
บทที ่3 

อุปกรณ์ และวธีิการทดลอง 

3.1  พชืทดลอง 
ตน้ล ำไยพนัธ์ุดอ  (Dimocarpus  longan cv. Daw) อำยุ 8 ปี ณ แปลงทดลองไมผ้ล 

สำขำวิชำเทคโนโลยีกำรผลิตพืชและภูมิทัศน์  คณะเทคโนโลยีอุตสำหกรรมกำรเกษตร 
มหำวทิยำลยัเทคโนโลยรีำชมงคลตะวนัออก วทิยำเขตจนัทบุรี  โดยตน้ล ำไยท่ีใชใ้นกำรทดลองคร้ัง
น้ีไดรั้บกำรตดัแต่งก่ิงและดูแลรักษำตน้เป็นอยำ่งดี 

ภาพที ่2 ลกัษณะตน้ล ำไยพนัธ์ุดอท่ีใชใ้นกำรทดลอง 

3.2  อุปกรณ์ และเคร่ืองมือทีใ่ช้ในการทดลอง 
3.2.1  เคร่ืองมือทีใ่ช้ในการทดลอง 

1)  Atomic  absorption spectrophotometer (Perkin Elmer Ltd., 3100) 
2)  Compound  Microscope (Olympus®BX51, Japan) 
3)  Freezing  microtome (Leica®CM1850, Germany) 
4)  โกร่งบดตวัอยำ่ง และเคร่ืองป่ันแยกกำก (Mulinex®) 
5)  เคร่ืองชัง่ไฟฟ้ำ  4 ต ำแหน่ง (Mettler Toledo®, Switzerland) 
6)  Spectrophotometer (Shimadzu® UV-1601, JAPAN) 
7)  pH-meter (Sartorius Professional Meter® PP-50, Taiwan) 
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8)  Hot air oven  ( Memmert®, Germany) 
9)  เตำยอ่ยตวัอยำ่ง (MS Scientific Instrument®, Thailand) 
10)  Water bath (Memmert®, Germany) 

3.2.2  เคร่ืองแก้ว  และอุปกรณ์พืน้ฐานในห้องปฏิบัติการ 
3.2.3  สารเคมี 

1)  Ammonium dihydrogen  phosphate (NH4H2PO 4)  
2)  Ammonium molybdate ([(NH4)]6  Mo7O24 . 4H2O) (Merck®, 101182) 
3)  Ammonium nitrate  (NH4NO3) (J.T.Baker®,6484-52-2) 
4)  Ammonium sulfate ([NH4]2SO4)  (Merck®, A897117.836) 
5)  Ammonium acetate (CH3COONH4) (Merck®, 1.01116.1000) 
6)  Antimony potassium tartrate (KSbO.C4H4O7) (Fisher®, 28300-74-5) 
7)  Ascorbic acid  (C6H8O6) (Rankem® , A2847) 
8)  Benzoic acid (C6H5OCOOH)(Rankem®, B0108) 
9)  Copper (II) sulfate (CuSO4.5H 2O)  (Merck®,  A501690) 
10)  Deionized distill water 1 M  
11)  D-Glucose anhydrous (C6H12O6) (Ajax ®, A783) 
12)  di-Potassium hydrogen orthophosphate (K2HPO4) (Rankem® , 0246) 
13)  di-Sodium hydrogen arsenate (Na2HAsO2· 7H2O) (Sigma, S9663) 
14)  di-Sodium hydrogen phosphate (Na2HPO4 ·7H2O) (Merck®, 106579) 
15)  di-Chloroethylliphosphonic  acid (ethephon) 
16)  EDTA disodium salt . 2H2O (Rankem® , E0122) 
17)  Ethanol  absolute (Merck®, 100983) 
18)  Formaline 40% (Gamma®, 99-105) 
19)  Haematoxylin (C16H14O6) 
20)  Hydrogen peroxide 30% (H2O2) (Merck®, B22287) 
21)  Hydrochloric acid 37% (HCl) (Lab-Scan®, A1107-G) 
23)  Methyl red (C16H15N3O2) (Rankem® , M0220) 
24)  Monopotassium phosphate (MKP, 0-52-34) 
25)  Nitric acid  65%  AR. (HNO3) (RCI-Labscan®, A8203) 
26)  Perchloric acid 70% AR. (HClO4)(QRec®,P1005-1-251) 
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27)  Permount 
28)  Phenol AR. (CH6H5OH) (Rankem® , P0130) 
29)  Potassium dihydrogen phosphate  (KH2PO4) (Rankem® , P0320) 
30)  Potassium sodium (+) – tartrate, [KNaC4H4O6.4H2O] (Fisher®, P26880253) 
31)  Salicylic acid (C7H6O3) (Rankem® , S2042) 
32)  Sulfuric acid  95-97 % (H2SO4) (Merck®, 100731) 
33)  Sodium - nitroprusside  (Na2[Fe(CN)5NO].2H2O) ) (Ajax ®, 494)  
34)  Sodium  hypochlorite 10% (NaClO) 
35)  Sodium chloride (NaCl)  AR. (RCI-Labscan®, AR.1166-P) 
36)  Stanous chloride (SnCl2.2H2O) (Fisher®,T/1654/50) 
37)  Sodium hydroxide (NaOH) (Merck®, 1064988) 
38)  Sodium sulfate anhydrous (Na2SO4 ) (Rankem® ,S0415) 
39)  Sodium carbonate anhydrous (Na2CO3 ) (Ajax ®, 463)  
40)  Sodium bicarbonate  (NaHCO3 ) (Merck®, 106329) 
41)  tri-Sodium orthophosphate (Na3PO4.2 H2O) (Ajax ®, 2220) 
42)  Tissue freezing medium (Jung® ,008838) 
43)  Xylene (J.T.Baker®, 1330-20-7) 

