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ภาคผนวก ก. 

การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพรรณไมน้ํา 
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ก.1 ขั้นตอนการทําความสะอาดและฟอกฆาเชื้อชิ้นสวนเนื้อเย่ือพรรณไมน้ํา 
 

 ส่ิงสําคัญในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพรรณไมน้ํา นอกจากอาหารและสารควบคุมการ
เจริญเติบโตที่เหมาะสมแลว การทําความสะอาดและการฟอกฆาเชื้อช้ินสวนของพรรณไมน้ํา
นับเปนขั้นตอนหนึ่งที่สําคัญ เพื่อใหไดช้ินสวนของพรรณไมน้ําที่ปราศจากเชื้อโรค เชื้อรา โดย
ขั้นตอนการทําความสะอาดและการฟอกฆาเชื้อมีดังนี้ 

ก.1.1  ขั้นตอนการขจดัสิ่งปนเปอนพรรณไมน้ํา 
1.  ลางสิ่งสกปรก ดินหรือทรายที่ติดมากับพรรณไมน้ําออกดวยน้ําไหล และอาจใชแปรง

สีฟนขนนิ่มๆ ขัดเบาๆ เพื่อขจัดสิ่งสกปรกออกใหไดมากที่สุด 
2.  นําพรรณไมน้ําวางบนจานแกว ใชใบมีดที่สะอาดและคมตัดเนื้อเยื่อสวนที่แกและไม

สะอาดทิ้ง ลางดวยน้ํายาลางผักและน้ําสะอาดอีกครั้ง 
ก.1.2  ขั้นตอนการฟอกฆาเชื้อชิ้นสวนเนื้อเยื่อพรรณไมน้ําในตูปลอดเชื้อ 

1.  นําชิ้นสวนเนื้อเยื่อจุมลงในแอลกอฮอล 70 เปอรเซ็นต นาน 20 วินาที แลววางทิ้งไวให
แหงบนจานแกวที่รองดวยกระดาษกรองที่นึ่งฆาเชื้อแลว 

2.  ฟอกฆาเชื้อดวยน้ํายาคลอรอกซความเขมขน 10 เปอรเซ็นต ผสมสารจับใบ 2 หยด 
เขยานาน 15-20 นาที แลวลางออกดวยน้ํากลั่นที่นึ่งฆาเชื้อแลว 3 คร้ัง คร้ังละ 2 นาที 

3. ใชมีดที่คมและผานการฆาเชื้อแลว ตัดแยกชิ้นสวนพรรณไมน้ํา แลวฟอกฆาเชื้อดวย
น้ํายาคลอรอกซความเขมขน 5 เปอรเซ็นต ผสมสารจับใบ 2 หยด แลวลางออกดวยน้ํากลั่นที่นึ่งฆา
เชื้อแลว 3 คร้ัง คร้ังละ 2 นาที 

4. ใชมีดที่คมและผานการฟอกฆาเชื้อแลว ตัดผิวและรอยแผลที่สัมผัสกับน้ํายาคลอรอกซ
ทิ้ง หลังจากนั้นตัดชิ้นสวนพรรณไมน้ําบนจานแกวใหเปนชิ้นขนาดตามตองการ เพื่อเล้ียงใน
อาหารวิทยาศาสตรตอไป 
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ตารางผนวกที่ ก.1 องคประกอบของอาหารเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อสูตร MS (Murashige and Skoog. 
1962) 
สารเคมี ปริมาณที่ใช (มิลลิกรัมตอลิตร) 

NH4NO3

KNO3

CaCl2.2H2O 
MgSO4.7H2O 
KH2PO4

H3BO3

MnSO4.4H2O 
ZnSO4.7H2O 
KI 
Na2MoO4.2H2O 
CuSO4.5H2O 
CoCl2.6H2O 
Na2EDTA 
FeSO4.7H2O 
Glycine 
Nicotinic Acid 
Pyridoxine-HCl 
Thiamine-HCl 
Myo-inosital 
Sucrose 

1,650 
1,900 
440 
370 
170 
6.2 
22.3 
8.6 
0.83 
0.25 
0.025 
0.025 
37.25 
27.85 
2.0 
0.5 
0.5 
0.1 
100 

30,000 
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ภาคผนวก ข. 

