
อุปกรณ์และวิธีดำเนินการวิจัย

บริเวณท่ีสืกษา

แม่น้ีาท่าจีนมีต้นกำเนิดแยกจากทางฝังขวาของแม่น้ีาเจ้าพระยาท่ี ตำบลมะขามเฒ่า อำเภอวัด 
สิงห์ จังหวัดชัยนาท ไหลผ่านจังหวัดสุพรรณบุรี นครปฐม และเปิดสู่อ่าวไทยท่ีอำเภอเมือง จังหวัด 
สมุทรสาคร มีความยาวท้ังส้ิน 307 กิโลเมตร สภาพพ้ืนท่ีลุ่มนาท่าจีนบริเวณจังหวัดสมุทรสาครโดยท้ัวไป 
เป็นท่ีราบลุ่มชายฝังทะเลมีท่ีดอนเพียงเล็กน้อย พ้ืนท่ีตอนล่างบริเวณอำเภอเมืองเป็นพ้ืนท่ีติดทะเลมีชาย 
ฝังยาวประมาณ 40 กิโลเมตร ซ่ึงเป็นพ้ืนท่ีป่าชายเลน มีการทำนาเกลือและการประมงชายฝัง เป็นต้น 
ปริมาณ’น้ําฝนเฉล่ียตลอดท้ังปีมีค่าระหว่าง 1,110.0 -1,120.0 มิลลิเมตร โดยเดือนท่ีมีฝนตกเฉล่ียมากท่ีสุด 
คือเดือนกันยายน มีปริมาณ’น้ําฝน'ระหว่าง 276.0-232.0 มิลลิเมตร ส่วนเดือนมกราคมเป็นช่วงท่ีมีฝนตก 
น้อยท่ีสุดเฉล่ียประมาณ 6.7-9.8 มิลลิเมตรและมีวันท่ีฝนตกประมาณ 108 วันในรอบ 1 ปี (กรมควบคุม 
มลพิษ, 2540) จากข้อมูลกรมชลประทานอ้างโดยกรมควบคุมมลพิษ (2540) พบว่าปริมาณฝนรายปีเฉล่ีย 
ของลุ่มน้ีาท่าจีน บริเวณจังหวัดสมุทรสาครมีปริมาณ 1,232 มิลลิเมตรซ่ึงมีปริมาณมากกว่าทางตอนเหนือ 
ของลุ่มน้ีา สำหรับจุดท่ีทำการศึกษาในคร้ังน้ีต้ังอยู่ท่ีละติจูด 13°30,53.4,/เหนือ และลองติจูค 100°16' 
33.2" ตะวันออก (รูปท่ี 4) เป็นท่าน้ีาของวัดศริสุทธาราม (วัดกำพร้า) ท่ีมีสะพานทอดยาวลงไปในแม่น้ีา 
บริเวณน้ีแม่น้ีามีความกว้างประมาณ 625 เมตร (ละออศรี ตีระเดชา, 2524)

วิธีดำเนินการวิจัย

1. การเก็บตัวอย่างแพลงก์ตอนพิชและตัวอย่างน้ีา
เก็บตัวอย่างน้ีาบริเวณปากแม่นี้าท่าจีนต้ังแต่เดือนกรกฎาคม 2540 ถึงเดือนกรกฎาคม 2541 

รวมระยะเวลา 1 ปี เพี่อศึกษาความแปรผันของแพลงก์ตอนพิชในรอบปีโดยเก็บตัวอย่างเดือนเว้นเดือน 
กำหนดระยะเวลาการเก็บตัวอย่างเป็น 3 ฤดูตามข้อมูลปริมาณนี้าฝนจากกรมอุตุนิยมวิทยา (2541) ตังนี้

-  เดือนกรกฎาคม กันยายนและพฤศจิกายน 2540 กำหนดในเป็นฤดูฝน 2540
-  เดือนมกราคม มีนาคมและพฤษภาคม 2541 กำหนดให้เป็นฤดูแล้ง 2541
-  เดือนกรกฎาคม พ.ศ.2541 กำหนดให้เป็นฤดูฝน 2541
เก็บตัวอย่างน้ีา 5 ลิตรตามแนวดิ่งด้วยกระบอกเก็บน้ีาที่ 2 ระตับความลึกดือระตับ 50 เซนติเมตร 

