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Abstract: : The objective of this study was to compare the levels of Pediococcus pentosaceus for ensiled  
total mixed rations (eTMR) production on fermentation quality, nutritive values, and rumen fermentation 
characteristics by using in vitro gas production technique. The experimental design was a completely 
randomized design (CRD) with 5 treatments and 3 replicates, 1) fresh total mixed ration (fresh TMR), 2)  
eTMR + no P. pentosaceus, 3) eTMR + P. pentosaceus 104 CFU/g (PP4), 4) eTMR + P. pentosaceus 105 
CFU / g(PP5) and 5) eTMR + P. pentosaceus 106 CFU / g (PP6), respectively. Comparison of fresh TMR and 
eTMR had shown that ensiling process can reduce pH values, increase NH3-N, lactic acid, and butyric  
acid concentration significantly difference among treatments. In addition, it was significantly decreased 
proportion of EE, NDF, hemicellulose and accumulative gas production at 72 hours while, using P. 
pentosaceus inoculation were significantly reduce pH values and butyric acid concentration when compare 
with eTMR. Moreover, using P. pentosaceus inoculation can enhance in vitro gas production and increase 
IVDMD and IVOMD of eTMR. The different levels of P. pentosaceus inoculation can significantly affect on  
pH values and NH3-N concentration. It was found that at PP6 inoculation has shown the lowest of  
NH3-N concentration. However, the levels of P. pentosaceus inoculation shown similar results in nutritive 
values, IVDMD and IVOMD. Under this study, it could be concluded that P. pentosaceus inoculation at 104  
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ค าน า 
 

อาหารผสมครบส่วน หรือ ที เอ็มอาร์ (total 
mixed ration, TMR) คือ การผสมอาหารขน้และอาหาร
หยาบเข้าด้วยกันในสัดส่วนที่ค  านวณไว้โดยค านึง 
ถึ งคุณค่าและความต้องการโภชนะของสัตว์ เป็น 
รูปแบบการให้อาหารที่มี จุดเด่นเรื่องของการเพิ่ ม
ประสิท ธิภาพของการใช้อาหารได้มากขึ ้นในสัตว์ 
เคี ้ยวเอื ้องเนื่องจากช่วยรักษาสมดุลนิ เวศวิทยาใน
กระเพาะรูเมนและสนับสนุนกิจกรรมของจุลินทรีย์ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ในก ระ เพ าะ ได้  ก ารย่ อ ย ได้ ใน ก ระ เพ าะ รู เมนมี
ประสิทธิภาพจากการกระจายตัวของอาหารหยาบ 
และอาหารข้นมี ความสม ่ าเสมอ มี ความน่ากินที่ 
ช่วยเพิ่มปริมาณการกินและลดการเลือกกินของสัตว์ 
เคีย้วเอือ้งได้มากกว่าการให้อาหารแบบแยกส่วน ซึ่ง 
การผลิตอาหารสัตว์เคี ้ยว เอื ้องมี ต้นทุนสูงขึ ้น ใน 
ช่วงฤดูแล้ง เนื่องจากมีการขาดแคลนอาหารหยาบ 
ทั้งด้านปริมาณและคุณภาพ จึงจ าเป็นต้องมีการเก็บ
รักษาอาหารในรูปของการหมัก ที่พึงควรระวังด้าน 
การจัดเก็บและคุณภาพรวมถึงสารพิษต่างๆ ที่อาจ

to 106 CFU/g can be used for eTMR production, the highest quality of eTMR fermentation in terms of the 
lowest pH and NH3-N concentration can obtain by using P. pentosaceus inoculation at 106 CFU/g. 
 
Keywords: Ensiled total mixed ration, Lactic acid bacteria, Pediococcus pentosaceus, in vitro gas production 

