
 
 

บทท่ี 3 
อุปกรณและวิธีการทดลอง 

  
พืชทดลอง 

ตนสมเขียวหวาน พันธุสายน้ําผ้ึง อายุ 1-2 ป จํานวน 10 ตน และอายุ 4-5 ป จํานวน 10 ตน 
ที่สวนสม อําเภอฝาง จังหวัดเชียงใหม 
 
อุปกรณในการวิเคราะหพืชและดิน 

1. atomic absorption spectrophotometer ของบริษัท Perkin Elmer รุน 3100 
2. เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) ของบริษัท Hitachi รุน U-2001 
3. เครื่องวัดความเปนกรด-ดาง (pH meter) 
4. เครื่องชั่งละเอียดแบบทศนิยม 4 ตําแหนง 
5. ตูอบ 
6. เตายอยตัวอยางพืชของบริษัท Techne รุน DB-4 
7. เครื่อง conductivity meter ของบริษัท Hanna รุน HI 8819 N 
8. หมอนึ่งความดันไอน้ํา ของบริษัท Hirayama Hiclave รุน HV-85 
9. ตะแกรงรอนดิน ขนาด 20 เมช 
10. เครื่องวัดสี รุน CR-300 ยี่หอ Minolta 

 
วิธีการทดลอง 

วางแผนการทดลองแบบสุมสมบูรณ มี 4 กรรมวิธี แตละกรรมวิธีมี 5 ซํ้า ซํ้าละ 1 ตน     
โดยแตละกรรมวิธีมีลักษณะของตนสม ดังนี้คือ  

กรรมวิธีที่ 1 ตนสมที่แสดงอาการตนโทรม อายุ 1-2 ป (small declined tree ; SD)    
(ภาพที่ 1) 

กรรมวิธีที่ 2 ตนสมที่แสดงอาการตนโทรม อายุ 4-5 ป (large declined tree ; LD)    
(ภาพที่ 2) 

กรรมวิธีที่ 3 ตนสมปกติ อายุ 1-2 ป (small normal tree ; SN) (ภาพที่ 3) 
กรรมวิธีที่ 4 ตนสมปกติ อายุ 4-5 ป (small normal tree ; LN) (ภาพที่ 4) 
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ภาพที่ 1 ตนสมท่ีแสดงอาการตนโทรม อายุ 1-2 ป ; SD 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 2 ตนสมท่ีแสดงอาการตนโทรม อายุ 4-5 ป ; LD 
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ภาพที่ 3 ตนสมปกติ อายุ 1-2 ป ; SN 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 4 ตนสมปกติ อายุ 4-5 ป ; LN 
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การเก็บตัวอยางยอดและใบ 
 เก็บตัวอยางใบของสม โดยทําการคัดเลือกยอดสม ที่ปราศจากการเขาทําลายของแมลง 
(ภาพที่ 5) จากนั้นทําการตัดยอดสมยาว 10 เซนติเมตร แลวทําการเก็บใบทั้งหมดในสวนยอดมา
ทําการศึกษา สวนการเก็บตัวอยางใบแก ทําโดยการคัดเลือกใบที่แกเต็มที่แลว ในตําแหนงใบที่ 4, 5 
หรือ 6 แตพนระยะ 10 เซนติเมตร วัดจากยอดลงมา โดยเก็บตัวอยาง กรรมวิธีละ 5 ซํ้า ซํ้าละ 1 ตน 
ในแตละซ้ําจะเก็บ 4 จุด คือ ทิศเหนือ ทิศใต ทิศตะวันออก และทิศตะวันตก 
 สวนการเก็บตัวอยางที่ทําการตรวจหาเชื้อ citrus tristeza closterovirus และ 
Candidatus Liberobacter asiaticum ทําโดยคัดเลือกใบที่แกเต็มที่แลว จากตัวอยางตนสม   
(ภาพที่ 6) มาทําการตัดเอาเฉพาะเสนกลางใบ หนัก 0.05 กรัม มาคั้นเอาน้ําคั้นเพื่อนําไปใช            
ในการตรวจสอบ 
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ภาพที่ 5 ลักษณะใบยอดของสมท่ีแสดงอาการตนโทรม 
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ภาพที่ 6 ตัวอยางใบสมสายน้ําผึ้งท่ีนํามาตรวจหาเชื้อ Candidatus Liberobacter asiaticum 

และเชื้อ citrus tristeza closterovirus  
 

แถวที่ 1 A-E ตัวอยางใบสมสายน้ําผ้ึงสภาพตนที่แสดงอาการตนโทรม อายุ 1-2 ป 
 แถวที่ 2 F-J ตัวอยางใบสมสายน้ําผ้ึงสภาพตนที่แสดงอาการตนโทรม อายุ 4-5 ป 

แถวที่ 3 K-O ตัวอยางใบสมสายน้ําผ้ึงสภาพตนปกติ อายุ 1-2 ป 
แถวที่ 4 P-T ตัวอยางใบสมสายน้ําผ้ึงสภาพตนปกติ อายุ 4-5 ป   
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การทดลองที่ 1 การเปล่ียนแปลงปริมาณคารโบไฮเดรตที่ไมใชโครงสราง (Total Non-
structural Carbohydrate ; TNC) 

 
 วิเคราะหคารโบไฮเดรตทั้งหมดที่ไมอยูในรูปโครงสราง (TNC) 

 สกัดตามวิธีการของ Smith et al. (1964) ดัดแปลงโดย Chaitrakulsup (1981)                  
โดยช่ังใบสมที่อบแหงสนิทและบดแลว 0.05 กรัม เติม 0.2 N H2SO4  40 มิลลิลิตร ปดปากภาชนะ
ดวยอลูมิเนียมฟอยด แลวอบที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง ตั้งทิ้งไวใหเย็น    
แลวกรองดวยกระดาษกรองเบอร 1 ปรับ pH ใหเปนกลาง ดวย 1.0 N NaOH และ 50% HCl    
แลวปรับปรับปริมาตรเปน 50 มิลลิลิตรดวยน้ํากลั่น ดูดสารละลายที่สกัด และเจือจางแลว                
1 มิลลิลิตร นําไปวิเคราะหหาปริมาณ TNC 
 วิเคราะหปริมาณ TNC โดยวิธีของ Nelson (Hodge and Hofreiter, 1962)                  
นําสารละลายตัวอยางที่สกัดได และสารละลาย ดี-กลูโคส เขมขน 0.00 - 0.40 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร       
(ทําเปน standard) ใสหลอดทดลอง 1 มิลลิลิตร เติม Nelson’s alkaline copper reagent    
หลอดละ 1 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน แลวปดดวยแผนอลูมิเนียมฟอยด นําไปแชใน water bath                  
อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส นาน 20 นาที จากนั้นทําใหเย็น แลวเติมสารละลาย arsenomolybdic 

acid reagent หลอดละ 1 มิลลิลิตร เขยาใหตะกอนของ Cu2O ที่เกิดขึ้นใหละลายจนหมด                      
ปรับปริมาตรเปน 25 มิลลิลิตรดวยน้ํากล่ันเขยาใหเขากัน ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง 30 นาที                    
นําสารละลายไปอานคาการดูดกลืนแสง (absorbance) จากเครื่อง spectrophotometer ที่      
ความยาวชวงคลื่น 540 นาโนเมตร โดยใชคา standard จากสารละลาย ดี-กลูโคส ซ่ึงทราบ      
ความเขมขน แลวเปนตัวเปรียบเทียบผลที่ไดแสดงเปน มิลลิกรัม ดี-กลูโคสตอกรัมน้ําหนักแหง 

คํานวณหาปริมาณ TNC ในตัวอยางพืช โดยใชสูตรดังนี้ 
 
  TNC = สาร A (mg/ml) x B (mg D-glucose)  
                 DW (g) x C (ml)   

 
สาร A (มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) = คาความเขมขนของปริมาณคารโบไฮเดรตที่ไมใชโครงสรางใน

สารละลายตัวอยางพืชจากกราฟมาตรฐาน (มิลลิกรัม/มิลลิลิตร)  
                               B = ปริมาตรสุดทายในการวิเคราะห (มิลลิกรัม ดี-กลูโคส) 
                               C = ปริมาตรสารตัวอยางที่ใชในการวิเคราะห (มิลลิลิตร) 

