
บทที่  2

วธิกีารวิจัย

1. วสัดุและอุปกรณ
1.1  อุปกรณเก็บตัวอยาง  ตรวจวัดและวิเคราะหคุณภาพนํ้ า

- กระบอกเก็บตัวอยางนํ้ า  แบบ  Ruttner’s flushed sampler
- เครื่องมือวัดความโปรงแสง  (secchi disc)
- เครื่องมือวัดอุณหภูมิ  (thermometer)
- เครื่องมือวัดความเปนกรด-ดาง  (pH meter  323)
- เครือ่งมือวัดคาการนํ าไฟฟา  (conductivity meter  WTW  LF 323)
- สเปคโตรโฟโตมิเตอร  (spectrophotometer)
- เครื่องดูดสูญญากาศ  (suction pump)
-  เครื่องแกว  เชน  บิกเกอร (beaker),  ฟลาสก (flask), ปเปต (pipete),

บิวเรต (buret),  ขวด BOD  ขนาด 300  มิลลิลิตร,  ขวดปรับปริมาตร (volumetric flask)  ขนาด
100  มลิลิลิตร,  ขนาด  250  มิลลิลิตร, ขนาด  500  มิลลิลิตร  เปนตน

- ขวด polyethylene ขนาด 1000 มิลลิลิตร  
- ถงันํ้ าแข็ง
- สารเคมสํี าหรับวิเคราะหปริมาณออกซิเจนที่ละลายนํ้ า  ปริมาณความตองการ

ของออกซิเจนทางชีวเคมี   ปริมาณไนเตรท  ปริมาณไนไตรท  ปริมาณแอมโมเนีย  และปริมาณ
ฟอสฟอรัส  (ภาคผนวก ก)

1.2  อุปกรณเก็บและจํ าแนกตัวอยางแพลงกตอนพืช
- ถงุลากแพลงกตอน  (plankton net)  ขนาดตา 20 ไมโครมิเตอร
- ขวดพลาสติกขนาด  250  มิลลิลิตร
- เครือ่งนับจํ านวน  (counter)
- สไลดนับจํ านวน  (Sedgwick-Rafter (S-R)  counting  cell)
- สไลดและแผนแกวปดสไลด
- นํ ้ายาฟอรมาลิน  (formalin)    
- กลองจุลทรรศนแบบเลนซประกอบ  (compound  microscope)
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2.  วธิกีารดํ าเนินการวิจัย
      2.1  ก ําหนดจุดเก็บตัวอยาง

ไดก ําหนดจุดเก็บตัวอยาง  5  จุด  (ภาพประกอบ 1)  โดยเลือกจากบริเวณที่มีสภาพ
ของพืน้ที่แตกตางกันดังนี้  (ภาพประกอบ 2)
จดุที ่ 1  บริเวณใกลแหลงชุมชน    เนื่องจากเปนบริเวณที่ไดรับนํ้ าทิ้งจากแหลงชุมชน
จดุที่  2  บริเวณรอยตอกับคลองยวน  เปนบริเวณที่ใกลแหลงการเกษตร  การทํ านาขาว
และปาเสม็ด
จดุที่  3  บริเวณปากคลองนางเรียม   เปนบริเวณที่เชื่อมตอกับทะเลหลวง
จดุที ่ 4  บริเวณใกลพรุควนเครง็   เปนบริเวณที่ไดรับนํ้ าจากปาพรุ
จดุที ่ 5  กลางทะเลนอย   เปนบริเวณที่อยูหางไกลจากแหลงปนเปอนตาง ๆ

2.2 ระยะเวลาในการเก็บตัวอยาง
ท ําการเก็บตัวอยางทุก  2  เดอืน  ต้ังแตเดือนธันวาคม  2543  ถึงเดือนตุลาคม  2544  

รวมการเกบ็ตัวอยางทั้งหมด  6  คร้ัง  แตละจุดเก็บตัวอยางจุดละ  3  ซํ้ า  โดยอาศัยเครื่องมือ  
GPS  (geographic global positioning system)

2.3  การเก็บตัวอยาง
2.3.1 การเก็บตัวอยางแพลงกตอนพืช
เก็บตัวอยางแพลงกตอนพืชที่ระดับผิวนํ้ า (ความลึกประมาณ  30  เซนติเมตร)โดยใช

กระบอกเก็บนํ้ าแบบ Ruttner’s flushed sampler เกบ็นํ ้าปริมาตร 10 ลิตร นํ ามากรองโดยใช 
ถุงแพลงกตอนขนาดตา 20 ไมโครมิเตอร เก็บตัวอยางที่ไดใสขวดพลาสติกขนาดความจุ 25 
มิลลิลิตร  ดองตวัอยางดวยนํ้ ายาฟอรมาลินใหมีความเขมขนประมาณ 4%  แบงตวัอยางเปน 2 
ขวด  เพือ่นํ าตัวอยางไปวิเคราะหชนิดและปริมาณในหองปฏิบัติการ
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ภาพประกอบ 1  แผนที่บริเวณทะเลนอย
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ภาพประกอบ 2  จุดเก็บตัวอยางบริเวณทะเลนอย
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2.3.2 การเก็บตัวอยางนํ้ า
เกบ็ตัวอยางนํ้ าจากระดับผิวนํ้ าดวยกระบอกเก็บนํ้ าแบบ  Ruttner’s flushed sampler

