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บทที่ 3 

 
อุปกรณและวิธีการ 

 
1.  วัสดุและอุปกรณ 

1.1 วัสดุพันธุพืช 

 ตนกลวยไมหวายเอียสกุล อายุ 2 เดือน ยายปลูกในกระถางพลาสติกสีดํา ขนาด 5 นิ้ว      

โดยใชไฮโดรบอลเปนวัสดุปลูก จํานวน 350 ตน 

1.2 วัสดุสารเคมี  

 1.2.1 สารเคมีสําหรับเตรียมสารละลายธาตุอาหาร ไดแก 

 1.2.1.1    แอมโมเนียมไนเตรท (NH4NO3) 

  1.2.1.2   โพแทสเซียมไนเตรท (KNO3) 

  1.2.1.3   โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) 

  1.2.1.4    แคลเซียมคลอไรด (CaCl2) 

  1.2.1.5    แมกนีเซียมซัลเฟต (MgSO4.7H2O) 

                 1.2.1.6    บอริคแอซิค (H3BO3) 

 1.2.1.7    แมงกานีสซัลเฟต (MnSO4.4H2O) 

 1.2.1.8    ซิงคซัลเฟต (ZnSO4.7H2O) 

 1.2.1.9    คอปเปอรซัลเฟต (CuSO4.5H2O) 

 1.2.1.10  แอมโมเนียมโมลิบเดท ((NH4)6Mo7O24) 

 1.2.1.11  เหล็กคีเลต (FeEDTA) 

 1.2.2 สารเคมีสําหรับการวิเคราะหไนโตรเจน ไดแก   

        1.2.2.1    กรดซัลฟูริก (H2SO4) 

 1.2.2.2   ไฮโดรเจนเปอรออกไซด (H2O2) 

 1.2.2.3 โซเดียมคีเลต (EDTA.2Na)
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  1.2.2.4 โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH)    
  1.2.2.5    เอทธานอล (C2H5OH)  

 1.2.2.6    เมธิลเรด (methyl red) 

 1.2.2.7   โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) 

 1.2.2.8    กรดเบนโซอิค (benzoic acid) 

 1.2.2.9   โซเดียมไนโตรพลัสไซด (Na2[Fe(CN)5NO].2H2O) 

 1.2.2.10  ฟนอล (C6H6O6) 

 1.2.2.11  ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Na2HPO4) 

 1.2.2.12  ไตรโซเดียมฟอสเฟต (Na3PO4) 

 1.2.2.13  โซเดียมไฮโปคลอไรท (NaClO)  

 1.2.2.14  แอมโมเนียมซัลเฟต ((NH4)2SO4) 

 1.2.3 สารเคมีสําหรับการวิเคราะหฟอสฟอรัส ไดแก  

1.2.3.1   กรดซัลฟูริก (H2SO4) 

1.2.3.2  ไฮโดรเจนเปอรออกไซด (H2O2) 

1.2.3.3   กรดไฮโดรคลอริค (HCl) 

1.2.3.4   แอมโมเนียมโมลิบเดต ((NH4)6Mo7O24) 

1.2.3.5   สเทนัสคลอไรด (SnCl2) 

1.2.3.6   โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) 

 1.2.4 สารเคมีสําหรับการวิเคราะหโพแทสเซียม ไดแก 

1.2.4.1   กรดเปอรคลอริคเขมขน (HClO4) 

1.2.4.2   กรดไนตริก (HNO3) 

1.2.4.3   กรดไฮโดรคลอริค (HCl) 

1.2.4.4   โพแทสเซียมคลอไรด (KCl) 

1.2.5 สารเคมีสําหรับการวิเคราะหแคลเซียม แมกนีเซียม เหล็ก สังกะสี และทองแดง 

         1.2.5.1    กรดเปอรคลอริค (HClO4) 

         1.2.5.2    กรดไนตริก (HNO3) 

  1.2.5.3    กรดไฮโดรคลอริค (HCl) 
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  1.2.5.4    แลนทานัมออกไซด (LaO2) 

  1.2.5.5    แคลเซียมคารบอเนต (CaCO3) 

  1.2.5.6    แมกนีเซียมคลอไรด (MgCl2) 

  1.2.5.7    สารละลายมาตรฐานของเหล็ก 

  1.2.5.8    แมงกานีสซัลเฟต (MnSO4) 

  1.2.5.9    ซิงคซัลเฟต (ZnSO4) 

  1.2.5.10  คอปเปอรซัลเฟต (CuSO4) 

         1.2.6  สารเคมีสําหรับวิเคราะหปริมาณคลอโรฟลล 

 1.2.6.1.  อะซีโตน (Acetone)   

1.3 อุปกรณ 

1.3.1  ไมบรรทัด 

1.3.2   เวอรเนยีรคารลิปเปอร 

1.3.3   เคร่ืองวัดคาการดดูกลืนแสง (spectrophotometer) ของบริษัท HITACHI รุน U-2001 

