
 61

ผลและวิจารณ 
 

1.  ผลของการใชเอนไซมยอยสลายจากการเลี้ยงเชื้อ Bacillus subtilis GN156 ดวยอาหาร NB ท่ีใช
ไซแลนเปนสารเหนี่ยวนํา และทําใหเขมขนขึน้โดยการตกตะกอนดวยแอมโมเนยีมซัลเฟตตอ
การผลิตไซเลจหญาเนเปยร  

 
เนื่องจากการใชเอนไซมยอยสลายจากการเลี้ยงเชื้อ B. subtilis GN156 ในอาหาร NB เปน

สารเสริมรวมกับแบคทีเรียกรดแลกติกสงผลใหไซเลจหญาขนมีคุณภาพสูงขึ้นเมื่อเปรียบเทียบกับ
ไซเลจที่ไมใชสารเสริม (ทองเลียน, 2541) ในการทดลองนี้จึงเลือกใชเอนไซมยอยสลายเขมขนที่
ผลิตจากการเลี้ยงเชื้อ B. subtilis GN156 ดวยอาหาร NB ที่มีไซแลน 1 เปอรเซ็นตเปนสารเหนี่ยวนํา 
และทําใหเขมขนขึ้นโดยการตกตะกอนดวยแอมโมเนยีมซัลเฟต 40 เปอรเซ็นต (เอนไซมยอยสลาย 
E-NB) (Kiatgrajai et al., 2005) เปนสารเสริมรวมกับแบคทีเรียกรดแลกติก Lactobacillus pentosus 
ST10-1 ทั้งในสภาวะที่มี และไมมีน้ําตาลกลูโคสเปนสารเสริมรวมอีก 1 ชนิด โดยคาดหวังวา
เอนไซมยอยสลาย E-NB จะสามารถปรับปรุงกระบวนการผลิต และคุณภาพไซเลจหญาเนเปยรใน
วันที่ 60 ของการหมัก และหลังการเปดภาชนะหมกั 3 วัน  

 
1.1 การใชเอนไซมยอยสลาย E-NB เปนสารเสริมรวมกับแบคทีเรียกรดแลกติกในการผลิต

ไซเลจหญาเนเปยร 
 

การผลิตไซเลจจากหญาเนเปยรในหัวขอนี้แบงออกเปน 3 ชุดการทดลองคือ ชุดการ
ทดลอง NB-L ซ่ึงใชเอนไซมยอยสลาย E-NB ความเขมขนต่ําที่มีคากิจกรรมการยอยสลายคารโบ 
ไฮเดรตโมเลกลุใหญในหญาเนเปยร 7.26 หนวยตอมิลลิลิตร ชุดการทดลอง NB-H ซ่ึงใชเอนไซม
ยอยสลาย E-NB ความเขมขนสูงที่มีคากิจกรรม 29.04 หนวยตอมิลลิลิตร และชุดควบคุมซึ่งไมใช
เอนไซมยอยสลาย E-NB เปนสารเสริม ทุกชุดการทดลองใชแบคทีเรียกรดแลกติกเปนสารเสริมใน
ปริมาณ 6.88 log CFU ตอกรัมหญาเนเปยร  
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1.1.1 การเปลี่ยนแปลงทางเคมี และจุลินทรียระหวางการหมัก 
 

ก. การเปลี่ยนแปลงทางเคมี และจุลินทรียในชุดควบคุม 
 

จากภาพที ่13 พบวา น้ําตาลรีดิวซ และคารโบไฮเดรตที่ละลายน้ํามีการ
เปลี่ยนแปลงในทิศทางเดยีวกันตลอดทั้งกระบวนการหมักคือ เพิ่มขึ้นอยางรวดเรว็จนสูงสุดที่ 6.95  
และ 7.32 กรัมตอกิโลกรัมวตัถุแหงในวันที่ 1 ของการหมักตามลําดับ จากนั้นลดลงอยางชัดเจนหลัง
วันที่ 3 และคงที่ในวนัที่ 60 ของการหมัก ปริมาณคารโบไฮเดรตที่ละลายน้ําที่ไดจากการวิเคราะห
เปนคาที่แสดงความสัมพันธของปริมาณคารโบไฮเดรตที่ละลายน้ําที่ไดจากการทํางานของเอนไซม
ยอยสลายที่ผลิตจากพืชอาหารสัตว และจุลินทรียในพืชอาหารสัตวกับปริมาณคารโบไฮเดรตที่
ละลายน้ําที่ถูกใชเปนแหลงคารบอนในการเจริญ และการผลิตสารผลิตภัณฑของจุลินทรียในไซเลจ 
(Pippard et al., 1996; Weinberg et al., 1999)  

 
ปริมาณคารโบไฮเดรตที่ละลายน้ําที่เพิ่มขึน้ในชวง 3 วันแรกของการหมัก

เปนผลจากการทํางานของเอนไซมยอยสลายที่ผลิตจากหญาเนเปยร และจุลินทรยีในหญาเนเปยร
ชวงกอนกระบวนการหมักแบบมีอากาศจะเริ่มขึ้น (Seglar, 2003) ปริมาณคารโบไฮเดรตที่ละลายน้าํ
ที่เพิ่มขึ้นสงผลใหจุลินทรียกลุม Enterobacteria ซ่ึงเปนจุลินทรียกลุมที่มีพบตามธรรมชาติในหญา 
เนเปยรสด และแบคทีเรียกรดแลกติกเจรญิจนมีปริมาณสูงสุดที่ 8.33 และ 8.97 log CFU ตอกรัม
ไซเลจในวันที ่3 ของการหมกัตามลําดับ (ภาพที่ 14) 

 
ปริมาณแบคทเีรียกรดแลกตกิที่เพิ่มขึ้นถึง 3.24 log CFU ตอกรัมไซเลจ และ

การผลิตคารโบไฮเดรตที่ละลายน้ําอยางตอเนื่องในชวง 3 วันแรกของการหมักสงผลตอการผลิต
กรดแลกตกิที่เพิ่มขึ้นอยางรวดเร็วเปน 16.82 กรัมตอกโิลกรัมวัตถุแหง คาความเปนกรดดางของ
ไซเลจจึงลดลงอยางรวดเรว็จนต่ํากวา 5.00 ในวันที่ 3 ของการหมักซึ่งเปนสภาวะที่ไมเหมาะสมตอ
การเจริญของจุลินทรียกลุม Enterobacteria (Wattiaux, 2000) สงผลใหจุลินทรียกลุม Enterobacteria 
มีปริมาณลดลงอยางรวดเรว็จนมีปริมาณต่าํกวา 1 log CFU ตอกรัมไซเลจหลังวันที่ 21 ของการหมกั 

 
ปริมาณคารโบไฮเดรตที่ละลายน้ําที่ลดลงหลังวันที่ 3 ของการหมักเปนผล

จากการทํางานที่ลดลงของเอนไซมยอยสลายเมื่อเปรียบเทียบกับในชวงแรกของการหมัก ในขณะที่
แบคทีเรียกรดแลกติกยังคงใชคารโบไฮเดรตที่ละลายน้ําผลิตกรดแลกติกอยางตอเนือ่งจนมีปริมาณ
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กรดแลกตกิ 19.95 กรัมตอกโิลกรัมวัตถุแหงในวันที่ 60 ของการหมัก การมีปริมาณคารโบไฮเดรตที่
ละลายน้ําที่ลดลงสงผลใหแบคทีเรียกรดแลกติกที่ใชเปนสารเสริมมีน้ําตาลกลูโคสเปนแหลง
คารบอนในปริมาณจํากดัสงผลใหมีการผลิตกรดอะซิติกควบคูกับกรดแลกติกตั้งแตวนัที่ 3 ของการ
หมักแทนการผลิตกรดแลกติกเปนสารผลิตภัณฑเพยีงชนิดเดยีวซ่ึงจะผลิตในสภาวะที่มีปริมาณ
น้ําตาลกลูโคสเพียงพอ (Pot et al., 1994) ในชวงแรกของการหมัก โดยการผลิตกรดอะซิติกจะ
เกิดขึ้นอยางตอเนื่องจนมีปริมาณ 15.63 กรัมตอกิโลกรัมวัตถุแหงในวนัที่ 60 ของการหมัก 

  
ในวนัที่ 0 และวนัที่ 1 ของการหมัก ตรวจพบเชื้อยีสต และรา 2.4-2.7 log 

CFU ตอกรัมไซเลจ จากนั้นตรวจพบเชื้อยสีตในปริมาณ 1-2 log CFU ตอกรัมไซเลจจนถึงวนัที่ 21 
ของการหมัก จุลินทรียกลุม Clostridia มีปริมาณต่ํากวา 1 log CFU ตอกรัมไซเลจจึงตรวจไมพบ 
และไมพบการผลิตกรดบิวทริีกตลอดทั้งกระบวนการหมกั 

 
การตรวจพบเชื้อยีสต และราในวนัที่ 0-1 ของการหมกั และการตรวจพบ     

จุลินทรียกลุม Enterobacteria ในปริมาณสูงกวา 6 log CFU ตอกรัมไซเลจในวันที่ 0-10 ของการ
หมักสงผลใหปริมาณแอมโมเนียไนโตรเจนที่เกิดจากการยอยสลายโปรตีนในไซเลจมีปริมาณ
เพิ่มขึ้นอยางรวดเรว็จนสูงสดุที่ 1.86 กรัมตอกิโลกรัมวตัถุแหงในวันที่ 10 ของการหมัก (ภาพที ่13) 
จากนั้นจุลินทรียกลุม Enterobacteria ยีสต และรามีปริมาณลดลงจนต่ํากวา 1 log CFU ตอกรัม
ไซเลจ ปริมาณแอมโมเนยีไนโตรเจนจึงมแีนวโนมของการลดลง 
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ภาพที ่13   การเปลี่ยนแปลงทางเคมีของไซเลจในชุดควบคุมที่อายุการหมักตาง ๆ; , คาความเปน
กรดดาง; , ปริมาณกรดแลกติก; , ปริมาณกรดอะซิติก; , ปริมาณน้ําตาลรีดวิซ; 

, ปริมาณคารโบไฮเดรตที่ละลายน้ํา; , ปริมาณแอมโมเนียไนโตรเจน 
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ภาพที่ 14    การเปลี่ยนแปลงทางจุลินทรียของไซเลจในชดุควบคุมที่อายุการหมกัตาง ๆ;                 
, ปริมาณเชือ้แบคทีเรียกรดแลกติก; , ปริมาณเชื้อกลุม Enterobacteria; , ปริมาณ

เชื้อรา; , ปริมาณเชื้อยีสต  
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ข. การเปลี่ยนแปลงทางเคมี และจุลินทรียในชุดการทดลอง NB-L 
 

