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ภาคผนวก 
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ภาคผนวก  ก  วัสดุอุปกรณ์ท่ีใช้ในการวจิยั 
 

 

 
ภาพ 32 เคร่ืองก าเนิดโอโซน (Ozone generator)  

 

 

 
ภาพ 33 เคร่ืองวัดปริมาณโอโซน (Ozone monitor) PHOTOMETRIC O3  

      ANALYZER-MODEL 400E 
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ภาพ 34 เคร่ืองวัดปริมาณก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ในบรรยากาศ Gas Alert Micro-5 (IR) 

 

 

 
ภาพ 35 เคร่ืองวัดความเข้มแสง (Luxmeter) 
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ภาพ 36 ถ่าน Charcoal 

 

 

 
ภาพ 37 เคร่ือง Rotary microtome 
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ภาพ 38 ตู้ทดลอง 

 

 

 
ภาพ 39 ชุดควบคุมความเข้มข้น 
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ภาพ 40 พัดลมดูดอากาศ 

 

 

 
ภาพ 41 ตัวตัง้เวลา 
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ภาคผนวก  ข  ลักษณะแปลงขณะท าวจิัย 
 

  

   
 

ภาพ 42 การเตรียมแปลง 

 

 
 

ภาพ 43 การให้น า้เพื่อเตรียมปลูกพืช 
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ภาพ 44 การพ่นโอโซนระหว่างการทดลอง 

 

 

 
ภาพ 45 ลักษณะใบและแปลงท่ีพ่นโอโซน 



91 
 

ภาคผนวก  ค  วธีิวเิคราะห์ปริมาณรงควัตถุในใบ  ไมโครเทคนิคทางพืช (การท าพาราฟิน) 
          และการเตรียมตัวอย่างส าหรับ SEM 

1. วิเคราะห์ปริมาณรงควัตถุในใบ (คลอโรฟิลล์ เอ คลอโรฟิลล์ บี และแคโรที
นอยด์) 

    เก็บตวัอย่างใบเพ่ือการวิเคราะห์ผลในระยะ  V 2, V4, R1, R3, R5 และ R8 การ
วิเคราะห์คลอโรฟิลล์ โดยใช้วิธีของ Lichtenthaler and welburn (1983) ดงันี ้

    1. น าใบถัว่เหลืองมาล้างน า้ให้สะอาด ชั่งน า้หนัก 0.5 กรัม น ามาบดให้ละเอียดด้วย
โกร่ง และสกดัด้วยการเติมเติม 80% Acetone 20 ml.  

    2. กรองสารละลายท่ีสกัดด้วยเคร่ือง Bucher funnels ใช้กระดาษกรอง Whatmam 
No.1 และคอ่ยๆ เติม Acetone จนไมม่ีสีเขียวบนกระดาษกรอง 

    3. รินสารละลายลงใน Flask และปรับปริมาตรด้วย Acetone ใน Volumetric Flask 
ให้ได้ 50 ml. 

    4. น าสารละลายท่ีได้ไปวดัค่าการดดูกลืนแสง (Absorbance) ท่ีความยาวคลื่น 663 
nm (คลอโรฟิลล์ เอ) 645 nm (คลอโรฟิลล์ บี) และ 470 nm (แคโรทีนอยด์) ด้วยเคร่ือง
spectrophotometer เปรียบเทียบกบัสารละลาย Blank (80% Acetone)  

    5. สตูรการค านวณคา่ปริมาณรงควตัถ ุ
  Chlorophyll a (mg/g.fw) = 12.81* (A663) – 2.81* (A645) 
  Chlorophyll b (mg/g.fw) = 20.13* (A645) – 5.03* (A663) 
  Carotenoids (mg/g.fw)   = (1000* A470 – (3.27*[chl a] – 104*[chl b]))/229 

2. ตรวจสอบลักษณะของเซลล์ท่ีเป็นองค์ประกอบภายในใบ (การท าพาราฟิน) 
ดดัแปลงวิธีของ ประศาสตร์ เกือ้มณี (2537) ธวชั ดอนสกลุ (2543) และ Johansen (1940)   

    ในแตล่ะแปลงทดลอง สุม่เก็บตวัอย่างใบ (ใบย่อยกลาง) จากต้นท่ีมีใบเจริญเตม็ท่ีโดย
เก็บตวัอย่างใบจากข้อท่ี 5 นบัจากปลายยอดลงมา เพราะเหมาะสมต่อการศึกษา เนือ้เย่ือไม่แข็ง
และออ่นเกินไป จ านวน 10 ใบ  

