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บทที่ 3 

วิธีดําเนินการวิจัย 

3.1 วัสดุและอุปกรณ ์

3.1.1 วัตถุดิบและอุปกรณ์ 

3.1.1.1 ผักคะน้าไฮโดรโปนิกส์ ปลูกโดยฝ่ายเทคโนโลยีชีวภาพ สถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์ 

และเทคโนโลยีแห่งประเทศไทย 35 หมู่ 3 ต.คลองห้า อ.คลองหลวง จ.ปทุมธานี 

3.1.1.2 เครื่อง UV-Vis Spectrophotometer (รุ่น UV-1601 SHIMADZU, Japan) 

3.1.1.3 เครื่องช่ังนํ้าหนัก 4 ตําแหน่ง (Pioneer) 

3.1.1.4 อ่างควบคุมอุณหภูมิ (MEMMERT) 

3.1.1.5 อุปกรณ์เครื่องแก้วต่าง ๆ 

3.1.2 สารเคม ี

3.1.2.1 Potassiumnitrate (AR grade ย่ีห้อ BDH) 

3.1.2.2 Brucine sulfate (AR grade ย่ีห้อ Ajax findchem) 

3.1.2.3 Sulfanilic acid (AR gradeย่ีห้อ BDH) 

3.1.2.4 Hydrochloric acid(AR grade ย่ีห้อ Merck) 

3.1.2.5 Sulfuric acid(AR grade ย่ีห้อ Merck) 

3.1.2.6 Sodium chloride (AR grade ย่ีห้อ Merck) 

3.1.3 การวัดสเปกตรัม 

3.1.3.1 เครื่อง Near infrared spectroscopy (NIRs) Q-Interline Quant FT-NIR 

3.1.3.2 โปรแกรม Unscrambler® version 9.7 (Camo,Oslo, Norway) 
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3.2 วิธีการทดลอง 

3.2.1 การทดลองเพ่ือทํานายปริมาณไนเตรทในใบผักคะน้าไฮโดรโปนิกส์ 

3.2.1.1 ขั้นตอนการเตรียมตัวอย่าง 

เตรียมตัวอย่างโดยการซื้อผักคะน้าไฮโดรโปนิกส์ที่มีสายพันธ์ุเดียวกัน มีขนาด รูปร่าง สี

และนํ้าหนักที่ใกล้เคียงกัน โดยคัดเลือกผักคะน้าไฮโดรโปนิกส์ที่อยู่ในช่วงที่สามารถเก็บเก่ียวได้ ไม่แก่

หรืออ่อนจนเกินไป ผักคะน้าไฮโดรโปนิกส์ที่เก็บเก่ียวได้ให้ใส่ในภาชนะกล่องโฟม ทําการขนส่งโดยทาง

รถยนต์มายังห้องปฏิบัติการเคมี แผนกเครื่องมือวิเคราะห์ บริษัทไซแอนติฟิค โปรโมช่ัน จํากัดนํา

ผักคะน้าไฮโดรโปนิกส์เก็บรักษาไว้ในตู้เย็นที่อุณหภูมิประมาณ4 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 1 วัน

ก่อนนํามาทดลอง  

จากน้ันนําตัวอย่างทั้งหมดมาทําการปรับอุณหภูมิก่อนการวัดด้วยการเก็บไว้ในห้องปรับ

อากาศท่ีรักษาอุณหภูมิห้องที่ระดับ 25 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 2-3 ช่ัวโมง ก่อนทําการวัดด้วยเครื่อง 

FT-NIR spectrophotometer เพ่ือป้องกันผลกระทบอันเน่ืองมาจากอุณหภูมิระหว่างการวัด 

3.2.1.2 การวัดด้วย FT-NIR spectrophotometer 

นําตัวอย่างผักคะน้าไฮโดรโปนิกส์แต่ละต้นมาทําการวัดการดูดกลืนพลังงานด้วยเครื่อง NIR 

Spectrophotometer (Q-Interline Quant FT-NIR) reflectance mode ในช่วงจํานวนคล่ืนแสง 

10000– 4000 cm-1 (1000-2500 nm)โดยใช้การวัดแบบต่อเน่ือง (Moving) ที่ตําแหน่งใบของผักคะน้า

ทั้งหมด 4 ตําแหน่ง (ภาพที่ 3.1 และ 3.2) หลังจากน้ันตัดแยกส่วนลําต้น ใบและรากออกจากกันช่ัง

นํ้าหนักสดส่วนใบ ส่วนลําต้นและรากทิ้งไป จากนั้นหั่นตัวอย่างให้ละเอียดแล้วคลุกเคล้าให้เข้ากันดีใน

ถุงพลาสติก สุ่มตัวอย่างผักคะน้าประมาณ 30 กรัมเพ่ือนําไปวิเคราะห์หาปริมาณไนเตรทและไนไตรท์ที่มี

