
 
บทท่ี 3 

 
อุปกรณและวิธีการ 

 
1 วัสดุอุปกรณ 

1.1 วัสดุพันธุพืช 
เมล็ดคะนาพันธุคะนายอด จํานวน 450 เมล็ด 

 

 
ภาพท่ี 1 เมล็ดคะนาพันธุคะนายอด 
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อุปกรณและวัสดุปลูก 
1.2 วัสดุปลูก ไดแก ทราย และถานแกลบ อัตราสวน 1:1 

 1.3 อุปกรณ 
1.3.1  รางปลูกระบบ Dynamic Roots Floating Technique (DRF) 
1.3.2  ฟองน้ําสําหรับเพาะเมล็ด  
1.3.3  ปมดูดสารละลายธาตุอาหาร 
1.3.4  ถังขนาด 10 ลิตร (เก็บสารละลายเขมขน) 
1.3.5  ถังขนาด 50 ลิตร (รองรับสารละลาย) 
1.3.6  ถังขนาด 100 ลิตร (ผสมสารละลายธาตุอาหาร) 
1.3.7  สารละลายธาตุอาหารสูตร CMU#2 
1.3.8  เคร่ืองวัดคาความนําไฟฟา (EC meter) 
1.3.9  เคร่ืองวัดความเปนกรด-ดาง (pH meter) 
1.3.10 เคร่ืองช่ังละเอียดแบบทศนิยม 4 ตําแหนง 
1.3.11 ถุงกระดาษเกบ็ตัวอยางพืช 
1.3.12 ตูอบ 
1.3.13 เคร่ืองบดตัวอยางพืชของบริษัท BECTHAI รุน MF-10 
1.3.14 เตายอยตัวอยางพืชของบริษัท TECHNE รุน DB-4 
1.3.15 เคร่ืองแกวท่ีใชในการทดลองทางเคมี เชน บีกเกอร หลอดทดลอง ปเปต 

ขวดปรับปริมาตร แทงแกวคนสาร เปนตน 
1.3.16 Atomic absorption spectrophotometer ของบริษัท PERKIN ELMER 

รุน 3100 
1.3.17 เคร่ืองวัดการดดูกลืนแสง (Spectrophotometer) ของบริษทั HITACHI 

รุน U-2001 
 
   1.4 วัสดุเคมี 

 1.4.1 สารเคมีสําหรับเตรียมสารละลายธาตุอาหาร 
  1.4.1.1 แอมโมเนียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (NH4H2PO4) 
  1.4.1.2 แมกนีเซียมซัลเฟต (MgSO4.7H2O) 
  1.4.1.3 โพแทสเซียมไนเตรต (KNO3) 
  1.4.1.4 แคลเซียมไนเตรต (CaNO3) 
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  1.4.1.5 แอมโมเนียมโมลิบเดต ((NH4)6Mo7H2O) 
  1.4.1.6 คอปเปอรซัลเฟต (CuSO4.5H2O) 
  1.4.1.7  ซิงคซัลเฟต (ZnSO4.7H2O) 
  1.4.1.8 แมงกานีสคลอไรด (MnSO4.4H2O) 
  1.4.1.9 กรดบอริค (H3BO3) 
  1.4.1.10 เหล็กคีเลต (FeEDTA) 
  1.4.1.11 แอมโมเนียมไนเตรต (NH4NO3) 
 1.4.2 สารเคมีสําหรับการวิเคราะหไนโตรเจน 
  1.4.2.1  เอทธานอล (C2H5OH) 
  1.4.2.2  โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) 
  1.4.2.3  โซเดียมคีเลต (EDTA.2Na) 
  1.4.2.4 ไฮโดรเจนเปอรออกไซด (H2O2) 
  1.4.2.5  กรดซัลฟูริก (H2SO4) 
  1.4.2.6  ฟนอล (phenol) 
  1.4.2.7  โซเดียมไนโตรพลัสไซด (sodium nitroprusside) 
  1.4.2.8  กรดเบนโซอิค (benzoic acid) 
  1.4.2.9  โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) 
  1.4.2.10  เมธิลเรด (methyl red) 
  1.4.2.11  แอมโมเนียมซัลเฟต ((NH4)2SO4) 
  1.4.2.12  โซเดียมไฮเปอรคลอไรท (NaClO2) 
  1.4.2.13  ไตรโซเดียมฟอสเฟต (NaPO4) 
  1.4.2.14  ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Na2PO4) 
 1.4.3 สารเคมีสําหรับการวิเคราะหฟอสฟอรัส 
  1.4.3.1 กรดซัลฟูริก (H2SO4) 
  1.4.3.2 ไฮโดรเจนเปอรออกไซด (H2O2) 
  1.4.3.3 กรดไฮโดรคลอริค (HCl) 
  1.4.3.4 แอมโมเนียมโมลิบเดต ((NH4)6Mo7) 
  1.4.3.5 สเทนัสคลอไรด (SnCl2) 
  1.4.3.6 โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) 
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 1.4.4 สารเคมีสําหรับวิเคราะหโพแทสเซียม ไดแก 
  1.4.4.1 กรดเปอรคลอริคเขมขน (HClO4) 
  1.4.4.2 กรดไนตริก (HNO3) 
  1.4.4.3 กรดไฮโดรคลอริค (HCl) 
  1.4.4.4 โพแทสเซียมคลอไรด (KCl) 
 1.4.5 สารเคมีสําหรับการวิเคราะหแคลเซียมและแมกนีเซียม ไดแก 
  1.4.5.1 กรดเปอรคลอริคเขมขน (HClO4)  
  1.4.5.2 กรดไนตริก (HNO3) 
  1.4.5.3 กรดไฮโดรคลอริค (HCl) 
  1.4.5.4 แลนทานัมออกไซด(LaO2) 
  1.4.5.5 แคลเซียมคารบอเนต (CaCO3) 
  1.4.5.6 แมกนีเซียมคลอไรท (MgCl2) 
 1.4.6 สารเคมีสําหรับการวิเคราะหไนเตรท 
  1.4.6.1 เอทานอล 
  1.4.6.2 โซเดียมไนเตรท (NaNO3) 
  1.4.6.3 กรดซาลิไซลิค (HCO6H4COOH) 
  1.4.6.4 โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) 
 

