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ภาคผนวก ก 

สูตรอาหารเลีย้งเช้ือทีใ่ช้ในการทดลอง 

 

ก.1 อาหารเลีย้งเช้ือเหลวไนไทรต์ (Nitrite broth) 

NaNO2    1.0  กรัม 

NaCl    0.5  กรัม 

NaCO3    1.0  กรัม 

K2HPO4    1.0  กรัม 

MgSO4    0.3  กรัม 

FeSO4    0.01  กรัม 

Distilled water   1000  มิลลิลิตร 

 

วิธีเตรียม  

ชั่งสารเคมีต่างๆ ท่ีเป็นองค์ประกอบของอาหารเล้ียงเช้ือตามสัดส่วน นาํมาละลายนํ้าให้ 

ละลายและเขา้กนัดี ปรับพีเอชให้อยู่ในช่วง 7-8 นาํไปน่ึงฆ่าเช้ือดว้ยหมอ้ปรับความดนัท่ีอุณหภูมิ 

121°ซ ความดนั 15 ปอนดต่์อตารางน้ิว เป็นเวลา 20 นาที 

 

หมายเหตุ  อาหารเล้ียงเช้ือมีความเขม้ขน้ไนไทรตป์ระมาณ 203 มก.ไนไทรตไ์นโตรเจนต่อลิตร 
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วธีิวเิคราะห์สมบัติของไคโตซาน 

 

ก.2 การวเิคราะห์ปริมาณความช้ืน (พฒันาเทคนิคและดดัแปลงวธีิมาจาก AOAC, 2000) 

 

1. อบ crucible ในตูอ้บอุณหภูมิ 105 °ซ อยา่งนอ้ย 2 ชัว่โมง 

2. นาํ crucible ดงักล่าวมาใส่ใน desiccator และทิ้งไวใ้ห้เยน็ลง ซ่ึงจะใชเ้วลาประมาณ  

             30 - 60 นาที ก่อนชัง่นํ้าหนกั  

3. ชัง่ตวัอยา่งไคโตซานประมาณ 1 กรัม ใส่ใน crucible ดงักล่าว และจดบนัทึกนํ้ าหนกั 

ก่อนนาํไปอบท่ี 105 °ซ เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 

4.  นาํมาใส่ใน desiccator ให้อุณหภูมิลดลงถึงอุณหภูมิหอ้ง ซ่ึงใชเ้วลาประมาณ 30 - 60 

นาที และทาํการชัง่นํ้าหนกั 

 

คาํนวณปริมาณความช้ืนดงัสมการขา้งล่างน้ี: 

ความช้ืน (%) = (B – C) x 100  

        (B – A) 

 

โดยท่ี  A = นํ้าหนกั crucible หลงัอบท่ี 105 °ซ เป็นเวลาอยา่งนอ้ย 2 ชัว่โมง 

B  = นํ้าหนกั crucible ท่ีมีตวัอยา่งไคโตซานอยูก่่อนอบท่ี 105  °ซ 

C = นํ้าหนกั crucible ท่ีมีตวัอยา่งไคโตซานอยูห่ลงัอบท่ี 105 °ซ เป็นเวลา  

24 ชัว่โมง 

หมายเหตุ:  การชัง่นํ้าหนกัจะใชท้ศนิยม 4 ตาํแหน่ง ตลอดการทดลอง 
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ก.3 การวิเคราะห์ความสามารถในการละลาย (solubility) (พฒันาเทคนิคและดดัแปลงวธีิมาจาก Roberts, 

1992) 

 

1. ชัง่ไคโตซาน 1 กรัม ใส่ในขวดรูปชมพูข่นาด 250 มล. จากนั้นเติมสารละลายกรด  อะ

ซิติกความเขม้ขน้ร้อยละ 1 ปริมาตร 100 มล. และปิดปากขวดดว้ยพาราฟิลม์หรือ

พลาสติก  

2. นาํไปเขยา่ดว้ยเคร่ืองเขยา่ท่ี 100 รอบต่อนาที อุณหภูมิห้อง (25 °ซ) เป็นเวลา 24 

ชัว่โมง  

3. ทาํการอบกระดาษกรอง GF/C ท่ี 105 °ซ เป็นเวลาอยา่งนอ้ย 2 ชัว่โมง และชัง่นํ้าหนกั

กระดาษกรองหลงัทิ้งให้เยน็ลงใน desiccator เป็นเวลาประมาณ 30 นาที 

4. เม่ือเขยา่สารละลายไคโตซานครบ 24 ชัว่โมง นาํสารละลายดงักล่าวมากรองดว้ย

กระดาษกรองท่ีเตรียมไว ้โดยใช ้suction ช่วยในการกรอง 

5. นาํกระดาษกรองท่ีมีไคโตซานเจลและส่ิงเจือปนท่ีกรองไดไ้ปอบท่ี 105 °ซ เป็นเวลา 

24 ชัว่โมง 

6. นาํมาใส่ไวใ้น desiccator ประมาณ 30 - 60 นาที ก่อนชัง่นํ้ าหนกั 

 

