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การวิเคราะห์หาปริมาณคาร์โบไฮเดรตที่ไม่ใช่โครงสร้างจากใบ  (Total nonstructural 
carbohydrate; TNC) 

 
การเตรียมสาร reagent 
1. Nelson’s reagent A 
เตรียมสารละลาย Anhydrous sodium carbonate จ านวน 25 กรัม sodium potassium tartrate 

จ านวน 25 กรัม sodium bicarbonate จ านวน 20 กรัม และanhydrous sodium sulfate จ านวน 20 กรัม 
2. Nelson’s reagent B 
เตรียมสารละลาย Copper sulfate จ านวน 15 กรัม ลงในน ้ ากลัน่ 100 มิลลิลิตร เติมกรด

sulfuric เขม้ขน้ จ านวน 2 หยด คนใหเ้กลือ copper sulfate ละลายจนหมด 
3. Nelson’s alkaline copper reagent 
น า Nelson’s reagent A จ านวน 20 มิลลิลิตร ผสมกบั Nelson’s reagent B จ านวน 0.8

มิลลิลิตร ผสมเขยา่ใหเ้ขา้กนั การใช ้ Nelson’s alkaline copper reagent  แต่ละคร้ังควรเตรียมใหม่ 
4. Arsenomolybdic acid reagents 
4.1 ละลาย ammonium molybdate [(NH4)6Mo7O24 . 4H2O] จ านวน 25 กรัม ในน ้ ากลัน่ 450 

มิลลิลิตร เติมกรด sulfuric เขม้ขน้ จ านวน 21 มิลลิลิตร 
4.2ละลาย disodium hydrogen arsenate [Na2HasO4. 7H2O]  จ านวน 3 กรัม ในน ้ ากลัน่ 25 

มิลลิลิตร  
4.3น าสารละลายขอ้ 4.2 ผสมลงไปในสารละลายในขอ้ 4.1 เขยา่ให้เขา้กนั แลว้เก็บไวใ้น

ขวดสีชาท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 48 ชัว่โมง ก่อนท่ีจะน ามาใช้สารละลายท่ีได้ตอ้งเป็นสีเหลือง
เท่านั้น 
 

วธีิการสกดั 
การสกดั TNC จากตวัอยา่งพืช จะใชส้ารละลายกรดเจือจาง (0.2 N H2SO4) ตามวิธีการของ 

Smith et al. (1964) โดยชัง่ตวัอย่างพืชท่ีอบแห้งสนิทและบดละเอียดแลว้ 0.10 กรัม เติม 0.2 N 
H2SO4  40 มิลลิลิตร ปิดปากภาชนะดว้ยอลูมิเนียมฟอยด์ แลว้อบท่ี 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 
ชัว่โมง ใน hot air oven หลงัจากนั้นน าออกจากตูอ้บทิ้งไวใ้ห้เยน็ ปรับค่า pH ให้เป็นกลาง
ดว้ย NaOH 0.1 และ 2 N กบั H2SO4 0.5 และ 5% แลว้ปรับปริมาตรเป็น 50 มิลลิลิตรดว้ยน ้ า
กลัน่ แลว้กรองดว้ยกระดาษกรอง Whatman No.1 ใส่ขวดพลาสติกขนาด 60 มิลลิลิตรเพื่อรอการ
วเิคราะห์ต่อไป 



86 
 

การเตรียมสารละลายมาตรฐาน  
การเตรียมสารละลายมาตรฐาน โดยใชปิ้เปตดูดสารละลาย D-glucose เขม้ขน้ 0, 0.1, 0.2, 

0.3, 0.4, 0.5, 0.6 และ 0.7  มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร เพื่อใชท้  ากราฟมาตรฐาน 
 

