
 
บทที่ 3 

วิธีการศึกษา 
 
 การศึกษาความหลากหลาย คุณคาทางโภชนาการ และพยาธิของแมลงน้ําที่กินได ไดแบง
การศึกษาออกเปน 2 สวน คือ การเก็บตัวอยางภาคสนาม และการศกึษาในหองปฏิบัติการ โดยเริ่ม
เก็บตัวอยางในเดือนพฤศจกิายน พ.ศ. 2547 จนถึงเดือนพฤศจิกายน พ.ศ. 2548 จากพื้นที่ใน 2 อําเภอ 
คือ อําเภอบานธิ และอําเภอเมืองลําพูน จังหวดัลําพนู (ภาพ 1) สําหรับการปฏิบัติการใน
หองปฏิบัติการนั้นไดแบงการศึกษาออกเปน 3 สวน คือ การศึกษาความหลากหลายของแมลงน้ําที่
กินได การสํารวจหาพยาธิในแมลงน้ําที่กนิได และการวิเคราะหคุณคาทางโภชนาการ 
 
3.1 สถานที่เก็บตัวอยาง 

สถานที่เก็บตัวอยางแมลงน้ําที่กินได และตวัอยางน้ํามีทั้งหมด 6 จดุ ดังนี้  
จุดเก็บตวัอยางที่ 1 บานธิ ตําบลบานธิ อําเภอบานธ ิ จังหวดัลําพนู ลักษณะของจุดเก็บ

ตัวอยางเปนทุงนามีการทํานาปละ 1 ครั้ง ในชวงเดือนกรกฎาคมของทุกปจะเริ่มมีฝนตก และมีน้ําขงั
เปนแองบริเวณกวาง พื้นทีโ่ดยรอบมีตนขาวขึ้นอยูเต็มพื้นที่ และเปนแหลงชุมชนมีบานเรือนอยูไม
ไกลจากทุงนามากนัก ลักษณะของพืน้ทองนา และบริเวณที่มีน้ําขังมีลักษณะเปนโคลน (ภาพ 2) 

จุดเก็บตวัอยางที่ 2 บานเหมอืงกวัก ตําบลมะเขือแจ อําเภอเมืองลําพูน จังหวัดลําพูน จุดเก็บ
ตัวอยางเปนบริเวณทุงนามีการทํานาปละ 1 คร้ัง ตั้งแตเดือนกรกฎาคม ถึงเดือนพฤศจกิายน ในทุงนา
มีบอเก็บน้ําขนาดเล็ก และมกีารเลี้ยงสัตวในทุงนา หรือตามที่โลงที่ไมมีการทํานา (ภาพ 3) 

จุดเก็บตวัอยางที่ 3 บานสะแลง ตําบลมะเขือแจ อําเภอเมืองลําพูน จงัหวัดลําพนู จุดเก็บ
ตัวอยางเปนบริเวณทุงนามีการทํานาปละ 1 คร้ังติดกบับานเรือนชุมชน และสวนลําไย มีคลอง
ชลประทานอยูใกลกับทุงนา (ภาพ 4) 

จุดเก็บตวัอยางที่ 4 บานแจม ตําบลบานกลาง อําเภอเมืองลําพูน จังหวดัลําพูน จุดเก็บ
ตัวอยางเปนบริเวณทุงนามีการทํานาปละ 1 คร้ัง อยูหางจากชุมชนแตไมไกลมากนัก เปนทุงนา
ติดตอกันเปนบริเวณกวาง (ภาพ 5) 

จุดเก็บตวัอยางที่ 5 บานทุง ตําบลในเมือง อําเภอเมืองลําพูน จังหวัดลําพูน จุดเก็บตัวอยาง
เปนบริเวณทุงนามีการทํานาปละ 1 ถึง 2 คร้ัง ขึ้นอยูกับปริมาณน้ํา หากมีน้ํานอยก็จะทําการเกษตร
อยางอื่นแทน เชน การปลูกถ่ัว แตงโม หรือขาวโพด เปนตน ซ่ึงตั้งอยูหางจากชุมชนพื้นที่ทั้งหมด
บริเวณนี้เปนทุงนาบริเวณกวาง อยูใกลกับคลองชลประทาน (ภาพ 6) 
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จุดเก็บตวัอยางที่ 6 บานสันริมปง ตําบลริมปง อําเภอเมืองลําพูน จังหวดัลําพูน จุดเก็บ
ตัวอยางเปนบริเวณทุงนามีการทํานาปละ 1 ถึง 2 คร้ัง ขึ้นอยูกับสภาพอากาศ และน้าํที่มีอยูในคลอง
ชลประทาน บริเวณนี้อยูใกลกับแมน้ําปงแตมีทํานบดินกัน้ไว (ภาพ 7) 
 

