
บทที ่3 
 

อุปกรณ์และวธีิการทดลอง 
 
3.1 การวางแผนการทดลอง    

การทดลองท่ี 1 วางแผนการทดลองแบบ CRD จ  านวน 3 ซ ้ า หาระดบัความเขม้ขน้ของยเูรีย 
ไดแ้ก่ 0.2, 0.4, 0.6 gN และเมล็ดพนัธ์ุขา้วโพดหวานท่ีไม่ได้เคลือบสาร   การทดลองท่ี 2 วาง
แผนการทดลองแบบ 17 × 4 Factorial in CRD ท าการทดสอบจ านวน 3 ซ ้ า กรรมวิธีท่ีใชใ้นการ
ทดลอง ไดแ้ก่ เมล็ดพนัธ์ุท่ีไม่ไดเ้คลือบสาร เมล็ดพนัธ์ุท่ีเคลือบยเูรียเพียงอยา่งเดียว 4 ระดบั และ
เมล็ดพนัธ์ุเคลือบดว้ยยเูรียระดบัต่างๆ ร่วมกบัพอลิเอธิลีนไกลคอล ปัจจยัท่ีสอง คือ ระยะเวลาการ
เก็บรักษาเมล็ดพนัธ์ุนาน 0, 2, 4 และ 6 เดือน ทั้งหมด 17 กรรมวธีิ โดยมีกรรมวธีิต่างๆ  ดงัน้ี  

 
กรรมวธีิท่ี 1    เมล็ดพนัธ์ุขา้วโพดหวานท่ีไม่ไดเ้คลือบสาร 
กรรมวธีิท่ี 2    เมล็ดท่ีเคลือบยเูรีย 0.1 gN 
กรรมวธีิท่ี 3    เมล็ดท่ีเคลือบยเูรีย 0.2 gN 
กรรมวธีิท่ี 4    เมล็ดท่ีเคลือบยเูรีย 0.3 gN 
กรรมวธีิท่ี 5    เมล็ดท่ีเคลือบยเูรีย 0.4 gN 
กรรมวธีิท่ี 6    เมล็ดท่ีเคลือบยเูรีย 0.1 gN + 3% PEG 6000 (W/W) อุณหภูมิในการเตรียมสาร 40°C     
กรรมวธีิท่ี 7    เมล็ดท่ีเคลือบยเูรีย 0.1 gN + 3% PEG 6000 (W/W)   ”            60°C  
กรรมวธีิท่ี 8    เมล็ดท่ีเคลือบยเูรีย 0.1 gN + 3% PEG 6000 (W/W)  ”          80°C  
กรรมวธีิท่ี 9    เมล็ดท่ีเคลือบยเูรีย 0.2 gN + 3% PEG 6000 (W/W)   ”          40°C  
กรรมวธีิท่ี 10   เมล็ดท่ีเคลือบยเูรีย 0.2 gN + 3% PEG 6000 (W/W)   ”          60°C  
กรรมวธีิท่ี 11   เมล็ดท่ีเคลือบยเูรีย 0.2 gN + 3% PEG 6000 (W/W)  ”          80°C  
กรรมวธีิท่ี 12   เมล็ดท่ีเคลือบยเูรีย 0.3 gN + 3% PEG 6000 (W/W)  ”          40°C  
กรรมวธีิท่ี 13   เมล็ดท่ีเคลือบยเูรีย 0.3 gN + 3% PEG 6000 (W/W)   ”          60°C  
กรรมวธีิท่ี 14   เมล็ดท่ีเคลือบยเูรีย 0.3 gN + 3% PEG 6000 (W/W)   ”          80°C  
กรรมวธีิท่ี 15   เมล็ดท่ีเคลือบยเูรีย 0.4 gN + 3% PEG 6000 (W/W)   ”          40°C  
กรรมวธีิท่ี 16   เมล็ดท่ีเคลือบยเูรีย 0.4 gN + 3% PEG 6000 (W/W)  ”          60°C  
กรรมวธีิท่ี 17   เมล็ดท่ีเคลือบยเูรีย 0.4 gN +3% PEG 6000 (W/W)  ”          80°C 
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3.2 สถานทีท่ าการทดลอง 
          
