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การใช Bacillus licheniformis ที่คัดแยกไดจากกระเพาะรูเมนเพื่อเพ่ิมการยอย
ไดของอาหารสูตรรวมในระบบ in vitro 

 
Using Bacillus licheniformis isolated from rumen to enhance TMR feed 

digestibility  in in vitro digestion 
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บทคัดยอ : การเพิ่มประสิทธิภาพการยอยไดของอาหารเยื่อใยในสัตวสามารถทําไดหลายวิธี การใชจุลินทรียเปนอีกเทคนิคหนึ่งที่
ชวยเพิ่มการยอยไดเยื่อใยในอาหารโค การศึกษาในครั้งนี้เพ่ือใชแบคทีเรียในการเพิ่มการยอยไดของอาหารสูตรรวม (TMR) ในหลอด
ทดลอง โดยใชเชื้อ Bacillus licheniformis จํานวน 8 ไอโซเลต ที่ระดับความเขมขนของเชื้อที่107 CFU ml-1 rumen fluid buffer 
และ อาหาร TMR สองสูตรคือ สูตรที่มีฟางขาว และสูตรที่มีหญารูซี่แหงเปนแหลงอาหารหยาบหลัก ซึ่งประกอบดวย โปรตีนหยาบ 
14 เปอรเซ็นต และTDN 64 เปอรเซ็นต โดยวางแผนการทดลองแบบ CRD พบวาการยอยไดอาหารสูตรรวมฟางขาวที่ใช Bacillus 
licheniformis ไอโซเลตที่ KKUR10, KKUR9 และ KKUR5 ทําใหการยอยไดสิ่งแหงสูงสุดคือ 68.7, 67.3 และ 66.0 เปอรเซ็นต 
ตามลําดับ (p<0.01) การใชไอโซเลตที่ KKUR5, KKUR15 และ KKUR16 ทําใหการยอยไดเยื่อใย NDF สูงสุดคือ 37.6, 37.6 และ 
35.0 เปอรเซ็นต ตามลําดับ (p<0.01) และ การใชไอโซเลตที่ KKUR9, KKUR5 และ KKUR15 ทําใหการยอยไดเยื่อใย ADF สูงสุด
คือ 42.3, 40.0 และ 40.0 เปอรเซ็นต ตามลําดับ (p<0.01) ในสวนอาหารสูตรรวมหญารูซี่แหงพบวา การใช Bacillus licheniformis 
ไอโซเลตที่ KKUR4, KKUR9 และ KKUR16 จะทําใหการยอยไดสิ่งแหงสูงสุดคือ 72.5, 70.0 และ 68.0 เปอรเซ็นต ตามลําดับ 
(p<0.01)  และ การใชไอโซเลตที่ KKUR4 และ KKUR16 มีคาเฉลี่ยการยอยไดเยื่อใย ADF สูงสุดคือ 58.9 และ 58.7 เปอรเซ็นต 
ตามลําดับ (p<0.05) แตการยอยไดเยื่อใย NDF ไมมีความแตกตางกันทางสถิติ ฉะนั้นการใช Bacillus licheniformis ที่คัดแยกได
สามารถเพิ่มการยอยไดของสิ่งแหง เยื่อใย NDF และ เยื่อใน ADF ในอาหาร TMR ใหสูงขึ้น โดยไอโซเลตที่ KKUR9 และ KKUR15 
จะเปนไอโซเลตที่เหมาะสมกับการใชในอาหารTMRทั้งสองชนิด จากวิจัยนี้แสดงใหเห็นวา Bacillus licheniformis มีศักยภาพใน
การนําไปใชในการเพิ่มการยอยไดของอาหารสัตว 
คําสําคัญ : การยอยไดในหลอดทดลอง, Bacillus licheniformis, อาหารสูตรรวม  
 
Abstract: Improving efficiency of fiber digestion in low quality roughage could be done by several methods and a selective 

microorganism is one of alternative methods. The objective of this study was to use Bacillus licheniformis  isolated from 

ruminal fluid for improve feed digestion by using in vitro Daisy II Incubator. TMR rations had 14 % of crude protein and 

