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บทที่ 3 
วธีิดาํเนินงานวจิัย 

 
3.1 อุปกรณ์และเคร่ืองมือ 
1.เคร่ือง electrothermal atomic absorption spectrometer (ETAAS)  
   Spectra AA 220Z,VARIAN,U.S.A 
2. เตาอบ รุ่น 1375 GX Sheldon manusactur,Inc,U.S.A    
3.เคร่ืองชัง่ 4 ตําแหน่ง ย่ีห้อ Sartorius รุ่น TE214S,Germany 
4. Hot plate  Fisher scientific , U.S.A  
5. pH-meter HANNA INSTRUMANTS,MAURITIUS  
6. ไมโครปิเปต RAININ,U.S.A ขนาด 2 ml  
7. บีกเกอร์  
8.ขวดรูปชมพูข่นาด 50 ml 
9. ปิเปต 1.0 และ 10.0 ml 
10.กระจกนาฬิกา 
11. กรวยกรอง 
12. กระดาษกรอง Whatman เบอร์ 5 ขนาด 55 mm  
13. ขวดปรับปริมาตร 25,50,100,250 ml 
14.ครกบด (motar) 
15. ขวด polyethylene 
16.ช้อนตกัสาร 
 
3.2 สารเคมี 
1.Vanadium Oxide (V2O5) , Guarantee analysis ,Germany 
2.Hydrochloric (HCl) 37 % , AR Merck ,Germany 
3.Nitric acid (HNO3) 65 %  , AR Grade,Fluka,Austria 
4. ปุ๋ ยสตูร 16-20-0 (ใสเ่ม่ือต้นข้าวหลงัปลกู 20 และ 45 วนั) 
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3.3 สภาวะของเค ร่ือง  Electrothermal atomic absorption spectrometer (ETAAS) ที่ ใช้ ในการ
วิเคราะห์ 

   
           ตารางที่ 3.1 สภาวะของเคร่ืองท่ี ETAAS ใช้ในการวิเคราะห์หาปริมาณวานาเดียม 

 
ตารางที่ 3.2 ตารางแสดงสภาวะท่ีเหมาะสม ในกระบวนการทําให้ธาตุวานาเดียมแตกตัวเป็น

อะตอมอิสระด้วยเทคนิค Electrothermal atomic absorption spectrometry (ETAAS) 

 

สภาวะของเคร่ือง GFAAS ในการหาปริมาณ 
วานาเดียม 

รายละเอียด 

Wavelength (nm) 318.5 nm 

Lamp current (mA) 20.0 mA 

Slit width (nm) 0.5R nm 

Background correction Bc Off 

Measurement Mode PROMT Area 

Smoothing 20 point 

Step no. Temp 
(oC ) 

Time 
(sec) 

Argon Gas Flow 
(L/min) 

Step 

1 85 5.0 0.5 Drying 

2 95 40.0 0.5 

3 120 10.0 0.5 

4 1000 5.0 0.5 Ashing 

5 1000 1.0 0.5 

6 1000 2.0 0 

7 2700 1.3 0 Atomization 

8 2700 2.0 0 

9 2700 2.0 0.5 Tube cleaning 
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3.4 การเตรียมดนิก่อนปลูก  
 บริเวณท่ีปลกูข้าวใช้แปลงนาข้าวของศนูย์วิจยัข้าวพิษณุโลก อ.วงัทอง จ.พิษณุโลก โดยทําแปลง
ย่อยขนาด 3×4 เมตร จํานวน 20 แปลงย่อย แล้วทําการกําหนด Treatment ลงแปลงย่อยโดยใช้โปรแกรม 
IRRISTAT Version 93 จาก International RICE Research Institute ซึ่งให้ ชุดท่ี 1 (Control) คือ ไม่มีการ
ใส่วานาเดียมลงไปในแปลงนาข้าว ส่วนชดุท่ี 2 (T2 )  ชดุท่ี 3 ( T3 ) ชดุท่ี 4 ( T4  ) และ ชดุท่ี 5 ( T5) มีการใส่
วานาเดียมท่ีความเข้มข้น 1  2  3  และ 4  ppm.   และ มีการเตมิปุ๋ ยสตูร 16:20:0 (N:P:K) ลงไปในแปลงนา
ข้าวหลังปลูก 30 วัน ปริมาณ  0.13 กิโลกรัม/แปลง และแปลงนาข้าวหลังปลูก 60 วัน ปริมาณ  0.06 
กิโลกรัม/แปลง แบบหว่านโดยตรงลงในแปลงปลกูข้าวแตล่ะแปลง แล้วทําการวดั pH ดินก่อนปลกู และดิน
หลงัปลกู 30   60  90  100  110    และ 119 วนั 
 
