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บทที่ 3 
 

วัสดุอุปกรณและวิธีการดําเนินการวิจัย 
 
3.1 วัสดุ อุปกรณและเครื่องมือ 
  1.  เครื่องแกว ไดแก Volumetric flask, erlenmeyer flask, beaker, cylinder, watch glass,  
  stirring rod, dropper, vial, column glass size 2 cm × 20 cm   
 2. กระดาษกรอง Whatman เบอร 42 และเมมเบรนไนลอน 66 ขนาด 0.20 ไมครอน 
 3. ขวดพลาสติกพรอมฝา ขนาด 30 และ 1,000 มิลลิลิตร 
 4. ถุงพลาสติกซิปล็อค   
 5. ถังพลาสติกพรอมฝา ขนาด 11 ลิตร 
 6. แกลลอนพรอมฝา ขนาด 20 ลิตร 
 7. ตะแกรงรอน ขนาด 10-20 เมช 
 8. Crucible 
  9. Desiccator 
 10. Micropipet; Rainin: G 0304887A 
  11. อาง Ultra SonikTM; NDI: 136H 
  12. เครื่องชั่ง 4 ตําแหนง (Analytical balance); Denver Instrument Company 
  13. เครื่องวัดพีเอช (pH meter); Mettler Toledo: MP 225   
  14. เครื่องเขยา (Shaker); IKA Labortechnik STAUFEN: KS 125B 
  15. เครื่องปนเหวีย่ง (Centrifuge); Centurion: 1040 
 16. เครื่องรอนตัวอยาง; STS Soil Testing Siam Company Limited: TBSY-315 
  17. Rotary Evaporator; BUCHI Labortechnik AG 
 18. ตูอบ (Hotair oven); Memmert: Model 600    
  19. เตาเผาอุณหภมูิสูง; NEY 6-525 
  20. เครื่องกล่ัน (Distillation Apparatus); Gerhardt 
 21. เครื่องยอย (Kjedatherm); Gerhardt 
 22. เครื่องสกัดไขมัน (Soxhlet extractor); Gerhardt 
  23. เครื่องวิเคราะหเยื่อใย; Scientific Promotion: Fibramatic    
 24. เครื่อง Vis - Spectrophotometer; Spectronic instruments: GENESYSTM 
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  25. เครื่อง High Performance Liquid Chromatography (HPLC); Hewlett-Packard: Agilent  
  HP 1100 
 26. เครื่อง Fourier Transform Infrared Spectrometer (FTIR); MAGNA-IR 560 Spectrometer 
 27. เครื่อง Scanning Electron Microscope (SEM); JEOL: JSM-6480LV 
 

3.2 ตัวอยางและสารเคมี 
 1.   ตัวอยางสาหรายผักกาด Ulva reticulata เก็บจากแหลมตาชี อาวปตตานี จังหวัดปตตาน ี
 2.   Phenol (C6H6O); Analytical Reagent Grade: Panrec Quimica SA 
 3.   4-Chlorophenol (C6H5ClO); Analytical Reagent Grade: Fluka 
 4.   2,4-Dichlorophenol (C6H4Cl2O); Analytical Reagent Grade: Fluka 
 5.   4-Aminoantipyrine (C11H13ON3); Analytical Reagent Grade: Fluka 
 6.   Potassium ferricyanide (K3Fe(CN)6); Analytical Reagent Grade: Merck  
 7.   Ammonium hydroxide (NH4OH); Analytical Reagent Grade: J.T. Baker 
 8.   Potassium hydrogen phosphate (K2HPO4); Analytical Reagent Grade: APS Ajax  
  Finechem 
 9.   Potassium dihydrogen phosphate (KH2PO4); Analytical Reagent Grade: Merck 
 10. Nitric acid (HNO3); Analytical Reagent Grade: Lab-Scan Analytical Science 
 11. Sulfuric acid (H2SO4); Analytical Reagent Grade: Merck 
 12. Phosphoric acid (H3PO4); Analytical Reagent Grade: APS Ajax Finechem 
 13. Boric acid (H3BO3); Analytical Reagent Grade: Fisher Scientific 
 14. Hydrochloric acid (HCl); Analytical Reagent Grade: J.T. Baker 
 15. Gallic acid (C7H6O5); HPLC Grade: Fluka 
 16. Sodium hydroxide (NaOH); Analytical Reagent Grade: Merck  
 17. Folin-Ciocalteu’s reagent; Analytical Reagent Grade: BDH 
 18. Sodium carbonate (Na2CO3); Laboratory Reagent Grade: Fisher Scientific 
 19. Copper (II) sulphate (CuSO4); Analytical Reagent Grade: APS Ajax Finechem 
 20. Methanol (CH3OH); HPLC Gradient Grade: J.T. Baker  
  21. Methanol (CH3OH); Analytical Reagent Grade: J.T. Baker 
 22. Acetonitrile (CH3CN); HPLC Gradient Grade: Fisher Scientific 
 23. Acetone (CH3COCH3); Analytical Reagent Grade: Merck 
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 24. Ethanol (C2H5OH); Analytical Reagent Grade: Merck 
 25. Dichloromethane (CH2Cl2); Analytical Reagent Grade: Fisher Scientific 
 26. Petroleum ether; Analytical Reagent Grade: Lab-Scan Analytical Science 
 27. Potassium bromide (KBr); Analytical Reagent Grade: Merck 
 

