
บทท่ี 3

อุปกรณและวิธีการ

1. วัสดุและอุปกรณ
1.1 วัสดุพันธุพืช

  หัวพันธุในระยะพักตัวของปทุมมาพันธุ Chiangmai Pink  (ภาพที่ 1)    จํานวน 374 หัว
มีตุมราก 2-4 ตุม

ภาพที่ 1 หัวพันธุปทุมมาพันธุ Chiangmai Pink

1.2 วัสดุสารเคมี
1.2.1 สารเคมีสําหรับการเตรียมสารละลายธาตุอาหาร ไดแก

1.2.1.1 แอมโมเนียมไนเตรท (NH4NO3)
1.2.1.2 แอมโมเนียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (NH4H2PO4)
1.2.1.3 โพแทสเซียมไนเตรท (KNO3)
1.2.1.4 โพแทสเซียมคลอไรด (KCl)
1.2.1.5 แมกนีเซียมซัลเฟต (MgSO4)
1.2.1.6 แคลเซียมคลอไรด (CaCl2)
1.2.1.7 กรดบอริค (H2BO3)
1.2.1.8 แมงกานีสซัลเฟต (MnSO4)
1.2.1.9  ซิงคซัลเฟต (ZnSO4)
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1.2.1.10  คอปเปอรซัลเฟต (CuSO4)
1.2.1.11  โมลิบดินัมออกไซด (MoO2)
1.2.1.12  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 โซเดียมไนโตรพรัสไซด (sodium nitroprusside)
1.2.2.10 ฟนอล (phenol)
1.2.2.11 ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Na2HPO4)
1.2.2.12 ไตรโซเดียมฟอสเฟต (Na3PO4)
1.2.2.13 โซเดียมไฮเปอรคลอไรท (NaClO2)
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)
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1.2.5 สารเคมีสําหรับการวิเคราะหแคลเซียมและแมกนีเซียม ไดแก
1.2.5.1 กรดเปอรคลอริคเขมขน (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)

1.3 อุปกรณ
1.3.1 ตลับเมตร
1.3.2 เวอรเนียรคารลิปเปอร
1.3.3 เครื่องวัดคาความเปนกรด – ดาง (pH meter)
1.3.4 เครื่องวัดคาความนําไฟฟา (EC meter)
1.3.5 เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) ของบริษัท HITACHI

รุน U-2001
1.3.6 Atomic absorption spectrophotometer ของบริษัท PERKIN ELMER รุน 3100
1.3.7 เครื่องชั่งละเอียดแบบทศนิยม 4 ตําแหนง
1.3.8 เครื่องบดตัวอยางพืช
1.3.9 ถุงพลาสติกเก็บตัวอยางพืช
1.3.10 ปายชื่อพรอมปากกาเคมี
1.3.11 ตูเย็น
1.3.12 ตูอบตัวอยางพืช
1.3.13 เตายอยตัวอยางพืชของบริษัท TECHNE รุน DB – 4
1.3.14 ขวดพลาสติก ขนาด 50 มิลลิเมตร
1.3.15 เครื่องแกว

1.3.15.1  หลอดทดลอง ขนาด 25 x 200 มิลลิเมตร
1.3.15.2  บีกเกอร
1.3.15.3  กระบอกตวง
1.3.15.4  กรวยกรอง
1.3.15.5  ขวดปรับปริมาตร
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1.3.15.6   ปเปต  ไมโครปเปต
1.3.15.7   หลอดหยดสาร
1.3.15.8   แทงแกวคน
1.3.15.9   ขวดสีชา
1.3.15.10 ชอนตักสาร

2. วิธีการทดลอง
2.1 การศึกษาครั้งนี้แบงออกเปน 2 การทดลองดังนี้

การทดลองที่ 1 ศึกษาการเจริญเติบโตและปริมาณการสะสมธาตุอาหารในปทุมมาในระยะ
การเจริญตางกัน

