
 
บทท่ี 3 

อุปกรณและวิธีการ 
 

3.1 การตรวจหาเชื้อสาเหตุของโรคกรีนนิง่ บนสมโชกุนที่ติดตาบนตนตอสมทรอยเยอร 
และคลีโอพัตรากอนปลูกเชื้อดวยวิธีการตดิตา ในเรือนทดลอง 
 นําสมโชกุนที่ติดตาบนตนตอสมพันธุทรอยเยอร (Troyer citrange) และคลีโอพัตรา 
(Cleopatra mandarin) อายุประมาณ 1 ป จํานวนอยางละ 25 ตน จากบริษัทอะโกรเทค จังหวัดแพร 
ปลูกในกระถางดินเผาขนาดเสนผาศูนยกลาง 12 นิ้ว ใชดินผสมขี้เถาแกลบเปนวัสดุปลูก ในสภาพ
โรงเรือนทดลอง ภาควิชาโรคพืช คณะเกษตรศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม กอนการปลูกเชื้อ
สาเหตุโรคกรีนนิ่ง ทําการตรวจสอบวาตนสมที่นํามาทดลอง เปนสมที่ปลอดโรคหรือไม โดยเก็บ
ตัวอยางใบที่ 5 นับจากยอด จํานวน 20 ใบ นําไปตรวจหาเชื้อสาเหตุโรคกรีนนิ่งโดยใชเทคนิค PCR  
 

3.2 การปลูกเชื้อสาเหตุโรคกรีนนิ่งดวยวิธีการติดตา บนสมบนสมโชกุนท่ีติดตาบนตนตอ
สมทรอยเยอร และคลีโอพัตรา ในเรือนทดลอง 

นําสมจากขอ 3.1 มาทําการปลูกเชื้อสาเหตุโรคกรีนนิ่ง ดวยวิธีการติดตาดวยสมโชกุนที่
เปนโรคกรีนนิ่ง โดยติดตาใหตาแรกหางจากโคนตน 20 เซนติเมตร และตาถัดไปหางจากตาแรก 10 
เซนติเมตร วางแผนการทดลองแบบ completely randomized disign (CRD) ประกอบดวย             
10 กรรมวิธี กรรมวิธีละ 5 ซํ้า ดังตอไปนี้ 

กรรมวิธีที่ 1 ติดตาดวยตาที่เปนโรค จํานวน 4 ตาตอตน บนตนตอทรอยเยอร 
กรรมวิธีที่ 2 ติดตาดวยตาที่เปนโรค จํานวน 3 ตาตอตน บนตนตอทรอยเยอร 
กรรมวิธีที่ 3 ติดตาดวยตาที่เปนโรค จํานวน 2 ตาตอตน บนตนตอทรอยเยอร 
กรรมวิธีที่ 4 ติดตาดวยตาที่เปนโรค จํานวน 1 ตาตอตน บนตนตอทรอยเยอร 
กรรมวิธีที่ 5 ชุดควบคุมของสมโชกุนตนตอทรอยเยอร 
กรรมวิธีที่ 6 ติดตาดวยตาที่เปนโรค จํานวน 4 ตาตอตน บนตนตอคลีโอพัตรา 
กรรมวิธีที่ 7 ติดตาดวยตาที่เปนโรค จํานวน 3 ตาตอตน บนตนตอคลีโอพัตรา 
กรรมวิธีที่ 8 ติดตาดวยตาที่เปนโรค จํานวน 2 ตาตอตน บนตนตอคลีโอพัตรา 
กรรมวิธีที่ 9 ติดตาดวยตาที่เปนโรค จํานวน 1 ตาตอตน บนตนตอคลีโอพัตรา 

        กรรมวิธีที่ 10 ชุดควบคุมของสมโชกุนตนตอคลีโอพัตรา 
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นําใบสมไปตรวจหาเชื้อสาเหตุดวยเทคนคิ PCR (Polymerase Chain Reaction) หลังปลูก
เชื้อทุก 2 เดือน 
 

3.3 บันทึกขนาดพื้นท่ีใบ 
กอนการปลูก และหลังปลูกทุก 2 เดือน บนัทึกพื้นทีใ่บดวยเครื่องวัดพืน้ที่ใบ และขอมูลมา

