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การศึกษาครั้งนี้แบงออกเปน 2 การทดลอง โดยมีวัตถุประสงคเพ่ือคัดเลือกแบคทีเรีย 
ท่ีมีศักยภาพสูงในการยอยสลายเยื่อใยของอาหารหยาบจากกระเพาะรูเมนของกระบือปลัก  
การทดลองท่ี 1 เปนการคัดเลือกแบคทีเรียท่ีมีความสามารถในการยอยสลายเยื่อใยจากกระบือปลัก
ท่ีไดรับอาหารหยาบ (ฟางข าวหร อหญ าขนสด        ื        ) โดยใชกระบือปลักโตเต็มวัย เพศเมีย จํานวน 4 ตัว  
ท่ีเจาะกระเพาะรูเมน โดยนําแบคทีเรียท่ียึดเกาะบนอาหารหยาบมายอยกระดาษกรองและแยกเช้ือ
บริสุทธ์ิดวยวิธีการ Roll tube จากนั้นคัดเลือกเฉพาะแบคทีเรียท่ียอยกระดาษกรองได มายอม 
ติดสีแกรม แลวศึกษาความสามารถยอยสลายเยื่อใยของฟางขาว (RS) รวมท้ังวิเคราะหกรดไขมัน
ท่ีระเหยงายและบงช่ือเช้ือแบคทีเรียยอยสลายเยื่อใยดวยวิธีแบบดั้งเดิมและวิธีการดานชีวโมเลกุล 
พบวาแบคทีเรียท่ียอยกระดาษกรองท้ังหมดเซลลยอมติดสีแกรมลบรูปรางกลม และคัดเลือก
แบคทีเรยีท่ีสามารถยอยสลายเยื่อใยของฟางขาวไดดี จํานวน 30 สายพันธุ ผลจากการวิเคราะห
กรดไขมันท่ีระเหยงาย พบวาสวนใหญผลิต อะซิเตท (C2) และบิวทิเรท (C4) บางสายพันธุมีการ
ผลิตวาเลอเรท (C5) เล็กนอย แบคทีเรียท้ัง 30 สายพันธุ มีลําดับเบสของ 16S rDNA ของแบคทีเรีย 
26 สายพันธุ มีความใกลเคียงกับแบคทีเรีย 7 ชนิด คือ Butyrivibrio fibrisolvens (5), Clostridium 
sp. (5), Fibrobacter succinogenes (3), Prevotella sp. (4), Streptococcus sp. (7), Staphylococcus 
sp. (1) และ Selenomonas ruminantium (1) และแบคทีเรียท่ียังไมทราบชนดิอีก 4 สายพันธุ 

 
การทดลองท่ี 2 มีวัตถุประสงคเพ่ือศึกษาคุณสมบัติของแบคทีเรียท่ีคัดเลือกมาไดในหลอด

ทดลอง (In vitro study) โดยนําแบคทีเรียบริสุทธ์ิจากการทดลองท่ี 1 จํานวน 30 สายพันธุ มาวัด
ความสามารถในการยอยสลายเยื่อใยของ ฟางขาว หญาขน และเซลลูโลสบริสุทธ์ิ ความสามารถ
ในการผลิตเอนไซมยอยสลายเยื่อใย (Cellulase และ Xylanase) และคัดเลือกแบคทีเรียท่ีมีศักยภาพ
สูง 5 สายพันธุ มาศึกษาความสามารถในการยดึเกาะบนเยื่อใยท้ังสามชนิดและความสามารถใน
การผลิตแกส พบแบคทีเรีย 5 สายพันธุ ท่ีมีศักยภาพสูงในการยอยสลายเยื่อใยของฟางขาว หญาขน 
และเซลลูโลสบริสุทธ์ิ ประกอบดวย Prevotella sp. RS1, F. succinogenes RS3, F. succinogenes 
RS4, Staphylococcus sp. RS12 และ Clostridium sp. PG85 โดยแบคทีเรียท้ัง 5 สายพันธุ  
มีกิจกรรมของเอนไซมเซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนสสูง นอกจากนี้ยังมีความสามารถในการ 
ยึดเกาะบนเยื่อใยท้ังสามชนิดท่ีสูงดวย 
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Two consecutive experiments were carried out to isolate the high potential fibrolytic 
bacteria from swamp buffalo rumen. Four mature, rumen fistulated buffalos were fed either low 
quality roughage (Rice Straw; RS) or fresh grass (Paragrass; PG). Roughage suspended in 
buffalo rumen was used as the isolated source. The source was enriched with filter paper 
degradation, diluted with an anaerobic solution and used for pure culturing by roll tube 
technique. Degradated filter paper bacteria were collected and gram staining, and then, used for 
digestibility studies on rice straw fiber powder, VFA profiling and 16S rDNA sequencing were 
selected and screened for further identification. All of staining bacteria were gram-negative 
cocci. Thirty strains of best rice straw digestibility were found. Majority of isolated bacteria 
produced acetate and butyrate some produced valerate. Twenty-six strains were identified, 
as 7 known bacterial species which were Butyrivibrio fibrisolvens (5), Clostridium sp. (5), 
Fibrobacter succinogenes (3), Prevotella sp. (4), Streptococcus sp. (7), Staphylococcus sp. (1) 
and Selenomonas ruminantium (1), whilst 4 strains were assigned to unidentified bacterial 
species. 

 
The second trail was aimed at study (In vitro study) on 30 strains fibrolytic bacteria 

isolated from the first experiment, which selected for high potential fibrolytic enzymes 
(cellulase and xylanase) and then 5 strains of the high potential fibrolytic bacteria were collected 
to study, attachment, digestion of various fiber powder (i.e. Rice Straw; RS, Paragrass; PG and 
Cellulose powder; CP) and total gas production. High potential fibrolytic bacteria consisted  
of 5 strain consisting of Prevotella sp. RS1, F. succinogenes RS3, F. succinogenes RS4, 
Staphylococcus sp. RS12 and Clostridium bifermentans PG85. These high potential fibrolytic 
bacteria had high activities of cellulase and xylanase. Furthermore, these 5 strains were shown a 
high percentage of adherents on three different fiber powders. 
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8 

2 จํานวนแบคทีเรียยอยสลายเยื่อใยท่ีคัดเลือกจากกระเพาะรูเมนของกระบือปลัก
ท่ีไดรับฟางขาวและหญาขนสด 46 

3 ลักษณะรูปรางของเซลล การยอมติดสีแกรม และความสามารถในการยอย
สลายเยื่อใยของฟางขาวของแบคทีเรียยอยสลายเยื่อใยท่ีคัดเลือกจากกระเพาะ 
รูเมนของกระบือปลักท่ีไดรับฟางขาวและหญาขนสด 48 

4 จํานวนของแบคมีเรียท่ีมีความสามารถในการยอยสลายเยื่อใยของฟางขาวใน
หลอดทดลอง ท่ีคัดเลือกจากกระเพาะรูเมนของกระบือปลักท่ีไดรับฟางขาว
และหญาขนสด หลังบมเช้ือท่ีอุณหภูมิ 38 องศาเซลเซียส เปนเวลา 72 ช่ัวโมง 49 

5 ผลผลิตกรดไขมันท่ีระเหยงายของแบคทีเรียยอยสลายเยื่อใยท่ีคัดเลือกจาก
กระเพาะรูเมนของกระบือปลัก เจริญในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีน้ําตาลกลูโคสและ
เซลโลไบโอสเปนแหลงคารบอน 50 

6 การจําแนกความเหมือนของลําดับเบสของ 16S rDNA ของแบคทีเรียยอย
สลายเยื่อใยท่ีคัดเลือกจากกระเพาะรูเมนของกระบือปลัก เปรียบเทียบกับ
ลําดับเบสของ 16S rDNA ของแบคทีเรียท่ีอยูในธนาคารยีน (GenBank) 52 

7 ความสามารถในการยอยสลายเยื่อใยของ ฟางขาว หญาขนสด และผง
เซลลูโลส ในหลอดทดลอง ของแบคทีเรียยอยสลายเยื่อใยท่ีคัดเลือกจาก
กระเพาะรูเมนของกระบือปลัก หลังบมเช้ือท่ีอุณหภูมิ 38 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 72 ช่ัวโมง 69 

8 กิจกรรมของเอนไซมเซลลูเลส และเอนไซมไซลาเนส ของภายในเซลลของ
แบคทีเรียยอยสลายเยื่อใยท่ีคัดเลือกจากกระเพาะรูเมนของกระบือปลัก เจริญ
ในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีน้ําตาลกลูโคสและเซลโลไบโอสเปนแหลงคารบอน 72 

9 ความสามารถในการยึดเกาะบนเยือ่ใยของแบคทีเรียยอยสลายเยื่อใยท่ีมีศัก
ภาพสูงท่ีคัดเลือกจากกระเพาะรูเมนของกระบือปลัก  74 

10 ผลผลิตแกสของแบคทีเรียยอยสลายเยื่อใยท่ีมีศักภาพสูงท่ีคัดเลือกจาก
กระเพาะรูเมนของกระบือปลัก เจริญในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีเซลลูโลสบริสุทธ์ิ
เปนแหลงคารบอน บมเช้ือท่ีอุณหภูมิ 38 องศาเซลเซียส เปนเวลา 72 ช่ัวโมง 74 



(3) 
 

สารบัญภาพ 
 
ภาพที่  หนา 

   
1 โครงสรางทางเคมีของเซลลูโลส 4 
2 โครงสรางทางเคมีของเฮมิเซลลูโลส 5 
3 โครงสรางทางเคมีของลิกนิน 6 
4 โครงสรางทางเคมีของซิลิกาท่ีอยูในฟางขาว 7 
5 กระบวนการยอยสลายเยื่อใยของแบคทีเรียในกระเพะรูเมน 19 
6 ขั้นตอนการปลูกถายเช้ือลงในอาหารวุนโดยใชวิธีการ Roll tube 36 
7 กระดาษกรองท่ีถูกยอย (A) กระดาษกรองท่ีไมถูกยอย (B) 36 
8 การแยกช้ินสวน 16S rDNA โดยวิธี Gel electrophoresis (~900 bp) 40 
9 การตรวจสอบหาดีเอ็นเอเปาหมายในดีเอ็นลูกผสม 51 
10 แผนภูมิตนไมวงศวานวิวัฒนาการแสดงความสัมพันธของ 16S rDNA  

ของ Butyrivibrio sp. กับแบคทีเรียยอยสลายเยื่อใยท่ีคัดเลือกจากกระเพาะรูเมน
ของกระบือปลัก 54 

11 แผนภูมิตนไมวงศวานวิวัฒนาการแสดงความสัมพันธของ 16S rDNA  
ของ Clostridium spp.  กับแบคทีเรียยอยสลายเยื่อใยท่ีคัดเลือกจากกระเพาะรูเมน
ของกระบือปลัก 56 

12 แผนภูมิตนไมวงศวานวิวัฒนาการแสดงความสัมพันธของ 16S rDNA  
ของ F. succinogenes กับแบคทีเรียยอยสลายเยื่อใยท่ีคัดเลือกจากกระเพาะรูเมน
ของกระบือปลัก 58 

13 แผนภูมิตนไมวงศวานวิวัฒนาการแสดงความสัมพันธของ 16S rDNA  
ของ Prevotella spp. กับแบคทีเรียยอยสลายเยื่อใยท่ีคัดเลือกจากกระเพาะรูเมน 
ของกระบือปลัก 60 

14 แผนภูมิตนไมวงศวานวิวัฒนาการแสดงความสัมพันธของ 16S rDNA  
ของ Streptococcus spp. กับแบคทีเรียยอยสลายเยื่อใยท่ีคัดเลือกจากกระเพาะรูเมน
ของกระบือปลัก 62 

15 แผนภูมิตนไมวงศวานวิวัฒนาการแสดงความสัมพันธของ 16S rDNA  
ของ Staphylococcus spp. กับแบคทีเรียยอยสลายเยื่อใยท่ีคัดเลือกจากกระเพาะ 
รูเมนของกระบือปลัก 64 



(4) 
 

 
 
ภาพที่ 

สารบัญภาพ (ตอ) 
 

 
 

หนา 
   

16 แผนภูมิตนไมวงศวานวิวัฒนาการแสดงความสัมพันธของ 16S rDNA  
ของ S. ruminatium กับแบคทีเรียยอยสลายเยื่อใยท่ีคัดเลือกจากกระเพาะรูเมน 
ของกระบือปลัก 66 

 
ภาพผนวกที ่
 

1 Restriction map of vector pTZ57R/T (Fermentas) 105 
 

 



 
 

 

การผลิตโปรไบโอติก: การคัดเลือกแบคทีเรียยอยสลายเยื่อใยที่มีศักยภาพสูง 
จากกระเพาะรูเมนของกระบือปลัก 

 
Probiotic Production: Selection of High Potential Fibrolytic Bacteria 

from Swamp Buffalo Rumen 
 

คํานํา 
 

สัตวเคี้ยวเอ้ืองเปนสัตวท่ีมีความสามารถในการเปล่ียนอาหารไปเปนผลผลิตไดอยางมี
ประสิทธิภาพ โดยเฉพาะอยางยิ่งอาหารหยาบไปเปนแหลงโปรตีนคุณภาพสูง ท้ังเนื้อ นม และขน 
ความสามารถดังกลาวเกิดจากการทํางานของจุลินทรีย  ไดแก โปรโตซัว เช้ือรา และแบคทีเรีย 
โดยเฉพาะอยางยิ่งแบคทีเรียซ่ึงเปนท่ียอมรับกันท่ัวไปวาเปนจุลินทรียท่ีมีประชากรสูงสุดและมี
ความสําคัญท่ีสุดในการยอยสลายโภชนะในกระเพาะรูเมน (Hespell et al., 1997) ในขณะท่ีอาหาร
หยาบของสัตวเคี้ยวเอ้ืองมีความหลากหลายของชนิดขึ้นกับสภาพภูมิประเทศ และภูมิอากาศ 
โดยเฉพาะอยางยิ่งในประเทศไทยซ่ึงมีความผันแปรของพืชอาหารหยาบคอนขางมาก กลาวคือ
ในชวงของฤดูฝนท่ีมีอาหารหยาบคุณภาพดีคอนขางส้ัน ในขณะท่ีมีชวงของฤดูแลงท่ียาวนาน 

 
ในชวงฤดูแลงนี้เปนชวงท่ีพืชอาหารสัตวคุณภาพดีขาดแคลน เกษตรกรมีความจําเปนตอง

ใชวัสดุเศษเหลือจากไรนา เชน ฟางขาว ซ่ึงมีมากกวา 50 เปอรเซ็นต ของวัสดุเศษเหลือทาง
การเกษตรท้ังหมด คิดเปนปริมาณท้ังประเทศประมาณ 50 ลานตันตอป (กรมพัฒนาท่ีดิน, 2551) 
ฟางขาวเปนพืชอาหารหยาบท่ีมีคุณภาพต่ํา ทําใหสัตวไดรับสารอาหารและพลังงานไมเพียงพอตอ
ความตองการ อยางไรก็ตาม สัตวเคี้ยวเอ้ืองอาศัยการทํางานของจุลินทรียในกระเพาะรูเมนท่ีมี
ความสามารถในการผลิตเอนไซมออกมายอยสลายเยื่อใย เนื่องจากจุลินทรียยอยสลายเยื่อใยใน
กระเพาะรูเมนของสัตวเคี้ยวเอ้ืองมีประสิทธิภาพในการหมักยอยอาหารหยาบคุณภาพต่ําไดดี และ
สามารถผลิตผลผลิตสุดทาย เชน กรดไขมันท่ีระเหยงายและจุลินทรียโปรตีน เพ่ือใหสัตวดูดซึมไป
ใชประโยชนได (สุริยะ, 2551) 

 
กระบือเปนสัตวเคี้ยวเอ้ืองชนิดหนึ่งท่ีมีความสามารถในการใชประโยชนจากอาหารหยาบ

คุณภาพต่ําโดยเฉพาะอยางยิ่งฟางขาวไดอยางมีประสิทธิภาพ เม่ือเปรียบเทียบกับโค (Ruangprim et 
al., 2007; Sawar et al., 1998; Wanapat et al., 2000) แมวาฟางขาวมีองคประกอบของเซลลูโลส  
ลิกโนเซลลูโลส และซิลิกาอยูสูงก็ตาม ซ่ึงเปนไปไดวาในกระเพาะรูเมนของกระบือมีจุลินทรียท่ีมี
ความหลากหลายและมีศักยภาพในการยอยสลายเยื่อใยสูง โดยเฉพาะอยางยิ่งแบคทีเรีย  
ดังนั้นถาสามารถคัดเลือกแบคทีเรียท่ีมีศักยภาพสูงในการยอยสลายเยื่อใยเหลานี้ได โดยท่ีแบคทีเรีย
ท่ีมีศักยภาพสูงเหลานี้อาจจะถูกพัฒนาไปใชเปนโปรไบโอติก (Probiotic) เสริมในอาหารของสัตว
เคี้ยวเอ้ืองชนิดอ่ืน เพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพในการยอยสลายอาหารหยาบใหดียิ่งขึ้น 



 
 

 

วัตถุประสงค 
 

1.  เพ่ือคัดเลือกแบคทีเรียยอยสลายเยื่อใยท่ีมีศักยภาพสูงในการยอยสลายเยื่อใยของอาหาร
หยาบจากกระเพาะรูเมนของกระบือปลัก 
 

2.  เพ่ือศึกษาคุณสมบัติและความสามารถของแบคทีเรียท่ีมีศักยภาพสูงในการผลิตเอนไซม
ยอยสลายเยื่อใย ความสามารถในการยอยสลายเยื่อใย และความสามารถในการยึดเกาะบนเยื่อใย 
เพ่ือเปนแนวทางในการพัฒนาเปนโปรไบโอติกท่ีจะใชเสริมในอาหารสัตวเคีย้วเอ้ืองชนิดอ่ืนตอไป 



 
 

 

การตรวจเอกสาร 
 

ฟางขาว 
 

ขาว (Oryza sativa) เปนธัญพืชท่ีเพาะปลูกมากเปนอันดับสองของโลกรองจากขาวสาลี 
และใหเศษเหลือในรูปของฟางขาวสูงท่ีสุด (330 ลานเมตริกตันตอป) ฟางหมายถึงลําตนแหงของ
ธัญพืชหลังจากการเก็บเกี่ยว อาทิ ขาวบารเลย ขาวโอต ขาวเจา ขาวเหนียว ขาวไรย ขาวสาลี เปนตน 
ประโยชนของฟางมีมากมายตั้งแตใชเปนอาหารสัตว วัสดุรองพ้ืนคอกสัตว วัสดุคลุมดิน ไปจนถึง
พลังงานทดแทน ซ่ึง 90 เปอรเซ็นต ของประเทศท่ีกําลังพัฒนาในเอเชียตะวันออกและตะวันออก
เฉียงใต ใชฟางขาวเปนอาหารสัตวเคี้ยวเอ้ือง (Van Soest, 2006) แตอยางไรก็ตามในประเทศไทย 
ฟางสวนใหญเปนฟางขาวเจา ซ่ึงแตละปมีฟางขาวจากนาขาวหลายลานตัน ลักษณะของฟางขาวจะ
ประกอบดวยสวนของใบ ลําตน และรวงขาว ท่ีเอาเมล็ดออกแลว มีสีเหลืองซีด โดยฟางขาวจะ
ประกอบดวย 2 สวน คือ สวนท่ีเปนองคประกอบภายในเซลล (Cell content) 21 เปอรเซ็นต  
และ ผนังเซลล (Cell wall) 79 เปอรเซ็นต ซ่ึงสวนของผนังเซลลประกอบดวยสวนท่ีเปนเซลลูโลส  
33 เปอรเซ็นต เฮมิเซลลูโลส 26 เปอรเซ็นต ลิกนิน 7 เปอรเซ็นต และซิลิกา 13 เปอรเซ็นต  
(ปรีชาและทวีพร, 2551)  

 
1.  เซลลูโลส (Cellulose)  
 

เซลลูโลสเปนโพลิแซ็กคาไรดท่ีมีมากท่ีสุดในธรรมชาติ เปนสวนประกอบของผนังเซลล
พืชซ่ึงถือวาเปนสวนของเยื่อใย ทนตอการยอยดวยกรดและดาง ประกอบดวยกลูโคสจํานวนมาก
เช่ือมตอกันเปนเสนตรงดวยพันธะแบบ (1 4) (ภาพท่ี 1) ซ่ึงพันธะนี้ไมสามารถยอยไดดวย
เอนไซมของสัตวช้ันสูง แตจุลินทรียสามารถผลิตเอนไซมเซลลูเลส (Cellulase) ท่ีสามารถยอย
เซลลูโลสได (บุญลอม, 2546) 
 

การยอยเซลลูโลสในกระเพาะรูเมน สวนใหญเกิดจากการทํางานของแบคทีเรียในกลุมท่ี
ยอยเซลลูโลส (Cellulolytic bacteria) เปนหลัก โดยแบคทีเรียจะหล่ังเอนไซมเซลลูเลสออกมายอย
โดยตรง เอนไซมเซลลูเลสจะทําหนาท่ีในการตัดพันธะ (1-4) กลูโคสแบบสุม ทําใหไดเซลลูโลส
สายส้ันๆ (Cellodextrins หรือ Cello-oligosaccharide) จากนั้นเซลลูโลสสายส้ันๆ จะถูกยอยดวย
เอนไซมเซลโลไบโอไฮโดรเลส (Cellobiohydrolase หรือ 1,4--D-glucan 4- cellobiohydrolase) 
ทําใหไดเซลโลไปโอส (Cellobiose) และเซลโลไบโอสจะถูกยอยตอดวยเอนไซมเซลโลไบเอส 
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 (Cellobiase หรือ -glucosidases หรือ -D-glucoside glucohydrolase) ทําใหไดน้ําตาลกลูโคส 
(สุริยะ, 2551) 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 1  โครงสรางทางเคมีของเซลลูโลส  
 
ที่มา: บุญลอม (2546) 
 
2.  เฮมิเซลลูโลส (Hemicellulose)  
 

เฮมิเซลลูโลสเปนสวนประกอบของผนังเซลลพืชเชนกัน ซ่ึงไมสามารถยอยไดดวยเอนไซม
ของสัตว แตยอยไดโดยจุลินทรียเชนเดียวกับเซลลูโลส เฮมิเซลลูโลสมีโครงสรางคลายเซลลูโลส 
แตเปนเฮทเทอโรโพลิแซ็กคาไรดท่ีประกอบดวยน้ําตาลมากกวา 2 สองชนิด (ภาพท่ี 2) โดยน้ําตาลท่ี
พบมากคือ ไซโลส (D-xylose) และอะราบิโนส (Arabinose) ซ่ึงเปนน้ําตาลท่ีมีคารบอน 5 อะตอม 
นอกจากนี้อาจมีกลูโคส (D-glucose) แมนโนส (D-mannose) กาแล็กโตส (D-galactose) และ 
กรดกลูคูโรนิก (D-glucuronic acid) เช่ือมกันดวยพันธะ (1 4) และอาจมี side chain ดวย 
 

เฮมิเซลลูโลสอาจจําแนกตามชนิดของน้ําตาลท่ีเปนองคประกอบไดเปน แมนแนน 
(Mannan) กาแล็กแทน (Galactan) ไซแลน (Xylan) กลูโคแมนแนน (Glucomannan) อะราบิโนไซ-
แลน (Arabinoxylan) และอะราบิโนกาแล็กแทน (Arabinogalactan) เปนตน (บุญลอม, 2546) 
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ภาพที่ 2  โครงสรางทางเคมีของเฮมิเซลลูโลส  
 
ที่มา: ดัดแปลงจาก สุริยะ (2551) 
 
3.  ลิกนิน (Lignin) 
 

ลิกนินไมจัดเปนคารโบไฮเดรต แตเปนอนุพันธของสารเฟนิลโพรเพน (Phenyl propane) 
เนื่องจากมักอยูรวมกับเฮมิเซลลูโลสในผนังเซลลของพืช (ภาพท่ี 3) และในการวิเคราะหอาหารแบบ
พรอกซิเมท (Proximate analysis) พบลิกนินประมาณ 3.20-6.64 เปอรเซ็นต อยูรวมในสวนของ 
เยื่อใยรวม (Crude fiber; CF) จึงมักถูกเอยถึงพรอมกับคารโบไฮเดรตประเภทโครงสราง และเรียก
รวมเปน ลิกโนเซลลูโลส (Ligno-cellulose) ซ่ึงลิกโนเซลลูโลสมีอยูสูงประมาณ 34-59 เปอรเซ็นต 
(ปรีชาและทวีพร, 2551) ลิกนินชวยเสริมสรางความแข็งแรงใหกับตนและใบพืช พืชยิ่งอายุมากขึ้น 
ก็ยิ่งมีลิกนินมากขึ้น ทําใหยอยไดยาก เพราะเอนไซมจากสัตวไมสามารถยอยลิกนินได นอกจากนี้ยัง
ขัดขวางไมใหเอนไซมเขาไปยอยโภชนะอ่ืนท่ีอยูภายในเซลลพืชดวย ในพืชออนและเมล็ดมีลิกนิน
ต่ํา ทําใหสัตวกระเพาะเดี่ยวสามารถใชประโยชนไดดี (บุญลอม, 2546) ลิกนินมีความสัมพันธกับ 
Phenolic acids ซ่ึงทําใหมีฤทธ์ิในการยับยั้งการทํางานของเอนไซมของจุลินทรียในกระเพาะรูเมน 
ซ่ึงหากมีการจับกันเปนสายยาว (Polyphenol) อาจทําใหลดความสามารถในการยึดเกาะบนเยื่อใย
ของแบคทีเรีย หรือยับยั้ง Enzyme complexes ท่ีปลอยออกมายอยสลายเยื่อใยในบริเวณนั้นได 
(Doyle et al., 1986; Jung et al., 1993) 
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ภาพที่ 3  โครงสรางทางเคมีของลิกนิน  
 
ที่มา: The free encyclopedia (2009a) 
 
4.  ซิลิกา (Silica)  
 

ซิลิกาหรือซิลิคอนไดออกไซด (SiO2) พบท่ีผนังเซลลพืช ซ่ึงพืชดูดซึมซิลิกาจากดินเขามา
เพ่ือสรางความแข็งแรงใหกับตนพืช ซ่ึงจะอยูในสวนของขนหรือคิวติเคิลของใบหรือตนพืช 

(ภาพท่ี 4) ทําใหพืชมีความหยาบแข็งและเกิดความคมของใบพืช สงผลใหลดความนากินและ
ความสามารถในการยอยไดของพืชต่ํา ซิลิกาเปนสาเหตุหลักอยางหนึ่งท่ีมีผลลดความสามารถใน
การยอยไดของพืชซ่ึงมักถูกมองขามไป โดยซิลิกานั้นมีความสัมพันธโดยตรงกับปริมาณลิกนินท่ี
สะสมในพืช ซ่ึงจะมีผลโดยตรงตอเมตาบอลิซึมของคารโบไฮเดรตและโปรตีนในพืช โดยสัตวไมมี
เอนไซมท่ีสามารถยอยซิลิกา ในฟางขาวพบซิลิกา (Biogenic Silica; SiO2.nH2O) อยูในชวงตั้งแต 
ประมาณ5-23 เปอรเซ็นต ของวัตถุแหง ซ่ึงก็จะแตกตางกันในแตละพ้ืนท่ี ( Van Soest, 1987) 

 
ซิลิกาจะมีความสัมพันธในเชิงลบตอความสามารถในการยอยไดของฟางขาว โดยซิลิกาใน

ดินท่ีอยูในรูปท่ีละลายน้ําได (Soluble silica หรือ Silicic acid) เชน Metasilicic acid (H4SiO3), 
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Disilicic acid (H2Si2O5), Pyrosilicic acid (H6Si2O7) เปนตน เม่ือถูกดูดซึมเขามาในพืชจะจับเปน
โครงขาย (Polysilicic acid) บนผนังเซลลรวมกับแรธาตุในดินอ่ืนๆ ท่ีไมละลายน้ํา เชน Ca, Na, P 
และ Mg เปนตน และตกตะกอนเปนซิลิกาท่ีไมละลายน้ํา ซ่ึงจะเปนตัวปองกันการเขายอยสลายเยื่อ
ใยของเอนไซม เชน Sodium silicate (Liquid glass; Na2SiO3), Calcium silicate (Ca2SiO3), หรือ 
Orthosilicic acid (H4SiO4) ซ่ึงมีคุณสมบัติเปนตัวยับยั้งเอนไซมเซลลูเลสของแบคทีเรีย และยังเปน
ตัวยับยั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรียในกระเพาะรูเมน ในฟางขาวนั้นพบวามีปริมาณซิลิกาสูงกวา
ธัญพืชชนิดอ่ืนๆ (ตารางท่ี 1) โดยเฉพาะในสวนของใบท่ีมีปริมาณของลิกนินสูงกวาในสวนของ 
ลําตน ทําใหสวนใบของฟางขาวสามารถยอยไดยากกวาสวนลําตน แตอยางไรก็ตาม ถาอยูในรูป
ของฟางขาวสดความสามารถในการยอยไดยังคงสูง แตจะลดลง 10-20 เปอรเซ็นต หากอยูในรูป
แหง (Balasta et al. 1987; Doyle et al., 1986; Jung et al., 1993; Lam et al., 2005; Van Soest and 
Jone, 1968; Van Soest, 2006)  

 
El-Sayed and El-Samni (2006) พบวา ถานําฟางขาว 1000 kg มาเผา จะไดเถาประมาณ 15 

เปอรเซ็นต (150 kg) ซ่ึงจะประกอบดวยซิลิกา (SiO2) ถึง 82 เปอรเซ็นต 
 

 
 
 

ภาพที่ 4  โครงสรางทางเคมีของซิลิกาท่ีอยูในฟางขาว  
 
ที่มา: The free encyclopedia (2009b) 
 

 
 

Si 
OH 

Si 
OH 

Si 
Si 

OH 
Si 

OH 
Si 

OH 

Si 

OH 
Si OH 
OH 

O 
 



8 

 

ตารางที่ 1  องคประกอบและความสามารถในการยอยไดของสวนตางๆ ของขาวเจา ขาวบารเลย 
     และขาวสาลี 
 
 SiO2 (g/kg) Lignin (g/kg) NDF a (g/kg) ADF (g/kg) Digestibility (%DM) 
Polished rice 0.5 - - 10 89 
Rice bran 50 30 250 140 70 
Rice straw 130 52 820 531 45 
Rice hulls 230 160 810 720 8 
Rice joints 350 120 - - 0 
Barley straw 20 110 800 590 49 
Oat straw 20-50 140 700 470 48 
Wheat straw 10-50 85-140 828 540 44 
 
หมายเหตุ  a รวมเถา ปราศจากอะไมเลส 
 
ที่มา: ดัดแปลงจาก Van Soest (2006) 
 

ฟางขาวนับวาเปนพืชอาหารหยาบท่ีสามารถหาไดงายในทองถ่ินประเทศไทย และนับวา
เปนแหลงอาหารหยาบท่ีราคาถูกเม่ือเทียบกับอาหารหยาบอ่ืนๆ แตอยางไรก็ตาม เนื่องจากฟางขาว
เปนอาหารหยาบท่ีมีคณุภาพต่ํา มีโปรตีนประมาณ 3-5 เปอรเซ็นต (ปรีชาและทวีพร, 2551) ซ่ึงทําให
สัตวท่ีไดรับฟางขาวเพียงอยางเดียวขาดโปรตีนท่ีเปนแหลงของไนโตรเจนท่ีจะเปล่ียนเปน
แอมโมเนียท่ีใชในการเจริญเติบโตของจุ ลินทรีย  ทําใหการหมักยอยในกระเพาะรู เมนมี
ประสิทธิภาพลดลง กรดไขมันท่ีระเหยงายและจุลินทรียโปรตีนลดลง ทําใหสัตวไดรับพลังงานและ
โปรตีนเพ่ือการดํารงชีพไมเพียงพอ (Chowdhury, 1998) สงผลใหสมรรถภาพการใหผลผลิตของ
สัตวลดลง ดังนั้น การใชฟางขาวเปนแหลงอาหารหยาบในสัตวเคี้ยวเอ้ือง จําเปนอยางยิ่งท่ีจะตองมี
การเสริมอาหารโปรตีนและพลังงานในอาหารสัตว เพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพการหมักยอยอาหารหยาบ 
หรือตองมีการจัดการใหสัตวสามารถใชประโยชนจากฟางขาวไดอยางมีประสิทธิภาพสูงสุด 
อยางไรก็ตาม กระบือเปนสัตวเคี้ยวเอ้ืองท่ีมีความสามารถพิเศษในการใชประโยชนจากฟางขาว 
โดยท่ีกระบือท่ีไดรับฟางขาวเพียงอยางเดียวยังคงสามารถท่ีจะเจริญเติบโตไดดี เม่ือเปรียบเทียบกับ
สัตวเคี้ยวเอ้ืองชนิดอ่ืน เชน โค จึงเปนไปไดวาในกระเพาะรูเมนของกระบือมีจุลินทรียท่ีมีศักยภาพ
สูงในการยอยสลายเยื่อใยจากฟางขาว 
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กระบือ 
 

กระบือหรือควาย เรียกตามภาษาสัตววิทยาวา Bubalus bubalis เปนสัตวท่ีจัดอยูในไฟลัม
สัตวมีแกนสันหลัง ช้ันสัตวเล้ียงลูกดวยนม ซ่ึงเปนท่ีรูจักกันในเอเชียกอนท่ีจะมีการบันทึก
ประวัติศาสตร เชน พบวาประเทศอินเดียเล้ียงกระบือมาตั้งแต 2500 กอนคริตสศักราช และตอมาอีก
ประมาณ 1,000 ป จึงไดมีการเล้ียงกระบือในประเทศจีน (ประสบ, 2531) กระบือนับวาเปนสัตว
เล้ียงท่ีใกลชิดกับงานเกษตรกรรมของประเทศทางเอเชียมากท่ีสุด เพราะชาวนานิยมเล้ียงกระบือเปน
แรงงานเพ่ือไวไถนา หรือใชกระบือเปนพาหนะ ในการเขาไปทําไรทํานาและสามารถใชมูลกระบือ
เปนปุยแกพืชในไรนาได หรือเล้ียงกระบือเพ่ือกินเนื้อเปนอาหาร กระบือจึงมีประโยชนหลาย
ประการ ในทางสัตววิทยาไดจัดหมูเหลาของกระบือไว ดังนี้ (สารานุกรมเสรีวิกิพิเดีย, 2551) 

 
Kingdom Animalia 
Phylum Chordata 
Class Mammalia 
Order Artiodactyla 
Sub-order Ruminantia 
Family  Bovidae 
Genus Bubalus 
Species B. bubalis 

 
กระบือเปนสัตวกีบคู ตัวขนาดใกลเคียงกับโคโตเต็มวัยเม่ืออายุระหวาง 5-8 ป น้ําหนักตัวผู

โตเต็มวัยโดยเฉล่ีย 520-560 กิโลกรัม เพศเมียเฉล่ียประมาณ 360-440 กิโลกรัม เพศผูจะใหญกวา
เพศเมียเล็กนอย มีผิวสีเทาถึงดํา (บางตัวมีสีชมพู เรียกวา กระบือเผือก) มีเขาเปนลักษณะเดน
เฉพาะตัว ปลายเขาโคงเปนวงคลายพระจันทรเส้ียว อายุกระบือโดยท่ัวไปเฉล่ียประมาณ 25 ป โดย
กระบือท่ีมีในโลกสามารถแยกไดเปนสองกลุม คือ กระบือบาน และกระบือปา สําหรับกระบือบาน
นั้นแบงไดเปน 2 ชนิด คือ (ประสบ, 2531) 

 
(1) กระบือปลัก (Swamp buffalo) 
(2) กระบือแมน้ํา (River buffalo) 
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สัตวท้ังสองชนิดแมจะอยูในสปชีส เดียวกัน แตอยางไรก็ตาม ลักษณะรูปรางก็มีความ
แตกตางกัน และมีจํานวนโครโมโซมตางกัน โดยกระบือปลัก มีโครโมโซม 2n=48 สวนกระบือ
แมน้ํา มีโครโมโซม 2n=50 กระบือนับวาเปนสัตวเล้ียงท่ีมีความสําคัญตอเกษตรกรรายยอย ใน
ชนบทตลอดมา โดยนับวาเปนสวนหนึ่งในระบบการผลิตการทําการเกษตรท่ีมีการเพาะปลูกเปน
รายไดหลัก นานมาแลวท่ีกระบือถูกใชเปนแรงงานในการทําการเกษตร การใชมูลเปนปุยและเม่ือมี
ความจําเปนก็สามารถขายเปนรายไดอีกทางหนึ่งดวย ในขณะเดียวกันสามารถใชผลพลอยไดในไร
นาซ่ึงมีราคาถูกมาใชเปนอาหารกระบือเล้ียงเพ่ือเปล่ียนใหเปนเนื้อสัตวท่ีมีราคาสูงได 

 
จะสังเกตไดวากระบือพ้ืนเมือง และโคท่ีเล้ียงดวยอาหารแบบเดียวกันและอยูใน

สภาพแวดลอมเดียวกันนั้น โคจะมีรางกายผอมในขณะท่ีกระบือยังคงสภาพเดิม ซ่ึงอาจเนื่องจาก
ความแตกตางทางดานสัณฐานวิทยาและสรีระวิทยา รวมท้ังมีความสามารถในการปรับตัวใหเขากับ
สภาพแวดลอมไดดี จึงทําใหกระบือมีความแตกตางจากโค และเอ้ือประโยชนในการนําเอา
สารอาหารไปเปล่ียนแปลงเปนเนื้อไดดีกวาโค (กรมปศุสัตว, ม.ป.ป.) 