จากภาพที ่15 และ 16 พบวา น้ําตาลรีดิวซ และคารโบไฮเดรตที่ละลายน้าํใน
ชุดการทดลอง NB-L มีปริมาณเพิ่มขึ้นอยางรวดเร็วจนสูงสุดที่ 6.19 และ 6.24 กรัมตอกิโลกรัม   
วัตถุแหงในวนัที่ 3 ของการหมักตามลําดบั จากนั้นลดลงอยางรวดเรว็ และมีปริมาณคงที่หลังวนัที่ 
10 ของการหมัก แบคทีเรียกรดแลกตกิ และจุลินทรียกลุม Enterobacteria มีปริมาณเพิ่มขึ้นอยาง
รวดเร็วจนสูงสุดที่ 9.03 และ 8.25 log CFU ตอกรัมไซเลจในวันที ่ 3 ของการหมัก หลังจากนัน้
แบคทีเรียกรดแลกติกลดลงอยางตอเนื่องจนมีปริมาณ 7.23 log CFU ตอกรัมไซเลจในวนัที่ 60 ของ
การหมัก และจุลินทรียกลุม Enterobacteria  มีปริมาณทีต่่ํากวา 1 log CFU ตอกรัมไซเลจหลังวันที ่
10 ของการหมัก เชื้อรามีปริมาณลดลงอยางตอเนื่องจนต่ํากวา 2 log CFU ตอกรัมไซเลจในวันที ่ 1 
ของการหมัก เชื้อยีสตมีแนวโนมของการตรวจพบที่ไมแนนอนโดยตรวจพบในปริมาณ 2.31-2.87 
log CFU ตอกรัมไซเลจในวนัที่ 0  1  3  และ 21 ของการหมัก และมีปริมาณที่ต่ํากวา 1 log CFU ตอ
กรัมไซเลจ 

  
ปริมาณกรดแลกติกเพิ่มขึ้นอยางรวดเรว็จนถึงวันที่ 3 ของการหมัก จากนั้น

เพิ่มขึ้นในอตัราที่ลดต่ําลงจนมีปริมาณ 16.08 กรัมตอกิโลกรัมวัตถุแหงในวนัที่ 60 ของการหมกั 
กรดอะซิติกมแีนวโนมการเปลี่ยนแปลงในทิศทางเดยีวกับกรดแลกตกิโดยเริ่มผลิตในวนัที่ 3 ของ
การหมัก และผลิตเพิ่มขึ้นอยางรวดเร็วจนถึงวันที่ 60 ของการหมัก คาความเปนกรดดางลดลงอยาง
รวดเร็วในชวง 3 วันแรกของการหมัก จากนั้นลดลงดวยอัตราที่ต่ําลงจนมีคา 4.38 ในวนัที่ 60 ของ
การหมัก แอมโมเนียไนโตรเจนมีปริมาณเพิ่มขึ้นจนมีคาสูงสุดที่ 1.63 กรัมตอกิโลกรัมวัตถุแหงใน
วันที่ 21 ของการหมัก จากนั้นมีปริมาณลดลงจนเทากับ 1.27 กรัมตอกิโลกรัมวัตถุแหงในวันที ่ 60 
ของการหมัก จุลินทรียกลุม Clostridia กรดโปรปโอนิก และกรดบวิทริีกไมมีการตรวจพบตลอดทัง้
กระบวนการหมัก  
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ภาพที ่15   การเปลี่ยนแปลงทางเคมีของไซเลจในชุดการทดลอง NB-L ที่อายุการหมักตาง ๆ;      

, คาความเปนกรดดาง; , ปริมาณกรดแลกติก; , ปริมาณกรดอะซิติก;             
, ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ; , ปริมาณคารโบไฮเดรตที่ละลายน้ํา; , ปริมาณ

แอมโมเนียไนโตรเจน 
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ภาพที่ 16   การเปลี่ยนแปลงทางจุลินทรียของไซเลจในชดุการทดลอง NB-L ที่อายุการหมักตาง ๆ;  
, ปริมาณเชือ้แบคทีเรียกรดแลกติก; , ปริมาณเชื้อกลุม Enterobacteria; , ปริมาณ

เชื้อรา; , ปริมาณเชื้อยีสต 
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ค. การเปลี่ยนแปลงทางเคมี และจุลินทรียในชุดการทดลอง NB-H 
  

จากภาพที ่17 และ 18 พบวา น้ําตาลรีดิวซ และคารโบไฮเดรตที่ละลายน้าํใน
ชุดการทดลอง NB-H มีปริมาณใกลเคยีงกนัเกือบทั้งกระบวนการหมัก มีเพียงวันที่ 10 ของการหมกั
ที่มีน้ําตาลรีดิวซในปริมาณ 3.57 กรัมตอกิโลกรัมวัตถุแหง ในขณะที่มคีารโบไฮเดรตที่ละลายน้ําใน
ปริมาณที่สูงถึง 8.43 กรัมตอกิโลกรัมวัตถุแหง จุลินทรียกลุม Enterobacteria และแบคทเีรีย        
กรดแลกตกิมปีริมาณเพิ่มขึน้อยางรวดเร็วจนสูงสุดที่ 8.52 และ 8.58 log CFU ตอกรัมไซเลจในวนัที่  
1 และ 3 ของการหมักตามลาํดับ จากนัน้แบคทีเรียกรดแลกติกลดลงจนมีปริมาณ 7.45 log CFU ตอ
กรัมไซเลจในวันที่ 60 ของการหมัก และจุลินทรียกลุม Enterobacteria ลดลงจนมีปริมาณต่ํากวา 1 
log CFU ตอกรัมไซเลจหลังวันที่ 21 ของการหมัก เชื้อรามีปริมาณลดลงจนต่ํากวา 2 log CFU ตอ
กรัมไซเลจในวันที่ 1 และ 3 ของการหมัก และต่ํากวา 1 log CFU ตอกรัมไซเลจหลังจากนัน้        
เชื้อยีสตมีปริมาณ 2.30-2.88 log CFU ตอกรัมไซเลจตลอดกระบวนการหมัก  

 
กรดแลกตกิมปีริมาณเพิ่มขึน้อยางรวดเร็วจนเทากับ 19.14 กรัมตอกิโลกรัม     

วัตถุแหงในวนัที่ 10 และมปีริมาณคอนขางคงที่จนถึงวนัที่ 60 ของการหมัก กรดอะซิติกเริ่มตรวจ
พบในวันที่ 3 ของการหมัก และเพิ่มขึน้อยางตอเนื่องจนมีปริมาณ 24.72 กรัมตอกโิลกรัมวัตถุแหง
ในวนัที่ 60 ของการหมัก คาความเปนกรดดางลดลงอยางรวดเรว็ในชวง 3 วันแรกของการหมัก 
จากนั้นลดลงดวยอัตราที่ต่ําจนมีคา 4.26 ในวันที่ 60 ของการหมัก แอมโมเนียไนโตรเจนมีแนวโนม
ที่สูงตลอดทั้งกระบวนการหมักเนื่องจากเอนไซมยอยสลาย E-NB ที่ใชเปนสารเสริมผานการทําให
เขมขนขึ้นโดยการตกตะกอนดวยแอมโมเนยีมซัลเฟต ซ่ึงสามารถแตกตัวใหแอมโมเนยีได  
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ภาพที ่17   การเปลี่ยนแปลงทางเคมีของไซเลจในชุดการทดลอง NB-H ที่อายุการหมักตาง ๆ;      

, คาความเปนกรดดาง; , ปริมาณกรดแลกติก; , ปริมาณกรดอะซิติก;             
, ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ; , ปริมาณคารโบไฮเดรตที่ละลายน้ํา; , ปริมาณ

แอมโมเนียไนโตรเจน 
 

Days
0 10 20 30 40 50 60

Mi
cro

org
ani

sm
s (l

og 
CF

U/g
-sil

age
)

2

4

6

8

10

 
 

ภาพที่ 18   การเปลี่ยนแปลงทางจุลินทรียของไซเลจในชดุการทดลอง NB-H ที่อายุการหมักตาง ๆ;  
, ปริมาณเชือ้แบคทีเรียกรดแลกติก; , ปริมาณเชื้อกลุม Enterobacteria; , ปริมาณ

เชื้อรา; , ปริมาณเชื้อยีสต 
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เมื่อเปรียบเทียบปริมาณน้ําตาลรีดิวซระหวาง 3 ชุดการทดลองพบวา ใน
วันที่ 0 และ 1 ของการหมักชุดการทดลอง NB-H มีปริมาณน้ําตาลรีดวิซสูงเปน 1.19 และ 1.24 เทา
ของชุดการทดลอง NB-L และสูงเปน 1.52 และ 1.06 เทาของชุดควบคุมตามลําดับ และในวันที่ 0 
ของการหมักชดุการทดลอง NB-L มีปริมาณน้ําตาลรีดวิซสูงเปน 1.28 เทาของชุดควบคุม แสดงวา
การใชเอนไซมยอยสลาย E-NB เปนสารเสริมสามารถเพิ่มปริมาณน้ําตาลรีดิวซจากการยอยสลาย
คารโบไฮเดรตโมเลกุลใหญที่เปนโครงสรางของหญาเนเปยรได และความเขมขนของเอนไซมยอย
สลาย E-NB ที่เพิ่มขึ้นสงผลใหไดน้ําตาลรีดิวซในปริมาณที่สูงขึ้น 

 
เมื่อเปรียบเทียบปริมาณจุลินทรีย และปริมาณกรดระหวาง 3 ชุดการทดลอง

พบวา ปริมาณแบคทีเรียกรดแลกติกในชุดการทดลอง NB-H ต่ํากวาชดุควบคุม 0.40-0.75 log CFU 
ตอกรัมไซเลจในชวง 3 วันแรกของการหมัก ปริมาณจุลินทรียกลุม Enterobacteria ในชุดการ
ทดลอง NB-H และชุดการทดลอง NB-L เพิ่มขึ้น 1.47  และ 0.84 log CFU ตอกรัมไซเลจในวันที่   
0-1 ของการหมักตามลําดบั ในขณะที่ปริมาณจุลินทรยีกลุม Enterobacteria ในชดุควบคุมเพิ่มขึ้น
เพียง 0.52 log CFU ตอกรัมไซเลจในวันที ่0-1 ของการหมัก และปริมาณเชื้อยีสตในชุดการทดลอง 
NB-H และชุดการทดลอง NB-L อยูในชวง 2-3 log CFU ตอกรัมไซเลจ ในขณะทีป่ริมาณเชื้อยีสต
ในชุดควบคุมอยูในชวง 1-2 log CFU ตอกรัมไซเลจในวันที่ 3 และ 21 ของการหมัก ปริมาณกรด
แลกติกในชุดการทดลอง NB-H ชวง 3 วนัแรกของการหมัก และในชุดการทดลอง NB-L วันที่ 3 
ของการหมักต่าํกวาชุดควบคมุ 2.52-3.79 และ 3.50 กรัมตอกิโลกรัมวัตถุแหงตามลาํดับ ปริมาณ
กรดอะซิติกในชุดการทดลอง NB-H สูงกวาชุดควบคมุตลอดทั้งกระบวนการหมกั แสดงวาน้ําตาล
รีดิวซที่เพิ่มขึน้จากการทํางานของเอนไซมยอยสลาย E-NB ในวนัที่ 0 และ 1 ของการหมักไมสงผล
ใหการเจริญ และการผลิตกรดแลกติกของแบคทีเรียกรดแลกติกเพิ่มขึ้นในชวง 3 วันแรกของการ
หมักแตสงผลใหการเจริญของจุลินทรียกลุม Enterobacteria เพิ่มขึ้นในวนัที่ 0-1 ของการหมัก และ
การเจริญของเชื้อยีสตเพิ่มขึน้หลังจากวันที่ 3 ของการหมัก ซ่ึงสงผลตอการเพิ่มการผลิตกรดอะซิติก
ตลอดกระบวนการหมัก โดยผลของน้ําตาลรีดิวซที่เพิ่มขึ้นตอการเจริญ และการผลิตกรดของ          
จุลินทรียจะเกดิขึ้นอยางชัดเจนเมื่อใชเอนไซมยอยสลาย E-NB เปนสารเสริมที่ความเขมขนสูง  