วิเคราะหทางสถิติ และเปรียบเทียบคาเฉลี่ยโดยวิธี Least Significant Difference (LSD) 
 
3.4 บันทึกสีใบ 
บันทึกสีใบดวยเครื่องวัดสีใบ (chromameter) ซ่ึงใชระบบ CIE 1976 (L* a* b*) คาที่ไดมี   

3 คา คือ 
คา L*  คือ คาความสวาง มีชวง 0 คือมืดดํา ถึง 100 คือขาวสวาง 
คา a*  คือ คาสีตามแกนนอน มีชวง +60 คือสีมวงแดง ถึง -60 คือมีสีเขียวอมน้ําเงิน 
คา b*  คือ คาสีตามแกนตั้ง มีชวง +60 คือสีเหลือง ถึง -60 คือสีน้ําเงิน 

คาที่ไดดังกลาวนํามาคํานวณหาคาองศาของสี (hue) โดยคํานวณจาก 
Hue = 180 – tan-1 b/a 

นําขอมูลดังกลาวมาวิเคราะหทางสถิติ และเปรียบเทยีบคาเฉลี่ยโดยวิธี Least Significant 
Difference (LSD) 
 

3.5 บันทึกสัดสวนระหวางกิ่งพันธุกับตนตอสม 
วัดสัดสวนเสนผาศูนยกลางลําตนของกิ่งพันธุดีกับตนตอ วัดสวนของลําตนในแนวระดับ

เหนือและใตรอยตอ 5 เซนติเมตร โดยใชเวอรเนียแคลิเบอร หลังปลูกเชื้อได 12 เดือน 
 

3.6  สํารวจการเกิดโรคกรีนนิ่ง และทริสเตซา รวมทั้งวิเคราะหปริมาณธาตุอาหารบนสม
พันธุโชกุน และเขียวหวานที่ติดตาบนตนตอสมพันธุตางๆ ในสภาพสวนที่มีการจัดการโดย
เกษตรกร 

ปลูกสมโชกุนตนตอโวคาเมอเรียนา ทรอยเยอร คลีโอพัตรา และแรงเพอไลม สมพันธุ
เขียวหวานตนตอทรอยเยอร  โวคาเมอเรียนา และแรงเพอไลม อายุประมาณ 1 ป อยางละ 16 ตน 
รวมท้ังหมด 112 ตน ที่บานกองทราย ต. หนองผึ้ง อ. สารภี  จ. เชียงใหม ในสภาพสวนที่มีการ
จัดการโดยเกษตรกร วางแผนการทดลองแบบ observation การทดลองประกอบดวย 7 กรรมวิธี 
กรรมวิธีละ 8 ซ้ําๆ ละ 2 ตน 
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กรรมวิธีที่ 1 สมพันธุโชกุนติดตาบนตนตอสมพันธุ โวคาเมอเรียนา 
กรรมวิธีที่ 2 สมพันธุโชกุนติดตาบนตนตอสมพันธุ ทรอยเยอร 
กรรมวิธีที่ 3 สมพันธุโชกุนติดตาบนตนตอสมพันธุ คลีโอพัตรา 
กรรมวิธีที่ 4 สมพันธุโชกุนติดตาบนตนตอสมพันธุ แรงเพอไลม 
กรรมวิธีที่ 5 สมพันธุเขียวหวานติดตาบนตนตอสมพันธุ ทรอยเยอร 
กรรมวิธีที่ 6 สมพันธุเขียวหวานติดตาบนตนตอสมพันธุ คลีโอพัตรา 
กรรมวิธีที่ 7 สมพันธุเขียวหวานติดตาบนตนตอสมพันธุ แรงเพอไลม 
 

บันทึกอาการผิดปกติที่พบบนตนสมโชกุนและเขียวหวานตนตอตางๆ ทุก 3 เดือน 
 

 
3.7 ตรวจหาเชื้อสาเหตุของโรค 
ตรวจหาเชื้อสาเหตุโรคกรีนนิ่ง และทริสเตซาในใบสมที่แสดงอาการผิดปกติ ดวยเทคนิค 

