
บทท ี่ 2

ว ิธ ีการศ ึกษ า

ว ิธ ีก ารดำเน ิน ศ ึกษ า

สถานท ี่ท ำการศ ึกษา

ท ำ ก า ร ศ ึก ษ า บ ร ิเว ณ ป า ก แ ม ่น ํ้า บ างป ะก ง  จ ังห ว ัด ฉ ะเช ิง เท รา  จำน วน  8 สถาน ี 

ครอบคล ุมพ ื้นท ี่ต ั้งแต ่ในแม ่น ํ้าบางปะกงบร ิเวณ ใต ้สะพ าน บางปะกงค ือ  สถาน ีท ี่ 1 บร ิเวณ  

ปากแม่น ํ้าบางปะกงค ือ สถานีที่ 2-4 และในทะเลคือ สถานีที่ 5-8 โดยมีตำแหน ่งของสถานีเก ็บ

ตัวอย่างดังรูปที่ 2.1 และตารางที่ 2.1

ตารางที่ 2.1 สถานีเก ็บต ัวอย ่างบริเวณปากแม่น ํ้าบางปะกง จังหวัดฉะเชิงเทรา

สถานี Easting (UTM) Northing (UTM) สภาพพ้ืนท่ี

1 717000 1491500 บริเวณสะพานบางปะกงท่ี กม. ท่ี 6 จากปากแม่น้ําบางปะกง
2 711014 1487408 อยู่บริเวณร่องน้ําฃองปากแม่น้ําบางปะกง
3 708716 1484246 อยู่บริเวณร่องน้ําฃองปากแม่น้ําบางปะกง
4 705819 1484246 อยู่บริเวณร่องน้ําฃองปากแม่น้ําบางปะกง
5 702325 1481334 บริเวณในทะเลห่างจากสถานีท่ี7 7.13กม.
6 707000 1477000 บริเวณในทะเล ห่างจากชายฝังอ่างศิลา 2.12 กม.
7 699000 1475000 บริเวณในทะเล ห่างจากชายฝังอ่างศิลา 9.2 กม.
8 695000 1480000 บริเวณในทะเล ห่างจากชายฝังอ่างศิลา 14 กม.



40

ระยะเวลาการสีกษา
เก็บตัวอย่างแพลงก์ตอนพืช 6 ครั้ง คือ เด ือนก ุมภาพ ันธ ์ เมษายน ธันวาคม พ.ศ.2547 

และก ุมภาพ ันธ ์ พ.ศ. 2548 เป ็นตัวแทนของฤดูแล้ง และในเดือนกรกฎาคม และกันยายน พ.ศ. 

2547 เป็นตัวแทนของฤดูฝน

วิธีการเก็บและศึกษาตัวอย่าง
1. การศึกษาปัจจัยสิ่งแวดล้อม

ทำการวัดปัจจัยสิ่งแวดล้อมในแต่ละสถานีเก็บตัวอย่างตังตารางที่ 2.2

ดารางที่ 2.2 เครื่องมือที่ใช้วัดค่าปัจจัยสิ่งแวดล้อม

ปัจจัยสิ่งแวดล้อม เครื่องมือวัด

ความลึก Depth Sounder (ยี่ห้อ Honda รุ่น Aqua-Scope จากเรือจุฬาวิจ ัย1)

ความโปร่งแสง Seechi disc

ปริมาณแสง Quantum radiometer พร้อมหัววัดแสงใต้นาแบบทรงกลม (LI-COR)

ความเค็ม SCT meter (YSI model 30)

ปริมาณออกซิเจน 

ละลาย

DO meter (YSI model 55)

ความเป็นกรด -  เบส Pocket pH meter (HANNA)

อุณหภูมิ SCT (YSI model 30)

