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ภาคผนวก
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ภาคผนวก ก.
สตูรอาหารที่ใชเลี้ยงสาหราย

1. Modified Chu 13 (Largeau et al.,1980)
KNO3 0.2 กรัม
K2HPO4 0.04 กรัม
MgSO4. 7H2O 0.1 กรัม
CaCl2 .2H2O 0.054 กรัม
Fe  citrate 0.01 กรัม
citric acid 0.1 กรัม
micro element  ประกอบดวย

H3BO3 2.85 กรัม
MnCl2.4H2O 1.8 กรัม
ZnSO4.7H2O  0.02 กรัม
CuSo4.5H2O 0.08 กรัม
CoCl2.6H2O  0.08 กรัม
Na2MoO4.2H2O 0.05 กรัม

ปรับปริมาตรดวยนํ้ ากลั่นครบ 1,000 มิลลิลิตร
ปรับ pH เทากับ 6.7 (เทากบัคากรด-เบสของนํ้ าในอางนํ้ ามหาวิทยาลัยสงขลานครินทร) ดวย
KOH 0.1 N

2. Kratz and Myers media (Gelpi et al., 1970 อางโดย Vongprasert, 1986)
KNO3 4.0 กรัม
K2HPO4 1.0 กรัม
MgSO4. 7H2O 0.25  กรัม
Na citrate 0.165 กรัม
Ca(NO3)2.4H2O 0.025 กรัม
Fe(SO4)3.6H2O 0.004 กรัม
A-5 microelement   1 มิลลิลิตร
ปรับปริมาตรดวยนํ้ ากลั่นครบ 1,000 มิลลิลิตร
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ปรับ pH เทากับ 6.7 (เทากบัคากรด-เบสในอางนํ้ ามหาวิทยาลัยสงขลานครินทร) ดวย  KOH
0.1 N

A-5 microelement ประกอบดวย 
H3BO3 2.86 กรัม
MnCl2.4H2O 1.81 กรัม
ZnSO4.7H2O  0.222 กรัม
CuSO4.5H2O  0.079 กรัม
MoO3 (85%) 0.0177 กรัม
นํ้ ากลั่น 1,000 มิลลิลิตร
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ภาคผนวก ข.
วธิกีารวิเคราะหคุณลักษณะของนํ้ าทิ้ง

1. ซีโอดี (APHA, AWWA, AND WPCF, 1995)
1.1 สารเคมี

1. สารละลายมาตรฐานโพแทสเซียมไดโครเมตเขมขน 0.025 นอรแมล
ละลายโพแทสเซียมไดโครเมต (K2Cr2O7) ซึง่อบแหงที่ 103 องศาเซลเซียส เวลา 2 ชั่วโมง  

จ ํานวน 12.259 กรัมในนํ้ ากลั่น เติมกรดซัลฟามิก (NH2SO3H) 0.12 กรัม แลวเจือจางจนปริมาตรเปน 
1,000 มิลลิลิตร

2. Sulfuric acid reagent
ละลายซิลเวอรซัลเฟต (Ag2SO4) 22 กรัม ในกรดซัลฟูริกเขมขนบรรจุขวดขนาด 1 ปอนด (2.65 

ลิตร) เนือ่งจากซลิเวอรซัลเฟตละลายยากมาก อาจตองใชเวลา 1-2 วนั  จงึละลายหมด
3. สารละลายมาตรฐานเฟอรรัสแอมโมเนียมซัลเฟตเขมขน 0.10 นอรแมล

3.1 การเตรียมสารละลาย
ละลายเฟอรัสแอมโมเนียมซัลเฟต  [Fe(NH4)2 (SO4)2.6H2O] จ ํานวน 39 กรัมในนํ้ ากลั่นเติม

กรดซัลฟูริกเขมขน 20 มิลลิลิตร ท ําใหเย็นแลวเติมนํ้ ากลั่นใหครบ 1,000 มิลลิลิตร
3.2 การหาความเขมขนของสารละลาย

ปเปตสารละลายมาตรฐานโพแทสเซียมไดโครเมต (0.25 นอรแมล) จ ํานวน 10 มิลลิลิตร เติม
นํ ้ากลั่นจนไดปริมาตร 100 มิลลิลิตร เติม Sulfuric acid reagent 30 มิลลิลิตร ทิง้ไวใหเย็น  ไทเทรต
ดวยสารละลายเฟอรัสแอมโมเนียมซัลเฟต เติมเฟอรโรอิน 2-3 หยดเปนอินดิเคเตอร

ความเขมขน (นอรแมล)  =  ปริมาตรสารละลายโพแทสเซียมไดโครเมต (มล.)x0.25
     ปริมาณสารละลายเฟอรรัสแอมโมเนียมซัลเฟต  (มล.)

