวน ADFD ท่ี 48 ชม.) หลังการบมท่ี 24 ชม. DMD, NDFD, และ ADFD เพ่ิมข้ึนเปนเสนตรงตาม

ระดับการเสริมท่ีเพ่ิมข้ึน (P<0.05) สวนหลังการบมท่ี 48 ชม. DMD เพ่ิมข้ึนเปนเสนตรงตามระดับการ
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เสริมท่ีเพ่ิมข้ึน ในขณะท่ี NDFD เพ่ิมข้ึนแบบ quadratic ตามระดับการเสริมท่ีเพ่ิมข้ึน (P<0.05) ADFD 

เพ่ิมข้ึนเปนเสนตรงหลังการบมท่ี 48 ชม. เม่ือเสริมเอนไซม E3 และ E4 แตหลังการบมท่ี 48 ชม. ADFD 

เพ่ิมข้ึนแบบ quadratic เม่ือเสริมเอนไซม E1 และ E2 สําหรับ total GP มีคาต่ําท่ีสุดสอดคลองกันเม่ือ

เสริมเอนไซม E4 ท้ัง 2 ระยะเวลาบม (P<0.05) ไมพบวามี enzyme x dose interactions (P>0.05) 

ของตัวแปรกระบวนการหมัก ท้ังท่ีระยะเวลาบม 24 และ 48 ชม. ในการทดลองท่ี 2 นอกจากนี้ยังพบวา

มีความแตกตางของ total VFA ท่ีระยะเวลาบม 24 และ 48 ชม. (P≤0.05) กลาวคือ การเพ่ิมระดับการ

เสริมเอนไซมสงผลให total VFA ลดลง หลังการบมท่ี 24 ชม. แต total VFA กลับเพ่ิมข้ึนท่ีระยะเวลา

บม 48 ชม. ซ่ึงท่ีทุกระดับการเสริมจะทําให total VFA สูงกวากลุม control (P<0.001) 

สรุปในภาพรวมไดวา enzyme additives สามารถเพ่ิม NDFD และ ADFD ของตนขาวโพด

หมัก ในการทดลองแบบ in vitro อยางไรก็ตาม เอนไซม E1 และ E2 จะมีประสิทธิภาพมากกวา

เอนไซม E3 หรือ E4 ผลตอบสนองตอการเพ่ิมระดับการเสริมจะเปนแบบ linear หรือ curvilinear และ

ระดับการเสริมท่ีเหมาะสมจะแตกตางกันระหวางผลิตภัณฑเอนไซมท่ีทําการประเมิน การประเมิน

ประสิทธิภาพของเอนไซม ท่ีระยะเวลาบม 24 และ 48 ชม. ปกติจะนําไปสูการจัดอันดับของผลิตภัณฑ

สารเสริม และการยอยสลายของ NDF และ ADF จะมีประโยชนในการจําแนกประสิทธิภาพของเอนไซม

ไดดีกวาการยอยสลาย DM และ total GP 

 

Abstract 

Two experiments were conducted to evaluate the effect of four enzyme 

additives on ruminal fermentation of corn silage using a 48 h batch culture in vitro 

assay with buffer and ruminal fluid. Experiment 1 (Exp. 1) and Experiment 2 (Exp. 2) 

were conducted as completely randomized designs each with two runs and four 

replicates. The enzyme additives (E1, E2, E3, and E4) were commercial products that 

provided a range in endoglucanase, exoglucanase, and xylanase activities. For both 

xylanase (birch wood and oat spelt substrate) and endoglucanase (carboxymethyl 

cellulose substrate), the enzyme products (per ml) were ranked E4>E1>E2>E3. In Exp. 

1, the four enzymes were added at 0, 2, 4, and 8μl/g of corn silage dry matter (DM), 

whereas in Exp. 2 enzymes were added at 0, 0.5, 1, 2, and 4μl/g DM. Gas production 

(GP) was measured at 3, 6, 12, 18, 24, and 48 h after incubation. Disappearance of DM 

(DMD), neutral detergent fiber (NDFD), and acid detergent fiber (ADFD), and volatile 

fatty acid concentrations (VFA; total and individual molar proportions) were determined 

after 24 and 48 h. In Exp. 1, E1 and E2 had higher NDFD and ADFD at 24 and 48 h of 

incubation (P<0.001) compared with E3 and E4. Increasing dose rate increased NDFD 
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and ADFD for all enzymes (except ADFD for E4 at 48 h), with the optimum dose rate 

dependent on the enzyme additive (dose x enzyme; P<0.01). There were some 

treatment effects on DMD and total GP at 24 and 48 h, but these responses were not 

consistent with responses in NDFD and ADFD. 

Experiment 2 was conducted to confirm the effects and optimum dose rate of 

each enzyme additive. In Exp. 2, DMD was not affected by enzyme after 24 and 48 h 

incubation. There were no enzyme x dose interactions for DMD, NDFD, or ADFD after 24 

or 48 h of incubation (except for ADFD at 48 h). After 24 h, DMD, NDFD, and ADFD 

increased linearly with increasing dose (P<0.05); after 48 h DMD increased linearly, 

whereas NDFD increased quadratically with increasing enzyme dose (P<0.05). The ADFD 

increased linearly after 48 h for E3 and E4, but after 48 h ADFD increased quadratically 

for E1 and E2. Total GP was consistently lowest for E4 at both incubation times 

(P<0.05). There were no enzyme x dose interactions (P>0.05) for any of the 

fermentation variables at either 24 or 48 h of incubation in Exp. 2. There were 

differences amongst the additives for total VFA at 24 and 48 h (P≤0.05); increasing 

enzyme dose decreased total VFA after 24 h but increased total VFA at 48 h, such that 

all doses were higher than the control (P<0.001). 

Overall, the enzyme additives increased NDFD and ADFD of corn silage in vitro; 

however, E1 and E2 were more effective than E3 or E4. Responses to increasing dose of 

enzyme were generally linear or curvilinear, and the optimum dose rate differed 

amongst the products evaluated. Evaluation of the enzymes at 24 and 48 h generally 

led to the same ranking of the additives, and the degradation of NDF and ADF was 

more useful in differentiating the enzymes compared with DM and total GP  

 

4.1 บทนํา 

Fibrolytic enzyme feed additives มีศักยภาพในการเพ่ิมการยอยไดเยื่อใยและ

ประสิทธิภาพการผลิตสัตวเค้ียวเอ้ือง พืชอาหารสัตวมีองคประกอบของเยื่อใยอยูสูง ซ่ึงจะจํากัดการกิน

ไดและการยอยไดอาหารของสัตวเค้ียวเอ้ือง (Jung and Allen, 1995) จุลินทรียในกระเพาะหมักสามรา

รถผลิตเอนไซมเพ่ือยอยเยื่อใย แตผนังเซลลมีโครงสรางท่ีซับซอนและการท่ีพืชอาหารสัตวมีระยะเวลาอยู

ในกระเพาะหมักจํากัด ทําใหเอนไซมจากจุลินทรียยอยเยื่อใยไดนอย (Wang and McAllister, 2002) 

การศึกษามากมายท่ีประเมินผลการใช fibrolytic enzyme additives เพ่ือขจัดขอจํากัดเหลานี้ 
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(Beauchemin et al., 2003) โดยงานวิจัยสวนใหญมุงเนนการใชเอนไซม cellulases และ xylanases 

ท่ียอยสลาย cellulose และ hemicellulose ตามลําดับ 

การเสริม fibrolytic enzyme additives สามารถเพ่ิม in vitro fiber digestion และเพ่ิม

คุณคาทางโภชนะของท้ังพืชอาหารสัตวคุณภาพต่ํา (Yang and Xie, 2010) และคุณภาพสูง (Eun et 

al., 2007) Eun and Beauchemin (2007) และ Eun et al. (2007) ใช alfalfa และ corn silage 

เปน substrate รายงานวา การเสริมเอนไซมเพ่ิมการยอยได DM และเยื่อใย เม่ือศึกษาใน

หองปฏิบัติการ และไดผลทํานองเดียวกันใน continuous culture (Colombatto et al., 2003) และ

ในตัวสัตว (Rode et al., 1999; Yang et al., 2000) ในการศึกษาท่ีใช grass hay: concentrate 

(600:400 g/kg DM) เปน substrate การเสริม fibrolytic enzymes เพ่ิม total bacterial numbers 

(Giraldo et al., 2007) และ cellulolytic bacteria เพ่ิมข้ึนใน rumen simulation (i.e., Rusitec) 

fermenters โดยใช barley grain และ alfalfa hay เปน substrates (Wang et al., 2001) การ

ศึกษษในตัวสัตว ใหผลตอบสนองในเชิงบวกเชนเดียวกัน เม่ือเสริม fibrolytic enzymes ใหกับสัตว

เค้ียวเอ้ือง (Arriola et al., 2011; Holtshausen et al., 2011) ถึงแมวาในบางการศึกษาแสดงใหเห็น

ถึงผลในเชิงบวกเม่ือเสริม fibrolytic enzymes ในอาหารสัตวเค้ียวเอ้ือง แตก็มีหลายการศึกษาท่ีใหผล

ไมตรงกัน หรือไมมีผลกระทบตอ in vivo digestibility หรือตอผลผลิตสัตว (Knowlton et al., 

2002;Lewis et al., 1999;Vicini et al., 2003) มีขอแนะนําวาสารเสริมเอนไซมมีประสิทธิภาพผันแปร

ข้ึนอยูกับปจจัยตางๆ เชน กิจกรรมของเอนไซม ชนิดและระดับการใชเอนไซม ชนิดของอาหาร วิธีการ

เสริมเอนไซม และสถานะทางสรีรวิทยาของสัตว (Beauchemin et al., 2003) ดังนั้นขอจํากัดหลักของ

การใชผลิตภัณฑเอนไซมทางการคาท่ีแพรหลายสําหรับสัตวเ ค้ียวเอ้ืองคือความไมแนนอนของ

ประสิทธิภาพผลิตภัณฑเอนไซม รวมท้ังความผันแปรของผลตอบสนองของผลิตภัณฑนั้นๆ ท้ังนี้ข้ึนอยูกับ

อาหารและการจัดการการใหอาหาร ยังไมสามารถท่ีจะทํานายถึงศักยภาพของการใชเอนไซมจาก

คุณสมบัติทางชีวเคมีเพียงอยางเดียว  (Beauchemin et al., 2004) ดังนั้นการทดลอง in vitro 

bioassay ท่ีจําลองสภาวะของกระเพาะหมักจะเปนประโยชนในการท่ีจะจําแนกประสิทธิภาพของ

ผลิตภัณฑเพ่ือนําไปใชทดลองในสัตวตอไป (Beauchemin et al., 2004) 

งานวิจัยครั้งนี้มุงเนนถึงการใชตนขาวโพดหมัก เพราะมีการใชกันอยางแพรหลายท่ัวโลก และมี

คุณคาทางโภชนะสูง ในขณะท่ีการศึกษาท่ีผานมาไดประเมินผลของการเสริมเอนไซมโดยใชอาหารท่ีมี

ตนขาวโพดหมักเปนอาหารหยาบพ้ืนฐาน (e.g., Arriola et al., 2011) ผลการทดลองยังไมชัดเจนวา

กิจกรรมของเอนไซมและระดับการใชใดมีประสิทธิภาพสูงสุด มีความจําเปนท่ีจะตองศึกษาหาระดับของ

การเสริมท่ีเหมาะสมของสารเสริมเอนไซมชนิดนั้นๆ เพราะระดับการเสริมมีผลตอความคุมทุนของการ

เสริมเอนไซมในโคนมเพ่ือเพ่ิมการยอยไดอาหารหยาบ ดังนั้นการศึกษาครั้งนี้จึงมีวัตถุประสงคเพ่ือ

ประเมินประสิทธิภาพและระดับการเสริมสารเสริมเอนไซมชนิดตางๆ ในหองปฏิบัติการโดยใชตน

ขาวโพดหมักเปน substrate วิธีการท่ีใชประกอบการประเมิน คือ in vitro batch culture ท่ี 24 และ 
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48 ชั่วโมง เพ่ือศึกษาถึงผลของการใชสารเสริมเอนไซมทางการคา 4 ชนิด ตอการยอยสลายและรูปแบบ

การหมักยอยในกระเพาะหมักของตนขาวโพดหมัก 

 

4.2 อุปกรณ และวิธีการ 

การทดลองท่ี 1 ดําเนินการโดยใชแผนการทดลองแบบ completely randomized design 

ประกอบดวย 2 runs (batches) และแตละ batch มี 4 ซํ้า (replicates per run) รวมมีกลุมการ

ทดลอง 16 กลุมการทดลอง โดยจัดกลุมการทดลองเปนแบบ factorial ประกอบดวยสารเสริมเอนไซม 

4 ชนิด และระดับการเสริม 4 ระดับ การทดลองท่ี 2 ใชแผนการทดลองเชนเดียวกัน แตมีกลุมการ

ทดลอง 20 กลุมการทดลอง โดยจัดกลุมการทดลองเปนแบบ factorial ประกอบดวยสารเสริมเอนไซม 

4 ชนิด และระดับการเสริม 5 ระดับ ท้ังสองการทดลอง การทําแตละ batch ทําแยกกันคนละวัน แตใช

สารเสริมเอนไซม 4 ชนิดเหมือนกัน และใชตนขาวโพดหมักเปน substrate เชนเดียวกัน 

4.2.1 Substrate และผลิตภัณฑเอนไซม 

ใชตนขาวโพดหมักมาตรฐานหองปฏิบัติการ (neutral detergent fiber [NDF], 39.82%; acid 

detergent fiber [ADF], 19.08%; DM basis) เปน substrate ใชสารเสริมเอนไซม 4 ชนิด ซ่ึงเปน

สวนผสมของ Cellulase Plus และ Xylanase Plus ในสัดสวน 75:25 (E1; ผลิตจากจุลินทรีย 

Trichoderma longibrachiatum; Dyadic International, Florida, USA); Rovabio Excel LC2 

(E2; ผลิตจากจุลินทรีย Penicillium funiculosum; Adisseo France SAS, Antony, France); 

Rovabio Rips (E3; ผลิตจากจุลินทรีย P. funiculosum; Adisseo France SAS, Antony, France), 

and Econase RDE (E4; ผลิตจากจุลินทรีย T. longibrachiatum; AB Vista, Marlborough, UK) 

เอนไซม E1 จากชุดการผลิตเดียวกัน (3.4 mg/g of total mixed ration DM; corn silage and 

alfalfa hay เปนอาหารหยาบหลัก) สามารถเพ่ิมการยอยไดเยื่อใย และประสิทธิภาพการผลิตน้ํานม เม่ือ

เสริมใหกับโคนม (Arriola et al., 2011) ทํานองเดียวกัน เอนไซม E4 จากชุดการผลิตเดียวกันไดทําการ

ทดลอง (0.5 และ 1.0 ml/kg of total mixed ration DM; อาหารหยาบไดแก barley silage, alfalfa 

silage, และ alfalfa hay) สงผลใหประสิทธิภาพการผลิตน้ํานมเพ่ิมข้ึนเปนเสนตรงตามระดับการเสริม

เอนไซม (Holtshausen et al., 2011) เอนไซม E2 เปนเอนไซมทางการคาท่ีใชในสัตวกระเพาะเดี่ยว 

ในขณะท่ีเอนไซม E3 เปนผลิตภัณฑเอนไซมท่ีอยูในระหวางการทดลอง ยังไมไดจําหนายเปนการคา 

เอนไซม E2 และ E3 ยังไมเคยทดสอบท้ังในหองปฏบิัติการและในตัวสัตวเค้ียวเอ้ือง 

4.2.2 การหมักยอยในหองปฏิบัติการ (In vitro fermentations) 

4.2.2.1 การทดลองท่ี 1 

ทําการทดลองโดยใชวิธี in vitro batch culture assay และใช rmen fluid เปน inoculum 

ทําการบด substrate ซ่ึงเปนตนขาวโพดหมัก ผานตะแกรงขนาด 1 มม. นําตัวอยางตนขาวโพดบด

ประมาณ 0.9 g DM บรรจุลงในถุงไนลอน (F57, Ankom Technology, Macedon, NY) ท่ีผานการ
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ลางดวย acetone และชั่งน้ําหนักถุงเปลาแลว ในแตละกลุมการทดลองและในแตละระยะเวลาบม

ประกอบดวย 4 ซํ้า เจือจางผลิตภัณฑเอนไซมดวยน้ํา และเติมสวนผสม (200μl) ลงบน substrate ใน

ถุงไนลอน กอนการปดผนึกปากถุง ท่ี 4 ระดับ ของแตละเอนไซม กลาวคือ 0 (control), 2, 4 and 

8μl/g of substrate DM ทําการปดปากถุงดวยความรอน นําถุงไนลอนบรรจุลงในขวดปริมาตร 125 

ml ตั้งท้ิงไวท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 3 ชม. ทําการเก็บ rumen fluid จากโคเจาะกระเพาะจํานวน 3 ตัว 

หลังการใหอาหารเชา 3 ชม. กรองผาน cheesecloth 4 ชั้น ลงใน flask ท่ี flush ดวย oxygen-free 

CO2 ถาย rumen fluid ลงใน insulated flask แลวรีบนําไปหองปฏิบัติการภายใน 1 ชม. หลังการเก็บ

ตัวอยาง เติม anaerobic buffer medium (60 ml; Goering and Van Soest, 1970) ท่ี

ประกอบดวย tryptone, buffer, macro และ micro mineral solution, resazurin และน้ํา ปรับ 

pH ท่ี 6.0 โดยใช 1 M trans-aconitic acid (Sigma Chemicals, St. Louis, MO) ระดับ pH ท่ีเลือก

เปนระดับท่ีเปนตัวแทนของคาเฉลี่ย pH ในกระเพาะหมักของโคนม นอกเหนือจากสารละลาย buffer 

เติม rumen fluid (15 ml) ลงในแตละขวด ในอัตราสวน 1:4 (rumen fluid: anaerobic buffer 

medium) ภายใตสภาวะท่ี flush ดวย CO2 อยางตอเนื่อง ปดขวดดวยจุกยาง และจุกอะลูมิเนียม ทันที

หลังจากเติมสวนตางๆ นําขวดไปบมท่ีอุณหภูมิ 39ºC บนเครื่อง rotary shaker เปนเวลา 24 และ 48 

ชม. ทําการบม negative controls (rumen fluid plus anaerobic buffer medium) และ blanks 

(filter bags plus anaerobic buffer medium and rumen fluid) ดวย จํานวน 4 ซํ้า เพ่ือปรับใชคา 

gas production และ disappearance ตามลําดับ ทําการวัด head space gas production (GP) 

resultant of substrate fermentation ท่ีระยะเวลาบม 3, 6, 12, 18, 24, และ 48 ชม. ทําการวัด 

GP was โดยการสอดเข็มขนาด 23 gauge (0.6 mm) ท่ีมี pressure transducer ท่ีเชื่อมตอกับ

จอภาพ หลังจากบมท่ี 24 และ 48 ชม. นําขวด กลุมการทดลองละ 4 ขวด ออกจากตูบม วัด gas 

pressure หลังจากนั้นนําขวดวางบนน้ําเย็นเพ่ือหยุดกระบวนการหมัก นํา filter bags (n=4 แตละ

ระยะเวลา และแตละกลุมการทดลอง) ออกจากขวด ลางถุงผานน้ําเย็นไหลจนกระท่ังน้ําใส คํานวณ gas 

volume จาก gas pressure โดยใชสมการท่ีรายงานโดย by Mauricio et al. (1999) ดังนี้ 
 

Gas volume = 0.18 + (3.697 × gas pressure) + (0.0824 × gas pressure2) 
 

ผลผลิตแกสสะสมท้ังหมด (Total cumulative gas production; TGP, ml) ท่ี 24 และ 48 

ชั่วโมง คํานวณโดยการรวมผลบวกปริมาตรแกสท่ีทําการวัดในแตละเวลา ทําการวัดระดับ pH ทันทีดวย 

pH-meter เติมตัวอยาง rumen fluid ลงใน 1 ml ของ 25% meta-phosphoric acid สําหรับนําไป

วิเคราะหหาความเขมขนของ volatile fatty acid (VFA) (เฉพาะ Run 1) นําถุงท่ีลางแลวไปอบท่ี

อุณหภูมิ 55ºC เปนเวลา 48 ชั่วโมง คํานวณ DM disappearance (DMD) จากการสูญเสีย DM จากถุง

ไนลอน นําสวนท่ีเหลือในถุงไปวิเคราะหหาองคประกอบของ NDF และ ADF คํานวณ NDF และ ADF 

disappearance (NDFD and ADFD) 
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4.2.2.2. การทดลองท่ี 2 

วัตถุประสงคของการทดลองท่ี 2 เพ่ือยืนยันระดับของสารเสริมเอนไซมท่ีเหมาะสมจากการ

ทดลองท่ี 1 ดังนั้นจะใชผลิตภัณฑเอนไซมชนิดเดียวกันกับการทดลองท่ี 1 และใชตนขาวโพดหมัก

เหมือนกัน อยางไรก็ตาม ใชชวงของระดับการเสริมสารเสริมเอนไซมท่ีแคบลง (0, 0.5, 1.0, 2.0, และ 

4.0μl/g of substrate DM) แบบแผนการทดลองเปนเชนเดียวกันกับท่ีอธิบายไวในการทดลองท่ี 1 

ยกเวน VFA ท่ีวิเคราะหหาจากตัวอยางท้ัง 2 runs 

4.2.3 การวิเคราะหทางเคมี 

วิเคราะห NDF และ ADF ตามลําดับโดยใช ANKOM200 Fiber analyzer unit ตามวิธีการท่ี

อธิบายไวโดย Van Soest et al. (1991) ในการวิเคราะห NDF ใช sodium sulfite (10 g/l NDF 

solution) และ heat-stable bacterial amylase (2 ml/l NDF solution) ทําการวิเคราะห VFA โดย

ใชเครื่อง gas chromatograph (model 5890, Hewlett-Packard Lab, Palo Alto, CA) และ 

capillary column (30 m x 0.32 mm i.d., 1μm phase thickness, Zebron ZB-FAAP, 

Phenomenex, Torrance, CA), และ detector ชนิด flame  อุณหภูมิเริ่มตนท่ี 150ºC (no hold 

time), หลังจากนั้นเพ่ิมข้ึนในอัตรา 20ºC/min จนถึง 210ºC และคงไวท่ีอุณหภูมินี้เปนเวลา 2 นาที 

อุณหภูมิของ injector และ detector เทากับ 225ºC และ 250ºC ตามลําดับ และใชแกสฮีเลียมเปน 

carrier 

วิเคราะห activities ตางๆ ของสารเสริมเอนไซม ไดแก endoglucanase, exoglucanase, 

xylanase และ α-amylase activities ตามวิธีการท่ีแนะนําโดย Colombatto and Beauchemin 

(2003) สําหรับ substrate ท่ีใชประกอบดวย medium-viscosity carboxymethylcellulose 

(Catalog no. C-5678), cellulose (Sigmacell Cellulose; Catalog no. S-3504), xylan (oat 

spelt, Catalog no. X-0627; birch wood, Catalog no. X-0502), และ starch (Catalog no. S-

3504) ซ่ึง substrate ท้ังหมดนี้ไดจาก Sigma Chemical (St. Louis, MO, USA) สถานะของการ

วิเคราะห คือ อุณหภูมิ 39ºC และ pH 6.0 เพ่ือสะทอนสภาวะคาเฉลี่ย pH ในกระเพาะหมักของโคนม 

เติมสารละลาย substrate เจือจาง 1% (1.0 ml) และ 0.1 M citrate phosphate buffer (0.9 ml) 

ลงในหลอดทดลอง จํานวน 3 ซํ้า และอุนใน water bath ท่ีอุณหภูมิ 39ºC ปฏิกิริยาจะเริ่มเม่ือเติม

สารละลายเอนไซมเจือจางท่ีอุนแลว (diluted in buffer) ทําการบมตอเนื่องท่ีระยะเวลาแนนอน 15, 

120, 5, และ 10 นาที สําหรับเอนไซม endoglucanase, exoglucanase, xylanase, และ α-

amylase ตามลําดับ หยุดปฏิกิริยาโดยการเติมสารละลาย 3,5-dinitrosalicylic acid ปริมาตร 3.0 ml 

เตรียม substrate blanks (triplicate) โดยการเติม substrate เจือจางปริมาตร 1 ml 

สารละลาย buffer ปริมาตร 0.9 ml และน้ํากลั่นปริมาตร 0.1 ml เตรียม enzyme blanks โดยเติม

เอนไซมเจือจางปริมาตร 0.1 ml สารละลาย buffer ปริมาตร 0.9 ml และน้ํากลั่นปริมาตร 1.0 ml 

หลังจากทําการหยุดปฏิกิริยาดวย dinitrosalicylic acid ปดขวดดวยจุกหินออน และตมอีก 5 นาที ใน 
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water bath การหา enzymatic activity ทําไดโดยการถาย reaction contents ปริมาตร 200μl 

จํานวน 2 ซํ้า ลงใน microtiter plate และอานคา absorbance ท่ี 544 nm เทียบกับ glucose หรือ 

xylose standards (จาก 0 ถึง 1 mg) กระบวนการนี้ตองดําเนินการภายใตสภาวะท่ีเหมือนกัน รายงาน 

enzyme activities ในหนวย μmol ของ reducing sugar released/ min ml−1 

.4.2.4 การวิเคราะหทางสถิติ 

วิเคราะหขอมูลทางสถิติโดยใช mixed model procedure of SAS (SAS Institute Inc., 

Cary, NC) ทําการวิเคราะหขอมูลจากการทดลองท่ี 1 และ 2 แยกกัน ตามแบบแผนการทดลอง 

completely randomized design (CRD) โดยใช enzyme additive, dose และ interaction ใน

โมเดลเปน fixed effects ในขณะท่ี ภายในการทดลองใช run เปน random effect เม่ือ interaction 

ระหวาง enzyme และ dose มีนัยสําคัญ (P<0.05) ทําการวิเคราะหแนวโนมโดย contrasts และ 

orthogonal polynomial contrasts เพ่ือหาผลตอบสนองแบบ linear, quadratic และ cubic ตอ

ระดับการเสริมระหวางชนิดของเอนไซม เม่ือ main effect ของระดับการเสริมมีนัยสําคัญทางสถิติ 

(P<0.05) หาผลตอบสนองแบบ linear, quadratic และ cubic ตอระดับของการเสริมเอนไซมดวยวิธี 

contrasts และ orthogonal polynomial contrasts กําหนดนัยสําคัญทางสถิติท่ี P<0.05 

 

4.3 ผลการทดลอง 

4.3.1 Enzyme activity 

สารเสริมเอนไซมท่ีใชในการทดลองทุกชนิดมี xylanase, endoglucanase และ 

exoglucanase activity มีเพียงเอนไซม E2 และ E4 ท่ีมี amylase activity (Table 4.1) สามารถ

จัดลําดับผลิตภัณฑเอนไซม โดยพิจารณาจาก endoglucanase และ xylanase activity ไดดังนี้ 

E4>E1>E2>E3 ไมวาจะใช xylan substrate ชนิดใด (i.e.,oatspelt versus birch wood) ดังนั้น

ผลิตภัณฑเอนไซม E4 เปนแหลงของเอนไซมท่ีมีความเขมขนของ xylanase และ endoglucanase 

สูงสุด ในขณะท่ีผลิตภัณฑเอนไซม E3 เปนแหลงของเอนไซมท่ีมีความเขมขนต่ําสุด มีความสัมพันธ

ระหวาง xylanase โดยใช oat spelt หรือ birch wood มาก strong (Pearson correlation 

coefficient = 0.98) แตผลิตภัณฑเอนไซม E1, E2 และ E3 มี xylanase activity สูงกวาเม่ือใช oat 

spelt เปน substrate ในขณะท่ีผลิตภัณฑเอนไซม E4 มี xylanase activity สูงกวาเม่ือใช birch 

wood ผลิตภัณฑสารเสริมเอนไซม E1 มี exoglucanase activity, สูงท่ีสุด ในขณะท่ีผลิตภัณฑสาร

เสริมเอนไซม E3 มี exoglucanase activity นอยท่ีสุด 

4.3.2 การทดลองท่ี 1 

หลังจากบม 24 ชม. ไมพบความแตกตาง (P>0.05) ระหวางผลิตภัณฑเอนไซม ของ DMD หรือ 

TGP แตพบความแตกตางระหวางผลิตภัณฑเอนไซม (P<0.05) ของ NDFD และ ADFD (Table 4.2) 

สวนหลังการบม 48 ชม. นอกจากผลิตภัณฑเอนไซมจะมีผลตอ NDFD และ ADFD ยังมีผลแตกตาง 
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(P¼0.04) ตอ DMD ถึงแมวา TGP จะเทากันในทุกผลิตภัณฑเอนไซม (P>0.05) ท่ีระยะเวลาบมท้ังสอง 

ผลิตภัณฑเอนไซม E1 และ E2 มีผลทําให NDFD และ ADFD สูงกวาผลิตภัณฑเอนไซม E3 and E4 

(P<0.05) ผลของผลิตภัณฑเอนไซมและระดับการเสริมจะมีผลชัดเจนตอ fiber fractions มากกวา DM 

ท้ังสองระยะเวลาบม ผลของระดับการเสริมตอ NDFD และ ADFD ข้ึนอยูกับผลิตภัณฑเอนไซม 

(enzyme x dose interactions, P≤0.01) สําหรับเอนไซม E1 ผลตอบสนองตอระดับการเสริมเปน

แบบ linear และ quadratic (linear เฉพาะ ADFD ท่ีระยะเวลาบม 48 ชม.) โดยมี NDFD และ ADFD 

สูงสุดท่ีระดับการเสริมสูงสุด ท่ีระยะเวลาบม 24 และ 48 ชม. สวนเอนไซม E2 ผลตอบสนองตอระดับ

การเสริมเปนแบบ linear, quadratic และ cubic (linear และ quadratic เฉพาะ NDFD ท่ี 24 ชม.) 

ดังนั้น ท่ีระยะเวลาบมท้ังสองเวลา ระดับการเสริมทุกระดับสามารถเพ่ิม NDFD และ ADFD เม่ือ

เปรียบเทียบกับ control (P<0.05) โดยไมมีความแตกตางระหวางระดับการเสริมแตละระดับ (P>0.05) 

สําหรับเอนไซม E3 ผลตอบสนองตอ NDFD และ ADFD ของระดับการเสริมเปนแบบ linear และ 

quadratic หลังจากการบม 24 ชม. และเปนเฉพาะแบบ linear หลังการบม 48 ชม. ผลจากท่ีกลาวมา

สรุปไดวา ท่ีระยะเวลาบมท้ัง 2 ระยะเวลา ทุกระดับการเสริมเอนไซม สามารถเพ่ิม NDFD เปรียบเทียบ

กับ control โดยไมพบความแตกตางระหวางระดับการเสริม แต ADFD เพ่ิมข้ึนเฉพาะระดับการเสริม 4 

และ 8μl/g DM เปรียบเทียบกับ control สําหรับเอนไซม E4 ผลตอบสนองของ NDFD และ ADFD 

ตอระดับการเสริมเปนแบบ linear (และ cubic สําหรับ NDFD) หลังจากการบม 24 ชม. โดยทุกระดับ

การเสริมสามารถเพ่ิม NDFD เปรียบเทียบกับ control โดยไมมีความแตกตางระหวางระดับการเสริม 

(P>0.05) อยางไรก็ตาม มีเพียงระดับการเสริมสูงสุดท่ีสามารถเพ่ิม ADFD หลังการบม 24 ชม. 

