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บทที่ 3 

 
อุปกรณและวิธีการ 

 
1.  วัสดุและอุปกรณ 

1.1 วัสดุพันธุพืช 

 ตนกลวยไมหวายเอียสกุล อายุ 2 เดือน ยายปลูกในกระถางพลาสติกสีดํา ขนาด 5 นิ้ว      

โดยใชไฮโดรบอลเปนวัสดุปลูก จํานวน 350 ตน 

1.2 วัสดุสารเคมี  

 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    บอริคแอซิค (H3BO3) 

 1.2.1.7    แมงกานีสซัลเฟต (MnSO4.4H2O) 

 1.2.1.8    ซิงคซัลเฟต (ZnSO4.7H2O) 

 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)
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  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) 

1.2.4.3   กรดไฮโดรคลอริค (HCl) 

1.2.4.4   โพแทสเซียมคลอไรด (KCl) 

1.2.5 สารเคมีสําหรับการวิเคราะหแคลเซียม แมกนีเซียม เหล็ก สังกะสี และทองแดง 

         1.2.5.1    กรดเปอรคลอริค (HClO4) 

         1.2.5.2    กรดไนตริก (HNO3) 

  1.2.5.3    กรดไฮโดรคลอริค (HCl) 
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  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   เวอรเนยีรคารลิปเปอร 

1.3.3   เคร่ืองวัดคาการดดูกลืนแสง (spectrophotometer) ของบริษัท HITACHI รุน U-2001 

1.3.4  Atomic absorption spectrophotometer ของบริษัท PERKIN ELMER รุน 3100 

1.3.5   เคร่ืองช่ังละเอียดแบบทศนิยม 4 ตําแหนง 

1.3.6   เคร่ืองบดตัวอยางพืช 

1.3.7   ถุงพลาสติกเก็บตัวอยางพืช  

1.3.8   ปายช่ือพรอมปากกาเคมี 

1.3.9   ตูอบตัวอยางพืช 

1.3.10  เตายอยตัวอยางพืชของบริษัท TECHNE รุน DB – 4 

1.3.11  ขวดพลาสติก ขนาด 60 มิลลิลิตร 

1.3.12  เคร่ืองแกว 

 1.3.12.1   หลอดทดลอง ขนาด 25 x 200 มิลลิลิตร 

 1.3.12.2   บีกเกอร 

 1.3.12.3   กระบอกตวง 

 1.3.12.4   กรวยกรอง 
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 1.3.12.5   ขวดปรับปริมาตร 

 1.3.12.6   ปเปตแกว 

 1.3.12.7   ไมโครปเปต 

 1.3.12.8   หลอดหยดสาร 

1.3.12.9   แทงแกวคนสาร 

1.3.12.10 ชอนตักสาร 

2. วิธีการทดลอง 

     2.1  การศึกษาคร้ังนี้แบงออกเปน 3 การทดลองดังนี้ 

การทดลองท่ี 1 ผลของแคลเซียมตอการเจริญเติบโตของกลวยไมหวายเอียสกุล 

 ปลูกกลวยไมหวายเอียสกุล อายุ 6 เดือน ท่ีมีลําลูกกลวย 3 ลํา ดวยไฮโดรบอลลงในกระถาง

ขนาด 5 นิ้ว จํานวน 90 ตน นํามาวางเรียงในช้ันวาง รอใหพืชพักฟนประมาณ 1 เดือน จึงเร่ิมให

สารละลายปุย วางแผนการทดลองแบบ CRD จํานวน 6 กรรมวิธีๆ ละ 15 ซํ้า ซํ้าละ 1 ตน ดังนี้ 

