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บทคัดย่อ

		  งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาศักยภาพของการใช้ประโยชน์จากกากเมล็ดสบู่ดำ� โดยทำ�การศึกษา

หาสภาวะที่เหมาะสมต่อการเจริญของรา (ปริมาณกลูโคซามีน) ด้วยรา Trichoderma harzianum โดยใช้การ

ออกแบบการทดลองดว้ยวธิ ีBox-Behnken พบวา่สภาวะทีเ่หมาะสมตอ่ปรมิาณกลโูคซามนี คอื ทีป่รมิาณความชืน้

เริ่มต้น 60 เปอร์เซ็นต์ ปริมาณต้นเชื้อ 7.5 เปอร์เซ็นต์ และอุณหภูมิในการหมัก 33 องศาเซลเซียส ซึ่งจะได้

ปริมาณกลูโคซามีนสูงสุดเท่ากับ 84 มิลลิกรัมต่อกรัมน้ำ�หนักวัสดุหมักแห้ง และจากการวิเคราะห์สมบัติและ

ธาตอุาหารในปุย๋ชวีภาพพบว่า มคีา่ความเปน็กรด-ดา่งเทา่กบั 6.33 คา่การนำ�ไฟฟา้เทา่กบั 3.78 เดซซิเีมนตอ่เมตร

อินทรียวัตถุเท่ากับ 47.48 เปอร์เซ็นต์ อัตราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจนเท่ากับ 8 ไนโตรเจนเท่ากับ 3.61 

เปอรเ์ซน็ต ์ฟอสฟอรสัเทา่กบั 1.93 เปอรเ์ซน็ต ์โพแทสเซยีมเทา่กับ 2.29 เปอรเ์ซ็นต ์และปรมิาณสารฟอรบ์อล

เอสเทอรท์ีห่ลงเหลืออยู่เทา่กับ 0.093 มลิลกิรมัตอ่กรมั จากสภาวะทีเ่หมาะสมในการหมกักากเมลด็สบูด่ำ� พบวา่

ปริมาณสารฟอร์บอล เอสเทอร์ที่หลงเหลืออยู่ในกากเมล็ดสบู่ดำ�มีค่าลดลง (น้อยกว่า 0.11 มิลลิกรัมต่อกรัม) 

เพราะสารฟอร์บอล เอสเทอร์ในกากเมล็ดสบู่ดำ�จะถูกกำ�จัดโดยจุลินทรีย์ที่อยู่ในกระบวนการหมัก ดังนั้นการใช้

ประโยชนจ์ากกากเมลด็สบูด่ำ�เปน็ปุย๋ชวีภาพสำ�หรบัพชือาหารจะมคีวามปลอดภยัทัง้กบัการบรโิภคของผูบ้รโิภค 

และเป็นผลดีกับสิ่งแวดล้อมในดิน ซึ่งผลที่ได้จากการศึกษานี้สามารถเป็นทางเลือกในการแก้ปัญหาราคาปุ๋ย

ที่เพิ่มขึ้นได้อีกด้วย

คำ�สำ�คัญ : 

		  กากเมล็ดสบู่ดำ�  ปุ๋ยชีวภาพ  รา Trichoderma harzianum  สารฟอร์บอล เอสเทอร์

Abstract

		  The objective of this work was to study the efficient utilization of Jatropha curcas seed 

cake. The optimized conditions of Trichoderma harzianum growth (based on glucosamine content) 

using Box-behnken experimental design. The result showed that the optimum conditions for 

the biofertilizer production by T. harzianum obtained from this experiment were 60% moisture 
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content of substrate, 7.5% inoculums and 33
o

C incubation temperature which obtained the 

highest glucosamine content of 84 mg/gds. Then, the physiochemical parameters and elemental 

composition were analyzed and it indicated the potential of fertilizer from Jatropha curcas seed 

cake. From the results, pH (6.33), electrical conductivity (3.78ds/m), organic matter (47.48%), C/N 

ratio (8), nitrogen (3.61%), phosphorus (1.93%), potassium (2.29%) and phorbol ester content 

(0.093mg/g). From the optimized condition, the amount of phorbol ester residue in the Jatropha 

curcas seed cake was partly reduced (< 0.11 mg/g) due to toxins in the seed cake were removed 

by microbial fermentation. Therefore, utilization of Jatropha curcas seed cake as bio-fertilizer for 

vegetable crops was marked as a safe practice, both for the consumer consumption and soil 

environment. This outcome can be a choice to solve the problem of the increase in fertilizer prices.

Keywords :

		  Jatropha curcas Seed Cake, biofertilizer, Trichoderma harzianum, phorbol ester

1.	 บทนำ�

		  สบู่ดำ�เป็นพืชน้ำ�มันที่เป็นทางเลือกสำ�คัญ  

ในการพฒันาทางดา้นอตุสาหกรรมเชือ้เพลงิ เนื่องจาก

น้ำ�มันที่สกัดได้จากเมล็ดสบู่ดำ�สามารถนำ�มาใช้กับ

เครื่องยนต์การเกษตรที่มีรอบต่ำ�ได้ อีกทั้งน้ำ�มันที่ได้ 

จากเมลด็สบูด่ำ�ยงัใหเ้ขม่าควนันอ้ยกวา่น้ำ�มันเชือ้เพลิง

ดีเซล ซึ่งไม่มีผลกระทบต่อเครื่องยนต์ นอกจากนี้

ราคาน้ำ�มันสบู่ดำ�ยังมีราคาถูกกว่าน้ำ�มันเชื้อเพลิง

ชนิดอื่นๆ อีกด้วย [1]

		  จากกระบวนการผลติไบโอดเีซลจากสบูด่ำ� จะมี

สว่นทีเ่หลอืจากการสกดัน้ำ�มนัออกจากวตัถดุบิเรยีกวา่ 

“กากเมล็ดสบู่ดำ�” เมื่อนำ�กากเมล็ดสบู่ดำ�ไปวิเคราะห์

พบวา่กากเมลด็สบูด่ำ�มธีาตุอาหารทีส่ำ�คญั ได้แก ่ธาตุ

ไนโตรเจน ฟอสฟอรสั และโพแทสเซยีม ในปรมิาณสงู 

[2]  โดยสมบตัดิงักลา่วทำ�ใหก้ากเมลด็สบูด่ำ�เหมาะทีจ่ะ

นำ�มาทำ�เปน็ปุย๋ [3] ซึง่เปน็การเพิม่มลูค่าใหก้บัวัตถดุบิ 

อีกทั้งยังช่วยในการรักษาสิ่งแวดล้อมอีกด้วย [4] 

