
บทที ่3 
 

1อุปกรณ์และวธีิการ 
 
1. วสัดุและอุปกรณ์ 

1.1 วสัดุพนัธ์ุพชื 
หวัพนัธ์ุในระยะพกัตวัของปทุมมาพนัธ์ุ Chiangmai Pink (ภาพท่ี 1) ขนาดเส้นผา่ศูนยก์ลาง 

2 - 2.5 เซนติเมตร มีจ านวนตุม้สะสมอาหาร 3 - 5 ตุม้ต่อหวั จ านวน 1,125 หวั 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

ภาพท่ี 5 หวัพนัธ์ุปทุมมาพนัธ์ุ Chiangmai Pink 
 

1.2 วสัดุสารเคมี 
1.2.1 สารเคมีส าหรับการเตรียมธาตุอาหาร  ไดแ้ก่ 

1.2.1.1 แม่ปุ๋ยสูตร 46-0-0 
1.2.1.2 แม่ปุ๋ยสูตร 0-0-50  
1.2.1.3 ปุ๋ยสูตร 0-52-34 
1.2.1.4 ปุ๋ยสูตร 15-15-15 
1.2.1.5 MgSO4 
1.2.1.6 CaSO4 
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1.2.2 สารเคมีส าหรับการวเิคราะห์ไนโตรเจน ไดแ้ก่   
1.2.2.1 กรดซลัฟูริก (H2SO4) 
1.2.2.2 ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด ์(H2O2) 
1.2.2.3 โซเดียมคีเลต (EDTA.2Na) 
1.2.2.4 โซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH) 
1.2.2.5 เอทานอล (C2H5OH)  
1.2.2.6 เมทิลเรด (methyl red) 
1.2.2.7 โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) 
1.2.2.8 กรดเบนโซอิค (benzoic acid) 
1.2.2.9 โซเดียมไนโตรพลสัไซด์ (Na2[Fe(CN)5NO].2H2O) 
1.2.2.10  ฟีนอล (C6H6O6) 
1.2.2.11 ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Na2HPO4) 
1.2.2.12 ไตรโซเดียมฟอสเฟต (Na3PO4) 
1.2.2.13 โซเดียมไฮเปอร์คลอไรท์ (NaClO)  
1.2.2.14  แอมโมเนียมซลัเฟต ((NH4)2SO4) 
 

1.2.3 สารเคมีส าหรับการวเิคราะห์ฟอสฟอรัส ไดแ้ก่  
1.2.3.1 กรดซลัฟูริก (H2SO4) 
1.2.3.2 ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด ์(H2O2) 
1.2.3.3 กรดไฮโดรคลอริค (HCl) 
1.2.3.4 แอมโมเนียมโมลิบเดต ((NH4)6Mo7O24) 
1.2.3.5 สเทนสัคลอไรด ์(SnCl2) 
1.2.3.6 โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) 
 

1.2.4 สารเคมีส าหรับการวเิคราะห์โพแทสเซียม ไดแ้ก่ 
1.2.4.1 กรดเปอร์คลอริคเขม้ขน้ (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  สารเคมีส าหรับการวเิคราะห์แคลเซียม และแมกนีเซียม 
        1.2.5.1   กรดเปอร์คลอริค (HClO4) 
        1.2.5.2   กรดไนตริก (HNO3) 
 1.2.5.3   กรดไฮโดรคลอริค (HCl) 
 1.2.5.4   แลนทานมัออกไซด ์(LaO2) 
 1.2.5.5   แคลเซียมคาร์บอเนต (CaCO3) 
 1.2.5.6   แมกนีเซียมคลอไรด์ (MgCl2) 
 1.2.5.7    สารละลายมาตรฐานของเหล็ก 
 1.2.5.8    แมงกานีสซลัเฟต (MnSO4) 
 1.2.5.9     ซิงคซ์ลัเฟต (ZnSO4) 
 1.2.5.10   คอปเปอร์ซลัเฟต (CuSO4) 
 

1.3 อุปกรณ์ 
1.3.1 ไมบ้รรทดั 
1.3.2 เวอร์เนียร์คาร์ลิปเปอร์ 
1.3.3 เคร่ืองวดัค่าการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) ของบริษทั HITACHI  

