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ภาคผนวก ก

วธิกีารวิเคราะหตัวอยาง

1.  การวเิคราะหองคประกอบทางเคมีของอาหารและองคประกอบทางเคมีของปลา
(AOAC, 1980)

1.1 การวิเคราะหความชื้น
1.1.1 น ําขวดชัง่เขาตูอบอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 40 นาที และทํ าใหเย็นใน

โถดูดความชื้น
1.1.2 ชัง่และบนัทึกนํ้ าหนักของขวดชั่งโดยละเอียด
1.1.3 ชัง่ตวัอยางใสขวดชั่งประมาณ 5 กรัม โดยบันทึกนํ้ าหนักอยางละเอียด
1.1.4 น ําตวัอยางเขาตูอบ อบโดยใชอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 8 ชั่วโมง
1.1.5 น ําตวัอยางทีอ่บแลวใสในโถดูดความชื้น ทิ้งไวใหเย็น บันทึกนํ้ าหนักของตัวอยาง
1.1.6 ท ําซํ ้าขอ 1.1.4 – 1.1.5 จนกระทั่งนํ้ าหนักที่ไดคงที่โดยนํ้ าหนักที่หายไป คือ นํ้ าหนัก

ของความชื้น

การคํ านวณเปอรเซ็นตความชื้น
ความชื้น (%)   =   (a – b)  x  100

      a
โดยที่ a   คือ  นํ ้าหนักของตัวอยางกอนอบแหง

b   คือ  นํ ้าหนักของตัวอยางหลังอบแหง

1.2 การวิเคราะหปริมาณเถา
1.2 .1 ชั่งตัวอย างนํ้  าหนัก  2 กรัม  ใส ถ วยกระเบื้องเคลือบ  บันทึกนํ้  าหนัก  

โดยละเอียด
1.2.2 นํ าไปเผาในเตาเผาที่อุณหภูมิ 600 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 ชั่วโมง  

จนเถาเปนสีขาว
1.2.3 น ําเขาโถดดูความชื้น ทิ้งไวใหเย็น นํ าออกมาชั่งนํ้ าหนักโดยละเอียด
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การคํ านวณเปอรเซ็นตเถา
เถา (%)   =  (b – a)  x  100

           w
โดยที่ a คือ  นํ ้าหนักของถวยกระเบื้องเคลือบ

b คือ  นํ ้าหนกัของถวยกระเบื้องเคลือบกับนํ้ าหนักของเถาหลังการเผา
w คือ  นํ ้าหนักตัวอยางกอนเผา

1.3 การวเิคราะหปริมาณไขมัน

1.3.1 สารเคมี
                สารละลายคลอโรฟอรม (chloroform) : เมทธานอล (methanol) อัตราสวน 2 : 1

1.3.2 วธิีการ
(1) อบถวยสกัดไขมัน (cup) ที่มีลูกแกว 2 – 3 เม็ด และตัวอยางที่จะวิเคราะห

ในตูอบทีอุ่ณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส อบจนแหงแลวตั้งทิ้งใหเย็นในโถดูดความชื้น
(2) ชัง่นํ ้าหนกัถวยสกัดไขมันพรอมลูกแกวใหไดนํ้ าหนักคงที่ (W1)
(3) ชัง่ตวัอยางที่ตองการวิเคราะหใสกระดาษกรอง ประมาณ 1 – 2 กรัม (W2) 

หอใหมิดชิดใสลงในไสกรองสาร (thimble) ที่เตรียมไวนํ าไปใสเขาเครื่องสกัดไขมัน
(4) นํ าถวยสกัดไขมันพรอมลูกแกวที่ชั่งไวแลวเติมสารละลายคลอโรฟอรม : 

เมทธานอล 25 มิลลิลิตร แลวใสเขาเครื่องสกัดไขมันใหเรียบรอย
(5) เปดเครื่องสกัดไขมัน ปรับอุณหภูมิไปที่ 160 องศาเซลเซียส เปดนํ้ า 

เขาเครื่อง เปดวาลว เลื่อนปุมไปที่ boiling ตมใหเดือด 30 นาที
(6) เลือ่นปุมไปที่ rinsing เพื่อลางตัวอยาง 20 นาที
(7) ปดวาลว เปดสวิทซอากาศ เลื่อนปุมไปที่ evaporation เพื่อใหสารระเหย

ออกไป 5 นาที
(8) ปดเครื่อง ปดอากาศและนํ้ า แลวเลื่อนปุม evaporation กลับที่เดิม  

นํ าถวยสกัดไขมันออกจากเครื่องวางทิ้งไวใหเย็นแลวนํ าไปอบที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส      
จนแหง

(9) นํ าถวยสกัดไขมันออกมาใสในโถดูดความชื้นทิ้งไวใหเย็นแลวนํ ามา         
ชัง่นํ้ าหนัก (W3)



79

การคํ านวณเปอรเซ็นตไขมัน
ไขมัน (%)   =     (W3 – W1)   x  100

    W2

โดยที W1   คือ นํ ้าหนักถวยสกัดไขมันพรอมลูกแกว
W2   คือ นํ ้าหนักตัวอยาง
W3   คือ นํ ้าหนกัถวยสกัดไขมันพรอมลูกแกวและตัวอยางหลังการอบ

1.4 การวิเคราะหปริมาณโปรตีน

1.4.1 สารเคมี
(1) กรดซัลฟูริกเขมขน (sulfuric acid, H2SO4) 93 - 98 เปอรเซ็นต
(2) สารเรงรวม (catalyst mixture) เตรียมโดยชั่งคอปเปอรซัลเฟต

(coppersulfate, CuSO4) 7 กรัม กบัโปแทสเซียมซัลเฟต (potassium sulfate, K2SO4) 100 กรัม
ผสมใหเขากัน

(3) สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด  (sodium hydroxide, NaOH) 45 เปอรเซ็นต 
เตรยีมโดยละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 450 กรัมในนํ้ ากลั่น ปรับปริมาตรใหได 1 ลิตร

