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บทคัดย่อ 
งานวิจัยนี้เป็นการพัฒนาชุดไฮโดรไดนามิกซีเควนเชียลอินเจคชัน (HSI) แบบประหยัดซึ่งสามารถพกพาได้ ใช้

งานง่าย ขนาดกะทัดรัด และสามารถประยุกต์ได้กับหลากหลายปฏิกิริยาด้วยหลักการฉีดแบบไฮโดรไดนามิก  
สารละลายต่าง ๆ จะถูกน าเข้าสู่ท่อที่มีความยาวแน่นอนด้วยแรงดันแบบไฮโดรไดนามิกในขณะที่กระแสของตัวพา
หยุดไหล ท่อที่มีปริมาตรคงที่ ส าหรับการฉีดแบบไฮโดรไดนามิกถูกท าขึ้นโดยการเจาะแผ่นอะคริลิกให้ ได้ความยาว
และเส้นผ่านศูนย์กลางที่ต้องการ และวาล์วทั้งหมดถูกยึดติดกับแผ่นอะคริลิกเพื่อเป็นชุดที่สามารถพกพาได้ส าหรับ
ต่อเข้ากับโฟลทรูเซลล์ของเครื่องยูวี -วิสิเบิล สเปคโทรโฟโตมิเตอร์ ระบบไฮโดรไดนามิกซีเควนเชียลอินเจคชันที่
น าเสนอนี้ถูกใช้ในการหาปริมาณฟอสฟอรัสที่พืชใช้ประโยชน์ได้ในดินโดยใช้ปฏิกิริยาโมลิบดีนัมบลู ซึ่งตรวจวัด
ทางสเปคโทรโฟโตเมทรีที่ 630 นาโนเมตร สภาวะที่เหมาะสมส าหรับการวิเคราะห์ได้ถูกศึกษา ได้กราฟมาตรฐานท่ี
เป็นเส้นตรงในช่วง 0.050-20 มก./ลิตร โดยมีขีดจ ากัดของการตรวจวัดเท่ากับ 0.025 มก./ลิตร จากการฉีด
สารละลายมาตรฐานฟอสเฟต 2.0 มก./ลิตร ซ้ า 11 ครั้ง พบว่าได้ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์เท่ากับ 3.4 % จาก
การวิเคราะห์ดินโดยเปรียบเทียบผลกับวิธีมาตรฐาน พบว่าไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญจากการใช้การทดสอบ
ความแตกต่างของค่ากลางของสองประชากรที่ไม่อิสระต่อกัน (paired t-test) ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 % ค่าร้อยละ
การกลับคืนถูกพบในช่วง 83.5-102.5 % 

ค าส าคัญ : ไฮโดรไดนามิกซีเควนเซียลอินเจคชัน; ฟอสฟอรัสที่พืชใช้ประโยชน์ได้; ดิน 

Abstract 
In this research, a cost-effective hydrodynamic sequential injection (HSI) setup which is 

portable, easy to use, compact and applicable to the various reactions was developed. Based on 
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hydrodynamic injection principle, various solutions could be inserted into the well-defined length 
of conduit with hydrodynamic pressure while the stream of carrier was halted. A fixed-volume 
conduit (FVC) for hydrodynamic injection was built by drilling an acrylic block for the desired length 
and diameter. FVC and all valves were embedded onto the acrylic plate to obtain a portable setup 
which was easily connected to a flow through cell of a UV-VIS spectrophotometer. The proposed 
HSI system was applied to the determination of available phosphorus in soils based on 
molybdenum blue which spectrophotometrically detected at 630 nm. The optimum conditions for 
the analysis were studied. A linear calibration graph in the range of 0.050-20 mg L-1 was obtained, 
with LOD of 0.025 mg L-1. From the 11 repeated injection of phosphate standard solution of 2.0 mg 
L-1, % RSD was found to be 3.4 %. From the analysis of soils, comparing the results to the standard 
method, there were not significantly difference by the paired t-test at 95 % confidence level. 
Percent recovery was found in the range of 83.5-102.5 %  

 

Keywords: hydrodynamic sequential injection; available phosphorus; soil 
 
1. บทน า 

ฟอสฟอรัสจัดเป็นธาตุอาหารหลักของพืชที่มี
บทบาทส าคัญต่อการเจริญเติบโตโดยช่วยให้การ
สังเคราะห์แสง การหายใจ และการแบ่งเซลล์เป็นไป
อย่างปกติ ช่วยเร่งการออกดอก ติดผล และยังเป็น
องค์ประกอบที่ส าคัญของสารเคมีต่าง ๆ ภายใยเซลล์
ของพืช [1,2] ฟอสฟอรัสในดินมักอยู่ในรูปออร์โท-
ฟอสเฟต (orthophosphate; HPO4

2- และ H2PO4
-) 

ซึ่งอยู่ในรูปที่พืชสามารถน าไปใช้ประโยชน์ได้ (avail-
able phosphorus) [3] แม้ว่าจะพบสารประกอบของ
ฟอสฟอรัสในดินจ านวนมาก แต่พืชอาจแสดงอาการ
จากการขาดฟอสฟอรัสได้ เช่น ล าต้นแคระแกร็น เกิดสี
ม่วงตามขอบใบ ไม่ติดดอกออกผล [2] ซึ่งอาจมีสาเหตุ
จากสารประกอบของฟอสฟอรัสเหล่านี้เกิดจากการ
ตกตะกอนฟอสฟอรัสกับแคทไอออนต่าง ๆ ในดิน ได้
สารประกอบใหม่ที่ละลายน้ าไดย้าก อย่างไรก็ตาม หาก
มีปริมาณฟอสฟอรัสในดินมากเกินไปก็อาจส่งผล
กระทบต่อการดูดซับธาตุอาหารส ารองของพืช เช่น 
ทองแดง สังกะสี และเหล็ก [4,5] นอกจากนี้หากเกิด

