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วิธีการเพาะจุลินทรีย์จากหลอดเชื้อแห้งแข็ง (Revival of Freeze-Dried Cultures) 
 1. ใช้กระดาษทิชชูชุบแอลกอฮอล์ 70% พอหมาดเช็ดบริเวณรอบ ๆ หลอดจุลินทรีย์ 
(ampoule) จากนั้นใช้ตะไบเหล็ก เลื่อยลงบนหลอดบริเวณกึ่งกลางส าลีให้เป็นรอยลึกลงไปในเนื้อ
แก้ว 
 2. ใช้ผ้าที่มีความหนา และสะอาดรอง และมีกระดาษทิชชูชุบแอลกอฮอล์ 70% (จากข้อ 1) 
หุ้มหลอดจุลินทรีย์ไว้ 
 3. ท าการหักหลอดจุลินทรีย์ โดยใช้นิ้วหัวแม่มือทั้งสองกดเบา ๆ บริเวณที่ด้านตรงข้ามกับ
รอยเลื่อย นั้น  
 4. ดึงปลายหลอดจุลินทรีย์ และส าลีทิ้งในขวดน้ ายาฆ่าเชื้อ ใช้ Pasture pipette ดูดอาหาร
เหลวที่เหมาะสมกับจุลินทรีย์แต่ละชนิด ประมาณ 0.3-0.4 มิลลิลิตร จากปริมาตร 5 มิลลิลิตรถ่ายลง
ในหลอดจุลินทรีย์ เพ่ือละลายสารผสมเซลล์จุลินทรีย์ในหลอด ต้องท าในสภาพที่ปลอดเชื้อ 
 5. ดูดสารละลายผสมเซลล์จุลินทรีย์จากหลอดจุลินทรีย์ให้หมด พร้อมกับเขี่ยกระดาษรหัส
เชื้อใส่ลงในหลอดอาหารเหลวเดิม จากนั้นหยดสารละลายเซลล์จุลินทรีย์ ลงบนจานอาหารแข็ง     
(agar plate) จ านวน 1 หยด สารละลายเซลล์จุลินทรีย์ที่เหลือทั้งหมดถ่ายใส่ลงในอาหารเหลวในข้อ 
4 ส าหรับเซลล์จุลินทรีย์ที่หยดลงบนจานอาหารแข็งใช้ห่วงเหล็ก (loop) ฆ่าเชื้อเขี่ยกระจายเชื้อ
(streak plate) ให้ได้เป็นโคโลนีเดี่ยว ๆ (ส าหรับจุลินทรีย์ที่เป็นสายพันธุ์ราจะใช้ Pasture pipette 
ดูดสารละลายเซลล์จุลินทรีย์หยดลงบนอาหารแข็งที่ เหมาะต่อการเจริญของรา จ านวน 3 หยด และไม่
ต้องกระจายเชื้อบนผิวหน้าของอาหารเลี้ยงเชื้อ) 
 6. จุลินทรีย์ที่ถ่ายลงในอาหารเลี้ยงเชื้อแล้ว (ทั้งในจานอาหารแข็ง และในหลอดอาหารเหลว) 
น าไปบ่มที่อุณหภูมิ และเวลาที่เหมาะสมของจุลินทรีย์แต่ละชนิด เพ่ือดูการเจริญของจุลินทรีย์ 
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ภาคผนวก ค 
ส่วนประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อ (PDA) 

 
ส่วนประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อ Potato Dextrose Agar (PDA) ได้แก่ 

- Potato Starch (from infusion) 4.0 g 
- Dextrose 20.0 g 
- Agar 15.0 g 
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ภาคผนวก ง 
สารเคมีที่ใช้ในการวิเคราะห์  

 
1. สารเคมีส าหรับวิเคราะห์ซีโอดี ได้แก่ 

- สารละลายมาตรฐานโปแตสเซียมไดโครเมต เข้มข้น 0.1 นอร์มัล  ละลายโปแตส 
เซียมไดโครเมต ซึ่งอบแห้งที่อุณหภูมิ 103 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชม. หนัก 4.913 กรัม ในน้ า
กลั่น 500 มล. เติมกรดก ามะถันเข้มข้น 167 มล. และปรอทซัลเฟต 33.3 กรัม คนให้ละลายปล่อย
ทิ้งไว้ให้เย็น แล้วเจือจางด้วยน้ ากลั่นจนได้ปริมาตร 1,000 มล. 