                          DW = น้ําหนักแหงตัวอยางพืช (กรัม) 
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                                 TNC = ปริมาณคารโบไฮเดรตที่ไมใชโครงสราง (มิลลิกรัม ดี-กลูโคสตอ
กรัมน้ําหนักแหง) 
 
การทดลองที่ 2 การวิเคราะหปริมาณคลอโรฟลลในใบสม 
 

ทําการวิเคราะหตามวิธีการของ Yoshida et al. (1976) ซ่ึงอางโดย Hossain et al. (2002) 
โดยเจาะแผนใบดวยที่เจาะกระดาษรูขนาด 0.32 ตารางเซนติเมตร จํานวน 8 ชิ้น (โดยจะชั่งน้ําหนัก
ใบสมทั้ง 8 ช้ินนี้เอาไวดวย) แชในอะซีโตน 80 เปอรเซ็นต ปริมาตร 10 มิลลิลิตรในที่มืดเปนเวลา            
48 ช่ัวโมง  ที่อุณหภูมิหอง จากนั้นนําสารละลายที่ไดไปอานคาการดูดกลืนแสงดวย                         
เครื่อง spectrophotometer ที่ความยาวชวงคลื่น 645 และ 663 นาโนเมตร และคํานวณ                            
หาปริมาณคลอโรฟลล จากสมการดังนี้ 
  
 ปริมาณ Chlorophyll  a = (12.7 x D663 – 2.69 x D645) x V (ml) 
                 (1000 x gfw) 
 
 ปริมาณ Chlorophyll  b = (22.9 x D645 – 4.68 x D663) x V (ml) 
                 (1000 x gfw) 
 
 ปริมาณ Total  Chlorophyll = (20.2 x D645 + 8.02 x D663) x V (ml)           
                  (1000 x gfw) 
        เมื่อ D663 = คาการดูดกลืนแสงที่ชวงคลื่น 663 นาโนเมตร   

               D645 = คาการดูดกลืนแสงที่ชวงคลื่น 663 นาโนเมตร  

                gfw = gram fresh weight (กรัมน้ําหนักสด) 
                  V = ปริมาตรของสารละลายอะซีโตนที่ใชในการสกัด (10 มิลลิลิตร) 

   ปริมาณ Total Chlorophyll = ปริมาณคลอโรฟลลทั้งหมด (มิลลิกรัมตอกรัมน้ําหนักสด) 
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การทดลองที่ 3 การวิเคราะหปริมาณธาตุอาหารในใบสม 
 

3.1 การยอยตัวอยางพืชดวยกรด (Wet acid digestion) สําหรับการวิเคราะห
ไนโตรเจน  และฟอสฟอรัส ดัดแปลงโดย Ohyama et al., (1985 ; 1986)  

ชั่งใบสมอบแหงบดละเอียด 0.05 กรัม ใสลงในหลอดทดลอง เติมกรดซัลฟูริก (H2SO4) 
เขมขน 1 มิลลิลิตร ปนใหเขากันดวยเครื่อง vortex ปดหลอดดวยพาราฟลมทิ้งไว 1 คืน วันตอมา 
นํามายอยที่เตายอยตัวอยางพืช ปรับอุณหภูมิเปน 180 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที จากนั้นนําหลอด
ทดลองขึ้นมาพักทิ้งไวใหเย็น แลวเติมไฮโดรเจนเปอรออกไซด (H2O2) หลอดละ 0.3 มิลลิลิตร   
ปนใหเขากัน นํามายอยตอโดยปรับอุณหภูมิเปน 230 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที หากสารละลาย
ยังไมใสใหนําหลอดทดลองออกมา ทิ้งไวใหเย็นแลวเติมไฮโดรเจนเปอรออกไซด (H2O2) หลอด
ละ 0.2 มิลลิลิตร แลวนําไปยอยตอ ทําซ้ํา ๆ เดิมจนกระทั่งสารละลายใส (หลอดที่ใสแลวใหแยก
ออกมาไวขางนอก ไมตองเติมไฮโดรเจนเปอรออกไซด) หลังจากนั้นทิ้งไวใหเย็น แลวเติมน้ํากล่ัน
ลงไปเล็กนอย ทิ้งไว 1 คืน วันตอมานํามาปรับปริมาตรใหเปน 50 มิลลิลิตร ดวย volumemetric 

flask แลวเทสารละลายที่ไดไวในขวดพลาสติก เก็บไวที่อุณหภูมิหอง เพื่อสําหรับนําไปวิเคราะห
หาปริมาณไนโตรเจนและฟอสฟอรัส  
 
 การวิเคราะหปริมาณธาตุอาหาร 
 

3.1.1 การวิเคราะหปริมาณไนโตรเจนรวม (Indolphenol method) (Ohyama et 

al., 1985, 1986) 
เตรียมสารละลายสําหรับการวิเคราะห 
3.1.1.1 เตรียมสารละลายที่ใชตรวจสอบปริมาณไนโตรเจน จํานวน 4 ชนิด ดังนี้ 
 

Reagent A : ช่ัง EDTA.2Na 25 กรัม ละลายในน้ํากล่ัน 500 มิลลิลิตร ปรับ pH 

ใหเปน 10 จากนั้นเติมสารละลาย 0.1 % methyl red 20 มิลลิลิตร (methyl red 0.05 กรัม + 60% 
ethanol 20 มิลลิลิตร) คนใหเขากัน ปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันใหเปน 1,000 มิลลิลิตร เก็บไวในขวด
สีชา ไวในที่ไมโดนแสง 
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Reagent B : ชั่ง KH2PO4 136.09 กรัม ละลายในน้ํากลั่น 400 มิลลิลิตร และ                 
ชั่ง benzoic acid 2.75 กรัม ละลายในน้ํากลั่น 400 มิลลิลิตร คนโดยใช magnetic stirrer                     
ปรับอุณหภูมิที่ 30-40 องศาเซลเซียส ละลายจนหมดเทรวมกัน แลวปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นใหเปน 
1,000 มิลลิลิตร 

Reagent C : ชั่ง sodium nitroprusside 0.1 กรัม ละลายในน้ํากล่ัน จากนั้นเติม 
phenol 10.25 มิลลิลิตร แลวปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันใหเปน 1,000 มิลลิลิตร เก็บไวในตูเย็น
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส (สารละลายนี้มีอายุการใชงาน 2 สัปดาห) 

Reagent D : ชั่ง NaOH 10 กรัม, Na2HPO4.7H2O 7.06 กรัม และ 
Na3PO4.12H2O  31.8 กรัม ละลายในน้ํากล่ันจนหมด จากนั้นเติม sodium hypochlorite          
10 มิลลิลิตร คนใหเขากัน แลวปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นใหเปน 1,000 มิลลิลิตร 

3.1.1.2 เตรียมสารละลาย NaOH เขมขน 1 นอรมอล เพื่อปรับความเปนดาง 
3.1.1.3 เตรียมสารละลายมาตรฐานจาก (NH4)2SO2 ที่ระดับความเขมขน 0, 0.1, 0.2, 0.3, 

0.4 และ 0.5 ppm เพื่อใชทํากราฟมาตรฐาน 
3.1.1.4 ดูดตัวอยางที่ไดจากการยอยขอ 3.1 มา 0.5 มิลลิลิตร เติม reagent A 0.5 มิลลิลิตร 

และเติม reagent B 0.5 มิลลิลิตร ตามลําดับ นํามาไตเตรตโดยหยดสารละลาย NaOH เขมขน                  
1 นอรมอล ลงไปเขยาเล็กนอยใหเปล่ียนสี จากนั้นเติม reagent C 2.5 มิลลิลิตร และเติม      
reagent D 2.5 มิลลิลิตร ตามลําดับ ปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นใหเปน 25 มิลลิลิตร ตั้งทิ้งไว             
ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส นาน 3 ชั่วโมง แลวนําไปวัดคาดูดกลืนแสงดวยเครื่อง 
spectrophotometer ที่ความยาวชวงคลื่น 625 นาโนเมตร บันทึกผล แลวนําคาที่อานไดมา
เปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐาน ตามกฎของ Beer’s - Lambert’s Law จากนั้นนําคาที่ไดมา
คํานวณหาปริมาณไนโตรเจนในตัวอยางพืช (เปอรเซ็นต)  โดยใชสูตรคํานวณ ดังนี้ 
 
ปริมาณไนโตรเจนในตัวอยางพืช (เปอรเซ็นต) = สาร A (ppm) x B x C (ml)  
            1000 x DW (g)         
 
