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In Thailand, cassava starch processing generates various solid waste such 

as cassava pulp and wastewater treatment sludge that creating serious 
environmental pollution. The study of cassava pulp and wastewater treatment 
sludge converted to compost by a bacterial consortium. Bacterial consortium 
formulated with five groups of bacteria containing B. subtilis TISTR 008, B. subtilis 
C-CV1033 and B. shackletonii C-S1052 (cellulolytic bacteria), B. subtilis A-CV1031 
and B. subtilis A-S51041 (amylolytic bacteria), B. ginsengihumi N-BS1 (nitrogen 
fixation bacteria), B. shackletonii P-S1041 (phosphate solubilizing bacteria), and B. 
bataviensis K-S1043 (potassium solubilizing bacteria). The effect of consortium 
inoculation on cassava pulp, wastewater treatment sludge, rice bran, cow dung, 
phosphate rock and feldspar compost demonstrated nitrogen (N), phosphorus (P), 
potassium (K), calcium (Ca), magnesium (Mg), zinc (Zn), manganese (Mn), iron (Fe), 
copper (Cu) were 1.77%, 1.97%, 1.75%, 3.76%, 0.72%, 139, 740, 3040 and 11.26 
mg/kg, respectively. Whereas, C:N ratio of waste compost was reduced. The 
combination of cassava pulp, wastewater treatment sludge, rice bran, cow dung, 
phosphate rock and feldspar has potential to improve the nutrients in waste 
compost. 
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บทที่ 1  
บทนำ 

1.1 ความเป็นมาและความสำคญัของงานวิจัย 

มันสำปะหลังเป็นพืชเศรษฐกิจชนิดหนึ่งที่สำคัญของประเทศไทย เป็นพืชหัวและเจริญได้ใน

ภูมิประเทศเขตร้อน ในประเทศไทยมีการปลูกมันสำปะหลังเป็นจำนวนมากในแถบพื้นที่ภาค

ตะวันออก และภาคตะวันออกเฉียงเหนือ โดยคิดเป็นร้อยละ 8.22 ของผลผลิตรวมภายในประเทศ 

เนื่องจากมันสำปะหลังเป็นพืชที่มีข้อได้เปรียบกว่าพืชอื่น ๆ ได้แก่ มีประสิทธิภาพในการเปลี่ยน

พลังงานแสงอาทิตย์เป็นพลังงานชีวภาพได้สูง มีความสามารถในการทนความแห้งแล้งได้ดี และมี

อัตราในการสกัดเป็นแป้งสูง (Okogbenin และคณะ, 2013) ส่งผลให้อุตสาหกรรมในการผลิตแป้งมัน

สำปะหลังมีการขยายตัวเพิ่มข้ึนมากจากในอดีตที่เริ่มจากอุตสาหกรรมเล็ก ๆ ภายในครัวเรือน 

ปัจจุบันได้มีการขยายใหญ่ข้ึนเป็นโรงงานอุตสาหกรรมที่เน้นการแปรรูปและส่งออกเป็นหลัก โดย

ประเทศไทยผลิตแป้งมันสำปะหลังและแป้งมันสำปะหลังดัดแปลงส่งออกเป็นรายใหญ่ที่สุดของโลก 

ส่งผลให้มีของเหลือทิ้งจากอุตสาหกรรมการผลิตมันสำปะหลังมากตามไปด้วย เช่น กากมันสำปะหลัง 

เปลือกมันสำปะหลัง ใบและต้นมันสำปะหลังที่ได้หลังจากการเก็บเกี่ยวหัวมันสำปะหลัง และกาก

ตะกอนจากระบบบำบัดน้ำเสีย (Ubalua, 2007) ในแต่ละปีจะมีกากมันสำปะหลังเหลือทิ้งจาก

กระบวนการผลิตแป้งมันสำปะหลังเป็นจำนวนมากประมาณ 5 ล้านตันต่อปี ซึ่งองค์ประกอบหลักของ

กากมันสำปะหลัง คือ ลิกโนเซลลูโลส โดยมีอยู่มากถึงร้อยละ 55.1 ของน้ำหนักกากมันสำปะหลังแห้ง 

ลิกโนเซลลูโลสของกากมันสำปะหลังแห้งจะมีเซลลูโลสที่มี โครงสร้างเป็นผลึก (crystalline 

cellulose) และเซลลูโลสที่มีโครงสร้างไม่แน่นอน  (amorphous cellulose) ร้อยละ 25 ลิกนิน 

(lignin) ที่ มี หน้ าที่ ในการป้ อ งกั นการรุก รานจากจุ ล ชีพ  ร้อยละ  17.8 และ เฮมิ เซลลู โลส 

(hemicellulose) ที่ทำหน้าที่ในการเช่ือมเส้นใยของเซลลูโลสกับลิกนิน และเพิ่มความแข็งแรงให้กับ

โครงข่ายลิกโนเซลลูโลส ร้อยละ 12.3 ของน้ำหนักกากมันสำปะหลังแห้ง ตามลำดับ (Zhang และ

คณะ, 2016) นอกจากนี้กากมันสำปะหลังยังมี คาร์โบไฮเดรต แป้ง โปรตีน และไซยาไนด์ (Chithra 

และคณะ, 2016) ซึ่งองค์ประกอบในกากมันสำปะหลังเหล่าน้ีมีขนาดใหญ่ ยากต่อการย่อยสลาย และ



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 2 

ใช้ระยะเวลานาน ดังนั้นการนำของเหลือทิ้งจากอุตสาหกรรมการผลิตมันสำปะหลังไปใช้เป็นปุ๋ย

สำหรับการเพาะปลูกพืชจึงไม่เหมาะสมนัก พืชจะนำแร่ธาตุหรือธาตุอาหารต่าง ๆ ไปใช้งานได้ช้าลง 

ส่งผลให้พืชอาจมีอัตราการเจริญเติบโตที่ช้าลงไปด้วย ด้วยเหตุนี้จึงต้องมีการนำของเหลือทิ้งจาก

อุตสาหกรรมการผลิตมันสำปะหลังเหล่าน้ีมาแปรรูปให้อยู่ในรูปที่พืชสามารถนำไปใช้การเจริญเติบโต

ได้ง่ายและรวดเร็ว โดยการทำเป็นปุ๋ยหมักที่เหมาะสำหรับการปลูกพืช เพื่อช่วยลดของเหลือทิ้งจาก

อุตสาหกรรมการผลิตมันสำปะหลังให้เหลือน้อยที่สุดและเกิดประโยชน์อย่างสูงสุด 

ปัจจุบันปุ๋ยที่นิยมใช้ในอุตสาหกรรมการปลูกพืชมากที่สุด คือ ปุ๋ยเคมี สูตร 15-15-15 หรือ 

สูตร 13-13-21 เรียงตามร้อยละของธาตุอาหารหลัก 3 ตัว คือ ไนโตรเจน ฟอสฟอรัส และ

โพแทสเซียม ตามลำดับที่มีอยู่ในปุ๋ยเคมีสูตรนั้น ๆ ปุ๋ยเคมีสูตรดังกล่าวเป็นปุ๋ยเคมีสูตรมาตรฐานที่ใช้

สำหรับการเร่งลำต้น ใบ และดอก แต่การใช้ปุ๋ยเคมีพบว่ามีข้อเสียที่เป็นอันตรายต่อดิน ได้แก่ ปุ๋ยเคมี

บางชนิดเมื่อใช้ติดต่อกันเป็นระยะเวลานานจะทำให้ดินมีสภาพเป็นกรด (Kaur และคณะ, 2005) จึง

จำเป็นต้องมีการปรับปรงุคุณภาพดินก่อนปลกูพืชครั้งต่อไป และปุ๋ยเคมีบางชนิดหากใส่ใกล้โคนต้นพืช

มากเกินไป อาจส่งผลให้เกิดอันตรายต่อต้นพืชและการงอกของเมล็ดได้ ดังนั้นการเลือกใช้ปุ๋ยหมัก

แทนปุ๋ยเคมีจึงเป็นทางเลือกที่น่าสนใจ ปุ๋ยหมัก คือ ปุ๋ยอินทรีย์ประเภทหนึ่งที่ผ่านกระบวนการผลิต

ทางธรรมชาติ ปุ๋ยอินทรีย์ส่วนใหญ่ใช้ในการปรับปรุงคุณสมบัติทางกายภาพของดิน ทำให้ร่วนซุย 

ระบายน้ำ และถ่ายเทอากาศได้ดี รากพืชชอนไชไปหาธาตุอาหารได้ง่าย ปุ๋ยหมักมีปริมาณธาตุอาหาร

อยู่น้อยเมื่อเทียบกับปุ๋ยเคมี และธาตุอาหารส่วนใหญ่อยู่ในรูปของสารประกอบอินทรีย์ จึงต้องนำมา

ผ่านกระบวนการย่อยสลายของเช้ือแบคทีเรียในดิน  โดยใช้ของเสียจากอุตสาหกรรมการผลิตมัน

สำปะหลัง ได้แก่ กากมันสำปะหลัง และกากตะกอนจากระบบบำบัดน้ำเสียเป็นวัตถุดิบตั้งต้น 

เนื่องจากกากมันสำปะหลังมีความสามารถในการอุ้มน้ำได้มากถึงร้อยละ 89 ช่วยรักษาความชุ่มช้ืน 

และทำให้น้ำระเหยออกไปได้อย่างช้า ๆ เส้นใยของกากมันสำปะหลังมีลักษณะเป็นรูพรุนจำนวนมาก 

มีโครงสร้างเส้นใยที่ไม่ซับซ้อน จึงทำให้มีการระบายน้ำได้ดี รากพืชไม่เน่า (Chithra และคณะ, 2013) 

นอกจากนี้ยังพบว่ากากมันสำปะหลังมีองค์ประกอบของแป้งและเส้นใยสูง แต่มีโปรตีน ธาตุอาหาร 
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และไซยาไนด์ที่ต่ำ จึงไม่มีผลเสียต่อดิน ส่งผลให้การจะนำของเหลือทิ้งจากอุตสาหกรรมการผลิตแป้ง

มันสำปะหลังที่ไม่ผ่านการแปรรูปไปใช้เป็นปุ๋ยสำหรับเพาะปลูกพืชเป็นไปได้ยาก จึงต้องมีการนำกาก

มันสำปะหลัง และสารอื่น ๆ เพิ่มเติมที่สามารถเป็นแหล่งแร่ธาตุสำหรับการเจรญิเติบโตของพืชมาแปร

รูปด้วยวิธีการหมักกับเช้ือแบคทีเรียเสยีก่อน เช้ือแบคทีเรียเป็นสิ่งมีชีวิตที่เจริญเติบโตได้เร็ว เมื่อเทียบ

กับจุลชีพอื่น ๆ เช้ือแบคทีเรียที่สามารถผลิตเอนไซม์ย่อยสารจำพวกลิกโนเซลลูโลสได้ สามารถพบได้

ง่ายในสิ่งแวดล้อมทั่วไป หรือสภาพแวดล้อมที่ไม่เหมาะกับการเจริญ เช้ือแบคทีเรียก็สามารถ

เจริญเติบโตได้ (Maki และคณะ, 2009) โดยวิธีการแปรรูปของเหลือทิ้งจากอุตสาหกรรมการผลิตแป้ง

มันสำปะหลังที่ง่ายที่สุด คือ การหมักแบบ solid-state fermentation (SSF) ซึ่งเป็นกระบวนการ

หมักที่จุลชีพเจริญเติบโตบนวัสดุแข็งทีเ่รยีกว่า solid support material (Pandey, 1992) วัสดุแข็งมี

อยู่ด้วยกัน 2 ชนิด คือ วัสดุแข็งที่ได้จากธรรมชาติ (natural support) เช่น ขยะที่เป็นลิกโนเซลลูโลส 

และอีกชนิด คือ วัสดุแข็งที่ไม่ใช่สารธรรมชาติ (inert support) เช่นพลาสติกโฟม (Machado และ

คณะ, 2013) ซึ่งเช้ือแบคทีเรียที่จะสามารถแปรรูปของเหลือทิ้งจากอุตสาหกรรมการผลิตแป้งมัน

สำปะหลังด้วยวิธีการหมักแบบ SSF ได้ จะต้องมีระบบการทำงานของเอนไซม์เซลลูเลส (cellulase) 

ระบบการทำงานของเอนไซม์เซลลูเลส ได้แก่ การผลิตเอนไซม์กลูคาเนส (endoglucanase) ที่ทำ

หน้าที่ในการตัดพันธะของ บีตา-1,4-กลูโคซิดิก ของโมเลกุลเซลลูโลสอย่างสุ่ม ทำให้ได้โพลีแซคคาไรด์

สายสั้นอย่างน้ำตาลกลู โคส และน้ำตาลเซลโลไบ โอส การผลิตเอนไซม์ เอกโซกลูคาเนส 

(exoglucanase) ทำหน้าที่ในการตัด บีตา-1,4-กลูโคซิดิก และการผลิตเอนไซม์บีตากลูโคซิเดส ทำ

หน้าที่ในการย่อยน้ำตาลเซลโลไบโอส (Jomsueb และคณะ, 2013) นอกเหนือจากการแปรรูปของ

เหลือทิ้งจากอุตสาหกรรมการผลิตแป้งมันสำปะหลังไปเป็นแหล่งอาหารที่พืชสามารถใช้ในการ

เจริญเติบโตได้แล้ว การเติมแบคทีเรียในกลุ่ม plant growth promoting bateria ยังเป็นอีกปัจจัย

หนึ่งที่ช่วยส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืชได้ plant growth promoting bacteria หรือ PGPB คือ 

กลุ่มจุลชีพที่มีประโยชน์ที่สามารถพบได้ในบริเวณไรโซสเฟียร์ (rhizoshere) หรือบนรากพืช และยัง

สามารถเพิ่มการเจริญเติบโตของพืช ป้องกันโรคพืช และลดสภาวะที่ทำให้เกิดความเครียดต่อพืชได้ 

(Souza และคณะ, 2015) นอกจากที่กล่าวไปข้างต้นแล้วการมแีบคทีเรียในกลุม่ PGPB จะมีประโยชน์



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 4 

ต่อพืชในทั้งทางตรงและทางอ้อม ประโยชน์ในทางตรง ได้แก่ การแปรสภาพแร่ธาตุบางตัวให้อยู่ในรูป

ที่พืชสามารถนำไปใช้งานได้ หรือ ช่วยลดระดับฮอร์โมนพืชที่มีมากเกินไปจนอาจจะส่งผลเสียต่อพืช 

และยังสามารถช่วยเพิ่มฮอร์โมนบางชนิดที่จำเป็นสำหรับการเจริญเติบโตของพืชได้อีกด้วย ส่วน

ประโยชน์ในทางอ้อม ได้แก่ ยับยั้งผลที่เกิดจากเช้ือก่อโรคชนิดต่าง ๆ ได้ (Glick, 2012) ดังนั้น PGPB 

จึงมีส่วนสำคัญในการช่วยให้พืชเจริญเติบโตได้อย่างสมบูรณ์และแข็งแรง ตัวอย่างของ PGPB ที่พบได้

บ่อย ได้แก่  แบคที เรียสกุล  Pseudomonas, Bacillus, Burkholderia, Stenotrophomonas, 

Micrococcus, Pantoea และ Microbacterium  (Compant และคณะ, 2010) 

ในงานวิจัยนี้สนใจศึกษาการคัดแยกแบคทีเรียที่เหมาะสมในการนำไปแปรรูปของเสียจาก

อุตสาหกรรมการผลิตแป้งมันสำปะหลัง ได้แก่ กากมันสำปะหลัง และกากตะกอนจากระบบบำบัดน้ำ

เสีย โดยเริ่มจากการคัดแยกแบคทีเรียที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซม์เซลลูเลส และเช้ือ

แบคทีเรียที่มีคุณสมบัติในการเป็น PGPB จากนั้นนำของเสียจากอุตสาหกรรมการผลิตแป้งมัน

สำปะหลังมาหมักด้วยเช้ือแบคทีเรียที่คัดแยกได้ให้ออกมาเป็นแร่ธาตุที่พืชสามารถนำไปใช้ประโยชน์

ได้ อ้างอิงตามธาตุอาหารที่จำเป็นในการเจริญเติบโตสำหรับพืช คือ ธาตุอาหารหลัก (primary 

macronutrients) ได้แก่ ไนโตรเจน ฟอสฟอรัส และโพแทสเซียม ธาตุอาหารรอง (secondary 

macronutrients) ได้ แก่  แคล เซี ยมและแมกนี เซี ย ม  และสุ ดท้ าย  คื อ  ธาตุ อ าห ารเสริ ม 

(micronutrients) อย่างเช่น แมงกานีส ทองแดง เหล็ก สังกะสี เป็นต้น (Uchida, 2000) งานวิจัยนี้

สนใจการหมักแบบ SSF ด้วยวัสดุแข็งที่ได้จากธรรมชาติ คือ กากมันสำปะหลัง ทำหน้าที่เป็น solid 

support material เพื่อให้เช้ือแบคทีเรียย่อยกากมันสำปะหลังให้ได้เป็นแร่ธาตุที่พืชสามารถนำไปใช้

ได้ง่าย ซึ่งจะมีการวัดคุณสมบัติทั้งหมด 4 ส่วน คือ คุณสมบัติทางกายภาพ ได้แก่ วัดการอุ้มน้ำ 

(water holding capacity : WHC) ความหนาแน่น อัตราส่วนของคาร์บอนต่อไนโตรเจน (C:N ratio) 

และรูพรุน คุณสมบัติทางเคมี ได้แก่ ความเป็นกรดเป็นด่าง (pH) ธาตุอาหารหลัก ธาตุอาหารรอง และ

ธาตุอาหารเสริม คุณสมบัติทางชีวภาพ ได้แก่ การนับจำนวนแบคทีเรีย เช้ือรา (fungi) และนับโคโลนี

ของแอคติโนมัยสีท (Actinomycetes) และตรวจสอบคุณสมบัติทางชีวเคมี เช่น ปริมาณของ
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คาร์โบไฮเดรต แป้ง เซลลูโลส ไฟเบอร์ โปรตีน และไซยาไนด์ ก่อนหมัก และหลังได้รับการหมักด้วย

เช้ือแบคทีเรียแล้วเปรียบเทียบกัน นอกจากนี้ยังมีการเติมสารเติมแต่งอื่น ๆ ตัวอย่างเช่น ผงหิน

ฟอสเฟต ที่ทำหน้าที่เป็นแหล่งฟอสเฟต เป็นต้น และมีการเติมเช้ือในกลุ่ม PGPB ตัวอย่างเช่น เช้ือใน

กลุ่ม Bacillus ที่ช่วยในการตรึงไนโตรเจน ละลายฟอสฟอรัส และ ละลายโพแทสเซียม (Syamala 

และคณะ, 2017) เพื่อนำมาผลิตเป็นปุ๋ยหมัก 
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1.2 วัตถุประสงค์ของงานวิจัย 
 คัดแยกแบคทีเรียจากวัสดุเหลอืทิ้งในอุตสาหกรรมการผลติแป้งมันสำปะหลงั และดิน จากนั้น

นำแบคทีเรียที่คัดแยกได้มาหมักกากมันสำปะหลัง และกากตะกอนจากระบบบำบัดน้ำเสียเพื่อผลิต

เป็นปุ๋ยหมัก 

 

1.3 ขอบเขตของการวิจัย 
 งานวิจัยนี้มุ่งเน้นการคัดแยกเช้ือแบคที เรีย จำนวน 5 ชนิด ได้แก่ เช้ือแบคที เรียที่มี

ความสามารถในการผลิตเอนไซม์อะไมเลส เช้ือแบคทีเรียที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซม์เซลลู

เลส เช้ือแบคทีเรียที่มีความสารถในการตรึงไนโตรเจน เช้ือแบคทีเรียละลายฟอส เฟต และเช้ือ

แบคทีเรียละลายโพแทสเซียม และนำมาหมักร่วมกับกากมันสำปะหลัง กากตะกอนจากระบบบำบัด

น้ำเสีย และสารเติมแต่งอื่น ๆ เพื่อผลิตเป็นปุ๋ยหมัก 

 

1.4 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รบั 
1. ผลิตปุ๋ยหมักจากวัสดุเหลือทิ้งในอุตสาหกรรมการผลิตแป้งมันสำปะหลัง ได้แก่ กากมัน

สำปะหลัง และกากตะกอนจากระบบบำบัดน้ำเสีย 

2. คัดแยกแบคทีเรียที่มีความสามารถในการผลิตปุ๋ยหมักได้ 

 

1.5 ขั้นตอนการดำเนินงาน 
1. ศึกษาค้นคว้าและรวบรวมข้อมูลที่เกี่ยวกับงานวิจัย 

2. เก็บตัวอย่างกากมันสำปะหลัง กากตะกอนจากระบบบำบัดน้ำเสีย และสารเติมแต่งอื่น ๆ 

ได้แก่ รำข้าว มูลวัว ผงหินฟอสเฟต และแร่เฟลด์สปาร์ มาวิเคราะห์คุณสมบัติทางกายภาพ 

เคมี และชีวเคมี 
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3. คัดแยกแบคทีเรียจำนวน 5 กลุ่มที่มีความสามารถในการผลิตปุ๋ยหมัก ได้แก่ เช้ือแบคทีเรีย

ที่มีความสารถในการผลิตเอนไซม์อะไมเลส เช้ือแบคทีเรียที่มีความสามารถในการผลิต

เอนไซม์เซลลูเลส เช้ือแบคทีเรียที่สามารถตรึงไนโตรเจน เช้ือแบคทีเรียละลายฟอสเฟต และ

เช้ือแบคทีเรียละลายโพแทสเซียม 

4. ศึกษาลักษณะ รูปร่าง การติดสี และระบุชนิดของเช้ือแบคทีเรียที่คัดแยกได ้

5. ศึกษาการผลิตปุ๋ยหมักจากแบคทีเรียที่คัดแยกได้ 

6. ตรวจสอบองค์ประกอบของปุ๋ยหมักก่อน และหลังหมักเปรียบเทียบกัน 

7. วิเคราะห์ข้อมูล สรุปผล นำเสนองานวิจัยในการประชุมวิชาการ และเขียนวิทยานิพนธ์ 
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บทที่ 2  
เอกสารและงานวิจัยที่เก่ียวข้อง 

 

2.1 มันสำปะหลัง 
มันสำปะหลัง (Manihot esculenta Crantz) เป็นพืชยืนต้นที่มีลักษณะเป็นพุ่มอยู่ในวงศ์ 

Euphorbiaceae และเป็นพืชที่มีการสะสมแป้งบริเวณราก พืชชนิดนี้มีความทนทานต่อสภาพดินที่

เสื่อมโทรม ขาดธาตุอาหาร อีกทั้งทนทานต่อสภาพแวดล้อมที่ไม่เหมาะสมต่อการเจริญ (Hillocks 

และคณะ, 2002) มันสำปะหลังถือเป็นพืชเศรษฐกิจที่สำคัญเป็นอันดับ 3 ของประเทศไทย นิยมปลูก

มากในภาคตะวันออกเฉียงเหนือ คิดเป็นร้อยละ 55 ของพื้นที่เพาะปลูกมันสำปะหลงัทั้งประเทศ โดย

ในปี พ.ศ. 2564 ประเทศไทยมีการคาดการณ์ผลผลิตมันสำปะหลัง 29.88 ล้านตัน เพิ่มข้ึนจากปี 

พ.ศ. 2563 ถึงร้อยละ 24 มันสำปะหลังถูกนำไปแปรรปู และส่งออกในรูปของผลิตภัณฑ์ต่าง ๆ ได้แก่ 

มันเส้น มันอัดเม็ด และแป้งมันสำปะหลัง เป็นต้น ในกระบวนการแปรรูปมันสำปะหลังพบว่ามีวัสดุ

เหลือทิ้งที่ได้จากการแปรรูปจำนวนมาก โดยเฉพาะการแปรรูปมันสำปะหลังเป็นแป้งมันสำปะหลังที่

ได้วัสดุเหลือทิ้งจำพวกกากมันสำปะหลัง และกากตะกอนจากระบบบำบัดน้ำเสีย  

2.1.1 กากมันสำปะหลัง 
หลังจากเกษตรกรทำการเก็บหัวมันสำปะหลังสดจากแปลงเป็นที่เรียบร้อยแล้ว 

หัวมันสำปะหลังสดทั้งหมดจะถูกนำเข้าสู่โรงงานเพื่อแปรรูปหัวมันสำปะหลังสดให้เป็นแป้ง โดยของ

เสียที่ได้จากกระบวนการผลิตแป้ง คือ กากมันสำปะหลัง กากมันสำปะหลังได้จากกระบวนการนำ

หัวมันสำปะหลังสดมาล้างด้วยน้ำให้สะอาดเพื่อล้างเศษดิน ทราย และสิ่งสกปรกที่ติดอยู่กับหัวมั น

สำปะหลังออกให้หมด จากนั้นหัวมันสำปะหลังสดที่ผ่านการล้างด้วยน้ำจะถูกนำเข้าเครื่องสับ หรือ

เครื่องโม่ เพื่อสับหัวมันสำปะหลังสดให้ละเอียด ซึ่งจะได้ของเหลวที่มีองค์ประกอบของแป้ง น้ำ และ

กากมันสำปะหลังผสมกันอยู่ สุดท้ายของเหลวดังกล่าวจะถูกนำเข้าเครื่องสกัดกาก เพื่อแยกกากมัน

สำปะหลังออกจากน้ำแป้งโดยอาศัยแรงเหว่ียง (Deeprasert และคณะ, 2012) จากนั้นน้ำแป้งจะถูก

นำเข้าเครื่องอบ และกากมันสำปะหลังจะถูกนำเข้าสู่เครื่องอัดกากต่อไป ดังภาพที่ 1 
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ภาพท่ี 1 กระบวนการสกัดแปง้ออกจากหัวมันสำปะหลงั  

โดยทำการล้างหัวมันสำปะหลังสดแล้วนำเข้าเครื่องสบั หรอืเครื่องโม่ จากนั้นมันสำปะหลังที่ได้จะถูก

นำเข้าสู่เครื่องสกัดกาก ทำให้ได้น้ำแป้ง และกากมันสำปะหลังออกมาเป็นวัสดเุหลือทิง้  

 

 

กากมันสำปะหลังที่ผ่านการนำเข้าเครื่องอัดกาก และตากแล้วพบว่ายังคงมีปริมาณ

แป้งเหลืออยู่ 401 ถึง 751 กรัมต่อกิโลกรัมกากมันสำปะหลังแห้ง รองลงมา คือ ไฟเบอร์ เหลืออยู่ 

149 ถึง 506 กรัมต่อกิโลกรัมกากมันสำปะหลังแห้ง และ ปริมาณเซลลูโลสเท่ากับ 41 ถึง 114 กรัม

ต่อกิโลกรัมมันสำปะหลังแห้ง (Li และคณะ, 2017) ดังตารางที่ 1 
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ตารางท่ี 1 ลักษณะทางชีวเคมีของกากมันสำปะหลงัแห้ง 

ค่าที่ตรวจสอบ ปริมาณ (กรัมต่อกิโลกรมัของกากมันสำปะหลงัแห้ง) 

แป้ง 401-751 

ไฟเบอร ์ 149 - 506 

เซลลูโลส 41.0 - 114 

เฮมิเซลลูโลส 42.0 - 83.0  

ลิกนิน 12.0 

ไขมัน 5.0 - 11.0 

โปรตีน 0.3 - 1.6 

2.1.2 กากตะกอนจากระบบบำบัดน้ำเสีย 
การบำบัดน้ำเสียของโรงงานทั่วไปสามารถทำได้โดยอาศัยจุลินทรีย์ในการบำบัด ซึ่ง

สามารถแบ่งออกได้เป็น 2 วิธี คือ การบำบัดน้ำเสียโดยใช้ออกซิเจน และการบำบัดน้ำเสียโดยไม่ใช้

ออกซิเจน 

2.1.2.1 การบำบัดน้ำเสียโดยใช้ออกซเิจน 
การบำบัดน้ำเสียโดยการใช้ออกซิเจนทำได้โดยการเติมออกซิเจนเข้าไปใน

ระบบ เพื่อให้สารอินทรีย์ในน้ำถูกย่อยด้วยจุลินทรีย์แล้วสลายไปเป็นแก๊สคาร์บอนไดออกไซด์ ดังนั้น

หลังจากกระบวนการย่อยสลายของจุลินทรีย์จะทำให้ได้ เซลล์ของจุลินทรีย์  น้ำ แ ละแก๊ส

คาร์บอนไดออกไซด์ดังภาพที่ 2  

 

 

 
ภาพท่ี 2 การบำบัดน้ำเสียโดยการใช้ออกซเิจน  

ทำให้ได้เซลลจ์ลุินทรีย์ น้ำ และแกส๊คารบ์อนไดออกไซดอ์อกมา 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 11 

การบำบัดน้ำเสียโดยใช้ออกซิเจนมีข้อดี คือ มีประสิทธิภาพในการบำบัดสูง 

และใช้ระยะเวลาในการบำบัดน้อยกว่าการบำบัดน้ำเสียโดยไม่ใช้ออกซิเจน แต่มีข้อเสีย คือ ต้องมีการ

พ่นอากาศที่ใช้ในการบำบัดจำนวนมาก ส่งผลให้ต้องใช้ค่าใช้จ่ายในการบำบัดสูง และต้องกำจัดเซลล์

จุลินทรีย์ส่วนเกินที่เกิดข้ึนเพื่อไม่ให้รบกวนระบบการบำบัด นอกจากนี้การบำบัดน้ำเสียโดยใช้

ออกซิเจนไม่เหมาะกับน้ำเสียที่มีปริมาณสารอินทรีย์จำนวนมาก เนื่องจากระบบพ่นอากาศอาจพ่น

ออกซิเจนได้ไม่ทั่วถึงทำให้การบำบัดน้ำเสียไม่มีประสิทธิภาพ  

2.1.2.2 การบำบัดน้ำเสียโดยไม่ใช้ออกซเิจน 
การบำบัดน้ำเสียโดยไม่ใช้ออกซิเจนสารอินทรีย์ในน้ำเสียร้อยละ 80 – 90 

จะถูกย่อยสลายเป็นแก๊สมีเทน และคาร์บอนไดออกไซด์ รวมเรียกกว่าแก๊สชีวภาพ (biogas) ดังภาพที่ 

3 ระบบบำบัดน้ำเสียโดยไม่ใช้ออกซิเจนประกอบด้วย 3 ข้ันตอน คือ กระบวนการไฮโดรไลซิส 

(hydrolysis) เป็นกระบวนการที่นำแบคทีเรียที่สามารถปล่อยเอนไซม์เข้ามาช่วยในการเร่งการสลาย

โมเลกุลของสารอินทรีย์ จากสารอินทรีย์โมเลกุลใหญ่ที่ย่อยสลายได้ยากให้เป็นสารโมเลกุลที่เล็กลง 

โดยแบคทีเรียในกลุ่มนี้จะได้รับสารอาหารที่ได้จากการแตกตัวของโมเลกุลของสารอินทรีย์ดูดซึมเข้าสู่

เซลล์ได้โดยตรง ต่อมาเป็นกระบวนการอะซิโดเจเนซิส (acidogenesis) เป็นกระบวนการที่แบคทีเรีย

กลุ่มผลิตกรด (acid forming bacteria) เข้ามาทำหน้าที่ในการย่อยสลายโมเลกุลของสารอินทรีย์ที่

แตกตัวแล้วในข้ันตอนไฮโดรไลซิสให้เป็นกรดอินทรีย์ ได้แก่ กรดอะซิติก คาร์บอนไดออกไซด์ และน้ำ 

เป็นต้น สุดท้าย คือ กระบวนการสร้างมีเทน (methanogenesis) ในข้ันตอนนี้แบคทีเรียในกลุ่มที่

สามารถผลิตแก๊สมีเทน (methane forming bacteria) จะทำหน้าที่ในการเปลี่ยนกรดอะซิติก และ

ไฮโดรเจนให้เป็นแก๊สมีเทน และคาร์บอนไดออกไซด์ (Fricke และคณะ, 2005) ส่วนที่ย่อยสลายยาก

