
������� � 

 

��	�
��
��������������

�� 

Azospirillum (Atlas, 1993) 

 DL- malic acid*    5.0 ���� 

 NaOH*     4.7 ���� 

 Yeast extract    0.10 ���� 

 KH2PO4     0.10 ���� 

 MgSO4.7H2O    0.20 ���� 

 NaCl     0.10 ���� 

 FeCl3.6H2O    0.01 ���� 

 CaCl2.2H2O    0.02 ���� 

 Na2MoO4.2H2O    0.002 ���� 

 Agar**     15.0 ����  

 �����	�
�     1,000 ��		�	��� 

  pH  6.2 ± 0.2 


����
��  *   ��� DL- malic acid ��� NaOH ���������������
� 

     ** Agar �������
���������
������
���!"#
	�#���� pH 

 $���%���&'+�
�'��/
#�%'8+��&��:� (Autoclave) ��
��;
<=�� 121 >C 8+��&�� 15 ���&?���

����#���+ �����+	� 15 ����  

Beijerinckia (Atlas, 1993) 

 Glucose     10.0 ���� 

 Yeast extract    0.50 ���� 

 KH2PO4     0.45 ���� 

 MgSO4.7H2O    0.20 ���� 

 K2HPO4     0.05 ���� 

 Agar*     15.0 ����  

 �����	�
�     1,000 ��		�	��� 

  pH  5.0 ± 0.2 



92


����
�� * Agar �������
���������
������
���!"#
	�#���� pH 

 $���%���&'+�
�'��/
#�%'8+��&��:� (Autoclave) ��
��;
<=�� 121 >C 8+��&�� 15 ���&?���

����#���+ �����+	� 15 ����  

IMA-2 (Inhibitory Mold Agar-2) 

 Glucose      5.0 ���� 

 Soluble starch     5.0 ���� 

 Beef extract     1.0 ���� 

 Yeast extract     1.0 ���� 

 NZ-case (enzyme hydrolyzed casein)  2.0 ���� 

 NaCl      2.0 ���� 

 CaCO3      1.0 ���� 

 Agar*      15.0 ����  

 �����	�
�      1,000 ��		�	��� 

 $���%���&'+�
�'��/
#�%'8+��&��:� (Autoclave) ��
��;
<=�� 121 >C 8+��&�� 15 ���&?���

����#���+ �����+	� 15 ����  


����
�� * Agar �������
���������
������
���!"# 

Nutrient Broth (NB medium) 

 Nutrient broth     8 ���� 

 �����	�
�     1,000 ��		�	��� 

  pH  7.0 ± 0.2 

 $���%���&'+�
�'��/
#�%'8+��&��:� (Autoclave) ��
��;
<=�� 121 >C 8+��&�� 15 ���&?���

����#���+ �����+	� 15 ����  

��
����
��	� Indole – 3 – Acetic Acid (IAA) (Gordon and Weber, 1951) 

��
���
 

      1. salkovskii reagent (�%'���
�����E����) 

 0.5 M  FeCl3  1  �	. 

 35%    HClO4 50  �	. 
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      2. standard Indole – 3 – Acetic Acid  

 ������ standard IAA (MW = 175.19) �
'��8+���!'�!'� 10 mM ���� R&��%'���� stock 

solution (	�	���� 50% methanol) �	'+�T��T�#���	�	�� IAA 10 mM �
'���� 1 mM &'+� 50% 

�	'+�%'���	�	�� IAA ��
8+���!'�!'� 1 mM ��� ������������%�& standard series ��
��8+���!'�!'� 0, 

10, 20, 50, 100, 150 UM 

No.   1 mM IAA (UM)       medium (UL) 8+���!'�!'� (UM/L) 

1   0   1000   0 

2   10   990   10 

3   20   980   20 

4   50   950   50 

5   100   900   100 

6   150   850   150 

���
��
 

 1. ��������
���	���#�%�����
�'�#����&��� ������� Tryptophan 	#:� 0.2 g/L sterile ����� 

erlenmeyer flask !��& 50 �	. 

 2. �!�
��%�����
���������[�\�	'+���	#:�����
����
������:+' ���:��!���T���
��!��� 

 3. ����%�������
����
!�����"���
 �����&&'+��8��
�# centrifuge ���
����%�������� ��
8+����"+ 

50,000 rpm �����+	� 10 ����  

 4. ������	�	����+�����
� IAA R&�&=&���	�	����+����#�� 1 �	. ���
	�&�&	�# 

 5. ���� salkovskii reagent 2 �	. �!����
'�!'���� ���:� incubate ����
��& ��
��;
<=��
'�# ����

�+	� 30 – 60 ����  

 6. 
	�#��� incubate �����+����#���#
�&:�+�&8������
���&!/��&'+��8��
�# spectrophotometer ��
 

wavelength 530 nm.  

��
��������
�����
!
"�#�$!
������!����%�������������

�� 

���8���+;�����; C2H4  

  

  C2H4 formation =  

  

      A x 1000 x V 

  22.1 x C x B 
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 ���
� A = sample C2H4 1 ml. peak hight (area) 

        B = standard C2H4 1 ml. peak hight (area) 

        V = �������!�#�������^�
�����<�%�� 

        C = �������!�#<�%����
�%'�T��T�#
�8�� ethylene ����_�� 

     22.4 = �����������_��!�#�̀�j C2H4 ��
 NTP 

��	�
�
&'�*����+��
�����,��-��-�
�� 

Aluminum phosphate 

 Glucose    10 ���� 

 AlPO4     5.0 ���� 

 MgCl2.6H2O    0.25 ���� 

 MgSO4.7H2O    0.20 ���� 

 KCl     0.10 ���� 

 (NH4)SO4    0.10 ���� 

  pH  4.5 ± 0.2 

 Congo red    0.035 ���� 

 Agar     15.0 ���� 

Czapek’s solution 

 Sucrose    30 ���� 

 NaNO3     2.0 ���� 

 Ca3HPO4    1.0 ���� 

 KCl     1.4 ���� 

 MgSO4.7H2O    0.50 ���� 

 FeSO4. 7H2O    0.01 ���� 

 Congo red    0.035 ���� 

 Agar     15.0 ���� 
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��
����
��	������+�!�,��.�/�	��� 

�%�.0���
��������.1��
� – �%�� (pH) (���+�%������q��, 2541) 

 %�
#��+����#��{� 10 ���� ������������?!��& 150 �	. ���������	�
� 100 �	. (�������+�!�#

��{�������� = 1:10) 8�&'+����#��'+ ���#���#:+'�����;8�/
#%�
+R�# ���:�+�&8�� pH R&��%' pH – meter 

 

�%���
���#--2� (Electrical Conductivity: EC) (���+�%������q��, 2541) 

 %�
#��+����#�����; 5 ���� ����� erlenmeyer flask !��& 125 �	. ���������	�
� 50 �	. 