- กรดซัลฟุริก และซิลเวอร์ซัลเฟต ชั่งซิลเวอร์ซัลเฟต 8.8 กรัม ใส่ลงในกรดซัลฟุริก
เข้มข้น 1 ลิตร ตั้งทิ้งไว้ 1-2 วัน เพ่ือให้ซิลเวอร์ซัลเฟตละลายได้ทั้งหมด ก่อนน าไปใช้ต่อไป 

- สารละลายมาตรฐานเฟรัสแอมโมเนียมซัลเฟต 0.05 นอร์มัล  ละลายเฟรัส
แอมโมเนียมซัลเฟต 19.6 กรัมในน้ ากลั่น เติมกรดซัลฟุริกเข้มข้น 20 มล. แล้วเจือจางเป็น 1,000 มล. 
ด้วยน้ ากลั่น 

- สารละลายเฟอโรอีนอินดิเคเตอร์ ละลายเฟรัสซัลเฟต 695 มก. และ1,10-ฟีแนนโทร
ลีนโมโนไฮเดรต 1.485 กรัมในน้ ากลั่นแล้วเจือจางเป็น 100 มล. 

 
 วิธีการตรวจสอบความเข้มข้นของสารละลาย FAS 
 ปิเปตสารละลายมาตรฐานโปแตสเซียมไดโครเมต 0.1 นอร์มัล 5.0 มล. ใส่ขวดรูปกรวย 
เติมน้ ากลั่น 50 มล. แล้วค่อย ๆ เดติมกรดซัลฟุริกเข้มข้น 15 มล. ทิ้งให้เย็น เติมเฟอโรอีน 2-3 หยด 
ไตเตรตด้วยสารละลายมาตรฐาน FAS จนได้สีน้ าตาลเป็นจุดยุติ 

ความเข้มข้นของ FAS, นอร์มัล (N)  =  (5.0 x 0.1) / มล. FAS ที่ใช้ 
- กรดซัลฟามิก (Sulfamic Acid) 

ใช้ส าหรับป้องกันการรบกวนของไนไตรต์ (NO-
2) ปริมาณที่ใช้คือ 10 มก. ต่อทุก ๆ 

1 มก. ของไนไตรต์ 
- สารละลายมาตรฐานโปแตสเซียมไฮโดรเจนพธาเลต (Potassium Hydrogen 

Phthalate หรือ KHP) 
บด เคเอชพี เพ่ือลดขนาดลง และน าไปอบที่อุณหภูมิ 103 องศาเซลเซียส จนแห้ง

และมีน้ าหนักคงที่ แล้วละลาย KHP ที่บด และอบแห้งแล้ว 425 มก. ในน้ ากลั่น เจือจางให้เป็น 1,000 
มล. สารละลายนี้มีซ๊โอดีเท่ากับ 500 มก./ล. สามารถเก็บรักษาในตู้เย็นได้นานไม่เกิน 3 เดือน 
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- สารละลายกลูโคส 
ละลายกลูโคส 486.6 มก. ในน้ ากลั่นแล้วเจือจางให้เป็น 1,000 มล. สารละลายนี้  

จะมีค่าซีโอดีเท่ากับ 500 มก./ล. (กลูโคส 1 กรัม จะให้ซีโอดี 1.067 กรัม) สารละลายกลูโคสจะไม่
ค่อยคงตัวเพราะสามารถย่อยสลายทางชีวภาพได้อย่างรวดเร็ว 
2. สารเคมีส าหรับวิเคราะห์ทีเคเอ็น ได้แก่ 

- สารละลายปรอทซัลเฟต ละลายปรอทออกไซด์ 8 กรัม ในกรดก ามะถัน 6 นอร์มัล 
ปริมาตร 100 มล.  

