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ภาคผนวก ก 
 

วิธีการวิเคราะห 
 
1. วิธีการวิเคราะหหาความเปนกรด-ดาง โดยวิธี Electrometric Method (APHA, AWWA & 
WEF No. 4500-H+ B, 1998) 
เครื่องมือและอุปกรณ 

1. เครื่องวัดความเปนกรด-ดาง 
2. กระดาษทิชชู 
3. บีกเกอร 

สารเคม ี
1. สารละลายมาตรฐาน ซ่ึงมีคาใกลเคียงกับ คาความเปนกรดดาง ของน้ําทิ้ง 
2. น้ํากลั่น 

วิธีการ 
1. ใชน้ํากลั่นฉีดลางแทงอิเลคโทรดใหสะอาด ใชกระดาษทิชชูซับน้ําใหแหง 
2. ใสอิเลคโทรดลงในบีกเกอรที่บรรจุสารละลายมาตรฐาน (ซ่ึง pH buffer จะตองมีคาความ

เปนกรดดางใกลเคียงกับน้ําทิ้งโดยทั่วไปจะใชสารละลายมาตรฐานที่มีคาความเปนกรดดาง อยูที่ 4, 
7 และ 9) 

3. ปรับเครื่องมือใหไดคามาตรฐานตามคําแนะนําในคูมือการ 
4. ใชน้ํากลั่นฉีดลางอิเลคโทรดอีกครั้ง ซับน้ําใหแหง 
5. จุมอิเลคโทรดลงในน้ําทิ้ง (น้ําน้ําทิ้งที่วัดจะตองมีอุณหภูมิใกลเคียงหรือเทากับอุณหภูมิ

ของสารละลาย pH buffer ในขอ 2. 
6. อานคาความเปนกรด-ดาง ที่ไดจากเครื่องวัด ความเปนกรด-ดาง และบันทึกคาความเปน

กรด-ดาง ท่ีได 
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2. วิธีการวิเคราะหหา อุณหภูมิ (Temperature) โดยวิธี Electrometric Method (APHA, AWWA 
& WEF No. 2550 B, 1998) 
เครื่องมือและอุปกรณ 

1. เทอรโมมิเตอร 
2. กระดาษทิชชู 
3. บีกเกอร 

สารเคม ี
1. น้ํากลั่น 

วิธีการ 
1. ใชน้ํากลั่นฉีดลางแทงอิเลคโทรดใหสะอาดและใชกระดาษทิชชูซับน้ําใหแหง 
2. จุมอิเลคโทรดลงในบีกเกอรที่บรรจุตัวอยางน้ํา และปรับเครื่องมือใหไดคามาตรฐานตาม

คําแนะนําในคูมือของเครื่องมือนั้นๆ 
3. เปดปุมไปที่คาตรวจวัดอุณหภูมิน้ํา อานคาอุณหภูมิที่เครื่องวัดไดและบันทึกขอมลู คาที่

ไดจะมีหนวยเปน องศาเซลเซียส (ºc) 
 
3. วิธีการวิเคราะหหาความเค็ม (Salinity) โดยวิธี Electrometric Method (APHA, AWWA & 
WEF, 1998) 
เครื่องมือและอุปกรณ 

1. เครื่องวัดคาการนําไฟฟา 
2. เครื่องวัดความเค็ม 
3. กระดาษทิชชู 
4. บีกเกอร 

สารเคม ี
1. น้ํากลั่น 

วิธีการ 
1. ใชน้ํากลั่นฉีดลางแทงอิเลคโทรดใหสะอาดและใชกระดาษทิชชูซับน้ําใหแหง 
2. จุมอิเลคโทรดลงในบีกเกอรที่บรรจุตัวอยางน้ํา และปรับเครื่องมือใหไดคามาตรฐานตาม

คําแนะนําในคูมือของเครื่องมือนั้นๆ 
3. บิดปุมไปที่คาตรวจวัดอุณหภูมิน้ํา ปรับอุณหภูมิของเครื่องใหตรงกับตัวอยางน้ํา แลวบิด

ปุมตรวจวัดความเค็มของเครื่องมือ อานคาความเค็มที่เครื่องวัดไดและบันทึกขอมูล คาที่ไดจะมี
หนวยเปนสวนในพันสวน (ppt) 
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4. วิธีการวิเคราะหหา คาการนําไฟฟา (Conductivity) โดยวิธี Electrometric Method (APHA, 
AWWA & WEF, 1998) 
เครื่องมือและอุปกรณ 

1. เครื่องวัดคาการนําไฟฟา 
2. กระดาษทิชชู 
3. บีกเกอร 

สารเคม ี
1. น้ํากลั่น 
2. สารละลาย KCl 0.01 โมลาร มีคาการนําไฟฟา เทากับ 1413 ไมโครซีเมนตตอเซนติเมตร 

วิธีการ 
1. ใชน้ํากลั่นฉีดลางแทงอิเลคโทรดใหสะอาดและใชกระดาษทิชชูซับน้ําใหแหง 
2. จุมอิเลคโทรดลงในบีกเกอรที่บรรจุสารละลาย KCl 0.01 โมลาร ปรับเครื่องมือใหไดคา

มาตรฐานตามคําแนะนําในคูมือของเครื่องมือนั้นๆ โดยใหบิดปุมไปที่คาสูงสุดกอนถาอานคาไมได
จึงปรับมาที่คาต่ํา 

3. ใชน้ํากลั่นฉีดลางแทงอิเลคโทรดใหสะอาดและใชกระดาษทิชชูซับน้ําใหแหง 
4. จุมอิเลคโทรดลงในบีกเกอรที่บรรจุน้ําตัวอยางที่จะตรวจวัด แลวจึงบิดปุมไปที่คาสูงสุด

กอนถาอานคาไมไดจึงปรับมาที่คาต่ํา คาที่ไดจะมีหนวยเปน ไมโครซีเมนตตอลูกบาศกเซนติเมตร 
 
5. วิธีการวิเคราะหหา คาปริมาณของแข็งท้ังหมด ของแข็งท่ีระเหยได และ เถา โดยวิธี Gravimetric 
Method (AOAC Official Method No. 966.02, 2000) 
เครื่องมือและอุปกรณ 

1. ครูซิเบิ้ล 
2. เดซิเคเตอร 
3. เครื่องชั่ง 
4. ตูอบ ที่อุณหภูมิ 105±2 องศาเซลเซียส 
5. เตาเผา ที่อุณหภูมิ 550-600 องศาเซลเซียส 

วิธีการ 
1 อบครูซิเบิ้ล ที่อุณหภูมิ 103 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง หรือจนน้ําหนักคงที่ 
2 นําครูซิเบิ้ลใสในเดซิเคเตอร ทิ้งไวใหเย็น (ประมาณ 15 - 30 นาที) 
3 ช่ังน้ําหนัก ครูซิเบิ้ล (A) 
4 ช่ังตัวอยางที่ทราบน้ําหนักแนนอนใสในครูซิเบิ้ล  
5 บันทึกน้ําหนักตัวอยางรวมกับน้ําหนักครูซิเบิ้ล (B) 
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6 นําไปอบที่อุณหภูมิ 103 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง หรือจนน้ําหนักคงที่  
7 นําครูซิเบิ้ล ไปใสในเดซิเคเตอร ทิ้งไวใหเย็น (ประมาณ 15-30 นาที) 
8 ช่ังน้ําหนักรวมของตัวอยางรวมกับน้ําหนักครูซิเบิ้ล หลังการอบ (C)  
9 นําไปเผาโดยใชเตาเผา ที่อุณหภูมิ 550±50 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที 
10 นําครูซิเบิ้ลใสในเดซิเคเตอร ทิ้งไวใหเย็น (ประมาณ 30 นาที) 
ชั่งน้ําหนักรวมของตวัอยางรวมกับน้ําหนักครูซิเบิ้ล หลังการเผา (D) และคํานวณผล 
11. คํานวณตามสูตร % TSC (ปริมาณของแข็งทั้งหมด)         = (Y x 100)/X 