�!���&'+��8��
�#�!��� (shaker) ��� 30 ���� ������	�	����
�!��������#�������&�q���#����? 1 

	#���������? 50 �	. ���:�+�&8�� EC &'+��8��
�# Conductivity meter 

����

���!4� (organic matter) (���+�%������q��, 2541) 

 1. ���������	�	������_�� K2Cr2O7 (Oxidizing agent) 1 N 

 %�
# K2Cr2O7 (��
�����������
��;
<=��  105 >C ��� 2 %�
+R�# �	��	����
' ��"��� 

desiccator) 49.0247 ���� ����� volumetric flask 1,000 �	. ���������	�
������; 500 �	. �!����	�

��������������� 1,000 �	. �!����
'�!'���� 

 2. ���������	�	�� FeSO4 (Reducing agent) 0.5 N 

 %�
# FeSO4.7H2O T���+� 139.0085 ���� ����� volumetric flask 1,000 �	. ���������	�
�

�����; 500 �	. �!����
'	�	��T�
�&�	'+T/#���� H2SO4 20 �	. ��������������� 1,000 �	. 

�!����
'�!'���� 

 3. ������ O – phenanthroline ferrous sulfate (indicator) 

 	�	�� O – phenanthroline 0.74 ���� �	� ferrous sulfate 0.35 ���� �������	�
� 50 �	. 

 4. 
������;�������+��������{�
��� 

 %�
#��+����#��{�
��� (��
�����������
��;
<=�� 75 >C ��� 20 %�
+R�#) �
':&'����
�����


�����������; 0.1000 ���� ����� erlenmeyer flask !��& 250 �	. ���� 1 N K2Cr2O7 T���+� 10 

�	. ���� H2SO4 (conc.) 10 �	. ���#:+'!'��8�� ���������	�
��
'�������; 100 �	. ���� O – 

phenanthroline ferrous sulfate (indicator) 10 
�& :�����&'+� FeSO4.7H2O T�:&'���	�	����

�!��+ �	���	�
��T�����!��+����������	���&#�/#T�&���� ��� blank R&��%' 1 N K2Cr2O7 10 �	. j/
#

���������;�&��+�����
����	#:�����+����#�	����+�[��&��+��������+����# 

  % �������+���� (OM) = % OC x 1.7241 
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R&�
� % OC T�� 

  % �������?8��?��� (OC) =  

  

 ���
�  A = ����
���!�#��+����# (����) 

        B = �������!�# K2Cr2O7 ��
����	#:�����+����#�	� blank (�	.) 

        C = �������!�# FeSO4.7H2O ��
:�������&���� K2Cr2O7 �� blank (�	.) 

        D = �������!�# FeSO4.7H2O ��
:�������&���� K2Cr2O7 ����+����# (�	.) 

        N = 8+���!'�!'����� normal !�#���	�	������_�� K2Cr2O7  

#�$!
��� (Total N) (���+�%������q��, 2541) 

 %�
#��{�
��������; 0.2000 ���� ���� Salicylic acid 0.5 ���� �	���&j�	�=��� (H2SO4) 10 

�	. ������
��;
<=�� 100 >C T�	�	��
�& ��	#:+'�
'��"� 5 – 10 ���� ���� sodiumthiosulfate 

(N2S2O3.5H2O) 1 ���� ���������� 5 – 10 ���� (���#�
'��"�) ���� Catalyst mixture 0.5 ���� ������� 

(R&�������;
<=��!/��8���#	� 20 – 30 >C ���
�T�� 100 >C T�8�� 400 >C) T��� ���#:+'�
'��"� ����

��������
':&' 100 �	. &'+������	�
� ���:��	�
�&'+��8��
�#�	�
�:�R���T� R&��%'���	�	�� 25 �	. 

���� NaOH 40% 40 �	. T����	���8��
�#�	�
�&'+� flask !��& 250 �	. ��
���T� boric acid indicator 

solution 10 �	. �	�
�T�:&'���	�	���� flask �+� 100 �	. �	'+���:�:�����&'+���&j�	�=��� 

(H2SO4) �!'�!'� 0.02 N 

 

% Total N =  

 

 ���
� v = ���������
���:��%'�	�
� 

       V = ���������
�������
��'� (
	�#T������T���) 

       W = ����
���!�#��+����# (����) 

-��-�
�� (Total P2O5) (���+�%������q��, 2541) 

 1. ��������&��� HNO3 (conc.) �	� HClO4 (conc.) 

 ��� HNO3 (conc.) �	� HClO4 (conc.) ����� 1:1 R&�������� ����
'����	'+���:����T�

:+'��!+&��%� ��"�:+'����
��& 

 

0.3896 x N x B (C - D) 

AC 

8+���!'�!'� H2SO4 x �������!�# H2SO4 ��
�%':����� x v x 1.4007 x 100 

V x W 
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 2. ������ Barton’s solution 
��� Molybdovanadate reagent 

 %�
# Ammonium molybdate 40 ���� ������������?!��& 500 �	. 	�	��&'+������'�� 300 

�	. ���#:+'�
'��"� %�
# Ammonium metavanadate (NH4VO3) 2 ���� ������������?!��& 500 �	. 

	�	��&'+������'�� 300 �	. ���#:+'�
'��"� �	�������& HClO4 70% 	#:� 125 �	. �%'���#��'+8�

�
'�!'�����	����#:+'�
'��"� 8��� � ���������	�	�� Ammonium molybdate ��
������:+'	#��

���	�	�� Ammonium metavanadate �� volumetric flask !��& 2,000 �	. ��������������� 2 

	��� &'+������	�
� T�:&'���	�	���������
	��#���� ��"�:+'��!+&��%� 

 3. ������ Standard solution 1,000 ppm P 

 R&�%�
# KH2PO4 (j/
#�����������
��;
<=�� 105 >C ��� 2 %�
+R�#) T���+� 4.3936 ���� ���

�� volumetric flask !��& 1,000 �	. 	�	��&'+������	�
��	���������������� 1,000 �	. 