3.3 วิธีการดําเนินการวิจัย  
 3.3.1  การเก็บตัวอยางสาหราย 
  เก็บตัวอยางสาหรายผักกาด Ulva reticulata ในเดือนกนัยายน พ.ศ. 2548 จากแหลมตาชี 
อาวปตตานี จงัหวัดปตตานี นํามาลางดวยน้ําประปาหลายๆ คร้ัง ตามดวยลางดวยน้าํกลั่นอีก 3 คร้ัง
กอนนําไปผึ่งใหแหง                                        
 

 3.3.2  การวิเคราะหองคประกอบทางกายภาพและเคมีของตัวอยางสาหรายผักกาด U.  reticulata   
  วิเคราะหปริมาณเถา  ความชื้น ปริมาณโปรตีนและไนโตรเจน (Kjeldahl method) เยื่อใย 
(Digestion method) ไขมัน (Soxhlet extraction) ตามวิธีวิเคราะหมาตรฐานของ AOAC (2000) และ
สารประกอบฟนอลรวม โดยวิธีสเปกโตรโฟโตมิตรี (Spectrophotometry) ตามวิธีวิเคราะห
มาตรฐานของ APHA (1992) 
 

 3.3.3  ศึกษาการดูดซับสารประกอบฟนอล โดยชีวมวลสาหรายผักกาด U. reticulata ในหอง 
ปฏิบตัิการแบบระบบกะ (Batch system) 
  3.3.3.1  การเตรียมสาหราย 
   นําตัวอยางสาหรายที่ไดจากขอ 3.3.1 อบใหแหงที่อุณหภูมิ 60°C เปนเวลาอยาง
นอย 24 ชั่วโมงในตูอบ แลวนํามาบดใหละเอียด กอนนาํไปรอนดวยตะแกรงรอนขนาด 20 และ 10 
เมช เก็บตวัอยางสาหรายที่รอนแลวในถุงพลาสติกซิปล็อค และเก็บใน desiccator 
 

  3.3.3.2  การเตรียมสารละลายฟนอลมาตรฐาน 
   สารเคมีที่ใชคือ ฟนอล 4-คลอโรฟนอล (4-CP) และ 2,4-ไดคลอโรฟนอล (2,4-
DCP) โดยเตรยีมเปนสารละลายตั้งตน (stock solution) ความเขมขน 1,000 mg/L (ในน้ํากลั่น) เก็บที่
อุณหภูมิ 4°C สําหรับการศึกษาตอไป 
 

