
บทที่ 3   
วิธีด ำเนินกำร 

 

3.1 กำรก ำหนดจุดเก็บตัวอย่ำง 
 ก้ำหนดจุดเก็บตัวอย่ำงระบบนิเวศน้้ำไหลในบริเวณพ้ืนที่นำข้ำวอินทรีย์และนำข้ำวแบบเคมี  
2 อ้ำเภอในจังหวัดเชียงใหม่ ได้แก่ จุดที่ 1 อ้ำเภอจอมทอง จังหวัดเชียงใหม่ ซึ่งเก็บตัวอย่ำงในห้วย
ยำงค้ำเป็นตัวแทนพ้ืนที่นำข้ำวอินทรีย์และห้วยฮวกเป็นตัวแทนพ้ืนที่นำข้ำวแบบเคมี จุดที่ 2 อ้ำเภอ
พร้ำว จังหวัดเชียงใหม่ ซึ่งเก็บตัวอย่ำงในล้ำน้้ำขุนแจ๋โดยเป็นล้ำน้้ำที่ไหลผ่ำนทั้งนำข้ำวอินทรีย์และนำ
ข้ำวแบบเคมี  โดยในแต่ละล้ ำน้้ ำจะท้ำกำรก้ำหนดจุด เก็บตัวอย่ ำงทั้ งหมด 3     
                           50 เมตร โ  เก็บตัวอย่ำงในเดือนมีนำคม 2561 รำยละเอียด
เกี่ยวกับจุดเก็บตัวอย่ำง แสดงในภำพที่ 3.1-3.6 และตำรำงท่ี 1 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

ภำพที่ 3.1 ภำพถ่ำยทำงอำกำศจุดเก็บตัวอย่ำงพ้ืนที่นำข้ำวอินทรีย์บริเวณห้วยยำงค้ำและนำข้ำวเคมี
บริเวณห้วยฮวก อ้ำเภอจอมทอง จังหวัดเชียงใหม่ 

 

ภำพที่ 3.2 ภำพถ่ำยทำงอำกำศจุดเก็บตัวอย่ำงพ้ืนที่นำข้ำวอินทรีย์และนำข้ำวเคมีบริเวณล้ำน้้ำขุนแจ๋ 
อ้ำเภอพร้ำว จังหวัดเชียงใหม่ 
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ภำพที่ 3.3 จุดเก็บตวัอย่ำงพ้ืนที่นำข้ำวอินทรีย์ 3 จุด บริเวณห้วยยำงค้ำ อ้ำเภอจอมทอง จังหวัดเชียงใหม่  

 

ภำพที่ 3.4 จุดเก็บตัวอย่ำงพ้ืนที่นำข้ำวนำข้ำวเคมี 3 จุด บริเวณห้วยฮวก อ้ำเภอจอมทอง จังหวัดเชียงใหม่  



16 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

ภำพที่ 3.5 จุดเก็บตัวอย่ำงพ้ืนที่นำข้ำวอินทรีย์ 3 จุด บริเวณล้ำน้้ำขุนแจ ๋อ้ำเภอพร้ำว จังหวัดเชียงใหม่  

 

ภำพที่ 3.6 จุดเก็บตัวอย่ำงพ้ืนที่นำข้ำวเคม ี3 จุด บริเวณล้ำน้้ำขุนแจ๋ อ้ำเภอพร้ำว จังหวัดเชียงใหม่  
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ตำรำงที่ 3.1 พิกัดของจุดเก็บตัวอย่ำงในอ้ำเภอจอมทองและอ้ำเภอพร้ำว จังหวัดเชียงใหม่ 

จุดเก็บตัวอย่ำง ที่ตั้ง พิกัด GPS  ควำมสูงจำกระดับน้ ำทะเล (เมตร) 