 4. ������ Standard solution 100 ppm P 

 R&������ Standard solution 1,000 ppm P T���+� 10 �	. ����� volumetric flask !��& 

100 �	. �	������������&'+������	�
� 

 5. ������ Working standard 0, 1, 2, 3, 4 �	� 5 ppmP 

 R&������ Standard solution 100 ppm P T���+� 1, 2, 3, 4 �	� 5 �	. ����� volumetric 

flask !��& 100 �	. :+'��&����������%���&��+������	�	����+����# 

 6. 
������; Total P2O5 ����{�
��� 

 %�
#��+����#��{�
�����
��������&�	����	'+�
':&'����
�����
�����������; 0.5000 ���� 

��� erlenmeyer flask !��& 125 �	. ������&��� (HNO3 : HClO4 ����� 1:1) 20 �	. ���:������� 

hot plate 
��� digestion block ��
��;
<=��:���
���+�� 220 >C ����T���8+����!�+���&!/���
���

���	�	�� 
������	�	����	��q;����� j/
#T��%'�����+	������; 2 – 4 %�
+R�# T��������	#

T��������#:+'�
'��"���
��;
<=��
'�# ������	�	����
�����	���"��	'+������� volumetric flask !��& 

250 �	. 	'�#�������
��&��=�!'�# volumetric flask ����
'
�& ��������������� 250 �	. �����

���	�	����+����# 2 �	. ����� volumetric flask !��& 100 �	. ���� Molybdovanadate reagent 

(Barton’s solution) 	#:� 10 �	. ������������
'���� 100 �	. &'+������	�
� �!����
'�!'�����	����#

���#:+'����#�'�� 30 ���� ���
��� Working standard 0, 1, 2, 3, 4 �	� 5 ppmP ��
������:+'�"

&��������� Develop ���%���&��+��� ��'�����������	�	����+����# ���:�+�&8+���!'�!�#��&'+�

�8��
�# UV-spectrophotometer ��
 420 nm. ����8�� Absorbance (%A) ���8����
+�&:&'T�����	�	��

����_��:��!���������&#8+��������[?��
+��#8+���!'�!'�!�#�����;���������	� %A 

(standard curve) ����8��8+���!'�!'�!�#������������+����#T�� standard cur 
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   %P =  

 

 

 ���
� V1 = First solution volume (ml) 

        V2 = Final solution volume (ml)  

        V3 = Aliquot take volume (ml) 

 

          

 % P2O5 =  

 

$78���9
�� (Total K2O) (���+�%������q��, 2541) 

 1. ���������	�	�� Suppressor 

 %�
# CaCO3 12.5 ���� ������������?!��& 200 �	. ��������
'����+� CaCO3 ������&��	��

�!'�!'� (conc. HCl) T���+� 105 �	. 	#:���	��'�� ���:��'����&��& �	'+���#:+'�
'��"� ����

�������&'+������	�
��� volumetric flask !��& 1,000 �	. �!����
'�!'���� 

 2. 
������;R�����j��� (Total K2O) 

 %�
#��+����#��{��
':&'����
�����
������ 0.5000 ���� ����� erlenmeyer flask !��& 250 �	. 

������&��� (HNO3 conc.�	� HClO4 conc. �������+� 1:1) T���+� 20 �	. ���:�������������
�

8+���'����;
<=�������; 220 >C T����&8+����!�+ �	����
'��"���
��;
<=��
'�# ������+����#��� 

volumetric flask !��& 250 �	. �����������&'+������	�
� �!����
'�!'���� ���#�������&�q���#

����? 1 ��������	�	����+����#�
'��8+���!'�!'���=���%�+#���	�	������_����
������:+' (0 – 25 

ppm) ���	#�� volumetric flask !��& 100 �	. �������	�	�� Suppressor 10 �	. �����������

&'+������	�
� �!����
'�!'���� ���:�����8��&'+��8��
�# Flame photometer �����������	�	��

����_�� 0 – 25 ppm ��
������:+' �	'+���8����
+�&:&':�8���+; 

  %K2O = 1.2046 x ppm K x dilution factor x 100 x 106  

 

ppm P T������ x V1 xV2 x 100 

Wt of sample (g) x V3 x 106

%P x (2 x equivalent wt.of P) + (5 x equivalent wt.of O)

2 x equivalent wt.of P 
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8���9
�� 8���
�9
�� (Total Ca, Mg) (���+�%������q��, 2541) 

1. ������������	�	�� 5 % Lanthanum chloride  

 1.1 	�	�� Lanthanum oxide 58.65 ���� �������	�
������; 250 �	. 

 1.2 ������& 37% HCl 250 �	. ���#:+'�
'��"�  

 1.3 �����������&'+������	�
��� volumetric flask 1,000 �	. 

        2. ������������	�	�� 0.2 % Lanthanum chloride  

 2.1 &=&���	�	�� 5 % Lanthanum chloride T���+� 40 �	. R&��%' volumetric pipette ���

�� volumetric flask !��& 1,000 �	. �	'+�����������&'+������	�
� 

 3. ������������	�	�� standard Ca ��
��8+���!'�!'� 1,000 ppm �	����	�	�� standard 

Ca ��
��8+���!'�!'� 100 ppm 

 %�
# CaCO3 T���+� 2.5250 ���� 	�	���������	�
� 500 �	. ���� conc.HCl T���+� 5 �	. 

