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บทท่ี   2

วัสดุ  อุปกรณ  และวิธีการ

1. วัสดุ / อุปกรณ

1.1. การเพาะเลี้ยงสาหราย  Spirulina sp.
- เครือ่งแกว เชน ขวดแกว ขนาด  1,000  มิลลิลิตร  ขวดโหล ขนาด 12 ลิตร

ถังพลาสติกใสขนาด  50  ลิตร  บกีเกอร, กระบอกตวง, ทอแกว
- จกุยาง, สายยาง ขนาดเล็ก
- เครื่องใหอากาศ (Air  pump)
- ตูเพาะเลี้ยงสาหราย
- พนัธุสาหราย Spirulina sp.  จากสถาบนัวจิยัการเพาะเลีย้งสตัวนํ ้าชายฝง  จงัหวดัสงขลา
- ถุงแพลงกตอนขนาดตา  60  ไมครอน

1.2 การศึกษาการเจริญของสาหราย Spirulina sp.
- เครือ่งสเปกโตรโฟโตมเิตอร  (Shimadzu  UV-1201V,  Shimadzu Corporation,  Japan)
- เครื่องวัดความเปนกรด-ดาง  (Cyberscan  500, Eutech Cyber Netics  PTE, LTD, 

Singapore)
- กลองจลุทรรศนชนดิเลนสประกอบ Olympus  (Olympus Optical Co., LTD, Japan)

พรอมอุปกรณที่เกี่ยวของ
- เทอรโมมิเตอร

1.3 การเก็บรักษาอาหาร
- ตูเย็น     
- ภาชนะ    ถังนํ ้าขนาด  10  ลิตร,  ขวดแกวขนาด  5 ลิตร

1.4 การเตรียมอาหารทดลอง
- เครื่องแกว เชน  บกีเกอร,  แทงแกว,  กระบอกตวง

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

- ผาขาวบาง
- หมอนึ่งความดันไอนํ้ า   (Tomy    SS-320,  Tomy  Seiko Co. LTD.,  Japan)
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1.5 การวิเคราะหคุณภาพนํ้ า (ภาคผนวก  ข)
- ไนเตรท
- ไนไตรท
- แอมโมเนีย
- ฟอสเฟต

2. วิธีการดํ าเนินการวิจัย

2.1 แผนการทดลอง และวิเคราะหผล
วางแผนการทดลองแบบสุมตลอด (Completely  Randomized Design, CRD) วเิคราะหผลการ 

ทดลองดวย Duncan’s New  Multiple Range Test (Duncan, 1992)  การทดลองประกอบดวย 2  ชุด
การทดลอง  คือ

2.1.1 การทดลองที่  1  การเจรญิทวจี ํานวนของสาหราย Spirulina sp.ทีเ่พาะเล้ียงใน
อาหารท่ีไดจากนํ้ าหมักมูลไกไข  นํ้ าทิ้งจากโรงงานแปรรูป
สัตวนํ ้า และนํ ้าทิง้จากโรงงานยางพารา ประกอบดวย   3 
การทดลองยอยแตละการทดลองทํ า 3 ซ้ํ า

การทดลองยอยที ่1  การเพาะเลีย้งสาหราย  Spirulina sp.ในนํ ้าหมกัมลูไกไข  ความ
เขมขน  1.25, 25, 5.0, 7.5 และ  10 เปอรเซน็ต เปรยีบเทยีบกบัการ
เพาะเลีย้ง  ในอาหารสูตร  Zarrouk   (Venkataraman,  1983)

การทดลองยอยที ่2  การเพาะเลี้ยงสาหราย Spirulina sp. ในนํ ้าทิ้งที่ไดจากโรงงาน
แปรรูปสัตวนํ้ าความเขมขน   12.5,   25,  50,  75    และ  100 
เปอร  เซ็นต  เปรียบเทียบกับการเพาะเลี้ยงในอาหารสูตร   
Zarrouk

การทดลองยอยที ่3  การเพาะเลีย้งสาหราย Spirulina sp. ในนํ ้าทิง้จากโรงงานยางพารา   
ความเขมขน 40, 60, 80 และ 100  เปอรเซน็ต เปรยีบเทยีบกบัการ
เพาะเลีย้งในอาหารสูตร  Zarrouk
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ตาราง 5   ปริมาณธาตุอาหาร ( X±SD, มลิลิกรัมตอลิตร)  ในอาหารทดลองความเขมขน 100%

อาหาร ไนเตรท ไนไตรท แอมโมเนีย ฟอสเฟต
นํ ้าทิ้งจากโรงงานแปรรูปสัตวนํ้ 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 ้าหมักมูลไกไข 2.374±0.01 0.009±0.01 0.700±0.01 0.974±0.02

