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ภาคผนวก ข 
วิธีการเตรียมตัวอยางตะกอนดินในการวัดไนเตรดและแอมโมเนียและวิธี 

Multiple tube fermentation technique 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

1.  วิธีการเตรียมตัวอยางตะกอนดินในการวัดไนเตรดและแอมโมเนีย 

วิธีการเตรียมตวัอยางตะกอนดินในการวดัคา pH ไนเตรดและแอมโมเนยีมีรายละเอยีดดังนี ้ 
- น้ํายาเคมีและวิธีเตรียม 
(1) สารละลายโปแทสเซียมคลอไรด (KCl) 1 นอรมอล 
ละลายโปแทสเซียมคลอไรด 7.16 กรัม ลงในน้ํากลั่น 100 มิลลิลิตร 
- วิธีการวัด 
(1) ช่ังตัวอยางดินเปยกมาประมาณ 10 กรัม 
(2) เติมน้ํากลัน่ 20-25 มิลลิลิตร กรณีที่เปนตัวอยางตะกอนดินในเขตน้ําจืด ถาหากวา 



 
 
 
 

 
 
 
 

เปนตัวอยางที่เก็บจากบริเวณที่น้ํามีความเคม็ใชสารละลายโปแทสเซียมคลอไรด 1 นอรมอล 
จากนั้นกวนใหเนื้อตะกอนดินผสมเปนเนือ้เดียวกัน 
(3) ทิ้งไวประมาณ 20-30 นาที หรือนําไปเหวีย่งดวยปนดวยเครื่องหมนุเหวี่ยงความเร็ว 
2000-3000 รอบ/นาท ี
(4) วัดคาพีเอชจากสารละลายใสที่อยูสวนบนดวยวิธีการเดียวกันกับการวัดคาพีเอชของน้ํา 
 
3.2 กาวัดคา ไนเตรทและแอมโมเนีย (Chuan and Sugahara, 1984) 
- การเตรียมสารเคมี สําหรับการวัดคาไนเตรทและแอมโมเนีย 
การเตรียมสารละลายโซเดียมคลอไรด 3 เปอรเซ็นต คือ ละลายโซเดียมคลอไรด (NaCl) (Analytical 
reagent grade) จํานวน 30 กรัมในน้ํากลั่น เจือจางใหได 1 ลิตร (เตรียมไดตามปริมาณที่ตองการจะ
ใช) 
- การสกัดแอมโมเนียและไนเตรทจากตะกอนดิน 
(1) ช่ังตะกอนดินเปยกประมาณ 25 กรัม ลงในบีกเกอรขนาด 100-250 มิลลิลิตร จด 
บันทึกน้ําหนักตะกอนดินเปยกที่ช่ังได 
(2) เติมสารละลายโซเดียมคลอไรด 3 เปอรเซ็นต 100 มิลลิลิตร ลงในบีกเกอร ใชแทง 
แกวคนใหตะกอนดินเขากับสารละลาย เทลงในขวดพลาสติกขนาด 500 มิลลิลิตร เติมสารละลาย
โซเดียมคลอไรด 3 เปอรเซ็นต อีก 300 มิลลิลิตร ปดฝาใหสนิท เขยาแลวแชในตูเยน็ ทิ้งไว 1 คืน 
(3) ดูดสารละลายสวนที่ใสมากรองผานแผนกรอง GF/C แลวทําการวิเคราะหดวยวธีิ 
การเชนเดยีวกบัการวิเคราะห ไนเตรท และแอมโมเนยีในน้ํา คือการวัดดวยเครื่อง ISE (Ion 
Selective Electrode) 
 