    1. การรักษาสภาพเซลล์ ล้างตวัอย่างใบพืชด้วยน า้เปลา่ให้สะอาด เช็ดให้แห้ง แล้วใช้
ใบมีดโกนตดัให้เป็นชิน้ขนาดประมาณ 0.5 x1.0 เซนติเมตร โดยตดับริเวณกลางใบให้ติดเส้นกลาง
ใบ แล้วน าชิน้ตวัอย่างพืชแช่ลงในสารละลาย FAA 70% จากนัน้น าไปดดูอากาศออกจากเนือ้เย่ือ
โดยใช้เคร่ืองดดูอากาศเป็นเวลา 40-60 นาที แล้วแช่ในสารละลาย FAA 70% ตอ่ไปอีก 24 ชัว่โมง 

    2. การดงึน า้ออกจากเซลล์ แช่ชิน้ตวัอย่างในสารละลาย tertiary butyl alcohol (TBA) 
จากเกรด 1-5 และ TBA บริสทุธ์ิ ตามล าดบั ขัน้ตอนละ 24 ชัว่โมง 
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    3. การท าให้พาราฟินแทรกซึมและการฝังในพาราฟิน น าชิน้ตวัอย่างแช่ในสารละลายท่ี
เป็นสว่นผสมของ Paraffin oil และ TBA บริสทุธ์ิ อตัราส่วน 1:1 แล้วน าไปใส่ในตู้อบท่ีอณุหภมูิ 60 
0Cประมาณ 24 ชัว่โมง เปลี่ยนพาราฟินทกุ 24 ชัว่โมง 3 ครัง้ จากนัน้ฝังชิน้ตวัอย่างลงในพาราฟิน
บริสทุธ์ิในเคร่ืองฝังเนือ้เย่ือในพาราฟิน ปลอ่ยให้พาราฟินแขง็ตวัแล้วน าไปติดบนกรอบพลาสติก 

    4. การตัดชิน้ตัวอย่าง น าชิน้ตัวอย่างท่ีติดบนกรอบพลาสติกไปตัดด้วยเคร่ืองตัด
เนือ้เย่ือแบบใช้มือหมนุ ให้ชิน้สว่นตวัอย่างหนาประมาณ 10-15 ไมโครเมตร 

    5. การติดชิน้ส่วนตวัอย่าง น าชิน้ส่วนตวัอย่างท่ีตัดเป็นชิน้บางๆ ไปวางบนสไลด์ท่ี
เคลือบด้วยน า้ยา haupt’s adhesive ยึดชิน้ส่วนตวัอย่างในแผ่นพาราฟินท่ีตดัแล้วด้วย formalin 
2% แล้วท าให้แห้งด้วยเคร่ืองอุน่สไลด์  

    6. การเตรียมตวัอย่างก่อนย้อมสี น าสไลด์ท่ีติดชิน้ตัวอย่างแล้วไปล้างพาราฟินออก
โดยแช่ใน xylene อย่างน้อย 5 นาที  2 ครัง้ แล้วย้ายไปแช่ในสารละลายท่ีเป็นส่วนผสมของ  
xylene กบั ethyl alcohol 100%  อตัราสว่น 1:1 เป็นเวลา 5 นาที แล้วแช่สไลด์ลงใน ethyl alcohol 
100% เป็นเวลา 5 นาที 2 ครัง้  หลงัจากนัน้ย้ายไปแช่ใน ethyl alcohol 100%, 95%, 70% และ
50% ตามล าดบั โดยแช่ไว้ขัน้ตอนละ 5 นาที และท าซ า้ขัน้ตอนละ 2 ครัง้ จากนัน้น ามาล้างด้วยน า้
กลัน่ 5 นาที 

    7. การย้อมสี ย้อมชิน้ตวัอย่างด้วยสี safranin O 1% เป็นเวลา 24-48 ชั่วโมง ล้างสี
สว่นเกินออกด้วยน า้ ดงึน า้ออกจากเนือ้เย่ือโดยแช่ใน  ethyl alcohol 50%, 70% และ 95% จากนัน้
น าไปย้อมด้วยสี  Fast green 1% เป็นเวลาประมาณ 5-30 วินาที ล้างสีส่วนเกินออกด้วย ethyl 
alcohol 100% ทัง้หมด 3 ครัง้ หลงัจากนัน้น าไปแช่ในสารละลายท่ีเป็นส่วนผสมของ xylene กับ 
ethyl alcohol 100% อตัราส่วน 1:1 เป็นเวลา 5 นาที แล้วย้ายไปแช่ใน xylene เป็นเวลา 5 นาที 
แล้วน าไปผนึกด้วย permount ก่อนน าไปศกึษาด้วยกล้องจลุทรรศน์แบบใช้แสง บันทึกภาพไว้เพ่ือ
น าไปใช้ศกึษาเปรียบเทียบ 

