
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาคผนวก  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาคผนวก ก 

 

บ่อทดลองและขั้นตอนต่างๆในการทดลอง



73 

 
 

ภาพผนวก 1 สถานท่ีใชใ้นการทดลอง 

 

 

 
 

ภาพผนวก 2 ชุดการทดลองท่ี 1 (T1) บ่อดินปูพลาสติก 
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ภาพผนวก 3 ชุดการทดลองท่ี 2 (T2) บ่อซีเมนต ์

 

 

 

 
 

ภาพผนวก 4 ชุดการทดลองท่ี 3 (T3) บ่อซีเมนตใ์นโรงเรือนพลาสติก 
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ภาพผนวก 5 การวางกระชงัในบ่อในแต่ละชุดการทดลอง 

 

 

 

 

  
 

ภาพผนวก 6 การปล่อยลูกปลูกปลาดุกรัสเซีย 
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ภาพผนวก 7 การสุ่มชัง่นํ้าหนกัขณะดาํเนินการทดลอง 

 

 

 

 
  

ภาพผนวก 8 การวดัความยาวขณะดาํเนินการทดลอง 
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ภาพผนวก 9 การเก็บอุณหภูมิในรอบวนัขณะดาํเนินการทดลอง 

 

 

 

 
 

ภาพผนวก 10 การถ่ายนํ้าขณะดาํเนินการ 
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ภาพผนวก 11 เปรียบเทียบขนาดของปลาดุกรัสเซียในบ่อเล้ียงท่ีต่างกนั 

 

 

 

 

 
  

ภาพผนวก 12 ขนาดปลาท่ีจบัขายในบ่อซีเมนตใ์นโรงเรือนพลาสติก  

 

 

T1 

T2 

T3 
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ภาคผนวก ข 

 

การวเิคราะห์ปริมาณแอมโมเนีย-ไนโตรเจน (Ammonia-nitrogen) 
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การวเิคราะห์ปริมาณแอมโมเนีย-ไนโตรเจน (Ammonia nitrogen) 

แอมโมเนีย-ไนโตรเจน ในแหล่งนํ้ าเกิดข้ึนจากการย่อยสลายของสารอินทรียท่ี์มี

ไนโตรเจนเป็นองคป์ระกอบสาํคญั เช่น โปรตีนและจากการขบัถ่ายของเสียของสัตวน์ํ้ า แอมโมเนีย

ในแหล่งนํ้ า ปรากฏอยู ่2 รูปแบบคือ NH3 และ NH4
+ จะเปล่ียนแปลงความเป็นกรด-ด่าง (pH) และ

อุณหภูมิของแหล่งนํ้ า แอมโมเนียในรูป NH3ในปริมาณท่ีเขม้ขน้จะเกิดโทษต่อสัตวน์ํ้ าหลายอย่าง 

เช่น การระคายเคืองของเหงือก การหายใจ การขบัถ่ายของเสีย ความเป็นกรด-ด่าง ในเลือดสูง 

รบกวนกระบวนการบางอย่างของเอนไซม์บางตวั เป็นตน้ ระดบัความเป็นพิษของแอมโมเนียต่อ

สัตวน์ํ้าข้ึนอยูก่บัชนิดและสภาพแวดลอ้มอ่ืนๆประกอบดว้ย 

 

อุปกรณ์ 

1. Spectrophotometer และ Cuvette 

2. กระดาษกรอง 

3. อุปกรณ์เคร่ืองแกว้ เช่น ขวดรูปชมพู ่ปิเปต 

 

สารเคมี 

1. Oxidizing solution 

เตรียมสารโซเดียมโปคลอไรด ์(5%) หรือ ใชน้ํ้ายาฟอกสี เช่น ไฮเตอร์, คลอรอกซ์

ท่ีมีคลอรีน ประมาณ 5% จาํนวน 10 มิลลิลิตร ผสมกบันํ้ากลัน่ 40 มิลลิลิตร ปรับ pH ของ

สารละลายใหอ้ยูร่ะหวา่ง 6.5-7.0 ดว้ยกรดเกลือ (HCL) สารละลายน้ีควรเตรียมใหม่ทุกอาทิตย ์

2. Rochelle salt solution 

ละลายสาร Rochelle salt (KNaC4H4O6.4H2O) จาํนวน 50 กรัม ในนํ้ ากลัน่ 100 

มิลลิลิตรแลว้ตม้ 30 นาที ทิ้งให้เยน็แลว้เติม Manganoussulphatr (MnSO4) 50 มก. เติมนํ้ ากลัน่ท่ี

ปราศจากแอมโมเนียใหไ้ดป้ริมาตรครบ 100 มิลลิลิตร 
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3. Phenate solution 

ละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH) 2.5 กรัม และฟินอล (Phenol) 10 กรัม ในนํ้ า