ปลูกหัวพันธุปทุมมาพันธุ Chiangmai Pink  จํานวน 50 หัว ในถุงพลาสติกดําขนาด 6 x 12 
นิ้ว   ใชวัสดุปลูกที่ประกอบดวย ดิน:ทราย:แกลบดิบ:ถานแกลบ อัตราสวน 1:1:1:1 เปนวัสดุปลูก 
รดน้ําและใหสารละลายธาตุอาหารที่ประกอบดวย แอมโมเนียมไนเตรท 61 กรัมตอลิตร
แอมโมเนียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 37 กรัมตอลิตร โพแทสเซียมไนเตรท 103.5 กรัมตอลิตร 
แมกนีเซียมซัลเฟต 42 กรัมตอลิตร  แคลเซียมคลอไรด 72 กรัมตอลิตร  กรดบอริค 0.247 กรัมตอ
ลิตร แมงกานีสซัลเฟต 0.446 กรัมตอลิตร  ซิงคซัลเฟต 0.23 กรัมตอลิตร    คอปเปอรซัลเฟต 0.02 
กรัมตอลิตร   โมลิบดินัมออกไซด 0.013 กรัมตอลิตร  และเหล็กคีเลต 0.611 กรัมตอลิตร    

สารละลายที่ไดผสมน้ําในอัตรา 1:200 รดใหแกพืชสัปดาหละครั้ง คร้ังละ 3 ลิตรตอตาราง
เมตร จากนั้นสุมพืช 4 ซํ้า (ตน) เพื่อบันทึกผลการเจริญเติบโตทุก 2 สัปดาห และหาปริมาณธาตุ
อาหารตามระยะการเจริญเติบโตตางกัน 4 ระยะ (ภาพที่ 2) ดังนี้

ระยะที่ 1  หัวพันธุเร่ิมตนที่ใชปลูก
ระยะที่ 2  ระยะเจริญเติบโตทางใบ เมื่อตนสูง 20-25 ซม. (อายุ 8 สัปดาหหลังปลูก)
ระยะที่ 3  ชวงออกดอกในระยะดอกจริงดอกแรกบาน  (อายุ 14 สัปดาหหลังปลูก)

       ระยะที่ 4  ระยะพักตัว  (อายุ 34 สัปดาหหลังปลูก)
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    (ก)     (ข)

            (ค)     (ง)

ภาพที่ 2 ระยะการเจริญเติบโตตางกัน 4 ระยะ
(ก) หัวพันธุเมื่อเริ่มปลูก (ข) การเจริญเติบโตทางใบ
(ค) ระยะดอกจริงดอกแรกบาน   (ง) หัวเมื่อพักตัว

การทดลองที่ 2 ผลของไนโตรเจนและโพแทสเซียมตอการเจริญเติบโตของปทุมมา
ปลูกหัวพันธุปทุมมา  พันธุ Chiangmai Pink  จํานวน 324 หัว ในวัสดุปลูกที่ประกอบดวย

ทราย ขุยมะพราว และถานแกลบ อัตราสวน 1:1:1 ปลูกพืชในกระบะปลูกขนาด 1x1x0.5 เมตร   
จาํนวน 9 ตนตอกระบะโดยแตละตนหางกัน 25x25 เซนติเมตร (ภาพที่ 3) ระดับความลึกของหัวที่
ปลูกประมาณ 10 เซนติเมตร     วางแผนการทดลองแบบ  Factorial in  CRD จํานวน 3x3 กรรมวิธี ๆ 
ละ 4 ซํ้า (ตน) หลังปลูก 50 วัน เมื่อพืชมีจํานวนใบ 1 ใบ เร่ิมใหสารละลายธาตุอาหารที่ประกอบ
ดวยระดับความเขมขนของไนโตรเจน 3 ระดับคือ 50 100 และ 200 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ
โพแทสเซียม 3 ระดับคือ 50  100 และ 200 มิลลิกรัมตอลิตร  
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สําหรับธาตุอาหารอื่นใหพืชไดรับในระดับความเขมขนดังนี้ ฟอสฟอรัส 50 มิลลิกรัมตอ
ลิตร   แมกนีเซียม 42  มิลลิกรัมตอลิตร  แคลเซียม 131 มิลลิกรัมตอลิตร  โบรอน 0.22 มิลลิกรัมตอ
ลิตร  แมงกานีส 0.84 มิลลิกรัมตอลิตร  สังกะสี 0.47 มิลลิกรัมตอลิตร  ทองแดง 0.04 มิลลิกรัมตอ
ลิตร และโมลิบดินัม 0.05 มิลลิกรัมตอลิตร  สัปดาหละครั้ง คร้ังละ 3 ลิตร ตอตารางเมตร  ตามกรรม
วิธีดังนี้