2. วิธีการทดลอง 
 2.1 การศึกษาแบงเปน 3 การทดลองนี ้

การทดลองท่ี 1 ผลของระดับความเขมขนของสารละลายธาตุอาหารและระยะเวลาในการ
ดูแลตนกลาตอการเจริญเติบโตของผักคะนาจีน  

การทดลองท่ี 1.1 ผลของระดับความเขมขนของสารละลายธาตุอาหาร ตอการเจริญเติบโต
ในระยะตนกลาของคะนาจีน 
 เพาะเมล็ดผักคะนาจีน ในฟองน้ําและใหสารละลายธาตุอาหารสูตร CMU#2 โดยปรับความ
เขมขนของสารละลายธาตุอาหารสูตรดังกลาวซ่ึงวัดโดยใชคาความนําไฟฟา  (Electrical 
conductivity (EC)) เปน 3 ระดับ รวมกับกรรมวิธีควบคุมดังนี้ 
 กรรมวิธีท่ี 1 ระดับความเขมขนของสารละลายท่ี EC = 0.00  มิลลิซีเมนสตอเซนติเมตร  
(กรรมวิธีควบคุม) 

กรรมวิธีท่ี 2 ระดับความเขมขนของสารละลายท่ี EC =  0.50  มิลลิซีเมนสตอเซนติเมตร     
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กรรมวิธีท่ี 3 ระดับความเขมขนของสารละลายท่ี  EC = 1.00  มิลลิซีเมนสตอเซนติเมตร     
กรรมวิธีท่ี 4 ระดับความเขมขนของสารละลายท่ี  EC = 1.50  มิลลิซีเมนสตอเซนติเมตร     
โดยใหพืชไดรับแตละกรรมวิธีนาน 2 สัปดาห จากนั้นจึงยายลงปลูกในระบบ Dynamic 

Root Floating (DRF) ซ่ึงใชสารละลายธาตุอาหารสูตร CMU#2 ใหมีคา EC = 2.1 มิลลิซีเมนสตอ
เซนติเมตร  เหมือนกันท้ัง 4 กรรมวิธี ปลูกนาน 4 สัปดาหโดยมีการวางแผนการทดลองแบบสุม
สมบูรณ (Completely Randomized Design ; CRD) จํานวน 4 กรรมวิธี กรรมวิธีละ 10 ซํ้า 

การทดลองท่ี 1.2 ผลของระดับความเขมขนของธาตุอาหารรวมกับระยะเวลาการดูแลใน
ระยะตนกลา 

เพาะเมล็ดคะนาจีนในฟองน้ําเม่ือตนกลางอก เร่ิมใหสารละลายธาตุอาหารสูตร CMU#2 ท่ี
มีระดับความเขมขนของสารละลาย 2 ระดับ คือ EC = 0.5 มิลลิซีเมนตตอเซนติเมตร (ผลท่ีดีท่ีสุด
จากการทดลองท่ี 1.1) และ EC = 0.2 มิลลิซีเมนตตอเซนติเมตร (ปรับลดความเขมขนท่ีไดจากการ
ทดลองท่ี 1.1) รวมกับระยะเวลาการดูแลตนกลา 2 ชวงเวลา คือ 2 และ 3 สัปดาห ตามกรรมวิธี   

