
บทท่ี 3 
วิธีการด าเนินการวิจยั 

 
 

อปุกรณ์ เครื่องมือและสารเคมีท่ีใช้ในงานวิจยั 
 

 1. อปุกรณ์ เครื่องมือท่ีใช้ในการวิจยั 
           - เครื่อง pH meter : Delta 340, METTLER TOLEDO 
        - เครื่อง Atomic absorption spectrometer (AA - 6300,  Shimadsu) 
        - เครื่องเขยา่ (shaker) 
        - เตา Hot plate, Hanna Instruments C9800 Reactor 
        - เตาเผาอุณหภมูสิงู (muffle furnace) : VMK - S Linn, Germany 
        - ตูอ้บ (hot air oven): DIN 12880 - KI, METTLER, Germany 
        - เตาอบ (oven) รุ่น DIN 1288 - KI  
        - กระดาษกรอง: Whatman No.2, 42, 542 
        - เครื่องชัง่ละเอยีด  4 ต าแหน่ง 
        - หลอดทดลอง (tube) 
        - หลอดหยด  
        - ปิเปต (pipette) 
        - บกีเกอร ์ (beaker) ขนาด 100, 250 และ 500 มลิลลิติร 
        - ขวดใส่ตวัอยา่ง ขนาด 20 มลิลลิติร 
        - กรวยกรอง (filter funnel)   
        - ขวดรปูชมพู่ (erlenmeryer flask)  
        - ไมโครปิเปต  (micro pipette) ขนาด 1000, 5000 ไมโครลติร 
        - ชามกระเบือ้ง 

 
2. สารเคมีและวตัถดิุบท่ีใช้ในการวิจยั 
       - เมลด็ขา้วพนัธุส์ุพรรณบุร ี2 
       - จุลนิทรยี ์ 
       - ดนิทีป่นเป้ือนแคดเมยีมจากดนินาทีบ่รเิวณเทศบาลต าบลแม่กุ อ าเภอแม่สอด    
 จงัหวดัตาก 

       - โซเดยีมไฮดรอกไซด ์(NaOH)  



39 
 

       - กรดไฮโดรคลอรกิ (HCl)  
       - กรดซลัฟูรกิ (H2SO4)  
       - กรดไนตรกิ (HNO3) 
       - กรดไฮโดรฟลอูอรกิ (HF) 

 
การเตรียมเช้ือแบคทีเรยี 
 
     แบคทเีรยีที่ใช้ 2 ชนิด ได้แก่ Pseudomonas aeruginosa และ  Bacillus subtilis  โดย
การเตรยีมอาหาร nutrient broth (NB)  49.5 มลิลลิติร ในขวดรูปชมพู่ปรมิาตร 250 มลิลลิติร 
หลงัจากนัน้เตมิเชื้อแบคทเีรยี ลงไป 0.5  มลิลลิติร แล้วน าไปเขย่าที่เครื่องเขย่า (shaker)  ที่
อุณหภมู ิ30 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 18 ชัว่โมง เมื่อครบก าหนดแลว้น าเชื้อแบคทเีรยีมาดูการ
เจรญิเตบิโตโดยการวดัค่า Optical density (OD) ที่ 600 nm ซึ่งค่า OD จะต้องเท่ากบั 0.5 
ก่อนทีจ่ะน าไปเตมิลงในดนิทีป่นเป้ือนแคดเมยีมในการปลูกขา้ว โดยการเตมิเชื้อลงไปในแต่ละ
กระถางในการปลกูขา้ว 2 % (v/v) 
 