PCR (Polymerase Chain Reaction) และเทคนิค ELISA (enzyme linked immunosorbent assay)  
ทุก      3 เดือน  

 
1. การตรวจหาเชื้อสาเหตุโรคกรีนนิ่ง Candidatus Liberobacter asiaticus  ดวยเทคนิค PCR 

 
การเก็บตัวอยางใบสม 

สุมเก็บตัวอยางใบสมจากโรงเรือนทดลอง ทั้งหมด 50 ตัวอยาง โดยเก็บใบที่ 5 นับจากยอด 
จํานวน 30 ใบตอตน สุมเก็บรอบตนทั้ง 4 ทิศ นํามาลางใหสะอาดดวยน้ํากล่ัน และเช็ดใหแหง ใช
ใบมีดโกนกรีดเอาเฉพาะเสนกลางใบ  แลวนําไปชั่งใหไดน้ําหนัก 1.0 กรัม ของแตละตัวอยาง  

สุมเก็บตัวอยางใบสมจากแปลงทดลอง จํานวน 28 ตัวอยาง จาก 7 กรรมวิธี กรรมวิธีละ     
4 ซํ้า โดยสุมเก็บรอบตนสม ทั้ง 4 ทิศ จํานวน 30 ใบตอตน นํามาลางใหสะอาดดวยน้ํากล่ัน และเช็ด
ใหแหง ใชใบมีดโกนกรีดเอาเฉพาะเสนกลางใบ จากนั้นนําไปชั่งใหไดน้ําหนัก 1.0 กรัม ของ       
แตละตัวอยาง 
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การสกัดดีเอ็นเอจากเนื้อเยื่อพืชท่ีเปนโรค (ดัดแปลงจาก Dellaporta, 1983) 
บดตัวอยางใบสมดวย grinding buffer 5 มิลลิลิตร pH 7.6 ในโกรงที่เย็น จากนั้นนําน้ําคั้นที่

บดไดใสในหลอด centrifuge tube แลวนําไปหมุนเหวี่ยงในเครื่อง centrifuge ที่ 10,000 g เปนเวลา 
5 นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  ดูดน้ําใสสวนบนออกมาใสหลอดใหม แลวนําไปหมุนเหวีย่งอกี
ครั้งที่ 14,000 g  นาน 25 นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ดูดน้ําใสสวนบนทิ้ง จากนั้นเติม CTAB 
buffer 0.8 มิลลิลิตร ลงไปในหลอดดังกลาว แลวนําไป incubate ที่ 60 องศาเซลเซียสใน heat block 
นาน 30 นาที ระหวางนั้นใหเขยาเบา ๆ ทุก ๆ 10 นาที จากนั้นจึงเติม  chloroform/isoamyl alcohol  
(24:1) 0.8 มิลลิลิตรใน centrifuge tube ดังกลาวแลวเขยาเบา ๆ ใหสารละลายผสมกัน แลวปน
เหวี่ยงใน microfuge ที่ 7,000 g เปนเวลา 5 นาที ที่อุณหภูมิหอง ดูดเอาเฉพาะสารละลายสวนใส
ดานบนใสหลอดใหมพรอมทั้งวัดปริมาตร จากนั้นเติม isopropanol ลงไปใหปริมาตรเทากับ
สารละลายที่ดูดมาแลวนําไปปนเหวี่ยงที่ 14,000 g นาน  15 นาที ที่อุณหภูมิหอง แลวจึงเท 
isopropanol ทิ้ง จากนั้นลางตะกอนดีเอ็นเอดวย 70% ethanol ปริมาตร 500 ไมโครลิตร นําไปปน
เหวี่ยงที่ 5,000 g นาน 5 นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เท 70% ethanol ทิ้งใหหมด รอจนตะกอน
แหงแลวเติมน้ํากลั่นที่ฆาเชื้อแลวลงไป 50 ไมโครลิตร เก็บดีเอ็นเอดังกลาวในอุณหภูมิ                    
-20 องศาเซลเซียส 

การเพิ่มปริมาณ GO-DNA ดวยเทคนิค PCR 
เตรียม mastermix (ภาคผนวก) 24 ไมโครลิตร ผสมกับ DNA ที่เตรียมไวใสในหลอด PCR 