(4) สารละลายกรดเกลือ (hydrochloric acid, HCl) 0.1 นอรมอล  เตรียมโดย
ละลายกรดเกลือ 9 มิลลิลิตรในนํ้ ากลั่น แลวปรับปริมาตรจนครบ 1 ลิตร

(5) สารละลายกรดบอริค (boric acid, H3BO3)  4  เปอรเซ็นต  เตรียมโดย 
ละลายกรดบอริค  4  กรัมในนํ้ ากลั่น  ตมจนกระทั่งละลายหมดปรับปริมาตรใหได  
100 มิลลิลิตร

(6) อินดเิคเตอรรวม (mixed indicator) เตรียมโดยละลายเมทิลเรด 0.2 กรัม  
ในแอลกอฮอล 95 เปอรเซ็นต ปรับปริมาตรจนครบ 100 มิลลิลิตร และละลายเมทิลินบลู 
(methylene blue) 0.2 กรัมในแอลกอฮอล 95 เปอรเซ็นต ปรับปริมาตรจนครบ 100 มิลลิลิตร  
จากนัน้น ําสารละลายเมทิลเรด 2 สวน ผสมกับสารละลายเมทิลินบลู 1 สวน เขยาใหเขากัน

(7) สารละลายโซเดียมคาร บอเนต  (sodium carbonate, Na2CO3)  
0.1 นอรมอล เตรียมโดยอบโซเดียมคารบอเนตที่อุณหภูมิ 260 - 270 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 
นาท ีชัง่สารดงักลาวมา 1.325 กรัม ละลายในนํ้ ากลั่นจนมีปริมาตร 250 มิลลิลิตร
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(8) เมทิลออเรนจ อินดเิคเตอร (methyl orange indicator) เตรียมโดยละลาย 
เมทิลออเรนจ 0.1 กรัมในนํ้ ากลั่น และปรับปริมาตรจนครบ 100 มิลลิลิตร

1.4.2 การตรวจหาความเขมขนของสารละลายกรดเกลือมาตรฐาน
                ดูดสารละลายโซเดียมคารบอเนต 40 มิลลิลิตร ลงในขวดชมพูขนาด 250 มิลลิลิตร  
เติมนํ้ ากลั่น 20 มิลลิลิตร เติมเมทิลออเรนจ อินดิเคเตอร 2-3 หยด ทํ าการไตเตรทดวย 
สารละลายกรดเกลือ 0.1 นอรมอล คํ านวณความเขมขนของสารละลายกรดเกลือโดยใชสูตร  
N1V1  = N2V2

หรือนอรมอลลิต้ีของกรดเกลือ  =    นํ ้าหนกั (กรัม) ของโซเดียมคารบอเนต  x  1000
สารละลายกรดเกลือ (มิลลิลิตร)  x  52.994

1.4.3 วธิีการวิเคราะห
ก. ข้ันตอนการยอย (digestion)

(1) ชั่งตัวอยางดวยกระดาษชั่งสารที่ปราศจากไนโตรเจน ใหไดนํ้ าหนัก 0.5 
กรัม บันทกึนํ ้าหนักโดยละเอียด ใสตัวอยางลงในขวดวิเคราะหโปรตีน

(2) เติมสารเรงรวม 3 กรัม
(3) เตมิกรดกํ ามะถันเขมขน 10 มิลลิลิตร
(4) น ําไปใหความรอนดวยชุดเครื่องยอยโปรตีนที่อุณหภูมิ 375 องศาเซลเซียส 

จนกระทัง่สารละลายในขวดวิเคราะหใส ต้ังทิ้งไวใหเย็น

ข. ข้ันตอนการกลั่น (distillation)
(1) เตมินํ ้ากลั่นปริมาตร 50 มิลลิลิตร ลงในขวดวิเคราะห
(2) ตอขวดแกววิเคราะหโปรตีนเขากับชุดเครื่องกลั่นที่มีขวดรูปชมพูบรรจุกรด

บอริค 40 มิลลิลิตร โดยใหปลายของทอยางที่ตอจากกระบอกแกวควบแนนจุมอยูในกรดบอริค
เตมิโซเดยีมไฮดรอกไซดลงในขวดวิเคราะหอยางชาๆ จนกระทั่งสารละลายมีสีดํ า

(3) ใสอินดิเคเตอรลงในกรดบอริค 2 - 3 หยด
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(4) ทํ  าการกลั่นจนกระทั่งไม มีก าซแอมโมเนียออกมา  เมื่อกรดบอริค 
เปลี่ยนเปนสีเขียวแลวจึงทํ าการกลั่นตอไปอีก 10 นาที จากนั้นนํ าขวดรูปชมพู ออกจาก 
เครื่องกลั่น

ค. ข้ันตอนการไตเตรท (titration)
(1) นํ าไปไตเตรทดวยสารละลายกรดเกลือมาตรฐานที่ทราบความเขมขน 

ทีแ่นนอน จนกระทั่งกรดบอริคเปลี่ยนเปนสีนํ้ าเงินออน
(2) บันทกึปริมาตรของกรดเกลือมาตรฐานที่ใชเพื่อการคํ านวณตอไป

การคํ านวณเปอรเซ็นตโปรตีน
โปรตีน (%)   =     1.4 (V1 - V2) N  x  6.25

    W
โดยที่ V1   คือ  ปริมาตรของกรดเกลือที่ใชในการไตเตรทกับตัวอยาง

V2   คือ  ปริมาตรของกรดเกลือที่ใชในการไตเตรทกับ blank
N   คือ  ความเขมขนของกรดเกลือ (นอรมอล)
W  คือ  นํ้ าหนักตัวอยาง

1.5 การวเิคราะหหาฟอสฟอรัส (modified  AOAC, 1990)

            1.5.1  สารเคมี
      1. กรดสํ าหรับยอยตัวอยาง: เตรียมโดยการชั่งแอมโมเนียมเมตาวานาเดท                

(ammonium metavanadate,NH4VO3)  0.06 กรัมละลายในนํ้ าที่ปราศจากไอออน (deionized  
water) ซึง่เดอืดประมาณ 10  มิลลิลิตร  วางไวใหเย็นแลวจึงเทลงในสวนผสมของกรดสองชนิดคือ 
กรดเปอรคลอริค ( perchloric,HCIO4) เขมขน (70-72%) ปริมาตร  250  มิลลิลิตร  และกรด    
ไนตริก (nitric  acid,HNO3) เขมขน (65%) ปริมาตร 1,250 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน

       2.  สารละลายวานาโดโมลิบเดท  (vanadomolybdate): เตรียมโดย
     2.1  น ําแอมโมเนียมโมลิบเดท (ammonium  molybdate): 40 กรัม ละลายใน
นํ ้าเดือดปราศจากไอออน ซึง่มีปริมาตร 400 มิลลิลิตร

    2.2  น ําแอมโมเนยีมเมตาวานาเดท: 2 กรัม ละลายในนํ้ าเดือดที่ปราศจาก
ไอออน ซึ่งมีปริมาตร 300 มลิลิลิตร วางทิ้งไวใหเย็น เติมกรดไนตริกเขมขน 160 มิลลิลิตร
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                             2.3  ผสมสารละลายในขอ 2.2 ลงในสารละลายในขอ 2.1 ปรับปริมาตรดวย
นํ ้าทีป่ราศจากไอออนใหได 1000 มิลลิลิตร  เก็บสารละลายไวในขวดสีชาที่อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส เมื่อนํ าไปใชจะเจือจางสารละลายขางตนดวยนํ้ าที่ปราศจากไอออนในอัตราสวน           
(วานาโดโมลิบเดท:นํ้ า) 1:3

3.  สารละลายมาตรฐานฟอสฟอรัส (standard phosphorus) 1000 มิลลิกรัมตอ
ลิตร : เตรียมโดยละลายโพแตสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (potassium dihydrogen  
phosphate, KH2PO4) ทีผ่านการอบที่อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียสเปนเวลา 4 ชั่วโมง ปริมาณ 
40380 กรัม ในนํ้ าที่ปราศจากไอออนปรับปริมาตรเปน 1,000 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน

4.  เวริคกิ้ง สแตนดารด ฟอสฟอรัส (working standard phodphorus) ความเขม
ขน 0, 5, 10, 15, 20, 25 และ 30 มิลลิกรัมตอลิตร: เตรียมโดยนํ าสารละลานมาตรฐานฟอสฟอรัส 
1,000 มลิลิกรัมตอลิตร (จากขอ 3) ปริมาตร 0, 0.5, 1.0,1.5, 2.0, 2.5 และ 3.0 มิลลิลิตร ใสลงใน
ขวดปรับปริมาตรขนาด 100 มิลลิลิตร เติมกรดเปอรคลอริคเขมขน 20% ปริมาตร 20 มิลลิลิตร 
(กรดเปอรคลอริคเขมขน 20% เตรียมโดยสารละลายกรดเปอรคลอริคเขมขน(70-72%)  ปริมาตร 
282 มลิลิลิตร  ในนํ้ ากลั่นที่ปราศจากไอออนใหครบ  100 มิลลิลิตร จะไดสารละลานมาตรฐาน
ฟอสฟอรสั ที่มีความเขมขน 0, 5, 10, 15, 20, 25  และ 30 มิลลิกรัมตอลิตร
         1.5.2  วธิกีาร
               ก.  ข้ันตอนการยอย (digestion)

        1.  ชัง่ตวัอยางทีผ่านการอบที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เปนเวลา 12 ชั่วโมง 
ปริมาณ 200-300 มิลลิกรัม ใสในขวดชมพูขนาด 50 มิลลิลิตร

         2.  เตมิกรดยอย( จากขอ 1 ในหัวขอสารเคมี) ปริมาตร 15 มิลลิลิตร วางทิ้งไว
อยางนอย 2 ชั่วโมง

         3. น ําไปยอยบนถาดใหความรอน (hot poate) คอย ๆ ปรับความรอนใหได 
80 องศาเซลเซยีส ระยะแรกจะเห็นควันสีนํ้ าตาล  ซึ่งเกิดจากการทํ าปฏิกิริยาของกรดไนตริกกับ
อินทรยีคารบอน  เมื่อควันสีนํ้ าตาลหมดปรับอุณหภูมิเปน 190 องศาเซลเซียส  จะสังเกตเห็นควันสี
ขาว ของกรดเปอรคลอริค  การยอยจะสิ้นสุดเมื่อสารละลายในขวดชมพูใส และเมื่อวางทิ้งไวให
เยน็แลวหยดนํ้ าที่ปราศจากไอออนลงในสารละลายในขวดชมพูจะไดสารละลายสีใส

         4. ปรับปริมาตรของสารละลายในขวดชมพูดวยนํ้ าที่ปราศจากไอออนใหได
ปริมาตร 50 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน
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         5. เกบ็สารละลายที่ผานการยอยแลวไวในขวดพลาสติก   เพือ่รอการนํ าไป
วิเคราะหฟอสฟอฟอรัส

ข.  ข้ันตอนการวิเคราะหปริมาณฟอสฟอรัส
1. นํ าสารละลายตัวอยางที่ผานการยอยแลว และสารละลายมาตรฐาน

ฟอสฟอรสั ความเขมขน 0, 5, 10, 15, 20, 25, และ 30 มิลลิกรัมตอลิตร ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใส
ในหลอดขนาด 10 มิลลิลิตร

2.  เตมิสารละลายวานาโดโมลิบเดท (1:3) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร เขยาใหเขา
กนัวางทิ้งไว 20 นาที

3.  น ําสารละลายในหลอดมาวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวชวงคลื่น 420 
นาโมเมตร โดยปรับคาความดูดกลืนแสงของสารละลายมาตรฐานความเขมขน 0 มิลลิกรัมตอลิตร 
ใหเทากบั 0 เปรียบเทียบความเขมขนของสารละลายตัวอยางกับกราฟมาตรฐาน
        นํ าคาปริมาณฟอสฟอรัสที่ไดจากกราฟมาตรฐานมาคํ านวณหาเปอรเซ็นตฟอสฟอรัสตาม
สูตร

% ฟอสฟอรัส = (X – B) x V x 100 / 1000 x W
เมื่อ X = ปริมาณฟอสฟอรัสในตัวอยาง ( มิลลิกรัมตอลิตร)