�	'+������������
'���� 1,000 �	. &'+������	�
��� volumetric flask T�:&' standard Ca 1,000 ppm 

���
��� standard Ca 100 ppm ������:&'T�����&=&���	�	�� standard Ca 1,000 ppm T���+� 10 

�	. ����� volumetric flask !��& 100 �	. �	'+�����������&'+������	�
� 

 4. ������������	�	�� standard Mg ��
��8+���!'�!'� 1,000 ppm �	����	�	�� standard 

Mg ��
��8+���!'�!'� 100 ppm 

 %�
# MgSO4.7H2O T���+� 1.0271 ���� �� volumetric flask !��& 100 �	. �����������

&'+������	�
� ���
��� standard Mg ��
��8+���!'�!'� 100 ppm ������:&'T�����&=&���	�	�� 

standard Mg 1,000 ppm T���+� 10 �	. ����� volumetric flask !��& 100 �	. �	'+�����������

&'+������	�
� 

 5. ��������� standard curve !�# Ca �	� Mg ��
��8+���!'�!'� 0, 1, 2, 3, 4 �	� 5 ppm 

 ������ standard curve !�# Ca ��
��8+���!'�!'� 0, 1, 2, 3, 4 �	� 5 ppm T�����&=&

���	�	�� standard Ca 100 ppm ��T���+� 0, 1, 2, 3, 4 �	� 5 �	. ���	��&�� ����� volumetric 

flask !��& 100 �	. ���� H2SO4 1.88 M T���+� 2 �	. �����������&'+� 0.2 % Lanthanum 

chloride ���
��� standard curve !�# Mg ��
��8+���!'�!'� 0, 1, 2, 3, 4 �	� 5 ppm ������T��&=&

���	�	�� standard Mg 100 ppm ��T���+� 0, 1, 2, 3, 4 �	� 5 �	. ���	��&�� ����� volumetric 

flask !��& 100 �	. ���� H2SO4 1.88 M T���+� 5 �	. �����������&'+� 0.2 % Lanthanum 

chloride �!����	'+���:�����&'+��8��
�# Atomic Absorption Spectrophotometer  

Ca ��
8+����+8	�
� 422.7 nm. �	� Mg ��
8+����+8	�
� 285.2 nm. 
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 6. ���
������; Ca �	� Mg 

 &=&���	�	����+����#��
:&'T��������� K 
��� Mg ��T���+� 1 �	. ����� volumetric 

flask !��& 50 �	. �����������&'+� 0.2 % Lanthanum chloride �!����	'+���:�����&'+��8��
�# 

Atomic Absorption Spectrophotometer �%���&��+��� standard curve ��!'���
 5 �	'+�����8���+;
�

�����; Ca �	� Mg &�#����� 

 

  Ca /Mg (ppm) = 

 

 

���
� C = 8+���!'�!'� Ca /Mg ����+����#���
��������������� standard curve  

       Vf = ���������&�'����
�����+��8���
? (�	.) 

       Vd = �������!�#���	�	����+����#���#
�&��
:&'T��������� (�	.) 

        Va = �������!�#���	�	����+����#��
�%'+��8���
? (�	.) 

        W = ����
�����+����#��{���
�%'+��8���
? (����) 

 

��
����
��	������+�!�,����� 

�%�.0���
��������.1��
� – �%��,����� (pH ���) (Rhoades, 1982) 

 %�
#&��T���+� 20 ���� ������������?!��& 50 �	. ���������	�
� 20 �	. �%'�������+�!�#&��

����������� 1:1 8��
'�!'����R&�8� 3 8���# 
��#���8���#	� 5 ���� �	'+���#���#:+' 30 ���� T/#���:�+�& 

pH R&��%' pH-meter 

�%���
���#--2� (Electrical Conductivity: EC) ,����� (���+����?, 2527) 

 %�
#��+����#&��T���+� 200 ���� ������������?!��& 600 �	. �	'+��������	#:���	��'��

�	��%' spatula 8�&���	�&�+	����
��
'&����8+��%���������� ��������	#:�T���#���:&'+���'��%' 

spatula ��&&����
%����������������?���� &��T���������+������	������#� �	��'�����#�������?��� � 

&��T�:
	�	"��'�� ����'��%' spatula �&&���
'�������# T�:��������:
	j/������ &�����<�����

�����+�� “saturated paste” ���#��+����#&����� 25 ���� ����� moisture can ��
��������
���������

�	'+ �	�%�
#
�����
���&���	� moisture can ��
���������8���#�	'+������!'��='�� ����
��;
<=�� 105 
>C �����; 48 %�
+R�# T/#����������� desiccator �
'��"� ���:�%�
#
�����
���&���
'#��'�����# 

moisture can �����+�	!:�8���+;
�����?�j"��?8+��%���!�#&����� ��� saturated paste ��
�
	�����	#

C x Vf x Vd x 100 

     Va x w 
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�� bunchner funnel ��
�����&�q���#�	���� bunchner funnel �!'���� suction flask j/
#������ 

suction pump ������'���	'+ ���& suction pump ��� � T������
# saturation extract �����; 25 �	. 

���:�+�&8�� EC 

����

���!4�'���� (organic matter) (Nelson �	� Somners, 1980) 

 %�
#��+����#&����
�������������# 0.5 ��. T���+� 0.5 ���� ��� erlenmeyer flask 250 �	. 

���� K2Cr2O7 1 N T���+� 10 �	. R&��%' volumetric pipette �!��� flask ��� � ���
��
'���������

��+����#&������!'���� ��� H2SO4 T���+� 20 �	.(�����&�����	��'�����
����#����������&"�!�#

���<�8&�� 8+�������&���='8+��) ���#:+'�
'��"� ���������	�
� 100 �	. 
�& O – phenanthroline 

ferrous complex �����; 5 – 6 
�& �	'+�����:������������� standard ferrous sulfate 0.5 N T�

������� ferrous sulfate ��
�%'�����	���+����# end point !�# suspension  T���	�
��T�����!��+����

������	�&# 
�8+���!'�!'���
��'T��#!�# ferrous sulfate R&������� blank 8������%' volumetric 

pipette 10 �	. &=& K2Cr2O7 1 N T���+� 10 �	. ��� erlenmeyer flask 250 �	. ��� H2SO4 T���+� 20 

�	. ���#:+'�
'��"� ���������	�
� 100 �	. ���:�:�������� ferrous sulfate R&��%' diphenylamine 
��� 

O – phenanthroline ���� indicator �%���&��+�����+����# T�������� ferrous sulfate ��
�%'��� blank 

end point !�# suspension  T���	�
��T�����!��+����������	�&# �	'+�����8���+;
�8+���!'�!'� 

&�#��� 

    N1V1 = N2V2 

  ���
� N1 = 8+���!'�!'�!�# K2Cr2O7 ��
�%' 

        V1 = �������!�# K2Cr2O7 ��
�%' 

        N2 = 8+���!'�!'�!�# Fe2SO4 ��
�%' 

         V2 = �������!�# Fe2SO4 ��
�%' 

  

 �������+���� (%) =   

 

  ���
� M = ������� Fe2SO4 ��
:�����:&' (�	.) 