  หอ้งปฏิบติัการเมล็ดพนัธ์ุ ภาควชิาพืชศาสตร์และทรัพยากรธรรมชาติ  สาขาวชิาพืชไร่  
คณะเกษตรศาสตร์ มหาวทิยาลยัเชียงใหม่ 
 
3.3 การเตรียมวตัถุดิบ 
             

เมล็ดพนัธ์ุท่ีใชใ้นการทดลอง คือ เมล็ดพนัธ์ุขา้วโพดหวานลูกผสมพนัธ์ุชูการ์แม็กซ์  ของ
บริษทัซินเจนทาซีดท์ จ  ากดั โดยท าการตรวจสอบค่าเปอร์เซ็นต์ความงอกเบ้ืองตน้ของเมล็ดพนัธ์ุ
ขา้วโพดหวานก่อนท าการทดลอง 

สารเคลือบเมล็ดท่ีใช ้คือ ยเูรีย ความเขม้ขน้ 4 ระดบั ไดแ้ก่ 0.1, 0.2, 0.3 และ 0.4 gN และ 
พอลิเอธิลีนไกลคอล 3% PEG 6000 (W/W) ใชอุ้ณหภูมิท่ีให้ความร้อนในการเตรียมสาร 3 ระดบั 
ไดแ้ก่ อุณหภูมิ 40, 60 และ 80°C เน่ืองจากอุณหภูมิจะส่งผลให้พนัธะเคมีของพอลิเมอร์แตกหัก 
ส่งผลให้สายโซ่โมเลกุลขยบัตวัง่ายเม่ือไดรั้บความร้อน สามารถหลอมและไหลไดเ้ม่ือไดรั้บความ
ร้อน เกิดการรวมตวัเป็นสารประกอบใหม่ได้  จึงเลือกใช้อุณหภูมิเพื่อให้ความร้อนในการเตรียม
สารผสมดังกล่าว  โดยใช้อตัราสารเคลือบเมล็ดพนัธ์ุข้าวโพดหวาน 10 มิลลิลิตรต่อเมล็ดพนัธ์ุ
ขา้วโพดหวาน 1 กิโลกรัม   

ท าการเคลือบเมล็ดพนัธ์ุโดย พกัเมล็ดทิ้งไวเ้ป็นเวลา 5 วนั จากนั้นน าเมล็ดไปเก็บรักษาใน
ภาชนะปิดสนิท และสุ่มเมล็ดพนัธ์ุข้าวโพดหวานท่ีเคลือบมาทดสอบคุณภาพของเมล็ดพนัธ์ุ
หลงัจากเก็บรักษา ในเดือนท่ี 0, 2, 4 และ 6   
 
 
3.4 การทดสอบคุณภาพเมลด็พนัธ์ุ 
 3.4.1 ทดสอบเบือ้งต้นของต้นกล้าข้าวโพดหวานทีเ่คลอืบด้วยยูเรีย 
 ทดสอบคุณภาพเมล็ดพนัธ์ุเบ้ืองตน้ของตน้กลา้ขา้วโพดหวาน โดยวดัเปอร์เซ็นตค์วามงอก  
จ าแนกเปอร์เซ็นต์ตน้กล้าท่ีงอกผิดปกติ  และการจ าแนกความแข็งแรงของตน้กล้า  ในเมล็ดพนัธ์ุ
ขา้วโพดหวานท่ีไม่ไดเ้คลือบสาร และเมล็ดพนัธ์ุขา้วโพดหวานท่ีเคลือบดว้ยยูเรียความเขม้ขน้ 3 
ระดบั ไดแ้ก่ 0.2, 0.4 และ 0.6 gN 
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 3.4.2 ทดสอบความงอกของเมลด็พนัธ์ุ (Germination test) 
ทดสอบความงอกของเมล็ดพนัธ์ุตามวิธีการมาตรฐานของสมาคมผูต้รวจสอบเมล็ดพนัธ์ุ

