
 

บทที่ 3 
 

วิธีการดําเนินการวิจัย 
 

โครงการวิจัยน้ีเปนการศึกษากระบวนการหมักและคุณสมบัติของปุยน้ําหมักชีวภาพตอ
การนําไปใชประโยชนในชุมชนสะลวง อําเภอแมริม จังหวัดเชียงใหม โดยไดมีการดําเนินการ
วิจัยแบงออกเปน 3 ขั้นตอน ขั้นตอนแรกเปนการสํารวจและเก็บขอมูลพื้นฐานเกี่ยวกับปุยน้ํา
หมักชีวภาพในชุมชน ขั้นตอนที่สองเปนการศึกษาคุณสมบัตินํ้าหมักชีวภาพที่เกษตรกรใน
ชุมชนผลิตขึ้นใชเอง และขั้นตอนที่สามทดลองพัฒนากระบวนการหมักนํ้าหมักชีวภาพเพ่ือใหมี
คุณสมบัติที่เหมาะสมตอการนําใชประโยชนตอทางการเกษตรกรรมของชาวบานในชุมชนสะลวง 
 
3.1 การสํารวจและเก็บขอมูลในพื้นที่วิจัย 

คณะผูวิจัยไดลงพื้นที่วิจัยเพื่อสํารวจและเก็บขอมูลการหมักและการใชประโยชนปุยนํ้า
หมักชีวภาพของชุมชน โดยไดมีการสัมภาษณแบบไมเปนทางการ แตมีหัวขอประเด็นที่ตองการ
ชัดเจน ซ่ึงรูปแบบการสัมภาษณจะเปนรูปแบบของการจัดเวทีชวนคุย แลวโยงเขาประเด็นที่
ตองการไมเฉพาะเจาะจง หรือจํากัดคําตอบ เพื่อนําคําตอบที่ไดมาสรุป ประมวลผลเปนขอมูล 
ตลอดจนการสังเกตการปฏิบัติและแนวคิดที่ไดจากการพูดคุย  

ไดมีการสํารวจและเก็บขอมูลนํ้าหมักชีวภาพในพ้ืนที่สะลวงตั้งแตเดือนมิถุนายนถึง
เดือนพฤศจิกายน  
 
3.2 การศึกษาคุณสมบัติทางเคมีของนํ้าหมักชีวภาพในชุมชน 
 นํานํ้าหมักชีวภาพที่เกษตรกรในชุมชนผลิตจากการสํารวจลงพ้ืนที่วิจัย มาวิเคราะห
คุณสมบัติทางเคมี ไดแก pH คาการนําไฟฟา ปริมาณธาตุอาหารหลักไนโตรเจน ฟอสฟอรัส 
และ โพแทสเซียม 
 3.2.1 pH และ คาการนําไฟฟา 
        ใชเคร่ืองวัด pH (pH meter) วัดคา pH ของน้ําหมักชีวภาพ และวัดคาการนํา
ไฟฟาดวยเครื่อง conductivity-meter 

3.3.2 การวิเคราะหปริมาณธาตุอาหาร 
                 1)  การวิเคราะหหาไนโตรเจนในรูปทีเคเอ็นไนโตรเจน (TKN) ที่มีอยูในปุยอินทรีย
นํ้า (ม่ันสิน ตัณฑุลเวศม, 2543) 

     1.1) เคร่ืองมือและอุปกรณ 
   - ขวดเจลดาลห (Kjeldahl flask) 



 

   - ชุดเคร่ืองมือสําหรับการยอย 
   - ชุดเคร่ืองมือสําหรับการกลั่นแอมโมเนีย 

     1.2) สารเคมี 
- สารละลายปรอทซัลเฟต 
- สารละลายปรอทออกไซด 8 กรัมในกรดกํามะถัน 6 นอรมอล  

ปริมาตร  100 มิลลิลิตร  
            - น้ํายาสําหรับการยอยสลาย (Digestion  Reagent) ละลาย        
โปแทสเซียมซัลเฟต (K2SO4)  134 กรัมในนํ้ากลั่น  650 มิลลิลิตร เติมกรดกํามะถันเขมขน  
200  มิลลิลิตร  คนใหเขากัน  และเติมสารละลายปรอทซัลเฟต  25 มิลลิลิตร เจือจางสารละลาย
ดวยน้ํากลั่นใหมีปริมาตรครบ  1 ลิตร  เก็บรักษาที่อุณหภูมิ  20 องศาเซลเซียส เพ่ือปองกันการ
ตกผลึก 

       - สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด-โซเดียมไธโอซัลเฟต (Sodium  
Hydroxide-Sodium  Thiosulfate  Reagent) ละลายโซเดียมไอดรอกไซด  500 กรัม และ
โซเดียมไธโอซัลเฟต (NA2S2O3.5H2O)  25 กรัมในน้ําและเจือจางเปน 1 ลิตร 
         - สารละลายฟนอลฟทาลนีอินดิเคเตอร ละลายฟนอลฟทาลีน 5 กรัมใน
เอทธานอล (C2H5OH) 95% จํานวน 500 มิลลิลติร เตมิน้ํากลั่นอีก 500 มิลลิลติร 
                        1.3) วิธวีิเคราะห   
            - การเลือกขนาดตัวอยาง โดยจะเลือกปริมาตรตวัอยางที่จะใชตาม
ตารางที่  3.1  ขนาดของตัวอยางจะตองสอดคลองกับปริมาณไนโตรเจนที่คาดวาจะมี (สังเกตได
จากลักษณะของน้ําและแหลงที่มาของน้ําตัวอยาง)  ถาใชขนาดตัวอยางมากเกินไปเวลาในการ
ยอยนานหลายชั่วโมง  เม่ือเลือกปริมาตรตัวอยางไดแลว  ตวงตัวอยางใสในขวดเจลดาลหขนาด  
800 มิลลิลติร  เติมลูกแกว 3-4 เม็ด  เพ่ือปองกันการเดือดอยางรุนแรงภายในขวด 
 
ตารางที่ 3.1 การเลือกขนาดตัวอยาง 
 

ปริมาณไนโตรเจนอินทรยีในตัวอยาง  
(มิลลิกรัม/มิลลลิิตร) 

ขนาดตัวอยาง  
(มิลลลิิตร) 

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

500 
250 
100 
50 
25 

 



- การยอยสลาย(Digestion) เติมนํ้าสําหรับยอยสลาย 50 มิลลิลิตร 
นําเขาเคร่ืองยอยสลาย  ตมจนกระทั่งเกิดควันสีขาวของ SO3 ใหตมไปเรื่อยๆจนไดสารละลาย
ใส  จากน้ันยอยสลายตอไปอีก  20-30 นาที (ถายังไมไดสารละลายใสใหเติมนํ้ายายอยสลายอีก 
50 มิลลิลิตร  แลวยอยตอไปจนไดสารละลายใส)  ปดไฟและปลอยทิ้งไวใหเย็น  แลวเติมนํ้ากลั่น  
300 มิลลิลิตร  และ ฟนอลฟทาลีน 0.5 มิลลิลิตร  เขยาใหเขากันและทําใหเปนดางโดยคอยๆ  
เติมนํ้ายาโซเดียมไฮดรอกไซดไธโอซัลเฟต  50 มิลลิลิตร(ใชนํ้ายาโซเดียมไฮดรอกไซดไธโอ
ซัลเฟต  50 มิลลิลิตร ตอนํ้ายายอยสลาย  50 มิลลิลิตร)  เขยาใหเขากัน  ถาไดสีชมพูของฟ
นอลฟทาลีนยังไมเกิด  ใหเติมน้ํายาโซเดียมไฮดรอกไซดไธโอซัลเฟตลงไปอีก  จากน้ันนําไป
กลั่น 

- การกลั่นตอขวดเจลดาลหเขากับเครื่องกลั่น  ทําการกลั่นโดยใหความ
รอนที่พอเหมาะ  เก็บสวนที่กลั่นไดออกมา  200 มิลลิลิตร  ผานหลอดแกวที่จุมอยูในสารละลาย
กรดบอริค  50 มิลลิลิตร  ถาจะหาแอมโมเนียมไนโตรเจนโดยวิธี Nesslerization  ใหกรดบอริค
ธรรมดาแตถาจะหาโดยวิธีไตรเตรตใหใชกรดบอริคที่เติมอินดิเคเอตร  เม่ือกลั่นครบ  200 
มิลลิลิตร เลื่อนขวดเก็บสารละลายที่ไดจากการกลั่น (Distillate) ออกและนําไปหาแอมโมเนีย
ตอไป  ใหทําแบลงคดวยโดยใชน้ํากลั่นแลวทําตามขั้นตอนเหมือนของน้ําตัวอยาง 

