
บทที่  3 
 

วิธีด าเนินการวิจยั 
 
อุปกรณ์ท่ีใช้ในการวจิัย 
            เคร่ืองมือ 
 1.  เคร่ืองก าเนิดโอโซน (Ozone generator)  
 2.  เคร่ืองวดัปริมาณโอโซน (Ozone monitor) PHOTOMETRIC O3 ANALYZER -
MODEL 400E 
 3.  เคร่ืองวดัปริมาณก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ในบรรยากาศ Gas Alert Micro-5 (IR) 
 4.  เคร่ืองวดัความเข้มแสง (Lux meter) 
 5.  เคร่ืองวดัอณุหภมูิ (Thermometer) 
 6.  เคร่ืองวดัการดดูกลืนแสง (Spectrophotomete) 
 7.  เคร่ืองตดัตวัอย่างแบบหมนุ (Rotary microtome) 
 8.  เคร่ืองฝังเนือ้เย่ือ (Embedding) 
 9.  เคร่ืองอุน่สไลด ์(Slide warmer) 
 10.  กล้องจลุทรรศน์แบบใช้แสง (Light microscope) 
 11.  กล้องจลุทรรศน์อิเลคตรอนชนิดสอ่งกราด (Scanning electron microscope) 
 12.  เคร่ืองท าแห้งตวัอย่างแบบวิกฤต (Critical point dryer) 
               วัสดุอุปกรณ์ 
 1.  เมลด็ถัว่เหลืองพนัธุ์เชียงใหม่ 60 
 2.  Chamber ลกัษณะเป็นรูปทรงส่ีเหลีย่มจตัรุัสลกัษณะโปร่งใส ขนาด 3x3x3 เมตร 
 3.  ถ่านกมัมนัต ์(Activated Charcoal) ขนาด 0.60 - 2.36 mm. (8x30 meshes)  
 4.  โกร่งบดตวัอย่างใบพืช 
 5.  ชดุฝังเนือ้เย่ือ  
            สารเคมี 
 1.  Acetone 80% 
 2.  Glacial acid 
 3.  Formalin 2% และ 10% 
 4.   Absolute Ethanol 
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 5.  Ethanol 50%, 70% และ 95% 
 6.  t-Butyl alcohol 
 7.  น า้กลัน่ 
 8.  Paraffin wax 
 9.  น า้ยา Haupt’s adhesive 
 10.  Xylene 
 11.  สีย้อม safranin และ fast green  
 12.  Glutaraldehyde 2.5% 
 13.  Buffer solution (PBS) 
 14.  Osmium tetroxide (OsO4) 
 
ขัน้ตอนการด าเนินงานวจิัย 
 1.  สถานท่ีในการด าเนินการวจิัย 
       1.1  สถานท่ีปฏิบัติงานภาคสนาม การวิจัยในครัง้นีใ้ช้พืน้ท่ีปลกูถั่วเหลืองท่ีพิกัด                  
160 44.003’ N 1000 11.812’ E ในแปลงทดลองคณะเกษตรศาสตร์ทรัพยากรธรรมชาติและ
สิ่งแวดล้อม มหาวิทยาลยันเรศวร จ.พิษณโุลก  
 1.2  สถานท่ีปฏิบัติงานในห้องปฏิบัติการท าการศึกษาลกัษณะสัณฐานวิทยาและ                
กาย วิภาคของใบ  ณ ห้องปฏิบัติ การภาค วิชาทรัพยากรธรรมชาติ และสิ่ ง แวด ล้อม                           
คณะเกษตรศาสตร์ทรัพยากรธรรมชาติและสิ่งแวดล้อม และภาควิชาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ 
มหาวิทยาลยันเรศวร 
 2.  การควบคุมระดับก๊าซโอโซน 
  ในการวิจัยประยุกต์ใช้ตู้ทดลองระบบเปิดด้านบน (Open-top chamber; OTC)   
(กณิตา ธนเจริญชนภาส, 2551)  ซึ่งมีลกัษณะเป็นรูปทรงสี่เหลี่ยมจัตรุัสมีหลงัคาทรงสามเหลี่ยม
คมุด้วยพลาสติกใส ขนาดกว้าง 3 เมตร ยาว 3 เมตร สงู 2 เมตร (ภาพ 11) เพ่ือควบคมุระดบัความ
เข้มข้นของโอโซนให้แตกตา่งกนั 3 ระดบั  ใน 3 ชดุการทดลองดงันี ้
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ภาพ 11 Open-top chamber (ก่อนติดตัง้ระบบไฟฟ้าเพื่อควบคุมระดับโอโซน) 