กรรมวิธีท่ี 1 ระดับความเขมขนของสารละลายท่ี EC = 0.5 มิลลิซีเมนสตอเซนติเมตร 
รวมกับ ระยะเวลาการดูแลตนกลานาน 2 สัปดาห 

กรรมวิธีท่ี 2 ระดับความเขมขนของสารละลายท่ี EC = 0.2 มิลลิซีเมนสตอเซนติเมตร 
รวมกับ ระยะเวลาการดูแลตนกลานาน 2 สัปดาห 

กรรมวิธีท่ี 3 ระดับความเขมขนของสารละลายท่ี EC = 0.5 มิลลิซีเมนสตอเซนติเมตร 
รวมกับระยะเวลาการดูแลตนกลานาน 3 สัปดาห 

กรรมวิธีท่ี 4 ระดับความเขมขนของสารละลายท่ี EC = 0.2 มิลลิซีเมนสตอเซนติเมตร 
รวมกับ ระยะเวลาการดูแลตนกลา 3 สัปดาห 

วางแผนการทดลองแบบ Factorials in CRD จํานวน 2×2 กรรมวิธี กรรมวิธีละ 10 ซํ้า (ตน)  
 

การทดลองท่ี 2 ผลของระดบัไนโตรเจน ตอการเจริญเติบโตและการสะสมของไนเตรทใน
คะนาจีน  

เพาะเมล็ดในฟองน้ํา ใหตนกลาไดรับสารละลายธาตุอาหารที่ EC = 0.5 มิลลิซีเมนสตอ
เซนติเมตร นาน 3 สัปดาหแลวนํามายายปลูกลงในระบบ DRF เปนเวลานาน 4 สัปดาหโดยใหพืช
ไดรับความเขมขนของไนโตรเจนแตกตางกัน 4 ระดับ ดังกรรมวิธีตอไปนี ้
             กรรมวิธีท่ี 1 ระดับไนโตรเจน 142 มิลลิกรัมตอลิตร (สารละลายสูตร CMU#2) : กรรมวิธี
ควบคุม 
             กรรมวิธีท่ี 2 ระดับไนโตรเจน 200 มิลลิกรัมตอลิตร 
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             กรรมวิธีท่ี 3 ระดับไนโตรเจน 250 มิลลิกรัมตอลิตร  
             กรรมวิธีท่ี 4 ระดับไนโตรเจน 300 มิลลิกรัมตอลิตร 
             ใหพืชไดรับแตละกรรมวิธีนาน 4 สัปดาห สวนธาตุอาหารอ่ืนพืชไดรับในระดบัความ
เขมขนท่ีเทากนั วางแผนการทดลองแบบสุมสมบูรณ (Completely Randomized Design ; CRD) 
จํานวน 4 กรรมวิธี ๆ ละ 10 ซํ้า 
 

การทดลองท่ี 3 ผลของระดบัแมกนีเซียมและแคลเซียมท่ีเหมาะสม ตอการเจริญเติบโตของ
คะนาจีน 

เพาะเมล็ดในฟองน้ําท่ีมีสารละลายธาตุอาหารที่ EC = 0.5 มิลลิซีเมนสตอเซนติเมตร นาน 3 
สัปดาหแลวนาํมายายปลูกลงรางระบบ DRF มีการใหปริมาณธาตุแมกนีเซียม 3 ระดับ คือ 63, 94.5 
และ126 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับการใหธาตุแคลเซียม 2 ระดับ คือ 85 และ 127 มิลลิกรัมตอลิตร 
ดังนี ้

กรรมวิธีท่ี 1 ระดับแมกนีเซียม 63  มิลลิกรัมตอลิตร และระดับแคลเซียม 85 มิลลิกรัมตอลิตร 
กรรมวิธีท่ี 2 ระดับแมกนีเซียม 63  มิลลิกรัมตอลิตร และระดับแคลเซียม 127 มิลลิกรัมตอลิตร 
กรรมวิธีท่ี 3 ระดับแมกนีเซียม 94.5  มิลลิกรัมตอลิตร และระดับแคลเซียม 85 มิลลิกรัมตอลิตร 
กรรมวิธีท่ี 4 ระดับแมกนีเซียม 94.5  มิลลิกรัมตอลิตร และระดบัแคลเซียม 127 มิลลิกรัมตอลิตร 
กรรมวิธีท่ี 5 ระดับแมกนีเซียม 126 มิลลิกรัมตอลิตร และระดับแคลเซียม 85 มิลลิกรัมตอลิตร 
กรรมวิธีท่ี 6 ระดับแมกนีเซียม 126 มิลลิกรัมตอลิตร และระดับแคลเซียม 127 มิลลิกรัมตอลิตร 
โดยมีการวางแผนการทดลองแบบ Factorials in CRD จํานวน 3×2 กรรมวิธี กรรมวิธีละ 10 ซํ้า  