		  แต่อย่างไรก็ตามกากเมล็ดสบู่ดำ�ที่ได้หลังจาก

การสกดัน้ำ�มนัจะพบสารฟอรบ์อล เอสเทอร ์(phorbol 

ester) [5] ซึ่งเป็นสารพิษที่พบได้ ในเมล็ดของพืชวงศ์ 

Euphorbiaceae ฟอร์บอล เอสเทอร์ จัดเป็นสาร

ซึง่เมื่อได้รับพษิจะสง่ผลโดยตรงกบัคนและสตัว ์ซึง่จะ

สง่เสรมิใหเ้กดิเนือ้งอก [6] ดงันัน้กอ่นการนำ�กากเมลด็

สบู่ดำ�ไปใช้เป็นปุ๋ยควรกำ�จัดสารฟอร์บอล เอสเทอร์

เสียก่อนด้วยกระบวนการหมัก ถึงแม้จะมีธาตุอาหาร

ที่เหมาะสมในการนำ�ไปใช้ทำ�ปุ๋ย ก็ไม่สามารถนำ�ไปใช้

ทำ�ปุ๋ยได้จริงเพราะสารฟอร์บอล เอสเทอร์ การหมัก

เป็นหนึ่งในวิธีในการกำ�จัดสารฟอร์บอล เอสเทอร์ [7] 

ดังนั้นหลังการหมักก็จะได้ปุ๋ยชีวภาพจากกากเมล็ด   

สบู่ดำ�ที่มีสารฟอร์บอล เอสเทอร์ลดลง

		  กระบวนการหมักแบบแห้ง (solid–state 

fermentation) เป็นกระบวนการท่ีถูกเลือกใช้ในงานวิจัยน้ี

ซึ่งกระบวนการหมักแบบแห้ง คือ กระบวนการหมัก

บนวัสดุที่เป็นของแข็ง ซึ่งไม่มีน้ำ�อิสระ (free water) 

ที่ใช้ ในการเจริญของจุลินทรีย์ เพราะฉะนั้นน้ำ�ที่อยู่

ในกระบวนการหมักนี้จึงอยู่ในสภาพของความชื้น

(moisture content) ในวัสดุหมักที่ถูกดูดซับอยู่ใน

วัสดุหมักเท่านั้น จึงเหมาะต่อการหมักด้วยจุลินทรีย์

ที่เป็นราเป็นส่วนใหญ่ [8]  
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		  โดยงานวิจยันี้ใชร้า Trichoderma  harzianum 

มาเป็นจุลินทรีย์ในการผลิตปุ๋ยชีวภาพ ราชนิดน้ีเป็นราท่ีมี

ความสามารถในการยอ่ยสลายสารฟอรบ์อล เอสเทอร ์[9]

และยังเป็นราปฏิปักษ์ที่สามารถควบคุมเชื้อราซ่ึงเป็น

สาเหตขุองโรคพชื อกีทัง้ยงัชว่ยสง่เสรมิการเจรญิเตบิโต

ของพชืไดเ้ปน็อยา่งด ี[10] โดยในหลกัวชิาการปุย๋ทัว่ไป

สามารถจำ�แนกปุย๋ได ้3 ประเภท คอื ปุย๋เคม ีปุย๋อนิทรยี์

และปุ๋ยชีวภาพ ซ่ีงมีนิยามต่างกันดังน้ี คือ ปุ๋ยเคมี หมายถึง

ปุย๋ที่ไดจ้ากสารอนนิทรยีห์รอือินทรยีสั์งเคราะห ์และยงั

หมายความถึงปุ๋ยอินทรีย์ท่ีมีปุ๋ยเคมีผสมอยู่ด้วย แต่

ไม่รวมถึงปูนขาว ดินมาร์ล ปูนพลาสเตอร์ หรือยิปซัม  

ปุ๋ยอินทรีย์ หมายถึง ปุ๋ยที่ได้จากอินทรียวัตถุ ซึ่งผลิต

ด้วยกรรมวิธีทำ�ให้ชื้น สับ บด หมัก ร่อน หรือวิธีการ

อื่นๆ แต่ไม่ใช่ปุ๋ยเคมี และปุ๋ยชีวภาพ หมายถึง ปุ๋ยที่

ประกอบด้วยจุลินทรีย์ที่มีชีวิต ที่สามารถสร้างธาตุ

อาหาร หรอืชว่ยใหธ้าตอุาหารเปน็ประโยชนก์บัพชื [4] 