กลัน่ท่ีปราศจากแอมโมเนียใหไ้ดป้ริมาตรครบ 100 มิลลิลิตร ให้เก็บไวใ้นตูเ้ยน็ (ควรเตรียมใหม่ทุก

อาทิตย)์ 

4. Standard ammonium chloride solution 

ชัง่ NH4Cl อบแห้ง 3.819 กรัม ละลายในนํ้ ากลัน่ท่ีปราศจากแอมโมเนียให้ได้

ปริมาตร 1,00 0 มิลลิลิตร จะได้สารละลายแอมโมเนียมาตรฐานท่ีความเขม้ขน้ 1,000 มก./ลิตร 

จากนั้นดูดสารละลายมาจาํนวน 5 มิลลิลิตร เจือจางด้วยนํ้ ากลัน่ 500 มิลลิลิตร จะได้สารละลาย

แอมโมเนียมาตรฐานท่ีความเขม้ขน้ 10 มก./ลิตร จากนั้นดูดสารละลาย 15 มิลลิลิตร เจือจางดว้ยนํ้ า

กลัน่ 500 มิลลิลิตร จะได้สารละลายแอมโมเนียมาตรฐานท่ีมีความเขม้ขน้ 0.3 มก./ลิตร ใช้เป็น 

Standard ammonium chloride solution 

 

วธีิการ 

1. ดูดนํ้ าตวัอย่างท่ีผ่านการกรอง Syringe Filters จาํนวน 5 มิลลิลิตร ใส่ลงใน

หลอดทดลอง (test tube) 

2. ขณะท่ีเขยา่นํ้ าตวัอยา่งใน หลอดทดลอง (test tube) เติมสารละลายเหล่าน้ีลงใน

นํ้าตวัอยา่ง 

- Rochelle salt solution 200 ไมโครลิตร เขยา่ใหเ้ขา้กนั 

- Oxidizing solution 250 ไมโครลิตร เขยา่ใหเ้ขา้กนั 

-Phenate solution 300 ไมโครลิตร เขยา่ใหเ้ขา้กนั 

3. ตั้งทิ้งไวอ้ยา่งนอ้ย 15 นาที เพื่อใหส้ารละลายทาํปฏิกิริยาเตม็ท่ี 

4. นาํไปวดัค่าการดูดซบัแสงดว้ยเคร่ือง Spectrophotometer ท่ีคล่ืน 630 นาโนเมตร 

(nm)  

พร้อม Reagent blank โดยใชน้ํ้ากลัน่ และเตรียม Standard solution โดยใช ้

Standard Ammonium chloride (0.3 มก./ลิตร) อยา่งละ 5 มิลลิลิตร แทนนํ้าตวัอยา่งและเติม

สารละลายในขอ้ 2  

http://www.google.co.th/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&frm=1&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0CCwQFjAA&url=http%3A%2F%2Fwww.sciencein.com%2Fproduct-th-469608-Syringe%2BFilters%2C%2BMembrane%2BFilters.html&ei=hBU4U6OXF4i5iQe6r4D4CA&usg=AFQjCNHRQ2dxp-NQNpkJC_QhrB7aakHKMQ
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5. คาํนวณค่าความเขม้ขน้แอมโมเนียโดยเปรียบเทียบกบัสารละลายแอมโมเนีย

มาตรฐาน  

ดงัน้ี คาํนวณปริมาณ Total ammonia nitrogen ดว้ยสมาการ 

   C1 = A1 หรือ C2 =
C1xA2

 A1
 

   C2 = A2    

C1 = ความเขม้ขน้ของ Total ammonia nitrogen ใน Standard solution (0.3) 

C2 = ความเขม้ขน้ของ Total ammonia nitrogen ใน Sample 

A1 = ค่า Absorbance ของ Standard solution 

A2 = ค่า Absorbance ของ Sample 
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ภาคผนวก ค 

 

การวเิคราะห์ปริมาณไนไตรท์-ไนโตรเจน (Nitrite-nitrogen) 
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การวเิคราะห์ปริมาณไนไตรท์-ไนโตรเจน (Nitrite nitrogen) 

 

ไนไตรท์-ไนโตรเจน เป็นสารประกอบไนโตรเจนรูปแบบหน่ึง โดยเกิดก่ึงกลาง

ระหว่างการเปล่ียนแปลงแอมโมเนียเป็นไนเตรท (Nitrification) และไนเตรตเปล่ียนกลับเป็น

แอมโมเนีย (Denitrification) ถา้นํ้ ามีปริมาณออกซิเจนเพียงพอไนไตรท์จะออกซิไดส์ (Oxidation) 

ไปเป็นไนเตรต ไดร้วดเร็ว แต่ถา้นํ้าขาดออกซิเจนพวกจุลินทรียจ์ะรีดิวซ์ (Reduced) ไนเตรตไปเป็น