   % MC    (ความชื้น)                         = ((X – Y) x 100)/X  
   % VC     (ปริมาณของแข็งที่ระเหยได)  = ((Y-Z) x 100)/Y 

โดยที่     X = น้ําหนักของตัวอยางสด (B - A)    หนวยเปนกรัม 
Y = น้ําหนักของตัวอยางหลังอบ (B - C)    หนวยเปนกรัม 
Z = น้ําหนักของตัวอยางหลังเผา (C - D)    หนวยเปนกรัม 

 

6. วิธีการวิเคราะหหาคาซีโอดี (COD) ไดทําการศึกษาคา COD โดยวิธี Close Reflux Titrimetric 
Method (AOAC Official Method No. 973.46, 2000) 
เครื่องมือและอุปกรณ 

1. หลอดทดลองชนิดฝาปด ขนาด 25x150 มิลลิลิตร 
2. ที่ใสหลอดทดลอง 
3. เตาอบ ที่อุณหภูมิ 150±2 องศาเซลเซียส 
4. ปเปตขนาด 1, 10 มิลลิลิตร 
5. บิวเรตขนาด 50 มิลลิลิตร 
6. ขวดรูปชมพูขนาด 250 มิลลิลิตร 

สารเคมีที่ใช เกรด Analytical Reagent (A.R.)  

Potassium dichromate (K2Cr2O7)    (Ajax finechem, New Zealand) 
Sulfuric acid (H2SO4)     (Mallinckrodt Baker, Thailand) 
Mercury (II) sulfate (HgSO4)    (BDH, England)  
Silver sulphate (Ag2SO4)     (BDH, England) 
Ammoniumiron (II) sulfate (NH4)2SO4. FeSO4.6H2O (Ajax finechem, New Zealand) 
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การเตรียมสารเคม ี

1. สารละลาย (Digestion reagent): ละลาย K2Cr2O7 4.913 กรัม ซ่ึงผานการอบแหงที่ 103 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 ชั่วโมง ในน้ํากล่ัน 500 มิลลิลิตร คอย ๆ เติมกรดซัลฟวริกเขมขน 167 
มิลลิลิตร เติม HgSO4 ลงไป 33.3 กรัม คนใหละลาย ตั้งทิ้งไวใหเย็นที่อุณหภูมิหอง แลวปรับ
ปริมาตรใหเปน 1 ลิตร ดวยน้ํากลั่น 

2. กรดซัลฟวริกเขมขนที่ผสม AgSO4 (Sulfuric acid reagent): ละลาย AgSO4 22 กรัม ใน 
กรดซัลฟวริกเขมขน ซ่ึงมีน้ําหนัก 4.1 กิโลกรัม (2.5 ลิตร) แลวตั้งทิ้งไว 1-2 วันเพื่อใหละลาย 

3. สารละลายมาตรฐาน (Ferrous ammonium sulfate) (FAS)  0.1 นอมัล: ละลาย 
(NH4)2SO4. FeSO4.6H2O 39 กรัม ในน้ํากล่ันแลวเติมกรดซัลฟวริกเขมขน ลงไป 20 มิลลิลิตร ทําให
เย็นแลวเติมน้ํากลั่นลงไปจนครบปริมาตร 1 ลิตร สารละลายนี้ตองนํามาหาความเขมขนที่แนนอน
ดวยสารละลาย Digestion reagent ดังนี้ คือ เติมน้ํากล่ัน 10 มิลลิลิตร สารละลาย Digestion reagent 
14 มิลลิลิตร จากนั้นใชปเปตคอย ๆ เติม Sulfuric acid reagent ลงไป 14 มิลลิลิตร ทิ้งไวใหเย็นแลว 

 
นํามาไทเทรตกับสารละลาย Ferrous ammonium sulfate (FAS) โดยใช Ferroin จํานวน 2-3 

หยด เปนอินดิเคเตอร   สารละลายจะเปลี่ยนจากสีเหลืองเปนสีฟาอมเขียวและเปนสีน้ําตาลแดงที่จุด
ยุติ 
 

Normality of FAS solution =       ml K2Cr2O7  × 0.1 
         mL Fe (NH4)2(SO4)2   

 
4. สารละลาย  Ferroin อินดิเคเตอร: ละลาย 1-10 Phenantroline monohydrate 1.485 กรัม 

และ FeSO4.7H2O 695 มิลลิกรัม ในน้ํากลั่นแลวเติมน้ํากลั่นจนมีปริมาตรครบ 100 มิลลิลิตร 
วิธีการ 

1. ลางหลอดทดลองและฝาจุกดวยกรดซัลฟวริกความเขมขนรอยละ 20 กอนเพื่อปองกัน
การปนเปอนจากสารอินทรีย 

2. ปเปตตัวอยางน้ํามา 10 มิลลิลิตร ใสลงในหลอดทดลองแลวเติม Digestion reagent ลงไป 
6 มิลลิลิตร 

3. คอย ๆ เติมกรดซัลฟวริกเขมขนที่ผสมซิลเวอลซัลเฟต ลงไป 14 มิลลิลิตร ใหไหลลงกน
หลอดแกวเพื่อใหชั้นของกรดอยูใตช้ันของน้ําตัวอยางและ Digestion reagent 
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หมายเหตุ ภายหลังการเติมกรดซัลฟวริก ใหสังเกตสีของตัวอยางดังตอไปนี้ 
- ถาไดสีเขียวแสดงวาปริมาณ K2Cr2O7 เหลืออยูมากใชปริมาณน้ําตัวอยางนอยเกินไปตอง

เพิ่มปริมาณน้ําตัวอยางอีก 
- ถาไดสีเขียวอมเหลืองแสดงวาปริมาณน้ําตัวอยางเหมาะสมสามารถนําตัวอยางไปรีฟลักซ

ได 
- ถาไดสีเขียวอมฟาแสดงวาปริมาณน้ําตัวอยางมากเกินไปตองทําการเจือจางน้ําตัวอยางให

มีความเขมขนนอยกวานี้ 
  โดยจะใชอัตราสวนระหวางน้ําตัวอยาง : น้ํากล่ันเทาไหรก็ไดแตผลรวมของปริมาตรน้ํา
ตัวอยางตองเทากับ 10 มิลลิลิตร 
  1. ปดจุกหลอดแกวใหแนนแลวคว่ําหลอดแกวไปมาหลายๆครั้งอยางทั่วถึงกอนจะนํา
ตัวอยางไปรีฟลักซเพื่อปองกันไมใหเกิดความรอนสะสมอยูที่กนหลอดซึ่งอาจแตกไดในขณะทํา
การรีฟลักซ 
  2. ใหทําแบลงคโดยใชน้ํากลั่นแทนน้ําตัวอยางดวยวิธีการทดลองเชนเดียวกันกับการ
วิเคราะหน้ําตัวอยางประมาณ 1-2 หลอด 
  3. นําหลอดแกวทั้งหมดที่ใสน้ําตัวอยางและแบลงควางบนที่ตั้งหลอดทดลองแลวเขาเตาอบ
ที่ทําใหอุณหภูมิสูงถึง 150±2 องศาเซลเซียส เมื่อครบเวลา 2 ช่ัวโมง ใหนําตัวอยางออกมาทิ้งไวที่
อุณหภูมิหองจนเย็น 
  4. เทตัวอยางจากหลอดใสลงในขวดรูปชมพูไทเทรตกับสารละลาย FAS จนกระทั้งถึงจุด
ยุติจะเห็นการเปลี่ยนแปลงจากสีเหลืองเปนสีฟาอมเขียวและเปนสีน้ําตาลแดงที่จุดยุติอานปริมาตรที่
ไทเทรตตอนเริ่มเปลี่ยนสีเปนสีน้ําตาลแดง 
  5. การคํานวณ 
   COD, mg / L =  (a – b) x N X 8000 
                     ml sample    
    a = ml ของ Fe (NH4)2(SO4)2ที่ใชไทเทรต Blank 
    b  = ml ของ Fe (NH4)2(SO4)2ที่ใชไทเทรต น้ําตัวอยาง 
    N = Normality ของ Fe (NH4)2(SO4)2 ที่ใช 
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 ตารางที่ 1 ปริมาณของตัวอยางน้ําและรีเอเจนท ตางๆในหลอดทดลอง 

Digestion vessel Sample (ml) 
Digestion 

solution (ml) 
H2SO4 reagent 

(ml) 
Total final 

volume (ml) 
 Culture Tube : 
16 x 100 mm 
20 x150  mm 
25 x 150 mm 
Standard 10- ml ampule 

 
2.5 
5.0 

10.0 
2.5 

 
1.5 
3.0 

14.0 
1.5 

 
3.5 
7.0 

14.0 
3.5 

 
7.5 

15.0 
30.0 
7.5 

 
7. วิธีการวิเคราะหหาปริมาณไนโตรเจนทั้งหมด โดยวิธี Kjeldahl Method (AOAC Official 
Method No. 955.04, 2000) 
สารเคมีที่ใช เกรด Analytical Reagent (A.R.) 

