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ภาคผนวก ก

วธิกีารวิเคราะหตัวอยาง

1.  การวเิคราะหองคประกอบทางเคมีของอาหารและองคประกอบทางเคมีของปลา
(AOAC, 1980)

1.1 การวิเคราะหความชื้น
1.1.1 น ําขวดชัง่เขาตูอบอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 40 นาที และทํ าใหเย็นใน

โถดูดความชื้น
1.1.2 ชัง่และบนัทึกนํ้ าหนักของขวดชั่งโดยละเอียด
1.1.3 ชัง่ตวัอยางใสขวดชั่งประมาณ 5 กรัม โดยบันทึกนํ้ าหนักอยางละเอียด
1.1.4 น ําตวัอยางเขาตูอบ อบโดยใชอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 8 ชั่วโมง
1.1.5 น ําตวัอยางทีอ่บแลวใสในโถดูดความชื้น ทิ้งไวใหเย็น บันทึกนํ้ าหนักของตัวอยาง
1.1.6 ท ําซํ ้าขอ 1.1.4 – 1.1.5 จนกระทั่งนํ้ าหนักที่ไดคงที่โดยนํ้ าหนักที่หายไป คือ นํ้ าหนัก

ของความชื้น

การคํ านวณเปอรเซ็นตความชื้น
ความชื้น (%)   =   (a – b)  x  100

      a
โดยที่ a   คือ  นํ ้าหนักของตัวอยางกอนอบแหง

b   คือ  นํ ้าหนักของตัวอยางหลังอบแหง

1.2 การวิเคราะหปริมาณเถา
1.2 .1 ชั่งตัวอย างนํ้  าหนัก  2 กรัม  ใส ถ วยกระเบื้องเคลือบ  บันทึกนํ้  าหนัก  

โดยละเอียด
1.2.2 นํ าไปเผาในเตาเผาที่อุณหภูมิ 600 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 ชั่วโมง  

จนเถาเปนสีขาว
1.2.3 น ําเขาโถดดูความชื้น ทิ้งไวใหเย็น นํ าออกมาชั่งนํ้ าหนักโดยละเอียด
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การคํ านวณเปอรเซ็นตเถา
เถา (%)   =  (b – a)  x  100

           w
โดยที่ a คือ  นํ ้าหนักของถวยกระเบื้องเคลือบ

b คือ  นํ ้าหนกัของถวยกระเบื้องเคลือบกับนํ้ าหนักของเถาหลังการเผา
w คือ  นํ ้าหนักตัวอยางกอนเผา

1.3 การวเิคราะหปริมาณไขมัน

1.3.1 สารเคมี
                สารละลายคลอโรฟอรม (chloroform) : เมทธานอล (methanol) อัตราสวน 2 : 1

1.3.2 วธิีการ
(1) อบถวยสกัดไขมัน (cup) ที่มีลูกแกว 2 – 3 เม็ด และตัวอยางที่จะวิเคราะห

ในตูอบทีอุ่ณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส อบจนแหงแลวตั้งทิ้งใหเย็นในโถดูดความชื้น
(2) ชัง่นํ ้าหนกัถวยสกัดไขมันพรอมลูกแกวใหไดนํ้ าหนักคงที่ (W1)
(3) ชัง่ตวัอยางที่ตองการวิเคราะหใสกระดาษกรอง ประมาณ 1 – 2 กรัม (W2) 

หอใหมิดชิดใสลงในไสกรองสาร (thimble) ที่เตรียมไวนํ าไปใสเขาเครื่องสกัดไขมัน
(4) นํ าถวยสกัดไขมันพรอมลูกแกวที่ชั่งไวแลวเติมสารละลายคลอโรฟอรม : 

เมทธานอล 25 มิลลิลิตร แลวใสเขาเครื่องสกัดไขมันใหเรียบรอย
(5) เปดเครื่องสกัดไขมัน ปรับอุณหภูมิไปที่ 160 องศาเซลเซียส เปดนํ้ า 

เขาเครื่อง เปดวาลว เลื่อนปุมไปที่ boiling ตมใหเดือด 30 นาที
(6) เลือ่นปุมไปที่ rinsing เพื่อลางตัวอยาง 20 นาที
(7) ปดวาลว เปดสวิทซอากาศ เลื่อนปุมไปที่ evaporation เพื่อใหสารระเหย

ออกไป 5 นาที
(8) ปดเครื่อง ปดอากาศและนํ้ า แลวเลื่อนปุม evaporation กลับที่เดิม  

นํ าถวยสกัดไขมันออกจากเครื่องวางทิ้งไวใหเย็นแลวนํ าไปอบที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส      
จนแหง

(9) นํ าถวยสกัดไขมันออกมาใสในโถดูดความชื้นทิ้งไวใหเย็นแลวนํ ามา         
ชัง่นํ้ าหนัก (W3)
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การคํ านวณเปอรเซ็นตไขมัน
ไขมัน (%)   =     (W3 – W1)   x  100

    W2

โดยที W1   คือ นํ ้าหนักถวยสกัดไขมันพรอมลูกแกว
W2   คือ นํ ้าหนักตัวอยาง
W3   คือ นํ ้าหนกัถวยสกัดไขมันพรอมลูกแกวและตัวอยางหลังการอบ

1.4 การวิเคราะหปริมาณโปรตีน

1.4.1 สารเคมี
(1) กรดซัลฟูริกเขมขน (sulfuric acid, H2SO4) 93 - 98 เปอรเซ็นต
(2) สารเรงรวม (catalyst mixture) เตรียมโดยชั่งคอปเปอรซัลเฟต

(coppersulfate, CuSO4) 7 กรัม กบัโปแทสเซียมซัลเฟต (potassium sulfate, K2SO4) 100 กรัม
ผสมใหเขากัน