2.1.2 การทดลองที่ 2   การเปรียบเทียบการเจริญทวีจํ านวนของสาหราย Spirulina sp. ที่
เพาะเลี้ยงในนํ้ าเล้ียงสูตร Zarrouk  นํ ้าเล้ียงที่ใสเฉพาะธาตุอาหาร
หลัก คือ โซเดียมไบคารบอเนต  โซเดียมไนเตรท และไดโปแตส-
เซยีมไฮโดรเจนฟอสเฟต  ตามปริมาณในอาหารสูตร Zarrouk และ
นํ้ าเลี้ยงที่ดีที่สุด ที่ไดจากการทดลองยอยในการทดลองที่ 1 
ทุกสูตรนํ้ าเสีย ทํ า 3 ซ้ํ า

อุณหภมูินํ้ าที่ใชในการเพาะเลี้ยง 27±5 องศาเซลเซียส

2.2 การเตรียมการทดลอง
2.2.1 การเตรียมพันธุสาหราย

ใชพันธุสาหราย  Spirulina sp.  จากสถาบันวิจัยการเพาะเลี้ยงสัตวนํ้ าชายฝง  จงัหวัด
สงขลาทํ าการเพาะขยายสาหราย Spirulina sp. ในอาหารสูตร  Zarrouk  ปริมาณ 1 ลิตร จํ านวน 5 
ขวด  เพื่อใชเปนพันธุสํ าหรับการทดลองเพาะเลี้ยงสาหราย Spirulina sp. ใชความหนาแนนเริ่มตน  
0.6 (OD  560นม.) ใหแสงสวางความเขม  3,500-4,000  ลักซ วันละ  16 ช่ัวโมง ระหวางเวลา  06.00-
22.00  น. และใหอากาศตลอดเวลาทํ าการตรวจวัดปริมาณความหนาแนนของสาหราย Spirulina sp.
ทุกวัน  โดยการวดั OD (560 นม.) อุณหภมูนิํ ้า 27±5 องศาเซลเซยีส  ระหวางเวลา  08.00-09.00 นาฬกิา 
ท ําการเพาะเลีย้งจนกระทัง่สาหราย Spirulina sp. ทีเ่พาะเลี้ยงมีความหนาแนนสูงสุด และหยุดการ
เพาะเลี้ยงเมื่อสาหราย Spirulina sp. มคีวามหนาแนนลดลงเปนวันที่สอง จากนั้นจึงทํ าการเพาะเลี้ยง
ขยายพันธุ สาหราย Spirulina sp. ในสภาพการเพาะเลี้ยงแบบเดิมอีกครั้ง  ในถังขนาดปริมาตร  50  
ลิตร  จํ านวน  4  ถัง  โดยใชสาหราย Spirulina sp. ทีไ่ดจากการเพาะเลี้ยง ในขวด 1  ลิตร และใช
สาหราย Spirulina sp. ในระยะ log phase กอนวนัที่มีความหนาแนนสูงสุด 1 วัน และจะใชสาหราย 
Spirulina sp. ในระยะนี้เปนพันธุสาหรายทุกการทดลอง
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2.2.2 การเตรียมอาหารทดลอง
2.2.2.1 อาหารสูตร Zarrouk   (ตาราง  3)

อาหารสูตร Zarrouk  ประกอบดวยสารละลาย 3 ชุด คอื สารละลายหลกั,  
สารละลาย A5 และสารละลาย B6 ซ่ึงสารหลักแตละตัวตามปริมาณที่กํ าหนด ละลายใหเขากันแลว
เติมนํ้ ากลั่นใหครบ  1,000 มิลลิลิตร เติมสารละลาย  A5  และ  B6  ชุดละ 1 มิลลิลิตร

ธาตุอาหารหลัก (macro  elements)
โซเดียมไบคารบอเนต (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  ประกอบดวย
กรดบอริค (H3BO3) 2.85 กรัม
แมงกานีสคลอไรด  (MnCl2.4H2O) 1.81 กรัม
ซิงคซัลเฟต   (ZnSO4.7H2O) 0.22 กรัม
คอปเปอรซัลเฟต  (CuSO4.5H2O) 0.08 กรัม
โมลิบดินัมออกไซด  (MoO3) 0.015 กรัม
เติมนํ้ ากลั่นจนครบ  1000  มิลลิลิตร ใชสารละลาย  A5 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร
สารละลาย  B6  ประกอบดวย
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
โคบอลทไนเตรต 6 – ไฮเดรต [Co(NO3)2.6H2O] 439.8 ไมโครกรัม
เติมนํ้ ากลั่นจนครบ  1000  มิลลิลิตร  ใชสารละลาย  B6 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร
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2.2.2.2 อาหารทดลองอยางงาย
การเตรียมอาหารอยางงายใชสวนประกอบ  3  ชนิด  คือ  โซเดียม

