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บทคัดยอ
งานวิจัยน้ีมีวัตถุประสงคเพ่ือคัดแยกเช้ือราท่ีมีความสามารถในการผลิตเอนไซมเซลลูเลส จากตัวอยางดิน

บริเวณตางๆ ในจังหวัดอุตรดิตถ พบเช้ือราท่ีสามารถผลิตเอนไซมเซลลูเลสบนอาหารเลี้ยงเช้ือ Carboxy methyl
cellulose agar ท้ังหมด 15 ไอโซเลท โดยพบเช้ือราท่ีสามารถผลิตเอนไซมเซลลูเลสไดดีท่ีสุด จํานวน 3 ไอโซเลท
คือ ไอโซเลท B, D และ E ซึ่งมีประสิทธิภาพในการผลิตเอนไซมเซลลูเลส (HC value) เทากับ 2.11, 1.88 และ
1.79 ตามลําดับ และไดนําเช้ือราท้ัง 3 ไอโซเลท คือ ไอโซเลท B, D และ E ไปประยุกตใชในกระบวนการหมักปุย
ชีวภาพ เพ่ือทดสอบประสิทธิภาพการยอยสลายวัสดุเหลือท้ิงทางการเกษตร ซึ่งทําการศึกษาท้ังหมด 6 สูตร โดยใช
ระยะเวลาในการหมักปุยท้ังหมด 20 วัน เมื่อสิ้นสุดกระบวนการหมักปุย พบวา ปุยชีวภาพ ท้ัง 6 สูตร มีคาความ
เปนกรด-เบส (pH) อยูในชวง 7.9 - 8.5 ปริมาณไนโตรเจนท้ังหมด (TKN) จะอยูในชวง 1.01 - 1.14 % คาปริมาณ
อินทรียวัตถุ (OM) อยูในชวง 18.83 - 33.62 % และ คาอัตราสวนคารบอนตอไนโตรเจน (C/N ratio) อยูในชวง
10.26 - 17.30 จากการเปรียบเทียบสูตรปุยท้ัง 6 สูตร พบวาสูตรปุยท่ีมีประสิทธิภาพการยอยสลายไดดีท่ีสุด คือ
สูตรท่ี 6 สูตรเช้ือ B, D และ E รองลงมาคือ สูตรท่ี 3 สูตรเช้ือ B และไดนําเช้ือไอโซเลท B ไปจัดจําแนกพบวาคือ
เช้ือ Aspergillus allahaba

ABSTRACT
The purpose of this study to isolate the cellulase enzyme-producing fungi from soil

samples collected from different areas in Uttaradit Province. A total of 15 cellulase enzyme-
producing isolates were found on Carboxy methyl cellulose agar. Among these isolates, three of
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them including isolates B, D and E produced the highest number of cellulase enzyme (HC value)
at 2.11, 1.88 and 1.79, respectively. These three isolates were then applied in six formulas of
biofertilization and used for 20 days to test for the agricultural waste degradation efficiency. At
the end, all of formulas had pH ranging 7.9 - 8.5. Total nitrogen (TKN) was varied between 1.01
and 1.14%. Organic matter (OM) number was varied ranging from 18.83 - 33.62%. The carbon-
nitrogen ratio (C/N ratio) had ranged between 10.26 and 17.30. Among six fertilizer formulas,
formula-6 (isolates B, D and E) is the best one in terms of degradation efficiency followed by
formula-3 (isolate B). Isolate B was identified as Aspergillus allahaba.

คําสําคัญ: เอนไซมเซลลูเลส เช้ือรา ปุยชีวภาพ
Keywords: Cellulase enzyme, Fungi, Biofertilizer

บทนํา
เซลลูโลสจัดเปนองคประกอบท่ีสําคัญของ

ผนังเซลลพืช ซึ่งในนํ้าหนักแหงของพืชจะมีปริมาณของ
เซลลูโลสอยูประมาณ 35 – 50 % มีเฮมิเซลลูโลสอยูท่ี
ประมาณ 20 – 35 % และมีลิกนินเปนองคประกอบอยู
ท่ี 5 – 30 % (Lynd et al., 1999) โดยองคประกอบ
ของเซลลูโลสประกอบดวยนํ้าตาลกลูโคส (glucose)
จํานวน 1,000 + 10,000 โมเลกุล ตอกันเปนโพลีเมอร
(polymer) โดยเช่ือมกันดวยพันธะ β 1-4 glycosidic
bond (ศศิธร, 2552) จากลักษณะโครงสรางดังกลาว
ทําใหกระบวนการยอยสลายเซลลูโลสเพ่ือนํากลูโคสมา
ใชประโยชนจึงทําไดยาก (Lai et al., 2011) สงผลให
ในปจจุบันการใชประโยชนจากเซลลูโลสจึงจํากัดอยูท่ี
การใชเปนเช้ือเพลิง อาหารสัตว ปุย และอุตสาหกรรม
กระดาษ แตอยางไรก็ตามก็ไดมีความพยายามใช
ประโยชนจากเซลลูโลสดวยการใช กรด-เบส และไอนํ้า
ในกระบวนการยอยสลายเซลลูโลส แตกระบวนการ
ดังกลาวก็กอใหเกิดปญหาทางดานสิ่งแวดลอมตามมา
เชนกัน (Hendriks and Zeeman, 2009)

