
วธการดาเนนการทด«อง

3.1 การเพาะเ4อนบคทเรียทึ๋ใช้ในการทด«อง
3.1.1 Thiobacillus ferrooxidans (ATCC 19859) ทำการเพาะเล้ียงในอาหารเหลว 9K medium 

(DMS, 1993) ซ่ึงมส่วนประกอบดังน้ี 
สารละลาย A
แอมโมเนํยมซัลเฟต ((NH4)2ร04) 0.4 กรัม
โพดัลเช้ยมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2P04) 0.2 กรัม
แมกนํเซยมซัลเฟตเฮบตะไฮเดรต (MgS04. 7H20) 0.08 กรัม
น้ํากล่ัน 400 มลสิสิตร
นำไปน่ึงฆ่าเช้ือโดยใช้ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิว อุณหภูม 121 องศาเซลเช้ยล เป็น 

เวลา 15 นาทํ
สารละลาย B
ไอรอนพูซัลเฟตเฮบตะไฮเดรต (FeS04. 7H20) 10.0 กรัม
น้ํากล่ัน 100 มิลสิสิตร
เน่ึองจาก ไอรอนาฎซัลเฟตเฮบตะไฮเดรตเม่ือถูกความร้อนจะถูกออกซัไดซั ดังน้ันใการ

เตรียมสารละลาย B เตรียมโดยการน่ึงฆ่าเช้ือน้ํากล่ันก่อนแล้วจงนำไอรอนาฎซัลเฟตเฮบดะไฮเดรด 
มาผสมแล้วกรองผ่านกระดาษกรองขนาด 0.2 ไมครอน

สารละลาย A และ สารละลาย B จะเก็บแยกกัน เม่ือจะใช้จะผสม สารละลาย A 4 ส่วน 
กับสารละลาย B 1 ส่วน ปรับพเอชเป็น 2.8 ด้วยกรดซัลฟิวริก 1 นอร์มล

การเล้ียง T. ferrooxidans เล้ียงในขวด2ปชมพู่ขนาด 250 มิลสิสิดร ใช้ปริมาณเช้ือต้ังด้น 10 
มิลสิสิตรต่อปริมาณสารอาหาร 100 มิลสิสิตร เล้ียงในเคร่ึองเขย่าความเร็วรอบ 250 รอบต่อนาทํ ท่ี 
อุณหภูม 30 องศาเซลเช้ยส จนกว่าเช้ือแบคทีเรียจะเจรีญเตบโตเต็มท่ี (แสดงดังเปท่ี 1 ใt๓ าค 
ผนวก ก) จงนำไปใช้ต่อไป

3.1.2 Thiobacillus thiooxidans (ATCC 8085) ทำการเพาะเลีย้งในอาหารเหลว Thiobacillus
thiooxidans medium (DSM, 1993) ซ่ึงมส่วนประกอบดังนํ
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ส่วนประกอบ A
แอม'โมเนยมคลอ1ใรด์ (NH4CI) 0.1 กรัม
โพด้สเชียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2P04) 3.0 กรัม
แมกนเชียมคลอไรด์ (MgClj. 6H20) 0.1 กรัม
แคลเชียมคลอไรด,ใดไฮเดรต (CaCI2. 2H20) 0.14 กรัม
น้ํากล่ัน 1,000 มิลลิลืตร
ปรับพีเอซเป็น 4.2 ด้วยกรดชัลพีวริก 1 นอร์มัล นำไปน่ึงฆ่าเช้ือโดยใช้ความด้น 15 ปอนด์ 

ต่อตารางน้ิว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเชียล เป็นเวลา 15 นาที 
ส่วนประกอบ B
ผงช้ลเฟอร์ (sulfur powdered) 10.0 กรัม
นำไปน่ึงฆ่าเช้ือโดยใช้อุณหภูมิ 112 องศาเซลเชียส เป็นเวลา 15 นาที 
เน่ึอจะใช้ Thiobacillus thiooxidans medium จะเติม ส่วนประกอบ B ลงไปบนผวหน้าของ 

ส่วนประกอบ A
การเล้ียง T. thiooxidans เล้ียงในขวด2ปชมพู่ขนาด 250 มิลลิลตร ใช้ปริมาณแบคทีเรีย 10 