64% of total digestible nutrients in both rice straw base and ruzi hay base rations.  The bacterial concentration as use as 107

CFU ml-1 rumen fluid buffer in both rice straw and ruzi hay base rations. Experiments were randomly assigned into CRD. In 

rice straw base ration, Bacillus licheniformis isolated numbers; KKUR10, KKUR9 and KKUR5 had the highest in feed dry 

matter digestibility (68.7, 67.3 and 66.0 %, respectively). Isolated numbers KKUR5, KKUR15 and KKUR16 had the highest 

in NDF digestion (37.6, 37.6 and 35.0 %, respectively). However, isolated numbers; KKUR9, KKUR5 and KKUR15 had the 

highest in ADF digestion (42.3, 40.0 and 40.0%, respectively). In ruzi hay base ration, Bacillus licheniformis isolated 
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numbers; KKUR4, KKUR9 and KKUR16 had the highest in feed dry matter digestibility (72.5, 70.0 and 68.0 %, 

respectively). Isolated numbers; KKUR4 and KKUR16 had the highest in ADF digestion (58.9 and 58.7 %). However, there 

was no significant difference in NDF digestion among treatments. The final result indicated that Bacillus licheniformis

isolated number KKUR9, and KKUR15 were suitable for all conduct rations. Research study showed that Bacillus

licheniformis has a potential for use as feed additive in ruminant feed to improve feed digestibility.

Keywords : in vitro digestibility, Bacillus licheniformis, TMR 

 
บทนํา 

 
การเพิ่มประสิทธิภาพการยอยไดของอาหาร 

เยื่อใยในสัตวสามารถทําไดหลายวิธี การใชจุลินทรียเปน
อีกเทคนิคหนึ่งนอกเหนือจากการปรับปรุงพันธุกรรมโค  
จึงมีการนําจุลินทรียชนิดตางๆ มาใชเพื่อชวยปรับปรุง
ประสิทธิภาพการยอยไดของโค การใชจุลินทรียเสริม
โดยตรง (direct feed microbial, DFM) นั้นเปนที่ยอมรับ
กันโดยทั่วไป โดยมีผลตอการเพิ่มการยอยไดในกระเพาะรู
เมน, DMI, และ ผลผลิตน้ํานม (Piva et al., 1993; 
McGilliard and Stallings, 1998) เพิ่มการยอยไดส่ิงแหง
การยอยไดเยื่อใย NDF (Weinberg  et al, 2007) ในการใช 
จุลินทรียเปนอาหารเสริมนั้น สามารถผสมลงไปในอาหาร 
เชนการใช Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium 
sp., Enterococcus sp. และ Bacillus sp. (Qiao  et al., 
2009) โดยมีวัตถุประสงคของงานวิจัยคือมุงเนนการใช  
B. licheniformis ในการเพิ่มการยอยไดของอาหารสูตรรวม 
ในระบบ in vitro 

 
วิธีการทดลอง  

 
 คัดเลือกแบคทีเรียที่มีความสามารถในการยอย
เซลลูโลส ซึ่งคัดเลือกไดจากกระเพาะรูเมนโคนมลูกผสม
สายพันธุโฮลสไตนฟรีเชียนในระยะพักรีด โดยเพาะเลี้ยง
ในอาหารเลี้ยงเชื้อ Med2 (Hobson and Stewart, 1997) 
ดวยวิธี anaerobic roll tube method จํานวน 8 ไอโซเลต 
ประกอบดวย Bacillus licheniformis KKUR4, KKUR5, 
KKUR9, KKUR10, KKUR15, KKUR16, KKUR19 และ 
KKUR20 (ชัยชนะ และ คณะ, 2553) 