กรรมวิธีท่ี 1 ใหสารละลายธาตุอาหารที่มี Ca ความเขมขน     0 มิลลิกรัมตอลิตร 

กรรมวิธีท่ี 2 ใหสารละลายธาตุอาหารที่มี Ca ความเขมขน 100 มิลลิกรัมตอลิตร 

กรรมวิธีท่ี 3 ใหสารละลายธาตุอาหารที่มี Ca ความเขมขน 200 มิลลิกรัมตอลิตร 

กรรมวิธีท่ี 4 ใหสารละลายธาตุอาหารที่มี Ca ความเขมขน 300 มิลลิกรัมตอลิตร 

กรรมวิธีท่ี 5 ใหสารละลายธาตุอาหารที่มี Ca ความเขมขน 400 มิลลิกรัมตอลิตร 

กรรมวิธีท่ี 6 ใหสารละลายธาตุอาหารที่มี Ca ความเขมขน 500 มิลลิกรัมตอลิตร 

 ความเขมขนของธาตุอ่ืนในสารละลายเปนดังนี้ คือ ไนโตรเจน 200 มิลลิกรัมตอลิตร 

ฟอสฟอรัส 100 มิลลิกรัมตอลิตร โพแทสเซียม 200 มิลลิกรัมตอลิตร กํามะถัน 198 มิลลิกรัมตอลิตร 

เหล็ก 0.292 มิลลิกรัมตอลิตร โบรอน 0.038 มิลลิกรัมตอลิตร แมงกานีส 0.123 มิลลิกรัมตอลิตร 

สังกะสี 0.043 มิลลิกรัมตอลิตร ทองแดง 0.008 มิลลิกรัมตอลิตร โมลิบดินัม 0.03 มิลลิกรัมตอลิตร 

และแมกนีเซียม 100 มิลลิกรัมตอลิตร ใหปุยคร้ังละ 50 มิลลิลิตรตอตน โดยวิธีตักรดในอัตรา          

2 คร้ัง/สัปดาห 
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การบันทึกผลการทดลอง 

 การเจริญเติบโต ไดแก จํานวนลําลูกกลวย ความสูงลําลูกกลวย (เซนติเมตร) เสนผาน

ศูนยกลางลําลูกกลวย (เซนติเมตร) จํานวนใบตอลํา (ใบ) ความยาวใบ (เซนติเมตร) ความกวางใบ 

(เซนติเมตร) และความหนาใบ (มิลลิเมตร) สุมวัดผลจํานวน 10 ตนจาก 15 ตน ทําการวัดผลทุกลํา 

โดยวัดผลจากลําลูกกลวยลําดับท่ี 2 เปนตนไป เดือนละ 1 คร้ัง 

 คุณภาพดอก ไดแก จํานวนดอกตอชอ ความยาวชอดอกท้ังหมด (เซนติเมตร) ความยาวกาน

ชอดอก (เซนติเมตร) ความยาวชอดอก (เซนติเมตร) เสนผานศูนยกลางกานชอดอก (มิลลิเมตร)      

ความกวางของดอกแนวต้ังและแนวนอน (เซนติเมตร) และเปอรเซ็นตการออกดอก ทําการวัดผล 

ทุกตนทุกลําท่ีออกดอก โดยเปรียบเทียบเปนผลของแคลเซียมตอดอกของลําลูกกลวยลําดับ            

ท่ี 2, 3, ..., n  ภายในการทดลอง 

การวิเคราะหธาตุอาหาร 

 สุมพืชในระยะเร่ิมการทดลองกอนใหสารละลายปุย และระยะหลังจากไดรับสาร ละลายปุย

เปนเวลา 10 เดือน ในแตละกรรมวิธีๆ ละ 10 ซํ้า ซํ้าละ 1 ตน มาทําการวิเคราะหธาตุอาหาร โดยทํา

การแยกสวนของพืชออกเปนราก ใบ ลําลูกกลวย และหนอใหม นํามาลางทําความสะอาดดวยน้ํา

กล่ัน ซับและผ่ึงช้ินสวนพืชใหแหง ช่ังพรอมบันทึกน้ําหนักสด แลวนําไปอบแหงท่ีอุณหภูมิ 60 

องศาเซลเซียส จนกระท่ังน้ําหนักแหงคงท่ี บันทึกน้ําหนักแหง และนําพืชมาวิเคราะหธาตุอาหาร 

ดังนี้ 

วิเคราะห N โดยวิธี Modified Kjeldahl Method (Ohyama et al., 1991) 

วิเคราะห P โดยวิธี Colorimetry (Ohyama et al., 1991) 

วิเคราะห K, Ca, Mg, Fe, Cu, Zn และ Mo โดยวิธี Atomic Absorption Spectrophotometry 