มิลสิลตรต่อปริมาณสารอาหาร 100 มิลลิลิตร เล้ียงในเคร่ืองเขย่า ความเร็วรอบ 250 รอบต่อนาที 
ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเชียล จาiกว่าแบคทีเรียเจริญเติบโตเต็มท่ี (แสดงด้ง2ปท่ี 1 ในภาคผนวก ก) 
จงนำไปใช้ต่อไป

3.2 การเตรัยมกากตะกอนโลหะหนัก
กากตะกอนโลหะท่ีใช้ในการทดลอง เป็นกากตะกอนท่ีได้จากลานตากตะกอนของระบบ 

บำบัดน้ําเสืยทางเคมของโรงงานอุตสาหกรรมท่ีมกระบวนการชุบเคลือบน้กเกล (แสดงด้งเปท่ี 2 
ในภาคผนวก ก) กากตะกอนโลหะหนักด้งกล่าว จะนำมาทำให้แห้ง โดยอบท่ีอุณหภูมิ 105
องศาเซลเชียล และบดละเอยด แล้วนำไปผ่านตะแกรงแยกขนาดเบอร์ 100 ให้กากตะกอน 
โลหะหนักมิขนาด 100 เมข

3.3 การวเคราะห์พีเอชเร่ืมต'นของกากตะกอนโลหะหนัก (Menon และ Dave, 1993)
การวเคราะห์พีเอขเร่ืมด้นของกากตะกอนโลหะหนัก ทำได้โดยนำกากตะกอนโลหะหนัก 

ผสมกับน้ํากล่ันพีเอชประมาณ 7.0 ให้ได้ความเข้มข้นต่างๆ  กัน แล้ววัดพีเอซ ของแต่ละความ 
เข้มข้นด้วยเคร่ืองพีเอซมิเตอร์f น METTLER DELTA 340 จากน้ันนำค่าพีเอซท่ีวัดได้คำนวณเป็นค่า 
ความเข้มข้นของไฮโดรเจนอํออน (hydrogen ion) โดยใช้สมการ
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pH = - log { H+}

จากน้ันนำค่าความเข้มข้นของไฮโดรเจนอิออนและค่าการเจือจาง (dilution) ของกากตะกอน
โลหะ'หนัก'ไนน้ํากล่ัน ไปเขียนกราฟความสัมพันธ์ จากกราฟจะได้ค่าความเข้มข้นของไฮโดรเจน 
อํออนท่ีค่าการเจือจางเท่ากัน 0 นำค่าน้ีมาคำนวณเป็นค่าพีเอชเร่ิมต้นของกากตะกอนโลหะหนัก 
โดยไข้สมการท่ีกล่าวไปข้างด้น

3.4 การหาปรมาณนักเกิลทีอยู่ในกากตะกอนโลหะหนัก (ASTM, 1989)
3.4.1 การย่อยกากตะกอนโลหะหนัก

3.4.1.1 ช่ังกากตะกอนโลหะหนักไล่ในบีกเกอf  ทำให้ช้ืนโดยเติมน้ําปริมาณเล็กน้อย 
เติมสารละลายกรดไฮโดรคลอริก (แต)(น้ํา 1 ล่วน ต่อกรดไฮโดรคลอริก 1 ส่วน) 25 มลสิลิตร ปิด 
บกเกอริด้วยกระจกนาพักา ด้มให้เดอด

3.4.1.2 เติมสารละลายกรดไนตริก (HN03)(น้ัา 1 ส่วน ต่อกรดไนตริก 1 ส่วน) 5 
มีลสิลิตร ต้มต่อไป 10 นาที

3.4.1.3 เติมกรดไฮโดรฟลูออริก (HF) 3 มลลิลิตร ต้มต่อไป 10 นาที
3.4.1.4 ชะผนังบกเกอริด้วยน้ํา เติมกรดเปอริคลอริก (HCI04) 5 มลลลิตร ระเหยช้าๆ  

ให้เกัดควันของกรดเปอริคลอ'ริก 2-3 นาที ท้ิงไว้ไห้เย็น
3.4.1.5 เติมน้ํา 50 มีลลิลิตร เพ่ือละลายเกลือท่ีเกิดช้ืน กรองสารละลายและล้าง 

ตะกอนบนกระดาษกรองด้วยน้ัาอุ่น เก็บสารละลายและน้ําล้างตะกอนท่ีกระดาษกรองไว้ไนขวดวัด 
ปริมาตรขนาด 100 มลลิลิตร

