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บทท่ี 2

วัสดุอุปกรณและวิธีการ

1.  วัสดุ
1.1  วัสดุพืช

1.1.1   กิ่งพันธุสมจุกขนาดเสนผานศูนยกลางกิ่ง 0.25 - 0.30 เซนติเมตรและมีขอใบ 5 - 6 ขอ
  1.1.2  ตนตอสม 6 ชนิด คือ สมจุก (Citrus recticulata Blanco)  สมจี๊ด (Citrus japonica

Thumb.)  สมโอ (Citrus grandis (L.) Osbeck)  มะกรูด  (Citrus hystrix DC.)  สมสามใบลูกผสมสาย
พันธุทรอยเยอร (Citrus sinensis (L.) Osbeck x Poncirus trifoliata (L.) Raf.) และสายพันธุสวิงเกิล 
(Citrus paradisi  x  Poncirus trifoliata (L.) Raf.) ขนาดเสนผานศูนยกลางลํ าตน 0.25 - 0.30 เซนติเมตร
  1.2  วัสดุสารเคมี

 1.2.1  สารเคมีตรวจสอบกายวิภาคของทอลํ าเลียงดวยวิธี  SEM ประกอบดวย พาลาเดียมผสม
ทองคํ า  แอลกอฮอล และ FAA

1.2.2 สารเคมีสกัดเอนไซม ประกอบดวย Tris (hydroxymethyl) - methylamin HCl (Tris-
HCl)

0.5 M (pH 8.6), Polyvinylpyrolidon (PVP), 2-mercapthoethanal และ Disodiumethylenediamine-
tetracetate  (Na2EDTA)

1.2.3 สารเคมีอิเล็กโตรโฟริซีส ประกอบดวย Polyacrylamide gel (30% acrylamide+0.8% 
bisacrylamide),  Tris-HCl 1.5 M (pH 8.9) และ 0.5 M (pH 6.8),  N,N,N1,N1-tetramethylendiamine 
(TEMED),  10% Ammonium peroxydisulphate (APS) และ  Glycine  

1.2.4 สารเคมียอมสีเอนไซม 8 ระบบ ดังตารางที่ 1
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ตารางที่ 1  สารเคมียอมสีเอนไซม 8 ระบบ

           ระบบเอนไซม สวนประกอบ
           เปอรออกซิเดส 3-amino-9-ethylcarbazole, β-napthol, Acetone, Tris-acetate 

buffer 0.0125 M (pH 4.0) และ  H2O2 3%
           เอสเตอเรส Phosphate buffer 0.1 M (pH 6.0), Fast blue B salt และ

 α- napthyl acetate
           ฟอสโฟกลูโคไอโซเมอเรส Tris-HCl 0.1 M (pH 7.5), Fructose-6-P(Na), β-nicotinamide 

a d e n i n e  d i n u c l e o t i d e  p h o s p h a t e  ( N A D P+ ) ,  
Methylthiazolyldiphenyl tetrazolium bromide (MTT),
N-methyl-phenazonium methyl sulfate (PMS),
Glucose-6-phosphate dehydrogenase (glucose-6-P DH) และ
Magnesium cholride (MgCl2.6H2O) 1M

           ฟอสโฟกลูโคมิวเทส Tris-HCl 0.1 M (pH 7.5), MgCl2.6H2O 1 M,
α D-glucose-1-phosphate (glucose-1-P), NADP+, MTT, PMS
และ  Glucose-6-P DH

           มาเลทดีไฮโดรจีเนส Tris-HCl 0.1 M (pH 7.5), DL-malate 1 M (pH 7.5),
β-nicotinamide adenine dinucleotide monohydrate (NAD+), 
MTT  และ  PMS

           แอลกอฮอลดีไฮโดรจีเนส Tris-HCl 0.1 M (pH 7.5), NAD+, MTT, PMS, Ethanol
           แอซิคฟอสฟาเทส Na acetate 50 mM (pH 5.5), MgCl2.6H2O 1 M, Fast black K 

salt และ α-napthyl acid phosphate
           ชิกิเมทดีไฮโดรจีเนส Tris-HCl 0.1 M (pH  7.5), Shikimic acid, NADP+, MTT และ