  3.3.3.3  การวิเคราะหสารประกอบฟนอล 
    1)  ฟนอล (Phenol) โดยเทคนคิสเปกโตรโฟโตเมตรี (ตามวธีิของ APHA, 1992) 
  เตรียมสารละลายมาตรฐานฟนอล โดยละลายฟนอลในน้ํากลั่น ใหมีความเขมขน
ตางๆ ดังนี้ 0.1, 0.5, 1.0, 2.0, 3.0, 4.0 และ 5.0 mg/L นําสารละลายที่เตรียมไดไปเตมิสารละลาย 0.5 
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N NH4OH 0.65 mL   ปรับ pH ใหเปน 7.9 ± 0.1 ดวย Phosphate buffer pH  6.8 แลวเติมสารละลาย 
4-Aminoantipyrine 0.25 mL เขยาใหเขากัน จากนั้นรบีเติมสารละลาย Potassium ferricyanide 0.25 
mL ทันทีแลวเขยาใหเขากัน วางทิ้งไวประมาณ 15 นาที นําไปวดัคาการดูดกลืนแสงดวยเครื่องสเปก
โตรโฟโตมิเตอร ที่ความยาวคลื่น 500 nm โดยใชสารละลายแบลงคปรับคาการดูดกลืนแสงใหเปน
ศูนย สารละลายแบลงคคือ น้ํากลั่น 25 mL ซ่ึงเติมสารละลายตางๆ เชนเดียวกับสารละลายมาตรฐาน  
  สารละลายตัวอยางทําการทดลองในทํานองเดียวกับสารละลายมาตรฐานแตใช
สารละลายตัวอยางแทนฟนอล นําคาการดูดกลืนแสงที่วัดไดมาหาปรมิาณฟนอลจากกราฟมาตรฐาน
ที่พลอตระหวางคาการดูดกลืนแสงที่ 500 nm กับความเขมขนของฟนอล 
 2)  4-คลอโรฟนอล (4-CP) และ 2,4-ไดคลอโรฟนอล (2,4-DCP)  โดยเทคนิค
โครมาโทกราฟของเหลวสมรรถนะสูง (HPLC)  
 วิธีการวิเคราะห 4-CP และ 2,4-DCP ดัดแปลงจากวิธีของนินนาท (2539) เตรียม
สารละลาย 4-CP และ 2,4-DCP เขมขน 1000 mg/L โดยละลาย 4-CP และ 2,4-DCP ใน 50 % 
methanol   ปรับปริมาตรดวย  50% methanol จนครบ 1 L  แลวเตรยีมสารละลายมาตรฐาน 4-CP 
และ 2,4-DCP  ใหมีความเขมขนตางๆ ดังนี้ 0.5, 1.0, 2.0, 4.0 และ 8.0 mg/L นําสารละลายที่เตรียม
ไดไปตรวจวดัดวยเครื่อง HPLC โดยใชคอลัมน C18 reverse phase Pinnacle II C18 (5 µm  250 × 4.6 
mm) ตัวทําละลายคือ methanol : acetonitrile : DI water (30 : 30 : 40) อัตราการไหลเทากับ 1.0  
mL/min และใช Photodiode array (DAD) เปนตัวตรวจวดั ที่ความยาวคลื่น 280 nm 
  เตรียมสารละลายตัวอยาง โดยนําสารละลายตัวอยางมาสกัดดวยสารละลาย      
ไดคลอโรมีเทน จํานวน 3 คร้ังๆ ละ 6 นาที โดยใชกรวยแยก ตั้งทิ้งไวใหแยกชัน้ แลวนําสารละลายที่
สกัดไดไประเหยโดยใช Rotary evaporator ที่อุณหภูม ิ 40°C แลวละลายสารที่ไดจากการสกัดดวย
สารละลาย 50% methanol  5  mL  และวิเคราะหโดยเครื่อง HPLC นําคาที่ไดมาหาปริมาณจากกราฟ
มาตรฐาน ซ่ึงพลอตระหวางพื้นที่ใตพีคกับความเขมขน  
 

