
บทที่ 2

วสัดุ อุปกรณ และวิธีการ

วสัดุและอุปกรณ

1. ตนสมโอพันธุหอมหาดใหญ อายุ 6 ป จํ านวน 18 ตน
2. ฮอรโมน GA3 บริสุทธิ์ 100 เปอรเซ็นต
3. สารเคมีที่ใชเปนตัวทํ าละลาย GA3 ไดแก เอทิลแอลกอฮอล 70 เปอรเซ็นต โซเดียมไฮดรอกไซด
4. สารเคมีที่ใชในการวิเคราะหปริมาณธาตุอาหาร ไดแก กรดซาลิไซลิค กรดซัลฟูลิค กรดไนตริก

และเปอรคลอริค
5. เครื่องบดตัวอยางพืช
6. ตูอบ
7. เครื่องวคิราะหธาตุอาหาร (Atomic Absoption Spectrophotometer)
8. เครื่องวัดการดูดกลืนแสง (Spectrophotometer)
9. เครื่องยอย (Kjeldahl digestion unit) และเครื่องกลั่นไนโตรเจน (Distilling unit)
10. ถงุพลาสติกใชเก็บตัวอยาง
11. อุปกรณฉีดพนสารละลาย ไดแก กระบอกฉีดสารละลาย กระบอกตวง
12. ปายเครื่องหมายและสมุดบันทึก
13. เครือ่งมือวัดการเจริญเติบโตของผล ไดแก เครื่องชั่ง เครื่องวัดละเอียด
14. กลองถายรูปพรอมฟลมสี
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วธิีการ

ใชแปลงปลกูสมโอพันธุหอมหาดใหญของเกษตรกรที่ปลูกดวยกิ่งตอน อายุ 6 ป มีการดูแล
รักษา ใหนํ ้า ใหปุย และมีการควบคุมกํ าจัดศัตรูพืชอยางสมํ่ าเสมอ คัดเลือกจากตนที่มีขนาดทรง
พุมและการเจรญิเติบโตใกลเคียงกัน ใหผลผลิตมาแลว 2 ป จํ านวน 18 ตน ดํ าเนินการศึกษาใน
ชวงเดอืนมนีาคม-พฤษภาคม พ.ศ. 2541 และในชวงเดือนสิงหาคม-ตุลาคม พ.ศ. 2543 โดยแบง
การศึกษาไดดังนี้

1. อิทธิพลของกรดจิบเบอเรลลิค (GA3) ตอการติดผลของสมโอพันธุหอมหาดใหญ
เปนการศึกษาอิทธิพลของ GA3 ความเขมขน 100 ppm ตามระยะการพัฒนาของดอกที่

เหมาะสมตอการติดผลของสมโอพันธุหอมหาดใหญ โดยทํ าการศึกษาในชวงเดือนมีนาคม-
พฤษภาคม พ.ศ. 2541 ซึ่งการกํ าหนดระดับความเขมขนของ GA3 เปน 100 ppm เนือ่งจากผลการ
ศึกษาของ มนตรี  ศรีอุทัย (2539) และจักรพงษ  จิระแพทย (2540) พบวา GA3  ความเขมขน 100
ppm มผีลท ําใหสมโอพันธุหอมหาดใหญใหคาการติดผลสูงสุด

การเตรียม Stock solution ของ GA3 ใหไดความเขมขน 1,000 ppm  โดยใช GA3 เขมขน
100 เปอรเซ็นต หนัก 0.2 กรัม ละลายดวยเอทิลแอลกอฮอลเขมขน 70 เปอรเซ็นต กับ โซเดียมไฮ
ดรอกไซด (NaOH) ความเขมขน 1 นอมอล ปริมาณเลก็นอย จากนั้นนํ าไปผสมกับนํ้ าปริมาตร 200
มิลลิลิตร จะได GA3 ความเขมขน 1,000 ppm สวนการเตรียมสารละลาย GA3 ความเขมขน 100
ppm เตรียมจาก Stock solution ความเขมขน 1,000 ppm โดยใชปเปตดูดสารมา 30 มิลลิลิตร
ใสลงในกระบอกฉีดพนแลวเติมนํ้ าสะอาดลงไป 270 มิลลิลิตร จะได GA3 ความเขมขน 100 ppm
ปริมาณ 300 มิลลิลิตร