  
ภาพ 2 จุดเก็บตวัอยางที่ 1 บานธิ ตําบลบานธิ อําเภอบานธิ จังหวัดลําพูน  
 

  
ภาพ 3 จุดเก็บตวัอยางที่ 2 บานเหมอืงกวัก ตําบลมะเขือแจ อําเภอเมืองลําพูน จังหวดัลําพูน  
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ภาพ 4 จุดเก็บตวัอยางที่ 3 บานสะแลง ตําบลมะเขือแจ อําเภอเมอืงลําพูน จังหวัดลําพูน 

 
 

 
 
ภาพ 5 จุดเก็บตวัอยางที่ 4 บานแจม ตําบลบานกลาง อําเภอเมืองลําพูน จังหวัดลําพูน 
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ภาพ 6 จุดเก็บตวัอยางที่ 5 บานทุง ตําบลในเมือง อําเภอเมืองลําพูน จังหวัดลําพูน 

 
 

 
 
ภาพ 7  จุดเก็บตวัอยางที่ 6 บานริมปง ตําบลริมปง อําเภอเมืองลําพูน จังหวัดลําพูน 
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3.2 การศึกษาทางดานชีวภาพ 
3.2.1 การเก็บตัวอยางแมลงน้ําท่ีกินได 

เก็บตัวอยางแมลงน้ําที่กินไดโดยใชสวิงชอนในแองน้ําในทุงนา ซ่ึงแองน้ําที่เก็บตวัอยาง
นั้นตองเปนแองน้ําที่มีความกวางพอสมควร ลึกประมาณ 10 – 30 เซนติเมตร เพราะหาก
ปริมาณน้ํานอย หรือมากเกินไปก็มกัจะไมพบแมลงน้าํ สําหรับการเลือกจุดเก็บตัวอยางจะ
กําหนดโดยสํารวจดวูาหมูบานใดที่มีการบริโภคแมลงน้ําบาง จากนั้นก็สํารวจตลาดในหมูบาน
ที่มีแมลงน้ําวางขายในตลาด และสอบถามแหลงที่แมคาไปหาแมลงน้าํ เมื่อไดขอมูลเบื้องตน
แลวจึงกําหนดจุดเก็บตวัอยาง สวนวิธีการเก็บตัวอยางแมลงน้ําที่กินไดโดยใชมือทั้งสองขางจับ
ปากสวิง กดปากสวิงและถงุของตาขายจมลงในน้ําจนหมด จากนัน้ยกสวิงแลวแกวงไปมาซาย
ขวาในพื้นที่ 2 ตารางเมตร เปนเวลา 5 นาที ทําทั้งหมด 3 ซํ้า (ภาพ 8) จากนั้นเทลงในกะละมัง
เพื่อแยกเศษใบไม กอนหนิ ขยะตาง ๆ ที่ไมตองการออก ลางเศษตาง ๆ ที่จะหยิบออกกอนทุก
คร้ังเพื่อใหแนใจวาไมมีแมลงน้ําติดมาดวย แลวกรองดวยสวิง เทใสถุงพลาสติกใสที่เตรียมไว 
และใสน้ําลงไปพอประมาณเพื่อไมใหแมลงน้ําตาย รัดปากถุงใหสนิท เขียนสถานที่ วันที่ ช่ือผู
เก็บตัวอยางใหชัดเจน  

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพ 8 วิธีการเก็บตวัอยางแมลงน้ําโดยใชสวิง 
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3.2.2 การสํารวจแมลงน้ําท่ีกินไดในตลาด 
สํารวจตลาดทีอ่ยูใกลกับจุดเก็บตัวอยาง และอยูหมูบานเดียวกับจดุเก็บตัวอยาง ตั้งอยูใน