4. สารละลายเฟอรโรอิน
ละลาย 1-10 ฟแนนโทรลีนโมโนไฮเดรต (C12H8N2.H2O) จ ํานวน 1.485 กรัม และเฟอรรัส     

ซัลเฟต (FeSO4.7H2O)  จ ํานวน 0.695 กรัม เติมนํ้ าจนปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตร
5. ซิลเวอรซัลเฟต (Ag2SO4)  ชนิดผง
6. เมอรคิวรีซัลเฟต (HgSO4)  ชนดิผลกึบริสุทธิ์หรือเปนผง ใชเปนตัวกํ าจัดอนุภาค

คลอไรค (CI - ) ในอัตราสวน HgSO4  ตอ CI - =10 : 1
7. กรดซัลฟามิก (Sulfamic acid) ใชในกรณีที่กํ าจัดไนไตรทเทานั้น
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1.2 วธิีการวิเคราะห
1. เตมิเมอรคิวรีซัลเฟต 0.4 กรัม ลงในขวดกลม
2. เตมิตัวอยาง 20 มิลลิลิตร หรือสวนของตัวอยางที่เจือจางดวยนํ้ ากลั่นใหเปน 20 มิลลิลิตร
3. เตมิสารละลายมาตรฐานโพแทสเซียมไดโครเมต 10 มิลลิลิตร และลูกแกว (glass beads)

3-5  เม็ด
 4.   คอย ๆ เติม Sulfuric acid reagent 30 มลิลิลิตร เขยาใหเขากันเพื่อละลายเมอรคิวรีซัลเฟต       

ควรทํ าใหเย็นขณะเขยาเพื่อหลีกเลี่ยงการสูญเสียของสารที่เปนไอในตัวอยาง (อาจแชใน
อางนํ้ า)

5. กลัน่ดวยอปุกรณกลั่นไหลกลับ ประมาณ 2 ชั่วโมง ปลอยใหเย็น
6. ไทเทรตสารละลายโพแทสเซียมไดโครเมตที่เกินพอดวยสารละลายมาตรฐานเฟอรรัส

แอมโมเนยีมซัลเฟต ใชเฟอรโรอีนเปนอินดิเคเตอร เมื่อถึงจุดยุติสีจะเปลี่ยนจากเขียวปนนํ้ า
เงนิไปเปนสีนํ้ าตาลปนแดง

7. ทํ า blank โดยใชนํ ้ากลั่น 20 มิลลิลิตร แทนตัวอยางนํ้ า ทํ าเชนเดียวกับตัวอยาง (ขอ 1-6)

ซโีอดี  (มิลลิกรัม/ลิตร)   =     (A-B) x N x 8 x 1,000
     ปริมาณตัวอยาง  (มล.)

A  คือ  ปริมาณสารละลายเฟอรรัสแอมโมเนียมซัลเฟตที่ใชไทเทรต blank
B  คือ  ปริมาณสารละลายเฟอรรัสแอมโมเนียมซัลเฟตที่ใชไทเทรตตัวอยาง
N  คือ  ความเขมขนของสารละลายเฟอรัสแอมโมเนียมซัลเฟต (นอรแมล)

2. ปรมิาณไนโตรเจนทั้งหมดและปริมาณโปรตีน โดยวิธี Kjeldahl Method (A.O.A.C.,1990)
2.1 สารเคมี

1. โซเดียมชัลเฟต  (Na2SO4)
2. เมอรคิวรีซัลเฟต (HgSO4)

-  ละลายผงเมอรคิวรีออกไซดจํ านวน 10 กรัม ในกรดซัลฟูริกเขมขนจํ านวน 12  
มลิลิลิตร  แลวเติมนํ้ า  92  มิลลิลิตร

3. กรดซัลฟูริกเขมขน
4. โซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน  รอยละ  60

-  ละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 60 กรัม และโซเดียมไธโอซัลเฟต 5 กรัม ในนํ้ ากลั่น แลว
ปรับปริมาตรเปน  100  มิลลิลิตร



61

5. กรดบอริกเขมขนรอยละ 4
6. กรดไฮโดรคลอริกเขมขน 0.02 นอรแมล
7. อินดิเคเตอร

- ละลายเมทลิเรด 0.2 กรัม และเมทิลีบลู 0.1 กรัม และในเอทธานอล (95%) 100 
มิลลิลิตร

2.2 วธิีการวิเคราะห
1. ชัง่ตวัอยางบนกระดาษกรองใหไดนํ้ าหนักแนนอน ประมาณ 0.5 – 1.0 กรัม หอให

มดิชิดใสลงในขวดยอยโปรตีน
2. เตมิโซเดียมซัลเฟต 2 กรัม และเมอรคิวรีซัลเฟต 5 มิลลิลิตร
3. ใสลูกแกว
4. เติมกรดซัลฟูริกเขมขน 20 มิลลิลิตร
5. ยอยบนอุปกรณใหความรอน  จนกระทั่งไดสารละลายใส
6. ปลอยทิ้งใหเย็น
7. ลางบริเวณคอขวดดวยนํ้ ากลั่นที่ตมรอนจนทั่ว
8. ยอยตอจนกระทั้งหมดควัน
9. ทิง้ใหเย็นแลวถายลงในขวดปรับปริมาตรขนาด 100 มิลลิลิตร ใชนํ้ ากลัน่ลางขวด

ยอยใหหมดสารละลายตัวอยาง แลวปรับปริมาตรใหได 100 มิลลิลิตร
10. จดัอปุกรณกลั่นรวมทั้งเปดสวิทซไฟ  และเปดนํ้ าหลอเย็นเครื่องควบแนน
11 น ําขวดรูปชมพูขนาด 100 มิลลิลิตร ซึ่งบรรจุกรดบอริกเขมขนรอยละ 4 ปริมาณ  

5 มลิลิลิตร ผสมนํ้ ากลั่น 5 มิลลิลิตร และเติมอินดิเคเตอร 1-2 หยดเรียบรอยแลว
ไปรองรับของเหลวที่กลั่นได โดยใหสวนปลายของอุปกรณควบแนนจุมลงในสาร
ละลายกรดนี้

11. เตมิสารละลายตัวอยางปริมาณ 10 มิลลิลิตร ลงในชองใสตัวอยาง
12. เติมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดเขมขนรอยละ 60 โดยโซเดียมไธโอซัลเฟต  