สารละลายธาตุอาหาร 
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ข.1  สารละลายธาตุอาหารสูตรที่ 1 ความเขมขนของไนโตรเจนในรูปของแอมโมเนียม 
0 มิลลิโมลตอลิตร 
 

ข.1.1  สารละลาย A 
1.  Calcium Nitrate (Ca(NO3)2.4H2O)   1.487  กิโลกรัม 
2.  Iron Chelate (Fe-EDTA)    0.122  กิโลกรัม 
 

ข.1.2  สารละลาย B 
1.  Potassium Nitrate (KNO3)    1.192  กิโลกรัม 
2.  Potassium Dihydrogenphosphate (KH2PO4)  0.354  กิโลกรัม 
3.  Magnesium Sulphate (MgSO4.7H2O)   0.350  กิโลกรัม 
4.  Zinc Sulphate (ZnSO4.7H2O)    2.378  กรัม 
5.  Copper Sulphate (CuSO4.5H2O)   0.508  กรัม 
6.  Manganese Sulphate (MnSO4.H2O)   7.452  กรัม 
7.  Boric Acid (H3BO3)     6.226  กรัม 

 
ข.2  สารละลายธาตุอาหารสูตรที่ 2 ความเขมขนของไนโตรเจนในรูปของแอมโมเนียม 
0.4 มิลลิโมลตอลิตร 

 

ข.2.1  สารละลาย A 
1.  Calcium Nitrate (Ca(NO3)2.4H2O)   1.487  กิโลกรัม 
2.  Iron Chelate (Fe-EDTA)    0.122  กิโลกรัม 
 

ข.2.2  สารละลาย B 
1.  Potassium Nitrate (KNO3)    1.192  กิโลกรัม 
2.  Potassium Dihydrogenphosphate (KH2PO4)  0.354  กิโลกรัม  

 3.  Ammonium Sulphate (NH4)2SO4   0.053  กิโลกรัม   
4.  Magnesium Sulphate (MgSO4.7H2O)   0.350  กิโลกรัม 
5.  Zinc Sulphate (ZnSO4.7H2O)    2.378  กรัม 
6.  Copper Sulphate (CuSO4.5H2O)   0.508  กรัม 
7.  Manganese Sulphate (MnSO4.H2O)   7.452  กรัม 
8.  Boric Acid (H3BO3)     6.226  กรัม 
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ข.3  สารละลายธาตุอาหารสูตรที่ 3 ความเขมขนของไนโตรเจนในรูปของแอมโมเนียม 
0.8 มิลลิโมลตอลิตร 

 

ข.3.1  สารละลาย A 
1.  Calcium Nitrate (Ca(NO3)2.4H2O)   1.487  กิโลกรัม 
2.  Iron Chelate (Fe-EDTA)    0.122  กิโลกรัม 
 

ข.2.2  สารละลาย B 
1.  Potassium Nitrate (KNO3)    1.192  กิโลกรัม 
2.  Potassium Dihydrogenphosphate (KH2PO4)  0.354  กิโลกรัม  

 3.  Ammonium Sulphate (NH4)2SO4   0.106  กิโลกรัม   
4.  Magnesium Sulphate (MgSO4.7H2O)   0.350  กิโลกรัม 
5.  Zinc Sulphate (ZnSO4.7H2O)    2.378  กรัม 
6.  Copper Sulphate (CuSO4.5H2O)   0.508  กรัม 
7.  Manganese Sulphate (MnSO4.H2O)   7.452  กรัม 
8.  Boric Acid (H3BO3)     6.226  กรัม 

 
ข.4  สารละลายธาตุอาหารสูตรที่ 4 ความเขมขนของไนโตรเจนในรูปของแอมโมเนียม 
1.2 มิลลิโมลตอลิตร 

 

ข.4.1  สารละลาย A 
1.  Calcium Nitrate (Ca(NO3)2.4H2O)   1.487  กิโลกรัม 
2.  Iron Chelate (Fe-EDTA)    0.122  กิโลกรัม 
 