เขตอําเภอบานธิ และอําเภอเมืองลําพูน จังหวัดลําพนู โดยสํารวจทั้งหมด 6 จุด เปนเวลา 6 เดือน 
ซ่ึงจุดเก็บตวัอยางเปนที่นาแปลงเดียวกัน พรอมกับการเก็บตวัอยางแมลงน้ําที่กนิไดในทุงนา 
เพื่อหาแมลงน้าํที่กินไดทีน่ํามาวางขายในตลาด สอบถามขอมูลเกี่ยวกับแหลงที่เกบ็แมลงน้ําที่
กินได วิธีการ และอุปกรณที่ใชในการเกบ็ และซ้ือแมลงน้ําที่กินไดที่วางขายในตลาดเพื่อนําไป
จําแนกในหองปฏิบัติการ บันทึกผลชนิดแมลงน้ําที่พบ 
3.2.3 การศึกษาความหลากหลาย 

นําตัวอยางไปจําแนกถึงระดบัสกุล (genus) ดวยกลองจุลทรรศนแบบสเตอริโอใน
หองปฏิบัติการ โดยใชหนังสือของ MaCafferty (1981), Merritt and Cummins (1988), Borror 
and DeLong (1954) และ Waterhouse et. al., (1991) นําตัวอยางที่จาํแนกเสร็จแลวแบงเปน 3 
สวน สวนแรกเก็บในขวดเก็บตัวอยางที่มแีอลกอฮอล 70% เขียนอันดบั และวงศที่พบ สถานที่
เก็บตัวอยาง วนัที่ และชื่อผูทําการวิเคราะห ใสลงในขวดเก็บตวัอยางแตละขวด บนัทึกขอมูลที่
ไดในแตละจดุเก็บตัวอยาง จากนั้นนําไปคํานวณหาคาความหลากหลายทางชีวภาพ (Species 
Diversity Index) โดยใชสูตร Shannon – Wiener Index (H′) ดวยคอมพวิเตอรโปรแกรม 
ECOSTAT สวนที่สองนําไปตรวจหาพยาธิ และสวนสุดทายนําไปหาคณุคาทางโภชนาการ  
3.2.4 การตรวจหาพยาธิ 

นําแมลงน้ําทีก่ินไดทีจ่ําแนกชนิดเรยีบรอยแลวมาตรวจหาพยาธิโดยตัดลําตัวของ
ตัวอยางแมลงน้ําเพื่อตรวจหาพยาธิในทางเดินอาหาร อวยัวะภายในตาง ๆ ของแมลงน้ํา และ
ชองวางภายในลําตัวของแมลงน้ํา หากพบพยาธิทําการรักษาสภาพโดยการแชใน formaline 
10% และนํามาทํา permanent slide และจําแนกพยาธทิี่ไดจําแนกพยาธิจนถึงระดบัสกุล หรือ
ชนิดภายใตกลองจุลทรรศนแบบเลนสประกอบ (compound microscope)  
3.2.5 การตรวจหาคณุคาทางอาหาร 

การเตรียมตัวอยางแมลงน้ําที่กินไดเพื่อการตรวจวิเคราะห 
ตัวอยางแมลงน้ําที่กินไดที่จะนํามาตรวจหาสารอาหารโดยทั่วไปแลวมีลักษณะเปน 

heterogeneous จึงมีความจําเปนตองทําใหเปนเนื้อเดียวกนักอน (homogeneous) ทีจ่ะทําการ
วิเคราะหสารอาหารตาง ๆ ดวยการนําแมลงน้ําที่กินไดไปปนดวยเครือ่งปนไฟฟา การเตรียม
เครื่องมือตาง ๆ ที่ใชในการวิเคราะหทุกชิน้ตองลางใหสะอาด เพื่อปองกันการปนเปอน สําหรับ
ขั้นตอนการเตรียมตัวอยางอาหารมีดังนี ้
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- ช่ังน้ําหนกัขวดพลาสติก หรือบีกเกอรเปลาที่จะใชบรรจุอาหารดวยเครื่องชั่งแบบ
ละเอียดบนัทึกน้ําหนกั นบัจํานวนแมลงน้ําที่กินไดทีน่ําไปหาปริมาณสารอาหาร 
แยกเอาเฉพาะสวนของแมลงน้ําที่กินได คอื สวนลําตัว และสวนหวั ใสลงในภาชนะ
ที่เตรียมไว ช่ังน้ําหนกัแมลงน้ําที่กินไดที่เตรียมไว แลวหักลบน้ําหนกัของภาชนะ
ออก 