 

 2.2 การบันทึกผลการทดลอง 
2.2.1 บันทึกการเจริญเติบโต 
 2.2.1.1.บันทึกผลการเจริญเติบโตทุกสัปดาห ไดแก 
 2.2.1.1.1 ความสูงของลําตนวัดจากโคนตนถึงจุดสูงสุดเม่ือรวบใบข้ึน (เซนติเมตร)  
 2.2.1.1.2 จํานวนใบตอตน 
 2.2.1.2. ปริมาณผลผลิตเม่ือเก็บเกีย่ว 

2.2.1.2.1 น้ําหนักสด (กรัม) 
2.2.1.2.2 น้ําหนักแหง (กรัม) 

 2.2.1.3 วัดปริมาณคลอโรฟลลโดยเคร่ือง  SPAD-502 : MINOLTA Chlorophyll meter 
 2.2.1.4 วิเคราะหหาปริมาณไนเตรทเม่ือเกบ็เกี่ยว โดยวิธี Calorimetric (การทดลองท่ี 2) 
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 2.2.1.5 วิเคราะหหาปริมาณ N , P , K , Ca , Mg , Fe , Zn และ Cu ในใบเม่ือเก็บเกีย่วผลผลิต 
(การทดลองท่ี 2 และ 3) 
  2.2.2 การวิเคราะหความเขมขนของธาตุอาหาร 
   2.2.2.1 การเตรียมตัวอยางพชื 
   สุมตนคะนาในระยะเก็บเกี่ยวลางทําความสะอาดดวยน้ําประปา 3 คร้ัง กอนท่ีจะลางดวย
น้ํากล่ันอีก 2 คร้ัง จากนั้นซับใหแหงดวยกระดาษชําระ แลวนําไปช่ังน้ําหนักสด จากนั้นจึงนําไปอบท่ี
อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส ประมาณ 7 วัน จนน้ําหนักแหงคงท่ี แลวจึงนํามาช่ังน้ําหนักแหง จากน้ัน
นํามาบดดวยเคร่ืองบดตัวอยางพืชใหละเอียด เก็บในถุงพลาสติกท่ีปดปากถุงอยางสนิทเพื่อนําไปยอย
ตอไป 
   2.2.2.2 การยอยตัวอยางพืช (Wet Acid Digestion) ดัดแปลงโดย (Ohyama et al., 1985 ; 
1986) 
    ก. การยอยตัวอยางสําหรับการวิเคราะหไนโตรเจนและฟอสฟอรัส 
    ช่ังตัวอยางพืชท่ีบดละเอียดประมาณ 0.05 กรัม ใสลงในหลอดทดลองขนาด 25×200 
มิลลิเมตร จากนั้นเติมกรดซัลฟูริกเขมขน 1 มิลลิลิตร ปดปากหลอดดวยพาราฟลมท้ิงไว 1 คืน วันตอมา
ยอยท่ีเตายอยตัวอยาง ปรับอุณหภูมิท่ี 180 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที นําหลอดทดลองข้ึนมาพักท้ิงไว
ใหเย็นแลวเติมไฮโดรเจนเปอรออกไซด หลอดละ 0.3 มิลลิลิตร ปนใหเขากัน นํามายอยโดยปรับ
อุณหภูมิ 230 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที หากสารละลายยังไมใสใหเติมไฮโดรเจนเปอรออกไซด 
หลอดละ 0.2 มิลลิลิตร แลวนําไปยอยตอท่ีอุณหภูมิ 230 องศาเซลเซียสนาน 30 นาที ทําซํ้าจนกระท่ัง
สารละลายใส หลังจากนั้นท้ิงไวใหเย็นแลวเติมน้ํากล่ันหลอดละ 5 มิลลิลิตร ท้ิงไว 1 คืน วันตอมาปรับ
ปริมาตรเปน 50 มิลลิลิตร เก็บสารละลายท่ีไดไวในขวดพลาสติก เก็บไวท่ีอุณหภูมิหอง สําหรับ
วิเคราะหตอไป 
     
    ข. การยอยตัวอยางสําหรับวิเคราะหโพแทสเซียม แคลเซียม แมกนีเซียม และธาตุ
อาหารรอง 
    ช่ังตัวอยางพืชอบแหงบดละเอียดหนักประมาณ 0.05 กรัม ใสลงในหลอดทดลอง
ขนาด 25×200 มิลลิลิตร เติมกรดเปอรคลอริกเขมขน 0.4 มิลลิลิตร และกรดไนตริกเขมขน 0.3 มิลลิลิตร 
ตามลําดับ ปนใหเขากัน ปดหลอดดวยพาราฟลม ท้ิงไว 1 คืน จากนั้นนํามายอยท่ีอุณหภูมิ 100 องศา
เซลเซียส เพื่อไลควันสีเหลืองของ NO2