หลอดละ 1.0 µl ปริมาตรรวมในหลอดทีใ่ชในการทําปฏิกิริยาคือ 25 ไมโครลิตรโดยให GO-DNA 
เปน positive control และน้าํกลั่นฆาเชื้อเปน negative control เพื่อตรวจสอบผลการทําปฏิกิริยา ซ่ึง
ปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นดังกลาว เปนการเพิ่มปรมิาณ DNA ดวย specific primer ที่จําเพาะกับบริเวณ    
16S DNA gene ดวย forword primer OI1 (5’-GCGCGTATGCAAGAGCGGCA-3’) และ reverse 
primer OI2c  (5’-GCCTCGCGACTTCGCAACCCAT-3’) ดวยเครื่อง Programable Thermal 
Controller PTC-100™ (MJ Research) โดยต้ังโปรแกรมการทํางานในแตละรอบดังตารางที่ 1  
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ตารางที่ 1 โปรแกรมการทํางานของเครื่อง Thermal cycle ในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของเชื้อสาเหตุ  
                   โรคกรีนนิ่ง 

 
Cycle Step Time Temp 

     1                  Initial denaturation             3 min 94๐C 
    2-35                  1. Denaturation             1 min 94๐C 
                  2. Annealing             30 sec 55๐C 
                  3. Extention             1.5 min 72๐C 
    36                  1. Denaturation             1 min 94๐C 
                  2. Annealing             30 sec 55๐C 
                  3. Extention            10 min 72๐C 
                  4. Incubate Hold  4๐C 
 
การตรวจสอบ PCR product ดวย agarose gel electrophoresis  

  ช่ังผง agarose 0.3 กรัม และเติม 0.5xTBE buffer ปริมาตร 30 มิลลิลิตร ลงไปใน flask 
ดังกลาวและลาย agaroseใน microwave  ทิ้งไวที่อุณหภูมิหองรอใหเจลเย็น ระหวางนั้นเตรียมแผน
รองเจลไวใหสะอาดและแหง วาง comb ตรงตําแหนงที่เหมาะสม เทเจลลงบนแผนรองเจล ซ่ึงใช
เวลาในการแข็งตัวประมาณ 30 นาที ที่อุณหภูมิหอง หลังจากนั้นยายแผนเจลที่แข็งตัวแลวลงใน 
electrophoresis gel tank  ที่เตรียมไว  ยก comb ออกอยางระมัดระวัง จากนั้นเท 0.5xTBE buffer ลง
ไปจนทวมผิวหนาเจลพอดี  ผสม PCR product  8 ไมโครลิตร กับ gel loading buffer 2 ไมโครลิตร
นําไป load ในชองตัวอยางบน agarose gel โดยกอน load PCR product ใหชองแรกเปน marker  ตั้ง
ความตางศักยคงที่ 100 โวลท เวลา 40 นาที แลวจึงเปดเครื่อง power supply จนกระทั่งสีของ 
bromophenol blue เคล่ือนที่ไปถึงดานทายของเจล ยอมเจลดวย ethydium bromide นาน 10 นาที 
แลวจึงลางเจลดวยน้ําสะอาด 2 ครั้ง คร้ังละ10 นาที หลังจากนั้นตรวจดูดวย UV transilluminator 
และบันทึกภาพดวย Gel Documentation System 
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2.  การตรวจหาเชื้อ Citrus Tristeza Virus ดวยวิธี Double antibody sandwich-indirect 
       ELISA (DAS-ELISA) 

 
การเก็บตัวอยางใบสม  สุมเก็บตัวอยางใบสมจากแปลงทดลอง บานกองทราย ตําบลหนองผึ้ง 

อําเภอสารภี จังหวัดเชียงใหม จํานวน 28 ตัวอยาง จาก 7 กรรมวิธี กรรมวิธีละ 4 ซํ้า โดยสุมเก็บรอบ
ตนสม ทั้ง 4 ทิศ จํานวน 5 ใบตอตน นํามาลางใหสะอาดดวยน้ํากล่ัน และเช็ดใหแหง ช่ังตัวอยางใบ
สม 0.5 g บดในโกรงที่แชเย็นที่มี extraction buffer 5 มิลลิลิตร นําน้ําคั้นที่ไดใสในหลอด 
centrifuge tube ขนาด 1.5 ml นําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 7,000 รอบตอวินาที เปนเวลา 5 นาที ดูด
สารละลายใสสวนบนเก็บในหลอด centrifuge tube  