- นําแมลงน้ําทีก่ินไดไปอบใหแหงที่อุณหภูมิ 50 - 60 0C ประมาณ 48 ช่ัวโมง หรือ
จนกวาแมลงน้าํที่กินไดจะแหงซ่ึงขึ้นอยูกบัชนิดของแมลงน้ํา และอุณหภูมิจะตอง
ไมเกิน 70 0C เพราะจะทําใหคุณคาทางอาหารของแมลงน้ําหายไป  

- ช่ังน้ําหนกัแหงของแมลงน้ําที่กินได บนัทกึน้ําหนักไว 
- ปนแมลงน้ําทีก่ินไดดวยเครือ่งปนไฟฟาใหละเอียดเปนเนื้อเดียวกนั 
ตรวจวิเคราะหคุณคาสารอาหารในตัวอยางแมลงน้ําดงันี ้(ภาคผนวก จ) 
- โปรตีนดวยวิธี Kjeldahl (A.O.A.C.,1995)  
- ไขมัน (Crude fat) ดวยวธีิการสกัดไขมันออกจากตวัอยางดวย chloroform และ 

methanol ในอตัราสวน  2 : 1 (A.O.A.C.,1995)  
- เสนใย (Total Crude Fiber Analysis) ดวยวิธีการยอยแมลงน้ําที่กินไดทั้งหมดดวย 

1.25% H2SO4 และ NaOH 1.25% เพื่อยอยเอาสารอินทรียที่ถูกยอยออก สวนที่ไมถูก
ยอย คือเสนใย (A.O.A.C.,1995)  

- เถาดวยการเผาในเตาเผาอณุหภูมิสูง (Muffle furnace) (Dry Ashing) 
(A.O.A.C.,1995)    

- คารโบไฮเดรต ดวยวิธีการคาํนวณ 
 

3.3 การศึกษาคุณสมบัติทางดานเคมี 
3.3.1 ปริมาณออกซิเจนละลายในน้ํา (dissolved oxygen; DO)  

(APHA, AWWA and WEF, 1992) 
ใชวิธี Azide Modification ลางขวด BOD ใสที่มีปริมาตร 300 มิลลิลิตร 2 – 3 คร้ังกอน

เก็บตัวอยางน้าํ จุมขวดใตผิวน้ําลึกประมาณ 30 เซนติเมตร อยาใหมีฟองอากาศปดฝาขวดขณะ
อยูใตน้ํา เติมสารละลาย MnSO4 1 มิลลิลิตร แลวตามดวย Alkaline-Iodide-Azide reagent 
(AIA) 1 มิลลิลิตร ปดจุกขวดเขยาโดยกลับขวดไปมา ตัง้ทิ้งไวรอใหตะกอนนอนกนประมาณ 2 
ใน 3 ของขวด เติม conc.H2SO4 1 มิลลิลิตร ปดจุกขวดเขยาโดยกลับขวดไปมาจนกระทั่ง
ตะกอนละลายหมด ตวงสารละลายที่ไดลงใน Erlenmeyer flask 100 มิลลิลิตร ไตเตรทดวย 
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0.025 M Na2S2O4 จนไดสีเหลืองออนเติมน้ําแปง 3 หยด เขยาใหเขากันสารละลายจะมีสีน้ําเงิน
ไตเตรทตอจนสีน้ําเงินจางหายไป บันทกึปริมาตร Na2S2O4 ที่ใช และนําไปคํานวณหาปริมาณ 
DO มีหนวยเปนมิลลิกรัมตอลิตร  

  
DO (mg/l)     =     ปริมาตรสารละลายมาตรฐาน 0.025 M Na2S2O3 ที่ใช x 2 

 
3.3.2 ปริมาณออกซิเจนท่ีจุลินทรียใชในการยอยสลายสารอินทรีย (biochemical oxygen 

demand; BOD) (APHA, AWWA and WEF, 1992) 
ลางขวด BOD ใส 2 – 3 ครั้งกอนเกบ็ตัวอยางน้ํา จุมขวดใตผิวน้ําลึกประมาณ 30 