 เมื่อชอดอกของตนสมโอพันธุหอมหาดใหญที่คัดเลือกไวมีการพัฒนาถึงระยะที่ตองการ
ศึกษา (รูปที่ 1) ทํ าการคัดเลือกชอดอกที่มีจํ านวนของดอกไลเลีย่กนั จํ านวน 40 ชอดอกตอตน ใช
จ ํานวนดอกทัง้หมด 800-1,000 ดอกตอหนวยทดลอง บันทึกจํ านวนดอกในแตละชอ และทํ าเครื่อง
หมายชอดอก จากนั้นทํ าการฉีดพน GA3 ความเขมขน 100 ppm แยกเปน 6 หนวยทดลอง 3 ซํ้ า
วางแผนการทดลองแบบ Completely Randomized Design (CRD) เปรียบเทียบคาเฉลี่ยโดยใช
Duncan’s Multiple Range Test (DMRT) มรีะยะการพัฒนาของดอกดังนี้

 1. หนวยควบคุม (control) ไมฉีดพน GA3

2. การฉีดพน GA3 ในระยะกอนดอกบาน 5-7 วัน
3. การฉีดพน GA3 ในระยะกอนดอกบาน 2-3 วัน
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4. การฉีดพน GA3 ในระยะดอกบาน
5. การฉีดพน GA3 ในระยะหลังดอกบาน 2-3 วัน
6. การฉีดพน GA3 ในระยะหลังดอกบาน 5-7 วัน

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 รูปที่ 1 ลักษณะของดอกสมโอพันธุหอมหาดใหญที่มีการพัฒนาแตกตางกัน
 ก. ระยะกอนดอกบาน 5-7 วัน ข. ระยะกอนดอกบาน 2-3 วัน
 ค. ระยะดอกบาน ง. ระยะหลังดอกบาน 2-3 วัน
 จ. ระยะหลังดอกบาน 5-7 วัน
 

 ท ําการฉีดพน GA3 ใหทัว่ทัง้ชอดอกในปริมาณที่เหมาะสมในชวงเวลา 07.00-10.00
นาฬกิา เพื่อให GA3 ซมึเขาในดอกไดดีข้ึน สวนหนวยควบคุมไมตองฉีดพนสารใด ๆ

 สังเกตและบนัทกึคาการติดผล ภายหลังจากดอกบานไปแลว 3 วัน ซึ่งเปนระยะการติดผล
(ไมตร ี  แกวทับทิม, 2539) เปนประจํ าทุกสัปดาหตอเนื่องกันไปจนไมเกิดการรวงของผลออน
(ประมาณ 6 สัปดาห) นํ าคาการติดผลมาคิดเปนการติดผลเฉลี่ยตอหนวยทดลองในแตละระยะ
การตรวจวัด

 

 การติดผล (%)  =       

ก ข ค ง จ
จ ํานวนผลที่ติด
       x 100
ด

                            
จ ํานวนดอกทั้งหม
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 2. อิทธิพลของกรดจิบเบอเรลลิค (GA3) ตอการพัฒนาผลออนของสมโอพันธุหอมหาดใหญ
 