ใต้ผิวน้าและระดับเหนือผิวดิน 50 เซนติเมตร (ในกรณีที่ความลึกของนี้าไม่ถึง 2 เมตรให้เก็บแต่ท่ีระดับใต้ 
ผิวน้า 50 เซนติเมตร) ทุก 4 ชั่วโมงจนครบ 28 ชั่วโมง กรองน้ีาแต่ละระดับด้วยผ้ากรองขนาดตา 200 
ไมโครเมตรเพ่ีอเอาแพลงก์ตอนสัตว์และวัตถุใหญ่ออกก่อน หลังจากนี้นแบ่งน้ีาที่ผ่านการกรองออกเป็น 6 
ส่วน (รูปท่ี 5) ตังนี้
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รูปท่ี 4 จุดเก็บตัวอย่างแพลงก์ตอนพืชบริเวณปากแม่ฟ้าท่าจีน จังหวัดสมุทรสาคร
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รูปท่ี 5 ข้ันตอนการแบ่งตัวอย่างเพ่ือศึกษาแพลงก์ตอนพืชและปัจจัยส่ิงแวดล้อมต่างๆ
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-  ส่วนท่ีหน่ึง เก็บรักษาไวํใน Lugol's solution ในอัตราส่วน 0.4 ถึง 0.8 มิลลิลิตรต่อตัวอย่างนา 
200 มิลลิลิตร (Willén, 1976 อ้างโดย Throndsen, 1978) เพ่ือศึกษาชนิดของไมโคร 
แพลงก์ตอน

-  ส่วนท่ีสอง นำตัวอย่างน้ีา 100-300 มิลลิลิตร กรองด้วยกระดาษกรอง GF/F จำนวน 3 ช้ํา แซ่ 
แข็งไว้เพ่ือนำไปวิเคราะห์คลอโรหิเลล-เอ และเก็บนาท่ีผ่านการกรองน้ี 300 มิลลิลิตร ใส่ขวด 
พลาสติกที่มีฝาปิดแซ่แข็งไว้เพื่อวิเคราะห์ปริมาณสารอาหาร ได้แก่ ไนไตรท์ ไนเตรท 
ฟอสเฟตและชิลิเกต

-  ส่วนท่ีสาม กรองตัวอย่างน้ีา 100-300 มิลลิลิตร ด้วยกระดาษกรอง GF/F ท่ีผ่านการแซ่ 
10%HCI จำนวน 3 ชาและแซ่แข็งไว้เพ่ือนำไปวิเคราะห์หาปริมาณอินทรีย์คาร์บอนและ 
อินทรีย์ในโตรเจน

-  ส่วนท่ีส่ี เก็บตัวอย่างน้ีา 100 มิลลิลิตร ไวิในขวดพลาสติกท่ีมีฝาปิดแซ่แข็งไว้เพ่ือนำไป 
วิเคราะห์แอมโมเนียม

-  ส่วนท่ีห้า เก็บรักษาไว้ใน glutaraldehyde ที่มีความเข้มข้น 1-2% สำหรับถ่ายภาพ 
แพลงก์ตอนพืช

-  ส่วนท่ีหก นำตัวอย่างน้ีาไปกรองด้วยผัากรองขนาดตา 20  ไมโครเมตร หลังจากน้ันแบ่ง 
ตัวอย่างน้ีาท่ีผ่านการกรองน้ีออกเป็น 3 ส่วน

• ส่วนท่ีหน่ึง เก็บรักษาไวิใน Lugol’s solution เพ่ือศึกษาชนิดของนาโนแพลงก์ตอน
• ส่วนท่ีสอง นำตัวอย่างน้ีา 100-300 มิลลิลิตร กรองด้วยกระดาษกรอง GF/F จำนวน 

3 ซ๋ํา แซ่แข็งไว้เพ่ือนำไปวิเคราะห์คลอโรหิเลล์-เอ
• ส่วนท่ีสาม กรองตัวอย่างน้ีา 100-300 มิลลิลิตร ด้วยกระดาษกรอง GF/F ท่ีผ่านการ 