- ออกใหหมด จึงปรับเพิ่มอุณหภูมิเปน 210 องศาเซลเซียส ท้ิงไว
จนตัวอยางแหง ระวังอยาใหไหม นําออกมาต้ังท้ิงไวใหเย็นแลวเติมสารละลายเจือจาง (HCl : H2O อัตรา 
1:4) หลอดละ 1 มิลลิลิตร ปนใหเขากัน จากนั้นนํามาต้ังบนเตาท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส นาน 5 
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นาที เพื่อไล Cl- ท้ิงไวใหเย็นแลวนํามาปรับปริมาตรเปน 50 มิลลิลิตร เทใสขวดพลาสติกเก็บไวท่ี
อุณหภูมิหอง สําหรับวิเคราะหตอไป 
  2.2.2.3 การวิเคราะหปริมาณธาตุอาหาร (Ohyama et al., 1985 ; 1986) 
 
   2.2.2.3.1 การวิเคราะหปริมาณไนโตรเจนใชวิธี Indolphenol Method 
    1. เตรียมสารละลายท่ีใชตรวจสอบปริมาณไนโตรเจน จํานวน 4 ชนิด ดังนี้ 
    A reagent : ช่ังโซเดียมคีเลต 25 กรัม ใสบีกเกอร ละลายในนํ้ากล่ัน 800 มิลลิลิตร ปรับ 
pH ใหเปน 10 โดยใช 10 N โซเดียมไฮดรอกไซด เปนตัวปรับ pH จากนั้นเติมสารละลายเมธิลเรด 20 
มิลลิลิตร (เมธิลเรด 0.05 กรัม + 60% เอทธานอล 20 มิลลิลิตร ) คนใหเขากัน ปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ัน
ใหเปน 1 ลิตร 
    B reagent : ช่ังโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 136.09 กรัม ใสบีกเกอร 500 
มิลลิลิตร เติมน้ํากล่ัน 400 มิลลิตร จากนั้นช่ังกรดเบนโซอิค 2.75 กรัม ใสบิกเกอร 500 มิลลิลิตร เติมน้ํา
กล่ัน 400 มิลลิลิตร นําไปผสมใหเขากันโดยใชแทงเหล็กคน ปรับอุณหภูมิเปน 30-40 องศาเซลเซียส จน
ละลายหมด นํามารวมกัน แลวปรับปริมาตรเปน 1 ลิตร 
    C reagent : ช่ังโซเดียมไนโตรพลัสไซด 0.1 กรัม ใสในขวดปรับปริมาตร จากนั้นเติมฟ
นอล 10.25 (นําฟนอลไปอุนท่ี 30-40 องศาเซลเซียส จะไดฟนอลที่เปนของเหลว) แลวปรับปริมาตรดวย
น้ํากล่ันใหเปน 1 ลิตร เก็บไวท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ใชไดนาน 2 สัปดาห 
    D reagent : ช่ังโซเดียมไฮดรอกไซด 10 กรัม ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต 7.06 กรัม 
และ ไตรโซเดียมฟอสเฟต 31.8 กรัม ละลายในน้ํากล่ัน จากนั้นเติมโซเดียมไฮเปอรคลอไรท 10 มิลลิลิตร 
แลวปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันเปน 1 ลิตร 
    2. เตรียมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 1 N โดยช่ังโซเดียมไฮดรอกไซด 40 กรัม 
ปรับปริมาตรเปน 1 ลิตร 
    3. เตรียมสารละลายมาตรฐานจากแอมโมเนียมซัลเฟต ระดับความเขมขน 0, 0.1, 0.2, 
0.3, 0.4 และ 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร เพื่อใชทํากราฟมาตรฐาน โดยช่ังแอมโมเนียมซัลเฟต 0.471 กรัม 
ละลายดวยกรดซัลฟูริก 0.5 N แลวปรับปริมาตรในขวดปรับปริมาตรขนาด 1 ลิตร จนครบปริมาตร จะ
ไดสารละลายมาตรฐานของไนโตรเจนความเขมขน 100 มิลลิกรัมตอลิตร จากน้ันนําสารละลายไปเจือ
จางตามความเขมขนท่ีตองการ โดยกรดซัลฟูริก 0.5 N เตรียมจาก กรดซัลฟูริก 13.32 มิลลิลิตร ปรับ
ปริมาตรเปน 1 ลิตร จนครบปริมาตร จะไดสารละลายมาตรฐานไนโตรเจนความเขมขน 100 มิลลิกรัม
ตอลิตร จากน้ันนําสารละลายไปเจือจางตามความเขมขนท่ีตองการ โดยกรดซัลฟูริก 0.5 N เตรียมจาก 
กรดซัลฟูริก 13.32 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรเปน 1 ลิตร 
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    4. ดูดตัวอยางท่ียอยไดจากขอ 2.2.2.2 (ก.) ปริมาตร 0.3-0.5 มิลลิลิตร (ข้ึนกับสวนของ
พืช) เติม A reagent 0.5 มิลลิลิตร และเติม B reagent 0.5 มิลลิลิตร ตามลําดับ สารละลายจะเปล่ียนเปนสี
ชมพู แลวนํามาไตเตรทดวยโซเดียมไฮดรอกไซด 1 N ลงไปเขยาเล็กนอยใหเปล่ียนสี ละลายเปล่ียนเปน
สีเหลือง จากนั้นเติม C reagent 2.5 มิลลิลิตร และ D reagent 2.5 มิลลิลิตร ตามลําดับ ปรับปริมาตรดวย
น้ํากล่ันใหเปน 25 มิลลิลิตร ต้ังท้ิงไวท่ี 30 องศาเซลเซียส นาน 3 ช่ัวโมง จนสารละลายเปล่ียนเปนสีน้ํา
เงิน จากนั้นนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงดวยเคร่ืองวัดคาการดูดกลืนแสงท่ี 625 นาโนเมตร บันทึกผล
แลวนําคาท่ีอานไดมาเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานตามกฎของ Beer’s-Lambert Law จากน้ันนําคาท่ี
คํานวณหาปริมาณไนโตรเจน (เปอรเซ็นต) โดยใชสูตรคํานวณดังนี้ 
 