การเตรียมกราฟมาตรฐาน (standard curve) 
ใชส้ารละลายน ้าตาลมาตรฐาน ใส่หลอดทดสอบ 1 มิลลิลิตร เติม Nelson’s alkaline copper 

reagent จ านวน 1 มิลลิลิตร  เขยา่ให้เขา้กนั ปิดดว้ยแผน่อลูมิเนียมฟอยด์  น าไปตม้ใน water bath ท่ี
อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที  จากนั้นท าให้เยน็โดยน าไปวางในน ้ าเยน็  แลว้เติม
สารละลาย Arsenomolybdic acid reagents  1 มิลลิลิตร เขยา่ให้ตะกอนของ Cu2O ละลายจนหมด 
เติมน ้ ากลั่น 7 มิลลิลิตร เขย่าให้เข้ากัน (ได้ปริมาตร 10 มิลลิลิตร) ตั้ งทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิห้อง 
30 นาที น าสารละลายไปอ่านค่าดูดกลืนแสง (absorbance) จากเคร่ือง spectrophotometer ท่ีความ
ยาวคล่ืน 540 นาโนเมตร แล้วน าค่าท่ีได้มาเขียนเป็นกราฟมาตรฐาน (standard curve) โดยใช้
ความสัมพนัธ์ระหวา่งความเขม้ขน้ของ glucose (แกน X) กบัค่า absorbance (แกน Y) 

 

 
ภาพภาคผนวกท่ี 1  กราฟมาตรฐานในการวดัปริมาณคาร์โบไฮเดรตท่ีไม่ใช่โครงสร้าง (TNC) 

 
 
 
 

y = 0.3986x - 0.0025 
R² = 0.9937 
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การวเิคราะห์ปริมาณ TNC ในตัวอย่าง 
น าสารละลายท่ีสกดัไดจ้ากตวัอยา่งใส่ในหลอดทดสอบ 1 มิลลิลิตร แลว้ท าเช่นเดียวกบัการ

เตรียมกราฟมาตรฐานน าค่า absorbance (A) ท่ีไดเ้ปรียบเทียบกบักราฟมาตรฐานท่ี 
ท าไวแ้ลว้ค านวณเป็นปริมาณมิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรของ D-glucose ต่อน ้ าหนักแห้งของ

ตวัอยา่ง 
วธีิการค านวณ 

TNC = 
(mg) glucose equivalent × vol make 
       Wt. of sample × vol take 

 
vol make = ปริมาตรสุดทา้ยหลงัจากปรับ pH ใหเ้ป็น 7 ( 50 มิลลิลิตร) 
vol take   = ปริมาตรของสารละลายท่ีใชท้ดสอบค่าการดูดกลืนแสง ( 1 มิลลิลิตร) 

 
การย่อยตัวอย่างส าหรับการวเิคราะห์ไนโตรเจนและฟอสฟอรัส (ดัดแปลงโดย  Ohyama et al., 
1985; 1986) 

วธีิการสกดั  
ชัง่ตวัอยา่งพืชอบแห้งท่ีบดละเอียดประมาณ  0.05 กรัม ใส่ลงในหลอดทดลอง จากนั้นเติม

กรดซลัฟูริกเขม้ขน้ (H2SO4) 1 มิลลิลิตร ปิดหลอดดว้ยพาราฟิล์มทิ้งไว ้1 คืน  วนัต่อมาน ามายอ่ยท่ี
เตายอ่ยตวัอยา่ง  ปรับอุณหภูมิท่ี 180 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที   น าหลอดทดลองข้ึนมาพกัทิ้งไว้
ให้เยน็แลว้เติมไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (H2O2) หลอดละ 0.3 มิลลิลิตร ป่ันให้เขา้กนั  น ามายอ่ยต่อ
โดยปรับอุณหภูมิ 230 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที  หากสารละลายยงัไม่ใสให้เติมไฮโดรเจน 
เปอร์ออกไซด์ (H2O2)  หลอดละ 0.2  มิลลิลิตร  แลว้น าไปยอ่ยต่อท่ีอุณหภูมิ 230 องศาเซลเซียส   
30 นาที  ท าซ ้ าเดิมจนกระทัง่สารละลายใส หลงัจากนั้นทิ้งไวใ้ห้เยน็แลว้เติมน ้ ากลัน่ 5 มิลลิลิตร  
ทิ้งไว ้1 คืน  วนัต่อมาน ามาปรับปริมาตรเป็น 50 มิลลิลิตร  เก็บสารละลายท่ีไดไ้วใ้นขวดพลาสติก 
เก็บไวท่ี้อุณหภูมิหอ้ง ส าหรับวเิคราะห์ต่อไป 
 

