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บทที่ 3 
อุปกรณและวิธีการทดลอง 

 
3.1 อุปกรณและสารเคมี 
1.  อุปกรณการเตรียมตัวอยางดิน ไดแก ขวดพลาสติก แผนอลูมินัมเปลว (aluminum foil) 
2. เครื่องแกสโครมาโตกราฟ (Gas Chromatograph, GC) ที่มีตัวตรวจวัดเปนชนิด FPD เครื่องลด
ปริมาตรสาร (rotary flask evaporator) และเครื่องเขยา 
3. เครื่องแกวและอุปกรณ ไดแก กรวยแยก กรวยกรอง กระบอกตวง ขวดปรับปริมาตร ขวดลด
ปริมาตร กระดาษกรอง (Whatman no. 5) และขวดสีชา (vial) 
4.  สารฆาแมลงกลุมออรกาโนฟอสเฟต ไดแก  

คลอรไพริฟอส 40%  (w/v) โดยมีอัตราการใช 25 ซีซี ตอน้ํา 20 ลิตร  
    ความเขมขน 500 มิลลิกรัมตอลิตร 
ไดโครโตฟอส 33%  (w/v) โดยมีอัตราการใช 60 ซีซี ตอน้ํา 20 ลิตร 
    ความเขมขน 990 มิลลิกรัมตอลิตร 
ไตรอะโซฟอส 40%  (w/v) โดยมีอัตราการใช 50 ซีซี ตอน้ํา 20 ลิตร 
    ความเขมขน 1000 มิลลิกรัมตอลิตร 
โปรฟโนฟอส 50%  (w/v) โดยมีอัตราการใช 80 ซีซี ตอน้ํา 20 ลิตร 
    ความเขมขน 2000 มิลลิกรัมตอลิตร 

5.  สารมาตรฐานของคลอรไพริฟอส ไดโครโตฟอส  ไตรอะโซฟอส และโปรฟโนฟอส 
6.  ตัวทําละลาย (PR grade) ไดแก เอทธิลอะซิเตท อะซิโตน และเฮกเซน 
 
3.2 ดินท่ีใชในการทําวิจัย 
 ดินที่นํามาใชในการทดลองเก็บจากอําเภอสันกําแพง จังหวัดเชียงใหม ซ่ึงเปนดินชุดโคราช 
โดยทําการเก็บตัวอยางที่ความลึก 0-15 เซนติเมตร ตัวอยางดินที่เก็บมาไดนําไปผึ่งใหแหงในที่รม
หลังจากนั้นนําไปบดและรอนดวยตะแกรงขนาด 2 มิลลิเมตร และวิเคราะหหาสมบัติตางๆ ของดิน 
ตามวิธีการของ Carter (1993) แสดงดังตารางที่ 2 และทําการปรับพีเอชของดินเปน 6.5-6.7 โดยการ
เติมปูนขาวและน้ําใหดินมีความชื้นประมาณรอยละ 60 ทิ้งไวประมาณ 4 สัปดาห  
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ตารางที่ 2  วิธีการวิเคราะหคุณสมบัติตางๆ ของดิน 
 

วิเคราะห วิธีการ 
พีเอช 
คาความตองการปูน  (lime requirement) 
คาความสามารถในการอุมน้ําไดสูงสุดของดิน   
(maximum water holding capacity) 
 
 
 
ปริมาณอินทรียวัตถุ  (Organic  matter) 
ฟอสฟอรัสที่เปนประโยชน  (Available  P) 
 
 
โพแทสเซียมที่แลกเปลี่ยนได  (Exchangeable K) 
ปริมาณไนโตรเจนทั้งหมด  (total N) 
แคลเซียมและแมกนีเซียมที่แลกเปลี่ยนได  (Exchangeable 
Ca and Mg) 
เหล็ก แมงกานีส ทองแดง และสังกะสีที่สกัดได 
 (Extractable Fe Mn Cu and Zn) 
คาการแลกเปลี่ยนประจุบวก  (Cation Exchang Capacity) 
ปริมาณทราย ซิลท และดินเหนียว 