นานาชาติ (ISTA, 2006)  โดยวธีิ Between Paper น าเมล็ดพนัธ์ุขา้วโพดหวานมาท าการเพาะระหวา่ง
กระดาษช้ืนในกระดาษส าหรับเพาะเมล็ด  ท าจ านวน  4 ซ ้ าๆ ละ 50  เมล็ด  จากนั้นน าไปไวใ้นตู้
เพาะท่ีอุณหภูมิ  25  องศาเซลเซียส  ตรวจนบัความงอกในวนัท่ี  4  และวนัสุดทา้ยในวนัท่ี  7  หลงั
เพาะ  ค านวณเปอร์เซ็นต์ความงอกโดยประเมินผลตน้ท่ีปกติ (normal seedling)  และตรวจตน้ท่ี
ผดิปกติ  (abnormal  seedling)  ท่ีเกิดข้ึน 

 
3.4.3. ทดสอบความแข็งแรงของเมลด็พนัธ์ุ  
3.4.3.1   การวดัดัชนีการงอกของเมลด็พนัธ์ุ (Germination Index) (AOSA, 2009) 

การวดัดชันีการงอกของเมล็ดพนัธ์ุ เป็นการประเมินความแข็งแรงของเมล็ดพนัธ์ุท่ีอาศยัความเร็วใน
การงอก (speed of germination) ของตน้กลา้เป็นเกณฑ์ โดยสามารถท าควบคู่ไปกบัการทดสอบ
ความงอกมาตรฐานได ้ท าการตรวจนบัตน้กลา้ท่ีงอกปกติทุกวนัจนครบก าหนด 7 วนั จึงน าผลการ
ตรวจนบัความงอกมาค านวณหาค่าดชันีการงอกของเมล็ดพนัธ์ุจากสมการ 
                        
 
            
 
             3.4.3.2 วดัอตัราการเจริญเติบโตของยอดอ่อนและรากอ่อน (Shoot and Root Growth Rate) 
 

น าเมล็ดพนัธ์ุมาท าการเพาะโดยวางเรียงให้เป็นแถวยาวตามความยาวของกระดาษ จ านวน 
20  เมล็ด  ให้แถวห่างจากขอบดา้นบนกระดาษ 5 เซนติเมตร ปิดทบัด้วยกระดาษเพาะและมว้น
เช่นเดียวกบัความงอกมาตรฐาน   เม่ือครบก าหนดของการทดสอบความงอก  น าเมล็ดพนัธ์ุท่ีเพาะ
มาประเมินผลโดยวดัความยาวของส่วนท่ีงอกเป็นรากและล าตน้  (เซนติเมตร/ตน้/ 5 วนั) แลว้หา
ค่าเฉล่ีย ดงัน้ี (AOSA, 2009) 
   
       
 
 
 

       ดชันีการงอกของเมล็ดพนัธ์ุ      =   ผลรวมของ  จ านวนตน้กลา้ท่ีงอกปกติ 
                                                                                   จ  านวนวนัหลงัเพาะ 
 

         อตัราการเจริญเติบโตของยอดอ่อน      =      ผลรวมความยาวของยอดอ่อน       
            จ  านวนเมล็ดพนัธ์ุท่ีเพาะ 
 

         อตัราการเจริญเติบโตของรากอ่อน       =      ผลรวมความยาวของรากอ่อน       
             จ  านวนเมล็ดพนัธ์ุท่ีเพาะ 
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3.4.3.3 วดัอตัราการเจริญของต้นกล้า (Seedling Growth Rate, SGR)  
 