- การคํานวณ ปริมาณแอมโมเนียที่วิเคราะหไดจากตัวอยางนํ้าที่ผานการ
ยอยและการกลั่นมาแลวจะเปนคา TKN  ถาตองการหาความเขมขนของสารละลายอินทรีย
ไนโตรเจนเพียงอยางเดียว  จะตองวิเคราะหหาคาแอมโมเนียของตัวอยางนํ้ากอน  จากนั้นจึง
คํานวณหาคาสารอินทรียไนโตรเจนไดดังนี้ 

 

  สารอินทรียไนโตรเจน = TKN  - แอมโมเนียไนโตรเจน 

 
2)  การวิเคราะหแอมโมเนียไนโตรเจน (Ammonia nitrogen) ดวยวิธีเนสเลอไร

เซชัน (อรทัย ชวาลภาฤทธิ์, 2545) 
     2.1) เคร่ืองมือและอุปกรณ 

 - สเปกโทรโฟโตมิเตอร 
 - เคร่ืองวัดพีเอช 
 - หลอดเนสเลอรขนาด 100 และ 50 มิลลิลิตร 

     2.2) สารเคมี 
 - สารละลายซิงคซัลเฟต (Zinc Sulfate Solution)  
 - ละลายซิงคซัลเฟต (ZnSo4 ,7H2O) 100 กรัม ในน้ํากลั่นเจือจางให

เปน 1 ลิตร 
 - สารละลายอีดีทีเอ (EDTA reagent) ละลายไดโซเดียมเอทธิลีน

ไดอะมีน เตตระอะเซเตตไดไฮเดรต (Disodium Ethylenediamine Tetraacetate Dihydrate) 50 



กรัม ในน้ํา 60 มิลลิลิตร ที่มีโซเดียมไฮดรอกไซด 10 กรัม ละลายอยู  ถาจําเปนใหอุนเพ่ือให
ละลายอยางสมบูรณ  ปลอยใหเย็นเทาอุณหภูมิหอง  เติมน้ํากลั่นใหครบ 100 มิลลิลิตร 

           - น้ํายาเนสเลอร (Nessler Reagent) ละลาย Hg2 100 กรัม และ KI 
70 กรัมในน้ํากลั่น 50 มิลลิลิตร และเติมของผสมนี้ชาๆพรอมคนลงในสารละลายที่เย็นของ
โซเดียมไฮดรอกไซด 160 กรัม ในน้ํากลั่น 500 มิลลิลิตร เจือจางใหเปน 1 ลิตร เก็บในขวดสีชา
ที่ทําดวยแกวบอโรซิลิเคต ปดดวยจุกยางอยาใหถูกแสงเพ่ือรักษาสภาพน้ํายาใหคงสภาพอยูเปน
ป  ตรวจสอบนํ้ายาเพ่ือใหแนใจวาจะใหสีกับแอมโมเนียไนโตรเจน 0.1 มิลลิกรัม ภายในเวลา 10 
นาที หลังจากเติมนํ้ายาและไมเกิดตะกอนกับแอมโมเนียจํานวนเล็กนอยใน 2 ช่ัวโมง (ระวัง: มี
พิษอยาใหเขาปาก) 

- สารละลายสต็กแอมโมเนีย (Stock Ammonia Solution) ละลาย
แอมโมเนียมคลอไรดปราศจากนํ้า (NH4Cl) ที่อบแหง ณ อุณหภูมิ 100 องศาเซียเซียส แลว 
3.819 กรัม ในนํ้ากลั่นแลวเจือจางใหเปน 1 ลิตร 
 

 
- สารละลายมาตรฐานแอมโมเนีย ตวงสตอกแอมโมเนียม 10.00 

มิลลิลติร ลงในขวดตวงและทําใหเจือจางดวยน้ํากลั่นใหเปน 1000 มิลลิลติร 
 
 
 

     2.3) วิธีการวิเคราะห   
 - เตรียมตวัอยาง ตัวอยางที่ไมผานการกลั่น  ถาตัวอยางนํ้ามีคลอรีน

ตองกําจัดออกกอนตามหัวขอ ค. ขอ 2 ตวงตัวอยางนํ้า 100 มิลลิลติร ใสหลอดเนสเลอร  เติม
สารละลายซิงคซัลเฟต 1 มิลลิลติร และละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 6 นอรมัล 0.5 มิลลิลติรเพ่ือ
ปรับใหไดพีเอช 10.5 คนใหเขากัน ตั้งทิ้งไว 2-3 นาทีเพ่ือใหตะกอนตกลงมาจะไดนํ้าใสและไมมี
สีอยูขางบน  แยกน้ําใสออกมาโดยใชเคร่ืองเหวี่ยง (Centrifuge) 