 
ปริมาณไนโตรเจนในตัวอยางพืช (mg/gDW) = สาร A×B×C 
                  1000×DW 
 
 สาร A มิลลิกรัมตอลิตร = คาความเขมขนของไนโตรเจนในสารละลายตัวอยางพืชจากกราฟ

มาตรฐาน (สวนตอลาน) 
 B   = อัตราสวนการเจือจางสารตัวอยางในปฏิกิริยา Indolphenol 
   = ปริมาตรสุดทายในการวิเคราะห (25 มิลลิลิตร) 
          ปริมาตรสารตัวอยางท่ีใชในการวิเคราะห 
 
 C  = ปริมาตรสุดทายของการยอยตัวอยางพืชในขอ 2.2.2.2 (50 มิลลิลิตร) 
 
 DW  = น้ําหนักแหงของตัวอยางท่ีใชยอย (กรัม) 
 
   2.2.3.2 การวิเคราะหปริมาณฟอสฟอรัส 
 
    โดยการวัดการดูดกลืนแสงของสารท่ีมีสี (colorimetry) (Ohyama et al., 1991) ซ่ึงได
จากการทําปฏิกิริยาระหวางฟอสเฟต และอนุมูลโมลิบเดต ดังนี้ 
    1. เตรียมสารสําหรับการวิเคราะห ดังนี้ 
    A reagent : ช่ังแอมโมเนียมโมลิบเดต 25 กรัม ละลายในนํ้ากล่ัน 200 มิลลิลิตร จากนั้น
นํามากรอง 
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    B reagent : เตรียมกรดซัลฟูริก 250 มิลลิลิตร ผสมนํ้ากล่ัน 200 มิลลิลิตร ท้ิงไว 1 คืน
จากนั้นปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันเปน 500 มิลลิลิตร 
    C reagent : นํา A reagent มาผสม B reagent โดยเท B reagent ลงในบีกเกอรขนาด 1 
ลิตร คอยๆ เท A reagent ทีละนอย อยางชาๆ ท้ิงไว 1 คืน วันตอมานํามาปรับปริมาตรใหเปน 1 ลิตร เก็บ
ไวในขวดสีชาต้ังท้ิงไวในท่ีมืด 
    2. เตรียมสารละลายสเทนัสคลอไรด โดยช่ัง สเทนัสคลอไรด 0.25 กรัม เทลงในขวดสี
ชา (ควรเตรียมในตูควัน) เติมกรดไฮโดรคลอริก 5 มิลลิลิตร ละลายใหหมด จากนั้นเติมน้ํากล่ัน 20 
มิลลิลิตร ใชได 3 วัน 
    3. เตรียมสารละลายมาตรฐานของฟอสฟอรัส จากโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 
ปรับใหมีความเขมขนตามลําดับคือ 0  0.2  0.4  0.6  0.8  1.0  1.5  และ 2.0 มิลลิกรัมตอลิตร เพื่อใชทํา
กราฟมาตรฐาน โดยช่ังโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 0.716 กรัม ละลายดวยกรดซัลฟูริก 4 N แลว
ปรับปริมาตรในขวดปรับปริมาตร ขนาด 1 ลิตร จนครบปริมาตรจะไดสารละลายมาตรฐานฟอสฟอรัส
ความเขมขน 500 มิลลิกรัมตอลิตร จากนําสารละลายไปเจือจางตามความเขมขนท่ีตองการ 
    4. ดูดสารละลายตัวอยางจากขอ 2.2.2.2 (ก) ปริมาตร 1.0 มิลลิลิตร ลงในขวดปรับ
ปริมาตรขนาด 25 มิลลิลิตร เติมน้ํากล่ันลงไปเล็กนอยเติม C reagent ขวดละ 1 มิลลิกรัมตอลิตร และ
เติมสเทนัสคลอไรด 0.2 มิลลิลิตร ตามลําดับ ปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันเปน 25 มิลลิลิตร ต้ังท้ิงไว 15 
นาที นํามาวัดคาการดูดกลืนแสง ดวยเคร่ืองวัดคาการดูดกลืนแสงท่ี 660 นาโนเมตร นําคาท่ีอานไดมา
เปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานของฟอสฟอรัส จากนั้นนําคาท่ีคํานวณหาปริมาณฟอสฟอรัส 
(เปอรเซ็นต) เชนเดียวกับการหาปริมาณไนโตรเจน 
 
