
บทที่ 3 
 

อุปกรณและวิธีการ 
 
1.  วัสดุและอุปกรณ 

1.1 วัสดุพันธุพืช 
 ตนกลาแวนดาสันทรายบลู อายุ 1 ป ยายปลูกในกระถางพลาสติกสีดํา ขนาด 4 นิ้ว ท่ีไมมี

วัสดุปลูก จํานวน 315 ตน 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 1 ตนกลาแวนดาสันทรายบลู 

 

1.2 วัสดุสารเคม ี 
 1.2.1 สารเคมีสําหรับเตรียมสารละลายธาตุอาหาร ไดแก 

 1.2.1.1    แอมโมเนียมไนเตรท (NH4NO3) 

  1.2.1.2   โพแทสเซียมไนเตรท (KNO3) 

  1.2.1.3   โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) 

  1.2.1.4    แคลเซียมคลอไรด (CaCl2) 

  1.2.1.5    แมกนีเซียมซัลเฟต (MgSO4.7H2O) 

                 1.2.1.6    บอรคิแอซิค (H3BO3) 

 1.2.1.7    แมงกานีสซัลเฟต (MnSO4.4H2O) 

 1.2.1.8    ซิงคซัลเฟต (ZnSO4.7H2O) 
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 1.2.1.9    คอปเปอรซัลเฟต (CuSO4.5H2O) 

 1.2.1.10  แอมโมเนียมโมลิบเดท ((NH4)6Mo7O24) 

 1.2.1.11  เหล็กคีเลต (FeEDTA) 

 1.2.2 สารเคมีสําหรับการวิเคราะหไนโตรเจน ไดแก   
        1.2.2.1    กรดซัลฟูริก (H2SO4) 

 1.2.2.2   ไฮโดรเจนเปอรออกไซด (H2O2) 
 1.2.2.3   โซเดียมคีเลต (EDTA.2Na) 

 1.2.2.4   โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) 

 1.2.2.5    เอทธานอล (C2H5OH)  

 1.2.2.6    เมธิลเรด (methyl red) 

 1.2.2.7   โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) 

 1.2.2.8    กรดเบนโซอิค (benzoic acid) 

 1.2.2.9   โซเดียมไนโตรพลัสไซด (Na2[Fe(CN)5NO].2H2O) 

 1.2.2.10  ฟนอล (C6H6O6) 

 1.2.2.11  ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Na2HPO4) 

 1.2.2.12  ไตรโซเดียมฟอสเฟต (Na3PO4) 

 1.2.2.13  โซเดียมไฮโปคลอไรท (NaClO)  

 1.2.2.14  แอมโมเนียมซัลเฟต ((NH4)2SO4) 
 1.2.3 สารเคมีสําหรับการวิเคราะหฟอสฟอรัส ไดแก  

1.2.3.1   กรดซัลฟูริก (H2SO4) 

1.2.3.2  ไฮโดรเจนเปอรออกไซด (H2O2) 

1.2.3.3   กรดไฮโดรคลอริค (HCl) 

1.2.3.4   แอมโมเนียมโมลิบเดต ((NH4)6Mo7O24) 

1.2.3.5   สเทนัสคลอไรด (SnCl2) 

1.2.3.6   โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) 

 1.2.4 สารเคมีสําหรับการวิเคราะหโพแทสเซียม ไดแก 

1.2.4.1   กรดเปอรคลอริคเขมขน (HClO4) 

1.2.4.2   กรดไนตริก (HNO3) 
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1.2.4.3   กรดไฮโดรคลอริค (HCl) 
1.2.4.4   โพแทสเซียมคลอไรด (KCl) 

 

    1.2.5 สารเคมีสําหรับการวิเคราะหแคลเซียม แมกนีเซียม เหล็ก แมงกานีส สังกะสี และ

ทองแดง 

         1.2.5.1    กรดเปอรคลอริค (HClO4) 

         1.2.5.2    กรดไนตริก (HNO3) 

  1.2.5.3    กรดไฮโดรคลอริค (HCl) 

  1.2.5.4    แลนทานัมออกไซด (LaO2) 

  1.2.5.5    แคลเซียมคารบอเนต (CaCO3) 

