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บทที่ 1 
 

บทน า 
 

1.1 ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา 
 

น ้ ามี ความส้ า คัญอย่ า งยิ่ ง ต่ อการด้ า ร ง ชี วิตของสิ่ ง มี ชี วิตทุ กชนิด และ เป็ น
ทรัพยากรธรรมชาติที่ส้าคัญในด้านการเกษตร การประมง และอุตสาหกรรม ปัจจุบันพบว่ามีการ
ปล่อยน ้าเสียจากแหล่งต่าง ๆ ลงสู่แหล่งน ้าธรรมชาติ ท้าให้แหล่งน ้าธรรมชาติถูกปนเปื้อนจากของเสีย 
เช่น เชื อโรคสารอินทรีย์ และสารอนินทรีย์ต่าง ๆ ท้าให้แหล่งน ้าเกิดการเสื่อมโทรม  (สุรอรรถ  
ศุภจัตุรัส, 2545) 

 
เดิมธรรมชาติจะท้าให้น ้ากลับมาสะอาดได้เอง แต่เมื่อน ้าเสียมีปริมาณมากและ 

ความเข้มข้นเพิ่มขึ น เนื่องจากชุมชนใหญ่ขึ นจนถึงจุดที่ธรรมชาติไม่สามารถท้าให้น ้ากลับมาสะอาดได้
ทัน  ดั งนั นจึ ง ต้อ งมีก ารบ้ าบัดน ้ า เ สี ยด้ วย วิ ธีต่ า งๆ ก่ อนปล่อยลงสู่ แหล่ งน ้ า ธร รมชาติ   
(มั่นสิน ตัณฑุลเวศม์, 2543) วิธีการบ้าบัดน ้าเสียสามารถแบ่งออกได้เป็น 3 วิธี คือการบ้าบัดทาง
กายภาพ ทางเคมี และทางชีวภาพ ซึ่งการบ้าบัดน ้าเสียทางชีวภาพเป็นวิธีที่นิยมใช้มากที่สุด เนื่องจาก
เป็นวิธีที่มีค่าใช้จ่ายน้อยกว่าวิธีอื่น วิธีการนี เป็นการใช้จุลินทรีย์ที่มีอยู่ในธรรมชาติใช้สารอินทรีย์หรือ
สิ่งสกปรกที่เจือปนในน ้าเสียเป็นอาหาร สารอินทรีย์ประมาณ 95 เปอร์เซ็นต์ จะถูกใช้เป็นแหล่ง
พลังงานและแหล่งคาร์บอน และถูกเปลี่ยนไปเป็นคาร์บอนไดออกไซด์ น ้า และเซลล์ใหม่ ท้าให้น ้าเสีย
มีความสกปรกลดลงจนอยู่ในเกณฑ์มาตรฐานตามกฎหมายที่ยอมให้ปล่อยลงสู่แหล่งน ้าธรรมชาติได้ 
(Emad, 2011; สุบัณฑิต นิ่มรัตน์, 2548) 

 
แบคทีเรียในระบบบ้าบัดน ้าเสียโดยทั่วไปพัฒนาจากจุลินทรีย์ที่ได้จากบ่อเกรอะซึ่งมี

จุลินทรีย์หลากหลาย ท้าให้ประสิทธิภาพในการบ้าบัดในระยะแรกไม่ค่อยเสถียรจนกว่าจะเดินระบบ
ไปนานๆ ให้มีการคัดแยกจุลินทรีย์ตามธรรมชาติจนชนิดและปริมาณของจุลินทรีย์คงที่ ท้าให้ใช้เวลา
ในการเริ่มต้นระบบนานเกินไป การศึกษาครั งนี เป็นการหาจุลินทรีย์ที่มีประสิทธิภาพสูงและสามารถ
ปรับตัวในน ้าเสียได้เร็วมาเป็นเชื อตั งต้น เพื่อให้ระบบบ้าบัดน ้าเสียเสถียรเร็วขึ น และท้างานได้อย่างมี
ประสิทธิภาพ 
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1.2 วัตถุประสงค์ 

สร้างกลุม่จลุินทรีย์ที่มปีระสทิธิภาพในการบ้าบัดน ้าเสีย และท้าให้ระบบบ้าบัดน ้าเสีย
เสถียรเร็วขึ น 
 
1.3 ขอบเขตการศึกษา 

 
1.  คัดเลือกจุลินทรีย์ชนิดที่ใช้อากาศหายใจ (aerobic) จากธรรมชาติ และผลิตภัณฑ์

ทางการค้า 
 

2.  การพิสูจน์เอกลักษณ์ของกลุ่มจุลินทรีย์ที่คัดแยกได้ 
 

3.  การลดค่าซีโอดีในระบบบ้าบัดน ้าเสียแบบ sequencing batch reactor (SBR) 
 

1.4 ประโยชน์ท่ีคาดว่าจะได้รับ 

 
ได้เชื อกลุ่มจุลินทรีย์ที่มีประสิทธิภาพในการบ้าบัดน ้าเสียและท้าให้ระบบเสถียรเร็วขึ น 

 

 
 
 



 

 

บทที ่2  
 

เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 
 
2.1 น  าเสีย 
 

น ้าเสีย หมายถึงน ้าที่ผ่านการใช้ประโยชน์ในกิจกรรมต่างๆ แล้ว ตัวอย่างเช่น การใช้
ชีวิตประจ้าวันของประชากร เช่น ใช้ในการอุปโภคและบริโภค การประกอบอาหาร การช้าระล้าง
ร่างกาย ใช้ในอุตสาหกรรม เช่น การล้างวัตถุดิบ วัสดุอุปกรณ์ การหล่อเย็น ซึ่งท้าให้น ้าดังกล่าวมี
ลักษณะสมบัติต่างไปจากเดิม เนื่องจากการปนเปื้อนของสิ่งสกปรก สิ่งสกปรกที่ปนเปื้อนในน ้าเสียจะ
ขึ นอยู่กับกิจกรรมที่ใช้ประโยชน์จากน ้านั น นอกจากนี แล้วสิ่งสกปรกที่ปนเปื้อนในน ้าเสียจะเปน็สาเหตุ
ที่ท้าให้น ้าเสียมีลักษณะสมบัติแตกต่างกันออกไป (สันทัด ศิริอนันต์ไพบูลย์, 2552) 
 

น ้าเสียชุมชน คือ น ้าที่ผ่านการใช้ประโยชน์ในกิจกรรมต่างๆ ของชุมชน ปกติจะระบาย
น ้าทิ งผ่านท่อระบายน ้า ไปยังแหล่งรองรับน ้าเสีย เพื่อการบ้าบัดให้สะอาดขึ นก่อนทิ งลงสู่แหล่งน ้า
ธรรมชาติ หากไม่มีการบ้าบัดจะท้าให้แหล่งรับน ้าเน่าเสียในที่สุด การฟื้นฟูคุณภาพน ้าในแหล่งรับน ้า
จะต้องใช้งบประมาณสูงมาก กลุ่มกิจกรรมที่ก่อให้เกิดน ้าเสียชุมชน ได้แก่ 

 
บ้านพักอาศัย น ้าเสียจากบ้านพักอาศัยเกิดจากเศษอาหารจากการล้างจานและภาชนะ

หรือจากการปรุงอาหาร รวมถึงสารต่างๆ ที่เกิดจากการท้าความสะอาดเสื อผ้า สิ่งของต่างๆภายใน
บ้านและการอาบน ้า ซึ่งบ้านพักอาศัยส่วนใหญ่จะมีอัตราการระบายน ้าเสียประมาณ 150-216 ลิตร/
คน/วัน หรือประมาณ 180 ลิตร/คน/วัน 

 
ภัตตาคารมีน ้าเสียเกิดจากห้องครัวและห้องส้วม โดยเฉพาะค่าน ้ามันและไขมันจะมี

ปริมาณสูงในน ้าเสียจากห้องอาหารหรือภัตตาคาร อันเป็นสาเหตุหนึ่งท้าให้เกิดการอุดตันในท่อระบาย
น ้าเสีย 

 
โรงแรมมีน ้าเสียจากห้องน ้าและห้องส้วมจากห้องพัก และห้องครัวหรือภัตตาคารภายใน

โรงแรม อาคารส้านักงาน มีน ้าเสียจากห้องน ้าห้องส้วม 
 

กิจกรรมอื่นๆ เช่น สถานบริการอาคารพาณิชย์ โรงเรียน อาคารชุด ตลาด สถานบริการ
จ้าหน่ายน ้ามัน เป็นต้น (กรมโรงงานอุตสาหกรรม กระทรวงอุตสาหกรรม และสมาคมวิศวกรรม
สิ่งแวดล้อมแห่งประเทศไทย, 2545) 
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2.2 สารอินทรีย์ในน  าเสีย 
 

สารอินทรีย์เป็นสารประกอบ ที่ประกอบด้วย คาร์บอน ไฮโดรเจน และออกซิเจนเป็น
หลัก ในบางประเภทอาจมีไนโตรเจนเป็นองค์ประกอบด้วย นอกจากนี อาจมีก้ามะถัน ฟอสฟอรัส และ
โลหะบางชนิดเช่นเหล็กรวมอยู่ด้วย น ้าเสียที่มีความสกปรกปานกลาง ของแข็งแขวนลอยจัดเป็น
สารอินทรีย์ประมาณ 75 เปอร์เซ็นต์ ส่วนของแข็งละลายน ้าเป็นสารอินทรีย์ 100 เปอร์เซ็นต์ การย่อย
สลายของสารอินทรีย์นั นต้องอาศัยออกซิเจน ดังนั นหากมีสารอินทรีย์ ในน ้าเสียที่ระบายลงสู่แหล่ง
รองรับน ้าทิ งตามธรรมชาติมากจะท้าให้ออกซิเจนในล้าน ้าถูกใช้หมดไป ท้าให้สิ่งมีชีวิตอื่น ๆ ในน ้าตาย 
ในสภาวะที่ล้าน ้าขาดออกซิเจนสารอินทรีย์ที่เหลือยังคงถูกย่อยสลายต่อไปในแบบไม่ใช้ออกซิเจนท้า
ให้เกิดมีเทนและก๊าซไฮโดรเจนซัลไฟด์ ซึ่งท้าให้น ้ามีสีด้าและมีกลิ่นเหม็น ที่เรียกกันว่าน ้าเน่า ดังนั น
การก้าจัดสารอินทรีย์ในน ้าเสียก่อนระบายลงสู่แหล่งน ้าตามธรรมชาติจึงเป็นสิ่งจ้าเป็นอย่างมาก 
 
 สารอินทรีย์ในน ้าเสียอาจแบ่งออกได้เป็น 3 ประเภท คือ 
 

1. โปรตีน น ้า เสียมี โปรตีนเป็นองค์ประกอบอยู่ประมาณ 40-60 เปอร์ เซ็นต์
องค์ประกอบหลักของโปรตีน ได้แก่ คาร์บอน ไฮโดรเจน ออกซิเจน และไนโตรเจน ซึ่งอาจเรียกได้ว่า
เป็นสารประกอบอินทรีย์ไนโตรเจน นอกจากนี อาจมีแร่ธาตุพวก ก้ามะถัน ฟอสฟอรัส และเหล็ก
ประกอบอยู่ด้วยเล็กน้อย เมื่อโปรตีนถูกย่อยเล็กลงจะเป็นหน่วยย่อยคือกรดอะมิโน  

 
2. คาร์โบไฮเดรตในน ้าเสียมีอยู่ประมาณ 25-50 เปอร์เซ็นต์ องค์ประกอบหลักของ

คาร์โบไฮเดรต ได้แก่ คาร์บอน ไฮโดรเจน และออกซิเจน คาร์โบไฮเดรต ได้แก่ น ้าตาล แป้ง เซลลูโลส 
แป้งไม่ละลายน ้าแป้งจะถูกเปลี่ยนเป็นน ้าตาลโดยเอนไซม์ของจุลินทรีย์หรือกรดแร่ น ้าตาลละลายน ้า
จะถูกย่อยสลายโดยเอนไซม์ของแบคทีเรียและยีสต์ได้เป็นแอลกอฮอล์ และคาร์บอนไดออกไซด์แต่
เซลลูโลสในน ้าเสียจะย่อยสลายโดยแบคทีเรียได้ยาก แต่ถ้าอยู่ในดินจะถูกย่อยสลายโดยเชื อรา 

 
3. ไขมันเป็นสารประกอบเอสเตอร์ของแอลกอฮอล์ หรือกลีเซอรอลกับกรดไขมัน 

องค์ประกอบหลัก คือ คาร์บอน ไฮโดรเจน และออกซิเจนเล็กน้อย ในน ้าเสียมีไขมันเป็นองค์ประกอบ
อยู่ประมาณ 10 เปอร์เซ็นต์ แบคทีเรียส่วนใหญ่ย่อยไขมันไม่ได้ ท้าให้ไขมันอุดตันของท่อระบายน ้า
เป็นปัญหาต่อระบบบ้าบัดน ้าเสีย คราบไขมันที่ลอยบนผิวน ้า จะเป็นตัวกั นไม่ให้ออกซิเจนละลายน ้า
เป็นผลเสียต่อสิ่งมีชีวิตที่อาศัยอยู่ในน ้า 
 

นอกจากสารอินทรีย์ทั ง 3 ประเภทดังกล่าวแล้ว ยังมีสารอินทรีย์บางประเภทที่มนุษย์
สังเคราะห์ขึ น ซึ่งนับวันจะปนเปื้อนลงในแหล่งน ้ามากขึ น เช่น ผงซักฟอก สารฟีนอล ยาฆ่าแมลงที่ใช้
ในการเกษตร เป็นต้น ท้าให้มีความส้าคัญต่อคุณภาพน ้าในธรรมชาติด้วย 
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2.3 ความต้องการออกซิเจนในกระบวนการก าจัดมลพิษของน  าเสีย 
 

น ้าเสียที่ระบายทิ งลงสู่แหล่งน ้าตามธรรมชาติประกอบไปด้วยสารอินทรีย์และสารอนิน 
ทรีย์ที่แบคทีเรีย Heterotrophic bacteria บางชนิดสามารถย่อยสลายได้โดยกระบวนการใช้
ออกซิเจน การใช้ออกซิเจนในการย่อยสลายสารปนเปื้อนแบ่งเป็น 3 แบบ ดังนี  

 
การใช้ออกซิเจนย่อยสลายสารอินทรีย์คาร์บอน (Carbonaceous oxygen demand) 

คือปริมาณออกซิเจนที่ใ ช้ในการย่อยสลายคาร์บอนของสารอินทรีย์ที่ เป็นองค์ประกอบของ 
คาร์โบร์ไฮเดรต โปรตีน และสารประกอบอินทรีย์อื่นๆ จนได้เป็น CO2และ H2O ตัวอย่างการย่อย
สลายของคาร์โบไฮเดรตและโปรตีน เช่น การย่อยสลายของน ้าตาลกลูโคสและไกลซีน ดังแสดงใน
สมการ (1) และ (2)  

 
C 6H12O6 + O 2                                  6CO2+ 6H2O                                (1) 

 
2CH2 (NH) COOH +3 O2                    2NH3 + 4CO2 + 2H2O                      (2) 

 
การใช้ออกซิเจนในการย่อยสลายสารประกอบไนโตรเจน (Nitrogenous oxygen 

demand) คือ ออกซิเจนที่ใช้ในการย่อยสลายสารประกอบไนโตรเจน เช่น แอมโมเนีย (NH3) ซึ่งเกิด
จากกระบวนการย่อยสลายสารอินทรีย์ เช่น โปรตีน กรดอะมิโน ยูเรียหรือแอมโมเนียซึ่งละลายอยู่ใน
น ้าเสียหรือน ้าธรรมชาติ และสารประกอบไนไตรท์ (NO2

-) ให้เป็นไนเตรท (NO3
-) ดังแสดงในสมการที่ 

(3) แบคทีเรียที่ใช้ออกซิเจนมีส่วนในปฏิกิริยาบางช่วง ดังแสดงในสมการที่ (4) และ (5) 
 

Org-N + O2 NH3     Org + O2     NO2
- - Org + O2      NO3

—Org                     (3) 
 
    nitrite - forming bacteria  

 NH3 + 3O2                                           2NO2 + 2 H2O                       (4) 
 

     nitrate - forming bacteria 
HNO2 + O2                                         2 HNO3                                            (5) 

  
การใช้ออกซิเจนย่อยสลายในสารเคมีและสารรีดิวซ์บางชนิด (some chemicals and 

reducing agents) สารเคมีบางชนิดที่ปนเปื้อนในล้าน ้า สามารถท้าปฏิกิริยากับออกซิเจนในน ้า ท้าให้
ออกซิเจนในน ้าลดลงได้ เช่น เหล็กเฟอรัส (Fe+2), ซัลไฟท์ (SO-2) และซัลไฟด์ (S-) เป็นต้น 
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2.4 การวิเคราะห์สารอินทรีย์ในน  า 

 
น ้าทิ งที่ระบายลงสู่แหล่งน ้าธรรมชาติมีสารอินทรีย์ที่ปนเปื้อนหลายชนิด การที่จะ

วิเคราะห์สารอินทรีย์แต่ละชนิดจะไม่สะดวกจึงวิเคราะห์ในปริมาณรวม ค่าที่นิยมใช้บอกปริมาณ
สารอินทรีย์ในน ้าที่แพร่หลายอยู่ในปัจจุบัน คือ ค่าบีโอดี  (Biochemical Oxygen Demand) และ 
ซีโอดี (Chemical Oxygen Demand) 

 
1. บีโอดี (Biochemical Oxygen Demand) เป็นการวัดปริมาณออกซิเจนที่จุลชีพใช้

ในกระบวนการย่อยสลายอินทรีย์ในน ้าในสภาพที่มีออกซิเจน วิธีนี ใช้เวลาบ่มนานประมาณ 5 วัน 
 

2. ซีโอดี (Chemical Oxygen Demand) คือ ปริมาณออกซิเจนในสารเคมีออกซิไดซ์ 
(Chemical oxidizing agent) ที่ใช้ในการออกซิไดซ์สารอินทรีย์  ในสภาวะที่เป็นกรด วิธีนี ใช้เวลา
ประมาณ 3 ช่ัวโมง 

 
ค่าบีโอดีและซีโอดีมีความสัมพันธ์กัน มีค่าที่เป็นสัดส่วนกันดังนี  สัดส่วน BOD/COD 

ของน ้าเสียจากหมูบานจัดสรรในเขตกรุงเทพมหานคร พบว่ามีค่าเท่ากับ 0.42 (วัฒนา และอุทัย, 
2541) และน ้าเสียจากบ้านเรือนมีค่าของ BOD/COD อยู่ในช่วงระหวาง 0.40 ถึง 0.80 โดยค่าซีโอดี
จะสูงกวากว่าคาบีโอด ี(ทวี สิทธิลู่ตระกูล, 2549) 

 
ค่าออกซิเจนที่ ใช้ไปไม่ว่าจะอยู่ในรูปของบีโอดีหรือซีโอดี หากมีค่าสูงแสดงว่ามี

สารอินทรีย์หรือสารที่ถูกออกซิไดซ์ได้ในน ้าสูง เป็นการบ่งชี ว่าน ้านั นสกปรกมาก 
 

2.5 จุลินทรีย์ 

 
จุลินทรีย์มีความส้าคัญอย่างมากในกระบวนการบ้าบัดน ้าเสียทางชีวภาพไม่ว่าจะเป็นน ้า

เสียชุมชนหรือน ้าเสียอุตสาหกรรม โดยเฉพาะแบคทีเรียกลุ่ม Heterotrophic bacteria หลักการ
ส้าคัญคือแบคทีเรียจะย่อยสลายสารอินทรีย์ในน ้าเสีย เพื่อใช้สารอินทรีย์ในการสร้างเซลล์และเป็น
แหล่งพลังงานในการด้ารงชีวิตของแบคทีเรียนั น ท้าให้เหลือสารอินทรีย์ในน ้าน้อยลง น ้าจึงสะอาดขึ น 
 
 ปฏิกิริยาทางชีวเคมีของแบคทีเรียในการย่อยสลายสารอินทรีย์ ในน ้าเสียมี 2 ชนิด คือ
แบบที่ใช้ออกซิเจน (Aerobic) และแบบไม่ใช้ออกซิเจน (Anaerobic)  
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1.การย่อยสลายสารอินทรีย์แบบไม่ใช้ออกซิเจน 

 
C H O N S (สารอินทรีย)์+ H2O + แบคทีเรีย           CO2 + CH4                           (6) 

 
2.การย่อยสลายแบบใช้ออกซิเจนปฏิกิริยาจะแบ่งเป็นสองส่วนดังนี  

 
- ย่อยสลายสารอินทรีย์ในน ้าเสียเพื่อสร้างพลังงาน 

 
C H O N S (สารอินทรีย์) + O2  + แบคทีเรีย            CO2 + H2O + NH3 + Energy      (7) 

 
- ใช้พลังงานที่ได้ไปสร้างเซลล์ใหม่ 

 
C H O N S + O2 + แบคทีเรีย + Energy                     C5H7O2N (New bacteria)          (8) 
 

ดังนั นออกซิเจนจะต้องมีมากพอส้าหรับปฏิกิริยาทั งสองส่วน จุลินทรีย์ในกลุ่มที่ใช้
ออกซิเจนจึงจะสามารถเจริญเติบโตได้ดี 
 
 กลุ่มจุลินทรีย์ที่เป็นตัวหลักส้าคัญในกระบวนการบ้าบัดน ้าเสีย กลุ่มจุลินทรีย์จะอยู่
รวมกันเป็นฟล็อกหรือไบโอฟิล์ม ดังรูปที่ 2.1(a) และ 2.1(b) จุลินทรีย์เหล่านี มาจากธรรมชาติคือ ดิน 
อากาศ และน ้าเสียที่เข้าสู่ระบบบ้าบัด จุลินทรีย์ที่สามารถทนและปรับตัวเข้ากับสิ่งแวดล้อมในระบบ
บ้าบัดได้จะเจริญเติบโตได้ดี และใช้โมเลกุลสารอินทรีย์ที่สะสมอยู่ในระหว่างสถานะก๊าซ/ ของเหลว 
หรือของเหลว/ ของแข็งเป็นอาหาร ท้าให้เกิดกลุ่มจุลินทรีย์เป็นฟล็อค ที่ประกอบไปด้วยจุลินทรีย์ที่
แตกต่างกันไป (Pell, และ Worman, 2008) เช่น 
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แบคทีเรีย (Bacteria) คือ จุลินทรีย์ที่เป็นเซลล์เดียว มีขนาดเล็กไม่สามารถมองเห็นได้

ด้วยตาเปล่า มีผนังหุ้มเซลล์ 2 ชั น ไม่มีเยื่อหุ้มนิวเคลียส ส่วนใหญ่ไม่มีคลอโรฟิลล์ พบอยู่ทั่วไปใน
สิ่งแวดล้อม ร่างกายของคนและสัตว์ มีรูปร่างได้หลายแบบ เช่น รูปแท่ง รูปทรงกลม รูปขดเป็นวง 
การด้ารงชีพของแบคทีเรียต้องใช้พลังงานและสารประกอบต่างๆ ทั งในรูปของสารอินทรีย์และสารอนิ
นทรีย์ ธาตุที่ส้าคัญในสารประกอบคือ คาร์บอน โดยแบคทีเรียสามารถแบ่งตามแหล่งคาร์บอนที่ได้มา
เป็น 2 ประเภท คือ 

 
ออโทโทรฟิกแบคทีเรีย (Autotrophic Bacteria หรือ Autotroph) เป็นแบคทีเรียที่

สร้างอาหารเองได้ โดยได้แหล่งคาร์บอนจากคาร์บอนไดออกไซด์ และได้พลังงานจากแสงอาทิตย์ หรือ
การออกซิไดซ์สารอนินทรีย์ 

 
เฮเทอโรโทรฟิกแบคที เรีย (Heterotrophic Bacteria หรือ Heterotroph) เป็น

แบคทีเรียที่ ต้องใช้คาร์บอนจากสารอินทรีย์ และได้พลังงานจากปฏิกิริยาชีวเคมี 
 
 
 

รูปท่ี 2.1 โครงสร้างของ (a) activated floc และ (b) biofilm on solid surface 
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นอกจากนี ยังสามารถแบ่งแบคทีเรียตามลักษณะความต้องการออกซิเจนได้ 3 ประเภท 
คือ 
 

1. แอโรบิกแบคทีเรีย (Aerobic Bacteria) คือ แบคทีเรียที่ต้องใช้ออกซิเจนอิสระใน
การหายใจ เพื่อการเจริญ 

 
2. แอนแอโรบิก (Anaerobic Bacteria) คือ  แบคทีเรียที่ไม่ใช่ออกซิเจนอิสระในการ

หายใจ โดยทั่วไปหากได้รับออกซิเจนอิสระก็จะเป็นพิษถึงตาย 
 

3. แฟคัลเททีฟแบคทีเรีย (Facultative Bacteria) คือ แบคทีเรียที่สามารถเจริญได้ทั ง
ในสภาพมี และไม่มีออกซิเจนอิสระ 

 
รา (Fungi) เป็นจุลินทรีย์ที่มีหลายเซลล์ ไม่มีคลอโรฟิลล์ ลักษณะทั่วไปมักเป็นเส้นใย

ยาว ๆ และมีนิวเคลียสหลายอัน ราสามารถเจริญเติบโตได้ดีกว่าแบคทีเรียในสภาวะที่มีพีเอชต่้าหรือมี
ปริมาณไนโตรเจนน้อย สามารถย่อยสลายสารอินทรีย์พวกคาร์โบไฮเดรตได้ดี และยังสามารถย่อยสาร
ที่มีโครงสร้างซับซ้อนได้ดีกว่าแบคทีเรีย ราสืบพันธ์ุโดยการสร้างสปอร์ รามีบทบาทส้าคัญในการย่อย
สลายสารอินทรีย์ในระบบบ้าบัดน ้าเสียบางระบบ เช่น ระบบโปรยกรอง 

 
สาหร่าย (Algae) เป็นจุลินทรีย์ที่มีเซลล์เดียว มีนิวเคลียสเห็นได้ชัด มีขนาดใหญ่กว่า

แบคทีเรีย มีคลอโรฟิลล์และมีรงควัตถุซึ่งอาจใช้จ้าแนกชนิดได้ พบอยู่ตามบริเวณที่มีความชื นสูง น ้า
ทิ ง น ้าจืด และน ้าเค็ม สาหร่ายมีบทบาทในระบบบ้าบัดน ้าเสียบางระบบ เช่น ระบบบ่อผึ่ง 
 

โปรโตซัว (Protozoa) เป็นจุลินทรีย์ที่มีเซลล์เดียว มองไม่เห็นด้วยตาเปล่า มีขนาด
ใหญ่กว่าแบคทีเรีย บางชนิดอยู่เป็นกลุ่ม (Colony) เซลล์มักมีรูปร่างคงที่ มีนิวเคลียสเห็นได้ชัดเจน 
บทบาทของโปรโตซัวในระบบบ้าบัดน ้าเสียนั นไม่ค่อยเด่นชัด ส่วนมากจะกินแบคทีเรียทั งที่มีชีวิตและ
ตายแล้ว 

 
ไวรัส (Virus) เป็นสิ่งมีชีวิตขนาดเล็กที่สุด ไม่มีลักษณะเป็นเซลล์ ด้ารงชีวิตแบบปรสิต 

สามารถท้าให้เกิดโรคแก่ คน สัตว์ และพืช บทบาทของไวรัสในระบบบ้าบัดน ้าเสียมีน้อย ไวรัสจะ
สามารถท้าลายเซลล์ของแบคทีเรียซึ่งท้าหน้าที่ย่อยสลายสารอินทรีย์และอนินทรีย์ในน ้าเสีย   
(ต้าราระบบบ้าบัดมลพิษน ้า, 2545) 

