
 

      รหัสโครงการ  SUT3-303-53-36-27 

 

รายงานการวิจัยฉบับสมบูรณ 
 

 

 

การปรับปรุงการใชประโยชนไดทางโภชนะของอาหารสัตวเคี้ยวเอ้ือง

โดยการเสริมเอนไซม เซลลูเลสและไซแลนเนส หรือสวนผสมของ

เอนไซมท้ังสองชนิด 
(Improving nutritional utilization of ruminant feeds 
through cellulase and xylanase supplementation or 

combination of these 2 enzymes) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ไดรับทุนอุดหนุนการวิจัยจาก 

มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสรุนารี  
 

 

 

ผลงานวิจัยเปนความรับผิดชอบของหัวหนาโครงการวิจัยแตเพียงผูเดียว 

 

 

 

 

 

 

 

 



         รหัสโครงการ  SUT3-303-53-36-27 

              

รายงานการวิจัยฉบับสมบูรณ 
 

 

 

 

การปรับปรุงการใชประโยชนไดทางโภชนะของอาหารสัตวเคี้ยวเอ้ือง

โดยการเสริมเอนไซม เซลลูเลสและไซแลนเนส หรือสวนผสมของ

เอนไซมท้ังสองชนิด 
(Improving nutritional utilization of ruminant feeds 
through cellulase and xylanase supplementation or 

combination of these 2 enzymes) 
 

 

 

 

คณะผูวิจัย 

หัวหนาโครงการ  

รองศาสตราจารย ดร. วิศิษฐิพร สุขสมบัติ 

สาขาวิชาเทคโนโลยีการผลิตสัตว 

สํานักวิชาเทคโนโลยีการเกษตร 

มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี 

ผูรวมวิจัย 

ผูชวยศาสตราจารย ดร. พิพัฒน เหลืองลาวัณย 
 

 

ไดรับทุนอุดหนุนการวิจัยจากมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนาร ี ปงบประมาณ พ.ศ. 2553 

ผลงานวิจัยเปนความรับผิดชอบของหัวหนาโครงการวิจัยแตเพียงผูเดียว 
 

กุมภาพันธ 2558 

 

 

 

 

 

 

 

 



 ก 

บทคัดยอ 
 

การศึกษาวิจัยในครั้งน้ีแรกเริ่มมีจุดประสงคที่จะทดลองหาอัตราสวนผสมของเอนไซมกลุม cellulase 

และกลุม xylanase ท่ีเหมาะสมกับอาหารหยาบที่นิยมใชในประเทศไทย เชน ฟางขาวและตนขาวโพดหมัก 

อยางไรก็ตาม เอนไซมในกลุมเซลลูเลสท่ีเปนเอนไซมชนิดเดียวยังไมมีจําหนายในทองตลาดเมืองไทย เพราะ 

activity ของเอนไซมยังไมเสถียร จะมีจําหนายเฉพาะกลุมไซแลนเนส และมีเฉพาะ endo - 1-4 beta 

xylanase เพียงชนิดเดียว จึงมีการศึกษาวิจัยเพียงการทดลองเดียวท่ีใชเอนไซมชนิดเดียว (บทที่ 3) การ

ศึกษาวิจัยตอๆ มา (บทที่ 4 – 7) จึงใชเอนไซมรวมที่เปนผลิตภัณฑทางการคา แตไดมีการตรวจสอบวิเคราะห 

activity ของผลิตภัณฑสารเสริมเอนไซมทางการคาทุกชนิดที่นํามาใชในการทดลอง เพื่อท่ีจะไดทราบ activity 

ของเอนไซมแตละชนิดในผลิตภัณฑน้ันๆ ดังน้ันการศึกษาวิจัยในครั้งน้ีจึงมีการใชผลิตภัณฑสารเสริมเอนไซมทั้ง

ชนิดเดียว (single enzyme) และชนิดรวมหลายชนิด (mixed enzymes หรือ cocktail enzymes) ซึ่งเปน

ผลิตภัณฑทางการคา 

การทดลองแรก มีวัตถุประสงคเพื่อศึกษาผลของผลิตภัณฑเอนไซมไซแลนเนสตอการยอยสลายและ

การหมักยอยในกระเพาะหมักของโคไมใหนมเจากระเพาะท่ีไดรับอาหารท่ีมีฟางขาวเปนอาหารหลัก ใชโคไมให

นมเจาะกระเพาะจํานวน 3 ตัว จัดโคเขาทดลองตามแผนการทดลองแบบ 3 x 3 Latin squares design 

ประกอบดวย 3 ระยะการทดลอง ๆ ละ 21 วัน กลุมการทดลองประกอบดวย 1) กลุมควบคุม 2) กลุมที่เสริม 

10 g xylanase/d และ 3) กลุมท่ีเสริม 20 g xylanase/d เอนไซมที่ใชในการศึกษาครั้งน้ีเปนเอนไซมทาง

การคา (endo-1, 4-beta-xylanase, EC 3.2.1.8) ซึ่งเปนเอนไซมที่ยอยเย่ือใยชนิดผง (Porzyme 93010; 

Danisco Animal Nutrition) โคแตละตัวจะไดรับอาหารขน 17% โปรตีน วันละ 3 กิโลกรัม รวมกับฟางขาวที่

ใหกินอยางเต็มที่ และมีนํ้าสะอาดใหกินตลอดเวลา ผลการทดลองพบวา การเสริมเอนไซมไมมีผลตอการกินได

วัตถุแหง ระดับความเปนกรด-ดางในกระเพาะหมัก ความเขมขนของแอมโมเนียไนโตรเจน นอกจากน้ี การ

เสริมเอนไซมยังไมมีผลตอ DM และ ADF potential disappearance fraction, DM และ ADF total 

disappearance อยางไรก็ตาม NDF potential disappearance fraction, NDF total disappearance 

เพิ่มขึ้นเม่ือเสริมเอนไซมในระดับสูง ในขณะท่ี Hemicellulose degradability ท่ีเวลา 0, 3, 6, 12, 24, 48, 

72 และ 96 ช่ัวโมง ไมเปล่ียนแปลงเน่ืองจากการเสริมเอนไซมไซแลนเนส ความเขมขนของ Total volatile 

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

propionate ในแตละระยะเวลา ไมเปล่ียนแปลงเน่ืองจากการเสริมเอนไซมไซแลนเนสเชนกัน 

การทดลองตอมา ไดทําการทดลอง 2 การทดลองเพื่อประเมินผลของสารเสริมเอนไซม 4 ชนิด ตอการ

หมักยอยในกระเพาะหมักของตนขาวโพดหมัก โดยใช 48 h batch culture in vitro assay รวมกับสาร

บัพเฟอร และ ruminal fluid ดําเนินการทดลองท่ี 1 (Exp. 1) และการทดลองท่ี 2 (Exp. 2) โดยใชแผนการ
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ทดลอง completely randomized design และในแตละการทดลองประกอบดวย 2 runs และแตละ run 

มี 4 ซํ้า สารเสริมเอนไซมทั้ง 4 ชนิด (E1, E2, E3, and E4) เปนผลิตภัณฑเอนไซมทางการคา ซ่ึงให 

endoglucanase, exoglucanase และ xylanase activities หลากหลาย สําหรับทั้ง xylanase (birch 

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

สามารถจัดอันดับของผลิตภัณฑเอนไซม (per ml) ไดดังน้ี E4>E1>E2>E3 ในการทดลองท่ี 1 (Exp. 1) เสริม

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

2 (Exp. 2) เสริมเอนไซมที่ระดับ 0, 0.5, 1, 2 และ 4μl/g DM ทําการวัดผลผลิตแกส (gas production; GP) 

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

detergent fiber (NDFD) และ acid detergent fiber (ADFD) และความเขมขนของ volatile fatty acid 

(VFA; total and individual molar proportions) หลังการบมที่ 24 และ 48 ชม. ผลิตภัณฑเอนไซม E1 

และ E2 สงผลให NDFD และ ADFD ที่ระยะเวลาบม 24 และ 48 ชม. สูงกวา (P<0.001) ผลิตภัณฑเอนไซม 

E3 และ E4 การเพิ่มระดับการเสริมเอนไซมสามารถเพิ่ม NDFD และ ADFD ในทุกผลิตภัณฑเอนไซม (ยกเวน 

ADFD ของเอนไซม E4 ที่ระยะเวลาบม 48 ชม.) ซึ่งระดับการเสริมที่เหมาะสมข้ึนอยูกับชนิดของ enzyme 

additive (dose x enzyme; P<0.01) มีบางกลุมการทดลองท่ีสงผลตอ DMD และ total GP ที่ 24 และ 48 

ชม. แตผลตอบสนองน้ีไมสอดคลองกับผลตอบสนอง NDFD และ ADFD 

การทดลองที่ 2 ดําเนินการเพื่อยืนยันผลของเอนไซมและระดับการเสริมที่เหมาะสมของเอนไซม 

DMD ไมถูกกระทบจากการเสริมเอนไซม หลังการบมท่ี 24 และ 48 ชม. และไมพบวามี enzyme x dose 

interactions ของ DMD, NDFD, หรือ ADFD หลังการบมท่ี 24 หรือ 48 ชม. (ยกเวน ADFD ที่ 48 ชม.) หลัง

การบมที่ 24 ชม. DMD, NDFD, และ ADFD เพิ่มขึ้นเปนเสนตรงตามระดับการเสริมที่เพิ่มขึ้น (P<0.05) สวน

หลังการบมที่ 48 ชม. DMD เพิ่มขึ้นเปนเสนตรงตามระดับการเสริมท่ีเพิ่มขึ้น ในขณะท่ี NDFD เพิ่มขึ้นแบบ 

quadratic ตามระดับการเสริมท่ีเพิ่มขึ้น (P<0.05) ADFD เพิ่มข้ึนเปนเสนตรงหลังการบมที่ 48 ชม. เมื่อเสริม

เอนไซม E3 และ E4 แตหลังการบมท่ี 48 ชม. ADFD เพิ่มขึ้นแบบ quadratic เมื่อเสริมเอนไซม E1 และ E2 

สําหรับ total GP มีคาตํ่าที่สุดสอดคลองกันเมื่อเสริมเอนไซม E4 ทั้ง 2 ระยะเวลาบม (P<0.05) ไมพบวามี 

enzyme x dose interactions (P>0.05) ของตัวแปรกระบวนการหมัก ทั้งท่ีระยะเวลาบม 24 และ 48 ชม. 

ในการทดลองที่ 2 นอกจากน้ียังพบวามีความแตกตางของ total VFA ท่ีระยะเวลาบม 24 และ 48 ชม. 

(P≤0.05) กลาวคือ การเพิ่มระดับการเสริมเอนไซมสงผลให total VFA ลดลง หลังการบมที่ 24 ชม. แต total 

VFA กลับเพิ่มขึ้นท่ีระยะเวลาบม 48 ชม. ซ่ึงที่ทุกระดับการเสริมจะทําให total VFA สูงกวากลุม control 

(P<0.001) 
สรุปในภาพรวมไดวา enzyme additives สามารถเพิ่ม NDFD และ ADFD ของตนขาวโพดหมัก ในการทดลองแบบ 

in vitro อยางไรก็ตาม เอนไซม E1 และ E2 จะมีประสิทธิภาพมากกวาเอนไซม E3 หรือ E4 ผลตอบสนองตอการเพิ่มระดับ

 

 

 

 

 

 

 

 



 ค
การเสริมจะเปนแบบ linear หรือ curvilinear และระดับการเสริมท่ีเหมาะสมจะแตกตางกันระหวางผลิตภัณฑเอนไซมที่ทํา

การประเมิน การประเมินประสิทธิภาพของเอนไซม ท่ีระยะเวลาบม 24 และ 48 ชม. ปกติจะนําไปสูการจัดอันดับของ

ผลิตภัณฑสารเสริม และการยอยสลายของ NDF และ ADF จะมีประโยชนในการจําแนกประสิทธิภาพของเอนไซมไดดีกวาการ

ยอยสลาย DM และ total GP 

การทดลองท่ี 3 มีจุดประสงคเพื่อทําการประเมินผลของสารเสริมเอนไซม 4 ชนิด ตอการหมักยอยใน

กระเพาะหมักของตนขาวโพดหมัก 4 ชนิด ใชวิธี batch culture in vitro assay รวมกับ medium และ 

ruminal fluid แผนการทดลองเปนแบบ complete randomized design ประกอบดวย 2 runs และแตละ 

run มี 4 ซ้ํา ผลิตภัณฑ enzyme additives (E1, E2, E3, และ E4) เปนผลิตภัณฑทางการคาซ่ึงมี 

endoglucanase, exoglucanase และ xylanase activities ที่แตกตางกัน เสริมเอนไซมทั้ง 4 ชนิด ลงในตน

ขาวโพดหมัก 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. หลังการบม วิเคราะหหา degradability ของ DM (DMD), 

neutral detergent fiber (NDFD), acid detergent fiber (ADFD) และความเขมขนของ volatile fatty 

acid (VFA; total and individual molar proportions) หลังการบมท่ี 24 และ 48 ชม. มีความแตกตาง (P 

< 0.05) ระหวาง enzyme additives และ control เกี่ยวกับผลของเอนไซมตอ DMD, NDFD, ADFD และ 

TGP ยกเวน TGP ท่ีระยะเวลาบม 24 ชม. ท่ีเอนไซมทุกชนิดใหผลเหมือนกัน แตมีความแตกตาง (P<0.05) 

เกี่ยวกับผลระหวางเอนไซมกับกลุม control ผลิตภัณฑเอนไซม E1 และ E2 มีผลทําให DMD, NDFD และ 

ADFD สูงกวาเอนไซม E3, E4 และ control (p<0.05) อยางไรก็ตาม ผลิตภัณฑเอนไซม E3 และ E4 มีผลทํา

ให DMD, NDFD และ ADFD สูงกวา control (P< 0.05) ท่ีระยะเวลาบมท้ัง 2 เวลา ผลของชนิดของ corn 

silage substrates มีความแตกตาง (P < 0.05) ระหวางชนิดของ corn silage substrate เกี่ยวกับผลตอ 

DMD, NDFD, ADFD และ TGP สําหรับ DMD, NDFD, ADFD และ TGP ไมพบวามี enzyme × corn silage 

substrate interactions (P ≥ 0.05) ท้ังที่ระยะเวลาบมที่ 24 หรือ 48 ชม. และท่ีระยะเวลาบม 24 และ 48 

ชม. ไมพบความแตกตาง (P>0.05) ระหวาง enzyme additives และ control เกี่ยวกับผลตอ rumen 

fermentation profile สําหรับผลของ corn silage substrates มีความแตกตาง (P<0.05) ระหวาง corn 

silage substrate เก่ียวกับผลตอ ruminal fermentation profile สรุปในภาพรวมไดวา enzyme 

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

TGP) อยางไรก็ตาม ผลิตภัณฑเอนไซม E1 และ E2 มีประสิทธิภาพสูงกวาผลิตภัณฑเอนไซม E3 และ E4 

 การทดลองที่ 4 เพื่อประเมินผลของ enzyme additives 8 ชนิด ตอการหมักยอยฟางขาวใน

กระเพาะหมัก โดยใชวิธี batch culture in vitro assay ท่ีประกอบดวย medium และ ruminal fluid ที่

ระยะเวลาบม 48 ชม. แผนการทดลองเปนแบบ completely randomized design ประกอบดวย 2 runs 

และมี 4 ซ้ํา ผลิตภัณฑ enzyme additive ทั้งหมด เปนผลิตภัณฑเอนไซมทางการคา ท่ีมีความผันแปรของ 
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endoglucanase, exoglucanase และ xylanase activities ระดับการเสริมของเอนไซมทั้ง 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. หลังการบม หาคา degradability ของ DM (DMD), neutral detergent fiber (NDFD) และ 

acid detergent fiber (ADFD) ภายหลังจากการบมท่ี 24 และ 48 ชม. หลังจากการบม 24 ชม. 

Degradability ของ DM, NDF และ total gas production (TGP) ไมมีผลกระทบจาก enzyme additives 

อยางไรก็ตาม degradability ของ ADF เพิ่มข้ึนเมื่อเสริม enzyme additives (P<0.05) หลังจากการบม 48 

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

degradability ของ NDF เพิ่มข้ึน (P<0.05) โดย enzyme additives ท่ีระยะเวลาบมท้ัง 2 เวลา มีความ

แตกตาง (P<0.05) ระหวางชนิดของ enzyme additives เกี่ยวกับผลตอ degradability ของ ADF การเสริม 

exogenous fibrolytic enzymes สามารถเพิ่ม in vitro degradation ของฟางขาว แตในแตละผลิตภัณฑ

เอนไซมสแดงผลตอบสนองที่แตกตางกัน ขึ้นอยูกับระดับการเสริมเอนไซมื (enzyme × dose interaction, 

P<0.05) มีความแตกตางระหวาง enzyme additives สําหระบ total VFA ท้ังท่ีระยะเวลาบม 24 และ 48 

ชม. (P<0.05); การเพิ่มระดับการเสริมเอนไซม ทําใหเพิ่ม total VFA หลังการบม 24 และ 48 ชม. น่ันคือ ทุก

ระดับการเสริมเอนไซมจะสงผลใหมี total VFA สูงกวา control (P<0.001) สรปโดยรวม enzyme 

additives แสดงผลตอบสนองในเชิงบวกของ rice straw substrates (เพิ่ม NDFD และ ADFD) อยางไรก็ตาม 

ผลิตภัณฑเอนไซม E3 มีประสิทธิภาพมากกวาผลิตภัณฑเอนไซมชนิดอ่ืนๆ 

 การทดลองสุดทาย เพื่อประเมินผลของ fibrolytic enzyme additives 2 ชนิดตอการยอยไดของตน

ขาวโพดหมัก และการหมักยอยในกระเพาะหมัก ระดับ pH และความเขมขนของ blood glucose ในโคไมให

นมเจาะกระเพาะ โดยใชโคไมใหนมลูกผสม Holstein Friesian เจาะกระเพาะ จํานวน 5 ตัว เล้ียงขังเด่ียวใน

คอก สุมจัดโคเขากลุมการทดลอง 5 กลุมการทดลองตามแผนการทดลองแบบ 5 x 5 Latin squares design 

การทดลองประกอบดวย 5 ชวงระยะการทดลอง ระยะการทดลองละ 21 วัน โดยในชวง 14 วันแรกเปนชวง

ปรับตัวเขากับอาหาร และอีก 7 วันสําหรับเก็บตัวอยางในกระเพาะหมัก และการหาการยอยสลาย in vivo 

กลุมอาหารทดลองประกอบดวย 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 โคแตละตัวจะไดรับอาหารขนที่มีโปรตีน 21% วันละ 3 ก.ก./ตัว แบงเปน 2 มื้อเทาๆ กัน 

เวลา 0800 และ 1600 น. รวมกับตนขาวโพดหมักใหแบบเต็มท่ี และนํ้าสะอาด การเสริม enzyme additives 

ในอาหารไมมีผลตอ dry matter intake (DMI), ความเขมขนของ total volatile fatty acid (VFA), NH3, 

molar proportions of individual VFA, ruminal pH ใน rumen fluid และความเขมขนของ blood 

glucose สวน degradability ของ dry matter (DMD), neutral detergent fiber (NDFD) และ acid 

detergent fiber (ADFD) ไมถูกกระทบจากการเสริม enzyme additives ที่ระยะเวลาบมในกระเพาะหมัก 
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3, 6 และ 12 ชม. (P>0.05) อยางไรก็ตาม การเสริม fibrolytic enzyme สามารถเพิ่ม DMD, NDFD และ 

ADFD หลังจากการบมในกระเพาะหมัก 24, 48 และ 72 ชม. (P<0.05) ผลการทดลองน้ีเปนเชนเดียวกับท่ีพบ

ในการศึกษาทดลองท้ังแบบ in vitro และแบบ in vivo ทั้งน้ีอาจเปนเพราะวามีการเพิ่มการใชประโยชนได

ของโภชนะในตนขาวโพดหมักเมื่อทําการเสริมดวย 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 

 

 

 

 

 

 

 

 



 ช

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 
 

อาหารโคนมประกอบดวยอาหารหยาบและอาหารขน ซ่ึงอาหารหยาบจัดเปนอาหารหลัก

สําหรับโคนม จะมีปริมาณเยื่อใย (fiber)  เปนองคประกอบคอนขางสูง และมีการยอยไดต่ํา  อาหาร

หยาบประเภทเยื่อใยสวนใหญ ไดแก พืชตระกูลหญา พืชตระกูลถ่ัว และผลพลอยไดทางการเกษตรตางๆ 

เชน ฟางขาว ตนและเปลือกขาวโพด เปนตน โดยท่ัวไปอาหารเยื่อใยจะประกอบดวยเซลลูโลส 

(cellulose) เฮมิเซลลูโลส (hemicelluloses) เพกติน (pectin) และลิกนิน (lignin) เปนตน ซ่ึงสวน

ใหญเปนสวนประกอบของผนังเซลลของพืช (cell wall)  สําหรับโคนมอาหารประเภทเยื่อใยมี

ความสําคัญอยางมาก โคนมจําเปนตองไดรับอยางเพียงพอท้ังปริมาณและคุณภาพ  เพ่ือจะนําไปใช

ประโยชนโดยจุลินทรียภายในกระเพาะหมัก (rumen) เพ่ือหมักยอยจนไดผลผลิตสุดทาย  คือ กรดไขมัน

ระเหยได (volatile fatty acid, VFA) ซ่ึงจัดเปนแหลงพลังงานหลักสําหรับโคนม นอกจากนี้ยังชวยใน

การรักษาสภาพสมดุลภายในกระเพาะหมักอีกดวย และเม่ือโคนมไดรับอาหารเยื่อใยอยางเพียงพอ จะ

สงผลทําใหเพ่ิมประสิทธิภาพการเจริญเติบโต การใหผลผลิต และทําใหโคนมมีสุขภาพท่ีดี โดยเฉพาะการ

ใชฟางขาว จัดเปนแหลงอาหารหยาบท่ีใชกันอยางแพรหลาย แตในฟางขาวจะมีเยื่อใยคอนขางสูง การ

ยอยไดต่ําและยอยไมสมบูรณ ทําใหการใชประโยชนไดต่ํา จึงเกิดปญหาเก่ียวกับประสิทธิภาพการหมัก

ยอยอาหารเยื่อใยภายในกระเพาะหมักของโคนม ซ่ึงสงผลกระทบตอผลผลิตของโคนม และทําใหตนทุน

การผลิตเพ่ิมสูงข้ึน ดังนั้นจึงไดมีการศึกษาหาแนวทางเพ่ือท่ีจะเพ่ิมการยอยไดของอาหารประเภทเยื่อใย

ใหสูงข้ึน โดยการเสริมเอนไซมท่ียอยเยื่อใย เพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพการหมักยอยอาหารเยื่อใยในกระเพาะ

หมักและเพ่ิมประสิทธิภาพการใชประโยชนจากอาหาร ซ่ึงจะสงผลตอผลผลิตของโคนม ดังนั้นการวิจัย

ครั้งนี้จึงมีวัตถุประสงคเพ่ือ ศึกษาถึงผลของการใช fibrolytic enzyme ตอการยอยไดในหลอดแกว เพ่ือ

หาระดับท่ีเหมาะสมของการใชในสัตวเค้ียวเอ้ือง และศึกษาผลของการใช fibrolytic enzyme ในระดับ

ท่ีเหมาะสมตอการยอยสลายเยื่อใยและปริมาณของกรดไขมันระเหยไดในกระเพาะหมักของสัตวเค้ียว

เอ้ือง 
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บทที่ 2 

เอกสารงานวิจัยที่เกี่ยวของ 
 

2.1 อาหารโคนม 

อาหารขน หมายถึง วัตถุดิบอาหารสัตวท่ีมีความเขมขนของโภชนะตอหนวยน้ําหนักสูง 

สวนมากจะมีเยื่อใยต่ํากวา 18 เปอรเซ็นต อาจจะเปนวัตถุดิบอาหารสัตวชนิดเดียวหรือหลายชนิด

ประกอบกันเปนสูตรอาหาร แบงออกไดเปน 3 ประเภท คือ อาหารโปรตีน อาหารพลังงาน และอาหาร

เสริมแรธาตุและวิตามิน  

อาหารหยาบ  หมายถึง  อาหารท่ีมีเยื่อใยสูงกวา  18  เปอรเซ็นต  มีโภชนะยอยไดต่ํา  มี

น้ําหนักตอหนวยปริมาตรอาหารนอย  ซ่ึงสวนใหญไดแก  ตนและใบพืชท่ีใชเปนอาหารสัตว  เชน  พืช

ตระกูลหญาและถ่ัวตางๆ รวมถึงวัสดุเหลือใชตางๆ  ท่ีสามารถนํามาเปนอาหารโคได  เชน  ยอดออย  

ตนขาวโพดและฟางขาว  

 

2.2 องคประกอบของเย่ือใย 

พืชวัตถุดิบอาหารสัตวทุกชนิดจะมีปริมาณของเยื่อใยท้ังนั้น แตจะแตกตางกันเพียงปริมาณท่ีพบ

เทานั้นโดยเยื่อใยจะประกอบดวยสารประกอบหลายชนิดและมีสวนของคารโบไฮเดรตท่ีซับซอนใน

สัดสวนมากกวา ความแตกตางของเยื่อใยพืช นอกจากจะแตกตางระหวางชนิดพืชแลว ในพืชชนิด

เดียวกันแตอายุตางกันก็จะมีสัดสวนของเยื่อใยตางกัน โดยเยื่อใยของพืชจะประกอบดวยสวนท่ีเปน

เนื้อเยื่อพืชและสวนท่ีเปนผนังเชลล สวนมากจะเปนสวนของคารโบไฮเดรต คารโบไฮเดรตท่ีพบในสวน

เนื้อเยื่อของพืชสวนใหญจะเปนพวกแปง (starch) และน้ําตาล (sugar) แปงและน้ําตาลจําพวกท่ีพบใน

เนื้อเยื่อของพืช ไดแก glucose, fructose และ sucrose ซ่ึง monosaccharides เหลานี้จุลินทรีย

สามารถนําไปใชประโยชนไดเลยโดยไมตองถูกยอยสลายกอน และเนื้อเยื่อของพืช ยังมีแปงและน้ําตาล

จําพวก polysaccharides ซ่ึงจุลินทรียสามารถนําไปใชประโยชนไดก็ตอเม่ือถูกยอยสลายเปน 

monosaccharides กอน polysaccharides เหลานี้จะถูกสะสมอยูในรูปแปง (starch) ในสวนของผนัง

เชลลพืช จะประกอบดวย cellulose และ hemicellulose นอกจากนี้ยังมีสารประกอบ pectin 

(pectic substances) รวมท้ัง lignin และ silica อยูดวย (แสดงในรูปท่ี 1) ซ่ึงคารโบไฮเดรต จัดเปน

แหลงพลังงานหลักในอาหารโคนม และโดยปกติแลวในอาหารโคนม จะประกอบดวย คารโบไฮเดรต อยู

ถึงรอยละ 60-70 หนาท่ีหลักของ คารโบไฮเดรต คือเปนแหลง พลังงานของ จุลินทรียในกระเพาะหมัก

และของตัวสัตวเอง นอกจากนี้ยังมีหนาท่ีในการรักษาสุขภาพของระบบทางเดินอาหาร 

เซลลูโลส  (cellulose)  เปนสารประกอบพอลิแซ็กคาไรค ท่ีมีประมาณรอยละ 45 -50 ในผนัง

เซลลพืช  cellulose  จะมีโครงสรางเปนพอลิเมอรเสนตรง  ไมมีก่ิงกานสาขา เปนพอลิเมอร  ของ  D-

glucose  ประกอบดวย  D-glucose  เชื่อมตอกันดวยพันธะ  -(1,4)  glycosidic linkages  ซ่ึงพันธะ
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ดังกลาวไมสามารถถูกยอยดวยเอนไซมของสัตวได แตจะถูกยอยไดโดยเอนไซมของจุลินทรีย และ

เอนไซมท่ีสามารถ  hydrolyze  ได  คือ  เอนไซม  cellulase โดยเซลลูโลสจะมีคา degree of 

polymerization อยูในชวงประมาณ 100 ถึงมากกวา 10,000 ซ่ึงเกาะรวมกันภายใน crystalline 

microfibrils เซลลูโลสมีน้ําหนักโมเลกุลตั้งแต 20,000 ถึง 750,000 ดาลตัน ซ่ึงเทากับ 100 ถึง 4,000 

หนวยโมเลกุลกลูโคส โมเลกุลของเซลลูโลสเรียงตัวกันเปนมัดเรียกวา fibril โดยมีพันธะไฮโดรเจนท่ี

เกิดข้ึนระหวางหมูไฮดรอกซิลของน้ําตาลกลูโคสท่ีอยูใกลกันของเซลลูโลสสานหนึ่งกับอีกสายหนึ่ง

เชื่อมตอกันเปน fibril นอกจากนั้นเซลลูโลสท่ีพบในท้ังไมเนื้อออนและไมเนื้อแข็งมีความทนทานตอกรด

ไดมีกวาเฮมิเซลลูโลส   

 
ภาพท่ี 2.1 สูตรโครงสรางของเซลลูโลส (C2H10O5)n  

ท่ีมา: Eriksson (1990)  

เฮมิเซลลูโลส  (hemicellulose)  เปนสารประกอบ  polysaccharides  ท่ีมีน้ําหนักโมเลกุลสูง

พบมากเปนอันดับสองรองจากเซลลูโลส โดยพบประมาณรอยละ 20 -30 ในผนังเซลลพืช สามารถสกัด

ออกไดดวยสารละลายท่ีเปนดาง เฮมิเซลลูโลสเปนสารประกอบเฮเทอโรพอลิแซ็กคาไรค โครงสรางหลัก

ประกอบดวย  D-glucose, D-galactose, D-mannose, D-xylose  และ  L-arabinose  เชื่อมตอกัน

เปนสายยาวดวยพันธะ  glycosidic linkages  นอกจากนี้อาจมี  uronic acid  เปนองคประกอบดวย  

ไซแลนเปนองคประกอบท่ีพบมากท่ีสุดในเฮมิเซลลูโลสโดยมีโครงสรางท่ีเชื่อมตอกันดวยพันธะ -(1,4)  

linkage ของน้ําตาลไซโลส และมีก่ิงกานเปนน้ําตาลหรืออนุพันธของน้ําตาลตาง ๆ  และมีการแตกแขนง

ออกไปประกอบดวย  methyl-glucoronic acid, glucose, galactose  และ  arabinose    

 
ภาพท่ี 2.2 ลักษณะโครงสรางของไซแลน ท่ีมา: Eriksson (1990)     

 

 

 

 

 

 

 

 



4 

ลิกนิน  (lignin)  ไมจัดเปนคารโบไฮเดรต  แตมักจะอยูรวมกันกับ  cellulose  ในสวนของผนัง

เซลลพืช  เปนสวนท่ีมีความแข็งแรงมากของพืช  ถาพืชยิ่งแก  lignin  ยิ่งมาก  ทําใหยอยไดยาก  เพราะ

เอนไซมจากสัตว  และจุลินทรียไมสามารถยอยได  นอกจากนี้ยังทําใหเอนไซมตางๆ  เขายอยโภชนะตาง 

