
 
บทท่ี 3 

 
อุปกรณและวิธีการ 

 
1 วัสดุอุปกรณ 

1.1 วัสดุพันธุพืช 
เมล็ดคะนาพันธุคะนายอด จํานวน 450 เมล็ด 

 

 
ภาพท่ี 1 เมล็ดคะนาพันธุคะนายอด 
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อุปกรณและวัสดุปลูก 
1.2 วัสดุปลูก ไดแก ทราย และถานแกลบ อัตราสวน 1:1 

 1.3 อุปกรณ 
1.3.1  รางปลูกระบบ Dynamic Roots Floating Technique (DRF) 
1.3.2  ฟองน้ําสําหรับเพาะเมล็ด  
1.3.3  ปมดูดสารละลายธาตุอาหาร 
1.3.4  ถังขนาด 10 ลิตร (เก็บสารละลายเขมขน) 
1.3.5  ถังขนาด 50 ลิตร (รองรับสารละลาย) 
1.3.6  ถังขนาด 100 ลิตร (ผสมสารละลายธาตุอาหาร) 
1.3.7  สารละลายธาตุอาหารสูตร CMU#2 
1.3.8  เคร่ืองวัดคาความนําไฟฟา (EC meter) 
1.3.9  เคร่ืองวัดความเปนกรด-ดาง (pH meter) 
1.3.10 เคร่ืองช่ังละเอียดแบบทศนิยม 4 ตําแหนง 
1.3.11 ถุงกระดาษเกบ็ตัวอยางพืช 
1.3.12 ตูอบ 
1.3.13 เคร่ืองบดตัวอยางพืชของบริษัท BECTHAI รุน MF-10 
1.3.14 เตายอยตัวอยางพืชของบริษัท TECHNE รุน DB-4 
1.3.15 เคร่ืองแกวท่ีใชในการทดลองทางเคมี เชน บีกเกอร หลอดทดลอง ปเปต 

ขวดปรับปริมาตร แทงแกวคนสาร เปนตน 
1.3.16 Atomic absorption spectrophotometer ของบริษัท PERKIN ELMER 

รุน 3100 
1.3.17 เคร่ืองวัดการดดูกลืนแสง (Spectrophotometer) ของบริษทั HITACHI 

รุน U-2001 
 
   1.4 วัสดุเคมี 

 1.4.1 สารเคมีสําหรับเตรียมสารละลายธาตุอาหาร 
  1.4.1.1 แอมโมเนียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (NH4H2PO4) 
  1.4.1.2 แมกนีเซียมซัลเฟต (MgSO4.7H2O) 
  1.4.1.3 โพแทสเซียมไนเตรต (KNO3) 
  1.4.1.4 แคลเซียมไนเตรต (CaNO3) 
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  1.4.1.5 แอมโมเนียมโมลิบเดต ((NH4)6Mo7H2O) 
  1.4.1.6 คอปเปอรซัลเฟต (CuSO4.5H2O) 
  1.4.1.7  ซิงคซัลเฟต (ZnSO4.7H2O) 
  1.4.1.8 แมงกานีสคลอไรด (MnSO4.4H2O) 
  1.4.1.9 กรดบอริค (H3BO3) 
  1.4.1.10 เหล็กคีเลต (FeEDTA) 
  1.4.1.11 แอมโมเนียมไนเตรต (NH4NO3) 
 1.4.2 สารเคมีสําหรับการวิเคราะหไนโตรเจน 
  1.4.2.1  เอทธานอล (C2H5OH) 
  1.4.2.2  โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) 
  1.4.2.3  โซเดียมคีเลต (EDTA.2Na) 
  1.4.2.4 ไฮโดรเจนเปอรออกไซด (H2O2) 
  1.4.2.5  กรดซัลฟูริก (H2SO4) 
  1.4.2.6  ฟนอล (phenol) 
  1.4.2.7  โซเดียมไนโตรพลัสไซด (sodium nitroprusside) 
  1.4.2.8  กรดเบนโซอิค (benzoic acid) 
  1.4.2.9  โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) 
  1.4.2.10  เมธิลเรด (methyl red) 
  1.4.2.11  แอมโมเนียมซัลเฟต ((NH4)2SO4) 
  1.4.2.12  โซเดียมไฮเปอรคลอไรท (NaClO2) 
  1.4.2.13  ไตรโซเดียมฟอสเฟต (NaPO4) 
  1.4.2.14  ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Na2PO4) 
 1.4.3 สารเคมีสําหรับการวิเคราะหฟอสฟอรัส 
  1.4.3.1 กรดซัลฟูริก (H2SO4) 
  1.4.3.2 ไฮโดรเจนเปอรออกไซด (H2O2) 
  1.4.3.3 กรดไฮโดรคลอริค (HCl) 
  1.4.3.4 แอมโมเนียมโมลิบเดต ((NH4)6Mo7) 
  1.4.3.5 สเทนัสคลอไรด (SnCl2) 
  1.4.3.6 โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) 
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 1.4.4 สารเคมีสําหรับวิเคราะหโพแทสเซียม ไดแก 
  1.4.4.1 กรดเปอรคลอริคเขมขน (HClO4) 
  1.4.4.2 กรดไนตริก (HNO3) 
  1.4.4.3 กรดไฮโดรคลอริค (HCl) 
  1.4.4.4 โพแทสเซียมคลอไรด (KCl) 
 1.4.5 สารเคมีสําหรับการวิเคราะหแคลเซียมและแมกนีเซียม ไดแก 
  1.4.5.1 กรดเปอรคลอริคเขมขน (HClO4)  
  1.4.5.2 กรดไนตริก (HNO3) 
  1.4.5.3 กรดไฮโดรคลอริค (HCl) 
  1.4.5.4 แลนทานัมออกไซด(LaO2) 
  1.4.5.5 แคลเซียมคารบอเนต (CaCO3) 
  1.4.5.6 แมกนีเซียมคลอไรท (MgCl2) 
 1.4.6 สารเคมีสําหรับการวิเคราะหไนเตรท 
  1.4.6.1 เอทานอล 
  1.4.6.2 โซเดียมไนเตรท (NaNO3) 
  1.4.6.3 กรดซาลิไซลิค (HCO6H4COOH) 
  1.4.6.4 โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) 
 