- ตัวอยางที่ผานการกรอง  ปรับพีเอชของกรดบอริคที่ใชเปนสารละลาย
จับแอมโมเนียใหเปนกลางกอนโดยใชสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 6 นอรมัล 

- การทําใหเกิดสี ตวงตัวอยางน้ําที่ผานการเตรียมแลว 50.0 มิลลิลิตร
หรือนอยกวาแลวเติมนํ้ากลั่นใหเปน 50.0 มิลลิลิตร ใสหลอดเนสเลอร  ถาสวนที่ไมกลั่นมี
แคดเมียม   แมกนีเซียมหรืออิออนตัวอ่ืนที่ทําใหเกิดความขุนกับนํ้ายาเนสเลอรในปริมาณมาก  
ใหเติมนํ้ายาอีดีทีเอ 1-2 หยด เติมนํ้ายาเนสเลอร 20 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันโดยใชหลอดยาปด
หลอดเนสเลอร  เขยาหลอดกลับไปกลับมา 5-6 คร้ัง  ตั้งทิ้งไวใหเกิดปฏิกิริยา 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 



ใชนํ้ากลั่น 50 มิลลิลิตรแลวทําเชนเดียวกับตัวอยางในขั้นทําใหเกิดสีเลย  เม่ือครบเวลานําไปวัด 
Absorbance ที่ความยาวคลื่น 410 นาโนเมตร อานคาจากกราฟมาตรฐาน 

- การเตรียมกราฟมาตรฐาน เตรียมสารละลายแอมโมเนียไนโตรเจน  
ใหมีความเขมขน 20 , 40 , 60, 80 , 100 และ 120 ไมโครกรัม โดยปเปตสารละลายมาตรฐาน
แอมโมเนีย (ในหัวขอ ข. ขอ 5) มา 2 , 4 ,6 , 8 , 10 และ 12 มิลลิลิตร ใสในหลอดเนสเลอร  
เติมนํ้าใหครบ 50.0 มิลลิลิตร  แลวทําใหเกิดสีเชนเดียวกับตัวอยาง  พล็อตกราฟระหวางความ
เขมขนเปนไมโครกรัมกับ Absorbance โดยใชกราฟธรรมดา และคํานวณตามสูตร 

 

 
 

3) การวิเคราะหหาฟอสฟอรัสในรูปออโธฟอสเฟต ดวยวิธีกรดแอสคอรบิค(ม่ัน
สิน   ตัณฑุลเวศม,2543) 

       3.1) เคร่ืองมือและอุปกรณ 
    - สเปกโคตรโฟเตมิเตอร  ซ่ึงมีอินฟาเรดโฟโตทิวบใชกับความยาว

คลื่น 880 นาโนเมตร 
 - เคร่ืองแกวที่ลางดวยกรดและน้ํากลั่นจนสะอาด 

      3.2) สารเคมี 
 - กรดวัลฟวริค 5 นอรมัล เติมกรดซัลฟวริคเขมขน 70 มิลลิลิตรลงใน

นํ้ากลั่นแลวเติมนํ้ากลั่นจนครบ 500 มิลลิลิตร 
 - สารละลายแอนติดมนิลโปแตสเซียมตาเตรต (Potassium  

Antimonyl  Tartrate  Solution)  ละลาย K(SbO)C4H4O6.0.5H2O 1.3715  กรัม ในน้ํากลั่น  
400 มิลลิลิตร  แลวเจือจางดวยน้ํากลั่นเปน 500 มิลลิลิตร  ในขวดวัดปริมาตร  เก็บในขวดแกว 

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

- กรดแอสคอรบิค (Ascorbic Acid) ละลายกรดแอสคอรบิค 1.76 กรัม  
ในน้ํากลั่น  100 มิลลิลิตร สารละลายนี้จะคงตัวประมาณ 1 สัปดาหถาเก็บไวที่อุณหภูมิ 4 องสา
เซลเซียส 

- นํ้ายารวม(Combined  reagen) ผสมน้ํายาเคมีที่กลาวขางตนใน
สัดสวนสําหรับ  100 มิลลิลิตร  ดังนี้ 
    กรดซัลฟูริค 5 นอรมัล    50 มิลลิลิตร 
    สารละลายแอนติโมนิลโปแตสเซียมตาเตรต 5  มิลลิลิตร 
    สารละลายแอมโมเนียมโมลิบเดต   15 มิลลิลิตร 

แอมโนเมีย (มก./ล. ในรูป N)  =  ไมโครกรัมแอมโมเนียที่อานจากกราฟ 
                     ปริมาตรตวัอยาง (มล.) 



