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บทท่ี 2

วิธีการวิจัย

สารเคมี
1. Sulfuric Acid, conc. (LAB-SCAN, AR grade : Thailand)
2. Nitric Acid, conc. (LAB-SCAN, AR grade : Thailand)
3. Hydrochloric Acid, conc. (Merck, AR grade : Germany)
4. Stannous Chloride (Fluka, AR grade : Switzerland)
5. Sodium Chloride (Merck, AR grade : Germany)
6. Hydroxylamine Sulfate (Fluka, AR grade : Switzerland)
7. Potassium Permanganate (Fisher Chemicals, AR grade : UK)
8. Potassium Persulfate (APS, AR grade : Australia)
9. Stock Mercury Solution (Merck, AR grade : Germany)
10. CRM Total Mercury in Fish (BCR, CRM422 in Cod muscle : Belgium)
11. Deionized Water

เคร่ืองมือและอุปกรณ
1. เครื่องวิเคราะหปริมาณปรอท (Mercury Analyzer) ยี่หอ Bacharach รุน MAS-50D
2. เครื่องบันทึก (recorder) ยีห่อ Acer รุน Entra 500
3. เครื่องอุนไอนํ้ า (water bath) ยีห่อ Memmert รุน W760
4. ตูอบความรอนแหง (hot air oven) ยีห่อ Contherm
5. กระบอกเก็บตวัอยางนํ้ า (water sampler)
6. ขวดพลาสติกเก็บตัวอยางนํ้ าขนาด 1 ลิตร
7. Grab สํ าหรับเก็บตัวอยางดิน
8. ถุงพลาสติก
9. ถังแชเย็น
10. มีดพลาสติก
11. เขียงพลาสติก
12. หลอดเซนตริฟวจพลาสติกขนาด 50 ml
13. กระดาษกรอง Cellulous Acetate ขนาด pore size 0.45 ไมครอน ยี่หอ Whatman
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14. เครื่องชั่งละเอียด 2 ตํ าแหนง ยี่หอ Mettler Toledo รุน TB-1502
15. เครื่องชั่งละเอียด 4 ตํ าแหนง ยี่หอ Mettler Toledo รุน AB 240
16. เครือ่งแกวชนิดตาง ๆ สํ าหรับการวิเคราะห

วิธีดํ าเนินการวิจัย
1. การศึกษาขอมูลพื้นฐาน

ศกึษาขอมูลในเอกสารวิชาการตาง ๆ  เกี่ยวกับลุมนํ้ าทะเลสาบสงขลา  และทะเลสาบ
สงขลาตอนลาง เชน ที่ตั้งและอาณาเขต ลักษณะภูมิประเทศ ฤดูกาล ลักษณะภูมิอากาศ แหลงนํ้ า
ธรรมชาติ ลํ านํ้ าสํ าคัญที่ไหลลงสูทะเลสาบสงขลาตอนลาง แหลงกํ าเนิดนํ้ าเสียที่สํ าคัญในพื้นที่
ทะเลสาบสงขลาตอนลาง และแนวโนมคุณภาพนํ้ าในทะเลสาบสงขลาตอนลาง

ศกึษาขอมูลในเอกสารวิชาการตาง ๆ  เกี่ยวกับสารปรอท  เชน  คุณสมบัติทั่วไป  ประเภท
รูปแบบทางเคมีและความเปนพิษ แหลงที่มาในสิ่งแวดลอม การเปลี่ยนรูปในสิ่งแวดลอม การสะสม
ในสิง่มชีีวิต การศึกษาระดับปริมาณสารปรอทในสัตวนํ้ าในบริเวณทะเลสาบสงขลาและบริเวณ
อ่ืน ๆ ในประเทศไทยที่ผานมา และการปนเปอนของสารปรอทในดินตะกอน