3.4.1.6 นำตะกอนท่ีเหลือค้างบนกระดาษกรองไปย่อยต่อโดยเติมกรดไฮโดร,ยู่ออริก 
3 มลสิลิตร กรด'ชัลฟ'ว'ริก (แ2ร04) 2 หยด และกรดไนตริกจำนวนเล็กน้อย เขย่าให้เข้ากัน ระเหยให้ 
เกิดควันของกรดชัลฟิวริก ท้ิงไว้ให้เย็น เติมน้ํา 2-3 มิลสิลิตร เพ่ือละลายเกลือท่ีเกิดช้ืน นำสาร 
ละลายท่ีได้มากรอง นำไปรวมกับสารละลายในขวดวัดปริมาตร ก้ามตะกอนเหลือค้างบนกระดาษ 
กรอง ให้ทำช้ําข้ันตอนท่ี 6 จนไม่มีตะกอนเหลือ

3.4.1.7 ปรับปริมาตรสารละลายในขวดวัดปริมาตร ให้เท่ากับ 100 มีลลิลิตร
3.4.2 นำสารละลายท่ีได้จากการย่อยกากตะกอนโลหะหนักไปวเคราะห์หาปริมาณนิกเกิล 

โดยเคริองอะตอมมีกแอบชอริฟช้นสเปกโตรมีเตอริ (atomic adsorption spectrometer) รุ่น GBC 
932/933 AA และคำนวณร้อยละของปริมาณนิกเกิลในกากตะกอนโลหะหนัก ได้จาก
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ปริมาณนิกเกิล = A/100B

โดย A คอ ปริมาณนิกเกิลในสารละลาย (พพเอ็ม)
B คือ น้ําหน้กกากตะกอนโลหะหนักท่ีนำมาย่อย (กรัม)

3.5 ฟิกษาการสกัดนิกเกิลออกจากกากตะกอนโลหะหนักโดยวธหางเดม
นำกากตะกอนโลหะหนักปริมาณ 1 กรัม ใส่ลงในขวด2ปชมพู่ขนาด 250 มิลลิลิตร ท่ีมกรด 

ซัลฟิวริกปริมาตร 100 นิลลิลิตร โดยใช้กรดซัลฟิวริกความเข้มข้นแตกต่างกันดังต่อไปน้ี 0.00, 0.05,
0.10 และ 0.50 โมลารั นำไปเขย่าด้วยเคร่ืองเขย่าท่ีนิความเร็วรอบ 250 รอบต่อนาท ในระหว่าง 
การทดลองจะเก็บตัวอย่างเป็นระยะ เพ่ีอวเคราะห์หาปริมาณนิกเกิลท่ีถูกสกัดออกมาในสาร
ละลาย โดยการวํเคราะห์ด้วยเคร่ืองอะตอมนิกแอบซอร์พซันสเปรกโตรนิเตอร์ และวัดค่าพเอชท่ี 
เปล่ียนแปลงไป

3.6 ฟิกษาผลของชนิดแบคทเริยต่อการสกัดนิกเกิลออกจากกากตะกอนโลหะหนัก
นำสารอาหารใส่ลงขวด2ปชมพู่ขนาด 250 นิลลิลิตร ท่ีมกากตะกอนโลหะหนัก 800 

นิลลิกรัมต่อลิตร และเช้ือแบคทีเรีย ซ่ึงได้แก่ T. ferrooxidans, T. thiooxidans และเช้ือผสม 
ระหว่าง T. ferrooxidans และ T. thiooxidans ปริมาตร 10 นิลลิลิตร ปรับฟิเอชด้วยกรดซัลฟิวรํก 
ทำรุดควบคุม โดยไม่เตํมเช้ือแบคทีเรีย เป็นตัวเปรียบเทียบ เล้ียงในเคร่ืองเขย่า ความเร็วรอบ 
250 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 30 องศาเชลเชยส ในระหว่างการทดลองจะเก็บตัวอย่างเป็นระยะ 
เพ่ีอวเคราะห์หาปริมาณนิกเกิลท่ีถูกสกัดออกมาในสารละลายโดยการวเคราะห์ด้วยเคร่ืองอะตอม- 
นิกแอบชอร์พ่ซันสเปรกโตรมิเตอร์ วัดค,าฟิเอชท่ีเปล่ียนแปลง และปริมาณเพ่อร์รัลอํออนด้วยวัธ 
โอฟิลแนนโทรลีน (แสดงการทดลองดัง2ปท่ี 3 ในภาคผนวก ก)