 
 ข้อดีของการที่กลุ่มจุลินทรีย์รวมกันเป็นฟล็อกหรือไบโอฟิล์มคือการที่สามารถเลือกอยู่
ตามส่วนของสิ่งแวดล้อมที่เหมาะสมกับตัวเอง เช่น ปริมาณออกซิเจน หรือความเข้มข้นของ
สารอินทรีย์ที่ได้รับจากน ้าเสียท้าให้แต่ละบริเวณมีจุลินทรีย์ต่างชนิดกัน มีการท้างานร่วมกันส่งผลให้
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ประสิทธิภาพการย่อยสลายสารอินทรีย์และการเปลี่ยนแปลงแร่ธาตุของสารอินทรีย์สูงกว่าการอยู่
เพียงชนิดเดียว (Pell และ WÖrman, 2008) 
 
 การใช้หัวเชื อจุลินทรีย์ในระบบบ าบัดน  าเสีย ได้มีการศึกษาและวิจัยมาพอสมควร เช่น 
มีการผลิตหัวเชื อจุลินทรีย์ เรียกว่า Effective Microorganism หรือ EM ซึ่งสามารถประยุกต์ใช้ใน
สถานการณ์ต่างได้อย่างหลากหลาย เช่น การบ้าบัดน ้าเสีย การท้าปุ๋ยหมัก ควบคุมสาหร่าย (Emad, 
2011)  
 

หัวเชื อจลุินทรีย์ประกอบด้วยจุลนิทรียห์ลายชนิด ดังตารางที่ 2.1 
 
ตารางท่ี 2.1 กลุ่มจลุินทรีย์ที่อยู่ในหัวเชื อ 

กลุ่มจุลินทรีย ์ ตัวอย่างจุลินทรีย ์
แลคติกแอซิดแบคทีเรีย Lactobacillus plantarum, L. casei, Streptococcus lactis 
แบคทีเรียสังเคราะห์แสง Rhodopseudomonas palustrus,  

Rhodobacte rspaeroides 
บาซิลลัส Rhodobacter spaeroides, Streptomyces griseus 
ยีสต ์ Saccharomyces cerevisiae, Candida utilis 
รา Aspergillus oryzae, Mucor hiemalis 

 
มีรายงานวิจัยที่ใช้จุลินทรีย์หรือกลุ่มจุลินทรีย์บ้าบัดน ้าเสียชุมชนได้ผลดี เช่น 
1. Alam และคณะ (2003) ใช้กลุ่มเชื อ Penicillium corylophilum และ Aspergillus 

niger (P/A) ลดค่าซีโอดีในน ้าเสียชุมชนที่มีค่าซีโอดีเท่ากับ 776 มิลลิกรัมต่อลิตรได้สูงสุด 90
เปอร์เซ็นต์  

 
2. Mishra และคณะ (2004) ใ ช้กลุ่ มเ ชื อ Aspergillus foetidus MTCC 508 และ 

Aspergillus niger ITCC 2012 สามารถลดค่าซีโอดีในน ้าเสียโรงงานอุตสาหกรรมมันฝรั่งที่มีค่าซีโอดี 
เท่ากับ 8,122 มิลลิกรัมต่อลิตร ได้สูงสุด 90เปอร์เซ็นต์ 
 

3. Ryznar-Luty แล ะคณะ  ( 2008) ใ ช้ ก ลุ่ ม เ ชื อ  Bacillus circulans, Bacillus 
filicolonicus, Bacillus stearothermophilus, Bacillus acidocaldarius แ ล ะ  Bacillus 
Licheniformis สามารถลดค่าซีโอดีในน ้าเสียกากส่าที่มีค่าซีโอดีเท่ากับ 126,700  มิลลิกรัมต่อลิตรได้
สูงสุด 85.37 เปอร์เซ็นต์  
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4. Malandra และคณะ (2003)  ใ ช้ เ ชื อ  Candida krusei, Kloeckera apiculata 
และ Saccharomyces cerevisiae สามารถลดค่าซีโอดีในน ้าเสียจากโรงสุราที่มีค่าซีโอดีเท่ากับ 
4,850-5,200 มิลลิกรัมต่อลิตร ได้ 95, 46 และ 69 เปอร์เซ็นต์ ตามล้าดับ  

 
5. Cristiani-Urbina แล ะคณะ  (2000) ใ ช้ก ลุ่ ม เ ชื อ  Torulopsis cremoris แล ะ 

Candida utilis สามารถลดค่าซีโอดี ในน ้าเสียจากโรงงานนมที่มีค่าซีโอดีเท่ากับ 70,700 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร ได้สูงสุด 95.8 เปอร์เซ็นต์  

 
6. Jin และคณะ (2005) ใช้กลุ่มเชื อ Nitrosomonas europaea (ATCC 19718), 

Nitrobacteria winogradskyi (DSMZ 10237), Bacillus licheniformis (CGMCC 0766), Bacillus 
megaterium (CGMCC 0767) และ Bacillus sphaericus (CGMCC 0764) สามารถลดค่าซีโอดีใน
น ้าเสียชุมชนที่มีค่าซีโอดีเท่ากับ 230-580 มิลลิกรัมต่อลิตร ได้ 91.7เปอร์เซ็นต์ 
 
2.6 ปัจจัยท่ีมีผลต่อจุลินทรีย์ 

 
1. ความเป็นกรด-ด่าง หรือ พีเอช (pH) แบคทีเรียแต่ละชนิดมีความต้องการสภาวะ

แวดล้อมที่เป็นกรด-ด่างแตกต่างกันออกไป บางชนิดสามารถเจริญเติบโตได้ดีในที่มีสภาวะเป็นกลาง 
เช่น พีเอช 6-7.5 จุลินทรีย์ที่เจริญได้ดี คือ Lactobacillus plantarum No. PV71-1861 (Tusanee 
แล ะ Suntud, 2008), Aspergillus foetidus MTCC 508, Aspergillus niger ITCC 2012 (Mishra 
และคณะ , 2004), Penicillium corylophilum, Aspergillus niger ( Alam และคณะ , 2003) , 
Alcaligenes faecalis No. 4, Alcaligenes faecalis L1 (Kiss และคณะ, 2001) บางชนิดสามารถ
เติบโตได้ดีในสภาวะที่เป็นกรด เช่น พีเอช 4 - 4.8 เชื อที่เจริญได้ดี คือ Candida krusei, Kloeckera 
apiculata, Saccharomyces cerevisiae (Malandra และคณะ, 2003), Torulopsis cremoris 
และ Candida utilis (Cristiani-Urbina และคณะ, 2000) และบางชนิดสามารถเติบโตได้ดีในสภาวะ
ที่เป็นเบส เช่น พีเอช 8 - 8.35 จุลินทรีย์ที่เจริญได้ดี คือ Bacillus circulans, Bacillus filicolonicus, 
Bacillus stearothermophilus, Bacillus acidocaldarius แ ล ะ  Bacillus Licheniformis 
(Ryznar-Luty และคณะ, 2008), Bacillus sp. CAB และ Pseudomonas sp. CAS (Kimura และ
คณะ, 2001) ค่าพีเอชที่เหมาะสมส้าหรับแบคทีเรียโดยทั่วไปจะมีค่าอยู่ประมาณ 5-9 และที่เหมาะสม
ที่สุดคือ 6.8 - 7.2 ซึ่งเป็นสภาวะที่เหมาะสมที่ใช้ควบคุมระบบบ้าบัดน ้าเสียทางชีวภาพ โดยเฉพาะ
ระบบบ้าบัดน ้าเสียแบบให้อากาศทั่วไป (สันทัด ศิริอนันต์ไพบูลย์, 2552) 

 
2 อุณหภูมิ (Temperature) อัตราการเจริญเติบโตจะแปรผันตามอุณหภูมิและความ

ต้องการของแบคทีเรียชนิดนั น โดยปกติอัตราการเจริญเติบโตของแบคทีเรียจะสูงขึ นตามอุณหภูมิที่
สูงขึ นจนถึงจุดๆ หนึ่งที่จุลินทรีย์ชนิดใดชนิดหนึ่งต้องการหรือเหมาะสมส้าหรับจุลินทรีย์ชนิดใดชนิด
หนึ่งก็จะลดลง และถ้าอุณหภูมิสูงขึ นเกินไปจนแบคทีเรียทนไม่ได้ก็จะตาย โดยจุลินทรีย์ส่วนใหญ่
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สามารถเจริญได้ดีในช่วงอุณหภูมิระดับปานกลาง 28 –33 องศาเซลเซียส เช่น Aspergillus foetidus 
MTCC 508, Aspergillus niger ITCC 2012 (Mishra แล ะคณะ , 2004), Torulopsis cremoris, 
Candida utilis (Cristiani-Urbina และคณะ, 2000), Candida krusei, Kloeckera apiculata, 
Saccharomyces cerevisiae (Malandra และคณะ, 2003) , Penicillium corylophilum และ 
Aspergillus niger (Alam et al., 2003) และที่อุณหภูมิสูง 58 องศาเซลเซียส เ ชื อจุลินทรีย์ที่
ส า ม า ร ถ เ จ ริ ญ ได้ ดี  คื อ  Bacillus filicolonicus, Bacillus stearothermophilus, Bacillus 
acidocaldarius Bacillus circulans, และ Bacillus Licheniformis (Ryznar-Luty และคณะ , 
2008) 
 

3 ออกซิเจน (Oxygen) ความส้าคัญของออกซิเจนนั นขึ นอยู่กับชนิดของแบคทีเรีย 
เนื่องจากแบคทีเรียแบ่งออกตามความต้องการออกซิเจนนั นมีอยู่ 2 กลุ่มใหญ่ๆ โดยแบคทีเรียชนิดที่ใช้
ออกซิเจนอิสระในการด้ารงชีวิตถูกจัดอยู่ในกลุ่ม Aerobic bacteria และแบคทีเรียชนิดที่ใช้ออกซิเจน
ในรูปสารประกอบไม่ว่าจะเป็นสารประกอยอินทรีย์ (Organic oxygen compound) หรือสารอนิน 
ทรีย์ (Inorganic oxygen compound) เช่น NO3

- หรือ SO4
-2 เป็นต้น ดังนั นหากควบคุมสภาวะ

แวดล้อมในน ้าหรือน ้าเสียให้ไม่มีออกซิเจนแบคทีเรียในกลุ่ม Aerobic bacteria ก็จะตายหมด ส่วน
แบคทีเรียในกลุ่ม Anaerobic bacteria จะเจริญเติบโตได้ดี แต่อย่างไรก็ตามปริมาณออกซิเจนละลาย
น ้า ในถังปฏิกิริยาหรือถังเติมอากาศโดยทั่วไปนั นปริมาณออกซิเจนละลายน ้าต้องไม่น้อยกว่า 2.0 
มิลลิกรัมต่อลิตร เพื่อป้องกันสภาวะขาดออกซิเจนละลายน ้า (สันทัด ศิริอนันต์ไพบูลย์, 2552) จาก
งานวิจัย พบว่า ปริมาณออกซิเจนละลายน ้าเท่ากับ 2 - 3 มิลลิกรัมต่อลิตร (Jin และคณะ, 2005; 
Tsang และคณะ, 2007) เชื อจุลินทรีย์สามารถเจริญเติบโตได้ดี เช่น Nitrosomonas europaea 
(ATCC 19718), Nitrobacteria winogradskyi (DSMZ 10237), Bacillus licheniformis (CGMCC 
0766), Bacillus megaterium (CGMCC 0767) และ Bacillus sphaericus (CGMCC 0764) และ
สามารถลดค่าซีโอดีได้ 91.7 เปอร์เซ็นต์ จากน ้าเสียชุมชนที่มีค่าซีโอดีเท่ากับ 230 - 580 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร (Jin และคณะ, 2005) และปริมาณออกซิเจนละลายน ้าเท่ากับ 3.8 - 6.5 มิลลิกรัมต่อลิตร พบว่า 
เ ชื อ จุ ลิ น ท รี ย์  Microccusluteus, Bacillus sp., Pseudomonas sp., Comamonas sp., 
Acinetobactor sp. และ Rhodoccus sp. สามารถเจริญเติบโตได้ดี และสามารถลดค่าค่าซีโอดีได้ 
96 - 99 เปอร์เซ็นต์ จากน ้าเสียไนโตรเบนซีนที่มีค่าซีโอดีเท่ากับ 1,140 มิลลิกรัมต่อลิตร (Zhao และ
คณะ, 2011) 

 
4 อาหาร (Food) อาหารของแบคทีเรียแบ่งออกได้ 2 ชนิดใหญ่ๆ คือสารอาหารเพื่อใช้

เป็นพลังงานและใช้เพื่อสร้างเซลล์ใหม่ อาหารส่วนใหญ่ได้แก่สารอินทรีย์ที่ประกอบด้วยคาร์บอนเป็น
ส่วนใหญ่ อาหารอีกชนิดหนึ่งคืออาหารเสริม (Nutrients) ซึ่งมีความจ้าเป็นในการด้ารงชีวิตของ
แบคทีเรีย ได้แก่ สารประกอบไนโตรเจน ฟอสฟอรัส ที่มีความจ้าเป็นอย่างมากต่อจุลินทรีย์โดยเฉพาะ
อย่างยิ่งในน ้าเสีย หากขาดไนโตรเจนและฟอสฟอรัส การใช้กระบวนการบ้าบัดน ้าเสียทางชีวภาพใน
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การบ้าบัดสิ่งสกปรกคือสารอินทรีย์จะเป็นไปได้ยาก จะต้องมีการเติมสารทั ง 2 อย่าง ลงไปในน ้าเสีย
เพื่อให้การบ้าบัดมีประสิทธิภาพ นอกจากนี ยังมีสารประกอบแร่ธาตุต่างๆ ที่มีความจ้าเป็นส้าหรับ
แบคทีเรียในการเจริญเติบโต เช่น โพแทสเซียม แคลเซียม เหล็ก แมกนีเซียม เป็นต้น 

 
2.7 ระยะการเติบโตของแบคทีเรีย  

 
ถ้าสภาพแวดล้อมต่างๆ ทั งทางกายภาพ ทางเคมี ไม่ขัดต่อการเจริญเติบโตของ

แบคทีเรียแล้วอัตราเร่งในการเจริญเติบโตของแบคทีเรียขึ นอยู่กับปริมาณอาหาร เท่านั น (Metcalf 
and Eddy, 1991) ทั งนี อาหารเสริมสร้างจะต้องเพียงพอด้วย การเจริญเติบโตของแบคทีเรียแปรผัน
ตรงกับปริมาณอาหาร การวัดอัตราการเจริญเติบโตของแบคทีเรียอาจวัดโดยการหาปริมาณจ้านวน
แบคทีเรียที่เพิ่มขึ น หรือน ้าหนักของแบคทีเรียที่เพิ่มขึ น อัตราการเจริญเติบโตของแบคทีเรียจะ
สัมพันธ์กับระยะเวลา สามารถแบ่งช่วงการเจริญเติบโตของแบคทีเรียได้ดังรูปที่ 2.2 นี คือ 

 
1. ในระยะแรกแบคทีเรียจะมีการปรับตัว และเป็นระยะที่แบคทีเรียได้รับสารอาหาร

เพื่อน้ามาสร้างเป็นส่วนประกอบต่างๆ ของเซลล์ ดังนั นจึงยังไม่มีการแบ่งตัว อัตราการเจริญเติบโตจะ
ต่้า ระยะนี จะเรียกว่า Lag phase 

 
2. เมื่อแบคทีเรียสามารถปรับตัวได้ดีและมีการสะสมอาหาร จะมีการแบ่งตัวอย่าง

รวดเร็วและค่อนข้างสม่้าเสมอ อาจจะเรียกระยะนี ว่า Steady state อัตราการเจริญเติบโตในระยะนี 
จะสูงที่สุด เรียกระยะนี ว่า Log phase 

 
3. หลังจากนั นอาหารต่างๆ ในน ้าเสียหรืออาหารเลี ยงเชื อจะเริ่มน้อยลง ของเสียจาก

แบคทีเรียจะเพิ่มขึ น การเจริญเติบโตของแบคทีเรียจะถูกจ้ากัด แบคทีเรียบางส่วนจะเจริญเติบโตไปได ้
และบางส่วนจะตายลง ท้าให้ปริมาณแบคทีเรียโดยรวมค่อนข้างคงที่ อัตราการเจริญเติบโตเกือบเป็น
ศูนย์ ระยะนี เรียกว่า Stationary phase 

 
4. หลังจากระยะ Stationary phase พบว่าอาหารยิ่งน้อยลงไปอีก อัตราการตายจะสูง

กว่าอัตราการเจริญเติบโต ปริมาณแบคทีเรียจึงลดลง ระยะนี เรียกว่า Declined growth phase 
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รูปท่ี 2.2 การเจรญิเติบโตของจุลินทรียเ์มื่อเวลาผ่านไป (Growth curve) 
 

2.8 การบ าบัดน  าเสีย (Wastewater treatment) 
 

น ้าเสียมีองค์ประกอบส่วนใหญ่เป็นน ้า ส่วนที่ เหลือเป็นของแข็งแขวนลอยและ
สารอินทรีย์ที่ละลายน ้าได้ ได้แก่ น ้าตาล กรดอะมิโน กรดไขมัน แอลกอฮอล์ และสารอนินทรีย์อื่นๆ 
ดังนั นเมื่อปล่อยน ้าเสียลงสู่แหล่งน ้าจึงเป็นการเพิ่มสารอินทรีย์และสารอนินทรีย์ให้แก่แหล่งน ้า ท้าให้
แบคทีเรียน้าไปใช้เป็นอาหารและเจริญเติบโตพร้อมกับย่อยสลายสารอินทรีย์ไปด้วยซึ่งจะมีการใช้
ออกซิเจนในการย่อยสลายเรื่อยๆ จนบางครั งใช้ไปเกือบหมดจึงเกิดสภาพไร้อออกซิ เจนในแหล่งน ้า 
ท้าให้สิ่งมีชีวิตในแหล่งน ้าทนอยู่ไม่ได้และตายในที่สุด ท้าให้แบคทีเรียพวกแอนแอโรบิคเจริญขึ นมา
แทนที่มากมายและย่อยสลายต่อไป การย่อยสลายในสภาพที่ไม่ใช้ออกซิเจนจะได้สารประกอบที่มี
กลิ่นเหม็น เช่น ก๊าซไข่เน่า หรือก๊าซไฮโดรเจนซัลไฟด์ (H2S) เป็นต้น ท้าให้แหล่งน ้ากลายเป็นน ้าเน่า
เสีย (นงลักษณ์ และปรีชา สุวรรณพินิจ, 2547) 

 
ลักษณะของระบบบ้าบัดน ้าเสียที่เหมาะสมในแต่ละพื นที่คือเป็นที่สามารถท้างานได้ง่าย

และควบคุมได้สะดวก ซึ งต้องมีค่าใช้จ่ายไม่สูงมากเกินไปท้าให้ผู้ที่จะสร้างระบบสามารถยอมรับได้ 
นอกจากนี แต่ละระบบต้องการพื นที่ในการปลูกสร้างไม่เท่ากันดังนั นพื นที่ในการปลูกสร้างต้อง
เหมาะสม ระบบบ้าบัดน ้าเสียที่ถูกน้ามาใช้ในประเทศไทยเป็นอันดับแรกคือ การบ้าบัดแบบบ่อเกรอะ 
บ่อซึม ซึ่งเป็นแบบที่นิยมใช้ในบ้านเรือนทั่วไป นอกจากนั นยังเป็นการป้องกันน ้าเน่าเสียที่เกิดจาก
แหล่งโรงงานอุตสาหกรรมในประเทศไทยจึงได้มีการประกาศใช้พระราชบัญญัติโรงงานซึ่งบังคับให้
โรงงานอุตสาหกรรมต้องจัดให้มีระบบการบ้าบัดน ้าเสียชนิดต่างๆ ขึ นมาก่อนที่ปล่อยลงสู่แหล่งน ้า
ธรรมชาติ รวมทั งยังมีกฎหมายของน ้าทิ งหลายประเภทที่ถูกก้าหนดออกมาเพื่อช่วยรักษาสภาพ
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สิ่งแวดล้อมและลดภาวะมลพิษทางน ้าและด้านอื่นๆ (สุบัณฑิต นิ่มรัตน์, 2548) โดยประเภทของระบบ
บ้าบัดน ้าเสียสามารถแบ่งออกได้เป็น 3 ประเภท คือ 

 
1. ระบบบ้าบัดน ้าเสียทางกายภาพ (Physical treatment) คือวิธีการบ้าบัดโดยใช้

กระบวนการทางกายภาพ เช่น การดักด้วยตะแกรง การตกตะกอน (Sedimentation) และการกรอง 
(Filtration) สารปนเปื้อนจากน ้าเสียหรืออาจจะเรียกว่าเป็นการบ้าบัดน ้าเสียเบื องต้น(Pretreatment 
step) ซึ่งกระบวนการบ้าบัดน ้าเสียทางกายภาพโดยส่วนใหญ่จะใช้เป็นกระบวนการบ้าบัดในขั นแรก
ในการบ้าบัดน ้าเสีย เพื่อเป็นการเตรียมน ้าเสียให้เหมาะสมที่จะถูกบ้าบัดในขั นต่อไป ซึ่งอาจจะเป็น
กระบวนการบ้าบัดทางเคมีหรือชีวภาพวิธีนี นิยมใช้ในการบ้าบัดสารปนเปื้อนบางชนิดหรือบ้าบัดน ้า
เสียที่มีความสกปรกไม่มากนักวิธีการบ้าบัดน ้าเสียทางกายภาพจะเสียค่าใช้จ่ายสูงพอๆกับวิธีการ
บ้าบัดน ้าเสียทางเคมี 

 
2. ระบบบ้าบัดน ้าเสียทางเคมี  (Chemical treatment) คือวิธีการบ้าบัดโดยใช้

ปฏิกิริยาทางเคมี เช่น การท้าให้เป็นกลาง (Neutralization) การท้าให้เกิดตะกอน (Precipitation) 
และการช่วยการตกตะกอนของสารปนเปื้อนท้าให้น ้าเสียแยกออกจากน ้าส่วนใส ( Chemical-
coagulation) การบ้าบัดน ้าเสียทางเคมีส่วนใหญ่จะใช้ส้าหรับน ้าเสียที่มีการปนเปื้อนของสิ่งสกปรกที่
ละลายในน ้าเสีย หรือแขวนลอยอยู่ในน ้าเสียและไม่สามารถตกตะกอนหรือแยกชั นออกจากน ้าเสีย
โดยง่าย เพื่อช่วยเร่งให้สิ่งปนเปื้อนในน ้าเสียสามารถแยกออกจากน ้าเสียได้เร็วขึ นกว่าปกติ เพื่อลด
ระยะเวลาและเพิ่มประสิทธิภาพการบ้าบัดทางกายภาพให้สูงขึ น และเป็นวิธีการที่ใช้ในการปรับ
สภาวะความเป็นกรด-ด่างของน ้าเสียให้สมดุลหรือเหมาะสมที่จะปล่อยทิ งลงสู่สาธารณะ หรือเป็นการ
เตรียมน ้าเสียให้มีสมบัติเหมาะสมที่จะน้าไปบ้าบัดในขั นที่สูงขึ น วิธีนี เป็นวิธีที่มีประสิทธิภาพสูงในการ
บ้าบัดแต่มีข้อเสียตรงที่มีค่าใช้จ่ายสูงและท้าให้เกิดกากตะกอนในปริมาณที่สูง 

 
3. ระบบบ้าบัดน ้าเสียทางชีวภาพ (Biological treatment) คือระบบบ้าบัดที่ใ ช้

สิ่งมีชีวิตในธรรมชาติในการบ้าบัดสารปนเปื้อนในน ้าเสีย จุลินทรีย์ที่มีบทบาทในการย่อยสลาย
สารอินทรีย์ในน ้าเสียส่วนใหญ่เป็นแบคทีเรียประมาณ 95 เปอร์เซ็นต์ รองลงมาได้แก่ เชื อรา สาหร่าย 
และโพรโตซัว ระบบบ้าบัดน ้าเสียทางชีวภาพประกอบด้วย 2 ประเภทใหญ่ คือ ระบบบ้าบัดน ้าเสีย
แบบใช้ออกซิเจน และระบบบ้าบัดน ้าเสียแบบไม่ใช้ออกซิเจน (สุบัณฑิต นิ่มรัตน์, 2548) 

 
ระบบบ้าบัดน ้าเสียทางชีวภาพเป็นวิธีที่มีค่าใช้จ่ายน้อยกว่าวิธีทางเคมีหรือวิธีทาง

กายภาพจึงเป็นวิธีที่นิยมใช้มากที่สุดกับน ้าเสียที่มีการปนเปื้อนสารอินทรีย์ 
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2.9 ระบบบ าบัดน  าเสียทางชีวภาพโดยจุลินทรีย ์

 
จุลินทรีย์ ในระบบบ้าบัดน ้า เสียทางชีวภาพ  ส่วนใหญ่ เป็นแบคที เรียในกลุ่ ม 

Heterotrophic จะไปท้าลายสารอินทรีย์ในน ้าเสียที่อยู่ในรูปละลายน ้า (Soluble) หรือแขวนลอยอยู่
ในน ้า (Colloid or suspended solids) ด้วยปฏิกิริยาชีวเคมีแบบเติมอากาศและไม่เติมอากาศ การ
บ้าบัดน ้าเสียทางชีวภาพเป็นการก้าจัดหรือท้าให้เกิดตะกอนของสิ่งปนเปื้อน ซึ่งส่วนใหญ่เป็น
สารอินทรีย์ละลายน ้าหรือแขวนลอยอยู่ในน ้าเสีย รวมทั งเป็นการท้าให้สิ่งปนเปื้ อนเหล่านั นเสถียร 
(Stable) ขึ นโดยอาศัยจุลินทรีย์ในกลุ่ม Heterotrophic bacteria เป็นหลัก ซึ่งระบบบ้าบัดน ้าเสีย
ทางชีวภาพแบ่งออกได้ 2 ประเภท คือ ระบบบ้าบัดน ้าเสียแบบไม่ใช้อากาศและแบบใช้อากาศ 
 

กระบวนการบ้าบัดน ้ า เสียแบบใช้อากาศ  (Aerobic wastewater treatment)  
 

เป็นกระบวนการบ้าบัดน ้าเสียแบบให้หรือเติมอากาศ โดยอาศัยจุลินทรีย์ในกลุ่มที่
ต้องการออกซิเจนหรืออากาศในการด้ารงชีวิต (aerobic microorganism ) โดยส่วนใหญ่จะเป็น
แบคทีเรียในกลุ่ม Aerobic heterotrophic bacteria เป็นกระบวนการบ้าบัดน ้าเสียโดยจุลินทรีย์
กลุ่มที่ต้องอาศัยออกซิเจนละลายน ้า (dissolved oxygen) หรือ ออกซิเจนอิสระ ในการย่อยสลาย
สารอินทรีย์ ปฏิกิริยาการย่อยสลายสารอินทรีย์โดยแบคทีเรียกลุ่มที่ใช้อากาศ ( aerobic bacteria) 
สามารถจ้าแนกได้เป็น 2 ขั นตอน ตามล้าดับดังนี  คือ 
 
 ขั นตอนที่  1: เป็นกระบวนการน้าสารอินทรีย์หรือสารอาหารเข้าไปในเซลล์ โดย
จุลินทรีย์จะส่งเอนไซม์ (enzyme) ออกมาย่อยสลายสารอินทรีย์ที่มาเกาะติดที่ผนังเซลล์เพื่อเปลีย่นให้
อยู่ในรูปของสารโมเลกุลเล็กที่จะสามารถซึมผ่านเข้าไปในเซลล์ของจุลินทรีย์ได้ 
 
 ขั นตอนที่ 2: เป็นกระบวนการทางชีวเคมีภายในเซลล์จุลินทรีย์ เพื่อที่จะผลิตพลังงานไป
ใช้ในกิจกรรมต่าง ๆ และการสร้างเซลล์ใหม่ โดยเขียนอยู่ในรูปของสมการโดยรวมได้  
 