รุ่น U-2001 
1.3.4 Atomic absorption spectrophotometer ของบริษทั PERKIN ELMER รุ่น 3100 
1.3.5 เคร่ืองชัง่ละเอียดแบบทศนิยม 4 ต าแหน่ง 
1.3.6 เคร่ืองบดตวัอยา่งพืช 
1.3.7 ถุงพลาสติกเก็บตวัอยา่งพืช  
1.3.8 ป้ายช่ือพร้อมปากกาเคมี 
1.3.9 ตูอ้บตวัอยา่งพืช 
1.3.10 เตายอ่ยตวัอยา่งพืชของบริษทั TECHNE รุ่น DB – 4 
1.3.11 ขวดพลาสติก ขนาด 30 มิลลิลิตร 
1.3.12 ขวดพลาสติก ขนาด 60 มิลลิลิตร 
1.3.13 เคร่ืองแกว้ 

1.3.13.1    หลอดทดลอง ขนาด 25 x 200 มิลลิลิตร 
1.3.13.2    บีกเกอร์ 
1.3.13.3    กระบอกตวง 
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1.3.13.4    กรวยกรอง 
1.3.13.5    ขวดปรับปริมาตร 
1.3.13.6    ปิเปตแกว้ 
1.3.13.7   ไมโครปิเปต 
1.3.13.8    หลอดหยดสาร 
1.3.13.9    แท่งแกว้คนสาร 
1.3.13.10 ชอ้นตกัสาร 

 
2. วธีิการทดลอง 

เตรียมหวัพนัธ์ุปทุมมาพนัธ์ุ Chiangmai Pink ขนาดเส้นผา่ศูนยก์ลาง 2 - 2.5 เซนติเมตร มี
จ านวนตุม้สะสมอาหาร 3 - 5 ตุม้ต่อหวั จ านวน 1,125 หวั แช่น ้ านาน 3 วนั เปล่ียนน ้ าทุกวนัเพื่อ
กระตุน้การงอกของตา ปลูกลงแปลงขนาด 1.5 x 5 เมตร ใชร้ะยะปลูกระหวา่งตน้ 0.3 x 0.3 เมตร 
(75 ตน้ต่อแปลง) รดน ้ าทุกวนั เม่ือยอดแทงสูงประมาณ 3 เซนติเมตร จึงเร่ิมให้ปุ๋ยท่ีมีระดับ
ไนโตรเจนแตกต่างกนั 5 ระดบั โดยพืชไดรั้บปริมาณปุ๋ยรวมตลอดการทดลอง ตามกรรมวธีิดงัน้ี 

กรรมวธีิท่ี 1 ใหปุ๋้ยท่ีมีระดบัไนโตรเจน     37.5 กิโลกรัม/ไร่ 
กรรมวธีิท่ี 2 ใหปุ๋้ยท่ีมีระดบัไนโตรเจน     75.0 กิโลกรัม/ไร่ 
กรรมวธีิท่ี 3 ใหปุ๋้ยท่ีมีระดบัไนโตรเจน   150.0 กิโลกรัม/ไร่ (GAP) 
กรรมวธีิท่ี 4 ใหปุ๋้ยท่ีมีระดบัไนโตรเจน   300.0 กิโลกรัม/ไร่ 
กรรมวธีิท่ี 5 ใหปุ๋้ยท่ีมีระดบัไนโตรเจน   600.0 กิโลกรัม/ไร่ 
ตลอดวงจรการเจริญเติบโตของพืช ไดรั้บธาตุอ่ืนๆ เท่ากนัในทุกกรรมวิธี คือ ฟอสฟอรัส 

150 กิโลกรัมต่อไร่ โพแทสเซียม 200 กิโลกรัมต่อไร่ แคลเซียม 5.4 กิโลกรัมต่อไร่ แมกนีเซียม 2.5 
กิโลกรัมต่อไร่ 

วางแผนการทดลองแบบสุ่มในบล็อกสมบูรณ์ (Randomized Complete Block Design; 
RCBD) กรรมวธีิละ 3 บล็อก (แปลง) 

