
บทที่ 3
วิธีดําเนินการวิจัย

1. รูปแบบการศึกษา
เปนการศกึษาวจิยัเชงิพรรณนา (Descriptive Research) ศกึษาการไดรับ/สัมผัสสารทาํละลาย

เบนซินของคนงานในกิจการอูซอมรถยนต เขตเทศบาลนครขอนแกน จังหวัดขอนแกน โดยหาออก
มาเปนระดับความเขมขนของฟนอลในปสสาวะ

2. ตัวแปรในการศึกษาวิจัย
2.1  ตัวแปรอิสระ (Independent Variables) ไดแก การไดรับ/สัมผัสเบนซิน จากปจจัยเสี่ยง

ตางๆ เชน  อายุการทํางาน ระยะเวลาปฏิบัติงานตอวันที่ไดรับสัมผัส  และพฤติกรรมในขณะปฏิบัติ
งาน (การสูบบุหร่ี การดื่มสุรา ไมลางมือกอนกินอาหาร การกินอาหารขณะปฏิบัติงาน) ที่มีผลตอ
การเพิ่มระดับฟนอลในปสสาวะ

2.2   ตัวแปรตาม (Dependent Variables)  ไดแก ระดับฟนอลในปสสาวะ

3. กลุมตัวอยางที่ศึกษาและขนาดตัวอยาง
3.1 ประชากร

คนงานในกิจการอูซอมรถ เขตเทศบาลนครขอนแกน เพศชาย อายุตั้งแต 15-55 ป  
จากจํานวนคนงานทั้งหมด 479 คน ในอูซอมรถจํานวน 88 แหง  เขตเทศบาลนครขอนแกน จังหวัด
ขอนแกน  ( ขอมูลจากสํานักงานสาธารณสุข  และอานามัยส่ิงแวดลอม)

3.2 กลุมตัวอยางที่ศึกษา
คนงานในกิจการอูซอมรถ เขตเทศบาลนครขอนแกน เพศชาย อายุตั้งแต 15-50 ป 

โดยใชสูตรการคํานวณขนาดตัวอยางเพื่อประมาณคาเฉลี่ยของประชากร  กรณีประชากรมีขนาดเล็ก

n  =         NZ2
α/2 σ2

  e2 (N-1) + Z2
α/2 σ2
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เมื่อ  N  =  จํานวนประชากรทั้งหมด

      σ =  คาความแปรปรวนซึ่งไดจากการศึกษาครั้งกอน พบวา
มีสวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน 14 (อัจจิมา, 2547)

e = คาความคลาดเคลื่อนสูงสุดที่ยินยอมใหเกิดขึ้น
       Z = คามาตรฐานเมื่อกําหนดระดับความเชื่อมั่น

เมื่อ N   =  479
      Z0.025  =  1.96
      e =  2.3

แทนคา จะได        n  =                  479×1.962×142

2.32(479-1) +1.962×142

       n  =  110
ขนาดตัวอยางที่ใชในการศึกษา  =  110 คน

4. เครื่องมือท่ีใชในการศีกษา
4.1 แบบสัมภาษณ  ใชเก็บขอมูลเชิงปริมาณ  เพื่อทราบลักษณะประชากร  อายุการ

ทํางาน  และ  พฤตกิรรมในการทาํงาน กบัการไดรับสมัผัสสารทาํละลายเบนซนีจากการทาํงานในอู
ซอมรถยนต  โดยพิจราณาจากระดับความเขมขนของฟนอลในปสสาวะ ซ่ึงผูวิจัยไดดัดแปลงมาจาก
แบบสอบถาม การซักประวัติ และการตรวจรางกายในผูที่สัมผัสสารตัวทําละลาย ของกรมอนามัย  
พรอมทั้งทดสอบการใชกับกลุมผูที่วิจัยโดยผานการใหคําปรึกษา และแกไขจากผูเชี่ยวชาญกลุมงาน
อาชีว   เวชกรรม  โรงพยาบาลขอนแกน

4.2 ตรวจวิเคราะหระดับฟนอลในปสสาวะ  ดวยเครื่องตรวจ Gas Chromatography ใช
เก็บขอมูลเชิงปริมาณ เปนดัชนีช้ีวัดการไดรับสัมผัสสารทําละลายเบนซีนจากการทํางานในอูซอม
รถยนต

5. การสรางและพัฒนาเครื่องมือ
มีขั้นตอนดังนี้
ศึกษาทฤษฏี  เอกสาร  การสรางและพัฒนาเครื่องมือ มีขั้นตอนดังนี้
1. ศึกษาทฤษฎี เอกสาร และงานวิจัยที่เกี่ยวของ
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2. กําหนดกรอบเนื้อหา และออกแบบสัมภาษณใหคลอบคลุมเนื้อหา ตามวัตถุประสงคถูก
ตองตามเกณฑและสอดคลองกับแนวคิดทฤษฎีที่ใชในการวิจัย