        W = ����
���&�� (����) 

.
����#�$!
�������	��'���� (total N) (Nelson �	� Somners, 1980) 

 1. ������ Potassium sulfate – catalyst mixture 

 %�
# K2SO4 200 ����, CuSO4.5H2O 20 ���� �	� Se 2 ���� ����	'+�&�
'�!'���� 

[10 – (M x 0.5)] x 0.672 

W
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 2. ���������	�	�� Sodium hydroxide 10 M 

 %�
# NaOH 400 ���� 	�	���	�������������
'���� 1,000 �	. &'+������	�
���
�'�:	� CO2 

 3. ���	�	�� Boric acid - indicator 

 %�
# H3BO3 20 ���� ���	#:��������	�
� 900 �	. �����
'	�	�� ����� volumetric flask 1,000 

�	. ���� mixed indicator (bromcresol green 0.099 ���� �	� methyl red 0.066 ���� �� ethanol 100 

�	.) T���+� 20 �	. 8��� � 
�& NaOH  0.1 M T������
#��!�#���	�	����	�
��:���������+#�&# 

(pH T������; 5.0 j/
#�������&���:&'R&�������	�	��T���+� 5 �	. ���	#:���������

�+#!��& 25 �	. �	'+�%'�����������	�
���&�����	�
�	#:���� 5 �	. ��!�#���	�	��T���	�
��T����

��+#�&#�������!��+ �����	�	����
�&���8��	#�� volumetric flask) ������������
'���� 1,000 

�	. &'+������	�
� 

 4. Standard hydrochoric acid 0.01 M 

���
��
 

 %�
#&����
�&�	��������������# 100 mesh (0.14 ��.) 1.00 ���� ���	#:��� Kjeldahl 

flask 100 �	. ��� K2SO4 catalyst 1.1 ���� ������& H2SO4 97 % T���+� 3 �	. 
	�#T������+�#	#

��������� ���&�+��%?�	'+������;
<=���
'�'������ �  T������
#��#�	��������&"���
���&!/���� 

flask ���'����� T/#������;
<=���
'�=#!/��T������
#�
"�:���&�	�
���+��=��8������; 1/3 !�#8� 

Kjeldahl flask �	�����T������
#���	�	����	�
��T����&���������!��+
�������� �	'+�������:���� 

5 %�
+R�# T���������#��+����#�
'��"� �	'+���������	�
�	#:��� flask �����; 20 �	. ��+�#�
'�!'���� 

������+����#���!+&�	�
� �%'���������; 9 �	. 	'�# flask �	'+�������!+&�	�
���� 3 8���# 

 �+# Boric acid – indicator 5 �	. ����� erlenmeyer flask 125 �	. �	'+���:����:+'��#

�	����#����!�# condenser !�#�8��
�#�	�
� ���!+&�	�
���
����+����#��&���#�!'�����8��
�#�	�
� ���� 

NaOH 10 M T���+� 20 �	. �	'+���
��	�
�T������
#���	�	���� erlenmeyer flask ��
�� Boric acid 

– indicator ���
�!/�����/#�����; 50 �	. (���	�	����
:&'T������	�
�:��8+�T�����;
<=���=#�+�� 

25 >C) �	'+	'�#�	��!�# condenser &'+������	�
��	"��'�� ��� erlenmeyer flask ���T���8��
�#�	�
�

�	'+
��&�8��
�#�	�
� (�'�
��&�8��
�#�	�
�������� erlenmeyer flask ���T���8��
�#�	�
� ���	�	���� 

erlenmeyer flask T��=�&�&�	���!'�:����8��
�#�	�
�) :��������	�	���� erlenmeyer flask &'+� 

Standard HCl 0.01 M ��
���T��� Microburette T������
#��!�#���	�	����	�
��T�����!��+������

��+#�&# ��� blank R&�&����������������#�
������+����#&�����#���������& ��	�� �	� catalyst ���� 

�	�
��	�:������
������+����#&��  
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.
����-��-�
���
&����
4�.1�.
�$����#�* (available P) (Houba et al., 1988) 

 1. ���������	�	�� Bray II 

 %�
# NH4F T���+� 1.11 ���� �����������&'+� HCl 0.1 N (������:&'T�� conc.HCl 8.28 

�	. �������������������� 1,000 �	.) T�:&'����������� 1,000 �	. &'+� volumetric flask !��& 

1,000 �	. 

 2. ���������	�	�� Reagent A 

 %�
# Ammonium molybdate T���+� 12.00 ���� ���������	�
� 250 �	. ���:�����T������
#

	�	�� T�:&'���	�	�� (a) ���
������	�	�� (b) ������:&'T�����%�
# antimony potassium 

tartrate (KSbO.C4H4O6) T���+� 0.2908 ���� 	�	���������	�
� 100 �	. T������������	�	�� (a) 

�	����	�	�� (b) �!'�&'+������ volumetric flask !��& 2,000 �	. ���� H2SO4 5 N (������:&'T�� 

conc.H2SO4 T���+� 141 �	. 
��� 98% H2SO4 T���+� 136.24 �	. �	'+��������������� 1,000 

�	.) T���+� 138.89 �	. �����������&'+������	�
��	'+��"�:+'��!+&��������	�	����:��%�:+'��

�='��"� 

 3. ���������	�	�� Reagent B 

 %�
# Ascorbic acid T���+� 1.056 ���� �������	�	�� Reagent A T���+� 200 �	. j/
# 

Reagent B �������������%'#��:������ 24 %�
+R�# 

 4. ���������	�	�� standard curve P ��
��8+���!'�!'� 0, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 �	� 1.0 ppm 

 �%' volumetric pipette &=&���	�	�� standard P 100 ppm T���+� 0, 1, 2, 3, 4 �	� 5 �	. 