 
วธีิการให้ปุ๋ย 
การใหปุ๋้ยแก่ปทุมมา แบ่งใหทุ้กๆ 15 วนั เป็นเวลา 12 คร้ัง (นาน 6 เดือน) โดยการหยอดปุ๋ย

เป็นจุดๆ บริเวณรอบๆตน้ปทุมมาแต่ละกอ 
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2.1 การบันทกึผลการทดลอง 
2.1.1 การบันทกึการเจริญเติบโต ได้แก่ 

2.1.1.1   บนัทึกการเจริญเติบโตและการพฒันาทุกๆ 15 วนั ได้แก่ ความสูงของตน้ 
(เซนติเมตร) วดัจากโคนตน้ถึงปลายใบท่ีสูงท่ีสุดโดยรวบใบข้ึน จ านวนใบต่อ
ตน้ จ านวนหน่อต่อกอ 

2.1.1.2   บนัทึกคุณภาพดอก เม่ือระยะดอกจริงดอกแรกบาน ไดแ้ก่ ความยาวกา้นดอก 
(เซนติเมตร) วดัจากโคนตน้จนถึงโคนกลีบประดบัสีเขียว (green bract) ความ
ยาวช่อดอก (เซนติเมตร) วดัจากโคนกลีบประดบัล่างจนถึงปลายกลีบประดบั
สีชมพู (coma bract)  ความกวา้งช่อดอก จ านวนกลีบประดบัสีเขียว และ
จ านวนกลีบประดบัสีชมพ ู

2.1.1.3   บนัทึกคุณภาพหวัพนัธ์ุ เม่ือระยะเก็บเก่ียว ไดแ้ก่ จ  านวนหวัใหม่ต่อกอ จ านวน
ตุม้รากใหม่ต่อกอ เส้นผา่ศูนยก์ลางหวั เส้นผา่ศูนยก์ลางตุม้ราก 

2.1.1.4   พื้นท่ีใบรวม วดัดว้ยเคร่ือง Leaf Area meter, ปริมาณคลอโรฟิลล์ วดัดว้ย
เคร่ือง Chlorophyll Meter (Minolta SPAD-502) และบนัทึกปริมาณการสะสม
น ้าหนกัแหง้ในส่วนต่างๆ ของพืช 

2.1.1.5   วิเคราะห์ปริมาณไนโตรเจน (Indolphenol Method) (Ohyama et al., 1985; 
1986) ฟอสฟอรัส (Ohyama et al., 1991) โพแทสเซียม แคลเซียม และ
แมกนีเซียม (Mizukoshi et al., 1994) ในส่วนต่างๆของพืช ในแต่ละระยะการ
เจริญเติบโต (ทุก 30 วนั) จนกระทัง่พกัตวั 

2.1.1.6   วิเคราะห์ปริมาณธาตุอาหารในดิน  (Thomas, 1982) ได้แก่ ไนโตรเจน 
ฟอสฟอรัส โพแทสเซียม แคลเซียม แมกนีเซียม (ก่อนปลูก และทุก 30 วนั) 

2.1.1.7   วเิคราะห์ความสัมพนัธ์ระหวา่งระดบัไนโตรเจนกบัผลผลิตท่ีได ้โดยวิเคราะห์ 
ค่าสหสัมพนัธ์อยา่งง่าย (simple correlation) 

 
2.1.2 การเกบ็ตัวอย่างดินเพือ่วเิคราะห์ทางเคมี (พชัรี, 2549) 

 1. ใช้เสียมขุดดินเป็นรูปตวัวี (V) ให้มีความลึกในแนวด่ิงประมาณ 15 - 30
เซนติเมตร เอาดินในหลุมออกให้หมด จากนั้นใชเ้สียมวางลงขอบหลุมดา้นในดา้นหน่ึงท่ีหน้า
ตดัเรียบห่างจากขอบหลุมประมาณ 2 เซนติเมตร กดปลายเสียมโดยแรงเพื่อขุดดินท่ีปลายหลุม
ดา้นในดา้นหน่ึงใหดิ้นติดเสียมข้ึนมา 
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 2. ใชมี้ดท่ีสะอาดตดัหนา้ดินบนเสียมออกเป็น 3 ส่วน โดยตดัส่วนดา้นขา้งทั้ง
สองทิ้ง เอาเฉพาะส่วนดินท่ีอยูต่รงกลาง 