 
ผลของการเปลี่ยนแปลงของปริมาณจุลินทรีย และกรดที่เกิดขึน้จากการใช

เอนไซมยอยสลาย E-NB เปนสารเสริมที่พบขางตนสอดคลองกับผลที่พบเมื่อใชเอนไซมเพคตเินส  
เปนสารเสริมรวมกับแบคทีเรียกรดแลกติกในการผลิตไซเลจหญาอัลฟาฟาที่สงผลในการเพิ่ม
ปริมาณคารโบไฮเดรตที่ละลายน้ําเปน 1.27 เทา โดยคารโบไฮเดรตที่ละลายน้ําที่เพิม่ขึ้นไมสงผลตอ
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การเพิ่มปริมาณแบคทีเรียกรดแลกติก แตสงผลตอการเพิ่มปริมาณของจุลินทรียกลุม Enterobacteria 
ในวนัที่ 1 รวมทั้งเชื้อยีสต รา และกรดอะซิติกตลอดทัง้กระบวนการหมัก (Kung et al., 1991) และ
ตรงขามกับผลที่ Weinberg et al. (1995) รายงานวา การใชเอนไซมเซลลูเลส และเบตา-กลูคาเนส
เปนสารเสริมรวมกับแบคทีเรียกรดแลกติกสงผลตอการเพิ่มคารโบไฮเดรตที่ละลายน้าํในไซเลจถั่ว 
Pisum sativum เปน 2.35 เทา โดยปรมิาณคารโบไฮเดรตที่ละลายน้ําที่เพิ่มขึ้นสงผลตอการเพิ่ม
ปริมาณของแบคทีเรียกรดแลกติก และกรดแลกติกในวนัที่ 4 ของการหมัก และเชือ้ยีสตในวันที ่ 45 
ของการหมัก 

 
1.1.2 สมบัติทางเคมี และจุลินทรียของไซเลจในวันที่ 60 ของการหมัก 

 
เมื่อพิจารณาสมบัติทางเคมี และจุลินทรียของไซเลจในวันที่ 60 ของการหมัก 

(ตารางที่ 10) พบวา ไซเลจจากทุกชดุการทดลองมีสีเขียวอมเหลือง มปีริมาณกรดแลกติก และกรด
บิวทีริกอยูในชวง 15-25 และต่ํากวา 1 กรัมตอกิโลกรัมวัตถุแหงตามลําดับ ซ่ึงเปนคาที่ยอมรับวาได
มาตรฐานตามเกณฑของกองอาหารสัตว กรมปศุสัตว และมีปริมาณเชือ้ยีสตต่ํากวา 5.00 log CFU 
ตอกรัมไซเลจ ซ่ึงเปนคาที่ยอมรับไดตามเกณฑของ Seglar (2003) อยางไรก็ตามพบวาไซเลจมคีา
ความเปนกรดดาง และมีปริมาณกรดอะซิติกสูงกวาเกณฑที่กําหนดซึ่ง Ohshima et al. (1997) 
รายงานวาไซเลจหญาอัลฟาฟาที่มีคาความเปนกรดดางอยูในชวง 4.2-4.8 และมีกรดบิวทีริกต่ํากวา 
0.2 กรัมตอกิโลกรัมวัตถุแหงเปนไซเลจที่มีคุณภาพด ี ดังนั้นไซเลจที่ผลิตขึ้นในการทดลองนี้จึงนา 
จะมีคาความเปนกรดดางทีย่อมรับไดเชนเดียวกัน และ Danner et al. (2003) รายงานวา การมีกรด 
อะซิติกในปรมิาณสูงจะชวยเพิ่มคา aerobic stability ของไซเลจไดโดยไซเลจหญาที่มีคา aerobic 
stability ที่สูงสุดมีกรดอะซติิกอยูสูงถึง 55.3 กรัมตอกโิลกรัมวัตถุแหง ดังนัน้การที่ไซเลจที่ไดจาก
การทดลองมีปริมาณกรดอะซิติกอยูในชวง 15.63-24.72 กรัมตอกโิลกรัมวัตถุแหงนาจะสงผลดตีอ
การรักษาคุณภาพของไซเลจหลังการเปดถุงหมัก อยางไรก็ตามการที่มกีรดอะซิติกในปริมาณสูงกวา
เกณฑอาจสงผลตอการยอมรับของสัตวเมื่อใชไซเลจเปนอาหารสัตวได  

 
ไซเลจทั้ง 3 ชุดการทดลองมสีมบัติทางเคมี และจุลินทรียที่ไมแตกตางกนัอยาง

มีนัยสําคัญทางสถิติ อยางไรก็ตามพบวาไซเลจชุดการทดลอง NB-H มีปริมาณเชื้อยสีตสูงกวาไซเลจ 
ชุดการทดลอง NB-L และชดุควบคุมซึ่งเปนผลตอเนื่องจากการทํางานของเอนไซมยอยสลาย E-NB 
ที่ใชเปนสารเสริม จึงสงผลใหไซเลจชุดการทดลอง NB-H มีปริมาณกรดอะซิติกสงูกวาชุดควบคมุ 
และชุดการทดลอง NB-L 9.09 และ 3.27 กรัมตอกิโลกรัมวัตถุแหงตามลําดับ ซ่ึงเปนผลที่สอด 
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คลองกับที่ Kung et al. (1991) รายงานวา ไซเลจทีใ่ชเอนไซมยอยสลายเปนสารเสริมรวมกับ
แบคทีเรียกรดแลกติกมีปริมาณเชื้อยีสตและรา และกรดอะซิติกสูงกวาไซเลจที่ไมไดใชเอนไซมเปน
สารเสริม 1.58 log CFU ตอกรัมไซเลจ และ 29.9 กรัมตอกโิลกรัมวัตถุแหงตามลําดับ  

 
ตารางที่ 10   สมบัติทางเคมี และจุลินทรียของไซเลจในวันที่ 60 ของการหมัก 
 

ชุดการทดลอง สมบัติของไซเลจ 
 (กรัมตอกิโลกรัมวัตถุแหง) ชุดควบคุม NB-L NB-H 

วัตถุแหง 213 A (±15.10) 230 A   (±5.22) 211A    (±6.13) 
คาความเปนกรดดาง 4.30 A (±0.02) 4.38 A (±0.13) 4.26 A (±0.13) 

น้ําตาลรีดิวซ 2.63 A (±1.41) 3.01 A (±0.34) 5.87 A (±4.82) 
คารโบไฮเดรตที่ละลายน้ํา 3.26 A (±0.50) 3.87 A (±0.24) 5.85 A (±0.47) 

กรดแลกตกิ 19.95 A (±1.96) 16.08 A (±2.99) 20.29 A (±0.90) 
กรดอะซิติก 15.63 A (±3.04) 21.45 A (±4.38) 24.72 A (±6.41) 
กรดบิวทีริก 0.00 A (±0.00) 0.00 A (±0.00) 0.00 A (±0.00) 

แอมโมเนียไนโตรเจน 1.69 A (±0.50) 1.27 A (±0.24) 1.12 A (±0.47) 
แบคทีเรียกรดแลกติก 

(log CFU ตอกรัมไซเลจ) 
7.44 A (±0.49) 7.36 A (±0.42) 7.37 A (±0.33) 

จุลินทรียกลุม Enterobacteria 
(log CFU ตอกรัมไซเลจ) 

<1.00 <1.00 <1.00 

รา (log CFU ตอกรัมไซเลจ) <1.00 <1.00 <1.00 
ยีสต (log CFU ตอกรัมไซเลจ) <1.00 <1.00 2.79   (±1.67) 

 
หมายเหต ุ  คาเฉลี่ยตามดวยตัวอักษรที่เหมอืนกันในแนวนอนไมมีความแตกตางทางสถิติ ตามการ

วิเคราะหดวยวธีิของ Turkey’s ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต และคาในวงเล็บที่อยู
หลังคาเฉลี่ยคือคาเบี่ยงเบนมาตรฐาน  
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1.1.3 สมบัติทางเคมี และจุลินทรียของไซเลจหลังเปดถุงหมักเปนเวลา 3 วัน 
 

เมื่อการหมักเสร็จสิ้นที่ 60 วัน ทําการเปดถุงหมักใหไซเลจสัมผัสอากาศเปน
เวลา 3 วัน จากนั้นเก็บตัวอยางเพื่อวิเคราะหทางเคมี และจุลินทรียของไซเลจ (ตารางที่ 11) พบวา 
ไซเลจทุกชุดการทดลองมีปริมาณเชื้อยีสต และราเปลี่ยนแปลงไปในปริมาณที่ต่ํากวา 1.0 log CFU 
ตอกรัมไซเลจเมื่อเปรียบเทียบกับไซเลจกอนการเปดถุงหมัก มีปริมาณของกรดแลกติก และกรด  
อะซิติกลดลงประมาณ 1-10 กรัมตอกิโลกรัมวัตถุแหง และมีคาความเปนกรดดางเพิ่มขึ้น 0.13-0.33 
ซ่ึงสอดคลองกับที่ Gonza’lez and Rodri’guez (2003) รายงานวา หลังจากวันที ่ 3 ของการเปด
ภาชนะหมักไซเลจหญากีนสีีมวงมีปริมาณยีสตและราเพิ่มขึ้นประมาณ 1 log CFU ตอกรัมไซเลจ มี
ปริมาณกรดแลกติกลดลงกวา 1 เทา และมีแบคทีเรียทั้งหมด 6.25 log CFU ตอกรัม ดังนั้นจึงเปนไป
ไดวา การลดลงของกรดแลกติก และกรดอะซิติกเกิดจากการที่แบคทเีรียกลุมที่ตองการอากาศใน
การเจริญใชกรดแลกติก และกรดอะซิตกิเปนแหลงคารบอน และการมีกรดอะซิตกิในปริมาณทีสู่ง
กวาเกณฑที่กองอาหารสัตว กรมปศุสัตวกําหนดในตวัอยางไซเลจวนัที่ 60 ของการหมักสงผลใน
การยับยั้งการเพิ่มปริมาณของยีสต และราโดยการทําลายสวนของ plasma membrane ของเซลลยีสต 
และรา (Danner et al., 2003) ไดตามที่คาดการณไว 

 
ไซเลจทั้ง 3 ชุดการทดลองมสีมบัติทางเคมี และจุลินทรียที่ไมแตกตางกนัอยาง

มีนัยสําคัญทางสถิติซ่ึงแสดงใหเห็นวาการใชเอนไซมยอยสลาย E-NB เปนสารเสริมทั้งที่ความ
เขมขนสูง และต่ําไมสามารถลดการเสื่อมเสียของไซเลจหญาเนเปยรที่มีแนวโนมจากการเจริญของ
แบคทีเรียที่ตองการอากาศในการเจริญหลังเปดภาชนะหมักเปนเวลา 3 วันได  

  
จากผลของการเปลี่ยนแปลงระหวางกระบวนการหมัก สมบัติของไซเลจวันที ่

60 ของการหมัก และสมบตัิของไซเลจหลังเปดถุงหมัก 3 วันของไซเลจทั้ง 3 ชุดการทดลองทําให
สรุปผลของการใชเอนไซมยอยสลาย E-NB เปนสารเสริมในการผลิตไซเลจหญาเนเปยรไดวา 
เอนไซมยอยสลาย E-NB สามารถเพิ่มปริมาณน้ําตาลรีดวิซไดในวนัที ่ 0 และ 1 ของการหมัก โดย
ปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่เพิ่มขึ้นไมสงผลในการเพิ่มการเจริญ และการผลิตกรดแลกติกของแบคทีเรีย
กรดแลกตกิ แตสงผลในการเพิ่มการเจริญของจุลินทรียกลุม Enterobacteria ในวนัที่ 0 และ 1 ของ
การหมัก การเพิ่มการเจริญของเชื้อยีสตหลังวันที่ 3 ของการหมัก และการเพิ่มการผลิตกรดอะซิติก
ตลอดทั้งกระบวนการหมัก ซ่ึงสงผลใหไซเลจในวันที ่ 60 ของการหมักมีปริมาณเชื้อยสีต และ
กรดอะซิติกทีสู่งกวาการไมใชเอนไซม E-NB เปนสารเสริมโดยการเปลี่ยนแปลงทัง้หมดที่เกิดจาก