น าเมล็ดพนัธ์ุท่ีพอกมาทดสอบด้วยวิธีความงอกมาตรฐาน โดยน าเมล็ดไปเพาะระหว่าง
กระดาษช้ืนในกระดาษส าหรับเพาะเมล็ดท าจ านวน  4 ซ ้ าๆ ละ 50 เมล็ด  จากนั้นน าไปไวใ้นตูเ้พาะ
ท่ีอุณหภูมิ  25  องศาเซลเซียส  โดยไม่ตอ้งให้แสงเม่ือครบก าหนด 7  วนั  น าเมล็ดออกมาตรวจนบั
ความงอก  น าตน้กลา้ท่ีปกติมาตดัเอาเฉพาะส่วนยอดกบัส่วนรากอ่อน บรรจุลงถุงกระดาษ  น าไป
อบท่ีอุณหภูมิ  80  องศาเซลเซียส  เป็นเวลา  24  ชัว่โมง  หลงัจากนั้นน าไปชัง่หาน ้ าหนกัแห้งของ
ยอดอ่อนและรากอ่อน  แล้วน ามาชั่งหาน ้ าหนักแห้ง (กรัม/ต้น/ 7 วนั) แล้วค านวณหาอตัราการ
เจริญเติบโตของตน้กลา้จากสูตรต่อไปน้ี (AOSA, 2002) 

 
 
                             
 
 

3.4.3.4 การจ าแนกความแข็งแรงของต้นกล้า (Seedling Vigor Classification)  
 

ท าการทดสอบเช่นเดียวกับการทดสอบความงอกมาตรฐาน และท าการแบ่งกลุ่มหรือ
จ าแนกตน้กล้าปกติของตน้อ่อนขา้วโพดหวานเม่ือครบก าหนด 7 วนั แบ่งเป็นต้นกล้าท่ีมีความ
แข็งแรงมาก ตน้กลา้แข็งแรงปานกลาง และตน้กลา้ท่ีอ่อนแอ โดยใชเ้กณฑ์ในการวดัผล คือ ความ
ยาวยอดอ่อนของตน้กลา้ ดงัน้ี 

1. ตน้กลา้ท่ีมีความแขง็แรงมาก คือ มีความยาวของยอดอ่อนมากกวา่ 14 เซนติเมตร 
2. ตน้กลา้ท่ีมีความแขง็แรงปานกลาง คือ มีความยาวของยอดอ่อนมากกวา่ 12-14 เซนติเมตร 
3. ตน้กลา้ท่ีอ่อนแอ คือ มีความยาวของยอดอ่อนนอ้ยกวา่ 12 เซนติเมตร 
หลงัจากนั้นน ามาค านวณค่าเปอร์เซ็นตข์องตน้กลา้แต่ละกลุ่ม โดยเทียบกบัจ านวนตน้กลา้ 
ปกติทั้งหมด 

 
 
 
 
 
 

            อตัราการเจริญเติบโตของกลา้ตน้    =     น ้าหนกัแหง้ของยอดอ่อนและรากอ่อน 
                                                                      จ  านวนตน้กลา้ปกติ 
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3.4 หาความช้ืนของเมลด็พนัธ์ุ โดยวธีิ  Hot Air Oven   
 

ท าการตรวจสอบความช้ืนของเมล็ดพนัธ์ุดว้ยวิธีอบดว้ยลมร้อน (Hot Air Oven method) 
ตามกฎการตรวจสอบเมล็ดพนัธ์ุสากล (ISTA, 2006) โดยสุ่มตวัอย่างเมล็ดพนัธ์ุขา้วโพดหวาน
ปริมาณ 5 กรัมต่อตวัอยา่ง ในแต่ละกรรมวธีิมาบด  แลว้น าไปอบในตูอ้บลมร้อนท่ีอุณหภูมิ 130 องศา
เซลเซียส นาน 4 ชั่วโมง บนัทึกน ้ าหนกัเมล็ดก่อนและหลงัอบ และค านวณหาความช้ืนของเมล็ด
พนัธ์ุเป็นเปอร์เซ็นตโ์ดยน ้าหนกัสด ดงัสมการ 
 
                              
   