การชะล้างของหน้าดินฟอสฟอรัสในรูปที่ละลายน้ าได้ 
(water-soluble phosphorus) ซึมจากดินลงสู่แหล่ง
น้ า ฟอสฟอรัสจะกระตุ้นการเจริญเติบโตของพืชน้ า
และแพลงก์ตอนพืชอย่างรวดเร็ว และท าให้ เกิด 
ปรากฎการณ์ยูโทรฟิเคชัน (eutrophication) ซึ่งเป็น
ปัญหามลพษิทางน้ า [6,7] ดังนั้นการตรวจสอบปริมาณ
ฟอสฟอรัสในดิน จึงมีความส าคัญต่อการประเมินการ
เจริญเติบโตของพืชและคุณภาพสิ่งแวดล้อมได้ 

การวิเคราะห์ฟอสฟอรัสท าได้หลายวิธี โดยวิธีท่ี
จัดเป็นวิธีมาตรฐาน (standard method) คือ การเกิด 
ปฏิกิริยาระหว่างฟอสเฟตกับโมลิบเดต (molybdate) 
ในสารละลายกรด เกิดเป็นสารประกอบเชิงซ้อนที่มีสี
เหลืองของโมลิบโดฟอสเฟต (molybdophosphate, 
Mo(VI)) จากนั้นรีดิวซ์สารประกอบดังกล่าวด้วยตัว
รีดิวซ์ เช่น กรดแอสคอร์บิก หรือ ทิน(II)คลอไรด์ จะได้
สารประกอบเชิงซ้อนที่มีสีน้ าเงิน (Mo(V)) ซึ่งเรียกวิธีนี้
ว่าวิธีโมลิบดินัมบลู (molybdenum blue method) 
[8,9] 

เนื่องจากปฏิกิริยาดังกล่าวจะเกิดได้ค่อนข้างช้า  
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ดังนั้นการวัดด้วยวิธีทางสเปคโทรโฟโตมเมทรีแบบ
แบทซ์  จึงต้องรอให้ปฏิกิริยาเข้าสู่สมดุลเสียก่อน 
อย่างไรก็ตาม ได้มีรายงานวิจัยหลายเรื่องที่กล่าวถึงการ
พัฒนาระบบการวิเคราะห์แบบฉีดไหล (flow injection 
analysis, FIA) ส าหรับการหาปริมาณฟอสฟอรัส 
รวมถึงเทคนิคที่เกี่ยวข้อง เช่น ซีเควนเชียลอินเจคชัน    
อนาลิซิ ส  ( sequential injection alalysis, SIA) [9-
14] แต่ ถึ งกระนั้นแม้ ว่ า เ ทคนิค FIA จะสามารถ
วิเคราะห์ได้รวดเร็ว ไม่จ าเป็นต้องรอปฏิกิริยาเข้าสู่
สมดุลและใช้อุปกรณ์แบบง่าย แต่พบว่ายังคงมีการไหล
ทิ้งของสารเคมีในขั้นตอนการฉีดสารตัวอย่าง และต้อง
ใช้อุปกรณ์ส าหรับฉีดสาร ตัวอย่าง เช่น วาล์วฉีดสาร 
(injection valve) ส่วนเทคนิค SIA ซึ่งใช้สารเคมีน้อย
กว่า แต่เครื่องมือที่ใช้กลับมีราคาสูงกว่ามาก นอกจาก 
นี้  แม้ว่าจะมีการน าเทคนิคการฉีดแบบหยุดไหล 
(stopped-flow injection technique) มาใช้ร่วมกับ
ระบบ FIA ในการวิเคราะห์ฟอสฟอรัส เพื่อเพิ่มสภาพ
ไว (sensitivity) ในการวิเคราะห์ [1,15] แต่ก็เป็นการ
เพิ่มเวลาในการวิเคราะห์ด้วยเช่นกัน 

งานวิจัยนี้จึงได้น าเทคนิคการวิเคราะห์แบบ
ไฮโดรไดนามิกซีเควนเชียลอินเจคชัน (hydrodynamic 
sequential injection, HSI) มาประยุกต์ ใ ช้ ในการ
วิเคราะห์ปริมาณฟอสฟอรัสในตัวอย่างดินซึ่งเทคนิค
ดังกล่าวถูกพัฒนาจากการน าหลักการฉีดแบบไฮโดร- 
ไดนามิก (hydrodynamic injection) ซึ่งสารตัวอย่าง
จะถูกฉีดเข้าสู่ท่อที่ทราบความยาวและปริมาตรภายใน
ที่แน่นอนของระบบด้วยแรงดันไฮโดรไดนามิกโดย
ปราศจากอุปกรณ์ฉีดสารก่อนถูกชะด้วยกระแสตัวพา 
(carrier) ดังรูปที่  1ก และ 1ข มาประยุกต์เข้ากับ
เทคนิค SIA โดยเป็นการฉีดสารตัวอย่างและรีเอเจนต์
แบบเป็นล าดับด้วยแรงดัน ไฮโดรไดนามิกดังรูปที่ 1ค 
ด้วยเทคนิคดังกล่าวจะสามารถลดการใช้สารเคมีได้
มากกว่าระบบ FIA เนื่องจากขณะฉีดสารตัวอย่างและ      

