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ภาคผนวก ก

สูตรอาหารที่ใชในการเลี้ยงแบคทีเรียสังเคราะหแสง
1. อาหารเลี้ยงเชื้อ (G5 medium) (Watanabe et al., 1981) ประกอบดวย
(กรัมตอลิตร)

Sodium-L-glutamate 4.0
DL-malic acid 3.5
KH2PO4 0.12
K2HPO4 0.18
Yeast extract 5.0
Peptone 5.0
ปรับพเีอชเปน 7.0 ดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 5.0 นอรมัล กรณีที่เปนอาหารแข็ง

เตมิผงวุนรอยละ 1.5 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที
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ภาคผนวก ข

วิธีการวิเคราะห
วธิกีารวเิคราะหคุณลักษณะของนํ้ าเสีย
1. ซีโอด ี(APHA, AWWA and WEF,1998.)

1.1 วัสดุอุปกรณ
1. อุปกรณกลั่นไหลกลับ
- ขวดกลมขนาด 250 มิลลิลิตร
- เครื่องควบแนน
- เตาใหความรอน
2. บิวเรต

1.2 สารเคมี
1.สารละลายมาตรฐานโพแทสเซียมไดโครเมตเขมขน 0.25 นอรมอล ละลายใน

โพแทสเซียมไดโครเมต (K2Cr2O7) ซึ่งอบแหงที่ 103 องศาเซลเซียส เวลา 2 ชัว่โมง จ ํานวน 12.259 
กรัมในนํ้ ากลั่น เตมิกรดซัลฟามิก (NH2SO3H) (0.12 กรัม) แลวเจือจางจนปริมาตรเปน 1,000 
มิลลิลิตร

2. Sulfuric acid reagent
ละลายซิลเวอรซัลเฟต (Ag2SO4) 22 กรัม ในกรดซัลฟูริกเขมขนบรรจุขวดขนาด 1 ปอนด

(2.65 ลิตร) เนื่องจากซิลเวอรซัลเฟตจะละลายยากมาก อาจตองใชเวลา 1-2 วัน จึงละลายหมด
3. สารละลายมาตรฐานเฟอรรัสแอมโมเนียมซัลเฟตเขมขน 0.10 นอรมอล

3.1 การเตรียมสารละลาย
ละลายเฟอรรัสแอมโมเนียมซัลเฟต (Fe(NH4)2(SO4)26H2O) จ ํานวน 39 กรัม ใน

นํ ้ากลัน่เตมิกรดซัลฟูริกเขมขน 20 มิลลิลิตร ทํ าใหเย็นแลวเติมนํ้ ากลั่นใหครบ 1,000 มิลลิลิตร
3.2 การหาความเขมขนของสารละลาย
ปเปตสารละลายมาตรฐานโพแทสเซียมไดโครเมต (0.25 นอรมอล) จํ านวน 10

มลิลิลิตร เติมนํ้ ากลั่นจนไดปริมาตร 100 มิลลิลิตร เตมิ Sulfuric acid reagent 30มิลลิลิตร ทิ้งไว
ใหเยน็ ไตเตรตดวยสารละลายเฟอรัสแอมโมเนียมซัลเฟต เติมเฟอรโรอิน 2-3 หยดเปนอินดิเคเตอร

ความเขมขน (นอรมอล)    =  ปริมาณสารละลายโพแทสเซียมไดโครเมต (มล.) x 0.25
      ปริมาณสารละลายเฟอรรัสแอมโมเนียมซัลเฟต (มล.)
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4. สารละลายเฟอรโรอิน
ละลาย 1-10 ฟแนนโทรลีนโมโนไฮเดรต (C12H8N2H2O) จํ านวน 1.485 กรัม และเฟอรรัส

ซัลเฟต (FeSO47H2O) จ ํานวน 0.695 กรัมเติมนํ้ าจนปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตร
5. ซิลเวอรซัลเฟต (Ag2SO4) ชนิดผง
6.  เมอรคิวรีซัลเฟต (HgSO4) ชฃนิดผลึกบริสุทธิ์ หรือเปนผง ใชเปนตัวกํ าจัดอนุภาคคลอ

ไรด (Cl-) ในอัตราสวน HgSO4 ตอ Cl- = 10:1
7.  กรดซัลฟามิก (Sulfamic acid) ใชในกรณีกํ าจัดไนไตรตเทานั้น

1.3 วธิีการวิเคราะห
1. เติมเมอรคิวรีซัลเฟต 0.4 กรัม ลงในขวดกลม
2. เตมิตัวอยาง 20 มิลลิลิตร หรือสวนของตัวอยางเจือจางดวยนํ้ ากลั่นใหเปน 20