 3. เก็บตวัอยา่งดินแบบซิกแซ็กเป็นจุดๆให้กระจายทัว่แปลง จ านวนจุดท่ีเก็บ
คือ 3 จุดต่อแปลง (9 จุดต่อกรรมวิธี) ให้ครบทุกจุดตามท่ีก าหนดไวใ้นขอบเขตพื้นท่ี รวมกนัเป็น 1 
ตวัอยา่ง เพื่อเป็นตวัแทนความอุดมสมบูรณ์ของดินในกรรมวธีินั้นๆ 
 

2.1.3 การวเิคราะห์ความเข้มข้นของธาตุอาหารส่วนเหนือดินและส่วนใต้ดิน 
2.1.3.1 การเตรียมตัวอย่างพชื 

 สุ่มพืชในแต่ละระยะท่ีศึกษา (ทุก 30 วนั) จ  านวน 3 บล็อกต่อกรรมวิธี (4 ตน้ต่อ
บล็อก) น ามาแยกส่วนขององคป์ระกอบพืช ไดแ้ก่ หวั ตุม้ราก รากฝอย ใบ ช่อดอก หวัใหม่ ตุม้ราก
ใหม่ ลา้งท าความสะอาดดว้ยน ้าประปา 3 คร้ัง น ้ากลัน่ 3 คร้ัง ซบัให้แห้ง จากนั้นชัง่น ้ าหนกัสด แลว้
น าไปอบแหง้ท่ี 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วนั จนกระทัง่น ้ าหนกัแห้งไม่เปล่ียนแปลง แลว้น ามา
ชัง่เพื่อบนัทึกน ้าหนกัแห้ง (กรัม) จากนั้นน าไปบดให้ละเอียด เก็บใส่ถุงพลาสติก ก่อนน าไปชัง่เพื่อ
ใชย้อ่ยและวเิคราะห์ธาตุอาหารต่อไป 
 

2.1.3.2  การย่อยตัวอย่างพืชด้วยกรด (Wet Acid Digestion) ดดัแปลงโดย Ohyama 
et al. (1991) 
ก. การย่อยตัวอย่างส าหรับการวเิคราะห์ไนโตรเจนและฟอสฟอรัส 

 ชัง่ตวัอย่างพืชท่ีบดละเอียดประมาณ 0.05 กรัม ใส่ลงในหลอดทดลอง
ขนาด 25x200 มิลลิลิตร จากนั้นเติมกรดซัลฟูริกเขม้ข้น (H2SO4) 1 มิลลิลิตร ปิดหลอดด้วย 
พาราฟิลม์ทิ้งไว ้1 คืน วนัต่อมาน ามายอ่ยท่ีเตายอ่ยตวัอยา่ง ปรับอุณหภูมิท่ี 180 องศาเซลเซียส นาน 
10 นาที  น าหลอดทดลองข้ึนมาพกัทิ้งไวใ้ห้เยน็ แลว้เติมไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (H2O2) หลอดละ 
0.3 มิลลิลิตร ป่ันให้เขา้กนั น ามาย่อยต่อโดยปรับอุณหภูมิเป็น 230 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที 
หากสารละลายยงัไม่ใสให้เติมไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (H2O2) หลอดละ 0.2 มิลลิลิตร แลว้น าไป
ยอ่ยต่อท่ีอุณหภูมิ 230 องศาเซลเซียส 30 นาที ท าซ ้ าเดิมจนกระทัง่สารละลายใส หลงัจากนั้นทิ้งไว้
ให้เยน็แลว้เติมน ้ ากลัน่ 5 มิลลิลิตร ทิ้งไว ้ 1 คืน วนัต่อมาน ามาปรับปริมาตรเป็น 50 มิลลิลิตร เก็บ
สารละลายไวใ้นขวดพลาสติก เก็บไวท่ี้อุณหภูมิหอ้งส าหรับวเิคราะห์ต่อไป 
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ข. การย่อยตัวอย่างส าหรับวเิคราะห์โพแทสเซียม แคลเซียม และแมกนีเซียม 
(Mizukoshi et al., 1994) 
ชั่งตวัอย่างพืชอบแห้งท่ีบดละเอียดหนักประมาณ 0.05 กรัม ใส่ลงใน

