
บทที่ 3 
 

อุปกรณและวิธีการ 
 
1.  วัสดุและอุปกรณ 

1.1 วัสดุพันธุพืช 
 ตนกลาแวนดาสันทรายบลู อายุ 1 ป ยายปลูกในกระถางพลาสติกสีดํา ขนาด 4 นิ้ว ท่ีไมมี

วัสดุปลูก จํานวน 315 ตน 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 1 ตนกลาแวนดาสันทรายบลู 

 

1.2 วัสดุสารเคม ี 
 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    บอรคิแอซิค (H3BO3) 

 1.2.1.7    แมงกานีสซัลเฟต (MnSO4.4H2O) 

 1.2.1.8    ซิงคซัลเฟต (ZnSO4.7H2O) 
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 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) 

 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) 
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1.2.4.3   กรดไฮโดรคลอริค (HCl) 
1.2.4.4   โพแทสเซียมคลอไรด (KCl) 

 

    1.2.5 สารเคมีสําหรับการวิเคราะหแคลเซียม แมกนีเซียม เหล็ก แมงกานีส สังกะสี และ

ทองแดง 

         1.2.5.1    กรดเปอรคลอริค (HClO4) 

         1.2.5.2    กรดไนตริก (HNO3) 

  1.2.5.3    กรดไฮโดรคลอริค (HCl) 

  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เนียรคารลิปเปอร 

1.3.3   เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) ของบริษัท HITACHI รุน U-2001 

1.3.4  Atomic absorption spectrophotometer ของบริษัท PERKIN ELMER รุน 3100 

1.3.5   เครื่องชั่งละเอียดแบบทศนิยม 4 ตําแหนง 

1.3.6   เครื่องบดตัวอยางพืช 

1.3.7   ถุงพลาสติกเก็บตัวอยางพืช  
1.3.8   ปายชื่อพรอมปากกาเคม ี
1.3.9   ตูอบตัวอยางพืช 

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

1.3.11  ขวดพลาสติก ขนาด 60 มิลลิลิตร 
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1.3.12  ขวดพลาสติก ขนาด 120 มิลลิลิตร 
1.3.13  เครื่องแกว 

 1.3.13.1   หลอดทดลอง ขนาด 25 x 200 มิลลิลิตร 
 1.3.13.2   บีกเกอร 
 1.3.13.3   กระบอกตวง 
 1.3.13.4   กรวยกรอง 
 1.3.13.5   ขวดปรับปริมาตร 
 1.3.13.6   ปเปตแกว 
 1.3.13.7   ไมโครปเปต 
 1.3.13.8   หลอดหยดสาร 

1.3.13.9   แทงแกวคนสาร 
1.3.13.10 ชอนตักสาร 

 

2. วิธีการทดลอง 
     2.1  การศึกษาครั้งนี้แบงออกเปน 3 การทดลองดังนี ้

 การทดลองที่ 1 ผลของแคลเซียมตอการเจริญเติบโตของกลวยไมแวนดาสันทรายบล ู

  ปลูกแวนดาสันทรายบลู อายุประมาณ 1 ป ลงในกระถางพลาสติกสีดํา ขนาด 4 นิ้ว โดยไม

มีวัสดุปลูก นํามาวางเรียงในชั้นวางปลูก เพื่อใหพืชมีการพักฟนประมาณ 3 สัปดาห วางแผนการ

ทดลองแบบสุมสมบูรณ (Completely Randomized Design, CRD) จํานวน 6 กรรมวิธี กรรมวิธีละ 

15 ซํ้า ซํ้าละ 1 ตน ใหสารละลายธาตุอาหารที่มีแคลเซียมความเขมขนตางกัน 6 ระดับ ตามกรรมวิธี

ดังนี้  

กรรมวิธีท่ี 1 แคลเซียมความเขมขน       0   มิลลิกรัมตอลิตร 

กรรมวิธีท่ี 2 แคลเซียมความเขมขน   100   มิลลิกรัมตอลิตร 

กรรมวิธีท่ี 3 แคลเซียมความเขมขน   200   มิลลิกรัมตอลิตร 

กรรมวิธีท่ี 4 แคลเซียมความเขมขน   300   มิลลิกรัมตอลิตร 

กรรมวิธีท่ี 5 แคลเซียมความเขมขน   400   มิลลิกรัมตอลิตร 

กรรมวิธีท่ี 6 แคลเซียมความเขมขน   500   มิลลิกรัมตอลิตร 

 สวนธาตุอ่ืนพืชไดรับเทากันในทุกกรรมวิธี คือ ไนโตรเจน  200 มิลลิกรัมตอลิตร 

โพแทสเซียม 100 มิลลิกรัมตอลิตร ฟอสฟอรัส 200 มิลลิกรัมตอลิตร แมกนีเซียม 100 มิลลิกรัมตอ
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ลิตร กํามะถัน 13.28 มิลลิกรัมตอลิตร ทองแดง 0.025 มิลลิกรัมตอลิตร แมงกานีส 0.549 มิลลิกรัม