2. วิธีการทดลอง 
 2.1 การศึกษาแบงเปน 3 การทดลองนี ้

การทดลองท่ี 1 ผลของระดับความเขมขนของสารละลายธาตุอาหารและระยะเวลาในการ
ดูแลตนกลาตอการเจริญเติบโตของผักคะนาจีน  

การทดลองท่ี 1.1 ผลของระดับความเขมขนของสารละลายธาตุอาหาร ตอการเจริญเติบโต
ในระยะตนกลาของคะนาจีน 
 เพาะเมล็ดผักคะนาจีน ในฟองน้ําและใหสารละลายธาตุอาหารสูตร CMU#2 โดยปรับความ
เขมขนของสารละลายธาตุอาหารสูตรดังกลาวซ่ึงวัดโดยใชคาความนําไฟฟา  (Electrical 
conductivity (EC)) เปน 3 ระดับ รวมกับกรรมวิธีควบคุมดังนี้ 
 กรรมวิธีท่ี 1 ระดับความเขมขนของสารละลายท่ี EC = 0.00  มิลลิซีเมนสตอเซนติเมตร  
(กรรมวิธีควบคุม) 

กรรมวิธีท่ี 2 ระดับความเขมขนของสารละลายท่ี EC =  0.50  มิลลิซีเมนสตอเซนติเมตร     
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กรรมวิธีท่ี 3 ระดับความเขมขนของสารละลายท่ี  EC = 1.00  มิลลิซีเมนสตอเซนติเมตร     
กรรมวิธีท่ี 4 ระดับความเขมขนของสารละลายท่ี  EC = 1.50  มิลลิซีเมนสตอเซนติเมตร     
โดยใหพืชไดรับแตละกรรมวิธีนาน 2 สัปดาห จากนั้นจึงยายลงปลูกในระบบ Dynamic 

Root Floating (DRF) ซ่ึงใชสารละลายธาตุอาหารสูตร CMU#2 ใหมีคา EC = 2.1 มิลลิซีเมนสตอ
เซนติเมตร  เหมือนกันท้ัง 4 กรรมวิธี ปลูกนาน 4 สัปดาหโดยมีการวางแผนการทดลองแบบสุม
สมบูรณ (Completely Randomized Design ; CRD) จํานวน 4 กรรมวิธี กรรมวิธีละ 10 ซํ้า 

การทดลองท่ี 1.2 ผลของระดับความเขมขนของธาตุอาหารรวมกับระยะเวลาการดูแลใน
ระยะตนกลา 

เพาะเมล็ดคะนาจีนในฟองน้ําเม่ือตนกลางอก เร่ิมใหสารละลายธาตุอาหารสูตร CMU#2 ท่ี
มีระดับความเขมขนของสารละลาย 2 ระดับ คือ EC = 0.5 มิลลิซีเมนตตอเซนติเมตร (ผลท่ีดีท่ีสุด
จากการทดลองท่ี 1.1) และ EC = 0.2 มิลลิซีเมนตตอเซนติเมตร (ปรับลดความเขมขนท่ีไดจากการ
ทดลองท่ี 1.1) รวมกับระยะเวลาการดูแลตนกลา 2 ชวงเวลา คือ 2 และ 3 สัปดาห ตามกรรมวิธี   