การวเิคราะห์ปริมาณ ไนโตรเจนรวม  (Indolphenol Method) (Ohyama et al., 1985; 1986)        
1. การเตรียมสารละลายท่ีใชต้รวจสอบปริมาณไนโตรเจน จ านวน 4 ชนิด ดงัน้ี 
 A reagent ชัง่โซเดียมคีเลต  (EDTA.2Na) 25 กรัม  ละลายในน ้ ากลัน่ ปรับ pH ให้เป็น 

10 โดยใช ้10 N โซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH)  เป็นตวัปรับ pH จากนั้นเติมสารละลาย เมทิลเรด 
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(methylred)  20 มิลลิลิตร (เมทิลเรด 0.05 กรัม + 60% เอทานอล 20 มิลลิลิตร) คนให้เขา้กนัปรับ
ปริมาตรดว้ยน ้ากลัน่ใหเ้ป็น 1 ลิตร 

 B reagent ชัง่โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) 136.09 กรัม ใส่ บีกเกอร์ 500 
มิลลิลิตร เติมน ้ ากลัน่ 400 มิลลิลิตร จากนั้นชัง่กรดเบนโซอิค (benzoic acid) 2.75 กรัม ใส่บีกเกอร์ 
500 มิลลิลิตร เติมน ้ ากลัน่ 400 มิลลิลิตร น าไปป่ันโดยใช้ stirrer  ปรับอุณหภูมิ 30 - 40 องศา
เซลเซียส  จนละลายหมดน ามารวมกนัแลว้ปรับปริมาตรใหเ้ป็น 1 ลิตร 

 C reagent ชัง่โซเดียมไนโตรพลสัไซด์ (sodium nitroprusside) 0.1 กรัม ใส่ในขวดปรับ
ปริมาตร (volumetric flask)  จากนั้นเติมฟีนอล (phenol) 10.25 มิลลิลิตร (น าฟีนอลไปอุ่นท่ีอุณหภูมิ 
30-40 องศาเซลเซียส จะไดฟี้นอลท่ีเป็นของเหลว) แลว้ปรับปริมาตรดว้ยน ้ ากลัน่ให้เป็น 1 ลิตร เก็บ
ไวท่ี้อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ใชไ้ดน้าน 2 สัปดาห์ 

 D reagent ชัง่โซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH) 10 กรัม ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต
(Na2HPO4.7H2O) 7.06 กรัม  และ ไตรโซเดียมฟอสเฟต (Na3PO4.12H2O) 31.8 กรัม ละลายในน ้ า
กลั่น จากนั้ นเติมโซเดียมไฮเปอร์คลอไรท์ (sodium hyperchlorite) 10 มิลลิลิตร  
แลว้ปรับปริมาตรดว้ยน ้ากลัน่เป็น 1 ลิตร 

2. เตรียมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์  (NaOH) 1 N (ชัง่โซเดียม ไฮดรอกไซด ์ 
(NaOH) 40 กรัม ปรับปริมาตรใหเ้ป็น 1 ลิตร) 

3. เตรียมสารละลายมาตรฐานจากแอมโมเนียมซัลเฟต ((NH4)2SO4) ระดบัความเขม้ขน้ 0,  
0.1,  0.2,  0.3,  0.4,  0.5, 0.6, 0.7 และ0.8  มิลลิกรัมต่อลิตร เพื่อใชท้  ากราฟมาตรฐาน โดยชัง่ 
แอมโมเนียมซลัเฟต((NH4)2SO4) 0.471 กรัม ละลายดว้ยกรดซลัฟูริก (H2SO4) 0.5 N แลว้ปรับ
ปริมาตรในขวด 