ๆ ไดนอยอีกดวย lignin เปน polymer ของอนุพันธของ phenyl-propane ประกอบดวย  comaryl 

alcohol, coniferyl alcohol  และ  sinapyl alcohol     

เพกติน  (pectin)  เปนกลุมของ  polysacharides  และเปนองคประกอบของผนังเซลลพืช 

และองคประกอบอ่ืนๆ  ภายในเซลลของพืช  โครงสรางของ  pectin  เปนสนตรง  เปน  polymer  

ของ  D-galacturonic acid  เชื่อมตอกันประมาณ  200  โมเลกุล  โครงสรางจะมีหมู  carboxyl  คือ  

methylated (COOCH3)  เปนองคประกอบอยูจํานวนมาก  นอกจากนี้ยังประกอบดวยน้ําตาลตางๆ  

ไดแก  D-galactose, L-arabinose  และ  D-xylose 

อาหารเยื่อใย เชน พืชอาหารสัตวตางๆ ท่ีโคกินเขาไปจะไดรับการยอยจากจุลินทรียในกระเพาะ

หมัก ในกระเพาะหมักของสัตวเค้ียวเอ้ืองมีกลุมจุลินทรียหลายชนิดท่ีสามารถผลิตเอนไซมท่ีสามารถยอย

เยื่อใยได โดยมีกลุมเชื้อราเปนกลุมแรกท่ีเขายอยสลายสวนของเยื่อใยอาหารเปนสวนแรก ซ่ึงเชื้อราจะ

ชวยลดการจับยึดแนนของอนุภาคชิ้นอาหาร ทําใหผิวของอาหารแตกเปราะ สงเสริมใหแบคทีเรียเขายึด

เกาะและยอยสลายเยื่อใยไดดีข้ึน (เมธา, 2533) จุลินทรียเหลานี้จะสังเคราะหผลผลิตสุดทายท่ีมี

ความสําคัญตอสัตว คือ กรดไขมันท่ีระเหยได (Volatile fatty acid,VFAs) จุลินทรียโปรตีน (microbial 

protein , MCP) และวิตามินบีรวม (Vitamin B complex) เปนตน ซ่ึงสัตวจะดูดซึมนําไปใชประโยชน

ในกระบวนการเมทาบอลิซึมในรางกายและสรางผลผลิต เชน เนื้อและน้ํานม 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 2.3 แสดงสวนประกอบของเยื่อใย 

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

 เอนไซม (Enzyme) คือ สารประกอบอินทรียจําพวกโปรตีนท่ีมีโครงสรางซับซอน ทําหนาท่ี

แตกตางจากโปรตีนโดยท่ัวไปคือมีความสามารถเรงปฏิกิริยาในสิ่งมีชีวิตไดอยางมีประสิทธิภาพสูง 

นอกจากนี้ยังสามารถเรงปฏิกิริยาไดภายใตสภาวะไมรุนแรง ซ่ึงเหมาะสมอยางยิ่งกับสภาวะภายในเซลล

และเนื้อเยื่อของสางมีชีวิตท่ัวไป เอนไซมมีความจําเพาะตอสารท่ีทําปฏิกิริยาซ่ึงเรียกวา ซับสเตรต 

(substrate) 

2.3.1 ประเภทของเอนไซม 

เอนไซมท่ีใชในอาหารสัตวแบงออกเปน 2 ประเภท คือ 

1. Endogenous enzyme หมายถึง เอนไซมซ่ึงปรากฏอยูในเนื้อเยื่อของพืชและสัตว

โดยธรรมชาติและมีผลทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงท่ีเปนไปไดท้ังในลักษณะท่ีเปนผลิตภัณฑท่ีตองการและ

ไมตองการ 

2. Exogenous enzyme หมายถึง เอนไซมท่ีเติมลงในกระบวนการแปรรูปเพ่ือทําให

เกิดปฏิกิริยาตางๆท่ีตองการ โดยท่ัวไปการนําเอนไซมมาใชในการเสริมในอาหารสัตวเค้ียวเอ้ืองก็จะเปน

รูปแบบ exogenous enzyme ท้ังสิ้นซ่ึงในปจจุบันมีการนํามาใชท้ังรูปเอนไซมอิสระ เอนไซมดัดแปลง

ทางเคมี และเอนไซมดัดแปลงพันธุกรรม 

2.3.2 แหลงท่ีมาของเอนไซมท่ียอยเยื่อใย 

 เอนไซม ท่ีใชในอาหารสัตวในปจจุบัน เปนเอนไซมท่ีผลิตจากเชื้อจุลินทรีย ซ่ึงอาจเปนเชื้อรา 

แบคทีเรีย หรือยีสต บางชนิดเปนเอนไซมท่ีผลิตจากเชื้อท่ีผานกระบวนการปรับปรุงทางพันธุกรรม ซ่ึง

อาจจะดวยวิธีการ ทําใหเกิดการผาเหลาไปในทางท่ีใหผลผลิตเอนไซมท่ีดีข้ึน หรือปรับปรุงโดยวิธีพันธุ

วิศวกรรมเพ่ือเพ่ิมจํานวน ยีนท่ีควบคุมการผลิต เพ่ือใหสามารถผลิตเอนไซมมากข้ึน หรือแมกระท่ังมีการ 

เปลี่ยนแปลงลําดับเบสของยีน เพ่ือใหเกิดเปนเอนไซมท่ีมีคุณสมบัติท่ีดีตามท่ีตองการได เอนไซมหลักๆ 

ท่ีใชไดแก Amylase เปนเอนไซมท่ียอยสลายสารอาหารจําพวกแปง ใหเปนน้ําตาลโมเลกุลเล็กๆ ซ่ึงสัตว

จะดูด ซึมไปใชในการสรางพลังงานได แหลงของเอนไซมชนิดนี้ สวนใหญไดจากยีนของเชื้อรา จัดเปน

เอนไซม ท่ีชวยเพ่ิมประสิทธิภาพของเอนไซมท่ีมีอยูตามปกติในทางเดินอาหารของสัตว แตในลูกสัตว

เล็กๆ ซ่ึงระบบ น้ํายอยยังทํางานไดไมเต็มท่ี แตตองถูกแยกจากแมและถูกเลี้ยงดวยอาหารสําเร็จ การ

เสริมดวยเอนไซมนี้ นับวาจําเปนอยางยิ่ง 

 จุลินทรียในกระเพาะหมักท่ีสําคัญตอกระบวนการหมักยอยเยื่อใย  สามารถแบงออกเปน  3  

กลุมหลักๆ  ไดแก  แบคทีเรีย  เชื้อรา  และโปรโตซัว 

 แบคทีเรีย  (Rumen bacteria) แบคทีเรียกลุมท่ีสําคัญตอการหมักยอยเยื่อใย  ไดแก  

Cellulolytic bacteria  โดยแบคทีเรียกลุมนี้จะผลิตเอนไซมออกมา  สามารถยอยเซลลูโลส  และเฮมิ

เซลลูโลสได  ซ่ึงเปนการสลายพันธะ  -linkage  ของน้ําตาลกลูโคส  (glucose)  และเพนโตส  

(pentose)  จุลินทรียกลุม  Cellulolytic  bacteria  นี้  ถือวามีความสําคัญสําหรับสัตวเค้ียวเอ้ืองมาก  
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และชนิดท่ีสําคัญท่ีสุด  ไดแก  Ruminococcus albus,  Ruminococcus flavefaciens   และ  

Butyrivibrio fibrisolvens   (เมธา,  2533 และ ฉลอง,  2541)  โดย  R. albus  ไดผลผลิตสุดทาย  

คือ  H,  Ethanol,  Acetate,  Lactate  สวน  R. flavefaciens  ไดผลผลิตสุดทาย  คือ  H,  

Formate,  Acetate,  Lactate,  Succinate  และ  B. fibrisolvens  ไดผลผลิตสุดทาย  คือ  สวน

ใหญเปน  Succinate  และอาจมี  Acetate,  Lactate  บาง 

 รา  (Rumen fungi)  กลุมเชื้อรา  เปนกลุมท่ีทําหนาท่ีเก่ียวกับการหมักยอยภายใน

กระเพาะหมัก  โดยชวยยอยสลายเซลลูโลส  เฮมิเซลลูโลส  และไซแลน  (xylan) ไดผลผลิตเปน  

Acetate,  Lactate, Carbon dioxide  และ  H + เชื้อรา  เชื่อวาเปนจุลินทรียกลุมแรกท่ีเขาไปยอย

โครงสรางของเยื่อใย  โดยยอยจากสวนดานในกอน  ซ่ึงจะไปลดการยึดจับแนนของเสนใย  ทําใหเกิดการ

แตกของเสนใยไดงาย  สงผลใหแบคทีเรียเขาไปยอยสลายไดงายข้ึน  นอกจากนี้เชื้อราอาจจะชวยทําลาย

พันธะของเฮมิเซลลูโลส  และลิกนิน  และทําใหลิกนินสลายไดในกระเพาะหมัก  แตจะไมยอยลิกนิน

โดยตรง  ดังนั้นเชื้อราจึงเปนจุลินทรียท่ีมีความสําคัญอยางยิ่งในการเขายอยอาหารประเภทเยื่อใย (เมธา, 

2533;  ฉลอง,  2541) 

 โปรโตซัว  (Rumen protozoa)  จะพบโปรโตซัวอาศัยอยูภายในกระเพาะหมัก

ประมาณ  105 – 106  protozoa/ml  โปรโตซัวท่ีอยูในกลุม  Cellulolytic  จะอยูใน  genus 

Epidinium  ซ่ึงจะสรางและหลั่งเอนไซมมายอยผนังเซลลพืช  สวน  genus  อ่ืนๆ  ท่ีมีสวนในการยอย

อีก  คือ  Entodieomorphs  โปรโตซัวกลุมดังกลาว  จะหมักยอยคารโบไฮเดรตใหเปน  Acetic acid, 

Butyric acid  และ  Lactic acid  เปนสวนใหญ  แตก็สามารถสราง  Propionic acid, H,  Carbon 

dioxide  และแกส  Methane  ไดดวย (ฉลอง,  2541) 

Cellulase เปนเอนไซมท่ีชวยเรงปฏิกิริยาการยอยสลายสารประกอบเซลลูโลส จากการศึกษา

แหลงของเอนไซมเซลลูเลส พบวามีจุลินทรียหลายชนิดท่ีสามารถผลิตเซลลูเลสได เชน รา และ

แบคทีเรีย จุลินทรียแตละชนิดมีความสามารถในการยอยสลายเซลลูโลสไดตางกัน ท้ังนี้สภาพแวดลอม

จะเปนปจจัยท่ีสําคัญในการควบคุมในการใหผลิตภัณฑท่ีไดจากการยอยสลายวัสดุพวกเซลลูโลสแตกตาง

ออกไป เม่ือเซลลูโลสถูกยอยสลายเปนโมเลกุลเล็ก ๆ ท่ีละลายน้ําได โมเลกุลเหลานี้จะถูกดูดซึมเขาสู

เซลลของจุลินทรีย เพ่ือนําไปใชในการสรางพลังงานและสารประกอบคารบอนภายในเซลล  

เอนไซมเซลลูเลสเปนเอนไซมท่ีผลิตข้ึนภายในเซลลของจุลินทรีย แลวปลอยออกมานอกเซลล 

(extracellular enzyme) ซ่ึงมีหลายองคประกอบ (multicomponent enzyme) โดยมีองคประกอบ

ของเอนไซมอยางนอย 3 ชนิด ทํางานรวมกันดังนี้ 

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

เอนไซมนี้ไมสามารถโฮโดรไลซสวนท่ีเปนผลึก เชน ใยฝาย แตสามารถยอยสลายเซลลูโลสสวนท่ีไมเปน

ผลึกและอนุพันธเซลลูโลสได เชน คารบอกซีเมทิลเซลลูโลส โดยเอนไซมจะเรงปฏิกิริยาการตัดพันธะ เบ

ตา 1,4 (β-1,4-linkage) ภายในเซลลูโลส ซ่ึงจะทําใหความยาวของสายเซลลูโลสสั้นลง และความหนืด
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ลดลงอยางรวดเร็ว  บริเวณปลายสายท่ีถูกตัดดวยเอนไซม จะเปนบริเวณท่ีมีคุณสมบัติเปนน้ําตาลรีดิวซ 

(reducing sugar) ผลผลิตท่ีไดจากการยอยสลาย คือ เซลโลเดกซตริน (cellodextrin) ท่ีมีขนาด

โมเลกุลตางกัน นอกจากนี้ยังมีเซลลูไบโอส (cellobiose) และกลูโคส แตพบในปริมาณท่ีนอยมาก 

2. Exo-β-1,4-glucan glucanohydrolase หรือ เอกโซกลูคาเนส (exoglucanase) ทําหนาท่ี

เรงปฏิกิริยาการยอยสลายสวนปลายของเซลลูโลสดานท่ีไมมีความสามรถในการรีดิวซ (non reducing 

end) ไดผลผลิตสวนใหญเปนเซลโลไบโอส 

3. β-glucosidase หรือเซลโลไบเอส (cellobiase) จะเปนตัสเสริมการทํางานของเอนไซม 

เอนโดกลูคาเนส และเอกโซกลูคาเนส โดยทําหนาท่ีชวยเรงปฏิกิริยาในการยอยสลายเซลโลไบโอสได

ผลผลิตเปนกลูโคส 

xylanase สามารถยอยอะราบิโนไซแลน ในอาหารสัตวซ่ึงมีน้ําหนักโมเลกุลสูงและเปนสาเหตุ

ทําใหระบบทางเดินอาหารของสัตวมีความหนืดเพ่ิมข้ึน หนาท่ีหลักของเอนไซมไซแลนเนส คือ ยอย

สลายพันธะของไซแลนท่ีมีไซโลสเปนโครงสรางหลักและมีก่ิงกานเปนน้ําตาลและอนุพันธของน้ําตาลตาง 

ๆ ดังนั้นจากโครงสรางท่ีซับซอนของไซแลนจึงตองการกิจกรรมของระบบเอนไซมท่ีประกอบดวยกลุม

เอนไซมหลายชนิดท่ีทํางานรวมกันระหวางเอนไซมท่ียอยโครงสรางหลัก ไดแก Endo ß 1,4-xylan 

xylohydrolase และ ß–xylosidase สวนเอนไซมท่ียอยก่ิงกานไดแก อัลฟาอะรา บิโนฟูราโนซิเดส (α 

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

esterase) โดยเอนไซมท้ังสองกลุมทํางานรวมกันในการเปลี่ยนไซแลนใหเปนไซโลส (Sunna and 

Antranikien, 1997) 

เอนไซมท่ียอยสลายไซแลนจัดอยูในกลุม glycan hydrolase ซ่ึงประกอบดวยกลุมของเอนไซม

ท่ีทําหนาท่ียอยสลายพันธะ 1,4–xylopyranosyl linkage ของ arabinoxylan arabino 4–0– 

methyl–D–glucuronoxylan และ glucuronoxylan เอนไซมดังกลาวนี้แบงออกเปน 2 ชนิด คือ 

1 . Endo ß 1,4-xylan xylohydrolase เอนไซมนี้ทําหนาท่ียอยสลาย พันธะ ß–1,4 

glycosidic ของ xylopyranoside แบบสุมโดยจะยอยสลายโมเลกุลของไซแลนซ่ึงจะไดผลิตภัณฑเปน

น้ําตาลโมเลกุลเล็ก เชน xylobiose xylotriose xylotetraose ซ่ึงข้ึนอยูกับชนิดของเอนไซมและสาย

พันธุจุลินทรีย xylanase ยังแบงออกเปน 2 กลุมตามความสามารถในการยอยสลาย 

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

เปนเอนไซมท่ีสามารถยอยสลาย arabinoxylan และ arabinoglucuronoxylan ตรงตําแหนงท่ี

เชื่อมตอระหวางโมเลกุลของ xylose และ arabinose non arabinose–liberating endoxylanase 

เปนเอนไซมท่ีไมสามารถยอยสลาย arabinoxylan และ arabinoglucuronoxylan ตรงตําแหนงท่ี

เชื่อมตอระหวางโมเลกุลของ xylose และ arabinose 

2 . Exo–ß 1,4–xylan xylohydrolase หรือเรียกสั้น ๆ วา ß–xylosidase ซ่ึง ยอยสลาย

โมเลกุลของไซโลโอลิโกแซ็กคาไรด ซ่ึงเกิดจากการยอยสลายไซแลนดวยเอนไซม xylanase ทําใหได
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โมเลกุลของไซไลสโดยท่ีเอนไซมนั้นจะยอยสลายโมเลกุลของ xylooligosaccharide ของน้ําตาลไซไล

สจากปลาย non–reducing ทีละโมเลกุล 

 

ตารางท่ี 2.1 กลุมของเอนไซมท่ีใชในการยอยสลาย ß-glucan ในอาหารสัตว 

 
ท่ีมา: Pitson et al. (1993). 

 

2.3.3 สมบัติของเอนไซมท่ีใชในอาหารสัตว (Perry, 1995) 

1. เอนไซมท่ีใชจะตองมีความเสถียรเม่ือเขาไปในระบบทางเดินอาหารของสัตว (Enzyme 

stability in the animal) เนื่องจากในระบบทางเดินอาหารของสัตวมีคาความเปนกรด-ดาง แตกตาง

กัน โดยเฉพาะในกระเพาะของสัตวมีคาความเปนกรดสูง เอนไซมท่ีใชจะตองสามารถทนและทํางานไดดี

ในสภาวะท่ีเปนกรด โดยเฉพาะในสัตวกระเพาะเดี่ยว (non-ruminant) เอนไซมท่ีใชจะตองมี

ความสามารถในการทํางานสูงซ่ึงตองสัมพันธกับเวลาการเคลื่อนท่ีผานของอาหารในกระเพาะท่ีมี
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ระยะเวลาสั้นดวย (McCLEARY, 2001) นอกจากนี้เอนไซมตองมีความสามารถในการทนตอเอนไซมโป

รติเอสท่ีมีอยูในกระเพาะสัตว 

2. เอนไซมท่ีใชจะตองมีความเสถียรเม่ือเติมลงในอาหารสัตว (Enzyme stability in the 

feed) เนื่องจากอาหารท่ีใชเลี้ยงสัตวแตละชนิดจะมีสวนประกอบของอาหารตางกัน เอนไซมจะตองทน

ตอสภาพแวดลอมท่ีใชในการเก็บรักษาอาหารสัตวนั้น ๆ โดยไมเสียสภาพกอนท่ีจะนําอาหารนั้นไปให

สัตวกิน 

3. เอนไซมท่ีใชจะตองมีความเสถียรในระหวางข้ันตอนการผลิตและหลังจากข้ันตอนการผลิต

อาหารสัตว (Enzyme during and after processing) เอนไซมท่ีใชในอาหารสัตวสวนใหญไมมีความคง

ตัวท่ีอุณหภูมิสูง แตในข้ันตอนการผลิตอาหารสัตวจําเปนตองใชอุณหภูมิสูงมากกวา 60 องศาเซลเซียส 

เชน การผสมกับอาหารในรูปของเหลวหรือการอัดเม็ด อาจทําใหเอนไซมนั้นสูญเสียประสิทธิภาพในการ

ทํางานได อยางไรก็ตามพบวาเม่ือเอนไซมผสมอยูในรูปอาหารเม็ดแลวกิจกรรมของเอนไซมจะยังคง

เหลืออยูดีกวาในรูปอาหารเหลวและสามารถปองกันเอนไซมจากการยอยของเอนไซมโปรติเอสในกระ

เพาะสัตวไดอีกดวย (Chesson, 1993) 

4. การทําปฏิกิริยากันระหวางซับสเตรตและเอนไซม (Interaction between the substrate 

and the enzyme) เอนไซมท่ีใชจะตองมีความจําเพาะตอซับสเตรตคือสวนประกอบท่ีมีอยูในอาหาร

สัตว โดยท่ัวไปนิยมใชเอนไซมเติมลงไปเพ่ือยอยสวนท่ีสัตวไมสามารถยอยได เชน สารพวกnon-starch 

polysaccharide (beta-glucan arabinoxylan mannan galactan และ xyloglucan) ซ่ึงพบไดใน

ธัญพืชตาง ๆ (Choct, 1997) 

5. ความสามารถของสัตวในการนําผลิตภัณฑท่ีไดจากปฏิกิริยาการยอยซับสเตรตของเอนไซมไป

ใช (Ability of the animal to utilize the reaction product of the enzyme) สวนใหญผลิตภัณฑ

ท่ีไดจากการยอยของเอนไซมจะเปนสารโมเลกุลเล็ก ๆ เชน น้ําตาลโมเลกุลเดี่ยว กรดอะมิโน กรดไขมัน 

และสารอินทรียอ่ืน ๆ ซ่ึงสัตวสามารถท่ีจะยอยและดูดซึมไปใชไดอยางรวดเร็ว 
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ภาพท่ี  2.4  สรุปกลไกการทํางานของเอนไซม  cellulase  ยอยเซลลูโลส 

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 ในอาหารโคนมตอ

ประสิทธิภาพการยอยไดของอาหารเยื่อใย  โดย Sutton et al. (2003)และ Beauchemin et al. 

(2000) พบวาเม่ือมีการเสริม fibrolytic enzyme ในอาหารมีผลทําใหเพ่ิมเปอรเซ็นตการยอยไดในสวน

ของ DM แตกตางจากกลุมท่ีควบคุมอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) ซ่ึงสอดคลองกับ Yang et al. 

(2000) ท่ีมีผลเชนกัน สวน Rode et al. (1999) พบวาเม่ือมีการเสริม fibrolytic enzyme ในอาหาร

สามารถเพ่ิมเปอรเซ็นตการยอยไดของ DM, NDF และ ADF ซ่ึงแตกตางจากกลุมท่ีควบคุมอยางมี

นัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) ซ่ึงอาจเปนเพราะเอนไซมท่ีเสริมในอาหารมีผลไปชวยเพ่ิมการยอยสลาย

อาหารเยื่อใยท่ีอยูในกระเพาะหมัก และอาหารเยื่อใยมีมากพอสําหรับการทํางานของเอนไซมจึงทําให

การยอยไดเพ่ิมข้ึน ทําใหสัตวสามารถใชประโยชนจากอาหารไดมากข้ึน ซ่ึงอาจจะสงผลตอผลผลิตน้ํานม

ท่ีเพ่ิมข้ึนตอไป 

 

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 ในอาหารโคนมตอปริมาณ

น้ํานมและองคประกอบของน้ํานม พบวา เม่ือมีการเสริม fibrolytic enzyme ในอาหารโคนมทําให

ปริมาณน้ํานมเพ่ิมข้ึนแตกตางจากกลุมท่ีควบคุมอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) (Lewis et al. 

1999;  Yang et al. 1999; Kung et al. 2000) ตรงขามกับ Elwakeel et al. (2007) ท่ีพบวาเม่ือมี
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การเสริม fibrolytic enzyme ในอาหารโคนม ไมมีผลตอปริมาณผลผลิตน้ํานมเม่ือเทียบกับกลุมท่ี

ควบคุม  สวนดานองคประกอบของน้ํานม มีผลคอนขางหลากหลาย คือ เม่ือมีการเสริม fibrolytic 

enzyme ในอาหารโคนม ไมมีผลกระทบตอองคประกอบน้ํานม ( Yang et al., 2000)  Elwakeel et 

al. (2007) พบวา การเสริม Fibrolytic enzyme ในอาหาร ทําใหเปอรเซ็นตแลตโตสเพ่ิมข้ึน อยางมี

นัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05)  
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บทที่ 3 

ผลของการเสริมเอนไซมไซแลนเนสตอการยอยในกระเพาะหมักของโคไมใหนม 

เจาะกระเพาะที่ไดรับฟางขาว 

(Effects of xylanase supplementation on ruminal digestibility of 

fistulated non-lactating dairy cows fed rice straw) 
 

บทคัดยอ 

การวิจัยครั้งนี้มีวัตถุประสงคเพ่ือศึกษาผลของผลิตภัณฑเอนไซมไซแลนเนสตอการยอยสลาย

และการหมักยอยในกระเพาะหมักของโคมใหนมเจากระเพาะท่ีไดรับอาหารท่ีมีฟางขาวเปนอาหารหลัก 

ใชโคไมใหนมเจาะกระเพาะจํานวน 3 ตัว จัดโคเขาทดลองตามแผนการทดลองแบบ 3 x 3 Latin 

squares design ประกอบดวย 3 ระยะการทดลอง ๆ ละ 21 วัน กลุมการทดลองประกอบดวย 1) กลุม

ควบคุม 2) กลุมท่ีเสริม 10 g xylanase/d และ 3) กลุมท่ีเสริม 20 g xylanase/d เอนไซมท่ีใชใน

การศึกษาครั้งนี้เปนเอนไซมทางการคา (endo-1, 4-beta-xylanase, EC 3.2.1.8) ซ่ึงเปนเอนไซมท่ียอย

เยื่อใยชนิดผง (Porzyme 93010; Danisco Animal Nutrition) โคแตละตัวจะไดรับอาหารขน 17% 

โปรตีน วันละ 3 กิโลกรัม รวมกับฟางขาวท่ีใหกินอยางเต็มท่ี และมีน้ําสะอาดใหกินตลอดเวลา ผลการ

ทดลองพบวา การเสริมเอนไซมไมมีผลตอการกินไดวัตถุแหง ระดับความเปนกรด-ดางในกระเพาะหมัก 

ความเขมขนของแอมโมเนียไนโตรเจน นอกจากนี้ การเสริมเอนไซมยังไมมีผลตอ DM และ ADF 

potential disappearance fraction, DM และ ADF total disappearance อยางไรก็ตาม NDF 

potential disappearance fraction, NDF total disappearance เพ่ิมข้ึนเม่ือเสริมเอนไซมใน

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

ไมเปลี่ยนแปลงเนื่องจากการเสริมเอนไซมไซแลนเนส ความเขมขนของ Total volatile fatty acids, 

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

ในแตละระยะเวลา ไมเปลี่ยนแปลงเนื่องจากการเสริมเอนไซมไซแลนเนสเชนกัน 

 

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) 

 การยอยสลายผนังเซลลของพืชโดยสัตวเค้ียวเอ้ือง มีความสําคัญตอเศรษฐกิจในประเทศกําลัง

พัฒนา การเพ่ิมประสิทธิภาพการยอยสลายเยื่อใยโดยจุลินทรียในกระเพาะหมักไดรับความสนใจ

ศึกษาวิจัยอยางกวางขวางมาหลายปแลว ในปจจุบันงานวิจัยแสดงใหเห็นวาการเสริมเอนไซมท่ีมีสมบัติ

ยอยสลายเยื่อใยในอาหารโคนมและโคขุน มีศักยภาพในการเพ่ิมการใชประโยชนอาหารและเพ่ิมผลผลิต

สัตว สารเสริมเอนไซมในอาหารสัตวเค้ียวเอ้ือง โดยเฉพาะ xylanases และ cellulases เปนสาร

เอนไซมสกัดจากกระบวนการหมักของแบคทีเรียและรา ท่ีมี specific enzymatic activities การเพ่ิม

ผลผลิตสัตวเนื่องจากการใชสารเสริมเอนไซมเปนผลมาจากการเพ่ิมการยอยไดเยื่อใยในกระเพาะหมัก 

สงผลใหสัตวไดรับ digestible energy เพ่ิมข้ึน อยางไรก็ตาม งานวิจัยสวนใหญดําเนินการในประเทศ

เขตอบอุนซ่ึงอาหารหยาบมีองคประกอบของเยื่อใยนอยกวาอาหารหยาบในเขตรอน นอกจากนี้ 

ผลิตภัณฑเอนไซมท่ีใชเปนเอนไซมผสม (mixed enzymes) ท่ีไมทราบปริมาณของเอนไซมแตละชนิด 

หลายการศึกษารายงานวาการเสริมสวนผสมเอนไซมยอยเยื่อใยท่ีมี xylanase activity สูง มี

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

2011) Xylanases เปนกลุมเอนไซมปกติท่ีพบในกระเพาะหมัก ท่ีผลิตข้ึนจากกระบวนการหมักยอยโดย

จุลินทรียบางชนิด เปนเอนไซมหลักท่ีเก่ียวของกับการยอยสลาย xylan polymer ใน plant cell wall 

ใหเปน soluble sugars งานวิจัยครั้งนี้มีวัตถุประสงคท่ีจะประเมินการใช single enzyme xylanase 

ในโคนมท่ีไดรับฟางขาวเปนอาหารหยาบหลัก ฟางขาวเปนผลพลอยไดจากการผลิตขาวท่ีมีอยูมาก และ

นิยมใชเปนอาหารหยาบหลักสําหรับสัตวเค้ียวเอ้ืองในประเทศไทยและปรเทศอ่ืนๆ ท่ีมีการผลิตขาว 

อยางไรก็ตาม คุณคาทางโภชนะของฟางขาวต่ํา มีองคประกอบของ lignocellulosic content สูง มี

โปรตีนและความนากินต่ํา สงผลใหสัตวกินไดนอย ยอยเยื่อใยไดนอยและไมสมบูรณ ทําใหประสิทธิภาพ

การใชประโยชนอาหารต่ํา และผลผลิตสัตวลดลง งานวิจัยในปจจุบันหลายงานแสดงใหเห็นวาการเสริม 
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exogenous fibrolytic enzymes ในอาหารสัตวเค้ียวเอ้ืองสามารถเพ่ิมการยอยไดวัตถุแหง และเยื่อใย

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

(1999) รายงานวาการยอยสลาย OM และ NDF ในกระเพาะหมัก และการยอยได OM และ NDF ใน

ระบบทางเดินอาหารเพ่ิมข้ึนเม่ือโคนมไดรับการเสริม enzyme mixture และการยอยได DM และ OM 

เพ่ิมข้ึนเม่ือเสริมเอนไซมเพียงเล็กนอย (Beauchemin et al., 2000) อยางไรก็ตาม ไมใชการศึกษาวิจัย

ท้ังหมดรายงานการยอยไดเพ่ิมข้ึนเนื่องจากการเสริม exogenous fibrolytic enzymes (Knowlton 

et al., 2002 and Lewis et al., 1999) และเม่ือพิจารณาถึงการใชผลิตภัณฑเอนไซมตางๆ รวมถึง

สถานภาพของแตละการทดลอง ผลตอบสนองตอการเสริมเอนไซมของสัตวเค้ียวเอ้ืองยังมีความผันแปร

อยู ดังนั้นวัตถุประสงคของการศึกษาครั้งนี้เพ่ือท่ีจะประเมินผลของการใชเอนไซม xylanase (endo-1, 

4-beta-xylanase, EC 3.2.1.8) 2 ระดับตอการยอยสลายและการหมักยอยในกระเพาะหมักของโค

ไมใหนมเจาะกระเพาะท่ีไดรับอาหารท่ีมีฟางขาวเปนอาหารหยาบหลัก 

 

3.2 อุปกรณและวิธีการ (Materials and methods) 

3.2.1 สัตวทดลอง การจัดกลุมการทดลอง และการใหอาหาร (Animal, treatments and 

feeding) 

 ใชโคไมใหนมเจาะกระเพาะจํานวน 3 ตัว เลี้ยงดูในคอกขังเดี่ยว และจัดลงในลุมการทดลอง 3 

กลุม ตามแผนการทดลอง 3 x 3 Latin squares design การทดลองแบงเปน 3 ระยะการทดลอง แต

ละระยะการทดลองใชเวลา 21 วัน โดย 14 วันแรก เปนระยะปรับตัว และ 7 วันหลังเปนระยะท่ีเก็บ