จะกลายเป็นกากตะกอนอินทรีย์ และสารอนินทรีย์ จากนั้นจะถูกนำออกจากระบบบำบัด และไม่มี

การเปลี่ยนสภาพหรือย่อยสลายต่อไป 
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ภาพท่ี 3 การบำบัดน้ำเสียโดยไม่ใช้ออกซิเจน  

ทำให้ได้เซลลจ์ลุินทรีย์ น้ำ และแกส๊ชีวภาพ ที่ประกอบด้วยแก๊สคาร์บอนไดออกไซด์ แก๊สแอมโมเนีย 

แก๊สไฮโดรเจนซัลไฟด์ และแก๊สมีเทน 

 
กากตะกอนที่ผ่านการบำบัดน้ำเสียโดยใช้ออกซิเจนแล้วพบว่ามีปริมาณฟอสฟอรัส

สูงถึง 70 – 780 กรัมต่อลิตร รองลงมา คือ ปริมาณคาร์โบไฮเดรตทั้งหมด 9.6 -37.5 กรัมต่อลิตร 

และปริมาณโปรตีนทั้งหมดเท่ากับ 2.3 กรัมต่อลิตร ดังตารางที่ 2 จะเห็นได้ว่ากากตะกอนที่ผ่านการ

บำบัดน้ำเสียมีองค์ประกอบของธาตุอาหารที่สามารถนำไปผลิตเป็นปุ๋ยหมักได้ 

ตารางท่ี 2 ลักษณะทางเคมี และชีวเคมีของกากตะกอนทีผ่า่นการบำบัดน้ำเสีย 
ค่าที่ตรวจสอบ ปริมาณ (กรัมต่อลิตร) 

ปริมาณคารโ์บไฮเดรตทัง้หมด 9.60 – 37.5 

ปริมาณโปรตีนทั้งหมด 2.30 

ปริมาณไนโตรเจนทั้งหมด 0.10 - 1.30 

ปริมาณฟอสฟอรสัทั้งหมด  70.0 – 780 

น้ำมัน 0.60 

ความเป็นกรดเป็นด่าง 3.60-6.20 

 

2.2 ปุ๋ยหมัก 
ปุ๋ยหมัก คือ ปุ๋ยที่ได้จากการนำซากพืช ซากสัตว์ หรือมูลสัตว์มากองรวมกัน และทำให้เกิด

กระบวนการย่อยสลายสารอนิทรีย์ด้วยกิจกรรมของจุลนิทรีย์ โดยมีการควบคุมความช้ืนผ่านการรดน้ำ 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 13 

และปล่อยให้จุลินทรีย์แปรสภาพวัสดุดังกล่าวจนมีลักษณะร่วนซุย และเปลี่ยนเป็นสีดำ หรือสีน้ำตาล

เข้ม (Agnew และคณะ, 2003) การทำปุ๋ยหมักสามารถแบ่งได้เป็น 2 ประเภท คือ 

2.2.1 การผลิตปุ๋ยหมักแบบใช้อากาศ (aerobic composting) 
การผลิตปุ๋ยหมักแบบใช้อากาศ คือ การย่อยสลายสารอินทรีย์ด้วยจุลินทรีย์ที่ ใช้

ออกซิ เจน ในระหว่างกระบวนการหมักจะมีความร้อน น้ำ และคาร์บอนไดออกไซด์เกิดข้ึน 

กระบวนการหมักแบบใช้อากาศ ประกอบด้วย 4 ระยะ คือ ระยะแรกของการหมักจุลินทรีย์ที่ชอบ

อุณหภูมิปานกลาง (mesophilic microorganism) จะเข้ามาย่อยสลายสารอินทรีย์ที่นำมาใช้

ประโยชน์ได้ง่าย ได้แก่ น้ำตาล กรดอะมิโน และไขมัน เป็นต้น เมื่อจุลินทรีย์ในกลุ่มแรกทำงานได้

ระยะหนึ่งจะเกิดการเผาผลาญพลังงานส่งผลให้เกิดความร้อนข้ึน จากนั้นจุลินทรีย์ในกลุ่มที่ชอบ

อุณหภูมิป านกลางจะเริ่ มลดน้อยลง และถูกแทนที่ ด้ วยจุลินทรีย์ กลุ่ มที่ ชอบอุณห ภูมิสู ง 

(thermophilic microorganism) จุลินทรีย์ในกลุ่มนี้จะผลิตเอนไซม์เพื่อย่อยสลายโมเลกุลที่มีความ

ซับซ้อน ได้แก่ เซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส ลิกนิน และโปรตีน ในกระบวนการนี้มีการปลดปล่อยก๊าซ

คาร์บอนไดออกไซด์ แอมโมเนีย และไอน้ำออกมา จากนั้นอุณหภูมิจะค่อย ๆ ลดลง จุลินทรีย์ในกลุ่ม

แรกจึงกลับเข้ามาทำงานอีกครั้ง เพื่อย่อยสลายน้ำตาล เซลลูโลส และเฮมิเซลลูโลส เมื่อจุลินทรีย์กลุ่ม

สุดท้ายเข้าทำงานสารอาหารต่าง ๆ ในกองปุ๋ยจะถูกเปลี่ยนเป็นสารตั้งต้นที่สามารถย่อยสลายได้ง่าย

ในดินต่อไป (Sánchez และคณะ, 2017) ดังภาพที่ 4 
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ภาพท่ี 4 กระบวนการหมักแบบใช้อากาศ  

โดยในระยะแรกจะมีอุณหภูมิต่ำเพื่อใหจ้ลุินทรีย์ในกลุม่ที่ชอบอุณหภูมปิานกลางทำงาน จากนั้น

อุณหภูมิจะเพิ่มสูงข้ึนเมื่อมกีิจกรรมการย่อยสลายของจลุินทรีย์เกิดข้ึน และอุณภูมิจะค่อย ๆ ลดลง 

สุดท้ายเข้าสู่ระยะที่เกิดเป็นสารตั้งต้นในดิน 

 

2.2.2 การผลิตปุ๋ยหมักแบบไม่ใช้อากาศ (anaerobic composting) 
การผลิตปุ๋ยหมักแบบไม่ใช้อากาศ คือ การย่อยสลายสารอินทรีย์ด้วยจุลินทรีย์ที่ไม่ใช้

ออกซิเจนในการเจริญเติบโต การหมักด้วยวิธีนี้ส่งผลให้เกิดก๊าซมีเทน ก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ 

แอมโมเนีย กรดอินทรีย์ และก๊าซอื่น ๆ เป็นจำนวนมาก (Tweib และคณะ, 2011) 

2.3 ปัจจัยท่ีมีผลต่อการผลิตปุ๋ยหมักแบบใช้อากาศ 
2.3.1 ความช้ืน 

ความช้ืนจำเป็นต่อกระบวนการทำงานจุลินทรีย์ โดยในระหว่างกระบวนการหมักปุ๋ย

ต้องมีการควบคุมความช้ืนของกองปุ๋ยให้อยู่ระหว่างร้อยละ 40 ถึง 60 ถ้าหากกองปุ๋ยมีความช้ืนที่ต่ำ

เกินไปจะส่งผลทำใหก้องปุย๋เกิดกระบวนการหมักได้ช้าลง เนื่องจากจุลินทรีย์ไม่สามารถเพิ่มจำนวนได้ 

และถ้าหากกองปุ๋ยมีความช้ืนมากเกินไปจะส่งผลทำให้เกิดกระบวนการหมักแบบไม่ใช้ออกซิเจนแทน 
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และส่งผลให้กองปุ๋ยหมักมีกลิ่นเหม็นอีกด้วย (Zavala และคณะ, 2005) หลังกระบวนการหมักปุ๋ย

เสร็จสิ้นความช้ืนของกองปุ๋ยควรอยู่ที่ร้อยละ 30 

2.3.2 การเติมอากาศ 
การผลิตปุ๋ยหมักแบบใช้อากาศจำเป็นต้องใช้ออกซิเจนในการดำเนินกิจกรรมของ

จุลินทรีย์ โดยเฉพาะในระยะแรกของกระบวนการหมัก เนื่องจากออกซิเจนมีความสำคัญต่อการ

เจริญเติบโตของเช้ือจุลินทรีย์ที่ทำให้เกิดกระบวนการหมัก ถ้าหากมีปริมาณของออกซิเจนไม่เพียงพอ

เช้ือจุลินทรีย์จะเติบโตได้ช้าลง ส่งผลให้กระบวนการหมักจะเกิดช้าลงไปด้วย ดังนั้นการเติมอากาศด้วย

การกลับกองปุ๋ยจงึมคีวามสำคัญเพื่อช่วยให้จุลินทรีย์ได้รับออกซิเจนอย่างเพียงพอ ส่งผลให้จุลินทรีย์มี

กิจกรรมการเผาผลาญอาหารอย่างต่อเนื่อง และช่วยให้การหมักปุ๋ยเร็วข้ึนได้ (Sundberg, 2005) 

2.3.3 อัตราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจน 
ปริมาณธาตุอาหารของวัตถุดิบที่จะนำมาหมักเป็นปุ๋ยมีความสำคัญ โดยเฉพาะ

ปริมาณของคาร์บอน และไนโตรเจนของวัตถุดิบ กระบวนการหมักจะเกิดข้ึนได้อย่างมีประสิทธิภาพ

เมื่อค่าอัตราส่วนของคาร์บอนต่อไนโตรเจนของวัตถุดิบที่ใช้ในการผลิตปุ๋ยมีค่าระหว่าง 25 ถึง 30 

(Kumar และคณะ , 2010) ถ้าหากวัตถุดิบมีค่าอัตราส่วนของคาร์บอนต่อไนโตรเจนสูงกว่า 40 

กระบวนการหมักจะเกิดได้ช้าลง เนื่องจากการเผาผลาญอาหารของจุลินทรีย์ที่จำกัด และถ้าหาก

วัตถุดิบมีค่าอัตราส่วนของคาร์บอนต่อไนโตรเจนที่ต่ำกว่า 20 ปริมาณของไนโตรเจนที่จุลินทรีย์

สามารถนำมาใช้ได้จะต่ำ และเกิดการแปรสภาพของไนโตรเจนไปเป็นก๊าซแอมโมเนียระเหยออกสู่ช้ัน

บรรยากาศ นอกจากนี้ยังก่อให้เกิดกลิ่นเหม็นภายในกองปุ๋ยได้อีกด้วย (Guo และคณะ, 2012) 

2.3.4 อุณหภูม ิ
อุณหภูมิภายในกองปุ๋ยหมักมีความสัมพันธ์โดยตรงกบักิจกรรมของจุลนิทรยี์ที่ทำการ

ย่อยวัตถุดิบในกองปุ๋ยหมัก ยิ่งจุลินทรีย์มีกิจกรรมการย่อยสลาย และเผาผลาญอาหารมาก อุณหภูมิ

ภายในกองปุ๋ยหมักก็จะสงูตามไปด้วย ในทางตรงกันข้ามถ้ากิจกรรมการเผาผลาญอาหารของจุลินทรีย์

ลดลง อุณหภูมิภายในกองปุ๋ยหมักจะลดลงเช่นเดียวกัน ในกระบวนการหมักปุ๋ยมีการทำงานของ
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จุลินทรีย์ 2 ช่วงอุณหภูมิ คือ ช่วงอุณหภูมิปานกลาง และช่วงอุณหภูมิสูง โดยอุณหภูมิในช่วงเริ่มต้น

ของการหมักมักอยู่ที่ 20 ถึง 45 องศาเซลเซียส จากนั้นอุณหภูมิของกองปุ๋ยจะเพิ่มสูงข้ึน เข้าสู่ช่วง

อุณหภูมิสูงอยู่ที่ 50 ถึง 70 องศาเซลเซียส ซึ่งการที่อุณหภูมิภายในกองปุ๋ยเพิ่มสูงข้ึนบ่งบอกถึงการ

ทำงานของจุลินทรีย์ภายในกองปุ๋ยที่กำลังย่อยสลายวัตถุดิบอยู่ นอกจากนี้การที่อุณหภูมิภายในกอง

ปุ๋ยเพิ่มสูงข้ึนตั้งแต่ 55 องศาเซลเซียสข้ึนไปยังเป็นการช่วยทำลายเช้ือก่อโรคพืช และตัวอ่อนของ

แมลงอีกด้วย (Mengqi และคณะ, 2021) ดังนั้นการเติมอากาศให้กับกองปุ๋ยจึงเป็นการช่วยควบคุม

ไม่ให้อุณหภูมิภายในกองปุ๋ยเพิ่มสูงเกินไป  

2.3.5 จลุินทรีย ์
จุลินทรีย์มีบทบาทสำคัญในการแปรสภาพวัตถุดิบที่ใช้ในการผลิตปุ๋ยจากรูป

สารอินทรีย์ให้อยู่ในรูปของสารอนินทรีย์ที่พืชสามารถนำไปใช้ประโยชน์ได้ โดยสามารถพบจุลินทรีย์

เหล่าน้ีได้ทั่วไปตามแหล่งที่เกิดการย่อยสลายของวัสดุทางการเกษตร หรือเศษไม้ต่าง ๆ ซึ่งจุลินทรีย์ที่

มีบทบาทสำคัญในการแปรสภาพวัสดุทางการเกษตร ได้แก่ เช้ือรา แอคนิโตมัยซิท และแบคทีเรีย เป็น

ต้น 

2.3.5.1 เช้ือรา 
ในระยะแรกของการหมักปุ๋ยมักมีเช้ือราข้ึนอยู่เสมอ เนื่องจากในช่วงแรก

ของการหมักปุ๋ยอุณหภูมิและความช้ืนของของปุย๋หมกัยังไม่สงูมากนัก ซึ่งเหมาะสมกับการเจรญิเติบโต

ของรา (Kertesz และคณะ, 2018) จากนั้นเมื่อการหมักปุ๋ยผ่านไปได้ซักระยะอุณหภูมิของกองปุ๋ยจะ

ค่อย ๆ สูงข้ึน จนสูงได้ถึง 65 องศาเซลเซียส และมีความช้ืนสูง ทำให้ไม่เหมาะกบัการเจริญเติบโตของ

เช้ือรา ดังนั้นในขณะที่กองปุ๋ยมีอุณหภูมิสูงจะพบการเจริญเติบโตของเช้ือราภายนอกกองปุ๋ยเท่านั้น  

2.3.5.2 แอคติโนมัยซที 
แอคติโนมัยซีทมีอัตราการเจริญเติบโตที่ช้ากว่ารา และแบคทีเรีย เป็น

สิ่งมีชีวิตที่สามารถเจริญเติบโตได้ในบริเวณที่มีน้ำ อาหาร และออกซิเจนเพียงพอ นอกจากนั้นแอคติ

โนมัยซีทสามารถเจริญเติบโตได้ดีที่อุณหภูมิสูงถึง 70 องศาเซลเซียส แอคติโนมัยซีทมักเจริญเติบโต
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รวมกันเป็นกลุ่มบนกองปุ๋ยหมัก มีลักษณะเป็นจุดสีขาวคล้ายผงปูน  โดยแอคติโนมัยซีทมีบทบาท

สำคัญในการผลิตเอนไซม์ที่สามารถย่อยองค์ประกอบที่ซับซ้อนภายในกองปุ๋ยหมักได้ เช่น เซลลูโลส 

ลิกโนเซลลูโลส และลิกนิน เป็นต้น (Lacey, 1997) 

2.3.5.3 แบคทเีรีย 
แบคทีเรียเป็นจุลินทรีย์ที่พบได้มากที่สุดในกองปุ๋ยหมัก และมีบทบาท

สำคัญในการย่อยสลายวัตถุดิบ และก่อให้เกิดความร้อนในกองปุ๋ยหมัก  (Lee, 2016) โดยเมื่อเริ่ม

กระบวนการหมักแบคทีเรียในกลุ่มที่ทำงานได้ดีในช่วงอุณหภูมิปานกลางจะมีบทบาทสำคัญการย่อย

วัตถุดิบที่ไม่ซับซ้อนในกองปุ๋ยหมัก เช่น น้ำตาล แป้ง และกรดอะมิโน เป็นต้น จากการทำงานของ

แบคทีเรียจะส่งผลใหอุ้ณหภูมิในกองปุย๋หมักเพิ่มสูงข้ึนแบคทีเรียที่สามารถทำงานได้ในช่วงอุณหภูมิสูง

จะเข้ามามีบทบาทในการย่อยวัตถุดิบที่มีความซับซ้อนอย่าง เฮมิเซลลูโลส ลิกนิน และเซลลูโลส ซึ่ง

เมื่ออุณหภูมิของกองปุ๋ยหมักอยู่ที่ 50 ถึง 65 องศาเซลเซียส เป็นช่วงที่แบคทีเรียในสกุล Bacillus 

ทำงานได้ดี ต่อมาเมื่อวัตถุดิบที่ย่อยสลายยากถูกย่อยสลายไป แบคทีเรียที่ทำงานได้ดีในอุณหภูมิปาน

กลางจะกลับมาทำงานอีกครั้งเพื่อย่อยสลายแป้ง น้ำตาล และเซลลูโลสอีกครั้ง เมื่อเข้าสู่ระยะสุดท้าย

ของการหมักปุ๋ยจำนวนของแบคทีเรยีจะค่อยๆลดลง (Insam และคณะ, 2007) และวัตถุดิบในกองปุ๋ย

หมักที่ถูกย่อยจะแปรสภาพเป็นปุ๋ยที่พืชสามารถนำไปใช้ประโยชน์ได้ต่อไป 

เนื่องจากจุลินทรีย์ที่พบมากที่สุดในกองปุ๋ยหมัก คือ แบคทีเรีย พบได้มาก

ถึงร้อยละ 80 ถึง 90 แบคทีเรียจึงมีบทบาทสำคัญมากในกระบวนการย่อยวัตถุดิบในกองปุ๋ยหมักที่

เป็นสารอินทรีย์ใหก้ลายเป็นสารอนินทรีย์ และอยู่ในรูปของธาตุอาหารที่พืชสามารถนำไปใช้ประโยชน์

ได้ วัตถุดิบส่วนใหญ่ที่นำมาใช้ในการหมักปุ๋ย คือ วัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตร ได้แก่ เศษใบไม้ มูลสัตว์ 

เศษฟาง ใบพืช และวัชพืช เป็นต้น ซึ่งวัสดุเหลือทิ้งทางเกษตรเหลา่น้ีมีองค์ประกอบหลกั คือ เซลลูโลส 

เฮมิเซลลูโลส ลิกนิน หรือวัสดุเหลือทิ้งบางชนิดมีแป้งเป็นองค์ประกอบ ดังนั้นแบคทีเรียที่จะนำมา

หมักวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรให้เป็นปุ๋ยจึงจำเป็นต้องสามารถผลิตเอนไซม์เซลลูเลส หรืออะไมเลส

ได้  
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2.4 เอนไซม์เซลลูเลส 
ในการแปรสภาพวัสดุเพื่อให้เหมาะสมสำหรับการเป็นปุ๋ยหมักนั้นจำเป็นต้องใช้เอนไซม์เซลลู

เลสซึ่งมีหน้าที่สำคัญในการย่อยวัสดุเหลือทิ้ งทางการเกษตรโดยเฉพาะผนังเซลล์ของพืชที่

ประกอบด้วยโพลีแซคคาไรด์ ซึ่งมีองค์ประกอบของเซลลูโลส เพคติเนส และไซลาเนส ให้เป็นน้ำตาล

กลูโคส ซึ่งน้ำตาลกลูโคสที่เช้ือแบคทีเรียเปลี่ยนได้น้ันจะถูกนำไปเป็นเป็นแหล่งอาหาร แหล่งพลังงาน 

และแหล่งคาร์บอน ให้แก่แบคทีเรีย หรือจุลินทรยี์ชนิดอื่นเจรญิเติบโต และทำปฏิกิริยาเพื่อเปลีย่นธาตุ

อาหารต่าง ๆ ในปุ๋ยหมักให้เป็นธาตุอาหารที่พืชดูดซึมไปใช้ได้ เอนไซม์เซลลูเลสมีระบบการทำงานที่

ประกอบด้วย เอนไซม์เอนโดกลูคาเนส (endoglucanase) เอนไซม์เอกโซกลูคาเนส (exoglucanase) 

และเอนไซม์บีตากลูโคซิเดส (beta-glucosidase) (Jomsueb และคณะ, 2013) ดังภาพที่ 5 เช้ือ

แบคทีเรียที่สามารถผลิตเอนไซม์เซลลูเลสได้สามารถพบได้ทั่วไปตามธรรมชาติ ไม่ว่าจะเป็นลำไส้ของ

แมลง หรือบริเวณใต้พื้นผิวดิน กลุ่มของแบคทีเรียที่สามารถผลิตเอนไซม์เซลลูเลสได้ คือ แบคทีเรียใน

ส กุ ล Clostridium, Cellulomonas, Thermonospora, Baccilus, Bacteriodes, 

Ruminococcus, Erwinia, Acetovibrio, Microbiospora และ Streptomyces (Singh และคณะ, 

2019) 
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ภาพท่ี 5 เซลลโูลส 

พืชมีส่วนประกอบหลักเป็นเซลลูโลสอยู่ทีผ่นังเซลล์ เซลลูโลสจะถูกยอ่ยด้วยระบบการทำงานของ

เอนไซมเ์ซลลเูลสทีป่ระกอบด้วยเอนไซม์กลูคาเนส เอนไซม์เอกโซกลูคาเนส และเอนไซมบ์ีตากลโูคซิ

เดส เพื่อให้ได้ผลผลิตสุดท้ายเป็นน้ำตาลกลูโคส 

 

2.4.1 เอนไซม์เอนโดกลูคาเนส หรือคารบ์อกซิเมทลิเซลลูเลส (E.C. 3.2.1.4) 
เอนไซม์เอนโดกลูคาเนสทำหน้าที่ในการตัดพันธะของบีตา-1,4-ไกลโคซิดิก ของสาย

เซลลูโลสอย่างสุ่ม โดยเอนไซม์เอนโดกลูคาเนสมีบริเวณเร่ง (active site) ที่มีลักษณะเป็นร่องเพื่อทำ

หน้าที่จับ และตัดสายของเซลลูโลส ดังภาพที่ 6A ทำให้ได้โพลีแซคคาไรด์สายสั้นอย่างน้ำตาลกลูโคส 

และน้ำตาลเซลโลไบโอส 

2.4.2 เอนไซม์เอกโซกลูคาเนส หรือเซลโลไบโอไฮโดรเลส (E.C. 3.2.1.91) 
เอนไซม์เอกโซกลูคาเนส (exoglucanase) ทำหน้าที่ในการตัดบีตา-1,4-ไกลโคไซด์

อย่างจำเพาะ ทำให้ได้น้ำตาลเซลโลไบโอส และกลูโคส โดยเอนไซม์เอกโซกลูคาเนสมีบริเวณเร่งที่มี

ลักษณะเป็นท่อซึ่งทำให้สามารถย่อยเซลลูโลสที่มีความจำเพาะมากขึ้น ดังภาพที่ 6B 
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ภาพท่ี 6 ลักษณะโครงสร้างของเอนไซม์เซลลเูลส  

A. เอนไซมเ์อนโดกลูคาเนส ที่บริเวณเร่งมลีักษณะเป็นร่องเพื่อทำหน้าที่จบั และตัดสายของเซลลูโลส 

B. เอนไซม์เอกโซกลูคาเนสมบีรเิวณเรง่ที่มลีักษณะเป็นทอ่ (Bayer และคณะ, 2000) 

 

2.4.3 เอนไซม์บีตากลูโคซเิดส หรือเซลโลไบเอส (E.C. 3.2.1.21) 
เอนไซม์บีตากลูโคซิเดสทำหน้าที่ในการย่อยน้ำตาลเซลโลไบโอส  ให้เป็นน้ำตาล

กลูโคส โดยเอนไซม์บีตากลูโคซิเดสมีบริเวณเร่งที่มีลักษณะคล้ายกระเป๋าทำหน้าที่จับกับนอนรีดิวซ์

กลูโคส และตัดกลูโคสออกจากเซลโลไบโอส  

2.5 เอนไซม์อะไมเลส 
วัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรนอกจากมีองค์ประกอบหลักเป็นเซลลูโลสแล้ว บางชนิดยังมี

องค์ประกอบหลักเป็นแป้งด้วย แป้งประกอบด้วยอะไมโลสร้อยละ 20-25 และอะไมโลเพกตินร้อยละ 

75-85 อะไมโลส คือ โพลีกลูแคนที่เช่ือมกันด้วยพันธะ แอลฟา-1,4 กลูแคน ส่วนอะไมโลเพกตินที่มี

โมเลกุลใหญ่กว่าจะถูกเช่ือมด้วยพันธะ แอลฟา-1,4 และ แอลฟา-1,6 กลูแคน จึงทำให้อะไมโลเพกติน

มีโครงสร้างที่ซับซ้อนกว่า (Kumar และคณะ, 2018) การที่จะย่อยสลายแป้งจำเป็นต้องใช้เอนไซม์อะ

ไมเลสที่สามารถตัดพันธะ แอลฟา-1,4 และ แอลฟา-1,6 กลูแคน ที่มีอยู่ในแป้ง เอนไซม์อะไมเลสที่

ผลิตได้จากจุลินทรีย์สามารถให้ปริมาณที่มากกว่าเอนไซม์อะไมเลสที่ผลิตได้จากพืช หรือสัตว์ 

เนื่องจากอัตราการเจริญเติบโตที่เร็วกว่า ความหลากหลายทางชีวเคมีที่มากกว่า และสามารถเพิ่ม

ปริมาณการผลิตเอนไซม์โดยการกระตุ้นจากสิ่งแวดล้อมหรือเทคนิคทางพันธุศาสตร์ได้ (Mishra และ
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คณะ , 2008) ตัวอย่างของจุลินทรีย์ที่สามารถผลิตเอนไซม์อะไมเลสได้ เช่น  แบคที เรียสกุล 

Psedomonas , Streptomyces, Asoergillus, Penicillium, Mucor, Rhizopus, Bacillus และ 

Bifidobacterium เป็นต้น (Sjofjan และคณะ, 2011) เอนไซม์อะไมเลสสามารถแบ่งได้เป็น 2 กลุ่ม

ตามกลไกการทำงานของเอนไซม์ คือ เอนไซม์อะไมเลสที่จะไม่เปลี่ยนโครงสร้างของสารตั้งต้นเมื่อ

เอนไซม์เข้าทำปฏิกิริยา (retaining) คือ แอลฟา-อะไมเลส และเอนไซม์อะไมเลสที่เปลี่ยนโครงสาร

ของสารตั้งต้นเมื่อเอนไซม์เข้าทำปฏิกิริยา (inverting) คือ บีตา-อะไมเลส และกลูโคอะไมเลส 

นอกจากการแบ่งเอนไซม์อะไมเลสตามกลไกการทำงานแล้วยังสามารถแบ่งเอนไซม์อะไมเลสตามการ

ทำงานที่จำเพาะของเอนไซม์อะไมเลสกับสายของแอลฟา-กลูแคนได้อีกด้วย คือ การทำงานภายนอก 

(exo-acting) และการทำงานภายใน (endo-acting) บีตา-อะไมเลส และกลูโคอะไมเลสจัดเป็น

เอนไซม์อะไมเลสที่ทำงานภายนอก เนื่องจากเอนไซม์ทั้ง 2 ชนิดน้ีสามารถปลดปล่อยมอลโทส หรือ

กลูโคสจากบริเวณปลายสายของนอนรีดิวซ์แอลฟา-กลูแคน ในทางตรงกันข้ามเอนไซม์แอลฟา-อะ

ไมเลสจัดเป็นเอนไซม์ที่ทำงานภายใน เนื่องจากแอลฟา-อะไมเลสสามารถจับกับพันธะกลูโคซิดิกได้

โดยตรงเพื่อผลิตเป็นโอลิโกแซ็กคาไรด์ได้ 

2.5.1 แอลฟา-อะไมเลส (E.C. 3.2.1.1) 
แอลฟา-อะไมเลสเปน็เอนไซมท์ี่มีการทำงานภายในโดยสามารถตัดพันธะแอลฟา-1,4 

ไกลโคซิดิก ที่อยู่ส่วนด้านในของอะไมโลส และอะไมโลเพกตินได้ ซึ่งแอลฟา-อะไมเลสย่อยสลายพันธะ

แอลฟา-1,4 ในสายแอลฟากลูแคนได้ แต่ไม่สามารถย่อยสลายพันธะแอลฟา -1,6 ได้ ทำให้ได้

ผลิตภัณฑ์ออกมาเป็นโอลิโกแซ็กคาไรด์ที่มีความยาวแตกต่างกัน และมีโครงสร้างเป็นแอลฟา (Tiwari 

และคณะ, 2015) ในกระบวนการเริ่มต้นการย่อยเดกซ์ทรินที่มีมวลโมเลกุลมากที่สุดจะถูกย่อยออกมา

เป็นตัวแรก และลดลงอย่างรวดเร็วเนื่องจากความหนืดของสารละลายแป้งที่เกิดข้ึน ในช่วงท้ายของ

กระบวนการย่อยจะได้ผลิตภัณฑ์ออกมาเป็นจำนวนมาก ได้แก่ มอลโทส มอลโทไตรโอส กลูโคส และ

โอลิโกแซ็กคาไรด์ ซึ่งเป็นตัวยับยั้งการเกิดของเดกซ์ทริน โดยทั่วไปแอลฟา -อะไมเลสทำงานได้ดีที่

อุณหภูมิ 30 ถึง 37 องศาเซลเซียส ค่าพีเอชเป็นกลาง จุลินทรีย์ที่สามารถผลิตเอนไซม์แอลฟา-อะ

ไมเลสได้ ได้แก่ อาร์เคียสกุล Sulfolobus โปรคาริโอตสกุล Bacillus และยูคาริโอตสกุล Aspergillus 
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นอกจากนี้จุลินทรีย์บางกลุม่สามารถผลติเอนไซมแ์อลฟา-อะไมเลสได้ในสภาวะที่ค่าพีเอชเป็นกรดมาก 

หรือเป็นด่างมาก และที่อุณหภูมิสูงกว่า 100 องศาเซลเซียส ได้แก่  A. niger, A. oryzae, B. 

amyloliquefaciens, B. circulans, B. licheniformis, B. strearothermophilus แ ล ะ  B. 

subtilis  

2.5.2 บีตา-อะไมเลส (E.C. 3.2.1.2) 
ในอดีตนักวิทยาศาสตร์เช่ือว่าเอนไซม์บีตา-อะไมเลสสามารถพบได้ในอาณาจักรพืช

เท่านั้น แต่ต่อมาในปี 1974 เอนไซม์บีตา-อะไมเลสจึงถูกค้นพบใน B. megaterium เป็นครั้งแรก 

บีตา-อะไมเลสจัดเป็นเอนไซม์อะไมเลสที่มีการทำงานภายนอก โดยทำหน้าที่ตัดพันธะแอลฟา-1,4 ถัด

จากปลายสายนอนรีดิวซ์ แต่ไม่สามารถตัดพันธะแอลฟา-1,6 ได้ นอกจากนี้เบตา-อะไมเลสสามารถ

ย่อยอะไมโลเพกตินที่มีโครงสร้างของสายแอลฟา-กลูแคนเป็นกิ่งก้านจำนวนมาก ทำให้ได้เบตา-

มอลโทส และเดกซ์ทริน (Husain และคณะ, 2019) ดังนั้นจะเห็นได้ว่าบีตา-อะไมเลสมีการทำงานที่

แตกต่างจากแอลฟา-อะไมเลสกล่าวคือ เป็นเอนไซม์ที่ทำงานภายนอก และสามารถเปลี่ยนโครงสร้าง

ของสารผลิตภัณฑ์ที่ผ่านการย่อยด้วยบีตา-อะไมเลสได้ด้วย 

2.5.3 กลโูคอะไมเลส (E.C. 3.2.3) 
กลูโคอะไมเลสเป็นเอนไซม์อะไมเลสชนิดเดียวที่สามารถผลิตแอลฟา-ดี-กลูโคสจาก