 
Ruangprim และคณะ (2007) รายงานไวเชนเดียวกันวาเม่ือเล้ียงกระบือ โคเนื้อ และโคนม 

ในสภาพแวดลอมเดียวกัน ไดรับอาหารแบบเดียวกัน พบวาประชากรของแบคทีเรีย เช้ือรา และ
ระดับของแอมโมเนียในของเหลวในกระเพาะรูเมน ของกระบือสูงกวาโคเนื้อ และโคนม ตามลําดับ
และพบวาสภาพรางกายของกระบือมีความสมบูรณท่ีสุด เม่ือเทียบกับโคเนื้อและโคนม สอดคลอง
กับ Sawa และคณะ (1998) ท่ีรายงานวากระบือสายพันธุอินเดียมีความสามารถยอยสลายเยื่อใยของ
อาหารหยาบท่ีมาจากวัสดุเศษเหลือจากการเกษตร โดยเฉพาะฟางขาวสาลีไดดีกวาโค และ Wanapat 
(1995) กลาววา กระบือมีความสามารถในการใชประโยชนจากไนโตรเจนไดดีกวาโคและมี
ประชากรของแบคทีเรียยอยสลายเยื่อใยสูงกวาในโค ทําใหกระบือมีความสามารถในการหมักยอย
สลายเยื่อใยไดดีกวาโค 

 
เมธา และคณะ (2552) รายงานวา กระบือและโคท่ีไดรับฟางขาวเสริมดวยอาหารขน  

0.3 เปอรเซ็นตของน้ําหนักตัว พบประชากรของแบคทีเรียยอยสลายเยื่อใยบนสวนของ Digesta ของ
กระบือสูงกวาในโค และเม่ือผานไป 4 ช่ัวโมง ประชากรของแบคทีเรียยอยสลายเยื่อใยในสวนของ
ของเหลวในกระเพาะรูเมนของโคสูงกวากระบือ ซ่ึงแสดงใหเห็นวา กระบือมีความสามารถในการ
ยอยสลายเยื่อใยคุณภาพต่ําไดดีกวาโค 
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ปริมาณการกินไดและการยอยไดของอาหารหยาบในกระบือสูงกวาโค และกระบือมี
ความสามารถในการใชประโยชนของไนโตรเจนสูงกวาโค โดยกระบือปลักมีการกักเก็บไนโตรเจน
มากกวาโค ซ่ึงอาจเปนผลมากจากไตของกระบือมีประสิทธิภาพในการดูดกลับไนโตรเจนมากกวา
โค และระดับแอมโมเนีย (NH3-N) ในกระเพาะรูเมนของกระบือมากกวาในกระเพาะรูเมนของโค 
เม่ือไดรับอาหารหยาบคุณภาพต่ําเหมือนกนั เชน ฟางขาว ปริมาณของแอมโมเนียในกระเพาะรูเมน
ของกระบือท่ีมีมากกวาโค ทําใหจํานวนจุลินทรียในกระเพาะรูเมนของกระบือมีมากกวาโค ทําให
ประสิทธิภาพการยอยเยื่อในกระเพาะรูเมนของกระบือดีกวาในโค (Kawashima et al., 2006; 
Suwanlee and Wanapat, 1994) 

  
Intaratham และ Wanapat (n.d.); Van Soest (1987) รายงานวา กระบือมีพฤติกรรมการ 

แทะเล็มในแปลงหญาแตกตางจากโค โดยกระบือจะเดินแทะเล็มชากวาและมีเวลาในการแทะเล็มท่ี
ยาวนานกวาโค ทําใหกระบือไดรับอาหารตอเนื่องและมากกวาโค รวมท้ังกระบือมีระบบทางเดิน
อาหารท่ีใหญกวาโค และมี Retention time ของกระเพาะรูเมนท่ียาวนาน ซ่ึง Sebastian และคณะ 
(1970) ไดศึกษาพบวากระบือท่ีมีน้ําหนักตัวมากกวาโคพันธุซาฮิวาล ทําใหมีระบบทางเดินอาหารท่ี
ใหญกวา จึงอาจทําใหมีความสามารถในการยอยสลายเยื่อใยไดดีกวาโค ดังนั้นจึงทําใหอาหารท่ีอยู
ในกระเพาะรูเมนของกระบือ ไดรับการหมักยอยไดดีกวาโค และสารอาหารจะถูกปลดปลอยออกมา
มากกวา โดยเฉพาะอยางยิ่งจากการหมักยอยอาหารหยาบคุณภาพต่ํา  
 

จุลินทรียในกระเพาะรูเมน (Ruminal microorganism) 
 
จุลินทรียในกระเพาะรูเมนประกอบดวยโปรโตซัว เช้ือรา และแบคทีเรีย จุลินทรียสวนใหญ

เปนพวกไมชอบออกซิเจน เนื่องจากสภาวะแวดลอมในกระเพาะรูเมนเปนสภาวะไรอากาศ มีคา
ความเปนกรด-ดางอยูในชวง 5.7-7.3 และอุณหภูมิอยูในชวง 36-41 องศาเซลเซียส จํานวนประชากร
ของจุลินทรียในกระเพาะรูเมนมีการเปล่ียนแปลงอยูตลอดเวลา ตั้งแตแรกเกิดจนถึงสัตวโตเต็มท่ี 
และมีปจจัยหลายประการท่ีมีผลตอการเปล่ียนแปลงท้ังชนิดและปริมาณของจุลินทรียในกระเพาะ 
รูเมน 1010-1011 เซลลตอมิลลิลิตร (สุริยะ, 2551; Kamra, 2005) 

 
1.  โปรโตซัว  

 
โปรโตซัวเปนจุลินทรียท่ีมีขนาดใหญ (ยาวประมาณ 20-250 ไมโครเมตร) และพบไดบอย

ในกระเพาะรูเมน มีประชากรในกระเพาะรูเมนประมาณ 105-106 เซลลตอมิลลิลิตร โดยแบง
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ออกเปนสองกลุม คือ กลุม Ciliates ท่ีใช Cilia ในการเคล่ือนท่ี ซ่ึงเปนโปรโตซัวกลุมหลักท่ีพบใน
กระเพาะรูเมน อีกกลุม คือ กลุม Flagellates ท่ีใช Flagella ในการเคล่ือนท่ี ซ่ึงกลุมนี้จะพบไดนอย 
โปรโตซัวสวนใหญท่ีพบในกระเพาะรูเมนจะเจริญในสภาวะท่ีไมใชออกซิเจน โปรโตซัวกลุม 
Ciliates ซ่ึงพบมากท่ีสุดในกระเพาะรูเมนแบงออกเปนสองกลุมคือ Entodiniomorphida ซ่ึงกลุมท่ี
พบไดมากท่ีสุดและมีหลายชนิด โดยจะมีลักษณะ Cilia เปนกระจุกอยูท่ีผิวดานนอกเปนจุดๆ 
บริเวณดานบนหรือดานขาง โปรโตซัวกลุมนี้จะเปนกลุมท่ีมีความหลากหลายท้ังชนิดและปริมาณ 
สวนอีกกลุมคือ โปรโตซัวกลุม Holotrich เปนโปรโตซัวกลุม Ciliate ท่ี Cilia สวนใหญจะกระจาย
อยูท่ัวๆ ไปบนผิวดานนอก ไมไดกระจุกตัวอยูท่ีใดท่ีหนึ่งเหมือนกลุม Entodiniomorphida  
โดยมีประชากรในกระเพาะรูเมนประมาณ 105 เซลลตอมิลลิลิตร หรือประมาณ 20 เปอรเซ็นตของ
โปรโตซัวกลุม Ciliate ท้ังหมด 

 
โปรโตซัวสวนใหญจะมีความสัมพันธกับจุลินทรียชนิดอ่ืนในฐานะผูลากับผูถูกลา โดยท้ัง

เช้ือราและแบคทีเรียจะถูกโปรโตซัวกลืนกนิและยอยไปเปนโภชนะในการเจริญเติบโตของโปรโต
ซัว นอกจากนี้โปรโตซัวในกลุม Entodiniomorphida ยังสามารถยอยเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลสได
แตกลุม Holotrich สามารถยอยแปงและเฮมิเซลลูโลส แตไมสามารถผลิตเอนไซมเซลลูเลสไดโปร-
โตซัวยังเปนท่ียึดเกาะของแบคทีเรียหรือเช้ือราบางชนิดบนผิวดานนอก และภายในไซโตปลาสซึม
โดยเฉพาะอยางยิ่ง แบคทีเรียกลุม Methanogenes ท่ีสามารถผลิตแกสมีเทนได หรือแบคทีเรียบาง
ชนิดท่ีสามารถผลิตเอนไซมยอยสลายเยื่อใยได แตอยางไรก็ตาม โปรโตซัวมีผลเสียมากกวาผลดีตอ
เมตาบอลิซึมของสัตวเคี้ยวเอ้ือง ไมวาจะเปนการทําใหเกิดการเปล่ียนแปลงของจุลินทรียชนิดอ่ืนๆ 
ประสิทธิภาพการใชอาหารลดลง เนื่องจากการกลืนกินจุลินทรียชนิดอ่ืน การกําจัดโปรโตซัวออก
จากกระเพาะรูเมนทําใหประสิทธิภาพการใชอาหารของสัตวเพ่ิมขึ้น รวมท้ังทําใหสัตวมีผลผลิตท่ี
เพ่ิมขึ้นดวย (สุริยะ, 2551) 

 
2.  เชื้อรา  

 
เช้ือราเปนจุลินทรียชนิดยูคาริโอตช้ันต่ําท่ีสามารถพบไดท่ัวไปในกระเพาะรูเมน โดยเฉพาะ

ในสัตวท่ีไดรับอาหารหยาบในปริมาณสูงๆ เช้ือราท่ีพบในกระเพาะรูเมนมีท้ังประเภทท่ีเจริญใน
สภาวะท่ีมีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน แตเช้ือราสวนใหญท่ีพบในกระเพาะรูเมนเปนกลุมท่ีไมใช
ออกซิเจน โดยมีประชากรในกระเพาะรูเมนประมาณ 103-107 เซลลตอมิลลิลิตร ซ่ึงเช้ือราเหลานี้เปน
กลุมท่ีมีความสามารถใชประโยชนจากอาหารเยื่อใยท่ีสัตวกินเขาไปไดดี เช้ือราในกระเพาะรูเมนจะ
แบงออกเปนสองกลุมหลักๆ คือ กลุมท่ีเจริญและอาศัยอยูบนโปรโตซัว เชน Sphaerita hoari และ 
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Sagittospora cameroni และกลุมท่ีเจริญอยูบนเนื้อเยื่อของอาหารท่ีสัตวกินเขาไป เชน Callimastrix 
fontalis, Piromonas communis, และ Sphermonas communis (สุริยะ, 2551) 

 
วัฏจักรชีวิตของเช้ือราในกระเพาะรูเมน หลังจากท่ีสัตวกินอาหารเขาไปเช้ือราจะเจริญโดย

การสรางสปอร สปอรเหลานี้จะพบไดท้ังในสวนของเหลวและของแข็งในกระเพาะรูเมน แตสวน
ใหญจะพบในสวนของเหลวและมีความสัมพันธกับการใชโภชนะท่ีละลายน้ําได ขณะท่ีสปอรท่ีพบ
บนของแข็งหรือผิวของอาหารหยาบจะมีความสัมพันธกับการใชอาหารท่ีเปนโครงสรางของพืชโดย
จะเขาไปยึดเกาะกับอาหาร โดยเฉพาะเยื่อใย จากนั้นจะทําการผลิตเอนไซมออกมายอยอาหาร
ขณะเดียวกันจะสราง Rhizoids แทรกเขาไปในอาหาร (เซลลพืช) ทําใหเซลลแตกหรือถูกทําลาย งาย
ตอการเขายอยของจุลินทรียชนิดอ่ืน จากนั้นเช้ือราก็จะสรางสปอรและปลอยออกมายอยอาหารท่ี
สัตวกินเขาไปใหม เช้ือราท่ีอาศัยอยูในกระเพาะรูเมนมีความสามารถในการผลิตเอนไซมท่ี
หลากหลาย เพ่ือยอยผนังเซลลพืช (Extracellular enzymes) และสามารถเจริญและเพ่ิมจํานวนบน
เยื่อใยไดเปนอยางดี โดยเอนไซมสวนใหญจะหล่ังออกมาในชวงท่ีเช้ือรากําลังเจริญและสรางสปอร
เชน เซลลูเลส เฮมิเซลลูเลส ไซลาเนส เซลโลไบเอส เปนตน เอนไซมท่ีสรางขึ้นสวนใหญจะเปน
Multi-enzyme โดยสามารถยอยเซลลูโลสไดถึง 50 เปอรเซ็นต และยังสามารถยอยลิกนินได
ประมาณ 16 เปอรเซ็นต การยอยสลายเยื่อใยของเช้ือราจะคลายกบัการยอยสลายเยื่อใยของแบคทีเรีย
โดยท่ีเช้ือราทําใหเซลลพืชแตกจะทําใหเอนไซมจากแบคทีเรีย (Fibrolytic bacteria) เขาไปยึดเกาะ
และยอยสลายเยื่อใยพืชไดงายขึ้น จึงเปนการทํางานรวมกันระหวางแบคทีเรียและเช้ือราในการยอย
สลายเยื่อใยในกระเพาะรูเมน แตอยางไรก็ตาม แบคทีเรียถือวาเปนจุลทรียท่ีมีบทบาทท้ังปริมาณ
และหนาท่ีในการยอยสลายเยื่อใยมากกวาเช้ือรา (สุริยะ, 2551) 

 
3.  แบคทีเรีย 

 
แบคทีเรียเปนจุลินทรียในกระเพาะรูเมนท่ีมีประชากรสูงท่ีสุด แบคทีเรียจึงเปนจุลินทรียท่ีมี

บทบาทสําคัญท่ีสุดในการหมักยอยในกระเพาะรูเมน แบคทีเรียในกระเพาะรูเมนมีประชากร
ประมาณ 1010-1011 เซลลตอมิลลิลิตร ซ่ึงสามารถแบงตามแหลงท่ีอยูอาศัยในกระเพาะรูเมนออกเปน
4 กลุม ไดแก  

 
กลุมท่ี 1  แบคทีเรียท่ีอาศัยอยูในสวนท่ีเปนของเหลวในกระเพาะรูเมนมีประมาณ 20-30 

เปอรเซ็นตของแบคทีเรียท้ังหมด 
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กลุมท่ี 2  แบคทีเรียท่ีอาศัยเกาะอยูบนสวนของแข็งในกระเพาะรูเมน ซ่ึงเปนกลุมท่ีพบมาก
ท่ีสุดมีประมาณ 70-75 เปอรเซ็นต ของแบคทีเรียท้ังหมด 

 
กลุมท่ี 3  แบคทีเรียท่ีอาศัยอยูบนเยื่อบุผนังกระเพาะรูเมนกลุมนี้พบประมาณ 1 เปอรเซ็นต

ของแบคทีเรียท้ังหมดและมีความสําคญันอยมากตอการยอยอาหารในกระเพาะรูเมน 
 

กลุมท่ี 4  แบคทีเรียท่ีอาศัยอยูบนผิวของโปรโตซัวและเช้ือรา กลุมนี้พบไมถึง 1 เปอรเซ็นต
ของแบคทีเรียท้ังหมดและมีความสําคัญตอการยอยอาหารในกระเพาะรูเมนนอยมากเชนกัน 

 
แบคทีเรียแตละชนิดจะมีบทบาทหนาท่ีในการหมักยอยอาหารท่ีสัตวกินเขาไปแตกตางกัน

ออกไป ไมวาจะเปนการยอยโปรตีน ไขมัน หรือคารโบไฮเดรต ท้ังชนิดท่ีเปนโครงสรางหรือชนิดท่ี
ไมเปนโครงสรางของพืช โดยเฉพาะอยางยิ่งการหมักยอยคารโบไฮเดรตชนิดโครงสรางท่ีมี
เซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลสเปนองคประกอบหลัก (15-70 เปอรเซ็นต) ของอาหารสัตวเคี้ยวเอ้ือง  
ไดเปนกรดไขมันท่ีระเหยงาย (Volatile fatty acid; VFA) (>70 เปอรเซ็นต ของพลังงานท้ังหมด)  
ซ่ึงเปนแหลงพลังงานหลักใหแกสัตวเคี้ยวเอ้ือง อีกท้ังยังเปนแหลงของโปรตีน (Microbial protein) 
ของสัตวเคี้ยวเอ้ือง ซ่ึงแบคทีเรยีแตละชนิดอาจมีความสามารถในการยอยอาหารท่ีหลากหลาย โดย
สามารถยอยไดท้ังโปรตีน คารโบไฮเดรตและไขมัน แตอยางไรก็ตาม เนื่องจากสัตวเคี้ยวเอ้ืองนั้น
ไดรับอาหารหยาบซ่ึงอยูในรูปของคารโบไฮเดรตชนิดท่ีเปนโครงสรางเปนหลัก ดังนั้น แบคทีเรีย
กลุมท่ีมีความสามารถในการยอยสลายเยื่อใย จึงเปนแบคทีเรียกลุมท่ีมีความสําคัญตอการหมักยอย
ในกระเพาะรูเมน (กฤษ, 2547; สุริยะ, 2551.; Atasoglu et al., 2001; Ruangprim et al., 2007; 
Wanapat et al., n.d; Weimer, 1998) 
 

แบคทีเรียท่ีมีหนาท่ีหลักในการยอยสลายเยื่อใยท่ีพบมากในกระเพาะรเูมนมีดังนี ้(สุริยะ, 
2551) 

 
3.1  Fibrobacter succinogenes  
 

F. succinogenes เปนแบคทีเรียท่ีพบไดท่ัวไปในกระเพาะรูเมนของสัตวเคี้ยวเอ้ือง และ
ในระบบทางเดินอาหารสวนทาย (ลําไสใหญและไสติ่ง) ของสัตวกระเพาะเดี่ยวท่ีกินพืชเปนอาหาร
หลัก โดยมีหนาท่ีหลักในการยอยเซลลูโลส เปนแบคทีเรียท่ียอมติดสีแกรมลบ (สีแดง) มีเซลลขนาด
เล็กคลายรูปไขหรือเปนทอนส้ัน (Rod) สามารถเจริญไดในอาหารท่ีมีเซลโลไบโอสหรือกลูโคสเปน
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แหลงคารบอนได แตมีลักษณะเดน คือ สามารถเจริญในอาหารท่ีมีเซลลูโลสเปนแหลงคารบอน 
สามารถยอยเฮมิเซลลูโลสและไซเล็มได แตไมสามารถเจริญในอาหารท่ีมีไซเล็มไดและไมสามารถ
ใชไซโลสเปนแหลงคารบอนได ผลิตสุดทายเปน อะซิเตท (Acetate) และซัคซิเนท (Succinate) 
นอกจากนี้อาจผลิตฟอรเมท (Formate) และวาลาเรท (Valerate) ไดดวย สวนใหญเม่ือเจริญบน
อาหารเล้ียงเช้ือจะพบเปนเซลลเดี่ยวๆ แตอาจตอกันเปนสายส้ันๆ และไมสามารถเจริญในสภาวะท่ีมี 
pH ต่ํากวา 6 ได  

 
F. succinogenes จะเขายึดเกาะกับอาหารเยื่อใยแตจะไมเกาะกับอาหารท่ีเปนแปง จากนั้นจะ

ผลิตเอนไซมเซลลูเลส (Cellulase) และไซลาเนส (Xylanase) ออกมายอยผนังเซลลพืช ไดเปน
เซลลูโลสสายส้ัน (Cello-oligosaccharides) หรือเซลโลไบโอส (Cellobiose) จากนั้นจะผลิต 
เอ็กโซกลูคารเนส (Exoglucanase) และเซลโลไบเอส (Cellobiase) ออกมายอยเพ่ือใหไดกลูโคส 
นอกจากนี้ F. succinogenes เปนแบคทีเรียท่ีมีความสามารถในการทนตอยาปฏิชีวนะในอาหารสัตว
ไดด ี
 

3.2  Ruminococcus flavefaciens 
 

R. flavefaciens เปนแบคทีเรียท่ียอมติดสีแกรมบวก (สีน้ําเงิน) หรืออาจยอมติดสีแกรม
ลบไดดวย มีลักษณะเซลลกลม (Cocci) เซลลมีขนาดเล็ก เม่ือเจริญในอาหารเล้ียงเช้ือจะตอกันเปน
สายยาว เซลลของ R. flavefaciens สามารถผลิตเม็ดสีเหลืองไดเม่ือเจริญบนเซลลูโลส เปนแบคทีเรีย
อีกชนิดหนึ่งท่ีมีความสําคัญในการยอยสลายเยื่อใยในกระเพาะรูเมน โดยจะใหผลิตสุดทายจากการ
หมัก คือ อะซิเตท และซัคซิเนท 

 
3.3  Ruminococcus albus 

 
R. albus เปน Ruminococcus spp. อีกชนิดหนึ่งท่ีบทบาทสําคัญในการยอยสลายเยื่อใย

จะมีลัษณะเซลลเชนเดียวกับ R. flavefaciens แตจะยอมติดฉพาะสีแกรมบวก และไมสามารถผลิต
เม็ดสีเหลืองไดเหมือน R. flavefaciens เม่ือเจริญบนเซลลูโลส โดยท่ัวไปจะพบเซลลอยูเปนคูๆ
ผลผลิตสุดทายของ R. albus คือ ฟอรเมท อะซิเตท เอทานอล คารบอนไดออกไซด และไฮโดรเจน 

 
Ruminococcus spp. ท้ังสองชนิดเปนแบคทีเรียท่ีตองการโภชนะพ้ืนฐานในการเจริญ

เหมือนกัน มีความสามารถในการใชกรดอะมิโนหรือเปปไทดเปนแหลงของไนโตรเจนไดต่ํา แตจะ
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ใชแอมโมเนียเปนแหลงไนโตรเจนไดดี ลักษณะเดนของแบคทีเรียท้ังสองชนิดนี้ คือ เม่ือเจริญบน
อาหารเซลลูโลส จะสามารถยอยเซลลูโลส และบริเวณรอบๆ โคโลนีจะใสกวาบริเวณอ่ืน
(Clearzone) Ruminococcus spp. จะสามารถใชเซลโลไบโอสไดดีกวากลูโคส และสามารถใช
เซลลูโลสสายส้ันท่ีไดจากการยอยเซลลูโลสสายยาวได และสามารถยอยเฮมิเซลลูโลสไดน้ําตาล
ไซโลสเพ่ือใชในการเจรญิเติบโตได สวนใหญในกระเพาะรูเมนจะพบ R. flavefaciens ไดมากกวา 
R. albus ขึ้นกับชนิดของอาหาร 

 
อยางไรก็ตาม ในกระเพาะรูเมนยังมีแบคทีเรียอีกหลายชนิดท่ีสามารถยอยสลายเยื่อใยได 

เชน Butyrivibrio fibrisolvens, Prevotella ruminicola เปนตน ซ่ึงอาจมีความสามารถในการยอย
สลายเยื่อใยท่ีแตกตางกัน และอาจจะยังมีแบคทีเรียท่ีมีความสามารถในการยอยสลายเยื่อใยอีกหลาย
ชนิดท่ียังไมไดรับการคนพบหรือคัดแยกเช้ือจากกระเพาะรูเมนซ่ึงจะตองศึกษากันตอไป แตจากท่ี
กลาวมาในขางตน F. succinogenes, R. flavefaciens และ R. albus เปนแบคทีเรียยอยเยื่อใยท่ีพบมาก
และมีบทบาทสําคัญในการยอยสลายเยื่อใยในกระเพาะรูเมน โดยเฉพาะ F. succinogenes พบวามี
บทบาทสําคัญท่ีสุดและพบมากท่ีสุดในกระเพาะรูเมน (สุริยะ, 2551; Chen and Weimer, 2001; 
Kobayashi, 2006; Satoshi et al., 2007; Sun et al., 2008; Varel, 1989; Weimer, 1998) 

 
จํานวนและชนิดของแบคทีเรียในกระเพาะรูเมนแตละชนิดขึ้นอยูกับปจจัยหลายอยาง ไมวา

จะเปนอาหารท่ีสัตวไดรับ ระยะเวลาในการหมักยอยในกระเพาะรูเมน สภาพความกรด-ดางของ
กระเพาะรูเมน ความสัมพันธระหวางจุลินทรียในกระเพาะรูเมน เปนตน  

 
Brigitte และคณะ (2001)  รายงานวาในกระเพาะรูเมนของแกะท่ีไดรับถ่ัวอัลฟาฟา  

พบประชากรแบคทีเรียท่ียึดเกาะอยูอยางหนาแนนบนสวนของแข็ง เปนแบคทีเรียท่ียอยสลายเยื่อใย 
ซ่ึงพบมากกวาในสวนของเหลว โดยแบคทีเรียท่ีพบมากท่ีสุด คือ F. succinogenes, R. albus และ  
R. flavefaciens ตามลําดับ 

 
Vincent และคณะ (1989) รายงานวาโคท่ีไดรับอาหารเปนถ่ัวอัลฟาฟา: ขาวโพด ใน

อัตราสวน 100:0, 75:25 และ 50:50 ประชากรของแบคทีเรียยอยสลายเยื่อใย F. succinogenes และ 
R. albus ลดลง ตามลําดับ แตประชากรของแบคทีเรีย B. fibrisolvens ท่ีสามารถยอยเฮมิเซลลูโลส 
แปงสายยาว และเพคตินได เพ่ิมขึ้น เม่ือสัดสวนของถ่ัวอัลฟาฟาลดลง ท้ังนี้เนื่องจากในอาหารท่ีมี
ขาวโพดเปนสวนประกอบ มีสัดสวนของเฮมิเซลลูโลส และแปงเพ่ิมขึ้น มีผลผลิตของกลูโคส
เพ่ิมขึ้น ซ่ึงเปนตัวจํากัดความสามารถในการยอยสลายเยื่อใยของแบคทีเรียท้ังสองกลุม และใน
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ขาวโพดท่ีมีองคประกอบของเซลลูโลสเพียง 19.5 เปอรเซ็นต เม่ือเทียบกับ อาหารท่ีมีถ่ัวอัลฟาฟา 
100 เปอรเซ็นต ซ่ึงมีองคประกอบของเซลลูโลสถึง 38.1 เปอรเซ็นต และสัตวท่ีไดรับอาหารท่ีมี
ขาวโพดเปนสวนประกอบ มีคาความเปนกรด-ดาง 6.68 สวนในสัตวท่ีไดรับอาหารท่ีมีถ่ัวอัลฟา
ฟาเพียงอยางเดียวมีคาความเปนกรด-ดาง 6.94 ซ่ึงแบคทีเรียยอยสลายเยื่อใยจะทํางานไดอยางมี
ประสิทธิภาพเม่ือกระเพาะรูเมนมีสภาพเปนกรดออนๆ (pH 6.80) (Ogimoto และ Imai, 1981) 

 
Sawanon (2006) รายงานวา Selonomonas ruminantium ซ่ึงเปนแบคทีเรียท่ีไมสามารถยอย

สลายเยื่อใยได แตสามารถใชผลผลิตของ F. succinogenes และ R. flavefaciens เชน น้ําตาลกลูโคส 
และน้ําตาลสายส้ัน เพ่ือใชในการเจริญเติบโต และยังสามารถเปล่ียนซัคซิเนทท่ีแบคทีเรียยอยสลาย
เยื่อใยผลิตขึ้นไปเปนโพรพิโอเนทไดอยางมีประสิทธิภาพ ขณะเดียวกัน S. ruminantium  
ก็ผลิตวิตามินบี 12 และแอมโมเนียใหกับแบคทีเรียยอยสลายเยื่อใยเพ่ือใชในการเจริญเติบโตและ
เพ่ิมประสิทธิภาพในการยอยสลายเยื่อใย นอกจากนี้ยังสัณนิษฐานวา S. ruminantium นั้นสามารถ
ให F. succinogenes และ R. flavefaciens (ไมสามารถเคล่ือนท่ีไดเอง) ยึดเกาะบนเซลลและชวยใน
การเคล่ือนท่ีของแบคทีเรียเหลานี้ได นอกจากนี้ S. ruminantium ยังสามารถเปล่ียนกรดแลคติกและ
กรดซัคซินิคไปเปนโพรพิโอนิค ซ่ึงเปนการลดการสะสมของแลคติกและซัคซินิคจะทําใหสภาพ
ความกรด-ดางในกระเพาะรูเมนสูงขึ้น ทําใหแบคทีเรียยอยสลายเยื่อใยทํางานไดอยางมี
ประสิทธิภาพเพ่ิมมากขึ้น 

 
แตอยางไรก็ตาม การหมักยอยของจุลินทรียในกระเพาะรูเมน ท้ังแบคทีเรีย โปรโตซัว และ

เช้ือรา มีความสัมพันธกันอยางใกลชิด ท้ังในดานการพ่ึงพาอาศัยกัน (Symbiosis) หรือการแขงขัน
กัน (Antagonism) โดยจะมีผลดีและผลเสียตอการหมักยอยอาหารในกระเพาะรูเมน ซ่ึงมีสวนสําคัญ
ตอประสิทธิภาพการใชประโยชนของโภชนะ และอาจสงผลกระทบตอส่ิงแวดลอมเกี่ยวกับการ
ปลอยแกสมีเทนหรือของเสียท่ีเหลือจากการหมักยอยท่ีถูกปลอยออกทางมูลอีกดวย 

 
4.  กลไกการยอยสลายเยื่อใยของแบคทีเรียในกระเพาะรูเมน 
 

อาหารสัตวเคี้ยวเอ้ืองมีสวนประกอบหลักเปนอาหารหยาบ แบคทีเรียเปนจุลินทรียท่ีมี
บทบาทสําคัญท่ีสุดในกระบวนการหมักยอยอาหารหยาบในกระเพาะรูเมน เม่ือเปรียบเทียบกับ 
โปรโตซัวและเช้ือรา ท้ังในดานจํานวนประชากรแบคทีเรียท่ีมีมากกวา และประสิทธิภาพของการ
ยอยสลายเยื่อใยของแบคทีเรียท่ีมีสูงกวา โดยเฉพาะอยางยิ่งในโปรโตซัวท่ีใหผลเสียมากกวาผลดีตอ
การหมักยอยในกระเพาะรูเมน (สุริยะ, 2551) 
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กลไกในการยอยอาหารเยื่อใยของแบคทีเรียในกระเพาะรูเมน (ภาพท่ี 5) เกิดขึ้นเม่ือสัตว
เคีย้วเอ้ืองบดอาหารจนมีขนาดเล็กลง ซ่ึงการเคี้ยวเอ้ืองจะทําใหอาหารมีขนาดเล็กลง เพ่ือเพ่ิมพ้ืนท่ี
ผิวบนอาหาร หลังจากนั้นเม่ืออาหารเขาไปในกระเพาะรูเมน แบคทีเรียจะเริ่มเขามายึดเกาะกับ
อาหารแบบสุม ซ่ึงอาจเปนการเคล่ือนท่ีมาเกาะบนเยื่อใยดวยตัวเองหรือเกาะมากับจุลินทรียชนิดอ่ืน 
หลังจากนั้นถาเปนเยื่อใยชนิดท่ีแบคทีเรียนั้นชอบหรือสามารถใชประโยชนจากเยื่อใยนั้นได 
แบคทีเรียชนิดนั้นก็จะยึดเกาะตอไปและเจริญบนเยื่อใยชนิดนั้น แตถาไมสามารถใชประโยชนจาก
เยื่อใยชนิดนั้นได แบคทีเรียก็จะไมเกาะกับเยื่อใยชนิดนั้นอีกตอไป แตจะไปจับกับอาหารชนิดใหม
ท่ีเขามาในกระเพาะรูเมน  
 
 แบคทีเรียท่ีเขามายึดเกาะกับอาหารเยื่อใยซ่ึงเปนแบคทีเรียยอยสลายเยื่อใย มีมากท่ีสุดใน
กระเพาะรูเมน ประมาณ 80 เปอรเซ็นต แบคทีเรียกลุมหลักนี้ถือวาเปนกลุมท่ีมีความสัมพันธใกลชิด
ในการยอยอาหาร โดยจะเขายึดเกาะกับเยื่อใยมากท่ีสุดในชวง 12-18 ช่ัวโมง หลังจากสัตวไดรับ
อาหาร (Leedle et al., 1982) แบคทีเรียท่ียอยสลายเยื่อใยสวนใหญเปนแบคทีเรียแกรมลบ (เมธา, 
2547) แบคทีเรียกลุมนี้สามารถผลิตเอนไซมยอยเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลส ประมาณ 80-91 
เปอรเซ็นต ประกอบดวย 3 กลุมหลักๆ คือ (สุริยะ, 2551) 
 
 กลุมท่ี 1  แบคทีเรียท่ีมีหนาท่ียอยสลายเยื่อใยโดยตรง แบคทีเรียกลุมนี้ทําหนาท่ียอยสลาย
เยื่อใยไดเทานั้น แตอาจจะยอยเซลลูโลส (Cellulolytic bacteria) หรือ เฮมิเซลลูโลส
(Hemicelluololytic bacteria) เพียงอยางใดอยางหนึ่ง หรือท้ังสองอยาง 

 
กลุมท่ี 2  แบคทีเรียท่ีไมไดยอยสลายเยื่อใยโดยตรง (Non-fibrolytic bacteria) แบคทีเรีย

กลุมนี้จะทําหนาท่ีในการยอยเซลลพืชท่ีเปนพวกแปงหรือสวนท่ีไมใชโครงสรางของผนังเซลลพืช 
(Non-structure carbohydrates) และสามารถใชผลผลิตของแบคทีเรียในกลุมท่ียอยสลายเยื่อใย เชน 
เซลลูโลสหรือเฮมิเซลลูโลสสายส้ันๆ หรือน้ําตาลตางๆได  

 
กลุมท่ี 3  แบคทีเรียท่ียังไมสามารถจําแนกชนิดและบทบาทหนาท่ีท่ีแนนอนในกระเพาะ 

รูเมน (Unknown bacteria) แบคทีเรียกลุมนี้เปนแบคทีเรียท่ียังไมสามารถแยกเช้ือออกมาเพ่ือศึกษา
คุณสมบัติเฉพาะตัวของมันได ดังนั้นแบคทีเรียกลุมนี้จึงยังไมทราบบทบาทหนาท่ีท่ีชัดเจนใน
กระเพาะรูเมน 
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หลังจากนั้นแบคทีเรียจะเจริญและเพ่ิมจํานวนเซลลบนอาหารหรือเยื่อใยท่ีตัวเองสามารถ
ยอยและใชประโยชนได และทําการสราง Glycocalyx (สุริยะ, 2551; Weimer et al.,2006) ขึ้นมา
คลุมเซลลและผลิตเอนไซม ออกมายอยอาหารนั้นๆ โดยภายใน Glycocalyx จะประกอบดวย 
Multienzyme complexes หรือ Cellulosome ซ่ึงจะแตกตางกันไปในแบคทีเรียแตละชนิด เม่ืออาหาร
หรือเยื่อใยถูกยอยแลว แบคทีเรียสวนหนึ่งจะหลุดออกจากอาหาร แลวไปยึดเกาะกับอาหารหรือเยื่อ
ใยชนิดใหมท่ีเขามาในกระเพาะรูเมน และแบคทีเรียอีกสวนหนึ่งจะเกาะไปกับอาหารหรือเยื่อใยท่ี
ยอยไดแตยังไมสมบูรณหรือในสวนท่ีเปนของเหลว แลวผานเขาไปในระบบทางเดินอาหารสวน
หลัง (ลําไสเล็ก) และถูกเอนไซมในระบบทางเดินอาหารสวนหลังของสัตว ยอยและดูดซึมไปใช
ประโยชนตอไป โดยเฉพาะอยางยิ่งสวนท่ีเปนเซลลโปรตีนของแบคทีเรีย เชน กรดอะมิโนตางๆ  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 5  กระบวนการยอยสลายเยื่อใยของแบคทีเรียในกระเพะรูเมน  
 
ที่มา: ดัดแปลงจาก สุริยะ (2551) 

 

อาหารหยาบ (เยื่อใยพืช) 

 

การเคี้ยวเอ้ือง 

แบคทีเรียเขายึดเกาะ 
เยื่อใยท่ีเขามาใหม 

แบคทีเรียเขายึดเกาะบนเยื่อใย 
และผลิตเอนไซมออกมายอย 

จุลินทรียโปรตีนถูกสงไปยัง
ทางเดินอาหารสวนหลัง 

ผลิต VFA และถูกดูดซึม 
เขาทางผนังกระเพาะรูเมน 
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5.  การคัดเลือกแบคทีเรียยอยสลายเยื่อใยในกระเพาะรูเมน 
 

จากท่ีกลาวมาแลวในขางตนวากระบือนั้นเปนสัตวท่ีมีความสามารถในการใชอาหารหยาบ
คุณภาพต่ําไดอยางมีประสิทธิภาพ โดยเฉพาะอยางยิ่งฟางขาวเม่ือเปรียบเทียบกับสัตวเคีย้วเอ้ืองชนิด
อ่ืน ไมวาจะเปนโคเนื้อหรือโคนม เนื่องจากในกระเพาะรู เมนของกระบือมีจุ ลินทรีย ท่ี มี
ประสิทธิภาพสูงท่ีหมักยอยอาหารหยาบคุณภาพต่ําไดดี (กรมปศุสัตว, ม.ป.ป.; Ruangprim et al., 
2007; Sawa et al., 1998) โดยเฉพาะอยางยิ่งแบคทีเรียยอยสลายเยื่อใย ซ่ึงพบวาในกระเพาะรูเมน
ของกระบือสูงกวาในโค (Wanapat et al., 2000) 

 
อยางไรก็ตาม การศึกษาเกี่ยวกับนิเวศนวิทยาของแบคทีเรียในกระเพาะรูเมนของกระบือ 

ในอดีตท่ีผานมานั้น สวนใหญเปนการศึกษาในเชิงปริมาณ โดยใชวิธีการแบบดั้งเดิม (Convention 
methods) ไมวาจะเปนการนับจํานวนเซลลแบคทีเรียท้ังหมดผานกลองจุลทรรศน (Microscopic 
count) หรือการนับจํานวนแบคทีเรียท้ังหมดท่ีขึ้นบนอาหารเล้ียงเช้ือ (Culture count) การยอมติดสี
ของเซลล (Gram staining) (Ogimoto and Imai, 1981; Sawanon and Kobayashi, 2006) ซ่ึงวิธีการ
ตางๆ เหลานี้ลวนมีขอจํากัดอยูหลายประการ เชน การใชวิธี Microscopic count แบคทีเรียท่ีไดจาก
การศึกษาเปนแบคทีเรียท่ีตายแลว ไมสามารถนํากลับมาเพ่ิมจํานวนไดอีก และเปนการบอกให
ทราบถึงจํานวนเพียงคราวๆ หรือการใชวิธี Culture count เปนการนับจํานวนแบคทีเรียท้ังหมดท่ี
เจริญบนอาหารแข็ง (Solid media) ซ่ึงก็มีขอจํากัดอยูหลายประการ เนื่องจากการศึกษานิเวศนวิทยา
ของแบคทีเรียในกระเพาะรูเมน แบคทีเรียสวนใหญจะเจริญไดในสภาวะไรออกซิเจนเทานั้น 
(Strictly anaerobic bacteria)  

 
ดังนั้น การเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือตองปราศจากออกซิเจน หรืออาจมีแบคทีเรียบางกลุมท่ี

สามารถเจริญไดในสภาวะท่ีมีออกซิเจนเล็กนอย (Aerobic or Facultatively anaerobic bacteria)  
การเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือตองมีออกซิเจนอยูดวยจึงจะเจริญไดดี แตแบคทีเรียหลายชนิดไมสามารถ
เจริญบนอาหารท่ีใชเพาะเล้ียง อาจเนื่องมาจากในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเตรียมไมมีสารอาหารท่ีจําเปน
บางชนิด (Growth factor) ท่ีแบคทีเรียเหลานั้นตองการเพ่ือใชในการเจริญเติบโต หรือแบคทีเรีย
หลายชนิดท่ีไมสามารถเจริญไดบนอาหารแข็งหรือเจริญไดชามาก หรือมีจํานวนประชากรนอยจน
ไมสามารถเพาะเล้ียงใหเจริญขึ้นได แตอยางไรก็ตาม วิธีนี้มีขอดีคือแบคทีเรียท่ีเจริญขึ้นเปน
แบคทีเรียท่ียังมีชีวิตอยู การศึกษานิเวศนวิทยาของกระบวนการหมักยอยในกระเพาะรูเมนมี
การศึกษากันมานานแลว โดยในปจจุบันสามารถจําแนกและบงเช้ือแบคทีเรียในกระเพาะรูเมนได
มากกวา 5,000 ชนิด (Species) แตเปนเพียงแค 5-10 เปอรเซ็นต ของแบคทีเรียท้ังหมดท่ีมีอยูใน
กระเพาะรูเมน หรือ 10-20 เปอรเซ็นต ของแบคทีเรียท่ียึดเกาะอยูบนเยื่อใย (สุริยะ, 2551; 
McSweeney et al., 1999) เนื่องจากขอจํากัดในการศึกษาหลายๆ ประการดังท่ีกลาวในขางตน และ



21 

 

ยังมีปจจัยอีกหลายประการท่ีมีอิทธิพลตอการเจริญเติบโตของแบคทีเรียท่ียังไมทราบชนิด ซ่ึงมีผล
ตอความยากของการเพาะเล้ียงและจําแนกเช้ือแบคทีเรียในกระเพาะรูเมน (Kobayashi, 2006) 

