
บทท่ี 3 
วิธีการด าเนินการวิจัย 

 
การวิจัยประกอบด้วยงานหลัก 2 งานคือ  
3.1  การศึกษาระยะยาวของอิทธิพลของการใส่สารอินทรีย์ต่างคุณภาพต่อการเปลี่ยนแปลง

และการสะสมอินทรียวัตถุในดินทราย ในรายงานปีนี้จะประกอบด้วย 
3.1.1   การเตรียมสารอินทรีย์และใส่สารอินทรีย์ต่างคุณภาพในรอบปีที่ 18 เพ่ือ

รักษางานทดลองอินทรียวัตถุระยะยาวไว้ 
3.1.2   การศึกษาการเปลี่ยนรูปของอินทรียวัตถุที่ละลายน้้า (DOM) ทีไ่ด้รับอิทธิพล

จากคุณภาพสารอินทรีย์ 
3.1.3   การสร้างแบบจ้าลอง (modeling of SOM data) เพ่ือศึกษาการสลายตัว

และการสะสมอินทรียวัตถุหลังการใส่สารอินทรีย์อย่างต่อเนื่องระยะยาวในดินทราย 
3.1.4   การวิเคราะห์ข้อมูลจากการทดลองการศึกษากิจกรรมและชนิดประชากร

จุลินทรีย์ที่ท้าการย่อยสลายสารอินทรีย์ต่างคุณภาพจากดินการทดลองระยะยาว  
3.2   การศึกษาอิทธิพลของการใช้ที่ดินในระบบการท้าฟาร์มในพ้ืนที่ลูกคลื่นลอนลาดต่อการ

เก็บกักและการเคลื่อนย้ายคาร์บอน ซ่ึงเป็นการศึกษาวิธีการแยกถ่านและทดสอบวิธีการวิเคราะห์
คาร์บอนในถ่านที่ระดับความลึกต่างๆ ของดินในแต่ล่ะการใช้ที่ดิน 

 
3.1  การศึกษาระยะยาวของอิทธิพลของการใส่สารอินทรีย์ต่างคุณภาพต่อการเปล่ียนแปลงและ             

การสะสมอินทรียวัตถุในดินทราย 
 

3.1.1  การเตรียมสารอินทรีย์และใส่สารอินทรีย์ต่างคุณภาพในรอบปีท่ี 18 
ในการด้าเนินการศึกษาระยะยาวของอิทธิพลของการใส่สารอินทรีย์ต่างคุณภาพต่อการเปลี่ยนแปลง

และการสะสมอินทรียวัตถุในดินทราย ซ่ึงเริ่มใส่สารอินทรีย์ต่างคุณภาพหรือองค์ประกอบทางเคมีต่างกัน
มาต้ังแต่ปี 2538 และท้าการใส่สารอินทรีย์ที่มีคุณภาพต่างกันนี้ปีละครั้ง ทุกปี ในช่วงระหว่างปลาย
เดือนเมษายนถึงต้นเดือนพฤษภาคมของทุกปี ทีส่ถานีทดลองที่ส้านักงานเกษตรและสหกรณ์จังหวัด
ขอนแก่น ต. ท่าพระ อ.เมือง จ.ขอนแก่น ซ่ึงเป็นดินทรายชุดโคราช (Kt series, Oxic Paleustults) เป็น
ตัวแทนของดินเนื้อทรายร่วนในภาคตะวันออกเฉียงเหนือ โดยปีที่ 18 ใส่สารอินทรีย์เม่ือวันที่ 1 พฤษภาคม 
พ.ศ. 2555 (ภาพผนวกที ่1) 

กรรมวิธีการทดลองมีทั้งหมด 6 กรรมวิธี (ตารางที่ 3.1) ซากถั่วลิสง (groundnut stover) ซ่ึง
จัดว่ามีคุณภาพสูง กล่าวคือ มีไนโตรเจนสูง แต่มีลิกนินและโพลีฟีนอลส์ต้่า, ใบ+ก้านมะขามร่วง (tamarind) 
จัดว่ามีคุณภาพปานกลาง (มีไนโตรเจน ลิกนินและโพลีฟีนอลส์ปานกลาง), ใบพลวงร่วง(dipterocarp) 
จัดว่ามีคุณภาพต้่า (มีไนโตรเจนต้่า แต่มีลิกนินและโพลีฟีนอลส์สูง) และฟางข้าว (rice straw) ซ่ึงมีคุณภาพ
ที่แตกต่างออกไป กล่าวคือ มีองค์ประกอบทั้งสามต้่า แต่มีเซลลูโลสสูงที่สุด  สารอินทรีย์ที่ใช้เหล่านี้หา
ได้ในท้องถิ่น โดยจะท้าการเก็บใบพลวงและใบ (+ก้าน) มะขามที่ร่วงหล่นตามฤดูกาล ส่วนฟางข้าว และ
ซากถั่วลิสงได้จากเศษเหลือหลังการเก็บเก่ียวผลผลิต น้ามาตากแห้งแล้วสับเป็นท่อนเล็กๆ ให้มีขนาด 
5-10 เซนติเมตร ส่วนใบพลวงร่วงจะใช้เฉพาะใบที่ร่วงหล่นจากต้นใหม่ น้ามาตัดให้มีขนาดสี่ เหลี่ยม 
กว้างxยาว เท่ากับ 3x5 เซนติเมตร สุ่มตัวอย่างสารอินทรีย์วิเคราะห์หาเปอร์เซ็นต์ความชื้น เพ่ือน้ามา
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ค้านวณน้้าหนักแห้งที่แท้จริงของสารอินทรีย์ที่จะใส่ในแปลงทดลอง ส่วนหนึ่งเก็บไว้เพ่ือวิเคราะห์หา
องค์ประกอบทางเคมีต่อไป น้าเอาสารอินทรีย์ที่เตรียมไว้ใส่ในแปลงทดลองตามกรรมวิธีการทดลอง 
โดยโรยบนหน้าดินอย่างสม้่าเสมอทั่วพ้ืนที่แปลงแล้วสับกลบสารอินทรีย์ลึกจากผิวดินประมาณ 15 
เซนติเมตร (ภาพผนวกที ่1) 

 ก้าจัดวัชพืช ทุกๆ  2 เดือน (ยกเว้น ในฤดูฝนซ่ึงมีปริมาณการเจริญเติบโตของวัชพืชสูงมาก 
จ้าเป็นต้องก้าจัดวัชพืชทุกๆ เดือน) 

วางแผนการทดลองแบบ Randomized Complete Block Design (RCBD) เนื่องจากแปลง
มีสภาพลาดเอียงเล็กน้อย มี 6 กรรมวิธี (ตารางที่ 3.1) จ้านวน 3 ซ้้า รวมทั้งหมด 18 แปลงทดลอง ท้า
การก้าจัดวัชพืชในแปลงทดลองก่อนการใส่สารอินทรีย์ วัดขนาดและขึงเชือกรอบแปลงทดลองขนาด 
4x4 เมตร และมีพ้ืนที่ส้าหรับเก็บตัวอย่างดินอยู่ตรงกลางแปลงทดลองโดยมีขนาดเท่ากับ 2x2 เมตร  

 
ตารางท่ี 3.1 กรรมวิธีทดลองของการทดลองภาคสนามในสถานีทดลอง 

กรรมวิธีทดลอง การทดลองสภาพไร่ 
อัตรา 

(ตัน นน. แห้ง ต่อเฮกตาร์ ต่อปี) 
1 ไม่ใส่สารอินทรีย์  0 
2 ฟางข้าว  10 
3 ซากถั่วลิสง  10 
4 ฟางข้าว + ซากถั่วลิสง 10+10 
5 ใบพลวงร่วง (Dipterocarpus tuberculatus) 10 
6 ใบ+ก้านมะขามร่วง (Tamarindus indica) 10 
 

            

3.1.2  การทดลองเพ่ือศึกษาการเปล่ียนรูปของอินทรียวัตถุท่ีละลายน  า  (DOM) ท่ีได้รับ
อิทธิพลจากคุณภาพสารอินทรีย์ 

 
3.1.2.1 ดินและลักษณะหน้าตัดดินท่ีศึกษา  
ดินที่ใช้ในการทดลองระยะยาว เป็นดินชุดโคราช  (Khorat series: isohyperthermic, 