รีเอเจนต์ กระแสตัวพาจะหยุดไหลหรืออาจถูกควบคุม
ให้ไหลวนกลับไปยังขวดเก็บสารตัวพา และใช้อุปกรณ์
ที่ราคาประหยัดกว่าระบบ SIA ได้อีกด้วย เนื่องจากไม่
ต้องใช้อุปกรณ์ฉีดสารที่ยุ่งยากและราคาแพง [16,17] 
อย่างไรก็ตาม ระบบ HSI ที่ได้พัฒนาขึ้นก่อนหน้านี้ 
[16-19] มักเกิดปัญหาการรั่วซึมหรือหลุดออกของข้อ
ต่อบริเวณจุดที่สารไหลมาบรรจบกัน (confluent 
point) เนื่องจากการฉีดสารด้วยแรงดัน ในงานนี้จึงได้
ออกแบบระบบโดยการเจาะแผ่นอะคริลิกแทนการใช้
ท่อเพื่อเพิ่มความทนทานมากขึ้น สามารถพกพาได้ง่าย 
ใช้พื้นที่น้อยและยังสามารถประยุกต์ใช้ในการวิเคราะห์
ตัวอย่างได้หลากหลายโดยไม่ต้องปรับเปลี่ยนระบบอีก
ด้วย 
 

2. อุปกรณ์และวิธีการ 
2.1 สารเคมี 

ใช้น้ าปราศจากไอออน (Millipore, Milli 
Q&Elix 10) ในการเตรียมสารละลายตลอดการทดลอง 
สารเคมีที่ใช้เป็นสารเคมีเกรดงานวิเคราะห์ (AR grade) 

ใช้สารละลาย 0.0015 M แอมโมเนียม-   
โ ม ลิ บ เ ด ต  ( ( NH4)6Mo7O24•4H2O, 99 %, LOBA 

Chemie, India) เป็นรีเอเจนต์ โดยชั่งมา 0.187 g ปรับ
ปริมาตรเป็น 100 mL ด้วยกรดไนตริก (HNO3, RCI 
Labscan, Australia) เ ข้ ม ข้ น  0.05 M ใ ช้ ก ร ด
แ อส ค อ ร์ บิ ก  ( C6H8O6, 99.0 %, Ajex Finechem, 
Australia) เข้มข้น 0.5 % w/v เป็นตัวรีดิวซ์ โดยการ
ช่ังมา 0.505 g ละลายด้วยน้ า DI ปริมาตร 100 mL 
สารละลายมาตรฐานฟอสเฟตเข้มข้น 1,000 mg L-1 
เตรียมจากการช่ังโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 
(KH2PO4, 99.5 %, Rankem, India) หนัก 0.1434 g 
ปรับปริมาตรด้วยน้ า DI เป็น 100 mL 

เนื่องจาก Fe3+, Fe2+, Cu2+ และ SiO3
2- 

สามารถรบกวนการวิเคราะห์ฟอสฟอรัสได้  ในการ
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ทดลองนี้จึ งได้ ใ ช้สารก าบัง (masking agent) คือ 
สารละลาย EDTA (C10H14N2Na2O8•2H2O, 99.0 %, 
Ajex Finechem, Australia) เข้มข้น 0.040 M ในการ
ป้องกันไอออน Fe3+, Fe2+, Cu2+ และสารละลาย

โซเดียมฟลูออไรด์ (NaF, 98.0 %, Ajex Finechem, 
Australia) เข้มข้น 0.085 M ในการป้องกันไอออน 
SiO3

2- ตามล าดับ

 

  
(ก) ดูดสารตัวอย่างเข้าสู่ท่อของระบบ (ข) ผลักสารตัวอย่างด้วยกระแสตัวพา 

 
(ค) การฉีดแบบไฮโดรไดนามิกซีเควนเชียลอินเจคชนั 

 

รูปที่ 1 หลักการฉีดสารแบบไฮโดรไดนามิก (ก) สารตัวอย่างถูกฉีดผ่านเข้าสู่ท่อที่ทราบความยาว ( L) และ
ปริมาตรภายในที่แน่นอนขณะที่กระแสตัวพาหยุดไหล (ข) สารตัวอย่างถูกผลักด้วยกระแสของตัวพาใน
ขณะที่สารตัวอย่างที่ต าแหน่ง A จะหยุดนิ่ง และ (ค) ไฮโดรไดนามิกซีเควนเชียลอินเจคชัน (HSI) โดย
เป็นการน าสารตัวอย่างและรีเอเจนต์เข้าสู่ระบบเป็นล าดับส่วนด้วยแรงดันไฮโดรไดนามิก [17] 

 
2.2 วัสดุและเคร่ืองมือ 

2.2.1 อุปกรณ์และระบบ HSI 
ระบบ HSI ที่ถูกพัฒนาขึ้นแสดงดังรูปที่ 

2 ซึ่งประกอบด้วยปั๊มเพอร์ริสตาลติก (peristaltic 
pump, Ismatec, USA) ท าหน้าที่ดูดผลักสารละลาย
เข้าสู่ระบบด้วยอัตราการไหลคงที่ที่ mL min-1 โดยใช้
ท่อ PTFE (i.d.0.03) ส าหรับให้สารละลายไหลภายใน
ระบบยกเว้นท่อที่ใช้กับปั๊มเพอร์ริสตาลติกเป็นท่อ
ไทกอน (Tygon® tube) และใช้วาล์วสามทาง (low 
pressure-3-port switching valve, Upchurch 