1.3.4  Atomic absorption spectrophotometer ของบริษัท PERKIN ELMER รุน 3100 

1.3.5   เคร่ืองช่ังละเอียดแบบทศนิยม 4 ตําแหนง 

1.3.6   เคร่ืองบดตัวอยางพืช 

1.3.7   ถุงพลาสติกเก็บตัวอยางพืช  

1.3.8   ปายช่ือพรอมปากกาเคมี 

1.3.9   ตูอบตัวอยางพืช 

1.3.10  เตายอยตัวอยางพืชของบริษัท TECHNE รุน DB – 4 

1.3.11  ขวดพลาสติก ขนาด 60 มิลลิลิตร 

1.3.12  เคร่ืองแกว 

 1.3.12.1   หลอดทดลอง ขนาด 25 x 200 มิลลิลิตร 

 1.3.12.2   บีกเกอร 

 1.3.12.3   กระบอกตวง 

 1.3.12.4   กรวยกรอง 
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 1.3.12.5   ขวดปรับปริมาตร 

 1.3.12.6   ปเปตแกว 

 1.3.12.7   ไมโครปเปต 

 1.3.12.8   หลอดหยดสาร 

1.3.12.9   แทงแกวคนสาร 

1.3.12.10 ชอนตักสาร 

2. วิธีการทดลอง 

     2.1  การศึกษาคร้ังนี้แบงออกเปน 3 การทดลองดังนี้ 

การทดลองท่ี 1 ผลของแคลเซียมตอการเจริญเติบโตของกลวยไมหวายเอียสกุล 

 ปลูกกลวยไมหวายเอียสกุล อายุ 6 เดือน ท่ีมีลําลูกกลวย 3 ลํา ดวยไฮโดรบอลลงในกระถาง

ขนาด 5 นิ้ว จํานวน 90 ตน นํามาวางเรียงในช้ันวาง รอใหพืชพักฟนประมาณ 1 เดือน จึงเร่ิมให

สารละลายปุย วางแผนการทดลองแบบ CRD จํานวน 6 กรรมวิธีๆ ละ 15 ซํ้า ซํ้าละ 1 ตน ดังนี้ 

กรรมวิธีท่ี 1 ใหสารละลายธาตุอาหารที่มี Ca ความเขมขน     0 มิลลิกรัมตอลิตร 

กรรมวิธีท่ี 2 ใหสารละลายธาตุอาหารที่มี Ca ความเขมขน 100 มิลลิกรัมตอลิตร 

กรรมวิธีท่ี 3 ใหสารละลายธาตุอาหารที่มี Ca ความเขมขน 200 มิลลิกรัมตอลิตร 

กรรมวิธีท่ี 4 ใหสารละลายธาตุอาหารที่มี Ca ความเขมขน 300 มิลลิกรัมตอลิตร 

กรรมวิธีท่ี 5 ใหสารละลายธาตุอาหารที่มี Ca ความเขมขน 400 มิลลิกรัมตอลิตร 

กรรมวิธีท่ี 6 ใหสารละลายธาตุอาหารที่มี Ca ความเขมขน 500 มิลลิกรัมตอลิตร 

 ความเขมขนของธาตุอ่ืนในสารละลายเปนดังนี้ คือ ไนโตรเจน 200 มิลลิกรัมตอลิตร 

ฟอสฟอรัส 100 มิลลิกรัมตอลิตร โพแทสเซียม 200 มิลลิกรัมตอลิตร กํามะถัน 198 มิลลิกรัมตอลิตร 

เหล็ก 0.292 มิลลิกรัมตอลิตร โบรอน 0.038 มิลลิกรัมตอลิตร แมงกานีส 0.123 มิลลิกรัมตอลิตร 

สังกะสี 0.043 มิลลิกรัมตอลิตร ทองแดง 0.008 มิลลิกรัมตอลิตร โมลิบดินัม 0.03 มิลลิกรัมตอลิตร 

และแมกนีเซียม 100 มิลลิกรัมตอลิตร ใหปุยคร้ังละ 50 มิลลิลิตรตอตน โดยวิธีตักรดในอัตรา          

2 คร้ัง/สัปดาห 
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การบันทึกผลการทดลอง 

 การเจริญเติบโต ไดแก จํานวนลําลูกกลวย ความสูงลําลูกกลวย (เซนติเมตร) เสนผาน

ศูนยกลางลําลูกกลวย (เซนติเมตร) จํานวนใบตอลํา (ใบ) ความยาวใบ (เซนติเมตร) ความกวางใบ 

(เซนติเมตร) และความหนาใบ (มิลลิเมตร) สุมวัดผลจํานวน 10 ตนจาก 15 ตน ทําการวัดผลทุกลํา 