(Mizukoshi et al., 1994) 
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การทดลองท่ี 2 ผลของแมกนีเซียมตอการเจริญเติบโตของกลวยไมหวายเอียสกุล 

 เตรียมพืชทดลองเชนเดียวกับการทดลองท่ี 1 จึงเร่ิมใหสารละลายปุย วางแผนการทดลอง

แบบ CRD จํานวน 6 กรรมวิธีๆ ละ 15 ซํ้า ซํ้าละ 1 ตน ดังนี้ 

กรรมวิธีท่ี 1 ใหสารละลายธาตุอาหารที่มี Mg ความเขมขน     0 มิลลิกรัมตอลิตร 

กรรมวิธีท่ี 2 ใหสารละลายธาตุอาหารที่มี Mg ความเขมขน 100 มิลลิกรัมตอลิตร 

กรรมวิธีท่ี 3 ใหสารละลายธาตุอาหารที่มี Mg ความเขมขน 200 มิลลิกรัมตอลิตร 

กรรมวิธีท่ี 4 ใหสารละลายธาตุอาหารที่มี Mg ความเขมขน 300 มิลลิกรัมตอลิตร 

กรรมวิธีท่ี 5 ใหสารละลายธาตุอาหารที่มี Mg ความเขมขน 400 มิลลิกรัมตอลิตร 

กรรมวิธีท่ี 6 ใหสารละลายธาตุอาหารที่มี Mg ความเขมขน 500 มิลลิกรัมตอลิตร 

 ความเขมขนของธาตุในสารละลายอ่ืนเปนดังนี้ ไนโตรเจน 200 มิลลิกรัมตอลิตร 

ฟอสฟอรัส 100 มิลลิกรัมตอลิตร โพแทสเซียม 200 มิลลิกรัมตอลิตร กํามะถัน 198 มิลลิกรัมตอลิตร 

เหล็ก 0.292 มิลลิกรัมตอลิตร โบรอน 0.038 มิลลิกรัมตอลิตร แมงกานีส 0.123 มิลลิกรัมตอลิตร 

สังกะสี 0.043 มิลลิกรัมตอลิตร ทองแดง 0.008 มิลลิกรัมตอลิตร โมลิบดินัม 0.03 มิลลิกรัมตอลิตร 

และแคลเซียม 100 มิลลิกรัมตอลิตร ใหปุยคร้ังละ 50 มิลลิลิตรตอตน โดยวิธีตักรดในอัตรา             

2 คร้ัง/สัปดาห 

การบันทึกผลการทดลอง 

 การเจริญเติบโต คุณภาพดอก และการวิเคราะหธาตุอาหาร เชนเดียวกับการทดลองที่ 1  

และวิเคราะหปริมาณคลอโรฟลลในใบ โดยวิธีของ Whitham et al. (1971) หลังจากใหสารละลาย

ปุยเปนเวลา 10 เดือน 

การทดลองท่ี 3  ผลของแคลเซียมรวมกับแมกนีเซียมตอการเจริญเติบโตของกลวยไมหวายเอียสกุล 

เตรียมพืชทดลองเชนเดียวกับการทดลองท่ี 1 วางแผนการทดลองแบบ Factorial in CRD 

จํานวน (3 x 3) + 2  กรรมวิธี ๆ ละ 15 ซํ้า (1 ตนตอซํ้า) ใหสารละลายธาตุอาหารที่มีแคลเซียมความ

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

25  มิลลิกรัมตอลิตร สวนธาตุอ่ืนพืชไดรับเทากันในทุกกรรมวิธีเหมือนการทดลองท่ี 1 ยกเวน

แมกนีเซียมและแคลเซียม เปรียบเทียบกับการไดรับธาตุอาหารอื่นๆ ครบถวน ยกเวนแคลเซียมและ
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แมกนีเซียม (ขาดแคลเซียมและแมกนีเซียม) และการไมไดรับธาตุอาหาร (กรรมวิธีควบคุม)       

บันทึกการเจริญเติบโต คุณภาพดอก และวิเคราะหธาตุอาหาร เชนเดียวกับการทดลองท่ี 1 

       2.2 การบันทึกผลการทดลอง 

2.2.1. การบันทึกการเจริญเติบโต   ดังน้ี 

 2.2.1.1  จํานวนลําลูกกลวย (ลํา)  