technique 
 
บทคัดย่อ: จุดประสงค์ของการศึกษานี ้คือ การเปรียบเทียบระดับของการเติมเชื ้อ Pediococcus pentosaceus  
ในการผลิตอาหารผสมครบส่วนแบบหมัก (ensiled total mixed ration; eTMR) ต่อคุณภาพการหมัก คุณค่า 
ทางโภชนะและคุณลกัษณะกระบวนการหมักในกระเพาะรูเมนโดยวิธีการผลิตแก๊สในหลอดทดลอง ( In vitro gas 
production technique) การศึกษานีท้  าการแบ่งกลุ่มทดลองออกเป็น 5 กลุ่ม 3 ซ า้ คือ 1) อาหารผสมครบส่วนสด  
(fresh TMR) 2) อาหารผสมครบส่วนแบบหมักที่ไม่เติมเชื ้อ (eTMR) 3) อาหารผสมครบส่วนแบบหมักที่ เติมเชื ้อ  
P. pentosaceus ที่ระดับ 104 CFU / g (PP4) 4) อาหารผสมครบส่วนแบบหมักที่ เติมเชื ้อ P. pentosaceus ที่ระดับ 
105 CFU / g (PP5) และ 5) อาหารผสมครบส่วนแบบหมักที่ เติมเชื ้อ P. pentosaceus ที่ ระดับ 106 CFU / g (PP6) 
ตามล าดบั ผลการศึกษาพบว่า กระบวนการหมกัท าใหค้่า pH ปริมาณไขมนั เยื่อใยที่ไม่ละลายในสารละลายเป็นกลาง  
เฮมิเซลลูโลสและปริมาณแก๊สสะสมที่ 72 ชั่วโมงลดลง ในขณะที่ปริมาณNH3-N กรดแลคติก และกรดบิวทีริกสูงขึน้ 
อย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบกับอาหารผสมครบสว่นแบบสด การเติมเชื ้อ P. pentosaceus ท าใหค้่า pH  
และปริมาณกรดบิวทีริกต ่ าลงเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มที่ ไม่ได้ใช้ อีกทั้งการเติมเชื ้อ P. pentosaceus ยังท าให ้
ปริมาณแก๊สและการย่อยไดข้องวัตถุแหง้ (IVDMD) และอินทรียวัตถุ (IVOMD) ในหลอดทดลองของอาหารผสมครบ 
ส่วนแบบหมักสูงขึ ้น ระดับของการเติมเชื ้อ P. pentosaceus ที่ต่างกันส่งผลให้ค่า pH และปริมาณ NH3-N มี 
ความแตกต่างกันอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ โดยพบว่าการเติมเชือ้ P. pentosaceus ที่ 106 CFU / g มีค่าต ่าที่สดุ แต่ 
ทัง้นีก้ลบัไม่ส่งผลต่อคุณค่าทางโภชนะและการย่อยไดใ้นหลอดทดลอง จากผลการศึกษานีส้ามารถสรุปไดว้่าการเติม  
เชือ้ P. pentosaceus ที่ 104 CFU/g ถึง 106 CFU / g สามารถใช้ในการผลิตอาหารผสมครบส่วนแบบหมักได ้ในขณะ 
ที่การเติมเชื ้อ P. pentosaceus ที่  106 CFU / g ให้ผลลัพธ์ในกระบวนการหมักที่ดี ในแง่ของค่า pH และปริมาณ  
NH3-N ของอาหารผสมครบส่วนแบบหมักที่ต  ่า 
 
ค าส าคัญ: อาหารผสมครบสว่นแบบหมกั  แบคทีเรียผลิตกรดแลคติก  Pedicoccus pentosaceus  การย่อยไดใ้นหลอด

ทดลอง 
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การเปรียบเทยีบระดับการเติม Pediococcus pentosaceus ส าหรับอาหารผสมครบส่วนแบบหมัก  
ต่อคุณภาพการหมัก คุณค่าทางโภชนะและการย่อยได้ในหลอดทดลอง 

เกิดขึน้ในกระบวนการเตรยีมและจดัเก็บ เพื่อใหเ้พียงพอ
ตลอดทัง้ปี 

อาหารผสมครบส่ วนแบบหมัก  (ensiled  
total mixed ration, eTMR) เป็นกระบวนการเก็บรักษา
อาหารผสมครบส่วนแบบหมักในสภาพไรอ้อกซิเจน 
(Wongnen et al., 2009) โดยการท างานของจุลินทรีย ์
ที่ ผลิตกรดแลคติก  (lactic acid bacteria, LAB) เป็น 
หลัก โดยท าหน้าที่ เปลี่ยนแปลงน ้าตาลให้เป็นกรด 
แลคติก ซึ่งส่งผลให้ค่า pH ในสภาพแวดล้อมลดลง 
หรือมีสภาพเป็นกรดอย่างรวดเร็ว ซึ่งเป็นประโยชน์ใน 
การยบัยัง้จุลินทรียก์ลุม่อื่น ๆ ที่ท  าใหอ้าหารเกิดการเน่า
เสีย หรือคุณค่าทางโภชนะของอาหารลดลง เนื่องจาก
กระบวนการหมักตามธรรมชาติมีการสูญเสียคุณค่า 
ทางโภชนะจากการหายใจของพืช และการย่อยสลาย 
ของโปรตีน เป็นตน้ (Ramos et al., 2016) ดงันัน้ การเรง่
กระบวนการหมกัดว้ยการเติมจุลนิทรียท์ี่ผลิตกรดแลคติก
ให้มากขึน้ จึงเป็นแนวทางในการลดการเน่าเสียหรือ 
การสูญเสียคุณค่าทางโภชนะได้ (Kim et al., 2021) 
ถึงแม้ว่าในการท าหญ้าหมักนิยมใช้ Lactobacillus 
plantarum แต่อย่างไรก็ตาม ได้มีการรายงานว่ากลุ่ม 
เชือ้ Pediococcus spp. มีคุณสมบตัิในการเจริญเติบโต
ไดด้ีในสภาวะอุณหภูมิและค่า pH ที่แปรปรวนไดด้ีกว่า 
กลุ่ม เชื ้อ  Lactobacillus spp. (Agarussi et al., 2019) 
Oliveira et al. (2017) ได้ท าการศึกษาอภิมาน (Meta-
analysis) ของการเติ มต้น เชื ้อแบคที เรียผลิตกรด 
แลคติกลงในพืชอาหารสัตว์หมัก ผลการศึกษาพบว่า 
ระดับของการเติมเชื ้อแบคที เรียผลิตกรดแลคติกมี
หลากหลายความเข้มข้นซึ่งในระดับห้องปฎิบัติการ 
นิยมเติมเชือ้ระดบัที่ 106 CFU / g 53 (60.1 %) ตามดว้ย 
105 CFU / g (34.1), 104 CFU / g (3.5 %) และ 107 CFU / 

g (2.5 %) ตามล าดับ ผลการวิ เคราะห์นี ้ไม่ได้แสดง 
ถึ งระดับการเติมที่ เหมาะสม ซึ่ งหากมี การศึกษา
เปรียบเทียบระดับของการเติมเชือ้ก็จะท าให้ได้ระดับ 
ของการเติมเชื ้อที่ เหมาะสม จะส่งผลไปถึงการลด 
ตน้ทุนในการผลิตพืชอาหารสตัวห์มกัไดอ้ีกดว้ย 