PMS
1.2.5 สารเคมีวิเคราะหธาตุอาหาร ประกอบดวย กรดไฮโดรคลอริก กรดซัลโฟซาลิไซลิก  

กรดซัลฟูริก กรดไนตริก กรดเปอรคลอริก แอมโมเนียมคลอไรด แอมโมเนียมไฮดรอกไซด 
แอมโมเนียมเมทาวานาเดต แอมโมเนียมโมลิบเดต แอมโมเนียมฟอสโฟโมลิบเดต โพแทสเซียมได
ไฮโดรเจนฟอสเฟต 

1.3  วสัดอ่ืุน ประกอบดวย กรรไกรตัดกิ่ง  มีดเสียบยอด  เทปใส  เชือกฟาง  ถุงเพาะกลาขนาด 3 x 8 
นิ้ว และขนาด  4 x 8 นิว้  ถุงพลาสติกขนาด 9 x 14 นิ้ว  เวอรเนียร  ไมบรรทัด  กระปองอบดิน  ถุงอบตัว
อยางพืช  นํ้ าดีไอออไนซ (Deionized distillationed water)  ปากกาชนิดถาวร  โกรงบดตัวอยางพืช  
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หลอดเอฟเพนดอรฟ  หลอดทดลอง  หลอดส ําหรับยอยตัวอยาง  หลอดกล่ัน  กระบอกตวง  ขวดรูป
กรวย  ขวดปรับปริมาตร  ไมโครปเปต  ถวยกระเบื้องทนไฟ  กระจกนาฬิกา

2.  อุปกรณ
2.1  อุปกรณตรวจสอบทางสัณฐานวิทยา

 2.1.1   กลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด
2.2  อุปกรณตรวจสอบทางสรีรวิทยา

 2.2.1   เครื่องมือวัดศักยของนํ้ าในใบ
 2.2.2   เครื่องชั่ง

2.3  อุปกรณตรวจสอบทางชีวเคมี
 2.3.1   เครื่องชั่ง ทศนิยม 4 ตํ าแหนง
 2.3.2   ตูอบ
 2.3.3   ตูแชแข็ง
 2.3.4   เครื่องปนตกตะกอน
 2.3.5   เครื่องอิเล็กโตรโฟริซีสแบบแนวตั้ง
 2.3.6   เครื่องจายกระแสไฟฟา
 2.3.7   เครื่องปมสูญญากาศ
 2.3.8   เครื่องเขยา
 2.3.9   เครื่องวัดความเปนกรด-เบส
 2.3.10  เครื่องยอยสลายตัวอยางพืช
 2.3.11  ตูดูดควัน
 2.3.12  เตาไฟฟา
 2.3.13  เครื่องสเปกโทรโฟโตมิเตอร
 2.3.14  เครื่องแฟลมอิมิช่ันสเปกโทรโฟโตมิเตอร

3.  วิธีการ
      3.1  เตรียมกิ่งพันธุ ตนตอและการขยายพันธุ
             3.1.1  การเตรียมกิ่งพันธุสมจุกและตนตอสม
                       กิ่งพันธุสมจุก นํ ามาจากตนสมจุกภาควิชาพืชศาสตร อายุ 3 ป  ที่มีการใหนํ้ าทุกวันๆ ละ  
1 คร้ัง ใหปุยสูตร 15 - 15 - 15 อัตรา 5 กรัมตอตนตอเดือน และทํ าการฉีดพนสารเคมีปองกันกํ าจัดหนอน
ชอนใบ และเพลี้ยออนในชวงแตกใบออน สวนตนตอสมเพาะเมล็ด 6 ชนิด คือ  สมจุก สมจี๊ด สมโอ
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มะกรูด (จากแปลงภาควิชาพืชศาสตร อํ าเภอหาดใหญ จังหวัดสงขลา) สมสามใบลูกผสมสายพันธุ  
ทรอยเยอรและสายพันธุสวิงเกิล (จากสวนสมธนาธร อํ าเภอฝาง จังหวัดเชียงใหม) เลือกตนกลาที่แข็ง
แรง ลํ าตนตรง ขนาดเสนผานศูนยกลางลํ าตน 0.25 - 0.30 เซนติเมตร มายายปลูกในถุงดํ า ขนาด 3 x 8 
นิว้ ในดินผสม (ดินลํ าดวน : ทราย : แกลบ : ใยมะพราว อัตราสวน 2 : 1 : 1 : 1) ดูแลรักษาในเรือน
ระแนงพรางแสง 30 เปอรเซ็นต ใหนํ้ าวันละ 1 คร้ัง และใหปุยสูตร 15 - 15 - 15 ตนละ 250 มิลลิกรัมตอ
ตนตอเดือน เปนเวลา 3 เดือนกอนเสียบยอด ที่แปลงภาควิชาพืชศาสตร คณะทรัพยากรธรรมชาติ 
มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร

3.1.2  การขยายพันธุ
 น ํากิ่งพันธุสมจุก ขนาดเสนผานศูนยกลางลํ าตน 0.25 - 0.30 เซนติเมตร มี 5 - 6 ตาใบ มา

ตอกิง่บนตนตอสม 6 ชนิด (ในขอ 3.1.1) ดวยวิธีการเสียบยอดแบบเสียบล่ิม เหนือผิวดิน 5 เซนติเมตร 
จากนั้นคลุมตนดวยถุงพลาสติก ขนาด 9 x 14 นิว้ มดัปากถุงใหแนนเพื่อควบคุมความชื้นภายใน ปองกัน
ลมและนํ ้าจากภายนอก แลวนํ าไปวางเลี้ยงใตซาแลนที่พรางแสงแดดได 70 เปอรเซ็นต เปนเวลา 2 เดือน 
นํ าถุงพลาสติกคลุมตนออก ยายตนไปไวใตซาแลนที่พรางแสงแดดได 50 เปอรเซ็นต เปนเวลา               
1 สัปดาห จากนั้นนํ าตนสมไปไวใตซาแลนที่พรางแสงแดด 30 เปอรเซ็นต เปนเวลา 4 สัปดาห ยายปลูก
ลงถุงปลูกใหมขนาด 4 x 8 นิว้ เพือ่เพิม่ปริมาณธาตุอาหารและนํ าตนไปดูแลภายใตการใหแสงแดดปกติ 
นบัจ ํานวนตนรอดชีวิต และคํ านวณความสํ าเร็จการตอกิ่งหลังเสียบยอด 8 สัปดาห ตามสูตรดังนี้

ความสํ  าเร็จการต อกิ่ง  (%) =  จํ านวนตนที่ต อกิ่งสํ าเร็จ   x 100                            

                               จํ านวนตนทั้งหมด
3.2  การศึกษาสัณฐานวิทยา  สรีรวิทยาและชีวเคมี

 3.2.1  การศึกษาสัณฐานวิทยา แบงเปน 3 การทดลอง ดังนี้
    3.2.1.1  กายวิภาคศาสตรของลํ าตนตัดขวางของตนตอสม

          ท ําการศึกษากายวิภาคของตนตอสม 6 ชนิด คือ สมจุก สมจี๊ด สมโอ มะกรูด สม
สามใบลูกผสมสายพันธุทรอยเยอรและสายพันธุสวิงเกิล ขนาดเสนผานศูนยกลางลํ าตน 0.25 เซนติเมตร  
โดยตัดลํ าตนสดตามขวาง ซ่ึงตองตัดใหบางและวางบนแผนสไลดแลวหยดสียอมอะซิโตคารมีน 2 
เปอรเซ็นต ปดดวยแผนปดสไลด (cover slip) และนํ าไปสองดูใตกลองจุลทรรศน  ที่กํ าลังขยาย 40 เทา
และวัดขนาดดวย ocular  microscopy  แลววัดโครงสรางลํ าตนตัดขวางดังนี้  เพอริเดิรม วัดจากคอรกถึง
คอรแคมเบยีม (เซลลตอกันและอัดตัวกันแนนและสีเขม (อยูนอกสุด)  คอรเทก วัดจากขอบลางคอรก
แคมเบียมถึงเอนโดเดอรมีส (เอนโดเดอรมีสเปนเซลลแถวเดี่ยว)  ทอลํ าเลียงอาหาร วัดจากขอบลางเอน
โดเดอรมีสถึงชัน้เนื้อเยื่อเจริญ (เนื้อเยื่อเจริญมี 2-3 แถว)  ทอลํ าเลียงนํ้ า วัดจากขอบลางเนื้อเยื่อเจริญถึง
ขอบแกนไม (ทอลํ าเลียงนํ้ ามีการเรียงตัวของทอตอกันอยางเปนระเบียบและจะมีทอเวสเซลขนาดตางๆ