การใชเอนไซมเซลลูเลสจากจุลินทรียใน
กระบวนการยอยสลายเซลลูโลสจึงเปนอีกทางเลือก

หน่ึงท่ีนาสนใจ เน่ืองจากจุลินทรียสามารถเจริญเติบโต
ไดอยางรวดเร็ว ใชเวลาในกระบวนการผลิตเอนไซมท่ี
สั้น และมีศักยภาพท่ีดี โดยจุลินทรียท่ีมีการศึกษาอยาง
มาก ไดแก เ ช้ือรา เชน Aspergillus niger,
Trichoderma sp. เปนตน (Dashtban et al., 2009)
ดังน้ันผู วิจัยจึงมีความสนใจท่ีจะคัดแยกเช้ือราท่ีมี
ความสามารถในการผลิตเอนไซมเซลลูเลสในพ้ืนท่ี
จังหวัดอุตรดิตถ เพ่ือหาเช้ือราท่ีมีความสามารถในการ
ผลิตเอนไซมท่ีดี และมีความเหมาะสมในการนําไป
ประยุกตใชในกระบวนการหมักปุยตอไป

อุปกรณและวิธีการทดลอง
การเก็บตัวอยางดิน

เก็บตัวอยางดินจากบริเวณตาง ๆ ในพ้ืนท่ี
จังหวัดอุตรดิตถ คือ ริมสระนํ้าบริเวณพ้ืนท่ีลํารางทุง
กะโล  นาขาวอินทรีย  บอปุยหมักชีวภาพภายใน
มหาวิทยาลัยอุตรดิตถ สวนลองกอง ถํ้าจัน และ ปาไผ
ในพ้ืนท่ีจังหวัดอุตรดิตถ โดยเก็บตัวอยางดินบริเวณท่ีมี
เศษใบไมและขอนไมผุทับถมอยู โดยเก็บตัวอยางดินท่ี
อยูลึกลงไปจากผิวดิน 1-5 เซนติเมตร แลวนําตัวอยาง
สงเขาหองปฏิบัติการทันที เพ่ือคัดแยกจุลินทรียกลุมท่ี
สามารถยอยสลายเซลลูโลสได
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การคัดแยกเชื้อราท่ีผลิตเอนไซมเซลลูเลส การ
ทดสอบประสิทธิภาพการยอยสลาย carboxy
methyl cellulose (CMC)

นําตัวอยางดินท่ีเก็บไดปริมาณ 10 กรัม มา
ทําเจือจางดวย Serial dilution method ใหไดความ
เขมขน 10-3 – 10-5 นําตัวอยางท่ี 10-3 – 10-5 มาทํา
การ Spread plate ลงบนอาหาร Potato dextrose
agar (PDA) ท่ีผสม Rose Bengal ท่ีความเขมขน 50
มิลลิกรัมตอลิตร บมจานเพาะเช้ือท่ีอุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 3–7 วัน เมื่อเช้ือราเจริญบนจาน
อาหารทําการแยกเช้ือราท่ีมีลักษณะโคโลนีท่ีแตกตาง
กันในแตละตัวอยางดิน มาเพาะเลี้ยงบนอาหาร PDA
อีกครั้ง เพ่ือใหไดเช้ือบริสุทธ์ิ จากน้ันทําการเก็บรักษา
เช้ือราท่ีคัดแยกไดเพ่ือรอการทดสอบความสามารถใน
การผลิตเอนไซมเซลลูเลสในข้ันตอนตอไป

