
 

บทที่ 3 
 

วิธีการดําเนินการวิจัย 
 

โครงการวิจัยน้ีเปนการศึกษากระบวนการหมักและคุณสมบัติของปุยน้ําหมักชีวภาพตอ
การนําไปใชประโยชนในชุมชนสะลวง อําเภอแมริม จังหวัดเชียงใหม โดยไดมีการดําเนินการ
วิจัยแบงออกเปน 3 ขั้นตอน ขั้นตอนแรกเปนการสํารวจและเก็บขอมูลพื้นฐานเกี่ยวกับปุยน้ํา
หมักชีวภาพในชุมชน ขั้นตอนที่สองเปนการศึกษาคุณสมบัตินํ้าหมักชีวภาพที่เกษตรกรใน
ชุมชนผลิตขึ้นใชเอง และขั้นตอนที่สามทดลองพัฒนากระบวนการหมักนํ้าหมักชีวภาพเพ่ือใหมี
คุณสมบัติที่เหมาะสมตอการนําใชประโยชนตอทางการเกษตรกรรมของชาวบานในชุมชนสะลวง 
 
3.1 การสํารวจและเก็บขอมูลในพื้นที่วิจัย 

คณะผูวิจัยไดลงพื้นที่วิจัยเพื่อสํารวจและเก็บขอมูลการหมักและการใชประโยชนปุยนํ้า
หมักชีวภาพของชุมชน โดยไดมีการสัมภาษณแบบไมเปนทางการ แตมีหัวขอประเด็นที่ตองการ
ชัดเจน ซ่ึงรูปแบบการสัมภาษณจะเปนรูปแบบของการจัดเวทีชวนคุย แลวโยงเขาประเด็นที่
ตองการไมเฉพาะเจาะจง หรือจํากัดคําตอบ เพื่อนําคําตอบที่ไดมาสรุป ประมวลผลเปนขอมูล 
ตลอดจนการสังเกตการปฏิบัติและแนวคิดที่ไดจากการพูดคุย  

ไดมีการสํารวจและเก็บขอมูลนํ้าหมักชีวภาพในพ้ืนที่สะลวงตั้งแตเดือนมิถุนายนถึง
เดือนพฤศจิกายน  
 
3.2 การศึกษาคุณสมบัติทางเคมีของนํ้าหมักชีวภาพในชุมชน 
 นํานํ้าหมักชีวภาพที่เกษตรกรในชุมชนผลิตจากการสํารวจลงพ้ืนที่วิจัย มาวิเคราะห
คุณสมบัติทางเคมี ไดแก pH คาการนําไฟฟา ปริมาณธาตุอาหารหลักไนโตรเจน ฟอสฟอรัส 
และ โพแทสเซียม 
 3.2.1 pH และ คาการนําไฟฟา 
        ใชเคร่ืองวัด pH (pH meter) วัดคา pH ของน้ําหมักชีวภาพ และวัดคาการนํา
ไฟฟาดวยเครื่อง conductivity-meter 

3.3.2 การวิเคราะหปริมาณธาตุอาหาร 
                 1)  การวิเคราะหหาไนโตรเจนในรูปทีเคเอ็นไนโตรเจน (TKN) ที่มีอยูในปุยอินทรีย
นํ้า (ม่ันสิน ตัณฑุลเวศม, 2543) 

     1.1) เคร่ืองมือและอุปกรณ 
   - ขวดเจลดาลห (Kjeldahl flask) 



 

   - ชุดเคร่ืองมือสําหรับการยอย 
   - ชุดเคร่ืองมือสําหรับการกลั่นแอมโมเนีย 

     1.2) สารเคมี 
- สารละลายปรอทซัลเฟต 
- สารละลายปรอทออกไซด 8 กรัมในกรดกํามะถัน 6 นอรมอล  

ปริมาตร  100 มิลลิลิตร  
            - น้ํายาสําหรับการยอยสลาย (Digestion  Reagent) ละลาย        
โปแทสเซียมซัลเฟต (K2SO4)  134 กรัมในนํ้ากลั่น  650 มิลลิลิตร เติมกรดกํามะถันเขมขน  
200  มิลลิลิตร  คนใหเขากัน  และเติมสารละลายปรอทซัลเฟต  25 มิลลิลิตร เจือจางสารละลาย
ดวยน้ํากลั่นใหมีปริมาตรครบ  1 ลิตร  เก็บรักษาที่อุณหภูมิ  20 องศาเซลเซียส เพ่ือปองกันการ
ตกผลึก 

       - สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด-โซเดียมไธโอซัลเฟต (Sodium  
Hydroxide-Sodium  Thiosulfate  Reagent) ละลายโซเดียมไอดรอกไซด  500 กรัม และ
โซเดียมไธโอซัลเฟต (NA2S2O3.5H2O)  25 กรัมในน้ําและเจือจางเปน 1 ลิตร 
         - สารละลายฟนอลฟทาลนีอินดิเคเตอร ละลายฟนอลฟทาลีน 5 กรัมใน
เอทธานอล (C2H5OH) 95% จํานวน 500 มิลลิลติร เตมิน้ํากลั่นอีก 500 มิลลิลติร 
                        1.3) วิธวีิเคราะห   
            - การเลือกขนาดตัวอยาง โดยจะเลือกปริมาตรตวัอยางที่จะใชตาม
ตารางที่  3.1  ขนาดของตัวอยางจะตองสอดคลองกับปริมาณไนโตรเจนที่คาดวาจะมี (สังเกตได
จากลักษณะของน้ําและแหลงที่มาของน้ําตัวอยาง)  ถาใชขนาดตัวอยางมากเกินไปเวลาในการ
ยอยนานหลายชั่วโมง  เม่ือเลือกปริมาตรตัวอยางไดแลว  ตวงตัวอยางใสในขวดเจลดาลหขนาด  
800 มิลลิลติร  เติมลูกแกว 3-4 เม็ด  เพ่ือปองกันการเดือดอยางรุนแรงภายในขวด 
 
ตารางที่ 3.1 การเลือกขนาดตัวอยาง 
 

ปริมาณไนโตรเจนอินทรยีในตัวอยาง  
(มิลลิกรัม/มิลลลิิตร) 

ขนาดตัวอยาง  
(มิลลลิิตร) 

0-1 
1-10 
10-20 
20-50 
50-100 

500 
250 
100 
50 
25 

 



- การยอยสลาย(Digestion) เติมนํ้าสําหรับยอยสลาย 50 มิลลิลิตร 
นําเขาเคร่ืองยอยสลาย  ตมจนกระทั่งเกิดควันสีขาวของ SO3 ใหตมไปเรื่อยๆจนไดสารละลาย
ใส  จากน้ันยอยสลายตอไปอีก  20-30 นาที (ถายังไมไดสารละลายใสใหเติมนํ้ายายอยสลายอีก 
50 มิลลิลิตร  แลวยอยตอไปจนไดสารละลายใส)  ปดไฟและปลอยทิ้งไวใหเย็น  แลวเติมนํ้ากลั่น  
300 มิลลิลิตร  และ ฟนอลฟทาลีน 0.5 มิลลิลิตร  เขยาใหเขากันและทําใหเปนดางโดยคอยๆ  
เติมนํ้ายาโซเดียมไฮดรอกไซดไธโอซัลเฟต  50 มิลลิลิตร(ใชนํ้ายาโซเดียมไฮดรอกไซดไธโอ
ซัลเฟต  50 มิลลิลิตร ตอนํ้ายายอยสลาย  50 มิลลิลิตร)  เขยาใหเขากัน  ถาไดสีชมพูของฟ
นอลฟทาลีนยังไมเกิด  ใหเติมน้ํายาโซเดียมไฮดรอกไซดไธโอซัลเฟตลงไปอีก  จากน้ันนําไป
กลั่น 

- การกลั่นตอขวดเจลดาลหเขากับเครื่องกลั่น  ทําการกลั่นโดยใหความ
รอนที่พอเหมาะ  เก็บสวนที่กลั่นไดออกมา  200 มิลลิลิตร  ผานหลอดแกวที่จุมอยูในสารละลาย
กรดบอริค  50 มิลลิลิตร  ถาจะหาแอมโมเนียมไนโตรเจนโดยวิธี Nesslerization  ใหกรดบอริค
ธรรมดาแตถาจะหาโดยวิธีไตรเตรตใหใชกรดบอริคที่เติมอินดิเคเอตร  เม่ือกลั่นครบ  200 
มิลลิลิตร เลื่อนขวดเก็บสารละลายที่ไดจากการกลั่น (Distillate) ออกและนําไปหาแอมโมเนีย
ตอไป  ใหทําแบลงคดวยโดยใชน้ํากลั่นแลวทําตามขั้นตอนเหมือนของน้ําตัวอยาง 

- การคํานวณ ปริมาณแอมโมเนียที่วิเคราะหไดจากตัวอยางนํ้าที่ผานการ
ยอยและการกลั่นมาแลวจะเปนคา TKN  ถาตองการหาความเขมขนของสารละลายอินทรีย
ไนโตรเจนเพียงอยางเดียว  จะตองวิเคราะหหาคาแอมโมเนียของตัวอยางนํ้ากอน  จากนั้นจึง
คํานวณหาคาสารอินทรียไนโตรเจนไดดังนี้ 