ศกึษาและสํ ารวจชนิดของสัตวนํ้ าหลักที่จับไดจากทะเลสาบสงขลาตอนลาง เพื่อเปนขอมูล
พืน้ฐานในการวางแผนปฏิบัติงาน การกํ าหนดจุดเก็บตัวอยาง และกํ าหนดชนิดของสัตวนํ้ า ตลอด
จนศกึษาหาวิธีการวิเคราะหที่เหมาะสม

2. การกํ าหนดจุดเก็บตัวอยาง
2.1 ตวัอยางนํ ้าและตัวอยางตะกอนดินเก็บจากจุดเก็บตัวอยาง 9 จุด คือ

• ปากคลองอูตะเภา
• ปากคลองพะวง
• ชุมชนเกาะยอ
• ชุมชนหัวเขาแดง
• ปากทะเลสาบสงขลา
• ปากคลองขวาง
• ทาเรือประมงทาสะอาน
• ปากคลองสํ าโรง
• ทะเลสาบสงขลาตอนลาง

จดุเกบ็ตวัอยางและสภาพทั่วไปบริเวณจุดเก็บตัวอยางนํ้ าและตัวอยางตะกอนดิน ดังแสดง
ในภาพประกอบ 7 และ 8
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(ก)  ปากคลองอูตะเภา

(ข)  ปากคลองพะวง

(ค)  ชุมชนเกาะยอ

ภาพประกอบ 8 สภาพทัว่ไปของจุดเก็บตัวอยางนํ้ าและตัวอยางตะกอนดินบริเวณทะเลสาบ
สงขลาตอนลาง
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(ง)  ชุมชนหัวเขาแดง

(จ)  ปากทะเลสาบสงขลา

(ฉ)  ปากคลองขวาง

ภาพประกอบ 8 (ตอ)
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(ช)  ทาเรือประมงทาสะอาน

(ซ)  ปากคลองสํ าโรง

(ฌ)  ทะเลสาบสงขลาตอนลาง

ภาพประกอบ 8 (ตอ)
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2.2 ตัวอยางปลาเกบ็จากทาขึ้นสัตวนํ้ าและตลาดสด ในบริเวณทะเลสาบสงขลาตอนลาง
โดยสอบถามถึงแหลงที่จับปลาดวยทุกครั้ง

3. ชนดิของตัวอยางปลาที่ใชในการวิจัย
ชนดิของตัวอยางปลาที่ใชในการวิจัย จะพจิารณาปลาที่มีการนํ ามาบริโภค และมีปริมาณ

มากพอในธรรมชาติ เปนปลาที่อยูประจํ าถ่ิน และมีความสํ าคัญทางเศรษฐกิจ โดยแบงออกเปนกลุม
ของปลาประเภทกินพืชเปนอาหาร และกลุมของปลาประเภทกินสัตวเปนอาหาร ตัวอยางปลาที่ใช
ในการวิจัย มีดังนี้
กลุมของปลาประเภทกินพืชเปนอาหาร ไดแก ปลาโคก (Gonialosa modestus)

ปลากระบอกดํ า (Liza subviridis)
ปลากระบอกขาว (Valamugil cunnesius)

กลุมของปลาประเภทกินสัตวเปนอาหาร ไดแก ปลาแปนเล็ก (Leiognathus brevirostris)
ปลากดขี้ลิง (Arius sagor)
ปลากดหัวโมง (Arius maculatus)
ปลากะพงขาว (Lates calcarifer)

ชนดิของปลาที่ใชในการวิจัยแสดงในภาพประกอบ 9
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กลุมของปลาประเภทกินพืชเปนอาหาร

(ก)  ปลาโคก (Gonialosa modestus)

(ข)  ปลากระบอกดํ า (Liza subviridis)

(ค)  ปลากระบอกขาว (Valamugil cunnesius)
ภาพประกอบ 9 ชนิดของปลาที่ใชในการวิจัย
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กลุมของปลาประเภทกินสัตวเปนอาหาร