 
การตรวจสอบ CTV ดวยวิธี indirect ELISA (sandwich ELISA) เคลือบ ELISA เพลทดวย

แอนติบอดี (IgG) (จากบริษัท BIOREBA) ที่เจือจางดวย  coating buffer อัตราสวน 1:1000 ใช 
micropipette ดูดสารละลายดังกลาวใสในหลุม หลุมละ 200 ไมโครลิตร  นําเพลท ELISA ใสใน
กลองชื้น ทิ้งไวในตูอบที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสนาน 3 ช่ัวโมง จากนั้นเทสารละลายในหลุมทิ้ง 
ลางเพลทดวย washing buffer หลุมละ 240 ไมโครลิตร ทําซ้ําจนครบ 3 คร้ัง เติมน้ําคั้นจากตัวอยาง
ใบสมที่เตรียมไวใสในหลุมๆ ละ 200 ไมโครลิตร ทิ้งไวในกลองชื้นที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
เปนระยะเวลา 1 คืน นํามาลางดวย washing buffer หลุมละ 240 ไมโครลิตร ทําซํ้าจนครบ 3 ครั้ง 
เติมแอนติเจนที่ผสมกับ conjugate buffer อัตราสวน 1:1000  ใช micropipette ดูดสารละลายใสใน
หลุม หลุมละ 200 ไมโครลิตรใสเพลท ELISA ในกลองชื้นแลวนําไปใสในตูอบอุณหภูมิ                       
30  องศาเซลเซียส นาน 5 ช่ัวโมง จากนั้นสลัดสารละลายในหลุมทิ้ง แลวนําเพลทมาลางดวย 
washing buffer หลุมละ 240 ไมโครลิตร ทําซ้ําจนครบ 3 คร้ัง เติมสารละลาย substrate โดยเตรียม
จาก PNPP 0.01 กรัม ผสมกับ substrate buffer อัตราสวน 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ดูดสารละลายใส
ในหลุมๆ ละ 200 ไมโครลิตร เก็บเพลทในกลองชื้นไวที่อุณหภูมิหอง (18-25) องศาเซลเซียส ในที่
มืดนาน 1 ช่ัวโมง จากนั้นนําไปออนคาดวยเครื่อง ELISA reader ที่ความยาวคลื่น 405 นาโนเมตร  
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3.8 บันทึกการเจริญเติบโตของสมโชกุนและสมเขียวหวานที่ติดตาบนตนตอตางๆ 
 บันทึกการเจริญเติบโตทุก 3 เดือน หลังจากปลูกสมเปนระยะเวลา 1 ป โดยวัดความสูงของ
ตนสม จากโคนตนจนถึงปลายสูงสุดของยอดความสูงตนสม มีหนวยเปนเซนติเมตร ความกวาง
ทรงพุม โดยวัดสวนที่กวางที่สุดของทรงพุมใน 2 แนว ตั้งฉากกัน (แนวเหนือ-ใต กับ แนว
ตะวันออก-ตะวันตก) แลวนํามาหาคาเฉลี่ย มีหนวยเปนเซนติเมตร ขนาดใบ โดยวัดสวนกวางและ
ยาวของใบ แลวนํามาหาคาเฉลี่ย มีหนวยเปนตารางเซนติเมตร และสัดสวนระหวาง
เสนผาศูนยกลางลําตนของกิ่งพันธุดีกับตนตอ วัดสวนของลําตนในแนวระดับเหนือและใตรอยตอ 
5 เซนติเมตร โดยใชเวอรเนียแคลิเบอร คาที่ไดเปนสัดสวนระหวางตนตอกับกิ่งพันธุ รวมทั้งนับ
จํานวนเพลี้ยไกแจในชวงที่พบวามีการระบาด  นําขอมูลที่ไดมาวิเคราะหผลทางสถิติ และ
เปรียบเทียบคาเฉลี่ยดวยวิธี Least Significant Difference (LSD) 
 