กรรมวิธีท่ี 1 ระดับความเขมขนของสารละลายท่ี EC = 0.5 มิลลิซีเมนสตอเซนติเมตร 
รวมกับ ระยะเวลาการดูแลตนกลานาน 2 สัปดาห 

กรรมวิธีท่ี 2 ระดับความเขมขนของสารละลายท่ี EC = 0.2 มิลลิซีเมนสตอเซนติเมตร 
รวมกับ ระยะเวลาการดูแลตนกลานาน 2 สัปดาห 

กรรมวิธีท่ี 3 ระดับความเขมขนของสารละลายท่ี EC = 0.5 มิลลิซีเมนสตอเซนติเมตร 
รวมกับระยะเวลาการดูแลตนกลานาน 3 สัปดาห 

กรรมวิธีท่ี 4 ระดับความเขมขนของสารละลายท่ี EC = 0.2 มิลลิซีเมนสตอเซนติเมตร 
รวมกับ ระยะเวลาการดูแลตนกลา 3 สัปดาห 

วางแผนการทดลองแบบ Factorials in CRD จํานวน 2×2 กรรมวิธี กรรมวิธีละ 10 ซํ้า (ตน)  
 

การทดลองท่ี 2 ผลของระดบัไนโตรเจน ตอการเจริญเติบโตและการสะสมของไนเตรทใน
คะนาจีน  

เพาะเมล็ดในฟองน้ํา ใหตนกลาไดรับสารละลายธาตุอาหารที่ EC = 0.5 มิลลิซีเมนสตอ
เซนติเมตร นาน 3 สัปดาหแลวนํามายายปลูกลงในระบบ DRF เปนเวลานาน 4 สัปดาหโดยใหพืช
ไดรับความเขมขนของไนโตรเจนแตกตางกัน 4 ระดับ ดังกรรมวิธีตอไปนี ้
             กรรมวิธีท่ี 1 ระดับไนโตรเจน 142 มิลลิกรัมตอลิตร (สารละลายสูตร CMU#2) : กรรมวิธี
ควบคุม 
             กรรมวิธีท่ี 2 ระดับไนโตรเจน 200 มิลลิกรัมตอลิตร 
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             กรรมวิธีท่ี 3 ระดับไนโตรเจน 250 มิลลิกรัมตอลิตร  
             กรรมวิธีท่ี 4 ระดับไนโตรเจน 300 มิลลิกรัมตอลิตร 
             ใหพืชไดรับแตละกรรมวิธีนาน 4 สัปดาห สวนธาตุอาหารอ่ืนพืชไดรับในระดบัความ
เขมขนท่ีเทากนั วางแผนการทดลองแบบสุมสมบูรณ (Completely Randomized Design ; CRD) 
จํานวน 4 กรรมวิธี ๆ ละ 10 ซํ้า 
 

การทดลองท่ี 3 ผลของระดบัแมกนีเซียมและแคลเซียมท่ีเหมาะสม ตอการเจริญเติบโตของ
คะนาจีน 

เพาะเมล็ดในฟองน้ําท่ีมีสารละลายธาตุอาหารที่ EC = 0.5 มิลลิซีเมนสตอเซนติเมตร นาน 3 
สัปดาหแลวนาํมายายปลูกลงรางระบบ DRF มีการใหปริมาณธาตุแมกนีเซียม 3 ระดับ คือ 63, 94.5 
และ126 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับการใหธาตุแคลเซียม 2 ระดับ คือ 85 และ 127 มิลลิกรัมตอลิตร 
ดังนี ้

กรรมวิธีท่ี 1 ระดับแมกนีเซียม 63  มิลลิกรัมตอลิตร และระดับแคลเซียม 85 มิลลิกรัมตอลิตร 
กรรมวิธีท่ี 2 ระดับแมกนีเซียม 63  มิลลิกรัมตอลิตร และระดับแคลเซียม 127 มิลลิกรัมตอลิตร 
กรรมวิธีท่ี 3 ระดับแมกนีเซียม 94.5  มิลลิกรัมตอลิตร และระดับแคลเซียม 85 มิลลิกรัมตอลิตร 
กรรมวิธีท่ี 4 ระดับแมกนีเซียม 94.5  มิลลิกรัมตอลิตร และระดบัแคลเซียม 127 มิลลิกรัมตอลิตร 
กรรมวิธีท่ี 5 ระดับแมกนีเซียม 126 มิลลิกรัมตอลิตร และระดับแคลเซียม 85 มิลลิกรัมตอลิตร 
กรรมวิธีท่ี 6 ระดับแมกนีเซียม 126 มิลลิกรัมตอลิตร และระดับแคลเซียม 127 มิลลิกรัมตอลิตร 
โดยมีการวางแผนการทดลองแบบ Factorials in CRD จํานวน 3×2 กรรมวิธี กรรมวิธีละ 10 ซํ้า  

