
บทที่  3  
                                            

วิธีดําเนินการวิจัย 
 

3.1 การศึกษาสมบัติทางกายภาพ และเคมีของตัวอยางกากตะกอน 
3.1.1 สารเคมี สารเคมีที่ใชเกรด Analytical Reagent (A.R.) 
     1. การวิเคราะหหาไนโตรเจนทั้งหมด (TKN)  

Potassium sulfate (K2SO4) (Fisher Chemicals)  
Boric acid (H3BO3), Sodium hydroxide 
(NaOH) และ Sulfuric acid (HCl) 

(Ajax Finechem, New Zealand) 

Nitric acid (HNO3) (Lab - Scan, Irland) 
    
    2. การวิเคราะหหาฟอสฟอรัสในรูป P2O5  

Perchloric acid (HClO4) (Lab - Scan, Irland) 
Ammonium molybdate 
(NH4)6Mo7O24.4H2O) 

(Riedel - de Haen, Germany) 

Ammonium metavanadate (NH4VO3) (Merck, Germany) 
Nitric acid (HNO3) (Lab - Scan, Irland) 

     
     3. การวิเคราะหหาโพแทสเซียมในรูป K2O  

Potassium chloride (KCl) (BDH, England) 
Potassium hydroxide (KOH) (Ajax Finechem, New Zealand) 
Perchloric acid (HClO4) (Lab - Scan, Irland) 

     
    4. การวิเคราะหหาสังกะส ี(Zinc, Zn)  

Diethylene triamine pentacetic acid        
(DTPA, C14H23N3O10) 

(Ajax Finechem, New Zealand) 
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3.1.2 วัสดุอุปกรณ และเครื่องมือ 
             1. ตูควบคุมอุณหภูมิ (Incubator) Model 600, Mammert  
                   2. เครื่องวัด คาความเปนกรด-ดาง (pH meter) Model MP220, Toledo, Mettler 
                   3. เครื่องชั่งทศนิยม 4 ตําแหนง Model TR – 6101, Denver Instrument  
                   4. เครื่องเขยาสาร (Shaker) Model Unimax 1010, Heidolph, Germany  
                   5. เครื่องผลิตน้ําปราศจากไอออน (Deionization, DI) Model 185, Milli - Q Plus 
                   6. เครื่องใหความรอน (Hot plate)  
            7. เครื่องวิเคราะหไนโตรเจน Digestion Model K – 435, Scrubber Model B - 414 และ    
                      Distillation Model B – 324, BUCHI 
                   8. Spectrophotometer รุน Spectronic® 20, Genesys™ Spectronic, UK  
                   9. Flame Photometer Model 410, Sherwood-Scientific 
                 10. Flame Atomic Absorption Spectrophotometer (FAAS), Analyst 100, Perkin Elmer 

 
3.1.3 วิธีการทดลอง 
    3.1.3.1 การเก็บและเตรียมตัวอยางกากตะกอน 
                      ทําการเก็บตัวอยางกากตะกอนจากบอรวมน้ําเสียโรงงานอุตสาหกรรมน้ํายาง

ธรรมชาติ จังหวัดปตตานี 1 แหง ตลอดทั้งปโดยใชระยะเวลาในการเก็บ 3 เดือนตอคร้ัง แตละครั้ง
เก็บ 2 บริเวณและแตละบริเวณทําการเก็บ 3 ซํ้า โดยบริเวณที่ 1 เปนกากตะกอนที่มีการทับถมกัน
นานจนเกิดเปนชั้นหนา และเก็บตัวอยางกากตะกอนตรงกลางบอ บริเวณที่ 2 คือกากตะกอนที่เพิ่ง
ออกจากกระบวนการผลิตอยูขอบบอรวมน้ําเสีย ตัวอยางกากตะกอนทั้ง 2 บริเวณเก็บลึกลงไป 30 cm 
จากระดับผิวหนากากตะกอน ใชเสียมดามยาวเก็บกากตะกอนลงในขวดพลาสติกที่มีฝาปด แชไวที่
อุณหภูมิ 40C เพื่อรักษาสภาพตัวอยาง จากนั้นนํามาอบที่อุณหภูมิ 1030C จนกระทั่งน้ําหนักคงที่  
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           (a)                    (b) 