Potassium sulfate (K2SO4)   (Fisher chemicals) 
Boric acid (H3BO3)     (Ajax finechem, New Zealand) 
Sulfuric acid (HCl)     (Ajax finechem, New Zealand) 
Sodium hydroxide (NaOH)    (Ajax finechem, New Zealand) 
Nitric acid (HNO3)     (LAB - SCAN, Irland) 

การเตรียมอินดิเคเตอร 
1. ชั่ง Methyl red 200 มิลลิกรัม ละลายในเอธิลแอลกอฮอลEthyl alcohol ความเขมขน รอย

ละ 95 100 มิลลิลิตร 
2. ชั่ง Ethylene blue 100 มิลลิกรัม ละลายในเอธิลแอลกอฮอลความเขมขน รอยละ 95  

50 มิลลิลิตร 
3. ผสมสารในขอ 1. และ 2. เขาดวยกัน  ปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นปราศจากไอออนเปน  1 

ลิตร 
การเตรียมตัวอยาง 

1. ชั่งตัวอยาง 1 กรัม ลงในหลอดทดลองขนาด 500 มิลลิลิตร 
2. เติม CuSO4 1 กรัม และ K2SO4 9 กรัม ลงในหลอดทดลองขนาด 500 มิลลิลิตร 
3. เติมกรดซัลฟวริกเขมขน ปริมาตร 30 มิลลิลิตร 
4. นําเขาเครื่องยอย ใหความรอนที่ อุณหภูมิ 450 องศาเซลเซียส จนสารละลายใส (ใชเวลา

มากกวา 30 นาที) 
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ปฏิกิริยาในกระบวนการยอย 
 
Organic N + H2SO4          (NH4)2SO4 + H2O + CO2 + other sample matrix by-products 
 
5. ตั้งทิ้งไวใหเย็น นําเขาเครื่องกลั่นอัตโนมัติของบริษัท BUCHI โมเดล Model B - 414 

(เยอรมนี) สภาวะของเครื่องกลั่นเติมน้ําปราศจากไอออนปริมาตร 100 มิลลิลิตร เติมสารละลาย 
NaOH เขมขน รอยละ 40 ปริมาตร 50 มิลลิลิตร 

6. เก็บสารที่กล่ันดวยกรด H3BO4 ปริมาตร 100 มิลลิลิตรในขวดรูปชมพูขนาด 250 
มิลลิลิตร ที่เติม อินดิเคเตอรผสมระหวาง Methyl red กับ Ethylene blue 2-3 หยด NH3 ที่กล่ันได 
มากกวาหรือเทากับ 200 มิลลิลิตร 
ปฏิกิริยาในกระบวนการกลั่น 

                                               Ammonium gas 
 
(NH4)2SO4 + 2NaOH           2NH3   + Na2SO4 + 2H2O 

                            Ammonium gas              Ammonium – borate complex 
 

NH3    + H3BO3            2NH4
+:H2BO3

-   + H3BO3 (สีมวงอมชมพู           สีเขียว) 
 

7. ไทเทรตสารที่กล่ันไดกับสารมาตรฐาน เปรียบเทียบผลที่ไดกับสารละลายแบลงค 
ปฏิกิริยาในกระบวนการไทเทรต 
 

NH4
+:H2BO3

- + H2SO4          (NH4)2SO4 + 2H3BO3   (สีเขียว           สีมวงอมชมพู) 
 
คํานวณตามสูตร 
              เมื่อใช HCl หรือ H2SO4 เปนสารมาตรฐาน 

รอยละ N = [(ml standard acid x molarity acid - (ml standard NaOH x molarity   
    NaOH)] x 1.4007 / g test portion 
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8. วิธีการวิเคราะหหาปริมาณแอมโมเนีย-ไนโตรเจน โดยวิธี Distillation Method (APHA, AWWA 
& WEF, 1995) 
เครื่องมือและอุปกรณ 

1. Spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 640 นาโนเมตร 
2. หลอดทดลองฝาเกลียว 
3. บีคเกอรขนาด 100 มิลลิลิตร 
4. ไมโครไปเปต 
5. ขวดรูปชมพูขนาด 50 มิลลิลิตร 
6. ที่วางหลอดทดลอง 
7. กระบอกตวงขนาด 25 มิลลิลิตร 
8. กระดาษทิชชู 

สารเคมีที่ใช เกรด Analytical Reagent (A.R.) 
Phenol (C6H5OH)     (Merck KGaA, Germany) 
Ethyl alcohol (C2H5OH)     (Merck KGaA, Germany) 
Sodiumnitropruside (Na2Fe(CN)5NO.2H2O)  (Merck KGaA, Germany) 
Sodiumdichloroisocyanurate (C3Cl2N3NaO3)  (Merck KGaA, Germany) 
Potassiumdichloroisocyanurate (C3Cl2N3KO3)  (Merck KGaA, Germany) 
Sodium hydroxide (NaOH)    (Ajax finechem, New Zealand) 
Trisodiumcitratedihydrate (Na3C6H5O7.2H2O)  (Ajax finechem, New Zealand) 
Sodium chloride (NaCl)     (Merck KGaA, Germany) 
Ammonium sulfate (NH4)2 SO4)    (Ajax finechem, New Zealand) 

การเตรียมสารเคม ี
1. น้ํากล่ันปราศจากไอออน (De-ionized water) ใชสําหรับเตรียมสารละลายตาง ๆ แบลงค

และสารมาตรฐานควรเปนน้ํากลั่นปราศจากไอออนที่เตรียมใหม 
2. สารละลายฟนอล: ละลายฟนอล (C6H5OH) 5 กรัม ในเอธิลแอลกอฮอล รอยละ 95 (v/v) 

50 มิลลิลิตร  
 3. สารละลายโซเดียมไนโตรปรัสไซด: ละลายโซเดียมไนโตรปรัสไซด 
(Na2Fe(CN)5NO.2H2O ) 0.5 กรัม ในน้ํากล่ันปราศจากไอออน 100 มิลลิลิตร เก็บรักษาสารละลายนี้
ในขวดแกวสีน้ําตาลสารละลายนี้มีอายุ 1 เดือน 

4. สารละลายออกซิไดซิ่ง: ละลายโซเดียมไดคลอโรไซยานูเรท (Sodium 
dichloroisocyanurate, C3Cl2N3NaO3) หรือ โปแทสเซียมไดคลอโรไซยานูริค (Potassium 
dichloroisocyanurate, C3Cl2N3KO3) ชนิดใดชนิดหนึ่งจํานวน 1 กรัม โซเดียมไฮดรอกไซด 5 กรัม   
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และไตรโซเดียมซิเตรทไดไฮเดรต (Na3C6H5O7.2H2O) 50 กรัม ในน้ํากลั่นปราศจากไอออนแลว
ปรับปริมาตรใหได 250 มิลลิลิตร สารละลายนี้มีอายุ 2-3 สัปดาห 

5. น้ําทะเลเทียม: ละลายโซเดียมคลอไรด (NaCl) เปนกรัมตามความเค็มที่ตองการในน้ํา
กล่ันปราศจากไอออน 1 ลิตร  