3.3  วธีิการทดลอง 
ตน้ล ำไยพนัธ์ุดอท่ีไดรั้บกำรตดัแต่งก่ิงเปิดกลำงทรงพุ่มเพื่อให้แสงแดดส่องทัว่ถึง  และ

มีระยะกำรแตกใบอ่อน  2  ชุดก่อนเร่ิมกรรมวิธีกำรศึกษำ  จำกนั้นวำงแผนกำรทดลองแบบ
สุ่มสมบูรณ์ (Completely Randomized Design; CRD)  จ  ำนวน 4  กรรมวิธี มี 5 ซ ้ ำ โดยใช ้1 ตน้ต่อ 
1 หน่วยกำรทดลอง ดงัต่อไปน้ี   

กรรมวธีิท่ี 1 กรรมวธีิควบคุม 
กรรมวธีิท่ี 2 รำดโพแทสเซียมคลอเรต (KClO3)ทำงดิน อตัรำ 15 กรัมต่อตำรำงเมตร 
กรรมวธีิท่ี 3 พน่ทำงใบดว้ยโมโนโพแทสเซียมฟอสเฟต(0-52-34) เขม้ขน้ 1 เปอร์เซ็นต ์

ผสมกบัเอทิฟอน ควำมเขม้ขน้ 400 มิลลิกรัมต่อลิตร 
กรรมวธีิท่ี 4 รำดโพแทสเซียมคลอเรต (KClO3)ทำงดินดว้ยอตัรำ 15 กรัมต่อตำรำงเมตร

ร่วมกบัพ่นทำงใบด้วยโมโนโพแทสเซียมฟอสเฟต(0-52-34) เข้มข้น 
1 เปอร์เซ็นต ์ผสมกบัเอทิฟอน ควำมเขม้ขน้ 400 มิลลิกรัมต่อลิตร 
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เม่ือใบล ำไยชุดท่ี 2 อยูใ่นระยะใบเพสลำด  ให้ท ำกำรพ่นปุ๋ยทำงใบดว้ย 0-52-34 เขม้ขน้ 
1 เปอร์เซ็นต ์ผสมกบัเอทิฟอน ควำมเขม้ขน้ 400 มิลลิกรัมต่อลิตร จ ำนวน 3 คร้ัง ห่ำงกนั 7 วนั  และ
รำด KClO3ทำงดิน อตัรำ 15 กรัมต่อตำรำงเมตร แลว้ปล่อยใหต้น้ล ำไยออกดอก 

3.4  การบันทกึผลการทดลอง 
3.4.1  การศึกษาข้อมูลทางกายภาพ  

นบัวนัท่ีรำด KClO3ทำงดินเป็นวนัท่ี 0 แลว้ปล่อยให้ตน้ล ำไยออกดอก บนัทึกจ ำนวน
วนัท่ีใชใ้นกำรออกดอกหลงัรำด  KClO3  เม่ือตน้ล ำไยเร่ิมแทงช่อดอก ท ำกำรตรวจนบักำรออกดอก
โดยค ำนวณเป็นเปอร์เซ็นต์กำรออกดอก  (เปอร์เซ็นตก์ำรออกดอก = (จ ำนวนยอดท่ีออกดอก × 
100)/จ ำนวนยอดทั้งหมด)  จำกนั้นสุ่มห่อช่อดอกดว้ยถุงตำข่ำยไนล่อนท่ีจดัท ำข้ึนเองเพื่อวดัขนำด
ช่อดอก ตรวจนบัจ ำนวนดอกต่อช่อ  เพศดอกโดยแบ่งเป็นดอกเพศผู ้และดอกสมบูรณ์เพศ  รวมทั้ง
นบัจ ำนวนผลต่อช่อโดยค ำนวณเป็นเปอร์เซ็นตก์ำรติดผล (เปอร์เซ็นตก์ำรติดผล = (จ  ำนวนผลต่อ
ช่อ x 100) / จ ำนวนดอกสมบูรณ์เพศ) 

3.4.2  การศึกษาการเปลี่ยนแปลงทางสัณฐานวิทยาของตายอด ดัดแปลงจากกรรมวิธีของ 
Johanson (1940)  

เก็บตวัอยำ่งปลำยยอดล ำไยในวนัท่ี  0  10  20  และ 30  หลงัจำกรำด KClO3 โดยตดัยอด
ล ำไยยำวประมำณ 1-1.5 เซนติเมตร   และแช่ในน ้ ำยำรักษำสภำพ (formalin-acetic acid  alcohol,  
FAA)  จำกนั้นน ำเน้ือเยื่อท่ีแช่ในน ้ ำยำรักษำสภำพมำท ำกำรตดัเน้ือเยื่อดว้ยวิธี Frozen  section โดย
ดดัแปลงจำกกรรมวิธีของ Johanson (1940) น ำช้ินส่วนฝังลงในน ้ ำยำ (Tissue freezing medium) 
เพื่อยึดเน้ือเยื่อ  น ำไปตดัท่ีอุณหภูมิ -20  องศำเซลเซียส  ดว้ยเคร่ือง Freezing  microtome จำกนั้น
น ำไปยอ้มสี Delafield’s hematoxylin ปิด cover slip บนกระจกสไลด์ โดยใช ้permount บนัทึก
ภำพถ่ำยภำยใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ 

3.4.3  การศึกษาการเปลีย่นแปลงทางสรีรวิทยาในต้นพชื  
ไดแ้ก่  1) กำรเปล่ียนแปลงปริมำณคำร์โบไฮเดรตท่ีไม่ใช่โครงสร้ำง และ 2) กำรเปล่ียนแปลง