(3) สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด  (sodium hydroxide, NaOH) 45 เปอรเซ็นต 
เตรยีมโดยละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 450 กรัมในนํ้ ากลั่น ปรับปริมาตรใหได 1 ลิตร

(4) สารละลายกรดเกลือ (hydrochloric acid, HCl) 0.1 นอรมอล  เตรียมโดย
ละลายกรดเกลือ 9 มิลลิลิตรในนํ้ ากลั่น แลวปรับปริมาตรจนครบ 1 ลิตร

(5) สารละลายกรดบอริค (boric acid, H3BO3)  4  เปอรเซ็นต  เตรียมโดย 
ละลายกรดบอริค  4  กรัมในนํ้ ากลั่น  ตมจนกระทั่งละลายหมดปรับปริมาตรใหได  
100 มิลลิลิตร

(6) อินดเิคเตอรรวม (mixed indicator) เตรียมโดยละลายเมทิลเรด 0.2 กรัม  
ในแอลกอฮอล 95 เปอรเซ็นต ปรับปริมาตรจนครบ 100 มิลลิลิตร และละลายเมทิลินบลู 
(methylene blue) 0.2 กรัมในแอลกอฮอล 95 เปอรเซ็นต ปรับปริมาตรจนครบ 100 มิลลิลิตร  
จากนัน้น ําสารละลายเมทิลเรด 2 สวน ผสมกับสารละลายเมทิลินบลู 1 สวน เขยาใหเขากัน

(7) สารละลายโซเดียมคาร บอเนต  (sodium carbonate, Na2CO3)  
0.1 นอรมอล เตรียมโดยอบโซเดียมคารบอเนตที่อุณหภูมิ 260 - 270 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 
นาท ีชัง่สารดงักลาวมา 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 การตรวจหาความเขมขนของสารละลายกรดเกลือมาตรฐาน
                ดูดสารละลายโซเดียมคารบอเนต 40 มิลลิลิตร ลงในขวดชมพูขนาด 250 มิลลิลิตร  
เติมนํ้ ากลั่น 20 มิลลิลิตร เติมเมทิลออเรนจ อินดิเคเตอร 2-3 หยด ทํ าการไตเตรทดวย 
สารละลายกรดเกลือ 0.1 นอรมอล คํ านวณความเขมขนของสารละลายกรดเกลือโดยใชสูตร  
N1V1  = N2V2

หรือนอรมอลลิต้ีของกรดเกลือ  =    นํ ้าหนกั (กรัม) ของโซเดียมคารบอเนต  x  1000
สารละลายกรดเกลือ (มิลลิลิตร)  x  52.994

1.4.3 วธิีการวิเคราะห
ก. ข้ันตอนการยอย (digestion)

(1) ชั่งตัวอยางดวยกระดาษชั่งสารที่ปราศจากไนโตรเจน ใหไดนํ้ าหนัก 0.5 
กรัม บันทกึนํ ้าหนักโดยละเอียด ใสตัวอยางลงในขวดวิเคราะหโปรตีน

(2) เติมสารเรงรวม 3 กรัม
(3) เตมิกรดกํ ามะถันเขมขน 10 มิลลิลิตร
(4) น ําไปใหความรอนดวยชุดเครื่องยอยโปรตีนที่อุณหภูมิ 375 องศาเซลเซียส 

จนกระทัง่สารละลายในขวดวิเคราะหใส ต้ังทิ้งไวใหเย็น

ข. ข้ันตอนการกลั่น (distillation)
(1) เตมินํ ้ากลั่นปริมาตร 50 มิลลิลิตร ลงในขวดวิเคราะห
(2) ตอขวดแกววิเคราะหโปรตีนเขากับชุดเครื่องกลั่นที่มีขวดรูปชมพูบรรจุกรด

บอริค 40 มิลลิลิตร โดยใหปลายของทอยางที่ตอจากกระบอกแกวควบแนนจุมอยูในกรดบอริค
เตมิโซเดยีมไฮดรอกไซดลงในขวดวิเคราะหอยางชาๆ จนกระทั่งสารละลายมีสีดํ า

(3) ใสอินดิเคเตอรลงในกรดบอริค 2 - 3 หยด
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(4) ทํ  าการกลั่นจนกระทั่งไม มีก าซแอมโมเนียออกมา  เมื่อกรดบอริค 
เปลี่ยนเปนสีเขียวแลวจึงทํ าการกลั่นตอไปอีก 10 นาที จากนั้นนํ าขวดรูปชมพู ออกจาก 
เครื่องกลั่น

ค. ข้ันตอนการไตเตรท (titration)
(1) นํ าไปไตเตรทดวยสารละลายกรดเกลือมาตรฐานที่ทราบความเขมขน 

ทีแ่นนอน จนกระทั่งกรดบอริคเปลี่ยนเปนสีนํ้ าเงินออน
(2) บันทกึปริมาตรของกรดเกลือมาตรฐานที่ใชเพื่อการคํ านวณตอไป

การคํ านวณเปอรเซ็นตโปรตีน
โปรตีน (%)   =     1.4 (V1 - V2) N  x  6.25

    W
โดยที่ V1   คือ  ปริมาตรของกรดเกลือที่ใชในการไตเตรทกับตัวอยาง

V2   คือ  ปริมาตรของกรดเกลือที่ใชในการไตเตรทกับ blank
N   คือ  ความเขมขนของกรดเกลือ (นอรมอล)
W  คือ  นํ้ าหนักตัวอยาง

1.5 การวเิคราะหหาฟอสฟอรัส (modified  AOAC, 1990)