B = ปริมาณฟอสฟอรัสในนํ้ ากลั่นที่ปราศจากไอออน(มิลลิกรัมตอลิตร)
V = ปริมาตรของตัวอยางที่ปรับปริมาตรหลังการยอย (มิลลิลิตร)
W = นํ ้าหนักตัวอยาง (มิลลิกรัม)

2. วธิกีารวิเคราะหคุณภาพนํ้ า

2.1  แอมโมเนียรวม (Strickland and Parsons, 1972)
สารเคมี
1. นํ ้ากลั่นปราศจากแอมโมเนีย

                เตรยีมไดโดยปลอยนํ้ ากลั่นผานคอลัมน บรรจุ cation exchange resin ซึ่งเปนกรดแก
2. สารละลายฟนอล (phenol solution)  เตรยีมโดยละลายฟนอล 20 ก. กับเอทธิล

แอลกอฮอล รอยละ 95 (ปริมาตร/ปริมาตร) จนปริมาตรได 200 มล.
3. สารละลายโซเดียมไนโตรพรัสไซด (Na2 Fe(CN)5(NO)·2H2O)  
ละลายโซเดียมไนโตรพรัสไซด 1 ก. ในนํ้ ากลั่นปราศจากอิออน ปรับปริมาตรใหครบ  

200 มล.
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4. สารละลายอัลคาไลน (alkaline  reagent)
                ละลายโซเดยีมซิเตรท 100 ก. และโซเดียมไฮดรอกไซด 5 ก. ในนํ้ ากลั่นปราศจากอิออน
ปรับปริมาตรใหครบ 500 มล.

5. สารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรต (sodium  hypochlorite, NaOCl)
                ใชสารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรต

6. สารละลายออกซิไดซซิ่ง (oxidizing  solution)
                ผสมสารละลายอัลคาไลน 100 มล. กับสารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรต 25 มล. เขา
ดวยกนั สารละลายนี้จะเตรียมเมื่อตองการใชในแตละครั้งและเก็บไวในขวดทึบแสงปดฝาใหสนิท

7. สารละลายมาตรฐานแอมโมเนียเขมขน
                ละลาย (NH4) 2SO4 0.2359 ก. ในนํ ้ากลั่นปราศจากอิออน ปรับปริมาตรจนครบ 1,000  
มล. ไดสารละลายมาตรฐานแอมโมเนียเขมขน 50 มก.NH3 –N/ล. ดูดสารละลายมา 10 มล. ผสม
กบันํ ้ากลัน่ใหไดปริมาตร 100 มล. จะไดสารละลายมาตรฐานแอมโมเนียเขมขน 5 มก.NH3 –N/ล. 
ซึง่น ําสารละลายมาตรฐานนี้ไปเจือจางความเขมขนที่ระดับตาง ๆ ตอไป

8. สารละลายมาตรฐานแอมโมเนียเจือจาง
                ดูดสารละลายมาตรฐานแอมโมเนียเขมขน 5 มก. NH3 –N/ล.  มา 0, 4, 8, 12, 16 และ 
20 มล. ลงใน volumetric flask เตมินํ ้ากลั่นจนไดปริมาตร 100 มล. สารละลายนี้มีความเขมขน
ของแอมโมเนีย 0, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 และ 1.0 มก. NH3 –N/ล.

วธิีการ
1. ดูดนํ ้าตวัอยางที่ผานการกรองดวยกระดาษกรอง GF/C 10 มล. ใสในหลอดทดลองฝา

เกลยีวขนาด 50 มล.
2. เตมิสารละลายฟนอล 0.4 มล.  เขยาใหผสมกัน  แลวเติมสารละลายโซเดียมไนโตร-  

พรัสไซด 0.4 มล.  เขยาใหผสมกัน
3. เตมิสารออกซไิดซซิ่ง  1  มล.  เขยาใหผสมกันทิ้งไวอยางนอย 1 ชม.  จากนั้นนํ าไปวัด

คาการดดูกลืนแสงดวยเครื่องสเปคโตรโฟโตมิเตอร  ที่ความยาวคลื่น 640 นาโนเมตร
4.  blank  และสารละลายมาตรฐานทํ าเชนเดียวกับนํ้ าตัวอยาง
5. การหาความเขมขนของแอมโมเนียรวม  โดยการเขียนกราฟมาตรฐานแสดงความ

สัมพันธระหวางความเขมขนของสารละลายมาตรฐานแอมโมเนียรวมกับคาการดูดกลืนแสง     
แลวนํ าคาการดูดกลืนแสงที่อานไดจากนํ้ าตัวอยางไปเปรียบเทียบกับเสนกราฟมาตรฐาน ก็จะ
ทราบความเขมขนของแอมโมเนียรวมในนํ้ าตัวอยางนั้น
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2.2  ไนไตรท  (Strickland  and  Parsons,  1972)
สารเคมี
1. สารละลายซัลฟานิลาไมด  (sulfanilamide; NH2C6SO2NH2)

                ละลายซลัฟานลิาไมด  5  ก.  ในกรดเกลือเจือจาง  (กรดเกลือ  50  มล.  ในนํ้ ากลั่น
300  มล.)  เติมนํ้ ากลั่นใหไดปริมาตร  500   มล.  (เก็บในขวดแกวหรือขวดพลาสติก)

2. สารละลาย  N  -(1-naphthyl)  ethylenediamine  dihydrochloride
                ละลาย NED  0.50  ก.  ในนํ้ ากลั่น  500  มล.     เกบ็ในขวดแกวสีชา  (ถาสารละลายมี
สีชาตองเตรียมใหม)

3. สารละลายมาตรฐานไนไตรทเขมขน
                ละลาย  NaNO2  0.2464  ก.  ดวยนํ้ ากลั่น  ปรับปริมาตรจนครบ  1,000  มล.  ไดสาร
ละลายมาตรฐานไนไตรทเขมขน 50 มก.NO2-N/ล . (สามารถเก็บไวไดนานดวยการเติม
คลอโรฟอรม  (CHCI3)  2  มล.)  แลวดูดสารละลายนี้มา  10  มล.  เจือจางดวยนํ้ ากลั่นจนได
ปริมาตร  100  มล.  จะไดสารละลายมาตรฐานไนไตรทเขมขน  5  มก.NO2-N/ล.  จากนั้นนํ าสาร
ละลายมาตรฐานนี้ไปเจือจางความเขมขนที่ระดับตางๆ  ตอไป