โดยวัดผลจากลําลูกกลวยลําดับท่ี 2 เปนตนไป เดือนละ 1 คร้ัง 

 คุณภาพดอก ไดแก จํานวนดอกตอชอ ความยาวชอดอกท้ังหมด (เซนติเมตร) ความยาวกาน

ชอดอก (เซนติเมตร) ความยาวชอดอก (เซนติเมตร) เสนผานศูนยกลางกานชอดอก (มิลลิเมตร)      

ความกวางของดอกแนวต้ังและแนวนอน (เซนติเมตร) และเปอรเซ็นตการออกดอก ทําการวัดผล 

ทุกตนทุกลําท่ีออกดอก โดยเปรียบเทียบเปนผลของแคลเซียมตอดอกของลําลูกกลวยลําดับ            

ท่ี 2, 3, ..., n  ภายในการทดลอง 

การวิเคราะหธาตุอาหาร 

 สุมพืชในระยะเร่ิมการทดลองกอนใหสารละลายปุย และระยะหลังจากไดรับสาร ละลายปุย

เปนเวลา 10 เดือน ในแตละกรรมวิธีๆ ละ 10 ซํ้า ซํ้าละ 1 ตน มาทําการวิเคราะหธาตุอาหาร โดยทํา

การแยกสวนของพืชออกเปนราก ใบ ลําลูกกลวย และหนอใหม นํามาลางทําความสะอาดดวยน้ํา

กล่ัน ซับและผ่ึงช้ินสวนพืชใหแหง ช่ังพรอมบันทึกน้ําหนักสด แลวนําไปอบแหงท่ีอุณหภูมิ 60 

องศาเซลเซียส จนกระท่ังน้ําหนักแหงคงท่ี บันทึกน้ําหนักแหง และนําพืชมาวิเคราะหธาตุอาหาร 

ดังนี้ 

วิเคราะห N โดยวิธี Modified Kjeldahl Method (Ohyama et al., 1991) 

วิเคราะห P โดยวิธี Colorimetry (Ohyama et al., 1991) 

วิเคราะห K, Ca, Mg, Fe, Cu, Zn และ Mo โดยวิธี Atomic Absorption Spectrophotometry 

(Mizukoshi et al., 1994) 
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การทดลองท่ี 2 ผลของแมกนีเซียมตอการเจริญเติบโตของกลวยไมหวายเอียสกุล 

 เตรียมพืชทดลองเชนเดียวกับการทดลองท่ี 1 จึงเร่ิมใหสารละลายปุย วางแผนการทดลอง

แบบ CRD จํานวน 6 กรรมวิธีๆ ละ 15 ซํ้า ซํ้าละ 1 ตน ดังนี้ 

กรรมวิธีท่ี 1 ใหสารละลายธาตุอาหารที่มี Mg ความเขมขน     0 มิลลิกรัมตอลิตร 

กรรมวิธีท่ี 2 ใหสารละลายธาตุอาหารที่มี Mg ความเขมขน 100 มิลลิกรัมตอลิตร 

กรรมวิธีท่ี 3 ใหสารละลายธาตุอาหารที่มี Mg ความเขมขน 200 มิลลิกรัมตอลิตร 

กรรมวิธีท่ี 4 ใหสารละลายธาตุอาหารที่มี Mg ความเขมขน 300 มิลลิกรัมตอลิตร 

กรรมวิธีท่ี 5 ใหสารละลายธาตุอาหารที่มี Mg ความเขมขน 400 มิลลิกรัมตอลิตร 

กรรมวิธีท่ี 6 ใหสารละลายธาตุอาหารที่มี Mg ความเขมขน 500 มิลลิกรัมตอลิตร 

 ความเขมขนของธาตุในสารละลายอ่ืนเปนดังนี้ ไนโตรเจน 200 มิลลิกรัมตอลิตร 

ฟอสฟอรัส 100 มิลลิกรัมตอลิตร โพแทสเซียม 200 มิลลิกรัมตอลิตร กํามะถัน 198 มิลลิกรัมตอลิตร 

เหล็ก 0.292 มิลลิกรัมตอลิตร โบรอน 0.038 มิลลิกรัมตอลิตร แมงกานีส 0.123 มิลลิกรัมตอลิตร 

สังกะสี 0.043 มิลลิกรัมตอลิตร ทองแดง 0.008 มิลลิกรัมตอลิตร โมลิบดินัม 0.03 มิลลิกรัมตอลิตร 

และแคลเซียม 100 มิลลิกรัมตอลิตร ใหปุยคร้ังละ 50 มิลลิลิตรตอตน โดยวิธีตักรดในอัตรา             

2 คร้ัง/สัปดาห 

การบันทึกผลการทดลอง 

 การเจริญเติบโต คุณภาพดอก และการวิเคราะหธาตุอาหาร เชนเดียวกับการทดลองที่ 1  

และวิเคราะหปริมาณคลอโรฟลลในใบ โดยวิธีของ Whitham et al. (1971) หลังจากใหสารละลาย

ปุยเปนเวลา 10 เดือน 

การทดลองท่ี 3  ผลของแคลเซียมรวมกับแมกนีเซียมตอการเจริญเติบโตของกลวยไมหวายเอียสกุล 