ปริมาณ 10 มิลลิลิตร ลงในชองใสตัวอยาง
13. กลัน่นานประมาณ 10 นาที
14. ไทเทรตสารละลายที่กลั่นไดดวยกรดไฮโดรคลอริกเขมขน 0.02 นอรแมลสีของ

สารละลายจะเปลี่ยนจากสีเขียวเปนสีมวง
15. ทํ า blank ตามขอ 1-14 โดยไมใสตัวอยาง
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ปริมาณไนโตรเจนทั้งหมด  (รอยละ)  =    (A-B) x N x 14
        W

A  คือ  ปริมาตรของกรดไฮโดรคลอริกที่ใชในการไทเทรตกับตัวอยาง
B  คือ  ปริมาตรของกรดไฮโดรคลอริกที่ใชในการไทเทรตกับ  blank
W  คือ นํ ้าหนักตัวอยาง
N  คือ  ความเขมขนกรดไฮโดรคลอริก  (นอรแมล)
กรณีคิดปริมาณโปรตีน  (รอยละ)  คูณดวย  6.25

3. ปรมิาณฟอสเฟตโดยวิธี Ascorbic  Method (APHA, AWWA, AND WPCF, 1995)
3.1 สารเคมี
1. นํ้ ากลั่น
2. ฟนอฟทาลีน (phenolphalein  indicator)

เตรยีมโดยละลาย 0.5 กรัม ของ phenolphalein ใน 50 มิลลิลิตรของ 95 % ethyl alcohol  
แลวเตมินํ้ ากลั่น 50 มิลลิลิตร และหยด NaOH จนเกิดสีชมพู

3. กรดกํ ามะถัน (sulfuric acid solution , H2SO4 , 5N) เติม 70 มิลลิลิตร ของ H2SO4

(conc.) ลงในนํ้ ากลั่น ทํ าปริมาตรใหได 500 มิลลิลิตร
4. สารละลายแอมโมเนียมโมลิบเดท (Ammonium molybdate solution , (NH4)6Mo7O24 , 

4H2O) ละลาย 20 กรัมของ (NH4)Mo7O24, 4H2O) ในนํ ้ากลั่นใหมีปริมาตรเปน 500
มลิลิลิตร  แลวเก็บในขวดแกวและแชในตูเย็น

5. สารละลายโพแทสเซียมแอนทิโมนีลทาเทรท (Potassium antimonyl tatrate solution ,   
K(SbO)C4H4O6. 1 / 2H2O)  ละลาย 1.3715 กรัมของ K (SbO)C4H4O6. 1 / 2H2O ทํ าให
ปริมาตรเปน 500 มิลลิลิตรดวยนํ้ ากลั่น

6. สารละลายกรดแอสคอบิก (Ascorbic acid solution)
ละลาย 1.76 กรัม ของ Ascorbic acid ในนํ้ ากลั่น 100 มิลลิลิตร (นํ าไปแชในตูเย็น
อุณหภมูต่ํิ ากวา 4 องศาเซลเซียสามารถเก็บไวไดนาน 1 อาทิตย)

7. Mixed reagent
เตมิ 5 มิลลิลิตร ของ Potassium antimony tatrate solution ลงใน 50 มิลลิลิตร ของ  
H2SO4 (5N) ผสมใหเขากันเติม Ascorbic acid 30 มิลลิลิตร แลวผสมเชนเดิม (สารนี้ตอง
เตรยีมใหมทุกครั้งที่วิเคราะห และไมควรผสมทิ้งไวเกิน 4 ชั่วโมง)
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8. Stock phosphorus solution
ละลาย 0.2197 กรัม KH2PO4 (โดยอบแหงที่ 105  องศาเซลเซียส นาน 1 ชั่วโมง) ในนํ้ า
กลัน่ ปรับปริมาตรใหเทากับ 1000 มิลลิลิตร แลวเติม 1 มิลลิลิตรคลอโรฟอรม สารละลาย
นีจ้ะตองเก็บไวในตูเย็น และจะเก็บไวใชไดนาน (1 มิลลิลิตร = 50 ไมโครกรัม)

9. Standard  phosphorus
นํ ้า Standard phosphorus 50 มิลลิลิตร มาเจือจางดวยนํ้ ากลั่นใหไดปริมาตร 1000 
มลิลิลิตร (1 มิลลิลิตร = 2.5 ไมโครกรัม)

3.2 วธิกีารวิเคราะห
1. ตัวอยางนํ้ า 50 มิลลิลิตร เติม Phenolpthaline 1 หยด ถามีสีปรับใหไมมีสีดวย 5 N H2SO4

2. เตมิ 8 มลิลิลิตร mixed reagent ลงในนํ้ าตัวอยาง แลวผสมใหเขากัน ถามีฟอสฟอรัส ก็จะ
เกดิสฟีา ทิง้ไว 10 นาที แลวจึงนํ ามาวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 880 นาโนเมตร ดวยเครื่องสเปกโตรโฟโต
มเิตอร (Spectrophotometer) โดยใช mixred reagent เปนสารอางอิงแลวกํ าหนดหาคาความเขมขน
ของฟอสฟอรัสจากกราฟมาตรฐาน

4. ปรมิาณไนไตรท (Nitrite) โดยวิธี Colorimetric Method (APHA, AWWA, AND WPCF, 1995)
4.1 สารเคมี
1. นํ ้าที่ปราศจากอิออน (de – ionization water)
2. สารละลายสี (Color  reagent)