P. pentosaceus เป็ นแบคที เรียแกรมบวก 
ในกลุ่ม  homofermentative สามารถผลิ ตพลังงาน 
ได้ด้วยกระบวนการหมักแบบไม่ใช้ออกซิ เจน และ

สามารถผลิตแบคเทอริโอซิน (bacteriocins) มีฤทธ์ิ 
ในการควบคุมการเจริญเติบโตของแบคทีเรียกลุ่มที่ 
ไม่ ก่ อประโยชน์ได้หรือมี คุณสมบัติ ในการถนอม 
อาหาร ไดม้ีการศึกษาถึงการเติมเชือ้ P. pentosaceus 
แบบเดี่ยวและผสมร่วมกับเชือ้กลุ่มอื่นในกระบวนการ
ผลิตอาหารครบส่วนแบบหมักพบว่าสามารถใช้ P. 
pentosaceus ในระดับความเข้มข้น ตั้งแต่ 104 จนถึง 
106 CFU / g ในการหมกัถั่วสไตโลท่าพระ หญ้าอลัฟัลฟ่า
หมัก และใช้ P. pentosaceus ร่วมกับ L. plantarum  
ในการหมักต้นข้าวบาร์เลย์ รวมถึ งการเติมเชื ้อใน
กระบวนการหมักอาหารผสมครบส่วน จากการรวบรวม
เอกสารรายงานว่า P. pentosaceus สามารถลดค่า  
pH ได้ดีและรักษาคุณภาพของการหมักได้ดี  (Filya  
et al., 2007; Jiang et al., 2020; Liu et al., 2012; 
Taylor et al., 2002) แต่อย่างไรก็ตามระดับของความ
เข้มข้นในการเติมเชื ้อ P. pentosaceus ยังมีความผัน
แปรสูง สมมติฐานของงานวิจัยนีค้ือการเติมเชือ้ระดับ 
ที่น้อยลงจะให้ผลใกล้เคียงกับการเติมเชื ้อระดับสูง  
ซึ่งจะส่งผลใหล้ดตน้ทุนในการท าพืชอาหารสตัวห์มกัได ้
ดังนั้นการศึกษาในครัง้นีจ้ึงมีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษา
เปรียบเทียบระดบัการเติมเชือ้ P. pentosaceus ส  าหรบั
การผลิตอาหารผสมครบส่วนแบบหมักต่อคุณค่าทาง
โภชนะและกระบวนการหมักในกระเพาะรูเมนด้วย
เทคนิคการผลิตแก๊สในหลอดทดลอง ( in vitro gas 
production) 
 

อุปกรณแ์ละวิธีการ 
 
การเตรียมเชื้อ คัดแยกเชื้อ P. pentosaceus และ
การเตรียมอาหารผสมครบส่วนแบบหมัก 

การศึกษานีไ้ดเ้ติมเชือ้ P. pentosaceus ที่พบ
ในอาหารผสมครบส่วนแบบหมักซึ่งคัดแยกได้จาก
การศึกษาก่อนหนา้ (Ketpanich et al., 2021) โดยน าไป
เลีย้งในอาหารเลีย้งเชือ้แบบเหลว MRS (de Man et al., 
1960) บ่มในอุณหภูมิ 37 ºC เป็นระยะเวลา 24 ชั่ วโมง 
เพื่ อ เพิ่ ม ระดั บ ค วาม เข้ม ข้น ขอ ง เชื ้อ จ น ถึ ง  109  

CFU / ml จากนั้นน ามาป่ันเหวี่ยงเพื่ อเก็บเซลล์เชื ้อ  
P. pentosaceus และปรับความเข้มข้นของเชื ้อโดย 
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ผสมน า้เกลือ (0.85 %) เพื่อให้ได้ความเข้มข้นสุดท้าย
ของเชื ้อ เป็ น  108 CFU / ml เพื่ อน า ไปใช้ใน เป็นต้น 
เชื ้อในการหมักอาหารผสมครบส่วนต่อไป ส าหรับ 
การหมักอาหารผสมครบส่วนท าโดยการฉีดพ่นตน้เชือ้  
P. pentosaceus ลงบนอาหารผสมครบส่วนอัตราส่วน 
เชื ้อ ปริมาณ 10 มิลลิลิตร ต่ออาหารผสมครบส่วน 1 
กิโลกรมั (as fed basis) เพื่อให้ไดค้วามเขม้ขน้สุดท้าย
คือ 106 CFU / g และท าการเจือจางเชือ้ P. pentosaceus 
ให้ เป็ น   107 CFU / ml และ 106 CFU / ml ก่ อนน าไป 
ฉีดลงบนอาหารผสมครบส่วนเพื่อให้ได้ระดับความ
เข้มข้นของต้นเชื ้อสุดท้ายเป็น 105 และ 104 CFU / g 
ตามล าดบั 