 

  สารอินทรียไนโตรเจน = TKN  - แอมโมเนียไนโตรเจน 

 
2)  การวิเคราะหแอมโมเนียไนโตรเจน (Ammonia nitrogen) ดวยวิธีเนสเลอไร

เซชัน (อรทัย ชวาลภาฤทธิ์, 2545) 
     2.1) เคร่ืองมือและอุปกรณ 

 - สเปกโทรโฟโตมิเตอร 
 - เคร่ืองวัดพีเอช 
 - หลอดเนสเลอรขนาด 100 และ 50 มิลลิลิตร 

     2.2) สารเคมี 
 - สารละลายซิงคซัลเฟต (Zinc Sulfate Solution)  
 - ละลายซิงคซัลเฟต (ZnSo4 ,7H2O) 100 กรัม ในน้ํากลั่นเจือจางให

เปน 1 ลิตร 
 - สารละลายอีดีทีเอ (EDTA reagent) ละลายไดโซเดียมเอทธิลีน

ไดอะมีน เตตระอะเซเตตไดไฮเดรต (Disodium Ethylenediamine Tetraacetate Dihydrate) 50 



กรัม ในน้ํา 60 มิลลิลิตร ที่มีโซเดียมไฮดรอกไซด 10 กรัม ละลายอยู  ถาจําเปนใหอุนเพ่ือให
ละลายอยางสมบูรณ  ปลอยใหเย็นเทาอุณหภูมิหอง  เติมน้ํากลั่นใหครบ 100 มิลลิลิตร 

           - น้ํายาเนสเลอร (Nessler Reagent) ละลาย Hg2 100 กรัม และ KI 
70 กรัมในน้ํากลั่น 50 มิลลิลิตร และเติมของผสมนี้ชาๆพรอมคนลงในสารละลายที่เย็นของ
โซเดียมไฮดรอกไซด 160 กรัม ในน้ํากลั่น 500 มิลลิลิตร เจือจางใหเปน 1 ลิตร เก็บในขวดสีชา
ที่ทําดวยแกวบอโรซิลิเคต ปดดวยจุกยางอยาใหถูกแสงเพ่ือรักษาสภาพน้ํายาใหคงสภาพอยูเปน
ป  ตรวจสอบนํ้ายาเพ่ือใหแนใจวาจะใหสีกับแอมโมเนียไนโตรเจน 0.1 มิลลิกรัม ภายในเวลา 10 
นาที หลังจากเติมนํ้ายาและไมเกิดตะกอนกับแอมโมเนียจํานวนเล็กนอยใน 2 ช่ัวโมง (ระวัง: มี
พิษอยาใหเขาปาก) 

- สารละลายสต็กแอมโมเนีย (Stock Ammonia Solution) ละลาย
แอมโมเนียมคลอไรดปราศจากนํ้า (NH4Cl) ที่อบแหง ณ อุณหภูมิ 100 องศาเซียเซียส แลว 
3.819 กรัม ในนํ้ากลั่นแลวเจือจางใหเปน 1 ลิตร 
 

 
- สารละลายมาตรฐานแอมโมเนีย ตวงสตอกแอมโมเนียม 10.00 

มิลลิลติร ลงในขวดตวงและทําใหเจือจางดวยน้ํากลั่นใหเปน 1000 มิลลิลติร 
 
 
 

     2.3) วิธีการวิเคราะห   
 - เตรียมตวัอยาง ตัวอยางที่ไมผานการกลั่น  ถาตัวอยางนํ้ามีคลอรีน

ตองกําจัดออกกอนตามหัวขอ ค. ขอ 2 ตวงตัวอยางนํ้า 100 มิลลิลติร ใสหลอดเนสเลอร  เติม
สารละลายซิงคซัลเฟต 1 มิลลิลติร และละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 6 นอรมัล 0.5 มิลลิลติรเพ่ือ
ปรับใหไดพีเอช 10.5 คนใหเขากัน ตั้งทิ้งไว 2-3 นาทีเพ่ือใหตะกอนตกลงมาจะไดนํ้าใสและไมมี
สีอยูขางบน  แยกน้ําใสออกมาโดยใชเคร่ืองเหวี่ยง (Centrifuge) 

- ตัวอยางที่ผานการกรอง  ปรับพีเอชของกรดบอริคที่ใชเปนสารละลาย
จับแอมโมเนียใหเปนกลางกอนโดยใชสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 6 นอรมัล 