ปริมำณธำตุอำหำรพืช (ไนโตรเจน ฟอสฟอรัส โพแทสเซียม) โดยมีวธีิกำรดงัต่อไปน้ี 
1) การเกบ็ตัวอย่างพชื 

สุ่มเก็บตวัอย่ำงปลำยยอด ใบ และก่ิงปลำยยอดล ำไยของทุกกรรมวิธี ในวนัท่ี 0 10 
20 และ 30  หลงัจำกรำด KClO3 จำกนั้นน ำตวัอยำ่งพืชมำอบให้แห้งท่ีอุณหภูมิ 60 องศำเซลเซียส  
เพื่อรอกำรวเิครำะห์ดงัน้ี 
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2) การเปลี่ยนแปลงปริมาณคาร์โบไฮเดรตที่ไม่ใช่โครงสร้าง  (Total Non-structural 
Carbohydrate; TNC) 

(1) วธีิการสกดั TNC ของ Smith et al. (1964) และดัดแปลงโดย สุจริต (2531)  
 ชัง่ตวัอยำ่งพืชท่ีอบแห้งสนิท และบดละเอียดแลว้ 0.05 กรัม เติม 0.2 N H2SO4 

มิลลิลิตร  ปิดปำกหลอดทดลองดว้ยอะลูมิเนียมฟรอยด์ แลว้อบท่ีอุณหภูมิ 70 องศำเซลเซียสเป็น
เวลำ 2 ชัว่โมง ใน Hot air oven จำกนั้นตั้งทิ้งไวใ้ห้เยน็ปรับ pH ให้เป็นกลำงดว้ย 0.1 1 และ 2 N 
NaOH และ 0.5 และ 5 % H2SO4  แลว้ปรับปริมำตรเป็น 50 มิลลิลิตรดว้ยน ้ ำกลัน่กรองดว้ยกระดำษ
กรอง Whatman® เบอร์ 5 เก็บใส่ขวดพลำสติกขนำด 60 มิลลิลิตร  เพื่อรอกำรวเิครำะห์ต่อไป 

(2) วธีิการวเิคราะห์หาปริมาณ TNC  โดยวธีิของ  Nelson’s reducing sugar  
procedure (AOAC, 1990) 

ดูดสำรละลำยท่ีสกดัไดจ้ำกตวัอยำ่ง  หลอดละ 1 มิลลิลิตร   เติม Nelson’s alkaline 
copper reagent จ ำนวน 1 มิลลิลิตร เขยำ่ให้เขำ้กนั ปิดดว้ยอะลูมิเนียมฟอยด์ น ำไปแช่ใน water bath 
อุณหภูมิ 100 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 20 นำที ทิ้งให้เยน็ แลว้เติมสำรละลำย arsennomolybdic acid 
reagent จ ำนวน 1 มิลลิลิตร เขยำ่ให้ตะกอนของ CuO2 ละลำยจนหมด เติมน ้ ำกลัน่เพื่อปรับปริมำตร
สุดทำ้ยเป็น 10 มิลลิลิตร ตั้งทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิห้อง 30 นำที น ำสำรละลำยไปอ่ำนค่ำกำรดูดกลืนแสง 
(absobance) จำกเคร่ือง spectrophotometer ท่ีควำมยำวคล่ืน 540 นำโนเมตร น ำค่ำที่ได้เปรียบเทียบ
กบักรำฟมำตรฐำน  แล้วค ำนวณเป็นปริมำณมิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรของD-glucose ต่อน ้ ำหนกั
แหง้ของตวัอยำ่ง 

กำรเตรียมสำรละลำยน ้ำตำลมำตรฐำน 
สำรละลำยน ้ ำตำลมำตรฐำนเตรียมโดยดูดสำรละลำย D-Glucose เขม้ขน้ 0.25 

มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรมำ 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5, 0.6, 0.7, 0.8, 0.9 และ 1.0 มิลลิลิตร ใส่หลอดทดลอง 
เติมน ้ ำกลัน่ให้มีปริมำตรเป็น 1 มิลลิลิตร ซ่ึงจะได้สำรละลำยน ้ ำตำลมำตรฐำนท่ีมีควำมเขม้ขน้ 
0.025, 0.050, 0.075, 0.100, 0.125, 0.150, 0.175, 0.200, 0.225 และ 0.250  มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร  

 3) การเปลีย่นแปลงปริมาณธาตุอาหารพชื (ไนโตรเจน ฟอสฟอรัส โพแทสเซียม) 
(1) การย่อยตัวอย่างพชืส าหรับการวเิคราะห์ธาตุอาหารพชื ดงัน้ี 

ไนโตรเจน และฟอสฟอรัส ดดัแปลงโดย Ohyama et al. (1985; 1986) 
ชัง่ตวัอย่ำงพืชอบแห้งบดละเอียด 0.05 กรัม ใส่ลงในหลอดทดลอง เติม 

H2SO4 เขม้ขน้ 1 มิลลิลิตร เทลงในหลอดที่ใส่ตวัอย่ำงไว ้ปิดหลอดดว้ยพำรำฟิล์ม ทิ้งไว ้1 คืน 
วนัต่อมำน ำมำยอ่ยท่ีเตำยอ่ยตวัอยำ่งพืช  ปรับอุณหภูมิท่ี 180 องศำเซลเซียส นำน 10 นำที ทิ้งไวใ้ห้เยน็
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แลว้เติม H2O2 หลอดละ 0.3 มิลลิลิตร  ป่ันให้เขำ้กนั  น ำมำยอ่ยต่อโดยปรับอุณหภูมิเป็น  230  องศำ
เซลเซียส นำน 30 นำที หำกสำรละลำยยงัไม่ใสให้เติม H2O2 หลอดละ 0.2 มิลลิลิตร ทุกๆ  30  นำที 
ท ำซ ้ ำเดิมจนกระทัง่สำรละลำยใส หลงัจำกนั้นทิ้งไวใ้ห้เยน็แลว้เติมน ้ ำกลัน่ 5 มิลลิลิตร  ทิ้งไว ้1 คืน  
วนัต่อมำน ำมำปรับปริมำตรให้เป็น 50 มิลลิลิตร  แลว้เก็บสำรละลำยท่ีไดไ้วใ้นขวดพลำสติก  เก็บ
ไวท่ี้อุณหภูมิหอ้ง ส ำหรับวเิครำะห์ต่อไป 