จากคณุสมบติัของรา T. harzianum และจากนยิามของ

ปุ๋ยชีวภาพดังที่กล่าวมาแล้วในข้างต้น ผู้วิจัยจึงได้ ใช้

การออกแบบการทดลองเพื่อหาสภาวะที่เหมาะสม

เพื่อให้ไดป้รมิาณจลุนิทรยีสู์งสดุ โดยทัว่ไปหนึง่ในวธิทีี่

นยิมใช้ ในการวดัปรมิาณของจลุนิทรยีป์ระเภทรา ไดแ้ก่

การวดัปรมิาณของกลูโคซามีน ซ่ึงกลูโคซามีนเป็นสารที่

อยู่ในผนังเซลล์ สามารถแสดงถึงจำ�นวนชีวมวลของ

ราได ้[11] ดงัน้ันถา้ปรมิาณกลโูคซามนีมาก นัน่แสดงวา่

ราก็จะเจริญดี 

		  ผูว้จิยัออกแบบการทดลองดว้ยวธิ ีBox-Behnken 

เพื่อหาสภาวะทีเ่หมาะสมของการเจรญิของรา (กลโูค-

ซามีน) ตัวแปรท่ีศึกษาได้แก่ ความชื้นของวัสดุหมัก 

ปริมาณต้นเชื้อ และอุณหภูมิ ในการหมัก จากนั้นนำ�

สภาวะทีเ่หมาะสมที่ไดจ้ากการออกแบบนีม้าทดลองจรงิ

เพื่อหาปริมาณกลูโคซามีนเปรียบเทียบกับผลจากการ

ออกแบบด้วย Box-Behnken ว่าถูกต้องหรือไม่ และ

นำ�กากเมล็ดสบู่ดำ�หลังการหมักน้ีไปวิเคราะห์สมบัติ

ของปุ๋ยชีวภาพ รวมทั้งหาปริมาณฟอร์บอล เอสเทอร์

ที่หลงเหลืออยู่

2.	 จุลินทรีย์ วัสดุและวิธีการทดลอง 

	 2.1 	จุลินทรีย์ที่ใช้ในการทดลอง

			   รา T. harzianum เป็นสปอร์ต้นเชื้อที่มีความ

เข้มข้นสปอร์เท่ากับ 1×10
8
 สปอร์ต่อกรัมผงต้นเชื้อ 

โดยมีชื่อทางการค้าว่า ยูนิเซฟ

	 2.2		 การเตรียมวัสดุหมัก

			   นำ�กากเมล็ดสบู่ดำ�ที่ผ่านการสกัดน้ำ�มันออก

แล้วไปตากแดด เพื่อไล่ความช้ืนท่ีอยู่ในกากเมล็ดสบู่ดำ� 

และเพื่อเปน็การปอ้งกนัการปนเปือ้นของจลุนิทรยีอ์ื่นๆ   

	 2.3		 การศกึษาหาสภาวะทีเ่หมาะสมตอ่การเจริญ

ของรา (ปรมิาณกลโูคซามนี) ดว้ยรา T. harzianum 

โดยใชก้ารออกแบบการทดลองด้วยวิธ ีBox-Behnken 

และหาปริมาณสารฟอร์บอล เอสเทอร์ท่ีหลงเหลืออยู่

			   การศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมต่อการเจริญ

ของรา (ปริมาณกลูโคซามีน) จากวัสดุหมักกากเมล็ด

สบู่ดำ�ด้วยรา T. harzianum ภายใต้กระบวนการหมัก

แบบแห้งนั้น อาศัยการออกแบบการทดลองด้วยวิธี 

Box-Behnken โดยอาศัยปัจจัยดังต่อไปนี้ ความชื้น

วัสดุหมักเริ่มต้น (50-70 เปอร์เซ็นต์) ปริมาณต้นเชื้อ

(0-10 เปอร์เซ็นต์) และอุณหภูมิในการหมัก (20-40 

องศาเซลเซียส) จากการออกแบบจะได้การทดลอง 

15 การทดลอง ดงัตารางที ่1 เพื่อความนา่เชื่อถอืของ

ข้อมูลจึงทำ�การทดลอง 3 ซ้ำ�

			   หลังจากนัน้จะวเิคราะห์สมบัตธิาตอุาหาร และ

ปริมาณสารฟอร์บอล เอสเทอร์ ที่หลงเหลืออยู่ใน

ปุ๋ยชีวภาพ ในกรณีที่วิเคราะห์แล้วพบว่าสารฟอรบ์อล 

เอสเทอร์ มคีา่เกนิมาตรฐานจะเพ่ิมระยะเวลาการหมกั 

ตามงานวิจัยของปาริชาติ (2552) [12] ที่พบว่าปริมาณ

สารฟอรบ์อล เอสเทอร ์จะลดลงตามระยะเวลาการหมกั

ที่เพิ่มขึ้น 
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	 2.4		 การวิเคราะห์สมบัติและธาตุอาหารในปุ๋ย

ชีวภาพ

			   การวิเคราะห์ค่าความเป็นกรด-ด่าง โดยใช้

เครื่อง pH meter การวิเคราะห์ปริมาณอินทรียวัตถุ

ค่าการนำ�ไฟฟ้า อัตราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจน

ปริมาณไนโตรเจน ฟอสฟอรัส และโพแทสเซียม

ตามวธิทีีร่ะบใุนคูม่อืวเิคราะหป์ุย๋อนิทรยี ์กรมวชิาการ-

เกษตร ปี พ.ศ. 2548 [4]

