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บทที่ 2

                                วธิกีารวิจัย

2.1   วสัดุและอุปกรณ
2.1.1   วสัดุและอุปกรณสํ าหรับเก็บตัวอยางแพลงกตอนพืช

1)   ถงุแพลงกตอนขนาดตาขาย 55 ไมครอน
2)   กระบอกเก็บนํ้ าแบบ Ruttner sampler
3)   ถงันํ้ าขนาด 120 ลิตร
4)   ฟอรมาลีนเขมขน
5)   ขวดใสตัวอยาง
6)   กระบอกตวง

2.1.2   วสัดุและอุปกรณสํ าหรับเก็บตัวอยางนํ้ า
1)   เทอรโมมิเตอร
2)   pH – meter ยีห่อ Cole Parmer Model 59002-00
3)   รีแฟลกซโตมิเตอรสํ าหรับวัดความเค็ม ASL-SO  ยี่หอ ASAHI
4)   กระบอกเก็บนํ้ าแบบ Ruttner sampler
5)   ขวดพลาสติก 1 ลิตร สํ าหรับใสตัวอยางนํ้ า

2.1.3   วสัดุและอุปกรณสํ าหรับจํ าแนกแพลงกตอนพืช
1)   Sedgwick Rafter Counting cell  ขนาดความจุ 1 มิลลิลิตร
2)   กลองจุลทรรศนแบบคอมปาวด
3)   แผนสไลด
4)   กระจกปดสไลด

2.1.4   วสัดุอุปกรณสํ าหรับวิเคราะหคุณภาพนํ้ า
1)   เครื่อง spectrophotometer
2)   เครื่อง centrifuge
3)   เครื่องชั่ง
4) เครื่องแกว
5)   สารเคมี
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2.2   วิธีดํ าเนินการวิจัย
2.2.1   พืน้ที่ศึกษา

สถานทีศึ่กษา ต้ังอยูที่ตํ าบลตันหยงโป อํ าเภอเมือง จังหวัดสตูล โดยก ําหนดสถานีศึกษาดังนี้
(ภาพประกอบ 2-1)
    2.2.1.1   บริเวณปาชายเลน

บานบากนัเคย ต้ังอยูทีเ่สนละตจิดู 6 องศา 36 ลิปดาเหนอืและลองจจิดู 99 องศา 59 ลิปดา
ตะวนัออก        พืน้ทีส่วนใหญจะปกคลมุดวยพชืพรรณพวกไมโกงกาง      (สํ านกังานนโยบายและแผน
ส่ิงแวดลอม, 2540)  ตัวแทนของพืน้ทีศึ่กษาประกอบดวย 6 สถานี ซึง่อยูในคลอง 2 คลอง

สถานทีี ่1-3     บริเวณคลองไร มีความยาวประมาณ 4 กิโลเมตร
สถานีที่ 4-6     บริเวณคลองโพงพาง มีความยาวประมาณ 0.6 กิโลเมตร

    2.2.1.2   บริเวณหาดทราย
บานหาดทรายยาว  ต้ังอยูทีเ่สนละติจูด 6 องศา 36 ลิปดาเหนือ และลองจิจูด 99 องศา 57

ลิปดาตะวนัออก พื้นที่เปนทรายปนโคลนและมีโขดหินเล็กนอยบริเวณชายฝง  โดยก ําหนดสถานีที่เปน
ตัวแทนของพืน้ทีศึ่กษาเปน 6 สถานี

สถานีที่  7-9    บริเวณหาดทรายทางดานทิศเหนือ หางจากฝงประมาณ 0.4  กโิลเมตร
สถานีที่ 10-12 บริเวณหาดทรายทางดานทิศใต หางจากหาดทรายทางดานทิศเหนือ

ประมาณ 0.8 กิโลเมตร
โดยท ําการศึกษาตั้งแตเดือนมกราคม2544-มกราคม2545 ซึ่งกรมอุตุนิยมวิทยา (2532) ได

ก ําหนดให
ฤดูรอน   ชวงกลางเดือนกุมภาพันธ-กลางเดือนพฤษภาคม
ฤดูฝน    แบงเปน 2 ชวง

- ชวงฝนตกหนัก กลางเดือนพฤษภาคม-กลางเดือนตุลาคม
(มรสุมตะวันตกเฉียงใต)