scientific, USA) ส าหรับควบคุมทิศทางการไหลของ
สารละลาย 

2.2.2 วิธีการปฏิบัติงานของระบบ HSI 
ระบบที่พัฒนาขึ้นดังรูปที่ 2 ขั้นตอน

การปฏิบัติงานได้ถูกสรุปไว้ในตารางที่ 1 ซึ่งอธิบายได้
ดังนี้ ปั๊มเพอร์ริสตาลติกจะผลักสารตัวพา (สารละลาย
ผสมของแอมโมเนียมโมลิบเดตกับกรดไนตริก) เข้าสู่
ระบบโดยผ่านวาล์ว TV1 และ SV ในขณะที่วาล์ว TV2-
TV6 จะถูกปิดไว้ เมื่อต้องการดูดสารละลายรีเอเจนต์
และตัวอย่างเข้าสู่ระบบจะปดิวาล์ว TV1 (ซึ่งท าให้ตัวพา 
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รูปที่ 2 ระบบไฮโดรไดนามิกซีเควนเชียลอินเจคชัน : TV1-TV6 = วาล์วสามทาง, SV = วาล์วเปิด-ปิด, R1-R4 = 
ช่องฉีดสาร, P = ปั๊มเพอร์ริสตาลติก, MC = ขดท่อ, FVC = fixed-volume conduit, D = เครื่องยูวี-วิ
สิเบิล สเปคโทรโฟโตมิเตอร์, C = สารตัวพา, W = สารละลายเหลือท้ิง 

 
ตารางที่ 1 ขั้นตอนการปฏิบัติงานของระบบ HSI 

 

ขั้นที ่
การท างานของอุปกรณ ์

ค าอธิบาย 
TV1 TV2 TV3 TV4 TV5 TV6 SV 

1 + - - - - - + กระแสตัวพาไหลเข้าสู่ระบบ HSI 
2 - - - + - + - สารตัวอย่างฟอสฟอรัสถูกดูดเข้าสู่ระบบด้วยปั๊มเพอร์ริสตาลติก 
3 - - - - + + - กรดแอสคอร์บิกถูกดูดเข้าสู่ระบบด้วยปั๊มเพอร์ริสตาลติก 

4 + - - - - - + 
กระแสตัวพาไหลชะสารตัวอย่างและกรดแอสคอร์บิกให้เกิดการ

ผสมและเกิดปฏิกิริยา  
 
ไหลวน เป็นการประหยัดสารเคมี) และ SV จากนั้นจึง
เปิดวาล์ว TV6 และ TV4 ตามล าดับเพื่อดูดสารตัวอยา่ง
ฟอสฟอรัสเข้าสู่ระบบ โดยสังเกตจนสารไหลไปถึงวาลว์ 
TV6 จึ งปิดวาล์ว  TV4 และเปิด TV5 เพื่ อดูดกรด
แอสคอร์บิกเข้าสู่ระบบ โดยดูดจนกระทั่งสารไหลไปถึง
วาล์ว TV6 เช่นกัน จึงปิดวาล์ว TV5, TV6 และเปิด
วาล์ว SV, TV1 ตามล าดับ สารตัวพาซึ่งเป็นรีเอ-เจนต์
จะไหลชะกรดแอสคอร์บิกและตัวอย่างเข้าสู่ระบบโดย
ผสมกันในขดท่อเพื่อเกิดปฏิกิริยาและตรวจวัดค่าการ
ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 630 นาโนเมตร ต่อไป (ใน

งานวิจัยนี้ไม่ได้ใช้ TV2 และ TV3 แต่ถูกเจาะส ารองไว้
กรณีใช้กับปฏิกิริยาที่มีรีเอเจนต์หลายชนิด) 

ส าหรับส่วนที่เกิดการฉีดแบบไฮโดร- 
ไดนามิกตามรูปที่  3ก และ 3ข คือ fixed-volume 
conduit (FVC) ซึ่งท าจากแผ่นอะคริลิกแบบใสซึ่งทน
ต่อสารเคมี โดยออกแบบให้เจาะท่อกลางภายในแผ่น
ให้มีเส้นผ่านศูนย์กลาง 2 mm ดังรูปที่ 3ก และ 3ข ซึ่ง
ลักษณะการเจาะจะได้ท่อหลักที่มีความยาว 11.5 cm 
(ระยะจากต าแหน่ง A ถึง G) และท่อรอง (ต าแหน่ง B, 
C, D, E และ F ตามล าดับ) โดยท่อรองที่ต าแหน่ง B ถึง 
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E จะใช้ส าหรับน ารีเอเจนต์ และสารตัวอย่างเข้าสูร่ะบบ 
และไหลออกท่ีต าแหน่ง F นั่นคือ สารรีเอเจนต์และสาร
ตัวอย่างจะถูกขังอยู่ในท่อหลักแบบเป็นล าดับส่วน โดย
ระยะของต าแหน่ง B, C, D, E ในท่อหลักจะห่างกัน 

1.60 cm ซึ่งแต่ละช่วงจะมีปริมาตรภายใน 50 µL จาก
ระบบ HSI นี้จะเห็นได้ว่าสามารถรองรับปฏิกิริยาที่ต้อง
ใช้รีเอเจนต์ได้สูงสุด 4 ชนิด 

 

(ก) 

 
  

(ข) 

 
 

รูปที่ 3 ชุด fixed-volume conduit (FVC) (ก) ภาพด้านข้าง และ (ข) ภาพอุปกรณ์จริง 
 

วาล์วสามทางทุกตัวและชุด FVC จะถูก
ยึดติดอยู่กับฐาน (ใช้แผ่นอะคริลิก ซึ่งมีขนาด 20.5 x 
33.0 x 1.2 cm) เพื่อให้เป็นชุดที่มีขนาดกะทัดรัดและ
สะดวกต่อการใช้งานโดยสามารถน าไปต่อเข้ากับเครื่อง
ยูวี-วิสิเบิล สเปคโทรโฟโตมิเตอร์ได้ง่าย และสามารถ
เก็บได้สะดวกเมื่อใช้งานเสร็จ โดยสารผลิตภัณฑ์ที่เกิด
จากปฏิกิริยาหลังจากการผสมกันในขดท่อ (mixing 
coil, MC) จะถูกตรวจวัดค่าการดูดกลืนแสงด้วยเครื่อง
ยูวี-วิสิเบิล สเปคโทรโฟโตมิเตอร์ (UV-VIS spectro-
photometer, UV-Carry 60, Agilent, UK) โ ด ย ใ ช้
โฟลทรูเซลล์ (flow-through cell, Agilent, UK) ซึ่งม ี