ดิน:น้ํา  1:1 วัดดวย pH  meter 
Woodruff buffer method 
นําดินใสในทอทรงกระบอกที่เจาะรูที่พื้น แลวนําไปตั้งบน
เพลทแกวที่ใสน้ํากลั่นสูง 0.5 เซนติเมตร  ประมาณ 2–3 
ช่ัวโมง เพื่อใหดินอิ่มตัวดวยน้ํา แลวจึงนําออกมาตั้งไวบน
กระดาษกรอง  จนกระทั่งสมดุล  (ไมมีน้ํ าไหลออกมา
ภายนอกกระบอก) แลวจึงนําดินไปหาเปอรเซนตความชื้น 
Walkley & Black method 
สกัดดวย Bray II พัฒนาสีดวย ammoniummolybdate, 
antimony potasium tartrate, ascorbic acid  วัดดวยเครื่อง
spectrophotometer 
สกัดดวย NH4OAc  1 M pH 7 วัดโดย Flame photometer 
Micro Kjeldahl procedure 
สกัดดวย NH4OAc 1 M pH 7 วัดโดย Atomic absorption 
spectrophotometer 
สกัดดวย DTPA 1 วัดโดย Atomic absorption 
spectrophotometer 
Ammonium acetate pH 7 และ Bucher filtration method 
Hydrometer method 

ที่มา: Carter (1993) 
 
3.3 การศึกษาวิธีการสกัดสารกลุมออรกาโนฟอสเฟตในดิน 
  จากการศึกษามีวิธีการสกัดสําหรับสารกลุมออรกาโนฟอสเฟตในดิน 4 วิธี คือ 
วิธีท่ี 1 สกัดสารกลุมออรกาโนฟอสเฟตในดินดวยเอทธิลอะซิเตท ตามวิธีการของพงศพันธ และ
คณะ (2538) ซ่ึงมีวิธีการสกัดดังนี้ 
1. ชั่งตัวอยางดินจํานวน 50 กรัม ใสขวดรูปชมพูขนาด 250 มิลลิลิตร เติทเอทธิลอะซิเตท (PR  

grade) จํานวน 100 มิลลิลิตร ปดฝาขวดแลวนําไปเขยาดวยเครื่องเขยาแบบหมุนในอัตรา 300  
รอบตอนาที  เปนเวลา 4 ช่ัวโมง 

2. กรองสารละลายสวนใสผานโซเดียมซัลเฟต (เพื่อดูดซับน้ํา)  
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3. ปเปตสารละลายที่กรองไดจํานวน 50  มิลลิลิตรไปลดปริมาตรใหเหลือ  2  มิลลิลิตร 
4. นําไปวิเคราะหดวยเครื่องแกสโครมาโตกราฟ 
 
วิธีท่ี 2 สกัดสารกลุมออรกาโนฟอสเฟตในดินดวยอะซิโตน ซ่ึงพัฒนามาจากวิธีการของ Aoyagi et 
al. (2001) มีวิธีการสกัดดังนี้ 
1. ชั่งตัวอยางดินจํานวน 25 กรัม ใสขวดรูปชมพูขนาด 250 มิลลิลิตร เติมอะซิโตนจํานวน 50 

มิลลิลิตร ปดฝาขวดแลวนําไปเขยาดวยเครื่องเขยาแบบหมุนในอัตรา 300 รอบตอนาที เปนเวลา  
15  นาที 

2. เติมโซเดียมคลอไรดจํานวน 4 กรัม แลวเขยาตออีก 15 นาที จากนั้นตั้งทิ้งไวใหตกตะกอน
ประมาณ 30 นาที 

3. กรองสารละลายสวนใสผานโซเดียมซัลเฟต  
4. ปเปตสารละลายที่กรองไดจํานวน 20  มลิลิลิตรไปลดปริมาตรใหเหลือ  2  มิลลิลิตร 
5. นําไปวิเคราะหดวยเครื่องแกสโครมาโตกราฟ 
 
วิธีท่ี 3 สกัดสารกลุมออรกาโนฟอสเฟตในดินดวยอะซิโตน ซ่ึงพัฒนามาจากวิธีการของ Jiries et 
al. (2002) มีวิธีการสกัดดังนี้ 
1. ชั่งตัวอยางดินจํานวน 25 กรัม ใสขวดรูปชมพูขนาด 250 มิลลิลิตร เติมอะซิโตนจํานวน 100  

มิลลิลิตรและน้ําปราศจากไอออน 25 มิลลิลิตร ปดฝาขวดแลวนําไปเขยาดวยเครื่องเขยาแบบ
หมุนในอัตรา 300 รอบตอนาที เปนเวลา 2 ชั่วโมง 

2. นําสารละลายสวนใสแลวนํามาปรับปริมาตรใหเปน  200  มิลลิลิตร โดยใชอะซิโตน 
3. เมื่อปรับปริมาตรแลว  ปเปตสารละลายที่ไดมาจํานวน  20  มิลลิลิตร  ใสในกรวยแยก 
4. นํามาสกัด 2 คร้ัง โดยแตละคร้ังสกัดดวยการเติมสารละลายโซเดียมคลอไรดที่ อ่ิมตัว 10 

