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บทที่ 3 
 

วิธีการวิจัย 
 

3.1 วัสดุอุปกรณและเครื่องมือ 
 1. น้ําทิ้งกอนการบําบัดจากกระบวนการผลิตปลาปนของโรงงานบริษัทปตตานีปลาปน 
1997, โรงงานบริษัทเกษมกิจปลาปน และบริษัทมารีนโปรดักชั่น อายุไมเกิน 1 สัปดาห 
 2. เชื้อคลอเรลลา 
 3. เชื้อไรแดง 

4. ถังลําเลียงเก็บตัวอยางน้ําทิ้งโรงงานปลาปน ขนาด 2000 ลิตร และขนาด 1000 ลิตร 
5. ถังกักเก็บตัวอยางน้ําทิ้ง ขนาด 500 ลิตร และ 100 ลิตร 
6. ถังเพาะเลี้ยงคลอเรลลา และไรแดง ขนาด 300 ลิตร และ 50 ลิตร 
7. ตูกระจกขนาด 30 ลิตร 
8. เครื่องแกวพื้นฐานหองปฏิบัติการ 
9. อุปกรณและเครื่องมือที่ใชวิเคราะหองคประกอบเบื้องตนทางกายภาพ ทางเคมีบาง

ประการ และธาตุอาหารในน้ําทิ้งโรงงานปลาปน (รายละเอียดดูในภาคผนวก ข) 
 

3.2 วิธีการวิเคราะหและสารเคมี 
1. วิธีการวิเคราะหและสารเคมีที่ใชในการวิเคราะหองคประกอบเบื้องตนทางกายภาพ   

ทางเคมีบางประการ และธาตุอาหารในน้ําทิ้งโรงงานปลาปน (รายละเอียดดูในภาคผนวก ก ) 
 

3.3 วิธีดําเนินการ 
ทําการศึกษาสมบัติเบื้องตนทางเคมีและทางกายของน้ําทิ้งโรงงานปลาปน ในจังหวัด

ปตตานี เพื่อศึกษาถึงความเปนไปไดในการนําน้ําทิ้งมาเลี้ยงคลอเรลลาเพื่อการเลี้ยงไรแดง โดย
ทําการศึกษาสมบัติทางกายภาพ สมบัติทางเคมีและปริมาณธาตุอาหารเบื้องตนในน้ําทิ้งโรงงานปลา
ปน รวมทั้งศึกษาการเปลี่ยนแปลงสมบัติของน้ําทิ้งกับเวลาการกักเก็บและความเขมขนของซีโอดีใน
น้ําทิ้งที่เหมาะสมตอการเจริญเติบของคลอเรลลาโดยศึกษาประเมินการเพิ่มจํานวนคลอเรลลาจาก
การเพิ่มของปริมาณคลอโรฟลล เพื่อนําคาความเขมขนซีโอดีในน้ําทิ้งที่ไดไปศึกษาการเพาะเลี้ยงไร
แดงแบบมหมวล พรอมทั้งประเมินผลผลิตไรแดงที่ไดจากการเลี้ยงดวยน้ําทิ้ง ความคุมตนทุนและ
ความเปนไปไดในรูปแบบการนําไปใช พรอมทั้งศึกษาดุลยภาพมวลไนโตรเจนและซีโอดีในระบบ
เพาะเลี้ยง โดยทําการศึกษาวิเคราะหขอมูลตาง ๆ ดังนี้ การศึกษาสมบัติทางกายภาพและเคมีของน้ํา
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ทิ้งจากโรงงานผลิตปลาปน เก็บตัวอยางน้ําทิ้งจากโรงงานปลาปนในจังหวัดปตตานีจํานวน 3 
โรงงาน แตละโรงงานทําการเก็บตัวอยาง 3 คร้ัง โดยเก็บตัวอยางทุกๆ 4 เดือน เปนเวลา 1 ป น้ําทิ้งที่
เก็บเปนน้ําทิ้งจากบอรวบรวมน้ําทิ้ง ซ่ึงไดจากกระบวนการบดปลาลําเลียงเขาสูกระบวนการผลิต 
และน้ําลางพื้น โดยนําภาชนะถังแบบมีฝาปดขนาด 2000 ลิตร ขนลําเลียงดวยรถบรรทุก และแบง
เก็บใสภาชนะแบบมีฝาปดขนาด 500 ลิตร การเก็บรักษาตัวอยางสําหรับการวิเคราะห เก็บตัวอยาง
น้ําทิ้งใสขวดพลาสติก แชไวที่อุณหภูมิ 5 องศาเซลเซียส เพื่อรักษาสภาพตัวอยาง 