 
- การหาความชื้นในตะกอนดิน (% water content) 
(1) พับ aluminium foil ใหมลัีกษณะเปนถวย และชั่งน้ําหนักถวย aluminium foil จด 
บันทึกน้ําหนักที่แนนอน (ทศนิยม 3 ตําแหนง) (W1) 
(2) ใสตะกอนดินเปยกในถวย aluminium foil ประมาณ 1-2 กรัม ลงใน ถวย aluminium foil จด
บันทึกน้ําหนักที่ได (W2) (ทศนิยม 3 ตําแหนง) 
(3) นําถวย aluminium foil ที่มีตะกอนดินเปยกอยูไปอบที่อุณหภูม ิ105-110 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 ช่ัวโมง 
(4) ทิ้งไวใหเยน็ในโถดูดความชื้น แลวช่ังน้าํหนักอีกครั้ง (W3) 
(5) คํานวณหาความชื้นของตะกอนดิน (water content) ดังนี้ water content (%) =   
(W2 – W3/W2) x 100 



 
 
 
 

 
 
 
 

เมื่อ W1 = น้ําหนักถวย aluminium foil อยางเดยีว (กรัม) 
W2 = น้ําหนักตะกอนดินและถวย aluminium foil กอนอบ (กรัม) 
W3 = น้ําหนักตะกอนดินและถวย aluminium foil หลังอบ (กรัม) 
- การคํานวณหาความเขมขนของ ไนเตรท และแอมโมเนียในตะกอนดิน 
คํานวณหาความเขมขนของ ไนเตรท และแอมโมเนียในตะกอนดินไดดงันี้ 
ไนเตรท และแอมโมเนีย = V x C x 100/(100 -D) x W 

เมื่อ V = ปริมาตรสารละลายโซเดียมคลอไรด (มิลลิลิตร) 
W = น้ําหนักตะกอนดินเปยกที่นํามาสกัด (กรัม) 
D = เปอรเซ็นตความชื้น 
C = ความเขมขนของ ไนเตรท และแอมโมเนีย (mg-N /L) 

หนวยของ ไนเตรทและแอมโมเนีย คือ mg-Nkg dry sediment  
 



 
 
 
 

 
 
 
 

2. วิธีการทดสอบคุณภาพน้ําทางชีวภาพ 

 
2.1 Conventional Method for coliforms, fecal coliforms 

- Presumptive test  l  สําหรับ coliforms โดยเลือกใชชุดการเจือจาง 10 ml, 1 ml, 0.1 ml (1:1, 1:10, 
1:10และเลือกระบบ 5 หลอด 

 (1) เจือจางตัวอยางน้ําแบบ  ten fold serial dilution โดยใช  Butterfield's phosphate-
buffered water ใหไดตัวอยางน้ําระดับความเจือจาง  1:1, 1:10 และ 1:100 

 (2) ใชปเปตขนาด 1 ml ดูดตัวอยางน้ําที่ความเจือจาง 1: 1 ใสลงในหลอดอาหาร Lauryl 
Tryptose (LST) Broth ที่มีอาหาร 10 ml และมีหลอดดักกาซคว่ําอยูภายใน จํานวน 5 
หลอด และทําเชนเดียวกันนี้กับ ตัวอยางน้ําเจือจาง 1:10 และ 1:100  หลังจากนั้นเขยา
หลอดเบาๆ อยาใหมีฟองอากาศในหลอดดักกาซ แลวนําหลอดทั้งหมดบมที่ 35± 0.5 C 
เปนเวลา 24-48 ช่ัวโมง

o

 (3) ตรวจผล หลอดที่มีกาซเกิดขึ้นในหลอดดักกาซแสดงวาใหผลบวก (positive) นําหลอด
ดังกลาวไปทดสอบขั้นยืนยัน

2. 2 การตรวจสอบขั้นยืนยัน (Confirmed test) สําหรับ coliforms 

 (1) ใชลวดเขี่ยเชื่อ (loop) ถายเชื้อจากหลอดที่ใหผลบวกในการตรวจสอบขั้น Presumptive 
test ลงในหลอดอาหาร BGLB ที่มีหลอดดักกาซคว่ําอยู เขยาหลอดเบา ๆ ระวังอยาใหมี
ฟองอากาศในหลอดดักกาซ บมที่อุณหภูมิ 35± 0.5 C o