 73

การเพิ่มขึ้นของน้ําตาลรีดิวซจะปรากฏอยางชัดเจนเมื่อเพิม่ความเขมขนของเอนไซมยอยสลาย      
E-NB นอกจากการมีปริมาณเชื้อยีสตและกรดอะซิติกที่สูงแลวไมพบความแตกตางของสมบัติทาง
เคมี และจุลินทรียของไซเลจทั้งกอน และหลังการเปดถุงหมักที่แสดงใหเห็นถึงคุณภาพของไซเลจที่
เพิ่มขึ้นจากการใชเอนไซมยอยสลาย E-NB เปนสารเสริมแตอยางใด 

 
ตารางที่ 11   สมบัติทางเคมี และจุลินทรียของไซเลจหลังเปดถุงหมัก 3 วัน 
 

ชุดการทดลอง สมบัติของไซเลจ 
 (กรัมตอกิโลกรัมวัตถุแหง) ชุดควบคุม NB-L NB-H 

วัตถุแหง 362 A (± 109.81) 498 A (± 187.58) 263 A  (± 28.80) 
คาความเปนกรดดาง 4.57 A  (± 0.10) 4.51 A   (± 0.18) 4.59 A  (± 0.08) 

กรดแลกตกิ 13.28 A  (± 4.49) 13.03 A (± 12.88) 16.52 A  (± 5.13) 
กรดอะซิติก 15.04 A  (± 7.65) 11.38 A   (± 5.82) 19.91 A  (± 5.66) 
กรดบิวทีริก 0.00 A (±0.00) 0.00 A (±0.00) 0.00 A (±0.00) 

แบคทีเรียกรดแลกติก 
(log CFU ตอกรัมไซเลจ) 

7.24 A  (± 0.17) 7.14 A   (± 0.33) 7.35 A  (± 0.13) 

จุลินทรียกลุม Enterobacteria 
(log CFU ตอกรัมไซเลจ) 

<1.00 <1.00 <1.00 

รา (log CFU ตอกรัมไซเลจ) <1.00 <1.00 <1.00 
ยีสต (log CFU ตอกรัมไซเลจ) 1.00-2.00 <1.00 1.00-2.00 

 
หมายเหต ุ คาเฉลี่ยตามดวยตัวอักษรที่เหมอืนกันในแนวนอนไมมีความแตกตางทางสถิติ ตามการ

วิเคราะหดวยวธีิของ Turkey’s ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต  และคาในวงเล็บ
หลังคาเฉลี่ยคือคาเบี่ยงเบนมาตรฐาน 

 
1.2 การใชเอนไซมยอยสลาย E-NB เปนสารเสริมรวมกับแบคทีเรียกรดแลกติก และ

น้ําตาลกลูโคสในการผลิตไซเลจหญาเนเปยร 
 

ปญหาหนึ่งทีพ่บเมื่อใชเอนไซมยอยสลาย E-NB เปนสารเสริมในการผลิตไซเลจ
หญาเนเปยรคือ ปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่เพิ่มขึ้นจากการทํางานของเอนไซมไมสงผลตอการเพิ่มการ
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เจริญ และการผลิตกรดแลกติกของแบคทีเรียกรดแลกติก ซ่ึงเปนไปไดวาอาจเกิดจากการที่เอนไซม
ยอยสลาย E-NB ไมสามารถเพิ่มปริมาณคารโบไฮเดรตที่ละลายน้ําในวนัที่ 0 ของการหมักใหสูงถึง 
30 กรัมตอกิโลกรัมวัตถุแหงซึ่งเปนปริมาณสงผลใหกระบวนการหมกัเกิดขึน้อยางมีประสิทธิภาพ 
(O’Kiely et al., 1986) รวมทัง้เปนไปไดวาน้ําตาลรีดิวซทีเ่พิ่มขึ้นจากการทํางานของเอนไซมอาจ
ไมใชน้ําตาลกลูโคสซึ่งเปนน้ําตาลที่แบคทีเรียกรดแลกติกสายพันธุ L. pentosus สามารถใชเปน
แหลงคารบอนในการเจริญ และการผลิตกรดแลกติกไดมีประสิทธิภาพสูงสุด (Lampen and 
Peterjohn, 1951) ดังนั้นในการทดลองนี้จงึไดเลือกใชน้าํตาลกลูโคสเปนสารเสริมรวมกับเอนไซม
ยอยสลาย E-NB และแบคทีเรียกรดแลกติกโดยคาดหวังวาการเติมน้ําตาลกลูโคสจะเปนการเพิ่ม
แหลงคารบอนโดยตรงใหกบัแบคทีเรียกรดแลกติก และจุลินทรียกลุมอื่นในไซเลจทีส่ามารถผลิต
เอนไซมยอยสลายที่สามารถทํางานรวมกับเอนไซมยอยสลาย E-NB ในการยอยสลายคารโบไฮเดรต
ที่เปนองคประกอบในผนังเซลลของหญาเนเปยรจนไดน้ําตาลรีดิวซที่มีน้ําตาลกลูโคสเปน
องคประกอบในปริมาณที่สูงขึ้นซึ่งเปนการเพิ่มแหลงคารบอนใหกับแบคทีเรียกรดแลกติกในการ
ผลิตกรดแลกติกไดอีกทางหนึ่ง และจะสงผลตอมาในการปรับปรุงคุณภาพของไซเลจทั้งกอน และ
หลังการเปดถุงหมัก 

 
การผลิตไซเลจจากหญาเนเปยรในหัวขอนี้แบงออกเปน 3 ชุดการทดลองคือ ชุดการ

ทดลอง NB-L +G ซ่ึงใชเอนไซมยอยสลาย E-NB ความเขมขนต่ํา ชุดการทดลอง NB-H +G ซ่ึงใช
เอนไซมยอยสลาย E-NB ความเขมขนสูง และชุดควบคุมซึ่งไมใชเอนไซมยอยสลาย E-NB เปนสาร
เสริม ทุกชุดการทดลองใชแบคทีเรียกรดแลกติก และน้ําตาลกลูโคสเปนสารเสริม โดยใชน้ําตาล
กลูโคสที่ปริมาณที่ทําใหคารโบไฮเดรตที่ละลายน้ําในวันที่ 0 ของการหมักมีปริมาณ 40.42-45.12 
กรัมตอกิโลกรัมวัตถุแหง และใชเอนไซมยอยสลาย E-NB และแบคทีเรียกรดแลกติกในสภาวะ
เดียวกับในการทดลองที่ผานมา  

 
1.2.1 การเปลี่ยนแปลงทางเคมี และจุลินทรียระหวางการหมัก 
 

ก. การเปลี่ยนแปลงทางเคมี และจุลินทรียในชุดควบคุม 
 

จากภาพที ่ 19 และ 20 พบวา น้ําตาลรีดวิซ และคารโบไฮเดรตที่ละลายน้ํา
ลดลงอยางรวดเร็วกวา 3 เทาในชวง 10 วันแรกของการหมักซึ่งเปนผลจากการใชเปนแหลงคารบอน
ในการเจริญของจุลินทรียกลุม Enterobacteria และแบคทีเรียกรดแลกติกที่มีปริมาณเพิ่มขึ้นอยาง
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รวดเร็วจนสูงสุดที่ 7.39 และ 8.98 log CFU ตอกรัมไซเลจในวนัที่ 3 ของการหมกัตามลําดับ การ
เพิ่มปริมาณอยางรวดเร็วของแบคทีเรียกรดแลกติกสงผลใหมีการผลิตกรดแลกติกอยางโดดเดนจนมี
ปริมาณสูงสุดที่ 38.99 กรัมตอกิโลกรัมวตัถุแหงในวันที่ 10 ของการหมัก ซ่ึงสงผลใหคาความเปน
กรดดางของไซเลจลดลงต่ํากวา 4.2 ตั้งแตวันที่ 1 ของการหมัก 

 
คาความเปนกรดดางที่อยูในชวง 3.57-3.72 ในวันที่ 3-60 ของการหมักสงผล

ใหแบคทเีรียกรดแลกติก จุลินทรียกลุม Enterobacteria และเชื้อราถูกยบัยั้งการเจริญ โดยแบคทีเรีย
กรดแลกตกิมปีริมาณลดลงประมาณ 2 log CFU ตอกรัมไซเลจหลังวนัที่ 10 ของการหมัก จุลินทรีย
กลุม Enterobacteria มีปริมาณที่ต่ํากวา 1 log CFU ตอกรัมไซเลจหลังวนัที่ 10 ของการหมัก และเชื้อ
รามีปริมาณที่ต่ํากวา 1 log CFU ตลอดทั้งกระบวนการหมัก จึงสงผลใหแอมโมเนยีไนโตรเจนทีม่ี
ปริมาณสูงขึ้น 0.39 กรัมตอกิโลกรัมวัตถุแหงใน 10 วันแรกของการหมักลดลงจนมีปริมาณ 0.40 
กรัมตอกิโลกรัมวัตถุแหงในวันที่ 60 ของการหมัก และสงผลใหการใชน้ําตาลรีดวิซ และคารโบ    
ไฮเดรตที่ละลายน้ําเปนแหลงคารบอนลดลง ปริมาณคารโบไฮเดรตที่ละลายน้ํา และน้ําตาลรีดิวซจงึ
คอนขางคงที่หลังวันที่ 10 ของการหมัก 

 
การผลิตกรดอะซิติกเริ่มขึ้นอยางชัดเจนในวันที่ 10 ของการหมัก และผลิต

เพิ่มขึ้นอยางรวดเรว็จนมีปริมาณ 17.87 กรัมตอกิโลกรัมวัตถุแหงในวันที่ 60 ของการหมัก โดย
ในชวงวันที่ 10-60 เปนผลจากการผลิตควบคูกับกรดแลกติกของแบคทีเรียกรดแลกติก และในชวง
วันที่ 21-60 ของการหมัก เปนผลจากการผลิตของเชื้อยีสตที่เจริญอยางรวดเร็วจนมีปริมาณ 3.37 log 
CFU ตอกรัมไซเลจในวันที ่ 60 ของการหมัก ตลอดทัง้กระบวนการหมักตรวจไมพบจุลินทรียกลุม 
Clostridia กรดบิวทีริก และกรดโปรปโอนิก 
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ภาพที่ 19   การเปลี่ยนแปลงทางเคมีของไซเลจในชุดควบคุมที่อายุการหมักตาง ๆ; , คาความเปน

กรดดาง; , ปริมาณกรดแลกติก; , ปริมาณกรดอะซิติก; , ปริมาณน้ําตาลรีดวิซ; 
, ปริมาณคารโบไฮเดรตที่ละลายน้ํา; , ปริมาณแอมโมเนียไนโตรเจน 
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ภาพที่ 20   การเปลี่ยนแปลงทางจุลินทรียของไซเลจในชดุควบคุมที่อายุการหมกัตาง ๆ;               
, ปริมาณเชือ้แบคทีเรียกรดแลกติก; , ปริมาณเชื้อกลุม Enterobacteria; , ปริมาณ

เชื้อรา; , ปริมาณเชื้อยีสต 
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ข. การเปลี่ยนแปลงทางเคมี และจุลินทรียในชุดการทดลอง NB-L +G 
 