 
อยางไรก็ตาม วิธีการตางๆ เหลานี้เปนวิธีการพ้ืนฐานท่ีใชในการศึกษาคุณสมบัติและ

บทบาทตางๆ ของจุลินทรียในกระเพาะรูเมน เพ่ือใชเปนขอมูลในการศึกษาความหลากหลายและ
การบงช่ือเช้ือจุลินทรียในกระเพาะรูเมน และในปจจุบันไดมีการพัฒนา โดยนําเอาวิธีการดาน 
ชีวโมเลกุล (Molecular methods) มาใชในการศึกษาเพ่ือใหเกิดความถูกตองแมนยําและมีความ
สะดวกรวดเร็วมากยิ่งขึ้น 

 
5.1  การบงจําแนกชนิดของแบคทีเรียในกระเพาะรูเมน  

 
5.1.1  การบงช้ีชนิดของแบคทีเรียโดยวิธีการแบบดั้งเดิม  
 

 การบงช้ีชนิดของแบคทีเรียแบบดั้งเดิม เปนวิธีการท่ีใชในการจําแนกชนิดของ
แบคทีเรียท่ีใชมาตั้งแตในอดีตจนถึงปจจุบัน ทําไดโดยเม่ือแยกหรือคัดเลือกแบคทีเรียจากกระเพาะ 
รูเมนออกมาไดแลว กน็ําแบคทีเรียท่ีตองการบงช้ีชนิดมาศึกษาคุณสมบัติตางๆ ดังนี ้(สุริยะ, 2551) 

 
1)  คุณสมบัติทางกายภาพ ไดแก ลักษณะโคโลนีของแบคทีเรียท่ีขึ้นบนอาหาร

เล้ียงเช้ือ ลักษณะภายนอกของเซลล ซ่ึงแบคทีเรียจะแบงตามลักษณะรูปรางภายนอกท่ีมองเห็นผาน
กลองจุลทรรศนเปน 3 กลุม คือ รูปรางกลม (Cocci) รูปรางเปนทอนตรงหรือโคง (Rod) และรูปราง
เปนเกลียว (Spirilla) และลักษณะการเจริญของเซลลบนอาหารเล้ียงเช้ือ เชน เจริญเปนเซลลเดี่ยว 
การตอกันของเซลลเปนคู ตอกันเปนสายยาว หรือตอกันเปนสายส้ัน  ๆ

 
2)  องคประกอบของเซลล ไดแก ลักษณะของผนังเซลลของแบคทีเรีย โดยดู

การยอมติดสีของเซลล แบงเปน 2 กลุมใหญๆ คือ แบคทีเรียแกรมบวก (Gram-possitive) แบคทีเรีย
กลุมนี้มีโครงสรางของผนังเซลล ประกอบดวยช้ันบางๆ ของ Peptidoglycan และ Cytoplasmic 
membrane ท่ีคอนขางหนา อีกกลุมคือ แบคทีเรยีแกรมลบ (Gram-negative) แบคทีเรียกลุมนี้มี
โครงสรางของผนังเซลลประกอบดวยช้ันบางๆ ของ Peptidoglycan-lipopolysaccharides และมี 
Membrane 2 ช้ัน (Outer membrane และ Cytoplasmic membrane) 

 
3)  อัตราสวนของเบส A+T และ G+C ส่ิงมีชีวิตทุกชนิดจะมีปริมาณของเบส   

พิวรีนเทากับปริมาณของไพริมิดีน โดยปริมาณของ A เทากับ T และปริมาณ C เทากับ G ใน
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ส่ิงมีชีวิตทุกชนิดท่ีตางชนิดกันจะมีอัตราสวนของ A+T/G+C ท่ีแตกตางกัน และถูกแสดงในรูปของ
คาเปอรเซ็นต GC (จุรียรัตน, 2550) 

 
4)  คุณสมบัติทางเคมี ไดแกความสามารถในการใชน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยว น้ําตาล

โมเลกุลคู หรือคารโบไฮเดรทสายยาวตางๆ เนื่องจากแบคทีเรียในกระเพาะรูเมนมีความจําเพาะใน
การใชประโยชนของโภชนะสูงมาก เชน F. succinogenes สามารถเจริญในอาหารท่ีมีเซลลูโลสและ
เฮมิเซลลูโลสเปนแหลงคารบอน แตไมสามารถใชประโยชนจากไซโลสได  นอกจากนี้ยังดู
ความสามารถในการผลิตผลผลิตสุดทายวาไดอะไรบาง เชน อะซิเตท โพรพิโอเนท และบิวทิเรท 
รวมท้ังกรดแลคติก ไฮโดรเจน คารบอนไดออกไซด และมีเทน เปนตน โดยแบคทีเรียแตละชนิดจะ
มีผลผลิตสุดทายท่ีแตกตางกัน เชน F. succinogenes และ R. flavefaciens ท่ีมีผลผลิตสุดทายเปน 
อะซิเตท และซัคซิเนท หรือ R. albus ท่ีมีผลผลิตสุดทายเปน ฟอรเมท อะซิเตท เอทานอล 
คารบอนไดออกไซด และไฮโดรเจน เปนตน 

 
เม่ือทําการศึกษคุณสมบัติตางๆ ดังกลาว จากนั้นนําคุณสมบัติท้ังหมดเหลานี้มาใชเปน

ขอมูลพ้ืนฐาน เพ่ือบงช้ีวาเปนแบคทีเรยีชนิดใด อยางไรก็ตาม การบงช้ีชนิดของแบคทีเรียดวยวิธีนี้ 
ตองใชระยะเวลานานและเสียคาใชจายสูง ในปจจุบันจึงไดมีการพัฒนาโดยนําเอาวิธีการทางดาน  
ชีวโมเลกุลมาใชในการบงช้ีชนิดของแบคทีเรียเพ่ิมมากขึ้น 

 
5.1.2  การบงช้ีชนิดของแบคทีเรียโดยวิธีการดานชีวโมเลกุล 

 
การใชเทคโนโลยีดานชีวโมเลกุลเพ่ือบงชนิดของแบคทีเรียในกระเพาะรูเมน 

ไดพัฒนามาจากความรูพ้ืนฐานท่ีไดจากการศึกษาดวยวิธีแบบดั้งเดิม โดยอาจไมตองมีการเพาะเล้ียง
เช้ือ (Kobayashi, 2006) โดยนําความรูเกี่ยวกับ 16S ribosomal RNA (Small subunit rRNA) มา
ประยุกตใช 
  

rRNA เปนโครงสรางสําคัญท่ีใชในการสังเคราะหโปรตีน ท่ีถูกสังเคราะหจาก DNA ใน
โครโมโซมท่ีอยูในนิวเคลียส ขนาดของ rRNA สามารถวัดไดจากอัตราการเคล่ือนท่ีภายใตแรง
เหวี่ยง มีหนวยเปน Svedberg; S (1 S = 10-11 วินาที) rRNA ของแบคทีเรีย (Prokaryote) มีขนาด 70S 
ซ่ึงประกอบดวย 2 หนวย (Subunit) คือ หนวยเล็ก (Small subunit) ขนาด 30S จะมี RNA เปน
องคประกอบ ขนาด 16S และหนวยใหญ (Large subunit) ขนาด 50S มี RNA 2 หนวยยอยเปน
องคประกอบ คือ 5S และ 23S ยีนของไรโบโซมบนโครโมโซมท่ีใชในการสังเคราะห RNA จะมี
ความสัมพันธโดยตรงกับ RNA ท่ีสรางขึ้นและเปนเอกลักษณเฉพาะตัวของส่ิงมีชีวิตแตละชนิด 
ดังนั้นจึงสามารถนํามาใชเปนดัชนีในการจําแนกความแตกตางของส่ิงมีชีวิตได (สุริยะ, 2551) 
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ปจจุบันไดมีการนําเอาลักษณะเฉพาะตัวของ rRNA มาใชในการจําแนกชนิดของแบคทีเรีย
ในกระเพาะรูเมน เนื่องจากขอจํากัดในการจําแนกชนิดดวยวิธีดั้งเดิมดังท่ีกลาวในขางตน โดยเฉพาะ
อยางยิ่ง 16S rRNA ไดมีการศึกษากันอยางกวางขวาง (สุริยะ และ Kobayashi, 2550; Edwards et al., 
2004; Kobayashi, 2006, 2007; Kocherginskaya et al., 2001; Wanapat, n.d) โดยมีการเก็บรวบรวม
ขอมูลลําดับเบสของ 16S rRNA มากกวาลานเสนไวในฐานขอมูลของธนาคารยีน (GenBank, 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov) ดังนั้น จึงมีการใชขอมูลของ 16S rRNA มาใชในการจําแนกชนิด
ของแบคทีเรีย โดยเปนท่ียอมรับกันวาถาขอมูลของ 16S rRNA ของแบคทีเรียชนิดใดๆ มีความ
เหมือนกันมากกวา 97 เปอรเซ็นต ใหถือวาเปนแบคทีเรียชนิดเดียวกัน แตถาเหมือนกันนอยกวา 97 
เปอรเซ็นต ใหถือวาเปนแบคทีเรียตางชนิดกัน หรือเปนแบคทีเรียชนิดใหม ในปจจุบันเช่ือวามี
แบคทีเรียในกระเพาะรูเมนท่ีสามารถเพาะเล้ียงและจําแนกไดเพียง 5-10 เปอรเซ็นต ของแบคทีเรีย
ท้ังหมด (สุริยะ, 2551; Kobayashi, 2006) ดังนั้การแยกเช้ือแบคทีเรียจากกระเพาะรูเมนจึงมีโอกาส
พบแบคทีเรียชนิดใหมไดเสมอ แตอยางไรก็ตาม 16S rRNA ถูกสรางมาจาก DNA ของโครโมโซมท่ี
อยูในนิวเคลียสสวนท่ีเปน 16S rDNA เพ่ือใชในกระบวนการสังเคราะหโปรตีน ดังนั้นจึงมีการใช
ลําดับเบสของ rDNA มาใชในการเปรียบเทียบแทน (สุริยะ, 2551)  

 
6.  การพัฒนาจุลินทรียเพ่ือใชเสริมในอาหารสัตวเคี้ยวเอื้อง 
 

ปจจุบันการพัฒนาจุลินทรีย เพ่ือท่ีจะนํามาเสริมในอาหารสัตวเคี้ยวเ อ้ือง เพ่ือเพ่ิม
ประสิทธิภาพการหมักยอยในกระเพาะรูเมน สวนใหญจะเปนการใชเทคโนโลยีดานพันธุวิศวกรรม 
(Genetic engineering) เพ่ือปรับเปล่ียนพันธุกรรมของจุลินทรียใหมีศักยภาพในการหมักยอยใน
กระเพาะรูเมนใหดีขึ้น แตอยางไรก็ตาม การใชเทคโนโลยีดานพันธุวิศวกรรมนั้น มีขอจํากัดอยู
หลายประการ ไมวาเปนการไมไดรับการยอมรับในการใชจุลินทรียปรับเปล่ียนพันธุกรรมในสัตว
เล้ียง หรือจุลินทรียท่ีไดรับการปรับเปล่ียนพันธุกรรมนั้นไมสามารถคงอยูในกระเพาะรูเมนของสัตว
เล้ียงได 
 

Cummins และ Ho (2006) รายงานวาการใชจุลินทรียท่ีปรับเปล่ียนพันธุกรรมในกระเพาะ 
รูเมนนั้น จุลินทรียดังกลาวไมสามารถทนอยูในกระเพาะรูเมนไดเนื่องจากความซับซอนของระบบ
นิเวศนในกระเพาะรูเมน มักตกเปนเหยื่อของจุลินทรียประจําถ่ิน โดยเฉพาะโปรโตซัว การใช
จุลินทรียปรับเปล่ียนพันธุกรรมอาจกอใหเกิดความไมสมดลุทางระบบนิเวศนของกระเพาะรูเมนได 
และอาจเปนสาเหตุกอเกิดโรคในสัตวและสงผลกระทบถึงมนุษยซ่ึงบริโภคผลผลิตจากสัตวนั้นได 
และยังกลาวถึงการใชแบคทีเรียยอยสลายเยื่อใย B. fibrisolvens ท่ีปรับเปล่ียนพันธุกรรมโดยการตัด
แตงเพ่ิมยีนผลิตไซลาเนสจากเช้ือราและยีนตอตานสารปฏิชีวนะ Erythromycin เขาไป พบวาเม่ือ 
ปลูกถายเช้ือ (Inoculated) เขาไปในกระเพาะรูเมนของแกะท่ีไดรับหญาแหง ปรากฎวาแบคทีเรีย
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ดังกลาวถูกกําจัดหมดไปภายใน 12 ช่ัวโมง แตถาปลูกถายเช้ือในสารละลายรูเมนท่ีทําการฆาเช้ือใน
หมอนึ่งความดันแลว แบคทีเรียดังกลาวสามารถเจริญอยูได แสดงใหเห็นวาแบคทีเรียดังกลาวถูก
กําจัดโดยจุลินทรียประจําถ่ิน และยังพบอีกวา แบคทีเรียยอยสลายเยื่อใย Ruminococcus spp. และ 
Fibrobacter sp. ซ่ึงเปนแบคทีเรียกลุมหลักท่ียอยสลายเยื่อใยในกระเพาะรูเมน ไมยอมรับการตัดตอ
ยีนเขาไป มีเพียง Butyrivibrio sp. เทานั้นท่ียอมรับยีนท่ีตัดแตงเขาไป และการตัดตอยีน 
Flouroacetate dehalogenase จากแบคทีเรียในดิน Moraxella ใหกับ B. fibrisolvens และปลูกถายเช้ือ
ใหกับแกะท่ีไดรับพืชท่ีสารพิษ Flouroacetate อยูสูง ซ่ึงมีอยูท่ัวไปในออสเตรเลีย ปรากฎวาสามารถ
ลดพิษดังกลาวได แตอยางไรก็ตามแบคทีเรียดังกลาวก็ไมสามารถคงอยูในกระเพาะรูเมนไดนาน 
เนื่องระบบนิเวศนในกระเพาะรูเมนมีความตอตานตอแบคทีเรียท่ีผานการปรับเปล่ียนพันธุกรรม 
และแบคทีเรียดังกลาวไมสามารถปรับตัวเขากับสภาพแวดลอมของกระเพาะรูเมนของแกะได 
 

Liu และคณะ (2005) รายงานเกี่ยวกับการประสบความสําเร็จในการตัดตอยีนท่ีผลิต
เอนไซมยอยสลายเยื่อใยของจุลินทรียยอยสลายเยื่อใยในกระเพาะรูเมน Neocallimastix patriciarum 
xylanase gene xynCDBFV, F. succinogenes glucanase (1,3-1,4-D-glucan 4-glucanohydrolase [EC 
3.2.1.73]) gene, และ Piromyces rhizinflata Cellulase gene eglA ใหกับแบคทีเรีย Lactobacillus 
reuteri ท่ีใชเปนโปรไบโอติกในสุกรและไก และยีนเหลานี้สามารถแสดงออกไดในระบบทางเดิน
อาหารของสัตว 
 

อยางไรก็ตาม Forano และ Flint (2000) รายงานสอดคลองกับ Keese (2008) โดยกลาววา
การใชแบคทีเรียท่ีตัดตอพันธุกรรมในการเพ่ิมประสิทธิภาพการหมักยอยในกระเพาะรูเมนนั้นอาจมี
การกระจายของยีนท่ีตอตานสารปฏิชีวนะท่ีใชเปน Marker gene ในการตัดตอพันธุกรรมของ
แบคทีเรียไปยังส่ิงแวดลอมหรือแบคทีเรียชนิดอ่ืนๆ โดยเฉพาะอยางยิ่งแบคทีเรียท่ีกอโรคชนิดตางๆ 
ซ่ึงอาจเปนผลรายท่ีจะเกิดตอระบบนิเวศนในกระเพาะรูเมนและตอมนุษยได 

 
McSweeney และคณะ (1999) รายงานเกี่ยวกับการคัดเลือกเช้ือราเสนใยสีขาว (White rot 

fungi) ในธรรมชาติในประเทศออสเตรเลีย จํานวน 10 สายพันธุ มาทดสอบความสามารถในการ
ยอยสลายลิกนินของชานออยในสารละลายรูเมน ในหลอดทดลอง พบวาเช้ือราเสนใยสีขาวสวน
ใหญมีความสามารถในการยอยสลายเยื่อใยลดลง แตอยางไรก็ตาม มีหลายสายพันธุท่ีสามารถยอย
ลิกนินได ซ่ึงอาจพัฒนามาใชในการเพ่ิมความสามารถในการหมักยอยคารโบไฮเดรตชนิด
โครงสรางในกระเพาะรูเมนไดอนาคต  

Jones และ Megarrity (1986) กลาวถึงการใชแบคทีเรีย Synergistes jonesii ท่ีสามารถยอย
สารพิษไมโมซินในพืชตระกูลกระถิน (Leucaena leucocephala) ท่ีแยกไดจากกระเพาะรูเมนของ 
แพะสายพันธุฮาวาย นํามาปลูกถายเช้ือลงในกระเพาะรูเมนของสัตวเคี้ยวเอ้ืองชนิดอ่ืน พบวาสัตว
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สามารถทนตอพิษของสารประกอบ 3-hydroxy-4(1H)-pyridone; DHP ซ่ึงเปนสารประกอบอะมิโน
ท่ีไมใชโปรตีนท่ีเปล่ียนมาจากไมโมซินในกระถินได  
 

Wallace และ Newbold (n.d.) รายงานวาการใชยีสต Saccharomyces cerevisiae, 
Lactobacillus spp., Streptococcus faecium, และ Aspergillus oryzyae เสริมในอาหารใหลูกโคและ
ลูกแกะ สามารถท่ีจะเพ่ิมอัตราการเจริญเติบโตและกระตุนการพัฒนาของกระเพาะรูเมนในลูกสัตว 
และเพ่ิมประสิทธิภาพการผลิตเม่ือสัตวโตเต็มวัย เชนเดียวกับ Durand และ Fonty (2001) ท่ีรายงาน
วาการใช S. cerevisiae CNCM I-1077 ปลูกถายลงในกระเพาะรูเมนของลูกแกะ พบวาสามารถเพ่ิม
ประสิทธิภาพการหมักยอยในกระเพาะรูเมนไดเม่ือลูกแกะโตขึ้น โดยเฉพาะอยางยิ่งการเพ่ิม
ประสิทธิภาพการหมักยอยของแบคทีเรียยอยสลายเยื่อใยในกระเพาะรูเมน และมีความเขมขนของ
กรดไขมันท่ีระเหยงายสูงกวาเม่ือเทียบกับแกะกลุมท่ีไมไดทําการปลูกถายยีสตชนิดนี้ให  
  

Kung (n.d.) รายงานไวเชนเดียวกันวาการใช S. cerevisiae และ A. oryzyae ใหกับสัตว
โดยตรง (Direct Fed Microbial; DFM) จะชวยควบคุมสมดุลของ pH ในกระเพาะรูเมน และชวยให 
S. ruminantium สามารถใชแลคเตทไดดีขึ้น ซ่ึงยังเปนการเพ่ิมศักยภาพการหมักยอยสลายเยื่อใยของ
แบคทีเรียยอยสลายเยื่อใยในกระเพาะรูเมนได ซ่ึงสอดคลองกับ Nisbet และ Martin (1990) ท่ี
รายงานวา A. oryzyae มีความสามารถสามารถท่ีจะเพ่ิมประสิทธิภาพการใชประโยชนของแลคเตท 
ของ S. ruminantium ได ทําใหผลผลิตของโพรพิโอเนทเพ่ิมขึ้น และลดสัดสวนของอะซิเตท 
ตอโพรพิเนทลง 
 

นอกจากนี้ยังมีจุลินทรียท่ีคัดเลือกจากสัตว หรือจากส่ิงแวดลอมอ่ืนอีกหลายชนิดเพ่ีอ
นํามาใชในการเพ่ิมประสิทธิภาพการหมักยอยในกระเพาะรูเมนของสัตว หรือเพ่ิมสมรรถภาพ 
การผลิตของสัตว (Kung, n.d.; Wallace and Newbold, n.d.) ดังนั้นการคัดเลือกแบคทีเรียท่ีมี
ประสิทธิภาพในการยอยสลายเยื่อใยไดดี โดยเฉพาะอยางยิ่ง แบคทีเรียท่ีมีความสามารถในการยอย
สลายเยื่อใยคุณภาพต่ําไดดี ท่ีคัดเลือกจากกระเพาะรูเมนของกระบือท่ีไดรับฟางขาวนั้น จึงเปนอีก
วิธีหนึ่งท่ีจะทําใหไดจุลินทรียท่ีมีความสามารถในการยอยสลายเยื่อใยคุณภาพต่ําไดอยางมี
ประสิทธิภาพ ซ่ึงมีความเปนไปไดท่ีในอนาคตจะสามารถนํามาใชในการปรับปรุงประสิทธิภาพการ
หมักยอย หรือสามารถใชประโยชนจากเอนไซมท่ีแบคทีเรียผลิต มาปรับปรุงประสิทธิภาพการหมัก
ยอยในกระเพาะรูเมนของสัตวเคี้ยวเอ้ืองในการผลิตปศุสัตวไดตอไป  



 
 

 

อุปกรณและวิธีการ 
 

อุปกรณ 
 

การทดลองที่ 1  การคัดเลือกแบคทีเรียยอยสลายเยื่อใยที่มีศักยภาพสูงในการยอยสลายเยื่อใยจาก
             กระเพาะรูเมนของกระบือปลัก 
 
แบงเปน 3 ขั้นตอน ดังนี ้
 
1.  การคัดเลือกแบคทีเรียที่มีความสามารถในการยอยสลายเยื่อใย  

 
1.1  สัตวทดลองและการจัดการ 

 
กระบือปลักโตเต็มวัย เพศเมีย จํานวน 4 ตัว ท่ีเจาะกระเพาะรูเมน เล้ียงในคอกขังเดี่ยว 

(2.5×4 ตารางเมตร) ทําการแบงกระบือออกเปน 2 กลุมๆ ละ 2 ตัว กระบือกลุมแรกไดรับอาหาร
หยาบคุณภาพต่ํา (ฟางขาว) และกระบือกลุมท่ีสองไดรับหญาขนสด กระบือท้ังสองกลุมจะไดรับ
อาหารหยาบ น้ําดื่มท่ีสะอาดและแรธาตุกอนอยางเต็มท่ี จากนั้นใหสัตวไดรับอาหารทดลองเปน
เวลานานประมาณ 3 เดือน เพ่ือใหจุลินทรียในกระเพาะรูเมนไดมีการปรับตัวใหเขากับอาหารท่ีสัตว
กินเขาไปอยางดีท่ีสุด 

 
1.2  อุปกรณท่ีใชในการทดลอง 
 

1)  เครื่องอุนแกสคารบอนไดออกไซด (Electrically heated quartz-reacted column) ท่ี
มีเม็ดทองแดงบรรจุในหลอดแกว เผาใหรอนท่ีอุณหภูมิ 350 องศาเซลเซียส เพ่ือใชในการจับแกส
ออกซิเจนและทําใหแกสคารบอนไดออกไซดบริสุทธ์ิ 

 
2)  อุปกรณท่ีใชในการทําอาหารวุนแบบ Roll tube (SANSHIN Roll Tube Anaeobic 

Cultue system) 
 

3)  ตูบมเช้ือ (Incubator) อุณหภูมิ 38 องศาเซลเซียส 
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4)  ตูปลอดเช้ือ (Lamina flow) 
5)  อุปกรณท่ีใชสําหรับเขี่ยเช้ือ 
6)  เครื่องวัดคาความเปนกรด-ดาง (pH meter) 
7)  หมอนึ่งความดัน (Autoclave) 

 
1.3  สารละลายและอาหารเล้ียงเช้ือ 

 
1.3.1  สารละลายทําเจือจาง (Dilution Solution) ตามวิธีของ สุริยะ และ Kobayashi 

(2550) ดังนี้ 
 

1)  สารละลายแรธาตุชนิดท่ี 1    7.5 มิลลิลิตร 
(0.6 กรัม K2HPO4 ตอน้ํากล่ัน 100 มิลลิลิตร) 
 
2)  สารละลายแรธาตุชนิดท่ี 2    7.5 มิลลิลิตร 
(1.2 กรัม NaCl, 1.2 กรัม (NH4)2SO4, 0.6 กรัม KH2PO4, 0.12 กรัม CaCl2, 0.25 

กรัม MgSO4•7H2O ตอน้ํากล่ัน 100 มิลลิลิตร)  
 
3)  L-cysteine-HCL•H2O   0.05 กรัม 
4)  Na2CO3     0.3 กรัม 
5)  0.1% Resazurin    0.1 มิลลิลิตร 
6)  น้ํากล่ัน     100 มิลลิลิตร 

 
เติมสารลายในลําดับท่ี 1 - 6 จากนั้นนําไปตม ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน  

2 นาที เพ่ือไลออกซิเจนออกจากสารละลาย แลวนํามาไลออกซิเจนโดยใชแกสคารบอนไดออกไซด
จนกระท่ังปราศจากออกซิเจน (เปล่ียนจากสีชมพูเปนไมมีสี) และปดฝาใหสนิท กอนท่ีจะนําไป 
ฆาเช้ือในหมอนึ่งความดันไอน้ํา ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที 

 
 
 
 
 



28 

 

1.3.2  อาหารเล้ียงเช้ือพ้ืนฐาน (Basal broth medium) ตามวิธีของ สุริยะ และ 
Kobayashi (2550) ดังนี้ 
 

1)  สารละลายแรธาตุชนิดท่ี 1     7.5 มิลลิลิตร 
2)  สารละลายแรธาตุชนิดท่ี 2    7.5 มิลลิลิตร 
3)  L-cysteine-HCl•H2O     0.1 กรัม 
4)  0.1% resazurin     0.1 มิลลิลิตร 
5)  Bactopeptone     0.2 กรัม 
6)  Yeast extracts     0.12 กรัม 
7)  Rumen fluid     30 มิลลิลิตร 
8)  น้ํากล่ัน      50 มิลลิลิตร 
9)  สารละลาย 8% Na2CO3    5 มิลลิลิตร 

 
การปรับความเปนกรด-ดางของอาหารเล้ียงเช้ือจะทําการปรับหลังจากละลายสารใน

ลําดับท่ี 1 - 8 เขาดวยกันแลวปรับความเปนกรด-ดางไดตามท่ีตองการ (6.8) แลวเติมสารละลายใน
ลําดับท่ี 9 จากนั้นนําไปตม ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 2 นาที เพ่ือไลออกซิเจนออกจาก
อาหาร แลวไลออกซิเจนในอาหารอีกครั้งโดยใชแกสคารบอนไดออกไซดจนกระท่ังปราศจาก
ออกซิเจน และปดฝาใหสนิท กอนท่ีจะนําไปฆาเช้ือในหมอนึ่งความดันไอน้ํา ท่ีอุณหภูมิ 121 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 10 นาที 

 
1.3.3  อาหารเล้ียงเช้ือท่ีมี 0.2 เปอรเซ็นต กลูโคสและเซลโลไบโอส เปนแหลงคารบอน 

(Rumen fluid glucose cellobiose medium; RGC) 
 

1)  สารละลายแรธาตุชนิดท่ี 1     7.5 มิลลิลิตร 
2)  สารละลายแรธาตุชนิดท่ี 2     7.5 มิลลิลิตร 
3)  L-cysteine-HCl•H2O     0.1 กรัม 
4)  0.1% resazurin     0.1 มิลลิลิตร 
5)  Bactopeptone     0.2 กรัม 
6)  Yeast extracts     0.12 กรัม 
7)  Rumen fluid     30 มิลลิลิตร 
8)  Glucose      0.1 กรัม 
9)  Cellobiose      0.1 กรัม 
10)  น้ํากล่ัน      50 มิลลิลิตร 
11)  สารละลาย 8% Na2CO3    5 มิลลิลิตร 
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การปรับความกรด-ดางของอาหารเล้ียงเช้ือจะทําการปรับหลังจากละลายสารในลําดับท่ี  
1 - 10 เขาดวยกันแลวปรับความกรด-ดางตามท่ีตองการ (6.8) แลวเติมสารลายในลําดับท่ี 11 จากนั้น
นําไปตม ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 2 นาที เพ่ือไลออกซิเจนออกจากอาหาร แลวไล
ออกซิเจนในอาหารอีกครั้งโดยใชแกสคารบอนไดออกไซดจนกระท่ังปราศจากออกซิเจน และปด
ฝาใหสนิท กอนท่ีจะนําไปฆาเช้ือในหมอนึ่งความดันไอน้ํา ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 
10 นาที สําหรับการเตรียมอาหารวุนแบบ Roll tube (Rumen fluid glucose cellobiose agar medium; 
RGCA) ทําโดยการช่ัง agar น้ําหนัก 0.2 กรัม ใสในหลอดกอนการเติมสารละลายอาหารเล้ียงเช้ือลง
ในหลอด แลวผสมใหเขากัน แลวนําไปฆาเช้ือในหมอนึ่งความดันไอน้ํา ท่ีอุณหภูมิ 121 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 10 นาที 

 
2.  การวัดความสามารถในการยอยสลายเยื่อใยฟางขาวของเชื้อแบคทีเรียบริสุทธิ ์(Rice straw 
digestibility) 

 
2.1  การเตรียมเยื่อใยท่ีใชในการทดสอบ 

 
ฟางขาว (RS) บดผานตะแกรงขนาด 2.0 มิลลิเมตร และนําไปตมในน้ํากล่ันท่ีอุณหภูมิ 

60 องศาเซลเซียส แลวกรองดวยผาขาวบาง ทําหลายๆ รอบจนน้ําท่ีกรองไดใส แลวนําไปอบจน
แหง 

 
2.2  อุปกรณท่ีใชในการทดลอง 

 
1)  ตูบมเช้ือ อุณหภูมิ 38 องศาเซลเซียส 
2)  เครื่องปนเหวี่ยง (Centrifuge; HERMLE Z200A, Germany) 
3)  เครื่องช่ังน้ําหนักดิจิตอล (ทศนิยม 4 ตําแหนง) 
 

2.3  สารละลายและอาหารเล้ียงเช้ือ 
 

1)  อาหารเล้ียงเช้ือท่ีมี 0.2 เปอรเซ็นต กลูโคสและเซลโลไบโอส เปนแหลงคารบอน 
(Rumen fluid glucose cellobiose medium; RGC) ใชในการเจริญ (Re-growth) เช้ือแบคทีเรียท่ี
คัดเลือกจากการทดลองท่ี 1 ซ่ึงเก็บไวท่ีอุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส 
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2)  อาหารเล้ียงเช้ือพ้ืนฐาน 
3)  สารละลายเจือจาง ใชในการเจือจางเช้ือแบคทีเรียเพ่ือทําการปลูกถายลงในอาหาร

ทดลอง 
 

3.  การบงชื่อเชื้อแบคทีเรียยอยสลายเยื่อใย 

 
3.1  การบงช่ือเช้ือดวยวิธีแบบดั้งเดิม  
 

3.1.1  อุปกรณและสารเคมีท่ีใชในการทดลอง 
 

1)  สารเคมีสําหรับการยอมติดสีแกรม (Gram’s stain) (Crytal violet, Gram 
iodine, Decolorize (Acetone alcohol), Safranin) 

 
2)  กลองจลุทรรศน (Compound microscope) 
3)  กลีเซอรอล (Glyceral) 
4)  อุปกรณและสารเคมีท่ีใชในการวิเคราะหหาปริมาณกรดไขมันท่ีระเหยงาย

ไดแก กรดอะซิติก กรดโพรพิโอนิก กรดบิวทิริก และกรดวาเลอริก ดวยเครื่อง 
 Gas Chromatography (GC-9A; Shimadzu, Japan)  

 
3.2  การบงช่ือเช้ือดวยวิธีการทางดานชีวโมเลกุล 

 
3.2.1  อุปกรณและสารเคมีท่ีใชในการทดลอง 

 
1)  อุปกรณและสารเคมีท่ีใชในการสกัดดีเอ็นเอจากเซลลของแบคทีเรียดวย

วิธีการตมในน้ําเดือด 
 

2)  อุปกรณและสารเคมีท่ีใชในการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ (16S rDNA Polymerase 
chain reaction; PCR) ดวยเครื่อง Multi Gene gradient thermal cycle (Labnet endure TM, USA) 
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3)  อุปกรณและสารเคมีท่ีใชในการวิเคราะหผลผลิตของ PCR ดวยวิธี Agarose 
Gel Electrophoresis (Mini-Plus Horizontal Gel Electrophoresis; Labnet endroTM, USA) 

 
4)  อุปกรณและสารเคมีท่ีใชในการสกัดช้ินสวนของ DNA จากเจล โดยใช 

OIAEK II Gel Extraction Kit (Invitrogen PureLinkTM, QIAGEN K.K., Japan) 
 
5)  อุปกรณและสารเคมีท่ีใชในการคัดลอกดีเอ็นเอเขาไปใน pTZ57R/T 

Plasmid vector แลวนําเขาสูเซลลใหอาศัย (Transfomation) ของ E. coli HIT-JM109 และการ
ตรวจสอบดีเอ็นเอลูกผสม (Plasmid) ตามวิธีการและคําแนะนําของ InsTAcloneTM PCR Cloning 
Kit 

 
6)  อุปกรณและสารเคมีท่ีใชในการสกัดพลาสมิด (Blue-White selection) และ

ทําใหบริสุทธ์ิ โดยใช Quick Plasmid Miniprep kit (Invitrogen PureLinkTM, QIAGEN K.K., Japan) 
 

7)  อุปกรณท่ีใชในการถายภาพเจล ดวยเครื่องถายภาพเจล (Gel documentation, 
DNr Bio-Imaging System, MiniBIS Pro) 
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การทดลองที่ 2  การศึกษาคุณสมบัติของแบคทีเรียยอยสลายเยื่อใยที่คัดเลือกมาไดในหลอดทดลอง 
(In vitro study) 

 
แบงเปน 4 ขั้นตอน ดังนี ้
 
1.  การวัดความสามารถในการยอยสลายเยื่อใยของเชื้อบริสุทธิ ์

 
1.1  การเตรียมเยื่อใยท่ีใชในการทดสอบ 

 
เยื่อใยท่ีใชในการทดสอบ ประกอบดวย เซลลูโลสบริสุทธ์ิ (CP; Sigmacell 20; 

Sigma®) ฟางขาว และหญาขน (PG) โดยฟางขาวหรือหญาขนเตรียมไดโดยการบดผานตะแกรง
ขนาด 2.0 มิลลิเมตร และนําไปตมในน้ํากล่ันท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส นาน 1 ช่ัวโมง แลวกรอง
ดวยผาขาวบาง ทําหลายๆ รอบจนน้ําท่ีกรองไดใส แลวนําไปอบจนแหง 

 
1.2  อุปกรณท่ีใชในการทดลอง 

 
1)  ตูบมเช้ือ อุณหภูมิ 38 องศาเซลเซียส 
2)  เครื่องปนเหวี่ยง 
3)  เครื่องช่ังน้ําหนักดิจิตอล (ทศนิยม 4 ตําแหนง) 

 
1.3  สารละลายและอาหารเล้ียงเช้ือ 

 
1)  อาหารเล้ียงเช้ือท่ีมี 0.2 เปอรเซ็นต กลูโคสและเซลโลไบโอส เปนแหลงคารบอน 

ใชในการเจริญเช้ือแบคทีเรียท่ีคัดเลือกจากการทดลองท่ี 1 ซ่ึงเก็บไวท่ีอุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส 
 
2)  อาหารเล้ียงเช้ือพ้ืนฐาน  
 
3)  สารละลายทําเจือจาง ใชในการเจือจางเช้ือแบคทีเรียเพ่ือทําการปลูกถายลงใน

อาหารทดลอง 
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2.  ความสามารถในการผลิตเอนไซมยอยสลายเยื่อใย (Cellulase และ Xylanase) 
 

2.1  อุปกรณท่ีใชในการทดลอง 
 

1)  ตูบมเช้ือ อุณหภูมิ 38 องศาเซลเซียส 
2)  เครื่องปนเหวี่ยงแบบควบอุณหภูมิ (Thermal control Centrifuge; Universal 320R, 

Hettich zentrifugen, Germany) 
 
3)  เครื่องทําใหเซลลแตกดวยคล่ืนเสียงความถ่ีสูง (Ultrasonic sonicator; UD-201, 

TOMY, Japan) 
 
4)  อุปกรณท่ีใชในการวัดคาความยาวคล่ืนแสงดวยเครื่องวดัคาความยาวคล่ืนแสง 

(Spectrophotometer; Spectromic genesys 5) 
 
2.2  สารละลายและอาหารเล้ียงเช้ือ 

 
1)  อาหารเล้ียงเช้ือท่ีมี 0.2 เปอรเซ็นต กลูโคสและเซลโลไบโอส เปนแหลงคารบอน 

ใชในการเจริญเช้ือแบคทีเรียท่ีคัดเลือกจากการทดลองท่ี 1 ซ่ึงเก็บไวท่ีอุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส 
 
2)  สารละลาย 50 mM Phosphate buffer (pH 6.8) 
3)  สารละลาย Carboxyl methyl-cellulose (1% CMC in streized 50 mM phosphate 

buffer; Sigma)  
 
4)  สารละลายมาตรฐาน 20 mM D-glucose 
5)  สารละลาย Xylan (1% Xylan in streized 50 mM phosphate buffer; Sigma) 
6)  สารละลายมาตรฐาน 20 mM D-Xylose 
7)  สารละลาย DNS (3.5-dinitrosalicilic acid mw = 228.12) 
 
 
 
 



34 

 

3.  การวัดความสามารถในการยึดเกาะบนเยื่อใย (Adhesion ability) 
 

3.1  อุปกรณท่ีใชในการทดลอง 
 

1)  เยื่อใยท่ีใชในการทดสอบ ประกอบดวย เซลลูโลสบริสุทธ์ิ ฟางขาว และหญาขน 
 
2)  อุปกรณท่ีใชในการวัดคาการสองผานของแสง ดวยเครื่องวัดคาการสองผานของ

แสง (Optical density; OD660, Amersham Bioscience) 
 
3)  ตูบมเช้ือ 

 
3.2  สารละลายและอาหารเล้ียงเช้ือ 

 
1)  อาหารเล้ียงเช้ือท่ีมี 0.2 เปอรเซ็นต กลูโคสและเซลโลไบโอส เปนแหลงคารบอนใช

ในการเจริญ เช้ือแบคทีเรียท่ีคัดเลือกจากการทดลองท่ี 1 ซ่ึงเก็บไวท่ีอุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส 
 
2)  สารละลายทําเจือจาง ใชในการเจือจางเช้ือแบคทีเรียเพ่ือทําการปลูกถายลงใน

อาหารทดลอง 
  

4.  วัดความสามารถในการผลิตแกส (Gas production) 
 
4.1  อุปกรณท่ีใชในการทดลอง 

 
1)  อุปกรณท่ีใชในการวัดคาการผลิตแกส ดวยเครื่องวัดคาการผลิตแกส (ANKOMRF 

Gas Production System, USA) 
 
2)  อาหารเล้ียงเช้ือพ้ืนฐาน 
3)  ตูบมเช้ือแบบเขยา (Shake incubater; Visoin Green SSeriker II, Scientific, co. Ltd, 

South Korea) 
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4.2  สารละลายและอาหารเล้ียงเช้ือ 
 

1)  อาหารเล้ียงเช้ือท่ีมี 0.2 เปอรเซ็นต กลูโคสและเซลโลไบโอส เปนแหลงคารบอน 
ใชในการเจริญเช้ือแบคทีเรียท่ีคัดเลือกจากการทดลองท่ี 1 ซ่ึงเก็บไวท่ีอุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส 