4. สารละลายมาตรฐานไนไตรทเจือจาง
                ดูดสารละลายมาตรฐานไนไตรทเขมขน  5  มก.NO2-N/ล. มา  0, 0.1, 0.2, 1.0, 2.0  
และ 10  มล.  ใสใน  Volumetric  flask  เติมนํ้ ากลั่นจนไดปริมาตรครบ  100  มล.  สารละลายมี
ความเขมขนมาตรฐานเทากับ  0, 0.005, 0.01, 0.05, 0.1  และ  0.5  มก.NO2-N/ล.

วธิีการ
1. ดูดนํ ้าตวัอยางทีผ่านการกรองดวยกระดาษกรอง  GF/C  ปริมาตร  10  มล.   ลงใน

หลอดแกวฝาเกลียวขนาด  50  มล.
2. เตมิสารละลายซัลฟานิลาไมด  0.2  มล.  ผสมใหเขากัน  เพื่อใหเกิดปฏิกิริยา  2-8  

นาท ี  เติมสารละลาย  N-(1-naphthyl)  ethylenediamine  dihydrochloride  0.2  มล.  ผสมให
เขากนัแลววัดการดูดกลืนแสงดวยเครื่องสเปคโตรโฟโตมิเตอร  ที่ความยาวคลื่น  543  นาโนเมตร 
ภายใน  2  ชม.

3. Blank  และสารละลายมาตรฐานทํ าเชนเดียวกับนํ้ าตัวอยาง
4. การหาความเขมขนของไนไตรท  โดยการเขียนเสนกราฟมาตรฐานแสดงความ

สัมพนัธระหวางความเขมขนของสารละลายมาตรฐานไนไตรทกับคาการดูดกลืนแสง  แลวนํ าคา
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การดดูกลืนแสงที่อานไดจากนํ้ าตัวอยางไปเปรียบเทียบกับเสนกราฟมาตรฐาน  ก็จะทราบความ
เขมขนของไนไตรทในนํ้ าตัวอยางนั้น

2.3  ไนเตรท  (Strickland  and  Parsons,  1972)
สารเคมี

     1.  สารละลายแอมโมเนียมคลอไรดเขมขน  (NH4Cl)
                ละลายแอมโมเนียมคลอไรด  125  ก.  ในนํ้ ากลั่น  500  มล.

     2. สารละลายแอมโมเนียมคลอไรดเจือจาง
                เจอืจางสารละลายแอมโมเนียมคลอไรดเขมขน  50  มล.  ปรับปริมาตรดวยนํ้ ากลั่นจน
ครบ  2,000  มล.

     3.  แคดเมียม – คอปเปอร  ฟลล่ิง  (cadmium – copper  fillings)
-  ใชโลหะแคดเมียมที่มีขนาด  0.5  มม.
-  ชัง่โลหะแคดเมียม  100  ก.  ลางดวยกรดเกลือ  (HCL)  5%  300  มล.  จากนั้นลาง

ดวยนํ ้ากลัน่  (200 – 300  มล./คร้ัง)  จนนํ้ าใสและคาความเปนกรด – ดางมากกวา  5   เทนํ้ าทิ้งให
แหงแลวเคลือบดวยสารละลาย  copper  sulphate  pentahydrate  (CuSo4·5H2O)  2%  แลว
กวนดวยแทงแกวจนสีฟาของสารละลายจางลงหรือหมดไป

-  อุดกนคอลัมนในดวยใยแกว  (glass  wool)  แลวเติมสารละลาย  NH4CI  เจอืจาง
ใหเต็มคอลัมน

-  บรรจผุง  cadmium-copper  ลงใหเต็มคอลัมน  ซึ่งมีความยาวประมาณ  30  ซม.  
ลางคอลัมน  NH4CI  เจอืจาง  โดยมีอัตราการไหลประมาณ  100  มล./8-12  นาที  ถาอัตราการ
ไหลมากกวา  100  มล./8  นาที  ตองบังคับอัตราการไหลที่ชวงเปดปดดานคอลัมนใหชาลง  และ
ถาอตัราการไหลชากวา  100  มล./8  นาที  แสดงวาผง  cadmium–copper  มีขนาดเล็กกวา  0.5  
มม.  หรือบรรจุแนนมากเกินไป  ควรจะเปลี่ยนหรือเอาผง  cadmium–copper  ออกบาง  แลวอุด
ดานบนของคอลัมนดวยใยแกว

-  ตองเก็บรักษาคอลัมนดวยสารละลาย  NH4CI  เจอืจาง  โดยเติมสารละลาย  
NH4CI  เจือจางใหเต็มคอลัมน  ในกรณีที่สงสัยวาประสิทธิภาพของคอลัมนลดลง  ใหนํ า  
cadmium–copper  ลางดวย  HCI  5%  แลวเคลือบใหมตามวิธีขางตน

4.  สารละลายซัลฟานิลาไมด  (sulfanilamide; NH2C6SO2NH2)
                การเตรยีมเชนเดียวกับการวิเคราะหหาไนไตรทในนํ้ า
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     5. สารละลาย  N-(1-naphthyl)  ethylenediamine  dihydrochloride
                การเตรยีมเชนเดียวกับการวิเคราะหหาไนไตรทในนํ้ า

     6. สารละลายมาตรฐานไนเตรทเขมขน
                ละลาย  KNO3  0.3609  ก.  ดวยนํ้ ากลั่น  ปรับปริมาตรจนครบ  1,000  มล.  จะไดสาร
ละลายมาตรฐานไนเตรทเขมขน  50  มก.NO3-N/ล.  แลวดูดสารละลายนี้มา  10  มล.  เจือจาง
ดวยนํ้ ากลั่นปรับปริมาตรจนครบ  100  มล.  จะไดสารละลายมาตรฐานไนเตรทเขมขน  5  
มก.NO3-N/ล.  น ําสารละลายมาตรฐานนี้ไปเจือจางความเขมขนที่ระดับตางๆ  ตอไป

7.  สารละลายมาตรฐานไนเตรทเจือจาง
                ดูดสารละลายมาตรฐานไนเตรทเขมขน  5  มก.NO3-Nล.  มา  0, 0.1, 0.2, 1.0, 2.0  
และ  10  มล.  เจือจางดวยนํ้ ากลั่นจนไดปริมาตร  100  มล.  จะไดสารละลายที่มีความเขมขน  0,
0.005, 0.01, 0.05, 0.1  และ 0.5  มก.NO3-N/ล.