	 2.5 	การวิเคราะห์ปริมาณกลูโคซามีน

			   การวิเคราะห์ปริมาณกลูโคซามีนตามวิธี 

Cochran และ Vercellotti (1978) [13] ทำ�โดยใส่

สารละลายที่ไดจ้ากการสกดัของแขง็ที่ไดจ้ากการหมกั

กากเมลด็สบูด่ำ� จำ�นวน 1 มลิลลิติร ลงในหลอดทดลอง 

เติมสารละลาย Acetyl acetone reagent จำ�นวน 1 

มิลลิลิตร ในแต่ละหลอดทดลอง แล้วนำ�ไปต้มในน้ำ�เดือด

นาน 20 นาที เติมสารละลาย Ethyl alcohol 95 เปอร์เซ็นต์

จำ�นวน 10 มลิลลิติร เตมิสารละลาย Ehrlich reagent 

จำ�นวน 1 มิลลลิติร เขยา่ใหเ้ขา้กนั ตัง้ทิง้ไวป้ระมาณ 30 

นาที แล้วนำ�ไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 

530 นาโนเมตร บันทึกค่าการดูดกลืนแสงที่ได้ 

	 2.6 	การวิเคราะห์ปริมาณสารฟอร์บอล เอสเทอร์

			   การวิเคราะห์ปริมาณสารฟอร์บอล เอสเทอร์

วิธกีารวเิคราะหจ์ะใชเ้ครื่อง HPLC ตามวธิขีอง Wihelm 

Hass (2000) [15] โดยใชป้รมิาตรของสารทีว่เิคราะห ์

20 ไมโครลิตร นำ�มากรองด้วยเมมเบรนชนิดไนลอน

ขนาด 0.45 ไมโครเมตร ใช้ photodiode array เป็น 

detector ที่ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร และใช้ 

reversed phase column ขนาด 3.9x150 มิลลิเมตร 

อณุหภมู ิ25 องศาเซลเซยีส เฟสเคลื่อนทีเ่ปน็อะซโิต-

ไนไตรสผ์สมกบัน้ำ�ในอตัราสว่น 80 ตอ่ 20 โดยปรมิาตร 

อัตราการไหล 1 มิลลิลิตรต่อนาที

	 ตารางท่ี 1	แสดงจำ�นวนการทดลองที่ได้จากการ

ออกแบบการทดลองด้วย Box-Behnken

 
2.2 การเตรียมวัสดุหมัก 
 น ากากเมล็ดสบู่ด าที่ผ่านการสกัดน้ ามันออกแล้วไปตาก
แดด เพื่อไล่ความช้ืนที่อยู่ในกากเมล็ดสบู่ด า และเพื่อเป็นการ
ป้องกันการปนเปื้อนของจุลินทรีย์อื่นๆ    
2.3 การศึกษาหาสภาวะที่ เหมาะสมต่อการเจริญของรา 
(ปริมาณกลูโคซามีน) ด้วยรา T. harzianum โดยใช้การ
ออกแบบการทดลองด้วยวิธี Box-Behnken และหาปริมาณ
สารฟอร์บอล เอสเทอร์ที่หลงเหลืออยู ่

การศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมต่อการเจริญของรา 
(ปริมาณกลูโคซามีน) จากวัสดุหมักกากเมล็ดสบู่ด าด้วยรา T. 
harzianum ภายใต้กระบวนการหมักแบบแห้งนั้นอาศัยการ
ออกแบบการทดลองด้วยวิธี Box-Behnken โดยอาศัยปัจจัย
ดังต่อไปนี้  ความช้ืนวัสดุหมักเริ่มต้น  (50-70 เปอร์เซ็นต์ ) 
ปริมาณต้นเช้ือ (0-10 เปอร์เซ็นต์) และอุณหภูมิในการหมัก            
(20-40 องศาเซลเซียส) จากการออกแบบจะได้การทดลอง 15 
การทดลอง ดังตารางที่ 1 เพื่อความน่าเช่ือถือของข้อมูลจึงท า
การทดลอง 3 ซ้ า 

หลังจากนั้นจะวิเคราะห์สมบัติธาตุอาหาร และปริมาณ
สารฟอร์บอล เอสเทอร์ ที่หลงเหลืออยู่ในปุ๋ยชีวภาพ ในกรณีที่
วิเคราะห์แล้วพบว่าสารฟอร์บอล เอสเทอร์มีค่าเกินมาตรฐานจะ
เพิ่มระยะเวลาการหมัก ตามงานวิจัยของปาริชาติ (2552) [12] 
ที่พบว่าปริมาณสารฟอร์บอล เอสเทอร์ จะลดลงตามระยะเวลา
การหมักที่เพ่ิมขึ้น  
2.4 การวิเคราะหส์มบัติและธาตุอาหารในปุ๋ยชีวภาพ 
 การวิเคราะห์ค่าความเป็นกรด-ด่าง โดยใช้เครื่อง pH 
meter การวิเคราะห์ปริมาณอินทรียวัตถุ ค่าการน าไฟฟ้า 
อัตราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจน ปริมาณไนโตรเจน ฟอสฟอรัส 
และโพแทสเซียม ตามวิธีที่ระบุในคู่มือวิเคราะห์ปุ๋ยอินทรีย์ กรม
วิชาการเกษตร ปี พ.ศ. 2548 [4] 

2.5 การวิเคราะห์ปริมาณกลูโคซามีน 
 การวิเคราะห์ปริมาณกลูโคซามีนตามวิธี Cochran และ 
Vercellotti (1978) [13] ท าโดยใส่สารละลายที่ได้จากการสกัด
ของแข็งที่ได้จากการหมักกากเมล็ดสบู่ด า จ านวน 1 มิลลิลิตร 
ลงในหลอดทดลอง เติมสารละลาย Acetyl acetone reagent 
จ านวน 1 มิลลิลิตร ในแต่ละหลอดทดลอง แล้วน าไปต้มในน้ า
เดื อ ด น าน  20 น า ที  เติ ม ส ารละล าย  Ethyl alcohol 95 
เปอร์ เซ็นต์  จ านวน 10 มิลลิลิตร เติมสารละลาย Ehrlich 

reagent จ านวน 1 มิลลิลิตร เขย่าให้เข้ากัน ตั้งทิ้งไว้ประมาณ 
30 นาที แล้วน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 530 
นาโนเมตร บันทึกค่าการดูดกลืนแสงท่ีได้  
2.6 การวิเคราะห์ปริมาณสารฟอร์บอล เอสเทอร์ 
 การวิเคราะห์ปริมาณสารฟอร์บอล เอสเทอร์ วิธีการ
วิเคราะห์จะใช้เครื่อง HPLC ตามวิธีของ Wihelm Hass (2000) 
[15] โดยใช้ปริมาตรของสารที่วิเคราะห์ 20 ไมโครลิตร น ามา
กรองด้วยเมมเบรนชนิดไนลอนขนาด 0.45 ไมโครเมตร ใช้ 
photodiode array เป็ น  detector ที่ ค วามยาวคลื่ น  280     
นาโนเมตร และใช้ reversed phase column ขนาด 3.9x150 
มิลลิเมตร อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เฟสเคลื่อนที่เป็นอะซิโต
ไนไตรส์ผสมกับน้ าในอัตราส่วน 80 ต่อ 20 โดยปริมาตร อัตรา
การไหล 1 มิลลิลิตรต่อนาที 
 
ตารางที่ 1  แสดงจ านวนการทดลองที่ได้จากการออกแบบการ
ทดลองด้วย Box-Behnken 

การ
ทดลองที่ 

ปัจจัยการทดลอง 

อุณหภูมิใน    
การหมัก 

 (X1) 

ปริมาณต้นเช้ือ 
T.harzianum 

(X2) 

ความชื้นวัสดุ
หมักเร่ิมต้น 

 (X3) 