 
2)  สารละลายทําเจือจาง ใชในการเจือจางเช้ือแบคทีเรียเพ่ือทําการปลูกถาย  

 
วิธีการ 

 
การทดลองที่ 1  การคัดเลือกแบคทีเรียยอยสลายเยื่อใยที่มีศักยภาพสูงในการยอยสลายเยื่อใยจาก
             กระเพาะรูเมนของกระบือปลัก 
 
1.  การคัดเลือกแบคทีเรียที่มีความสามารถในการยอยสลายเยื่อใย  

 
1.1  การสงเสริมการเจริญของแบคทีเรียยอยสลายเยื่อใย ใชฟางขาวหรือหญาขนสดใสใน

ถุงไนลอนแลวนําไปแชในกระเพาะรูเมนของกระบือท่ีไดรับฟางขาวหรือหญาขนสด เปนเวลานาน 
16 ช่ัวโมง จากนั้นนําฟางขาวหรือหญาขนดังกลาวมาลางในสารละลายทําเจือจางภายใตสภาวะ
ปลอดออกซิเจน (Ogimoto and Imai, 1981) 1 ครั้ง นาน 1 นาที เพ่ือใหเหลือเฉพาะจุลินทรียท่ียึด
เกาะอยูบนเยื่อใยเทานั้น แลวนําช้ินสวนท่ีผานการลางแลว ใสในอาหารเล้ียงเช้ือพ้ืนฐานท่ีมีกระดาษ
กรองเบอร 1 (Whatman®) ขนาด 0.5 × 1.0 ตารางเซนติเมตร จํานวน 2 แผน เปนแหลงของคารบอน
ในสูตรอาหารพ้ืนฐาน แลวนําไปบมท่ีอุณหภูมิ 38 องศาเซลเซียสเปนเวลา 72 ช่ัวโมง จนกระท่ัง
กระดาษกรองถูกยอย 
 

1.2  การแยกเช้ือแบคทีเรียยอยสลายเยื่อใยบริสุทธ์ิ นําเช้ือจุลินทรียท่ีเจริญในอาหารเล้ียง
เช้ือท่ีมีกระดาษกรองเปนแหลงของคารบอน มาทําการเจือจางในสารละลายทําเจือจางภายใตสภาวะ
ปลอดออกซิเจน (ท่ีระดับการเจือจาง 10-4 ถึง 10-6) แลวนําตัวอยางเช้ือท่ีเจือจาง (0.2 มิลลิลตร) มาทํา
การปลูกถายลงในอาหารวุน ในสูตรอาหารพ้ืนฐานท่ีมี 0.1 เปอรเซ็นต กลูโคส และ  เซลโลไบโอส 
เปนแหลงคารบอน โดยใชวิธีการ Roll tube (ภาพท่ี 6) (Ogimoto and Imai, 1981) จากนั้นนําไปบม
เพาะท่ีอุณหภูมิ 38 องศาเซลเซียส เปนเวลาประมาณ 72 ช่ัวโมง หรือจนกระท่ังสามารถมองเห็น
โคโลนีของจุลิทรียเจริญบนอาหารวุน ทําการแยกเช้ือจากโคโลนเีดี่ยวๆ 
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ภาพที่ 6  ขั้นตอนการปลูกถายเช้ือลงในอาหารวุนโดยใชวิธีการ Roll tube โดยท่ี A คือ การเจือจาง
  เช้ือ, B คือ การปลูกถายเช้ือลงในหลอดอาหารวุน, C คือ การทําใหอาหารวุนแข็งตัว 
  เคลือบผิวหลอด และ D คือ หลอดอาหารวุนท่ีพรอมนําไปบมเช้ือ 

 
1.3  การคัดเลือกจุลินทรียท่ียอยสลายเยื่อใย นําเช้ือท่ีแยกจากอาหารวุนไปเล้ียงในอาหาร

เล้ียงเช้ือพ้ืนฐานท่ีมีกระดาษกรองเบอร 1 เปนแหลงของคารบอน จากนั้นนําไปบมเพาะท่ีอุณหภูมิ 
38 องศาเซลเซียส เปนเวลาประมาณ 3-5 วัน และทําการคัดเลือกเอาเฉพาะเช้ือแบคทีเรียท่ีสามารถ
ยอยกระดาษกรองไดเทานั้น (ภาพท่ี 7) ทําการยอมติดสีและศึกษาลักษณะรูปรางภายนอกดวยกลอง
จุลทรรศน แลวเก็บเช้ือเหลานี้ไวใน กลีเซอรอล 15 เปอรเซ็นต หรือในอาหารวุน RGCA (2% agar) 
ท่ีอุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส เพ่ือใชในการศึกษาตอไป  

 

 
 

ภาพที่ 7  กระดาษกรองท่ีถูกยอยโดยแบคทีเรีย (A) กระดาษกรองท่ีไมถูกยอยโดยแบคทีเรีย (B) 
 
 

(A) (B) 

(A) (B) 

(C) (D) 
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2.  การวัดความสามารถในการยอยสลายเยื่อใยฟางขาวของเชื้อแบคทีเรียบริสุทธิ ์
 

การวัดความสามารถในการยอยสลายเยื่อใยของฟางขาวเช้ือบริสุทธ์ิแตละสายพันธุท่ี
คัดเลือกมาได โดยวิธีการทดสอบความสามารถในการยอยสลายเยื่อใยของฟางขาวของแบคทีเรียใช
วิธีการของ Sawanon และ Kobayashi (2006) ทําตัวอยางละ 3 ซํ้า โดยมีขั้นตอนดังนี้ 
 

2.1  ช่ังเยื่อใยของฟางขาวท่ีทราบน้ําหนักแนนอน ประมาณ 0.1 กรัม แลวอบท่ี 100 องศา
เซลเซียส จนไดน้ําหนักคงท่ี ใสในหลอดเล้ียงเช้ือขนาด 15 มิลลิลิตร ท่ีทราบน้ําหนักแนนอน แลว
เติมอาหารสูตรพ้ืนฐานท่ีไมมีแหลงคารบอนอ่ืนอยูเลย ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 

 
2.2  ทําการปลูกถายเช้ือ แบคทีเรียท่ีตองการทดสอบลงไป หลอดละ 0.2 มิลลิลิตร โดย

วิธีการเตรียมคือใหแบคทีเรียท่ีเจริญในอาหารสูตรพ้ืนฐานท่ีมีแหลงคารบอน (0.1% w/v) คือ  
กลูโคสและเซลโลไบโอส โดยบมเช้ือท่ี 38 องศาเซลเซียส เปนเวลาประมาณ 16 ช่ัวโมง 
(Log phase) จากนั้นนําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 2,800×g นาน 10 นาที ดูดสวนของเหลวออก  
(เก็บของเหลว 1.5 มิลลิลตร เพ่ือวิเคราะหกรดไขมันท่ีระเหยงาย) แลวเจือจางดวย สารละลายทําเจือ
จาง 1.0 มิลลิลิตร  

 
2.3  นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 38 องศาเซลเซียส เปนเวลา 72 ช่ัวโมง จากนั้นนํามาปนเหวี่ยงท่ี 

2,800×g นาน 15 นาที แลวดูดเอาสวนของเหลวท้ิง นําตะกอนท่ีอยูในหลอดทดลองไปอบท่ี 100 
องศาเซลเซียส จนกวาช่ังไดน้ําหนักคงท่ี 

 
2.4  ขณะเดียวกันก็ทํา Blank เพ่ือใชเปรียบเทียบ โดยทําทุกขั้นตอนเหมือนกัน แตไมมีการ 

ปลูกถายเช้ือลงไป แตจะนําไปปนเหวี่ยงและอบเพ่ือช่ังน้ําหนักเลยทันที และคํานวณความสามารถ
ในการยอยสลายเยื่อใย 

 
  สูตรคํานวณ: ความสามารถในการยอยสลายเยื่อใย (%DM) = [(A-B)]/A×100 
 

  A = น้ําหนักวัตถุแหงของเยื่อใยกอนถูกยอย 
  B = น้ําหนักวัตถุแหงของเยื่อใยหลังถูกยอย 
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3.  การบงชื่อเชื้อแบคทีเรียยอยสลายเยื่อใย  
 
3.1  การบงช่ือเช้ือดวยวิธีแบบดั้งเดิม โดยศึกษาการยอมติดสีแกรม รูปราง การเรียงตัวของ

เซลล และการผลิตกรดไขมันท่ีระเหยงายท่ีแบคทีเรียผลิตได โดยใชเครื่อง Gas Chromatography 
(GC-9A) ตามวิธีการของ Sawanon (2003) 

 
3.2  การบงช่ือเช้ือดวยวิธีการทางดานชีวโมเลกุลของแบคทีเรียท่ีมีศักยภาพสูงในการยอย

สลายเยื่อใยท่ีคัดเลือกมา โดยการหาลําดับเบสบางสวนของ 16S rDNA (Sawanon et al., 2003) โดย
มีขั้นตอนพอสังเขปดังนี ้
 

1)  การสกัด DNA ของเช้ือแบคทีเรียบริสุทธ์ิ โดยการนําแบคทีเรียท่ีเจริญในอาหาร
เล้ียงเช้ือมาตกตะกอนเซลลโดยปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 10,000×g นาน 1 นาที จากนั้นเติม TE buffer 
ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ทําใหเซลลแตกโดยการตม นาน 5 นาที แลวนําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 
15,000×g นาน 5 นาที เก็บสวนของเหลวซ่ึงเปนสารละลาย DNA ไว (ท่ี -20 องศาเซลเซียส) 
จากนั้นนําสารละลาย DNA ท่ีได มาทําการเพ่ิมช้ินสวนของ 16S rDNA โดยใชคูไพรเมอร ดังนี ้
 
  530-Universal forward primer (5’ GTGCCAGCMGCCGCGG 3’; M= A+C Wobble)
  1392-Universal reverse primer (5’ ACGGGCGGTGTGTRC 3’; R= G+A Wobble)  

  
กระบวนการทํา PCR ประกอบดวย  
 

สวนประกอบของสารละลาย PCR 
 
PCR mixture (Go Taq, 2x)    10 ไมโครลิตร 
530 Universal forward primer (10 pmol/ml)  1 ไมโครลิตร 
1392-Universal reverse primer (10 pmol/ml)  1 ไมโครลิตร 

DNA template     1 ไมโครลิตร 

Distilled H2O     7 ไมโครลิตร 

     ปริมาตรรวม  20 ไมโครลิตร 
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ปฏิกิริยาเกิดในเครื่อง Multi Gene gradient thermal cycle (Labnet, USA) ภายใต
ขั้นตอนของปฏิกิริยา PCR ดังนี ้

 
รอบท่ี 1  Denaturation 94 องศาเซลเซียส นาน 8 นาที 
 Annealing  58 องศาเซลเซียส นาน 45 วินาที 
 Extension  72 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที 
รอบท่ี 2–47 Denaturation 94 องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที 
  Annealing  58 องศาเซลเซียส นาน 45 วินาที 
  Extension  72 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที 
รอบท่ี 48 Denaturing 94 องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที 
  Annealing  58 องศาเซลเซียส นาน 45 วินาที 
  Extension  72 องศาเซลเซียส นาน 6 นาที 

  
ทําการวิเคราะหผลผลิตของ PCR ดวยวิธี Agarose Gel Electrophoresis (Mini-Plus 

Horizontal Gel Electrophoresis; Labnet) และทําการสกัดเอาช้ินสวนของ DNA ท่ีมีขนาดประมาณ 
900 bp โดยใช OIAEK II Gel Extraction Kit  
 

2)  จากนั้นนําช้ินสวน DNA ท่ีไดมาโคลนเขาไปใน pTZ57R/T Plasmid vector 
(InsTAcloneTM PCR Cloning Kit) แลวนําเขาสูเซลลใหอาศัยหรือการทรานสฟอรเมช่ัน 
(Transfomation) ของ E. coli HIT-JM109 จากนั้นนําเอา E. coli ท่ีผานการทรานสฟอรเมช่ันมาเล้ียง
ในอาหารวุน LB ท่ีมียาปฏิชีวนะแอมพิซิลิน แลวบมเพาะท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 16 
ช่ัวโมง  

 
3)  ทําการสกัดพลาสมิด โดยการเลือกโคโลนีสีขาว (Blue-White selection)  

และทําใหบริสุทธ์ิ ตามวิธีการท่ีแนะนําใน Quick Plasmid Miniprep kit 
 

4)  ทําการตรวจสอบหาดีเอ็นเอเปาหมายในดีเอ็นลูกผสม (พลาสมิดท่ีมีดีเอ็นเอ
เปาหมาย คือ 16S rDNA ท่ีมีความยาวประมาณ 900 คูเบสเช่ือมตออยู ดังแสดงในภาพท่ี 8) โดยใช
วิธีการ PCR ตามวิธีการท่ีแนะนํา ใน (InsTAcloneTM PCR Cloning Kit) 
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5)  นําพลาสมิดดีเอ็นเอท่ีไดไปหาลําดับเบสของ 16S rDNA (16S rDNA sequence) 
(FIRST BASE LABORATORIES SDN BH, Malasia) และเม่ือไดลําดับเบสของ Forward และ 
Reverse แลวนํามาเปรียบเทียบความถูกตองโดยใชโปรแกรม Sequence scanner Version 1.0 
((FIRST BASE LABORATORIES SDN BH, Malasia) 

 
6)  นําลําดับเบส 16S rDNA ท่ีไดไปเปรียบเทียบกับลําดับเบสของ 16S rDNA 

แบคทีเรียท่ีทราบชนิดใน GenBank (BLAST N, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) จะทําให
ทราบวาแบคทีเรียท่ีแยกไดนั้นมีลําดับเบสของ 16S rDNA ใกลเคียงกับแบคทีเรียชนิดใดมากท่ีสุด 

 
7)  จากนั้นคัดเลือกเอาลําดับเบสของ 16S rDNA แบคทีเรียชนิดตางๆ ท่ีอยูใน 

GenBank มาทําการ Multialigment และ Phylogentic analysis โดยใชโปรแกรม Clustal X 1.83 
(Chenna et al. 2003) และทําการเขียนแผนภูมิตนไมวงศวานวิวัฒนาการ (Phylogenetic tree) โดยใช
โปรแกรม NJPLOT (Perrière and Gouy, 1996) โดยใหคา Bootstrap trails = 1,000 

 

 
 

ภาพที่ 8  การแยกช้ินสวน 16S rDNA โดยวิธี Agarose gel electrophoresis (~900 bp) 
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การทดลองที่ 2  การศึกษาคุณสมบัติของแบคทีเรียยอยสลายเยื่อใยที่คัดเลือกมาได ในหลอดทดลอง 
             (In vitro study) 

 
การศึกษาคุณสมบัติของแบคทีเรียท่ีคัดเลือกมาได ในหลอดทดลอง เพ่ือศึกษาศักยภาพใน

การยอยสลายอาหารหยาบ โดยนําแบคทีเรียท่ีคัดเลือกมาได ท่ีมีคุณสมบัติเบ้ืองตนเกี่ยวกับการยอย
สลายเยื่อใยไดดี เพ่ือศึกษาถึงศักยภาพในดานตางๆ ท่ีเกี่ยวของกับการยอยอาหารหยาบ ดังนี ้
 
1.  การวัดความสามารถในการยอยสลายเยื่อใยของเชื้อบริสุทธิ ์
 

การวัดความสามารถในการยอยสลายเยื่อใยของเช้ือบริสุทธ์ิแตละสายพันธุท่ีคัดเลือกมาได
โดยวิธีการทดสอบความสามารถในการยอยสลายเยื่อใยของเซลลูโลสบริสุทธ์ิ ฟางขาว และหญาขน
ของแบคทีเรียใชวิธีการของ Sawanon และ Kobayashi (2006) โดยมีขั้นตอนเหมือนการทดลองท่ี 1 

 
2.  ความสามารถในการผลิตเอนไซมยอยสลายเยื่อใย 
 

2.1  วิเคราะหหากิจกรรมของเอนไซม Cellulase และ Xylanase ภายในเซลลของแบคทีเรีย 
(Intracellular activity) มีขั้นตอนดังนี ้

 
1)  แบคทีเรียเจริญในอาหารสูตรพ้ืนฐานท่ีมีแหลงคารบอน (0.25%w/v) คือ  

กลูโคสและเซลโลไบโอส ปริมาตร 10 มิลลิลิตร บมเช้ือท่ี 38°C เปนเวลาประมาณ 16 ช่ัวโมง 
 

2)  นําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 2,800×g นาน 10 นาที เพ่ือแยกสวนท่ีเปนของเหลวและ
ตะกอนของแบคทีเรียออกจากกัน กําจัดน้ําตาลท่ีมาจากอาหารเล้ียงเช้ือโดยลางดวยสารละลาย 50 
mM Phosphate buffer (pH 6.8) 2 มิลลิลิตร 2 ครั้ง 

 
3)  นําตะกอนแบคทีเรียมาเติมดวยสารละลาย 50 mM Phosphate buffer (pH 6.8) 

2 มิลลิลิตร แลวนําไปทําใหเซลลแตกดวยเครื่อง Ultrasonic (UD-201, TOMY, Japan) ภายใต
อุณหภูมิ 4°C นาน 10 นาที 
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4)  นําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 20,000×g นาน 10 นาที เพ่ือแยกเอาสารละลายไป
วิเคราะหหากิจกรรมของเอนไซมภายในเซลลของแบคทีเรีย (Kobayashi et al., 1998; Sawanon et 
al. 2003) 
 

การวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซมเซลลูเลส ใช Carboxyl methyl-cellulose (1% CMC 
in streized 50 mM phosphate buffer) เปนสารละลายตั้งตน และใช 20 mM D-glucose  
เปนสารละลายมาตรฐาน การวัดปฏิกิริยาของเอนไซมเซลลูเลส ทําการวัดภายใตสภาวะดังนี ้

0.1 มิลลิลิตร ของสารละลายเอนไซม และ 0.1 มิลลิลิตร ของสารละลายตั้งตนใน 50 mM 
Phosphate buffer ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที แลววัดปริมาณ D-glucose ท่ีถูก
ปลดปลอยออกมา เปรียบกับ D-glucose มาตรฐาน ดวยเครื่อง Spectrophotometer ท่ีความยาวคล่ืน 
550 นาโนเมตร ตามวิธีของ Miller (1959) 
 

การวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซมไซลาเนสใชวิธีการเดียวกับการวิเคราะหกิจกรรม
ของเอนไซมเซลลูเลส แตจะใช Xylan (1% Xylan in streized 50 mM phosphate buffer) เปน
สารละลายตั้งตน และใช 20 mM D-Xylose เปนสารละลายมาตรฐาน 
 
3.  การวัดความสามารถในการยึดเกาะบนเยื่อใย (Adhesion ability) 
 

การวัดความสามารถในการยึดเกาะบนเยื่อใย โดยเยื่อใยท่ีจะใชทดสอบ ประกอบดวย 
ผงเซลลูโลส ฟางขาว และหญาขนท่ีบดผานตะแกรงขนาด 0.2 มิลลิเมตร สําหรับการทดสอบ
ความสามารถของแบคทีเรียในการยึดเกาะกับเยื่อใย ใชวิธีของ Sawanon และคณะ (2003) ทํา
ตัวอยางละ 4 ซํ้า โดยมีขั้นตอนดังนี้ 

 
3.1  แบคทีเรียเจริญในอาหารสูตรพ้ืนฐานท่ีมีแหลงคารบอน (0.25% w/v) คือ  
กลูโคสและเซลโลไบโอส โดยบมเช้ือท่ี 38 องศาเซลเซียส เปนเวลาประมาณ 16 ช่ัวโมง 

จากนั้นทําการวัดคาความหนาแนนของเซลลเริ่มตน (Optical density; OD660) 
 

3.2  ทําการยายแบคทีเรียท่ีทราบคา ODเริ่มตน ใสในหลอดท่ีมีเยื่อใยชนิดตางๆ อยู 
(ทําในสภาวะปราศจากออกซิเจน) ผสมใหเขากัน แลวนําไปบมท่ี 38 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที 
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3.3  นําเช้ือท่ีผานการบมแลวมากรองดวยกระดาษกรองเบอร 1 ท่ีมีรูขนาด 20-30 
ไมโครเมตร นําของเหลวท่ีผานการกรองไปวัดคา ODหลัง (เปนความหนาแนนของเซลลท่ีไมไดยึด
เกาะบนเยื่อใย) 
 

3.4  ขณะเดียวกันก็ทํา Blank เพ่ือนํามาใชในการเปรียบเทียบ โดยทําทุกขั้นตอนเหมือนกัน
แตตางกันท่ี ใน Blank จะไมมีเยื่อใยหรือเซลลของแบคทีเรียอยูดวย 

 
สูตรคํานวณ: ความสามารถในการยึดเกาะบนเยื่อใย (%) = [(ODเริ่มตน- ODหลัง)/ ODเริ่มตน]×100 
 
  ODเริ่มตน = คาความหนาแนนของเซลลเริ่มตนกอนการบมเช้ือ 
  ODหลัง   = คาความหนาแนนของเซลลหลังการบมเช้ือ 30 นาที 
 
4.  วัดความสามารถในการผลิตแกส (Gas production) 
 

โดยใชวิธีการวัดการผลิตแกสตามวิธีการของ ANKOMRF Gas Production System, USA 
 
4.1  แบคทีเรียเจริญในอาหารสูตรพ้ืนฐานท่ีมีแหลงคารบอน (0.2% w/v) คือ  

กลูโคสและเซลโลไบโอส ในหลอดทดลอง ปริมาตรหลอดละ 10 มิลลิลิตร สายพันธุละ 5 หลอด 
โดยบมเช้ือท่ี 38 องศาเซลเซียส เปนเวลาประมาณ 16 ช่ัวโมง 

 
4.2  นําไปปนเหวี่ยงท่ีความเรว็ 2,800×g นาน 10 นาที จากนั้นดูดสวนของเหลวออก 

ละลายตะกอนดวย สารละลายทําเจือจาง 1.0 มิลลิลิตรตอหลอด แลวนํามารวมในหลอดเดียวกัน
(ภายใตสภาวะไรออกซิเจน) ไดเช้ือแบคทีเรียพรอมสําหรับทําการปลูกถายลงในขวดใสอุปกรณ 
วัดคาการผลิตแกส 

 
4.3  การเตรียมอุปกรณวัดคาการผลิตแกส 

 
1)  ช่ัง Cellulose powder 2 กรัม ใสในขวดปฏิกิริยา (Reactor; ปริมาตร 250 มิลลิลิตร) 

ของอุปกรณคาการผลิตแกส (ทําตัวอยางละ 4 ซํ้า) 
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2)  เติมอาหารเล้ียงเช้ือพ้ืนฐานท่ีไมมีแหลงคารบอน 200 มิลลิลตรตอ 1 ขวดปฏิกิริยา 
ใสในขวดปฏิกิริยา จากขอ 1 (ภายใตสภาวะไรออกซิเจน) 

 
3)  ทําการปลูกถายเช้ือ จากขอ 4.2 ลงในขวดปฏิกิริยา 1 มิลลิลิตรตอขวด ปดดวยฝา

ของขวดปฏิกิริยาใหสนิท (ภายใตสภาวะไรออกซิเจน) 
 

4)  บมเช้ือท่ี 38 องศาเซลเซียส ในตูบมเช้ือแบบเขยา ท่ีความเร็ว 150 รอบตอนาที เปน
เวลา 72 ช่ัวโมง โดยตั้งโปรแกรมการบันทึกขอมูลคาความดันจากการผลิตแกสทุกๆ 1 ช่ัวโมง 

 
5)  ทํา Blank ดวยวิธีการเดียวกับขอ 1 – 4 แตไมมีการปลูกถายเช้ือลงในขวดปฏิกิริยา 

 
6)  นําคาความดันจากการผลิตแกสท่ีบันทึกดวยโปรแกรมของ ANKOMRF Gas 

Production System ไปคํานวณหาปริมาตรแกสท่ีผลิตไดดวยสูตร: 
 

Vx = VjPpsi×0.068004084 
 
Vx = ปริมาตรแกสท่ีผลิต เม่ือบมเช้ือท่ี 38 องศาเซลเซียส (มิลลิลิตร) 
Vj = ปริมาตรท่ีเหลือของ Reacter หลังการเติมอาหารเล้ียงเช้ือ (มิลลิลิตร) 
Ppsi= คาความดันท่ีบันทึกดวยโปรแกรม ANKOMRF Gas Production System, USA 

(กิโลปาสคาล) 
 



 
 

 

ผลและวิจารณ 
 
การทดลองที่ 1  การคัดเลือกแบคทีเรียยอยสลายเยื่อใยที่มีศักยภาพสูงในการยอยสลายเยื่อใย 
  จากกระเพาะรูเมนของกระบือปลัก 

 

ลักษณะทั่วไปของแบคทีเรียยอยสลายเยื่อใย 
 

การคัดเลือกแบคทีเรียยอยสลายเยื่อใยจากกระเพาะรูเมนกระบือ ทําการแยกเช้ือจาก
แบคทีเรียท้ังหมดจํานวน 1,363 ไอโซเลท ดังแสดงในตารางท่ี 2 พบแบคทีเรียท่ีมีความสามารถใน
การยอยสลายเยื่อใยจํานวน 223 ไอโซเลท คิดเปน 16.36 เปอรเซ็นตของแบคทีเรียท่ีคัดเลือกท้ังหมด
เม่ือทําการศึกษาการยอมติดสีแกรมและรูปรางของเซลล พบวาแบคทีเรียท้ังหมดมีโคโลนีสีขาว
เซลลยอมติดสีแกรมลบท่ีมีรูปรางกลมหรือรูปไข ไมสามารถเคล่ือนท่ีได เช้ือแบคทีเรียจากกระบือท่ี
ไดรับฟางขาวท้ังหมด 813 ไอโซเลท พบแบคทีเรียท่ียอยสลายเยื่อใยของฟางขาวไดดี 86 ไอโซเลท 
คิดเปน 10.57 เปอรเซ็นต เช้ือแบคทีเรียท่ีคัดเลือกจากกระบือท่ีไดรับหญาขนสดท้ังหมด 550 ไอโซ-
เลท พบแบคทีเรียท่ียอยสลายเยื่อใยของหญาขนสดไดดี 137 ไอโซเลท คิดเปน 24.90 เปอรเซ็นต 

 
แบคทีเรียท้ัง 223 ไอโซเลท เปนแบคทีเรียท่ียึดเกาะอยูบนสวนของเยื่อใยของฟางขาวหรือ

หญาขนสดท่ีใสถุงไนลอนแลวนําไปแชในกระเพาะรูเมน ซ่ึงเปนแบคทีเรียท่ีมีความสัมพันธกับ
อาหารท่ีแบคทีเรียเขายึดเกาะ (แบคทีเรียยอยสลายเยื่อใย) เนื่องจากในขั้นตอนของการเก็บตัวอยาง
นั้นไดมีการลางเยื่อใยของฟางขาวหรือหญาขนสดดวยสารละลายทําเจือจางกอนท่ีจะทําการปลูก
ถายลงในอาหารเล้ียงเช้ือ แตอยางไรก็ตาม แบคทีเรียท่ีพบอาจจะไมใชแบคทีเรียยอยสลายเยื่อใย
ท้ังหมด ซ่ึงอาจเปนแบคทีเรียกลุมอ่ืนท่ีมีความสัมพันธกับแบคทีเรียยอยสลายเยื่อใยท่ียึดเกาะอยูบน
เยื่อใย (สุริยะ, 2551; Koike et al. 2003; Sun et al., 2008) แบคทีเรียในกระเพาะรูเมนมีลักษณะของ
เซลลและการยอมติดสีแกรมท่ีมีความหลากหลายแมจะอยูในกลุมเดียวกันหรือชนิดเดียวกัน 
แตลักษณะของเซลลหรือการยอมติดสีแกรมอาจมีความแตกตางกัน แตแบคทีเรียท่ีอยูในกระเพาะ 
รูเมนสวนใหญ (70-80%) เปนแบคทีเรียแกรมลบ โดยเฉพาะอยางยิ่งแบคทีเรียยอยสลายเยื่อใยท่ีพบ
ไดมาก เชน F.succinogenes, Ruminococcus spp. และ Butyrivibrio fibrisolvens ซ่ึงสอดคลองกับ
การทดลองในครั้งนี้ท่ีพบแบคทีเรียยอยสลายเยื่อใยท้ังหมดเปนแบคทีเรียแกรมลบ สวนลักษณะ
เซลลก็เชนกัน แบคทีเรียยอยสลายเยื่อใยสวนใหญมีลักษณะของเซลลกลม เชน Ruminococcus spp. 
ในขณะท่ี F.succinogenes มีลักษณะเซลลรูปไข ซ่ึงการมองผานกลองจุลทรรศนอาจทําใหมองเห็น
เปนลักษณะกลมได (สุริยะ, 2551; Ogimoto and Imai, 1981)  



46 

 

ดังนั้นในการทดลองนี้ พบวาลักษณะเซลลของแบคทีเรียท้ัง 85 สายพันธุ (ตารางท่ี 3) ท่ี
คัดเลือกมานั้นมีรูปรางกลมหรือรูปไขและการยอมติดสีแกรมลบของแบคทีเรียท่ีทําการคัดเลือก
ท้ังหมดนั้นอาจไมใชแบคทีเรียยอยสลายเยื่อใยท่ีพบไดบอยท้ังหมด ดังนั้นจะตองทําการศึกษา
ความสามารถในการยอยสลายเยื่อใยของฟางขาวแบคทีเรียท้ัง 85 สายพันธุ และจะตองทําการ
จําแนกโดยใชลักษณะอ่ืนๆ เปนองคประกอบ เชน การผลิตกรดไขมันท่ีระเหยงาย การบงช่ือเช้ือ
ดวยวิธีการทางดานชีวโมเลกุล 
 
ตารางที่ 2  จํานวนแบคทีเรียยอยสลายเยื่อใยท่ีคัดเลือกจากกระเพาะรูเมนของกระบือปลักท่ีไดรับ
      ฟางขาวและหญาขนสด 
 
Feed Numbers of bacteria isolation (colony) 

Total  Fibrolytic Selection 
Rice straw 813 86 (10.57%) 85 Fresh paragrass 550 137 (24.90%) 
Total 1,363 223 (16.36%) 85 
 
ความสามารถในการยอยสลายเยื่อใยฟางขาวของเชื้อแบคทีเรียบริสุทธิ ์
 

วัดความสามารถในการยอยสลายเยื่อใยของฟางขาวของเช้ือแบคทีเรียบริสุทธ์ิ จํานวน 85 
สายพันธุ เพ่ือคัดเลือกแบคทีเรียท่ีมีความสามารถในการยอยสลายเยื่อใยฟางขาวไดด ีพบแบคทีเรียท่ี
มีความสามารถในการยอยสลายเยื่อใยของฟางขาวท่ีหลากหลาย ซ่ึงแบคทีเรียท่ีสามารถยอยสลาย
เยื่อใยของฟางขาวไดดีท่ีสุด 30 สายพันธุแรก เม่ือบมเช้ือท่ี 38 องศาเซลเซียส เปนเวลา 72 ช่ัวโมง 
(ตารางท่ี 3) โดยแบคทีเรียสายพันธุ PG73 มีความสามารถในการยอยสลายเยื่อใยของฟางขาวไดดี
ท่ีสุด (41.06 เปอรเซ็นตของวัตถุแหง) และแบคทีเรียสายพันธุ PG47 มีความสามารถในการยอย
สลายเยื่อใยของฟางขาวไดต่ําท่ีสุด (3.11 เปอรเซ็นตของวัตถุแหง) ซ่ึงท้ังสองสายพันธุเปนแบคทีเรีย
ท่ีคัดเลือกจากกระเพาะรูเมนของกระบือท่ีไดรับหญาขนสด จากตารางท่ี 4 จะเห็นวาแบคทีเรียท่ี
คัดเลือกมา 85 สายพันธุนั้น เปนแบคทีเรียท่ีคัดเลือกจากกระบือท่ีไดรับฟางขาว จํานวน 23 สาย-
พันธุ คิดเปน 27.06 เปอรเซ็นต และเปนแบคทีเรียท่ีคัดเลือกจากกระบือท่ีไดรับหญาขนสด จํานวน 
62 สายพันธุ คิดเปน 72.94 เปอรเซ็นต พบวาแบคทีเรียท่ีคัดเลือกมาสวนใหญมีความสามารถในการ
ยอยสลายเยื่อใยของฟางขาวอยูในชวง 1-10 เปอรเซ็นตของวัตถุแหง ซ่ึงมีจํานวนท้ังหมด 45 สาย
พันธุ คิดเปน 52.94 เปอรเซ็นต โดยในจํานวนนี้มาจากกระบือท่ีไดรับฟางขาว จํานวน 7 สายพันธุ 
คิดเปน 8.24 เปอรเซ็นต และมาจากกระบือท่ีไดรับหญาขนสด จํานวน 38 สายพันธุ คิดเปน 44.71 
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เปอรเซ็นต รองลงมาคือแบคทีเรียกลุมท่ีมีความสามารถในการยอยสลายเยื่อใยต่ํา (<1%DM) มี
จํานวนท้ังหมด 24 สายพันธุ คิดเปน 28.24 เปอรเซ็นต โดยในจํานวนนี้มาจากกระบือท่ีไดรับฟาง
ขาว จํานวน 4 สายพันธุ คิดเปน 4.17 เปอรเซ็นต และมาจากกระบือท่ีไดรับหญาขนสด จํานวน 20 
สายพันธุ คิดเปน 23.53 เปอรเซ็นต ซ่ึงในจํานวนนี้เปนแบคทีเรีย จํานวน 13 สายพันธุ ท่ีไมสามารถ
ยอยสลาย เยื่อใยของฟางขาวได (0.00 %DM) และอีกกลุมคือแบคทีเรียกลุมท่ีมีความสามารถในการ
ยอยสลายเยื่อใยสูง (>10%DM) มีจํานวนท้ังหมด 16 สายพันธุ คิดเปน 18.82 เปอรเซ็นต สวนใหญ
เปนแบคทีเรียท่ีคัดลือกจากกระเพาะรูเมนของกระบือท่ีไดรับฟางขาว มีจํานวน 12 สายพันธุ คิดเปน 
14.12 เปอรเซ็นต และจากกระเพาะรูเมนของกระบือท่ีไดรับหญาขนสด จํานวน 4 สายพันธุ คิดเปน 
4.71 เปอรเซ็นต  

 
ความสามารถในการยอยสลายเยื่อใยของฟางขาวของเช้ือแบคทีเรียบริสุทธ์ิท้ัง 85 สายพันธุ 

มีหลากหลาย ซ่ึงมีผลมาจากหลายปจจัย ท้ังจากความสามารถในการยอยสลายเยื่อใย ความสามารถ
ในการเจริญในอาหารเล้ียงเช้ือ และความจําเพาะตออาหาร (เยื่อใย) ของแบคทีเรียแตละสายพันธุท่ีมี
ความแตกตางกัน รวมท้ังความสามารถในการใชประโยชนจากเยื่อใย ซ่ึงในฟางขาวมีองคประกอบ
ของลิกนินและซิลิกาอยูสูง ท่ีมีผลตอการเขายอยสลายของแบคทีเรีย ปจจัยตางๆ เหลานี้ลวนมีผลตอ
ความสามารถในการยอยสลายเยื่อใยของแบคทีเรีย (สุริยะ, 2551; Chen et al., 2008; Doyle et al., 
1986; Jung et al., 1993; Kobayashi, 2000; Van Soest, 2006; Varga and Kolver, 1997) แตอยางไรก็
ตามในการทดลองนี้ พบแบคทีเรยี 30 สายพันธุแรก มีความสามารถในการยอยสลายเยื่อใยของฟาง
ขาวไดดี ซ่ึงใน 30 สายพันธุนี้ มีแบคทีเรียท่ีมีความสามารถในการยอยสลายเยื่อใยสูง (>10%DM) 
รวมท้ังส้ิน 16 สายพันธุ ไดแกสายพันธุ RS1, RS3, RS4, RS6, RS7, RS9, RS10, RS11, RS12, 
RS13, RS15, RS16, PG58, PG73, PG75 และ PG85 โดยสวนใหญเปนแบคทีเรียท่ีคัดเลือกจาก
กระเพาะรูเมนของกระบือท่ีไดรับฟางขาว 

 
 จากผลดังกลาวจะเห็นไดวา หากพิจารณาจากลักษณะทางกายภาพ (สัณฐานวิทยาและการ
ยอมติดสีแกรม) แบคทีเรียท่ีอยูในกระเพาะรูเมนของกระบือ อาจมีลักษณะของเซลลท่ีคลายคลึงกัน 
แตผลจากการทดสอบความสามารถในการยอยสลายเยื่อใยของฟางขาวแตกตางกันมาก นั่นแสดง
ใหเห็นในเบ้ืองตนวา แมจะเปนแบคทีเรียกลุมดียวกัน แตความสามารถในผลิตเอนไซมยอยสลาย
เยื่อใยก็อาจมีความแตกตางกัน (Kobayashi, 2006; Sawanon, 2003) ซ่ึงแบคทีเรียท้ัง 30 สายพันธุ 
จําเปนตองไดรับการระบุช่ือดวยวิธีการทางดานชีวโมเลกุล จากนั้นทําการศึกษาความสามารถใน
การยอยสลายเยื่อใยของหญาขน และผงเซลลูโลสบริสุทธ์ิ และศึกษาความสามารถในการผลิต
เอนไซมยอยสลายเยื่อใยของแบคทีเรียท้ัง 30 สายพันธุ ในการทดลองท่ี 2 ตอไป 
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ตารางที่ 3  ลักษณะรูปรางของเซลล การยอมติดสีแกรม และความสามารถในการยอยสลายเยื่อใย
      ฟางขาวของแบคทีเรียท่ีคัดเลือกจากกระเพาะรูเมนของกระบือปลักท่ีไดรับฟางขาว 
      และหญาขน 
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RS1* cocci - 26.04  PG30 cocci - 0.30  PG58* cocci - 10.31 
RS2 cocci - 0.00  PG31 cocci - 0.62  PG59* cocci - 4.41 
RS3* cocci - 27.32  PG32 cocci - 1.91  PG60 cocci - 0.49 
RS4* cocci - 33.90  PG33 cocci - 0.85  PG61 cocci - 1.43 
RS5 cocci - 2.97  PG34 cocci - 2.54  PG62 cocci - 0.00 
RS6* cocci - 16.97  PG35 cocci - 2.51  PG63 cocci - 2.80 
RS7* cocci - 17.77  PG36* cocci - 3.22  PG64 cocci - 2.93 
RS8 cocci - 0.00  PG37* cocci - 3.25  PG65* cocci - 3.43 
RS9* cocci - 17.90  PG38 cocci - 2.79  PG66 cocci - 2.85 
RS10* cocci - 27.77  PG39 cocci - 2.75  PG67 cocci - 2.71 
RS11* cocci - 38.50  RS40 cocci - 2.13  PG68* cocci - 3.22 
RS12* cocci - 23.14  PG41 cocci - 2.79  PG69 cocci - 2.70 
RS13* cocci - 24.87  PG42 cocci - 1.62  PG70* cocci - 4.44 
RS14 cocci - 0.00  PG43 cocci - 0.00  PG71* cocci - 4.25 
RS15* cocci - 21.08  PG44 cocci - 2.77  PG72 cocci - 2.39 
RS16* cocci - 16.75  RS45 cocci - 2.99  PG73* cocci - 41.06 
RS17 cocci - 2.79  PG46* cocci - 4.06  PG74 cocci - 0.00 
PG18 cocci - 2.74  PG47* cocci - 3.11  PG75* cocci - 35.14 
PG19 cocci - 2.64  PG48 cocci - 1.63  PG76* cocci - 8.21 
PG20 cocci - 1.61  PG49 cocci - 2.43  PG77 cocci - 0.80 
PG21* cocci - 7.65  RS50 cocci - 1.32  PG78* cocci - 3.50 
RS22 cocci - 1.91  PG51* cocci - 3.31  PG79 cocci - 0.00 
PG23 cocci - 0.28  PG52 cocci - 2.23  PG80 cocci - 1.23 
PG24 cocci - 2.18  PG53* cocci - 4.97  PG81 cocci - 0.62 
RS25 cocci - 0.74  PG54 cocci - 0.00  PG82 cocci - 0.08 
RS26 cocci - 1.22  PG55 cocci - 0.10  PG83 cocci - 0.00 
PG27 cocci - 0.00  PG56 cocci - 0.63  PG84 cocci - 0.00 
PG28 cocci - 0.00  PG57 cocci - 0.00  PG85* cocci - 23.98 
PG29 cocci - 0.85           
 