- ชวงฝนตกนอยกลางเดือนตุลาคม-กลางเดือนกุมภาพันธ
(มรสุมตะวันออกเฉียงเหนือ)
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       ภาพประกอบ 2-1   พืน้ทีศึ่กษาและสถานีเก็บตัวอยาง ตํ าบลตันหยงโป อํ าเภอเมือง
               จงัหวัดสตูล
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2.2.2    การเกบ็ตัวอยาง
2.2.2.1  การเกบ็ตัวอยางนํ ้า

เกบ็ตัวอยางนํ ้าเดอืนละ 1 คร้ัง ในขณะนํ ้าก ําลงัลง ต้ังแตเดอืนมกราคม 2544–มกราคม  
2545  โดยการใชขวดเกบ็ตัวอยางตกันํ ้าปริมาตร  1  ลิตรทีร่ะดบัความลกึประมาณ 30-50 เซนตเิมตร  
น ําตวัอยางนํ ้าเกบ็รักษาไวใน ice box เพือ่น ําไปวเิคราะหปริมาณตะกอนแขวนลอย ปริมาณสารอาหาร 
และปรมิาณคลอโรฟลล-เอในหองปฏบัิติการ  พรอมทัง้ตรวจวดัคณุภาพนํ ้าทางดานกายภาพและเคมใีน
ภาคสนาม  ดังนี้

1)   วดัความลกึดวยลกูดิง่วดัความลกึ
2)   วดัความเปนกรด-ดางดวยเครือ่ง pH-meter ยีห่อ Cole Parmer Model 59002-00
3)   วดัอณุหภมูดิวยเทอรโมมเิตอร
4)   วดัความเคม็ดวยรแีฟลกซโตมเิตอร ASL-SO ยีห่อ ASAHI
5)   วดัปริมาณออกซเิจนละลาย    โดยการเกบ็ตัวอยางนํ ้าดวยกระบอกเกบ็นํ ้า  ใสขวด BOD 

น ําไปวเิคราะหตามวธิขีอง  Strickland และ Parsons (1972 )
2.2.2.2  การเกบ็ตัวอยางแพลงกตอนพชื

เกบ็ตัวอยางแพลงกตอนพชืเดอืนละ  1  คร้ัง ในขณะนํ ้าก ําลงัลง  ต้ังแตเดอืนมกราคม  2544 
– มกราคม  2545  โดยใชวธิทีีดั่ดแปลงมาจากวธิขีอง Kramer et al. (1994)  เกบ็ตัวอยางสถานลีะ 3 
ตัวอยาง ดังนี้

1)   การเกบ็ตัวอยางเพือ่ศึกษาแพลงกตอนพชืกลุมนาโนแพลงกตอน
      โดยการตกันํ ้าดวยกระบอกเกบ็นํ ้าแบบ  Ruttner  ทีร่ะดบัความลกึประมาณ 30-50 เซนตเิมตร  

ปริมาตร  1  ลิตร  ใสขวดพลาสตกิเกบ็รักษาตวัอยางดวยฟอรมาลนิเขมขนที่ปรับพเีอชใหเปนกลางดวย
บอรแรกซ 50 มลิลิลิตร (4% buffered formaldehyde) (Angsupanich and Rakkheaw, 1997) วางตวั
อยางใหตกตะกอนประมาณ 10 วัน จึงใชปเปตดูดนํ้ าสวนใสออกใหเหลือตัวอยางประมาณ 100 
มลิลิลิตร

2)   การเกบ็ตัวอยางเพือ่ศึกษาแพลงกตอนพชืกลุมไมโครแพลงกตอน
โดยการตกันํ ้าทีร่ะดบัความลกึประมาณ 30-50 เซนตเิมตร   ปริมาตร 120 ลิตร    กรองดวยถงุ