เตรียมพืชทดลองเชนเดียวกับการทดลองท่ี 1 วางแผนการทดลองแบบ Factorial in CRD 

จํานวน (3 x 3) + 2  กรรมวิธี ๆ ละ 15 ซํ้า (1 ตนตอซํ้า) ใหสารละลายธาตุอาหารที่มีแคลเซียมความ

เขมขน 3 ระดับ คือ 200, 100 และ 50 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับแมกนีเซียม 3 ระดับ คือ 100, 50 และ 

25  มิลลิกรัมตอลิตร สวนธาตุอ่ืนพืชไดรับเทากันในทุกกรรมวิธีเหมือนการทดลองท่ี 1 ยกเวน

แมกนีเซียมและแคลเซียม เปรียบเทียบกับการไดรับธาตุอาหารอื่นๆ ครบถวน ยกเวนแคลเซียมและ
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แมกนีเซียม (ขาดแคลเซียมและแมกนีเซียม) และการไมไดรับธาตุอาหาร (กรรมวิธีควบคุม)       

บันทึกการเจริญเติบโต คุณภาพดอก และวิเคราะหธาตุอาหาร เชนเดียวกับการทดลองท่ี 1 

       2.2 การบันทึกผลการทดลอง 

2.2.1. การบันทึกการเจริญเติบโต   ดังน้ี 

 2.2.1.1  จํานวนลําลูกกลวย (ลํา)  

 2.2.1.2  ความสูงลําลูกกลวย (เซนติเมตร) 

   วัดจากโคนลําลูกกลวยจนถึงโคนใบท่ีสอง  นับจากใบท่ีอยู ตรง           

ปลายยอดลงมา  

   2.2.1.3  ขนาดเสนผานศูนยกลางลําลูกกลวย (เซนติเมตร) 

     วัดบริเวณกึ่งกลางลําลูกกลวย เหนือโคนลําลูกกลวยข้ึนมา 5 เซนติเมตร 

          2.2.1.4  ความยาวใบ (เซนติเมตร)           

     วัดใบท่ีสองของลํา โดยวัดจากโคนใบจนถึงปลายใบ   

        2.2.1.5  ความกวางใบ (เซนติเมตร)                 

     วัดสวนท่ีกวางท่ีสุดของใบท่ีสองของลํา โดยวัดจากขอบใบดานหน่ึง

จนถึงขอบใบอีกดานหน่ึง 

       2.2.1.6  ความหนาใบ (มิลลิเมตร)          

    วัดความหนาของใบ บริเวณเดียวกับท่ีวัดความกวางของใบ 

  2.2.1.7 จํานวนใบ (ใบ) 

 2.2.2 คุณภาพดอก ดังนี้ 

   2.2.2.1 ความยาวชอดอกท้ังหมด (เซนติเมตร) 

     วัดจากโคนชอดอกจนถึงข้ัวดอกสุดทาย 

   2.2.2.2 ความยาวกานชอดอก (เซนติเมตร) 

     วัดจากโคนชอดอกจนถึงข้ัวดอกแรก 

   2.2.2.3 ความยาวชอดอก (เซนติเมตร) 

     วัดจากข้ัวดอกแรกจนถึงข้ัวดอกสุดทาย 
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   2.2.2.4 ขนาดเสนผานศูนยกลางกานชอดอก (มิลลิเมตร) 

     วัดเหนือโคนชอดอกข้ึนมา 10 เซนติเมตร 

   2.2.2.5 ความกวางดอกแนวตั้งและแนวนอน (เซนติเมตร) 

     วัดความกวางดอกแนวต้ังและแนวนอน ในดอกท่ี 2 นับจากโคนชอข้ึนไป 

   2.2.2.6 จํานวนดอก (ดอก) 

   2.2.2.7 เปอรเซ็นตการออกดอก (เปอรเซ็นต) 

     คิดเปอรเซ็นตการออกดอกจากจํานวนตนภายในกรรมวิธี 

 2.2.3 การวิเคราะหความเขมขนของธาตอุาหาร 

                   2.2.3.1 การเตรียมตัวอยางพชื 

          สุมพืชหลังจากใหสารละลายธาตุอาหารเปนระยะเวลา 10 เดือน จํานวน 10 ซํ้าตอ

กรรมวิธี นําตัวอยางท่ีสุมไดมาแยกสวนออกจากกัน ลางทําความสะอาดดวยน้ําประปา 3 คร้ัง       

น้ํากล่ัน 3 คร้ัง ซับใหแหง จากนั้นนําไปชั่ง บันทึกน้ําหนักสด แลวนําไปอบแหงท่ี 60 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 7 วัน จนกระท่ังน้ําหนักแหงคงท่ี จึงนํามาช่ังบันทึกน้ําหนักแหง แลวนําไปบด