โพแทสเซียม (Mizukoshi et al., 1994)   
ชัง่ตวัอยำ่งพืชอบแห้งบดละเอียด 0.05 กรัม เติม HClO4  0.4 มิลลิลิตร และ  

HNO3 0.5  มิลลิลิตร ตำมล ำดบั เขยำ่ให้เขำ้กนั ปิดหลอดดว้ยพำรำฟิล์ม ทิ้งไว ้1 คืน จำกนั้นน ำมำ
ยอ่ยท่ี 100 องศำเซลเซียส เพื่อไล่ควนัสีเหลืองของ NO2

-  ออกจนหมด จึงปรับเพิ่มอุณหภูมิเป็น 210 
องศำเซลเซียส ทิ้งไวจ้นตวัอย่ำงแห้งระวงัอย่ำให้ไหม ้ น ำออกมำทิ้งไวใ้ห้เยน็แลว้เติมสำรละลำย
เจือจำงของไฮโดรคลอริก (HCl (1) : H2O (4) มิลลิลิตร) หลอดละ 1 มิลลิลิตร  ป่ันให้เขำ้กนั แลว้
น ำมำตั้งบนเตำท่ีอุณหภูมิ 100 องศำเซลเซียส นำน 5 นำที เพื่อไล่ Cl- ทิ้งไวใ้ห้เยน็แลว้น ำมำปรับ
ปริมำตรเป็น 50  มิลลิลิตร เทใส่ขวดพลำสติกเก็บไวท่ี้อุณหภูมิหอ้งส ำหรับวเิครำะห์ต่อไป 

(2) วธีิการวเิคราะห์ปริมาณธาตุอาหารพชื 
ไนโตรเจน (Indolphenol Method ) (Ohyama et al., 1985; 1986) 
(ก) เตรียมสำรละลำยที่ใช้ตรวจสอบปริมำณไนโตรเจน จ ำนวน 4 ชนิด  

A reagent : ชัง่ EDTA.2Na 25 กรัม ละลำยในน ้ำกลัน่ปรับ pH ใหเ้ป็น  
10 จำกนั้นเติมสำรละลำย methyl red  20 มิลลิลิตร แลว้
ปรับปริมำตรดว้ยน ้ำกลัน่ใหเ้ป็น 1,000 มิลลิลิตร  

B reagent : ชั่ง KH2PO4 136.09 กรัม และ benzoic acid 2.75  
กรัม ละลำยในน ้ ำกลั่น ปรับปริมำตรให้เป็น 1 ,000   
มิลลิลิตร 

C reagent : ชัง่ Na2 (Fe (CN)5 NO)·2H2O (Sodium nitroprusside) 100  
มิลลิกรัม ละลำยในน ้ ำกลั่น จำกนั้นเติมฟีนอล 10.25 
มิลลิลิตร แล้วปรับปริมำตรด้วยน ้ ำกลั่นให้เป็น 1,000 
มิลลิลิตร เก็บไวใ้นตูเ้ยน็ สำรละลำยน้ีมีอำยุกำรใชง้ำน  2  
สัปดำห์ 

D reagent : ชั่ง NaOH 10 กรัม Na2HPO4·7H2O 7.06 กรัม และ
Na3PO4·12H2O 31.8 กรัม ละลำยในน ้ ำกลัน่ จำกนั้น
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เติม NaClO 10  มิลลิลิตร แล้วปรับปริมำตรด้วยน ้ ำ
กลัน่ให้เป็น1,000 มิลลิลิตร 

(ข) เตรียม NaOH เขม้ขน้ 1 N เพื่อปรับควำมเป็นด่ำง 
(ค) เตรียมสำรละลำยมำตรฐำนจำก (NH4)2SO2  ท่ีระดบัควำมเข้มข้น 

 0, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4 และ 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร เพื่อใช้ท ำกรำฟมำตรฐำน 
(ง) ดูดตวัอยำ่งท่ียอ่ยไดป้ริมำตร 0.5 มิลลิลิตร เติม A reagent 0.5 มิลลิลิตร 

และเติม B reagent 0.5 มิลลิลิตร ตำมล ำดบั  น ำมำไตเตรทโดยหยด 1 N  NaOH ลงไป เขยำ่เล็กนอ้ย
ให้เปล่ียนสี   จำกนั้นเติม C reagent  2.5  มิลลิลิตร และ D reagent 2.5  มิลลิลิตร ตำมล ำดบั ปรับ
ปริมำตรดว้ยน ้ ำกลัน่ให้เป็น 25 มิลลิลิตร ตั้งทิ้งไวท่ี้ 30 องศำเซลเซียส นำน 3 ชัว่โมง น ำไปวดัค่ำ
กำรดูดกลืนแสงดว้ยเคร่ือง Spectrophotometer  ท่ี  625 นำโนเมตร บนัทึกผลแลว้น ำค่ำท่ีอ่ำนไดม้ำ
เปรียบเทียบกบักรำฟมำตรฐำนตำมกฎของ Beer’s-Lambert’s Law จำกนั้นน ำค่ำท่ีค  ำนวณไดม้ำ
ค ำนวณหำปริมำณไนโตรเจน  (มิลลิกรัมต่อกรัมน ้ำหนกัแหง้) โดยใชสู้ตรค ำนวณ 