ไนไตรท์ ทาํให้ฮีโมโกบินในเลือดปลามีประสิทธิภาพรับออกซิเจนน้อยลง ความเป็นพิษของ                                    

ไนไตรท-์ไนโตรเจน ต่อปลาและสัตวน์ํ้ าจะแตกต่างกนัไปตามชนิดของปลาและสัตวน์ํ้ า แต่มกัเกิด

ในปริมาณตํ่า 

 

อุปกรณ์ 

1. Spectrophotometer และ Cuvette 

2. กระดาษกรอง 

3. อุปกรณ์เคร่ืองแกว้ เช่น ขวดรูปชมพู ่ปิเปต 

 

สารเคมี 

1. Diazotizing Reagent 

ชัง่สาร Sulfanilamide 5 กรัม ละลายในสารละลายกรดเกลือ โดยใช้กรดเกลือ 

(HCL) เข้มข้นปริมาตร 50 มิลลิลิตร ละลายในนํ้ ากลั่น 300 มิลลิลิตรแล้วเติมนํ้ ากลั่นให้ครบ

ปริมาตร 500 มิลลิลิตร 

2. Coupling Reagent 

ชัง่ N-(1-napthyl)-ethylenediamine-dihydrochloride 0.5 กรัม ละลายในนํ้ ากลัน่ 

500 มิลลิลิตร เก็บในขวดสีชา เตรียมสารละลายใหม่ทุกเดือนหรือเม่ือสารละลายเป็นสีนํ้าตาล 

3. Standard Nitrite Solution 

เตรียมสารละลาย  Standard nitrite (NaNO2) 0.4925 กรัม ละลายในนํ้ ากลัน่ 1,000 

มิลลิลิตร(ได้สารละลายความเข้มขน้ 100 มิลลิลิตร NO2-N) ดูดสารละลาย Standard Nitrite 
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Solution (ความเขม้ขน้ 100 มิลลิลิตร NO2-N) จาํนวน 10 มิลลิลิตร เจือจางด้วยนํ้ ากลั่นให้ได้

ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร (ไดส้ารละลายความเขม้ขน้ 1.0 มิลลิลิตร NO2-N) ใชส้ารละลาย NO2-N ท่ี

มีความเขม้ขน้ 1.0 มิลลิลิตรเป็น Standard  Solution เจือจางสารละลาย (ตารางผนวก 2)  

 

ตารางผนวก 1 ระดบัความเขม้ขน้ของสารละลายมาตรฐานไนโตรท-์ไนโตรเจน 

 

ปริมาตร NO2-N ความเขม้ขน้ 1.0 

มิลลิกรัม/ลิตร เจือจางดว้ยนํ้ากลัน่ให้

ปริมาตรครบ 100 มิลลิลิตร 

ความเขม้ขน้สารละลาย 

NO2-N (มก./ลิตร) 

ค่า Abs ของ

สารละลาย NO2-N ท่ี

วดัได ้(มก./ลิตร) 

0.00 0.00  

1.00 0.01  

2.00 0.02  

4.00 0.04  

6.00 0.06  

8.00 0.08  

10.00 0.10  

15.00 0.15  

20.00 0.20  

 

ปริมาตร NO2-N ความเขม้ขน้ 1.0 มิลลิกรัม/ลิตร เจือจางดว้ยนํ้ ากลัน่ให้ปริมาตร

ครบ 100 มิลลิลิตร ตอ้งทาํการดูดดว้ย Volumetric pipet  ลงใน Volumetric flask จากนั้นดาํเนินการ

วิเคราะห์สารละลายโดยวิธีการวิเคราะห์ไนไตรท ์แลว้สร้างกราฟมาตรฐาน (เลือกกราฟแบบ XY

กระจาย) ซ่ึงมีความสัมพนัธ์ระหวา่งความเขม้ขน้ NO2-N (แกน X) กบัค่าการดูดซบัแสง (แกน Y) 

โดยนาํเขา้สมการ Regression ลงในโปรแกรม Excel 
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วธีิการ 

1. ตวงนํ้าตวัอยา่งท่ีกรองดว้ยกระดาษกรอง 5 มิลลิลิตรลงในหลอดทดลอง 

(test tube) 

2. เติมสารละลาย Diazotizing Reagent 200 ไมโครลิตร เขยา่ใหเ้ขา้กนั 

3. เติมสารละลาย Coupling Reagent 200 ไมโครลิตร เขยา่ให้เขา้กนัทิ้งไว ้

อยา่งนอ้ย 10 นาที  

4. นาํไปวดัค่าการดูดซบัแสงดว้ยเคร่ือง Spectrophotometer ท่ีคล่ืน 543 นาโน 

เมตร (nm) พร้อม Reagent blank โดยใชน้ํ้ากลัน่ และเตรียม Standard solution โดยใช ้Standard 