 

 2.2 การบันทึกผลการทดลอง 
2.2.1 บันทึกการเจริญเติบโต 
 2.2.1.1.บันทึกผลการเจริญเติบโตทุกสัปดาห ไดแก 
 2.2.1.1.1 ความสูงของลําตนวัดจากโคนตนถึงจุดสูงสุดเม่ือรวบใบข้ึน (เซนติเมตร)  
 2.2.1.1.2 จํานวนใบตอตน 
 2.2.1.2. ปริมาณผลผลิตเม่ือเก็บเกีย่ว 

2.2.1.2.1 น้ําหนักสด (กรัม) 
2.2.1.2.2 น้ําหนักแหง (กรัม) 

 2.2.1.3 วัดปริมาณคลอโรฟลลโดยเคร่ือง  SPAD-502 : MINOLTA Chlorophyll meter 
 2.2.1.4 วิเคราะหหาปริมาณไนเตรทเม่ือเกบ็เกี่ยว โดยวิธี Calorimetric (การทดลองท่ี 2) 
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 2.2.1.5 วิเคราะหหาปริมาณ N , P , K , Ca , Mg , Fe , Zn และ Cu ในใบเม่ือเก็บเกีย่วผลผลิต 
(การทดลองท่ี 2 และ 3) 
  2.2.2 การวิเคราะหความเขมขนของธาตุอาหาร 
   2.2.2.1 การเตรียมตัวอยางพชื 
   สุมตนคะนาในระยะเก็บเกี่ยวลางทําความสะอาดดวยน้ําประปา 3 คร้ัง กอนท่ีจะลางดวย
น้ํากล่ันอีก 2 คร้ัง จากนั้นซับใหแหงดวยกระดาษชําระ แลวนําไปช่ังน้ําหนักสด จากนั้นจึงนําไปอบท่ี
อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส ประมาณ 7 วัน จนน้ําหนักแหงคงท่ี แลวจึงนํามาช่ังน้ําหนักแหง จากน้ัน
นํามาบดดวยเคร่ืองบดตัวอยางพืชใหละเอียด เก็บในถุงพลาสติกท่ีปดปากถุงอยางสนิทเพื่อนําไปยอย
ตอไป 
   2.2.2.2 การยอยตัวอยางพืช (Wet Acid Digestion) ดัดแปลงโดย (Ohyama et al., 1985 ; 
1986) 
    ก. การยอยตัวอยางสําหรับการวิเคราะหไนโตรเจนและฟอสฟอรัส 
    ช่ังตัวอยางพืชท่ีบดละเอียดประมาณ 0.05 กรัม ใสลงในหลอดทดลองขนาด 25×200 
มิลลิเมตร จากนั้นเติมกรดซัลฟูริกเขมขน 1 มิลลิลิตร ปดปากหลอดดวยพาราฟลมท้ิงไว 1 คืน วันตอมา
ยอยท่ีเตายอยตัวอยาง ปรับอุณหภูมิท่ี 180 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที นําหลอดทดลองข้ึนมาพักท้ิงไว
ใหเย็นแลวเติมไฮโดรเจนเปอรออกไซด หลอดละ 0.3 มิลลิลิตร ปนใหเขากัน นํามายอยโดยปรับ
อุณหภูมิ 230 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที หากสารละลายยังไมใสใหเติมไฮโดรเจนเปอรออกไซด 
หลอดละ 0.2 มิลลิลิตร แลวนําไปยอยตอท่ีอุณหภูมิ 230 องศาเซลเซียสนาน 30 นาที ทําซํ้าจนกระท่ัง
สารละลายใส หลังจากนั้นท้ิงไวใหเย็นแลวเติมน้ํากล่ันหลอดละ 5 มิลลิลิตร ท้ิงไว 1 คืน วันตอมาปรับ
ปริมาตรเปน 50 มิลลิลิตร เก็บสารละลายท่ีไดไวในขวดพลาสติก เก็บไวท่ีอุณหภูมิหอง สําหรับ
วิเคราะหตอไป 
     
    ข. การยอยตัวอยางสําหรับวิเคราะหโพแทสเซียม แคลเซียม แมกนีเซียม และธาตุ
อาหารรอง 
    ช่ังตัวอยางพืชอบแหงบดละเอียดหนักประมาณ 0.05 กรัม ใสลงในหลอดทดลอง
ขนาด 25×200 มิลลิลิตร เติมกรดเปอรคลอริกเขมขน 0.4 มิลลิลิตร และกรดไนตริกเขมขน 0.3 มิลลิลิตร 
ตามลําดับ ปนใหเขากัน ปดหลอดดวยพาราฟลม ท้ิงไว 1 คืน จากนั้นนํามายอยท่ีอุณหภูมิ 100 องศา
เซลเซียส เพื่อไลควันสีเหลืองของ NO2