3. การเตรียมตัวอย่างใบส าหรับการศึกษา SEM 
    1. ล้างตวัอย่างใบพืชด้วย buffer solution 
    2. Primary fixation ด้วย 2.5% glutaraldehyde นาน 1 ชัว่โมง 
    3. ล้างตวัอย่างด้วย buffer (PBS) 3 ครัง้ ครัง้ละ 15 นาที 
    4. Post fixation ด้วย 1 % OsO4 นาน 2 ชัว่โมง 
    5. ล้างตวัอย่างด้วย buffer (PBS) 3 ครัง้ ครัง้ละ 15 นาที 
    6. Dehydration ethyl alcohol เร่ิมจาก 30%, 50%, 70%, 90% และ 100% 

ตามล าดบั ขัน้ตอนละ 15 นาที (สามารถหยดุพกัท่ี alcohol 70% เก็บไว้ท่ีตู้ เย็นได้) 
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    7. ล้างด้วย acetone 2 ครัง้ ครัง้ละ 15 นาที 
    8. น าตวัอย่างใสเ่คร่ือง CPD 
    9. ติดตวัอย่างบน stub แล้วน าไปฉาบทอง หลงัจากนัน้สามารถน าไปถ่ายภาพด้วย

กล้อง SEM ได้ 
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ภาคผนวก  ง  การเตรียมสารเคมี 
  1. การเตรียมสารละลาย FAA (fixation) 
   70% Ethanol   90 ml. 
   Glacial acetic   5 ml. 
   10% formalin   5 ml. 
  2.การเตรียมน า้ยา TBA (dehydration) 
สตูรน า้ยา 1 2 3 4 5 
น า้กลัน่ 30 15 5 0 0 
Butyl alcohol 20 35 55 75 100 
Ethanol 95% 50 50 40 25 0 

  3. การเตรียม Phosphate buffer solution (PBS) Stock Solution 
สาร A 0.25 m.  
 Sodium phosphate monobasic NaH2PO4 . H2O  27.6  g.  
 หรือ NaH2PO4 . H2O      31.21  g. 
 เติมน า้กลัน่      1000 ml. 
สาร B 0.2 m.  
 Sodium phosphate dibasic Na2HPO4 . 2H2O   35.61  g. 
 หรือ Na2HPO4 . 7H2O      53.65  g. 
 หรือ Na2HPO4 . 12H2O      71.64  g. 
 หรือ Na2HPO4       28.392 g. 
 เติมน า้กลัน่       1000  ml.  
Stock solution       C  = A +B 
       = 23 + 77  pH 7.3  ได้ PBS 0.2 m 

* ท าเป็น 0.1 m PBS เติม Distilled water ลงไปเท่าตวั 
  4. การเตรียม Osmium tetroxide (Stock 4% Osmium tetroxide) (เตรียมใน hood) 
      1. ล้างหลอดบรรจ ุosmic acid ให้สะอาดและเช็ดให้แห้ง 
      2. ห่อด้วยกระดาษเช็ดเลนสปิ์ดปลายทัง้ 2 ข้าง 
      3. ทบุหลอดบรรจท่ีุห่อไว้ในกระดาษเช็ดเลนส ์แกะถ่ายแก้วท่ีแตกลงใน Erlenmeyer 
flask ขนาด 125 ml. 
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     4. ใสน่ า้กลัน่ 25 ml. เขย่าให้เข้ากนั ปิดปาก flask ด้วย paraflim 2 ชิน้ ทิง้ไว้ค้างคืน 
     5. กรองสารละลายเก็บไว้ในขวดแก้วปิดฝาเกลียว และหุ้มฝาด้วย parafilm 
     6. เก็บขวด 4 % OsO4 4 ในขวดปากกว้างขนาดใหญ่ปิดจกุให้แนน่ เกบ็ไว้ในตู้ดดูควนั 
         * เตรียมเพ่ือใช้งาน 1 % OsO4 ใน 0.1 M PBS เตรียมจาก 4 % OsO4 
     OsO4 : 0.2 M PBS : น า้กลัน่ 
            1    :         2        :    1 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 