สาร A (สวนตอลาน)     = คาความเขมขนของไนโตรเจนในสารละลายตัวอยางพืชจากกราฟ

มาตรฐาน (สวนตอลาน) 
                          B = อัตราสวนการเจือจางสารตัวอยางในปฏิกิริยา Indolphenol 
                          B =           ปริมาตรสุดทายในการวิเคราะห (มิลลิลิตร)  
                       ปริมาตรสารตัวอยางที่ใชในการวิเคราะห (มิลลิลิตร) 
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                          C = ปริมาตรสุดทายของการยอยตัวอยางพืช (มิลลิลิตร) 
                     DW = น้ําหนักแหงตัวอยางพืชที่ใชยอย (กรัม) 
 

3.1.2 การวิเคราะหปริมาณฟอสฟอรัสโดยการวัดการดูดกลืนแสงของสารที่ มีสี
(colorimetry) (Ohyama et al., 1991) ซ่ึงไดจากการทําปฏิกิริยาระหวางฟอสเฟตและ                    
อนุมูลโมลิเดต ดังนี้ 

เตรียมสารละลายสําหรับการวิเคราะห 
3.1.2.1 เตรียมสารละลายที่ใชตรวจสอบปริมาณฟอสฟอรัส จํานวน 3 ชนิด ดังนี้ 

Reagent A : ชั่ง (NH4)6Mo7O24  25 กรัม ละลายในน้ํากลั่น 200 มิลลิลิตร 
จากนั้นนํามากรองโดยใชระบบสุญญากาศชวย  
  Reagent B : เตรียมกรดซัลฟูริก 250 มิลลิลิตร ผสมกับน้ํากล่ัน 200 มิลลิลิตร                 
ซ่ึงจะเกิดความรอนสูง จึงทิ้งไว 1 คืน จากนั้นปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นเปน 500 มิลลิลิตร  
  Reagent C : นํา reagent A มาผสม reagent B โดยเท reagent B ลงในบีกเกอร           
ขนาด  1,000 มิลลิลิตร คอยๆ เท reagent A ทีละนอย ชาๆ ทิ้งไว 1 คืน วันตอมานํามาปรับปริมาตร
ใหเปน  1,000 มิลลิลิตร เก็บไวในขวดสีชาตั้งไวในที่มืด 
 3.1.2.2 เตรียมสารละลาย stanous chloride โดยช่ัง stanous chloride (SnCl2.2H2O)             
0.25 กรัม เทลงในขวดสีชา (ควรเตรียมในตูดูดควัน) โดยเติม HCl 5 มิลลิลิตร ละลายใหหมด     
จากนั้นเติมน้ํากลั่น 20 มิลลิลิตร 
 3.1.2.3 เตรียมสารละลายมาตรฐานของฟอสฟอรัสจาก KH2PO4 ปรับใหมีความเขมขน
ตามลําดับ คือ 0, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1.0, 1.5 และ 2.0 สวนตอลาน เพื่อใชทํากราฟมาตรฐาน 
 3.1.2.4 ดูดสารละลายตัวอยางจากขอ 3.1 มา 0.5 มิลลิลิตร ลงในขวดปรับปริมาตรขนาด  
25 มิลลิลิตร เติมน้ํากลั่นลงไปเล็กนอย เติม reagent C ขวดละ 1 มิลลิลิตร และเติม stanous 

chloride 0.2 มิลลิลิตร ตามลําดับ ปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นเปน 25 มิลลิลิตร ตั้งทิ้งไว 15 นาที     
นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงดวยเครื่อง spectrophotometer ที่ความยาวชวงคลื่น 660 นาโนเมตร 
นําคาที่อานไดมาเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานของฟอสฟอรัส จากนั้นนําคาที่คํานวณได            
มาคํานวณหาปริมาณฟอสฟอรัสในตัวอยางพืช (เปอรเซ็นต) โดยใชสูตรคํานวณเชนเดียวกันกับ 
การหาปริมาณไนโตรเจนในตัวอยางพืช 
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3.2 การยอยตัวอยางพืชสําหรับวิเคราะหหาปริมาณโพแทสเซียม แคลเซียมและ
แมกนีเซียม (Mizukoshi et al., 1994)  

ช่ังใบสมอบแหงบดอะเอียด 0.05 กรัม ใสหลอดทดลอง เติมเปอรคลอริก (HClO4)              
0.4 มิลลิลิตร และไนตริก (HNO3) 0.5 มิลลิลิตร ตามลําดับ ปนใหเขากันดวยเครื่อง vortex              
ปดหลอดดวยพาราฟลมทิ้งไว 1 คืน จากนั้นนํามายอยที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เพื่อไลควัน             
สีเหลืองของ NO2

- ออกจนกระทั่งหมดควัน จึงปรับเพิ่มอุณหภูมิเปน 210 องศาเซลเซียส ทิ้งไวจน
ตัวอยางแหงเปนคราบตะกอนสีขาวติดบริเวณกนหลอดทดลอง (ระวังอยาใหไหม) นําออกมาทิ้งไว
ใหเย็นแลวเติมสารละลายเจือจางของไฮโดรคลอริก (HCl : H2O ในอัตราสวน 1 : 4 มิลลิลิตร) 
หลอดละ 1 มิลลิลิตร ปนใหเขากัน จากนั้นนํามาตั้งบนเตาที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส                   
นาน 5 นาที เพื่อไล Cl- ทิ้งไวใหเย็นแลวนํามาปรับปริมาตรเปน 50 มิลลิลิตรดวย volumemetric 

flask เทสารละลายที่ไดใสไวในขวดพลาสติก เก็บไวที่อุณหภูมิหอง เพื่อสําหรับนําไปวิเคราะหหา
ปริมาณโพแทสเซียม แคลเซียม และแมกนีเซียม  

 
 3.2.1 การวิเคราะหปริมาณโพแทสเซียม 

เตรียมสารละลายสําหรับการวิเคราะห 
3.2.1.1 เตรียมสารละลายมาตรฐานของโพแทสเซียม ปรับใหมีความเขมขน    

ตามลําดับ คือ 0, 1, 2, 3, 4 และ 5 สวนตอลาน เพื่อใชทํากราฟมาตรฐาน 
  3.2.1.2 เจือจางสารละลายตัวอยางที่ไดจากการยอยขอ 3.2 โดยใชสารตัวอยาง              
0.5 มิลลิลิตร จากนั้นเจือจางดวยน้ํากลั่นเปน 25 มิลลิลิตร 
  3.2.1.3 นําสารละลายดังกลาวไปวัดปริมาณโพแทสเซียม ดวยเครื่อง atomic 

absorption spectrophotometer ที่ความยาวชวงคลื่น 766.5 นาโนเมตร จากนั้นนําคาที่อานได                
มาคํานวณหาปริมาณโพแทสเซียมในตัวอยางพืช (เปอรเซ็นต) โดยใชสูตรคํานวณเชนเดียวกันกับ
การหาปริมาณไนโตรเจนในตัวอยางพืช 
 
 3.2.2 การวิเคราะหปริมาณแคลเซียม  และแมกนีเซียม 

เตรียมสารละลายสําหรับการวิเคราะห 
  3.2.2.1 เตรียม lantanum oxide โดยชั่ง lantanum oxide 2.01 กรัม             
ปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันเปน 500 มิลลิลิตร เติม HCl 37% จํานวน 10 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรเปน 
1,000 มิลลิลิตร 
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  3.2.2.2 เตรียมสารละลายมาตรฐานของแคลเซียม จาก CaCO3 จากนั้นปรับ
ปริมาตรดวยสารละลาย lantanum ใหมีความเขมขนตามลําดับ คือ 0, 1, 2, 3, 4 และ 5 สวนตอลาน
เพื่อใชทํากราฟมาตรฐาน 
  3.2.2.3 เตรียมสารละลายมาตรฐานของแมกนีเซียม จาก MgCl2 จากนั้นปรับ
ปริมาตรดวยสารละลาย lantanum ใหมีความเขมขนตามลําดับ คือ 0, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4 และ         
0.5 สวนตอลาน เพื่อใชทํากราฟมาตรฐาน 