3.7 ฟิกษาผลของซัวงเวลาเลึ้ยงเช้ือนบคทเรํยต่อการสกัดนิกเกิลออกจากกากตะกอน 
โลหะหนัก

นำสารอาหาร 9K medium ใส่ลงขวด2ปชมพู่ขนาด 250 นิลลิลิตร ท่ีนิกากตะกอนโลหะ 
หนัก 200 นิลลิกรัมต่อลิตร พร้อมกับ T. ferrooxidans อายุ 18 ช่ัวโมง ปริมาตร 10 นิลลิลิตร ปรับ 
พเอ'ชให้ได้ประมาณ 2.80 ด้วยกรดซัลฟิวริก ทำรุดควบคุม โดยไม่เติม T. ferrooxidans เป็นตัว 
เปรียบเทียบ เล้ียงในเคร่ืองเขย่า ความเร็วรอบ 250 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส และ 
การทดลองดังกล่าวเปรียบเทียบกับการเล้ียง T. ferrooxidans ในอาหาร 9K medium 100 นิลลิลิตร 
จนเช้ือมอายุ 18 ช่ัวโมง แล้วจงเติมกากตะกอนโลหะหนักลงไป ในระหว่างการทดลองจะเก็บ
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ตัวอย่างเป็นระยะ เพ่ือวิเคราะห์หาปริมาณนิกเกิลท่ีถูกสกัดออกมาในสารละลายโดยการวิเคราะห์ 
ด้วยเคร่ืองอะตอมมิกแอบชอริพชันลเปรกโตมิเตอร์ วัดค่าพีเอชท่ีเปล่ียนแปลง และวิเคราะห์
ปริมาณเพ่อริรัลอิออนด้วยวิธีโอพีลแนนโทรสิน ทำการทดลองเช่นเติมแต่เปล่ียนเช้ือแบคทีเรียเป็น 
T. thiooxidans อายุ 5 วัน เก็บตัวอย่างเป็นระยะ เพ่ือวิเคราะห์หาปริมาณนิกเกิลท่ีถูกสกัดออกมา 
ในสารละลายโดยการวิเคราะห์ด้วยเคร่ืองอะตอมมิกแอบซอริพชันลเปรกโตมิเตอร์ และวัดค่าพีเอช 
ท่ีเปล่ียนแปลง

3.8 สิกษาปร๊มาถนฟอร์รัสอออน (Fe2+) ต่อการสกัดนกเกัลออกจากกากตะกอนโลหะหนัก 
โดย 7. ferrooxidans

นำอาหารเล้ียงเช้ือ 9K medium ใส่ลงขวดรูปชมพู่ขนาด 250 มิลลิลิตร โดยอาหาร 
เล้ียงเช้ือตังกล่าว มีปริมาณเหล็กเพ่อริรัสแตกต่างกัน ได้แก่ 0.25, 0.50 และ 0.75 กรัมต่อลิตร 
เติมกากตะกอนโลหะหนัก 200 มิลลิกรัมต่อลิตร พร้อมกับ T. ferrooxidans อายุ 18 ช่ัวโมง 
ปริมาตร 10 มีลลิลิตร ปรันพีเอซ ให้ได้ประมาณ 2.80 ด้วยกรดชัลพีวริก ทำชุดควบคุม โดยไม'เติม 
T. ferrooxidans เป็นตัวเปรียบเทียบ เล้ียงในเคร่ืองเขย่า ความเร็วรอบ 250 รอบต่อนาที
อุณหภูมิ 30 องศาเชลเชียล ในระหว่างทารทดลองจะเก็บตัวอย่างเป็นระยะ เพ่ือวิเคราะห์หา
ปริมาณนักเกิลท่ีถูกสกัดออกมาในสารละลายโดยการวิเคราะห์ด้วยเคร่ืองอะตอมมิกแอบชอริพชัน- 
ลเปรกโตรมิเตอร์ วัดค่าพีเอซท่ีเปล่ียนแปลง และวิเคราะห์ปริมาณเพ่อริรัสอิออนด้วยวิธี
โอพีลแนนโทรลีน

3.9 สิกษาผลของการปรบัสภาพเช้ือ 7. ferrooxidans ต่อการสกัดนักเก็ลออกจากกาก 
ตะกอนโลหะหนัก