6. สารละลายมาตรฐานของแอมโมเนีย: ละลายแอมโมเนียมซัลเฟต (NH4)2 SO4) ที่อบแหง 
105-110 องศาเซลเซียส นาน 1-24 ชั่วโมง 0.165 กรัม ดวยน้ํากลั่นปราศจากไอออน แลวปรับ
ปริมาตรใหได 1 ลิตร ดวยขวดวัดปริมาตรสารละลายนี้มีความเขมขนของแอมโมเนีย 35 มิลลิกรัม-
ไนโตรเจนตอลิตร เรียกสารละลายนี้วา สารละลายมาตรฐานเขมขน เก็บสารละลายนี้ไวในขวดสีชา 
สารละลายนี้มีอายกุารใชงาน 6 เดือน ถึง 1 ป 

7. การเก็บตัวอยางและการรักษาตัวอยาง: ตัวอยางน้ําสําหรับนําไปวิเคราะหหาแอมโมเนีย
สามารถเก็บในขวดแกวหรือขวดพลาสติก (Polyethylene หรือ Polypropylene) ก็ได การวิเคราะห
ควรกระทําทันทีภายใน 2-3 ชั่วโมง หลังจากเก็บตัวอยางหรือกรองดวยกระดาษกรอง GF/C แลวแช
เย็นไวซ่ึงสามารถเก็บไวไดนาน 24 ชั่วโมง 
วิธีการ 

1. การเตรียมกราฟมาตรฐาน 
1.1 ดูดสารละลายจากสารละลายมาตรฐานเขมขนมา 5 มิลลิลิตร แลวปรับปริมาตร 

ดวยน้ํากลั่นปราศจากไอออนใหได 500 มิลลิลิตร สารละลายนี้มีความเขมขน 0.35  
มิลลิกรัม-ไนโตรเจนตอลิตร 

1.2 ดูดสารละลายจากขอ 6. ปริมาตร 5, 10, 20 และ 40 มิลลิลิตร ดวย volumetric 
pipette ใสขวดวัดปริมาตรขนาด 50 มิลลิลิตร แลวปรับปริมาตรใหได 50 มิลลิลิตร ดวยน้ํากล่ันหรือ
น้ําทะเลเทียม สารละลายนี้มีความเขมขน 0.035, 0.070, 0.140 และ 0.280 ไนโตรเจนตอลิตร 
ตามลําดับ สําหรับแบลงคใชน้ํากลั่นหรือน้ําทะเลเทียมใหสอดคลองกับสารละลายมาตรฐาน 

1.3 เติมสารละลายฟนอล 2.5 มิลลิลิตร สารละลายออกซิไดซิ่ง 5 มิลลิลิตร และ
สารละลายโซเดียมไนโตรปรัสไซด 2.5 มิลลิลิตร ตามลําดบั หลังจากเติมน้ํายาเคมีแตละชนิดเขยา
ใหเขากันทิ้งไวที่อุณหภูมิหองนานอยางนอย 1 ชั่วโมง แตไมเกิน 24 ชั่วโมง นําไปวัดคาการดูดกลืน
แสงที่ความยาวคลื่น 640 นาโนเมตร จดบันทึกคาการดูดกลืนแสงที่ได หาความสัมพันธระหวางคา
การดูดกลืนแสงที่วัดไดกับความเขมขนดวยวิธี Linear regression (หาความสัมพันธจากเครื่องวัด
การดูดกลืนแสงโดยตรงก็ได) 

2. การวิเคราะหตัวอยาง 
2.1. ใชไปเปตแบบกระเปาะดูดน้ําตัวอยาง 10 มิลลิลิตร ใสลงในหลอดทดลองที่มี

ฝาปดเปนเกลียวเพื่อปองกันการระเหยของแอมโมเนีย 
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2.2. เติมสารละลายฟนอล 0.5 มิลลิลิตร สารละลายออกซิไดซิง 1 มิลลิลิตร และ
สารละลายโซเดียมไนโตรปรัสไซด 0.5 มิลลิลิตร ตามลําดับ หลังจากเติมน้ํายาเคมีแตละชนิดเขยา
ใหเขากัน   ทิ้งไวประมาณ 1 ชั่วโมง แตไมเกิน 24 ชั่วโมง 

2.3 นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 640 นาโนเมตร จดบนัทึกคาความ
เขมขนที่วัดได หรือนําคาการดูดกลืนแสงที่ไดไปคํานวณหาความเขมขนของแอมโมเนียในตัวอยาง
จากกราฟมาตรฐานที่ไดเตรียมไว ในกรณีความเค็มของน้ําตัวอยางและสารละลายมาตรฐาน
แตกตางกันเกิน 2 psu หรือสวนในพันปรับแกคาความเขมขนที่วัดไดจากตัวอยางดวยสูตร
ดังตอไปนี้ 
 
   NH3(corr) = (1+0.0073  x (Ss – S0)) x NH3(unc) 

 
เมื่อ NH3(corr) , NH3(unc) = ความเขมขนของแอมโมเนียในตัวอยางที่ปรับแกผลเนื่องจากความเค็มแลว   
และยังไมไดปรับแกผลเนื่องจากความเค็มตามลําดับ และ S0 และ Ss = ความเค็มของสารละลาย
มาตรฐานและน้ําตัวอยางตามลําดับ 
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การคํานวณ หาปริมาณแอมโมเนีย-ไนโตรเจนกับกราฟมาตรฐาน  

 
 

รูปท่ี 1 กราฟมาตรฐานแอมโมเนีย-ไนโตรเจน 
 
Y = คาการดูดกลืนแสงที่วัดได  
X = ความเขมขนของแอมโมเนีย-ไนโตรเจนที่ตรวจวัดได หนวยเปน มิลลิกรัมตอลิตร  
 

9. วิธีการวิเคราะหหาปริมาณไนเตรท-ไนโตรเจน โดยวิธี Brucine Method (APHA, AWWA & 
WEF No. 4500-NO3

-E, 1998) 
เครื่องมือและอุปกรณ  

1. Spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 410 นาโนเมตร 
2. หลอดทดลองฝาเกลียว 
3. บีคเกอรขนาด 100 ml 
4. ไมโครไปเปต 
5. เครื่องอังไอน้ํา 
6. ขวดรูปชมพูขนาด 50 มิลลิลิตร 
7. ที่วางหลอดทดลอง (Rack) 
8. กระบอกตวงขนาด 25 ml (Cylinder) 
9. กระดาษทิชชู 
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สารเคมีที่ใช เกรด Analytical Reagent (A.R.)  
Hydrouspotusiumnitrate (KNO3)   (BDH, England) 
Brucine Sulfate    (Ajax finechem, New Zealand) 
Sulfanilic Acid    (BDH, England) 
Hydrochloric acid (HCl)    (Merck KGaA, Germany) 
Sulfuric acid (H2SO4)    (Mallinckrodt Baker, Thailand) 
Sodium chloride (NaCl)    (Merck KGaA, Germany) 

การเตรียมสารเคม ี
1. สารละลายมาตรฐานไนเตรทเขมขน (Stock Nitrate Solution): ละลายแอนไฮดรัส

โปตัสเซียมไนเตรท (KNO3) 0.7218 กรัม ในน้ํากลั่นแลวปรับปริมาตรเปน 1 ลิตร ในขวดวัด
ปริมาตรขนาด 1,000 มิลลิลิตร (สารละลายมาตรฐานไนเตรทเขมขนนี้มีความเขมขนไนเตรท-
ไนโตรเจน 100 มิลลิกรัมตอลิตร NO3

--N) 
2. สารละลายมาตรฐานไนเตรท (Standard Nitrate Solution): ไปเปตสารละลายมาตรฐาน

ไนเตรทเขมขนมา 10 มิลลิลิตร ใสลงในขวดวัดปริมาตรขนาด 500 มิลลิลิตร เติมน้ํากลั่นจนได
ปริมาตร 500 มิลลิลิตร (สารละลายมาตรฐานไนเตรทมีความเขมขน 2.0 มิลลิกรัมตอลิตร) 