Typic (Oxyaquic) Kandiustults) ลักษณะหน้าตัดดินดังแสดงในตารางที่ 3.2 และลักษณะสภาพภูมิอากาศ
ในช่วงของการเก็บตัวอย่างดินในปี 2550 แสดงในภาพที่ 3.1 
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ตารางท่ี 3.2  ลักษณะหน้าตัดดินของชุดดินโคราชที่ใช้ศึกษา 
 

Soil depths 
(cm) 

Horizons Soil texture Color Mottle pH 

0-23 Ap Loamy sand 10 YR 7/4 - 5.5 
23-34 E1 Loamy sand 10 YR 5/3 - 5.5 
34-53 E2 Sandy loam 10 YR 5/4 - 5.0 
53-75 Bt1 Sandy clay loam 10 YR 6/4 - 5.5 
75-150 Bt2 Sandy clay loam 10 YR 6/6 10 YR 6/8 5.5 

 

แหล่งท่ีมา:  Puttaso (2011) 
 
   

  
 
ภาพท่ี 3.1   สภาพภูมิอากาศ ปริมาณน้้าฝนรายสัปดาห์  และอุณหภูมิเฉลี่ยรายสัปดาห์ ในการศึกษา  

รอบปีที่ 13 หลังจากการใส่สารอินทรีย์ต่างคุณภาพ  
 

3.1.2.2  รูปแบบการทดลองและการเก็บตัวอย่างดิน 
 ท้าการเก็บตัวอย่างดินจากการทดลองระยะยาวเป็นปีที่ 13 ของการใส่สารอินทรีย์

ต่างคุณภาพ โดยแปลงที่เป็นหน่วยทดลองมีขนาด 4x4 ตารางเมตร และมีกรรมวิธีทดลองซ่ึงเป็นสารอินทรีย์
ต่างคุณภาพ 6 กรรมวิธี (แสดงในตาราง 3.1) รายละเอียดวิธีการเตรียมสารอินทรีย์แต่ละชนิด และวิธีการ
ใส่สารอินทรีย์ลงไปในแปลงทดลองได้กล่าวไว้แล้วในหัวข้อ 3.1.1 (การเตรียมสารอินทรีย์และใส่สารอินทรีย์
ต่างคุณภาพในรอบปีที่ 18)  
  เก็บตัวอย่างดิน 6 ครั้ง ได้แก่ ก่อนใส่สารอินทรีย์ (สัปดาห์ที่  0) และที่ 2, 4, 8, 16, 
และ 52 สัปดาห์หลังใส่สารอินทรีย์ โดยเก็บจาก 2 ต้าแหน่งในแปลงทดลอง (ภาพที่ 3.2) เก็บที่ความ



32 
 

ลึกดินต่อไปนี้ 0-15, 15-30, 30-60, 60-80 และ 80-100 เซนติเมตร น้าตัวอย่างดินมาสกัดด้วยน้้ากลั่น 
ในอัตราส่วนดิน:น้้า = 1:5 เพ่ือสกัดอินทรีย์คาร์บอนส่วนที่ละลายน้้า (water soluble organic carbon) 
ซ่ึงจะเรียกในที่นี้ว่า คาร์บอนส่วนที่ละลายได้ (dissolved organic C – DOC)  วิเคราะห์หาความ
เข้มข้นของ DOC ในสารสกัดโดยใช้เครื่อง TOC analyzer Shimadzu 5000A (ภาพผนวกที่ 2) 

 
ภาพท่ี 3.2  แผนผังการเก็บตัวอย่างดิน 
 
  3.1.2.3  การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ 
  วิเคราะห์ความแปรปรวน (analysis of variance-ANOVA) ของทุกตัวชี้วัดที่ ศึกษา 
ตามแผนการทดลองแบบ RCBD  ท้าการเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยโดยใช้ค่าสถิติที่ เหมาะสมได้แก่ Least 
Significant Difference (LSD) และ Standard Error of the Difference (SED) รวมทั้งค่าเบี่ยงเบน
มาตรฐาน (standard deviation–SD) ใช้โปรแกรมทางสถิติได้แก่ Statistix 8.0 (Analytical Software, 
2003) 
 
 

3.1.3  การสร้างแบบจ าลอง (modeling of SOM data) เพ่ือศึกษาการสลายตัวและ
การสะสมอินทรียวัตถุหลังการใส่สารอินทรีย์อย่างต่อเน่ืองระยะยาวในดินทราย 

 
3.1.3.1  การได้มาซ่ึงข้อมูลในการสร้างแบบจ าลอง 

       ข้อมูลที่น้ามาใช้ในการสร้างแบบจ้าลองเพ่ือศึกษาอัตราการสลายตัวของสารอินทรีย์ที่ มี
คุณภาพต่างกันได้มาจากข้อมูลการศึกษาการสลายตัวของสารอินทรีย์ในปีที่ 13 ส่วนการสร้างแบบจ้าลอง
การสะสมอินทรียวัตถุในดินใช้ข้อมูลการสลายตัวของอินทรีย์คาร์บอนในดินจากกรรมวิธีการควบคุมของ
การศึกษาระยะยาวเป็นเวลา 17 ปี โดยการทดลองเริ่มต้ังแต่ปี พ.ศ.2538 ถึงปี พ.ศ. 2555  ซ่ึงมีพ้ืนที่
ศึกษา วิธีการศึกษา และการทดลองดังหัวข้อที่ 3.1.1 (การเตรียมสารอินทรีย์และใส่สารอินทรีย์ต่าง
คุณภาพในรอบปีที่ 18)  
 

Sampling positions 

4 m 

4 m 2 m 

2 m 

N 

                     Before residue incorporation 

2 weeks 

4 weeks 

8 weeks 

16 weeks 

52 weeks 

4 5 6 3 2 1 

4 5 6 3 2 1 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

4 m 
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3.1.3.2  การศึกษาอัตราการสลายตัวของสารอินทรีย์ 
ในการทดลองของปีที่ 13 (พ.ศ. 2550) ได้ด้าเนินการศึกษาการสลายตัวของสารอินทรีย์

โดยเทคนิคถุงตาข่าย (litter bag technique) ทีไ่ด้จากการเตรียมถุงบรรจุซากสารอินทรีย์ และการ
เตรียมสารอินทรีย์เพ่ือชั่งน้้าหนักตามกรรมวิธีการทดลอง เพ่ือบรรจุลงถุงตาข่ายพลาสติกสีด้าขนาด 
20×20 เซนติเมตร ที่มีขนาดรู 3×3 มิลลิเมตร 

การฝังถุงตาข่าย น้าถุงตาข่ายซ่ึงบรรจุสารอินทรีย์ที่เตรียมไว้มาฝังในแปลงทดลองห่างจาก
บริเวณขอบแปลง 30 เซนติเมตร ภายในพ้ืนที่ 4×4 เมตร ตามกรรมวิธีการทดลอง โดยฝังลึกประมาณ 
15 เซนติเมตร จากผิวหน้าดิน  

ท้าการสุ่มเก็บตัวอย่างถุงตาข่าย เก็บหลังการฝังถุงตาข่ายเป็นเวลา 1, 2, 4, 8, 16, 26 
และ 52 สัปดาห์ เก็บกรรมวิธีละ 2 ถุงต่อครั้ง ถ้าหากสุ่มได้ถุงที่ถูกสัตว์ในดินท้าลายจะสุ่มใหม่ ถุงตาข่ายที่
เก็บได้น้ามาแยกส่วนที่ไม่ใช่สารอินทรีย์ออก แล้วก้าจัดเศษดินที่ติดมากับถุงตาข่าย โดยใช้แปลงปัดเศษ
ดินที่ติดมาจากแปลง พยายามเอาเศษดินออกมาให้มากที่สุดเพ่ือป้องกันการปนเปื้อน หลังจากนั้นน้า
สารอินทรีย์ไปอบที่อุณหภูมิ 50 ˚C ชั่งและบันทึกน้้าหนักซากสารอินทรีย์ที่เหลือจากการสลายตัวใน
แต่ละครั้งหลังใส่สารอินทรีย์ 

 
3.1.3.3  การสร้างแบบจ าลองเพ่ือศึกษาอัตราการสลายตัวของสารอินทรีย์ 
น้าข้อมูลน้้าหนักแห้งจากการศึกษาการสลายตัวของสารอินทรีย์จากปีที่ 13 มาสร้างแบบจ้าลอง

ทางคณิตศาสตร์เพ่ือที่จะท้านายอัตราการสลายตัวของสารอินทรีย์ที่ใส่ลงสู่ดินที่มีคุณภาพต่างกัน มีขั้นตอน
การสร้างดังนี้ 