 2.2.1.2  ความสูงลําลูกกลวย (เซนติเมตร) 

   วัดจากโคนลําลูกกลวยจนถึงโคนใบท่ีสอง  นับจากใบท่ีอยู ตรง           

ปลายยอดลงมา  

   2.2.1.3  ขนาดเสนผานศูนยกลางลําลูกกลวย (เซนติเมตร) 

     วัดบริเวณกึ่งกลางลําลูกกลวย เหนือโคนลําลูกกลวยข้ึนมา 5 เซนติเมตร 

          2.2.1.4  ความยาวใบ (เซนติเมตร)           

     วัดใบท่ีสองของลํา โดยวัดจากโคนใบจนถึงปลายใบ   

        2.2.1.5  ความกวางใบ (เซนติเมตร)                 

     วัดสวนท่ีกวางท่ีสุดของใบท่ีสองของลํา โดยวัดจากขอบใบดานหน่ึง

จนถึงขอบใบอีกดานหน่ึง 

       2.2.1.6  ความหนาใบ (มิลลิเมตร)          

    วัดความหนาของใบ บริเวณเดียวกับท่ีวัดความกวางของใบ 

  2.2.1.7 จํานวนใบ (ใบ) 

 2.2.2 คุณภาพดอก ดังนี้ 

   2.2.2.1 ความยาวชอดอกท้ังหมด (เซนติเมตร) 

     วัดจากโคนชอดอกจนถึงข้ัวดอกสุดทาย 

   2.2.2.2 ความยาวกานชอดอก (เซนติเมตร) 

     วัดจากโคนชอดอกจนถึงข้ัวดอกแรก 

   2.2.2.3 ความยาวชอดอก (เซนติเมตร) 

     วัดจากข้ัวดอกแรกจนถึงข้ัวดอกสุดทาย 
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   2.2.2.4 ขนาดเสนผานศูนยกลางกานชอดอก (มิลลิเมตร) 

     วัดเหนือโคนชอดอกข้ึนมา 10 เซนติเมตร 

   2.2.2.5 ความกวางดอกแนวตั้งและแนวนอน (เซนติเมตร) 

     วัดความกวางดอกแนวต้ังและแนวนอน ในดอกท่ี 2 นับจากโคนชอข้ึนไป 

   2.2.2.6 จํานวนดอก (ดอก) 

   2.2.2.7 เปอรเซ็นตการออกดอก (เปอรเซ็นต) 

     คิดเปอรเซ็นตการออกดอกจากจํานวนตนภายในกรรมวิธี 

 2.2.3 การวิเคราะหความเขมขนของธาตอุาหาร 

                   2.2.3.1 การเตรียมตัวอยางพชื 

          สุมพืชหลังจากใหสารละลายธาตุอาหารเปนระยะเวลา 10 เดือน จํานวน 10 ซํ้าตอ

กรรมวิธี นําตัวอยางท่ีสุมไดมาแยกสวนออกจากกัน ลางทําความสะอาดดวยน้ําประปา 3 คร้ัง       

น้ํากล่ัน 3 คร้ัง ซับใหแหง จากนั้นนําไปชั่ง บันทึกน้ําหนักสด แลวนําไปอบแหงท่ี 60 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 7 วัน จนกระท่ังน้ําหนักแหงคงท่ี จึงนํามาช่ังบันทึกน้ําหนักแหง แลวนําไปบด

ใหเปนผงละเอียด เก็บใสถุงพลาสติกกอนนําไปช่ังเพื่อใชยอยและวิเคราะหธาตุอาหารตอไป   

 2.2.3.2 การยอยตัวอยางพชืดวยกรด (Wet Acid Digestion)  

  1. การยอยตัวอยางสําหรับการวิเคราะหไนโตรเจนและฟอสฟอรัส ดัดแปลงโดย 

(Ohyama et al., 1985; 1986)     

     ช่ังตัวอยางพืชอบแหงท่ีบดละเอียดประมาณ  0.05 กรัม ใสลงในหลอดทดลอง

จากน้ันเติมกรดซัลฟูริกเขมขน (H2SO4) 1 มิลลิลิตร ปดหลอดดวยพาราฟลมท้ิงไว 1 คืน วันตอมา

