
 
 
 
 

 
 
 
 

บทที่ 3 
ระเบียบวิธีวิจัย 

 
3.1 การเก็บตัวอยางน้ําและตะกอนดิน 
            คลองชวดหมัน เปนคลองธรรมชาติตั้งอยูในเขตชุมชนหมู 7 อําเภอบางพลี จังหวัด
สมุทรปราการ โดยมีจุดเริ่มตนของคลองเชื่อมตอมาจากคลองโองแตก  และคลองลําชวดตาชุม จาก
จุดที่เชื่อมตอจากคลองลําชวดตาชุมประมาณ 1 กิโลเมตร คลองชวดหมันมีการเชื่อมตอกับคลองลํา
รางตาพลอยซึ่งมีทิศทางการไหลของน้ําลงสูคลองชวดหมัน  เสนทางการไหลของน้ําคลองชวด
หมันจะไหลลงมาทางทิศใตผานชุมชน รวมถึงไหลผานทางดานหลังของมหาวิทยาลัยหัวเฉียวเฉลิม
พระเกียรติ คลองชวดหมันมีความยาวตลอดลําคลองประมาณ  3.5 กิโลเมตร   กวางประมาณ 3.5 
เมตร   ลึก ประมาณ 1-2 เมตร โดยโครงการวิจัยนี้จะสุมเก็บตัวอยางน้ําและตะกอนดิน แบงการ
พิจารณาเปน 2 ประเด็น คือ 
 
(1) วิธีการเก็บตัวอยางตามแนวยาวของลําคลอง จะเก็บตัวอยางน้ําและตะกอนดินจากจุดตางๆตลอด
ลําคลองชวดหมันและคลองเชื่อมตอ โดยจะสุมเก็บตัวอยางแบบกะ ซ่ึงการกําหนดจุดเก็บตัวอยาง
จะมาจากการสํารวจเบื้องตน และการรวบรวมจากขอมูลทุติยภูมิ โดยพิจารณาจากบริเวณ
แหลงกําเนิดมลพิษแตละแหลง  
 
(2) วิธีการเก็บตัวอยางตามแนวลึกของลําคลอง จะเก็บตัวอยางน้ําในคลองที่ระดับความลึกเฉพาะ
กึ่งกลางคลอง และเก็บตัวอยางตะกอนดินที่ระดับผิวหนาตะกอน ซ่ึงจะใชเปนตัวแทนความลึก
ทั้งหมด ภาพจุดเก็บตัวอยางน้ําอยางงายทั้ง 10 จุดแสดงในรูปที่ 3.1-1 และภาคผนวก ก 
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รูปท่ี 3.1-1 จุดเก็บตัวอยางน้าํ 

สัญลักษณ 
 มหาวิทยาลัยหวัเฉียวเฉลิมพระเกยีรติ   โรงงานเหล็ก 
 ชุมชน/หอพกั      สนามกอลฟ 
 โรงงานปลากระปอง                                                  บอเล้ียงปลา 
 โรงงานขนมปง                                                         สะพาน 

 
 
3.2 การวิเคราะหคุณภาพน้ําและตะกอนดิน 
        การวิเคราะหคุณภาพน้ําและตะกอนดินดวยพารามิเตอรทางกายภาพ เคมี และชีวภาพ รวมทั้ง
ปริมาณโลหะทั้งหมด 10 ชนิด โดยเปนการเลือกตัวแทนบางพารามิเตอรเพื่อสะทอนปญหามลพิษ
ทางน้ําและตะกอนดินในดานตางๆ ซ่ึงแสดงวิธีการตรวจวัดอางอิงตาม APHA, AWWA and WEF 
(1998) และมีขั้นตอนการเตรียมตัวอยาง สําหรับการวัดความเขมขนของไนเตรดและแอมโมเนีย 
รวมทั้งวิธี Multiple tube fermentation technique แสดงในภาคผนวก ข. 
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ตาราง 3.2-1 การวิเคราะหคุณภาพน้ําและตะกอนดิน 