องค์ประกอบของวัตถุดิบที่ใช้ในการเตรียม
อาหารผสมครบส่วนแสดงใน Table 1 โดยค านวณ 
ให้ได้โปรตีนหยาบเท่ากับ 16 % และโภชนะที่ย่อยได ้
รวม (Total Digestible Nutrient, TDN) เท่ ากับ  68 % 
การผสมอาหารผสมครบส่วนใช้เครื่องผสมอาหาร 
ผสมครบส่วน  (Jaylor, Canada) เพื่ อให้มี อาหารมี 
ความสม ่าเสมอกนั 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

แผนการทดลอง  
การศึกษาในครั้งนี ้เพื่อเปรียบเทียบผลของ 

การเติมเชื ้อ P. pentosaceus ที่แตกต่างกัน 3 ระดับ
ส าหรบัการผลิตอาหารผสมครบส่วนแบบหมักที่มีต่อ
คณุค่าทางโภชนะหลงัการหมกั โดยวางแผนการทดลอง
แบบสุ่มสมบู รณ์  (completely randomized design, 
CRD) จ านวน 5 กลุม่ทดลอง ๆ ละ 3 ซ า้ ดงันี ้ 

กลุม่ที่ 1 อาหารผสมครบสว่นสด (fresh TMR) 
กลุม่ที่ 2 อาหารผสมครบสว่นแบบหมกัที่ไมเ่ติม

เชือ้ P. pentosaceus (eTMR) 
กลุ่มที่ 3 อาหารผสมครบส่วนแบบหมักที่เติม

เชือ้ P. pentosaceus ในระดบั 104 CFU / g (PP4)  
กลุ่มที่ 4 อาหารผสมครบส่วนแบบหมักที่เติม

เชือ้ P. pentosaceus ในระดบั 105 CFU / g (PP5) 
กลุ่มที่ 5 อาหารผสมครบส่วนแบบหมักที่เติม

เชือ้ P. pentosaceus ในระดบั106 CFU / g (PP6) 
บรรจุอาหารผสมครบส่วนในกลุ่มที่  2 ถึ ง  

5 ในกระสอบพลาสติ กขนาด  18 x 30 นิ ้ว  และรีด 
อากาศภายในออกเพื่ อให้อยู่ ในกระบวนการหมัก 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Table 1. Feed ingredient composition for ensiled total mixed ration (eTMR) in this study (as fed basis) 

Ingredients Amount (kg) 

Fresh Napier grass 60.00 

Maize hulk 10.00 

Ground corn 10.00 

Dried brewer’s grain  8.00 

Soybean meal 5.00 

Rice bran 3.60 

Molasses 2.00 

Dicalcium phosphate (DCP) 0.50 

Mineral mixed 0.50 

Urea 0.40 

Total 100.00 
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แบบไร้ออกซิ เจน ท าการหมักเป็นระยะเวลา 21 วัน 
หลังจากนั้นเก็บตัวอย่างอาหารทั้งหมดทุกกลุ่มไว้ 
ในตู้ เย็ นที่ อุณหภูมิ  -20 ºC เพื่ อน าไปวิ เคราะห์หา 
คุณภาพการหมัก และองค์ประกอบทางเคมีต่อไป 
หลังจากนั้นจึงน าอาหารผสมครบส่วนทั้ง 5 กลุ่มมา
ศึกษากระบวนการหมักในกระเพาะรูเมนด้วยเทคนิค 
การวดัผลิตแก๊สแบบ in vitro gas production 
 
การวิเคราะหอ์งคป์ระกอบทางเคมีของอาหารผสม
ครบส่วนแบบหมัก 

น าตัวอย่างอาหารผสมครบส่วนทุกกลุ่ม 
ผสมกับน ้ากลั่ น ในอัตราส่วน  10 กรัม  ต่ อน ้ากลั่ น  
90 มิลลิลิตร และท าการวัดค่า  pH ตามวิ ธีการของ  
Bal et al. (1997) ด้ ว ย เค รื่ อ ง  pH meter วิ เค ร า ะ ห ์
ปริมาณของกรดไขมันที่ ระเหยได้ง่าย (volatile fatty 
acids; VFAs) และกรดแลคติกตามวิ ธีของ Scherer  
et al. (2012) โดยใช้เครื่อง High Performance Liquid 
Chromatography (HPLC, C18; mobile phase 20 % 
acetonitrile และ  80 % KH2PO4 อัต ราการไหล  0.5 
มิลลิลิตรต่อนาทีและ ใช้ UV 210 nm) (1220 Infinity  
II LC, Agilent Technologies, USA) ป ริ ม าณ ข อ ง
แอมโมเนี ยไนโตรเจน (NH3-N) อ้างอิ งตามวิ ธีการ 
ขอ ง  Chaney and Marbach (1962) ส าห รับ การ -
วิ เค ราะห์องค์ป ระกอบทางเคมี โดยวิ ธีป ระมาณ 
(proximate analysis) ท าโดยอบตัวอย่างอาหารที่  
60 ºC เป็นเวลา 48 ชั่ วโมง บดและร่อนผ่านตะแกรง  
1 มิ ลลิ เมตร วิ เคราะห์วัตถุแห้ง (dry matter; DM) 
อิ น ท รี ย วั ต ถุ  (organic matter; OM) โป รตี น ห ย าบ  
(crude protein; CP) ไขมัน (ether extract; EE) ตามวิธี
ของ AOAC (2000) และวิ เคราะห์เยื่ อใยด้วยวิ ธีของ  
Van Soest et al. (1991) ประกอบดว้ยเยื่อใยที่ไม่ละลาย
ในสารละลายที่ เป็นกลาง (neutral detergent fiber; 
NDF) เยื่ อ ใยที่ ไม่ ละลายในกรด  (acid detergent  
fiber; ADF) และลิ กนิ น  (acid detergent lignin; ADL) 
ตามล าดับ และน ามาค านวณปริมาณ Hemicellulose 
และ Cellulose โดยสมการดังนี ้