การทดสอบความสามารถในการผลิตเอนไซม
เซลลูเลส โดยเข่ียเช้ือบริสุทธ์ิท่ีคัดแยกไดมาทําการ
เพาะเลี้ ยงบนจานอาหารเลี้ ยง เ ช้ือโดยวิ ธี spot
inoculation ลงบนอาหารเลี้ยงเช้ือ Carboxy methyl
cellulose agar (carboxy methyl cellulose 0.1
กรัม, polypeptone 0.5 กรัม, yeast extract 0.1
กรัม, K2HPO4 0.4 กรัม, KCl 0.02 กรัม,
MgSO4.7H2O 0.1 กรัม, FeSO4.7H2O 0.002 กรัม, นํ้า
กลั่น 1 ลิตร ปรับ pH เปน 7.0) บมท่ีอุณหภูมิ 30
องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 3 วัน เมื่อครบระยะเวลา
ทําการยอมดวยสี Congo red เขมขน 0.1 % ท้ิงไว
เปนระยะเวลา 30 นาที  จาก น้ันเทออกและเท
สารละลาย Sodium chloride ความเขมขน 1 N จน
ทวมจานอาหาร ท้ิงไว 15 นาที แลวเทออก จากน้ัน
สังเกตบริเวณโซนใสท่ีเกิดข้ึนรอบโคโลนีของเช้ือรา ทํา
การวัดขนาดวงใสท่ีเ กิดข้ึนและนําไปคํานวณคา
Hydrolysis capacity (HC value) คือเสนผาน

ศูนยกลางโซนใสตอเสนผานศูนยกลางโคโลนี (George
et al., 2001)
การทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อราท่ีผลิตเอนไซม
เซลลูเลสในกระบวนการหมักปุยชีวภาพ

คัดเลือกเช้ือราท่ีมีความสามารถในการผลิต
เอนไซมท่ีดีท่ีสุด จํานวน 3 ไอโซเลท มาทดสอบใน
กระบวนการหมักปุยชีวภาพเพ่ือดูกระบวนการยอย
สลายเซลลูโลส โดยเปรียบเทียบกระบวนการยอยสลาย
เซลลูโลสกับสารเรงซุปเปอร พด.1 ของกรมพัฒนาท่ีดิน
กระทรวงเกษตรและสหกรณ ซึ่งสวนผสมของปุย
ชีวภาพท่ีศึกษามีจํานวน 6 สูตร ไดแก สูตรท่ี 1 สูตร
ควบคุม (ไมใสเช้ือจุลินทรีย), สูตรท่ี 2 สูตรเช้ือ พด.1,
สูตรท่ี 3, 4, 5 คือสูตรเช้ือราท่ีแยกได และสูตรท่ี 6 คือ
เช้ือราท่ีรวมท้ัง 3 ไอโซเลท โดยในการศึกษาจะใช
อัตราสวนของฟางขาว มูลสัตว รําละเอียด และเช้ือรา
ในอัตราสวน 1 : 3 : 1 : 20 (กิโลกรัม/กิโลกรัม/
กิโลกรัม/กรัม) (นํ้าหนักรวมของปุยหมักแตละสูตรคือ
30 กิโลกรัม) โดยสวนของเช้ือราจะทําการเลี้ยงโดยใช
เมล็ดขาวสาร ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปน
ระยะเวลา 3 วัน จากน้ันนําไปใสในปุยชีวภาพแตละ
สูตร และเก็บตัวอยางปุยเพ่ือทดสอบคุณสมบัติของเช้ือ
ราในกระบวนการยอยสลาย ท่ีชวงเวลา 0, 4, 7 และ
20 วัน ทําการวิเคราะหคาความเปนกรดเบส อุณหภูมิ
ปริมาณอินทรียวัตถุ (OM) (Walkley-Black Method)
ปริมาณไนโตรเจนท้ังหมด (TKN) (Kjeldahl Method)
อัตราสวนคารบอนตอไนโตรเจน (C/N ratio) และ
ปริมาณเช้ือราในปุยหมัก (Serial dilution method)
การจัดจําแนกเชื้อรา

นํา เ ช้ือรา ท่ีมีความสามารถในการผลิต
เอนไซมท่ีดีท่ีสุด สงไปจัดจําแนกสายพันธท่ีศูนยพันธุ
วิศวกรรม (BIOTEC) โดยใชวิธีเปรียบเทียบความ
เหมือนของลําดับเบสนิวคลีโอไทดของยีน Beta-
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tubulin และศึกษาลักษณะทางดานสัณฐานวิทยาของ
เช้ือรา