- การทําใหเกิดสี ตวงตัวอยางน้ําที่ผานการเตรียมแลว 50.0 มิลลิลิตร
หรือนอยกวาแลวเติมนํ้ากลั่นใหเปน 50.0 มิลลิลิตร ใสหลอดเนสเลอร  ถาสวนที่ไมกลั่นมี
แคดเมียม   แมกนีเซียมหรืออิออนตัวอ่ืนที่ทําใหเกิดความขุนกับนํ้ายาเนสเลอรในปริมาณมาก  
ใหเติมนํ้ายาอีดีทีเอ 1-2 หยด เติมนํ้ายาเนสเลอร 20 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันโดยใชหลอดยาปด
หลอดเนสเลอร  เขยาหลอดกลับไปกลับมา 5-6 คร้ัง  ตั้งทิ้งไวใหเกิดปฏิกิริยา 15 นาที แบลงค

สารละลายนี้ 1.00 มล. = 1.00ไมโครกรัม N = 1.22ไมโครกรัม NH3 

สารละลายนี้ 1.00 มล. = 10.00 ไมโครกรัม N = 1.22 ไมโครกรัม NH3 



ใชนํ้ากลั่น 50 มิลลิลิตรแลวทําเชนเดียวกับตัวอยางในขั้นทําใหเกิดสีเลย  เม่ือครบเวลานําไปวัด 
Absorbance ที่ความยาวคลื่น 410 นาโนเมตร อานคาจากกราฟมาตรฐาน 

- การเตรียมกราฟมาตรฐาน เตรียมสารละลายแอมโมเนียไนโตรเจน  
ใหมีความเขมขน 20 , 40 , 60, 80 , 100 และ 120 ไมโครกรัม โดยปเปตสารละลายมาตรฐาน
แอมโมเนีย (ในหัวขอ ข. ขอ 5) มา 2 , 4 ,6 , 8 , 10 และ 12 มิลลิลิตร ใสในหลอดเนสเลอร  
เติมนํ้าใหครบ 50.0 มิลลิลิตร  แลวทําใหเกิดสีเชนเดียวกับตัวอยาง  พล็อตกราฟระหวางความ
เขมขนเปนไมโครกรัมกับ Absorbance โดยใชกราฟธรรมดา และคํานวณตามสูตร 

 

 
 

3) การวิเคราะหหาฟอสฟอรัสในรูปออโธฟอสเฟต ดวยวิธีกรดแอสคอรบิค(ม่ัน
สิน   ตัณฑุลเวศม,2543) 

       3.1) เคร่ืองมือและอุปกรณ 
    - สเปกโคตรโฟเตมิเตอร  ซ่ึงมีอินฟาเรดโฟโตทิวบใชกับความยาว

คลื่น 880 นาโนเมตร 
 - เคร่ืองแกวที่ลางดวยกรดและน้ํากลั่นจนสะอาด 

      3.2) สารเคมี 
 - กรดวัลฟวริค 5 นอรมัล เติมกรดซัลฟวริคเขมขน 70 มิลลิลิตรลงใน

นํ้ากลั่นแลวเติมนํ้ากลั่นจนครบ 500 มิลลิลิตร 
 - สารละลายแอนติดมนิลโปแตสเซียมตาเตรต (Potassium  

Antimonyl  Tartrate  Solution)  ละลาย K(SbO)C4H4O6.0.5H2O 1.3715  กรัม ในน้ํากลั่น  
400 มิลลิลิตร  แลวเจือจางดวยน้ํากลั่นเปน 500 มิลลิลิตร  ในขวดวัดปริมาตร  เก็บในขวดแกว 

- สารละลายแอมโมเนียมโมลิบเดต (Ammonium  Molybdate  
Solution) ละลาย (NH4)6MO7O24.4H2O  20 กรัม ในนํ้ากลั่น 500 มิลลิลิตร เก็บในขวดพลาสติก
ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

- กรดแอสคอรบิค (Ascorbic Acid) ละลายกรดแอสคอรบิค 1.76 กรัม  
ในน้ํากลั่น  100 มิลลิลิตร สารละลายนี้จะคงตัวประมาณ 1 สัปดาหถาเก็บไวที่อุณหภูมิ 4 องสา
เซลเซียส 

- นํ้ายารวม(Combined  reagen) ผสมน้ํายาเคมีที่กลาวขางตนใน
สัดสวนสําหรับ  100 มิลลิลิตร  ดังนี้ 
    กรดซัลฟูริค 5 นอรมัล    50 มิลลิลิตร 
    สารละลายแอนติโมนิลโปแตสเซียมตาเตรต 5  มิลลิลิตร 
    สารละลายแอมโมเนียมโมลิบเดต   15 มิลลิลิตร 

แอมโนเมีย (มก./ล. ในรูป N)  =  ไมโครกรัมแอมโมเนียที่อานจากกราฟ 
                     ปริมาตรตวัอยาง (มล.) 