Hemicellulose= NDF – ADF และ 
Cellulose       = ADF – ADL 

การศึกษากระบวนการหมักในกระเพาะรูเมน  
ส  าห รับ การศึ กษ าก ระบวนการหมั ก ใน 

กระเพาะรูเมน วางแผนการทดลองแบบสุ่มสมบูรณ ์
(completely randomized design, CRD) จ านวน 5  
กลุ่มทดลอง ๆ ละ 3 ซ ้า น าอาหารผสมครบส่วนทั้ง 5 
กลุ่ม อบไล่ความชืน้ที่ 60 ºC บดและร่อนผ่านตะแกรง 
ขนาด 1 มิลลิเมตร ชั่ งตัวอย่างอาหารในกลุ่มทดลอง
ปริมาณ 200 มิลลิกรัม  บรรจุลงในขวดปริมาตร 50 
มิลลิลิตร การศึกษาในครัง้นีใ้ช้ของเหลวจากกระเพาะ 
รูเมนของโคนมปลดระวางจ านวน 3 ตัว ซึ่งได้จาก 
โรงฆ่าสัตว์ จังหวัดสระบุรี ผสมกับสารละลายน า้ลาย
เทียมในอัตราส่วน 2 ต่อ 1 ใส่ลงในขวดที่มีอาหารที่
เตรียมไว้ในปริมาณ  30 มิลลิลิตร ตามวิ ธีการของ  
Menke and Steingass (1988) ท าการไล่แก๊สคารบ์อน-
ไดออกไซด์อย่ างต่อเนื่ อง ปิดด้วยจุกยางและฝา
อลูมิ เนี ยม บ่มไว้ที่  39 ºC ท าการบันทึกแก๊สที่ เกิด 
ขึ ้นที่ ชั่ วโมงที่  0, 2, 4, 8, 12, 24, 48 และ 72 ชั่ ว โมง 
หลังการบ่ม  น าปริมาณแก๊สที่ เกิดขึ ้นมาค านวณ
จลนศาสตร์การผลิตแก๊สตามสมการของ Ørskov  
and McDonald (1979) ด้ วย โป รแกรม  SigmaPlot  
ดงันี ้

Y = a + b (1 – e –ct) 
P = l a + b l 

 
เมื่อ a  คือแก๊สที่เกิดขึน้จากสว่นท่ียอ่ยสลายไดท้นัที  

b  คือแก๊สที่เกิดจากส่วนที่ย่อยสลายไม่ได้แต่
หมกัยอ่ยได ้ 

c  คืออตัราการผลติแก๊ส  
t  คือเวลา  
Y  คือ ปรมิาณแก๊สที่เกิดขึน้ท่ีชั่วโมงตา่ง ๆ (t ) 
P  คือประสทิธิภาพการผลติแก๊ส 

 
การศึกษาความสามารถในการยอ่ยได้แบบ in vitro  

เก็บตัวอย่างในชุดที่บ่มเป็นเวลา 24 ชั่ วโมง  
มาท าการศึกษาความสามารถในการย่อยได้ ตามวิธี 
ของ Ørskov and McDonald (1979) โดยน าอาหารที่
เหลืออยู่ ในขวดล้างด้วยน ้ากลั่นและสารละลายที่ 
เป็นกลาง (neutral detergent solution) และอบไล่
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ความชื ้นที่ 100 ºC เป็นเวลา 24 ชั่ วโมง ชั่ งและบันทึก
น ้าหนักเพื่อน ามาค านวณความสามารถในการย่อย 
ได้ของวัตถุแห้งในหลอดทดลอง (in vitro dry matter 
digestibility; IVDMD) และการย่อยไดข้องอินทรียวัตถุ 
ในหลอดทดลอง (in vitro organic matter digestibility; 
IVOMD) ตามสมการของ Tilley and Terry (1963)  
ดงันี ้
 
                 (DM Initial weigh- DM final weigh) 

DM Initial weigh 
 
                 (OM Initial weigh- OM final weigh) 

OM Initial weigh 
 
การวิเคราะหท์างสถติิ 

วิ เคราะห์ความแปรปรวนของข้อมูล  ตาม
แผน กา รทดลอ ง  completely randomized design  
ด้วย ANOVA โดยใช้โปรแกรม IBM SPSS Statistics  
25 วิ เค ราะห์ความแตกต่ างของค่ า เฉลี่ ยด้วยวิ ธี 
Duncan’s new multiple range test (Steel and Torrie, 
1980) ที่ระดบัความเช่ือมั่น 95 % หรือ P - value ≤ 0.05 
การเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยระหว่างทรีทเมนตท์ดสอบโดย 
วิธี orthogonal contrast 
 