ใหเปนผงละเอียด เก็บใสถุงพลาสติกกอนนําไปช่ังเพื่อใชยอยและวิเคราะหธาตุอาหารตอไป   

 2.2.3.2 การยอยตัวอยางพชืดวยกรด (Wet Acid Digestion)  

  1. การยอยตัวอยางสําหรับการวิเคราะหไนโตรเจนและฟอสฟอรัส ดัดแปลงโดย 

(Ohyama et al., 1985; 1986)     

     ช่ังตัวอยางพืชอบแหงท่ีบดละเอียดประมาณ  0.05 กรัม ใสลงในหลอดทดลอง

จากน้ันเติมกรดซัลฟูริกเขมขน (H2SO4) 1 มิลลิลิตร ปดหลอดดวยพาราฟลมท้ิงไว 1 คืน วันตอมา

นํามายอยท่ีเตายอยตัวอยาง ปรับอุณหภูมิท่ี 180 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที นําหลอดทดลองข้ึนมา

พักท้ิงไวใหเย็นแลวเติมไฮโดรเจนเปอรออกไซด (H2O2) หลอดละ 0.3 มิลลิลิตร ปนใหเขากัน  

นํามายอยตอโดยปรับอุณหภูมิ 230 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที หากสารละลายยังไมใสใหเติม

ไฮโดรเจนเปอรออกไซด (H2O2)  หลอดละ 0.2  มิลลิลิตร แลวนําไปยอยตอท่ีอุณหภูมิ 230 องศา

เซลเซียส 30 นาที  ทําซํ้าเหมือนเดิมจนกระท่ังสารละลายใส หลังจากนั้นท้ิงไวใหเย็นแลวเติมน้ํา

กล่ัน 5 มิลลิลิตร ท้ิงไว 1 คืน วันตอมานํามาปรับปริมาตรเปน 50 มิลลิลิตร เก็บสารละลายที่ไดไวใน

ขวดพลาสติก เก็บไวท่ีอุณหภูมิหอง สําหรับวิเคราะหตอไป 
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            2. การยอยตัวอยางสําหรับวิเคราะหโพแทสเซียม  แคลเซียม  แมกนีเซียม  เหล็ก  

ทองแดง และ สังกะสี (Mizukoshi et  al., 1994) 

   ช่ังตัวอยางพืชอบแหงท่ีบดละเอียดประมาณ 0.05 กรัม ใสลงในหลอดทดลอง เติม

กรดเปอรคลอริคเขมขน (HClO4)  0.4  มิลลิลิตร และกรดไนตริก (HNO3) 0.5 มิลลิลิตร ตามลําดับ   

ปนใหเขากัน ปดหลอดดวยพาราฟลม ท้ิงไว 1 คืน จากน้ันนํามายอยท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส 

เพื่อไลควันสีเหลืองของ  NO2
-  ออกใหหมด  จึงปรับเพิ่มอุณหภูมิเปน 210 องศาเซลเซียส ท้ิงไว 

จนตัวอยางแหง ระวังอยาใหไหม นําออกมาท้ิงไวใหเย็นแลวเติมสารละลายเจือจาง (HCl:H2O 

อัตราสวน 1:4) หลอดละ 1 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน จากน้ันนํามาต้ังบนเตาท่ีอุณหภูมิ 100 องศา

เซลเซียส นาน 5 นาที เพื่อไล Cl- ท้ิงไวใหเย็นแลวนํามาปรับปริมาตรเปน 50 มิลลิลิตร  

เทใสขวดพลาสติกเก็บไวท่ีอุณหภูมิหอง สําหรับวิเคราะหตอไป 

 2.2.3.3. การวิเคราะหปริมาณ ไนโตรเจนรวม  (Indolphenol Method)          

(Ohyama et al., 1985; 1986)        

           1. เตรียมสารละลายท่ีใชตรวจสอบปริมาณไนโตรเจน จํานวน 4 ชนิด ดังนี้ 

              A  reagent : ช่ังโซเดียมคีเลต (EDTA.2Na) 25 กรัม  ละลายในน้ํากล่ัน 

ปรับ pH ใหเปน 10 โดยใช 10 N โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) เปนตัวปรับ pH จากนั้นเติม

สารละลายเมธิลเรด (methylred) 20 มิลลิลิตร (เมธิลเรด 0.05 กรัม + 60% เอทธานอล 20 

มิลลิลิตร) คนใหเขากันปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันใหเปน 1 ลิตร 

   B  reagent : ช่ังโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) 136.09 

กรัม ใสบีกเกอร 500 มิลลิลิตร เติมน้ํากล่ัน 400 มิลลิลิตร จากนั้นช่ังกรดเบนโซอิค (benzoic acid) 

2.75 กรัม ใสบีกเกอร 500 มิลลิลิตร เติมน้ํากล่ัน 400 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันดวยเคร่ืองคน ปรับ