พารามิเตอร                                                           วิธีการตรวจวัด 
           - พีเอช (pH)**                                                             pH Meter (Multi 340i) 
           - สภาพนําไฟฟา (Conductivity)*                            Conductivity Meter  (Multi 340i) 
           - A Chemical Oxygen Demand (COD)*                 Close Reflux Method 
           - ไนเตรต (Nitrate)**                                                Ion Selective Electrode Mettertoledo 
                                                                                                  รุน 7 Multi  (probe : 261) 
           - แอมโมเนีย (Ammonia)**                                 Ion Selective Electrode    Mettertoledo  
                                                                                              รุน 7 Multi (Probe : DX 218) 
           - Coliform bacteria *                                   Multiple Tube Fermentation Technique 
           - Fecal Coliform bateria *                           Multiple Tube Fermentation Technique 
           - E. Coli *                                                    Multiple Tube Fermentation Technique  
           - A โลหะ**                                                 Inductively Coupled Plasma Optical 
                                                                               Emission Spectroscopy (ICP-OES) 
          Cadmium (Cd) 
          Copper (Cu)                                                           
           Iron (Fe)            
           Zinc (Zn) 
           Mercury (Hg) 
           Nickel (Ni)       
           Chromium (Cr)    
           Arsenic (As)    
           Lead (Pb)  
           Manganese (Mn)                                      

        หมายเหตุ * ตรวจวัดเฉพาะตัวอยางน้ํา 
    ** ตรวจทั้งตัวอยางน้ําและตะกอนดิน 
                   A = APHA, AWWA and WEF (1998) 
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3.3 การทดสอบความเปนพิษเฉียบพลัน 
        ความเปนพิษของน้ําและตะกอนดินในระดับพิษเฉียบพลัน โดยใชเมล็ดขาวเปนตัวแทนเมล็ด
พืชชนิดอื่นในการทดสอบดวยวิธี Seed germination/ Root elongation ซ่ึงเปนวิธีทดสอบที่ประยุกต
มาจาก Ecological effect test guideline OPPTS 850.4200 Seed Germination/Root Elongation 
Toxicity Test (EPA. 1996: 1-8)โดยวิธีการดังกลาวสามารถประยุกตและสรุปไดดังนี้  
 
3.3.1 การทดสอบความเปนพิษเฉียบพลันในน้ํา 
(1) ทําการเจือจางน้ําตัวอยางทั้ง  10 จุด โดยแบงระดับการเจือจางเปน 0% ,10%, 20%, 40%, 80% 
และ 100% ตามลําดับ 
(2) เตรียมเพาะเมล็ดขาวจํานวน 20 เมล็ด ใน Plate โดยแบงเปน 10 ชุด ตามจุดเก็บน้ํา แตละชุดแยก
เปน 6 ระดับการเจืองจางตามขั้นตอนแรกโดยใชน้ําประปา (ระดับการเจือจาง 0%) เปนชุดควบคุม 
(Control Plate) 
(3) ใสน้ําตัวอยางของแตละแหลงที่ระดับการเจือจางตางๆในปริมาณ 10 มิลิลิตร ลงในทุก Plate ทิ้ง
ไวในที่มืดภายใตอุณหภูมิหอง 
(4)  สังเกต Control Plate เมื่อมีการงอกของเมล็ดขาวครบ 100% ของทั้งหมด (คิดเปน 20 เมล็ด) 
และมีความยาวรากถึง 20 mm. จึงทําการนับจํานวนเมล็ดขาวที่งอกและวัดความยาวรากของเมล็ด
ขาวในแตละ Plate ตัวอยาง 
   