  1.2.5.6    แมกนีเซียมคลอไรด (MgCl2) 
  1.2.5.7    สารละลายมาตรฐานของเหล็ก 

  1.2.5.8    แมงกานีสซัลเฟต (MnSO4) 

  1.2.5.9    ซิงคซัลเฟต (ZnSO4) 

  1.2.5.10  คอปเปอรซัลเฟต (CuSO4) 

         1.2.6  สารเคมีสําหรับวิเคราะหปริมาณคลอโรฟลล 
 1.2.6.1.  อะซีโตน (Acetone)   

 

1.3 อุปกรณ 
1.3.1  ไมบรรทัด 

1.3.2   เวอรเนียรคารลิปเปอร 

1.3.3   เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) ของบริษัท HITACHI รุน U-2001 

1.3.4  Atomic absorption spectrophotometer ของบริษัท PERKIN ELMER รุน 3100 

1.3.5   เครื่องชั่งละเอียดแบบทศนิยม 4 ตําแหนง 

1.3.6   เครื่องบดตัวอยางพืช 

1.3.7   ถุงพลาสติกเก็บตัวอยางพืช  
1.3.8   ปายชื่อพรอมปากกาเคม ี
1.3.9   ตูอบตัวอยางพืช 

1.3.10  เตายอยตัวอยางพืชของบริษัท TECHNE รุน DB – 4 

1.3.11  ขวดพลาสติก ขนาด 60 มิลลิลิตร 
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1.3.12  ขวดพลาสติก ขนาด 120 มิลลิลิตร 
1.3.13  เครื่องแกว 

 1.3.13.1   หลอดทดลอง ขนาด 25 x 200 มิลลิลิตร 
 1.3.13.2   บีกเกอร 
 1.3.13.3   กระบอกตวง 
 1.3.13.4   กรวยกรอง 
 1.3.13.5   ขวดปรับปริมาตร 
 1.3.13.6   ปเปตแกว 
 1.3.13.7   ไมโครปเปต 
 1.3.13.8   หลอดหยดสาร 

1.3.13.9   แทงแกวคนสาร 
1.3.13.10 ชอนตักสาร 

 

2. วิธีการทดลอง 
     2.1  การศึกษาครั้งนี้แบงออกเปน 3 การทดลองดังนี ้

 การทดลองที่ 1 ผลของแคลเซียมตอการเจริญเติบโตของกลวยไมแวนดาสันทรายบล ู

  ปลูกแวนดาสันทรายบลู อายุประมาณ 1 ป ลงในกระถางพลาสติกสีดํา ขนาด 4 นิ้ว โดยไม

มีวัสดุปลูก นํามาวางเรียงในชั้นวางปลูก เพื่อใหพืชมีการพักฟนประมาณ 3 สัปดาห วางแผนการ

ทดลองแบบสุมสมบูรณ (Completely Randomized Design, CRD) จํานวน 6 กรรมวิธี กรรมวิธีละ 

15 ซํ้า ซํ้าละ 1 ตน ใหสารละลายธาตุอาหารที่มีแคลเซียมความเขมขนตางกัน 6 ระดับ ตามกรรมวิธี

ดังนี้  

กรรมวิธีท่ี 1 แคลเซียมความเขมขน       0   มิลลิกรัมตอลิตร 

กรรมวิธีท่ี 2 แคลเซียมความเขมขน   100   มิลลิกรัมตอลิตร 

กรรมวิธีท่ี 3 แคลเซียมความเขมขน   200   มิลลิกรัมตอลิตร 

กรรมวิธีท่ี 4 แคลเซียมความเขมขน   300   มิลลิกรัมตอลิตร 

กรรมวิธีท่ี 5 แคลเซียมความเขมขน   400   มิลลิกรัมตอลิตร 

กรรมวิธีท่ี 6 แคลเซียมความเขมขน   500   มิลลิกรัมตอลิตร 

 สวนธาตุอ่ืนพืชไดรับเทากันในทุกกรรมวิธี คือ ไนโตรเจน  200 มิลลิกรัมตอลิตร 

โพแทสเซียม 100 มิลลิกรัมตอลิตร ฟอสฟอรัส 200 มิลลิกรัมตอลิตร แมกนีเซียม 100 มิลลิกรัมตอ
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ลิตร กํามะถัน 13.28 มิลลิกรัมตอลิตร ทองแดง 0.025 มิลลิกรัมตอลิตร แมงกานีส 0.549 มิลลิกรัม