���	#�� volumetric flask !��& 25 �	. �������	�	��  Reagent B T���+� 4 �	. �	�����

���	�	�� Bray II T���+� 5 �	. �����������&'+������	�
� ���#���#:+'�����+	� 20 ���� ���:�����8��

����?�j"��? Transmittance &'+��8��
�# Spectrophotometer ��
8+����+8	�
� 882 nm. �	'+����/��	 

 5. 
������;����������
�������R�%�?:&'��&�� 

 %�
#&�� 2.5 ���� ���	#�� erlenmeyer flask !��& 125 �	. �%' volumetric pipette !��& 25 

�	. &=&���	�	�� Bray II ����	#:��	'+�!���&'+���������+	� 1 ���� 
	�#T���������#&'+����&�q

���#����? 5 &=&���	�	����
���#:&'T���+� 1 �	. ����� volumetric flask !��& 25 �	. ����

���	�	�� Reagent B T���+� 4 �	. �����������&'+������	�
� ���#���#:+'�����+	� 20 ���� ���:�����

8��������#����!�#��#�%���&��+��� standard curve P ��!'���
 4 ���8����
����:&'��8���+;
�

�����;��������T������� 

 

   P (%) =  

  C x Vf x Ve x 100

106 x Va x W 
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 ���
� C = 8+���!'�!'� P ����+����#���
��������������� Std. curve P (ppm) 

      Vf = ���������&�'����
�����+��8���
?������� 25 �	. 

      Ve = �������!�#���	�	����+����#��
:&'T�������&&��������� 25 �	. 

       Va = �������!�#���	�	����+����#��
�%'+��8���
?������� 25 �	. 

       W = ����
���&���
'#������� 2.5 ���� 

.
����$78���9
���
&����
48���.�
&��#�* (exchangeable K) (Helmke �	� Sparkes, 1996) 

 1. ���������	�	�� Ammonium acetate (NH4OAc) 1 N pH 7 

%�
# NH4OAc T���+� 77.08 ���� ���	#���������?!��& 1,000 �	. ���������	�
� 800 �	. 

�	'+���:�+�& pH �	����� pH �
'���� 7 R&��%' NH3-solution 
��� acetic acid �	'+������������
'

���� 1,000 �	. &'+������	�
� 

 2. ������ standard curve �
'��8+���!'�!'�!�# K ���� 0, 1, 2, 3, 4 �	� 5 ppm 

 �%' volumetric pipette &=& standard K 5 ppm ��T���+� 0, 1, 2, 3, 4 �	� 5 �	. ����� 

volumetric flask !��& 100 �	. ���� NH4OAc 1 N pH 7 T���+� 20 �	. �����������&'+������	�
�

�!����
'�!'�����	'+���:�����&'+��8��
�# flame photometer 

 3. 
������; K ��
�������	���	�
��:&' (exchangeable K) :&'��&�� 

 %�
#��+����#&�� 4 ���� �����
	�&�!���&�� �������	�	�� NH4OAc 1 N pH 7 T���+� 40 

�	. �!��������+	� 30 ���� �	'+���#&'+����&�q���#����? 5 
	�#T������&=&���	�	����
���#:&'

T���+� 5 �	. ����� volumetric flask !��& 25 �	. �����������&'+������	�
��!����
'�!'�����	'+

���:�����&'+��8��
�# flame photometer �%���&��+������!'� 2 ����/��	�	'+�����8���+;
������; 

K ��
�������	���	�
��:&'&�#����� 

  

   K (ppm) =   

 

 ���
� C = 8+���!'�!'� K ����+����#���
��������������� Std. curve K (ppm) 

      Vf = ���������&�'����
�����+��8���
?������� 25 �	. 

      Vd = �������!�#���	�	����+����#���#
�&��
:&'T���������������� 40 �	. 

       Va = �������!�#���	�	����+����#��
�%'+��8���
?������� 25 �	. 

       W = ����
���&���
'#������� 4 ���� 

 

  C x Vf x Vd

Va x W 
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Exchangeable Ca 8�� Mg (Suarez, 1996) 

 1. ������ standard curve !�# Ca ��
��8+���!'�!'� 0, 1, 2, 3, 4 �	� 5 ppm 

 ���&=&���	�	�� standard Ca 100 ppm ��T���+� 0, 1, 2, 3, 4 �	� 5 �	. ���	��&�����	#

�� volumetric flask !��& 100 �	. ���� NH4OAc T���+� 5 �	. �����������&'+� 0.2% 

Lanthanum chloride �!����	'+���:�����&'+��8��
�# Atomic Absorption Spectrophotometer ��
8+��

��+8	�
� 422.7 nm.  

  

2. ������ standard curve !�# Mg ��
��8+���!'�!'� 0, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4 �	� 0.5 ppm 

 &=&���	�	�� standard Mg 100 ppm ��T���+� 0, 1, 2, 3, 4 �	� 5 �	. ���	��&�����	#�� 

volumetric flask !��& 100 �	. ���� NH4OAc T���+� 5 �	. �����������&'+� 0.2% Lanthanum 

chloride �!����	'+���:�����&'+��8��
�# Atomic Absorption Spectrophotometer ��
8+����+8	�
� 

285.2 nm.  

 3. 
������; Ca �	� Mg ��
�	���	�
��:&'��&�� 

 %�
#��+����#&��T���+� 4 ���� ����� centrifuge tube �������������& NH4OAc T���+� 40 �	. 

���:��!��������+	� 30 ���� �	'+���:����#&'+����&�q���#����? 5 �	'+&=&���	�	����
���#:&'

T���+� 2 �	. ����� volumetric flask 25 �	. �����������&'+� Lanthanum chloride 0.2% �!����
'

�!'�����	'+���:�����&'+��8��
�# Atomic Absorption Spectrophotometer Ca ��
8+����+8	�
� 422.7 

nm. �	� Mg ��
8+����+8	�
� 285.2 nm. ����/��	�	������8���+;&�#��� 

     

   Ca /Mg (ppm) =  

 

  

 ���
� C = 8+���!'�!'� Ca /Mg ����+����#���
��������������� Std.curve Ca /Mg (ppm) 

      Vf = ���������&�'����
�����+��8���
?������� 25 �	. 

      Vd = �������!�#���	�	����+����#���#
�&��
:&'T���������������� 40 �	. 

       Va = �������!�#���	�	����+����#��
�%'+��8���
?������� 25 �	. 