นำค่าความเข้มแสงที่ได้มาคำนวณหาค่าล้มประสิฑธี๋การส่องผ่านของแสงตามสมการ 

Beer-Lamberg (Day et al., 1989)

lz = เ0 (e )

lz คือ ความเข้มแสงที่ความลึก Z (|4 E ทา’2 ร’1)

เ0 คือ ความเข้มแสงที่ผิวนํ้า (เแ E ทา’2 ร’1)

K คือ ล้มประสิทธี้การส่องผ่าน'ของแสง (attenuation coefficient) 

Z คือ ความลึกของนํ้า (เมตร)
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2. การเก็บและวิเคราะห์ต ัวอย่างแพลงก์ตอนพืชเช ิงปริมาณ

2.1 การเก ็บตัวอย่างแพลงก์ตอนพืช

เก ็บต ัวอย่างน ํ้าด ้วยกระบอกเก็บน ํ้าขนาด 1 0 ล ิต ร โ ด ย เก ็บ 2 ระด ับความลึก คือ ความ 

ลึก 50 เซนต ิเมตรจากผ ิวน ํ้า และเหน ือพ ื้นท ้องน ํ้า 50 เซนต ิเมตร เก ็บนาปร ิมาตร 10 ล ิตร 

นำมากรองผ่านถุงกรองขนาดตา 20 ไมโครเมตร จากน ั้นร ักษาสภาพตัวอย่างด ้วยฟอร์มาล ินท ี่ 

เป ็นกลางให์ได้ความเข้มข้นสุดท้าย 2% (รูปที่ 2.2)

2.2 การเก็บตัวอย่างแพลงก์ตอนพืชเชิงคุณภาพ

ใช ้ถ ุงลากแพลงก ์ตอนขนาดตา 20 ไมโครเมตร ลากในแนวเฉ ียง ณ จ ุดเก ็บต ัวอย ่าง 

แต่ละจุด ร ักษาสภาพตัวอย่างด้วยฟอร์มาลินที่เป ็นกลางให์ใต้ความเข้มข้นสุดท้าย 2%

รูปที่ 2.2 การเก ็บตัวอย่างน ํ้าเพ ื่อศ ึกษาแพลงก์ตอนพืช

2.3 การวิเคราะห์ต ัวอย่างแพลงก์ตอนพืช

2.3.1 น ับ จำน วน แพ ลงก ์ต อน พ ืช จาก ต ัวอย ่างท ี่เก ็บ ด ้วย ก ระบ อก เก ็บ น ํ้า  โดยใช ้ 

S e d g e w ic k  R a f te r  C o u n t in g  S lid e  ขนาดความจุ 1 ม ิลลิล ิตร จากนั้นนำมาคำนวณหาปริมาณ 

แพลงก์ตอนพืช ตามสูตร

ปริมาณแพลงก์ตอนพืช (เซลล์ต่อลิตร) = (a x  b)/c 
เมื่อ a คือ ปริมาณแพลงก์ดอนพืซที่น ับใต้1ต่อ 1 มิลลิล ิตร 

b คือ ปริมาตรนํ้าในขวดตัวอย่าง (มิลลิลิตร)

C คือ ปริมาตรน ํ้าท ี่กรองต ัวอย่าง(ล ิตร)

2.3.2 จำแนกชนิดของแพลงก็ดอนพืชแต่ละกลุ่ม จากตัวอย่างในรูปที่ 2.2 และ/หรือ 

ต ัวอย่างที่เก ็บแบบเชิงคุณภาพ โดยทำการเตรียมตัวอย่างด้งน ี้
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2.3.2.1 แพลงก์ตอนพืชกลุ่มไดอะตอม

ทำความสะอาดฝาไดอะตอมเพ ื่อกำจ ัดสารอ ินทรีย ์และเกล ือออกจากเชลล ์ ตามวิธ ีการ 

ของ Hasle and Fryxell, 1970 อ้างถึงในโสภณา บ ุญญาภิจ ัฒน ์1 2526 จากนั้นกรองด้วย 

กระดาษกรอง polycarbornate ขนาดตา 0.8 ไมโครเมตร ทำให ้ต ัวอย ่างแห ้งโดยวิธ ี air dry 