จากภาพที ่ 21 และ 22 พบวา น้ําตาลรีดวิซ และคารโบไฮเดรตที่ละลายน้ํา         

มีปริมาณลดลงอยางรวดเรว็ในชวง 10 วันแรกของการหมัก และมีปริมาณคงที่จนถึงวันที่ 60 ของ
การหมัก จุลินทรียกลุม Enterobacteria และแบคทีเรียกรดแลกตกิมปีริมาณเพิ่มขึน้อยางรวดเร็วจน
สูงสุดที่ 7.81 และ 8.89 log CFU ตอกรัมไซเลจในวันที่ 1 และวนัที่ 3 ของการหมักตามลําดบั 
หลังจากนัน้แบคทีเรียกรดแลกติกมีปริมาณลดลงอยางตอเนื่องจนเทากับ 5.89 log CFU ตอกรัม
ไซเลจในวันที ่ 60 ของการหมัก  และจุลินทรียกลุม Enterobacteria ลดลงจนมีปริมาณต่ํากวา 1 log 
CFU ตอกรัมไซเลจหลังวันที ่3 ของการหมัก เชื้อรามีปริมาณต่ํากวา 1 log CFU ตอกรัมไซเลจตั้งแต
วันที่ 3 ของการหมัก  เชื้อยีสตมีปริมาณเพิม่ขึ้นอยางรวดเร็วจนเทากับ 3.52 log CFU ตอกรัมไซเลจ
ในวนัที่ 3 จากนั้นมีปริมาณ 1-2 log CFU ตอกรัมไซเลจจนถึงวันที่ 60 ของการหมัก  

 
ปริมาณกรดแลกติกเพิ่มขึ้นอยางรวดเรว็จนถึงวันที่ 10 ของการหมัก จากนั้น

มีแนวโนมคงที่จนมีปริมาณ 45.82 กรัมตอกิโลกรัมวัตถุแหงในวนัที่ 60 ของการหมัก กรดอะซิตกิ
เร่ิมตรวจพบในวันที่ 3 ของการหมัก และมีปริมาณที่สูงขึ้นอยางตอเนือ่งตลอดทั้งกระบวนการหมกั     
คาความเปนกรดดางลดลงอยางรวดเร็วในชวง 3 วันแรกของการหมัก จากนั้นคอนขางคงที่จนมีคา 
3.59 ในวันที ่ 60 ของการหมัก แอมโมเนียไนโตรเจนมีปริมาณเพิ่มขึ้นจนสูงสดุที ่ 1.00 กรัมตอ
กิโลกรัมวัตถุแหงในวันที่ 1 จากนั้นมปีริมาณที่ลดลงอยางตอเนื่องจนเทากับ 0.29 กรัมตอกิโลกรัม
วัตถุแหงในวนัที่ 60 ของการหมัก  
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ภาพที่ 21   การเปลี่ยนแปลงทางเคมีของไซเลจในชุดการทดลอง NB-L +G ที่อายุการหมักตาง ๆ; 
, คาความเปนกรดดาง; , ปริมาณกรดแลกติก; , ปริมาณกรดอะซิติก;             
, ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ; , ปริมาณคารโบไฮเดรตที่ละลายน้ํา; , ปริมาณ

แอมโมเนียไนโตรเจน 
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ภาพที่ 22   การเปลี่ยนแปลงทางจุลินทรียของไซเลจในชดุการทดลอง NB-L +G ที่อายุการหมกั  
ตาง ๆ; , ปริมาณเชื้อแบคทีเรียกรดแลกติก; , ปริมาณเชื้อกลุม Enterobacteria;   

, ปริมาณเชือ้รา; , ปริมาณเชื้อยีสต 
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ค. การเปลี่ยนแปลงทางเคมี และจุลินทรียในชุดการทดลอง NB-H +G 
  

จากภาพที ่ 23 และ 24 พบวา น้ําตาลรีดวิซ และคารโบไฮเดรตที่ละลายน้ํา         
มีปริมาณที่ลดลงกวา 2 เทาในชวง 3 วันแรกของการหมกั จากนั้นลดลงดวยอัตราที่ชาลงจนเทากับ 
10.31 และ 11.25 กรัมตอกิโลกรัมวัตถุแหงในวนัที่ 60 ของการหมักตามลําดับ จุลินทรียกลุม Entero 
bacteria และแบคทีเรียกรดแลกติกมีปริมาณเพิ่มขึ้นอยางรวดเร็วจนสูงสุดที่ 7.80 และ 8.84 log CFU 
ตอกรัมไซเลจในวนัที่ 1 และวันที่ 3 ของการหมักตามลําดับ หลังจากนั้นจุลินทรียกลุม Entero 
bacteria มีปริมาณลดลงจนต่ํากวา 1 log CFU ตอกรัมไซเลจนถึงวนัที่ 60 ของการหมัก และ 
แบคทีเรียกรดแลกติกมีปริมาณลดลงจนเทากับ 6.29 log CFU ตอกรัมไซเลจในวันที่ 60 ของการ
หมัก เชื้อรามีปริมาณต่ํากวา 1 log CFU ตอกรัมไซเลจตั้งแตวนัที่ 3 ของการหมัก เชือ้ยีสตมีปริมาณ
เพิ่มขึ้นอยางรวดเรว็จนสูงสดุที่ 4.19 log CFU ตอกรัมไซเลจในวนัที่ 3 ของการหมัก จากนัน้มี
ปริมาณ 2.17 log CFU ตอกรัมไซเลจในวันที่ 60 ของการหมัก  

 
ปริมาณกรดแลกติกเพิ่มขึ้นอยางรวดเรว็จนเทากับ 42.07 กรัมตอกโิลกรัม     

วัตถุแหงในวนัที่ 10 จากนั้นมีปริมาณคอนขางคงที่จนถึงวันที่ 60 ของการหมัก กรดอะซิติกเริ่ม
ตรวจพบในวนัที่ 3 ของการหมัก และมปีริมาณสูงขึ้นอยางตอเนื่องจนถึงวันที่ 60 ของการหมัก คา
ความเปนกรดดางลดลงอยางรวดเร็วในชวงเร่ิมตนถึงวันที่ 3 ของการหมัก จากนัน้คอนขางคงที่จนมี
คา 3.69 ในวนัที่ 60 ของการหมัก แอมโมเนียไนโตรเจนมีปริมาณเพิม่ขึ้นจนสูงสุดที่ 1.80 กรัมตอ
กิโลกรัมวัตถุแหงในวันที่ 1 ของการหมัก จากนั้นมปีริมาณที่ลดลงอยางตอเนื่องจนเทากับ 0.98 กรัม
ตอกิโลกรัมวตัถุแหงในวันที่ 60 ของการหมัก 
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ภาพที่ 23   การเปลี่ยนแปลงทางเคมีของไซเลจในชุดการทดลอง NB-H +G ที่อายุการหมักตาง ๆ; 
, คาความเปนกรดดาง; , ปริมาณกรดแลกติก; , ปริมาณกรดอะซิติก;             
, ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ; , ปริมาณคารโบไฮเดรตที่ละลายน้ํา; , ปริมาณ

แอมโมเนียไนโตรเจน 
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ภาพที่ 24   การเปลี่ยนแปลงทางจุลินทรียของไซเลจในชดุการทดลอง NB-H +G ที่อายุการหมกั  
ตาง ๆ; , ปริมาณเชื้อแบคทีเรียกรดแลกติก; , ปริมาณเชื้อกลุม Enterobacteria;   

, ปริมาณเชือ้รา; , ปริมาณเชื้อยีสต 
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เมื่อเปรียบเทียบการเปลี่ยนแปลงทางเคมี และจุลินทรียของทั้ง 3 ชุดการ
ทดลองพบวา ไมปรากฏความแตกตางของปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่คาดวาเปนผลจากการทํางานรวม 
กันของเอนไซมยอยสลาย E-NB ที่ใชเปนสารเสริม และเอนไซมยอยสลายที่ผลิตจากจุลินทรียใน
ไซเลจในชวง 3 วันแรกของการหมัก ปริมาณแบคทีเรียกรดแลกติกของทั้ง 3 ชุดการทดลองแตกตาง
กันไมเกิน 0.4 log CFU ตอกรัมไซเลจในชวง 3 วันแรกของการหมัก ปริมาณกรดแลกติกในชดุการ
ทดลอง NB-H +G และชุดการทดลอง NB-L +G ต่ํากวาชดุควบคุม  9.97 และ 7.21 กรัมตอกิโลกรัม
วัตถุแหงในวนัที่ 1 ของการหมัก ปริมาณจุลินทรียกลุม Enterobacteria ในชดุการทดลอง NB-H +G 
และชุดการทดลอง NB-L +G สูงกวาชุดควบคุม 0.60-0.77 log CFU ตอกรัมไซเลจในวนัที่ 0 และ 
0.50 log CFU ตอกรัมไซเลจในวันที่ 1 ของการหมัก ปริมาณเชื้อยีสตในชุดการทดลอง NB-H +G 
และชุดการทดลอง NB-L +G สูงกวาชุดควบคุม 0.41-0.95 log CFU ตอกรัมไซเลจในวนัที่ 1 และ 
1.30-1.97 log CFU ตอกรัมไซเลจในวันที่ 3 ของการหมัก และปรมิาณแอมโมเนยีไนโตรเจนใน    
ชุดการทดลอง NB-H +G และชุดการทดลอง NB-L +G เพิ่มขึ้นเปน 2.47 และ 2.00 เทา ในขณะที่     
ชุดควบคุมมีปริมาณแอมโมเนียไนโตรเจนเพิ่มขึ้นเพยีง 1.75 เทาในวนัที่ 1 ของการหมัก แสดงวา
การใชน้ําตาลกลูโคสเปนสารเสริมรวมกับเอนไซมยอยสลาย E-NB ทั้งที่ความเขมขนสูง และต่ําไม
สามารถสนับสนุนใหเกิดการผลิตเอนไซมยอยสลายจากจุลินทรียในไซเลจที่สามารถทํางานรวมกบั
เอนไซมยอยสลาย E-NB ในการยอยสลายคารโบไฮเดรตที่เปนองคประกอบในผนังเซลลของหญา 
เนเปยรจนไดน้ําตาลรีดวิซทีแ่บคทีเรียกรดแลกติกทีใ่ชเปนสารเสริมสามารถใชเปนแหลงคารบอน
ในการผลิตกรดแลกติกไดอยางมีประสิทธิภาพ และน้ําตาลรีดิวซที่เกดิจากการทํางานของเอนไซม
ยอยสลาย E-NB ยังคงสงผลในการเพิ่มการเจริญของจุลินทรียกลุม Enterobacteria และเชื้อยสีต    
ซ่ึงสงผลใหเกิดการยอยสลายโปรตีนในปริมาณสูงกอใหเกิดการสูญเสียคุณคาทางอาหารของไซเลจ
ในชวง 3 วันแรกของการหมกั 