 
3.3.1 ศึกษาลักษณะทางกายภาพและทางเคมีของน้ําท้ิง 
ทําการศึกษาตามหลักการวิเคราะหน้ําทิ้งของ APHA, AWWA and WPCF (1998) 

และ AOAC Official (2000) ซ่ึงวิเคราะห น้ําทิ้ง จากโรงงานปลาปน โดยศึกษาขอมูลพารามิเตอร
ตาง ๆ ดัง ตารางที่ 3.1 

 
 ตารางที่ 3.1 พารามิเตอรทางเคมีและทางกายภาพบางประการและวิธีการวิเคราะหในน้ําทิ้ง 

พารามิเตอรท่ีทําการศึกษา วิธีการวิเคราะห 

  
ความเปนกรด-ดาง Electrometric Method (APHA, AWWA & WEF No. 4500-H+ B, 

1998) 
อุณหภูม ิ Electrometric Method (APHA, AWWA & WEF No. 2550 B, 

1998) 
ความเค็ม   Electrometric Method (APHA, AWWA & WEF, 1998) 
คาการนําไฟฟา    Electrometric Method (APHA, AWWA & WEF, 1998) 
ปริมาณของแข็งทั้งหมด Gravimetric Method (AOAC Official Method No. 966.02, 

2000) 
ปริมาณของแข็งที่ระเหยได Gravimetric Method (AOAC Official Method No. 966.02, 

2000) 
ปริมาณเถา Gravimetric Method (AOAC Official Method No. 966.02, 

2000) 
คาซีโอดี Close Reflux Titrimetric Method (AOAC Official Method No. 

973.46, 2000) 
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3.3.2 ศึกษาปริมาณธาตุอาหารและวิธีการวิเคราะห ในน้ําท้ิง 
 ทําการศึกษาตามหลักการวิเคราะหน้ําทิ้ง ของ APHA, AWWA & WEF (1998) 

และ AOAC official Method (2000) ซ่ึงวิเคราะห น้ําทิ้ง จากโรงงานปลาปน โดยศึกษาขอมูล
พารามิเตอรตาง ๆ ดัง ตารางที่ 3.2 

 
 ตารางที่ 3.2 ปริมาณธาตุอาหารและวิธีการวิเคราะห ในน้าํทิ้ง 

พารามิเตอรท่ีทําการศึกษา วิธีการวิเคราะห 

 
ฟอสฟอรัสทั้งหมด Spectrophotometer Ascorbic Acid Method (APHA, AWWA & 

WEF No. 4500-PE, 1998) 
ไนโตรเจนในรูป ที เค เอ็น Kjeldahl Method (AOAC Official Method No. 955.04, 2000) 
แอมโมเนีย   Distillation Method (APHA, AWWA & WEF, 1995) 
ไนเตรท Brucine Method (APHA, AWWA & WEF No. 4500-NO3

-E, 
1998) 

ไนไตรท Spectrophotometer (APHA, AWWA & WEF No. 4500-NO2
-B, 

1998) 
 