 เมื่อสารอินทรีย์ในน ้าเสียถูกเปลี่ยนรูปมาเป็นจุลินทรีย์เซลล์ใหม่ จะรวมตัวกนัเปน็ฟลอ็ก 
(floc) ก็จะมีน ้าหนักมากขึ น และแยกออกจากน ้าเสียได้ง่ายด้วยการตกตะกอน 
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 กระบวนการบ้าบัดน ้าเสียแบบใช้อากาศ จ้าแนกได้เป็น 2 ประเภทหลัก คือ 
 

1. ระบบบ้าบัดที่จุลินทรีย์เกาะติดผิวตัวกลาง หรือ ระบบฟิล์มตรึง ( fixed film 
system) เช่น ระบบโปรยกรอง (Trickling Filter) และระบบแผ่นหมุนชีวภาพ (Rotating Biological 
Contactor) เป็นต้น (กรมโรงงานอุตสาหกรรม กระทรวงอุตสาหกรรม และสมาคมวิศวกรรม
สิ่งแวดล้อมแห่งประเทศไทย, 2545; มั่นสิน ตัณฑุลเวศม์, 2543) 

 
2. ระบบบ้าบัดที่จุลินทรีย์แขวนลอยอยู่ในระบบ (suspended system) เช่น บ่อแอโร

บิก (Aerobic Pond) บ่อเติมอากาศ (Aerated Lagoon) ระบบแอคติเวทเต็ดสลัดจ์ (Activated 
Sludge) เป็นต้น  
 

ระบบแอคติเวทเต็ดสลัดจ์ (Activated Sludge) เป็นระบบบ้าบัดน ้าเสียแบบตะกอนเร่ง
สามารถควบคุมปริมาณสิ่งสกปรกหรือสารอินทรีย์ของน ้าเสียที่เข้าสู่ระบบบ้าบัดท้าให้มีประสิทธิภาพ
ในการบ้าบัดน ้าเสียได้ดี 

 
สภาวะที่เหมาะสมส้าหรับระบบบ้าบัดน ้าเสียแบบตะกอนเร่ง 

 
ระบบบ้าบัดน ้าเสียแบบตะกอนเร่งจะท้างานได้อย่างมีประสิทธิภาพก็ต่อเมื่อ

สภาพแวดล้อมของระบบบ้าบัดน ้าเสียโดยเฉพาะในถังปฏิกิริยาหรือถังเติมอากาศเหมาะสมต่อการ
ด้ารงชีวิตของแบคทีเรีย โดยสภาวะแวดล้อมที่ส้าคัญมีดังนี  
 

1. ปริมาณออกซิเจนละลายน ้า (Dissolved oxygen: DO) ปริมาณออกซิเจนละลายน ้า
ในถังปฏิกิริยาหรือถังเติมอากาศในระบบบ้าบัดน ้าเสียแบบตะกอนเร่งขึ นอยู่กับชนิดของน ้าเสีย ชนิด
ของสิ่งสกปรกที่ปนเปื้อนที่ต้องการบ้าบัด เช่น น ้าเสียชุมชน หรือน ้าเสียจากอาคารบ้านเรือน ปริมาณ
ออกซิเจนละลายน ้าที่ต้องควบคุมจะอยู่ที่ 0.5 - 1.0 มิลลิกรัมต่อลิตร นอกจากนี การควบคุมปริมาณ
ออกซิเจนละลายน ้าให้อยู่ในระดับต่้าๆ อาจจะเป็นผลดีกับระบบบ้าบัดน ้าเสียโดยรวมก็ได้ เพราะการ
ควบคุมระดับหรือปริมาณออกซิเจนละลายให้ต่้าๆ เช่นที่ไม่เกิน 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร อาจจะส่งผลให้
ตะกอนจุลินทรีย์ในระบบบ้าบัดสามารถจมตัวลงสู่ก้นถังได้ดีในช่วงของการตกตะกอน เพราะจะเป็น
การกระตุ้นให้แบคทีเรียที่ตกตะกอนได้ดีเจริญเติบโตดีและลดปริมาณตะกอนที่ตกตะกอนยากซึ่งเป็น
พวกเชื อราลง 

 
2. ค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) ระบบบ้าบัดน ้าเสียควรจะควบคุมสภาพความเป็นกรด-

ด่าง ให้อยู่ในช่วงที่เป็นกลางโดยเฉพาะระบบบ้าบัดน ้าเสียแบบตะกอนเร่งมักจะควบคุมความเปน็กรด-
ด่างให้อยู่ในช่วง 6.8 - 7.2 เป็นต้น จะท้าให้แบคทีเรียเจริญเติบโตได้ดีและตะกอนแบคทีเรียของระบบ
บ้าบัดน ้าเสียสามารถจมตัวได้ดี หากสภาพความเป็นกรด-ด่าง (pH) ต่้ากว่า 6.5 เชื อราอาจจะ
เจริญเติบโตได้ดีกว่าแบคทีเรีย จนกระทั่งความเป็นกรด-ด่าง (pH) ลดลงต่้ากว่า 4.5 เชื อราจะมี
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ปริมาณมากกว่าแบคทีเรีย ซึ่งส่งผลให้ตะกอนจุลินทรีย์ในระบบบ้าบัดน ้าเสีย (Bio-sludge) จมตัวได้
ยากในถังตกตะกอน นอกจากนี แล้วถ้าความเป็นกรด-ด่าง (pH) มีค่าสูงกว่า 9 แบคทีเรียในระบบ
บ้าบัดน ้าเสียจะเจริญเติบโตได้ช้าลง ท้าให้ประสิทธิภาพของระบบบ้าบัดน ้าเสียต่้าลงด้วย เพราะ
ฟอสฟอรัสจะตกผลึกท้าให้จุลินทรีย์ไม่มีฟอสฟอรัสใช้ 

 
3. อุณหภูมิ (Temperature) โดยปกติแล้วอุณหภูมิของระบบบ้าบัดน ้าเสียแบบตะกอน

เร่งไม่ควรเกิน 40 องศาเซลเซียส ถึงแม้ว่าการย่อยสลายหรือบ้าบัดสารอินทรีย์บีโอดีจะแปรผัน
โดยตรงกับอุณหภูมิที่ เพิ่มขึ นก็ตาม แต่หากอุณหภูมิของระบบเกินกว่า 40 องศาเซลเซียส 
ประสิทธิภาพของระบบบ้าบัดน ้าเสียก็จะลดลง เนื่องจากตะกอนจุลินทรีย์หรือแบคทีเรียในระบบ
บ้าบัดน ้าเสียทนไม่ได้และจะตายในที่สุด ซึ่งอุณหภูมิจะส่งผลโดยตรงต่อการด้ารงชีวิตและการ
เจริญเติบโตของตะกอนจุลินทรีย์ของระบบบ้าบัดน ้าเสีย ดังนั นการเลือกกลุ่มจุลินทรีย์เพื่อใช้ในระบบ
บ้าบัดน ้าเสียจึงมีความส้าคัญอย่างมาก เช่น หากต้องการควบคุมระบบบ้าบัดน ้าเสียที่อุณหภูมิใด
อุณหภูมิหนึ่ง ก็ต้องพยายามคัดเลือกกลุ่มของจุลินทรีย์ที่สามารถเจริญเติบโตได้ดี ณ อุณหภูมินั นๆ 
สาเหตุที่จ้าเป็นต้องมีการควบคุมระดับอุณหภูมิของระบบบ้าบัดน ้าเสียอาจจะเนื่องมาจากสภาพ
ภูมิอากาศและสภาพของน ้าเสียที่ต้องการบ้าบัด เป็นต้น 
 

โดยระบบบ้าบัดน ้าเสียแบบเอสบีอาร์ (sequencing batch reactor หรือ SBR) เป็น
ระบบบ้าบัดประเภทหนึ่งในระบบแอคติเวทเต็ดสลัดจ์ซึ่งมีวิธีการท้างานคล้ายๆกับระบบตะกอนเร่ง 
ทั่ว ๆ ไป  

 
การบ้าบัดน ้าเสียด้วยระบบเอสบีอาร์(sequencing batch reactor หรือ SBR) 

 
ระบบเอสบีอาร์ (sequencing batch reactor หรือ SBR) เป็นระบบบ้าบัดน ้าเสียทาง

ชีวภาพแบบตะกอนเร่ง (activated sludge) ที่มีการท้างานแบบกะ (batch) เริ่มมีการใช้งานในช่วง
ค.ศ.1960 (Metcalf และ Eddy, 2003) และเป็นระบบน ้าเสียที่นิยมใช้ในอุตสาหกรรมส่วนใหญ่และ
ยังสามารถใช้กับน ้าเสียจากบ้านเรือน ซึ่งโดยทั่วไประบบแบบนี จะท้าให้ประหยัดค่าใช้จ่ายและพื นทีใ่น
การก่อสร้าง สามารถเปลี่ยนการท้างานให้เหมาะสมกับลักษณะของน ้าเสียได้ และมีประสิทธิภาพสูง
ในการบ้าบัดน ้าเสียที่มีองค์ประกอบหลักเป็นสารประกอบอินทรีย์ มีอั ตราการไหลเป็นช่วงๆ 
นอกจากนี ระบบเอสบีอาร์สามารถบ้าบัดฟอสฟอรัสหรือไนโตรเจนได้อย่างมีประสิทธิภาพสูง ระบบ
เอสบีอาร์มีลักษณะเด่น คือไม่ต้องมีระบบหมุนเวียนตะกอน และมีการปรับสภาพโดยท้าหน้าที่เป็นถัง
ปรับสภาพด้วยตัวเอง ซึ่งท้าให้ระบบมีความสามารถในการรองรับต่อสภาวะการเปลี่ยนแปลงฉับพลัน
ของอัตราการป้อนน้าเสียได้เป็นอย่างดี ซึ่งหลักของระบบเอสบีอาร์ใช้ถังเพียง 1 ถัง แทนการท้างาน
ของ 3 ถัง ดังรูปที่ 2.3  โดยมีการเติมอากาศและการตกตะกอนภายในถังเดียวกัน ท้าให้ประหยัดพื นที่
และค่าใช้จ่าย ทั งยังเป็นการลดโครงสร้างของระบบบ้าบัดที่ซับซ้ อนด้วยระบบเอสบีอาร์มี
ประสิทธิภาพในการบ้าบัดสารอินทรีย์ สารอาหารไนโตรเจนและฟอสฟอรัสที่มีอยู่ในน ้าเสีย ระบบเอส
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บีอาร์ถูกพัฒนาขึ นมาเพื่อให้สามารถควบคุมได้ง่ายและเหมาะส้าหรับใช้บ้าบัดทั งน ้าเสียจากชุมชนและ
น ้าเสียจากอุตสาหกรรมขนาดเล็กที่มีน ้าเสียไม่มาก ระบบเอสบีอาร์มีขั นตอนการบ้าบัดทั งหมด 5 
ขั นตอนดังนี คือ  
 

1. การเติมน ้าเสีย (Fill) รับน ้าเสียจากขบวนการที่เกิดน ้าเสียเข้ามาในถังปฏิกรณ์ซึ่งมี
จุลินทรีย์อยู่ในถัง โดยปริมาตรน ้าเสียเริ่มต้นในถังอาจต่้าประมาณร้อยละ 25 ของปริมาตรถังซึ่งเป็น
ปริมาณน ้าเสียที่เหลืออยู่ในช่วงสุดท้ายของช่วงพัก (Idle) ให้เติมน ้าเสียจนถึงระดับที่ก้าหนดไว้ (100 
เปอร์เซ็นต์) ในช่วงเติมน ้าเสียอาจมีการเติมอากาศหรือไม่ก็ได้ ขึ นอยู่กับวัตถุประสงค์ว่าจะใช้บ้าบัด
อะไร 

 
2. การบ้าบัด (React) เป็นช่วงการเกิดปฏิกิริยาที่สมบูรณ์ในชุดทดลอง ในช่วงนี จะมี

การเติมอากาศให้แก่ระบบเพื่อท้าการก้าจัดน ้าเสีย  
 

3. การตกตะกอน (Settle) กระบวนการนี จะหยุดนิ่งเพื่อให้ตะกอนเกิดการตกตะกอน 
เพื่อเป็นการแยกตะกอนจุลินทรีย์ออกจากน ้าเสียที่บ้าบัดแล้ว ( Treated Effluent) กากตะกอนใน
ระบบเอสบีอาร์จะมีประสิทธิภาพมากกว่าในระบบตะกอนเร่งแบบต่อเนื่อง (Continuous Activated 
Sludge System) เพราะของเหลวอยู่ในสภาพนิ่งอย่างสมบูรณ์ จะไม่ถูกรบกวนจากการไหลของน ้า
หรือสภาวะอื่นๆ และระยะเวลาของการตกตะกอนไม่ควรยาวนานเกินไปเพราะจะท้าให้ตะกอน
ลอยตัว 

 
4. การถ่ายน ้าทิ ง (Draw) เวลาที่มีการระบายน ้าที่ผ่านการบ้าบัดแล้วออกจากถัง

ปฏิกรณ์ เพื่อให้ได้ส่วนน ้าใสจึงควรใช้ระบบถ่ายเทน ้าแบบทุ่นลอยดูดน ้าหรือฝายปรับระดับ  
 

5. การพัก(Idle) ช่วงเวลาหลังจากที่ระบายน ้าที่ผ่านการบ้าบัดแล้วออกจากถังปฏิกรณ์
และก่อนที่จะเติมน ้าเสียเข้าถังใหม่อีกครั ง เป็นช่วงที่ระบบอยู่นิ่งๆ จุดประสงค์ของ Idle ในระบบ
หลายถังคือ เพื่อเตรียมเวลาส้าหรับถังฏิกิริยาแรก ให้มีช่วงการเติมน ้าเสีย(Fill) ที่สมบูรณ์ก่อนที่น ้าเสีย
จะเข้าสู่ถังอื่น เนื่องจากช่วงพัก( Idle) ไม่ใช่ช่วงจ้าเป็น บางครั งจึงถูกยกเว้น (Mace และMata-
Alvarex, 2002; สันทัด ศิริอนันต์ไพบูลย์, 2552) 
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ระบบตะกอนเร่งแบบ sequencing batch reactor (SBR) เป็นระบบบ้าบัดน ้าเสีย
แบบตะกอนเร่งชนิดที่มีการพัฒนาขึ นเพื่อความเหมาะสมและแก้ปัญหาบางอย่างที่เกิดขึ นในการ
ควบคุมระบบบ้าบัดแบบเลี ยงตะกอนทั่วไป เช่น ปัญหาโรงงานมีการปล่อยน ้าเสียออกจากขบวนการ
ผลิตเป็นช่วงๆ ปัญหาคุณภาพของตะกอนในถังเติมอากาศหรือถังปฏิกิริยาของระบบบ้าบัดแบบเลี ยง
ตะกอนเร่งทั่วไป ตัวอย่างเช่น การจับตัวของตะกอน หรือปัญหาการเกิดขบวนการ Nitrification และ 
Denitrification ในระบบบ้าบัดน ้าเสีย การเกิดตะกอนลอยในถังตกตะกอนในระบบบ้าบัดน ้าเสียแบบ
เลี ยงตะกอนเร่งทั่วไป 
 

ข้อดีและข้อเสียของระบบเลี ยงตะกอนเร่งแบบเอสบีอาร์ 
 

ข้อดีของระบบเลี ยงตะกอนเร่งแบบเอสบีอาร์ 
 

1. ถังปฏิกิริยาในระบบเลี ยงตะกอนเร่งแบบเอสบีอาร์มีลักษณะเหมือนกับถังพักน ้า
(Equalization basin) ในระหว่างช่วงเติมน ้าเสียจึงสามารถรับภาระฉับพลัน (Shock load) ของ 
บีโอดีได้ดีและน ้าทิ งที่ผ่านการบ้าบัดโดยระบบบ้าบัดน ้าเสียดังกล่าวจะมีคุณภาพดี 

 

2. ระบบเลี ยงตะกอนเร่งแบบเอสบีอาร์เป็นระบบบ้าบัดน ้าเสียแบบเลี ยงตะกอนเรง่ทีใ่ช้
เวลาเป็นตัวก้าหนดขั นตอนการท้างาน ดังนั นน ้าที่ผ่านการบ้าบัดน ้าเสียแล้วหากยังไม่ได้คุณภาพดี

Draw 

Idle Fill Aerate 

Settle 

รูปท่ี 2.3 แผนผังการท้างานของระบบเอสบอีาร ์
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ตามที่ต้องการก็สามารถเก็บกักไว้เพื่อบ้าบัดน ้าเสียต่อไปจนกว่าจะได้คุณภาพดีตามต้องการจึงค่อย
ระบายน ้าเสียเหล่านั นออกจากระบบบ้าบัดน ้าเสีย 

 
3. น ้าเสียที่ผ่านการบ้าบัดแล้วจะถูกทิ งไว้ให้ตกตะกอนให้สภาพค่อนข้างนิ่ง ท้าให้

ตะกอนไม่เกิดการหลุดออกจากระบบบ้าบัดน ้าเสีย (Wash out) โดยตะกอนจะต้องอยู่ภายในถัง
ปฏิกิริยา ไม่ต้องมีการหมุนเวียนตะกอนจุลินทรีย์ เนื่องจากตะกอนจุลินทรีย์จะยังคงอยู่ในถังปฏิกิริยา
เสมอ 

 
4. เนื่องจากความเข้มข้นของออกซิเจนละลาย (Dissolved oxygen) มีค่าเป็นศูนย์

หรือใกล้เคียงศูนย์ในช่วงรับน ้าเสีย (Fill) ซึ่งเป็นช่วงที่ไม่มีการเติมออกซิเจน ดังนั นในช่วงท้าปฏิกิริยา 
(Reaction) ออกซิเจนจึงสามารถละลายลงไปได้มาก ท้าให้ประสิทธิภาพในการถ่ายเทออกซิเจนจาก
เครื่องเติมอากาศมีสูง 

 
5. ประหยัดเนื อที่ในการติดตั ง เนื่องจากใช้ถังปฏิกิริยาเพียงใบเดียวท้าหน้าที่เป็นทั งถัง

เติมอากาศและถังตกตะกอน 
 

6. เป็นระบบบ้าบัดน ้าเสียที่มีความยืดหยุ่นสูง สามารถปรับเปลี่ยนเวลาของขั นตอนการ
ท้างานในระบบบ้าบัดน ้าเสียเพื่อให้เหมาะสมกับน ้าเสียแต่ละประเภทได้ 

 
7. ระบบบ้าบัดน ้าเสียมีราคาต่้ากว่าระบบอื่น ๆ เมื่อเปรียบเทียบกับระบบบ้าบัดน ้าเสีย

แบบเลี ยงตะกอนเร่งชนิดอื่นๆ เนื่องจากไม่มีการหมุนเวียนตะกอน โดยตะกอนจะถูกรักษาอยู่ในถัง
ปฏิกิริยาเสมอ จึงไม่จ้าเป็นต้องมีถังตะกอนและปั๊มสูบตะกอนทั งยังเป็นการประหยัดพลังงานของ
ระบบอีกด้วย แต่จะต้องมีการระบายตะกอนส่วนเกินออกจากถังปฏิกิริยาเป็นครั งคราว 

 
8. ไม่ต้องการการบ้ารุงรักษามากนัก ทั งนี เนื่องจากอุปกรณ์ที่มีอยู่ในระบบบ้าบัด

ค่อนข้างน้อยเมื่อเปรียบเทียบกับระบบบ้าบัดน ้าเสียแบบเลี ยงตะกอนเร่งชนิดอื่นๆ ดังเดิมที่จะ
ประกอบด้วยทั งถังเติมอากาศและถังตกตะกอน 
 

ข้อเสียของระบบเลี ยงตะกอนเร่งแบบเอสบีอาร์ 
 

1. ต้องมีการควบคุมระดับตะกอนในถังปฏิกิริยา เนื่องจากระบบการสูบตะกอน
ส่วนเกินทิ งจากบ่อบ้าบัดน ้าเสียหรือถังปฏิกิริยาท้าได้ค่อนข้างยาก รวมทั งการควบคุมระดับตะกอนใน
บ่อปฏิกิริยาและการก้าหนดจ้านวนตะกอนจุลินทรีย์ที่ต้องการสูบทิ งก็ท้าได้ยาก อาจจะต้องใช้ระบบ
ประมาณการ 
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2. ถังเติมอากาศจะต้องใหญ่พอและให้มีความลึกของชั นน ้าใสพอเหมาะกับการถ่ายน ้า 
เนื่องจากช่วงเวลาการถ่ายน ้าจะสั น ท้าให้อัตราไหลออกของน ้าสูงกว่าถังตกตะกอนทั่วไป อาจรบกวน
ตะกอนจุลินทรีย์ให้ลอยขึ นมาได ้(สันทัด ศิริอนันต์ไพบูลย์, 2552)



 

 

บทที่ 3  
 

อุปกรณ์ เคมีภณัฑ์ และวิธีด าเนนิงานวิจัย 
 

อุปกรณ์ 
 
1. กล้องจลุทรรศน์แบบสองตา (Binocular compound microscope) รุ่น CH30RF200    

บริษัท Olympus optical co.Ltd., Taiwan 
2. ขวดสีชาขนาด 1,000 มิลลิลิตร 
3. ขวดสีชาขนาด 500 มิลลิลิตร 
4. ขวดสีชาขนาด 250 มิลลิลิตร 
5. เครื่องนึง่ความดันฆ่าเชื อ(Autoclave) รุ่น SS-325 บริษัท Tomyประเทศ Germany 
6. เครื่องช่ังหยาบ 2 ต้าแหน่ง รุ่น  BJ100C บริษัท Presicaประเทศ Switzerland 
7. เครื่องช่ังละเอียด 4 ต้าแหน่ง รุ่น AB204-5 บริษัท Mettlerประเทศ Switzerland 
8. เครื่องปั๊มรีดสาย(Peristaltic pump) รุ่น 505U บริษัท Watson Marlow ประเทศ Englan 
9. เครื่องเขย่า (Shaker)รุ่น G-27 บริษัท New Brunswick Co. Inc., USA 
10. เครื่องวัดค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH meter)รุ่น Seven Easy บริษัท Mettler-Toledo, 

Switzerland 
11. เครื่องนึง่อบฆ่าเชื อ (Autoclave)รุ่น SS-325 บริษัท Tomy Seiko, Ltd., Japan 
12. เครื่องวัดการดูดกลืนแสง (Spectrophotometer) รุ่น Hach DR/2400 บริษัทHach, USA  
13. ไมโครปเิปต (Micropipette)รุ่น 100P ยี่ห้อ Eppendorf 
14. ไมโครปเิปต (Micropipette)รุ่น 1000P ยี่ห้อLio Lab  
15. ปั๊มอากาศ (Air pump)รุ่น DOA-P104-BN บริษัท MFG.CORP., USA 
16. ตู้อบความร้อน (Hot air oven)รุ่น Conthermserie five บริษัทContherm Scientific Ltd., 

New Zealand 
17. ตู้เข่ียเชื อแบบ ISSCO laminar flow รุ่น BVT-124 บริษัท International Scientific Supply, 

USA 
18. เครื่องแก้ว บริษัท Pyrex, USA 
19. เครื่องแก้ว บริษัท Schott Duran, Germany 
20. เครื่องปั่นผสม (vortex mixer)รุ่น Gene 2 บริษัท Scientific Industries, USA 
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เคมีภัณฑ์ 
 
1. กลีเซอรอล (glycerol) บริษัท Merck, Germany 
2. กลูโคส (glucose)บริษัท Merck, Germany 
3. กรดซัลฟูริก (H2SO4)บริษัท J.T baker, USA 
4. กลูโคส (glucose) บริษัท Merck, Germany 
5. กรดซัลฟูริก (H2SO4) บริษัท J.T baker, USA 
6. กรดซลัฟูรกิ (H2SO4) บริษัท J.T baker, USA 
7. แบคโตเปบโทน (Bacto peptone) บริษัท Difco Laboratories, USA 
8. แมกนีเซียมซัลเฟต (MgSO4.7H2O)บริษัท ScharlauChemie S.A., Spain 
9. โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4)บริษัท Ajax Finechem, Australia 
10. แอมโมเนียมซัลเฟต ((NH4)2SO4) บริษัท HBD Laboratories Chemicals Ltd., England 
11. โซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH)บริษัท Merck, Germany 
12. แบคโตเปบโทน (Bacto peptone) บริษัท Difco Laboratories, USA 
13. ผงสกัดจากมอลต์(Malt extract) บริษัท Difco Laboratories, USA 
14. ผงวุ้น 
15. ยูเรีย (Urea)บริษัท Unilab, Australia 
16. เมอคิวริกซัลเฟต (HgSO4)บริษัท Fisher scientific, UK 
17. เฟอร์รัสแอมโมเนียมซัลเฟต (Fe(NH4)2(SO4)2)บริษัท Fisher scientific, UK 
18. ซิลเวอร์ซัลเฟต (AgSO4)บริษัท Poch, Poland 
19. โซเดียมไบคาร์บอเนต (NaHCO3)บริษัท Unilab, Australia 
20. โซเดียมอะซิเตต (CH3COONa)บริษัท Unilab, Australia 
21. โปตัสเซียมไดโครเมต (K2Cr2O7)บริษัท Fisher scientific, UK 
22. โปตัสเซียมไฮโดรเจนพธาเลต (HOOC6H4COOK)บริษัท Fisher scientific, UK 
 
วิธีด าเนินงานวิจัย 
 
3.1 คัดแยกจุลินทรีย์จากธรรมชาติและน  าหมักชีวภาพชนิดต่างๆ 
 

น้าตัวอย่างที่เป็นของเหลวชนิดละ 2 มิลลิลิตรหรือ 2 กรัม ในกรณีที่ตัวอย่างเป็น
ของแข็ง ใส่ลงในขวดรูปชมพู่ 250 มิลลิลิตรที่มีอาหาร nutrient broth (NB)  ปริมาตร 50 มิลลิลิตร
บ่มที่เครื่องเขย่าความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิห้อง (จุฑากานต์ บุญมี, 2553) เป็นเวลา 
48 ช่ัวโมง จากนั นน้าตัวอย่างเชื อแต่ละชนิดที่ขึ นไปขีดลงบนอาหาร  nutrient agar (NA) บ่มที่
อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง คัดเอาโคโลนีเดี่ยวไปขีดซ ้าจนได้เชื อบริสุทธ์ิ จากนั นน้าเชื อไปศึกษา
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ลักษณะของโคโลนี แล้วย้อมสีแกรมเพื่อตรวจดูลักษณะของเซลล์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์และเก็บเชื อ
บริสุทธ์ิไว้ที่ 4 องศาเซลเซียส เพื่อรอการศึกษาต่อไป 
 
3.2 ทดสอบประสิทธิภาพการบ้าบัดน ้าเสีย 

 
3.2.1 การท้าหัวเชื อ 

 
น้าเชื อจุลินทรีย์ที่ คัดแยกได้ในข้อ 1 มาขีดลงบนอาหาร nutrient agar (NA) บ่มที่

อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง จากนั นถ่ายเชื อลงในหลอดทดลองที่บรรจุน ้ากลั่นปริมาตร 5 
มิลลิลิตร ประมาณ 4 ลูป จากนั นน้าไปเขย่าให้เป็นสารละลายและวัดค่าดูดกลืนแสงที่ 600 นาโน
เมตร ปรับค่าดูดกลืนแสงให้ได้ 0.5 โดยวิธีการท้าเจือจาง (Dilution) ใ ช้สารละลายที่ได้เป็นหัวเชื อ
ต่อไป 

 
3.2.2 ทดสอบการบ้าบัดน ้าเสีย 

 
น้าหัวเชื อที่เตรียมได้จากข้อ 2.1 ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ใส่ในหลอดทดลองที่บรรจุน ้า

