
 

บทที ่3 

อปุกรณ์และวธีิการทดลอง 
 

3.1 สถานทีท่ าการทดลอง 

ท าการทดลองในศูนย์วิจัยระบบทรัพยากรเกษตร (Center for Agricultural System 
Research)   โรงเรือนทดลองของคณะเกษตรศาสตร์ มหาวิทยาลัยเชียงใหม่ แปลงทดลองใน               
ต. หนองล่อง  อ. เวียงหนองล่อง  จ. ล าพูน และห้องปฏิบติัการจุลินทรียดิ์น สาขาวิชาปฐพีศาสตร์
และอนุ รักษศาสตร์  ภาควิชาพืชศาสตร์และทรัพยากรธรรมชาติ  คณะ เกษตรศาสตร์ 
มหาวทิยาลยัเชียงใหม่ ตั้งแต่เดือนตุลาคม พ.ศ. 2552 – เดือน มีนาคม พ.ศ. 2555 
 
3.2  การคัดกรองวธีิการสกดักรดฮิวมิคจากลโีอนาร์ไดท์ 

ตัวอย่างท่ีน ามาศึกษาวิธีการสกัดกรดฮิวมิคในคร้ังน้ี ได้แก่ ลีโอนาร์ไดท์จากเหมือง         
ถ่านหิน 3 แหล่ง คือ แหล่งเชียงม่วน  แม่เมาะแหล่งท่ี 1 และแม่เมาะแหล่ง 2  ดินจากกลุ่มชุดดิน              
ท่ี 21 ชุดดินสรรพยา (Sapphaya series: Sa) ในพื้นท่ีบา้นตน้ผึ้ง ม. 8 ต.หนองล่อง อ.เวียงหนองล่อง          
จ.ล าพูน (กรมพฒันาท่ีดิน, 2555a) และปุ๋ยหมกัของ คณะเกษตรศาสตร์ มหาวิทยาลยัเชียงใหม่       
ท าการผึ่ งตัวอย่า งทั้ งหมดให้แห้งในท่ี ร่มและน ามา ร่อนผ่านตะแกรงขนาด  60  mesh                           
(250 ไมโครเมตร) วิเคราะห์สมบติัทางเคมีและท าการเปรียบเทียบวิธีการวิเคราะห์กรดฮิวมิคจาก
ตวัอย่างทั้งหมด โดยวางแผนการทดลองแบบสุ่มสมบูรณ์ (Completely Randomized Design)   
ต ารับละ 6 ซ ้ า วิธีวิเคราะห์กรดฮิวมิคได้คดัเลือกวิธีการจากผลงานวิจยัการสกดักรดฮิวมิคท่ีไดผ้ลดี
มากท่ีสุด 5 ผลงานดงัน้ี  

วิธีท่ี 1 สกดัตวัอย่าง 5 กรัม โดยใช้ 0.1 M NaOH 50 ml ใส่ในหลอด polyethylene 
centrifuge  แลว้ท าการเขยา่ 24 ชัว่โมง จากนั้นน ามาป่ันเหวี่ยง (centrifuge) ท่ี 5,000 รอบต่อนาที
เป็นเวลา 15 นาที กรองแยกเอาตะกอนทิ้งไป เก็บสารละลายท่ีกรองไดม้าปรับ pH ให้เป็น 1 ดว้ย         
6 M HCl  ตั้งทิ้งไว ้24 ชัว่โมง เพื่อให้กรดฮิวมิคตกตะกอน น ามาแยกตะกอนโดยการ centrifuge ท่ี 
5,000 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 15 นาที กรดฮิวมิคจะแยกออกจากกรดฟุลวิคอย่างชดัเจนโดยท่ีส่วนท่ี
เป็นสารละลายใสท่ีไดจ้ากการป่ันเหวี่ยง (supernatant) เป็นกรดฟุลวิคและส่วนท่ีเป็นตะกอนเป็น
กรด ฮิวมิค น าตะกอนกรดฮิวมิคท่ีไดม้าอบท่ี 55-60 oC  จนกวา่จะแหง้สนิท (Ahmed et al., 2005) 
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วิธีท่ี 2 สกดัตวัอยา่ง 1 กรัม โดยใช ้0.25 M  KOH ต่อสารละลาย 20 ml ใส่ในหลอด 
polyethylene centrifuge ขนาด 50 ml แลว้ท าการเขยา่ 12 ชัว่โมง จากนั้นน ามา centrifuge ท่ี 5,000 
รอบต่อนาทีเป็นเวลา 15 นาที กรองแยกเอาตะกอนทิ้งไป เก็บสารละลายท่ีกรองไดม้าปรับ pH ให้
เป็น 2 ดว้ย HCl เขม้ขน้ ตั้งทิ้งไว ้24 ชัว่โมง ท่ีอุณหภูมิ 4 oC  เพื่อใหก้รดฮิวมิคตกตะกอน  น ามาแยก
ตะกอนโดยการ centrifuge ท่ี 5,000 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 15 นาทีอีกคร้ัง น าตะกอนกรดฮิวมิคท่ี
ไดม้าอบท่ี 55-60 oC จนกวา่จะแหง้สนิท (Garcia et al.,1996)  