ตอลิตร เหล็ก 0.447 มิลลิกรัมตอลิตร โมลิบดีนัม 0.038 มิลลิกรัมตอลิตร สังกะสี 0.261 มิลลิกรัมตอ

ลิตร โดยพนสารละลายธาตุอาหารทางใบ 20 มิลลิลิตรตอตนใหกับกลวยไม 2 ครั้งตอสัปดาห สลับ

กับการใหน้ํา 

 

 การทดลองที่ 2 ผลของแมกนีเซียมตอการเจริญเติบโตของกลวยไมแวนดาสันทรายบลู   
 เตรียมพืชทดลองเชนเดียวกับการทดลองที่ 1 วางแผนการทดลองแบบสุมสมบูรณ 

(Completely Randomized Design, CRD) จํานวน 6 กรรมวิธี กรรมวิธีละ 15 ซํ้า ซํ้าละ 1 ตน ให

สารละลายธาตุอาหารที่มีแมกนีเซียมความเขมขนตางกัน 6 ระดับ ตามกรรมวิธีดังนี้ 

กรรมวิธีท่ี 1 แมกนีเซียมความเขมขน      0      มิลลิกรัมตอลิตร 

กรรมวิธีท่ี 2 แมกนีเซียมความเขมขน   100     มิลลิกรัมตอลิตร 

กรรมวิธีท่ี 3 แมกนีเซียมความเขมขน   200     มิลลิกรัมตอลิตร 

กรรมวิธีท่ี 4 แมกนีเซียมความเขมขน   300     มิลลิกรัมตอลิตร 

กรรมวิธีท่ี 5 แมกนีเซียมความเขมขน   400     มิลลิกรัมตอลิตร 

กรรมวิธีท่ี 6 แมกนีเซียมความเขมขน   500     มิลลิกรัมตอลิตร 

 สวนธาตุอ่ืนพืชไดรับเทากนัในทุกกรรมวิธีเหมือนการทดลองที่ 1 ยกเวนแมกนีเซียมและมี

แคลเซียม 100 มิลลิกรัมตอลิตร โดยพนสารละลายธาตุอาหารทางใบ 20 มิลลิลิตรตอตนใหกับ

กลวยไม 2 ครั้งตอสัปดาห สลับกับการใหน้ํา 

 
การทดลองที่ 3 ผลของระดับแคลเซียมและแมกนีเซียมตอการเจริญเติบโตของกลวยไม

แวนดาสันทรายบล ู  

เตรียมพืชทดลองเชนเดียวกับการทดลองที่ 1 วางแผนการทดลองแบบ Factorial in CRD 

จํานวน (3 x 3) + 1  กรรมวิธี ๆ ละ 15 ซํ้า (1 ตนตอซํ้า) ใหสารละลายธาตุอาหารที่มีแคลเซียมความ

เขมขน 3 ระดับ คือ 50 100 และ 200 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับแมกนีเซียม 3 ระดับ คือ 25 50 และ 

100  มิลลิกรัมตอลิตร  

 สวนธาตุอ่ืนพืชไดรับเทากันในทุกกรรมวิธีเหมือนการทดลองที่ 1 ยกเวนแมกนีเซียมและ

แคลเซียม โดยพนสารละลายธาตุอาหารทางใบ 20 มิลลิลิตรตอตนใหกับกลวยไม 2 ครั้งตอสัปดาห 

สลับกับการใหน้ํา 
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       2.2 การบันทึกผลการทดลอง 
2.2.1. การบันทึกการเจริญเติบโต   ดังนี้ 

          2.2.1.1 ความสูงของตน วัดจากโคนตนจนถึงโคนใบที่สาม นับจากใบที่อยูตรง 

     ปลายยอดลงมา (เซนติเมตร) 

                      2.2.1.2 จํานวนใบตอตน (ใบ)  

          2.2.1.3 ความยาวใบ          วัดจากโคนใบจนถึงปลายใบ โดยเลือกวัดใบที่ยาวท่ีสุด 

    ในตน (เซนติเมตร) 