ตารางที่ 3.3 การศกึษาปริมาณการสะสมวานาเดียมในข้าวต้นออ่นพนัธุ์ กข 47 ด้วยเทคนิค 
Electrothermal  Atomic Absorption Spectrometry โดยสุม่แปลงปลกูข้าวด้วยโปรแกรมทางสถิต 
IRRISTAT Version 93 จาก International RICE Research Institute (T= Treatment  R= Replicate) 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3.5 การเตรียมเมล็ดพันธ์ุข้าวก่อนปลูก   
 นําเมล็ดพนัธุ์ข้าว กข 47 จากศนูย์วิจยัข้าวจงัหวดัพิษณุโลก แช่นํา้ไว้ 2 คืน แล้วนํามาห่อด้วยผ้า
ข้าวบางท่ีชุ่มนํา้อีก 1 คืนเพ่ือให้รากงอก หลงัจากนัน้นําเมล็ดข้าวไปหวา่นในแปลงเพาะต้นกล้านาน 22 วนั 
ต้นกล้าโตเตม็ท่ีพร้อมท่ีจะนําไปปักดํา 
 
3.6 การปลูกข้าว ฉีดพ่นสารวานาเดยีมและการเก็บตวัอย่าง 

T2R3 T1R4 
T3R3 T3R4 
T5R3 T4R4 
T1R3 T5R4 
T4R3 T2R4 
T5R1 T3R2 
T4R1 T5R2 
T3R1 T1R2 
T2R1 T2R2 
T1R1 T4R2 



23 

 
1. นําต้นกล้าอาย ุ22 วนั มาทําการปักดําในแปลงโดยแตล่ะต้นห่างกนัประมาณ 20 cm. เม่ือข้าวอายไุด้ 30 
วนั ทําการใส่ปุ๋ ยสตูร 16-20-0 (N:P:K) (โดยการหว่าน)  ปริมาณ 0.13 กิโลกรัม/แปลง เก็บตวัอย่าง 4 ต้น/
แปลง (4 จดุ จดุละ 1 ต้น)   เม่ือข้าวอาย ุ60-69 วนั ใสปุ่๋ ยสตูร 46-0-0 ประมาณ 0.06 กิโลกรัม/แปลง แล้ว
ทําการเก็บตวัอย่างอีกครัง้ เช่นเดิม เม่ือข้าวอาย ุ90 วนัทําการฉีดพ่นสารละลายวานาเดียมเน่ืองจากดอก
ข้าวบานเต็มท่ีหมดทัง้แปลง  เก็บตวัอย่างอีก 2 ครัง้เม่ือข้าว 100 และ 110 วนั และเก่ียวข้าวท่ีระยะเวลา 
119 วนั 

 
  
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 3.1  จดุส่ีเหลียม.คือ ตําแหนง่ท่ีเก็บตวัอยา่งข้าวในแปลง 
 

2. เก็บตวัอยา่งดนิท่ีแปลงนาข้าวก่อนปลกู  หลงัปลกู 30 วนั และ 60  วนั โดยเก็บแปลงยอ่ย แปลงละ 3 จดุ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 3.2  จดุสีดํา คือ ตําแหนง่ท่ีเก็บตวัอยา่งดนิ 
 

3.7 การทดลองและการวิเคราะห์หาธาตุวานาเดยีม 
3.7.1. การวัดค่า pH ของดนิ 

               

.        .       .  
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 นําตวัอย่างดินไปตากลมให้แห้ง แล้วบดให้ละเอียด ชัง่ดินมา 1.0 g เติมนํา้กลัน่ลงไป 25 ml คนให้
ละลายเข้ากันมากท่ีสุด วัดค่า pH ด้วย  pH-meter บันทึกข้อมูล แล้วนํามาหาค่าเฉล่ีย (จาก 3 จุดเก็บ
ตวัอยา่ง/แปลงยอ่ย) แตล่ะแปลง 
3.7.2 การเตรียมตวัอย่างดนิและข้าว 
 3.7.2.1 การเตรียมสารละลาย 

