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บทท่ี   2

วัสดุ  อุปกรณ  และวิธีการ

1. วัสดุ / อุปกรณ

1.1. การเพาะเลี้ยงสาหราย  Spirulina sp.
- เครือ่งแกว เชน ขวดแกว ขนาด  1,000  มิลลิลิตร  ขวดโหล ขนาด 12 ลิตร

ถังพลาสติกใสขนาด  50  ลิตร  บกีเกอร, กระบอกตวง, ทอแกว
- จกุยาง, สายยาง ขนาดเล็ก
- เครื่องใหอากาศ (Air  pump)
- ตูเพาะเลี้ยงสาหราย
- พนัธุสาหราย Spirulina sp.  จากสถาบนัวจิยัการเพาะเลีย้งสตัวนํ ้าชายฝง  จงัหวดัสงขลา
- ถุงแพลงกตอนขนาดตา  60  ไมครอน

1.2 การศึกษาการเจริญของสาหราย Spirulina sp.
- เครือ่งสเปกโตรโฟโตมเิตอร  (Shimadzu  UV-1201V,  Shimadzu Corporation,  Japan)
- เครื่องวัดความเปนกรด-ดาง  (Cyberscan  500, Eutech Cyber Netics  PTE, LTD, 

Singapore)
- กลองจลุทรรศนชนดิเลนสประกอบ Olympus  (Olympus Optical Co., LTD, Japan)

พรอมอุปกรณที่เกี่ยวของ
- เทอรโมมิเตอร

1.3 การเก็บรักษาอาหาร
- ตูเย็น     
- ภาชนะ    ถังนํ ้าขนาด  10  ลิตร,  ขวดแกวขนาด  5 ลิตร

1.4 การเตรียมอาหารทดลอง
- เครื่องแกว เชน  บกีเกอร,  แทงแกว,  กระบอกตวง

 - เครื่องชั่ง ทศนิยม  4  ต ําแหนง (Mettler  Toledo ,  AG 245 ,  Mettle-Toledo,
Thailand Ltd.)

- ผาขาวบาง
- หมอนึ่งความดันไอนํ้ า   (Tomy    SS-320,  Tomy  Seiko Co. LTD.,  Japan)
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1.5 การวิเคราะหคุณภาพนํ้ า (ภาคผนวก  ข)
- ไนเตรท
- ไนไตรท
- แอมโมเนีย
- ฟอสเฟต

2. วิธีการดํ าเนินการวิจัย

2.1 แผนการทดลอง และวิเคราะหผล
วางแผนการทดลองแบบสุมตลอด (Completely  Randomized Design, CRD) วเิคราะหผลการ 

ทดลองดวย Duncan’s New  Multiple Range Test (Duncan, 1992)  การทดลองประกอบดวย 2  ชุด
การทดลอง  คือ

2.1.1 การทดลองที่  1  การเจรญิทวจี ํานวนของสาหราย Spirulina sp.ทีเ่พาะเล้ียงใน
อาหารท่ีไดจากนํ้ าหมักมูลไกไข  นํ้ าทิ้งจากโรงงานแปรรูป
สัตวนํ ้า และนํ ้าทิง้จากโรงงานยางพารา ประกอบดวย   3 
การทดลองยอยแตละการทดลองทํ า 3 ซ้ํ า

การทดลองยอยที ่1  การเพาะเลีย้งสาหราย  Spirulina sp.ในนํ ้าหมกัมลูไกไข  ความ
เขมขน  1.25, 25, 5.0, 7.5 และ  10 เปอรเซน็ต เปรยีบเทยีบกบัการ
เพาะเลีย้ง  ในอาหารสูตร  Zarrouk   (Venkataraman,  1983)

การทดลองยอยที ่2  การเพาะเลี้ยงสาหราย Spirulina sp. ในนํ ้าทิ้งที่ไดจากโรงงาน
แปรรูปสัตวนํ้ าความเขมขน   12.5,   25,  50,  75    และ  100 
เปอร  เซ็นต  เปรียบเทียบกับการเพาะเลี้ยงในอาหารสูตร   
Zarrouk