การเตรียมเช้ือรา 

 
 เชื้อราที่ใช้ได้แก่ Beauveria bassiana โดยการเตรยีมอาหาร  potato dextrose broth 

(PDB) 49 มลิลลิติร ในขวดรปูชมพู่ปรมิาตร 250 มลิลลิติร หลงัจากนัน้เตมิเชือ้แบคทเีรยี ลงไป 
1  มลิลลิติร แลว้น าไปเขยา่ทีเ่ครื่องเขยา่ (shaker)  ทีอุ่ณหภมู ิ30 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 24 
ชัว่โมง  จากนัน้บ่มเชือ้ ทีอุ่ณหภมูหิอ้ง 28 ± 2 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 48 ชัว่โมง เพื่อให้เชื้อ
ราเจรญิเป็นเสน้ใย จากนัน้เตมิเชือ้ราลงไปในดนิปนเป้ือนแคดเมยีมที่จะปลูกขา้วโดยเตมิลงไป 
2% v/v 

 
การเตรียมต้นกล้า 
  
 น าเมลด็พนัธุ์ขา้วพนัธุ์ สุพรรณบุร ี2   ใส่ถุงผ้าดบิแช่น ้าเป็นเวลา 24 ชัว่โมง แล้วหุ้ม
ขา้วด้วยกระสอบชุบน ้าคลุมเมล็ดพนัธุ์ และรดน ้าให้ชุ่มเป็นเวลา 2 วนั จนรากงอกออกมา        
5 มลิลเิมตร จากนัน้น าไปหวา่นในกระบะดนิที่เตรยีมไว ้(ดนิที่ไม่ปนเป้ือนแคดเมยีม) เมื่ออายุ
กลา้ ครบ 30 วนั  กจ็ะไดน้ าไปปลกูต่อไป 
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เตรียมดิน 
 
  เกบ็ตวัอยา่งดนิจากพืน้ทีท่ ีม่กีารเป้ือนแคดเมยีมจากดนินาทีบ่รเิวณเทศบาลต าบลแม่กุ 
อ าเภอแม่สอด  จงัหวดัตาก โดยวธิกีารแบบสุ่ม ที่ระดบัความลึก 0 - 30 เซนตเิมตร เป็น
ตวัอย่างรวม จากนัน้น าตวัอย่างดนิปนเป้ือน มาตากแดด 3 - 4 วนั  หลงัจากนัน้น าดนิมาทุบ
และร่อนดว้ยตะแกรงขนาด 117 ไมโครเมตร  
 
แผนงานวิจยั 
 

เตรยีมดนิทีป่นเป้ือนแคดเมยีมใส่ในกระถางทีม่ขีนาดเสน้ผ่านศนูยก์ลาง 21 เซนตเิมตร 
สงู 18 เซนตเิมตร ปรมิาณ 2,000 กรมั จากนัน้เตมิน ้าประปา 1,000 มลิลลิติร แลว้น าตน้กลา้ทีม่ ี
อาย ุ30 วนั จ านวน 6 ต้น ปลูกกระถางละ 6 ต้น จากนัน้ใส่เชื้อจุลนิทรยี์ 2% (v/v) ในกระถาง 
หลงัจากปลูกแล้วทุกๆ วนั เตมิน ้า 300  มลิลลิติรในแต่ละกระถางทดลอง  ซึ่งเงื่อนไขในการ
ทดลองในแต่ละกระถางการทดลองแตกต่างกนัม ี5 การทดลอง ดงันี้ 
  
กระถางการทดลองที ่1:  ดนิทีไ่ม่ปนเป้ือนแคดเมยีม  + ตน้กลา้ (Control soil) 
กระถางการทดลองที ่2:  ดนิทีป่นเป้ือนแคดเมยีม + ตน้กลา้ (Cd-soil) 
กระถางการทดลองที ่3:  ดนิทีป่นเป้ือนแคดเมยีม + เชื้อ Pseudomonas aeroginosa  2% v/v+   

ตน้กลา้ 
กระถางการทดลองที ่4:  ดนิทีป่นเป้ือนแคดเมยีม  + เชือ้ Bacillus subtilis  2% v/v + ตน้กลา้ 
กระถางการทดลองที ่5:  ดนิทีป่นเป้ือนแคดเมยีม  + Beauveria bassiana 2% v/v + ตน้กลา้ 
  