ติดกระดาษกรองบนแท่นติดตัวอย่าง จากนั้นนำตัวอย่างไปเคลือบด้วยทองเพื่อให้ม ีการนำไฟฟ้า 

ได้ดี และศ ึกษาต ัวอย ่างโดยการถ ่ายภาพด ้วยกล ้องจ ุลทรรศน ์แบบอ ิเล ็กตรอนแบบส ่องกราด 

(JEOL รุ่น JSM-5410LV)

2.3.2.2 แพลงก์ตอนพืชกลุ่มไดโนแฟลกเจลเลต

ทำการย้อมแผ่นเปลือกไดโนแฟลกเจลเลตด้วย Calcoflour white M2R ตามวิธีการของ 

Lawrence and Triemer (1985) อ้างถึงใน Andersen and Kristensen (1995)

2.3.2.3 แพลงก์ตอนพืชกลุ่มสาหร่ายสีน ั้าเงินแกมเขียว กลุ่มสาหร่ายสีเข ียว 

และกลุ่มซ ิลิโคแฟลกเจลเลต จำแนกชนิดโดยใช้กล้องจุลทรรศน์แบบเลนส์ประกอบ

ทำการจำแนกแพลงก ์ตอนพ ืชแต ่ละกล ุ่มถ ึงระด ับชน ิด  (species) โดยการจำแนก

ไซยาโนแบคทีเรียใช้เอกสารประกอบการจำแนกของ Desikachary (1959), Humm and Wicks 

(1980) และ Yamagishi (1992) การจำแนกสาหร่ายสีเข ียวใช้เอกสารประกอบการจำแนกของ 

John étal. (2002) และ Yamagishi (1992) การจำแนกไดอะตอมใช้เอกสารของ Hasle (1965), 

Foged (1971), John (1983), Richard (1987), Round et al. (1990), Fukuyo éta l. (1990), 

Vyverman (1991), Hasle and Syvertsen (1996), Hartley et al. (1996), Dexing et al. 

(1985) และ Hornor (2002) และการจำแนกไดโนแฟลกเจลเลตใช้เอกสารประกอบการจำแนก 

ของ Dodge (1975), Taylor (1976), Balech (1988), Fukuyo éta l. (1990), steidinger and 

Tangen (1996) ลัดดา วงศ์ร ัตน ์ (2525) และลัดดา วงศ์ร ัตน ์ (2544)

3. การศึกษามวลชีวภาพของแพลงย์ตอนพืช

3.1 การศึกษามวลชีวภาพของแพลงก์ตอนพืช

เก ็บตัวอย่างนํ้าด ้วยกระบอกเก็บนํ้า 10 ลิตร ท ี่ระด ับความลึก 2 ระดับ คือ ความลึก 50 

เซนต ิเมตรจากผ ิวน ั้า และเหน ือพ ื้นท ้องน ํ้า 50 เซนต ิเมตร โดยเก ็บต ัวอย ่างน ั้าระต ับละ 2 ซา 

นำนํ้าตัวอย่างมากรองผ่านถุงกรองขนาดตา 200 ไมโครเมตรเพ ื่อแยกแพลงก็ดอนสัตว์ออก

การวิเคราะห ์มวลชีวภาพของแพลงก็ตอนพืช ใช้ว ิธ ีกรองแยกส่วน (s iz e  f r a c t io n )  ตาม 

ขนาดของแพ ลงก ็ดอนพ ืช  โดยแบ ่งน ํ้าต ัวอย ่างท ี่ผ ่านการกรองด ้วยถ ุงกรองข นาดตา 200 