แป้งได้ และสามารถย่อยพันธะแอลฟา1,4 บริเวณปลายสายนอนรีดิวซ์ของสายกลูแคนได้อย่าง

สมบูรณ์ นอกจากนี้ยังสามารถย่อยพันธะแอลฟา-1,6 กลูแคนได้อีกด้วย จึงสามารถกล่าวได้ว่า

กลูโคอะไมเลสสามารถย่อยแปง้ออกมาเป็นกลโูคสได้อย่างสมบูรณ์ที่สุดเมื่อเปรยีบเทียบกบัแอลฟา-อะ

ไมเลส และบีตา-อะไมเลส (Kumar และคณะ, 2009) กลูโคอะไมเลสส่วนใหญ่ผลิตได้จากราพบน้อย

มากในแบคทีเรีย ราที่สามารถผลิตเอนไซม์กลูโคอะไมเลสได้ ได้แก่ A. oryzae, A. niger, Rhizopus 

delemar, R. oryzae และ R. niveus 
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2.6 ไนโตรเจน 
ไนโตรเจนเป็นธาตุอาหารที่พืช และจุลินทรีย์ต้องการมากที่สุด เนื่องจากไนโตรเจนสามารถ

สังเคราะห์เป็นสารต่าง ๆ ที่มีความจำเป็นสำหรับการเจริญเติบโตของสิ่งมีชีวิต ได้แก่ กรดนิวคลีอิก 

กรดอะมิโน โปรตีน นิวคลีโอไทด์ เป็นต้น ยิ่งไปกว่านั้นไนโตรเจนช่วยให้พืชมีใบสีเขียว ช่วยให้ลำต้น

พืชเจริญเติบโตแข็งแรง และมีสว่นช่วยในการเพิ่มปรมิาณผลผลติได้ด้วย ดังนั้นไนโตรเจนจึงเป็นปัจจัย

สำคัญที่กำหนดความสามารถในการเจริญเติบโตของพืชได้ ถึงแม้ในบรรยากาศจะมีธาตุไนโตรเจนใน

รูปแบบของแก๊สไนโตรเจนมากถึงร้อยละ 78 แต่พืช และสัตว์ไม่สามารถนำไนโตรเจนในรูปแบบของ

ก๊าซไนโตรเจนไปใช้ได้โดยตรง ในทางตรงกันข้ามสิ่งมีชีวิตบางกลุ่มอย่างแบคทีเรียสามารถเปลี่ยนก๊าซ

ไนโตรเจนให้อยู่ในรูปที่พืชสามารถนำไปใช้ประโยชน์ได้ รูปแบบของไนโตรเจนที่พืชสามารถนำไปใช้ได้

โดยตรง คือ ไนโตรเจนในรูปแบบสารอนินทรีย์ ได้แก่ ไนเตรท  

การผลิตปุ๋ยที่ช่วยเพิ่มประสิทธิภาพในการเจริญเติบโตของพืชจะมีการเติมวัสดุเหลือทิ้งทาง

การเกษตรที่เป็นแหล่งของไนโตรเจนเข้าได้ด้วย เช่น ฟางข้าว เปลือกมันสำปะหลัง และกากกาแฟ 

เป็นต้น ในปัจจุบันมีอีกทางเลือกหนึ่งที่ช่วยเพิ่มปริมาณไนโตรเจนให้กับปุ๋ย และอยู่ในรูปที่ เป็น

ประโยชน์ต่อพืชได้ นั่นคือการเติมแบคทีเรียในกลุ่มตรึงไนโตรเจน หรือแบคทีเรียที่เปลี่ยนรูปของ

แอมโมเนียให้เป็นไนไตรท์ หรือว่าไนเตรทได้ วัฏจักรไนโตรเจนเริ่มจากการเปลี่ยนก๊าซไนโตรเจนเป็น

แอมโมเนียมด้วยแบคทีเรียที่สามารถตรึงไนโตรเจนได้เสียก่อน จากนั้นจึงถูกเปลี่ยนให้เป็นไนไตรท์ 

และไนเตรทตามลำดับ ดังภาพที่ 7 กลุ่มของแบคทีเรียทีส่ามารถตรึงไนโตรเจนจากอากาศให้แก่ต้นพืช 

ได้แก่ แบคทีเรียในสกุล Acetobacter, Arthrobacter, Azoarcus, Azospirillum, Azobacter, 

Bacillus, Beijerinckia, Derxia, Enterobacter, Herbaspirillum, Klebsiella, Pseudomonas 

และ Zoogloea เป็นต้น (Barraquio และคณะ, 2000) 
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ภาพท่ี 7 วัฏจักรไนโตรเจน  

แบคทีเรียที่สามารถตรงึไนโตรเจนได้อาศัยอยู่ในดิน ทำการตรึงก๊าซไนโตรเจนจากอากาศและเปลี่ยน

ให้อยู่ในรปูของแอมโมเนียม จากนั้นจึงเปลี่ยนแอมโมเนียมให้เป็นไนไตรท์ และไนโตรทตามลำดับ 

ต่อมาพืชจึงดูดซึมไนโตรเจนในรูปของไนโตรทไปใช้ 

 
 

2.7 ฟอสฟอรัส 
ฟอสฟอรัสถือเป็นธาตุอาหารหลักที่จำเป็นต่อการเจริญติบโตของพืช มีปริมาณร้อยละ 0.2 

ของน้ำหนักแห้ง ฟอสฟอรัสเป็นองค์ประกอบที่สำคัญในกรดนิวคลีอิก ฟอสโฟลิพิด และอะดีโนซีนไตร

ฟอสเฟต นอกจากนี้ยังมีหน้าที่สำคัญในการช่วยเร่งการเจริญเติบโตของราก การแพร่กระจายของราก 

ควบคุมการออกดอก ผล และการสร้างเมล็ด ปริมาณฟอสฟอรัสรวมในดินประกอบด้วยฟอสฟอรัส 2 

รูปแบบ คือ ฟอสฟอรัสในรูปสารอินทรีย์ และฟอสฟอรัสในรูปสารอนินทรีย์ ในดินหลายแหล่งพบว่ามี
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ปริมาณฟอสฟอรัสรวมในปริมาณที่สูงมาก อยู่ในช่วง 200 ถึง 6,000 ปอนด์ต่อเอเคอร์ แต่ร้อยละ 80

ของปริมาณฟอสฟอรัสรวมอยู่ในรูปแบบที่ไม่ละลาย และพืชไม่สามารถนำไปใช้ประโยชน์ได้ ในดิน

พบว่ามีปริมาณของฟอสฟอรัสในรูปแบบของสารอินทรีย์ร้อยละ 30 ถึง 65 อยู่ในรูปแบบของช้ินส่วน

ของพืช และสัตว์ที่ตายแล้ว และจุลินทรีย์ในดิน ส่วนอีกร้อยละ 35 ถึง 70 อยู่ในรูปของสารอนินทรีย์ 

โดยฟอสฟอรัสในรูปแบบสารอนินทรีย์มีอยู่ด้วยกัน 3 รูปแบบภายในดิน รูปแบบที่ 1 คือ ฟอสฟอรัส

ในรูปของสารอนินทรีย์ทีล่ะลายอยู่ในน้ำ และดิน ซึ่งพืชสามารถนำฟอสฟอรสัรปูแบบนี้ไปใช้ประโยชน์

ได้รวดเร็ว รูปแบบที่ 2 คือ ฟอสฟอรัสในรูปของสารอนินทรยี์ที่ติดอยู่กับผวิดิน เหล็ก อะลูมิเนียม และ

แคลเซียมออกไซด์ในดิน ฟอสฟอรัสในรูปแบบนี้จะถูกปลดปล่อยได้ช้า และพืชนำไปใช้ประโยชน์ได้ช้า

กว่าแบบที่ 1 และรูปแบบสุดท้าย คือ แร่ธาตุฟอสเฟตในดิน ประกอบด้วยฟอสเฟต 2 ชนิด ชนิดแรก 

ได้แก่ อะพาไทต์ (apatite) วาริสไซต์ (variscite) และสเตรนไจต์ (strengite) ชนิดที่  2 ได้แก่  

สารประกอบฟอสเฟตกับแคลเซียม เหล็ก หรืออะลูมิเนียม ฟอสฟอรัสในรูปแบบสุดท้ายนี้ปลดปล่อย

ธาตุฟอสฟอรัสออกมาได้ช้าที่สุด (Dalai, 1977) 

ดังนั้นจุลินทรีย์มีบทบาทสำคัญในการแปรสภาพฟอสฟอรัสในรูปแบบของสารอินทรีย์ให้อยู่

ในรูปที่พืชสามารถนำไปใช้ประโยชน์ได้  แบคที เรียที่สามารถละลายฟอสเฟต (phosphate 

solubilizing bacteria) ได้สามารถละลาย ตรึง หรือดูดซับ ฟอสฟอรัสที่อยู่ในรูปที่พืชไม่สามารถ

นำไปใช้ได้ และเปลี่ยนให้อยู่ในรูปที่พืชสามารถนำไปใช้ได้ด้วยการสร้างและหลั่งกรดอินทรีย์  และ

เอนไซม์เอซิดฟอสฟาเตส (acid phosphatase) ที่สามารถละลายฟอสฟอรัสในดิน (Dawwam และ

คณะ , 2013) โดยแบคที เรียกลุ่มดังกล่าวเปลี่ยนจากอินทรีย์ฟอสเฟตเป็นอนินทรีย์ฟอสเฟต 

(mineraliztion of organic phosphorus) ด้วยการผลิตเอนไซม์เอซิดฟอสฟาเตสเพื่อย่อยสลายฟอส

โฟโมโนเอสเทอร์ในสภาวะที่เป็นกรด ซึ่งเอนไซม์ชนิดนี้อยู่บริเวณผนังเซลล์ และเมือกที่ใช้ปกป้อง

ตนเอง (extracellular polymeric substance: EPS) ที่อยู่บริเวณรอบ ๆ เซลล์ของแบคที เรีย 

(Behera และคณะ , 2017) แบคที เรียที่ สามารถละลายฟอสเฟตได้  ได้แก่  แบคที เรียสกุล 

Pseudomonas, Bacillus และ Rhizobium (Rodrıǵuez และคณะ, 1999) 
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2.8 โพแทสเซียม 
โพแทสเซียมถือเป็นธาตุอาหารหลักอีกชนิดที่จำเป็นสำหรบัพืชในการเจริญเติบโต ช่วยในการ

พัฒนา ช่วยให้ผลเจริญเติบโตเร็ว มีคุณภาพดี และป้องกันโรคพืช นอกจากนี้ยังมีหน้าที่เกี่ยวกับการ

เผาผลาญคาร์โบไฮเดรต กรดอินทรีย์ ไขมัน และสารที่มีไนโตรเจนเป็นองค์ประกอบ  เกี่ยวข้องกับ

กระบวนการสังเคราะห์โปรตีน กระบวนการสังเคราะห์ด้วยแสง ความสามารถในการทนความแห้ง

แล้ง และการประสิทธิภาพในการใช้น้ำ โดยปกติแล้วโพแทสเซี ยมอยู่ในดินในรูปของแร่ธาตุ

โพแทสเซียม โพแทสเซียมที่ไม่สามารถแลกเปลี่ยนได้ (non-exchangeable K) โพแทสเซียมที่

สามารถแลกเปลี่ยนได้ (exchangeable K) และสารละลายโพแทสเซียม ดังภาพที่ 8 ซึ่งในดินมี

ปริมาณโพแทสเซียมรวมเท่ากับร้อยละ 0.04 ถึง 3 โพแทสเซียมในดินร้อยละ 90 ถึง 98 อยู่ในรูปของ

แร่ธาตุโพแทสเซียมที่พืชไม่สามารถนำไปใช้ประโยชน์ได้ แร่ธาตุโพแทสเซียมที่สามารถพบได้ คือ 

เฟลด์สปาร์ หรือแร่ฟันม้า และแร่ไมกา ส่วนโพแทสเซียมที่ไม่สามารถแลกเปลี่ยนได้จับอยู่ระหว่างช้ัน

ดินมีอยู่ในดินร้อยละ 1 ถึง 10 รูปแบบของโพแทสเซียมที่พืช และจุลินทรีย์สามารถนำไปใช้ได้ดี และ

เร็วที่สุด คือสารละลายโพแทสเซียม (Etesami และคณะ, 2017) ซึ่งโพแทสเซียมในรูปแบบนี้มักถูก

ชะล้างออกไปได้ง่ายเมื่อเปรียบเทียบกับโพแทสเซียมรูปแบบอื่น ดังนั้นจุลินทรีย์จึงมีบทบาทสำคัญที่

จะช่วยแปรสภาพโพแทสเซียมในดินให้อยู่ในรูปที่พืชสามารถนำไปใช้ได้ จุลินทรีย์สามารถแปรสภาพ

โพแทสเซียมในดินได้หลากหลายวิธี เช่น การผลิตกรดอินทรีย์ที่สามารถละลายแร่ธาตุโพแทสเซียม 

หรือกระบวนการแอซิโดไลซีส (acidolysis) เป็นต้น แบคทีเรียที่สามารถเปลี่ยนโพแทสเซียมอินทรีย์

เป็นโพแทสเซียมอนินทรีย์ได้ เช่น B. mucilaginosus และ B. edaphicus แบคทีเรีย 2 ชนิดนี้

สามารถผลิตกรดซิตริก กรดทาร์ทาริก และกรดออกซาลิก ที่ใช้ในการละลายแร่ฟันม้าได้ (Lin และ

คณะ, 2002) 
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ภาพท่ี 8 โพแทสเซียม 

รูปของโพแทสเซียมที่อยู่ในดินมีด้วยกัน 4 รูปแบบ คือ แร่ธาตุโพแทสเซียม โพแทสเซียมที่ไม่สามารถ

แลกเปลี่ยนได้ (non-exchangeable K) โพแทสเซียมที่สามารถแลกเปลี่ยนได้ (exchangeable K) 

และสารละลายโพแทสเซียม (Sparks และคณะ, 1985) 
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บทที่ 3  
วิธีดำเนินงานวิจัย 

3.1 วัสดุอุปกรณ์ท่ีใช้ในงานวิจัย 
กระดาษกรองเบอร์ 1 (Whatman No.1)          (Whatman, England) 

กระดาษลิตมัส (litmus paper)     (Isolab, Germany) 

เครื่องกวนสารแท่งแม่เหล็ก (magnetic stirrer)   (Barnstead, USA) 

เครื่องเขย่าควบคุมอุณหภูมิ (shaking incubator)   (Vision Scientific, Korea) 

เครื่องเขย่าผสมสาร (vortex mixer)    (Vision Scientific, Korea) 

เครื่องวัดค่าความเป็นกรดด่าง (pH meter)        (Satorious, Germany) 

เครื่องวัดความช้ืน (moisture meter)      (Geo, Germany) 

เครื่องวัดอุณหภูมิ (thermometer)     (CT chemical, Thailand) 

เครื่องปั่นเหว่ียงแบบควบคุมอุณหภูมิ (refrigerated centrifuge)  (Z36HK, Hermle) 

เครื่องช่ัง 2 ตำแหน่ง             (Hettich, Germany) 

เครื่องช่ัง 4 ตำแหน่ง           (OHAUS, USA) 

เครื่องนึ่งอบฆ่าเช้ือความดันสูง (autoclave)          (Sturdy Industrial, Taiwan) 

เครื่องควบคุมอุณหภูมิน้ำ (water bath)        (Memmert, Germany) 

เครื่องวัดค่าการดูดกลืนแสง (spectrophotometer)       (ANTHOS Zenyth 200, USA) 

ตู้ปลอดเช้ือ (laminar flow)       (Biobase, China) 

ตู้บ่มเช้ือ (incubator)          (Memmert, Germany) 

ตู้อบฆ่าเช้ือ (hot air oven)         (Memmert, Germany) 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 29 

3.2 เคมีภัณฑ ์
 กรดซิตริก (citric acid)      (Univar, Australia) 

กลูโคส (C6H12O6)      (Univar, Australia) 

คองโกเรด (congo red)         (Fluka, England) 

คาร์บอกซีเมทิลเซลลโูลส (Carboxymetylcellulose)     (Sigma, Belgium) 

แคลเซียมคลอไรด์ (CaCl2)      (Unilab, Thailand) 

แคลเซียมคลอไรด์ไดไฮเดรต (CaCl2.2H2O)          (Loba Chemie, India) 

แคลเซียมคาร์บอเนต (CaCO3)         (Merk, Germany) 

แคลเซียมฟอสเฟต (Ca3(PO4)2)       (Univar, Australia) 

แคลเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (CaHPO4)      (Univar, Australia) 

ซูโครส (sucrose)        (Ajax Finechem, New Zealand) 

โซเดียมคลอไรด์ (NaCl)       (Univar, Australia) 

โซเดียมซัลเฟต (Na2SO4)             (Loba Chemie, India) 

โซเดียมซิเตรท (sodium citrate)       (Ajax Finechem, New Zealand) 

โซเดียมโมลิเดรทไดไฮเดรท (Na2MoO4 2H2O)     (Ajax Finechem, New Zealand) 

โซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH)       (Univar, Australia) 

ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Na2HPO4  2H2O)         (Qrec, New Zealand) 

ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4)    (Univar, Australia) 

เปบโตน (Peptone)           (Hi media, India) 
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แป้งมันสำปะหลงั              (Thaiwah, Thailand) 

ผงวุ้น (agar)         (CT chemical, Thailand) 

พอลีเปปโตน (polypeptone)        (Hi media, India) 

โพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4)      (Univar, Australia) 

เฟอรร์ิกคลอไรด์ เฮกซะไฮเดรท (FeCl3 6H2O)          (Qrec, New zealand) 

เฟอรร์ิกซัลเฟตเฮปตะไฮเดรท (FeSO4 7H2O)     (Ajax Finechem, New Zealand) 

แมกนีเซียมซลัเฟตเฮปตะไฮเดรต (MgSO4.7H2O)     (Univar, Australia) 

สารละลายซาฟรานินโอ (safranin O)       (Suvchem, India) 

สารละลายบรอมอไทมอลบลู (Bromthymol blue)     (Ajax Finechem, New Zealand) 

สารละลายไอโอดีน (iodine solution)       (Merck, Germany) 

สารสกัดจากเนื้อ (Beef extract)        (Hi media, India) 

สารสกัดจากยีสต ์(Yeast extract)        (Hi media, India) 

สีย้อมครสิตลัไวโอเล็ต (crystal violet)          (Loba Chemie, India) 

เอทานอล (ethanol)        (CT chemical, Thailand) 

แอมโมเนียมไนเตรต (NH4NO3)     (Ajax Finechem, Auckland) 

3.3 วัสดุเหลือท้ิงทางการเกษตร และวัสดุในการผลิตปุ๋ยหมัก 
 กากมันสำปะหลงั 

 กากตะกอนจากระบบบำบัดน้ำเสีย 

รำข้าว 
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มูลวัว 

ผงหินฟอสเฟต 

แร่เฟลด์สปาร์ (แร่ฟันม้า) 

กากน้ำตาล 

3.4 วิธีดำเนินงานวิจัย 
3.4.1 เกบ็ตัวอย่างกากมันสำปะหลงั กากตะกอนจากระบบบำบัดน้ำเสีย และดินใต้ต้นมัน
สำปะหลงั 

3.4.1.1 เก็บตัวอย่างกากมันสำปะหลงั และกากตะกอนจากระบบบำบัดน้ำเสีย 
เก็บตัวอย่างกากมันสำปะหลังที่ผ่านการสกัดแป้ง และกากตะกอนจาก

ระบบบำบัดน้ำเสียที่ผ่านการบำบัดแบบไม่ใช้ออกซิเจน และต่อด้วยการบำบัดด้วยออกซิเจน ณ 

บริษัทไทยวา จำกัด (มหาชน) โรงงานพิมาย ตำบลในเมือง อำเภอพิมาย จังหวัดนครราชสีมา  

3.4.1.2 เกบ็ตัวอย่างดิน 
 เก็บตัวอย่างดินบริเวณแปลงปลูกต้นมันสำปะหลัง ณ ตำบลโนนรัง อำเภอ 

ชุมพวง จังหวัดนครราชสีมา และเก็บตัวอย่างดินบริเวณใต้ต้นโสน ณ โรงเรือนภาควิชาพฤกษศาสตร์ 

คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย โดยขุดดินลึกราว 15 เซนติเมตร และเก็บตัวอย่างดิน

บริเวณใกล้รากต้นโสน 

3.4.2 ตรวจสอบองค์ประกอบของวัตถุดิบที่ใช้ในการผลิตปุ๋ยหมัก 
  วิเคราะห์ตัวอย่างกากมันสำปะหลัง กากตะกอนจากระบบบำบัดน้ำเสีย มูลวัว และ

รำข้าว โดยวิเคราะห์คุณสมบัติทางกายภาพ คือ อัตราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจน (C/N ratio) 

คุณสมบัติทางเคมี คือ ความเป็นกรดด่าง (pH) อินทรียวัตถุ ปริมาณธาตุอาหารหลัก ปริมาณธาตุ

อาหารรอง ได้แก่ ปริมาณแคลเซียม ปริมาณแมกนีเซียม ปริมาณสังกะสี ปริมาณแมงกานีส ปริมาณ

เหล็ก และปริมาณทองแดง เป็นต้น ณ โครงการพัฒนาวิชาการดิน ปุ๋ย และสิ่งแวดล้อม ภาควิชาปฐพี 

คณะเกษตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ นอกจากนี้กากมันสำปะหลังจะได้รับการวิเคราะห์คุณสมบัติ
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ทางชีวเคมีเพิ่มเติม ได้แก่ ปริมาณคาร์โบไฮเดรต แป้ง เซลลูโลส ไฟเบอร์ โปรตีน ณ หน่วยปฏิบัติการ

เทคโนโลยีแปรรูปมันสำปะหลัง และแป้ง มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ 

 3.4.3 การคัดแยกเช้ือแบคทเีรียทีส่ามารถผลิตเอนไซม์เซลลเูลสได้ 
3.4.3.1 คัดแยกเช้ือแบคทเีรียสามารถผลิตเอนไซม์เซลลูเลสได้บนอาหารแข็ง 

   คัดแยกแบคทีเรียที่สามารถผลิตเอนไซม์เซลลูเลสได้จากกากมันสำปะหลัง 

กากตะกอนจากระบบบำบัดน้ำเสีย และดินบริเวณแปลงปลกูมันสำปะหลงั โดยการนำตัวอย่าง 1 กรัม

ไปเจือจางกับน้ำกลั่นที่ผ่านการฆ่าเช้ือที่ระดับการเจือจางตั้งแต่ 10-1 ถึง 10-6 และ เกลี่ยสารละลาย

แต่ละระดับการเจือจาง 100 ไมโครลิตรลงบนอาหารแข็ง nutrient ที่มีคาร์บอกซีเมทิลเซลลูโลสเป็น

องค์ประกอบ หรืออาหารแข็ง CMC ซึ่งเช้ือแบคทีเรียที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซม์เซลลูเลสได้ 

จะสามารถเจริญเติบโตได้บนอาหารแข็ง CMC สังเกตลักษณะของโคโลนีที่เกิดข้ึน เลือกโคโลนีที่มี

ลักษณะแตกต่างกันไปแยกให้เป็นโคโลนีเดี่ยวด้วยการขีดลาก (streak) บนอาหารแข็ง nutrient เพื่อ

นำไปเก็บไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศา และนำไม้จิ้มฟันจิ้มโคโลนีเดี่ยวของเช้ือแต่ละชนิดไปจุดลงบนอาหาร

แข็ง CMC บ่มที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียสเปน็เวลา 24 ช่ัวโมง จากนั้นราดด้วยสารละลายคองโกเรด 

สังเกตโคโลนีที่มีวงใสรอบโคโลนีจากการที่เช้ือผลิตเอนไซม์เซลลูเลสออกมาย่อยคาร์บอกซีเมทิล

เซลลูโลสในอาหาร วัดขนาดโคโลนี และโซนใสที่ เกิดข้ึนรอบโคโลนี เพื่อหาอัตราส่วนระหว่าง

เส้นผ่าศูนย์กลางของโซนใสต่อเส้นผา่ศูนย์กลางโคโลน ีและนำแบคทีเรียที่คัดแยกได้ไปวัดกิจกรรมการ

ย่อยคาร์บอกซีเมทิลเซลลูโลส และการย่อยของเซลลูโลสทั้งหมดต่อไป 

3.4.3.2 การวัดกจิกรรมการย่อยคาร์บอกซเีมทลิเซลลูโลส 
   เริ่มต้นที่การเลี้ยงเช้ือโดยการนำเช้ือบนอาหารแข็ง nutrient ใส่ลงใน

อาหารเหลว nutrient เพื่อใช้เป็นหัวเช้ือบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 170 รอบต่อ

นาที เป็นเวลา 12 ถึง 16 ช่ัวโมง จากนั้นถ่ายเช้ือปริมาณร้อยละ 10 โดยปริมาตรลงในอาหารเหลวที่มี

องค์ประกอบของคาร์บอกซีเมทิลเซลลูโลส หัวเช้ือปริมาตร  10 มิลลิลิตร ใส่ลงในอาหารเหลวที่มี

องค์ประกอบของคาร์บอกซเีมทลิเซลลูโลส ปริมาตร 40 มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพู่ขนาด 250 มิลลิลิตร 

นำเข้าเครื่องเขย่าที่ความเร็วรอบ 170 รอบต่อนาที เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง แล้วนำมาปั่นเหว่ียงด้วย
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ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที เก็บสารละลายส่วนใสไปหากิจกรรมของเอนไซม์

เซลลูเลส โดยนำสารละลายส่วนใส 0.5 มิลลิลิตร ผสมกับสารละลายคาร์บอกซีเมทิลเซลลูโลสความ

เข้มข้นร้อยละ 1 ในฟอสเฟตบัฟเฟอร์ 0.05 โมลาร์ พีเอช 7 ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 45 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที และนำไปต้มในน้ำเดือดเป็นเวลา 10 นาที เพื่อหยุดปฏิกิริยา 

จากนั้นนำไปหาปริมาณน้ำตาลรีดิวซ์ที่เกิดข้ึนด้วยวิธีดีเอ็นเอส (Dinitrosalicylic acid)  

กิจกรรมของเอนไซม์เซลลูเลส (ยูนิตต่อมิลลิลิตร) เท่ากับ  

ความเข้มข้นของกลูโคส (ไมโครกรัม)×ค่าการเจือจางตัวอย่างเอนไซม์

เวลาท่ีใช้ในการบ่ม (นาที)×ปริมาตรของสารตั้งต้น (มิลลิลิตร)×น้ำหนักโมเลกุลของกลโูคส(กรัมต่อโมล)
  

 

   โดย 1 ยูนิต หมายถึง ปริมาณเอนไซม์ที่เร่งปฏิกิริยาคาร์บอกซี

เมทิลเซลลูโลสให้เป็นกลูโคส 1 ไมโครโมล ในเวลา 1 นาที จากนั้นแบคทีเรียที่มีค่ากิจกรรม

ของเอนไซม์เซลลูเลสสูงที่สุดจะถูกนำไปวัดกิจกรรมการย่อยของเซลลูเลสทั้งหมดทำการวัด

แยกไอโซเลตเดี่ยว และหัวเช้ือผสมเปรียบเทียบกัน 

3.4.3.3 การวัดกจิกรรมการย่อยของเซลลูเลสทั้งหมด (Total cellulase: FPase) 
   เริ่มต้นที่การเลี้ยงเช้ือโดยการนำเช้ือบนอาหารแข็ง nutrient ใส่ลงใน

อาหารอาหารเหลว nutrient เพื่อใช้เป็นหัวเช้ือบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 170 

รอบต่อนาที เป็นเวลา 12 ถึง 16 ช่ัวโมง จากนั้นถ่ายเช้ือปริมาณร้อยละ 10 โดยปริมาตรลงในอาหาร

เหลวที่มีองค์ประกอบของคาร์บอกซเีมทลิเซลลูโลส หัวเช้ือปรมิาตร 10 มิลลิลิตร ใส่ลงในอาหารเหลว

ที่มีองค์ประกอบของคาร์บอกซีเมทิลเซลลูโลส  ปริมาตร 40 มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพู่ขนาด 250 

มิลลิลิตร นำเข้าเครื่องเขย่าที่ความเร็วรอบ 170 รอบต่อนาที เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง แล้วนำมาปั่น

เหว่ียงด้วยความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที เก็บสารละลายน้ำส่วนใสไปหากิจกรรม

การย่อยของเซลลูเลสทั้งหมด โดยการนำสารละลายดังกล่าวปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ใส่ลงในหลอด

ทดลองที่มีกระดาษกรองเบอร์ 1 ขนาดกว้าง 1 เซนติเมตร ยาว 6 เซนติเมตร หนัก 50 มิลลิกรัม และ
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สารละลายซิเตรทบัฟเฟอร์ 50 มิลลิโมลาร์ พีเอช 4.8 ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร จากนั้นผสมให้เข้ากัน 

และนำไปบ่มที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง ต่อมาจึงนำไปหาปริมาณน้ำตาลรีดิวซ์

ที่เกิดข้ึนด้วยวิธีดีเอ็นเอส 

กิจกรรมของเอนไซมเ์ซลลเูลสทัง้หมด (FPUต่อมลิลลิิตร) เทา่กับ  

ความเข้มข้นของกลูโคส (ไมโครกรัม)×ค่าการเจือจางตัวอย่างเอนไซม์

เวลาท่ีใช้ในการบ่ม (นาที)×ปริมาตรของสารตั้งต้น (มิลลิลิตร)×น้ำหนักโมเลกุลของกลโูคส(กรัมต่อโมล)
  

 

   โดย 1 ยูนิต หมายถึง ปริมาณเอนไซม์ที่เร่งปฏิกิริยาย่อยสลายกระดาษ

กรองหมายเลข 1 ให้เป็นกลูโคส 1 ไมโครโมล ในเวลา 1 นาที แบคทีเรียที่มีค่ากิจกรรมของเอนไซม์

เซลลูเลสทั้งหมดสูงที่สุดจะถูกนำไปเป็นหัวเช้ือแบคทีเรียที่มีหน้าที่ย่อยวัสดุที่มีองค์ประกอบของ

เซลลูโลสในการผลิตปุ๋ยหมักต่อไป 

 3.4.4 การคัดแยกเช้ือแบคทเีรียทีส่ามารถผลิตเอนไซม์อะไมเลสได้ 
3.4.4.1 คัดแยกเช้ือแบคทเีรียสามารถผลิตเอนไซม์อะไมเลสได้บนอาหารแข็ง 

   คัดแยกแบคทีเรียที่สามารถผลิตเอนไซม์อะไมเลสได้จากกากมันสำปะหลัง 

กากตะกอนจากระบบบำบัดน้ำเสีย และดินบริเวณแปลงปลกูมันสำปะหลงั โดยการนำตัวอย่าง 1 กรัม

ไปเจือจางกับน้ำกลั่นที่ผ่านการฆ่าเช้ือที่ระดับการเจือจางตั้งแต่ 10-1 ถึง 10-6 และ เกลี่ยสารละลาย

แต่ละระดับการเจือจาง 100 ไมโครลิตรลงบนอาหารแข็ง nutrient ที่มีแป้งมันสำปะหลังเป็น

องค์ประกอบ หรืออาหารแข็ง SA ที่มี ค่าความเป็นกรดด่างเท่ากับ  7 ซึ่ งเช้ือแบคที เรียที่มี

ความสามารถในการผลิตเอนไซม์อะไมเลสได้ จะสามารถเจริญเติบโตได้บนอาหารแข็ง SA สังเกต

ลักษณะของโคโลนีที่เกิดข้ึน เลือกโคโลนีที่มีลักษณะแตกต่างกันไปแยกให้เป็นโคโลนีเดี่ยวด้วยการขีด

ลาก (streak) บนอาหารแข็ง nutrient เพื่อนำไปเก็บไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศา และนำไม้จิ้มฟันจิ้มโคโลนี

เดี่ยวของเช้ือแต่ละชนิดไปจุดลงบนอาหารแข็ง SA บ่มที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 24 