   2.2.2.3.3 การวิเคราะหปริมาณโพแทสเซียม 
    1. เตรียมสารละลายมาตรฐานของโพแทสเซียมปรับใหมีความเขมขน 0, 1, 2, 3, 4 และ 
5 มิลลิกรัมตอลิตร เพื่อใชทํากราฟมาตรฐาน โดยใชสารละลายมาตรฐานโพแทสเซียม 1000 มิลลิกรัม 
ของบริษัท Merck ลงในขวดปรับปริมาตร ขนาด 1 ลิตร แลวปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันจนครบ จะได
สารละลายมาตรฐานโพแทสเซียมเขมขน 1 มิลลิกรัมตอลิตร จากนั้นนําสารละลายไปเจือจางตามความ
เขมขนท่ีตองการตอไป 
    2. เจือจางสารละลายตัวอยางจากขอ 2.2.2.2 (ข) โดยใชสารตัวอยาง 0.5 มิลลิลิตร 
จากนั้นเจือจางดวยน้ํากล่ันเปน 25 มิลลิลิตร 
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    3. นําสารละลายดังกลาวไปวัดปริมาณโพแทสเซียม ดวยเคร่ือง Atomic absorption 
spectrophotometer ท่ีความยาวคล่ืน 766.5 นาโนเมตร บันทึกผล และนําคาท่ีคํานวณไดมาคํานวณหา
ปริมาณโพแทสเซียม (เปอรเซ็นต) เชนเดียวกับการหาปริมาณไนโตรเจน 
 
   2.2.2.3.4 วิเคราะหปริมาณธาตุแคลเซียม และแมกนีเซียม 
 
    1. เตรียมแลนทานัมออกไซด โดยช่ังแลนทานัมออกไซด 2.01 กรัม ปรับปริมาตรดวย
น้ํากล่ันเปน 500 มิลลิลิตร เติม กรดไฮโดรคลอริก 37%  10 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรเปน 1 ลิตร 
    2. เตรียมสารละลายมาตรฐานของแคลเซียมจากแคลเซียมคารบอเนตจากนั้นปรับใหมี
ความเขมขนตามลําดับคือ 0, 0.05, 0.10, 0.15, 0.20 และ 0.25 มิลลิลิตร เพื่อใชทํากราฟมาตรฐาน 
    3. เตรียมสารละลายมาตรฐานของแมกนีเซียม จากแมกนีเซียมคลอไรดจากนั้นปรับให
มีความเขมขนตามลําดับคือ 0, 0.05, 0.10, 0.15, 0.20 และ 0.25 มิลลิกรัมตอลิตร เพื่อใชทํากราฟ
มาตรฐาน 
    4. เจือจางสารละลายตัวอยางจากขอ 2.2.2.2 (ข) สําหรับวิเคราะหปริมาณธาตุแคลเซียม 
และแมกนีเซียมโดยใชสารตัวอยาง 1 มิลลิลิตร จากนั้นเจือจางดวยสารละลายในขอ 2.2.2.3.4 (1) เปน 25 
มิลลิลิตร 
    5. นําสารละลายดังกลาวไปวัดปริมาณพลังงานแสงท่ีถูกดูดกลืนโดยอะตอมของ
แคลเซียม และแมกนีเซียม ดวยเคร่ือง Atomic absorption spectrophotometer ท่ีความยาวคล่ืน 442.7 นา
โนเมตร และ 285.2 นาโนเมตร สําหรับวิเคราะหปริมาณแคลเซียม และแมกนีเซียมตามลําดับ บันทึกผล 
และนําคาท่ีคํานวณไดมาคํานวณหาปริมาณแคลเซียมและแมกนีเซียม (เปอรเซ็นต) โดยใชสูตรคํานวณ 
เชนเดียวกับการหาปริมาณไนโตรเจนในตัวอยางพืช 
 