ไมโครเมตรแล้วออกเป ็น 2 ส่วน นํ้าส่วนที่ 1 นำมากรองด้วยกระดาษกรอง GF/F สำหรับการ 

สก ัดเพ ื่อหาค ่ามวลช ีวภาพรวมของแพลงก ็ตอนพ ืชท ุกขนาด น ั้าต ัวอย ่างส ่วนท ี่ 2 นำมากรอง 

ด ้วยผ ้ากรองขนาดตา 20 ไมโครเมตร แบ ่งน ํ้าท ี่ได ้ ออกเป ็นสองส ่วนค ือ หน ึ่งนำมากรองด ้วย 

กระดาษกรอง GF/F เพ ื่อหาค ่ามวลช ีวภาพของแพลงก ็ตอนพ ืชกล ุ่มพ ิโคแพลงก ็ตอนรวมก ับ  

กลุ่มนาโนแพลงก็ตอน นํ้าอ ีกส ่วนหนึ่งนำมากรองด้วยกระดาษกรอง p o ly c a rb o rn a te  ขนาดตา
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3 ไมโครเมตรดังรูปที่ 2.3 ในส่วนนี้เปีนการสกัดเพื่อหาค่ามวลชีวภาพของแพลงก์ตอนพืชกลุ่ม 

นาโนแพลงก์ตอน จากนั้นแช่กระดาษกรองแต่ละแผ่นใน 90% อะซิโตน ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 

นำไปปันให้เซลล์แตกด้วย u ltra s o n ic  p ro b e  จากนั้นนำไปปันตกตะกอนด้วยเครื่อง c e n tr ifu g e  

ที่ความเร็ว 3,000 รอบต่อวินาที วิเคราะห์มวลชีวภาพโดยวิธี flu o ro m e tr ic  m e th o d  โดยการวัด 

ค่าการเรืองแสง-ของคลอโรพืลล์_ เอด้วยเครื่อง f lu o ro m e te r (T u rn e r D e s ig n s  m o d e l 10 A U ) 

เทียบกับสารละลายมาตรฐานคลอโรพืลล์_เอ นำค่าที่ได้มาคำนวณปริมาณคลอโรพืลล์ _ เอ 

ตามวิธี U S E P A  m e th o d  (A ra r and  C o llin s , 1992)

3.2 การวิเคราะห์ปริมาณสารอาหารอนินทริย์ละลายนั้า

เก็บตัวอย่างนั้าด้วยกระบอกเก็บนั้า 10 ลิตร ที่ระดับความลึก 2 ระดับ คือ ความลึก 50 

เซนติเมตรจากผิวนั้า และเหนือพื้นท้องนั้า 50 เซนติเมตร เก็บนั้าระดับละ 2 ซ้ํา โดยนำมา 

กรองผ่านถุงกรองขนาดตา 200 ไมโครเมตรเพ ื่อกรองแพลงก์ตอนสัตว์ออก จากนั้นกรอง 

ตัวอย่างนั้าโดยใช้กระดาษกรอง G F /C  เพื่อขจัดสารแขวนลอย นำตัวอย่างนั้าจากการกรองไป 

วิเคราะห์หาปริมาณไนไตรท์ ไนเตรท ฟอสเฟต และชิลิเคต ส่วนการเก็บตัวอย่างนั้าเพื่อนำมา 

วิเคราะห์แอมโมเนียโดยการเก็บนั้าด้วยกระบอกเก็บนั้า 1 ลิตร โดยไม่ต้องกรองตัวอย่างนั้า 

ทำการวิเคราะห์ปริมาณสารอาหารตามวิธีการของ P a rso n s  et al. (1 9 8 4 ) ด้งรูปที่ 2.รและ 

ตารางที่ 2.2

Dissolved inorganic nutrients Chlorophyll a

รูปที่ 2.3 วิธีการเตรียมตัวอย่างนั้าเพื่อศึกษาปริมาณสารอาหารอนืนทรีย์ที่ละลายในนั้าและ 