3.2.2.4 เจือจางสารละลายตัวอยางจากขอ 3.2 สําหรับวิเคราะหปริมาณธาตุ
แคลเซียม และแมกนีเซียม โดยใชสารตัวอยาง 1 มิลลิลิตร จากนั้นเจือจางดวยสารละลายใน         
ขอ 3.2.2.1 เปน 25 มิลลิลิตร นําสารละลายดังกลาวไปวัดปริมาณพลังงานแสงที่ถูกดูดกลืน         
โดยอะตอมของแคลเซียม และแมกนีเซียม ดวยเครื่อง atomic absorption spectrophotometer ที่
ความยาวชวงคลื่น 442.7 และ 285.2 นาโนเมตร ตามลําดับ จากนั้นนําคาที่อานได มาคํานวณหา
ปริมาณแคลเซียมและแมกนีเซียมในตัวอยางพืช (เปอรเซ็นต) โดยใชสูตรคํานวณเชนเดียวกันกับ
การหาปริมาณไนโตรเจนในตัวอยางพืช 
 

3.3 การยอยตัวอยางพืชสําหรับวิเคราะหหาปริมาณเหล็ก แมงกานีส สังกะสี และ
ทองแดง (Mizukoshi et al., 1994)  

ช่ังใบสมอบแหงบดละเอียด 0.5 กรัม ใสหลอดทดลอง เติมเปอรคลอริก (HClO4)              
4 มิลลิลิตร และไนตริก (HNO3) 5 มิลลิลิตร ตามลําดับ ปนใหเขากันดวยเครื่อง vortex ปดหลอด
ดวยพาราฟลมทิ้งไว 1 คืน จากนั้นนํามายอยที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เพื่อไลควันสีเหลืองของ 
NO2

- ออกจนกระทั่งหมดควัน จึงปรับเพิ่มอุณหภูมิเปน 210 องศาเซลเซียส ทิ้งไวจนตัวอยางแหง
เปนคราบตะกอนสีขาวติดบริเวณกนหลอดทดลอง (ระวังอยาใหไหม) นําออกมาทิ้งไวใหเย็นแลว
เติมสารละลายเจือจางของไฮโดรคลอริก (HCl : H2O ในอัตราสวน 1 : 4 มิลลิลิตร) หลอดละ               
1 มิลลิลิตร ปนใหเขากัน จากนั้นนํามาตั้งบนเตาที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที เพื่อไล  
Cl- ทิ้งไวใหเย็นแลวนํามาปรับปริมาตรเปน 50 มิลลิลิตรดวย volumemetric flask เทสารละลาย 
ที่ไดไวในขวดพลาสติก เก็บไวที่ อุณหภูมิหอง เพื่อสําหรับนําไปวิเคราะหหาปริมาณเหล็ก 
แมงกานีส  สังกะสี และทองแดง 
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 3.3.1 การวิเคราะหปริมาณเหล็ก  แมงกานีส  สังกะสี  และทองแดง 
เตรียมสารละลายสําหรับการวิเคราะห 

  3.3.1.1 เตรียมสารละลายมาตรฐานของเหล็ก (Fe) จาก (NH4)2Fe(SO4)2 เจือจาง
ดวยน้ํากลั่นใหมีความเขมขนตามลําดับ คือ 0, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 และ 3.0 สวนตอลาน เพื่อใช         
ทํากราฟมาตรฐาน     
  3.3.1.2 เตรียมสารละลายมาตรฐานของแมงกานีส (Mn) จาก MnSO4.H2O 98% 
เจือจางดวยน้ํากลั่นใหมีความเขมขนตามลําดับ คือ 0, 0.5, 1.0, 1.5 และ 2.0 สวนตอลาน เพื่อใช     
ทํากราฟมาตรฐาน     
  3.3.1.3 เตรียมสารละลายมาตรฐานของสังกะสี (Zn) จาก ZnSO4.7H2O เจือจาง
ดวยน้ํากลั่นใหมีความเขมขนตามลําดับ คือ 0, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 และ 1.0 สวนตอลาน เพื่อใช         
ทํากราฟมาตรฐาน        
  3.3.1.4 เตรียมสารละลายมาตรฐานของทองแดง (Cu) จาก CuSO4.5H2O      
เจือจางดวยน้ํากล่ันใหมีความเขมขนตามลําดับ คือ 0, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 และ 3.0 สวนตอลาน เพื่อใช
ทํากราฟมาตรฐาน         

3.3.1.5 ไมตองเจือจางสารละลายตัวอยางจากขอ 3.3 นําไปวัดปริมาณพลังงาน
แสงที่ถูกดูดกลืน โดยอะตอมของเหล็ก (Fe) แมงกานีส (Mn) สังกะสี (Zn) และทองแดง (Cu) 
ดวยเครื่อง atomic absorption spectrophotometer ที่ความยาวชวงคลื่น 248.3, 279.5, 213.9 
และ 324.8 นาโนเมตร ตามลําดับ จากนั้นนําคาที่อานได มาคํานวณหาปริมาณเหล็ก แมงกานีส 
สังกะสี และทองแดง ในตัวอยางพืช (สวนตอลาน) โดยใชสูตรคํานวณ ดังนี้ 
 

ปริมาณ Fe/Mn/Zn/Cu ในตัวอยางพืช (ppm) = สาร A (ppm) x B x C (ml)  x 10000 
                     DW (g)     

 
สาร A (สวนตอลาน) = คาความเขมขนของปริมาณ Fe/Mn/Zn/Cu ในสารละลายตัวอยางพืชจากกราฟ       

มาตรฐาน (สวนตอลาน)    
           B = อัตราสวนการเจือจางสารตัวอยางในปฏิกิริยา Indolphenol 

           B =               ปริมาตรสุดทายในการวิเคราะห (มิลลิลิตร)  
            ปริมาตรสารตัวอยางที่ใชในการวิเคราะห (มิลลิลิตร) 
           C = ปริมาตรสุดทายของการยอยตัวอยางพืช (มิลลิลิตร) 
      DW = น้ําหนักแหงตัวอยางพืชที่ใชยอย (กรัม) 
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การทดลองที่ 4 การศึกษาลักษณะทางกายภาพของใบสม 
 
ทําการเก็บขอมูลของขนาดใบ (กวางxยาว) โดยใชเวอรเนียคารลิปเปอร น้ําหนักสด 

น้ําหนักแหง ใชเครื่องชั่งทศนิยม 4 ตําแหนง และสีใบ ใชเครื่องวัดสี ยี่หอ Minolta รุน CR-300  
ซ่ึงวัดสีออกมาเปน L* a* และ b* โดยมีรายละเอียดดังนี้   

โดยคา L* = The lightness factor (value) 
               a* , b* = The choromaticity coordinates (hue , chroma)   
 

การวัดสี ใชระบบ CIE 1976 (L∗ / a∗ / b∗) เปนการวัดสีแบบ 3 มิติ (ภาพที่ 7) ซ่ึงใน            
การวัดแตละครั้งจะอานคา 3 คา ไดแก 

คา L∗ เปนคาความสวาง มีชวงตั้งแต 0 คือมืดดํา ถึง 100 คือขาวสวาง 

คา a∗ เปนคาสีตามแกนนอน มีชวงตั้งแต +60 คือสีมวงแดง ถึง -60 คือสีเขียวอมน้ําเงิน 

คา b∗ เปนคาสีตามแกนตั้ง มีชวงตั้งแต +60 คือสีเหลือง ถึง -60 คือสีน้ําเงิน 
ทั้ง a* และ b* หากมีคาเปนศูนย หมายถึง วัตถุมีสีเทา 
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ภาพที่ 7 แผนภูมิเทียบลักษณะความสวาง ความเขมของสี และองศาของสี 
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การทดลองที่ 5 การวิเคราะหปริมาณการรั่วไหลของสารอิเล็กโทรไลตในใบสม 
 

ทําวิเคราะหหาปริมาณการรั่วไหลของสารอิเล็กโทรไลตในใบสม ตามวิธีการของ   
ธเนศวร (2541) 

เตรียมสารละลายสําหรับการวิเคราะห 
5.1 สารเคมีที่ใช สารละลายแมนนิทอล (mannitol) เขมขน 0.4 โมลาร 
เตรียมโดยชั่งแมนนิทอลจํานวน 72.8680 กรัม ใสลงในบีกเกอรขนาด 250 มิลลิลิตร               

เติมน้ํากลั่นเล็กนอยคนดวยแทงแกวเพื่อใหแมนนิทอลละลายหมด ปรับปริมาตรใหครบ 1,000 
มิลลิลิตร 