(P<0.05) สวนหลังจากการบม 48 ชม. ผลตอบสนองตอระดับการเสริมของเอนไซม E4 สําหรับ NDFD 

เปนแบบ quadratic โดยระดับการเสริมท่ี 2 และ 4μl/g DM จะสูงกวา (P<0.05) control แตระดับ

การเสริมท่ีสูงสุด (8μl/g DM) จะเทากับ control (P>0.05) หลังจากการบมท่ี 48 ชม. ADFD จะ

เหมือนกัน (P>0.05) สําหรับทุกระดับการเสริมเอนไซม E4 เปรียบเทียบกับ control 

สําหรับ TGP ไมพบ enzyme x dose interaction (P≥0.97) ท้ังหลังจากการบมท่ี 24 หรือ 

48 ชม. (Table 4.2) หลังจากการบมท่ี 24 ชม. ทุกระดับการเสริมสงผลให TGP สูงกวา control โดย

ระดับการเสริมท่ี 2, 4, และ 8μl/g DM จะมี TGP เหมือนกัน หลังจากการบมท่ี 48 ชม.ผลตอบสนอง

ตอ TGP ของระดับการเสริมเปนแบบ linear และ quadratic โดยมี TGP สูงกวา ท่ีระดับการเสริมท่ี 4 

และ 8μl/g DM ผลิตภัณฑสารเสริมเอนไซมทุกชนิดแสดงรูปแบบของ GP rate (ml/h) เหมือนกัน

ตลอดระยะเวลาบม 48 ชม. GP rate จะสูงท่ีสุดท่ีระยะเริ่มตนการหมักยอย โดยจะมี GP rate สูงสุดท่ี 

3 ชม. (ไมไดแสดงขอมูล) rate ของ GP ต่ําสุดในกลุม control ท่ี 3 ชม. และเม่ือสิ้นสุดระยะการบม 

หลังการบมท่ี 24 ชม. ท้ังชนิดของเอนไซมและระดับการเสริม ไมมีผลกระทบ (P>0.05) ตอ

total VFA (Table 4.3) ผลของระดับการเสริมตอ molar proportion ของ acetate ข้ึนอยูกับชนิด

ของสารเสริมเอนไซม (enzyme x dose interaction, P=0.04) เม่ือเปรียบเทียบกับกลุม control การ
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เสริมเอนไซมไมมีผลตอ acetate proportion สําหรับผลิตภัณฑเอนไซม E1, E2, และ E3 แตผลิตภัณฑ

เอนไซม E4 ท่ีระดับการเสริม 4 และ 8μl/g DM ลด acetate proportion เปรียบเทียบกับระดับการ

เสริมท่ี 0 และ 2μl/g DM ดังนั้นคาเฉลี่ยของ acetate proportions ของผลิตภัณฑเอนไซม E4 จะต่ํา

กวาผลิตภัณฑเอนไซมชนิดอ่ืนๆ เชนเดียวกันหลังจากการบม 24 ชม. molar proportion ของ 

propionate ของผลิตภัณฑเอนไซม E4 และ E2 จะสูงกวา (P<0.05) E1 ในขณะท่ีผลิตภัณฑเอนไซม 

E3 จะอยูท่ีปานกลาง ดังนั้นสัดสวน acetate ตอ propionate ของผลิตภัณฑเอนไซม E1 จะสูงท่ีสุด 

(P<0.05) เอนไซม E3 ปานกลาง ตามดวยเอนไซม E2 และเอนไซม E4 ต่ําท่ีสุด ผลของระดับการเสริม

ตอสัดสวน acetate ตอ propionate หลังจากการบมท่ี 24 ชม. จะข้ึนอยูกับชนิดของเอนไซม 

(enzyme x dose interaction, P=0.008) สัดสวนของ acetate ตอ propionate ลดลงเปนเสนตรง

ตามระดับของการเสริมเอนไซม สําหรับผลิตภัณฑเอนไซม E3 และ E4 ในขณะท่ีผลตอบสนองตอ

เอนไซม E1 เปนแบบ cubic และไมมีผลตอบสนองของเอนไซม E2 หลังจากการบมท่ี 48 ชม. สารเสริม

เอนไซมมีผลกระทบ (P=0.03) ตอ total VFA แตมีแนวโนมท่ีจะมีผลตอความเขมขนของ propionate 

(P=0.07) และสัดสวนของ acetate ตอ propionate (P=0.08) (Table 4.3) ดังนั้น ผลของผลิตภัณฑ

เอนไซมตอ total VFA จะเดนชัดหลังจากการบม 48 ชม. มากกวา 24 ชม. แตผลจะเปนไปในทาง

ตรงกันขามสําหรับ molar proportion ของ VFA ความเขมขนของ total VFA ของเอนไซม E3 และ 

E4 จะมากกวา (P<0.05) E2 ในขณะท่ี E1 จะปานกลาง (P>0.05) สวนระดับของการเสริมไมมีผล 

(P>0.05) ตอ total VFA, molar proportion ของ VFA แตละชนิด หรือสัดสวนของ acetate ตอ 

propionate (P>0.05) ถึงแมวาจะมีแนวโนม (P=0.08) ท่ีความเขมขนของ propionate จะเพ่ิมข้ึนเม่ือ

ระดับการเสริมเพ่ิมข้ึน 
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Table 4.1 Enzyme activity of the four enzyme additives used 

Product Enzymatic activity2 

 Xylanase Endo-glucanase Exo-

glucanase 

Amylase 

 Oat spelt Birch wood    

E1 1804±26 1721±21 352±5.9 13.9±0.74 - 

E2 1372±70 1172±31 159±5.2 8.9±0.05 0.29 

E3 616±51 575±11 59±2.5 3.3±0.10 - 

E4 3034±41 3979±10 360±16.3 9.3±0.16 0.37 
.1 E1: 75:25 combination of Cellulase PLUS and Xylanase PLUS (Dyadic International, Florida, USA); 

E2: Rovabio Excel LC2 (Adisseo USA Inc, Georgia, USA); E4: Cinabio (Adisseo USA Inc, Georgia, USA), 

and E4: Econase RDE (AB Vista, Marlborough, UK). 
2 Endoglucanase, exoglucanase and amylase activity were expressed as µmoles of glucose released 

per minute per milliliter enzyme. Xylanase activity was expressed as µmoles of xylose released per 

minute per milliliter enzyme. 
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Table 4.2 Effect of enzyme (E) and dose (D) on the degradability (%) of dry matter (DM), neutral 

detergent fiber (NDF), acid detergent fiber (ADF) and total gas production (GP) from corn 

silage after 24 and 48 h of incubation with ruminal fluid (experiment 1.1) (N= 8) 

 

Enzyme1 

 

Dose 

(µl/g 

DM) 

24 h 48 h 

Degradability (%) Total GP 

(ml/ g 

DM) 

Degradability (%) Total GP 

(ml/ g DM) DM NDF ADF DM NDF ADF 

E1 Mean 48.8 19.5A 12.6A 84.7 57.4A 25.6A 18.0A 118.7 

0 46.9 16.7c 8.9c 79.6 56.6 22.7c 14.5c 107.5 

2 48.7 19.5b 13.0b 84.8 57.0 25.6b 17.4b 119.4 

4 50.3 20.2b 13.4b 86.8 57.1 26.2b 18.1b 121.0 

8 49.4 21.7 a 15.3a 87.6 58.7 28.1a 22.0a 126.8 

E2 Mean 49.3 20.1A 13.0A 83.2 57.2A 26.3A 18.6A 119.7 

0 46.9 16.7b 8.9b 79.6 56.6 22.7b 14.5b 107.5 

2 49.8 20.5a 14.1a 83.0 57.1 27.4a 20.0a 121.4 

4 49.8 21.5 a 14.6a 85.3 56.8 27.2a 19.7a 123.7 

8 50.6 21.5 a 14.7a 84.7 58.3 27.8a 20.1a 126.1 

Dose 0 46.9B 16.7 8.9 79.7B 56.6 22.7 14.5 107.5C 

2 48.7A 19.3 12.1 83.5A 56.8 25.4 16.9 118.7B 

4 48.9A 19.8 12.8 84.5A 57.0 25.7 17.6 121.5AB 

8 49.7A 20.4 13.7 85.0A 57.4 26.2 18.6 124.3A 

SEM         

Enzyme  2.08 0.27 0.31 7.43 1.32 0.24 0.41 8.12 

Dose  2.08 0.27 0.31 7.43 1.32 0.24 0.41 8.12 

Interaction  2.23 0.55 0.61 7.59 1.38 0.49 0.82 8.52 

P value         

Enzyme 0.15 <0.001 <0.001 0.14 0.04 <0.001 <0.001 0.36 

Dose <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 0.09 <0.001 <0.001 <0.001 

Enzyme*Dose 0.84 0.01 0.009 0.97 0.08 <0.001 <0.001 0.99 
a,b,cMeans within the same column within  enzyme having different superscript letters are different at P<0.05 
A,B,CMean within the same column for the main effects of enzyme or does having different superscript letters are 

different at P<0.05.  

1Enzyme E1, E2, E3 and E4 are identified in Table 4.1. 
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Table 4.2 Effect of enzyme (E) and dose (D) on the degradability (%) of dry matter (DM), neutral 

detergent fiber (NDF), acid detergent fiber (ADF) and total gas production (GP) from corn 

silage after 24 and 48 h of incubation with ruminal fluid (experiment 1.1, N=8) (Cont.) 

 

Enzyme1 

 

Dose 
(µl/g DM) 

24 h 48 h 

Degradability (%) Total GP 
(ml/g DM) 

Degradability (%) Total GP 
(ml/g DM) DM NDF ADF DM NDF ADF 

E3 Mean 48.1 18.3B 11.2B 81.8 56.8AB 24.2B 15.8B 117.7 

0 46.9 16.7b 8.9b 79.6 56.6 22.7b 14.5b 107.5 

2 48.1 18.3 a 10.6b 82.5 56.7 24.2a 14.7b 118.3 

4 47.9 19.1 a 12.8a 82.2 57.0 24.9a 17.0a 122.0 

8 49.2 18.9 a 12.4a 82.9 56.9 25.2a 17.2a 122.9 

E4 Mean 47.9 18.4B 10.5B 83.1 56.5B 23.9B 15.2B 116.0 

0 46.9 16.7b 8.9b 79.6 56.6 22.7b 14.5 107.5 

2 48.1 18.9 a 10.5b 83.6 56.5 24.6a 15.3 115.7 

4 47.5 18.5 a 10.3b 83.8 56.9 24.7a 15.6 119.3 

8 48.9 19.5 a 12.4a 84.4 55.8 23.8ab 15.2 121.4 

Dose 0 46.9B 16.7 8.9 79.7B 56.6 22.7 14.5 107.5C 

2 48.7A 19.3 12.1 83.5A 56.8 25.4 16.9 118.7B 

4 48.9A 19.8 12.8 84.5A 57.0 25.7 17.6 121.5AB 

8 49.7A 20.4 13.7 85.0A 57.4 26.2 18.6 124.3A 

SEM         

Enzyme  2.08 0.27 0.31 7.43 1.32 0.24 0.41 8.12 

Dose  2.08 0.27 0.31 7.43 1.32 0.24 0.41 8.12 

Interaction  2.23 0.55 0.61 7.59 1.38 0.49 0.82 8.52 

P value         

Enzyme 0.15 <0.001 <0.001 0.14 0.04 <0.001 <0.001 0.36 

Dose <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 0.09 <0.001 <0.001 <0.001 

Enzyme*Dose 0.84 0.01 0.009 0.97 0.08 <0.001 <0.001 0.99 
a,b,cMeans within the same column within enzyme having different superscript letters are different at P<0.05 
A,B,CMean within the same column for the main effects of enzyme or does having different superscript letters are 

different at P<0.05.  
1Enzyme E1, E2, E3 and E4 are identified in Table 4.1. 
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4.3.3 การทดลองท่ี 2 

หลังจากการบมท่ี 24 และ 48 ชม. ผลิตภัณฑเอนไซมไมมีผล (P≥0.22) ตอ DMD แต NDFD 

และ ADFD จะแตกตางกัน (P<0.01) ระหวางชนิดของเอนไซม (Table 4.4) หลังจากการบม 24 ชม. 

NDFD ของเอนไซม E3 จะต่ํากวาเอนไซมชนิดอ่ืนๆ และ ADFD ของเอนไซม E3 และ E4 จะต่ํากวาเม่ือ

เปรียบเทียบกับเอนไซม E1 และ E2 หลังจากการบม 48 ชม. NDFD ของเอนไซม E3 และ E4 จะต่ํา

กวาเม่ือเปรียบเทียบกับเอนไซม E2 โดยของเอนไซม E1 จะปานกลาง และ ADFD ของเอนไซม E3 และ 

E4 จะต่ํากวาเม่ือเปรียบเทียบกับเอนไซม E1 และ E2 

หลังจากการบม 24 ชม. ทุกระดับการเสริมเอนไซมเพ่ิม (P<0.05) NDFD และ ADFD เปน

เสนตรง โดยระดับการเสริมสูงสุด (4μl/g DM) แตกตางจากระดับการเสริมปานกลาง (0.5–2.0μl/g 

DM) ซ่ึงทุกระดับการเสริมแตกตางจากระดับการเสริม control หลังจากการบมท่ี 48 ชม. NDFD 

เพ่ิมข้ึน (P<0.001) แบบ quadratic ตามระดับการเสริม แตสําหรับ ADFD ผลของระดับการเสริม

ข้ึนอยูกับชนิดของเอนไซม (enzyme x dose interaction, P=0.005) สําหรับเอนไซม E1 และ E2 

ผลตอบสนองของ ADFD เปนแบบ linear และ quadratic ตอระดับการเสริม ในขณะท่ี เอนไซม E3 

และ E4 เปนแบบ linear ตอ ระดับการเสริม 

Total GP หลังจากการบม 24 ชม. สูงสุดสําหรับเอนไซม E1 และ E2 และต่ําสุดสําหรับ

เอนไซม E4 (P<0.05) โดยทุกระดับการเสริมสามารถเพ่ิม TGP ไดเทากัน (P<0.05) เม่ือเปรียบเทียบกับ 

control หลังจากการบม 48 ชม. TGP ของเอนไซม E1, E2 และ E3 จะสูงกวา (P<0.05) เม่ือ

เปรียบเทียบกับเอนไซม E4 และทุกระดับการเสริมสามารถเพ่ิม TGP (P<0.05) เม่ือเปรียบเทียบกับ 

control ผลิตภัณฑเอนไซมท้ัง 4 ชนิดแสดงรูปแบบของ GP rate (ml/h) เหมือนกัน โดยอัตราข้ึนสูงสุด

หลังจากการบม 18 ชม. (ขอมูลไมไดแสดง) ไมมี enzyme x dose interactions (P>0.05) ของตัวแปร

ตางๆ ท่ีเกิดจากกระบวนการหมักหลังจากการบม 24 หรือ 48 ชม. (Table 4.5) หลังจากการบม 24 

ชม. total VFA ของเอนไซม E1 จะสูงกวา (P<0.05) เอนไซมชนิดอ่ืนๆ และผลตอบสนองตอระดับการ

เสริมเปนแบบ linear และ cubic (P=0.008) หลังจากการบม 48 ชม. total VFA ของเอนไซม E2 จะ

สูงกวา (P<0.05) เอนไซม E1 ในขณะท่ีเอนไซมอ่ืนๆ จะอยูท่ีระดับปานกลาง (P>0.05) ทุกระดับการ

เสริมสามารถเพ่ิม (P<0.001) total VFA ในลักษณะท่ีเปน quadratic ท่ี 48 ชม. หลังจากบม 24 ชม. 

ไมมีความแตกตางระหวางชนิดของเอนไซม (P>0.05) ตอ molar proportions ของ VFA หรือสัดสวน

ของ acetate ตอ propionate แตหลังจากการบมท่ี 48 ชม. propionate proportion ของเอนไซม 

E4 จะต่ํากวา (P<0.05) เอนไซม E1 และ E3 และสัดสวนของ acetate ตอ propionate ของเอนไซม 

E4 และ E2 จะสูงกวา เอนไซม E3 อยางไรก็ตาม ระดับการเสริมไมมีผลตอ molar proportions ของ 

acetate หรือ propionate หรือสัดสวนของ acetate ตอ propionate หลังจากการบม 48 ชม. 
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Table 4.3 Effect of enzyme additive (E) and dose (D) on the volatile fatty acid (VFA) 

concentrations from corn silage after 24 and 48 h of incubation with ruminal 

fluid (Experiment 1) (N = 8) 

   24    48  

Enzyme1 Dose 

(µl/g 

DM) 

Total 

VFA 

(mM) 

Molar  

proportions2 

Ac:Pr Total 

VFA 

(mM) 

Molar 

proportions2 

Ac:Pr 

 Ac Pr Bu Ac Pr Bu 

E1 Mean 123.5 63.9A 15.9C 12.3AB 4.02A 128.5AB 60.1 17.8 13.5 3.37 

0 122.8 63.9ab 15.9 12.4 4.01ab 131.3 60.5 17.6 13.5 3.44 

2 128.6 64.1a 15.7 12.3 4.10ab 131.0 59.9 17.9 13.6 3.35 

4 119.7 63.4b 16.1 12.6 3.92b 126.9 60.1 17.8 13.5 3.37 

8 122.9 64.1a 15.8 12.2 4.05a 124.9 59.9 18.0 13.5 3.34 

E2 Mean 118.8 63.9A 16.1AB 12.2BC 3.96B 125.4B 59.9 18.0 13.6 3.34 

0 122.8 63.9 15.9 12.4 4.01 131.3 60.5 17.6 13.5 3.44 

2 118.5 64.0 16.1 12.2 3.93 126.5 59.8 18.1 13.5 3.31 

4 116.4 63.9 16.1 12.2 3.96 120.4 59.9 18.1 13.5 3.31 

8 117.3 63.7 16.3 12.2 3.95 123.2 59.5 18.1 13.7 3.29 

Dose 0 122.3 63.8A 15.9B 12.4A 4.01A 131.3 60.5 17.6 13.5 3.44 

2 117.6 64.0A 15.9B 12.2B 3.99B 129.8 60.0 17.9 13.5 3.35 

4 113.7 63.5A 16.2A 12.4A 3.93AB 129.4 60.0 17.9 13.5 3.36 

8 119.4 63.6B 16.2A 12.3AB 3.93C 128.7 60.1 17.9 13.7 3.37 

SEM           

Enzyme  2.87 0.10 0.06 0.05 0.018 2.03 0.19 0.09 0.08 0.026 

Dose  2.87 0.10 0.06 0.05 0.018 2.03 0.19 0.09 0.08 0.026 

Interaction  5.75 0.20 0.11 0.09 0.036 4.05 0.38 0.19 0.15 0.052 

P           

Enzyme 0.14 0.001 0.001 0.007 <0.001 0.03 0.34 0.07 0.62 0.08 

Dose 0.20 0.002 <0.001 0.02 0.003 0.83 0.30 0.08 0.85 0.11 

Enzyme*Dose 0.93 0.04 0.14 0.11 0.008 0.40 0.80 0.91 0.73 0.85 
a,b,cMeans within the same columns within  enzyme having different letters are different at P<0.05. 
A,B,CMean within the same column for the main effects of enzyme or does having different letters are different at P<0.05. 

1Enzyme E1, E2, E3 and E4 are identified in Table 4.1;  

2Expressed as individual VFA, mol/100 mol; Ac = acetate, Pr = propionate, and Bu=butyrate. 
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Table 4.3 Effect of enzyme additive (E) and dose (D) on the volatile fatty acid (VFA) 

concentrations from corn silage after 24 and 48 h of incubation with ruminal 

fluid (Experiment 1,  N = 8) (Cont.) 

   24    48  

Enzyme1 Dose 

(µl/g 

DM) 

Total 

VFA 

(mM) 

Molar  

proportions2 

Ac:Pr Total 

VFA 

(mM) 

Molar 

proportions2 

Ac:Pr 

 Ac Pr Bu Ac Pr Bu 

E3 Mean 114.2 63.9A 16.0BC 12.1C 3.99AB 131.7A 60.1 17.8 13.5 3.38 

0 122.8 63.9 15.9 12.4 4.01ab 131.3 60.5 17.6 13.5 3.44 

2 110.4 64.2 15.9 12.1 4.03a 125.6 60.2 18.0 13.2 3.36 

4 108.4 63.9 16.0 12.2 3.99ab 136.8 59.9 17.9 13.6 3.35 

8 117.2 63.7 16.2 12.2 3.92b 133.3 60.2 17.9 13.4 3.36 

E4 Mean 116.6 63.4B 16.2A 12.4A 3.88C 133.6A 60.4 17.6 13.4 3.43 

0 122.8 63.9a 15.9 12.4 4.01a 131.3 60.5 17.6 13.5 3.44 

2 113.1 63.9a 16.1 12.2 3.89a 136.0 60.1 17.8 13.5 3.38 

4 110.1 62.8b 16.4 12.6 3.83ab 133.7 60.1 17.6 13.5 3.42 

8 120.1 62.9b 16.5 12.5 3.79b 133.3 60.9 17.5 13.2 3.50 

Dose 0 122.3 63.8A 15.9B 12.4A 4.01A 131.3 60.5 17.6 13.5 3.44 

2 117.6 64.0A 15.9B 12.2B 3.99B 129.8 60.0 17.9 13.5 3.35 

4 113.7 63.5A 16.2A 12.4A 3.93AB 129.4 60.0 17.9 13.5 3.36 

8 119.4 63.6B 16.2A 12.3AB 3.93C 128.7 60.1 17.9 13.7 3.37 

SEM           

Enzyme  2.87 0.10 0.06 0.05 0.018 2.03 0.19 0.09 0.08 0.026 

Dose  2.87 0.10 0.06 0.05 0.018 2.03 0.19 0.09 0.08 0.026 

Interaction  5.75 0.20 0.11 0.09 0.036 4.05 0.38 0.19 0.15 0.052 

P           

Enzyme 0.14 0.001 0.001 0.007 <0.001 0.03 0.34 0.07 0.62 0.08 

Dose 0.20 0.002 <0.001 0.02 0.003 0.83 0.30 0.08 0.85 0.11 

Enzyme*Dose 0.93 0.04 0.14 0.11 0.008 0.40 0.80 0.91 0.73 0.85 
a,b,cMeans within the same columns within  enzyme having different letters are different at P<0.05. 
A,B,CMean within the same column for the main effects of enzyme or does having different letters are different at P<0.05. 

1Enzyme E1, E2, E3 and E4 are identified in Table 3.1. 
2Expressed as individual VFA, mol/100 mol; Ac = acetate, Pr = propionate, and Bu=butyrate. 
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Table 4.4  Effect of enzyme additives (E) and dose (D) on the degradability (%) of dry matter (DM), 

neutral detergent fiber (NDF), acid detergent fiber (ADF) and total gas production (GP) 

from corn silage after 24 and 48 h of incubation with ruminal fluid (Experiment 2) (N = 

8) 

 

Enzyme1 

Dose 

(µl/g 

DM) 

24 h 48 h 

Degradability (%) Total GP 

ml/ g DM 

Degradability (%) Total GP 

ml/ g DM DM NDF ADF DM NDF ADF 

E1 Mean 44.1 17.9 9.2A 72.8AB 56.0 24.5AB 14.9A 100.8A 

0 42.5 16.2 7.0 67.7 55.1 22.9 12.5c 96.2 

0.5 44.5 17.6 9.0 70.7 55.9 23.9 12.9c 101.1 

1.0 45.0 17.6 9.0 74.8 56.5 24.7 15.2b 103.4 

2.0 44.2 18.3 9.5 74.4 55.9 25.0 15.8b 100.7 

4.0 44.2 19.7 11.5 76.5 56.4 26.1 18.0a 102.4 

E2 Mean 43.5 17.8 8.9A 74.3A 56.1 24.9A 15.1A 100.0A 

0 42.5 16.2 7.0 67.7 55.1 22.9 12.5c 96.2 

0.5 43.1 17.8 8.3 76.0 56.5 24.7 14.8b 101.6 

1.0 42.6 17.7 8.8 77.3 56.2 24.9 15.2ab 100.3 

2.0 44.8 18.3 9.9 74.9 56.3 26.0 16.6a 99.2 

4.0 44.4 19.0 10.6 76.3 56.5 25.8 16.3ab 102.8 

Dose 0 42.5 16.2C 7.0C 67.7B 55.1 22.9D 12.5 96.2 

0.5 43.8 17.4B 8.1B 73.0A 55.8 23.8C 13.3 99.5 

1.0 43.2 17.5B 8.2B 74.0A 56.0 24.2BC 14.2 100.6 

2.0 44.0 17.7AB 8.8B 73.4A 56.0 24.8B 15.0 99.5 

4.0 44.3 18.7A 10.0A 74.3A 56.3 25.6A 15.8 100.4 

SEM          

Enzyme  0.85 0.35 0.35 0.70 0.29 0.26 0.25 1.16 

Dose  0.95 0.40 0.39 0.78 0.33 0.29 0.28 1.30 

Enzyme*Dose 1.90 0.79 0.77 1.57 0.66 0.57 0.56 2.60 

P-values         

Enzyme 0.83 0.16 0.004 <0.001 0.55 0.005 <0.001 0.02 

Dose 0.64 <0.001 <0.001 <0.001 0.14 <0.001 <0.001 0.13 

Enzyme*Dose 1.00 0.99 0.88 0.47 1.00 0.83 0.008 0.77 
1Enzyme E1, E2, E3 and E4 are identified in Table 4.1. 
a,b,cMeans within the same columns within  enzyme having different letters are different at P<0.05. 
A,B,C,DMean within the same column for the main effects of  enzyme or does having different letters are different at 

P<0.05. 
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Table 4.4  Effect of enzyme additives (E) and dose (D) on the degradability (%) of dry matter (DM), 

neutral detergent fiber (NDF), acid detergent fiber (ADF) and total gas production (GP) 

from corn silage after 24 and 48 h of incubation with ruminal fluid (Experiment 2, N = 8) 

(Cont.) 

 

Enzyme1 

Dose 

(µl/g 

DM) 

24 h 48 h 

Degradability (%) Total GP 

ml/ g DM 

Degradability (%) Total GP 

ml/ g DM DM NDF ADF DM NDF ADF 

E3 Mean 43.8 16.9 7.8B 72.3BC 55.7 24.0BC 13.5B 100.0A 

0 42.5 16.2 7.0 67.7 55.1 22.9 12.5c 96.2 

0.5 44.0 16.9 7.9 74.5 55.6 23.9 13.1c 102.3 

1.0 42.9 17.3 7.6 73.1 55.7 23.6 13.3c 102.2 

2.0 44.5 16.4 7.4 73.3 56.0 24.3 13.9bc 101.5 

4.0 45.0 17.5 9.1 73.0 56.2 25.3 15.0b 97.7 

E4 Mean 43.0 17.5 7.8B 70.4C 55.6 23.6C 13.1B 96.1B 

0 42.5 16.2 7.0 67.7 55.1 22.9 12.5ab 96.2 

0.5 43.8 17.3 7.2 70.6 55.2 22.7 12.3b 93.0 

1.0 42.2 17.1 7.4 71.0 55.7 23.7 13.1ab 96.2 

2.0 42.7 18.0 8.3 71.1 56.0 24.0 13.8a 96.4 

4.0 43.7 18.74 9.0 71.5 56.0 25.2 13.9a 98.7 

Dose 0 42.5 16.2C 7.0C 67.7B 55.1 22.9D 12.5 96.2 

0.5 43.8 17.4B 8.1B 73.0A 55.8 23.8C 13.3 99.5 

1.0 43.2 17.5B 8.2B 74.0A 56.0 24.2BC 14.2 100.6 

2.0 44.0 17.7AB 8.8B 73.4A 56.0 24.8B 15.0 99.5 

4.0 44.3 18.7A 10.0A 74.3A 56.3 25.6A 15.8 100.4 

SEM          

Enzyme  0.85 0.35 0.35 0.70 0.29 0.26 0.25 1.16 

Dose  0.95 0.40 0.39 0.78 0.33 0.29 0.28 1.30 

Enzyme*Dose 1.90 0.79 0.77 1.57 0.66 0.57 0.56 2.60 

P-values         

Enzyme 0.83 0.16 0.004 <0.001 0.55 0.005 <0.001 0.02 

Dose 0.64 <0.001 <0.001 <0.001 0.14 <0.001 <0.001 0.13 

Enzyme*Dose 1.00 0.99 0.88 0.47 1.00 0.83 0.008 0.77 
1Enzyme E1, E2, E3 and E4 are identified in Table 4.1. 
a,b,cMeans within the same columns within  enzyme having different letters are different at P<0.05. 
A,B,C,DMean within the same column for the main effects of  enzyme or does having different letters are different at 

P<0.05. 
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Table 4.5  Effect of enzyme additive (E) and dose (D) on the volatile fatty acid (VFA) concentrations 

from corn silage after 24 and 48 h of incubation with ruminal fluid (Experiment 2) (N = 

8) 

 Dose 

(µl/g 

DM) 

 24 h   48 h  

 Total 

VFA  

(mM) 

Molar proportions2 Ac:Pr Total 

VFA  

(mM) 

Molar proportions2 Ac:Pr 

Ac Pr Bu Ac Pr Bu 

E1 Mean 118.3A 61.1 17.5 13.0 3.49 126.2B 56.3 20.2AB 14.4 2.79BC 

0 117.9 60.4 17.4 13.4 3.49 122.2 56.1 20.0 14.7 2.81 

0.5 116.9 61.0 17.5 13.1 3.49 126.8 56.2 20.4 14.5 2.76 

1.0 120.9 61.2 17.7 13.0 3.47 127.7 56.1 20.4 14.5 2.75 

2.0 119.9 61.4 17.6 12.7 3.49 124.3 56.6 20.2 14.3 2.80 

4.0 118.7 61.4 17.5 12.8 3.52 130.0 56.6 20.2 14.2 2.81 

E2 Mean 110.9B 60.9 17.6 13.0 3.47 132.7A 56.7 20.0BC 14.3 2.85AB 

0 117.9 60.4 17.4 13.4 3.49 122.2 56.1 20.0 14.7 2.81 

0.5 105.8 61.1 17.5 12.9 3.50 130.2 56.8 20.1 14.1 2.84 

1.0 110.6 61.4 17.5 12.8 3.51 135.5 57.1 19.7 14.2 2.90 

2.0 111.4 60.8 17.8 13.1 3.42 140.8 57.3 20.0 13.9 2.88 

4.0 108.8 60.8 17.9 13.0 3.41 135.4 56.3 20.1 14.5 2.81 

Dose 0 117.9 60.4 17.4 13.4 3.49 122.2B 56.1 20.0 14.7 2.81 

0.5 112.8 61.2 17.6 12.9 3.49 130.1A 56.6 20.1 14.4 2.82 

1.0 111.3 61.3 17.6 12.8 3.49 130.4A 56.3 20.0 14.5 2.81 

2.0 113.5 60.9 17.7 12.9 3.45 134.0A 56.8 20.0 14.2 2.85 

4.0 111.0 61.1 17.7 12.8 3.45 129.6A 56.0 20.2 14.6 2.79 

SEM            

Enzyme  2.10 0.33 0.09 0.22 0.035 1.77 0.29 0.10 0.17 0.027 

Dose  2.35 0.37 0.10 0.24 0.039 1.98 0.33 0.12 0.20 0.030 

Interaction  4.70 0.74 0.21 0.48 0.078 3.95 0.65 0.23 0.39 0.061 

P-values           

Enzyme 0.03 0.98 0.93 0.98 0.96 0.05 0.24 <0.001 0.58 0.02 

Dose 0.24 0.54 0.09 0.34 0.85 0.001 0.51 0.85 0.37 0.68 

Enzyme*Dose 0.79 0.99 0.82 0.99 0.97 0.48 0.74 0.24 0.99 0.44 
1Enzyme E1, E2, E3 and E4 are identified in Table 3.1.  
2Expressed as individual VFA, mol/100 mol; Ac = acetate; Pr = propionate, and Bu=butyrate. 
A,B,CMean within the same column for the main effects of enzyme or does having different letters are different at 

P<0.05. 
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Table 4.5  Effect of enzyme additive (E) and dose (D) on the volatile fatty acid (VFA) concentrations 

from corn silage after 24 and 48 h of incubation with ruminal fluid (Experiment 2 N = 8) 

(Cont.) 