3.3.2 การทดสอบความเปนพิษเฉียบพลันในตะกอนดิน 
         การทดสอบความเปนพิษเฉียบพลันในตะกอนดินมีวิธีการที่คลายคลึงกับการทดสอบความ
เปนพิษเฉียบพลันในน้ํา แตในขั้นตอนของการเตรียมตัวอยางที่ทดสอบมีความแตกตางกันเล็กนอย 
เนื่องจากตะกอนดินตัวอยางอยูในสภาวะกึ่งของเหลว จึงมีการผสมน้ําตัวอยางจากจุดเก็บในบริเวณ
เดียวกัน เพื่อใหมีความเหมาะสมในการทดสอบกับเมล็ดขาว จากการทดสอบหารอยละของ
ความชื้นในตะกอนตัวอยางพบวา มีปริมาณน้ําเฉลี่ยอยูที่รอยละ 50 ในทุกจุดเก็บตัวอยาง ดังนั้น
ตัวอยางตะกอนดินที่ตองการทดสอบความเปนพิษจึงใชอัตราสวนตะกอนดิน : ปริมาตรน้ําตัวอยาง 
เปน 1: 2 โดยปริมาตร หลังจากนั้นจึงนําตะกอนตัวอยางมาทดสอบความเปนพิษตอเมล็ดขาวดวย
วิธีการเดียวกับการทดสอบความเปนพิษเฉียบพลันในน้ํา  
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3.3.3 การประเมินระดับความเปนพิษเฉียบพลัน 
1) การประเมินการเจริญเติบโตของเมล็ดขาวใชตัวช้ีวัดดังนี้ คือ  การงอกของเมล็ดขาว  (Seed 
germination) และความยาวของราก  (Root elongation) โดยทําการเปรียบเทียบกับชุดทดลองของแต
ละจุดเก็บตัวอยาง 
 
2) การเปรียบเทียบระดับความเปนพิษของน้ํา ใช Inhibit Concentration at 50 % (IC50) เปนดัชนีวัด
ระดับความเปนพิษซ่ึงคํานวณไดจากสมการเสนตรงแสดงความสัมพันธระหวางระดับการเจือจาง
ของน้ําและตะกอนตัวอยางกับ เปอรเซ็นตการตาย (หรือการยับยั้งการงอก)งอกและเปอรเซ็นตการ
ยับยั้งความยาวราก (รายละเอียดแสดงในบทที่ 2 ขอ 2.8) 
 
3.4 การทดสอบการกลายพันธุ ดวยวิธี Ames test 
      การทดสอบการกลายพันธุดวยวิธี Ames test จะใชแบคทีเรีย S. typhimurium จํานวน 2 สายพนัธุ 
(strains) ซ่ึงมีวิธีการทดสอบสรุปไดดังนี้ (Mortelmans and Zeiger. 2000: 29-60) 
 
3.4.1  การเตรียมแบคทีเรียท่ีใชในการทดสอบเอมส 

-  นําเชื้อ  Salmonella  Typhimurium สายพันธุ TA98  และ  TA100  ซ่ึงเก็บที่ -80  องศา
เซลเซียส  ปริมาตร  10  ไมโครลิตร  เล้ียงในอาหาร  Oxoid  nutrient  broth  No. 2  ที่ความเร็ว  180  
รอบตอนาที  อุณหภูมิ  37  องศาเซลเซียส  นาน  16  ช่ัวโมง   

   -  เคลือบผิวหนาอาหาร  minimal  glucose  agar  plate  ดวยแอมพิซิลินเขมขน  8  มิลลิกรัม
ตอมิลลิลิตร  ปริมาตร  0.1  มิลลิลิตร  ฮีสทิดีนไฮโดรคลอไรดเขมขน  0.1  โมลาร  ปริมาตร  0.3         
ไมโครลิตร  และไบโอตินเขมขน  1  มิลลิโมลาร  ปริมาตร  0.1  มิลลิลิตร  แลวทิ้งใหแหง 

   -  ใช  loop  แตะเชื้อ  S.  Typhimurium สายพันธุ TA98  และ  TA100  ที่เล้ียงในอาหารเลี้ยง  
Oxoid  nutrient  broth  No. 2  จากนั้น   streak  ลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีเตรียมในขอ 1.2  บมที่
อุณหภูมิ  37  องศาเซลเซียส  นาน  48  ช่ัวโมง 

   -  เมื่อครบ  48  ช่ัวโมง  ใหใช  loop  แตะบนโคโลนีที่เดนชัดที่สุดแลวนําไปเลี้ยงในอาหาร 
Oxoid  nutrient  broth  No. 2  ปริมาณ  12  มิลลิลิตรที่ความเร็ว  180  รอบตอนาที  อุณหภูมิ  37  
องศาเซลเซียส  นาน  16  ช่ัวโมง  จะได  fresh  overnight  culture 