3.9 วิเคราะหปริมาณธาตุ สังกะสี (Zn), เหล็ก (Fe), แมงกานีส (Mn), และแมกนีเซียม 
(Mg) ในใบสม หลังปลูกสม 24 เดือน ในตนท่ีเปนโรคกับตนปกติ 
 เตรียมตัวอยาง : สุมเก็บตัวอยางใบสมจํานวน 4 ตน จาก 16 ตนในแตละกรรมวิธี โดยใบที่ 
5 นับจากปลายยอดของตนสม เก็บในแนว 4 ทิศของทรงพุม จํานวน 20 ใบตอตน นํามาลางให
สะอาดแลวนําไปอบใหแหงที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส นาน 48 ช่ัวโมง แลวจึงนํามาบดให
ละเอียดดวยเครื่องบดผานตะแกรงขนาด 0.1 ตารางเซนติเมตร นําตัวอยางที่บดแลวมาชั่งใหได 1 
กรัม ใสในขวดรูปชมพู (flask) เติมกรดไนตริก (HNO3) ที่ผสมกับเปอรคลอริค (HClO3) อัตราสวน 
6 : 1 ปริมาตร 15 มิลลิลิตร จํานวน 28 ตัวอยาง และเตรียมสารละลายตัวอยางมาตรฐานคือ เติม
เฉพาะน้ํากับกรดผสมของไนตริกและเปอรคลอริก (6 :1)  (Blank) จากนั้นนําไปยอยตัวอยางพืช
โดยนําขวดรูปชมพูดังกลาววางบน hotplate ที่อุณหภูมิ 150 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ช่ัวโมง 
จากนั้นปรับอุณหภูมิเปน 220-250 องศาเซลเซียส นาน 3-4 ช่ัวโมง จนเห็นควันสีขาวจากปลายขวด
รูปชมพู และสารละลายเปนสีใส จึงนํามาปรับปริมาตรใหเปน 50 มิลลิลิตร  กรองผานกระดาษ
กรองเบอร 5 แลวเตรียมวิเคราะหหาคาความเขมขน 
 

การวิเคราะหปริมาณธาตุสังกะสี (Zn) 
สังกะสีที่อยูในสารละลายที่ไดจากการยอยสลาย โดยวิธีการยอยดวยกรดไนตริกผสม

กับเปอรคลอริก (6 :1)  นําสารละลายที่ไดไปวัดหาคาความเขมขนดวยเครื่อง Atomic absorption 
spectroscopy (AAS) โดยวิธีการเปรียบเทียบคา absorption กับ standard  โดยเตรียมสารละลาย
มาตรฐานสังกะสี (Zn) ความเขมขน 0, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1.0  ppm จากสารละลายสังกะสีมาตรฐาน
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ความเขมขน 100 ppm ลงใน volumetric flask ขนาด 100 มิลลิลิตร จากนั้นเติมกรดไนตริก 1 
มิลลิลิตร แลวปรับปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตรดวยน้ํากล่ัน วิเคราะหดวยเครื่อง AAS ในการวัดเริ่ม
วัดสารละลายมาตรฐานสังกะสีกอน แลวจึงวัดสารละลายตัวอยางทั้ง 28 ตัวอยาง รวมทั้งสารละลาย
ที่เตรียมเปนตัวอยางมาตรฐาน (blank) 

 
การวิเคราะหปริมาณธาตุเหล็ก (Fe) 
ธาตุเหล็กที่อยูในสารละลายที่ไดจากการยอยสลาย โดยวิธีการยอยดวยกรดไนตริกผสม