ข.2.2  สารละลาย B 
1.  Potassium Nitrate (KNO3)    1.192  กิโลกรัม 
2.  Potassium Dihydrogenphosphate (KH2PO4)  0.354  กิโลกรัม  

 3.  Ammonium Sulphate (NH4)2SO4   0.158  กิโลกรัม   
4.  Magnesium Sulphate (MgSO4.7H2O)   0.350  กิโลกรัม 
5.  Zinc Sulphate (ZnSO4.7H2O)    2.378  กรัม 
6.  Copper Sulphate (CuSO4.5H2O)   0.508  กรัม 
7.  Manganese Sulphate (MnSO4.H2O)   7.452  กรัม 
8.  Boric Acid (H3BO3)     6.226  กรัม 
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ภาคผนวก ค. 

การวิเคราะหคุณภาพน้ํา 
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ค.1  สารเคมีสําหรับการวิเคราะหคุณภาพน้ํา 
 

ค.1.1  สารเคมีสําหรับการวิเคราะหแอมโมเนีย-ไนโตรเจน  
1.  standard ammonia 100 ppm 
2.  สารละลาย MgSO4

3.  hypochlorous acid solution 
4.  phenate solution 
 

ค.1.2  สารเคมีสําหรับการวิเคราะหไนไตรท-ไนโตรเจน  
1.  standard nitrite 100 ppm 
2.  diazotizing reagent 
3.  NNED (N-(1-napthyl)-ethlyenediamine-dihydrochloride) 
 

ค.1.3  สารเคมีสําหรับการวิเคราะหไนเตรท-ไนโตรเจน  
1.  standard nitrate 200 ppm 
2.  buffer solution I (NH4Cl, Disodiumtetraborate และ EDTA) 
3.  diazotizing reagent 
4.  NNED (N-(1-napthyl)-ethlyenediamine-dihydrochloride) 
 

ค.1.4  สารเคมีสําหรับการวิเคราะหฟอสฟอรัสท่ีละลายในน้ํา  
1.  standard SRP 

 2. combine reagent (H2SO4 5N, potassium antimonyl tertrate, ammonium molybdate 
และ ascorbic acid) 
 
ค.2  วิธีการวิเคราะหคุณภาพน้ํา 
 

ค.2.1  การวัดอุณหภูมิ  
โดยใชเทอรโมมิเตอร 
 

ค.2.2  การวัดคาความเปนกรดเปนดาง   
โดยใชเครื่อง pH meter (HANNA Instruments รุน HI 8424) 
 

ค.2.3  การวัดคาการนําไฟฟา  
โดยใชเครื่องวัด EC แบบปากกา (HANNA Instruments pH/EC/TDS รุน HI 98129) 
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ค.2.4  การวิเคราะหแอมโมเนีย-ไนโตรเจน  
นําน้ําตัวอยางและสารละลายมาตรฐานปริมาตร 10 มิลลิลิตร เติม MnSO4 1 หยด และ

เขยา เติม hypochlorous acid solution 0.5 มิลลิลิตร เขยา และเติม phenate solution 0.6 มิลลิลิตร 
เขย า  ตั้ งทิ้ งไว  10 นาที  แตไม เกิน  24 ช่ัวโมง  นําไปวัดค าการดูดกลืนแสงดวย เครื่อง
spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 630 นาโนเมตร เปรียบเทียบกับสารละลายมาตรฐาน 

 

ค.2.5  การวิเคราะหไนไตรท-ไนโตรเจน  
นําน้ําตัวอยางและสารละลายมาตรฐานปริมาตร 10 มิลลิลิตร เติม diazotizing reagent 0.2 

มิลลิลิตร ทิ้งไว 2 นาที แตไมเกิน 8 นาที เติม NNED 0.2 มิลลิลิตร ตั้งทิ้งไว 10 นาที แตไมเกิน 2 
ช่ัวโมง นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงดวยเครื่อง spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 543 นาโนเมตร 
เปรียบเทียบกับสารละลายมาตรฐาน 

 

