
บทที ่3 

อปุกรณ์และวธีิการวจิัย 

 

อุปกรณ์ในการวจัิย 

 

ตัวอย่างดิน 

 ตวัอยา่งดินในพื้นท่ีการเกษตรท่ีใชส้ารไกลโฟเสท (ภาคผนวก ก) 

  - สวนลาํไย ตาํบลแม่สอย อาํเภอจอมทอง จงัหวดัเชียงใหม่  

  - สวนหอม ตาํบลแม่สอย อาํเภอจอมทอง จงัหวดัเชียงใหม่  

  - ไร่ขา้วโพด ตาํบลแม่สอย อาํเภอจอมทอง จงัหวดัเชียงใหม่  

   - สวนมะม่วง ตาํบลแม่สอย อาํเภอจอมทอง จงัหวดัเชียงใหม่  

  - สวนส้ม ตาํบลแม่สาว อาํเภอแม่อาย จงัหวดัเชียงใหม่  

  - ไร่มนัฝร่ัง ตาํบลสันทราย อาํเภอฝาง จงัหวดัเชียงใหม่  

 ตวัอยา่งดินในพื้นท่ีเกษตรท่ีไม่ใชส้ารเคมี 

  - สวนผกัอินทรีย ์ ตาํบลหนองแหยง่ อาํเภอสันทราย  จงัหวดัเชียงใหม่  

      

สารเคมี  

 1. TSB (tryptic soy both)  (Ajax Finechem, Australia) 

 2. วุน้ (agar)                    (Union Science, Thai) 

 3. โซเดียมคลอไรด ์(sodium chloride) (Ajax Finechem, Australia) 

 4. ไกลโฟเสท (glyphosate)  (Dr. Ehrenstorfer GmbH, Germany)  

(ภาพผนวก 13) 

 5. เมทานอล (methanol)  (Merck, Germany) 

 6. กลีเซอรอล (glycerol)  (Ajax Finechem, Australia) 

 7. เอทิลแอลกอฮอล์ (ethyl alcohol) (Union Science, Thai) 

 8. โซเดียมเฮกซะเมตาฟอสเฟต  (Sodium Hexametaphosphate)  

(Ajax Finechem, Australia) 
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สารเคมีย้อมสีแบบแกรม  

 ชุดยอ้มแกรม (Gram’s stain set) (Bio-Medical Laboratory, Thai) ประกอบดว้ย  

  1. คริสตลัไวโอเลต (crystal violet) 

  2. สารละลายไอโอดีน (iodine) 

  3. อะซิโตน แอลกอฮอล ์(acetone alcohol) 

  4. ซาฟรานิน (safranin-o) 

 

สารเคมีทีใ่ช้ในการจําแนกแบคทเีรีย โดยวธีิการหาลาํดับเบสของดีเอน็เอ ในส่วนของยนี 16S rRNA 

 1. ชุดสกดัดีเอ็นเอสาํเร็จรูป PureLinkTM  Genomic  DNA  Kit (Invitrogen, USA) 

 2. master mix (Qiagen, Germany) 

 3. 27F (forward primer) 5'AGAGTTTGATCMTGG CTCAG-3' (Operon,   

Germany) 

 4. 1522R (reverse primer) 5'- AAGGAGGTGATCCRCCGCA -3' (Operon, 

Germany) 

 5. ชุดทาํ PCR Product ใหบ้ริสุทธ์ิ GEL/PCR DNA Fragments Extraction Kit   

(Hiyield, Japan) 

 6. loading dye (Fermentas  LIFE SCIENCES, USA) 

 7. O’ GeneRulerTM 100 bp  DNA  Ladder  (Fermentas  LIFE SCIENCES, USA) 

 8. absolute ethanol (Merck, Germany) 

 9. agarose gel (Amresco, USA) 
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เคร่ืองมือ 