 (2)  ตรวจผล หลอดที่มีกาซเกิดขึ้นในหลอดดักกาซแสดงวาใหผลบวก (positive) นํา
จํานวนหลอดที่ใหผลบวกไปคํานวณคาดัชนีเอ็มพีเอ็นจากตารางเอ็มพีเอ็น  

2.3 MPN Confirmed test for fecal coliforms and E. coli

 (1) ใชลวดเขี่ยเชื่อ (loop) ถายเชื้อจากหลอดอาหาร LST ที่ใหผลบวกในการตรวจสอบขั้น 
Presumptive test ลงในหลอดอาหาร EC บมอาหาร EC ที่ 44.5 °C ที่ 24 -48 ช่ัวโมง  

 (2) ตรวจผล หลอดที่มีกาซเกิดขึ้นใหผลบวก  นําจํานวนหลอดที่ใหผลบวกไปคํานวณคา
ดัชนีเอ็มพีเอ็นจากตารางเอ็มพีเอน 



 
 
 
 

 
 
 
 

2.4  Completed test for E. coli.

 นําเชื้อจากหลอดที่เกิดกาซในหลอดอาหาร EC มาขีด (streak) ลงบนอาหาร EMB บมที่ 
35± 0.5 C เปนเวลา 24 ช่ัวโมง  เลือกโคโลนีที่มีสีเขมตรงกลางและมีสี metallic sheen  จากนั้นให
ใชไมจิ้มฟนปลอดเชื้ถายโคโลนีเดี่ยวในแตละ plate ลงในอาหาร

o

  

-  LST แลวนําไปเขาตูเพาะเชื้อที่ 35± 0.5 C เปนเวลา  24-48 ช่ัวโมง  o

- nutrient Agar Slant บมที่ 35± 0.5 C 24  ช่ัวโมง แลวนําโคโลนีไที่ไดไปทดสอบ  o

 - Gram staining 

 - IMViC reactions

  E. coli จะใหผล  IMViC test เปน ++-- และใหกาซในอาหาร LST 
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ผลการทดสอบระดับความเปนพิษเฉยีบพลันในน้ํา 

(พิจารณาจากการงอกของเมล็ดขาว) 
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การงอกจุดที่3
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การงอกจุดที่ 5
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การงอกจุดที่ 7
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การงอกจุดที่ 9
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การงอกจุดที่ 10
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ความยาวรากจุดท่ี 3
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ความยาวรากจุดท่ี 5
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ความยาวรากจุดท่ี 6 y = 0.18x + 5.6826

R2 = 0.817

0
5

10
15
20
25

0 20 40 60 80 100 120

dilution (%)

% การยับย้ัง

 
 



 
 
 
 

 
 
 
 

 90
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ความยาวรากจุดท่ี 8
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ความยาวรากจุดท่ี 9
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ความยาวรากจุดท่ี 10
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(พิจารณาจากการงอกของเมล็ดขาว) 
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การงอกจุดท่ี 3
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การงอกจุดท่ี 9
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(พิจารณาจากความยาวรากของเมล็ดขาว) 
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ความยาวรากจุดที่ 1
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ความยาวรากจุดที่ 7
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ความยาวรากจุดที่ 9
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กรอบแนวความคิด 
 
 

2.1) ศึกษาคุณภาพน้ําและตะกอนดินนคลองชวดหมัน  
สารมลพิษที่คาดการณวาจะตรวจววัด คือ  

- COD    
- Heavy metal  
- pH  
- Conductivity 
- Nitrate   
- Ammonia 
- Total Coliform, Fecal coliform และ E. Coli                                 
      

ทําการทดสอบทางพิษวิทยาในน้ํา
และตะกอนดินดวยวิธี  

AMES test  
 

 
ระบุและยืนยันชนิดของสารพิษและจุดเก็บตัวอยางจากการสํารวจ 
และขอมูลทุติยภูมิ จํานวน 10 จุดเก็บตัวอยาง 

ทําการทดสอบทางพิษวิทยาในน้ํา
และตะกอนดินดวยวิธี Seed 
germination/root elongation 
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