ค.2.6  การวิเคราะหไนเตรท-ไนโตรเจน 
นําน้ําตัวอยางและสารละลายมาตรฐานปริมาตร 50 มิลลิลิตร เติมสารละลายบัพเฟอร I 5 

มิลลิลิตร นําไปผาน column คร้ังที่ 1 จํานวน 25 มิลลิลิตร (ทิ้งน้ําตัวอยางที่ผาน column คร้ังที่ 1) 
นําน้ําตัวอยางที่เหลืออีก 25 มิลลิลิตรไปผาน column (เก็บน้ําตัวอยางที่ผาน column คร้ังที่ 2) 
จากนั้นเติม diazotizing reagent 2 มิลลิลิตร เขยา ทิ้งไว 2 นาที แตไมเกิน 8 นาที เติม NNED 2 
มิลลิลิตร เขยา ตั้งทิ้งไว 10 นาที แตไมเกิน 2 ช่ัวโมง นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงดวยเครื่อง 
spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 543 นาโนเมตร เปรียบเทียบกับสารละลายมาตรฐาน 

 

ค.2.7  การวิเคราะหฟอสฟอรัสท่ีละลายในน้ํา 
นําน้ําตัวอยางและสารละลายมาตรฐานปริมาตร 10 มิลลิลิตร เติม สารละลาย combine 

reagent  1.6 มิลลิลิตร เขยา ตั้งทิ้งไว 10 นาที แตไมเกิน 30 นาที นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงดวย
เครื่อง spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 880 นาโนเมตร เปรียบเทียบกับสารละลายมาตรฐาน
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ภาคผนวก ง. 
การวิเคราะหธาตอุาหารพชื 
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ง.1  การวิเคราะหหาปริมาณไนโตรเจนในพืช 
 

ง.1.1  การยอยสลายตัวอยางพืช 
สารเคมีที่ใชสําหรับยอยสลายตัวอยางพืชพืชเพื่อวิเคราะหไนโตรเจน ประกอบดวย 

 1.  กรดกํามะถันเขมขน (H2SO4  98%) 
 2. สารเรงปฏิกิริยา (mixed catalyst) เตรียมโดย ผสม K2SO4 100 กรัม, CuSO4.5H2O  
10 กรัม และ Se 1 กรัม บดใหละเอียดเปนเนื้อเดียวกัน 
 ง.1.1.1  ขั้นตอนการยอยสลาย 

1.  ช่ังตัวอยางพืชที่อบแหงดวยอุณหภูมิ 105°C 3 ช่ัวโมง ประมาณ 0.5000 กรัม ใสลงใน
หลอดยอยตัวอยาง (digestion tube) และ blank 1 หลอด 

2.  เติมกรดกํามะถัน 15 มิลลิลิตรและสารเรงปฏิกิริยาประมาณ   กรัม 
3.  เปดเครื่อง digest ไปที่อุณหภูมิ 300°C วางหลอดยอยตัวอยางลงในเครื่องยอย 
4.  เขยาหลอดเปนบางครั้ง เมื่อเวลาผานไป 2 ช่ัวโมง จะสังเกตพบวาสารละลายในหลอด

ใสไมมีสี 
5.  ยอยสลายตอไปอีกประมาณ 3-4 ช่ัวโมงจนกระทั่งสารละลายมีสีเขียวใส 
6.  นําหลอดยอยตัวอยางออกจากเตา วางทิ้งไวใหเย็นในตูดูดควันอีกประมาณ 30 นาที 
7.  เติมน้ํากลั่นลงในหลอดอยางชาๆ พรอมทั้งเขยาเบาๆ ใหสารผสมกัน วางทิ้งใหเย็นที่

อุณหภูมิหอง 
8.  ปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นใหไดปริมาตร 75 มิลลิลิตร 
9.  เทสารละลายแตละหลอดเก็บไวในขวดเก็บสารละลาย เพื่อนําไปกลั่นหาปริมาณ

ไนโตรเจนตอไป 
 

ง.1.2  การกลั่นหาปริมาณไนโตรเจนจากตัวอยางพืชท่ียอยสลายแลว 
สารเคมีที่ใชสําหรับกลั่นไนโตรเจน ประกอบดวย 