 

ก. การหาสมการทางคณิตศาสตร์ท่ีเหมาะสมเพ่ือน ามาใช้อธิบายกระบวนการ
สลายตัวของสารอินทรีย์1/  

      ในขั้นตอนนี้เป็นการน้าข้อมูลที่ได้จาก
การศึกษาการสลายตัวของสารอินทรีย์ของการทดลองระยะ
ยาวในปีที่ 13 มาสร้างกราฟเพ่ือศึกษารูปแบบการสลายตัว
ของสา รอินทรีย์ แต่ละชนิ ด จ ากนั้น ลองใช้สมการทา ง
คณิตศาสตร์ได้แก่ สมการเส้นตรง, โพลิโนเมียล และเอ็กซ์
โพเนนเชียล ทั้งนี้เพ่ือศึกษาว่าสมการใดจะสามารถฟิตกราฟ
การสลายตัวของสารอินทรีย์ได้ดีที่สุดโดยพิจารณาจากค่า  R2 

ซ่ึงเป็น ค่า ที่หมายถึง  อัตร าของควา มแปรปรวนอันสื บ
เนื่องมาจากอิทธิพลของตัวแปรอิสระ (ไพศาล,2535) ค่า R2 

จะมีค่าอยู่ระหว่าง 0-1 ถ้าค่าเข้าใกล้ 1 มาก แสดงว่าค่าที่ได้
จากการค้านวณโดยใช้สมการทางคณิตศาสตร์หรือค่าที่ได้จาก
การคาดการณ์มีความเบี่ยงเบนออกจากค่าข้อมูลจริงน้อย  ซ่ึง
ค่า R2 สามารถหาค่าได้จากสูตรที่แสดงในกล่องที่  1  
      
 
 

สูตรการหาค่าR2   
 
R2 =  

 
เมื่อ Yi  = ค่าข้อมูลจริง 
 

 Yc  = ค่าท่ีได้จากการ
ค้านวณโดยใช้สมการทางคณิตศาสตร์ 
 

  Y  = ค่าเฉล่ียจากข้อมูลจริง 
 

กล่องท่ี 1 วิธีการหาค่า R2
 

ท่ีมา : ไพศาล (2535) 
 
 
 

1/   สารอินทรีย์ หมายถึง เศษซากพืชท่ีได้หลังจากเก็บเก่ียวผลผลิตทางการเกษตรในท่ีนี้ได้แก่ ฟางข้าว ใบพลวงและใบมะขาม  
อินทรียวัตถุหมายถึง ส่ิงท่ีได้จากการสลายตัวของสารอินทรีย์ท่ีใส่ลงในดิน 
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รูปแบบของสมการทางคณิตศาสตร์ที่ศึกษาเพ่ือน้ามาอธิบายการสลายตัวของสารอินทรีย์ เป็นดังนี้ 
 y  =  Wekt    __________ สมการเอ็กซ์โพเนนเชียล 
 y  =  ax+b      __________ สมการเส้นตรง  

 y  =  a0+a1x+a2x
2+……an x

n  __________ สมการโพลิโนเมียล 
 

สมการเอ็กซ์โพเนนเชียล y =  Wekt 
  

เม่ือ  y   =   น้้าหนักที่เหลือในแต่ละช่วงเวลาของสารอินทรีย์ 
W  =   น้้าหนักเริ่มต้นของสารอินทรีย์ 
K   =   อัตราการสลายตัวของสารอินทรีย์ 

   T   =   เวลาที่สลายตัวในช่วงต่างๆ 
 

สมการเส้นตรง y =  ax+b  
 

เม่ือ  y   = น้้าหนักที่เหลือในแต่ละช่วงเวลาของสารอินทรีย์(ตัวแปรตาม) 
   a   = ค่าคงตัวท่ีแสดงความชันเส้นตรง 
   x   = ตัวแปรต้น 
   b   = จุดที่เส้นตรงตัดแกน y  
 
สมการโพลิโนเมียล y =  a0+a1x+a2x

2+……an x
n 

 

เม่ือ  y   = น้้าหนักที่เหลือในแต่ละช่วงเวลาของสารอินทรีย์(ตัวแปรตาม) 
   a   = ค่าสัมประสิทธฺแสดงการเปลี่ยนแปลงของ x ที่มีต่อ y   
   x   = ตัวแปรต้น 
   a0  = ค่าของ y เม่ือ x=0     
  

ข.  การสร้างแบบจ าลองโดยใช้สมการเอ็กซ์โพเนนเชียล  (Exponential) ซ่ึงมี
ขั้นตอนในการสร้างดังต่อไปนี้      
   
ข(1) การสร้างแบบจ้าลองโดยอาศัยรูปแบบทั่วไปของสมการเอ็กซ์โพเนนเชียล  

  สมมุติฐานของการสร้าง: สารอินทรีย์มีองค์ประกอบทางเคมีหลักส่วนเดียว ดังนั้น
ค่าอัตราการสลายตัวจึงมีค่าเดียว ซ่ึงรูปแบบสมการเป็นดังนี้ 
     Wt= W0e

-kt  
เม่ือ Wt คือน้้าหนักที่เหลือในแต่ละช่วงเวลาของสารอินทรีย์, W0 คือ น้้าหนักเริ่มต้น

ของสารอินทรีย์,  k  คือ อัตราการสลายตัวของสารอินทรีย์ และ t คือเวลาที่สลายตัวในช่วงต่างๆ 
 

http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%84%E0%B8%A7%E0%B8%B2%E0%B8%A1%E0%B8%8A%E0%B8%B1%E0%B8%99
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ข(2) การสร้างแบบจ้าลองโดยใช้สมการเอ็กซ์โพเนนเชียล 2 เทอม  
  สมมติฐานของการสร้างแบบจ าลอง: ในสารอินทรีย์ประกอบด้วยองค์ประกอบ
หลักที่เข้าสู่กระบวนการย่อยสลาย 2 ส่วน คือ ส่วนที่เปลี่ยนแปลงง่ายและส่วนที่เปลี่ยนแปลงยาก  ดังนั้น
ค่าอัตราการย่อยสลายตัวของสารอินทรีย์ (k) จึงมีสองค่าด้วย ซ่ึงมีรูปแบบของสมการทางคณิตศาสตร์ 
คือ 

 

 Wt = W0(1)e
-k

1
t + W0(2)e

-k
2
t  

 

เม่ือ W0(1) คือ น้้าหนักเริ่มต้นของสารอินทรีย์ในส่วนที่เปลี่ยนแปลงง่าย , W0( 2) 
คือน้้าหนักเริ่มต้นของสารอินทรีย์ในส่วนที่เปลี่ยนแปลงยาก, k1 คือ อัตราการย่อยสลายสารอินทรีย์ใน
ส่วนที่ย่อยสลายง่าย  และ k2 คือ อัตราการย่อยสลายสารอินทรีย์ในส่วนที่ย่อยสลายยาก 

จากการสร้างแบบจ้าลองโดยใช้สมการข้างต้นได้ต้ังสมมุติฐานในความเป็นไปได้
ของค่าสัมประสิทธ์ิแต่ละตัวในสมการว่า ค่าสัมประสิทธ์ิอัตราการย่อยสลายของส่วนที่เปลี่ยนแปลงง่าย 
(k1) มีค่ามากกว่าส่วนที่เปลี่ยนแปลงยาก (k2) ทั้งนี้เนื่องจากองค์ประกอบทางเคมีของสารอินทรีย์ไม่
เหมือนกันและปริมาณขององค์ประกอบที่เปลี่ยนแปลงง่าย (W0(1)) กับส่วนที่เปลี่ยนแปลงยาก (W0( 2) ) 
ไม่เท่ากันด้วย ซ่ึงสอดคล้องกับการสร้างแบบจ้าลองของ  Sitompul and Listyarini (1992)  ที่พบว่า   
k1=-3.4 มีค่าอัตราการย่อยสลายมากกว่า k2=-0.18 นั่นคือสารอินทรีย์ในส่วนที่ย่อยสลายง่าย (Rapidly 
decomposible carbon; RDC) จะมีอัตราการย่อยสลายที่ สูงกว่าส่วนที่ย่อยสลายช้า (Slowly 
decomposible carbon; SDC) นั่นเอง และสัดส่วนของส่วนที่ย่อยสลายง่าย (RDC) เท่ากับ 0.7 
และสัดส่วนของส่วนที่ย่อยสลายยาก (SDC) เท่ากับ 0.3 