            1.5.1  สารเคมี
      1. กรดสํ าหรับยอยตัวอยาง: เตรียมโดยการชั่งแอมโมเนียมเมตาวานาเดท                

(ammonium metavanadate,NH4VO3)  0.06 กรัมละลายในนํ้ าที่ปราศจากไอออน (deionized  
water) ซึง่เดอืดประมาณ 10  มิลลิลิตร  วางไวใหเย็นแลวจึงเทลงในสวนผสมของกรดสองชนิดคือ 
กรดเปอรคลอริค ( perchloric,HCIO4) เขมขน (70-72%) ปริมาตร  250  มิลลิลิตร  และกรด    
ไนตริก (nitric  acid,HNO3) เขมขน (65%) ปริมาตร 1,250 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน

       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 วางทิ้งไวใหเย็น เติมกรดไนตริกเขมขน 160 มิลลิลิตร
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                             2.3  ผสมสารละลายในขอ 2.2 ลงในสารละลายในขอ 2.1 ปรับปริมาตรดวย
นํ ้าทีป่ราศจากไอออนใหได 1000 มิลลิลิตร  เก็บสารละลายไวในขวดสีชาที่อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส เมื่อนํ าไปใชจะเจือจางสารละลายขางตนดวยนํ้ าที่ปราศจากไอออนในอัตราสวน           
(วานาโดโมลิบเดท:นํ้ า) 1:3

3.  สารละลายมาตรฐานฟอสฟอรัส (standard phosphorus) 1000 มิลลิกรัมตอ
ลิตร : เตรียมโดยละลายโพแตสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (potassium dihydrogen  
phosphate, KH2PO4) ทีผ่านการอบที่อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียสเปนเวลา 4 ชั่วโมง ปริมาณ 
40380 กรัม ในนํ้ าที่ปราศจากไอออนปรับปริมาตรเปน 1,000 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน

4.  เวริคกิ้ง สแตนดารด ฟอสฟอรัส (working standard phodphorus) ความเขม
ขน 0, 5, 10, 15, 20, 25 และ 30 มิลลิกรัมตอลิตร: เตรียมโดยนํ าสารละลานมาตรฐานฟอสฟอรัส 
1,000 มลิลิกรัมตอลิตร (จากขอ 3) ปริมาตร 0, 0.5, 1.0,1.5, 2.0, 2.5 และ 3.0 มิลลิลิตร ใสลงใน
ขวดปรับปริมาตรขนาด 100 มิลลิลิตร เติมกรดเปอรคลอริคเขมขน 20% ปริมาตร 20 มิลลิลิตร 
(กรดเปอรคลอริคเขมขน 20% เตรียมโดยสารละลายกรดเปอรคลอริคเขมขน(70-72%)  ปริมาตร 
282 มลิลิลิตร  ในนํ้ ากลั่นที่ปราศจากไอออนใหครบ  100 มิลลิลิตร จะไดสารละลานมาตรฐาน
ฟอสฟอรสั ที่มีความเขมขน 0, 5, 10, 15, 20, 25  และ 30 มิลลิกรัมตอลิตร
         1.5.2  วธิกีาร
               ก.  ข้ันตอนการยอย (digestion)

        1.  ชัง่ตวัอยางทีผ่านการอบที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เปนเวลา 12 ชั่วโมง 
ปริมาณ 200-300 มิลลิกรัม ใสในขวดชมพูขนาด 50 มิลลิลิตร

         2.  เตมิกรดยอย( จากขอ 1 ในหัวขอสารเคมี) ปริมาตร 15 มิลลิลิตร วางทิ้งไว
อยางนอย 2 ชั่วโมง

         3. น ําไปยอยบนถาดใหความรอน (hot poate) คอย ๆ ปรับความรอนใหได 
80 องศาเซลเซยีส ระยะแรกจะเห็นควันสีนํ้ าตาล  ซึ่งเกิดจากการทํ าปฏิกิริยาของกรดไนตริกกับ
อินทรยีคารบอน  เมื่อควันสีนํ้ าตาลหมดปรับอุณหภูมิเปน 190 องศาเซลเซียส  จะสังเกตเห็นควันสี
ขาว ของกรดเปอรคลอริค  การยอยจะสิ้นสุดเมื่อสารละลายในขวดชมพูใส และเมื่อวางทิ้งไวให
เยน็แลวหยดนํ้ าที่ปราศจากไอออนลงในสารละลายในขวดชมพูจะไดสารละลายสีใส

         4. ปรับปริมาตรของสารละลายในขวดชมพูดวยนํ้ าที่ปราศจากไอออนใหได
ปริมาตร 50 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน
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         5. เกบ็สารละลายที่ผานการยอยแลวไวในขวดพลาสติก   เพือ่รอการนํ าไป
วิเคราะหฟอสฟอฟอรัส

ข.  ข้ันตอนการวิเคราะหปริมาณฟอสฟอรัส
1. นํ าสารละลายตัวอยางที่ผานการยอยแลว และสารละลายมาตรฐาน

ฟอสฟอรสั ความเขมขน 0, 5, 10, 15, 20, 25, และ 30 มิลลิกรัมตอลิตร ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใส
ในหลอดขนาด 10 มิลลิลิตร

2.  เตมิสารละลายวานาโดโมลิบเดท (1:3) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร เขยาใหเขา
กนัวางทิ้งไว 20 นาที

3.  น ําสารละลายในหลอดมาวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวชวงคลื่น 420 
นาโมเมตร โดยปรับคาความดูดกลืนแสงของสารละลายมาตรฐานความเขมขน 0 มิลลิกรัมตอลิตร 
ใหเทากบั 0 เปรียบเทียบความเขมขนของสารละลายตัวอยางกับกราฟมาตรฐาน
        นํ าคาปริมาณฟอสฟอรัสที่ไดจากกราฟมาตรฐานมาคํ านวณหาเปอรเซ็นตฟอสฟอรัสตาม
สูตร