กรองแพลงกตอนขนาดตา 55 ไมครอน เนือ่งจากบรเิวณทีเ่กบ็ตัวอยางมีปริมาณตะกอนมาก  เกบ็รักษา
ตัวอยางดวยฟอรมาลินเขมขนที่ปรับพีเอชใหเปนกลางดวยบอรแรกซ ในอัตราสวน 1 มิลลิลิตรตอ       
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ตัวอยาง 9 มลิลิลิตร สวนตวัอยางไมโครแพลงกตอนทีม่ขีนาด <55 ไมครอน ท ําการศกึษาจากตวัอยางที่
เกบ็ในขอ 2.2.2.2 (1)

2.3.4   การวเิคราะหตัวอยาง
 2.3.4.1   การวเิคราะหคุณภาพนํ ้า

 น ําตวัอยางนํ ้าทีเ่กบ็รักษาไวใน ice box มาท ําการวเิคราะหคุณลกัษณะทางกายภาพและเคมี
ในหองปฏบัิติการ ดังนี้

1)   วดัปริมาณตะกอนแขวนลอยในนํ ้า (total suspended solids)   โดยน ําตวัอยางนํ ้า 500 
มลิลิลิตร กรองดวยแผนกรองใยแกว GF/C ทีผ่านการอบทีอุ่ณหภมู ิ 103-105 องศาเซลเซยีส  น ําแผน
กรองทีไ่ดอบทีอุ่ณหภมู ิ103-105 องศาเซลเซยีส   เพือ่หานํ ้าหนกัแหงของตะกอน ตามวธิกีารของ Boyd 
และ Tucker (1992)

2)   วดัปริมาณสารอาหาร ไดแก ไนไตรท-ไนโตรเจน ไนเตรท-ไนโตรเจน ฟอสเฟต-ฟอสฟอรสั
และซลิิเกต-ซลิิกอน  โดยการเกบ็นํ ้าทีผ่านการกรองเอาตะกอนแขวนลอยออกมาวเิคราะหหาปรมิาณ
สารอาหารตามวธิกีารของ Strickland และ Parsons (1972)

3)  หาปรมิาณของคลอโรฟลล-เอ โดยน ําตวัอยางนํ ้า 500 มลิลิลิตร กรองดวยแผนกรองใย
แกว GF/C นํ าแผนกรองที่ไดไปวิเคราะหหาปริมาณคลอโรฟลด-เอ โดยวิธี Spectrophotometric 
method และค ํานวณคาตามสตูรของ SCOR/UNESCO อางโดย Strickland และ Parsons (1972)

2.3.4.2   การวเิคราะหตัวอยางแพลงกตอนพชืกลุมนาโนแพลงกตอน
นํ าตัวอยางแพลงกตอนพืชที่ไดมาศึกษาความหนาแนนของนาโนแพลงกตอนโดยการจํ าแนก

ออกเปนกลุม เตรยีมตวัอยางตามวธิ ีFilter-transfer-freeze (FTF) technique ของ Hewes และ Holm-
Hansen (1983) เนือ่งจากเปนวธิทีีใ่ชเวลานอย ท ําไดงาย สามารถน ํามาศกึษาดวยกลองจลุทรรศนได
หลายแบบ  และตวัอยางทีไ่ดจากการเตรยีมดวยวธินีี้เซลลมลัีกษณะเหมอืนของจรงิ  โดยน ําตวัอยาง
มากรองผานผากรองขนาดตา 20 ไมครอน น ําตวัอยางนํ ้าทีก่รองผานผากรองจ ํานวน 1 มลิลิลิตร มา 
กรองผานกระดาษกรอง polycarbonate ขนาด pore size 1.2 ไมครอน ทีค่วามดนัไมเกนิ 1/3 atm โดย
ไมใหตัวอยางแหง เพราะจะท ําใหเซลลตัวอยางไดรับความเสยีหาย   จากนัน้น ํากระดาษกรองพรอม    
ตัวอยางนีว้างโดยควํ ่าดานทีม่ตัีวอยางลงบนแผนสไลดซึง่ไดหยดนํ้ ากลั่นไวแลว เซลลตัวอยางจะอยูใน
ของเหลวระหวางกระดาษกรองและแผนสไลด จากนัน้น ําแผนสไลดไปแชแข็งจนของเหลวทีอ่ยูระหวาง
กระดาษกรองและแผนสไลดแขง็ตวั ลอกกระดาษกรองออกจากแผนสไลด  แลวปดดวยแผนปดสไลดซึง่
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หยดดวย 30% glycerol   วางแผนสไลดไวทีอุ่ณหภมูหิองเพือ่ใหตัวอยางทีแ่ขง็ตวัอยูละลาย   จากนัน้น ํา
ตัวอยางไปตรวจดดูวยกลองจลุทรรศนทีก่ ําลงัขยาย 400 เทา นบัจ ํานวนนาโนแพลงกตอนทีพ่บแตละ
กลุม และจ ํานวนฟลดทีดู่ตัวอยางจนจ ํานวนนาโนแพลงกตอนทีเ่ปนกลุมเดนได 400 เซลล จงึหยดุนบั 
(Lund et al., 1958  อางโดย Venrick , 1978)     โดยใชเอกสารอางองิประกอบการจ ําแนกของลดัดา 
(2542)  Tomas (1997)  Kuylenstierna (1989)   และ Butcher (1967)   