วิธีการวิเคราะห  
 นําใบสมไปลางดวยน้ํากลั่นปราศจากอิออน (deionized) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร 2 คร้ัง 
และซับดวยกระดาษทิชชูเบาๆ ใหแหง นําใบสมไปเจาะ ดวยเครื่องเจาะจุกคอรก (cork borer) 
ขนาดเสนผาศูนยกลาง 1 เซนติเมตร จํานวน 15 ชิ้นตอซํ้า มาแชในสารละลายแมนนิทอล ความ
เขมขน 0.4 โมลาร ปริมาตร 25 มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส นาน 3 ช่ัวโมง เมื่อครบ 3 
ช่ัวโมงแลว จึงนําสารละลายมาวัดคาการนําไฟฟาของสารอิเล็กโทรไลต ดวยเครื่อง conductivity 

meter ของบริษัท Hanna รุน HI 8819 N จากนั้นเทสารละลายที่นํามาวัดคาการนําไฟฟากลับที่
เดิม    แลวนําตัวอยางเดิมนี้ไปนึ่งในหมอนึ่งอัดไอ (autoclave) ของบริษัท Hirayama รุน 
Hiclave HV-85 ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที  

เมื่อความดันภายในหมอนึ่งลดลงเทากับศูนย ปลอยใหสารละลายมีอุณหภูมิลดลงเทากับ
อุณหภูมิหอง จึงนําออกมาวัดคาการนําไฟฟาของสารอิเล็กโทรไลตอีกครั้ง แลวนําไปคํานวณหาคา
เปนเปอรเซ็นตการรั่วไหลของสารอิเล็กโทรไลตในใบสม ซ่ึงคํานวณไดจากสูตรนี้ 

 
เปอรเซ็นตการรั่วไหลของสารอิเล็กโทรไลต = (a / b) x 100 

a = คาการนําไฟฟาของสารอิเล็กโทรไลตที่ร่ัวไหลออกจากใบสมกอนนึ่ง 
b = คาการนําไฟฟาของสารอิเล็กโทรไลตทั้งหมดในใบสมหลังนึ่ง 
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การทดลองที่ 6 การวิเคราะหปริมาณธาตุอาหารในดิน 
 

6.1 การวิเคราะหหาปริมาณไนโตรเจน 
คํานวณหาปริมาณไนโตรเจนในดิน (%) ไดจาก   

ปริมาณไนโตรเจนในดิน (%) = เปอรเซ็นตอินทรียวัตถุในดิน x 0.05 (Anonymous, 2005) 
 

6.2 การวิเคราะหหาปริมาณฟอสฟอรัสในดิน โดยวิธีของ Bray II (ทัศนีย และ        
จงรักษ, 2542) 

เตรียมสารละลายสําหรับการวิเคราะห 
 6.2.1 เตรียมน้ํายาสกัด Bray II 
 ชั่ง NH4F 1.11 กรัม ละลายในน้ํากล่ัน 30 มิลลิลิตร ผสมกับ HCl จํานวน 200 มิลลิลิตร  
แลวปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นเปน 1,000 มิลลิลิตร 
 6.2.2 น้ํายาที่ใชในการ develop color ประกอบดวย 
  6.2.2.1 Reagent A : เตรียม ammonium molybdate จํานวน 12 กรัม ละลาย
ในน้ํา 250 มิลลิลิตร จากนั้นละลาย antimony potassium tartrate จํานวน 0.2908 กรัมในน้ํา   
100 มิลลิลิตร แลวเอาสารละลายทั้ง 2 ชนิดนี้ ใสลงไปใน H2SO4 5 N จํานวน 1,000 มิลลิลิตร   
ผสมใหเขากัน และปรับปริมาตรใหเปน 2,000 มิลลิลิตร เก็บไวในขวดแกว ในสภาพที่มืดและเย็น 
  6.2.2.2 Reagent B : ละลาย ascorbic acid จํานวน 1.056 กรัม ในสารละลาย 
reagent A จํานวน 200 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน (reagent B ที่เตรียมแลวจะตองใชทันที และเก็บ
ไวไมเกิน 24 ชั่วโมง) 
 6.2.3 เตรียมสารละลายมาตรฐานของฟอสฟอรัส (P) 

ชั่ง KH2PO4 (A.R.) จํานวน 0.2195 กรัม ละลายในน้ํากล่ัน แลวปรับปริมาตรเปน 1,000 
มิลลิลิตร จะไดสารละลายมาตรฐานของฟอสฟอรัสที่มีความเขมขน 100 มิลลิกรัมตอลิตร 
 วิธีการวิเคราะห 
 6.2.4 การสกัด 
 ช่ัง (ดิน : น้ํายาสกัด Bray II ในอัตรา 1 : 10 ) ดิน 1 กรัม จะใสน้ํายาสกัด Bray II            
10 มิลลิลิตร นําไปเขยาดวยเครื่อง checker เปนเวลานาน 1 นาที จากนั้นทําการกรองเอาน้ําที่สกัด
ไดออกเก็บไวในขวดพลาสติกปดฝา เพื่อนําไปวิเคราะหหาปริมาณฟอสฟอรัสในน้ําสกัดตอไป 
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 6.2.5 การวิเคราะหหาปริมาณฟอสฟอรัสในตัวอยางดิน  
 ดูดสารละลายที่กรองได จํานวน 1 มิลลิลิตร ใสลงใน volumetric flask ขนาด 25 
มิลลิลิตร เติมสารละลาย reagent B จํานวน 4 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ัน ตั้งทิ้งไวเปนเวลา 
20 นาที จากนั้นนําไปวิเคราะหหาปริมาณฟอสฟอรัส โดยใชเครื่อง atomic absorption 

spectrophotometer ที่ความยาวชวงคลื่น 882 นาโนเมตร  
 นําคาที่อานได มาคํานวณหาปริมาณฟอสฟอรัสในดิน (เปอรเซ็นต) โดยใชสูตรคํานวณ   
ดังนี้  
 
  ปริมาณฟอสฟอรัสในดิน (เปอรเซ็นต) = สาร A (ppm) x B (ml) x C (ml) 
          D (g) x DW (g) x 100 

 
สาร A (สวนตอลาน) = คาความเขมขนของฟอสฟอรัสในสารละลายตัวอยางดินเมื่อเทียบกับกราฟ

มาตรฐาน (สวนตอลาน) 
                         B = ปริมาตรของสารสกัดดินที่ใช (มิลลิลิตร) 
                         C = ปริมาตรสุดทายที่นํามาวิเคราะห (มิลลิลิตร)  
                         D = ปริมาตรของสารละลายตัวอยางดินที่ใชวิเคราะห (กรัม)  
                 DW = น้ําหนักแหงของตัวอยางดิน (กรัม) 
 

6.3 การวิเคราะหหาปริมาณโพแทสเซียม (ทัศนีย และจงรักษ, 2542) 
เตรียมสารละลายสําหรับการวิเคราะห 
6.3.1 เตรียมน้ํายาสกัด ammonium acetate (NH4OAc) 1 N 
ช่ัง ammonium hydroxide จํานวน 68 มิลลิลิตร ละลายในน้ํา 500 มิลลิลิตร จากนั้นเติม 

acetic acid ลงไปจํานวน 57 มิลลิลิตร แลวเติมน้ํากลั่นลงไป 800 มิลลิลิตร เขยาน้ํายาใหเขากันแลว
ปรับ pH ของน้ํายาใหเปนกลาง ดวยสารละลายที่เจือจาง (1 N) ของ ammonium hydroxide หรือ 
acetic acid แลวปรับปริมาตรเปน 1,000 มิลลิลิตร 

6.3.2 เตรียมสารละลายมาตรฐานของโพแทสเซียม (K) 
ชั่ง KCl (A.R.) จํานวน 1.9103 กรัม ละลายใน ammonium acetate solution ปรับ

ปริมาตรเปน 1,000 มิลลิลิตร จะไดสารละลายมาตรฐานของโพแทสเซียมที่มีความเขมขน 100 
มิลลิกรัมตอลิตร 
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 วิธีการวิเคราะห 

ชั่งตัวอยางดินจํานวน 5 กรัม ใสลงใน erlenmeyer flask ขนาด 125 มิลลิลิตร เติมน้ํายา
สกัด NH4OAc ลงไปจํานวน 50 มิลลิลิตร นําไปเขยาดวยเครื่อง checker เปนเวลานาน 30 นาที 
จากนั้นนํามากรองโดยใชกระดาษกรองเบอร 42 ลงใน volumetric flask ขนาด 100 มิลลิลิตร     
ใชน้ํายาสกัด NH4OAc ปรับปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตร   