13

กันแทรกอยู) และแกนไม (เปนเซลลขนาดใหญและเกาะกันแบบหลวมๆ) ของลํ าตนสมแตละชนิด 
บันทึกขนาดรัศมีโครงสรางของลํ าตนสมทั้ง 6 ชนิด

                3.2.1.2  การประสานรอยตอของตนสมจุกเสียบยอด
                                     ตดัรอยตอตนสมจุกที่ตอกิ่งบนตนตอสม 6 ชนิด อายุ 24 และ 48 สัปดาหหลัง
เสยีบยอด ตัดตามขวาง หนา 0.25 เซนติเมตร กลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด ตามวิธีการของ
เวคิน (2524) โดยตัดลํ าตนตามขวาง หนา 0.20 เซนติเมตร ใสขวดดองและเติมนํ้ ายารักษาสภาพเซลล
FAA ซ่ึงประกอบดวย Formalin : Acetic acid : Alcohol 50 เปอรเซ็นต ในอัตราสวน 1 : 1 : 18 สวน 
แลวนํ าไปดูดอากาศออกดวยเครื่องปมสูญญากาศ เปนเวลา 1 ช่ัวโมง เพื่อชวยใหนํ้ ายารักษาสภาพเซลล
แทรกเขาสูเนื้อเยื่อไดดีขึ้นเนื่องจากตัวอยางพืชเปนไมเนื้อแข็ง และจะดองในนํ้ ายารักษาสภาพเซลลเปน
เวลา 1 สัปดาห จากนั้นริน FAA ออก จากนั้นนํ าไปดึงนํ้ าออกนอกเซลลดวยแอลกอฮอลที่มีความเขมขน 
70, 80, 95 และ 100 เปอรเซ็นตตามลํ าดับ  แตละความเขมขนแชไวเวลา 30 นาที 2 คร้ัง จากนั้นทํ าแหง
ดวยเครื่อง Critical Point Drying (CPD) แลวน ําตัวอยางพืชติดบนแทนทองเหลือง (stub) แลวฉาบดวย
โมเลกุลของโลหะ เชน พาลาเดียมผสมทองคํ า (Au-Pd) และนํ ามาสองดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน
แบบสองกราดดูการเจริญของรอยตอ บันทึกภาพและเปรียบเทียบการเจริญของเนื้อเยื่อรอยตอในแตละ
ชนิดตนตอ

3.2.1.3  การเจริญเติบโตของตนสมจุกเสียบยอด
ทํ าการศึกษาการเจริญเติบโตของตนสมจุกที่ตอกิ่งบนตนตอสม 6 ชนิด คือ      