3. นําแบบสัมภาษณไปใหผูเชี่ยวชาญ  และอาจารยผูควบคุมวิทยานิพนธตรวจสอบความ
ถูกตองและความตรงของเนื้อหา เพื่อใหมีความถูกตอง ความชัดเจนของภาษา  มีความตรงในเนื้อหา 
(Content validity) แลวนํามาพิจารณาปรับปรุงแกไขกอนนําไปทดสอบ

4. นําแบบสัมภาษณไปทดลองใช  ซ่ึงการทดลองใชแบบสัมภาษณมีวัตถุประสงคเพื่อ
ตรวจสอบความเขาใจขอความ คําถาม  และคําที่ใชในแบบสัมภาษณ  ซ่ึงไดแก  ชางซอมรถยนตใน
เขตเทศบาลนครขอนแกน

5. นําขอมูลที่ไดมาหาคาความเที่ยง  (Realiability)  โดยใชสัมประสิทธิ์แอลฟา (Alpha 
Coefficient) ของ Chonbach (บุญธรรม  กิจปรีดาบริสุทธิ์, 2535; กัลยา  วานิชยบัญชา,  2546)

6. วิธีการเก็บตัวอยางและรวบรวมขอมูล
อุปกรณที่ใช

1) แบบสงตัวอยาง
2) แบบสอบถาม
3) ขวดพลาสติกเก็บปสสาวะ (ปราศจากการปนเปอน)
4) ตะกราใสหลอดพลาสติก
5) กระติกน้ําแข็ง
6) ถุงน้ําแข็ง
7) หมึกบันทึกกันน้ําได
8) ทําการสัมภาษณตามแบบสอบถาม  สอนวิธีการเก็บตัวอยางปสสาวะที่ถูกตอง  

กอนเก็บตัวอยาง
วิธีเก็บตัวอยางปสสาวะ

1) ใหผูถูกเก็บตัวอยางลางมือใหสะอา
2) ใหเก็บปสสาวะในระหวางการทํางาน ( หลังจากปฏิบัติงานมาแลวไมนอยกวา 6 

ช่ัวโมง )จํานวนประมาณ 30 มิลลิลิตร
3) เก็บปสสาวะเพียงครั้งเดียว  ใสขวดเก็บปสสาวะที่บันทึกหมายเลขไวแลว  ปดให

สนิท  ระวังการปนเปอนทุกขั้นตอน
4) ใหแชเย็นในกระติกน้ําแข็ง  เพื่อนําสงหองปฏิบัติการ
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วิธีนําสงตัวอยาง
1) นําสง  สํานักงานควบคุมโรคติดตอเขต 6 ขอนแกน
2) ใบนําสงตัวอยางปสสาวะ

วิธีการตรวจฟนอลในปสสาวะโดยเทคนิค Gas Chomatography
1. หลักการของวิธีวิเคราะห ( Principle of Method ) ยอยปสสาวะดวยกรดเกลือเขมขน 

(HCl conc.)  แลวสกัดฟนอลออกจากปสาวะดวย Diisoproprl ether โดยฟนอลที่ถูกสกัดออกมาจะ
อยูในชั้นของ Diisoproprl ether และอาศัยหลักการที่ฟนอลเปนสารอินทรียจุดเดือนต่ํา  ความดันไอ
สูง  ทําใหสามารถแยกสารผสมโดยมี Capillary column เปน Stationary Phase และใช Helium  
carrier gas เปน Mobile Phase เพื่อแยกสารที่สนใจออกจากกัน  แลวตรวจวัดสัญญานดวย  Flame 
Ionization  Detector  ซ่ึงตรวจหาปริมาณของสาร  โดยการเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐาน

2. วิธีการเก็บตัวอยางเก็บตัวอยางปสสาวะในขวดพลาสติกชนิด  Polyethylene ขนาด  50 
มิลลิลิตร แลวเติม Thymol 2-3 เกล็ด ( เพื่อเก็บถนอมตัวอยาง ) ปดฝากระบอกพลาสติก  แชเย็น
ขณะนําสงตัวอยาง

3. ความคงทนของตัวอยางและการสงตัวอยาง ( Stability and shipment )
1) ความคงทนของตัวอยางปสสาวะ

- คงสภาพที่ 25 C   ไดนาน 4 วัน  (กรณีเติมสาร Thymol)
- แชที่             4  C   เก็บไดนาน  1  สัปดาห
- แชที่          -20  C   เก็บไดนาน  3  เดือน