การฟิตสมการเอ็กซ์โพเนนเชียล โดยใช้โปรแกรม Microsoft Excels 2007 
และฟังก์ชัน solver มีรายละเอียดในการสร้างดังนี้ 

ข(2.1)  ก้าหนดจ้านวนค่าสัมประสิทธ์ิของการสลายตัวเป็น  2 ค่า (k1 และ 
k2) ตามสมมุติฐานโดยก้าหนดค่า  k1>k2 โดยก้าหนดให้  k1=-3.4 และ  k2=-0.18 ตามงานของ 
Sitompul and Listyarini (1992) และค่าน้้าหนักเริ่มต้นของสารอินทรีย์ (W0 ) ในส่วนที่เปลี่ยนแปลง
ง่าย (W0(1)) และเปลี่ยนแปลงยาก (W0(1)) 

ข(2.2)   ใช้โปรแกรม Microsoft Excels 2007 ค้านวณตามรูปแบบของ
สมการเอ็กซ์โพเนนเชียลคือ   Wt = W0( 1)e

-k 1
t + W0( 2)e

-k
2
t จะท้าให้ได้ค่า  Wt จากการค้านวณ 

(estimate ; YC)                                                      
ข(2.3)   น้าค่าข้อมูลจริง (Yi) ของการสลายตัวสารอินทรีย์มาลบออกจาก

ค่าที่ได้จากการค้านวณ (YC) โดยใช้สมการเอ็กซ์โพเนนเชียลแล้วยกก้าลังสอง  จากนั้นน้าผลรวมของ
แต่ละค่ามารวมกันจะได้ค่าความแปรปรวน (∑(Yi – Yc)

2 ) เป็นค่าที่บ่งบอกถึงความแปรปรวนของ
ข้อมูล  ถ้ามีค่ามากแสดงว่าค่าที่ได้จากการคาดการณ์มีความแปรปรวนมากจากค่าเฉลี่ยของข้อมูลจริง 

ข(2.4)  ฟิตกราฟการสลายตัวของสารอินทรีย์จากค่าข้อมูลจริงและค่าที่ได้
จากการค้านวณโดยใช้สมการเอ็กซ์โพเนนเชียล โดยก้าหนดให้ค่าข้อมูลจริงเป็นจุด และค่าที่ได้จาก
การค้านวณเป็นเส้น 

ข(2.5)   ปรับเปลี่ยนค่าสัมประสิทธ์ิของการย่อยสลาย (k) และค่าน้้าหนัก
เริ่มต้นของสารอินทรีย์ทั้งสองส่วน เพ่ือให้ค่าความแปรปรวน (∑(Yi – Yc)

2 )  มีค่าน้อยที่สุด  ทั้งนี้ เพ่ือ
ลดความแปรปรวนของค่าที่ได้จากการค้านวณโดยใช้สมการทางคณิตศาสตร์  และเพ่ือฟิตสมการให้
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ค่าที่ได้จากการคาดการณ์ใกล้เคียงกับค่าข้อมูลจริง การปรับค่าเพ่ือให้ค่าความแปรปรวนให้น้อยที่สุด
อาศัยฟังก์ชัน solver ช่วย  

ข(2.6)  หาค่า R2  (coefficient of determination) ซ่ึงเป็นค่าสัมประสิทธิ์
การตัดสินใจว่าแบบจ้าลองใช้ได้ดีหรือไม่ ถ้าค่าเข้าใกล้ 1 มาก แสดงว่าแบบจ้าลองสามารถน้าไปใช้ได้ 
ซ่ึงสามารถหาได้ตามสูตรที่อ้างไว้ในกล่องที่ 1 

ค)  การสร้างแบบจ้าลองเอ็กซ์โพเนนเชียลโดยการใช้ค่าอัตราการย่อยสลาย
เฉลี่ย (k เฉลี่ย) 

  สมมุติฐาน: สารที่เป็นองค์ประกอบทางเคมีในสารอินทรีย์แต่ละชนิดส่วนที่เปลี่ยนแปลง
ง่ายเป็นสารที่เป็นกลุ่มเดียวกัน รวมทั้งส่วนที่ย่อยสลายยากจะมีองค์ประกอบทางเคมีเป็นสารกลุ่มเดียวกัน 
แต่สัดส่วนแตกต่างกันไปในแต่ละชนิดของสารอินทรีย์       

 โดยมีข้อสมมุติคือ สารที่เป็นองค์ประกอบทางเคมีที่สลายตัวง่ายและที่สลายตัว
ยากไม่มีปฏิสัมพันธ์ต่อกัน ดังนั้นอัตราการย่อยสลายในส่วนที่เปลี่ยนแปลงง่าย (k1) ในทุกสารอินทรีย์
จะเท่ากัน และอัตราการย่อยสลายในส่วนที่เปลี่ยนแปลงยาก (k2) ก็จะเท่ากันในทุกสารอินทรีย์ แต่ 
W0(1) และ W0(2) ไม่เท่ากันในสารอินทรีย์แต่ละชนิด  ซ่ึงมีรายละเอียดการสร้างแบจ้าลองดังต่อไปนี้ 

ค(1)  น้าข้อมูลที่การสลายตัวของสารอินทรีย์แต่ละชนิดซ่ึงได้จากการศึกษา
ในระยะยาวซ่ึงเป็นการศึกษาในปีที่ 13 มาใช้ส้าหรับฟิตสมการในโปรแกรม Microsoft Excels 2007 

ค(2)  น้าค่าอัตราการสลายตัวของสารอินทรีย์ 4 ชนิดได้แก่ ถั่วลิสง ฟางข้าว 
ใบพลวง และใบมะขาม จากแบบจ้าลองที่สร้างขึ้นในข้อ 2(ข) การสร้างแบบจ้าลองโดยใช้สมการเอ็กซ์
โพเนนเชียล 2 เทอม มาหาค่าเฉลี่ยจะได้ค่าอัตราการสลายตัวเฉลี่ย  2 ค่า คือ k1 และ k2 

ค(3)  น้าค่าอัตราการสลายตัวของสารอินทรีย์เฉลี่ยทั้ง 2 ค่ามาใส่ในโปรแกรม 
Microsoft Excels 2007 รวมทั้งก้าหนดน้้าหนักเริ่มต้นของสารอินทรีย์ทั้ง 2 ส่วน (W0( 1) และ W0( 2) ) 
ลงไปด้วย 

ค(4)  ใช้โปรแกรม Microsoft Excels 2007 ค้านวณตามรูปแบบของสมการ
เอ็กซ์โพเนนเชียล Wt=W0(1)e

-k 1
t + W0(2)e

-k
2
 t จะท้าให้ได้ค่าจากการค้านวณ (estimate; YC)                                                         

ค(5)  น้าค่าข้อมูลจริง (Yi) ของการสลายตัวสารอินทรีย์มาลบออกจากค่าที่
ได้จากการค้านวณ  (YC) โดยใช้สมการเอ็กซ์โพเนนเชียล แล้วยกก้าลังสองจากนั้นน้าผลรวมของแต่ละ
ค่ามารวมกันจะได้ค่าความแปรปรวน (∑(Yi – Yc)

2) เป็นค่าที่บ่งบอกถึงความแปรปรวนของค่าคาดการณ์
กับค่าข้อมูลจริง ถ้ามีค่ามากแสดงว่าค่าที่ได้จากการคาดการณ์มีความแปรปรวนจากค่าเฉลี่ยของข้อมูล
จริงมาก       

ค(6)  ใช้โปรแกรม Microsoft Excels 2007 ค้านวณค่าความแปรปรวน
ของข้อมูลจริง ทั้งนี้เพ่ือที่จะน้าค่าความแปรปรวนนี้มาใส่ในการฟิตสมการ  

ค(7)  ฟิตกราฟการสลายตัวของสารอินทรีย์จากค่าข้อมูลจริงและค่าที่ได้
จากค้านวณโดยใช้สมการเอ็กซ์โพเนนเชียล โดยก้าหนดให้ค่าข้อมูลจริงเป็นจุด และค่าที่ได้จากการ
ค้านวณเป็นเส้นโดยใส่ค่าความแปรปรวนของข้อมูลที่ได้จากการค้านวณในข้อ ค(6) เข้าไปด้วย ทั้งนี้
เพ่ือให้ค่าที่ได้จากการค้านวณอยู่ในช่วงความแปรปรวนของข้อมูลจริง 