 น ําผลการศึกษาอิทธิพลของกรดจิบเบอเรลลิค (GA3) ตอการติดผลของสมโอพันธุหอม
หาดใหญที่ใหผลการทดลองสูงสุดใชเปนหนวยทดลองเปรียบเทียบการพัฒนาของผลออนในระยะ
ตาง ๆ กับหนวยควบคุมที่ไมมีการฉีดพน GA3 หรือการติดผลตามธรรมชาติ โดยคัดเลือกตนสมโอ
พนัธุหอมหาดใหญที่มีการเจริญเติบโตใกลเคียงกันจํ านวน 8 ตน แบงเปนหนวยควบคุม (control)
จ ํานวน 4 ตน และหนวยทดลองที่ไดรับ GA3 ความเขมขน 100 ppm จ ํานวน 4 ตน ทํ าการศึกษา
ในชวงเดือนสิงหาคม-ตุลาคม พ.ศ. 2543 วางแผนการทดลองแบบสุมตลอด (Completely
Randomized Design : CRD) ม ี 4 ซํ้ า เปรียบเทียบคาเฉลี่ยโดย Least Significant Difference
(LSD)
 เมือ่ชอดอกมีการเจริญเติบโตถึงระยะที่เหมาะสมแลว คัดเลือกชอดอกจากกิ่งที่มีขนาด
ใกลเคยีงกัน จํ านวนใบไมนอยกวา 4 ใบ และมีจํ านวนดอกไลเลีย่กันประมาณ 4-15 ดอกตอชอ
บันทกึจ ํานวนดอกตอชอ และทํ าเครื่องหมายชอดอก การคัดเลือกชอดอกใหมีการกระจายตัวทั่วทั้ง
ทรงพุม จากนั้นทํ าการฉีดพนชอดอกดวย GA3 ความเขมขน 100 ppm สวนหนวยควบคุมไมตอง
ฉีดพนสารใด ๆ จํ านวนชอดอกที่ใชทั้งหมด 40 ชอตอตน รวมใชชอดอก 160 ชอดอกตอหนวย
ทดลอง
 ภายหลงัดอกบานไปแลวหนึ่งสัปดาหใหสุมชอดอกมาจํ านวน 4 ชอดอกตอตน โดยเก็บให
กระจายทัว่ทรงพุมรวม 16 ชอดอกตอหนวยทดลอง ทํ าการวัดขนาดของผลออนภายในชอดอก
ดวยเครือ่งวัดละเอียด พรอมกับทํ าเครื่องหมายใหกับแตละผล หาคาเฉลี่ยขนาดของผลออน เก็บ
ผลออนภายในชอที่มีขนาดใกลเคียงกับคาเฉลี่ยมากที่สุด 8 ผลตอตน รวม 32 ผลตอหนวยทดลอง
บรรจใุนถงุกระดาษ นํ าตัวอยางไปศึกษาการเจริญเติบโตภายในผลที่หองปฏิบัติการตอไป โดยจัด
เกบ็ตัวอยางเปนรายสัปดาหตอเนื่องกันไปจนครบ 6 สัปดาห
 2.1 การวดัการเจริญเติบโตและการพัฒนาของผลออนในแตละหนวยทดลอง เมื่อนํ าตัว
อยางมาถงึหองปฏิบัติการมีการปฏิบัติและบันทึกคาการตรวจวัดตาง ๆ คือ การเจริญเติบโตของผล
ออนในแตละหนวยทดลอง โดยชั่งนํ ้าหนกัสดของผลออนดวยเครื่องชั่ง ทํ าการวดัขนาดของเสน
ผานศนูยกลาง และความยาวของผล ดวยเครื่องวัดละเอียด
 2.2 การพฒันาของสวนตาง ๆ ภายในผล โดยผาผลออนตามขวาง เพื่อวัดความหนาของ
เปลอืกผล และขนาดเสนผาศูนยกลางของกลีบผล ดวยเครื่องวัดละเอียด พรอมถายรูปบันทึกภาพ
ไวเปรียบเทียบการเจริญเติบโตทุกระยะการตรวจวัด
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 2.3 วเิคราะหการเปลี่ยนแปลงปริมาณธาตุ N, P และ K ในสวนของใบและผลออน ภาย
หลังจากวัดคาการเจริญเติบโตเสร็จแลวใหนํ าตัวอยางผลออนที่เก็บจากรอบทรงพุมของแตละตน
รวมเขาดวยกัน (รวม 4 ผลตอตน) บรรจุลงถุงกระดาษปากเปดพรอมทํ าเครื่องหมาย สํ าหรับตัว
อยางสวนของใบนั้นใหใชใบที่มีความสมบูรณปราศจากโรคและแมลงรบกวนเก็บใบในตํ าแหนงที่ 
2-4 จากปลายชอเขามา และเก็บจากชอดอกที่สุมเก็บผลออนทั้ง 4 ชอดอกของแตละตน (รวม 4
ใบตอตน) โดยเก็บในวันเวลาเดียวกันกับการเก็บผลออน ทํ าความสะอาดใบ น ําตวัอยางใบที่เก็บ
จากแตละตน รวมเขาดวยกันแลวบรรจุลงถุงกระดาษปากเปด ทํ าเครื่องหมายใหแตละตัวอยาง