ปริมาตรภายใน 715 µL 
2.2.3 วิธีการทดลอง 

ระบบ HSI ที่ได้พัฒนาขึ้นในเบื้องต้นได้
ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมของระบบเพื่อท าให้ระบบ
ดังกล่าวมีสมรรถนะสูงเหมาะสมส าหรับวิเคราะห์หา
ปริมาณฟอสฟอรัส โดยได้ศึกษาผลของความเข้มข้น
ของสารเคมีที่มีต่อปฏิกิริยาโมลิบดีนัมบลู ได้แก่  
แอมโมเนียมโมลิบเดต กรดไนตริก และกรดแอสคอบิก  
จากนั้นจึงศึกษาความยาวของท่อ (mixing coil) โดย
ศึกษาผลของแต่ละสภาวะทีละชนิด และก าหนด
สภาวะอื่น ๆ ให้คงที่ (univariated variable) ส าหรับ
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วิธีการศึกษาสภาวะที่เหมาะสม จะเตรียมสารละลาย
มาตรฐานฟอสเฟตในช่วงความเข้มข้น 1.0-20.0 mg L-1 
เพื่อน ามาวิเคราะห์ด้วยระบบ HSI โดยน าสัญญาณค่า
การดูดกลืนแสงท่ีได้จากแต่ละค่าของสภาวะที่ศึกษามา
สร้างกราฟมาตรฐานเพื่อสังเกตกราฟมาตรฐานที่มีค่า
ความชันสูงท่ีสุด เนื่องจากความชันของกราฟมาตรฐาน
สามารถแสดงถึ งสภาพไว ( sensitivity) หลั งการ
ตอบสนองของสัญญาณของระบบที่สภาวะนั้น ๆ 
นอกจากนี้ยังได้พิจารณาค่าจุดตัดแกน Y ประกอบการ
ตัดสินใจเลือกสภาวะต่าง ๆ อีกด้วย 

เมื่อได้สภาวะที่เหมาะสมแล้ว น าไป
ศึกษาผลของไอออนที่มีต่อการวิเคราะห์หาปริมาณ
ฟอสฟอรัส รวมถึงสารก าบังที่เหมาะสมในการป้องกัน
การรบกวนของไอออนบางชนิดด้วย นอกจากนี้ยังได้
ศึกษาประสิทธิภาพของระบบ HSI ที่ได้พัฒนาขึ้น ซึ่ง
ประกอบด้วย ช่วงความเป็นเส้นตรง ขีดจ ากัดของการ
ตรวจวัด (LOD) ความเที่ยงและความถี่ในการวิเคราะห์ 
รวมถึงปริมาณสารเคมีที่ใช้ในการทดลองภายใต้สภาวะ
ที่เหมาะสมที่ได้ศึกษาไปก่อนหน้านี้ และได้น าระบบ 
HIS ไปใช้ในการวิเคราะห์หาปริมาณฟอสฟอรัสใน
ตัวอย่างดินโดยเปรียบเทียบผลการวิเคราะห์ที่ได้กับวิธี
แบบแบทซ์ต่อไป 
 

3. ผลการวิจัยและวิจารณ์ 
3.1 การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมของระบบ 

3.1.1 ผลของความเข้มข้นที่เหมาะสมของ
สารเคมีที่มีต่อปฏิกิริยาโมลิบดีนัมบลู 

เบื้องต้นได้ เริ่มศึกษาผลของความ
เข้มข้นของแอมโมเนียมโมลิบเดต โดยก าหนดความ
เข้มข้นที่จะศึกษา คือ 0.5, 1.5, 5.0 และ 15 mM 
ตามล าดับ และก าหนดสภาวะอื่น ๆ ไว้คงที่ที่แต่ละค่า
ของความเข้มข้นที่ศึกษา ใช้สารมาตรฐานฟอสฟอรัส
ในช่วงความเข้มข้น 1.0-20.0 mg L-1 เพื่อสร้างกราฟ

มาตรฐานซึ่งพล็อตระหว่างความเข้มข้นของสารละลาย
มาตรฐานฟอสเฟต (แกน X) และค่าการดูดกลืนแสง 
(แกน Y) แต่ละค่าของความเข้มข้นของแอมโมเนียม    
โมลิบเดตดังที่กล่าวไว้ก่อนหน้านี้ เพื่อสังเกตว่าที่ความ
เข้มข้นใดให้ค่าความชันของกราฟมาตรฐานสูงที่สุด 
(พิจารณาจากสมการเส้นตรงของกราฟมาตรฐาน, Y = 
mX + c) โดยในการทดลองนี้ ไ ด้ ความ เข้มข้ นที่
เหมาะสม คือ 1.5 mM เนื่องจากให้ค่าความชันของ
กราฟมาตรฐานสูงสุดดังรูปที่ 4ก แม้ว่าจุดตัดแกน Y 
จะมีค่าค่อนข้างสูง แต่ไม่แตกต่างจากความเข้มข้นอื่น
มากนัก อีกทั้งยังมีความเข้มข้นต่ ากว่า 5.0 และ 15 
mM จึงเป็นการประหยัดสารเคมี และล้างออกจาก
โฟลทรูเซลล์ได้ง่ายอีกด้วย 