ผลการทดลองและวิจารณ ์
 
คุณภาพการหมักของอาหารผสมครบส่วนแบบหมัก 

ผลการทดลองพบว่ากระบวนการหมักส่งผล 
ให้ค่า pH ของอาหารผสมครบส่วนแบบหมักที่ไม่ เติม 
เชือ้ลดลงอย่างมีนัยส าคัญยิ่งทางสถิติ (p < 0.01) เมื่อ
เปรียบเทียบกับอาหารผสมครบส่วนแบบสด (5.93  
เทียบกับ 5.00) (Table 2) เนื่องจากกระบวนการหมัก
จุลินทรีย์ใช้ประโยชน์จากน ้าตาลเปลี่ยนเป็นกรด 
แลคติก ซึ่ งเป็นการท างานของแบคที เรียผลิตกรด 
แลคติกส่งผลให้ค่า pH ในอาหารผสมครบส่วนลดลง 
และเมื่อใช้เชื ้อ P. pentosaceus ในกระบวนการหมัก
พบว่า สามารถลดค่า pH ได้ต ่ ากว่ากลุ่มที่ ไม่ใช้เชื ้อ  
P. pentosaceus (eTMR) อยา่งมีนยัส าคญัยิ่งทางสถิติ 

(4.53 เทียบกบั 5.00) (p < 0.01) มากไปกว่านัน้การเติม
ต้นเชื ้อที่ระดับที่ต่างกันส่งผลให้ค่า pH ของอาหาร 
ผสมครบส่วนแบบหมักมีความแตกต่างกันอย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติและต ่ าสุดในกลุ่มที่ เติมต้นเชื ้อ  
106 CFU / g เกิดจากการเติม P. pentosaceus ส่งผล 
ให้อัตราการเพิ่มจ านวนของ P. pentosaceus สูงขึน้ 
ส่งผลใหเ้กิดการผลิตกรดแลคติกที่มากขึน้ จึงท าใหค้่า 
pH ลดลงต ่าที่สุด (Ertekin and Kızılsimsek, 2020)  
เมื่อพิจารณาที่ปริมาณของ NH3-N พบว่า กระบวนการ
หมักส่งผลให้ปริมาณ NH3-N ในกลุ่มอาหารผสมครบ
ส่วนแบบหมัก (eTMR) สูงกว่ากลุ่มอาหารผสมครบ 
ส่วนแบบสด (fresh TMR) อย่างมีนัยส าคัญยิ่ง (p < 
0.01) ซึ่งการเพิ่มขึน้ของปริมาณ NH3-N ที่เป็นตัวชีว้ัด 
ถึ งระดับ โป รตี น ในอาหารหมั กที่ ถู กน า ไป ใช้ ใน
กระบวนการหมักและท าให้คุณภาพของอาหารหมัก 
มีคุณค่าทางโภชนะลดลง โดยการย่อยสลายโปรตีน 
นั้ น เกิ ด ขึ ้น โด ย ก า รท า ง าน ขอ งแบ คที เรี ย ก ลุ่ ม  
Clostridia และ Enterococcus ท าการเปลี่ยนโปรตีน 
ให้กลายเป็นกรดอะมิโนและซึ่งถูกใช้ประโยชน์ต่อไป 
จนกลายเป็น NH3-N ในที่สุด  (Bueno et al., 2020; 
Jiang et al., 2020; Fijalkowska et al., 2015) การเติม
เชื ้ อ  P. pentosaceus ไม่ ส่ ง ผ ล ต่ อ ป ริ ม าณ ขอ ง  
NH3-N เมื่อเทียบกับกลุ่มอาหารผสมครบส่วนแบบ 
หมกัที่ไม่เติมเชือ้ P. pentosaceus (eTMR) (p > 0.05) 
เมื่อพิจารณาที่ระดับของการเติมเชือ้พบว่าการเติมเชือ้  
P. pentosaceus ในระดบั 106 CFU / g (PP6) มีปริมาณ 
NH3-N ต ่าที่สุด เกิดจากการเพิ่มระดับของแบคทีเรีย 
ผลิตกรดแลคติกนั้นท าให้เกิดอัตราการผลิตกรด 
แลคติกที่มากขึ ้น ส่งผลให้ค่า pH ลดลง และยับยั้ง 
การย่อยสลายของโปรตีน จึงส่งผลให้กลุ่มที่ ใช้เชื ้อ  
PP6 มีปริมาณ NH3-N ต ่าที่สุด สอดคลอ้งกับ Oliveira  
et al. (2017) รายงานว่าการเติมเชื ้อกลุ่มที่ผลิตกรด 
แลคติกในพืชอาหารหมัก ในระดับที่  105 และ 106  
CFU / g สามารถลดปริมาณของ NH3-N ที่ เกิดขึ ้นใน
กระบวนการหมักซึ่ งเป็นผลจากกิจกรรมการย่อย 
สลายของโปรตีนที่นอ้ยลง 
 
 