การทดลองยอยที ่3  การเพาะเลีย้งสาหราย Spirulina sp. ในนํ ้าทิง้จากโรงงานยางพารา   
ความเขมขน 40, 60, 80 และ 100  เปอรเซน็ต เปรยีบเทยีบกบัการ
เพาะเลีย้งในอาหารสูตร  Zarrouk
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ตาราง 5   ปริมาณธาตุอาหาร ( X±SD, มลิลิกรัมตอลิตร)  ในอาหารทดลองความเขมขน 100%

อาหาร ไนเตรท ไนไตรท แอมโมเนีย ฟอสเฟต
นํ ้าทิ้งจากโรงงานแปรรูปสัตวนํ้ า 47.90±0.01 6.50±0.02 12.8±0.02 5.20±0.12
นํ ้าทิ้งจากโรงงานยางพารา 0.131±0.01 0.004±0.01 0.976±0.03 0.601±0.02
นํ ้าหมักมูลไกไข 2.374±0.01 0.009±0.01 0.700±0.01 0.974±0.02

2.1.2 การทดลองที่ 2   การเปรียบเทียบการเจริญทวีจํ านวนของสาหราย Spirulina sp. ที่
เพาะเลี้ยงในนํ้ าเล้ียงสูตร Zarrouk  นํ ้าเล้ียงที่ใสเฉพาะธาตุอาหาร
หลัก คือ โซเดียมไบคารบอเนต  โซเดียมไนเตรท และไดโปแตส-
เซยีมไฮโดรเจนฟอสเฟต  ตามปริมาณในอาหารสูตร Zarrouk และ
นํ้ าเลี้ยงที่ดีที่สุด ที่ไดจากการทดลองยอยในการทดลองที่ 1 
ทุกสูตรนํ้ าเสีย ทํ า 3 ซ้ํ า

อุณหภมูินํ้ าที่ใชในการเพาะเลี้ยง 27±5 องศาเซลเซียส

2.2 การเตรียมการทดลอง
2.2.1 การเตรียมพันธุสาหราย

ใชพันธุสาหราย  Spirulina sp.  จากสถาบันวิจัยการเพาะเลี้ยงสัตวนํ้ าชายฝง  จงัหวัด
สงขลาทํ าการเพาะขยายสาหราย Spirulina sp. ในอาหารสูตร  Zarrouk  ปริมาณ 1 ลิตร จํ านวน 5 
ขวด  เพื่อใชเปนพันธุสํ าหรับการทดลองเพาะเลี้ยงสาหราย Spirulina sp. ใชความหนาแนนเริ่มตน  
0.6 (OD  560นม.) ใหแสงสวางความเขม  3,500-4,000  ลักซ วันละ  16 ช่ัวโมง ระหวางเวลา  06.00-
22.00  น. และใหอากาศตลอดเวลาทํ าการตรวจวัดปริมาณความหนาแนนของสาหราย Spirulina sp.
ทุกวัน  โดยการวดั OD (560 นม.) อุณหภมูนิํ ้า 27±5 องศาเซลเซยีส  ระหวางเวลา  08.00-09.00 นาฬกิา 
ท ําการเพาะเลีย้งจนกระทัง่สาหราย Spirulina sp. ทีเ่พาะเลี้ยงมีความหนาแนนสูงสุด และหยุดการ
เพาะเลี้ยงเมื่อสาหราย Spirulina sp. มคีวามหนาแนนลดลงเปนวันที่สอง จากนั้นจึงทํ าการเพาะเลี้ยง
ขยายพันธุ สาหราย Spirulina sp. ในสภาพการเพาะเลี้ยงแบบเดิมอีกครั้ง  ในถังขนาดปริมาตร  50  
ลิตร  จํ านวน  4  ถัง  โดยใชสาหราย Spirulina sp. ทีไ่ดจากการเพาะเลี้ยง ในขวด 1  ลิตร และใช
สาหราย Spirulina sp. ในระยะ log phase กอนวนัที่มีความหนาแนนสูงสุด 1 วัน และจะใชสาหราย 
Spirulina sp. ในระยะนี้เปนพันธุสาหรายทุกการทดลอง
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2.2.2 การเตรียมอาหารทดลอง
2.2.2.1 อาหารสูตร Zarrouk   (ตาราง  3)

อาหารสูตร Zarrouk  ประกอบดวยสารละลาย 3 ชุด คอื สารละลายหลกั,  
สารละลาย A5 และสารละลาย B6 ซ่ึงสารหลักแตละตัวตามปริมาณที่กํ าหนด ละลายใหเขากันแลว
เติมนํ้ ากลั่นใหครบ  1,000 มิลลิลิตร เติมสารละลาย  A5  และ  B6  ชุดละ 1 มิลลิลิตร