คํ านวณหาความหนาแนนของนาโนแพลงกตอน โดยใชสูตร
  ความหนาแนนนาโนแพลงกตอน (เซลลตอลิตร) = [(NxA)/(BxX)]x1000

เมือ่    N = จ ํานวนเซลลของนาโนแพลงกตอนทีน่บัไดใน B ฟลด
    A = พืน้ทีก่รองของกระดาษกรอง (ตารางมลิลิเมตร)

                    B = จ ํานวนฟลดทีน่บันาโนแพลงกตอนกลุมเดนครบ 400 เซลล
  X =  พืน้ทีใ่น 1 ฟลด (ตารางมลิลิเมตร)

2.3.4.3    การวเิคราะหตัวอยางแพลงกตอนพชืกลุมไมโครแพลงกตอน
ตัวอยางแพลงกตอนพืชที่ไดนํ ามาศึกษาหาความหนาแนนไมโครแพลงกตอน ในระดับสกุล

และทํ าการนับจํ านวนเพื่อหาความหนาแนนแพลงกตอนพืชกลุมไมโครแพลงกตอนดวย Sedgwick  
Rafter  Counting cell  ขนาดความจ ุ 1 มลิลิลิตร ภายใตกลองจลุทรรศนแบบคอมปาวดในหองปฏบัิติ
การ โดยใชเอกสารประกอบการจ ําแนกของ ลัดดา(2542)  Tomas(1997)  และ Cupp (1943)

คํ านวณหาความหนาแนนของไมโครแพลงกตอนโดยใชสูตร ดังนี้
- กรณทีีน่บัตัวอยางจากการเกบ็ดวยถงุแพลงกตอนขนาด 55 ไมครอน
ความหนาแนนของไมโครแพลงกตอน(เซลลตอลิตร) = (AxB)/120
- กรณทีีน่บัตัวอยางจากการตกตะกอน
ความหนาแนนของไมโครแพลงกตอน(เซลลตอลิตร) = (AxB)
เมือ่ A = ความหนาแนนเฉลีย่ของไมโครแพลงกตอนทีน่บัไดตอ 1 มลิลิลิตรของ

      ตัวอยาง
B = ปริมาตรของตวัอยาง (มลิลิลิตร)
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2.3   การวเิคราะหขอมลู
2.4.1   ศึกษาองคประกอบของชนดิและความหนาแนนของแพลงกตอนพชืทีพ่บ โดยแสดงในรปู

ตารางและแผนภาพ
2.4.2 ศึกษาการจัดกลุมของแพลงกตอนพืช โดยการวิเคราะห  cluster analysis ในรูป 

Euclidean distance แบบ Ward’s method ดวยโปรแกรมส ําเรจ็รูป PC-ORD Version 3.2 ของ MjM 
Software Design (McCune and Grace, 2002) โดยใชขอมลูความหนาแนนของแพลงกตอนพชืของ
สถานแีละเดอืน ท ําการแปลงขอมลูใหอยูในรูป Log(X+1) เพือ่ใหขอมลูมกีารกระจายตวัแบบปกติ

2.4.3    เปรียบเทยีบคาปจจยัสิง่แวดลอมในแตละพืน้ที ่ในรูปของแผนภาพ
2.4.4  วเิคราะหหาความสมัพนัธระหวางปจจยัสิง่แวดลอมกบัความหนาแนนของแพลงกตอนพชื