    สารละลายกรดแอสคอรบิค   30 มิลลิลิตร 
กอนผสมตองปลอยใหสารละลายแตละชนิดอยูที่อุณหภูมิหองกอน  นํามาผสมโดยผสมใหเขากัน
ทุกคร้ังเม่ือเติมสวนผสมแตละชนิด (ใหเติมเรียงลําดับไป)  ถามีความขุนเกิดขึ้นในน้ํายารวม
หลังจากเติมสารละลายแอนติโมนิลโปแตสเซียมตาเตรต  หรือแอมโมเนียมโมลิบเดตใหเขยา
นํ้ายาเคมีรวมนี้แลวตั้งทิ้งไว 2-3 นาที  จนกระท่ังความขุนหายไป  จึงเติมนํ้ายาตัวอ่ืนตอไป  
นํ้ายารวมนี้อยูตัวไดนาน 4 ชั่วโมง  

  - สารละลายสตอกฟอสเฟต ละลาย Anhydrous KH2PO4 219.5 
มิลลิกรัม ในน้ํากลั่นและเจือจางใหเปน 1,000 มิลลิลิตร 

- สารละลายมาตรฐานฟอสเฟต นําสารละลายสตอกฟอสเฟตมา 500 
มิลลิลิตร  เติมน้ํากลั่นจนได 1000 มิลลิลิตร 

3.3) วิธีการวิเคราะหหาฟอสฟอรัสในรูปออโธฟอสเฟต  
   - การเตรียมตัวอยาง ปเปตตัวอยางน้ํา  50.0 มิลลิลิตร ใสลงในขวด

รูปกรวยขนาด 125 มิลลิลิตร  เติมสารละลายฟนอลฟทาลีนอินดิเคเตอร 1 หยด ถาเปนสีแดงให
หยด  กรดซัลฟุริค 5 นอรมัล ลงไปทีละหยดจนกระทั่งสีแดงหายไป  เติมนํ้ายารวม 8.0 
มิลลิลิตร  เขยาใหเขากัน ตั้งทิ้งไวอยางนอย 10 นาที แตไมเกิน 30 นาที นําไปวัดการดูดกลืน
แสง(absorbance) ที่ความยาวคลื่นแสง 880 นาโนเมตรโดยใช reagent blank เทียบ A= 0 

  - การทํา correction สําหรับตัวอยางนํ้าที่มีสีหรือความขุน โดยทั่วไป
สีของน้ําธรรมชาติจะไมขัดขวางการหาที่ความยาวคลื่นสูงๆซ่ึงใชอยู  แตในกรณีท่ีนํ้าขุนหรือมีสี
มากใหใชนํ้าตัวอยางแบลงค  โดยเติมนํ้ายาทุกอยางยกเวนสารละลายกรดแอสคอรบิคและ
สารละลายแอนติโมนิลโปแตสเซียมตาเตรต  ลงในตัวอยาง  นําไป set A=0 แลววัดabsorbance 
ของตัวอยางนํ้าที่เติมน้ํายาครบทุกชนิด 

  - การเตรียมกราฟมาตรฐาน เตรียมอนุกรมความเขมขนของ
สารละลายมาตรฐานฟอตเฟต ดังนี้ 5, 10, 15, 20, 25 และ 30 ไมโครกรัม โดยปเปตสารละลาย
มาตรฐานฟอตเฟต (1 มิลลิลิตร = 2.5 μg) มา 0, 2, 4, 6, 8, 10 และ 12 มิลลิลิตร ใสในขวดวัด
ปริมาตรขนาด 50.0 มิลลิลิตร  แตละขวดแลวเติมน้ํากลั่นใหครบขีดปริมาตร  เขยาใหเขากัน  เท
ใสขวดรูปกรวย  ขนาด 125 มิลลิลิตร เติมนํ้ายารวม 8.0 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน  ตั้งทิ้งไว
อยางนอย 10 นาที แตไมเกิน 30 นาที นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 880 นาโน
เมตร โดยใชขวดที่มีความเขมขน 0 ไมโครกรัมเปนแบลงคพล็ตกราฟระหวางความเขมขนเปน
ไมโครกรัมกับคาการดูดกลืนแสงที่ไดแตละความเขมขน และคํานวณตามสมการขางลาง 
 

             ฟอสเฟต (มิลลิกรัมP/ล.)  =  ไมโครกรัมฟอสเฟตท่ีอานไดจากกราฟ /  
                                                       ปริมาตรตัวอยาง (มิลลิลิตร) 