ตัวอยาง กลุมการทดลองประกอบดวย 1) กลุมควบคุม 2) กลุมท่ีเสริม 10 g xylanase/d และ 3) กลุม

ท่ีเสริม 20 g xylanase/d เอนไซมท่ีใชในการศึกษาครั้งนี้เปนเอนไซมทางการคา (endo-1, 4-beta-

xylanase, EC 3.2.1.8) ซ่ึงเปนเอนไซมท่ียอยเยื่อใยชนิดผง (Porzyme 93010; Danisco Animal 

Nutrition) ผลิตจากกระบวนการหมักของ Trichoderma longibrachiatum (xylanase activity 

40000 U/g) โคแตละตัวจะไดรับอาหารขนท่ีมีโปรตีน 17% วันละ 3 กิโลกรัม แบงเปน 2 ม้ือเทาๆ กัน 

ในเวลา 0700 และ 1500 และไดรับฟางขาวเต็มท่ี มีน้ําสะอาดใหกินตลอดเวลา ทําการวัดการกินไดทุก

วัน และคํานวณคาเฉลี่ยในแตละชวงการทดลอง 
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3.2.2 การเก็บขอมูลและการวิเคราะหทางเคมี 

 ทําการบดตัวอยางอาหารผานตะแกรงขนาด 1 มิลลิเมตร สําหรับการวิเคราะหทางเคมี วัตถุ

แหงของฟางขาวและอาหารขนวิเคราะหโดยการอบในตูอบท่ีอุณหภูมิ 105 °C จนน้ําหนักคงท่ี สวน 

nitrogen (N), ether extract (EE) และ ash วิเคราะหตามวิธีการท่ีระบุไวใน AOAC, (1995) ในขณะท่ี 

acid detergent fiber (ADF) และ neutral detergent fiber (NDF) วิเคราะหตามวิธีการท่ีแนะนํา

โดย Van Soest et al. (1991) บดฟางขาวผานตะแกรงขนาด 2 mm สําหรับการหา in sacco 

ruminal disappearance ชั่งตัวอยางฟางขาวท่ีผานการบดแลวประมาณ 5 g บรรจุลงในถุงไนลอน

ขนาด 8 x 11 cm ท่ีมีขนาด pore size 47 m นําถุงไนลอนไปจุมแชในกระเพาะหมักของโคไมใหนม

เจาะกระเพาะเปนระยะเวลา 0, 3, 6, 12, 24, 48, 72 และ 96 h เม่ือครบกําหนดแตละระยะเวลานําถุง

ไนลอนออกจากกระเพาะหมัก นําไปลางในน้ําท่ีไหลตลอดเวลา หลังจากนั้นนําไปอบในตูอบท่ีอุณหภูมิ 

65C เปนเวลา 36 ชั่วโมง หลังจากชั่งน้ําหนักถุงไนลอนแตละถุงแลว นําตัวอยางท่ีเหลืออยูในถุงไป

วิเคราะหหา DM, NDF และ ADF คาการยอยสลาย (degradability values) ไดจากการสูญเสียโภชนะ

ในเวลาตางๆ โดยใช NEWAY EXCEL (Chen, 1996) 

 เพ่ือประเมินกระบวนการหมักในกระเพาะหมัก ในวันท่ี 21 ของแตละชวงการทดลอง ทําการ

เก็บตัวอยาง ruminal fluid จากโคเจาะกระเพาะแตละตัว ท่ีเวลา 0, 2, 4 และ 6 h หลังจากการให

อาหารม้ือเชา ทําการวัดคา rumen pH ทันทีในเวลาท่ีเก็บตัวอยางโดยใช 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 เปนเวลา 15 min 

นําสวนของ supernatant บรรจุลงใน test tube ขนาด 25 ml ปดดวยจุกฝาเกลียว นําไปเก็บรักษาท่ี 

-20 °C จนกระท่ังวิเคราะหหา acetic, propionic และ butyric acids โดยใชเครื่อง GC (Hewlett 

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

0.32 WIDEBORE, Film (um) 0.25) สวนความเขมขนของ ammonia N วิเคราะหโดย Kjeldahl 

analysis (AOAC, 1995) 

 

3.2.3 การวิเคราะหทางสถิติ (Statistical analysis) 

 นําขอมูล DM intake, pH, ammonia N, VFAs และ ruminal disappearance 

coefficients ในแตละชวงการทดลอง ไปวิเคราะหสถิติ ANOVA โดยใช Statistical Analysis System 

(SAS, 1996) ความแตกตางระหวาง treatment means เปรียบเทียบโดยใช Least Significant 

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

3.3.1 องคประกอบทางเคมีของอาหาร การกินไดและการหมักในกระเพาะหมัก 

องคประกอบทางเคมีของอาหารขนและฟางขาวท่ีใชในการทดลองแสดงไวในตารางท่ี 3.1 

คาเฉลี่ยของ DM, CP, EE, NDF, ADF และ ADL ของอาหารขนและฟางขาวมีคาเทากับ 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 

การกินไดอาหาร ruminal pH และความเขมขนของ ammonia N และ VFAs แสดงไวใน

ตารางท่ี 3.2 การกินไดอาหาร (10.27, 10.55 and 10.24 kgDM/d ตามลําดับ) ไมแตกตางกันอยางมี

นัยสําคัญทางสถิติเนื่องจากการเสริม xylanase (P>0.05) เอนไซม xylanase ไมสงผลตอ ruminal pH 

และ ammonia N concentration ในแตละเวลาท่ีทําการศึกษา (P>0.05) นอกจากนี้ ความเขมขน

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

ratio of acetate: propionate ในแตละเวลา ไมมีความแตกตางกันเม่ือทําการเสริม 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 ของฟางขาว 

In sacco ruminal disappearance ของฟางขาวแสดงไวในตารางท่ี 3.4 DM soluble 

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

total disappearance (a + b) ของฟางขาวไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ เม่ือเสริม

เอนไซม xylanase (P>0.05) นอกจากนี้ การเสริมเอนไซม xylanase ไมสงผลตอ NDF soluble 

fraction (a) และ NDF disappearance rate (c) ของฟางขาว (P>0.05) แต NDF potential 

disappearance fraction (b) และ NDF total disappearance (a + b) ของฟางขาว ในโคเจาะ

กระเพาะท่ีไดรับ 20 g/cow/d  xylanase มีคาสูงกวาในโคท่ีไมไดรับ และไดรับ 10 g/cow/d 

xylanase อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) ในขณะท่ี ADF soluble fraction (a), ADF potential 

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

+ b) ของฟางขาว ไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ท้ัง 3 กลุมการทดลอง (P>0.05) 

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

96 ไมไดรับผลกระทบจากการเสริมเอนไซม 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 วิจารณผลการทดลอง 

การเสริมเอนไซม xylanase ไมมีผลตอการกินไดวัตถุแหงในการศึกษาครั้งนี้ ท้ังนี้เปนเพราะวา

การเสริมเอนไซมไมไดเพ่ิมการยอยสลายวัตถุแหงในกระเพาะหมัก และใชโคท่ีไมใหนมซ่ึงใหอาหารตาม

ความตองการเพ่ือการดํารงชีพ ผลการทดลองทํานองเดียวกัน (Schingoethe et al., 1999; Kung et 

al., 2000; Sutton et al., 2003 and Rode et al., 1999) รายงานวาการกินไดวัตถุแหงไมเพ่ิมข้ึนจาก

การเสริมเอนไซม Yang et al. (1999) รายงานวาการกินไดวัตถุแหงไมมีผลกระทบจากการเสริมเอนไซม 

ถึงแมวาการยอยไดเยื่อใยตลอดระบบทางเดินอาหารเพ่ิมข้ึน แตอัตราการไหลผานอาหารไมถูก

ผลกระทบ อยางไรก็ตาม มีบางรายงานท่ีพบวาการกินไดวัตถุแหงเพ่ิมข้ึน Lewis et al. (1999) รายงาน

วาการกินไดวัตถุแหงของโคนมเพ่ิมข้ึนเม่ือเสริมเอนไซมในพืชอาหารสัตว Beauchemin et al. (2004a) 

เสนอวา การเสริมเอนไซมในรูปของเหลวในอาหารแหงมีความสําคัญตอการดูดซึมและการเขาจับ

สารอาหารของเอนไซมกอนการใหอาหาร เพ่ือใหการเขาจับเปนไปอยางเหมาะสมและปองกันการยอย

สลายจากกระบวนการยอยโปรตีนในกระเพาะหมัก ในทางตรงกันขาม Yang et al. (2000) รายงานวา

การกินไดวัตถุแหงไมถูกกระทบจากการเสริมเอนไซม เม่ือทําการเสริมเอนไซมในอาหาร TMR ทันทีกอน

การใหอาหาร ดูเหมือนวาผลของการเสริมเอนไซมตอการกินไดอาหารแตกตางกันระหวางชนิดของ

ผลิตภัณฑเอนไซม แตวิธีการเสริมเอนไซมในอาหารพบวาไมใชปจจัยหลักท่ีมีผลตอการกินไดอาหาร 

(Yang et al., 2000) Beauchemin et al. (2003) อธิบายไววา การเสริม exogenous enzyme จะ

ใหผลตอบสนองในเชิงบวกในสัตวท่ีใหผลผลิตสูง เม่ือเปรียบเทียบกับสัตวท่ีไดรับพลังงานท่ีระดับดํารง

ชีพ 

การเสริม xylanase ไมมีผลตอระดับ ruminal pH ท้ังนี้อาจเนื่องมาจากสัดสวนของ total 

volatile fatty acids ไมเปลี่ยนแปลง การศึกษาครั้งนี้ ระดับ ruminal pH ใกลกับระดับ neutral 

เพราะสัตวไดรับฟางขาวในปริมาณมาก ดูเหมือนวา exogenous fibrolytic enzymes สามารถทํางาน

ไดดีในสภาวะท่ี ruminal pH เปนกลาง (Colombatto et al., 2007) ความเขมขนของ ruminal 

ammonia N ในทุกชั่วโมงท่ีสุมเก็บตัวอยาง ไมถูกกระทบจากการเสริมเอนไซม xylanase มีรายงานผล

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

al., 1999) ท้ังนี้เพราะวา ruminal ammonia N เกิดจากการยอยสลายของโปรตีน หรือยูเรีย โดย

เอนไซมจากจุลินทรียในกระเพาะหมัก แตอิทธิพลหลักของการเสริม xylanase คือการเพ่ิมการยอยได 

fiber (xylan) ซ่ึงไมมีผลตอความเขมขนของ ruminal ammonia N ในขณะเดียวกันความเขมขนของ 

ruminal VFA ในแตละชั่วโมงท่ีสุมเก็บตัวอยางไมแตกตางกัน เม่ือทําการเสริม xylanase สอดคลองกับ

การทดลองของ Yang et al. (1999) และ Kung et al. (2000) ในทางตรงกันขาม Sutton et al. 

(2003) รายงานวา acetate ลดลง propionate เพ่ิมข้ึน และ butyrate ไมเปลี่ยนแปลง เม่ือ

เปรียบเทียบกับ กลุมควบคุม Yang et al. (2000) รายงานวา total VFA เพ่ิมข้ึน แต butyrate ลดลง 

นอกจากนี้ การเสริม xylanase ท่ีมี 135 xylanase units ตอมิลลิลิตร สามารถเพ่ิมความเขมขนของ 
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total VFA เม่ือโคไดรับ fescue hay-based diet แตไมทําใหอัตราสวน acetate: propionate (A:P) 

เปลี่ยนแปลง (Tricarico and Dawson, 2005) 

การยอยไดชอง DM, ADF และ hemicellulose ไมมีผลกระทบจากการเสริม xylanase 

เพราะวาการศึกษาครั้งนี้ใชเอนไซมเดี่ยว คือ xylanase การเสริม xylanase ท่ีระดับ 20 g/cow/d 

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

ในฟางขาว ไดมากวาการเสริม xylanase ท่ีระดับ 0 และ 10 g/cow/d ท้ังนี้ Bowman et al. (2002) 

รายงานวา การยอยไดของ DM, OM, NDF และ ADF เพ่ิมข้ึนเม่ือเสริมเอนไซมในอาหารขน เพราะวาใช

สวนผสมของเอนไซมหลายชนิดในการทดลอง การเสริมสวนผสมของเอนไซมท่ีมีกิจกรรมของ xylanase 

และ endoglucanase โดยปกติจะมีผลมากกวาการเสริมเอนไซมชนิดเดียว (Tricarico and Dawson, 

2005) นอกจากนี้ Rode et al. (1999) รายงานวาการยอยไดโภชนะตลอดระบบทางเดินอาหารเพ่ิมข้ึน

เม่ือเสริมเอนไซมในอาหารขนท่ีเปนสวนประกอบของอาหาร TMR ในขณะท่ี Beauchemin et al. 

(1999b) รายงานวาการเสริมเอนไซมในอาหาร TMR กอนใหอาหารจะเพ่ิมการยอยไดตลอดทางเดิน

อาหาร มีขอแนะนําวาการเสริมเอนไซมในอาหาร TMR ทันทีกอนใหอาหาร จะทําใหเอนไซมละลายผสม

ใน ruminal fluid สงผลใหมีการไหลผานของเอนไซมอยางรวดเร็วจากกระเพาะหมักไปยังกระเพาะ

สวนลาง ทําใหการทํางานของเอนไซมสวนใหญเกิดข้ึนในกระเพาะสวนลาง  (Yang et al., 2000) 

ผลิตภัณฑเอนไซมสําหรับสัตวเค้ียวเอ้ืองมีองคประกอบสวนใหญเปน cellulase และ 

hemicellulase ซ่ึงผลิตจากรา อาทิ Trichoderma longibrachiatum, Aspergilus niger, A. 

oryzae) และแบคทีเรีย Bacillus spp (Beauchemin et al., 2004b) นอกจากนี้ จุลินทรียในกระเพาะ

หมักบางชนิดสามารถผลิตเอนไซม hemicellulose หรือ xylanase ได เชนแบคทีเรีย Ruminococcus 

albus, Ruminococcus flavefaciens, Butyrivibrio fibrisolvens และ Bacteroides ruminicola 

(Hespell, 1988) รา  Neocallimastix frontalis (Mountfort and Asher, 1989) อยางไรก็ตาม 

หลายๆ การศึกษาท่ีเก่ียวของกับการเสริม direct-fed microbials ท่ีมีจุลินทรียมีชีวิตอยู จะมีเอนไซม

อยูดวย แตมีความเขมขนนอยกวาผลิตภัณฑเอนไซมท่ีใชในการทดลองอ่ืนๆ ชนิดและกิจกรรมของ

เอนไซมท่ีผลิตข้ึนมีความผันแปร ท้ังนี้ข้ึนอยูกับสายพันธุของจุลินทรียท่ีใช อาหารท่ีใชเลี้ยงจุลินทรีย และ

สภาวะของการเลี้ยงเพ่ือผลิตเอนไซม (Beauchemin et al., 2004b) งานวิจัยครั้งนี้ไมสามารถประเมิน

ผลผลิตสัตวได ถึงแมวาการเสริม xylanase จะเพ่ิมการยอยได NDF ท้ังนี้เพราะวางานวิจัยนี้ไมได

ทดลองในสัตวท่ีใหผลผลิต ผลตอบสนองตอการเสริมเอนไซมข้ึนอยูกับหลายปจจัย อาทิ กิจกรรมของ

เอนไซม ชนิดและปริมาณการเสริม ชนิดของอาหาร วิธีการเสริมเอนไซม และสภาวะทางสรีรวิทยาของ

ตัวสัตว  (Beauchemin et al., 2003) 
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3.5 สรุป 

 เอนไซมท่ีใชในการศึกษาครั้งนี้ เปนเอนไซมชนิดเดียว คือ xylanase (endo-1, 4-beta-

xylanase) มี activity 40000 U/g เม่ือเสริมในโคไมใหนมเจาะกระเพาะไมสงผลตอการกินไดอาหาร 

ระดับ pH, NH3-N และ VFA ในกระเพาะหมัก การเสริม xylanase ไมมีผลกระทบตอ DM และ ADF 

potential disappearance fraction, และ DM และ ADF total disappearance อยางไรก็ตาม การ

เสริม xylanase ในระดับสูง สามารถเพ่ิม NDF potential disappearance fraction และ NDF total 

disappearance งานวิจัยตอไปควรศึกษาถึงสวนผสมของเอนไซมหลายชนิด และระดับการเสริมท่ี

เหมาะสม ควรศึกษาระดับการใชท่ีต่ําท่ีสุด ท่ีสามารถเพ่ิมการยอยไดเยื่อใย เพ่ือลดตนทุนของการใช

เอนไซม 
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บทที่ 4 

การใช fibrolytic enzymes additives เพ่ือเพ่ิมการหมักยอย in vitro  

ในกระเพาะหมักของตนขาวโพดหมัก 

(Use of fibrolytic enzymes additives to enhance in vitro ruminal 

fermentation of corn silage) 
 

บทคัดยอ 

ไดทําการทดลอง 2 การทดลองเพ่ือประเมินผลของสารเสริมเอนไซม 4 ชนิด ตอการหมักยอย

ในกระเพาะหมักของตนขาวโพดหมัก โดยใช 48 h batch culture in vitro assay รวมกับสารบัพเฟอร 

และ ruminal fluid ดําเนินการทดลองท่ี 1 (Exp. 1) และการทดลองท่ี 2 (Exp. 2) โดยใชแผนการ

ทดลอง completely randomized design และในแตละการทดลองประกอบดวย 2 run และแตละ 

run มี 4 ซํ้า สารเสริมเอนไซมท้ัง 4 ชนิด (E1, E2, E3, and E4) เปนผลิตภัณฑเอนไซมทางการคา ซ่ึงให 

endoglucanase, exoglucanase และ xylanase activities หลากหลาย สําหรับท้ัง xylanase 

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

substrate) สามารถจัดอันดับของผลิตภัณฑเอนไซม (per ml) ไดดังนี้ E4>E1>E2>E3 ในการทดลองท่ี 

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

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

ผลิตแกส (gas production; GP) หลังการบมท่ี 3, 6, 12, 18, 24 และ 48 ชม. ทําการหา 

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

(ADFD) และความเขมขนของ volatile fatty acid (VFA; total and individual molar 

proportions) หลังการบมท่ี 24 และ 48 ชม. ผลิตภัณฑเอนไซม E1 และ E2 สงผลให NDFD และ 

ADFD ท่ีระยะเวลาบม 24 และ 48 ชม. สูงกวา (P<0.001) ผลิตภัณฑเอนไซม E3 และ E4 การเพ่ิม

ระดับการเสริมเอนไซมสามารถเพ่ิม NDFD และ ADFD ในทุกผลิตภัณฑเอนไซม (ยกเวน ADFD ของ

เอนไซม E4 ท่ีระยะเวลาบม 48 ชม.) ซ่ึงระดับการเสริมท่ีเหมาะสมข้ึนอยูกับชนิดของ enzyme 

additive (dose x enzyme; P<0.01) มีบางกลุมการทดลองท่ีสงผลตอ DMD และ total GP ท่ี 24 

และ 48 ชม. แตผลตอบสนองนี้ไมสอดคลองกับผลตอบสนอง NDFD และ ADFD 

การทดลองท่ี 2 ดําเนินการเพ่ือยืนยันผลของเอนไซมและระดับการเสริมท่ีเหมาะสมของ

เอนไซม DMD ไมถูกกระทบจากการเสริมเอนไซม หลังการบมท่ี 24 และ 48 ชม. และไมพบวามี 

enzyme x dose interactions ของ DMD, NDFD, หรือ ADFD หลังการบมท่ี 24 หรือ 48 ชม. 

(ยกเวน ADFD ท่ี 48 ชม.) หลังการบมท่ี 24 ชม. DMD, NDFD, และ ADFD เพ่ิมข้ึนเปนเสนตรงตาม

ระดับการเสริมท่ีเพ่ิมข้ึน (P<0.05) สวนหลังการบมท่ี 48 ชม. DMD เพ่ิมข้ึนเปนเสนตรงตามระดับการ

 

 

 

 

 

 

 

 



29 

เสริมท่ีเพ่ิมข้ึน ในขณะท่ี NDFD เพ่ิมข้ึนแบบ quadratic ตามระดับการเสริมท่ีเพ่ิมข้ึน (P<0.05) ADFD 

เพ่ิมข้ึนเปนเสนตรงหลังการบมท่ี 48 ชม. เม่ือเสริมเอนไซม E3 และ E4 แตหลังการบมท่ี 48 ชม. ADFD 

เพ่ิมข้ึนแบบ quadratic เม่ือเสริมเอนไซม E1 และ E2 สําหรับ total GP มีคาต่ําท่ีสุดสอดคลองกันเม่ือ

เสริมเอนไซม E4 ท้ัง 2 ระยะเวลาบม (P<0.05) ไมพบวามี enzyme x dose interactions (P>0.05) 

ของตัวแปรกระบวนการหมัก ท้ังท่ีระยะเวลาบม 24 และ 48 ชม. ในการทดลองท่ี 2 นอกจากนี้ยังพบวา

มีความแตกตางของ total VFA ท่ีระยะเวลาบม 24 และ 48 ชม. (P≤0.05) กลาวคือ การเพ่ิมระดับการ

เสริมเอนไซมสงผลให total VFA ลดลง หลังการบมท่ี 24 ชม. แต total VFA กลับเพ่ิมข้ึนท่ีระยะเวลา

บม 48 ชม. ซ่ึงท่ีทุกระดับการเสริมจะทําให total VFA สูงกวากลุม control (P<0.001) 

สรุปในภาพรวมไดวา enzyme additives สามารถเพ่ิม NDFD และ ADFD ของตนขาวโพด

หมัก ในการทดลองแบบ in vitro อยางไรก็ตาม เอนไซม E1 และ E2 จะมีประสิทธิภาพมากกวา

เอนไซม E3 หรือ E4 ผลตอบสนองตอการเพ่ิมระดับการเสริมจะเปนแบบ linear หรือ curvilinear และ

ระดับการเสริมท่ีเหมาะสมจะแตกตางกันระหวางผลิตภัณฑเอนไซมท่ีทําการประเมิน การประเมิน

ประสิทธิภาพของเอนไซม ท่ีระยะเวลาบม 24 และ 48 ชม. ปกติจะนําไปสูการจัดอันดับของผลิตภัณฑ

สารเสริม และการยอยสลายของ NDF และ ADF จะมีประโยชนในการจําแนกประสิทธิภาพของเอนไซม

ไดดีกวาการยอยสลาย 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 มีศักยภาพในการเพ่ิมการยอยไดเยื่อใยและ

ประสิทธิภาพการผลิตสัตวเค้ียวเอ้ือง พืชอาหารสัตวมีองคประกอบของเยื่อใยอยูสูง ซ่ึงจะจํากัดการกิน

ไดและการยอยไดอาหารของสัตวเค้ียวเอ้ือง (Jung and Allen, 1995) จุลินทรียในกระเพาะหมักสามรา

รถผลิตเอนไซมเพ่ือยอยเยื่อใย แตผนังเซลลมีโครงสรางท่ีซับซอนและการท่ีพืชอาหารสัตวมีระยะเวลาอยู

ในกระเพาะหมักจํากัด ทําใหเอนไซมจากจุลินทรียยอยเยื่อใยไดนอย (Wang and McAllister, 2002) 

การศึกษามากมายท่ีประเมินผลการใช fibrolytic enzyme additives เพ่ือขจัดขอจํากัดเหลานี้ 
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(Beauchemin et al., 2003) โดยงานวิจัยสวนใหญมุงเนนการใชเอนไซม cellulases และ xylanases 

ท่ียอยสลาย cellulose และ hemicellulose ตามลําดับ 

การเสริม fibrolytic enzyme additives สามารถเพ่ิม in vitro fiber digestion และเพ่ิม

คุณคาทางโภชนะของท้ังพืชอาหารสัตวคุณภาพต่ํา (Yang and Xie, 2010) และคุณภาพสูง (Eun et 

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

เปน substrate รายงานวา การเสริมเอนไซมเพ่ิมการยอยได DM และเยื่อใย เม่ือศึกษาใน

หองปฏิบัติการ และไดผลทํานองเดียวกันใน 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) เปน 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 เปน substrates (Wang et al., 2001) การ

ศึกษษในตัวสัตว ใหผลตอบสนองในเชิงบวกเชนเดียวกัน เม่ือเสริม fibrolytic enzymes ใหกับสัตว

เค้ียวเอ้ือง (Arriola et al., 2011; Holtshausen et al., 2011) ถึงแมวาในบางการศึกษาแสดงใหเห็น

ถึงผลในเชิงบวกเม่ือเสริม fibrolytic enzymes ในอาหารสัตวเค้ียวเอ้ือง แตก็มีหลายการศึกษาท่ีใหผล

ไมตรงกัน หรือไมมีผลกระทบตอ in vivo digestibility หรือตอผลผลิตสัตว (Knowlton et al., 

2002;Lewis et al., 1999;Vicini et al., 2003) มีขอแนะนําวาสารเสริมเอนไซมมีประสิทธิภาพผันแปร

ข้ึนอยูกับปจจัยตางๆ เชน กิจกรรมของเอนไซม ชนิดและระดับการใชเอนไซม ชนิดของอาหาร วิธีการ

เสริมเอนไซม และสถานะทางสรีรวิทยาของสัตว (Beauchemin et al., 2003) ดังนั้นขอจํากัดหลักของ

การใชผลิตภัณฑเอนไซมทางการคาท่ีแพรหลายสําหรับสัตวเ ค้ียวเอ้ืองคือความไมแนนอนของ

ประสิทธิภาพผลิตภัณฑเอนไซม รวมท้ังความผันแปรของผลตอบสนองของผลิตภัณฑนั้นๆ ท้ังนี้ข้ึนอยูกับ

อาหารและการจัดการการใหอาหาร ยังไมสามารถท่ีจะทํานายถึงศักยภาพของการใชเอนไซมจาก

คุณสมบัติทางชีวเคมีเพียงอยางเดียว  (Beauchemin et al., 2004) ดังนั้นการทดลอง in vitro 

bioassay ท่ีจําลองสภาวะของกระเพาะหมักจะเปนประโยชนในการท่ีจะจําแนกประสิทธิภาพของ

ผลิตภัณฑเพ่ือนําไปใชทดลองในสัตวตอไป (Beauchemin et al., 2004) 

งานวิจัยครั้งนี้มุงเนนถึงการใชตนขาวโพดหมัก เพราะมีการใชกันอยางแพรหลายท่ัวโลก และมี

คุณคาทางโภชนะสูง ในขณะท่ีการศึกษาท่ีผานมาไดประเมินผลของการเสริมเอนไซมโดยใชอาหารท่ีมี

ตนขาวโพดหมักเปนอาหารหยาบพ้ืนฐาน (e.g., Arriola et al., 2011) ผลการทดลองยังไมชัดเจนวา

กิจกรรมของเอนไซมและระดับการใชใดมีประสิทธิภาพสูงสุด มีความจําเปนท่ีจะตองศึกษาหาระดับของ

การเสริมท่ีเหมาะสมของสารเสริมเอนไซมชนิดนั้นๆ เพราะระดับการเสริมมีผลตอความคุมทุนของการ

เสริมเอนไซมในโคนมเพ่ือเพ่ิมการยอยไดอาหารหยาบ ดังนั้นการศึกษาครั้งนี้จึงมีวัตถุประสงคเพ่ือ

ประเมินประสิทธิภาพและระดับการเสริมสารเสริมเอนไซมชนิดตางๆ ในหองปฏิบัติการโดยใชตน

ขาวโพดหมักเปน substrate วิธีการท่ีใชประกอบการประเมิน คือ in vitro batch culture ท่ี 24 และ 
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48 ชั่วโมง เพ่ือศึกษาถึงผลของการใชสารเสริมเอนไซมทางการคา 4 ชนิด ตอการยอยสลายและรูปแบบ

การหมักยอยในกระเพาะหมักของตนขาวโพดหมัก 

 

4.2 อุปกรณ และวิธีการ 

การทดลองท่ี 1 ดําเนินการโดยใชแผนการทดลองแบบ completely randomized design 

ประกอบดวย 2 runs (batches) และแตละ batch มี 4 ซํ้า (replicates per run) รวมมีกลุมการ

ทดลอง 16 กลุมการทดลอง โดยจัดกลุมการทดลองเปนแบบ factorial ประกอบดวยสารเสริมเอนไซม 

4 ชนิด และระดับการเสริม 4 ระดับ การทดลองท่ี 2 ใชแผนการทดลองเชนเดียวกัน แตมีกลุมการ

ทดลอง 20 กลุมการทดลอง โดยจัดกลุมการทดลองเปนแบบ factorial ประกอบดวยสารเสริมเอนไซม 

4 ชนิด และระดับการเสริม 5 ระดับ ท้ังสองการทดลอง การทําแตละ batch ทําแยกกันคนละวัน แตใช

สารเสริมเอนไซม 4 ชนิดเหมือนกัน และใชตนขาวโพดหมักเปน substrate เชนเดียวกัน 

4.2.1 Substrate และผลิตภัณฑเอนไซม 

ใชตนขาวโพดหมักมาตรฐานหองปฏิบัติการ (neutral detergent fiber [NDF], 39.82%; acid 

detergent fiber [ADF], 19.08%; DM basis) เปน substrate ใชสารเสริมเอนไซม 4 ชนิด ซ่ึงเปน

สวนผสมของ Cellulase Plus และ Xylanase Plus ในสัดสวน 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 เปนอาหารหยาบหลัก) สามารถเพ่ิมการยอยไดเยื่อใย และประสิทธิภาพการผลิตน้ํานม เม่ือ

เสริมใหกับโคนม (Arriola et al., 2011) ทํานองเดียวกัน เอนไซม E4 จากชุดการผลิตเดียวกันไดทําการ

ทดลอง (0.5 และ 1.0 ml/kg of total mixed ration DM; อาหารหยาบไดแก barley silage, alfalfa 

silage, และ alfalfa hay) สงผลใหประสิทธิภาพการผลิตน้ํานมเพ่ิมข้ึนเปนเสนตรงตามระดับการเสริม

เอนไซม (Holtshausen et al., 2011) เอนไซม E2 เปนเอนไซมทางการคาท่ีใชในสัตวกระเพาะเดี่ยว 

ในขณะท่ีเอนไซม E3 เปนผลิตภัณฑเอนไซมท่ีอยูในระหวางการทดลอง ยังไมไดจําหนายเปนการคา 

เอนไซม E2 และ E3 ยังไมเคยทดสอบท้ังในหองปฏบิัติการและในตัวสัตวเค้ียวเอ้ือง 

4.2.2 การหมักยอยในหองปฏิบัติการ (In vitro fermentations) 

4.2.2.1 การทดลองท่ี 1 

ทําการทดลองโดยใชวิธี in vitro batch culture assay และใช rmen fluid เปน inoculum 

ทําการบด substrate ซ่ึงเปนตนขาวโพดหมัก ผานตะแกรงขนาด 1 มม. นําตัวอยางตนขาวโพดบด

ประมาณ 0.9 g DM บรรจุลงในถุงไนลอน (F57, Ankom Technology, Macedon, NY) ท่ีผานการ
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ลางดวย acetone และชั่งน้ําหนักถุงเปลาแลว ในแตละกลุมการทดลองและในแตละระยะเวลาบม

ประกอบดวย 4 ซํ้า เจือจางผลิตภัณฑเอนไซมดวยน้ํา และเติมสวนผสม (200μl) ลงบน substrate ใน