กรรมวิธีที่ 1  ระดับความเขมขนของไนโตรเจน  50  โพแทสเซียม  50      มิลลิกรัมตอลิตร
กรรมวิธีที่ 2  ระดับความเขมขนของไนโตรเจน  50  โพแทสเซียม  100    มิลลิกรัมตอลิตร
กรรมวิธีที่ 3  ระดับความเขมขนของไนโตรเจน  50  โพแทสเซียม  200    มิลลิกรัมตอลิตร
กรรมวิธีที่ 4  ระดับความเขมขนของไนโตรเจน 100 โพแทสเซียม  50      มิลลิกรัมตอลิตร
กรรมวิธีที่ 5  ระดับความเขมขนของไนโตรเจน 100 โพแทสเซียม  100    มิลลิกรัมตอลิตร
กรรมวิธีที่ 6  ระดับความเขมขนของไนโตรเจน 100 โพแทสเซียม  200    มิลลิกรัมตอลิตร
กรรมวิธีที่ 7  ระดับความเขมขนของไนโตรเจน 200 โพแทสเซียม  50      มิลลิกรัมตอลิตร
กรรมวิธีที่ 8  ระดับความเขมขนของไนโตรเจน 200 โพแทสเซียม  100    มิลลิกรัมตอลิตร
กรรมวิธีที่ 9  ระดับความเขมขนของไนโตรเจน 200 โพแทสเซียม  200    มิลลิกรัมตอลิตร

ภาพที่ 3  สภาพแปลงปลูกปทุมมาการทดลองที่ 2
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2.2 การบันทึกผลการทดลอง
2.2.1 การบันทึกการเจริญเติบโต

สุมพืชกรรมวิธีละ 4 ซํ้า (ตน) บันทึกผลการเจริญเติบโตดังนี้
2.2.1.1 ความสูงของตน (เซนติเมตร)   วัดจากจุดที่กําหนด (ขอบกระบะ) ถึงสวนที่สูง

ที่สุดของตน โดยการรวบใบขึ้น ทุก 2 สัปดาห
2.2.1.2 จํานวนใบตอตน ทุก 2 สัปดาห
2.2.1.3 จํานวนหนอใหมตอกอ
2.2.1.4 ความยาวกานดอก (เซนติเมตร) วัดจากโคนตนจนถึงโคนกลีบประดับลาง 

(main bract)
2.2.1.5 ความยาวชอดอก (เซนติเมตร) วัดจากโคนกลีบประดับลางจนถึงปลายกลีบ

ประดับบน (coma bract)
2.2.1.6 จํานวนกลีบประดับบนตอชอ
2.2.1.7 จํานวนหัวใหม
2.2.1.8 ขนาดเสนผาศูนยกลางของหัวใหม
2.2.1.9 จํานวนตุมรากใหมตอหัว

2.2.2 การวิเคราะหความเขมขนของธาตุอาหารสวนเหนือดินและสวนใตดิน
2.2.2.1 การเตรียมตัวอยางพืช

      สุมพืชในแตละระยะที่ศึกษานํามาแยกสวนของอวัยวะพืชไดแก หัว ตุมราก 
รากฝอย ใบ ชอดอก หัวใหม ตุมรากใหม ลางทําความสะอาดดวยน้ําประปา 3 คร้ัง น้ํากลั่น 3 คร้ัง 
ซับใหแหงจากนั้นชั่งน้ําหนักสด บันทึกน้ําหนักสด แลวนําไปอบแหงที่  60  องศาเซลเซียส เปน
เวลา 7 วัน จนกระทั่งน้ําหนักแหงไมเปล่ียนแปลงแลวนํามาเก็บไวในตูดูดความชื้น (desiccator) ทิ้ง
ไวใหเย็น จึงบันทึกน้ําหนักแหง แลวนําไปบดใหละเอียด   เก็บใสถุงพลาสติกกอนนําไปชั่งเพื่อใช
ยอยตัวอยางตอไป
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2.2.2.2 การยอยตัวอยางพืชดวยกรด  (Wet Acid Digestion)   ดัดแปลงโดย     
Ohyama et  al. (1991)