 1.  boric acid indicator 
 2.  4 N NaOH 
 3.  0.02 N H2SO4

 ง.1.2.1  ขั้นตอนการกลั่นไนโตรเจน 
 1.  เปดเครื่องกล่ันและลางเครื่อง 2 คร้ัง ดวยการกลั่นน้ํากลั่นผานเครื่อง 
 2.  เติมน้ํายา boric acid indicator ประมาณ 15 มิลลิลิตร ใน Erlenmeyer flask ขนาด 125 
มิลลิลิตร นําไปวางไวที่รองรับของเครื่องกล่ัน 
 3.  pipette สารละลายของตัวอยางพืช 15 มิลลิลิตร เติมลงใน distillation flask 
 4.  เติมสารละลาย 4 N NaOH ประมาณ 15 มิลลิลิตร ลงใน distillation flask  
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 5.  เร่ิมกล่ันและจับไนโตรเจนในรูปของแอมโมเนียม รอจนเครื่องกล่ันหยุดทํางาน แลว
จึงนํา distillation flask ออกจากเครื่องกล่ัน  
 6.  น้ํา distillation flask ที่ใชแลวลางดวยน้ํากล่ัน 3 คร้ัง กอนที่จะ pipette ตัวอยางใสเพื่อ
กล่ันตอไป รวมทั้ง blank โดยใชขั้นตอน 2-5 
 ง.1.2.2  การไตเตรต (titration) 
 นําสารละลายใน Erlenmeyer flask (จากขอ 5) ของแตละตัวอยางที่กล่ันได มาไตเตรต
ดวยกรดกํามะถัน 0.02 N จนสีของสารละลายเปลี่ยนจากสีเขียวเปนสีมวงแดง จดบันทึกปริมาตร
กรดที่ใชเพื่อคํานวณหาปริมาณไนโตรเจน ซ่ึงคํานวณไดจากสูตรดังนี้ 
 

                                (A-B)  x  C  x  14 gm N  x  1,000 mg  x  75 ml  x  100 
                                                       1,000 meq           g            15 ml 

                                    %N     =                                                                                                           (1) 

                                                                                   น้ําหนกัตัวอยางพืช  (mg) 

 
A  =  ปริมาตรของกรดกํามะถันที่ใชไตเตรตตัวอยาง  (ml) 
B  =  ปริมาตรของกรดกํามะถันที่ใชไตเตรต blank  (ml) 
C  =  ความเขมขนของกรดกํามะถัน (0.02 N) 

 
ง.2  การวิเคราะหหาปริมาณฟอสฟอรัส โพแทสเซียม แคลเซียม แมกนีเซียม เหล็ก 
แมงกานีส ทองแดงและสังกะสี 
 

ง.2.1  การยอยสลายตัวอยางพืชดวยเตาไฟฟา 
 สารเคมีที่ใชสําหรับยอยสลายตัวอยางพืช ประกอบดวย 
 1.  กรดเกลือ (HCl) 6 N 
 2.  กรดไนตริกเขมขน (HNO3)  
 ง.2.1.1  ขั้นตอนการยอยสลาย 
 1.  ช่ังตัวอยางพืชที่อบแหงและบดละเอียดแลวประมาณ 0.2000 กรัม ใสลงใน crucible 
 2.  วางบน hot plate เพื่อเผาใหควันหมดกอนที่จะเผาในเตาเผา 
 3.  เผาตัวอยางในเตาเผาโดยใชอุณหภูมิ 500° C นาน 3 ช่ัวโมง 
 4.  เมื่อเย็นแลวเติมกรดเกลืด (HCl 6 N) 5 มิลลิลิตร 
 5.  ปดดวยกระจกนาฬิกา และอุนบน hot plate ประมาณ 15 นาที 
 6.  ถายังละลายไมหมด เติมกรดไนตริกเขมขน 1 มิลลิลิตร แลวระเหยจนแหงกอนที่จะให
ความรอนตอไปอีก 1 ช่ัวโมง 
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 7.  เติมกรดเกลือ 6 N อีกเล็กนอยเพื่อละลายตะกอนสวนที่เหลือ พรอมทั้งเติมน้ํากล่ัน 10 
มิลลิลิตร นําขึ้นอุนตอไปจนตะกอนละลายหมด 
 8.  กรองสารละลายที่ไดลงใน volumetric flask ขนาด 50 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรเปน 50
มิลลิลิตร ดวยน้ํากลั่น 
 9.  นําสารละลายตัวอยางพืชที่ไดไปวิเคราะหหาปริมาณฟอสฟอรัส โพแทสเซียม 
แคลเซียม แมกนีเซียม กํามะถัน ทองแดง เหล็ก แมงกานีส และสังกะสี  
 