ผลและวิจารณผลการทดลอง
การคัดแยกเชื้อราท่ีผลิตเอนไซม เซลลูเลสจาก
ตัวอยางดิน

คัดแยกเช้ือราท่ีผลิตเอนไซมเซลลูเลสได
ท้ังหมดจํานวน 15 ไอโซเลท ตามแหลงท่ีเก็บตัวอยาง
ไดดังน้ี คือ บอปุยหมัก จํานวน 6 ไอโซเลท คือ ไอโซ
เลท A, B, C, D, E และ F นาขาวอินทรีย จํานวน 2 ไอ
โซเลท คือ ไอโซเลท G และ H บอปุยหมักชีวภาพ
จํานวน 1 ไอโซเลท คือ ไอโซเลท J สวนลองกอง
จํานวน 2 ไอโซเลท คือ ไอโซเลท L และ N ถํ้าจัน
จํานวน 2 ไอโซเลท คือ ไอโซเลท P และ Q และปาไผ
จํานวน 2 ไอโซเลท คือ ไอโซเลท R และ S

ซึ่งจากการเลี้ยงเช้ือราบนอาหาร Carboxy
methyl cellulose agar สามารถแสดงถึง
ประสิทธิภาพการผลิตเอนไซมของเช้ือรา พบวาเช้ือราท่ี
สามารถผลิตเอนไซมเซลลูเลสไดดีท่ีสุด มีจํานวน 3 ไอ
โซเลท คือ ไอโซเลท B, D และ E ซึ่งมีคา Hydrolysis
capacity (HC value) เทากับ 2.11 , 1.88 และ 1.79
ตามลําดับ ซึ่งพบวามีคาความสามารถในการผลิต
เอนไซมท่ีดีกวางานวิจัยของ ทิพยนภา วงษคูณ และ
คณะ (2556) ท่ีทําการคัดแยกจุลินทรียยอยสลาย
เซลลูโลสเพ่ือกระตุนการงอกของเมล็ดพันธุขาว และ
ขาวโพดหวาน โดยจากการศึกษาวิจัยพบวาเช้ือราท่ีมี
คา HC value สูงท่ีสุดมีคาเทากับ 1.02 แสดงดังตาราง
ท่ี 1 จากผลการทดสอบดังกลาว จึงไดนําเช้ือท่ีมี
ความสามารถในการผลิตเอนไซมเซลลูเลสท่ีดีท่ีสุด
จํานวน 3 ไอโซเลท ไปประยุกตใชในกระบวนการหมัก
ปุยในข้ันตอนตอไป

ตารางท่ี 1 การทดสอบประสิทธิภาพของเช้ือราในการยอยสลาย Carboxy Methyl Cellulose (CMC)
ไอโซเลท Hydrolysis capacity (HC value)

A 1.50±0.00d

B 2.11±0.07a

C 1.32±0.01e

D 1.88±0.00b

E 1.79±0.02c

F 1.50±0.00d

G 1.48±0.01d

H 1.10±0.02g

J 1.50±0.00d

L 1.10±0.00g

N 1.33±0.02e

P 1.49±0.01d

Q 1.47±0.03d

R 1.36±0.01e

S 1.24±0.01f

One-way ANOVA ***
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ทําการวิเคราะหทางสถิติ One-Way ANOVA แสดง
นัยสําคัญ (Significant) ท่ี * P ≤ 0.10, ** P ≤ 0.05
และ *** P ≤ 0.01 จากขอมูลคาเฉลี่ยของคา
Hydrolysis capacity ของเช้ือราในการยอยสลาย
Carboxy methyl cellulose (CMC) โดยขอมูลใน
สดมภเดียวกันท่ีมีตัวอักษรกํากับเหมือนกันมีความ
แตกตางกันทางสถิติอยางมีนัยสําคัญโดยวิธี Tukey
HSD test. ท่ีระดับความเช่ือมั่นท่ี 95 %
การทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อราท่ีผลิตเอนไซม
เซลลูเลสในกระบวนการหมักปุยชีวภาพ

นํา เ ช้ือรา ท่ีมีความสามารถในการผลิต
เอนไซมเซลลูเลสท่ีดีท่ีสุดจํานวน 3 ไอโซเลท ไดแก ไอ
โซเลท B, D และ E มาประยุกตใชในกระบวนการหมัก
ปุย เพ่ือทดสอบประสิทธิภาพการยอยสลายวัสดุเหลือ
ท้ิงทางการเกษตร โดยมีระยะเวลาในการหมักปุย 20
วัน และทําการเก็บตัวอยางปุยหมักท่ีได เพ่ือนํามา
ทดสอบประสิทธิภาพการยอยสลายวัสดุเหลือท้ิงทาง