       *โดยแต่การทดลองมกีารทดลอง 3 ซ ้า 
 
การวิเคราะหป์ริมาณแคดเมียมในส่วนต่างๆ ของข้าว 
 
 เกบ็ตวัอยา่งส่วนต่างๆ ของตน้ขา้ว เช่น ราก ล าต้น เปลอืกและเมลด็ขา้ว หลงัจากเกบ็
เกีย่ว 90 วนั จากนัน้น าตวัอยา่งไปอบดว้ยตูอ้บ (oven) ทีอุ่ณหภมู ิ65 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 
72 ชัว่โมง และชัง่น ้าหนกั น ้าหนกัแห้ง และน าตวัอย่างไปบดให้ละเอยีดเพื่อน าไปวเิคราะห์หา
ปรมิาณแคดเมยีมในส่วนต่างของขา้ว ซึ่งการวเิคราะห์ปรมิาณแคดเมยีมในต้นขา้วจะน าส่วน
ต่างๆ ของต้นขา้วที่ต้องการวเิคราะห์ มาชัง่น ้าหนัก 0.2 กรมั จากนัน้ท าการย่อยด้วยกรด
กรดซลัฟูรกิ (H2SO4) และ กรดไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (H2O2) ในอตัราส่วน 1:1  (Harmon 
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and Lajtha, 1999)  และกรองด้วยกระดาษกรองเบอร์ 42  เพื่อน ามาวเิคราะห์หาปรมิาณ
แคดเมยีมที่เหลอือยู่โดยเครื่อง Atomic absorption spectrometer (AA - 6300,  Shimadsu)  
จากนัน้ค านวณหน่วยวดัเป็นมลิลกิรมัของแคดเมยีม/กโิลกรมัของน ้าหนกัแหง้ของขา้ว  
 
วิเคราะหห์าปริมาณแคดเมียมในดิน 
 

น าดนิมาอบด้วยตู้อบ (oven) ที่ อุณหภูม ิ65 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 72  ชัว่โมง
จากนัน้น ามาชัง่น ้าหนกัแหง้ 0.5 กรมั เพื่อน ามายอ่ยดว้ยดว้ยกรดไฮโดรคลอรกิ (HCl) และ กรด
ไนตรกิ (HNO3) ในอตัราส่วน 3: 1 (McGrath and Cunliffe,1985)  และกรองดว้ยกระดาษกรอง
เบอร์ 42   เพื่อน ามาวเิคราะห์หาปรมิาณแคดเมยีมที่เหลอือยู่ด้วยเครื่อง Atomic absorption 
spectrometer (AA - 6300,  Shimadsu) จากนัน้ค านวณหน่วยวดัเป็นมลิลกิรมัของแคดเมยีม/
กโิลกรมัของดนิ 

 
ศึกษาผลผลิตของข้าวในรปูน ้าหนักแห้งของข้าวหลงัเกบ็เก่ียว 
 
 หลงัเกบ็เกีย่ว 90 วนั น าตวัอยา่งของต้นขา้วในแต่ละกระถางมาอบด้วยตู้อบ (oven) ที ่
อุณหภูม ิ60 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 48 ชัว่โมง จากนัน้น ามาชัง่น ้าหนักแห้ง (dry weight) 
ของตน้ขา้วเพื่อเปรยีบเทยีบน ้าหนกัแหง้ของต้นขา้วเมื่อใช้ชนิดของจุลนิทรยีต่์างกนัในการเตมิ
ในดนิทีป่นเป้ือนแคดเมยีมในการปลกูขา้ว  
  