        2.2.1.4 ความกวางใบ        วัดจากขอบใบดานหนึ่งจนถึงขอบใบอีกดานหนึ่ง โดย 

     วัดตรงกลางของใบที่ยาวท่ีสุดในตน (เซนติเมตร) 

                  2.2.1.5 ความหนาใบ         วัดความหนาของใบที่ยาวท่ีสุด โดยวัดบริเวณกึ่งกลาง

      ใบ (เซนติเมตร) 

 

 2.2.2. การวิเคราะหความเขมขนของธาตุอาหารสวนรากและสวนใบ 
                   2.2.2.1. การเตรียมตัวอยางพืช 
          สุมพืชระยะพนสารละลาย 120 วันหลังปลูก จํานวน 5 ซํ้าตอกรรมวิธี (2 ตนตอซํ้า) 
นําตัวอยางทีสุ่มไดมาแยกสวนตาง ๆ ออกจากกัน ลางทําความสะอาดดวยน้ําประปา 3 ครั้ง น้ํากล่ัน 

3 ครั้ง ซับใหแหง จากนั้นนําไปชั่ง บันทึกน้ําหนักสด แลวนําไปอบแหงท่ี 60 องศาเซลเซียส เปน

เวลา 7 วัน จนกระทั่งน้ําหนักแหงไมเปล่ียนแปลง จึงนํามาชั่ง บันทึกน้ําหนักแหง แลวนําไปบดให

เปนผงละเอียด เก็บใสถุงพลาสติกกอนนําไปชั่งเพื่อใชยอยและวิเคราะหธาตุอาหารตอไป   
 

 2.2.2.2. การยอยตัวอยางพืชดวยกรด (Wet Acid Digestion)  
  1. การยอยตัวอยางสําหรับการวิเคราะหไนโตรเจนและฟอสฟอรัส ดัดแปลงโดย 
(Ohyama et al., 1985; 1986)     
     ช่ังตัวอยางพืชอบแหงท่ีบดละเอียดประมาณ  0.05 กรัม ใสลงในหลอดทดลอง

จากนั้นเติมกรดซัลฟูริกเขมขน (H2SO4) 1 มิลลิลิตร ปดหลอดดวยพาราฟลมท้ิงไว 1 คืน วันตอมา

นํามายอยท่ีเตายอยตัวอยาง ปรับอุณหภูมิท่ี 180 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที นําหลอดทดลองขึ้นมา

พักทิ้งไวใหเย็นแลวเติมไฮโดรเจนเปอรออกไซด (H2O2) หลอดละ 0.3 มิลลิลิตร ปนใหเขากัน  

นํามายอยตอโดยปรับอุณหภูมิ 230 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที หากสารละลายยังไมใสใหเติม

ไฮโดรเจนเปอรออกไซด (H2O2)  หลอดละ 0.2  มิลลิลิตร แลวนําไปยอยตอท่ีอุณหภูมิ 230 องศา

เซลเซียส 30 นาที  ทําซํ้าเหมือนเดิมจนกระทั่งสารละลายใส หลังจากนั้นทิ้งไวใหเย็นแลวเติมน้ํา
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กล่ัน 5 มิลลิลิตร ท้ิงไว 1 คืน วันตอมานํามาปรับปริมาตรเปน 50 มิลลิลิตร เกบ็สารละลายที่ไดไวใน

ขวดพลาสติก เก็บไวท่ีอุณหภูมิหอง สําหรับวิเคราะหตอไป 
 
            2. การยอยตัวอยางสําหรับวิเคราะหโพแทสเซียม  แคลเซียม  แมกนีเซียม  เหล็ก  
สังกะส ี  และทองแดง  (Mizukoshi et  al., 1994) 

   ช่ังตัวอยางพืชอบแหงท่ีบดละเอียดประมาณ 0.05 กรัม ใสลงในหลอดทดลอง เติม

กรดเปอรคลอริคเขมขน (HClO4)  0.4  มิลลิลิตร และกรดไนตริก (HNO3) 0.5 มิลลิลิตร ตามลําดับ   

ปนใหเขากัน ปดหลอดดวยพาราฟลม ท้ิงไว 1 คืน จากนั้นนํามายอยท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส 