ถุงไนลอน กอนการปดผนึกปากถุง ท่ี 4 ระดับ ของแตละเอนไซม กลาวคือ 0 (control), 2, 4 and 

8μl/g of substrate DM ทําการปดปากถุงดวยความรอน นําถุงไนลอนบรรจุลงในขวดปริมาตร 125 

ml ตั้งท้ิงไวท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 3 ชม. ทําการเก็บ rumen fluid จากโคเจาะกระเพาะจํานวน 3 ตัว 

หลังการใหอาหารเชา 3 ชม. กรองผาน cheesecloth 4 ชั้น ลงใน flask ท่ี flush ดวย oxygen-free 

CO2 ถาย rumen fluid ลงใน insulated flask แลวรีบนําไปหองปฏิบัติการภายใน 1 ชม. หลังการเก็บ

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

ประกอบดวย 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

เปนระดับท่ีเปนตัวแทนของคาเฉลี่ย pH ในกระเพาะหมักของโคนม นอกเหนือจากสารละลาย buffer 

เติม rumen fluid (15 ml) ลงในแตละขวด ในอัตราสวน 1:4 (rumen fluid: anaerobic buffer 

medium) ภายใตสภาวะท่ี flush ดวย CO2 อยางตอเนื่อง ปดขวดดวยจุกยาง และจุกอะลูมิเนียม ทันที

หลังจากเติมสวนตางๆ นําขวดไปบมท่ีอุณหภูมิ 39ºC บนเครื่อง rotary shaker เปนเวลา 24 และ 48 

ชม. ทําการบม negative controls (rumen fluid plus anaerobic buffer medium) และ blanks 

(filter bags plus anaerobic buffer medium and rumen fluid) ดวย จํานวน 4 ซํ้า เพ่ือปรับใชคา 

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

resultant of substrate fermentation ท่ีระยะเวลาบม 3, 6, 12, 18, 24, และ 48 ชม. ทําการวัด 

GP was โดยการสอดเข็มขนาด 23 gauge (0.6 mm) ท่ีมี pressure transducer ท่ีเชื่อมตอกับ

จอภาพ หลังจากบมท่ี 24 และ 48 ชม. นําขวด กลุมการทดลองละ 4 ขวด ออกจากตูบม วัด gas 

pressure หลังจากนั้นนําขวดวางบนน้ําเย็นเพ่ือหยุดกระบวนการหมัก นํา filter bags (n=4 แตละ

ระยะเวลา และแตละกลุมการทดลอง) ออกจากขวด ลางถุงผานน้ําเย็นไหลจนกระท่ังน้ําใส คํานวณ gas 

volume จาก gas pressure โดยใชสมการท่ีรายงานโดย by Mauricio et al. (1999) ดังนี้ 
 

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

ผลผลิตแกสสะสมท้ังหมด (Total cumulative gas production; TGP, ml) ท่ี 24 และ 48 

ชั่วโมง คํานวณโดยการรวมผลบวกปริมาตรแกสท่ีทําการวัดในแตละเวลา ทําการวัดระดับ pH ทันทีดวย 

pH-meter เติมตัวอยาง rumen fluid ลงใน 1 ml ของ 25% meta-phosphoric acid สําหรับนําไป

วิเคราะหหาความเขมขนของ volatile fatty acid (VFA) (เฉพาะ Run 1) นําถุงท่ีลางแลวไปอบท่ี

อุณหภูมิ 55ºC เปนเวลา 48 ชั่วโมง คํานวณ DM disappearance (DMD) จากการสูญเสีย DM จากถุง

ไนลอน นําสวนท่ีเหลือในถุงไปวิเคราะหหาองคประกอบของ NDF และ ADF คํานวณ NDF และ ADF 

disappearance (NDFD and ADFD) 
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4.2.2.2. การทดลองท่ี 2 

วัตถุประสงคของการทดลองท่ี 2 เพ่ือยืนยันระดับของสารเสริมเอนไซมท่ีเหมาะสมจากการ

ทดลองท่ี 1 ดังนั้นจะใชผลิตภัณฑเอนไซมชนิดเดียวกันกับการทดลองท่ี 1 และใชตนขาวโพดหมัก

เหมือนกัน อยางไรก็ตาม ใชชวงของระดับการเสริมสารเสริมเอนไซมท่ีแคบลง (0, 0.5, 1.0, 2.0, และ 

4.0μl/g of substrate DM) แบบแผนการทดลองเปนเชนเดียวกันกับท่ีอธิบายไวในการทดลองท่ี 1 

ยกเวน VFA ท่ีวิเคราะหหาจากตัวอยางท้ัง 2 runs 

4.2.3 การวิเคราะหทางเคมี 

วิเคราะห NDF และ ADF ตามลําดับโดยใช ANKOM200 Fiber analyzer unit ตามวิธีการท่ี

อธิบายไวโดย 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

ใชเครื่อง 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  อุณหภูมิเริ่มตนท่ี 150ºC (no hold 

time), หลังจากนั้นเพ่ิมข้ึนในอัตรา 20ºC/min จนถึง 210ºC และคงไวท่ีอุณหภูมินี้เปนเวลา 2 นาที 

อุณหภูมิของ injector และ detector เทากับ 225ºC และ 250ºC ตามลําดับ และใชแกสฮีเลียมเปน 

carrier 

วิเคราะห activities ตางๆ ของสารเสริมเอนไซม ไดแก endoglucanase, exoglucanase, 

xylanase และ α-amylase activities ตามวิธีการท่ีแนะนําโดย Colombatto and Beauchemin 

(2003) สําหรับ substrate ท่ีใชประกอบดวย 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 ท้ังหมดนี้ไดจาก Sigma Chemical (St. Louis, MO, USA) สถานะของการ

วิเคราะห คือ อุณหภูมิ 39ºC และ pH 6.0 เพ่ือสะทอนสภาวะคาเฉลี่ย pH ในกระเพาะหมักของโคนม 

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

ลงในหลอดทดลอง จํานวน 3 ซํ้า และอุนใน water bath ท่ีอุณหภูมิ 39ºC ปฏิกิริยาจะเริ่มเม่ือเติม

สารละลายเอนไซมเจือจางท่ีอุนแลว (diluted in buffer) ทําการบมตอเนื่องท่ีระยะเวลาแนนอน 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

เอนไซมเจือจางปริมาตร 0.1 ml สารละลาย buffer ปริมาตร 0.9 ml และน้ํากลั่นปริมาตร 1.0 ml 

หลังจากทําการหยุดปฏิกิริยาดวย dinitrosalicylic acid ปดขวดดวยจุกหินออน และตมอีก 5 นาที ใน 
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water bath การหา enzymatic activity ทําไดโดยการถาย reaction contents ปริมาตร 200μl 

จํานวน 2 ซํ้า ลงใน microtiter plate และอานคา absorbance ท่ี 544 nm เทียบกับ glucose หรือ 

xylose standards (จาก 0 ถึง 1 mg) กระบวนการนี้ตองดําเนินการภายใตสภาวะท่ีเหมือนกัน รายงาน 

enzyme activities ในหนวย μmol ของ reducing sugar released/ min ml−1 

.4.2.4 การวิเคราะหทางสถิติ 

วิเคราะหขอมูลทางสถิติโดยใช mixed model procedure of SAS (SAS Institute Inc., 

Cary, NC) ทําการวิเคราะหขอมูลจากการทดลองท่ี 1 และ 2 แยกกัน ตามแบบแผนการทดลอง 

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

โมเดลเปน fixed effects ในขณะท่ี ภายในการทดลองใช run เปน random effect เม่ือ interaction 

ระหวาง enzyme และ dose มีนัยสําคัญ (P<0.05) ทําการวิเคราะหแนวโนมโดย contrasts และ 

orthogonal polynomial contrasts เพ่ือหาผลตอบสนองแบบ linear, quadratic และ cubic ตอ

ระดับการเสริมระหวางชนิดของเอนไซม เม่ือ main effect ของระดับการเสริมมีนัยสําคัญทางสถิติ 

(P<0.05) หาผลตอบสนองแบบ linear, quadratic และ cubic ตอระดับของการเสริมเอนไซมดวยวิธี 

contrasts และ orthogonal polynomial contrasts กําหนดนัยสําคัญทางสถิติท่ี P<0.05 

 

4.3 ผลการทดลอง 

4.3.1 Enzyme activity 

สารเสริมเอนไซมท่ีใชในการทดลองทุกชนิดมี xylanase, endoglucanase และ 

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

จัดลําดับผลิตภัณฑเอนไซม โดยพิจารณาจาก endoglucanase และ xylanase activity ไดดังนี้ 

E4>E1>E2>E3 ไมวาจะใช xylan substrate ชนิดใด (i.e.,oatspelt versus birch wood) ดังนั้น

ผลิตภัณฑเอนไซม E4 เปนแหลงของเอนไซมท่ีมีความเขมขนของ xylanase และ endoglucanase 

สูงสุด ในขณะท่ีผลิตภัณฑเอนไซม E3 เปนแหลงของเอนไซมท่ีมีความเขมขนต่ําสุด มีความสัมพันธ

ระหวาง xylanase โดยใช oat spelt หรือ birch wood มาก strong (Pearson correlation 

coefficient = 0.98) แตผลิตภัณฑเอนไซม E1, E2 และ E3 มี xylanase activity สูงกวาเม่ือใช oat 

spelt เปน substrate ในขณะท่ีผลิตภัณฑเอนไซม E4 มี xylanase activity สูงกวาเม่ือใช birch 

wood ผลิตภัณฑสารเสริมเอนไซม E1 มี exoglucanase activity, สูงท่ีสุด ในขณะท่ีผลิตภัณฑสาร

เสริมเอนไซม E3 มี exoglucanase activity นอยท่ีสุด 

4.3.2 การทดลองท่ี 1 

หลังจากบม 24 ชม. ไมพบความแตกตาง (P>0.05) ระหวางผลิตภัณฑเอนไซม ของ DMD หรือ 

TGP แตพบความแตกตางระหวางผลิตภัณฑเอนไซม (P<0.05) ของ NDFD และ ADFD (Table 4.2) 

สวนหลังการบม 48 ชม. นอกจากผลิตภัณฑเอนไซมจะมีผลตอ NDFD และ ADFD ยังมีผลแตกตาง 
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(P¼0.04) ตอ DMD ถึงแมวา TGP จะเทากันในทุกผลิตภัณฑเอนไซม (P>0.05) ท่ีระยะเวลาบมท้ังสอง 

ผลิตภัณฑเอนไซม E1 และ E2 มีผลทําให NDFD และ ADFD สูงกวาผลิตภัณฑเอนไซม E3 and E4 

(P<0.05) ผลของผลิตภัณฑเอนไซมและระดับการเสริมจะมีผลชัดเจนตอ fiber fractions มากกวา DM 

ท้ังสองระยะเวลาบม ผลของระดับการเสริมตอ NDFD และ ADFD ข้ึนอยูกับผลิตภัณฑเอนไซม 

(enzyme x dose interactions, P≤0.01) สําหรับเอนไซม E1 ผลตอบสนองตอระดับการเสริมเปน

แบบ linear และ quadratic (linear เฉพาะ ADFD ท่ีระยะเวลาบม 48 ชม.) โดยมี NDFD และ ADFD 

สูงสุดท่ีระดับการเสริมสูงสุด ท่ีระยะเวลาบม 24 และ 48 ชม. สวนเอนไซม E2 ผลตอบสนองตอระดับ

การเสริมเปนแบบ linear, quadratic และ cubic (linear และ quadratic เฉพาะ NDFD ท่ี 24 ชม.) 

ดังนั้น ท่ีระยะเวลาบมท้ังสองเวลา ระดับการเสริมทุกระดับสามารถเพ่ิม NDFD และ ADFD เม่ือ

เปรียบเทียบกับ control (P<0.05) โดยไมมีความแตกตางระหวางระดับการเสริมแตละระดับ (P>0.05) 

สําหรับเอนไซม E3 ผลตอบสนองตอ NDFD และ ADFD ของระดับการเสริมเปนแบบ linear และ 

quadratic หลังจากการบม 24 ชม. และเปนเฉพาะแบบ linear หลังการบม 48 ชม. ผลจากท่ีกลาวมา

สรุปไดวา ท่ีระยะเวลาบมท้ัง 2 ระยะเวลา ทุกระดับการเสริมเอนไซม สามารถเพ่ิม NDFD เปรียบเทียบ

กับ control โดยไมพบความแตกตางระหวางระดับการเสริม แต ADFD เพ่ิมข้ึนเฉพาะระดับการเสริม 4 

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

ตอระดับการเสริมเปนแบบ linear (และ cubic สําหรับ NDFD) หลังจากการบม 24 ชม. โดยทุกระดับ

การเสริมสามารถเพ่ิม NDFD เปรียบเทียบกับ control โดยไมมีความแตกตางระหวางระดับการเสริม 

(P>0.05) อยางไรก็ตาม มีเพียงระดับการเสริมสูงสุดท่ีสามารถเพ่ิม ADFD หลังการบม 24 ชม. 

(P<0.05) สวนหลังจากการบม 48 ชม. ผลตอบสนองตอระดับการเสริมของเอนไซม E4 สําหรับ NDFD 

เปนแบบ quadratic โดยระดับการเสริมท่ี 2 และ 4μl/g DM จะสูงกวา (P<0.05) control แตระดับ

การเสริมท่ีสูงสุด (8μl/g DM) จะเทากับ control (P>0.05) หลังจากการบมท่ี 48 ชม. ADFD จะ

เหมือนกัน (P>0.05) สําหรับทุกระดับการเสริมเอนไซม E4 เปรียบเทียบกับ control 

สําหรับ TGP ไมพบ enzyme x dose interaction (P≥0.97) ท้ังหลังจากการบมท่ี 24 หรือ 

48 ชม. (Table 4.2) หลังจากการบมท่ี 24 ชม. ทุกระดับการเสริมสงผลให TGP สูงกวา control โดย

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

ตอ TGP ของระดับการเสริมเปนแบบ linear และ quadratic โดยมี TGP สูงกวา ท่ีระดับการเสริมท่ี 4 

และ 8μl/g DM ผลิตภัณฑสารเสริมเอนไซมทุกชนิดแสดงรูปแบบของ GP rate (ml/h) เหมือนกัน

ตลอดระยะเวลาบม 48 ชม. GP rate จะสูงท่ีสุดท่ีระยะเริ่มตนการหมักยอย โดยจะมี GP rate สูงสุดท่ี 

3 ชม. (ไมไดแสดงขอมูล) rate ของ GP ต่ําสุดในกลุม control ท่ี 3 ชม. และเม่ือสิ้นสุดระยะการบม 

หลังการบมท่ี 24 ชม. ท้ังชนิดของเอนไซมและระดับการเสริม ไมมีผลกระทบ (P>0.05) ตอ

total VFA (Table 4.3) ผลของระดับการเสริมตอ molar proportion ของ acetate ข้ึนอยูกับชนิด

ของสารเสริมเอนไซม (enzyme x dose interaction, P=0.04) เม่ือเปรียบเทียบกับกลุม control การ
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เสริมเอนไซมไมมีผลตอ acetate proportion สําหรับผลิตภัณฑเอนไซม E1, E2, และ E3 แตผลิตภัณฑ

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

เสริมท่ี 0 และ 2μl/g DM ดังนั้นคาเฉลี่ยของ acetate proportions ของผลิตภัณฑเอนไซม E4 จะต่ํา

กวาผลิตภัณฑเอนไซมชนิดอ่ืนๆ เชนเดียวกันหลังจากการบม 24 ชม. molar proportion ของ 

propionate ของผลิตภัณฑเอนไซม E4 และ E2 จะสูงกวา (P<0.05) E1 ในขณะท่ีผลิตภัณฑเอนไซม 

E3 จะอยูท่ีปานกลาง ดังนั้นสัดสวน acetate ตอ propionate ของผลิตภัณฑเอนไซม E1 จะสูงท่ีสุด 

(P<0.05) เอนไซม E3 ปานกลาง ตามดวยเอนไซม E2 และเอนไซม E4 ต่ําท่ีสุด ผลของระดับการเสริม

ตอสัดสวน acetate ตอ propionate หลังจากการบมท่ี 24 ชม. จะข้ึนอยูกับชนิดของเอนไซม 

(enzyme x dose interaction, P=0.008) สัดสวนของ acetate ตอ propionate ลดลงเปนเสนตรง

ตามระดับของการเสริมเอนไซม สําหรับผลิตภัณฑเอนไซม E3 และ E4 ในขณะท่ีผลตอบสนองตอ

เอนไซม E1 เปนแบบ cubic และไมมีผลตอบสนองของเอนไซม E2 หลังจากการบมท่ี 48 ชม. สารเสริม

เอนไซมมีผลกระทบ (P=0.03) ตอ total VFA แตมีแนวโนมท่ีจะมีผลตอความเขมขนของ propionate 

(P=0.07) และสัดสวนของ acetate ตอ propionate (P=0.08) (Table 4.3) ดังนั้น ผลของผลิตภัณฑ

เอนไซมตอ total VFA จะเดนชัดหลังจากการบม 48 ชม. มากกวา 24 ชม. แตผลจะเปนไปในทาง

ตรงกันขามสําหรับ molar proportion ของ VFA ความเขมขนของ total VFA ของเอนไซม E3 และ 

E4 จะมากกวา (P<0.05) E2 ในขณะท่ี E1 จะปานกลาง (P>0.05) สวนระดับของการเสริมไมมีผล 

(P>0.05) ตอ total VFA, molar proportion ของ VFA แตละชนิด หรือสัดสวนของ acetate ตอ 

propionate (P>0.05) ถึงแมวาจะมีแนวโนม (P=0.08) ท่ีความเขมขนของ 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 

หลังจากการบมท่ี 24 และ 48 ชม. ผลิตภัณฑเอนไซมไมมีผล (P≥0.22) ตอ DMD แต NDFD 

และ ADFD จะแตกตางกัน (P<0.01) ระหวางชนิดของเอนไซม (Table 4.4) หลังจากการบม 24 ชม. 

NDFD ของเอนไซม E3 จะต่ํากวาเอนไซมชนิดอ่ืนๆ และ ADFD ของเอนไซม E3 และ E4 จะต่ํากวาเม่ือ

เปรียบเทียบกับเอนไซม E1 และ E2 หลังจากการบม 48 ชม. NDFD ของเอนไซม E3 และ E4 จะต่ํา

กวาเม่ือเปรียบเทียบกับเอนไซม E2 โดยของเอนไซม E1 จะปานกลาง และ ADFD ของเอนไซม E3 และ 

E4 จะต่ํากวาเม่ือเปรียบเทียบกับเอนไซม E1 และ E2 

หลังจากการบม 24 ชม. ทุกระดับการเสริมเอนไซมเพ่ิม (P<0.05) NDFD และ ADFD เปน

เสนตรง โดยระดับการเสริมสูงสุด (4μl/g DM) แตกตางจากระดับการเสริมปานกลาง (0.5–2.0μl/g 

DM) ซ่ึงทุกระดับการเสริมแตกตางจากระดับการเสริม control หลังจากการบมท่ี 48 ชม. NDFD 

เพ่ิมข้ึน (P<0.001) แบบ quadratic ตามระดับการเสริม แตสําหรับ ADFD ผลของระดับการเสริม

ข้ึนอยูกับชนิดของเอนไซม (enzyme x dose interaction, P=0.005) สําหรับเอนไซม E1 และ E2 

ผลตอบสนองของ ADFD เปนแบบ linear และ quadratic ตอระดับการเสริม ในขณะท่ี เอนไซม E3 

และ E4 เปนแบบ linear ตอ ระดับการเสริม 

Total GP หลังจากการบม 24 ชม. สูงสุดสําหรับเอนไซม E1 และ E2 และต่ําสุดสําหรับ

เอนไซม E4 (P<0.05) โดยทุกระดับการเสริมสามารถเพ่ิม TGP ไดเทากัน (P<0.05) เม่ือเปรียบเทียบกับ 

control หลังจากการบม 48 ชม. TGP ของเอนไซม E1, E2 และ E3 จะสูงกวา (P<0.05) เม่ือ

เปรียบเทียบกับเอนไซม E4 และทุกระดับการเสริมสามารถเพ่ิม TGP (P<0.05) เม่ือเปรียบเทียบกับ 

control ผลิตภัณฑเอนไซมท้ัง 4 ชนิดแสดงรูปแบบของ GP rate (ml/h) เหมือนกัน โดยอัตราข้ึนสูงสุด

หลังจากการบม 18 ชม. (ขอมูลไมไดแสดง) ไมมี enzyme x dose interactions (P>0.05) ของตัวแปร

ตางๆ ท่ีเกิดจากกระบวนการหมักหลังจากการบม 24 หรือ 48 ชม. (Table 4.5) หลังจากการบม 24 

ชม. total VFA ของเอนไซม E1 จะสูงกวา (P<0.05) เอนไซมชนิดอ่ืนๆ และผลตอบสนองตอระดับการ

เสริมเปนแบบ linear และ cubic (P=0.008) หลังจากการบม 48 ชม. total VFA ของเอนไซม E2 จะ

สูงกวา (P<0.05) เอนไซม E1 ในขณะท่ีเอนไซมอ่ืนๆ จะอยูท่ีระดับปานกลาง (P>0.05) ทุกระดับการ

เสริมสามารถเพ่ิม (P<0.001) total VFA ในลักษณะท่ีเปน quadratic ท่ี 48 ชม. หลังจากบม 24 ชม. 

ไมมีความแตกตางระหวางชนิดของเอนไซม (P>0.05) ตอ molar proportions ของ VFA หรือสัดสวน

ของ acetate ตอ propionate แตหลังจากการบมท่ี 48 ชม. propionate proportion ของเอนไซม 

E4 จะต่ํากวา (P<0.05) เอนไซม E1 และ E3 และสัดสวนของ acetate ตอ propionate ของเอนไซม 

E4 และ E2 จะสูงกวา เอนไซม E3 อยางไรก็ตาม ระดับการเสริมไมมีผลตอ molar proportions ของ 

acetate หรือ propionate หรือสัดสวนของ acetate ตอ propionate หลังจากการบม 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. 

 

 

 

 

 

 

 

 



48 

4.4 วิจารณผลการทดลอง 

ผลิตภัณฑเอนไซมท่ีใชในการศึกษาครั้งนี้เปนผลิตภัณฑเอนไซมทางการคา ซ่ึงแตละชนิดจะมี

เอกลักษณเฉพาะของ endoglucanase, exoglucanase และ xylanase activities ถึงแม minor 

fibrolytic enzymic activities อ่ืนๆ จะไมไดทําการวิเคราะหในการศึกษาครั้งนี้ นาจะผันแปรระหวาง

ผลิตภัณฑเอนไซมเหลานี้ โดยปกติแลว สารเสริมเอนไซม จะมี fibrolytic activities ครอบคลุมอยาง

กวางขวาง ท้ังนี้ข้ึนอยูกับชนิดของจุลินทรียท่ีใชผลิตเอนไซม สารอาหารท่ีใชเลี้ยงจุลินทรีย และสภาวะ

การเลี้ยงจุลินทรีย ท่ีใชในการผลิตเอนไซม ดังท่ีไดมีการทบทวนเอกสารโดย Beauchemin et al. 

(2004) ยังไมมีการสอบเทียบมาตรฐานถึงวิธีการท่ีใชในการวิเคราะห enzyme activity ของ ruminant 

feed enzymes ดังท่ี Colombatto and Beauchemin (2003) ชี้ใหเห็นวาผลของ enzymic 

activity ท่ีไดจากการวิเคราะหนั้น ข้ึนอยูกับสภาวะของการวิเคราะหเอนไซม โดยเฉพาะ substrate ท่ี

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

หา xylanase มีสหสัมพันธอยางมากระหวางผลวิเคราะห xylanase activities กับ substrate ท้ัง 2 

ชนิด และสามารถจัดอันดับของเอนไซมไดเชนเดียวกันกับการใช xylan substrate อยางไรก็ตาม 

ผลิตภัณฑเอนไซม E1, E2 และ E3 จะมี xylanase activity สูงกวา เม่ือใช oat spelt เปน substrate 

ในขณะท่ีผลิตภัณฑเอนไซมื E4 จะมี xylanase activity สูงกวา เม่ือใช birch wood เปน substrate 

ท้ัง birch wood และ oat spelt มีองคประกอบท่ีแตกตางกัน ดังนั้นจึงมีความแตกตางของ xylanase 

activity เม่ือใชเปน xylan substrate โครงสรางของ xylan จากแหลงท่ีแตกตางกันข้ึนอยูกับข้ันตอน

การสกัด (Ghatora et al., 2006) xylan จากหญาและธัญพืช (เชน oat spelt) มีองคประกอบของ 

arabinofuranosyl และ glucopyranosyl uronic acid ในขณะท่ี xylan จาก hardwoods (เชน 

birch wood) มีองคประกอบของ glucopyranosyl uronic acid อยูมาก และมีองคประกอบของ 

arabinofuranosyl อยูนอยมาก (Kormelink and Voragen, 1993) ดังนั้น oat spelt xylan ปกติจะ

จัดวาเปนตัวแทนของ substrate ท่ีใชในการศึกษาเอนไซมสําหรับสัตวเค้ียวเอ้ือง Kung et al. (2002) 

รายงานรูปแบบท่ีแตกตางกันของ enzyme activity เม่ือทําการวิเคราะหหา activity ของผลิตภัณฑ

เอนไซมท่ีระดับ pH ท่ีแตกตางกัน และแนะนําวาถาเสริมเอนไซมขณะใหอาหาร สารเสริมเอนไซมจะมี

ประสิทธิภาพสูงสุดตองมี activity สูง ท่ีระดับ pH ในชวงเดียวกันกับระดับ pH ในกระเพาะหมัก 

สําหรับอุณหภูมิใชเหตุผลทํานองเดียวกันกับระดับ pH ในการศึกษาครั้งนี้ ทําการวิเคราะห enzyme 

activity ท่ีระดับ pH 6.0 และอุณหภูมิ 39ºC ตามคําแนะนําของ Colombatto and Beauchemin 

(2003) เพ่ือสะทอนถึงคาเฉลี่ยของสภาวะภายในกระเพาะหมักของโคนมท่ีไดรับอาหารท่ีประกอบดวย

อาหารหยาบและอาหารขน การศึกษาครั้งนี้ทําการเปรียบเทียบศักยภาพของ fibrolytic enzyme 

additives ท่ีผลิตข้ึนเพ่ือการคา ท่ีใชเปนสารเสริมในอาหารสัตวเค้ียวเอ้ืองท่ีไดรับอาหารท่ีมีตนขาวโพด

หมักเปนอาหารหยาบหลัก วิธีการวิเคราะหทางชีวเคมีสวนใหญใช in vitro techniques เพ่ือทํานาย in 

vivo response ตอ exogenous enzymes ท้ังนี้เพราะผลตอบสนองของตัวสัตวไมสามารถคาดการณ
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ไดจาก enzyme activities ตามลําพัง (Beauchemin et al., 2004) นอกจากนี้แลว การทําการศึกษา

วิจัยการใหอาหารสัตวมีตนทุนสูง ดังนั้นจึงมีความจําเปนในการทําการทดลองเบื้องตนเพ่ือคัดกรองหา

ศักยภาพของเอนไซมเพ่ือไปการทําการทดลองตอไป ในขณะท่ีการวิเคราะหหา enzyme activity แบบ 

in vitro assay สามารถใชเปนประโยชนในการจําแนกประสิทธิภาพของ enzyme additives ใน

การศึกษาการใหอาหาร ปจจัยตางๆ อาทิ การเพ่ิมระดับการเสริม จากผลการทดลองใน in vitro เพ่ือ

ทดลองใน in vivo วิธีการเสริมเอนไซมในอาหาร ความแตกตางขององคประกอบอาหาร และความผัน

แปรของตัวสัตว เหลานี้สามารถมีผล ไมวาจะเปนการวิเคราะหแบบ in vitro หรือ in vivo 

(Beauchemin et al., 2004) เนื่องจากการศึกษาครั้งนี้ใชการวิเคราะหแบบ in vitro เพ่ือนําผลไป

แนะนําการใชในการใหอาหารโคนมในอนาคต สารละลาย buffer ท่ีใช จึงปรับคา pH ใหเทากับ 6.0 

เพ่ือสะทอนถึงระดับ pH ปกติในกระเพาะหมักของโคนม ระดับ pH หลังจากบมเปนเวลา 48 ชม. อยู

ในชวง 5.69 – 6.00 (ขอมูลไมไดแสดง) ระดับ pH ท่ีคอนขางต่ําในการวิเคราะหโดยใช batch culture 

ในการศึกษาครั้งนี้ มีผลทําใหคา NDFD และ ADFD ท่ี 48 ชม. ต่ํากวาการวิเคราะหดวยวิธี in vitro 

assay ท่ีใชสารละลาย buffer ท่ีมีระดับ pH สูงกวา เพ่ือใหแนใจวาวิธีการคัดกรอง in vitro ใน

การศึกษาครั้งนี้สอดคลองกับผลการศึกษา in vivo จึงใชสารเสริมเอนไซม 2 ชนิด (E1 และ E4) ซ่ึงเคย

ใชในการทดลองกับโคนม ท่ีใหผลในทางบวก อยางไรก็ตาม มีเพียงการศึกษาของ Arriola et al. (2011) 

ท่ีใชตนขาวโพดหมักเปนอาหารหยาบ โดยศึกษาในโครีดนมระยะตนของการใหนมจํานวน 60 ตัว ให

ไดรับอาหารขนระดับสูง (520 g/kg roughage, including 370 g/kg corn silage) และระดับต่ํา (670 

g/kg roughage, including 490 g/kg corn silage) โดยเสริมและไมเสริมเอนไซม (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% ในกลุมท่ีไดรับอาหารขนต่ํา และ 6% ในกลุมท่ีไดรับอาหารขน

สูง ในการทดลองเมแทบอลิซึมพรอมๆ กันโดยใชกลุมการทดลองเหมือนกัน DM, CP, NDF และ ADF 

total tract digestibility เพ่ิมข้ึนท้ังหมดดวยการเสริมเอนไซม ไมวาระดับอาหารหยาบในอาหารจะ

เปนเทาไร ดังนั้นจึงใชเอนไซม E1 เปน positive control ในการศึกษาครั้งนี้ 

ถึงแมวาจะมีความแตกตางเล็กนอยระหวางผลการทดลองในการทดลองท่ี 1 และการทดลองท่ี 

2 ผลของการทดลองท่ี 2 ยืนยันผลการทดลองท่ีพบในการทดลองท่ี 1 จากท่ีมีการเพ่ิม NDFD และ 

ADFD ในท้ัง 2 การทดลอง ผลิตภัณฑเอนไซม E1 และ E2 มีประสิทธิภาพมากกวาผลิตภัณฑเอนไซม 

E3 และ E4 หลังจากการบมท่ี  24 และ 48 ชม. (Fig. 1) เอนไซม E1 สามารถเพ่ิม NDFD ไดถึง 30% 

และ 24% ท่ีระยะเวลาบม 24 และ 48 ชม. ตามลําดับ ในการทดลองท่ี 1 และเพ่ิมไดถึง 22% และ 

14% ตามลําดับ ในการทดลองท่ี 2 ทํานองเดียวกัน เอนไซม E2 สามารถเพ่ิม NDFD ไดถึง 29% และ 

22% ท่ีระยะเวลาบม 24 และ 48 ชม. ตามลําดับ ในการทดลองท่ี 1 และสามารถเพ่ิมไดถึง 17% และ 

14% ตามลําดับ ในการทดลองท่ี 2 เอนไซมทุกชนิดสามารถเพ่ิม ADFD ไดมากกวา NDFD เอนไซม E1 

สามารถเพ่ิม ADFD ไดถึง 72% และ 52% ท่ีระยะเวลาบมท่ี 24 และ 48 ชม. ตามลําดับ ในการทดลอง
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ท่ี 1 และสามารถเพ่ิมไดถึง 65% และ 44% ตามลําดับ ในการทดลองท่ี 2 เอนไซม E2 สามารถเพ่ิม 

ADFD ไดถึง 65% และ 39% ท่ีระยะเวลาบมท่ี 24 และ 48 ชม. ตามลําดับ ในการทดลองท่ี 1 และ

สามารถเพ่ิมไดถึง 51% และ 33% ตามลําดับ ในการทดลองท่ี 2 ดังนั้น ความสามารถในการเพ่ิม 

NDFD และ ADFD ของเอนไซม E1 และ E2 นั้นเหมือนกัน จากการท่ีเอนไซม E1 สามารถเพ่ิมผลผลิต

ของโคนมท่ีไดรับอาหารท่ีมีตนขาวโพดหมักเปนสวนประกอบ (Arriola et al., 2011) จึงแนะนําวา ควร

ทําการศึกษาการเสริมเอนไซม E2 ในโคนมท่ีไดรับอาหารท่ีมีตนขาวโพดหมักเปนสวนประกอบตอไป 

เอนไซม E3 สามารถเพ่ิม NDFD ไดสูงสุดท่ี 13% และ 11% ภายหลังจากการบมท่ี 24 และ 48 ชม. 