ช่ัวโมง จากนั้นราดด้วยสารละลายแกรมไอโอดีนสังเกตโคโลนีที่มีวงใสรอบโคโลนีจากการที่เช้ือผลิต
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เอนไซม์อะไมเลสออกมาย่อยแป้งมันสำปะหลังในอาหาร วัดขนาดโคโลนี และโซนใสที่เกิดข้ึนรอบ

โคโลนี เพื่อหาอัตราส่วนระหว่างเส้นผ่าศูนย์กลางของโซนใสต่อเส้นผ่าศูนย์กลางโคโลนี และคัดเลือก

จุลินทรีย์ที่มีอัตราส่วนดังกล่าวมากที่สุดเพื่อนำไปวัดกิจกรรมการย่อยแป้งมันสำปะหลังต่อไป 

3.4.4.2 การวัดกจิกรรมการย่อยแป้งมันสำปะหลัง 
   เริ่มต้นที่การเลี้ยงเช้ือโดยการนำเช้ือบนอาหารแข็ง nutrient ใส่ลงใน

อาหารเหลว nutrient เพื่อใช้เป็นหัวเช้ือบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 170 รอบต่อ

นาที เป็นเวลา 12 ถึง 16 ช่ัวโมง จากนั้นถ่ายเช้ือปริมาณร้อยละ 10 โดยปริมาตรลงในอาหารเหลวที่มี

องค์ประกอบของแป้งมันสำปะหลัง หัวเช้ือปริมาตร  10 มิลลิลิตร ใส่ลงในอาหารเหลวที่มี

องค์ประกอบของแป้งมันสำปะหลัง ปริมาตร 40 มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพู่ขนาด 250 มิลลิลิตร นำเข้า

เครื่องเขย่าที่ความเร็วรอบ 170 รอบต่อนาที เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง แล้วนำมาปั่นเหว่ียงด้วยความเร็ว 

10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที เก็บสารละลายส่วนใสไปหากิจกรรมของเอนไซม์อะไมเลส 

โดยนำสารละลายส่วนใส 0.5 มิลลิลิตร ผสมกับสารละลายแป้งมันสำปะหลังเข้มข้นร้อยละ 1 ใน

ฟอสเฟตบัฟเฟอร ์0.1 โมลาร์ พีเอช 6.5 ปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปน็

เวลา 15 นาที และนำไปต้มในน้ำเดือดเป็นเวลา 10 นาที เพื่อหยุดปฏิกิริยา จากนั้นนำไปหาปริมาณ

น้ำตาลรีดิวซ์ที่เกิดข้ึนด้วยวิธีดีเอ็นเอส  

กิจกรรมของเอนไซม์อะไมเลส (ยูนิตต่อมิลลิลิตร) เท่ากับ  

ความเข้มข้นของมอลโทส (ไมโครกรัม)×ค่าการเจือจางตัวอย่างเอนไซม์

เวลาท่ีใช้ในการบ่ม (นาที)×ปริมาตรของสารตั้งต้น (มิลลิลิตร)×น้ำหนักโมเลกุลของมอลโทส(กรัมต่อโมล)
  

 

   โดย 1 ยูนิต หมายถึง ปริมาณเอนไซม์ที่เร่งปฏิกิริยาแป้งมันสำปะหลังให้

เป็นมอลโทส 1 ไมโครโมล ในเวลา 1 นาที แบคทีเรียที่มีค่ากิจกรรมของเอนไซม์อะไมเลสสูงที่สุดจะ

ถูกนำไปเป็นหัวเช้ือแบคทีเรียที่มีหน้าที่ย่อยวัสดุที่มีองค์ประกอบของแป้งในการผลิตปุ๋ยหมักต่อไป 
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 3.4.5 การคัดแยกเช้ือแบคทเีรียทีส่ามารถตรึงไนโตรเจนได ้
3.4.5.1 คัดแยกเช้ือแบคทเีรียสามารถตรึงไนโตรเจนได้บนอาหารแข็ง 

   คัดแยกแบคทีเรียที่สามารถตรึงไนโตรเจนได้ดินใต้ต้นโสนบริเวณแปลงเพาะ

ชำ ภาควิชาพฤกษศาสตร์ คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย โดยการนำตัวอย่างดิน 1 กรัม

ไปเจือจางกับน้ำกลั่นที่ผ่านการฆ่าเช้ือที่ระดับการเจือจางตั้งแต่ 10-1 ถึง 10-6 และ เกลี่ยสารละลาย

แต่ละระดับการเจือจาง 100 ไมโครลิตร ลงบนอาหารแข็ง Burk’s nitrogen free ซึ่งเช้ือแบคทีเรียที่

มีความสามารถในการตรึงไนโตรเจนได้ จะสามารถเจริญเติบโตได้บนอาหารแข็ง Burk’s nitrogen 

free สังเกตลักษณะของโคโลนีที่เกิดข้ึน เลือกโคโลนีที่มีลักษณะแตกต่างกันไปแยกให้เป็นโคโลนีเดี่ยว

ด้วยการขีดลาก (streak) บนอาหารแข็ง nutrient เพื่อนำไปเก็บไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศา และนำไม้จิ้ม

ฟันจิ้มโคโลนีเดี่ยวของเช้ือแต่ละชนิดไปจดุลงบนอาหารแข็ง Burk’s nitrogen free บ่มที่อุณหภูมิ 45 

องศาเซลเซียสเป็นเวลา 120 ช่ัวโมง จากนั้นวัดขนาดโคโลนีเพื่อคัดเลือกจุลินทรีย์ที่มีขนาดใหญ่ที่สุด

เพื่อนำไปทดสอบการผลิตแอมโมเนียต่อไป 

3.4.5.2 ทดสอบการผลิตแอมโมเนียของเช้ือแบคทีเรียที่คัดแยกได้ 
   เริ่มต้นที่การเลี้ยงเช้ือโดยการนำเช้ือบนอาหารแข็ง nutrient ใส่ลงใน

อาหารเหลว nutrient เพื่อใช้เป็นหัวเช้ือบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 170 รอบต่อ

นาที เป็นเวลา 12 ถึง 16 ช่ัวโมง จากนั้นถ่ายเช้ือปริมาณร้อยละ 1 โดยปริมาตรลงในอาหารเหลว 

เปปโตนปริมาตร 5 มิลลิลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศา นำเข้าเครื่องเขย่าที่ความเร็วรอบ 170 รอบต่อ

นาที เป็นเวลา 96 ช่ัวโมง แล้วนำมาปั่นเหว่ียงด้วยความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที 

เพื่อเก็บส่วนใสปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร และนำไปทดสอบกับสารละลาย  Nesseler’s reagent 

ปริมาตร 1 มิลลิลิตร จากนั้นปรับปริมาตรสารละลายทั้งหมดด้วยการเติมน้ำกลั่นอีก 8.5 มิลลิลิตร 

หลังจากเติมน้ำกลั่นสารละลายที่ทดสอบจะมีสีเหลืองอ่อนถึงสีน้ำตาล สุดท้ายนำไปวัดความขุ่นด้วย

เครื่องวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร เปรียบเทียบกับกราฟมาตราฐานของ

แอมโมเนียมซัลเฟตที่ความเข้มข้นต่าง ๆ แบคทีเรียที่มีความสามารถในการผลิตแอมโมเนียสูงที่สุดจะ

ถูกนำไปเป็นหัวเช้ือแบคทีเรียตรึงไนโตรเจนในการผลิตปุ๋ยหมักต่อไป  
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 3.4.6 คัดแยกเช้ือแบคทเีรียสามารถละลายฟอสเฟตได้บนอาหารแข็ง 
  คัดแยกแบคที เรียที่สามารถละลายฟอสเฟตได้จากดินบริเวณแปลงปลูกมัน

สำปะหลัง โดยการนำตัวอย่างดิน 1 กรัมไปเจือจางกับน้ำกลั่นที่ผ่านการฆ่าเช้ือที่ระดับการเจือจาง

ตั้งแต่ 10-1 ถึง 10-6 และ เกลี่ยสารละลายแต่ละระดับการเจือจาง 100 ไมโครลิตรลงบนอาหารแข็ง 

Pikovskaya (PVK) ซึ่งเช้ือแบคทีเรียที่มีความสามารถละลายฟอสเฟตจะสามารถเจริญเติบโตได้บน

อาหารแข็ง PVK สังเกตลักษณะของโคโลนีที่เกิดข้ึน เลือกโคโลนีที่มีลักษณะแตกต่างกันไปแยกให้เป็น

โคโลนีเดี่ยวด้วยการขีดลาก (streak) บนอาหารแข็ง nutrient เพื่อนำไปเก็บไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศา 

และนำไม้จิ้มฟันจิ้มโคโลนีเดี่ยวของเช้ือแต่ละชนิดไปจุดลงบนอาหารแข็ง PVK บ่มที่อุณหภูมิ 45 องศา

เซลเซียสเป็นเวลา 120 ช่ัวโมง วัดขนาดโคโลนี และโซนใสที่เกิดข้ึนรอบโคโลนี เพื่อหาอัตราส่วน

ระหว่างเส้นผ่าศูนย์กลางของโซนใสต่อเส้นผ่าศูนย์กลางโคโลนี และคัดเลือกจุลินทรีย์ที่มีอัตราส่วน

ดังกล่าวมากที่สุดเพื่อนำไปเป็นหัวเช้ือในการผลิตปุ๋ยหมักต่อไป 

3.4.7 คัดแยกเช้ือแบคทเีรียสามารถละลายโพแทสเซียมได้บนอาหารแข็ง 
  คัดแยกแบคทีเรียที่สามารถละลายโพแทสเซียมได้จากดินบริเวณแปลงปลูกมัน

สำปะหลัง โดยการนำตัวอย่างดิน 1 กรัมไปเจือจางกับน้ำกลั่นที่ผ่านการฆ่าเช้ือที่ระดับการเจือจาง

ตั้งแต่ 10-1 ถึง 10-6 และ เกลี่ยสารละลายแต่ละระดับการเจือจาง 100 ไมโครลิตรลงบนอาหารแข็ง 

Aleksandrov ซึ่งเช้ือแบคทีเรียที่มีความสามารถละลายฟอสเฟตจะสามารถเจริญเติบโตได้บนอาหาร 

Aleksandrov สังเกตลักษณะของโคโลนีที่เกิดข้ึน เลือกโคโลนีที่มีลักษณะแตกต่างกันไปแยกให้เป็น

โคโลนีเดี่ยวด้วยการขีดลาก (streak) บนอาหารแข็ง nutrient เพื่อนำไปเก็บไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศา 

และนำไม้จิ้มฟันจิ้มโคโลนีเดี่ยวของเช้ือแต่ละชนิดไปจุดลงบนอาหารแข็ง Aleksandrov บ่มที่อุณหภูมิ 

45 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 120 ช่ัวโมง วัดขนาดโคโลนี และโซนใสที่เกิดข้ึนรอบโคโลนี เพื่อหา

อัตราส่วนระหว่างเส้นผ่าศูนย์กลางของโซนใสต่อเส้นผ่าศูนย์กลางโคโลนี  และคัดเลือกจุลินทรีย์ที่มี

อัตราส่วนดังกล่าวมากที่สุดเพื่อนำไปเป็นหัวเช้ือในการผลิตปุ๋ยหมักต่อไป 
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3.4.8 ระบุชนิดของเช้ือแบคทีเรียที่คัดแยกได ้
3.4.8.1 ระบุชนิดของเช้ือแบคทีเรียที่คัดแยกได้ด้วย 16S rRNA 

   ระบุชนิดเช้ือแบคทีเรียที่ถูกคัดเลอืกทัง้ 5 ชนิด ประกอบด้วย เช้ือแบคทีเรีย

ที่สามารถผลิตเอนไซม์เซลลูเลส เช้ือแบคทีเรียที่สามารถผลิตเอนไซม์อะไมเลส เช้ือแบคทีเรียที่

สามารถตรึงไนโตรเจน เช้ือแบคทีเรียที่สามารถละลายฟอสเฟต และเช้ือแบคทีเรียที่สามารถละลาย

โพแทสเซียม ด้วยการสกัดดีเอ็นเอ เพิ่มปริมาณช้ินดีเอ็นเอของยีน 16S rRNA ในแบคทีเรียแต่ละไอโซ

เลต ด้วยไพรเมอร์สากล (universal primer) คือ 27F : 5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’ และ 

1492R : 5’-GGTTACCTTGTTACGACTT-3’ ต่อมาจึงส่งผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ที่ได้ไปตรวจสอบลำดับ 

นิวคลีโอไทด์ของยีน 16S rRNA จากนั้นนำข้อมูลทั้งหมดมาวิเคราะห์เพื่อระบุชนิดของแบคทีเรียด้วย

โปรแกรม BLASTN ในฐานข้อมูล GenBank เพื่อระบุชนิดของเช้ือแบคทีเรีย 

3.4.8.2 ศึกษาลักษณะ รปูร่าง และการติดสีของเช้ือแบคทเีรียที่คัดแยกได้ 
   นำเช้ือแบคทีเรียที่ถูกคัดเลือกทั้ง 5 ชนิด ประกอบด้วย เช้ือแบคทีเรียที่

สามารถผลิตเอนไซม์เซลลูเลส เช้ือแบคทีเรียที่สามารถผลิตเอนไซม์อะไมเลส เช้ือแบคทีเรียที่สามารถ

ตรึงไนโตรเจน เช้ือแบคทีเรียที่สามารถละลายฟอสเฟต และเช้ือแบคทีเรียที่สามารถละลาย

โพแทสเซียม มาเลี้ยงในอาหารเหลว nutrient เป็นเวลา 12 ถึง 16 ช่ัวโมง จากนั้นจึงนำเช้ือปริมาณ

เล็กน้อยมาแตะลงบนสไลด์ ทำให้แห้งแล้วย้อมด้วยสีย้อมคริสตัลไวโอเลต ทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็น

เวลา 1 นาที ต่อมาย้อมสไลด์ด้วยสารละลายไอโอดีน และล้างออกด้วยเอทานอล 95% แล้วจึงย้อมซ้ำ

อีกครั้งด้วยสารละลายซาฟรานินโอ สุดท้ายจึงสังเกตภายใต้กล้องจุลทรรศน์ เพื่อดูลักษณะทาง

สัณฐานวิทยา ได้แก่ การย้อมติดสี (gram staining) สีของโคโลนี ลักษณะของโคโลนี และรูปร่างของ

แบคทีเรีย 

3.4.9 ทดสอบความเข้ากันได้ของเช้ือแบคทเีรียที่จะนำมาผลติหัวเช้ือ 
  นำเช้ือแบคที เรียที่ ถูกคัดเลือก และมีความปลอดภัยทางชีวภาพในระดับที่  1 

ประกอบด้วย เช้ือแบคทีเรียที่สามารถผลิตเอนไซม์เซลลูเลส เช้ือแบคทีเรียที่สามารถผลิตเอนไซม์อะ

ไมเลส เช้ือแบคทีเรียที่สามารถตรึงไนโตรเจน เช้ือแบคทีเรียที่สามารถละลายฟอสเฟต และเช้ือ
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แบคทีเรียที่สามารถละลายโพแทสเซียม มาทดสอบความเข้ากันได้บนอาหารแข็ง nutrient โดยการ

ขีดเช้ือแบคทีเรียชนิดต่าง ๆ ทับกันเพื่อสังเกตความสามารถในการเจริญเติบโตบนอาหาร บ่มที่

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง เช้ือทั้ง 5 กลุ่มที่สามารถเจริญเติบโตร่วมกันได้ และ

มีความปลอดภัยทางชีวภาพในระดับที่ 1 จะถูกนำมาใช้ในการผลิตเป็นหัวเช้ือแบคทีเรียเพื่อใช้สำหรับ

การผลิตเป็นปุ๋ยหมักต่อไป 

 3.4.10 ศึกษาการผลิตปุ๋ยหมัก 
3.4.10.1 การผลิตปุ๋ยหมักในกล่องโฟม 

   การผลิตปุ๋ยหมักในกล่องโฟม ณ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ประกอบด้วย

วัตถุดิบตั้งต้นจำนวน 2 ชนิด คือ กากมันสำปะหลัง และกากตะกอนจากระบบบำบัดน้ำเสีย ชนิดละ 5 

กิโลกรัม นอกจากนี้มีการเติมสารเติมแต่งอีก 4 ชนิด ได้แก่ แหล่งฟอสฟอรัส คือ หินฟอสเฟตจำนวน 

0.4 กิโลกรัม แหล่งโพแทสเซียม คือ แร่เฟลด์สปาร์จำนวน 0.4 กิโลกรัม และแหล่งของธาตุอาหารอื่น 

ๆ คือ มูลวัว และรำข้าว ชนิดละ 2 กิโลกรัม วัสดุในการผลิตปุ๋ยหมักทั้งหมดจะถูกนำไปผสมกับหัวเช้ือ

แบคทีเรียปริมาตร 0.4 ลิตร ประกอบด้วยเช้ือแบคทีเรยีจำนวน 5 กลุ่ม ได้แก่ เช้ือแบคทีเรียที่สามารถ

ผลิตเอนไซม์เซลลูเลส เช้ือแบคทีเรียที่สามารถผลิตเอนไซม์อะไมเลส เช้ือแบคทีเรียที่สามารถตรึง

ไนโตรเจน เช้ือแบคทีเรียที่สามารถละลายฟอสเฟต และเช้ือแบคทีเรียที่สามารถละลายโพแทสเซียม 

โดยใช้เช้ือแบคทีเรียทุกชนิดในอัตราส่วนที่เท่ากัน และผลิตจำนวน 2 ซ้ำ จากนั้นวัสดุในการผลิตปุ๋ย

หมัก และหัวเช้ือจะถูกคลุกเข้าด้วยกันในกล่องโฟมที่มีการเจาะรขูนาด 1 นิ้วบริเวณก้นกล่องจำนวน 4 

รู เพื่อใช้ในการระบายน้ำ และอากาศ และใช้ตาข่ายกันแมลงวางไว้ที่ก้นกล่อง ปรับความช้ืนของกอง

ปุ๋ยให้มีค่าระหว่างร้อยละ 50 ถึง 60 ทำการหมักปุ๋ยเป็นระยะเวลา 30 วัน ระหว่างที่หมักปุ๋ยจะมีการ

บันทึกลักษณะทางกายภาพ คือ อุณหภูมิกองปุ๋ยทุกวัน กลับกองปุ๋ยด้วยพลั่วขนาดเล็ก และบันทึก

ลักษณะของปุ๋ยที่เปลี่ยนแปลงไปทุก 7 วัน 

3.4.10.2 การผลิตปุ๋ยหมัก ณ แปลงทดลองไทยวา อำเภอชุมพวง จังหวัดนครราชสมีา 
การผลิตปุ๋ยหมัก ณ อำเภอชุมพวง จำนวน 1 กอง ประกอบด้วยวัตถุดิบตั้ง

ต้นจำนวน 2 ชนิด คือ กากมันสำปะหลัง จำนวน 500 กิโลกรัม และกากตะกอนจากระบบบำบัดน้ำ
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เสียจำนวน 500 กิโลกรัม นอกจากนี้มีการเติมสารเติมแต่งอีก 4 ชนิด ได้แก่ แหล่งฟอสฟอรัส คือ หิน

ฟอสเฟตจำนวน 40 กิโลกรัม แหล่งโพแทสเซียม คือ แร่เฟลด์สปาร์จำนวน 40 กิโลกรัม และแหล่ง

ของธาตุอาหารรองอื่น ๆ คือ มูลวัว และรำข้าวชนิดละ 200 กิโลกรัม วัสดุในการผลิตปุ๋ยหมักทั้งหมด

จะถูกนำไปผสมกับหัวเช้ือแบคทีเรียปริมาตร 40 ลิตร ที่ประกอบด้วยเช้ือแบคทีเรียจำนวน 5 กลุ่ม 

ได้แก่ เช้ือแบคทีเรียที่สามารถผลิตเอนไซม์เซลลูเลส เช้ือแบคทีเรียที่สามารถผลิตเอนไซม์อะไมเลส 

เช้ือแบคทีเรียที่สามารถตรึงไนโตรเจน เช้ือแบคทีเรียที่สามารถละลายฟอสเฟต และเช้ือแบคทีเรียที่

สามารถละลายโพแทสเซียม โดยใช้เช้ือแบคทีเรียทุกชนิดในอัตราส่วนที่เท่ากัน จากนั้นวัสดุในการ

ผลิตปุ๋ยหมัก และหัวเช้ือจะถูกคลุกเข้าด้วยกันบนผ้าใบ ปรับความช้ืนของกองปุ๋ยให้มีค่าระหว่างร้อย

ละ 50 ถึง 60 ต่อมาจึงข้ึนกองปุ๋ยเป็นรูปสามเหลี่ยมที่มีฐานกว้าง 3 ถึง 6 เมตร ความสูง 1.5 ถึง 3 

เมตร สุดท้ายคลุมด้วยผ้าใบซ้ำอีกครั้งเพื่อป้องกันแดด และฝน ทำการหมักปุ๋ยเป็นระยะเวลา 60 วัน 

ระหว่างที่หมักปุ๋ยจะมีการวัดอุณหภูมิของกองปุ๋ย 2 วันต่อ 1 ครั้ง โดยการขุดหลุมบริเวณกลางกองปุ๋ย

หมักจำนวน 5 จุด ระยะห่างเท่า ๆ กัน กระจายให้ทั่วกองปุ๋ย ความลึกประมาณ 30 เซนติเมตร 

จากนั้นจุ่มเทอร์โมมิเตอร์ค้างไว้ประมาณ 15 นาที บันทึกอุณหภูมิกองปุ๋ยทั้ง 5 จุด นอกจากนี้มีการ

กลับกองปุ๋ยด้วยพลั่ว และตรวจสอบความช้ืนของกองปุ๋ยหมัก 7 วันต่อ 1 ครั้ง  

3.4.10.3 การผลิตปุ๋ยหมัก ณ แปลงทดลองไทยวา อำเภอสค้ิีว จังหวัดนครราชสมีา 
 การผลิตปุ๋ยหมัก ณ อำเภอสีค้ิว จำนวน 1 กอง ประกอบด้วยวัตถุดิบตั้งต้น

จำนวน 2 ชนิด คือ กากมันสำปะหลัง จำนวน 4,000 กิโลกรัม และกากตะกอนจากระบบบำบัดน้ำ

เสียจำนวน 4,000 กิโลกรัม นอกจากนี้มีการเติมสารเติมแต่งอีก 4 ชนิด ได้แก่ แหล่งฟอสฟอรัส คือ 

หินฟอสเฟตจำนวน 320 กิโลกรัม แหล่งโพแทสเซียม คือ แร่เฟลด์สปาร์จำนวน 320 กิโลกรัม และ

แหล่งของธาตุอาหารรองอื่น ๆ คือ มูลวัว และรำข้าวชนิดละ 1,600 กิโลกรัม วัสดุในการผลิตปุ๋ยหมัก

ทั้งหมดจะถูกนำไปผสมกับหัวเช้ือแบคทีเรยีปรมิาตร 320 ลิตร ที่ประกอบด้วยเช้ือแบคทีเรียจำนวน 5 

กลุ่ม ได้แก่ เช้ือแบคทีเรียที่สามารถผลิตเอนไซม์เซลลูเลส เช้ือแบคทีเรียที่สามารถผลิตเอนไซม์อะ

ไมเลส เช้ือแบคทีเรียที่สามารถตรึงไนโตรเจน เช้ือแบคทีเรียที่สามารถละลายฟอสเฟต และเช้ือ

แบคทีเรียที่สามารถละลายโพแทสเซียม โดยใช้เช้ือแบคทีเรียทุกชนิดในอัตราส่วนที่เท่ากัน จากนั้น
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วัสดุในการผลิตปุ๋ยหมัก และหัวเช้ือจะถูกคลุกเข้าด้วยกันบนผ้าใบ ปรับความช้ืนของกองปุ๋ยให้มีค่า

ระหว่างร้อยละ 50 ถึง 60 ต่อมาจึงข้ึนกองปุ๋ยเป็นรูปสามเหลี่ยมที่มีฐานกว้าง 3 ถึง 6 เมตร ความสูง 

1.5 ถึง 3 เมตร สุดท้ายคลุมด้วยผ้าใบซ้ำอีกครั้งเพื่อป้องกันแดด และฝน ทำการหมักปุ๋ยเป็น

ระยะเวลา 60 วัน ระหว่างที่หมักปุ๋ยจะมีการวัดอุณหภูมิของกองปุ๋ย 2 วันต่อ 1 ครั้ง โดยการขุดหลุม

บริเวณกลางกองปุ๋ยหมักจำนวน 5 จุด ระยะห่างเท่า ๆ กัน กระจายให้ทั่วกองปุ๋ย ความลึกประมาณ 

30 เซนติเมตร จากนั้นจุ่มเทอร์โมมิเตอร์ค้างไว้ประมาณ 15 นาที บันทึกอุณหภูมิกองปุ๋ยทั้ง 5 จุด 

นอกจากนี้มีการกลับกองปุ๋ยด้วยรถแทรกเตอร์ และตรวจสอบความช้ืนของกองปุ๋ยหมัก 7 วันต่อ 1 

ครั้ง  

3.4.11 ตรวจสอบคุณสมบัติของปุ๋ยหมักก่อนหมัก และหลังหมัก 
  วิเคราะห์ตัวอย่างปุ๋ยหมักที่ผลิตได้ โดยวิเคราะห์คุณสมบัติทางกายภาพ คือ 

อัตราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจน (C/N ratio) คุณสมบัติทางเคมี คือ ความเป็นกรดด่าง (pH) 

อินทรียวัตถุ ความช้ืน ค่าการนำไฟฟ้า ปริมาณธาตุอาหารหลัก ปริมาณธาตุอาหารรอง ได้แก่ ปริมาณ

แคลเซียม ปริมาณแมกนีเซียม ปริมาณสังกะสี ปริมาณแมงกานีส ปริมาณเหล็ก และปริมาณทองแดง 

เป็ นต้น ณ  โครงการพัฒ นาวิชาการดิน ปุ๋ ย  และสิ่ งแวดล้อม ภาควิชาปฐพี  คณะเกษตร 

มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ เปรียบเทียบระหว่างปุ๋ยก่อนหมัก และหลังหมักเป็นระยะเวลา 60 วัน 

  

3.4.12 ตรวจสอบเช้ือ PGPB หลงัจากกระบวนการหมักปุ๋ย 
  นับจำนวนเช้ือแบคทีเรียที่ช่วยส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืชที่ใส่ลงไปในกองปุ๋ย 

หลังจากกระบวนการหมักปุ๋ยเสร็จสิ้นแล้ว โดยการนำปุ๋ยหมักที่ผลิตได้มาทำการเจือจางที่ระดับความ

เข้มข้น 10-1 ถึง 10-8 และเกลี่ยลงบนอาหารแข็ง Burk’s nitrogen free เพื่อนับจำนวนเช้ือแบคทีเรีย

ตรึงไนโตรเจน อาหารแข็ง PVK เพื่อนับจำนวนเช้ือแบคทีเรียละลายฟอสเฟต และอาหารแข็ง 

Aleksandrov เพื่อนับจำนวนเช้ือแบคทีเรียละลายโพแทสเซียม จากนั้นบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง สุดท้ายจึงนับจำนวนโคโลนีของแบคทีเรียที่สามารถเจริญเติบโตได้บน

อาหารต่าง ๆ 
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บทที่ 4  
ผลการดำเนินงาน 

4.1 ผลการตรวจสอบลักษณะทางกายภาพ เคมี และชีวเคมีของวัตถุดิบท่ีใช้ในการผลิตปุย๋หมัก 
4.1.1 ผลการตรวจสอบองค์ประกอบในกากมันสำปะหลงั และกากตะกอนจากระบบบำบัดน้ำ
เสีย 

ในอุตสาหกรรมการผลติแป้งมนัสำปะหลังจะได้กากมนัสำปะหลงัออกมาเป็นของเสีย

หลังจากกระบวนการสกัดแป้ง โดยเครื่องสกัดแป้งจะทำการสกัดแป้งออกจากหัวมันสำปะหลัง 

จากนั้นกากมันสำปะหลังจะถูกแยกออกจากน้ำแป้ง ขณะที่กากตะกอนเป็นของเสียที่ได้มาจากระบบ

บำบัดน้ำเสียที่เกิดข้ึนในโรงงานซึ่งผ่านการบำบัดน้ำเสียโดยไม่ใช้ออกซิเจน และต่อด้วยการบำบัดน้ำ

เสียโดยใช้ออกซิเจนออกเป็นกากตะกอนจากระบบบำบัดน้ำเสียที่ใช้เป็นวัตถุดิบหลักในการผลิตปุ๋ย

หมัก จากการวิเคราะห์การวิเคราะห์สมบัติทางกายภาพ และเคมีของกากมันสำปะหลัง และกาก

ตะกอนจากระบบบำบัดน้ำเสียพบว่ากากตะกอนจากระบบบำบัดน้ำเสียมีค่าการนำไฟฟ้าเท่ากับ 6.74 

มิลลิซีเมนส์ต่อเซนติเมตร ต่างจากกากมันสำปะหลังที่มีค่าการนำไฟฟ้าเท่ากับ 3.32 มิลลิซีเมนส์ต่อ

เซนติเมตร แต่กากมันสำปะหลังมีความช้ืนมากกว่ากากตะกอนจากระบบบำบัดน้ำเสียที่มีค่าความช้ืน

ร้อยละ 85.44 และ 64.53 ตามลำดับ นอกจากนี้กากมันสำปะหลังมีปริมาณของอินทรียวัตถุมากกว่า

กากตะกอนจากระบบบำบัดน้ำเสีย ซึ่งกากมันสำปะหลีงมีปริมาณอินทรียวัตถุร้อยละ 86.75 ส่วนกาก

ตะกอนจากระบบบำบัดน้ำเสียมีปริมาณอินทรีย์วัตถุเท่ากับร้อยละ 40.12 ต่อมาที่อัตราส่วนคาร์บอน

ต่อไนโตรเจน กากมันสำปะหลังมีอัตราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจนที่สูงมากเมื่อเปรียบเทียบกับกาก

ตะกอนจากระบบบำบัดน้ำเสยี กากมันสำปะหลงัมีอตัราสว่นคาร์บอนต่อไนโตรเจนอยู่ที่ 114 ต่างจาก

กากตะกอนจากระบบบำบัดน้ำเสียที่มีอัตราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจนเท่ากับ 8.0 ถัดไปคือปริมาณ

ของไนโตรเจนของกากตะกอนจากระบบบำบัดน้ำเสีย และกากมันสำปะหลังมีค่าเท่ากับร้อยละ 2.91 

และ 0.44 ตามลำดับ เช่นเดียวกับปริมาณฟอสฟอรัสของกากตะกอนจากระบบบำบัดน้ำเสียที่มี

ปริมาณมากกว่ากากมันสำปะหลังที่มีค่าเท่ากับร้อยละ 1.62 และ 0.10 ตามลำดับ สุดท้าย คือ 

ปริมาณโพแทสเซียมของกากตะกอนจากระบบบำบัดน้ำเสียมีค่าเท่ากับร้อยละ 0.63 และปริมาณ
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โพแทสเซียมจากกากมันสำปะหลังมีค่าใกลเ้คียงกบักากตะกอนจากระบบบำบัดน้ำเสียมีค่าเท่ากับร้อย

ละ 0.62 ดังตารางที่ 3  

ตารางท่ี 3 สมบัติทางกายภาพและเคมีของกากมันสำปะหลงัและกากตะกอนจากบอ่น้ำเสีย 

ค่าท่ีตรวจสอบ กากมันสำปะหลัง 
กากตะกอนจากระบบ

บำบัดนำ้เสีย 

สภาพการนำไฟฟ้า (มลิลิซเีมนส์ตอ่เซนติเมตร) 3.32 6.74 

ความช้ืน (%) 85.44 64.53 

ปริมาณอินทรียวัตถุ (%) 86.75 40.12 

อัตราส่วนคารบ์อนต่อไนโตรเจน (C/N) 114 8.0 

ปริมาณไนโตรเจน (%) 0.44 2.91 

ปริมาณฟอสฟอรสัที่ (%) 0.10 1.62 

ปริมาณโพแทสเซียม (%) 0.62 0.63 

 