ก. การยอยตัวอยางสําหรับการวิเคราะหไนโตรเจนและฟอสฟอรัส
 ช่ังตัวอยางพืชที่บดละเอียดประมาณ 0.05 กรัม ใสลงในหลอดทดลอง    
ขนาด 25 x 200 มิลลิเมตร จากนั้นเติมกรดซัลฟูริกเขมขน 1 มิลลิลิตร ปดหลอดดวยพาราฟลมทิ้งไว 
1 คืน   วันตอมานํามายอยที่เตายอยตัวอยาง  ปรับอุณหภูมิที่ 180 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที   นํา
หลอดทดลองขึ้นมาพักทิ้งไวใหเย็นแลวเติมไฮโดรเจนเปอรออกไซด หลอดละ 0.3 มิลลิลิตร ปนให
เขากัน  นํามายอยตอโดยปรับอุณหภูมิ 230 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที  หากสารละลายยังไมใสให
เติมไฮโดรเจนเปอรออกไซด หลอดละ 0.2 มิลลิลิตร  แลวนําไปยอยตอที่อุณหภูมิ 230 องศา
เซลเซียส  30 นาที  ทําซ้ําเดิมจนกระทั่งสารละลายใส หลังจากนั้นทิ้งไวใหเย็นแลวเติมน้ํากลั่น 5 
มิลลิลิตร ทิ้งไว 1 คืน  วันตอมานํามาปรับปริมาตรเปน 50 มิลลิลิตร  เก็บสารละลายที่ไดไวในขวด
พลาสติก เก็บไวที่อุณหภูมิหอง สําหรับวิเคราะหตอไป

ข. การยอยตัวอยางสําหรับวิเคราะหโพแทสเซียม แคลเซียม และแมกนีเซียม
(Mizukoshi et  al., 1994)
 ช่ังตัวอยางพืชอบแหงบดละเอียดหนักประมาณ 0.05 กรัม ใสลงในหลอด
ทดลองขนาด 25 x 200 มิลลิเมตร  เติมกรดเปอรคลอริคเขมขน 0.4 มิลลิลิตร และกรดไนตริก 0.3 
มลิลิลิตร ตามลําดับ  ปนใหเขากัน ปดหลอดดวยพาราฟลม ทิ้งไว 1 คืน จากนั้นนํามายอยที่อุณหภูมิ 
100 องศาเซลเซียส เพื่อไลควันสีเหลืองของ NO2

- ออกหมด จึงปรับเพิ่มอุณหภูมิเปน 210 องศา
เซลเซียส ทิ้งไวจนตัวอยางแหง ระวังอยาใหไหม นําออกมาทิ้งไวใหเย็นแลวเติมสารละลายเจือจาง 
(HCl : H2O อัตรา 1:4) หลอดละ 1 มิลลิลิตร ปนใหเขากัน  จากนั้นนํามาตั้งบนเตาที่อุณหภูมิ 100 
องศาเซลเซียส นาน 5 นาที เพื่อไล Cl-  ทิ้งไวใหเย็นแลวนํามาปรับปริมาตรเปน 50 มิลลิลิตร เทใส
ขวดพลาสติกเก็บไวที่อุณหภูมิหอง สําหรับวิเคราะหตอไป
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2.2.2.3 การวิเคราะหปริมาณธาตุอาหาร (Ohyama et al., 1985 ; 1986)
2.2.2.3.1 การวิเคราะหปริมาณ ไนโตรเจนรวม  (Indolphenol Method)