การเกษตร ในชวงระยะเวลาท่ี 0, 4, 7 และ 20 วัน
ของกระบวนการหมัก โดยทําการทดสอบดังน้ี คือ คา
ความเปนกรด-เบส (pH) อุณหภูมิ (oC) คาปริมาณ
อินทรียวัตถุ (OM) คาอัตราสวนคารบอนตอไนโตรเจน
(C/N) และปริมาณเช้ือรา (CFU/g) จากผลการทดลอง
การย อยสลาย วัสดุ เหลื อ ท้ิ งทางการเกษตร  ใน
ระยะเวลา 20 วัน แสดงผลไดดังน้ี
คาความเปนกรด-เบส (pH)

พบวาในระยะเวลาการหมักปุย 20 วัน คา
pH เริ่มตนอยูในชวง 5.9 – 6.1 โดยมีคาความเปนกรด
เล็กนอย แตเมื่อสิ้นสุดกระบวนการหมัก ปริมาณคา
pH อยูในชวง 7.9 – 8.5 ซึ่งสอดคลองกับงานวิจัยของ
Hartz (2007) พบวากระบวนการของการทําปุยหมักใน
ข้ันเริ่มตนของการหมัก pH จะต่ํากวา 7 และ เพ่ิมข้ึน
ไปเกือบ 8 หรือมากกวา ซึ่งคาความเปนกรด-เบสท่ี
เหมาะสมของวัสดุทําปุยหมักจะอยูในชวง 6 – 8 (ดัง
กราฟท่ี 1 และตารางท่ี 2)

กราฟท่ี 1 การเปลีย่นแปลงของคาความเปนกรด-เบสในกระบวนการหมักปุยชีวภาพ

อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส)
อุณหภูมิเมื่อเริ่มตนกระบวนการหมักอยู

ในชวง 40–45 องศาเซลเซียส หลังจากน้ันอุณหภูมิจะ
เ พ่ิมสู ง ข้ึนอย างรวดเร็ วอยู ในช วง 44–52 องศา
เซลเซียส เน่ืองจากพลังงานความรอนท่ีถูกปลดปลอย

ออกมาจากกระบวนการยอยสลาย และหลังจากท่ี
อุณหภูมิข้ึนสูงสุดแลวจะคอยๆ ลดลง เปนชวงท่ีอัตรา
การยอยสลายลดลง และเมื่อสิ้นสุดกระบวนการหมัก
ปุย 20 วัน อุณหภูมิอยูในชวง 36-39 องศาเซลเซียส
(ดังกราฟท่ี 2 และตารางท่ี 2)
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กราฟท่ี 2 การเปลีย่นแปลงของอุณหภูมิในกระบวนการหมักปุยชีวภาพ

ปริมาณอินทรียวัตถุ (OM)
ปริมาณอินทรียวัตถุเริ่มตนอยูในชวง 50.90-

52.91 % และเมื่อสิ้นสุดกระบวนการหมักปริมาณ
อินทรียวัตถุจะลดลงอยางรวดเร็ว อยูในชวง 18.83-
33.62 % โดยสูตรท่ีมีปริมาณอินทรียวัตถุลดลงมากสุด
คือ สูตรท่ี 6 โดยมีคาอินทรียวัตถุเทากับ 18.83 %
รองลงมาคือสูตรท่ี 3 และสูตรท่ี 4 โดยมีคาอินทรียวัตถุ

เทากับ 25.35 และ 28.71 % ตามลําดับ ซึ่งสอดคลอง
กับงานวิจัยของ เฉลิมชัย แพะคํา และคณะ (2557) ได
ทําการศึกษาปริมาณธาตุอาหารพืชจากปุยหมัก
ผักตบชวาท่ียอยสลายโดยเช้ือรา Trichoderma sp.
พบวาชวงเวลาการหมักปุยท่ี 20 วันคาอินทรียวัตถุอยู
ในชวง 24.32 - 52.73 % (ดังกราฟท่ี 3 และตาราง
ท่ี 2)

กราฟท่ี 3 การเปลีย่นแปลงของปริมาณอินทรียวัตถุในกระบวนการหมักปุยชีวภาพ
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ปริมาณไนโตรเจนท้ังหมด (TKN)
พบวาในระยะเวลาการหมักปุยชีวภาพ 20

วัน ปริมาณไนโตรเจนเริ่มตนอยูในชวง 0.57 - 0.80 %
และจะเห็นไดวาคาไนโตรเจนจะเพ่ิมข้ึนเรื่อยๆ จากน้ัน
เมื่อสิ้นสุดกระบวนการหมักปุย 20 วัน คาไนโตรเจน
ของทุกสูตรจะอยูในชวง 1.01 - 1.14 % พบวาสูตรท่ีมี