มิลลิลิตร, น้ําปราศจากไอออน 20 มิลลิลิตร  และไดคลอโรมีเทน 30 มิลลิลิตร จากนั้นเขยาเปน
เวลา  2  นาที แยกชั้นของไดคลอโรมีเทนออก (ชั้นสวนลาง) ใสในกรวยแยกอีกอันหนึ่ง แลวทํา
การสกัดอีกครั้ง 

5. แยกชั้นของไดคลอโรมีเทน (organic phase) มากรองผานโซเดียมซัลเฟต และนําไปลดปริมาตร
ใหเหลือ  2  มิลลิลิตร 

6. นําไปวิเคราะหดวยเครื่องแกสโครมาโตกราฟ 
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วิธีท่ี 4 สกัดสารกลุมออรกาโนฟอสเฟตในดินดวยเฮกเซนและอะซิโตน ซ่ึงพัฒนามาจากวิธีการ
ของ Tse et al. (2004) มีวิธีการสกัดดังนี้ 
1. ชั่งตัวอยางดินจํานวน 4 กรัม ใสลงในบีกเกอร  แลวเติมน้ําปราศจากไอออนจํานวน 6 มิลลิลิตร  

ผสมใหเขากัน  แลวตั้งทิ้งไวประมาณ  2  ชั่วโมง 
2. เติมเฮกเซน 80 มิลลิลิตร และอะซิโตน 20 มิลลิลิตร นําบีกเกอรมาทําการสกัดดวยเครื่องโซ

นิเคทเตอร (sonification) 3 คร้ัง คร้ังละ 3 นาที 
3. นําสารละลายสวนใสใสในกรวยแยก แลวสกัดโดยเติมน้ําปราศจากไอออน 100 มิลลิลิตร 

จากนั้นแยกชั้นสวนลางใสในกรวยแยกอีกอันหนึ่ง  แลวทําการสกัดอีก 2 คร้ัง ดวยไดคลอโร
มีเทน  100  มิลลิลิตร 

4. นําชั้นของไดคลอโรมีเทนในเฮกเซนที่ไดมากรองผานโซเดียมซัลเฟต และนําไปลดปริมาตรให
เหลือ  2  มิลลิลิตร 

5. นําไปวิเคราะหดวยเครื่องแกสโครมาโตกราฟ 
 
 โดยแตละวิธีการสกัดนั้นนํามาหาประสิทธิภาพของวิธีการจากปริมาณสารที่ตรวจพบ (% 
recovery) ที่มากที่สุด เพื่อที่จะนํามาเปนวิธีสกัดสารกลุมออรกาโนฟอสเฟตในดินที่เหมาะสมใน
การทดลองตอไป ซ่ึงในแตละวิธีจะทําการใสสารกลุมออรกาโนฟอสเฟตที่มีความเขมขน 100 
มิลลิกรัมตอกิโลกรัม ในปริมาณที่เทากันทุกวิธี 
 
3.4 การศึกษาผลของความเปนกรด-ดางตอการสลายตัวของสารกลุมออรกาโนฟอสเฟต 

การศึกษาผลของความเปนกรด-ดางตอการสลายตัวของสารกลุมออรกาโนฟอสเฟตนี้แบง
การทดลองออกเปน 3 การทดลองยอย โดยใชสารกลุมออรกาโนฟอสเฟตที่แตกตางกัน ในการ
ทดลองยอยที่ 1 ใชสารคลอรไฟริฟอส การทดลองยอยที่ 2 ใชสารไตรอะโซฟอส และการทดลอง
ยอยที่ 3 ใชสารโปรฟโนฟอส 

การทดลองยอยที่ 1 ผลของความเปนกรด-ดางตอการสลายตัวของคลอรไฟริฟอส 
การออกแบบการทดลอง : เปนแบบ Factorial ประกอบดวยปจจัย 2 ปจจัย คือ พีเอชของดิน

เร่ิมตน 2 ระดับ คือ 4.5 และ 6.7 และระดับความเขมขนเริ่มตนของสารคลอรไพริฟอสในดิน 3 
ระดับ คือ 35.5, 71.0 และ 106.5 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม โดยมีแผนการทดลองเปนแบบสุมสมบูรณ 
(Complete Randomized Design; CRD) มีทั้งหมด 3 ซํ้า  