สมจุก สมจี๊ด สมโอ มะกรูด สมสามใบลูกผสมสายพันธุทรอยเยอรและสายพันธุสวิงเกิล ขนาดเสนผาน
ศนูยกลางลํ าตน 0.25 - 0.30 เซนติเมตร วางแผนการทดลองแบบสุมตลอด (Completely randomized 
design : CRD) แตละชนิดตนตอทํ า 15 ซ้ํ า วัดขอมูลการเจริญเติบโต โดยเริ่มเก็บขอมูลหลังเสียบยอด 8 
สัปดาห จนถึง 48 สัปดาห  วัดขอมูลการเจริญเติบโตดังนี้ ขนาดเสนผานศูนยกลางลํ าตนเหนือและใต
รอยตอ (วดัหางจากรอยตอ 1 เซนติเมตร) จํ านวนกิ่ง (นับกิ่งที่แตกใหมและมีใบแลว)  จํ านวนใบ (นับใบ
ทีแ่ตกใหมสามารถสังเคราะหแสงได)  ความสูง (วัดจากขอบบนของรอยตอถึงปลายทรงพุม)  พื้นที่ใบ
และความยาวรากวัดผลสัปดาหที่ 48 หลังเสียบยอด ดวยเครื่องวัดพื้นที่ใบและเครื่องวัดความยาวราก  
นํ ้าหนกัสดตน (ลํ าตน+ใบ) และราก  นํ้ าหนักแหงตนและราก (อบที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 
72 ช่ัวโมง)  และหาสัดสวนนํ้ าหนักแหงตนตอราก

3.2.2   การศึกษาสรรีวิทยา แบงเปน 2 การทดลอง ดังนี้
                        3.2.2.1  การใชนํ้ าในรอบวันของตนสมจุกเสียบยอด
                                     ทํ าการศึกษาการใชนํ้ าในรอบวันของตนสมจุกที่ตอกิ่งบนตนตอสม 6 ชนิด คือ 
สมจุก สมจี๊ด สมโอ มะกรูด สมสามใบลูกผสมสายพันธุทรอยเยอรและสายพันธุสวิงเกิล โดยชั่งนํ้ าหนัก
ตน (ช่ังนํ้ าหนักรวมตนและถุงปลูก) หลังการใหนํ้ าที่ระดับความจุความชื้นชลประทาน (Field capacity)
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60 เปอรเซ็นต 24 ช่ัวโมง บันทึกขอมูล คํ านวณปริมาณนํ้ าที่หายไปและนํ ามาวิเคราะหคาทางสถิติ (การ
ศึกษานี้ไมไดนํ าคาคายระเหยนํ้ ามาคํ านวณเนื่องจากทุกหนวยทดลองอยูในสภาพแวดลอมเดียวกันและ
ปริมาณนํ ้าทีใ่ชไปมีปริมาณนอย) กอนใหนํ้ าตองลดชองวางระหวางดิน ดวยการใหนํ้ าตนสมจุกที่ระดับ
ดนิอิม่ตวัดวยนํ้ า แลวตั้งทิ้งไว 2 วัน (ระดับความชื้นดินเดิม) (Devlin and Witharn, 1983) แตละชนิดตน
ตอท ํา 4 ซ้ํ า (ตน) แบงศึกษาการใชนํ้ าในรอบวันเปน 5 ชวง คือ กอนเสียบยอด หลังเสียบยอด 8, 16, 24 
และ 48 สัปดาห แตละชวงศึกษาทํ า 5 ซ้ํ า (วัน)

  การหาความจุความชื้นดิน (วัลลภ, 2538) ทํ าโดยเก็บตัวอยางดินผสมที่ผสมเสร็จแลว มาตั้งทิ้งไว 
24 ช่ัวโมง แลวนํ าดินใสกระปองอบดิน ช่ังนํ้ าหนักดินสด และนํ าไปอบที่อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา  24 ช่ัวโมง ช่ังนํ้ าหนักดินแหง คํ านวณเปอรเซ็นตความชื้น ดังสูตร

ความชื้นดิน (%)  =  นํ ้าหนักดินชื้น – นํ้ าหนักดินแหง  x  100
นํ ้าหนักดินแหง

จากนั้นหาความจุความชื้นชลประทาน โดยการนํ าดินปลูกที่ผสมแลวใสภาชนะทรงกระบอกปลายเปด 
สูง 8 เซนติเมตร ใสนํ้ าจนซึมออกมาดานลาง ปดปากภาชนะดานบนปองกันการระเหย ตั้งทิ้งไว 24 ช่ัว
โมง จากนัน้ตกัดินสวนกลางมาใสกระปองอบดิน ช่ังนํ้ าหนักดินสด แลวนํ าดินไปอบแหงเชนเดียวกับ
การหาความชื้นดินขางตน คํ านวณหาเปอรเซ็นตความชื้นและคํ านวณปริมาณการใหนํ้ าตนสมจุกที่
ระดบั 60  เปอรเซ็นตของความจุความชื้นชลประทาน (ภาคผนวก)