 Dose 

(µl/g 

DM) 

 24 h   48 h  

 Total 

VFA  

(mM) 

Molar proportions2 Ac:Pr Total 

VFA  

(mM) 

Molar proportions2 Ac:Pr 

Ac Pr Bu Ac Pr Bu 

E3 Mean 112.0B 60.9 17.6 13.0 3.47 130.4AB 55.9 20.3A 14.6 2.76C 

0 117.9 60.4 17.4 13.4 3.49 122.2 56.1 20.0 14.7 2.81 

0.5 111.8 60.8 17.8 13.1 3.42 136.5 57.0 20.0 14.2 2.86 

1.0 106.6 60.9 17.6 13.0 3.47 133.3 55.3 20.4 14.8 2.71 

2.0 115.5 61.1 17.6 12.9 3.47 138.0 56.2 20.2 14.4 2.78 

4.0 108.4 61.3 17.6 12.9 3.50 125.0 54.8 20.8 14.9 2.63 

E4 Mean 111.3B 60.9 17.6 12.9 3.49 127.8AB 56.4 19.7C 14.6 2.87A 

0 117.9 60.4 17.4 13.4 3.49 122.2 56.1 20.0 14.7 2.81 

0.5 116.7 61.6 17.4 12.6 3.55 127.1 55.9 19.8 14.7 2.82 

1.0 107.2 61.6 17.5 12.6 3.53 128.7 56.6 19.7 14.4 2.87 

2.0 106.9 60.4 17.8 13.1 3.40 132.9 57.1 19.4 14.2 2.94 

4.0 107.9 60.7 18.0 12.9 3.38 128.1 56.4 19.5 14.7 2.90 

Dose 0 117.9 60.4 17.4 13.4 3.49 122.2B 56.1 20.0 14.7 2.81 

0.5 112.8 61.2 17.6 12.9 3.49 130.1A 56.6 20.1 14.4 2.82 

1.0 111.3 61.3 17.6 12.8 3.49 130.4A 56.3 20.0 14.5 2.81 

2.0 113.5 60.9 17.7 12.9 3.45 134.0A 56.8 20.0 14.2 2.85 

4.0 111.0 61.1 17.7 12.8 3.45 129.6A 56.0 20.2 14.6 2.79 

SEM            

Enzyme  2.10 0.33 0.09 0.22 0.035 1.77 0.29 0.10 0.17 0.027 

Dose  2.35 0.37 0.10 0.24 0.039 1.98 0.33 0.12 0.20 0.030 

Interaction  4.70 0.74 0.21 0.48 0.078 3.95 0.65 0.23 0.39 0.061 

P-values           

Enzyme 0.03 0.98 0.93 0.98 0.96 0.05 0.24 <0.001 0.58 0.02 

Dose 0.24 0.54 0.09 0.34 0.85 0.001 0.51 0.85 0.37 0.68 

Enzyme*Dose 0.79 0.99 0.82 0.99 0.97 0.48 0.74 0.24 0.99 0.44 
1Enzyme E1, E2, E3 and E4 are identified in Table 3.1.  
2Expressed as individual VFA, mol/100 mol; Ac = acetate; Pr = propionate, and Bu=butyrate. 
A,B,CMean within the same column for the main effects of enzyme or does having different letters are different at P<0.05. 
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4.4 วิจารณผลการทดลอง 

ผลิตภัณฑเอนไซมท่ีใชในการศึกษาครั้งนี้เปนผลิตภัณฑเอนไซมทางการคา ซ่ึงแตละชนิดจะมี

เอกลักษณเฉพาะของ endoglucanase, exoglucanase และ xylanase activities ถึงแม minor 

fibrolytic enzymic activities อ่ืนๆ จะไมไดทําการวิเคราะหในการศึกษาครั้งนี้ นาจะผันแปรระหวาง

ผลิตภัณฑเอนไซมเหลานี้ โดยปกติแลว สารเสริมเอนไซม จะมี fibrolytic activities ครอบคลุมอยาง

กวางขวาง ท้ังนี้ข้ึนอยูกับชนิดของจุลินทรียท่ีใชผลิตเอนไซม สารอาหารท่ีใชเลี้ยงจุลินทรีย และสภาวะ

การเลี้ยงจุลินทรีย ท่ีใชในการผลิตเอนไซม ดังท่ีไดมีการทบทวนเอกสารโดย Beauchemin et al. 

(2004) ยังไมมีการสอบเทียบมาตรฐานถึงวิธีการท่ีใชในการวิเคราะห enzyme activity ของ ruminant 

feed enzymes ดังท่ี Colombatto and Beauchemin (2003) ชี้ใหเห็นวาผลของ enzymic 

activity ท่ีไดจากการวิเคราะหนั้น ข้ึนอยูกับสภาวะของการวิเคราะหเอนไซม โดยเฉพาะ substrate ท่ี

ใช อุณหภูมิ และระดับ pH ในการศึกษาครั้งนี้ ใช oat spelt และ birch wood xylan ในการวิเคราะห

หา xylanase มีสหสัมพันธอยางมากระหวางผลวิเคราะห xylanase activities กับ substrate ท้ัง 2 

ชนิด และสามารถจัดอันดับของเอนไซมไดเชนเดียวกันกับการใช xylan substrate อยางไรก็ตาม 

ผลิตภัณฑเอนไซม E1, E2 และ E3 จะมี xylanase activity สูงกวา เม่ือใช oat spelt เปน substrate 

ในขณะท่ีผลิตภัณฑเอนไซมื E4 จะมี xylanase activity สูงกวา เม่ือใช birch wood เปน substrate 

ท้ัง birch wood และ oat spelt มีองคประกอบท่ีแตกตางกัน ดังนั้นจึงมีความแตกตางของ xylanase 

activity เม่ือใชเปน xylan substrate โครงสรางของ xylan จากแหลงท่ีแตกตางกันข้ึนอยูกับข้ันตอน

การสกัด (Ghatora et al., 2006) xylan จากหญาและธัญพืช (เชน oat spelt) มีองคประกอบของ 

arabinofuranosyl และ glucopyranosyl uronic acid ในขณะท่ี xylan จาก hardwoods (เชน 

birch wood) มีองคประกอบของ glucopyranosyl uronic acid อยูมาก และมีองคประกอบของ 

arabinofuranosyl อยูนอยมาก (Kormelink and Voragen, 1993) ดังนั้น oat spelt xylan ปกติจะ

จัดวาเปนตัวแทนของ substrate ท่ีใชในการศึกษาเอนไซมสําหรับสัตวเค้ียวเอ้ือง Kung et al. (2002) 

รายงานรูปแบบท่ีแตกตางกันของ enzyme activity เม่ือทําการวิเคราะหหา activity ของผลิตภัณฑ

เอนไซมท่ีระดับ pH ท่ีแตกตางกัน และแนะนําวาถาเสริมเอนไซมขณะใหอาหาร สารเสริมเอนไซมจะมี

ประสิทธิภาพสูงสุดตองมี activity สูง ท่ีระดับ pH ในชวงเดียวกันกับระดับ pH ในกระเพาะหมัก 

สําหรับอุณหภูมิใชเหตุผลทํานองเดียวกันกับระดับ pH ในการศึกษาครั้งนี้ ทําการวิเคราะห enzyme 

activity ท่ีระดับ pH 6.0 และอุณหภูมิ 39ºC ตามคําแนะนําของ Colombatto and Beauchemin 

(2003) เพ่ือสะทอนถึงคาเฉลี่ยของสภาวะภายในกระเพาะหมักของโคนมท่ีไดรับอาหารท่ีประกอบดวย

อาหารหยาบและอาหารขน การศึกษาครั้งนี้ทําการเปรียบเทียบศักยภาพของ fibrolytic enzyme 

additives ท่ีผลิตข้ึนเพ่ือการคา ท่ีใชเปนสารเสริมในอาหารสัตวเค้ียวเอ้ืองท่ีไดรับอาหารท่ีมีตนขาวโพด

หมักเปนอาหารหยาบหลัก วิธีการวิเคราะหทางชีวเคมีสวนใหญใช in vitro techniques เพ่ือทํานาย in 

vivo response ตอ exogenous enzymes ท้ังนี้เพราะผลตอบสนองของตัวสัตวไมสามารถคาดการณ
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ไดจาก enzyme activities ตามลําพัง (Beauchemin et al., 2004) นอกจากนี้แลว การทําการศึกษา

วิจัยการใหอาหารสัตวมีตนทุนสูง ดังนั้นจึงมีความจําเปนในการทําการทดลองเบื้องตนเพ่ือคัดกรองหา

ศักยภาพของเอนไซมเพ่ือไปการทําการทดลองตอไป ในขณะท่ีการวิเคราะหหา enzyme activity แบบ 

in vitro assay สามารถใชเปนประโยชนในการจําแนกประสิทธิภาพของ enzyme additives ใน

การศึกษาการใหอาหาร ปจจัยตางๆ อาทิ การเพ่ิมระดับการเสริม จากผลการทดลองใน in vitro เพ่ือ

ทดลองใน in vivo วิธีการเสริมเอนไซมในอาหาร ความแตกตางขององคประกอบอาหาร และความผัน

แปรของตัวสัตว เหลานี้สามารถมีผล ไมวาจะเปนการวิเคราะหแบบ in vitro หรือ in vivo 

(Beauchemin et al., 2004) เนื่องจากการศึกษาครั้งนี้ใชการวิเคราะหแบบ in vitro เพ่ือนําผลไป

แนะนําการใชในการใหอาหารโคนมในอนาคต สารละลาย buffer ท่ีใช จึงปรับคา pH ใหเทากับ 6.0 

เพ่ือสะทอนถึงระดับ pH ปกติในกระเพาะหมักของโคนม ระดับ pH หลังจากบมเปนเวลา 48 ชม. อยู

ในชวง 5.69 – 6.00 (ขอมูลไมไดแสดง) ระดับ pH ท่ีคอนขางต่ําในการวิเคราะหโดยใช batch culture 

ในการศึกษาครั้งนี้ มีผลทําใหคา NDFD และ ADFD ท่ี 48 ชม. ต่ํากวาการวิเคราะหดวยวิธี in vitro 

assay ท่ีใชสารละลาย buffer ท่ีมีระดับ pH สูงกวา เพ่ือใหแนใจวาวิธีการคัดกรอง in vitro ใน

การศึกษาครั้งนี้สอดคลองกับผลการศึกษา in vivo จึงใชสารเสริมเอนไซม 2 ชนิด (E1 และ E4) ซ่ึงเคย

ใชในการทดลองกับโคนม ท่ีใหผลในทางบวก อยางไรก็ตาม มีเพียงการศึกษาของ Arriola et al. (2011) 

ท่ีใชตนขาวโพดหมักเปนอาหารหยาบ โดยศึกษาในโครีดนมระยะตนของการใหนมจํานวน 60 ตัว ให

ไดรับอาหารขนระดับสูง (520 g/kg roughage, including 370 g/kg corn silage) และระดับต่ํา (670 

g/kg roughage, including 490 g/kg corn silage) โดยเสริมและไมเสริมเอนไซม (E1; DM basis; 

3.4 mg of enzyme/g of ration DM) ประสิทธิภาพการผลิตน้ํานม (kg of 3.5% fat-corrected 

milk/kg of DM intake) เพ่ิมข้ึน 16% ในกลุมท่ีไดรับอาหารขนต่ํา และ 6% ในกลุมท่ีไดรับอาหารขน

สูง ในการทดลองเมแทบอลิซึมพรอมๆ กันโดยใชกลุมการทดลองเหมือนกัน DM, CP, NDF และ ADF 

total tract digestibility เพ่ิมข้ึนท้ังหมดดวยการเสริมเอนไซม ไมวาระดับอาหารหยาบในอาหารจะ

เปนเทาไร ดังนั้นจึงใชเอนไซม E1 เปน positive control ในการศึกษาครั้งนี้ 

ถึงแมวาจะมีความแตกตางเล็กนอยระหวางผลการทดลองในการทดลองท่ี 1 และการทดลองท่ี 

2 ผลของการทดลองท่ี 2 ยืนยันผลการทดลองท่ีพบในการทดลองท่ี 1 จากท่ีมีการเพ่ิม NDFD และ 

ADFD ในท้ัง 2 การทดลอง ผลิตภัณฑเอนไซม E1 และ E2 มีประสิทธิภาพมากกวาผลิตภัณฑเอนไซม 

E3 และ E4 หลังจากการบมท่ี  24 และ 48 ชม. (Fig. 1) เอนไซม E1 สามารถเพ่ิม NDFD ไดถึง 30% 

และ 24% ท่ีระยะเวลาบม 24 และ 48 ชม. ตามลําดับ ในการทดลองท่ี 1 และเพ่ิมไดถึง 22% และ 

14% ตามลําดับ ในการทดลองท่ี 2 ทํานองเดียวกัน เอนไซม E2 สามารถเพ่ิม NDFD ไดถึง 29% และ 

22% ท่ีระยะเวลาบม 24 และ 48 ชม. ตามลําดับ ในการทดลองท่ี 1 และสามารถเพ่ิมไดถึง 17% และ 

14% ตามลําดับ ในการทดลองท่ี 2 เอนไซมทุกชนิดสามารถเพ่ิม ADFD ไดมากกวา NDFD เอนไซม E1 

สามารถเพ่ิม ADFD ไดถึง 72% และ 52% ท่ีระยะเวลาบมท่ี 24 และ 48 ชม. ตามลําดับ ในการทดลอง
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ท่ี 1 และสามารถเพ่ิมไดถึง 65% และ 44% ตามลําดับ ในการทดลองท่ี 2 เอนไซม E2 สามารถเพ่ิม 

ADFD ไดถึง 65% และ 39% ท่ีระยะเวลาบมท่ี 24 และ 48 ชม. ตามลําดับ ในการทดลองท่ี 1 และ

สามารถเพ่ิมไดถึง 51% และ 33% ตามลําดับ ในการทดลองท่ี 2 ดังนั้น ความสามารถในการเพ่ิม 

NDFD และ ADFD ของเอนไซม E1 และ E2 นั้นเหมือนกัน จากการท่ีเอนไซม E1 สามารถเพ่ิมผลผลิต

ของโคนมท่ีไดรับอาหารท่ีมีตนขาวโพดหมักเปนสวนประกอบ (Arriola et al., 2011) จึงแนะนําวา ควร

ทําการศึกษาการเสริมเอนไซม E2 ในโคนมท่ีไดรับอาหารท่ีมีตนขาวโพดหมักเปนสวนประกอบตอไป 

เอนไซม E3 สามารถเพ่ิม NDFD ไดสูงสุดท่ี 13% และ 11% ภายหลังจากการบมท่ี 24 และ 48 ชม. 

ตามลําดับ ในการทดลองท่ี 1 และสามารถเพ่ิมไดถึง 8% และ 10% ตามลําดับ ในการทดลองท่ี 2 (Fig. 

1) สวน ADFD นั้นเพ่ิมข้ึนถึง 39% และ 19% ตามลําดับ ในการทดลองท่ี 1 และเพ่ิมข้ึนถึง 30% และ 

20% ตามลําดับ ในการทดลองท่ี 2 ในขณะท่ีเอนไซม E3 ใหผลไปในทางบวก แตการเพ่ิมการยอยได 

NDF และ ADF นั้นจะต่ํากวาการใชเอนไซม E1 และ E2 ดังนั้นถาจะใชเอนไซม E3 เปนสารเสริมใน

อาหารโคนม ราคาของเอนไซม E3 ตองต่ํากวาราคาของเอนไซม E1 และ E2 คอนขางมาก ท้ังนี้เพราะ

ตองใชระดับการเสริมท่ีสูงกวา สวนเอนไซม E4 สามารถเพ่ิม NDFD และ ADFD ไดสูงสุดเทาๆ กับท่ีพบ

ในเอนไซม E3 (Fig. 1) ในการทดลองท่ี 1 เอนไซม E4 สามารถเพ่ิม NDFD ไดสูงสุด 17% หลังจากการ

บมท่ี 24 ชม. และ 5% หลังจากการบม 48 ชม. และในการทดลองท่ี 2 สามารถเพ่ิมไดสูงสุด 15% และ 

10% ตามลําดับ สวน ADFD มีคา 39% หลังการบม 24 ชม. และ 5% หลังการบม 48 ชม. ในการ

ทดลองท่ี 1 และ 29% และ 11% ตามลําดับ ในการทดลองท่ี 2 สารเสริมเอนไซม E4 นี้ เคยใชในศึกษา

โดย Holtshausen et al. (2011) โดยใชโคนมในชวงตนระยะใหนมจํานวน 60 ตัว ไดรับอาหารท่ีไมได

เสริมเอนไซม ไดรับอาหารท่ีเสริมเอนไซม E4 ระดับต่ํา  (E4; 0.5 ml of enzyme/kg of diet DM) 

และไดรับอาหารท่ีเสริมเอนไซม E4 ในระดับสูง (E4; 1.0 ml of enzyme/kg of diet DM) อาหาร

ประกอบดวย 520 g/kg roughage ท่ีมี 206 g/kg barley silage, 206 g/kg alfalfa silage และ 108 

g/kg alfalfa hay (DM basis) ผลการทดลองพบวา การเสริมเอนไซมในอาหารสามารถเพ่ิม

ประสิทธิภาพการใหน้ํานมเปนเสนตรง (kg of 3.5% fat-corrected milk/kg of DM intake) โดย

เพ่ิมข้ึน 11% เปนท่ีนาสนใจวา เม่ือใชเอนไซม E4 ในการทดลอง in vitro batch culture ท่ี 24 ชม. 

และใชอาหารหยาบแตละชนิดแยกกัน การเพ่ิมข้ึนของ NDFD และ ADFD สามารถพบไดเฉพาะใน 

alfalfa hay และเฉพาะในระดับการเสริมท่ีสูงเทานั้น (2 ml of enzyme/kg of forage DM) ถา

เปรียบเทียบการเสริมเอนไซมในการศึกษาครั้งนี้ท่ีสามารถเพ่ิม NDFD และ ADFD เม่ือใชตนขาวโพด

หมัก กับการเพ่ิม NDFD และ ADFD เพียงเล็กนอย ในการศึกษา in vitro ของ Holtshausen et al. 

(2011) ในอาหารหยาบอ่ืนๆ เปนไปไดวา การเสริมเอนไซม E4 อาจใหผลในทางบวก ถาใชในการศึกษา 

in vivo กับอาหารท่ีมีตนขาวโพดหมักเปนสวนประกอบ 

วัตถุประสงคหนึ่งของการศึกษาครั้งนี้ คือการศึกษาถึงผลตอบสนองของระดับการเสริมเอนไซม 

เพ่ือหาระดับการเสริมท่ีเหมาะสมของเอนไซมแตละชนิด ถาใหผลตอบสนองของตัวแปรตางๆ ท่ีศึกษา 
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ตอระดับการเสริมเอนไซม และระยะเวลาการบม แตกตางกัน ระดับการเสริมท่ีเหมาะสมคอนขางจะ

ข้ึนอยูกับความคิดของแตละคน ดังนั้นการศึกษาครั้งนี้จึงพิจารณากําหนดระดับท่ีเหมาะสม หมายถึง

ระดับการเสริมท่ีทําให NDFD และ ADFD เพ่ิมข้ึน เม่ือเปรียบเทียบกับ control โดยเพ่ิมข้ึนเพียง

เล็กนอยเม่ือระดับการเสริมสูงข้ึน สําหรับผลิตภัณฑเอนไซม E1 ระดับ NDFD และ ADFD สูงสุด เม่ือ

เสริมเอนไซมท่ีระดับสูงสุดท้ัง 2 ระยะเวลาบม ในท้ัง 2 การทดลอง ดังนั้น ระดับการเสริมท่ีเหมาะสม

ของผลิตภัณฑเอนไซม E1 คือ 8μl/g DM สวนผลิตภัณฑเอนไซม E2 ระดับการเสริมท่ีเหมาะสม คือ 

2μl/g DM เพราะสามารถเพ่ิม NDFD และ ADFD ในการทดลองท่ี.1 โดยมีการเพ่ิมข้ึนเพียงเล็กนอยท่ี

ระดับการเสริมสูงข้ึน และมีผลตอบสนองเปนเสนตรงตอระดับการเสริมท่ีต่ําในการทดลองท่ี 2 สวน

ผลิตภัณฑเอนไซม E3 มีระดับการเสริมท่ีเหมาะสม คือ 4μl/g DM ท้ังนี้เพราะการเพ่ิมระดับการเสริมท่ี

สูงกวานี้ไมสามารถเพ่ิม ADFD ไดอีก สําหรับผลิตภัณฑเอนไซม E4 มีระดับการเสริมท่ีเหมาะสม คือ 

2μl/g DM ดังนั้น ผลของระดับการเสริมเอนไซมในการเพ่ิมการยอยไดเยื่อใยนั้นแตกตางกันระหวาง

ผลิตภัณฑสารเสริมเอนไซม ท้ังนี้เพราะผลิตภัณฑสารเสริมเอนไซมแตละชนิด จะมีความเฉพาะของ 

enzymic activities มีความแตกตางของผลตอบสนองระหวางชนิดของผลิตภัณฑเอนไซม และระดับ

การเสริม ทํานองเดียวกัน Eun et al. (2007) รายงานวา in vitro disappearance ของ NDF และ 

ADF ของ alfalfa hay และ corn silage เพ่ิมข้ึนเม่ือเสริม exogenous fibrolytic enzymes แต

ผลตอบสนองข้ึนอยูกับชนิดของเอนไซมและระดับการเสริม โดยเอนไซมบางชนิดมีประสิทธิภาพตอ

อาหารหยาบท้ัง 2 ชนิด เม่ือเสริมท่ี 1.4 mg/g of DM แตท่ีระดับการเสริมอ่ืนๆ ใหผลเพียงปานกลางตอ

อาหารหยาบท้ังสองชนิด การเพ่ิมข้ึนของ NDFD และ ADFD ของ corn silage โดยการเสริม enzyme 

additives คาดหวังวาจะเพ่ิมการยอยไดของเยื่อใยในกระเพาะหมัก และการกินไดอาหารของโคนม โดย

ลด physical fill ในกระเพาะหมัก 

การยอยไดของ NDF โดยวิธี in vitro หรือ in situ เปน indicator ท่ีดีในการเปรียบเทียบ

ศักยภาพของอาหารหยาบในการเพ่ิม DM intake (Oba and Allen, 1999) Jung et al. (2004) 

รายงานวาการเพ่ิม in vitro NDF digestibility ข้ึน 1% unit ของ corn silage ทําให 3.5% fat-

corrected milk yield เพ่ิมข้ึน 0.14 kg/d และเพ่ิม DM intake ข้ึน 0.12 kg/d ในโคนมท่ีไดรับอาหาร

ท่ีมีตนขาวโพดหมักเปนสวนประกอบอยูสูง (440 g/kg DM) นอกจากนี้ Oba and Allen (1999) 

รายงานเชนเดียวกันวา มีความสัมพันธเชิงบวกระหวางการยอยได NDF ของอาหารหยาบ (in vitro 

หรือ in situ) และผลผลิตน้ํานมและการกินไดอาหาร ขนาดของผลตอบสนองของ NDFD และ ADFD 

ตอการเพ่ิมระดับการเสริมมีความแตกตางกันระหวาง enzyme additives ในลักษณะท่ีไมสามารถ

อธิบายไดดวย activity ของ xylanase (oat spelt) หรือ endoglucanase (Figs. 2 and 3) หรือกลาว

ในอีกนัยหนึ่ง คือ enzyme activity เพียงอยางเดียวไมสามารถใชในการทํานายการเพ่ิมข้ึนของ NDFD 

หรือ ADFD ได เหตุผลประการหนึ่งท่ีสนับสนุนคํากลาวนี้ คือ การวิเคราะหหา enzyme activities ใช 
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substrate ท่ีเปนตัวแทนของผนังเซลลพืชท่ีมีความซับซอน จึงไมอาจเปนตัวแทนท่ีแทจริงได 

(Beauchemin et al., 2004) 

จากขอมูลพ้ืนฐานของ TGP และ DMD ประสิทธิภาพของเอนไซมท่ี 24 ชม. ในท้ัง 2 การ

ทดลอง ไมมีความแตกตาง หรือมีนอยมาก และท่ี 48 ชม. ผลิตภัณฑเอนไซม E1, E2 และ E3 มี

ประสิทธิภาพมากกวาผลิตภัณฑเอนไซม E4 ดังนั้น การยอยสลายของ NDF และ ADF มีประโยชน

มากกวาในการจําแนกประสิทธิภาพของเอนไซม เม่ือเปรียบเทียบกับ DM และ TGP 

Volatile fatty acids เปน end-products ของการหมักยอยโดยจุลินทรียในกระเพาะหมัก 

และเปนแหลงพลังงานหลักสําหรับสัตวเค้ียวเอ้ือง การพบวาการเพ่ิมข้ึนของความเขมขน total VFA 

ดวยการเสริมเอนไซม และการเปลี่ยนแปลง molar proportions ของ VFA คอนขางจะผันแปรระหวาง

ระยะเวลาบมท่ี 24 และ 48 ชม. และระหวางการทดลองท่ี 1 และการทดลองท่ี 2 การเพ่ิมข้ึนของความ

เขมขน total VFA ไมสอดคลองกับการเพ่ิมข้ึนของ DMD, NDFD หรือ ADFD นอกจากนี้ ในการทดลอง

ท่ี 1 ท่ีระยะการบม 24 ชม. ผลิตภัณฑเอนไซม E1 มีสัดสวนของ acetate ตอ propionate สูงท่ีสุด 

และผลิตภัณฑเอนไซม E4 มีต่ําท่ีสุด แตความแตกตางนี้จะยังคงมีอยูจนถึงระยะเวลาบม 48 ชม. ไมพบ

ความแตกตางของสัดสวน acetate ตอ propionate ท่ี 24 ชม. ดังกลาว ในการทดลองท่ี 2 และท่ี

ระยะเวลาบม 48 ชม. ผลิตภัรฑเอนไซม E4 มีสัดสวนของ acetate ตอ propionate สูงท่ีสุด และ

ผลิตภัณฑเอนไซม E1 มีสัดสวน acetate ตอ propionate ต่ําท่ีสุด ในการเปรียบเทียบ การศึกษาใน in 

vivo โดย Arriola et al. (2011) พบวา total VFA เพ่ิมข้ึนในขณะท่ี acetate: propionate ratio 

ลดลง เม่ือเสริมเอนไซม (E1) Chung et al. (2012) รายงานไมมีผลของการเสริมเอนไซม (E4) ใน

อาหารท่ีไมมีสวนประกอบของตนขาวโพดหมักตอความเขมขนของ total VFA หรือ molar 

proportions ของ VFA แตละชนิด ใน ruminal fluid จากขอมูลของการศึกษาครั้งนี้สามารถแนะนําได

วา การเปรียบเทียบผลของเอนไซมโดยพิจารณาจากความเขมขนของ VFA ไมใชวิถีทางท่ีเปนประโยชน

ในการคัดกรองศักยภาพของ enzyme additives in vivo การศึกษา in vitro assay ในครั้งนี้มุงสนใจ

ระยะเวลาบมท้ังท่ี 24 และ 48 ชม. ท้ังนี้เพราะไมชัดเจนวาระยะเวลาบมท้ัง 2 เวลานี้จะใหผลเหมือนกัน

หรือไม ระยะเวลาบมในการศึกษา in vitro เพ่ือประเมินการยอยสลายไดของเยื่อใยสวนใหญจะอยู

ระหวาง 24 และ 48 ชม. เพ่ือใหสอดคลองกับคาเฉลี่ยของ retention time ของอาหารหยาบใน

กระเพาะหมัก ในการทบทวนเอกสาร Owens and Goetsch (1986) รายงานวา passage rate ของ

อาหารหยาบในโคเนื้อและโคนมท่ีไดรับอาหาร 4.25% ของน้ําหนักตัว มีคาเฉลี่ย 4.5%/h (คาเฉลี่ย 

retention time ท่ี 22 ชม.) และโคท่ีไดรับอาหารท่ีมีอาหารขนเปนสวนประกอบ 20 – 50% มีคา 

passage rate ของอาหารหยาบท่ี 3.7%/h (คาเฉลี่ย retention time ท่ี 27 ชม.) National 

Research Council (2001) ใชระยะเวลาบม in vitro ท่ี 48 ชม. ในการทํานายการยอยได NDF ใน

กระเพาะหมักของโคนมท่ีไดรับอาหารระดับดํารงชีพ Eun and Beauchemin (2007) ใชระยะเวลาบม

ท่ี 24 ชม. ในการศึกษาการหมักยอยใน in vitro batch culture และพบวา exogenous enzymes 
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สามารถเพ่ิม in vitro disappearance ของ alfalfa และ corn silage เม่ือพิจารณาการยอยสลายเยื่อ

ใยท่ีระดับการเสริมเอนไซมสูงๆ (การทดลองท่ี 4.1) ท่ีระยะเวลาบมท่ี 24 และ 48 ชม. ใหผลเหมือนกัน 

ดังนั้นการใชระยะเวลาบมท่ีจุดใดจุดหนึ่งเพียงจุดเดียวนาจะเพียงพอ อยางไรก็ตาม ท่ีระดับการเสริม

ต่ําๆ (การทดลองท่ี 4.2) ความแตกตางระหวางผลิตภัณฑเอนไซมจะเดนชัดท่ีระยะเวลาบม 48 ชม. 