1 20 0 60 

2 30 0 70 
3 40 5 50 
4 40 10 60 
5 20 5 70 
6 30 10 70 

7 30 5 60 
8 40 0 60 
9 20 5 50 
10 40 5 70 

11 20 10 60 
12 30 5 60 
13 30 10 50 
14 30 0 50 
15 30 5 60 

 
 3. 	ผลการทดลอง 

		  การศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมต่อการเจริญ

ของรา (ปริมาณกลูโคซามีน) ด้วยรา T. harzianum 

โดยใชก้ารออกแบบการทดลองดว้ยวธิ ีBox-Behnken 

และหาปริมาณสารฟอร์บอล เอสเทอร์ที่หลงเหลืออยู่

		  ผลจากการออกแบบการทดลองด้วยวิธี   

Box-Behnken เพื่อหาสภาวะที่เหมาะสมต่อปริมาณ   

กลูโคซามีน ซ่ึงผลจากการทดลองสามารถหาสมการ

แบบจำ�ลองทำ�นายปริมาณกลูโคซามีนได้ดังนี้  

Glucosamine = -503.4 + 8.58 X1 + 19.13 X2 

+ 12.63 X3 - 0.1476 X1*X1 - 1.2146 X2*X2 -  

0.1078 X3*X3 + 0.0385 X1*X2 + 0.0123 X1*X3 - 

0.0368 X2*X3

โดยที่   

X1	คือ	อุณหภูมิในการหมัก (องศาเซลเซียส)

X2	คือ	ปริมาณต้นเชื้อ T. harzianum (เปอร์เซ็นต์

โดยน้ำ�หนัก)

X3	คอื	 ความช้ืนวัสดุหมักเร่ิมต้น (เปอร์เซ็นต์โดยน้ำ�หนัก)



การศึกษาความเป็นไปได้ ในการผลิตปุ๋ยชีวภาพจากกากเมล็ดสบู่ดำ�

โดยวิธีการหมักแบบแห้งด้วย Trichoderma harzianum
25

	 ตารางท่ี 2	แสดงการวิเคราะห์ความแปรปรวน 

(ANOVA) และค่าสัมประสิทธิ์การตัดสินใจ (R2)

		  จากตารางวิเคราะห์ความแปรปรวน และค่า

สมัประสทิธิก์ารตดัสนิใจ ดงัตารางที ่2 แสดงคา่ p-value

ของสมการแบบจำ�ลองปรมิาณกลโูคซามนี ซึง่นอ้ยกวา่

0.05 แสดงว่าสมการแบบจำ�ลองมีความเหมาะสม

ในการนำ�ไปใช้ในการทำ�นายปรมิาณกลโูคซามีนอยา่งมี

นยัสำ�คัญ ทีร่ะดับความเชื่อมัน่มากกวา่ 95 เปอรเ์ซน็ต ์

และเมื่อพิจารณาค่าวิกฤติการแจกแจง ซึ่งเป็น   

ตัวพิจารณาว่าสมการที่ได้นั้นมีความเหมาะสมที่จะ

นำ�ไปใช้หรือเชื่อถือได้หรือไม่ โดยพิจารณาเทียบกับ

ค่าวิกฤติการแจกแจง ที่ได้จากตาราง [14] ซึ่ง        

F 
table

 = 2.165 เมื่อเทียบกับ F ที่ได้จากการออกแบบ

การทดลอง พบวา่มคีา่มากกวา่ F 
table

 แสดงว่าสมการ

แบบจำ�ลองปริมาณกลูโคซามีน ที่ได้จากการทำ�นาย

มคีวามเหมาะสมและน่าเชื่อถอืได้ สว่นค่าสมัประสทิธิ์

การตัดสินใจ สำ�หรับปริมาณกลูโคซามีนมีค่าเท่ากับ 

96.82 เปอร์เซ็นต์ 

		  จากการออกแบบการทดลองด้วยวิธี Box-

Behnken พบว่าสภาวะที่เหมาะสมที่มีค่าปริมาณ

กลูโคซามีนสูงสุดคือที่อุณหภูมิ 33 องศาเซลเซียส 

ปริมาณต้นเชื้อ 7.5 เปอร์เซ็นต์ และปริมาณความชื้น 

60 เปอร์เซ็นต์ ดังแสดงดังภาพที่ 1

 
3. ผลการทดลอง  
 การศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมต่อการเจริญของรา 
(ปริมาณกลูโคซามีน) ด้วยรา T. harzianum โดยใช้การ
ออกแบบการทดลองด้วยวิธี Box-Behnken และหาปริมาณ
สารฟอร์บอล เอสเทอร์ที่หลงเหลืออยู ่

ผลจากการออกแบบการทดลองด้ วยวิธี  Box-
Behnken เพื่อหาสภาวะที่เหมาะสมต่อปริมาณกลูโคซามีน ซึ่ง
ผลจากการทดลองสามารถหาสมการแบบจ าลองท านายปริมาณ
กลูโคซามีนได้ดังนี ้  
Glucosamine = -503.4 + 8.58 X1 + 19.13 X2  
+ 12.63 X3 - 0.1476 X1*X1 - 1.2146 X2*X2 –  
0.1078 X3*X3 + 0.0385 X1*X2 + 0.0123 X1*X3 -
0.0368 X2*X3 

โดยที่    
X1  คืออุณหภูมิในการหมัก (องศาเซลเซียส) 
X2  คือปริมาณต้นเช้ือ T.harzianum (เปอร์เซ็นต์โดยน้ าหนัก) 
X3  คือความช้ืนวัสดุหมักเริ่มต้น (เปอร์เซ็นต์โดยน้ าหนัก) 
 
ตารางที่ 2 แสดงการวิเคราะห์ความแปรปรวน (ANOVA) และ
ค่าสัมประสิทธ์ิการตัดสินใจ (R2) 

 
 
 จากตารางวิ เค ราะห์ ค วามแปรปรวน  และค่ า
สัมประสิทธิ์การตัดสินใจ ดังตารางที่ 2 แสดงค่า p-value ของ
สมการแบบจ าลองปริมาณกลูโคซามีน ซึ่งน้อยกว่า 0.05 แสดง
ว่าสมการแบบจ าลองมีความเหมาะสมในการน าไปใช้ในการ
ท านายปริมาณกลูโคซามีนอย่างมีนัยส าคัญ ที่ระดับความเช่ือมั่น
มากกว่า 95 เปอร์เซ็นต์ และเมื่อพิจารณาค่าวิกฤติการแจกแจง 
ซึ่งเป็นตัวพิจารณาว่าสมการที่ได้นั้นมีความเหมาะสมที่จะ
น าไปใช้หรือเช่ือถือได้หรือไม่ โดยพิจารณาเทียบกับค่าวิกฤติการ
แจกแจง ที่ได้จากตาราง [14] ซึ่ง F table = 2.165 เมื่อเทียบกับ 
F ที่ได้จากการออกแบบการทดลอง พบว่ามีค่ามากกว่า F table 
แสดงว่าสมการแบบจ าลองปริมาณกลูโคซามีน ที่ได้จากการ
ท านาย มีความเหมาะสมและน่าเช่ือถือได้ ส่วนค่าสัมประสิทธิ์
การตัดสินใจ ส าหรับปริมาณกลูโคซามีนมีค่าเท่ากับ 96.82 
เปอร์เซ็นต์  