- น้ ายาส าหรับย่อยสลาย (Digestion Reagent) ละลายโปรแตสเซียมซัลเฟต 134 
กรัม ในน้ ากลั่น 650 มล. เติมกรดก ามะถันเข้มข้น 200 มล. คนให้เข้ากัน และเติมสารละลายปรอท
ซัลเฟต 25 มล. เจือจางด้วยน้ ากลั่นให้สารละลายมีปริมาตร 1 ลิตร เก็บรักษาที่อุณหภูมิ 20 องศา
เซลเซียส เพื่อป้องกันการตกผลึก 

- สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ – โซเดียมไธโอซัลเฟต (Sodium Hydroxide-
Sodium Thiosulfate Reagent)  

ละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ 500 กรัม และโซเดียมไธโอซัลเฟต 25 กรัม ในน้ า และ
เจือจางเป็น 1 ลิตร 

- สารละลายฟีนอล์ฟทาลีนอินดิเคเตอร์ 
  ละลายฟีนอล์ฟทาลีน 5 กรัม ในเอทธานอล 95% 500 มล. เติมน้ ากลั่นอีก 500 มล. 
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ภาคผนวก จ 
วิธีการวิเคราะห์ซีโอดี และทีเคเอ็น 

 
1. วิธีวิเคราะห์ซีโอดี ใช้วิธี Closed reflux method  

ต้องล้างหลอดแก้ว และฝาปิดด้วยสารละลายกรดก ามะถัน 20 % ทุกครั้งก่อนใช้งาน 
  1.1 การเลือกขนาดของหลอดแก้วส าหรับต้มซีโอดีให้เหมาะสม 

 ถ้าตัวอย่างน้ ามีซีโอดีต่ าให้เลือกใช้หลอดแก้วขนาด 25 x 150 มม. (ปริมาณตัวอย่างน้ า 10 มล.) 
ถ้าซีโอดีค่อนข้างสูงให้ใช้หลอดแก้วขนาด 20 x 150 มม. (ปริมาณตัวอย่างน้ า 2.5 มล.)  

 1.2 การเลือกปริมาตรตัวอย่างน้ า 
 ถ้าเป็นน้ าสะอาด น้ าธรรมชาติหรือน้ าที่มีค่าซีโอดีต่ า ๆ (<40 มก./ล.) ควรใช้ตัวอย่างน้ า 10 มล. 

โดยใช้หลอดแก้วขนาด 25 x 150 มม. โดยเลือกใช้ปริมาณตัวอย่างน้ ามากสุด 5 มล. หรือใช้น้อยกว่า แล้ว
เติมน้ ากลั่นให้เป็น 5 มล. และถ้าตัวอย่างน้ ามีค่า ซีโอดีสูงมากต้องเจือจางตัวอย่างน้ าก่อนน ามาใช้ 
ควรประมาณค่าซีโอดีของตัวอย่างน้ าอย่างคร่าว ๆ ก่อนเพ่ือที่จะได้เลือกใช้ปริมาณตัวอย่างได้
เหมาะสม การประเมิณค่าซีโอดีสามารถท าได้โดยพิจารณาจากลักษณะตัวอย่างน้ าแหล่งที่มาของน้ า 
และจากค่า Rapid COD การเลือกขนาดตัวอย่างน้ าที่จะใช้วิเคราะห์ให้เหมาะสมดูได้จากตารางที่ จ.1 
ในทางปฏิบัติ ควรเลือกใช้ปริมาณตัวอย่างน้ าให้ผลต่างของ FAS ที่ใช้ในการ ไตเตรตแบลงค์ตัวอย่าง
น้ าอยู่ระหว่าง 1 – 5 มล. 
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ตารางท่ี จ.1 ขนาดตัวอย่าง และอัตราเจือจางที่เหมาะสม 

ช่วงซีโอดี ขนาดตัวอย่าง (มล.) อัตราเจือจาง 
<200 

200 – 400 
400 – 800 

800 – 1,600 
16,00 – 3,200 
2,700 – 5,300 
4,000 – 8,000 
8,000 – 16,000 
13,000 – 26,500 
20,000 – 40,000 
40,000 – 80,000 
80,000 – 160,000 