นํ ้ากลั่น 800 มิลลิลิตร เติมกรด Phosphoric 100 มิลลิลิตร (Phosphoric acid 85 %)
และเตมิ 10 กรัม ของ sulfanilamide หลังจากละลาย Sulfanilamide จนสมบูรณ เติม 1
กรัม ของ N – (1 - naphthyl) ethylenediamine dihydrochloride ผสมสารละลายใหเขา
กนัด ีท ําปริมาตรใหได 1 ลิตร (สารละลายนี้สามารถเก็บได 1 เดือน ถาเก็บในขวดสีชาในตู
เย็น)

3. Stock Nitrite Solution
ละลาย NaNO2 1.232 กรัม ในนํ้ ากลั่นทํ าใหไดปริมาตร 1 ลิตร เติมคลอโรฟอรม 1 
มลิลิลิตร (สารละลายมีความเขมขน 1 มิลลิลิตร = 250 ไมโครกรัม)

4. Standard Nitrite
น ํา Stock 10 มิลลิลิตร ปรับดวยนํ้ าใหไดปริมาตร 1000 มิลลิลิตร จะไดสารละลายที่มี
ความเขมขนในไนไตรท 1 มิลลิลิตร = 2.5 ไมโครกรัม
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4.2 วธิกีารวิเคราะห
1. ถาตวัอยางนํ ้ามีความขุน นํ ามากรองดวยกระดาษกรอง GF/C ขนาดตา 0.45 ไมโครเมตร  

ถา pH ของนํ้ าที่นํ ามาวิเคราะหมีคา pH ไมอยูในชวง 7-9 ใหปรับ pH ดวย 1 N ของ HCI  
(ถา pH มากกวา 9) หรือ NH4OH (ถา pH นอยกวา 7)

2. น ํานํ ้าตัวอยาง 50 มิลลิลิตร เติม color reagent 2 มิลลิลิตรผสมสารใหเขากัน
3. ทํ  าการวัดค าการดูดกลืนแสง  ที่ความยาวคลื่น  543 นาโนเมตร  โดยเครื่อง

Spectrophotometer (ใหวดัสภีายใน 10 นาที ถึง 2 ชั่วโมง จะเกิดสีชมพูหลังจากเติม  
color reagent)

4. การหาความเขมขน โดยนํ าสารละลายมาตรฐาน เติม color reagent มาวัดสีและเขียน
กราฟ ท ําการอานความเขมขนของนํ้ าตัวอยางเชนเดียวกัน

5. ปรมิาณไนเตรท (Nitrate) โดยวิธี Cadmium reduction method (APHA, AWWA, AND WPCF, 
1995)

5.1 สารเคมี
1. นํ ้าที่ปราศจากอิออน (de – ionization  water)
2. สารละลาย NH4CI-EDTA : ละลาย 13 กรัมของ NH4CI และ 1.7 กรัม ของ disodium  

ethylenediamine tetracetate (EDTA) ในนํ ้า 900 มิลลิลิตร ปรับ pH ของสารละลายให
ได 8.5 โดยการเติม NH4OH หลงัจากนั้นทํ าปริมาตรใหได 1 ลิตร

3. Dilute ammonioum Chloride – EDTA solution ตวงปริมาตรสารละลาย NH4CI-EDTA 
300 มลิลิลิตร และทํ าใหไดปริมาตร 500 มิลลิลิตร

4. กรดไฮโดรคลอริก (Hydrochloric acid , HCI) :  6 Nนํ ากรดไฮโดรคลอริกเขมขน ผสมกับ
นํ ้าอัตราสวน 1 : 1

5. สารละลายคอปเปอรซัลเฟต 2 % (CuSO4)ละลาย 20 กรัม ของ CuSO4 ในนํ้ า 500 
มลิลิลิตร และทํ าปริมาตรใหได 1 ลิตร

6. Color reagent :  เตรยีมเชนเดียวกับการวิเคราะหหาปริมาณไนไตรท
7. Copper – Cadmium granules

ชัง่ 25 กรัม ของ Cd granule ใหม (สํ าหรับ 1 columm) ลางดวยกรด HCI 6 N เทกรดทิ้ง
ลาง Cd granule ดวยนํ้ ากลั่นหลาย ๆ คร้ัง จนกระทั่งนํ้ าที่มี Cd granule มี pH มากกวา
5  จากนัน้เทนํ ้าทิ้ง เติม 100 มิลลิลิตรของสารละลายคอปเปอรซัลเฟต 2 % (CuSO4) คน
Cd granule ดวยแทงแกวคน ประมาณ 5 นาที หรือจนกระที่งเกิดตะกอนคอลลอยดสี
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นํ ้าตาลแดง (ถายังไมเกิดคน Cd จนสารละลาย CuSO4 สีจาง เททิ้งและเติมสารละลาย
CuSO4 ลงไปใหม จนกระทั่งเกิดคอลลอยดสีนํ้ าตาล เทนํ้ าทิ้งเบา ๆ โดยเทตะกอนคอล
ลอยดสีนํ ้าตาลทิง้ โดยที่ Cd granule มีนํ้ าอยูตลอดเวลา หามใหแหง) ลางดวยนํ้ ากลั่น
หลาย ๆ คร้ัง จนกระทั่งตะกอนคอลลอยดหมด ถาแหงเติมนํ้ า

8. Stock Nitrate Solution
อบ KNO3  ในตูอบที ่105 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง ทํ าใหเย็นใน desicator ชั่ง
KNO3  ทีอ่บแลว 0.7218 กรัม ละลายในนํ้ า 1000 มิลลิลิตร เติมคลอโรฟอรม 2 มิลลิลิตร
(ความเขมขนของสารละลาย 1 มิลลิลิตร = 100 ไมโครกรัม)