       1. เตรียมสารละลายที่ใชตรวจสอบปริมาณไนโตรเจน จํานวน 4 
ชนิด ดังนี้

A  reagent : ชั่งโซเดียมคีเลต  25 กรัม  ใสบีกเกอร ละลายในน้ํา
กล่ัน 800  มิลลิลิตร    ปรับ pH ใหเปน 10   โดยใช 10 N โซเดียมไฮดรอกไซด เปนตัวปรับ pH จาก
นั้นเติมสารละลายเมธิลเรด 20 มิลลิลิตร (เมธิลเรด 0.05 กรัม + 60% เอทธานอล 20 มิลลิลิตร)
คนใหเขากัน ปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นใหเปน 1 ลิตร
 B reagent : ชั่งโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 136.09 กรัม 
ใสบีกเกอร 500 มิลลิลิตร เติมน้ํากลั่น 400 มิลลิลิตร จากนั้นชั่งกรดเบนโซอิค 2.75 กรัม ใสบีกเกอร
500 มิลลิลิตร เติมน้ํากลั่น 400 มิลลิลิตร นําไปผสมใหเขากันโดยใชแทงเหล็กคน ปรับอุณหภูม ิ30-
40 องศา จนละลายหมด นํามารวมกัน แลวปรับปริมาตรใหเปน 1 ลิตร
 C reagent : ชั่งโซเดียมไนโตรพรัสไซด 0.1 กรัม ใสในขวดปรับ
ปริมาตร จากนั้นเติมฟนอล 10.25 มิลลิลิตร (นําฟนอลไปอุนที่อุณหภูมิ 30-40 องศาเซลเซียส จะได
ฟนอลที่เปนของเหลว) แลวปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นใหเปน 1 ลิตร เก็บไวที่อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส ใชไดนาน 2 สัปดาห
 D reagent : ชั่งโซเดียมไฮดรอกไซด 10 กรัม ไดโซเดียม
ไฮโดรเจนฟอสเฟต 7.06 กรัม  และ  ไตรโซเดียมฟอสเฟต 31.8 กรัม ละลายในน้ํากลั่น จากนั้นเติม
โซเดียมไฮเปอรคลอไรท  10 มิลลิลิตร   แลวปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นเปน 1 ลิตร
 2.  เตรียมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด  1 N โดยช่ังโซเดียม
ไฮดรอกไซด  40 กรัม ปรับปริมาตรใหเปน 1 ลิตร
 3. เตรียมสารละลายมาตรฐานจากแอมโมเนียมซัลเฟต ระดับ
ความเขมขน 0  0.1  0.2  0.3  0.4  0.5  มิลลิกรัมตอลิตร  เพื่อใชทํากราฟมาตรฐาน โดยช่ัง
แอมโมเนียมซัลเฟต 0.471 กรัม ละลายดวยกรดซัลฟูริก 0.5 N แลวปรับปริมาตรในขวดปรับ
ปริมาตรขนาด  1  ลิตร จนครบปริมาตร จะไดสารละลายมาตรฐานไนโตรเจนความเขมขน 100
มิลลิกรัมตอลิตร จากนั้นนําสารละลายไปเจือจางตามความเขมขนที่ตองการ  โดยกรดซัลฟูริก 0.5 N
เตรียมจาก   กรดซัลฟูริก 13.32 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรเปน 1 ลิตร

4. ดูดตัวอยางที่ยอยไดจากขอ 2.2.2.2 (ก) ปริมาตร 0.3-0.5 
มิลลิลิตร (ขึ้นกับสวนของพืช) เติม A reagent 0.5 มิลลิลิตร และเติม B reagent 0.5 มิลลิลิตร ตาม
ลําดับ สารละลายจะเปลี่ยนเปนสีชมพู แลวนํามาไตเตรทโดยหยดโซเดียมไฮดรอกไซด  1 N ลงไป 
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เขยาเล็กนอยใหเปลี่ยนสี ละลายเปลี่ยนเปนสีเหลือง จากนั้นเติม C reagent 2.5 มิลลิลิตร และ D 
reagent 2.5 มิลลิลิตร ตามลําดับ ปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นใหเปน 25 มิลลิลิตร ตั้งทิ้งไวที่ 30 องศา
เซลเซียส นาน 3 ช่ัวโมง จนสารละลายเปลี่ยนเปนสีน้ําเงิน จากนั้นนําไปวัดคาการดูดกลืน
แสงดวยเครื่องวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 625 นาโนเมตร บันทึกผล  แลวนําคาที่อานไดมาเปรียบ
เทียบกับกราฟมาตรฐานตามกฎของ Beer’s-Lambert’s Law จากนั้นนําคาที่คํานวณไดมาคํานวณหา
ปริมาณไนโตรเจน (เปอรเซ็นต) โดยใชสูตรคํานวณดังนี้