อุณหภูมิ 30-40 องศาเซลเซียส จนละลายหมดนํามารวมกันแลวปรับปริมาตรใหเปน 1 ลิตร 

   C  reagent : ช่ังโซเดียมไนโตรพลัสไซด (sodium nitroprusside) 0.1 กรัม 

ใสในขวดปรับปริมาตร จากนั้นเติมฟนอล (phenol) 10.25 มิลลิลิตร (นําฟนอลไปอุนท่ีอุณหภูมิ    

30-40 องศาเซลเซียส ไดฟนอลที่เปนของเหลว) แลวปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันใหเปน 1 ลิตร  เก็บไว

ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ใชไดนาน 2 สัปดาห  
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    D reagent :  ช่ังโซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) 10 กรัม ไดโซเดียม

ไฮโดรเจนฟอสเฟต (Na2HPO4.7H2O) 7.06 กรัม  และ ไตรโซเดียมฟอสเฟต (Na3PO4.12H2O)    

31.8 กรัม ละลายในน้ํากล่ัน จากนั้นเติมโซเดียมไฮเปอรคลอไรท (sodium hyperchlorite) 10 

มิลลิลิตร แลวปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันเปน 1 ลิตร 

  2. เตรียมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) 1 N (ช่ังโซเดียมไฮดรอก

ไซด (NaOH) 40 กรัม ปรับปริมาตรใหเปน 1 ลิตร) 

   3. เตรียมสารละลายมาตรฐานจากแอมโมเนียมซัลเฟต ((NH4)2SO4) ระดับ

ความเขมขน 0, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4 และ 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร เพ่ือใชทํากราฟมาตรฐาน โดยช่ัง 

แอมโมเนียมซัลเฟต ((NH4)2SO4) 0.471 กรัม ละลายดวยกรดซัลฟูริก (H2SO4) 0.5 N แลวปรับ

ปริมาตรในขวดปรับปริมาตร ขนาด 1 ลิตร จนครบปริมาตร ไดสารละลายมาตรฐานไนโตรเจน

ความเขมขน 100 มิลลิกรัมตอลิตร จากน้ันนําสารละลายไปเจือจางตามความเขมขนท่ีตองการ โดย

กรดซัลฟูริก 0.5 N  เตรียมจากกรดซัลฟูริก 13.32 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรเปน 1 ลิตร 

  4. ดูดตัวอยางที่ยอยไดจากขอ 2.2.3.2 (1) ปริมาตร 0.3-0.5 มิลลิลิตร 

(ข้ึนกับสวนของพืช) เติม A reagent 0.5 มิลลิลิตร และเติม B reagent 0.5 มิลลิลิตรตามลําดับ 

สารละลายเปล่ียนเปนสีชมพู แลวนํามาไตรเตรทโดยหยดโซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) 1 N ลงไป 

เขยาเล็กนอยใหสารละลายเปล่ียนเปนสีเหลือง จากน้ันเติม C reagent 2.5 มิลลิลิตร และ D reagent 

2.5 มิลลิลิตรตามลําดับ ปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันใหเปน 25 มิลลิลิตร ตั้งทิ้งไวที่ 30 องศาเซลเซียส 

นาน 3 ชั่วโมง จนสารละลายเปลี่ยนเปนสีน้ําเงิน จากนั้นนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงดวย

เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) ท่ี 625 นาโนเมตร บันทึกผล แลวนําคาท่ีอาน

ไดมาเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐาน จากน้ันนําคาท่ีคํานวณไดมาคํานวณหาปริมาณไนโตรเจน 

(มิลลิกรัมตอสวนของพืช) โดยใชสูตรคํานวณ ดังน้ี 

 ปริมาณไนโตรเจนในตัวอยางพืช (มิลลิกรัมตอสวนของพืช) 

  =    (A x  B x C)      X 10 X น้ําหนักแหงในสวนของพืชนั้น 

    (D x E x 10000)  

           สาร A   =   คาความเขมขนของไนโตรเจนจากกราฟมาตรฐาน (มิลลิกรัมตอลิตร) 
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        B   =   ปริมาตรสุดทายในปฏิกิริยา Indolphenol (25 มิลลิลิตร) 

        C   =   ปริมาตรสุดทายของการยอยตวัอยางพืช   (50 มิลลิลิตร) 

        D   =   น้ําหนักแหงของตัวอยางท่ีใชยอย (กรัม) 

       E   =   ปริมาตรของตัวอยางท่ีใชในการวิเคราะห (มิลลิลิตร) 

 2.2.3.4. การวิเคราะหปริมาณฟอสฟอรัสโดยการวัดการดูดกลืนแสงของสารท่ีมีสี 

(colorimetry) (Ohyama et. al., 1991) ซ่ึงไดจากการทําปฏิกิริยาระหวางฟอสเฟต และอนุมูลโมลิบเดต 