9. Standard  Nitrate
น ํา Stock 100 มิลลิลิตร ปรับดวยนํ้ าใหไดปริมาตร 1000 มิลลิลิตร จะไดสารละลายที่มี
ความเขมขนของไนไตรท 1 มิลลิลิตร = 10 ไมโครกรัม

5.2 วธิีวิเคราะห
1. ถาตวัอยางนํ ้ามีความขุน นํ ามากรองดวยกระดาษ GF/C ขนาดตา 0.45 ไมโครเมตร และ

วดั pH ตองปรับ pH ของนํ้ าตัวอยางใหอยูในชวง 7 – 9 ดวย HCI หรือ NH4OH
2. การเตรียม Reduction Column

เติม glass wool ลงไปทีก่นของ Reduction Column และเติมนํ้ าใหเต็ม เติม Cd granule  
ทีเ่ตรยีมไว โดยคอย ๆ เติม อยาใหชามากนัก จนไดความยาวของ Cd ใน column 18.5  
เซนตเิมตร ตองมีนํ้ าอยูเหนือ Cd granule ตลอดเวลา อยาให เติม Cd granule สัมผัสกับ
อากาศ ลาง column ดวยการเติม dilute NH4CI-EDTA ใน column ผาน dilute NH4CI-
EDTA solution ประมาณ 200 มิลลิลิตร และความเร็วของนํ้ าไหลผาน column จะอยู
ระหวาง 7 – 10 มิลลิลิตร ตอนาที

3. น ํานํ ้าตวัอยาง 25 มิลลิลิตร เติมสารละลาย dilute NH4CI-EDTA 75 มิลลิลิตร (ได
ปริมาตรทัง้หมด 100 มิลลิลิตร) ผสมกันเติมสารละลายลงไปใน column รองรับนํ้ าที่ออก
จากปลาย column โดยนํ าตัวอยางที่ผาน column 25 มิลลิลิตร แรกใหเททิ้ง รองรับนํ้ าตัว
อยางอกี 50 มิลลิลิตร นํ าไปวิเคราะหหาไนไตรทตอไป ที่เหลืออีก 25 มิลลิลิตร ปลอยทิ้ง
สารละลายมาตรฐานที่ความเขมขนตาง ๆ กันก็ทํ าทํ านองเดียวกัน ผาน column และรอง
รับนํ ้าทีผ่าน column 50 มิลลิลิตร โดยใหผานความเขมขนนอยๆ กอน

4. หลงัจากรองรับนํ้ าตัวอยางที่ผาน column 50 มิลลิลิตร เติม color reagent 2 มิลลิลิตร  
ทนัท ี (อยาทิง้ไวนานเกิน 15 นาที) ต้ังไวประมาณ 10 นาที นํ าไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่
ความยาวคลืน่ 543 นาโนเมตร สวนสารละลายมาตรฐาน ก็ทํ าในทํ านองเดียวกัน
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5. การค ํานวณ เมือ่ไดปริมาณความเขมขน แลวนํ าไปหักลบกับปริมาณ nitrite ในนํ้ าตัวอยาง
กอน (ดังนัน้ควรจะหาปริมาณ nitrite กอน แลวเก็บตัวอยางนํ้ าแชตูเย็นเพื่อมาหาไนเตรท
ถาไมสามารถทํ าเสร็จภายในวันเดียวกัน) จึงจะเปนปริมาณ NO3 จริง ๆ

6. ปรมิาณแอมโมเนีย (Ammonia) โดยวิธี Phenate Method (APHA, AWWA, AND WPCF, 
1995)

6.1 สารเคมี
1. นํ ้าที่ปราศจากอิออน (de – ionization  water)
2. สารละลายฟนอล (phenol  solution)

ผสมสารละลายฟนอล 11.1 มลิลิลิตร  กับเอธิลแอลกอฮอล  95% 50 มิลลิลิตร แลวปรับ
ปริมาตรเปน  100  มิลลิลิตร  เก็บไดประมาณ  1  อาทิตย

3. โซเดียมไนโตรปรัสไซด 0.5 % (sodium  nitroprusside  0.5%)
ละลายไนโตรปรัสไซด 0.5 กรัม ในนํ้ า 100 มิลลิลิตร เก็บในขวดสีชาได ประมาณ 1  เดือน

4. อัลคาไลดซิเตรท (alkaline citrate)
ละลายไตรโซเดียมซิเตรท (trisodium citrate) 200 กรัม กับโซเดียมไฮดรอกไซด  
(Sodium hydroxide) 10 กรัมในนํ้ าปรับปริมาตรเปน 1000 มิลลิลิตร

5. โซเดียมไฮโปคลอไรด 5% (Sodium hypochlorite 5%)
6.  Oxidizing  solution

ผสมสารละลายอัลคาไลดซิเตรท 100 มิลลิลิตร กับโซเดียมไฮโปรคลอไรด 5%              
25 มิลลิลิตร

7. สารละลายบอเรทบัพเฟอร
เตมิ 88 มิลลิลิตร 0.1 นอรมัล NaOH ลงใน 500 มิลลิลิตร 0.025 โมลารโซเดียมเตตราบอ
เรท (Na2B4O7) (5 กรัม Na2B4O7 หรือ 9.5 กรัม Na2B4O7 , 10H2O ตอสารละลาย 1 ลิตร)  
แลวเติมนํ้ ากลั่นจนครบ 1 ลิตร