Ammonium chloride ท่ีเจือจาง แทนนํ้าตวัอยา่งและเติมสารละลายในขอ้ 2 และ3 

5. คาํนวณค่าความเขม้ขน้ nitrite nitrogen (NO2-N) จากกราฟมาตรฐานท่ีได ้

6. แปลงค่าความเขม้ขน้ nitrite nitrogen (NO2-N) ใหเ้ป็น Nitrite (มก./ลิตร)  
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ภาคผนวก ง 

 

การวเิคราะห์ปริมาณไนเตรท-ไนโตรเจน (Nitrate-nitrogen) 
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การวเิคราะห์ปริมาณไนเตรท – ไนโตรเจน (Nitrate nitrogen) 

 

ไนเตรท – ไนโตรเจน เป็นสารประกอบของไนโตรเจนท่ีพบมากท่ีสุดในลาํธาร 

ทะเลสาบ ซ่ึงจะพบในปริมาณมากหรือน้อยข้ึนกบัลกัษณะ และวิธีการใช้ท่ีดินในทางการเกษตร 

เน่ืองจากไนเตรทเป็นสารประกอบท่ีสามารถถูกชะลา้งไดง่้าย เม่ือมีการไหลผา่นของนํ้ าบนพื้นดิน 

ดงันั้น ปริมาณไนเตรทจะลงสู่แหล่งนํ้ ามากข้ึน เม่ือมีการพงัทลายของดินมาก ปริมาณของไนเตรท

สามารถใช้เป็นตวัช้ีวดัระดบัความสมบูรณ์ของแหล่งนํ้ าได ้โดยปกติจะมีความเป็นพิษต่อสัตวน์ํ้ า

นอ้ย เม่ือเทียบกบัไนไตรทแ์ละแอมโมเนีย นอกจากน้ีไนเตรทยงัมีประโยชน์ต่อพืชในการดูดซึมไป

ใช้ในขบวนการสร้างโปรตีนอีกด้วย ในการวิเคราะห์หาปริมาณไนไตรท์ จะทาํการวิเคราะห์โดย

วธีิการเทียบสีกบัสารประกอบมาตรฐานท่ีเตรียมข้ึนจากนั้นนาํค่าท่ีไดม้าสร้างกราฟมาตรฐาน ส่วน

การวเิคราะห์หาปริมาณไนเตรทตอ้งใชห้ลกัการ Reduce ไนเตรทใหเ้ป็นไนไตรท ์ก่อน โดยการผา่น

นํ้าตวัอยา่งไปลงในคอลมัน์ท่ีบรรจุแคดเม่ียมเคลือบดว้ยทองแดง จากนั้นทาํการวิเคราะห์โดยวิธีการ

เดียวกบัการหาปริมาณไนไตรท ์

 

อุปกรณ์ 

1. Spectrophotometer และ Cuvette 

2. กระดาษกรอง 

3. อุปกรณ์เคร่ืองแกว้ เช่น ขวดรูปชมพู ่ปิเปต 

4. คอลมัน์ (Reduction Column) 

 

สารเคมี 

1. Diazotizing Reagent 

ชัง่สาร Sulfanilamide 5 กรัม ละลายในสารละลายกรดเกลือ โดยใชก้รดเกลือ 

(HCl) เขม้ขน้ปริมาตร 50 ml. ละลายในนํ้ากลัน่ 300 มิลลิลิตร แลว้เติมนํ้ากลัน่ใหไ้ดป้ริมาตร 500 

มิลลิลิตร 
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2. Coupling Reagent 

ชัง่สาร N – (l - napthyl) – ethylenediamine – dihydrochloride 0.500 กรัม ละลาย

ในนํ้ ากลัน่ 500 มิลลิลิตร เก็บในขวดสีชา เตรียมสารละลายใหม่ทุกเดือนหรือเม่ือสารละลายเป็นสี

นํ้าตาล 

3. NH4Cl – EDTA Solution  (เขม้ขน้) 

ชัง่สารละลาย NH4Cl 125กรัม ในนํ้ากลัน่ 500 มิลลิลิตร 

4. NH4Cl – EDTA Solution  (เจือจาง) 

ดูดสารละลาย NH4Cl – EDTA Solution  (เขม้ขน้) 50 มิลลิลิตร เจือจางดว้ยนํ้ า

กลัน่ ให้เป็น 2,000 มิลลิลิตร เติมสารละลาย Disodium EthyenediamineTetracetate จาํนวน 0.3 

กรัม ทาํการปรับ pHใหไ้ด ้7.5 (โดยเติมสารละลาย NaOH) 

5. Stock Nitrate Solution (เขม้ขน้) 

ชัง่สารละลาย KNO3 ท่ีผา่นการอบแหง้ 0.7218 กรัม ละลายในนํ้ากลัน่ใหไ้ด ้1,000 

มิลลิลิตร 

6. Standard Nitrate Solution  

ดูดสารละลาย Stock Nitrate Solution (เขม้ขน้) ในขอ้ 5 ดว้ย volumetric pipette 

จาํนวน 50 มิลลิลิตร ละลายในนํ้ากลัน่ใหไ้ดป้ริมาตรครบ 1,000 มิลลิลิตร 

7. Copper sulfate 2% 

ชัง่สารละลาย Copper sulfate จาํนวน 20 กรัม ละลายในนํ้ากลัน่ใหไ้ด ้1,000 

มิลลิลิตร 

8. กรดเกลือ (HCl) เขม้ขน้ 6  N 

9. ผง Cadmium 
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วธีิการวเิคราะห์ 