- ออกใหหมด จึงปรับเพิ่มอุณหภูมิเปน 210 องศาเซลเซียส ท้ิงไว
จนตัวอยางแหง ระวังอยาใหไหม นําออกมาต้ังท้ิงไวใหเย็นแลวเติมสารละลายเจือจาง (HCl : H2O อัตรา 
1:4) หลอดละ 1 มิลลิลิตร ปนใหเขากัน จากนั้นนํามาต้ังบนเตาท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส นาน 5 
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นาที เพื่อไล Cl- ท้ิงไวใหเย็นแลวนํามาปรับปริมาตรเปน 50 มิลลิลิตร เทใสขวดพลาสติกเก็บไวท่ี
อุณหภูมิหอง สําหรับวิเคราะหตอไป 
  2.2.2.3 การวิเคราะหปริมาณธาตุอาหาร (Ohyama et al., 1985 ; 1986) 
 
   2.2.2.3.1 การวิเคราะหปริมาณไนโตรเจนใชวิธี Indolphenol Method 
    1. เตรียมสารละลายท่ีใชตรวจสอบปริมาณไนโตรเจน จํานวน 4 ชนิด ดังนี้ 
    A reagent : ช่ังโซเดียมคีเลต 25 กรัม ใสบีกเกอร ละลายในนํ้ากล่ัน 800 มิลลิลิตร ปรับ 
pH ใหเปน 10 โดยใช 10 N โซเดียมไฮดรอกไซด เปนตัวปรับ pH จากนั้นเติมสารละลายเมธิลเรด 20 
มิลลิลิตร (เมธิลเรด 0.05 กรัม + 60% เอทธานอล 20 มิลลิลิตร ) คนใหเขากัน ปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ัน
ใหเปน 1 ลิตร 
    B reagent : ช่ังโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 136.09 กรัม ใสบีกเกอร 500 
มิลลิลิตร เติมน้ํากล่ัน 400 มิลลิตร จากนั้นช่ังกรดเบนโซอิค 2.75 กรัม ใสบิกเกอร 500 มิลลิลิตร เติมน้ํา
กล่ัน 400 มิลลิลิตร นําไปผสมใหเขากันโดยใชแทงเหล็กคน ปรับอุณหภูมิเปน 30-40 องศาเซลเซียส จน
ละลายหมด นํามารวมกัน แลวปรับปริมาตรเปน 1 ลิตร 
    C reagent : ช่ังโซเดียมไนโตรพลัสไซด 0.1 กรัม ใสในขวดปรับปริมาตร จากนั้นเติมฟ
นอล 10.25 (นําฟนอลไปอุนท่ี 30-40 องศาเซลเซียส จะไดฟนอลที่เปนของเหลว) แลวปรับปริมาตรดวย
น้ํากล่ันใหเปน 1 ลิตร เก็บไวท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ใชไดนาน 2 สัปดาห 
    D reagent : ช่ังโซเดียมไฮดรอกไซด 10 กรัม ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต 7.06 กรัม 
และ ไตรโซเดียมฟอสเฟต 31.8 กรัม ละลายในน้ํากล่ัน จากนั้นเติมโซเดียมไฮเปอรคลอไรท 10 มิลลิลิตร 
แลวปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันเปน 1 ลิตร 
    2. เตรียมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 1 N โดยช่ังโซเดียมไฮดรอกไซด 40 กรัม 
ปรับปริมาตรเปน 1 ลิตร 
    3. เตรียมสารละลายมาตรฐานจากแอมโมเนียมซัลเฟต ระดับความเขมขน 0, 0.1, 0.2, 
0.3, 0.4 และ 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร เพื่อใชทํากราฟมาตรฐาน โดยช่ังแอมโมเนียมซัลเฟต 0.471 กรัม 
ละลายดวยกรดซัลฟูริก 0.5 N แลวปรับปริมาตรในขวดปรับปริมาตรขนาด 1 ลิตร จนครบปริมาตร จะ
ไดสารละลายมาตรฐานของไนโตรเจนความเขมขน 100 มิลลิกรัมตอลิตร จากน้ันนําสารละลายไปเจือ
จางตามความเขมขนท่ีตองการ โดยกรดซัลฟูริก 0.5 N เตรียมจาก กรดซัลฟูริก 13.32 มิลลิลิตร ปรับ
ปริมาตรเปน 1 ลิตร จนครบปริมาตร จะไดสารละลายมาตรฐานไนโตรเจนความเขมขน 100 มิลลิกรัม
ตอลิตร จากน้ันนําสารละลายไปเจือจางตามความเขมขนท่ีตองการ โดยกรดซัลฟูริก 0.5 N เตรียมจาก 
กรดซัลฟูริก 13.32 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรเปน 1 ลิตร 
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    4. ดูดตัวอยางท่ียอยไดจากขอ 2.2.2.2 (ก.) ปริมาตร 0.3-0.5 มิลลิลิตร (ข้ึนกับสวนของ
พืช) เติม A reagent 0.5 มิลลิลิตร และเติม B reagent 0.5 มิลลิลิตร ตามลําดับ สารละลายจะเปล่ียนเปนสี
ชมพู แลวนํามาไตเตรทดวยโซเดียมไฮดรอกไซด 1 N ลงไปเขยาเล็กนอยใหเปล่ียนสี ละลายเปล่ียนเปน
สีเหลือง จากนั้นเติม C reagent 2.5 มิลลิลิตร และ D reagent 2.5 มิลลิลิตร ตามลําดับ ปรับปริมาตรดวย
น้ํากล่ันใหเปน 25 มิลลิลิตร ต้ังท้ิงไวท่ี 30 องศาเซลเซียส นาน 3 ช่ัวโมง จนสารละลายเปล่ียนเปนสีน้ํา
เงิน จากนั้นนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงดวยเคร่ืองวัดคาการดูดกลืนแสงท่ี 625 นาโนเมตร บันทึกผล
แลวนําคาท่ีอานไดมาเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานตามกฎของ Beer’s-Lambert Law จากน้ันนําคาท่ี
คํานวณหาปริมาณไนโตรเจน (เปอรเซ็นต) โดยใชสูตรคํานวณดังนี้ 
 