แซ่ 10%HCI จำนวน 3 ซ้ําและแซ่แข็งไว้เพ่ือนำไปวิเคราะห์หาปริมาณอินทรีย์ 
คาร์บอนและอินทรีย์เนโดรเจน

พร้อมกันน้ีได้ตรวจวัดปัจจัยส่ิงแวดล้อมในบริเวณท่ีเก็บตัวอย่างตังน้ี
-  วัดความลึกของน้ีาด้วยลูกด่ิงวัดความลึก
-  วัดความเป็นกรด-ด่างของน้ีาด้วย pocket pH meter
-  วัดอุณหภูมิและความเค็มของน้ีาด้วย ร -C-T meter YSI model 33
-  วัดด่าออกซิเจนท่ีละลายนำด้วย oxygen meter YSI model 57
-  วัคแสงด้วยเคร่ืองวัดความเข้มแสงใด้น้ีา LI-COR พร้อม Quantum Sensor LI-193 SA ท่ี 

ระตับผิวนี้าและที่ความลึกทุก 0.5 เมตร นำด่าความเข้มแสงที่ได้มาคำนวณหาด่า 
ประสิทธิภาพการส่องผ่านของแสงตามสมการของ Beer-Lambert (Day é t a l . ,  1989) ตังนี้

I2 =  « e '* 2)

เม่ือ I z คือ ความเข้มแสงท่ีความลึก Z (แธ ทา"2ร"1)
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1๐ คือ ความเข้มแลงท่ีผิวนา (แธ กา’2ร’1)
K คือ ประสิทธิภาพการส่องผ่านของแสง (attenuation coefficient) 
Z คือ ความลึกของน้ีา (เมตร)

2 . การวิเคราะห์ตัวอย่าง
2 .1 . การศึกษาชนิดและความชุกชุมของแพลงก์ตอนพืช
เตรียมตัวอย่างแพลงก็ตอนพืชขนาด 20-200 ไมโครเมตร (ไมโครแพลงก็ตอน) จำนวน 3 ข้าโดย 

การตกตะกอนแพลงก็ตอนพืชที่รักษาไว้โน ฯ๐%แugol’s solution ในกระบอกตกตะกอน (settling 
chamber) เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง สำหรับไมโครแพลงก็ตอน (Hasle,1978) นำตัวอย่างแพลงก็ตอนพืชไป 
จำแนกถึงระตับสกุลด้วยกล้องจุลทรรศน์แบบหัวกลับ (inverted microscope) ท่ีกำลังขยาย 150 เท่าโดย 
ใช้เอกสารอ้างอิงประกอบการจำแนกตังน้ี Cupp (1943), Prescott (1978), Yamagishi (1992), Cox 
(1996), และ Tomas (1997) นับจำนวนเซลล์ท้ังหมดแล้วหาค่าเฉล่ียปริมาณแพลงก็ตอนพืชต่อลิตรจาก 
การเก็บตัวอย่างแต่ละคร้ังได้จากลมการ

ปริมาณของไมโครแพลงก็ตอนต่อลิตร = (axIOOO)/ b

เม่ือ a คือ ค่าเฉล่ียของปริมาณแพลงก็ตอนพืชท่ีนับได้ต่อ 1 มิลลิลิตร
b คือ ปริมาตรน้ีาท่ีใช้ตกตะกอนตัวอย่างแพลงก็ตอนพืช (มิลลิลิตร)

การศึกษาแพลงก็ตอนพืชขนาด 2 -20  ไมโครเมตร (นาโนแพลงก็ตอน) ได้เตรียมตัวอย่าง 
แพลงก็ตอนพืชท่ีรักษาไว้ใน 10%Lugol’s solution โดยใช้เทคนิค filter-transfer-freeze (FTF) (Hewes 
and Holm-Hansen, 1983) นำตัวอย่างแพลงก็ตอนพืชไปจำแนกเป็นกลุ่มด้วยกล้องจุลทรรศน์ท่ีกำลัง 
ขยาย 400 เท่า โดยใช้เอกสารอ้างอิงประกอบการจำแนกตังน้ี Butcher (1967), Prescott (1978) 
Yamagishi (1992) และ Tomas (1997) นับจำนวนเซลล์ของสกุล/กลุ่มท่ีพบเป็นกลุ่มเด่นจนถึง 300 เซลล์ 
(Kirchman, 1993; Booth, 1993) แล้วหาค่าเฉล่ียปริมาณนาโนแพลงก็ตอนต่อลิตรจากการเก็บตัวอย่างแต่ 
ละคร้ังได้จากสมการ