 

1. การเตรียมแคดเมียม (Cadmium) 

  นาํผง Cadmium ประมาณ 25 กรัม แช่ในกรด HCl (กรดเกลือ) เขม้ขน้ 6  N กวน

ดว้ยแท่งแกว้จนสะอาด (ประมาณ 5 นาที) เทกรดทิ้งและลา้งดว้ยนํ้ ากลัน่หลายๆคร้ังจนหมดกล่ิน

กรด จากนั้นนาํสารละลาย Copper sulfate 2% ประมาณ 200 มิลลิลิตร เทลงไป กวนดว้ยแท่งแกว้

นาน ประมาณ 5 นาที หรือจนกระทัง่สีนํ้าเงินจางหายไป สะเก็ดสารละลายให้แห้ง แลว้เติม Copper 

sulfate 2% ของใหม่ลงไป กวนดว้ยแท่งแกว้เหมือนเดิม ทาํตามขั้นตอนหลายๆคร้ัง จนเกิดผลึกสี

นํ้าตาลเกิดข้ึน จากนั้นลา้งดว้ยนํ้ากลัน่จนกระทัง่ไม่มีผลึกสีนํ้าตาลติดอยู ่

2. การเตรียมคอลมัน์แคดเมียม (Cadmium Column) 

  เติมนํ้ากลัน่ลงในคอลมัน์เปล่า จากนั้นตกัแคดเมียมท่ีเตรียมไวล้งในคอลมัน์ให้ได้

ความสูงประมาณ 18.5 เซนติเมตร รักษาระดบันํ้ าให้ท่วมแคดเมียม ทาํการล้างแคดเมียม โดยใช้

สารละลาย NH4Cl – EDTA Solution  (เจือจาง) จาํนวน 200 มิลลิลิตร ผา่นคอลมัน์ลงอยา่งชา้ๆ และ

ให้เตรียมสารละลาย Standard Nitrate Solution จาํนวน 100 มิลลิลิตร กบัสารละลาย NH4Cl – 

EDTA Solution (เขม้ขน้) 2 มิลลิลิตร จากนั้นเทสารละลายลงในคอลมัน์ให้ไหลในอตัรา 7 – 10 

มิลลิลิตรต่อนาที 

3. การเตรียมนํ้าตวัอยา่งและการผา่นลงในคอลมัน์ 

  ดูดนํ้ าตวัอย่างท่ีผ่านการกรองด้วยกระดาษกรอง จาํนวน 100 มิลลิลิตร ผสมกบั

สารละลาย NH4Cl – EDTA Solution (เขม้ขน้) จาํนวน 2 มิลลิลิตร จากนั้นเทลงในคอลมัน์ ปล่อย

ให้ไหลผ่านในอตัรา 7 -10 มิลลิลิตรต่อนาที (ใชเ้วลาประมาณ 10 – 15 นาที) ทิ้งไว ้25 มิลลิลิตร 

แรกทิ้งและเก็บปริมาตรท่ีเหลือไว ้

4. การสร้างสีและการวดัค่า Abs (การวเิคราะห์ค่าไนเตรท) 

  ดูดสารละลายหลงัจากผา่นคอลมัน์ จาํนวน 50 มิลลิลิตร โดยผา่นคอลมัน์ตอ้งไม่

เกิน 15 นาที จากนั้นเติมสารละลาย Diazotizing Reagent จาํนวน 1 มิลลิลิตร เขยา่ให้เขา้กนัทิ้งไว ้2-

4 นาที แลว้เติมสารละลาย Coupling Reagent จาํนวน 1 มิลลิลิตร เขยา่ให้เขา้กนัทิ้งไวอ้ยา่งนอ้ย 10 



91 

นาที แต่ไม่เกิน 2 ชัว่โมง จากนั้นนาํไปวดัค่าดูดซบัแสง (Abs) ดว้ยเคร่ือง Spectrophotometer ท่ีคล่ืน 

543 นาโนเมตร (nm)  

5. การหา Recovery factor  

โดยการดูดสารละลาย Standard Nitrate Solution (0.1 มก./ลิตร) จาํนวน 100 

มิลลิลิตร มาผสมกบั สารละลาย NH4Cl – EDTA Solution  (เขม้ขน้) จาํนวน 2 มิลลิลิตร จากนั้นเท

ลงในคอลมัน์ ปล่อยให้ไหลผ่านในอตัรา 7-10 มิลลิลิตรต่อนาที ทิ้งนํ้ า 25 มิลลิลิตรแรกและเก็บ