 
4) การวิเคราะหโพแทสเซียม (จําเปน  ออนทอง, 2547) 



    4.1) วัสดุและอุปกรณ 
- เคร่ืองชั่ง  ความละเอียด 0.0001 กรัม 
- ขวดรูปชมพู (Erlenmeyer  flask) ขนาด 50 มิลลิลิตร 
- เตาใหความรอน (Hot  plate) 
- กระดาษกรองวัตแมน (Whatman  filter  paper) 
- ขวดวัดปริมาตร (Volumetric  flask) 
- เคร่ืองเฟลมโฟโตมิเตอร (Flame  photometer) 
- หลอดทดลอง (Test  tube) 
- หลอดยอยตัวอยาง (Digestion tube) ขนาด 20 มิลลิลิตร 

   4.2) สารเคมี 
- สารละลายมาตรฐานโพแทสเซียม 1000 มิลลิกรัม ละลาย

โพแทสเซียมคลอไรด (Potassium  chloride:KCl)  ที่ผานการอบที่อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส 
เปนเวลาไมนอยกวา 3 ชั่วโมง โดยใช 1.9067 กรัม ในน้ําที่ปราศจากไอออนและปรับปริมาตร
เปน 1 ลิตรในขวดวัดปริมาตร 

- กรดผสมไนทริก-เพอรคลอริก (HNO3-HClO4) : ผสมในกรดไนทริก 
(Nitric acid 65 % w/w HNO3) กับกรดเพอรคลอริก (Perchloric acid : 70 % w/w HClO4) ใน
สัดสวน 3: 1 โดยปริมาตร 

- กรดซัลฟวริคเขมขน (Sulphuric acid : 98 % w/w H2SO4) 
- ไฮโดรเจนเพอรออกไซด (Hydrogen  peroxide: H2O2)30 %w/w  

   4.3) วิธีวิเคราะห   
- การยอยตัวอยางดวยกรดผสมไนทริก-เพอรคลอริก นําตัวอยาง  0.1 

กรัม  ใสขวดรูปชมพู 50 มิลลิลิตร เติมกรดไนทริกเพอรคลอริกลงไป 7 มิลลิลิตร  ทําแบลงคโดย
นํากรดไปยอยเชนเดียวกับตัวอยาง นําไปยอยบนเตาใหความรอนโดยเริ่มที่อุณหภูมิประมาณ 
80-100 องศาเซลเซียส จนกระทั้งควันสีนํ้าตาลหมดไป เพ่ิมอุณหภูมิเปน 200 องศาเซลเซียส  
ยอยตอจนปรากฏควันสีขาวประมาณ 30 นาที วางใหเย็นและถายสารละลายลงในขวดวัด
ปริมาตรและปรับเปน 25 มิลลิลิตร ดวยน้ํากลั่นกรองผานกระดากรองวัตแมนเบอร 1 เก็บ
สารละลายไววิเคราะห 

- การยอยดวยวิธีกรดซัลฟวริก-ไฮโดรเจนเพอรออกไซด นําตัวอยางมา 
ประมาณ 0.1 กรัม ใสในหลอดยอยขนาด 20 มิลลิลิตร เติมกรดซัลฟวริกเขมขนลงไป              
1 มิลลิลิตร ยอยบนเตายอยตัวอยางอุณหภูมิ 250 องศาเซลเซียส ประมาณ 20 นาที ยกออก
จากเตาและวางไวประมาณ 1 นาที แลวเติมไฮโดรเจนเพอรออกไซดลงไป 0.5 มิลลิลิตร  นําไป
ยอยตอประมาณ 20 นาทีแลวยกออกวางไวประมาณ 1 นาที เติมไฮโดรเจนเพอรออกไซด 0.5 
มิลลิลิตร และยอยตอไป โดยทําซํ้า 3-4 ครั้ง จนไดสารละลายไมมีสี  แลวยอยครั้งสุดทาย



ติดตอกันอยางนอย 2 ชั่วโมง ปรับปริมาตรเปน 20 มิลลิลิตร โดยใชนํ้ากลั่นและกรองผาน
กระดาษกรองวัตแมนเบอร 1 เก็บสารละลายไววิเคราะหธาตุตางๆ 