เพ่ือไลควันสีเหลืองของ  NO2
-  ออกใหหมด  จึงปรับเพิ่มอุณหภูมิเปน 210 องศาเซลเซียส ท้ิงไว 

จนตัวอยางแหง ระวังอยาใหไหม นําออกมาทิ้งไวใหเย็นแลวเติมสารละลายเจือจาง (HCl:H2O 

อัตราสวน 1:4) หลอดละ 1 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน จากนั้นนํามาตั้งบนเตาที่อุณหภูมิ 100 องศา

เซลเซียส นาน  5 นาที เพื่อไล Cl- ท้ิงไวใหเย็นแลวนํามาปรับปริมาตรเปน 50 มิลลิลิตร  

เทใสขวดพลาสติกเก็บไวท่ีอุณหภูมิหอง สําหรับวิเคราะหตอไป 

 
 2.2.2.3. การวิเคราะหปริมาณ ไนโตรเจนรวม  (Indolphenol Method)          
(Ohyama et al., 1985; 1986)        

           1. เตรียมสารละลายที่ใชตรวจสอบปริมาณไนโตรเจน จํานวน 4 ชนิด ดังนี ้

              A  reagent : ช่ังโซเดียมคีเลต (EDTA.2Na) 25 กรัม  ละลายในน้ํากล่ัน 

ปรับ pH ใหเปน 10 โดยใช 10 N โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) เปนตัวปรับ pH จากนั้นเติม

สารละลายเมธิลเรด (methylred) 20 มิลลิลิตร (เมธิลเรด 0.05 กรัม + 60% เอทธานอล 20 

มิลลิลิตร) คนใหเขากันปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันใหเปน 1 ลิตร 

   B  reagent : ช่ังโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) 136.09 

กรัม ใสบีกเกอร 500 มิลลิลิตร เติมน้ํากล่ัน 400 มิลลิลิตร จากนั้นชั่งกรดเบนโซอิค (benzoic acid) 

2.75 กรัม ใสบีกเกอร 500 มิลลิลิตร เติมน้ํากล่ัน 400 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันดวยเครื่องคน ปรับ

อุณหภูมิ 30 - 40 องศาเซลเซียส จนละลายหมดนํามารวมกันแลวปรับปริมาตรใหเปน 1 ลิตร 

   C  reagent : ช่ังโซเดียมไนโตรพลัสไซด (sodium nitroprusside) 0.1 กรัม 

ใสในขวดปรับปริมาตร จากนั้นเติมฟนอล (phenol) 10.25 มิลลิลิตร (นําฟนอลไปอุนที่อุณหภูมิ 30-

40 องศาเซลเซียส จะไดฟนอลที่เปนของเหลว) แลวปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันใหเปน 1 ลิตร เก็บไว

ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ใชไดนาน 2 สัปดาห  
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    D reagent :  ช่ังโซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) 10 กรัม ไดโซเดียม

ไฮโดรเจนฟอสเฟต (Na2HPO4.7H2O) 7.06 กรัม  และ ไตรโซเดียมฟอสเฟต (Na3PO4.12H2O) 31.8 

กรัม ละลายในน้ํากล่ัน จากนั้นเติมโซเดียมไฮเปอรคลอไรท (sodium hyperchlorite) 10 มิลลิลิตร  

แลวปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันเปน 1 ลิตร 

  2. เตรียมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) 1 N (ช่ังโซเดียมไฮดรอก

ไซด (NaOH) 40 กรัม ปรับปริมาตรใหเปน 1 ลิตร) 

   3. เตรียมสารละลายมาตรฐานจากแอมโมเนียมซัลเฟต ((NH4)2SO4) ระดับ

ความเขมขน 0, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4 และ 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร เพื่อใชทํากราฟมาตรฐาน โดยชั่ง 

แอมโมเนียมซัลเฟต ((NH4)2SO4) 0.471 กรัม ละลายดวยกรดซัลฟูริก (H2SO4) 0.5 N แลวปรับ

ปริมาตรในขวดปรับปริมาตร ขนาด 1 ลิตร จนครบปริมาตร จะไดสารละลายมาตรฐานไนโตรเจน

ความเขมขน 100 มิลลิกรัมตอลิตร จากนั้นนําสารละลายไปเจือจางตามความเขมขนที่ตองการ โดย