ค(8)  ปรับค่าน้้าหนักเริ่มต้นของสารอินทรีย์ทั้งสองส่วนเพ่ือให้ค่าความแปรปรวน 
มีค่าน้อยที่สุดทั้งนี้เพ่ือลดความแปรปรวนของค่าที่ได้จากการค้านวณโดยใช้สมการทางคณิตศาสตร์ 
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และเพ่ือฟิตสมการให้ค่าที่ได้จากการคาดการณ์ใกล้เคียงกับค่าข้อมูลจริง การปรับค่าเพ่ือให้ค่าความ
แปรปรวนให้น้อยที่สุดอาศัยฟังชัน solver ช่วย  

ค(9)  หาค่า R2 (coefficient of determination) ซ่ึงเป็นค่าสัมประสิทธิ์
การตัดสินใจว่าแบบจ้าลองใช้ได้ดีหรือไม่ ถ้าค่าเข้าใกล้ 1 มากแสดงว่าแบบจ้าลองสามารถน้าไปใช้ได้  
ซ่ึงสามารถหาค่าได้ตามสูตรที่อ้างในกล่องที่ 1 

 
3.1.3.4  การสร้างแบบจ าลองเพ่ือศึกษาการสะสมอินทรียวัตถุในดิน2/ 

  ในการสร้างแบบจ้าลองเพ่ือศึกษาการสะสมของอินทรียวัตถุในดินได้น้าเอาข้อมูลการสลายตัว
ของอินทรียวัตถุในดินจากกรรมวิธีควบคุมที่ไม่เคยได้รับสารอินทรีย์ใด  ๆเลยดังที่ อ้างในตารางที่ 3.1 เป็น
เวลาต้ังแต่ปีที่ 2 ของการทดลองจนถึงปีที่ 17 มารวมกับแบบจ้าลองการสลายตัวของสารอินทรีย์ที่ได้
พัฒนาขึ้นในหัวข้อ ค) การสร้างแบบจ้าลองเอ็กซ์โพเนนเชียลโดยการใช้ค่าอัตราการย่อยสลายเฉลี่ย (k 
เฉลี่ย) หน้า 32 ซ่ึงมีขั้นตอนการสร้างดังนี้ 

3.1.3.4(ก)   การสร้างแบบจ าลองการสลายตัวของอินทรียวัตถุในดินโดยอาศัย
รูปแบบท่ัวไปของสมการเอ็กซ์โพเนนเชียลเทอมเดียว 

สมมติฐาน:  อินทรียวัตถุในดินมีส่วนเดียวดังนั้นค่าอัตราการสลายตัวจึงมีค่าเดียว 
ซ่ึงรูปแบบสมการเป็นดังนี้ 

     Wt= W0e
-kt  

เม่ือ Wt คือน้้าหนักที่เหลือในแต่ละช่วงเวลาของอินทรียวัตถุ, W0 คือ น้้าหนักเริ่มต้น
ของอินทรียวัตถุ, k คือ อัตราการสลายตัวของอินทรียวัตถุ และ t คือเวลาที่สลายตัวในช่วงต่างๆ  
 

3.1.3.4(ข)  การสร้างแบบจ าลองการสลายตัวของอินทรียวัตถุในดินโดยใช้สมการ
เอ็กซ์โพเนนเชียล 2 เทอม  

การสมมติฐาน: อินทรียวัตถุประกอบด้วย 2 ส่วนคือ ส่วนทีเ่ปลี่ยนแปลงง่ายและเปลี่ยนแปลง
ยาก ดังนั้นอัตราการย่อยสลายตัวของอินทรียวัตถุในดิน (k) จึงมีสองส่วนด้วย ดังนั้นรูปแบบของสมการ
ทางคณิตศาสตร์ คือ 

 

   Wt = W0(1)e
-k 1

t + W0(2)e
-k

2
 t  

 

ขั้นตอนในการสร้างแบบจ้าลองมีรายละเอียดเช่นเดียวกับการสร้างแบบจ้าลองการ
สลายตัวของสารอินทรีย์ในหัวข้อที ่ข(2) การสร้างแบบจ้าลองโดยใช้สมการเอ็กซ์โพเนนเชียล 2 เทอม 
หน้า 31 โดยใช้ข้อมูลจากการศึกษาปริมาณคาร์บอนอินทรีย์ทั้งหมดในดิน (total organic carbon; 
TOC) จากแปลงควบคุมที่ได้จากการศึกษาทดลองการใส่สารอินทรีย์ที่ มีคุณภาพต่างกันในระยะยาว 
ทั้งนี้เพ่ือศึกษาการสลายตัวของอินทรียวัตถุที่อยู่ในดินว่ามีอัตราการสลายตัวอย่างไร  
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3.1.3.4(ค)  การสร้างแบบจ าลองการสะสมอินทรียวัตถุโดยใช้สมการเอ็กซ์
โพเนนเชียล 2 เทอม  

สมมติฐาน: การสลายตัวของอินทรียวัตถุในดินมีลักษณะเหมือนกับการสลายตัวของ
สารอินทรีย์              

ขั้นตอนการสร้างแบบจ้าลองการสะสมอินทรียวัตถุในดินเป็นการน้าแบบจ้าลองการสสาย
ตัวของสารอินทรีย์ มารวมกับข้อมูลการสะสมคาร์บอนอินทรีย์ในดิน ทั้งนี้มีวัตถุประสงค์เพ่ือศึกษาอัตรา
การสลายตัวของสารอินทรีย์แต่ละชนิดหลังใส่สารอินทรีย์ว่าลดลงอย่างไร และอินทรียวัตถุในดินที่ เหลือ 
อยู่จะสลายตัวลดลงเป็นไปตามแบบจ้าลองการสลายตัวของสารอินทรีย์ที่ใช้เป็นส่วนเริ่มต้นได้ดีหรือไม่ 
ซ่ึงมีขั้นตอนการสร้างดังนี้ 

1)  น้าแบบจ้าลองการสลายตัวของสารอินทรีย์ที่มีคุณภาพต่างกัน ได้แก่ ถั่วลิสง
ฟางข้าว ใบพลวงร่วง และใบ+ก้านมะขามร่วง มาใช้เป็นข้อมูลเริ่มต้นปีแรกในการสร้างแบบจ้าลองการ
สะสมอินทรียวัตถุในดินหลังการใส่สารอินทรีย์ที่มีคุณภาพต่างกัน 

2)  น้าข้อมูลการสะสมปริมาณคาร์บอนอินทรีย์ทั้งหมดในดินจากปีที่  2 ถึงปีที่  17 
มาใส่เข้าไปกับแบบจ้าลองการสลายตัวของสารอินทรีย์แต่ละชนิดตามข้อ ข(2) การสร้างแบบ จ้าลองโดย
ใช้สมการเอ็กซ์โพเนนเชียล 2 เทอม (หน้า 31)  ดังนั้นในขั้นตอนนี้จะมีข้อมูลจากการทดลองจริง 2 ส่วน
เพ่ือน้ามาสร้างแบบจ้าลองการสะสมอินทรียวัตถุในเวลา 17 ปีหลังใส่สารอินทรีย์  

3)  ใช้โปรแกรม Microsoft Excels 2007 ค้านวณตามรูปแบบของสมการเอ็กซ์
โพเนนเชียล Wt=W0(1)e

-k
1
t + W0(2)e

-k
2
t จะท้าให้ได้ค่าจากการค้านวณ (estimate; YC) โดยใช้ค่าจาก

แบบจ้าลองการสลายตัวของสารอินทรีย์แต่ละชนิด   
4)  ใช้โปรแกรม Microsoft Excels 2007  ค้านวณค่าความแปรปรวนของข้อมูล

จริงโดยใช้ standard deviation ทั้งนี้เพ่ือที่จะน้าค่าความแปรปรวนนี้มาใส่ในการฟิตสมการ  
5)  ฟิตกราฟการสลายตัวของสารอินทรีย์จากค่าข้อมูลจริงและค่าที่ได้จากค้านวณ

โดยใช้สมการเอ็กซ์โพเนนเชียล โดยก้าหนดให้ค่าข้อมูลจริงเป็นจุด และค่าที่ได้จากการค้านวณเป็นเส้น
โดยใส่ค่าความแปรปรวนของข้อมูลที่ได้จากการค้านวณในข้อ  4) ข้างต้น จากโปรแกรม Microsoft 
Excels 2007 เข้าไปด้วย ทั้งนี้เพ่ือให้ค่าที่ได้จากการค้านวณอยู่ในช่วงความแปรปรวนของข้อมูลจริง 