2) การนําสงตัวอยาง
เขียนหมายเลขกํากับลงบนขวดใสปสสาวะ  เรียงใสในกลองใหเปนระเบียบแชเย็น

ขณะนําสง
4. วิธีการวัด (Measurement)

เทคนิค Gas  Chromatography
5. สภาวะเครื่องมือ  ( Condition of the instrument )

เครื่องแกสโครมาโทรกราฟ  ยี่หอ  HEWLETT  PACKARD   รุน  6890  SERIES
5.1 Injector

- Temperature  200 C
- Split mode : Split ratio = 10 : 1
- Pressure  8.00 Psi
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5.2 Column
-  Capillary Column Hp-5% Phenyl methyl siloxane Length 30.0 m diameter

320.0 um Film thickness 0.25 um. Nominal
-  Carrier gas : He contant  flow 1.2 ml/min . Pressure 8.0 Psi velocity 25 cm/sec

5.3 Oven
-  110 C hole 1 time min
-  Ramps rate 15 C /min Finol time  180 C  hole time 2.5 min
-  Run time 8.17 min

5.4 Detector
-  Flame Ionization Detector (FID)
-  Detector temperature 250 C

6. สารเคมีและอุปกรณที่ใชในการวิเคราะห  (Reagent and Equipment)
6.1 สารมาตรฐาน Phenol 99.8%

6.1.1  เตรียมสารมาตรฐาน Phenol ความเขมขน  1000  ppm  ดวยเครื่องชั่งละเอียด 
50.0 mg. ละลายในน้ํากลั่นแลวปรับปริมาตรใหเปน 50 ml. สารมาตรฐานนี้จะเสถียรออยูได 14 วัน

6.1.2  Diisopropyl ether
6.1.3  Hydrochloric acid , HCI conc.
6.1.4  Thymol
6.1.5  กาซที่ใช Hydrogen , Helium, Nitrogen,Air zero, ชนิด u.p grade

6.2 เครื่องมือและอุปกรณ
6.2.1  Gas Chromatography , HP  6890
6.2.2  Capillary Column, HP-5 30 m * 320 um * 0.25 um
6.2.3  Mixer
6.2.4  Hot plate
6.2.5  เครื่องชั่งละเอียด
6.2.6 Autopipette ขนาด  10 - 200, 200 - 1000 ul  และ tip
6.2.7  Beaker ขนาด  10 , 50 ,100 , 600 ml.
6.2.8  Test tube ขนาด 10  ml. พรอมฝาเกรียว
6.2.9  Vial ขนาด 1, 10 ml. พรอมลูกยามสําหรับดูดสาร
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7. ขั้นตอนการวิเคราะห (Procedure)
7.1 การเตรียมตัวอยาง (sample prepartion)

7.1.1  เขยาน้ําปสสาวะใหเปนเนื้อเดียวกัน
7.1.2  นําสวน หนึ่งไปวิเคราะหหา  Creatinine  เพื่อใชคํานวณภายหลัง
7.1.3  ปเปตปสสาวะ 5  ml. ใสลงใน Test tube ฝาเกลียว
7.1.4  เติมกรดเกลือเขมขน ( HCI  conc. )  1 ml.
7.1.5  ปดฝาเกรียวพอหลวม ๆ  ใสลงใน Beaker ที่มีน้ําอยู  (ใชแทน Water bath) ที่

อุณหภูมิ 95๐C  ประมาณ 1 ช่ัวโมง วางบน Hot plate
7.1.6  นําขึ้นจาก Water bath ตั้งทิ้งไวใหเย็น
7.1.7  เติม Diisopropyl  ether 2 ml. ปดฝาเกรียวใหแนน เขยาหลอดแกวดวย

Mixer   ประมาณ  1 นาที   ตั้งทิ้งไวใหแยกชั้น
7.1.8  ดูดสารละลายสวนบน (ช้ันของ Diisopropyl ether) ใสลงใน Vial ขนาด 1

ml. แลวนําไปฉีดเขาเครื่อง  Gas  Chromatography
7.2  การเตรียมสารมาตรฐานฟนอล  1000 mg/l

7.2.1  ช่ัง Phenol ประมาณ 5-20 mg. ( รูน้ําหนักแนนอน )
7.2.2  ละลาย Phenol ในน้ํา DI  10-50 ml. ( แชตูเย็นได ~ 1 เดือน )
7.2.3  คํานวณความเขมเขนของ Phenol  ในน้ํา DI หนวยเปน mg./ L

วิธีเตรียมสารมาตรฐาน Phenol เพื่อทํา Calibration curve for urine
พิจารณาคามาตรฐานของ Phenol ในปสสาวะ = 50mg / G creatinine (- 50 mg / L)