 
 2.1  การควบคมุระดบัโอโซน 
       2.1.1  ระดบัความเข้มข้นโอโซนต ่ากวา่ระดบัธรรมชาติ 
         ควบคมุระดบัโอโซนโดยการดงึอากาศเข้ามาในตู้ทดลองโดยใช้พัดลมดดู
อากาศจากภายนอกท่ีระดบัความสงู 1 เมตร ผา่นท่ออากาศ  และอากาศท่ีถกูดงึเข้ามาจะผา่นแผน่
กรองโอโซนและแผ่นกรองฝุ่ น ท าให้ระดับโอโซนจะอยู่ในสภาวะท่ีความเข้มข้นต ่ากว่าระดับ
ธรรมชาติ ใช้ช่ือชดุทดลอง Charcoal – filtered (CF) 
   2.1.2  ระดบัความเข้มข้นโอโซนเท่ากบัสภาวะธรรมชาติ  
    ควบคมุระดบัโอโซนโดยการดงึอากาศเข้ามาในตู้ทดลองโดยใช้พัดลมดดู
อากาศจากภายนอกท่ีระดบัความสงู 1 เมตร ผา่นท่ออากาศ  และอากาศท่ีถกูดงึเข้ามาไมผ่า่นแผ่น
กรองโอโซนและแผน่กรองฝุ่ น ท าให้ระดบัโอโซนจะอยู่ในสภาวะท่ีความเข้มข้นเทียบเท่ากับสภาวะ
ระดบัธรรมชาติ ใช้ช่ือชดุทดลอง Non - charcoal – filtered (NCF) 
  2.1.3  ระดบัความเข้มข้นโอโซนเพ่ิมสงูกวา่ระดบัธรรมชาติ 
    ควบคมุระดบัโอโซนโดยการดงึอากาศเข้ามาในตู้ทดลองโดยใช้พัดลมดดู
อากาศจากภายนอกท่ีระดบัความสงู 1 เมตร ผา่นท่ออากาศ  และอากาศท่ีถกูดงึเข้ามาจะผา่นแผน่
กรองโอโซนและแผน่กรองฝุ่ น พร้อมทัง้ติดตัง้เคร่ืองผลิตโอโซน (Ozone generator) ซึ่งมีก าลงัผลิต 
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300 mg/hr บริเวณด้านหน้าตู้ทดลอง ท าให้ระดบัโอโซนอยู่ในสภาวะท่ีความเข้มข้นเพ่ิมสงูกว่า
ระดบัธรรมชาติ ใช้ช่ือชดุทดลอง charcoal – filtered + O3 (CF+O3) 
 3.  การตรวจวัดปัจจัยด้านกายภาพและเคมีในบรรยากาศบางประการ                   
       ก าหนดระยะเวลาท่ีท าการทดลองตัง้แต่เร่ิมปลูกจนถึงระยะเก็บเก่ียว และการ
ตรวจวดัปัจจยัทางกายภาพในบรรยากาศภายในตู้ทดลองดงัตาราง 3 
 
ตาราง 3  ระยะเวลาการพ่นก๊าซโอโซนและการตรวจวัดปัจจยัทางกายภาย 
  

ระยะการเจริญเติบโต อาย ุ(วนั) จ านวนวนัท่ีพ่นโอโซน 

มีใบประกอบสองใบ (V2) 22 เร่ิมพ่นโอโซน 
มีใบประกอบส่ีใบ (V4) 30 9 
เร่ิมออกดอก (R1) 37 16 
เร่ิมติดฝัก (R3) 44 23 
เร่ิมติดเมลด็ (R5) 57 36 
เร่ิมเกบ็เก่ียว (R8) 76 55 