คาไนโตรเจนมากสุดคือ สูตรท่ี 1, 2, 4, 5, 6 และ 3
โดยมีคาไนโตรเจน เทากับ 1.14, 1.12, 1.08, 1.06,
1.06 และ 1.01 % ตามลําดับ ซึ่งมีแนวโนมเพ่ิมข้ึน
เรื่อยๆ เมื่อใชเวลาการหมักปุยนานข้ึน (ดังกราฟท่ี 4
และตารางท่ี 2)

กราฟท่ี 4 การเปลีย่นแปลงของปริมาณไนโตรเจนในกระบวนการหมักปุยชีวภาพ

อัตราสวนคารบอนตอไนโตรเจน (C/N ratio) จาก
การประยุกตใชเชื้อราท่ีผลิตเอนไซมเซลลูเลส ใน
กระบวนการหมักปุย

พบวาในระยะเวลาการหมักปุย 20 วัน คา
อัตราสวนคารบอนตอไนโตรเจน (C/N ratio) เริ่มตน
อยูในชวง 36.79-51.53 จากน้ันเมื่อสิ้นสุดกระบวนการ
หมักปุย 20 วัน คาอัตราสวนคารบอนตอไนโตรเจนจะ
อยูในชวง 10.26-17.30 จากการผลการศึกษา พบวา
สูตรท่ีมีคาอัตราสวนคารบอนตอไนโตรเจนนอยสุด คือ
สูตรท่ี 6 รองลงมา คือ สูตรท่ี 3, 4, 2, 1 และ สูตรท่ี 5
โดยมีคาอัตราสวนคารบอนตอไนโตรเจน เทากับ
10.26, 14.58, 15.38, 16.54, 17.12 และ 17.30

ตามลําดับ โดยอัตราสวนของ คารบอนตอไนโตรเจนท่ี
ลดลงจะบอกถึงการยอยสลายของปุย ยิ่งมีอัตราสวน
ของคารบอนตอไนโตรเจนท่ีนอย แสดงวามีอัตราการ
ยอยสลายท่ีดี ซึ่งสอดคลองกับงานวิจัยของ เฉลิมชัย
แพะคํา (2557) ไดทําการศึกษาปริมาณธาตุอาหารพืช
จาก ปุ ยหมั กผั กตบชวา ท่ีย อยสลายโดย เ ช้ื อร า
Trichoderma sp. ท่ีไดทําการศึกษาอัตราสวนของ
คารบอนตอไนโตรเจน พบวาอัตราสวนของคารบอนตอ
ไนโตรเจนจะลดลง โดยพบวาอัตราสวนคารบอนตอ
ไนโตรเจนต่ําสุดเทากับ 13.32 โดยลดลงจากอัตราสวน
ของคารบอนตอไนโตรเจนท่ี 99.1
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กราฟท่ี 5 การเปลีย่นแปลงอัตราสวนคารบอนตอไนโตรเจนในกระบวนการหมกัปุยชีวภาพ

ปริมาณเชื้อราในกระบวนการหมักปุย
จากกระบวนการหมักปุยชีวภาพ พบวา

ปริมาณเช้ือราในปุยชีวภาพ ท้ัง 6 สูตร มีปริมาณเช้ือรา
เพ่ิมข้ึนอยางรวดเร็วโดยมีปริมาณเช้ือราสูงท่ีสุดท่ีเวลา
7 วัน หลังจากการหมักไดดําเนินไปปริมาณเช้ือรา
คอนขางคงท่ี และมีเพียงบางสูตรท่ีมีการลดจํานวนลง
บางเล็กนอย โดยจากการศึกษาพบวาสูตรท่ี 6 ซึ่งมีเช้ือ

อยูจํานวน 3 ไอโซเลท คือ B, D และ E มีปริมาณเช้ือ
รามากท่ีสุด โดยมีปริมาณเช้ือราอยู ท่ี 10.40 Log
CFU/g รองลงมาคือสูตรท่ี 3 ซึ่งเปนสูตรเช้ือ B โดยมี
ปริมาณเช้ือราอยูท่ี 9.90 Log CFU/g ซึ่งสอดคลองกับ
อัตราสวนของคารบอนตอไนโตรเจน แสดงใหเห็นวา
อัตราการยอยสลายของปุยชีวภาพมีความสอดคลองกับ
อัตราการเจริญเติบโตของเช้ือรา

กราฟท่ี 6 การเจรญิเติบโตของเช้ือราในกระบวนการหมักปุยชีวภาพ
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ตารางท่ี 2 สมบัติทางเคมีและจํานวนเช้ือราของตัวอยางปุยชีวภาพท่ีผลิตไดท่ีระยะเวลาการหมัก 20 วัน

สูตรปุยชีวภาพ pH T (๐C) OM (%) TKN (%) C/N ratio
จํานวนเชื้อรา
(Log CFU/g)