  1. incubator    บริษทั  Memmert รุ่น UM/SM 200 

 2. laminar air flow    บริษทั  Eis Flufrance 

 3. spectrophotometer   บริษทั  Genesys 

 4. autoclave     บริษทั  Sturdy รุ่น SA-300VL 

 5. hot air oven    บริษทั  Binder 

 6. กลอ้งจุลทรรศน์   บริษทั  Olympus  

 7. เคร่ืองชัง่สารทศนิยม 2 ตาํแหน่ง บริษทั  Mettler-Toledo รุ่น AG285 

 8. เคร่ืองชัง่สารทศนิยม 4 ตาํแหน่ง บริษทั  Swiss Quality รุ่น Precisa 62 A 

 9. incubator shaker   บริษทั  Scietific Promotion รุ่น E24/E24R 

 10. centrifuge    บริษทั  Hettich รุ่น EBA 12R 

 11. microcentrifuge   บริษทั  Harmony รุ่น MCF-1350 

 12. deep freezer   บริษทั  Sanyo 

 13. PCR sprint thermal cycler  บริษทั  Thermal Hybrid รุ่น Sprint 

 14. transluminator   บริษทั  Bio-red  

 15. fume hood    บริษทั Pro Lab รุ่น 2000 

 16. microwave    บริษทั  LG 

 17. global positioning system (GPS) บริษทั GARMIN รุ่น eTrex Legend HCx 

 18. soil dispersion cups  บริษทั Hamilton Beach 

 18. high performance liquid  chromatography (HPLC)  

บริษทั Agilent Technologies รุ่น Agilent 1100 
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อุปกรณ์อื่นๆ 

 1. หลอดทดลอง (test tube) 

 2. ขวดรูปชมพู ่(flask) 

 3. บิกเกอร์ (beaker) 

 4. จานเพาะเช้ือ (plate)  

 5. แท่งแกว้เกล่ียเช้ือ (spreader) 

 6. กระบอกตวง (cylinder) 

 7. ขวดปรับปริมาตร (volumetric flask) 

 8. ปิเปต (pipette) 

 9. ไมโครปิเปต (micropipette)  

 10. ห่วงถ่ายเช้ือ (loop) 

 11. ขวดแกว้ดูแรน (duran) 

 12. ขวดไวแอล (vial tube) 

 13. หลอดป่ันเหวีย่ง (centrifuge tube) 

 14. แท่งแกว้คนสาร (stirring rod) 

 15. กระดาษกรอง (filter papers) 

 16. ไนลอน ไซลิงคฟิ์วเตอร์ (nylon syringe filter) 

 17. เขม็ฉีดยา (syringe) 

 18. แผน่สไลด ์(slide)  

 19. ตะเกียงแอลกอฮอล ์(alcohol burner)  

 20. ไมบ้รรทดั (ruler) 

 21. พลัว่ขดุดิน (spades) 
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แนวทางการดําเนินงานวจัิย 

 

 ในการทดลองเป็นการยอ่ยสลายสารไกลโฟเสททางชีวภาพของแบคทีเรีย 

ท่ีแยกไดจ้ากดินในพื้นท่ีเพาะปลูก  โดยมีขั้นตอนการศึกษาวจิยัแสดงดงัภาพ  5 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพ 5 ขั้นตอนในการศึกษาวิจยั 

การคดัแยกแบคทีเรียท่ีสามารถยอ่ยสลายสารไกลโฟเสท 

 

การทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรียในการยอ่ยสลาย 

สารไกลโฟเสทในระดบัห้องปฏิบติัการ 

การจาํแนกชนิดหรือสายพนัธ์ุของแบคทีเรีย  

การทดสอบประสิทธิภาพการยอ่ยสลายสารไกลโฟเสทในดิน 

 

การศึกษาลกัษณะทางสัณฐานวทิยาของแบคทีเรีย 

 

การเขียนรายงานสรุปผลการทดลอง 

คดัเลือกแบคทีเรียท่ีมีประสิทธิภาพในการยอ่ยสลายสารไกลโฟเสท 

เก็บตวัอยา่งดินท่ีมีประวติัการใชส้ารไกลโฟเสทในการกาํจดัวชัพืช 
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จากแผนภาพข้ันตอนในการศึกษาวจัิยสามารถอธิบายข้ันตอนในการวจัิยโดยละเอยีดได้ดังนี ้