ดังนี้ 

 1. เตรียมสารละลายท่ีใชตรวจสอบปริมาณฟอสฟอรัสจํานวน 3 ชนิดดงันี้ 

    A reagent :  ช่ังแอมโมเนียมโมลิบเดต ((NH4)6Mo7O24) 25 กรัม ละลายใน

น้ํากล่ัน 200 มิลลิลิตร จากนั้นนํามากรอง 

    B reagent :  เตรียมกรดซัลฟูริก (H2SO4) 250 มิลลิลิตร ผสมกับน้ํากล่ัน 

200 มิลลิลิตร ท้ิงไว 1 คืน จากนั้นปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันเปน 500 มิลลิลิตร  

    C reagent :  นํา A reagent มาผสม B reagent โดยเท B reagent ลงในบีก

เกอร ขนาด 1 ลิตร คอยๆ เท A reagent ทีละนอย อยางชาๆ ท้ิงไว 1 คืน วันตอมานํามาปรับปริมาตร

ใหเปน 1 ลิตร เก็บไวในขวดสีชาต้ังไวในท่ีมืด 

  2. เตรียมสารละลายสเทนัสคลอไรด  (SnCl2.2H2O) โดยช่ังสเทนัสคลอไรด 

0.25 กรัม เทลงในขวดสีชา (ควรเตรียมในตูควัน) เติมกรดไฮโดรคลอริก 5 มิลลิลิตร ละลายใหหมด 

จากนั้นเติมน้ํากล่ัน 20 มิลลิลิตร ใชได 3 วัน 

 3. เตรียมสารละลายมาตรฐานของฟอสฟอรัส จากโพแทสเซียมไดไฮโดรเจน

ฟอสเฟต (KH2PO4) ปรับใหมีความเขมขนตามลําดับคือ 0, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1.0, 1.2 มิลลิกรัมตอลิตร 

เพื่อใชทํากราฟมาตรฐาน โดยช่ังโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) 0.716 กรัม ละลาย

ดวยกรดซัลฟูริก (H2SO4) 4 N แลวปรับปริมาตรในขวดปรับปริมาตร (volumetric flask) ขนาด       

1 ลิตร จนครบปริมาตร ไดสารละลายมาตรฐานฟอสฟอรัสความเขมขน 500 มิลลิกรัมตอลิตร 

จากนั้นนําสารละลายไปเจือจางตามความเขมขนท่ีตองการ   

  4. ดูดสารละลายตัวอยางจากขอ 2.2.3.2 (1) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงในขวด

ปรับปริมาตรขนาด 25 มิลลิลิตร เติมน้ํากล่ันลงไปเล็กนอย เติม C reagent ขวดละ 1 มิลลิลิตร และ
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เติมสเทนัสคลอไรด 0.2  มิลลิลิตร ตามลําดับ ปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันใหเปน 25 มิลลิลิตร ตั้งท้ิง

ไว 15 นาที  นํามาวัดคาการดูดกลืนแสง ดวยเคร่ืองวัดคาการดูดกลืนแสง (spectrophotometer)        

ท่ี 660 นาโนเมตร นําคาท่ีอานไดมาเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานของฟอสฟอรัส จากนั้นนําคาท่ี

คํานวณไดมาคํานวณหาความเขมขนของฟอสฟอรัส (มิลลิกรัมตอกรัมน้ําหนักแหง) เชนเดียวกับ

การหาความเขมขนของไนโตรเจน 

 2.2.3.5. การวิเคราะหปริมาณโพแทสเซียม 

        1. เตรียมสารละลายมาตรฐานของโพแทสเซียมท่ีมีความเขมขน 0, 0.1, 0.2, 

0.3, 0.4, และ 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร เพื่อใชทํากราฟมาตรฐาน 

 2. เจือจางสารละลายตัวอยางจากขอ 2.2.3.2 (2) โดยใชสารตัวอยาง 0.5 

มิลลิลิตร จากนั้นเจือจางดวยน้ํากล่ันเปน 25 มิลลิลิตร 

                    3. นําสารละลายดังกลาวไปวัดความเขมขนของโพแทสเซียม ดวยเคร่ือง 

Atomic absorption spectrophotometer ท่ีความยาวคล่ืน 766.5 นาโนเมตร บันทึกผล และนําคาท่ี

คํานวณไดมาคํานวณหาปริมาณโพแทสเซียม (มิลลิกรัมตอสวนของพืช) เชนเดียวกับการหาปริมาณ

ไนโตรเจน 

 2.2.3.6. การวิเคราะหปริมาณแคลเซียม  และแมกนีเซียม 

 1. เตรียม lantanum oxide โดยช่ัง  lantanum oxide 2.01 กรัม ปรับปริมาตร

ดวยน้ํากล่ันเปน 500 มิลลิลิตร จากน้ันเติม HCl 37% 10 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันใหเปน 