% ฟอสฟอรัส = (X – B) x V x 100 / 1000 x W
เมื่อ X = ปริมาณฟอสฟอรัสในตัวอยาง ( มิลลิกรัมตอลิตร)

B = ปริมาณฟอสฟอรัสในนํ้ ากลั่นที่ปราศจากไอออน(มิลลิกรัมตอลิตร)
V = ปริมาตรของตัวอยางที่ปรับปริมาตรหลังการยอย (มิลลิลิตร)
W = นํ ้าหนักตัวอยาง (มิลลิกรัม)

2. วธิกีารวิเคราะหคุณภาพนํ้ า

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

                เตรยีมไดโดยปลอยนํ้ ากลั่นผานคอลัมน บรรจุ cation exchange resin ซึ่งเปนกรดแก
2. สารละลายฟนอล (phenol solution)  เตรยีมโดยละลายฟนอล 20 ก. กับเอทธิล

แอลกอฮอล รอยละ 95 (ปริมาตร/ปริมาตร) จนปริมาตรได 200 มล.
3. สารละลายโซเดียมไนโตรพรัสไซด (Na2 Fe(CN)5(NO)·2H2O)  
ละลายโซเดียมไนโตรพรัสไซด 1 ก. ในนํ้ ากลั่นปราศจากอิออน ปรับปริมาตรใหครบ  

200 มล.
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4. สารละลายอัลคาไลน (alkaline  reagent)
                ละลายโซเดยีมซิเตรท 100 ก. และโซเดียมไฮดรอกไซด 5 ก. ในนํ้ ากลั่นปราศจากอิออน
ปรับปริมาตรใหครบ 500 มล.

5. สารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรต (sodium  hypochlorite, NaOCl)
                ใชสารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรต

6. สารละลายออกซิไดซซิ่ง (oxidizing  solution)
                ผสมสารละลายอัลคาไลน 100 มล. กับสารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรต 25 มล. เขา
ดวยกนั สารละลายนี้จะเตรียมเมื่อตองการใชในแตละครั้งและเก็บไวในขวดทึบแสงปดฝาใหสนิท

7. สารละลายมาตรฐานแอมโมเนียเขมขน
                ละลาย (NH4) 2SO4 0.2359 ก. ในนํ ้ากลั่นปราศจากอิออน ปรับปริมาตรจนครบ 1,000  
มล. ไดสารละลายมาตรฐานแอมโมเนียเขมขน 50 มก.NH3 –N/ล. ดูดสารละลายมา 10 มล. ผสม
กบันํ ้ากลัน่ใหไดปริมาตร 100 มล. จะไดสารละลายมาตรฐานแอมโมเนียเขมขน 5 มก.NH3 –N/ล. 
ซึง่น ําสารละลายมาตรฐานนี้ไปเจือจางความเขมขนที่ระดับตาง ๆ ตอไป

8. สารละลายมาตรฐานแอมโมเนียเจือจาง
                ดูดสารละลายมาตรฐานแอมโมเนียเขมขน 5 มก. NH3 –N/ล.  มา 0, 4, 8, 12, 16 และ 
20 มล. ลงใน volumetric flask เตมินํ ้ากลั่นจนไดปริมาตร 100 มล. สารละลายนี้มีความเขมขน
ของแอมโมเนีย 0, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 และ 1.0 มก. NH3 –N/ล.

วธิีการ
1. ดูดนํ ้าตวัอยางที่ผานการกรองดวยกระดาษกรอง GF/C 10 มล. ใสในหลอดทดลองฝา

เกลยีวขนาด 50 มล.
2. เตมิสารละลายฟนอล 0.4 มล.  เขยาใหผสมกัน  แลวเติมสารละลายโซเดียมไนโตร-  

พรัสไซด 0.4 มล.  เขยาใหผสมกัน
3. เตมิสารออกซไิดซซิ่ง  1  มล.  เขยาใหผสมกันทิ้งไวอยางนอย 1 ชม.  จากนั้นนํ าไปวัด

คาการดดูกลืนแสงดวยเครื่องสเปคโตรโฟโตมิเตอร  ที่ความยาวคลื่น 640 นาโนเมตร
4.  blank  และสารละลายมาตรฐานทํ าเชนเดียวกับนํ้ าตัวอยาง
5. การหาความเขมขนของแอมโมเนียรวม  โดยการเขียนกราฟมาตรฐานแสดงความ

สัมพันธระหวางความเขมขนของสารละลายมาตรฐานแอมโมเนียรวมกับคาการดูดกลืนแสง     
แลวนํ าคาการดูดกลืนแสงที่อานไดจากนํ้ าตัวอยางไปเปรียบเทียบกับเสนกราฟมาตรฐาน ก็จะ
ทราบความเขมขนของแอมโมเนียรวมในนํ้ าตัวอยางนั้น
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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 ากลั่นใหไดปริมาตร  500   มล.  (เก็บในขวดแกวหรือขวดพลาสติก)

2. สารละลาย  N  -(1-naphthyl)  ethylenediamine  dihydrochloride
                ละลาย NED  0.50  ก.  ในนํ้ ากลั่น  500  มล.     เกบ็ในขวดแกวสีชา  (ถาสารละลายมี
สีชาตองเตรียมใหม)