-  แบงเก็บสวนเล็กๆ (aliquot)  ลงในหลอดพลาสติกทนความเย็น  โดยเติมกลีเซอรอล  
ปริมาตร 600 ไมโครลิตร  และแบคทีเรีย  300  ไมโครลิตร  เก็บที่อุณหภูมิ  -80  องศาเซลเซียส  เพื่อ
ใชเปน stock 



 
 
 
 

 
 
 
 

 38

3.4.2 การตรวจสอบคุณสมบัติแบคทีเรีย 
 

(1)  ความตองการกรดอะมิโนฮีสทิดีน  (Histidine  requirement)   
-  เตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ  minimal  glucose  agar  plate   
-  เคลือบผิวหนาอาหารดวยฮีสทิดีนไฮโดรคลอไรดและไบโอติน  ดังนี้ 

จานที่  1  ไมใสฮีสทิดีนไฮโดรคลอไรดและไบโอติน 
จานที่  2  ใสไบโอตินเขมขน  1  มิลลิโมลาร  ปริมาตร  0.1  ไมโครลิตร 
จานที่  3  ใสฮีสทิดีนไ ฮโดรคลอไรดเขมขน  0.1  โมลาร  ปริมาตร  0.3  ไมโครลิตร 
จานที่  4  ใสฮีสทิดีนไฮโดรคลอไรดเขมขน  0.1  โมลาร  ปริมาตร  0.3  ไมโครลิตรและ

ใส ไบโอตินเขมขน  1  มิลลิโมลาร  ปริมาตร  0.1  ไมโครลิตร 
 - นํา  single  colony  ที่เล้ียงไว  streak  ลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อท้ัง  4  จาน  บมที่อุณหภูมิ  37 

เซลเซียส  นาน  24  ช่ัวโมง 
- แบคทีเรียที่เจริญในจานอาหารเลี้ยงเชื้อที่  4  เทานั้น  จึงสามารถนําไปใชในการทดสอบ
ฤทธิ์กอกลายพันธุได 

 
(2)  การตรวจ  rfa  mutation 
- เตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ  minimal  glucose  agar  plate   
-  ผสมฮีสทิดีนไฮโดรคลอไรดเขมขน  0.1  โมลาร  ปริมาตร  0.1  ไมโครลิตร  กับเชื้อ

แบคทีเรียปริมาณ  0.3  ไมโครลิตร  เขาดวยกัน  จากนั้นเติม  top  agar  ที่ใสสารผสมฮีสทิดีนไฮโดร
คลอไรด         เขมขน  0.5  มิลลิโมลารและไบโอตินเขมขน  0.5  มิลลิโมลาร  ในอัตราสวน  10  
มิลลิลิตรตอ  top agar  ปริมาตร  100  มิลลิลิตร  แลวเทสวนผสมลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ  minimal  
glucose  agar  plate  ที่เตรียมไว 

- จุมกระดาษกรองที่ตัดที่ตัดเปนวงกลมขนาดเสนผานศูนยกลาง  8-9  มิลลิเมตรที่ผานการฆา
เชื้อแลว  ลงใน  0.1%  คริสตอลไวโอเล็ต  และคอยๆวางลงบนจานผิวหนาอาหารเลี้ยงเชื้อในขอ 2.2  
บมที่ อุณหภูมิ  37  องศาเซลเซียส  นาน  24  ช่ัวโมง 

-  ตรวจผลการทดสอบโดยสังเกตบริเวณรอบๆกระดาษกรองที่ชุบ  0.1%  คริสตอลไวโอเล็ต  
ถาเชื้อมี    rfa  mutation  จะเห็น  clear  zone  คือ  ไมมีแบคทีเรียเจริญอยู  สามารถนําแบคทีเรียนี้มา
ทดสอบฤทธิ์กอกลายพันธุได 
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(3)  การตรวจสอบ  R-factor 
  - เตรียมแอมพิซิลินเขมขน  8  มิลลิกรัมตอไมโครลิตร 

 - จุมกระดาษกรองที่ตัดเปนวงกลมขนาดเสนผานศูนยกลาง  6-8  มิลลิเมตร ที่ผานการฆา
เชื้อแลวลงในสารละลายแอมพิซิลินที่เตรียมไว 
 - คอยๆวางแผนแอมพิซิลินลงผิวหนาอาหารเลี้ยงเชื้อ  minimal  glucose  agar  plate  ที่
เตรียมไวดังในขอ  2.2 