ปริมาณคลอโรพืลล์ เอ
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ตารางท ี่ 2.3 ว ิธ ีก าร เต ร ีย ม ต ัวอ ย ่า งน ํ้าแ ล ะว ิธ ีก ารว ิเค ราะห ์ป ร ิม าณ ส ารอ าห ารอ น ิน ฑ ร ีย ์

ท่ีละลายในนำ (Parsons et al., 1984)

ส ารอ าห าร ก า ร เก ็บ ต ัว อ ย ่า ง ก า ร ร ัก ษ า ส ภ า พ ต ัว อ ย ่า ง ว ิธ ีก า ร ว ิเค ร า ะ ห ์

ไน เต รท -ไ น โต ร เจ น เก ็บ น ํ้า ด ้ว ย ก ร ะ บ อ ก เก ็บ  

น ำ แ ล ้ว ก ร อ งผ ่า น ด ้ว ย  

ก ร ะด า ษ ก ร อ ง  GF/C

แ ช ่แ ข ็งต ัว อ ย ่า งน ํ้า ไว ้ 

จ น ก ว ่า จ ะท ำ ก า ร  

ว ิเค ร า ะ ห ์

C adm ium  reduction 

m ethod

ไน ไต รฑ ์-ไน โต รเจน เก ็บ น ํ้า ด ้ว ย ก ร ะ บ อ ก เก ็บ  

น ำ แ ล ้ว ก ร อ งผ ่า น ด ้ว ย  

ก ร ะด า ษ ก ร อ ง  G F/C

แ ช ่แ ข ็งต ัว อ ย ่า งน ํ้า ไว ้ 

จ น ก ว ่า จ ะท ำ ก า ร  

ว ิเค ร า ะ ห ์

C o lo rim e tric  m ethod

แ อ ม โม เน ีย -ไ น โต ร เจ น เก ็บ ต ัว อ ย ่า งด ้ว ย  

ก ร ะบ อ ก เก ็บ น ํ้า ใ ส ่ข ว ด  

เก ็บ ต ัว อ ย ่า งโด ย  

ห ล ีก เล ี่ย ง ก า ร ส ัม ผ ัส ก ับ  

อ าก าศ

แ ช ่แ ข ็งต ัว อ ย ่า งน ํ้า ไว ้ 

จ น ก ว ่า จ ะท ำ ก า ร  

ว ิเค ร า ะ ห ์

P henate  m ethod

ฟ อ ส เฟ ต -ฟ อ ส ฟ อ ร ัส เก ็บ น ํ้า ด ้ว ย ก ร ะ บ อ ก เก ็บ  

น ํ้า แ ล ้ว ก ร อ งผ ่า น ด ้ว ย  

ก ร ะด า ษ ก ร อ ง  G F/C

แ ช ่แ ข ็งต ัว อ ย ่า งน ํ้า ไว ้ 

จ น ก ว ่า จ ะท ำ ก า ร  

ว ิเค ร า ะ ห ์

A sco rb ic  acid  m ethod

ช ิล ิเค ต -ซ ิล ิก อ น เก ็บ น า ด ้ว ย ก ร ะ บ อ ก เก ็บ  

น ีา แ ล ้ว ก ร อ งผ ่า น ด ้ว ย  

ก ร ะด า ษ ก ร อ ง  G F/C

แ ช ่แ ข ็งต ัว อ ย ่า งน ํ้า ไว ้ 

จ น ก ว ่าจ ะท ำ ก าร  

ว ิเค ร า ะ ห ์

S ilicom o lybd ic  acid 

m ethod

4. การวิเดราะห์ข้อมูล

4.1 ว ิเคราะห ์ความห ลากห ลายข องแพ ลงก ์ตอนพ ืช  โดยคำนวณ ค ่าด ัชน ีความหลากหลาย 

(Shannon - Weiner diversity index : H' ) (Krebs, 1817)