3.2.2.2  ศกัยของนํ้ าในใบของตนสมจุกเสียบยอด
                                     ทํ าการศึกษาคาศักยของนํ้ าในใบของตนสมจุกที่ตอกิ่งบนตนตอสม 6 ชนิด คือ 
สมจุก สมจี๊ด สมโอ มะกรูด สมสามใบลูกผสมสายพันธุทรอยเยอรและสายพันธุสวิงเกิล วางแผนการ
ทดลองแบบสุมตลอด หนวยทดลองละ 3 ซ้ํ า (ใบ) และแบงศึกษาเปน 5 ชวง คือ กอนเสียบยอด หลัง
เสียบยอด 8, 16, 24 และ 48 สัปดาห ทํ าการวัดคาศักยของนํ้ าในใบดวยเครื่องมือวัดศักยของนํ้ าในใบ 
โดยเลอืกตดัใบเพสลาดหรือใบออนที่แผนใบแผเต็มที่แลว จากนั้นนํ ากานใบมาใสในทอความดัน ปดฝา
ครอบและสังเกตนํ้ าในใบที่ถูกดันดวยแกสไนโตรเจน และบันทึกคาแรงดันแกสที่นํ้ าโผลออกมาครั้ง
แรก วดัเวลา 12.00 นาฬิกา เปรียบเทียบคาที่ไดในแตละหนวยทดลอง

3.2.3  การศึกษาชีวเคมี แบงเปน 2 การทดลอง
3.2.3.1 รูปแบบไอโซไซมของตนสมจุกเสียบยอด

                                     ทํ าการศึกษารูปแบบไอโซไซมจากแถบเอนไซมเหนือรอยตอและใตรอยตอของ
ตนสมจุกที่ตอกิ่งบนตนตอสม 6 ชนิด คือ สมจุก สมจี๊ด สมโอ มะกรูด สมสามใบลูกผสมสายพันธุ

ทรอยเยอรและสายพันธุสวิงเกลิ โดยการสกัดเอนไซมจากเปลือกลํ าตนสวนเหนือและใตรอยตอกวาง
0.30 x 0.30 เซนติเมตร มาบดรวมกับสารละลายบัพเฟอร (โกรงเย็น) ซ่ึงประกอบดวย Tris-HCl เขมขน
0.5 โมลาร (pH 7.5), PVP เขมขน 2 เปอรเซ็นต, 2-mercapthoethanol เขมขน 1 เปอรเซ็นต (ปริมาตร/
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ปริมาตร), Na2EDTA เขมขน 2 มิลลิโมลาร ปริมาตร 30 เทาของนํ้ าหนักพืช จากนั้นเทตัวอยางพืชที่บด
ละเอียดใสหลอดเอฟเพนดอรฟ นํ าไปหมุนเหวี่ยงตกตะกอนที่ความเร็ว 12,000 รอบตอนาที เปนเวลา 15
นาท ีที่ 4 องศาเซลเซียส (มาลี, 2541) จากนั้นดูดสารละลายสวนใสใสหลอดเอฟเพนดอรฟใหม แลวนํ า