6)  หาค่า R2 (coefficient of determination) ซ่ึงเป็นค่าสัมประสิทธ์ิการตัดสินใจ
ว่าแบบจ้าลองใช้ได้ดีหรือไม่ ถ้าค่าเข้าใกล้ 1 มาก  แสดงว่าแบบจ้าลองสามารถน้าไปใช้ได้ ซ่ึงหาได้ตาม
สูตรที่อ้างไว้ในกล่องที่ 1 
 

3.1.3.5  การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ 
น้าค่า R2 (coefficient of determination) จากแบบจ้าลองที่ใช้สมการทางคณิตศาสตร์

ที่ศึกษาได้แก่ สมการเส้นตรง สมการโพลิโนเมียล และสมการเอ็กซ์โพเนนเชียล รวมทั้งค่า  R2 ที่ได้จาก
การสร้างแบบจ้าลองการสลายตัวของสารอินทรีย์ที่ใช้สมการเอ็กซ์โพเนนเชียลแบบ 1 เทอม, 2 เทอม
ปกติ และแบบที่ใช้ค่า k1 เดียวกันและจากแบบจ้าลองการสะสลายตัวของอินทรียวัตถุในดินที่ใช้สมการ
เอ็กซ์โพเนนเชียลแบบ 1 เทอม และ 2 เทอม มาท้าการวิเคราะห์เปรียบเทียบทางสถิติด้วยวิธี LSD โดย
ใช้โปรแกรม statistic 8 
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3.1.4  การศึกษากิจกรรมและชนิดประชากรจุลินทรีย์ท่ีท าการย่อยสลายสารอินทรีย์ต่าง
คุณภาพจากดินการทดลองระยะยาว 

 
          3.1.4.1 การศึกษาหน้าท่ีของจุลินทรีย์โดยวิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซม์ท่ีท าการย่อย

สลายสารอินทรีย์ต่างคุณภาพ  
  การศึกษาประชากรเชื้อราที่มีความสัมพันธ์กับกิจกรรมของเอนไซม์ของจุลินทรีย์จากการ

ใส่สารอินทรีย์เป็นระยะเวลายาวนาน (การทดลองที่ 1) และการตอบสนองของเอนไซม์ต่อการใส่สารอินทรีย์
ต่างคุณภาพที่ใส่เพ่ิมเข้าไปใหม่ (การทดลองที่ 2) ด้าเนินการทดลองโดยการบ่มดินในโหลบ่ม (incubation 
jar) วางแผนการทดลองแบบ randomized complete block design (RCBD) จ้านวน 3 block ท้าการ
เก็บตัวอย่างดิน (หน่วยทดลอง) แต่ละช่วงการบ่ม โดยด้าเนินการทดลองบ่มดินในโหลบ่มที่ห้องบ่ม 
(incubation room) ของสาขาพืชไร่ ภาควิชาพืชศาสตร์และทรัพยากรการเกษตร คณะเกษตรศาสตร์ 
มหาวิทยาลัยขอนแก่น เม่ือวันที่ 7 ตุลาคม ถึง 2 ธันวาคม พ.ศ. 2553 

 และจากการศึกษานี ทางกลุ่มวิจัยสามารถตีพิมพ์ลงในวารสารระดับนานาชาติจ านวน 
1 เรื่อง ซ่ึงได้แนบไว้ในภาคผนวก ข 

 การทดลองท่ี 1  
 การทดลองนี้เป็นการศึกษาหน้าที่และโครงสร้างของจุลินทรีย์ และกิจกรรมของเอนไซม์

ของดินที่ได้รับสารอินทรีย์ต่างคุณภาพ (กรรมวิธีการทดลองแสดงในตารางที่ 3 .1) มาต้ังแต่ปี 2538  
(ปีที่ท้าการศึกษาในโครงการนี้ครอบคลุม 2 ปี คือ 2552-2553 ซ่ึงเป็นปีที่ 15-16) โดยด้าเนินการศึกษา
ระยะยาวสถานีทดลองที่ส้านักงานเกษตรและสหกรณ์จังหวัดขอนแก่น ต.ท่าพระ อ.เมือง จ.ขอนแก่น 
ซ่ึงเป็นดินชุดโคราช น้าตัวอย่างดินจากแปลงทดลองที่ไม่มีการใส่สารอินทรีย์มาก่อน (control treatment) 
นับถึงปีที่ 15 (และ ปีที่ 16 การที่ต้องใช้ดินจาก 2 ปีมารวมกันเนื่องจากมีดินปีที่ 15 ไม่เพียงพอ) เรียก
ดินนี้ว่า control soil (หรือ C soil) และน้าตัวอย่างดินจากแปลงทดลองที่มีการใส่สารอินทรีย์มาเป็น
ระยะเวลานาน (เรียกว่า native soil หรือ N-soil) จ้านวน 4 ชนิด ได้แก่ ดินที่มีการ ใส่ซากถั่วลิสง 
(NGN), ฟางข้าว (NRS), ใบพลวงร่วง (NDP) และใบ+ก้านมะขามร่วง (NTM) (ตารางที่ 3 .3)  แต่ละ
หน่วยการทดลองท้าการบ่มดินปริมาณ 600 กรัม ซ่ึงเป็นดินผึ่งลมให้แห้ง (air dried soil) ในการให้
น้้าเพ่ือรักษาความชื้นจะอยู่บนฐานของความสามารถในการอุ้มน้้าของดิน (water holding capacity : 
WHC) ที ่60% ของดินแห้ง โดยปริมาณน้้าที่ ต้องเติมในกรรมวิธี  C, NGN, NRS, NDP และ NTM 
เท่ากับ 8.16%, 8.26%, 8.20%, 7.91% และ 8.32% ตามล้าดับ หลังจากให้น้้าแล้วต้ังทิ้งไว้ 3 ชั่วโมง 
เพ่ือให้น้้าจากผิวดินซึมเข้าสู่ภายในดิน หลังจากนั้นจะเริ่มนับเป็น 0 วัน หน่วยทดลองแต่ละหน่วยจะ
บ่มในห้องที่ควบคุมอุณหภูมิ 25 0C และให้น้้าเม่ือความชื้นของแต่ละหน่วยทดลองลดลง โดยความถี่
และช่วงเวลาของการเก็บตัวอย่างส่วนใหญ่ขึ้นอยู่กับกิจกรรมของจุลินทรีย์ดินภายใต้กระบวนการย่อย
สลายของสารอินทรีย์  ส้าหรับการวิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซม์ น้าตัวอย่างดินมาแช่แข็งที่ อุณหภูมิ -
20 0C และน้าดินจากการบ่มนี้ (ดินแห้ง) 10-15 กรัมมาท้าแห้งที่อุณหภูมิ -50  0C (freeze dry) เพ่ือ
ส้าหรับน้าไปศึกษาในระดับชีวโมเลกุลต่อไป 

 การทดลองท่ี 2 
 การทดลองนี้เป็นการศึกษาการตอบสนองของกิจกรรมของเอนไซม์ต่อการใส่สารอินทรีย์

เพ่ิมเข้าไปใหม่ สารอินทรีย์เป็นชนิดเดียวกับที่ใช้ในการทดลองภาคสนามซ่ึงเป็นสารอินทรีย์ที่หาได้ใน
ท้องถิ่น ได้แก่ ฟางข้าว (RS) และซากถั่วลิสง (GN) ที่สามารถหาได้หลังการเก็บเก่ียว และใบไม้ที่ร่วง
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จากต้นได้แก่ ใบพลวง (DP) และใบ+ก้านมะขาม (TM) สารอินทรีย์ที่น้ามาใช้นี้ จะต้องแห้ง (ผึ่งแดด)   
ฟางข้าว (RS) และซากถั่วลิสง (GN) น้ามาตัดให้มีความยาว 1 เซนติเมตร ในขณะที่ใบพลวงร่วงตัดให้
มีขนาด(กว้างXยาว) เท่ากับ 1X1 เซนติเมตร และใบ+ก้านมะขามร่วง ให้ตัดก้านมะขามให้มีขนาด 1-
3 เซนติเมตร กรรมวิธีการทดลองประกอบด้วย การน้าตัวอย่างดินจากแปลงทดลองที่ไม่มีการใส่สารอินทรีย์
มาก่อน เรียกดินนี้ว่า control soil (หรือ C soil)  น้าดิน C soil มาใส่สารอินทรีย์ที่มีคุณภาพแตกต่าง
กัน 4 ชนิดลงไปใหม่ได้แก่ฟางข้าว (rice straw; เรียกว่า C+RS), ซากถั่วลิสง (groundnut; C+GN), 
ใบพลวงร่วง (dipterocarp; C+DP) และใบ+ก้านมะขามร่วง (tamarind; C+TM)  (ตารางที่ 3.3)  