รูปท่ี 3.1 บอรวมน้ําเสียของโรงงานกากตะกอนบริเวณที่ 1 (a), กากตะกอนบริเวณที่ 2 (b) 
 

         3.1.3.2 การศึกษาลักษณะทางกายภาพและเคมีของกากตะกอน 
                      วิเคราะหสมบัติทางกายภาพ ไดแก อุณหภูมิ คาปริมาณความชื้น สมบัติทาง

เคมี ไดแก คา pH ปริมาณไนโตรเจน ฟอสฟอรัสในรูป P2O5 โพแทสเซียมในรูป K2O และปริมาณ
สังกะสีในกากตะกอน ตามวิธีการวิเคราะหของ AOAC (2000) ดังแสดงในตารางที่ 3.1  
 

ตารางที่ 3.1 พารามิเตอรตางๆ ที่ตรวจวัด และวิธีการวเิคราะหหรือเครื่องมือ  

พารามิเตอร วิธีวิเคราะห/เครื่องมือ 
1. Temperature Thermometer 
2. pH pH Measurement of Organic Soils (AOAC Official Method  

994.18, 2000) 
3. Moisture Content Gravimetric Method (AOAC Official Method 985.29, 1995) 
4. Total Nitrogen (N) Kjeldahl Method (AOAC Official Method 955.04, 2000) 
5. Phosphorus ในรูป P2O5 Spectrophotometry Molybdophosphate Method (AOAC 

Official Method 958.01, 2000) 
6. Potassium ในรูป K2O Flame Photometric Method (AOAC Official Method 893.02, 

2000) 
7. Zinc (Zn)     Atomic Absorption Spectrophotometric Method (AOAC 

Official Method, 965.09, 2000) 
 
วิธีการวิเคราะหแตละพารามิเตอร แสดงในภาคผนวก ข 
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สําหรับเครื่องแกวและอุปกรณตางๆ กอนการศึกษาสมบัติทางกายภาพและเคมี ตองนํามา
ลางดวยน้ํายาลางเครื่องแกวทีโพล (บริษัท ทอป ทวิน จํากัด) โดยผสมน้ํายา 10 ถึง 20 mL กับน้ํา 4.5 
L ผสมใหเขากันแลวนําอุปกรณ และเครื่องแกวลงลาง แลวลางออกดวยน้ําประปาจนสะอาด สําหรับ
การวิเคราะหธาตุอาหารโพแทสเซียม และสังกะสี ตองแชอุปกรณ และเครื่องแกวใน 10% HNO3 
เปนเวลา 24 hr สําหรับขวดพลาสติกแชเปนเวลา 1 hr ลางเครื่องแกวดวยน้ํากลั่นจนสะอาด ลาง
เครื่องแกวดวยน้ําปราศจากไอออน และแชทิ้งไวเปนเวลา 1 hr เสร็จแลวจึงคว่ําผ่ึงลมใหแหงหรือ
นําไปอบจนแหง 

3.2 การทดสอบความเปนพิษเฉียบพลันของสังกะสี (ในรูป ZnO) ตอหนอนแดงใน
หองปฏิบัติการ  

3.2.1 สารเคมี 
 -  ZnO, A.R. grade, Merck 
 -  HNO3, A.R. grade, Merck 
 -  น้ํากรอง 
3.2.2 วัสดุอุปกรณ  
 -  อาหารเลี้ยงหนอนแดง (อาหารปลาบดละเอียด) 
 -  เครื่องแกว ประกอบดวย ขวดวดัปริมาตร, ไปเปต, กระบอกตวง, ขวดแกว 
 -  ตูอบ 
 -  ไมโครไปเปต ขนาด 1000 µL 
 -  เครื่องชั่ง (ทศนิยม 4 ตําแหนง) 
 -  เครื่องใหอากาศ 
 -  FAAS, Analyst 100, Perkin Elmer 