1. การเกบ็ตัวอย่างดิน 

 เก็บตวัอยา่งดินจากบริเวณพื้นท่ีแปลงเพาะปลูกซ่ึงมีประวติัการใชส้ารไกลโฟเสท 

โดยใช้พลั่วขุดหลุมลึกระดบั 0-15 เซนติเมตร ซ่ึงเป็นความลึกระดับไถพรวน เก็บดินใส่ถุงเก็บ

ตวัอยา่งเพื่อนาํไปใชใ้นการคดัเลือกแบคทีเรียท่ีสามารถยอ่ยสลายสารไกลโฟเสท ตรวจวดัพิกดัเพื่อ

เก็บขอ้มูลชุดดินดว้ยเคร่ืองหาพิกดัดว้ยสัญญาณดาวเทียม (GPS) 

 

2. การคัดแยกเช้ือแบคทเีรีย 

 นาํตวัอย่างดิน 1 กรัม เติมลงไปในสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ความเขม้ขน้ 

0.85 เปอร์เซ็นต ์ปริมาตร 9 มิลลิลิตร ซ่ึงผา่นการทาํให้ปราศจากเช้ือแลว้มาทาํการเจือจางเป็นลาํดบั

ส่วน (serial dilution) คร้ังละ 10 เท่า จากนั้นเลือกระดบัการเจือจางท่ีเหมาะสม 3 ระดบั คือ 10-4 10-5 

และ 10-6 แลว้นาํมาแยกเช้ือโดยการเกล่ียเช้ือบนอาหารแข็ง tryptic soy agar (TSA) ท่ีมีสารไกลโฟ-

เสทความเขม้ขน้ 20 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม เป็นองค์ประกอบ บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็น

เวลา 24 ชัว่โมง ทาํการคดัเลือกโคโลนีท่ีสามารถเจริญไดแ้ละทาํให้บริสุทธ์ิโดยเทคนิค cross streak 

บนผวิอาหารแขง็ TSA เก็บเช้ือบริสุทธ์ิในอาหารแข็งวุน้เอียง (slant agar) และอีกส่วนนาํไปเล้ียงใน

อาหารเหลว tryptic soy broth (TSB) บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากนั้น

ดูดใส่หลอดเก็บเช้ือท่ีมีสารละลายกลีเซอรอล ความเข้มข้น 20 เปอร์เซ็นต์ นาํไปเก็บในตู้แช่

อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส 

 

3. การศึกษาลกัษณะทางสัณฐานวทิยาของแบคทเีรียทีค่ัดเลอืก 

 นาํแบคทีเรียท่ีคดัแยกได้ในเบ้ืองต้นมาศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาโดยนํา

แบคทีเรียท่ีเก็บไวใ้นสารละลายกลีเซอรอลมาเล้ียงในอาหารเหลว tryptic soy broth (TSB) ปริมาตร 

5 มิลลิลิตร นาํไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากนั้นนาํแบคทีเรียท่ีเจริญ

ในอาหารไปขีด (streak) บนอาหารแข็ง tryptic soy agar (TSA)  แลว้บ่มท่ีอุณหภูมิ  37 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากนั้นทาํการยอ้มสีแบบแกรม (Gram’s staining) แลว้นาํไปส่องดูใต้

กล้องจุลทรรศน์กาํลังขยายสูงสุด ทาํการศึกษารูปร่าง การจดัเรียงตัว และการติดสีแกรมของ

แบคทีเรีย 
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4. การทดสอบประสิทธิภาพการย่อยสลายสารไกลโฟเสทในระดับห้องปฏิบัติการ  

 นาํแบคทีเรียท่ีคดัแยกไดเ้ล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือ tryptic soy broth (TSB) ปริมาตร 