 
ปริมาณไนโตรเจนในตัวอยางพืช (mg/gDW) = สาร A×B×C 
                  1000×DW 
 
 สาร A มิลลิกรัมตอลิตร = คาความเขมขนของไนโตรเจนในสารละลายตัวอยางพืชจากกราฟ

มาตรฐาน (สวนตอลาน) 
 B   = อัตราสวนการเจือจางสารตัวอยางในปฏิกิริยา Indolphenol 
   = ปริมาตรสุดทายในการวิเคราะห (25 มิลลิลิตร) 
          ปริมาตรสารตัวอยางท่ีใชในการวิเคราะห 
 
 C  = ปริมาตรสุดทายของการยอยตัวอยางพืชในขอ 2.2.2.2 (50 มิลลิลิตร) 
 
 DW  = น้ําหนักแหงของตัวอยางท่ีใชยอย (กรัม) 
 
   2.2.3.2 การวิเคราะหปริมาณฟอสฟอรัส 
 
    โดยการวัดการดูดกลืนแสงของสารท่ีมีสี (colorimetry) (Ohyama et al., 1991) ซ่ึงได
จากการทําปฏิกิริยาระหวางฟอสเฟต และอนุมูลโมลิบเดต ดังนี้ 
    1. เตรียมสารสําหรับการวิเคราะห ดังนี้ 
    A reagent : ช่ังแอมโมเนียมโมลิบเดต 25 กรัม ละลายในนํ้ากล่ัน 200 มิลลิลิตร จากนั้น
นํามากรอง 
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    B reagent : เตรียมกรดซัลฟูริก 250 มิลลิลิตร ผสมนํ้ากล่ัน 200 มิลลิลิตร ท้ิงไว 1 คืน
จากนั้นปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันเปน 500 มิลลิลิตร 
    C reagent : นํา A reagent มาผสม B reagent โดยเท B reagent ลงในบีกเกอรขนาด 1 
ลิตร คอยๆ เท A reagent ทีละนอย อยางชาๆ ท้ิงไว 1 คืน วันตอมานํามาปรับปริมาตรใหเปน 1 ลิตร เก็บ
ไวในขวดสีชาต้ังท้ิงไวในท่ีมืด 
    2. เตรียมสารละลายสเทนัสคลอไรด โดยช่ัง สเทนัสคลอไรด 0.25 กรัม เทลงในขวดสี
ชา (ควรเตรียมในตูควัน) เติมกรดไฮโดรคลอริก 5 มิลลิลิตร ละลายใหหมด จากนั้นเติมน้ํากล่ัน 20 
มิลลิลิตร ใชได 3 วัน 
    3. เตรียมสารละลายมาตรฐานของฟอสฟอรัส จากโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 
ปรับใหมีความเขมขนตามลําดับคือ 0  0.2  0.4  0.6  0.8  1.0  1.5  และ 2.0 มิลลิกรัมตอลิตร เพื่อใชทํา
กราฟมาตรฐาน โดยช่ังโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 0.716 กรัม ละลายดวยกรดซัลฟูริก 4 N แลว
ปรับปริมาตรในขวดปรับปริมาตร ขนาด 1 ลิตร จนครบปริมาตรจะไดสารละลายมาตรฐานฟอสฟอรัส
ความเขมขน 500 มิลลิกรัมตอลิตร จากนําสารละลายไปเจือจางตามความเขมขนท่ีตองการ 
    4. ดูดสารละลายตัวอยางจากขอ 2.2.2.2 (ก) ปริมาตร 1.0 มิลลิลิตร ลงในขวดปรับ
ปริมาตรขนาด 25 มิลลิลิตร เติมน้ํากล่ันลงไปเล็กนอยเติม C reagent ขวดละ 1 มิลลิกรัมตอลิตร และ
เติมสเทนัสคลอไรด 0.2 มิลลิลิตร ตามลําดับ ปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันเปน 25 มิลลิลิตร ต้ังท้ิงไว 15 
นาที นํามาวัดคาการดูดกลืนแสง ดวยเคร่ืองวัดคาการดูดกลืนแสงท่ี 660 นาโนเมตร นําคาท่ีอานไดมา
เปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานของฟอสฟอรัส จากนั้นนําคาท่ีคํานวณหาปริมาณฟอสฟอรัส 
(เปอรเซ็นต) เชนเดียวกับการหาปริมาณไนโตรเจน 
 