จากนั้นนําไปวิเคราะหหาปริมาณโพแทสเซียม โดยใชเครื่อง atomic absorption 

spectrophotometer ที่ความยาวชวงคลื่น 766.5 นาโนเมตร  
 จากนั้นนําคาที่อานได มาคํานวณหาปริมาณโพแทสเซียมในดิน (เปอรเซ็นต) โดยใชสูตร
คํานวณเชนเดียวกันกับการหาปริมาณฟอสฟอรัสในตัวอยางดิน 
 

6.4 การวิเคราะหหาปริมาณเหล็ก แมงกานีส สังกะสี และทองแดง (เนตรดาว, 2547) 
เตรียมสารละลายสําหรับการวิเคราะห 

 6.4.1 เตรียม diethylene triamine pentacetic acid ; (DTPA) จํานวน 1 ลิตร 
 โดยการชั่งสาร triethanolamine ; (TEA) จํานวน 14.92 กรัม ละลายในน้ําเล็กนอย      
แลวช่ัง DTPA จํานวน 1.9670 กรัม มาละลายในสารละลาย TEA ที่เตรียมไว จากนั้นเติม 
CaCl2.2H2O ลงไปอีก จํานวน 1.47 กรัม คนใหละลายเขากัน แลวเติมน้ํากลั่นใหมีปริมาตร       
800 มิลลิลิตร และปรับ pH ใหเปน 7.3 ดวนกรด HCl หลังจากนั้นปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันใหเปน 
1,000 มิลลิลิตร  
 6.4.2 เตรียมสารละลายมาตรฐานของเหล็ก (Fe) จาก (NH4)2Fe(SO4)2 เจือจางดวย   
น้ํากลั่นใหมีความเขมขนตามลําดับ คือ 0, 1.0, 2.0, 3.0, 4.0 และ 5.0 มิลลิกรัมตอลิตร ใสใน 
volumetric flask ขนาด 100 มิลลิลิตร เติมน้ํายาสกัด DTPA จํานวน 5 มิลลิลิตร ปรับปริมาตร
ดวยน้ํากลั่น เพื่อใชทํากราฟมาตรฐาน  
 6.4.3 เตรียมสารละลายมาตรฐานของแมงกานีส (Mn) จาก MnSO4.H2O 98% เจือจาง
ดวยน้ํากล่ันใหมีความเขมขนตามลําดับ คือ 0, 1.0, 2.0, 3.0, 4.0 และ 5.0 มิลลิกรัมตอลิตร ใสใน 
volumetric flask ขนาด 100 มิลลิลิตร เติมน้ํายาสกัด DTPA จํานวน 5 มิลลิลิตร ปรับปริมาตร
ดวยน้ํากลั่น เพื่อใชทํากราฟมาตรฐาน     
 6.4.4 เตรียมสารละลายมาตรฐานของสังกะสี (Zn) จาก ZnSO4.7H2O เจือจางดวยน้ํา
กล่ันใหมีความเขมขนตามลําดับ คือ 0, 2.0, 4.0, 6.0, 8.0 และ 10.0 มิลลิกรัมตอลิตร ใสใน 
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volumetric flask ขนาด 100 มิลลิลิตร เติมน้ํายาสกัด DTPA จํานวน 5 มิลลิลิตร ปรับปริมาตร
ดวยน้ํากลั่น เพื่อใชทํากราฟมาตรฐาน        
 6.4.5 เตรียมสารละลายมาตรฐานของทองแดง (Cu) จาก CuSO4.5H2O เจือจางดวยน้ํา
กล่ันใหมีความเขมขนตามลําดับ คือ 0, 1.0, 2.0, 3.0, 4.0 และ 5.0 มิลลิกรัมตอลิตร ใสใน 
volumetric flask ขนาด 100 มิลลิลิตร เติมน้ํายาสกัด DTPA จํานวน 5 มิลลิลิตร เพื่อใชทํากราฟ
มาตรฐาน 
 วิธีการวิเคราะห 

ชั่งตัวอยางดิน จํานวน 10 กรัม ใสน้ํายาสกัด DTPA จํานวน 20 มิลลิลิตร นําไปเขยาดวย
เครื่อง checker ประมาณ 2 ชั่งโมง นําสารละลายตัวอยางที่ไดจากการสกัด กรองดวยกระดาษกรอง
เบอร 5 ไมตองเจือจางสารละลายตัวอยาง จากนั้นนําไปอานดวยเครื่อง atomic absorption 

spectrophotometer โดย Fe จะอานที่ความยาวชวงคลื่น 248.3 นาโนเมตร ที่ความกวาง slit 
เทากับ 0.2 นาโนเมตร สําหรับ Mn จะอานที่ความยาวชวงคลื่น 279.8 นาโนเมตร ที่ความกวาง slit 
เทากับ 0.2 นาโนเมตร สวน Zn จะอานที่ความยาวชวงคลื่น 213.9 นาโนเมตร ที่ความกวาง slit 
เทากับ 0.7 นาโนเมตร และ Cu จะอานที่ความยาวชวงคลื่น 324.8 นาโนเมตร ที่ความกวาง slit 
เทากับ 0.7 นาโนเมตร  

จากนั้นนําคาที่อานได มาคํานวณหาปริมาณเหล็ก แมงกานีส สังกะสี และทองแดงในดิน 
(สวนตอลาน) โดยใชสูตรคํานวณดังนี้ 

 
  ปริมาณ Fe/Mn/Zn/Cu (ppm) = สาร A (ppm) x B (ml)    
                               DW (g) 
 สาร A (สวนตอลาน) = คาความเขมขนของ Fe/Mn/Zn/Cu ในสารละลายตัวอยางดินเมื่อเทียบกับ  

กราฟมาตรฐาน (สวนตอลาน) 
                            B = ปริมาตรของสารละลายตัวอยางดินที่ไดจากการสกัดดวยน้ํายา DTPA โดย

ไมมีการเจือจางสารละลาย (มิลลิลิตร) 
                DW = น้ําหนักแหงของตัวอยางดิน (กรัม) 
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การทดลองที่ 7 การวิเคราะหปริมาณอินทรียวัตถุในดิน 
 

ทําการวิเคราะหหาปริมาณอินทรียวัตถุในดินตามวิธีการของ วิทยา (2537) 
เตรียมสารละลายสําหรับการวิเคราะห 
7.1 เตรียมสารละลาย potassium dichromate (K2Cr2O7) 1 N 
โดยการชั่ง potassium dichromate ที่อบแลวที่อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส                        

จํานวน 49.04 กรัม ละลายในน้ํากลั่น แลวปรับปริมาตรเปน 1,000 มิลลิลิตร 
7.2 เตรียมสารละลาย ferrous sulphate 0.5 N 
โดยการชั่ง ammonium ferrous sulphate จํานวน 196.1 กรัม ละลายในน้ํากลั่น แลวปรับ

ปริมาตรเปน 1,000 มิลลิลิตร 
7.3 เตรียมสารละลาย O-phenanthroline ferrous sulphate indicator 0.025 M 
โดยการชั่ง O-phenanthroline จํานวน 1.48 กรัม และ ferrous sulphate จํานวน 0.7 กรัม 

ละลายในน้ํากลั่น เติมกรดซัลฟูริกเขมขน จํานวน 15 มิลลิลิตร แลวปรับปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตร 
วิธีการวิเคราะห  
ช่ังตัวอยางดินที่บดและผานการรอนดวยตะแกรงขนาด 0.5 มิลลิเมตร จํานวน 0.5 กรัม             