การศึกษาการยอยไดในระบบ in vitro digestibility 
เครื่อง Daisy II Incubator (Ankom Technology, 
Fairport, NY)ใชแผนการทดลองแบบ CRD ประกอบดวย
แบคทีเรียจํานวน 8 ไอโซเลต โดยมีความเขมขนของเชื้อที่
เติมเขาไปคือ 107 CFU ml-1 rumen fluid buffer โดยใช
ของเหลวจากกระเพาะรูเมนของโคนมลูกผสมสายพันธุ
โฮลสไตนฟรีเชียนในระยะพักรีดในการเตรียม rumen 
fluid buffer นํามาทดสอบกับอาหารสูตรรวม (TMR) 2 
สูตร โดยสูตรที่ 1 ใชฟางขาว และสูตรที่ 2 ใชหญารูซี่แหง
เปนแหลงอาหารหยาบหลัก ซึ่งมีโปรตีน 14% และ TDN 
67% เทากันทุกสูตรโดยโปรแกรม KCF 2006 (วิโรจน และ
มนตชัย, 2549) (Table 1 and 2) และคํานวณการยอยได
ตามสูตรดังนี้ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
หลังจากบม 48 ชั่วโมงและอบแหง, C1= Blank bag 
correction (น้ําหนักถุงเปลาอบแหงหลังการบม48ชั่วโมง
หารดวยน้ําหนักถุงเปลาเริ่มตนวิเคราะหความแปรปรวน
ของขอมูล (Analysis of variance, ANOVA) ตามแผนการ 
ทดลองแบบ CRD และทดสอบความแตกตางของคาเฉลี่ย
การยอยไดดวยวิธี Dancan’s New Multiple Rang Test 
(SAS, 1988) 

การยอยไดส่ิงแหงรวม, IVDMD (in vitro dry matter 

digestibility) =   

การยอยไดเยื่อใย NDF, IVNDF (in vitro NDF 
digestibility) (Cherney et al., 2004) 

=   
เมื่อ W1= น้ําหนักถุงเปลา, W2 = น้ําหนักอาหาร
สุทธิ (น้ําหนักแหง), W3= น้ําหนักถุงสุดทาย
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ผลการศึกษาและวิจารณผล 
 

ผลของการยอยของอาหารสูตรรวมที่มีฟางเปน
แหลงอาหารหยาบหลัก 

จากการใช Bacillus licheniformis ทั้ง 8  
ไอโซเลต เมื่อผานการบมนาน 48 ชั่วโมง พบวา คาเฉลี่ย
ของการยอยไดของวัตถุแหง การยอยไดเยื่อใย NDF 
และเยื่อใย ADF มีความแตกตางกันทางสถิติอยางมี
นัยสําคัญยิ่ง (p <0.01) โดยไอโซเลตที่ KKUR10, KKUR9 
และ KKUR5 มีคาเฉลี่ยการยอยไดส่ิงแหงสูงสุดคือ 
68.75, 67.30 และ 66.00 เปอรเซ็นต ตามลําดับ  

อีกทั้งคาเฉลี่ยการยอยไดของเยื่อใย NDFโดย
ไอโซเลตที่ KKUR5, KKUR15, KKUR20 และ KKUR16 
มีคาเฉลี่ยการยอยไดเยื่อใย NDF สูงสุดคือ 37.60, 
37.60, 37.60 และ 35.00 เปอรเซ็นต ตามลําดับ และ
คาเฉลี่ยของการยอยไดของเยื่อใย ADF โดย ไอโซเลตที่ 
KKUR9, KKUR5 และ KKUR15 มีคาเฉลี่ยการยอยได
เยื่อใย ADF สูงสุดคือ 42.31, 40.00 และ 40.00
เปอรเซ็นต ตามลําดับซึ่งสูงกวากลุมควบคุมที่มีคาเฉลี่ย

การยอยไดที่ระดับ 21.54 เปอรเซ็นต (Table 3)  
 