กรดซัลฟูริก 0.5 N  เตรียมจากกรดซัลฟูริก 13.32 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรเปน 1 ลิตร 

  4. ดูดตัวอยางที่ยอยไดจากขอ 2.2.2.2 (1) ปริมาตร 0.3 - 0.5 มิลลิลิตร 

(ขึ้นกับสวนของพืช) เติม A reagent 0.5 มิลลิลิตร และเติม B reagent 0.5 มิลลิลิตรตามลําดับ 

สารละลายเปลี่ยนเปนสีชมพู แลวนํามาไตรเตรทโดยหยดโซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) 1 N ลงไป 

เขยาเล็กนอยใหสารละลายเปลี่ยนเปนสีเหลือง จากนั้นเติม C reagent 2.5 มิลลิลิตร และ D reagent 

2.5 มิลลิลิตรตามลําดับ ปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันใหเปน 25 มิลลิลิตร ตั้งท้ิงไวท่ี 30 องศาเซลเซียส 

นาน  3 ชั่วโมง จนสารละลายเปลี่ยนเปนสีน้ําเงิน จากนั้นนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงดวย

เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) ท่ี 625 นาโนเมตร บันทึกผล แลวนําคาท่ีอาน

ไดมาเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐาน จากนั้นนําคาท่ีคํานวณไดมาคํานวณหาปริมาณไนโตรเจน 

(มิลลิกรัมตอสวนของพืช) โดยใชสูตรคํานวณดังนี้ 

 ปริมาณไนโตรเจนในตัวอยางพืช (มิลลิกรัมตอสวนของพืช) 

  =    (A x  B x C)      X 10 X น้ําหนักแหงในสวนของพืชนั้น 

    (D x E x 10000)  

 

           สาร A   =   คาความเขมขนของไนโตรเจนจากกราฟมาตรฐาน (มิลลิกรัมตอลิตร) 

        B   =   ปริมาตรสุดทายในปฏิกิริยา Indolphenol (25 มิลลิลิตร) 

        C   =   ปริมาตรสุดทายของการยอยตัวอยางพืช   (50 มิลลิลิตร) 

        D   =   น้ําหนักแหงของตัวอยางที่ใชยอย (กรัม) 

       E   =   ปริมาตรของตัวอยางที่ใชในการวิเคราะห (มิลลิลิตร) 



 31

 

 2.2.2.4. การวิเคราะหปริมาณฟอสฟอรัสโดยการวัดการดูดกลืนแสงของสารที่มีสี 
(colorimetry) (Ohyama et. al., 1991) ซ่ึงไดจากการทําปฏิกิริยาระหวางฟอสเฟต และอนุมูลโมลิบเดต 

ดังนี ้

 1. เตรียมสารละลายที่ใชตรวจสอบปริมาณฟอสฟอรัสจํานวน 3 ชนิดดังนี ้

    A reagent :  ช่ังแอมโมเนียมโมลิบเดต ((NH4)6Mo7O24) 25 กรัม ละลายใน

น้ํากล่ัน 200 มิลลิลิตร จากนั้นนํามากรอง 

    B reagent :  เตรียมกรดซัลฟูริก (H2SO4) 250 มิลลิลิตร ผสมกับน้ํากล่ัน 

200 มิลลิลิตร ท้ิงไว 1 คืน จากนั้นปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันเปน 500 มิลลิลิตร  

    C reagent :  นํา A reagent มาผสม B reagent โดยเท B reagent ลงในบีก

เกอร ขนาด 1 ลิตร คอยๆ เท A reagent ทีละนอย อยางชาๆ ท้ิงไว 1 คืน วันตอมานํามาปรับปริมาตร

ใหเปน 1 ลิตร เก็บไวในขวดสีชาตั้งไวในที่มืด 

  2. เตรียมสารละลายสเทนัสคลอไรด  (SnCl2.2H2O) โดยช่ังสเทนัสคลอไรด 

0.25 กรัม เทลงในขวดสีชา (ควรเตรียมในตูควัน) เติมกรดไฮโดรคลอริก 5 มิลลิลิตร ละลายใหหมด 