(ง)  ปลาแปนเล็ก (Leiognathus brevirostris)

(จ)  ปลากดขี้ลิง (Arius sagor)

(ฉ)  ปลากดหัวโมง (Arius maculatus)

(ช)  ปลากะพงขาว (Lates calcarifer)
ภาพประกอบ 9 (ตอ)
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4. การเก็บและรักษาตัวอยาง
4.1 ตวัอยางนํ้ า
เกบ็ตวัอยางนํ้ าโดยใชกระบอกเก็บตวัอยางนํ ้า แลวใสในขวดพลาสติกเก็บตัวอยางนํ้ า ขนาด

1 ลิตร เก็บรักษาตัวอยางโดยเติม Nitric Acid จนได pH 2 หรือตํ ่ากวา แลวแชเย็นไว (APHA,
AWWA and WEF, 1998)

4.2 ตวัอยางตะกอนดิน
เกบ็ตวัอยางตะกอนดินโดยใช grab แลวน ําตัวอยางใสในถุงพลาสติก มวนถุงไลอากาศออก

ใหหมด แลวนํ าไปใสในถุงพลาสติกอีกชั้น มวนมัดปากถุงใหแนน แลวแชเย็นไว
ทํ าการอบตัวอยางตะกอนดินในตูอบความรอนแหง (Hot Air Oven) ที่อุณหภูมิ 40 องศา

เซลเซียส นานประมาณ 7 วนั แลวนํ าตวัอยางตะกอนดินทีไ่ดใสในถุงพลาสติก เก็บไวในเดซเิคเตอร
4.3 ตัวอยางปลา
ก. ท ําการเก็บตัวอยางแบบเจาะจง (purposive sampling) โดยการซื้อปลาที่จับไดจากทะเล

สาบสงขลาตอนลางจากแมคาหรือชาวประมงที่ออกทํ าการประมงในทะเลสาบสงขลาตอนลาง
ข. วธีิการเกบ็และรักษาตัวอยางปลา ดํ าเนินการตามวิธีของคณะอนุกรรมการแกไขปญหา

การวเิคราะหสารเปนพิษ คณะกรรมการสิ่งแวดลอมเรื่องสารเปนพิษ (2530) โดยการเก็บตัวอยาง
ปลาแยกตามชนิดและขนาด ปริมาณตัวอยางปลาแตละชนิดที่นํ ามาศึกษาตองใหเปนตัวแทนทาง
สถิติ โดยถือหลักดังนี้ ปลาขนาดเล็กกวา 20 เซนติเมตร เก็บไมนอยกวา 10 ตัว ปลาขนาดระหวาง
20-60 เซนตเิมตร เก็บไมนอยกวา 5 ตัว นํ าตัวอยางปลาใสในถุงพลาสติก มวนถุงไลอากาศออกให
หมด แลวน ําไปใสในถุงพลาสติกอีกชั้น มวนมัดปากถุงใหแนน แลวแชเย็นไว ทํ าการวิเคราะหทันที
เมือ่ถึงหองปฏิบัติการ ในกรณีที่ไมสามารถทํ าการวิเคราะหไดทันที ใหเก็บรักษาตัวอยางโดยการแช
แข็ง

5. การวดัขนาดความยาวและนํ้ าหนักของปลา
ตวัอยางปลาแตละตัววัดความยาวดวยวิธีวัดหาความยาวทั้งสิ้น (total length) (ธํ ารง, 2533)

โดยใชไมบรรทัดวัดความยาวตั้งแตจงอยปากจนสุดปลายครีบหาง ดังแสดงในภาพประกอบ 10
และชัง่นํ้ าหนักโดยใชเครื่องชั่งละเอียด 2 ตํ าแหนง
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ภาพประกอบ 10 การวดัความยาวตัวอยางปลาแบบวิธีวัดหาความยาวทั้งสิ้น (total length)

6. วธีิการยอยตัวอยางและการวิเคราะหปริมาณสารปรอท
6.1 ตวัอยางนํ้ า (นํ้ าเค็ม) (APHA, AWWA and WEF, 1998)

1. ตวงตัวอยางนํ้ า 100 มล. หรือตัวอยางนํ้ าที่เจือจางเปน 100 มล. ซ่ึงมีสารปรอทไม
มากกวา 5.0 ไมโครกรัม/ลิตร ลงในขวด BOD ขนาด 300 มล.