การวิเคราะหป์ริมาณแคลเซียมและแมกนีเซียมในข้าว 
 
 หลงัเกบ็เกีย่ว 90 วนั ชัง่น ้าหนกั 0.5 กรมัของราก ล าต้น เปลอืก และเมลด็ แล้วน ามา
อบทีตู่อ้บ (oven) ที ่อุณหภมู ิ65 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 48 ชัว่โมง จากนัน้น ามาเผาทีเ่ตาเผา
อุณหภมูสิงู (muffle furnace) 550 องศาเซลเซยีส จ านวน 4 วนั  เพื่อให้เป็นเถ้า (ash) จากนัน้
น าไปยอ่ยดว้ย 70% ไนตรกิ (HNO3 )  และ  30%  ไฮโดรเจนเปอรอ์อกไซด์ (H2O2) ที่อุณหภูม ิ  
65 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 2 ชัว่โมง (Cho et al., 2012 ; Chou, et al., 2011)  จากนัน้กรอง
ดว้ยกระดาษกรองเบอร ์42 เพื่อน ามาวเิคราะหห์าปรมิาณแคลเซยีมและแมกนีเซยีมที่มอียู่ด้วย
เครื่อง Atomic absorption spectrometer (AA-6300,  Shimadsu)   
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การวิเคราะหป์ริมาณซิลิกอนในข้าว 
 

 หลงัเก็บเกี่ยว 90 วนั ชัง่น ้าหนัก 0.5 กรมัของราก และล าต้น เพื่อน ามาอบในตู้อบที่
อุณหภมู ิ70 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 2 วนั จากนัน้น าตวัอยา่งมายอ่ยดว้ยกรดผสมของไนเตรกิ 
(HNO3 ) 3 ml ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (H2O2) 3 ml และไฮโดรเจนฟลูออไรด์  (HF) 2 ml 
จากนัน้มาเจอืจางดว้ย 4% กรดบอรกิ (boric acid) 100 ml (Ma et al., 2003) จากนัน้กรองด้วย
กระดาษกรองเบอร์ 42 เพื่อน ามาวเิคราะห์หาปรมิาณแคลเซียมและแมกนีเซยีมที่มีอยู่ด้วย
เครื่อง Atomic absorption spectrometer (AA - 6300,  Shimadsu)   
 

ศึกษาผลของระยะเวลาในการดดูซบัของสารละลายแคดเมียมด้วยเช้ือจลิุนทรยีใ์นระบบ
กะ (batch) 
 น าดนิที่ปนเป้ือนแคดเมยีม  200 กรมั ใส่น ้า 1000 มิลลิลติร และปรบัพีเอชให้ได้ 4 
จากนัน้น าไปเขา้เครื่องเขย่า (shaker ) ความเรว็รอบ 150 รอบต่อนาทเีป็นเวลา 12 ชัว่โมง 
จากนัน้น าส่วนใสกรองผ่านกระดาษกรองเบอร์ 4 (whatman No.4) ได้สารละลายแคดเมยีเพื่อ
น าไปใชศ้กึษาผลของเวลาในการดดูซบัแคดเมยีมโดยจุลนิทรยีต่์อไป 

  น าสารละลายแคดเมยีม 48 มลิลลิติร  (141 มลิลกิรมั/ลติร) ใส่ในขวดรูปชมพู่ปรมิาตร 
250 ml จากนัน้ใส่เชื้อจุลนิทรยี ์2 % v/v  แล้วน าไปเขย่าที่เครื่องเขย่า (shaker) ความเรว็รอบ 
150 รอบต่อนาท ี ทีอุ่ณหภมู ิ30 องศาเซลเซยีส จากนัน้เกบ็ตวัอยา่งๆ ทุกๆ 6 ชัว่โมง เป็นเวลา 
30 ชัว่โมง จากนัน้น าตวัอย่างที่เกบ็ไวไ้ปป ัน่เหวีย่ง (centrifuge) ที่ 14,800 รอบต่อนาท  ี เป็น
เวลา 5 นาทเีพื่อแยกส่วนทีเ่ป็นเซลลจ์ุลนิทรยีแ์ละส่วนใสออกจากกนั จากนัน้น าส่วนทีเ่ป็นเซลล์
ไปยอ่ยดว้ยกรดไนตรกิ 0.5 มลิลลิติร และน าส่วนใส (supernatant) ไปกรองด้วยกระดาษกรอง
เบอร ์42 หลงัจากนัน้น าเพื่อน ามาวเิคราะหค์วามเขม้ขน้ของแคดเมยีมทีม่อียู่ด้วยเครื่อง Atomic 
absorption spectrometer (AA - 6300,  Shimadsu)   นอกจากนี้พเีอชจะถูกวเิคราะห์ด้วย pH 
meter ทุก 6 ชัว่โมง 
 