นํามายอยท่ีเตายอยตัวอยาง ปรับอุณหภูมิท่ี 180 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที นําหลอดทดลองข้ึนมา

พักท้ิงไวใหเย็นแลวเติมไฮโดรเจนเปอรออกไซด (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  ทําซํ้าเหมือนเดิมจนกระท่ังสารละลายใส หลังจากนั้นท้ิงไวใหเย็นแลวเติมน้ํา

กล่ัน 5 มิลลิลิตร ท้ิงไว 1 คืน วันตอมานํามาปรับปริมาตรเปน 50 มิลลิลิตร เก็บสารละลายที่ไดไวใน

ขวดพลาสติก เก็บไวท่ีอุณหภูมิหอง สําหรับวิเคราะหตอไป 
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            2. การยอยตัวอยางสําหรับวิเคราะหโพแทสเซียม  แคลเซียม  แมกนีเซียม  เหล็ก  

ทองแดง และ สังกะสี (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 จากน้ันนํามายอยท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส 

เพื่อไลควันสีเหลืองของ  NO2
-  ออกใหหมด  จึงปรับเพิ่มอุณหภูมิเปน 210 องศาเซลเซียส ท้ิงไว 

จนตัวอยางแหง ระวังอยาใหไหม นําออกมาท้ิงไวใหเย็นแลวเติมสารละลายเจือจาง (HCl:H2O 

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

เซลเซียส นาน 5 นาที เพื่อไล Cl- ท้ิงไวใหเย็นแลวนํามาปรับปริมาตรเปน 50 มิลลิลิตร  

เทใสขวดพลาสติกเก็บไวท่ีอุณหภูมิหอง สําหรับวิเคราะหตอไป 

 2.2.3.3. การวิเคราะหปริมาณ ไนโตรเจนรวม  (Indolphenol Method)          

(Ohyama et al., 1985; 1986)        

           1. เตรียมสารละลายท่ีใชตรวจสอบปริมาณไนโตรเจน จํานวน 4 ชนิด ดังนี้ 

              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 จากนั้นช่ังกรดเบนโซอิค (benzoic acid) 

2.75 กรัม ใสบีกเกอร 500 มิลลิลิตร เติมน้ํากล่ัน 400 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันดวยเคร่ืองคน ปรับ

อุณหภูมิ 30-40 องศาเซลเซียส จนละลายหมดนํามารวมกันแลวปรับปริมาตรใหเปน 1 ลิตร 

   C  reagent : ช่ังโซเดียมไนโตรพลัสไซด (sodium nitroprusside) 0.1 กรัม 

ใสในขวดปรับปริมาตร จากนั้นเติมฟนอล (phenol) 10.25 มิลลิลิตร (นําฟนอลไปอุนท่ีอุณหภูมิ    

30-40 องศาเซลเซียส ไดฟนอลที่เปนของเหลว) 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 เพ่ือใชทํากราฟมาตรฐาน โดยช่ัง 

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

ปริมาตรในขวดปรับปริมาตร ขนาด 1 ลิตร จนครบปริมาตร ไดสารละลายมาตรฐานไนโตรเจน

ความเขมขน 100 มิลลิกรัมตอลิตร จากน้ันนําสารละลายไปเจือจางตามความเขมขนท่ีตองการ โดย

กรดซัลฟูริก 0.5 N  เตรียมจากกรดซัลฟูริก 13.32 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรเปน 1 ลิตร 

  4. ดูดตัวอยางที่ยอยไดจากขอ 2.2.3.2 (1) ปริมาตร 0.3-0.5 มิลลิลิตร 

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

สารละลายเปล่ียนเปนสีชมพู แลวนํามาไตรเตรทโดยหยดโซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) 1 N ลงไป 

เขยาเล็กนอยใหสารละลายเปล่ียนเปนสีเหลือง จากน้ันเติม C reagent 2.5 มิลลิลิตร และ D reagent 

2.5 มิลลิลิตรตามลําดับ ปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันใหเปน 25 มิลลิลิตร ตั้งทิ้งไวที่ 30 องศาเซลเซียส 

นาน 3 ชั่วโมง จนสารละลายเปลี่ยนเปนสีน้ําเงิน จากนั้นนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงดวย

เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) ท่ี 625 นาโนเมตร บันทึกผล แลวนําคาท่ีอาน

ไดมาเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐาน จากน้ันนําคาท่ีคํานวณไดมาคํานวณหาปริมาณไนโตรเจน 

(มิลลิกรัมตอสวนของพืช) โดยใชสูตรคํานวณ ดังน้ี 

 ปริมาณไนโตรเจนในตัวอยางพืช (มิลลิกรัมตอสวนของพืช) 

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

    (D x E x 10000)  

           สาร A   =   คาความเขมขนของไนโตรเจนจากกราฟมาตรฐาน (มิลลิกรัมตอลิตร) 
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        B   =   ปริมาตรสุดทายในปฏิกิริยา Indolphenol (25 มิลลิลิตร) 

        C   =   ปริมาตรสุดทายของการยอยตวัอยางพืช   (50 มิลลิลิตร) 

        D   =   น้ําหนักแหงของตัวอยางท่ีใชยอย (กรัม) 

       E   =   ปริมาตรของตัวอยางท่ีใชในการวิเคราะห (มิลลิลิตร) 

 2.2.3.4. การวิเคราะหปริมาณฟอสฟอรัสโดยการวัดการดูดกลืนแสงของสารท่ีมีสี 

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

ดังนี้ 

 1. เตรียมสารละลายท่ีใชตรวจสอบปริมาณฟอสฟอรัสจํานวน 3 ชนิดดงันี้ 

    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 เก็บไวในขวดสีชาต้ังไวในท่ีมืด 

  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 โดยช่ังโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) 0.716 กรัม ละลาย

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

1 ลิตร จนครบปริมาตร ไดสารละลายมาตรฐานฟอสฟอรัสความเขมขน 500 มิลลิกรัมตอลิตร 

จากนั้นนําสารละลายไปเจือจางตามความเขมขนท่ีตองการ   

  4. ดูดสารละลายตัวอยางจากขอ 2.2.3.2 (1) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงในขวด

ปรับปริมาตรขนาด 25 มิลลิลิตร เติมน้ํากล่ันลงไปเล็กนอย เติม C reagent ขวดละ 1 มิลลิลิตร และ
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เติมสเทนัสคลอไรด 0.2  มิลลิลิตร ตามลําดับ ปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันใหเปน 25 มิลลิลิตร ตั้งท้ิง

ไว 15 นาที  นํามาวัดคาการดูดกลืนแสง ดวยเคร่ืองวัดคาการดูดกลืนแสง (spectrophotometer)        

ท่ี 660 นาโนเมตร นําคาท่ีอานไดมาเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานของฟอสฟอรัส จากนั้นนําคาท่ี

คํานวณไดมาคํานวณหาความเขมขนของฟอสฟอรัส (มิลลิกรัมตอกรัมน้ําหนักแหง) เชนเดียวกับ

การหาความเขมขนของไนโตรเจน 

 2.2.3.5. การวิเคราะหปริมาณโพแทสเซียม 

        1. เตรียมสารละลายมาตรฐานของโพแทสเซียมท่ีมีความเขมขน 0, 0.1, 0.2, 

0.3, 0.4, และ 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร เพื่อใชทํากราฟมาตรฐาน 

 2. เจือจางสารละลายตัวอยางจากขอ 2.2.3.2 (2) โดยใชสารตัวอยาง 0.5 

มิลลิลิตร จากนั้นเจือจางดวยน้ํากล่ันเปน 25 มิลลิลิตร 

                    3. นําสารละลายดังกลาวไปวัดความเขมขนของโพแทสเซียม ดวยเคร่ือง 

Atomic absorption spectrophotometer ท่ีความยาวคล่ืน 766.5 นาโนเมตร บันทึกผล และนําคาท่ี

คํานวณไดมาคํานวณหาปริมาณโพแทสเซียม (มิลลิกรัมตอสวนของพืช) เชนเดียวกับการหาปริมาณ

ไนโตรเจน 

 2.2.3.6. การวิเคราะหปริมาณแคลเซียม  และแมกนีเซียม 

 1. เตรียม lantanum oxide โดยช่ัง  lantanum oxide 2.01 กรัม ปรับปริมาตร

ดวยน้ํากล่ันเปน 500 มิลลิลิตร จากน้ันเติม HCl 37% 10 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันใหเปน 