จากการออกแบบการทดลองด้วยวิธี Box-Behnken 
พบว่าสภาวะที่เหมาะสมที่มคี่าปรมิาณ

Source DF SS MS F p-value 

Regression 
(model) 

9 34843.0 3871.4 118.59 0.000 

Residual 
Error 

35 1142.6 32.6 
  

Total 44 35985.6 
   

R
2
 = 96.82%         R

2
(adj) =  96.01%         F table = 2.165 

ภาพท่ี 1 แสดงสภาวะท่ีเหมาะสมต่อปริมาณกลูโคซามีน

จากวัสดุหมักกากเมล็ดสบู่ดำ�ด้วยรา T. harzianum

		  ผลของสภาวะที่ได้จากการออกแบบการ

ทดลองนั้น นำ�มายืนยันผลความถูกต้องด้วยการนำ�

มาทำ�การทดลองจรงิในสภาวะเดยีวกนันี ้คอื ทีอ่ณุหภมู ิ

33 องศาเซลเซียส ปริมาณต้นเชื้อ 7.5 เปอร์เซ็นต์

และปริมาณความชื้น 60 เปอร์เซ็นต์ พบว่าจะมี  

ค่ากลูโคซามีน 83.89 มิลลิกรัมต่อกรัมน้ำ�หนักวัสดุ

หมักแห้ง และค่าที่ได้จากการทำ�นายมีค่ากลูโคซามีน

81.20 มิลลิกรัมต่อกรัมน้ำ�หนักวัสดุหมักแห้ง ซึ่งให้

ความแตกต่างเพียง 3.21 เปอร์เซ็นต์ จึงแสดงว่า

คา่สมการมคีวามถกูตอ้งในการหาปรมิาณกลโูคซามนี

		  โดยหลังจากทำ�การทดลองเพื่อยืนยันผล  

จากสภาวะที่เหมาะสมแล้ว ผู้วิจัยได้วิเคราะห์สมบัต ิ

ธาตุอาหาร และปริมาณสารฟอร์บอล เอสเทอร์    

ที่หลงเหลืออยู่ในปุ๋ยชีวภาพ พบว่าการหมักกากเมล็ด
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จุลินทรีย์ดำ�เนินกิจกรรมย่อยสลายแร่ธาตุไนโตรเจน

กลายเป็นแอมโมเนีย [16] ส่วนค่าการนำ�ไฟฟ้าซึ่ง

เป็นค่าที่บ่งบอกถึงปริมาณเกลือที่ละลายน้ำ�ได้ โดย

ปกติเกณฑ์มาตรฐานปุ๋ยอินทรีย์ต้องมีค่าการนำ�ไฟฟ้า

ไม่เกิน 10 เดซิซีเมนต่อเมตร [4] ซึ่งจากการทดลอง

พบวา่ค่าการนำ�ไฟฟา้มแีนวโน้มลดลง อาจเนื่องมาจาก
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แสดงดังภาพท่ี 1 
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ผลของสภาวะที่ได้จากการออกแบบการทดลองนั้น

น ามายืนยันผลความถูกต้องด้วยการน ามาท าการทดลองจริง 
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มิลลิกรัมต่อกรัมน้ าหนักวัสดุหมักแห้ง ซึ่งให้ความแตกต่างเพียง 
3.21 เปอร์เซ็นต์ จึงแสดงว่าค่าสมการมีความถูกต้องในการหา
ปริมาณกลูโคซามีน 

โดยหลังจากท าการทดลองเพื่อยืนยันผลจากสภาวะที่
เหมาะสมแล้ว ผู้วิจัยได้วิเคราะห์สมบัติ ธาตุอาหาร และปริมาณ
สารฟอร์บอล เอสเทอร์ ที่หลงเหลืออยู่ในปุ๋ยชีวภาพ พบว่าการ
หมักกากเมล็ดสบู่ด ามีค่าความเป็นกรด-ด่างเพิ่มขึ้น โดยสภาวะ
เริ่มต้น กากเมล็ดสบู่ด ามีค่าเป็นกรดอยู่ท่ี 5.92 ภายหลังจากการ
หมักมีค่าความเป็นกรดลดลง ซึ่งอาจเนื่องจากจุลินทรีย์ด าเนิน
กิจกรรมย่อยสลายแร่ธาตุไนโตรเจนกลายเป็นแอมโมเนีย [16] 
ส่วนค่าการน าไฟฟ้าซึ่งเป็นค่าที่บ่งบอกถึงปริมาณเกลือที่ละลาย
น้ าได้ โดยปกติเกณฑ์มาตรฐานปุ๋ยอินทรีย์ต้องมีค่าการน าไฟฟ้า
ไม่เกิน 10 เดซิซีเมนต่อเมตร [4] ซึ่งจากการทดลองพบว่าค่าการ
น าไฟฟ้ามีแนวโน้มลดลง อาจเนื่องมาจากมีการตกตะกอนของ

 

คุณลักษณะ 

ปริมาณค่าที่วดั มาตรฐานปุ๋ยอินทรีย์           
ตามประกาศกรม    
วิชาการเกษตร           
พ.ศ. 255523 

กากเมล็ดสบู่ด า 

ก่อนการหมัก 

กากเมล็ดสบู่ด า
หลังการหมักที ่    

30 วัน 

กากเมล็ดสบู่ด า
หลังการหมักที ่   

45 วัน 

ค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) 5.92 6.35 6.33 5.5 – 8.5 

ค่าการน าไฟฟา้ (EC) (เดซิซีเมนต่อเมตร) 4.56 4.39 3.78            ≤ 10  

อินทรียวัตถ ุ(OM) (เปอร์เซ็นต์) 80.66 60.89 47.48            ≥ 20 

อัตราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจน (C/N ratio) 12.41 8.00 8.00    ≤  20 : 1 