เสียสังเคราะห์ 4.5 มิลลิลิตร ที่ผ่านการฆ่าเชื อแล้ว จากนั นน้าไปเขย่าที่เครื่องเขย่าแบบ reciprocal 
โดยวางหลอดทดลองแบบเอียง ด้วยความเร็วรอบ 200 รอบนาที ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 48 ช่ัวโมง 
น้าตัวอย่างน ้าเสียไปวิเคราะห์หาค่าซีโอดีก่อนและหลังการใส่เชื อ 

 
3.2.3 คัดเลือกเชื อจุลินทรีย์ที่มีประสิทธิภาพและศึกษาลักษณะของโคโลนีและเซลล์

ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ 
 

จากข้อ 3.2.2 ท้าการคัดเลือกจุลินทรีย์10 ไอโซเลท  ที่มีประสิทธิภาพในการลดค่าซีโอ
ดีในน ้าเสียได้สูงที่สุดน้าจุลินทรีย์ทั ง 10 ไอโซเลท มาขีดลงบนอาหาร nutrient agar (NA) บ่มที่
อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 24 ช่ัวโมงจากนั นใช้ลูป (loop) แตะเชื อจากเพลทอาหารเลี ยงเชื อที่เตรียมไว้
ลงบนสไลด์ที่มีน ้ากลั่นประมาณ 1 หยด จากนั นเกลี่ยเชื อ (Smear) บนสไลด์ให้กระจายเป็นแผ่นฟิล์ม
บางๆไม่ให้หนาแน่นมากจนเกินไปและปล่อยให้แห้ง แล้วท้าการตรึงเชื อ (Fix) ให้ติดแน่นกับสไลด์จะ
ท้าให้เชื อไม่หลุดออกขณะย้อมสี การตรึงเชื อท้าได้โดยการน้าสไลด์ที่เกลี่ยเชื อทิ งไว้จนแห้งแล้วไปผ่าน
เปลวไฟบนตะเกียงแอลกอฮอล์ไปมาอย่างรวดเร็ว 2-3 ครั ง แล้วน้าไปหยดสี คริสตอลไวโอเลต 
(Crystal violet) บริเวณที่เกลี่ยเชื อให้ท่วม ทิ งไว้ 1 นาที แล้วเททิ งหยดสารละลายไอโอดีน (iodine) 
บริเวณที่เกลี่ยเชื อ ทิ งไว้ 1 นาที เทสารละลายทิ ง  จากนั นล้างสีออกด้วยเอทธิลแอลกอฮอล์ 95 % 
(Ethyl alcohol) บริเวณที่เกลี่ยเชื อ ทิ งไว้ประมาณ 15 วินาที แล้วล้างออกด้วยน ้ากลั่น และหยดสี
ซาฟรานิน (Safranin) บริเวณที่เกลี่ยเชื อ ทิ งไว้ประมาณ 15-30 วินาที ล้างด้วยน ้ากลั่น ซับให้แห้งแล้ว
น้าไปตรวจดูด้วยกล้องจุลทรรศน์ต่อไป 
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3.3 ค่าการควบคุมระบบเอสบีอาร์ 

 
 การควบคุมตัวแปรต่าง ๆ ดังนี  คือ ค่าซีโอดีเริ่มต้น 1,000 มิลลิกรัมต่อลิตร ค่าดีโอ ≥ 
2 มิลลิกรัมต่อลิตร pH ในช่วง 6.9-8.6 ที่อุณหภูมิ 29.3-31.0 องศาเซลเซียล และควบคุมปริมาณกาก
ตะกอนน ้าเสีย (MLSS) ให้คงที่ที่ 1,500 มิลลิกรัมต่อลิตร (รูปที่ 4.3) และค่า F/M เท่ากับ 0.44/รอบ 
ท้าการเดินระบบบ้าบัดน ้าเสียแบบเอสบีอาร์ โดยควบคุมเวลาแต่ละขั นตอนดังนี  เติมน ้าเสีย 5 นาที, 
ให้อากาศ 60 นาที, ตกตะกอน 40 นาที, ระบายน ้าออก 5 นาที (ดัดแปลงจาก Volodymyr และ
คณะ, 2006) 
 

 
 

 
 

 
 
 

 
 
 
ตารางท่ี 3. 2 ขั นตอนการเดินระบบบ้าบัดน ้าสียแบบ SBR 

 
ขั นตอน หน่วย ระยะเวลา 
เติมน ้า นาที 5 

ให้อากาศ นาที 60 
ตกตะกอน นาที 40 
ถ่ายน ้าออก นาที 5 

 
น้ามาผสมกันในถังปฏิกรณ์แบบsequencing batch reactor (SBR) ท้าการติดตามค่า 

COD ในน ้าที่ออกจากระบบบ้าบัด จนได้ค่า COD ที่คงที่ น้าค่าที่ได้มาค้านวณประสิทธิภาพการบ้าบัด
น ้าเสีย 

ตารางท่ี 3.1 ค่าพารามิเตอร์ในการเดินระบบบ้าบัดน ้าเสียแบบ SBR       

พารามิเตอร ์ หน่วย ความเข้มข้น 
COD มิลลิกรมัต่อลิตร 1,000 
MLSS มิลลิกรมัต่อลิตร 1,500 

Temperature องศาเซลเซียส 29.3-31.0 
DO มิลลิกรมัต่อลิตร ≥ 2 
pH  6.9-8.6 
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รูปท่ี 3.1 ถังปฏิกรณ์บ้าบัดน ้าเสีย 

 
 
3.4 สร้างกลุม่จุลินทรีย์ท่ีมีประสิทธิภาพในการบ าบัดน  าเสีย 

 
3.4.1 การท้ากลุ่มหัวเชื อจุลินทรีย์ 

 
จากข้อ 3.2.3 น้าจุลินทรีย์ที่คัดเลือกได้มาขีดลงบนอาหาร nutrient agar (NA) บ่มที่

อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 24 ช่ัวโมงจากนั นใช้ลูป (loop) เข่ียเชื อลงในหลอดทดลองที่บรรจุน ้ากลั่น 20 
มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน จากนั นปรับปริมาตรเชื อแบคทีเรียให้มีค่าดูดกลืนแสงที่ 600 นาโนเมตร 
เท่ากับ 0.5 ท้าเช่นนี ทั งหมด 10 ไอโซเลท จากนั นดูดสารละลายจุลินทรีย์ชนิดละ 15 มิลลิลิตร มา
ผสมกันเพื่อใช้เป็นกลุ่มหัวเชื อต่อไป ก่อนการเติมหัวเชื อเติมหัวเชื อจุลินทรีย์ จะต้องปรับปริมาณของ 
MLSS ให้เท่ากันก่อนหัวเชื อโดย ปริมาณหัวเชื อที่เติมลงไป 150 มิลลิกรัมนั น คิดเป็นน ้าหนักเซลล์
แห้งได้ 219 มิลลิกรัม ดังนั นเมื่อเติมหัวเชื อ 150 มิลลิลิตร จะต้องดูดปริมาณตะกอนออก 150 
มิลลิลิตรเช่นกัน เพราะเมื่อคิดน ้าหนักเซลล์แห้งของกากตะกอนน ้าเสียกับหัวเชื อที่เติมลงไปแล้วมีค่า
ใกล้เคียงกัน  
 

3.4.2 ทดสอบประสิทธิการบ้าบัดน ้าเสียของกลุ่มจุลินทรีย์ 
 
ในการทดสอบประสิทธิภาพการบ้าบัดน ้าเสียของกลุ่มจุลินทรีย์นี เป็นระบบบ้าบดัน า้เสยี

แบบ SBR เป็นระบบปิด โดยแบ่งออกเป็น 2 ถังปฏิกรณ์ คือ ถังปฏิกรณ์แรกน้ากากตะกอนน ้าเสียจาก
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โรงบ้าบัดน ้าเสียช่องนนทรีมาใช้เป็นหัวเชื อตั งต้นเพียงอย่างเดียว (ตัวควบคุม) เติมกากตะกอนน ้าเสีย
ลงในถังปฏิกรณ์ โดยและถังปฏิกรณ์ที่ 2 ใช้กากตะกอนน ้าเสียจากโรงบ้าบัดน ้าเสียช่องนนทรีผสมกับ
หัวเชื อจุลินทรีย์ที่เตรียมไว้ในข้อ 3.3.1 มาผสมลงในถังปฏิกรณ์(ตัวทดลอง) ขนาด 2,000 มิลลิลิตร 
โดยแต่ละถังปฏิกรณ์มีปริมาณ MLSS เท่ากับ 1,500 มิลลิกรัมต่อลิตร และปรับดังรูปที่ 3.1 โดยท้า
การเดินระบบตามค่าที่ก้าหนดในตารางที่ 3.1 และตารางที่ 3.2 ท้าการทดลองวันละ 5 รอบ ทั งหมด 
8 วันและตรวจวัดค่า MLSS ให้คงที่ ประมาณ 1,500 มิลลิกรัมต่อลิตร โดยในแต่ละวันก่อนเริ่มการ
ทดลองจะท้าการดูดตัวอย่างน ้าเสียมา 30 มิลลิลิตร ครั งละ 10 มิลลิลิตร ทั งหมด 3 ครั ง เพื่อวัด
ปริมาณ MLSS และแต่ละรอบที่เดินระบบจะต้องค่อยสังเกตุดูปริมาณตะกอน อย่าให้มีกากตะกอนน ้า
เสียเกินขีดระดับที่ขีดไว้ในช่วงตกตะกอน เปรียบเสมือนการวัดปริมาณกากตะกอนน ้าเสียโดยใช้
กรวมอิมฮอฟฟ์ หากปริมาณกากตะกอนน ้าเสียเกินต้องท้าการดูดกากตะกอนน ้าเสียออก เพื่อปรับ
ปริมาณกากตะกอนน ้าเสียให้คงเดิม จากนั นเก็บตัวอย่างน ้าเสียไปวิเคราะห์ค่าซีโอดี หลังจากนั นน้า
ค่าที่ได้มาค้านวณหาประสิทธิภาพการบ้าบัดน ้าเสีย 
 
3.5 จ าแนกประชากรจลุินทรีย์ท่ีมีประสิทธิภาพในการบ าบัดน  าเสียจากถังปฏิกรณ์ท่ีเติมกลุ่มหัว
เชื อจุลินทรีย์ 

 
โดยท้าการคัดแยกจุลินทรีย์ตามการทดลองที่ 3.1  
 

3.6 การพิสูจน์เอกลักษณ์ของแบคทีเรียที่คัดแยกได้ 

 
น้าจุลินทรีย์ทั ง 10 ไอโซเลท ที่คัดแยกได้จากข้อ 3.2.3 และจุลินทรีย์ที่คัดแยกได้จากข้อ 

3.4 ไปศึกษาลักษณะของโคโลนี แล้วย้อมสีแกรมเพื่อตรวจดูลักษณะของเซลล์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ 
เป็นการศึกษาสัณฐานวิทยาเบื องต้น จากนั นน้าจุลินทรีย์แต่ละไอโซเลทไปทดสอบคุณสมบัติทาง
ชีวเคมีต่อไป (ภาคผนวก จ) ตามวิธี Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology (John, 
และคณะ, 1994) 

 
 

 



 

 

บทที่ 4  
 

ผลการศึกษาและอภปิรายผล 
 

4.1 คัดแยกจุลินทรีย์จากธรรมชาติและน  าหมักชีวภาพชนิดต่างๆ 
 

จากตัวอย่างกากตะกอนน ้าเสียและน ้าหมักชีวภาพชนิดต่างๆ ที่ขายในท้องตลาดจ้านวน 
11 ตัวอย่าง (ตารางที่ 4.1) พบว่าเมื่อน้าตัวอย่างทั งหมดมาคัดแยกจุลินทรีย์โดยกระตุ้นในอาหาร 
nutrient both (NB) โดยเขย่าแบบ reciprocal ด้วยความเร็ว 200 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิห้อง เป็น
เวลา 24 ช่ัวโมง จากนั นน้าแต่ละตัวอย่างไปคัดแยกจุลินทรีย์ในอาหารตามวิธีการทดลองในข้อ 3.1 
พบว่าไม่มีจุลินทรีย์ขึ นบนอาหารทั ง 2 ชนิด อาจมีสาเหตุมาจากตัวอย่างที่วางขายแต่ละชนิดวางตลาด
นานท้าให้มีจุลินทรีย์ส่วนใหญ่อยู่ในระยะพักตัว ท้าให้ต้องการเวลานานในการปรับตัวเข้ากับสภาวะ
แวดล้อมใหม่ ดังนั นจึงเพิ่มระยะเวลาการกระตุ้นในอาหารเหลว nutrient both (NB) พบว่ามี
จุลินทรีย์ขึ นในอาหาร nutrient agar (NA) แต่ไม่ขึ นในอาหาร Potato dextrose agar (PDA) แสดง
ว่ากลุ่มจุลินทรีย์ในตัวอย่างส่วนใหญ่เป็นกลุ่มแบคทีเรีย เนื่องจากอาหาร  Potato dextrose agar 
(PDA) เป็นอาหารที่เหมาะใช้คัดแยกจุลินทรีย์กลุ่มยีสต์และรา  

 
จากข้างต้นพบว่ามีจุลินทรีย์ที่สามารถขึ นได้ในอาหาร nutrient agar (NA) ทั งหมด 49 

ไอโซเลท จากนั นน้าไปศึกษาลักษณะโคโลนีของจุลินทรีย์แต่ละสายพันธ์ุบนอาหารแข็งและลักษณะ
เซลล์ใต้กล้องจุลทรรศน์ดังตารางที่ 4.2  
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ตารางท่ี 4. 1 ลักษณะตัวอย่างกากตะกอนน ้าเสียและน ้าหมักชีวภาพชนิดต่าง ๆ และจ้านวนชนิด
จุลินทรีย์ที่คัดแยกได ้

 

ล้าดับ
ที่ 

แหล่งที่คัดแยก ลักษณะตัวอย่าง รูปตัวอย่าง จ้านวนชนิด 
(ไอโซเลท) 

1 ตัวอย่างผง
จุลินทรีย ์

จากเขตบางเขน 
กทม. 

เป็นผงสีด้า ไม่มี
กลิ่น 

 

3 

2 ตัวอย่างน ้าหมัก
ชีวภาพ จากเขต
บางเขน กทม. 

เป็นน ้า มีสีน ้าตาล 
มีกลิ่นเหม็นฉุน พี

เอช = 6.3 

 

4 

3 ตัวอย่างน ้าหมัก
ชีวภาพ 

จากเขตบางเขน 
กทม. 

เป็นน ้า มีสีน ้าตาล 
มีกลิ่นเหม็นฉุน 
พีเอช = 5.9 

 

3 

4 ตัวอย่างน ้าหมัก
ชีวภาพ 

จาก อ.ศรรีาชา จ.
ชลบุร ี

เป็นน ้า มีสีน ้าตาล 
มีกลิ่นฉุน 

พีเอช = 5.6 

 

0 

5 ตัวอย่างผง
จุลินทรีย ์

จากเขตบางเขน 

เป็นเกล็ดผงสีเทา
ด้า ไม่มีกลิ่น 

 

 

7 
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ตารางท่ี 4.1 (ต่อ) ลักษณะตัวอย่างกากตะกอนน ้าเสียและน ้าหมักชีวภาพชนิดต่าง ๆ และจ้านวน
ชนิดจุลินทรีย์ที่คัดแยกได ้

 
ล้าดับ

ที่ 
แหล่งที่คัดแยก ลักษณะ

ตัวอย่าง 
รูปตัวอย่าง จ้านวนชนิด 

(ไอโซเลท) 
6 ตัวอย่างน ้าหมัก

ชีวภาพ 
จากท่าน ้าเทเวศน์ 

กทม. 

เป็นน ้า มีสี
น ้าตาล มีกลิ่น

ฉุน 
พีเอช = 6.1 

 

4 

7 ตัวอย่างน ้าหมัก
ชีวภาพ 

จากบริเวณท่าน ้า
เทเวศน์ กทม. 

เป็นน ้า มีสี
น ้าตาล มีกลิ่น

เหม็นฉุน
เล็กนอ้ย 

พีเอช = 4.9 

 

9 

8 ตัวอย่างน ้าหมัก
ชีวภาพ 

จากห้างสรรพสินค้า
พัทยา จ.ชลบุร ี

เป็นน ้า มีสี
น ้าตาล มีกลิ่น

ฉุน 
พีเอช = 5.2  

 

4 

9 ตัวอย่างน ้าหมัก
ชีวภาพ 

จากตลาดนัดพทัยา     
จ.ชลบรุ ี

เป็นน ้า มีสี
น ้าตาลด้า มี
กลิ่นเหม็น

เปรี ยวเล็กน้อย 
พีเอช = 5.7 

 

2 

 
 
  



 

 

32 

ตารางท่ี 4.1 (ต่อ) ลักษณะตัวอย่างกากตะกอนน ้าเสียและน ้าหมักชีวภาพชนิดต่าง ๆ และจ้านวน
ชนิดจุลินทรีย์ที่คัดแยกได ้
 

ล้าดับที ่ แหล่งที่คัดแยก ลักษณะตัวอย่าง รูปตัวอย่าง จ้านวนชนิด 
(ไอโซเลท) 

9 ตัวอย่างน ้าหมัก
ชีวภาพ 

จากตลาดนัด
จตุจักร กทม. 

 

เป็นน ้า มีสี
น ้าตาล มีกลิ่น

เหม็นฉุน 
พีเอช = 5.2 

 

6 

11 กากตะกอนน ้า
เสีย 

จ.นครปฐม 
 

 

เป็นตะกอนเหลว 
มีสีด้า มีกลิ่น

เหม็น 

 
 

 

7 

รวม    49 
 
  



 

 

33 

ตารางท่ี 4.2 ลักษณะโคโลนีของจลุินทรีย์แต่ละสายพันธ์ุบนอาหารแข็งและลักษณะเซลล์ใต้กลอ้ง
จุลทรรศน์ 

ล้าดับ
ที่ 

ตัวอย่าง 
จุลินทรีย์ 

ลักษณะโคโลนี ภาพแสดงลักษณะโคโลนี 
บนอาหารแข็ง 

ลักษณะเซลล์ 
ใต้กล้องจุลทรรศน์ 
(ก้าลังขยาย 100x) 

1 
 

P 1 โคโลนีสีขาวผิวมัน ผิวหน้า
โคโลนีเรียบ 
 ขอบโคโลนีเรียบ  
 
 

  

2 P 2 โคโลนีสีขาวครีมผิวด้าน 
ผิวหน้าโคโลนีเรียบ โคโลนี
นูนสูง ขอบโคโลนีเรียบ 
 
 

  

3 
 
 

 

P 3 โคโลนีสีขาวครีม ผิวโคโลนี
ด้าน ขอบโคโลนีหยัก เป็น
คลื่น โคโลนีนูนสูง  

  

4 BK 1 โคโลนีสีขาวครีมผิวด้าน 
ผิวหน้าโคโลนีเรียบ โคโลนี
นูนสู ง ขอบโคโล นีหยัก 
เป็นคลื่น 

  

5 
 

BK 2 โคโลนีสีขาวครีม ผิวโคโลนี
ด้าน  โคโลนีนูนสูง ขอบ
โคโลนีเรียบ 

  

 
  



 

 

34 

ตารางท่ี 4.2 (ต่อ) ลักษณะโคโลนีของจลุินทรีย์แต่ละสายพนัธ์ุบนอาหารแข็งและลักษณะเซลล์ใต้
กล้องจลุทรรศน ์

 
  

ล้าดับ 
ที่ 

ตัวอย่าง 
จุลินทรีย์ 

ลักษณะโคโลนี ภาพแสดงลักษณะโคโลนี 
บนอาหารแข็ง 

ลักษณะเซลล์ 
ใต้กล้องจุลทรรศน์ 
(ก้าลังขยาย 100x) 

6 BK 3 โคโลนีสีขาวครีม ผิวโคโลนี
มันวาว โคโลนีนูนสูง ขอบ
โคโลนีหยัก  

  

7 BK 4 โคโลนีสีขาวครีม โคโลนีมี
ขนาดเล็ก ผิวโคโลนีมันวาว 
โคโลนีนูนสูง  
ขอบโคโลนีเรียบ 

  

8 
 

PW 1  โคโลนีสีขาวครีม  ผิว
โคโลนีด้าน  โคโลนีนูนสูง  
ขอบโคโลนีหยัก 

 
 
 
 

 
 
 

9 
 

PW 2 โคโลนีสีขาวครีม โคโลนีมี
ขนาดเล็ก  
ผิวโคโลนีด้าน  ขอบโคโลนี
เรียบ 
 

 
 
 
 

 

10 
 

PW 3  โคโลนีสีขาวครีม ผิว
โคโลนีด้าน  โคโลนีนูนสูง  
ขอบโคโลนีเรียบ แบนราบ  

  



 

 

35 

ตารางท่ี 4.2 (ต่อ) ลักษณะโคโลนีของจลุินทรีย์แต่ละสายพนัธ์ุบนอาหารแข็งและลักษณะเซลล์ใต้
กล้องจลุทรรศน ์

 
  

ล้าดับ
ที่ 

ตัวอย่าง 
จุลินทรีย์ 

ลักษณะโคโลนี ภาพแสดงลักษณะโคโลนี 
บนอาหารแข็ง 

ลักษณะเซลล์ 
ใต้กล้องจุลทรรศน์ 
(ก้าลังขยาย 100x) 

11 
 

PK 1 
 

 โคโลนีสีขาวครีม โคโลนีมี
ขนาดเล็ก  
ผิวโคโลนีมันวาว  โคโลนี
นูนสูง  
ขอบโคโลนีเรียบ 
 

  

12 PK 2 โคโลนีสีขาวครีม ผิวโคโลนี
มันวาว  โคโลนีนูนสูง  
ขอบโคโลนีเรียบ 
 
 
 

  

13 PK 3 โคโลนีสีขาวครีม โคโลนีแผ่
ขยาย ผิวโคโลนีมันวาว  
โคโลนีนูนสูง ขอบโคโลนี
เรียบ แบนราบ 

 
 
 

 

14 
 

PK 4 
 

โคโลนีสีขาวครีม ผิวโคโลนี
ด้าน เป็นคลื่น โคโลนีนูน
สูง ขอบโคโลนีเรียบ 
 

 
 
 
 

 

15 
 

PK 5 โคโลนีสีขาวเหลือง ผิว
โคโลนีมันวาว เป็นคลื่น 
ขอบโคโลนีเรียบ แบนราบ 

 

 
 
 

 
 
 
 



 

 

36 

ตารางท่ี 4.2 (ต่อ) ลักษณะโคโลนีของจลุินทรีย์แต่ละสายพนัธ์ุบนอาหารแข็งและลักษณะเซลล์ใต้
กล้องจลุทรรศน ์

  

ล้าดั
บที่ 

ตัวอย่าง 
จุลินทรีย์ 

ลักษณะโคโลนี ภาพแสดงลักษณะโคโลนี 
บนอาหารแข็ง 

ลักษณะเซลล์ 
ใต้กล้องจุลทรรศน์ 
(ก้าลังขยาย 100x) 

16 
 

 

PK 6 
 

 

โคโลนีสีขาวครีม ผิวโคโลนี
มันวาว เป็นคลื่น โคโลนี
นูนสูง ขอบโคโลนีเรียบ  

  

17 PK 7 โคโลนีสีขาวเหลือง ผิว
โคโลนีมันวาว เป็นคลื่น  
โคโลนีนูนสูง ขอบโคโลนี
เรียบ  

 
 
 
 

 

18 KS 1 โคโลนีสีขาวเหลือง ผิว
โคโลนีมัน โคโลนีนูนสูง  
ขอบโคโลนีเรียบ 

 
 
 
 

 

19 
 

KS 2  โคโลนีสีขาวครีม โคโลนีมี
ขนาดเล็ก  
ผิวโคโลนีมันวาว  โคโลนี
นูนสูง  
ขอบโคโลนีเรียบ 

  

20 
 

 

KS 3 โคโลนีสีขาวครีม โคโลนีแผ่
ขยาย ผิวโคโลนีมัน  ขอบ
โคโลนีหยัก มีกลิ่นเหม็น
เล็กน้อย 

  



 

 

37 

ตารางท่ี 4.2 (ต่อ) ลักษณะโคโลนีของจลุินทรีย์แต่ละสายพนัธ์ุบนอาหารแข็งและลักษณะเซลล์ใต้
กล้องจลุทรรศน ์

  

ล้าดับ
ที่ 

ตัวอย่าง 
จุลินทรีย์ 

ลักษณะโคโลนี ภาพแสดงลักษณะโคโลนี 
บนอาหารแข็ง 

ลักษณะเซลล์ 
ใต้กล้องจุลทรรศน์ 
(ก้าลังขยาย 100x) 

21 
 

KS 4 
 

โคโลนีสีขาวครีม โคโลนี
เป็นแผ่นๆ  
ผิวโคโลนีด้าน  ขอบโคโลนี
เรียบ 
 
 

  

22 
 

 

R 1 
 
 

โคโลนีสีขาวเหลือง โคโลนี
มีขนาดเล็ก  
ผิวโคโลนีมันวาว  โคโลนี
นูนสูง  
ขอบโคโลนีเรียบ 

   
 
 
 

23 R 2  โคโลนีสีขาวครีม ผิวหน้า
โคโลนีเป็นคลื่น  
โคโลนีนูนสูง ขอบโคโลนี
หยัก  
 

  
 
 
 

24 R 3 โคโลนีสีขาวเหลือง ผิวหน้า
โคโลนีด้าน เป็นคลื่น  
โคโลนีนูนสูง ขอบโคโลนี
หยัก 
 

 
 

 
 
 
 

25 R 4  โคโลนีสีขาวครีม ผิว
โคโลนีด้าน  โคโลนีนูนสูง 
ขอบโคโลนีเรียบ 
 

  



 

 

38 

ตารางท่ี 4.2 (ต่อ) ลักษณะโคโลนีของจลุินทรีย์แต่ละสายพนัธ์ุบนอาหารแข็งและลักษณะเซลล์ใต้
กล้องจลุทรรศน ์

  

ล้าดับ
ที่ 

ตัวอย่าง 
จุลินทรีย์ 

ลักษณะโคโลนี ภาพแสดงลักษณะโคโลนี 
บนอาหารแข็ง 

ลักษณะเซลล์ 
ใต้กล้องจุลทรรศน์ 
(ก้าลังขยาย 100x) 

26 
 

 

R 5 โคโลนีสีขาวครีม โคโลนีมี
ขนาดเล็ก ผิวโคโลนีด้าน  
โคโลนีนูนสูง ขอบโคโลนี
เรียบ 
 

  

27 
 
 

R 6 โคโลนีสีขาวเหลือง 
โคโลนีขนาดเล็ก ผิวด้าน 
ผิวหน้าโคโลนีเรียบ 
โคโลนีนูนสูง ขอบโคโลนี
เรียบ 
 

  

28 R 7 โคโลนีสีขาวครีม ผิว
โคโลนีมันวาว 
ขอบโคโลนีหยัก  โคโลนี
นูนสูง 

 

 
 
 
 

 
 
 
 

29 R 8 โคโลนีสีขาวเหลือง 
โคโลนีแผ่ขยาย  
ขอบโคโลนีหยัก  โคโลนี
นูนสูง 
 

 
 
 
 

 

30 
 

 

R 9 
 

 

โคโลนีสีขาวครีม ผิว
โคโลนีมัน ขอบโคโลนี
หยัก  
โคโลนีนูนสูง 

 
 

 



 

 

39 

ตารางท่ี 4.2 (ต่อ) ลักษณะโคโลนีของจลุินทรีย์แต่ละสายพนัธ์ุบนอาหารแข็งและลักษณะเซลล์ใต้
กล้องจลุทรรศน ์

  