 
 3.1  ระดบัโอโซน 
                           ระดับก๊าซโอโซนในตู้ ทดลอง โดยวัดเป็นหน่วย  ppb โดยใช้เคร่ืองมือ  
PHOTOMETRIC O3 ANALYZER - MODEL 400E 
 3.2  ระดบัก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ 
                          ระดับก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ในบรรยากาศ โดยวัดเป็นหน่วย ppb โดยใช้
เคร่ืองมือ Gas Alert Micro-5 (IR) (BW technologies, Canada) 
 3.3  ระดบัอณุหภมูิ 
                          ระดบัอณุหภมูิในบรรยากาศ โดยวดัเป็นองศาเซลเซียส 
 3.4  ระดบัความเข้มแสง 
             วดัระดบัความเข้มแสง โดยใช้เคร่ืองมือ Lux meter โดยวดัเป็นหน่วย Lux 
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 4. การวางแผนการทดลอง 
 ก าหนดการวางแผนการทดลองให้มีจ านวน 3 ซ า้ วางแผนการทดลองแบบ 
Randomized Complete Block Design (RCBD) ดงันัน้จ านวนตู้ทดลองทัง้หมดในการวิจัยมี
จ านวน 9 ตู้  (ภาพ 12) 
 

 

                     Block 1        Block 2        Block 3 
 
ภาพ 12 แผนผังการวางแปลงทดลองแบบ Randomized Complete Block Design (RCBD)

  
 5. การจัดการปลูกถ่ัวเหลือง 
     ถั่วเหลืองเป็นพืชไร่ท่ีเลือกใช้ส าหรับการศึกษาวิจัยในครั ง้นี ้ เน่ืองจากเป็นพืชท่ีให้
คณุคา่ทางโภชนาการสงูและมีความไวต่อการสมัผสัโอโซน และเลือกพันธุ์เชียงใหม่ 60 เป็นพันธุ์
เดียวส าหรับการศกึษา เน่ืองจากเป็นพนัธุ์ท่ีนิยมปลกูมากในเขตพืน้ท่ีภาคเหนือตอนลา่ง  
     ปลกูถั่วเหลืองเป็นแถวจ านวนทัง้หมด 3 แถว มีระยะการปลกูระหว่างหลมุ 50 x 20 
เซนติเมตร (ภาพ 13) ก่อนปลกูใสปุ่๋ ยสตูร 12-24-12 อตัรา 10-15 กิโลกรัมตอ่ไร่ โดยหวา่นปุ๋ ยให้ทั่ว
แปลง (ใช้ 2 กิโลกรัมในพืน้ท่ีปลกูจริง 170 ตารางเมตร)  ให้น า้ทุกๆ 7 วนั จากนัน้น า Open–top 
chamber มาครอบต้นถัว่เหลือง ณ พืน้ท่ีปลกูเมื่อเข้าระยะเร่ิมมีใบประกอบสองใบ (V2) คือ อายุ
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ประมาณ 22 วนั โดยพ่นโอโซนเป็นเวลา 7 ชัว่โมงต่อวนั (09.00-16.00 น.) ท าการปลกูตัง้แต่เดือน 
มกราคม -เมษายน 2554  
 

 

 
ภาพ 13 แปลงทดลองส าหรับปลูกถ่ัวเหลืองพันธ์ุเชียงใหม่ 60 

  
 6. การศึกษาปัจจัยชีว้ัดผลกระทบของโอโซนท่ีมีต่อถ่ัวเหลือง 
   6.1  ระยะเวลาในการเลือกเก็บผลการศกึษา 
                      ในการวิจัยก าหนดการเก็บตวัอย่างเพ่ือวิเคราะห์ผลโดยมีปัจจัยซึ่งเป็นดัชนีชี ้
วดัผลกระทบ ในช่วงระยะของอายุถั่วเหลืองในระยะต่างๆ (สมชาย บุญประดับ, 2543) การ
เจริญเติบโตวิเคราะห์จากการเจริญเติบโตทางล าต้น โดยวดัความสูง 6 ระยะ คือ ระยะท่ีมีใบ
ประกอบสองใบ (V2) ระยะท่ีมีใบประกอบสีใ่บ (V4) ระยะเร่ิมออกดอก (R1)  ระยะเร่ิมติดฝัก (R3) 
ระยะเร่ิมติดเมลด็ (R5) และ ระยะเร่ิมเก็บเก่ียว (R8) ซึ่งเป็นช่วงอายุประมาณ 22, 30, 37, 44, 57 
และ 76 วนั ตามล าดบั 
 6.2  ดชันีพืน้ท่ีใบ (LAI คือ สดัสว่นของพืน้ท่ีใบพืช/พืน้ท่ีปลกูท่ีครอบคลมุพืช 1 ต้น)    

50 cm. 