3. สารละลายมาตรฐานไนไตรทเขมขน
                ละลาย  NaNO2  0.2464  ก.  ดวยนํ้ ากลั่น  ปรับปริมาตรจนครบ  1,000  มล.  ไดสาร
ละลายมาตรฐานไนไตรทเขมขน 50 มก.NO2-N/ล . (สามารถเก็บไวไดนานดวยการเติม
คลอโรฟอรม  (CHCI3)  2  มล.)  แลวดูดสารละลายนี้มา  10  มล.  เจือจางดวยนํ้ ากลั่นจนได
ปริมาตร  100  มล.  จะไดสารละลายมาตรฐานไนไตรทเขมขน  5  มก.NO2-N/ล.  จากนั้นนํ าสาร
ละลายมาตรฐานนี้ไปเจือจางความเขมขนที่ระดับตางๆ  ตอไป

4. สารละลายมาตรฐานไนไตรทเจือจาง
                ดูดสารละลายมาตรฐานไนไตรทเขมขน  5  มก.NO2-N/ล. มา  0, 0.1, 0.2, 1.0, 2.0  
และ 10  มล.  ใสใน  Volumetric  flask  เติมนํ้ ากลั่นจนไดปริมาตรครบ  100  มล.  สารละลายมี
ความเขมขนมาตรฐานเทากับ  0, 0.005, 0.01, 0.05, 0.1  และ  0.5  มก.NO2-N/ล.

วธิีการ
1. ดูดนํ ้าตวัอยางทีผ่านการกรองดวยกระดาษกรอง  GF/C  ปริมาตร  10  มล.   ลงใน

หลอดแกวฝาเกลียวขนาด  50  มล.
2. เตมิสารละลายซัลฟานิลาไมด  0.2  มล.  ผสมใหเขากัน  เพื่อใหเกิดปฏิกิริยา  2-8  

นาท ี  เติมสารละลาย  N-(1-naphthyl)  ethylenediamine  dihydrochloride  0.2  มล.  ผสมให
เขากนัแลววัดการดูดกลืนแสงดวยเครื่องสเปคโตรโฟโตมิเตอร  ที่ความยาวคลื่น  543  นาโนเมตร 
ภายใน  2  ชม.

3. Blank  และสารละลายมาตรฐานทํ าเชนเดียวกับนํ้ าตัวอยาง
4. การหาความเขมขนของไนไตรท  โดยการเขียนเสนกราฟมาตรฐานแสดงความ

สัมพนัธระหวางความเขมขนของสารละลายมาตรฐานไนไตรทกับคาการดูดกลืนแสง  แลวนํ าคา
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การดดูกลืนแสงที่อานไดจากนํ้ าตัวอยางไปเปรียบเทียบกับเสนกราฟมาตรฐาน  ก็จะทราบความ
เขมขนของไนไตรทในนํ้ าตัวอยางนั้น

2.3  ไนเตรท  (Strickland  and  Parsons,  1972)
สารเคมี

     1.  สารละลายแอมโมเนียมคลอไรดเขมขน  (NH4Cl)
                ละลายแอมโมเนียมคลอไรด  125  ก.  ในนํ้ ากลั่น  500  มล.

     2. สารละลายแอมโมเนียมคลอไรดเจือจาง
                เจอืจางสารละลายแอมโมเนียมคลอไรดเขมขน  50  มล.  ปรับปริมาตรดวยนํ้ ากลั่นจน
ครบ  2,000  มล.

     3.  แคดเมียม – คอปเปอร  ฟลล่ิง  (cadmium – copper  fillings)
-  ใชโลหะแคดเมียมที่มีขนาด  0.5  มม.
-  ชัง่โลหะแคดเมียม  100  ก.  ลางดวยกรดเกลือ  (HCL)  5%  300  มล.  จากนั้นลาง

ดวยนํ ้ากลัน่  (200 – 300  มล./คร้ัง)  จนนํ้ าใสและคาความเปนกรด – ดางมากกวา  5   เทนํ้ าทิ้งให
แหงแลวเคลือบดวยสารละลาย  copper  sulphate  pentahydrate  (CuSo4·5H2O)  2%  แลว
กวนดวยแทงแกวจนสีฟาของสารละลายจางลงหรือหมดไป

-  อุดกนคอลัมนในดวยใยแกว  (glass  wool)  แลวเติมสารละลาย  NH4CI  เจอืจาง
ใหเต็มคอลัมน

-  บรรจผุง  cadmium-copper  ลงใหเต็มคอลัมน  ซึ่งมีความยาวประมาณ  30  ซม.  
ลางคอลัมน  NH4CI  เจอืจาง  โดยมีอัตราการไหลประมาณ  100  มล./8-12  นาที  ถาอัตราการ
ไหลมากกวา  100  มล./8  นาที  ตองบังคับอัตราการไหลที่ชวงเปดปดดานคอลัมนใหชาลง  และ
ถาอตัราการไหลชากวา  100  มล./8  นาที  แสดงวาผง  cadmium–copper  มีขนาดเล็กกวา  0.5  
มม.  หรือบรรจุแนนมากเกินไป  ควรจะเปลี่ยนหรือเอาผง  cadmium–copper  ออกบาง  แลวอุด
ดานบนของคอลัมนดวยใยแกว

-  ตองเก็บรักษาคอลัมนดวยสารละลาย  NH4CI  เจอืจาง  โดยเติมสารละลาย  
NH4CI  เจือจางใหเต็มคอลัมน  ในกรณีที่สงสัยวาประสิทธิภาพของคอลัมนลดลง  ใหนํ า  
cadmium–copper  ลางดวย  HCI  5%  แลวเคลือบใหมตามวิธีขางตน

4.  สารละลายซัลฟานิลาไมด  (sulfanilamide; NH2C6SO2NH2)
                การเตรยีมเชนเดียวกับการวิเคราะหหาไนไตรทในนํ้ า
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     5. สารละลาย  N-(1-naphthyl)  ethylenediamine  dihydrochloride
                การเตรยีมเชนเดียวกับการวิเคราะหหาไนไตรทในนํ้ า