สูตรควบคุม 8.2a 38a 33.62a 1.14a 17.12d 7.60b

สูตร พด. 1 8.1a 38a 32.07a 1.12a 16.54c 8.95a

สูตรเชื้อ B 8.1a 36a 25.35b 1.08a 14.58b 9.90a

สูตรเชื้อ D 8.1a 39a 28.71b 1.06a 15.38c 9.00a

สูตรเชื้อ E 8.4b 38a 31.60a 1.06a 17.30d 8.85a

สูตรเชื้อ D, D
และ E

8.2a 36a 18.83c 1.01a 10.26a 10.40a

F-test NS NS ** NS ** *

หมายเหตุ : NS หมายถึง ไมมีความแตกตางทางสถิติ
* หมายถึง มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ที่ระดับความเชื่อมั่น 90%
** หมายถึง มีความแตกตางอยางมันัยยะสําคัญทางสถิติ ที่ระดับความเชื่อมั่น 95%
*** หมายถึง มีความแตกตางอยางมันัยยะสําคัญทางสถิติ ที่ระดับความเชื่อมั่น 99%
คาเฉล่ียที่กํากับดวยตัวอักษรภาษาอังกฤษที่เหมือนกันในแตละสดมภไมมีความแตกตางทางสถิติ

การจัดจําแนกเชื้อรา
นํา เ ช้ือรา ท่ีมีความสามารถในการผลิต

เอนไซมเซลลูเลสท่ีดีท่ีสุดคือเช้ือราไอโซเลท B สงไปจัด
จําแนกทางดานอณูชีววิทยา และ ทางดานสัณฐาน
วิทยา โดยการจัดจําแนกทางดานอณูชีววิทยา โดยเพ่ิม
ขยายยีน Beta-tubulin ดวยวิธี polymerase chain
reaction (PCR) โดยใชไพรเมอร Bt2a/Bt2b นํายีนไป
วิเคราะหหาลําดับนิวคลิโอไทด พบวายีนดังกลาวมี
ลําดับเบสคือ 5′-TGGTAACCCAAAATCGGTGCC
TGCTTTCTTGGTATGTCTAGATTTGATCCTGGGGA
GGACTGGCCCCTTGGAGGGATGCAGAGTCTGACC
GGGCACGCGTCCTCCGGGGCTGGGTAAGGGTTCT
GTGGTGGCGTCGACGCTGACAACTGTACAGGCAG
ACCATCTCTGGCGAGCACGGCCTTGATGGCTCTG
GTATGTAAGTACCACCGACACCCTTTCGATGGGGT
TCCAATGCTAGAGGACCACAACGATGGACGATTCT
GATGGACGAATAGCTTCAATGGCTCCTCCGACCTC
CAGCTCGAGCGTCTGAATGTCTACTTCAACGAGGT

ACGCCCACTCCCATCCCCAGAAATCCAAAGACGTC
GACCTGATTCCCATTCTCCCCGTAGGCCAGCGGAA
ACAAGTATGTTCCTCGTGCTGTCCTGGTTGATCTC
GAGCCCGGTACCATGGACGCCGTCCGTGCCGGTC
CCTTCGGTCAACTCTTCCGTCCCGACAACTTCGTG
TTCGGCCAGTCCGGTGCTGGTAACAACTGGGCCA
AGGGTCACTACACTGAGGGT-3′ จากน้ันเปรียบเทียบ
ลําดับความเหมือนกันของลําดับเบสของยีน Beta-
tubulin ของเช้ือไอโซเลท B กับฐานขอมูลสากล CBS
(CBS-KNAW Fungal Biodiversity Centre) พบวา
มี%ความเหมือนกับเช้ือรา Aspergillus allahabadii
เทากับ 98.84 % และเมื่อเทียบกับการศึกษาลักษณะ
ทางดานสัณฐานวิทยาของเช้ือราไอโซเลท B พบวา
โคโลนีเจริญเร็วปานกลาง ขนาด 2-3.5 เซนติเมตร หลัง
เพาะเลี้ยงบนอาหาร Czapek’s Agar เปนเวลา 2
สัปดาห ท่ีอุณหภูมิหอง เสนใยมีสีขาวถึงขาวครีม เสน
ใยเกาะกันอยูอยางหลวมๆ ฟู (aerial hyphae)
ดานหลังโคโลนีมีสีเหลืองถึงสีนํ้าตาลออน
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Conidial heads จะเปนรูปทรงกลมใน
ระยะแรก เมื่อแกจะมีลักษณะเปนลํา (columnar)
กานชูสปอร (conidiophores) ผนังเรียบใสไมมีสี
ความยาวกานชูสปอรพบไดตั้งแต 180 นาโนเมตร
จนถึง 1.5 มิลลิเมตร กวาง 3.5 – 6.0 ไมโครเมตร

vesicle รูปไข (ovoid) บน vesicle มี sterigmata
สองช้ัน สปอร รูปรางกลมผนังเรียบ ใสไมมีสี