หลอดทดลองขนาด 25x200 มิลลิลิตร เติมกรดเปอร์คลอริคเขม้ขน้ (HClO4) 0.4 มิลลิลิตร และกรด
ไนตริก (HNO3) 0.5 มิลลิลิตร ตามล าดบั ป่ันให้เขา้กนั ปิดหลอดดว้ยพาราฟิล์มทิ้งไว ้1 คืน จากนั้น
น ามาย่อยท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เพื่อไล่ควนัสีเหลืองของ NO2

- ออกหมด จึงปรับเพิ่ม
อุณหภูมิเป็น 210 องศาเซลเซียส ทิ้งไวจ้นตวัอยา่งแหง้ ระวงัอยา่ให้ไหม ้น าออกมาทิ้งไวใ้ห้เยน็แลว้
เติมสารละลายเจือจาง (HCl : H2O อตัรา 1 : 4) หลอดละ 1 มิลลิลิตร ป่ันให้เขา้กนั จากนั้นน ามาตั้ง
บนเตาท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที เพื่อไล่ Cl- ทิ้งไวใ้ห้เยน็แลว้น ามาปรับปริมาตร
เป็น 50 มิลลิลิตร เทใส่ขวดพลาสติกเก็บไวท่ี้อุณหภูมิหอ้ง ส าหรับวเิคราะห์ต่อไป 

 
2.1.3.3 การวเิคราะห์ปริมาณธาตุอาหาร (Ohyama et al., 1985; 1986) 

2.1.3.3.1 การวเิคราะห์ปริมาณไนโตรเจนรวม (Indolphenol Method) 
1. เตรียมสารละลายท่ีใชต้รวจสอบปริมาณไนโตรเจน จ านวน 4 ชนิด 

ดงัน้ี 
A reagent : ชัง่โซเดียมคีเลต  (EDTA.2Na) 25 กรัม  ละลายในน ้ า

กลัน่ ปรับ pH ให้เป็น 10 โดยใช ้10 N โซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH)  เป็นตวัปรับ pH จากนั้นเติม
สารละลายเมธิลเรด (methylred) 20 มิลลิลิตร (เมธิลเรด 0.05 กรัม + 60% เอทธานอล 20 
มิลลิลิตร) คนให้เขา้กนั ปรับปริมาตรดว้ยน ้ากลัน่ใหเ้ป็น 1 ลิตร 

B reagent : ชัง่โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) 136.09
กรัม ใส่บีกเกอร์ 500 มิลลิลิตร เติมน ้ ากลัน่ 400 มิลลิลิตร จากนั้นชัง่กรดเบนโซอิค (benzoic acid) 
2.75 กรัม ใส่บีกเกอร์ 500 มิลลิลิตร เติมน ้ ากลัน่ 400 มิลลิลิตร น าไปป่ันโดยใช้ stirrer  ปรับ
อุณหภูมิ 30-40 องศาเซลเซียส  จนละลายหมด น ามารวมกนั แลว้ปรับปริมาตรใหเ้ป็น 1 ลิตร 

C reagent : ชัง่โซเดียมไนโตรพลสัไซด์ (sodium nitroprusside) 
0.1 กรัม ใส่ในขวดปรับปริมาตร (volumetric flask)  จากนั้นเติมฟีนอล (phenol) 10.25 มิลลิลิตร 
(น าฟีนอลไปอุ่นท่ีอุณหภูมิ 30-40 องศาเซลเซียส จะไดฟี้นอลท่ีเป็นของเหลว) แลว้ปรับปริมาตร
ดว้ยน ้ากลัน่ใหเ้ป็น 1 ลิตร เก็บไวท่ี้อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ใชไ้ดน้าน 2 สัปดาห์ 

D reagent : ชัง่โซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH) 10 กรัม ไดโซเดียม
ไฮโดรเจนฟอสเฟต (Na2HPO4.7H2O) 7.06 กรัม  และ ไตรโซเดียมฟอสเฟต (Na3PO4.12H2O) 31.8 