นอกจากนี้ สําหรับ ADFD ผลตอบสนองของระดับการเสริมเอนไซมข้ึนอยูกับชนิดของเอนไซม ดังนั้น 

ระยะเวลาบมท่ี 48 ชม. มีประโยชนมากท่ีสุด ในแงของการจําแนกผลตอบสนองของระดับการเสริม 

และแยกแยะชนิดของผลิตภัณฑเอนไซม โดยสรุป ในแงของการใช in vitro assay ในการประเมิน

ประสิทธิภาพของเอนไซมในการศึกษาในตัวสัตว แนะนําใหศึกษาผลของเอนไซมตอ NDFD และ ADFD 

ท้ังท่ีระยะเวลาบม 24 และ 48 ชม. เพ่ือท่ีจะไดเขาใจถึง enzyme-forage response อยางครอบคลุม  

 

 

Figure 4.1. Percentage increase in neutral detergent fiber disappearance (NDFD) and 

acid detergent fiber disappearance (ADFD) from corn silage after 24 and 48 

h of incubation in Experiment 1 and Experiment 2.  Enzyme E1, E2, E3 and 

E4 are identified in Table 4.1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



54 

4.5 สรุป 

ผลิตภัณฑสารเสริมเอนไซม ท่ี ใช ในการศึกษาครั้ งนี้  มี กิจกรรมของ endoglucanase, 

exoglucanase และ xylanase ท่ีแตกตางกัน สารเสริมเอนไซมท้ัง 4 ชนิด สามารถเพ่ิม NDFD และ 

ADFD ของขาวโพดหมัก in vitro โดยเอนไซม E1 และ E2 มีประสิทธิภาพมากกวา E3 และ E4 

ผลตอบสนองของตัวแปรตอระดับการเสริมข้ึนอยูกับชนิดของเอนไซม สําหรับเอนไซม E1 ผลตอบสนอง

สูงสุดอยูท่ีระดับการเสริมสูงสุด (8μl/g DM) สวนเอนไซม E2 การเสริมท่ีระดับ 2μl/g DM เพ่ิม fiber 

disappearance แตไมเพ่ิมมากกวานี้เม่ือระดับการเสริมเพ่ิมข้ึน สําหรับเอนไซม E3 ระดับการเสริมท่ี

เหมาะสมท่ีสุดคือ ท่ีระดับ 4μl/g DM ท้ังนี้เพราะท่ีระดับการเสริมเอนไซมสูงกวานี้ไมสามารถเพ่ิม 

ADFD สวนเอนไซม E4 ระดับการเสริมท่ีเหมาะท่ีสุดคือ 2μl/g DM โดยท่ัวไปแลว NDF และ ADF มี

ประโยชนมากกวา DM และ TGP ในการจําแนกประสิทธิภาพของเอนไซม จากผลการศึกษาครั้งนี้ 

การศึกษาการเสริมเอนไซมเหลานี้ตอไปควรทําในโครีดนมท่ีไดรับขาวโพดหมักเปนอาหารหยาบ 
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บทที่ 5 

ผลของ exogenous fibrolytic enzymes ตอการหมักยอยในกระเพาะหมัก in vitro  

ของตนขาวโพดหมัก 4 ชนิด 

(Effects of exogenous fibrolytic enzymes on in vitro ruminal 

fermentation of four corn silages) 
 

บทคัดยอ 

การศึกษาครั้งนี้มีจุดประสงคเพ่ือทําการประเมินผลของสารเสริมเอนไซม 4 ชนิด ตอการหมัก

ยอยในกระเพาะหมักของตนขาวโพดหมัก 4 ชนิด ใชวิธี batch culture in vitro assay รวมกับ 

medium และ ruminal fluid แผนการทดลองเปนแบบ complete randomized design 

ประกอบดวย 2 runs และแตละ run มี 4 ซํ้า ผลิตภัณฑ enzyme additives (E1, E2, E3, และ E4) 

เปนผลิตภัณฑทางการคาซ่ึงมี endoglucanase, exoglucanase และ xylanase activities ท่ีแตกตาง

กัน เสริมเอนไซมท้ัง 4 ชนิด ลงในตนขาวโพดหมัก ท่ีระดับ 0 และ 4 μl/g of corn silage dry 

matter (DM) ทําการวัด gas production (GP) ท่ีระยะเวลา 3, 6, 12, 18, 24 และ 48 ชม. หลังการ

บม วิเคราะหหา degradability ของ DM (DMD), neutral detergent fiber (NDFD), acid 

detergent fiber (ADFD) และความเขมขนของ volatile fatty acid (VFA; total and individual 

molar proportions) หลังการบมท่ี 24 และ 48 ชม. มีความแตกตาง (P < 0.05) ระหวาง enzyme 

additives และ control เก่ียวกับผลของเอนไซมตอ DMD, NDFD, ADFD และ TGP ยกเวน TGP ท่ี

ระยะเวลาบม 24 ชม. ท่ีเอนไซมทุกชนิดใหผลเหมือนกัน แตมีความแตกตาง (P<0.05) เก่ียวกับผล

ระหวางเอนไซมกับกลุม control ผลิตภัณฑเอนไซม E1 และ E2 มีผลทําให DMD, NDFD และ ADFD 

สูงกวาเอนไซม E3, E4 และ control (p<0.05) อยางไรก็ตาม ผลิตภัณฑเอนไซม E3 และ E4 มีผลทํา

ให DMD, NDFD และ ADFD สูงกวา control (P< 0.05) ท่ีระยะเวลาบมท้ัง 2 เวลา ผลของชนิดของ 

corn silage substrates มีความแตกตาง (P < 0.05) ระหวางชนิดของ corn silage substrate 

เก่ียวกับผลตอ DMD, NDFD, ADFD และ TGP สําหรับ DMD, NDFD, ADFD และ TGP ไมพบวามี 

enzyme × corn silage substrate interactions (P ≥ 0.05) ท้ังท่ีระยะเวลาบมท่ี 24 หรือ 48 ชม. 

และท่ีระยะเวลาบม 24 และ 48 ชม. ไมพบความแตกตาง (P>0.05) ระหวาง enzyme additives และ 

control เก่ียวกับผลตอ rumen fermentation profile สําหรับผลของ corn silage substrates มี

ความแตกตาง (P<0.05) ระหวาง corn silage substrate เก่ียวกับผลตอ ruminal fermentation 

profile สรุปในภาพรวมไดวา enzyme additives แสดงผลตอบสนองในเชิงบวกในทุก corn silage 

substrates (เพ่ิม DMD, NDFD, ADFD และ TGP) อยางไรก็ตาม ผลิตภัณฑเอนไซม E1 และ E2 มี

ประสิทธิภาพสูงกวาผลิตภัณฑเอนไซม E3 และ E4 
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Abstract 

This study was conducted to evaluate the effect of four enzyme additives on 

ruminal fermentation of four corn silages using a 48 h batch culture in vitro assay with 

medium and ruminal fluid. The experiment was conducted as a completely 

randomized design with two runs and four replicates. The enzyme additives (E1, E2, E3, 

and E4) were commercial products that provided a range in endoglucanase, 

exoglucanase, and xylanase activities. The four enzymes were added at 0, and 4 μl/g 

of corn silage dry matter (DM). Gas production (GP) was measured at 3, 6, 12, 18, 24, 

and 48 h post incubation. degradability of DM (DMD), neutral detergent fiber (NDFD), 

acid detergent fiber (ADFD), and volatile fatty acid concentrations (VFA; total and 

individual molar proportions) were determined after 24 and 48 h. At 24 and 48 h 

incubation, there was difference (P < 0.05) between enzyme additives and control in 

terms of their effects on DMD, NDFD, ADFD, and TGP. Except TGP at 24 h incubation, all 

enzyme additives were similar, but were difference (P < 0.05) in their effects between 

enzyme additive and control. The E1 and E2 had higher DMD, NDFD, and ADFD than E3, 

E4 and control <0.05); however, E3 and E4 had higher effects than control (P< 0.05). At 

both incubation times, the effects of corn silage substrates, there were difference (P < 

0.05) between corn silage substrate in terms of their effects on DMD, NDFD, ADFD, and 

TGP. For all parameters, DMD, NDFD, ADFD and TGP, there were no enzyme × corn 

silage substrate interactions (P ≥ 0.05) at either 24 or 48 h of incubation. At 24 and 48 h 

incubations, there were no difference (P > 0.05) between enzyme additives and control 

in terms of their effects on rumen fermentation profile. For the effects of corn silage 

substrates, there were differences (P < 0.05) between corn silage substrate in terms of 

their effects on ruminal fermentation profile. Overall, enzyme additives show positive 

response in all corn silage substrates (increased DMD, NDFD, ADFD and TGP), however, 

product E1 and E2 were more effective than E3 and E4. 
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5.1 บทนํา 

การใชสารเสริมเอนไซมยอยเยื่อใยในอาหารสัตวเค้ียวเอ้ืองเพ่ือจุดประสงคในการเพ่ิมการใช

ประโยชนอาหารและผลผลิตสัตว งานวิจัยสวนใหญใหความสําคัญตอ cellulase และ xylanase เพ่ือ

ยอยสลาย structural polysaccharides, cellulose และ hemicellulose ในพืช การเสริม 

fibrolytic enzyme additives สามารถเพ่ิมการยอยไดเยื่อใย และเพ่ิมคุณคาทางโภชนะของอาหาร

หยาบ (Yang and Xie, 2010; Eun et al., 2007) เพ่ิมการเขาจับยึดของจุลินทรียในกระเพาะหมัก 

(Nsereko et al., 2002) การศึกษา in vivo แสดงผลตอบสนองในเชิงบวกเม่ือเสริม fibrolytic 

enzymes ใหกับสัตวเค้ียวเอ้ือง (Arriola et al., 2011; Holtshausen et al., 2011, Phakachoed et 

al., 2013) อยางไรก็ตาม ผลตอบสนองในแงประสิทธิภาพของ fibrolytic enzyme additive ผันแปร

ข้ึนอยูกับปจจัยตางๆ ไดแก enzyme activity ชนิดและระดับการเสริมเอนไซม ชนิดของอาหาร วิธีการ

เสริมเอนไซม และสถานะทางสรีรวิทยาของสัตว (Beauchemin et al., 2003) เปนไปไมไดท่ีจะทํานาย

ศักยภาพผลของเอนไซมสําหรับสัตวเค้ียวเอ้ืองโดยอาศัย enzymatic activities (Colombatto et al., 

2003) งานวิจัยครั้งนี้ใหความสนใจตอตนขาวโพดหมักเพราะวามีการใชในโคในหลายภูมิภาคท่ัวโลก 

และมีคุณคาทางโภชนะคอนขางสูง อยางไรก็ตาม ตนขาวโพดหมักในภูมิภาคตางๆ ของโลกมีคุณภาพ

แตกตางกันข้ึนอยูกับปจจัยตางๆ เชน ระยะการเจริญเติบโต พ้ืนท่ีเพาะปลูก การสะสมโภชนะในตน

ขาวโพด และสวนของตนขาวโพด (อาทิ ตน หรือใบ) นอกจากนี้ ยังไมมีการศึกษาวิจัยวาตนขาวโพดหมัก

ท่ีมีคุณภาพแตกตางกันจะมีผลตอการตอบสนองของ fibrolytic enzyme additive หรือไม 

วัตถุประสงคของการศึกษาครั้งนี้เพ่ือประเมินศักยภาพของ enzyme additive หลายชนิดท่ีมี enzyme 

activity แตกตางกันเพ่ือเพ่ิม in vitro ruminal fiber degradation และ fermentation profile ท่ีใช

ตนขาวโพดหมัก 4 ชนิดเปน substrate 

 

5.2 อุปกรณและวิธีการ 

แผนการทดลองเปนแบบ completely randomized design ประกอบดวย 2 runs 

(batches) และมี 4 ซํ้าตอ run (replicates per run) ซ่ึงแตละ run ดําเนินการคนละวัน 

 

5.2.1 การเตรียม reagents 

สารละลาย buffer 

- Ammonium bicarbonate (NH4HCO3)     4 g  

- Sodium bicarbonate (NaHCO3)      35 g 

- ละลายในน้ํา เติมจนไดสารละลายปริมาตร 1 L ใน volumetric flask. 
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สารละลาย macromineral 

- Sodium hydrogen phosphate, dibasic (Na2HPO4)   5.7 g 

- Potassium phosphate, monobasic (KH2PO4)    6.0 g 

- Magnesium sulfate, heptahydrate (MgSO4.7H2O)   0.6 g 

- ละลายในน้ํา เติมจนไดสารละลายปริมาตรr 1 L ใน volumetric flask. 

หมายเหตุ: สารละลาย buffer และ macromineral สามารถเก็บไวไดนาน 3 เดือน ในตูเย็น และ 

1 เดือนท่ีอุณหภูมิหอง 

 

สารละลาย micromineral 

- Calcium chloride, dihydrate (CaCl2.2H2O)    13.2 g 

- Manganese chloride, tetrahydrate (MnCl2.4H2O)    10.0 g 

- Cobalt chloride, hexahydrate (CoCl2.6H2O)    1.0 g 

- Ferric chloride, hexahydrate (FeCl2.6H2O)    8.0 g 

- ละลายในน้ํา เติมจนไดสารละลาย buffer 100 ml ใน volumetric flask. 

หมายเหต:ุ สารละลาย micromineral สามารถเก็บไวไดนาน 12 เดือน ในตูเย็น 

 

0.1% (wt/vol) Resazurin 

- ละลาย 0.1 g of resazurin ในน้ํา 100 mL 

- เก็บไวในท่ีมืด (ขวดสีอําพัน) ท่ีอุณหภูมิ 4°C (ตูเย็น). 

 

การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ (เตรียมในวันท่ีจะเริ่มตนการทดลอง) 

**สูตรนี้สําหรับ 1 L สามารถเพ่ิมปริมาตรไดตามตองการ 

- ชั่ง 2.5 g tryptone และละลายใหหมดในน้ํา 500 mL 

- เติม 0.125 mL สารละลาย micromineral 

- เติม 250 mL สารละลาย buffer และ  250 mL สารละลาย macromineral 

- เติม 1.25 mL 0.1% resazurin solution 

- วางภาชนะท่ีบรรจุอาหารเลี้ยงเชื้อใน water bath (39°C) และปลอยฟอง CO2 ผานสารละลาย

เปนเวลา 45 นาที 

- ชั่ง 0.313 g L-cysteine hydrochloride และ 0.313 g sodium sulphide เติมลงในอาหาร

เลี้ยงเชื้อ 

- ปลอยฟอง CO2 ผานสารละลายอีกเปนเวลา 15 นาที หรือจนกระท่ังสีของสารละลายเปลี่ยนจาก

สีเทาเปนใส 
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 - ถาสารละลายเปลี่ยนจากสีเทาเปนสีชมพู แสดงวายังมีออกซิเจนอยู 

 - ถาสารละลายเปลี่ยนจากสีเทาเปนสีใส แสดงวาไมมีออกซิเจนอยู 

- เก็บรักษาอาหารเลี้ยงเชื้อใน water bath และ headspace saturated ดวย CO2 จนกระท่ัง

ถายอาหารเลี้ยงเชื้อ + inoculums ไปยัง incubation vials (ท่ีจุดนี้ตองเก็บ rumen fluid) 

 

5.2.2 การเตรียม substrate และเอนไซม 

ตนขาวโพดหมักท่ีแตกตางกันท่ีใชเปน substrates แสดงไวในตารางท่ี Table 5.1 นํา

substrates ท้ัง 4 ชนิดไปอบท่ีอุณหภูมิ 60 ◦C เปนเวลา 48 ชม. ใน hot air oven แลวนําไปบดผาน

ตะแกรง ขนาด 1 mm (Wiley mill standard model 4, Arthur H. Thomas, Philadelphia, PA, 

USA) เก็บ substrates ไวในถุงพลาสติกเพ่ือวิเคราะหองคประกอบทางเคมี และ in vitro 

fermentation ตอไป ชั่งตนขาวโพดหมักบดน้ําหนักประมาณ 0.9 g DM บรรจุลงในถุงไนลอนท่ีผาน

การลางดวย acetone และชั่งน้ําหนักแลว (F57, Ankom Technology, Macedon, NY) ทําการ

เตรียมถุงไนลอนจํานวน 4 ซํ้า ในแตละกลุมการทดลอง และในแตละระยะเวลาบมใน batch culture 

เจือจางผลิตภัณฑเอนไซมดวยน้ํา หลังจากนั้นเติมผลิตภัณฑเอนไซมเจือจาง (200 µl) ลงบน substrate 

(corn silage) โดยตรง ท่ีบรรจุในถุงไนลอนกอนปดปากถุง ท่ีระดับการเสริมแตละเอนไซม 2 ระดับ: 0 

(control) และ 4 µl/g of substrate DM ปดปากถุงดวยความรอน (heat-sealed) แลวบรรจุถุงไน

ลอนลงในขวดขนาดปริมาตร 125 ml บมท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 3 ชม. 

 

Table 5.1 Chemical composition of substrates incubated in vitro 

 Dry matter 

(%) 

Crude 

Protein (%) 

Neutral detergent 

fibre (%) 

Acid 

detergent 

Fibre (%) 

Starch 

(%) 

Corn silage 1 33.47 7.58 40.84 25.07 29.66 

Corn silage 2 26.12 8.28 46.85 30.35 24.39 

Corn silage 3 23.42 8.75 48.90 31.91 19.78 

Corn silage 4 22.17 9.08 54.12 35.34 6.11 
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5.2.3 In vitro fermentations 

เก็บตัวอยาง rumen fluid จากโคเจาะกระเพาะ 3 ตัว หลังการใหอาหารม้ือเชาประมาณ 3 

ชม. กรองผาน cheese cloth 4 ชั้น ลงใน flask ท่ีผาน oxygen-free CO2 ตลอดเวลา ทําการชนยาย 

rumen fluid ในinsulated flasks ไปยังหองปฏิบัติการภายในเวลาไมเกิน 1 ชม. หลังการเก็บตัวอยาง 

เติม anaerobic buffer medium (60 ml; Goering and Van Soest, 1970) ท่ีประกอบดวย 

tryptone, สารละลาย buffer, สารละลาย macro และ micro mineral, resazurin และน้ํา ปรับ pH 

ท่ี 6.0 ดวย 1 M trans-aconitic acid (Sigma Chemicals, St. Louis, MO) ลงในขวดท่ีเตรียมไวกอน

หนานี้ นอกจากสารละลาย buffer เติม rumen fluid (15 ml) ลงในแตละขวดในอัตราสวน 1:4 

(rumen fluid: anaerobic buffer medium) ภายใตการผาน CO2. อยางตอเนื่อง ปดขวดดวย 

rubber stoppers และ aluminium seal caps ทันทีหลังจากเติมสารละลาย บมชวดท่ีอุณหภูมิ 39°C 

บน rotary shaker เปนระยะเวลา 24 และ 48 ชม. ทําการบม negative control (rumen fluid 

plus anaerobic buffer medium) และ blanks (filter bags plus anaerobic buffer medium 

and rumen fluid) อยางละ 4 ซํ้า เพ่ือปรับ gas production และ degradability ตามลําดับ ทําการ

วัด head space gas production (GP) ท่ีเกิดจากการหมักยอย substrate ท่ี 3, 6, 12, 18, 24 และ 

48 ชม. หลังการบม วัด GP โดยการสอดเข็มขนาด 23 gauge (0.6 mm) ท่ีตอกับ pressure 

transducer และตอเชื่อมกับ visual display หลังจากการบมท่ี 24 และ 48 ชม. นําขวด 4 ใบตอกลุม

การทดลอง ออกจากตูบม วัด gas pressure วางขวดลงในน้ําเย็นเพ่ือหยุดกระบวนการหมัก แปลงคา 

gas pressure เปน gas volume โดยใชสมการท่ีรายงานไวโดย Mauricio et al. (1999) 
 

Gas volume = 0.18 + (3.697 × gas pressure) + (0.0824 × gas pressure2) 
 

Total cumulative gas production ท่ี 24 และ 48 ชม. คํานวณโดยรวมผลของ gas 

volume จากการวัดในแตละระยะเวลาท่ีผานมา 

 

5.2.4 การหาคา  pH, และ VFA ท่ี 24 และ 48 ชม. 

ทําการวัดคา pH ทันทีดวยเครื่อง pH-meter หาความเขมขนของ VFA หลังการบมท่ี 24 และ 

48 ชม. หลังจากวัด gas และ pH เติม 25-% meta-phosphoric acid ปริมาตร 1 ml ลงในตัวอยาง 

rumen fluid ปริมาตร 5 ml เพ่ือเก็บไววิเคราะหความเขมขนของ VFA วิเคราะหหาความเขมขนของ 

VFA ดวยเครื่อง gas chromatograph (model 5890, Hewlett-Packard Lab, Palo Alto, CA) ใช 

capillary column (30 m 0.32 mm i.d., 1μm phase thickness, Zebron ZB-FAAP, 

Phenomenex, Torrance, CA) และ flame ionization detection อุณหภูมิของตูอบเทากับ 150°C 

(no hold time), หลังจากนั้นเพ่ิมข้ึน 20°C/นาที จนถึง 210°C ปลอยใหอุณหภูมิคงท่ีเปนเวลา 2 นาที 
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สําหรับอุณหภูมิของ injector เทากับ 225°C อุณหภูมิ detector เทากับ 250°C และใชแกส helium 

เปน carrier 

5.2.5 DM, NDF และ ADF degradability 

หลังจากการบมท่ี 24 ชม. และ 48 ชม. นํา filter bag (4 filter bags แตละระยะเวลา และ 

treatment) ออกจากขวด ลางภายใตน้ําเย็นไหลจนกระท่ังน้ําใส นําถุงไปอบท่ีอุณหภูมิ 55°C เปนเวลา 

48 ชม. เพ่ือใหแหงสนิท และหาคา DM degradability จาก DM ท่ีหายไปจากถุง นําสวนท่ีเหลือในถุง

ไปวิเคราะหหาองคประกอบของ NDF และ ADF การวิเคราะหหา NDF และ ADF ใชเครื่อง 

ANKOM200 Fiber analyzer ตามวิธีการท่ีไดอธิบายไวโดย Van Soest et al. (1991) ใช sodium 

sulfite (10 g/l NDF solution) และ heat-stable bacterial amylase (2 ml/l NDF solution) ใน

การวิเคราะหหา NDF ใชคา NDF และ ADF degradability คํานวณหา NDFD และ ADFD 

5.2.6 การวิเคราะหทางสถิติ (Statistical analysis) 

ทําการวิเคราะหขอมูลโดยใช MIXED model procedure ของ SAS (SAS Institute Inc., 

Cary, NC) วิเคราะหขอมูลตามแผนการทดลอง completely randomized design ท่ีประกอบดวย 

enzyme additive, corn silage และ interaction ระหวาง 2 ปจจัย รวมอยูใน model เปน fixed 

effects กําหนดนัยสําคัญทางสถิติท่ี P<0.05 

 

5.3 ผลการทดลอง (Results) 

ท่ีระยะเวลาบม 24 ชม. พบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) ระหวาง 

enzyme additives และ control ในแงของผลของเอนไซมตอ DMD, NDFD และ ADFD นอกจากนี้ 

enzyme additive ทุกชนิด ใหผลตอ TGP เทากัน แตมีผลแตกตาง (P < 0.05) ระหวาง enzyme 

additive กับ control (Table 5.2) เอนไซม E1 และ E2 มีผลทําให DMD, NDFD และ ADFD สูงกวา

เอนไซม E3, E4 และ control (P < 0.05) อยางไรก็ตาม เอนไซม E3 และ E4 ใหผลมากกวา control 

(P < 0.05) ท่ีระยะเวลาบม 48 ชม. พบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) ระหวาง 

enzyme additives และ control ในแงของผลของเอนไซมตอ DMD, NDFD, ADFD และ TGP 

เชนกัน เอนไซม E1 และ E2 มีผลทําให DMD, NDFD และ ADFD สูงกวา (P < 0.05) กลุมการทดลอง

อ่ืนๆ แตเอนไซม E3 และ E4 ใหผลตอ DMD และ ADFD เชนเดียวกับcontrol สําหรับเอนไซมทุกชนิด 

ใหผลของเอนไซมตอ TGP สูงกวา control (P < 0.05) 

ท่ีระยะเวลาบมท้ัง 2 เวลา ผลของ corn silage substrate มีความแตกตาง (P < 0.05) 

ระหวาง corn silage substrate ในแงของผลตอ DMD, NDFD, ADFD และ TGP (Table 5.2) 

ผลิตภัณฑ corn silage 1 มี DMD, NDFD และ TGP สูงท่ีสุด (P < 0.05) แตมี ADFD ต่ําท่ีสุด (P < 

0.05) ในทางตรงกันขาม corn silage 4 มี ADFD สูงท่ีสุด (P < 0.05) แตมี DMD และ TGP ต่ําท่ีสุด (P 
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< 0.05) จากตัวแปรท้ังหมด (DMD, NDFD, ADFD และ TGP) พบวาไมมี enzyme × corn silage 

substrate interaction (P>0.05) ท้ังท่ีระยะเวลาบม 24 หรือ 48 ชม. (Table 5.2) 

 
Table 5.2 Effect of enzyme (E) and corn silage on nutrient degradability (%)and total gas production 

(GP) from corn silage after 24 and 48 h of incubation (n = 8) 

 

 

 

Enzyme1 

24 h 48 h 

Degradability (%) Total GP 

(mL/g 

DM) 

Degradability (%) Total GP 

(mL/ g DM) DM NDF ADF DM NDF ADF 

Corn 1 Mean 49.0a 25.1a 8.5c 78.2a 58.7a 30.6a 15.0c 109.2a 

Control      47.5 23.5 6.6 74.8 57.9 28.1 11.2 104.0 

E1 49.7 26.3 10.7 79.2 59.8 32.2 17.6 109.2 

E2 50.1 25.7 9.8 78.8 59.1 32.3 17.9 110.4 

E3 49.4 25.1 8.7 78.8 58.4 30.3 13.7 110.9 

E4 48.2 24.7 7.0 79.5 58.4 30.1 14.5 111.1 

Corn 2 Mean 42.4b 15.2b 11.5b 74.3b 51.9b 22.5b 18.5b 103.4b 

Control        41.1 12.5 8.5 69.7 50.8 20.0 15.7 97.0 

E1 42.8 16.2 14.0 77.1 52.8 23.8 21.5 106.4 

E2 43.2 16.8 13.4 75.0 52.1 23.8 19.8 104.4 

E3 42.6 15.3 11.4 74.2 51.8 22.3 18.3 105.1 

E4 42.3 14.9 10.4 75.3 51.7 22.7 17.2 104.0 

Enzyme Control        41.3c 15.5c 8.3d 65.8b 50.1b 22.0c 15.4b 89.6b 

E1 42.8ab 18.0a 12.3a 70.9a 51.8a 25.3a 19.9a 97.0a 

E2 43.3a 18.2a 12.5a 70.6a 51.7a 25.4a 20.0a 98.6a 

E3 43.0ab 17.3b 10.5b 70.4a 50.6b 23.4b 16.4b 97.0a 

E4 42.3b 17.1b 9.4c 70.5a 50.7b 23.6b 16.7b 97.2a 

Corn silage SEM 0.56 0.74 0.26 2.16 0.26 0.27 0.63 2.59 

Enzyme SEM 0.57 0.75 0.30 2.21 0.29 0.31 0.66 2.70 

Interaction SEM 0.73 0.83 0.65 2.84 0.57 0.65 1.10 3.99 

P         

Corn silage <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 

Enzyme <0.001 <0.001 <0.001 0.002 <0.001 <0.001 <0.001 0.002 

Enzyme*Corn silage 0.62 0.24 0.34 0.99 0.84 0.89 0.38 0.99 
1Enzyme E1, E2, E3 and E4 are identified in Table 5.1. 
a-d Mean within the same column for the main effects of enzyme or does having different letters are different at P 

<0.05. 
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Table 5.2 Effect of enzyme (E) and corn silage on nutrient degradability (%)and total gas production 

(GP) from corn silage after 24 and 48 h of incubation (n = 8) (Cont.) 

 

 

 

Enzyme1 

24 h 48 h 

Degradability (%) Total GP 

(mL/ g DM) 

Degradability (%) Total GP 

(mL/ g DM) DM NDF ADF DM NDF ADF 

Corn 3 Mean 40.4c 13.9c 9.1c 66.0c 48.2c 19.9c 16.1c 91.3c 

Control       38.8 12.5 6.9 64.1 47.2 18.7 14.5 85.9 

E1 40.4 14.3 10.6 66.8 49.2 21.5 18.6 91.3 

E2 40.6 14.4 11.7 65.9 49.0 21.6 18.2 93.3 

E3 41.5 14.0 8.1 67.1 47.6 18.8 14.6 92.6 

E4 40.6 14.1 8.2 66.3 48.1 19.1 14.6 93.4 

Corn 4 Mean 38.5d 14.8b 13.4a 60.0d 45.2d 22.7b 21.2a 79.6d 

Control       38.0 13.5 11.9 54.8 44.5 21.3 20.2 71.5 

E1 38.5 15.3 14.0 60.4 45.2 23.8 22.0 81.3 

E2 39.3 15.8 15.3 62.6 46.8 24.0 23.9 86.1 

E3 38.5 14.9 13.5 61.5 44.7 22.1 19.2 79.2 

E4 38.1 14.7 12.1 60.7 44.6 22.3 22.7 79.9 

Enzyme Control       41.3c 15.5c 8.3d 65.8b 50.1b 22.0c 15.4b 89.6b 

E1 42.8ab 18.0a 12.3a 70.9a 51.8a 25.3a 19.9a 97.0a 

E2 43.3a 18.2a 12.5a 70.6a 51.7a 25.4a 20.0a 98.6a 

E3 43.0ab 17.3b 10.5b 70.4a 50.6b 23.4b 16.4b 97.0a 

E4 42.3b 17.1b 9.4c 70.5a 50.7b 23.6b 16.7b 97.2a 

Corn silage SEM 0.56 0.74 0.26 2.16 0.26 0.27 0.63 2.59 

Enzyme SEM 0.57 0.75 0.30 2.21 0.29 0.31 0.66 2.70 

Interaction SEM 0.73 0.83 0.65 2.84 0.57 0.65 1.10 3.99 

P         

Corn silage <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 

Enzyme <0.001 <0.001 <0.001 0.002 <0.001 <0.001 <0.001 0.002 

Enzyme*Corn silage 0.62 0.24 0.34 0.99 0.84 0.89 0.38 0.99 
1Enzyme E1, E2, E3 and E4 are identified in Table 4.1. 
a-d Mean within the same column for the main effects of enzyme or does having different letters are 

different at P <0.05. 