    สารละลายกรดแอสคอรบิค   30 มิลลิลิตร 
กอนผสมตองปลอยใหสารละลายแตละชนิดอยูที่อุณหภูมิหองกอน  นํามาผสมโดยผสมใหเขากัน
ทุกคร้ังเม่ือเติมสวนผสมแตละชนิด (ใหเติมเรียงลําดับไป)  ถามีความขุนเกิดขึ้นในน้ํายารวม
หลังจากเติมสารละลายแอนติโมนิลโปแตสเซียมตาเตรต  หรือแอมโมเนียมโมลิบเดตใหเขยา
นํ้ายาเคมีรวมนี้แลวตั้งทิ้งไว 2-3 นาที  จนกระท่ังความขุนหายไป  จึงเติมนํ้ายาตัวอ่ืนตอไป  
นํ้ายารวมนี้อยูตัวไดนาน 4 ชั่วโมง  

  - สารละลายสตอกฟอสเฟต ละลาย Anhydrous KH2PO4 219.5 
มิลลิกรัม ในน้ํากลั่นและเจือจางใหเปน 1,000 มิลลิลิตร 

- สารละลายมาตรฐานฟอสเฟต นําสารละลายสตอกฟอสเฟตมา 500 
มิลลิลิตร  เติมน้ํากลั่นจนได 1000 มิลลิลิตร 

3.3) วิธีการวิเคราะหหาฟอสฟอรัสในรูปออโธฟอสเฟต  
   - การเตรียมตัวอยาง ปเปตตัวอยางน้ํา  50.0 มิลลิลิตร ใสลงในขวด

รูปกรวยขนาด 125 มิลลิลิตร  เติมสารละลายฟนอลฟทาลีนอินดิเคเตอร 1 หยด ถาเปนสีแดงให
หยด  กรดซัลฟุริค 5 นอรมัล ลงไปทีละหยดจนกระทั่งสีแดงหายไป  เติมนํ้ายารวม 8.0 
มิลลิลิตร  เขยาใหเขากัน ตั้งทิ้งไวอยางนอย 10 นาที แตไมเกิน 30 นาที นําไปวัดการดูดกลืน
แสง(absorbance) ที่ความยาวคลื่นแสง 880 นาโนเมตรโดยใช reagent blank เทียบ A= 0 

  - การทํา correction สําหรับตัวอยางนํ้าที่มีสีหรือความขุน โดยทั่วไป
สีของน้ําธรรมชาติจะไมขัดขวางการหาที่ความยาวคลื่นสูงๆซ่ึงใชอยู  แตในกรณีท่ีนํ้าขุนหรือมีสี
มากใหใชนํ้าตัวอยางแบลงค  โดยเติมนํ้ายาทุกอยางยกเวนสารละลายกรดแอสคอรบิคและ
สารละลายแอนติโมนิลโปแตสเซียมตาเตรต  ลงในตัวอยาง  นําไป set A=0 แลววัดabsorbance 
ของตัวอยางนํ้าที่เติมน้ํายาครบทุกชนิด 

  - การเตรียมกราฟมาตรฐาน เตรียมอนุกรมความเขมขนของ
สารละลายมาตรฐานฟอตเฟต ดังนี้ 5, 10, 15, 20, 25 และ 30 ไมโครกรัม โดยปเปตสารละลาย
มาตรฐานฟอตเฟต (1 มิลลิลิตร = 2.5 μg) มา 0, 2, 4, 6, 8, 10 และ 12 มิลลิลิตร ใสในขวดวัด
ปริมาตรขนาด 50.0 มิลลิลิตร  แตละขวดแลวเติมน้ํากลั่นใหครบขีดปริมาตร  เขยาใหเขากัน  เท
ใสขวดรูปกรวย  ขนาด 125 มิลลิลิตร เติมนํ้ายารวม 8.0 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน  ตั้งทิ้งไว
อยางนอย 10 นาที แตไมเกิน 30 นาที นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 880 นาโน
เมตร โดยใชขวดที่มีความเขมขน 0 ไมโครกรัมเปนแบลงคพล็ตกราฟระหวางความเขมขนเปน
ไมโครกรัมกับคาการดูดกลืนแสงที่ไดแตละความเขมขน และคํานวณตามสมการขางลาง 
 

             ฟอสเฟต (มิลลิกรัมP/ล.)  =  ไมโครกรัมฟอสเฟตท่ีอานไดจากกราฟ /  
                                                       ปริมาตรตัวอยาง (มิลลิลิตร) 