ไบคารบอเนต   16.8  กรัมตอลิตร  โซเดียมไนเตรท  2.5  กรัมตอลิตร  ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจน
ฟอสเฟต  0.5  กรัมตอลิตร (เทากับปริมาณที่มีในอาหารทดลองสูตร Zarrouk)  โดยละลายสารเคมี
ทัง้ 3 ชนดิลงในนํ้ าประปาที่พักใหอากาศไวไมนอยกวา  5  วัน

2.2.2.3 อาหารจากนํ้ าแชมูลไกไข
นํ ามูลไกไขที่ซ้ือมาจากฟารมในจังหวัดนครศรธีรรมราช มาแยกสิ่งเจือปน 

จ ําพวกขนไก หรือขยะตางๆ ออก นํ าไปตากใหแหง แลวนํ าไปอบที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส 12 
ช่ัวโมง  ใชมลูไกไข 6%  (น.น. / ปริมาตร) (กุลวัฒน  และปฐมชาติ, 2543) แชในนํ้ าประปาที่พัก 
และใหอากาศไวนาน 5 วัน ในปริมาตร 10  ลิตร คนใหเขากัน ตั้งทิ้งไว 7 วัน ที่อุณหภูมิหอง เมื่อ
ครบกํ าหนดคนใหเขากันแลวตั้งทิ้งไวใหตกตะกอน ใชเฉพาะสวนใส นํ าไปกรองดวยผาขาวบาง 
น ํานํ ้าที่กรองไดไปฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส  ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว นาน 15 
นาท ี ตัง้ทิ้งไวใหเย็น สารละลายที่ไดใชเปนสารละลายเขมขน  100%  สํ าหรับทดลอง  และเก็บ
รักษาไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส

เมื่อตองการ  น ํานํ ้าแชมูลไกไข 100%  ที่เตรียมไวไปเจือจางดวยนํ้ าประปาที่
พกัและใหอากาศไวไมนอยกวา  5  วัน ใหมีความเขมขน 1.25, 2.5, 5.0, 7.5 และ 10  เปอรเซ็นต 
(ปริมาตร/ปริมาตร)    เพื่อใชสํ าหรับดํ าเนินการทดลองตอไป

2.2.2.4 นํ ้าท้ิงจากโรงงานแปรรูปสัตวนํ้ า
ใชนํ ้าทิง้ทีเ่กบ็จากบอพกันํ ้าทิง้ (Aerobic pond,  ภาพ 1)  ของบรษิทัแปซิฟคแปร

รูปสัตวนํ้ า  อํ าเภอเมือง  จังหวัดสงขลา  โดยตั้งทิ้งไว 1 ช่ัวโมงที่อุณหภูมิหองหลังจากเก็บ
รวบรวมมาเพือ่ใหตกตะกอน   ทํ าการเตรียมเชนเดียวกับขอ 2.2.2.3   (หนา 26)  แตเจือจางความ
เขมขนตางกัน โดยใชความเขมขน 1.25, 2.5, 5.0, 7.5 และ 10  เปอรเซ็นต  (ปริมาตร / ปริมาตร)
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ภาพ   1   แผนผังบอที่เก็บนํ้ าตัวอยางที่โรงงานแปรรูปสัตวนํ้ า

ที่มา  :  บริษทัแปซิฟกแปรรูปสัตวนํ้ า (2546)  (ติดตอสวนตัว)

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

บอที่เก็บตัวอยาง
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2.2.2.5 นํ ้าท้ิงจากโรงงานยางพารา
ใชนํ ้าทิง้ทีป่ลอยออกมาจากโรงงานยางพารา ของบรษิทั ยางไทยปกษใต ต ําบล

ทาชาง  อํ าเภอบางกลํ่ า  จังหวัดสงขลา  ตั้งนํ้ าทิ้งหลังจากเก็บรวบรวมไว 1 ช่ัวโมง ที่อุณหภูมิหอง
เพือ่ใหตกตะกอน  ทํ าการเตรียมเชนเดียวกับขอ 2.2.2.3 (หนา  26) แตเจือจางความเขมขนตางกัน
โดยใชความเขมขน 40, 60, 80 และ 100  เปอรเซ็นต (ปริมาตร / ปริมาตร)

3. การดํ าเนินการทดลอง
3.1 การทดลองที่  1  การเจรญิทวจี ํานวนของสาหราย Spirulina sp. ทีเ่พาะเลีย้งในอาหารทีไ่ดจาก

นํ ้าหมักมูลไกไข  นํ้ าทิ้งจากโรงงานแปรรูปสัตวนํ้ า และนํ้ าทิ้งจากโรงงาน
ยางพารา