  3.3.3.4   จลนศาสตรของการดูดซับสารประกอบฟนอล โดยชวีมวลสาหรายผักกาด U. 
reticulata  
   นําตัวอยางสาหรายบดที่อบแหง มาเติมสารละลายสารประกอบฟนอลชนิดตางๆ  
ที่มีความเขมขนชนิดละ 15  mg/L ในขวดรูปชมพู เขยาดวยเครื่องเขยาความเรว็ 200 rpm ที่
อุณหภูมิหอง (29.0 ± 1.0°C)  วิเคราะหปริมาณของสารประกอบฟนอลที่เหลือ ณ เวลาตางๆ คือ 0, 5, 
10, 15, 30, 60, 120, 180, 360 นาท,ี 12 และ 24 ชั่วโมง เมือ่ครบเวลา กรอง และนําสารละลายที่กรอง
ไดมาวิเคราะหปริมาณฟนอล ดวยวิธีสเปกโตรโฟโตเมตรี และ 4-CP และ 2,4-DCP โดย HPLC  ทํา
การทดลองซ้ําอีก 2 คร้ัง 
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  3.3.3.5   ผลของ pH ตอความสามารถดูดซับสารประกอบฟนอล โดยชีวมวลสาหราย
ผักกาด U. reticulata 
   นําตัวอยางสาหรายบดที่อบแหง 0.1 g มาเติมสารละลายสารประกอบฟนอล 
ความเขมขน 5 mg/L สําหรับฟนอล และ 10 mg/L สําหรับ 4-CP และ 2,4-DCP ที่มีคา pH ตางๆ กัน 
คือ 2-8 นําไปเขยาที่ 200 rpm เปนเวลา 3 ชั่วโมง ที่อุณหภูมหิอง (29.0 ± 1.0°C)  เมือ่ครบเวลา กรอง
สาหรายออก นําสารละลายที่กรองไดไปวเิคราะหปริมาณฟนอล โดยวิธีสเปกโตรโฟโตเมตรี และ  
4-CP และ 2,4-DCP โดย HPLC ทําการทดลองซ้ําอีก 2 คร้ัง นําคา pH ที่เหมาะสมไปใชในการ
ทดลองหัวขอตอไป 
 

  3.3.3.6   ผลของปริมาณชีวมวลสาหรายผักกาด U. reticulata  
   นําตัวอยางสาหรายบดที่อบแหงปริมาณตางๆ คือ 0.5, 1.0, 2.0, 3.0 และ 4.0 g/L 
มาเติมสารละลายสารประกอบฟนอลความเขมขน 10 mg/L นําไปเขยาที่ 200 rpm เปนเวลา 3 ช่ัวโมง 
ที่อุณหภูมิหอง (29.0 ± 1.0°C)  เมื่อครบเวลา กรองตัวอยางสาหรายออก นําสารละลายที่กรองไดไป
วิเคราะหปริมาณฟนอล โดยวิธีสเปกโตรโฟโตเมตรี และ 4-CP และ 2,4-DCP โดย HPLC ทําการ
ทดลองซ้ําอีก 2 คร้ัง นําคาปริมาณชีวมวลสาหรายที่เหมาะสมไปใชในการทดลองหัวขอตอไป 
 

  3.3.3.7   ผลของความเขมขนของสารประกอบฟนอล 
   นําตัวอยางสาหรายที่อบแหงปริมาณที่เหมาะสมจากขอ 3.3.3.6 มาเติมสาร 
ละลายสารประกอบฟนอลชนิดตางๆ ซ่ึงมี pH ที่เหมาะสมจากขอ 3.3.3.5 ในความเขมขนตางๆ คือ 
2.5-30.0 mg/L นําไปเขยาที่ 200 rpm เปนเวลา 3 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิหอง (29.0 ± 1.0°C) เมื่อครบเวลา
กรองตัวอยางสาหรายออก นําสารละลายที่กรองไดไปวิเคราะหปริมาณฟนอล โดยวิธีสเปกโตร-   
โฟโตเมตรี และ 4-CP และ 2,4-DCP โดย HPLC ทําการทดลองซ้ําอีก 2 คร้ัง  
   จากขอมูลที่ไดนํามาหาความสามารถสูงสุดในการดูดซับสารประกอบฟนอลตาม
กลไกการดูดซับของ Langmuir และ Freundlich isotherms 
 