ธาตุอาหารหลัก (macro  elements)
โซเดียมไบคารบอเนต (NaHCO3) 16.8 กรัม
ไดโปแตสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต  (K2HPO4) 0.5 กรัม
โซเดียมไนเตรต (NaNO3) 2.5 กรัม
โปแตสเซียมซัลเฟต  (K2SO4) 1 กรัม
เกลือแกง (NaCl) 1 กรัม
แมกนีเซียมซัลเฟต  (MgSO4.7H2O) 0.2 กรัม
แคลเซียมคลอไรด  (CaCl2.2H2O) 0.04 กรัม
เฟอรัสซัลเฟต  (FeSO4.7H2O) 0.01 กรัม
เอทธิลีนไดอะมีนอะซิติคไดโซเดียม  (Na2EDTA.2H2O) 0.08 กรัม

ธาตุอาหารรอง  (Micro elements)
สารละลาย  A5  ประกอบดวย
กรดบอริค (H3BO3) 2.85 กรัม
แมงกานีสคลอไรด  (MnCl2.4H2O) 1.81 กรัม
ซิงคซัลเฟต   (ZnSO4.7H2O) 0.22 กรัม
คอปเปอรซัลเฟต  (CuSO4.5H2O) 0.08 กรัม
โมลิบดินัมออกไซด  (MoO3) 0.015 กรัม
เติมนํ้ ากลั่นจนครบ  1000  มิลลิลิตร ใชสารละลาย  A5 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร
สารละลาย  B6  ประกอบดวย
แอมโมเนียมวานาเดท (NH4VO3) 230.0 ไมโครกรัม
โปแตสเซียมไดโครมิคซัลเฟต 24- ไฮเดรต  [K2Cr2(SO4)4.24H2O] 960.0 ไมโครกรัม
นิคเกิลซัลเฟต   (NiSO4.7H2O) 478.5 ไมโครกรัม
โซเดียมทั้งสเตท  (Na2WO4.2H2O) 179.4 ไมโครกรัม
ทิทาเนียมซัลเฟต  [Ti2(SO4)3] 400.0 ไมโครกรัม
โคบอลทไนเตรต 6 – ไฮเดรต [Co(NO3)2.6H2O] 439.8 ไมโครกรัม
เติมนํ้ ากลั่นจนครบ  1000  มิลลิลิตร  ใชสารละลาย  B6 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร
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2.2.2.2 อาหารทดลองอยางงาย
การเตรียมอาหารอยางงายใชสวนประกอบ  3  ชนิด  คือ  โซเดียม

ไบคารบอเนต   16.8  กรัมตอลิตร  โซเดียมไนเตรท  2.5  กรัมตอลิตร  ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจน
ฟอสเฟต  0.5  กรัมตอลิตร (เทากับปริมาณที่มีในอาหารทดลองสูตร Zarrouk)  โดยละลายสารเคมี
ทัง้ 3 ชนดิลงในนํ้ าประปาที่พักใหอากาศไวไมนอยกวา  5  วัน

2.2.2.3 อาหารจากนํ้ าแชมูลไกไข
นํ ามูลไกไขที่ซ้ือมาจากฟารมในจังหวัดนครศรธีรรมราช มาแยกสิ่งเจือปน 

จ ําพวกขนไก หรือขยะตางๆ ออก นํ าไปตากใหแหง แลวนํ าไปอบที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส 12 
ช่ัวโมง  ใชมลูไกไข 6%  (น.น. / ปริมาตร) (กุลวัฒน  และปฐมชาติ, 2543) แชในนํ้ าประปาที่พัก 
และใหอากาศไวนาน 5 วัน ในปริมาตร 10  ลิตร คนใหเขากัน ตั้งทิ้งไว 7 วัน ที่อุณหภูมิหอง เมื่อ
ครบกํ าหนดคนใหเขากันแลวตั้งทิ้งไวใหตกตะกอน ใชเฉพาะสวนใส นํ าไปกรองดวยผาขาวบาง 
น ํานํ ้าที่กรองไดไปฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส  ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว นาน 15 
นาท ี ตัง้ทิ้งไวใหเย็น สารละลายที่ไดใชเปนสารละลายเขมขน  100%  สํ าหรับทดลอง  และเก็บ
รักษาไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส

เมื่อตองการ  น ํานํ ้าแชมูลไกไข 100%  ที่เตรียมไวไปเจือจางดวยนํ้ าประปาที่
พกัและใหอากาศไวไมนอยกวา  5  วัน ใหมีความเขมขน 1.25, 2.5, 5.0, 7.5 และ 10  เปอรเซ็นต 
(ปริมาตร/ปริมาตร)    เพื่อใชสํ าหรับดํ าเนินการทดลองตอไป

2.2.2.4 นํ ้าท้ิงจากโรงงานแปรรูปสัตวนํ้ า
ใชนํ ้าทิง้ทีเ่กบ็จากบอพกันํ ้าทิง้ (Aerobic pond,  ภาพ 1)  ของบรษิทัแปซิฟคแปร

รูปสัตวนํ้ า  อํ าเภอเมือง  จังหวัดสงขลา  โดยตั้งทิ้งไว 1 ช่ัวโมงที่อุณหภูมิหองหลังจากเก็บ
รวบรวมมาเพือ่ใหตกตะกอน   ทํ าการเตรียมเชนเดียวกับขอ 2.2.2.3   (หนา 26)  แตเจือจางความ
เขมขนตางกัน โดยใชความเขมขน 1.25, 2.5, 5.0, 7.5 และ 10  เปอรเซ็นต  (ปริมาตร / ปริมาตร)
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ภาพ   1   แผนผังบอที่เก็บนํ้ าตัวอยางที่โรงงานแปรรูปสัตวนํ้ า

ที่มา  :  บริษทัแปซิฟกแปรรูปสัตวนํ้ า (2546)  (ติดตอสวนตัว)

Wastewater Rotary  Drum Equalizing tank Chemical Mixing Tank Air Mixing Tank Floatation Tank

Air compressor Alum Air compressor Anionic polymer Cationic

Mixing Tank Reservoir Tank Heat  Screw press Drier Machine 1 Drier Machine 2

V-Notch Tank Anaerobic Pond Aerobic  Pond Polishing Pond Wetland 1 Wetland 2

BOD 200  ppm

COD 600 ppm

BOD 100-150 ppm

COD 400 ppm
BOD 20-50  ppm

COD 200 ppm

BOD 14-15  ppm

COD 80-100 ppm

บอที่เก็บตัวอยาง
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2.2.2.5 นํ ้าท้ิงจากโรงงานยางพารา
ใชนํ ้าทิง้ทีป่ลอยออกมาจากโรงงานยางพารา ของบรษิทั ยางไทยปกษใต ต ําบล

ทาชาง  อํ าเภอบางกลํ่ า  จังหวัดสงขลา  ตั้งนํ้ าทิ้งหลังจากเก็บรวบรวมไว 1 ช่ัวโมง ที่อุณหภูมิหอง
เพือ่ใหตกตะกอน  ทํ าการเตรียมเชนเดียวกับขอ 2.2.2.3 (หนา  26) แตเจือจางความเขมขนตางกัน
โดยใชความเขมขน 40, 60, 80 และ 100  เปอรเซ็นต (ปริมาตร / ปริมาตร)

3. การดํ าเนินการทดลอง
3.1 การทดลองที่  1  การเจรญิทวจี ํานวนของสาหราย Spirulina sp. ทีเ่พาะเลีย้งในอาหารทีไ่ดจาก

นํ ้าหมักมูลไกไข  นํ้ าทิ้งจากโรงงานแปรรูปสัตวนํ้ า และนํ้ าทิ้งจากโรงงาน
ยางพารา

3.1.1 การเพาะเลี้ยงสาหราย  Spirulina sp. ในอาหารที่ไดจากนํ้ าหมักมูลไกไข การ
เพาะเลี้ยงสาหราย Spirulina sp. ในอาหารสูตร Zarrouk (ชุดควบคุม  ขอ  2.2.2.1
หนา 25) และในอาหารนํ้ าหมักมูลไกไข  (ขอ 2.2.2.3 หนา 26)  ปริมาตร 1000  
มลิลิลิตรในขวดแกว  ใชสาหราย Spirulina sp.  (ขอ 2.2.1 หนา 24)  ความหนาแนน
เร่ิมตน 0.6 (OD  560นม.)   เพาะเลีย้งในสภาวะเดียวกับ(ขอ 2.2.1  หนา 24)