 
4) การวิเคราะหโพแทสเซียม (จําเปน  ออนทอง, 2547) 



    4.1) วัสดุและอุปกรณ 
- เคร่ืองชั่ง  ความละเอียด 0.0001 กรัม 
- ขวดรูปชมพู (Erlenmeyer  flask) ขนาด 50 มิลลิลิตร 
- เตาใหความรอน (Hot  plate) 
- กระดาษกรองวัตแมน (Whatman  filter  paper) 
- ขวดวัดปริมาตร (Volumetric  flask) 
- เคร่ืองเฟลมโฟโตมิเตอร (Flame  photometer) 
- หลอดทดลอง (Test  tube) 
- หลอดยอยตัวอยาง (Digestion tube) ขนาด 20 มิลลิลิตร 

   4.2) สารเคมี 
- สารละลายมาตรฐานโพแทสเซียม 1000 มิลลิกรัม ละลาย

โพแทสเซียมคลอไรด (Potassium  chloride:KCl)  ที่ผานการอบที่อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส 
เปนเวลาไมนอยกวา 3 ชั่วโมง โดยใช 1.9067 กรัม ในน้ําที่ปราศจากไอออนและปรับปริมาตร
เปน 1 ลิตรในขวดวัดปริมาตร 

- กรดผสมไนทริก-เพอรคลอริก (HNO3-HClO4) : ผสมในกรดไนทริก 
(Nitric acid 65 % w/w HNO3) กับกรดเพอรคลอริก (Perchloric acid : 70 % w/w HClO4) ใน
สัดสวน 3: 1 โดยปริมาตร 

- กรดซัลฟวริคเขมขน (Sulphuric acid : 98 % w/w H2SO4) 
- ไฮโดรเจนเพอรออกไซด (Hydrogen  peroxide: H2O2)30 %w/w  

   4.3) วิธีวิเคราะห   
- การยอยตัวอยางดวยกรดผสมไนทริก-เพอรคลอริก นําตัวอยาง  0.1 

กรัม  ใสขวดรูปชมพู 50 มิลลิลิตร เติมกรดไนทริกเพอรคลอริกลงไป 7 มิลลิลิตร  ทําแบลงคโดย
นํากรดไปยอยเชนเดียวกับตัวอยาง นําไปยอยบนเตาใหความรอนโดยเริ่มที่อุณหภูมิประมาณ 
80-100 องศาเซลเซียส จนกระทั้งควันสีนํ้าตาลหมดไป เพ่ิมอุณหภูมิเปน 200 องศาเซลเซียส  
ยอยตอจนปรากฏควันสีขาวประมาณ 30 นาที วางใหเย็นและถายสารละลายลงในขวดวัด
ปริมาตรและปรับเปน 25 มิลลิลิตร ดวยน้ํากลั่นกรองผานกระดากรองวัตแมนเบอร 1 เก็บ
สารละลายไววิเคราะห 

- การยอยดวยวิธีกรดซัลฟวริก-ไฮโดรเจนเพอรออกไซด นําตัวอยางมา 
ประมาณ 0.1 กรัม ใสในหลอดยอยขนาด 20 มิลลิลิตร เติมกรดซัลฟวริกเขมขนลงไป              
1 มิลลิลิตร ยอยบนเตายอยตัวอยางอุณหภูมิ 250 องศาเซลเซียส ประมาณ 20 นาที ยกออก
จากเตาและวางไวประมาณ 1 นาที แลวเติมไฮโดรเจนเพอรออกไซดลงไป 0.5 มิลลิลิตร  นําไป
ยอยตอประมาณ 20 นาทีแลวยกออกวางไวประมาณ 1 นาที เติมไฮโดรเจนเพอรออกไซด 0.5 
มิลลิลิตร และยอยตอไป โดยทําซํ้า 3-4 ครั้ง จนไดสารละลายไมมีสี  แลวยอยครั้งสุดทาย



ติดตอกันอยางนอย 2 ชั่วโมง ปรับปริมาตรเปน 20 มิลลิลิตร โดยใชนํ้ากลั่นและกรองผาน
กระดาษกรองวัตแมนเบอร 1 เก็บสารละลายไววิเคราะหธาตุตางๆ 