ล้าดับ
ที่ 

ตัวอย่าง 
จุลินทรีย์ 

ลักษณะโคโลนี ภาพแสดงลักษณะโคโลนี 
บนอาหารแข็ง 

ลักษณะเซลล์ 
ใต้กล้องจุลทรรศน์ 
(ก้าลังขยาย 100x) 

31 
 

PL 1 โคโลนีสีขาวครีม โคโลนี
ขนาดเล็ก 
ขอบโคโลนีหยัก โคโลนี
นูนสูง 

  

32 
 

 

PL 2 โคโลนีสีเหลืองขุ่น ผิว
โคโลนีมันวาว เป็นคลื่น
ขอบโคโลนีหยัก โคโลนี
นูนสูง    

  
 

33 
 

PL 3 
 
 

 

โคโลนีสีขาวครีม โคโลนีมี
ขนาดเล็ก  
ผิวโคโลนีมันวาว  โคโลนี
แบนราบ  
ขอบโคโลนีเรียบ 

   
 

34 PL 4 โคโลนีสีขาวเหลือง ผิว
โคโลนีด้าน เป็นคลื่น 
 ขอบโคโลนีหยัก โคโลนี
นูนสูง  

  

35 QM 1 โคโลนีสีเหลืองขุ่น ผิว
โคโลนีมัน เนียนเรียบ 
ขอบโคโลรเรียบ โคโลนี
นูนสูง 
 

  



 

 

40 

ตารางท่ี 4.2 (ต่อ) ลักษณะโคโลนีของจลุินทรีย์แต่ละสายพนัธ์ุบนอาหารแข็งและลักษณะเซลล์ใต้
กล้องจลุทรรศน ์

  

ล้าดั
บที่ 

ตัวอย่าง 
จุลินทรีย์ 

ลักษณะโคโลนี ภาพแสดงลักษณะโคโลนี 
บนอาหารแข็ง 

ลักษณะเซลล์ 
ใต้กล้องจุลทรรศน์ 
(ก้าลังขยาย 100x) 

36 
 

 

QM 2 
 
 

 

โคโลนีสีขาวครีม โคโลนีมี
ขนาดเล็ก ผิวโคโลนีเรียบ
มันวาว ขอบโคโลนีเรียบ 
 
 
 

  

37 S 1 โคโลนีสีขาวครีมผิวด้าน 
ผิ ว ห น้ า โ ค โ ล นี เ รี ย บ 
โคโลนีนูนสูง ขอบโคโลนี
เรียบ 
 

  

38 S 2 โคโลนีสีขาวขุ่น โคโลนี
ขนาดเล็ก 
 ผิ ว เ รี ยบ มันวาว ขอบ
โคโลนีเรียบ 

 
 

 
 
 
 

 

39 S 3 โคโลนีสีขาวขุ่น โคโลนีนูน
สูง 
 ผิวเรียบด้าน ขอบโคโลนี
เรียบ 
 
 

  

40 S 4 โคโลนีมีสีขาว โคโลนีผิว
ด้าน ผิวหน้าเรียบ  
โคโลนีนูนสูง ขอบโคโลนี
หยัก 
 

  



 

 

41 

ตารางท่ี 4.2 (ต่อ) ลักษณะโคโลนีของจลุินทรีย์แต่ละสายพนัธ์ุบนอาหารแข็งและลักษณะเซลล์ใต้
กล้องจลุทรรศน ์

 
  

ล้าดับ
ที่ 

ตัวอย่าง 
จุลินทรีย์ 

ลักษณะโคโลนี ภาพแสดงลักษณะโคโลนี 
บนอาหารแข็ง 

ลักษณะเซลล์ 
ใต้กล้องจุลทรรศน์ 
(ก้าลังขยาย 100x) 

41 
 

 

S 5 โคโลนีสีขาวครีม โคโลนี
ขนาดเล็ก ผิวมัน ผิวหน้า
โคโลนีเรียบ โคโลนีนูนสูง 
ขอบโคโลนีเรียบ 
 
 

  

42 
 

S 6 โคโลนีสีขาวครีมผิวมัน 
โคโลนีมีขนาดเล็ก 
ผิวหน้าโคโลนีเรียบ 
โคโลนีนูนสูง 
ขอบโคโลนีเรียบ 
 

  

43 S 7 โคโลนีสีครีม โคโลนีขนาด
เล็ก ผิวมันวาว เรียบ 
โคโลนีนูนสูง ขอบโคโลนี
หยัก มีกลิ่นเหม็นเล็กน้อย 

  

44 J 1 โคโลนีสีขาวครีม โคโลนี
ขนาดเล็กผิวด้านผิวหน้า
โคโลนีเรียบ โคโลนีนูนสูง 
ขอบโคโลนีเรียบ 

  

45 J 2 โคโลนีสีขาวครีม ขอบ
โคโลนีหยัก 
ผิวหน้าโคโลนีมันด้าน 
โคโลนีนูนสูง 
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ตารางท่ี 4.2 (ต่อ) ลักษณะโคโลนีของจลุินทรีย์แต่ละสายพนัธ์ุบนอาหารแข็งและลักษณะเซลล์ใต้
กล้องจลุทรรศน ์

หมายเหต ุ  P คือ ตัวอย่างผงจุลินทรีย์ จากเขตบางเขน   
   BK   คือ ตัวอย่างน ้าหมักชีวภาพ จากเขตบางเขน 

   PW  คือ ตัวอย่างน ้าหมักชีวภาพ จากเขตบางเขน     
   KS   คือ ตัวอย่างน ้าหมักชีวภาพ จาก อ.ศรีราชา จ.ชลบรุี 
   PK   คือ ตัวอย่างผงจุลินทรีย์ จากเขตบางเขน   

    R     คือ ตัวอย่างน ้าหมักชีวภาพ จากท่าน ้าเทเวศน์ กทม. 
   PL   คือ ตัวอย่างน ้าหมักชีวภาพ จากท่าน ้าเทเวศน์ กทม.  

QM คือ ตัวอย่างน ้าหมักชีวภาพ จากห้างสรรพสินค้า พัทยา ชลบุร ี
S    คือ กากตะกอนน ้าเสีย จ.นครปฐม    
J     คือ ตัวอย่างน ้าหมักชีวภาพ จาก ตลาดนัดจตุจักร กทม  

ล้าดับ
ที่ 

ตัวอย่าง 
จุลินทรีย์ 

ลักษณะโคโลนี ภาพแสดงลักษณะโคโลนี 
บนอาหารแข็ง 

ลักษณะเซลล์ 
ใต้กล้องจุลทรรศน์ 
(ก้าลังขยาย 100x) 

46 J 3 โคโลนีสีขาวครีมผิวด้าน 
ผิ ว ห น้ า โ ค โ ล นี เ รี ย บ 
โคโลนีนูนสูง ขอบโคโลนี
เรียบ 
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J 4 โคโลนีสีขาวครีมผิวด้าน 
ผิ ว ห น้ า โ ค โ ล นี เ รี ย บ 
โคโลนีนูนสูง ขอบโคโลนี
เรียบ 
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J 5 โคโลนีสีขาวครีมผิวด้าน 
ผิ ว ห น้ า โ ค โ ล นี เ รี ย บ 
โคโลนีนูนสูง ขอบโคโลนี
หยัก 

 
 
 
 

 

49 J 6 โคโลนีสีขาวครีม โคโลนี
ผิวมัน โคโลนีขอบนูนสูง  
ขอบโคโลนีเรียบ 
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คัดแยกจุลินทรีย์แบบใช้ออกซิเจนได้ 49 ไอโซเลท ลักษณะโคโลนีของจุลินทรีย์บน
อาหารแข็งใช้เป็นตัวคัดเลือกเอาจุลินทรีย์ที่มีลักษณะของโคโลนีที่แตกต่างกัน ศึกษาลักษณะเซลล์ใต้
กล้องจุลทรรศน์ ดังตารางที่ 4.2 พบว่ามีแบคทีเรียแกรมลบ 7 ไอโซเลท และเป็นแบคทีเรียแกรมบวก 
42 ไอโซเลท ลักษณะเหล่านี เป็นลักษณะเป็นลักษณะเบื องต้นเพื่อจะใช้จ้าแนกชนิดแบคทีเรียต่อไป  
 
4.2 ประสิทธิภาพการลดซีโอดีน  าเสียสังเคราะห์ของแบคทีเรีย 

  
น้าแบคทีเรียที่คัดแยกได้จากข้อ 4.1 มาทดสอบประสิทธิภาพการบ้าบัดน ้าเสีย โดยเริ่ม

จากน้าแบคทีเรียแต่ละตัวมาท้าหัวเชื อตามวิธีการทดลองที่ 3.2 จากนั นน้าหัวเชื อที่ได้ไปทดสอบกับน ้า
เสียชุมชนสังเคราะห์ (ภาคผนวก ก) ที่ผ่านการฆ่าเชื อแล้ว ตามการทดลองที่ 3.2.2 (รูปที่ 4.1) พบว่า
หัวเชื อของแบคทีเรียแต่ละตัวที่เติมลงในน ้าเสียสังเคราะห์ของแต่ละหลอดนั นไม่สามารถลดค่าซีโอดี
ลงได้เลย อาจมีสาเหตุมาจากจุลินทรีย์ในน ้าเสียมีโอกาสสัมผัสกับออกซิเจนภายในหลอดทดลองได้
น้อยจึงไม่เพียงพอต่อการลดค่าซีโอดีจึงเปลี่ยนวิธีการวางหลอดทดลองเขย่าแบบใหม่เพื่อเพิ่มพื นที่
ผิวหน้าในหลอดทดลองให้มีปริมาณออกซิเจนมากขึ น โดยเอียงหลอดทดลองและเขย่าแบบ 
reciprocal 200 รอบต่อนาที ดังรูปที่ 4.2 สามารถลดค่าซีโอดีในน ้าเสียได้ดังตารางที่ 4.2 

 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 รูปท่ี 4.1 การเขย่าแบบตั งหลอดทดลอง 
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ดังนั นการวางหลอดทดลองให้มีพื นที่ผิวสัมผัสออกซิเจนมากจะท้าให้ประสิทธิภาพใน
การบ้าบัดน ้าเสียได้เพิ่มขึ นเพราะในภาวะที่มีการให้อากาศจุลินทรีย์จะใช้ออกซิเจนเป็นตัวรับ
อิเล็กตรอนตัวสุดท้ายในกระบวนการหายใจและสร้างพลังงานได้มากกว่าภาวะไร้ออกซิเจนจุลินทรีย์
จึงสามารถย่อยสารอินทรีย์ได้เร็ว (นงลักษณ์และปรีชา สุวรรณพินิจ, 2547) 
 

จากตารางที่ 4.3 คัดแบคทีเรีย 10 ไอโซเลท ที่สามารถลดค่าซีโอดีได้สูงสุด ในเวลา 48 
ช่ัวโมง ได้แก่ P2, R6, PL3, S1, S2, S6, S7, J1, J2 และ J5 ไว้เป็นหัวเชื อ แบคทีเรียที่คัดไว้ 10  
ไอโซเลท สามารถลดค่าซีโอดีจากค่าซีโอดีเริ่มต้น 1,000 มิลลิกรัมต่อลิตร ลงเหลือ 299.73, 321.07, 
331.73, 344.40, 347.73, 353.07, 369.07, 369.07, 374.40, แล ะ  379.73 ต า มล้ า ดั บ ซึ่ ง มี
ประสิทธิภาพในการบ้าบัดน ้าเสีย คือ 70.03, 67.89, 66.83, 65.56, 65.23, 64.69, 63.09, 63.09, 
62.56, และ 62.03 เปอร์เซ็นต์ ตามล้าดับ การที่ทั ง 10 ไอโซเลท สามารถลดค่าซีโอดีได้มากกว่า 
ไอโซเลทอื่น ๆ  นั น แสดงว่าเป็นแบคทีเรียที่เหมาะสมกับน ้าเสียสังเคราะห์ที่ใช้จึงสามรถเจริญเติบโตได้
เร็วกว่าจุลินทรีย์อื่น ๆ  

 
จากการทดสอบประสิทธิภาพในการลดค่าซีโอดีของน ้าเสียชุมชนสังเคราะห์ (ตารางที่ 

4.3) พบว่า จุลินทรีย์ที่คัดแยกได้จากกากตะกอนน ้าเสียจังหวัดนครปฐมนั นมีจุลินทรีย์ที่สามารถลดค่า
ซีโอดีมากที่สุด คือ 4 ไอโซเลท, ตัวอย่างน ้าหมักชีวภาพ จากตลาดนัดจตุจักร 3 ไอโซเลท, ตัวอย่างน ้า
หมักชีวภาพ จากท่าน ้าเทเวศน์ กทม., ตัวอย่างผงจุลินทรีย์ จากเขตบางเขน และตัวอย่างน ้าหมัก
ชีวภาพ จากท่าน ้าเทเวศน์ กทม. อย่างละ 1 ไอโซเลท จะเห็นได้ว่าจุลินทรีย์ที่มาจากธรรมชาติไม่ผ่าน
การแปรรูปจะสามารถเจริญเติบโตได้เร็วกว่า 

 

รูปท่ี 4.2 การเขย่าแบบเอียงหลอดทดลอง 
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ตารางท่ี 4.3 ค่าซีโอดีน ้าออกของจุลินทรีย์แต่ละตัวที่คัดแยกได้ 
 

ล้าดับ
ที่ 

ตัวอย่าง
เชื อจุลินทรีย ์

ค่าซีโอด ี
(มิลลิกรัมต่อลิตร) 

% การบ้าบัด 
น ้าเสีย 

1 P 1 433.07 56.69 
2 P 2* 344.40 65.56 
3 P 3 962.13 3.79 
4 BK 1 747.73 25.23 

5 BK 2 705.07 29.49 
6 BK 3 822.40 17.76 
7 BK 4 753.73 24.63 
8 PW 1 801.07 19.89 

9 PW 2 962.13 3.79 
10 PW 3 840.26 15.97 

11 PK 1 566.40 43.36 
12 PK 2 731.73 26.83 

13 PK 3 833.07 16.69 

14 PK 4 790.40 20.96 

15 PK 5 875.73 12.43 

16 PK 6 833.07 16.69 

17 PK 7 699.73 30.03 
18 KS 1 801.07 19.89 

19 KS 2 571.73 42.83 

20 KS 3 678.40 32.16 
21 KS 4 651.73 34.83 
22 R 1 662.40 33.76 

23 R 2 790.40 20.96 

24 R 3 683.73 31.63 
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ตางรางท่ี 4.3 (ต่อ) ค่าซีโอดีน ้าออกของจลุินทรีย์แตล่ะตัวที่คัดแยกได้ 
 

ล้าดับ
ที่ 

ตัวอย่าง
เชื อจุลินทรีย ์

ค่าซีโอด ี
(มิลลิกรัมต่อลิตร) 

% 
การบ้าบัดน ้าเสีย 

25 R 4 673.07 32.69 

26 R 5 401.07 59.89 

27 R 6* 369.07 63.09 
28 R 7 539.73 46.03 

29 R 8 944.45 5.56 

30 R 9 886.40 11.36 
31 PL 1 737.07 26.29 
32 PL 2 523.73 47.63 

33 PL 3* 321.07 67.89 
34 PL 4 881.07 11.89 
35 QM 1 726.40 27.36 
36 QM 2 603.73 39.63 
37 S 1* 331.73 66.83 
38 S 2* 374.40 62.56 
39 S 3 689.07 31.09 

40 S 4 619.73 38.03 
41 S 5 582.40 42.83 
42 S 6* 353.07 64.69 
43 S 7* 379.73 62.03 
44 J 1* 369.07 63.09 
45 J 2* 299.73 70.03 
46 J 3 737.07 26.29 
47 J 4 459.73 54.03 
48 J 5* 347.73 65.23 
49 J 6 689.07 31.09 

 
 

หมายเหตุ      * คือ จุลินทรีย์ที่สามารถลดค่าซีโอดีได้สูงสุด 10 อันดับแรก 
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4.3 การพิสูจน์เอกลักษณ์ของกลุ่มจุลินทรีย์ 
 

เมื่อน้าแบคทีเรียทั ง 10 ไอโซเลท ไปพิสูจน์เอกลักษณ์ตามวิธีการทดลองที่ 3.5 พบว่าได้
แบคทีเรียดังนี  (ตารางที่ 4.4)  

- Bacillus sp. เซลล์มีรูปร่างเป็นแท่ง เซลล์ติดแกรมบวก สร้างเอนโดสปอร์ มี 1 ต่อ 
1 ส่วนใหญ่มีการเคลื่อนที่โดยใช้ lateral flagella ด้ารงชีวิตแบบ chemoorganotroph  เมแทบอลิ
ซึมเป็นแบบ respiration 4 ไอโซเท 

-Pseudomonas sp. เป็นเซลล์เดี่ยว มีรูปร่างเป็นแท่งตรงหรือโค้งเล็กน้อย เซลล์ติดสี 
แกรมลบ เคลื่อนที่โดยใช้ polar flagella แบบ monotrichous หรือ multitrichous ด้ารงชีวิตแบบ 
chemoorganotroph metabolism เป็นแบบ respiration หรือ facultative chemolithotroph 
ขึ นอยู่กับชนิด 2 ไอโซเลท 

- Escherichieae sp. เซลล์มีรูปร่างเป็นแท่งตรง อยู่เดี่ยวๆหรืออยู่เป็นคู่ เคลื่อนที่โดย
ใช้ peritrichous flagella หรือไม่เคลื่อนที่ก็ได้ ขึ นได้บนอาหารง่าย ๆ  สามารถใช้แอซีเตรทเป็น
แหล่งคาร์บอน แต่ไม่สามารถใช้ซิเตรท กลูโคส และคาร์โบไฮเดรตอื่น ๆ จะถูกหมักเกิดกรดแลกติก 
แอซีติก และฟอร์มิก บางส่วนของฟอร์มิกจะถูกย่อยโดย hydrogenlyase ได้เป็นคาร์บอนไดออกไซด์ 
และ ไฮโดรเจน 1 ไอโซเลท 

- Lysinibacillus sp. เซลล์มีรูปร่างเป็นแท่ง เซลล์ติดสีแกรมบวก มีลักษณะคล้ายๆกับ
จุลินทรีย์กลุ่ม bacillus sp. 2 ไอโซเลท 

- Brevibacillus sp. เซลล์มีรูปร่างเป็นแท่ง เซลล์มีทั งแกรมบวก และแกรมลบ 
เป็นส่วนหนึ่งของแฟมิลี่ Paenibacillaceae 1 ไอโซเลท (Paul และคณะ, 2009) 
 
ตารางท่ี 4.4 จีนัส และสปีชีส์ของจุลินทรีย์ที่จ้าแนกได้ 

ล้าดับที ่ รหสั ชนิดจุลินทรีย ์
1 J1 Pseudomonas aeruginosa 
2 J2 Bacillus subtilis 
3 J5 Bacillus cereus 
4 S1 Bacillus thuringiensis 
5 S2 Lysinibacillus fusiformis 
6 S6 Lysinibacillus sphaericus 
7 S7 Bacillus mycoides. 
8 P2 E. coli 
9 R6 pseudomonas putida 
10 PL3 Brevibacillus choshinensis 

 



 

 

48 

จากตารางที่ 4.4 พบว่าแบคทีเรียทั ง 10 ไอโซเลท นั นเป็นแบคทีเรียที่สามารถพบได้
โดยทั่วไปในสิ่งแวดล้อมทั งในดินและน ้า ไม่ใช่เชื อก่อโรคมีการด้ารงชีวิตได้ดีในสภาวะใช้ออกซิเจน 
สามารถเจริญเติบโตและใช้พลังงานจากสารอินทรีย์ในน ้าเสียได้ ไม่ต้องการสารอาหารที่ซับซอ้นในการ
เจริญ สามารถเพิ่มจ้านวนและมีชีวิตอยู่ได้ในช่วงอุณหภูมิตั งแต่ 20-42 องศาเซลเซียส (Paul และ
คณะ, 2011) 

 
จากการศึกษาของ Volodymyr และคณะ (2006) ได้คัดแยกแบคทีเรีย Klebsiella 

pneumonia strain B และ Pseudomonas veronii strain F จากเม็ดจุลินทรีย์ในระบบบ้าบัดน ้า
เสียแบบใช้ออกซิเจน แสดงว่าชนิดทางจุลินทรีย์ในระบบบ้าบัดอาจแตกต่างกันได้ 

 
4.4 ประสิทธิภาพการบ าบัดน  าเสียของกลุ่มจลุินทรีย์ในระบบบ าบัดน  าเสียแบบ sequencing 

batch reactor (SBR) 

 
ท้าการเดินระบบบ้าบัดน ้าเสียระบบเอสบีอาร์โดยเติมเฉพาะกากตะกอนน ้าเสียจากช่อง

นนทรี เป็นถังควบคุม และเติมกากตะกอนน ้าเสียจากช่องนนทรีรวมกับกลุ่มหัวเชื อจุลินทรีย์ในถัง
ทดลองตามวิธีการทดลองที่ 3.3.2 โดยมีการควบคุมตัวแปรต่าง ๆ ดังนี  คือ ค่าซีโอดีเริ่มต้น 1,000 
มิลลิกรัมต่อลิตร ค่าดีโอ ≥ 2 มิลลิกรัมต่อลิตร pH ในช่วง 6.9-8.6 ที่อุณหภูมิ 29.3-31.0 องศาเซล
เซียล และควบคุมปริมาณกากตะกอนน ้าเสีย (MLSS) ให้คงที่ที่ 1,500 มิลลิกรัมต่อลิตร (รูปที่ 4.3) 
และค่า F/M เท่ากับ 0.44/รอบ ท้าการเดินระบบบ้าบัดน ้าเสียแบบเอสบีอาร์ โดยควบคุมเวลาแต่ละ
ขั นตอนดังนี  เติมน ้าเสีย 5 นาที, ให้อากาศ 60 นาที, ตกตะกอน 40 นาที, ระบายน ้าออก 5 นาที  
(ดัดแปลงจาก Volodymyr และคณะ, 2006)  
 

จากการค้านวณ F/M จะเห็นได้ว่า แต่ละรอบของการเดินระบบบ้าบัดนั นมีค่า F/M 
เท่ากับ0.44/cycle ซึ่งมีค่าสูงอยู๋ในช่วง high rate แสดงว่าน ้าเสียชุมชนสังเคราะห์ที่เติมลงไปนั นมีค่า
ซีโอดีสูงหรือมีปริมาณสารอินทรีย์ในน ้าสูง ท้าให้จุลินทรีย์ไม่สามารถย่อยสลายสารอินทรีย์ในน ้าเสยีได้
หมด หรืออาจเป็นเพราะในน ้าเสียมีสารอินทรีย์ที่ย่อยสลายยากจึงท้าให้จุลินทรีย์ไม่สามารถย่อยสลาย
ได ้
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จากการเดินระบบบ้าบัดน ้าเสียของถังควบคุม พบว่าการเดินระบบรอบที่ 1 - 15 ค่า 
ซีโอดีลดลงมาอยู่ในช่วง 319.47 - 437.47 มิลลิกรัมต่อลิตร ในขณะที่รอบที่ 16 - 40 มีค่าซีโอดีลดลง
เหลืออยู่ในช่วง 305.47 - 212.80 มิลลิกรัมต่อลิตร ระบบบ้าบัดน ้าเสียเข้าสู่สภาวะเสถียรตั งแต่รอบที่ 
37 มีค่าซีโอดีที่สภาวะเสถียรคือ 212.80 ± 1.15 มิลลิกรัมต่อลิตร (รูปที่ 4.4) โดยมีค่า DO 5.36 
มิลลิกรัมต่อลิตร, ค่า pH 7.8, อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส แต่คุณภาพน ้าออกของถังปฏิกรณ์นี ยังไม่
เป็นไปตามเกณฑ์มาตรฐานน ้าทิ ง ซึ่งค่าซีโอดีที่ตรวจวัดได้จะต้องมีค่าไม่เกิน 120 มิลลิกรัมต่อลิตร 
(กรมควบคุมมลพิษ., 2539)  
 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 

รูปท่ี 4.3 กราฟแสดงค่าพารามเิตอร์ในถังปฏิกรณ์ทีเ่ติมกากตะกอนน ้าเสียและถังปฏิกรณ์
ทเีติมกากตะกอนน ้าเสียจากช่องนนทร+ีหัวเชื อจุลินทรีย ์

รูปท่ี 4.4 กราฟแสดงค่าซีโอดีน ้าออกของถังปฏิกรณ์ทีเ่ติมกากตะกอนน ้าเสียจากช่องนนทรี 
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จากนั นจึงน้าจุลินทรีย์ที่คัดเลือกได้ตามตารางที่ 4.4 ทั ง 10 ไอโซเลท มาสร้างเป็นกลุ่ม
หัวเชื อดังการทดลองที่ 3.3 จากนั นน้าหัวเชื อที่ได้ไปเติมในถังปฏิกรณ์แบบ SBR โดยถังทดลองเดิน
ระบบแบบเดียวกับถังควบคุม ก่อนเติมกลุ่มหัวเชื อลงไปมีการดูดน ้าเสียจากช่องนนทรีออกมา 150 
มิลลิลิตร แล้วจึงเติมกลุ่มหัวเชื อ 150 มิลลิลิตร ลงไปเพื่อเป็นการปรับปริมาณของถังปฏิกรณ์ทั ง 2 ถัง 
ให้เท่ากันเมื่อเดินระบบ พบว่า รอบที่ 1 - 10 มีค่าซีโอดีลดลงเหลืออยู่ในช่วง 202.80 - 104.80 
มิลลิกรัมต่อลิตร ในขณะที่รอบที่ 11 - 40 มีค่าซีโอดีลดลงเหลืออยู่ในช่วง 95.59 - 33.47 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร โดยระบบบ้าบัดน ้าเสียเข้าสู่สภาวะเสถียรตั งแต่รอบที่ 30 ที่ภาวะเสถียรซีโอดีลดลงเหลือ 33.47 
± 1.15 มิลลิกรัมต่อลิตร (รูปที่ 4.5) ค่า DO 5.29 มิลลิกรัมต่อลิตร, ค่า pH 7.7, อุณหภูมิ 29.9 ซึ่งมี
คุณภาพน ้าออกเป็นไปตามเกณฑ์มาตรฐานน ้าทิ ง (กรมควบคุมมลพิษ, 2539 ) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

จากการทดลองทั ง 2 ถัง พบว่าหลังการเดินระบบรอบแรกค่าซีโอดีของน ้าที่ออกจากถัง
ควบคุมลดลงเหลือ 437.47 มิลลิกรัมต่อลิตร การลดลงเป็นส่วนหนึ่งของการเจือจางความเข้มข้นของ
กากตะกอน ส่วนที่ภาวะเสถียรของน ้าที่ออกจากถังทดลองคือ 202.80 มิลลิกรัมต่อลิตร ซึ่งค่าซีโอดี
ลดลงมากกว่า 1 เท่า ค่าซีโอดีคงเหลือของถังควบคุมและถังทดลองคือ 212.80 และ 33.47 มิลลิกรัม
ต่อลิตร และมีประสิทธิภาพในการบ้าบัดน ้าเสีย คือ 78.72 เปอร์เซ็นต์ และ 96.65 เปอร์เซ็นต์ 
ตามล้าดับ ดังรูปที่ 4.6 และมีค่า MLSS, DO, pH, อุณหภูมิ ในช่วงภาวะเสถียรใกล้เคียงกันดังรูปที่ 
4.3 ถังทดลองพบว่ามีประสิทธิภาพในการบ้าบัดน ้าเสียเพิ่มขึ น 17.93 เปอร์เซ็นต์ แสดงว่ากลุ่ม
เ ชื อ จุ ลิ น ท รี ย์ ที่ เ ติ ม ล ง ไ ป นั น ส า ม า ร ถ เ จ ริ ญ เ ติ บ โ ต ร ว ม ตั ว กั บ ก า ก ต ะ ก อ น เ ป็ น 
ฟล็อคในตะกอนน ้าเสียส่งผลให้การบ้าบัดน ้าเสียนั นมีประสิทธิภาพเพิ่มมากขึ น เมื่อคิดประสิทธิภาพ
การบ้าบัดค่าซีโอดีของกากตะกอนที่ภาวะเสถียรจะพบว่าถังควบคุม กากตะกอนบ้าบัดค่าซีโอดีได้ 