 

ท่ีระยะเวลาบม 24 ชม. ไมพบความแตกตาง (P > 0.05) ระหวาง enzyme additive และ 

control ในแงของผลของเอนไซมตอ total VFA, molar proportions ของ acetate, propionate, 

butyrate และสัดสวนของ acetate ตอ propionate (Table 5.3) สวนผลของ corn silage 
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substrate พบความแตกตาง (P < 0.05) ระหวาง corn silage substrate ในแงของผลตอตัวแปร

ท้ังหมด ไดแก total VFA, molar proportions ของ acetate, propionate, butyrate และสัดสวน

ของ acetate ตอ propionate (Table 5.3) ผลิตภัณฑ corn silage 2 ให total VFA สูงกวา (P < 

0.05) corn silage อีก 3 ชนิด corn silage 2 และ corn silage 3 ให molar proportion ของ 

acetate สูงกวา (P < 0.05) corn silage 1 และ corn silage 4 แต corn silage 1 และ corn silage 

4 ให molar proportion ของ propionate สูงกวา (P < 0.05) corn silage 2 and corn silage 3 

ในขณะท่ี corn silage 1 และ corn silage 2 มี molar proportion ของ butyrate และสัดสวนของ 

acetate ตอ propionate สูงท่ีสุด (P<0.05) ตามลําดับ สําหรับ corn silage 1, corn silage 2 และ 

corn silage 3 ในสวนของ molar proportion ของ acetate, propionate, butyrate และสัดสวน

ของ acetate ตอ propionate ไมพบวามี enzyme × corn silage substrate interaction (P > 

0.05) แตสําหรับ corn silage 1 และ corn silage 2 ผลของเอนไซมตอ total VFA ข้ึนอยูกับ 

enzyme additive (enzyme × corn silage interaction, P < 0.05) สวน corn silage 4 ในสวน

ของ molar proportion ของ acetate, butyrate และสัดสวนของ acetate ตอ propionate ไม

พบวามี enzyme × corn silage substrate interaction (P > 0.05) แต ผลของเอนไซมตอ total 

VFA และ molar proportion ของ propionate ข้ึนอยูกับ enzyme additive (enzyme × corn 

silage interaction, P < 0.05) 

ท่ีระยะเวลาบม 48 ชม. ไมพบความแตกตาง (P > 0.05) ระหวาง enzyme additives และ 

control เก่ียวกับผลของเอนไซมตอ molar proportion ของ acetate, propionate, butyrate, และ

สัดสวนของ acetate ตอ propionate แต enzyme additives มีผลทําใหมีความแตกตาง (P < 0.05) 

ตอ total VFA (Table 5.3) เอนไซม E3 และ E4 สงผลใหมี total VFA สูงกวา control (P < 0.05) 

ในขณะท่ีเอนไซม E3 สงผลใหมี total VFA (P < 0.05) สูงท่ีสุด สําหรับผลของ corn silage substrate 

พบวามีความแตกตาง (P < 0.05) ระหวาง corn silage substrate เก่ียวกับผลของ corn silage ตอ

ทุกๆ ตัวแปร ไดแก total VFA, molar proportions ของ acetate, propionate, butyrate, และ

สัดสวนของ acetate ตอ propionate (Table 5.3) 

สําหรับ corn silage 4 สงผลใหมี total VFA ต่ําท่ีสุด คือต่ํากวา corn silage ท้ัง 3 ชนิด 

(P<0.05) สวน corn silage 3 และ corn silage 4 สงผลใหมี molar proportion ของ acetate สูง

กวา corn silage 1 และ corn silage 2 (P < 0.05), แต corn silage 1 และ corn silage 2 สงผลให

มี molar proportions ของ propionate และ butyrate สูงท่ีสุด (P<0.05) ตามลําดับ ในสวนของ 

corn silage 3 และ corn silage 4 สงผลใหมีสัดสวนของ acetate ตอ propionate สูงกวา corn 

silage 1 และ corn silage 2 (P < 0.05) สําหรับ corn silage ทุกชนิด และผลตอ total VFA และ 

molar proportion ของ butyrate พบวาไมมี enzyme × corn silage substrate interaction 

(P>0.05) แตสําหรับ corn silage 3 และ corn silage 4 ผลของเอนไซมตอ molar proportion ของ 
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acetate ข้ึนอยูกับชนิดของ enzyme additive (enzyme × corn silage interaction, P<0.05) จาก 

corn silage substrate ทุกชนิด ผลของเอนไซมตอ molar proportion ของ propionate และ

สัดสวน acetate ตอ propionate ข้ึนอยูกับชนิดของ enzyme additive (enzyme × corn silage 

interaction, P<0.05) 
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Table 5.3 Effect of enzyme additive (E) and dose (D) on volatile fatty acid (VFA) concentrations from 

corn silage after 24 and 48 h of incubation (n = 8) 

  24 h 48 h 

 Enzyme Total 

VFA 

(mM) 

Molar proportions2 Ac:Pr Total 

VFA 

(mM) 

Molar proportions2 Ac:Pr 

Ac Pr Bu Ac Pr Bu 

Corn 1 Mean 108.9B 58.9B 18.9A 13.3A 3.12C 125.4A 56.1C 20.3A 13.7B 2.79C 

Control 105.7b 58.5 18.5 13.9 3.16 121.8 55.8 20.8a 14.3 2.69b 

E1 115.9a 58.8 18.9 13.5 3.12 128.1 56.5 20.0b 14.2 2.80ab 

E2 109.2ab 59.0 18.9 13.2 3.13 127.1 56.2 20.2b 14.3 2.85a 

E3 109.3b 59.3 19.2 12.8 3.10 123.9 55.7 20.4ab 14.5 2.74ab 

E4 108.5ab 59.1 19.1 13.1 3.10 126.3 56.4 20.0b 14.3 2.84a 

Corn 2 Mean 112.5A 61.6A 16.3C 12.7B 3.79A 123.1A 59.0B 18.1B 14.4A 3.27B 

Control 114.3ab 61.5 15.9 12.8 3.88 122.8 59.5 17.6b 13.7 3.40a 

E1 119.9a 61.9 16.5 12.6 3.77 121.6 58.8 18.4a 13.6 3.21b 

E2 108.9b 61.8 16.4 12.7 3.80 119.5 58.9 18.0ab 13.8 3.31ab 

E3 105.4b 61.3 16.3 12.9 3.76 125.2 58.7 18.3a 13.7 3.22b 

E4 110.1b 61.6 16.6 12.7 3.73 126.2 59.0 18.4a 13.5 3.22b 

Enzyme Control 103.3 60.3 17.8 12.6 3.43 117.9C 58.5 18.6 13.5 3.19 

E1 107.8 60.5 18.1 12.4 3.38 120.1BC 58.6 18.5 13.5 3.21 

E2 106.1 60.7 18.0 12.3 3.40 122.9ABC 58.8 18.4 13.5 3.24 

E3 104.4 60.8 17.9 12.3 3.41 125.0A 59.0 18.3 13.5 3.28 

E4 105.2 60.6 18.0 12.4 3.40 124.4AB 59.0 18.3 13.4 3.26 

Corn silage SEM 5.82 0.23 0.38 0.28 0.100 2.12 1.23 1.24 0.18 0.292 

Enzyme SEM 5.86 0.24 0.04 0.28 0.101 2.26 1.23 1.24 0.19 0.292 

Interaction SEM 6.29 0.37 0.44 0.36 0.113 3.83 1.26 1.25 0.24 0.30 

P           

Corn silage <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 

Enzyme 0.17 0.20 0.46 0.49 0.77 0.03 0.11 0.23 0.89 0.11 

Corn 

silage*Enzyme 

0.01 0.34 0.03 0.36 0.11 0.96 0.03 <0.001 0.17 <0.001 

2Expressed as individual VFA, mol/100 mol; Ac = acetate, Pr = propionate, and Bu=butyrate.   
a-dMeans within the same columns within  substrate having different letters are different at P < 0.05. 
A,B,C, DMean within the same column for the main effects of enzyme or substrate having different letters are different 

at P < 0.05. 
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Table 5.3 Effect of enzyme additive (E) and dose (D) on volatile fatty acid (VFA) concentrations from 

corn silage after 24 and 48 h of incubation (n = 8) (Cont.) 

 Enzyme 24 h 48 h 

  Total 

VFA 

(mM) 

Molar proportions2 Ac:Pr Total 

VFA 

(mM) 

Molar proportions2 Ac:Pr 

Ac Pr Bu Ac Pr Bu 

Corn 3 Mean 104.7C 61.6A 17.4B 12.0C 3.54B 123.3A 60.0A 17.5C 13.1C 3.45A 

Control 102.8 61.7 17.0 12.2 3.63 116.6 59.2b 17.5ab 13.6 3.41b 

E1 103.3 61.1 17.4 12.2 3.52 120.7 59.8b 17.9a 13.0 3.36b 

E2 108.1 61.6 17.6 11.9 3.52 124.9 60.0ab 17.6ab 13.0 3.43ab 

E3 105.3 61.9 17.5 11.8 3.55 128.0 60.8a 17.2b 12.8 3.58a 

E4 103.6 61.4 17.6 12.0 3.50 126.5 60.2ab 17.5ab 13.0 3.47ab 

Corn 4 Mean 95.4D 60.4B 19.1A 11.5D 3.16C 116.4B 59.9A 17.6C 12.8D 3.43A 

Control 90.4b 59.6 19.6a 11.4 3.04 110.5 59.5b 18.3a 12.6 3.27c 

E1 91.9ab 60.3 19.1a 11.3 3.09 114.0 59.4b 17.7b 13.1 3.38bc 

E2 97.9a 60.5 19.2ab 11.5 3.15 119.0 59.9ab 17.7b 12.8 3.42ab 

E3 98.0a 60.5 18.7b 11.8 3.24 119.9 60.6a 17.1b 12.7 3.56a 

E4 98.6a 61.0 18.6b 11.6 3.29 118.6 60.3ab 17.3b 12.7 3.51ab 

Enzyme Control 103.3 60.3 17.8 12.6 3.43 117.9C 58.5 18.6 13.5 3.19 

E1 107.8 60.5 18.1 12.4 3.38 120.1BC 58.6 18.5 13.5 3.21 

E2 106.1 60.7 18.0 12.3 3.40 122.9ABC 58.8 18.4 13.5 3.24 

E3 104.4 60.8 17.9 12.3 3.41 125.0A 59.0 18.3 13.5 3.28 

E4 105.2 60.6 18.0 12.4 3.40 124.4AB 59.0 18.3 13.4 3.26 

Corn silage SEM 5.82 0.23 0.38 0.28 0.100 2.12 1.23 1.24 0.18 0.292 

Enzyme SEM 5.86 0.24 0.04 0.28 0.101 2.26 1.23 1.24 0.19 0.292 

Interaction SEM 6.29 0.37 0.44 0.36 0.113 3.83 1.26 1.25 0.24 0.30 

P           

Corn silage <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 

Enzyme 0.17 0.20 0.46 0.49 0.77 0.03 0.11 0.23 0.89 0.11 

Corn 

silage*Enzyme 

0.01 0.34 0.03 0.36 0.11 0.96 0.03 <0.001 0.17 <0.001 

2Expressed as individual VFA, mol/100 mol; Ac = acetate, Pr = propionate, and Bu=butyrate.   
a-dMeans within the same columns within  substrate having different letters are different at P < 0.05. 
A,B,C, DMean within the same column for the main effects of enzyme or substrate having different 

letters are different at P < 0.05. 
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5.4 วิจารณผลการทดลอง (Discussion) 

 ผลิตภัณฑสารเสริมเอนไซมท้ัง 4 ชนิด ท่ีใชในการศึกษาครั้งนี้ เปนผลิตภัณฑเอนไซมทางการคา

ท่ีมี xylanase และ endoglucanase activities หลากหลาย การวิเคราะหหา enzyme activity ใช

ระดับ pH 6 และอุณหภูมิ 39 °C ตามท่ีแนะนําโดย Colombatto and Beauchemin (2003) เพ่ือ

สะทอนถึงสภาวะปกติในกระเพาะหมักของโคนมท่ีไดรับท้ังอาหารขนและอาหารหยาบ สารเสริมเอนไซม

แตละชนิดมี activity หลากหลายท้ัง endoglucanase และ xylanase ท้ังนี้ข้ึนอยูกับชนิดของจุลินทรีย

ท่ีใชผลิตเอนไซม (Beauchemin et al., 2004) อุณหภูมิ และ substrate (Colombatto and 

Beauchemin, 2003) และระดับ pH (Kung et al., 2002) Kung et al. (2002) รายงานวาความ

แตกตางของ activity profiles เม่ือวิเคราะหท่ีระดับ pH ท่ีแตกตางกัน และแนะนําวา ผลของ pH ตอ  

enzyme activity อาจเปนปจจัยสําคัญ เม่ือตองการจําแนก fibrolytic enzyme สําหรับใชในอาหาร

สัตวเค้ียวเอ้ือง 

การศึกษาครั้งไดออกแบบเพ่ือประเมินผลการใชระดับการเสริม 2 ระดับ ของผลิตภัณฑเอนไซม 

4 ชนิด เพ่ือปรับปรุงการยอยสลายของ corn silage 4 ชนิด โดยใช in vitro techniques วิธีการนี้

สามารถใชอยางเชื่อถือไดในการวิเคราะหโดยชีววิธี เพ่ือทํานายผลตอบสนอง in vivo ตอ exogenous 

enzymes โครงการนี้มุงสนใจศึกษา corn silages เพราะใชเลี้ยงโคในหลายภูมิภาคของโลก และใน

คุณคาทางโภชนะคอนขางสูง แต corn silage ในท่ีตางๆ มีคุณภาพแตกตางกัน ความแตกตางใน

องคประกอบของ NDF, ADF และ starch ระหวาง corn silages อาจเนื่องมาจากความแตกตางของ

ระยะการเจริญเติบโตและชิ้นสวนของตนขาวโพด การเสริม fibrolytic enzyme additive สามารถเพ่ิม  

DMD, DNDF, ADF, และ TGP ของ corn silages ท้ัง 4 ชนิด ท่ีระยะเวลาบมท่ี 24 และ 48 ชม. 

อยางไรก็ตาม degradability ของ corn silage ตอบสนองตอชนิดของเอนไซมท่ีแตกตางกัน ข้ึนอยูกับ 

ชนิดของเอนไซม โดยเอนไซม E1 และ E2 มีประสิทธิภาพมากกวาเอนไซมอีก 2 ชนิด ทํานองเดียวกัน 

Eun et al. (2007) รายงานในการศึกษา in vitro วา degradability ของ NDF และ ADF จาก alfalfa 

hay และ corn silage เพ่ิมข้ึนเม่ือเสริม fibrolytic enzyme additive แตผลตอบสนองผันแปรข้ึนอยู

กับชนิดของเอนไซม อยางไรก็ตาม สารเสริมเอนไซมทางการคาแตละชนิดใหผลท่ีแตกตางกัน กลาวคือ 

สารเสริมเอนไซม E1 และ E2 มีประสิทธิภาพมากกวาสารเสริมเอนไซม E3 และ E4 สวนผลของ corn 

silage substrate พบวามีความแตกตางระหวาง corn silage substrate เก่ียวกับผลตอ DMD, NDFD, 

ADFD และ TGP ท้ังนี้อาจเนื่องมาจากความแตกตางขององคประกอบระหวาง corn silage ท่ีใชใน

การศึกษา corn silage 1 มี DMD และ TGP สูงท่ีสุด เพราะวา corn silage 1 มีองคประกอบของแปง

มากกวา corn silage อีก 3 ชนิด สําหรับตัวแปรท่ีทําการศึกษาท้ังหมด ไดแก DMD, NDFD, ADFD 

และ TGP พบวาไมมี enzyme × corn silage substrate interaction ท้ังท่ีระยะเวลาบม 24 หรือ 48 

ชม. ผลของการศึกษาครั้งนี้แนะนําวา ผลตอบสนองตอ fibrolytic enzyme additive ของ corn 

silage ท้ัง 4 ชนิดนั้นเหมือนกัน การศึกษาครั้งนี้พบวา fibrolytic enzyme additive ไมมีผลตอ total 

 

 

 

 

 

 

 

 



72 

VFA และ molar proportions ของ VFA แตละชนิด ซ่ึงสอดคลองกับ Chung et al. (2012) ใน

การศึกษาท่ีเสริม enzyme ในอาหาร ไมสงผลตอความเขมขนของ total VFA และ molar 

proportions ของ VFA แตละชนิด ใน ruminal fluid อยางไรก็ตาม ผลของ corn silage substrate 

มีความแตกตางระหวาง corn silage substrate เก่ียวกับ total VFA และ molar proportions ของ 

VFA แตละชนิด เพราะวา proportion ของ ruminal VFA สามารถเปลี่ยนแปลงได ข้ึนอยูกับ 

สวนประกอบของโภชนะในกระเพาะหมัก Phakachoed et al. (2013) แนะนําวา การวิเคราะหผลของ 

enzyme ตอความเขมขนของ VFA อาจไมใชวิธีท่ีเปนประโยชนในการจําแนกแยกแยะศักยภาพของผล

ของ the enzyme additives in vivo 

 

5.5 สรุป (Conclusions) 

 ผลิตภัณฑ enzyme additive ทุกชนิด ใหผลในทางบวก โดยสามารถเพ่ิม DMD, NDFD, 

ADFD และ TGP ในทุก corn silage อยางไรก็ตาม เอนไซม E1 และ E2 มีประสิทธิภาพมากกวา

เอนไซม E3 และ E4 ในขณะท่ี corn silage1 มีผลทําใหมี DMD, NDFD และ TGP สูงท่ีสุด ในขณะท่ี 

corn silage 4 มีผลทําใหมี ADFD สูงท่ีสุด 
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บทที่ 6 

ผลของการใช exogenous fibrolytic enzyme ตอการหมักยอยฟางขาว in vitro 

(Effects of exogenous fibrolytic enzymes on in vitro  

ruminal fermentation of rice straw) 

 

บทคัดยอ 

การศึกษาครั้งนี้เพ่ือประเมินผลของ enzyme additives 8 ชนิด ตอการหมักยอยฟางขาวใน

กระเพาะหมัก โดยใชวิธี batch culture in vitro assay ท่ีประกอบดวย medium และ ruminal 

fluid ท่ีระยะเวลาบม 48 ชม. แผนการทดลองเปนแบบ completely randomized design 

ประกอบดวย 2 runs และมี 4 ซํ้า ผลิตภัณฑ enzyme additive ท้ังหมด เปนผลิตภัณฑเอนไซมทาง

การคา ท่ีมีความผันแปรของ endoglucanase, exoglucanase และ xylanase activities ระดับการ

เสริมของเอนไซมท้ัง 8 ชนิด คือ 0, 2 and 4 μl/g of rice straw dry matter (DM) ทําการวัด gas 

production (GP) ท่ีเวลา 3, 6, 12, 18, 24 และ 48 ชม. หลังการบม หาคา degradability ของ DM 

(DMD), neutral detergent fiber (NDFD) และ acid detergent fiber (ADFD) ภายหลังจากการบม

ท่ี 24 และ 48 ชม. หลังจากการบม 24 ชม. Degradability ของ DM, NDF และ total gas 

production (TGP) ไมมีผลกระทบจาก enzyme additives อยางไรก็ตาม degradability ของ ADF 

เพ่ิมข้ึนเม่ือเสริม enzyme additives (P<0.05) หลังจากการบม 48 ชม. ผลของ enzyme additives 

ตอ degradability ของ DM และ TGP เหมือนกัน (P>0.05) แต degradability ของ NDF เพ่ิมข้ึน 

(P<0.05) โดย enzyme additives ท่ีระยะเวลาบมท้ัง 2 เวลา มีความแตกตาง (P<0.05) ระหวางชนิด

ของ enzyme additives เก่ียวกับผลตอ degradability ของ ADF การเสริม exogenous fibrolytic 

enzymes สามารถเพ่ิม in vitro degradation ของฟางขาว แตในแตละผลิตภัณฑเอนไซมสแดง

ผลตอบสนองท่ีแตกตางกัน ข้ึนอยูกับระดับการเสริมเอนไซมื (enzyme × dose interaction, P<0.05) 

มีความแตกตางระหวาง enzyme additives สําหระบ total VFA ท้ังท่ีระยะเวลาบม 24 และ 48 ชม. 

(P<0.05); การเพ่ิมระดับการเสริมเอนไซม ทําใหเพ่ิม total VFA หลังการบม 24 และ 48 ชม. นั่นคือ 

ทุกระดับการเสริมเอนไซมจะสงผลใหมี total VFA สูงกวา control (P<0.001) สรปโดยรวม enzyme 

additives แสดงผลตอบสนองในเชิงบวกของ rice straw substrates (เพ่ิม NDFD และ ADFD) 

อยางไรก็ตาม ผลิตภัณฑเอนไซม E3 มีประสิทธิภาพมากกวาผลิตภัณฑเอนไซมชนิดอ่ืนๆ 

 

Abstract 

This study was conducted to evaluate the effects of 8 enzyme additives on 

ruminal fermentation of rice straw using a 48 h batch culture in vitro assay with 

medium and ruminal fluid. The experiment was conducted as a completely 
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randomized design with two runs and four replicates. The all enzyme additives were 

commercial products that provided a range in endoglucanase, exoglucanase, and 

xylanase activities. The eight enzymes were added at 0, 2 and 4 μl/g of rice straw dry 

matter (DM). Gas production (GP) was measured at 3, 6, 12, 18, 24, and 48 h post 

incubation. Degradability of DM (DMD), neutral detergent fiber (NDFD), and acid 

detergent fiber (ADFD) were determined after 24 and 48 h. After 24 h incubation, 

degradabilities of DM, NDF, and total gas production (TGP) were not affected by 

enzyme additives, however degradability of ADF was increased by enzyme additives 

(P<0.05). After 48 h incubation, the effects of enzyme additives on degradability of DM 

and TGP were also similar (P>0.05). But degradability of NDF were increased (P<0.05) by 

enzyme additives. At both time points, there were difference (P<0.05) between 

enzyme additives in terms of their effects on degradability of ADF. The supplemental 

exogenous fibrolytic enzymes increased in vitro degradation of rice straw, but in each 

enzyme product shows different response dependent on enzyme dose (enzyme × 

dose interaction, P<0.05). There were differences amongst the additives for total VFA at 

24 and 48 h (P<0.05); increasing enzyme dose increased total VFA after 24 and 48 h, 

such that all doses were higher than the control (P<0.001). Overall, enzyme additives 

show positive response in rice straw substrates (increased, NDFD and ADFD), however, 

product E3 was more effective than other products. 

 

6.1 บทนํา (Introduction) 

 ฟางขาวเปนผลพลอยไดจากการผลิตขาวท่ีมีมากและใชเปนแหลงอาหารหยาบหลักอยาง

กวางขวางในประเทศไทย ท้ังนี้เพราะวาอาหารหยาบคุณภาพดีนั้นมักมีราคาสูง และอาหารหยาบ

คุณภาพดีนั้นมีอยูอยางจํากัด อยางไรก็ตาม ฟางขาวมีองคประกอบของ lignocellulosic อยูสูง มี

องคประกอบของโปรตีนต่ํา มีความนากินต่ํา และมีการยอยสลายไดของอินทรียวัตถุในกระเพาะหมักต่ํา 

(Jung et al., 1993) การเพ่ิมการยอยไดของอาหารคุณภาพต่ําโดยการใช enzyme feed additives 

สามารถนําไปสูการปรับปรุงผลผลิตสัตวอยางมีนัยสําคัญในหลายภูมิภาคของโลก อยางไรก็ตาม 

enzyme activities ของ feed enzymes ท่ีทําการทดสอบภายใตสภาวะท่ีควบคุมไดอยางเหมาะสม 

ไมสามารถทํานายความสามารถของเอนไซมในการเพ่ิมการยอยอาหารสัตวเค้ียวเอ้ือง (McAllister et 

al., 2001) ดังนั้นกอนการใช enzyme additive ในอาหารสัตวเค้ียวเอ้ือง ตองทดสอบผลของการใช 

enzyme feed additive และคัดกรองผลิตภัณฑเอนไซม และหาระดับการเสริมท่ีเหมาะสมในสภาวะ

ของกระเพาะหมัก (Colombatto and Beauchemin, 2003) สวนหนึ่งของการศึกษานี้มุงสนใจวิธีการ 
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in vitro screening โดยใชฟางขาวเปน substrate กอนท่ีจะนําเอนไซมไปทดสอบตอไปในการศึกษา in 

vivo ท่ีใชอาหารท่ีมีฟางขาวเปนสวนประกอบ วัตถุปรสงคของการศึกษาครั้งนี้เพ่ือประเมินศักยภาพของ 

enzyme additives หลายชนิด ท่ีมี enzyme activities แตกตางกัน เพ่ือเพ่ิม in vitro ruminal fiber 

degradation และ fermentation profile ของฟางขาว และหาระดับการเสริมท่ีเหมาะสมของเอนไซม

แตละชนิด 

 

6.2 อุปกรณและวิธีการ (Materials and method)  

การทดลองนี้ดําเนินการตามแบบแผน completely randomized design ประกอบดวย 2 

runs (batches) และมีจํานวน 4 ซํ้าตอ run และแตละ run ทําแยกกันคนละวัน 

6.2.1 การเตรียม reagents (Reagents preparation) 

ในการเตรียม reagents ไดแก buffer solution, macromineral solution, micromineral 

solution, 0.1% (wt/vol) Resazurin และการเตรียม Medium เตรียมเชนเดียวกันกับท่ีไดรายงายไว

ในบทท่ี 5 

6.2.2 การเตรียม substrate และ enzyme 

ทําการอบตัวอยางฟางขาวท่ีอุณหภูมิ 55°C จนกระท่ังแหง (~48 ชม.) และบดดวยเครื่องบด 

(Wiley mill standard model 4, Arthur H. Thomas, Philadelphia, PA, USA) ผานตะแกรงขนาด 

1 mm ชั่งฟางขาวบดประมาณ 0.9 g DM บรรจุลงใน filter bag ท่ีผานการลางดวย acetone และชั่ง

น้ําหนักแลว (F57, Ankom Technology, Macedon, NY) เตรียมจํานวน 4 ซํ้า ในแตละ treatment 

และในแตละระยะเวลาบมใน batch culture เจือจางผลิตภัณฑเอนไซมดวยน้ํา และเติม (200 µl) ลง

บน substrates (rice straw) โดยตรงใน filter bag (กอนปดปากถุง) ท่ีระดับการเสริม 3 ระดับ ของ

เอนไซมแตละชนิด: 0 (control), 2 และ 4 µl/g of substrate DM ปดปากถุงดวย heat-sealed และ

บรรจุลงในชวดขนาดปริมาตร 125 ml และท้ิงไวท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 3 ชม. 

6.2.3 In vitro fermentations 

เชนเดียวกับท่ีไดรายงานไวในบทท่ี 5 

6.2.4 Determination of pH, and VFA at 24 and 48 h 

เชนเดียวกับท่ีไดรายงานไวในบทท่ี 5 

6.2.5 Statistical analysis 

เชนเดียวกับท่ีไดรายงานไวในบทท่ี 5 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



78 

6.3 ผลการทดลอง (Results) 

6.3.1 Enzyme activity 

คํานวณ enzymes activity ตามพ้ืนฐานของ activity ท่ีวัดไดท่ีสภาวะท่ีเหมาะสมในการบมใน

กระเพาะหมัก enzyme additive ทุกชนิด มี xylanase, endo-glucanase และ exo-glucanase 

activity และ amylase ยกเวนเพียงเอนไซม E1 และ E7 ท่ีไมมี amylase activity (Table 6.1) 

สําหรับ xylanase activity ผลิตภัณฑสารเสริมเอนไซมท้ัง 8 ชนิด (per ml) จัดเรียงลําดับไดดังนี้ 

E6>E8>E5>E2>E7>E1>E3>E4 วัด enzyme activity โดยใช xylan substrate (oat spelt) สวน 

endo-glucanaseand activity ผลิตภัณฑสารเสริมเอนไซมท้ัง 8 ชนิด (per ml) จัดเรียงลําดับไดดังนี ้

E2>E8>E1>E5>E6>E3>E7>E4 การวัด enzyme activity ใช cellulose substrate (medium-

viscosity carboxymethylcellulose) ดังนั้นเอนไซม E6 เปนเอนไซมท่ีมีแหลงท่ีมีความเขมขนของ 

xylanase สูงท่ีสุด และเอนไซม E2 E6 เปนเอนไซมท่ีมีแหลงท่ีมีความเขมขนของ endo-glucanase สูง

ท่ีสุด ในขณะท่ีเอนไซม E4 เปนผลิตภัณฑเอนไซมท่ีมีความเขมขนต่ําท่ีสุด 

 

Table 6.1 Enzyme activity of the 8 enzyme additives (pH 6.5) 

Enzyme product Enzymatic activity1 

Xylanase Endoglucanase Exoglucanase Amylase 

Dyadic (E1) 1457±20 250±26 11±0.8 - 

Econase (E2) 2820±124 265±18 7±0.4 0.6 

Rovabio (E3) 880±42 106±6 6±0.9 0.5 

Cinabio (E4) 156±16 28±0.5 2±0.4 0.1 

EL2012 059L (E5) 2903±71 230±25 7±0.6 1.4 

EL2012 060L (E6) 3347±34 209±12 10±1 0.5 

EL2012 062L (E7) 2741±81 53±6 4±0.3 - 

EL2012 063L (E8) 3246±59 263±1 8±0.9 2.0 
1Endoglucanase, exoglucanase and amylase activitywere expressed as µmoles of glucose released 

per minuteper millilitre enzyme.  

Xylanase activity was expressed as µmoles of xylose released per minute per millilitre enzyme. 

 

6.3.2 In vitro fermentation 

 หลังจากการบม 24 ชม. degradability ของ DM, NDF และ TGP ไมมีผลกระทบจาก 

enzyme additives อยางไรก็ตาม enzyme additives สามารถเพ่ิม degradability ของ ADF 

(P<0.05) (Table 6.2) หลังจากการบม 48 ชม. ผลของ enzyme additives ตอ degradability ของ 

DM และ TGP ไมแตกตางกัน (P>0.05) แต degradability ของ NDF เพ่ิมข้ึน (P<0.05) เนื่องจากการ
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เสริม enzyme additives ท่ีระยะเวลาบม ท้ัง 2 เวลา พบวามีความแตกตาง (P<0.05) ระหวาง 

enzyme additives เก่ียวกับผลตอ degradability ของ ADF 

ท่ี 48 ชม. หลังการบม E3 สงผลใหมี NDF degradability สูงท่ีสุด ในทางตรงกันขาม NDF 

degradability ต่ําสุดเม่ือใชเอนไซม E4 ท่ีระยะเวลาบมท้ัง 2 เวลา E3 มีผลทําให ADF degradability 

สูงท่ีสุด แต ADF degradability ต่ําสุดใน E5 สําหรับตัวแปรท้ังหมด DMD, NDFD, ADFD และ TGP 

ลวนเพ่ิมข้ึน (P<0.05) เม่ือเปรียบเทียบกับ control ท่ี 24 และ 48 ชม. หลังการบม ในทางตรงกันขาม 

ผลของ enzyme dose ตอ DM degradability เหมือนกัน (P>0.05) ระหวาง control และ enzyme 

dose ท่ี 24 ชม. หลังการบม ท่ีระยะเวลาบมท้ัง 2 เวลา ผลของ enzyme dose ตอ DM 

degradability และ TGP ไมมีปฏิสัมพันธของ enzyme × dose (P>0.05) และ NDF degradability 

ไมมี enzyme × dose interaction (P>0.05) เชนกัน ท่ีหลังจากการบม 24 ชม. 