50 มิลลิลิตร ท่ีมีสารไกลโฟเสทความเขม้ขน้ 20 มิลลิกรัมต่อลิตร เป็นองคป์ระกอบแลว้นาํไปเขยา่

บน shaker เขยา่ท่ีความเร็วรอบ 150 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ทาํการเก็บตวัอยา่งท่ี 

5 และ 10 วนั นาํตวัอยา่งท่ีเก็บมากรองผา่น filter  ขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลางของรู 0.45ไมโครเมตร 

ใส่ขวด vial ปิดฝาใหส้นิท จากนั้นทาํการทดสอบความเขม้ขน้ของสารไกลโฟเสทท่ีเหลือดว้ยเคร่ือง 

high performance liquid chromatography (HPLC) รุ่น agilent 1100 (ภาคผนวก ข) โดยเตรียม

สารละลายไกลโฟเสทมาตรฐานความเขม้ขน้ 0.05 0.5 5 10 20 40 และ 80 มิลลิกรัมต่อลิตร (ตาราง

ผนวก 5) เพื่อสร้างกราฟมาตรฐานของสารละลายไกลโฟเสท (ภาพผนวก 12) ซ่ึงกาํหนดสภาวะท่ี

เหมาะสมดงัตาราง 5  

 จากนั้นนําข้อมูลท่ีได้ทั้งหมดมาวิเคราะห์ความแตกต่างทางสถิติ Analysis of  

Variance (ANOVA) และวิเคราะห์ความแตกต่างระหวา่งค่าเฉล่ียโดยวิธี Duncan’s multiple range 

test  ดว้ยโปรแกรม SPSS Ver. 11.5 จากนั้นทาํการคดัเลือกแบคทีเรียท่ีมีประสิทธิภาพในการยอ่ย

สลายสารไกลโฟเสทไดดี้ท่ีสุด 3 ไอโซเลท เพื่อนาํไปใชใ้นการทดลองขั้นตอนการศึกษาอตัราการ

เจริญของแบคทีเรีย และการทดสอบประสิทธิภาพการยอ่ยสลายสารไกลโฟเสทในดิน 

 

ตาราง 5 การวเิคราะห์สารไกลโฟเสทโดยใชเ้ทคนิคโครมาโตรกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง 

 

ตวัแปร สภาวะท่ีเหมาะสม 

1. คอลมัน์  C18 (4.6mm x 150mm, 5µm) 

2. ประเภทของเคร่ืองตรวจวดั  diode array detector (DAD) 

3. ความยาวคล่ืนท่ีตรวจวดั 195 นาโนเมตร 

4. ปริมาตรของสารท่ีฉีดเขา้เคร่ือง 20 ไมโครลิตร 

5. สัดส่วนเฟสเคล่ือนท่ี นํ้าปราศจากไอออน (deionized water)   

6. อตัราการไหล 1 มิลลิลิตร/นาที 

7. ระยะเวลาการวเิคราะห์ตั้งตน้ 6 นาที 

 

ท่ีมา: Lynn and David  (1996) 
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5. การจําแนกชนิดเช้ือแบคทเีรียโดยการหาลาํดับเบส 16S rRNA  

 5.1 การสกดัดีเอน็เอของเช้ือแบคทีเรีย  

 นาํเช้ือบริสุทธ์ิเพาะเล้ียงในอาหารเหลวสูตร tryptic soy broth  (TSB) แลว้นาํไป

บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นแยกเซลล์แบคทีเรียออกจากอาหาร 

TSB โดยการนาํไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที เซลล์แบคทีเรีย

จะตกตะกอนอยู่ท่ีกน้หลอด eppendorf  ทาํการสกดัดีเอ็นเอของเช้ือแบคทีเรียดว้ยชุดสกดัดีเอ็นเอ

สาํเร็จรูป PureLinkTM  Genomic  DNA  Kit (Invitrogen, USA) ตามขั้นตอนดงัน้ี 

 เติม lysozyme digestion buffer ปริมาตร 180 ไมโครลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที  เติม proteinase K  ปริมาตร  20 ไมโครลิตร แลว้เขยา่ให้เขา้กนัดว้ย 

vortex  เติม PureLinkTM  genomic lysis/binding  buffer  ปริมาตร 200 ไมโครลิตร เขยา่ให้เขา้กนั