จากนั้นได้ศึกษาผลของความเข้มข้น
ของกรดไนตริก เนื่องจากปฏิกิริยาโมลิบดีนัมบลูต้อง
เกิดในสภาวะที่เป็นกรด  โดยเตรียมกรดไนตริกเข้มข้น 
0.0050, 0.050, 0.10 และ 0.15 M และศึกษาท านอง
เดียวกับกรณีความเข้มข้นแอมโมเนียมโมลิบเดต โดย
ผลการศึกษาดังรูปที่ 4ข พบว่าความเข้มข้น 0.050 M 
ให้ความชันของกราฟมาตรฐานสูงที่สุด และค่าจุดตัด
แกน Y ต่ าที่สุด จึงเลือกที่ความเข้มข้นดังกล่าวใช้ใน
การทดลองต่อไป 

การทดลองนี้ใช้กรดแอสคอร์บิกเป็นตัว
รีดิวซ์เพื่อเปลี่ยนสารประกอบเชิงซ้อนซึ่งมีสีเหลืองของ
แอมโมเนียมโมลิบโดฟอสเฟต (ammonium molyb-
dophosphate) เป็นสารประกอบเชิงซ้อนสีน้ าเงินของ
โมลิบดีนัมบลู โดยเตรียมกรดแอสคอร์บิกเข้มข้น 0.05, 
0.1, 0.5, 1.0 และ 2.0 % w/v จากผลการทดลองดัง
รูปที่ 4ค พบว่าค่าความชันของกราฟมาตรฐานแต่ละ
ความเข้มข้นไม่แตกต่างกันมากนัก แต่ที่ความเข้มข้น 
0.5 % w/v ให้ค่าจุดตัดแกน Y น้อยกว่า จึงเลือกท่ี 
ความเข้มข้นดังกล่าวเป็นความเข้มข้นท่ีเหมาะสม 
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(ก) (ข) 

  

 
(ค) 

 

รูปที่ 4 การศึกษาความเข้มข้นท่ีเหมาะสมของสารเคมี (ก) แอมโมเนียมโมลิบเดต (ข) กรดไนตริก และ (ค) กรด
แอสคอร์บิกท่ีมีต่อปฏิกิริยาโมลิบดีนัมบลู 

 
3.1.2 ผลของความยาวขดท่อ 

ความยาวของขดท่อส่งผลต่อประสิทธิ-
ภาพการท าปฏิกิริยาของรีเอเจนต์และสารตัวอย่างอีก 
ทั้งปฏิกิริยาโมลิบดีนัมบลูยังเกิดได้ค่อนข้างช้า ดังนั้น
การศึกษาสภาวะนี้จึงมีความส าคัญ โดยได้ศึกษาความ
ยาวของขดท่อที่  50, 100, 200 และ 300 cm ตาม 
ล าดับ น าความเข้มข้นที่เหมาะสมของสารเคมีมาใช้ใน
การศึกษานี้ จากผลการทดลองพบว่าความยาวขดท่อที่
เหมาะสม คือ 100 cm ดังแสดงในรูปที่ 5 ซึ่งให้ค่า
ความชันของกราฟมาตรฐานสูงที่สุดและจุดตัดแกน Y 
ต่ าสุด 

 
 

รูปที่ 5 การศึกษาความยาวขดท่อที่ส่งผลต่อการ
เกิดปฏิกิริยา 
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3.2 การศึกษาผลของไอออนรบกวน 
วิธีการศึกษาผลของไอออนรบกวนท าโดย

ผสมสารละลายมาตรฐานฟอสฟอรัส 1 mg L-1 กับ
สารละลายไอออนต่าง ๆ ที่ความเข้มข้น 1.0, 10, 20 
และ 50 mg L-1 ตามล าดับ โดยศึกษาทีละไอออน ซึ่ง
ประกอบด้วย Na+, K+, Ni2+, Cu2+, Zn2+, Mn2+, Fe2+, 
Fe3+, Al3+, F-, NO3

-, Cl-, SO4
2-, CO3

2- แ ล ะ  SiO3
2- 

(เลือกศึกษาจากไอออนที่มักพบในตัวอย่างดินรวมถึง
ไอออนที่อาจส่งผลต่อปฏิกิริยาโมลิบดีนัมบลู) 

ผลการรบกวนของไอออนจะพิจารณาจาก
ความเข้มข้นของไอออนท่ีมีผลท าให้ค่าการดูดกลืนแสง
เบี่ยงเบนไปจากค่าเฉลี่ยของค่าการดูดกลืนแสงของสาร
มาตรฐานฟอสฟอรัสที่ไม่มีไอออนรบกวนเกินกว่า ±5 
% โดยผลการแสดงดังตารางท่ี 2 
 
ตารางที ่2 ผลการรบกวนของไอออนที่มีต่อการ

วิเคราะห์ฟอสฟอรัส 
 

ระดับความเข้มข้นทีไ่อออน
แสดงการรบกวน (mg L-1) 

ไอออนที่แสดง 
การรบกวน 

>50 Na+, Al3+, NO3
- 

 50 K+, Zn2+, F-, Cl-, SO4
2- 

20 Mn2+, Ni2+, CO3
2- 

10 Fe2+ 

1 Cu2+, Fe3+, SiO3
2- 

 
จากผลการทดลองจะเห็นได้ว่าไอออนที่

แสดงการรบกวนอย่างชัดเจนต่อการวิเคราะห์ คือ 
Fe3+, Fe2+, Cu2+ และ SiO3

2- ในขณะที่ไอออนอื่น ๆ 
จะเริ่มแสดงการรบกวนเมื่อความเข้มข้นมากกว่า 20 
mg L-1 ขึ้นไป ดังนั้นจึงได้ศึกษาวิธีการป้องกันการ
รบกวนของไอออน Fe2+, Fe3+, Cu2+ และ SiO3