คาํนวณความสามารถในการละลายดงัสมการขา้งล่างน้ี: 

 

 

 

 

 

โดยท่ี  A = นํ้าหนกักระดาษกรอง (กรัม) 

B = นํ้าหนกัส่วนท่ีกรองไดแ้ละกระดาษกรองหลงัอบท่ี 105 °ซ  

นาน 24 ชัว่โมง (กรัม) 

 C = นํ้าหนกัไคโตซานเร่ิมตน้ (กรัม) 

 

หมายเหตุ:  การชัง่นํ้าหนกัจะใชท้ศนิยม 4 ตาํแหน่งตลอดการทดลอง 

ความสามารถในการละลาย (%) =   1 –   (B – A)    x 100  

        C  
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ก.4 การเตรียมตัวอย่างเพือ่หาค่าระดับการกาํจัดหมู่อะซิทิล (Degree of Deacetylation) (พฒันา

เทคนิคและดดัแปลงมาจาก Muzzarelli และ Rocchetti, 1985)  

 

1. ละลาย 0.2 กรัม ของตวัอยา่งไคโตซาน ใน 100 มล. ของ 0.2 โมลาร์กรดอะซิติก โดย

นาํมาเขยา่ท่ี 100 รอบต่อนาที เป็นเวลา 24 ชัว่โมง หรือจนกวา่ไคโตซานจะละลาย 

2. นาํสารละลายไคโตซานดงักล่าวมา 5 มล. และเติมนํ้ าให้ได ้100 มล. ใน volumetric 

flask ความเขม้ขน้สุดทา้ยของสารละลายไคโตซาน คือ 0.01 กรัม ไคโตซานใน 100 

มล. ของ 0.01 โมลาร์กรดอะซิติก   

3. นาํสารละลายท่ีไดห้า the first derivative โดยใชเ้คร่ือง spectrophotometer และหาค่า 

H เพื่อนาํมาหาค่าความเขม้ขน้ของ N-acetyl-D-glucosamine จากสมการความสัมพนัธ์

ของกราฟมาตรฐาน (standard calibration curve) ของ N-acetyl-D-glucosamine  

 

คาํนวณค่า degree of deacetylation ดงัสมการขา้งล่างน้ี: 

% degree of deacetylation (%DD)   =          1-                   A    × 100 

                ((10 × W) – 204 A) + A 

              161 

 

โดยท่ี A     =    ความเขม้ขน้ของ N-acetyl-D-glucosamine ท่ีวดัได ้(กรัมต่อลิตร) หารดว้ย 204 

W    =    นํ้าหนกัของตวัอยา่งไคโตซาน (กรัม) ใน 100 มล. ของ 0.01 โมลาร์ กรดอะซิติก 

            204 =    นํ้าหนกัโมเลกุลของ N-acetyl-D-glucosamine 

 161 =    นํ้าหนกัโมเลกลุของ D-glucosamine  
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ภาคผนวก ข 

วธีิวเิคราะห์คุณภาพนํา้ 

 

ข.1 วธีิวเิคราะห์แอมโมเนีย 

การวิเคราะห์ความเข้มข้นของแอมโมเนียในนํ้ าใช้วิธีวิเคราะห์มาตรฐานท่ีอ้างอิงจาก 

Strickland และ Parsons (1972) โดยเก็บตวัอยา่งนํ้ ามาทาํการกรองก่อนเก็บใส่ขวดพลาสติกขนาด 

30 มล. ควรทาํการวเิคราะห์ทนัทีหลงัเก็บตวัอยา่ง แต่หากยงัไม่สามารถทาํการวิเคราะห์ไดท้นัทีควร

นาํตวัอยา่งนํ้าแช่แขง็ไวท่ี้อุณหภูมิ -15 °ซ 

- การเตรียมสารเคมี 

1. สารละลายฟีนอล เตรียมโดยการละลายฟีนอล 20 กรัม ใน 95 เปอร์เซ็นต์เอทิล 

แอลกอฮอล ์และปรับใหไ้ดป้ริมาตร 200 มล. 

2. สารละลายโซเดียมไนโตรพลสัไซด์ เตรียมโดยละลาย Na2Fe(CN)5NO.2H2O 1 กรัม 

ในนํ้า D.I. และปรับปริมาตรใหเ้ท่ากบั 200 มล. 