1,000 มิลลิลิตร 

 2. เจือจางสารละลายตัวอยางจากขอ 2.2.3.2 (2)โดยใชสารตัวอยาง 1 

มิลลิลิตร จากนั้นเจือจางดวยสารละลาย lantanum ใหเปน 25 มิลลิลิตร  

 3. เตรียมสารละลายมาตรฐานของแคลเซียมจาก CaCO3 จากน้ันปรับ

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

เพื่อใชทํากราฟมาตรฐาน 

 4. เตรียมสารละลายมาตรฐานของแมกนีเซียมจาก MgCl2 จากน้ันปรับ

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

เพื่อใชทํากราฟมาตรฐาน 
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     5. นําสารละลายดังกลาวไปวัดความเขมขนของแคลเซียม และแมกนีเซียม  

ดวยเคร่ือง Atomic absorption spectrophotometer ท่ีความยาวคล่ืน 422.7 และ 285.2 นาโนเมตร 

สําหรับวิเคราะหความเขมขนของแคลเซียมและแมกนีเซียมตามลําดับ บันทึกผลและนําคาท่ีคํานวณ

ไดมาคํานวณหาปริมาณแคลเซียมและแมกนีเซียม  (มิลลิกรัมตอสวนของพืช) เชนเดียวกับการหา

ปริมาณของไนโตรเจน 

2.2.3.7  การวิเคราะหปริมาณของเหล็ก  สังกะสี   และทองแดง    

1. เตรียมสารละลายมาตรฐานของเหล็ก จากน้ันเจือจางดวยน้ํากล่ันใหมี

ความเขมขน 0, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 และ 3.0 มิลลิกรัมตอลิตร เพื่อใชทํากราฟมาตรฐาน 

 2. เตรียมสารละลายมาตรฐานของสังกะสีจาก ZnSO4.7H2O จากน้ันเจือจาง

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 2.2.3.2 (2) วัดความเขมขนของเหล็ก 

สังกะสีและทองแดง ดวยเคร่ือง Atomic absorption spectrophotometer ท่ีความยาวคลื่น 248.3, 

213.9 และ 324.8 นาโนเมตร สําหรับวิเคราะหความเขมขนของเหล็ก สังกะสี และทองแดง

ตามลําดับ บันทึกผล และนําคาท่ีคํานวณไดมาคํานวณหาปริมาณเหล็ก สังกะสี และทองแดง 

(มิลลิกรัมตอสวนของพืช) เชนเดียวกับการหาปริมาณไนโตรเจน 
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 2.2.4 การวิเคราะหปริมาณคลอโรฟลล 

    ใชวิธีของ Whitham et al. (1971) โดยใชใบของกลวยไมหวายเอียสกุล น้ําหนัก 1 กรัม 

บดในโกรงบด ขณะทําการบดใหเติมอะซีโตน 80 เปอรเซ็นต ลงไปเล็กนอย เม่ือบดละเอียดให

กรองผานกระดาษกรอง Whatman No.1 ดวยเคร่ืองกรองแบบ suction pump ลางและปรับปริมาตร

ดวยอะซีโตนใหไดปริมาตร 25 มิลลิลิตร โดยใชขวดปรับปริมาตร นําสารละลายท่ีกรองแลวใสใน

หลอด cuvette นําไปวัดคาการดูดกลืนแสง (optical density, OD) ท่ีความยาวคล่ืน 645 และ 663 นา

โนเมตร ดวยเคร่ืองวัดคาการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) บันทึกคาท่ีไดแลวนําไปคํานวณ ตาม

สูตร 

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

         1000W 

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

             1000W 

 โดยท่ี   V     คือ  ปริมาตรของสารละลายท่ีนํามาหาปริมาณคลอโรฟลล 

        W     คือ  น้ําหนกัของกลวยไมแวนดาสันทรายบลูท่ีนํามาสกัดหา 

              คลอโรฟลล 

          OD    คือ  การดูดกลืนแสงท่ีอานไดจากเคร่ืองวัดคาการดูดกลืนแสง  

               (spectrophotometer) ท่ีความยาวคล่ืนท่ีกําหนด 