จากนั้นเติมน้ํากล่ัน 20 มิลลิลิตร ใชได 3 วัน 

 3. เตรียมสารละลายมาตรฐานของฟอสฟอรัส จากโพแทสเซียมไดไฮโดรเจน

ฟอสเฟต (KH2PO4) ปรับใหมีความเขมขนตามลําดับคือ 0, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1.0, 1.2 มิลลิกรัมตอลิตร 

เพื่อใชทํากราฟมาตรฐาน โดยชั่งโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) 0.716 กรัม ละลาย

ดวยกรดซัลฟูริก (H2SO4) 4 N แลวปรับปริมาตรในขวดปรับปริมาตร (volumetric flask) ขนาด       

1 ลิตร จนครบปริมาตร ไดสารละลายมาตรฐานฟอสฟอรัสความเขมขน 500 มิลลิกรัมตอลิตร 

จากนั้นนําสารละลายไปเจือจางตามความเขมขนที่ตองการ   

  4. ดูดสารละลายตัวอยางจากขอ 2.2.2.2 (1) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงในขวด

ปรับปริมาตรขนาด 25 มิลลิลิตร เติมน้ํากล่ันลงไปเล็กนอย เติม C reagent ขวดละ 1 มิลลิลิตร และ

เติมสเทนัสคลอไรด 0.2  มิลลิลิตร ตามลําดับ ปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันใหเปน 25 มิลลิลิตร ตั้งท้ิง

ไว 15 นาที  นํามาวัดคาการดูดกลืนแสง ดวยเครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) ท่ี 

660 นาโนเมตร นําคาท่ีอานไดมาเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานของฟอสฟอรัส จากนั้นนําคาท่ี

คํานวณไดมาคํานวณหาความเขมขนของฟอสฟอรัส (มิลลิกรัมตอกรัมน้ําหนักแหง) เชนเดียวกับ

การหาความเขมขนของไนโตรเจน 
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 2.2.2.5. การวิเคราะหปริมาณโพแทสเซียม 
        1. เตรียมสารละลายมาตรฐานของโพแทสเซียมท่ีมีความเขมขน 0, 0.1, 0.2, 

0.3, 0.4, และ 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร เพื่อใชทํากราฟมาตรฐาน 
 2. เจือจางสารละลายตัวอยางจากขอ 2.2.2.2 (2) โดยใชสารตัวอยาง 0.5 

มิลลิลิตร จากนั้นเจือจางดวยน้ํากล่ันเปน 25 มิลลิลิตร 
                    3. นําสารละลายดังกลาวไปวัดความเขมขนของโพแทสเซียม ดวยเครื่อง 

Atomic absorption spectrophotometer ท่ีความยาวคล่ืน 766.5 นาโนเมตร บันทึกผล และนําคาท่ี

คํานวณไดมาคํานวณหาปริมาณโพแทสเซียม (มิลลิกรัมตอสวนของพชื) เชนเดียวกับการหาปริมาณ

ไนโตรเจน 

 
 2.2.2.6. การวิเคราะหปริมาณแคลเซียม  และแมกนีเซียม 
 1. เตรียม lantanum oxide โดยชั่ง  lantanum oxide 2.01 กรัม ปรับปริมาตร

ดวยน้ํากล่ันเปน 500 มิลลิลิตร จากนั้นเติม HCl 37% 10 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันใหเปน 

1,000 มิลลิลิตร 

 2. เจือจางสารละลายตัวอยางจากขอ 2.2.2.2 (2)โดยใชสารตัวอยาง 1 

มิลลิลิตร จากนั้นเจือจางดวยสารละลาย lantanum ใหเปน 25 มิลลิลิตร  

 3. เตรียมสารละลายมาตรฐานของแคลเซียมจาก  CaCO3 จากนั้นปรับ

ปริมาตรดวยสารละลาย lanthanum ใหมีความเขมขน 0, 1.0, 2.0, 3.0, 4.0 และ 5.0 มิลลิกรัมตอลิตร 

เพื่อใชทํากราฟมาตรฐาน 
 4. เตรียมสารละลายมาตรฐานของแมกนีเซียมจาก MgCl2 จากนั้นปรับ

ปริมาตรดวยสารละลาย lanthanum ใหมีความเขมขน 0, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4 และ 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร 