3.2.3   ตัวอยางหนอนแดง 
          เก็บหนอนแดงมาจากแหลงน้ําตามธรรมชาติ  นํามาเลี้ยงในตูกระจกสี่ เหล่ียม 
(30×30×60 cm) ในหองปฏิบัตกิารพิษวิทยา คณะวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี ปดดวยตาขายไนลอน
เพื่อปองกันตัวเต็มวัยบินออกนอกตู จากนั้นยายฝกไขหนอนแดงลงตูกระจกสี่เหล่ียมใบใหม ซ่ึงเติม
น้ํากรองและเยื่อกระดาษปนเพื่อใหหนอนแดงใชในการสรางปลอกหุมตัวในระยะตัวออน เล้ียงที่
อุณหภูมิ 25๐C ใหแสงสวาง 12 hr และมืด 12 hr ใหออกซิเจนตลอดเวลา อาหารหนอนแดงใหวันเวน
วันจนกระทั่งหนอนแดงออกจากฝกไขและพัฒนาเปนตัวออนวัยสาม ซ่ึงใชเวลาประมาณ 7-8 วัน จึง
จะนําไปใชในการทดสอบความเปนพิษ  
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 กอนการทดสอบความเปนพิษของสังกะสี ทําการแยกหนอนแดงที่จะใชจากตูกระจกใสใน
ภาชนะที่สามารถมองเห็นหนอนแดงไดชัดเจน เลือกหนอนแดงที่อยูในระยะวัยสาม ยายลงภาชนะ
ใหมใหปราศจากปลอกที่หุมอยูเพื่อปองการเปลี่ยนแปลงความเขมขนของสังกะสีเนื่องจากถูกดูดซับ 
และงดใหอาหาร 

3.2.4 วิธีการทดลอง 
  ใชเครื่องแกวที่ผานการลางดวย 10% HNO3 ในการเตรียมสารละลายสังกะสีตั้งตน (Zn 
stock solution) ความเขมขน 100 mg/L จาก ZnO โดยใชน้ํากรองจากหองปฏิบัติการพิษวิทยา (คา 
pH 6.68) หาคา Range finding ของความเขมขนสังกะสีที่จะใชทดสอบความเปนพิษเบื้องตน โดย
เตรียมสารละลายสังกะสีความเขมขนในชวงกวาง คือ 0.5, 1.0, 5.0, 10.0, 15.0, 20.0, 25.0 mg/L ใช
หนอนแดง 10 ตัวตอ 1 ความเขมขน สังเกตการตายของหนอนแดงในแตละความเขมขน และเลือก
ความเขมขนที่หนอนแดงมีการตายอยูในชวงเวลา 24-96 hr ซ่ึงเปนระยะเวลาสําหรับการทดสอบ
ความเปนพิษเฉียบพลัน  