ตอลิตร เหล็ก 0.447 มิลลิกรัมตอลิตร โมลิบดีนัม 0.038 มิลลิกรัมตอลิตร สังกะสี 0.261 มิลลิกรัมตอ

ลิตร โดยพนสารละลายธาตุอาหารทางใบ 20 มิลลิลิตรตอตนใหกับกลวยไม 2 ครั้งตอสัปดาห สลับ

กับการใหน้ํา 

 

 การทดลองที่ 2 ผลของแมกนีเซียมตอการเจริญเติบโตของกลวยไมแวนดาสันทรายบลู   
 เตรียมพืชทดลองเชนเดียวกับการทดลองที่ 1 วางแผนการทดลองแบบสุมสมบูรณ 

(Completely Randomized Design, CRD) จํานวน 6 กรรมวิธี กรรมวิธีละ 15 ซํ้า ซํ้าละ 1 ตน ให

สารละลายธาตุอาหารที่มีแมกนีเซียมความเขมขนตางกัน 6 ระดับ ตามกรรมวิธีดังนี้ 

กรรมวิธีท่ี 1 แมกนีเซียมความเขมขน      0      มิลลิกรัมตอลิตร 

กรรมวิธีท่ี 2 แมกนีเซียมความเขมขน   100     มิลลิกรัมตอลิตร 

กรรมวิธีท่ี 3 แมกนีเซียมความเขมขน   200     มิลลิกรัมตอลิตร 

กรรมวิธีท่ี 4 แมกนีเซียมความเขมขน   300     มิลลิกรัมตอลิตร 

กรรมวิธีท่ี 5 แมกนีเซียมความเขมขน   400     มิลลิกรัมตอลิตร 

กรรมวิธีท่ี 6 แมกนีเซียมความเขมขน   500     มิลลิกรัมตอลิตร 

 สวนธาตุอ่ืนพืชไดรับเทากนัในทุกกรรมวิธีเหมือนการทดลองที่ 1 ยกเวนแมกนีเซียมและมี

แคลเซียม 100 มิลลิกรัมตอลิตร โดยพนสารละลายธาตุอาหารทางใบ 20 มิลลิลิตรตอตนใหกับ

กลวยไม 2 ครั้งตอสัปดาห สลับกับการใหน้ํา 

 
การทดลองที่ 3 ผลของระดับแคลเซียมและแมกนีเซียมตอการเจริญเติบโตของกลวยไม

แวนดาสันทรายบล ู  

เตรียมพืชทดลองเชนเดียวกับการทดลองที่ 1 วางแผนการทดลองแบบ Factorial in CRD 

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

เขมขน 3 ระดับ คือ 50 100 และ 200 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับแมกนีเซียม 3 ระดับ คือ 25 50 และ 

100  มิลลิกรัมตอลิตร  

 สวนธาตุอ่ืนพืชไดรับเทากันในทุกกรรมวิธีเหมือนการทดลองที่ 1 ยกเวนแมกนีเซียมและ

แคลเซียม โดยพนสารละลายธาตุอาหารทางใบ 20 มิลลิลิตรตอตนใหกับกลวยไม 2 ครั้งตอสัปดาห 

สลับกับการใหน้ํา 
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       2.2 การบันทึกผลการทดลอง 
2.2.1. การบันทึกการเจริญเติบโต   ดังนี้ 

          2.2.1.1 ความสูงของตน วัดจากโคนตนจนถึงโคนใบที่สาม นับจากใบที่อยูตรง 

     ปลายยอดลงมา (เซนติเมตร) 

                      2.2.1.2 จํานวนใบตอตน (ใบ)  

          2.2.1.3 ความยาวใบ          วัดจากโคนใบจนถึงปลายใบ โดยเลือกวัดใบที่ยาวท่ีสุด 

    ในตน (เซนติเมตร) 

        2.2.1.4 ความกวางใบ        วัดจากขอบใบดานหนึ่งจนถึงขอบใบอีกดานหนึ่ง โดย 

     วัดตรงกลางของใบที่ยาวท่ีสุดในตน (เซนติเมตร) 

                  2.2.1.5 ความหนาใบ         วัดความหนาของใบที่ยาวท่ีสุด โดยวัดบริเวณกึ่งกลาง

      ใบ (เซนติเมตร) 

 

