
บทที่ 3 

วิธีด ำเนินกำรวิจัย 

 

              วิธีการด าเนินการวิจัยเรื่อง การส่งเสริมการดูดใช้ธาตุโพแทสเซียมจากดินดาน โดย 
Potassium solubilizing bacteria เพ่ือเพ่ิมผลผลิตมันส าปะหลัง ในพ้ืนที่จังหวัดนครราชสีมา ประเทศ
ไทย มีการด าเนินการวิจัยตามล าดับหัวเรื่องดังนี้ 
 
กำรเก็บรวบรวมข้อมูล 
 
 1. เก็บดินบริเวณรอบรากมันส าปะหลังบริเวณพ้ืนที่แปลงมันส าปะหลังที่มีความอุดมสมบูรณ์และ
มีประวัติการใช้ปุ๋ยโพแทสเซียม เพื่อน ามาคัดแยกแบคทีเรีย โดยสุ่มเก็บตัวอย่างดิน ในเขตพ้ืนที่อ าเภอด่าน
ขุนทด จังหวัดนครราชสีมา  

2. แยกแบคที เรีย  KSB ด้วยวิธี  serial dilution plate method โดยใช้อาหารเลี้ ยงเชื้ อ 
modified aleksandrov medium ที่มี insoluble mica powder เป็นแหล่ง potassium source บ่ม
ที่อุณหภูมิ 28  2 C เป็นเวลา 3 วัน 

 
เครื่องมือในกำรวิจัยและกำรตรวจสอบคุณภำพเครื่องมือ 
 3. คัดเลือกแบคทีเรีย KSB ที่มีศักยภาพในการละลายโพแทสเซียมออกจากแร่ธรรมชาติ เพ่ือให้
โพแทสเซียมที่เป็นประโยชน์ ในระดับห้องปฏิบัติการ โดยน าแบคทีเรีย KSB ที่แยกได้ มาเลี้ยงในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ modified aleksandrov medium plate ที่มี soluble form ของโพแทสเซียม (K2HPO4) 
ด้วยวิธี spot test method บ่มที่อุณหภูมิ 28  2 C เป็นเวลา 3 วัน ตรวจสอบการสร้าง potassium 
solubilization zone 
 4. ตรวจวัดปริมาณการปลดปล่อยโพแทสเซียมของแบคทีเรีย โดยน าแบคทีเรีย KSB ที่แยกได้ มา
เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ modified aleksandrov medium broth ที่มี insoluble mica powder บ่มที่
อุณหภูมิ 28  2 C เป็นเวลา 10 วัน แล้วน า suspension ของเชื้อมา centrifuge ที่ 7000 g เป็นเวลา 
10 นาที เพ่ือแยกเอาส่วน supernatant มาวิเคราะห์ปริมาณการปลดปล่อยโพแทสเซียม ด้วย atomic 
absorbtion spectrometer เทียบกับกราฟมาตรฐาน ตามวิธีของ Manib, Zahra, Abdel-Al, & Heggo 
(1986) 
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 6. คัดเลือกแบคทีเรีย KSB ที่มีศักยภาพสูงสุดในการละลายโพแทสเซียม ในระดับห้องปฏิบัติการ
มาจ าแนกชนิดของแบคทีเรีย โดยศึกษาลักษณะโคโลนี การติดสีแกรม รูปร่าง ลักษณะเซลล์และคุณสมบัติ
ทางชีวเคมีต่างๆ และท าการทดสอบลักษณะที่ใช้แยกกลุ่มแบคทีเรีย โดยอาศัยข้อมูล Classification ตาม
หลักอนุกรมวิธานวิทยาของ Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology (Hensel, 1994) และ
จ าแนกแบคทีเรียด้วยเทคนิคทางอณูชีววิทยา โดยสกัดดีเอ็นเอของแบคทีเรียและเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอส่วน 
Conserved regions ของ 16S rRNA โดยใช้ primer ที่จ าเพาะ ด้วยเทคนิค PCR (polymerase chain 
reaction) โดยใช้เครื่อง Thermo Cycler แล้วน าผลการ amplify ส่วน 16S rRNA ของแบคทีเรียมา
วิเคราะห์ล าดับเบสด้วยวิธี Sequencing น าล าดับเบสที่วิเคราะห์ได้มาเปรียบเทียบกับล าดับเบสใน
ฐานข้อมูลของ GenBank โดยใช้โปรแกรม BLAST ของ The National Center for Biotechnology 
Information (NCBI) น าล าดับเบส 16S rRNA ของแบคทีเรียสายพันธุ์ที่มีศักยภาพสูงสุดในการละลาย
โพแทสเซียมที่แยกได้ ไปรายงาน (submission) ในฐานข้อมูลของ GenBank เพ่ือเผยแพร่ในระดับ
นานาชาติ 
 7. น าแบคทีเรีย KSB ที่มีประสิทธิภาพสูงสุดในการละลายโพแทสเซียม ไปทดสอบการย่อยดิน
ดานในกระถางโรงเรือน เพ่ือประเมินประสิทธิภาพการย่อยโพแทสเซียม วิเคราะห์ปริมาณโพแทสเซียมใน
ดินก่อนน ามาใช้ในการทดลอง วางแผนการทดลองแบบ CBD ประกอบไปด้วย 4 กรรมวิธี กรรมวิธีละ 4 
ซ้ า ได้แก่ กรรมวิธีที่  1 ดินใส่ไมกา 6 กรัม/กระถาง ไม่ใส่เชื้อ KSB กรรมวิธีที่  2 ดินใส่เชื้อ KSB 25 
มิลลิลิตร ร่วมกับแร่ไมกา 6 กรัม/กระถาง กรรมวิธีที่ 3 ดินใส่เชื้อ KSB 50 มิลลิลิตร ร่วมกับแร่ไมกา 6 
กรัม/กระถาง และกรรมวิธีที่ 4 ดินใส่เชื้อ KSB 75 มิลลิลิตร ร่วมกับแร่ไมกา 6 กรัม/กระถาง เก็บตัวอย่าง
ดินมาวิเคราะห์ทุก 2 วัน ในช่วง 6 วันแรก ผสมน้ าลงในกระถางทดลองแต่ละกรรมวิธี คลุกเคล้าให้เข้ากัน 
เก็บตัวอย่างดินทุกวัน ในช่วง 7 วันแรก แล้วน าดินมาวิเคราะห์ ปริมาณโพแทสเซียมที่แลกเปลี่ยนได้ 
(Exchangeable K) โดยสกัดด้วยน้ ายา 1 N ammonium acetate และวัดปริมาณโพแทสเซียมโดย 
Atomic Absorption Spectrophotometer 
 8. เปรียบเทียบวิธีการต่อเวลาในการย่อยที่ต่างกัน และเปรียบเทียบแต่ละกรรมวิธีต่อช่วงเวลา
การย่อยเดียวกัน ประเมินความเป็นไปได้ของโครงการวิจัยและสรุปผลการศึกษาในภาคสนามเพ่ือน า
ข้อมูลมาวิเคราะห์และปรับปรุงต่อไป 
 
สถิติที่ใช้ในกำรทดลอง 

1. ร้อยละ (%)  2. ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน S.D 3.ค่าเฉลี่ย (𝑥̅) 4. ค่าความแปรปรวน (ANOVA) 
 