33 
 

 

กรัม ละลายในน ้ ากลัน่ จากนั้นเติมโซเดียมไฮเปอร์คลอไรท ์ (sodium hyperchlorite) 10 มิลลิลิตร  
แลว้ปรับปริมาตรดว้ยน ้ากลัน่เป็น 1 ลิตร 

2. เตรียมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH) 1 N (ชัง่โซเดียม 
ไฮดรอกไซด ์(NaOH) 40 กรัม ปรับปริมาตรใหเ้ป็น 1 ลิตร) 

3. เตรียมสารละลายมาตรฐานจากแอมโมเนียมซลัเฟต ((NH4)2SO4) ระดบั
ความเขม้ขน้ 0, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร เพื่อใช้ท ากราฟมาตรฐาน โดยชั่ง
แอมโมเนียมซลัเฟต ((NH4)2SO4) 0.471 กรัม ละลายดว้ยกรดซลัฟูริก (H2SO4) 0.5 N แลว้ปรับ
ปริมาตรในขวดปรับปริมาตร (volumetric flask) ขนาด 1 ลิตร จนครบปริมาตรจะไดส้ารละลาย
มาตรฐานไนโตรเจนความเขม้ขน้ 100 มิลลิกรัมต่อลิตร จากนั้นน าสารละลายไปเจือจางตามความ
เขม้ขน้ท่ีตอ้งการ โดยกรดซลัฟูริก 0.5 N เตรียมจากกรดซลัฟูริก 13.32 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรเป็น 
1 ลิตร 

4. ดูดตวัอยา่งที่ยอ่ยไดจ้ากขอ้ 2.1.2.2 (ก) ปริมาตร 0.3-0.5 มิลลิลิตร
(ข้ึนกบัส่วนของพืช) เติม A reagent 0.5 มิลลิลิตร และเติม B reagent 0.5 มิลลิลิตร ตามล าดบั
สารละลายเปล่ียนเป็นสีชมพู แลว้น ามาไตรเตรทโดยหยดโซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH) 1 N ลงไป 
เขยา่เล็กนอ้ยให้สารละลายเปล่ียนเป็นสีเหลือง จากนั้นเติม C reagent 2.5 มิลลิลิตร และ D reagent 
2.5 มิลลิลิตร ตามล าดบั ปรับปริมาตรดว้ยน ้ ากลัน่ให้เป็น 25 มิลลิลิตร ตั้งทิ้งไวที้่ 30 องศา
เซลเซียส นาน 3 ชั่วโมง จนสารละลายเปล่ียนเป็นสีน ้าเงิน จากนั้นน าไปวดัค่าการดูดกลืนแสง
ด้วยเคร่ืองวดัค่าการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) ท่ี 625 นาโนเมตร บนัทึกผล แลว้น าค่าท่ี
อ่านไดม้าเปรียบเทียบกบักราฟมาตรฐาน จากนั้นน าค่าท่ีค  านวณไดม้าค านวณหาปริมาณไนโตรเจน 
(มิลลิกรัมต่อส่วนของพืช) โดยใชสู้ตรค านวณดงัน้ี 

 
ปริมาณไนโตรเจนในตวัอยา่งพืช (มิลลิกรัมต่อส่วนของพืช)  

= (((A x B x C) / (D x E x 10000)) x 10) x น ้าหนกัแหง้ในส่วนของพืชนั้น                          
สาร A = ค่าความเขม้ขน้ของไนโตรเจนจากกราฟมาตรฐาน (มิลลิกรัมต่อลิตร) 

 B = ปริมาตรสุดทา้ยในปฏิกิริยา Indolphenol (25 มิลลิลิตร) 
 C = ปริมาตรสุดทา้ยของการยอ่ยตวัอยา่งพืช (50 มิลลิลิตร) 
 D = น ้าหนกัแหง้ของตวัอยา่งท่ีใชย้อ่ย (กรัม) 
 E = ปริมาตรของตวัอยา่งท่ีใชใ้นการวเิคราะห์ (มิลลิลิตร) 
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2.1.3.3.2  การวเิคราะห์ปริมาณฟอสฟอรัสโดยการวัดการดูดกลืนแสงของสารที่มี
สี (colorimetry) (Ohyama et al., 1991) ซ่ึงไดจ้ากการท าปฏิกิริยาระหวา่งฟอสเฟต และอนุมูล 
โมลิบเดต ดงัน้ี   