20 cm. 



32 

 
             วัดดัชนีพืน้ท่ีใบโดยวัดความกว้างและความยาวของใบพืช  ใช้ตามวิธีของ 
Ainsworth, et al. (2005) เพ่ือค านวณสตูรในการหา Leaf area index ของพืช สุ่มตวัอย่างพืช     
10 ต้น โดยวดัจากใบท่ีมีสีเขียวทัง้ต้น (เก็บตวัอย่างใบทัง้ต้นจากต้นท่ีสุ่มท่ีมีใบเจริญเต็มท่ีโดยท า
การวดัท่ีใบย่อยกลาง) เพ่ือใช้เปรียบเทียบประสิทธิภาพการรับแสงและสงัเคราะห์แสง มีสมการดงันี ้

LAI = LA/G 
LA = 0.74 x กว้าง x ยาว 

 LA = พืน้ท่ีใบรวมทัง้หมดใน 1 ต้น     G = พืน้ท่ีดนิท่ีครอบคลมุต้นถัว่เหลือง 1 ต้น 
 6.3  ปริมาณรงควตัถใุนใบ 
             วดัปริมาณรงควตัถชุนิด คลอโรฟิลล์ เอ  คลอโรฟิลล์ บี และแคโรทีนอยด์ โดยใช้
วิธีของ Lichtenthaler and wellburn (1983) 
 6.4  ศกึษาลกัษณะทางสณัฐานวิทยาของใบ  
            ในแตล่ะแปลงทดลอง สุม่เก็บตวัอย่างใบ (ใบย่อยกลาง) จากต้นถัว่เหลืองจ านวน 
10 ต้น ท่ีมีใบเจริญเต็มท่ีโดยเก็บตวัอย่างใบจากข้อท่ี 5 นับจากปลายยอดลงมา ในแต่ละแปลง
ทดลอง บนัทึกข้อมลูขนาด สี และลกัษณะขนของใบ 
 6.5  ศกึษาลกัษณะทางกายวิภาคของใบ  
        โดยวิธีไมโครเทคนิคทางพืชด้วย paraffin technique ดดัแปลงวิธีของประศาสตร์ 
เกือ้มณี (2551) ธวชั ดอนสกุล (2534) และ Johansen (1940) บันทึกภาพด้วยโปรแกรม Motic 
Images plus 2.0 
 6.6  ลกัษณะของปากใบ  
             ในแต่ละแปลงทดลองสุ่มเก็บตัวอย่างใบ (ใบย่อยกลาง) จากต้นท่ีมีใบเจริญ
เต็มท่ีโดยเก็บตวัอย่างใบจากข้อท่ี 5 นับจากปลายยอดลงมา ล้างตวัอย่างใบพืชด้วยน า้เปล่าให้
สะอาด เช็ดให้แห้ง น ามาตดัให้มีขนาดประมาณ 0.5x0.5 เซนติเมตร น าชิน้ตวัอย่างพืชแช่ลงใน
สารละลาย FAA 70% แล้วน าไปศึกษาภายใต้กล้องจุลทรรศน์ชนิดส่องกราด (SEM) บันทึก
ลกัษณะของปากใบ  

 7. การวเิคราะห์ทางสถติ ิ

                  วิเคราะห์ความสมัพนัธ์ของปัจจยัและพารามิเตอร์ตา่งๆ โดยการวิเคราะห์ทางสถิติแบบ  
One- way ANOVA และวิเคราะห์ความสมัพนัธ์ระหวา่งชดุทดลอง โดยวิธีของ Duncan ,s multiple 
range test (DMRT) ท่ีระดบันยัส าคญั 0.05 (ความเช่ือมัน่ 95%) 

 