รูปท่ี 4.5 กราฟแสดงค่าซีโอดีน ้าที่ออกจากถังปฏิกรณ์ที่เตมิกลุ่มหัวเชื อกบักากตะกอนน ้าเสีย 
จากช่องนนทรี  
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0.52 มิลลิกรัมซีโอดีต่อมิลลิกรัมกากตะกอน-ลิตร-รอบ ในขณะที่ถังทดลองกากตะกอนบ้าบัดค่าซีโอดี
ได้ 0.64 มิลลิกรัมซีโอดีต่อมิลลิกรัมกากตะกอน-ลิตร-รอบ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

ผลการทดลองสอดคล้อง  (Val del Rio และคณะ (2006)  ที่ ใ ช้ คือ  Klebsiella 
pneumonia strain B และ Pseudomonas veronii strain F ที่คัดแยกจากเม็ดจุลินทรีย์ในระบบ
บ้าบัดน ้าเสียแบบใช้ออกซิเจน ผสมกับกากตะกอนน ้าเสียในระบบบ้าบัดแบบเอสบีอาร์ พบว่าช่วยท้า
ให้ระบบบ้าบัดน ้าเสียมีประสิทธิภาพในการลดค่าซีโอดีได้ดีขึ นเป็น 95 เปอร์เซ็นต์ และเข้าสู่สภาวะ
เสถียรหลังจากผ่านไป 8 วัน การใช้ระบบบ้าบัดน ้าเสียแบบเอสบีอาร์ในสภาวะใช้ออกซิเจนยังช่วยให้
เม็ดตะกอนจุลินทรีย์ในระบบตกตะกอนได้เร็วขึ นอีกด้วย (Morgenroth, 1997)  

 
Alam และคณะ (2003) ได้ศึกษาการใช้กลุ่มเชื อ Penicillium corylophilum และ 

Aspergillus niger (P/A) บ้าบัดน ้าเสียชุมชนพบว่าสามารถลดค่าซีโอดีได้สูงสุด 90 เปอร์เซ็นต์  
 
Jin และคณะ ( 2005) ได้ศึกษาการใช้กลุ่มเชื อ Nitrosomonas europaea (ATCC 

19718), Nitrobacteria winogradskyi (DSMZ 10237), Bacillus licheniformis (CGMCC 0766), 
Bacillus megaterium (CGMCC 0767) และ Bacillus sphaericus (CGMCC 0764) บ้าบัดน ้าเสีย
ชุมชนพบว่าสามารถลดค่าซีโอดีได้ 91.7 เปอร์เซ็นต์ จากกลุ่มเชื อข้างต้นจะเห็นได้ว่าเป็นกลุ่มเชื อที่มา
จากหน่วยเก็บคลังเชื อซึ่งไม่ได้คัดแยกมาเอง เมื่อน้ามาเปรียบเทียบกับกลุ่มเชื อ Bacillus sp. ที่คัด
แยกได้จากธรรมชาติและผลิตภัณฑ์ทางการค้า ในการบ้าบัดน ้าเสียจะเห็นได้ว่ากลุ่มเชื อ Bacillus sp. 
ที่คัดแยกได้จากธรรมชาติและผลิตภัณฑ์ทางการค้านั นมีประสิทธิภาพในการบ้าบัดน ้าเสียได้ดีกว่าคือ 

รูปท่ี 4.6 กราฟแสดงค่าประสทิธิภาพการบ้าบัดค่าซีโอดีคงเหลือไมเ่ติมและหลังการเติมหัวเชื อจลุินทรีย์ 
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96.65 เปอร์เซ็นต์ แสดงว่าการท้างานของระบบบัดน ้าเสียต้องการจุลินทรีย์เป็นกลุ่มเพราะจุลินทรีย์
เหล่านั นจะท้างานเสริมกันท้าให้ระบบบ้าบัดน ้าเสียมีประสิทธิภาพในการบ้าบัดน ้าเสียได้ดีขึ น 
 

4.5 ศึกษาประชากรจุลินทรีย์ในถังปฏิกรณ์บ าบัดน  าเสียแบบเอสบีอาร์ 
 

เมื่อน้ากากตะกอนน ้าเสียจากถังปฏิกรณ์ที่เติมกลุ่มหัวเชื อจุลินทรีย์ลงไปกากตะกอนน ้า
เสียจากช่องนนทรีมาท้าการคัดแยกเชื อ (การทดลอง 3.4) และไปทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมี 
(การทดลอง 3.5) พบว่ามีกลุ่มจุลินทรีย์ที่อยู่ในถังปฏิกรณ์ทั งหมด 8 ไอโซเลท ดังตารางที่ 4.5  

 
หัวเชื อจุลินทรีย์ทั ง 10 ไอโซเลท ที่เติมลงไปในถังปฏิกรณ์นั นเหลือเพียง 5 ไอโซเลท คือ 

Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis, Bacillus cereus, Brevibacillus choshinensis 
และ Escherichia coli เมื่อน้าไปเปรียบเทียบกับแบคทีเรียตารางที่ 4.4 เพื่อใช้เป็นตัวติดตามกลุ่มหัว
เชื อจุลินทรีย์ที่เติมลงไปในถังบ้าบัดน ้าเสีย พบว่าแบทีเรียที่เหลืออยู่ 5 ไอโซเลท เป็นแบคทีเรีย ที่
สามารถปรับตัวอยู่ในสภาะแวดล้อมใหม่ได้ และมีบทบาทในการบ้าบัดน ้าเสียได้อบ่างมีประสิทธิภาพ 
ส่วนแบคทีเรียที่หายไป 5 ไอโซเลท อาจเป็นเพราะว่าไม่สามารถปรับตัวในสภาวะแวดล้อมใหม่ได้ จึง
ถูกชะออกมากับน ้าทิ งที่ออกจากถังปฏิกรณ์ และแบคทีเรียที่คัดแยกเพิ่มได้ 3 ไอโซเลท มีลักษณะ
โคโลนีบนอาหารแข็ง ลักษณะเซลล์ใต้กล้องจุลทรรศน์ และชนิดสายพันธ์ุของจุลินทรีย์ (ตารางที่ 4.6) 
คือ Bacillus megaterium, Bacillus licheniformis และ Corynebacterium sp (ตารางที่ 4.5) 
แสดงว่าในกากตะกอนน ้าเสียจากช่องนนทรีมีจุลินทรีย์ที่มีประสิทธิภาพคือ 3 ไอโซเลทนี  ซึ่งกลุ่ม
จุลินทรีย์ทั งหมดที่เหลือเป็นจุลินทรีย์สายพันธ์ุหลักที่สามารถอยู่รวมกันได้ในสภาพกลุ่มจุลินทรีย์ผสม
และมีประสิทธิภาพในท้างานร่วมกันได้เป็นอย่างดี 
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ตารางท่ี 4.5 จีนัส และสปีชีส์ของจลุินทรีย์ทีจ่้าแนกได้ในถังปฏิกรณ์ทีเ่ติมกลุ่มหัวเชื อจลุินทรีย์ลงไป
กากตะกอนน ้าเสียจากช่องนนทร ี

 

ล าดับที่ สายพันธุ์จุลินทรีย์ 
1 Pseudomonas aeruginosa J1 

2 Bacillus subtilis J2 

3 Bacillus cereus J5 

4 Brevibacillus choshinensis PL3 

5 Escherichia coli P2 

6 Bacillus licheniformis 
7 Corynebacterium sp. 

8 Bacillus megaterium 

 

ตารางท่ี 4.6 ลักษณะโคโลนบีนอาหารแข็ง ลักษณะเซลล์ใตก้ล้องจลุทรรศน์ และชนิดสายพันธ์ุของ
จุลินทรีย ์

ล าดับ
ที่ 

สายพันธุ์จุลินทรีย์ ลักษณะโคโลน ี ภาพแสดงลักษณะโคโลน ี
บนอาหารแข็ง 

ลักษณะเซลล์ 
ใต้กล้องจุลทรรศน์  
(ก าลังขยาย 100x) 

1 Bacillus 
licheniformis 

 
 

โคโลนีสีขาวครีม  ผิวมัน 
ผิ วห น้ า เ ป็ นคลื่ น  ขอ บ
โคโลนีหยัก โคโลนีนูนสูง 
 
 
 

  

2 Corynebacterium 
sp. 

โคโลนีสีขาวครีม  ผิวโค
โลนีมมันวาว ขอบโคโลนี
เรียบ โคโลนีนูนสูง 
 
 
 

 
 
 

 
 

3 
 
 

Bacillus 
megaterium 

โคโลนีสีขาว ผิวโคโลนีด้าน 
ข อ บ โ ค โ ล นี เ ป็ น ห ยั ก 
โคโลนีนูนสูง  
 
 

  



 

 

บทท่ี 5  
 

สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 
 
5.1 สรุปผลการทดลอง 
 

งานวิจัยนี เป็นการศึกษาการสร้างกลุ่มจุลินทรีย์เพื่อบ้าบัดน ้าเสีย โดยคัดแยกจุลินทรีย์
ชนิดที่ใช้อากาศหายใจจากธรรมชาติและผลิตภัณฑ์ทางการค้า ทั งแบบผงและแบบน ้า เพื่อสร้างกลุ่ม
จุลินทรีย์ส้าหรับบ้าบัดน ้าเสียชุมชน 
 

จากการน้าตัวอย่างจากธรรมชาติและผลิตภัณฑ์ทางการค้าทั ง 11 ตัวอย่าง มาท้าการ
คัดแยกในอาหาร NA ลักษณะโคโลนีเพื่อเป็นการจ้าแนกจุลินทรีย์เบื องต้น และน้าไปศึกษาลักษณะ
เซลล์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์พบว่าสามารถแยกจุลินทรีย์ที่เจริญเติบโตเร็วได้ทั งหมด 49 ไอโซเลท 
จุลินทรีย์ที่คัดแยกได้เป็นแบคทีเรียแกรมบวกถึง 42 ไอโซเลท และเป็นแบคทีเรียแกรมลบ 7 ไอโซเลท 
และแบคทีเรียส่วนใหญ่มีลักษณะเป็นท่อน 

 
จาก 49 ไอโซเลท คัดจุลินทรีย์ 10 ไอโซเลทที่สามารถลดค่าซีโอดีในน ้าเสียได้ดีที่สุด 

น้าไปทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมีผลทดสอบแสดงว่าเป็นเชื อจุลินทรีย์ Bacillus aeruginosa, 
Bacillus subtilis, Bacillus thuringiensis, Bacillus mycoides, Escherichia coli, Brevibacillus 
choshinensis,  Pseudomonas aeruginosa,  Pseudomonas putida, Lysinibacillus 
sphaericus, และ Lysinibacillus fusiformis ซึ่งแบคทีเรียทั ง 10 ไอโซเลท เป็นกลุ่มที่ไม่ก่อโรค 
สามารถใช้บ้าบัดน ้าเสียได้ 

 
เมื่อน้าแบคทีเรีย 10 ไอโซเลท มาท้าเป็นกลุ่มหัวเชื อเติมลงไปในถังปฏิกรณ์บ้าบัดน ้า

เสียชุมชนสังเคราะห์สามารถเพิ่มประสิทธิภาพการบ้าบัดน ้าเสียขึ นจาก 78.72 เปอร์เซ็นต์ เป็น 96.65 
เปอร์เซ็นต์ และเข้าสู่สภาวะเสถียรได้เร็วขึ นในรอบที่ 30 จากเดิมเสถียรในรอบที่ 37 และจาก F/M มี
ค่าเท่ากับ 0.44/รอบ แสดงว่าการบ้าบัดน ้าเสียของระบบอยู่ในภาวะ high rate treatment อย่างไร
ก็ตามยังคงมีค่าซีโอดีในน ้าออกจากระบบของถังปฏิกรณ์กากตะกอนน ้าเสียจากช่องนนทรีและถัง
ปฏิกรณ์เติมกลุ่มหัวเชื อลงในกากตะกอนน ้าเสียจากช่องนนทรีมีค่าเท่ากับ 212.80±1.15 และ 
33.47±1.15 มิลลิกรัมต่อลิตร ตามล้าดับ  

 
เมื่อท้าการจ้าแนกประชากรจุลินทรีย์จากกากตะกอนถังปฏิกรณ์ที่ เติมกลุ่มหัว

เชื อจุลินทรีย์ที่ผ่านการบ้าบัดน ้าเสียสังเคราะห์ชุมชนจนเข้าสู่ภาวะเสถียรแล้ว พบว่าจุลินทรีย์ที่เป็น
ประชากรหลักทั งหมด 10 ไอโซเลท ที่เติมลงไปนั นเหลือแบคทีเรีย 5 ไอโซเลท คือ Bacillus subtilis, 
Escherichia coli, Brevibacillus choshinensis,  Pseudomonas aeruginosa,  แล ะ  Bacillus 
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cereus, และพบแบคทีเรียอื่นอีก 3 ไอโซเลท คือ Bacillus megaterium, Bacillus licheniformis 
และ Corynebacterium sp ซึ่งอาจเป็นประชากรหลักในกากตะกอนน ้าเสียช่องนนทรี แสดงว่ากลุ่ม
แบคทีเรียทั งหมดเป็นแบคทีเรียสายพันธ์ุหลักที่เป็นประชากรสามารถอยู่รวมกันได้ในสภาพกลุ่ม
แบคทีเรียผสม 
 
5.2 ข้อเสนอแนะ 

 
 1. ควรมีการศึกษาการใช้กลุ่มหัวเชื อจุลินทรีย์สายพันธ์ุหลักที่เหลือ 5 ไอโซเลท คือ 
Bacillus subtilis,  Escherichia coli., Pseudomonas aeruginosa,  Bacillus cereus,  แ ล ะ 
Brevibacillus choshinensis อีกครั ง เพื่อเป็นการยืนยันว่าถ้าเติมกลุ่มหัวเชื อจุลินทรีย์แค่ 5 ไอโซ
เลท กลุ่มหัวเชื อจะยังสามารถย่อยสลายสารอินทรีย์ในน ้าเสียได้อย่างมีประสิทธิภาพหมือนเดิมหรือไม่  
 

2. ควรมีการศึกษาการใช้น ้าเสียจริงเพื่อให้ใกล้เคียงกับสภาพความเป็นจริงของการเดิน
ระบบบ้าบัดน ้าเสียต่อไป 
 

3. ควรมีการศึกษาการบ้าบัดน ้าเสียแบบระบบเปิดเพื่อให้เหมือนจริงกับระบบบ้าบัดน ้า
เสียที่ใช้บ้าบัดน ้าเสียโดยทั่วไป 
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ภาคผนวก ก 

 
สูตรและวิธีการเตรียมอาหารเลี ยงเชื อ 

 
อาหารเลี ยงเชื อแข็ง Nutrient Agar (NA) 
 
 สารสกัดจากเนื อ      5  กรัม 
 แบคโตเปบโตน      3  กรัม 
 ผงวุ้น (Agar)      15  กรัม 
 น ้ากลั่น       1,000  มิลลิลิตร 
 

ละลายส่วนผสมทั งหมดในน ้ากลั่นปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันและน้าไปนึ่ง
ฆ่าเชื อด้วยความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ ว ที่อุณหภูมิ 121oCเป็นเวลา 15 นาที 
 
อาหารเลี ยงเชื อเหลวNutrient Broth (NB) 
 
 สารสกัดจากเนื อ      5  กรัม 
 แบคโตเปบโตน      3  กรัม 
 น ้ากลั่น       1,000  มิลลิลิตร 
 

ละลายส่วนผสมทั งหมดในน ้ากลั่นปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันและน้าไปนึ่ง
ฆ่าเชื อด้วยความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ ว ที่อุณหภูมิ 121 oC เป็นเวลา 15 นาที 
 
อาหารเลี ยงเชื อแข็ง Potato Dextrose Agar 
  
 มันฝรั่ง       200  กรัม 
 เดกซ์โทรส      20  กรัม 

วุ้น       15  กรัม 
 น ้ากลั่น       1,000  มิลลิลิตร 
 

ละลายส่วนผสมทั งหมดในน ้ากลั่นปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน และน้าไปนึ่ง
ฆ่าเชื อด้วยความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ ว ที่อุณหภูมิ 121oC เป็นเวลา 15 นาที 
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อาหารน  าเสียสังเคราะห์ (ดัดแปลงจาก Suntud, 2000) 
 

กลูโคส       3.168   กรัมต่อลิตร 
ยูเรีย       0.076  กรัมต่อลิตร 
โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4)  0.313  กรัมต่อลิตร 
โซเดียมอะซิเตท (CH3COONa)    0.1  กรัมต่อลิตร 
โซเดียมไบคาร์บอเนต (NaHCO3)    0.5  กรัมต่อลิตร 
 

ละลายส่วนผสมทั งหมดในน ้ากลั่นปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน และน้าไปนึ่ง
ฆ่าเชื อด้วยความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ ว ที่อุณหภูมิ 121oC เป็นเวลา 15 นาที 
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ภาคผนวก ข 

 
สารเคมีท่ีใช้ในการทดลอง 

 
สารละลายมาตรฐานโปตัสเซียมไดโครเมตความเข้มข้น 0.1 โมลาร์ 

 
น้าโปตัสเซียมไดโครเมตไปอบแห้งที่ 130 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ช่ัวโมงแล้วช่ังมา 

4.913 กรัม ละลายในน ้ากลั่น 500 มิลลิลิตร เติมกรดซัลฟูริกเข้มข้น 167 มิลลิลิตร และเติมเมอคิว
รักซัลเฟต 33.3 กรัม ทิ งให้ละลายแล้วปล่อยให้เย็น ปรับปริมาตรด้วยน ้ากลั่นจนได้ปริมาตร 1,000 
มิลลิลิตร  เก็บในขวดสีชาที่อุณหภูมิห้อง 

 
สารละลายกรดซัลฟูริก 
 

เติมซิลเวอร์ซัลเฟต5.5 กรัม ลงในกรดซัลฟูริกเข้มข้น 540 มิลลิลิตร หรือ 1 กิโลกรัม ตั ง
ทิ งไว้ 1-2 วัน ให้ซิลเวอร์ซัลเฟตละลาย เก็บในขวดสีชาที่อุณหภูมิห้อง 
 
สารละลายเฟอร์โรออินอินดิเคเตอร์ 
 

ละลาย 1,10-ฟีแนนโทลีนโมโนไฮเดรต1.485 กรัม และเฟอริกซัลเฟต695 มิลลิกรัม ใน
น ้ากลั่นและเจือจางเป็น 100 มิลลิลิตร เก็บในขวดสีชาที่มีหลอดหยดที่อุณหภูมิห้อง 
 
สารละลายมาตรฐานโปตัสเซียมไฮโดรเจนพธาเลต 
 

น้าโปตัสเซียมไฮโดรเจนพธาเลตมาบดแล้วอบแห้งที่ 120 องศาเซลเซียส แล้วช่ังมา 
425 มิลลิลิตร และละลายด้วยน ้ากลั่นและเจือจางจนได้ปริมาตร 1 ลิตร ซึ่งโปตัสเซียมไฮโดรเจนพธา
เลต 1 กรัม มีซีโอดีเท่ากับ 1.176 กรัม ออกซิเจนและสารละลายนี จะมีซีโอดีเท่ากับ 500 มิลลิกรัมต่อ
ลติร เตรียมใหม่ทุกครั งที่ใช้ 
 
 
 
 

 
  



 

 

63 

ภาคผนวก ค 

 
COD (Chemical Oxygen Demand) 

1. ความหมายของ COD 
 
ปริมาณออกซิเจนทั งหมดที่ต้องการเพื่อใช้ในการออกซิไดซ์สารอินทรีย์ในน ้าให้

กลายเป็นคาร์บอนไดออกไซด์และน ้าโดยตัวออกซิเจนอย่างแรง (Strong oxidizing agent) ภายใต้
สภาวะที่เป็นกรด 

 
2. หลักการทั่วไป 
การวัดก้าลังความสกปรกของน ้าทิ งจากอาคารบ้านเรือนและน ้าทิ งจากโรงงาน

อุตสาหกรรมที่มีสารอินทรีย์เป็นองค์ประกอบโดยใช้ค่าซีโอดีนั น อาศัยหลักการที่ว่าสารอินทรีย์เกือบ
ทั งหมด(ยกเว้นเป็นส่วนน้อย) สามารถถูกออกซิไดซ์โดยตัวเติมออกซิเจนอย่างแรงภายใต้สภาวะที่เป็น
กรดสารอินทรีย์คาร์บอนในน ้าทิ งประมาณ 95 – 100 เปอร์เซ็นต์ถูกเปลี่ยนเป็นไนเตรต และพวกอะมิ
โน ไนโตรเจน ก็ถูกเปลี่ยนเป็นแอมโมเนียไนโตรเจน ปฏิกิริยาพื นฐานของการเติมออกซิเจนอาจเขียน
ได้ดังแสดงในสมการดังนี  

 
CnHaObNc + (n + a/4 – b/2 – ¾ c) O2---------> n CO2 + (a/2 – 3/2C) H2O + cNH3 

 
การหาค่าซโีอดีออกซิเจนที่ใช้ในการยอ่ยสลายสารอินทรีย์ดังสมการ ข้างล่างได้มาจาก

ตัวเติมออกซเิจนอย่างแรง แสดงดงัในสมการนี  
 

Organic Carbon + Chemical Oxidizing agent 
H+  

CO2+ H2O+ Reduced Oxidizing agent 
 

เมื่อสิ นสุดปฏิกิริยาปริมาณตัวเติมออกซิเจนที่ถูกใช้ไปจะถูกน้าไปค้านวณหาค่าปริมาณ
ออกซิเจนที่ต้องการใช้ส้าหรับย่อยสลายสารอินทรีย์ ถ้าปริมาณออกซิเจนถูกใช้ไปมากจะแสดงว่า
สารอินทรีย์ที่ถูกย่อยสลายมีจ้านวนมาก 

 
สารเติมออกซิเจนที่ใช้ในการหาค่าซีโอดีของน ้ามีหลายตัว เช่น โปโตเซียมเปอร์แมงกา

เนต(KMnO4) เซริคซัลเฟต (Ce2(SO4)3) โปตัสเซียมไอโอเดต (KIO3) และกรดไอโอดิค (HIO3) 
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โปตัสเซียมเปอร์ชัลเฟต (K2S2O3) และโปตัสเซียมไดโครเมต (K2Cr2O7) แต่ละตัวมีข้อดี
ข้อเสียแตกต่างกัน แต่ที่นิยมใช้มากในปัจจุบันและเป็นวิธีที่เป็นมาตรฐานของสหรัฐอเมริกาตาม
ข้อก้าหนดของ APHA คือ โปตัสเซียมไดโครเมต เพราะมีความสามารถในการออกซิเดช่ันสูงและ
เหมาะสมกับตัวอย่างน ้าหลายชนิดโดยเฉพาะน ้าทิ งจากอาคารบ้านเรือน สามารถออกซิได ซ์
สารประกอบอินทรีย์ได้มากชนิดจนเกือบสมบูรณ์ได้เป็นคาร์บอนไดออกไซด์และน ้า นอกจากนี การวัด
ปริมาณของไดโครเมตอิออน (Cr2O7

-2) ยังท้าได้ง่าย ได้ผลแน่นอนและยังเป็นสารที่มีราคาถูก
นอกจากนี ยังมีข้อดีของโปตัสเซียมไดโครเมตอีกอย่างหนึ่งคือถ้าใช้ K2Cr2O7ชนิด Analyticalgrade
เอามาอบให้แห้งที่ 103 องศาเซลเซียสก่อนใช้เตรียมน ้าอยากจะได้สารละลายที่ทราบความเข้มข้น
แน่นอน (Primary Standard) 

 
หลักการหาค่าซีโอดีโดยใช้ K2Cr2O7 คือ สารอินทรีย์คาร์บอนในน ้าตัวอย่างไม่ต่้ากว่า 

95 -98 % จะถูกออกซิไดซ์ด้วย K2Cr2O7 ภายใต้สภาวะที่เป็นกรดอย่างแรง และอุณหภูมิสูงได้เป็น 
CO2 และ H2O ส่วนแอมโมเนียรวมทั งสารอินทรีย์ไนโตรเจน เช่น พวก Amino- และ Nitrite-
nitrogenจะถูกเปลี่ยนเป็น Ammonium Sulfate (NH4)2SO4 ซึ่งจะไม่ถูกออกซิไดซ์อีก จะเกิดความ
ผิดพลาดประมาณ 2 – 3 % เนื่องจากสารระเหยได้บางตัวที่ไม่ถูกออกซิไดซ์ เช่น มีเทน (CH4) ดังนั น
ปฏิกิริยาจึงอาศัยกระบวนการกลั่นย้อนกลับ (Reflux) หรือกระท้าในระบบปิดเพื่อป้องกันการสูญ
หายไปของสารระเหยที่มีอยู่เดิมในตัวของน ้า หรือที่เกิดขึ นในระหว่างปฏิกิริยาย่อยสลายนอกจากนั น
ยังมีสารอินทรีย์บางตัวที่ย่อยสลายด้วย K2Cr2O7 ได้ยาก เช่น Fatty acid straight - chain,Aliphatic 
straight – chin, Alcohol และ Straight - chain acid จึงจ้าเป็นต้องเติมซิลเวอร์ซัลเฟต (AgSO4)เป็น 
Catalyst และใช้ HgSO4 เป็นตัวก้าจัดขัดขวางของพวกคลอไรค์อิออน(Cl-) ซึ่งมักพบเสมอในน ้าเสีย
จากอาคารบ้านเรือนและน ้าเสียจากแหล่งน ้าธรรมชาติ ปฏิกิริยาการย่อยสลายเป็นแสดงดังในสมการ
นี  

 
Cn Ha Ob+ cCr2O7

-2+ 8c H + ---------> nCO2 + a + 8c H2O + 2c Cr+3 
 

เมื่อ c = 2/3 n + a/6 – b/3 หรืออาจเขียนสมการง่าย ๆ ดังในสมการนี  

3 Organic C + 2 Cr2 O7
-2 + 16 H+-----------> 3 CO2 + 4 Cr+3 + 8 H2O  

 
ในการวิเคราะห์จะเติมสารละลาย K2Cr2O7 ที่ทราบความเข้มข้นและปริมาตรจ้านวน

มากเกินพอลงไป หลังจากสิ นสุดปฏิกิริยาการย่อยสลายแล้ว K2Cr2O7 ที่คงเหลือจะถูกไตเตรทด้วย
สารละลายFerrous Ammonium Sulfate (FAS) โดยใช้เฟอโรอิน (Fe(C12H8N2)3+2) เป็นอินดิเค
เตอร์ 
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ปฏิกิริยาที่เกิดขึ นในช่วงนี  แสดงดังในสมการที่นี  
                                 Ferroin 
Cr2 O7

-2+6Fe+2 +14H+----------------------> 6 Fe +3 +2Cr +3+7H2O 
โครเมียมอิออนในสารละลาย K2Cr2O7 ที่เหลืออยู่ใน Cr+6 มีสีเหลืองจะถูกรีดิวซ์ด้วย 

Fe+2ในสารละลายเฟอรัสแอมโมเนียมซัลเฟตให้เป็น Cr+3 ซึ่งมีสีเขียวแทนแต่เนื่องจากสีเหลืองของ 
Cr+6 และสีเขียวของ Cr+3 ต่างกันไม่ชัดเจน จึงใช้เฟอโรอินเป็นอินดิเคเตอร์ท้าให้จุดยุติ (End point)
เป็นสีน ้าตาล (Reddish brown) ซึ่งชัดเจนว่าสีเขียวของเกลือโครมิค จากนั นค้านวณหาปริมาณ
ออกซิเจนซึ่งสมดุลย์กับปริมาณสารอินทรีย์ได้ 
 