1,000 มิลลิลิตร 

 2. เจือจางสารละลายตัวอยางจากขอ 2.2.3.2 (2)โดยใชสารตัวอยาง 1 

มิลลิลิตร จากนั้นเจือจางดวยสารละลาย lantanum ใหเปน 25 มิลลิลิตร  

 3. เตรียมสารละลายมาตรฐานของแคลเซียมจาก CaCO3 จากน้ันปรับ

ปริมาตรดวยสารละลาย lanthanum ใหมีความเขมขน 0, 1.0, 2.0, 3.0, 4.0 และ 5.0 มิลลิกรัมตอลิตร 

เพื่อใชทํากราฟมาตรฐาน 

 4. เตรียมสารละลายมาตรฐานของแมกนีเซียมจาก MgCl2 จากน้ันปรับ

ปริมาตรดวยสารละลาย lanthanum ใหมีความเขมขน 0, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4 และ 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร 

เพื่อใชทํากราฟมาตรฐาน 
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     5. นําสารละลายดังกลาวไปวัดความเขมขนของแคลเซียม และแมกนีเซียม  

ดวยเคร่ือง Atomic absorption spectrophotometer ท่ีความยาวคล่ืน 422.7 และ 285.2 นาโนเมตร 

สําหรับวิเคราะหความเขมขนของแคลเซียมและแมกนีเซียมตามลําดับ บันทึกผลและนําคาท่ีคํานวณ

ไดมาคํานวณหาปริมาณแคลเซียมและแมกนีเซียม  (มิลลิกรัมตอสวนของพืช) เชนเดียวกับการหา

ปริมาณของไนโตรเจน 

2.2.3.7  การวิเคราะหปริมาณของเหล็ก  สังกะสี   และทองแดง    

1. เตรียมสารละลายมาตรฐานของเหล็ก จากน้ันเจือจางดวยน้ํากล่ันใหมี

ความเขมขน 0, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 และ 3.0 มิลลิกรัมตอลิตร เพื่อใชทํากราฟมาตรฐาน 

 2. เตรียมสารละลายมาตรฐานของสังกะสีจาก ZnSO4.7H2O จากน้ันเจือจาง

ดวยน้ํากล่ันใหมีความเขมขน 0, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 และ 1.0 มิลลิกรัมตอลิตร เพื่อใชทํากราฟ

มาตรฐาน 

3. เตรียมสารละลายมาตรฐานของทองแดงจาก CuSO4.5H2O จากนั้นเจือจาง

ดวยน้ํากล่ันใหมีความเขมขน 0, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 และ 3.0 มิลลิกรัมตอลิตร เพื่อใชทํากราฟ

มาตรฐาน 

     4. นําสารละลายตัวอยางจากขอ 2.2.3.2 (2) วัดความเขมขนของเหล็ก 

สังกะสีและทองแดง ดวยเคร่ือง Atomic absorption spectrophotometer ท่ีความยาวคลื่น 248.3, 

213.9 และ 324.8 นาโนเมตร สําหรับวิเคราะหความเขมขนของเหล็ก สังกะสี และทองแดง

ตามลําดับ บันทึกผล และนําคาท่ีคํานวณไดมาคํานวณหาปริมาณเหล็ก สังกะสี และทองแดง 

(มิลลิกรัมตอสวนของพืช) เชนเดียวกับการหาปริมาณไนโตรเจน 
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 2.2.4 การวิเคราะหปริมาณคลอโรฟลล 

    ใชวิธีของ Whitham et al. (1971) โดยใชใบของกลวยไมหวายเอียสกุล น้ําหนัก 1 กรัม 

บดในโกรงบด ขณะทําการบดใหเติมอะซีโตน 80 เปอรเซ็นต ลงไปเล็กนอย เม่ือบดละเอียดให

กรองผานกระดาษกรอง Whatman No.1 ดวยเคร่ืองกรองแบบ suction pump ลางและปรับปริมาตร

ดวยอะซีโตนใหไดปริมาตร 25 มิลลิลิตร โดยใชขวดปรับปริมาตร นําสารละลายท่ีกรองแลวใสใน

หลอด cuvette นําไปวัดคาการดูดกลืนแสง (optical density, OD) ท่ีความยาวคล่ืน 645 และ 663 นา

โนเมตร ดวยเคร่ืองวัดคาการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) บันทึกคาท่ีไดแลวนําไปคํานวณ ตาม

สูตร 

คลอโรฟลล เอ = (12.7 (OD663) - 2.69 (OD645))   x     V 

         1000W 

คลอโรฟลล บี = (22.9 (OD645) - 2.69 (OD663))   x     V 

             1000W 

 โดยท่ี   V     คือ  ปริมาตรของสารละลายท่ีนํามาหาปริมาณคลอโรฟลล 

        W     คือ  น้ําหนกัของกลวยไมแวนดาสันทรายบลูท่ีนํามาสกัดหา 

              คลอโรฟลล 

          OD    คือ  การดูดกลืนแสงท่ีอานไดจากเคร่ืองวัดคาการดูดกลืนแสง  

               (spectrophotometer) ท่ีความยาวคล่ืนท่ีกําหนด 