ไปแยกเอนไซมดวยเครื่องอิเล็กโตรโฟริซีสแบบแนวตั้ง ดวยการดูดสารละลายพืชที่สกัดได 15
ไมโครลิตร ผสมกับ bromphenol blue 2 ไมโครลิตร ใสในรองหวีแผนเจลอะคริลาไมดชนิดไมตอเนื่อง
โดยเจล   อะคริลาไมด ประกอบดวย เจลสวนบนที่มีความเขมขน 3% และเจลสวนลางที่มีความ  เขมขน
10% ภายใตกระแสไฟฟาคงที่ 100 โวลต (Hame and Rickwood, 1981 อางโดย สมปอง และคณะ, 2538)
เปนเวลา 2 ช่ัวโมง หรือสังเกตจากแถบ bromphenol blue เคลื่อนมาถึงขอบลางเจล จากนั้นนํ าเจลมายอม
สีเอนไซมดวยระบบเปอรออกซิเดส  เอสเตอเรส  ฟอสโฟกลูโคไอโซเมอเรส  ฟอสโฟกลูโคมิวเทส
มาเลทดีไฮโดรจีเนส  แอลกอฮอลดีไฮโดรจีเนส  แอซดิฟอสฟาเทส  และชคิเิมทดีไฮโดรจีเนส โดยนํ า
ไปเขยาที่เครื่องเขยา 80 คร้ังตอนาที รอจนเห็นแถบเอนไซมชัดเจนหรือแถบสีคงที่ไมเปลี่ยนแปลง นํ ามา
ลางสีดวยนํ้ ากลั่น 2 - 3 คร้ัง ตรวจสอบรูปแบบไอโซไซมของกิ่งพันธุสมจุกและตนตอสมแตละชนิด

บนัทกึภาพเปรียบเทียบการเกิดแถบเอนไซมแตละหนวยทดลอง
3.2.3.2  ปริมาณธาตุอาหารของตนสมจุกเสียบยอด

                                     ท ําการศึกษาธาตุอาหารในใบสมจุกที่ตอกิ่งบนตนสม 6 ชนิด คือ สมจุก สมจี๊ด 
สมโอ มะกรูด สมสามใบลูกผสมสายพันธุทรอยเยอรและสายพันธุสวิงเกลิ อายุ 48 สัปดาหหลังเสียบ
ยอด ชนิดละ 3 ซ้ํ า ชนิดละ 20 ใบ มาอบที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ช่ัวโมง จากนั้นบด
ละเอยีดดวยโกรง แลวนํ าไปวิเคราะหธาตุอาหาร ดังนี้

              3.2.3.2.1  วเิคราะหธาตุไนโตรเจน โดยวิธี  Kjeldahl (ดดัแปลงจาก Cottenie,
1980) ดวยการน ําตัวอยางใบสมที่บดละเอียด 0.20 กรัม มายอยดวยกรดยอย (กรดซัลโฟซาลิไซลิก 25 
เปอรเซ็นต ในกรดซัลฟูริก) 5 มลิลิลิตร พรอมกับเตรียมสารเปรียบเทียบ คือใสเฉพาะสารยอยแตไมตอง
ใสตวัอยางใบสม จากนั้นกลั่นหาปริมาณแอมโมเนียม ดวยการเติมกรดบอริก 4 เปอรเซ็นต 25 มิลลิลิตร 
ในขวดรูปกรวย ขนาด 250 มิลลิลิตร นํ าไปวางใตกานหลอดกลั่น เติมนํ้ ากลั่น 20 มิลลิลิตร และเติม
โซเดียมไฮดรอกไซด 40 เปอรเซ็นต 75 มิลลิลิตร ในหลอดกลั่น เปดเครื่องกล่ัน เปนเวลา 4 นาที ปด
เครื่องกล่ัน นํ าสารออกจากหลอดกลั่น จากนั้นนํ ามาไทเตรตดวยสารละลายมาตรฐานกรดซัลฟูริก      
เขมขน 0.02 นอรมอล จนสีของสารละลายเปลี่ยนจากสีเขียวเปนสีมวงแดง บันทึกปริมาตรกรดที่ใช          
ไทเตรตและคํ านวณหาปริมาณรวมไนโตรเจน ดังสูตร

       ปริมาณไนโตรเจน (%) = 14 x N x V x 100
            W

N = ความเขมขนของสารละลายมาตรฐาน (กรดซัลฟูริก) หนวยเปนนอรมอล
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V = ปริมาตรสารละลายมาตรฐานกรดซัลฟูริกที่ใชไทเตรต (ลบจากปริมาตรกรดที่ใชไทเตรตตัวอยาง
        เปรยีบเทียบ) หนวยเปนมิลลิลิตร
W = นํ ้าหนักตัวอยางใบสม หนวยเปนมิลลิกรัม