  จากชวงความเขมขนที่ไดนํามาเลือกความเขมขนใหมจากตาราง logarithmic scale (ดู
ภาคผนวก ฉ) เพื่อเตรียมเปนสารละลายสังกะสี (Zn working solution) สําหรับการทดสอบความเปน
พิษ โดยมีความเขมขนเปน 5.6, 6.5, 7.5, 8.7, 10.0, 13.5 และ15.5 mg/L และใส Zn working solution 
แตละความเขมขนลงในขวดแกวปริมาตร 50 mL ขวดละ 10 mL ทิ้งไว 24 hr แลวเททิ้งเพื่อทําการ 
equilibrate จากนั้นใส Zn working solution 10 mL ที่เตรียมขึ้นใหมลงในภาชนะเดิมที่ความเขมขน
ตางๆ ความเขมขนละ 10 ซํ้า รวมทั้งชุดควบคุม หนอนแดงทั้งหมดใช 80 ตัว โดยใสลงในขวดแกว 
ขวดละ 1 ตัว (10 ตัว/1 ความเขมขน) ทําการทดลองภายในหองที่ควบคุมอุณหภูมิ (25±1oC) และแสง
สวาง (12:12 hr สวาง และมืด) เร่ิมนับเวลาตั้งแตใสหนอนแดง สังเกต และบันทึกจํานวนของหนอน
แดงที่เกิดการตายที่เวลา 24, 48, 72 และ 96 hr นําขอมูลที่ไดไปคํานวณเพื่อหาคา LC50 และ LT50 
และตรวจสอบความเขมขน Zn working solution ที่เตรียมกอนทําการทดสอบความเปนพิษ และหลัง
การทดสอบความเปนพิษโดยใช FAAS เพื่อนําคาเฉลี่ยของสังกะสีที่วัดไดไปใชในการคํานวณคา 
LC50 และ LT50 
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รูปท่ี 3.2 ชุดการทดลองความเปนพิษแบบเฉียบพลันของสังกะสี (ในรูป ZnO) ตอหนอนแดง 

3.3    การศึกษาความเปนไปไดในการลดปริมาณสังกะสีโดยจุลินทรียท่ีคัดแยกได 
3.3.1 สารเคมี 
 - Nutrient agar medium (NA) 
 - Nutrient broth medium (NB) 
 - 0.1% Peptone 
 - Zinc Standard Solution (1,000 mg/L), Spectral grade, BDH 

3.3.2 วัสดุอุปกรณ และเครื่องมือ 
         - ขวดเก็บตัวอยางกากตะกอน 
           -     เครื่องแกวที่ผานการอบฆาเชื้อ ประกอบดวย ไปเปต, หลอดทดลองพรอมฝาปด,   
                 ขวดรูปชมพู 
 - จานอาหารเลี้ยงเชื้อที่ผานการอบฆาเชื้อ 
 - เครื่องเขยา, Infors AG CH-4103 Bottmingen, Theera Trading 
 - เครื่องผสมสารละลาย (Vortex mixer) 
 -    ชุดเครื่องกรองจุลินทรียพรอมกระดาษกรองที่ผานการนึ่งฆาเชื้อแลว  
 - ตูบมเชื้อ 
 -   เข็มเขี่ยเชื้อ (Inoculating loop) 
 - หมอนึ่งความดันไอ  
 -  ชุดกรอง Millipore filter (0.45 µm) 
 - FAAS รุน Analyst 100, Perkin Elmer 
 - Spectrophotometer รุน Spectronic® 20, Genesys™ Spectronic 
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3.3.3 วิธีการทดลอง 
        3.3.3.1 การเก็บและเตรียมตัวอยางกากตะกอน 

                    เก็บตัวอยางกากตะกอนจากบอรวมน้ําเสียของโรงงานอุตสาหกรรมน้ํายาง
ธรรมชาติ จังหวัดปตตานี 1 แหง โดยเก็บเฉพาะบริเวณที่ 1 ลึกลงไป 30 cm จากระดับผิวหนากาก
ตะกอน และเก็บลงในขวดแกวขนาด 500 mL ที่ผานการฆาเชื้อ       

 3.3.3.2 การคัดแยกจุลินทรียจากตัวอยางกากตะกอน 
             1. การแยก Pure culture ดวยวิธี pour plate (ดัดแปลงจากนงลักษณ และ 

ปรีชา, 2544) 
                                       เจือจางตัวอยางกากตะกอนใหมีระดับความเจือจาง 1:10, 1:102 จนถึง 1:106 