3. สารละลายออกซิไดซ์ซิงค ์เตรียมโดยการผสมอลัคาไลน์รีเอเจนต ์(ละลายโซเดียมซิ

เตรต 100 กรัม และโซเดียมไฮดรอกไซด์ 5 กรัม ในนํ้ า D.I. ปริมาตร 500 มล. ) กบั

สารละลายโซเดียมไฮโปรคลอไรด ์(ใชส้ารละลายไฮโปคลอไรด์ทางการคา้ซ่ึงมีความ

เขม้ขน้ 1.5 นอร์มอล) ในอตัราส่วน 4 ต่อ 1 

 

- ขัน้ตอนการวิเคราะห์ 

 ปิเปตนํ้าตวัอยา่ง 5 มล. ใส่ลงในหลอดทดลอง เติมสารละลายฟีนอลปริมาตร 0.2 มล. และ

สารละลายโซเดียมไนโตรพลสัไซด์ปริมาตร 0.2 มล. ตามลาํดบั จากนั้นเติมสารละลายออกซิไดซ์

ซิงค ์แลว้จึงปิดฝาหลอดทดลองดว้ยฟาราฟิลม์และเขยา่ใหเ้ขา้กนั (ทาํการวิเคราะห์ตวัอยา่งละ 3 ซํ้ า) 

ตั้งตวัอยา่งทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 1 ชม. ก่อนทาํการวิเคราะห์ สําหรับ Blank ใชน้ํ้ ากลัน่ (De-

ionized water) ท่ีใส่สารเคมีแบบเดียวกบัตวัอยา่งนํ้ า จากนั้นจึงนาํตวัอยา่งไปวดัค่าการดูดกลืนแสง

ดว้ยเคร่ืองสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ท่ีความยาวคล่ืน 640 นาโนเมตร สําหรับสารละลายแอมโมเนีย

มาตรฐานเตรียมท่ีความเขม้ขน้ 0.1  0.2  0.4  0.6 และ 1.0 มก.-ไนโตรเจนต่อลิตร ตามลาํดบั จาก

สารละลายมาตรฐานแอมโมเนียเขม้ขน้ (ความเขม้ขน้ 100 มก.-ไนโตรเจนต่อลิตร) ดงัแสดงในรูปท่ี 

ข-1 
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0 
นา

โน
เม

ตร

ความเข้มข้นของแอมโมเนีย (มก.-ไนโตรเจน/ลิตร)

 
 

รูปท่ี ข-1 กราฟมาตรฐานสาํหรับแอมโมเนีย 
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ข.2 วธีิวเิคราะห์ไนไทรต์ 

การวิเคราะห์ความเข้มขน้ของไนไทรต์ในนํ้ า ใช้วิธีวิเคราะห์มาตรฐานท่ีอา้งอิงมาจาก 

Strickland และ Parsons (1972) โดยเก็บตวัอยา่งนํ้ ามาทาํการกรองก่อนเก็บใส่ขวดพลาสติกขนาด 

30 มล. ควรทาํการวเิคราะห์ทนัทีหลงัเก็บตวัอยา่ง แต่หากยงัไม่สามารถทาํการวิเคราะห์ไดท้นัทีควร

นาํตวัอยา่งนํ้าแช่แขง็ไวท่ี้อุณหภูมิ -15 °ซ 

- การเตรียมสารเคมี 

1. สารละลายซลัฟานิลาไมด์ เตรียมโดยละลายซลัฟานิลาไมด์ 5 กรัม ในกรดไฮโดรคลอ

ริกเขม้ขน้ 50 มล. จากนั้นเติมนํ้ ากลัน่และปรับปริมาตรให้เท่ากบั 500 มล. เขยา่ให้เขา้

กนัแลว้ตั้งทิ้งไว ้2 ถึง 8 นาที 

2. สารละลายเอน็เอน็อีดี เตรียมโดยละลาย N-(1-Naphthyl)-Ethylenediamine 

 Dihydrochloride 0.5 กรัม ในนํ้ากลัน่ และปรับปริมาตรใหเ้ท่ากบั 500 มล. 

- ขัน้ตอนการวิเคราะห์ 

ปิเปตนํ้ าตัวอย่าง 5 มล. ใส่ลงในหลอดทดลอง ทาํการเติมสารละลายซัลฟานิลาไมด์

ปริมาตร 0.1 มล. และสารละลายเอ็นเอ็นอีดีปริมาตร 0.1 มล. ตามลาํดบั ปิดหลอดทดลองดว้ยพารา

ฟิล์มและเขยา่ให้เขา้กนั (ทาํการวิเคราะห์ตวัอยา่งละ 3 ซํ้ า) ตั้งตวัอยา่งทิ้งไวเ้ป็นเวลา 30 นาที ก่อน

ทาํการวิเคราะห์ โดยใช้นํ้ ากลัน่ (De-ionized water) เป็น Blank และใส่สารเคมีแบบเดียวกนักบั