ใสในขวดรูปชมพู (erlenmeyer flask) ขนาด 250 มิลลิลิตร เติมสารละลาย potassium 

dichromate 1 N จํานวน 5 มิลลิลิตร เขยาเบาๆ เพื่อใหสารละลายกับตัวอยางดินผสมเขากัน       
จากนั้นเติมกรดซัลฟูริกเขมขน จํานวน 10 มิลลิลิตร (รินกรดใสทีละนอย เพื่อปองกันการกระเด็น
ของอนุภาคดิน ควรเติมกรดในตูดูดควัน) แลวแกวงขวดไปรอบๆ เพื่อใหปฏิกิริยาเกิดไดอยาง
สมบูรณ ตั้งทิ้งไว 30 นาที เติมน้ํากลั่น 15 มิลลิลิตร และหยด O-phenanthroline ferrous 

sulphate indicator 0.025 M ลงไป 3 หยด นํา soil suspension ที่ไดไปไตเตรทกับสารละลาย 
ferrous sulphate 0.5 N จนถึงจุดยุติ (end point) ซ่ึง soil suspension จะเปลี่ยนสีจากสีเขียวเปน
สีน้ําตาลปนแดง จดบันทึกปริมาณของสารละลาย ferrous sulphate ที่ใชไป เพื่อใชคํานวณหา
ปริมาณอินทรียวัตถุในดิน 

ทํา blank เพื่อใชหาความเขมขนที่แทจริงของสารละลาย ferrous sulphate และปริมาณ
ของ potassium dichromate ที่ถูกรีดิวซ (reduced) โดยตัวอยางดิน ซ่ึงทําเชนเดียวกับ             
การวิเคราะหหาปริมาณอินทรียวัตถุในดิน ไดจากสูตรดังนี้ 
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% O.M. = (meq K2Cr2O7 – meq Fe2SO4) x 0.003 x 100 x 1.33 x 1.27 

      wt. Of soil sample (g)   
การทดลองที่ 8 การวิเคราะหปริมาณ pH ในดิน 
 
 ทําการวิเคราะหหาปริมาณ pH ในดินตามวิธีการของ วิทยา (2537) 

วิธีการวิเคราะห  
ช่ังตัวอยางดินจํานวน 10 กรัมในบีกเกอรขนาด 50 มิลลิลิตร เติมน้ํากลั่น 10 มิลลิลิตร ซ่ึงใช

อัตราสวน 1:1 คนใหเขากัน โดยคน 3 คร้ัง หางกันครั้งละ 5 นาที ตั้งทิ้งไวประมาณ 30 นาที                
จึงนําไปวัดคา pH โดยใชเครื่อง pH- meter 
 
การทดลองที่ 9 การวิเคราะหหาเชื้อ citrus tristeza closterovirus (CTV) โดยวิธี enzyme 

linked immuno sorbent assays ; ELISA ในใบสมสายน้ําผึ้ง 
 

วิธีการวิเคราะห  
 9.1 ขั้นตอนการสกัดตัวอยาง 
 ชั่งตัวอยางพืชมา 1 กรัม โดยเอาเฉพาะเสนกลางใบ แลวตัดเปนชิ้นเล็กๆ นําตัวอยางพืช                    
ที่ตัดแลวมาใสในโกรงบด เติม extraction buffer 5 มิลลิลิตร นําไปแชเย็น 5 นาที จากนั้นนํา
ออกมาบดจนละเอียด เทของเหลวที่ไดใสใน centrifuge tube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร นําไป 
centrifuge ที่ความเร็ว 7,000 รอบตอนาที นาน 5 นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส หลังจากนั้นดูด
เอาเฉพาะสวนที่เปนน้ําใสมาใสไวใน centrifuge tube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร แลวนําไปเก็บไวที่
อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เพื่อรอการวิเคราะหตอไป 
 
 9.2 ขั้นตอนการเคลือบ antibody บน plate 
 เตรียมสารละลาย antibody โดยเติม coating buffer (20 ml) ลงในหลอดทดลอง                        
ใช micropipette ที่ตั้งปริมาตรไว (20 µl for coating buffer 20 ml) ดูด coating buffer ออก  
20 µl แลวใช micropipette ดูด anti CTV antibody 20 µl มาใสในหลอดทดลอง ลาง tip      
โดยดูดปลอยสารละลายในหลอดทดลองหลายๆ คร้ัง แลวนําหลอดทดลองไปเขยาดวยเครื่อง 
vortex ใหเขากันดี จากนั้นใช micropipette ตั้งปริมาตรไวที่ 200 µl ดูดสารละลาย anti CTV ที่
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เตรียมไวมาใสในหลุม หลุมละ 200 µl ตั้ง plate ทิ้งไวที่อุณหภูมิ 30  องศาเซลเซียส เปนเวลา         
3 ชั่วโมง ในสภาพ moist chamber เมื่อครบเวลาแลว สลัดของเหลวใน plate ทิ้ง แลวทําการลาง 
 
 
 9.3 ขั้นตอนการลาง plate 
 ใช multi-channel pipette ดูด washing buffer มา 120 µl เติมลงไปในหลุม 2 ครั้ง    
(จะไดหลุมละ 240 µl) แลวทําการเคาะ plate กับพื้นโตะเบาๆ (รองพ้ืนดวยกระดาษชําระ) 
ประมาณ 100 ครั้ง ระวังอยาใหของเหลวกระเด็นออกจากหลุม จับ plate แกวงวนทางซาย 20 ครั้ง 
และวนทางขวาอีก 20 คร้ัง แลวสลัด ของเหลวใน plate ทิ้ง  นับเปนการลาง 1 ครั้ง จากนั้นทําซ้ําอีก 
จนครบ 3 คร้ัง 
 
 9.4 ขั้นตอนการใสตัวอยาง 
 เติมตัวอยางที่เตรียมไวในขั้นตอนการสกัด โดยดูดเอาแตของเหลวใสใสลงไปใน plate 
หลุมละ 200 µl หลุม blank ใส extraction buffer 200 µl สวนหลุม positive ใสตัวอยางที่สกัด
จากใบที่เปนโรคทริสเตซา 200 µl และใสตัวอยางที่สกัดจากใบที่ไมเปนโรค ในหลุม negative 
หลุมละ 200 µl แลวตั้ง plate ทิ้งไวที่อุณหภูมิ 4-6 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 คืน ในสภาพ moist 

chamber เมื่อครบเวลาใหสลัดของเหลวใน plate ทิ้ง แลวลางตามขั้นตอนการลาง plate 
 
 9.5 ขั้นตอนการเติม conjugate 
 เตรียม anti-IgG conjugated โดยเติม conjugate buffer ลงในหลอดทดลอง                
20 มิลลิลิตร แลวใช pipette ดูด anti CTV IgG conjugate W/AP 20 µl ใสลงในหลอด จากนั้น
นําหลอดทดลองไปเขยาดวยเครื่อง vertex ใหเขากันดี จากนั้นใช micropipette ดูดสารละลาย 
anti-IgG conjugated ที่เตรียมไวมาใสหลุมที่ตองการวิเคราะหหลุมละ 200 µl ตั้งทิ้งไวในสภาพ 
moist chamber ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 ชั่วโมง เมื่อครบเวลาก็ทําการสลัด      
ของเหลวใน plate ทิ้ง แลวลางตามขั้นตอนการลาง plate 
 
 9.6 ขั้นตอนการใส substrate 
 ละลาย Paranitrophenylphosphate ; (PNPP) ใน substrate buffer อัตรา 1 มิลลิกรัม
ตอมิลลิลิตร ในหลอดทดลอง จากนั้นเขยาใหเขากันแลวใช micropipette ดูดสารละลายที่เตรียมไว 
เติมลงใน plate หลุมละ 200 µl แลวตั้ง plate ในที่มืด ที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 60 นาที 
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 9.7 ขั้นตอนการอานคาสีใน plate 
 อานดวย ELISA plate reader ที่ความยาวคลื่น 405 นาโนเมตร (ควรเปดเครื่องที่จะใชทํา
การวิเคราะหรอกอนประมาณ 10 นาที) เพื่ออานคาดูดกลืนแสง (optical density) หากคา OD ของ
ตัวอยางที่วัดได มีคาใกลเคียงหรือมากกวา คา OD ของ positive control แสดงวาเปนโรค        
ทริสเตซา  
 
การทดลองที่ 10 การวิเคราะหหาเชื้อ Candidatus Liberobacter asiaticus โดยวิธี

polymerase chain reaction ; PCR ในใบสมสายน้ําผึ้ง 
 

วิธีการวิเคราะห  
 10.1 ทําการสกัด DNA จากตัวอยางพืชท่ีแสดงอาการ (Dellaporta et al., 1983) 
วิธีการสกัด DNA จากตัวอยางใบสมสายน้ําผึ้ง  

10.1.1 ตัดเอาเสนกลางใบสมสายน้ําผ้ึงที่เก็บมาจากที่เดียวกันกับตัวอยางที่นํามาทํา 
ELISA โดยตัดดวยมีดผาตัดที่สะอาดแลว นํามาชั่งใหได 0.5 กรัม  