3.2.3.2.2 วิเคราะหธาตุฟอสฟอรัส โดย  Colorimetry  (ดดัแปลงจาก Cottenie, 1980)
ดวยการน ําตัวอยางใบสมที่บดละเอียด 0.20 กรัม มายอยดวยกรดผสม (กรดไนตริก 1250 มิลลิลิตร ผสม
กับกรดเปอรคลอริก 250 มิลลิลิตรและแอมโมเนียมเมทาวานาเดต 0.6 กรัม) 15 มิลลิลิตร อยางนอย 2 
ช่ัวโมง จากนัน้ใหความรอนโดยวางบนแผนใหความรอน ที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส จะเห็นควันสีนํ้ า
ตาล และเมื่อควันหมด ปรับอุณหภูมิเปน 190 องศาเซลเซียส ไดควันสีขาวและเมื่อมีการยอยส้ินสุดจะ
เกิดควันสีขาวในขวด และรอจนสารละลายใส วางใหเย็นแลวปรับปริมาตรดวยนํ้ ากลั่นใหได 50 
มลิลิลิตร จากนั้นดูดตัวอยางสารละลาย 1 มิลลิลิตร ผสมกับสารละลายวานาโดโมลิบเดต 5 มิลลิลิตร 
เขยา (สารละลายสีเหลือง) วางทิ้งไว 2 ช่ัวโมง และนํ ามาวัดความเขมสีดวยเครื่องสเปกโทรโฟโตมิเตอร 
ทีค่วามยาวคลื่น 420 นาโนเมตร นํ าคาที่ไดมาเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐาน (กราฟระหวางคาความเขม
ขนของสารละลายมาตรฐานกับคาการดูดกลืนแสง) (รูปภาคผนวกที่ 1) และคํ านวณหาปริมาณ
ฟอสฟอรัส ดังสูตร ปริมาณฟอสฟอรัส (%) = C x Vf  x Vd x 10-4

              W x Va
C  = ความเขมขนฟอสฟอรัสจากกราฟมาตรฐาน หนวยเปน พีพีเอ็ม
Vf = ปริมาตรสุดทาย (15 มิลลิลิตร)
Vd= ปริมาตรสารละลายตัวอยางพืชที่ไดจากการยอย (100 มิลลิลิตร)
Va= ปริมาตรสารละลายตัวอยางพืชที่ใชในการวิเคราะห (5 มิลลิลิตร)
W = นํ ้าหนักตัวอยางใบสม หนวยเปนกรัม

3.2.3.2.3วเิคราะหธาตุโพแทสเซียม โดย Flame emission spectrophotometry (ดัดแปลง
จาก Cottenie, 1980) ดวยการน ําตวัอยางใบสมที่บดละเอียด 0.20 กรัม มายอยดวยวิธีการเชนเดียวกับการ
ยอยหาธาตุปริมาณฟอสฟอรัสในขอ 3.2.3.2.2 ปรับปริมาตรเปน 50 มิลลิลิตร แลวนํ าสารละลายที่ไดมา
วดัคาเปลงแสงดวยเครื่องแฟลมอิมิสชั่นสเปกโทรโฟโตมิเตอร ที่ความยาวคลื่น 766.5 นาโนเมตร นํ าคา
เปลงแสงที่ไดมาเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐาน (รูปภาคผนวกที่ 2) และคํ านวณหาปริมาณโพแทสเซียม  
ดังสูตร ปริมาณโพแทสเซียม (%) = (Cs-Cb) x Vd x 10-4

              W
Cs = ความเขมขนของโพแทสเซียมในสารละลายตัวอยางพืชจากกราฟมาตรฐาน หนวยเปน พีพีเอ็ม
Cb = ความเขมขนของโพแทสเซียมในตัวอยางเปรียบเทียบจากกราฟมาตรฐาน หนวยเปน พีพีเอ็ม
Vd = ปริมาตรสารละลายตัวอยางพืชที่ไดจากการยอยสลาย (100 มิลลิลิตร)
W  = นํ ้าหนกัวอยางใบสม หนวยเปนกรัม