ปริมาณไนโตรเจนในตัวอยางพืช (เปอรเซ็นต) =       สาร A x B x C
                                                                                1000 x DW

สาร A มิลลิกรัมตอลิตร = คาความเขมขนของไนโตรเจนในสารละลายตัวอยางพืชจากกราฟ
มาตรฐาน (สวนตอลาน)

       B        = อัตราสวนการเจือจางสารตัวอยางในปฏิกิริยา Indolphenol

       =  ปริมาตรสุดทายในการวิเคราะห (25 มิลลิลิตร)
              ปริมาตรสารตัวอยางที่ใชในการวิเคราะห

       C        = ปริมาตรสุดทายของการยอยตัวอยางพืชในขอ 2.2.2.2
                                                   (50 มิลลิลิตร)

       DW        = น้ําหนักแหงของตัวอยางที่ใชยอย (กรัม)ÅÔ¢ÊÔ·¸Ô ìÁËÒÇÔ·ÂÒÅÑÂàªÕÂ§ãËÁè
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 2.2.2.3.2  การวิเคราะหปริมาณฟอสฟอรัสโดยการวัดการดูดกลืนแสงของสารที่มี
สี (colorimetry) (Ohyama et. al., 1991)     ซ่ึงไดจากการทําปฏิกิริยาระหวางฟอสเฟต และอนุมูล
โมลิบเดต ดังนี้

1.  เตรียมสารสําหรับการวิเคราะห   ดังนี้
 A reagent : ชั่งแอมโมเนียมโมลิบเดต 25 กรัม   ละลายในน้ํากลั่น 
200 มิลลิลิตร  จากนั้นนํามากรอง

 B reagent : เตรียมกรดซัลฟูริก 250 มิลลิลิตร ผสมกับน้ํากลั่น 
200 มิลลิลิตร ทิ้งไว 1 คืน จากนั้นปรบัปริมาตรดวยน้ํากลั่นเปน 500 มิลลิลิตร
 C reagent : นํา A reagent มาผสม B reagent โดยเท B reagent ลง
ในบีกเกอร ขนาด 1 ลิตร คอยๆ  เท A reagent ทีละนอย อยางชาๆ  ทิ้งไว 1 คืน วันตอมานํามาปรับ
ปริมาตรใหเปน 1 ลิตร เก็บไวในขวดสีชาตั้งไวในที่มืด
 2.   เตรียมสารละลายสเทนัสคลอไรด โดยช่ัง สเทนัสคลอไรด 
0.25  กรัม เทลงในขวดสีชา (ควรเตรียมในตูควัน) เติมกรดไฮโดรคลอริก 5 มิลลิลิตร ละลายให
หมด จากนั้นเติมน้ํากลั่น 20 มิลลิลิตร ใชได 3 วัน
 3. เตรียมสารละลายมาตรฐานของฟอสฟอรัส จากโพแทสเซียม
ไดไฮโดรเจนฟอสเฟต ปรับใหมีความเขมขนตามลําดับคือ 0   0.2   0.4   0.6   0.8  1.0  1.5 และ 2.0
มิลลิกรัมตอลิตร เพื่อใชทํากราฟมาตรฐาน โดยช่ังโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 0.716 กรัม
ละลายดวยกรดซัลฟูริก 4 N แลวปรับปริมาตรในขวดปรับปริมาตร ขนาด 1 ลิตร จนครบปริมาตร
จะไดสารละลายมาตรฐานฟอสฟอรัสความเขมขน 500  มิลลิกรัมตอลิตร จากนั้นนําสารละลายไป
เจือจางตามความเขมขนที่ตองการ