ท่ี 48 ชม. หลังการบม ผลของ enzyme dose ตอ NDF degradability ข้ึนอยูกับ enzyme 

additive (enzyme × dose interaction, P<0.05) ท่ีระยะเวลาบมท้ัง 2 เวลา ผลของ enzyme 

dose ตอ ADF degradability ข้ึนอยูกับ enzyme additive (enzyme × dose interaction, 

P<0.05) ท่ี 24 ชม. หลังการบมเอนไซม E2, E3, E6 และ E7 ทุกระดับของ enzyme dose เพ่ิม ADF 

degradability เม่ือเปรียบเทียบกับ control (P<0.05) โดยไมมีความแตกตางระหวางระดับการเสริม

เอนไซม สําหรับเอนไซม E1 ทุกระดับการเสริมสามารถเพ่ิม ADF degradability เม่ือเปรียบเทียบกับ 

control (P<0.05) และท่ีระดับการเสริม 4 µl/g DM จะเพ่ิมสูงกวาท่ีระดับการเสริม 2 µl/g DM 

สําหรับเอนไซม E4, ADF degradability จะเทากัน (P>0.05) ทุกระดับการเสริมเม่ือเปรียบเทียบกับ 

control สวนเอนไซม E5 และ E8, ADF degradability ท่ีระดับการเสริม 2 µl/g DM สูงกวา control 

แตท่ีระดับการเสริมสูงสุด (4 µl/g DM) จะเทากับ control (P>0.05) 

ท่ี 48 ชม. หลังการบม เอนไซม E1, E2, E3, E4, E7 และ E8 ทุกระดับการเสริม สามารถเพ่ิม 

NDF degradability เม่ือเปรียบเทียบกับ control (P<0.05) แตไมมีความแตกตางระหวางระดับของ

การเสริมเอนไซม สวนเอนไซม E6, ทุกระดับการเสริมสามารถเพ่ิม NDF degradability เม่ือ

เปรียบเทียบกับ control (P<0.05) แต NDF degradability ท่ีระดับการเสริม 4 µl/g DM จะสูงกวาท่ี

ระดับการเสริม 2 µl/g DM สําหรับเอนไซม E5, ผลตอบสนองของ NDF degradability ตอระดับการ

เสริม ท่ี 2 µl/g DM จะสูงกวา (P<0.05) control แตท่ีระดับการเสริมสูงสุด (4 µl/g DM) ไมแตกตาง

จาก control (P>0.05) 

สําหรับเอนไซม E1, E2, E3, E6, E7 และ E8 ท่ีทุกระดับการเสริมสามารถเพ่ิม NDF 

degradability เม่ือเปรียบเทียบกับ control (P<0.05) โดยไมมีความแตกตางระหวางระดับของการ

เสริม สวนเอนไซม E4 และ E5, มี ADF degradability เทากัน (P>0.05) ในทุกระดับการเสริมเม่ือ

เปรียบเทียบกับ control 
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Table 6.2  Effect of enzyme (E) and dose (D) on the degradability (%) of dry matter (DM), neutral 

detergent fiber (NDF), acid detergent fiber (ADF) and total gas production (GP) from rice 

straw after 24 and 48 h of incubation with ruminal fluid 
  24 h 48 h 

 Level 

µL/gDM 

Degradability (%) Total GP 

mL/gDM 

Degradability (%) Total GP 

mL gDM  DM NDF ADF DM NDF ADF 

 0 24.8 11.4 10.3c 49.1 31.6 20.5c 20.9b 75.6 

E1 2 25.1 13.6 12.5b 52.4 32.4 24.0a 23.4a 84.4 

4 25.2 14.9 14.2a 52.6 32.3 24.2a 24.0a 83.8 

Mean 25.0 13.3 12.3A 51.4 32.1 22.9B 22.8BC 81.2 

E2 2 24.3 13.3 12.2a 50.3 32.0 24.3a 23.2a 79.7 

4 25.5 14.4 13.5a 54.6 33.5 23.8a 24.4a 86.4 

Mean 24.8 13.0 12.0AB 51.3 32.4 22.9B 22.8BC 80.5 

E3 2 25.2 12.9 13.6a 56.4 34.7 25.9a 26.5a 91.3 

4 25.1 13.9 13.3a 54.3 33.9 26.4a 27.1a 85.3 

Mean 25.0 12.7 12.4A 53.3 33.4 24.3A 24.8A 84.1 

E4 2 25.0 12.1 10.9c 52.4 31.6 22.3a 21.9b 83.0 

4 24.6 12.9 10.9c 51.9 32.5 22.8a 22.5b 83.1 

Mean 24.8 12.2 10.7C 51.1 31.9 21.9C 21.8CD 80.6 

E5 2 25.4 14.4 13.1b 53.2 31.6 22.3b 21.4b 79.4 

4 25.1 12.8 11.3c 52.2 31.5 22.1bc 22.4b 78.6 

Mean 25.1 12.9 11.6AB 51.5 31.6 21.6C 21.6D 77.9 

E6 2 25.2 12.9 12.5a 53.1 32.2 23.5b 24.3a 82.5 

4 24.7 12.8 12.0a 53.7 34.0 26.2a 26.0a 86.2 

Mean 24.9 12.4 11.6AB 51.9 32.6 23.4AB 23.7AB 81.4 

E7 2 25.1 13.7 12.7a 53.3 32.2 24.5a 24.5a 81.5 

4 24.6 13.2 12.2a 55.7 33.1 23.7a 24.1a 85.1 

Mean 24.8 12.8 11.7AB 52.7 32.3 22.9B 23.2B 80.7 

E8 2 24.7 13.4 11.9b 52.9 32.8 23.9a 24.0a 82.8 

4 24.0 13.4 11.7bc 51.9 31.6 23.4a 22.9a 80.9 

Mean 24.5 12.7 11.3BC 51.3 32.0 22.6BC 22.6BCD 79.7 

S.E.M. 0.61 1.14 1.03 2.14 1.45 1.47 0.91 4.30 

Dose 0 24.8 11.4B 10.3B 49.1B 31.6B 20.5B 20.2B 75.6B 

2 25.0 13.3A 12.4A 53.0A 32.4A 23.8A 23.6A 83.1A 

4 24.8 13.5A 12.4A 53.4A 32.8A 24.1A 24.0A 83.7A 

P-values         

Enzyme 0.87 0.21 0.003 0.26 0.25 <0.001 <0.001 0.33 

Dose 0.60 <0.001 <0.001 <0.001 0.02 <0.001 <0.001 <0.001 

Enzyme*Dose 0.93 0.28 0.04 0.35 0.71 0.008 0.01 0.69 
a b c Means within the same column within  enzyme having different letters are different at P<0.05. 
A B C D Mean within the same column for enzyme and does having different letters are different at P<0.05. 
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ท่ีระยะเวลาบม 24 ชม. total VFA, molar proportion ของ acetate และสัดสวนของ 

acetate ตอ propionate ของเอนไซม E8 จะสูงกวา (P<0.05) เอนไซมอ่ืนๆ (Table 6.3) เปรียบเทียบ

กับ control ระดับการเสริมเอนไซม มีผลตอ total VFA, molar proportion ของ acetate และ

สัดสวน acetate ตอ propionate ท่ีระดับการเสริม 2 และ 4 µl/g DM สามารถเพ่ิม total VFA และ 

molar proportion ของ acetate (P<0.05) แตไมมีความแตกตางระหวางระดับการเสริม สัดสวนของ 

propionate ไมมีผลกระทบระหวางชนิดของ enzyme additives และ enzyme dose (P>0.05) 

สัดสวนของ butyrate ไมมีผลกระทบระหวาง enzyme additives (P>0.05) อยางไรก็ตาม enzyme 

doses สามารถเพ่ิมสัดสวนของ butyrate เม่ือเปรียบเทียบกับ control (P<0.05) สําหรับตัวแปร

ท้ังหมดท่ีทําการศึกษา ไดแก total VFA, molar proportion ของ acetate, propionate, butyrate 

และสัดสวน acetate ตอ propionate ไมมี enzyme × dose interaction (P>0.05) 

ท่ีระยะเวลาบม 48 ชม. ผลของเอนไซมตอ total VFA, molar proportion ของ acetate 

และสัดสวน acetate ตอ propionate มีความแตกตางกัน (P<0.05) (Table 6.3) เอนไซม E2 สงผลให 

total VFA สูงกวา enzyme additive อ่ืนๆ สัดสวนของ acetate มีคาสูงในเอนไซม E2, E3 และ E4 

กวา ใน enzyme additives อ่ืนๆ ในขณะท่ีสัดสวนของ butyrate มีคาสูงในเอนไซม E6 และ E8 กวา 

enzyme additives อ่ืนๆ สัดสวนของ acetate ตอ propionate มีคาสูง ในเอนไซม E1, E2, E4 และ 

E7 กวา ใน enzyme additives อ่ืนๆ ไมมีผลของ enzyme doses ตอ total VFA, molar 

proportion ของ acetate, propionate และ butyrate (P>0.05) อยางไรก็ตาม ท่ีระดับการเสริม

สูงสุด จะลดสัดสวน acetate ตอ propionate (P<0.05), สัดสวน acetate ตอ propionate ท่ีระดับ

การเสริม 0 µl/g DM หรือ control จะสูงกวา 4 µl/g DM แตเทากับ 2 µl/g DM สําหรับตัวแปร

ท้ังหมดท่ีทําการศึกษา ไดแก total VFA, molar proportion ของ acetate, propionate, butyrate 

และสัดสวน acetate ตอ propionate ไมมี enzyme × dose interaction (P>0.05) 
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Table 6.3 Effect of enzyme additive (E) and dose (D) on volatile fatty acid (VFA) concentrations from corn silage after 24 and 48 h of incubation (n = 8) 

Enzyme1 Dose 

(µl/g DM) 

 24    48  

Total 

VFA 

(mM) 

Molar proportions2 Ac:Pr Total VFA 

(mM) 

Molar proportions2 Ac:Pr 

 Ac Pr Bu Ac Pr Bu 

E1 Mean 53.26B 60.47C 16.35 11.56A 3.70C 66.02AB 62.04AB 17.51 10.57B 3.55A 

0 51.01 60.20 16.41 11.65 3.67 62.16 61.94 17.44 10.62 3.55 

2 57.71 60.94 16.19 11.49 3.76 68.33 62.10 17.53 10.52 3.55 

4 51.03 60.31 16.45 11.54 3.67 68.07 62.07 17.57 10.58 3.54 

E2 Mean 51.26B 61.41BC 16.44 11.15AB 3.74BC 69.31A 62.45A 17.60 10.41B 3.55A 

0 51.01 60.20 16.41 11.65 3.67 62.16 61.94 17.44 10.62 3.55 

2 48.04 62.57 16.25 10.76 3.85 73.81 63.19 17.44 10.22 3.62 

4 54.73 61.48 16.65 11.04 3.70 71.97 62.22 17.91 10.40 3.48 

E3 Mean 53.43B 61.54ABC 16.45 11.17AB 3.74BC 66.22AB 62.34A 17.64 10.38B 3.54AB 

0 51.01 60.20 16.41 11.65 3.67 62.16 61.93 17.44 10.62 3.55 

2 52.51 62.10 16.57 10.92 3.75 76.59 63.07 17.99 10.02 3.51 

4 56.79 62.33 16.38 10.93 3.70 59.40 62.02 17.49 10.50 3.55 

E4 Mean 55.99AB 61.58ABC 16.30 11.22AB 3.78ABC 63.62ABC 62.27A 17.39 10.40B 3.60A 

0 51.01 60.20 16.41 11.65 3.67 62.16 61.94 17.44 10.62 3.55 

2 56.70 62.32 16.21 10.98 3.85 66.03 62.40 17.39 10.28 3.61 

4 60.26 62.42 16.28 11.02 3.83 61.42 62.48 17.33 10.30 3.63 
1 Enzyme E1, E2, E3, E4, E5, E6, E7 and E8 are identified in Table 6.1; 2Expressed as individual VFA, mol/100 mol; Ac = acetate, Pr = propionate, and Bu=butyrate.   
A,B,C Mean within the same column for the main effects of enzyme or substrate having different letters are different at P < 0.05. SEM: standard error of the mean. 
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Table 6.3 Effect of enzyme additive (E) and dose (D) on volatile fatty acid (VFA) concentrations from corn silage after 24 and 48 h of incubation (n = 8) (Cont.) 

Enzyme1 Dose 

(µl/g 

DM) 

 24    48  

Total 

VFA 

(mM) 

Molar proportions2 Ac:Pr Total 

VFA 

(mM) 

Molar proportions2 Ac:Pr 

 Ac Pr Bu Ac Pr Bu 

E5 

 

Mean 53.82B 61.53ABC 16.36 11.23AB 3.76ABC 55.58C 61.46ABC 17.45 10.80AB 3.52AB 

0 51.01 60.20 16.41 11.65 3.67 62.16 61.94 17.44 10.62 3.55 

2 55.71 61.98 16.32 11.11 3.80 53.47 61.00 17.54 10.94 3.48 

4 54.73 62.42 16.35 10.95 3.82 51.93 61.45 17.38 10.84 3.54 

E6 

 

Mean 56.97AB 62.29AB 16.31 10.95B 3.82AB 55.77C 61.24BC 17.54 11.08A 3.46BC 

0 51.01 60.20 16.41 11.65 3.67 62.16 61.94 17.44 10.62 3.55 

2 62.95 63.59 16.25 10.54 3.91 51.23 6120 17.43 11.42 3.43 

4 56.96 63.07 16.26 10.68 3.88 54.14 60.57 17.75 11.21 3.39 

E7 

 

Mean 57.49AB 62.45AB 16.36 10.87B 3.81ABC 59.28BC 62.09AB 17.52 10.46B 3.54A 

0 51.01 60.20 16.41 11.65 3.67 62.16 61.94 17.44 10.62 3.55 

2 63.32 64.17 16.36 10.28 3.92 56.76 61.95 17.42 10.47 3.56 

4 58.86 63.00 16.31 10.69 3.88 59.27 62.38 17.71 10.28 3.53 

E8 

 

Mean 61.51A 62.87A 16.26 10.76B 3.87A 56.87C 60.91CC 17.53 11.13A 3.42C 

0 51.01 60.20 16.41 11.65 3.67 62.16 61.94 17.44 10.62 3.55 

2 63.10 63.91 16.22 10.40 3.94 51.91 60.25 17.60 11.18 3.40 

4 70.61 64.52 16.14 10.27 3.99 57.20 60.51 17.56 11.64 3.30 
1 Enzyme E1, E2, E3, E4, E5, E6, E7 and E8 are identified in Table 6.1; 2Expressed as individual VFA, mol/100 mol; Ac = acetate, Pr = propionate, and Bu=butyrate.   
A,B,C Mean within the same column for the main effects of enzyme or substrate having different letters are different at P < 0.05. SEM: standard error of the mean. 
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Table 6.3 Effect of enzyme additive (E) and dose (D) on volatile fatty acid (VFA) concentrations from corn silage after 24 and 48 h of incubation (n = 8) (Cont.) 

Enzyme1 Dose 

(µl/g DM) 

 24    48  

Total VFA 

(mM) 

Molar proportions2 Ac:Pr Total VFA 

(mM) 

Molar proportions2 Ac:Pr 

 Ac Pr Bu Ac Pr Bu 

Dose 0 51.01B 60.20B 16.41 11.65A 3.67B 62.16 61.94 17.44 10.62 3.55A 

2 57.32A 62.70A 16.35 10.81B 3.85A 62.26 61.91 17.54 10.63 3.52AB 

4 57.99A 62.42A 16.30 10.89B 3.82A 59.99 61.73 17.58 10.70 3.49B 

SEM 3.522 0.786 0.135 0.321 0.032 4.813 0.552 0.163 0.233 0.047 
P-value           

Enzyme 0.021 0.011 0.645 0.092 0.039 0.002 0.004 0.695 0.001 0.001 

Dose 0.001 0.001 0.237 0.001 0.001 0.584 0.723 0.175 0.715 0.044 

Enzyme*Dose 0.199 0.604 0.785 0.906 0.585 0.214 0.341 0.388 0.066 0.074 
1 Enzyme E1, E2, E3, E4, E5, E6, E7 and E8 are identified in Table 6.1; 2Expressed as individual VFA, mol/100 mol; Ac = acetate, Pr = propionate, and Bu=butyrate.   
A,B,C Mean within the same column for the main effects of enzyme or substrate having different letters are different at P < 0.05. SEM: standard error of the mean. 
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6.4 วิจารณผลการทดลอง (Discussion) 

 การศึกษาครั้งนี้ทําการประเมินศักยภาพของ fibrolytic enzyme additives ท่ีผลิตข้ึนเพ่ือ

การคา เพ่ือใชเปนสารเสริมในอาหารสัตวเค้ียวเอ้ืองท่ีไดรับฟางขาวเปนอาหารหยาบหลัก ผลของ

ผลิตภัณฑเอนไซมตอการตอบสนองของสัตวไมสามารถคาดการณไดจาก enzyme activity 

(Beauchemin et al., 2004) ดังนั้นวิธีการ in vitro จึงถูกนํามาใชในการคัดกรองผลของผลิตภัณฑ

เอนไซม และระดับการเสริมท่ีเหมาะสม กอนท่ีจะนําผลิตภัณฑเอนไซมไปใชในฟารมสัตวเค้ียวเอ้ือง ท้ังนี้

เพราะ in vitro method สามารถท่ีจะคัดกรองตัวอยางและกลุมการทดลองจํานวนมากๆ ได การ

วิเคราะหแบบ in vitro assay จึงถูกนํามาใชในการศึกษาครั้งนี้เพ่ือท่ีจะแนะนําชนิดของเอนไซมท่ีจะใช

ในการศึกษาในโครีดนมในอนาคต และระดับ pH ของ buffer ท่ีใช ปรับใหเทากับ 6.5 เพ่ือใหสอดคลอง

กับระดับ pH ปกติในกระเพาะหมักของโคนมท่ีดีรับฟางขาวเปนอาหารหยาบหลัก 

 ท่ีระยะเวลาบมท้ัง 2 เวลา ผลิตภัณฑเอนไซมทุกชนิดไมสงผลตอ TGP เม่ือเปรียบเทียบกับ 

control ทํานองเดียวกัน Wang et al. (2004) รายงานไมมีผลตอ TGP ในชวงการบม 30 ชม. เม่ือใช 

exogenous enzymes ท่ีมี endoglucanase, xylanase, และ amylase activities ใน untreated 

wheat straw นอกจากนี้ Liu and Ørskov (2000) รายงานวาการเสริม cellulase ระดับตางๆ ในฟาง

ขาว (0, 4, 8 to 16 unit per gram straw) ไมมีผลตอ GP ท่ีระยะเวลาบม 24 ชม. อยางไรก็ตาม 

Yang et al. (2011) รายงานวา enzyme additives เพ่ิม TGP จาก alfalfa hay หลังการบม 12 ชม. 

รวมกับ ruminal fluid แต enzymes ไมมีผลตอ TGP จาก rice straw 

มีเพียงบางการทดลองเสริมเอนไซมแลวเพ่ิม TGP จากฟางขาวท่ีระยะเวลาบม 48 ชม. Yang 

et al. (2011) แนะนําวาฟางขาวมีองคประกอบของ recalcitrant fiber ซ่ึงตองใชระยะเวลานานกวาท่ี

ผลของเอนไซมจะเกิดข้ึน ดังนั้นผลการทดลองเหลานี้ชี้ใหเห็นวาเอนไซมอาจมีศักยภาพในการใช

ปรับปรุงคุณภาพพืชอาหารสัตวท่ีมีคุณภาพสูงมากกวาอาหารหยาบคุณภาพต่ํา 

 ท่ีระยะเวลาบมท้ัง 2 เวลา 24 และ 48 ชม. DM degradability ไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ

ทางสถิติ (P>0.05) ในทุกกลุมการทดลองท่ีเสริมเอนไซม ซ่ึงสอดคลองกับผลตอ TGP ฟางขาวประกอบ

ไปดวย polysaccharides ในปริมาณมาก ซ่ึงเปนแหลงของพลังงานสําหรับจุลินทรียในกระเพาะหมัก 

อยางไรก็ตาม ฟางขาวมีองคประกอบของโปรตีนต่ํา และมีองคประกอบของ lignocellulose อยูสูง 

Waghorn and McNabb (2003) รายงานวา esterified bonds ระหวาง cellulose, hemicellulose 

และ lignin จํากัดการยอยไดของฟางขาวโดยจุลินทรียในกระเพาะหมัก Eun et al. (2006) รายงานวา 

DM degradability ของ untreated rice straw ท่ีระยะเวลาบม 24 ชม. ไมมีผลกระทบจากการเสริม

เอนไซมบางชนิด  (cellulases หรือ xylanases) ในทางตรงกันขาม Yang et al. (2011) รายงานวา

กลุมการทดลองท่ีเสริมเอนไซมทุกกลุมการทดลองสามารถเพ่ิม DM degradability ท่ี 12 และ 48 ชม. 

หลังการบม 
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 ADF degradability มีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) ในทุกระดับการ

เสริมเอนไซม ท้ัง 2 ระยะเวลาบม ท่ี 24 และ 48 ชม. ยกเวนเอนไซม E4 และ E5 ซ่ึงทุกระดับการเสริม

ใหผลเหมือนกันกับกลุม control อยางไรก็ตาม NDF degradability เพ่ิมข้ึนเฉพาะท่ีระยะเวลาบม 48 

ชม. Beauchemin et al. (1999) แนะนําวาการเสริมเอนไซมลงบนอาหารโดยตรงสงผลใหมีการ

ปลดปลอยเอนไซมสู ruminal fluid ไดชา เม่ืออาหารถูกยอย Yang et al. (2011) รายงานวา 

degradability ของ NDF เพ่ิมข้ึนในทุกกลุมการทดลองท่ีเสริมเอนไซม ท้ัง 2 ระยะเวลาบม (12 และ 48 

ชม.) แต ADF degradability เพ่ิมข้ึนเฉพาะท่ีระยะเวลาบม 48 ชม. ในทางตรงกันขาม Eun et al. 

(2006) รายงานวาผลิตภัณฑเอนไซมไมมีผลตอ NDF และ ADF degradability ของ untreated rice 

straw ท่ีระยะเวลาบม 24 ชม. อยางไรก็ตาม degradability ของ fibrous fraction NDF และ ADF 

เพ่ิมข้ึนเม่ือเสริมเอนไซมท่ีมี protease activity การท่ีผลของดารเสริมเอนไซมตอ TGP, DM, NDF และ 

ADF degradability แตกตางกันอาจเนื่องมาจากความแตกตางของ rice straw substrate หรือ 

คุณสมบัติของผลิตภัณฑเอนไซมท่ีใช Beauchemin et al. (2003) แนะนําวา enzyme additives มี

ความผันแปรในดานประสิทธิภาพ ท้ังนี้ข้ึนอยูกับปจจัยตางๆ เชน enzyme activity, ชนิดและระดับ

การเสริมเอนไซม ชนิดของอาหาร วิธีการเสริมเอนไซม และสถานภาพทางสรีรวิทยาของสัตว 

จากการท่ี NDFD และ ADFD ของ rice straw หลังการบม 24 และ 48 ชม. ในการศึกษา in 

vitro เพ่ิมข้ึน (Fig. 1) NDFD ของเอนไซม E1 เพ่ิมข้ึนสูงท่ีสุด คือเพ่ิมข้ึนถึง 31% และ 18% ท่ี

ระยะเวลาบม 24 และ 48 ชม. ตามลําดับ ในขณะท่ี ADFD เพ่ิมข้ึนถึง 38% และ 15% ท่ีระยะเวลาบม 

24 และ 48 ชม. เชนเดียวกัน เอนไซม E2 สามารถเพ่ิม NDFD ไดถึง 26% และ 19% ท่ีระยะเวลาบม 

24 และ 48 ชม. และ ADFD เพ่ิมข้ึน 21% และ 17% ท่ีระยะเวลาบม 24 และ 48 ชม. เม่ือใชเอนไซม 

E3 NDFD ของฟางขาวเพ่ิมข้ึน 22% และ 29% ท่ีระยะเวลาบม 24 และ 48 ชม. และ ADFD เพ่ิมข้ึน 

32% และ 30% หลังการบมท่ี 24 และ 48 ชม. การเพ่ิม NDFD โดยเอนไซม E4 สูงสุด คือ 13% หลัง

การบม 24 ชม. และ 11% หลังการบม 48 ชม. และ ADFD เพ่ิมข้ึน 6% หลังการบม 24 ชม. และ 8% 

หลังการบม 48 ชม. สําหรับเอนไซม E1, E2, E3 และ E4 ซ่ึงเคยใชในการศึกษา in vitro โดยใช corn 

silage เปน substrate (บทท่ี 4) รายงานผลตอบสนองตอเอนไซมไปในทางบวก ผลการทดลองเดียวกัน

ยังไดรายงานวาผลิตภัณฑสารเสริมเอนไซม 2 ชนิด คือ E1 (Dyadic) และ E3 (Rovabio) มี

ประสิทธิภาพมากกวา E2 (Econase) และ E4 (Cinabio) หลังการบมท่ี 24 และ 48 ชม. นอกจากนี้

ผลิตภัณฑสารเสริมเอนไซม 2 ชนิด คือ E1 และ E2 ยังไดเคยทําการศึกษาในโคนมและใหผลตอบสนอง

ในทางบวก (Arriola et al., 2011 และ Holtshausen et al.,2011) อยางไรก็ตาม ยังไมเคยมีรายงาน

การศึกษาท่ีใชผลิตภัณฑเอนไซมท้ัง 4 ชนิดนี้รวมกับฟางขาว ท้ังในการศึกษา in vitro และ in vivo 

ดังนั้นจึงเสนอแนะวาควรมีการศึกษาการใชผลิตภัณฑเอนไซม E1 และ E3 ในตัวสัตว (in vivo) โดยใช

อาหารท่ีมีฟางขาวเปนสวนประกอบตอไป 
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สําหรับเอนไซม E5 มีผลทําให NDFD เพ่ิมข้ึนสูงสุดถึง 26% และ 9% ท่ีระยะเวลาบม 24 และ 

48 ชม. ตามลําดับ และ ADFD เพ่ิมข้ึน 27% และ 7% ท่ีระยะเวลาบม 24 และ 48 ชม. ตามลําดับ 

(Fig.1) เอนไซม E6 ทําให NDFD เพ่ิมข้ึน 13% และ 27% ท่ีระยะเวลาบม 24 และ 48 ชม. ตามลําดับ 

และ ADFD เพ่ิมข้ึน 21% และ 24% ท่ีระยะเวลาบม 24 และ 48 ชม. เอนไซม E7 ทําให NDFD 

เพ่ิมข้ึน 20% และ 20% หลังการบม 24 และ 48 ชม. ตามลําดับ และ ADFD เพ่ิมข้ึน 23% และ 17% 

หลังการบม 24 และ 48 ชม. ตามลําดับ เอนไซม E8 ทําให NDFD เพ่ิมข้ึน 17% หลังการบม 24 ชม. 

และ 17% หลังการบม 48 ชม. และ ADFD เพ่ิมข้ึน 16% หลังการบม 24 ชม. และ 15% หลังการบม 

48 ชม. ผลิตภัณฑสารเสริมเอนไซม E5, E6, E7 และ E8 นี้ เปน fibrolytic enzyme additives ท่ีอยู

ระหวางการพัฒนา และอยูในรูปของของเหลว 

 Volatile fatty acids เปนผลผลิตสุดทายของการหมักยอยของจุลินทรียในกระเพาะหมัก และ

เปนแหลงพลังงานหลักของสัตวเค้ียวเอ้ือง การศึกษาครั้งนี้พบวา fibrolytic enzyme additives 

สามารถเพ่ิมความเขมขนของ total VFA, molar proportions ของ acetate และ butyrate ซ่ึง

สอดคลองกับการเพ่ิมข้ึนของ DMD, NDFD หรือ ADFD การศึกษา in vitro ของ Eun et al. (2006) 

รายงานวา ammoniated rice straw (ARS) ใหผลผลิต total VFA สูงกวา untreated rice straw 

(URS) แตการเสริมเอนไซมลงใน URS หรือ ARS ไมสงผลกระทบตอผลผลิต total VFA ท้ังนี้อาจเปน

เพราะจุลินทรียในกระเพาะหมักบางชนิดสามารถสับเปลี่ยนผลผลิตสุดทายของการหมักยอย ข้ึนอยูกับ

อัตราการเจริญของจุลินทรีย (Russell and Wallace, 1997) อยางไรก็ตาม Yang et al. (2011) 

รายงานวา total VFA ไมถูกกระทบจากเอนไซมทุกชนิดหลังจากการบม 12 ชม. เม่ือใชฟางขาวรวมกับ 

ruminal fluid เปน substrate แต proportion ของ acetate เพ่ิมข้ึนเม่ือเสริมเอนไซม แตความ

เขมขนของ total VFA มีแนวโนมสูงกวากลุม control หลังการบม 48 ชม. Yang et al. (2011) ยัง

พบวาการหมักยอยคารโบไฮเดรทเพ่ิมข้ึนเล็กนอยเม่ือเสริม enzyme additives 

 

6.5 สรุป (Conclusions) 

 ผลิตภัณฑ enzyme additives ท่ีทําการประเมินในการศึกษาครั้งนี้มี endoglucanase, 

exoglucanase and xylanase activities ท่ีหลากหลาย ผลิตภัณฑเอนไซมทุกชนิดสามารถเพ่ิม NDFD 

และ ADFD ของฟางขาว in vitro อยางไรก็ตาม fibrolytic enzyme additive แตละชนิดให

ผลตอบสนองแตกตางกัน ท้ังนี้ข้ึนอยูกับระดับของการเสริม จากผลการทดลองครั้งนี้สามารถเสนอแนะ

ไดวาควรมีการประเมินประสิทธิภาพของเอนไซม E1 และ E3 ในการศึกษา in vivo โดยใชอาหารท่ีมี

ฟางขาวเปนสวนประกอบ  
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บทที่ 7 

ผลของ exogenous fibrolytic enzyme ตอการยอยไดในกระเพาะหมัก 

ของโคไมใหนมเจาะกระเพาะที่ไดรับตนขาวโพดหมัก 

(Effects of exogenous fibrolytic enzyme on ruminal digestibility in 

fistulated non-lactating dairy cows fed corn silage) 
 

บทคัดยอ 

การศึกษาครั้งนี้เพ่ือประเมินผลของ fibrolytic enzyme additives 2 ชนิดตอการยอยไดของ

ตนขาวโพดหมัก และการหมักยอยในกระเพาะหมัก ระดับ pH และความเขมขนของ blood glucose 

ในโคไมใหนมเจาะกระเพาะ โดยใชโคไมใหนมลูกผสม Holstein Friesian เจาะกระเพาะ จํานวน 5 ตัว 

เลี้ยงขังเดี่ยวในคอก สุมจัดโคเขากลุมการทดลอง 5 กลุมการทดลองตามแผนการทดลองแบบ 5 x 5 

Latin squares design การทดลองประกอบดวย 5 ชวงระยะการทดลอง ระยะการทดลองละ 21 วัน 

โดยในชวง 14 วันแรกเปนชวงปรับตัวเขากับอาหาร และอีก 7 วันสําหรับเก็บตัวอยางในกระเพาะหมัก 

และการหาการยอยสลาย in vivo กลุมอาหารทดลองประกอบดวย 0 (control), 0.5 ml of E1 /kg of 

corn silage dry matter (DM), 1.0 ml of E1 /kg of corn silage DM, 1.0 ml of E2 /kg of corn 

silage DM และ 1.5 ml of E2 /kg of corn silage DM โคแตละตัวจะไดรับอาหารขนท่ีมีโปรตีน 21% 

วันละ 3 ก.ก./ตัว แบงเปน 2 ม้ือเทาๆ กัน เวลา 0800 และ 1600 น. รวมกับตนขาวโพดหมักใหแบบ

เต็มท่ี และน้ําสะอาด การเสริม enzyme additives ในอาหารไมมีผลตอ dry matter intake (DMI), 

ความเขมขนของ total volatile fatty acid (VFA), NH3, molar proportions of individual VFA, 

ruminal pH ใน rumen fluid และความเขมขนของ blood glucose สวน degradability ของ dry 

matter (DMD), neutral detergent fiber (NDFD) และ acid detergent fiber (ADFD) ไมถูก

กระทบจากการเสริม enzyme additives ท่ีระยะเวลาบมในกระเพาะหมัก 3, 6 และ 12 ชม. 

(P>0.05) อยางไรก็ตาม การเสริม fibrolytic enzyme สามารถเพ่ิม DMD, NDFD และ ADFD 

หลังจากการบมในกระเพาะหมัก 24, 48 และ 72 ชม. (P<0.05) ผลการทดลองนี้เปนเชนเดียวกับท่ีพบ

ในการศึกษาทดลองท้ังแบบ in vitro และแบบ in vivo ท้ังนี้อาจเปนเพราะวามีการเพ่ิมการใชประโยชน

ไดของโภชนะในตนขาวโพดหมักเม่ือทําการเสริมดวย enzyme additive 
 

Abstract 

This study was conducted to evaluate the effect of two fibrolytic enzyme 

additives on the digestibility of corn silage and ruminal fermentation, pH and blood 

glucose concentration of fistulated non-lactating dairy cows. Five fistulated Crossbred 

Holstein Friesian non-lactating dairy cows housed in individual pens were assigned to 
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one of five treatments in 5 x 5 Latin squares design. The trial consisted of 5 periods, 

with 21 d in each period, 14 d for adaptation to diets and 7 d for ruminal sample 

collection and in vivo disappearance trial. Dietary treatments were: 0 (control), 0.5 ml 

of E1 /kg of corn silage dry matter (DM), 1.0 ml of E1 /kg of corn silage DM, 1.0 ml of E2 

/kg of corn silage DM and 1.5 ml of E2 /kg of corn silage DM. Diets offered as 3 kg/d of 

concentrate containing 21 % crude protein (CP), divided into 2 equal meals at 0800 

and 1600 h together with ad libitum corn silage and clean water. Addition of enzyme 

additives to the diet had no effect on dry matter intake (DMI), ruminal fluid 

concentrations of total volatile fatty acid (VFA), NH3, molar proportions of individual 

VFA, ruminal pH and blood glucose concentration. The degradability of dry matter 

(DMD), neutral detergent fiber (NDFD), and acid detergent fiber (ADFD) were not 

affected by enzyme additives at 3, 6 and 12 h of ruminal incubations (P>0.05). 

However, addition of fibrolytic enzyme increased DMD, NDFD and ADFD after 24, 48 

and 72 h of ruminal incubations (P<0.05). Those results were similar observed in both 

in vitro and in vivo studies; it might be due to increase the utilization of nutrients of 

corn silage when treated with enzyme additive. 