นำอาหารเล้ียงเช้ือ 9K medium ใส่ลงขวดรูปชมพู่ขนาด 250 มิลลิลิตร ท่ีมีกากตะกอน 
โลหะหนัก 800 มิลลิกรัมต่อลิตร และเช้ือ 7. ferrooxidans อายุ 18 ช่ัวโมง ปรับพีเอชให้เหมาะสม 
ด้วยกรดชัลพีวริก เล้ียงในเคร่ืองเขย่า ความเร็วรอบ 250 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 30 องศาเซลเชียส 
เปรียบเทียบกับ เช้ือ T. ferrooxidans ท่ีได้รับการปรับสภาพให้ทนต่อกากตะกอนโลหะหนัก ใน 
ระหว่างการทดลองจะเก็บตัวอย่างเป็นระยะ เพ่ือวิเคราะห์หาปริมาณนิกเกิลท่ีถูกสกัดออกมาใน
สารละลายโดยการวิเคราะห์ด้วยเคร่ืองอะตอมมิกแอบชอริพชันลเปรกโตรมิเตอริ วัดค่าพีเอซท่ี
เปล่ียนแปลง และปริมาณเพ่อริรัสอิออนด้วยวิธีโอพีลแนนโทรสืน (การทดลองแสดงตังรูปท่ี 4 ใน
ภาคผนวก ก)
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3.10 สิกษาผลของปร๊มาณกากตะกอนโลหะหนักต่อการสกัดนักเกัลออกจากกากตะกอน 
โลหะหนักโดย T. ferrooxidans

นำอาหารเล้ียงเช้ือสำหรับ 7 ferrooxidans ใสํลงในขวดรูปชมพู่ขนาด 250 มิลลิลิตร m3 
กากตะกอนโลหะหนักปริมาณต่าง กัๆน ได้แก่ 200, 400, 800 มิลลิกรัมต่อลิตร 1, 5, 8 กรัมต่อ 
ลิตร พร้อมกับ 7 ferrooxidans อายุ 18 ช่ัวโมง ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ปรับพีเอชใหได้
ประมาณ 2.80 ด้วยกรดซัลฟิวริก ทำชุดควบคุม โดยไม่เติม 7. ferrooxidans เป็นตัวเปรียบ 
เพียบ เล้ียงในเคร่ืองเขย่า ความเร็วรอบ 250 รอบต่อนาพี อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ใน 
ระหว่างการทดลองจะเก็บตัวอย่างเป็นระยะ เพ่ีอวิเคราะห์หาปริมาณนักเกิลท่ีถูกสกัดออกมาใน
สารละลายโดยการ่วิเคราะห์ด้วยเคร่ืองอะตอมมิกแอบซอร์พซันสเปรกโตรมิเตอรั วัด!Jริมาณ
เพ่อรัรัสอออนโดยวิธโอฟิลแนนโทรสิน และวัดค่าพีเอชท่ีเปล่ียนแปลง (แสดงการทดลองดังรูปท่ี 
5 ในภาคผนวก ก)

3.11 การสกัดนักเก็ลออกจากกากตะกอนโลหะหนักโดย T. ferrooxidans ในระบบกัง 
ปฎกรณ์นบบทละเท

ใช้กังปฎกรณ์ฃนาดเด้นผ่านดูนย์กลาง 8 น้ิว ขนาดปริมาตร 9 ลิตร ให้อากาศอย่างเพียง 
พอด้วยเคร่ืองให้อากาศ (air pump) การทดลองใช้อาหาร 9K medium จำนวน 7 ลิตร โดยใช้กัง 
ปฎํกรณ์จำนวน 2 ใบ มีปริมาณกากตะกอนโลหะหนัก 800 มิลลิกรัมต่อลิตร เติมเช้ือ 
7 ferrooxidans 10 เปอร์เซ็นต'’โดยปริมาตร ให้อากาศอย่างเพียงพอ ทดลองท่ีอุณหภูมิห้อง
ทดลองเป็นเวลา 14 วัน ทุกๆ วัน จะวัดค่าพีเอซ รีดอกชํโพเทนเซียล อุณหภูมิ
ปริมาณเพ่อร์รัสอ๊ออน และปริมาณนักเก็ลละลาย (การทดลองแสดงดังรูปท่ี 6 ในภาคผนวก ก)
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