1 นำข้ำวอินทรีย์ ห้วยยำงค้ำ อ้ำเภอจอมทอง 
จังหวัดเชียงใหม่ 

18.405423 N 
98.643334 E 

299 

2 นำข้ำวเคมี ห้วยฮวก อ้ำเภอจอมทอง 
จังหวัดเชียงใหม่ 

18.405399 N 
98.641204 E 

315 

3 นำข้ำวอินทรีย์ ล้ ำน้้ ำ ขุ นแจ๋  อ้ ำ เภอพร้ ำ ว 
จังหวัดเชียงใหม่  

19.329082 N 
99.248302 E 

501 

4 นำข้ำวเคมี ล้ ำน้้ ำ ขุ นแจ๋  อ้ ำ เภอพร้ ำ ว 
จังหวัดเชียงใหม่ 

19.323251 N 
99.237759 E 

469 

 
 
3.2 กำรศึกษำคุณภำพน้ ำทำงกำยภำพและเคมี 
 3.2.1) อุณหภูมิของน้้ำและอำกำศ (Water and Air temperature) ใช้เทอร์โมมิเตอร์วัด
อุณหภูมิของน้้ำและอำกำศ หน่วยเป็นองศำเซลเซียส (°C) 
 3.2.2) อัตรำควำมเร็วของกระแสน้้ำ (Velocity) โดยใช้ Velocity meter  
 3.2.3) วัดค่ำควำมขุ่นของน้้ำ โดยใช้เครื่อง Colorimeter รุ่น DR890 หน่วยเป็น FAU 
(Formazin Attenuation Unit) 
 3.2.4) วัดค่ำควำมเป็นกรด-ด่ำง (pH) โดยใช้เครื่อง Multi-parameter analyzer  
 3.2.5) ค่ำกำรน้ำไฟฟ้ำ (Conductivity) โดยใช้เครื่อง Conductivity Meter มีหน่วยเป็นไม
โครซีเมนต์ต่อเซนติเมตร (μS/cm) 
 3.2.6) วัดปริมำณออกซิเจนละลำยในน้้ำ (Dissolved Oxygen: DO) และปริมำณออกซิเจน
ที่จุลินทรีย์ต้องกำรใช้ในกำรย่อยสลำยอินทรีย์สำรที่มีอยู่ในน้้ำ (Biochemical Oxy gen Demand: 
BOD) โดยใช้วิธี Azide Modification of iodometric Method 
 3.2.7) วัดปริมำณสำรอำหำร โดยเก็บตัวอย่ำงน้้ำมำปริมำตร 1 ลิตร แล้วท้ำกำรวิเครำะห์
สำรอำหำรในห้องปฏิบัติกำร ได้แก่ ไนเตรท-ไนโตรเจน (Nitrate-Nitrogen) โดยวิธี Cadmium 
reduction แอมโมเนียม-ไนโตรเจน (Ammonium-Nitrogen) โดยวิธี Nesslerization และออร์โธ
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ฟอสเฟต (Orthophosphate) โดยวิธี Ascorbic acid โดยใช้อุปกรณ์และสำรเคมีเฉพำะกับเครื่อง 
Spectrophotometer (รุ่น DR 890 Colorimeter ของบริษัท HACH) 
3.3 กำรศึกษำควำมหลำกหลำยของสิ่งมีชีวิต 
 3.3.1 กำรเก็บตัวอย่ำงและกำรวินิจฉัยชนิดสำหร่ำย 
 1) สำหร่ำยขนำดใหญ่  
 ท้ำกำรส้ำรวจและเก็บตัวอย่ำงสำหร่ำยตำมลักษณะพ้ืนท้องน้้ำแบบต่ำงๆ เช่น ก้อนหิน กรวด 
รวมถึงพืชน้้ำ ซึ่งสำหร่ำยขนำดใหญ่เป็นสำหร่ำยที่มองเห็นด้วยตำเปล่ำที่มีลักษณะเป็นเมือก เส้นสำย 
ทัลลัส หรือเกำะตัวเป็นแพ ใช้คีมคีบและมีดขูดมำจำกพ้ืนผิวที่เกำะติด บรรจุตัวอย่ำงสำหร่ำยลงใน
กระป๋องพลำสติกแล้วเก็บรักษำไว้ที่อุณหภูมิประมำณ 0-4 องศำเซลเซียส (Thiamdao et al., 2012) 
เพ่ือน้ำไปวินิจฉัยในห้องปฏิบัติกำร พร้อมกันนี้ได้ ประเมินควำมมำกน้อยของสำหร่ำยขนำดใหญ่ที่พบ
โดยใช้ควอแดรทขนำด 1x1 เมตร วำงแบบสุ่มทั้งหมด 6 ครั้ง ประยุกต์จำก Asmida et al. (2015) 
ซึ่งจัดระดับควำมมำกน้อยโดยให้เป็นร้อยละของพ้ืนที่และแสดงเป็นเครื่องหมำยดังนี้ 
   1-20%  +    แทนปริมำณของสำหร่ำยที่พบน้อยมำก  
  21-40%  ++   แทนปริมำณของสำหร่ำยที่พบน้อย   
  41-60%  +++  แทนปริมำณของสำหร่ำยที่พบไดป้ำนกลำง  
  61-80%  ++++  แทนปริมำณของสำหร่ำยที่พบมำก 
  81-100% +++++  แทนปริมำณของสำหร่ำยที่พบมำกที่สุด 
 2) ไดอะตอมพ้ืนท้องน้้ำ (Renberg, 1990; Vilbaste, 1994; Kelly et al., 1998) 