เก็บใสขวด polyethylene ขนาด 1 ลิตร แลวแชในถังนํ้ าแข็ง  เพือ่น ําไปวิเคราะหหาปริมาณความ
ตองการออกซิเจนทางชีวเคมี  ปริมาณไนไตรท  ปริมาณไนเตรท  ปริมาณฟอสฟอรัส  และปริมาณ
แอมโมเนยี โดยตวัอยางนํ้ าที่จะนํ ามาวิเคราะหปริมาณแอมโมเนีย ตองรักษาตัวอยางนํ้ าดวยการ
เตมิกรดกํ ามะถันเขมขน  (conc H2SO4)  2-3 หยด  และปริมาณออกซิเจนที่ละลายนํ้ าเก็บใสใน
ขวดบโีอดรัีกษาตัวอยางนํ้ าดวยการเติมแมงกานีสซัลเฟต  1 มิลลิลิตร และอัลคาไลดไอโอไดเอไซด  
1มลิลิลิตร เพือ่นํ าไปวิเคราะหคุณภาพนํ้ าทางเคมีในหองปฏิบัติการโดยวิธีการตาม APHA AWWA 
and WPCF (1995) นอกจากนี้ไดมีการศึกษาปจจัยสภาพแวดลอมทางกายภาพและเคมีบาง
ประการ  ในระหวางการเก็บตัวอยางนํ้ า  ไดแก

- ความลึกและความโปรงแสงของนํ้ า  วัดโดยใช  secchi  disc
 - อุณหภูมิ   โดยใชเทอรโมมิเตอร

  - ความเปนกรด-ดางของนํ้ า  โดยใช pH meter  323
- วดัคาการนํ าไฟฟา  โดยใช conductivity meter  WTW  LF 323

2.4  การวเิคราะหตัวอยาง
2.4.1   การวิเคราะหชนิดและปริมาณของแพลงกตอนพืช

 2.4.1.1 การวิเคราะหชนิดของแพลงกตอนพืช  โดยนํ าตัวอยางแพลงกตอนพืช
มาใสในสไลดปดดวยแผนแกวปดสไลด หลังจากนั้นนํ าไปจํ าแนกชนิดภายใตกลองจุลทรรศนกํ าลัง
ขยาย  400-1000  เทา  ทํ าซํ้ าตัวอยางละ  3  คร้ัง

  2.4.1.2 การวเิคราะหปริมาณ  นํ าตัวอยางนํ้ ามาเขยาใหเขากันแลวดูดนํ้ าตัว
อยางมา 1 มิลลิลิตร  ใสใน Sedgwick-Rafter (S-R) counting cell น ําไปนับจํ านวนสกุลภายใต
กลองจุลทรรศนกํ าลังขยาย  100  เทา
            หนังสือที่ใชในการวิเคราะหชนิดและปริมาณของแพลงกตอนพืชสวนใหญ ไดแกหนังสือ
ของ  Desikachary (1959), Hannah and Elizabeth (1988), Prescott (1962),  Whitford and 
Schumacher (1973)  และ  Komárek (1999)
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2.4.2  การวเิคราะหตัวอยางนํ้ า (ภาคผนวก ก) ตามวิธีการของ  APHA AWWA and 
WPCF (1995)

2.4.2.1 ปริมาณออกซิเจนที่ละลายนํ้ า  โดยวิธีเอไซดโมดิฟเคชันของไอโอโด
เมตริก (Azide Modification of Iodometric Method)

2.4.2.2 ปริมาณความตองการของออกซิเจนทางชีวเคมี (Biochemical 
Oxygen Demand, BOD) โดยวิธีเอไซดโมดิฟเคชันของไอโอโดเมตริก (Azide Modification of 
Iodometric Method)

2.4.2.3   ปริมาณไนเตรท  โดยใชวิธี  Cadmium reduction method   
2.4.2.4   ปริมาณไนไตรท  โดยใชวิธี  Colorimetric Method
2.4.2.5   ปริมาณแอมโมเนีย  โดยใชวิธี  Phenate Method
2.4.2.6 ปริมาณฟอสฟอรัส (ออรโธฟอสเฟต) (Orthophosphate)  โดยใชวิธี

Ascorbic acid method

2.5 การวิเคราะหขอมูลทางสถิติ
2.5.1   วเิคราะหสหสมัพนัธระหวางแพลงกตอนพืชกับปจจัยสิ่งแวดลอมทางกายภาและ

ทางเคมีดวย Correlation  Analysis  โดยใชโปรแกรม  SPSS  9.0 for  Windows
2.5.2 วิเคราะหความคลายคลึงระหวางจุดเก็บตัวอยางและฤดูกาล โดยใชสกุลและ

ปริมาณของแพลงกตอนพืช  และขอมูลปจจัยสิ่งแวดลอมทั้งทางกายภาพและทางเคมีดวย 
Cluster Analysis โดยใชโปรแกรม SPSS  9.0 for  Windows และ Detrended Correspondence 
Analysis (DCA)  โดยใชโปรแกรม PCORD  แลวน ําขอมลูทีไ่ดไปใชเพื่อประเมินสถานภาพของคุณ
ภาพนํ้ าบริเวณทะเลนอย
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