ปริมำณไนโตรเจนในตวัอยำ่งพืช = 0.714 x (a-b) x   
w

v  

 
a  = ค่ำควำมเขม้ขน้ของไนโตรเจนในสำรละลำยตวัอยำ่งพืช (mg/l) 
b  = ค่ำควำมเขม้ขน้ของไนโตรเจนใน blank (mg/l) 
v  = ปริมำตรสุดทำ้ยของกำรยอ่ยตวัอยำ่งพืช (ml) 
w  = น ้ำหนกัแหง้ตวัอยำ่งท่ีใชย้อ่ย (กรัม) 

ฟอสฟอรัส 
ใช้กำรวิเครำะห์ปริมำณธำตุฟอสฟอรัสโดยกำรดูดกลืนแสงของสำรท่ีมีสี 

(colorimetry) (Ohyama et al., 1991)   ซ่ึงไดจ้ำกกำรท ำปฏิกิริยำระหว่ำงฟอสเฟต   และอนุมูล
โมลิบเดต ดงัน้ี 

(ก) เตรียมสำรละลำยท่ีใชต้รวจสอบปริมำณฟอสฟอรัส จ ำนวน 3 ชนิด ดงัน้ี 
A reagent : ชัง่ (NH4)6Mo7O24 25 กรัม ละลำยในน ้ำกลัน่ 200 มิลลิลิตร  

จำกนั้นน ำมำกรองโดยใช ้ระบบสุญญำกำศช่วย 
B reagent : เตรียม H2SO4  250 มิลลิลิตร ผสมกบัน ้ ำกลัน่ 200 มิลลิลิตร 
                     ทิ้งไว ้1 คืน จำกนั้นปรับปริมำตรด้วยน ้ ำกลั่นเป็น 500 
                     มิลลิลิตร 
C reagent : น ำ A reagent มำผสม B reagent โดยเท B reagent ลงใน 



 22 

บีกเกอร์ ขนำด 1 มิลลิลิตร ค่อยๆ เท A reagent ทีละน้อย 
ช้ำๆ ทิ้งไว้ 1 คืน วนัต่อมำน ำมำปรับปริมำตรให้เป็น 1 
มิลลิลิตร เก็บไวใ้นขวดสีชำตั้งไวใ้นท่ีมืด 

(ข) เตรียมสำรละลำยสแตนนสัคลอไรด์  โดยชัง่ (SnCl2.2H2O) 0.25 กรัม เทลง
ในขวดสีชำ (ควรเตรียมในตูค้วนั) โดยเติม HCl 5 มิลลิลิตร ละลำยให้หมด จำกนั้นเติมน ้ ำกลัน่ 20
มิลลิลิตร 

(ค) เตรียมสำรละลำยมำตรฐำนของฟอสฟอรัสจำก KH2PO4  ปรับให้มีควำม
เขม้ขน้ตำมล ำดบัคือ 0, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4  และ  0.5  มิลลิกรัมต่อลิตร   เพื่อใชท้  ำกรำฟมำตรฐำน 

(ง) ดูดสำรละลำยตวัอย่ำงท่ีไดจ้ำกกำรย่อยปริมำตร 0.5  มิลลิลิตร   ลงใน
ขวดปรับปริมำตรขนำด 25 มิลลิลิตร  เติมน ้ำกลัน่ลงไปเล็กนอ้ย   เติม C reagent  ขวดละ 1 มิลลิลิตร
ตั้งทิ้งไว ้15 นำที น ำมำวดัค่ำกำรดูดกลืนแสง ดว้ยเคร่ือง Spectrophotometer  ท่ี 660 นำโนเมตร น ำ
ค่ำท่ีอ่ำนไดม้ำเปรียบเทียบกบักรำฟมำตรฐำนของฟอสฟอรัส จำกนั้นน ำค่ำท่ีค  ำนวณหำปริมำณ
ฟอสฟอรัส  (มิลลิกรัมต่อกรัมน ้ ำหนักแห้ง)  โดยใช้สูตรค ำนวณเช่นเดียวกับกำรหำปริมำณ
ไนโตรเจน 

ปริมำณฟอสฟอรัสในตวัอยำ่งพืช = 0.323 x (a-b) x 
w

v   

 
a  = ค่ำควำมเขม้ขน้ของไนโตรเจนในสำรละลำยตวัอยำ่งพืช (mg/l) 
b  = ค่ำควำมเขม้ขน้ของไนโตรเจนใน blank (mg/l) 
v  = ปริมำตรสุดทำ้ยของกำรยอ่ยตวัอยำ่งพืช (ml) 
w  = น ้ำหนกัแหง้ตวัอยำ่งท่ีใชย้อ่ย (กรัม) 

โพแทสเซียม 
(ก) เตรียมสำรละลำยมำตรฐำนของโพแทสเซียม ปรับให้มีควำมเขม้ขน้ 0 

0.1, 0.2, 0.3, 0.4 และ 0.5  มิลลิกรัมต่อลิตร  เพื่อใชท้  ำกรำฟมำตรฐำน 
(ข) เจือจำงสำรละลำยตวัอยำ่งท่ีไดจ้ำกกำรยอ่ย โดยใชส้ำรตวัอยำ่งปริมำตร 0.5 

มิลลิลิตร  จำกนั้นเจือจำงดว้ยน ้ำกลัน่เป็น 25 มิลลิลิตร 
(ค) น ำสำรละลำยดงักล่ำวไปวดัปริมำณโพแทสเซียมโดยเคร่ือง atomic 

absorption  spectrophotometer ท่ีควำมยำวคล่ืน 766.5 นำโนเมตร บนัทึกผล และน ำค่ำท่ีค  ำนวณ
ไดม้ำค ำนวณหำปริมำณโพแทสเซียม (มิลลิกรัมต่อกรัมน ้ำหนกัแหง้) โดยใชสู้ตรค ำนวณดงัน้ี 