 

7.1 บทนํา (Introduction) 

การเสริม exogenous fibrolytic enzymes ซ่ึงสวนใหญประกอบดวย cellulase และ 

xylanase activities สามารถเพ่ิมการยอยไดเยื่อใยของตนขาวโพดหมักในการศึกษา in vitro (Eun 

and Beauchemin, 2007; Eun et al., 2007) Holtshausen et al. (2011) รายงานการศึกษา in 

vitro พบวาผลิตภัณฑสารเสริมเอนไซมสามารถเพ่ิม หรือมีแนวโนมเพ่ิม NDF digestibility ของ alfalfa 

hay, alfalfa silage และ barley silage นอกจากนี้ การศึกษา in vivo ยังพบวาการเสริมเอนไซมชนิด

เดียวกัน ive (1.0 ml/kg TMR DM) สามารถเพ่ิมประสิทธิภาพการผลิตน้ํานม และ fat corrected 

milk yield ดังนั้นจึงควรมีการทดสอบเพ่ือยืนยันถึงผลของการเสริมเอนไซมในสภาวะของกระเพาะหมัก 

(in vivo study) เลือกผลิตภัณฑเอนไซม Rovabio Excel LC2 (E1) และสวนผสม 75:25 ของ 

Cellulase PLUS และ Xylanase PLUS (E2) จากผลการทดลองท่ีไดจากบทท่ี 4 นํามาทดลองโดย

มุงเนนการศึกษา in vivo โดยใชอาหารท่ีมี corn silage เปนอาหารหยาบหมัก เพ่ือยืนยันผลการ

ทดลองของผลิตภัณฑเอนไซมท้ัง 2 ชนิด (Chapter 4) การศึกษาครั้งนี้มีวัตถุประสงคเพ่ือประเมินผล

ของผลิตภัณฑเอนไซม 2 ชนิด ตอ blood glucose, ruminal disappearance และ rumen 

fermentation ใน fistulated non-lactating dairy cows ท่ีไดรับ corn silage เปนอาหารหยาบ 
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7.2 อุปกรณและวิธีการ (Materials and methods)  

7.2.1 การจัดการสัตวทดลองและการใหอาหาร (Animal and feeding managements) 

 ใชโคลูกผสม Holstein Friesian ท่ีไมใหนม เจาะกระเพาะ จํานวน 5 ตัว เลี้ยงขังเดี่ยวในคอก 

จัดแผนการทดลองแบบ 5 x 5 Latin squares design การทดลองประกอบดวย 5 ชวงๆ ละ 21 วัน 

โดยระยะ 14 วันแรกเปนระยะปรับตัวใหเขากับอาหาร และ 7 วันตอมาเปนระยะเก็บตัวอยาง และการ

ทดลองหาการยอยสลายในกระเพาะหมัก กลุมการทดลองประกอบดวย 0 (control), 0.5 ml เอนไซม 

E1 /kg of corn silage DM, 1.0 ml เอนไซม E1 /kg of corn silage DM, 1.0 ml เอนไซม E2 /kg 

of corn silage DM และ 1.5 ml เอนไซม E2 /kg of corn silage DM เจือจางผลิตภัณฑ enzyme 

additives ดวยน้ํา แลวใชสวนท่ีเจือจาง 50 ml ตอ 1 kg of corn silage DM สเปรยเอนไซมเจือจางลง

บน corn silage กอนใหอาหารในม้ือนั้นๆ สเปรยน้ําในปริมาตรเทากัน (50 ml/1 kg of corn silage 

DM) ลงบนอาหารในกลุม control ดวย 

7.2.2 การตรวจวัดและการวิเคราะหทางเคมี (Measurements and chemical analysis) 

โคทดลองไดรับอาหารขนท่ีมีโปรตีน 17% วันละ 3 kg แบงให 2 ม้ือ เทาๆ กัน เวลา 08.00 

และ 16.00 น. รวมกับตนขาวโพดหมักและน้ําสะอาดเต็มท่ี ชั่งอาหารกอนกินและท่ีเหลือหลังกินและ

บันทึกน้ําหนักทุกวัน ตลอดการทดลอง วิเคราะหหาองคประกอบวัตถุแหง (48 h at 60°C) ของตน

ขาวโพดหมักของโคแตละตัวทุกวัน เพ่ือคํานวณการกินไดวัตถุแหง (DMI) 

 บดตัวอยางอาหารผานตะแกรงขนาด 1 mm เพ่ือนําไปวิเคราะหทางเคมี วิเคราะหหา dry 

matter (DM) ของ corn silage และ concentrate ดวยการอบ ท่ีอุณหภูมิ 105 °C 0นกระท่ังน้ําหนัก

คงท่ี นําตัวอยางไปวิเคราะหหา crude protein (CP), ether extract (EE), ash (AOAC, 1995), 

neutral detergent fiber (NDF), detergent fiber acid (ADF), และ acid detergent lignin (ADL) 

(Van Soest et al., 1991) นําตนขาวโพดหมักท่ีอบแหงแลวไปบดผานตะแกรงขนาด 2 mm เพ่ือนําไป

หาการยอยสลายในตัวสัตว โดยชั่งตนขาวโพดหมักบดประมาณ 5 กรัม บรรจุลงในถุงไนลอนขนาด 8 x 

11 cm ท่ีมี pore size 47 m นําถุงไนลอนไปจุมในกระเพาะหมักของโคไมใหนมเจาะกระเพาะ เปน

ระยะเวลา 0, 3, 6, 12, 24, 48, และ 72 ชม. เม่ือครบกําหนดในแตละเวลา นําถุงไนลอนออกจาก

กระเพาะหมัก บรรจุลงในภาชนะท่ีมีน้ําและน้ําแข็งเพ่ือหยุดกระบวนการหมัก หลังจากนั้นลางถุงภายใต

น้ําไหลออนๆ จนกระท่ังน้ําท่ีไหลผานใส นําถุงไนลอนไปอบท่ีอุณหภูมิ 65°C เปนเวลา 48 ชม. หลังจาก

ชั่งน้ําหนักถุงไนลอนแตละถุงแลว นําตนขาวโพดหมักสวนท่ีเหลือในถุงไนลอนไปวิเคราะหหา

องคประกอบของ NDF และ ADF คํานวณหาคาการสูญหายของ DM, NDF และ ADF และเปรียบเทียบ

เปนสัดสวนของ DM, NDF, และ ADF กอนการจุมถุงไนลอนในกระเพาะหมัก 

7.2.3 การหมักยอยในกระเพาะหมัก (Ruminal fermentation)  

เพ่ือประเมินการหมักยอยในกระเพาะหมัก ในวันสุดทายของแตละชวงการทดลอง (d 21) สุม

เก็บตัวอยาง rumen fluid จากโคนมเจาะกระเพาะแตละตัวท่ีระยะเวลา 0, 2, 4 และ 6 ชม. หลังการ
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ใหอาหารเชา ทําการวัด pH ทันทีเม่ือเก็บตัวอยาง rumen fluid pH meter สําหรับการวิเคระหหา 

VFAs และ ammonia N บรรจุ rumen fulid ปริมาตร 36 ml ลงในหลอดทดลองขนาดปริมาตร 50 

ml ท่ีมี 1M  H2SO4, อยู 4 ml นําไปปนเหวี่ยงท่ี 1895 rpm เปนเวลา 15 นาที เก็บตัวอยางสวนใส 

(supernatants) บรรจุลงในหลอดทดลองขนาดปริมาตร 25 ml ปดจุก นําไปเก็บรักษาไวท่ีอุณหภูมิ -

20 °C จนกระท่ังนําไปวิเคราะห การวิเคราะหหา acetic, propionic และ butyric acids ใชเครื่อง GC 

(Hewlett Packard GC system HP6890, USA, 19091N-113 INNOWAX , Length (meters) 30, 

I.D. (mm) 0.32 WIDEBORE, Film (um) 0.25) ความเขมขนของ ammonia N วิเคราะหโดยวิธีการ 

Kjeldahl (AOAC, 1995) 
 

7.2.4 การวิเคราะหทางสถิติ (Statistical analysis) 

 ขอมูลของการกินได, ระดับของ pH, ammonia N, VFAs, blood glucose และ ruminal 

disappearance coefficients ของแตละชวงการทดลองวิเคราะหโดย ANOVA โดยใช Statistical 

Analysis System (SAS, 1996) เปรียบเทียบความแตกตางระหวาง treatment means โดยใช Least 

Significant Differences 
 

7.3 ผลการทดลอง (Results) 

7.3.1 การกินได กลูโคสในเลือด และการหมักยอยในกระเพาะหมัก (Intake blood glucose 

and ruminal fermentation) 

Feed intake, blood glucose, ruminal pH และ ammonia N concentration แสดงไวใน 

Table 7.1 โคทุกกลุมไดรับอาหารขนเทากันคือ 2.79 kg DM/d (data not showed), total DM 

feed intake เทากับ 12.43, 12.80, 12.91, 12.75 และ 12.91 kg DM/d ตามลําดับ ซ่ึงไมมีความ

แตกตางกันเม่ือเสริม fibrolytic enzyme (P>0.05) การเสริมเอนไซมในอาหารไมสงผลตอ ruminal 

pH, ammonia N concentration และ blood glucose ในแตละเวลาท่ีเก็บตัวอยาง 

ความเขมขนของ ruminal volatile fatty acid แสดงไวใน Table 7.2 ไมมีผลของ fibrolytic 

enzyme addition ตอ total volatile fatty acid concentration, molar proportion of acetate, 

propionate และ butyrate และสัดสวนของ acetate: propionate ในแตละเวลาท่ีเก็บตัวอยาง 

(P>0.05) 
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Table 7.1 Effect of exogenous fibrolytic enzyme supplementation on feed intake, 

ruminal pH, NH3-N and blood glucose of fistulated non-lactating dairy cows 

fed corn silage 

Item Control E1 E2 SEM P-value 

 0.5  

ml/kg 

1.0  

ml/kg 

1.0  

ml/kg 

1.5  

ml/kg 

DM Intake (kg/d) 12.43 12.80 12.91 12.75 12.91  0.59 

pH         

Hour 0 6.96 6.96 6.94 6.98 7.03  0.77 

Hour 2 6.38 6.42 6.36 6.34 6.44  0.54 

Hour 4 6.38 6.39 6.33 6.36 6.46  0.46 

Hour 6 6.48 6.55 6.57 6.53 6.59  0.71 

NH3-N (mg/l)        

Hour 0 18.66 18.08 19.01 17.73 18.60  0.47 

Hour 2 39.77 40.24 39.47 41.74 40.38  0.88 

Hour 4 21.47 20.44 21.90 22.15 21.72  0.86 

Hour 6 15.91 14.41 14.76 14.65 14.34  0.51 

Glucose (mg/dl)        

Hour 0 63.6 63.2 64.8 63.2 63.4  0.80 

Hour 2 64.6 60.8 63.6 62.8 62.2  0.36 

Hour 4 59.4 60.4 61.0 61.4 60.0  0.77 

Hour 6 64.0 64.4 64.6 65.8 65.6  0.25 
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Table 7.2 Effect of exogenous fibrolytic enzyme supplementation on volatile fatty acid 

(VFAs) of fistulated non-lactating dairy cows fed corn silage 

Item Control E1 E2 SEM P-value 

 0.5  

ml/kg 

1.0  

ml/kg 

1.0  

ml/kg 

1.5  

ml/kg 

Acetate (C2) mol/100mol   

Hour 0 75.66 75.67 75.64 75.75 76.58  0.38 

Hour 2 67.59 66.84 67.40 67.27 67.41  0.96 

Hour 4 69.35 69.50 69.34 69.15 69.40  0.99 

Hour 6 71.05 71.15 71.83 71.15 71.95  0.14 

Propionate (C3) mol/100mol   

Hour 0 15.91 16.25 16.22 16.26 15.75   

Hour 2 22.51 22.41 22.60 21.80 22.34  0.74 

Hour 4 19.86 19.74 19.78 20.11 19.84  0.98 

Hour 6 18.32 18.12 18.07 18.30 17.89  0.91 

Butytate (C4) mol/100mol   

Hour 0 8.43 8.07 8.14 7.99 7.67  0.69 

Hour 2 9.89 10.74 10.00 10.92 10.19  0.37 

Hour 4 10.79 10.76 10.93 10.74 10.76  0.99 

Hour 6 10.63 10.73 10.09 10.55 10.16  0.39 

Totals VFA mmol   

Hour 0 69.08 71.04 67.81 69.36 68.92  0.60 

Hour 2 88.69 92.47 91.36 89.75 88.36  0.72 

Hour 4 92.46 95.17 96.47 95.82 94.71  0.67 

Hour 6 88.18 94.43 90.76 91.48 92.29  0.47 

C2:C3        

Hour 0 4.76 4.68 4.67 4.66 4.88  0.41 

Hour 2 3.04 3.01 2.98 3.10 3.04  0.94 

Hour 4 3.52 3.54 3.51 3.27 3.33  0.64 

Hour 6 3.89 3.94 3.99 3.89 4.06  0.69 
 

 

 

 

 

 

 

 

 



95 

7.3.2 การยอยสลายตนขาวโพดหมักในกระเพาะหมัก (Ruminal degradability of corn 

silage) 

In vivo DM, NDF, และ ADF degradability ของตนขาวโพดหมักแสดงไวใน Table 7.3 ท่ี

ระยะเวลาบม 3, 6 และ 12 ชม. degradability ของ DM ไมถูกกระทบโดย enzyme additives 

อยางไรก็ตาม การเสริม fibrolytic enzyme เพ่ิม degradability ของ DM หลังจากการบมท่ี 24, 48 

และ 72 ชม. (P<0.05) ท่ีระยะเวลาบม 24 และ 72 enzyme treatments ทุกกลุมเพ่ิม 

degradability ของ DM เปรียบเทียบกับ control แต degradability ของ DM ระหวางกลุม enzyme 

ไมแตกตางกัน ท่ีระยะเวลาบม 48 ชม. การเสริมเอนไซม 1.0 ml E1, 1.0 ml E2 และ 1.5 ml E2/kg 

of corn silage DM สามารถเพ่ิม degradability ของ DM และการเสริมท่ี 1.5 ml E2/kg of corn 

silage DM ให degradability ของ DM สูงสุด 

 คาการยอยสลายของ NDF ไมถูกกระทบจากการเสริม enzyme additives ท่ีระยะเวลาบม 3, 

6 และ 12 ชม. (P>0.05) อยางไรก็ตาม การเสริม fibrolytic enzyme สามารถเพ่ิม degradability 

ของ NDF หลังการบมในกระเพาะหมัก 24, 48 และ 72 ชม. (P<0.05) ท่ีระยะเวลาบมในกระเพาะหมัก 

24 ชม. การเสริม 1.0 และ 1.5 ml ของเอนไซม E2/kg of corn silage DM เพ่ิม degradability ของ 

NDF เปรียบเทียบกับ control แต degradability ของ NDF ท่ีเสริม 0.5 และ 1.0 ml ของเอนไซม E1 

ไมแตกตางจากลุม control สําหรับ degradability ของ NDF ท่ีเสริม 1.5 ml ของเอนไซม E2/kg of 

corn silage DM มากกวากลุมเสริมเอนไซมอ่ืนๆ ท่ีระยะเวลาบมในกระเพาะหมัก 48 ชม. ในขณะท่ี ท่ี

ระยะเวลาบมในกระเพาะหมัก 72 ชม. กลุมท่ีเสริมเอนไซมทุกกลุมสามารถเพ่ิม degradability ของ 

DM เปรียบเทียบกับกลุม control แต degradability ของ DM ระหวางกลุมท่ีเสริมเอนไซมไมแตกตาง

กัน 

คาการยอยสลายของ ADF ท่ีระยะเวลาบมในกระเพาะหมัก 3 และ 6 ชม. ไมมีผลกระทบจาก

การเสริม fibrolytic enzymes (P>0.05) อยางไรก็ตาม degradability ของ ADF เพ่ิมข้ึนจากการเสริม 

enzyme additives ท่ีระยะเวลาบมในกระเพาะหมัก 12, 24, 48 และ 72 ชม. (P<0.05) สําหรับ 

degradability ของ ADF ท่ีเสริมเอนไซม E2 ปริมาตร 1.5 ml/kg of corn silage DM มีคาสูงกวากลุม

ท่ีเสริมเอนไซมอ่ืนๆ ท่ีระยะเวลาบมในกระเพาะหมัก 24 และ 48 ชม. 
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Table 7.3 Effect of exogenous fibrolytic enzyme supplementation on the degradability 

(%) of dry matter (DM), neutral detergent fiber (NDF), acid detergent fiber (ADF) 

of fistulated non-lactating dairy cows fed corn silage 

Item Control E1 E2 SEM P-value 

 0.5 

ml/kg 

1.0 

ml/kg 

1.0 

ml/kg 

1.5 

ml/kg 

DMD        

Hour 3 22.01 22.38 22.70 22.77 22.67  0.26 

Hour 6 24.16 26.23 26.14 25.28 26.88  0.12 

Hour 12 27.35 29.97 30.86 30.33 30.77  0.11 

Hour 24 34.59b 37.67a 37.56a 38.09a 38.43a  0.01 

Hour 48 44.53c 47.12bc 48.09ab 49.31ab 50.30a  0.01 

Hour 72 50.71b 53.76a 53.44a 54.46a 54.29a  0.01 

NDFD        

Hour 3 4.38 3.32 3.68 3.35 3.61  0.34 

Hour 6 6.71 7.24 7.33 7.02 7.57  0.62 

Hour 12 10.71 12.67 12.97 12.67 13.01  0.24 

Hour 24 19.99c 22.09bc 22.24bc 23.83ab 24.68a  0.01 

Hour 48 34.70c 36.66b 37.69b 37.87b 39.76a  0.01 

Hour 72 41.39b 44.10a 45.04a 44.63a 44.86a  0.03 

ADFD        

Hour 3 4.36 3.88 3.97 3.43 3.92  0.27 

Hour 6 5.95 5.84 5.97 6.23 6.30  0.74 

Hour 12 9.11c 10.69b 11.23ab 12.04a 11.67ab  0.01 

Hour 24 16.94c 18.64b 18.88b 19.47ab 20.16a  0.01 

Hour 48 29.36d 31.50c 32.36bc 33.61ab 34.34a  0.01 

Hour 72 37.65c 38.81bc 39.61ab 40.78a 40.22ab  0.01 
a b c Means within the same row having different letters are different at P<0.05. 
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7.4 วิจารณผลการทดลอง (Discussion) 

การศึกษาครั้งนี้ การเสริม enzyme additive ไมมีผลกระทบตอ DMI ท้ังๆ ท่ีการยอยได DM, 

NDF และ ADF เพ่ิมข้ึน ผลการทดลองเชนเดียวกัน (Rode et al., 1999; Sutton et al., 2003 และ 

Chung et al., 2012) รายงานวา DMI ไมถูกกระทบจากการเสริม enzymes นอกจากนี้ Yang et al. 

(1999) รายงานวา DMI ไมถูกกระทบจากการเสริมเอนไซม ท้ังๆ ท่ีการยอยไดเยื่อใยตลอดระบบทางเดิน

อาหารเพ่ิมข้ึน แตไมมีผลตอ particulate passage rate อยางไรก็ตาม การศึกษาบางการศึกษา

รายงานวาการเสริมเอนไซมสามารถเพ่ิม DMI เม่ือเสริมเอนไซมลงบนพืชอาหารสัตว (Lewis et al., 

1999) ในทางตรงกันขาม Holtshausen et al. (2011) รายงานวาการเสริมเอนไซมในอาหารสามารถ

ลด DMI และการลดลงของ DMI เปนสัดสวนกลับกันกับระดับการเสริมเอนไซม 

การเสริมเอนไซมลงในอาหารไมมีผลตอความเขมขนของ total VFA, NH3, molar 

proportions ของ individual VFA และ ruminal pH ในขณะท่ีการยอยไดเพ่ิมข้ึนเม่ือเสริม fibrolytic 

enzymes ทํานองเดียวกัน Chung et al. (2012) รายงานวาการเสริม enzyme additives ในอาหาร

ไมมีผลกระทบตอความเขมขนของ total VFA, NH3, molar proportions ของ individual VFA และ 

ruminal pH ในขณะท่ี Sutton et al. (2003) รายงาน acetate ลดลง แต propionate เพ่ิมข้ึน และ 

butyrate ไมแตกตางเม่ือเปรียบเทียบกับ control นอกจากนี้ Beauchemin et al. (2000) รายงาน

การเพ่ิมข้ึนของ acetate ใน ruminal fluid เม่ือเสริม fibrolytic enzymes 

ความเขมขนของ blood glucose ระหวางโคท่ีกินอาหาร control กับโคท่ีกินอาหาร control 

เสริมดวย enzyme additives ไมแตกตางกัน Holtshausen et al., (2011) รายงานวาการเสริม 

enzyme additives ลงในอาหารไมมีผลกระทบตอความเขมขนของ blood glucose อยางไรก็ตาม 

ความเขมขนของ blood insulin เพ่ิมข้ึนในโคท่ีไดรับอาหาร control เสริมดวยเอนไซม 1.0 ml/kg of 

TMR DM เม่ือเปรียบเทียบกับโคท่ีไดรับอาหาร control ไมเสริมเอนไซม 

การเสริม fibrolytic enzyme additives ลงในตนขาวโพดหมักใน fistulated Crossbred 

Holstein Friesian non-lactating dairy cows สามารถเพ่ิม DMD, NDFD และ ADFD ในกระเพาะ

หมักเม่ือเปรียบเทียบกับ control จากผลการทดลอง ท้ังการศึกษา in vitro และ in vivo สามารถเพ่ิม 

NDFD และ ADFD ของตนขาวโพดหมัก หลังการบมท่ี 48 ชม. สําหรับการศึกษา in vitro การเสริม

เอนไซม E1 ท่ี 0.5 และ 1.0 ml/kg DM corn silage สามารถเพ่ิม NDFD ไดถึง 9% และ 9% 

ตามลําดับ และสามารถเพ่ิม ADFD ไดถึง 18% และ 21% ตามลําดับ การเสริมเอนไซม E2 ท่ี 1.0 

ml/kg DM corn silage สามารถเพ่ิม NDFD ไดถึง 8% และสามารถเพ่ิม ADFD ไดถึง 22% สวน

การศึกษา in vivo การเสริมเอนไซม E1 ท่ีระดับ 0.5 และ 1.0 ml/kg DM corn silage สามารถเพ่ิม 

NDFD ไดถึง 6% และ 9% ตามลําดับ และสามารถเพ่ิม ADFD ไดถึง 7% และ 10% ตามลําดับ สวน

การเสริมเอนไซม E2 ท่ีระดับ 1.0 และ 1.5 ml/kg DM corn silage สามารถเพ่ิม NDFD ไดถึง 9% 

และ 15% ตามลําดับ และสามารถเพ่ิม ADFD ไดถึง 14% และ 17% ตามลําดับ ผลการทดลองดังกลาว
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ขางตนเหมือนกันกับท่ีพบในการศึกษา in vitro (Chapter 4 และ 5) และ in vivo ท้ังนี้อาจเปน

เพราะวามีการใชประโยชนจากโภชนะของตนขาวโพดหมักท่ีเสริม enzyme additive เพ่ิมข้ึน 

Holtshausen et al. (2011) รายงานวา ในการศึกษา in vitro การเสริม developmental enzyme 

additive (Econase RDE) เพ่ิม หรือมีแนวโนมเพ่ิม NDFD ของ alfalfa hay, alfalfa silage และ 

barley silage และในการศึกษา in vivo การเสริม nzyme additive ชนิดเดียวกัน (1.0 ml/kg TMR 

DM) สามารถเพ่ิมประสิทธิภาพการผลิตน้ํานม (kg of milk/kg of DMI) ไดถึง 10.7% และ

ประสิทธิภาพการผลิต FCM (kg of FCM/kg of DMI) ไดถึง 11.3% จากผลการศึกษา meta analysis 

ใชคาสังเกต 17 คา จาก 7 การศึกษา การเพ่ิมข้ึนของ in vitro NDFD ของตนขาวโพดหมัก 1% unit 

สงผลให 3.5% FCM เพ่ิมข้ึน 0.14 kg/d และ DMI ของโครีดนมท่ีไดรับอาหารท่ีมีตนขาวโพดหมักอยูสูง 

(> 40% of the dietary DM) เพ่ิมข้ึน 0.12 kg/d (Jung et al., 2004) นอกจากนี้ Oba and Allen 

(1999) รายงานความสัมพันธเชิงบวกระหวาง forage NDFD (in vitro or in situ) และผลผลิตน้ํานม 

และ DMI เชนเดียวกัน กลาวคือ การเพ่ิมข้ึนของ NDFD 1% สงผลให 4% FCM เพ่ิมข้ึน 0.25 kg/d 

และ DMI เพ่ิมข้ึน 0.17 kg/d การศึกษาครั้งนี้พยายามหาระดับการเสริม fibrolytic enzyme additive 

ท่ีเหมาะสม สําหรับเอนไซม E1 ระดับการเสริมท่ีเหมาะสมคือ 0.5 ml/kg of corn silage DM เอนไซม 

E2 มีระดับการเสริมท่ีเหมาะสมท่ี 1.0 ml/kg of corn silage DM ท้ังนี้เพราะท่ีระดับดังกลาวสามรารถ

เพ่ิม fiber degradability เม่ือเปรียบเทียบกับ control 

 

7.5 สรุป (Conclusions) 

การเสริม exogenous fibrolytic enzyme additive ลงในอาหาร fistulated Crossbred 

Holstein Friesian non-lactating dairy cow ไมสงผลตอ DMI, ruminal fermentation, rumen 

pH และความเขมขนของ blood glucose อยางไรก็ตาม การเสริม exogenous fibrolytic enzyme 

additive สามารถเพ่ิม fiber degradability ของ corn silage จากผลการทดลองท่ีพบ ควรมีการศึกษา

การเสริม enzyme additives ในโครีดนมเพ่ือเปรียบเทียบผลผลิตโคนมท่ีไดรับอาหารท่ีมี corn silage 

ในอนาคต 
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บทที่ 8 

สรุปภาพรวมผลการทดลอง และการนําไปใชประโยชน 
 

 การศึกษาวิจัยในครั้งนี้เริ่มแรกมีจุดประสงคท่ีจะทดลองหาอัตราสวนผสมของเอนไซมกลุม 

เซลลูเลสและกลุมไซแลนเนสท่ีเหมาะสมกับอาหารหยาบท่ีนิยมใชในประเทศไทย เชน ฟางขาวและตน

ขาวโพดหมัก อยางไรก็ตาม เอนไซมในกลุมเซลลูเลสท่ีเปนเอนไซมชนิดเดียวยังไมมีจําหนายในทองตลาด

เมืองไทย เพราะ activity ของเอนไซมยังไมเสถียร จะมีจําหนายเฉพาะกลุมไซแลนเนส และมีเฉพาะ   

endo - 1-4 beta xylanase เพียงชนิดเดียว จึงมีการศึกษาวิจัยเพียงการทดลองเดียวท่ีใชเอนไซมชนิด

เดียว (บทท่ี 3) การศึกษาวิจัยตอๆ มาจึงใชเอนไซมรวมท่ีเปนผลิตภัณฑทางการคา แตไดมีการ

ตรวจสอบวิเคราะห activity ของผลิตภัณฑสารเสริมเอนไซมทางการคาทุกชนิดท่ีนํามาใชในการทดลอง 

เพ่ือท่ีจะไดทราบ activity ของเอนไซมแตละชนิดในผลิตภัณฑนั้นๆ ดังนั้นการศึกษาวิจัยในครั้งนี้จึงมี

การใชผลิตภัณฑสารเสริมเอนไซมท้ังชนิดเดียว (single enzyme) และชนิดรวมหลายชนิด (mixed 

enzymes หรือ cocktail enzymes) ซ่ึงเปนผลิตภัณฑทางการคา 

 งานวิจัยแรก ใชเอนไซมชนิดเดียว คือ xylanase (endo-1, 4-beta-xylanase) มี activity 

40000 U/g เม่ือเสริมในโคไมใหนมเจาะกระเพาะท่ีไดรับฟางขาวเปนอาหารหยาบ ไมสงผลตอการกินได

อาหาร ระดับ pH, NH3-N และ VFA ในกระเพาะหมัก การเสริม xylanase ไมมีผลกระทบตอ DM และ 

ADF potential disappearance fraction, และ DM และ ADF total disappearance อยางไรก็ตาม 

การเสริม xylanase ในระดับสูง สามารถเพ่ิม NDF potential disappearance fraction และ NDF 

total disappearance จึงควรมีศึกษาถึงสวนผสมของเอนไซมหลายชนิด และระดับการเสริมท่ี

เหมาะสม ศึกษาระดับการใชท่ีต่ําท่ีสุด ท่ีสามารถเพ่ิมการยอยไดเยื่อใย เพ่ือลดตนทุนของการใชเอนไซม 

งานวิจัยตอมา (บทท่ี 4) ใชผลิตภัณฑสารเสริมเอนไซม 4 ชนิด (E1, E2, E3 และ E4) ท่ีมี

กิจกรรมของ xylanase, endoglucanase และ exoglucanase ท่ีแตกตางกัน (1721 – 1804, 1172 

– 1372, 575 – 616 และ 3034 – 3979; 352, 159, 59 และ 360; 13.9, 8.9, 3.3 และ 9.3 unit/ml 

สําหรับเอนไซม E1 – E4 ตามลําดับ) ผลการทดลองพบวาสารเสริมเอนไซมท้ัง 4 ชนิด สามารถเพ่ิม 

NDFD และ ADFD ของตนขาวโพดหมัก in vitro โดยเอนไซม E1 และ E2 มีประสิทธิภาพมากกวา E3 

และ E4 เอนไซม E1 มีผลตอบสนองสูงสุดท่ีระดับการเสริมสูงสุด (8μl/g DM) สวนเอนไซม E2 การ

เสริมท่ีระดับ 2μl/g DM เพ่ิม fiber disappearance แตไมเพ่ิมมากกวานี้เม่ือระดับการเสริมเพ่ิมข้ึน 

สําหรับเอนไซม E3 ระดับการเสริมท่ีเหมาะสมท่ีสุดคือ ท่ีระดับ 4μl/g DM สวนเอนไซม E4 ระดับการ

เสริมท่ีเหมาะท่ีสุดคือ 2μl/g DM 

งานวิจัยอีกงานหนึ่ง ใชผลิตภัณฑเอนไซม 4 ชนิดเชนเดียวกับการทดลองกอนหนานี้ และใชตน

ขาวโพดหมักท่ีมีคุณภาพแตกตางกัน 4 ชนิด ผลการทดลองพบวา ผลิตภัณฑ enzyme additive ทุก

ชนิด สามารถเพ่ิม DMD, NDFD, ADFD และ TGP ในทุก corn silage อยางไรก็ตาม เอนไซม E1 และ 
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E2 มีประสิทธิภาพมากกวาเอนไซม E3 และ E4 ในขณะท่ี corn silage1 มีผลทําใหมี DMD, NDFD 

และ TGP สูงท่ีสุด ในขณะท่ี corn silage 4 มีผลทําใหมี ADFD สูงท่ีสุด 

งานวิจัยเม่ือใชฟางขาวเปน substrate ผลการทดลองพบวา ผลิตภัณฑ enzyme additives ท่ี

ใชในการศึกษาครั้งนี้ (E1, E2, E3 และ E4) ทุกชนิดสามารถเพ่ิม NDFD และ ADFD ของฟางขาว in 

vitro อยางไรก็ตาม fibrolytic enzyme additive แตละชนิดใหผลตอบสนองแตกตางกัน ท้ังนี้ข้ึนอยู

กับระดับของการเสริม 

การศึกษาวิจัยสวนใหญทําในหองปฏิบัติการ (in vitro) ดังนั้นเพ่ือเปนการทดสอบในตัวสัตว (in 

vivo) โดยการเสริม exogenous fibrolytic enzyme additives ลงในอาหาร fistulated Crossbred 

Holstein Friesian non-lactating dairy cow ผลการทดลองพบวาผลิตภัณฑสารเสริมเอนไซมไม

สงผลตอ DMI, ruminal fermentation, rumen pH และความเขมขนของ blood glucose อยางไรก็

ตาม การเสริม exogenous fibrolytic enzyme additive สามารถเพ่ิม fiber degradability ของ 

corn silage 

จากผลการทดลองท่ีกลาวมาขางตน ท่ีทําท้ังในหองปฏิบัติและในโคเจาะกระเพาะ และใชท้ัง

ฟางขาวและตนขาวโพดหมัก ซ่ึงมีการใชกันอยางแพรหลายในฟารมโคเนื้อโคนม การเสริมผลิตภัณฑสาร

เสริมเอนไซมในทุกการทดลองใหผลสอดคลองกัน กลาวคือ สามารถเพ่ิมการยอยไดเยื่อใย อยางไรก็ตาม 

ระดับของการเสริมผลิตภัณฑเอนไซมแตกตางกันระหวางชนิดของผลิตภัณฑสารเสริมเอนไซม 

นอกจากนี้ระดับของการเสริมเอนไซมในการใชในตัวสัตวจะมากกวาในการทดลองในหองปฏิบัติการ 

หากเกษตรกรมาความประสงคจะใชผลิตภัณฑสารเสริมเอนไซม ควรคํานึงถึง activity ของเอนไซมนั้นๆ 

ประกอบกับราคาของเอนไซมแตละชนิดดวย เพราะเอนไซมท่ีมี activity สูง ราคาจะสูงตามไปดวย แต

ระดับการเสริมต่ํา ในทางตรงกันขาม เอนไซมท่ีมี activity ต่ํา ราคาจะต่ําดวย แตตองใชระดับการเสริม

ท่ีสูง นอกจากนี้ยังตองคํานึงถึงอาหารหยาบท่ีใชดวย สรุปโดยภาพรวมแลว ผลิตภัณฑสารเสริมเอนไซม 

E1 และ E2 จะมีประสิทธิภาพสูงกวาผลิตภัณฑเอนไซมชนิดอ่ืนๆ อยางไรก็ตาม ผลการทดลองท่ีผานมา

กระทําในหองปฏิบัติการและในโคเจาะกระเพาะ และใชแหลงอาหารหยาบคือตนขาวโพดหมักและฟาง

ขาว การศึกษาวิจัยตอไป ควรมีการศึกษาการใชสารเสริมเอนไซม E1 และ E2 ในโคท่ีใหผลผลิต ท้ังโค

เนื้อและโคนม และใชแหลงอาหารหยาบท่ีหลากหลายมากข้ึน เชน หญาสด และหญาหมัก นอกจากนี้

ควรมีการศึกษาถึงวิธีการใชสารเสริมเอนไซมวาจะใชอยางไร เชน เสริมในอาหารขน หรือสเปรยลงใน

อาหารหยาบกอนการใหอาหาร เปนตน 
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ประวัตินักวิจัย 
ประวัติหัวหนาโครงการวิจัย 

1. ชื่อ – สกุล: นาย วิศิษฐิพร สุขสมบัติ 

2. รหัสประจําตัวประชาชน: 3-1911-00164-31-0 

3. ตําแหนงปจจุบัน: รองศาสตราจารย 

4. หนวยงานท่ีอยูท่ีติดตอไดสะดวก พรอมเลขหมายโทรศัพท และ E- mail 

สาขาวิชาเทคโนโลยีการผลิตสัตว สํานักวิชาเทคโนโลยีการเกษตร 

มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี อ. เมือง จ. นครราชสีมา 30000 

โทรศัพท 0-4422-4378 

E- mail: wisitpor@sut.ac.th 

5. ประวัติการศึกษา 

ระดับ

การศึกษา 

อักษรยอปริญญา

และชื่อเต็ม 

สาขาวิชา วิชาเอก ชื่อ

สถาบันการศึกษา 

ประเทศ 

ป. ตรี 

 

ป. โท 

 

ป. เอก 

วท.บ. วิทยาศาสตร

บัณฑิต 

M.Agr.Sc. Master 

of Agricultural 

Science 

Ph.D. Doctor of 

Philosophy 

เกษตรศาสตร 

 

Animal 

Science 

 

Animal 

Science 

สัตวบาล 

 

Dairy 

Production 

 

Dairy 

Production 

And Nutrition 

ม.เกษตรศาสตร 

 

Massey Univ. 