10.1.2 ตัดเสนกลางใบใหเปนชิ้นเล็กๆ ใสลงในโกรงบดตัวอยาง  เติมสารละลาย 
grinding buffer 4 มิลลิลิตร ตอตัวอยาง แลวนําไปแชในตูเย็น 4 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที  

10.1.3 หลังจากนั้นบดชิ้นสวนพืชที่แชไวใหละเอียด เทน้ําคั้นที่บดไดใสใน centrifuge 

tube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร  
10.1.4 นําตัวอยางไป centrifuge ที่ความเร็ว 10,000 รอบ เปนเวลา 5 นาที ที่อุณหภูมิ                 

4 องศาเซลเซียส  
10.1.5 จากนั้นดูดเอาสารละลายเฉพาะสวนใสดานบนดวย micropipette ใสลงใน 

centrifuge tube อันใหม แลวเอาตะกอนทิ้ง หลังจากนั้นนําเอาสวนใสที่ไดมา ไป centrifuge ที่
ความเร็ว 14,000 รอบ เปนเวลา 25 นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จากนั้นนําเอาสวนที่เปน
สารละลายสวนใสทิ้ง เก็บเอาตะกอนสวนที่ติดอยูกน tube  

10.1.6 จากนั้นทําการละลายตะกอนสีเขียวที่ไดมาดวย Cetyltrimethylammonium 

bromide ; (CTAB) buffer 0.5 มิลลิลิตร โดยจะใชเครื่อง vortex ชวยใหตัวอยางละลายเขากัน  
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10.1.7 นําสารละลายที่ไดไปบมไวใน heat block ที่มีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 30 นาที ระหวางนี้ใหหมั่นเขยาหลอดทดลองทุกๆ 10 นาที  

10.1.8 หลังจากนั้นนําสารละลายตะกอนที่ไดมา เติมสารละลาย chloroform ตอ 
isoamyl alcohol ในอัตราสวน 24 : 1 ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร แลวนําไป centrifuge ที่ความเร็ว 
7,000 รอบ เปนเวลา 5 นาที ที่อุณหภูมิหอง  

10.1.9 จะเกิดการแยกชั้นขึ้นมา ดูดเอาเฉพาะสารละลายใสสวนบนใสใน centrifuge 

tube อันใหม และเติมสารละลาย isopropanal ในอัตราสวน 1:1 ในปริมาตรที่เทากับสารละลายที่
ไดมา แลวนําไป centrifuge ที่ความเร็ว 14,000 รอบ เปนเวลา 15 นาที  

10.1.10 เทเอาสวนที่เปนสารละลายทิ้ง เอาแตตะกอน ทําการลางตะกอนที่ไดมาดวย 70% 
ethanal ที่แชเย็น โดยนําตัวอยางไปปนที่ความเร็ว 5,000 รอบ เปนเวลา 5 นาที  

10.1.11 หลังจากนั้นเทสารละลายทิ้ง นําตะกอนที่ไดมาไปอบใหแหง โดยนําไปเขาเครื่อง 
vacuum ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 15-30 นาที จากนั้นเติมน้ํากลั่นที่ฆาเชื้อแลวลงไป               
20 ไมโครลิตร นําไปปนดวยเครื่อง vortex เบาๆ  

10.1.12 เก็บตะกอนไว แลวทําการ run 1% agarose gel เพื่อเช็คดูวาตะกอนเซลลที่ไดมา
มี DNA ที่ตองการหรือไม 
 
 10.2 ขั้นตอนการเพิ่มปริมาณ GO-DNA โดยเทคนิค PCR (Sdoodee, 1999) 
 
10.2.1. การเตรียมตัวอยาง 
 ทําเครื่องหมายไวบน PCR tube ในแตละหลอด จากนั้นเติม mastermix (ตารางที่ 9)                
หลอดละ 24 ไมโครลิตร เติม DNA ที่สกัดไดลงไปในหลอดละ 1 ไมโครลิตร และทํา negative 

control โดยเติมน้ํากลั่นฆาเชื้อลงไป 1.0 ไมโครลิตร เชนกัน 
 
10.2.2. Thermocycling 
 นําหลอด PCR ที่ไดทั้งหมดใสลงในเครื่อง programable thermal controller        

PTC-100TM (MJ Research) โดยโปรแกรมการทํางานแตละรอบของเครื่องเปนดังขั้นตอน          
ที่แสดงในตารางที่ 10 
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ตารางที่ 9 Mastermix ที่ใชในการทําปฏิกิริยา PCR 
 
Reagent 25 μl / reaction 
dH2O 16.65 
10 x PCR buffer 2.50 
MgCl2 50 mM 1.25 
dNTPs mixed 5 mM 1.00 
Primer A2 (20 µM) 1.25 
Primer J5 (20 µM) 1.25 
Taq DNA polymerase 
(Invitrogen) (5 u/μl)  0.10 

 
 
ตารางที่ 10 Thermocyclic ที่ใชในการเพิม่ปริมาณ DNA โดยวิธี PCR 
 
Cycle Step Time Temp (°C) 
1 Intial denaturation 3 min 94 
2-35 Denaturation 

Annealing 
Extention 

1 min 
30 sec 
1.5 min 

94 
60 
72 

36 Denaturation 
Annealing 
Extention 
Incubate 

1 min 
30 sec 
5 min 
Hold 

94 
60 
72 
4 
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10.2.3 การประเมิน GO-DNA ท่ีไดจากการเพิ่มปริมาณดวยเทคนิค PCR โดยใช gel 
electrophoresis 
 

10.2.3.1. การเตรียม agarose gel 
 ชั่งผง agarose gal 0.3 กรัม ละลายใน 0.5X Tris-Borate EDTA ; (TBE) buffer 30 
มิลลิลิตร ใสใน Scott bottle แลวนําไปหลอมใหละลายในตูไมโครเวฟจนกระทั่งไดสารละลายใส 
(ระวังอยาปดฝาขวดแนนเกินไป เพราะอาจจะทําใหขวดระเบิดออกได ในขณะที่ทําการหลอมเจลอ
ยู) หลังจากนั้นตั้งขวดเจลที่หลอมเสร็จแลว ทิ้งไวใหอุณหภูมิลดลงเหลือประมาณ 50 องศาเซลเซียส 
เทเจลที่ไดบน gel trays จากนั้นเสียบ comb ขนาด 18 well ลงไป เมื่อเจลแข็งตัวดีแลว คอยๆ ดึง 
comb ออก ระวังอยาใหชอง well ฉีกขาด วางเจลที่ไดใน electrophoresis gel tank เติม 0.5X 

TBE buffer จนทวมเหนือผิวเจล 
 

10.2.3.2. การทํา gel eltrophoresis 
 ดูดเอา loading dye 1.0 µl  หยดบนแผนพาราฟลมเปนจุดๆ หางกันพอสมควร ดูด PCR 

product มาจํานวน 9.0 µl หยดลงบน loading dye ผสมใหเขากัน โดยใชปเปตดูดขึ้นลง เพื่อให
งายตอการปฏิบัติ ระวังอยาใหเกิดฟองอากาศขึ้นใน well ขณะที่ทําการ load ตัวอยาง จากนั้นทํา
การ load ตัวอยาง โดยใน well แรกของเจลให load DNA marker เมื่อ load ตัวอยางครบแลวให  
ปดฝา electrophoresis gel tank สังเกตวาตําแหนงที่เปน well ของเจลจะอยูดานที่เปนขั้วลบของ
เครื่อง ในการ run gel ใชกระแสไฟฟาความตางศักย 90 โวลต เปนเวลานาน 90 นาที เมื่อท้ิงให
เครื่องทํางานจะเห็นวา load dye เคลื่อนที่จากดานที่เปนตําแหนง well ลงมาดานลางของเจล 
 

10.2.3.3. การตรวจวิเคราะหผลผลิต (PCR product) 
 ทําการยอมเจลดวย ethidium bromide โดยแชไวนาน 10 นาที จากนั้นลางแผนเจลดวยน้ํา
สะอาดนาน 10 นาที ตรวจดูแถบ DNA ภายใตแสงอุลตราไวโอเลตและบันทึกภาพดวยเครื่อง gel 
documentation (SYNGRNE ; Gene Genius Bio Immaging System) 
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