ตวัอย่างนํ้ า จากนั้นนาํไปวดัค่าการดูดกลืนแสงด้วยเคร่ืองสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ท่ีความยาวคล่ืน 

543 นาโนเมตร สําหรับสารละลายไนไทรตม์าตรฐานเตรียมท่ีความเขม้ขน้ 0.05  0.1  0.2  0.3  0.4 

และ 0.5 มก.-ไนโตรเจนต่อลิตร ตามลาํดบั จากสารละลายมาตรฐานไนไทรตเ์ขม้ขน้ (ความเขม้ขน้ 

100 มก.-ไนโตรเจนต่อลิตร) ดงัแสดงในรูปท่ี ข-2 



 

 

47 

y = 3.2835x
R² = 0.9974
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ความเข้มข้นของไนไทรต์ (มก.-ไนโตรเจน/ลิตร)

 
รูปท่ี ข-2 กราฟมาตรฐานสาํหรับไนไทรต ์
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ข.3 วธีิวเิคราะห์ไนเทรต 

การวิเคราะห์ความเขม้ขน้ของไนเทรตใชว้ิธีวิเคราะห์มาตรฐานท่ีอา้งอิงมาจาก Strickland 

และ Parsons (1972) โดยเก็บตวัอยา่งนํ้ ามาทาํการกรองก่อนเก็บใส่ขวดพลาสติกขนาด 30 มล. ควร

ทาํการวเิคราะห์ทนัทีหลงัเก็บตวัอยา่ง แต่หากยงัไม่สามารถทาํการวิเคราะห์ไดท้นัทีควรนาํตวัอยา่ง

นํ้าแช่แขง็ไวท่ี้อุณหภูมิ -15 °ซ 

 การวิเคราะห์หาความเขม้ขน้ของไนเทรตดาํเนินการโดยวดัค่าการดูดกลืนแสงดว้ยเคร่ือง

สเปกโตรโฟโตมิเตอร์ท่ีความยาวคล่ืน 220 และ 275 นาโนเมตร ตามลาํดบั และใช้นํ้ ากลัน่เป็น 

Blank โดยไม่มีการเติมสารเคมี จากนั้นจึงนาํผลต่างของค่าการดูดกลืนแสงทั้งสองค่าไปใช้ในการ

คาํนวณหาปริมาณไนเทรต ซ่ึงค่าไนเทรตท่ีคาํนวณไดต้อ้งนาํไปลบดว้ยปริมาณไนไทรตใ์นตวัอยา่ง

นํ้ าเดียวกนั เน่ืองจากการวิเคราะห์ไนเทรตดว้ยวิธีการน้ีจะเป็นการวิเคราะห์ไนไทรต์รวมไปดว้ย 

สาํหรับสารละลายไนเทรตมาตรฐานไดเ้ตรียมไวท่ี้ความเขม้ขน้ 1.0  1.5  2.0  2.5  3.0 และ 3.5 มก.-

ไนโตรเจนต่อลิตร ตามลาํดบั จากสารละลายมาตรฐานไนเทรตเขม้ขน้ (ความเขม้ขน้ 100 มก.-

ไนโตรเจนต่อลิตร) ดงัแสดงในรูปท่ี ข-3 

 

y = 0.2454x
R² = 0.9967
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รูปท่ี ข-3 กราฟมาตรฐานสาํหรับไนเทรต 
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ข.4 วธีิวเิคราะห์ปริมาณของแข็งแขวนลอยทั้งหมดในนํา้ 

วิเคราะห์ปริมาณของแข็งแขวนลอยทั้งหมดดว้ยวิธีการซ่ึงอา้งอิงมาจาก Standard Method 

(1998) โดยการนาํกระดาษกรอง GF/C ขนาด 47 มม. มาอบและชัง่นํ้ าหนกัจนคงท่ี จากนั้นนาํนํ้ า

ตวัอย่างมากรองผ่านกระดาษกรอง แลว้จึงนาํไปอบท่ีอุณหภูมิ 105 °ซ เป็นเวลา 24 ชม. เม่ือนาํ

กระดาษกรองออกจากตูอ้บใหน้าํไปใส่ไวใ้นโถดูดความช้ืนจนกระดาษกรองเยน็ลง แลว้จึงนาํไปชัง่

นํ้าหนกัดว้ยเคร่ืองชัง่ทศนิยม 4 ตาํแหน่ง เพื่อหาค่านํ้ าหนกัของของแข็งแขวนลอยทั้งหมดในนํ้ า ดงั

สมการต่อไปน้ี 

ของแขง็แขวนลอยทั้งหมด = นน.กระดาษกรองหลงักรองนํ้า–นน.กระดาษกรองก่อนกรองนํ้า× 106 

                  ปริมาตรนํ้าท่ีกรอง (มล.) 
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