 เก็บตัวอย่ำงไดอะตอมโดยเลือกเก็บตัวอย่ำงไดอะตอมชนิดที่เกำะอยู่บนสิ่งยึดเกำะ 
(substrate) ซึ่งอำจจะเป็นก้อนหิน กิ่งไม้หรือพืชน้้ำที่มีเมือกลื่นสีน้้ำตำลเข้มหรือมีสีด้ำ ใช้แผ่น
พลำสติกเจำะรูเป็นรูปสี่เหลี่ยมจัตุรัสขนำด 3x3 เซนติเมตรหรือประมำณ 10 ตำรำงเซนติเมตร วำง
ทำบไปที่ผิวหน้ำของตัวอย่ำง ปัดตัวอย่ำงไดอะตอมที่ติดบนสิ่งยึดเกำะเหล่ำนั้นในช่องสี่เหลี่ยมจัตุรัสที่
เจำะไว้ด้วยแปรงสีฟันใหม่ลงในขันจำกนั้นเทตัวอย่ำงที่ปัดได้ใส่ลงในกระป๋องพลำสติก หลังจำกปัด
แล้วจะเห็นพ้ืนที่ที่ปัดตัวอย่ำงออกไป จำกนั้นในห้องปฏิบัติกำรน้ำตัวอย่ำงมำปั่นเพ่ือแยกเอำตะกอน
หนักพวกกรวด ทรำย และอนุภำคที่ปะปนมำออกด้วยเครื่องปั่นที่ควำมเร็วรอบ 2500 รอบ/นำทีเป็น
เวลำ 15 นำที หลังจำกนั้นดูดเอำส่วนสีน้้ำตำลที่อยู่ระหว่ำงส่วนใสด้ำนบน (supernatant) และ
ตะกอนหนักออกมำซึ่งจะประกอบด้วยเซลล์ของ ไดอะตอมจ้ำนวนมำก น้ำไปใส่บีกเกอร์ขนำด 50 
ml. น้ำตัวอย่ำงที่ได้มำต้มกับ conc.Nitric acid หรือ conc.Hydrochloric acid บนเตำควำมร้อน 
เพ่ือขจัดเอำสำรอินทรีย์ออก ที่อุณหภูมิประมำณ 100 oC เป็นเวลำ 15 นำที หรืออำจต้มกับ 
Hydrogenperoxide เข้มข้น 30 %  หลังจำกครบเวลำอำจเติม Potassiumpermanganate หรือ 
Potassiumdichromate ในปริมำณเล็กน้อยลงไปด้วย แล้วต้มต่อไปพอเดือดเป็นเวลำประมำณ 5 
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นำที หรือในกรณีท่ีเติม Potassiumdichromate ให้สังเกตสีของสำรละลำยจะเปลี่ยนจำกสีม่วงเป็นสี
เหลืองแสดงว่ำสำรอินทรีย์ถูกก้ำจัดออกหมดแล้ว จำกนั้นน้ำตัวอย่ำงที่ท้ำกำรก้ำจัดสำรอินทรีย์ออก
หมดแล้วมำล้ำงด้วยน้้ำกลั่นเพื่อแยกกรดและ oxidizing agent ออกโดยปั่นที่ 2500-3000 รอบ/นำที 
เป็นเวลำ 5 นำที ท้ำกำรล้ำงตัวอย่ำง 3-5 ครั้ง จนตัวอย่ำงมี pH เป็นกลำง จำกนั้นเตรียมสไลด์ถำวร
โดยหยดตัวอย่ำงที่ได้จำกกำรท้ำควำมสะอำดลงบนกระจกปิดสไลด์ ท้ำให้แห้งอย่ำงช้ำๆ บนเตำควำม
ร้อนที่อุณหภูมิประมำณ 60 oC ใช้ Naphrax เป็น mounting agent โดยหยดลงบนกระจกปิดสไลด์
รอจน mounting agent เริ่มเดือดแล้วคว่้ำกระจกปิดสไลด์ลงบนสไลด์ กดเบำๆ ด้วยคีมคีบเพ่ือไล่
ฟองอำกำศ น้ำสไลด์ไปวำงลงบนเตำควำมร้อนอีกครั้งจน mounting agent เดือดสัก 2-3 วินำทีเพ่ือ
ไล่ toluene ซึ่งเป็นตัวท้ำละลำยออกให้หมดแล้วน้ำสไลด์ออกมำวำงจนเย็นจำกนั้นติดกระดำษ lable 
และน้ำไปนับจ้ำนวนในแต่ละชนิดที่พบเพ่ือเป็นข้อมูลพ้ืนฐำนในกำรค้ำนวณหำค่ำดัชนีควำม
หลำกหลำยต่อไป 
 3) กำรวินิจฉัยชนิดสำหร่ำยขนำดใหญ่และไดอะตอมพ้ืนท้องน้้ำ 
 น้ำตัวอย่ำงสำหร่ำยทั้งสำหร่ำยขนำดใหญ่และไดอะตอม มำท้ำกำรวินิจฉัยชนิดจนถึงระดับ
จีนัสหรือ   สปีซีส์ โดยใช้เอกสำรที่เกี่ยวข้องในประเทศได้แก่ ยุวดี (2549; 2556) และเอกสำร
ต่ำงประเทศ ได้แก่ Desikachary (1959), Krammer and Lange-Bertalot (1986, 1988, 
1991a,b), Entwisle (1989), Lange-Bertalot (2001), John et al. (2002), Kelly and Haworth 
(2002), Kumano (2002), Taylor et al. (2007), Ahn (2012)  และ Wehr et al. (2015) ถ่ำยรูป
ตัวอย่ำงสำหร่ำยจำกกล้องจุลทรรศน์ชนิดเลนส์ประกอบในก้ำลังขยำยต่ำงๆ 
 