หมายเหตุ  * แบคทีเรียยอยสลายเยื่อใยท่ีมีความสามารถในการยอยสลายเยื่อใยของฟางขาวไดด ี 
        หลังบมเช้ือท่ี 38 องศาเซลเซียส เปนเวลา 72 ช่ัวโมง 
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ตารางที่ 4  จํานวนแบคมีเรียท่ีมีความสามารถในการยอยสลายเยื่อใยฟางขาวในหลอดทดลอง  
      ท่ีคัดเลือกจากกระเพาะรเูมนของกระบือปลักท่ีไดรับฟางขาวและหญาขนสด  
      หลังบมเช้ือท่ีอุณหภูมิ 38 องศาเซลเซียส เปนเวลา 72 ช่ัวโมง 

 

Feed Digestibility (%DM) Total <1 1-10 >10 
Rice straw (%) 4 (4.71) 7 (8.24) 12 (14.12) 23 (27.06) 
Fresh grass (%) 20 (23.53) 38 (44.71) 4 (4.71) 62 (72.94) 

Total 24 (28.24) 45 (52.94) 16 (18.82) 85 (100) 
 
ผลผลิตกรดไขมันที่ระเหยงายของแบคทีเรียยอยสลายเยื่อใย 

 
ผลจากการวิเคราะหผลผลิตกรดไขมันท่ีระเหยงายของแบคทีเรียท่ีเจริญในอาหารเล้ียงเช้ือท่ี

มีกลูโคสและเซลโลไบโอสเปนแหลงคารบอน ท้ัง 30 สายพันธุ พบผลผลิตสวนใหญเปน อะซิเตท 
(C2) และบิวทิเรท (C4) ซ่ึงเปนผลผลิตหลักของแบคทีเรียท่ียอยสลายเยื่อใย แบคทีเรียบางสายพันธุ 
มีการผลิตวาเลอเรท (C5) เล็กนอย ไดแกสายพันธุ RS15, PG37, RS46 และ PG47 แตไมพบวามีสาย
พันธุใดท่ีสามารถผลิตโพรพิโอเนท (C3) ได แสดงในตารางท่ี 5 แตอยางไรก็ตามแบคทีเรียสายพันธุ
RS10, RS11, RS13, PG21, PG51, PG53 และ PG76 วิเคราะหไมพบการผลิตกรดไขมันท่ีระเหยงาย 
แบคทีเรียบางสายพันธุมีการผลิตกรดไขมันท่ีระเหยงายเพียงชนิดใดชนิดหนึ่งไดแก แบคทีเรียสาย
พันธุ RS7 และ PG59 มีการผลิตเฉพาะอะซิเตท แบคทีเรียสายพันธุ RS16, PG78 และ PG85 มีการ
ผลิตเฉพาะกรดบิวทิเรท และแบคทีเรียสายพันธุ RS46 และ PG47 มีการผลิตเฉพาะวาเลอเรท 

 
สาเหตุท่ีแบคทีเรียบางสายพันธุไมสามารถผลิตกรดไขมันท่ีระเหยงาย เปนไปไดวา

แบคทีเรียสายพันธุเหลานีไ้มมีการผลิตกรดไขมันท่ีระเหยงาย แตอาจเปนกรดชนิดอ่ืนๆ เชน 
ซัคซิเนท หรือฟอรเมท เปนตน จึงไมสามารถตรวจพบในผลการวิเคราะหครั้งนี้ นอกจากนี้พบวา
แบคทีเรียบางสายพันธุท่ีมีความสามารถในการผลิตวาเลอเรท (สายพันธุ RS15, PG37, RS46 และ 
PG47) ซ่ึงปกติแบคทีเรียท่ีผลิตวาเลอเรทมักพบไดในสัตวเคี้ยวเอ้ืองท่ีไดรับอาหารขนในปริมาณสูง 
ยกตัวอยางเชน Megasphaera elsdenii ซ่ึงเปนแบคทีเรียท่ีไมไดยอยสลายเยื่อใยโดยตรง แต
แบคทีเรียกลุมนีย้ังคงสามารถยอยสลายเยื่อใยอยู (สุริยะ, 2551; Ogimoto and Imai, 1981; Chen and 
Weimer, 2001) ดังนั้นในการทดลองนี้ ผลจากการวิเคราะหกรดไขมันท่ีระเหยงายของแบคทีเรียท้ัง 
30 สายพันธุ จะใชเปนสวนหนึ่งในการบงช้ีขนิดของเช้ือ (Indentification) ซ่ึงใชวิธีการทางดาน
โมเลกุลในการทดลองตอไป 



50 

 

ตารางที่ 5  ผลผลิตกรดไขมันท่ีระเหยงายของแบคทีเรียยอยสลายเยื่อใยท่ีคัดเลือกจากกระเพาะรูเมน
     ของกระบือปลัก เม่ือเจริญในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีน้ําตาลกลูโคสและเซลโลไบโอส 
     เปนแหลงคารบอน 
 
Bacterial 
strain 

VFA Production (mM/l)*  Bacterial 
strain 

VFA Production (mM/l)* 
C2 C3 C4 C5  C2 C3 C4 C5 

RS1 10.9 - 2.1 -  RS46 - - - 0.4 
RS3 9.3 - 4.2 -  PG47 - - - 0.2 
RS4 3.3 - 3.2 -  PG51 - - - - 
RS6 1.7 - 0.3 -  PG53 - - - - 
RS7 0.8 - - -  PG58 5.6 - 4.8 - 
RS9 1.6 - 0.4 -  PG59 6.7 - - - 
RS10 - - - -  PG65 2.9 - 2 - 
RS11 - - - -  PG68 4.3 - 1.8 - 
RS12 2.3 - 1 -  PG70 2.8 - 2.5 - 
RS13 - - - -  PG71 1.6 - 0.6 - 
RS15 0.1 - 0.2 0.2  PG73 4.1 - 2.3 - 
RS16 - - 0.2 -  PG75 4.6 - 2.1 - 
PG21 - - - -  PG76 - - - - 
PG36 0.6 - 0.6 -  PG78 - - 7.0 - 
PG37 0.6 - 0.7 0.1  PG85 - - 0.3 - 
 
หมาเหตุ  * C2 คือ อะซิเตท, C3 คือ โพรพิโอเนท C4 คือ บิวทิเรท และ C5 คือ วาเลอเรท 
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การบงชี้ชนิดของแบคทีเรียยอยสลายเยื่อใยที่คัดเลือกจากกระเพาะรูเมนของกระบือปลัก โดยใช
ความเหมือนของลําดับเบสของ 16S rDNA 
 

จากการนําลําดับเบส 16S rDNA ท่ีมีความยาวประมาณ 900 เบส (ภาพท่ี 9) ของแบคทีเรีย 
30 สายพันธุ ท่ีคัดเลือกมา ไปเปรียบเทียบกับลําดับเบสของ 16S rDNA แบคทีเรียท่ีทราบชนิดใน 
GenBank ดวยวิธีการ BLAST N พบวาแบคทีเรียท่ีแยกได จํานวน 26 สายพันธุ มีลําดับเบสของ 
16S rDNA ใกลเคียงกับ 16S rDNA ของแบคทีเรีย 7 ชนิด ดังแสดงในตารางท่ี 6 ไดแก Butyrivibrio 
sp., Clostridium sp., F. succinogenes, Prevotella sp., Streptococcus sp., Staphylococcus sp. และ 
Selenomonas ruminantium เปนแบคทีเรียท่ียังไมทราบชนิดอีก 4 สายพันธุ ซ่ึงความเหมือนของ 
16S rDNA ของแบคทีเรียท้ัง 7 ชนิด เปรียบเทียบกับ 16S rDNA ของแบคทีเรีย 30 สายพันธุ  
ท่ีคัดเลือกมา อยูในชวง 97.30-100 เปอรเซ็นต 

 
ทําการจัดกลุมความเหมือนของ 16S rDNA ของแบคทีเรียยอยสลายเยื่อใยท่ีคัดเลือก 

จากกระเพาะรูเมนของกระบือปลัก เปรียบเทียบกับลําดับเบสของ 16S rDNA ของแบคทีเรียท่ีอยูใน
ธนาคารยีน ดวยการทํา Multiple-sequence alignment และสรางแผนภูมิตนไมวงศวานวิวัฒนาการ 
(Phylogenetic tree) แบคทีเรียท้ัง 7 ชนิด สามารถจําแนกไดดังแสดงในภาพท่ี 10 ถึง ภาพท่ี 16 

 

 
 

ภาพที่ 9  การตรวจสอบหาดีเอ็นเอเปาหมายในดีเอ็นลูกผสม  
 
 
 
 
 

100 bp 

500 bp 

1000 bp 

900 bp 16S rDNA 
product 

(~900 bp) 
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ตารางที่ 6  การจําแนกความเหมือนของลําดับเบสของ 16S rDNA ของแบคทีเรียยอยสลายเยื่อใย 
     ท่ีคัดเลือกจากกระเพาะรูเมนของกระบือปลัก เปรียบเทียบกับลําดับเบสของ 16S rDNA 
     ของแบคทีเรียท่ีอยูในธนาคารยีน (GenBank) 
 

Bacterial strain GenBank database 
Nearest known bacteria Identity (%) 

RS10 Butyrivibrio  fibrisolvens H10b 885/893 (99.10) 
RS46 Butyrivibrio sp. K3 881/892 (98.77) 
PG76 Butyrivibrio fibrisolvens WH-1 885/892 (99.22) 
PG78 Butyrivibrio fibrisolvens WH-1 891/892 (99.89) 
PG70 Pseudobutyrivibrio ruminis pC-XS7 883/892 (98.99) 
RS15 Clostridium bifermentans JCM 7832 889/891 (99.78) 
RS16 Clostridium bifermentans CM 7832 889/891 (99.78) 
PG58 Clostridium bifermentans SH-C27 887/891 (99.55) 
PG85* Clostridium bifermentans JCM 7832 890/891 (99.89) 
PG59 Clostridium aminophilum 152R-1b 884/892(97.98) 
RS3* Fibrobacter succinogenes R 887/890 (99.66) 
RS4* Fibrobacter succinogenes S85 888/890 (99.89) 
PG73 Fibrobacter succinogenes S85 889/890 (99.89) 
RS1* Prevotella sp 865/889 (97.30) 
RS6 Prevotella sp 865/889 (97.30) 
RS7 Prevotella sp. 866/889 (97.41) 
PG68 Prevotella sp. 326-8 881/887 (99.32) 
PG21 Streptococcus bovis RD09 891/891 (100.00) 
PG37 Streptococcus bovis RD09 876/891 (98.32) 
PG51 Streptococcus bovis RD09 890/891 (99.89) 
PG53 Streptococcus bovis RD09 888/891 (99.66) 
PG65 Streptococcus bovis RD09 890/891 (99.89) 
PG71 Streptococcus bovis RD09 889/891 (99.78) 
PG75 Streptococcus bovis RD09 890/891 (99.89) 
RS12* Staphylococcus sp. MO28 892/894 (99.78) 
RS9 Selenomonas ruminantium S4 887/893 (99.33) 
RS11 Uncultured bacterium clone SWD34 888/891 (99.66) 
PG36 Uncultured bacterium clone ALP15 886/889 (99.66) 
PG47 Uncultured bacterium clone ALP15 886/889 (99.66) 
RS13 Uncultured bacterium  842/900 (93.55) 

 
หมายเหตุ  * แบคทีเรียยอยสลายเยื่อใยท่ีมีความสามารถในการยอยสลายเยื่อใยของฟางขาวไดด ี
        หลังบมเช้ือท่ี 38 องศาเซลเซียส เปนเวลา 72 ช่ัวโมง 
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ภาพท่ี 10 เปนแผนภูมิตนไมวงศวานวิวัฒนาการของ Butyrivibrio sp. โดยใช Eubacterium 
rectal เปน out-group แสดงใหเห็นวา Butyrivibrio sp สามารถแบงออกไดเปน 3 กลุม (Cluster I, II 
และ III) (สุริยะและKobayashi, 2550) ใน Cluster I ประกอบดวย แบคทีเรียท่ีคัดเลือกจากกระเพาะ 
รูเมนของกระบือปลัก สายพันธุ RS10 และ RS46 Cluster II ประกอบดวย สายพันธุ PG76 และ 
PG78 และ Cluster III ประกอบดวย สายพันธุ PG70 แบคทีเรียท่ีคัดเลือกมาท้ัง 5 สายพันธุ (RS10, 
RS46, PG70, PG76 และ PG78) เม่ือทําการยอมติดสีแกรมพบวาท้ังหมดติดสีแกรมลบ และมีเซลล
ลักษณะกลม เม่ือสองดวยกลองจุลทรรศนท่ีกําลังขยาย 1,000 เทา ซ่ึงไมสามารถวัดขนาดของเซลล
ได โดยท่ัวไป B. fibrisolvens เปนแบคทีเรียแกรมลบ มี flagella เซลลมีลักษณะเปนทอน มีความ
ยาวอยูในชวงประมาณ 1-5 ไมโครเมตร และอาจพบเซลลท่ีมีขนาดยาวประมาณ 0.5 ไมโครเมตร 
(Sewell et al., 1988) ซ่ึงเซลลของแบคทีเรียท่ีมีลักษณะกลมบางชนิดก็อาจมีขนาดของเซลล
ประมาณ 1 ไมโครเมตร ไดเชนกัน (Ogimoto and Imai, 1981) จึงเปนไปไดวาแบคทีเรียท่ีพบอาจมี
ลักษณะเซลลเปนทอนส้ัน (Coccoid rods) จึงทําใหมองเห็นเปนลักษณะกลม เม่ือแบคทีเรียเจริญใน
อาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีกลูโคสและเซลโลไบโอส พบวาแบคทีเรียสายพันธุ RS10 และ PG76 วิเคราะห
ไมพบกรดไขมันท่ีระเหยงาย แบคทีเรียสายพันธุ RS46 มีการผลิตวาเลอเรท แบคทีเรียสายพันธุ 
PG70 มีการผลิตอะซิเตทและบิวทิเรท และแบคทีเรียสายพันธุ PG78 มีการผลิตเฉพาะบิวทิเรท 
ถึงแมวา B. fibrisolvens เปนแบคทีเรียท่ีสําคัญในการผลิตบิวทิเรทแตสามารถผลิตกรดชนิดอ่ืนๆ ได 
เชน ฟอรเมท อะซิเตท แลกเตท โพรพิโอเนท และซัคซิเนท (สุริยะ, 2551; Ogimoto and Imai, 1981; 
Suriya, 2003) ดังนั้นในการทดลองนี้ แบคทีเรียสายพันธุท่ีไมพบการผลิตกรดไขมันท่ีระเหยงาย 
อาจใหผลผลิตชนิดอ่ืนท่ีไมไดทําการวิเคราะห หรืออาจเปนเพราะแบคทีเรียดังกลาวไมสามารถใช
ประโยชนกลูโคสและเซลโลโอสในกระบวนการหมักได สวนแบคทีเรียสายพันธุท่ีผลิตวาเลอเรท 
อาจเปน Butyrivibrio sp. สายพันธุใหมท่ีสามารถผลิตวาเลอเรทได แตยังไมปรากฎรายงานเกี่ยวกับ
ความสามารถดังกลาวของแบคทีเรียชนิดนี้ อยางไรก็ตามจําเปนตองมีการศึกษาเพ่ิมเติมใน
รายละเอียดตอไปเพ่ือสนับสนุนขอสมมติดังกลาว 

 
แบคทีเรียสายพันธุ RS10 มีลําดับเบสของ 16S rDNA ท่ีความเหมือนกับ 16S rDNA ของ 

B. fibrisolvens H10b 99.10 เปอรเซ็นต (885/893) สายพันธุ RS46 มีความเหมือนกับ Butyrivibrio 
sp. K3 98.77 เปอรเซ็นต (881/892) สายพันธุ PG70 มีความเหมือนกับ Pseudobutyrivibrio ruminis 
pC-XS7 98.99 เปอรเซ็นต (883/892) และสายพันธุ PG76 และ PG78 มีความเหมือนกับ  
B. fibrisolvens WH-1 99.22 เปอรเซ็นต (885/892) และ 99.89 เปอรเซ็นต (891/892) ตามลําดับ 
(ตารางท่ี 6) จากแผนภูมิตนไมวงศวานวิวัฒนาการ (ภาพท่ี 10) ของ Butyrivibrio sp. ท่ีสามารถแบง
ไดเปน 3 กลุม ซ่ึงแบคทีเรียชนิดนี้เปนแบคทีเรียท่ีมีความนาสนใจ มีความสามารถในการยอย 
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เฮมิเซลลูโลส ไดดีและมีความสามารถในดานอ่ืนอีกหลายประการ (สุริยะ, 2551; Sewell et al., 
1988) นอกจากนี้ใน B. fibrisolvens มีลักษณะพิเศษท่ีไดรับสนใจมาก คือเปนแบคทีเรียท่ีมี 
พลาสมิดอยูภายในเซลล ซ่ีงในปจจุบันไดใชประโยชนในการปรับปรุงและพัฒนายีนของ  
B. fibrisolvens ดวยวิธีการ GMO (Cummins and Ho, 2006; Forano and Flint, 2000)  
สวน Pseudobutyrivibrio ruminis ก็เปนแบคทีเรียท่ีมีความสัมพันธกับแบคทีเรียยอยสลายเยื่อใย 
(Koike et al.,2003; Sundset et al., 2007)  

 

 
 

ภาพที่ 10  แผนภูมิตนไมวงศวานวิวัฒนาการแสดงความสัมพันธของลําดับเบสของ 16S rDNA  
    ของ Butyrivibrio sp. กับแบคทีเรยียอยสลายเยื่อใยท่ีคัดเลือกจากกระเพาะรูเมน 
    ของกระบือปลัก 

RS46
Uncultured rumen bacterium
Butyrivibrio sp. K3

Butyrivibrio sp. A
Butyrivibrio sp. 3

Butyrivibrio sp . Mz9
B.fibrisolvens 16.4

B.fibrisolvens H10b
B.fibrisolvens 49
B.fibrisolvens NCDO 222398.9

RS10
B.fibrisolvens NCDO 2397

PG78
Butyrivibrio fibrisolvens

B.fibrisolvens OR79
B.fibrisolvens OB236
B.fibrisolvens NCDO 2249
Butyrivibrio sp. JK612
B.fibrisolvens WH-1

P.xylanivorans
P.ruminis M80

P.ruminis Ce4
B.fibrisolvens OR35

93.6

95.4

94.6

PG76
P.ruminis CF1b
B.fibrisolvens NCDO2399
B.fibrisolvens CF3

B.fibrisolvens EAT6
Uncultured bacterium clone GRC110

P.ruminis pC-XS2
Pseudobutyrivibrio

P.ruminis pC-XS6
PG70

P.ruminis L4
Eubacterium rectale

0.005

Cluster I 

Cluster III 

Cluster II 
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 ภาพท่ี 11 เปนแผนภูมิตนไมวงศวานวิวัฒนาการของ Clostridium spp. โดยใช 
Syntophobacter wolinii เปน out-group แสดงใหเห็นวา Clostridium spp.สามารถแบงออกไดเปน  
3 กลุม (Cluster I, II และ III) (Nelson et al. 1998) แบคทีเรียสายพันธุ RS15, RS16, PG58 และ
PG85 อยูใน Cluster I ในขณะท่ี สายพันธุ PG59 อยูใน Cluster III สวน แบคทีเรียท่ีคัดเลือกมาท้ัง 
5 สายพันธุ (RS15, RS16, PG58, PG59 และ PG85) เม่ือทําการยอมติดสีแกรมพบวาท้ังหมดติดสี 
แกรมลบ และเม่ือสองดวยกลองจุลทรรศนท่ีกําลังขยาย 1,000 เทา พบเซลลมีลักษณะกลม 
แบคทีเรียในกลุม Clostridium sp. เปนแบคทีเรียแกรมลบบางครั้งอาจพบเปนแกรมบวก (Collins, et 
al. 1994) มีเซลลลักษณะเปนทอนยาวประมาณ 1-15 ไมโครเมตร สามารถสรางสปอรได  
อยางไรก็ตามดังท่ีไดอธิบายในขางตนวาแบคทีเรียท่ีมีลักษณะกลมบางชนิดก็อาจมีขนาดของเซลล
ประมาณ 1 ไมโครเมตร ไดเชนกัน (Ogimoto and Imai, 1981) ดังนั้นแบคทีเรียท่ีพบนี้อาจมีเซลลท่ี
มีลักษณะเปนทอนส้ัน ท่ีมีความยาวประมาณ 1 ไมโครเมตร จึงทําใหมองเห็นเปนลักษณะกลม 
Clostridium sp. เปนแบคทีเรียอีกกลุมหนึ่งท่ีมีความสามารถในการยอยสลายเยื่อใย (สุริยะ, 2551; 
Marichemy and Mattiasson, 2005; Monica et al.,2007; Sharma and Hobson, 1985) เม่ือเจริญใน
อาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีกลูโคสและเซลโลไบโอส พบวาแบคทีเรียสายพันธุ RS15 มีการผลิตอะซิเตท 
บิวทิเรท และวาเลอเรท แบคทีเรียสายพันธุ PG59 มีการผลิตเฉพาะอะซิเตท สายพันธุ RS16 และ
PG85 ผลิตเฉพาะบิวทิเรท และสายพันธุ PG58 ผลิตท้ังอะซิเตทและบิวทิเรท ปกติแบคทีเรียในกลุม
Clostridium sp. โดยท่ัวไปใหผลิตสุดทายท่ีไดจากกระบวนการหมัก คือ ฟอรเมท อะซิเตท บิวทิเรท 
เอทานอล คารบอนไดออกไซด และแกสไฮโดรเจน ซ่ึงมีความแตกตางกันในแตละสายพันธุ  
(สุริยะ, 2551) 
 
 แบคทีเรียสายพันธุ RS15, RS16 และ PG85 มีลําดับเบสของ 16S rDNA ท่ีความเหมือนกับ
16S rDNA ของ C. bifermentans JCM7832 99.78 เปอรเซ็นต (889/891), 99.78 เปอรเซ็นต
(889/891) และ 99.89 เปอรเซ็นต (890/891) ตามลําดับ แบคทีเรียสายพันธุ PG58 มีความเหมือนกับ
C. bifermentans SH-C27 99.55 เปอรเซ็นต (887/891) และแบคทีเรียสายพันธุ PG59 มีความ
เหมือนกับ C. aminophilum 152R-1b 97.98 เปอรเซ็นต (884/892) (ตารางท่ี 6) จากแผนภูมิตนไม
วงศวานวิวัฒนาการ (ภาพท่ี 11) ของ Clostridium spp. ท่ีสามารถแบงไดเปน 3 กลุม ซ่ึง 
C. bifermentans เปนแบคทีเรียท่ีมีความหลากหลาย ซ่ึงนอกจากในกระเพาะรูเมนแลวยังสามารถพบ
ไดในสภาพแวดลอมอ่ืนๆ เชน โรงงานอุตสาหกรรมบางแหงใช C. bifermentans บางสายพันธุใน
การบําบัดของเสียในระบบบําบัดของเสียแบบไมใชออกซิเจน (Joe et al., 2008; Wang et al., 2003) 
หรือระบบระบายของเสียจากฟารมโคนมพบแบคทีเรียสายพันธุท่ีมีความสัมพันธกับสวนของ
ของแข็งประเภทเยื่อใยท่ีมาจากพืชอาหารสัตวในฟารม (Sharma and Hobson, 1985) จากรายงาน
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ของ Sundset และคณะ (2007) ท่ีศึกษาความหลากหลายของแบคทีเรียในกระเพาะรูเมนของกวางปา 
(Reindeer) พบวา C. bifermentans บางสายพันธุเปนแบคทีเรียท่ีมีความสัมพันธกับแบคทีเรียท่ีมี
ความสามารถในการยอยสลายเยื่อใย นอกจากนี้ แบคทีเรียสายพันธุ PG59 ท่ีมีความเหมือนกับ 
C. aminophilum 152R-1b ซ่ึงเปนแบคทีเรียแกรมบวก เซลลมีลักษณะรูปไข สามารถยอยเปปไทด
และกรดอะมิโน และมีผลผลิตจากการหมักเปนอะซิเตทและบิวทิเรท แตอยางไรก็ตามพบวา
แบคทีเรียสายพันธุ PG59 มีความสามารถในการยอยเยื่อใยของฟางขาวไดและมีการผลิตอะซิเตท  
 

 
 
ภาพที่ 11  แผนภูมิตนไมวงศวานวิวัฒนาการแสดงความสัมพันธของลําดับเบสของ 16S rDNA  
    ของ  Clostridium spp. กับแบคทีเรียยอยสลายเยื่อใยท่ีคัดเลือกจากกระเพาะรูเมน 
    ของกระบือปลัก 

PG85
RS15

PG58
C.bifermentans SH-C20
C.bifermentans SH-C27
C.bifermentans MKA-1
C.bifermentans CM C76
C.bifermentans SL186
Swine manure bacterium RT 4B
C.bifermentans DPH-1
Swine manure bacterium RT-1A
Swine fecal bacterium RF2B-Pec
C.bifermentans IBUN -179
C.bifermentans SN17
C.bifermentans SH-C14
C.bifermentans SH-C65
C.bifermentans JCM 7832
C.bifermentans SH-C58
C.bifermentans SH-C5

RS16
Swine fecal bacterium RF1A-Cel

C.bifermentans IBUN-181
C.sordellii BG-C22
C.sordellii BG-C96

98.3

100
Clostridium aminophilum
C.aminophilum 152R-1b

PG59

99.9

Uncultured bacterium clone J2Q
Uncultured clone J2Q101 44D06

99.8

100
C.symbiosum 69

99.3

C.proteoclasticum B316
Swine fecal bacterium SD -Pec2

Clostridium sp. RT2
C.xylanolyticum

100

91.4

100
C.coccoides 8F
Eubacterium cellulosolvens 6
C.polysaccharolyticum

C.herbivorans
E.ruminantium

100

95.3

Cellulosilyticum ruminicola  H1

94

100

Ruminococcus albus 7
Ruminococcus flavefaciens Y1

Syntrophobacter wolinii DSM 28

100

99.9

0.01

Cluster III 

Cluster I 

Cluster II 
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 ภาพท่ี 12 เปนแผนภูมิตนไมวงศวานวิวัฒนาการของ F. succinogenes โดยใช 
Flavobacterium sp. เปน out-group แสดงใหเห็นวา F. succinogenes สามารถแบงออกไดเปน 
4 กลุม (Cluster I, II, III และ IV) (Shinkai et al. 2003) แบคทีเรียท่ีคัดเลือกจากกระเพาะรูเมนของ
กระบือปลัก สายพันธุ RS3 อยูใน Cluster I สวนอีก 2 สายพันธุ ไดแก RS4 และ PG73 อยูใน 
Cluster II แบคทีเรียท้ัง 3 สายพันธุ ติดสีแกรมลบ และเม่ือสองดวยกลองจุลทรรศนท่ีกําลังขยาย 
1,000 เทา พบเซลลมีลักษณะกลม แบคทีเรียในกลุม F. succinogenes มีลักษณะเซลลเปนทอนส้ัน
คลายรูปไข มีความยาวประมาณ 0.3-1.5 ไมโครเมตร F. succinogenes เปนแบคทีเรียกลุมหลักท่ีมี
บทบาทสําคัญในการยอยสลายเยื่อใยในกระเพาะรูเมน ซ่ึงมีความหลากหลายของสายพันธุ 
เม่ือเจริญในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีกลูโคสและเซลโลไบโอส พบวาแบคทีเรียท้ัง 3 สายพันธุ มีการผลิต 
อะซิเตทและบิวทีเรท ปกติ F. succinogenes โดยท่ัวไปใหผลิตสุดทายท่ีไดจากการหมัก คืออะซิเตท
และซัคซิเนทหรือบางสายพันธุอาจผลิตฟอรเมทและวาเลอเรท (สุริยะ, 2551; Ogimoto and Imai, 
1981; Maillet et al. 2004) แตพบวาแบคทีเรียท่ีคัดเลือกมานั้นมีการผลิตบิวทีเรท ซ่ึงยังไมเคยมี
รายงานวาแบคทีเรียกลุมนี้สามารถผลิตบิวทิเรทได 
 
 อยางไรก็ตามใน ตารางท่ี 6 จะเห็นวาแบคทีเรียสายพันธุ RS3 มีลําดับเบสของ 16S rDNA 
ท่ีความเหมือนกับ 16S rDNA ของ F. succinogenes R 99.66 เปอรเซ็นต (887/890), แบคทีเรียสาย
พันธุ RS4 และ PG73 มีความเหมือนกับ F. succinogenes S85 99.89 เปอรเซ็นต (888/890)  
และ 99.89 เปอรเซ็นต (889/890) ตามลําดับ F. succinogenes เปนแบคทีเรียท่ีพบไดท่ัวไปใน
กระเพาะรูเมนของสัตวเคี้ยวเอ้ืองและในระบบทางเดินอาหารสวนทาย (ลําไสใหญและไสติ่ง)  
ของสัตวกระเพาะเดี่ยวท่ีกินพืชเปนอาหารหลัก ความสามารถในการยอยสลายเยื่อใยในกระเพาะ 
รูเมนของแบคทีเรียกลุมนี้มีความหลากหลายมาก และเปนแบคทีเรียท่ีมีความสําคัญในการยอยสลาย
เยื่อใยในกระเพาะรูเมนเปนอยางมาก โดยเฉพาะในสัตวเคี้ยวเอ้ืองท่ีไดรับอาหารหยาบเปนหลัก 
(Brigitte et al., 2001; Chen and Weimer, 2001; Kobayashi, 2006; Maillet et al. 2004;  
Montgomery et al.1988; Satoshi et al., 2007; Sun et al., 2008; Shinkai, 2003; Weimer, 1998)  
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ภาพที่ 12  แผนภูมิตนไมวงศวานวิวัฒนาการ แสดงความสัมพันธของลําดับเบสของ 16S rDNA
    ของ F. succinogenes กับแบคทีเรียยอยสลายเยื่อใยท่ีคัดเลือกจากกระเพาะรูเมน 
    ของกระบือปลัก 

F. succinogenes AS206
F. succinogenes AS225
RS3

F. succinogenes ATCC19169
F. succinogenes R
F. succinogenes RS223

F. succinogenes AS213
F. succinogenes OS117
F. succinogenes AS226

F. succinogenes AS220
F. succinogenes RS225

F. succinogenes U
F. succinogenes RS224

F. succinogenes AS221
F. succinogenes AS216
F. succinogenes OS119

F. succinogenes H
F. succinogenes OS109
F. succinogenes RS220
F. succinogenes OS103

F. succinogenes S85
 F. succinogenes RS230
RS4
PG73

F. succinogenes RS235
F. succinogenes OS120

F. succinogenes RS215
F. succinogenes RS214
F. succinogenes OS128

F. succinogenes BL2
F. succinogenes FE

D.detoxificans NPOH3
D.detoxificans NPOH2
Denitrobacterium detoxificans MAJ1

100

100
Flavobacterium sp.

0.02

Cluster III 

Cluster II 

Cluster IV 

Cluster I 
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 ภาพท่ี 13 เปนแผนภูมิตนไมวงศวานวิวัฒนาการของ Prevotella spp. โดยใช Aquifex 
pyrophilus เปน out-group แสดงใหเห็นวา Prevotella spp.สามารถแบงออกไดเปน 3 กลุม 
(Cluster I, II และ III) (Whitford et al. 1998) แบคทีเรียสายพันธุ PG68 อยูใน Cluster III  
และใน Cluster I ประกอบดวยแบคทีเรียท่ีคัดเลือกจากกระเพาะรูเมนของกระบือปลัก สายพันธุ 
RS1, RS6 และ RS7 แบคทีเรียท้ัง 4 สายพันธุยอมติดสีแกรมลบ เม่ือสองดวยกลองจุลทรรศน 
ท่ีกําลังขยาย 1,000 เทา พบเซลลมีลักษณะกลม ลักษณะโดยท่ัวไป Prevotella sp. เปนแบคทีเรีย 
แกรมลบท่ีมีลักษณะเซลลเปนทอน มีความยาวประมาณ 0.8-2.5 ไมโครเมตร เซลลอาจมีลักษณะ
เปนทอนส้ัน ทําใหมองเห็นเปนลักษณะกลม เม่ือเจริญในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีกลูโคสและ 
เซลโลไบโอส พบวาแบคทีเรียสายพันธุ RS1, RS6 และ PG68 มีการผลิตอะซิเตทและบิวทิเรท  
สวนสายพันธุ RS7 ผลิตเฉพาะอะซิเตท อยางไรก็ตาม Prevotella sp. บางสายพันธุ เชน Prevotella 
subsp. ruminicola มีการผลิตซัคซิเนท อะซิเตท ฟอรเมท โพรพิโอเนท บิวทิเรท ไอโซบิวทิเรท  
ไอโซวาเลอเรท และแลคเตทได (Ogimoto and Imai, 1981) จากตารางท่ี 6 จะเห็นวาแบคทีเรีย 
สายพันธุ RS1, RS6 และ RS7 มีลําดับเบสของ 16S rDNA ท่ีความเหมือนกับ 16S rDNA ของ 
Prevotella sp. 97.30 เปอรเซ็นต (865/889), 97.30 เปอรเซ็นต (865/889) และ 97.41 เปอรเซ็นต 
(866/889) ตามลําดับ สวนสายพันธุ PG68 มีความเหมือนกับ Prevotella sp. 326-8 99.32 เปอรเซ็นต 
(881/887)  
 
 Prevotella spp. เปนแบคทีเรียอีกกลุมหนึ่งท่ีพบมากในกระเพาะรูเมนของสัตวเคี้ยวเอ้ือง 
มีบทบาทสําคัญในการยอยเฮมิเซลลูโลส เพคติน และโปรตีน และสามารถผลิตเอนไซมเซลลูเลสได
ซ่ึงสามารถยอยเซลลูโลสสายส้ันได แตไมสามารถปลดปลอยเซลลูเลสออกนอกเซลลมายอย
เซลลูโลสบนผนังเซลลของพืชได (สุริยะ, 2551) อยางไรก็ตามจาก ตารางท่ี 2 จะเห็นวาแบคทีเรียท่ี
คัดเลือกมานั้นมีความสามารถในการยอยสลายเยื่อใยของฟางขาวได แบคทีเรียกลุมนี้เปนแบคทีเรีย
กลุมใหญท่ีมีความหลากหลายมาก จากภาพท่ี 13 จะเห็นวา P. ruminicola สายพันธุตางๆ เชน 
P. ruminicola TC2-3, P.albensis M348 และ P. ruminicola 223/M2/7 หรือ P. bryantii B14  
ใน Cluster II ซ่ึงเปนแบคทีเรียท่ีอยูในกระเพาะรูเมน แตแบคทีเรียกลุมดังกลาวก็สามารถพบไดใน 
ชองปากของมนุษย เชน P. oralis H1-2, P. oralis ATCC 33269 เปนตน สอดคลองกับการรายงาน
ของ Avgustin และคณะ (2001) ซ่ึงอธิบายวาเปนไปไดวาอาจพบแบคทีเรียกลุมท่ีคัดเลือกมา 
ในชองปากของสัตวเคี้ยวเอ้ือง และเม่ือมีการเคี้ยวเอ้ืองและกลืนอาหารลงไปในกระเพาะรูเมน ทํา
ใหมีการพัฒนาของแบคทีเรียดังกลาวอยูในกระเพาะรูเมนดวย เชนเดียวกันกับแบคทีเรียท่ีคัดเลือก
มาจะเห็นไดวาใน Cluster I แบคทีเรียสายพันธุ PG68 อยูในกลุมเดียวกับแบคทีเรียท่ีไมใชแบคทีเรีย
ในกระเพาะรูเมน อยางไรก็ตามใน Cluster I แบคทีเรยีสายพันธุ RS1, RS6 และ RS7 จัดอยูในกลุม
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ของ P. ruminicola ท่ีอยูในกระเพาะรูเมน Fondevila และ Dehority (1996) รายงานวา P. ruminicola  
สามารถชวยเพ่ิมความสามารถในการยอยสลายเยื่อใยของแบคทีเรียยอยสลายเยื่อใยได  
(R. flavefaciens และ F. succinogenes) เม่ือเจริญรวมกัน นอกจากนี้แบคทีเรียท่ีคัดเลือกมานั้นมี
ความเหมือนกับ P. ruminicola แตอยางไรก็ตามพบวาแบคทีเรียกลุมนี้มีความสามารถในการยอย
สลายเยื่อใยของฟางขาวได  (ตารางท่ี 2) และนอกจากนี้  P. ruminicola บางสายพันธุ มี 
Bacteriophages และ Plasmid อยูภายในเซลล ซ่ึงมีความสําคัญในการพัฒนายีนของแบคทีเรียกลุมนี้ 
ดังนั้นแบคท่ีเรียท่ีคัดเลือกไดอาจเปน P. ruminicola สายพันธุใหมท่ีมีบทบาทสําคัญในการยอย
สลายเยื่อใยในกระเพาะรูเมนของกระบือปลัก 
 

 
 
ภาพที่ 13  แผนภูมิตนไมวงศวานวิวัฒนาการ แสดงความสัมพันธของลําดับเบสของ 16S rDNA 
    ของ Prevotella spp. กับแบคทีเรียยอยสลายเยื่อใยท่ีคัดเลือกจากกระเพาะรูเมน 
    ของกระบือปลัก 

P.ruminicola TF2-5
P.brevis GA33

P.aff.ruminicola Tc2-24
Unidentified rumen bacterium RC29

Unidentifie rumen bacterium RFN36
Prevotella sp.