- นําจานเลี้ยงเชื้อไปบมที่อุณหภูมิ  37  องศาเซลเซียส  นาน  24  ช่ัวโมง  ตรวจผลการ
ทดสอบโดยสังเกตการณเจริญของแบคทีเรียบริเวณรอบๆแผนแอมพิซิลลิน  เพราะมี  R-factor  ซ่ึง
แสดงวาแบคทีเรียดื้อตอยาแอมพิซิลิน  สามารถนําแบคทีเรียนี้มาทดสอบฤทธิ์กอกลายพันธุได 

 
(4)  การตรวจสอบ  uvr  B  mutation 

 - เตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ  minimal  glucose  agar  plate   
 - เคลือบผิวหนาอาหาร  minimal  glucose  agar  plate  ดวยฮีสทิดีนไฮโดรคลอไรด

เขมขน  0.1  โมลาร  ปริมาตร  0.1  ไมโครลิตร  และไบโอตินเขมขน  0.1  มิลลิโมลาร  ปริมาตร  
0.1  ไมโครลิตร  แลวทิ้งใหแหง 

- ใช  loop  แตะเชื้อแบคทีเรียที่เล้ียงในอาหารเลี้ยงเชื้อ  Oxoid  nutrient  broth  No. 2  ที่
ความเร็ว 180  รอบตอนาที  อุณหภูมิ  37  องศาเซลเซียส  นาน  16  ช่ัวโมง  แลวขีดลงบนผิวหนา
อาหารเลี้ยงเชื้อ  minimal  glucose  agar  plate  ที่เตรียมไวดังขอ  4.2  เปนเสนตรง  2  เสนที่ขนาน
กัน 

 - นําจานเพาะเชื้อวางใตหลอดอัตราไวโอเล็ตโดยวางหางจากหลอดกําเนิดแสง  30  
เซนติเมตร  แลวเปดฝาจานเพาะเชื้อครึ่งหนึ่งเพื่อทําใหแบคทีเรียถูกแสงอัลตราไวโอเล็ตเปนเวลา  8  
วินาที 

   - นําจานเพาะเชื้อบมที่อุณหภูมิ  37  องศาเซลเซียส  นาน  24  ช่ัวโมง 
   - แบคทีเรียที่มีคุณสมบัติเปน  uvr  B  mutation  จะไมสามารถเจริญเมื่อถูกแสงอัตราไว

โอเล็ตแตดานที่ไมถูกแสงอัลตราไวโอเล็ตจะเจริญเปนโคโลนีใหเห็น  สามารถนําแบคทีเรียนี้มา
ทดสอบฤทธิ์กอกลายพันธุได 

 
3.4.3   การทดสอบฤทธิ์กอกลายพันธุ 

(1)  ตัวอยางน้ําและตะกอนดิน 
 - เก็บตัวอยางน้ําและตะกอนดินตัวอยางละ  10  จุด     
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- นําตัวอยางน้ํา  10  ตัวอยางๆละ  20  มิลลิลิตร  กรองดวยหัวกรอง whatman  0.45 
ไมครอน  ใส ในหลอดพลาสติกปราศจากเชื้อ   

 - ช่ังตัวอยางตะกอนดิน  10  ตัวอยางๆละ  5  กรัม  ใสในหลอดพลาสติก  เติมน้ํากล่ัน
ปริมาตร  5  มิลลิลิตร  นําไป  centrifuge ที่ความเร็ว  8,000  rpm. นาน  10  นาที  และกรองสวนใส
ดวยหัวกรอง  whatman  0.45  ไมครอน  ใสในหลอดพลาสติกปราศจากเชื้อ     
 

(2)  แบคทีเรียทดสอบ 
- เชื้อที่ ใชทดสอบฤทธิ์กอกลายพันธุของตัวอย างน้ํ าและตะกอนดิน   ไดแก   S. 