       W = ����
���&���
'#������� 4 ���� 

 

 

 

  C x Vf x Vd

Va x W 
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��
����
��	������+�!�,��7��   

��
	�#�$!
�������	�� (total N) (Bremner, 1965) 

��
���
 

1. ���������	�	�� Boric acid indicator 

1.1 Mixed indicator 	�	�� bromcresol green 0.0990 ���� �	� methylred 0.0660������ 

ethanol T���+� 100 ml. 

 1.2 Boric acid (H3BO3) 	�	�� H3BO3 20 ���� ���������� 800 �	. 

1.3 ���� Mixed indicator ��!'� 1.1 ������� 20 �	. 	#�� Boric acid ��!'� 1.2 !'�#�'� 

���� pH �
':&' 5.0 R&��%' NaOH 0.1 N 
��� HCl 0.1 N T�:&'��!�#���	�	����������+#�&# 

�&���+����!�#���	�	���%':&'
���:�� R&����������	�	�� Boric acid indicator ��T���+� 10 

�	. ������������+#�	'+���������	�
�	#:� 10 �	. ��!�#���	�	��T���	�
��T������+#�&#������

�!��+����� �	'+��������������� 1,000 �	.  

       2. ���������	�	�� Sodium Hydroxide (NaOH) 40 % 

 	�	�� NaOH T���+� 400 ���� ������������
'���� 1,000 �	. 

       3. ���	�	������_����&j�	��+���8+���!'�!'� 0.05 ���?��	 (H2SO4 0.05 N) 

	�	����& H2SO4 �!'�!'� 1 N ������� 20 �	. �������	�
� �	'+������������
'���� 1,000

�	. 
�8+���!'�!'���
������ R&���!������&�#��� 

3.1 %�
# Na2CO3 0.0500 ���� (�� 105 >C 2 %�
+R�#) 

3.2 ��������	�
� 20 �	. �!����
'	�	�� 

3.3 
�& methylred 2-3 
�& 

3.4 :����������& H2SO4 ��
�'�#�������8+���!'�!'���
������T����	�	����	�
������

���'���� ����/����������& H2SO4 ��
�%' 

3.5 8���+;
�8+���!'�!'���
����������=�� 

H2SO4 (N) = ����
���!�# Na2CO3 x 1,000 x 2 / 105.99 x ������� H2SO4 ��
�%' 

���
��
 

 ����	�
�:�R���T�&'+��8��
�#�	�
�:�R���T� 

1. &=&��+����#��
����:&' 25 �	. R&��%' volumetric pipette ���	#��
	�&�	�
����� Sodium 

Hydroxide (NaOH) 40 % 20 �	. 
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2. �+#��&����� (H3BO3) 15 �	. ����� erlenmeyer flask !��& 125 �	. ���
���#��������


�	�
�:&' 

3. �	�
�T����	�	���� erlenmeyer flask ��������������; 75 �	.  

4. :��������	�	����
:&'&'+� H2SO4  0.05 N T������
#���	�	����	�
��T�����!��+��

��������+#�&# ����/��������!�# H2SO4 ��
�%'�����:������	������8���+;
������;

:�R���T����#
�&T������� 

   

Total N (%) =  

 

 

 ���
� Vs = ������� standard H2SO4 ��
�%':�������+����# (�	.) 

        Vb = ������� standard H2SO4 ��
�%':����� blank (�	.) 

        Va = ����������	�	����+����#��
�%'+��8���
? (�	.) 

        Vd = ����������	�	����+����#���#
�&��
:&'T��������� (�	.) 

         W = ����
�����+����#��%��
�%'+��8���
? 

.
����-��-�
������	�� (total P) (^����, 2544) 

��
���
 

       1. ��&���� �%'��&�����&��+�������������
�
�:�R���T� 

       2. ��� develop �� vanadate reagent (mixed reagent) 

2.1 ���	�	�� ammonium vanadate 1.25 ���� �������	�
����� 200 �	. ���� HNO3 	#:� 

153.42 �	. 

2.2 	�	�� Ammonium molybdate tetrahydrate 25 ���� �������	�
� 

2.3 	�	�����	�	��T��!'� 2.1 �	� 2.2 �!'�&'+���� ��������������� 1,000 �	. ��"�:+'

��!+&��%� �	���"�:+'���='��"�
��:���%'����� 

      3. ������ Standard phosphorus 100 ppm  

 3.1 %�
# KH2PO4 0.4390 ���� 

 3.2 ���� HNO3 conc. 5 �	. 

 3.3 ��������������� 1,000 �	. &'+������	�
� 

 

(Vs - Vb) x N x 14 x Vd x  100 

1000 x Va x w 
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���
��
 

1. ��� standard set R&��
'��8+���!'�!'� 0, 4, 8, 12, 16 �	� 20 ppm R&��%' volumetric 

pipette &=& standard P 100 ppm �� 1, 2, 3, 4 �	� 5 �	. ���� mixed reagent 5 �	. �	���&������


�T��T�# 7:100 �	. �� 5 �	. �����������&'+������	�
��
'���� 25 �	. ���:�����8�����&=&�	����#

&'+��8��
�# spectrophotometer ��
8+����+8	�
� 470 nm. �	'+�!���������&#8+��������[?��
+��#

8��8+���!'�!'�!�#���	�	������_�����8����
����:&'R&��%'���� (standard curve)  

2. &=&���	�	����+����#��
����:&'�� 5 �	. ���� mixed reagent 5 �	. ���������	�
��	'+���#���#

:+' 20 ���� �
'���&�� �'�:�����&���
'������+����#���
�	#:���� ���:�+�&8+���!'�!'�!�#����
���&!/��

�
�������!'� 1 �����8��8+���!'�!'�!�#��+����#��� standard curve �	'+�����8���+;
������;

������������+����# T������� 

 

 

Total P (%) =   

 

 ���
� C = 8+���!'�!'� P ����+����#���
��������������� standard curve – P (ppm) 

       Vf = ���������&�'����
�����+��8���
? (�	.) 

       Vd = �������!�#���	�	����+����#���#
�&��
:&'T��������� (�	.) 

       Va = �������!�#���	�	����+����#��
�%'+��8���
? (�	.) 