 2.2.2. การวิเคราะหความเขมขนของธาตุอาหารสวนรากและสวนใบ 
                   2.2.2.1. การเตรียมตัวอยางพืช 
          สุมพืชระยะพนสารละลาย 120 วันหลังปลูก จํานวน 5 ซํ้าตอกรรมวิธี (2 ตนตอซํ้า) 
นําตัวอยางทีสุ่มไดมาแยกสวนตาง ๆ ออกจากกัน ลางทําความสะอาดดวยน้ําประปา 3 ครั้ง น้ํากล่ัน 

3 ครั้ง ซับใหแหง จากนั้นนําไปชั่ง บันทึกน้ําหนักสด แลวนําไปอบแหงท่ี 60 องศาเซลเซียส เปน

เวลา 7 วัน จนกระทั่งน้ําหนักแหงไมเปล่ียนแปลง จึงนํามาชั่ง บันทึกน้ําหนักแหง แลวนําไปบดให

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

 2.2.2.2. การยอยตัวอยางพืชดวยกรด (Wet Acid Digestion)  
  1. การยอยตัวอยางสําหรับการวิเคราะหไนโตรเจนและฟอสฟอรัส ดัดแปลงโดย 
(Ohyama et al., 1985; 1986)     
     ช่ังตัวอยางพืชอบแหงท่ีบดละเอียดประมาณ  0.05 กรัม ใสลงในหลอดทดลอง

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

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

พักทิ้งไว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  ทําซํ้าเหมือนเดิมจนกระทั่งสารละลายใส หลังจากนั้นทิ้งไวใหเย็นแลวเติมน้ํา
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กล่ัน 5 มิลลิลิตร ท้ิงไว 1 คืน วันตอมานํามาปรับปริมาตรเปน 50 มิลลิลิตร เกบ็สารละลายที่ไดไวใน

ขวดพลาสติก เก็บไวท่ีอุณหภูมิหอง สําหรับวิเคราะหตอไป 
 
            2. การยอยตัวอยางสําหรับวิเคราะหโพแทสเซียม  แคลเซียม  แมกนีเซียม  เหล็ก  
สังกะส ี  และทองแดง  (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 จากนั้นนํามายอยท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส 

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

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

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

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

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

 
 2.2.2.3. การวิเคราะหปริมาณ ไนโตรเจนรวม  (Indolphenol Method)          
(Ohyama et al., 1985; 1986)        

           1. เตรียมสารละลายที่ใชตรวจสอบปริมาณไนโตรเจน จํานวน 4 ชนิด ดังนี ้

              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 จากนั้นชั่งกรดเบนโซอิค (benzoic acid) 

2.75 กรัม ใสบีกเกอร 500 มิลลิลิตร เติมน้ํากล่ัน 400 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันดวยเครื่องคน 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นที่อุณหภูมิ 30-

40 องศาเซลเซียส จะได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 เพื่อใชทํากราฟมาตรฐาน โดยชั่ง 

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

ปริมาตรในขวดปรับปริมาตร ขนาด 1 ลิตร จนครบปริมาตร จะไดสารละลายมาตรฐานไนโตรเจน

ความเขมขน 100 มิลลิกรัมตอลิตร จากนั้นนําสารละลายไปเจือจางตามความเขมขนที่ตองการ โดย

กรดซัลฟูริก 0.5 N  เตรียมจากกรดซัลฟูริก 13.32 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรเปน 1 ลิตร 

  4. ดูดตัวอยางที่ยอยไดจากขอ 2.2.2.2 (1) ปริมาตร 0.3 - 0.5 มิลลิลิตร 

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

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

เขยาเล็กนอยใหสารละลายเปลี่ยนเปนสีเหลือง จากนั้นเติม C reagent 2.5 มิลลิลิตร และ D reagent 

2.5 มิลลิลิตรตามลําดับ ปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันใหเปน 25 มิลลิลิตร ตั้งท้ิงไวท่ี 30 องศาเซลเซียส 

นาน  3 ชั่วโมง จนสารละลายเปลี่ยนเปนสีน้ําเงิน จากนั้นนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงดวย

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

ไดมาเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐาน จากนั้นนําคาท่ีคํานวณไดมาคํานวณหาปริมาณไนโตรเจน 

(มิลลิกรัมตอสวนของพืช) โดยใชสูตรคํานวณดังนี้ 

 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) 

        B   =   ปริมาตรสุดทายในปฏิกิริยา Indolphenol (25 มิลลิลิตร) 

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

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

       E   =   ปริมาตรของตัวอยางที่ใชในการวิเคราะห (มิลลิลิตร) 
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 2.2.2.4. การวิเคราะหปริมาณฟอสฟอรัสโดยการวัดการดูดกลืนแสงของสารที่มีสี 
(colorimetry) (Ohyama et. al., 1991) ซ่ึงไดจากการทําปฏิกิริยาระหวางฟอสเฟต และอนุมูลโมลิบเดต 