98.1

P.ruminicola ATCC 19189
P.ruminicola L1699.9
Uncultured rumen bacterium

Uncultured Prevotella sp. L4M2
RS1
RS7
RS698.0

90.6

96.1

97.8

P.ruminicola TC2-28
P.corporis ATCC 3347

P.pallens PT015
P.oulora
P.albensis M348

Prevotella sp. 152R-1a
P.oralis ATCC 33269

P.oralis H1-2100
P.ruminicola 223/M2/7
P.ruminicola TC2-3

P.bryantii B14

100

99

B.heparinolyticus F0110
P.heparinolytica  ATCC
Uncultured Prevotellaceae (0ral)

PG68
Prevotella sp. 326-8

100

P.zoogleoformans

99.4

B.fragilis
B.vulgatus

100

Bacteroides distansonis

100

Escherichia

100

Aquifex pyrophilus

0.02

Cluster I 

Cluster III 

Cluster II 
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 ภาพท่ี 14 เปนแผนภูมิตนไมวงศวานวิวัฒนาการของ Streptococcus spp. โดยใช 
Lactococcus เปน out-group แสดงใหเห็นวา Streptococcus spp.สามารถแบงออกไดเปน 2 กลุม 
(Cluster I และ II) (Nelson et al. 1998) ใน Cluster I เปนแบคทีเรียท่ีไมใชแบคทีเรียในกระเพาะ 
รูเมน และ Cluster II เปนแบคทีเรียท่ีคัดเลือกจากกระเพาะรูเมนของกระบือปลักสายพันธุ PG21, 
PG37, PG51, PG53, PG65, PG71 และ PG75 อยูใน Cluster I แบคทีเรียท้ัง 7 สายพันธุยอมติดสี 
แกรมลบ เม่ือสองดวยกลองจุลทรรศนท่ีกําลังขยาย 1,000 เทา พบเซลลมีลักษณะกลม โดยท่ัวไป 
Streptococcus spp. เปนแบคทีเรียแกรมบวกท่ีมีลักษณะเซลลกลม แตบางครั้งอาจพบเปนแกรมลบ 
(สุริยะ, 2551) เม่ือเจริญในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีกลูโคสและเซลโลไบโอส พบวาแบคทีเรียสายพันธุ 
PG21, PG51 และ PG53 ไมการผลิตกรดไขมันท่ีระเหยงาย สายพันธุ PG37, PG65, PG71 และ 
PG75 มีการผลิตอะซิเตทและบิวทิเรท นอกจากนี้ในสายพันธุ PG37 ยังมีการผลิตวาเลอเรทดวย 
Streptococcus sp. บางสายพันธุ เชน S. bovis มีการผลิตฟอรเมท อะซิเตท เอทานอล และแลคเตท 
(สุริยะ, 2551) แตไมพบรายงานเกี่ยวกับการผลิตวาเลอเรทของแบคทีเรียชนิดนี้ สวนแบคทีเรีย 
บางสายพันธุท่ีไมพบการผลิตกรดไขมันท่ีระเหยงาย ในการทดลองนี้ แบคทีเรียบางสายพันธุ
ดังกลาวอาจใหผลผลิตชนิดอ่ืนท่ีไมไดทําการวิเคราะห จากตารางท่ี 6 จะเห็นวาแบคทีเรียสายพันธุ 
PG21, PG37, PG51, PG53, PG65, PG71 และ PG75 มีลําดับเบสของ 16S rDNA ท่ีความเหมือนกับ 
16S rDNA ของ S. bovis RD09 100 เปอรเซ็นต (891/891), 98.32 เปอรเซ็นต (876/891), 99.89 
เปอรเซ็นต (890/891), 99.66 เปอรเซ็นต (888/891), 99.89 เปอรเซ็นต (890/891), 99.78 เปอรเซ็นต 
(889/891) และ 99.89 เปอรเซ็นต (890/891) ตามลําดับ แบคทีเรียท่ีคัดเลือกมา  
 
 S. bovis เปนแบคทีเรียท่ีพบมากในกระเพาะรูเมนของสัตวท่ีไดรับอาหารขนปริมาณสูงๆ 
และสามารถเจริญไดดีในสภาวะความเปนกรดสูง มีบทบาทสําคัญในการยอยแปงและน้ําตาล และ 
S. bovis บางสายพันธุสามารถยอยเพคตินได (สุริยะ, 2551; Russel et al. 1981) แตอยางไรก็ตามใน
การทดลองพบวาแบคทีเรียท่ีคัดเลือกมานั้นมีบางสายพันธุ (PG75) ท่ีมีความสามารถในการยอย
สลายเยื่อใยของฟางขาวไดด ีซ่ึงไมพบวาเคยมีรายงานเกี่ยวกับความสามารถในการยอยสลายเยื่อใย
ของ S. bovis ดังนั้นแบคทีเรียท่ีคัดเลือกไดเหลานี้จึงอาจเปน S. bovis สายพันธุใหมท่ีมีบทบาทใน
การยอยสลายเยื่อใยในกระเพาะรูเมนของกระบือปลัก 
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ภาพที่ 14  แผนภูมิตนไมวงศวานวิวัฒนาการ แสดงความสัมพันธของลําดับเบสของ 16S rDNA 
    ของ Streptococcus spp. กับแบคทีเรียยอยสลายเยื่อใยท่ีคัดเลือกจากกระเพาะรูเมน 
    ของกระบือปลัก 

Uncultured bacterium clone 1101352057992
S.lutetiensis 907S.lutetiensis 856
S.lutetiensis 845S.lutetiensis 790
S.infantarius GMRS2
S.infantarius 864S.bovis Sb R1
S.bovis C14b1S.bovis SbH1Rumen bacterium 38-H 36
Streptococcus bovisS.bovis JB1
S.equinus NRIC 1535S.infantarius 908S.luteciae NEM 760

PG75PG71PG51 PG37PG53PG65S.bovis RD09
Uncultured bacterium clone 1103200830709.S.infantariusS.sp.LRC 0476
S.lutetiensis 857
S.lutetiensis 854S.lutetiensis 843
S.luteciae  NEM 782
S.infantarius CIP 106107S.equinus KLDS 3.0603
S.bovis NCFB 2476S.bovis B315
S.bovis Sb5
PG21 S.pneumoniae SI P7

Streptococcus sp. SRC DSC6S.mitis CIP 104997S.sanguinis SK36
S.sanguinis CCRI-282S.sanguinis GRTE15B

95.6

Uncultured bacterium clone MB0
99.7

S.sanguinis TTE17
100

S.sanguinis ChDC B203
Uncultured Streptococcus sp. clone 3.2

97.9

S.genomo sp.S.parasanguinis ATCC 15909
S.genomo sp. C7S.oralis CIP 105158
S.parasanguinis PTO10
S.oralis CIP 104985S.parasanguinis
S.parasanguinis ATCC 15912S.australis

96

100

100

Lactococcus

0.005

Cluster II 

Cluster I 
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 ภาพท่ี 15 เปนแผนภูมิตนไมวงศวานวิวัฒนาการของ Staphylococcus spp. โดยใช 
Flavobacterium sp. เปน out-group จะเห็นวามีแบคทีเรียท่ีคัดเลือกมาจากกระเพาะรูเมนของกระบือ
ปลักเพียง 1 สายพันธุ คือ สายพันธุ RS12 เม่ือสองดวยกลองจุลทรรศนท่ีกําลังขยาย 1,000 เทา  
พบเซลลมีลักษณะเซลลกลม ยอมติดสีแกรมลบ เม่ือเจริญในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีกลูโคสและ 
เซลโลไบโอส พบวามีการผลิตอะซิเตทและบิวทิเรท สายพันธุ RS12 เปนสายพันธุท่ีมีความ
เหมือนกับ Staphylococcus spp. จากภาพแผนภูมิตนไม จะเห็นวา Staphylococcus spp. สายพันธุ
ตางๆ ซ่ึงเปนแบคทีเรียท่ีอยูในกระเพาะรูเมนและไมใชแบคทีเรียท่ีอยูในกระเพาะรูเมน มี
ความสัมพันธของ 
16S rDNA ท่ีใกลเคียงกันมาก 
 
 Staphylococcus spp. เปนแบคทีเรียท่ีมีความหลากหลาย อาจพบไดท้ังแกรมลบหรือแกรม
บวก (Kodjikian et al., 2003; Laukova, 1994; McLean, 1985; Otto, 2009; Sundset et al., 2007) 
ซ่ึงสามารถพบไดในส่ิงแวดลอม ในผลิตภัณฑอาหาร หรือในกระเพาะรูเมนของสัตวเคี้ยวเอ้ือง เชน 
S. epidermidis บางสายพันธุ ท่ีพบวาเปนเช้ือโรคในระบบการมองเห็น (Kodjikian et al., 2003) 
หรือ S. xylosus ท่ีพบในนมโคหรือนมแกะ (Simonova et al., 2006) แตสามารถพบไดในกระเพาะ 
รูเมนของสัตวเคี้ยวเอ้ืองซ่ึงเปนแบคทีเรียท่ีมีบทบาทหลักในการยอยสลายยูเรียอีกดวย ใหผลผลิต
จากการหมักเปนแอมโมเนียและแลคเตท (Laukova, 1994; McLean, 1985; Van Wyk, 1975; 
Sundset et al., 2007) ตารางท่ี 6 จะเห็นวาแบคทีเรียสายพันธุ RS12 มีลําดับเบสของ 16S rDNA ท่ี
ความเหมือนกับ 16S rDNA ของ Staphylococcus sp. MO28 99.78 เปอรเซ็นต (892/894) อยางไรก็
ตามแบคทีเรียสายพันธุ RS12 มีความสามารถในการยอยสลายเยื่อใยของฟางขาวไดดี (ตารางท่ี 2) 
และใหผลผลิตจากการหมักเปนอะซิเตทและบิวทิเรท ซ่ึงไมพบการรายงานเกี่ยวกับคุณสมบัติ
ดังกลาวของ Staphylococcus spp. ดังนั้นแบคทีเรียท่ีคัดเลือกไดเหลานี้จึงอาจเปน Staphylococcus 
spp. สายพันธุใหมท่ีมีบทบาทในการยอยสลายเยื่อใยในกระเพาะรูเมนของกระบือปลัก 
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ภาพที่ 15  แผนภูมิตนไมวงศวานวิวัฒนาการ แสดงความสัมพันธของลําดับเบสของ 16S rDNA 
    ของ Staphylococcus spp. กับแบคทีเรียยอยสลายเยื่อใยท่ีคัดเลือกจากกระเพาะรูเมน 
    ของกระบือปลัก 

S.epidermidis BBAR7-13d
S.epidermidis AceN-1
S.epidermidis BQN3N-03d
S.epidermidis CCGE3096
S.epidermidis MB
Staphylococcus sp. PaD1.43b-16
S.epidermidis BQN1P-01d

RS12
S.epidermidis 10-310
Staphylococcus sp. MO28
S.epidermidis 34-610
Staphylococcus sp. PaD1.45a
Staphylococcus sp. 15-1-1
S.epidermidis EHFS1-S06Hb
 S.epidermidis CCGE2290
Lysinibacillus
S.epidermidis BBEN-01d
S.epidermidis IMAU-10205
S.epidermidis LBS4
Staphylococcus sp. PaH2.43b
Staphylococcus sp. PaD1.45b1
Staphylococcus sp. MOLA-524
S.epidermidis KL-004

S.epidermidis CCGE2057
S.epidermidis BQN1R-01d

S.epidermidis CCGE2317

S.epidermidis LBS3
S.capitis urealyticus MAW  8436
S.epidermidis BQN1N-02d
S.hominis
S.hominis 3A5

99

93.9S.aureus S10
S.warneri CCGE3121
S.warneri LNP2

S.cohnii urealyticus CTDE2
S.cohnii urealyticus GTC 728

S.saprophyticus
S.saprophyticus BBAPs-02
S.xylosus
S.xylosus 1ME

93.1

94.5

93.1
S.gallinarum ATCC 35539
S.gallinarum JS-1091.9

S.gallinarum BBAL-01d
S.lentus
S.lentus CICCHLJ Q29100
Flavobacterium sp.

0.01
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 ภาพท่ี 16 เปนแผนภูมิตนไมวงศวานวิวัฒนาการของ S. ruminatium โดยใช Megasphaera 
elsdenii เปน out-group แสดงใหเห็นวา S. ruminantium สามารถแบงออกไดเปน 2 กลุม (Cluster I 
และ II) (Sawanon, 2003) จะเห็นวามีแบคทีเรียท่ีคัดเลือกมาจากกระเพาะรูเมนของกระบือปลัก 
เพียง 1 สายพันธุ คือ สายพันธุ RS9 ท่ีมีความเหมือนกับ S. ruminantium ซ่ึงอยูใน Cluster I เม่ือสอง
ดวยกลองจุลทรรศน ท่ีกําลังขยาย 1,000 เทา พบเซลลมีลักษณะเซลลกลมรูปไขตอกันเปนสายส้ันๆ  
ยอมติดสีแกรมลบ เม่ือเจริญในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีกลูโคสและเซลโลไบโอส มีการผลิต อะซิเตท
และบิวทิเรท ลักษณะโดยท่ัวไปของ S. ruminantium มีลักษณะเซลลเปนทอนคลาย เส้ียวพระจันทร 
ยอมติดสีแกรมลบ มี Flagella เซลลมีความยาวประมาณ 2-10 ไมโครเมตร สามารถใชน้ําตาลได
หลากหลายชนิด แตไมสามารถยอยเซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส หรือเพคตินบนผนังเซลลพืชได  
มีผลผลิตจากการหมักเปน แลคเตท โพรพิโอเนท อะซิเตท และซัคซิเนท และเปนแบคทีเรียท่ีมี
บทบาทสําคัญในการผลิตโพรพิเนท คือสามารถเปล่ียนซัคซิเนทหรือแลคเตทไปเปนโพรพิโอเนท
ได และสามารถยอยเซลลูโลสหรือเฮมิเซลลูโลสสายส้ันได นอกจากนี้ S. ruminantium  
บางสายพันธุยังสามารถผลิตวิตามินบี 12 และสามารถยอยโปรตีนและยูเรียไดอีกดวย (สุริยะ, 2551; 
Ogimoto and Imai, 1981)  
 
 ตารางท่ี 6 จะเห็นวาแบคทีเรียสายพันธุ RS9 มีลําดับเบสของ 16S rDNA ท่ีมีความ
เหมือนกับ 16S rDNA ของ S. ruminantium S4 99.33% (887/893) แบคทีเรียสายพันธุ RS9  
มีความสามารถในการยอยสลายเยื่อใยของฟางขาวไดดี (ตารางท่ี 2)  Sawanon (2003) รายงานวา 
S. ruminantium มีความสามารถในการยอยสลายเยื่อใยของถ่ัวอัลฟาฟาไดเล็กนอย อยางไรก็ตาม 
S. ruminantium สามารถชวยเพ่ิมความสามารถในการยอยสลายเยื่อใยของแบคทีเรียยอยสลายเยื่อใย
ได(R. flavefaciens และ R. albus) เม่ือเจริญรวมกัน (Chen and Weimer, 2001; Sawanon and 
Kobayashi, 2006) นอกจากนี้ S. ruminantium ยังมีลักษณะพิเศษท่ีไดรับความสนใจศึกษาเปนอยาง
มากในปจจุบัน คือ พลาสมิดท่ีอยูภายในเซลลซ่ึงมีเปนจํานวนมาก (สุริยะ, 2551) มีประโยชนในการ
พัฒนาและปรับปรุงยีนของแบคทีเรีย ดังนั้นแบคทีเรียท่ีคัดเลือกไดเหลานี้อาจเปน S. ruminantium 
สายพันธุใหมท่ีมีบทบาทในการยอยสลายเยื่อใยในกระเพาะรูเมนของกระบือปลัก 
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ภาพที่ 16  แผนภูมิตนไมวงศวานวิวัฒนาการ แสดงความสัมพันธของลําดับเบสของ 16S rDNA 
    ของ S. ruminatium กับแบคทีเรียยอยสลายเยื่อใยท่ีคัดเลือกจากกระเพาะรูเมนน 
    ของกระบือปลัก 

S.ruminantium M40
S.ruminantium ES3
S.ruminantium HD4

S.ruminaqntium EAT2
S.ruminantium K2

S.ruminantium EG19
S.ruminantium S20

S.ruminantium L6
S.ruminantium S40

S.ruminantium S4
S.ruminantium S166

RS9
S.ruminantium S209

S.ruminantium GA192
S.ruminantium S172

S.ruminantium S211
S.ruminantium S8
S.ruminantium M12

S.ruminantium 19
S.ruminantium L14
S.ruminantium JCM
S.ruminantium L1

S.ruminantium S7
S.ruminantium S124

S.ruminantium S1

98.1

S.ruminantium S37
S.ruminantium S13799.9S.ruminantium S36

S.ruminantium DSM
S.ruminantium S2
S.ruminantium S215

S.ruminantium S210
S.ruminantium S109

S.ruminantium S150
S.ruminantium S206

90.3

99.9

91.3
M.jalaludinii
M.multiacida

S.lacticifex DSM
A.lipolytica ATCC

A.lipolytica DSM100
S.lacticifex ATCC

M.elsdenii 5T

0.01

Cluster II 

Cluster I 



67 

 

 นอกจากนี้ยังมีแบคทีเรียอีก 4 สายพันธุ คือ สายพันธุ RS11, RS13, PG36 และ PG47 
(ตารางท่ี 6) มีลําดับเบสของ 16S rDNA ท่ีความเหมือนกับ 16S rDNA ของ Uncultured bacterium 
clone SWD34 99.66% (888/891), Unculture bacterium 93.55% (842/900), Uncultured bacterium 
clone ALP15 99.66% (886/889) และ Uncultured bacterium clone ALP15 99.66% (886/889) 
ตามลําดับ ซ่ึงเปนแบคทีเรียท่ียังไมไดรับการจําแนกชนิด (สุริยะ, 2551; Kobayashi, 2006; Sun et 
al., 2008; Sundset et al., 2007) ดังนั้แบคทีเรียท้ัง 4 สายพันธุ นี้อาจเปนแบคทีเรียชนิดใหมท่ีมี
บทบาทสําคัญตอกระบวนการยอยสลายเยื่อใยในกระเพาะรูเมนของกระบือปลัก 
 
การทดลองที่ 2  การศึกษาคุณสมบัติของแบคทีเรียยอยสลายเยื่อใยที่คัดเลือกมาไดในหลอดทดลอง 
(In vitro study) 

 
ความสามารถในการยอยสลายเยื่อใย 
 

จากการนําแบคทีเรียบริสุทธ์ิมาทําการวัดความสามารถในการยอยสลายเยื่อใยของ ฟางขาว 
หญาขน และเซลลูโลสบริสุทธ์ิ (ตารางท่ี 7) พบวาแบคทีเรียท้ัง 30 สายพันธุมีความสามารถในการ
ยอยสลายเยื่อใยคอนขางหลากหลาย โดยจะเห็นไดวาแบคทีเรียท่ีอยูในกระเพาะรูเมนของกระบือ 
แมจะมีลักษณะของเซลลท่ีคลายกันและยอมติดสีแกรมไดเหมือนกัน แตมีความสามารถในการยอย
สลายเยื่อใยไดแตกตางกนัมาก นั่นแสดงใหเห็นในเบ้ืองตนวา แมจะเปนแบคทีเรียกลุมเดียวกัน แต
ความสามารถในการผลิตเอนไซมยอยสลายเยื่อใยก็อาจมีความแตกตางกัน โดยพบแบคทีเรียท่ีมี
ศักยภาพสูงในการยอยสลายเยื่อใยท้ังสามชนิด (RS, PG, CP) ไดดี จํานวน 5 สายพันธุ (ตารางท่ี 4) 
คือ Prevotella sp. RS1 (26.04, 26.16 และ 35.81 %DM ตามลําดับ), F. succinogenes RS3 (27.32, 
33.63 และ 24.39 %DM ตามลําดับ), F. succinogenes RS4 (33.90, 31.69 และ 24.96 %DM 
ตามลําดับ), Staphylococcus sp. RS12 (23.14, 23.28 และ 28.98 %DM ตามลําดับ) และ Clostridium 
sp. PG85 (23.99, 25.56 และ 25.82 %DM ตามลําดับ) 
 

แตอยางไรก็ตามแบคทีเรียบางสายพันธุท่ีมีความสามารถในการยอยสลายเยื่อใยของฟาง
ขาวสูง ไดแก สายพันธุ Prevotella sp. RS6, Prevotella sp. RS7, Selenomonas ruminantium RS9, 
Streptococcus sp. RS13, Clostridium sp. RS16, F. succinogenes PG73 และ Streptococcus sp. 
PG75 แตมีความสามารถในการยอยสลายเยื่อใยจากหญาขนและเซลลูโลสบริสุทธ์ิไดต่ํา อาจ
เนื่องมาจากแบคทีเรียกลุมนี้สามารถใชประโยชนจากเยื่อใยของฟางขาว ซ่ึงองคประกอบของผนัง
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เซลลมีซิลิกาและลิกนินสูง (Doyle et al., 1986; Jung et al., 1993; Van Soest and Jone, 1968; 
Balasta et al. 1987; Van Soest, 2006; Lam et al., 2005) เชนเดียวกับสายพันธุท่ีมีความสามารถ 
ในการยอยสลายเยื่อใยของฟางขาวและหญาขนไดดี ไดแก Butyrivibrio sp. RS10, Uniedentified 
bacterium RS11 และ Clostridium sp. RS15 แตแบคทีเรียสายพันธุเหลานี้มีความสามารถในการยอย
สลายเยื่อใยของเซลลูโลสบริสุทธ์ิไดต่ํา อาจเนื่องมาจากแบคทีเรียกลุมนี้สามารถใชประโยชนจาก
เซลลูโลสบริสุทธ์ิไดต่ํา จะเห็นไดวาแบคทีเรียแตละสายพันธุมีความหลากหลายในการใชประโยชน
จากเยื่อใย ซ่ึงบางสายพันธุสามารถใชประโยชนเยื่อใยชนิดใดชนิดหนึ่งไดอยางจําเพาะ หรือบาง
สายพันธุมีความสามารถในการใชประโยชนจากเยื่อใยไดหลากหลาย (Kobayashi, 2006; Sawanon, 
2003) 

 
สุริยะ และ Kobayashi (2550) ศึกษาแบคทีเรียยอยสลายเยื่อใย B. fibrisolvens ท่ีคัดเลือก

จากกระเพาะรูเมนของแกะ คือ B. fibrisolvens S-28 และจากกระเพาะรูเมนของกวางปา 
B. fibrisolvens OB156 โดยใชเยื่อใยของกระดาษกรอง ถ่ัวอัลฟาฟา หญาออรชารด และฟางขาว 
พบวาแบคทีเรียสายพันธุ B. fibrisolvens S-28 มีความสามารถในการยอยสลายเยื่อใยจากธรรมชาติ 
ไดดี แตไมสามารถยอยสลายเซลลูโลสบริสุทธ์ิจากกระดาษกรองได สวนสายพันธุ B. fibrisolvens 
OB156 ไมสามารถยอยสลายเยื่อใยทุกชนิด สอดคลองกับ Shinkai (2003) ท่ีทําการศึกษาใน
แบคทีเรียยอยสลายเยื่อใย F. succinogenes พบวาแบคทีเรียสายพันธุนี้มีความสามารถในการยอย
สลายเยื่อใยท่ีหลากหลายเชนกัน แสดงใหเห็นถึงความหลากหลายของการใชประโยชนไดของเยื่อ
ใยของแบคทีเรียแตละชนิด จากท่ีกลาวมาขางตน เยื่อใยตางชนิดกันอาจมีองคประกอบหรือ
โครงสรางท่ีแตกตางกันดวย อาจเปนอีกสาเหตุหนึ่งท่ีมีผลตอความสามารถในการยอยไดของเยื่อใย 
เพราะแบคทีเรียแตละสายพันธุมีความสามารถในการยอยองคประกอบเหลานั้นแตกตางกัน 
ซ่ึงองคประกอบของเยื่อใยของลําตนพืชแตละสวนมีความแตกตางกัน หรือสารประกอบบางอยาง
ในเยื่อใยเปนสารท่ีมีฤทธ์ิในการยับยั้งการยอยไดของแบคทีเรีย (Jin and Chen, 2006; Van Soest, 
2006)  

 
อยางไรก็ตามจากการทดลองนี้พบวามีแบคทีเรียจํานวน 5 สายพันธุ ท่ีมีศักยภาพสูงในการ

ยอยสลายเยื่อใยของท้ังฟางขาว หญาขนสด และผงเซลลูโลสบริสุทธ์ิ ไดแก คือ Prevotella sp. RS1, 
F. succinogenes RS3, F. succinogenes RS4, Staphylococcus sp. RS12 และ Clostridium sp. PG85 
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ตารางที่ 7  ความสามารถในการยอยสลายเยื่อใยของฟางขาว หญาขนสด และผงเซลลูโลส ในหลอด
     ทดลองของแบคทีเรียยอยสลายเยื่อใยท่ีคัดเลือกจากกระเพาะรูเมนของกระบือปลัก  
     หลังบมเช้ือท่ีอุณหภูมิ 38 องศาเซลเซียส เปนเวลา 72 ช่ัวโมง 
 
Bacterial strain Digestibility (%DM) 

Rice straw Paragrass Cellulose powder 
Butyrivibrio sp. RS10 27.77 22.31 6.84 
Butyrivibrio sp. RS46 4.06 4.68 0.54 
Butyrivibrio sp.PG76 8.22 7.53 1.60 
Butyrivibrio sp. PG78 3.51 4.23 2.44 
Pseudobutyrivibrio sp. PG70 4.44 13.12 1.54 
Clostridium sp. RS15 21.08 24.35 4.48 
Clostridium sp. RS16 16.75 5.17 1.55 
Clostridium sp. PG58 10.32 4.37 1.88 
Clostridium sp. PG59 4.41 6.14 22.52 
Clostridium sp. PG85* 23.99 25.56 25.82 
F. succinogenes RS3* 27.32 33.63 24.39 
F. succinogenes RS4* 33.90 31.69 24.96 
F. succinogenes PG73 41.06 4.85 2.36 
Prevotella sp. RS1* 26.04 26.16 35.81 
Prevotella sp. RS6 16.97 2.46 1.75 
Prevotella sp. RS7 17.77 3.95 1.38 
Prevotella sp. PG68 3.22 9.14 1.71 
Streptococcus sp. PG21 7.65 5.23 4.06 
Streptococcus sp. PG37 3.25 13.84 2.48 
Streptococcus sp. PG51 3.32 9.11 3.59 
Streptococcus sp. PG53 4.97 14.38 4.06 
Streptococcus sp. PG65 3.43 13.48 2.20 
Streptococcus sp. PG71 4.26 5.90 1.41 
Streptococcus sp. PG75 35.14 5.66 0.55 
Staphylococcus sp. RS12* 23.14 23.28 28.98 
Selenomonas ruminantium RS9 17.90 2.26 2.38 
Unidentified bacterium RS11 38.50 28.02 3.84 
Unidentified bacterium RS13 24.87 9.19 0.94 
Unidentified bacterium PG36 3.22 11.19 2.06 
Unidentified bacterium PG47 3.11 10.53 2.23 
 
หมายเหต ุ * แบคทีเรียยอยสลายเยื่อใยท่ีมีศักภาพสูงในการยอยสลายเยื่อใยท้ังสามชนิด 
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กิจกรรมของเอนไซมภายในเซลลที่เกี่ยวกับการยอยสลายเยื่อใย 
 
การศึกษากิจกรรมของเอนไซมหลักท่ีใชในการยอยสลายเยื่อใย คือ เซลลูเลสและไซลาเนส 

ซ่ึงเปนการศึกษาถึงกิจกรรมของเอนไซมภายในเซลลของแบคทีเรียจํานวน 30 สายพันธุ ท่ีคัดเลือก
มา พบวามีแบคทีเรีย 6 สายพันธุ ท่ีกิจกรรมของเอนไซมยอยสลายเยื่อใยสูง แสดงในตารางท่ี 8
ไดแก Prevotella sp. RS1, F. succinogenes RS3, F. succinogenes RS4, Staphylococcus sp. RS12, 
Clostridium sp. PG59 และ Clostridium sp. PG85 ซ่ึงมีกิจกรรมของเอนไซมเซลลูเลส เทากับ 
16.25, 2.14, 1.41, 7.68, 8.83 และ 7.28 นาโนโมลตอนาทีตอมิลลิลิตรของเช้ือ ตามลําดับ มีกิจกรรม
ของเอนไซมไซลาเนส เทากับ 27.71, 2.92, 3.41, 6.67, 9.07 และ 9.75 นาโนโมลตอนาทีตอมิลลิลิตร
ของเช้ือ ตามลําดับ และมีโปรตีนรวม เทากับ 0.693, 0.014, 0.035, 0.022, 0.155และ 0.070 มิลลิกรัม
ตอมิลลิลิตรของเช้ือ โดยเม่ือเปรียบเทียบปริมาณของเอนไซมยอยเยื่อภายในเซลลกับปริมาณ
โปรตีนรวม พบวาแบคทีเรียท้ัง 6 สายพันธุ มีกิจกรรมของเอนไซมเซลลูเลส (Specific cellulase 
activity) เทากบั 23.461, 153.58, 52.14, 345.05, 56.938 และ 103.508 นาโนโมลตอนาทีตอมิลลิกรัม
ของโปรตีน ตามลําดับ และมีกิจกรรมของเอนไซมไซลาเนส (Specific xylanase activity) เทากับ
40.005, 210.216, 97.128, 299.580, 58.485 และ 138.628 นาโนโมลตอนาทีตอมิลลิกรัมของโปรตีน 
ตามลําดับ แสดงใหเห็นวา กิจกรรมของเอนไซมเซลลูเลสและไซลาเนส ภายในเซลลของแบคทีเรีย
ท้ัง 6 สายพันธุ คอนขางสูง โดย Staphylococcus sp. RS12 มีกิจกรรมของเอนไซมสภายในเซลล 
ดีท่ีสุด อยางไรก็ตามแบคทีเรียสายพันธ Prevotella sp. RS6 และ Prevotella sp. RS7 ท่ีมีกิจกรรม
ของเอนไซมเซลลูเลสคอนขางต่ํา (6.92 และ 13.93 นาโนโมลตอนาทีตอมิลลิกรัมของโปรตีน)  
แตจะเห็นไดวามีกิจกรรมของเอนไซมไซลาเนสท่ีคอนขางสูงคือ 254.76 และ 96.630 นาโนโมลตอ
นาทีตอมิลลิกรัมของโปรตีน ตามลําดับ  

 
แบคทีเรียสายพันธุท่ีมีกิจกรรมของเอนไซมยอยสลายเยื่อใยสูงท้ัง 6 สายพันธุ มีความ

สอดคลองกับความสามารถในการยอยสลายเยื่อใยท่ีสูงดวย ยกเวน Clostridium sp. PG59 ซ่ึงมี
ความสามารถในการยอยเฉพาะเซลลูโลสบริสุทธ์ิสูง (22 %DM) อาจเปนเพราะแบคทีเรียชนิดนี้ผลิต
ไดเฉพาะเอนไซมเซลลูเลสและไซลาเนสเทานั้น ในขณะท่ีการยอยสลายเยื่อใยท่ีเปนเซลลูโลสและ
เฮมิเซลลูโลสในผนังเซลลพืชตองใช เอนไซมหลายชนิดทํางานรวมกัน เชน  Cellobiase, 
Cellobiosidase, Cellodextrinase และ Glucanase เปนตน ในทางตรงกันขามแบคทีเรีย Unidentified 
bacterium RS11, Unidentified bacterium RS13, Streptococcus sp. PG21 และ Streptococcus sp. 
PG51 ไมมีกิจกรรมของเอนไซมภายในเซลล หรือสายพันธุ Clostridium sp. RS15, Uniedentified 
bacterium PG36, Streptococcus sp. PG37, Butyrivibrio sp. RS46, Uniedentified bacterium PG47, 
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Streptococcus sp. PG53, Clostridium sp.PG58, Streptococcus sp. PG65, Prevotella sp. PG68, 
Streptococcus sp. PG71 และ Streptococcus sp. PG75 ท่ีมีกิจกรรมของเอนไซมเพียงชนิดเดียวหรือ
มีนอยมาก อาจเปนเพราะแบคทีเรียเหลานี้ผลิตเอนไซมออกมานอยมากและเอนไซมท่ีผลิตขึ้นถูก
ปลดปลอยออกมานอกเซลลจนหมดหรือเหลือเพียงเล็กนอย โดยไมมีการเก็บสะสมเอนไซมไว
ภายในเซลล ซ่ึงสอดคลองกับหลายๆ งานวิจัยท่ีกลาวถึงแบคทีเรียหลายชนิดท่ีมีความสามารถ
ปลดปลอยเอนไซมยอยเยื่อใยออกมานอกเซลลสูงมาก (สุริยะ และ Kobayashi, 2550; Maillet et al., 
2004; Forsberg, 1981) เนื่องจากกระบวนการยอยสลายเยื่อใยของแบคทีเรียจะเกิดขึ้นท่ีนอกเซลล 
ดังนั้นการยอยสลายเยื่อใยจะเกิดขึ้นไดก็ตอเม่ือแบคทีเรียสามารถผลิตและปลดปลอยเอนไซม
ออกมานอกเซลลไดเทานั้น นอกจากนี้ อาหารเล้ียงเช้ือซ่ึงมีน้ําตาลกลูโคสและเซลโลไบโอส  
ซ่ึงอาจเปนอีกสาเหตุหนึ่งท่ีไปยับยั้งการผลิตเอนไซมยอยสลายเยื่อใยภายในเซลลของแบคทีเรีย 
(สุริยะ และ Kobayashi ,2550 ; สุริยะ, 2551; Wood et al., 1982)  

 
จากการทดลองนี้พบวามีแบคทีเรียท่ีมีศักยภาพสูง จํานวน 5 สายพันธุ คือ Prevotella sp. 

RS1, F. succinogenes RS3, F. succinogenes RS4, Staphylococcus sp. RS12 และ Clostridium sp. 
PG85 ซ่ึงเปนสายพันธุ ท่ีมีกิจกรรมของเอนไซมยอยสลายเยื่อใยสูง และมีความสัมพันธกับ
ความสามารถในการยอยสลายเยื่อใยของ ฟางขาว หญาขน และเซลลูโลสบริสุทธ์ิท่ีสูงดวย  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



72 

 

ตารางที่ 8  กิจกรรมของเอนไซมเซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนสภายในเซลลของแบคทีเรียยอย 
     สลายเยื่อใยท่ีคัดเลือกจากกระเพาะรูเมนของกระบือปลัก เจริญในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมี
     น้ําตาลกลูโคสและเซลโลไบโอสเปนแหลงคารบอน 
 

Bacterial strain 
Enzyme activity 

(nMol/min/ml culture) 
 Total Protein 

(intracellular) 
(mg/ml 
culture) 

 Specific activity 
(nMol/min/mg protein) 

Cellulase Xylanase   Cellulase Xylanase 
Butyrivibrio sp. RS10 0.204 1.469  0.027  7.547 54.260 
Butyrivibrio sp. RS46 1.453 0.000  0.091  15.885 0.000 
Butyrivibrio sp.PG76 1.353 0.413  0.117  11.524 3.521 
Butyrivibrio sp. PG78 0.204 0.444  0.019  10.623 23.101 
Pseudobutyrivibrio sp. PG70 0.200 0.000  0.026  7.831 0.000 
Clostridium sp. RS15 0.000 3.227  0.055  0.000 58.982 
Clostridium sp. RS16 0.610 0.114  0.125  4.897 0.918 
Clostridium sp. PG58 0.000 0.651  0.046  0.000 14.277 
Clostridium sp. PG59 8.828 9.068  0.155  56.938 58.485 
Clostridium sp. PG85* 7.283 9.754  0.070  103.508 138.628 
F. succinogenes RS3* 2.136 2.924  0.014  153.582 210.216 
F. succinogenes RS4* 1.830 3.409  0.035  52.145 97.128 
F. succinogenes PG73 0.033 0.677  0.056  0.601 12.186 
Prevotella sp. RS1* 16.248 27.706  0.693  23.461 40.005 
Prevotella sp. RS6 0.068 2.439  0.010  6.920 247.835 
Prevotella sp. RS7 0.175 1.215  0.013  13.928 96.630 
Prevotella sp. PG68 0.737 0.000  0.044  16.581 0.000 
Streptococcus sp. PG21 0.000 0.000  0.015  0.000 0.000 
Streptococcus sp. PG37 0.000 0.103  0.041  0.000 2.538 
Streptococcus sp. PG51 0.000 0.000  0.043  0.000 0.000 
Streptococcus sp. PG53 0.021 0.000  0.030  0.705 0.000 
Streptococcus sp. PG65 0.000 0.375  0.053  0.000 7.109 
Streptococcus sp. PG71 0.000 0.821  0.037  0.000 22.155 
Streptococcus sp. PG75 0.000 0.906  0.025  0.000 35.766 
Staphylococcus sp. RS12* 7.685 6.672  0.022  345.050 299.580 
Selenomonas ruminantium RS9 1.469 1.514  0.052  28.454 29.326 
Unidentified bacterium RS11 0.000 0.000  0.010  0.000 0.000 
Unidentified bacterium RS13 0.000 0.000  0.034  0.000 0.000 
Unidentified bacterium PG36 0.730 0.000  0.048  15.120 0.000 
Unidentified bacterium PG47 0.000 0.067  0.033  0.000 2.016 
 
หมายเหตุ  * แบคทีเรียยอยสลายเยื่อใยท่ีมีกิจกรรมของเอนไซมเซลลูเลสและไซลาเนส 
 และมีความสามารถในการยอยสลายเยื่อใยสูง 
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ความสามารถในการยึดเกาะบนเยื่อใย (Adhesion ability) 
 
ตารางท่ี 9 แสดงใหเห็นถึงความสามารถในการยึดเกาะบนเยื่อใยของ ฟางขาว หญาขน และ

เซลลูโลสบริสุทธ์ิ ของแบคทีเรียท่ีมีศักภาพในการยอยสลายเยื่อใยสูง จํานวน 5 สายพันธุ (ตารางท่ี 
7) และมีกิจกรรมของเอนไซมยอยสลายเยื่อใยสูง (ตารางท่ี 8) สอดคลองกับความสามารถในการยึด
เกาะบนเยื่อใยของ ฟางขาว หญาขน และเซลลูโลสบริสุทธ์ิ ของ Prevotella sp. RS1, 
F. succinogenes RS3, F. succinogenes RS4, Staphylococcus sp. RS12 และ Clostridium sp. PG85 
หลังบมเช้ือในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีอุณหภูมิ 38 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที พบวาแบคทีเรีย 
Clostridium sp. PG85 เปนสายพันธุท่ีมีความสามารถในการยึดเกาะบนเยื่อใยท้ังสามชนิด (ฟางขาว 
หญาขน และเซลลูโลสบริสุทธ์ิ ไดดีท่ีสุด เทากับ 93.83, 89.58 และ 96.83 เปอรเซ็นต ตามลําดับ 
สวน Staphylococcus sp. RS12 มีความสามารถในการยึดเกาะบนเยื่อใยไดดีเฉพาะในฟางขาวและ
หญาขนสด คือ 92.79 และ 88.62 เปอรเซ็นต ตามลําดับ แตมีความสามารถในการยึดเกาะบนเยื่อใย
ของเซลลูโลสบริสุทธ์ิต่ํา (11.11%) แบคทีเรียสายพันธุ F. succinogenes RS3 และ F. succinogenes 
RS4 พบวามีความสามารถในการยึดเกาะบนเยื่อใยท้ังสามชนิด (ฟางขาว หญาขน และเซลลูโลส
บริสุทธ์ิไดดี เชนกัน คือ 42.34, 63.39 และ 36.37 เปอรเซ็นต ตามลําดับ ในสายพันธุ 
F. succinogenes RS3 และในสายพันธุ F. succinogenes RS4 คือ 35.82, 28.97 และ 29.83 
เปอรเซ็นต ตามลําดับ 