     6. สารละลายมาตรฐานไนเตรทเขมขน
                ละลาย  KNO3  0.3609  ก.  ดวยนํ้ ากลั่น  ปรับปริมาตรจนครบ  1,000  มล.  จะไดสาร
ละลายมาตรฐานไนเตรทเขมขน  50  มก.NO3-N/ล.  แลวดูดสารละลายนี้มา  10  มล.  เจือจาง
ดวยนํ้ ากลั่นปรับปริมาตรจนครบ  100  มล.  จะไดสารละลายมาตรฐานไนเตรทเขมขน  5  
มก.NO3-N/ล.  น ําสารละลายมาตรฐานนี้ไปเจือจางความเขมขนที่ระดับตางๆ  ตอไป

7.  สารละลายมาตรฐานไนเตรทเจือจาง
                ดูดสารละลายมาตรฐานไนเตรทเขมขน  5  มก.NO3-Nล.  มา  0, 0.1, 0.2, 1.0, 2.0  
และ  10  มล.  เจือจางดวยนํ้ ากลั่นจนไดปริมาตร  100  มล.  จะไดสารละลายที่มีความเขมขน  0,
0.005, 0.01, 0.05, 0.1  และ 0.5  มก.NO3-N/ล.

วธิีการ
1.  น ํานํ ้าตวัอยางทีผ่านการกรองดวยกระดาษ  GF/C  50  มล.  ใสลงในฟลาสกขนาด  

250  มล.  เติมสารละลาย  NH4CI  เขมขน  1  มล.  ผสมใหเปนเนื้อเดียวกัน  เทลงในคอลัมน
2.  นํ ้าตวัอยางทีผ่านคอลัมน  40  มล.  แรกเททิ้ง  รองรับนํ้ าตัวอยางที่เหลือ  10  มล.
3.  น ํานํ ้าตวัอยางที่รองรับคร้ังหลัง  10  มล.  ใสในหลอดแกวที่มีฝาเกลียวปด  เติมสาร

ละลายซลัฟานิลาไมด  0.2  มล.  ทิ้งไวใหเกิดปฏิกิริยา  2–8  นาที
4.  เตมิสารละลาย  N-(1-naphthyl)  ethylenediamine  dihydrochloride  0.2  มล.  

ผสมใหเขากันแลวนํ าไปวัดการดูดกลืนแสงดวยเครื่องเครื่องสเปคโตรโฟโตมิเตอร ที่ความยาวคลื่น  
543  นาโนเมตร  ภายใน  2  ชม.

5.  blank  และสารละลายมาตรฐานเจือจางทํ าเชนเดียวกับนํ้ าตัวอยาง
6. หาคาความเขมขนของไนเตรทในนํ าตัวอยาง  โดยสรางกราฟมาตรฐานแสดงความ

สัมพนัธระหวางความเขมขนของสารละลายมาตรฐานไนเตรทกับคาการดูดกลืนแสง โดยนํ าคา
ความเขมขนของไนไตรทในนํ ้าตวัอยางที่ผานการกรอง  หักออกจากความเขมขนของไนเตรทในนํ้ า
ตัวอยางทีผ่านคอลัมน  ก็จะทราบคาความเขมขนของไนเตรทในนํ้ าตัวอยางนั้น
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2.4  ออรโธฟอสเฟต  (Strickland  and  Parsons,  1972)
สารเคมี
1. สารละลายแอมโมเนียมโมลิบเดท  ((NH4)6Mo7O24 ·4H2O)

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

                ตวงกรดซลัฟูริกเขมขน  140  มล. ใสนํ้ ากลั่น  900  มล.  (ต้ังไวใหเย็นเก็บไวในขวดแกว)
3. สารละลายกรดแอสคอรบิก  (L-Ascorbic  acid)

                ละลายกรดแอสคอรบิก  27  ก.  ในนํ้ ากลั่น  500  มล.  (เก็บในขวดพลาสติก  และแช
แข็งไว)

4. สารละลายโพแทสเซียมแอนติโมทิลทารเทรต  (K(SbO) C4H4O6)
                ละลายโพแทสเซียมแอนติโมทิลทารเทรต  0.34  ก.  ในนํ้ ากลั่น  250  มล.

5. สารผสม
                ผสมสารละลายแอมโมเนยีมโมลิบเดท  100  มล.  สารละลายกรดซัลฟูริก  250  มล.  
สารละลายกรดแอสคอรบิก  100  มล.  และสารละลายโพแทสเซียมแอนติโมทิลทารเทรต  50  มล.  
(เกบ็ไดไมเกิน  6  ชม. หลังผสม)

6. สารละลายมาตรฐานฟอสเฟตเขมขน
                ละลาย  KH2PO4  0.2194  ก.  ดวยนํ้ ากลั่น  ปรับปริมาตรจนครบ  1,000  มล.  (ใส
คลอโรฟอรม  1  มล.  สามารถเก็บไดนาน  6  เดือน)  ไดสารละลายมาตรฐานฟอสเฟตเขมขน  50  
มก.PO4-P/ล.  แลวดูดสารละลายมา  10  มล.  เติมนํ้ ากลั่นจนไดปริมาตร  100  มล.  จะไดสาร
ละลายมาตรฐานฟอสเฟตเขมขน  5  มก.PO4-P/ล.  ซีง่น ําสารละลายมาตรฐานนี้ไปเจือจางความ
เขมขนที่ระดับตางๆ  ตอไป

7. สารละลายมาตรฐานฟอสเฟตเจือจาง
                ดูดสารละลายมาตรฐานฟอสเฟตเขมขน  5  มก.PO4-P/ล.  มา  0, 0.1, 0.2, 1.0, 2.0  
และ  10  มล.  ปรับปริมาตรดวยนํ้ ากลัน่ใหได  100มล.  จะไดสารละลายมาตรฐานฟอสเฟตเขม
ขน  0, 0.005, 0.01, 0.05, 0.1  และ  0.5  มก.PO4-P/ล.