วิธีท่ี 3 สกดัตวัอยา่ง 2 กรัม โดยใช ้ 0.5 M NaOH 40 ml ใส่ใน Erlenmeyer flask  น ามา            
แช่ใน water bath  ท่ีอุณหภูมิ 100 oC ประมาณ1 ชัว่โมง เพื่อให้ตวัอย่างละลาย กรองเอาส่วนท่ี         
ไม่ละลายแยกออกเก็บไวจ้ากส่วนท่ีละลาย  น าส่วนท่ีไม่ละลายเติม 0.5 M NaOH  อีกคร้ัง ท า
เช่นเดิม แลว้น าส่วนท่ีละลายเพิ่มมาเทใส่รวมกนั จากนั้นน าส่วนท่ีละลายได้ทั้งหมด มาเติมกรด 
HCl  เขม้ข้น 10 ml กรดฮิวมิคจะตกตะกอน กรองเอาตะกอนกรดฮิวมิคท่ีได้ไปอบท่ีอุณหภูมิ       
65-70 oC  ประมาณ 20 ชัว่โมง ทิ้งไวใ้หเ้ยน็ใน desicator (พวงผกา, 2541) 

 วิธีท่ี 4 สกดัตวัอย่าง 1 กรัม โดยใชส้ารละลายผสม 0.5 M NaOH ต่อ 0.15 M Na4P2O7          
25 ml  ท าการเขยา่ 3 ชัว่โมง จากนั้นน ามา centrifuge ท่ี 5,000 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 15 นาที กรอง
แยกเอาตะกอนทิ้งไป เก็บสารละลายท่ีกรองไดม้าปรับ pH ให้เป็น 2 ดว้ย 0.1 M HCl ตั้งทิ้งไว ้24 
ชัว่โมง เพื่อให้กรดฮิวมิคตกตะกอน  ท าการแยกตะกอนโดยการ centrifuge ท่ี 5,000 รอบต่อนาที
เป็นเวลา 15 นาทีอีกคร้ัง  น าตะกอนกรดฮิวมิคท่ีไดม้าอบท่ี 55-60 oC จนกวา่จะแห้งสนิทดดัแปลง
จาก (Deborah and Burba, 1999) 

วิธีท่ี 5 สกดัตวัอยา่ง 5 กรัม โดยใช ้ 0.1 M Na4P2O7 50 ml คน 1 นาที ปรับ pH ให้เป็น 13 
ดว้ย NaOH (20% w/v)  แลว้ท าการเขยา่ 3 ชัว่โมง จากนั้นน ามา centrifuge ท่ี 5,000 รอบต่อนาทีเป็น
เวลา 15 นาที กรองแยกเอาตะกอนทิ้งไป เก็บสารละลายท่ีกรองไดม้าปรับ pH ให้เป็น 1 ดว้ย HCl               
(10% w/v) ตั้งทิ้งไวข้า้มคืน เพื่อให้กรดฮิวมิคตกตะกอน  ท าการแยกตะกอนโดยการ centrifuge ท่ี 
5,000 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 15 นาที  น าตะกอนกรดฮิวมิคท่ีไดม้าอบท่ี 60 oC จนกว่าจะแห้งสนิท 
(Arunya et al., 2009)  
 