ศึกษาศกัยภาพการละลายฟอสเฟตของจลิุนทรยี ์

การทดสอบประสิทธิภาพการละลายฟอสเฟต ท าโดยถ่ายเชื้อจุลินทรีย์จ านวน 1 
มลิลลิติร ใส่ลงในอาหารสูตร Pikovskaya’s medium ปรมิาตร 49 มลิลลิติร ที่บรรจุใน ขวดรูป
ชมพู่ขนาด 250 มลิลลิติร  จากนัน้น ามาเขย่าที่เครื่องเขย่า ที่ความเรว็ 150 รอบต่อนาท ีเป็น
เวลา 5 วนั จากนัน้น าส่วนใสมาป ัน่เหวีย่ง (centrifuge) ทีค่วามเรว็รอบ 10000 รอบต่อนาท ีเป็น
เวลา 15 นาท ี และเกบ็ตวัอย่างทุกๆ 8 ชัว่โมง เป็นเวลา 56 ชัว่โมง เพื่อวเิคราะห์ปริมาณ
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ฟอสฟอรสัที่ละลายน ้า (water soluble P) วธิ ีcolorimetric  (Fiske and Subbarow, 1925) 
นอกจากนี้การทดลองยงัสงัเกตเสน้ผ่านศนูยก์ลางวงใสของจุลนิทรยี ์
 

การศึกษาศกัยภาพการตรึงไนโตรเจนของจลิุนทรีย ์

 น าเชือ้จุลนิทรยี ์1 มลิลลิติร ลงในอาหารสูตร trypticase soy agar (TSA) 10 มลิลลิติร 
โดยบ่มเชือ้เชือ้ทีอุ่ณหภมู ิ37 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง  หลงัจากนัน้ถ่ายเชือ้จุลนิทรยี์
ลงในอาหารเหลวสูตร  nitrogen free medium ปรมิาตร 49 มลิลลิติร ที่บรรจุใน ขวดรูปชมพู่
ขนาด 250 มลิลลิติร  จากนัน้น ามาเขยา่ทีเ่ครื่องเขยา่ ทีค่วามเรว็ 150 รอบต่อนาท ีเป็นเวลา 48 
ชัว่โมง จากนัน้น าตวัอยา่ง 5  มลิลลิติรมาป ัน่เหวีย่ง (centrifuge) ทีค่วามเรว็รอบ 6000 รอบต่อ
นาท ีเป็นเวลา 15 นาท ีและเตมิ Nessler reagent 200 มลิลลิติร ทิง้ไว ้20 นาท ีจากนัน้วดัของ
เขม้ขน้ของแอมโมเนียมดว้ยเครื่องสเปกโตมเิตอร ์(spectrophotometer)  ที ่425 นาโนเมตร 
 
สถิติท่ีใช้ในการวิเคราะหข้์อมลู 
 

ท าการรายงานค่าเฉลี่ยและส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานโดยโปรแกรม SPSS เวอร์ช ัน่ 15 
โดย Descriptive statistical analysis และเปรยีบเทยีบความแปรปรวนของกลุ่มตวัอย่าง โดย 
ONE WAY ANOVA ทีร่ะดบัความเชื่อมัน่ 95% จ าแนกกลุ่มโดย Duncan multiple range test 

 
 