  3.3.3.8  ศึกษากระบวนการ Sorption-Desorption 
   ทําการทดลองกระบวนการดดูซับ (Adsorption) โดยนําตัวอยางสาหรายที่อบแหง
ปริมาณที่เหมาะสมจากขอ 3.3.3.6 มาเติมสารละลายสารประกอบฟนอลชนิดตางๆ ซ่ึงมี pH ที่
เหมาะสมจากขอ 3.3.3.5 ในความเขมขน 10  mg/L สําหรับฟนอล และ 15 mg/L สําหรับ 4-CP และ 
2,4-DCP นําไปเขยาที่ 200 rpm เปนเวลา 3 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิหอง (29.0 ± 1.0°C) เมื่อครบเวลา 
กรอง นําสวนสารละลายไปวิเคราะหปริมาณฟนอล โดยวิธีสเปกโตรโฟโตเมตรี และ 4-CP และ  
2,4-DCP   โดย HPLC  
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   ตัวอยางชวีมวลสาหรายที่ผานกระบวนการดูดซับ หลังการกรองนําไปอบที่
อุณหภูมิ 60°C ทําการชะ (Desorption process) สารประกอบฟนอลที่คางอยูในสาหรายโดยแชใน
สารละลายชนิดตางๆ คือ 30% methanol, 30% ethanol, 30% acetone, 1.0, 3.0 และ 6.0 M NaOH, 
1.0, 3.0 และ 6.0 M NH4OH, 1.0, 3.0 และ 6.0 M HNO3, 1.0, 3.0 และ 6.0 M CH3COOH และ H2O 
ปริมาตร 3 mL นําไปเขยาที่ 200 rpm เปนเวลา 1 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิหอง (29.0 ± 1.0°C) เมื่อครบเวลา 
กรอง นําสวนสารละลายไปวิเคราะหปริมาณฟนอล โดยวิธีสเปกโตรโฟโตเมตรี และ 4-CP และ 2,4-
DCP โดย HPLC ทําการทดลองซ้ําอีก 2 คร้ัง 
 

 3.3.4 ศึกษาการดูดซับสารประกอบฟนอล โดยชีวมวลสาหรายผักกาด Ulva reticulata ในหอง 
ปฏิบตัิการแบบระบบตอเนื่อง (Continuous flow system) 
  บรรจุตัวอยางสาหรายที่อบแหงในคอลัมนแกวเสนผานศนูยกลาง 2 cm ความยาว 20 cm 
ใหไดความสูงประมาณ 10-15 cm จากนั้นผานสารละลายสารประกอบฟนอลความเขมขน 10 mg/L 
สําหรับฟนอล และ 15 mg/L สําหรับ 4-CP และ 2,4-DCP ที่ pH ทีเ่หมาะสมจากขอ 3.3.3.5 ลงใน
คอลัมน ปรับอัตราการไหลของสารละลายประมาณ 1.5 mL/min และเก็บสารละลายที่ออกจาก
คอลัมนทุกๆ 10 mL แลวนําไปวิเคราะหปริมาณฟนอล โดยวิธีสเปกโตรโฟโตเมตรี และ 4-CP และ 
2,4-DCP โดย HPLC  ทําการทดลองซ้ําอีก 2 คร้ัง 
 