ตามลําดับ ในการทดลองท่ี 1 และสามารถเพ่ิมไดถึง 8% และ 10% ตามลําดับ ในการทดลองท่ี 2 (Fig. 

1) สวน ADFD นั้นเพ่ิมข้ึนถึง 39% และ 19% ตามลําดับ ในการทดลองท่ี 1 และเพ่ิมข้ึนถึง 30% และ 

20% ตามลําดับ ในการทดลองท่ี 2 ในขณะท่ีเอนไซม E3 ใหผลไปในทางบวก แตการเพ่ิมการยอยได 

NDF และ ADF นั้นจะต่ํากวาการใชเอนไซม E1 และ E2 ดังนั้นถาจะใชเอนไซม E3 เปนสารเสริมใน

อาหารโคนม ราคาของเอนไซม E3 ตองต่ํากวาราคาของเอนไซม E1 และ E2 คอนขางมาก ท้ังนี้เพราะ

ตองใชระดับการเสริมท่ีสูงกวา สวนเอนไซม E4 สามารถเพ่ิม NDFD และ ADFD ไดสูงสุดเทาๆ กับท่ีพบ

ในเอนไซม E3 (Fig. 1) ในการทดลองท่ี 1 เอนไซม E4 สามารถเพ่ิม NDFD ไดสูงสุด 17% หลังจากการ

บมท่ี 24 ชม. และ 5% หลังจากการบม 48 ชม. และในการทดลองท่ี 2 สามารถเพ่ิมไดสูงสุด 15% และ 

10% ตามลําดับ สวน ADFD มีคา 39% หลังการบม 24 ชม. และ 5% หลังการบม 48 ชม. ในการ

ทดลองท่ี 1 และ 29% และ 11% ตามลําดับ ในการทดลองท่ี 2 สารเสริมเอนไซม E4 นี้ เคยใชในศึกษา

โดย Holtshausen et al. (2011) โดยใชโคนมในชวงตนระยะใหนมจํานวน 60 ตัว ไดรับอาหารท่ีไมได

เสริมเอนไซม ไดรับอาหารท่ีเสริมเอนไซม E4 ระดับต่ํา  (E4; 0.5 ml of enzyme/kg of diet DM) 

และไดรับอาหารท่ีเสริมเอนไซม E4 ในระดับสูง (E4; 1.0 ml of enzyme/kg of diet DM) อาหาร

ประกอบดวย 520 g/kg roughage ท่ีมี 206 g/kg barley silage, 206 g/kg alfalfa silage และ 108 

g/kg alfalfa hay (DM basis) ผลการทดลองพบวา การเสริมเอนไซมในอาหารสามารถเพ่ิม

ประสิทธิภาพการใหน้ํานมเปนเสนตรง (kg of 3.5% fat-corrected milk/kg of DM intake) โดย

เพ่ิมข้ึน 11% เปนท่ีนาสนใจวา เม่ือใชเอนไซม E4 ในการทดลอง in vitro batch culture ท่ี 24 ชม. 

และใชอาหารหยาบแตละชนิดแยกกัน การเพ่ิมข้ึนของ NDFD และ ADFD สามารถพบไดเฉพาะใน 

alfalfa hay และเฉพาะในระดับการเสริมท่ีสูงเทานั้น (2 ml of enzyme/kg of forage DM) ถา

เปรียบเทียบการเสริมเอนไซมในการศึกษาครั้งนี้ท่ีสามารถเพ่ิม NDFD และ ADFD เม่ือใชตนขาวโพด

หมัก กับการเพ่ิม NDFD และ ADFD เพียงเล็กนอย ในการศึกษา in vitro ของ Holtshausen et al. 

(2011) ในอาหารหยาบอ่ืนๆ เปนไปไดวา การเสริมเอนไซม E4 อาจใหผลในทางบวก ถาใชในการศึกษา 

in vivo กับอาหารท่ีมีตนขาวโพดหมักเปนสวนประกอบ 

วัตถุประสงคหนึ่งของการศึกษาครั้งนี้ คือการศึกษาถึงผลตอบสนองของระดับการเสริมเอนไซม 

เพ่ือหาระดับการเสริมท่ีเหมาะสมของเอนไซมแตละชนิด ถาใหผลตอบสนองของตัวแปรตางๆ ท่ีศึกษา 
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ตอระดับการเสริมเอนไซม และระยะเวลาการบม แตกตางกัน ระดับการเสริมท่ีเหมาะสมคอนขางจะ

ข้ึนอยูกับความคิดของแตละคน ดังนั้นการศึกษาครั้งนี้จึงพิจารณากําหนดระดับท่ีเหมาะสม หมายถึง

ระดับการเสริมท่ีทําให NDFD และ ADFD เพ่ิมข้ึน เม่ือเปรียบเทียบกับ control โดยเพ่ิมข้ึนเพียง

เล็กนอยเม่ือระดับการเสริมสูงข้ึน สําหรับผลิตภัณฑเอนไซม E1 ระดับ NDFD และ ADFD สูงสุด เม่ือ

เสริมเอนไซมท่ีระดับสูงสุดท้ัง 2 ระยะเวลาบม ในท้ัง 2 การทดลอง ดังนั้น ระดับการเสริมท่ีเหมาะสม

ของผลิตภัณฑเอนไซม E1 คือ 8μl/g DM สวนผลิตภัณฑเอนไซม E2 ระดับการเสริมท่ีเหมาะสม คือ 

2μl/g DM เพราะสามารถเพ่ิม NDFD และ ADFD ในการทดลองท่ี.1 โดยมีการเพ่ิมข้ึนเพียงเล็กนอยท่ี

ระดับการเสริมสูงข้ึน และมีผลตอบสนองเปนเสนตรงตอระดับการเสริมท่ีต่ําในการทดลองท่ี 2 สวน

ผลิตภัณฑเอนไซม E3 มีระดับการเสริมท่ีเหมาะสม คือ 4μl/g DM ท้ังนี้เพราะการเพ่ิมระดับการเสริมท่ี

สูงกวานี้ไมสามารถเพ่ิม ADFD ไดอีก สําหรับผลิตภัณฑเอนไซม E4 มีระดับการเสริมท่ีเหมาะสม คือ 

2μl/g DM ดังนั้น ผลของระดับการเสริมเอนไซมในการเพ่ิมการยอยไดเยื่อใยนั้นแตกตางกันระหวาง

ผลิตภัณฑสารเสริมเอนไซม ท้ังนี้เพราะผลิตภัณฑสารเสริมเอนไซมแตละชนิด จะมีความเฉพาะของ 

enzymic activities มีความแตกตางของผลตอบสนองระหวางชนิดของผลิตภัณฑเอนไซม และระดับ

การเสริม ทํานองเดียวกัน Eun et al. (2007) รายงานวา in vitro disappearance ของ NDF และ 

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

ผลตอบสนองข้ึนอยูกับชนิดของเอนไซมและระดับการเสริม โดยเอนไซมบางชนิดมีประสิทธิภาพตอ

อาหารหยาบท้ัง 2 ชนิด เม่ือเสริมท่ี 1.4 mg/g of DM แตท่ีระดับการเสริมอ่ืนๆ ใหผลเพียงปานกลางตอ

อาหารหยาบท้ังสองชนิด การเพ่ิมข้ึนของ NDFD และ ADFD ของ corn silage โดยการเสริม enzyme 

additives คาดหวังวาจะเพ่ิมการยอยไดของเยื่อใยในกระเพาะหมัก และการกินไดอาหารของโคนม โดย

ลด physical fill ในกระเพาะหมัก 

การยอยไดของ NDF โดยวิธี in vitro หรือ in situ เปน indicator ท่ีดีในการเปรียบเทียบ

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

รายงานวาการเพ่ิม 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 ในโคนมท่ีไดรับอาหาร

ท่ีมีตนขาวโพดหมักเปนสวนประกอบอยูสูง (440 g/kg DM) นอกจากนี้ Oba and Allen (1999) 

รายงานเชนเดียวกันวา มีความสัมพันธเชิงบวกระหวางการยอยได NDF ของอาหารหยาบ (in vitro 

หรือ in situ) และผลผลิตน้ํานมและการกินไดอาหาร ขนาดของผลตอบสนองของ NDFD และ ADFD 

ตอการเพ่ิมระดับการเสริมมีความแตกตางกันระหวาง enzyme additives ในลักษณะท่ีไมสามารถ

อธิบายไดดวย activity ของ xylanase (oat spelt) หรือ endoglucanase (Figs. 2 and 3) หรือกลาว

ในอีกนัยหนึ่ง คือ enzyme activity เพียงอยางเดียวไมสามารถใชในการทํานายการเพ่ิมข้ึนของ NDFD 

หรือ ADFD ได เหตุผลประการหนึ่งท่ีสนับสนุนคํากลาวนี้ คือ การวิเคราะหหา enzyme activities ใช 
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substrate ท่ีเปนตัวแทนของผนังเซลลพืชท่ีมีความซับซอน จึงไมอาจเปนตัวแทนท่ีแทจริงได 

(Beauchemin et al., 2004) 

จากขอมูลพ้ืนฐานของ TGP และ DMD ประสิทธิภาพของเอนไซมท่ี 24 ชม. ในท้ัง 2 การ

ทดลอง ไมมีความแตกตาง หรือมีนอยมาก และท่ี 48 ชม. ผลิตภัณฑเอนไซม E1, E2 และ E3 มี

ประสิทธิภาพมากกวาผลิตภัณฑเอนไซม E4 ดังนั้น การยอยสลายของ NDF และ ADF มีประโยชน

มากกวาในการจําแนกประสิทธิภาพของเอนไซม เม่ือเปรียบเทียบกับ DM และ TGP 

Volatile fatty acids เปน end-products ของการหมักยอยโดยจุลินทรียในกระเพาะหมัก 

และเปนแหลงพลังงานหลักสําหรับสัตวเค้ียวเอ้ือง การพบวาการเพ่ิมข้ึนของความเขมขน total VFA 

ดวยการเสริมเอนไซม และการเปลี่ยนแปลง molar proportions ของ VFA คอนขางจะผันแปรระหวาง

ระยะเวลาบมท่ี 24 และ 48 ชม. และระหวางการทดลองท่ี 1 และการทดลองท่ี 2 การเพ่ิมข้ึนของความ

เขมขน total VFA ไมสอดคลองกับการเพ่ิมข้ึนของ DMD, NDFD หรือ ADFD นอกจากนี้ ในการทดลอง

ท่ี 1 ท่ีระยะการบม 24 ชม. ผลิตภัณฑเอนไซม E1 มีสัดสวนของ acetate ตอ propionate สูงท่ีสุด 

และผลิตภัณฑเอนไซม E4 มีต่ําท่ีสุด แตความแตกตางนี้จะยังคงมีอยูจนถึงระยะเวลาบม 48 ชม. ไมพบ

ความแตกตางของสัดสวน acetate ตอ propionate ท่ี 24 ชม. ดังกลาว ในการทดลองท่ี 2 และท่ี

ระยะเวลาบม 48 ชม. ผลิตภัรฑเอนไซม E4 มีสัดสวนของ acetate ตอ propionate สูงท่ีสุด และ

ผลิตภัณฑเอนไซม E1 มีสัดสวน acetate ตอ propionate ต่ําท่ีสุด ในการเปรียบเทียบ การศึกษาใน in 

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

ลดลง เม่ือเสริมเอนไซม (E1) Chung et al. (2012) รายงานไมมีผลของการเสริมเอนไซม (E4) ใน

อาหารท่ีไมมีสวนประกอบของตนขาวโพดหมักตอความเขมขนของ total VFA หรือ molar 

proportions ของ VFA แตละชนิด ใน ruminal fluid จากขอมูลของการศึกษาครั้งนี้สามารถแนะนําได

วา การเปรียบเทียบผลของเอนไซมโดยพิจารณาจากความเขมขนของ VFA ไมใชวิถีทางท่ีเปนประโยชน

ในการคัดกรองศักยภาพของ enzyme additives in vivo การศึกษา in vitro assay ในครั้งนี้มุงสนใจ

ระยะเวลาบมท้ังท่ี 24 และ 48 ชม. ท้ังนี้เพราะไมชัดเจนวาระยะเวลาบมท้ัง 2 เวลานี้จะใหผลเหมือนกัน

หรือไม ระยะเวลาบมในการศึกษา in vitro เพ่ือประเมินการยอยสลายไดของเยื่อใยสวนใหญจะอยู

ระหวาง 24 และ 48 ชม. เพ่ือใหสอดคลองกับคาเฉลี่ยของ retention time ของอาหารหยาบใน

กระเพาะหมัก ในการทบทวนเอกสาร Owens and Goetsch (1986) รายงานวา passage rate ของ

อาหารหยาบในโคเนื้อและโคนมท่ีไดรับอาหาร 4.25% ของน้ําหนักตัว มีคาเฉลี่ย 4.5%/h (คาเฉลี่ย 

retention time ท่ี 22 ชม.) และโคท่ีไดรับอาหารท่ีมีอาหารขนเปนสวนประกอบ 20 – 50% มีคา 

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

Research Council (2001) ใชระยะเวลาบม in vitro ท่ี 48 ชม. ในการทํานายการยอยได NDF ใน

กระเพาะหมักของโคนมท่ีไดรับอาหารระดับดํารงชีพ Eun and Beauchemin (2007) ใชระยะเวลาบม

ท่ี 24 ชม. ในการศึกษาการหมักยอยใน in vitro batch culture และพบวา exogenous enzymes 
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สามารถเพ่ิม in vitro disappearance ของ alfalfa และ corn silage เม่ือพิจารณาการยอยสลายเยื่อ

ใยท่ีระดับการเสริมเอนไซมสูงๆ (การทดลองท่ี 4.1) ท่ีระยะเวลาบมท่ี 24 และ 48 ชม. ใหผลเหมือนกัน 

ดังนั้นการใชระยะเวลาบมท่ีจุดใดจุดหนึ่งเพียงจุดเดียวนาจะเพียงพอ อยางไรก็ตาม ท่ีระดับการเสริม

ต่ําๆ (การทดลองท่ี 4.2) ความแตกตางระหวางผลิตภัณฑเอนไซมจะเดนชัดท่ีระยะเวลาบม 48 ชม. 

นอกจากนี้ สําหรับ ADFD ผลตอบสนองของระดับการเสริมเอนไซมข้ึนอยูกับชนิดของเอนไซม ดังนั้น 

ระยะเวลาบมท่ี 48 ชม. มีประโยชนมากท่ีสุด ในแงของการจําแนกผลตอบสนองของระดับการเสริม 

และแยกแยะชนิดของผลิตภัณฑเอนไซม โดยสรุป ในแงของการใช in vitro assay ในการประเมิน

ประสิทธิภาพของเอนไซมในการศึกษาในตัวสัตว แนะนําใหศึกษาผลของเอนไซมตอ NDFD และ ADFD 

ท้ังท่ีระยะเวลาบม 24 และ 48 ชม. เพ่ือท่ีจะไดเขาใจถึง enzyme-forage response อยางครอบคลุม  

 

 

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. 
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4.5 สรุป 

ผลิตภัณฑสารเสริมเอนไซม ท่ี ใช ในการศึกษาครั้ งนี้  มี กิจกรรมของ endoglucanase, 

exoglucanase และ xylanase ท่ีแตกตางกัน สารเสริมเอนไซมท้ัง 4 ชนิด สามารถเพ่ิม NDFD และ 

ADFD ของขาวโพดหมัก in vitro โดยเอนไซม E1 และ E2 มีประสิทธิภาพมากกวา E3 และ E4 

ผลตอบสนองของตัวแปรตอระดับการเสริมข้ึนอยูกับชนิดของเอนไซม สําหรับเอนไซม E1 ผลตอบสนอง

สูงสุดอยูท่ีระดับการเสริมสูงสุด (8μl/g DM) สวนเอนไซม E2 การเสริมท่ีระดับ 2μl/g DM เพ่ิม fiber 

disappearance แตไมเพ่ิมมากกวานี้เม่ือระดับการเสริมเพ่ิมข้ึน สําหรับเอนไซม E3 ระดับการเสริมท่ี

เหมาะสมท่ีสุดคือ ท่ีระดับ 4μl/g DM ท้ังนี้เพราะท่ีระดับการเสริมเอนไซมสูงกวานี้ไมสามารถเพ่ิม 

ADFD สวนเอนไซม E4 ระดับการเสริมท่ีเหมาะท่ีสุดคือ 2μl/g DM โดยท่ัวไปแลว NDF และ ADF มี

ประโยชนมากกวา DM และ TGP ในการจําแนกประสิทธิภาพของเอนไซม จากผลการศึกษาครั้งนี้ 

การศึกษาการเสริมเอนไซมเหลานี้ตอไปควรทําในโครีดนมท่ีไดรับขาวโพดหมักเปนอาหารหยาบ 
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บทที่ 5 

ผลของ exogenous fibrolytic enzymes ตอการหมักยอยในกระเพาะหมัก in vitro  

ของตนขาวโพดหมัก 4 ชนิด 

(Effects of exogenous fibrolytic enzymes on in vitro ruminal 

fermentation of four corn silages) 
 

บทคัดยอ 

การศึกษาครั้งนี้มีจุดประสงคเพ่ือทําการประเมินผลของสารเสริมเอนไซม 4 ชนิด ตอการหมัก

ยอยในกระเพาะหมักของตนขาวโพดหมัก 4 ชนิด ใชวิธี batch culture in vitro assay รวมกับ 

medium และ ruminal fluid แผนการทดลองเปนแบบ complete randomized design 

ประกอบดวย 2 runs และแตละ run มี 4 ซํ้า ผลิตภัณฑ enzyme additives (E1, E2, E3, และ E4) 

เปนผลิตภัณฑทางการคาซ่ึงมี endoglucanase, exoglucanase และ xylanase activities ท่ีแตกตาง

กัน เสริมเอนไซมท้ัง 4 ชนิด ลงในตนขาวโพดหมัก 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

บม วิเคราะหหา degradability ของ DM (DMD), neutral detergent fiber (NDFD), acid 

detergent fiber (ADFD) และความเขมขนของ volatile fatty acid (VFA; total and individual 

molar proportions) หลังการบมท่ี 24 และ 48 ชม. มีความแตกตาง (P < 0.05) ระหวาง enzyme 

additives และ control เก่ียวกับผลของเอนไซมตอ DMD, NDFD, ADFD และ TGP ยกเวน TGP ท่ี

ระยะเวลาบม 24 ชม. ท่ีเอนไซมทุกชนิดใหผลเหมือนกัน แตมีความแตกตาง (P<0.05) เก่ียวกับผล

ระหวางเอนไซมกับกลุม control ผลิตภัณฑเอนไซม E1 และ E2 มีผลทําให DMD, NDFD และ ADFD 

สูงกวาเอนไซม E3, E4 และ control (p<0.05) อยางไรก็ตาม ผลิตภัณฑเอนไซม E3 และ E4 มีผลทํา

ให DMD, NDFD และ ADFD สูงกวา control (P< 0.05) ท่ีระยะเวลาบมท้ัง 2 เวลา ผลของชนิดของ 

corn silage substrates มีความแตกตาง (P < 0.05) ระหวางชนิดของ corn silage substrate 

เก่ียวกับผลตอ DMD, NDFD, ADFD และ TGP สําหรับ DMD, NDFD, ADFD และ TGP ไมพบวามี 

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

และท่ีระยะเวลาบม 24 และ 48 ชม. ไมพบความแตกตาง (P>0.05) ระหวาง enzyme additives และ 

control เก่ียวกับผลตอ rumen fermentation profile สําหรับผลของ corn silage substrates มี

ความแตกตาง (P<0.05) ระหวาง corn silage substrate เก่ียวกับผลตอ ruminal fermentation 

profile สรุปในภาพรวมไดวา enzyme additives แสดงผลตอบสนองในเชิงบวกในทุก corn silage 

substrates (เพ่ิม DMD, NDFD, ADFD และ TGP) อยางไรก็ตาม ผลิตภัณฑเอนไซม E1 และ E2 มี

ประสิทธิภาพสูงกวาผลิตภัณฑเอนไซม 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 

การใชสารเสริมเอนไซมยอยเยื่อใยในอาหารสัตวเค้ียวเอ้ืองเพ่ือจุดประสงคในการเพ่ิมการใช

ประโยชนอาหารและผลผลิตสัตว งานวิจัยสวนใหญใหความสําคัญตอ cellulase และ xylanase เพ่ือ

ยอยสลาย structural polysaccharides, cellulose และ hemicellulose ในพืช การเสริม 

fibrolytic enzyme additives สามารถเพ่ิมการยอยไดเยื่อใย และเพ่ิมคุณคาทางโภชนะของอาหาร

หยาบ (Yang and Xie, 2010; Eun et al., 2007) เพ่ิมการเขาจับยึดของจุลินทรียในกระเพาะหมัก 

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

enzymes ใหกับสัตวเค้ียวเอ้ือง (Arriola et al., 2011; Holtshausen et al., 2011, Phakachoed et 

al., 2013) อยางไรก็ตาม ผลตอบสนองในแงประสิทธิภาพของ fibrolytic enzyme additive ผันแปร

ข้ึนอยูกับปจจัยตางๆ ไดแก enzyme activity ชนิดและระดับการเสริมเอนไซม ชนิดของอาหาร วิธีการ

เสริมเอนไซม และสถานะทางสรีรวิทยาของสัตว (Beauchemin et al., 2003) เปนไปไมไดท่ีจะทํานาย

ศักยภาพผลของเอนไซมสําหรับสัตวเค้ียวเอ้ืองโดยอาศัย enzymatic activities (Colombatto et al., 

2003) งานวิจัยครั้งนี้ใหความสนใจตอตนขาวโพดหมักเพราะวามีการใชในโคในหลายภูมิภาคท่ัวโลก 

และมีคุณคาทางโภชนะคอนขางสูง อยางไรก็ตาม ตนขาวโพดหมักในภูมิภาคตางๆ ของโลกมีคุณภาพ

แตกตางกันข้ึนอยูกับปจจัยตางๆ เชน ระยะการเจริญเติบโต พ้ืนท่ีเพาะปลูก การสะสมโภชนะในตน

ขาวโพด และสวนของตนขาวโพด (อาทิ ตน หรือใบ) นอกจากนี้ ยังไมมีการศึกษาวิจัยวาตนขาวโพดหมัก

ท่ีมีคุณภาพแตกตางกันจะมีผลตอการตอบสนองของ fibrolytic enzyme additive หรือไม 

วัตถุประสงคของการศึกษาครั้งนี้เพ่ือประเมินศักยภาพของ enzyme additive หลายชนิดท่ีมี enzyme 

activity แตกตางกันเพ่ือเพ่ิม in vitro ruminal fiber degradation และ fermentation profile ท่ีใช

ตนขาวโพดหมัก 4 ชนิดเปน substrate 

 

5.2 อุปกรณและวิธีการ 

แผนการทดลองเปนแบบ completely randomized design ประกอบดวย 2 runs 

(batches) และมี 4 ซํ้าตอ run (replicates per run) ซ่ึงแตละ run ดําเนินการคนละวัน 

 

5.2.1 การเตรียม reagents 

สารละลาย buffer 

- Ammonium bicarbonate (NH4HCO3)     4 g  

- Sodium bicarbonate (NaHCO3)      35 g 

- ละลายในน้ํา เติมจนไดสารละลายปริมาตร 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 เติมจนไดสารละลายปริมาตรr 1 L ใน volumetric flask. 

หมายเหตุ: สารละลาย buffer และ macromineral สามารถเก็บไวไดนาน 3 เดือน ในตูเย็น และ 

1 เดือนท่ีอุณหภูมิหอง 

 

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 เติมจนไดสารละลาย buffer 100 ml ใน volumetric flask. 

หมายเหต:ุ สารละลาย micromineral สามารถเก็บไวไดนาน 12 เดือน ในตูเย็น 

 

0.1% (wt/vol) Resazurin 

- ละลาย 0.1 g of resazurin ในน้ํา 100 mL 

- เก็บไวในท่ีมืด (ขวดสีอําพัน) ท่ีอุณหภูมิ 4°C (ตูเย็น). 

 

การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ (เตรียมในวันท่ีจะเริ่มตนการทดลอง) 

**สูตรนี้สําหรับ 1 L สามารถเพ่ิมปริมาตรไดตามตองการ 

- ชั่ง 2.5 g tryptone และละลายใหหมดในน้ํา 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) และปลอยฟอง CO2 ผานสารละลาย

เปนเวลา 45 นาที 

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

เลี้ยงเชื้อ 

- ปลอยฟอง CO2 ผานสารละลายอีกเปนเวลา 15 นาที หรือจนกระท่ังสีของสารละลายเปลี่ยนจาก

สีเทาเปนใส 
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 - ถาสารละลายเปลี่ยนจากสีเทาเปนสีชมพู แสดงวายังมีออกซิเจนอยู 

 - ถาสารละลายเปลี่ยนจากสีเทาเปนสีใส แสดงวาไมมีออกซิเจนอยู 

- เก็บรักษาอาหารเลี้ยงเชื้อใน water bath และ headspace saturated ดวย CO2 จนกระท่ัง

ถายอาหารเลี้ยงเชื้อ + inoculums ไปยัง incubation vials (ท่ีจุดนี้ตองเก็บ rumen fluid) 

 

5.2.2 การเตรียม substrate และเอนไซม 

ตนขาวโพดหมักท่ีแตกตางกันท่ีใชเปน substrates แสดงไวในตารางท่ี Table 5.1 นํา

substrates ท้ัง 4 ชนิดไปอบท่ีอุณหภูมิ 60 ◦C เปนเวลา 48 ชม. ใน hot air oven แลวนําไปบดผาน

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

USA) เก็บ substrates ไวในถุงพลาสติกเพ่ือวิเคราะหองคประกอบทางเคมี และ in vitro 

fermentation ตอไป ชั่งตนขาวโพดหมักบดน้ําหนักประมาณ 0.9 g DM บรรจุลงในถุงไนลอนท่ีผาน

การลางดวย acetone และชั่งน้ําหนักแลว (F57, Ankom Technology, Macedon, NY) ทําการ

เตรียมถุงไนลอนจํานวน 4 ซํ้า ในแตละกลุมการทดลอง และในแตละระยะเวลาบมใน batch culture 

เจือจางผลิตภัณฑเอนไซมดวยน้ํา หลังจากนั้นเติมผลิตภัณฑเอนไซมเจือจาง (200 µl) ลงบน substrate 

(corn silage) โดยตรง ท่ีบรรจุในถุงไนลอนกอนปดปากถุง ท่ีระดับการเสริมแตละเอนไซม 2 ระดับ: 0 

(control) และ 4 µl/g of substrate DM ปดปากถุงดวยความรอน (heat-sealed) แลวบรรจุถุงไน

ลอนลงในขวดขนาดปริมาตร 125 ml บมท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 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 

เก็บตัวอยาง rumen fluid จากโคเจาะกระเพาะ 3 ตัว หลังการใหอาหารม้ือเชาประมาณ 3 

ชม. กรองผาน cheese cloth 4 ชั้น ลงใน flask ท่ีผาน oxygen-free CO2 ตลอดเวลา ทําการชนยาย 

rumen fluid ในinsulated flasks ไปยังหองปฏิบัติการภายในเวลาไมเกิน 1 ชม. หลังการเก็บตัวอยาง 

เติม anaerobic buffer medium (60 ml; Goering and Van Soest, 1970) ท่ีประกอบดวย 

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

ท่ี 6.0 ดวย 1 M trans-aconitic acid (Sigma Chemicals, St. Louis, MO) ลงในขวดท่ีเตรียมไวกอน

หนานี้ นอกจากสารละลาย buffer เติม rumen fluid (15 ml) ลงในแตละขวดในอัตราสวน 1:4 

(rumen fluid: anaerobic buffer medium) ภายใตการผาน CO2. อยางตอเนื่อง ปดขวดดวย 

rubber stoppers และ aluminium seal caps ทันทีหลังจากเติมสารละลาย บมชวดท่ีอุณหภูมิ 39°C 

บน rotary shaker เปนระยะเวลา 24 และ 48 ชม. ทําการบม negative control (rumen fluid 

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

and rumen fluid) อยางละ 4 ซํ้า เพ่ือปรับ gas production และ degradability ตามลําดับ ทําการ

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

48 ชม. หลังการบม วัด GP โดยการสอดเข็มขนาด 23 gauge (0.6 mm) ท่ีตอกับ pressure 

transducer และตอเชื่อมกับ visual display หลังจากการบมท่ี 24 และ 48 ชม. นําขวด 4 ใบตอกลุม

การทดลอง ออกจากตูบม วัด gas pressure วางขวดลงในน้ําเย็นเพ่ือหยุดกระบวนการหมัก แปลงคา 

gas pressure เปน gas volume โดยใชสมการท่ีรายงานไวโดย 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 จากการวัดในแตละระยะเวลาท่ีผานมา 

 

5.2.4 การหาคา  pH, และ VFA ท่ี 24 และ 48 ชม. 