นํ าตัวอยางสวนของใบและผลออนของแตละหนวยทดลองที่บรรจุในถุงกระดาษปากเปด
ไปอบแหงดวยตูอบที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส นาน 24-48 ชั่วโมง หลังจากตัวอยางแหงสนิท
แลวน ําตวัอยางไปบดดวยเครื่องบดละเอียด เพื่อใหชิ้นสวนตาง ๆ มีโอกาสเปนตัวแทนในการ
วเิคราะหมากทีสุ่ด รวมตัวอยางที่บดไดทั้งหมดเปนสวนของใบ 8 ตัวอยาง และสวนของผลออน 8
ตัวอยางเชนกัน จากนั้นนํ าไปวิเคราะหปริมาณธาตุอาหาร N, P และ K ดวยวธิีของหนวยปฏิบัติ
การวเิคราะหกลาง คณะทรัพยากรธรรมชาติ มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร (อางโดย อิสริยาภรณ
สุวรรณชาตรี, 2539) ดังนี้

- ธาตุไนโตรเจน (N)
การยอยตัวอยางพืช โดยใชวิธี Kjeldahl digestion โดยน ําตัวอยางพืชไปอบที่อุณหภูมิ

70 องศาเซลเซยีส นาน 12 ชั่วโมง หลังจากนั้นชั่งตัวอยางพืชปริมาณ 0.2 กรัม ใสในหลอดยอย
(Kjeldahl digestion tube) ใสสารเรงปฏกิริยา จํ านวน 1 เมด็ตอหลอด เติมกรดยอย 2.5 %
salicylic acid ใน H2SO4 (Conc.) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร เขยาใหเขากันดวยเครื่องเขยา วางทิ้งไว
20 นาที เติม sodium thiosulfate ปริมาณ 0.5 กรัม เขยาใหเขากันวางทิ้งไวอยางนอย 2 ชั่วโมง
น ําไปยอยจนไดสารละลายที่ใส จัดทํ า Blank โดยยอยกรดพรอม ๆ กับตัวอยางพืช โดยไมใสตัว
อยางพชื หลังจากนั้นทํ าการกลั่นและไตเตรด เพือ่หาปริมาณไนโตรเจน โดยเติมสารละลาย NaOH
ความเขมขน 40 เปอรเซ็นต ลงไปประมาณ 50 มิลลิลิตร ทํ าการกลั่นและจับกาซแอมโมเนีย (NH3)
ทีเ่กิดขึ้นดวย H3BO3 ความเขมขน 4 เปอรเซ็นต สารละลายจะเปลี่ยนจากสีแดงมวงเปนสีเขียว
กลัน่ใหไดสารละลายประมาณ 150 มิลลิลิตร หรือประมาณ 5 นาที นํ าสารละลายที่ไดใน
Erlenmeyer flask titrate มาไตเตรทดวยสารละลายมาตรฐานกรด H2SO4 บันทกึปริมาณสาร
ละลายกรดที่ใช คํ านวณปริมาณไนโตรเจนโดยสูตร
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ไนโตรเจน (%) = 14 x N x V x A 100/W x B

A =ปริมาตรสารละลายตัวอยางที่ไดจาการยอยทั้งหมดหลังจากปรับ
ปริมาตรแลว

B =ปริมาตรของสารละลายตัวอยางที่นํ ามากลั่น
N =ความเขมขนเปนนอรมอลของสารละลายมาตรฐาน กรด H2SO4