ดว้ย vortex  จากนั้นนาํไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที เติม ethanol ความ

เขม้ขน้ 96-100 เปอร์เซ็นต ์ ปริมาตร 200 ไมโครลิตร เขยา่ให้เขา้กนัดว้ย vortex  เป็นเวลา  5 วินาที 

จากนั้นยา้ยมาใส่ในหลอด spin column แลว้ป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 

1 นาที ลา้งดีเอ็นเอดว้ยการเติม wash buffer 1 ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 

10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที  เติม wash buffer 2 ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ป่ันเหวี่ยงท่ี

ความเร็วรอบ 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 3 นาที ชะดีเอ็นเอดว้ยการเติม PureLinkTM  genomic  

elution  buffer  ปริมาตร 50 ไมโครลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 1 นาที ป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว

รอบ 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที  จากนั้นนาํดีเอน็เอทั้งหมดท่ีไดม้าเพิ่มปริมาณดว้ยเทคนิค 

PCR (polymerase chain reaction) 

 5.2 การเพิ่มปริมาณดีเอน็เอดว้ยเทคนิค PCR (polymerase chain reaction)   

นาํดีเอ็นเอทั้งหมดของเช้ือแบคทีเรียมาเพิ่มปริมาณดว้ยเทคนิค PCR ด้วยเคร่ือง 

PCR Mastercycler  Personal โดยใช ้primer คือ  27F (5'AGAGTTTGATCMTGG CTCAG-3') และ

1522R (5'- AAGGAGGTGATCCRCCGCA -3') ทาํการเตรียมปฏิกิริยาสําหรับการทาํ PCR โดย

ปริมาตรทั้งหมดเท่ากบั  50 ไมโครลิตร ซ่ึงในแต่ละปฏิกิริยาประกอบดว้ย 

นํ้าปราศจากไอออน (deionized water)       ปริมาตร 12 ไมโครลิตร  

27F primer (ความเขม้ขน้ 10 พิโกโมล/ไมโครลิตร)   ปริมาตร 4 ไมโครลิตร  

1522R primer (ความเขม้ขน้ 10 พิโกโมล/ไมโครลิตร)   ปริมาตร 4 ไมโครลิตร 

ดีเอ็นเอแม่พิมพ ์(genomic DNA)      ปริมาตร 5 ไมโครลิตร  

PCR master mix        ปริมาตร 25 ไมโครลิตร  
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ผสมส่วนประกอบต่างๆ ในแต่ละปฏิกิริยาให้เขา้กนั จากนั้นทาํการเพิ่มปริมาณโดย

ใชเ้คร่ือง PCR sprint thermal cycler โดยปฏิกิริยาท่ีใชมี้รายละเอียดของอุณหภูมิต่างๆ ในแต่ละรอบ

ดงัน้ี ระยะท่ี 1 pre-denaturing ท่ีอุณหภูมิ   95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที ระยะท่ี 2 denaturing 

ท่ีอุณหภูมิ  95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที  ระยะท่ี 3 annealing ท่ี อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 1นาที ระยะท่ี 4 extension ท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที ทาํซํ้ าจากระยะท่ี 

2 ถึง 4 จาํนวน 25 รอบ สุดทา้ยเป็นระยะ final extension ท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 

นาที   

  จากนั้นนาํ PCR product ท่ีไดม้าตรวจสอบขนาดของ DNA ภายใตส้นามไฟฟ้าโดย

ผา่นตวักลางชนิดวุน้ (agarose gel electrophoresis) ซ่ึงมีขั้นตอนดงัน้ี เตรียม agarose gel ความ