ทําการวัดคา pH ทันทีดวยเครื่อง pH-meter หาความเขมขนของ VFA หลังการบมท่ี 24 และ 

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

rumen fluid ปริมาตร 5 ml เพ่ือเก็บไววิเคราะหความเขมขนของ VFA วิเคราะหหาความเขมขนของ 

VFA ดวยเครื่อง 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 อุณหภูมิของตูอบเทากับ 150°C 

(no hold time), หลังจากนั้นเพ่ิมข้ึน 20°C/นาที จนถึง 210°C ปลอยใหอุณหภูมิคงท่ีเปนเวลา 2 นาที 
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สําหรับอุณหภูมิของ injector เทากับ 225°C อุณหภูมิ detector เทากับ 250°C และใชแกส helium 

เปน carrier 

5.2.5 DM, NDF และ ADF degradability 

หลังจากการบมท่ี 24 ชม. และ 48 ชม. นํา filter bag (4 filter bags แตละระยะเวลา และ 

treatment) ออกจากขวด ลางภายใตน้ําเย็นไหลจนกระท่ังน้ําใส นําถุงไปอบท่ีอุณหภูมิ 55°C เปนเวลา 

48 ชม. เพ่ือใหแหงสนิท และหาคา DM degradability จาก DM ท่ีหายไปจากถุง นําสวนท่ีเหลือในถุง

ไปวิเคราะหหาองคประกอบของ NDF และ ADF การวิเคราะหหา NDF และ ADF ใชเครื่อง 

ANKOM200 Fiber analyzer ตามวิธีการท่ีไดอธิบายไวโดย Van Soest et al. (1991) ใช sodium 

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

การวิเคราะหหา NDF ใชคา NDF และ ADF degradability คํานวณหา NDFD และ ADFD 

5.2.6 การวิเคราะหทางสถิติ (Statistical analysis) 

ทําการวิเคราะหขอมูลโดยใช MIXED model procedure ของ SAS (SAS Institute Inc., 

Cary, NC) วิเคราะหขอมูลตามแผนการทดลอง completely randomized design ท่ีประกอบดวย 

enzyme additive, corn silage และ interaction ระหวาง 2 ปจจัย รวมอยูใน model เปน fixed 

effects กําหนดนัยสําคัญทางสถิติท่ี P<0.05 

 

5.3 ผลการทดลอง (Results) 

ท่ีระยะเวลาบม 24 ชม. พบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) ระหวาง 

enzyme additives และ control ในแงของผลของเอนไซมตอ DMD, NDFD และ ADFD นอกจากนี้ 

enzyme additive ทุกชนิด ใหผลตอ TGP เทากัน แตมีผลแตกตาง (P < 0.05) ระหวาง enzyme 

additive กับ control (Table 5.2) เอนไซม E1 และ E2 มีผลทําให DMD, NDFD และ ADFD สูงกวา

เอนไซม E3, E4 และ control (P < 0.05) อยางไรก็ตาม เอนไซม E3 และ E4 ใหผลมากกวา control 

(P < 0.05) ท่ีระยะเวลาบม 48 ชม. พบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) ระหวาง 

enzyme additives และ control ในแงของผลของเอนไซมตอ DMD, NDFD, ADFD และ TGP 

เชนกัน เอนไซม E1 และ E2 มีผลทําให DMD, NDFD และ ADFD สูงกวา (P < 0.05) กลุมการทดลอง

อ่ืนๆ แตเอนไซม E3 และ E4 ใหผลตอ DMD และ ADFD เชนเดียวกับcontrol สําหรับเอนไซมทุกชนิด 

ใหผลของเอนไซมตอ TGP สูงกวา control (P < 0.05) 

ท่ีระยะเวลาบมท้ัง 2 เวลา ผลของ corn silage substrate มีความแตกตาง (P < 0.05) 

ระหวาง corn silage substrate ในแงของผลตอ DMD, NDFD, ADFD และ TGP (Table 5.2) 

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

0.05) ในทางตรงกันขาม corn silage 4 มี ADFD สูงท่ีสุด (P < 0.05) แตมี DMD และ TGP ต่ําท่ีสุด (P 
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< 0.05) จากตัวแปรท้ังหมด (DMD, NDFD, ADFD และ TGP) พบวาไมมี enzyme × corn silage 

substrate interaction (P>0.05) ท้ังท่ีระยะเวลาบม 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. 

 

ท่ีระยะเวลาบม 24 ชม. ไมพบความแตกตาง (P > 0.05) ระหวาง enzyme additive และ 

control ในแงของผลของเอนไซมตอ total VFA, molar proportions ของ acetate, propionate, 

butyrate และสัดสวนของ acetate ตอ propionate (Table 5.3) สวนผลของ corn silage 
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substrate พบความแตกตาง (P < 0.05) ระหวาง corn silage substrate ในแงของผลตอตัวแปร

ท้ังหมด ไดแก total VFA, molar proportions ของ acetate, propionate, butyrate และสัดสวน

ของ acetate ตอ propionate (Table 5.3) ผลิตภัณฑ corn silage 2 ให total VFA สูงกวา (P < 

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

acetate สูงกวา (P < 0.05) corn silage 1 และ corn silage 4 แต corn silage 1 และ corn silage 

4 ให molar proportion ของ propionate สูงกวา (P < 0.05) corn silage 2 and corn silage 3 

ในขณะท่ี corn silage 1 และ corn silage 2 มี molar proportion ของ butyrate และสัดสวนของ 

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

corn silage 3 ในสวนของ molar proportion ของ acetate, propionate, butyrate และสัดสวน

ของ acetate ตอ propionate ไมพบวามี enzyme × corn silage substrate interaction (P > 

0.05) แตสําหรับ corn silage 1 และ corn silage 2 ผลของเอนไซมตอ total VFA ข้ึนอยูกับ 

enzyme additive (enzyme × corn silage interaction, P < 0.05) สวน corn silage 4 ในสวน

ของ molar proportion ของ acetate, butyrate และสัดสวนของ acetate ตอ propionate ไม

พบวามี enzyme × corn silage substrate interaction (P > 0.05) แต ผลของเอนไซมตอ total 

VFA และ molar proportion ของ propionate ข้ึนอยูกับ enzyme additive (enzyme × corn 

silage interaction, P < 0.05) 

ท่ีระยะเวลาบม 48 ชม. ไมพบความแตกตาง (P > 0.05) ระหวาง enzyme additives และ 

control เก่ียวกับผลของเอนไซมตอ molar proportion ของ acetate, propionate, butyrate, และ

สัดสวนของ acetate ตอ propionate แต enzyme additives มีผลทําใหมีความแตกตาง (P < 0.05) 

ตอ total VFA (Table 5.3) เอนไซม E3 และ E4 สงผลใหมี total VFA สูงกวา control (P < 0.05) 

ในขณะท่ีเอนไซม E3 สงผลใหมี total VFA (P < 0.05) สูงท่ีสุด สําหรับผลของ corn silage substrate 

พบวามีความแตกตาง (P < 0.05) ระหวาง corn silage substrate เก่ียวกับผลของ corn silage ตอ

ทุกๆ ตัวแปร ไดแก total VFA, molar proportions ของ acetate, propionate, butyrate, และ

สัดสวนของ acetate ตอ propionate (Table 5.3) 

สําหรับ corn silage 4 สงผลใหมี total VFA ต่ําท่ีสุด คือต่ํากวา corn silage ท้ัง 3 ชนิด 

(P<0.05) สวน corn silage 3 และ corn silage 4 สงผลใหมี molar proportion ของ acetate สูง

กวา corn silage 1 และ corn silage 2 (P < 0.05), แต corn silage 1 และ corn silage 2 สงผลให

มี molar proportions ของ propionate และ butyrate สูงท่ีสุด (P<0.05) ตามลําดับ ในสวนของ 

corn silage 3 และ corn silage 4 สงผลใหมีสัดสวนของ acetate ตอ propionate สูงกวา corn 

silage 1 และ corn silage 2 (P < 0.05) สําหรับ corn silage ทุกชนิด และผลตอ total VFA และ 

molar proportion ของ butyrate พบวาไมมี enzyme × corn silage substrate interaction 

(P>0.05) แตสําหรับ corn silage 3 และ corn silage 4 ผลของเอนไซมตอ molar proportion ของ 

 

 

 

 

 

 

 

 



68 

acetate ข้ึนอยูกับชนิดของ enzyme additive (enzyme × corn silage interaction, P<0.05) จาก 

corn silage substrate ทุกชนิด ผลของเอนไซมตอ molar proportion ของ propionate และ

สัดสวน acetate ตอ propionate ข้ึนอยูกับชนิดของ 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 วิจารณผลการทดลอง (Discussion) 

 ผลิตภัณฑสารเสริมเอนไซมท้ัง 4 ชนิด ท่ีใชในการศึกษาครั้งนี้ เปนผลิตภัณฑเอนไซมทางการคา

ท่ีมี xylanase และ endoglucanase activities หลากหลาย การวิเคราะหหา enzyme activity ใช

ระดับ pH 6 และอุณหภูมิ 39 °C ตามท่ีแนะนําโดย Colombatto and Beauchemin (2003) เพ่ือ

สะทอนถึงสภาวะปกติในกระเพาะหมักของโคนมท่ีไดรับท้ังอาหารขนและอาหารหยาบ สารเสริมเอนไซม

แตละชนิดมี activity หลากหลายท้ัง endoglucanase และ xylanase ท้ังนี้ข้ึนอยูกับชนิดของจุลินทรีย

ท่ีใชผลิตเอนไซม (Beauchemin et al., 2004) อุณหภูมิ และ substrate (Colombatto and 

Beauchemin, 2003) และระดับ pH (Kung et al., 2002) Kung et al. (2002) รายงานวาความ

แตกตางของ activity profiles เม่ือวิเคราะหท่ีระดับ pH ท่ีแตกตางกัน และแนะนําวา ผลของ pH ตอ  

enzyme activity อาจเปนปจจัยสําคัญ เม่ือตองการจําแนก fibrolytic enzyme สําหรับใชในอาหาร

สัตวเค้ียวเอ้ือง 

การศึกษาครั้งไดออกแบบเพ่ือประเมินผลการใชระดับการเสริม 2 ระดับ ของผลิตภัณฑเอนไซม 

4 ชนิด เพ่ือปรับปรุงการยอยสลายของ corn silage 4 ชนิด โดยใช in vitro techniques วิธีการนี้

สามารถใชอยางเชื่อถือไดในการวิเคราะหโดยชีววิธี เพ่ือทํานายผลตอบสนอง in vivo ตอ exogenous 

enzymes โครงการนี้มุงสนใจศึกษา corn silages เพราะใชเลี้ยงโคในหลายภูมิภาคของโลก และใน

คุณคาทางโภชนะคอนขางสูง แต corn silage ในท่ีตางๆ มีคุณภาพแตกตางกัน ความแตกตางใน

องคประกอบของ NDF, ADF และ starch ระหวาง corn silages อาจเนื่องมาจากความแตกตางของ

ระยะการเจริญเติบโตและชิ้นสวนของตนขาวโพด การเสริม fibrolytic enzyme additive สามารถเพ่ิม  

DMD, DNDF, ADF, และ TGP ของ corn silages ท้ัง 4 ชนิด ท่ีระยะเวลาบมท่ี 24 และ 48 ชม. 

อยางไรก็ตาม degradability ของ corn silage ตอบสนองตอชนิดของเอนไซมท่ีแตกตางกัน ข้ึนอยูกับ 

ชนิดของเอนไซม โดยเอนไซม E1 และ E2 มีประสิทธิภาพมากกวาเอนไซมอีก 2 ชนิด ทํานองเดียวกัน 

Eun et al. (2007) รายงานในการศึกษา in vitro วา degradability ของ NDF และ ADF จาก alfalfa 

hay และ corn silage เพ่ิมข้ึนเม่ือเสริม fibrolytic enzyme additive แตผลตอบสนองผันแปรข้ึนอยู

กับชนิดของเอนไซม อยางไรก็ตาม สารเสริมเอนไซมทางการคาแตละชนิดใหผลท่ีแตกตางกัน กลาวคือ 

สารเสริมเอนไซม E1 และ E2 มีประสิทธิภาพมากกวาสารเสริมเอนไซม E3 และ E4 สวนผลของ corn 

silage substrate พบวามีความแตกตางระหวาง corn silage substrate เก่ียวกับผลตอ DMD, NDFD, 

ADFD และ TGP ท้ังนี้อาจเนื่องมาจากความแตกตางขององคประกอบระหวาง corn silage ท่ีใชใน

การศึกษา corn silage 1 มี DMD และ TGP สูงท่ีสุด เพราะวา corn silage 1 มีองคประกอบของแปง

มากกวา corn silage อีก 3 ชนิด สําหรับตัวแปรท่ีทําการศึกษาท้ังหมด ไดแก DMD, NDFD, ADFD 

และ TGP พบวาไมมี enzyme × corn silage substrate interaction ท้ังท่ีระยะเวลาบม 24 หรือ 48 

ชม. ผลของการศึกษาครั้งนี้แนะนําวา ผลตอบสนองตอ fibrolytic enzyme additive ของ corn 

silage ท้ัง 4 ชนิดนั้นเหมือนกัน การศึกษาครั้งนี้พบวา fibrolytic enzyme additive ไมมีผลตอ total 
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VFA และ molar proportions ของ VFA แตละชนิด ซ่ึงสอดคลองกับ Chung et al. (2012) ใน

การศึกษาท่ีเสริม enzyme ในอาหาร ไมสงผลตอความเขมขนของ total VFA และ molar 

proportions ของ VFA แตละชนิด ใน ruminal fluid อยางไรก็ตาม ผลของ corn silage substrate 

มีความแตกตางระหวาง corn silage substrate เก่ียวกับ total VFA และ molar proportions ของ 

VFA แตละชนิด เพราะวา proportion ของ ruminal VFA สามารถเปลี่ยนแปลงได ข้ึนอยูกับ 

สวนประกอบของโภชนะในกระเพาะหมัก Phakachoed et al. (2013) แนะนําวา การวิเคราะหผลของ 

enzyme ตอความเขมขนของ VFA อาจไมใชวิธีท่ีเปนประโยชนในการจําแนกแยกแยะศักยภาพของผล

ของ the enzyme additives in vivo 

 

5.5 สรุป (Conclusions) 

 ผลิตภัณฑ enzyme additive ทุกชนิด ใหผลในทางบวก โดยสามารถเพ่ิม DMD, NDFD, 

ADFD และ TGP ในทุก corn silage อยางไรก็ตาม เอนไซม E1 และ E2 มีประสิทธิภาพมากกวา

เอนไซม E3 และ E4 ในขณะท่ี corn silage1 มีผลทําใหมี DMD, NDFD และ TGP สูงท่ีสุด ในขณะท่ี 

corn silage 4 มีผลทําใหมี ADFD สูงท่ีสุด 
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บทที่ 6 

ผลของการใช exogenous fibrolytic enzyme ตอการหมักยอยฟางขาว in vitro 

(Effects of exogenous fibrolytic enzymes on in vitro  

ruminal fermentation of rice straw) 

 

บทคัดยอ 

การศึกษาครั้งนี้เพ่ือประเมินผลของ enzyme additives 8 ชนิด ตอการหมักยอยฟางขาวใน

กระเพาะหมัก โดยใชวิธี batch culture in vitro assay ท่ีประกอบดวย medium และ ruminal 

fluid ท่ีระยะเวลาบม 48 ชม. แผนการทดลองเปนแบบ completely randomized design 

ประกอบดวย 2 runs และมี 4 ซํ้า ผลิตภัณฑ enzyme additive ท้ังหมด เปนผลิตภัณฑเอนไซมทาง

การคา ท่ีมีความผันแปรของ endoglucanase, exoglucanase และ xylanase activities ระดับการ

เสริมของเอนไซมท้ัง 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. หลังการบม หาคา degradability ของ DM 

(DMD), neutral detergent fiber (NDFD) และ acid detergent fiber (ADFD) ภายหลังจากการบม

ท่ี 24 และ 48 ชม. หลังจากการบม 24 ชม. Degradability ของ DM, NDF และ total gas 

production (TGP) ไมมีผลกระทบจาก enzyme additives อยางไรก็ตาม degradability ของ ADF 

เพ่ิมข้ึนเม่ือเสริม enzyme additives (P<0.05) หลังจากการบม 48 ชม. ผลของ enzyme additives 

ตอ degradability ของ DM และ TGP เหมือนกัน (P>0.05) แต degradability ของ NDF เพ่ิมข้ึน 

(P<0.05) โดย enzyme additives ท่ีระยะเวลาบมท้ัง 2 เวลา มีความแตกตาง (P<0.05) ระหวางชนิด

ของ enzyme additives เก่ียวกับผลตอ degradability ของ ADF การเสริม exogenous fibrolytic 

enzymes สามารถเพ่ิม in vitro degradation ของฟางขาว แตในแตละผลิตภัณฑเอนไซมสแดง

ผลตอบสนองท่ีแตกตางกัน ข้ึนอยูกับระดับการเสริมเอนไซมื (enzyme × dose interaction, P<0.05) 

มีความแตกตางระหวาง enzyme additives สําหระบ total VFA ท้ังท่ีระยะเวลาบม 24 และ 48 ชม. 

(P<0.05); การเพ่ิมระดับการเสริมเอนไซม ทําใหเพ่ิม total VFA หลังการบม 24 และ 48 ชม. นั่นคือ 

ทุกระดับการเสริมเอนไซมจะสงผลใหมี total VFA สูงกวา control (P<0.001) สรปโดยรวม enzyme 

additives แสดงผลตอบสนองในเชิงบวกของ rice straw substrates (เพ่ิม NDFD และ ADFD) 

อยางไรก็ตาม ผลิตภัณฑเอนไซม E3 มีประสิทธิภาพมากกวาผลิตภัณฑเอนไซมชนิดอ่ืนๆ 

 

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) 

 ฟางขาวเปนผลพลอยไดจากการผลิตขาวท่ีมีมากและใชเปนแหลงอาหารหยาบหลักอยาง

กวางขวางในประเทศไทย ท้ังนี้เพราะวาอาหารหยาบคุณภาพดีนั้นมักมีราคาสูง และอาหารหยาบ

คุณภาพดีนั้นมีอยูอยางจํากัด อยางไรก็ตาม ฟางขาวมีองคประกอบของ lignocellulosic อยูสูง มี

องคประกอบของโปรตีนต่ํา มีความนากินต่ํา และมีการยอยสลายไดของอินทรียวัตถุในกระเพาะหมักต่ํา 

(Jung et al., 1993) การเพ่ิมการยอยไดของอาหารคุณภาพต่ําโดยการใช enzyme feed additives 

สามารถนําไปสูการปรับปรุงผลผลิตสัตวอยางมีนัยสําคัญในหลายภูมิภาคของโลก อยางไรก็ตาม 

enzyme activities ของ feed enzymes ท่ีทําการทดสอบภายใตสภาวะท่ีควบคุมไดอยางเหมาะสม 

ไมสามารถทํานายความสามารถของเอนไซมในการเพ่ิมการยอยอาหารสัตวเค้ียวเอ้ือง (McAllister et 

al., 2001) ดังนั้นกอนการใช enzyme additive ในอาหารสัตวเค้ียวเอ้ือง ตองทดสอบผลของการใช 

enzyme feed additive และคัดกรองผลิตภัณฑเอนไซม และหาระดับการเสริมท่ีเหมาะสมในสภาวะ

ของกระเพาะหมัก (Colombatto and Beauchemin, 2003) สวนหนึ่งของการศึกษานี้มุงสนใจวิธีการ 
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in vitro screening โดยใชฟางขาวเปน substrate กอนท่ีจะนําเอนไซมไปทดสอบตอไปในการศึกษา in 

vivo ท่ีใชอาหารท่ีมีฟางขาวเปนสวนประกอบ วัตถุปรสงคของการศึกษาครั้งนี้เพ่ือประเมินศักยภาพของ 

enzyme additives หลายชนิด ท่ีมี enzyme activities แตกตางกัน เพ่ือเพ่ิม in vitro ruminal fiber 

degradation และ fermentation profile ของฟางขาว และหาระดับการเสริมท่ีเหมาะสมของเอนไซม

แตละชนิด 

 

6.2 อุปกรณและวิธีการ (Materials and method)  

การทดลองนี้ดําเนินการตามแบบแผน completely randomized design ประกอบดวย 2 

runs (batches) และมีจํานวน 4 ซํ้าตอ run และแตละ run ทําแยกกันคนละวัน 

6.2.1 การเตรียม reagents (Reagents preparation) 

ในการเตรียม reagents ไดแก buffer solution, macromineral solution, micromineral 

solution, 0.1% (wt/vol) Resazurin และการเตรียม Medium เตรียมเชนเดียวกันกับท่ีไดรายงายไว

ในบทท่ี 5 

6.2.2 การเตรียม substrate และ enzyme 

ทําการอบตัวอยางฟางขาวท่ีอุณหภูมิ 55°C จนกระท่ังแหง (~48 ชม.) และบดดวยเครื่องบด 

(Wiley mill standard model 4, Arthur H. Thomas, Philadelphia, PA, USA) ผานตะแกรงขนาด 

1 mm ชั่งฟางขาวบดประมาณ 0.9 g DM บรรจุลงใน filter bag ท่ีผานการลางดวย acetone และชั่ง

น้ําหนักแลว (F57, Ankom Technology, Macedon, NY) เตรียมจํานวน 4 ซํ้า ในแตละ treatment 

และในแตละระยะเวลาบมใน batch culture เจือจางผลิตภัณฑเอนไซมดวยน้ํา และเติม (200 µl) ลง

บน substrates (rice straw) โดยตรงใน filter bag (กอนปดปากถุง) ท่ีระดับการเสริม 3 ระดับ ของ

เอนไซมแตละชนิด: 0 (control), 2 และ 4 µl/g of substrate DM ปดปากถุงดวย heat-sealed และ

บรรจุลงในชวดขนาดปริมาตร 125 ml และท้ิงไวท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 3 ชม. 

6.2.3 In vitro fermentations 

เชนเดียวกับท่ีไดรายงานไวในบทท่ี 5 

6.2.4 Determination of pH, and VFA at 24 and 48 h 

เชนเดียวกับท่ีไดรายงานไวในบทท่ี 5 

6.2.5 Statistical analysis 

เชนเดียวกับท่ีไดรายงานไวในบทท่ี 5 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



78 

6.3 ผลการทดลอง (Results) 

6.3.1 Enzyme activity 

คํานวณ enzymes activity ตามพ้ืนฐานของ activity ท่ีวัดไดท่ีสภาวะท่ีเหมาะสมในการบมใน

กระเพาะหมัก enzyme additive ทุกชนิด มี xylanase, endo-glucanase และ exo-glucanase 

activity และ amylase ยกเวนเพียงเอนไซม E1 และ E7 ท่ีไมมี amylase activity (Table 6.1) 

สําหรับ xylanase activity ผลิตภัณฑสารเสริมเอนไซมท้ัง 8 ชนิด (per ml) จัดเรียงลําดับไดดังนี้ 

E6>E8>E5>E2>E7>E1>E3>E4 วัด enzyme activity โดยใช xylan substrate (oat spelt) สวน 

endo-glucanaseand activity ผลิตภัณฑสารเสริมเอนไซมท้ัง 8 ชนิด (per ml) จัดเรียงลําดับไดดังนี ้

E2>E8>E1>E5>E6>E3>E7>E4 การวัด enzyme activity ใช cellulose substrate (medium-

viscosity carboxymethylcellulose) ดังนั้นเอนไซม E6 เปนเอนไซมท่ีมีแหลงท่ีมีความเขมขนของ 

xylanase สูงท่ีสุด และเอนไซม E2 E6 เปนเอนไซมท่ีมีแหลงท่ีมีความเขมขนของ endo-glucanase สูง

ท่ีสุด ในขณะท่ีเอนไซม E4 เปนผลิตภัณฑเอนไซมท่ีมีความเขมขนต่ําท่ีสุด 

 

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 

 หลังจากการบม 24 ชม. degradability ของ DM, NDF และ TGP ไมมีผลกระทบจาก 

enzyme additives อยางไรก็ตาม enzyme additives สามารถเพ่ิม degradability ของ ADF 

(P<0.05) (Table 6.2) หลังจากการบม 48 ชม. ผลของ enzyme additives ตอ degradability ของ 

DM และ TGP ไมแตกตางกัน (P>0.05) แต degradability ของ NDF เพ่ิมข้ึน (P<0.05) เนื่องจากการ
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เสริม enzyme additives ท่ีระยะเวลาบม ท้ัง 2 เวลา พบวามีความแตกตาง (P<0.05) ระหวาง 

enzyme additives เก่ียวกับผลตอ degradability ของ ADF 

ท่ี 48 ชม. หลังการบม E3 สงผลใหมี NDF degradability สูงท่ีสุด ในทางตรงกันขาม NDF 

degradability ต่ําสุดเม่ือใชเอนไซม E4 ท่ีระยะเวลาบมท้ัง 2 เวลา E3 มีผลทําให ADF degradability 

สูงท่ีสุด แต ADF degradability ต่ําสุดใน E5 สําหรับตัวแปรท้ังหมด DMD, NDFD, ADFD และ TGP 

ลวนเพ่ิมข้ึน (P<0.05) เม่ือเปรียบเทียบกับ control ท่ี 24 และ 48 ชม. หลังการบม ในทางตรงกันขาม 

ผลของ enzyme dose ตอ DM degradability เหมือนกัน (P>0.05) ระหวาง control และ enzyme 

dose ท่ี 24 ชม. หลังการบม ท่ีระยะเวลาบมท้ัง 2 เวลา ผลของ enzyme dose ตอ DM 

degradability และ TGP ไมมีปฏิสัมพันธของ enzyme × dose (P>0.05) และ NDF degradability 

ไมมี enzyme × dose interaction (P>0.05) เชนกัน ท่ีหลังจากการบม 24 ชม. 

ท่ี 48 ชม. หลังการบม ผลของ enzyme dose ตอ NDF degradability ข้ึนอยูกับ enzyme 

additive (enzyme × dose interaction, P<0.05) ท่ีระยะเวลาบมท้ัง 2 เวลา ผลของ enzyme 

dose ตอ ADF degradability ข้ึนอยูกับ enzyme additive (enzyme × dose interaction, 

P<0.05) ท่ี 24 ชม. หลังการบมเอนไซม E2, E3, E6 และ E7 ทุกระดับของ enzyme dose เพ่ิม ADF 

degradability เม่ือเปรียบเทียบกับ control (P<0.05) โดยไมมีความแตกตางระหวางระดับการเสริม

เอนไซม สําหรับเอนไซม E1 ทุกระดับการเสริมสามารถเพ่ิม ADF degradability เม่ือเปรียบเทียบกับ 

control (P<0.05) และท่ีระดับการเสริม 4 µl/g DM จะเพ่ิมสูงกวาท่ีระดับการเสริม 2 µl/g DM 

สําหรับเอนไซม E4, ADF degradability จะเทากัน (P>0.05) ทุกระดับการเสริมเม่ือเปรียบเทียบกับ 

control สวนเอนไซม E5 และ E8, ADF degradability ท่ีระดับการเสริม 2 µl/g DM สูงกวา control 

แตท่ีระดับการเสริมสูงสุด (4 µl/g DM) จะเทากับ control (P>0.05) 

ท่ี 48 ชม. หลังการบม เอนไซม E1, E2, E3, E4, E7 และ E8 ทุกระดับการเสริม สามารถเพ่ิม 

NDF degradability เม่ือเปรียบเทียบกับ control (P<0.05) แตไมมีความแตกตางระหวางระดับของ

การเสริมเอนไซม สวนเอนไซม E6, ทุกระดับการเสริมสามารถเพ่ิม NDF degradability เม่ือ

เปรียบเทียบกับ control (P<0.05) แต NDF degradability ท่ีระดับการเสริม 4 µl/g DM จะสูงกวาท่ี

ระดับการเสริม 2 µl/g DM สําหรับเอนไซม E5, ผลตอบสนองของ NDF degradability ตอระดับการ

เสริม ท่ี 2 µl/g DM จะสูงกวา (P<0.05) control แตท่ีระดับการเสริมสูงสุด (4 µl/g DM) ไมแตกตาง

จาก control (P>0.05) 

สําหรับเอนไซม E1, E2, E3, E6, E7 และ E8 ท่ีทุกระดับการเสริมสามารถเพ่ิม NDF 

degradability เม่ือเปรียบเทียบกับ control (P<0.05) โดยไมมีความแตกตางระหวางระดับของการ

เสริม สวนเอนไซม E4 และ E5, มี ADF degradability เทากัน (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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ท่ีระยะเวลาบม 24 ชม. total VFA, molar proportion ของ acetate และสัดสวนของ 

acetate ตอ propionate ของเอนไซม E8 จะสูงกวา (P<0.05) เอนไซมอ่ืนๆ (Table 6.3) เปรียบเทียบ

กับ control ระดับการเสริมเอนไซม มีผลตอ total VFA, molar proportion ของ acetate และ

สัดสวน acetate ตอ propionate ท่ีระดับการเสริม 2 และ 4 µl/g DM สามารถเพ่ิม total VFA และ 

molar proportion ของ acetate (P<0.05) แตไมมีความแตกตางระหวางระดับการเสริม สัดสวนของ 

propionate ไมมีผลกระทบระหวางชนิดของ enzyme additives และ enzyme dose (P>0.05) 

สัดสวนของ butyrate ไมมีผลกระทบระหวาง enzyme additives (P>0.05) อยางไรก็ตาม enzyme 

doses สามารถเพ่ิมสัดสวนของ butyrate เม่ือเปรียบเทียบกับ control (P<0.05) สําหรับตัวแปร

ท้ังหมดท่ีทําการศึกษา ไดแก total VFA, molar proportion ของ acetate, propionate, butyrate 

และสัดสวน acetate ตอ propionate ไมมี enzyme × dose interaction (P>0.05) 

ท่ีระยะเวลาบม 48 ชม. ผลของเอนไซมตอ total VFA, molar proportion ของ acetate 

และสัดสวน acetate ตอ propionate มีความแตกตางกัน (P<0.05) (Table 6.3) เอนไซม E2 สงผลให 

total VFA สูงกวา enzyme additive อ่ืนๆ สัดสวนของ acetate มีคาสูงในเอนไซม E2, E3 และ E4 

กวา ใน enzyme additives อ่ืนๆ ในขณะท่ีสัดสวนของ butyrate มีคาสูงในเอนไซม E6 และ E8 กวา 

enzyme additives อ่ืนๆ สัดสวนของ acetate ตอ propionate มีคาสูง ในเอนไซม E1, E2, E4 และ 

E7 กวา ใน enzyme additives อ่ืนๆ ไมมีผลของ enzyme doses ตอ total VFA, molar 

proportion ของ acetate, propionate และ butyrate (P>0.05) อยางไรก็ตาม ท่ีระดับการเสริม

สูงสุด จะลดสัดสวน acetate ตอ propionate (P<0.05), สัดสวน acetate ตอ propionate ท่ีระดับ

การเสริม 0 µl/g DM หรือ control จะสูงกวา 4 µl/g DM แตเทากับ 2 µl/g DM สําหรับตัวแปร

ท้ังหมดท่ีทําการศึกษา ไดแก total VFA, molar proportion ของ acetate, propionate, butyrate 

และสัดสวน acetate ตอ propionate ไมมี 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. 