โดยการชั่งตัวอยางกากตะกอน 1 g ใสในขวดรูปชมพูและเติมน้ํากลั่นที่ผานการฆาเชื้อลงไป 10 mL 
นําไปเขยาใหเขากัน จากนั้นไปเปตน้ําตัวอยางจํานวน 1 mL ใสในหลอดที่มีน้ํากลั่น 9 mL เขยา
สารละลายผสมใหเขากัน ตัวอยางน้ําในหลอดที่ 1 จะมีความเจือจางเปน 1:10 ไปเปตน้ําจากหลอดที่ 
1 จํานวน 1 mL ใสในหลอดที่มีน้ํากลั่น 9 mL ในหลอดที่ 2 ผสมสารละลายใหเขากัน ตัวอยางน้ําใน
หลอดที่ 2 จะมีความเจือจางเปน 1:100 ทําเชนเดียวกันสําหรับหลอดท่ี 3 – 6 ตามลําดับ จนมีความ
เจือจางเปน 1:103 จนถึง1:106 ตามลําดับ ไปเปต Bacterial specimen จากแตละหลอดที่มีความเจือจาง 
1:103–1:106 จํานวน 1 mL ใสในจานอาหารเลี้ยงเชื้อ แลวเทอาหารเลี้ยงเชื้อที่เติมสังกะสี ซ่ึงอยูใน
สภาพที่เปนของเหลว ผสมใหเขากันโดยการหมุนจานอาหารเบาๆ ทําระดับความเจือจางละ 3 ซํ้า รอ
ใหวุนแข็งตัว แลวนําจานอาหารไปบมที่ 37oC หลังจากเพาะเชื้อไว 18-24 hr แบคทีเรียจะสราง
โคโลนี กระจายอยูทั้งบนผิวและในอาหารเลี้ยงเชื้อ เขี่ยเชื้อโคโลนีเดี่ยวไปเพาะเลี้ยงเปน Pure 
culture ในอาหารวุนเอียงที่เติมสังกะสีเขมขน 10 และ 20 mg/L เพาะเลี้ยงเปนเวลา 2 วันจากนั้นทํา
การแยกแบบ streak plate ตอเพื่อใหไดเชื้อบริสุทธิ์  

             2. การแยก Pure culture ดวยวิธี streak plate  
              นํา Pure culture ที่ไดจากการคัดแยกโดยวิธี Pour plate มาเติม 0.1% Peptone 
ปริมาตร 5 mL ใช Loop เขี่ยเชื้อใหหลุดจากอาหารวุนเอียงเทจุลินทรียลงในขวดรูปชมพูที่มีอาหาร 
เหลวที่เติมสังกะสี ปริมาตร 100 mL ปดดวยจุกสําลี นําไปเขยาดวยเครื่องเขยาที่มีความเร็ว 200 รอบ/
นาที (200 rpm) เปนเวลา 72-96  hr แยกเชื้อจากอาหารเหลวดวยการใชเข็มเขี่ยถายเชื้อมาปายไวที่มุม
หนึ่งของจานอาหารเลี้ยงเชื้อ ทําการ Streak plate แบบ cross streak เพาะเชื้อในตูบมเชื้อ (incubator) 
ที่อุณหภูมิ 37oC หลังจากเพาะเชื้อประมาณ 18-24 hr นําจุลินทรียจากโคโลนีเดี่ยว ไปเพาะเลี้ยงเปน 
Pure culture ลงในอาหารวุนเอียงที่เติมสังกะสีเขมขน 10 และ 20 mg/L เพาะเลี้ยงเปนเวลา 2 วัน จน
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เชื้อเจริญดี เชื้อที่ไดนําไปศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของจุลินทรียเพื่อนําไปใชในการทดสอบ
การลดสังกะสีดวยจุลินทรีย 