3.1.2 การเพาะเลี้ยงสาหราย Spirulina sp. ในอาหารที่ไดจากนํ้ าทิ้งโรงงานแปรรูปสัตวนํ้ า
เพาะเลี้ยงสาหราย Spirulina sp. ในอาหารสูตร Zarrouk  (ชุดควบคุม ขอ 2.2.2.1 
หนา 25) และในอาหารนํ้ าทิ้งจากโรงงานแปรรูปสัตวนํ้ า (ขอ 2.2.2.4  หนา 26)  
ท ําการเพาะเลี้ยงในสภาวะเชนเดียวกับ  (ขอ 2.2.1  หนา 24)

3.1.3 การเพาะเลี้ยงสาหราย Spirulina sp. ในอาหารที่ไดจากนํ้ าทิ้งโรงงานยางพาราทดลอง
เพาะเลี้ยงสาหราย Spirulina sp. ในอาหารสูตร Zarrouk  (ชุดควบคุมขอ 2.2.2.1
หนา 25) และในอาหารนํ้ าทิ้งจากโรงงานยางพารา   (ขอ  2.2.2.5 หนา 28)   ทํ าการ
เพาะเลี้ยงใน สภาวะเชนเดียวกับ (ขอ 2.2.1 หนา 24)  ปรับคาความเปนกรด-ดาง ดวย
โซเดียมไบคารบอเนต ได 8±0.5

3.2 การทดลองที่ 2  การเปรียบเทียบการทวีจํ านวนของสาหรายที่เพาะเลี้ยงในนํ้ าหมักมูลไกไข 
นํ้ าทิ้งจากโรงงานแปรรูปสัตวนํ้ า  และนํ้ าทิ้งจากโรงงานยางพารา   ท ําการ
เพาะเลีย้งสาหราย Spirulina sp.    ปริมาตร  10 ลิตร  ใชสาหราย Spirulina sp. 
ความหนาแนนเริ่มตน0.6 (OD,  560นม.)  ดํ าเนินการทดลองเพาะเลี้ยง
สาหรายเชนเดียวกับ (ขอ  2.2.1 หนา 24) ในระดับความเขมขนที่สาหรายมี
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การเจริญทวีจํ านวนไดดีที่สุด  (ผลจากการทดลองที่  1  ขอ  3.1.1,  3.1.2  
และ  3.1.3 หนา 28 ตามลํ าดับ) ในอาหารทดลองอยางงาย    และอาหาร
สูตร Zarrouk

4. การเก็บรวบรวมขอมูล

4.1 การวัดการเจริญทวีจํ านวนของสาหราย
การวดัการเจริญทวีจํ านวนของสาหราย ทํ าการวัดความหนาแนนของสาหรายทุกวัน  หลัง

เวลา 08.00 นาฬกิา โดยใชเครือ่งสเปคโตรโฟโตมเิตอร (Spectrophotometer)  ตรวจวดัทีค่าความยาวคลื่น  
560 นาโนเมตร  ตรวจวัดความหนาแนนของสาหรายจํ านวน  3  ซ้ํ า ในทุกซํ้ าของทุกการทดลองจน
ก ร ะทั่ ง ค ว า มหน า แน  น ข อ งส าห ร  า ย ที่ เ พ า ะ เ ลี้ ย ง ล ด ล ง เ ป  น วั น ที่ ส อ งหลั ง จ า กมี
ความหนาแนนสูงที่สุดจึงยุติการทดลอง

4.2 การตรวจวัดคุณภาพนํ้ า
ทํ าการตรวจวัดคาความเปนกรด-ดาง และอุณหภูมินํ้ าเล้ียงทุกวันระหวางเวลา 8.00-12.00  

นาฬกิา  ในการทดลองที่  2  ทํ าการตรวจวัดปริมาณไนเตรท ไนไตรท ฟอสเฟตและแอมโมเนีย 
(Boyd & Tucker, 1992)  ของอาหารที่เพาะเลี้ยงสาหราย Spirulina sp. ทกุซํ้ าๆ ละ  3 ตัวอยางทํ าการ
ตรวจวดัทุกวัน  วันละ  1  คร้ัง  ระหวางเวลา 08.00-12.00  นาฬิกา  ตลอดการทดลอง
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