ดังน้ันจากผลการจัดจําแนกเช้ือราทางดาน
อณูชีววิทยาและสัณฐานวิทยา ใหผลท่ีสอดคลองกัน ทํา
ใหสามารถสรุปไดวาเช้ือราไอโซเลท B คือเช้ือ
Aspergillus allahabadii

รูปท่ี 1 ลักษณะสัณฐานวิทยาของเช้ือรา Aspergillus allahabadii ภายใตกลองจุลทรรศน (compound
microscope) ซึ่งในบางครั้งจะพบการงอก ยืด และขยายตัวไดของ sterigmata (ลูกศรช้ี)

สรุปผลการวิจัย
จากการคัดแยกเช้ือราท่ีมีความสามารถใน

การผลิตเอนไซมเซลลูเลส จากตัวอยางดินในพ้ืนท่ี
จังหวัดอุตรดิตถ ไดแก ริมสระนํ้าบริเวณพ้ืนท่ีลํารางทุง
กะโล นาขาวอินทรีย บอปุยหมักชีวภาพ สวนลองกอง
ถํ้าจัน และ ปาไผ พบเช้ือราท้ังหมด 15 ไอโซเลท โดย
พบเช้ือราท่ีความสามารถในการผลิตเอนไซมเซลลูเล
สไดดีท่ีสุด จํานวน 3 ไอโซเลท คือ เช้ือราไอโซเลท B,
D และ E โดยมีคากิจกรรมเอนไซมเซลลูเลส (HC
value) เทากับ 2.11, 1.88 และ 1.79 ตามลําดับ

ไดนําเช้ือราท้ัง 3 ไอโซเลท คือ ไอโซเลท B,
D และ E ไปประยุกตใชในกระบวนการหมักปุย เพ่ือ

ทดสอบประสิทธิภาพการยอยสลายวัสดุเหลือท้ิงทาง
การเกษตร ซึ่งมี ท้ังหมด 6 สูตร คือ สูตรท่ี 1 สูตร
ควบคุม สูตรท่ี 2 สูตร พด.1 สูตรท่ี 3 สูตรเช้ือ B สูตรท่ี
4 สูตรเช้ือ D สูตรท่ี 5 สูตรเช้ือ E และ สูตรท่ี 6 สูตร
เช้ือ B, D และ E โดยมีระยะเวลาในการหมักปุย 20 วัน
ในชวงระยะเวลาท่ี 0, 4, 7 และ 20 วัน เมื่อสิ้นสุด
กระบวนการหมักปุย พบวา ปุยชีวภาพ จํานวน 6 สูตร
โดยมีคาความเปนกรด-เบส (pH) อยูในชวง 7.9 - 8.5
อุณหภูมิอยูในชวง 36 - 39 องศาเซลเซียส คาปริมาณ
อินทรียวัตถุ (OM) อยูในชวง 18.83 - 33.62 % และ
คาอัตราสวนคารบอนตอไนโตรเจน (C/N ratio) อยู
ในชวง 10.26 - 17.30 จากการเปรียบเทียบสูตรปุยท้ัง
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6 สูตร พบวาสูตรปุยท่ีมีประสิทธิภาพการยอยสลายได
ดีท่ีสุด คือ สูตรท่ี 6 สูตรเช้ือ B, D และ E ซึ่งแสดงให
เห็นวาการใชเช้ือจุลินทรียหลายๆ ชนิดจะชวยใหเกิด
กระบวนการยอยสลายไดดีข้ึน รองลงมาคือ เช้ือสูตรท่ี
3 (ไอโซเลท B) จัดเปนเช้ือท่ีมีประสิทธิภาพรองลงมา
จากสูตรท่ี 6 ซึ่งเปนกลุมเช้ือจุลินทรีย และจากผลการ
ยอยสลายพบวาเช้ือไอโซเลท B สามารถนําไป
ประยุ กต ใ ช เ ป นหั ว เ ช้ื อจุ ลิ นทรี ย แบบ เดี่ ย ว ใน
กระบวนการหมักปุยไดในอนาคต และจากการจัด
จําแนกเช้ือพบวาเ ช้ือไอโซเลท B คือเ ช้ือรา
Aspergillus allahaba
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