ไนโตรเจน (total N) (เปอร์เซ็นต์) 3.77 4.17 3.61            ≥ 1.0 

ฟอสฟอรัส (total P2O5) (เปอร์เซ็นต์) 2.47 2.41 1.93 ≥ 0.5 

โพแทสเซียม (total K2O) (เปอร์เซ็นต์) 2.01 2.23 2.29 ≥ 0.5 

สารฟอร์บอล เอสเทอร ์(มิลลิกรัมต่อกรมั) 0.744 0.156 0.093 0.11 
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มีค่าค่อนข้างสูง คือ 80.66 เปอร์เซ็นต์ และหลังจาก

การหมักปริมาณอินทรียวัตถุมีปริมาณเหลืออยู่เพียง  

60.89 เปอรเ์ซน็ต ์สาเหตทุีอ่นิทรยีวตัถแุละอตัราสว่น

คาร์บอนต่อไนโตรเจนลดลง เนื่องมาจากอินทรียสาร

ถูกย่อยสลายโดยจุลินทรีย์ คาร์บอนอินทรีย์ส่วนหนึ่ง

จะถกูใช้ ในการเจรญิเติบโต สว่นทีเ่หลอืจะเปลีย่นเปน็

ก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ ทำ�ให้คาร์บอนอินทรีย์ลดลง

ตามระยะเวลาการหมัก [18] 

		  การเปลีย่นแปลงปรมิาณธาตอุาหารไนโตรเจน 

พบวา่มแีนวโนม้เพิม่ขึน้ โดยการเพิม่ขึน้ของธาตอุาหาร

ไนโตรเจนอาจเนื่องมาจากกจิกรรมของจลุนิทรยีท์ีม่กีาร

ใช้ไนเตรทในการเจริญเตบิโต และสรา้งเซลล์ในรปูทีม่ี

อนิทรยี์ไนโตรเจน เช่นเดยีวกบัปรมิาณโพแทสเซยีมที่

มีค่าเพิ่มขึ้น อาจเนื่องมาจากธาตุอาหารโพแทสเซียม

มีการตกตะกอนเป็นของแข็งที่ละลายน้ำ�ได้ยาก  

ทำ�ให้โพแทสเซียมทั้งหมดต่อหน่วยน้ำ�หนักแห้งมีค่า

เพิ่มขึ้น [17] 

		  และจากการวิเคราะห์ปริมาณสารฟอร์บอล 

เอสเทอร์ หลังจากหมักที่ระยะเวลา 30 วัน พบว่ามี

ปริมาณสารฟอร์บอล เอสเทอร์ที่หลงเหลืออยู่ 0.156 

มิลลิกรัมต่อกรัม ซึ่งมีค่ามากกว่าเกณฑ์มาตรฐาน

จึงต้องเพิ่มระยะเวลาการหมัก [12] เพื่อลดปริมาณ

สารฟอร์บอล เอสเทอร์ให้มีค่าอยู่ในเกณฑ์มาตรฐาน

		  หลังจากเพิ่มระยะเวลาในการหมักเป็น 45 วัน

พบว่าสมบัติความเป็นปุ๋ยยังคงอยู่ในมาตรฐาน     

ปุ๋ยอินทรีย์ ดังแสดงในตารางที่ 3 ส่วนปริมาณ  

กลูโคซามีน พบว่ามีค่าเท่ากบั 90.89 มลิลิกรมัต่อกรมั

น้ำ�หนักวัสดุหมักแห้ง

		  จากการวิเคราะห์ปริมาณฟอร์บอล เอสเทอร์ 

หลังจากเพิ่มระยะเวลาการหมัก พบว่ามีค่าน้อยกว่า 

0.11 มิลลิกรัมต่อกรัม (ตารางที่ 3) ซึ่งการลดลง

ของฟอร์บอล เอสเทอร์ในปุ๋ยชีวภาพจากงานวิจัยนี้

มคีา่เทยีบเคยีงกบัปรมิาณสารฟอรบ์อล เอสเทอรท์ีพ่บ

ในสบู่ดำ�พันธุ์ไม่มีพิษ[ [19]
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เช้ือ 7.5 เปอร์เซ็นต์ และปริมาณความช้ืน 60 เปอร์เซ็นต์ ดัง
แสดงดังภาพท่ี 1 

 
 

ภาพที่ 1  แสดงสภาวะที่เหมาะสมต่อปริมาณกลูโคซามีน จาก
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โดยหลังจากท าการทดลองเพื่อยืนยันผลจากสภาวะที่
เหมาะสมแล้ว ผู้วิจัยได้วิเคราะห์สมบัติ ธาตุอาหาร และปริมาณ
สารฟอร์บอล เอสเทอร์ ที่หลงเหลืออยู่ในปุ๋ยชีวภาพ พบว่าการ
หมักกากเมล็ดสบู่ด ามีค่าความเป็นกรด-ด่างเพิ่มขึ้น โดยสภาวะ
เริ่มต้น กากเมล็ดสบู่ด ามีค่าเป็นกรดอยู่ท่ี 5.92 ภายหลังจากการ
หมักมีค่าความเป็นกรดลดลง ซึ่งอาจเนื่องจากจุลินทรีย์ด าเนิน
กิจกรรมย่อยสลายแร่ธาตุไนโตรเจนกลายเป็นแอมโมเนีย [16] 
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ไม่เกิน 10 เดซิซีเมนต่อเมตร [4] ซึ่งจากการทดลองพบว่าค่าการ
น าไฟฟ้ามีแนวโน้มลดลง อาจเนื่องมาจากมีการตกตะกอนของ
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หลังการหมักที ่   

45 วัน 
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อัตราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจน (C/N ratio) 12.41 8.00 8.00    ≤  20 : 1 

ไนโตรเจน (total N) (เปอร์เซ็นต์) 3.77 4.17 3.61            ≥ 1.0 

ฟอสฟอรัส (total P2O5) (เปอร์เซ็นต์) 2.47 2.41 1.93 ≥ 0.5 
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		  การลดลงของสารฟอรบ์อล เอสเทอรท์ีเ่กิดจาก