 
ความสามารถในการยึดเกาะบนเยื่อใยของแบคทีเรียยอยสลายเยื่อใยเปนคุณสมบัติท่ีสําคัญ

อยางหนึ่งในการยอยสลายเยื่อใยของแบคทีเรีย เพราะแบคทีเรียจะตองเขายึดเกาะกับอาหารเยื่อใย 
ท่ีสัตวกินเขาไป กอนท่ีจะปลอยเอนไซมออกมายอย ขณะเดียวกันก็เจริญและเพ่ิมจํานวนบนอาหาร
นั้น ซ่ึงแบคทีเรียกลุมนี้จะเปนกลุมท่ีมีบทบาทสําคัญในการหล่ังเอนไซมออกมายอยสลายเยื่อใย 
ท่ีสัตวไดรับ (สุริยะ, 2551; Hallwell, 1963) โดยแบคทีเรียยอยสลายเยื่อใยแตละสายพันธุจะมี
ความสามารถในการเขายึดเกาะกับเยื่อใยแตกตางกัน ซ่ึงจะมีความสัมพันธกับอัตราการเจริญเติบโต
ของแบคทีเรียสายพันธุนั้นๆ ดวย (สุริยะ และ Kobayashi, 2550; Bhat et al., 1990) นอกจากนี้
ความสามารถในการยึดเกาะบนเยื่อใยของแบคทีเรียยังมีผลตอความสามารถในปลดปลอยเอนไซม
ออกมายอยสลายเยื่อใยและความสามารถในการยอยสลายเยื่อใยอีกดวย (Chen et al., 2008) 
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ตารางที่ 9  ความสามารถในการยึดเกาะบนเยื่อใยของแบคทีเรียยอยสลายเยื่อใยท่ีมีศักภาพสูง 
     ท่ีคัดเลือกจากกระเพาะรูเมนของกระบือปลัก  
 

Bacterail strain Adhesion (%) 
Rice straw Paragrass Cellulose powder 

Prevotella sp. RS1 14.77 18.81 32.26 
F. succinogenes RS3 42.34 63.39 36.37 
F. succinogenes RS4 35.82 28.97 29.83 
Staphylococcus sp. RS12 92.79 88.62 11.11 
Clostridium sp. PG85 93.83 89.58 96.83 
 
ความสามารถในการผลิตแกสของแบคทีเรีย (Gas production) 
 

ความสามารถในการผลิตแกสของแบคทีเรียมีศักภาพสูง 5 สายพันธุ (ตารางท่ี 10) คือ 
Prevotella sp. RS1, Fibrobacter succinogenes RS3, F. succinogenes RS4, Staphylococcus sp. 
RS12 และ Clostridium sp. PG85 เจริญในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีเซลลูโลสบริสุทธ์ิเปนแหลงคารบอน 
หลังบมเช้ือท่ีอุณหภูมิ 38 องศาเซลเซียส เปนเวลา 72 ช่ัวโมง พบวาแบคทีเรียท้ัง 5 สายพันธุ 
มีปริมาณแกสท่ีผลิตออกมา เทากับ 0.41, 0.34, 0.41, 0.55และ 0.33 มิลลิลิตรตอมิลลิลตรของเช้ือ 
นั่นแสดงใหเห็นวา Clostridium sp. PG85 และ F. succinogenes RS3 มีการสูญเสียแกสจาก
กระบวนการหมักยอยต่ําสุด โดยปกติการหมักยอยของแบคทีเรียจะมีการสูญเสียคารบอนในรูปของ
แกสคารบอนไดออกไซด และสูญเสียไฮโดรเจนในรูปของแกสไฮโดรเจน ซ่ึงแกสเหลานี้จะถูก
จุลินทรียชนิดอ่ืนเชน Methanogenic bacteria นําไปใชในการสังเคราะหเปนแกสมีเทน (สุริยะ, 
2551; Latham and Wolin, 1977) ดังนั้นถาแบคทีเรียสามารถผลิตแกสไดมากแสดงวามีการสูญเสีย
คารบอนและไฮโดรเจนจากการหมักยอยไดสูงดวย 

 
ตารางที่ 10  ผลผลิตแกสของแบคทีเรียยอยสลายเยื่อใยท่ีมีศักภาพสูงท่ีคัดเลือกจากกระเพาะรูเมน
       ของกระบือปลัก เจริญในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีเซลลูโลสบริสุทธ์ิเปนแหลงคารบอน  
       หลังบมเช้ือท่ีอุณหภูมิ 38 องศาเซลเซียส เปนเวลา 72 ช่ัวโมง 
 
Bacterial strain Total gas production (ml) Gas production (ml/ml culture) 
Prevotella sp. RS1 81.85 0.41 
F. succinogenes RS3 67.05 0.34 
F. succinogenes RS4 82.53 0.41 
Staphylococcus sp. RS12 109.30 0.55 
Clostridium sp. PG85 66.93 0.33 



 

 

สรุปและขอเสนอแนะ 
 

สรุป 
 

การทดลองที่ 1  การคัดเลือกแบคทีเรียยอยสลายเยื่อใยที่มีศักยภาพสูงในการยอยสลายเยื่อใยจาก
กระเพาะรูเมนกระบือปลัก 

 
1.  การคัดเลือกแบคทีเรียยอยสลายเยื่อใยจากกระเพาะรูเมนกระบือ ทําการแยกเช้ือจาก

แบคทีเรียท้ังหมดจํานวน 1,363 ไอโซเลท พบแบคทีเรียท่ีมีความสามารถในการยอยสลายเยื่อใย
จํานวน 223 ไอโซเลท  

 
2.  การศึกษาเช้ือแบคทีเรียบริสุทธ์ิท่ีคัดเลือกไว จํานวน 85 สายพันธุ เม่ือพิจารณา

ความสามารถในการยอยสลายเยื่อใยของฟางขาว พบแบคทีเรียท่ีมีความสามารถในการยอยสลาย
เยื่อใยของฟางขาวท่ีหลากหลายโดยมีพิสัยอยูในชวง 0-41.06 เปอรเซ็นตของวัตถุแหง ซ่ึงแบคทีเรีย
ท่ีสามารถยอยสลายเยื่อใยของฟางขาวไดดีท่ีสุด 30 สายพันธุแรก มีความสามารถในการยอยสลาย
เยื่อใยของฟางขาวไดมากกวา 10 เปอรเซ็นต สวนใหญเปนแบคทีเรียท่ีแยกจากกระบือท่ีไดรับฟาง
ขาว แบคทีเรียท่ีแยกจากกระบือท่ีไดรับหญาขนสวนใหญมีความสามารถในการยอยสลายเยื่อใย
ของฟางขาวอยูในชวง 1-10 เปอรเซ็นต 

 
3.  การบงช่ือชนิดของแบคทีเรียโดยใชเทคนิดระดับโมเลกุล จํานวน 30 สายพันธุ พบวา

แบคทีเรียท่ีแยกไดนั้นมีลําดับเบสของ 16S rDNA ใกลเคียงกับ Butyrivibrio fibrisolvens จํานวน  
5 สายพันธุ, Clostridium sp. จํานวน 5 สายพันธุ, Fibrobacter succinogenes จํานวน 3 สายพันธุ, 
Prevotella sp. จํานวน 4 สายพันธุ, Streptococcus sp. จํานวน 7 สายพันธุ, Staphylococcus sp. 
จํานวน 1 สายพันธุ และ Selenomonas ruminantium จํานวน 1 สายพันธุ และพบวาเปนแบคทีเรียท่ี
ยังไมทราบชนิดอีก 4 สายพันธุ 

 
การทดลองที่ 2  การศึกษาคุณสมบัติของแบคทีเรียยอยสลายเยื่อใยที่คัดเลือกมาไดในหลอดทดลอง 

(In vitro study) 
 
1.  แบคทีเรียท้ัง 30 สายพันธุมีความสามารถในการยอยสลายเยื่อใยคอนขางหลากหลาย 

โดยพบแบคทีเรียท่ีมีศักยภาพสูงในการยอยสลายเยื่อใยท้ังสามชนิด (RS, PG, CP) ไดดี จํานวน 5 
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สายพันธุ คือ Prevotella sp. RS1, Fibrobacter succinogenes RS3, F. succinogenes RS4, 
Staphylococcus sp. RS12 และ Clostridium  sp. PG85 ซ่ึงท้ัง5 สายพันธุ มีกิจกรรมของเอนไซมยอย
สลายเยื่อใยสูง ซ่ึงมีความสัมพันธกับความสามารถในการยอยสลายเยื่อใยและมีความสามารถใน
การยึดเกาะบนเยื่อใยของ ฟางขาว หญาขน และเซลลูโลสบริสุทธ์ิท่ีสูงดวย โดยเฉพาะอยางยิ่ง
แบคทีเรีย Clostridium sp. PG85 เปนสายพันธุท่ีมีความสามารถในการยึดเกาะบนเยื่อใยท้ังสามชนิด
ไดดีท่ีสุด 

 
2.  แบคทีเรยีมีศักยภาพสูง 5 สายพันธุ มีความสามารถในการผลิตแกส มีปริมาตรแกส 

ท่ีผลิตออกมา เทากับ 0.41, 0.34, 0.41, 0.55และ 0.33 มิลลิลิตรตอมิลลิลตรของเช้ือ Clostridium sp. 
PG85 และ F. succinogenes RS3 มีการสูญเสียแกสจากกระบวนการหมักยอยต่ําสุด 

 
ขอเสนอแนะ 

 
แบคทีเรยียอยสลายเยื่อใยท่ีคัดเลือกไดจากกระเพาะรูเมนของกระบือท่ีมีความสามารถใน

การยอยสลายเยื่อใยสูงเหลานี้จําเปนตองมีการศึกษาคุณสมบัติอ่ืนเพ่ือนําไปใชในการปรับปรุง
กระบวนการหมักยอยในกระเพาะรูเมนของสัตวเคี้ยวเอ้ือง เชน ความสามารถในการปลดปลอย
เอนไซมยอยสลายเยื่อใยออกนอกเซลล ความคงทนตอสภาวะความเปนกรด-ดาง ความสามารถใน
การยอยสลายเยื่อใยเม่ือเจรญิรวมกับแบคทีเรียหรือจุลินทรียชนิดอ่ืน หรือเม่ือนําไปใสในกระเพาะ 
รูเมนของสัตวชนิดอ่ืน เปนตน นอกจากนี้ควรมีการศึกษาลําดับเบสของ 16S rDNA ท่ีมีความยาว
มากขึ้นกวาเดิม หรือมีการศึกษาเกี่ยวกับการแสดงออกของยีนท่ีผลิตเอนไซมตางๆ รวมท้ังศึกษา
เกี่ยวกับพลาสมิดของแบคทีเรียยอยสลายเยื่อใยสายพันธุท่ีนาสนใจ  
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สรุปขั้นตอนการทดลอง 
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สรุปขั้นตอนการทดลองที่ 1 
 
การคัดเลือกแบคทีเรียยอยสลายเยื่อใยที่มีศักยภาพสูงจากกระเพาะรูเมนของกระบือปลัก  
(Rumen bacteria isolation) 
 

ขั้นตอนที่ 1  การสุมตัวอยางแบคทีเรียจากกระเพาะรูเมน 
 

ฟางขาวหรือหญาขนสด ยาวประมาณ 2-3 เซนติเมตร 
ใสในถุงไนลอนแลวนําไปแชในกระเพาะรูเมน 

  ~16 ช่ัวโมง 
ลางในสารละลายทําเจือจางภายใตสภาวะปลอดออกซิเจน 

 
ใสลงในอาหารเล้ียงเช้ือพ้ืนฐานท่ีมีกระดาษกรองเบอร 1 (Whatman®) ขนาด 0.5×1.0  ตาราง

เซนติเมตร จํานวน 2 แผน เปนแหลงของคารบอนในสูตรอาหารพ้ืนฐาน 
 
 

กระดาษกรองในอาหารเล้ียงเช้ือถูกยอย 
 

ขั้นตอนที่ 2  การแยกเชื้อแบคทีเรียยอยสลายเยื่อใยบริสุทธิ ์
 

เช้ือจุลินทรียท่ีเจริญในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีกระดาษกรองเปนแหลงของคารบอน มาทําการเจือจางใน
สารละลายทําเจือจางภายใตสภาวะปลอดออกซิเจน (ท่ีระดับการเจือจาง 10-4 ถึง 10-6) 

 
นําตัวอยางเช้ือท่ีเจือจาง 0.2 มิลลิลตร มาทําการปลูกถาย (Inoculate) ลงในอาหารวุน ในสูตรอาหาร
พ้ืนฐานท่ีมี 0.1 เปอรเซ็นต กลูโคส และเซลโลไบโอส เปนแหลงคารบอน โดยใชวิธีการ Roll tube 

 
 

แยกโคโลนีเดี่ยวใสในอาหารเล้ียงเช้ือพ้ืนฐานท่ีมีกระดาษกรองเบอร 1 เปนแหลงของคารบอน 
 

 
คัดเลือกเอาเฉพาะเช้ือแบคทีเรียท่ีสามารถยอยกระดาษกรองไดเทานั้น 

บมเพาะท่ีอุณหภูมิ 38 องศาเซลเซียส  
เปนเวลานาน 72 ช่ัวโมง. 

บมเพาะท่ีอุณหภูมิ 38 องศาเซลเซียส  

บมเพาะท่ีอุณหภูมิ 38 องศาเซลเซียส  
เปนเวลานาน 72 ช่ัวโมง. 
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ขั้นตอนที่ 3  ตรวจสอบการปนเปอนและการศึกษาลักษณะรูปรางภายนอก ภายใตกลองจุลทรรศน 
 ดวยการยอมติดสี (Gram staining) 
 

เช้ือแบคทีเรียท่ีสามารถยอยกระดาษกรองได 
 
 

    Gram’s stain 
 

มีการปนเปอน    เช้ือบริสุทธ์ิ 
 
 ทําการแยกเช้ือใหม (roll tube) 
 
 
 
 

การวัดความสามารถในการยอยสลายเยื่อใย (Fiber digestibility) 
 

ขั้นตอนที่ 1  การเตรียมเยื่อใยที่ใชในการทดลอง 
 

หญาขนหรือฟางขาว 
 

ตมในน้ํากล่ันท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส แลวกรองดวยผาขาวบาง 
ทําหลายๆ รอบจนน้ําท่ีกรองไดใส 

 
นําไปอบจนแหง 

 
ช่ังเยื่อใยท่ีทราบน้ําหนักแนนอน ประมาณ 0.1 กรัม แลวอบท่ี 100 องศาเซลเซียส 

จนไดน้ําหนักคงท่ี ใสในหลอดเล้ียงเช้ือขนาด 15 มิลลิลิตร ท่ีทราบน้ําหนักแนนอน แลวเติมอาหาร
สูตรพ้ืนฐานท่ีไมมีแหลงคารบอนอ่ืนอยูเลย ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 

 
 

ทําการเก็บเช้ือเหลานี้ไวใน 15% กลีเซ
อรอล ท่ีอุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส 

เพ่ือใชในการศึกษาตอไป 

บดผานตะแกรงขนาด 2.0 มิลลิเมตร 

แชน้ําท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 16 ช่ัวโมง 
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ขั้นตอนที่ 2  การเตรียมเชื้อแบคทีเรียบริสุทธิเ์พ่ือการปลูกถายเชื้อ (Inoculation) 
 

แบคทีเรียท่ีเจริญในอาหารสูตรพ้ืนฐานท่ีมีแหลงคารบอน (0.1% w/v) 
คือ เซลโลไบโอส และ กลูโคส 

 
 

นําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 2,800×g นาน 10 นาที 
 
 
 

ละลายตะกอนดวยสารละลายทําเจือจาง 1.0 มิลลิลิตร 
แลวทําการปลูกถายแบคทีเรียท่ีตองการทดสอบลงไปในหลอดทดลอง 

ท่ีมีแหลงคารบอนจากขั้นตอนท่ี 1 หลอดละ 0.2 มิลลิลิตร 
 
 
 

นํามาปนเหวี่ยงท่ี 2,800×g นาน 15 นาที 
 

นําตะกอนท่ีอยูในหลอดทดลองไปอบท่ี 100 องศาเซลเซียส จนกวาจะช่ังไดน้ําหนักคงท่ี 
 

คํานวณความสามารถในการยอยสลายเยื่อใย 
 

สูตรคํานวณ: ความสามารถในการยอยสลายเยื่อใย (%DM) = [(A-B)]/A×100 
 
 A = น้ําหนักวัตถุแหงของเยื่อใยกอนถูกยอย 
 B = น้ําหนักวัตถุแหงของเยื่อใยหลังถูกยอย 

 
 
 
 
 

บมเพาะท่ีอุณหภูมิ 38 องศาเซลเซียส  
เปนเวลานาน 16 ชม. (Log phase) 

ดูดสวนของเหลวท้ิง 

บมเพาะท่ีอุณหภูมิ 38 องศาเซลเซียส  
เปนเวลานาน 72 ช่ัวโมง 

ดูดสวนของเหลวท้ิง 
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วิธีการวิเคราะหผลผลิตกรดไขมันที่ระเหยงายดวยเคร่ือง Gas chromatography 
 
1.  ดูดสารละลายตัวอยาง (ท่ีตองการวิเคราะหปริมาณกรดไขมันระเหยงาย) ปริมาตร 100 

ไมโครลิตร ใสในหลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร (Microtube) แลวเติมกรด Metaphophoric (เจือ
จาง 25% ใน 5N-H2SO4) ผสมใหเขากัน แชเย็นท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ขามคืน (overnight) 

 
2.  นํามาปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที แลวดูดสารละลาย

สวนบน (supernatant) ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ใสในหลอดอันใหมท่ีมีสารละลายมาตรฐานกรด 
Crotonic (Internal standard) แลวผสมใหเขากัน (แชเย็นท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส) 

 
3.  นําไปวิเคราะหผลผลิตของกรดไขมันท่ีระเหยงาย ดวยเครื่อง Gas chromatography 

(GC-9A, Shimadzu, Japan) 
 

วิธีการคํานวณความเขมขนของกรดไขมันที่ระเหยงาย (VFA Concentration) 
 

VFA Concentration (mM/dl) = n×F× (s/S)×1.5×1.2 
 
n = 2 (สําหรับ Acetate) หรือ 1 (สําหรับกรดไขมันชนิดอ่ืน) 
F = 1.0205 (Acetate), 1.0196 (Propionate), 1.027 (Iso-butyrate), 1.0086 (Butyrate), 

1.0592 (Iso-valerate), 1.0489 (Valerate) 
 
S = (พ้ืนท่ีใตกราฟของ VFA ท่ีตองารคํานวณ) / (พ้ืนท่ีใตกราฟของกรด Crotonic  
ในตัวอยาง) 
 
S = (พ้ืนท่ีใตกราฟของ VFA ท่ีตองารคํานวณใน Standard) / (พ้ืนท่ีใตกราฟของกรด 

Crotonic ในตัวอยาง) 
 
1.5 = อัตราสวนของการใชตัวอยางตอกรด Crotonic ซ่ึงใชท่ี 1:1 (ถาเปนการหา VFA 

ในกระเพาะรูเมน จะใชอัตราสวนของ ตัวอยาง: กรด Crotonic = 1:1 ตัวเลขนี้จะใช 2.0) 
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การบงชื่อเชื้อแบคทีเรียยอยสลายเยื่อใย 
 
ขั้นตอนที่ 1  การบงชื่อเชื้อดวยวิธีดั้งเดิม (Conventional methods) 
 

เช้ือแบคทีเรียบริสุทธ์ิท่ีคัดเลือกจากวิธีการขางตน 
 
ทําการยอมติดสีแกรม (Gramstaining)   
 
 สองตรวจภายใตกลองจุลทรรศน 
 
 
 
ขั้นตอนที่ 2  การบงชื่อเชื้อดวยวิธีการทางดานชีวโมเลกุล (Molecular technique) 
 

การหาลําดับเบสบางสวนของ 16S rDNA 
 

แบคทีเรียท่ีเจริญในอาหารเล้ียงเช้ือ 
 

นําตะกอนเซลลมาเติม TE buffer ปริมาตร 100 ไมโครลิตร 
 
  
 

เก็บสวนของเหลวซ่ึงเปนสารละลาย DNA ไว 
 

ทําการเพ่ิมจํานวนช้ินสวนของ 16S rDNA ดวยวิธีการ PCR 
 

ทําการวิเคราะหผลผลิตของ PCR ดวยวิธี Agarose Gel Electrophoresis 
 

สกัดเอาช้ินสวนของ DNA (900 bp) (OIAEK II Gel Extraction Kit; QIAGEN K.K., Japan) 

วัดคาการผลิตกรดไขมันระเหยงาย (VFA production) 
ของแบคทีเรียดวย เครื่อง Gas Chromatography 

ทําการบงช่ือเช้ือ โดยใชเปนขอมูลประกอบ 
กับการบงช่ือเช้ือดวยเทคนิคระดับโมเลกุล 

ตมในน้ําเดือด นาน 5 นาที แลวนําไปปน
เหวี่ยงท่ีความเร็ว 15,000×g นาน 5 นาที 

ปนเหวียงท่ีความเร็ว 15,000×g  นาน 1 นาที 
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นําช้ินสวน DNA ท่ีไดมาทําการโคลนเขาไปใน pTZ57R/T Vector แลวนําเขาสูเซลลใหอาศัยของ 
E. coli HIT-JM109 (InsTAcloneTM PCR Cloning Kit) 

 
นําพลาสมิดดีเอ็นเอท่ีไดไปหาลําดับเบสของ 16S rDNA (16S rDNA sequencing) 

 
นําลําดับเบส 16S rDNA ท่ีไดไปเปรียบเทียบกับลําดับเบสของแบคทีเรียท่ีทราบชนิดใน GenBank 

 
นําเอาลําดับเบสของ 16S rDNA ของแบคทีเรียชนิดตางๆ ท่ีอยูใน GenBank มาทําการ 

Multialigment โดยใชโปรแกรม Clustal X และทําการเขียนแผมภูมิตนไมวงศวานวิวัฒนาการ 
(Phylogenetic tree) 

 
สรุปขั้นตอนการทดลองที่ 2 
 
การวัดความสามารถในการยอยสลายเยื่อใยของเชื้อบริสุทธิ ์(Fiber digestibility) 

 
ขั้นตอนที่ 1  การเตรียมแหลงเยื่อใยที่ใชในการทดลอง 

 
เซลลูโลสบริสุทธ์ิ (Sigmacell 20; Sigma®) ฟางขาว และหญาขน โดยฟางขาวหรือหญาขน 
 

ตมในน้ํากล่ันท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส แลวกรองดวยผาขาวบาง 
ทําหลายๆ รอบจนน้ําท่ีกรองไดใส 

 
นําไปอบจนแหง 

 
ช่ังเยื่อใยท่ีทราบน้ําหนักแนนอน ประมาณ 0.1 กรัม แลวอบท่ี 100 องศาเซลเซียส 

จนไดน้ําหนักคงท่ี ใสในหลอดเล้ียงเช้ือขนาด 15 มิลลิลิตร ท่ีทราบน้ําหนักแนนอน แลวเติมอาหาร
สูตรพ้ืนฐานท่ีไมมีแหลงคารบอนอ่ืนอยูเลย ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 

 
 
 
 

บดผานตะแกรงขนาด 2.0 มิลลิเมตร 

แชน้ําท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 16 ช่ัวโมง 
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ขั้นตอนที่ 2  การเตรียมเชื้อแบคทีเรียบริสุทธิ์และการปลูกถายเชื้อ (Inoculation) 
 

แบคทีเรียท่ีเจริญในอาหารสูตรพ้ืนฐานท่ีมีแหลงคารบอน (0.1% w/v) 
คือ เซลโลไบโอส และ กลูโคส 

 
 

นําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 2,800×g นาน 10 นาที 
 

 
ละลายตะกอนดวยสารละลายทําเจือจาง 1.0 มิลลิลิตร 

แลวทําการ Inoculate แบคทีเรียท่ีตองการทดสอบลงไปในหลอดทดลอง 
ท่ีมีแหลงคารบอนจากขั้นตอนท่ี 1 หลอดละ 0.2 มิลลิลิตร 

 
 
 

นํามาปนเหวี่ยงท่ี 2,800×g นาน 15 นาที 
 

นําตะกอนท่ีอยูในหลอดทดลองไปอบท่ี 100 องศาเซลเซียส จนกวาช่ังไดน้ําหนักคงท่ี 
 

คํานวณความสามารถในการยอยสลายเยื่อใย 
 

สูตรคํานวณ: ความสามารถในการยอยสลายเยื่อใย (%DM) = [(A-B)]/A×100 
 
 A = น้ําหนักวัตถุแหงของเยื่อใยกอนถูกยอย 
 B = น้ําหนักวัตถุแหงของเยือ่ใยหลังถูกยอย  

 
 
 
 
 
 
 

บมเพาะท่ีอุณหภูมิ 38 องศาเซลเซียส  
เปนเวลานาน 16 ชม. (Log phase) 

ดูดสวนของเหลวท้ิง 

บมเพาะท่ีอุณหภูมิ 38 องศาเซลเซียส  
เปนเวลานาน 72 ช่ัวโมง 

ดูดสวนของเหลวท้ิง 
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การวัดความสามารถในการผลิตเอนไซมยอยสลายเยื่อใย (Intracellular enzyme activity) 
 

ขั้นตอนที่ 1  การเตรียมเชื้อแบคทีเรียบริสุทธิ ์
 

แบคทีเรียท่ีเจริญในอาหารสูตรพ้ืนฐานท่ีมีแหลงคารบอน (0.1% w/v) 
คือ เซลโลไบโอส และ กลูโคส 

 
 

นําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 20,000×g นาน 10 นาที 
 

กําจัดน้ําตาลท่ีตกคางโดยลางตะกอนดวยสารละลาย 50 mM Phosphate buffer (pH 6.8) 2 มิลลิลิตร 
แลวปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 20,000×g นาน 10 นาที จากนั้นเทสวนของเหลวท้ิง (ทํา 2 ครั้ง) 

 
ละลายตะกอนดวยสารละลาย 50 mM Phosphate buffer (pH 6.8) 2 มิลลิลิตร แลวนําไปทําใหเซลล
แตกดวยเครื่อง Ultrasonic (UD-201, TOMY, Japan) ภายใตอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที 

โดยมีขั้นตอนในการทําใหเซลลแตกดังนี้ (ภายใตอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส) 
 

 
Sonication                    
Time >10 min 
 
 หมายถึง ทําใหเซลลแบคทีเรียแตก ดวยเครื่อง Sonicatot เปนเวลา 1 นาที 
 หมายถึง เวนระยะเพ่ือระบายความรอนจากการทําใหเซลลแบคทีเรียแตก อยางนอย 1 นาที 
 

นําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 20,000×g ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที เพ่ือแยกเอา
สารละลายไปวิเคราะหหากิจกรรมของเอนไซมภายในเซลลของแบคทีเรีย (Intracellular activity) 

ดวยเครื่อง Spectrophotometer (Spectromic genesys 5) ท่ีความยาวคล่ืน 550 นาโนเมตร ตามวิธีของ 
Millier (1959) 

 
 

บมเพาะท่ีอุณหภูมิ 38 องศาเซลเซียส  
เปนเวลานาน 16 ช่ัวโมง (Log phase) 

ดูดสวนของเหลวท้ิง 
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ขั้นตอนที่ 2  การวิเคราะหหากิจกรรมของเอนไซม Cellulase และ Xylanase ภายในเซลล 
ของแบคทีเรีย (Intracellular activity) 

 
 การวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซมเซลลูเลส ใช Carboxyl methyl-cellulose (1% CMC in 
Streized 50 mM phosphate buffer) (Sigma) เปนสารละลายตั้งตน และใช 20 mM D-glucose เปน
สารละลายมาตรฐาน 
 
ตารางที่ 2  คามาตรฐานของสารละลายกลูโคส 
 
Tube No. 20 mM glucose 

(l) 
Phosphate buffer 

(l) 
Concentration of glucose 

(nMoles/ml or tube) 
1 
2 
3 
4 
5 

0 
12.5 
25.0 
37.5 
50.0 

200.0 
187.5 
175.0 
162.5 
150.0 

0.0 
250.0 
500.0 
750.0 
1000.0 

 
หมายเหต ุ ทํา standard จํานวน 2 ซํ้า ในทุกระดับความเขมขน (รวม 10 tubes) 

 
ตารางที่ 3  การวิเคราะหกิจกรรมของเซลลูเลสของสารละลายตัวอยาง 
 
Tube No. CMC solution 

(l) 
Phosphate buffer 

(l) 
Supernatant 

(l) 
Incubation time 

(min) 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 

100 
100 
100 
100 
100 
100 
0 

0 
0 
0 
0 
0 
0 

100 

100 
100 
100 
100 
100 
100 
100 

0 C, 0 min 
0 C, 0 min 
0 C, 0 min 

38 C, 30 min 
38 C, 30 min 
38 C, 30 min 
38 C, 30 min 

 
หมายเหต ุ - นําหลอดท่ี 1, 2 และ 3 แชในน้ําแข็งทันที 

- นําหลอดท่ี 4, 5, 6 และ 7 แชในน้ําท่ีมีอุณหภูมิ 38 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที  
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วิธีการวัดปริมาณน้ําตาลกลูโคสที่ไดจากการยอยดวยเอนไซมเซลลูเลส 
 

1.  ใชหลอดขนาด 15 มิลลิลิตร ยาวประมาณ 10 เซนติเมตร 
 
2.  ทุกขั้นตอนตองกระทําภายใตอุณหภูมิ ต่ํากวา 4 องศาเซลเซียส โดยแชในน้ําแข็ง 
 
3.  หลอดตัวอยางท่ี 1, 2 และ 3 เม่ือใส เอนไซมจากตัวอยาง (Supernatant) แลวตองแชใน

น้ําแข็งทันที ซ่ึงใชเปนหลอดควบคุมวากอนท่ีเอนไซมจากตัวอยางจะทํางาน ในสารละลาย CMC มี 
น้ําตาลปริมาณเทาไร 
 

4.  หลอดท่ี 4, 5, 6 และ 7 เม่ือใส Supernatant แลวตองนําลงไปในอางน้ําอุนท่ี 38 องศา
เซลเซียส โดยทันที แลวจับเวลา 30 นาที แลวนําลงแชในน้ําแข็งทันที ซ่ึงในหลอดท่ี 7 ตองการ
ตรวจวาในฟอสเฟต (Phosphate) มีน้ําตาลกลูโคสปริมาณเทาไร 
 

5.  จากนั้นเติมสารละลาย 500 l DNS (Solution A+B) ลงในหลอดทดลองทุกหลอดทันที  
(ท่ีอุณหภูมิหอง) 
 

6.  นําหลอดท้ังหมดไปตมในน้ําเดือดนาน 10 นาที แลวท้ิงไวใหเย็น จากนั้นเติมน้ํากล่ัน 1 
มิลลิลิตร 
 

7.  นําไปวัดหาความเขมขนของกลูโคสดวยเครื่อง Spectrophotometer ท่ีความยาวคล่ืน 550 
นาโนเมตร 
 

การวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซมไซลาเนส ใชวิธีการเดียวกับการวิเคราะหกิจกรรม
ของเอนไซมเซลลูเลส แตใช Xylan (1% Xylan in Streized 50 mM phosphate buffer) (Sigma) เปน
สารละลายตั้งตน และใช 20 mM D-Xylose เปนสารละลายมาตรฐาน 
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วิธีการเตรียมสารละลาย DNS (DNS solution A+B) 
 

1.  สารละลาย A (solution A) 
 

1)  เตรียมสารละลาย 1 เปอรเซ็นต DNS (3.5-dinitrosalicilic acid mw = 228.12; w/v) 
โดยละลาย DNS 1.76 กรัม ในน้ํากล่ันปริมาตร 176 มิลลิลิตร  

 
2)  เตรียมสารละลาย 4.5 เปอรเซ็นต NaOH โดยละลาย 2.7 กรัม ในน้ํากล่ันปริมาตร 60 

มิลลิลิตร 
3)  ทําการละลาย Pottasium sodium tartroto tetrahydrate ในสารละลาย ขอ 1) 
4)  นําสารละลาย ขอ 2) และ ขอ 3) ผสมใหเขากัน 

 
2.  สารละลาย B (solution B) 
 

1)  เตรียมสารละลาย 10 เปอรเซ็นต NaOH โดยละลาย NaOH 1 กรัม ในน้ํากล่ัน
ปริมาตร 10 มิลลิลิตร  

 
2)  ทําการละลาย Phenol 2 กรัม (สารเคมีอันตราย ควรระมัดระวังในการใช) ใน

สารละลาย ขอ 1) ปริมาตร 4.4 มิลลิลิตร 
 

3)  ปรับสารละลาย ขอ 2) ใหได 20 มิลลิลิตร ดวยน้ํากล่ัน 
4)  ทําการละลาย NaHCO3 ในสารละลาย ขอ 3) ปริมาตร 6.9 มิลลิลิตร 
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การวัดความสามารถในการยึดเกาะบนเยื่อใย (Adhesion ability) 
 
ขั้นตอนที่ 1  การเตรียมแหลงเยื่อใยที่ใชในการทดลอง 

 
ทําการช่ังเซลลูโลสบริสุทธ์ิ (Sigmacell 20) ฟางขาว หรือหญาขน (ท่ีเตรียมจากการทดลองท่ี 2.1) 

0.1 กรัม ใสหลอดทดลองขนาด 15 มิลลิลิตร 
 

 
ขั้นตอนที่ 2  การเตรียมเชื้อแบคทีเรียบริสุทธิ ์
 

แบคทีเรียท่ีเจริญในอาหารสูตรพ้ืนฐานท่ีมีแหลงคารบอน (0.1% w/v) 
คือ เซลโลไบโอส และ กลูโคส 

 
 
 

วัดคาความหนาแนนของเซลลเริ่มตน (Optical density; OD660) 
 

ทําการยายแบคทีเรียท่ีทราบคา ODเริ่มตน ใสในหลอดท่ีมีเยื่อใยชนิดตางๆ อยู 
(ภายใตสภาวะปราศจากออกซิเจน) 

 
 

กรองดวยกระดาษกรองเบอร 1 ท่ีมีรูขนาด 20-30 ไมโครเมตร 
 

นําของเหลวท่ีผานการกรอง ไปวัดคา OD660 หลังการบมเช้ือ (ODหลัง) 
 
สูตรคํานวณ: ความสามารถในการยึดเกาะบนเยื่อใย (%) = [(ODเริ่มตน- ODหลัง)/ ODเริ่มตน]×100 
   

 ODเริ่มตน = คาความหนาแนนของเซลลเริ่มตนกอนการบมเช้ือ 
 ODหลัง   = คาความหนาแนนของเซลลหลังการบมเช้ือ 30 นาที 

บมเพาะท่ีอุณหภูมิ 38 องศาเซลเซียส  
เปนเวลานาน 16 ช่ัวโมง (Log phase) 

บมเพาะท่ีอุณหภูมิ 38 องศาเซลเซียส  
เปนเวลานาน 30 นาที 
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การวัดความสามารถในการผลิตแกสของแบคทีเรีย (Gas production) 
 
ขั้นตอนที่ 1  การเตรียมเชื้อแบคทีเรียบริสุทธิ ์
 

แบคทีเรียท่ีเจริญในอาหารสูตรพ้ืนฐานท่ีมีแหลงคารบอน (0.2% w/v) 
คือ เซลโลไบโอส และ กลูโคส ปริมาตรหลอดละ 10 มิลลิลิตร 

 
 

นําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 20,000×g นาน 10 นาที 
 
 

ละลายตะกอนแบคทีเรียแตละหลอดดวยสารละลายทําเจือจาง 1.0 มิลลิลิตร 
แลวนํามารวมในหลอดเดียว 

 
ขั้นตอนที่ 2  การเตรียมเคร่ืองวัดคาการผลิตแกสและการปลูกถายเชื้อ (Inoculation) 

 
ช่ัง เซลลูโลสบริสุทธ์ิ (Sigmacell 20) 2 กรัม ใสใน Reactor ขนาด 250 มิลลิลิตร 

ของเครื่องคาการผลิตแกส (ทําตัวอยางละ 4 ซํ้า) 
 

เติมอาหารเล้ียงเช้ือพ้ืนฐานท่ีไมมีแหลงคารบอน 200 มิลลิลตรตอ Reactor 
ลงใน Reactor จากขอ 1) ภายใตสภาวะไรออกซิเจน 

 
ทําการปลูกถายเช้ือ จากขอ 2.4.2 ลงใน Reacter 1 มิลลิลิตรตอขวดปฏิกิริยา 

ปดดวยฝาขวดใหสนิท 
 

 
 

คํานวณปริมาณแกสท่ีผลิตหลังการบมเช้ือ 
 
 
 

บมเพาะท่ีอุณหภูมิ 38 องศาเซลเซียส  
เปนเวลานาน 16 ชม. (Log phase) 

ดูดสวนของเหลวท้ิง 

บมเช้ือท่ีอุณหภูมิ 38 องศาเซลเซียส  
ในเครื่องบมเช้ือแบบเขยา (Shake incubater) 
 ท่ีความเร็ว 150 รอบ 

บันทึกขอมูลคาความดัน 
จากการผลิตแกสทุกๆ 1 
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ภาพผนวกที่ 1  Restriction map of vector pTZ57R/T (Fermentas) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



105 
 

 

ภาคผนวก ข 
ลําดับเบสของ 16S rDNA 
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ลําดับเบสของ 16S rDNA (16S rDNA sequence) ของแบคทีเรียยอยสลายเยื่อใยที่คัดเลือกจาก
กระเพาะรูเมนของกระบือปลัก 
 
1.  >RS1 
 
 GTGCCAGCCGCCGCGGTAATACGGAAGGTCCGGGCGTTATCCGGATTTATTG
GGTTTAAAGGGAGCGCAGGCTGATGATTAAGCGTGACGTGAAATGTAGCCGCTCAAC
GGCTGAACTGCGTCGCGAACTGGTTATCTTGAGTGAGTTCGATGTTGGCGGAATTCGT
GGTGTAGCGGTGAAATGCTTAGATATCACGAAGAACTCCGATTGCGAAGGCAGCCAA
CAAGGCCTTTACTGACGCTAAAGCTCGAAGGTGCGGGTATCGAACAGGATTAGATAC
CCTGGTAGTCCGCACGGTAAACGATGGATGCCCGCTGTTTGCGATATACTGTGAGCG
GCCAAGAGAAATCGTTAAGCATCCCACCTGGGGAGTACGCCGGCAACGGTGAAACT
CAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGAGGAACATGTGGTTTAATTCGATGA
TACGCGAGGAACCTTACCCGGGCTTGAACTGCAGCGGACGGATACAGAGATGTTGAC
TCCCTTCGGGGCCGCTGTGGAGGTGCTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGCCGTGAGGT
GTCGGCTTAAGTGCCATAACGAGCACAACCCTTTTCATTAGTTGCCATCAGGTAATGC
TGGGCACTCTGGTGATACTGCCACCGTAAGGTGTGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAA
ATCAGCACGGCCCTTACGTCCGGGGCTACACACGTGTTACAATGGGGGGTACAGAAG
GCGGGATCAATGCAAATTGGTTCAAATCTTAAAAGCCCTCCTCAGTTCGGATTGGGG
TCTGCAACCCGACCCCATGAAGCTGGATTCGCTAGTAACCGCGCATCAGCCATGGCG
CGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGT 
 
2.  >RS3 
 
 GTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAGGGGTGCAAGCGTTGTTCGGAATTACTG
GGCGTAAAGGGAGCGTAGGCGGAGATTCAAGCGGATTGTACAATCCCGGGGCCCAA
CCCCGGCTCTGCAGTCCGAACTGGATTTCTTGGATAGTTCAGGGGCAGGCGGAATTC
CTGGTGTAGCGGTGGAATGCGTAGAGATCAGGAAGAACACCGATGGCGAAGGCAGC
CTGCTGGGGACTTATCGACGCTGAGGCTCGAAAGTGCGGGTAGCAAACAGGATTAGA
TACCCTGGTAGACCGCACCGTAAACAATGCATACTGGGTGTCCGGGGGTTCCCCCGG
GTACCGTAGCCAACGCGTTAAGTATGCCGCCTGGGGAGTACGTACGCAAGTATGAAA
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CTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAG
CAACGCGCAGAACCTTACCAGGGTTTGACATGGGAACGCCGCGGCGAGAGATCGCC
GTTTTGCAGCAATGCAACGTTCCGCACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTC
GTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCACGTTTCCAGTTGCCACCC
GCAAGGGGGCCCTCTGGAGAGACTGCCGGGGACAACCCGGAGGAAGGTGTGGATGA
CGTCAAGTCCTCATGGCCCTTACATCCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTCGGTAC
AATGGGTCGCAACGCCGCGAGGCGGAGCCAATCCTCAAAGCCGTCCTCAGTTCGGAT
CGGAGTCTGCAACTCGACTCCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGTGGGTCAGCAC
ACCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGCACACACCGCCCGT 
 