3. การเตรียมกราฟมาตรฐานไนเตรทดังนี้ เตรียมอนุกรมของสารละลายไนเตรทมาตรฐาน 
โดยการปเปตสารละลายมาตรฐาน ไนเตรทความเขมขน 2.0 มิลลิกรัมตอลิตร 0, 1, 2, 3, 4, 5 และ 6 
มิลลิลิตร ใสในขวดวัดปริมาตรขนาด 10 มิลลิลิตร เติมน้ํากล่ันจนถึงขีดที่กําหนดตามลําดับ เขยาให
เขากันจะไดสารละลายไนเตรทมีความเขมขน 0, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1.0 และ 1.2 มิลลิกรัมตอลิตร 
แลวนําไปทําการทดลองเชนเดียวกับตัวอยางน้ําและนําไปวัดคาการดูดกลืนแสง (Absorbance) 
พล็อตกราฟระหวางความเขมขนของไนเตรท-ไนโตรเจน (มิลลิกรัมตอลิตร) กับคาการดูดกลืนแสง 
(Absorbance) 

4. สารละลายบรูซีน-กรดซัลฟานิลิค (Brucine-Sulfanilic Acid Solution): ละลายบรูซีน
ซัลเฟต (Brucine Sulfate) 1 กรัม และกรดซัลฟานิลิค 0.1 กรัม ในน้ํารอน 70 มิลลิลิตร เติมกรดเกลือ
เขมขน (conc. HCl) 3 มิลลิลิตร ทําใหเย็นเทลงในขวดวัดปรมิาตรขนาด 100 มิลลิลิตร ปรับปริมาตร
ดวยน้ํากล่ันจนถึงขีดบอกปริมาตร สารละลายนี้จะคงตัวอยูไดนานหลายเดือน ถามีสีชมพูเกิดขึ้นจะ
ไมมีผลตอการวิเคราะห 

5. สารละลายกรดซัลฟูริค (4+1): คอยๆเทกรดซัลฟูริคเขมขน (conc. H2SO4) 500 มิลลิลิตร 
ลงในน้ํากลั่น 125 มิลลิลิตร ทิ้งไวใหเย็นที่อุณหภูมิหอง 

6. สารละลายโซเดียมคลอไรด (NaCl Solution): ละลายโซเดียมคลอไรด (NaCl) 75 กรัม
ในน้ํากลั่นแลวทําการปรับปริมาตรเปน 250 มิลลิลิตร 
วิธีการ 
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1. ปเปตตัวอยางน้ํา 10 มิลลิลิตร ใสลงในขวดรูปชมพูขนาด 50 มิลลิลิตร 
2. เติมสารละลายโซเดียมคลอไรด 2 มิลลิลิตร เขยาขวด 
3. เติมสารละลายกรดซัลฟูริค (4+1) จํานวน 10 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน แลวนําขวดรูป

ชมพูไปแชในถาดน้ําเพื่อใหหายรอน 
4. เมื่อเย็นแลวใหนํามาเติมสารละลายบรูซีน-กรดซัลฟานิลิค จํานวน 0.5 มิลลิลิตร เขยาให

เขากัน แลวนําไปแชในเครื่องอังไอน้ํา (Water Bath) ซ่ึงมีอุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 
นาที (ควรเปดเครื่องอังไอน้ําไวลวงหนาและตั้งอุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เมื่อไดอุณหภูมิที่
ตองการแลวจึงจะทดลองได) 

5. เมื่อครบเวลา 20 นาทีแลว ใหนําขวดรูปชมพูแชลงในถาดน้ําเย็น ตั้งทิ้งไวจนเทา
อุณหภูมิหอง นําไปวัดหาคาการดูดกลืนแสง ที่ความยาวคลื่น 410 นาโนเมตร 

6. บันทึกคาที่วัดไดเพื่อนําไปตัดกับกราฟมาตรฐานไนเตรท 
การคํานวณ หาปริมาณไนเตรทกับกราฟมาตรฐาน 
 

 
 

รูปท่ี 2 กราฟมาตรฐานไนเตรท-ไนโตรเจน 
 
        Y = คาการดูดกลืนแสงที่วัดได  
        X = ความเขมขนของไนเตรท-ไนโตรเจน ที่ตรวจวัดได หนวยเปน มิลลิกรัมตอลิตร (NO3

--N) 
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10. วิธีการวิเคราะหหาปริมาณไนไตรท-ไนโตรเจน โดยวิธี Spectrophotometer (APHA, AWWA 
& WEF No. 4500-NO2

-B, 1998) 
เครื่องมือและอุปกรณ 

1. Spectrophotometer 
2. หลอดทดลองฝาเกลียว 
3. บีคเกอรขนาด 100 มิลลิลิตร 
4. ไมโครไปเปต 
5. กระบอกตวงขนาด 25 มิลลิลิตร 
6. ที่วางหลอดทดลอง 
7. ขวดรูปชมพูขนาด 250 มิลลิลิตร 
8. กระดาษทิชชู 

สารเคมีที่ใช เกรด Analytical Reagent (A.R.) 
Sulphanilamide (C6H8N2O2S)    (BDH, England) 
Sulfuric acid (H2SO4)     (Mallinckrodt Baker, Thailand) 
N-1-Naphthylethylenediamine dihydrochloride (BDH, England) 
Sodium Oxalate(Na2C2O4)    (Merck KGaA, Germany) 
Potassium Permanganate(KMnO4)   (Merck KGaA, Germany) 
Hydrochloric acid (HCl)     (Merck KGaA, Germany) 

การเตรียมสารเคม ี
1. สารละลายซัลฟานิลาไมด (Sulfanilamide Solution): เติมกรดเกลือเขมขน (conc. HCl) 

ปริมาตร 25 มิลลิลิตร ลงในน้ํากล่ัน 150 มิลลิลิตร ละลายซัลฟานิลาไมด 2.5 กรัม ลงในของผสมนี้ 
จากนั้นถายสารละลายลงในขวดวัดปริมาตรขนาด 250 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรจนถึงขีดที่กําหนด
ดวยน้ํากลั่น 

2. สารละลายเอ็นอีดไีฮโดรคลอไรด (NED dihydrochloride): ละลาย N-(1-Naphthyl)-
ethylenediamine dihydrochloride 0.25 กรัม ในน้ํากล่ัน 250 มิลลิลิตร (เก็บสารละลายนี้ในขวดสีชา 
ควรเตรียมสารละลายนี้ใหม เมื่อสารละลายนี้มีสี น้ําตาล) 

3. สารละลายโซเดียมออกซาเลต (Sodium Oxalate) 0.05 นอรมัล: ละลายโซเดียมออกซา
เลต (Na2C2O4) 3.35 กรัม ในน้ํากล่ันถายสารละลายลงในขวดวัดปริมาตรขนาด 1,000 มิลลิลิตร 
ปรับปริมาตรจนถึงขีดที่กําหนดดวยน้ํากลั่น 

4. สารละลายโปตัสเซียมเปอรมังกาเนต (Potassium Permanganate) 0.05 นอรมัล: ละลาย
โปตัสเซียมเปอรมังกาเนต (KMnO4) 8 กรัม ในน้ํากล่ัน 1 ลิตร เก็บในขวดสีชาตั้งทิ้งไวอยางนอย 1 
สัปดาห นําสารละลายเฉพาะสวนบนมาหาความเขมขนที่แนนอน (Standardize) ดังวิธีตอไปนี้ 
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4.1 ชั่งโซเดียมออกซาเลตแอนไฮดรัส (Na2C2O4) หลาย ๆ ตัวอยางใหมีน้ําหนักอยู
ระหวาง 0.1-0.2 กรัม ใสลงในบีกเกอรขนาด 500 มิลลิลิตร (จดน้ําหนักที่แนนอนในแตละบีกเกอร
ไว) เติมน้ํากลั่นปริมาตร 100 มิลลิลิตร ลงในแตละบีกเกอร คนสารใหละลาย 

4.2 เติมกรดซัลฟูริค (H2SO4) (1+1) จํานวน 10 มิลลิลิตร ลงในแตละบีกเกอร 
นําไปตั้งบนเตาใหความรอน (Hot plate) และทําใหรอนอยางรวดเร็วจนมีอุณหภูมิ 90-95 องศา
เซลเซียส 