เขม้ขน้ 1.5 เปอร์เซ็นต ์เติม gel star 1 ไมโครลิตรต่อ agarose gel 10 มิลลิลิตร จากนั้นนาํเจลมาเทใน 

apparatus รอให้เจลแข็งตวัดีแลว้นาํเจลท่ีไดไ้ปวางในเคร่ือง run gel เท 1x TAE buffer ลงไปให้

ท่วมเจลเตรียมตวัอยา่ง DNA ปริมาตร 5 ไมโครลิตร ผสมกบั loadind dye ปริมาตร 2 ไมโครลิตร 

แลว้นาํไปหยดลงหลุมบนเจลโดยมี DNA marker อยูใ่นหลุมท่ีหน่ึงซ่ึงใช ้DNA marker ปริมาตร 1 

ไมโครลิตร ผสมกบันํ้ าปลอดเช้ือปริมาตร 4 ไมโครลิตร และ loadind dye ปริมาตร 2 ไมโครลิตร 

จากนั้นปิดฝาเคร่ืองแลว้ตั้งค่ากระแสไฟฟ้า 100 โวลต ์เป็นเวลา 30 นาที นาํเจลไปส่องดูแถบดีเอ็นเอ

ภายใตแ้สง UV ดว้ยเคร่ือง transluminator ทาํให้สังเกตเห็นแถบของดีเอ็นเอปรากฏข้ึน จากนั้นนาํ 

PCR product ของช้ินส่วน 16S rRNA ท่ีไดม้าทาํใหบ้ริสุทธ์ิ 

 5.3 การทาํ PCR product ใหบ้ริสุทธ์ิ  

 นาํ PCR product ของช้ินส่วน 16S rDNA ท่ีไดม้าทาํให้บริสุทธ์ิดว้ยชุด GEL/PCR 

DNA Fragments Extraction Kit (Hiyield, Japan) ตามขั้นตอนดงัน้ี นาํ PCR product ใส่ลงไปใน

หลอด microcentrifuge  เติม DF buffer ปริมาตร 500 ไมโครลิตร เขยา่ให้เขา้กนัดว้ย vortex บ่มท่ี

อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10-15 นาที แลว้ทาํการกลบัหลอดไปมาทุกๆ 2-3 นาที เอา DF 

column ใส่ลงใน collection tube นาํตวัอยา่งใส่ลงใน DF column นาํไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 

10,000  รอบต่อนาที เป็นเวลา 30 วินาที เทของเหลวทิ้งแล้วเติม wash buffer ปริมาตร 500 

ไมโครลิตร ป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา  30 วินาที เทของเหลวทิ้งแลว้

นาํไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 2 นาที จากนั้นเติมelution buffer 

ปริมาตร 30 ไมโครลิตร ทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 2 นาที ป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็วสูงสุด เป็นเวลา 

2 นาที เก็บดีเอ็นเอท่ีบริสุทธ์ิแลว้ใน eppendorf  และนาํไปเก็บไวท่ี้ -20 องศาเซลเซียส เพื่อนาํไป

วเิคราะห์ลาํดบัเบสต่อไป  
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 5.4 การจาํแนกชนิดของเช้ือแบคทีเรียโดยการหาลาํดบัเบสในส่วนของยนี 16S 

rRNA  

 นาํดีเอ็นเอท่ีบริสุทธ์ิแลว้มาวิเคราะห์หาลาํดบัเบสในส่วนของยีน 16S rRNA โดย

ในการวิจยัคร้ังน้ีไดจ้ดัส่งไปหาลาํดบัเบสท่ีบริษทั First BASE Laboratories ณ ประเทศมาเลเซีย 

แลว้นาํลาํดบัเบสท่ีไดไ้ปเปรียบเทียบกบัฐานขอ้มูล โดยใช้โปรแกรม BLAST ของ The National 

Center for Biotechnology Information (NCBI) (http:// www.ncbi.nlm.nih.gov) เพื่อระบุสายพนัธ์ุ

ของเช้ือแบคทีเรีย 

 