1. เตรียมสารละลายท่ีใชต้รวจสอบปริมาณฟอสฟอรัสจ านวน 3 ชนิดดงัน้ี 
A reagent : ชัง่แอมโมเนียมโมลิบเดต ((NH4)6Mo7O24) 25 กรัม ละลาย

ในน ้ากลัน่ 200 มิลลิลิตร จากนั้นน ามากรอง 
B reagent : เตรียมกรดซลัฟูริก (H2SO4) 250 มิลลิลิตร ผสมกบัน ้ ากลัน่ 

200 มิลลิลิตร ทิ้งไว ้1 คืน จากนั้นปรับปริมาตรดว้ยน ้ากลัน่เป็น 500 มิลลิลิตร 
C reagent : น า A reagent มาผสม B reagent โดยเท B reagent ลงใน

บีกเกอร์ ขนาด 1 ลิตร ค่อยๆ เท A reagent ทีละนอ้ย อยา่งช้าๆ ทิ้งไว ้1 คืน วนัต่อมาน ามาปรับ
ปริมาตรใหเ้ป็น 1 ลิตร เก็บไวใ้นขวดสีชาตั้งไวใ้นท่ีมืด 

2. เตรียมสารละลายสเทนัสคลอไรด์  (SnCl2.2H2O) โดยชั่งสเทนัส 
คลอไรด์ 0.25 กรัม เทลงในขวดสีชา (ควรเตรียมในตูค้วนั) เติมกรดไฮโดรคลอริก 5 มิลลิลิตร 
ละลายใหห้มด จากนั้นเติมน ้ากลัน่ 20 มิลลิลิตร ใชไ้ด ้3 วนั 

3. เตรียมสารละลายมาตรฐานของฟอสฟอรัส จากโพแทสเซียมไดไฮโดรเจน
ฟอสเฟต (KH2PO4) ปรับใหมี้ความเขม้ขน้ตามล าดบัคือ 0, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1.0, 1.2 มิลลิกรัมต่อลิตร 
เพื่อใชท้  ากราฟมาตรฐาน โดยชัง่โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) 0.716 กรัม ละลาย
ดว้ยกรดซลัฟูริก (H2SO4) 4 N แลว้ปรับปริมาตรในขวดปรับปริมาตร (volumetric flask) ขนาด 
1 ลิตร จนครบปริมาตร ไดส้ารละลายมาตรฐานฟอสฟอรัส ความเขม้ขน้ 500 มิลลิกรัมต่อลิตร 
จากนั้นน าสารละลายไปเจือจางตามความเขม้ขน้ท่ีตอ้งการ 

4.  ดูดสารละลายตวัอยา่งจากขอ้ 2.1.2.2 (ก) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงใน
ขวดปรับปริมาตรขนาด 25 มิลลิลิตร เติมน ้ ากลัน่ลงไปเล็กนอ้ย เติม C reagent ขวดละ 1 มิลลิลิตร 
และเติมสเทนสัคลอไรด์ 0.2 มิลลิลิตร ตามล าดบั ปรับปริมาตรดว้ยน ้ ากลัน่ให้เป็น 25 มิลลิลิตร ตั้ง
ทิ้งไว ้15 นาที น ามาวดัค่าการดูดกลืนแสง ดว้ยเคร่ืองวดัค่าการดูดกลืนแสง(spectrophotometer) ท่ี 
660 นาโนเมตร น าค่าท่ีอ่านไดม้าเปรียบเทียบกบักราฟมาตรฐานของฟอสฟอรัส จากนั้นน าค่าท่ี
ค  านวณไดม้าค านวณหาความเขม้ขน้ของฟอสฟอรัส (มิลลิกรัมต่อกรัมน ้ าหนกัแห้ง) เช่นเดียวกบั
การหาความเขม้ขน้ของไนโตรเจน 
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2.1.2.3.3  การวเิคราะห์ปริมาณโพแทสเซียม 
1. เตรียมสารละลายมาตรฐานของโพแทสเซียมท่ีมีความเขม้ขน้ 0, 0.1, 0.2, 