3.1.1 การเพาะเลี้ยงสาหราย  Spirulina sp. ในอาหารที่ไดจากนํ้ าหมักมูลไกไข การ
เพาะเลี้ยงสาหราย Spirulina sp. ในอาหารสูตร Zarrouk (ชุดควบคุม  ขอ  2.2.2.1
หนา 25) และในอาหารนํ้ าหมักมูลไกไข  (ขอ 2.2.2.3 หนา 26)  ปริมาตร 1000  
มลิลิลิตรในขวดแกว  ใชสาหราย Spirulina sp.  (ขอ 2.2.1 หนา 24)  ความหนาแนน
เร่ิมตน 0.6 (OD  560นม.)   เพาะเลีย้งในสภาวะเดียวกับ(ขอ 2.2.1  หนา 24)

3.1.2 การเพาะเลี้ยงสาหราย Spirulina sp. ในอาหารที่ไดจากนํ้ าทิ้งโรงงานแปรรูปสัตวนํ้ า
เพาะเลี้ยงสาหราย Spirulina sp. ในอาหารสูตร Zarrouk  (ชุดควบคุม ขอ 2.2.2.1 
หนา 25) และในอาหารนํ้ าทิ้งจากโรงงานแปรรูปสัตวนํ้ า (ขอ 2.2.2.4  หนา 26)  
ท ําการเพาะเลี้ยงในสภาวะเชนเดียวกับ  (ขอ 2.2.1  หนา 24)

3.1.3 การเพาะเลี้ยงสาหราย Spirulina sp. ในอาหารที่ไดจากนํ้ าทิ้งโรงงานยางพาราทดลอง
เพาะเลี้ยงสาหราย Spirulina sp. ในอาหารสูตร Zarrouk  (ชุดควบคุมขอ 2.2.2.1
หนา 25) และในอาหารนํ้ าทิ้งจากโรงงานยางพารา   (ขอ  2.2.2.5 หนา 28)   ทํ าการ
เพาะเลี้ยงใน สภาวะเชนเดียวกับ (ขอ 2.2.1 หนา 24)  ปรับคาความเปนกรด-ดาง ดวย
โซเดียมไบคารบอเนต ได 8±0.5

3.2 การทดลองที่ 2  การเปรียบเทียบการทวีจํ านวนของสาหรายที่เพาะเลี้ยงในนํ้ าหมักมูลไกไข 
นํ้ าทิ้งจากโรงงานแปรรูปสัตวนํ้ า  และนํ้ าทิ้งจากโรงงานยางพารา   ท ําการ
เพาะเลีย้งสาหราย Spirulina sp.    ปริมาตร  10 ลิตร  ใชสาหราย Spirulina sp. 
ความหนาแนนเริ่มตน0.6 (OD,  560นม.)  ดํ าเนินการทดลองเพาะเลี้ยง
สาหรายเชนเดียวกับ (ขอ  2.2.1 หนา 24) ในระดับความเขมขนที่สาหรายมี
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การเจริญทวีจํ านวนไดดีที่สุด  (ผลจากการทดลองที่  1  ขอ  3.1.1,  3.1.2  
และ  3.1.3 หนา 28 ตามลํ าดับ) ในอาหารทดลองอยางงาย    และอาหาร
สูตร Zarrouk

4. การเก็บรวบรวมขอมูล

4.1 การวัดการเจริญทวีจํ านวนของสาหราย
การวดัการเจริญทวีจํ านวนของสาหราย ทํ าการวัดความหนาแนนของสาหรายทุกวัน  หลัง

เวลา 08.00 นาฬกิา โดยใชเครือ่งสเปคโตรโฟโตมเิตอร (Spectrophotometer)  ตรวจวดัทีค่าความยาวคลื่น  
560 นาโนเมตร  ตรวจวัดความหนาแนนของสาหรายจํ 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
ความหนาแนนสูงที่สุดจึงยุติการทดลอง

4.2 การตรวจวัดคุณภาพนํ้ า
ทํ าการตรวจวัดคาความเปนกรด-ดาง และอุณหภูมินํ้ าเล้ียงทุกวันระหวางเวลา 8.00-12.00  

นาฬกิา  ในการทดลองที่  2  ทํ าการตรวจวัดปริมาณไนเตรท ไนไตรท ฟอสเฟตและแอมโมเนีย 
(Boyd & Tucker, 1992)  ของอาหารที่เพาะเลี้ยงสาหราย Spirulina sp. ทกุซํ้ าๆ ละ  3 ตัวอยางทํ าการ
ตรวจวดัทุกวัน  วันละ  1  คร้ัง  ระหวางเวลา 08.00-12.00  นาฬิกา  ตลอดการทดลอง
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