ปริมาตรท่ีเหลือไว ้

ดูดสารละลายท่ีเก็บไว ้50 มิลลิลิตร เติมสารละลาย Diazotizing Reagent จาํนวน   

1 มิลลิลิตร เขย่าให้เขา้กนัทิ้งไว ้2-4 นาที แล้วเติมสารละลาย Diazotizing Reagent จาํนวน 1 

มิลลิลิตร เขยา่ให้เขา้กนัทิ้งไวอ้ยา่งน้อย 10 นาทีแต่ไม่เกิน 2 ชัว่โมง จากนั้นนาํไปวดัค่าดูดซบัแสง 

(Abs) ดว้ยเคร่ือง Spectrophotometer ท่ีคล่ืน 543 นาโนเมตร (nm) 

หาค่า F (Recovery factor)  =(0.1มิลลิลิตร/ลิตร) ของ Nitrite nitrogen x 100 )/

(ความเขม้ขน้ของ Nitrite nitrogen) 

คาํนวณหาค่าความเขม้ขน้ Nitrate nitrogen ดงัน้ี 

              Nitrate nitrogen (mg/l) = {(A-B) x F} / 100 

   โดยท่ี  A = ความเขม้ขน้ของไนไตรท ์ท่ีผา่น Column 

              B = ความเขม้ขน้ของไนไตรท ์ท่ีไม่ผา่น Column 

                                                     F =  Recovery factor 

                   ทาํการแปลงค่า  Nitrate nitrogen ใหเ้ป็น Nitrate (มก./ลิตร) โดยคูณดว้ย 4.43 
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ภาคผนวก จ 

 

การวเิคราะห์ปริมาณออร์โธฟอสเฟต(Ortho-phosphate) 
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การวเิคราะห์ปริมาณออร์โธฟอสเฟต 

 

ออร์โธฟอสเฟต เป็นธาตุอาหารท่ีสําคนัอย่างหน่ึงต่อส่ิงท่ีมีชีวิดในแหล่งนํ้ า โดย

ปกติแหล่งนํ้ าตามธรรมชาติจะพบธาตุน้ีในปริมาณน้อย ซ่ึงนับเป็นปัจจยัท่ีสําคญัต่อผลผลิตทาง

ชีวภาพ ความอุดมสมบูรณ์ของแหล่งนํ้ า ในแง่ของธาตุอาหารธรรมชาติ ฟอสฟอรัสในแหล่งนํ้ าพบได้

หลายรูปแบบ ทั้งในรูปของสารละลายและสารแขวนลอยในรูปของสารอนินทรียแ์ละสารอินทรีย ์แต่

ในท่ีสุดทุกรูปแบบจะสลายตัวไปอยู่ในรูปแบบอ่ืน ๆ ต้องทาํการย่อยให้สลายตัวอยู่ในรูปของ 

Orthophosphate ก่อนทาํการวเิคราะห์ 

 

วธีิวเิคราะห์แบบ Stannous Chloride 

 

อุปกรณ์ 

1. Spectrophotometer และ Cuvette 

2. กระดาษกรอง 

3. อุปกรณ์เคร่ืองแกว้ เช่น ขวดรูปชมพู ่ปิเปต 

สารเคมี 

1. Ammonia molybdate solution 

เตรียมสารละลาย Ammonia molybdate (NH4)6MO7.4H2O จาํนวน 5 กรัม ละลาย

ในนํ้ากลัน่ 35 มิลลิลิตร นาํสารละลายดงักล่าว เติมลงในสารละลายกรด H2SO4 (ละลายกรด H2SO4 

56 มิลลิลิตร ลงในนํ้ากลัน่ 80 มิลลิลิตร) แลว้เติมนํ้ากลัน่ใหไ้ดป้ริมาตรครบ 200 มิลลิลิตร 

2. Stannous  chloride  solution 

เตรียมสารละลาย Stannous  chloride (SnCl2.2H2O)  จาํนวน 2.5 กรัมละลายใน 

Glycerol ในปริมาตร 100 มิลลิลิตร โดยใชอ้่างนํ้าร้อน (water bath) ในการทาํละลาย 

3. Stannous  phosphate  solution 

เตรียมสารละลาย KH2PO4  จาํนวน 0.2195 กรัม ละลายในนํ้ากลัน่ 1,000 มิลลิลิตร 

(ไดส้ารละลายเขม้ขน้ 50 มก./ลิตร PO4-P) ดูดสารละลาย Stannous  phosphate  solution ท่ีดา้ม
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จาํนวน 50 มิลลิลิตร เจือจางดว้ยนํ้ากลัน่ใหป้ริมาตรครบ 500 มิลลิลิตร (ไดส้ารละลายเขม้ขน้ 5 มก./

ลิตร  PO4-P) เพื่อใชใ้นการเตรียมกราฟมาตรฐาน ดัง่น้ี 

 