   2.2.2.3.5 วิเคราะหปริมาณธาตุสังกะสี เหล็ก และทองแดง 
 1. เตรียมสารละลายมาตรฐานของสังกะสี  จาก ZnSO4.7H2O  จากนั้นปรับใหมี
ความเขมขนตามลําดับคือ  0  0.05   0.1   0.15   0.2  และ 0.25 มิลลิกรัมตอลิตร  เพื่อใชทํากราฟ
มาตรฐาน 

 2. เตรียมสารละลายมาตรฐานของเหล็ก จากนั้นปรับใหมีความเขมขนตามลําดับ
คือ  0  0.05   0.1   0.15   0.2  และ 0.25 มิลลิกรัมตอลิตร  เพื่อใชทํากราฟมาตรฐาน 
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 3. เตรียมสารละลายมาตรฐานของทองแดง  จาก CuSO4.5H2O จากนั้นปรับใหมี
ความเขมขนตามลําดับคือ  0  0.05   0.1   0.15   0.2  และ 0.25 มิลลิกรัมตอลิตร  เพื่อใชทํากราฟ
มาตรฐาน 
 4. เจือจางสารละลายตัวอยางจากขอ 2.2.2.2 (ข) ไปวดัปริมาณพลังงานแสงท่ีถูก
ดูดกลืนโดยอะตอมของ สังกะสี เหล็ก และทองแดง ท่ีความยาวคล่ืน 213.9, 248.3 และ 324.8 นาโน
เมตร ตามลําดับ และนําคาท่ีคํานวณไดมาคํานวณหาความเขมขน โดยใชสูตรคํานวณ เชนเดยีวกับ
การหาปริมาณไนโตรเจนในตัวอยางพืช 
 
  2.2.3 การวิเคราะหไนเตรท 
   การสกัดตัวอยางพืชโดย 
    1. ช่ังตัวอยางพืช 4 กรัม บดในโกรงบด เติมเอทานอลเขมขน 80 เปอรเซ็นตลงไป
เล็กนอย แลวปรับปริมาตรดวยเอทานอลความเขมขน 80 เปอรเซ็นตใหครบ 14.4 มิลลิลิตร 
    2. นําสารละลายท่ีไดใสหลอดทดลอง ปดปากหลอดทดลองนําไปตมท่ีอุณหภูมิ 70 
องศาเซลเซียส นาน 15 นาที 
    3. นําไปตกตะกอนท่ี 10,000 รอบตอนาที ท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที 
    4. นําสารละลายสวนนใสมาปรับปริมาตรดวยเอทานอลความเขมขน 80 เปอรเซ็นต 
ใหครบ 25 มิลลิลิตร 
   การวิเคราะหปริมาณไนเตรทโดยวิธี Calorimetric (Nishiwaki et al., 1994) 
    1. นําสารละลายมาตรฐานของไนเตรท (โซเดียมไนเตรท) ความเขมขน 5 มิลลิโมลาร 
ใสลงในหลอดทดลอง จํานวน 0, 10, 20, 30, 40 และ 50 ไมโครลิตร ตามลําดับ 
    2. เติมน้ํากล่ันลงในหลอดทดลองจํานวน 50, 40, 30, 20, 10 และ 0 ไมโครลิตร 
ตามลําดับ (ภาพท่ี 2) 
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ภาพท่ี 2 แสดงการเตรียมสารละลายมาตรฐานในการวิเคราะหไนเตรทหลังปรับปริมาตร 
 

    3. นําสารสกัดตัวอยางสวนท่ีใสมาจํานวน 40 ไมโครลิตร และเติมน้ํากล่ัน 10 
ไมโครลิตร (ตัวเปรียบเทียบ นําเอทานอลความเขมขน 80 เปอรเซ็นต จํานวน 40 ไมโครลิตร และเติมน้ํา
กล่ัน 10 ไมโครลิตร) 
    4. เติมกรดซาลิไซลิก ความเขมขน 5 เปอรเซ็นต 200 ไมโครลิตร ลงในหลอด standard 
และ sample สวนหลอด blank เติมกรดซัลฟวลิก 200 ไมโครลิตร 
    5. เขยาใหเขากันดวยเคร่ืองเขยาสาร 
    6. ต้ังไวนาน 20 นาที ท่ีอุณหภูมิหอง 
    7. เติมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 2 นอรมัล 5 มิลลิลิตร ทุกหลอด 
    8. เขยาสารใหเขากันดวยเคร่ืองเขยาสาร 
    9. รอประมาณ 20 นาที ท่ีอุณหภูมิหอง 
    10. นําไปวัดคาการดูดกลืนแสง (Absorbance) ท่ีความยาวคล่ืน 410 นาโนเมตร 