กับเปอรคลอริก (6 :1)  นําสารละลายที่ไดไปวัดหาคาความเขมขนดวยเครื่อง Atomic absorption 
spectroscopy (AAS) โดยวิธีการเปรียบเทียบคา absorption กับ standard  โดยเตรียมสารละลาย
มาตรฐานเหล็ก (Fe) ความเขมขน 0, 1, 2, 3, 4 และ 5  ppm จากสารละลายเหล็กมาตรฐานความ
เขมขน 1000 ppm ลงใน volumetric flask ขนาด 100 มิลลิลิตร จากนั้นเติมกรดไนตริก 1 มิลลิลิตร 
แลวปรับปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตรดวยน้ํากล่ัน วิเคราะหดวยเครื่อง AAS ในการวัดเริ่มวัด
สารละลายมาตรฐานเหล็กกอน แลวจึงวัดสารละลายตัวอยางทั้ง 28 ตัวอยาง รวมทั้งสารละลายที่
เตรียมเปนตัวอยางมาตรฐาน (blank) 

 
การวิเคราะหปริมาณธาตุแมงกานีส (Mn) 
ทําการวิเคราะหเชนเดียวกับการวิเคราะหปริมาณธาตุเหล็ก 
 
การวิเคราะหปริมาณธาตุแมกนีเซียม (Mg) 
แมกนีเซียมที่อยูในสารละลายที่ไดจากการยอยสลาย โดยวิธีการยอยดวยกรดไนตริกผสม

กับเปอรคลอริก (6 :1)  นําสารละลายที่ไดไปวัดหาคาความเขมขนดวยเครื่อง Atomic absorption 
spectroscopy (AAS) โดยวิธีการเปรียบเทียบคา absorption กับ standard  โดยเตรียมสารละลาย
มาตรฐานแมกนีเซียม (Mg) ความเขมขน 0, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5  ppm จากสารละลายแมกนีเซียม
มาตรฐานความเขมขน 100 ppm ลงใน Volumetric flask ขนาด 100 มิลลิลิตร จากนั้นเติม LaCl2 1 
มิลลิลิตร แลวปรับปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตรดวยน้ํากล่ัน วิเคราะหดวยเครื่อง AAS ในการวัดเริ่ม
วัดสารละลายมาตรฐานแมงกานีสกอน แลวจึงวัดสารละลายตัวอยางทั้ง 28 ตัวอยาง รวมทั้ง
สารละลายที่เตรียมเปนตัวอยางมาตรฐาน (blank) 
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นําคาการดูดกลืนแสง (Absorbent) ของธาตุสังกะสี (Zn), เหล็ก (Fe), แมงกานีส (Mn), 
และแมกนีเซียม (Mg) ในใบสม ที่ไดมาคํานวณหาคาความเขมขนของธาตุอาหาร แลวนําไป
เปรียบเทียบกับคาความเขมขนมาตรฐานดังแสดงในตารางที่ 2 

 
ตารางที่ 2   ความเขมขนมาตรฐานของธาตุอาหารตางๆ ในใบสมที่เจริญเติบโตเต็มที่ อายุใบ     

4-7  เดือน จากกิ่งที่ไมติดผล 
 

ธาตุ ขาดแคลน คอนขางต่ํา เพียงพอ คอนขางสูง สูงเกินไป 

N% < 2.2 2.2-2.4 2.5-2.7 2.7-2.8 > 3.0 

P% < 0.09 0.09-0.11 0.12-0.16 0.17-0.29 > 0.3 
K (CA*)% < 0.4 0.4-0.69 0.7-1.09 1.1-1.2 > 2.3 

K (FL*)% < 0.7 0.7-1.1 1.2-1.7 1.8-2.3 > 2.4 

Ca% < 1.5 1.6-2.9 3.0-5.5 5.6-6.9 > 7.0 

Mg% < 0.16 0.16-0.25 0.26-0.6 0.7-1.1 > 1.2 

S% < 0.14 0.14-0.19 0.2-0.3 0.4-0.5 > 0.6 

Cl% - - < 0.03 0.4-0.6 > 0.7 

Na% - - < 0.16 0.17-0.24 > 0.25 

B ppm < 21 21-30 31-100 101-260 > 260 

Fe ppm < 36 36-59 60-120 130-200 > 250 

Mn% < 16 16-24 25-200 300-500 > 1000 

Zn ppm < 16 16-24 25-100 110-200 > 300 

Cu ppm < 3.6 3.6-4.9 5.0-16 17-200 > 22 
 

แหลงที่มา: Davies and Albrigo., 1994., Oxford, UK. 
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