- การวัดโพแทสเซียม เตรียมสารละลายมาตรฐานโพแทสเซียม 0, 10, 
20, 40 และ 60 มิลลิกรัมตอลิตร  ปเปตสารละลายมาตรฐานโพแทสเซียม 1000 มิลลิกรัมตอ
ลิตรมา  0, 1, 2, 4 และ 6 มิลลิลิตร ใสขวดวัดปริมาตร  เติมกรดเพอรคลอริกลงไป 0.7 มิลลิลิตร 
ปรับปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตร ใชสําหรับตัวอยางที่ยอยดวยกรดไนทริก-เพอรคลอริก เตรียม
สารละลายมาตรฐานโพแทสเซียมความเขมขนที่ระดับ 0, 10, 20, 40 และ 60 มิลลิกรัมตอลิตร  
โดยปเปตสารละลายมาตรฐานโพแทสเซียม 1000 มิลลิกรัมตอลิตรมา 0, 1, 2, 4 และ 6 
มิลลิลิตร ใสขวดวัดปริมาตร  เติมกรดซัลฟวริกลงไป 1  มิลลิลิตร ปรับปริมาตรเปน 100 
มิลลิลิตร ใชสําหรับตัวอยางที่ยอยดวยกรดซัลฟวริก-เพอรคลอริก เจือจางตัวอยาง 5 เทา โดย  
ปเปตมา 1 มิลลิลิตร แลวเติมนํ้าลงไป 4 มิลลิลิตร ใชสารละลายมาตรฐานที่ไมมีโพแทสเซียม
ปรับใหเคร่ืองอานคาเปนศูนย  และใชสารละลายมาตรฐานโพแทสเซียม 60 มิลลิกรัมตอลิตร  
ปรับเครื่องอานคาไดประมาณ 100 และทําซํ้าจนเคร่ืองอานคาสารละลายมาตรฐานที่ไมมี
โพแทสเซียมเปนศูนย และสารละลายมาตรฐานสูงสุดเปน 100 วัดสารละลายมาตรฐาน
ตามลําดับความเขมขน  แลวจึงวัดแบลงคและตัวอยาง 
 
3.3 ศึกษากระบวนการหมักนํ้าหมักชีวภาพ 

3.3.1 วัสดุอุปกรณ 
1)  เศษวัสดุทางการเกษตรในชุมชน 

          วัสดุทางการเกษตรในชุมชน ไดแก ผักกาด ผักบุง กลวย มะละกอ เศษขยะ
อินทรีย ไดแก เศษปลา หอย ที่ไดจากชุมชนตําบลสะลวงและพ้ืนที่บริการขององคการบริหาร
สวนตําบลสะลวง  ซึ่งจะเปนวัตถุดิบหลักในการใชทําปุยน้ําชีวภาพ   
   2)  กากนํ้าตาล 

           กากนํ้าตาลเปนของเหลวที่ ไดมาจากโรงงานอุตสาหกรรมน้ํ าตาล            
มีองคประกอบทางเคมี คือ นํ้า  ซูโครส  รีดิวซิงซูการ ใชเปนแหลงอาหารและแหลงพลังงาน
หลักของจุลินทรียในกระบวนการหมักปุย (พงษ  พฤกษา, 2547)   
  3)  หัวเชื้อ 

     หัวเชื้อที่ใชในการหมักเชื้อทางการคา 
          4)  นํ้า 
              น้ําใชเปนตัวที่คอยใหความชื้นและควบคุมอุณหภูมิไมใหสูงเกินไปในการ

หมัก  และเปนตัวทําละลายธาตุอาหารที่ไดจากการหมัก 
           5)  ถังหมัก 
                        ถังนํ้าพลาสติกที่มีฝาปด มีความหนาพอสมควร มีความจุหรือปริมาตรที่
สามารถรองรับขยะที่เปนวัสดุหลักไดอยางพอดี  มีฝาปดมิดชิด  ภาชนะควรเปนพลาสติกจะ



ดีกวาโลหะเพราะโลหะอาจจะทําปฏิกิริยากับกรดที่เกิดขึ้นจากการหมักหรือทําปฏิกิริยากับ
ออกซิเจนจนเกิดสนิม 
  6)  ตาชั่ง/เคร่ืองชั่ง 

           เครื่องชั่งจะใชในการชั่งปริมาณของวัตถุดิบที่จะนํามาทํานํ้าหมักชีวภาพ
เพ่ือความแนนอนของสัดสวนที่แมนยํา 
  7) ปมใหอากาศ 
                 เปนเครื่องมือที่ชวยเติมอากาศลงน้ําหมักขณะทําการหมัก 
 

3.3.2 การทดลองหมัก 
         ในการทดลองพัฒนากระบวนการหมัก นํ้าหมักชีวภาพได มีการทดลอง