- การวัดโพแทสเซียม เตรียมสารละลายมาตรฐานโพแทสเซียม 0, 10, 
20, 40 และ 60 มิลลิกรัมตอลิตร  ปเปตสารละลายมาตรฐานโพแทสเซียม 1000 มิลลิกรัมตอ
ลิตรมา  0, 1, 2, 4 และ 6 มิลลิลิตร ใสขวดวัดปริมาตร  เติมกรดเพอรคลอริกลงไป 0.7 มิลลิลิตร 
ปรับปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตร ใชสําหรับตัวอยางที่ยอยดวยกรดไนทริก-เพอรคลอริก เตรียม
สารละลายมาตรฐานโพแทสเซียมความเขมขนที่ระดับ 0, 10, 20, 40 และ 60 มิลลิกรัมตอลิตร  
โดยปเปตสารละลายมาตรฐานโพแทสเซียม 1000 มิลลิกรัมตอลิตรมา 0, 1, 2, 4 และ 6 
มิลลิลิตร ใสขวดวัดปริมาตร  เติมกรดซัลฟวริกลงไป 1  มิลลิลิตร ปรับปริมาตรเปน 100 
มิลลิลิตร ใชสําหรับตัวอยางที่ยอยดวยกรดซัลฟวริก-เพอรคลอริก เจือจางตัวอยาง 5 เทา โดย  
ปเปตมา 1 มิลลิลิตร แลวเติมนํ้าลงไป 4 มิลลิลิตร ใชสารละลายมาตรฐานที่ไมมีโพแทสเซียม
ปรับใหเคร่ืองอานคาเปนศูนย  และใชสารละลายมาตรฐานโพแทสเซียม 60 มิลลิกรัมตอลิตร  
ปรับเครื่องอานคาไดประมาณ 100 และทําซํ้าจนเคร่ืองอานคาสารละลายมาตรฐานที่ไมมี
โพแทสเซียมเปนศูนย และสารละลายมาตรฐานสูงสุดเปน 100 วัดสารละลายมาตรฐาน
ตามลําดับความเขมขน  แลวจึงวัดแบลงคและตัวอยาง 
 
3.3 ศึกษากระบวนการหมักนํ้าหมักชีวภาพ 

3.3.1 วัสดุอุปกรณ 
1)  เศษวัสดุทางการเกษตรในชุมชน 

          วัสดุทางการเกษตรในชุมชน ไดแก ผักกาด ผักบุง กลวย มะละกอ เศษขยะ
อินทรีย ไดแก เศษปลา หอย ที่ไดจากชุมชนตําบลสะลวงและพ้ืนที่บริการขององคการบริหาร
สวนตําบลสะลวง  ซึ่งจะเปนวัตถุดิบหลักในการใชทําปุยน้ําชีวภาพ   
   2)  กากนํ้าตาล 

           กากนํ้าตาลเปนของเหลวที่ ไดมาจากโรงงานอุตสาหกรรมน้ํ าตาล            
มีองคประกอบทางเคมี คือ นํ้า  ซูโครส  รีดิวซิงซูการ ใชเปนแหลงอาหารและแหลงพลังงาน
หลักของจุลินทรียในกระบวนการหมักปุย (พงษ  พฤกษา, 2547)   
  3)  หัวเชื้อ 

     หัวเชื้อที่ใชในการหมักเชื้อทางการคา 
          4)  นํ้า 
              น้ําใชเปนตัวที่คอยใหความชื้นและควบคุมอุณหภูมิไมใหสูงเกินไปในการ

หมัก  และเปนตัวทําละลายธาตุอาหารที่ไดจากการหมัก 
           5)  ถังหมัก 
                        ถังนํ้าพลาสติกที่มีฝาปด มีความหนาพอสมควร มีความจุหรือปริมาตรที่
สามารถรองรับขยะที่เปนวัสดุหลักไดอยางพอดี  มีฝาปดมิดชิด  ภาชนะควรเปนพลาสติกจะ



ดีกวาโลหะเพราะโลหะอาจจะทําปฏิกิริยากับกรดที่เกิดขึ้นจากการหมักหรือทําปฏิกิริยากับ
ออกซิเจนจนเกิดสนิม 
  6)  ตาชั่ง/เคร่ืองชั่ง 

           เครื่องชั่งจะใชในการชั่งปริมาณของวัตถุดิบที่จะนํามาทํานํ้าหมักชีวภาพ
เพ่ือความแนนอนของสัดสวนที่แมนยํา 
  7) ปมใหอากาศ 
                 เปนเครื่องมือที่ชวยเติมอากาศลงน้ําหมักขณะทําการหมัก 
 

3.3.2 การทดลองหมัก 
         ในการทดลองพัฒนากระบวนการหมัก นํ้าหมักชีวภาพได มีการทดลอง