3.3.3 ศึกษาอายุของน้ําทิ้งตอการเปลี่ยนแปลงของสมบัติเบื้องตนทางเคมีและ

กายภาพ 
1) นําน้ําทิ้งโรงงานปลาปนใสถังพลาสติกขนาด 100 ลิตร จํานวน 3 ถัง 
2) เก็บตัวอยางน้ําทิ้งวิเคราะหสมบัติทางกายภาพ สมบัติทางเคมีบางประการและ

ธาตุอาหาร ทุก ๆ 10 วัน เปนเวลา 30 วัน 
3) นําขอมูลวิเคราะหและสรุปการเปลี่ยนแปลงของคุณภาพน้ําทิ้งตอระยะเวลาการ

กักเก็บ 
 
3.3.4 ศึกความสัมพันธระหวางปริมาณคลอโรฟลลกับจํานวนเซลลคลอเรลลา 
1) นําหัวเชื้อคลอเรลลาจากการเพาะเลี้ยงดวยน้ําทิ้งใสขวดวัดปริมาตร ขนาด 100 

มิลลิลิตร 
2) นับความหนาแนนเซลลหัวเชื้อดวยสไลด Haemacytometer 3 ซํ้า และไปเปตหวั

เชื้อคลอเรลลาใสหลอดทดลองขนาด 15 มิลลิลิตร จํานวน 3 หลอด จากนั้นนําหัวเชื้อคลอเรลลาใน
หลอดปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 3000 รอบตอนาที เปนเวลา 30 นาที จากนั้นเอาน้ําสวนใสแยกออกจาก
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เซลลคลอเรลลา หลังการปนเหวี่ยงสามารถเก็บรักษาตัวอยางเซลลคลอเรลลาไวได 24 ช่ัวโมง โดย
การเติมสารละลายแมกนีเซียมคารบอเนตความเขมขน 10 มิลลิกรัมตอลิตร 2-3 หยด ลงไปเพื่อรักษา
สภาพตัวอยาง และเก็บที่มืด อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส (ลัดดาและโสภณา, 2546) 

3) เติมเมธานอลความเขมขนรอยละ 95 ปริมาตรา 10 มิลลิลิตร ในเซลลคลอเรลลา
ที่ได และนําไปอุนใหความรอนในหมอตมน้ําที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลลเซียส เพื่อสกัดคลอโรฟลล 

4) ทําการตรวจวัดปริมาณคลอโรฟลล เอ โดยใชวิธีวัดการดูดกลืนแสงที่ความยาว
คล่ืน 650 และ 665 นาโนเมตร (Aslan and Kapdan, 1994 อางโดย Becker, 2006) 

5) จากนั้นนําหัวเชื้อคลอเรลลาที่เหลือเจือจางอัตราสวน 1 : 1 ดวยน้ํากล่ัน ในขวด
วัดปริมาตร ขนาด 100 มิลลิลิตร จากนั้นทําตามขั้นตอนเหมือนขอ 2) 

6) ทําตามขั้นตอนเหมือนขอ 3) โดยทําการเจือจางความหนาแนนเซลลคลอเรลลา 
ที่หกระดับความหนาแนน 

7) นําขอมูลปริมาณคลอโรฟลล เอ และ ความหนาแนนเซลลคลอเรลลา ที่ไดมา
เขียนกราฟความสัมพันธ 

 
3.3.5 ศึกษาการปริมาณซีโอดีท่ีเหมาะสมในการเพาะเลี้ยงคลอเรลลา 
1) เตรียมเชื้อคลอเรลลา ที่ความหนาแนนเซลล 5×105 เซลลตอมิลลิลิตร 
2) เจือจางน้ําทิ้งโรงงานผลิตปลาปน ใหมีคาซีโอดีในชวง 0, 200, 400, 600, 800 

และ 1000 มิลลิกรัมตอลิตร ในโหลแกวขนาด 8 ลิตร ที่ความเขมขนซีโอดีละ 3 ซํ้า 
3) ทําการตรวจวัดปริมาณคลอโรฟลล เอ โดยใชวิธีวัดการดูดกลืนแสงที่ความยาว