2. เติม Sulfuric Acid, conc. 5 มล. เขยา
3. เติม Nitric Acid, conc. 2.5 มล. เขยา
4. เติม Potassium Permanganate 25 มล. เขยา
5. เติม Potassium Persulfate 8 มล.
6. น ําไปอุนในเครื่องอุนไอนํ้ า (water bath) ทีอุ่ณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส นาน 2 ช่ัว

โมง แลวทิ้งไวใหเย็น
7. เติม Sodium Chloride Hydroxylamine Sulfate Solution 25 มล. เพื่อ reduce

Permanganate ทีเ่หลือ ทิ้งไวอยางนอย 30 วินาที
8. เติม Stannous Chloride ลงไปในตัวอยางที่ยอยแลว 5 มล.
9. ท ําการวิเคราะหปริมาณปรอทรวม (Total Mercury) โดยใชเครื่อง Mercury

Analyzer ชนิด Cold Vapour Technique
6.2 ตวัอยางตะกอนดิน (ประยุกตจาก AOAC, 1990)

1. ช่ังตวัอยางตะกอนดินที่ทํ าการอบแหงแลว ประมาณ 1 กรัม ดวยเครือ่งชั่งละเอียด
4 ตํ าแหนง ใสลงในหลอดเซนตริฟวจ ขนาด 50 มล.

2. เติม Nitric Acid, conc. 6 มล.
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3. น ําไปอุนในเครื่องอุนไอนํ้ า (water bath) ทีอุ่ณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส นาน 1.5 ช่ัว
โมง

4. ตัง้ทิง้ไวใหเย็นที่อุณหภูมิหอง
5. เติมนํ้ ากลั่นชนิด Deionized Waterใหไดปริมาตร 100 มล.
6. กรองผานกระดาษกรอง Cellulous Acetate ขนาด pore size 0.45 ไมครอน
7. ใสตัวอยางลงในขวด BOD ขนาด 300 มล.
8. เติม Stannous Chloride ลงไปในตัวอยางที่ยอยแลว 5 มล.
9. ท ําการวิเคราะหปริมาณปรอทรวม (Total Mercury) โดยใชเครื่อง Mercury

Analyzer ชนิด Cold Vapour Technique
6.3 ตัวอยางปลา (AOAC, 1990)

1. ช่ังตวัอยางปลาที่ทํ าการแลเนื้อและสับละเอียดแลวประมาณ 1 กรัม ดวยเครื่องชั่ง
ละเอียด 4 ตํ าแหนง ใสลงในหลอดเซนตริฟวจ ขนาด 50 มล.

2. เติม Nitric Acid, conc. 6 มล.
3. น ําไปอุนในเครื่องอุนไอนํ้ า (water bath) ทีอุ่ณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส นาน 1.5 ช่ัว

โมง เมื่อครบเวลาจะไดสารละลายสีเหลืองใส
4. ตัง้ทิง้ไวใหเย็นที่อุณหภูมิหอง
5. ถายตัวอยางลงขวด BOD ขนาด 300 มล. แลวเติมนํ้ ากลั่นชนิด Deionized Water

ใหไดปริมาตร 100 มล.
6. เติม Stannous Chloride ลงไปในตัวอยางที่ยอยแลว 5 มล.
7. ท ําการวิเคราะหปริมาณปรอทรวม (Total Mercury) โดยใชเครื่อง Mercury