8. โซเดียมไฮดรอกไซด 6 นอรมัล (NaOH 6 N)
ละลาย NaOH 240 กรัม ในนํ้ าจนไดปริมาตร 1 ลิตร
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9. Stock Ammonium Solution
ละลาย 0.3819 กรัม ของ NH4CI (อบแหงที่ 100 องศาเซลเซียส 2 ชั่วโมง) และทํ า
ปริมาตรใหได 1 ลิตร (ความเขมขน 1 มิลลิลิตร = 100 ไมโครกรัม = 122 ไมโครกรัม  
NH3)

10. Standard Ammonium
นํ ้า Stock Ammonium 5 มิลลิลิตร ปรับดวยนํ้ ากลั่นใหไดปริมาตร 1000 มิลลิลิตร จะได
สารละลายที่มีความเขมขนของไนไตรท 1 มิลลิลิตร = 0.5 ไมโครกรัม

6.2 วธิีวิเคราะห
1. น ํานํ ้าตวัอยางมาปรับ pH ใหไดประมาณ 7 ดวย NaOH 6 นอรมัล
2. น ําตวัอยางนํ้ า 500 มิลลิลิตร เติมบอเรทบัพเฟอร 25 มิลลิลิตร แลวปรับ pH ใหได 9.5  

ดวย NaOH 6 นอรมัล เติมเม็ดแกว 2 – 3 เม็ด นํ าไปกลั่น
3. การกลัน่ เพือ่ลดความสกปรกจากสิ่งภายนอก ใหมากที่สุด ปลอยเครื่องมือใหอยูในสภาพ

เดิมหลังจากกลั่นเสร็จแลวจนกวาจะเริ่มทํ าการกลั่นตัวอยางจึงจะถอดขวดกลั่นออกและ
เปลีย่นขวดกลัน่ที่ใสตัวอยางแทนที่ กลั่นดวยอัตรา 6 – 10 มิลลิลิตรตอนาที  โดยใหปลาย
หลอดที่ตอนํ าไอนํ้ าและแอมโมเนียที่กลั่นออกมาจุ มใตสารละลายกรดบอริค เก็บ  
distillate อยางนอย 200 มิลลิลิตร แลวจึงดึงปลายหลอดใหพนผิวสารละลาย ทํ าการกลั่น
ตอประมาณ 2 นาที เพื่อทํ าความสะอาด condenser และหลอด นํ า distillate ออกมาเจือ
จางจนไดปริมาตร 500 มิลลิลิตร ดวยนํ้ าที่ปราศจากอิออน

4. น ํานํ ้าทีก่ลัน่แลว 25 มิลลิลิตร เติมสารละลายฟนอล 1 มิลลิลิตร และสารละลายโซเดียม
ไนโตรปรัสไซด 1 มิลลิลิตร แลวเติม oxidizing solution 2.5 มิลลิลิตร เก็บในที่มืด

5. น ําไปวดัคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 630 นาโนเมตร (เก็บได 24  ชั่วโมง)

7. ของแข็งทั้งหมด (Total solids) (APHA, AWWA and WPCF, 1995)
4.1 วัสดุอุปกรณ

1. ถวยกระเบื้องสํ าหรับระเหย
2. ตูอบที่ควบคุมอุณหภูมิไดที่ 103  องศาเซลเซียส
3. อางไอนํ้ า
4. เดซิกเคเตอร
5. เครือ่งชั่งนํ้ าหนักชนิดละเอียด
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4.2 วธิกีารวิเคราะห
1. น ําถวยระเหยลางใหสะอาด  อบใหแหงในตูอบที่อุณหภูมิ 103 องศาเซลเซียส  

เปนเวลา 1 ชัว่โมง ทํ าใหเย็นในเดซิกเคเตอรแลวชั่งนํ้ าหนักที่แนนอน
2. ตวงตวัอยาง 50 มิลลิลิตร หรือนอยกวาใสลงในถวยระเหยที่ทราบนํ้ าหนักแนนอน
3. น ําไประเหยใหแหงในอางไอนํ้ า
4. อบใหแหงในตูอบที่อุณหภูมิ 103  องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง
5. ท ําใหเย็นในเดซิกเคเตอร ประมาณ 45 นาที
6. ชัง่นํ้ าหนัก

ของแข็งทั้งหมด (มิลลิกรัม/ลิตร)  =  นํ้ าหนกัของแข็ง (มก.) x 1,000
               มล.  ตัวอยาง
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ภาพผนวกที่ ข1 แผนภูมแิสดงบอบํ าบัดนํ้ าทิ้งของโรงงานทรอปคอลแคนนิ่ง จํ ากัด (มหาชน)
Figure-Appendix B1 Flow chart of water treatment of Tropical canning company
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ภาคผนวก ค.
การวเิคราะหการเติบโตของสาหราย

1. การหานํ ้าหนักแหงของเซลลสาหราย (Vonshak and Borowitzka, 1991)
    1.1  วัสดุอุปกรณ

1. จานเพาะเชื้อ
2. ตูอบที่ควบคุมอุณหภูมิไดที่ 70  องศาเซลเซียส
3. เดซิกเคเตอร
4. เครือ่งชั่งนํ้ าหนักชนิดละเอียด
5. เครื่องกรองเซลล
6. เครื่องสเปคโตรโฟโตมิเตอร
7. กระดาษกรองเซลล  GF/C

    1.2  วธิีการ
1. น ําจานเพาะเชื้ออบที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส ประมาณ 24 ชั่วโมง แลวนํ าออกใสใน   