3. ปัจจัยที่มผีลตอ่การวิเคราะห์ค่าซีโอดี 
 
ในการวิเคราะห์ค่าซีโอดีนั นมีปัจจัยหลายสิ่งที่ส่งผลกระทบต่อการวิเคราะห์ ซึ่งจะท้าให้

ค่า ซีโอดีที่วิเคราะห์ได้มีความถูกต้องแม่นย้าหรือคลาดเคลื่อนได้ เช่น อุณหภูมิความเข้มข้นของกรด
จุดยุติของปฏิกิริยา เวลาที่ใช้ในการย่อยสลายและความเข้มข้นของสารละลายเฟอรัสแอมโมเนียม
ซัลเฟตStone(1974) ได้น้าเสนอผลการวิจัยของเขาซึ่งเปรียบเทียบการหาค่าซีโอดีโดยวิธีไดโครเมต
โดยใช้เวลารีฟลักซ์นาน 1, 2 และ 4 ช่ัวโมงตามล้าดับ กับตัวอย่างน ้าทิ งบ้านพักอาศัย และน ้าเสียจาก
โรงงานอุตสาหกรรม พบว่าระยะเวลาเพียง 1 ช่ัวโมงก็เพียงพอในการย่อยสลาย แต่ที่ระยะเวลาการ
รีฟลักซ์2 ช่ัวโมงให้ค่าสูงที่สุดเขาจงึแนะน้าให้ใช้เวลารีฟลกัซ์2 ช่ัวโมง ผลการวิจัยแสดงในตารางที่ 2.4 
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ตารางท่ี ค.1 ผลของระยะเวลา Reflux ต่อการหาค่า COD วิธี Dichromate โดยใช้ AgSO4 เป็น
Catalyst 

การทดลอง
ที่ 

ค่า COD (มิลลิกรมั/ลิตร) 
น ้าทิ งชุมชน น ้าทิ งโรงงานอุตสาหกรรม 

รีฟลกัซ์
นาน 1 
ช่ัวโมง 

รีฟลกัซ์
นาน 2
ช่ัวโมง 

รีฟลกัซ์
นาน 4
ช่ัวโมง 

รีฟลกัซ์
นาน 1 
ช่ัวโมง 

รีฟลกัซ์
นาน 2
ช่ัวโมง 

รีฟลกัซ์
นาน 4
ช่ัวโมง 

1 652 656 648 1004 1004 100 
2 832 840 844 1064 1072 1076 
3 740 736 724 972 972 964 
4 720 736 708 940 948 948 
5 820 824 820 832 840 832 
6 680 684 680 916 920 916 

รวม 741 746 737 955 976 956 
 
ท่ีมา: Stone (1974) 
 

ตัวขัดขวาง (Interfrence) 
 
วัตถุประสงค์ของการหาค่าซีโอดีของน ้าตัวอย่างก็เพื่อหาปริมาณออกซิเจนที่ใช้ในการ

ย่อยสลายของสารอินทรีย์คาร์บอนโดยอาศัยสารออกซิไดซ์อย่างแรง เป็นตัวให้ออกซิเจนในปฏิกิริยารี
ดอกซ์ (Redox) ดังนั นอาจจะมีสารอินทรีย์บางตัวสามารถออกซิไดซ์หรือสามารถออกซิไดซ์ตัว
ออกซิไดซ์ที่ใช้ในปฏิกิริยาหาค่าซีโอดีซึ่งในที่นี คือ K2Cr2O7 มีผลท้าให้ค่าซีโอดีที่หาได้มากขึ นหรือ
น้อยลงกว่าความเป็นจริงตามล้าดับตัวขัดขวางหรือตัวรบกวน เช่น NO2

- , SO2 และอนุมูลลบของธาตุ
กลุ่มเฮไลด์ เช่น Cl-, Br-และ I-โดยเฉพาะ Cl-ซึ่งมักพบในน ้าทิ งจากอาคารบ้านพักอาศัยจะไปท้า
ปฏิกิริยากับ K2Cr2O7 ได้ มีผลท้าให้ซีโอดีที่หาได้สูงกว่าความเป็นจริง นอกจากนี  Cl-ยังสามารถท้า
ปฏิกิริยาท้าให้ AgSO4ซึ่งเป็นตัวเร่งปฏิกิริยาในการหาซีโอดีตกตะกอนท้าให้สารอินทรีย์บางตัวไปถูก
ย่อยสลาย 

 
การเติม HgSO4 ในตัวอย่างที่จะรีฟลักซ์ เพื่อให้ HgSO4 ท้าปฏิกิริยากับ Cl-ได้เป็น 

HgCl2 ซึ่งมีความสามารถในการละลายน ้าต่้ามาก(Ksp = Solubility Products ที่ 25 º C = 2.6x 10 
–15) ปฏิกิริยาการจับ Cl- ของ Hg + ใน HgSO4 ดังแสดงในสมการนี  (Dobbs and Williams, 1963) 

 
Hg+ 3 2Cl- ------------------------------>HgCl2 
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การใช้ HgCl4 เป็นตัวลดอิทธิพลของ Cl-ในการวิเคราะห์ค่าซีโอดีมีข้อจ้ากัด คือสามารถ

ใช้การได้ดีในตัวอย่างน ้าที่ปริมาณคลอไรด์ไม่เกิน 2,000 mg/l และปริมาณของ HgSO4 ที่ได้ต้องอยู่
ในอัตราส่วน HgSO4 : Cl- = 10 : 1 โดยน ้าหนัก ดังนั นน ้าตัวอย่างที่มีปริมาณคลอไรค์สูง ๆ เช่น น ้า
ทะเล จึงไม่สามารถใช้วิธี Dichromate Reflux แบบธรรมดาได้  

 สารที่ย่อยสลายด้วยวิธี COD – dichromate ได้ยาก 
 

ตารางที่ 2.4 แสดงสารอินทรีย์โดยทั่วไปจะสามารถถูกออกซิไดซ์ด้วย K2Cr2O7 ได้ถึง 
95 – 98 % ได้เป็น CO2 และ H2O แต่ก็ยังมีสารอินทรีย์บางชนิดที่ย่อยสลายได้น้อยจนเกือบไม่ย่อย
สลายเลย ถ้าไม่เติม AgSO4 ได้แก่ Volatile straight chain, Aliphatic compounds เพราะพวกนี 
ถูกเปลี่ยนเป็นไอลอยขึ นเหนือสารละลายไม่กลับคืนลงมาในสารละลายที่ก้าลังถูก Refluxedการเติม 
AgSO4 เป็นตัวเร่งปฏิกิริยาจะท้าให้ย่อยสลายได้มากขึ นโดยเฉพาะพวก Short – chaincarbon acid 
และ Alcohol เช่น Acetic และ Amino acid และท้าการย่อยสลายในระบบปิด(Closed reflux) ก็
จะช่วยให้ Volatile Organic Compounds ย่อยสลายได้สมบูรณ์ยิ่งขึ น 

 
สารบางตัวไม่สามารถย่อยสลายได้โดยวิธี COD Dichromate แม้ว่าจะใช้ AgSO4 

เป็นตัวเร่งแล้วก็ตาม สารเหล่านั น ได้แก่ Aromatic hydrocarbon เช่น Benzene Toluene และ 
Pyridines สารประกอบ N-containingococyclic compounds บางตัว เช่น Pyrrole, Pyrrolidine, 
Proline และ Nicotinic acid รวมทั งพวก Hydrocarbon บางตัวที่ละลายน ้าได้น้อย 
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ตารางท่ี ค.2 สารทีส่ามารถถูกออกซิไดซ์ด้วย K2Cr2O7 ได้ถึง 95 – 98 เปอร์เซ็นต์ 
 

Methanol Ethanol Butanol 
Formaldehyde Acetaldehype Acetone 

Formic acid Acetic acid Butyric acid 
Isobutyric acid Soap Oxalic acid 

Adipic acid Saccininc acid Maleic acid 
Lactic acid Tartaric acid Citric acid 

Pyromucic acid Glucose Saccharose 
Lactose Sorbose Glycocol 

Aminocaproic acid Valine Glutamic acid 
Cystine Histidine Formamide 

Acetamide Peptone Casein 
KCN K2FE(CN)6 KCNS 

Phenol O-cresol 2-Naphthol 
Pyrocatechol 8-oxyquinoline Nitrobenzene 
Bezoic acid Salicylic acid Phthalic acid 

p-aminobenzoic acid Sulfanilic acid Phenylacetic acid 
Cinnamic acid Aniline Benzidine 

Toluenesulfonic acid Aminonaphthol Piperidine 
Dodecylbenzene Dioxane Disulfonic acid 

Sulfonic acid 3-methylindole Tetrahydrofuran 
Indole β – Nathylamine Protein hydrolysates 

 
ท่ีมา: Leithe et al. (1975) 
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ภาคผนวก ง 

 
วิธีการวิเคราะห์และค านวณ 

 
วิธีวิเคราะห์ค่าซีโอดี 

 
ปิเปตตัวอย่างน ้าเสียปริมาตร 10 มิลลิลิตร ลงในหลอดย่อยสลาย ดังตารางที่ 3.2 แล้ว

เติมสารละลายมาตรฐานโปตัสเซียมไดโครเมต (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 6 มิลลิลิตร จากนั นค่อยๆเติม
สารละลายกรดซัลฟูริก (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 14 มิลลิลิตร ปิดฝาให้แน่นแล้วเขย่าหลอดวนไปมา
เพื่อให้สารละลายผสมกันดี น้าหลอดย่อยสลายใส่ลงในขาตั งหลอด จากนั นน้าเข้าตู้อบที่อุณหภูมิ 150 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ช่ัวโมง ทิ งให้เย็นที่อุณหภูมิ เทสารละลายลงในขวดรูปชมพู่ขนาด 250 
มิลลิลิตร จากนั นหยดเฟอร์โรอินอินดิเคเตอร์ (ภาคผนวก ข) 2-3 หยด แล้วน้าไปไตเตรตด้วย
สารละลายมาตรฐานโปตัสเซียมไฮโดรเจนพธาเลตความเข้มข้น 0.1 โมลาร์ (FAS) (ภาคผนวก ข) เมื่อ
ถึงจุดยุติสารละลายจะเปลี่ยนสีเป็นสีน ้าตาลแดง จดบันทึกปริมาณของสารละลายมาตรฐาน
โปตัสเซียมไฮโดรเจนพธาเลต (FAS) เพื่อน้ามาใช้ในการค้านวณ (B) ต้องท้าแบลงค์ (Blank) ด้วยทุก
ครั ง เพื่อใช้ในการค้านวณหาความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐานโปตัสเซียมไฮโดรเจนพธาเลต 
(FAS) โดยใช้น ้ากลั่นแทนตัวอย่างน ้าเสียและท้าการวิเคราะห์เหมือนตัวอย่างน ้าเสีย จดบันทึกปริมาณ
ของสารละลายมาตรฐานโปตัสเซียมไฮโดรเจนพธาเลต (FAS) เพื่อน้ามาใช้ในการค้านวณ (A) 

 
การค านวณ 

 

 ซีโอดี (มิลลิกรัมต่อลิตร)  = 
(A−B) × N ×8,000

ปริมาตรตัวอย่างน ้าเสีย (มิลลิลิตร)
 

 
เมื่อ  A คือ ปริมาณของ FAS ที่ใช้ไตเตรต Blank 
 B          คือ ปริมาณของ FAS ที่ใช้ไตเตรต ตัวอย่างน ้าเสีย 
 N  คือ Normality ของ FAS ที่ใช้ 
ตารางท่ี ง.1 แสดงปริมาณของตัวอย่างน ้าและรีเอเจนต์ต่างๆ ในหลอดทดลอง 

 
ขนาดหลอด 
ย่อยสลาย 

ปริมาตร 
ตัวอย่างน ้า 
(มิลลิลิตร) 

สารละลาย 
K2Cr2O7 
(มิลลิลิตร) 

สารละลาย 
กรด H2SO4 
(มิลลิลิตร) 

ปริมาตรรวม 
(มิลลิลิตร) 

Culture Tube : 
16 × 100 มม 
20 × 150 มม 
25 ×150 มม 

 
2.5 
5.0 
10.0 

 
1.5 
3.0 
6 

 
3.5 
7.0 
14.0 

 
7.5 
15.0 
30.0 
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การหาความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐานโปตัสเซียมไฮโดรเจนพธาเลต 
 

วิเคราะห์โดยใช้สารละลายมาตรฐานโปตัสเซียมไดโครเมตแทนสารละลาย แล้วไตเตรท
น ้ากลั่นด้วยสารละลายมาตรฐานโปตัสเซียมไฮโดรเจนพธาเลต 
 

การค านวณ 
 

นอร์มัลลิตีของสารละลายมาตรฐานโปตัสเซียมไฮโดรเจนพธาเลต (FAS) 
 

   =  ปริมาตรของสารละลายมาตรฐานโปตัสเซียมไดโครเมต (มิลลิลิตร) × 0.1 
       ปริมาตรมาตรฐานโปตัสเซียมไฮโดรเจนพธาเลตที่ใช้ไตเตรต (มิลลิลิตร) 
 
วิธีวิเคราะห์ MLSS  
 

อบกระดาษกรองให้แห้งที่อุณหภูมิ  103 – 105 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง  
ทิ งให้เย็นในเดสิกเคเตอร์ แล้วช่ังน ้าหนัก (B) เก็บกระดาษกรองไว้ในเดสิกเคเตอร์จนกว่าจะใช้ทดลอง 
วางกระดาษกรองลงในกรวยบุคเนอร์ซึ่งต่อเข้ากับเครื่องดูดสุญญากาศ ใช้น ้ากลั่นฉีดกระดาษกรองให้
เปียกแล้วเปิดเครื่องดูดอากาศ เพื่อให้กระดาษกรองแนบติดกับกรวยบุคเนอร์ ตวงปริมาตรน ้าตัวอย่าง
ที่ผสมเข้ากันดีแล้ว 50 – 100 มล. แล้วเทน ้าตัวอย่างลงในกรวยบุคเนอร์และเปิดเครื่องดูดสุญญากาศ
จนน ้าแห้ง แล้วล้างเครื่องกรองด้วยน ้ากลั่น 10 มล. เปิดเครื่องทิ งไว้ 3 นาที เมื่อแห้งแล้วน้ากระดาษ
กรองออกวางในภาชนะเดิม (อาจใช้ถ้วยระเหยหรือกระดาษอลูมิเนียมก็ได้) แล้วน้าไปอบให้แห้งที่
อุณหภูมิ 103 – 105 องศาเซลเซียส ช่ังน ้าหนักกระดาษกรองจนกว่าน ้าหนักจะคงที่ (A)  

 
การค านวณ 
 

ของแข็งแขวนลอย (มิลลิกรัมต่อลิตร)  = 
(A−B) × 106

ปริมาตรตัวอย่างน ้าเสีย (มิลลิลิตร)
 

 

เมื่อ  A คือ น ้าหนักของกระดาษกรองและของแข็งแขวนลอย (กรัม)  
B  คือ น ้าหนักของกระดาษกรอง (กรัม) 
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การค านวณ F/M 
 

 F/M =  
COD ×Q

MLSS ×V
 =  

1,000 mg/l ×1 l/Cycle 

1,500mg/l×1.5 l
   =  0.444 / cycle 

 
เมื่อ COD  = ค่าความเข้มข้นซีโอดีที่ใช้ 
 MLSS = ค่า MLSS ในถังปฏิกรณ์ 
 Q      = ปริมาณน ้าเสียที่เติมต่อรอบ 
 V       = ปริมาตรการท้างานของถังปฏิกรณ์ 
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ภาคผนวก จ 

 
การทดสอบคุณสมบัตทิางชีวเคมี 

 
การทดสอบแคตาเลส (Catalase Test) 
 

Tube Test 
ปลูกเชื อลงในอาหารวุ้นที่เอียง (ปกติใช้ NA) บ่นที่อุณหภูมิที่เหมาะสมเป็นเวลา 18-24 

ช่ัวโมง แล้วเติม 1 มิลลิลิตร ของ  3 เปอร์เซ็นต์ H2O2 เอียงให้ไหลไปมาบนผิวอาหาร ผลบวก เกิดฟอง
แก๊ส ผลลบ ไม่เกิดฟองแก๊ส 

 
Plate Test (Slide method) 
หยด H2O2 ที่มีความเข้มข้น 3 หรือ 30 เปอร์เซ็นต์ 1 หยด ลงบนสไลด์ใช้ห่วงเข่ียเชื อ 

เข่ียเชื อลงไปท้าการผสมให้เข้ากัน ผลบวก เกิดฟองแก๊ส ผลลบ ไม่มีฟอง 
 

การทดสอบออกซิเดส (Oxidase Test) 
 

Kovac’s method 
วางกระดาษกรองที่อิ่มด้วย 0.5 เปอร์เซ็นต์ teramethyl-p-phenylenediamine HCI 

ลงผลบวกเกิดสีม่วงเข้มภายใน  10 นาที ใช้ลวด nichrome เข่ียโคโลนีออกมาทดสอบ โดยลากโคโลนี
ไปมาบนกระดาษผลบวกเกิดสีม่วงเข้มภายใน 10 นาที หรืออาจจะทดสอบโดยการหยดน ้ายาทดสอบ
ลงบนจานเพาะเชื อ ที่มีโคโลนี ถ้ามี Oxidase จะมีสีชมพูแล้วก็เป็นสีม่วง และสามารถเอาเชื อไปย้อมสี
แกรมได้เพาะน ้ายาทดสอบไม่ขัดขวางการย้อมสีแกรม 

 
Indophenol method 
เลี ยงเชื อลงบน NA Slant บ่มที่ 35 องศาเซลเซียส เวลา 18-24 ช่ัวโมง ห้ามนานกว่านี  

ท้า positive control ของ Aeromonas sp.หยดสารละลาย A และ B อย่างละ 2-3 หยด ลงไปแล้ว
เขย่าและเอียงไปมาภายในหลอดตามแนวที่ปลูกเ ชื อ  ผลบวก เกิดสีน ้าเงินภายใน 2 นาที   
ถ้าเวลานานกว่านี จะเป็น weak oxidase  สารละลาย A ละลาย 1 กรัม ของ α-napthol ลงใน
สารละลาย 95 เปอร์เซ็นต์ alcohol ปริมาตร 100 มิลลิลิตร และ สารละลาย B ละลาย 1 กรัม ของ 
p-aminodimethylaniline HCI หรือ Oxalate ลงในน ้ากลั่น 100 มิลลิลิตร เก็บไว้ในตู้เย็นไม่ควร
เกิน 1 เดือน 

 



 

 

73 

การทดสอบโคแอกกูเลส (Coagulase test) 
 

วิธีการทดสอบ ท้าได้ 2 วิธี คือ 
ท้าบนแผ่นแก้ว (Slide) เพื่อทดสอบ bound coagulase 
หยด plasma บนแผ่นแก้ว 1 หยด แล้วเ ข่ียเ ชื อที่ เลี ยงไว้ใน Staphylococcus 

medium No. 110 บ่มที่ 37 องศาเซลเซียส อายุ 18-24 ช่ัวโมง  มา 1 ห่วงเข่ียเชื อ (loop) ผสมกับ 
plasma ท้า suspension 

ผลบวก จะเกิดการรวมกลุ่มของเซลล์แล้วตกตะกอน (clumping) ภายในเวลารวดเร็ว 
ถือว่าเชื อที่ทดสอบสร้าง coagulase 

ผลลบ ไม่เกิดการรวมกลุ่มของเซลล์ ควรน้าไปทดสอบโดยวิธีใช้หลอดทดลองขนาดเล็ก
ต่อไป 

ในหลอดทดลอง 
ดูดเอา suspension ของเชื อที่ เลี ยงไว้ใน brain heart infusion broth บ่มที่  37 

องศาเซลเซียส อายุ 12-18 ช่ัวโมง มา 0.1 มิลลิลิตร ใส่ลงในหลอดทดลองขนาดเล็กที่อบฆ่าเช่ือแล้ว 
และ ได้ ใส่  plasma  0.5 มิลลิ ลิตร  ไ ว้ก่อนผสมให้ เ ข้ากัน  น้ ามาบ่ มที่  37 องศา เซลเซียส 
3 ช่ัวโมง แล้วตรวจผล 

ผลบวก plasma จะจับตัวแข็งเป็นก้อน แสดงว่าเชื อที่ทดสอบสร้าง coagulase  
ผลลบ plasma จะเหลวเหมือนเดิม การแข็งตัวของ plasma มีหลายระดับอาจแข็ง

เป็นบางส่วน หรือแข็งทั งหลอดก็ได้ 
 

การทดสอบ MR (Methyl Red Test) 
 

ปลูกเชื อลงในอาหาร MR-VP บ่มที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 5 วัน หยด methyl red  
5-6 หยดลงไปต่ออาหารที่มีเชื อ 5 มิลลิลิตร ผลบวก สีแดงสด ผลลบ เหลืองหรือส้ม 

การบ่มเชื อเป็นเวลา 48 ช่ัวโมง ที่อุณหภูมิห้องหรือ 35 องศาเซลเซียส ก็เพียงพอ
ส้าหรับสมาชิกส่วนใหญ่ของแบคทีเรียพวก enterobacteriaceae แต่ส้าหรับเชื อบางชนิดอาจใช้เวลา
ที่นานกว่านี ก็ได ้

สารทดสอบ methyl red ละลาย 0.1 กรัมของ methyl red ลงใน 300 มิลลิลิตร ของ
เอทานอล 95 เปอร์เซ็นต์ แล้วเติมน ้ากลั่นลงไปให้เป็น 500 มิลลิลลิตร 
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การทดสอบ VP (Voges – Proskauer Test) 
 

O’Meara Modification  
แบ่งอาหารเลี ยงเชื อใส่หลอดทดสอบที่สะอาด เติม creatine ลงไปปริมาณเท่ากับปลาย

มีดแหลมๆเติมด่าง NaOH 40 เปอร์เซ็นต์ ลงไปปริมาณ 5 มิลลิลิตร เขย่าให้เข้ากัน ผลบวก เกิดสีชมพู 
ภายใน 2 นาที หรือช้ากว่านี ก็ได้ ผลลบ สีเหลือง 

Barritt’s Method  

ปลูกเชื อลงใน MR-VP medium บ่มที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เวลา 48 ช่ัวโมง ถ่าย
เชื อจากข้อ 1 มา 1 มิลลิลิตร ใส่ในหลอดทดสอบที่สะอาด เติม 0.6   มิลลิลิตร ของ 5 เปอร์เซ็นต์  
α-narphthol solution เติม 0.2 มิลลิลิตร ของ 40 เปอร์เซ็นต์ KOH เขย่าให้เข้ากัน ผลบวก สีแดง
ภายใน 5 นาที ผลลบ สีเหลือง 

 
การทดสอบอินโดล (Indole Test) 
 

Kovac’s method 
ปลูกเชื อลงในอาหารเหลว tryptone หรืออาหารอื่นๆ ที่เหมาะสม เช่น MIO หรือ SIM 

บ่มไว้เป็นเวลา 24-48 ช่ัวโมง ที่อุณหภูมิห้อง แล้วเติม Kovac’s reagent 0.5 มิลลิลิตร ลงไป ผลบวก 
สีแดงที่ผิวชั นบน ผลลบ ไม่เกิดสี ถ้าเป็นสีส้มจัดเป็น variable เนื่องจาก trptopham ถูกออกซิไดซ์
ไปเป็น Skatole (methyl indole) 
 
การทดสอบการใช้ซิเตรท (Citrate Utilization Test) 
 

ปลูกเชื อลงบนผิวอาหารวุ้นที่เอียง (Simmon’s Citrate agar) โดยใช้เข็มเข่ียท้าให้เชื อ
เป็นจุดบ่มที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เป็น 24-48 ช่ัวโมง ผลบวก มีการเจริญอาหารเปลี่ยนสีจาก
เขียวเป็นน ้าเงิน ผลลบ ไม่มีการเจริญ สีของอาหารไม่เปลี่ยน 

 
ทดสอบการใช้แอซีเตต (Acetate Utilization Test) 
 

ท้า suspension ของเชื อแบคทีเรียโดยใช้น ้าเกลือ ปลูกเชื อลงในอหารบ่มที่อุณหภูมิ 35 
องศาเซลเซียส เป็น 24-48 ช่ัวโมง ผลบวก มีการเจริญ เกิดสีน ้าเงิน ผลลบ ไม่มีการเจริญเป็นสีเขียว
เหมือนเดิม 
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การทดสอบการใช้มาโลเนด (Malonate Utilization Test) 
 

อาหารที่ใช้คือ modified malonate broth ปลูกเชื อลงในอาหร ใช้เชื ออายุ 18-24 
ช่ัวโมง บ่มที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เป็น 24-48 ช่ัวโมง ผลบวก อาหารเปลี่ยนเป็นสีน ้าเงิน  
ผลลบ ไม่เปลี่ยนสี เป็นสีเขียวเหมือนเดิม 

 
การทดสอบการย่อยอาร์จินิน (Arginine dihydrolase Test) 
 

Moeller’s Method 
อาหาร Moeller’s Decarboxylase broth base แล้วเติม 1 เปอร์เซ็นต์  
L- arginine monohydrochloride ข ณ ะ เ ดี ย ว กั น ก็ เ ต รี ย ม  Moeller’s 

Decarboxylase broth base โดยไม่เติม  L- arginine ไว้เป็นอาหารเปรียบเทียบ  
ปลูกเชื อลงในอาหารที่เติม arginine และไม่เติม จากนั นเท mineral oil ทับให้หนา

ประมาณ 4-5 มิลลิเมตร ลงในแต่ละหลอด บ่มที่ 35 องศาเซลเซียส ตรวจผลภายใน 4 วัน ผลบวก สี
ม่วงหรือสีแดง(หลอกเปรียบเทียบสีเหลือง) ผลลบ เหลืองทั ง 2 หลอด 

Falkow’s Method 
อาหาร Decarboxylase Medim base ที่เติม 0.5 เปอร์เซ็นต์  
L- arginine monohydrochloride ขณะเดียวกันก็เตรียม carboxylase base ที่ไม่ใส่ 

 L- arginine  
ปลูกเชื อลงในอาหารทดสอบและอาหารเปรียบเทียบ บม่ที่ 35 องศาเซลเซียส ตรวจผล

ภายใน 4 วัน ผลบวก สีม่วง (หลอดเปรียบเทียบสเีหลือง) ผลลบ เหลืองทั ง 2 หลอด 
 

การทดสอบการย่อยเยลาติน (Gelatin liquefaction Test) 
 

วิธีที่ 1 stab method เตรียมอาหารที่มี gelatin 12 เปอร์เซ็นต์ นึ่งฆ่าเชื อที่ 121 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 12-15 นาที ปลูกเชื อในลักษณะ Stab บ่มที่ 20-22 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 
วัน ตรวจสอบการเหลว โดยเอาหลอดเลี ยงเชื อไปบ่มไว้ตู้เย็น เป็นเวลา 30 นาที แล้วเอาออกมาดูการ
เหลว ถ้ายังไม่เหลวบ่มต่อทั งกระทั่งเหลว หรือจนกระทั่ง 30 วัน 

Strong positive ท้าให้อาหารเหลวที่อุณหภูมิต่้าภายใน 3 วัน 
Weak positive ท้าให้อาหารเหลวที่อุณหภูมิต่้าภายหลัง 3 วัน 

วิธีที่ 2 อาหาร NB + 12 เปอร์เซ็นต์ gelatin 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12 นาที เท
ลงในจานเพาะเชื อ ปลูกเชื อให้เป็นขุดเดียว(point inculate) ลงในจานเพาะเชื อ (1 จุด :1 จาน) บ่มที่ 
30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 วัน เทลาดด้วยสารละลาย mercuric chloride (Hg Cl2 12 กรัม
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ละลายใน น ้ากลั่น 80 มิลลิลิตร HCI conc. 16 มิลลิลิตร) ผลบวก เกิดวงใสรอบๆบริเวณเชื อเจริญ ผล
ลบ ไม่เกิด 