ปริมาณของนาโนแพลงก็ตอนต่อลิตร = [(NxX)/(YxZ)]x1000

เม่ือ N  คือ จำนวนเชลล์ของแพลงก็ตอนพืชท่ีนับได์เ.น Y  ฟิลด์
X  คือ พ้ืนท่ีกรองของกระดาษกรอง polycarbonate (ตารางมิลลิเมตร)
Y  คือ จำนวนฟิลด์ท่ีนับนาโนแพลงก็ตอนกลุ่มเด่นจนครบ 300 เซลล์ 
Z คือ พ้ืนท่ีใน 1 ฟิลด์ (ตารางมิลลิเมตร)

ในกรณีท่ีแพลงก็ตอนพืชเป็นโคโลนิหรือสาย นับจำนวนโคโลนิหรือสายแล้วเปล่ียนเป็นค่าจำนวน 
เซลล์ โดยคูณค่าเฉล่ียของจำนวนเซลล์ต่อโคโลนีหรือสายของแพลงก็ตอนพืชแต่ละสกุลท่ีไตัศึกษาไว้
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2 .2 . การศึกษามวลชีวภาพของแพลงก์ตอนพืช
-  วิเคราะห์ปริมาณคลอโรพืลล์-เอโดยวิธี Spectrophotometric Method โดยการสกัดด้วยสาร 

ละลาย Acetone 90% และแช่ท้ิงไวิในตู้เย็นเป็นเวลา 24 ช่ัวโมง หลังจากน้ันจึงนำมาวัดค่าการดูดกลืนแสง 
เพ่ือคำนวณหาด่าปริมาณคลอโรหิเลล์-เอตามสูตรของ Jeffrey and Humphrey (1975) ซ่ึงอ้างโดย 
Parsons é t a l .  (1984a)

-  วิเคราะห์หาปริมาณอินทรีย์คาร์บอนและไนโตรเจนด้วยเคร่ือง CHN Analyzer โดยวิธี high 
temperature combustion (อัมพร อ้ึงปกรณ์แก้ว, 2540)

2.3. การวิเคราะห์หาปริมาณสารอาหารหลัก
-  วิเคราะห์หาปริมาณแอมโมเนียมโดยวิธี Alternative method (Parsons e t  a l . ,  1984a)
-  วิเคราะห์หาปริมาณไนไตรท์ ไนเตรท ฟอสเฟต และชิลิเกต ตามวิธีของ Strickland and 

Parsons (1972)

3. การวิเคราะห์ข้อมูล
3.1. ศึกษาการเปล่ียนแปลงปริมาณและมวลชีวภาพของแพลงก์ตอนพืชรวม นาโนแพลงก์ตอน 

และไมโครแพลงก์ตอน รวมท้ังการเปล่ียนแปลงปริมาณของแพลงก์ดอนพืช นาโแพลงก์ตอนและไมโคร 
แพลงก์ตอนท่ีเป็นสกุลหรือกลุ่มเด่นโดยการพิจารณาจากปริมาณท่ีพบ (เซลล์ต่อลิตร) และจากการเปล่ียน 
แปลงในรอบวันและในแด่ละเดือนท่ีฑำการศึกษาโดยแสดงในรูปของแผนภาพ

3.2. คำนวณดรรชนีความหลากหลาย (H') และการกระจาย (J') ตามสูตร

ดรรชนีความหลากหลาย (Shannon-Wiener Index; H')

H' = - Z  [(n/N)log(n/N)]

เม่ือ H' ดือ ดรรชนีความหลากหลาย
ท( คือ จำนวนของแพลงก์ตอนพืชแด่ละสกุล/กลุ่ม 
N ดือ จำนวนของแพลงก์ตอนพืชท้ังหมด