เซนติเมตร อยาใหมฟีองอากาศปดฝาขวดขณะอยูใตน้ํา วิเคราะห DO ทันทีโดยวิธี Azide 
Modification ใหเปน DOini เก็บน้ําตัวอยางดวยขวด BOD สีดําจนเต็มอยาใหมฟีองอากาศปดจุก
ใหสนิท จากนัน้นําไป incubate ในที่มืดอณุหภูมิ 20 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 วัน นําน้ํามาหา
ปริมาณออกซิเจน โดยใชวิธีเดียวกันกับการหา DO ใหเปน DOfinal มีหนวยเปนมิลลิกรัมตอลิตร 
คํานวณคา BOD5 โดยมีสูตรการคํานวณ ดงันี้   

 
BOD5  (mg/l)  =   DOini – DOfinal

 
  เมื่อ   DOini  คือ ปริมาณออกซิเจนที่ละลายในน้ําที่ไตเตรทไดในวันแรก 
  DOfinal  คือ ปริมาณออกซิเจนที่ละลายในน้ําที่ไตเตรทไดในวันทีห่า 
 

3.3.3 ความเปนกรด-ดางของน้ํา (pH)   
วัดโดยใช Multi – Parameter Analyzer รุน Consort C533 จากประเทศเบลเยียม ที่ระดับ

ความลึก 10 - 30 เซนติเมตร จากระดับผิวน้าํ 
3.3.4 คาการนําไฟฟา (conductivity)  

วัดโดยใชเครือ่ง Multi – Parameter Analyzer รุน Consort C533 จากประเทศเบลเยยีม ที่
ระดับความลึก 10 - 30 เซนติเมตร จากระดับผิวน้ํา มีหนวยเปนไมโครซีเมนตอเซนติเมตร 
(µS/cm) 
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3.3.5 ปริมาณสารอาหาร (nutrients) 
เก็บตัวอยางน้าํปริมาตร 1 ลิตร ดวยขวด Polyethylene ทําการวเิคราะหหาปรมิาณ

สารอาหารดวยเครื่อง Spectrophotometer DR 2400 ของบริษัท HACH ประเทศสหรัฐอเมริกามี
หนวยเปนมิลลิกรัมตอลิตร สารอาหารที่ทําการวิเคราะห ไดแก 

- ไนเตรทไนโตรเจน (NO3
--N) ใชวิธี Cadmium Reduction Method 

- แอมโมเนียมไนโตรเจน (NH4
+-N) ใชวิธี Nessler Method 

- ออรโธฟอสเฟต (PO4
3--P) ใชวิธี Ascorbic Acid Method 

 
3.4 การวิเคราะหทางกายภาพ 

3.4.1 อุณหภูมิน้ํา (water temperature)  
วัดโดยใช hand thermometer ใตระดับผิวน้ําที่ระดับความลึกประมาณ 10-30 เซนติเมตร 

มีหนวยเปนองศาเซลเซียส  
3.4.2 อุณหภูมิอากาศ (air temperature) 

วัดโดยใช hand thermometer แขวนไวเหนอืพื้นดินบริเวณใตรมไม มหีนวยเปน               
องศาเซลเซียส  
3.4.3 ความขุน (turbidity)  

วัดโดยใชเครือ่ง turbidimeter รุน 6035 ของบริษัท Jenway ประเทศอังกฤษ มีหนวยเปน 
NTU (Nephalo Turbidity Units) 

 
3.5  การวิเคราะหขอมูล 

นําขอมูลทางกายภาพ เคมี และชีวภาพวเิคราะหทางสถิติโดยใชโปรแกรมคอมพิวเตอร MVSP 
(Multi Variate Statistic Package) โดยใชการวิเคราะหแบบ ordination ซ่ึงเปนเทคนิคการจัดกลุมที่
อาศัยความเหมือนโดยวัดระยะความสัมพนัธของขอมูล และจัดกลุมความเหมอืนแบบสัมพทัธ 
(relative homogeneity) ของสิ่งที่เหมือนกนัใหอยูกลุมเดยีวกันโดยใช UPGMA clustering method 
และวิเคราะหหาความสัมพนัธ (correlation) โดยใชโปรแกรม SPSS (statistical package for social 
science) ทําใหสามารถจัดกลุมคุณภาพน้าํของแตละจุดศึกษา และยงัสามารถบอกไดวาปจจัยที่มี
อิทธิพลตอการจัดกลุมการศกึษาอยางมนีัยสําคัญ  
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