5 
4 
2 
1 
5 
3 
4 
2 
3 
2 
2 
1 

1 : 1 
1 : 1 
1 : 1 
1 : 1 
1 : 10 
1 : 10 
1 : 20 
1 : 20 
1 : 50 
1 : 50 
1 : 100 
1 : 100 

 เมื่อใช้ FAS ความเข้มข้น 0.05 นอร์มัล และ K2Cr2O7 0.1 นอร์มัล 
 
 

 1.3 ใส่น้ าตัวอย่าง 
  ใส่น้ าตัวอย่างลงในหลอดแก้วขนาดเหมาะสม เติมน้ ายาย่อยสลายหรือโปแตสเซียมไดโครเมต 
ตามด้วยกรดก ามะถันอย่างช้า ๆ ในปริมาณที่แสดงอยู่ในตารางที่ จ.2 ปิดฝาให้แน่น และเขย่าผสมกัน 
ส าหรับแบลงค์ใช้น้ ากลั่นแล้วท าเหมือนตัวอย่าง 

 
ตารางท่ี จ.2 ขนาดของหลอดแก้ว ปริมาตรตัวอย่างน้ า และสารเคมีท่ีเหมาะสม 

ขนาดหลอดแก้ว 
(มม.) 

ปริมาตรตัวอย่าง
น้ า (มล.) 

สารละลายไดโคร
เมต (มล.) 

สารละลาย
กรดซัลฟุริก  

(มล.) 

ปริมาตร
ทั้งหมด 

16 x 100 
20 x 150 
25 x 150 

2.5 
5.0 
10.0 

1.5 
3.0 
6.0 

3.5 
7.0 
14.0 

7.5 
15.0 
30.0 
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 วางหลอดแก้วในบล็อค แล้วใส่ตู้อบ ตั้งอุณหภูมิไว้ที่ 150 ± 2C เป็นเวลา 2 ชม. แล้วน า
ออกจากตู้อบทิ้งไว้ให้เย็น 
 1.4 การท าไตรเตรชัน 
 เทสารละลายออกจากหลอดแก้วลงในขวดรูปกรวย ใช้น้ ากลั่นฉีดล้างสารละลายในหลอดแก้ว
ให้หมด แล้วเทรวมลงในขวดรูปกรวย เติมเฟอโรอีนอินดิเคเตอร์ 2 – 3 หยด แล้วไตเตรตด้วย
สารละลายมาตรฐานเอฟเอเอส สีของสารละลายจะค่อย ๆ เปลี่ยนจากเหลือง           เขียวอมเหลือง            
ฟ้า           น้ าตาลแดง ซึ่งแสดงว่าถึงจุดยุติ จดปริมาณแอฟเอเอสที่ใช้ไตเตรต 

 
 การค านวณ  
  
 
 
 
 เมื่อ A  = มล.ของ FAS ที่ใช้ในการไตดตรตแบลงค ์
   B = มล.ของ FAS ที่ใช้ในการไตดตรตตัวอย่าง 
   N = ความเข้มข้นของ FAS, นอร์มัล  
 

2. วิธีวิเคราะห์ทีเคเอ็น ใช้วิธี Kjeldahl method  
  2.1 การเลือกขนาดตัวอย่าง 
  เลือกปริมาตรตัวอย่างที่จะใช้ตามตารางที่ จ.3 ตวงตัวอย่างใส่ในขวดเจลดาลห์ขนาด 
800มล. เติมลูกแก้ว 3-4 เม็ด เพ่ือกันการเดือดอย่างรุนแรงภายในขวด 
 
ตารางท่ี จ.3 การเลือกขนาดตัวอย่าง 

Org-N ในตัวอย่าง 
(มก./ล.) 

ขนาดตัวอย่าง 
(มล.) 