กระบวนการหมกั เกดิไดเ้นื่องจากสารทกิเลียน (tigliane)

ในกากเมลด็สบูด่ำ�ทำ�ปฏกิริยิาไฮดรอกซเิดชัน่ (hydro-

xylation) จะมหีมูไ่ฮดรอกซลิ (hydroxyl) จบัทีค่ารบ์อน

ตำ�แหนง่ตา่งๆ ของสารทกิเลยีน เกดิเปน็สารประกอบ

แอลกอฮอล์ (alcohol) เมื่อสารประกอบแอลกอฮอล์

ทำ�ปฏิกิริยาเอสเทอริฟิเคชั่น (esterification) กับกรด

ไขมัน (fatty acid) ก็จะเกิดสารท่ีเรียกว่า “ฟอร์บอล 

เอสเทอร์” [20] ดังแสดงใน ภาพที่ 2
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แร่ธาตุชนิดต่างๆ [17]  โดยค่าอินทรียวัตถุและอัตราส่วน
คาร์บอนต่อไนโตรเจนของกากเมล็ดสบู่ด ามีค่าลดลง ซึ่งก่อนการ
หมักมีค่าค่อนข้างสูง คือ 80.66 เปอร์เซ็นต์ และหลังจากการ
หมักปริมาณอินทรียวัตถุมีปริมาณเหลืออยู่ เพียง   60.89 
เปอร์เซ็นต์ สาเหตุที่อินทรียวัตถุและอัตราส่วนคาร์บอนต่อ
ไนโตรเจนลดลง เนื่องมาจากอินทรียสารถูกย่อยสลายโดย
จุลินทรีย์คาร์บอนอินทรีย์ส่วนหนึ่งจะถูกใช้ในการเจริญเติบโต 
ส่วนที่ เหลือจะเปลี่ยนเป็นก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์  ท าให้
คาร์บอนอินทรีย์ลดลงตามระยะเวลาการหมัก [18]  

การเปลี่ยนแปลงปริมาณธาตุอาหารไนโตรเจน พบว่ามี
แนวโน้มเพิ่มขึ้น โดยการเพิ่มขึ้นของธาตุอาหารไนโตรเจนอาจ
เนื่องมาจากกิจกรรมของจุลินทรีย์ที่มีการใช้ไนเตรทในการ
เจริญ เติบ โต  และสร้างเซลล์ ในรูปที่ มี อินทรีย์ ไนโตรเจน 
เช่นเดียวกับปริมาณโพแทสเซียมที่มีค่าเพิ่มขึ้น อาจเนื่องมาจาก
ธาตุอาหารโพแทสเซียมมีการตกตะกอนเป็นของแข็งที่ละลายน้ า
ได้ยาก ท าให้โพแทสเซียมทั้งหมดต่อหน่วยน้ าหนักแห้งมีค่า
เพิ่มขึ้น [17]  

และจากการวิเคราะห์ปริมาณสารฟอร์บอล เอสเทอร์ 
หลังจากหมักที่ระยะเวลา 30 วัน พบว่ามีปริมาณสารฟอร์บอล 
เอสเทอร์ที่หลงเหลืออยู่ 0.156 มิลลิกรัมต่อกรัม ซึ่งมีค่ามากกว่า
เกณฑ์มาตรฐานจึงต้องเพิ่มระยะเวลาการหมัก [12] เพื่อลด
ปริมาณสารฟอร์บอล เอสเทอร์ให้มีค่าอยู่ในเกณฑ์มาตรฐาน 

หลังจากเพิ่มระยะเวลาในการหมักเป็น 45 วัน พบว่า
สมบัติความเป็นปุ๋ยยังคงอยู่ในมาตรฐานปุ๋ยอินทรีย์ ดังแสดงใน
ตารางที่ 3 ส่วนปริมาณกลูโคซามีน พบว่ามีค่าเท่ากับ 90.89 
มิลลิกรัมต่อกรัมน้ าหนักวัสดุหมักแห้ง 

จากการวิเคราะห์ปริมาณฟอร์บอล เอสเทอร์ หลังจาก
เพิ่มระยะเวลาการหมัก พบว่ามีค่าน้อยกว่า 0.11 มิลลิกรัมต่อ
กรัม (ตารางที่ 3) ซึ่งการลดลงของฟอร์บอล เอสเทอร์ในปุ๋ย
ชีวภาพจากงานวิจัยนี้ มีค่าเทียบเคียงกับปริมาณสารฟอร์บอล 
เอสเทอร์ที่พบในสบู่ด าพันธ์ุไม่มีพิษ[ [19]  
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กระบวนการหมัก เกิดได้เนื่องจากสารทิกเลียน (tigliane) ใน
กากเมล็ดสบู่ด าท าปฏิกิริยาไฮดรอกซิเดช่ัน (hydroxylation) 
จะมีหมู่ไฮดรอกซิล (hydroxyl) จับที่คาร์บอนต าแหน่งต่างๆ 
ของสารทิกเลียน เกิดเป็นสารประกอบแอลกอฮอล์ (alcohol)    
เมื่อสารประกอบแอลกอฮอล์ท าปฏิกิริยาเอสเทอริฟิ เคช่ัน 

(esterification) กับกรดไขมัน (fatty acid) ก็จะเกิดสารที่
เรียกว่า “ฟอร์บอล เอสเทอร์” [20] ดังแสดงใน ภาพที่ 2 
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สารประกอบฟอร์บอล เอสเทอร์มีค่าลดลงจากกลไก ดังที่ได้
กล่าวมาแล้ว ซึ่งการลดลงของสารฟอร์บอล เอสเทอร์ของ
งานวิจัยนี้มีแนวโน้มลดลงจากการหมักด้วยรา T. harzianum 
เช่นเดียวกับงานวิจัยของ Chetna (2011) ที่ใช้การหมักกาก
เมล็ดสบู่ด าด้วยแบคทีเรีย Pseudomonas aeruginosa พบว่า
มีการเปลี่ยนแปลงของปริมาณเอนไซม์ไลเปสท่ีสูง และเอนไซม์
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