จะตองเตรียมคามาตรฐานของ std. ใหครอบคลุมทั้งคาต่ําและคาสูง เชน
5 ,             10,              25,                50,             100      mg/L

วิธีการ
1)  ไปเปตปสสาวะ 5 มล. ในหลอดแกวทดลองฝาเกลียวขนาด 15 มล.
2)  ใส( spike) Std. Phenol ลงไปใหใดความเขมขนตามตองการ
3)  เติม HCI conc. ลงไป 1 มล. ผสมใหเขากันดวย Vortex mixer
4)  นําไปตมในน้ํารอน (ประมาณ 95 ‘C) นาน 1 ช่ัวโมง
5)  จากนั้นนําออกมาตั้งไวใหเยน็ แลวเติม Di Isopropyl Ether ( IPE )ลงไป5 มล. ผสม

ใหเขากันดีดวย Vortex mixer (- 1 min)
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6)  ใชไปเปตบอย หรือ พาสเจอไปเปต ดูดน้ําสวนใสดานบน ใสลงใน vial 2 มล.  
ปดฝาใหแนน
 7)  ฉีดเขาเครื่อง Gas chromatography ( GC ) 1 ไมโครลิตร (มคล.) ดวย ไซริงค

8.   วิธีการวิเคราะหตัวอยาง  ( Measurement )
8.1 นํา Working Standard   ที่เตรียมไว  ฉี่เขาเครื่อง Gas  Chomatography  โดยมี

ปริมาตรที่ฉีด  1 ไมโครลิตร  ทุกความเขมขน  นํา Peak area  ที่ไดไป Plot curve
8.2 ฉีดสารตัวอยางที่สกัด  เขาเครื่อง Gas chromatography  โดยมีปริมาตรฉีด  1 

ไมโครลิตร  เชนเดียวกับ Working Standard แลวนํา Peak area  ที่ตรวจวัดไดไปเปรียบเทียบกับ
กราฟมาตรฐาน  และเตรียมตัวอยางเพื่อทดสอบความถูกตอง  ในการวิเคราะห  โดยการ Spike  สาร
มาตรฐานที่ทราบคาความเขมขน  ( ซ่ึงวิธีการเตรียมทําเชนเดียวกันกับตัวอยางปสสาวะ ) มาฉีดเขา
เครื่อง Gas  Chomatography  เพื่อเทียบคาความถูกตองแมนยําในการวิเคราะหดวยทุกครั้ง

9. การแปลผล
รายงานผลการตรวจวิเคราะห  หนวยเปนมิลลิกรัมฟนอลตอกรัมครีอาตินิน ( mg/gCr)

10 การควบคุมคุณภาพการตรวจวิเคราะห
10.1 ทํา Recovery  ทุก 10 ตัวอยาง คากําหนดในชวง 95-105%
10.2 ในการตรวจวิเคราะหฉีดตัวอยาง  20 คร้ัง  ใชทําการฉีดคั่นดวยสารมาตรฐาน

ความเขมขน 30 ppm.
10.3 Duplicate injection, RPD ไมเกิน 3 % การทํา Calibration Curve ตองทําใหม

ทุกครั้งที่วิเคราะห

7. การวิเคราะหขอมูล
คํานวนคาสถิติตางๆจากขอมูลในแบบสอบถามและผลการวิเคราะหระดับความเขมขน  

ฟนอลในปสสาวะโดยใชโปรแกรมสําเร็จรูป STATA  ดังนี้
7.1 สถิติเชิงพรรณนา  ไดแก ความถี่  รอยละ  คาเฉลี่ย  คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน  จําแนกตาม

ตัวแปรกับระดับความเขมขนฟนอลในปสสาวะของคนงานในอูซอมรถ เปรียบเทียบกับคามาตร
ฐานความปลอดภัยทางชีวภาพ (ACGIH) เพื่อประเมินความเสี่ยงการไดรับสารเบนซีนจากการ
ทํางาน

7.2 สถิติอนุมาน  ไดแก ใชสถิติไคสแควร (Chi-square Test)  เพื่อวิเคราะหความสัมพันธ
ระหวาง ระยะการปฏิบัติงานเฉลี่ย ระยะเวลาการประกอบอาชีพ กับพฤติกรรมการปฏิบัติงานใน  
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อูซอมรถ  ในกรณีการวิเคราะหเปนตารางภายในเชลลคาคาดหวัง  (Expected count) ต่ํากวา 5 ใชคา 
Fisher’s Exact  test

8. สถานปฏิบัติงาน
อูซอมรถยนตในเขตเทศบาลนครขอนแกน หองปฏิบัติการสํานักงานควบคุมโรค เขต 6 

ขอนแกน