 3.3.5  ศึกษาสมบัติบางประการของชีวมวลสาหรายผักกาด Ulva reticulata 
  3.3.5.1 หมูฟงกชันของสารองคประกอบบนพื้นผิวของชีวมวลสาหราย  
    ศึกษาหมูฟงกชันของสารองคประกอบบนพื้นผิวของตัวอยางสาหราย โดย 
Fourier Transform Infrared Spectrometer (FTIR) ดวยเทคนิค KBr-pellet (แมนและอมร, 2535) ซ่ึง
มีวิธีการดังนี ้
    1)   นํา KBr (AR grade) มาอบที่อุณหภูมิ 110°C เปนเวลา 12 ช่ัวโมง แลวนํามา
เก็บใน desiccator ที่ใส P2O5 หรือใสซิลิกาเจลไว  
    2)  นําชีวมวลสาหรายผักกาด U. reticulata ทั้งที่ไมผานกระบวนการดดูซับและ
ผานการดูดซบัสารประกอบฟนอลทั้ง 3 ชนิด มาอบที่อุณหภูมิ 90°C เปนเวลา 24 ชั่วโมง แลวนาํมา
เก็บใน desiccator จากนัน้ใชตัวอยางสาหรายผักกาด U. reticulata ปริมาณ 2 mg ที่อบแหง ผสมกับ 
KBr 100-200 mg ในโกรงอะเกต แลวบดใหละเอียดเปนเนื้อเดยีวกนั จากนั้นนําไปใสในเครื่องอัด 
(die) และควรอัดตัวอยางประมาณ 3-4 นาที จึงนําตัวอยางที่เปน pellet ใสบางออกมาใสลงใน disc 
holder แลวนําไปวิเคราะหดวยเครื่อง FTIR 
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  3.3.5.2 สภาพพืน้ผิวของชีวมวลสาหราย  
    ศึกษาสภาพพืน้ผิวของตัวอยางชีวมวลสาหราย โดย Scanning Electron 
Microscope (SEM) นําชีวมวลสาหรายผักกาด U. reticulata ทั้งที่ไมผานกระบวนการดูดซับและผาน
การดูดซับสารประกอบฟนอลทั้ง 3 ชนิด มาอบที่อุณหภมูิ 90°C เปนเวลา 24 ช่ัวโมง กอนเก็บใน 
desiccator จากนั้นเตรยีมตวัอยางโดยใชหลักไฟฟาสถติย โดยตดิแผนคารบอนบน stub นําชิ้น
ตัวอยางสาหรายผักกาด ที่อบไว ที่มีขนาดเล็กประมาณ 1 cm3 มาวางบน stub ที่เตรียมไว แลวนําไป
เคลือบทองเปนเวลา 120 วินาที  กอนนําไปวิเคราะหดวยเครื่อง SEM  
 

3.3.6  ศึกษาความสามารถดูดซับสารประกอบฟนอลจากน้ําเสียโรงงานไมยางพารา โดย 
ชีวมวลสาหรายผักกาด  
  ใชขวดพลาสติกเก็บตวัอยางน้ําเสียจากโรงงานไมยางพารา “เอกสยามพาราวูด” อ. นาทว ี
จังหวดัสงขลา จากแทงกที่รองรับน้ํายาอบเนื้อไมยางพาราที่ใชแลว เก็บรักษาตัวอยางน้ําเสียดวยกรด
ซัลฟวริกเพื่อใหได pH เทากับ 4 แลวเกบ็ในถังน้ําแข็งกอนนํามาวิเคราะหสมบัติทางกายภาพและ
เคมีในหองปฏิบัติการ 
 

  3.3.6.1 วิเคราะหสมบัติทางกายภาพและเคมีบางประการของน้ําเสีย 
    วิเคราะห สี กล่ิน อุณหภูมิ pH TSS และ COD ตามวิธีวิเคราะหมาตรฐานของ 
APHA (1992) 
 

  3.3.6.2  วิเคราะหปริมาณสารประกอบฟนอลในน้าํเสียโรงงานไมยางพารา โดยวิธีสเปก-
โตรโฟโตเมตร ี(ตาม APHA, 1992) 
 วิเคราะหปริมาณสารประกอบฟนอล โดยการเติม 4-Aminoantipyrine และ 
Potassium ferricyanide นําไปวัดคาการดดูกลืนแสงที่ 500 nm ดวยเครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร    
 

 3.3.6.3  วิเคราะหปริมาณสารประกอบฟนอลในน้าํเสีย 
 วิเคราะหปริมาณ 4-CP และ 2,4-DCP โดยเทคนิคโครมาโทกราฟของเหลว
สมรรถนะสูง (HPLC) ซ่ึงดัดแปลงจากวิธีของนินนาท (2539) 
 

  3.3.6.4 ศึกษาความสามารถดูดซับสารประกอบฟนอลในน้ําเสียโรงงานไมยางพาราโดย
ชีวมวลสาหราย U. reticulata แบบระบบกะและระบบตอเนื่อง ตามวิธี APHA (1992) ดังอธิบายใน
ขอ 3.3.3.3 ขอ 2) 
     ดําเนินการทดลองแบบระบบกะ ตามวิธีการในขอ 3.3.3 และดําเนินการทดลอง
แบบระบบตอเนื่อง ตามวิธีการในขอ 3.3.4 