2- โดย
ใช้สารก าบัง  

3.2.1 การป้องกันการรบกวนของไอออน 
Fe2+, Fe3+ และ Cu2+ โดยใช้ EDTA 

การศึกษาการใช้ EDTA ในการป้องกัน
การเกิดปฏิกิริยา (masking) ระหว่าง ไอออนรบกวน 
ได้แก่ Fe3+, Fe2+ และ Cu2+ กับสารรีเอเจนต์ โดย
เตรียมสารละลายผสมของฟอสฟอรัส 1 mg L-1 กับแต่
ละไอออน คือ Fe3+, Fe2+ และ Cu2+ ที่แต่ละความ
เข้มข้นดังที่กล่าวไปข้างต้น จากนั้นผสม EDTA ให้มี
ความเข้มข้นในสารละลายผสมเท่ากับ 0.04 M แล้ว
สังเกตค่าการดูดกลืนแสงเมื่อน าสารละลายผสมนี้ไป
เกิดปฏิกิริยา ซึ่งพบว่าสามารถป้องกันการรบกวนของ 
Fe3+, Fe2+ และ Cu2+ ได้ที่ความเข้มข้นสูงสุดคือ 20, 
10 และ 10 mg L-1 ตามล าดับ ซึ่งโดยปกติไอออน
เหล่านี้มีปริมาณในดินไม่สูงมากนัก ที่ EDTA ความ
เข้มข้นดังกล่าวจึงสามารถป้องกันการรบกวนของ
ไอออนเหล่านี้ เมื่อวิเคราะห์ตัวอย่างดินได้ 

3.2.2 การป้องกันการรบกวนของไอออน 
SiO3

2- โดยใช้ NaF 
ซิลิเกตไอออน (SiO3

2-) สามารถเกิด 
ปฏิกิริยาได้ดีกับแอมโมเนียมโมลิบเดตแต่มีอัตราการ
เกิดปฏิกิริยาที่ช้ากว่าฟอสเฟต ดังนั้นจึงรบกวนการ
วิเคราะห์ฟอสฟอรัสได้ ซึ่งในงานวิจัยนี้ ได้ศึกษาการใช้ 
0.085 M NaF ในการป้องกันการเกิดปฏิกิริยาระหว่าง 
ไอออน SiO3

2- กับสารรี เอเจนต์  [16] โดยทดลอง
ท านองเดียวกับการใช้ EDTA ซึ่งพบว่าเมื่อใช้ 0.085 M 
NaF สามารถป้องกันการรบกวนของ SiO3

2- ได้สูงสุดที่
ความเข้มข้น 50 mg L-1   

3.3 การศึกษาประสิทธิภาพการวิเคราะห์ของ
ระบบ HSI 

การศึกษาประสิทธิภาพในการวิเคราะห์
ของระบบ HSI โดยจากการศึกษาช่วงความเป็นเส้น 
ตรงของกราฟมาตรฐานระหว่างการพล็อตค่าการดูด 
กลืนแสง (แกน Y) และความเข้มข้นของสารละลาย
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มาตรฐานฟอสฟอรัส (แกน X) พบว่าได้ช่วงความเป็น
เส้นตรงในช่วง 0.050-20 mg L-1 โดยมีสมการเส้นตรง
ของกราฟ คือ Y = 0.0025X + 0.0074; R2 = 0.998 
และได้ขีดจ ากัดของการตรวจวัด (LOD) จากการ
ค านวณสัญญาณที่มีค่าเป็น 3 เท่าของค่าเบี่ยงเบน
มาตรฐาน (SD) ของสัญญาณ แบลงค์พบว่ามีค่าเท่ากับ 
0.025 mg L-1 

การศึกษาความเที่ยง (precision) ของการ
วิ เคราะห์โดยการวิ เคราะห์สารละลายมาตรฐาน
ฟอสฟอรัส 2 mg L-1 ซ้ า 11 ครั้ง พบว่าได้ % RSD 
เท่ากับ 3.40 นอกจากนี้มีความถี่ในการวิเคราะห์ 12 
ตัวอย่างต่อช่ัวโมง โดยใช้ปริมาณสารเคมีซึ่งประกอบ 
ด้วยแอมโมเนียมโมลิบเดต กรดแอสคอร์บิก กรด      
ไนตริก และสารตัวอย่าง  รวม 10.5 mL ต่อการ
วิเคราะห์ 1 ตัวอย่าง 

3.4 การวิเคราะห์ตัวอย่างดิน 
ระบบ HSI ที่พัฒนาขึ้นถูกน ามาประยุกต์ใช้

ในการวิเคราะห์เพื่อหาปริมาณฟอสฟอรัสที่พืชใช้
ประโยชน์ได้ในตัวอย่างดิน โดยได้เก็บตัวอย่างดิน
ส าหรับปลูกต้นไม้แบบบรรจุถุงจากร้านจ าหน่าย
อุปกรณ์การเกษตรในเขตจังหวัดเชียงใหม่ จ านวน 5 
ยี่ห้อ น าตัวอย่างดินแต่ละตัวอย่างมาอบที่อุณหภูม ิ110 
ºC และบดให้ละเอียด น ามาร่อนผ่านตะแกรงขนาด 18 
mesh แบ่งตัวอย่างมา 20 g สกัดด้วย 0.8 M แอซิเตต
บัฟเฟอร์ pH 4.8 ปริมาตร 50 mL โดยการเขย่า 30 
นาที กรองผ่านกระดาษกรองเบอร์ 5 จากนั้นปรับ
ปริมาตรเป็น 50 mL ด้วยน้ าปราศจากไอออน [1] 
จากนั้นน าสารที่สกัดได้ไปวิเคราะห์ด้วยระบบ HSI โดย
เปรียบเทียบผลกับการวิเคราะห์แบบแบทซ์ด้วยเครื่อง
ยูวี-วิสิเบิล สเปคโทรโฟโตมิเตอร์ ได้ผลการทดลองดัง
ตารางที่ 3 