6. ทดสอบประสิทธิภาพการย่อยสลายสารไกลโฟเสทในดินด้วยแบคทีเรีย  

 6.1 ทดสอบประสิทธิภาพการยอ่ยสลายสารไกลโฟเสทในดิน 

 นาํดินท่ีใช้ในการทดสอบไปฆ่าเช้ือด้วยหมอ้น่ึงความดันไอนํ้ า ท่ีอุณหภูมิ 121 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที ความดนั 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิว จากนั้นนาํดินท่ีผา่นการฆ่าเช้ือ

ปริมาตร 500 กรัม ใส่ลงในถังพลาสติกแล้วเติมสารไกลโฟเสทปริมาตร 100 มิลลิลิตร ในดิน

คลุกเคลา้ผสมใหเ้ขา้กนัโดยใหดิ้นมีการปนเป้ือนของสารไกลโฟเสทท่ีความเขม้ขน้ 20 มิลลิกรัมต่อ

กิโลกรัม แลว้เติมเช้ือท่ีคดัเลือกซ่ึงท่ีมีอตัราการเจริญ 108 CFU/ml ปริมาตร 25 มิลลิลิตร ในดินผสม

ใหเ้ขา้กนัตั้งทิ้งไวใ้นอุณหภูมิหอ้ง เก็บตวัอยา่งดินตั้งแต่ 0-10 วนั 

 วางแผนการทดลองแบบสุ่มสมบูรณ์ completely randomized design (CRD) แต่ละ

ชุดการทดลองทาํ 3 ซํ้ า  

 ชุดการทดลองท่ี  1 ดินเติมสารไกลโฟเสท (control) 

 ชุดการทดลองท่ี  2 ดินเติมสารไกลโฟเสทและเช้ือไอโซเลท 1 

 ชุดการทดลองท่ี  3 ดินเติมสารไกลโฟเสทและเช้ือไอโซเลท 2 

 ชุดการทดลองท่ี  4 ดินเติมสารไกลโฟเสทและเช้ือไอโซเลท 3 

 ชุดการทดลองท่ี  5 ดินเติมสารไกลโฟเสทและเช้ือผสม (MIX) 

   

 7.2 วธีิการสกดัสารไกลโฟทในดินเพื่อวเิคราะห์ดว้ยเคร่ือง HPLC  

 เก็บตวัอยา่งดินมา 3 กรัม ใส่ลงในขวดรูปชมพู่ท่ีทาํการฆ่าเช้ือแลว้  เติมเมทานอล

ความเขม้ขน้ 100 เปอร์เซ็นต ์ปริมาตร 20 มิลลิลิตร จากนั้นนาํไปเขยา่ดว้ยเคร่ือง shaker ท่ีความเร็ว

รอบ 150  รอบต่อนาที เป็นเวลา 24 ชัว่โมง เม่ือครบกาํหนดระยะเวลา 24 ชัว่โมง ให้ยา้ยลงในหลอด 

centrifuge  แลว้นาํไปป่ันเหวีย่งท่ีความเร็วรอบ  5000  รอบต่อนาที เป็นเวลา  15 นาที ดูดส่วนใสมา  

1.5  มิลลิลิตร กรองผา่น filter  ขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลางของรู 0.45ไมโครเมตร  ใส่ขวด vial ปิดฝา
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ให้สนิท (Carl and Moye 1988; Sailaja and Satyaprasad, 2006) จากนั้นนาํไปวิเคราะห์หาความ

เขม้ขน้ของสารไกลโฟเสทท่ีเหลือดว้ยเคร่ือง high  performance  liquid chromatography (HPLC) 

รุ่น agilent 1100 (ภาพผนวก 14) โดยกาํหนดสภาวะท่ีเหมาะสม (ตาราง 5) 

 

8. การวเิคราะห์ข้อมูลทางสถิติ 

 วิเคราะห์ความแตกต่างทางสถิติ Analysis of  Variance (ANOVA) และวิเคราะห์

ความแตกต่างระหว่างค่าเฉล่ียโดยวิธี Duncan’s multiple range test  ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95 

เปอร์เซ็นต ์ดว้ยโปรแกรม SPSS Ver. 11.5 