ง.2.1  การวิเคราะหฟอสฟอรัสในพืช 
 ง.2.1.1  สารเคมีที่ใชทําใหเกิดสีเพื่อวัด P 
 1.  vanadate reagent 
 2.  molybdate reagent 
 3.  stock standard solution (1,000 ppm P) 
 ง.2.1.2  วิธีทําใหเกิดสี 
 1.  pipette สารละลายตัวอยางพืช 5 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลอง 
 2.  pipette สารละลายมาตรฐาน (0, 5, 10, 15 และ 20 ppm P) อยางละ 5 มิลลิลิตรลงใน
หลอดทดลองเชนกัน 
 3.  เติม vanadate reagent 5 มิลลิลิตร เขยา และเติม molybdate reagent อีก 5 มิลลิลิตร 
เขยา ตั้งทิ้งไวอยางนอย 30 นาที 
 4.  นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงดวยเครื่อง spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 420 นาโน
เมตร เปรียบเทียบกับสารละลายมาตรฐาน ซ่ึงสามารถคํานวณโดยใชสูตรดังนี้ 
 
                           ppm (reading) x dilution factor x 50 x 10-6 x 100 

                    
                           % P =                                                                                                          (2)                                                    

                                  น้ําหนักตัวอยางพืช  (g) 

 
ง.2.1  การวิเคราะหโพแทสเซียม แคลเซียม แมกนีเซียม เหล็ก แมงกานีส ทองแดงและสังกะสี

ในพืช 
 

 การวิเคราะหปริมาณโพแทสเซียม แคลเซียม แมกนีเซียม  เหล็ก แมงกานีส ทองแดงและ
สังกะสีในพืช โดยนําสารละลายตัวอยางพืชไปวัดหาคาไดโดยตรงดวยเครื่อง atomic absorption 
spectrophotometer (AA) เปรียบเทียบความเขมขนกับสารละลายมาตรฐาน ซ่ึงสามารถคํานวณโดย
ใชสูตรดังนี้ 
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                                       ppm (reading) x dilution factor x 50 x 10-6 x 100 

             
                  % K =                                                                                                               (3) 

                    น้ําหนักตัวอยางพืช   (g) 
 
 
 
                             ppm (reading) x dilution factor x 50 

        % Ca, Mg =                                                                                                         (4) 

                น้ําหนกัตัวอยางพืช (g) x 10,000 
 
 
 
                                 ppm (reading) x dilution factor x 50  
           ppm Fe, Mn และ Cu =                                                                                                  (5) 

                          น้ําหนักตัวอยางพืช (g)  
 
 
 

            ppm (reading) x 50 
                      
                     ppm Zn =                                                                                               (6) 

                                       น้ําหนักตัวอยางพืช (g) 

 

 
 
 
 
 
 

ประวัติผูเขียน 
 

ช่ือ – นามสกุล                      นางสาวมัลลิกา  มิตรนอย 
วัน เดือน ปเกดิ                     21  มีนาคม  2524  ที่กรุงเทพมหานคร 
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                                             กรุงเทพฯ 10310  โทร. 0-2319-4092 
ประวัติการศึกษา                   2547 วิทยาศาสตรบัณฑิต สาขาวิชาวิทยาศาสตรการประมง   
                                              สถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกลาเจาคุณทหารลาดกระบัง 
 
 