          3.3.3.4 ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของจุลินทรีย 
         นําจุลินทรียที่คัดแยกได และสามารถเจริญเติบโตในอาหารที่มีการเติมสังกะสี 
ไปยอมสีแบบแกรม (รายละเอียดในภาคผนวก จ) บันทึกภาพและนําไปศึกษาอัตราการเจริญโตบโต 

 3.3.3.5 ศึกษาอัตราการเจริญโตบโตของจุลินทรียท่ีคัดแยกได 
        นําจุลินทรียที่คัดแยกไดมาถายกลาเชื้อ 5% ลงในอาหารสูตร NB นําไปเขยาที่
ความเร็ว 200 รอบ/นาที เก็บตัวอยางมาวัดอัตราการเจริญของจุลินทรียโดยใช Spectrophotometer 
ทุก 4 hr โดยวัดคา Optical density ที่ความยาวคลื่น 600 nm นําคาที่วัดไดมาพลอตกราฟเพื่อดูเวลาที่
จุลินทรียแตละชนิดเจริญเติบโตไดดีที่สุด 

 3.3.3.6 ทดสอบการลดปริมาณสังกะสีโดยจุลินทรียท่ีคัดแยกได (ดัดแปลงจากจิติพร, 
2547) 

                เตรียมอาหารสูตร NB ปริมาตร 100 mL ซ่ึงเติมสารละลายสังกะสีใหมีความ
เขมขนเปน 10 mg/L, 20 mg/L และขวดควบคุมซึ่งไมเติมสังกะสี ทําการเตรียมกลาเชื้อเร่ิมตน 
(Starter) โดยเท 0.1% Peptone 5 mL ลงในอาหารวุนเอียงที่มีเชื้อบริสุทธิ์ที่คัดแยกไว จากนั้นใช 
Loop เขี่ยเชื้อใหหลุดจากอาหารวุนเอียง เทจุลินทรียลงในขวดอาหารสูตร NB ที่เตรียมไว และนําไป
เขยาที่ความเร็ว 200 รอบ/นาที ใหจุลินทรียกระจายในอาหารทั่วกัน จากนั้นถายกลาเชื้อ 5% ลงใน
ขวดที่มีอาหารสูตร NB ปริมาตร 250 mL โดยหนึ่งกลาเชื้อทํา 6 ซํ้า แบงเปนอาหารสูตร NB ที่เติม
สังกะสีเขมขน 10 mg/L จํานวน 2 ซํ้า 20 mg/L จํานวน 2 ซํ้า และอาหารสูตร NB ที่ไมมีการเติม
สังกะสีอีก 2 ซํ้า และนําไปเขยาที่ความเร็ว  200 รอบตอนาที จากนั้นทําการเก็บตัวอยางทุก 6 hr เปน
เวลา 96 hr โดยไปเปตตัวอยางปริมาตร 15 mL ของอาหารสูตร NB ทุกขวดมาวัดอัตราการเจริญของ
จุลินทรียโดยใช Spectrophotometer และเซ็นตริฟวซเพื่อแยกเอาเฉพาะสวนใส สวนใสที่ไดนําไป
กรองดวย Millipore filter (0.45 µm) เพื่อวิเคราะหปริมาณของสังกะสีที่เหลืออยูโดยใช FAAS 
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3.4 การทดสอบความเปนพิษของสังกะสีจากกากตะกอนตอหนอนแดงกอนและหลังการ 
ลดปริมาณสังกะสีโดยจุลินทรียท่ีคัดแยกได  