วธิีการ
1.  น ํานํ ้าตวัอยางทีผ่านการกรองดวยกระดาษ  GF/C  50  มล.  ใสลงในฟลาสกขนาด  

250  มล.  เติมสารละลาย  NH4CI  เขมขน  1  มล.  ผสมใหเปนเนื้อเดียวกัน  เทลงในคอลัมน
2.  นํ ้าตวัอยางทีผ่านคอลัมน  40  มล.  แรกเททิ้ง  รองรับนํ้ าตัวอยางที่เหลือ  10  มล.
3.  น ํานํ ้าตวัอยางที่รองรับคร้ังหลัง  10  มล.  ใสในหลอดแกวที่มีฝาเกลียวปด  เติมสาร

ละลายซลัฟานิลาไมด  0.2  มล.  ทิ้งไวใหเกิดปฏิกิริยา  2–8  นาที
4.  เตมิสารละลาย  N-(1-naphthyl)  ethylenediamine  dihydrochloride  0.2  มล.  

ผสมใหเขากันแลวนํ าไปวัดการดูดกลืนแสงดวยเครื่องเครื่องสเปคโตรโฟโตมิเตอร ที่ความยาวคลื่น  
543  นาโนเมตร  ภายใน  2  ชม.

5.  blank  และสารละลายมาตรฐานเจือจางทํ าเชนเดียวกับนํ้ าตัวอยาง
6. หาคาความเขมขนของไนเตรทในนํ าตัวอยาง  โดยสรางกราฟมาตรฐานแสดงความ

สัมพนัธระหวางความเขมขนของสารละลายมาตรฐานไนเตรทกับคาการดูดกลืนแสง โดยนํ าคา
ความเขมขนของไนไตรทในนํ ้าตวัอยางที่ผานการกรอง  หักออกจากความเขมขนของไนเตรทในนํ้ า
ตัวอยางทีผ่านคอลัมน  ก็จะทราบคาความเขมขนของไนเตรทในนํ้ าตัวอยางนั้น
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2.4  ออรโธฟอสเฟต  (Strickland  and  Parsons,  1972)
สารเคมี
1. สารละลายแอมโมเนียมโมลิบเดท  ((NH4)6Mo7O24 ·4H2O)

                ละลายแอมโมเนียมโมลิบเดท  15  ก.  ในนํ้ ากลั่น  500  มล.
2. สารละลายกรดซัลฟูริก  (H2SO4)

                ตวงกรดซลัฟูริกเขมขน  140  มล. ใสนํ้ ากลั่น  900  มล.  (ต้ังไวใหเย็นเก็บไวในขวดแกว)
3. สารละลายกรดแอสคอรบิก  (L-Ascorbic  acid)

                ละลายกรดแอสคอรบิก  27  ก.  ในนํ้ ากลั่น  500  มล.  (เก็บในขวดพลาสติก  และแช
แข็งไว)

4. สารละลายโพแทสเซียมแอนติโมทิลทารเทรต  (K(SbO) C4H4O6)
                ละลายโพแทสเซียมแอนติโมทิลทารเทรต  0.34  ก.  ในนํ้ ากลั่น  250  มล.

5. สารผสม
                ผสมสารละลายแอมโมเนยีมโมลิบเดท  100  มล.  สารละลายกรดซัลฟูริก  250  มล.  
สารละลายกรดแอสคอรบิก  100  มล.  และสารละลายโพแทสเซียมแอนติโมทิลทารเทรต  50  มล.  
(เกบ็ไดไมเกิน  6  ชม. หลังผสม)

6. สารละลายมาตรฐานฟอสเฟตเขมขน
                ละลาย  KH2PO4  0.2194  ก.  ดวยนํ้ ากลั่น  ปรับปริมาตรจนครบ  1,000  มล.  (ใส
คลอโรฟอรม  1  มล.  สามารถเก็บไดนาน  6  เดือน)  ไดสารละลายมาตรฐานฟอสเฟตเขมขน  50  
มก.PO4-P/ล.  แลวดูดสารละลายมา  10  มล.  เติมนํ้ ากลั่นจนไดปริมาตร  100  มล.  จะไดสาร
ละลายมาตรฐานฟอสเฟตเขมขน  5  มก.PO4-P/ล.  ซีง่น ําสารละลายมาตรฐานนี้ไปเจือจางความ
เขมขนที่ระดับตางๆ  ตอไป

7. สารละลายมาตรฐานฟอสเฟตเจือจาง
                ดูดสารละลายมาตรฐานฟอสเฟตเขมขน  5  มก.PO4-P/ล.  มา  0, 0.1, 0.2, 1.0, 2.0  
และ  10  มล.  ปรับปริมาตรดวยนํ้ ากลัน่ใหได  100มล.  จะไดสารละลายมาตรฐานฟอสเฟตเขม
ขน  0, 0.005, 0.01, 0.05, 0.1  และ  0.5  มก.PO4-P/ล.