 
1.2.2 สมบัติทางเคมี และจุลินทรียของไซเลจในวันที่ 60 ของการหมัก 

 
เมื่อพิจารณาสมบัติทางเคมี และจุลินทรียของไซเลจในวันที่ 60 ของการหมัก 

(ตารางที่ 12) พบวา ไซเลจทั้ง 3 ชุดการทดลองมีสมบัติทางเคมี และจลิุนทรียที่ไมแตกตางกันอยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ ไซเลจทุกชุดการทดลองมีสีเขียวอมเหลือง มีคาความเปนกรดดางต่ํากวา 4.2 และ
มีปริมาณกรดบิวทีริกต่ํากวา 1 กรัมตอกิโลกรัมวัตถุแหง ซ่ึงเปนคาที่ยอมรับวาไดมาตรฐานตาม
เกณฑของกองอาหารสัตว กรมปศุสัตว และมีปริมาณเชื้อยีสตต่ํากวา 5.00 log CFU ตอกรัมไซเลจ 
ซ่ึงเปนคาที่ยอมรับไดตามเกณฑของ Seglar (2003) อยางไรก็ตามพบวาไซเลจมีปริมาณกรดแลกตกิ 
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42.83-45.82 กรัมตอกิโลกรัมวัตถุแหง และมีปริมาณกรดอะซิติก 15.48-21.58 กรัมตอกิโลกรัมวัตถุ
แหงซึ่งสูงกวา 25 และ 8 กรัมตอกิโลกรัมวัตถุแหงซึ่งเปนเกณฑที่กองอาหารสัตวกําหนดตามลําดบั 
Sheperd and Kung (1996) ไดทดลองใชไซเลจขาวโพดที่มีคาความเปนกรดดาง 3.63 มีกรดแลกตกิ 
และกรดอะซิติก 44.8 และ 26.1 กรัมตอกิโลกรัมวตัถุแหงตามลําดับเปนอาหารของโคนมพันธุ 
Hostein เปนเวลา 10 สัปดาหแลวพบวา โคยังคงผลิตน้ํานมในปริมาณสูง และน้ํานมมีคุณคาทาง
อาหารตามปกติ จึงคาดวาการที่ไซเลจหญาเนเปยรทั้ง 3 ชุดการทดลองมีปริมาณกรดที่เกินเกณฑที่
กําหนดจะไมเปนปญหาตอสุขภาพ และการผลิตน้ํานมของสัตวที่บริโภค  

 
ตารางที่ 12   สมบัติทางเคมี และจุลินทรียของไซเลจที่ใชกลูโคสเปนสารเสริมรวมในวนัที่ 60 ของ

การหมัก 
 

ชุดการทดลอง สมบัติของไซเลจ 
 (กรัมตอกิโลกรัมวัตถุแหง) ชุดควบคุม NB-L +G NB-H +G 

วัตถุแหง 189 A    (± 5.30) 174 A    (± 3.99) 180 A    (± 16.80) 
คาความเปนกรดดาง 3.57 A (± 0.06) 3.59 A (± 0.05) 3.69 A   (± 0.12) 

น้ําตาลรีดิวซ 12.08 A (± 0.76) 12.57 A (± 3.61) 10.31 A   (± 0.55) 
คารโบไฮเดรตที่ละลายน้ํา 12.17 A (± 0.91) 12.71 A (± 1.98) 11.25 A   (± 3.12) 

กรดแลกตกิ 42.83 A (± 1.97) 45.82 A (± 8.54) 44.23 A (± 13.08) 
กรดอะซิติก 17.87 A (± 5.41) 15.48 A (± 2.37) 21.58 A   (± 6.85) 
กรดบิวทีริก 0.00 A (± 0.00) 0.00 A (± 0.00) 0.00 A (± 0.00) 

แอมโมเนียไนโตรเจน 0.40 A (± 0.51) 0.29 A (± 0.09) 0.98 A   (± 0.05) 
แบคทีเรียกรดแลกติก 

(log CFU ตอกรัมไซเลจ) 
6.59 A (± 0.52) 5.89 A (± 0.26) 6.29 A   (± 0.21) 

จุลินทรียกลุม Enterobacteria 
(log CFU ตอกรัมไซเลจ) 

<1.00 <1.00 <1.00 

รา (log CFU ตอกรัมไซเลจ) < 1.00 < 1.00 < 1.00 
ยีสต (log CFU ตอกรัมไซเลจ) 3.37 A (± 1.43) 3.24 A (± 1.27) 2.17 A   (± 1.36) 

 

หมายเหต ุ  คาเฉลี่ยตามดวยตัวอักษรที่เหมอืนกันในแนวนอนไมมีความแตกตางทางสถิติ ตามการ
วิเคราะหดวยวธีิของ Turkey’s ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต และคาในวงเล็บที่อยู
หลังคาเฉลี่ยคือคาเบี่ยงเบนมาตรฐาน  
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1.2.3 สมบัติทางเคมี และจุลินทรียของไซเลจหลังเปดถุงหมักเปนเวลา 3 วัน 
 

เมื่อการหมักเสร็จสิ้นที่ 60 วัน ทําการเปดถุงหมักใหไซเลจสัมผัสอากาศเปน
เวลา 3 วัน จากนั้นเก็บตัวอยางเพื่อวิเคราะหทางเคมี และจุลินทรียของไซเลจ (ตารางที่ 13) พบวา 
ไซเลจทุกชุดการทดลองมีสมบัติทางเคมี และจุลินทรียใกลเคียงกับไซเลจกอนการเปดถุงหมัก และ
มีสมบัติทางเคมี และจุลินทรยีที่ไมแตกตางกันอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ  

 
ตารางที่ 13   สมบัติทางเคมี และจุลินทรียของไซเลจที่ใชกลูโคสเปนสารเสริมรวมหลังเปดถุงหมกั 

3 วัน 
 

ชุดการทดลอง สมบัติของไซเลจ 
 (กรัมตอกิโลกรัมวัตถุแหง) ชุดควบคุม NB-L +G NB-H +G 

วัตถุแหง 311A    (± 57.97) 268A  (± 101.29) 287 A     (± 2.95) 
คาความเปนกรดดาง 3.59 A   (± 0.08) 3.53 A   (± 0.06) 3.65 A   (± 1.14) 

กรดแลกตกิ 45.61 A (± 12.32) 44.97 A (± 26.28) 36.50 A (± 19.51) 
กรดอะซิติก 27.22 A   (± 9.50) 22.09 A   (± 8.28) 16.06 A (± 10.74) 
กรดบิวทีริก 0.00 A   (± 0.00) 0.00 A   (± 0.00) 0.00 A   (± 0.00) 

แบคทีเรียกรดแลกติก 
(log CFU ตอกรัมไซเลจ) 

5.60 A   (± 1.46) 6.38 A   (± 0.49) 5.60 A   (± 0.85) 

จุลินทรียกลุม Enterobacteria 
(log CFU ตอกรัมไซเลจ) 

<1.00 <1.00 <1.00 

รา (log CFU ตอกรัมไซเลจ) < 1.00 < 1.00 < 1.00   
ยีสต (log CFU ตอกรัมไซเลจ) 3.22     (± 3.00) 3.43     (± 1.24) 1.00-2.00 

 
หมายเหต ุ   คาเฉลี่ยตามดวยตัวอักษรที่เหมอืนกันในแนวนอนไมมีความแตกตางทางสถิติ ตามการ

วิเคราะหดวยวธีิของ Turkey’s ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต และคาในวงเล็บที่อยู
หลังคาเฉลี่ยคือคาเบี่ยงเบนมาตรฐาน  

 
จากการทดลองใชเอนไซมยอยสลาย E-NB ทั้งความเขมขนสูง และต่ําเปน    

สารเสริมรวมกับแบคทีเรียกรดแลกติกทั้งในสภาวะที่ม ี และไมมนี้าํตาลกลูโคสในการผลิตไซเลจ
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หญาเนเปยรแสดงใหเห็นวาเอนไซมยอยสลาย E-NB สามารถเพิ่มปริมาณน้ําตาลรีดวิซ และคารโบ 
ไฮเดรตที่ละลายน้ําในชวง 3 วันแรกของการหมัก โดยน้าํตาลที่เพิ่มขึ้นไมสงผลในการเพิ่มการเจริญ 
และการผลิตกรดแลกติกของแบคทีเรียกรดแลกติกทีใ่ชเปนสารเสริม แตสงผลในการเพิ่มปริมาณ
เชื้อยีสต และจุลินทรียกลุม Enterobacteria ในระหวางกระบวนการหมัก จึงไมสงผลใหไซเลจ
หญาเนเปยรที่ใชเอนไซมยอยสลาย E-NB เปนสารเสริมมีคุณภาพเพิม่ขึ้นเมื่อเปรียบเทียบกับไซเลจ
ที่ไมไดใชเอนไซมเปนสารเสริมทั้งกอน และหลังการเปดถุงหมัก การใชน้ําตาลกลูโคสเปนสาร
เสริมรวมกับเอนไซมยอยสลาย E-NB ไมสามารถสนับสนุนใหเกิดการผลิตเอนไซมยอยสลายจาก  
จุลินทรียในไซเลจที่สามารถทํางานรวมกบัเอนไซมยอยสลาย E-NB ในการเพิม่น้ําตาลรีดิวซที่
แบคทีเรียกรดแลกติกสามารถใชไดอยางมปีระสิทธิภาพในการเพิ่มการผลิตกรดแลกติกในระหวาง 
กระบวนการหมักได ไซเลจหญาเนเปยรที่ใชเอนไซมยอยสลาย E-NB เปนสารเสริมจึงยังมีการเจริญ
ของจุลินทรียกลุม Enterobacteria และเชื้อยีสตที่สูง และมีคุณภาพที่ไมแตกตางในทางสถิติกับ
ไซเลจที่ไมไดใชเอนไซมเปนสารเสริมทั้งกอน และหลังการเปดถุงหมกั 

 
2. ผลของเอนไซมยอยสลายจากการเลี้ยงเชื้อ Bacillus subtils GN156 ดวยอาหารเลี้ยงเชื้อสูตร 

NM ตอการผลิตไซเลจหญาเนเปยร  
 
เนื่องจากเอนไซมยอยสลาย E-NB ผลิตน้ําตาลรีดิวซที่แบคทีเรียกรดแลกติกที่ใชเปนสาร

เสริมสามารถใชเปนแหลงคารบอนเพื่อผลิตกรดแลกตกิในไซเลจหญาเนเปยรไดในประสิทธิภาพ
ต่ํา ดังนั้นในหวัขอนี้จึงทดลองผลิตเอนไซมยอยสลายดวยการเลี้ยงเชื้อ B. subtilis GN156 ในอาหาร
เล้ียงเชื้อสูตร NM ซ่ึงเปนสูตรอาหารที่ใชเล้ียงเชื้อ B. subtilis ZJF-1A5 แลวทําใหเชือ้ผลิตมวล
ชีวภาพ (biomass) 3.8 กรัมตอลิตร และผลิตเอนไซมเอนโด-เบตา-1,3-1,4-กลูคาเนส 131 หนวยตอ
มิลลิลิตรในชั่วโมงที่ 36 ของการเลี้ยงเชื้อ (Tang et al., 2004) และอาหารเลี้ยงเชื้อสูตร DXM        
ซ่ึงเปนสูตรอาหารที่ใชเล้ียงเชื้อ B. subtils แลวทําใหเชื้อเจริญไดสูง และผลิตเอนไซมไซลาเนสที่
ปราศจากเซลลูเลสไดสูงสุดประมาณ 9 หนวยตอมิลลิลิตรในชั่วโมงที ่18 (Sa-Pereira et al., 2002) 
จากนั้นทดลองเพิ่มปริมาณเอนไซมยอยสลายที่ผลิตขึ้นโดยการใชสารเหนี่ยวนําในการเลี้ยงเชื้อ และ
ทําใหเขมขนขึน้โดยการตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟต โดยคาดวาเมื่อใชเอนไซมยอยสลายที่
เตรียมขึ้นเปนสารเสริมรวมกับแบคทีเรียกรดแลกติกจะเพิ่มการผลิตกรดแลกติก ซ่ึงจะสงผลให
ไซเลจหญาเนเปยรมีคุณภาพที่ดีขึ้นได 
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2.1 การเจริญ และการผลิตเอนไซมยอยสลายของเชื้อ B. subtilis GN156 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ
สูตร NM และ DXM 