 
ภาพภาคผนวกท่ี 2  กราฟมาตรฐานในการวดัปริมาณไนโตรเจนรวม 

y = 0.7663x + 0.0169 
R² = 0.9944 
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4. ปรับปริมาตร (volumetric flask) ขนาด  1  ลิตร จนครบปริมาตร จะไดส้ารละลาย
มาตรฐานไนโตรเจนความเขม้ขน้ 100 มิลลิกรัมต่อลิตร จากนั้นน าสารละลายไปเจือจางตามความ
เขม้ขน้ ท่ีตอ้งการ โดยกรดซลัฟูริก 0.5 N  เตรียมจากกรดซลัฟูริก 13.32  มิลลิลิตร ปรับปริมาตรเป็น 
1 ลิตร 

5. ดูดตวัอยา่งท่ียอ่ยไดจ้ากขอ้ 2  ปริมาตร 0.3 - 0.5 มิลลิลิตร (ข้ึนกบัส่วนของพืช) เติม A 
reagent 0.5 มิลลิลิตร และเติม B reagent 0.5 มิลลิลิตร ตามล าดบั สารละลายเปล่ียนเป็น 
สีชมพู แลว้น ามาไตรเตรทโดยหยดโซเดียมไฮดรอกไซด์  (NaOH) 1 N ลงไป เขย่าเล็กน้อย 
ให้สารละลายเปล่ียนเป็นสีเหลือง จากนั้นเติม C reagent 2.5 มิลลิลิตร และ D reagent  
2.5 มิลลิลิตร ตามล าดับ ปรับปริมาตรด้วยน ้ ากลั่นให้เป็น 25 มิลลิลิตร ตั้ง ทิ ้งไว ท่ี้  
30 องศาเซลเซียส นาน 3 ชั่วโมง จนสารละลายเปลี่ยนเป็นสีน ้ าเงิน จากนั้นน าไปวดัค่า 
การดูดกลืนแสงด้วยเคร่ืองวดัค่าการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) ท่ี 625 นาโนเมตร  
บนัทึกผล  แล้วน าค่าท่ีอ่านได้มาเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐาน จากนั้นน าค่าท่ีค  านวณได ้
มาค านวณหาปริมาณไนโตรเจน (มิลลิกรัมต่อน ้าหนกัพืชตวัอยา่งท่ีใชย้อ่ย) โดยใชสู้ตรค านวณดงัน้ี 
 

ปริมาณไนโตรเจนในตวัอยา่งพืช 
(มิลลิกรัมต่อน ้าหนกัพืชตวัอยา่งท่ีใชย้อ่ย) 

= 
A ×  B × C 

× 10 
D × E × 10000 

 
A   =   ค่าความเขม้ขน้ของไนโตรเจนจากกราฟมาตรฐาน (มิลลิกรัมต่อลิตร) 
B   =   ปริมาตรสุดทา้ยในปฏิกิริยา Indolphenol (25 มิลลิลิตร) 
C   =   ปริมาตรสุดทา้ยของการยอ่ยตวัอยา่งพืช (50 มิลลิลิตร) 
D   =   น ้าหนกัแหง้ของตวัอยา่งท่ีใชย้อ่ย (กรัม) 
E   =   ปริมาตรของตวัอยา่งท่ีใชใ้นการวเิคราะห์ (มิลลิลิตร) 

 
การวิเคราะห์ปริมาณฟอสฟอรัสโดยการวัดการดูดกลืนแสง  (Ohyama et. al., 1991) ซ่ึงได้จากการ
ท าปฏิกริิยาระหว่างฟอสเฟต และอนุมูลโมลบิเดต ดังนี ้

1. เตรียมสารละลายท่ีใชต้รวจสอบปริมาณฟอสฟอรัสจ านวน 3 ชนิดดงัน้ี 
 A  reagent ชัง่แอมโมเนียมโมลิบเดต ((NH4)6Mo7O24) 25 กรัม ละลายในน ้ ากลัน่ 200 

มิลลิลิตร  จากนั้นน ามากรอง 
 B reagent เตรียมกรดซลัฟูริก (H2SO4) 250 มิลลิลิตร ผสมกบัน ้ ากลัน่ 200 มิลลิลิตร ทิ้ง