เดซกิเดเตอร เมือ่เย็นเทาอุณหภูมิหอง นํ ามาชั่งนํ้ าหนักที่แนนอนดวยเครื่องชั่งชนิดละเอียด ทํ าซํ้ าจน
นํ ้าหนักคงที่

2. เลีย้งสาหรายในอาหารที่ใชทดลอง จนเซลลเจริญสูงสุดนํ าเซลลมาเจือจางดวยนํ้ ากลั่น วัด
คาความขุนดวยเครื่องสเปคโตรโฟโตมิเตอร ที่ความยาวคลื่น 435 นาโมเมตร ใหไดคาความขุนเทากับ 
0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5, 0.6, 0.7 และ 0.8 สวน blank ใชนํ้ ากลั่น

3. น ําเซลลทีร่ะดับความขุนตาง ๆ ประมาณ 20 มิลลิลิตร กรองดวยเครื่องกรองเซลล ลางเซลล
ดวยนํ ้ากลั่น

4. น ํากระดาษกรองซึ่งมีเซลลสาหรายติดอยู ใสในจานเพราะเชื้อแลวอบที่อุณหภูมิ 70 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง

5. นํ าจานเพราะเชื้อใสในในเดซิกเคเตอรทิ้งไวใหเย็นแลวชั่งนํ้ าหนักที่แนนอนดวยเครื่องชั่ง
ชนดิละเอียด ทํ าซํ้ าจนไดนํ้ าหนักคงที่

6. บันทึกคาความขุน กับนํ้ าหนักเซลลแหงที่ได (กรัมตอลิตร) และพลอตกราฟของคาที่ได
เพือ่ใชเปนกราฟมาตรฐานในการคํ านวณหาปริมาณนํ้ าหนักแหง
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2. การหาปรมิาณคลอโรฟลล a และคาโรทีนอยด (Borowitzka and Borowitzka, 1988)
2.1 วัสดุอุปกรณ

1. สเปกโทรโฟโตมิเตอร (Spectrophotometer)
2. คิวเวต (cuvettes)
3. เครือ่งหมุนเหวี่ยง (centrifuge)
4. เครื่องบด (tissue grinder)
5. เครื่องกรองแบบสุญญากาศ
6. หลอดปนขนาด 15 มิลลิลิตรพรอมฝาเกลียว
7. กระดาษกรอง ขนาดตา 0.45 ไมโครมิเตอร
8. สารละลายแมกนีเซียมคารบอเนต
9. สารละลายอะซิโตน 90 เปอรเซนต

2.2 วธิีการ
1. เก็บตัวอยางสาหรายปริมาตร 10 มิลลิลิตรมากรองดวยกระดาษกรองขนาดตา 0.45 

ไมโครมเิตอร เติมสารละลายแมกนีเซียมคารบอเนตลงไปเล็กนอยกอนกรอง เพื่อเคลือบกระดาษกรอง 
ชวยใหประสิทธิภาพการกรองดีข้ึน

2. มวนกระดาษกรองใหแพลงกตอนพืชอยูดานในใสในหลอดแกวความจุประมาณ 15 
มลิลิลิตร เตมิสารละลายอะซีโตน 90% ลงไป 10 มิลลิลิตร ทิ้งไว 24 ชั่วโมงในที่มืด ณ อุณหภูมิหอง

3. น ํามาบดนาน 1 นาทีดวยเครื่องบด เทสารละลายลงในหลอดปน นํ ามาเขาเครื่องหมุน
เหวีย่งทีค่วามเร็ว 3,000 รอบตอนาที รินนํ้ าใสวัดปริมาตรแลวนํ าไปวัดดวยเครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร 
อานคาการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 750, 664, 647 และ 452 นาโนเมตร โดยคาการดูดกลืนแสงที่
ความยาวคลืน่ 750 เปนคาความขุน นํ าคานี้ไปลบคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 664, 647 และ 
452 นาโนเมตร

4. คํ านวณปรมิาณคลอโรฟลล a และคาโรทีนอยด จากสูตรตอไปนี้ อานคาเปนไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตร

คลอโรฟลล a (ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) = (11.93 x E664) - (1.93 x E647)
คาโรทีนอยด (ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) = E452 x 3.86 x    ปริมาตรอะซิโตนที่สกัดได

  ปริมาตรอะซิโตนที่นํ ามาสกัด
E = คาการดูดกลืนแสง
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ตารางภาคผนวกที่ ค1 คาความหนาแนนสาหรายและนํ้ าหนักเซลลแหงของสาหราย Botryococcus 
braunii เลี้ยงในอาหารสังเคราะห Modified Chu 13 (MC13) และ        
Kratz and Myers (K&M)

Table-Appendix C1 Optical density and dried cells weight of Botryococcus braunii in 
Modified Chu 13 (MC13) และ Kratz and Myers (K&M)

Dried cells weight (g/l)Optical Density
(OD435) MC13 K&M

0.2
0.4
0.6
0.8
1.0
1.2
1.4

0.73
1.54
2.17
3.04
3.76
4.52
4.89

0.28
0.55
0.77
0.96
1.18

-
-
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ตารางภาคผนวกที่ ค2 คาความหนาแนนสาหรายและนํ้ าหนักเซลลแหงของสาหราย Botryococcus 
braunii เลีย้งในนํ ้าทิ้งคากรด-เบส 6.7 และนํ้ าทิ้งที่ปรับปริมาณสารอาหาร 
คากรด-เบส 6.7

Table-Appendix C2 Optical density and dried cells weight of Botryococcus braunii in 
effluent (pH 6.7) and and effluent adjusted nitrate (pH 6.7)