 

 

 

 

 

 

 

 



84 

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 วิจารณผลการทดลอง (Discussion) 

 การศึกษาครั้งนี้ทําการประเมินศักยภาพของ fibrolytic enzyme additives ท่ีผลิตข้ึนเพ่ือ

การคา เพ่ือใชเปนสารเสริมในอาหารสัตวเค้ียวเอ้ืองท่ีไดรับฟางขาวเปนอาหารหยาบหลัก ผลของ

ผลิตภัณฑเอนไซมตอการตอบสนองของสัตวไมสามารถคาดการณไดจาก enzyme activity 

(Beauchemin et al., 2004) ดังนั้นวิธีการ in vitro จึงถูกนํามาใชในการคัดกรองผลของผลิตภัณฑ

เอนไซม และระดับการเสริมท่ีเหมาะสม กอนท่ีจะนําผลิตภัณฑเอนไซมไปใชในฟารมสัตวเค้ียวเอ้ือง ท้ังนี้

เพราะ in vitro method สามารถท่ีจะคัดกรองตัวอยางและกลุมการทดลองจํานวนมากๆ ได การ

วิเคราะหแบบ in vitro assay จึงถูกนํามาใชในการศึกษาครั้งนี้เพ่ือท่ีจะแนะนําชนิดของเอนไซมท่ีจะใช

ในการศึกษาในโครีดนมในอนาคต และระดับ pH ของ buffer ท่ีใช ปรับใหเทากับ 6.5 เพ่ือใหสอดคลอง

กับระดับ pH ปกติในกระเพาะหมักของโคนมท่ีดีรับฟางขาวเปนอาหารหยาบหลัก 

 ท่ีระยะเวลาบมท้ัง 2 เวลา ผลิตภัณฑเอนไซมทุกชนิดไมสงผลตอ TGP เม่ือเปรียบเทียบกับ 

control ทํานองเดียวกัน Wang et al. (2004) รายงานไมมีผลตอ TGP ในชวงการบม 30 ชม. เม่ือใช 

exogenous enzymes ท่ีมี endoglucanase, xylanase, และ amylase activities ใน untreated 

wheat straw นอกจากนี้ Liu and Ørskov (2000) รายงานวาการเสริม cellulase ระดับตางๆ ในฟาง

ขาว (0, 4, 8 to 16 unit per gram straw) ไมมีผลตอ GP ท่ีระยะเวลาบม 24 ชม. อยางไรก็ตาม 

Yang et al. (2011) รายงานวา enzyme additives เพ่ิม TGP จาก alfalfa hay หลังการบม 12 ชม. 

รวมกับ ruminal fluid แต enzymes ไมมีผลตอ TGP จาก rice straw 

มีเพียงบางการทดลองเสริมเอนไซมแลวเพ่ิม TGP จากฟางขาวท่ีระยะเวลาบม 48 ชม. Yang 

et al. (2011) แนะนําวาฟางขาวมีองคประกอบของ recalcitrant fiber ซ่ึงตองใชระยะเวลานานกวาท่ี

ผลของเอนไซมจะเกิดข้ึน ดังนั้นผลการทดลองเหลานี้ชี้ใหเห็นวาเอนไซมอาจมีศักยภาพในการใช

ปรับปรุงคุณภาพพืชอาหารสัตวท่ีมีคุณภาพสูงมากกวาอาหารหยาบคุณภาพต่ํา 

 ท่ีระยะเวลาบมท้ัง 2 เวลา 24 และ 48 ชม. DM degradability ไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ

ทางสถิติ (P>0.05) ในทุกกลุมการทดลองท่ีเสริมเอนไซม ซ่ึงสอดคลองกับผลตอ TGP ฟางขาวประกอบ

ไปดวย polysaccharides ในปริมาณมาก ซ่ึงเปนแหลงของพลังงานสําหรับจุลินทรียในกระเพาะหมัก 

อยางไรก็ตาม ฟางขาวมีองคประกอบของโปรตีนต่ํา และมีองคประกอบของ lignocellulose อยูสูง 

Waghorn and McNabb (2003) รายงานวา esterified bonds ระหวาง cellulose, hemicellulose 

และ lignin จํากัดการยอยไดของฟางขาวโดยจุลินทรียในกระเพาะหมัก Eun et al. (2006) รายงานวา 

DM degradability ของ untreated rice straw ท่ีระยะเวลาบม 24 ชม. ไมมีผลกระทบจากการเสริม

เอนไซมบางชนิด  (cellulases หรือ xylanases) ในทางตรงกันขาม Yang et al. (2011) รายงานวา

กลุมการทดลองท่ีเสริมเอนไซมทุกกลุมการทดลองสามารถเพ่ิม DM degradability ท่ี 12 และ 48 ชม. 

หลังการบม 
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 ADF degradability มีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) ในทุกระดับการ

เสริมเอนไซม ท้ัง 2 ระยะเวลาบม ท่ี 24 และ 48 ชม. ยกเวนเอนไซม E4 และ E5 ซ่ึงทุกระดับการเสริม

ใหผลเหมือนกันกับกลุม control อยางไรก็ตาม NDF degradability เพ่ิมข้ึนเฉพาะท่ีระยะเวลาบม 48 

ชม. Beauchemin et al. (1999) แนะนําวาการเสริมเอนไซมลงบนอาหารโดยตรงสงผลใหมีการ

ปลดปลอยเอนไซมสู ruminal fluid ไดชา เม่ืออาหารถูกยอย Yang et al. (2011) รายงานวา 

degradability ของ NDF เพ่ิมข้ึนในทุกกลุมการทดลองท่ีเสริมเอนไซม ท้ัง 2 ระยะเวลาบม (12 และ 48 

ชม.) แต ADF degradability เพ่ิมข้ึนเฉพาะท่ีระยะเวลาบม 48 ชม. ในทางตรงกันขาม Eun et al. 

(2006) รายงานวาผลิตภัณฑเอนไซมไมมีผลตอ NDF และ ADF degradability ของ untreated rice 

straw ท่ีระยะเวลาบม 24 ชม. อยางไรก็ตาม degradability ของ fibrous fraction NDF และ ADF 

เพ่ิมข้ึนเม่ือเสริมเอนไซมท่ีมี protease activity การท่ีผลของดารเสริมเอนไซมตอ TGP, DM, NDF และ 

ADF degradability แตกตางกันอาจเนื่องมาจากความแตกตางของ rice straw substrate หรือ 

คุณสมบัติของผลิตภัณฑเอนไซมท่ีใช Beauchemin et al. (2003) แนะนําวา enzyme additives มี

ความผันแปรในดานประสิทธิภาพ ท้ังนี้ข้ึนอยูกับปจจัยตางๆ เชน enzyme activity, ชนิดและระดับ

การเสริมเอนไซม ชนิดของอาหาร วิธีการเสริมเอนไซม และสถานภาพทางสรีรวิทยาของสัตว 

จากการท่ี NDFD และ ADFD ของ rice straw หลังการบม 24 และ 48 ชม. ในการศึกษา in 

vitro เพ่ิมข้ึน (Fig. 1) NDFD ของเอนไซม E1 เพ่ิมข้ึนสูงท่ีสุด คือเพ่ิมข้ึนถึง 31% และ 18% ท่ี

ระยะเวลาบม 24 และ 48 ชม. ตามลําดับ ในขณะท่ี ADFD เพ่ิมข้ึนถึง 38% และ 15% ท่ีระยะเวลาบม 

24 และ 48 ชม. เชนเดียวกัน เอนไซม E2 สามารถเพ่ิม NDFD ไดถึง 26% และ 19% ท่ีระยะเวลาบม 

24 และ 48 ชม. และ ADFD เพ่ิมข้ึน 21% และ 17% ท่ีระยะเวลาบม 24 และ 48 ชม. เม่ือใชเอนไซม 

E3 NDFD ของฟางขาวเพ่ิมข้ึน 22% และ 29% ท่ีระยะเวลาบม 24 และ 48 ชม. และ ADFD เพ่ิมข้ึน 

32% และ 30% หลังการบมท่ี 24 และ 48 ชม. การเพ่ิม NDFD โดยเอนไซม E4 สูงสุด คือ 13% หลัง

การบม 24 ชม. และ 11% หลังการบม 48 ชม. และ ADFD เพ่ิมข้ึน 6% หลังการบม 24 ชม. และ 8% 

หลังการบม 48 ชม. สําหรับเอนไซม E1, E2, E3 และ E4 ซ่ึงเคยใชในการศึกษา in vitro โดยใช corn 

silage เปน substrate (บทท่ี 4) รายงานผลตอบสนองตอเอนไซมไปในทางบวก ผลการทดลองเดียวกัน

ยังไดรายงานวาผลิตภัณฑสารเสริมเอนไซม 2 ชนิด คือ E1 (Dyadic) และ E3 (Rovabio) มี

ประสิทธิภาพมากกวา E2 (Econase) และ E4 (Cinabio) หลังการบมท่ี 24 และ 48 ชม. นอกจากนี้

ผลิตภัณฑสารเสริมเอนไซม 2 ชนิด คือ E1 และ E2 ยังไดเคยทําการศึกษาในโคนมและใหผลตอบสนอง

ในทางบวก (Arriola et al., 2011 และ Holtshausen et al.,2011) อยางไรก็ตาม ยังไมเคยมีรายงาน

การศึกษาท่ีใชผลิตภัณฑเอนไซมท้ัง 4 ชนิดนี้รวมกับฟางขาว ท้ังในการศึกษา in vitro และ in vivo 

ดังนั้นจึงเสนอแนะวาควรมีการศึกษาการใชผลิตภัณฑเอนไซม E1 และ E3 ในตัวสัตว (in vivo) โดยใช

อาหารท่ีมีฟางขาวเปนสวนประกอบตอไป 
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สําหรับเอนไซม E5 มีผลทําให NDFD เพ่ิมข้ึนสูงสุดถึง 26% และ 9% ท่ีระยะเวลาบม 24 และ 

48 ชม. ตามลําดับ และ ADFD เพ่ิมข้ึน 27% และ 7% ท่ีระยะเวลาบม 24 และ 48 ชม. ตามลําดับ 

(Fig.1) เอนไซม E6 ทําให NDFD เพ่ิมข้ึน 13% และ 27% ท่ีระยะเวลาบม 24 และ 48 ชม. ตามลําดับ 

และ ADFD เพ่ิมข้ึน 21% และ 24% ท่ีระยะเวลาบม 24 และ 48 ชม. เอนไซม E7 ทําให NDFD 

เพ่ิมข้ึน 20% และ 20% หลังการบม 24 และ 48 ชม. ตามลําดับ และ ADFD เพ่ิมข้ึน 23% และ 17% 

หลังการบม 24 และ 48 ชม. ตามลําดับ เอนไซม E8 ทําให NDFD เพ่ิมข้ึน 17% หลังการบม 24 ชม. 

และ 17% หลังการบม 48 ชม. และ ADFD เพ่ิมข้ึน 16% หลังการบม 24 ชม. และ 15% หลังการบม 

48 ชม. ผลิตภัณฑสารเสริมเอนไซม E5, E6, E7 และ E8 นี้ เปน fibrolytic enzyme additives ท่ีอยู

ระหวางการพัฒนา และอยูในรูปของของเหลว 

 Volatile fatty acids เปนผลผลิตสุดทายของการหมักยอยของจุลินทรียในกระเพาะหมัก และ

เปนแหลงพลังงานหลักของสัตวเค้ียวเอ้ือง การศึกษาครั้งนี้พบวา fibrolytic enzyme additives 

สามารถเพ่ิมความเขมขนของ total VFA, molar proportions ของ acetate และ butyrate ซ่ึง

สอดคลองกับการเพ่ิมข้ึนของ DMD, NDFD หรือ ADFD การศึกษา in vitro ของ Eun et al. (2006) 

รายงานวา ammoniated rice straw (ARS) ใหผลผลิต total VFA สูงกวา untreated rice straw 

(URS) แตการเสริมเอนไซมลงใน URS หรือ ARS ไมสงผลกระทบตอผลผลิต total VFA ท้ังนี้อาจเปน

เพราะจุลินทรียในกระเพาะหมักบางชนิดสามารถสับเปลี่ยนผลผลิตสุดทายของการหมักยอย ข้ึนอยูกับ

อัตราการเจริญของจุลินทรีย (Russell and Wallace, 1997) อยางไรก็ตาม Yang et al. (2011) 

รายงานวา total VFA ไมถูกกระทบจากเอนไซมทุกชนิดหลังจากการบม 12 ชม. เม่ือใชฟางขาวรวมกับ 

ruminal fluid เปน substrate แต proportion ของ acetate เพ่ิมข้ึนเม่ือเสริมเอนไซม แตความ

เขมขนของ total VFA มีแนวโนมสูงกวากลุม control หลังการบม 48 ชม. Yang et al. (2011) ยัง

พบวาการหมักยอยคารโบไฮเดรทเพ่ิมข้ึนเล็กนอยเม่ือเสริม enzyme additives 

 

6.5 สรุป (Conclusions) 

 ผลิตภัณฑ enzyme additives ท่ีทําการประเมินในการศึกษาครั้งนี้มี endoglucanase, 

exoglucanase and xylanase activities ท่ีหลากหลาย ผลิตภัณฑเอนไซมทุกชนิดสามารถเพ่ิม NDFD 

และ ADFD ของฟางขาว in vitro อยางไรก็ตาม fibrolytic enzyme additive แตละชนิดให

ผลตอบสนองแตกตางกัน ท้ังนี้ข้ึนอยูกับระดับของการเสริม จากผลการทดลองครั้งนี้สามารถเสนอแนะ

ไดวาควรมีการประเมินประสิทธิภาพของเอนไซม E1 และ E3 ในการศึกษา in vivo โดยใชอาหารท่ีมี

ฟางขาวเปนสวนประกอบ  

  

 

 

 

 

 

 

 

 



88 

เอกสารอางอิง (References) 

Beauchemin, K. A., W. Z. Yang, and L. M. Rode. (1999). Effects of grain source and 

enzyme additive on site and extent of nutrient digestion in dairy cows. J. Dairy Sci. 

82:378-390. 

Beauchemin, K. A., D.Colombatto, D. P.Morgavi, and W. Z. Yang. (2003). Use of 

exogenous fibrolytic enzymes to improve feed utilization by ruminants. J. Anim. 

Sci. 81(E. Suppl. 2), E37-E47. 

Beauchemin, K. A., D.Colombatto, and D. P.Morgavi. (2004). A rationale for the 

development of feed enzyme products for ruminants. Can. J. Anim. Sci. 84, 23-36.  

Colombatto, D., and K. A. Beauchemin. (2003). A proposed methodology to standardize 

thedetermination of enzymic activities present in enzymeadditives used in 

ruminant diets. Can. J. Anim. Sci. 83, 559-568.  

Eun, J.-S., K.A., Beauchemin, S.-H., Hong, and M.W. Bauer. (2006). Exogenous enzymes 

added to untreated or ammoniated rice straw: Effects on in vitro fermentation 

characteristics and degradability. Anim. Feed Sci. Technol. 131, 86-101. 

Jung, H. G., D. R. Buxton, R. D. Hatfield and J. Ralph. (1993). Forages cell wall structure 

and digestibility. American Society for Agronnomics, Wisconsin, USA. 

Liu, J.X., and E.R., Ørskov. (2000). Cellulase treatment of untreated and steam pre-

treated rice straw effect on in vitro fermentation characteristics. Anim. Feed Sci. 

Technol. 88, 189–200. 

Mauricio, R.M., F.L.Mould, M.S.Dhanoa, E.Owen, K.S.Channa, and M.K. Theodorou. (1999) 

A semi-automated in vitro gas production technique for ruminant feedstuff 

evaluation. Anim. Feed Sci. Technol. 79, 321-330. 

Waghorn, G.C., and W.C., McNabb. (2003). Consequence of plant phenolic compounds 

for productivity and health of ruminants. Proc. Nutr. Soc. 62, 383–392. 

Wang, Y., B.M., Spratling, D.R., Wiedmeier, and T.A., McAllister. (2004). Effect of alkali 

pretreatment of wheat straw on the efficacy of exogenous fibrolytic enzymes. J. 

Anim. Sci. 82, 198–208.  

Yang, H. E., 2, Y. S. Son2 and K. A. Beauchemin. (2011). Effects of exogenous Enzymes 

on ruminal fermentation and degradability of alfalfa hay and rice straw. Asian-Aust. 

J. Anim. Sci. 24, 56 – 64. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



89 

บทที่ 7 

ผลของ exogenous fibrolytic enzyme ตอการยอยไดในกระเพาะหมัก 

ของโคไมใหนมเจาะกระเพาะที่ไดรับตนขาวโพดหมัก 

(Effects of exogenous fibrolytic enzyme on ruminal digestibility in 

fistulated non-lactating dairy cows fed corn silage) 
 

บทคัดยอ 

การศึกษาครั้งนี้เพ่ือประเมินผลของ fibrolytic enzyme additives 2 ชนิดตอการยอยไดของ

ตนขาวโพดหมัก และการหมักยอยในกระเพาะหมัก ระดับ pH และความเขมขนของ blood glucose 

ในโคไมใหนมเจาะกระเพาะ โดยใชโคไมใหนมลูกผสม Holstein Friesian เจาะกระเพาะ จํานวน 5 ตัว 

เลี้ยงขังเดี่ยวในคอก สุมจัดโคเขากลุมการทดลอง 5 กลุมการทดลองตามแผนการทดลองแบบ 5 x 5 

Latin squares design การทดลองประกอบดวย 5 ชวงระยะการทดลอง ระยะการทดลองละ 21 วัน 

โดยในชวง 14 วันแรกเปนชวงปรับตัวเขากับอาหาร และอีก 7 วันสําหรับเก็บตัวอยางในกระเพาะหมัก 

และการหาการยอยสลาย in vivo กลุมอาหารทดลองประกอบดวย 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 โคแตละตัวจะไดรับอาหารขนท่ีมีโปรตีน 21% 

วันละ 3 ก.ก./ตัว แบงเปน 2 ม้ือเทาๆ กัน เวลา 0800 และ 1600 น. รวมกับตนขาวโพดหมักใหแบบ

เต็มท่ี และน้ําสะอาด การเสริม enzyme additives ในอาหารไมมีผลตอ dry matter intake (DMI), 

ความเขมขนของ total volatile fatty acid (VFA), NH3, molar proportions of individual VFA, 

ruminal pH ใน rumen fluid และความเขมขนของ blood glucose สวน degradability ของ dry 

matter (DMD), neutral detergent fiber (NDFD) และ acid detergent fiber (ADFD) ไมถูก

กระทบจากการเสริม enzyme additives ท่ีระยะเวลาบมในกระเพาะหมัก 3, 6 และ 12 ชม. 

(P>0.05) อยางไรก็ตาม การเสริม fibrolytic enzyme สามารถเพ่ิม DMD, NDFD และ ADFD 

หลังจากการบมในกระเพาะหมัก 24, 48 และ 72 ชม. (P<0.05) ผลการทดลองนี้เปนเชนเดียวกับท่ีพบ

ในการศึกษาทดลองท้ังแบบ in vitro และแบบ in vivo ท้ังนี้อาจเปนเพราะวามีการเพ่ิมการใชประโยชน

ไดของโภชนะในตนขาวโพดหมักเม่ือทําการเสริมดวย 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 ซ่ึงสวนใหญประกอบดวย cellulase และ 

xylanase activities สามารถเพ่ิมการยอยไดเยื่อใยของตนขาวโพดหมักในการศึกษา in vitro (Eun 

and Beauchemin, 2007; Eun et al., 2007) Holtshausen et al. (2011) รายงานการศึกษา in 

vitro พบวาผลิตภัณฑสารเสริมเอนไซมสามารถเพ่ิม หรือมีแนวโนมเพ่ิม NDF digestibility ของ alfalfa 

hay, alfalfa silage และ barley silage นอกจากนี้ การศึกษา in vivo ยังพบวาการเสริมเอนไซมชนิด

เดียวกัน ive (1.0 ml/kg TMR DM) สามารถเพ่ิมประสิทธิภาพการผลิตน้ํานม และ fat corrected 

milk yield ดังนั้นจึงควรมีการทดสอบเพ่ือยืนยันถึงผลของการเสริมเอนไซมในสภาวะของกระเพาะหมัก 

(in vivo study) เลือกผลิตภัณฑเอนไซม Rovabio Excel LC2 (E1) และสวนผสม 75:25 ของ 

Cellulase PLUS และ Xylanase PLUS (E2) จากผลการทดลองท่ีไดจากบทท่ี 4 นํามาทดลองโดย

มุงเนนการศึกษา in vivo โดยใชอาหารท่ีมี corn silage เปนอาหารหยาบหมัก เพ่ือยืนยันผลการ

ทดลองของผลิตภัณฑเอนไซมท้ัง 2 ชนิด (Chapter 4) การศึกษาครั้งนี้มีวัตถุประสงคเพ่ือประเมินผล

ของผลิตภัณฑเอนไซม 2 ชนิด ตอ blood glucose, ruminal disappearance และ rumen 

fermentation ใน fistulated non-lactating dairy cows ท่ีไดรับ corn silage เปนอาหารหยาบ 
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7.2 อุปกรณและวิธีการ (Materials and methods)  

7.2.1 การจัดการสัตวทดลองและการใหอาหาร (Animal and feeding managements) 

 ใชโคลูกผสม Holstein Friesian ท่ีไมใหนม เจาะกระเพาะ จํานวน 5 ตัว เลี้ยงขังเดี่ยวในคอก 

จัดแผนการทดลองแบบ 5 x 5 Latin squares design การทดลองประกอบดวย 5 ชวงๆ ละ 21 วัน 

โดยระยะ 14 วันแรกเปนระยะปรับตัวใหเขากับอาหาร และ 7 วันตอมาเปนระยะเก็บตัวอยาง และการ

ทดลองหาการยอยสลายในกระเพาะหมัก กลุมการทดลองประกอบดวย 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 ดวยน้ํา แลวใชสวนท่ีเจือจาง 50 ml ตอ 1 kg of corn silage DM สเปรยเอนไซมเจือจางลง

บน corn silage กอนใหอาหารในม้ือนั้นๆ สเปรยน้ําในปริมาตรเทากัน (50 ml/1 kg of corn silage 

DM) ลงบนอาหารในกลุม control ดวย 

7.2.2 การตรวจวัดและการวิเคราะหทางเคมี (Measurements and chemical analysis) 

โคทดลองไดรับอาหารขนท่ีมีโปรตีน 17% วันละ 3 kg แบงให 2 ม้ือ เทาๆ กัน เวลา 08.00 

และ 16.00 น. รวมกับตนขาวโพดหมักและน้ําสะอาดเต็มท่ี ชั่งอาหารกอนกินและท่ีเหลือหลังกินและ

บันทึกน้ําหนักทุกวัน ตลอดการทดลอง วิเคราะหหาองคประกอบวัตถุแหง (48 h at 60°C) ของตน

ขาวโพดหมักของโคแตละตัวทุกวัน เพ่ือคํานวณการกินไดวัตถุแหง (DMI) 

 บดตัวอยางอาหารผานตะแกรงขนาด 1 mm เพ่ือนําไปวิเคราะหทางเคมี วิเคราะหหา dry 

matter (DM) ของ corn silage และ concentrate ดวยการอบ ท่ีอุณหภูมิ 105 °C 0นกระท่ังน้ําหนัก

คงท่ี นําตัวอยางไปวิเคราะหหา 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) นําตนขาวโพดหมักท่ีอบแหงแลวไปบดผานตะแกรงขนาด 2 mm เพ่ือนําไป

หาการยอยสลายในตัวสัตว โดยชั่งตนขาวโพดหมักบดประมาณ 5 กรัม บรรจุลงในถุงไนลอนขนาด 8 x 

11 cm ท่ีมี pore size 47 m นําถุงไนลอนไปจุมในกระเพาะหมักของโคไมใหนมเจาะกระเพาะ เปน

ระยะเวลา 0, 3, 6, 12, 24, 48, และ 72 ชม. เม่ือครบกําหนดในแตละเวลา นําถุงไนลอนออกจาก

กระเพาะหมัก บรรจุลงในภาชนะท่ีมีน้ําและน้ําแข็งเพ่ือหยุดกระบวนการหมัก หลังจากนั้นลางถุงภายใต

น้ําไหลออนๆ จนกระท่ังน้ําท่ีไหลผานใส นําถุงไนลอนไปอบท่ีอุณหภูมิ 65°C เปนเวลา 48 ชม. หลังจาก

ชั่งน้ําหนักถุงไนลอนแตละถุงแลว นําตนขาวโพดหมักสวนท่ีเหลือในถุงไนลอนไปวิเคราะหหา

องคประกอบของ NDF และ ADF คํานวณหาคาการสูญหายของ DM, NDF และ ADF และเปรียบเทียบ

เปนสัดสวนของ DM, NDF, และ ADF กอนการจุมถุงไนลอนในกระเพาะหมัก 

7.2.3 การหมักยอยในกระเพาะหมัก (Ruminal fermentation)  

เพ่ือประเมินการหมักยอยในกระเพาะหมัก ในวันสุดทายของแตละชวงการทดลอง (d 21) สุม

เก็บตัวอยาง rumen fluid จากโคนมเจาะกระเพาะแตละตัวท่ีระยะเวลา 0, 2, 4 และ 6 ชม. หลังการ

 

 

 

 

 

 

 

 



92 

ใหอาหารเชา ทําการวัด pH ทันทีเม่ือเก็บตัวอยาง rumen fluid pH meter สําหรับการวิเคระหหา 

VFAs และ ammonia N บรรจุ rumen fulid ปริมาตร 36 ml ลงในหลอดทดลองขนาดปริมาตร 50 

ml ท่ีมี 1M  H2SO4, อยู 4 ml นําไปปนเหวี่ยงท่ี 1895 rpm เปนเวลา 15 นาที เก็บตัวอยางสวนใส 

(supernatants) บรรจุลงในหลอดทดลองขนาดปริมาตร 25 ml ปดจุก นําไปเก็บรักษาไวท่ีอุณหภูมิ -

20 °C จนกระท่ังนําไปวิเคราะห การวิเคราะหหา acetic, propionic และ butyric acids ใชเครื่อง GC 

(Hewlett Packard GC system HP6890, USA, 19091N-113 INNOWAX , Length (meters) 30, 

I.D. (mm) 0.32 WIDEBORE, Film (um) 0.25) ความเขมขนของ ammonia N วิเคราะหโดยวิธีการ 

Kjeldahl (AOAC, 1995) 
 

7.2.4 การวิเคราะหทางสถิติ (Statistical analysis) 

 ขอมูลของการกินได, ระดับของ pH, ammonia N, VFAs, blood glucose และ ruminal 

disappearance coefficients ของแตละชวงการทดลองวิเคราะหโดย ANOVA โดยใช Statistical 

Analysis System (SAS, 1996) เปรียบเทียบความแตกตางระหวาง treatment means โดยใช Least 

Significant Differences 
 

7.3 ผลการทดลอง (Results) 

7.3.1 การกินได กลูโคสในเลือด และการหมักยอยในกระเพาะหมัก (Intake blood glucose 

and ruminal fermentation) 

Feed intake, blood glucose, ruminal pH และ ammonia N concentration แสดงไวใน 

Table 7.1 โคทุกกลุมไดรับอาหารขนเทากันคือ 2.79 kg DM/d (data not showed), total DM 

feed intake เทากับ 12.43, 12.80, 12.91, 12.75 และ 12.91 kg DM/d ตามลําดับ ซ่ึงไมมีความ

แตกตางกันเม่ือเสริม fibrolytic enzyme (P>0.05) การเสริมเอนไซมในอาหารไมสงผลตอ ruminal 

pH, ammonia N concentration และ blood glucose ในแตละเวลาท่ีเก็บตัวอยาง 

ความเขมขนของ ruminal volatile fatty acid แสดงไวใน Table 7.2 ไมมีผลของ fibrolytic 

enzyme addition ตอ total volatile fatty acid concentration, molar proportion of acetate, 

propionate และ butyrate และสัดสวนของ acetate: propionate ในแตละเวลาท่ีเก็บตัวอยาง 

(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 
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7.3.2 การยอยสลายตนขาวโพดหมักในกระเพาะหมัก (Ruminal degradability of corn 

silage) 

In vivo DM, NDF, และ ADF degradability ของตนขาวโพดหมักแสดงไวใน Table 7.3 ท่ี

ระยะเวลาบม 3, 6 และ 12 ชม. degradability ของ DM ไมถูกกระทบโดย enzyme additives 

อยางไรก็ตาม การเสริม fibrolytic enzyme เพ่ิม degradability ของ DM หลังจากการบมท่ี 24, 48 

และ 72 ชม. (P<0.05) ท่ีระยะเวลาบม 24 และ 72 enzyme treatments ทุกกลุมเพ่ิม 

degradability ของ DM เปรียบเทียบกับ control แต degradability ของ DM ระหวางกลุม enzyme 

ไมแตกตางกัน ท่ีระยะเวลาบม 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 

 คาการยอยสลายของ NDF ไมถูกกระทบจากการเสริม enzyme additives ท่ีระยะเวลาบม 3, 

6 และ 12 ชม. (P>0.05) อยางไรก็ตาม การเสริม fibrolytic enzyme สามารถเพ่ิม degradability 

ของ NDF หลังการบมในกระเพาะหมัก 24, 48 และ 72 ชม. (P<0.05) ท่ีระยะเวลาบมในกระเพาะหมัก 

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 

ไมแตกตางจากลุม control สําหรับ degradability ของ NDF ท่ีเสริม 1.5 ml ของเอนไซม E2/kg of 

corn silage DM มากกวากลุมเสริมเอนไซมอ่ืนๆ ท่ีระยะเวลาบมในกระเพาะหมัก 48 ชม. ในขณะท่ี ท่ี

ระยะเวลาบมในกระเพาะหมัก 72 ชม. กลุมท่ีเสริมเอนไซมทุกกลุมสามารถเพ่ิม degradability ของ 

DM เปรียบเทียบกับกลุม control แต degradability ของ DM ระหวางกลุมท่ีเสริมเอนไซมไมแตกตาง

กัน 

คาการยอยสลายของ ADF ท่ีระยะเวลาบมในกระเพาะหมัก 3 และ 6 ชม. ไมมีผลกระทบจาก

การเสริม fibrolytic enzymes (P>0.05) อยางไรก็ตาม degradability ของ ADF เพ่ิมข้ึนจากการเสริม 

enzyme additives ท่ีระยะเวลาบมในกระเพาะหมัก 12, 24, 48 และ 72 ชม. (P<0.05) สําหรับ 

degradability ของ ADF ท่ีเสริมเอนไซม E2 ปริมาตร 1.5 ml/kg of corn silage DM มีคาสูงกวากลุม

ท่ีเสริมเอนไซมอ่ืนๆ ท่ีระยะเวลาบมในกระเพาะหมัก 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 วิจารณผลการทดลอง (Discussion) 

การศึกษาครั้งนี้ การเสริม enzyme additive ไมมีผลกระทบตอ DMI ท้ังๆ ท่ีการยอยได DM, 

NDF และ ADF เพ่ิมข้ึน ผลการทดลองเชนเดียวกัน (Rode et al., 1999; Sutton et al., 2003 และ 

Chung et al., 2012) รายงานวา DMI ไมถูกกระทบจากการเสริม enzymes นอกจากนี้ Yang et al. 