4.3 เตรทอยางเร็วดวยโปตัสเซียมเปอรมังกาเนตที่จะหาความเขมขนแนนอน เขยา
อยางสม่ําเสมอจนถึงจุดยุติจะไดสารละลายสีชมพูซ่ึงจะคงตัวอยางนอย 1 นาที (ขณะไทเทรตอยาให
อุณหภูมิต่ํากวา 85 องศาเซลเซียส) 

4.4 ทําแบลงคโดยใชน้ํากลั่นกับกรดซัลฟูริค (1+1) 
 
นอรมัลลิตี้ของ KMnO4

 
 =  Na2C2O4

 
(กรัม) 

            (A – B) x 0.33505 
 
    A = มิลลิลิตรของ KMnO4

 
ที่ใชไทเทรต Na2C2O4 

    B = มิลลิลิตรของ KMnO4
 
ที่ใชไทเทรตแบลงค 

    (หาคาเฉลี่ยจากการไทเทรตหลาย ๆ คร้ัง) 
 

5. สารละลายไนไตรทเขมขน (Stock Nitrite Solution) 
5.1 ชั่งโซเดียมไนไตรท (NaNO2) ที่อบแหงที่ 110 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 

ชั่วโมง จํานวน 1.232 กรัม ใสลงในขวดวัดปริมาตรขนาด 1,000 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ัน
จนถึงขีดที่กําหนด (สารละลายไนไตรทเขมขนนี้มีความเขมขนไนไตรท-ไนโตรเจน 250 มิลลิกรัม
ตอลิตร) หาความเขมขนที่แนนอนของสารละลายไนไตรทเขมขน ดังวิธีตอไปนี้  

5.2 ปเปตสารละลายมาตรฐานโปตัสเซียมเปอรมังกาเนต 0.05 นอรมัล จํานวน 50 
มิลลิลิตร ใสลงในขวดรูปชมพูขนาด 500 มิลลิลิตร เติมกรดกํามะถันเขมขน (conc. H2SO4) 5 
มิลลิลิตร และสารละลายไนไตรทเขมขน 50 มิลลิลิตร (ใหจุมปลายปเปตของสารละลาย สต็อคไน
ไตรทลงใตผิวของสารละลายโปตัสเซียมเปอรมังกาเนต) ปดจุกเขยาเบา ๆ และนําไปอุนบนเตาให
ความรอน (Hot plate) จนอุณหภูมิอยูในชวง 70-80 องศาเซลเซียส  

5.3 คอย ๆ เติมสารละลายโซเดียมออกซาเลต 0.05 นอรมัล ทีละ 10 มิลลิลิตร 
จนกระทั่งสีชมพูของโปตัสเซียมเปอรมังกาเนตหายไป  

5.4 ไทเทรตสวนที่เกินพอของโซเดียมออกซาเลตดวยโปตัสเซียมเปอรมังกาเนต 
จนไดสีชมพู (ปริมาตร = J)  
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5.5 ทําแบลงคโดยใชน้ํากลั่นแทนสารละลายไนไตรทเขมขน คํานวณหาความ
เขมขน  

 
    A  =  [(B x C) – (D x E)] x 7 
                                      F 
  
เมื่อ 
 A = มิลลิกรัมไนไตรท-ไนโตรเจนตอมิลลิลิตรในสารละลายไนไตรทเขมขน 
B = ปริมาตรเปนมิลลิลิตร ของสารละลายมาตรฐานโปตัสเซียมเปอรมังกาเนตที่ใชทั้งหมด = 50+J  
C = นอรมัลลิตี้ของสารละลายมาตรฐานโปตัสเซียมเปอรมังกาเนต = 0.05 นอรมัล 
D = ปริมาตรเปนมิลลิลิตรของสารละลายโซเดียมออกซาเลตที่เติมลงไป  
E = นอรมัลลิตี้ของสารละลายโซเดียมออกซาเลต = 0.05 นอรมัล 
F = ปริมาตรเปนมิลลิลิตรของสารละลายโซเดียมไนไตรทเขมขนที่นํามา ไทเทรต  

 
การทําแบลงคน้ํากลั่นจะไดปริมาณไนไตรท-ไนโตรเจนในน้ํากลั่น สมมติ = L มิลลิกรัมตอ

ลิตร ไนโตรเจน จะไดปริมาณไนไตรทในสารละลายไนไตรทเขมขน = A – L 
 
6. สารละลายไนไตรทปานกลาง (Intermediate Nitrite Solution) เขมขน 50 มิลลิกรัมตอ

ลิตร 
 

คํานวณปริมาณสารละลายไนไตรทเขมขนเพื่อเตรียมสารละลายไนไตรทปานกลาง จาก
สมการดังนี้  
 

G  =  12.5 
           A 
 
แลวนําปริมาตรที่คํานวณไดมาเจือจางดวยน้ํากลั่นจนไดปริมาตร 250 มิลลิลิตร 

7. สารละลายมาตรฐานไนไตรท (Standard Nitrite Solution): นําสารละลายไนไตรทปาน
กลางมา 5 มิลลิลิตร ใสลงในขวดวัดปริมาตรขนาด 500 มิลลิลิตร เติมน้ํากล่ันจนไดปริมาตร 500 
มิลลิลิตร (สารละลายมาตรฐานไนไตรท-ไนโตรเจนมีความเขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร) 

8. การเตรียมกราฟมาตรฐานไนไตรทดังนี้: เตรียมอนุกรมของสารละลายไนไตรท
มาตรฐาน โดยการปเปตสารละลายมาตรฐาน ไนไตรทความเขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร 0, 2, 4, 6, 
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8, 10 และ 12 มิลลิลิตร ใสในขวดวัดปริมาตรขนาด 50 มิลลิลิตร เติมน้ํากล่ันจนถึงขีดที่กําหนด
ตามลําดับ เขยาใหเขากันจะได สารละลายไนไตรทที่มีความเขมขน 0, 0.02, 0.04, 0.06, 0.08, 0.1 
และ 0.12 มิลลิกรัมตอลิตร แลวนําไปทําการทดลองเชนเดียวกับตัวอยางน้ํา และนําไปวัดคาการ
ดูดกลืนแสง (Absorbance) พล็อตกราฟระหวางความเขมขนของไนไตรท-ไนโตรเจน (มิลลิกรัมตอ
ลิตร) กับคาการดูดกลืนแสง (Absorbance)  
วิธีการ 

1. ปรับ ความเปนกรด-ดาง ของน้ําตัวอยางใหมี ความเปนกรด-ดาง อยูในชวง 5-9 โดยใช
กรดเกลือ (HCl) 1 นอรมัล หรือแอมโมเนียมไฮดรอกไซด (NH4OH) 1 นอรมัล 

2. ตวงตัวอยางน้ําปริมาตร 50 มิลลิลิตร ใสลงในขวดรูปชมพูขนาด 125 มิลลิลิตร 
3. เติมสารละลายซัลฟานิลาไมด 1 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน ตั้งทิ้งไว 2-8 นาที 
4. เติมสารละลายเอ็นอีดีไฮโดรคลอไรด 1 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน ตั้งทิ้งไว 10 นาที (ไม

เกิน 2 ชั่วโมง) 
5. นาํไปวัดนําไปวัดหาคาการดูดกลืนแสง ที่ความยาวคลื่น 543 นาโนเมตร 
6. บันทึกคาที่วัดไดเพื่อนําไปตัดกับกราฟมาตรฐานไนไตรท-ไนโตรเจน 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
การคํานวณ หาปริมาณไนไตรท-ไนโตรเจนกับกราฟมาตรฐาน 
 



   112 

 
 

รูปท่ี 3 กราฟมาตรฐานไนไตรท-ไนโตรเจน 
 
Y = คาการดูดกลืนแสงที่วัดได  
X = ความเขมขนของไนไตรท-ไนโตรเจนที่ตรวจวัดได หนวยเปน มิลลิกรัมตอลิตร (NO2-N) 
 