 ผสมคลุกเคล้าสารอินทรีย์ให้ทั่วทั้งดิน (น้้าหนักของสารอินทรีย์ที่ใส่เข้าไปอยู่ในช่วง 2.42-
2.67 กรัมต่อกิโลกรัมดินแห้ง) ขั นตอนการเตรียมหน่วยทดลองเหมือนการทดลองท่ี 1 คือ น้าดิน 
(ดินแห้ง) C-soil มา 600 กรัม รักษาความชื้น (water holding capacity : WHC) ที ่60% ของดินแห้ง 
ดังนั้นปริมาณน้้าที่ต้องเติมในกรรมวิธี C+ สารอินทรีย์ที่เพ่ิมเข้าไปใหม่ เท่ากับ 8.16% หลังจากให้น้้า
แล้วต้ังทิ้งไว้ 3 ชั่วโมง เพ่ือให้น้้าจากผิวดินซึมเข้าสู่ภายในดิน หน่วยทดลองแต่ละหน่วยจะถูกเก็บไว้ใน
ห้องที่มีอุณหภูมิ 25 0C และให้น้้าเม่ือความชื้นของแต่ละหน่วยทดลองลดลง ความถี่และช่วง เวลาของ
การเก็บตัวอย่างขึ้นอยู่กับกิจกรรมของจุลินทรีย์ดินภายใต้กระบวนการย่อยสลายของสารอินทรีย์   

 เก็บตัวอย่างดิน ที่ 0, 3, 7, 14, 28 และ 56 วัน หลังการบ่ม ส้าหรับการวิเคราะห์กิจกรรม
ของเอนไซม์ น้าตัวอย่างดินมาแช่แข็งที่อุณหภูมิที่ -20 0C และน้าดินจากการบ่มนี้  (ดินแห้ง) 10-15 
กรัมมาท้าแห้งที่อุณหภูมิที่ -50 0C เพ่ือส้าหรับน้าไปศึกษาในระดับชีวโมเลกุลต่อไป  
 

ตารางท่ี 3.3  กรรมวิธีทดลองบทบาทของจุลินทรีย์ดินในการสะสมและแลกเปลี่ยนอินทรียวัตถุในดิน:  
การศึกษาผลของสารอินทรีย์ต่างคุณภาพในดินทรายภายใต้สภาวะการบ่ม 

 

ล าดับ กรรมวิธีทดลอง1/ 
การทดลองท่ี 1 

1 
2 
3 
4 
5 

ดินจากแปลงทดลองที่ไม่มีการใส่สารอินทรีย์  (C) 
ดินจากแปลงทดลองที่มีการใส่ฟางข้าว (NRS) 
ดินจากแปลงทดลองที่มีการใส่ซากถั่วลิสง (NGN) 
ดินจากแปลงทดลองที่มีการใส่ใบพลวงร่วง (NDP) 
ดินจากแปลงทดลองที่มีการใส่ใบ+ก้านมะขามร่วง (NTM) 
 

การทดลองท่ี  2 
6 
7 
8 
9 

ดินจากแปลงทดลองที่ไม่มีการใส่สารอินทรีย์  + ฟางข้าว (C+RS) 
ดินจากแปลงทดลองที่ไม่มีการใส่สารอินทรีย์ + ซากถั่วลิสง (C+GN) 
ดินจากแปลงทดลองที่ไม่มีการใส่สารอินทรีย์  + ใบพลวงร่วง (C+DP) 
ดินจากแปลงทดลองที่ไม่มีการใส่สารอินทรีย์ + ใบ+ก้านมะขามร่วง (C+TM) 

1/C = control soil (C soil),  RS = rice straw,  GN = groundnut,  DP = dipterocarp,  TM = tamarind 
และ  N = native soil (N soil) 
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การวิเคราะห์กิจกรรมเอนไซม์ในดินจากกรรมวิธีทดลองต่างๆ ท้า 3 ซ้้า โดยเอนไซม์ที่
วิเคราะห์เป็นเอนไซม์ที่เก่ียวข้องในกระบวนการสลายตัวและหมุนเวียนคาร์บอน ได้แก่  

เอนไซม์ β-glucosidase วัดโดยวิธีของ Tabatabai (1982); Eivazi and Tabatabai 
(1988) อ้างตาม Alef and Nammipieri, (1995) ท้าได้โดยการเติมสารต้ังต้น (substrate) คือ p-
nitrophenyl-β-D-glucopyranoside ลงในดินภายใต้สภาวะการบ่มที่ pH 6.0 อุณหภูมิ 37 0C 
จากนั้นวัดผลผลิตที่เกิดขึ้นคือ p-nitrophenol (pNP) ซ่ึงมีสีเหลืองโดยใช้ spectrophotometer ที่
ความยาวคลื่นแสง 400 นาโนเมตร โดยความเข้มของสีขึ้นอยู่กับผลผลิตที่เกิดขึ้น การท้างานของเอนไซม์ β-
glucosidase ในการย่อยสารต้ังต้น (substrate) เพ่ือให้เกิดผล คือ p-nitrophenol 

เอนไซม์ invertase การวัดกิจกรรมของเอนไซม์ invertase ในดินได้รับการศึกษาโดย 
Ross (1983) และวิธีของ Schinner and Von mersi (1990) อ้างถึงโดย Stemmer et al. (1999) 
ที่ท้าการบ่มดินร่วมกับ substrate คือซูโครส จากนั้นวัดผลผลิตคือน้้าตาลรีดิวซ์ที่เกิดขึ้นซ่ึงมีหลายวิธี
ได้แก่ Molybdenum blue method (Somogyi-Nelson method) หรือ Berliner blue reaction 
(Schiner and Von mersi, 1990) จากนั้นวัดสีที่เกิดขึ้นโดยใช้เครื่องวัดค่าการดูดกลืนแสง (Spectro- 
photometer) โดยกิจกรรมของเอนไซม์อินเวอเตสหนึ่งหน่วยคือจ้านวนมิลลิกรัมสมมูลย์ ของกลูโคสที่
เกิดขึ้นต่อกรัมของ substrate ต่อหน่วยเวลาภายใต้สภาวะการบ่ม (incubated) ที่ก้าหนด 

เอนไซม์ phenoloxidase และ peroxidase กา รศึกษากิจกรรมของเอน ไซ ม์ 
phenoloxidase ในการทดลองนี้ใช้วิธีของ Hendel et al. (2005) ซ่ึงเป็นวิธีที่รวดเร็วและมีความ
ถูกต้อง โดยใช้ substrate คือ L-DOPA (L-3,4-dihydroxyphenylalanine) เป็นตัวรับอิเลคตรอน 
(electron-donating substrate) L-DOPA มีคุณสมบัติที่ละลายน้้าได้และพร้อมที่จะถูกออกซิไดส์ 
จึงเป็น substrate ที่นิยมใช้ในการวัดกิจกรรมของเอนไซม์ phenoloxidase ในตัวอย่างที่ได้จาก
สิ่งแวดล้อม เช่น ซากพืช อินทรียวัตถุในดิน หรือน้้าทะเล เป็นต้น ผลิตภัณฑ์ที่เกิดขึ้นจากกิจกรรมของ
เอนไซม์ phenoloxidase จะมีสีแดง โดยสีที่เกิดขึ้นเป็นสัดส่วนโดยตรงกับผลิตภัณฑ์และสามารถวัด
คุณสมบัติของการดูดกลืนแสงได้ที่ความยาวคลื่น 460 นาโนเมตร ขณะเดียวกันกิจกรรมของเอนไซม์ 
peroxidase สามารถท้าควบคู่กันกับกิจกรรมของเอนไซม์ phenoloxidase โดยการเติมไฮโดรเจน
เปอร์ออกไซด์ (hydrogen peroxide, H2O2) เพ่ือเป็นสารต้ังต้น (substrate)  