การเตรียมรีเอเจนต์สําหรับการวิเคราะห์หาปริมาณการสะสมของวานาเดียมในตวัอยา่งดนิและข้าว
โดยเตรียมกรดไนตริกเข้มข้น ผสมกบักรดไฮโดรคลอริกเข้มข้น ในอตัราสว่น (3:7)  

3.7.2.2 การเตรียมตวัอย่างโดยการย่อยแบบเปียก (Wet digestion) 
เน่ืองจากงานวิจยันีใ้ช้เทคนิค Electrothermal Atomic Absorption Spectrometry จงึต้องมีการ 

เตรียมสารตวัอยา่งให้อยูใ่นรูปของสารละลายดงันี ้
3.7.2.3 การเตรียมสารละลายแบลงค์(Blank solution) 
การเตรียมสารละลายมาตรฐาน (สารละลายแบงค์) มีขัน้ตอนในการเตรียยมสารละลาย 

เช่นเดียวกนักบัการยอ่ยแบบเปียก แตจ่ะไมมี่การใสต่วัอยา่งข้าว  นําไฮโดรคลอริกเข้มข้น    ปริมาตร 7 ml 
และกรดไนตริกเข้มข้น ปริมาตร 3 ml (โดยอ้างวิธีการยอ่ยตวัอยา่งดนิจาก Casarett และคณะ (1980) 
.Toxicology.2 nd ed. New York: Macmilan Publishing) ใสล่งในขวดรูปชมพู ่ปิดด้วยกระจกนาฬิกาแล้ว
นําไปให้ความร้อนบนเคร่ืองให้ความร้อน(Hot plate)อณุหภมูิประมาณ 70-80 C  ประมาณ 30 นาที ตัง้ทิง้
ไว้ให้เยน็ท่ีอณุหภมูิห้อง หลงัจากนัน้ กรองด้วยกระดาษกรองเบอร์ 5 ล้างตะกอนด้วยนํา้กลัน่ 2 – 5 ml ปรับ
ปริมาตรให้เป็น 25 ml แล้วนําไประเหยเอากรดออกให้เหลือปริมาตร 1-3 ml แล้วปรับปริมาตรให้เป็น 10 ml 
แล้วเก็บไว้ในขวดพลาสตกิ (Polyethylene)เพ่ือรอการวเิคราะห์ตอ่ไป 
 3.7.2.4  การเตรียมตวัอย่างดนิ 

ชัง่ตวัอยา่งดนิ 0.5000 g ใสล่งในขวดรูปชมพูเ่ตมิสารละลาย( Reagent A) กรดไนตริก 
เข้มข้น ผสมกบักรดไฮโดรคลอริกเข้มข้น ในอตัราสว่น (3:7)  10.0 ml ปิดด้วยกระจกนาฬิกา แล้วนําไปย่อย
บนเคร่ืองให้ความร้อน (Hot plate)อุณหภูมิประมาณ  70-80 C  เป็นเวลา 30 นาที ตัง้ทิง้ไว้ให้เย็นท่ี
อณุหภมูิห้องนํามากรองด้วยกระดาษกรอง เบอร์ 5   ล้างตะกอนด้วยนํา้กลัน่ 2 – 5 ml ปรับปริมาตรเป็น 25 
ml แล้วนําไประเหยเอากรดออกให้เหลือปริมาตร 1-3 ml หลงัจากนัน้ปรับปริมาตรให้เป็น 10 ml แล้วเก็บไว้
ในขวดพลาสตกิ (Polyethylene)เพ่ือรอการวิเคราะห์ตอ่ไป 

  
3.7.2.5  การเตรียมตวัอย่างข้าว 
 ชัง่ตวัอย่างสว่นตา่งๆของข้าว (ราก , ลําต้น , ใบ ) ท่ีตดัละเอียด มาประมาณ 0.2000 g ใส่

ในขวดรูปชมพู่เติมสารละลาย ( Reagent A) 10 ml ใส่ลงในขวดรูปชมพู่ ปิดด้วยกระนาฬิกานําไปย่อยบน
เคร่ืองให้ความร้อน (Hot plate) โดยให้ความร้อนอณุหภมูิประมาณ 70-80 C  เป็นเวลา 30 นาที ตัง้ทิง้ไว้ให้
เย็นท่ีอุณหภูมิห้องแล้วนํามากรองด้วยกระดาษกรอง เบอร์ 5 ล้างตะกอนด้วยนํา้กลั่น 2 – 5 ml ปรับ
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ปริมาตรให้เป็น   25 ml นําไประเหยกรดออกให้เหลือปริมาตร 1-3 ml แล้วปรับปริมาตรให้เป็น 10 ml แล้ว
เก็บไว้ในขวดพลาสตกิ(Polyethylene)เพ่ือรอการวิเคราะห์ตอ่ไป 
 
3.8  การหาประสิทธิภาพในการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค ETAAS 
  3.8.1 การหาขีดจาํกัดตํ่าสุดในการวิเคราะห์ (Detection limit)  
  ทําการสุ่มตัวอย่างสารละลายมาตรฐาน(สารละลายแบงค์)มา 1 ตัวอย่าง แล้วทําการ
วิเคราะห์ โดยวดัค่าการดดูกลืนแสงซํา้จํานวน 10 ครัง้ นําค่าท่ีได้มาสร้างกราฟมาตรฐาน หลงัจากนัน้นํา
คา่ท่ีได้มาคํานวณหาขีดจํากดัต่ําสดุในการวิเคราะห์ ดงัสมการ 
 

D.L.= 3x SD blank  / Slope 
เม่ือ 

D.L. คือ ขีดจํากดัต่ําสดุในการวิเคราะห์ (Detection limit) 
SD blank   คือ คา่เบ่ียงเบนมาตรฐานของสญัญาณแบลงค์ 
Slope คือ คา่ความชนัของกราฟมาตรฐาน 

 
3.8.2 การหาร้อยละการกลับคืน (% Recovery) 

  การหาร้อยละการกลับคืน (% Recovery) หลังจากการวิเคราะห์ ให้เตรียมสารละลาย
ตวัอยา่ง จาก ดนิ และข้าวทัง้หมด 4 ความเข้มข้น มาทําการยอ่ยโดย ตามขัน้ตอนดงันี ้

 ทําการชัง่ตวัอย่างดิน 0.5000 g และตวัอย่างข้าว 0.2000 g ใสล่งในขวดรูปชมพู่ขนาด 25 
mL โดยขวดลําดบัท่ี 2,3,4 เติมสารละลายมาตรฐานวานาเดียม ท่ีความเข้มข้น1,3,4 ppm ปริมาตร 1 mL 
และเติม reagent A 10 mL แล้วนําไปย่อยบนเคร่ืองให้ความร้อน(Hot plate)อุณหภมูิประมาณ 70- 80 C  
เวลา 30 นาที หลงัจากนัน้กรองด้วยกระดาษกรองเบอร์ 5 ปรับปริมาตรให้เป็น 20 mL แล้วไประเหยเอากรด
ออกให้ เหลือปริมาตร  2-3 mL หลังจากนัน้ป รับปริมาตรให้ เป็น  10 mL เก็บไว้ในขวดพลาสติก 
(Polyethylene) (อยา่งน้อยความเข้มข้นละ 7 ซํา้) การหาร้อยละการกลบัคืนหาได้จากสมการ 

 

%Recovery ൌ
ความเข้มข้นท่ีวิเคราะห์ได้	– ความเข้มข้นเดมิในตวัอยา่ง

ความเข้มข้นท่ีเตมิลงไป
ൈ 100 

 
3.8.3 การคํานวณหาร้อยละของค่าเบี่ ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์  (Percent Relative 

Standard Deviation : %RSD) 
 ความแม่นยําของการวิเคราะห์ซํา้ ๆ กนัหลาย ๆ ครัง้ ความแตกต่างของผลการวิเคราะห์ท่ี

หาได้จากการวิเคราะห์ซํา้ๆ นีม้กัจะแสดงเป็นคา่เบ่ียงเบนมาตรฐาน (Standard Deviation : SD) 
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 การหาความแม่นยําโดยหาค่า %RSD อาจจะหาได้จากการวิเคราะห์ CRM หรือทําการ 

recovery ก็ได้ ซึง่อ้างจากเอกสาร  
 
 

%RSD ൌ ୗୈ

௫
ൈ100 

   เม่ือ 
%RSD = เปอร์เซน็ต์ของคา่เบ่ียงเบนมาตรฐานสมัพทัธ์ (Percent Relative      
              Standard Deviation) 

             SD = คา่เบ่ียงเบนมาตรฐาน (Standard Deviation) 

 คา่เฉลี่ยเบ่ียงเบนมาตรฐาน = ݔ                                               
 

,  

 
 
 

 
     
 