ปริมำณโพแทสเซียมในตวัอยำ่งพืช = 0.256 x (a-b) x  
w

v  
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a  = ค่ำควำมเขม้ขน้ของโพแทสเซียมในสำรละลำยตวัอยำ่งพืช (mg/l) 
b  = ค่ำควำมเขม้ขน้ของโพแทสเซียมใน blank (mg/l) 
v  = ปริมำตรสุดทำ้ยของกำรยอ่ยตวัอยำ่งพืช (ml) 
w  = น ้ำหนกัแหง้ตวัอยำ่งท่ีใชย้อ่ย (กรัม) 

 

3.4.4  การศึกษาการเปลีย่นแปลงปริมาณธาตุอาหารหลกัในดิน 
1)  วธีิการเกบ็ตัวอย่างดิน 

เก็บตวัอยำ่งดินท่ีระดบัควำมลึก 0-15 เซนติเมตร  บริเวณรอบทรงพุ่มเม่ือล ำไย
อยูใ่นระยะใบแก่ก่อนรำดโพแทสเซียมคลอเรต  และหลงัรำด KClO3 จำกนั้นน ำดินผึ่งให้แห้งในท่ี
ร่ม และร่อนผำ่นตะแกรงขนำด 2 มิลลิเมตร  เพื่อรอกำรวเิครำะห์หำปริมำณธำตุอำหำรในดิน 

2)  วธีิการวเิคราะห์ปริมาณไนโตรเจนทั้งหมด(total-N) โดยวธีิ Indophenol blue  
method หรือ Colorimetry method (Novozamky et al., 1974) 
 (ก) วธีิการสกดัดิน (Mulvaney, 1996) 

ชัง่ดิน 10 กรัม เติมสำรละลำย KCI 1 N 100 มิลลิลิตร. ปิดจุกแลว้เขยำ่ 30 
นำที กรองดว้ยกระดำษกรองเบอร์ 5  
 (ข) วธีิการวเิคราะห์ดิน 

ขั้นตอนกำรเตรียมสำรละลำย 
สำรละลำย A 10 M NaOH 
สำรละลำย B Salicylic acid 110 กรัม ใน 10 M NaOH 105 มิลลิลิตร ปรับ 

ปริมำตรให้เป็น 250 มิลลิลิตร. ดว้ยน ้ ำกลัน่(เตรียมก่อนใชใ้น
วนันั้นใชว้นัต่อวนั) 

สำรละลำย C Buffer pH 12.3 
Na2HPO4 (anhydrous) 13.35 กรัมละลำยในน ้ ำกลัน่ เติม 40 % 
NaOH (10  NaOH) 5 มิลลิลิตร ปรับ pH เป็น 12.3 และปรับ
ปริมำตรสุดทำ้ยเป็น 1 ลิตร 

สำรละลำย D 4% EDTA 
สำรละลำย E Sodium hypochlorite 1 M ใน 0.1 M NaOH 

Sodium hypochlorite   258.66 มิลลิลิตร 
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10 M NaOH  5  มิลลิลิตร 
 ปรับปริมำตรให้เป็น 500 มล.ใน volumetric flask ดว้ย
น ้ ำกลั่น(เก็บไว้ได้)กำรน ำไปใช้ให้ เ จือจำง  Sodium 
hypochlorite 1 M ใน 0.1 M NaOH 20มล. ปรับปริมำตรเป็น 
100 มล.ดว้ยน ้ำกลัน่ (เตรียมก่อนใช)้ 

สำรละลำย F Sodium nitroprusside 50 มิลลิกรัม.(0.05 กรัม) ละลำยในน ้ ำ  100 
มิลลิลิตร (เตรียมก่อนใช)้  

สำรละลำย G กำรเตรียมสำรละลำยมำตรฐำนควำมเขม้ขน้ 2,500 มิลลิกรัม/ลิตร  
 (stock solution) 
 (NH4)2SO4 11.739 กรัม  ปรับปริมำตรน ้ำกลัน่เป็น 1000 มิลลิลิตร 
 เจือจำงสำรละลำยมำตรฐำนใหไ้ดค้วำมเขม้ขน้ 0, 2.5, 5, 7.5, 
10, 12.5, 15.0 มิลลิกรัม/ลิตรตำมล ำดบั 

สำรละลำย H กำรเตรียมสำรละลำย 1 และ 2 
สารละลาย 1 ประกอบดว้ยสำรเคมีขอ้ B , F และ D  

อตัรำส่วน 50 มิลลิลิตร : 100 มิลลิลิตร: 5 มิลลิลิตร รวม 155 
ใช ้3 มิลลิลิตร/ตวัอยำ่ง 

สารละลาย 2 ประกอบดว้ยสำรเคมีขอ้ C และ E  
อตัรำส่วน 200 มิลลิลิตร :50 มิลลิลิตร รวม 250 มิลลิลิตร  ใช ้
5 มิลลิลิตร/ตวัอยำ่ง 

สำรละลำยทั้งสองสำมำรถใชไ้ดป้ระมำณ 50 ตวัอยำ่ง 
ขั้นตอนกำรวิเครำะห์ 
1) ดูดสำรละลำยดินลงในหลอดทดลอง 0.2 มิลลิลิตร (ส ำหรับ standard ใช ้

สำรละลำยมำตรฐำนท่ีเจือจำงไวอ้ยำ่งละ 0.2 ส่วน blank (2 ซ ้ ำ) ใชน้ ้ำกลัน่ 0.2 มิลลิลิตร 
 2) เติมสำรละลำย 1 ปริมำตร 3 มิลลิลิตรผสมใหเ้ขำ้กนั 