0 – 1 
1 – 10 
10 – 20 
20 – 50 
50 – 100 

500 
250 
100 
50 
25 

ซีโอดี, มิลิกรัม O2/ลิตร  =     (A – B) x N x 8000 
        มล. ของตัวอย่างน้ า 
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2.2 การย่อยสลาย 
 เติมน้ ายาส าหรับย่อยสลาย 50 มล. ลงในขวดเจลดาลห์ น าเข้าเครื่องย่อยสลาย             
ต้มจนกระทั่งเกิดควันสีขาวของ SO3 ต้มต่อไปเรื่อย ๆ จนได้สารละลายใส และย่อยสลายต่อ 20 - 30 
นาที (ถ้ายังไม่ได้สารละลายใสให้เติมน้ ายาย่อยสลายอีก 50 มล. แล้วย่อยสลายจนได้สารละลายใส) 
ปิดไฟ และปล่อยท้ิงให้เย็น แล้วเติมน้ ากลั่น 300 มล. และฟีนอล์ฟทาลีน 0.5 มล. เขย่าให้เข้ากัน และ
ท าให้เป็นด่าง โดยค่อย ๆ เติมน้ ายาโซเดียมไฮดรอกไซด์ไธโอซัลเฟต 50 มล. (ใช้น้ ายาโซเดียมไฮดรอก
ไซด์ไธโอซัลเฟต 50 มล. ต่อน้ ายาย่อยสลาย 50 มล.) เขย่าให้เข้ากัน ถ้าสีชมพูของฟีนอล์ฟทาลีนยังไม่
เกิดให้เติมน้ ายาโซเดียมไฮดรอกไซด์ไธโอซัลเฟตลงไปอีก แล้วน าไปกลั่น 

 2.3 การกลั่น 
  ต่อขวดเจลดาลห์เข้ากับเครื่องกลั่น ท าการกลั่นโดยให้ความร้อนที่พอเหมาะ เก็บส่วนที่กลั่น
ออกมา 200 มล. ผ่านหลอดแก้วที่จุ่มอยู่ในสารละลายกรดบอริค 50 มล. จากนั้นหาแอมโมเนียโดย
วิธีการไตเตรตด้วยกรดบอริคที่เติมอินดิเคเตอร์ เมื่อกลั่นครบ 200 มล. เลื่อนขวดเก็บสารละลายที่ได้
จากการกลั่นออก และน าไปหาแอมโมเนีย ให้ท าแบลงค์ด้วยโดยใช้น้ ากลั่นแล้วท าตามขั้นตอนเหมือน
ตัวอย่างน้ า   
  2.4 การค านวณ 
  ปริมาณแอมโมเนียที่วิเคราะห์ได้จากตัวอย่างน้ าที่ผ่านการย่อย และการกลั่นมาแล้วจะเป็นค่า 
TKN ถ้าต้องการหาความเข้มข้นของสารอินทรีย์ไนโตรเจนเพียงอย่างเดียว จะต้องวิเคราะห์หาค่า
แอมโมเนียของตัวอย่างน้ าก่อน แล้วค านวณหาค่าสารอินทรีย์ไนโตรเจน ดังนี้ 
 

  สารอินทรีย์ไนโตรเจน  =  TKN – แอมโมเนียไนโตรเจน 
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ประวัติผู้เขียน 
 

ชื่อ – สกุล  นางสาวสุจิตรา  กุลวงษ์ 
วัน เดือน ปีเกิด  14 มีนาคม 2530 
ที่อยู่ปัจจุบัน  บ้านเลขท่ี 94 หมู่ 1 ต าบลลุมพุก อ าเภอค าเขื่อนแก้ว 
   จังหวัดยโสธร 35110 
ประวัติการศึกษา  
พ.ศ. 2552  คณะสาธารณสุขศาสตร์และสิ่งแวดล้อม มหาวิทยาลัยหวัเฉียวเฉลิมพระเกียรติ 
   วิทยาศาสตรบัณทิต (อาชีวอนามัยและความปลอดภัย) 
ต าแหน่งและสถานที่ท างาน 
พ.ศ. 2553 – ปัจจุบัน ต าแหน่ง หัวหน้าหน่วยงานความปลอดภัยอาชีวอนามัยและสภาพแวดล้อม
   ในการท างาน 
   บริษัท สมบูรณ์หล่อเหล็กเหนียวอุตสาหกรรมจ ากัด 
  