 
3.1.4.2  การศึกษาโครงสร้าง (ชนิดและประชากร) ของประชากรราโดยใช้ทางชีวโมเลกุล 
คัดเลือกตัวอย่างดินจ้านวน 5 ตัวอย่างจากแปลงทดลองระยะยาว ได้แก่ ดินที่ไม่มีการใส่

สารอินทรีย์มาเป็นระยะเวลา 16 ปี (control soil หรือ C-soil) และดินที่มีการใส่สารอินทรีย์อย่าง
ต่อเนื่องปีละครั้งมาเป็นระยะเวลา 16 ปี ได้แก่ 1) native rice straw (NRS)  2) native groundnut 
(NGN)  3) native dipterocarp (NDP)  และ 4) native tamarind (NTM) น้ามาสกัด DNA โดยใช้
ชุด kit (Fast DNA Spin Kit)  จากนั้นวัดปริมาณของ DNA ที่สกัดได้โดยใช้เครื่อง nanodrop จากนั้น
ท้าการเพ่ิมจ้านวนชิ้นยีนที่สนใจคือ 18s rDNA ที่พบในกลุ่ม fungi mushroom และ actinomycetes โดยใช้ 
primer forward คือ FF390 และ primer reverse คือ FR1 ซ่ึงมีล้าดับเบสคือ FF390: cgataacgaacgaga 
cct, rev: aggtctcgttcgttatcg; FR1: aIccattcaatcggtaIt, rev: aItaccgattgaatggIt  เพ่ิมจ้านวนชิ้น
ยีนโดยใช้เทคนิค  RT-PCR ในการเพ่ิมชิ้นยีน โดยสภาวะที่ใช้คือ denaturation step: 94ºc/30sec; 
annealing step: 50ºc/30sec; elongation step: 70ºc/min จ้านวน 45 cycle  ใช้ SYBR เป็น 
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fluorescent label จากนั้นท้าการเปรียบเทียบปริมาณ gene copies (log10 copies g-1 soil DW) 
โดยใช้โปรแกรมทางสถิติในการวิเคราะห์ความแตกต่างระหว่างกรรมวิธีการทดลอง (ภาพผนวกที่ 3)   
 วิเคราะห์โครงสร้างประชากรรา (fungal community structure) โดยใช้เทคนิค terminal 
restriction fragment length polymorphism (T-RFLP) ในการบอกความแตกต่างของ community 
โดยใช้เอนไซม์ตัดจ้าเพาะ (restriction enzyme) 2 ชนิด คือ HAE III และ MSP I ในการตัดล้าดับ
เบสของ PCR product ในต้าแหน่งล้าดับเบส  C | CGG และ GG|CC ส้าหรับเอนไซม์ HAE III และ 
MSP I ตามล้าดับ จากนั้นเปรียบเทียบ community pattern โดยการวิเคราะห์ทางสถิติโดยใช้โปรแกรม
ทางสถิติส้าหรับงานทางชีวโมเลกุลได้แก่ Peak Scanner V1.0 และ Primer เพ่ือวิเคราะห์ความแตกต่าง
ทั้งชนิดและปริมาณของ fungal community ระหว่างกรรมวิธีการทดลอง โดยค้านวณความสูงและ
พ้ืนที่ใต้ peak  และวิเคราะห์ความคล้ายคลึง (similarities) ของ fungal community ในกรรมวิธีที่
ใส่สารอินทรีย์ชนิดเดียวกัน และระหว่างกรรมวิธีที่ใส่สารอินทรีย์ต่างชนิดกันโดยใช้เทคนิค Bray-
Curtis และ non-metric multi dimentional scaling 
 
3.2  การศึกษาอิทธิพลของการใช้ท่ีดินในระบบการท าฟาร์มในพื นท่ีลูกคล่ืนลอนลาดต่อการเก็บ

กักและการเคล่ือนย้ายคาร์บอน ซ่ึงเป็นการศึกษาวิธีการแยกถ่านและทดสอบวิธีการวิเคราะห์
คาร์บอนในถ่านที่ระดับความลึกต่างๆ ของดินในแต่ละการใช้ที่ดิน 

 เนื่องจากคาร์บอนส่วนหนึ่งที่มีความเสถียรคือคาร์บอนที่อยู่ในรูปของถ่าน (charcoal carbon) 
หรือคาร์บอนด้า (black carbon - BC) ดังนั้นจึงได้ท้าการศึกษาวิธีการแยกถ่านและทดสอบวิธีการ
วิเคราะห์คาร์บอนในถ่านที่ระดับความลึกต่างๆ ของดินในแต่ละการใช้ที่ ดิน วิธีการวิเคราะห์ปริมาณ 
BC ในดินนั้น ยังเป็นสิ่งที่นักวิทยาศาสตร์ โดยเฉพาะอย่างยิ่งนักปฐพีวิทยายังคงอยู่ในขั้นตอนของการ
พัฒนา ในปีท่ีรายงานนี จึงเป็นการทบทวนเอกสารท่ีเก่ียวกับการวิธีการวิเคราะห์ เพ่ือเป็นแนวทาง
ในการค้นหาวิธีการท่ีเหมาะสมในการวิเคราะห์ BC ในดินต่อไป  โดยการจ้าแนกวิธีการวิเคราะห์
คาร์บอนในถ่านในดินได้จ้าแนกออกเป็น 3 วิธี ได้แก่ การสันดาปแห้ง การสันดาปเปียก และการ
ผสมผสานทั้งสองวิธีเข้าด้วยกัน 
 
 3.2.1 การสันดาปแห้ง (dry combustion) 
 เป็นการวิเคราะห์ปริมาณถ่านในดินโดยใช้ความร้อนในการแยกอินทรีย์คาร์บอนส่วนที่ไม่ใช่
ถ่านออกไป วิธีการที่เสนอคือ วิธีของ Makoto et al. (2011) ที่ได้ใช้อุณหภูมิที่แตกต่างกัน 2 ระดับ 
คือ 375OC และ 450 OC โดยอยู่บนหลักการที่ว่าอินทรีย์คาร์บอน (ที่ไม่ใช่ถ่าน) มากกว่า 99.85% จะ
สูญเสียไปที่ 375OC ส่วนที่เหลือจากการใช้อุณหภูมินี้ คือ BC ดังนั้นหลังจากขจัดคาร์บอนส่วนไม่ใช่
ถ่านแล้ว จึงเพ่ิมความร้อนเป็นที่ 450 OC โดยคาดว่า BC ที่ เหลืออยู่ที่ความร้อนระดับนี้ มีน้อยกว่า 
10% เครื่องมือที่ใช้วัดคาร์บอน คือ Elemental analyzer  
 

3.2.2 การสันดาปเปียก (wet oxidation) 
 เป็นการวิเคราะห์ BC ที่ให้ BC ท้าปฏิกิริยากับโพแทสเซียมไดโครเมต (K2Cr2O7) คล้ายกับ
การวิเคราะห์อินทรียวัตถุในดิน (Skjemstad and Taylor, 1999) 
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3.2.3 การวิเคราะห์ถ่านด้วยวิธีผสมผสาน 
 เป็นการผสมผสานวิธีการสันดาปเปียกและแห้งเข้าด้วยกัน หลักการคือก้าจัดคาร์บอนที่ไม่ใช่
ส่วนของถ่านออกไปด้วยวิธีสันดาปเปียก สารเคมีที่ใช้แตกต่างกันออกไป เช่น กรดไตรฟลูออโรอะซิติก
ที่ปราศจากออกซิเจน (O2-free trifluoroacetic acid, TFA: C2HF3O2) (Gelinas et al., 2001) 
หรือใช้ส่วนผสมระหว่างเปอร์ออกไซด์และกรดไนตริกแบบไม่เข้มข้น (peroxide/weak nitric acid) 
(Kurth et al., 2006) เป็นต้น วิธีการหนึ่งที่จะน้าเสนอในที่นี้ คือ วิธีของ Kurth et al. (2006) เป็น
วิธีการที่เรียกว่า peroxide/weak nitric acid method ซ่ึงได้ใช้ 30% H2O2 ร่วมกับ 1M HNO3 
เพ่ือก้าจัดคาร์บอนที่ไม่ใช่ถ่านออกไป และถือว่าคาร์บอนที่เหลืออยู่คือ BC แล้วน้าคาร์บอนที่เหลืออยู่
นี้ไปวิเคราะห์ด้วยเครื่อง elemental analyzer  
 