3) เติมสำรละลำย 2 ปริมำตร 5 มิลลิลิตรผสมใหเ้ขำ้กนั 
4) ตั้งทิ้งไว ้2 ชัว่โมง (รอพฒันำสีอยำ่งสมบูรณ์) หลงัจำกนั้นน ำไปอ่ำนค่ำกำร

ดูดกลืนแสง (absorbance) ดว้ย spectrophotometer ท่ี 660 นำโนเมตร น ำค่ำท่ีอ่ำนไดค้  ำนวณหำ
ปริมำตรไนโตรเจนทั้งหมดจำกสมกำร  

Total N (%) = C x V x dilution factor x100 
106 x W 
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C = ควำมเขม้ขน้ Nในตวัอยำ่งเม่ือเปรียบเทียบกบั standard curve-N (ppm) 
V = ปริมำตรของ stock solution ของตวัอยำ่งท่ีปรับปริมำตรแลว้ (ml) 
W = น ้ำหนกัดินแหง้ (กรัม) 
 
3)  วิธีการวิเคราะห์ปริมาณฟอสฟอรัสที่สามารถใช้ประโยชน์ได้ (available-P) 

(Houba  et al., 1988) 
ขั้นตอนกำรเตรียมสำรละลำย 
(1) เตรียมสำรละลำย Bray II 

ชัง่ NH4F จ ำนวน 1.11 กรัม ปรับปริมำตรดว้ย HCl 0.1 N (เตรียมไดจ้ำก 
conc.HCl 8.28 มิลลิลิตร น ำมำปรับปริมำตรเป็น 1,000 มิลลิลิตร) จนไดป้ริมำตรเป็น 1,000 
มิลลิลิตร ดว้ย volumetric flask ขนำด 1,000 มิลลิลิตร 

2) เตรียมสำรละลำย Reagent A 
 ชัง่ Ammonium molybdate จ ำนวน 12 กรัม เติมน ้ ำกลัน่ 250 มิลลิลิตร  

น ำไปอุ่นจนกระทั่งละลำย จะได้สำรละลำย (a) ส ำหรับสำรละลำย (b) เตรียมได้จำกกำรชั่ง 
antimony potassium tartrate (KSbO.C4H4O7) จ ำนวน 0.2908 กรัม ละลำยในน ้ ำกลัน่ 100 มิลลิลิตร
หลงัจำกนั้นผสมสำรละลำย (a) และสำรละลำย (b) เขำ้ดว้ยกนัใน volumetric flask ขนำด 2,000 
มิลลิลิตร เติม H2SO4  5 N (เตรียมไดจ้ำก conc. H2SO4  จ ำนวน 141 มิลลิลิตร. หรือ 98% H2SO4  

จ ำนวน 136.24 มิลลิลิตร แลว้ปรับปริมำตรเป็น 1,000 มิลลิลิตร  แลว้ปรับปริมำตรดว้ยน ้ ำกลัน่เสร็จ
แลว้เก็บไวใ้นขวดสีน ้ำตำลและน ำไปแช่ไวใ้นตูเ้ยน็ 

(3) เตรียมสำรละลำย Reagent B 
ชัง่ Ascorbic acid จ ำนวน 1.056 กรัม  เติมสำรละลำย Reagent A จ ำนวน 

200 มิลลิลิตร  ซ่ึง  Reagent B น้ีจะมีอำยกุำรใชง้ำนไม่เกิน 24 ชัว่โมง   
(4) เตรียมสำรละลำย standard curve-P ท่ีมีควำมเขม้ขน้ 0, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 

และ 1.0 มิลลิกรัมต่อลิตร 
     ใช้ volumetric pipette ดูดสำรละลำย standard-P 100 มิลลิกรัมต่อลิตร

จ ำนวน 0, 1, 2, 3, 4 และ 5 มิลลิลิตร ใส่ลงใน volumetric flask ขนำด 100 มิลลิลิตร เติมสำรละลำย 
Reagent B  จ ำนวน 4 มิลลิลิตร และเติมสำรละลำย Bray II จ ำนวน 5 มิลลิลิตร ปรับปริมำตรดว้ยน ้ ำ
กลั่น ตั้ งทิ้งไวเ้ป็นเวลำ 20 นำที น ำไปอ่ำนค่ำกำรดูดกลืนแสง ( % Absorbance) ด้วยเคร่ือง 
spectrophotometer ท่ีควำมยำวคล่ืน 882 นำโนเมตร บนัทึกผล 

ขั้นตอนกำรวเิครำะห์ 
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ชั่งดิน 2.5 กรัม  ใส่ลงใน Erlenmeyer flask ขนำด.125 มิลลิลิตร  ใส่
สำรละลำย Bray II จ ำนวน 25 มิลลิลิตร เติมลงไปแลว้เขยำ่ดว้ยมือเป็นเวลำ 1นำที  หลงัจำกนั้น
กรองดว้ยกระดำษกรองเบอร์ 5  ดูดสำรละลำยท่ีกรองได ้5 มิลลิลิตร ใส่ลงใน volumetric flask 
ขนำด 25 มิลลิลิตร เติมสำรละลำย Reagent B  จ ำนวน 4 มิลลิลิตร และเติมสำรละลำย Bray II 
จ ำนวน 5 มิลลิลิตร ปรับปริมำตรดว้ยน ้ ำกลัน่ ตั้งทิ้งไวเ้ป็นเวลำ 20 นำที น ำไปอ่ำนค่ำกำรดูดกลืน
แสง ( % Absorbance ) ดว้ยเคร่ือง spectrophotometer ท่ีควำมยำวคล่ืน 882 นำโนเมตรน ำค่ำท่ีอ่ำน
ไดม้ำค ำนวณหำปริมำณฟอสฟอรัสจำกสมกำร 