ผลของการยอยของอาหารสูตรรวมที่มีหญารูซี่แหง
เปนแหลงอาหารหยาบหลัก 

เมื่อผานการบมนาน 48 ชั่วโมง พบวา คาเฉลี่ย
ของการยอยไดของวัตถุแหง มีความแตกตางกันทาง
สถิติอยางมีนัยสําคัญยิ่ง (p <0.01) โดยไอโซเลตที่ 
KKUR4, KKUR9 และ KKUR16 มีคาเฉล่ียการยอยได
ส่ิงแหงสูงสุดคือ 72.54, 70.00 และ 68.02 เปอรเซ็นต 
ตามลําดับ และ คาเฉลี่ยการยอยไดของเยื่อใย ADF มี
ความแตกตางกันทางสถิติอยางมีนัยสําคัญ (p <0.05) 
โดยไอโซเลตที่ KKUR4 และ KKUR16 มีคาเฉลี่ยการ
ยอยไดส่ิงแหงสูงสุดคือ 58.97 และ 58.74 เปอรเซ็นต 
ตามลําดับ แตพบวาคาเฉลี่ยของการยอยไดของเยื่อใย 
NDF ไมมีความแตกตางกันทางสถิติ (p >0.05) โดย 
ไอโซเลตที่ KKUR15 และ KKUR4 มีคาเฉลี่ยการยอย 
ไดส่ิงแหงสูงสุดคือ 46.15 และ 41.15 เปอรเซ็นต 
ตามลําดับซึ่งสูงกวากลุมควบคุมที่มีคาเฉลี่ยการยอยได
ที่ระดับ 33.75 เปอรเซ็นต (Table 4) 

Table 1  Feed ingredient of experimental TMR diets on DM basis. 
วัตถุดิบ ฟางขาว หญารซูี่แหง 

หญารูซี่แหง - 55.0 
ฟางขาว 55.0 - 
เมล็ดขาวโพด 19.4 2.3 
มันสําปะหลัง 5.0 28.6 
กากถั่วเหลอืง 19.5 12.9 
ยูเรีย 0.9 1.0 
แรธาตุรวม 0.2 0.2 
รวม 100.0 100.0 

 
 Table 2 Feed chemical composition in TMR diets on DM basis. 
 

องคประกอบทางเคมี (%) ฟางขาว หญารซูี่แหง 
CP 14.0 14.0 

ADF 24.8 19.3 
NDF 42.6 28.1 
TDN 67.0 67.0 
fat 1.6 1.2 
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สรุป 

 
จากการศึกษาครั้งนี้แสดงใหเห็นวา การใช 

Bacillus licheniformis ที่ระดับ 107 CFU ml-1 rumen 
fluid buffer สามารถเพิ่มการยอยไดส่ิงแหง การยอยได
เยื่อใย NDF และ การยอยไดเยื่อใย ADF เพิ่มสูงขี้นใน
อาหาร TMR ที่มีฟางเปนแหลงอาหารหยาบหลัก และ 
เพิ่มการยอยไดส่ิงแหง และ เยื่อใย ADF ในอาหาร TMR 
ที่มีหญารูซี่เปนแหงอาหารหยาบหลักได ซึ่งแสดงใหเห็น
วา เชื้อ B. licheniformis ที่คัดแยกไดมีความสามารถใน
การเพิ่มการยอยไดใหสูงขึ้นอยางชัดเจน โดยเฉพาะ
อยางยิ่งไอโซเลตที่ KKUR9 และ KKUR15 เปนไอโซเลต
ที่เหมาะสําหรับการนําไปใชในการเพิ่มการยอยไดใน
อาหารสูตรรวมทั้งสองชนิด ซึ่งจะเปนประโยชนตอการ
นําไปใชในการผลิตปศุสัตวตอไป  

 

คําขอบคุณ 
 

งานวิจัยนี้ไดรับการสนับสนุนสวนหนึ่ง จาก
ศูนยความเปนเลิศดานเทคโนโลยีชีวภาพเกษตร สํานัก
พัฒนาบัณฑิตศึกษาและวิจัยดานวิทยาศาสตรและ
เทคโนโลยี  สํานักคณะกรรมการการอุดมศึกษา 
กระทรวงศึกษาธิการและศูนยวิจัยเทคโนโลยีชีวภาพทาง
การเกษตรเพื่อเศรษฐกิจที่ย่ังยืน มหาวิทยาลัยขอนแกน, 
ภาควิชาพืชศาสตรและทรัพยากรเกษตร และ ภาควิชา
สัตวศาสตร คณะเกษตรศาสตร มหาวิทยาลัยขอนแกน, 
ขอบคุณ เ จ าหน าที่ ส ถ านี ทดลองและฝ กอบรม
เกษตรกรรม จังหวัดรอยเอ็ด คณะเกษตรศาสตร 
มหาวิทยาลัยขอนแกน ที่สนับสนุนในการทดลอง  
 