   2.2.2.3.3 การวิเคราะหปริมาณโพแทสเซียม 
    1. เตรียมสารละลายมาตรฐานของโพแทสเซียมปรับใหมีความเขมขน 0, 1, 2, 3, 4 และ 
5 มิลลิกรัมตอลิตร เพื่อใชทํากราฟมาตรฐาน โดยใชสารละลายมาตรฐานโพแทสเซียม 1000 มิลลิกรัม 
ของบริษัท Merck ลงในขวดปรับปริมาตร ขนาด 1 ลิตร แลวปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันจนครบ จะได
สารละลายมาตรฐานโพแทสเซียมเขมขน 1 มิลลิกรัมตอลิตร จากนั้นนําสารละลายไปเจือจางตามความ
เขมขนท่ีตองการตอไป 
    2. เจือจางสารละลายตัวอยางจากขอ 2.2.2.2 (ข) โดยใชสารตัวอยาง 0.5 มิลลิลิตร 
จากนั้นเจือจางดวยน้ํากล่ันเปน 25 มิลลิลิตร 
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    3. นําสารละลายดังกลาวไปวัดปริมาณโพแทสเซียม ดวยเคร่ือง Atomic absorption 
spectrophotometer ท่ีความยาวคล่ืน 766.5 นาโนเมตร บันทึกผล และนําคาท่ีคํานวณไดมาคํานวณหา
ปริมาณโพแทสเซียม (เปอรเซ็นต) เชนเดียวกับการหาปริมาณไนโตรเจน 
 
   2.2.2.3.4 วิเคราะหปริมาณธาตุแคลเซียม และแมกนีเซียม 
 
    1. เตรียมแลนทานัมออกไซด โดยช่ังแลนทานัมออกไซด 2.01 กรัม ปรับปริมาตรดวย
น้ํากล่ันเปน 500 มิลลิลิตร เติม กรดไฮโดรคลอริก 37%  10 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรเปน 1 ลิตร 
    2. เตรียมสารละลายมาตรฐานของแคลเซียมจากแคลเซียมคารบอเนตจากนั้นปรับใหมี
ความเขมขนตามลําดับคือ 0, 0.05, 0.10, 0.15, 0.20 และ 0.25 มิลลิลิตร เพื่อใชทํากราฟมาตรฐาน 
    3. เตรียมสารละลายมาตรฐานของแมกนีเซียม จากแมกนีเซียมคลอไรดจากนั้นปรับให
มีความเขมขนตามลําดับคือ 0, 0.05, 0.10, 0.15, 0.20 และ 0.25 มิลลิกรัมตอลิตร เพื่อใชทํากราฟ
มาตรฐาน 
    4. เจือจางสารละลายตัวอยางจากขอ 2.2.2.2 (ข) สําหรับวิเคราะหปริมาณธาตุแคลเซียม 
และแมกนีเซียมโดยใชสารตัวอยาง 1 มิลลิลิตร จากนั้นเจือจางดวยสารละลายในขอ 2.2.2.3.4 (1) เปน 25 
มิลลิลิตร 
    5. นําสารละลายดังกลาวไปวัดปริมาณพลังงานแสงท่ีถูกดูดกลืนโดยอะตอมของ
แคลเซียม และแมกนีเซียม ดวยเคร่ือง Atomic absorption spectrophotometer ท่ีความยาวคล่ืน 442.7 นา
โนเมตร และ 285.2 นาโนเมตร สําหรับวิเคราะหปริมาณแคลเซียม และแมกนีเซียมตามลําดับ บันทึกผล 
และนําคาท่ีคํานวณไดมาคํานวณหาปริมาณแคลเซียมและแมกนีเซียม (เปอรเซ็นต) โดยใชสูตรคํานวณ 
เชนเดียวกับการหาปริมาณไนโตรเจนในตัวอยางพืช 
 