มิลลิลิตร
3.   เตมิสารละลายมาตรฐานโพแทสเซียมไดโครเมต 10 มลิลิลิตรและลูกแกว (glass

beads) 3-5 เม็ด
            4.    คอยๆเติม Sulfuric acid reagent 30 มิลลิลิตร เขยาใหเขากันเพื่อละลายเมอรคิวรีซัล
เฟต ควรท ําใหเย็นขณะเขยาเพื่อหลีกเลี่ยงการสูญเสียของสารที่เปนไอในตัวอยาง (อาจแชในอาง
นํ้ า)

5.    กลัน่ดวยอุปกรณกลั่นไหลกลับ ประมาณ 2 ชัว่โมง ปลอยใหเย็น
6.    ไทเทรตสารละลายโพแทสเซียมไดโครเมตที่เกินพอดวยสารละลายมาตรฐานเฟอรรัส

แอมโมเนียมซัลเฟต ใชเฟอรโรอินเปนอินดิเคเตอร เมือ่ถงึจดุยติุสีจะเปลี่ยนจากเขียวปนนํ้ าเงินเปน
สีนํ้ าตาลปนแดง

7.    ทํ า blankโดยใชนํ ้ากลั่น 20 มิลลิลิตร แทนตัวอยางนํ้ า ทํ าเชนเดียวกับตัวอยางขอ1-6

ซีโอดี (มิลลิกรัม/ลิตร) = ( A-B) x N x 8 x 1,000
ปริมาณตัวอยาง

A คือ ปริมาณสารละลายเฟอรรัสแอมโมเนียมซัลเฟตที่ใชไทเทรต blank
B คือ ปริมาณสารละลายเฟอรรัสแอมโมเนียมซัลเฟตที่ใชไทเทรตตัว
อยาง
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N คือ ความเขมขนของสารละลายเฟอรรัสแอมโมเนียมซัลเฟต (นอร
มอล)

2.ปรมิาณไนโตรเจนทั้งหมดและปริมาณโปรตีน โดยวิธี Kjeldahl method (A.O.A.C.,1990)
2.1 วัสดุอุปกรณ

1. ขวดยอยโปรตีน (Kjeldahl flask) ขนาด 250-300 มิลลิลิตร
2. อุปกรณใหความรอน (Heating mentle)
3. อุปกรณกลั่นโปรตีน ( Semi-micro distillation apparatus)
4. ขวดรูปชมพู ( Erlenmeyer flask) ขนาด 100 มิลลิลิตร
5. ขวดปรับปริมาตร (Volumetric flask) ขนาด 100 มิลลิลิตร
6. ปเปต
7. บิวเรต
8. ลูกแกว
9. กระดาษกรอง

2.2 สารเคมี
1.  กรดซลัฟูริก (H2SO4)

      2.  สารชวยเรงการยอย (catalyst) ประกอบดวย CuSO4 1 สวน และ K2SO4 10 สวน
      3.  โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) เขมขนรอยละ 40
      4.  กรดบอริก (H3BO3) เขมขนรอยละ 2
      5.  mixed indicator
         5.1 ชัง่ 0.125 กรัม เมทิลเรดและ 0.082 กรัม เมทลีินบลูละลายในเอทิลแอลกอฮอล 

95 % ปริมาตร 100 มิลลิลิตร
    5.2 ชัง่ 0.1 กรัม โปรโมคริซอลารีนละลายในนํ้ ากลั่นและปรับปริมาตรเปน 100 

มิลลิลิตร
         5.3 ผสมสารละลายขอ1และขอ 2 ในอัตราสวนสารขอ1 ตอสารขอ 2 เทากับ 5 ตอ
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วธิีการ
การยอยตัวอยาง

1.ชัง่ตวัอยาง 0.2-0.5 กรัม หรือ 5-10 มิลลิลิตร ใสในหลอดยอยตามปริมาณไนโตรเจนที่
คาดวาจะม ีถามีมากก็ใชนอย ถามีนอยก็ใชมาก (ทํ า blank ทุกครั้ง)

2.ใสสารชวยเรงการยอย (catalyst) 1-2 กรัม
3.เติมกรดซลัฟูริกเขมขน 5-10 มิลลิลิตร สวมและเปดเครื่องจับไอกรด
4.ยอยทีอุ่ณหภมูเิร่ิมตนประมาณ 200 องศาเซลเซียส ประมาณ 1 ชั่วโมง และเพิ่มข้ึนจน

ถงึ 350 องศาเซลเซียส จะใชเวลาประมาณ 4 ชั่วโมง
5.เมือ่ยอยจนใสหรือไดสารละลายสีฟาหรือสีเขียวอมฟา ต้ังทิ้งไวใหเย็น
6.นํ าไปกลั่น

การกลั่นตัวอยาง
1.ใสตัวอยางใสในหลอดกลั่น เติมนํ้ าประมาณ 60-100 มิลลิลิตร เขยาเบาๆ เพื่อผสมกรด
2.ใสหลอดเขากับเครื่องกลั่นที่พรอมจะกลั่นเปดนํ้ าหลอเย็น อัตราการไหลประมาณ 3-4 