เพื่อใชทํากราฟมาตรฐาน 
     5. นําสารละลายดังกลาวไปวัดความเขมขนของแคลเซียม และแมกนีเซียม  

ดวยเครื่อง Atomic absorption spectrophotometer ท่ีความยาวคล่ืน 422.7 และ 285.2 นาโนเมตร 

สําหรับวิเคราะหความเขมขนของแคลเซียมและแมกนีเซียมตามลําดับ บันทึกผลและนําคาท่ีคํานวณ

ไดมาคํานวณหาปริมาณแคลเซียมและแมกนีเซียม  (มิลลิกรัมตอสวนของพืช) เชนเดียวกับการหา

ปริมาณของไนโตรเจน 
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2.2.2.7  การวิเคราะหปริมาณของเหล็ก  สังกะส ี  และทองแดง    
1. เตรียมสารละลายมาตรฐานของเหล็ก จากนั้นเจือจางดวยน้ํากล่ันใหมี

ความเขมขน 0, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 และ 3.0 มิลลิกรัมตอลิตร เพ่ือใชทํากราฟมาตรฐาน 
 2. เตรียมสารละลายมาตรฐานของสังกะสีจาก ZnSO4.7H2O จากนั้นเจือจาง

ดวยน้ํากล่ันใหมีความเขมขน 0, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 และ 1.0 มิลลิกรัมตอลิตร เพื่อใชทํากราฟ

มาตรฐาน 
3. เตรียมสารละลายมาตรฐานของทองแดงจาก CuSO4.5H2O จากนั้นเจือจาง

ดวยน้ํากล่ันใหมีความเขมขน 0, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 และ 3.0 มิลลิกรัมตอลิตร เพื่อใชทํากราฟ

มาตรฐาน 
     4. นําสารละลายตัวอยางจากขอ 2.2.2.2 (2) วัดความเขมขนของเหล็ก 

สังกะสีและทองแดง ดวยเครื่อง Atomic absorption spectrophotometer ท่ีความยาวคล่ืน 248.3, 

213.9 และ 324.8 นาโนเมตร สําหรับวิเคราะหความเขมขนของเหล็ก สังกะสี และทองแดง

ตามลําดับ บันทึกผล และนําคาท่ีคํานวณไดมาคํานวณหาปริมาณเหล็ก สังกะสี และทองแดง 
(มิลลิกรัมตอสวนของพืช) เชนเดียวกับการหาปริมาณไนโตรเจน 

 

 2.2.3. การวิเคราะหปริมาณคลอโรฟลล 
    ใชวิธีของ Whitham et al. (1971) โดยใชใบของกลวยไมแวนดาสันทรายบลูน้ําหนัก 

1 กรัม บดในโกรงบด ขณะทําการบดใหเติมอะซีโตน 80 เปอรเซ็นต ลงไปเล็กนอย เมื่อบดละเอียด

ใหกรองผานกระดาษกรอง Whatman No.1 ดวยเครื่องกรองแบบ suction pump ลางและปรับ

ปริมาตรดวยอะซีโตนใหไดปริมาตร 25 มิลลิลิตร โดยใชขวดปรับปริมาตร นําสารละลายที่กรอง

แลวใสในหลอด cuvette นําไปวัดคาการดูดกลืนแสง (optical density, OD) ท่ีความยาวคล่ืน 645 

และ 663 นาโนเมตร ดวยเครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) บันทึกคาท่ีไดแลวนําไป

คํานวณ ตามสูตร 
 

คลอโรฟลล เอ = (12.7 (OD663) - 2.69 (OD645))   x     V 

         1000W 
คลอโรฟลล บี = (22.9 (OD645) - 2.69 (OD663))   x     V 

             1000W 
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 โดยที่   V     คือ  ปริมาตรของสารละลายที่นํามาหาปริมาณคลอโรฟลล 

        W     คือ  น้ําหนักของกลวยไมแวนดาสันทรายบลูท่ีนํามาสกัดหา 

              คลอโรฟลล 

          OD    คือ  การดูดกลืนแสงที่อานไดจากเครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง  

               (spectrophotometer) ท่ีความยาวคล่ืนที่กําหนด



 

 

 

 