วิธีการ : ชั่งดินที่มีพีเอช 4.5 และ 6.7 จํานวน 100 กรัม ใสขวดพลาสติกขนาด 200 มิลลิลิตร 
และเติมสารคลอรไพริฟอสลงไปในดินแตละพีเอช โดยใหดินมีความเขมขนของสารคลอรไพริ
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ฟอสเริ่มตนที่แตกตางกัน 3 ระดับ คือ 35.5, 71.0 และ 106.5 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมตามลําดับ ผสม
คลุกเคลาใหเขากันแลวทําการปรับความชื้นดินทุกขวดดวยน้ํากลั่นใหมีความชื้นเทากับ 60 
เปอรเซ็นตของความสามารถในการอุมน้ําไดสูงสุดของดนิ (maximum water holding capacity, 
WHC) (ความสามารถในการอุมน้ําสูงสุดของดินชุดโคราช เทากับ 12.8 มิลลิลิตรตอดิน 100 กรัม) 
ปดปากขวดพลาสติกดวยแผนอะลูมินัมเปลวที่ถูกเจาะรูเอาไวเพื่อการระบายอากาศที่ดี นําตัวอยาง
ดินมาบมไวในที่มืดที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียสดวยตูควบคมุอุณหภูมิ ตลอดระยะเวลาการทดลอง
จะทําการควบคุมความชื้นของดินที่ 60 เปอรเซ็นตของความสามารถในการอุมน้ําไดสูงสุดของดิน 
โดยการเติมน้ํากลั่นในตัวอยางดิน ทุก 1-2 วัน ใหมีน้ําหนักเทากับน้ําหนักเริ่มตน 

การเก็บขอมูล : ทําการเก็บตัวอยางดินเพื่อวิเคราะหหาปริมาณสารคลอรไพริฟอสที่เหลือ
ตกคางอยูในดิน (% remaining) ทุก 0, 1, 3, 5 และ 14 วันของการทดลอง ดวยวิธีการสกัดดินที่
เหมาะสม ซ่ึงไดจากการศึกษาในหัวขอที่ 3.3 นําสวนที่สกัดไดไปตรวจวัดปริมาณสารที่เหลือ
ตกคางอยูในดิน โดยเครื่องแกสโครมาโตกราฟ (Gas Chromatograph) (ภาคผนวก ก) 
 

สําหรับการทดลองยอยที่ 2 และ 3 ดําเนินการเชนเดียวกับการทดลองยอยที่ 1 โดยการ
ทดลองยอยที่ 2 ใชสารไตรอะโซฟอส 3 ระดับความเขมขน คือ 71, 142 และ 213 มิลลิกรัมตอ
กิโลกรัม และการทดลองยอยที่ 3 ใชสารโปรฟโนฟอส 3 ระดับความเขมขน คือ 142, 284 และ 426 
มิลลิกรัมตอกิโลกรัม 
 
3.5 การศึกษาผลของอินทรียวัตถุตอการสลายตัวของสารกลุมออรกาโนฟอสเฟต 
 การศึกษาผลของอินทรียวัตถุตอการสลายตัวของสารกลุมออรกาโนฟอสเฟต ดําเนินการ
เชนเดียวกับการศึกษาผลของความเปนกรด-ดางของดินตอการสลายตัวของสารกลุมออรกาโน
ฟอสเฟต โดยทําการศึกษาในดินชุดโคราชที่มีพีเอช 6.7 แตมีการเปลี่ยนปจจัยที่ 1 เปนปริมาณ
อินทรียวัตถุ 3 ระดับ คือ 0 ตันตอไร, 1 ตันตอไร และ 2 ตันตอไร ซ่ึงอินทรียวัตถุที่ใช คือ ปุยหมัก 
สําหรับการเติมอินทรียวัตถุที่อัตรา 1 ตันตอไร นั้นใชปริมาณปุยหมัก 0.32 กรัมตอดิน 100 กรัม (ดิน 
1 ไร หนักเทากับ 312,000 กิโลกรัม) และการเติมอินทรียวัตถุที่อัตรา 2 ตันตอไร ใชปริมาณปุยหมัก 
0.64 กรัมตอดิน 100 กรัม 
 
3.6 สถานที่ท่ีใชในการดําเนินการวิจัย 
1.  หองปฏิบัติการกลางคณะเกษตรศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม  
2.  ภาควิชาปฐพีศาสตรและอนุรักษศาสตร คณะเกษตรศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม 
 