 4. ดูดสารละลายตัวอยางจากขอ 2.2.2.2 (ก) ปริมาตร 1.0 
มิลลิลิตร ลงในขวดปรับปริมาตรขนาด 25 มิลลิลิตร เติมน้ํากลั่นลงไปเล็กนอย เติม C reagent ขวด
ละ 1 มิลลิกรัมตอลิตร และเติมสเทนัสคลอไรด 0.2 มิลลิลิตร ตามลําดับ ปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่น
เปน 25 มิลลิลิตร ตั้งทิ้งไว 15 นาที  นํามาวัดคาการดูดกลืนแสง  ดวยเครื่องวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 
660 นาโนเมตร นําคาที่อานไดมาเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานของฟอสฟอรัส จากนั้นนําคาที่
คํานวณไดมาคํานวณหาปริมาณฟอสฟอรัส (เปอรเซ็นต) เชนเดียวกับการหาปริมาณไนโตรเจน
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2.2.2.3.3 การวิเคราะหปริมาณธาตุโพแทสเซียม
1. เตรียมสารละลายมาตรฐานของโพแทสเซียมปรับใหมีความเขมขน

 0  1  2  3  4 และ 5 มิลลิกรัมตอลิตร เพื่อใชทํากราฟมาตรฐาน โดยใชสารละลายมาตรฐาน
โพแทสเซียม 1,000 มิลลิกรัม ของบริษัท Merck ® ลงในขวดปรับปริมาตร ขนาด 1 ลิตร แลวปรับ
ปริมาตรดวยน้ํากลั่นจนครบ  จะไดสารละลายมาตรฐานโพแทสเซียมเขมขน 1 มิลลิกรัมตอลิตร 
จากนั้นนําสารละลายไปเจือจางตามความเขมขนที่ตองการตอไป
      2.  เจือจางสารละลายตัวอยางจากขอ 2.2.2.2 (ข) โดยใชสารตัวอยาง 
0.5 มิลลิลิตร จากนั้นเจือจางดวยน้ํากลั่นเปน 25 มิลลิลิตร
            3.  นําสารละลายดังกลาวไปวัดปริมาณโพแทสเซียม    ดวยเครื่อง
Atomic absorption spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 766.5 นาโนเมตร บันทึกผล และนําคาที่
คํานวณไดมาคํานวณหาปริมาณโพแทสเซียม (เปอรเซ็นต) เชนเดียวกับการหาปริมาณไนโตรเจน

2.2.2.3.4 วิเคราะหปริมาณธาตุแคลเซียม และแมกนีเซียม
    1. เตรียมแลนทานัมออกไซด โดยช่ังแลนทานัมออกไซด 2.01 กรัม

ปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นเปน 500 มิลลิลิตร เติม กรดไฮโดรคลอริค 37 %  10 มิลลิลิตร ปรับ
ปริมาตรเปน 1 ลิตร

        2. เตรียมสารละลายมาตรฐานของแคลเซียมจากแคลเซียมคารบอเนต
จากนั้นปรับใหมีความเขมขนตามลําดับคือ 0   0.05   0.10  0.15  0.20 และ 0.25 มิลลิกรัมตอลิตร  
เพื่อใชทํากราฟมาตรฐาน
      3. เตรียมสารละลายมาตรฐานของแมกนีเซียม จากแมกนีเซียมคลอไรด 
จากนั้นปรับใหมีความเขมขนตามลําดับคือ 0   0.05  0.10  0.15  0.20 และ 0.25 มิลลิกรัมตอลิตร  
เพื่อใชทํากราฟมาตรฐาน

   4. เจือจางสารละลายตัวอยางจากขอ 2.2.2.2 (ข) สําหรับวิเคราะห
ปริมาณธาตุแคลเซียม และแมกนีเซียมโดยใชสารตัวอยาง 1 มิลลิลิตร จากนั้นเจือจางดวยสารสะลาย
ในขอ 2.2.2.3.4. (1) เปน 25 มิลลิลิตร
 5.  นําสารละลายดังกลาวไปวัดปริมาณพลังงานแสงที่ถูกดูดกลืน
โดยอะตอมของแคลเซียม และแมกนีเซียม ดวยเครื่อง Atomic absorption spectrophotometer ที่
ความยาวคลื่น 442.7 นาโนเมตร และ 285.2 นาโนเมตร สําหรับวิเคราะหปริมาณแคลเซียม และ
แมกนีเซียมตามลําดับ บันทึกผล และนําคาที่คํานวณไดมาคํานวณหาปริมาณแคลเซียมและ
แมกนีเซียม (เปอรเซ็นต) โดยใชสูตรคํานวณ เชนเดียวกับการหาปริมาณไนโตรเจนในตัวอยางพืช
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