เปรียบเทียบการหมัก 2 แบบ คือ แบบเติมอากาศและไมเติมอากาศ เพ่ือศึกษาผลของการให
อากาศตอคุณสมบัติของน้ําหมักชีวภาพ ในการทดลองแตละชุดจะทําการทดลอง 3 ซํ้า โดยสูตร
นํ้าหมักชีวภาพที่ใชในการทดลองคร้ังนี้เปนสูตรที่ประยุกตมาจากวัสดุตางๆที่มีอยูในทองถิ่น 
ดังน้ี 

เศษพืชผักผลไม      3    กิโลกรัม 
   เศษปลาและหอย     3    กิโลกรัม 

กากนํ้าตาล      1    กิโลกรัม 
นํ้าสะอาด               1-10  ลิตร  
หัวเชื้อจุลินทรียเขมขน     1  ลิตร 
 

โดยสับผักผลไมเปนชิ้นเล็ก นําไปคลุกเคลารวมกับเศษอาหารในถังหมัก ผสมน้ํากับ
นํ้าตาลใหเขากัน เปนเน้ือเดียวกัน เติมหัวเชื้อจุลินทรียเขมขนในน้ําและนํ้าตาลแลวเททับลงใน
ถังที่ใสเศษอาหารใหทั่วๆ ปดฝาถังหมัก เก็บไวที่อุณหภูมิหองและปราศจากแสง จากน้ันเก็บ
ตัวอยางน้ําหมักมาวิเคราะหคุณสมบัติทางเคมีและปริมาณจุลินทรียในน้ําหมักทุก 2 สัปดาห จน
ครบ 16 สัปดาห  
 
3.4 การตรวจปริมาณเชื้อจุลินทรีย 
 3.4.1 นําตัวอยางนํ้าหมักชีวภาพมาเจือจางแบบ 10-fold dilution ในน้ํากลั่นที่ฆาเชื้อ
หลังจากน้ันดูดสารละลายที่มีความเจือจาง ตั้งแต 10-2 ถึง 10-6 ปริมาตร 1 มิลลิลิตรดวยปเปตที่
ผานการฆาเชื้อแลวลงในจานอาหารเลี้ยงที่ผานการอบฆาเชื้อที่ 180 องศาเซลเซียส เปนเวลา  
2 ชั่วโมง หลังจากน้ันเทอาหารสําหรับเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย (egg albumin agar) และอาหารเลี้ยง
เชื้อรา (Rose Bengal-streptomycin agar) ดังภาคผนวก 1 นําไปบมที่อุณหภูมิหองเปนเวลา   
7 วัน สวนแบคทีเรียในกลุมไมตองการออกซิเจนในการเจริญ (anaerobe) ใหนําอาหารเล้ียงเชื้อ
ไปเลี้ยงใน anaerobic jar เปนระยะเวลา 7 วัน บันทึกผลเชื้อจุลินทรีย โดยนับเฉพาะจานอาหาร



เลี้ยงเชื้อที่มีเชื้อแบคทีเรียอยูระหวาง 30-300 โคโลนี และเชื้อราจะนับเฉพาะจานอาหารที่มีเชื้อ
อยูระหวาง 10-100 โคโลนี 
  อาหารสําหรับเลี้ยงเช้ือแบคทีเรีย (Egg albumin agar) มีสวนประกอบของ
อาหารเลี้ยงเชื้อดังนี้ 
  Egg albumin   0.25 กรัม 
  0.1 N NaOH   10 มิลลิลิตร  
  Glucose   1 กรัม  
  K2HPO4   0.5 กรัม 
  MgSO4.7H2O   0.2 กรัม 
  Fe2(SO4)3.9H2O  0.01 กรัม 
  ผงวุน    15 กรัม 
  นํ้ากลั่น    1,000 มิลลิลิตร   
   ปรับ pH ในอาหารใหได 7.0 ดวย 0.1 N HCl และ 0.1 N NaOH กอนนําไปฆา
เชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 
  อาหารสําหรับเลี้ยงเชื้อรา (Rose Bengal-streptomycin agar) มีสวนประกอบ
ของอาหารเลี้ยงเชื้อดังน้ี 
  peptone   5 กรัม 
  Glucose   10 กรัม  
  K2HPO4   1.0 กรัม 
  MgSO4.7H2O   0.5 กรัม 
  Rose Bengal   0.0350 กรัม 
  ผงวุน    15 กรัม 
  นํ้ากลั่น    1,000 มิลลิลิตร   
   นําสวนผสมไปตมใหละลายแลวนําไปน่ึงฆาเชื้อ หลังจากน้ันเติมสารละลาย 
streptomycin ที่ผานการฆาเชื้อดวยการกรองผานชุดกรองแบคทีเรีย ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อโดย
ใหมีความเขมขนสุดทายของ streptomycin  เทากับ 30 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  
 

 