Typhimurium  สายพันธุ   TA98  และ  TA100  ซ่ึงถูกชักนําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงลําดับดีเอ็นเอ
ตรงสวนของยีน histidine (his)  แบบ  frameshift  mutation  และ  basepair  substitution  ตามลําดับ   

 
(3)  อาหารเลี้ยงเชื้อ 
   -  อาหารเลี้ยงเชื้อที่ใชเพื่อทดสอบฤทธิ์กอกลายพันธุ  ไดแก  Oxoid  nutrient  broth  No.2 ,  

minimal  glucose  agar  plate,  Vogel  Bonner  medium E (VB salt)  และ  Top  agar 
 
(4) สารเคมีและสารกอกลายพันธุ 
-  สารเคมีไดแก  sodium  phosphate  buffer  (pH 7.4) ,  histidine  และ  biotin   
-  สารกอกลายพันธุ  ไดแก  1-aminopyrene  และ  sodium  azide 
 
(5)  การทดสอบฤทธิ์กอกลายพันธุจากตัวอยางน้ําและตัวอยางตะกอนดิน 
-  ใชวิธี  preincubation  ของการทดสอบดวยวิธีเอมสชนิดไมมี  metabolic  activation  ตาม

วิธีของ  Yahagi  และคณะ  (1975) 
-  นําเชื้อ  S. Typhimurium  TA98  และ TA100  จาก stock.  ที่เก็บในอุณหภูมิ -80  องศา

เซลเซียส  ใส ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ  Oxoid  nutrient  broth  No.2  ปริมาตร  12  มิลลิลิตร  บมเชื้อ
แบบเขยา (shaking  incubator)  ที่อุณหภูมิ  37  องศาเซลเซียส  ที่ความเร็วรอบ  50  รอบตอนาที  
นาน  12  ช่ัวโมง        

-  นํามาวัดคาการดูดกลืนแสงของเชื้อท้ัง  2  สายพันธุดวยเครื่อง  spectrophotometer  ที่ความ
ยาวคล่ืน   600  นาโนเมตร  ใหมีคาการดูดกลืนแสงประมาณ  0.3  ซ่ึงมีปริมาณเชื้อ  106-108  เซลล
ตอมิลลิลิตร 
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-  นําตัวอยางทั้งหมดใสในหลอดแกวปราศจากเชื้อ  ตัวอยางละ  100  ไมโครลิตร  จากนั้น
เติม  sodium  phosphate  buffer  (pH 7.4) ปริมาตร  500  ไมโครลิตร 

-  เติมเชื้อที่ใชทดสอบ  100  ไมโครลิตร  เขยาใหเขากัน  นําไปบมใน shaking  incubator ที่
อุณหภูมิที่ 37  องศาเซลเซียส  นาน  20  นาที 

-  จากนั้นเติม  Molten  top  agar  ที่มีสวนผสมของสารละลาย  0.5  มิลลิโมลาร 
histidine/biotin  ในอัตราสวน histidine/biotin  :  top  agar  เทากับ  1:10)  หลอดละ  2  มิลลิลิตร  
ผสมใหเขากันโดยเขยาเบาๆแลวเทลงบนผิวหนาอาหาร Minimal  glucose  agar  plate  ใหกระจาย
สม่ําเสมอทั่วผิวหนาอาหารเลี้ยงเชื้อ  นําไปบมที่อุณหภูมิ  37  องศาเซลเซียส  เปนเวลา  48  ช่ัวโมง 

- นับจํานวนโคโลนีที่กลายพันธุ (revertant  colony)ที่สามารถเจริญในอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีไมมี  
histidine  ถาจํานวน  revertant  colony  มีมากกวา  4  เทาของ  spontaneous  colonies  เทียบกับ  
negative  control  แสดงวาตัวอยางน้ําและตะกอนดินนั้นนาจะมีฤทธิ์กอกลายพันธุ 

- สําหรับ  positive  control  จะมีเฉพาะสารกอกลายพันธุมาตรฐานไดแก  1-aminopyrene  
และ sodium  azide  ชนิดละ  100  ไมโครลิตร  จากนั้นเติม  sodium  phosphate  buffer  (pH 7.4) 
ปริมาตร  500  ไมโครลิตร  และเชื้อ  100  ไมโครลิตร   

- สําหรับ  negative  control  เตรียมเชนเดียวกันโดยมีน้ํากล่ันปริมาตร  100  ไมโครลิตร  แต
ไมมีสารกอกลายพันธุมาตรฐานทั้งสองชนิด 
 