เปรียบเทียบการหมัก 2 แบบ คือ แบบเติมอากาศและไมเติมอากาศ เพ่ือศึกษาผลของการให
อากาศตอคุณสมบัติของน้ําหมักชีวภาพ ในการทดลองแตละชุดจะทําการทดลอง 3 ซํ้า โดยสูตร
นํ้าหมักชีวภาพที่ใชในการทดลองคร้ังนี้เปนสูตรที่ประยุกตมาจากวัสดุตางๆที่มีอยูในทองถิ่น 
ดังน้ี 

เศษพืชผักผลไม      3    กิโลกรัม 
   เศษปลาและหอย     3    กิโลกรัม 

กากนํ้าตาล      1    กิโลกรัม 
นํ้าสะอาด               1-10  ลิตร  
หัวเชื้อจุลินทรียเขมขน     1  ลิตร 
 

โดยสับผักผลไมเปนชิ้นเล็ก นําไปคลุกเคลารวมกับเศษอาหารในถังหมัก ผสมน้ํากับ
นํ้าตาลใหเขากัน เปนเน้ือเดียวกัน เติมหัวเชื้อจุลินทรียเขมขนในน้ําและนํ้าตาลแลวเททับลงใน
ถังที่ใสเศษอาหารใหทั่วๆ ปดฝาถังหมัก เก็บไวที่อุณหภูมิหองและปราศจากแสง จากน้ันเก็บ
ตัวอยางน้ําหมักมาวิเคราะหคุณสมบัติทางเคมีและปริมาณจุลินทรียในน้ําหมักทุก 2 สัปดาห จน
ครบ 16 สัปดาห  
 
3.4 การตรวจปริมาณเชื้อจุลินทรีย 
 3.4.1 นําตัวอยางนํ้าหมักชีวภาพมาเจือจางแบบ 10-fold dilution ในน้ํากลั่นที่ฆาเชื้อ
หลังจากน้ันดูดสารละลายที่มีความเจือจาง ตั้งแต 10-2 ถึง 10-6 ปริมาตร 1 มิลลิลิตรดวยปเปตที่
ผานการฆาเชื้อแลวลงในจานอาหารเลี้ยงที่ผานการอบฆาเชื้อที่ 180 องศาเซลเซียส เปนเวลา  
2 ชั่วโมง หลังจากน้ันเทอาหารสําหรับเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย (egg albumin agar) และอาหารเลี้ยง
เชื้อรา (Rose Bengal-streptomycin agar) ดังภาคผนวก 1 นําไปบมที่อุณหภูมิหองเปนเวลา   
7 วัน สวนแบคทีเรียในกลุมไมตองการออกซิเจนในการเจริญ (anaerobe) ใหนําอาหารเล้ียงเชื้อ
ไปเลี้ยงใน anaerobic jar เปนระยะเวลา 7 วัน บันทึกผลเชื้อจุลินทรีย โดยนับเฉพาะจานอาหาร



เลี้ยงเชื้อที่มีเชื้อแบคทีเรียอยูระหวาง 30-300 โคโลนี และเชื้อราจะนับเฉพาะจานอาหารที่มีเชื้อ
อยูระหวาง 10-100 โคโลนี 
  อาหารสําหรับเลี้ยงเช้ือแบคทีเรีย (Egg albumin agar) มีสวนประกอบของ
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 
  ผงวุน    15 กรัม 
  นํ้ากลั่น    1,000 มิลลิลิตร   
   ปรับ pH ในอาหารใหได 7.0 ดวย 0.1 N HCl และ 0.1 N NaOH กอนนําไปฆา
เชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 
  อาหารสําหรับเลี้ยงเชื้อรา (Rose Bengal-streptomycin agar) มีสวนประกอบ
ของอาหารเลี้ยงเชื้อดังน้ี 
  peptone   5 กรัม 
  Glucose   10 กรัม  
  K2HPO4   1.0 กรัม 
  MgSO4.7H2O   0.5 กรัม 
  Rose Bengal   0.0350 กรัม 
  ผงวุน    15 กรัม 
  นํ้ากลั่น    1,000 มิลลิลิตร   
   นําสวนผสมไปตมใหละลายแลวนําไปน่ึงฆาเชื้อ หลังจากน้ันเติมสารละลาย 
streptomycin ที่ผานการฆาเชื้อดวยการกรองผานชุดกรองแบคทีเรีย ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อโดย
ใหมีความเขมขนสุดทายของ streptomycin  เทากับ 30 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  
 

 