IVDMD (%) =                                                     x 100 

IVDMD (%) =                                                     x 100 
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จากการศึกษาคุณภาพการหมักของอาหาร 
ผสมครบส่วนแบบหมักในครัง้นีพ้บว่าไม่สามารถตรวจ 
วัดปริมาณของกรดแลคติกในอาหารผสมครบส่วน 
แบบสดและเพิ่มสูงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ  (p <  
0.01) เมื่อผ่านการหมกัที่ 21 วนั แต่ไม่พบความแตกต่าง 
ที่ เกิดจากระดับของการเติม เชื ้อ  P. pentosaceus 
ปริมาณกรดอะซิติกไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ  
(p < 0.05) นอกจากนี ้พบว่าปริมาณของกรดบิวทีริก
สูงขึ ้นอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ  เมื่ อเปรียบ เทียบ 
ระหว่างอาหารผสมครบส่วนแบบสดและอาหารผสม 
ครบส่วนแบบหมักที่ ไม่ เติ ม เชื ้อ  P. pentosaceus 
(eTMR) (p < 0.05) อย่างไรก็ตามเมื่ อ เปรียบเที ยบ 
eTMR และกลุ่มใช้เชื ้อ P. pentosaceus ที่ ระดับ 106 
CFU / g ส่งผลให้ระดับของปริมาณกรดบิวทีริกลดลง
อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p < 0.05) แสดงให้เห็นถึง
คุณสมบัติที่ดีของเชือ้ P. pentosaceus ในการยับยั้ง
การเจริญ เติ บ โตของจุลินทรีย์กลุ่ม Clostridia โดย 
การท าให้ค่า pH ลดลงอย่างรวดเร็ว (Agarussi et al., 
2019) หรือการผลิตสารยับยั้งการเจริญ เติบโตหรือ 
แบคเทอริโอซิน (bacteriocins) อย่างไรก็ตามไม่พบ
ความแตกต่างของระดับของการเติม P. pentosaceus 
ต่อปริมาณของกรดบิวทีริก 
 
คุณค่าทางโภชนะของอาหารผสมครบส่วนแบบหมัก 

คุณค่าทางโภชนะของอาหารผสมครบส่วน 
แบบสดและอาหารผสมครบส่วนแบบหมักแสดงใน 
Table 2 ปริมาณวัตถุแห้ง อินทรียวัตถุ โปรตีนหยาบ  
เยื่อใยที่ ไม่ละลายในกรด (ADF) และเซลลูโลส ไม่มี 
ความแตกต่างกนัทางสถิติ (p > 0.05) จากการวิเคราะห์
ปริมาณไขมันพบว่า กระบวนการหมกัส่งผลใหป้ริมาณ
ไขมันในอาหารผสมครบส่วนลดลงอย่างมีนัยส าคัญ 
ยิ่งทางสถิติ (p < 0.01) เนื่องจากในกระบวนการ หมัก
ไขมันจากพืชถูกน าไปใช้ประโยชน์โดยจุลินทรีย์ผ่ าน
กระบวนการย่อยโดยเอนไซม์ไลเปส ( lipase) และ 
การเติมไฮโดรเจนในกรดไขมันที่ไม่อิ่มตัวให้เป็นกรด
ไขมันที่ อิ่ ม ตั ว  (biohydrogenation) (Bueno et al., 
2020; Han and Zhou, 2013; Wu et al., 2021) ปริมาณ
เยื่ อ ใย  NDF ของอาหารผสมครบส่ วนแบบหมั ก  

(eTMR) ลดลง (p < 0.01) เมื่อเปรียบเทียบอาหารผสม
ครบส่วนแบบสด (72.28 เทียบกับ 63.12 %) อีกทั้ง
สัดส่วนเฮมิ เซลลูโลสในอาหารผสมครบส่วนแบบ 
หมักมีค่าต ่ากว่าอาหารผสมครบส่วนแบบสดอย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติ (p < 0.05) (27.19 เทียบกับ 35.59 
เปอร์เซ็นต์) เนื่องจากในระหว่างกระบวนการหมัก 
เฮมิ เซลลูโลสถูกใช้เป็นแหล่งพลังงานโดยจุลินทรีย ์ 
และเฮมิ เซลลูโลสเป็นโครงสร้างที่ถูกไฮโดรไลซ์โดย 
กรดได้ง่าย (Bueno et al., 2020; Dewar et al., 1963; 
Houfani et al., 2020; Patel and Parsania, 2018) จึ ง
เป็นผลท าใหป้ริมาณเยื่อ NDF และสดัสว่นเฮมิเซลลโูลส
ลดลง นอกจากนีพ้บว่าการเติมตน้เชือ้ P. pentosaceus 
สามารถลดการสูญเสียเฮมิเซลลูโลสในกระบวนการ 
หมกัได ้(p < 0.05) (31.62 เทียบกบั 27.19 % วตัถุแหง้) 
แต่ไม่พบความแตกต่างของระดับของการเติมเชื ้อ  
P. pentosaceus ต่อปริมาณวัตถุแหง้ ปริมาณเยื่อใยที่
ไม่ละลายในกรด (ADF) ของอาหารผสมครบส่วนแบบ 
สดและอาหารผสมครบส่วนแบบหมัก (eTMR) ไม่มี 
ความแตกต่างกันทางสถิติ (p > 0.05) ผลการศึกษานี ้
สอดคลอ้งกบั Wang et al. (2016) ที่รายงานว่าปริมาณ
เยื่อใย NDF มีปริมาณลดลงในกระบวนการหมกั ในขณะ
ที่เยื่อใยไม่ละลายในกรด (ADF) ไม่มีการเปลี่ยนแปลง  
ซึ่งเกิดจากการสลายตัวของเฮมิเซลลูโลสในระหว่าง
กระบวนการหมัก การเติมเชือ้ P. pentosaceus ท าให้
ปริมาณลิกนินในอาหารผสมครบส่วนแบบหมักลดลง
อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p < 0.05) (6.52 เทียบกับ 
4.36 % วัตถุแห้ง) เนื่องจากการท างานของแบคทีเรีย
ผลิตกรดแลคติ กที่ ผลิต เอนไซม์  lignin peroxidase  
ท าให้สามารถย่อยองค์ประกอบต่าง ๆ ที่อยู่ในลิกนิน  
ส่งให้ปริมาณลิกนินลดลง (Kachouri et al., 2016; 
Kietkwanboot, 2013) 
 