 ทําการเตรียมสารละลายสังกะสีจากกากตะกอนกอนการลดดวยจุลินทรีย โดยนํากาก
ตะกอนมาอบใหแหงที่อุณหภูมิ 103 0C ช่ังกากตะกอนที่อบแหง 5 g เติมน้ํากลั่น 50 mL ตั้งทิ้งไว
ประมาณ 24 hr กรองเพื่อแยกกากตะกอนออกและเก็บน้ําที่ไดสําหรับใชเปน Zn stock solution ของ
การทดสอบความเปนพิษกอนการลดดวยจุลินทรีย โดยสวนหนึ่งนําไปยอยดวยกรดไนตริก และ
วิเคราะหปริมาณของสังกะสีที่ปลอยออกมาจากกากตะกอนโดย FAAS  
 การเตรียมสารละลายสังกะสีจากกากตะกอนหลังการลดดวยจุลินทรีย โดยนําสารละลาย
สังกะสีจากกากตะกอนกอนการลดดวยจุลินทรีย มาเติมเชื้อจุลินทรียที่คัดแยกได และนําไปเขยาเปน
เวลา 72 hr จากนั้นกรองแบบ Millipore filter เพื่อแยกเชื้อออกและเก็บน้ําที่ไดสําหรับใชเปน Zn 
stock solution ของการทดสอบความเปนพิษหลังการลดดวยจุลินทรีย โดยสวนหนึ่งนําไปยอยดวย
กรดไนตริกและวิเคราะหปริมาณของสังกะสีที่เหลืออยูโดย FAAS 
  การเตรียมสารละลายสังกะสี (Zn working solution) สําหรับการทดสอบความเปนพิษกอน
และหลังการลดดวยจุลินทรีย โดยเจือจาง Zn stock solution ของกากตะกอนกอน และหลังการลด
ดวยจุลินทรียใหไดความเขมขน 5.6, 6.5, 7.5, 8.7, 10.0, 13.5 และ 15.5 mg/L (pH 7.15) ตามระบบ 
logarithmic scale ใส Zn working solution แตละความเขมขนลงในขวดแกวปริมาตร 50 mL ขวดละ 
10 mL ทิ้งไว 24 hr แลวเททิ้งเพื่อทําการ equilibrate จากนั้นใส Zn working solution 10 mL ที่เตรียม
ขึ้นใหมลงในภาชนะเดิมที่ความเขมขนตางๆ ความเขมขนละ 10 ซํ้า รวมทั้งชุดควบคุม  
 ใชหนอนแดง 80 ตัว สําหรับการทดสอบความเปนพิษของสังกะสีจากกากตะกอนกอนการ
ลดดวยจุลินทรีย และอีก 80 ตัว สําหรับการทดสอบความเปนพิษของสังกะสีจากกากตะกอนหลัง
การลดดวยจุลินทรีย โดยใสหนอนแดงลงในขวดแกว ขวดละ 1 ตัว (10 ตัว / 1 ความเขมขน) ทําการ
ทดลองภายในหองที่ควบคุมอุณหภูมิ (25±1oC) และแสงสวาง (12:12 hr สวาง และมืด) เร่ิมนับเวลา
ตั้งแตใสหนอนแดง สังเกต และบันทึกจํานวนของหนอนแดงที่เกิดการตายที่เวลา 24, 48, 72 และ 96 
hr นําขอมูลที่ไดไปคํานวณหาคา LC50 และ LT50 และตรวจสอบความเขมขนของ Zn working 
solution ที่เตรียมกอนและหลังการทดสอบความเปนพิษ โดยใช FAAS เพื่อนําคาเฉลี่ยของความ
เขมขนที่วัดไดไปใชในการคํานวณคา LC50 และ LT50 
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การวิเคราะหขอมูลทางสถิติ 
- วิเคราะหหาคา LC50 และ LT50 โดยโปรแกรม Probit Analysis (Litchfield and Wilcoxon, 

1949) 
- วิเคราะหคาความแตกตางโดยโปรแกรม Probit Analysis (Litchfield and Wilcoxon, 1949) 
- เขียนกราฟ Toxicity curve โดย โปรแกรม OriginPro 7.0 
 

 
 
รูปท่ี 3.3 ชุดทดลองความเปนพิษแบบเฉียบพลันของสังกะสีจากกากตะกอนกอนและหลังการลด 
                สังกะสีดวยจุลินทรียไอโซเลต C 
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