ตารางผนวก 2 ระดบัความเขม้ขน้ของสารละลายมาตรฐานออร์โธฟอสเฟต 

 

 

 

 ปริมาตร PO4-P ความเขม้ขน้ 5.0 มก./ลิตร เจือจางดว้ยนํ้ ากลัน่ให้ปริมาตร100 

มิลลิลิตร ตอ้งทาํการดูดดว้ย Volumetric pipe ลงใน Volumetric flask จากนั้นดาํเนินการวิเคราะห์

สารละลายโดยวธีิการวิเคราะห์ฟอสฟอรัสแลว้สร้างกราฟมาตรฐาน (เลือกกราฟแบบ XY กระจาย) ซ่ึง

มีความสัมพนัธ์ระหวา่งความเขม้ขน้ PO4-P (แกนX) กบัค่าการดูดซับแสง (แกนY) โดยนาํเขา้สมการ 

Regression ลงในโปรแกรม Excel 

 

 

 

ปริมาตร PO4-P ความเขม้ขน้ 5.0 มก./ลิตร เจือ

จางดว้ยนํ้ากลัน่ใหป้ริมาตร 100 มิลลิลิตร 

  (มิลลิลิตร) 

ความเขม้ขน้

สารละลาย PO4-P  

(มก./ลิตร) 

ค่า Abs ของสารละลาย 

PO4-P  ท่ีวดัได ้

(มิลลิลิตร/ลิตร) 

0.00 0.00 
 

0.50 0.025 
 

1.00 0.050 
 

2.00 0.100 

 
5.00 0.250 

 
10.00 0.500 

 
15.00 0.750 
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วธีิการ 

1.   ดูดนํ้าตวัอยา่งท่ีผา่นการกรองดว้ยกระดาษกรอง 25 มิลลิลิตร ลงใน บีกเกอร์ ขนาด 

100 มิลลิลิตร 

2.   เตรียมสารละลาย Ammonia molybdate Solution จาํนวน 1 มิลลิลิตรเขยา่ใหเ้ขา้กนั 

และเติมสารละลาย Stannous  chloride  solution  5 หยด เขยา่ใหเ้ขา้กนัทิ้งไว ้10 นาที แต่ไม่เกิน 12 

นาที  

3.   นาํไปวดัค่าการดูดซบัแสงดว้ยเคร่ือง Spectrophotometer ท่ีคล่ืน 690 นาโนเมตร 

พร้อมกบั Reagent blank โดยใชน้ํ้ากลัน่ แทนตวัอยา่งนํ้าและเติมสารละลายในขอ้ 2. 

4.   คาํนวณค่าความเขม้ขน้ฟอสฟอรัส (Phosphorus) จากกราฟมาตรฐาน 

5.   ทาํการแปลงค่า PO4-P ใหเ้ป็น PO4 (มก./ลิตร) โดยคูณดว้ย 3.0 
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ภาคผนวก ฉ 

 

การวเิคราะห์ปริมาณคลอโรฟิลล์-เอ (Chlorophyll-a) 
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การวเิคราะห์ปริมาณคลอโรฟิลล์-เอ (Chlorophyll -a) 

 

 การวดัความอุดมสมบูรณ์ของระบบนิเวศน์แหล่งนํ้ า ทาํได้โดยการวิเคราะห์

ปริมาณคลอโรฟิลล์-เอและมวลชีวภาพของสาหร่าย (Algae biomes) มีปัจจยัสําคญัท่ีควบคุมการ

สร้างคือ สารอาหาร โดยเฉพาะอยา่งยิง่ ฟอสฟอรัส โดยปริมาณคลอโรฟิลล์-เอ ของแพลงก์ตอนพืช 

เป็นดชันีบ่งบอกถึงผลผลิตเบ้ืองตน้ (Primary productivity) ของแหล่งนํ้ า ซ่ึงปริมาณคลอโรฟิลล์-เอ                       

จะข้ึนกบัปริมาณแอมโมเนีย ไนโตรเจนและฟอสฟอรัส ฯลฯ 

 

อุปกรณ์ 

1. เคร่ืองกรองตวัอยา่งนํ้าพร้อมอุปกรณ์ 

2. เคร่ืองหมุนเหวีย่ง (Centrifuge) 

3. Spectrophotometer และ Cuvette 

4. อุปกรณ์เคร่ืองแกว้ 

 

สารเคมี 

1. Methanol 90% 

 ตวงนํ้ากลัน่ 100 มิลิลิตร ใส่ใน volumetric flask แลว้เติม methanol ลงไปปรับ

ปริมาณใหค้รบ 1,000 มิลลิลิตร ควรเก็บไวใ้นขวดสีชา 

 

วธีิการ 

1.  กรองนํ้าตวัอยา่งประมาณ 50-100 มิลลิลิตร (ข้ึนอยูก่บัความเขม้ของ

คลอโรฟิลลเ์อ โดยสังเกตจากสีของนํ้า) ดว้ยเคร่ืองกรองนํ้า (Vacuum pump) โดยใชก้ระดาษกรอง

แบบ GF/C หรือแบบ Membrane 

2.  ใส่ Methanol 90% ในหลอด 10 มิลลิลิตร จากนั้นนาํกระดาษท่ีกรองในขอ้ 1. 