P (mg/L) =  C x Vf x Vd 

Va  x W 
C =  ควำมเขม้ขน้ P ในตวัอยำ่งเม่ือเปรียบเทียบกบั standard curve-P (ppm) 

Vf = ปริมำตรสุดทำ้ยท่ีน ำมำวเิครำะห์ (ml) 
Vd = ปริมำตรของสำรละลำยตวัอยำ่งท่ีไดจ้ำกกำรสกดัดิน (ml) 
Va = ปริมำตรสำรละลำยตวัอยำ่งท่ีใชใ้นกำรวเิครำะห์ (ml) 
W = น ้ำหนกัดินแหง้ (กรัม) 
4) วิธีการวิเคราะห์ปริมาณโพแทสเซียมที่สามารถแลกเปลี่ยนได้(exchangeable-K) 

(Helkme and Sparke, 1996) 
ขั้นตอนกำรเตรียมสำรละลำย 
(1) เตรียมสำรละลำย Ammonium acetate (CH3COONH4) 1 N pH 7 

ชัง่ CH3COONH4 จ ำนวน 77.08 กรัม ใส่ลงในบีกเกอร์ ขนำด 1,000 มิลลิลิตร
เติมน ้ำกลัน่ 800 มิลลิลิตร แลว้น ำไปวดั pH และปรับ pH ใหเ้ป็น 7 โดยใช ้NH3-solution หรือ acetic 
acid แลว้ปรับปริมำตรใหเ้ป็น 1,000 มิลลิลิตร ดว้ยน ้ำกลัน่ 

(2) เตรียม  standard curve ให้มีควำมเขม้ขน้ของ K เป็น 0, 1, 2, 3, 4 และ 5 
มิลลิกรัมต่อลิตร 

ใช ้volumetric pipette ดูดสำรละลำย standard-K 5 มิลลิกรัมต่อลิตร มำจ ำนวน 
0, 1, 2, 3, 4 และ 5 มิลลิลิตร ใส่ใน volumetric flask ขนำด 100 มิลลิลิตร เติม CH3COONH4 1 N  
pH 7 จ  ำนวน 20 มิลลิลิตร ปรับปริมำตรดว้ยน ้ำกลัน่เขยำ่ให้เขำ้กนัแลว้น ำไปอ่ำนดว้ยเคร่ือง Atomic 
absorption spectrophotometer  

ขั้นตอนกำรวเิครำะห์ 
ชัง่ตวัอยำ่งดิน 4 กรัมใส่ในหลอดทดลองเติมสำรละลำย CH3COONH4 1 N  

pH 7 จ  ำนวน 40 มิลลิลิตร เขยำ่เป็นเวลำ 30 นำที  แลว้กรองดว้ยกระดำษกรองเบอร์ 5 หลงัจำกนั้น
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ดูดสำรละลำยท่ีกรองได้ 5 มิลลิลิตร ใส่ใน volumetric flask ขนำด 25 มิลลิกรัมต่อลิตร ปรับ
ปริมำตรดว้ยน ้ ำกลัน่ น ำไปอ่ำนดว้ยเคร่ือง  Atomic  absorption spectrophotometer บนัทึกผลแลว้
น ำมำค ำนวณหำปริมำณ K ท่ีสำมำรถแลกเปล่ียนไดด้งัสมกำร 

K (mg/L) =  C x Vf x Vd 

Va  x W  

 

C  =  ควำมเขม้ขน้ K ในตวัอยำ่งเม่ือเปรียบเทียบกบั standard curve-K (ppm) 

Vf = ปริมำตรสุดทำ้ยท่ีน ำมำวเิครำะห์ (ml) 
Vd = ปริมำตรของสำรละลำยตวัอยำ่งท่ีไดจ้ำกกำรสกดัดิน (ml) 
Va = ปริมำตรสำรละลำยตวัอยำ่งท่ีใชใ้นกำรวเิครำะห์ (ml) 
W = น ้ำหนกัดินแหง้ (กรัม) 

3.5  สถานทีใ่ช้ในการด าเนินทดลอง 
3.5.1. แปลงทดลอง 

แปลงทดลองไม้ผล  สำขำวิชำเทคโนโลยีกำรผลิตพืชและภูมิทัศน์  คณะเทคโนโลยี
อุตสำหกรรมกำรเกษตร  มหำวิทยำลยัเทคโนโลยีรำชมงคลตะวนัออก วิทยำเขตจนัทบุรี  อ. เขำคิชฌกูฏ  
จ. จนัทบุรี 

3.5.2.  ห้องปฏิบัติการ  
1) ห้องปฏิบัติกำร สำขำวิชำเทคโนโลยีกำรผลิตพืชและภูมิทัศน์ คณะเทคโนโลยี

อุตสำหกรรมกำรเกษตร มหำวทิยำลยัเทคโนโลยรีำชมงคลตะวนัออก วทิยำเขตจนัทบุรี  
2) หอ้งปฏิบติักำรกลำง คณะเกษตรศำสตร์ มหำวทิยำลยัเชียงใหม่ 
3) หอ้งปฏิบติักำรภำควชิำพืชสวน คณะเกษตรศำสตร์ มหำวทิยำลยัเชียงใหม่ 

3.6  ระยะเวลาทีใ่ช้ในการด าเนินการทดลอง 
พฤษภำคม 2553 – ธนัวำคม 2554 

3.7  การวเิคราะห์ข้อมูลทางสถิติ 
น ำขอ้มูลมำวเิครำะห์ทำงสถิติโดยใช ้ SXW for Windows 

 

 

 

 