Dried cells weight (g/l)Optical Density
(OD435) Effluent (pH 6.7) Effluent adjusted nitrate (pH 6.7)

0.2
0.4
0.6
0.8
1.0
1.2
1.4

0.64
1.41
2.04
2.74
3.38
 4.12
4.76

0.45
0.91
1.32
1.71
2.18
2.55
3.01
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y =  3 .6137x +  0 .0517
R 2 =  0.9958
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ภาพภาคผนวกที่ ค1 กราฟมาตรฐานของนํ้ าหนักเซลลแหงของ Botryococcus braunii
ในอาหาร Modified Chu 13

Figure-Appendix C1 Standard curve of dry cells weight of Botryococcus braunii in
Modified Chu 13 medium
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y  =  1 . 1 6 7 4 x  +  0 . 0 4 0 6
R 2  =  0 . 9 9 4 3
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ภาพภาคผนวกที่ ค2 กราฟมาตรฐานของนํ้ าหนักเซลลแหงของ Botryococcus braunii ใน
อาหาร Kratz and Myers

Figure-Appendix C2 Standard curve of dry cells weight of Botryococcus braunii in
Kratz and Myers medium
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y = 3.4125x - 0.0025
R2 = 0.9997
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ภาพภาคผนวกที่ ค3 กราฟมาตรฐานของนํ้ าหนักเซลลแหงของ Botryococcus braunii ใน
นํ ้าทิ้งคากรด-เบส 6.7

Figure-Appendix C3 Standard curve of dry cells weight of Botryococcus braunii in
effluent pH 6.7
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y = 2.1292x +  0 .0258
R 2 =  0.9995
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ภาพภาคผนวกที่ ค4 กราฟมาตรฐานของนํ้ าหนักเซลลแหงของ Botryococcus braunii ใน
นํ ้าทิง้ที่ปรับปริมาณสารอาหารคากรด-เบส 6.7

Figure-Appendix C4 Standard curve of dry cells weight of Botryococcus braunii in
effluent adjusted nitrate pH 6.7
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ภาคผนวก ง.
การวิเคราะหทางสถิติ

ตารางภาคผนวกที่ ง1 การเปรยีบเทียบคาเฉลี่ยปริมาณคาโรทีนอยดในนํ้ าทิ้งโดยใช Tukey 
(HSD) comparision of means

Table-Appendix D1 Comparision of carotenoid average in effluent by Tukey (HSD) 
comparision of means

95% Confidence Interval(I)
MEDIA

(J)
MEDIA

Mean Difference
(I-J)

Std. Error Sig.
Lower Bound Upper Bound

1 2 -.21856667 6.8905217E-02 .044* -.42998757-7.14576434E-03
3 -.25576667 6.8905217E-02 .023* -.46718757-4.43457643E-02

2 1 .21856667 6.8905217E-02 .044* 7.1457643E-03 .42998757
3 -3.72000000E-02 6.8905217E-02 .855 -.24862090 .17422090

3 1 .25576667 6.8905217E-02 .023* 4.4345764E-02 .46718757
2 3.7200000E-02 6.8905217E-02 .855 -.17422090 .24862090

1 Modified Chu 13 pH 6.7
2 Effluent pH 6.7
3 Effluent in which nitrate adjusted nearly equivalence to the Modified Chu 13 pH 6.7
P<0.05   Significantly different
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ตารางภาคผนวกที่ ง2 การเปรียบเทียบคาเฉลี่ยไฮโดรคารบอนในนํ้ าทิ้งโดยใช Tukey 
(HSD) comparision of means

Table-Appendix D2 Comparision of hydrocarbon average in effluent by Tukey 
(HSD) comparision of means

95% Confidence Interval(I)
MEDIA

(J)
MEDIA

Mean Difference
(I-J)

Std. Error Sig.
Lower Bound Upper Bound

1 2 -.7900 1.4428 .851 -5.2171 3.6371
3 -.7867 1.4428 .853 -5.2137 3.6404

2 1 .7900 1.4428 .851 -3.6371 5.2171
3 3.333E-03 1.4428 1.000 -4.4237 4.4304

3 1 .7867 1.4428 .853 -3.6404 5.2137
2 -3.3333E-03 1.4428 1.000 -4.4304 4.4237

1 Modified Chu 13 pH 6.7
2 Effluent pH 6.7
3 Effluent in which nitrate adjusted nearly equivalence to the Modified Chu 13 pH 6.7
P<0.05   Significantly different



80

ตารางภาคผนวกที่ ง3 การเปรียบเทียบปริมาณไฮโดรคารบอนระหวางความหนาแนนของ
สาหรายเริม่ตน 0.2 และ 0.4 (ทํ าแหงสาหรายดวยวิธีอบแหง) โดยใช 
Tukey (HSD) comparision of means

Table-Appendix D3 Comparision of hydrocarbon average between initial algal 
density of 0.2 and 0.4 (dried in the oven) by Tukey (HSD) 
comparision of means

Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 13.620 1 13.620 1.444 .296

Within Groups 37.720 4 9.430
Total 51.340 5

P<0.05   Significantly different

ตารางภาคผนวกที่ ง4 การเปรียบเทียบปริมาณไฮโดรคารบอนระหวางวิธีทํ าแหงสาหราย
ดวยการอบแหงและการ freeze drying โดยใช Tukey (HSD) 
comparision of means

Table-Appendix D4 Comparision of hydrocarbon average between dried cells in 
the oven and freeze drying by Tukey (HSD) comparision of 
means

Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 311.472 1 311.472 281.036 .000*

Within Groups 4.433 4 1.108
Total 315.905 5

P<0.05   Significantly different
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