บริเวณปาชายเลนและหาดทราย โดยการวเิคราะห Canonical Correspondense Analysis (CCA) 
ดวยโปรแกรมส ําเรจ็รูป PC-ORD Version 3.2 ของ MjM Software Design (McCune and Grace, 
2002) โดยใชขอมลูความหนาแนนของแพลงกตอนพชืทีเ่ปนสกลุเดน 10 สกลุของแตละเดอืน ท ําการ
แปลงขอมูลใหอยูในรูป Log(X+1) เพื่อใหขอมูลมีการกระจายตัวแบบปกติ และใชคา intraset 
correlation ของ Ter Braak (1986)  ศึกษาความสมัพนัธของปจจยัสิง่แวดลอมตอแพลงกตอนพชื   

การใชขอมลูความหนาแนนของสิง่มชีวีติทีเ่กบ็ตัวอยางจากสถานตีาง ๆ และปจจยัสิง่แวดลอม
ที่ตรวจวัดจากจุดเก็บตัวอยางเดียวกัน มาวิเคราะหหาความสัมพันธมักพบวาเปนปญหาในการศึกษา
ทางดานนิเวศวิทยา เนื่องจากขอมูลส่ิงมีชีวิตและปจจัยสิ่งแวดลอมไมสัมพันธแบบเสนตรง ทํ าใหไม
เหมาะสมทีจ่ะวเิคราะหขอมลูดวยเทคนคิทีข้ึ่นกบัสัมประสทิธิส์หสมัพนัธ (correlation coefficient)  จงึ
ควรหาทางเลือกอื่นในการวิเคราะหขอมูล  การวิเคราะหขอมูลดวยวิธี ordination (การศึกษาการ
กระจายตวัของสิง่มชีวีติรวมกบัปจจยัสิง่แวดลอม) จงึเปนอกีทางเลอืกหนึง่ทีน่ ํามาใชวเิคราะหขอมลูทาง
ดานนเิวศวทิยา (Ter Braak, 1986)

การวเิคราะหดวย CCA ordination เปนการวเิคราะห direct gradient analysis ซึง่วเิคราะห
ผลของปจจยัสิง่แวดลอมตาง ๆ ทีม่ีตอชนดิของสิง่มชีวีติโดยตรง เปนวธิทีีเ่ร่ิมมกีารใชกนัอยางแพรหลาย
ในการวเิคราะหขอมลูทางดานนเิวศวทิยา (Palmer, 1993)  ผลการวเิคราะหแสดงในรปูของกราฟ joint 
plot ของแกนที ่1 และ แกนที ่2 โดยสกลุของแพลงกตอนพชืแทนดวยจดุ  ปจจยัสิง่แวดลอมแตละปจจยั
ที่สัมพันธกับแพลงกตอนพืชแทนดวยลูกศรทีอ่อกจากจุดศูนยกลางของกราฟ ซึง่จะพาดผานจดุทีแ่ทน
แพลงกตอนพชืแตละสกลุ (Ter Braak , 1986)  ความยาวลกูศรแสดงใหเหน็ถงึความส ําคญัของปจจยั   
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ส่ิงแวดลอมแตละคาในกราฟ  ทิศทางลูกศรแสดงใหเห็นวาปจจัยสิ่งแวดลอมมีความสัมพันธกับ    
แพลงกตอนพชืชนดิไหน  ตํ าแหนงของแพลงกตอนพชืแตละจดุตามลกูศรทีแ่ทนปจจยัสิง่แวดลอมแตละ
ตัวแสดงใหเหน็ถงึความเหมาะสมของปจจยัสิง่แวดลอมตอแพลงกตอนพชืชนดินัน้ ๆ (Palmer, 1993) 
อยางไรกต็ามในการวเิคราะห CCA ดวยโปรแกรม PC-ORD version 3.2 มขีอจ ํากดัคอื สามารถใช
วเิคราะหหาความสมัพนัธกบัส่ิงมชีวีติได แตไมสามารถตดัปจจยัรวม (covariable) ทีม่คีวามสมัพนัธ  
ตอกนัออกจากการวเิคราะหได  (Ter Braak ,1986)