11. วิธีการวิเคราะหหาปริมาณฟอสฟอรัสท้ังหมด โดยวิธี Spectrophotometer Ascorbic Acid 
Method (APHA, AWWA & WEF No. 4500-PE, 1998) 
เครื่องมือและอุปกรณ 

1. Spectrophotometer Meter ที่ความยาวคลื่น 880 นาโนเมตร  
2. บีกเกอร ขนาด 150 มิลลิลิตร และขนาด 1,000 มิลลิลิตร  
3. ปเปต ขนาด 10 มิลลิลิตร  

สารเคมีที่ใช เกรด Analytical Reagent (A.R.) 
Perchloric acid (HClO4)     (LAB - SCAN, Irland) 
Ammonium molybdate (NH4)6Mo7O24.4H2O)  (Riedel - de Haen, Germany) 
Ammonium metavanadate (NH4VO3)   (Merck, Germany) 
Nitric acid (HNO3)     (LAB - SCAN, Irland) 

การเตรียมสารเคม ี
1. สารละลายฟนอลฟทาลีนอินดิเคเตอร:  ละลายฟนอลฟทาลีน 0.5 กรัม ใน 

เอทิลแอลกอฮอล รอยละ 95 ปริมาตร 50 มิลลิลิตร เติมน้ํากลั่นอีก 50 มิลลิลิตร 
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2. สารละลายกรดซัลฟวริก 5 นอรมัล: เติม กรดซัลฟวริกเขมขน 70 มิลลิลิตร ลงในน้ํากล่ัน
แลวปรับปริมาตรเปน 500 มิลลิลิตร 

3. สารละลายแอมโมเนียมโมลิบเดท: ละลาย 10 กรัม (NH4)6Mo7O24.4H2O ในน้ํากล่ัน 250 
มิลลิลิตร เก็บในขวดพลาสติกที่ 4 องศาเซลเซียส 

4. สารละลายแอนติโมนีโปตัสเซียมทาเทรท: ละลาย 1.3715 กรัม K(SbO)-C4H4O6.1/2 
H2O ในน้ํากลั่น 200 มิลลิลิตร เติมน้ํากลั่นจนไดปริมาตร 500 มิลลิลิตร เก็บในขวดแกว 

5. แอสคอรบิคแอซิด 0.1 โมลาร ละลาย 1.76 กรัม Ascorbic Acid ในน้ํากล่ัน แลวปรับ
ปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตร 

6. น้ํายารวม (Combined reagent) ปริมาตร 100 มิลลิลิตร: ผสม 50 มิลลิลิตรของกรด
ซัลฟวริก

 
5 นอมัล กับสารละลายแอมโมเนียมโมลิบเดท 15 มิลลิลิตร และ 5 มิลลิลิตร สารละลาย

แอนติโมนีโปตัสซียมทาเทรทผสมใหเขากัน เติมแอสคอรบิคแอซิด 0.1 โมลาร จํานวน 30 มิลลิลิตร 
น้ํายารวมที่ไดจะตองมีสีเหลืองออน (สารนี้จะตองเตรียมใหมทุกครั้งที่วิเคราะห) 

7. สารละลายฟอสเฟตเขมขน: ละลาย 0.2197 กรัม โปตัสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 
(KH2PO4) โดยอบแหงที่ 105 องศาเซลเซียส นาน 1 ชั่วโมง เติม 1 มิลลิลิตร chloroform แลวเติมน้ํา
กล่ันปรับปริมาตรเปน 1 ลิตร สารละลายนี้จะตองเก็บไวในที่มืดในตูเย็น และจะเก็บไดนาน 1 เดือน 
(สารละลายฟอสเฟตเขมขน มีความเขมขน 50 มิลลิกรัมตอลิตร) 

8. สารละลายมาตรฐานฟอสเฟต: ไปเปตสารละลายฟอสเฟตเขมขน 25 มิลลิลิตร ลงใน
ขวดวัดปริมาตรขนาด 500 มิลลิลิตร เติมน้ํากลั่นจนไดปริมาตร 500 มิลลิลิตร สารละลายนี้จะเก็บไว
ใชไดไมเกิน 1–2 วัน (สารละลายมาตรฐานฟอสเฟตมีความเขมขน 2.5 มิลลิกรัมตอลิตร) 

9. การเตรียมกราฟมาตรฐานฟอสเฟต เตรียมอนุกรมของสารละลายฟอสเฟตมาตรฐาน โดย
การปเปตสารละลายมาตรฐาน ฟอสเฟตความเขมขน 2.5 มิลลิกรัมตอลิตร 0, 2, 6, 10, 12, 16, 20 
และ 24 มิลลิลิตร ใสในขวดวัดปริมาตรขนาด 50 มิลลิลิตร เติมน้ํากลั่นจนถึงขีดที่กําหนด ตามลําดับ 
เขยาใหเขากันจะได สารละลายฟอสเฟตจะมีความเขมขน 0, 0.1, 0.3, 0.5, 0.6, 0.8, 1.0 และ 1.2 
มิลลิกรัมตอลิตร ตามลําดับ เติมน้ํายารวม 8 มิลลิลิตร แลวนําไปวัดคาการดูดกลืนแสง 
(Absorbance) ที่ความยาวคลื่น 880 นาโนเมตร เชนเดียวกับตัวอยาง พล็อตกราฟระหวางความ
เขมขนของฟอสเฟต (มิลลิกรัมตอลิตร) กับคาการดูดกลืนแสง (Absorbance) 
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วิธีการ 
1. ตวงตัวอยางน้ํา 50 มิลลิลิตร ใสลงใน บีกเกอร ขนาด 150 มิลลิลิตร  
2. หยดพีนอลฟทาลีนอินดิเคเตอร 1 หยด ถาไดสีชมพูใหหยด กรดซัลฟวริก 5 นอมัล ลงไป

ทีละหยดจนกระทั่งสีชมพูหายไป 
3. เติมน้ํายารวมใสลงในแตละบีกเกอร บีกเกอรละ 8 มิลลิลิตร 
4. เขยาใหเขากันแลวตั้งทิ้งไวอยางนอย 10 นาที แตไมเกิน 30 นาที 
5. นาํไปวัดคาการดูดกลืนแสง ที่ความยาวคลื่น 880 นาโนเมตร 
6. จดคาการดูดกลืนแสง เพื่อนําไปตัดกับกราฟมาตรฐาน 

ขอควรระวังและปฏิบัติในการวิเคราะหฟอสเฟต  
1. เครื่องแกวทุกชิ้นที่ใชในการทดลองใหลางดวย กรดเกลือเจือจางขณะรอน แลวนําไป

ลางดวยน้ํากลั่นหลายๆ คร้ัง หรือใชน้ํายาลางเครื่องแกวที่ปราศจากฟอสเฟต  
2. สําหรับตัวอยางน้ําที่มีสีหรือขุนมาก ใหทําแบลงก โดยเติมสารละลายทุกอยาง ยกเวน

สารละลายกรดแอสคอรบิก และโพรแทสเซียม แอนติโมนีตารเตรท แลวนําคาการดูดกลืนแสง ทีว่ดั
ไดไปหักออกจากคาการดูดกลืนแสง ของตัวอยาง 

 
การคํานวณ หาปริมาณฟอสเฟต-ฟอสฟอรัสกับกราฟมาตรฐาน 

 
รูปท่ี 4 กราฟมาตรฐานฟอสเฟต-ฟอสฟอรัส 

 
Y = คาการดูดกลืนแสงที่วัดได  
X = ความเขมขนของฟอสเฟต-ฟอสฟอรัสที่ตรวจวัดได หนวยเปน มิลลิกรัมตอลิตร  
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12. วิธีการวัดปริมาณคลอโรฟลล เอ ดวยวิธี Spectrophotometry Becker (1994 อางโดย Aslan 
and Kapdan, 2006) 

1. นําตัวอยางน้ําเล้ียง 10 มิลลิลิตร ปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 3000 rpm เปนเวลา 30 นาที และ
เอาน้ําสวนใสออก 

2. เติม เมธานอล 3 มิลลิลิตร นําไปใหความรอนบนอางอังไอน้ํา เพ่ือทําการสกัดเอา
คลอโรฟลลออกจากเซลลสาหราย เปนเวลา 5 นาที 