อยู่ (Shin-shou Chou และคณะ, 2003) 
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ภาพท่ี 3.1แสดงการวัดสเปกตรัมผักคะน้าไฮโดรโปนิกส์ด้วยเครื่อง NIR spectrophotometer 

(a) การเลือกตําแหน่งก่อนทําการวัดวัดสเปกตรัมผักคะน้าไฮโดรโปนิกส์ 

(b) ระหว่างการวัดสเปกตรัมผักคะน้าไฮโดรโปนิกส์ 

 
 
ภาพที่  3.2 แสดง ตํ าแหน่งการ วัดส เปกต รัมผั กคะน้ า ไฮ โดร โป นิกส์ ด้ วย เค ร่ือง  FT-NIR 

spectrophotometer 

3.2.1.3 ขั้นตอนการวิเคราะห์ 

3.2.1.3.1 กําหนดตัวแปรตามและตัวแปรอิสระโดยให้ตัวแปรตาม คือ ปริมาณ

ไนเตรท ส่วนตัวแปรอิสระ คือ ข้อมูลสเปกตรัม 

3.2.1.3.2 แบ่งกลุ่มตัวอย่างออกเป็น 2 กลุ่มโดยกลุ่มที่ 1เป็นกลุ่มสําหรับการ

สร้างสมการ (Calibration set) และกลุ่มที่ 2 เป็นกลุ่มสําหรับการทดสอบสมการ (Prediction set)  

  

a b 
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โดยแต่ละกลุ่มมีการกระจายตัวของข้อมูลเท่า ๆ กันโดยแบ่งเป็นกลุ่ม Calibration จํานวน 70 

เปอร์เซ็นต์ และแบ่งเป็นกลุ่ม Prediction จํานวน 30 เปอร์เซ็นต์ 

3.2.1.3.3 นําข้อมูลสเปกตรัมเฉลี่ยที่ได้ของแต่ละตัวอย่างมาวิเคราะห์ทางสถิติ 

โดยการทํา Pretreatment ข้อมูลสเปกตรัม ด้วยวิธีการต่าง ๆ และสร้างสมการในการทํานายโดยใช้

วิธี Partial least squares regression (PLSR) เลือกสมการที่มีประสิทธิภาพดีที่สุด จากการพิจารณา

ที่ ค่า R (Coefficient of correlation) ให้มีค่าสูงสุด, RMSECV ต้องมีค่าตํ่าที่สุดและพิจารณาจาก 

Factor ที่มีค่าตํ่าสุดด้วย 

3.2.1.3.4 จากข้อมูลกลุ่ม Calibration เมื่อได้สมการ Calibration ให้นํา

สมการท่ีได้ไปใช้ในการทํานายคุณภาพของตัวอย่างในกลุ่ม Prediction set เพ่ือดูความแม่นยําของ

สมการ โดยใช้โปรแกรม Unscrambler version 9.7 

3.2.2 การหา Linearity ของสารมาตรฐานไนเตรท 

 3.2.3.1 เตรียมสารมาตรฐานไนเตรทความเข้มข้น 10, 20, 30, 40 และ 50 ppm โดยเตรียม

จากสารมาตรฐานไนเตรทความเข้มข้น 1,000 ppm 

3.2.3 การวิเคราะห์ปริมาณไนเตรทในใบผกัคะนา้ไฮโดรโปนิกส์ด้วยเทคนิค Brucine 

method (AOAC,2000) 

วิเคราะห์หาปริมาณไนเตรทในตัวอย่างใบผักคะน้าไฮโดรโปนิกส์ โดยสกัดสารละลายจาก

ตัวอย่างด้วยวิธีของ Shin-shou Chou และคณะ (2003) ดังแสดงในภาพที่ 3.3 ดังน้ี 
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ภาพท่ี 3.3  ขั้นตอนการสกัดตัวอย่างสําหรับการวิเคราะห์ไนเตรทและไนไตรท์ด้วยเทคนิค 
Brucine method (ดัดแปลงจาก Shin-shou Chou และคณะ, 2003) 

 

 

ตัดและ Homogenized ใบผักคะน้าช่ังนํ้าหนัก 1 g 
 

เติมนํ้ากลั่นปริมาตร 50mL ใน Volumetric flask ขนาด 100mL 

 

แช่ใน Water bath อุณหภูมิ 80oC 20 นาที 

 

เขย่าและทิ้งใหเ้ย็นที่อุณหภูมิห้อง 

 

ปรับปริมาตรเป็น 100 mL ด้วยนํ้ากลั่น 

 

กรองด้วยกระดาษกรอง Whatman เบอร์ 5 

 

นําสารสกัดที่ได้ไปวิเคราะห์ปริมาณไนเตรทด้วยวิธี Brucine method 

(ภาคผนวก ก) 