                    โดย     M1 คือ น ้าหนกัของภาชนะอบและฝาปิด (กรัม) 
                               M2 คือ น ้าหนกัของภาชนะอบ ฝาปิด และเมล็ดก่อนอบ (กรัม) 
                               M3 คือ น ้าหนกัของภาชนะอบ ฝาปิด และเมล็ดหลงัอบ (กรัม) 
 
3.5 การหาปริมาณไนโตรเจนทั้งหมดของเมลด็พนัธ์ุข้าวโพดหวาน โดยวธีิ  Kjeldahl method 
  

วิธีน้ีวิเคราะห์โดยน าตัวอย่างพืชมาย่อยสลายด้วยกรด H2SO4 โดยใช้สารตัวเร่งให้
เกิดปฏิกิริยาเร็วข้ึน เพื่อเปล่ียนสารประกอบอินทรียไ์นโตรเจนเป็น (NH4)2 SO4 จากนั้นจึงวิเคราะห์ 
NH4

+ ท่ีเกิดข้ึน สารตวัเร่งท่ีใช้ไดแ้ก่ K2 SO4 และ Se หรือสารส าเร็จรูปอกัเม็ด (Jackson, 1967) 
ปริมาณหรือความเขม้ขน้ของ NH4

+ ในสารละลายท่ียอ่ยไดว้เิคราะห์โดยวธีิการกลัน่แลว้ไทเทรต 
 
วธีิวเิคราะห์ 

1.การย่อยสลาย (digestion )  
1.1 ชัง่พืชท่ีอบและบดละเอียดแลว้ 0.5 กรัม (ผา่นการอบท่ี 65-70 °C เป็นเวลา 2 ชัว่โมง) 

บนกระดาษกรองและห่อใส่ใน Kjeldahl flask ขนาด 800 mL หรือหลอกยอ่ย digestion tube ขนาด 
250 mL เติมสารส าเร็จรูปอดัเมด็จ านวน 2 เมด็ 

1.2 เติมกรด H2SO4 ความเขม้ขน้ 20 mL ลงใน Kjeldahl flask หรือ 15 mL ลงในหลอดแกว้ 
1.3 ท า blank และตวัอยา่งอา้งอิง (reference sample) โดยวธีิเดียวกนั 
1.4 น าไปยอ่ยใน Kjeldahl distillation apparatus เปิดเตาหมุนเบอร์ 2 ใชอุ้ณหภูมิประมาณ 

400 °C 
 

Moisture content  =    M2 – M3   x 100 
                                     M2 – M1 



34 

 

1.5 จนไดส้ารละลายใสใชเ้วลาประมาณ 2 ชัว่โมง ทิ้งไวใ้หเ้ยน็ เติมน ้าบริสุทธ์ิประมาณ  
400 mL  
 

2. การกลัน่ (distillation )  
 

2.1 เคร่ือง Kjeldahl : ใส่สาละลายกรดบอริก 50 mL ลงใน Erlenmeyer flask ขนาด 250 
mL หยด Mixed indicator 4-5 หยด น าไปวางรองรับ distillate จากเคร่ืองกลัน่โดยให้ปลาย
หลอดแกว้จุ่มอยูใ่นสารละลายบอริก แลว้น า Kjeldahl flask ท่ีมีสารละลายตวัอยา่ง (ขอ้ 1.5) มาเติม
สารละลายเกล็ดโซดาไฟ (1:1) จ านวน 50 mL ท าการกลัน่ ประมาณ 1 ชัว่โมง จนไดป้ริมาตร 250 
mL แลว้น าไปไทเทรต 

2.2 เคร่ืองกลัน่ส าหรับ block : ใส่สารละลายกรดบอริก 25 mL ลงใน Erlenmeyer flask 
ขนาด 250 mL หยด Mixed indicator 4-5 หยด ในท านองเดียวกนัในหลอดแกว้ท่ีมีสารละลาย
ตวัอยา่ง (ขอ้ 1.5) มาเติมสารละลายด่าง (NaOH 40%) ปริมาตรประมาณ 50 mL จากเคร่ืองท าการ
กลัน่จนไดป้ริมาตร 150 mL ใชเ้วลาประมาณ 7-10 นาที แลว้น าไปไทเทตร 
 