ไว ้1 คืน จากนั้นปรับปริมาตรดว้ยน ้ากลัน่เป็น 500 มิลลิลิตร  
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 C reagent น า A reagent มาผสม B reagent โดยเท B reagent ลงในบีกเกอร์ ขนาด 1 
ลิตร ค่อย ๆ  เท A reagent ทีละนอ้ย อยา่งชา้ ๆ  ทิ้งไว ้1 คืน วนัต่อมาน ามาปรับปริมาตรให้เป็น 1 
ลิตร เก็บไวใ้นขวดสีชาตั้งไวใ้นท่ีมืด 

2. เตรียมสารละลายสเทนสัคลอไรด์  (SnCl2.2H2O) โดยชัง่สเทนสัคลอไรด์ 0.25  กรัม  
เทลงในขวดสีชา (ควรเตรียมในตูค้วนั) เติมกรดไฮโดรคลอริก 5 มิลลิลิตร ละลายให้หมด จากนั้น
เติมน ้ากลัน่ 20 มิลลิลิตร ใชไ้ด ้3 วนั 

3. เตรียมสารละลายมาตรฐานของฟอสฟอรัส จากโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 
(KH2PO4) ปรับให้มีความเขม้ขน้ตามล าดบัคือ 0, 0.5, 1.0, 1.5 และ 2.0 มิลลิกรัมต่อลิตร เพื่อใชท้  า
กราฟมาตรฐาน โดยชั่งโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) 0.716 กรัม ละลายด้วย
กรดซลัฟูริก (H2SO4) 4 N แลว้ปรับปริมาตรในขวดปรับปริมาตร (volumetric flask) ขนาด 1 ลิตร 
จนครบปริมาตร ไดส้ารละลายมาตรฐานฟอสฟอรัสความเขม้ขน้ 500  มิลลิกรัมต่อลิตร จากนั้นน า
สารละลายไปเจือจางตามความเขม้ขน้ท่ีตอ้งการ 

 
ภาพภาคผนวกท่ี 3 กราฟมาตรฐานในการวดัปริมาณฟอสฟอรัส 

 
4. ดูดสารละลายตวัอย่างจากขอ้ 2  ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงในขวดปรับปริมาตรขนาด  

25 มิลลิลิตร เติมน ้ ากลัน่ลงไปเล็กนอ้ย เติม C reagent ขวดละ 1 มิลลิลิตร และเติมสเทนสัคลอไรด ์
0.2  มิลลิลิตร ตามล าดบั ปรับปริมาตรดว้ยน ้ ากลัน่ให้เป็น 25 มิลลิลิตร ตั้งทิ้งไว ้15 นาที  น ามาวดั
ค่าการดูดกลืนแสง  ดว้ยเคร่ืองวดัค่าการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) ท่ี 660 นาโนเมตร น าค่าท่ี
อ่านไดม้าเปรียบเทียบกบักราฟมาตรฐานของฟอสฟอรัส จากนั้นน าค่าท่ีค  านวณไดม้าค านวณหา

y = 2.496x - 0.0168 
R² = 0.9896 
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ความเขม้ขน้ของฟอสฟอรัส (มิลลิกรัมต่อน ้ าหนกัพืชตวัอยา่งท่ีใชย้อ่ย) และเปล่ียนหน่วย (กรัมต่อ
พืชตวัอยา่ง 1 กรัม) เช่นเดียวกบัการหาความเขม้ขน้ของไนโตรเจน 
 
การย่อยตัวอย่างส าหรับวเิคราะห์โพแทสเซียม (Mizukoshi et  al., 1994) 

วธีิการสกดั   
ชัง่ตวัอยา่งพืชอบแหง้ท่ีบดละเอียดประมาณ 0.05 กรัม ใส่ลงในหลอดทดลอง เติมกรดเปอร์