ลิตรตอนาที
3.เตมิสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 40 % ลงไปชาๆ จนไดสารละลายสีดํ า
4.เร่ิมกลัน่โดยใชกรดบอริก (2%) ที่มีการเติม mixed indicator (2-3 หยด) ประมาณ 10 

มิลลิลิตร ในฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตร รองรับ condensate โดยใหปลายทอจมอยูใตกรด
5.กลั่นใหได condensate ประมาณ 100–150 มิลลิลิตร กอนเสร็จการกลั่นในแตละครั้ง 

ใหเลื่อนฟลาสกเกบ็ตัวอยางลงใหพนของเหลว กลั่นตอประมาณ 1 นาที เพื่อลางเครื่องกลั่น
6.ไตเตรทกับ 0.02-0.1 นอรมอล HCl หรือ H2SO4 หกัคา blank ออกเพื่อนํ าไปคํ านวณ

การคํ านวณ

ปริมาณไนโตรเจนทั้งหมด (รอยละ) = (A-B) x N x 14
        W

A คือ ปริมาตรของกรดไฮโดรคลอริกที่ใชในการไทเทรตกับตัวอยาง
B คือ ปริมาตรของกรดไฮโดรคลอริกที่ใชในการไทเทรตกับ blank
W คือ นํ ้าหนักตัวอยาง
N คือ ความเขมขนของกรดไฮโดรคลอริก (นอรมอล)
กรณีคิดปริมาณโปรตีน (รอยละ) คูณดวย 6.25
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3.ของแข็งทั้งหมด (Total solids) (APHA,AWWA, and WEF,1998)
1.1 วัสดุอุปกรณ

1. ถวยกระเบื้องสํ าหรับระเหย
2. ตูอบที่ควบคุมอุณหภูมิไดที่ 103 องศาเซลเซียส
3. อางไอนํ้ า
4. เดซิเคเตอร
5. เครือ่งชั่งนํ้ าหนักชนิดละเอียด

1.2 วธิีการวิเคราะห
1. น ําถวยระเหยลางใหสะอาด อบใหแหงในตูที่อุณหภูมิ 103 องศาเซลเซียส เปน

เวลา 1 ชัว่โมง ท ําใหเย็นในเดซิเคเตอรแลวชั่งนํ้ าหนักที่แนนอน
      2.   ตวงตวัอยาง 50 มิลลิลิตร หรือนอยกวาใสลงในถวยระเหยทีท่ราบนํ้ าหนักแนนอน

             3.   น ําไประเหยใหแหงในอางไอนํ้ า
      4.   อบใหแหงในตูอบที่อุณหภูมิ 103 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 1 ชั่วโมง
      5.   ท ําใหเย็นในเดซิเคเตอร ประมาณ 45 นาที

6. ชัง่นํ้ าหนัก

ของแข็งทั้งหมด (มลิลิกรัม/ลิตร)  = นํ ้าหนกัของแข็ง(มก.) x 1,000
      มล.ตัวอยาง
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วิธีการวิเคราะหปริมาณนํ้ าหนักวัตถุแหง
1. การหานํ้ าหนักวัตถุแหง (Noparatnaraporn et al.,1986)

1. วัสดุอุปกรณ
1. จานเพาะเชื้อ
2. ตูอบที่ควบคุมอุณหภูมิได ที ่103 องศาเซลเซียส
3. เดซิเคเตอร
4. เครือ่งชั่งนํ้ าหนักชนิดละเอียด
5. เครื่องเหวี่ยง

2. วธิีการ
1. น ําจานเพาะเชื้อที่อุณหภูมิ 103 องศาเซลเซียส ประมาณ 12 ชัว่โมง แลวนํ าออกใส

เดซเิคเตอร เมือ่เยน็เทาอุณหภูมิหองนํ ามาชั่งนํ้ าหนักที่แนนอนดวยเครื่องชั่งชนิดละเอียด ทํ าซํ้ าจน
นํ ้าหนักคงที่

 2. น ําตวัอยางที่ตองการวิเคราะหปริมาณ 4 มิลลิลิตร เหวีย่งดวยเครื่องเหวี่ยงที่ความเร็ว
4,000 รอบตอนาที ลางดวยนํ้ ากลั่น 2 คร้ังรินสวนใสทิ้ง

 3. น ําตะกอนของตัวอยางที่ไดใสในจานเพาะเชื้อ แลวอบที่อุณหภูมิ 103 องศาเซลเซียส
เปนเวลา 12 ชัว่โมง

 4.  น ําจานเพาะเชือ้ใสในเดซิเคเตอร ทิ้งใหเย็นแลวชั่งนํ้ าหนักที่แนนอนดวยเครื่องชั่งชนิด
ละเอยีด ทํ าซํ้ าจนไดนํ้ าหนักคงที่

ปริมาณนํ้ าหนักวัตถุแหง = นํ ้าหนักวัตถุแหง (กรัม) x 1,000
มล.ตัวอยาง
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