  จากตารางที่ 4 พบว่ากากมันสำปะหลงัมปีริมาณแป้ง เซลลูโลส โปรตีน และไฟเบอร์

เท่ากับร้อยละ 58.25, 21.73, 1.94 และ 19.25 ตามลำดับ 

ตารางท่ี 4 สมบัติทางชีวเคมีของกากมันสำปะหลัง 
ค่าท่ีตรวจสอบ กากมันสำปะหลัง 

ปริมาณแปง้ (%) 58.25 ± 0.60 

เซลลูโลส (%) 21.73 ± 0.04 

โปรตีน (%) 1.94 ± 0.03 

ไฟเบอร์ (%) 19.25 ± 0.03 
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4.1.2 ผลการตรวจสอบองค์ประกอบในรำข้าว มูลวัว ผงหินฟอสเฟต และแรเ่ฟลด์สปาร ์
  จากตารางที่ 5 การวิเคราะห์สมบัติทางกายภาพและเคมีในรำข้าว และมูลวัวพบว่า

รำข้าวมีปริมาณอินทรียวัตถุ ปริมาณไนโตรเจน ปริมาณฟอสฟอรัส ปริมาณโพแทสเซียม ปริมาณ

แคลเซียม และปริมาณแมกนีเซียมร้อยละ 82.36, 1.04, 0.41, 0.68, 0.19 และ 0.25 ตามลำดับ มี

ปริมาณสังกะสี ปริมาณแมงกานีส ปริมาณเหล็ก และปริมาณทองแดงเท่ากับ 24.97, 2.11, 86.76 

และ 1.69 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัมตามลำดับ และรำข้าวมีอัตราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจนเท่ากับ 45.93 

ส่วนปริมาณอินทรียวัตถุ ปริมาณไนโตรเจน ปริมาณฟอสฟอรัส ปริมาณโพแทสเซียม ปริมาณ

แคลเซียม และปริมาณแมกนีเซียมในมูลวัวมีค่าเท่ากับร้อยละ 77.34, 1.59, 1.28, 1.30, 1.27 และ 

0.61 ตามลำดับ ปริมาณสังกะสี ปริมาณแมงกานีส ปริมาณเหล็ก และปริมาณทองแดงในมูลวัวมีค่า

เท่ากับ 122, 237, 1,024 และ 29 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัมตามลำดับ และสุดท้ายมูลวัวมีอัตราส่วน

คาร์บอนต่อไนโตรเจนเท่ากับ 28.25  

ตารางท่ี 5 สมบัติทางกายภาพและเคมีของกากมันสำปะหลงัและกากตะกอนจากบอ่น้ำเสีย 
ค่าท่ีตรวจสอบ รำขา้ว มูลวัว 

ปริมาณอินทรียวัตถุ (%) 82.36 77.34 

อัตราส่วนคารบ์อนต่อไนโตรเจน (C/N) 45.93 28.25 

ปริมาณไนโตรเจน (%) 1.04 1.59 

ปริมาณฟอสฟอรสัที่ (%) 0.41 1.28 

ปริมาณโพแทสเซียม (%) 0.68 1.30 

ปริมาณแคลเซียม (%) 0.19 1.27 

ปริมาณแมกนีเซียม (%) 0.25 0.61 

ปริมาณสังกะสี (มลิลิกรมัต่อกิโลกรัม) 24.97 122 

ปริมาณแมงกานสี (มิลลิกรัมต่อกิโลกรมั) 2.11 237 

ปริมาณเหล็ก (มลิลกิรมัต่อกิโลกรัม) 86.76 1,024 

ปริมาณทองแดง (มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม) 1.69 29 
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  จากตารางที่ 6 การวิเคราะห์สมบัติทางเคมีของผงหินฟอสเฟต และแร่เฟลด์สปาร์ 

พบว่าผงหินฟอสเฟตมีปริมาณฟอสฟอรัสเท่ากับร้อยละ 0.29 และแร่เฟลด์สปาร์มีปริมาณ

โพแทสเซียมเท่ากับร้อยละ 0.41 

ตารางท่ี 6 สมบัติทางเคมีของผงหินฟอสเฟต และแรเ่ฟลดส์ปาร ์
ค่าท่ีตรวจสอบ ผงหินฟอสเฟต แร่เฟลด์สปาร ์

ปริมาณฟอสฟอรสัที่ (%) 0.29 - 

ปริมาณโพแทสเซียม (%) - 0.41 

 

4.2 ผลการคัดแยกเชื้อแบคทีเรียท่ีสามารถผลิตเอนไซม์เซลลูเลสได้ 
4.2.1 ผลคัดแยกเช้ือแบคทีเรียสามารถผลิตเอนไซมเ์ซลลเูลสได้บนอาหารแข็ง 

จากการคัดแยกเช้ือจุลินทรีย์บนอาหารแข็งที่มีคาร์บอกซีเมทิลเซลลูโลสเป็น

องค์ประกอบ พบว่าได้จุลินทรีย์ที่มีความสามารถในการผลติเอนไซม์เซลลเูลสทัง้หมด 6 ไอโซเลต และ

เป็นเช้ือแบคทีเรียที่มีในหอ้งปฏิบัติการจำนวน 1 ไอโซเลต โดยคัดแยกได้จากกากมันสำปะหลงัจำนวน 

4 ไอโซเลต และคัดแยกได้จากดินบริเวณแปลงปลูกมันสำปะหลังจำนวน 2 ไอโซเลต จากนั้นนำไอโซ

เลตที่แยกได้มาตรวจสอบประสิทธิภาพในการย่อยเซลลูโลส โดยทำการเลี้ยงเช้ืออีกครั้งบนอาหารแข็ง

ที่มีคาร์บอกซีเมทิลเซลลูโลสเป็นองค์ประกอบ และสังเกตการสร้างโซนใสบนผิวหน้าอาหารเลี้ยงเช้ือ 

ซึ่งหากเช้ือมีการสร้างเอนไซม์เซลลูเลสจะพบบริเวณวงใสที่ไม่มีการติดสีแดงจากการใช้สารละลาย

คองโกเรดในการทดสอบ ดังภาพที่  9 นอกจากนี้ ได้มีการนำ B. subtilis TISTR 008 ซึ่ งมี ใน

ห้องปฏิบัติการเข้ามาทดสอบการย่อยเซลลูโลสด้วย  
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ภาพท่ี 9 ความสามารถในการย่อยคารบ์อกซีเมทิลเซลลูโลส 

ไอโซเลต A. คือ B. subtilis TISTR 008, B. คือ ไอโซเลต C-S1044, C. คือ ไอโซเลต C-S1052, D. 

คือ ไอโซเลต C-S1043, E คือ ไอโซเลต C-S1042, F. คือ ไอโซเลต C-CV1043 และ G. คือ ไอโซเลต 

C-CV1033 

 
 นอกจากนี้เมื่อวัดอัตราส่วนของเส้นผ่าศูนย์กลางโซนใสต่อเส้นผ่าศูนย์กลางโคโลนี พบว่า C-

CV1033 มีอัตราส่วนเส้นผ่าศูนย์กลางโซนใสต่อเส้นผ่าศูนย์กลางโคโลนีมากที่สุด รองลงมา คือ ไอโซ

เลต B. subtilis TISTR 008, C-S1052 และ C-S1043 โดยมีอัตราส่วนเส้นผ่าศูนย์กลางโซนใสต่อ

เส้นผ่าศูนย์กลางโคโลนีเท่ากับ 3.42, 3.18, 1.80 และ 1.62 ตามลำดับ ดังตารางที่ 7 ไอโซเลตที่มี

อัตราส่วนระหว่างความกว้างโซนใสต่อความกว้างโคโลนีมาก จะมีประสิทธิภาพในการสร้างเอนไซม์

เซลลูเลสมากตามไปด้วย ดังนั้นทั้ง 4 ไอโซเลตจึงถูกนำมาทดสอบหากิจกรรมการย่อยของการย่อย

คาร์บอกซีเมทิลเซลลูโลสต่อไป  
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ตารางท่ี 7 การสร้างโซนใสของไอโซเลตที่คัดแยกได้บนอาหาร CMC 

ไอโซเลต 
เส้นผา่ศูนย์กลาง

โคโลนี (เซนติเมตร) 

เส้นผา่ศูนย์กลาง
โซนใส 

(เซนติเมตร) 

อัตราส่วนเส้นผ่าศูนย์กลาง
โซนใสต่อเสน้ผา่ศูนย์กลาง

โคโลน ี
B. subtilis TISTR 008 1.75 0.55 3.18 
C-S1044 2.50 3.00 1.20 
C-S1052 1.80 1.00 1.80 
C-S1043 2.10 1.30 1.62 
C-S1042 1.90 1.60 1.19 
C-CV1043 2.60 3.00 1.15 
C-CV1033 1.47 0.43 3.42 
 

 4.2.2 ผลการวัดกิจกรรมการยอ่ยคาร์บอกซเีมทลิเซลลูโลส 
  จากนั้นทำการหากิจกรรมการย่อยคาร์บอกซีเมทิลเซลลูโลสของเอนไซม์อะไมเลส 

โดยนำเช้ือจุลินทรีย์ทุกไอโซเลตที่แยกได้มาเลี้ยงในอาหารเหลวที่มีคาร์บอกซีเมทิลเซลลูโลสเป็น

องค์ประกอบ ทำการเก็บตัวอย่างมาทดสอบหากิจกรรมของเอนไซม์เซลลูเลส พบว่าไอโซเลต C-

CV1033 B. subtilis ไอโซเลต C-S1052 และ C-S1043 ให้ค่ากิจกรรมของเอนไซม์เซลลูเลสมากที่สุด

เท่ากับ 0.20, 0.16, 0.12 และ 0.12 ยูนิตต่อมิลลิลิตร ตามลำดับ ดังตารางที่ 8-9 การทดสอบด้วย

การใช้อาหารแข็งที่มีคาร์บอกซีเมทิลเซลลูโลสเป็นแหล่งคาร์บอนเป็นเพียงการวัดเอนไซม์เอนโดกลู

คาเนส ซึ่งเอนไซม์เอนโดกลูคาเนสเป็นเพียงส่วนหนึ่งของระบบการทำงานของเอนไซม์เซลลูเลส

เท่านั้น ดังนั้นจึงต้องมีการวัดกิจกรรมของเอนไซม์เซลลูเลสรวมเพื่อดูการทำงานร่วมกันของเช้ือที่

สามารถคัดแยกได้ 

ตารางท่ี 8 กิจกรรมการยอ่ย CMC ในรูปของน้ำตาลรีดิวซ์ของเอนไซม์เซลลูเลส 
ไอโซเลต กิจกรรมของเอนไซม์ (ยูนิตต่อมิลลิลิตร) 

B. subtilis TISTR 008 0.16 
C-S1044 0.095 
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ตารางท่ี 9 กิจกรรมการยอ่ย CMC ในรูปของน้ำตาลรีดิวซ์ของเอนไซม์เซลลูเลส (ต่อ) 
ไอโซเลต กิจกรรมของเอนไซม์ (ยูนิตต่อมิลลิลิตร) 

C-S1052 0.12 
C-S1043 0.12 
C-S1042 0.11 
C-CV1043 0.095 
C-CV1033 0.20 
 

 4.2.3 ผลการวัดกิจกรรมการยอ่ยของเซลลเูลสทัง้หมด 
จากการคัดแยกเช้ือแบคทีเรียที่สามารถเจริญได้บนอาหารที่มีคาร์บอกซีเมทิล

เซลลูโลสเป็นองค์ประกอบ แล้วจึงทดสอบด้วยการราดสารละลายคองโกเรดเพื่อสังเกตส่วนใสที่

เกิดข้ึน และการวัดกิจกรรมการย่อยคาร์บอกซีเมทิลเซลลูโลส ซึ่งทั้ง 2 วิธีที่กล่าวมานี้ใช้คาร์บอกซี

เมทิลเซลลโูลสแทนแหล่งคาร์บอนเปน็เพียงการวัดเอนไซม์เอนโดกลูคาเนส ซึ่งเป็นส่วนหนึ่งของระบบ

การทำงานของเอนไซม์เซลลูเลสเท่านั้น ดังนั้นจึงต้องมีการทดสอบการวัดกิจกรรมการย่อยด้วยเซลลู

เลสทั้งหมดด้วยการใช้กระดาษ Whatman เบอร์ 1 การวัดด้วยวิธีนี้เรียกว่า Filter paper activity 

หรือ Fpase โดยหน่วยของกิจกรรมเอนไซม์ที่วัดได้จะออกมาเป็น Filter paper unit (FPU/ml) 

หมายถึง ปริมาณเอนไซม์ที่สามารถย่อยกระดาษกรอง Whatman เบอร์ 1 แล้วปลดปล่อยน้ำตาล

รีดิวซ์ซิ่ง 1 ไมโครโมลของกลูโคสภายในเวลา 1 นาที ภายใต้สภาวะที่กำหนด ซึ่งแบคทีเรียที่คัดแยกได้

จากกากมันสำปะหลัง และกากตะกอนจากระบบบำบัดน้ำเสียที่มีโซนใส และกิจกรรมการย่อยคาร์

บอกซีเมทิลเซลลูโลสทั้ง 4 ไอโซเลต ได้แก่ B. subtilis TISTR 008 เช้ือแบคทีเรียไอโซเลต C-CV1033 

C-S1052 และ C-S1043 จะถูกนำมาทดสอบด้วยกระดาษ Whatman เบอร์ 1 ทั้งการวัดแยกเป็นไอ

โซเลตเดี่ยว และการนำมาผสมกัน พบว่าเมื่อนำ B. subtilis TISTR 008 ไอโซเลต C-CV1033 และ 

ไอโซเลต C-S1052 ผสมกันให้ค่ากิจกรรมการย่อยของเซลลูเลสทั้งหมดมากที่สุดเท่ากับ 0.31 FPU 

ต่อมิลลิลิตร เท่ากับการผสมระหว่าง B. subtilis TISTR 008 ไอโซเลต C-CV1033 และ ไอโซเลต C-

CS1043 และ ไอโซเลตเดี่ยว C-CV1033 มีค่าเท่ากับ 0.17 FPU ต่อมิลลิลิตร ตามลำดับ ดังตารางที่ 
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10 จากการคัดแยกจุลินทรีย์ที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซม์เซลลูเลสบนอาหารแข็ง การวัด

กิจกรรมการย่อยคาร์บอกซีเมทิลเซลลูโลสในรูปน้ำตาลรีดิวซ์ของเอนไซม์เซลลูเลส และสุดท้ายจึงวัด

กิจกรรมการย่อยกระดาษ Whatman เบอร์ 1 ของเอนไซม์เซลลูเลสทั้งหมดของไอโซเลตเดี่ยว และ

หัวเช้ือผสม พบว่าหัวเช้ือผสมระหว่าง B. subtilis TISTR 008 ไอโซเลต C-CV1033 และ ไอโซเลต C-

S1052 มีค่ากิจกรรมการย่อยกระดาษ Whatman เบอร์ 1 มากที่สุด ดังนั้น B. subtilis TISTR 008 

แบคทีเรียไอโซเลต C-CV1033 และ ไอโซเลต C-S1052 จะถูกนำไประบุชนิดของแบคทีเรีย และ

นำไปใช้เป็นหัวเช้ือแบคทีเรียที่ทำหน้าที่ในการย่อยเซลลูโลสในกองปุ๋ยหมักต่อไป 

ตารางท่ี 10 กิจกรรมการย่อยกระดาษ Whatman เบอร์ 1 ของเอนไซมเ์ซลลเูลสทัง้หมด 
ไอโซเลต กิจกรรมของเอนไซม์ (FPUต่อมิลลลิิตร) 

B. subtilis TISTR 008 0.15 

C-S1044 0.093 

C-S1052 0.091 

C-S1043 0.089 

C-S1042 0.089 

C-CV1033 0.17 

B. subtilis TISTR 008 + C-S1052 0.11 

B. subtilis TISTR 008 + C-S1043 0.15 

B. subtilis TISTR 008 + C-CV1033 0.15 

B. subtilis TISTR 008 + C-CV1033 + C-S1052 0.31 

B. subtilis TISTR 008 + C-CV1033 + C-S1043 0.30 
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4.3 ผลการคัดแยกเชื้อแบคทีเรียท่ีสามารถผลิตเอนไซม์อะไมเลสได้ 
4.3.1 ผลคัดแยกเช้ือแบคทีเรียสามารถผลิตเอนไซม์อะไมเลสได้บนอาหารแข็ง 

จากการคัดแยกเช้ือจุลินทรีย์บนอาหารแข็งที่มีแป้งเป็นองค์ประกอบ พบว่ามีโคโลนี

ที่สามารถเจริญเติบโตได้บนอาหารที่มีแป้งเป็นองค์ประกอบได้จุลินทรีย์ที่มีความสามารถในการผลิต

เอนไซม์อะไมเลสทั้งหมด 6 ไอโซเลต จากนั้นนำไอโซเลตที่แยกได้มาตรวจสอบประสิทธิภาพในการ

ย่อยแป้ง โดยการเลี้ยงเช้ือใหม่บนอาหารแข็งที่มีแป้งเป็นองค์ประกอบ และสังเกตการสร้างโซนใสบน

ผิวหน้าอาหารเลี้ยงเช้ือดังภาพที่ 10 ซึ่งหากเช้ือมีการสร้างเอนไซม์อะไมเลสจะพบบริเวณวงใสที่ไม่มี

การติดสีน้ำเงินเข้มจากการใช้ไอโอดีนในการทดสอบ  

 

ภาพท่ี 10 การสร้างโซนใสของจลุินทรีย์บนอาหารแข็ง SA  

โดยรูป A และ B คือ ไอโซเลต A-CV1031 และ A-S51041 ตามลำดับ 

 
นอกจากนี้เมื่อวัดอัตราส่วนเส้นผ่าศูนย์กลางโซนใสต่อเส้นผ่าศูนย์กลางโคโลนีของทั้ง 

6 ไอโซเลตที่ คัดแยกได้  พบว่าไอโซเลต A-CV1031 มีอัตราส่วนเส้นผ่าศูนย์กลางโซนใสต่อ

เส้นผ่าศูนย์กลางโคโลนีมากที่สุด รองลงมา คือ ไอโซเลต A-S51041 และ A-CV1021 ดังตารางที่ 11 

ไอโซเลตที่มีอัตราส่วนระหว่างเส้นผ่าศูนย์กลางโซนใสต่อเส้นผ่าศูนย์กลางโคโลนี มาก จะมี

ประสิทธิภาพในการสร้างเอนไซม์มากตามไปด้วย  
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ตารางท่ี 11 การสร้างโซนใสของไอโซเลตที่คัดแยกได้บนอาหารแข็ง SA 

ไอโซเลต 
เส้นผา่ศูนย์กลาง

โคโลนี (เซนติเมตร) 

เส้นผา่ศูนย์กลาง

โซนใส 

(เซนติเมตร) 

เส้นผา่ศูนย์กลางโซนใส

ต่อเส้นผ่าศูนย์กลาง

โคโลน ี

A-CV1031 1.20 2.30 1.92 

A-CV1015 2.50 3.00 1.20 

A-CV1021 1.20 1.90 1.58 

A-S51041 1.70 2.60 1.87 

A-S51053 2.90 3.50 1.21 

A-S51061 1.60 2.50 1.56 

 

 4.3.2 ผลการวัดกิจกรรมของเอนไซม์อะไมเลส 
 หลังจากคัดแยกแบคทีเรียที่สามารถผลิตเอนไซม์อะไมเลสได้บนอาหารแข็งโดย

สังเกตส่วนใสที่เกิดข้ึนรอบ ๆ โคโลนีหลังจากราดด้วยสารละลายไอโอดีน จากนั้นจึงนำมาคำนวณเพื่อ

หาอัตราส่วนเส้นผ่าศูนย์กลางโซนใสต่อเส้นผ่าศูนย์กลางโคโลนีเป็นเพียงการคัดแยกเบื้องต้นเท่านั้น 

ดังนั้นจึงต้องมีการตรวจสอบเพิ่มเติมด้วยการวัดกิจกรรมเอนไซม์อะไมเลสของเช้ือชนิดต่าง ๆ ที่

สามารถย่อยแป้งซึ่งเป็นองค์ประกอบในอาหารเหลว และวัดกิจกรรมการย่อยแป้งของเอนไซม์อะไม 

เลสในรูปแบบของน้ำตาลรีดิวซ์ ซึ่ง 1 ยูนิตของเอนไซม์อะไมเลส หมายถึง ปริมาณเอนไซม์ที่

ปลดปล่อยน้ำตาลรีดิวซ์ปริมาตร 1 ไมโครโมลต่อ 1 นาทีภายใต้สภาวะที่ทดสอบ จากการทดลอง

พบว่าไอโซเลต A-CV1031 มีกิจกรรมของเอนไซม์อะไมเลสมากที่สุดโดยมี ค่าเท่ากับ 0.20 ยูนิตต่อ

มิลลิลิตร รองลงมา คือ ไอโซเลต A-S51041 มีค่าเท่ากับ 0.18 ยูนิตต่อมิลลิลิตร ตามลำดับ ดังตาราง

ที่ 12 จากการคัดแยกจุลินทรีย์ที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซม์อะไมเลสบนอาหารแข็ง และการ

วัดกิจกรรมการย่อยแป้งในรูปน้ำตาลรีดิวซ์ของเอนไซม์อะไมเลส พบว่าไอโซเลต A-CV1031 และ A-

S51041 มีอัตราส่วนความกว้างโซนใสต่อความกว้างโคโลนี และมีความสามารถในการย่อยแป้งในรูป
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น้ำตาลรีดิวซ์ได้มากที่สุด ดังนั้นไอโซเลต A-CV1031 และ A-S51041 จะถูกนำไประบุชนิดของ

แบคทีเรีย และนำไปใช้เป็นหัวเช้ือแบคทีเรียที่ทำหน้าที่ในการย่อยแป้งในกองปุ๋ยหมักต่อไป 

ตารางท่ี 12 กิจกรรมการย่อยแป้งในรูปน้ำตาลรีดิวซ์ของเอนไซม์อะไมเลส 
ไอโซเลต กิจกรรมของเอนไซม์ (ยูนิตต่อมิลลิลิตร) 

A-CV1031 0.20 

A-CV1015 0.11 

A-CV1021 0.080 

A-S51041 0.18 

A-S51053 0.11 

A-S51061 0.085 

 

4.4 ผลการคัดแยกเชื้อแบคทีเรียท่ีสามารถตรึงไนโตรเจนได้ 
 4.4.1 ผลการคัดแยกเช้ือแบคทเีรียสามารถตรึงไนโตรเจนได้บนอาหารแข็ง 

  การคัดแยกจุลินทรีย์ที่มีความสามารถในการตรึงไนโตรเจนที่เลี้ยงในอาหารที่  

Burk’s nitrogen free จากดินใต้ต้นโสนบริเวณแปลงเพาะชำ ภาควิชาพฤกษศาสตร์  คณะ

วิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย อาหารดังกล่าวไม่มีองค์ประกอบของธาตุไนโตรเจน ซึ่ง

สิ่งมีชีวิตทุกชนิดจำเป็นต้องใช้ธาตุไนโตรเจนในการเจริญเติบโตไม่ว่าจะเป็นส่วนประกอบของโปรตีน 

หรือสารพันธุกรรม ดังนั้นแบคทีเรียที่สามารถเจริญเติบโตได้บนอาหารแข็ง Burk’s nitrogen free ได้ 

จำเป็นต้องตรึงไนโตรเจนจากอากาศ และแปรสภาพให้อยู่ในรูปที่แบคทีเรียสามารถนำไปใช้ในการ

เจริญเติบโตบนอาหารได้ จากการทดลองสามารถคัดแยกแบคทีเรียที่สามารถตรึงไนโตรเจนได้จำนวน 

1 ไอโซเลต คือ ไอโซเลต N-BS1 ดังภาพที่ 11 ไอโซเลต N-BS1 จึงถูกนำทดสอบการผลิตแอมโมเนีย

ด้วย Nesseler’s reagent และนำไปใช้เป็นเช้ือแบคทีเรียที่สามารถตรึงไนโตรเจนในการผลิตปุ๋ยหมัก

ต่อไป  
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ภาพท่ี 11 แบคทีเรียตรึงไนโตรเจนที่คัดแยกได้จากดินใต้ต้นโสน 

แบคทีเรียไอโซเลต N-BS1 ที่มีความสามารถในการตรงึไนโตรเจนที่คัดแยกได้จากดินใต้ต้นโสนบริเวณ

แปลงเพาะชำ ภาควิชาพฤกษศาสตร์ คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ที่เจรญิเตบิโตได้บน

อาหารแข็งที่ปราศจากไนโตรเจน Burk’s nitrogen free 

 
 4.4.2 ผลการทดสอบการผลิตแอมโมเนียของเช้ือแบคทีเรียที่คัดแยกได้ 

  จากการคัดแยกเช้ือแบคทีเรียที่สามารถตรึงไนโตรเจนบนอาหารแข็ง Burk’s 

nitrogen free จากดินใต้ต้นโสนบริเวณแปลงเพาะชำ ภาควิชาพฤกษศาสตร์ คณะวิทยาศาสตร์ 

จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัยได้จำนวน 1 ไอโซเลต เช้ือแบคทีเรียดังกล่าวจะถูกนำมาทดสอบกับ

สารละลาย Nesseler’s reagent เพื่อทดสอบการผลิตแอมโมเนียที่เช้ือแบคทีเรียชนิดนี้สามารถผลิต

ได้ พบว่าเช้ือแบคทีเรียไอโซเลต N-BS1 สามารถผลิตแอมโมเนียได้ 0.28 กรัมต่อลิตร ดังตารางที่ 13 

ดังนั้นแบคทีเรียไอโซเลต N-BS1 จะถูกนำไประบุชนิดของแบคทีเรยี และถูกนำไปใช้เป็นเช้ือแบคทีเรีย

ที่สามารถตรึงไนโตรเจนในกองปุ๋ยหมักต่อไป 

ตารางท่ี 13 การผลิตแอมโมเนียของแบคทเีรียไอโซเลต N-BS1 
ไอโซเลต ปริมาณแอมโมเนีย (กรัมต่อลิตร) 

N-BS1 0.28 
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4.5 ผลการคัดแยกเชื้อแบคทีเรียสามารถละลายฟอสเฟตได้บนอาหารแข็ง 
 การคัดแยกจุลินทรีย์ที่มีความสามารถในการละลายฟอสเฟตที่เลีย้งในอาหารทีม่ีฟอสเฟตเป็น

องค์ประกอบ สามารถคัดแยกแบคทีเรียที่สามารถละลายฟอสเฟตได้จากกากมันสำปะหลังจำนวน 3 

ไอโซเลต จากกากตะกอนจากระบบบำบัดน้ำเสียจำนวน 6 ไอโซเลต และจากดินบริเวณแปลงปลูกมัน

สำปะหลัง จำนวน 5 ไอโซเลต รวมทั้งหมด 14 ไอโซเลต ดังภาพที่ 12 

 

 

ภาพท่ี 12 แบคทีเรียที่มีความสามารถในการละลายฟอสเฟตบนอาหารแข็ง PVK  
โดย A, B และ C คือ ไอโซเลต P-S1041, P-S51064 และ P-S51063 ตามลำดับ 

 
 เมื่อวัดอัตราส่วนเส้นผ่าศูนย์กลางโซนใสต่อเส้นผ่าศูนย์กลางโคโลนีพบว่าไอโซเลต P-S1041 

มีอัตราส่วนเส้นผ่าศูนย์กลางโซนใสต่อเส้นผ่าศูนย์กลางโคโลนีมากที่สุด รองลงมา คือ ไอโซเลต P-

S51064 และ P-S51053 มีอัตราส่วนดังกล่าวเท่ากับ 2.91, 2.83 และ 2.30 ตามลำดับ ดังตารางที่ 

14-15 ดังนั้นไอโซเลต P-S51041 จะถูกนำไประบุชนิดของแบคทีเรีย และถูกนำไปใช้เป็นเช้ือ

แบคทีเรียที่สามารถละลายฟอสเฟตในกองปุ๋ยหมักต่อไป  

ตารางท่ี 14 การสร้างโซนใสของแบคทเีรียที่สามารถละลายฟอสเฟตบนอาหารแข็ง PVK  

ไอโซเลต 
เส้นผา่ศูนย์กลางโคโลนี 

(เซนติเมตร) 

เส้นผา่ศูนย์กลางโซน

ใส (เซนติเมตร) 

เส้นผา่ศูนย์กลางโซน

ใสต่อเส้นผา่ศูนย์กลาง

โคโลน ี

P-CV1041 1.25 0.75 1.67 

P-CV1051 1.90 1.10 1.73 
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ตารางท่ี 15 การสร้างโซนใสของแบคทเีรียที่สามารถละลายฟอสเฟตบนอาหารแข็ง PVK (ต่อ)  

ไอโซเลต 
เส้นผา่ศูนย์กลางโคโลนี 

(เซนติเมตร) 

เส้นผา่ศูนย์กลางโซน

ใส (เซนติเมตร) 

เส้นผา่ศูนย์กลางโซน

ใสต่อเส้นผา่ศูนย์กลาง

โคโลน ี

P-CV1052 1.40 1.10 1.27 

P-S51053 2.30 1.00 2.30 

P-S51054 2.20 1.90 1.16 

P-S51061 0.75 0.60 1.25 

P-S51063 1.10 0.90 1.22 

P-S51064 1.70 0.60 2.83 

P-S51065 1.20 0.60 2.00 

P-S1041 3.20 1.10 2.91 

P-S1042 1.00 0.85 1.18 

P-S1043 0.90 0.60 1.50 

P-S1061 1.50 1.10 1.36 

P-S1064 0.80 0.50 1.60 

 

4.6 ผลการคัดแยกเชื้อแบคทีเรียสามารถละลายโพแทสเซยีมได้บนอาหารแข็ง 
 การคัดแยกจุลินทรีย์ที่มีความสามารถในการละลายโพแทสเซียมที่เลี้ยงในอาหารที่มีแร่

เฟลด์สปาร์เป็นองค์ประกอบ สามารถคัดแยกแบคทีเรียที่สามารถละลายโพแทสเซียมได้จากกากมัน

สำปะหลังจำนวน 4 ไอโซเลต จากกากตะกอนจากระบบบำบัดน้ำเสียจำนวน 5 ไอโซเลต และจากดิน

บริเวณแปลงปลูกมันสำปะหลังจำนวน 9 ไอโซเลต รวมทั้งหมด 18 ไอโซเลต จากนั้นนำไอโซเลตที่

แยกได้มาตรวจสอบประสิทธิภาพการละลายโพแทสเซียมโดยดูจากอัตราส่วนเส้นผ่าศูนย์กลางโซนใส

ต่อเส้นผ่าศูนย์กลางโคโลนีที่ ดังภาพที่ 13 
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ภาพท่ี 13 จุลินทรีย์ทีม่ีความสามารถในการละลายโพแทสเซียมบนอาหารแข็ง Aleksandrov 

โดย A, B, และ C คือ ไอโซเลต K-S1043, K-S51054 และ K-S1051 ตามลำดับ 

 

เมื่อวัดอัตราส่วนเส้นผ่าศูนย์กลางโซนใสต่อเส้นผ่าศูนย์กลางโคโลนีพบว่าไอโซเลต K-S1043 

มีอัตราส่วนเส้นผ่าศูนย์กลางโซนใสต่อเส้นผ่าศูนย์กลางโคโลนีมากที่สุด รองลงมา คือ ไอโซเลต K-

S51054 และ K-S1051 มีอัตราส่วนดังกล่าวเท่ากับ 2.42 2.33 และ 2.09 ตามลำดับ ดังตารางที่ 16-

18 ดังนั้นแบคทีเรียไอโซเลต K-S1043 จะถูกนำไประบุชนิดของแบคทีเรีย และถูกนำไปใช้เป็นเช้ือ

แบคทีเรียที่สามารถละลายโพแทสเซียมในกองปุ๋ยหมักต่อไป  

ตารางท่ี 16 การสร้างโซนใสของแบคทเีรียบนอาหารแข็ง Aleksandrov 

ไอโซเลต 
เส้นผา่ศูนย์กลางโคโลนี 

(เซนติเมตร) 