คลอริคเขม้ขน้ (HClO4)  0.4  มิลลิลิตร และกรดไนตริก (HNO3) 0.5 มิลลิลิตร ตามล าดบั   
ป่ันให้เขา้กนั ปิดหลอดดว้ยพาราฟิล์ม ทิ้งไว ้1 คืน จากนั้นน ามายอ่ยท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส 
เพื่อไล่ควนัสีเหลืองของ  NO2-  ออกให้หมด  จึงปรับเพิ่มอุณหภูมิเป็น 210 องศาเซลเซียส ทิ้งไว ้
จนตวัอย่างแห้ง ระวงัอย่าให้ไหม้ น าออกมาท้ิงไวใ้ห้เย็นแล้วเติมสารละลายเจือจาง (HCl:H2O 
อัตราส่วน 1:4) หลอดละ 1 มิลลิลิตร ป่ันให้เข้ากัน  จากนั้นน ามาตั้ งบนเตาท่ีอุณหภูมิ  
100 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที เพื่อไล่ Cl-  ทิ้งไวใ้ห้เยน็แลว้น ามาปรับปริมาตรเป็น 50 มิลลิลิตร  
เทใส่ขวดพลาสติกเก็บไวท่ี้อุณหภูมิหอ้ง ส าหรับวเิคราะห์ต่อไป 

 
การวเิคราะห์ปริมาณโพแทสเซียม 
1. เตรียมสารละลายมาตรฐานของโพแทสเซียมท่ีมีความเขม้ขน้  0, 0.2, 0.4, 0.6, และ0.8 

มิลลิกรัมต่อลิตร เพื่อใชท้  ากราฟมาตรฐาน 
 

 
ภาพภาคผนวกท่ี 4  กราฟมาตรฐานในการวดัปริมาณโพแทสเซียม 

 

y = 0.1755x - 0.0044 
R² = 0.9933 
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2. เจือจางสารละลายตวัอยา่งท่ีสกดัไว ้โดยใชส้ารตวัอยา่ง 0.5 มิลลิลิตร จากนั้นเจือจางดว้ย
น ้ากลัน่เป็น 25 มิลลิลิตร 

3. น าสารละลายดงักล่าวไปวดัความเขม้ขน้ของโพแทสเซียม  ดว้ยเคร่ือง Atomic absorption 
spectrophotometer ท่ีความยาวคล่ืน 766.5 นาโนเมตร บนัทึกผล และน าค่าท่ีค  านวณไดม้า
ค านวณหาปริมาณโพแทสเซียม (มิลลิกรัมต่อน ้ าหนกัพืชตวัอยา่งท่ีใชย้อ่ย) และเปล่ียนหน่วย (กรัม
ต่อพืชตวัอยา่ง 1 กรัม) เช่นเดียวกบัการหาปริมาณไนโตรเจน 
 

 
ภาพภาคผนวกท่ี 5  อุณหภูมิสูงสุดและอุณหภูมิต ่าสุดเฉล่ียแต่ละเดือนในรอบปี พ.ศ. 2553 

ท่ีมา : ศูนยบ์ริการวิชาการดา้นพืชและปัจจยัการผลิตเชียงใหม่ 

 

 
ภาพภาคผนวกท่ี 6  ปริมาณน ้ าฝนเฉล่ียรายเดือนในรอบปี พ.ศ. 2553 

ท่ีมา : ศูนยบ์ริการวิชาการดา้นพืชและปัจจยัการผลิตเชียงใหม่ 
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ประวตัิผู้เขียน 
 
 
ช่ือ – สกุล นาย จริญญา  ปัญญาแกว้ 
 
วนั เดือน ปี เกดิ 20 ตุลาคม 2528 
   
ประวตัิการศึกษา  ส าเร็จการศึกษามธัยมศึกษาโรงเรียนจกัรค าคณาทร จงัหวดัล าพูน   

ปีการศึกษา 2546 
  ส าเร็จการศึกษาวิทยาศาสตรบณัฑิต (เกษตรศาสตร์) สาขาวิชาพืช-

สวน คณะเกษตรศาสตร์ มหาวทิยาลยัเชียงใหม่ ปีการศึกษา 2550  
  