ดังนี ้

 1. เตรียมสารละลายที่ใชตรวจสอบปริมาณฟอสฟอรัสจํานวน 3 ชนิดดังนี ้

    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ในขวดสีชาตั้งไวในที่มืด 

  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 โดยชั่งโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (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นที่ตองการ   

  4. ดูดสารละลายตัวอยางจากขอ 2.2.2.2 (1) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงในขวด

ปรับปริมาตรขนาด 25 มิลลิลิตร เติมน้ํากล่ันลงไปเล็กนอย เติม C reagent ขวดละ 1 มิลลิลิตร และ

เติมสเทนัสคลอไรด 0.2  มิลลิลิตร ตามลําดับ ปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันใหเปน 25 มิลลิลิตร ตั้งท้ิง

ไว 15 นาที  นํามาวัดคาการดูดกลืนแสง ดวยเครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) ท่ี 

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

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

การหาความเขมขนของไนโตรเจน 
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 2.2.2.5. 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 2.2.2.2 (2) โดยใชสารตัวอยาง 0.5 

มิลลิลิตร จากนั้นเจือจางดวยน้ํากล่ันเปน 25 มิลลิลิตร 
                    3. นําสารละลายดังกลาวไปวัดความเขมขนของโพแทสเซียม ดวยเครื่อง 

Atomic absorption spectrophotometer ท่ีความยาวคล่ืน 766.5 นาโนเมตร บันทึกผล และนําคาท่ี

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

ไนโตรเจน 

 
 2.2.2.6. การวิเคราะหปริมาณแคลเซียม  และแมกนีเซียม 
 1. เตรียม lantanum oxide โดยชั่ง  lantanum oxide 2.01 กรัม ปรับปริมาตร

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

1,000 มิลลิลิตร 

 2. เจือจางสารละลายตัวอยางจากขอ 2.2.2.2 (2)โดยใชสารตัวอยาง 1 

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

 3. เตรียมสารละลายมาตรฐานของแคลเซียมจาก  CaCO3 จากนั้นปรับ

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 จากนั้นปรับ

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

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

ดวยเครื่อง Atomic absorption spectrophotometer ท่ีความยาวคล่ืน 422.7 และ 285.2 นาโนเมตร 

สําหรับวิเคราะหความเขมขนของแคลเซียมและแมกนีเซียมตามลําดับ บันทึกผลและนําคาท่ีคํานวณ

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

ปริมาณของไนโตรเจน 
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2.2.2.7  การวิเคราะหปริมาณของเหล็ก  สังกะส ี  และทองแดง    
1. เตรียมสารละลายมาตรฐานของเหล็ก จากนั้นเจือจางดวยน้ํากล่ันใหมี

ความเขมขน 0, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 และ 3.0 มิลลิกรัมตอลิตร เพ่ือใชทํากราฟมาตรฐาน 
 2. เตรียมสารละลายมาตรฐานของสังกะสีจาก ZnSO4.7H2O จากนั้นเจือจาง

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 2.2.2.2 (2) วัดความเขมขนของเหล็ก 

สังกะสีและทองแดง ดวยเครื่อง Atomic absorption spectrophotometer ท่ีความยาวคล่ืน 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 

 

 2.2.3. การวิเคราะหปริมาณคลอโรฟลล 
    ใชวิธีของ Whitham et al. (1971) โดยใชใบของกลวยไมแวนดาสันทรายบลูน้ําหนัก 

1 กรัม บดในโกรงบด ขณะทําการบดใหเติมอะซีโตน 80 เปอรเซ็นต ลงไปเล็กนอย เมื่อบดละเอียด

ใหกรองผานกระดาษกรอง Whatman No.1 ดวยเครื่องกรองแบบ suction pump ลางและปรับ

ปริมาตรดวยอะซีโตนใหไดปริมาตร 25 มิลลิลิตร โดยใชขวดปรับปริมาตร นําสารละลายที่กรอง

แลวใสในหลอด cuvette นําไปวัดคาการดูดกลืนแสง (optical density, OD) ท่ีความยาวคล่ืน 645 

และ 663 นาโนเมตร ดวยเครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) บันทึกคาท่ีไดแลวนําไป

คํานวณ ตามสูตร 
 

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

         1000W 
คลอโรฟลล บี = (22.9 (OD645) - 2.69 (OD663))   x     V 

             1000W 
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 โดยที่   V     คือ  ปริมาตรของสารละลายที่นํามาหาปริมาณคลอโรฟลล 

        W     คือ  น้ําหนักของกลวยไมแวนดาสันทรายบลูท่ีนํามาสกัดหา 

              คลอโรฟลล 

          OD    คือ  การดูดกลืนแสงที่อานไดจากเครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง  

               (spectrophotometer) ท่ีความยาวคล่ืนที่กําหนด



 

 

 

 