3.3 การศึกษาเปรียบเทยีบระยะเวลาทีเ่หมาะสมในการสกดักรดฮิวมิคจากลโีอนาร์ไดท์ 

 วิธีการสกัดกรดฮิวมิคท่ีน ามาศึกษาน้ี เป็นวิธีท่ี 4 ท่ีคดัเลือกได้จากผลการทดลองใน             
ขอ้ 3.2 ซ่ึงถือว่าเป็นวิธีท่ีเหมาะสมท่ีสุด คือการใชส้ารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ 0.5 M  ต่อ
สารละลายโซเดียมไพโรฟอสเฟต 0.15 M  (0.5 M NaOH /0.15 M Na4P2O7) อตัราส่วนของสาร
สกดั 25 ml ต่อตวัอยา่ง 1 g  (Deborah and Burba, 1999)  ท าการเปรียบเทียบระยะเวลาในการสกดั
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โดยวางแผนการทดลองแบบ (3x5) Factorial in Completely Randomized Design  (CRD) โดยให้มี 
2 ปัจจยั คือ ปัจจยัแรกเป็นแหล่งของ ลีโอนาร์ไดท์จากเหมืองถ่านหิน 3 แหล่ง คือ แหล่งเชียงม่วน 
แม่เมาะแหล่งท่ี 1 และแม่เมาะแหล่งท่ี 2 ตามล าดับ  ปัจจัยท่ีสองคือ ระยะเวลาในการสกัด 5 
ระยะเวลา คือ 3, 6, 12, 18 และ 24 ชัว่โมงตามล าดบั  รวมเป็น 15 ต ารับโดยวเิคราะห์ต ารับละ 3 ซ ้ า 

 
3.4 การปรับปรุงคุณภาพปุ๋ ยหมักโดยการใช้ลโีอนาร์ไดท์ 

ทดสอบการเพิ่มคุณภาพปุ๋ยหมกัโดยการผสมลีโอนาร์ไดท์จากเหมืองถ่านหิน 3 แหล่งคือ 
แหล่งเชียงม่วน แม่เมาะแหล่งท่ี 1 และแม่เมาะแหล่งท่ี 2 ตามล าดบั วางแผนการทดลองแบบ (3x4) 
Factorial in Completely Randomized Design  (CRD)  มี 2 ปัจจยั โดยให้แหล่งของลีโอนาร์ไดทเ์ป็น
ปัจจยัหลกั และปัจจยัรองคือ อตัราของลีโอนาร์ไดทท่ี์ใชผ้สมในปุ๋ยหมกัมี 4 อตัรา คือ 0,10, 25 และ 
40% โดยน ้าหนกั รวมเป็น 9 ต ารับ โดยใหมี้ต ารับละ 3 ซ ้ า  การผสมปุ๋ยหมกัและลีโอนาร์ไดทไ์ดป้รับ
ให้มีความช้ืนท่ี 60% ของความจุความช้ืนสูงสุด (Maximun Water Holding Capacity) ของแต่ละ
ส่วนผสม ท าการวิเคราะห์หาเปอร์เซ็นตก์รดฮิวมิคและธาตุอาหารของปุ๋ยหมกัผสมลีโอนาร์ไดท์ของ
แต่ละต ารับการทดลองก่อนการหมกัและหลงัการหมกั 60 วนั โดยในระหว่างการทดลองได้ปรับ
ความช้ืนให้คงท่ีตลอดการทดลอง ซ่ึงมีวิธีการวิเคราะห์สมบติัทางเคมีของปุ๋ยหมกั ปุ๋ยหมกัผสม             
ลีโอนาร์ไดทแ์ละลีโอนาร์ไดท ์โดยรายละเอียดดงัแสดงใน ภาคผนวก      