3. ทิ้งตัวอยางใหเย็นลงที่อุณหภูมิหอง แลวทําการปรับปริมาตรตัวอยางเปน 5 มิลลิลิตร 
ดวยเมธานอล 

4. นําตัวอยางไปวัดคาการดูดกลืนแสง ที่ความยาวคลื่น 650 และ665 นาโนเมตร นําคาที่ได
ไปคํานวณปริมาณคลอโรฟลลดังสมการ 
 
Chlorophyll A (mg/L)  = [(16.5 × A665) – (8.3 × A650)] × ปริมาตรของตัวอยางที่สกัดได 
         ปริมาตรของตัวอยาง 
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ภาคผนวก ข 
 

เครื่องมือและอุปกรณ 
 
1. ตูอบ (hot dry oven) บริษัท BINDER ประเทศ Germany 

 

 
 

รูปภาคผนวกที่ ข1 ตูอบ (hot dry oven) 
 

2. เตาเผาอุณหภูมิสูง ของ NEY Model 6-525 Programmable furnace บริษัท J.M.Ney co.Yucaipa, 
Calif. ประเทศ USA 
 

 
 

รูปภาคผนวกที่ ข2 เตาเผาอุณหภูมิสูง 
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3. เครื่องวัด คาความเปนกรด-ดาง (pH meter) Model Syberscan pH 310 บริษัท EUTECH 
INSTRUMENTS ประเทศ Singapore 
 

 
 

รูปภาคผนวกที่ ข3 เครื่องวดั คาความเปนกรด-ดาง (pH meter) 
 

4. เครื่องวัด คาการนําไฟฟา (Conductrometer) Model Cond 315i บริษัท WTW ประเทศ Germany 
 

 
 

รูปภาคผนวกที่ ข4 เครื่องวดั คาการนําไฟฟา (Conductrometer) 
 

5. เครื่องวัด ความเขมแสง (Lux meter) Model Foot Candle/Lux บริษัท EXTECH INSTRUMENT 
ประเทศ Taiwan 
 

 
 

รูปภาคผนวกที่ ข5 เครื่องวดั ความเขมแสง (Lux meter) 



   118 

6. เครื่องชั่งละเอียด (Balance) ทศนิยม 4 ตําแหนง Model AP 201S บริษัท Ohaus จํากัด ประเทศ 
Switzerland 
 

 
 

รูปภาคผนวกที่ ข6 เครื่องชั่งละเอียด (Balance) ทศนิยม 4 ตําแหนง 
 
7. เครื่องผลิตน้ําปราศจากไอออน (Deionization, DI) Model 185 บริษัท Milli - Q Plus ประเทศ 
North America 
 

 
 

รูปภาคผนวกที่ ข7 เครื่องผลิตน้ําปราศจากไอออน 
 

8. เครื่องใหความรอน (Hot plate) Model Cerastir CH-1 บริษัท Nickel-Electro ประเทศ UK  
 

 
 

รูปภาคผนวกที่ ข8 เครื่องใหความรอน (Hot plate) 
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9. เครื่อง Spectrophotometer Model UV-160A บริษัท Shimadzu ประเทศ Japan 
 

 
 

รูปภาคผนวกที่ ข9 เครื่อง (Spectrophotometer) 
 
10. เครื่องยอยโปรตีน (Digestion) Model K – 435 บริษัท BUCHI 
 

 
 

รูปภาคผนวกที่ ข10 เครื่องยอยโปรตีน (Digestion) 
 

11 เครื่องกล่ันโปรตีน (Scrubber) Model B - 414 บริษัท BUCHI 
 

 
 

รูปภาคผนวกที่ ข11 เครื่องกล่ัน (Scrubber) 
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12. เครื่องจับกรด (Distillation) Model B – 324 บริษัท BUCHI 
 

 
 

รูปภาคผนวกที่ ข12 เครื่องจับกรด (Distillation) 
 
13. เครื่องดูดอากาศ Model Vacu/Trol บริษัท Spectrum จํากัด ประเทศ UK 
 

 
 

รูปภาคผนวกที่ ข13 เครื่องดูดอากาศ 
 
14. เครื่องควบคุมอุณหภูมิน้ํา (Waterbath) Model W 600 บริษัท Memmert ประเทศ Germany 
 

 
 

รูปภาคผนวกที่ ข14 เครื่องควบคุมอุณหภมูิน้ํา (Waterbath) 
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15. โถดูดความชื้น (desicator) Model Vakuum บริษัท SCHOTT ประเทศ Germany 
 

 
 

รูปภาคผนวกที่ ข15 โถดูดความชื้น (desicator) 
 
16. เครื่อง Autoclave Model HA-300MN บริษัท HIRAYAMA ประเทศ Japan 

 

 
 

รูปภาคผนวกที่ ข16 เครื่อง Autoclave 
 
17. ครูซิเบิล (Porcelain crucible) Model HCT 103/60 บริษัท DIN ประเทศ Germany 

 

 
 

รูปภาคผนวกที่ ข17 ครูซิเบิล (Porcelain crucible) 
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18. กระดาษกรอง GF/C (GF/C Filter paper) บริษัท Whatman International ประเทศ England  
 

 
 

รูปภาคผนวกที่ ข18 กระดาษกรอง (Filter paper) 
 
19. กลองจุลทรรศน (Microscope) YS2-H บริษัท Nikon ประเทศ Japan 
 

 
 

รูปภาคผนวกที่ ข19 กลองจุลทรรศน (Microscope) 
  
20. สไลด Hemacytometer Model Improved Neubauer บริษัท BOECO ประเทศ Germany 
 

 
 

รูปภาคผนวกที่ ข20 สไลด Hemacytometer 
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21. เครื่องผสมสาร (Vortex Mixer) Model VM-300 บริษัท Gemmy Industrial ประเทศ Taiwan  
 

 
 

รูปภาคผนวกที่ ข21 เครื่องผสมสาร (Vortex Mixer) 
 
22. เครื่องวิเคราะหซีโอดี (COD Thermoreactor) Model ECO 6 บริษัท VELP SCIENTIFICA ผลิต
ใน Europe 

 

 
 

รูปภาคผนวกที่ ข22 เครื่องวเิคราะหซีโอดี (COD Thermoreactor) 
 
23. เครื่องปนเหวี่ยง (Centrifuge) Model Z 206 A บริษัท Hermle Labortechnik GmbH ประเทศ 
Germany 

 

 
 

รูปภาคผนวกที่ ข23 เครื่องปนเหวี่ยง (Centrifuge) 
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ภาคผนวก ค 
 

กราฟมาตรฐานทดสอบความถูกตองของการวิเคราะห 
 

y = 0.7709x + 0.014

R2 = 0.9965
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รูปภาคผนวกที่ ค1 ความสัมพันธคาการดูดกลืนแสง (640 nm) กับปริมาณแอมโมเนยี-ไนโตรเจน 
 

y = 2.5201x - 0.1148

R2 = 0.9998
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รูปภาคผนวกที่ ค2 ความสัมพันธคาการดูดกลืนแสง (410 nm) กับปริมาณไนเตรท 
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y = 0.8673x + 0.0147

R2 = 0.9991
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รูปภาคผนวกที่ ค3 ความสัมพันธคาการดูดกลืนแสง (880 nm) กับปริมาณฟอสฟอรัส 
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ภาคผนวก ง 
 

คลอเรลลาและไรแดงที่ใชในการทดลอง 
 

 
 

รูปภาคผนวกที่ ง1 คลอเรลลาที่เล้ียงดวยน้ําทิ้งโรงงานปลาปน (กําลังขยาย 1000 เทา) 
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รูปภาคผนวกที่ ง2 คลอเรลลาที่เล้ียงดวยน้ําทิ้งโรงงานปลาปน (กําลังขยาย 2000 เทา) 
 

 
 

รูปภาคผนวกที่ ง3 ไรแดงทีเ่ล้ียงดวยน้ําทิ้งโรงงานปลาปน (กําลังขยาย 200 เทา) 