 
 

Table 3  ผลของ Bacillus licheniformis ตอการยอยไดสิ่งแหงและเยื่อใย NDF, ADF ในอาหารสูตรรวมท่ีมีฟางขาวเปน 
               แหลงเยื่อใยหลักในระบบ in vitro. 

Item 
Bacillus licheniformis 1 

SEM P-value 
control KKUR4 KKUR5 KKUR9 KKUR10 KKUR15 KKUR16 KKUR19 KKUR20 

IVDMD 2,% 52.92 d 64.69 ab 66.00 a 67.30 a 68.75 a 60.00 bc 64.58 abc 59.60 c 64.00 abc 0.69 0.0008 
IVNDFD3,% 28.60 b 28.60 b 37.60 a 30.00 b 24.16 c 37.60 a 35.00 a 22.51 c 37.60 a 0.40 0.0001 
IVADFD4,% 21.54 c 21.54 c 40.00 a 42.31 a 27.08 bc 40.00 a 16.67 c 36.14 ab 20.00 c 1.68 0.0027 

a,b,c ตัวอักษรที่แตกตางกันในแถวเดียวกัน แสดงคาเฉลีย่แตกตางกันทางสถติ ิ(p<0.01) 

1ชนิดของ Bacillus licheniformis แตละไอโซเลต, ความเขมขนสุดทาย 107 CFU ml-1 rumen fluid buffer  
2IVDMD = คาเฉลี่ยของการยอยไดสิ่งแหงในระบบ in vitro  
3IVNDFD = คาเฉลีย่ของการยอยไดเยือ่ใย NDFในระบบ in vitro  
4IVADFD = คาเฉลีย่ของการยอยไดเยือ่ใย ADFในระบบ in vitro 

Table 4  ผลของ Bacillus licheniformis ตอการยอยไดสิ่งแหงและเยื่อใย NDF ,ADF ในอาหารสูตรรวมที่มีหญารูซี่แหงเปน
แหลงเยื่อใยหลักในระบบ in vitro. 

 
Bacillus licheniformis 1 

SEM P-value 
control KKUR4 KKUR5 KKUR9 KKUR10 KKUR15 KKUR16 KKUR19 KKUR20 

IVDMD 2,% 61.16 de 72.54 a 63.25 cde 70.00 ab 64.00 cd 66.69 bc 68.02 abc 58.47 e 65.25 bcd 1.66 0.0033 
IVNDFD3,% 33.75 41.15 33.54 30.00 40.00 46.15 40.34 38.75 38.75 1.52 0.1235 
IVADFD4,% 31.94 c 58.97 a 48.96 ab 50.00 ab 41.66 bc 50.96 ab 58.74 a 52.81 ab 48.96 ab 2.03 0.0326 

a,b...e ตัวอักษรท่ีแตกตางกันในแถวเดียวกัน แสดงคาเฉลี่ยแตกตางกันทางสถิติ (IVDMD ท่ี p<0.01 และ IVADFD ท่ี p<0.05) 

1ชนิดของ Bacillus licheniformis แตละไอโซเลต, ความเขมขนสุดทาย 107 CFU ml-1 rumen fluid buffer 
 2IVDMD = คาเฉลี่ยของการยอยไดสิ่งแหงในระบบ in vitro 
3IVNDFD = คาเฉลี่ยของการยอยไดเยื่อใย NDFในระบบ in vitro  
4IVADFD = คาเฉลี่ยของการยอยไดเยื่อใย ADFในระบบ in vitro 
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