 
2.1.1 การเจริญ และการผลิตเอนไซมยอยสลายของเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อสูตร NM 

 
เมื่อทดลองเลี้ยงเชื้อ B. subtilis GN156 ดวยอาหารเลี้ยงเชื้อสูตร NM โดยใช

เครื่องบมเชื้อแบบเขยาที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ความเร็ว 200 รอบตอนาที แลวเก็บตัวอยางเพือ่
วัดจํานวนโคโลนีของเชื้อ คาความเปนกรดดาง และคากิจกรรมการยอยสลายคารโบไฮเดรตโมเลกุล
ใหญในหญาเนเปยรของเอนไซมยอยสลายที่เชื้อผลิตขึ้นโดยทําการทดลอง 2 ซํ้า (ภาพที่ 25(ก)) 
พบวา เชื้อ  B. subtilis GN156 เจริญไดอยางรวดเร็วโดยมชีวง lag phase เพียง 2 ช่ัวโมงแรก จากนั้น
เขาสูชวง log phase จนถึงชั่วโมงที่ 10 จึงเขาสูชวง stationary phase โดยมีปริมาณเชือ้สูงสุดที่ 9.22 
log CFU ตอมิลลิลิตรที่ 36 ช่ัวโมงของการเลี้ยงเชื้อ หลังจากนั้นเชื้อจะเขาสู death phase การที่เชือ้
สามารถเจริญไดดีจนมีปริมาณสูงสุดที่ 36 ช่ัวโมงนี้เปนเพราะปรมิาณสารอาหารในอาหารเลี้ยงเชื้อ
ที่อุดมสมบูรณโดยมีสารสกัดจากยีสต (yeast extract) 2 เปอรเซ็นตเปนแหลงไนโตรเจน และมี   
เดกซตรินซึ่งเปนโพลิเมอรของกลูโคสเปนแหลงคารบอนในปริมาณ 2 เปอรเซ็นตจึงสงผลใหเชือ้
เจริญ และเพิ่มปริมาณอยางตอเนื่อง 

  
การผลิตเอนไซมยอยสลายคารโบไฮเดรตโมเลกุลใหญในหญาเนเปยรเร่ิมขึ้น

ในชั่วโมงที่ 2 ของการเลี้ยงเชื้อโดยมีคากิจกรรม 64.2 หนวยตอมิลลิลิตร และมีการผลิตที่ลดลงใน
ช่ัวโมงที่ 6-14 แลวจึงผลิตเพิม่ขึ้นในชัว่โมงที่ 18 ของการเลี้ยงเชื้อจนมปีริมาณสูงสุดที่ 337.5 หนวย
ตอมิลลิลิตรในชั่วโมงที่ 36 ของการเลี้ยงเชื้อ จะเหน็ไดวาการผลิตเอนไซมยอยสลายคารโบไฮเดรต
โมเลกุลใหญในหญาเนเปยรบดแหงมแีนวโนมที่ไมแนนอนเพราะคากจิกรรมที่วัดไดเปนการแสดง
ถึงการมีอยู และการทํางานของเอนไซมที่เปนองคประกอบหลายชนิดรวมกัน ซ่ึงเปนไปไดวาในแต
ละชวงการเจริญของเชื้ออาจมีการผลิตเอนไซมองคประกอบในปริมาณที่แตกตางกนัจึงสงผลให   
คากิจกรรมการยอยสลายคารโบไฮเดรตโมเลกุลใหญในหญาเนเปยรที่วัดไดแตกตางกันดวย 
อยางไรก็ตามเมื่อพิจารณาถึงแนวโนมของการผลิตเอนไซมยอยสลายในภาพรวมสามารถสรุปไดวา
เอนไซมยอยสลายถูกผลิตขึ้นโดยมีลักษณะการผลิตแบบ secondary metabolite คือ เร่ิมผลิตเพิ่มขึ้น
อยางเดนชดัหลังจากที่การเจริญของเชื้อเขาสูระยะ stationary phase  Tang et al. (2004) รายงานวา
การผลิตเอนไซมเอนโด-เบตา-1,3-1,4-กลูคาเนสเริ่มขึ้นเมื่อเชื้อเขาสูระยะ stationary phase 
เนื่องจากยีนทีค่วบคุมการผลิตเอนไซมเอนโด-เบตา-1,3-1,4-กลูคาเนสจะถูกกระตุนใหเร่ิมทํางาน
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เมื่อเชื้อเขาสูชวง Stationary phase และมีปริมาณ GTP ในเซลลลดลง จึงเปนไปไดทีเ่อนไซม      
ยอยสลายคารโบไฮเดรตโมเลกุลใหญในหญาเนเปยรซ่ึงเกิดจากการทํางานเปนระบบของเอนไซม
หลายชนิดรวมทั้งเอนไซมเบตา-กลูคาเนสมีลักษณะการผลิตแบบ secondary metabolite   
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ภาพที่ 25   การเจริญ คาความเปนกรดดาง และคากิจกรรมของเอนไซมยอยสลายที่ผลิตจากการเลีย้ง
เชื้อ B. subtilis GN156 ในอาหารเลี้ยงเชื้อสูตรตาง ๆ; , ปริมาณเชื้อ (log CFU ตอ
มิลลิลิตร); , คาการดูดกลนืแสงที่ 600 นาโนเมตร; , คาความเปนกรดดาง;               

, คากิจกรรมของเอนไซมยอยสลาย (หนวยตอมิลลิลิตร) 
(ก) อาหารเลี้ยงเชือ้สูตร NM 
(ข) อาหารเลี้ยงเชือ้สูตร DXM 

(ก) 

(ข) 
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2.1.2 การเจริญ และการผลิตเอนไซมยอยสลายของเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อสูตร DXM 
 

จากภาพที่ 25(ข) พบวา เชื้อ B. subtilis GN156 มีการเจริญอยางรวดเรว็ โดยมี
ชวง lag phase เพียง 2 ช่ัวโมงแรก จากนัน้เขาสูชวง log phase จนถึงชั่วโมงที่ 10 ซ่ึงเชื้อมีปริมาณ
สูงสุดที่ 8.67 log CFU ตอมิลลิลิตร เชื้อจึงเขาสูชวง stationary phase และมีปริมาณคงที่จนถงึ
ช่ัวโมงที่ 48 การผลิตเอนไซมยอยสลายคารโบไฮเดรตโมเลกุลใหญในหญาเนเปยรเร่ิมขึ้นในชัว่โมง
ที่ 10 ของการเลี้ยงเชื้อโดยมีคากิจกรรม 13.8 หนวยตอมิลลิลิตร แลวผลิตเพิ่มขึ้นอยางรวดเร็วจน
เทากับ 199.7 หนวยตอมิลลิลิตรในชั่วโมงที่ 18 และมีปริมาณคงที่จนสิ้นสุดการเลี้ยงเชื้อ แสดงให
เห็นวาเชื้อผลิตเอนไซมยอยสลายคารโบไฮเดรตโมเลกุลใหญในหญาเนเปยรแบบ secondary meta 
bolite โดยเริ่มการผลิตเมื่อเชื้อเขาสูระยะ stationary phase ซ่ึงสอดคลองกับการผลิตเอนไซม        
ไซลาเนสของเชื้อ B. subtilis ที่คัดแยกจากบอน้ําพุรอนในอาหารเลี้ยงเชื้อสูตร DXM (Sa-Pereira    
et al., 2002)  

 
เมื่อเปรียบเทียบการเจริญ และการผลิตเอนไซมยอยสลายของเชื้อ B. subtilis 

GN156 ในอาหารเลี้ยงเชื้อทัง้ 2 สูตรพบวา เชื้อมีชวงการเจริญ และมีการผลิตเอนไซมยอยสลาย
คารโบไฮเดรตโมเลกุลใหญในหญาเนเปยรแบบ secondary metabolite ในอาหารเลีย้งเชื้อทั้ง 2 สูตร
เชนเดยีวกัน อยางไรก็ตามพบวาปริมาณสงูสุดของเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อสูตร NM สูงกวาในอาหาร
เล้ียงเชื้อสูตร DXM  0.55 log CFU ตอมิลลิลิตร  และการผลิตเอนไซมยอยสลายคารโบไฮเดรต
โมเลกุลใหญในหญาเนเปยรของเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อสูตร NM มีปริมาณสูงสุดถึง 337.5 หนวยตอ
มิลลิลิตรในชั่วโมงที่ 36 ในขณะทีก่ารผลิตเอนไซมยอยสลายของเชื้อในอาหารเลีย้งเชื้อสูตร DXM 
มีปริมาณสูงสุดเพียง 199.7 หนวยตอมิลลิลิตรในชั่วโมงที่ 18 ของการเลี้ยงเชื้อ แสดงวาเชื้อ B. 
subtilis GN156 สามารถใชเดกซตรินเปนแหลงคารบอน และสารสกดัจากยีสตเปนแหลงไนโตรเจน
ในอาหารเลี้ยงเชื้อสูตร NM ในการเจริญ และการผลิตเอนไซมยอยสลายไดในประสทิธิภาพสูงกวา
การใชไซแลน และแปงถ่ัวเหลืองเปนแหลงคารบอน และแหลงไนโตรเจนในอาหารเลี้ยงเชื้อสูตร 
DXM ดังนั้นจึงเลือกใชอาหารเลี้ยงเชื้อสูตร NM ในการศึกษาการเพิ่มการผลิตเอนไซมยอยสลาย
ของเชื้อโดยการใชสารเหนีย่วนาํตอไป 
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2.2 การเพิ่มการผลิตเอนไซมยอยสลายของเชื้อ B. subtilis GN156 ในอาหารเลี้ยงเชื้อสูตร 
NM โดยใชสารเหนี่ยวนํา 

 
การใชสารเหนี่ยวนําเปนวิธีการหนึ่งที่สามารถเพิ่มปริมาณการผลิตเอนไซมจากการ

เล้ียงเชื้อ B. subtilis GN156 ในอาหาร NB เชน การใชไซแลนความเขมขน 1 เปอรเซ็นตเปน       
สารเหนี่ยวนําสามารถเพิ่มการผลิตเอนไซมยอยสลายคารโบไฮเดรตโมเลกุลใหญในหญาเนเปยรได 
3 เทาของการไมใชสารเหนีย่วนาํ โดยสามารถเพิ่มคากิจกรรมของเอนไซมไซลาเนสซึ่งเปนเอนไซม
องคประกอบในระบบของเอนไซมยอยสลายไดถึง 4 เทา (วิชชุดา, 2545) การใชเพคติน และซีเอ็ม-
เซลลูโลสเปนสารเหนี่ยวนําสามารถเหนี่ยวนําใหมีการผลิตเอนไซมเบตา-1,3-1,4-กลูคาเนสเพิ่มขึ้น 
41 และ 47 เทาเมื่อเปรียบเทียบกับการไมใชสารเหนีย่วนําตามลําดับ (Apiraksakorn et al., 2006) 
ดังนั้นในการผลิตเอนไซมยอยสลายจากอาหารเลี้ยงเชื้อสูตร NM จึงเลือกใชซีเอ็ม-เซลลูโลส 
(อาหารเลี้ยงเชือ้ NMc) เพคติน (อาหารเลี้ยงเชื้อ NMp) และไซแลน (อาหารเลีย้งเชื้อ NMx)            
ความเขมขน 1 เปอรเซ็นตเปนสารเหนี่ยวนํา โดยคาดหวังวาจะสามารถเพิม่ปริมาณการผลิต
เอนไซมยอยสลายของเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อสูตร NM อยางโดดเดนเพือ่นําไปสูการใชเปนสารเสริม
ที่มีประสิทธิภาพในการปรับปรุงคุณภาพของไซเลจหญาเนเปยรตอไป  