 

Massey Univ. 

 

ไทย 

 

NZ 

 

NZ 

6. สาขาวิชาท่ีมีความชํานาญเปนพิเศษ 

1. โภชนศาสตรสัตวเค้ียวเอ้ือง 

2. โภชนศาสตรโคนม 

3. การจัดการโคนม 

4. การจัดการโรงงานอาหารสัตว (โคนม) 

5. การผลิตพืชอาหารสัตว 

6. A309 Range Management 

7. A522 Cattle Feed Industry facilities 

8. C307D Range Livestock 

9. C307E Intensive Livestock 

10. C307F Dairy Products Livestock 
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7. ประสบการณท่ีเก่ียวของกับการบริหารงานวิจัยท้ังภายในและภายนอกประเทศ 

สถานภาพในการทําวิจัยวาเปนผูอํานวยการแผนงานวิจัย หัวหนาโครงการวิจัย หรือผูรวม

วิจัยในแตละขอเสนอการวิจัย เปนตน 

a. สถานภาพผูรวมโครงการ :  

1. โครงการ “การผลิตอาหารหยาบ อาหารขน และอาหารผสมสําหรับโคนม” (ผูรวม

โครงการ) ระยะเวลา พฤษภาคม 2538 – เมษายน 2541 งบประมาณ 15 ลาน

บาท แหลงทุน สํานักงานกองทุนสนับสนุนการวิจัย (สกว.) 

2. โครงการ “การผลิตอาหารรวมท่ีมีคุณภาพและแนวทางการประเมินความตองการ

โภชนะโคนมไทย” (หัวหนาโครงการ) ระยะเวลา พฤศจิกายน 2542 – ตุลาคม 

2544 งบประมาณ 2.0 ลานบาท แหลงทุน สํานักงานกองทุนสนับสนุนการวิจัย 

(สกว.) 

3. โครงการ “ผลการเสริมสารโมเนนซินตอผลผลิตของโคนม” (หัวหนาโครงการ) 

ระยะเวลา ตุลาคม 2541 – กันยายน 2543 งบประมาณ 425,000.- บาท แหลง

ทุน สภาวิจัยแหงชาติ (มทส.) 

4. โครงการ “การศึกษากรรมวิธีการผลิตอาหารหยาบหมักจากผลพลอยไดทาง

การเกษตรเพ่ือใชเปนอาหารสําหรับโคนม” (หัวหนาโครงการ) ระยะเวลา ตุลาคม 

2542 – กันยายน 2544 งบประมาณ 350,000.- บาท แหลงทุน สภาวิจัย

แหงชาติ (มทส.) 

5. โครงการ “การนําใชประโยชนตนออยเปนอาหารสําหรับโคนม” (หัวหนา

โครงการ) ระยะเวลา ตุลาคม 2543 – กันยายน 2546 งบประมาณ 749,000.- 

บาท แหลงทุน สภาวิจัยแหงชาติ (มทส.) 

6. โครงการ “การศึกษาผลผลิตของถ่ัวไมยราและการใชถ่ัวไมยราเปนอาหารไกไข 

(หัวหนาโครงการ) ระยะเวลา ตุลาคม 2544 – กันยายน 2546 งบประมาณ 

436,000.- บาท แหลงทุน สภาวิจัยแหงชาติ (มทส.) 

7. โครงการ “การเพ่ิม conjugated linoleic acid ในน้ํานมโคโดยการเสริมน้ํามัน

พืชในอาหารโคนม” (หัวหนาโครงการ) ระยะเวลา ตุลาคม 2545 – กันยายน 

2547 งบประมาณ 500,000.- บาท แหลงทุน สภาวิจัยแหงชาติ (มทส.) 

8. โครงการ “ผลของการเสริม conjugated linoleic acid ในอาหารสัตวตอผลผลิต

และคุณภาพเนื้อสุกร เนื้อไกกระทงและไข” (หัวหนาโครงการ) ระยะเวลา ตุลาคม 

2546 – กันยายน 2549 งบประมาณ 700,000.- บาท แหลงทุน สภาวิจัย

แหงชาติ (มทส.) 
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9. โครงการเพ่ิม conjugated linoleic acid ในน้ํานมโคและผลิตภัณฑนม 

(ผูอํานวยการโครงการ) แหลงทุน สภาวิจัยแหงชาติ (มทส.) 

10. โครงการเพ่ิม conjugated linoleic acid ในผลิตภัณฑสัตว (ผูอํานวยการ

โครงการ) แหลงทุน สภาวิจัยแหงชาติ (มทส.) 

11. โครงการ “การเพ่ิม conjugated linoleic acid ในเนื้อโคขุนโดยการเสริมน้ํามัน

พืชในอาหารโคขุน” (หัวหนาโครงการ) ระยะเวลา ตุลาคม 2547 – กันยายน 

2549 งบประมาณ 900,000.- บาท แหลงทุน สภาวิจัยแหงชาติ (มทส.) 

12. โครงการ “การศึกษาการยับยั้งจุลินทรียท่ีไมพึงประสงคในกระเพาะหมักโคนม 

โดยใชสารสกัดจากกานและใบมะขามปอม” (หัวหนาโครงการ) ระยะเวลา 

ตุลาคม 2547 – กันยายน 2550 งบประมาณ 1,000,000.- บาท แหลงทุน สภา

วิจัยแหงชาติ (มทส.) 

13. โครงการ “การใชยีสตจากกระเพาะโคเสริมในอาหารสัตวตอการลดความเปนพิษ

ของสารพิษจากเชื้อราในไกกระทง” (หัวหนาโครงการ) ระยะเวลา ตุลาคม 2549 

– กันยายน 2551 งบประมาณ 1,500,000.- บาท แหลงทุน สภาวิจัยแหงชาติ 

(มทส.) 

14. โครงการ “การศึกษาการเสริมไขมันไหลผานชนิดตางๆ และผลตอผลผลิตโคนม” 

(หัวหนาโครงการ) ระยะเวลา ตุลาคม 2549 – กันยายน 2550 งบประมาณ 

800,000.- บาท แหลงทุน สภาวิจัยแหงชาติ (มทส.) 

15. โครงการ “การศึกษาการเสริมโคลีนและไบโอตินตอผลผลิตโคนม” (หัวหนา

โครงการ) ระยะเวลา ตุลาคม 2549 – กันยายน 2551 งบประมาณ 500,000.- 

บาท แหลงทุน สภาวิจัยแหงชาติ (มทส.) 

16. โครงการ “การศึกษาการยับยั้งจุลินทรียท่ีผลิตแอมโมเนียในกระเพาะหมักของโค 

และผลตอผลผลิตโคนม โดยใชสารสกัดน้ํามันหอมระเหยจากพืชในทองถ่ิน” 

(หัวหนาโครงการ) ระยะเวลา ตุลาคม 2549 – กันยายน 2552 งบประมาณ 

800,000.- บาท แหลงทุน สภาวิจัยแหงชาติ (มทส.) 

17. โครงการ “การใชประโยชนจากเปลือกหุมเมล็ดถ่ัวเหลืองเปนแหลงพลังงานใน

อาหารโคนมและสุกรขุน” (หัวหนาโครงการ) ระยะเวลา ตุลาคม 2551 – 

กันยายน 2553 งบประมาณ 500,000.- บาท แหลงทุน สภาวิจัยแหงชาติ (มทส.) 

18. โครงการ “การปรับปรุงการใชประโยชนไดทางโภชนะของอาหารสัตวเค้ียวเอ้ือง

โดยการเสริมเอนไซม เซลลูเลสและไซแลนเนส หรือสวนผสมของเอนไซมท้ังสอง

ชนิด” (หัวหนาโครงการ) ระยะเวลา ตุลาคม 2552 – กันยายน 2555 

งบประมาณ 500,000.- บาท แหลงทุน สภาวิจัยแหงชาติ (มทส.) 
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19. โครงการ “การเพ่ิมโปรตีนในกากมันสําปะหลังและเปลือกมันสําปะหลังโดยใช

จุลินทรีย” (หัวหนาโครงการ) ระยะเวลา ตุลาคม 2552 – กันยายน 2554 

งบประมาณ 300,000.- บาท แหลงทุน สภาวิจัยแหงชาติ (มทส.) 

 

b. งานตีพิมพ และงานนําเสนอผลงานประชุมวิชาการ 

1. วิศิษฐิพร สุขสมบัติ. 2541. ผลของการใชพืชอาหารสัตวสด และอาหารหยาบผสมอัดกอนตอ

ผลผลิตโคนมในชวงกลางระยะใหนมในฤดูฝน: ฟารมมหาวิทยาลัย. วารสารเทคโนโลยี

สุรนารี. 5(3):179-187. 

2. วิศิษฐิพร สุขสมบัติ. 2542. ผลของการใชพืชอาหารสัตวสด และอาหารหยาบผสมอัดกอนตอ

ผลผลิตโคนมในชวงกลางระยะใหนมในฤดูฝน: ฟารมเกษตรกร. วารสารเทคโนโลยีสุร

นารี. 6(2):104-113. 

3. Suksombat, W., Holmes, C. W. and Wilson, G. F. 1994. Effects of herbage 

allowance and a high protein supplement on performance of dairy cows 

grazing autumn-winter pasture. Proc. NZ. Soc. Anim. Prod. 54:83-86. 

4. Suksombat, W. 1995. Growth rate of calves fed different types of calf milk 

replacer. Suranaree J. Technol. 2(3):157-160. 

5. Suksombat, W. 1996. The effect of four different roughage-mixed on dairy cow 

performances in late lactation. Suranaree J. Technol. 3(3):139-145. 

6. Suksombat, W. 1997. Production, growth and nutritive value of 6 forage species 

grown at Suranaree University of Technology. I. Initial growth. Suranaree 

J. Technol. 4(1):23-28. 

7. Suksombat, W. 1997. Production, growth and nutritive value of 6 forage species 

grown at Suranaree University of Technology. II. First regrowth. Suranaree 

J. Technol. 4(2):109-114. 

8. Suksombat, W. 1998. The effect of feeding fresh forage and 3 roughage-mixed 

rations on dairy cow performances in early lactation during rainy season. 

Suranaree J. Technol. 5(2):80-87. 

9. Suksombat, W. 1998. Effect of feeding fresh forage and 3 roughage-mixed 

rations on dairy cow performances in mid lactation during rainy season. 

Thai J. Agric. Sci. 31(2):224-234. 
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10. Suksombat, W. 1999. Effect of feeding fresh forage and 3 roughage-mixed 

rations on dairy cow performances in early lactation during dry season. 

Suranaree J. Technol. 5:150-157. 

11. Suksombat, W. 2000. Effect of feeding fresh forage and 3 pelleted roughage-

mixed rations on dairy cow performances in mid lactation during dry 

season. Suranaree J. Technol. 7(2):130-136. 

12. Suksombat, W. 2000. Performances of lactating cows fed 3 different total 

mixed rations. In: Proceedings of Quality Control in Animal Production: 

Nutrition, management, health and products. Chiang Mai University, 

Thailand. 

13. Suksombat, W. 2004. Comparison of different alkali treatment of bagasse and 

rice straw. Asian-Aust. J. of Anim. Sci. 17(10):1430-1433. 

14. Suksombat, W. and Buakeeree, K. 2006. Effect of Cutting Interval and Cutting 

Height on Yield and Chemical Composition of Hedge Lucerne 

(Desmanthus virgatus). Asian-Aust. J. of Anim. Sci. 19(1):31-34. 

15. Suksombat, W. and Buakeeree, K. 2006. Utilization of hedge lucerne 

(Desmanthus virgatus) meal as protein supplement in layer diets. 

Suranaree J. Technol. 13(2):181-187. 

16. Suksombat, W. and Janpanichcharoen, P. 2005. Feeding of sugar cane silage 

to dairy cattle during the dry season. Asian-Aust. J. of Anim. Sci. 

18(8):1125-1129. 

17. Suksombat, W. and Karnchanatawee, S. 2005.  Effect of various sources and 

levels of chromium on performances of  broilers. Asian-Aust. J. of Anim. 

Sci. 18(11):1628-1633. 

18. Suksombat, W. and Lounglawan, P. 2004. Silage from agricultural by-products 

for dairy cattle in Thailand: processing and storage. Asian-Aust. J. of 

Anim. Sci. 17(4):473-478. 

19. Suksombat, W., Lounglawan, P., and Noosen, P. 2006. Energy and protein 

evaluation of five feedstuffs and utilization of cassava pulp as energy 

source for lactating dairy cows. Suranaree J. Technol. 14(1): 99-107. 
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20. Suksombat, W. and Mernkrathoke, P. 2005. Feeding of whole sugar cane to 

dairy cattle during the dry season. Asian-Aust. J. of Anim. Sci. 18(3):345-

349. 

21. Suksombat, W., and Srangarm, D. 1998. Effect of intraruminal monensin 

capsule on dairy cow performances in early lactation. Thai J. Agric. Sci. 

31(3):402-410 

22. Suksombat, W., Jullanand, K., Utaida, N., and Piasangka, S. 2000. Various 

chemical treatments of bagasse. In: Proceedings of Quality Control in 

Animal Production: Nutrition, management, health and products. Chiang 

Mai University, Thailand. 

23. Suksomabat, W., Samitayothin, S., and Lounglawan, P. 2006. Effects of 

Conjugated Linoleic Acid Supplementation in Layer Diet upon Fatty Acid 

Compositions of Egg Yolk and Layer Performance. Poult. Sci. 85(9):1603-

1609. 

24. Suksomabat, W., Boonmee, T., and Lounglawan, P. 2007. Effects of Various 

Levels of Conjugated Linoleic Acid Supplementation on Performance of 

Broilers. Poult. Sci. 86: (2):318-324. 

25. Suksomabat, W., Lounglawan, P., and Yowa, C. 2008. Effects of conjugated 

linoleic Acid (CLA) supplementation on performances, carcass quality 

and fatty acid composition in meat of finishing pigs Suranaree J. Technol. 

15(3): 249-260. 

26. Lounglawan, P., Suksombat, W., and Chullanandana, K. 2006. The Effect of 

ruminal bypass fat on milk yield, composition and milk fatty acid of 

lactating dairy cows. Suranaree J. Technol. 14(1): 109-117. 

27. Lounglawan, P., Suksombat, W., and Chullanandana, K. 2006. The Effect of 

feeding rumen-protected fat on dairy cow performance. Proceedings of  

the 12th AAAP Animal Science Congress 2006: Challenges of Animal 

Industry for the Wellbeing of Mankind. 18th-22nd September, BEXCO, 

Busan, Korea. 

28. Suksombat, W., Lounglawan, P., and Noosen, P. 2006. Energy evaluation and 

utilization of cassava pulp for dairy cows. Proceedings of the 12th AAAP 
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Animal Science Congress 2006: Challenges of Animal Industry for the 

Wellbeing of Mankind. 18th-22nd September, BEXCO, Busan, Korea. 

29. Kupittayanant, P., Chasombat, J., Suksombat, W., and Kupittayanant, S. 2005. 

Effects of bypass fat supplementation on the oestrous cycle duration of 

early lactating cows. P75. Proceedings of AHAT/BSAS International 

Conference: Integrating Livestock-Crop Systems to Meet the Challenges 

of Globalization. Rowlinson, P., Wachirapakorn, C., Pakdee, P., and 

Wanapat, M. Eds. 14th-18th November 2005, Khon Kaen, Thailand. 

30. Lounglawan, P., P.  Paengkoum, W. Suriyapat and W. Suksombat. 2007.  Effect 

of soybean oil and lactic acid bacteria supplementation on performance 

and CLA accumulation in milk of dairy cow. In Proc. First International 

Conference on Sustainable Animal Agriculture in Developing Countries 

(SAADC2007), Yunnan, China. 

31. Lounglawan, P., K. Chullanandana and W. Suksombat.  2008. The effects of 

soybean oil and rumen protected conjugated linoleic acid on rumen 

fermentation, fatty acid profiles and CLA content in rumen digesta. In: 

Proc. 13th AAAP Conference. Hanoi, Vietnam. 

32. Suksombat, W., P., Lounglawan and N. Puanpan. 2008. Effects of soybean 

hulls as a replacement for ground corn on performance of lactating 

dairy cows. In: Proc. 13th AAAP Conference. Hanoi, Vietnam. 

33. Khungaew, M., P. Lounglawan and W. Suksombat. 2009. Silage Production 

from Cassava Peel as Energy Source. 2nd International Conference on 

Sustainable Animal Agriculture for Developing Countries Kuala Lumpur, 

Malaysia. 

34. Suksombat, W. and Chullanadana, K. 2008. Effects of soybean oil or rumen 

protected conjugated linoleic acid supplementation on accumulation of 

conjugated linoleic acid in dairy cows’ milk. Asian-Aust. J. of Anim. Sci. 

21(9): 1271-1277. 

35. Suksombat, W. and Chullanadana, K. 2008. Effects of soybean oil or whole 

cotton seed addition on accumulation of conjugated linoleic acid in 

beef of fattening Brahman x Thai-Native cattle. Asian-Aust. J. of Anim. 

Sci. 21(10): 1458-1465. 
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36. Lounglawan, P., K. Chullanandana and W. Suksombat.  2008. The Effect of 

Hydrogenated Fat or Ca-Salt of Fatty Acids on Milk Yield, Composition 

and Milk Fatty Acid of Lactating Dairy Cows. Thai J. Agri. Sci. 41(1-2): 29-

36 

37. Lounglawan, P, W., Suksombat and N. Puanpan. 2009. Effects of soybean hulls 

as a replacement for ground corn on performance of lactating dairy 

cows. Suranaree J. Sci. Technol. 16(2):159-168 

38. Wisitiporn Suksombat*, Pipat Lounglawan and Pitakpong Paengsai. 2010. 

Effects of biotin supplementation on performance of lactating dairy 

cows. 14th AAAP Animal Science Congress, Asian-Australasian Association 

of Animal Production Societies, August 23-27, 2010, Pingtung, Taiwan, 

ROC. 

39. Pakorn Klangnork*, Pipat Lounglawan, Mek Khungaew, Pitakpong Paengsai, 

and Wisitiporn Suksombat. 2010. Effects of amla leaves and branches 

addition to concentrate on performance of lactating dairy cows. 14th 

AAAP Animal Science Congress, Asian-Australasian Association of Animal 

Production Societies, August 23-27, 2010, Pingtung, Taiwan, ROC. 

40. Jukkrit Homkhao*, Pipat Lounglawan, Mek Khungaew, Pitakpong Paengsai, and 

Wisitiporn Suksombat. 2010. Effects of amla leaves and branches 

supplementation on fermentation and microbial population of lactating 

dairy cows.  14th AAAP Animal Science Congress, Asian-Australasian 

Association of Animal Production Societies, August 23-27, 2010, Pingtung, 

Taiwan, ROC. 

41. Atitthan Nanon*, Pakorn Klangnork, Jukkrit Homkhao, and Wisitiporn 

Suksombat. 2010. The effects of feeding Met hydroxy analog plus 

MINTREX® Dairy on performance of lactating dairy cows. 14th AAAP 

Animal Science Congress, Asian-Australasian Association of Animal 

Production Societies, August 23-27, 2010, Pingtung, Taiwan, ROC. 

42. Noppharat Phakachoed, Pipat Lounglawan, Nattanit Puanpan and Wisitiporn 

Suksombat. 2010. Aflatoxin adsorption ability by yeasts and yeast 

products. 14th AAAP Animal Science Congress, Asian-Australasian 
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Association of Animal Production Societies, August 23-27, 2010, Pingtung, 

Taiwan, ROC. 

43. Pipat Lounglawan, Mek khungaew and Wisitiporn Suksombat. 2010. Utilization 

of cassava peel as energy source of silage. 14th AAAP Animal Science 

Congress, Asian-Australasian Association of Animal Production Societies, 

August 23-27, 2010, Pingtung, Taiwan, ROC. 

44. Suksombat, W., P. Lounglawan and P. Paengsai. 2011. Effects of Biotin 

Supplementation on Milk Production, Milk Composition, Milk Fatty Acids, 

Ruminal pH, Ammonia Nitrogen and Volatile Fatty Acids in Lactating 

Dairy Cows. J. Anim. Vet. Adv. 10(16): 2186-2192. 

45. Suksombat, . W., A. Nanon, P. Klangnork and J. Homkhao. 2011. Effects of Met 

hydroxy analog plus MINTREX Dairy supplementation on performance 

of lactating dairy cows. J. Anim. Vet. Adv. 10(21):2814-2818. 

46. Suksombat, W., R. Mirattanaphrai and P. Paengsai. 2011. Performance of 

lactating dairy cows in response to supplementation of rumen-protected 

choline. J. Anim. Vet. Adv. 10(24): 3321-3327. 

47. Suksombat, W., C. Meeprom and R. Mirattanaphrai. 2013. Milk Production, Milk 

Composition, Live Weight Change and Milk Fatty Acid Composition in 

Lactating Dairy Cows in Response to Whole Linseed Supplementation. 

Asian-Aust. J. Anim. Sci. 

http://dx.doi.org/10.5713/ajas.2013.13027 

48. Phakachoed, N., P. Lounglawan and W. Suksombat. 2012. Effects of xylanase 

supplementation on ruminal digestibility in fistulated non-lactating dairy 

cows fed rice straw. Livest. Sci. 149: 104-108. 

  8. การบริการวิชาการ/ฝกอบรม/ใหคําปรึกษา 

1. ท่ีปรึกษาสหกรณโคนมวังน้ําเย็น จํากัด (2539 - 2550) 

2. ท่ีปรึกษาสหกรณโคนมพิมาย จํากัด (2542 – 2550) 

3. ท่ีปรึกษาสหกรณโคนมอาวนอย จํากัด (2542 – 2550) 

4. ท่ีปรึกษาสหกรณโคนมมวกเหล็ก จํากัด (2543 – 2545, 2547-2553) 

5. ท่ีปรึกษาสหกรณโคนมสอยดาว จํากัด (2546 - 2550) 

6. ท่ีปรึกษาสหกรณการเกษตรพิมาย จํากัด (2548 - 2550) 

7. ท่ีปรึกษานิตยสารฟารมโคนม สัตวเศรษฐกิจ (2539 – ปจจุบัน) 
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8. ท่ีปรึกษาวารสารโคนม อ.ส.ค. (2537 – 2546; 2548 - ปจจุบัน) 

9. ท่ีปรึกษานิตยสารวัวควาย (2539 – ปจจุบัน) 

10. ท่ีปรึกษาวารสารสยามบราหมัน (2548-ปจจุบัน) 

9. การเสนอผลงานทางวิชาการ การเขียนบทความทางวิชาการและการเปนวิทยากร 

1. นําเสนอผลงานทางวิชาการในระดับชาติและนานาชาติ มากกวา 50 เรื่อง 

2. เขียนบทความทางวิชาการลงตีพิมพในวารสารภายในประเทศ มากกวา 100 

เรื่อง 

3. เปนวิทยากรบรรยายท่ัวประเทศมากกวา 1500 ครั้ง 
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ประวัติผูรวมโครงการวิจัย 

1. ชื่อ – สกุล: นาย พิพัฒน  เหลืองลาวัณย 

2. หมายเลขบัตรประชาชน: 3 3014 01335 49 9 

3. ตําแหนงปจจุบัน:  ผูชวยศาสตราจารย 

4. หนวยงานท่ีอยูท่ีติดตอไดสะดวก พรอมเลขหมายโทรศัพท และ E- mail 

สาขาวิชาเทคโนโลยีการผลิตสัตว สํานักวิชาเทคโนโลยีการเกษตร 

มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี อ. เมือง จ. นครราชสีมา 30000 

โทรศัพท 0-4422-4160 

E- mail: pipat_l2000@yahoo.com ; pipat@sut.ac.th 

 

5. ประวัติการศึกษา 

ระดับ

การศึกษา 

อักษรยอปริญญา

และชื่อเต็ม 

สาขาวิชา วิชาเอก ชื่อสถาบันการศึกษา/ 

ป 

ประเทศ 

ป. ตรี 

 

ป. โท 

 

ป. เอก 

วท.บ. วิทยาศาสตร

บัณฑิต 

วท.ม. วิทยาศาสตร 

มหาบัณฑิต 

วท.ด. วิทยาศาสตร 

ดุษฎีบัณฑิต 

เทคโนโลยีการ

ผลิตสัตว 

เทคโนโลยีการ

ผลิตสัตว 

เทคโนโลยีการ

ผลิตสัตว 

เทคโนโลยีการ

ผลิตสัตว 

โภชนศาสตร

สัตว 

โภชนศาสตร

สัตว 

ม.เทคโนโลยีสุรนารี, 

2541 

ม.เทคโนโลยีสุรนารี, 

2544 

ม.เทคโนโลยีสุรนารี, 

2548 

ไทย 

 

ไทย 

 

ไทย 

 

6. สาขาวิชาท่ีมีความชํานาญเปนพิเศษ 

1. โภชนศาสตรสัตวเค้ียวเอ้ือง 

2. โภชนศาสตรโคนม - โคเนื้อ 

3. การจัดการโคนม - โคเนื้อ 

7. ประสบการณท่ีเก่ียวของกับการบริหารงานวิจัยท้ังภายในและภายนอกประเทศ 

สถานภาพในการทําวิจัยวาเปนผูอํานวยการแผนงานวิจัย หัวหนาโครงการวิจัย หรือผูรวม

วิจัยในแตละขอเสนอการวิจัย เปนตน 

 

a. หัวหนาโครงการ: 

1. โครงการ “การศึกษาผลของการเสริมน้ํามันถ่ัวเหลืองและ Rumen-protected CLA (RP-

CLA) ในอาหารโคตอการเปลี่ยนแปลงขององคประกอบ fatty acids และนิเวศวิทยาใน
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กระเพาะหมัก” ระยะเวลา กันยายน 2549 – สิงหาคม 2550 แหลงทุน สถาบันวิจัยและ

พัฒนา มทส.  

2. การศึกษาการนําเปลือกมันสําปะหลังเปนแหลงพลังงานในการผลิตอาหารหยาบหมัก 

สําหรับโคนมตอปริมาณน้ํานม องคประกอบน้ํานมและคุณภาพน้ํานม ระยะเวลา 

พฤษภาคม 2551 – เมษายน 2553 แหลงทุน สกว. 

3. โครงการ “การใชประโยชนจากเปลือกมันสําปะหลังเปนแหลงพลังงานในอาหารโคนมตอ

ปริมาณน้ํานม, องคประกอบน้ํานมและคุณภาพน้ํานม” ระยะเวลา ตุลาคม 2551 – 

กันยายน 2552 แหลงทุน วช. 

b. ผูรวมโครงการ :  

1. โครงการ “การเพ่ิม conjugated linoleic acid ในน้ํานมโคโดยการเสริมน้ํามันพืชใน

อาหารโคนม” ระยะเวลา ตุลาคม 2545 – กันยายน 2547 แหลงทุน สภาวิจัยแหงชาติ 

(มทส.) 

2. โครงการ “ผลของการเสริม conjugated linoleic acid ในอาหารสัตวตอผลผลิตและ

คุณภาพเนื้อสุกร เนื้อไกกระทงและไข” ระยะเวลา ตุลาคม 2546 – กันยายน 2549 แหลง

ทุน สภาวิจัยแหงชาติ (มทส.) 

3. โครงการ “การเพ่ิม conjugated linoleic acid ในเนื้อโคขุนโดยการเสริมน้ํามันพืชใน
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