V =ปริมาตรสารละลายมาตรฐานกรด  ทีใ่ชในการไตเตรท blank แลว
W =นํ ้าหนกัตวัอยางพืชที่นํ ามาวิเคราะห (มิลลิกรัม)

- ธาตุฟอสฟอรัส (P) และ โปแตสเซียม (K)
การยอยตัวอยาง โดยใชสวนผสมของกรดไนตริก และไฮเปอรคลอริค (NHO3 /HClO4)

[HNO3 (Conc.) 1,250 ml + HClO4 (Conc.) 250 ml + 0.06 Ammonium metavanadate
(NH4VO3)] น ําตวัอยางพชืมาอบที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส นาน 12 ชั่วโมง ชั่งตัวอยางพืชที่
ผานการอบแลว 0.2 กรัม ใสใน Erlenmeyer flask ขนาด 50 มิลลิลิตร เติมกรดยอยปริมาตร 15
มลิลิลิตร วางทิง้ไว 2 ชั่วโมง ยอยตัวอยางบนถาดยอยที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส จนควันสีนํ้ า
ตาลหมดไป ใหปรับอุณหภูมิเปน 190 องศาเซลเซียส จนไดสารละลายใส วางทิ้งใหเย็น เจือจาง
สารทีไ่ดจากการยอยดวยนํ้ าที่ปราศจากไอออน เทใส volumetric flask ขนาด 50 มิลลิลิตร สาร
ละลายที่ไดใชในการวิเคราะหฟอสฟอรัส และ โปแตสเซียม

การวเิคราะหปริมาณฟอสฟอรัส โดยวิธี Vanodomolybdate โดยปเปตสารละลาย
Vanadomolybdate ปริมาตร 2.5 มลิลิลิตร ใสใน volumetric flask ขนาด 25 มิลลิลิตร ปเปตสาร
ละลายตวัอยางมา 5 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรดวยนํ้ ากลั่น เขยาใหเขากัน วางทิ้งไว 10 นาที นํ าไป
วดัคาการดูดกลืนแสงของสารดวยเครื่อง Spectrophotometer ทีค่วามยาวคลื่น 420 นาโนเมตร
เปรียบเทยีบคาความเขมขนของสารละลายตัวอยาง กับกราฟสารละลายมาตรฐาน คํ านวณ
ปริมาณฟอสฟอรัสในตัวอยางพืชโดยสูตร
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ฟอสฟอรัส (%) = (X - B) x V x 100/1,000 x W

X =ความเขมขนของ P ในตวัอยางพืชเมื่อเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐาน
(มิลลิกรัม/ลิตร)

B =ความเขมขนของ P ใน blank เมื่อเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐาน
(มิลลิลิตร)

V =ปริมาตรของตัวอยางที่ปรับปริมาตรหลังการยอย (25 หรือ 50 
มิลลิกรัม)

W =นํ ้าหนกัตัวอยางพืชทีน่ ํามาวิเคราะห (มิลลิกรัม)

การวิเคราะหปริมาณโพแตสเซียม (K) โดยปเปตสารละลายตัวอยางพืชที่ไดมาจาก
การยอย 10 มิลลิลิตร ใสใน Volumetric flask ขนาด 25 มิลลิลิตร แลวปรับปริมาตรดวยนํ้ ากลั่น
น ําไปวัดการปลดปลอยแสง (emission) ดวยเครื่อง Atomic Absorption Spectrophotometer หา
ความเขมขนของสารละลายตัวอยางเปรียบเทียบกับกราฟสารละลายมาตรฐาน คํ านวณปริมาณ
โพแตสเซียมในตัวอยางพืชโดยสูตร

โพแตสเซียม (ppm) = X x V x 1,000/W

X =ความเขมขนของธาตุทีอ่านไดเมื่อเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐาน
V =ปริมาตรสารละลายตัวอยางเมือ่ปรับปริมาตรหลังการยอย
W =นํ ้าหนกัตวัอยางที่นํ ามาวิเคราะห (มิลลิกรัม)
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