วธิีการ
1. ดูดนํ ้าตวัอยางที่ผานการกรองดวยกระดาษกรอง  GF/C  10  มล.  ใสในหลอดแกว

ทดลอง  เตมิสารผสม  1  มล.  เขยาใหผสมเขากัน  ทิ้งไว  5  นาที  (ไมเกิน  3  ชม.)
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2. นํ าไปวัดคาการดูดกลืนแสงดวยเครื่องสเปคโตรโฟโตมิเตอรที่ความยาวคลื่น  885  
นาโนเมตร

3. blank  และสารละลายมาตรฐานเจือจางทํ าเชนเดียวกับนํ้ าตวัอยาง
4. การหาความเขมขนของออรโธฟอสเฟต โดยการเขียนเสนกราฟมาตรฐานแสดงความ

สัมพนัธระหวางความเขมขนของสารละลายมาตรฐานออรโธฟอสเฟตกับคาการดูดกลืนแสง    แลว
นํ าคาการดูดกลืนแสงที่อานไดจากนํ้ าตัวอยางไปเปรียบเทียบกับเสนกราฟมาตรฐาน ก็จะทราบ
ความเขมขนของออรโธฟอสเฟตในนํ้ าตัวอยางนั้น

2.5  ออกซิเจนที่ละลายนํ้ า  (APHA  et  al.,  1976)
สารเคมี
1. สารละลาย  manganese  sulfate

                ละลาย  MnSO4·2H2O  400  ก.  ดวยนํ้ ากลั่น  กรองผานกระดาษกรอง  แลวเติมนํ้ า
กลั่นใหไดปริมาตรครบ  1  ล.

2. สารละลาย  alkali-iodide-azide  (AIA)
                ละลาย  NaOH  500 ก. และ  Nal  135 ก.  ดวยนํ้ ากลั่นแลวปรับปริมาตรใหครบ 1 ล.  
แลวละลาย  NaN3  10 ก. ในนํ ้ากลัน่  40 มล. แลวนํ าไปผสมกับสารละลายที่เตรียมไวกอนหนานี้

3. นํ ้าแปง
                ละลาย  soluble  starch  2  ก.  และ  salicylic  acid  0.2  ก.  ดวยนํ้ ากลั่น  100  มล.      
ตมจนสารละลายใส

4. สารละลายมาตรฐาน  Sodium  thiosulphate  (Na2S2O3.5H2O) 0.025  N
                ละลาย  Na2S2O3·5H2O  6.205  ก.  และ  NaOH  0.4  ก.  ในนํ้ ากลั่น  แลวปรับ
ปริมาตรใหครบ  1  ล.

5. สารละลาย  potassium  bi-iodate  (KH(I O3) 2) 0.025  N
                ละลาย  KH(IO3)2)  0.8124  ก.  ดวยนํ้ ากลั่นแลวปรับปริมาตรใหครบ  1  ล.

6. การหาความเขมขนของสารละลายมาตรฐาน  Na2S2O3  โดยละลาย  potassium  
iodide  (KI)  2  ก.  ดวยนํ้ ากลั่น  100  มล.  โดยใสในฟลาสก  เติม  H2SO4  เขมขน  3  หยด  แลว
เติม  KH(IO3)2  20  มล.  เตมินํ ้ากลั่นใหไดปริมาตร  200  มล.  แลวนํ าไปไตเตรทกับ  sodium  
thiosulphate  จนสจีางจากนั้นเติมนํ้ าแปง  2-3  หยด  แลวไตเตรทตอจนสารละลายใสไมมีสี      
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ซึง่ควรใช  20  มล.  จะไดความเขมขนของ  Na2S2O3  0.025  N  ซึง่  1  มล.  ของสารละลาย  
Na2S2O3  0.025  N   เทากบัปริมาณออกซิเจน  1  มก./ล

วธิีการ
1. การวเิคราะหหาปริมาณออกซิเจนโดยนํ านํ้ าตัวอยางที่บรรจุในขวดบีโอดีขนาด  300  

มล.  มาเติมสารละลาย  MnSO4  2  มล.  และสารละลาย  AIA  2 มล.  จากนั้นปดฝาอยาใหเกิด
ฟองอากาศเขยาใหเขากันแลวทิ้งใหตกตะกอน

2. เติมกรด  H2SO4  เขมขน  2  มล.  ปดฝาเขยาใหเขากันเพื่อใหกรดละลายตะกอนให
หมด

3. ตวงนํ ้าตัวอยางจากขวดบีโอดี  200  มล.  ไตเตรทกับสารละลาย  Na2S2O3  0.025  N   
จนสารละลายเปนสีเหลืองจากนั้นเติมนํ้ าแปง  8  หยด  แลวไตเตรทตอจนสารละลายเปลี่ยนจากสี
นํ ้าเงินเปนไมมีสี  แสดงถึงจุดยุติ  บันทึกปริมาตร Na2S2O3

การคํ านวน
                นํ ้าตัวอยาง  200 มล. ใชสาร 1 มล. ของสารละลาย  Na2S2O3  0.025  N   เทากับ
ปริมาณออกซิเจน  1  มก./ล

2.6  ความเปนดาง (Alkalinity) (APHA  et  al.,  1976)
สารเคมี
1.  นํ ้าทีป่ราศจากคารบอนไดออกไซด ใหเตรียมสารละลายตาง ๆ  ทีใ่ชในการหาความ

เปนดางของนํ้ าดวยนํ้ ากลั่นที่มีพีเอชสูงกวา 6  ในกรณทีีพ่เีอชตํ่ ากวานี้ใหตมใหเดือดประมาณ 15  
นาท ี ต้ังทิง้ไวใหเย็นเทาอุณหภูมิหอง  อาจใช  deionized  water  ซึ่งมีคาความนํ าไฟฟานอยกวา  
2  ไมโครโมสตอ  ซ.ม.  และพีเอชสูงกวา  6  แทนได

2.  ฟนอลฟทาลนีอนิดเิคเตอร  ละลายฟนอลฟทาลีน  5  กรัม  ใน  95%  C2H5OH  500  
มล.  เติมนํ้ ากลั่นอีก  500  มล.

3.  เมทธลีออเรนจอินดิเตอร  ละลายผงเมทธีลออเรนจ  500  มก.  ในนํ้ ากลั่นจนได
ปริมาตร  100  มล.

4.  สารละลายมาตรฐานกรดกํ ามะถันหรือกรดเกลือ  0.02  นอรมัล
 ก.  สารละลายสตอก  0.1  นอรมัล  ดูดกรดเกลือเขมขน  (HCI)  เขมขน  8.3  มล.  