 3.3.2 กำรเก็บตัวอย่ำงและกำรวินิจฉัยชนิดแมลงน้ ำ 
 1) เก็บตัวอย่ำงแมลงน้้ำ โดยใช้วิธี Sweep sampling ใช้สวิงน้้ำที่มีควำมกว้ำงของปำกสวิง
ประมำณ 50 เซนติเมตร น้ำสวิงกวำดแกว่งไปบริเวณโคนกอหญ้ำใต้น้้ำหรือภำยใต้รำกของพืชริมฝั่ง 
กำรท้ำในแต่ละต้ำแหน่งใช้เวลำ 3 นำที โดยแต่ละจุดที่เก็บตัวอย่ำงจะท้ำกำรเก็บฝั่งซ้ำยและฝั่งขวำ
ของแม่น้้ำ แต่ละฝั่งจะท้ำกำรเก็บตัวอย่ำงฝั่งอีกละ 3 จุด (3 ซ้้ำ) ระยะห่ำงแต่ละจุด 3 เมตร รวม
ทั้งหมด 6 จุดต่อจุดเก็บตัวอย่ำงหนึ่งจุด 
 2) ท้ำกำรแยกแมลงน้้ำออกจำก เศษใบไม้ เศษขยะ หรือเศษก้อนหินขนำดใหญ่ออก น้ำ
ตัวอย่ำงจำกสวิงใส่ลงในถุงพลำสติก และเติมสำรละลำย Formaldehyde 10% ลงในถุงพลำสติก 
เพ่ือใช้เป็นตัวรักษำสภำพของตัวอย่ำงแมลงน้้ำที่จะน้ำไปศึกษำในห้องปฏิบัติกำรต่อไป 
 3) น้ำตัวอย่ำงแมลงน้้ำที่ได้มำล้ำงด้วยน้้ำสะอำด เพ่ือเจือจำงกลิ่นของฟอร์มำลินให้หมดแล้ว
ท้ำกำรแยกแมลงน้้ำออกจำก กรวด โคลน ใบไม้ เศษก้อนหินต่ำงๆ ภำยใต้กล้องจุลทรรศน์แบบสเตอริ
โอ (Stereo microscope) เพ่ือควำมละเอียดในกำรแยกแมลงน้้ำออกมำ เพรำะแมลงน้้ำบำงชนิด
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อำจจะเล็กมำกจนมองด้วยตำเปล่ำได้ไม่ชัดเจน ท้ำให้ไม่สำมำรถแยกเอำตัวสัตว์ออกจำกเศษกรวด 
หรือเศษอินทรีย์ต่ำงๆ ได้ 
 4) น้ำแมลงน้้ำที่แยกเศษใบไม้ สิ่งปฏิกูลต่ำงๆ มำท้ำกำรรักษำสภำพในขวดพลำสติกด้วย
สำรละลำยเอทิลแอลกอฮอล์ ควำมเข้มข้น 80% โดยท้ำกำรแยกเป็นแต่ละจุดเก็บตัวอย่ำง 
 5) น้ำตัวอย่ำงแมลงน้้ำมำจัดจ้ำแนกถึงระดับวงศ์ (Family) โดยใช้กำรอ้ำงอิงจำกเอกสำรที่
เกี่ยวข้อง ได้แก่ McCafferty (1983), Merritt and Cummins (2009), Stehr (1991), Dudgeon 
(1992), Wiggins (1996) and Sangpradub and Boonsoong (2006) ภำยใต้กล้องจุลทรรศน์
แบบสเตอริโอ (Stereo microscope) และถ่ำยรูปตัวอย่ำงแมลงน้้ำที่ร่ำงกำยครบสมบูรณ์เก็บไว้ 
 6) น้ำตัวอย่ำงแมลงน้้ำที่ได้รับกำรจัดจ้ำแนกแล้วใส่ลงในขวดเก็บตัวอย่ำง พร้อมทั้งระบุ
อันดับ (Order) ระดับวงศ์ (Family) สถำนที่เก็บตัวอย่ำง วันที่เก็บตัวอย่ำงนั้น และนับจ้ำนวนตัวของ
แต่ละชนิด เพ่ือเป็นข้อมูลพืน้ฐำนในกำรค้ำนวณหำค่ำดัชนีควำมหลำกหลำยต่อไป   
 