จากข้อมูลดังกล่าวเมื่อน ามาเปรียบเทียบ
ผลตามหลักสถิติด้วยค่า t-test ที่ระดับความเช่ือมั่น 

95 % พบว่าผลการวิเคราะห์ทั้งสองวิธีไม่มีความแตก 
ต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ และเมื่อน าข้อมูลจากวิธีทั้ง
สองมาพลอตในรูปกราฟสหสัมพันธ์ (correlation 
graph) พบว่าได้ผลดังรูปที่ 6 
 
ตารางที ่3 ผลการวิเคราะห์หาปริมาณฟอสฟอรัส

ที่พืชใช้ประโยชน์ได้ในตัวอย่างดิน 
 

 
ตัวอย่าง 

ปริมาณฟอสฟอรสัที่พืชใช้ประโยชน์ได้
ในสารสกดัในตัวอย่างดิน (mg L-1) 

วิธี HSI วิธีแบบแบทช์ 
ดิน 1 43.601.36 33.401.02 
ดิน 2 60.802.90 54.821.11 
ดิน 3 264.806.14 213.755.67 
ดิน 4 108.004.05 90.543.09 
ดิน 5 154.404.85 133.394.13 

 

 
 

รูปที่ 6 กราฟสหสัมพันธ์ของผลการวิเคราะห์
ปริมาณฟอสฟอรัสจากระบบ HSI และวิธี
แบบแบทซ์ 

 
จะเห็นได้ว่าผลการทดลองทั้งสองวิธีได้ค่า

สอดคล้องกันดังค่าความชันและค่า R2 ของกราฟท่ีมีค่า
เข้าใกล้ 1 นอกจากนี้ เมื่อศึกษาค่าร้อยละการกลับคืน 
(% recovery) โดยเติมสารละลายมาตรฐานฟอสฟอรัส
ลงในแต่ละตัวอย่างให้มีความเข้มข้น 2 mg L-1 จากนั้น
น าไปวิเคราะห์และหาคา่ร้อยละการกลับคืนพบว่าได้คา่ 
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ในช่วง 83.5-102.5 % 
 

4. สรุป 
ชุดการวิเคราะห์โดยอาศัยหลักการของ HSI ถูก

พัฒนาขึ้นโดยออกแบบให้ใช้งานง่าย ใช้พื้นที่น้อย และ
ราคาประหยัด เมื่อใช้งานชุดดังกล่าวจะถูกประกอบเขา้
กับโฟลทรูเซลล์ของเครื่องยูวี-วิสิเบิล สเปคโทร-  โฟโต
มิ เตอร์  เพื่ อวัดค่ าการดูดกลืนแสงโดยสามารถ
ประยุกต์ใช้กับการวิเคราะห์ได้กับหลากหลายปฏิกิริยา 
ซึ่งชุดวิเคราะห์ถูกออกแบบให้รองรับปฏิกิริยาที่ต้องใช้
รีเอเจนต์ได้สูงสุดถึง 4 ชนิด โดยไม่จ าเป็นต้องปรับแก้
ระบบเพิ่มเติม แต่ใช้อุปกรณ์ที่ท าขึ้นเองซึ่งมีราคาถูก
กว่าและใช้งานง่ายกว่าระบบการวิเคราะห์แบบไหล  
อื่น ๆ เช่น FIA และ SIA 

งานวิจัยนี้ได้น าระบบที่พัฒนาขึ้นใช้ในการ
วิเคราะห์หาปริมาณฟอสฟอรัสที่พืชใช้ประโยชน์ได้ด้วย
ปฏิกิริยาโมลิบดีนัมบลู การศึกษาสภาวะที่เหมาะสม
พบว่าได้ความเข้มข้นของแอมโมเนียมโมลิบเดต กรด
แอสคอร์บิก และกรดไนตริก เท่ากับ 1.5 mM  0.5 % 
w/v และ 0.05 M ตามล าดับ ซึ่งเป็นความเข้มข้นที่ให้
ค่าสภาพไวเหมาะสมต่อการตอบสนองสัญญาณในการ
วิเคราะห์และใช้ปริมาณสารเคมีอย่างเหมาะสมและ
ประหยัด นอกจากนี้ได้ใช้ความยาวของขดท่อ คือ 100 
cm ซึ่งเหมาะสมต่อการเกิดปฏิกิริยานี้อีกด้วย ไอออน
รบกวนที่ส าคัญได้แก่ Fe3+, Fe2+, Cu2+ และ SiO3

2-  
ได้ถูกป้องกันด้วยสารละลาย EDTA และ NaF จาก
สภาวะที่เหมาะสมนี้เมื่อประยุกต์ใช้ในการวิเคราะห์
ตัวอย่างดินโดยเปรียบเทียบผลที่ได้กับวิธีแบบแบทซ์ 
พบว่าให้ผลสอดคล้องกันที่ระดับความเช่ือมั่น 95 % 
และได้ค่าร้อยละการกลับคืนในช่วง 87.5-102.5 % 
ดังนั้นระบบ HSI ที่ได้น าเสนอนี้สามารถใช้ในการ
วิเคราะห์หาปริมาณฟอสฟอรัสในดินได้อย่างดีโดย    
ยังสามารถประยุกต์ใช้กับการวิเคราะห์ธาตุอาหารอย่าง 

อื่นในดินด้วยปฏิกิริยาอื่นได้ง่ายอีกด้วย 
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