เส้นผา่ศูนย์กลางโซนใส 

(เซนติเมตร) 

เส้นผา่ศูนย์กลางโซนใส

ต่อเส้นผ่าศูนย์กลาง

โคโลน ี

K-CV1041 0.90 0.60 1.50 

K-CV1042 2.00 1.10 1.82 

K-CV1051 1.30 0.90 1.44 
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ตารางท่ี 17 การสร้างโซนใสของแบคทเีรียบนอาหารแข็ง Aleksandrov (ต่อ) 

ไอโซเลต 
เส้นผา่ศูนย์กลางโคโลนี 

(เซนติเมตร) 

เส้นผา่ศูนย์กลางโซนใส 

(เซนติเมตร) 

เส้นผา่ศูนย์กลางโซนใส

ต่อเส้นผ่าศูนย์กลาง

โคโลน ี

K-CV1052 1.50 1.20 1.25 

K-S51051 2.40 1.20 2.00 

K-S51052 1.80 1.10 1.64 

K-S51054 1.40 0.60 2.33 

K-S51055 2.60 1.30 2.00 

K-S51063 2.40 1.70 1.41 

K-S1041 1.50 0.80 1.88 

K-S1042 1.20 0.70 1.71 

K-S1043 2.90 1.20 2.42 

K-S1051 2.30 1.10 2.09 

K-S1061 3.00 1.80 1.67 

K-S1063 1.40 0.90 1.56 

K-S1062 1.70 1.20 1.42 

K-S1064 2.10 1.70 1.24 
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ตารางท่ี 18 การสร้างโซนใสของแบคทเีรียบนอาหารแข็ง Aleksandrov (ต่อ) 

ไอโซเลต 
เส้นผา่ศูนย์กลางโคโลนี 

(เซนติเมตร) 

เส้นผา่ศูนย์กลางโซนใส 

(เซนติเมตร) 

เส้นผา่ศูนย์กลางโซนใส

ต่อเส้นผ่าศูนย์กลาง

โคโลน ี

K-S1065 2.70 1.60 1.69 

 

4.7 ผลการระบชุนิดของเชื้อแบคทีเรียท่ีคัดแยกได ้
4.7.1 ผลการระบุชนิดของเช้ือแบคทีเรียที่คัดแยกได้ด้วย 16S rRNA 

   เมื่อคัดครองแบคทีเรียได้ครบทั้ง 5 กลุ่ม ได้แก่ แบคทีเรียที่สามารถผลิตเอนไซม์

เซลลูเลส แบคทีเรียที่สามารถผลิตเอนไซม์อะไมเลส แบคทีเรียที่สามารถตรึงไนโตรเจน แบคทีเรียที่

สามารถละลายฟอสเฟต และแบคทีเรียที่สามารถละลายโพแทสเซียมได้ แบคทีเรียในแต่ละกลุ่มที่มี

ประสิทธิภาพในการทำงานมากที่สุดจะถูกนำมาระบุชนิดของแบคทีเรียด้วยการสกัดดีเอ็นเอ เพิ่ม

ปริมาณช้ินดีเอ็นเอของยีน 16S rRNA และคัดเลือกแบคทีเรียที่มีความปลอดภัยทางชีวภาพในระดับที่ 

1 เท่านั้น เพื่อนำมาผลิตเป็นหัวเช้ือแบคทีเรียที่ใช้ในการผลิตเป็นปุ๋ยหมักจากกากมันสำปะหลัง และ

กากตะกอนจากระบบบำบัดน้ำเสีย พบว่าแบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพในการผลิตเอนไซม์เซลลูเลสได้

มากที่สุด คือ ไอโซเลต C-CV1033 และ C-S1052 ถูกระบุว่าเป็น B. subtilis และ B. shackletonii 

ตามลำดับ แบคทีเรียที่มีประสทิธิภาพในการผลิตเอนไซมอ์ะไมเลส คือ ไอโซเลต เลต A-CV1031 และ 

A-S51041 ถูกระบุว่าเป็น B. subtilis แบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพในการตรึงไนโตรเจน คือ ไอโซเลต 

N-BS1 ถูกระบุว่าเป็น B. ginsengihumi แบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพในการละลายฟอสฟอรัส คือ ไอ

โซเลต P-S1041 ถูกระบุว่าเป็น B. shackletonii และสุดท้ายแบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพในการ

ละลายโพแทสเซียม คือ ไอโซเลต B. bataviensis ดังตารางที่ 19 ซึ่งแบคทีเรียทั้ง 5 กลุ่ม 8 ชนิด 

เป็นแบคทีเรียที่มีความปลอดภัยทางชีวภาพในระดับที่ 1 ดังนั้นเช้ือแบคทีเรียเหล่าน้ีจะถูกนำมาใช้ใน
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การผลิตปุ๋ยหมักที่มีสารตั้งต้น คือ กากมันสำปะหลัง และกากตะกอนจากระบบบำบัดน้ำเสีย โดยมี

สารเติมแต่ง คือ รำข้าว มูลวัว หินฟอสเฟต และแร่เฟลด์สปาร์ 

ตารางท่ี 19 ชนิดของเช้ือแบคทีเรียทัง้ 8 ไอโซเลตที่ถูกคัดเลือก 
หน้าท่ีของแบคทีเรีย ชนิดของแบคทีเรีย ชื่อไอโซเลต 

เช้ือแบคทีเรียทีส่ามารถผลิต

เอนไซม์อะไมเลสได ้

B. subtilis A-CV1031 

B. subtilis A-S51041 

เช้ือแบคทีเรียทีส่ามารถผลิต

เอนไซมเ์ซลลเูลสได ้

B. subtilis TISTR 008 - 

B. subtilis C-CV1033 

B. shackletonii C-S1052 

เช้ือแบคทีเรียที่มีความสามารถ

ในการตรึงไนโตรเจน 

B. ginsengihumi N-BS1 

เช้ือแบคทีเรียที่สามารถละลาย

ฟอสเฟตได ้

B. shackletonii P-S1041 

เช้ือแบคทีเรียที่สามารถละลาย

โพแทสเซียมได้ 

B. bataviensis K-S1043 

 

 4.7.2 ผลการศึกษาลกัษณะ และการติดสีของเช้ือแบคทเีรียที่คัดแยกได้ 
  จากการ ศึกษาสัณฐาน วิทยาของเช้ือที่ คัดแยกได้จำนวน 5 กลุ่ ม  8 ชนิด 

ประกอบด้วย แบคทีเรียที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซม์เซลลูเลส คือ B. subtilis TISTR 008, B. 

subtilis C-CV1033 และ B. shackletonii C-S1052 แบคที เรียที่ มีความสามารถในการผลิต

เอนไซม์อะไมเลส คือ B. subtilis A-CV1031 และ B. subtilis A-S51041 แบคทีเรียที่สามารถตรึง

ไนโตรเจนได้  คือ B. ginsengihumi N-BS1 แบคที เรียที่ สามารถละลายฟอสเฟตได้ คือ B. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 60 

shackletonii P-S1041 และสุดท้ายแบคทีเรียที่สามารถละลายโพแทสเซียมได้ คือ B. bataviensis 

K-S1043 ประกอบด้วย การศึกษาสัณฐานวิทยา ประกอบด้วยการติดสี และศึกษารูปร่างของเซลล์

แบคทีเรีย ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ที่กำลังขยาย 100 เท่า พบว่าเช้ือแบคทีเรียทั้ง 8 ชนิด ย้อมติดสีม่วง 

ไม่ติดสีแดงของซาฟรานินโอ และมีลักษณะเป็นท่อน ดังตารางที่ 20 

ตารางท่ี 20 การย้อมติดสีของหัวเช้ือที่ใช้ในการผลิตปุ๋ยหมกั  

หน้าท่ีของแบคทีเรีย ชนิดของแบคทีเรีย 

การย้อมติดส ี
ความใกล้เคยีง 

(%) 
แกรม

บวก/ลบ 
รูปร่าง 

เช้ือแบคทีเรียผลิต

เอนไซม์อะไมเลส 

B. subtilis A-CV1031 บวก ท่อน 92 

B. subtilis A-S51041 บวก ท่อน 99 

เช้ือแบคทีเรียผลิตเอนไซม์

เซลลเูลส 

B. subtilis TISTR 008 บวก ท่อน - 

B. subtilis C-CV1033 บวก ท่อน 98 

B. shackletonii  

C-S1052 

บวก ท่อน 98 

เช้ือแบคทีเรียตรงึ
ไนโตรเจน 

B. ginsengihumi  

N-BS1 

บวก ท่อน 99 

เช้ือแบคทีเรียละลาย
ฟอสเฟต 

B. shackletonii  

P-S1041 

บวก ท่อน 99 

เช้ือแบคทีเรียละลาย
โพแทสเซียม 

B. bataviensis  

K-S1043 

บวก ท่อน 99 
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นอกจากนี้ B. subtilis A-CV1031, B. subtilis A-S51041, B. subtilis TISTR 008 และ B. 

subtilis C-CV1033 มีรูปร่างโคโลนีที่ไม่แน่นอน ขอบของโคโลนีหยัก และมีสีขาวขุ่น ส่วน B. 

shackletonii C-S1052, B. ginsengihumi N-BS1, B. shackletonii P-S1041 แ ล ะ B. 

bataviensis K-S1043 มีลักษณะโคโลนีที่กลม ขอบของโคโลนีเรียบ และโคโลนีมีสีขาวขุ่น ดังตาราง

ที่ 21-22 

ตารางท่ี 21 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเช้ือทั้ง 8 ไอโซเลต 
ไอโซเลต ชนิดของแบคทีเรีย รูปทรง (form) ขอบ (margin) สี (color) 

 

B. subtilis  
A-CV1031 

รูปร่างไม่
แน่นอน 

หยัก ขาวขุ่น 

 

B. subtilis  
A-S51041 

รูปร่างไม่
แน่นอน 

หยัก ขาวขุ่น 

 

B. subtilis  
TISTR 008 

รูปร่างไม่
แน่นอน 

หยัก ขาวขุ่น 

 

B. subtilis  
C-CV1033 

รูปร่างไม่
แน่นอน 

หยัก ขาวขุ่น 

 

B. shackletonii  
C-S1052 

กลม เรียบ ขาวขุ่น 
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ตารางท่ี 22 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเช้ือทั้ง 8 ไอโซเลต (ต่อ) 
ไอโซเลต ชนิดของแบคทีเรีย รูปทรง (form) ขอบ (margin) สี (color) 

 

B. ginsengihumi  
N-BS1 

กลม เรียบ ขาวขุ่น 

 

B. shackletonii  
P-S1041 

กลม เรียบ ขาวขุ่น 

 

B. bataviensis  
K-S1043 

กลม เรียบ ขาวขุ่น 

 

 4.7.3 ผลทดสอบความเข้ากันได้ของเช้ือแบคทีเรียที่จะนำมาผลิตหัวเช้ือ 
  จากการทดสอบความเข้ากันได้ของหัวเช้ือ โดยการนำเช้ือแบคทีเรียทั้ง 5 กลุ่ม 

จำนวน 8 ชนิด ได้แก่ แบคทีเรียที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซม์เซลลูเลส คือ B. subtilis TISTR 

008, B. subtilis C-CV1033 และ B. shackletonii C-S1052 แบคทีเรียที่มีความสามารถในการผลิต

เอนไซม์อะไมเลส คือ B. subtilis A-CV1031 และ B. subtilis A-S51041 แบคทีเรียที่สามารถตรึงไน

โรเจน คือ B. ginsengihumi N-BS1 แบคทีเรียที่สามารถละลายฟอสเฟต คือ B. shackletonii P-

S1041 และสุดท้ายแบคทีเรียที่สามารถละลายโพแทสเซียม คือ B. bataviensis K-S1043 มาขีดทับ

กันลงบนอาหารแข็ง nutrient ให้เช้ือแต่ละชนิดเป็นแกนตั้ง และขีดทับด้วยเช้ือชนิดอื่น ๆ อีก 7 ชนิด

จนครบ พบว่าเช้ือทั้ง 8 ชนิดสามารถขีดทับกันได้ โดยไม่มีช่องว่างระหว่างโคโลนีเกิดข้ึน ดังภาพที่ 14 

ดังนั้นเช้ือทั้ง 8 ชนิดสามารถเจริญเติบโต และสามารถใช้เป็นหัวเช้ือในการผลิตปุ๋ยหมักได้ 
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ภาพท่ี 14 การขีดทับกันของเช้ือทั้ง 8 ชนิดเพื่อทดสอบความเข้ากันได้ 
 

4.8 ผลการศึกษาการผลิตปุ๋ยหมัก 
 4.8.1 ผลการศึกษาการหมักปุ๋ยในกล่องโฟม 

  ปุ๋ยหมักในกล่องได้มีการปรับวิธีการทดลอง โดยได้ทดลองทำในกล่องโฟมที่มีการ

เจาะรูบริเวณก้นกล่องจำนวน 4 รู เพื่อใช้ในการระบายน้ำ และอากาศ จากนั้นบันทึกลักษณะทาง

กายภาพ คือ อุณหภูมิกองปุ๋ยทุกวัน และบันทึกลักษณะของปุ๋ยที่เปลี่ยนแปลงไปทุก 7 วัน ปุ๋ยหมักใน

กล่องโฟม ณ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัยใช้ระยะเวลาในการหมักปุ๋ยทั้งหมด 33 วัน จากการวัด

อุณหภูมิภายในกองปุ๋ยทุกวันพบว่ากองปุ๋ยที่มีการเติมหัวเช้ือ (sample) มีอุณหภูมิที่สูงกว่ากองปุ๋ยที่

ไม่มีการเติมหัวเช้ือ โดยกองปุ๋ยที่มีการเติมหัวเช้ือมอีุณหภูมิเพิ่มสงูสุดในวันที่ 2 มีอุณหภูมิเฉลี่ยเท่ากับ 

51 องศาเซลเซียส จากนั้นจึงลดลงเท่ากับ 34 องศาเซลเซียส ในวันที่ 33 แตกต่างจากกองปุ๋ยที่ไม่มี

การเติมหัวเช้ือ (control) ที่มีอุณหภูมิเฉลี่ยระหว่าง 30 ถึง 35 องศาเซลเซียส ดังภาพที่ 15 ซึ่ง

หมายความว่ากองปุ๋ยที่มีการเติมหัวเช้ือมีการทำงานของเช้ือแบคทีเรีย และปลดปล่อยความร้อน

ออกมาทำให้อุณหภูมิของกองปุ๋ยเพิ่มสูงข้ึน 
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ภาพท่ี 15 อุณหภูมิเฉลี่ยของกองปุ๋ยหมกัในกล่องโฟม  

โดยใช้ระยะเวลาในการหมักทัง้หมด 33 วัน เปรียบเทียบระหว่างปุ๋ยหมักที่มีการเติมหัวเช้ือ 8 ชนิด 

และปุ๋ยหมักที่ไม่มีการเตมิเช้ือ 

 
  นอกจากการวัดอุณหภูมิกองปุ๋ยแลว้ได้มีการสังเกต และบันทึกลักษณะของกองปุ๋ยที่

เปลี่ยนแปลงไปทุก 7 วัน พบว่าใน 7 วันแรกกองปุ๋ยทั้ง 2 กองมีสีน้ำตาลอ่อน แต่กองปุ๋ยที่มีการเติม

หัวเช้ือมีกลิ่นเหม็น และลักษณะของกองปุ๋ยเปียกแฉะ รอบ ๆ ภายในกล่องโฟมมีหยดน้ำเกาะอยู่เป็น

จำนวนมาก แตกต่างจากกองปุ๋ยที่ไม่มีการเติมหัวเช้ือกองปุ๋ยจะไม่มีกลิ่นเหม็น และปุ๋ยจะจับตัวกัน

เป็นก้อน ต่อมาในวันที่ 14 พบว่ากองปุ๋ยที่มีการเติมหัวเช้ือมีสีที่เข้มข้ึน แต่กลิ่นของกองปุ๋ย และ

ลักษณะของกองปุ๋ยมีลักษณะเดิม ส่วนกองปุ๋ยที่ไม่มีการเติมหัวเช้ือมีลกัษณะเหมือนเดิมตั้งแต่วันที่ 14 

จนถึงวันสุดท้าย จากนั้นในวันที่ 21 กองปุ๋ยที่มีการเติมหัวเช้ือมีลักษณะที่แห้งข้ึน เนื้อของกองปุ๋ยเริ่ม

ละเอียด ช้ินส่วนต่าง ๆ ที่ใช้ในการทำปุ๋ยเริ่มเล็กลง ส่วนในวันที่ 28 กองปุ๋ยที่มีการเติมหัวเช้ือไม่มี

กลิ่นเหม็น ปุ๋ยมีเนื้อที่ละเอียดข้ึน และวันสุดท้าย คือ วันที่ 33 กองปุ๋ยที่มีการเติมหัวเช้ือมีกลิ่นคล้าย

ดิน ปุ๋ยเริ่มแห้งมากขึ้น และเนื้อปุ๋ยส่วนใหญ่ละเอียด ดังตารางที่ 23 
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ตารางท่ี 23 ลักษณะปุ๋ยหมักในกล่องโฟม 
ระยะเวลาหมัก(วัน) ปุ๋ย สี กลิ่น ลักษณะของปุ๋ย 

7 control สีน้ำตาลอ่อน ไม่มีกลิ่น ปุ๋ยจับตัวเป็นกอ้น 

sample สีน้ำตาลอ่อน มีกลิ่นเหม็น ปุ๋ยมีลกัษณะเปียกแฉะ 

14 control สีน้ำตาล ไม่มีกลิ่น ปุ๋ยเป็นก้อน 

sample สีน้ำตาลเข้ม มีกลิ่นเหม็น ปุ๋ยมีลกัษณะเปียกแฉะ 

21 control สีน้ำตาล ไม่มีกลิ่น ปุ๋ยเป็นก้อน 

sample สีน้ำตาลเข้ม มีกลิ่นเหม็น ปุ๋ยเริม่แหง้ และเนือ้ละเอียด 

28 control สีน้ำตาล ไม่มีกลิ่น ปุ๋ยเป็นก้อน 

sample สีน้ำตาลเข้ม ไม่มีกลิ่นเหม็น ปุ๋ยมีเนื้อที่ละเอียดข้ึน 

33 control สีน้ำตาล ไม่มีกลิ่น ปุ๋ยเป็นก้อน 

sample สีน้ำตาลเข้ม กลิ่นคล้ายดิน ปุ๋ยแห้ง เนือ้ละเอียด 

 

 4.8.2 การผลิตปุ๋ยหมัก ณ แปลงทดลองไทยวา อำเภอชุมพวง จังหวัดนครราชสมีา 
  การผลิตปุ๋ยหมัก ณ แปลงทดลองไทยวา อำเภอชุมพวง จังหวัดนครราชสีมา ใช้

ระยะเวลาในการหมักปุ๋ยทั้งหมด 82 วัน จากการทดลองพบว่าอุณหภูมิเฉลี่ยในกองปุ๋ยหมักข้ึนสูงสุด 

60 องศาเซลเซียส ในช่วง 2 สัปดาห์แรก จากนั้นลดลงมาต่ำสุดอยู่ที่ 36 องศาเซลเซียส ดังภาพที่ 16 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 66 

 

ภาพท่ี 16 อุณหภูมิเฉลี่ยของกองปุ๋ยหมกั ณ อำเภอชุมพวง จังหวัดนครราชสมีา  

โดยใช้ระยะเวลาในการหมักทัง้หมด 82 วัน อุณหภูมิเฉลี่ยสงูสุด 60 องศาเซลเซียส และอุณหภูมเิฉลี่ย

ต่ำสุด 36 องศาเซลเซียส 

 
4.8.3 การผลิตปุ๋ยหมัก ณ แปลงทดลองไทยวา อำเภอสีค้ิว จังหวัดนครราชสมีา 

  การผลิตปุ๋ยหมัก ณ แปลงทดลองไทยวา อำเภอสีค้ิว จังหวัดนครราชสีมา ใช้

ระยะเวลาในการหมักปุ๋ยทั้งหมด 77 วัน จากการทดลองพบว่าอุณหภูมิเฉลี่ยในกองปุ๋ยหมักข้ึนสูงสุด 

71.6 องศาเซลเซียส จากนั้นลดลงมาต่ำสุดอยู่ที่ 37 องศาเซลเซียส ดังภาพที่ 17 
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ภาพท่ี 17 อุณหภูมิเฉลี่ยของกองปุ๋ยหมกั ณ อำเภอสีค้ิว จังหวัดนครราชสมีา  

โดยใช้ระยะเวลาในการหมักทัง้หมด 77 วัน อุณหภูมิเฉลี่ยสงูสุด 71.6 องศาเซลเซียส และอุณหภูมิ

เฉลี่ยต่ำสุด 37 องศาเซลเซียส 

 

4.9 ผลการตรวจสอบคณุสมบัตขิองปุ๋ยหมักก่อนหมัก และหลังหมัก 
4.9.1 ผลการตรวจสอบคุณสมบัติของปุ๋ยหมกัก่อนหมัก และหลงัหมัก ของปุ๋ยหมกัในกล่องโฟม 

เมื่อนำปุ๋ยหมักในกล่องโฟม ก่อนหมัก หลังหมัก (มีการเติมหัวเช้ือ) และหลังหมัก (ไม่มีการ

เติมหัวเช้ือ) ไปตรวจวิเคราะห์สมบัติทางกายภาพ และเคมี ของปุ๋ย โดยภาควิชาปฐพี คณะเกษตร 

มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ พบว่าค่าความเป็นกรดด่างของปุ๋ยหมักก่อนหมักอยู่ที่ 6.09 หลังจากเป็น

ปุ๋ยหมักมีค่าความเป็นกรดด่างเพิ่มมากข้ึน โดยปุ๋ยหมักที่มีการเติมหวัเช้ือมีค่าความเป็นกรดด่างเท่ากบั 

6.75 ส่วนปุ๋ยหมักที่ไม่มีการเติมหัวเช้ือมีค่าความเป็นกรดด่างเท่ากับ 6.8 เช่นเดียวกับสภาพการนำ

ไฟฟ้าของปุ๋ยหมักที่มีค่าเพิ่มขึ้นหลังจากกระบวนการหมักเป็นปุ๋ย สภาพการนำไฟฟ้าก่อนหมัก หลัง

หมัก (มีการเติมหัวเช้ือ) และหลังหมัก (ไม่มีการเติมหัวเช้ือ) มีค่าเท่ากับ 2.62, 3.65 และ 3.55 เดซิ

เมนส์ต่อเมตร ตามลำดับ นอกจากนี้ปริมาณธาตุอาหารหลักของปุ๋ยหมักหลังผ่านกระบวนการหมักมี

ค่าเพิ่มข้ึนเช่นเดียวกัน ปุ๋ยหมักหลังหมักที่มีการเติมหัวเช้ือมีปริมาณไนโตรเจนสูงที่สุด รองลงมา คือ 
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ปุ๋ยหลังหมักที่ไม่มีการเติมหัวเช้ือ และปุ๋ยก่อนหมัก มีค่าเท่ากับร้อยละ 2.18, 1.83 และ 1.76 

ตามลำดับ ต่อมาปุ๋ยหมักหลังหมักที่มีการเติมหัวเช้ือมีปริมาณฟอสฟอรัสสูงที่สุด รองลงมา คือ ปุ๋ย

หมักหลังหมักที่ไม่มีการเติมหัวเช้ือ และสุดท้าย คือ ปุ๋ยหมักก่อนหมัก มีค่าเท่ากับร้อยละ 0.95, 0.89 

และ 0.57 ตามลำดับ ส่วนปุ๋ยหมักหลังหมักที่มีการเติมหัวเช้ือมีปริมาณโพแทสเซียมที่เท่ากับปุ๋ยหมัก

หลังหมักที่ไม่มีการเติมหัวเช้ือ คือ ร้อยละ 1.18 และปุ๋ยก่อนหมัก มีปริมาณโพแทสเซียมที่เท่ากับร้อย

ละ 0.95 นอกจากนี้อัตราส่วนของคาร์บอนต่อไนโตรเจนของปุย๋ลดลงเมื่อผา่นกระบวนการหมัก ซึ่งปุย๋

หมักก่อนหมักมีอัตราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจนเท่ากับ 35.58 จากนั้นเมื่อผ่านกระบวนการหมัก

อัตราส่วนของคาร์บอนต่อไนโตรเจนของปุ๋ย ที่ไม่มีการเติมหัวเช้ืออยู่ที่ 16.55 และ 29.39 ตามลำดับ 

ส่วนปริมาณอินทรียวัตถุมีประมาณลดลงเล็กน้อยหลังผ่านกระบวนการหมัก โดยปุ๋ยหมักก่อนหมักมี

ปริมาณอินทรียวัตถุอยู่ที่ร้อยละ 74.58 หลังผ่านกระบวนการหมักปุ๋ยหมักที่มีการเติมหัวเช้ือมีปริมาณ

อินทรียวัตถุอยู่ที่ร้อยละ 62.2 และปุ๋ยหมักที่ไม่มีการเติมหัวเช้ือมีปริมาณอินทรีย์วัตถุร้อยละ 61.01 

ดังตารางที่ 24-25 จากค่าที่กล่าวมาทั้งหมดพบว่าปุ๋ยหมักที่มีการเติมหัวเช้ือทั้ง 8 ชนิดมีคุณสมบัติทุก

ค่าผ่านเกณฑ์การเป็นปุ๋ยตามพระราชบัญญัติปุ๋ย พ.ศ. 2518 แก้ไขเพิ่มเติมโดยพระราชบัญญัติปุ๋ย 

(ฉบับที่ 2) พ.ศ. 2550 แต่ปุ๋ยหมักที่ไม่มีการเติมหัวเช้ือมีคุณสมบัติบางประการที่ไม่ผ่านเกณฑ์ ได้แก่ 

ค่าอัตราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจนทีม่ีค่าเกิน 20 และปริมาณความช้ืนที่เกินร้อยละ 35 ดังนั้นการเติม

หัวเช้ือทั้ง 8 ชนิดลงในกองปุ๋ยหมักจงึมปีระสิทธิภาพในการแปรสภาพวัตถุดิบในกองปุ๋ยให้เป็นปุย๋หมกั

ที่ผ่านเกณฑ์มาตราฐานได้  

ตารางท่ี 24 สมบัตทิางกายภาพ และเคมี ของปุ๋ยหมกัในกลอ่งโฟม 
ค่าท่ีตรวจสอบ ก่อนหมัก หลังหมัก (เติมเชื้อ) หลังหมัก (ไม่เติมเชื้อ) 

ค่าความเป็นกรดด่าง 6.09 6.75 6.8 

สภาพการนำไฟฟ้า (เดซิซเีมนส์ต่อเมตร) 2.62 3.65 3.55 

ปริมาณไนโตรเจน (%) 1.76 2.18 1.83 
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ตารางท่ี 25 สมบัตทิางกายภาพ และเคมี ของปุ๋ยหมกัในกลอ่งโฟม (ต่อ) 
ค่าท่ีตรวจสอบ ก่อนหมัก หลังหมัก (เติมเชื้อ) หลังหมัก (ไม่เติมเชื้อ) 

ปริมาณฟอสฟอรสั (%) 0.57 0.95 0.89 

ปริมาณโพแทสเซียม (%) 0.95 1.18 1.18 

อัตราส่วนคารบ์อนต่อไนโตรเจน 35.58 16.55 29.39 

อินทรีย์วัตถุ (%) 74.58 62.2 61.01 

ปริมาณแคลเซียม (mg/kg) 1.66 2.41 2.6 

ปริมาณแมกนีเซียม (mg/kg) 0.31 0.42 0.42 

ปริมาณสังกะสี (mg/kg) 118 178 211 

ปริมาณแมงกานสี (mg/kg) 286 450 507 

ปริมาณเหล็ก (mg/kg) 1945 2985 3656 

ปริมาณทองแดง (mg/kg) 22.3 31.01 35.09 

ความช้ืน (%) 60.0 28.3 36.51 

 

4.9.2 ผลการตรวจสอบคุณสมบัติของปุ๋ยหมกัก่อนหมัก และหลงัหมัก ของปุ๋ยหมกั ณ แปลง
ทดลองไทยวา อำเภอชุมพวง จังหวัดนครราชสมีา 
  จากการผลิตปุ๋ยหมัก ณ แปลงทดลองไทยวา อำเภอชุมพวง จังหวัดนครราชสีมา 

พบว่าปุ๋ยหมักมีค่าความเป็นกรดด่างเพิ่มมากข้ึนหลังจากผ่านกระบวนการหมักไปแล้วจาก 6.42 เพิ่ม

เป็น 7.92 แต่มีสภาพการนำไฟฟ้าลดลงจาก 5.41 เดซิซีเมนส์ต่อเมตร เป็น 2.81 เดซิซีเมนส์ต่อเมตร 

นอกจากนี้ปุ๋ยหมักที่ผลิตได้มีปริมาณของไนโตรเจน และปริมาณฟอสฟอรัสที่เพิ่มมากข้ึน โดยก่อน

หมักปริมาณไนโตรเจน และปริมาณฟอสฟอรัสอยู่ที่ร้อยละ 1.71 และ 1.50 ตามลำดับ หลังผ่าน
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กระบวนการหมักพบว่าปริมาณไนโตรเจน และปริมาณฟอสฟอรัสเพิ่มข้ึนมาเท่ากันเท่ากับร้อยละ 

2.02 แต่ปริมาณโพแทสเซียมของกองปุ๋ยหมักลดลงจากร้อยละ 1.95 เหลืออยู่ร้อยละ 1.82 ต่อมาที่

อัตราส่วนของคาร์บอนต่อไนโตรเจนของกองปุ๋ยหมักก่อนหมักอยู่ที่ 42.58 หลังจากผ่านกระบวนการ

หมักแล้วกองปุ๋ยหมักมีค่าอัตราส่วนของคาร์บอนต่อไนโตรเจนลดลงเหลือ 12.72 เช่นเดียวกับปริมาณ

อินทรียวัตถุที่ลดลงจากร้อยละ 61.1 เหลืออยู่ร้อยละ 44.13 และสุดท้าย คือ ความช้ืน ความช้ืนของ

กองปุ๋ยหมักหลังผ่านกระบวนการหมักปุ๋ยแล้วพบว่ากองปุ๋ยหมักมีความช้ืนอยู่ที่ร้อยละ 14.05 ดัง

ตารางที่  26-27 จากค่าที่กล่าวมาทั้งหมดพบว่าปุ๋ยหมักที่มีการเติมหัวเช้ือทั้ง 8 ชนิด หลังผ่าน

กระบวนการหมักแล้วมีคุณสมบัติทุกค่าผ่านเกณฑ์การเป็นปุ๋ยตามพระราชบัญญัติปุ๋ย พ.ศ. 2518 

แก้ไขเพิ่มเติมโดยพระราชบัญญัติปุ๋ย (ฉบับที่ 2) พ.ศ. 2550 

ตารางท่ี 26 สมบัตทิางกายภาพ และเคมี ของปุ๋ยหมกั ณ อำเภอชุมพวง  
ค่าท่ีตรวจสอบ ก่อนหมักเป็นปุ๋ย หลังหมักเป็นปุ๋ย 

ค่าความเป็นกรดด่าง 6.42 7.92 

สภาพการนำไฟฟ้า (เดซิซเีมนส์ต่อเมตร) 5.41 2.81 

ปริมาณไนโตรเจน (%) 1.71 2.02 

ปริมาณฟอสฟอรสั (%) 1.50 2.02 

ปริมาณโพแทสเซียม (%) 1.95 1.82 

อัตราส่วนคารบ์อนต่อไนโตรเจน 42.58 12.72 

อินทรีย์วัตถุ (%) 61.1 44.13 

ปริมาณแคลเซียม (mg/kg) 1.68 2.27 

ปริมาณแมกนีเซียม (mg/kg) 0.47 0.64 
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ตารางท่ี 27 สมบัตทิางกายภาพ และเคมี ของปุ๋ยหมกั ณ อำเภอชุมพวง (ต่อ) 
ค่าท่ีตรวจสอบ ก่อนหมักเป็นปุ๋ย หลังหมักเป็นปุ๋ย 