คล่ืน 650 และ 665 นาโนเมตร (Aslan and Kapdan, 1994 อางโดย Becker, 2006), ความเปน     
กรด-ดาง, คาการนําไฟฟา และ อุณหภูมิ ทุก ๆ 12 ช่ัวโมง เปนเวลา 72 ช่ัวโมง 

4) หลังการเลี้ยง 72 ช่ัวโมง ปลอยชุดการทดลองทุกชุดในสภาวะเดิมตอเปนเวลา 
96 ช่ัวโมง เพื่อดูการเปลี่ยนแปลงที่เกิดขึ้น หลังจากนั้นทดสอบโดยใสไรแดงเพื่อดูความสามารถใน
การใชแตละความเขมขนเล้ียงไรแดงตอไป 

5) วิเคราะหขอมูลและหาความสัมพันธเปรียบเทียบสัดสวนการเจือจางของน้ําทิ้งที่
เหมาะสม 
 

3.3.6 ศึกษาการลดลงของธาตุอาหารและผลผลิตไรแดงที่เล้ียงดวยน้ําท้ิง 
1) เพาะเลี้ยงคลอเรลลาดวยน้ําทิ้งอุตสาหกรรมผลิตปลาปนที่ความเขมขนซีโอดี 

400 และ 600 มิลลิกรัมตอลิตร ในตูกระจกขนาด 30 ลิตร โดยทําการตรวจวัดปริมาณ ไนโตรเจนใน
รูป ที เค เอ็น, แอมโมเนีย, ไนเตรท, ฟอสฟอรัสทั้งหมด, ซีโอดี และพารามิเตอรพื้นฐาน ทุก ๆ 12 
ช่ัวโมง เปนเวลา 72 ช่ัวโมง 
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2) จากนั้นเติมหัวเชื้อไรแดงน้ําหนักสด อายุ 2 วัน ความหนาแนนตูละ 0.1 กรัมตอ
ลิตร (ภาณุและคณะ, 2541) เลี้ยงไรแดงเปนเวลา 72 ช่ัวโมง จนครบกําหนดเวลา 144 ช่ัวโมง 

3) เก็บน้ําเลี้ยงวิเคราะหพารามิเตอรในขอ 1) กอนและหลังเลี้ยงไรแดง 
4) จากนั้นเก็บผลผลิตไรแดงแตละตู โดยวิธีกรองดวยผากรองขนาดเสนผาน

ศูนยกลางตาขาย 0.1 มิลลิเมตร  
5) นําผลที่ไดไปประเมินเปรียบเทียบความแตกตางดวยวิธีทางสถิต t-test 
 
3.3.7 ศึกษาอัตราการใหจํานวนลูกของแมพันธุไรแดง 
1) นําไรแดงเพศเมียที่มีการสืบพันธุแบบไมอาศัยเพศ จํานวน 100 ตัว ลงเล้ียงใน

ขวดแกวขนาด 250 มิลลิลิตร 
2) เติมน้ําเลี้ยงคลอเรลลาปริมาตร 100 มิลลิลิตร ที่ความหนาแนนเซลล 6×106 

บันทึกเวลาเกิด และตรวจสอบจํานวนลูกไรแดง 
3) นําลูกไรแดงที่ได อายุ 2 วัน คัดเฉพาะเพศเมียที่มีการสืบพันธุแบบไมอาศัยเพศ 

ลงเล้ียงเปนแมพันธุในหลอดทอลองขนาด 30 มิลลิลิตร จํานวน 1 ตัวตอหลอด 
4) เติมน้ําเลี้ยงคลอเรลลาปริมาตร 10 มิลลิลิตร ทําซํ้าจํานวน 50 ขวด ทําการเปลี่ยน