วธิีการ
1. ดูดนํ ้าตวัอยางที่ผานการกรองดวยกระดาษกรอง  GF/C  10  มล.  ใสในหลอดแกว

ทดลอง  เตมิสารผสม  1  มล.  เขยาใหผสมเขากัน  ทิ้งไว  5  นาที  (ไมเกิน  3  ชม.)
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2. นํ าไปวัดคาการดูดกลืนแสงดวยเครื่องสเปคโตรโฟโตมิเตอรที่ความยาวคลื่น  885  
นาโนเมตร

3. blank  และสารละลายมาตรฐานเจือจางทํ าเชนเดียวกับนํ้ าตวัอยาง
4. การหาความเขมขนของออรโธฟอสเฟต โดยการเขียนเสนกราฟมาตรฐานแสดงความ

สัมพนัธระหวางความเขมขนของสารละลายมาตรฐานออรโธฟอสเฟตกับคาการดูดกลืนแสง    แลว
นํ าคาการดูดกลืนแสงที่อานไดจากนํ้ าตัวอยางไปเปรียบเทียบกับเสนกราฟมาตรฐาน ก็จะทราบ
ความเขมขนของออรโธฟอสเฟตในนํ้ าตัวอยางนั้น

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

                ละลาย  MnSO4·2H2O  400  ก.  ดวยนํ้ ากลั่น  กรองผานกระดาษกรอง  แลวเติมนํ้ า
กลั่นใหไดปริมาตรครบ  1  ล.

2. สารละลาย  alkali-iodide-azide  (AIA)
                ละลาย  NaOH  500 ก. และ  Nal  135 ก.  ดวยนํ้ ากลั่นแลวปรับปริมาตรใหครบ 1 ล.  
แลวละลาย  NaN3  10 ก. ในนํ ้ากลัน่  40 มล. แลวนํ าไปผสมกับสารละลายที่เตรียมไวกอนหนานี้

3. นํ ้าแปง
                ละลาย  soluble  starch  2  ก.  และ  salicylic  acid  0.2  ก.  ดวยนํ้ ากลั่น  100  มล.      
ตมจนสารละลายใส

4. สารละลายมาตรฐาน  Sodium  thiosulphate  (Na2S2O3.5H2O) 0.025  N
                ละลาย  Na2S2O3·5H2O  6.205  ก.  และ  NaOH  0.4  ก.  ในนํ้ ากลั่น  แลวปรับ
ปริมาตรใหครบ  1  ล.

5. สารละลาย  potassium  bi-iodate  (KH(I O3) 2) 0.025  N
                ละลาย  KH(IO3)2)  0.8124  ก.  ดวยนํ้ ากลั่นแลวปรับปริมาตรใหครบ  1  ล.

6. การหาความเขมขนของสารละลายมาตรฐาน  Na2S2O3  โดยละลาย  potassium  
iodide  (KI)  2  ก.  ดวยนํ้ ากลั่น  100  มล.  โดยใสในฟลาสก  เติม  H2SO4  เขมขน  3  หยด  แลว
เติม  KH(IO3)2  20  มล.  เตมินํ ้ากลั่นใหไดปริมาตร  200  มล.  แลวนํ าไปไตเตรทกับ  sodium  
thiosulphate  จนสจีางจากนั้นเติมนํ้ าแปง  2-3  หยด  แลวไตเตรทตอจนสารละลายใสไมมีสี      
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ซึง่ควรใช  20  มล.  จะไดความเขมขนของ  Na2S2O3  0.025  N  ซึง่  1  มล.  ของสารละลาย  
Na2S2O3  0.025  N   เทากบัปริมาณออกซิเจน  1  มก./ล

วธิีการ
1. การวเิคราะหหาปริมาณออกซิเจนโดยนํ านํ้ าตัวอยางที่บรรจุในขวดบีโอดีขนาด  300  

มล.  มาเติมสารละลาย  MnSO4  2  มล.  และสารละลาย  AIA  2 มล.  จากนั้นปดฝาอยาใหเกิด
ฟองอากาศเขยาใหเขากันแลวทิ้งใหตกตะกอน

2. เติมกรด  H2SO4  เขมขน  2  มล.  ปดฝาเขยาใหเขากันเพื่อใหกรดละลายตะกอนให
หมด

3. ตวงนํ ้าตัวอยางจากขวดบีโอดี  200  มล.  ไตเตรทกับสารละลาย  Na2S2O3  0.025  N   
จนสารละลายเปนสีเหลืองจากนั้นเติมนํ้ าแปง  8  หยด  แลวไตเตรทตอจนสารละลายเปลี่ยนจากสี
นํ ้าเงินเปนไมมีสี  แสดงถึงจุดยุติ  บันทึกปริมาตร Na2S2O3

การคํ านวน
                นํ ้าตัวอยาง  200 มล. ใชสาร 1 มล. ของสารละลาย  Na2S2O3  0.025  N   เทากับ
ปริมาณออกซิเจน  1  มก./ล

2.6  ความเปนดาง (Alkalinity) (APHA  et  al.,  1976)
สารเคมี
1.  นํ ้าทีป่ราศจากคารบอนไดออกไซด ใหเตรียมสารละลายตาง ๆ  ทีใ่ชในการหาความ

เปนดางของนํ้ าดวยนํ้ ากลั่นที่มีพีเอชสูงกวา 6  ในกรณทีีพ่เีอชตํ่ ากวานี้ใหตมใหเดือดประมาณ 15  
นาท ี ต้ังทิง้ไวใหเย็นเทาอุณหภูมิหอง  อาจใช  deionized  water  ซึ่งมีคาความนํ าไฟฟานอยกวา  
2  ไมโครโมสตอ  ซ.ม.  และพีเอชสูงกวา  6  แทนได

2.  ฟนอลฟทาลนีอนิดเิคเตอร  ละลายฟนอลฟทาลีน  5  กรัม  ใน  95%  C2H5OH  500  
มล.  เติมนํ้ ากลั่นอีก  500  มล.