 
3. การไทเทรต (titration )  

 

3.1 ไทเทรตของเหลวท่ีกลัน่ไดด้ว้ยกรดเกลือมาตรฐาน 
3.2 สีของน ้ายาจะเปล่ียนจากสีเขียวเป็นสีม่วง (purple) คือ จุด end point 
3.3 ไทเทรต blank ในท านองเดียวกนั 

 

การค านวณ 
 
            
โดย 

a  คือ ปริมาตรของกรดท่ีใชใ้นการไทเทรตตวัอยา่ง 
b  คือ ปริมาตรของกรดท่ีใชใ้นการไทเทรต blank 
c  คือ ความเขม้ขน้ของกรดท่ีใช ้(molar) 
g  คือ น ้าหนกัแหง้ของตวัอยา่งท่ีใชใ้นการวเิคราะห์ (g) 

 

%N  =   (a – b)c × 1.401 
g 
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3.6  การใช้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (Scanning Electron Microscope, SEM)  
ส่องดูโครงสร้างของสารเคลอืบเมลด็พนัธ์ุข้าวโพดหวาน 
 

Scanning Electron Microscope (SEM) เป็นกลอ้งจุลทรรศน์อิเล็กตรอนท่ีมีก าลงัขยาย
สูงสุดประมาณ 10 นาโนเมตร การสร้างภาพเพื่อท่ีจะดูดว้ยเคร่ือง SEM น้ีไม่จ  าเป็นท่ีตวัอยา่งจะตอ้ง
มีขนาดบาง การสร้างภาพท าไดโ้ดยการตรวจวดัอิเล็กตรอนท่ีสะทอ้นจากพื้นผิวหนา้ของตวัอยา่งท่ี
ท าการส ารวจ ซ่ึงภาพท่ีไดจ้ากเคร่ือง SEM น้ีจะเป็นภาพลกัษณะของ 3 มิติ ดงันั้นเคร่ือง SEM จึงถูก
น ามาใช้ในการศึกษาสัณฐานและรายละเอียดของลกัษณะพื้นผิวของตวัอย่าง เช่น ลกัษณะพื้นผิว
ดา้นนอกของเน้ือเยือ่และเซลล์ หนา้ตดัของโลหะและวสัดุ เป็นตน้ (ดนยั, 2547) ท าการทดลองโดย
ใชเ้คร่ือง SEM ส่องดูโครงสร้างของสารเคลือบเมล็ดพนัธ์ุขา้วโพดหวาน ท่ียงัไม่ไดท้  าการเก็บรักษา
และเม่ือท าการเก็บรักษาเมล็ดพนัธ์ุขา้วโพดไวน้าน 6 เดือน โดยดูลกัษณะพื้นผิวดา้นนอกของเมล็ด
พนัธ์ุขา้วโพดหวาน ท่ีก าลงัขยาย X250 และ X2000 
 
 
3.7  การวเิคราะห์ข้อมูล 
 

น าขอ้มูลท่ีไดม้าวิเคราะห์ความแปรปรวนโดยวิธี Analysis of Variance (ANOVA) และ
เปรียบเทียบความแตกต่างระหว่างค่าเฉล่ียของแต่ละกรรมวิธีโดยวิธีหาค่า Least Significant 
Difference (LSD) ท่ีระดบันยัส าคญั P ≤ 0.05 โดยใชโ้ปรแกรมวิเคราะห์ทางสถิติ SX8 (Analytical 
Softeare, USA) และวิเคราะห์ความเป็นสหสัมพนัธ์ระหวา่งวิธีการทดสอบคุณภาพต่างๆ ของเมล็ด
พนัธ์ุขา้วโพดหวาน โดยการหาค่าสัมประสิทธ์ิสหสัมพนัธ์ (Correlation coefficient)  
 