        W = ����
�����+����#��%��
�%'+��8���
? (����) 

.
����$78���9
������	�� (total K) (Kalra, 1998) 

       1. ��������� standard K 1,000 ppm  

	�	�� KCl ������[�\ (���
'�
'#��
��;
<=�� 105 >C �����+	� 2 %�
+R�#) T���+� 1.9067 ���� 

�������	�
� ������& HNO3 12 �	. �	'+������������� volumetric flask &'+������	�
����� 1000 �	. 

 2. ��������� standard K 100 ppm 

&=& standard K 1,000 ppm T���+� 10 �	. R&��%' volumetric pipette ����� volumetric 

flask !��& 100 �	. �	'+�����������&'+������	�
� 

3. ��������� standard curve �
'��8+���!'�!'�!�# K ���� 0, 1, 2, 3, 4 �	� 5 ppm  

 �%' volumetric pipette &=& standard K 100 ppm ��T���+� 0, 1, 2, 3, 4 �	� 5 �	. ����� 

volumetric flask !��& 100 �	. �	'+�����������&'+������	�
� �!����
'�!'�����	'+����8��&'+��8��
�# 

Flame photometer �
������� standard curve �	'+�����8���+;
������; K  

C x Vf x Vd x 100 

106 xVa x w 
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4. &=&���	�	����+����#��
����:&'�� 1 �	. ����� volumetric flask !��& 25 
��� 50 �	. 

�����������&'+������	�
� ���:�����8��&'+��8��
�# Flame photometer �	�8���+;
������; K &�#

����� 

 

 Total K (%) =  

 

���
� C = 8+���!'�!'� K ����+����#���
��������������� standard curve – K (ppm) 

       Vf = ���������&�'����
�����+��8���
? (�	.) 

       Vd = �������!�#���	�	����+����#���#
�&��
:&'T��������� (�	.) 

        Va = �������!�#���	�	����+����#��
�%'+��8���
? (�	.) 

        W = ����
�����+����#��%��
�%'+��8���
? (����) 

.
���� Ca 8�� Mg  (Walinga et al., 1989) 

 1. ������������	�	�� 5 % Lanthanum chloride  

 1.1 	�	�� Lanthanum oxide 58.65 ���� �������	�
������; 250 �	. 

 1.2 ������& 37% HCl 250 �	. ���#:+'�
'��"�  

 1.3 �����������&'+������	�
��� volumetric flask 1,000 �	. 

        2. ������������	�	�� 0.2 % Lanthanum chloride  

 2.1 &=&���	�	�� 5 % Lanthanum chloride T���+� 40 �	. R&��%' volumetric pipette ���

�� volumetric flask !��& 1,000 �	. �	'+�����������&'+������	�
� 

 3. ������������	�	�� standard Ca ��
��8+���!'�!'� 1,000 ppm �	����	�	�� standard 

Ca ��
��8+���!'�!'� 100 ppm 

 %�
# CaCO3 T���+� 2.5250 ���� 	�	���������	�
� 500 �	. ���� conc.HCl T���+� 5 �	. 

�	'+������������
'���� 1,000 �	. &'+������	�
��� volumetric flask T�:&' standard Ca 1,000 ppm 

���
��� standard Ca 100 ppm ������:&'T�����&=&���	�	�� standard Ca 1,000 ppm T���+� 10 

�	. ����� volumetric flask !��& 100 �	. �	'+�����������&'+������	�
� 

 4. ������������	�	�� standard Mg ��
��8+���!'�!'� 1,000 ppm �	����	�	�� standard 

Mg ��
��8+���!'�!'� 100 ppm 

 %�
# MgSO4.7H2O T���+� 1.0271 ���� �� volumetric flask !��& 100 �	. �����������

&'+������	�
� ���
��� standard Mg ��
��8+���!'�!'� 100 ppm ������:&'T�����&=&���	�	�� 

C x Vf x Vd x 100 

     Va x w 
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standard Mg 1,000 ppm T���+� 10 �	. ����� volumetric flask !��& 100 �	. �	'+�����������

&'+������	�
� 

 5. ��������� standard curve !�# Ca �	� Mg ��
��8+���!'�!'� 0, 1, 2, 3, 4 �	� 5 ppm 

 ������ standard curve !�# Ca ��
��8+���!'�!'� 0, 1, 2, 3, 4 �	� 5 ppm T�����&=&

���	�	�� standard Ca 100 ppm ��T���+� 0, 1, 2, 3, 4 �	� 5 �	. ���	��&�� ����� volumetric 

flask !��& 100 �	. ���� H2SO4 1.88 M T���+� 2 �	. �����������&'+� 0.2 % Lanthanum 

chloride ���
��� standard curve !�# Mg ��
��8+���!'�!'� 0, 1, 2, 3, 4 �	� 5 ppm ������T��&=&

���	�	�� standard Mg 100 ppm ��T���+� 0, 1, 2, 3, 4 �	� 5 �	. ���	��&�� ����� volumetric 

flask !��& 100 �	. ���� H2SO4 1.88 M T���+� 5 �	. �����������&'+� 0.2 % Lanthanum 

chloride �!����	'+���:�����&'+��8��
�# Atomic Absorption Spectrophotometer  

Ca ��
8+����+8	�
� 422.7 nm. �	� Mg ��
8+����+8	�
� 285.2 nm. 

 6. ���
������; Ca �	� Mg 

 &=&���	�	����+����#��
:&'T�����������T���+� 1 �	. ����� volumetric flask !��& 50 

�	. �����������&'+� 0.2 % Lanthanum chloride �!����	'+���:�����&'+��8��
�# Atomic 

Absorption Spectrophotometer �%���&��+��� standard curve ��!'���
 5 �	'+�����8���+;
������; 

Ca �	� Mg &�#����� 

 

  Ca /Mg (ppm) = 

 

���
� C = 8+���!'�!'� Ca /Mg ����+����#���
��������������� standard curve  

       Vf = ���������&�'����
�����+��8���
? (�	.) 

       Vd = �������!�#���	�	����+����#���#
�&��
:&'T��������� (�	.) 

        Va = �������!�#���	�	����+����#��
�%'+��8���
? (�	.) 

        W = ����
�����+����#��%��
�%'+��8���
? (����) 

 

 

 

 

 

 

    C x Vf x Vd  

     Va x w 
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����-�������  ���������	
��� �	���
� 
 

��� ����� �� ����  12 ����
� 2526 
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