 
3.5 การทดสอบผลของปุ๋ยหมักผสมลโีอนาร์ไดท์ต่อการเจริญเติบโตของคะน้า 

 คดัเลือกปุ๋ยหมกัผสมลีโอนาร์ไดท ์จากผลการทดลองในขอ้ 3.4 ท่ีให้ค่าเปอร์เซ็นตก์รดฮิวมิค           
สูงท่ีสุดและใชอ้ตัราส่วนของลีโอนาร์ไดทท่ี์ใชใ้นการผสมท่ีนอ้ยท่ีสุด ในขณะท่ีมีระดบั pH ของปุ๋ย
หมกัผสมลีโอนาร์ไดท์ท่ีไม่ต  ่าเกินไป น าไปใช้ทดสอบกบัพืช  วางแผนการทดลองแบบสุ่มสมบูรณ์
ภายในบล็อค (Randomized Complete Block Design (RCBD)) ต ารับละ 5 ซ ้ า โดยท าการเตรียมวสัดุ
เพาะกลา้ตน้คะนา้และหวัเช้ือจุลินทรียท่ี์ไดม้าจากงานวิจยัก่อนหนา้น้ีของอรวรรณ (2554)   ซ่ึงวสัดุ
เพาะกลา้และเช้ือจุลินทรียไ์ดเ้ลือกจากสูตรและไอโซเลท (isolate) ท่ีใหค้่าการเจริญเติบโตของตน้กลา้
คะนา้ฮ่องกงโดยเฉล่ียแลว้สูงท่ีสุด   มาใชใ้นระยะการเพาะตน้กลา้คะนา้ฮ่องกง โดยท าการเพาะเมล็ด
คะนา้ในวสัดุเพาะท่ีไดป้ลูกเช้ือ (inoculate) จุลินทรียล์งในถาดเพาะเมล็ด รดน ้ าทุกเชา้เยน็ เม่ือตน้กลา้
คะนา้อายไุด ้18-21 วนั จึงท าการยา้ยปลูกลงในดิน 2 ชนิด ซ่ึงบรรจุในกระถาง บรรจุดิน 15 กิโลกรัม 
ใหมี้ตน้กลา้กระถางละ 1 ตน้ วางกระถางไวก้ลางแจง้เพื่อใหไ้ดรั้บแสงแดดเตม็ท่ี ตลอดการทดลองท า
การก าจดัศตัรูพืชโดยวธีิกลร่วมกบัการใชย้าฆ่าแมลงพาราไธออน (Parathion)  ปลูกต่อไปจนครบอายุ
เก็บเก่ียว 45 วนั ท าการปลูกช่วงเดือน กุมภาพนัธ์ – มีนาคม พ.ศ. 2555 โดยมีต ารับการทดลองดงัน้ี 
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 ต ารับท่ี 1  เพาะเมล็ดในดินปลูกไม่มีการใส่ปุ๋ย (ต ารับควบคุม-Control ในดินท่ีใชป้ลูก)  
ต ารับท่ี 2  ไม่มีการใส่ปุ๋ย (ต ารับควบคุม-Control ในวสัดุเพาะ) 
ต ารับท่ี 3  ใส่เฉพาะปุ๋ยเคมีตามอตัราแนะน า คือ ใส่ปุ๋ยคร้ังท่ี 1 (46-0-0) หลงัจากยา้ยปลูก             

7-10 วนั ในอตัรา 120 กรัม/ตร.ม. ใส่ปุ๋ยคร้ังท่ี 2 หลงัจากยา้ยปลูก 14-20 วนั โดย
ใส่ปุ๋ย 46-0-0 ผสมกบัปุ๋ย 15-15-15 ในอตัรา 1:2 ใส่ในอตัรา 120 กรัม/ ตร.ม.
(บทความเกษตร, 2555)  