 3.3.3 วิธีกำรวิเครำะห์ผล 
 1) คุณภำพน้้ำทำงกำยภำพและเคมี 
 วิเครำะห์ค่ำสถิติของค่ำคุณภำพน้้ำทำงกำยภำพและเคมีในแต่ละจุดเก็บตัวอย่ำง ใช้กำร
วิเครำะห์แบบ Completely Randomized Design (CRD) โดยวิธี One-Way ANOVA โดยทดสอบ
ควำมแตกต่ำงพหุคูณด้วยวิธี Duncan 
 2) ดัชนีควำมหลำกหลำยและค่ำดัชนีควำมสม่้ำเสมอ (Odum & Barrett, 2004) 
 โดยดัชนีควำมหลำกหลำยทำงชีวภำพใช้สูตรของ Shannon - weiner diversity index โดย
มีสูตรดังนี้ 
    H = -∑ ( Pi ln(Pi )) 
 
  เมื่อ H = ดัชนีควำมหลำกหลำย 
   Pi = สัดส่วนของจ้ำนวนสิ่งมีชีวิตที่ i ต่อจ้ำนวนตัวอย่ำงทั้งหมด 
  
    E =   
 
  เมื่อ  E = ควำมสม่้ำเสมอ (evenness) 
   H' = ควำมหลำกหลำยของ Shannon - Wiener’sIndex 
   S = จ้ำนวนชนิดของสิ่งมีชีวิต 
 

H’ 
In s 