การกระจาย (Evenness; ป')

ป' H'/H'max

เม่ือ ป' ดือ การกระจาย
H' ดือ ดรรชนีความหลากหลาย (Shannon-Wiener Index)
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H'maxfiอ ค่าดรรชนีความหลากหลายสูงสุดท่ีหาได้จากสูตร H'max= logs 
เม่ึอ ร  เท่ากับจำนวนสกุล/กลุ่มของแพลงก์ตอนพืช

3.3. แปลงข้อมูล (data transformation) ความหนาแน่นของนาโนแพลงก์ตอนและไมโคร 
แพลงก์ตอนแต่ละสกุล/กลุ่มที่พบในรอบวันจากทุกเดือนที่ท่าการศึกษาให้อยู่ในรูปของการถอดรากที่สี่ 
(double square root) แล้วคำนวณค่า dissimilarity index ของความหนาแน่นของนาโนแพลงก็ตอนและ 
ไมโครแพลงก์ตอนแต่ละสกุล/กลุ่มท่ีพบในรอบวันจากทุกเดือนในรูปของ euclidean distance จากลมการ 
ของ Kreb (1989) ด้งน้ี

A jk  =  V Z ( X i j - Y ik) 2

เม่ือ Ajk ดือ euclidean distance ระหว่างตัวอย่างในเดือน/เวลาท่ี j และ k 
X ij  ดือ ความหนาแน่น (เชลล์ต่อลิตร) ของสกุล i ในเดือน/เวลา j 
y ik ดือ ความหนาแน่น (เชลล์ต่อลิตร) ของสกุล i ในเดือน/เวลา k

จากน้ันจัดกลุ่มของนาโนแพลงก์ดอนและไมโครแพลงก็ตอนโดยวิธี clustering analysis 
ซ่ึงใช้การวิเคราะห์แบบ average linkage clustering (within group) และแสดงผลในรูป dendrogram ค่า 
dissimilarity ท่ีได้จากการคำนวณเป็นค่าท่ีแสดงถึงความคล้ายคลึงกันของลักษณะประชากรแพลงก็ตอน 
พืชในรอบวัน ถ้าค่า dissimilarity ในรูปของ euclidean diatance มีค่าน้อยแสดงว่าลักษณะประชากรของ 
แพลงก์ดอนพืชที่เปรียบเทียบกันระหว่างเวลาในรอบวันมีความคล้ายคลึงกันมากและในทางตรงกันข้าม 
ถ้าค่า euclidean distance มีค่ามากแสดงว่าลักษณะประชากรท่ีเปรียบเทียบกันระหว่างเวลาในรอบวันมี 
ความแตกต่างกันมาก

3.4. ศึกษาการเปล่ียนแปลงปัจจัยส่ิงแวดล้อมท่ีวัคในขณะเก็บตัวอย่างและปริมาณสารอาหารหลัก 
โดยแสดงในรูปของแผนภาพ วิเคราะห์ความแตกต่างระหว่างปัจจัยส่ิงแวดล้อมและปริมาณสารอาหารหลัก 
ตังกล่าวในแต่ละเดือนและในรอบวันท่ีท่าการศึกษาโดยใช้การวิเคราะห์ความแปรปรวนข้อมูลแบบจำแนก 
สองทาง (ANOVA: Two factors without replicate) รวมท้ังการวิเคราะห์ความสัมพ้นธีระหว่างปัจจัยส่ิง 
แวดล้อมและปริมาณสารอาหารหลักกับความหนาแน่นและปริมาณคลอโรฟิลล์-เอของแพลงก็ตอนพืชโดย 
การหาค่าลหสัมพันธ์ (Pearson Correlation) และหาสมการแสดงความสัมพันธ์ระหว่างปัจจัยส่ิงแวดล้อม 
และปริมาณสารอาหารหลักกับความหนาแน่นและปริมาณคลอโรฟิลล์-เอของแพลงก็ตอนพืชจาก Multiple 
Linear Regression ด้วยวิธี Stepwise (คิริชัย พงษ์วิชัย, 2540)
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