(1999) รายงานวา DMI ไมถูกกระทบจากการเสริมเอนไซม ท้ังๆ ท่ีการยอยไดเยื่อใยตลอดระบบทางเดิน

อาหารเพ่ิมข้ึน แตไมมีผลตอ particulate passage rate อยางไรก็ตาม การศึกษาบางการศึกษา

รายงานวาการเสริมเอนไซมสามารถเพ่ิม DMI เม่ือเสริมเอนไซมลงบนพืชอาหารสัตว (Lewis et al., 

1999) ในทางตรงกันขาม Holtshausen et al. (2011) รายงานวาการเสริมเอนไซมในอาหารสามารถ

ลด DMI และการลดลงของ DMI เปนสัดสวนกลับกันกับระดับการเสริมเอนไซม 

การเสริมเอนไซมลงในอาหารไมมีผลตอความเขมขนของ total VFA, NH3, molar 

proportions ของ individual VFA และ ruminal pH ในขณะท่ีการยอยไดเพ่ิมข้ึนเม่ือเสริม fibrolytic 

enzymes ทํานองเดียวกัน Chung et al. (2012) รายงานวาการเสริม enzyme additives ในอาหาร

ไมมีผลกระทบตอความเขมขนของ total VFA, NH3, molar proportions ของ individual VFA และ 

ruminal pH ในขณะท่ี Sutton et al. (2003) รายงาน acetate ลดลง แต propionate เพ่ิมข้ึน และ 

butyrate ไมแตกตางเม่ือเปรียบเทียบกับ control นอกจากนี้ Beauchemin et al. (2000) รายงาน

การเพ่ิมข้ึนของ acetate ใน ruminal fluid เม่ือเสริม fibrolytic enzymes 

ความเขมขนของ blood glucose ระหวางโคท่ีกินอาหาร control กับโคท่ีกินอาหาร control 

เสริมดวย enzyme additives ไมแตกตางกัน Holtshausen et al., (2011) รายงานวาการเสริม 

enzyme additives ลงในอาหารไมมีผลกระทบตอความเขมขนของ blood glucose อยางไรก็ตาม 

ความเขมขนของ blood insulin เพ่ิมข้ึนในโคท่ีไดรับอาหาร control เสริมดวยเอนไซม 1.0 ml/kg of 

TMR DM เม่ือเปรียบเทียบกับโคท่ีไดรับอาหาร control ไมเสริมเอนไซม 

การเสริม fibrolytic enzyme additives ลงในตนขาวโพดหมักใน 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 ของตนขาวโพดหมัก หลังการบมท่ี 48 ชม. สําหรับการศึกษา in vitro การเสริม

เอนไซม E1 ท่ี 0.5 และ 1.0 ml/kg DM corn silage สามารถเพ่ิม NDFD ไดถึง 9% และ 9% 

ตามลําดับ และสามารถเพ่ิม ADFD ไดถึง 18% และ 21% ตามลําดับ การเสริมเอนไซม E2 ท่ี 1.0 

ml/kg DM corn silage สามารถเพ่ิม NDFD ไดถึง 8% และสามารถเพ่ิม ADFD ไดถึง 22% สวน

การศึกษา in vivo การเสริมเอนไซม E1 ท่ีระดับ 0.5 และ 1.0 ml/kg DM corn silage สามารถเพ่ิม 

NDFD ไดถึง 6% และ 9% ตามลําดับ และสามารถเพ่ิม ADFD ไดถึง 7% และ 10% ตามลําดับ สวน

การเสริมเอนไซม E2 ท่ีระดับ 1.0 และ 1.5 ml/kg DM corn silage สามารถเพ่ิม NDFD ไดถึง 9% 

และ 15% ตามลําดับ และสามารถเพ่ิม ADFD ไดถึง 14% และ 17% ตามลําดับ ผลการทดลองดังกลาว
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ขางตนเหมือนกันกับท่ีพบในการศึกษา in vitro (Chapter 4 และ 5) และ in vivo ท้ังนี้อาจเปน

เพราะวามีการใชประโยชนจากโภชนะของตนขาวโพดหมักท่ีเสริม enzyme additive เพ่ิมข้ึน 

Holtshausen et al. (2011) รายงานวา ในการศึกษา in vitro การเสริม developmental enzyme 

additive (Econase RDE) เพ่ิม หรือมีแนวโนมเพ่ิม 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) ไดถึง 10.7% และ

ประสิทธิภาพการผลิต FCM (kg of FCM/kg of DMI) ไดถึง 11.3% จากผลการศึกษา meta analysis 

ใชคาสังเกต 17 คา จาก 7 การศึกษา การเพ่ิมข้ึนของ in vitro NDFD ของตนขาวโพดหมัก 1% unit 

สงผลให 3.5% FCM เพ่ิมข้ึน 0.14 kg/d และ DMI ของโครีดนมท่ีไดรับอาหารท่ีมีตนขาวโพดหมักอยูสูง 

(> 40% of the dietary DM) เพ่ิมข้ึน 0.12 kg/d (Jung et al., 2004) นอกจากนี้ Oba and Allen 

(1999) รายงานความสัมพันธเชิงบวกระหวาง forage NDFD (in vitro or in situ) และผลผลิตน้ํานม 

และ DMI เชนเดียวกัน กลาวคือ การเพ่ิมข้ึนของ NDFD 1% สงผลให 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 ท้ังนี้เพราะท่ีระดับดังกลาวสามรารถ

เพ่ิม fiber degradability เม่ือเปรียบเทียบกับ control 

 

7.5 สรุป (Conclusions) 

การเสริม exogenous fibrolytic enzyme additive ลงในอาหาร fistulated Crossbred 

Holstein Friesian non-lactating dairy cow ไมสงผลตอ DMI, ruminal fermentation, rumen 

pH และความเขมขนของ blood glucose อยางไรก็ตาม การเสริม exogenous fibrolytic enzyme 

additive สามารถเพ่ิม fiber degradability ของ corn silage จากผลการทดลองท่ีพบ ควรมีการศึกษา

การเสริม enzyme additives ในโครีดนมเพ่ือเปรียบเทียบผลผลิตโคนมท่ีไดรับอาหารท่ีมี corn silage 

ในอนาคต 
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บทที่ 8 

สรุปภาพรวมผลการทดลอง และการนําไปใชประโยชน 
 

 การศึกษาวิจัยในครั้งนี้เริ่มแรกมีจุดประสงคท่ีจะทดลองหาอัตราสวนผสมของเอนไซมกลุม 

เซลลูเลสและกลุมไซแลนเนสท่ีเหมาะสมกับอาหารหยาบท่ีนิยมใชในประเทศไทย เชน ฟางขาวและตน

ขาวโพดหมัก อยางไรก็ตาม เอนไซมในกลุมเซลลูเลสท่ีเปนเอนไซมชนิดเดียวยังไมมีจําหนายในทองตลาด

เมืองไทย เพราะ activity ของเอนไซมยังไมเสถียร จะมีจําหนายเฉพาะกลุมไซแลนเนส และมีเฉพาะ   

endo - 1-4 beta xylanase เพียงชนิดเดียว จึงมีการศึกษาวิจัยเพียงการทดลองเดียวท่ีใชเอนไซมชนิด

เดียว (บทท่ี 3) การศึกษาวิจัยตอๆ มาจึงใชเอนไซมรวมท่ีเปนผลิตภัณฑทางการคา แตไดมีการ

ตรวจสอบวิเคราะห activity ของผลิตภัณฑสารเสริมเอนไซมทางการคาทุกชนิดท่ีนํามาใชในการทดลอง 

เพ่ือท่ีจะไดทราบ activity ของเอนไซมแตละชนิดในผลิตภัณฑนั้นๆ ดังนั้นการศึกษาวิจัยในครั้งนี้จึงมี

การใชผลิตภัณฑสารเสริมเอนไซมท้ังชนิดเดียว (single enzyme) และชนิดรวมหลายชนิด (mixed 

enzymes หรือ cocktail enzymes) ซ่ึงเปนผลิตภัณฑทางการคา 

 งานวิจัยแรก ใชเอนไซมชนิดเดียว คือ xylanase (endo-1, 4-beta-xylanase) มี activity 

40000 U/g เม่ือเสริมในโคไมใหนมเจาะกระเพาะท่ีไดรับฟางขาวเปนอาหารหยาบ ไมสงผลตอการกินได

อาหาร ระดับ pH, NH3-N และ VFA ในกระเพาะหมัก การเสริม xylanase ไมมีผลกระทบตอ DM และ 

ADF potential disappearance fraction, และ DM และ ADF total disappearance อยางไรก็ตาม 

การเสริม xylanase ในระดับสูง สามารถเพ่ิม NDF potential disappearance fraction และ NDF 

total disappearance จึงควรมีศึกษาถึงสวนผสมของเอนไซมหลายชนิด และระดับการเสริมท่ี

เหมาะสม ศึกษาระดับการใชท่ีต่ําท่ีสุด ท่ีสามารถเพ่ิมการยอยไดเยื่อใย เพ่ือลดตนทุนของการใชเอนไซม 

งานวิจัยตอมา (บทท่ี 4) ใชผลิตภัณฑสารเสริมเอนไซม 4 ชนิด (E1, E2, E3 และ E4) ท่ีมี

กิจกรรมของ xylanase, endoglucanase และ exoglucanase ท่ีแตกตางกัน (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) ผลการทดลองพบวาสารเสริมเอนไซมท้ัง 4 ชนิด สามารถเพ่ิม 

NDFD และ ADFD ของตนขาวโพดหมัก in vitro โดยเอนไซม E1 และ E2 มีประสิทธิภาพมากกวา E3 

และ E4 เอนไซม E1 มีผลตอบสนองสูงสุดท่ีระดับการเสริมสูงสุด (8μl/g DM) สวนเอนไซม E2 การ

เสริมท่ีระดับ 2μl/g DM เพ่ิม fiber disappearance แตไมเพ่ิมมากกวานี้เม่ือระดับการเสริมเพ่ิมข้ึน 

สําหรับเอนไซม E3 ระดับการเสริมท่ีเหมาะสมท่ีสุดคือ ท่ีระดับ 4μl/g DM สวนเอนไซม E4 ระดับการ

เสริมท่ีเหมาะท่ีสุดคือ 2μl/g DM 

งานวิจัยอีกงานหนึ่ง ใชผลิตภัณฑเอนไซม 4 ชนิดเชนเดียวกับการทดลองกอนหนานี้ และใชตน

ขาวโพดหมักท่ีมีคุณภาพแตกตางกัน 4 ชนิด ผลการทดลองพบวา ผลิตภัณฑ enzyme additive ทุก

ชนิด สามารถเพ่ิม DMD, NDFD, ADFD และ TGP ในทุก corn silage อยางไรก็ตาม เอนไซม E1 และ 
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E2 มีประสิทธิภาพมากกวาเอนไซม E3 และ E4 ในขณะท่ี corn silage1 มีผลทําใหมี DMD, NDFD 

และ TGP สูงท่ีสุด ในขณะท่ี corn silage 4 มีผลทําใหมี ADFD สูงท่ีสุด 

งานวิจัยเม่ือใชฟางขาวเปน substrate ผลการทดลองพบวา ผลิตภัณฑ enzyme additives ท่ี

ใชในการศึกษาครั้งนี้ (E1, E2, E3 และ E4) ทุกชนิดสามารถเพ่ิม NDFD และ ADFD ของฟางขาว in 

vitro อยางไรก็ตาม fibrolytic enzyme additive แตละชนิดใหผลตอบสนองแตกตางกัน ท้ังนี้ข้ึนอยู

กับระดับของการเสริม 

การศึกษาวิจัยสวนใหญทําในหองปฏิบัติการ (in vitro) ดังนั้นเพ่ือเปนการทดสอบในตัวสัตว (in 

vivo) โดยการเสริม exogenous fibrolytic enzyme additives ลงในอาหาร fistulated Crossbred 

Holstein Friesian non-lactating dairy cow ผลการทดลองพบวาผลิตภัณฑสารเสริมเอนไซมไม

สงผลตอ DMI, ruminal fermentation, rumen pH และความเขมขนของ blood glucose อยางไรก็

ตาม การเสริม exogenous fibrolytic enzyme additive สามารถเพ่ิม fiber degradability ของ 

corn silage 

จากผลการทดลองท่ีกลาวมาขางตน ท่ีทําท้ังในหองปฏิบัติและในโคเจาะกระเพาะ และใชท้ัง

ฟางขาวและตนขาวโพดหมัก ซ่ึงมีการใชกันอยางแพรหลายในฟารมโคเนื้อโคนม การเสริมผลิตภัณฑสาร

เสริมเอนไซมในทุกการทดลองใหผลสอดคลองกัน กลาวคือ สามารถเพ่ิมการยอยไดเยื่อใย อยางไรก็ตาม 

ระดับของการเสริมผลิตภัณฑเอนไซมแตกตางกันระหวางชนิดของผลิตภัณฑสารเสริมเอนไซม 

นอกจากนี้ระดับของการเสริมเอนไซมในการใชในตัวสัตวจะมากกวาในการทดลองในหองปฏิบัติการ 

หากเกษตรกรมาความประสงคจะใชผลิตภัณฑสารเสริมเอนไซม ควรคํานึงถึง activity ของเอนไซมนั้นๆ 

ประกอบกับราคาของเอนไซมแตละชนิดดวย เพราะเอนไซมท่ีมี activity สูง ราคาจะสูงตามไปดวย แต

ระดับการเสริมต่ํา ในทางตรงกันขาม เอนไซมท่ีมี activity ต่ํา ราคาจะต่ําดวย แตตองใชระดับการเสริม

ท่ีสูง นอกจากนี้ยังตองคํานึงถึงอาหารหยาบท่ีใชดวย สรุปโดยภาพรวมแลว ผลิตภัณฑสารเสริมเอนไซม 

E1 และ E2 จะมีประสิทธิภาพสูงกวาผลิตภัณฑเอนไซมชนิดอ่ืนๆ อยางไรก็ตาม ผลการทดลองท่ีผานมา

กระทําในหองปฏิบัติการและในโคเจาะกระเพาะ และใชแหลงอาหารหยาบคือตนขาวโพดหมักและฟาง

ขาว การศึกษาวิจัยตอไป ควรมีการศึกษาการใชสารเสริมเอนไซม E1 และ E2 ในโคท่ีใหผลผลิต ท้ังโค

เนื้อและโคนม และใชแหลงอาหารหยาบท่ีหลากหลายมากข้ึน เชน หญาสด และหญาหมัก นอกจากนี้

ควรมีการศึกษาถึงวิธีการใชสารเสริมเอนไซมวาจะใชอยางไร เชน เสริมในอาหารขน หรือสเปรยลงใน

อาหารหยาบกอนการใหอาหาร เปนตน 
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ประวัตินักวิจัย 
ประวัติหัวหนาโครงการวิจัย 

1. ชื่อ – สกุล: นาย วิศิษฐิพร สุขสมบัติ 

2. รหัสประจําตัวประชาชน: 3-1911-00164-31-0 

3. ตําแหนงปจจุบัน: รองศาสตราจารย 

4. หนวยงานท่ีอยูท่ีติดตอไดสะดวก พรอมเลขหมายโทรศัพท 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 

อักษรยอปริญญา

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. สาขาวิชาท่ีมีความชํานาญเปนพิเศษ 

1. โภชนศาสตรสัตวเค้ียวเอ้ือง 

2. โภชนศาสตรโคนม 

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. ประสบการณท่ีเก่ียวของกับการบริหารงานวิจัยท้ังภายในและภายนอกประเทศ 

สถานภาพในการทําวิจัยวาเปนผูอํานวยการแผนงานวิจัย หัวหนาโครงการวิจัย หรือผูรวม

วิจัยในแตละขอเสนอการวิจัย เปนตน 

a. สถานภาพผูรวมโครงการ :  

1. โครงการ “การผลิตอาหารหยาบ อาหารขน และอาหารผสมสําหรับโคนม” (ผูรวม

โครงการ) ระยะเวลา พฤษภาคม 2538 – เมษายน 2541 งบประมาณ 15 ลาน

บาท แหลงทุน สํานักงานกองทุนสนับสนุนการวิจัย (สกว.) 

2. โครงการ “การผลิตอาหารรวมท่ีมีคุณภาพและแนวทางการประเมินความตองการ

โภชนะโคนมไทย” (หัวหนาโครงการ) ระยะเวลา พฤศจิกายน 2542 – ตุลาคม 

2544 งบประมาณ 2.0 ลานบาท แหลงทุน สํานักงานกองทุนสนับสนุนการวิจัย 

(สกว.) 

3. โครงการ “ผลการเสริมสารโมเนนซินตอผลผลิตของโคนม” (หัวหนาโครงการ) 

ระยะเวลา ตุลาคม 2541 – กันยายน 2543 งบประมาณ 425,000.- บาท แหลง

ทุน สภาวิจัยแหงชาติ (มทส.) 

4. โครงการ “การศึกษากรรมวิธีการผลิตอาหารหยาบหมักจากผลพลอยไดทาง

การเกษตรเพ่ือใชเปนอาหารสําหรับโคนม” (หัวหนาโครงการ) ระยะเวลา ตุลาคม 

2542 – กันยายน 2544 งบประมาณ 350,000.- บาท แหลงทุน สภาวิจัย

แหงชาติ (มทส.) 

5. โครงการ “การนําใชประโยชนตนออยเปนอาหารสําหรับโคนม” (หัวหนา

โครงการ) ระยะเวลา ตุลาคม 2543 – กันยายน 2546 งบประมาณ 749,000.- 

บาท แหลงทุน สภาวิจัยแหงชาติ (มทส.) 

6. โครงการ “การศึกษาผลผลิตของถ่ัวไมยราและการใชถ่ัวไมยราเปนอาหารไกไข 

(หัวหนาโครงการ) ระยะเวลา ตุลาคม 2544 – กันยายน 2546 งบประมาณ 

436,000.- บาท แหลงทุน สภาวิจัยแหงชาติ (มทส.) 

7. โครงการ “การเพ่ิม conjugated linoleic acid ในน้ํานมโคโดยการเสริมน้ํามัน

พืชในอาหารโคนม” (หัวหนาโครงการ) ระยะเวลา ตุลาคม 2545 – กันยายน 

2547 งบประมาณ 500,000.- บาท แหลงทุน สภาวิจัยแหงชาติ (มทส.) 

8. โครงการ “ผลของการเสริม conjugated linoleic acid ในอาหารสัตวตอผลผลิต

และคุณภาพเนื้อสุกร เนื้อไกกระทงและไข” (หัวหนาโครงการ) ระยะเวลา ตุลาคม 

2546 – กันยายน 2549 งบประมาณ 700,000.- บาท แหลงทุน สภาวิจัย

แหงชาติ (มทส.) 

 

 

 

 

 

 

 

 



104 

9. โครงการเพ่ิม conjugated linoleic acid ในน้ํานมโคและผลิตภัณฑนม 

(ผูอํานวยการโครงการ) แหลงทุน สภาวิจัยแหงชาติ (มทส.) 

10. โครงการเพ่ิม conjugated linoleic acid ในผลิตภัณฑสัตว (ผูอํานวยการ

โครงการ) แหลงทุน สภาวิจัยแหงชาติ (มทส.) 

11. โครงการ “การเพ่ิม conjugated linoleic acid ในเนื้อโคขุนโดยการเสริมน้ํามัน

พืชในอาหารโคขุน” (หัวหนาโครงการ) ระยะเวลา ตุลาคม 2547 – กันยายน 

2549 งบประมาณ 900,000.- บาท แหลงทุน สภาวิจัยแหงชาติ (มทส.) 

12. โครงการ “การศึกษาการยับยั้งจุลินทรียท่ีไมพึงประสงคในกระเพาะหมักโคนม 

โดยใชสารสกัดจากกานและใบมะขามปอม” (หัวหนาโครงการ) ระยะเวลา 

ตุลาคม 2547 – กันยายน 2550 งบประมาณ 1,000,000.- บาท แหลงทุน สภา

วิจัยแหงชาติ (มทส.) 

13. โครงการ “การใชยีสตจากกระเพาะโคเสริมในอาหารสัตวตอการลดความเปนพิษ

ของสารพิษจากเชื้อราในไกกระทง” (หัวหนาโครงการ) ระยะเวลา ตุลาคม 2549 

– กันยายน 2551 งบประมาณ 1,500,000.- บาท แหลงทุน สภาวิจัยแหงชาติ 

(มทส.) 

14. โครงการ “การศึกษาการเสริมไขมันไหลผานชนิดตางๆ และผลตอผลผลิตโคนม” 

(หัวหนาโครงการ) ระยะเวลา ตุลาคม 2549 – กันยายน 2550 งบประมาณ 

800,000.- บาท แหลงทุน สภาวิจัยแหงชาติ (มทส.) 

15. โครงการ “การศึกษาการเสริมโคลีนและไบโอตินตอผลผลิตโคนม” (หัวหนา

โครงการ) ระยะเวลา ตุลาคม 2549 – กันยายน 2551 งบประมาณ 500,000.- 

บาท แหลงทุน สภาวิจัยแหงชาติ (มทส.) 

16. โครงการ “การศึกษาการยับยั้งจุลินทรียท่ีผลิตแอมโมเนียในกระเพาะหมักของโค 

และผลตอผลผลิตโคนม โดยใชสารสกัดน้ํามันหอมระเหยจากพืชในทองถ่ิน” 

(หัวหนาโครงการ) ระยะเวลา ตุลาคม 2549 – กันยายน 2552 งบประมาณ 

800,000.- บาท แหลงทุน สภาวิจัยแหงชาติ (มทส.) 

17. โครงการ “การใชประโยชนจากเปลือกหุมเมล็ดถ่ัวเหลืองเปนแหลงพลังงานใน

อาหารโคนมและสุกรขุน” (หัวหนาโครงการ) ระยะเวลา ตุลาคม 2551 – 

กันยายน 2553 งบประมาณ 500,000.- บาท แหลงทุน สภาวิจัยแหงชาติ (มทส.) 

18. โครงการ “การปรับปรุงการใชประโยชนไดทางโภชนะของอาหารสัตวเค้ียวเอ้ือง

โดยการเสริมเอนไซม เซลลูเลสและไซแลนเนส หรือสวนผสมของเอนไซมท้ังสอง

ชนิด” (หัวหนาโครงการ) ระยะเวลา ตุลาคม 2552 – กันยายน 2555 

งบประมาณ 500,000.- บาท แหลงทุน สภาวิจัยแหงชาติ (มทส.) 
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19. โครงการ “การเพ่ิมโปรตีนในกากมันสําปะหลังและเปลือกมันสําปะหลังโดยใช

จุลินทรีย” (หัวหนาโครงการ) ระยะเวลา ตุลาคม 2552 – กันยายน 2554 

งบประมาณ 300,000.- บาท แหลงทุน สภาวิจัยแหงชาติ (มทส.) 

 

b. งานตีพิมพ และงานนําเสนอผลงานประชุมวิชาการ 

1. วิศิษฐิพร สุขสมบัติ. 2541. ผลของการใชพืชอาหารสัตวสด และอาหารหยาบผสมอัดกอนตอ

ผลผลิตโคนมในชวงกลางระยะใหนมในฤดูฝน: ฟารมมหาวิทยาลัย. วารสารเทคโนโลยี

สุรนารี. 5(3):179-187. 

2. วิศิษฐิพร สุขสมบัติ. 2542. ผลของการใชพืชอาหารสัตวสด และอาหารหยาบผสมอัดกอนตอ

ผลผลิตโคนมในชวงกลางระยะใหนมในฤดูฝน: ฟารมเกษตรกร. 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. 

 

 

 

 

 

 

 

 



107 

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 
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Production Societies, August 23-27, 2010, Pingtung, Taiwan, ROC. 

40. Jukkrit Homkhao*, Pipat Lounglawan, Mek Khungaew, Pitakpong Paengsai, and 
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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 
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  8. การบริการวิชาการ/ฝกอบรม/ใหคําปรึกษา 

1. ท่ีปรึกษาสหกรณโคนมวังน้ําเย็น จํากัด (2539 - 2550) 

2. ท่ีปรึกษาสหกรณโคนมพิมาย จํากัด (2542 – 2550) 

3. ท่ีปรึกษาสหกรณโคนมอาวนอย จํากัด (2542 – 2550) 

4. ท่ีปรึกษาสหกรณโคนมมวกเหล็ก จํากัด (2543 – 2545, 2547-2553) 

5. ท่ีปรึกษาสหกรณโคนมสอยดาว จํากัด (2546 - 2550) 

6. ท่ีปรึกษาสหกรณการเกษตรพิมาย จํากัด (2548 - 2550) 

7. ท่ีปรึกษานิตยสารฟารมโคนม สัตวเศรษฐกิจ (2539 – ปจจุบัน) 
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8. ท่ีปรึกษาวารสารโคนม อ.ส.ค. (2537 – 2546; 2548 - ปจจุบัน) 

9. ท่ีปรึกษานิตยสารวัวควาย (2539 – ปจจุบัน) 

10. ท่ีปรึกษาวารสารสยามบราหมัน (2548-ปจจุบัน) 

9. การเสนอผลงานทางวิชาการ การเขียนบทความทางวิชาการและการเปนวิทยากร 

1. นําเสนอผลงานทางวิชาการในระดับชาติและนานาชาติ มากกวา 50 เรื่อง 

2. เขียนบทความทางวิชาการลงตีพิมพในวารสารภายในประเทศ มากกวา 100 

เรื่อง 

3. เปนวิทยากรบรรยายท่ัวประเทศมากกวา 1500 ครั้ง 
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ประวัติผูรวมโครงการวิจัย 

1. ชื่อ – สกุล: นาย พิพัฒน  เหลืองลาวัณย 

2. หมายเลขบัตรประชาชน: 3 3014 01335 49 9 

3. ตําแหนงปจจุบัน:  ผูชวยศาสตราจารย 

4. หนวยงานท่ีอยูท่ีติดตอไดสะดวก พรอมเลขหมายโทรศัพท 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 
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และชื่อเต็ม 

สาขาวิชา วิชาเอก ชื่อสถาบันการศึกษา/ 
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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. สาขาวิชาท่ีมีความชํานาญเปนพิเศษ 

1. โภชนศาสตรสัตวเค้ียวเอ้ือง 

2. โภชนศาสตรโคนม - โคเนื้อ 

3. การจัดการโคนม - โคเนื้อ 

7. ประสบการณท่ีเก่ียวของกับการบริหารงานวิจัยท้ังภายในและภายนอกประเทศ 

สถานภาพในการทําวิจัยวาเปนผูอํานวยการแผนงานวิจัย หัวหนาโครงการวิจัย หรือผูรวม

วิจัยในแตละขอเสนอการวิจัย เปนตน 

 

a. หัวหนาโครงการ: 

1. โครงการ “การศึกษาผลของการเสริมน้ํามันถ่ัวเหลืองและ Rumen-protected CLA (RP-

CLA) ในอาหารโคตอการเปลี่ยนแปลงขององคประกอบ fatty acids และนิเวศวิทยาใน
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กระเพาะหมัก” ระยะเวลา กันยายน 2549 – สิงหาคม 2550 แหลงทุน สถาบันวิจัยและ

พัฒนา มทส.  

2. การศึกษาการนําเปลือกมันสําปะหลังเปนแหลงพลังงานในการผลิตอาหารหยาบหมัก 

สําหรับโคนมตอปริมาณน้ํานม องคประกอบน้ํานมและคุณภาพน้ํานม ระยะเวลา 

พฤษภาคม 2551 – เมษายน 2553 แหลงทุน สกว. 

3. โครงการ “การใชประโยชนจากเปลือกมันสําปะหลังเปนแหลงพลังงานในอาหารโคนมตอ

ปริมาณน้ํานม, องคประกอบน้ํานมและคุณภาพน้ํานม” ระยะเวลา ตุลาคม 2551 – 

กันยายน 2552 แหลงทุน วช. 

b. ผูรวมโครงการ :  

1. โครงการ “การเพ่ิม conjugated linoleic acid ในน้ํานมโคโดยการเสริมน้ํามันพืชใน

อาหารโคนม” ระยะเวลา ตุลาคม 2545 – กันยายน 2547 แหลงทุน สภาวิจัยแหงชาติ 

(มทส.) 

2. โครงการ “ผลของการเสริม conjugated linoleic acid ในอาหารสัตวตอผลผลิตและ

คุณภาพเนื้อสุกร เนื้อไกกระทงและไข” ระยะเวลา ตุลาคม 2546 – กันยายน 2549 แหลง

ทุน สภาวิจัยแหงชาติ (มทส.) 

3. โครงการ “การเพ่ิม conjugated linoleic acid ในเนื้อโคขุนโดยการเสริมน้ํามันพืชใน

อาหารโคขุน” ระยะเวลา ตุลาคม 2547 – กันยายน 2549 แหลงทุน สภาวิจัยแหงชาติ 

(มทส.) 

4. โครงการ “การศึกษาการยับยั้งจุลินทรียท่ีไมพึงประสงคในกระเพาะหมักโคนม โดยใชสาร

สกัดจากกานและใบมะขามปอม” ระยะเวลา ตุลาคม 2547 – กันยายน 2550 แหลงทุน 

สภาวิจัยแหงชาติ (มทส.) 

5. โครงการ “การใชยีสตจากกระเพาะโคเสริมในอาหารสัตวตอการลดความเปนพิษของ

สารพิษจากเชื้อราในไกกระทง” ระยะเวลา ตุลาคม 2549 – กันยายน 2551 แหลงทุน 

สภาวิจัยแหงชาติ (มทส.) 

6. โครงการ “การศึกษาการเสริมไขมันไหลผานชนิดตางๆ และผลตอผลผลิตโคนม” 

ระยะเวลา ตุลาคม 2549 – กันยายน 2550 แหลงทุน สภาวิจัยแหงชาติ (มทส.) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



114 

c. งานตีพิมพ : 

รายชื่อบทความวิจัยท่ีไดรับการตีพิมพในการประชุมวิชาการ 

พิพัฒน เหลืองลาวัณย, ปราโมทย แพงคํา, วรพงษ สุริยภทัร และ วิศิษฐิพร สุขสมบัติ. 2548. ผลการ

เสริมน้ํามันพืชในอาหารตอการใหผลผลิต และปริมาณ Conjugated linoleic acid (CLA) 

ในน้ํานมของโคนม. ในเอกสารการประชุมเสนอผลงานวิจัยระดับบัณฑิตศึกษาแหงชาติ ครั้งท่ี 

5: บัณฑิตวิทยาลัย มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร กรุงเทพมหานคร. 

พิพัฒน เหลืองลาวัณย, ปราโมทย แพงคํา, วรพงษ สุริยภทัร และ วิศิษฐิพร สุขสมบัติ. 2548. ผลการ

เสริมน้ํามันถ่ัวเหลืองและน้ํามันทานตะวันตอการใหผลผลิตของโคนมและปริมาณ 

Conjugated linoleic acid (CLA) ในน้ํานม. ในเอกสารการประชุมวิชาการ สาขาสัตวบาล/

สัตวศาสตร/สัตวแพทย ครั้งท่ี 5 ภาควิชาสัตวศาสตร คณะเกษตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม 

เชียงใหม. 

พิพัฒน เหลืองลาวัณย, คูขวัญ จุลละนันทน และ วิศิษฐิพร สุขสมบัติ. 2549. ผลของการเสริมไขมันไหล

ผานตอผลผลิตโคนม. ในเอกสารการประชุมวิชาการโคนม 2549. ขอนแกน: คณะสัตวแพทย

ศาสตร มหาวิทยาลัยขอนแกน. 

พิพัฒน เหลืองลาวัณย, ปราโมทย แพงคํา, วรพงษ สุริยภัทร และ วิศิษฐิพร สุขสมบัติ. 2549. การ

เปลี่ยนแปลงองคประกอบของ Conjugated linoleic acid ในน้ํานมโค. ในเอกสารการ

ประชุมวิชาการโคนม 2549. ขอนแกน: คณะสัตวแพทยศาสตร มหาวิทยาลัยขอนแกน. 

พิพัฒน เหลืองลาวัณย, ปตุนาถ หนูเสน และ วิศิษฐิพร สุขสมบัติ. 2549. ผลการใชกากมันสําปะหลังตอ

ผลผลิตโคนม. ในเอกสารการประชุมวิชาการโคนม 2549. ขอนแกน: คณะสัตวแพทยศาสตร 

มหาวิทยาลัยขอนแกน. 
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