การศึกษากระบวนการหมักในกระเพาะรูเมนด้วย
เทคนิคการวัดผลผลิตแก๊สแบบ in vitro 

จากการประเมินโดยใช้เทคนิคการผลิตแก๊ส 
ในหลอดทดลองและการย่อยได้แสดงใน Table 3  
พบว่า ค่าส่วนที่ละลายได้ (a), ส่วนที่ ไม่ละลายแต่ 
หมักย่อยได้ (b), อัตราการผลิตแก๊ส (c) และศักยภาพ 
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การศึกษาเปรียบเทยีบระดับการเติม Pediococcus pentosaceus ส าหรับอาหารผสมครบส่วนแบบหมัก (eTMR) 
ต่อคุณภาพการหมัก คุณค่าทางโภชนะ จลนศาสตรก์ารผลิตแก๊ส และการย่อยได้ในหลอดทดลอง 
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การผลิตแก๊ส (P) ไม่มีความแตกต่างทางสถิติระหว่าง
กลุ่มทดลอง (p > 0.05) ในขณะที่การผลิตแก๊สที่  72 
ชั่ วโมงของอาหารผสมครบส่วนแบบสดมากกว่า 
อาหารผสมครบส่วนแบบหมักอย่างมีนัยส าคัญ (p < 
0.05) (38.98 เที ยบกับ  32.22 มิ ลลิลิ ตร) เนื่ อ งจาก
กระบวนการหมักมีการสูญเสียโภชนะที่ เกิดมาจาก
จุลินทรีย์ต่าง ๆ ที่ท  าการเปลี่ยนโภชนะต่าง  ๆ โดย 
เฉพาะน ้าตาลเปลี่ยนเป็นสารอื่น  ๆ เช่น กรดไขมัน 
ระเหยง่ายและกรดแลคติกเป็นต้น จึงส่งผลให้สาร 
ตั้งต้นในการใช้งานโดยจุลินทรีย์ในของเห ลวใน 
กระเพาะรู เมนลดลง (Ali et al., 2015; Zhao et al., 
2018) อย่างไรก็ตามการเติมเชื ้อ P. pentosaceus ใน
อาหารนั้นส่ งผลให้ การผลิ ต แ ก๊ สมากขึ ้น  (41.17  
เทียบกับ 32.22 มิลลิลิตร) (p < 0.05) เนื่องจากการเติม
เชือ้ P. pentosaceus มีแนวโนม้ที่ปริมาณองคป์ระกอบ
เยื่ อใย  NDF คงเหลือ  มากกว่ากลุ่ม ไม่ เติ ม เชื ้อ  P. 
pentosaceus จึงผลท าให้มีค่าผลผลิตแก๊สที่มากขึน้ 
สอดคล้องกับการศึกษาของ Huo et al.  (2021) ที่ ได้
ศึกษาการเติมแบคที เรียผลิตกรดแลคติกลงในถั่ ว 
อลัฟาฟ่าหมัก พบว่าสามารถผลิตแก๊สไดม้ากกว่ากลุ่ม 
ที่ไม่เติมเชื ้อ ในการศึกษาครัง้นี ้พบว่าความสามารถ 
ในการย่อยได้ของวัตถุแห้งและอินทรียวัตถุในหลอด
ทดลองของกลุ่มที่ เติมเชื ้อ P. pentosaceus สูงกว่า 
กลุ่มที่ ไม่ ใช้อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ  (p < 0.05)  
(55.62 เทียบกับ 48.95 % และ 57.76 เทียบกับ 51.76 
% ตามล าดับ) เนื่องจากการลดลงของค่า  pH และ 
กรดแลคติกที่เกิดขึน้ระหว่างการหมักนั้นส่งผลท าให้ 
เกิดการสลายลิกนินที่ เกาะอยู่กับคาร์โบไฮเดรตที่ 
เป็นโครงสรา้ง และเนื่องจากลิกนินมีปฏิสัมพันธ์กับ 
ค่าการย่อยได ้การท่ีลิกนินลดลงจึงสง่ผลใหเ้กิดการย่อย
ได้ที่มากยิ่ งขึ ้น  (Kaewpila et al., 2021; Raffrenato  
et al., 2017) 
 

สรุป 
 

การเติมเชือ้ P. pentosaceus ที่ระดับตั้งแต ่
104 ถึ ง 106CFU / g สามารถใช้ในกระบวนการหมัก
อาหารผสมครบส่วนโดยไม่ส่งผลเสียต่อกระบวนการ 

หมักในกระเพาะรูเมน และเพิ่ มความสามารถใน 
การย่อยของวัตถุแห้งและอินทรียวัตถุ นอกจากนี ้ยัง
พบว่า การเติมเชือ้ที่ระดบั 106CFU / g สามารถปรบัปรุง
คุณภาพของการหมักไดเ้หมาะสม ทั้งยังช่วยลดระดับ 
pH และปริมาณของ NH3-N ของอาหารผสมครบส่วน
แบบหมักได้มากที่สุด แต่ทั้งนี ้ควรค านึงถึงชนิดของ
วตัถุดิบ สดัส่วนของอาหารขน้และอาหารหยาบ รวมไป
ถึงความคุม้ทุนในการเติมเชือ้ดว้ย 
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