Analyzer ชนิด Cold Vapour Technique
7. การหาปริมาณความชื้นของตัวอยางปลาและตวัอยางตะกอนดิน

1. ช่ังนํ้ าหนักถวยอลูมิเนียม (aluminum foil) ดวยเครื่องชั่งชนิดละเอียดทศนิยม 4
ต ําแหนง บันทึกคานํ้ าหนักไว

2. ตกัตวัอยางประมาณ 2 กรัม ใสลงในถวยอลูมิเนียม ช่ังนํ้ าหนักดวยเครื่องชั่งชนิด
ละเอยีดทศนิยม 4 ตํ าแหนง บันทึกคานํ้ าหนักไว

3. น ําไปอบแหงที่อุณหภูมิ 103-105 องศาเซลเซียส เปนเวลาประมาณ 7 วัน
4. ท ําใหเย็นในเดซิเคเตอรเปนเวลา 30 นาที
5. ช่ังนํ ้าหนกัดวยเครื่องชั่งชนิดละเอียดทศนิยม 4 ตํ าแหนง บันทึกคานํ้ าหนักไว
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6. ท ําซํ ้าขอ 3-5 จนกวานํ้ าหนักที่ช่ังไดคงที่ (นํ้ าหนักที่ช่ังไดคร้ังหลังตางจากนํ้ าหนัก
ทีช่ั่งไดคร้ังกอนไมเกิน ±  0.0005 กรัม)

7. ค ํานวณหาปริมาณความชื้นในตัวอยาง ดงันี้
ปริมาณความชื้นในตัวอยาง     =     (A - B) x 100

            
เมื่อ A     =     นํ ้าหนักกอนอบ

B     =     นํ ้าหนักหลังอบ
8. การควบคุมคุณภาพในการวิเคราะหตัวอยาง

ท ําการควบคมุคุณภาพในการวิเคราะหตัวอยาง เพื่อยืนยันความถูกตองและความแมนยํ า
ของผลการวิเคราะห

8.1 ตวัอยางนํ้ า ทํ าการควบคุมคุณภาพโดยการหา   % recovery ของ spiked sample และทํ า
การวิเคราะหตวัอยาง 3 ซ้ํ า

8.2 ตวัอยางตะกอนดิน ทํ าการควบคุมคุณภาพโดยการหา % recovery ของ spiked sample
และท ําการวิเคราะหตวัอยาง 3 ซ้ํ า

8.3 ตวัอยางปลา ทํ าการควบคุมคุณภาพโดยการวิเคราะห certified reference material
(CRM 422 in Cod muscle ของบริษัท BCR) และท ําการวิเคราะหตวัอยาง 3 ซ้ํ า

9. การวิเคราะหขอมูลทางสถิติ (ธวัชชัย, 2540; ศิริชัย, 2539)
น ําผลการวิเคราะหปริมาณสารปรอทในเนื้อปลา ปริมาณสารปรอทในนํ้ า และปริมาณสาร

ปรอทในตะกอนดินที่ไดมาหาคาเฉลี่ย (mean) น ําเสนอโดยใชตาราง และกราฟ
ศกึษาความสัมพันธระหวางขนาดของปลา และปริมาณการสะสมของสารปรอทในเนื้อ

ปลา โดยใช Bivariate Correlation  (Pearson)
ทดสอบความแตกตางคาเฉลี่ยของปริมาณสารปรอทที่สะสมในเนื้อปลา ในปลาประเภท

กนิพชืเปนอาหารและปลาประเภทกินสัตวเปนอาหาร โดยใชสถิติ t-test (independence) ของ
โปรแกรมคอมพิวเตอร SPSS for Windows

สถานที่ทํ าการวิจัย
ท ําการวิเคราะหตัวอยางที่หองปฏิบัติการ       คณะการจัดการสิ่งแวดลอม      มหาวิทยาลัย

สงขลานครินทร วิทยาเขตหาดใหญ
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