3.  เมทธลีออเรนจอินดิเตอร  ละลายผงเมทธีลออเรนจ  500  มก.  ในนํ้ ากลั่นจนได
ปริมาตร  100  มล.

4.  สารละลายมาตรฐานกรดกํ ามะถันหรือกรดเกลือ  0.02  นอรมัล
 ก.  สารละลายสตอก  0.1  นอรมัล  ดูดกรดเกลือเขมขน  (HCI)  เขมขน  8.3  มล.  

หรือ  กรดกํ ามะถัน  (H2SO4)  เขมขน  2.8  มล.  เติมนํ้ ากลั่นจนไดปริมาตร  1,000  มล.
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 ข.  สารละลายมาตรฐาน  0.02  นอรมัล  นํ า  200  มล.  ของ  0.1  นอรมัล           
สารละลายสตอกมา  แลวเติมนํ้ ากลั่นจนไดปริมาตร  1000  มล.  ทํ าการ  standardize  โดยใช
สารละลายโซเดียมคารบอเนต  0.02  นอรมัล

5.  สารละลายโซเดียมคารบอเนต  0.02  นอรมัล  โดยการละลาย  1.060  กรัม  
anhydrous  Na2CO3  (อบที่  140°ซ  กอน)  ในนํ ้ากลัน่แลวเติมนํ้ ากลั่นจนไดปริมาตร  1,000  มล.

6.  สารละลายโซเดียมไธโอซัลเฟต  0.1  นอรมัล  ละลาย  25  กรัม  Na2S2O3.5  H2O  
ในนํ ้ากลั่นจนไดปริมาตร  1,000  มล.

7.  อินดิเคเตอรผสมระหวางบรอมครีซอลกรีนกบัเมทธีลเรด  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  ไอโซโปรฟลแอลกอฮอล
วิธีการ

                ใหเลือกปริมาตรของตัวอยางที่ทํ าใหปริมาตรกรดที่ใชในการไตเตรทนอยกวา 25 มล.  
เพราะจะท ําใหการเปลี่ยนสีของอินดิเคเตอรที่จุดสิ้นสุดของการไตเตรทมองเห็นไดชัด  ในกรณีที่มี
คลอรีนอสิระตกคางใหกํ าจัดโดยเติม  0.1  นอรมัลโซเดียมไธโอซัลเฟต  1  หยด  หรือโดยการใช
แสงอุลตราไวโอเลตทํ าลาย

1.  Phenolphthalein  alkalinity
                หยดฟนอลฟทาลีนอินดิเคเตอร  2  หยด  ลงในตัวอยางนํ้ า  50  หรือ  100  มล.          
ไตเตรทดวย  0.02  นอรมัลกรดกํ ามะถันหรือกรดเกลอื  จนกระทั่งสีชมพูของนํ้ าหายไป

2.  Total  alkalinity  by  mixed  bromcresol  green-methy  red  indicator  method
                หยดอนิดเิคเตอร  3  หยด  ลงในสารละลายซึ่งไดทํ าการหา  phenolphthalein  
alkalinity  แลว  หรือใหใชตัวอยางใหมเลย ไตเตรทดวย  0.02  นอรมัล  กรดกํ ามะถันหรือกรด
เกลอืจนกระทั่งถึงจุดสมมูลย  ซึ่งอินดิเคเตอรตัวนี้จะใหสีที่พีเอชตาง  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  ลงในสารละลายซึ่งไดทํ าการหา  phenolphthalein  
alkalinity แลว หรือใหใชตัวอยางใหมเลย  ไตเตรทดวย  0.02  นอรมัล  กรดกํ ามะถันหรือกรดเกลือ
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จนกระทัง่สเีหลืองของนํ้ าเปลี่ยนไปเปนสีสมที่พีเอช  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. ของกรดที่ใชในการไตเตรทจนถึง  phenolphthalein  end   point
    B  =  มล. ของกรดที่ใชในการไตเตรทกับตัวอยางใหมจนถึง  methyl  orange 

end  point  หรือถงึ  bromcresol  green – methyl  red  end  point  หรือ  ในกรณีที่ใชตัวอยาง
ซึง่ท ําการหา  phenolphthalein  alkalinity  แลวมาทํ าการไตเตรทตอ  B  จะเปน  มล.  ของกรดที่
ใชในการไตเตรทกับตัวอยางจนถึง  phenolphthalein  end  point

                N  = นอรมัลลิต้ีของกรด
หมายเหตุ ก.  ถาตัวอยางขุนใหทํ าการกรองกอนไตเตรท

ข.  จากคา  P  (phenolphthalein  alkalinity)  และ  T  (Total  alkalinity)       
อาจค ํานวณหารูปตางๆ  ของความเปนดางในนํ้ าตัวอยางไดจากตารางที่ ก-1

ตารางที่ ก-1  ความสัมพันธระหวางฟนอลฟทาลีนอัลคาไลนิตี้และอัลคาไลนิตี้รวมกับรูปตางๆ  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