ต ารับท่ี 4  ใส่ปุ๋ยหมกัอยา่งเดียวในอตัรา 5 ตนั/ไร่ 
ต ารับท่ี 5  ใส่ลีโอนาร์ไดทแ์ม่เมาะแหล่งท่ี 2 อยา่งเดียวในอตัรา 5 ตนั/ไร่  
ต ารับท่ี 6  ใส่ปุ๋ยหมกัผสมลีโอนาร์ไดทแ์ม่เมาะแหล่งท่ี  2   10 เปอร์เซ็นต ์ในอตัรา 5 ตนั/ไร่ 
ต ารับท่ี 7  ใส่ลีโอนาร์ไดท ์แม่เมาะแหล่งท่ี 2  ปรับปรุงคุณภาพในอตัรา 5 ตนั/ไร่ 
ต ารับท่ี 8  ใส่ปุ๋ยหมกัผสมลีโอนาร์ไดทแ์ม่เมาะแหล่งท่ี  2  10 เปอร์เซ็นต์ ปรับปรุงคุณภาพ              

ในอตัรา 5 ตนั/ไร่  
*หมายเหตุ  ต ารับท่ี 2-8 เป็นตน้กลา้คะนา้ท่ีเพาะในวสัดุเพาะกลา้ 

3.6 การเกบ็ข้อมูล 

1)  การเก็บขอ้มูลดา้นสมบติัของดิน 
 

ดินท่ีน ามาใชใ้นการทดลองน้ี มี 2 กลุ่มชุดดิน คือ กลุ่มชุดดินท่ี 4 ชุดดินราชบุรี (Ratdhaburi 
series: Rb) ในพื้นท่ีบา้นตน้ผึ้ง ม. 2 ต.หนองล่อง อ.เวยีงหนองล่อง จ.ล าพูน (กรมพฒันาท่ีดิน, 2555a)  
และกลุ่มชุดดินท่ี 22 ชุดดินสันทราย (San Sai series: Sai) ในพื้นท่ีสถานีวิจยัฝึกอบรมการเกษตร           
แม่เหียะ คณะเกษตรศาสตร์ มหาวิทยาลยัเชียงใหม่ (กรมพฒันาท่ีดิน, 2555b) โดยท าการสุ่มเก็บ
ตวัอย่างดินในการถางก่อนปลูกพืช ท่ีระดบัความลึก 0-15 เซนติเมตร น ามาวิเคราะห์สมบติัทางเคมี
โดยผึ่ งตัวอย่างดินให้แห้งในท่ีร่ม หลังจากนั้ นน าไปบดและร่อนด้วยตะแกรงขนาด 60 mesh               
(250 ไมโครเมตร) วิเคราะห์สมบติัทางเคมีบางประการของดินไดแ้ก่ ปฏิกิริยาดิน (pH) ค่าการน า
ไฟฟ้าของดิน (electrical conductivity) ปริมาณอินทรียวตัถุในดิน (organic matter) ไนโตรเจน
ทั้งหมดในดิน (total N ) ฟอสฟอรัสท่ีเป็นประโยชน์ (available P)โพแทสเซียมท่ีสกดัได ้(extractable 
K) เปอร์เซ็นตก์รดฮิวมิคในดิน (% HA) น าขอ้มูลท่ีไดม้าวิเคราะห์สถิติโดยใชโ้ปรแกรม Statistic for 
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2) การเก็บขอ้มูลพืช 

ท าการเก็บผลผลิตคะนา้ในกระถางทดลองเม่ืออายุครบ 45 วนั วดัความสูงตน้จากโคนตน้ถึง
ยอดอ่อน วดัความยาวรากจากโคนตน้ถึงปลายราก ชั่งน ้ าหนักตน้สดและน ้ าหนักตน้แห้ง ท าการ
วิเคราะห์สมบติัทางเคมีของพืช ภายหลงัจากบนัทึกขอ้มูลความสูงของตน้ ความยาวราก น ้ าหนกัสด
และน ้าหนกัแหง้ของตน้ ในทุกการทดลองแลว้ โดยสมบติัท่ีท าการวเิคราะห์ไดแ้ก่ ไนโตรเจนทั้งหมด 
(%Total N) ฟอสฟอรัสทั้งหมด (%Total P) โพแทสเซียมทั้งหมด (%Total K) แคลเซียมทั้งหมด 
(%Total Ca) และแมกนีเซียมทั้งหมด (%Total Mg) น าขอ้มูลท่ีไดม้าวิเคราะห์สถิติโดยใชโ้ปรแกรม 
Statistic for Window Version 8 
 