น้ําเลี้ยงคลอเรลลาทุกวันจนสังเกตเห็นลูกไรแดง 
5) แยกแมไรแดงออก บันทึกเวลาเกิดและนับจํานวนลูกไรแดง 
6) นําแมพันธุลงเล้ียงในขวดแกวเชนเดิม สังเกตจนไดลูกไรแดงคลอกตอไป และ

ทําซํ้าอยางเดิม จนแมพันธุตาย 
 
3.3.8 ศึกษาอิทธิพลของเวลาในการเติมหัวเชื้อไรแดง 
1) เพาะเลี้ยงคลอเรลลาดวยน้ําทิ้งโรงงานผลิตปลาปนที่ความเขมขนซีโอดี 600 

มิลลิกรัมตอลิตร ในถังพลาสติกขนาด 200 ลิตร 
2) ที่เวลา 48 ช่ัวโมง หลังการเพาะเลี้ยงนําน้ําเลี้ยงคลอเรลลา ใสลงในตูกระจก

ขนาด 30 ลิตร จากนั้นเติมหัวเชื้อไรแดงน้ําหนักเปยก อายุ 2 วัน ความหนาแนนตูละ 0.1 กรัมตอ
ลิตร ภาณุและคณะ (2541) ลงเลี้ยงในตู โดยทําการเลี้ยงไรแดงเปนเวลา 72 ช่ัวโมง 

3) ทําการเพาะเลี้ยงคลอเรลลาที่เหลือในถัง 200 ลิตร ตอไปจนครบเวลา 72 ช่ัวโมง 
จากนั้นทําตามขั้นตอนเหมือนในขอ 2) 

4) ทําการเก็บผลผลิตไรแดงที่ไดแตละชุดทดลอง  นําผลที่ไดไปประเมิน
เปรียบเทียบดวยวิธีทางสถิติ 
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3.3.9 ศึกษาการเลี้ยงคลอเรลลาและไรแดงแบบมหมวลในน้ําท้ิง 
1) ทําการเพาะเลี้ยงคลอเรลลาดวยสัดสวนการเจือจางน้ําทิ้งความเขมขนซีโอดี 600 

มิลลิกรัมตอลิตร เปนเวลา 72 ช่ัวโมง ในถังขนาด 300 ลิตร โดยความหนาแนนเซลลคลอเรลลาเริ่ม
เล้ียง เทากับ 5×106 เซลลตอมิลลิลิตร ทําการทดลอง 3 ซํ้า 

2) ที่เวลา 72 ช่ัวโมง ทําการเติมหัวเชื้อไรแดงน้ําหนักเปยก อายุ 2 วัน ความ
หนาแนนถังละ 0.1 กรัมตอลิตร ภาณุและคณะ (2541) เล้ียงไรแดงเปนเวลา 72 ช่ัวโมง จนครบ
กําหนดเวลา 144 ช่ัวโมง 

3) ที่เวลา 144 ช่ัวโมง ทําการเก็บผลผลิตไรแดงแตละถัง นําผลที่ไดไปประเมินดวย
วิธีทางสถิติ 

4) ทําการตรวจวัดพารามิเตอร คาความเปน กรด-ดาง, คาการนําไฟฟา, อุณหภูมิ
และวัดปริมาณคลอโรฟลล เอ โดยใชวิธีวัดการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 650 และ 665             
นาโนเมตร (Aslan and Kapdan, 1994 อางโดย Becker, 2006) ในน้ําเลี้ยง ขณะเริ่มเลี้ยงคลอเรลลาที่
เวลา 0 ช่ัวโมง กอนเล้ียงไรแดงที่เวลา 72 ช่ัวโมงและหลังเลี้ยงไรแดงที่เวลา 144 ช่ัวโมง 

 
3.3.10 ศึกษาดุลยภาพมวลไนโตรเจนและซีโอดีในระบบเลี้ยงไรแดง 

      1) วิ เคราะหสารประกอบไนโตรเจน  ไดแก  ไนโตรเจนในรูป  ที  เค  เอ็น , 
แอมโมเนีย, ไนไตรท, ไนเตรทและซีโอดีในน้ําทิ้งโรงงานปลาปน 