ดัชนีความหลากหลาย (Shannon-Weiner index: h ' )

H' = - Z  (Pi )(log2 Pi)

เมื่อ H' คือ ดัชนีความหลากหลาย

P i  คือ จำนวนแพลงก์ตอนพืชแต่ละสกุลต่อจำนวนแพลงก์ตอนพืช 

ทั้งหมด

ร  คือ จำนวนสกุลของแพลงก์ตอนพืชทั้งหมด



45

ค ่าด ัช น ีความห ลากห ลายจะม ีค ่าอย ู่ระหว ่างค ่า  0 ถึง ค ่าอน ัน ต ์ ถ ้าค ่าด ัชน ีความ 

หลากหลายมีค ่าส ูง แสดงว่าจำนวนสกุลและความหนาแน่นของแพลงก์ตอนพืชใ.นแต่ละชนิดมี 

ค่าสูงใกล้เคียงกัน

4.2 วิเคราะห์การกระจายของแพลงก์ตอนพืช โดยคำนวณค่าดุลยภาพการกระจาย 

(Pielou evenness index : j ' )  (Krebs, 1817)

J' = H' / H 'max

J' คอ การกระจาย

h ' คือ ดัชนีความหลากหลาย

h '11 max คือ ค่าดัชนีความหลากหลายสูงสุดที่หาได้จากสูตร

H'max = log ร

ร คือ จำนวนสกุลของแพลง?าตอนพืชทั้งหมด

ค ่าการกระจายจะม ีค ่าอย ู่ในช ่วงระหว ่าง 0 ถึง 1 ถ ้าค ่าการกระจายม ีค ่าต ํ่าแสดงว ่า 

แพลงก ์ตอนพ ืชแต ่ละชน ิดม ีความหนาแน ่นแตกต ่างก ันและม ีความหลากหลายต ํ่า  เน ื่องจาก 

แพลงก์ดอนพืชบางชนิดเป็นชนิดเด่น ถ้าค่าการกระจายมีคำใกล้เคียง 1 แสดงว่าแพลง?ไตอนพืช 

แต่ละชนิดมีความหนาแน่นใกล้เคียงกันและมีความหลากหลายสูง

4.3 ว ิเคราะห์หาความสัมพ ันธ์ระหว่างปัจจัยสิ่งแวดล้อมต่าง ๆได้แก่ ปริมาณแพลงก์ตอน 

พืช ปร ิมาณ คลอโรห ิเลล ์_ เอ ป ร ิม าณ ส ารอ าห ารแ ล ะป ัจ จ ัย ส ิ่งแ ว ด ล ้อ ม  ได ้แก ่ ค วามล ึก  

ความโปร่งแสง ปริมาณแสง ความเค ็ม อ ุณหภูม ิ ปร ิมาณ ออกซ ิเจนละลายและความเป ็นกรด- 

เบส โดยคำนวณค่าล ้มประสิทธี้สหสัมพ ันธ์ (Pearson Correlation)

4.4 วิเคราะห ์ความคล้ายคลึงของประชากรแพลง?ไตอนพืชในแต่ละฤดูกาลและแต่ละ 

สถานี โดยใช้เทคนิค Cluster analysis วิเคราะห์ข ้อมูลความหนาแน่นของแพลง?ไตอนพืชที่ 

แปลงให้อยู่ในรูปของ log (x+1) แสดงผลด้วย dendrogram โดยใช้โปรแกรม PRIMER 5 ของ 

Plymounth Marine Laboratory (Clarke and Gorley, 2001)

4.5 วิเคราะห์ความแตกต่างของปัจจัยสิ่งแวดล้อม ปริมาณคลอโรหิเลล์_ เอและปริมาณ 

สารอาหารระหว่างสถานีและระหว่างช่วงเวลาโดยการวิเคราะห์ความแปรปรวนข้อมูลทางเดียว 

(One way-ANOVA)
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