ใส่ลงไปในหลอดท่ีเตรียมไว ้ห่อดว้ยกระดาษฟอยด ์นาํไปตม้ในนํ้าท่ีมีอุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 30 นาที 
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3.  จากนั้นนาํเอามาป่ันดว้ยเคร่ืองป่ันเหวีย่งโดยใชค้วามเร็ว 3,000 รอบ/นาที เป็น

เวลา 10 นาที  

เพื่อใหส้ารละลายตกตะกอน นาํสารท่ีตกตะกอนแลว้ไปทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิหอ้งก่อน ระมดัระวงัอยา่

ใหห้ลอดกระทบกระเทือน 

4.  นาํสารไปวดัค่าการดูดซบัคล่ืนแสงดว้ยเคร่ือง Spectrophotometer ท่ีช่วงคล่ืน 

750, 665, 645 และ 630 นาโนเมตร 

5.  การคาํนวณ 

คลอโรฟิลล-์เอ (ไมโครกรัม/ลิตร) = (11.6 D665 – 1.31 D645 – 0.14 D630) x F 

F = (ปริมาณรวมของสารท่ีสกดั (มิลลิลิตร)/ปริมาณนํ้ าตวัอยา่ง (ลิตร) x 1/ความ

กวา้ง Cuvette (ซม.) 

D665 = ค่าดูดซบัแสงท่ีช่วงคล่ืน 665 nm – ค่าดูดซบัแสงท่ีช่วงคล่ืน 750 nm 

D645 = ค่าดูดซบัแสงท่ีช่วงคล่ืน 645 nm – ค่าดูดซบัแสงท่ีช่วงคล่ืน 750 nm 

D630 = ค่าดูดซบัแสงท่ีช่วงคล่ืน 630 nm – ค่าดูดซบัแสงท่ีช่วงคล่ืน 750 nm 
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การตรวจวดัค่าปริมาณของแขง็แขวนลอยทั้งหมดในนํา้ (Total Suspended Solids) 
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การตรวดวดัค่าปริมาณของแข็งแขวนลอยทั้งหมดในนํา้ (Total suspended Solids) 

 

อุปกรณ์ 

1.  กระบอกตวง 

2.  เคร่ืองกรองตวัอยา่งนํ้า พร้อมอุปกรณ์ (Vacuum pump) 

 

วธีิการทดลอง 

1.  นาํกระดาษกรอง  GF/C ไปอบในตูอ้บอุณหภูมิ 103-105 °C เป็นเวลา 1 ชัว่โมง

แลว้ทาํใหเ้ยน็ในโถดูดความช้ืน 

2.  ชัง่นํ้าหนกักระดาษกรอง วางบนอลูมิเนียมฟอยล ์

3.  กรองนํ้าตวัอยา่งปริมาตร 400 มิลลิลิตร ดว้ยเคร่ืองกรองนํ้ า 

4.  นาํกระดาษกรองไปอบท่ีอุณหภูมิ 103-105 °C เป็นเวลา 1 ชัว่โมงแลว้ทาํให้เยน็ใช้

โถดูดความช้ืน 

5.  ชัง่นํ้าหนกักระดาษกรองคาํนวณหาปริมาณของแข็งแขวนลอยทั้งหมด 

 หาปริมาณของแขง็แขวนลอยทั้งหมด ( Total suspended Solids ) คาํนวณโดยสมการดงัน้ี 

ของแข็งแขวนลอย (มก./ลติร) = (A-B) x1000/C 

   เม่ือ      A = นํ้าหนกักระดาษกรองและของแขง็ 

                                       B = นํ้าหนกักระดาษกรองอยา่งเดียว 

                                       C = ปริมาตรของนํ้าตวัอยา่ง 
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ประวตัิผู้วจิัย 
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ประวตัิผู้วจัิย 

 

ช่ือ-สกุล นายวริวุฒิ แตม้ประสิทธ์ิ 

เกดิเมื่อ 20 มิถุนายน 2526 

ประวตัิการศึกษา พ.ศ. 2547   ประกาศนียบตัรวชิาชีพ (ปวช.) สาขาเกษตรและ 

                  เทคโนโลย ีวทิยาลยัเกษตรและเทคโนโลยตีรัง 

พ.ศ. 2551   วทิยาศาสตรบณัฑิต สาขาประมง มหาวทิยาลยั 

                  เทคโนโลยรีาชมงคลลา้นนา (วทิยาเขตพิษณุโลก)  
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