2) ทําการเพาะเลี้ยงคลอเรลลา ที่สัดสวนการเจือจางความเขมขนซีโอดี 600 
มิลลิกรัมตอลิตรเปนเวลา 72 ช่ัวโมง ในถังขนาด 300 ลิตร โดยความหนาแนนเซลลคลอเรลลาเริ่ม
การเพาะเลี้ยง เทากับ 5×105 เซลลตอมิลลิลิตร ทําการทดลอง 3 ซํ้า 

3) ทําการตรวจวัดติดตามวิเคราะหสารประกอบไนโตรเจนคือ ไนโตรเจนในรูป ที 
เค เอ็น, แอมโมเนีย, ไนเตรท, ไนไตรท และซีโอดี และพารามิเตอรพื้นฐาน ในระบบเลี้ยงคลอ
เรลลา และระบบเลี้ยงไรแดง 

4) การเก็บตัวอยางวิเคราะหพารามิเตอรในขอ 4) กอนเลี้ยงทําการวิเคราะห
พารามิเตอรตางใน น้ําทิ้ง, น้ําหัวเชื้อคลอเรลลา และน้ําประปา กอนนําลงเลี้ยงในระบบ ในรูปของ
สารละลาย ตะกอน และเซลลคลอเรลลา ปริมาณพารามิเตอรตางๆคํานวณจากปริมาตรที่ใชในการ
ผสม หลังจากเลี้ยงคลอเรลลาเปนเวลา 72 ช่ัวโมง เก็บตัวอยางน้ําคลอเรลลาไปวิเคราะหพารามิเตอร
ในขอ 4) ในรูปของเซลลคลอเรลลาที่เพิ่มขึ้น สารที่ละลายน้ํา และตะกอนแขวนลอย จากนั้นเติมหัว
เชื้อไรแดงอายุ 2 วัน ความหนาแนน 0.1 กรัมตอลิตร ภาณุและคณะ (2541) เล้ียงไรแดงเปนเวลา 72 
ช่ัวโมง เก็บผลผลิตไรแดงที่ไดไปวิเคราะหการเปลี่ยนแปลงไนโตรเจนจากเซลลคลอเรลลาเปน
ผลผลิตไรแดง เทียบกลับดวยน้ําหนักไรแดงที่ไดจากการเลี้ยง และปริมาณไนโตรเจนที่เหลือใน
ระบบในรูปของสารที่ละลายน้ําและตะกอนแขวนลอย 
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5) นําขอมูลที่ไดมาคํานวณดุลยภาพมวลไนโตรเจนและซีโอดี 
 

3.3.11 ศึกษาการประเมินตนทุนการผลิตและความคุมคาของผลการตอบแทน 
ประเมินตนทุนการผลิต และความคุมคาของผลการตอบแทนในการนําน้ําทิ้ง

โรงงานปลาปนมาเพาะเลี้ยงคลอเรลลาและไรแดง โดยคิดคํานวณจากตนทุนการขนสงน้ําทิ้ง ราคา
ตนทุนคาแรงงานและคาไฟฟา (บาทตอกิโลกรัม) รายไดจากการขายไรแดง (บาท) และผลตอบแทน 
(บาท) ซ่ึงใชคอมพิวเตอรโปรแกรม Microsoft Excel ประมวลผลขอมูลในเชิงคณิตศาสตร  

 
3.3.12 ขั้นตอนการวิเคราะหขอมูลทางสถิติ 
ขั้นตอนการวิเคราะหขอมูลทางสถิติ วิเคราะหแตกตางของขอมูลกลุมดวย 

(ANOVA) ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต และ (t-test) นําเสนอขอมูลดวยคาเฉลี่ย และคาความ
แปรปรวน 