หรือ  กรดกํ ามะถัน  (H2SO4)  เขมขน  2.8  มล.  เติมนํ้ ากลั่นจนไดปริมาตร  1,000  มล.
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 ข.  สารละลายมาตรฐาน  0.02  นอรมัล  นํ า  200  มล.  ของ  0.1  นอรมัล           
สารละลายสตอกมา  แลวเติมนํ้ ากลั่นจนไดปริมาตร  1000  มล.  ทํ าการ  standardize  โดยใช
สารละลายโซเดียมคารบอเนต  0.02  นอรมัล

5.  สารละลายโซเดียมคารบอเนต  0.02  นอรมัล  โดยการละลาย  1.060  กรัม  
anhydrous  Na2CO3  (อบที่  140°ซ  กอน)  ในนํ ้ากลัน่แลวเติมนํ้ ากลั่นจนไดปริมาตร  1,000  มล.

6.  สารละลายโซเดียมไธโอซัลเฟต  0.1  นอรมัล  ละลาย  25  กรัม  Na2S2O3.5  H2O  
ในนํ ้ากลั่นจนไดปริมาตร  1,000  มล.

7.  อินดิเคเตอรผสมระหวางบรอมครีซอลกรีนกบัเมทธีลเรด  เตรียมโดย
 ก.  ละลาย  20  มก.  ของเกลือโซเดียมเมทธีลเรด  และ  100  มก.  เกลือโซเดียมครี-     

ซอลกรีนในนํ้ ากลั่น  100  มล.หรือ
 ข.  ละลาย  20  มก.  เมทธีลเรดและ  100  มก.  บรอมครีซอลกรีนใน  100  มล.  

ของ  95%  เอทธีลแอลกอฮอล  หรือ  ไอโซโปรฟลแอลกอฮอล
วิธีการ

                ใหเลือกปริมาตรของตัวอยางที่ทํ าใหปริมาตรกรดที่ใชในการไตเตรทนอยกวา 25 มล.  
เพราะจะท ําใหการเปลี่ยนสีของอินดิเคเตอรที่จุดสิ้นสุดของการไตเตรทมองเห็นไดชัด  ในกรณีที่มี
คลอรีนอสิระตกคางใหกํ าจัดโดยเติม  0.1  นอรมัลโซเดียมไธโอซัลเฟต  1  หยด  หรือโดยการใช
แสงอุลตราไวโอเลตทํ าลาย

1.  Phenolphthalein  alkalinity
                หยดฟนอลฟทาลีนอินดิเคเตอร  2  หยด  ลงในตัวอยางนํ้ า  50  หรือ  100  มล.          
ไตเตรทดวย  0.02  นอรมัลกรดกํ ามะถันหรือกรดเกลอื  จนกระทั่งสีชมพูของนํ้ าหายไป

2.  Total  alkalinity  by  mixed  bromcresol  green-methy  red  indicator  method
                หยดอนิดเิคเตอร  3  หยด  ลงในสารละลายซึ่งไดทํ าการหา  phenolphthalein  
alkalinity  แลว  หรือใหใชตัวอยางใหมเลย ไตเตรทดวย  0.02  นอรมัล  กรดกํ ามะถันหรือกรด
เกลอืจนกระทั่งถึงจุดสมมูลย  ซึ่งอินดิเคเตอรตัวนี้จะใหสีที่พีเอชตาง  ๆ  ดังนี้

above  pH  5.2,  greenish  blue;  pH  5.0,  light  blue  with  lavender  gray;
pH  4.8  light  pink – gray  with  a  bluish  cast;  pH  4.6,  light  pink.
              3.  Total  alkalinity  by  methyl  orange  indicator  method
                หยดอนิดเิคเตอร  2  หยด  ลงในสารละลายซึ่งไดทํ าการหา  phenolphthalein  
alkalinity แลว หรือใหใชตัวอยางใหมเลย  ไตเตรทดวย  0.02  นอรมัล  กรดกํ ามะถันหรือกรดเกลือ
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จนกระทัง่สเีหลืองของนํ้ าเปลี่ยนไปเปนสีสมที่พีเอช  4.0
การคํ านวณ

phenolphthalein  alkalinity = A  x  N  x  50,000
     ml  sample

mg/l  as  CaCO3

Total  alkalinity = B  x  N  x  50,000
      ml  sample

mg/l  as  CaCO3

         เมือ่  A  =  มล. ของกรดที่ใชในการไตเตรทจนถึง  phenolphthalein  end   point
    B  =  มล. ของกรดที่ใชในการไตเตรทกับตัวอยางใหมจนถึง  methyl  orange 

end  point  หรือถงึ  bromcresol  green – methyl  red  end  point  หรือ  ในกรณีที่ใชตัวอยาง
ซึง่ท ําการหา  phenolphthalein  alkalinity  แลวมาทํ าการไตเตรทตอ  B  จะเปน  มล.  ของกรดที่
ใชในการไตเตรทกับตัวอยางจนถึง  phenolphthalein  end  point

                N  = นอรมัลลิต้ีของกรด
หมายเหตุ ก.  ถาตัวอยางขุนใหทํ าการกรองกอนไตเตรท

ข.  จากคา  P  (phenolphthalein  alkalinity)  และ  T  (Total  alkalinity)       
อาจค ํานวณหารูปตางๆ  ของความเปนดางในนํ้ าตัวอยางไดจากตารางที่ ก-1

ตารางที่ ก-1  ความสัมพันธระหวางฟนอลฟทาลีนอัลคาไลนิตี้และอัลคาไลนิตี้รวมกับรูปตางๆ  ของอัลคาไลนิตี้
                      ในนํ้ า

Result  of  titration OH-  alkalinity
mg/l  as  CaCO3

CO3
=  alkalinity

mg/l  as  CaCO3

HCO3
-  alkalinity

mg/l  as  CaCO3

P=0
P<1/2T
P=1/2
P>1/2
P=T

0
0
0

2P-T
T

0
2P
2P

2(T-P)
0

T
T-2P

0
0
0

P = Phenolpthalein  alkalinity
T = total  alkalinity