ปริมาณสังกะสี (mg/kg) 87.06 171 

ปริมาณแมงกานสี (mg/kg) 539.47 922 

ปริมาณเหล็ก (mg/kg) 0.15 2965 

ปริมาณทองแดง (mg/kg) 2.14 31 

ความช้ืน (%) 60.0 14.05 

 

4.9.3 ผลการตรวจสอบคุณสมบัติของปุ๋ยหมกัก่อนหมัก และหลงัหมัก ของปุ๋ยหมกั ณ แปลง
ทดลองไทยวา อำเภอสีค้ิว จังหวัดนครราชสีมา 

 จากการผลิตปุ๋ยหมัก ณ แปลงทดลองไทยวา อำเภอสีค้ิว จังหวัดนครราชสีมา พบว่า

ปุ๋ยหมักมีค่าความเป็นกรดด่างเพิ่มมากขึ้นหลังจากผ่านกระบวนการหมักไปแล้วจาก 5.62 เพิ่มเป็น 

6.52 แต่มีสภาพการนำไฟฟ้าลดลงจาก 7.29 เดซิซีเมนส์ต่อเมตร เป็น 2.81 เดซิซีเมนส์ต่อเมตร 

นอกจากนี้ปุ๋ยหมักที่ผลิตได้มีปริมาณของไนโตรเจน ปริมาณฟอสฟอรัส และปริมาณโพแทสเซียมที่

เพิ่มมากขึ้น โดยก่อนหมักปริมาณไนโตรเจน ปริมาณฟอสฟอรัส และปริมาณโพแทสเซียมอยู่ที่ร้อยละ 

1.71, 1.50 และ 1.60 ตามลำดับ หลังผ่านกระบวนการหมักพบว่าปริมาณไนโตร เจน ปริมาณ

ฟอสฟอรัส และปริมาณโพแทสเซียมเพิ่มข้ึนมาเท่ากับร้อยละ 1.77, 1.97 และ 1.75 ต่อมาที่

อัตราส่วนของคาร์บอนต่อไนโตรเจนของกองปุ๋ยหมักก่อนหมักอยู่ที่ 24.39 หลังจากผ่านกระบวนการ

หมักแล้วกองปุ๋ยหมักมีค่าอัตราส่วนของคาร์บอนต่อไนโตรเจนลดลงเหลือ 16.96 เช่นเดียวกับปริมาณ

อินทรียวัตถุที่ลดลงจากร้อยละ 65.60 เหลืออยู่ร้อยละ 51.59 และสุดท้าย คือ ความช้ืน ความช้ืนของ

กองปุ๋ยหมักหลังผ่านกระบวนการหมักปุ๋ยแล้วพบว่ากองปุ๋ยหมักมีความช้ืนอยู่ที่ร้อยละ 38.11 ดัง

ตารางที่  28 จากค่าที่กล่าวมาทั้ งหมดพบว่าปุ๋ยหมักที่มีการเติมหัวเช้ื อทั้ ง 8 ชนิด หลังผ่าน
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กระบวนการหมักแล้วมีคุณสมบัติส่วนใหญ่ผ่านเกณฑ์การเป็นปุ๋ยตามพระราชบัญญัติปุ๋ย พ.ศ. 2518 

แก้ไขเพิ่มเติมโดยพระราชบัญญัติปุ๋ย (ฉบับที่ 2) พ.ศ. 2550 ยกเว้นปริมาณความช้ืนที่มีค่าสูงกว่า

เกณฑ์ที่กำหนด ดังนั้นจึงต้องมีการตากปุ๋ยเพิ่มเติมก่อนนำไปใช้ในการเพาะปลูก 

ตารางท่ี 28 สมบัตทิางกายภาพ และเคมี ของปุ๋ยหมกั ณ อำเภอสีค้ิว 
ค่าท่ีตรวจสอบ ก่อนหมักเป็นปุ๋ย หลังหมักเป็นปุ๋ย 

ค่าความเป็นกรดด่าง 5.62 6.52 

สภาพการนำไฟฟ้า (เดซิซเีมนส์ต่อเมตร) 7.29 2.81 

ปริมาณไนโตรเจน (%) 1.56 1.77 

ปริมาณฟอสฟอรสั (%) 1.78 1.97 

ปริมาณโพแทสเซียม (%) 1.60 1.75 

อัตราส่วนคารบ์อนต่อไนโตรเจน 24.39 16.96 

อินทรีย์วัตถุ (%) 65.60 51.59 

ปริมาณแคลเซียม (%) 2.95 3.76 

ปริมาณแมกนีเซียม (%) 0.60 0.72 

ปริมาณสังกะสี (mg/kg) 0.97 139 

ปริมาณแมงกานสี (mg/kg) 425 740 

ปริมาณเหล็ก (mg/kg) 921 3,040 

ปริมาณทองแดง (mg/kg) 16.58 11.26 

ความช้ืน (%) 60.0 38.11 
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4.10 ผลการตรวจสอบเชื้อ PGPB หลังจากกระบวนการหมักปุ๋ย 
 4.10.1 ผลการตรวจสอบเช้ือ PGPB ในปุ๋ยหมกัลงัโฟม 

  จากการนับจำนวนเช้ือ PGPB หลังจากผ่านกระบวนการหมักปุ๋ยเป็นระยะเวลา 33 

วัน พบว่าได้เช้ือตรึงไนโตรเจนที่สามารเจริญเติบโตได้บนอาหารแข็ง Burk’s nitrogen free จำนวน 

1.8×108 CFU/ปุ๋ยหมัก 1 กรัม เช้ือละลายฟอสเฟตที่ เจริญเติบโตบนอาหารแข็ง PVK จำนวน 

1.5×108 CFU/ปุ๋ยหมัก 1 กรัม และเช้ือละลายโพแทสเซียมบนอาหารแข็ง Aleksandrov จำนวน 

8.0×108 CFU/ปุ๋ยหมัก 1 กรัม ดังภาพที่ 18 

 

 

ภาพท่ี 18 เช้ือ PGPB ในปุ๋ยหมักลังโฟม 
โดย A. คือ แบคทีเรียตรงึไนโตรเจนบนอาหารแข็ง Burk’s nitrogen free B. คือ แบคทีเรียละลาย

ฟอสเฟตบนอาหารแข็ง PVK และ C. คือ แบคทเีรียละลายโพแทสเซียมบนอาหารแข็ง Aleksandrov 

 

 4.10.2 ผลการตรวจสอบเช้ือ PGPB ในปุ๋ยหมกั ณ อำเภอชุมพวง 
  จากการนับจำนวนเช้ือ PGPB หลังจากผ่านกระบวนการหมักปุ๋ยเป็นระยะเวลา 82 

วัน พบว่าได้เช้ือตรึงไนโตรเจนที่สามารเจริญเติบโตได้บนอาหารแข็ง Burk’s nitrogen free จำนวน 

1.5×108 CFU/ปุ๋ยหมัก 1 กรัม เช้ือละลายฟอสเฟตที่ เจริญเติบโตบนอาหารแข็ง PVK จำนวน 

5.7×108 CFU/ปุ๋ยหมัก 1 กรัม และเช้ือละลายโพแทสเซียมบนอาหารแข็ง Aleksandrov จำนวน 

7.0×108 CFU/ปุ๋ยหมัก 1 กรัม ดังภาพที่ 19 
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ภาพท่ี 19 เช้ือ PGPB ในปุ๋ยหมัก ณ อำเภอชุมพวง 
โดย A. คือ แบคทีเรียตรงึไนโตรเจนบนอาหารแข็ง Burk’s nitrogen free B. คือ แบคทีเรียละลาย

ฟอสเฟตบนอาหารแข็ง PVK และ C. คือ แบคทเีรียละลายโพแทสเซียมบนอาหารแข็ง Aleksandrov 

 

 4.10.2 ผลการตรวจสอบเช้ือ PGPB ในปุ๋ยหมกั ณ อำเภอสค้ิีว 
  จากการนับจำนวนเช้ือ PGPB หลังจากผ่านกระบวนการหมักปุ๋ยเป็นระยะเวลา 77 

วัน พบว่าได้เช้ือตรึงไนโตรเจนที่สามารเจริญเติบโตได้บนอาหารแข็ง Burk’s nitrogen free จำนวน 

3.1×108 CFU/ปุ๋ยหมัก 1 กรัม เช้ือละลายฟอสเฟตที่ เจริญเติบโตบนอาหารแข็ง PVK จำนวน 

1.4×109 CFU/ปุ๋ยหมัก 1 กรัม และเช้ือละลายโพแทสเซียมบนอาหารแข็ง Aleksandrov จำนวน 

7.5×108 CFU/ปุ๋ยหมัก 1 กรัม ดังภาพที่ 20 

 

 

ภาพท่ี 20 เช้ือ PGPB ในปุ๋ยหมัก ณ อำเภอสีค้ิว 
โดย A. คือ แบคทีเรียตรงึไนโตรเจนบนอาหารแข็ง Burk’s nitrogen free B. คือ แบคทีเรียละลาย

ฟอสเฟตบนอาหารแข็ง PVK และ C. คือ แบคทเีรียละลายโพแทสเซียมบนอาหารแข็ง Aleksandrov 
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บทที่ 5  
วิจารณ์ผลการทดลอง 

 จากการคัดแยกเช้ือแบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพในการผลิตเอนไซม์เซลลูเลสบนอาหารแข็งที่มี

คาร์บอกซีเมทิลเซลลูโลสเป็นองค์ประกอบจากกากมันสำปะหลัง และจากดินบริเวณแปลงปลูกมัน

สำปะหลัง พบว่าได้เช้ือแบคทีเรียที่มีประสทิธิภาพในการผลิตเอนไซม์เซลลูเลสจากการสังเกตโซนใสที่

เกิดข้ึนรอบโคโลนีของเช้ือแบคทีเรียหลังจากราดด้วยสารละลายคองโกเรดจำนวน 6 ไอโซเลต ซึ่งกาก

มันสำปะหลังมีองค์ประกอบของเซลลูโลสมากเป็นอันดับ 2 รองจากแป้ง และเป็นแหล่งอาหารให้กับ

จุลินทรีย์ที่สามารถย่อยเซลลูโลส ดังนั้นกากมันสำปะหลังจึงเป็นแหล่งในการคัดแยกแบคทีเรียที่ มี

ความสามารถในการผลิตเซลลูเลสได้ ส่วนในดินเป็นสถานที่ที่มีช้ินส่วนของพืชจำนวนมาก และถูก

แปรสภาพให้อยู่ในรูปของอินทรีย์คาร์บอน ซึ่งจุลินทรีย์ในดินมีบทบาทสำคัญในการหมุนเวียนอินทรีย์

คาร์บอนภายในสิ่งแวดล้อม การที่จะหมุนเวียนวัสดุที่มีองค์ประกอบของเซลลูโลสกลับสู่ สิ่งแวดล้อม

จำเป็นต้องใช้จุลินทรีย์ที่สามารถผลิตเอนไซม์เซลลูเลสได้ ดังนั้นดินจึงเป็นอีกสถานที่ที่สามารถใช้ใน

การคัดแยกเช้ือแบคทีเรียที่สามารถผลิตเอนไซม์เซลลูเลสได้ (Irfan และคณะ, 2012) แต่การคัดแยก

เช้ือแบคทีเรียที่ผลิตเอนไซม์เซลลูเลสบนอาหารแข็งที่มีคาร์บอกซีเมทิลเซลลูโลสเป็นองค์ประกอบไม่

สามารถบ่งบอกถึงปริมาณของเอนไซม์เซลลูเลสที่เช้ือแบคทีเรียผลิตได้ ดังนั้นเช้ือแบคทีเรียที่คัดแยก

ได้จึงถูกนำมาทดสอบเพื่อหาปริมาณการผลิตเอนไซม์เซลลูเลสด้วยการหากิจกรรมของเอนไซม์เอน

โดกลูคาเนสที่เกิดข้ึนอีกครั้ง พบว่าไอโซเลต C-CV1033 B. subtilis TISTR 008 ไอโซเลต C-S1052 

และ C-S1043 ให้ค่ากิจกรรมของเอนไซม์เซลลูเลสสูงที่สุดเป็น 4 อันดับแรก มีค่าเท่ากับ 0.20, 0.16, 

0.12 และ 0.12 ยูนิตต่อมิลลิลิตรตามลำดับ ซึ่งเมื่อเปรียบเทียบกับการคัดแยกแบคทีเรียที่ผลิต

เอนไซม์เซลลูเลสจากแหล่งอื่น ๆ เช่น การคัดแยก B. amyloliquefaciens จากมูลแรดมีกิจกรรม

ของเอนไซม์เอนโดกลูคาเนสเท่ากับ 0.079 ยูนิตต่อมิลลิลิตร การคัดแยก Cellulomonas sp. จากน้ำ

เสียจากขุยมะพร้าวมีกิจกรรมของเอนไซม์เอนโดกลูคาเนสเท่ากับ 0.0336 ยูนิตต่อมิลลิลิตร และการ

คัดแยก Brevibacillus sp. จากมูลสุกรมีกิจกรรมของเอนไซม์เอนโดกลูคาเนสเท่ากับ 0.02 ยูนิตต่อ

มิลลิลิตร เป็นต้น (Singh และคณะ, 2013) ดังนั้นแหล่งในการคัดแยกเช้ือแบคทีเรียจึงมีผลต่อ
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แบคทีเรียที่คัดแยกได้ และปริมาณของเอนไซม์เอนโดกลูคาเนสที่ผลิตได้ด้วย จากนั้นเช้ือแบคทีเรียที่

ถูกคัดแยก จะถูกนำมาวัดกิจกรรมของเอนไซม์เอนโดกลูคาเนส และต่อด้วยมาวัดกิจกรรมการย่อย

ของเซลลูโลสทั้งหมด โดยเปรียบเทียบระหว่างไอโซเลตเดี่ยว และผสมเป็นหัวเช้ือ พบว่าหัวเช้ือผสม

ระห ว่าง  B. subtilis TISTR 008, B. subtilis C-CV1033 และ B. shackletonii C-S1052 มี ค่ า

กิจกรรมการย่อยกระดาษ Whatman เบอร์ 1 เท่ากับ 0.31 FPU ต่อมิลลิลิตร ซึ่งหัวเช้ือผสมระหว่าง 

3 ไอโซเลตมีค่ากิจกรรมการย่อยของเซลลูโลสทั้งหมดสูงกว่าหัวเช้ือผสมของสกุล Bacillus ที่มีค่า

กิจกรรมดังกล่าวอยู่ในช่วง 0.012 ถึง 0.196 ยูนิตต่อมิลลิลิตร (Gupta และคณะ, 2012) ดังนั้นจะ

เห็นได้ว่าหัวเช้ือแบคทีเรียที่ประกอบด้วย B. subtilis TISTR 008, B. subtilis C-CV1033 และ B. 

shackletonii C-S1052 มีประสิทธิภาพในการผลิตเอนไซม์เอนโดกลูคาเนส และการย่อยเซลลูโลส 

ซึ่งสามารถนำไปใช้ในการย่อยวัสดุที่มีองค์ประกอบเป็นเซลลูโลสได้ 

 

 จากการคัดแยกเช้ือแบคทีเรียทีม่ีประสทิธิภาพในการผลิตเอนไซม์อะไมเลสบนอาหารที่มีแป้ง

มันสำปะหลังเป็นองค์ประกอบจากกากมันสำปะหลัง กากตะกอนจากระบบบำบัดน้ำเสีย และดิน

บริเวณแปลงปลูกมันสำปะหลัง พบว่าได้เช้ือแบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพในการผลิตเอนไซม์อะไม  

เลสจากการสังเกตโซนใสที่เกิดข้ึนรอบ ๆ โคโลนีของเช้ือแบคทีเรียหลังจากราดด้วยสารละลาย

ไอโอดีนจำนวน 6 ไอโซเลต โซนใสที่เกิดข้ึนนั้นเกิดจากการที่แบคทีเรียเหล่านี้ผลิตเอนไซม์อะไมเลส 

ออกมาย่อยแป้งที่อยู่รอบ ๆ โคโลนีของแบคทีเรีย สารละลายไอโอดีนที่ใช้ทดสอบนั้นจะไม่ติดสีน้ำเงิน

เข้มของไอโอดีนถ้าหากในบริเวณนั้นมีคาร์โบไฮเดรตที่เป็นน้ำตาลโมเลกุลเดี่ยวอยู่น้อย การติดสีน้ำเงิน

เข้มของไอโอดีนจะเกิดเมื่อมีคาร์โบไฮเดรตที่ประกอบด้วยกลูโคสต่อกันเป็นโครงสร้างซับซ้อน หรือ

เป็นพอลิแซ็กคาไรด์ที่มีน้ำตาลกลูโคสมากกว่า 20 โมเลกุล (Silaban และคณะ, 2020) ซึ่งกากมัน

สำปะหลังมีแป้งเป็นองค์ประกอบหลัก ดังนั้นกากมันสำปะหลังจึงเป็นแหล่งอาหารของจุลินทรีย์ที่มี

ความสามารถในการผลิตเอนไซมอ์ะไมเลสได้ จากการคัดแยกพบว่าได้แบคทีเรียที่ผลิตเอนไซมอ์ะไมเล

สที่มีประสิทธิภาพจำนวน 2 ไอโซเลต คือ B. subtilis A-CV1031 และ B. subtilis A-S51041 โดยมี
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กิจกรรมของเอนไซม์อะไมเลสเท่ากับ 0.20 และ 0.18 ยูนิตต่อมิลลิลิตร ตามลำดับ ซึ่งเช้ือสกุล 

Bacillus สามารถพบได้ทั่วไปในสิ่งแวดล้อม และเช้ือสกุลนี้ ถูกรายงานว่าเป็นเช้ือแบคทีเรียที่มี

ความสามารถในการผลิตเอนไซม์อะไมเลสได้มาก (Saleh และคณะ, 2020) 

 

 จุลินทรีย์ที่ตรึงไนโตรเจนได้มีด้วยกันหลายชนิด เช่น จุลินทรีย์ตรึงไนโตรเจนที่อยู่แบบพึ่งพา

อาศัย (symbiotic relationship) กับพืชในตระกูลถ่ัว เพื่อทำหน้าที่ตรึงไนโตรเจนจากบรรยากาศ

ให้กับพืช โดยอาศัยอยู่ในปมรากถ่ัว เช่น แบคทีเรียสกุล Rhizobium และ Bradyrhizobium เป็นต้น 

หรือแบคทีเรียตรึงไนโตรเจนที่อาศัยอยู่อย่างอิสระในดิน ได้แก่ แบคทีเรียสกุล Azotobacter เป็นต้น 

นอกจากนี้มีแบคทีเรียอีกจำพวกหนึ่งอย่างแบคทีเรียที่สลายสารอินทรีย์ในสิ่งแวดล้อมเพื่อการ

ดำรงชีวิต (heterotrophic bacteria) ที่สามารถตรึงไนโตรเจนได้โดยไม่ต้องมีปฏิสัมพันธ์กับสิ่งมีชีวิต

ชนิดอื่น สิ่งมี ชีวิตในกลุ่มนี้  ได้แก่  แบคที เรียสกุล Azotobacter, Bacillus, Clostridium และ 

Klebsiella เป็นต้น แต่ว่าจุลินทรีย์ในกลุ่มนี้จะตรึงไนโตรเจนได้ในปรมิาณที่จำกัด และน้อยกว่ากลุ่มที่

ตรึงไนโตรเจนในปมรากถ่ัว เนื่องจากออกซิเจนมีผลยับยั้งเอนไซม์ไนโตรจีเนสที่ทำหน้าที่ในการสลาย

พันธะระหว่างไนโตรเจน 2 อะตอมที่ตรึงจากบรรยากาศ และเติมไฮโดรเจน 3 อะตอมให้กับ

ไนโตรเจนที่ถูกสลายพันธะแลว้ ดังนั้นในขณะที่แบคทีเรียในกลุ่มนี้ตรึงไนโตรเจนจึงประพฤติตัวเสมือน

เป็นแบคทีเรียที่ไม่ใช้ออกซิเจน (anaerobes) หรือ แบคทีเรียที่เจริญในบรรยากาศที่มีออกซิเจนเพียง

เล็กน้อยเท่านั้น (microaerophiles) (Vadakattu และคณะ , 2006) การคัดแยกแบคที เรียตรึง

ไนโตรเจนจากดินใต้ต้นโสนถือเป็นแหล่งที่น่าสนใจในการคัดแยกแบคทีเรียกลุ่มนี้ เนื่องจากต้นโสน

เป็นพืชตระกูลถ่ัวที่มีไรโซเบียมอยู่บริเวณราก ส่งผลให้บริเวณนี้เป็นแหล่งของธาตุอาหารต่าง ๆ 

จำนวนมาก และอาจมีแบคทีเรียตรึงไนโตรเจนที่อาศัยอยู่อย่างอิสระอีกด้วย จากการคัดแยกเช้ือ

แบคทีเรียตรึงไนโตรเจนบนอาหารแข็ง Burk’s nitrogen free พบว่าได้แบคทีเรียจำนวน 1 ชนิด คือ 

B. ginsengihumi N-BS1 ซึ่ง B. ginsengihumi ยังไม่เคยมีรายงานเกี่ยวกับความสามารถในการตรึง

ไนโตรเจน แต่ B. ginsengihumi M2.11 ที่ คัดแยกจากดินที่สาธารณะรัฐตาตาร์สตาน เป็นไรโซ
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แบคทีเรียที่ช่วยกระตุ้นการเจริญเติบโตของพืช (Itkina และคณะ, 2020) ซึ่งเกี่ยวข้องกับการสลาย

ฟอสฟอรัส นอกจากนี้มีการรายงานว่า B. ginsengihumi เป็นตัวควบคุมทางชีวภาพในการควบคุม

ไม่ให้พืชติดโรคราสีเทา (Botrytis bunch rot: BBR) ในองุ่นได้อีกด้วย (Calvo-Garrido และคณะ, 

2019) ดังนั้นการใช้ B. ginsengihumi เพื่อการผลิตปุ๋ยหมักในงานวิจัยนี้นอกจากจะช่วยตรึง

ไนโตรเจนแล้วอาจมีส่วนช่วยในการสลายฟอสฟอรัส หรือทำหน้าที่ในการควบคุมไม่ให้พืชติดโรคจาก

ราได้ โดยต้องมีการศึกษาเช้ือแบคทีเรียชนิดนี้ต่อไปในอนาคต 

 

 จุลินทรีย์ที่สามารถสร้างกรดอินทรีย์ออกมาทำให้เกิดโซนใสรอบ ๆ โคโลนีบนอาหารแข็งที่มี

แคลเซียมฟอสเฟตเป็นองค์ประกอบได้ คือ จุลินทรีย์ที่มีความสามารถในการละลายฟอสเฟต โดย

สามารถคัดแยกเช้ือชนิดนี้เบื้องต้นได้ด้วยการคัดแยกบนอาหารแข็ง Pikovskaya หรือ อาหารแข็งไตร

แคลเซียมฟอสเฟต ปกติแล้วแร่ธาตุฟอสฟอรัสในรูปแบบของสารอนินทรีย์จะถูกดูดซับอยู่บริเวณผิว

ดิน หรืออยู่ในรูปที่ละลายน้ำได้ เช่น แคลเซียมฟอสเฟต (Ca3(PO4)2 ) เฟอร์ริกฟอสเฟต (FePO4) หรือ 

อะลูมินัมฟอสเฟต (AlPO4) เป็นต้น ในสภาวะที่ดินเป็นกรด (Yu และคณะ, 2011) การคัดแยก

จุลินทรีย์จากดินที่เกาะอยู่รอบรากพืชมักพบจลุินทรีย์ทีม่ีกิจกรรมการละลายฟอสเฟตมากกว่าดินที่อยู่

บริเวณอื่น เนื่องจากจุลินทรยี์ในกลุ่มนี้มีบทบาททั้งทางตรง และทางอ้อมในการช่วยให้ดินมีสุขภาพที่ดี

ข้ึน และส่งผลให้การเจริญเติบโตของพืชดีข้ึนไปด้วย  

 ในงานวิจัยนี้สามารถคัดแยกแบคทีเรียที่สามารถละลายฟอสเฟตได้จากกากมันสำปะหลัง

จำนวน 3 ไอโซเลต จากกากตะกอนจากระบบบำบัดน้ำเสียจำนวน 6 ไอโซเลต และจากดินบริเวณ

แปลงปลูกมันสำปะหลังจำนวน 5 ไอโซเลต รวมทั้งหมด 14 ไอโซเลต เช้ือแบคทีเรียทั้ง 14 ไอโซเลตที่

คัดแยกได้น้ีมีความสามารถในการละลายฟอสเฟตสังเกตได้จากโซนใสที่เกิดข้ึนรอบ ๆ โคโลนีของเช้ือ

แบคทีเรียบนอาหารที่มีฟอสเฟตเป็นองค์ประกอบ ซึ่งเช้ือแบคทีเรียที่มีความสามารถในการละลาย
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ฟอสเฟตมากที่สุด คือ B. shackletonii P-S1041 ที่คัดแยกได้จากดินบริเวณแปลงปลูกสำปะหลัง 

สังเกตได้จากอัตราส่วนเส้นผ่าศูนย์กลางโซนใสต่อเส้นผ่าศูนย์กลางโคโลนีของเช้ือชนิดนี้ที่มีอัตราส่วน

ดังกล่าวมากที่สุด จากงานวิจัยของ Liu และคณะ (2015) ทดลองใช้ฟอสเฟตที่แตกต่างกันทั้ง 3 

รูปแบบเป็นองค์ประกอบของอาหาร ได้แก่ แคลเซียมฟอสเฟต เฟอร์ริกฟอสเฟต และอะลูมินัม

ฟอสเฟต เพื่อดูว่าแบคทีเรียที่ละลายฟอสเฟตได้จะสามารถละลายฟอสเฟตในรูปแบบใดได้ดีที่สุด จาก

การทดลองพบว่าแบคทีเรียละลายฟอสเฟตที่คัดแยกได้สามารถละลายฟอสเฟตสังเคราะห์ในรูปของ

แคลเซียมฟอสเฟตได้ดีที่สดุ  ซึ่งตรงกับงานวิจัยของ Chung และคณะ (2005) ดังนั้นการใช้อาหารที่มี

องค์ประกอบของฟอสเฟตในรูปของแคลเซียมฟอสเฟตจึงมีประสิทธิภาพในการใช้คัดแยกจุลินทรีย์ที่

สามารถละลายฟอสเฟตได้ในเบื้องต้น 

 

 ไนโตรเจน ฟอสฟอรัส และโพแทสเซียม เป็นธาตุอาหารหลักที่จำเป็นต่อการเจริญเติบโตของ

พืช ปุ๋ยไนโตรเจน ปุ๋ยฟอสฟอรัส และปุ๋ยโพแทสเซียมจึงเข้ามามีบทบาทสำคัญในการช่วยเพิ่มปริมาณ

ผลผลิต แต่การใช้ปุ๋ยเคมีเป็นระยะเวลานานย่อมส่งผลต่อสิ่งแวดล้อมโดยรอบ ถึงแม้ว่าการใช้แร่

เฟลด์สปาร์ และผงหินฟอสเฟต ซึ่งเป็นแหล่งของโพแทสเซียม และฟอสฟอรัสที่ปลอดภัยกว่าการใช้

ปุ๋ยเคมี แต่การใช้แร่เฟลด์สปาร์ปลูกพืชโดยตรงไม่เป็นผลดีต่อพืชมากนัก เนื่องจากแร่เฟลด์สปาร์

ปลดปล่อยธาตุโพแทสเซียมได้ช้า ส่งผลให้การที่พืชจะนำธาตุโพแทสเซียมไปใช้ย่อมเกิดช้าลงตามไป

ด้วย ดังนั้นการนำเอาแร่เฟลด์สปาร์เข้ามาใช้ในการผลิตปุ๋ยหมักร่วมกับการเติมแบคทีเรียที่สามารถ

ละลายโพแทสเซียมได้จึงเป็นทางเลือกที่น่าสนใจ ที่จะช่วยเพิ่มประสิทธิภาพในการที่พืชจะนำ

โพแทสเซียมไปใช้ และเพิ่มประมาณผลผลิตต่อไปได้ในอนาคต 

 จากการคัดแยกแบคทีเรียที่สามารถละลายโพแทสเซยีมจากกากมันสำปะหลังจำนวน 4 ไอโซ

เลต จากกากตะกอนจากระบบบำบัดน้ำเสียจำนวน 5 ไอโซเลต และจากดินบริเวณแปลงปลูกมัน
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สำปะหลังจำนวน 9 ไอโซเลต รวม 18 ไอโซเลต เช้ือแบคทีเรียทั้ง 18 ไอโซเลตที่คัดแยกได้นี้แสดง

ความสามารถในการละลายโพแทสเซียมบนอาหารแข็ง  Aleksandrov ที่มีองค์ประกอบของแร่

เฟลด์สปาร์ ด้วยการแสดงโซนสีเหลืองที่เกิดจากการละลายโพแทสเซียมรอบ ๆ โคโลนีของเช้ือ

แบคที เรียแต่ละชนิด โดยไอโซเลต K-S1043, K-S51054 และ K-S1051 แสดงอัตราส่วนของ

เส้นผ่าศูนย์กลางโซนใสต่อเส้นผ่าศูนย์กลางโคโลนีมากที่สุด ซึ่งคล้ายคลึงกับงานวิจั ยของ Parmar 

และคณะ (2013) ที่ทำการคัดแยกแบคทีเรียละลายโพแทสเซียมจากดินบริเวณรากต้นข้าวสาลีบน

อาหารแข็ง Aleksandrov ที่มีองค์ประกอบของแร่ไมก้า หรือในงานวิจัยของ Chen และคณะ (2020) 

ที่คัดแยกแบคทีเรียละลายโพแทสเซียม B. aryabhattai SK1-7 จากรากต้นพอปลาร์บนอาหารที่มี

องค์ประกอบของแร่เฟลด์สปาร์ และได้ทดสอบการใช้แบคทีเรีย B. aryabhattai SK1-7 กับการ

เจริญเติบโตของต้นพอปลาร์ พบว่าการใช้แบคทีเรียละลายโพแทสเซียมลงในดินมีส่วนช่วยทำให้ต้น

พอปลาร์มีการเจริญเติบโตที่เพิ่มมากข้ึนเมื่อเทียบกับกลุ่มที่ไม่มีการใส่แบคทีเรียละลายโพแทสเซียม 

จากงานวิจัยน้ีจะเห็นได้ว่าแบคทีเรยี B. bataviensis K-S1043 ที่คัดแยกจากดินบริเวณแปลงปลกูมนั

สำปะหลังมีประสิทธิภาพในการละลายแร่เฟดล์สปาร์ที่อยู่ ในอาหารแข็ง ดังนั้นการนำ B. 

bataviensis K-S1043 ไปใช้ร่วมกับการปลูกพืชในอนาคตก็อาจมสี่วนช่วยให้พืชมีการเจริญเติบโตที่ดี

ข้ึนได้  

 

 ในประเทศไทยกากมันสำปะหลังถือเป็นวัสดุทางการเกษตรที่ถูกนำมาแปรรูปให้เกิดประ

ประโยชน์ค่อนข้างน้อย เน้นการส่งออกกากมันสำปะหลังที่ไม่ผ่านการแปรรูป สังเกตได้จากงานวิจัยที่

นำกากมันสำปะหลังมาแปรรูปที่มีการตีพิมพ์ในประเทศไทยมีอยู่น้อย ในต่างประเทศโดยเฉพาะ

ประเทศไนจีเรีย อินเดีย และแอฟริกา ที่มีการเพาะปลูกมันสำปะหลังเป็นจำนวนมาก จำเป็นต้องมีวิธี

ในการจัดการกับวัสดุเหลือทิ้งจากอุตสาหกรรมการแปรรูปมันสำปะหลัง หรือแม้กระทั่งวัสดุเหลือทิ้ง

ทางการเกษตรที่มาจากการเพาะปลูกมันสำปะหลัง ในต่างประเทศมักแปรรูปกากมันสำปะหลัง และ

วัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรให้เป็นปุ๋ยหมัก โดยใช้จุลินทรีย์ในการย่อยคาร์โบไฮเดรต ลิกโนเซลลูโลส 
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หรือสารประกอบอื่น ๆ ให้กลายเป็นสารประกอบที่มีปริมาณโปรตีนสูง เพื่อเป็นการลดปริมาณวัสดุ

เหลือทิ้งที่อาจส่งผลกระทบต่อสิ่งแวดล้อม และเป็นเพิ่มมูลค่าให้กับกากมันสำปะหลัง เนื่องจาก

จุลินทรีย์มีข้อดี คือ มีอัตราการเจริญเติบโตรวดเร็ว สามารถควบคุม หรือบังคับให้มีการแสดงออกตาม

วัตถุประสงค์ของงานได้ง่ายด้วยการปรับสภาวะในการเลี้ยง และสามารถเจริญเติบโตได้ทั้งในสารตั้ง

ต้นที่เป็นของแข็ง หรือของเหลว เป็นต้น (Ubalua, 2007) ในงานวิจัยของ Chithra และคณะ (2013) 

มีการศึกษาการแปรรูปกากมันสำปะหลัง ใบมันสำปะหลัง และสารเติมแต่งอื่น ๆ ที่มีราคาถูกแต่มี

ปริมาณธาตุอาหารสูงร่วมกับการใช้จุลินทรีย์ และไส้เดือนเพื่อผลิตปุ๋ยหมัก พบว่าปุ๋ยหมักที่ผลิตได้มี

ปริมาณไนโตรเจน ฟอสฟอรัส โพแทสเซียม แคลเซียม แมกนีเซียม และเหล็กร้อยละ 1.32, 3.82, 

0.4, 2.18, 0.96, 1.11 0.08 ปริมาณทองแดง และแมงกานีส 11.23 และ 89.93 ppm ตามลำดับ ซึ่ง

มีปริมาณมากกว่ากากมันสำปะหลัง 3.5, 49, 7, 3.25, 8.1, 185, 100, 2.5 และ 12 เท่าตามลำดับ 

นอกจากนี้งานวิจัยของ Kamolmanit และคณะ (2006) ทดลองผลิตปุ๋ยหมักจากกากมันสำปะหลัง 

และมูลหมู โดยใช้จุลินทรีย์ พ.ด.1 เป็นตัวย่อยวัตถุดิบในกองปุ๋ยหมัก และทดสอบปุ๋ยหมักที่ผลิตได้กับ

การปลูกผักบุ้ง ผักกาดขาว และคะน้า ในโรงเรือน พบว่าปุ๋ยหมักจากกากมันสำปะหลัง และมูลหมูที่

ผลิตได้มีปริมาณธาตุอาหารหลักค่อนข้างสูง โดยมีปริมาณไนโตรเจน ฟอสฟอรัส และโพแทสเซียม

เท่ากับร้อยละ 2.11, 2.56 และ 1.79 ตามลำดับ ปุ๋ยที่ผลิตได้นั้นช่วยส่งเสริมการเจริญเติบโตของ

ผักบุ้ง ผักกาดขาว และคะน้า ส่งผลให้พืชทั้ง 3 ชนิด มีน้ำหนักหลังการเก็บเกี่ยวที่ เพิ่มมากข้ึน 

เปรียบเทียบกับพืชที่ไม่มีการใช้ปุ๋ยหมัก  

 ในงานวิจัยน้ีทำการคัดแยกแบคทีเรียจากกากมันสำปะหลัง กากตะกอนจากระบบบำบัดน้ำ

เสีย ดินบริเวณแปลงปลูกมันสำปะหลัง ณ แปลงทดลองไทยวา อำเภอชุมพวง จังหวัดนครราชสีมา 

และดินใต้ต้นโสนบริเวณโรงเรือนภาควิชาพฤกษศาสตร์ คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 

พบว่าได้หัวเช้ือแบคทีเรียจำนวน 5 กลุ่ม 8 ชนิด ได้แก่ กลุ่มเช้ือที่ทำหน้าที่ย่อยเซลลูโลส B. subtilis 

TISTR 008, B. subtilis C-CV1033 และ B. shackletonii C-S1052 กลุ่มเช้ือที่ทำหน้าที่ย่อยแป้ง B. 

subtilis A-CV1031 และ B. subtilis A-S51041 เช้ือที่ทำหน้าที่ตรึงไนโตรเจน B.ginsengihumi N-
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BS1 เช้ือที่ทำหน้าที่ ละลายฟอสเฟต B. shackletonii P-S1041 และเช้ือที่ทำหน้าที่ ละลาย

โพแทสเซียม B. bataviensis K-S1043 ซึ่งหัวเช้ือที่แบคทีเรียที่คัดแยกได้น้ีมีประสิทธิภาพในการแปร

สภาพกากมันสำปะหลัง กากตะกอนจากระบบบำบัดน้ำเสีย มูลวัว รำข้าว ผงหินฟอสเฟต และแร่

เฟลด์สปาร์ให้เป็นปุ๋ยหมักที่ผ่านเกณฑ์มาตราฐานตามพระราชบัญญัติปุ๋ย พ.ศ. 2518 แก้ไขเพิ่มเติม

โดยพระราชบัญญัติปุ๋ย (ฉบับที่ 2) พ.ศ. 2550 โดยในการผลิตปุ๋ยหมักครั้งที่  1 ในกล่องโฟม ณ 

จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย พบว่ามีปริมาณไนโตรเจน ฟอสฟอรัส และโพแทสเซียม เท่ากับร้อยละ 

2.18, 0.95 และ 1.18 ตามลำดับ มีค่าความเป็นกรดด่างเท่ากับ 6.75 สภาพการนำไฟฟ้าเท่ากับ 3.65 

เดซิซีเมนส์ต่อเมตรต่อมาในการผลิตปุ๋ยหมักครั้งที่ 2 ณ แปลงทดลองทดลองไทยวา อำเภอชุมพวง 

จังหวัดนครราชสีมา พบว่ามีปริมาณไนโตรเจน ฟอสฟอรัส และโพแทสเซียม เท่ากับร้อยละ 2.02, 

2.02 และ 1.82 ตามลำดับ มีค่าความเป็นกรดด่างเท่ากับ 7.92 สภาพการนำไฟฟ้าเท่ากับ 2.81 เดซิซี

เมนส์ต่อเมตรและการผลิตปุ๋ยหมักในครั้งสุดท้าย ณ แปลงทดลองไทยวา อำเภอสีค้ิว จังหวัด

นครราชสีมา พบว่ามีปริมาณไนโตรเจน ฟอสฟอรัส และโพแทสเซียม เท่ากับร้อยละ 1.77, 1.97 และ 

1.75 ตามลำดับ มีค่าความเป็นกรดด่างเท่ากับ 6.52 สภาพการนำไฟฟ้าเท่ากับ 2.81 เดซิซีเมนส์ต่อ

เมตร ซึ่งจะเห็นได้ว่าถึงแม้จะใช้วัสดุทางเกษตรในการหมักปุ๋ยเหมือนกัน แต่คุณสมบัติทางกายภาพ 

และคุณสมบัติทางเคมีของปุ๋ยที่ผลิตได้ในแต่ละครั้งแตกต่างกัน อาจมีผลมาจากปริมาณธาตุอาหาร

ของวัสดุทางการเกษตรในตอนเริ่มต้นที่มีค่าแตกต่างกัน เช่น การรีดแป้งมันสำปะหลัง และได้กากมัน

สำปะหลังออกมาในแต่ละครั้งอาจให้ปริมาณแป้ง เซลลูโลส ปริมาณไนโตรเจน ฟอสฟอรัส และ

โพแทสเซียมในปริมาณที่แตกต่างกัน เช่นเดียวกับวัสดุเหลือทิ้งการเกษตรชนิดอื่น ๆ ที่เป็นวัตถุดิบใน

การผลิตปุ๋ย ดังนั้นหลังจากผ่านกระบวนการหมักแล้วคุณสมบัติของปุ๋ ยหมักที่ได้ จึงมีปริมาณธาตุ

อาหารที่แตกต่างกันไป นอกจากนี้การใช้หัวเช้ือที่สามารถคัดแยกได้ในการหมักวัสดุเหลือทิ้งจาก

อุตสาหกรรมการผลิตแป้งมันสำปะหลัง พบว่าหัวเช้ือดังกล่าวมีประสิทธิในการแปรสภาพกากมัน

สำปะหลัง กากตะกอนจากระบบบำบดัน้ำเสยี และวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรอื่น ๆ ให้เป็นปุ๋ยหมักที่

ผ่านมาตราฐานปุ๋ยหมัก เมื่อเปรียบเทียบกับงานวิจัยของ Oo และคณะ (2015) ที่ทำการหมักกากมัน

สำปะหลังเป็นระยะเวลา 60 วัน โดยไม่มีการเติมเช้ือจุลินทรีย์เข้าไปช่วยในกระบวนการหมัก พบว่า
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เมื่อหมักปุ๋ยเป็นระยะเวลา 60 วัน ปุ๋ยหมักที่ผลิตได้มีปริมาณไนโตรเจนที่สูง แต่มีปริมาณฟอสฟอรัส 

และปริมาณโพแทสเซียมต่ำ อีกทั้งอัตราส่วนของคาร์บอนต่อไนโตรเจนเกินกว่ามาตราฐานของปุ๋ย

อินทรีย์ เช่นเดียวกับในงานวิจัยของ Champar-ngam และคณะ (2013) ที่ทำการทดลองคล้ายคลึง

กัน แต่เมื่อหมักกากมันสำปะหลังเป็นระยะเวลา 60 วัน ปริมาณของไนโตรเจน ฟอสฟอรัส และ

โพแทสเซียม อยู่ในเกณฑ์ที่ค่อนข้างต่ำ ถึงแม้ว่าอัตราส่วนของคาร์บอนต่อไนโตรเจนจะผ่านเกณฑ์

มาตราฐานก็ตาม ดังนั้นจะเห็นได้ว่าการหมักกากมันสำปะหลังร่วมกับการใช้วัสดุเหลือทิ้งทาง

การเกษตรอื่น ๆ ช่วยเพิ่มประสิทธิภาพของปุ๋ยหมัก โดยทำให้ปุ๋ยหมักที่ผลิตได้น้ันมีปริมาณไนโตรเจน 

ฟอสฟอรัส แลโพแทสเซียมที่เพิ่มขึ้น เมื่อเปรียบเทียบกับการหมักกากมันสำปะหลังเพียงอย่างเดียว 

ยิ่งไปกว่าน้ันการใช้หัวเช้ือแบคทีเรียที่มีความสามารถในการย่อยวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรมีส่วน

ช่วยทำให้กระบวนการหมักปุ๋ยมีประสิทธิภาพ และหมักได้รวดเร็วข้ึน เมื่อเปรียบเทียบกับการปล่อย

ให้เกิดกระบวนการหมักตามธรรมชาติ อย่างในงานวิจัยของ Song และคณะ (2018) พบว่าเมื่อเติม

จุลินทรีย์ที่มีบทบาทในการหมักลงไปทำให้กองปุ๋ยมีอุณหภูมิที่สูงมากถึง 70 องศาเซลเซียส แตกต่าง

กับกองปุ๋ยที่ไม่มีการเติมเช้ือจุลินทรีย์พบว่ามีอุณหภูมิต่ำกว่า 50 องศาเซลเซียส ตลอดช่วงระยะเวลา

ที่เกิดการหมัก ซึ่งอุณหภูมิที่เกิดข้ึนภายในกองปุ๋ยสัมพันธ์กับกิจกรรมการย่อยของจุลินทรีย์ในกองปุ๋ย

หมัก และส่งผลต่อการเปลี่ยนแปลงอินทรียวัตถุอีด้วย การเติมเช้ือจุลินทรีย์ลงไปในกองปุ๋ยหมักทำให้

การย่อยวัสดุต่าง ๆ เกิดได้เร็วข้ึน มีประสิทธิภาพข้ึน และเปลี่ยนเป็นธาตุอาหารที่มีประโยชน์ต่อพืชได้

มากขึ้น (Xi และคณะ, 2012) 
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บทที่ 6  
สรุปผลการทดลอง และขอ้เสนอแนะ 

 การคัดแยกแบคทีเรียจากกากมันสำปะหลัง กากตะกอนจากระบบบำบัดน้ำเสีย ดินบริเวณ

แปลงปลูกมันสำปะหลัง ณ แปลงทดลองไทยวา อำเภอชุมพวง จังหวัดนครราชสีมา และดินใต้ต้นโสน

บริเวณโรงเรือนภาควิชาพฤกษศาสตร์ คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย พบว่าได้หัวเช้ือ

แบคทีเรียจำนวน 5 กลุ่ม 8 ชนิด ได้แก่ กลุ่มเช้ือที่ทำหน้าที่ย่อยเซลลูโลส B. subtilis TISTR 008, B. 

subtilis C-CV1033 และ B. shackletonii C-S1052 กลุ่มเช้ือที่ทำหน้าที่ย่อยแป้ง B. subtilis A-

CV1031 และ B. subtilis A-S51041 เช้ือที่ทำหน้าที่ตรึงไนโตรเจน B.ginsengihumi N-BS1 เช้ือที่

ทำหน้าที่ละลายฟอสเฟต B. shackletonii P-S1041 และเช้ือที่ทำหน้าที่ละลายโพแทสเซียม B. 

bataviensis K-S1043 ซึ่งหัวเช้ือแบคทีเรียที่คัดแยกได้นี้มีประสิทธิภาพในการแปรสภาพกากมัน

สำปะหลัง กากตะกอนจากระบบบำบัดน้ำเสีย มูลวัว รำข้าว ผงหินฟอสเฟต และแร่เฟลด์สปาร์  ให้

เป็นปุ๋ ยหมักที่ผ่านเกณฑ์มาตราฐานตามพระราชบัญญัติปุ๋ ย พ.ศ. 2518 แก้ไขเพิ่ มเติมโดย

พระราชบัญญัติปุ๋ย (ฉบับที่ 2) พ.ศ. 2550 ในทุกครั้งถึงแม้จะมีการเพิ่มปริมาณการผลิตให้มากขึ้น แต่

ปริมาณของธาตุอาหารหลัก ธาตุอาหารรอง และคุณสมบัติทางเคมีหลังจากกระบวนการหมักปุ๋ยแล้ว 

มีค่าแตกต่างกันข้ึนกับคุณสมบัติทางเคมี คุณสมบัติทางกายภาพ และคุณสมบัติทางชีวเคมีเริ่มต้นของ

วัสดุทางการเกษตรที่นำมาใช้ในการผลิตปุ๋ยหมักในแต่ละครั้ง 

 ในอนาคตหากจะนำกากมันสำปะหลัง กากตะกอนจากระบบบำบัดน้ำเสีย มูลวัว รำข้าว ผง

หินฟอสเฟต และแร่เฟลด์สปาร์มาใช้ในการผลิตปุ๋ยหมักจึงควรตรวจคุณสมบัติทางเคมี คุณสมบัติทาง

กายภาพ และคุณสมบัติทางชีวเคมี ของวัตถุดิบแต่ละชนิดก่อนทุกครั้ง เพื่อใช้ในวิเคราะห์ และแปล

ผลของคุณสมบัติทางเคมี และคุณสมบัติทางชีวเคมีของปุ๋ยหมักที่ผลิตได้ในแต่ละครั้งว่ามีปริมาณมาก 

หรือน้อยแตกต่างจากการผลิตปุ๋ยหมักครั้งอื่นอย่างไร นอกจากนี้ถ้าหากจะมีการเพิ่มปริมาณการผลิต

ควรจัดสรรพื้นที่ในการผลิตให้เหมาะสม เนื่องจากในการผลิตปุ๋ยหมัก ณ อำเภอชุมพวง และอำเภอสี

ค้ิว จังหวัดนครราชสีมา ทั้งสองครั้งทำบนพื้นดินที่มีการรองด้วยผ้าใบ หรือผ้าฟาง อยู่กลางแจ้งที่มี

แดดจัด ซึ่งบริเวณโดยรอบมีเศษวัสดุทางการเกษตรอื่น ๆ เช่น ใบไผ่ และใบมันสำปะหลัง เป็นต้น 
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ส่งผลให้ธาตุอาหารในปุ๋ยหมักที่ผลิตได้อาจไม่ได้มีผลมาจากวัสดุทางการเกษตรที่ใส่ลงไปเพียงอย่าง

เดียว แต่อาจมาจากวัสดุอื่น ๆ อีกด้วย ดังนั้นจึงควรมีสถานที่ในการผลิตปุ๋ย โดยควรเป็นพื้นซีเมนต์ 

และหลังคาด้านบน เพื่อที่จะสามารถควบคุมอุณหภูมิของปุ๋ยได้อย่างมีประสิทธิภาพ เนื่องจากการ

ผลิตปุ๋ยในพื้นที่กลางแจ้งมีการรบกวนจากแสงแดด และฝน ส่งผลให้อุณหภูมิ หรือความช้ืนของปุ๋ยที่

เกิดข้ึนมีปัจจัยมาจากสิ่งแวดล้อมร่วมด้วย และอาจรบกวนการทำงานของแบคทีเรียในกองปุ๋ยได้ การ

กลับกองปุ๋ยก็เปน็อีกปจัจยัหนึ่งที่ควรให้ความสำคัญในกระบวนการหมักปุ๋ย เนื่องจากการกลับกองปุ๋ย

ช่วยเพิ่มปริมาณออกซิเจนให้กับจุลินทรีย์ที่ทำงานอยู่ภายในกองปุ๋ย ดังนั้นถ้าหากมีการกลับกองปุ๋ยที่

มีประสิทธิภาพย่อมส่งผลให้จุลินทรีย์ภายในกองปุ๋ยทำงานได้ดีไปด้วย ในการผลิตปุ๋ย ณ อำเภอชุม

พวง จังหวัดนครราชสีมา มีการกลับกองปุ๋ยด้วยพลั่ว พบว่าใช้ระยะเวลาในการกลับกองปุ๋ยนาน และ

กลับได้ไม่ทั่วกองส่งผลใหม้ีวัสดุทางการเกษตรบางสว่นไม่ถูกหมกัหลงัเสรจ็สิน้กระบวนการหมักแลว้ยัง

พบวัสดุทางการเกษตรที่มีลักษณะเป็นช้ินอยู่ ส่วนการผลิตปุ๋ย ณ อำเภอสีค้ิว จังหวัดนครราชสีมา ใช้

รถแทรกเตอร์ในการกลับกองปุ๋ยพบว่าการกลับกองปุ๋ยทำได้ดีข้ึน ใช้ระยะเวลาที่เร็วข้ึน แต่บริเวณ

ด้านล่างของกองปุ๋ยไม่ถูกกลับข้ึนมา และวัสดุทางเกษตรถูกอัดกันแน่นอยู่ทางด้านล่าง ซึ่งส่งผลต่อ

ความช้ืนของกองปุ๋ยทำให้กองปุ๋ยมีความช้ืนมากขึ้นอีกด้วย ดังนั้นจึงควรมีระบบสายพาน หรือระบบ

กวนด้านล่างกองปุ๋ย เพื่อช่วยให้การกลับกองเป็นไปได้อย่างมีประสิทธิภาพ และจุลินทรีย์ในกองปุ๋ย

สามารถย่อยวัตถุดิบในกองปุ๋ยได้ทั้งหมด 
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ภาคผนวก ก 

อาหารเลีย้งเชื้อ 

 

1. อาหารเลี้ยงเชื้อ CMC (Kaur และคณะ, 2012) 

แคลเซียมคลอไรด์ (CaCl2)   0.3 กรมั 

แมกนีเซียมซลัเฟตเฮปตะไฮเดรต (MgSO4.7H2O) 0.3 กรมั 

โพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4)  1.0 กรมั 

ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4) 1.0 กรมั 

พอลีเปปโตน (polypeptone)   2.0 กรมั 

ยีสต์สกัด (yeast extract)   1.0 กรมั 

แอมโมเนียมไนเตรต (NH4NO3)   4.4 กรมั 

คาร์บอกซีเมทิลเซลลโูลส (CMC)   10 กรัม 

นำส่วนผสมทั้งหมดมาละลายในน้ำกลั่น 800 มิลลิลิตร ปรับพีเอชให้เท่ากับ 7 ด้วย NaOH ความ

เข้มข้น 1 โมลาร์ และปรับปริมาตรอาหารให้ได้ 1,000 มิลลิลิตร สำหรับอาหารแข็งให้เติมวุ้น 15 กรัม

ต่อลิตร ลงในอาหาร นำไปนึ่งฆ่าเช้ือที่ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

 

2. อาหารเลี้ยงเชื้อท่ีมีแป้งมันสำปะหลังเป็นองค์ประกอบ (Vaidya และคณะ, 2015) 

ยีสต์สกัด (Yeast extract)    2.0 กรัม  

โพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4)   1.3 กรัม  

แมกนีเซียมซลัเฟตเฮปตะไฮเดรต (MgSO4.7H2O)  0.5 กรัม  

แคลเซียมคลอไรด์ไดไฮเดรต (CaCl2 .2H2O)  0.1 กรัม  

เปบโตน (Peptone)     5.0 กรัม  
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แป้งมันสำปะหลงั    10.0 กรัม  

นำส่วนผสมทัง้หมดมาละลายในน้ำกลั่น 800 มิลลลิิตร ปรับพีเอชให้เท่ากับ 7 ด้วย NaOH ความ

เข้มข้น 1 โมลาร์ และปรบัปริมาตรอาหารให้ได้ 1,000 มิลลลิิตร สำหรบัอาหารแข็งใหเ้ติมวุ้น 15 กรัม

ต่อลิตร ลงในอาหาร นำไปนึ่งฆ่าเช้ือทีอุ่ณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

 

3. อาหารเลี้ยงเชื้อ Burk’s nitrogen free (Park และคณะ, 2005) 

กลูโคส (glucose)    10 กรัม 

โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) 0.41 กรัม 

โพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4)  0.52 กรัม 

โซเดียมซัลเฟต (Na2SO4)    0.05 กรัม 

แคลเซียมคลอไรด์ (CaCl2)   0.2 กรัม 

แมกนีเซียมซลัเฟตเฮปตะไฮเดรท (MgSO4 7H2O) 0.1 กรัม 

เฟอรร์ิกซัลเฟตเฮปตะไฮเดรท (FeSO4 7H2O) 0.005 กรัม 

โซเดียมโมลิเดรทไดไฮเดรท (Na2MoO4 2H2O) 0.0025 กรัม 

ละลายส่วนประกอบของอาหารเลี้ยงเช้ือ Burk’s nitrogen free ทั้งหมดแล้วปรบัพีเอชให้มีค่าเท่ากับ 

7.0±0.1 ด้วย 1 โมลาร์ โซเดียมไฮดรอกไซด์ ปรบัปริมาตร และนึ่งฆ่าเช้ือด้วยหม้อนึ่งความดันไอที่

อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที แล้วเทใสจ่านเพาะเลี้ยงเช้ือ 

 

4. อาหารเลี้ยงเชื้อ Pikovskaya (PVK) (Nautiyal, 1999) 

กลูโคส (glucose)    10 กรัม 

แคลเซียมฟอสเฟต (Ca3(PO4)2)   5 กรัม 

แอมโมเนียมซลัเฟต ((NH4)2SO4)   0.5 กรัม 

โซเดียมคลอไรด์ (NaCl)    0.2 กรัม 

แมกนีเซียมซลัเฟตเฮปตะไฮเดรท (MgSO4 7H2O) 0.1 กรัม 
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โพแทสเซียมคลอไรด์ (KCl)   0.2 กรัม 

สารสกัดยสีต์ (yeast extract)   0.5 กรัม 

แมงกานีสซัลเฟตมอนอไฮเดรต (MnSO4 H2O) 0.002 กรัม 

เฟอรร์ิกซัลเฟตเฮปตะไฮเดรท (FeSO4 7H2O) 0.002 กรัม 

ปรับปรมิาตรอาหารให้ได้ 1,000 มิลลลิิตร สำหรบัอาหารแข็งให้เตมิวุ้น 15 กรัมต่อลิตร ลงในอาหาร 

นำไปนึ่งฆ่าเช้ือที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

 

5. อาหารเลี้ยงเชื้อ Aleksandrov (Parmar และคณะ, 2013) 

กลูโคส (glucose)      5 กรัม 

แมกนีเซียมซลัเฟตเฮปตะไฮเดรท (MgSO4 7H2O)   0.1 กรัม 

แคลเซียมคาร์บอเนต (CaCO3)     0.1 กรัม 

เฟอรร์ิกคลอไรด์  (FeCl3)      0.006 กรัม 

แคลเซียมฟอสเฟต (Ca3PO4)     3 กรัม 

แร่เฟลด์สปาร ์       3 กรัม 

สารละลายบรอมอไทมอลบลู (Bromthymol blue solution) 5 มิลลิลิตร 

ละลายส่วนประกอบของอาหารเลี้ยงเช้ือ Aleksandrov แล้วจึงนำมาผสมกับแร่เฟลด์สปาที่ผ่านการ

ล้างด้วยน้ำกลั่นอย่างน้อย 3 ครั้ง ต่อมาจึงนำมาปรับพีเอชให้มีค่าเท่ากับ 7.0±0.2 ด้วย 1 โมลาร์ 

โซเดียมไฮดรอกไซด์ ปรับปริมาตร และเติมสารละลายบรอมอไทมอลบลู สุดท้ายจึงนำไปนึ่งฆ่าเช้ือ

ด้วยหม้อนึ่งความดันไอที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที แล้วเทใส่จานเพาะเลี้ยงเช้ือ 
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ภาคผนวก ข 
มาตราฐานปุ๋ย 

(Landrot และคณะ, 2021) 
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ภาคผนวก ค 
กราฟสารละลายมาตรฐาน 

กราฟมาตรฐานนำ้ตากลูโคส (สำหรบัทดสอบเอนไซมเ์ซลลเูลส) (Xiao และคณะ, 2004) 

 

 

กราฟมาตรฐานนำ้ตาลมอลโทส (สำหรบัทดสอบเอนไซม์อะไมเลส) (Mehrabadi และคณะ, 2009) 
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กราฟมาตรฐานแอมโมเนียมซลัเฟต (สำหรับทดสอบการผลิตแอมโมเนีย) (Islam และคณะ, 2013) 
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ภาคผนวก ง 
การระบชุนิดแบคทีเรียท่ีคัดแยกได ้

B. subtilis A-CV1031 

 

ลำดับนิวคลีโอไทด์ 

CAATTAGGAACGTCTATACTGCAGTCGAGCGGACAGATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTTAGCGG
CGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGG
GCTAATACCGGATGGTTGTTTGAACCGCATGGTTCAAACATAAAAGGTGGCTTCGGCTACCACT
TACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGC
GTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGG
AGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGA
TGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACCGTTCGAATAGGGCGG
TACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGT
AGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGA
TGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGA
GGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGA
AGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAG
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ATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGT
GCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAG
GAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAAC
CTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAATCCTAGAGATAGGACGTCCCCTTCGGGGGCAGAGTG
ACAGTGGTGCATGGGTTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTTGGGGTTTAAGTCCCCGCAA
CGAGCGCACCCTTGATTCTTAGTTTGCCAGCATTCAGTTTGGGCACCTCTAGTGAACTGCCGCT
GACTGCCGGAAGACGTGCGAAATGACGTCCAATCATTCATTGCCCCCTTAATTGAAACCCCT 
TTTGTCAGTTCGGCGGCTGGCTCTAAGGTTACCTCACCGACTTCGGGTGTTACAAACTCTCGTG
GTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCATGCTGATCCGCGATT
ACTAGCGATTCCAGCTTCACGCAGTCGAGTTGCAGACTGCGATCCGAACTGAGAACAGATTTGT
GGGATTGGCTTAACCTCGCGGTTTCGCTGCCCTTTGTTCTGTCCATTGTAGCACGTGTGTAGCC
CAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGT
CACCTTAGAGTGCCCAACTGAATGCTGGCAACTAAGATCAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTT
AACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCACTCTGCCCCCGAAG
GGGACGTCCTATCTCTAGGATTGTCAGAGGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTT
CGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAGTCTT
GCGACCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTGCAGCACTAAGGGGCGGAAACCC
CCTAACACTTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTCGCTCCC
CACGCTTTCGCTCCTCAGCGTCAGTTACAGACCAGAGAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCC
ACATCTCTACGCATTTCACCGCTACACGTGGAATTCCACTCTCCTCTTCTGCACTCAAGTTCCCC
AGTTTCCAATGACCCTCCCCGGTTGAGCCGGGGGCTTTCACATCAGACTTAAGAAACCGCCTGC
GAGCCCTTTACGCCCAATAATTCCGGACAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGC
ACGTAGTTAGCCGTGGCTTTCTGGTTTAGGTACCGTCAAAGGTACCGCCCTATTTCGAACGGTA
CTTTGTTCTTCCCTACAACAGAGCTTTACGATCCGAAAATCTTTCATCACTCACGCCGGCGTTGC
TCCGTCAGGACTTTCGTCATTTGCGAGATCCCTTACCTGCCTGCCTTCGTACGAGTCTGGACGT
GTTCTCAGTCCCAGTGGTGGGACCGGAATTCAAC 
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B. subtilis A-S51041 
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B. subtilis C-CV1033 

 

ลำดับนิวคลีโอไทด์ 

CGGATCCGCGTCTATAATGCAGTCGAGCGGACAGATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTTAGCGGCG

GACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGC

TAATACCGGATGGTTGTTTGAACCGCATGGTTCAAACATAAAAGGTGGCTTCGGCTACCACTTA

CAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCAACGATGCGT

AGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAG

GCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATG

AAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACCGTTCGAATAGGGCGGTA

CCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAG

GTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATG

TGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGG

AGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAG

GCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGAT
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ACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGC

TGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAAT

TGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTA

CCGGTCTTGACATCCTCTGACAATCCTAGAGATAGGACGTCCTCCTTCGGGGGCAGAGTGACAG

TGGGTGCATGGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTGGGTTAAGGTCCCGCAACGAGCGC

ACCCTGATCTAGTTGCCAGCATTCAGTGGGCACTCTAAGTCACTGCCAGTGACGACCGGCAAGA

CGTTGGGCATTGACGTCCAAGTCCAATTCCAGAACTGTTAGTTCGGCGCTGGCTCTAAAGGTTA

CCTCACCGACTTCGGGTGTTACAAACTCTCGTGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGA

ACGTATTCACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCAGCTTCACGCAGTCGAGTTG

CAGACTGCGATCCGAACTGAGAACAGATTTGTGGGATTGGCTTAACCTCGCGGTTTCGCTACCC

TTTGTTCTGTCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCA

TCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCACCTTAGAGTGCCCAACTGAATGCTGGCAAC

TAAGATCAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACA

ACCATGCACCACCTGTCACTCTGCCCCCGAAGGGGACGTCCTATCTCTAGGATTGTCAGAGGAT

GTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCG

GGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAGTCTTGCGACCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATG

CGTTAGCTGCAGCACTAAGGGGCGGAAACCCCCTAACACTTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGG

ACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTCGCTCCCCACGCTTTCGCTCCTCAGCGTCAGTTACAGACC

AGAGAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCACATCTCTACGCATTTCACCGCTACACGTGGAA

TTCCACTCTCCTCTTCTGCACTCAAGTTCCCCAGTTTCCAATGACCCTCCCCGGTTGAGCCGGG

GGCTTTCACATCAGACTTAAGAAACCGCCTGCGAGCCCTTTACGCCCAATAATTCCCGGACAAC

GCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTTAGCCGTGGGCTTTCTGGGTTAG

GTACCGTCAAGTACCCGCCCTATTCGAAACGGTACTTGTTCTTCCCTACAACAGAGCTTTACGA

TCCGAAAACTTTCATCACTCACGCCGGCCGTTTGCTCGTCAGACTTTCCGTCATTGCCGAGATC

CCTACTGCTGGCTCGTAGAGTCTGGTCGTGTTCTCAGTTCCATGTGATGGCCGAATTCAACTCC
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B. shackletonii C-S1052 
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B. ginsengihumi N-BS1 
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B. shackletonii P-S1041 
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B. bataviensis K-S1043 
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