   2.2.2.3.5 วิเคราะหปริมาณธาตุสังกะสี เหล็ก และทองแดง 
 1. เตรียมสารละลายมาตรฐานของสังกะสี  จาก ZnSO4.7H2O  จากนั้นปรับใหมี
ความเขมขนตามลําดับคือ  0  0.05   0.1   0.15   0.2  และ 0.25 มิลลิกรัมตอลิตร  เพื่อใชทํากราฟ
มาตรฐาน 

 2. เตรียมสารละลายมาตรฐานของเหล็ก จากนั้นปรับใหมีความเขมขนตามลําดับ
คือ  0  0.05   0.1   0.15   0.2  และ 0.25 มิลลิกรัมตอลิตร  เพื่อใชทํากราฟมาตรฐาน 



 33 

 3. เตรียมสารละลายมาตรฐานของทองแดง  จาก CuSO4.5H2O จากนั้นปรับใหมี
ความเขมขนตามลําดับคือ  0  0.05   0.1   0.15   0.2  และ 0.25 มิลลิกรัมตอลิตร  เพื่อใชทํากราฟ
มาตรฐาน 
 4. เจือจางสารละลายตัวอยางจากขอ 2.2.2.2 (ข) ไปวดัปริมาณพลังงานแสงท่ีถูก
ดูดกลืนโดยอะตอมของ สังกะสี เหล็ก และทองแดง ท่ีความยาวคล่ืน 213.9, 248.3 และ 324.8 นาโน
เมตร ตามลําดับ และนําคาท่ีคํานวณไดมาคํานวณหาความเขมขน โดยใชสูตรคํานวณ เชนเดยีวกับ
การหาปริมาณไนโตรเจนในตัวอยางพืช 
 
  2.2.3 การวิเคราะหไนเตรท 
   การสกัดตัวอยางพืชโดย 
    1. ช่ังตัวอยางพืช 4 กรัม บดในโกรงบด เติมเอทานอลเขมขน 80 เปอรเซ็นตลงไป
เล็กนอย แลวปรับปริมาตรดวยเอทานอลความเขมขน 80 เปอรเซ็นตใหครบ 14.4 มิลลิลิตร 
    2. นําสารละลายท่ีไดใสหลอดทดลอง ปดปากหลอดทดลองนําไปตมท่ีอุณหภูมิ 70 
องศาเซลเซียส นาน 15 นาที 
    3. นําไปตกตะกอนท่ี 10,000 รอบตอนาที ท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที 
    4. นําสารละลายสวนนใสมาปรับปริมาตรดวยเอทานอลความเขมขน 80 เปอรเซ็นต 
ใหครบ 25 มิลลิลิตร 
   การวิเคราะหปริมาณไนเตรทโดยวิธี Calorimetric (Nishiwaki et al., 1994) 
    1. นําสารละลายมาตรฐานของไนเตรท (โซเดียมไนเตรท) ความเขมขน 5 มิลลิโมลาร 
ใสลงในหลอดทดลอง จํานวน 0, 10, 20, 30, 40 และ 50 ไมโครลิตร ตามลําดับ 
    2. เติมน้ํากล่ันลงในหลอดทดลองจํานวน 50, 40, 30, 20, 10 และ 0 ไมโครลิตร 
ตามลําดับ (ภาพท่ี 2) 



 34 

 
 

ภาพท่ี 2 แสดงการเตรียมสารละลายมาตรฐานในการวิเคราะหไนเตรทหลังปรับปริมาตร 
 

    3. นําสารสกัดตัวอยางสวนท่ีใสมาจํานวน 40 ไมโครลิตร และเติมน้ํากล่ัน 10 
ไมโครลิตร (ตัวเปรียบเทียบ นําเอทานอลความเขมขน 80 เปอรเซ็นต จํานวน 40 ไมโครลิตร และเติมน้ํา
กล่ัน 10 ไมโครลิตร) 
    4. เติมกรดซาลิไซลิก ความเขมขน 5 เปอรเซ็นต 200 ไมโครลิตร ลงในหลอด standard 
และ sample สวนหลอด blank เติมกรดซัลฟวลิก 200 ไมโครลิตร 
    5. เขยาใหเขากันดวยเคร่ืองเขยาสาร 
    6. ต้ังไวนาน 20 นาที ท่ีอุณหภูมิหอง 
    7. เติมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 2 นอรมัล 5 มิลลิลิตร ทุกหลอด 
    8. เขยาสารใหเขากันดวยเคร่ืองเขยาสาร 
    9. รอประมาณ 20 นาที ท่ีอุณหภูมิหอง 
    10. นําไปวัดคาการดูดกลืนแสง (Absorbance) ท่ีความยาวคล่ืน 410 นาโนเมตร 