3.  >RS4 
 
 GTGCCAGCCGCCGCGGTAATACGAGGGGTGCAAGCGTTGTTCGGAATTACTG
GGCGTAAAGGGAGCGTAGGCGGAGATTCAAGCGGATTGTACAATCCCGGGGCCCAA
CCCCGGCTCTGCAGTCCGAACTGGATCTCTTGGATAGTTCAGGGGCAGGCGGAATTC
CTGGTGTAGCGGTGGAATGCGTAGAGATCAGGAAGAACACCGATGGCGAAGGCAGC
CTGCTGGGGACTCATCGACGCTGAGGCTCGAAAGTGCGGGTAGCAAACAGGATTAG
ATACCCTGGTAGTCCGCACCGTAAACAATGCATACTGGGTGTCCGGGGGTTCCCCCG
GGTACCGTAGCCAACGCGTTAAGTATGCCGCCTGGGGAGTACGTACGCAAGTATGAA
ACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAA
GCAACGCGCAGAACCTTACCAGGGTTTGACATGGGAACGCCGCGGCGAGAGATCGC
CGTTTTGCAGCAATGCAACGTTCCGCACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGT
CGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCACGTTTCCAGTTGCCACC
CGCAAGGGGGCCCTCTGGAGAGACTGCCGGGGACAACCCGGAGGAAGGTGTGGATG
ACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTACATCCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTCGGT
ACAATGGGTCGCAACGCCGCGAGGCGGAGCCAATCCTCAAAGCCGTCCTCAGTTCGG
ATCGGAGTCTGCAACTCGACTCCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGTGGGTCAGC
ACACCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGCACACACCGCCCGT 
 
 
 



108 
 

 

4.  >RS6 
 
 GTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAAGGTCCGGGCGTTATCCGGATTTATTG
GGTTTAAAGGGAGCGCAGGCTGATGATTAAGCGTGACGTGAAATGTAGCCGCTCAAC
GGCTGAACTGCGTCGCGAACTGGTTATCTTGAGTGAGTTCGATGTTGGCGGAATTCGT
GGTGTAGCGGTGAAATGCTTAGATATCACGAAGAACTCCGATTGCGAAGGCAGCCAA
CAAGGCCTTTACTGACGCTAAAGCTCGAAGGTGCGGGTATCGAACAGGATTAGATAC
CCTGGTAGTCCGCACGGTAAACGATGGATGCCCGCTGTTTGCGATATACTGTGAGCG
GCCAAGAGAAACCGTTAAGCATCCCACCTGGGGAGTACGCCGGCAACGGTGAAACT
CAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGAGGAACATGTGGTTTAACTCGATGA
TACGCGAGGAACCTTACCCGGGCTTGAACTGCAGCGGACGGATACAGAGATGTTGAC
TCCCTTCGGGGCCGCTGTGGTGGTGCTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGCCGTGAGGT
GTCGGCTTAAGTGCCATAACGAGCGCAACCCTTTTCATTAGTTGCCATCAGGTGATGC
TGGGCACTCTGGTGATACTGCCACCGTAAGGTGTGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAA
ATCAGCACGGCCCTTACGTCCGGGGCTACACACGTGTTACAATGGGGGGTACAGAAG
GCGGGATCAATGCAAATTGGTTCAAATCTTAAAAGCCCTCCTCAGTTCGGATTGGGG
TCTGCAACCCGACCCCATGAAGCTGGATTCGCTAGTAATCGCGCATCAGCCATGGCG
CGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGCACACACCGCCCGT 
 
5.  >RS7 
 
 GTGCCAGCCGCCGCGGTAATACGGAAGGTCCGGGCGTTATCCGGATTTATTG
GGTTTAAAGGGAGCGCAGGCTGATGATTAAGCGTGACGTGAAATGTAGCCGCTCAAC
GGCTGAACTGCGTCGCGAACTGGTTATCTTGAGTGAGTTCGATGTTGGCGGAATTCGT
GGTGTAGCGGTGAAATGCTTAGATATCACGAAGAACTCCGATTGCGAAGGCAGCCAA
CAAGGCCTTTACTGACGCTAAAACTCGAAGGTGCGGGTATCGAACAGGATTAGATAC
CCTGGTAGTCCGCACGGTAAACGATGGATGCCCGCTGTTTGCGATATACTGTGAGCG
GCCAAGAGAAATCGTTAAGCATCCCACCTGGGGAGTACGCCGGCAACGGTGAGACT
CAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGAGGAACATGTGGTTTAATTCGATGA
TACGCGAGGAACCTTACCCGGGCTTGAACTGCAGCGGACGGATACAGAGATGTTGAC
TCCCTTCGGGGCCGCTGTGGAGGTGCTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGCCGTGAGGT
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GTCGGCTTAAGTGCCATAACGAGCGCAACCCTTTTCATTAGTTGCCATCAGGTGATGC
TGGGCACTCTGGTGATACTGCCACCGTAAGGTGTGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAA
ATCAGCACGGCCCTTACGTCCGGGGCTACACACGTGTTACAATGGGGGGTACAGAAG
GCGGGATCAATGCAAATTGGTTCAAATCTTAAAAGCCCTCCTCAGTTCGGATTGGGG
TCTGCAACCCGACCCCATGAAGCTGGATTCGCTAGTAATCGCGCATCAGCCATGGCG
CGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGT 
 
6.  >RS9 
 
 GTGCCAGCCGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCGAGCGTTGTCCGGAATTATTG
GGCGTAAAGGGAGCGCAGGCGGGAAAGCAAGTCAGTCTTAAAAGTGCGGGGCTCAA
CCCCGTGATGGGATTGAAACTGTCTTTCTTGAGTGCAGGAGAGGAAAGCGGAATTCC
TAGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATTAGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCT
TTCTGGACTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGAT
ACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAGGTGTAGGAGGTATCGACCCCT
TCTGTGCCGGAGTTAACGCAATAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTG
AAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAATTCG
ACGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGGCTTGACATTGAGTGAAAGACCTAGAGATAG
GTCCCTCTCTTCGGAGACACGAAAACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTC
GTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTATCATTTGTTGCCAGCA
CGTTAAGGTGGGAACTCAAATGAGACTGCCGCGGACAACGCGGAGGAAGGCGGGGA
TGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCCTGGGCTACACACGTACTACAATGGGAT
GGACAGAGAGCAGCGACCCCGCGAGGGCAAGCGAACCCCATAAACCATCTCCCAGT
TCGGATTGCAGGCTGCAACCCGCCTGCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCTGGT
CAGCATACAGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGCACACACCGCCCGT 
 
7.  >RS10 
 
 GTGCCAGCCGCCGCGGTAATACGTATGGTGCAAGCGTTATCCGGATTTACTG
GGTGTAAAGGAAGCGTAGGCGGTTTTACAAGTCTGATGTGAAAGCCCGGGGCTCAAC
TCCGGTATTGCATTGGAAACTGTAGAACTAGAGTGTCGGAGGGGTAAGTGGAATTCC
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TAGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATTAGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCT
TACTGGACGATTACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGA
TACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAATACTAGGTGTTGGCTTCCATAGGGAG
TCGGTGCCGCAGCTAACGCAATAAGTATTCCACCTGGGGAGTACGTTCGCAAGAATG
AAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCG
AAGCAACGCGAAGAACCTTACCAAATCTTGACATCCTCTTGACAAAGTATGTAATGT
ACTCTTCTTTCGGGACAAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGT
GAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTAGCCAGCAAT
TCGGTTGGGCACTCTAGGGAGACTGCCCGGGTGAACCGGGAGGAGGGTGGGGATGA
CGTCAAATCATCATGCCCCTTATGATTTGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGTAAA
CAAAGGGAAGCAATCATGTGAGTGTGAGCAAATCTCAAAAATAACGTCTCAGTTCGG
ATTGTAGTCTGCAACTCGACTACATGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGAATCAGA
ATGTCGCGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGCACACACCGCCCGT 
 
8.  >RS11 
 
 GTGCCAGCCGCCGCGGTAATACGTAGGGGGCAAGCGTTATCCGGATTTACTG
GGTGTAAAGGGAGCGTAGACGGCCATGCAAGTCTGAAGTGAAAGCTCGGGGCTCAA
CCCCGGAACTGCTTTGGAAACTGTAAGGCTGGAGTGCAGGAGAGGTAAGCGGAATTC
CTAGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATTAGGAGGAACACCAGAGGCGAAGGCGGC
TTACTGGACTGTAACTGACGTTGAGGCTCGAAGGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGA
TACCCTGGTAGTCCACGCGGTAAACGATGATCACTAGGTGTTGGCAAGCATAGCTTG
TCGGTGCCGCAGCAAACGCAATAAGTGATCCACCTGGGGAGTACGTTCGCAAGAATG
AAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCG
AAGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGTCTTGAGATCCAGTTGAATACAGGGTAATGCC
TGTAGTCTTCGGACAACTGAGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTG
AGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCCTAGTAGCCAGCAAGT
AAAGTTGGGCACTCTAAGGAGACTGCCCGGGATAACCGGGAGGAAGGTGGGGATGA
CGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCAGGGCTACACACGTGCTACAATGTCGTAAA
CAAAGGGAAGCAATGGAGCGATCCGGAGCAAATCCCAGAAATAACGACTCAGTTCG
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GATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCAGATCAG
CATGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTACACACCGCCCGT 
 
9.  >RS12 
 
 GTGCCAGCCGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTG
GGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAAC
CGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGAAAACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTC
CATGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGAC
TTTCTGGTCTGTAACTGACGCTGATGTGCGAAAGCGTGGGGATCAAACAGGATTAGA
TACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCC
CTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTT
GAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTC
GAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAAATCTTGACATCCTCTGACCCCTCTAGAGATAG
AGTTTTCCCCTTCGGGGGACAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGT
CGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTAAGCTTAGTTGCCATC
ATTAAGTTGGGCACTCTAAGTTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATG
ACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGATTTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACAAT
ACAAAGGGTAGCGAAACCGCGAGGTCAAGCAAATCCCATAAAGTTGTTCTCAGTTCG
GATTGTAGTCTGCAACTCGACTATATGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGTAGATCAG
CATGCTACGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTACACACCGCCCGT 
 
10.  >RS13 
 
 GTGCCAGCCGCCGCGGTAATACGTAGGTCCCGAGCGTTGTCCGGATTTATTG
GGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTAATAAGTTTGAAGTTAAAGGCAGTGGCTTAAC
CATTGTTCGCTTTGGAAACTGTTAGACTTGAGTGCAGAAGGGGAGAGTGGAATTCCA
TGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAACACCGGTGGCGAAAGCGGCTCT
CTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATAC
CCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAGGTGTTAGGCCCTTTCCGGGGCTT
AGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGAAGTACGCTCGCAAGAGTGAA



112 
 

 

ACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGTAGCGGAGCATGTGGTTTAATTCGAA
GCAACGCGAAGAACCTTACCTAAGCTTGACATCCCACTGACCTCTCCCTAATCGGAG
ATTTCCCTTCGGGGACAGTGGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGT
GAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGCCTTTAGTTGCCAGCATT
AAGTTGGGCACTCTAGAGGGACTGCCGAGGATAACTCGGAGGAAGGTGGGGATGAC
GTCAAATCATCATGCCCCTTATGCTTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGGTGGTAC
AGAGGGTTGCCAAGCCGCGAGGTGGAGCTAATCCCTTAAAGCCATTCTCAGTTCGGA
TTGTAGGCTGAAACTCGCCTACATGAAGCTGGAGTTACTAGTAATCGCAGATCAGAA
TGCTGCGGTGAATGCGTTCCCGGGTCTTGTACACACCGCCCGT 
 
11.  >RS15 
 
 GTGCCAGCCGCCGCGGTAATACGTAGGGGGCTAGCGTTATCCGGAATTACTG
GGCGTAAAGGGTGCGTAGGTGGTTTTTTAAGTCAGAAGTGAAAGGCTACGGCTCAAC
CGTAGTAAGCTTTTGAAACTAGAGAACTTGAGTGCAGGAGAGGAGAGTAGAATTCCT
AGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATTAGGAGGAATACCAGTAGCGAAGGCGGCTC
TCTGGACTGTAACTGACACTGAGGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGAT
ACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTACTAGGTGTCGGGGGTTACCCCCCTC
GGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGTACTCCGCCTGGGAAGTACGCTCGCAAGAGTGAA
ACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGTAGCGGAGCATGTGGTTTAATTCGAG
GCAACGCGAAGAACCTTACCTAAGCTTGACATCCCACTGACCTCTCCCTAATCGGAG
ATTTCCCTTCGGGGACAGTGGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGT
GAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGCCTTTAGTTGCCAGCATT
AAGTTGGGCACTCTAGAGGGACTGCCGAGGATAACTCGGAGGAAGGTGGGGATGAC
GTCAAATCATCATGCCCCTTATGCTTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGGTGGTAC
AGAGGGTTGCCAAGCCGCGAGGTGGAGCTAATCCCTTAAAGCCATTCTCAGTTCGGA
TTGTAGGCTGAAACTCGCCTACATGAAGCTGGAGTTACTAGTAATCGCAGATCAGAA
TGCTGCGGTGAATGCGTTCCCGGGTCTTGTACACACCGCCCGT 
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12.  >RS16 
 
 GTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGGGCTAGCGTTATCCGGAATTACTG
GGCGTAAAGGGTGCGTAGGTGGTTTTTTAAGTCAGAAGTGAAAGGCTACGGCTCAAC
CGTAGTAAGCTTTTGAAACTAGAGAACTTGAGTGCAGGAGAGGAGAGTAGAATTCCT
AGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATTAGGAGGAATACCAGTAGCGAAGGCGGCTC
TCCGGACTGTAACTGACACTGAGGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGAT
ACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTACTAGGTGTCGGGGGTTACCCCCCTC
GGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGTACTCCGCCTGGGAAGTACGCTCGCAAGAGTGAA
ACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGTAGCGGAGCATGTGGTTTAATTCGAA
GCAACGCGAAGAACCTTACCTAAGCTTGACATCCCACTGACCTCTCCCTAATCGGAG
ATTTCCCTTCGGGGACAGTGGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGT
GAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGCCTTTAGTTGCCAGCATT
AAGTTGGGCACTCTAGAGGGACTGCCGAGGATAACTCGGAGGAAGGTGGGGATGAC
GTCAAATCATCATGCCCCTTATGCTTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGGTGGTAC
AGAGGGTTGCCAAGCCGCGAGGTGGAGCTAATCCCTTAAAGCCATTCTCAGTTCGGA
TTGTAGGCTGAAACTCGCCTACATGAAGCTGGAGTTACTAGTAATCGCAGATCAGAA
TGCTGCGGTGAATGCGTTCCCGGGTCTTGTACACACCGCCCGT 
 
13.  >PG21 
 
 GTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTCCCGAGCGTTGTCCGGATTTATTG
GGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTAATAAGTCTGAAGTTAAAGGCAGTGGCTTAAC
CATTGTTCGCTTTGGAAACTGTTAGACTTGAGTGCAGAAGGGGAGAGTGGAATTCCA
TGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAACACCGGTGGCGAAAGCGGCTCT
CTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATAC
CCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAGGTGTTAGGCCCTTTCCGGGGCTT
AGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAA
ACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAA
GCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCCGATGCTATTCCTAGAGATAGGA
AGTTTCTTCGGAACATCGGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGA
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GATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTATTGTTAGTTGCCATCATTAAG
TTGGGCACTCTAGCGAGACTGCCGGTAATAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTC
AAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTTGGTACAAC
GAGTCGCGAGTCGGTGACGGCAAGCAAATCTCTTAAAGCCAATCTCAGTTCGGATTG
TAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCACGC
CGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGT 
 
14.  >PG36 
 
 ACGGGCGGTGTGTGCAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGCCATGGCTGATG
CGCGATTACTAGCGAATCCAGCTTCACGGAGTCGGGTTGCAGACTCCGATCCGAACT
GAGATGGGTTTTAAAGATCTGCATCCTGTCGCCAGGTAGCTTCCTTCTGTACCCACCA
TTGTAACACGTGTGTCGCCCCGGACGTAAGGGCCGTGCTGATTTGACGTCATCCCCCC
CTTCCTCTCACCTTGCGGTGGCAGTCCCGCCAGAGTCCCCACCATTGCGTGCTGGTAA
CTGACGGCAAGGGTTGCGCTCGTTATGGCACTTAAGCCGACACCTCACGGCACGAGC
TGACGACAACCATGCAGCACCTCGACAGAAGCCCCGAAGGGCGTTTGCGTCTCCGCA
TCCTTCCTCTGCCGTTCGAGCCCGGGTAAGGTTCCTCGCGTATCATCGAATTAAACCA
CATGTTCCTCCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAACCTTGCGGTC
GTACTCCCCAGGTGGATGACTTATCGCTTTCGCTTGGCCACCGACTGTATGCCGCCGG
CGGTTAGTCATCATCGTTTACTGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTCGATCC
CCACGCTTTCGTGCCTCAGCGTCAGTTACCGCTTCGTGAGGTGTCTTCACAATCGGCG
TTCTGTGTAATATCTATGCATTTCACCGCTACACTACACATTCCCCCCACGGCAACGG
CACTCCAGACAACCAGTATCAACTGCACTTCCCGCGTTAAGCGCGGGCATTTCACAG
CTGACTTAATCGTCCGCCTACGCACCCTTTAAACCCAATAAATCCGGATAACGCTCGC
ATCCTCCGTATTACCGCGGCGGCTGGCAC 
 
15.  >PG37 
 
 GTGCCAGCCGCCGCGGTAATACGTAGGTCCCGAGCGTTGTCCGGATTTATTG
GGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGCTTAATAAGTCTGAAGTTAAAGGCAGTGGCTTAA
CCATTGTTCGCTTTGGAAACTGTTAGACTTGAGTGCAGAAGGGGAGAGTGGAATTCC
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ATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAACACCGGTGGCGAAAGCGGCT
CTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGAT
ACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAGGTGTTAGGCCCTTTCCGGGGC
TTAGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTG
AAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCG
AAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCCGATGCTATTCCTAGAGATAG
GAAGTTTCTTCGGAACATCGGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGT
GAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTATTGTTAGTTGCCATCATTA
AGTTGGGCACTCTAGCGAGACTGCCGGTAATAAACCGGAGGAAGGTGGGGACGACG
TCAAATCCTCATGCCCTTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACACTGGTTGGTACAC
TGAGTCGTGAGTCGGTGACGGCAAGCAAATTTTTTAAAGCCAATCTCAGTTCGGATT
GTAGGCTGCATCTCGCCTACATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCTCGGATCAGCCCG
CCGCGGTGAATAGGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGT 
 
16.  >RS46 
 
 GTGCCAGCCTCCGCGGTAATACGTATGGTGCAAGCGTTATCCGGATTTACTG
GGTGTAAAGGGAGCGTAGGCGGTTTTACAAGTCTGATGTGAAAGCCCGGGGCTCAAC
TCCGGTATTGCATTGGAAACTGTAGAACTAGAGTGTCGGAGGGGTAAGTGGAATTCC
TAGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATTAGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCT
TACTGGACGATTACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGA
TACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAATACTAGGTGTTGGCTTCCATAGGGAG
TCGGTGCCGCAGCAAACGCAATAAGTATTCCACCTGGGGAGTACGTTCGCAAGAATG
AAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCG
AAGCAACGCGAAGAACCTTACCAAATCTTGACATCCCACTGACAAAGTATGTAATGT
ACTCTTCCCTCGGGACAGTGGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGT
GAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTAGCCAGCAAT
TCGGTTGGGCACTCTAGGGAGACTGCCCGGGTGAACCGGGAGGAAGGTGGGGATGA
CGTCAAATCATCATGCCCCTTATGATTTGGGCCACACACGTGCTACAATGGCGTAAA
CAAAGGGAAGCAATCACGTGAGTGTGAGCAAATCTCAAAAATAACGTCTCAGTTCGG
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ATTGTAGTCTGCAACTCGACTACATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGCGAATCAGA
ATGTCGCGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTACACACCGCCCGT 
 
17.  >PG47 
 
 ACGGGCGGTGTGTGCAAGCCCGGGAACGTATTCACCGCGCCATGGCTGATGC
GCGATTACTAGCGAATCCAGCTTCACGGAGTCGGGTTGCAGACTCCGATCCGAACTG
AGATGGGTTTTAAAGATCTGCATCCTGTCGCCAGGTAGCTTCCTTCTGTACCCACCAT
TGTAACACGTGTGTCGCCCCGGACGTAAGGGCCGTGCTGATTTGACGTCATCCCCCC
CTTCCTCTCACCTTGCGGTGGCAGTCCCGCCAGAGTCCCCACCATTGCGTGCTGGTAA
CTGACGGCAAGGGTTGCGCTCGTTATGGCACTTAAGCCGACACCTCACGGCACGAGC
TGACGACAACCATGCAGCACCTCGACAGAAGCCCCGAAGGGCGTTTGCGTCTCCGCA
TCCTTCCTCTGCCGTTCGAGCCCGGGTAAGGTTCCTCGCGTATCATCGAATTAAACCA
CATGTTCCTCCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAACCTTGCGGTC
GTACTCCCCAGGTGGATGACTTATCGCTTTCGCTTGGCCACCGACTGTATGCCGCCGG
CGGTTAGTCATCATCGTTTACTGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTCGATCC
CCACGCTTTCGTGCCTCAGCGTCAGTTACCGCTTCGTGAGGTGTCTTCACAATCGGCG
TTCTGTGTAATATCTATGCATTTCACCGCTACACTACACATTCCCCCCACGGCAACGG
CACTCCAGACAACCAGTATCAACTGCACTTCCCGCGTTAAGCGCGGGCATTTCACAG
CTGACTTAATCGTCCGCCTACGCACCCTTTAAACCCAATAAATCCGGATAACGCTCGC
ATCCTCCGTATTACCGCGGCTGCTGGCAC 
 
18.  >PG51 
 
 GTGCCAGCCGCCGCGGTAATACGTAGGTCCCGAGCGTTGTCCGGATTTATTG
GGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTAATAAGTCTGAAGTTAAAGGCAGTGGCTTAAC
CATTGTTCGCTTTGGAAACTGTTAGACTTGAGTGCAGAAGGGGAGAGTGGAATTCCA
TGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAACACCGGTGGCGAAAGCGGCTCT
CTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATAC
CCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAGGTGTTAGGCCCTTTCCGGGGCTT
AGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAA
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ACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAA
GCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCCGATGCTATTCCTAGAGATAGGA
AGTTTCTTCGGAACATCGGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGA
GATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTATTGTTAGTTGCCATCATTAAG
TTGGGCACTCTAGCGAGACTGCCGGTAATAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTC
AAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTTGGTACAAC
GAGTCGCGAGTCGGTGACGGCAAGCAAATCTCTTAAAGCCAATCTCAGTTCGGATTG
TAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCACGC
CGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGT 
 
19.  >PG53 
 
 GTGCCAGCCGCCGCGGTAATACGTAGGTCCCGAGCGTTGCCCGGATTTATTG
GGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTAATAAGTCTGAAGTTAAAGGCAGTGGCTTAAC
CATTGTTCGCTTTGGAAACTGTTAGACTTGAGTGCAGAAGGGGAGAGTGGAATTCCA
TGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAACACCGGTGGCGAAAGCGGCTCT
CTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATAC
CCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAGGTGTTAGGCCCTTTCCGGGGCTT
AGTGCCGCAGCCAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGA
AACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGA
AGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCCGATGCTATTCCTAGAGATAGG
AAGTTTCTTCGGAACATCGGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTG
AGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTATTGTTAGTTGCCATCATTAA
GTTGGGCACTCTAGCGAGACTGCCGGTAATAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGT
CAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTTGGTACAA
CGAGTCGCGAGTCGGTGACGGCAAGCAAATCTCTTAAAGCCAATCTCAGTTCGGATT
GTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCACG
CCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGT 
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20.  >PG58 
 
 GTGCCAGCCGCCGCGGTAATACGTAGGGGGCTAGCGTTATCCGGAATTACTG
GGCGTAAAGGGTGCGTAGGTGGTTTTTTAAGTCAGAGGTGAAAGGCTACGGCTCAAC
CGTAGTAAGCTTTTGAAACTAGAGAACTTGAGTGCAGGAGAGGAGAGTAGAATTCCT
AGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATTAGGAGGAATACCAGTAGCGAAGGCGGCTC
TCTGGACTGTAACTGACACTGAGGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGAT
ACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTACTAGGTGTCGGGGGTTACCCCCCTC
GGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGTACTCCGCCTGGGAAGTACGCTCGCAAGAGTGAA
ACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGTAGCGGAGCATGTGGTTTAATTCGAA
GCAACGCGAAGAACCTTACCTAAGCTTGACATCCCATTGACCTCTCCCTAATCGGAG
ATTTCCCTTCGGGGACAGTGGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGT
GAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGCCTTTAGTTGCCAGCATT
AAGTTGGGCACTCTAGAGGGACTGCCGAGGATAACTCGGAGGAAGGTGGGGATGAC
GTCAAATCATCATGCCCCTTATGCTTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGGTGGTAC
AGAGGGTTGCCAAGCCGCGAGGTGGAGCTAATCCCTTAAAGCCATTCTCAGTTCGGA
TTGTAGGCTGAAACTCGCCTACATGAAGCTGGAGTTACTAGTAATCGCAGATCAGAA
TGCTGCGGTGAATGCGTTCCCGGGTCTTGTACACCCCGCCCGT 
 
21.  >PG59 
 
 GTGCCAGCCGCCGCGGTAATACGTAGGGGGCAAGCGTTATCCGGATTTACTG
GGTGTAAAGGGGGCGCAGACGGTGATGCAAGTCTGAGGTGAAATCCCACGGCTCAA
CTGTGGAATTGCCTTGGAAACTGTAACACTTGAGTGCTGGAGAGGTAAGCGGAATTC
CTGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATCAGGAAGAACATCAGTGGCGAAGGCGGC
TTACTGGACAGCAACTGACGTTGAGGCCCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAG
ATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAATACTAGGTGTTGGAAGGCAAAGCCT
TTCGGTGCCGGCGCTAACGCATTAAGTATTCCACCTGGGGAGTACGTTCGCAAGAAT
AAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTC
GAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCGATCTGAATGTGATGCAAAAG
TCGCAGCCCTTCGGGGCAGAGAAGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTTAGCTCGTGTC
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GTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCTAAGTAGCCAGCG
GTTCGGCCGGGCACTCTTGGGAGACCGCCGGGGATAACCCGGAGGAAGGTGGGGAT
GACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGATCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGTA
AACAAAGAGAAGCGAGGGAGCGATCCGGAGCAAATCTCAAAAATAACGTCTCAGTT
CGGACTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCACGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATC
AGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTACACACCGCCCGT 
 
22.  >PG65 
 
 GTGCCAGCCGCCGCGGTAATACGTAGGTCCCGAGCGTTGTCCGGATTTATTG
GGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTAATAAGTCTGAAGTTAAAGGCAGTGGCTTAAC
CATTGTTCGCTTTGGAAACTGTTAGACTTGAGTGCAGAAGGGGAGAGTGGAATTCCA
TGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAACACCGGTGGCGAAAGCGGCTCT
CTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATAC
CCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAGGTGTTAGGCCCTTTCCGGGGCTT
AGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAA
ACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAA
GCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCCGATGCTATTCCTAGAGATAGGA
AGTTTCTTCGGAACATCGGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGA
GATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTATTGTTAGTTGCCATCATTAAG
TTGGGCACTCTAGCGAGACTGCCGGTAATAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTC
AAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTTGGTACAAC
GAGTCGCGAGTCGGTGACGGCAAGCAAATCTCTTAAAGCCAATCTCAGTTCGGATTG
TAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCACGC
CGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGT 
 
23.  >PG68 
 
 GTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATCCTAGCGTTATCCGGATTTATTG
GGTTTAAAGGGAGCGTAGGCGGGCGCTTAAGTCAGCTGTGAAAGTTTGGGGCTCAAC
CTTAAAATTGCAGTTGATACTGGGTGCCTTGAGTGCGGTATAGGCAGGCGGAATTCG
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TGGTGTAGCGATGAAATGCTTAGATATCACGAAGAACTCCGATTGCGAAGGCAGCTT
GCTGGAGCGTAACTGACGCTGATGCTCGAAAGTGTGGGTATCAAACAGGATTAGATA
CCCTGGTAGTCCACACAGTAAACGATGAATACTCGCTGTTTGCGATATATTGTAAGC
GGCCAAGCGAAAGCGTTAAGTATTCCACCTGGGGAGTACGCCGGCAACGGTGAAAC
TCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGAGGAACATGTGGTTTAATTCGATG
ATACGCGAGGAACCTTACCCGGGCTTGAATTGCAACCGAATTATCCGGAAACGGGTA
AGCCGCAAGGCGGTTGTGAAGGTGCTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGCCGTGAGGT
GTCGGCTTAAGTGCCATAACGAGCGCAACCCTTATCCACAGTTGCCATCAGGTGATG
CTGGGGACTCTGTGGAGACTGCCGTCGTAAGATGCGAGGAAGGGGGGGATGACGTC
AAATCAGCACGGCCCTTACGTCCGGGGCTACACACGTGTTACAATGGGGGGTACAGC
GGGCAGCTGGGCGGCGACGTCCGGCCAATCCCTAAATCCCCTCTCAGTTCGGACTGG
AGTCTGCAACCCGACTCCACGAAGCTGGATTCGCTAGTAATCGCGCATCAGCCACGG
CGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGCACACACCGCCCGT 
 
24.  >PG70 
 
 GTGCCAGCCGCCGCGGTAATACGTATGGTGCAAGCGTTATCCGGATTTACTG
GGTGTAAAGGGAGCGTAGGCGGTTTTACAAGTCTGATGTGAAAGCCCGGGGCTCAAC
TCCGGTATTGCATTGGAAACTGTAGAACTAGAGTGTCGGAGGGGTAAGTGGAATTCC
TAGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATTAGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCT
TACTGGACGATTACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGA
TACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAATACTAGGCGTTGGCTTCCATAGGGAG
TCGGTGCCGCAGCTAACGCAATAAGTATTCCACCTGGGGAGTACGTTCGCAAGAATG
AAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCG
AAGCAACGCGAAGAACCTTACCAAATCTTGACATCCCACTGACAAAGTATGTAATGT
ACTCTTCCTTCGGGACAGTGGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGT
GAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTATCTTTAGTAGCCAGCATT
TCGGATGGGCACTCTAGAGAGACTGCCCGGGTGAACCGGGAGGAAGGTGGGGATGA
CGTCAAATCATCATGCCCCTTATGATTTGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGTAAA
CAAAGGGAAGCAATCATGTGAGTGTGAGCAAATCTCAAAAATAACGTCTCAGTTCGG
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ATTGTAGTCTGCAACTCGACTACATGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGAATCAGA
ATGTCGCGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTACACACCGCCCGT 
 
25.  >PG71 
 
 GTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTCCCGAGCGTTGTCCGGATTTATTG
GGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTAATAAGTCTGAAGTTAAAGGCAGTGGCTTAAC
CATTGTTCGCTTTGGAAACTGTTAGACTTGAGTGCAGAAGGGGAGAGTGGAATTCCA
TGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAACACCGGTGGCGAAAGCGGCTCT
CTGGTCTGTAACTGACGCTGAGACTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATAC
CCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAGGTGTTAGGCCCTTTCCGGGGCTT
AGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAA
ACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAA
GCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCCGATGCTATTCCTAGAGATAGGA
AGTTTCTTCGGAACATCGGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGA
GATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTATTGTTAGTTGCCATCATTAAG
TTGGGCACTCTAGCGAGACTGCCGGTAATAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTC
AAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTTGGTACAAC
GAGTCGCGAGTCGGTGGCGGCAAGCAAATCTCTTAAAGCCAATCTCAGTTCGGATTG
TAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCACGC
CGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGT 
 
26.  >PG73 
 
 GTGCCAGCCGCCGCGGTAATACGAGGGGTGCAAGCGTTGTTCGGAATTACTG
GGCGTAAAGGGAGCGTAGGCGGAGATTCAAGCGGATTGTACAATCCCGGGGCCCAA
CCCCGGCTCTGCAGTCCGAACTGGATCTCTTGGATAGTTCAGGGGCAGGCGGAATTC
CTGGTGTAGCGGTGGAATGCGTAGAGATCAGGAAGAACACCGATGGCGAAGGCAGC
CTGCTGGGGACTCATCGACGCTGAGGCTCGAAAGTGCGGGTAGCAAACAGGATTAG
ATACCCTGGTAGTCCGCACCGTAAACAATGCATACTGGGTGTCCGGGGGTTCCCCCG
GGTACCGTAGCCAACGCGTTAAGTATGCCGCCTGGGGAGTACGTACGCAAGTATGAA
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ACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAA
GCAACGCGCAGAACCTTACCAGGGTTTGACATGGGAACGCCGCGGCGAGAGATCGC
CGTTTTGCAGCAATGCAACGTTCCGCACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGT
CGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCACGTTTCCAGTTGCCACC
CGCAAGGGGGCCCTCTGGAGAGACTGCCGGGGACAACCCGGAGGAAGGTGTGGATG
ACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTACATCCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTCGGT
ACAATGGGTCGCAACGCCGCGAGGCGGAGCCAATCCTCAAAGCCGTCCTCAGTTCGG
ATCGGAGTCTGCAACTCGACTCCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGTGGGTCAGC
ACACCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGT 
 
27.  >PG75 
 
 GTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTCCCGAGCGTTGTCCGGATTTATTG
GGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTAATAAGTCTGAAGTTAAAGGCAGTGGCCTAA
CCATTGTTCGCTTTGGAAACTGTTAGACTTGAGTGCAGAAGGGGAGAGTGGAATTCC
ATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAACACCGGTGGCGAAAGCGGCT
CTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGAT
ACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAGGTGTTAGGCCCTTTCCGGGGC
TTAGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTG
AAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCG
AAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCCGATGCTATTCCTAGAGATAG
GAAGTTTCTTCGGAACATCGGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGT
GAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTATTGTTAGTTGCCATCATTA
AGTTGGGCACTCTAGCGAGACTGCCGGTAATAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACG
TCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTTGGTACA
ACGAGTCGCGAGTCGGTGACGGCAAGCAAATCTCTTAAAGCCAATCTCAGTTCGGAT
TGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCAC
GCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGT 
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28.  >PG76 
 
 GTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTATGGTGCAAGCGTTATCCGGATTTACTG
GGTGTAAAGGGAGCGTAGGCGGTTTTACAAGTCTGATGTGAAAGCCCGGGGCTCAAC
TCCGGTATTGCATTGGAAACTGTAGAACTAGAGTGTCGGAGGGGTAAGTGGAATTCC
TAGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATTAGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCT
TACTGGACGATTACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGA
TACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAATACTAGGTGTTGGCTTCCATAGGGAG
TCGGTGCCGCAGCTAACGCAATAAGTATTCCACCTGGGGAGTACGTTCGCAAGAATG
AAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCG
AAGCAACGCGAAGAACCTTACCAAATCTTGACATCCTCTTGACAAAGTATGTAATGT
ACTCTTCCTTCGGGACAAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGT
GAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTAGCTAGCAGT
TCGGCTGAGCACTCTAGGGAGACTGCCCGGGTGAACCGGGAGGAAGGTGGGGATGA
CGTCAAATCATCATGCCCCTTATGATTTGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGTAAA
CAAAGGGAAGCAAGTAGGTGACTATGAGCAAATCTCAAAAATAACGTCTCAGTTCG
GATTGTAGTCTGCAACTCGACTACATGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGAATCAG
AATGTCGCGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTACACACCGCCCGT 
 
29.  >PG78 
 
 GTGCCAGCCGCCGCGGTAATACGTATGGTGCAAGCGTTATCCGGATTTACTG
GGTGTAAAGGGAGCGTAGGCGGTTTTACAAGTCTGATGTGAAAGCCCGGGGCTCAAC
TCCGGTATTGCATTGGAAACTGTAGAACTAGAGTGTCGGAGGGGTAAGTGGAATTCC
TAGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATTAGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCT
TACTGGACGATTACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGA
TACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAATACTAGGTGTTGGCTTCCATAGGGAG
TCGGTGCCGCAGCTAACGCAATAAGTATTCCACCTGGGGAGTACGTTCGCAAGAATG
AAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCG
AAGCAACGCGAAGAACCTTACCAAATCTTGACATCCTCTTGACAAAGTATGTAATGT
ACTCTTCCTTCGGGACAAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGT
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GAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCTTTAGTAGCCAGCATTT
CGGATGGGCACTCTAGAGAGACTGCCCGGGTGAACCGGGAGGAAGGTGGGGATGAC
GTCAAATCATCATGCCCCTTATGATTTGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGTAAAC
AAAGGGAAGCAAGTAGGTGACTATGAGCAAATCTCAAAAATAACGTCTCAGTTCGG
ATTGTAGTCTGCAACTCGACTACATGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGAATCAGA
ATGTCGCGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTACACACCGCCCGT 
 
30.  >PG85 
 
 GTGCCAGCCGCCGCGGTAATACGTAGGGGGCTAGCGTTATCCGGAATTACTG
GGCGTAAAGGGTGCGTAGGTGGTTTTTTAAGTCAGAAGTGAAAGGCTACGGCTCAAC
CGTAGTAAGCTTTTGAAACTAGAGAACTTGAGTGCAGGAGAGGAGAGTAGAATTCCT
AGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATTAGGAGGAATACCAGTAGCGAAGGCGGCTC
TCTGGACTGTAACTGACACTGAGGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGAT
ACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTACTAGGTGTCGGGGGTTACCCCCCTC
GGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGTACTCCGCCTGGGAAGTACGCTCGCAAGAGTGAA
ACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGTAGCGGAGCATGTGGTTTAATTCGAA
GCAACGCGAAGAACCTTACCTAAGCTTGACATCCCACTGACCTCTCCCTAATCGGAG
ATTTCCCTTCGGGGACAGTGGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGT
GAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGCCTTTAGTTGCCAGCATT
AAGTTGGGCACTCTAGAGGGACTGCCGAGGATAACTCGGAGGAAGGTGGGGATGAC
GTCAAATCATCATGCCCCTTATGCTTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGGTGGTAC
AGAGGGTTGCCAAGCCGCGAGGTGGAGCTAATCCCTTAAAGCCATTCTCAGTTCGGA
TTGTAGGCTGAAACTCGCCTACATGAAGCTGGAGTTACTAGTAATCGCAGATCAGAA
TGCTGCGGTGAATGCGTTCCCGGGTCTTGTACACACCGCCCGT 
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และไดรับทุนพัฒนาบุคลากรระดับปริญญาโทจาก
สํานักงานพัฒนาวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงชาติ 
ศูนยพันธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพแหงชาต ิ
(สวทช.) 

 
 
 