0.3, 0.4, และ 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร เพื่อใชท้  ากราฟมาตรฐาน 
2. เจือจางสารละลายตวัอย่างจากขอ้ 2.1.2.2 (ข) โดยใช้สารตวัอย่าง 0.5 

มิลลิลิตร จากนั้นเจือจางดว้ยน ้ากลัน่เป็น 25 มิลลิลิตร 
3. น าสารละลายดงักล่าว ไปวดัความเขม้ขน้ของโพแทสเซียม ด้วยเคร่ือง 

Atomic absorption spectrophotometer ท่ีความยาวคล่ืน 766.5 นาโนเมตร บนัทึกผล และน าค่าท่ี
ค  านวณไดม้าค านวณหาปริมาณโพแทสเซียม (มิลลิกรัมต่อส่วนของพืช) เช่นเดียวกบัการหาปริมาณ
ไนโตรเจน 
 

2.1.2.3.4  การวเิคราะห์ปริมาณแคลเซียม  และแมกนีเซียม 
 1. เตรียม lantanum oxide โดยชัง่ lantanum oxide 2.01 กรัม ปรับปริมาตร

ดว้ยน ้ากลัน่เป็น 500 มิลลิลิตร จากนั้นเติม HCl 37 % 10 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรดว้ยน ้ ากลัน่ให้เป็น 
1,000 มิลลิลิตร 

2. เจือจางสารละลายตวัอย่างจากขอ้ 2.1.2.2 (ข) โดยใช้สารตวัอย่าง 1 
มิลลิลิตร จากนั้นเจือจางดว้ยสารละลาย lantanum ใหเ้ป็น 25 มิลลิลิตร 

3. เตรียมสารละลายมาตรฐานของแคลเซียมจาก CaCO3 จากนั้นปรับ
ปริมาตรด้วยสารละลาย lanthanum ใหมี้ความเขม้ขน้ 0, 1.0, 2.0, 3.0, 4.0 และ 5.0 มิลลิกรัมต่อลิตร 
เพื่อใชท้  ากราฟมาตรฐาน 

4. เตรียมสารละลายมาตรฐานของแมกนีเซียมจาก MgCl2 จากนั้น
ปรับปริมาตรด้วยสารละลาย lanthanum ให้มีความเขม้ขน้ 0, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4 และ 0.5 มิลลิกรัม
ต่อลิตร เพื่อใชท้  ากราฟมาตรฐาน 

5. น าสารละลายดงักล่าวไปวดัความเขม้ขน้ของแคลเซียม และแมกนีเซียม 
ดว้ยเคร่ือง Atomic absorption spectrophotometer ท่ีความยาวคล่ืน 422.7 และ 285.2 นาโนเมตร
ส าหรับวเิคราะห์ความเขม้ขน้ของแคลเซียม และแมกนีเซียม ตามล าดบั บนัทึกผล และน าค่าท่ี
ค  านวณไดม้าค านวณหาปริมาณแคลเซียม และแมกนีเซียม (มิลลิกรัมต่อส่วนของพืช) เช่นเดียวกบั
การหาปริมาณของไนโตรเจน 
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3. สถานทีใ่นการด าเนินการวจัิยและรวบรวมข้อมูล 
1. หอ้งปฏิบติัการสาขาวชิาพืชสวน คณะเกษตรศาสตร์ มหาวทิยาลยัเชียงใหม่ 
2. หอ้งปฏิบติัการกลาง คณะเกษตรศาสตร์ มหาวทิยาลยัเชียงใหม่ 
3. ศูนยบ์ริการการพฒันาขยายพนัธ์ุไมด้อกไมผ้ลบา้นไร่อนัเน่ืองมาจากพระราชด าริ

มหาวทิยาลยัเชียงใหม่ 
4. ระยะเวลาด าเนินการ 
 ตั้งแต่เดือน พฤษภาคม 2552 ถึง พฤษภาคม 2554 