 
2.2.1 การเจริญ และการผลิตเอนไซมยอยสลายของเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อสูตร NM ที่

มีสารเหนี่ยวนาํ 
 

เมื่อทดลองเลี้ยงเชื้อ B. subtilis GN156 ดวยอาหารเลี้ยงเชื้อสูตร NM ที่มี      
สารเหนี่ยวนําทั้ง 3 ชนิดแลวเก็บตวัอยางเพื่อวัดจํานวนโคโลนีของเชื้อ คาความเปนกรดดาง และ  
คากิจกรรมการยอยสลายคารโบไฮเดรตโมเลกุลใหญในหญาเนเปยรโดยทําการทดลอง 2 ซํ้า (ภาพที่ 
26) พบวาเชื้อสามารถเจริญในอาหารที่ใสสารเหนี่ยวนําทุกชนิดโดยมชีวงของการเจริญเชนเดียวกบั
อาหารที่ไมใสสารเหนี่ยวนําคือ มีชวง lag phase 2 ช่ัวโมงแรก จากนัน้เขาสูชวง log phase จนถึง
ช่ัวโมงที่ 10 จงึเขาสูชวง stationary phase และเขาสูชวง death phase ในชั่วโมงที่ 36 ของการเลี้ยง
เชื้อ โดยในอาหารเลี้ยงเชื้อ NMc  NMp และ NMx มีปริมาณเชื้อสูงสุดที่ 9.37 log cfu ตอมิลลิลิตร
ในชั่วโมงที่ 24   9.42 log cfu ตอมิลลิลิตรในชั่วโมงที่ 36  และ 9.31 log cfu ตอมิลลิลิตรในชั่วโมงที่ 
24 ของการเลี้ยงเชื้อตามลําดบัซึ่งใกลเคียงกับปริมาณเชือ้สูงสุดที่ 9.21 log cfu ตอมิลลิลิตรในอาหาร
เล้ียงเชื้อ NM ที่ไมใสสารเหนี่ยวนํา แสดงวาการใชสารเหนี่ยวนําทั้ง 3 ชนิดไมสงผลในการเพิ่มการ
เจริญของเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อสูตร NM เมื่อเปรียบเทียบกับการไมใชสารเหนี่ยวนํา 
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ภาพที่ 26   การเจริญ คาความเปนกรดดาง และคากิจกรรมของเอนไซมยอยสลายจากการเลี้ยงเชื้อ   
B .subtilis GN156 ในอาหารเลี้ยงเชื้อสูตร NM ที่มีสารเหนี่ยวนําชนดิตาง ๆ;             

, ปริมาณเชื้อ (log CFU ตอมิลลิลิตร); , คาการดูดกลืนแสงที่ 600 นาโนเมตร;     
, คาความเปนกรดดาง; , คากิจกรรมของเอนไซมยอยสลาย (หนวยตอมิลลิลิตร) 

(ก) อาหารเลี้ยงเชือ้ NMc    
(ข) อาหารเลี้ยงเชือ้ NMp  
(ค) อาหารเลี้ยงเชือ้ NMx  
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ในอาหารเลี้ยงเชื้อ NMc เร่ิมมีการผลิตเอนไซมยอยสลายคารโบไฮเดรตโมเลกุล
ใหญในหญาเนเปยรในชั่วโมงที่ 10 ซ่ึงเปนชวงเวลาทีเ่ชื้อเร่ิมเขาสู Stationary phase และผลิต
เพิ่มขึ้นอยางรวดเรว็จนถึงชัว่โมงที่ 24 จึงผลิตเพิ่มขึ้นในอัตราต่ํา โดยมีคากิจกรรมสูงสุดที่ 665.7 
หนวยตอมิลลิลิตรในชั่วโมงที่ 48 ของการเลี้ยงเชื้อ ในอาหารเลี้ยงเชือ้ NMp มีการผลิตเอนไซม  
ยอยสลายในแนวโนมที่ไมแนนอนจนถึงชั่วโมงที่ 12 จากนั้นมกีารผลิตเพิ่มขึ้นอยางรวดเร็วจนถึง
ช่ัวโมงที่ 24 และผลิตเพิ่มขึ้นในอัตราต่ําจนถึงชั่วโมงที่ 48 ซ่ึงมีคากิจกรรมสูงสุดที่ 399.4 หนวยตอ
มิลลิลิตร และในอาหารเลี้ยงเชื้อ NMx เร่ิมมีการผลิตเอนไซมยอยสลายในชัว่โมงที่ 14 และมี
ปริมาณเพิ่มขึน้อยางรวดเร็วจนมีคากิจกรรมสูงสุด 206.6 หนวยตอมิลลิลิตรในชั่วโมงที่ 24  ของการ
เล้ียงเชื้อ แสดงวาซีเอ็ม-เซลลูโลสเปนสารเสริมที่สามารถเหนี่ยวนําเชือ้ B. subtilis GN156 ที่เล้ียงใน
อาหารเลี้ยงเชือ้สูตร NM ใหผลิตเอนไซมยอยสลายคารโบไฮเดรตโมเลกุลใหญในหญาเนเปยรที่มี
คากิจกรรมสูงเปน 1.55  3.12  และ 1.59  เทาของการใชเพคติน ไซแลน และการไมใชสารเหนี่ยวนํา
ในชั่วโมงที ่36 ของการเลี้ยงเชื้อตามลําดับ และสูงเปน 1.67  3.22  และ 2.07 เทาในชั่วโมงที่ 48 ของ
การเลี้ยงเชื้อตามลําดับ 

 
2.2.2 ระบบของเอนไซมยอยสลายที่ผลิตจากการเลี้ยงเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อสูตร NM 

ที่มีสารเหนี่ยวนํา 
 

เมื่อพิจารณาระบบของเอนไซมยอยสลายคารโบไฮเดรตโมเลกุลใหญในหญา 
เนเปยรที่ผลิตจากการเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 36 ช่ัวโมงในอาหารเลี้ยงเชื้อ NMc อาหารเลี้ยงเชื้อ NMp 
และอาหารเลี้ยงเชื้อ NMx เปรียบเทียบกับในอาหารเลี้ยงเชื้อสูตร NM ที่ไมใชสารเหนี่ยวนํา (ตาราง
ที่ 14) พบวา ซีเอ็ม-เซลลูโลสสามารถเหนี่ยวนาํการผลิตเอนไซมเบตา-กลูคาเนสไดเพิ่มขึ้น 1.17 เทา
เมื่อเปรียบเทียบกับการไมใชสารเหนี่ยวนํา จึงสงผลใหเอนไซมยอยสลายที่ผลิตจากอาหารเลี้ยงเชือ้ 
NMc มีคากิจกรรมการเอนไซมยอยสลายคารโบไฮเดรตโมเลกุลใหญในหญาเนเปยรสูงเปน 1.61 
เทาของเอนไซมยอยสลายที่ผลิตโดยไมใชสารเหนี่ยวนํา ซ่ึงสอดคลองกับผลที่ Apiraksakorn et al. 
(2006) พบเมื่อใชซีเอ็ม-เซลลูโลสเปนสารเหนี่ยวนําการผลิตเอนไซมเบตา-กลูคาเนสในอาหาร NB 

 
เพคตินไมสามารถเหนี่ยวนําการผลิตเอนไซมใด ๆ ในระบบเอนไซมยอยสลาย

ได จึงไมสงผลใหคากิจกรรมการยอยสลายคารโบไฮเดรตโมเลกุลใหญในหญาเนเปยรของเอนไซม
ยอยสลายจากการเลี้ยงเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อ NMp แตกตางอยางชัดเจนจากเอนไซมยอยสลายที่
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ผลิตโดยไมใชสารเหนี่ยวนํา ซ่ึงเปนผลตรงขามกับการทีพ่บวาเพคตนิสามารถเหนี่ยวนําการผลิต
เอนไซม เบตา-กลูคาเนสในอาหาร NB (Apiraksakorn et al., 2006) 

 
ไซแลนไมสามารถเหนี่ยวนาํการผลิตเอนไซมใด ๆ ในระบบเอนไซมยอยสลาย 

แตกลับสงผลในการยับยั้งการผลิตเอนไซมไซลาเนสอยางชัดเจน สงผลใหเปอรเซ็นตคากิจกรรม
ของเอนไซมไซลาเนสลดลงเกือบ 1 เทา ความเหมาะสมในการทํางานรวมกนัเปนระบบการยอย
สลายคารโบไฮเดรตโมเลกุลใหญในหญาเนเปยรของเอนไซมที่เปนองคประกอบจึงลดลง             
คากิจกรรมการยอยสลายจึงเปน 0.61 เทาของเอนไซมยอยสลายที่ผลิตโดยไมใชสารเหนีย่วนํา      
ซ่ึงเปนผลที่ตรงขามกับการทีพ่บวาไซแลนสามารถเหนี่ยวนําการผลิตเอนไซมไซลาเนสในอาหาร 
NB (วิชชุดา, 2545) 

 
แมวาการใชซีเอ็ม-เซลลูโลสเปนสารเหนี่ยวนําจะสามารถเพิ่มการผลิตเอนไซม 

เบตา-กลูคาเนสได แตเอนไซมยอยสลายที่ผลิตขึ้นมีเปอรเซ็นตของคากิจกรรมของเอนไซมซีเอ็ม-
เซลลูเลส เพคติเนส ไซลาเนส และเบตา-กลูคาเนสไมแตกตางจากเอนไซมที่ผลิตโดยไมใชสาร
เหนีย่วนํา และมีคากิจกรรมการยอยสลายคารโบไฮเดรตโมเลกุลใหญในหญาเนเปยรเพิ่มขึ้นไมถึง 2 
เทา ดังนั้นจึงไมไดใชเอนไซมยอยสลายที่ผลิตจากอาหารเลี้ยงเชื้อ NMc ในการศึกษาการเพิ่มความ
เขมขนของเอนไซมโดยการใชแอมโมเนยีมซัลเฟตตอไป 

 
2.3 การเพิ่มความเขมขนของเอนไซมยอยสลายของเชื้อ B. subtilis GN156 ในอาหาร     

เล้ียงเชื้อสูตร NM โดยการตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซลัเฟต 
 

การตกตะกอนดวยแอมโมเนยีมซัลเฟตเปนวิธีที่มีประสิทธิภาพในการเพิ่มความ
เขมขนของเอนไซมยอยสลายคารโบไฮเดรตโมเลกุลใหญในหญาเนเปยรที่ผลิตจากเชื้อ B. subtilis 
GN156 ในอาหาร NB (Kiatgrajai et al., 2005) ดังนั้นในการทดลองนี้จึงเลือกใชวธีิการตกตะกอน
ดวยแอมโมเนยีมเพื่อเพิ่มความเขมขนของเอนไซมยอยสลายที่ผลิตจากการเลี้ยงเชื้อดวยอาหารเลี้ยง
เชื้อสูตร NM เปนเวลา 36 ช่ัวโมง (เอนไซมยอยสลาย E-NM) โดยคาดหวังวาหลังการตกตะกอน
เอนไซมยอยสลายจะมีคากจิกรรมการยอยสลายคารโบไฮเดรตโมเลกุลใหญในหญาเนเปยรสูงขึ้น
จนสามารถใชเปนสารเสริมในการผลิตไซเลจหญาเนเปยรไดอยางมีประสิทธิภาพ 

 
 