 
การทดสอบการย่อยแป้ง (Strarch hydrolysis Test) 
 

อาหารที่ใช้ทดสอบต้องมี 0.2 เปอร์เซ็นต์ Soluble Starch ปลูกเชื อลงในอาหารบ่มที่
อุณหภูมิเหมาะสม จะมีการเจริญ หยดสารละลายไอโอดีน 2-3 หยด ลงในอาหารเหลว อ่านผบทันที 
ผลบวก ไม่มีการเปลี่ยนสี ผลลบ สีน ้าเงิน 

ถ้าเป็น plate หรือ slant เทน ้ายาไอโอดีนลาด ผลบวก อาหารเป็นสีน ้าเงิน แต่บริเวณ
รอบๆ โคโลนีไม่มีสี ผลลบ เป็นสีน ้าเงิน 
 
การทดสอบการย่อยเอ็ซคูลิน (Esculin hydrolysis Test) 
 

เตรียม bile – esculin agar (Difco) แต่ไม่ใส่เซรุ่มม้า เตรียมใส่หลอดท้าให้เอียง 
(Slant) ส้าหรับเชื อ Streptococci ปลูกเชื อโดยการขีดไปมา (Streak) บ่มเข้าข้ามคืนที่ 35 องศา
เซลเซียส ถ้าใช้เชื อมากอาจเกิดผลบวกภายใน 2-3 ช่ัวโมง ผลบวกอาหารเป็นสีด้า ผลลบไม่เปลี่ยนสี 

 
การทดสอบการย่อยฮิพพูเรต (Hyppurate hydrolysis) 
 

เตรียม 1 เปอร์เซ็นต์ ของสารละลาย Sodium hippurate ปิดจุกปละเก็บที่  -20   
องศาเซลเซียส ละลายหลอดที่บรรจุ Sodium hippurate เข่ียเชื อ beta hemolytic Streptococci 
ถ้าโคโลนี่ใหญ่ ใช้เพียงโคโลนีเดียว ถ้าเล็กให้ใช้หลายโคโลนี suspension ควรจะขุ่น เทเชื อทั งที่ผล
เป็นบวกและลบลงในหลอดทดสอบข้อ 1 (คนละหลอด) คือใช้เชื อ streptococci group B และ A 
ตามล้าดับ บ่มที่ 37  องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 2 ช่ัวโมง เติม ninhydrin reagent 0.2 มิลลิลิตร (5 
หยด) อย่าเขย่าหลอด บ่มต่อเป็นเวลา 10 นาที ไม่เกินครึ่งช่ัวโมง เอาหลอดทดสอบออจากที่บ่มอ่าน
ผลทันที ผลบวก สีม่วงด้า ผลลบ ไม่เปลี่ยนสี หรือสีม่วงอ่อน 
 
การทดสอบการรีดิวซ์ไนเตรท (Nitrate reduction Test) 

 
เข่ียเชื ออายุ 24 ช่ัวโมง ลงในอาหาร nitrate broth บ่มเชื อที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 48 

ช่ัวโมง หยด Sulfanilic acid และ α-napthylamine ถ้าเกิดสีแดงปนตะกอน แสดงว่าผลการ
ทดสอบเป็นบวก ถ้าไม่เกิดสีแดงเติมผงสังกะสีลงไป ผลบวกไม่เกิดสีเนื่องจาก NO-

3 ถูกรีดิวซ์เป็น NO-
2 

และ N2 ผลลบ มีสีแดง 
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การทดสอบการสร้างแก๊สไฮโดรเจนซัลไฟด์ (Hydrogen sulfide Production Test) 
 

ใช้เข็มเข่ียเชื อ (needle) แตะเชื อลงใน triple sugar iron agar slant โดยขีดไปมา 
(Streak) ที่ผิวของพื นเอียง (slant) แล้วเทลง (Stab) ลงไปที่ส่วนก้นหลอดเรียกว่าท้า butt บ่มที่
อุณหภูมิห้องตรวจผลทุกวันจนครบ 5 วัน สังเกตดูการเปลี่ยนแปลงสีของอาหารและดูการเกิดแก๊ส 

 
การทดสอบยูรีเอส (Urease Test) 
 

ปลูกเชื อลงให้เป็นจุด ลงบนอาหารตรวจสอบวุ้นเอียงโดยใช้เชื อที่มีอายุ 18-24 ช่ัวโมง 
ด้วยปริมาณเล็กน้อย การใช้เชื ออายุน้อยเพื่อป้องกันมิให้มีการปะปนนของเซลล์ที่ตายแล้วหรือสิ่งที่
เจอปนอื่นๆ เกิดจากการเจริญของเซลล์ ซึ่งจะไปรบกวนการอ่านผล 

บ่มที่อุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการเจริญของเชื อ ตรวจผลการทดสอบทุกๆ วันเป็นเวลา 
7 วัน และบันทึกระยะเวลาที่สังเกตเห็นการเปลี่ยนสีของอาหารด้วย เปลี่ยนจากสีเหลืองเป็นสบีานเยน็ 
แสดงว่าผลการทดลองเป็นบวก ระยะที่เกิดอาจช่วยในการพิจารณาจ้าแนกชนิดจุลินทรีย์ 
 
การทดสอบฟอสฟาเตส (Phosphatase) 
 

วิธีการที่ 1 ใช้อาหาร NA นึ่งฆ่าเชื อภายใต้ความกดดันที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส  
นาน 15 นาที ปล่อยให้เย็น 50-55 องศาเซลเซียส  เติม 2 มิลลิลิตร ของ 0.5 เปอร์เซ็นต์ Sodium 
phenolphthalein diphosphate ต่ออาหาร 100 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันแล้วเทลงในจานเพาะเชื อ 
บ่มเชื อลงในจารเพาะเชื อ บ่มข้ามคืนที่ 35 องศาเซลเซียส วางจานอาหารเลี ยงเชื อไว้ในที่มีไอของ 
NH3 จากขวดที่เปิดท้าในตู้ควัน ผลบวก เกิดสีชมพู ผลลบ ไม่มีการเปลี่ยนแปลง 

วิธีการที่ 2 ปลูกเชื อปราณมากลงในสารลาย p-nitrophenylphosphate ปริมาณ 0.3 
มิลลิลิตร บ่ม 6 ช่ัวโมง ที่ 37 องศาเซลเซียส เติม 0.04 M glycine-NaOH buffer (pH 10.5) ปริมาณ 
0.3 มิลลิลิตร ผลบวก เกิดสีเหลือง 

 
การทดสอบการออกซิไดส์กลูโคเนต (Gluconate oxidation Test) 
 

เติม gluconate substrate tablet ลงในน ้ากลั่น 1 มิลลิลิตร ปลูกเชื อปริมาณมากลง
ไป บ่มข้ามคืนที่ 35-37 องศาเซลเซียส  เติม Clinitest tablet ผลบวก เกิดตะกอนสี green-yellow-
orange ผลลบ สีน ้าเงิน 
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การทดสอบลีซิทิเนส(Lecithinase Test) 
 

เตรียมอาหาร egg yolk agar ได้แก่ peptone 20 กรัม, Na2HPO4 2.5 กรัม, NaCl 1.0 
กรัม, MgSO4 0.05 กรัม, Dextrose 1.0 กรัม, Agar 12.5 กรัม และ น ้ากลั่น 500 มิลลิลิตร ปรับ pH 
7.4 นึ่ง ฆ่าเชื อ 121 องศาเซลเซียส  15 นาที  ท้าให้เย็นอุณหภูมิ  50-55 องศาเซลเซียส  เติม 
antibiotic free egg yolk ผสมให้เข้ากันเทลงในจานเพาะเชื อ ก่อนที่จะแยกไข่โดยวิธีปราศจากเชื อ 
ขีดเชื อไปมา หรือท้าเป็นจุดบนอาหาร บ่ม 48 ช่ัวโมง ที่ 35 องศาเซลเซียส  บรรยากาศที่เหมาะสมต่อ
การเจริญของเชื อ ผลบวกขุ่นรอบๆบริเวณที่เชื อเจริญ 

 
การทดสอบดีเอมิเนส (Deaminase Test) 
 

เลี ยงเชื อในอาหารวุ้นเอียง phenylalanine อายุประมาณ 18 ถึง 24 ช่ัวโมง และท้า
หลอดเปรียบเทียบ คือ ไม่มีเชื อ เติม 10 เปอร์เซ็นต์ ของ ferric chloride ลงไปหลอดละ 5 หยด  
เขย่าหลอดเบาๆ เพื่อให้เชื อหลุดจากอาหาร สังเกตการณ์เปลี่ยนแปลงสีของอาหาร และสาร
ตรวจสอบที่หยดลงไปภายใน 5 นาที เพราะสีที่เกิดขึ นไม่เสถียร 

ผลบวก จะพบสีเขียวอาจอ่อนหรือเข้มในอาหารแบะสารตรวจสอบ และดูเปรียบเทียบ
กับหลอดเปรียบเทียบจะท้าให้อ่านผลง่ายขึ น 

ผลลบ ไม่มีการเปลี่ยนแปลงของสี คือ ยังคงเป็นสีเหลืองของ ferric chloride 
 
การทดสอบดีคาร์บอซิเลส (Decarboxilase Test) 
 
ปลูกเชื อลงในอาหารที่มีกรดอะมิโนแต่ละชนิดอย่างละ 1 หลอด ท้าหลอดเปรียบเทียบ โดยใช้อาหาร 
decarboxylase base ปลูกเชื อลงไป ถ้าเป็นอาหารเหลว เทพาราฟินทับทุกหลอด แล้วปิดจุกฝา
เกลียวให้แน่น บ่มที่อุณหภูมิห้องนาน 24-48 ช่ัวโมง ตรวจผลโดยดูผลการเปลี่ยนแปลงสีของอาหาร 
ผลบวกหลอดที่มกีรดอะมิโนเป็นสมี่วง และหลอดเปรียบเทยีบเปน็สีเหลือง ผลลบเหลืองทั งสองหลอด 
 
การทดสอบการหมักคาร์โบไฮเดรต (Carbohydrate fermentation Test) 
 

ปลูกเชื อที่ต้องการทดสอบลงไปในอาหาร fermentation Carbohydrate medium 
บ่มที่อุณหภูมิห้อง หรือ 37 องศาเซลเซียส ประมาณ 18-24 ช่ัวโมง ตรวจผลโดยดูการเปลี่ยนสีของ
อาหาร และดูการเกิดแก๊สในหลอดดักแก๊ส 
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ผลบวก อาหารเปลี่ยนเป็นสีเหลือง แต่ไม่มีแก๊สในหลอดดักแก๊ส แสดงว่า เชื อหมัก
คาร์โบไฮเดรตแล้วได้เฉพาะกรด อาหารเปลี่ยนเป็นสีเหลือง และมีแก๊สในหลอดดักแก๊ส แสดงว่า เชื อ
หมักคาร์โบไฮเดรตแล้วได้กรดและแก๊ส 

ผลลบ อาหารไม่เปลี่ยนสี คือ เป็นสีเขียวเหมือนเดิม แสดงว่าเชื อไม่หมักคาร์โบไฮเดรต 
 
การทดสอบการออกซิไดซ์และการหมัก (Oxidation – Fermentation Test) 
 

ปลูกเชื อลงในอาหาร Hugh and Leifson’s O-F medium ชนิดละ 2 หลอด โดยการ
แทงตรงลงไป หลอดหนึ่งท้าให้อยู่ในสภาพขาดอากาศโดยเทพาราฟินเหยวผิดผิวหน้าประมาณ 2 
เซนติเมตร บ่มเชื อที่อุณหภูมิห้อง นาน 48 ช่ัวโมง ดูการเปรียบเทียบสีของอาหารและเกิดแก๊ส 

ผล อาหารเปลี่ยนสีจากสีเขียวเป็นเหลือง เฉพาะหลอดที่ไม่ไม่ได้เทพาราฟิน แสดงว่า
เป็น Oxidation แต่ถ้าเกิดเปลี่ยนสีทั งสองหลอด แสดงว่าเป็น fermentation 
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ภาคผนวก ฉ 

 
ตารางแสดงค่า OD.600 nm การเจริญเติบโตและน  าหนักแห้งของจุลินทรีย์ คัดเลือกทั ง  
10 ไอโซเลท เมื่อเลี ยงในอาหารน  าเสียสังเคราะห์เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 
 
ตารางท่ี ฉ.1 ค่า OD.600 nm ของจลุินทรีย์แต่ละสายพันธ์ุในขวดเขย่า 
 

รหสั 
จุลินทรีย ์

เวลา 
(h) 

OD600 
nm. 

ซ ้าที่ 1 

OD600 
nm. 

ซ ้าที่ 2 

OD600 
nm. 

ซ ้าที่ 3 

OD600 
nm. 
เฉลี่ย 

SD 

P. aeruginosa 
J1 

0 0.043 0.039 0.041 0.041 0.002 
3 0.127 0.138 0.132 0.132 0.006 
6 0.763 0.755 0.76 0.759 0.004 
9 1.084 1.094 1.087 1.088 0.005 
12 1.264 1.33 1.307 1.300 0.034 
15 1.24 1.21 1.207 1.219 0.018 
18 1.235 1.23 1.236 1.234 0.003 
21 1.241 1.248 1.246 1.245 0.004 
24 1.206 1.198 1.209 1.204 0.006 

B. mycoides 
S7 

0 0.039 0.039 0.038 0.039 0.001 
3 0.063 0.069 0.069 0.067 0.003 
6 0.472 0.467 0.469 0.469 0.003 
9 0.521 0.527 0.517 0.522 0.005 
12 0.566 0.546 0.597 0.570 0.026 
15 0.642 0.648 0.647 0.646 0.003 
18 0.704 0.709 0.701 0.705 0.004 
21 0.728 0.725 0.719 0.724 0.005 
24 0.81 0.809 0.813 0.811 0.002 
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ตารางท่ี ฉ.2 ค่า OD.600 nm ของจลุินทรีย์แต่ละสายพันธ์ุในขวดเขย่า(ต่อ) 
 

รหสั 
จุลินทรีย ์

เวลา 
(h) 

OD600 
nm. 

ซ ้าที่ 1 

OD600 
nm. 

ซ ้าที่ 2 

OD600 
nm. 

ซ ้าที่ 3 

OD600 
nm. 
เฉลี่ย 

SD 

B. subtilis 
J2 

0 0.043 0.039 0.041 0.041 0.002 
3 0.268 0.265 0.272 0.268 0.004 
6 0.899 0.897 0.92 0.905 0.013 
9 1.044 1.045 1.049 1.046 0.003 
12 1.168 1.172 1.18 1.173 0.006 
15 1.316 1.319 1.32 1.318 0.002 
18 1.389 1.392 1.402 1.394 0.007 
21 1.394 1.396 1.398 1.396 0.002 
24 1.451 1.445 1.448 1.448 0.003 

L. fusiformis 
S2 

0 0.496 0.501 0.509 0.502 0.007 
3 0.483 0.489 0.48 0.484 0.005 
6 1.033 1.029 1.026 1.029 0.004 
9 1.502 1.498 1.498 1.499 0.002 
12 1.659 1.664 1.656 1.660 0.004 
15 1.978 1.969 1.972 1.973 0.005 
18 1.877 1.871 1.875 1.874 0.003 
21 1.821 1.818 1.815 1.818 0.003 
24 1.782 1.791 1.787 1.787 0.005 
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ตารางท่ี ฉ.3 ค่า OD.600 nm ของจลุินทรีย์แต่ละสายพันธ์ุในขวดเขย่า(ต่อ) 
 

รหสั 
จุลินทรีย ์

เวลา 
(h) 

OD600 
nm. 

ซ ้าที่ 1 

OD600 
nm. 

ซ ้าที่ 2 

OD600 
nm. 

ซ ้าที่ 3 

OD600 
nm. 
เฉลี่ย 

SD 

Br. choshinensis 
PL3 

0 0.414 0.409 0.408 0.410 0.003 
3 0.651 0.656 0.646 0.651 0.005 
6 1.145 1.131 1.139 1.138 0.007 
9 1.47 1.475 1.481 1.475 0.006 
12 1.526 1.519 1.512 1.519 0.007 
15 1.639 1.642 1.648 1.643 0.005 
18 1.662 1.654 1.659 1.658 0.004 
21 1.592 1.584 1.588 1.588 0.004 
24 1.456 1.452 1.448 1.452 0.004 

B. cereus 
J5 

0 0.542 0.545 0.551 0.546 0.005 
3 0.564 0.572 0.578 0.571 0.007 
6 0.672 0.666 0.658 0.665 0.007 
9 1.338 1.342 1.338 1.339 0.002 
12 1.559 1.566 1.564 1.563 0.004 
15 1.756 1.749 1.752 1.752 0.004 
18 1.731 1.728 1.723 1.727 0.004 
21 1.673 1.679 1.682 1.678 0.005 
24 1.667 1.659 1.661 1.662 0.004 
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ตารางท่ี ฉ.4 ค่า OD.600 nm ของจลุินทรีย์แต่ละสายพันธ์ุในขวดเขย่า(ต่อ) 
 

รหสั 
จุลินทรีย ์

เวลา 
(h) 

OD600 
nm. 

ซ ้าที่ 1 

OD600 
nm. 

ซ ้าที่ 2 

OD600 
nm. 

ซ ้าที่ 3 

OD600 
nm. 
เฉลี่ย 

SD 

E. coli 
P2 

0 0.082 0.079 0.077 0.079 0.003 
3 0.127 0.118 0.123 0.123 0.005 
6 0.688 0.695 0.692 0.692 0.004 
9 0.996 1.001 0.993 0.997 0.004 
12 1.132 0.134 1.135 0.800 0.577 
15 1.181 1.179 1.778 1.379 0.345 
18 1.263 1.263 1.1267 1.218 0.079 
21 1.34 1.345 1.338 1.341 0.004 
24 1.278 1.275 1.282 1.278 0.004 

P. putida 
R6 

0 0.082 0.084 0.081 0.082 0.002 
3 0.1 0.095 0.098 0.098 0.003 
6 0.284 0.274 0.279 0.279 0.005 
9 0.678 0.672 0.675 0.675 0.003 
12 0.811 0.804 0.807 0.807 0.004 
15 0.961 0.957 0.959 0.959 0.002 
18 0.943 0.946 0.941 0.943 0.003 
21 0.976 0.972 0.975 0.974 0.002 
24 0.966 0.965 0.959 0.963 0.004 
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ตารางท่ี ฉ.5 ค่า OD.600 nm ของจลุินทรีย์แต่ละสายพันธ์ุในขวดเขย่า(ต่อ) 

 
รหสั 

จุลินทรีย ์
เวลา 
(h) 

OD600 
nm. 

ซ ้าที่ 1 

OD600 
nm. 

ซ ้าที่ 2 

OD600 
nm. 

ซ ้าที่ 3 

OD600 
nm. 
เฉลี่ย 

SD 

B. thuringiensis 
S1 

0 0.082 0.079 0.078 0.080 0.002 
3 0.53 0.57 0.55 0.550 0.020 
6 0.86 0.863 0.865 0.863 0.003 
9 0.875 0.877 0.875 0.876 0.001 
12 0.897 0.899 0.891 0.896 0.004 
15 0.935 0.939 0.941 0.938 0.003 
18 0.969 0.971 0.974 0.971 0.003 
21 1.085 1.089 1.091 1.088 0.003 
24 1.194 1.189 1.187 1.190 0.004 

L. sphaericus 
S6 

0 0.463 0.459 0.462 0.461 0.002 
3 0.503 0.502 0.507 0.504 0.003 
6 0.936 0.936 0.929 0.934 0.004 
9 1.417 1.421 1.419 1.419 0.002 
12 1.61 1.597 1.599 1.602 0.007 
15 1.733 1.733 1.737 1.734 0.002 
18 1.96 1.969 1.965 1.965 0.005 
21 1.973 1.971 1.969 1.971 0.002 
24 1.872 1.869 1.873 1.871 0.002 
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ตารางท่ี ฉ.6 ค่าน ้าหนักเซลล์แหง้ของจลุินทรีย์แต่ละสายพนัธ์ุในขวดเขย่า 

 
รหสั 

จุลินทรีย ์
เวลา 
(h) 

ค่า
น ้าหนัก

เซลล์แหง้ 
(mg/5ml

) 
ซ ้าที่ 1 

ค่า
น ้าหนัก

เซลล์แหง้ 
(mg/5ml

) 
ซ ้าที่ 2 

ค่า
น ้าหนัก

เซลล์แหง้ 
(mg/5ml

) 
ซ ้าที่ 3 

ค่า
น ้าหนัก

เซลล์แหง้ 
เฉลี่ย 

ค่า
น ้าหนัก
เซลล์
แห้ง 

(mg/ml
) 

SD 

P. 
aeruginos

a 
J1 

0 62.8 62.5 62.2 62.50 12.50 0.30 
3 86.8 86.5 87.1 86.80 17.36 0.30 
6 87.1 87.5 87.7 87.43 17.49 0.31 
9 88.9 89.3 89.2 89.13 17.83 0.21 
12 89.9 89.6 89.2 89.57 17.91 0.35 
15 91 91.3 90.8 91.03 18.21 0.25 
18 92 91.5 91.8 91.77 18.35 0.25 
21 92.5 92.8 92.7 92.67 18.53 0.15 
24 93 92.7 93.1 92.93 18.59 0.21 

B. 
mycoides 

S7 

0 60.5 61.2 60.8 60.83 12.17 0.35 
3 65.3 65.5 64.9 65.23 13.05 0.31 
6 70.1 70.8 71 70.63 14.13 0.47 
9 73.4 72.9 73.2 73.17 14.63 0.25 
12 77.9 78.5 78.7 78.37 15.67 0.42 
15 83.5 84.3 77.5 81.77 16.35 3.72 
18 84.6 84.3 85 84.63 16.93 0.35 
21 87.5 85.4 88.5 87.13 17.43 1.58 
24 89.3 89.9 90.9 90.03 18.01 0.81 
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ตารางท่ี ฉ.7 ค่าน ้าหนักเซลล์แหง้ของจลุินทรีย์แต่ละสายพนัธ์ุในขวดเขย่า(ต่อ) 
 

รหสั 
จุลินทรีย ์

เวลา 
(h) 

ค่า
น ้าหนัก

เซลล์แหง้ 
(mg/5ml

) 
ซ ้าที่ 1 

ค่า
น ้าหนัก

เซลล์แหง้ 
(mg/5ml

) 
ซ ้าที่ 2 

ค่า
น ้าหนัก

เซลล์แหง้ 
(mg/5ml

) 
ซ ้าที่ 3 

ค่า
น ้าหนัก

เซลล์แหง้ 
เฉลี่ย 

ค่า
น ้าหนัก
เซลล์
แห้ง 

(mg/ml
) 

SD 

B. 
subtilis 

J2 

0 60.3 60.9 61.1 60.77 12.15 0.42 
3 65.4 64.8 65.7 65.30 13.06 0.46 
6 68.9 69.5 69.7 69.37 13.87 0.42 
9 71.3 72.5 72 71.93 14.39 0.60 
12 74.4 74 74.8 74.40 14.88 0.40 
15 79.8 79.5 78.9 79.40 15.88 0.46 
18 85.2 85.5 84.5 85.07 17.01 0.51 
21 87.5 87.8 87.5 87.60 17.52 0.17 
24 89.5 89.1 89.9 89.50 17.90 0.40 

L. 
fusiformi

s 
S2 

0 67.5 68 68.4 67.97 13.59 0.45 
3 69.9 68.9 10.7 49.83 9.97 33.89 
6 73.5 74.2 74.7 74.13 14.83 0.60 
9 78.9 78.3 79.4 78.87 15.77 0.55 
12 85.8 86.4 86.6 86.27 17.25 0.42 
15 89.8 89.3 89.7 89.60 17.92 0.26 
18 91.1 91.5 91.8 91.47 18.29 0.35 
21 95.7 96.8 97.6 96.70 19.34 0.95 
24 96 95.4 97.6 96.33 19.27 1.14 
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ตารางท่ี ฉ.8 ค่าน ้าหนักเซลล์แหง้ของจลุินทรีย์แต่ละสายพนัธ์ุในขวดเขย่า(ต่อ) 
 

รหสั 
จุลินทรีย ์

เวลา 
(h) 

ค่าน ้าหนัก
เซลล์แหง้ 
(mg/5ml

) 
ซ ้าที่ 1 

ค่าน ้าหนัก
เซลล์แหง้ 
(mg/5ml

) 
ซ ้าที่ 2 

ค่าน ้าหนัก
เซลล์แหง้ 
(mg/5ml

) 
ซ ้าที่ 3 

ค่า
น ้าหนัก

เซลล์แหง้ 
เฉลี่ย 

ค่า
น ้าหนัก
เซลล์
แห้ง 

(mg/ml
) 

SD 

Br. 
choshinensi

s 
PL3 

0 73.5 77.4 73.3 74.73 14.95 2.31 
3 76.7 78.3 78.4 77.80 15.56 0.95 
6 79.5 80 80.1 79.87 15.97 0.32 
9 86.6 86.9 89.6 87.70 17.54 1.65 
12 88.4 88.6 88.7 88.57 17.71 0.15 
15 88.9 88.5 89.3 88.90 17.78 0.40 
18 93.6 90.3 92.4 92.10 18.42 1.67 
21 95.1 96.4 96.9 96.13 19.23 0.93 
24 99.1 98.5 99.6 99.07 19.81 0.55 

B. cereus 
J5 

0 79.2 78.7 79.3 79.07 15.81 0.32 
3 83 83.7 82.4 83.03 16.61 0.65 
6 83.9 84 84.7 84.20 16.84 0.44 
9 88.9 89.3 88.7 88.97 17.79 0.31 
12 91.8 90.3 90.7 90.93 18.19 0.78 
15 94.8 95.5 95.3 95.20 19.04 0.36 
18 95.6 94.9 95.5 95.33 19.07 0.38 
21 96.9 97.2 96.4 96.83 19.37 0.40 
24 98.4 97.9 97.7 98.00 19.60 0.36 
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ตารางท่ี ฉ.9 ค่าน ้าหนักเซลล์แหง้ของจลุินทรีย์แต่ละสายพนัธ์ุในขวดเขย่า(ต่อ) 

 
รหสั 

จุลินทรีย ์
เวลา 
(h) 

ค่าน ้าหนัก
เซลล์แหง้ 
(mg/5ml) 

ซ ้าที่ 1 

ค่าน ้าหนัก
เซลล์แหง้ 
(mg/5ml) 

ซ ้าที่ 2 

ค่าน ้าหนัก
เซลล์แหง้ 
(mg/5ml) 

ซ ้าที่ 3 

ค่า
น ้าหนัก

เซลล์แหง้ 
เฉลี่ย 

ค่า
น ้าหนัก
เซลล์
แห้ง 

(mg/ml) 

SD 

E. coli 
P2 

0 81.3 80.8 81.1 81.07 16.21 0.25 
3 85.6 85.3 84.9 85.27 17.05 0.35 
6 90.1 89.7 88.9 89.57 17.91 0.61 
9 94.7 93.9 95.2 94.60 18.92 0.66 
12 95.8 96.8 96.2 96.27 19.25 0.50 
15 98.7 98.9 97.5 98.37 19.67 0.76 
18 99 99.6 99.3 99.30 19.86 0.30 
21 100.8 101.4 101.9 101.37 20.27 0.55 
24 102.3 103.5 102.7 102.83 20.57 0.61 

P. 
putida 

R6 

0 79.8 78.6 79.2 79.20 15.84 0.60 
3 82.3 81.6 82 81.97 16.39 0.35 
6 85.4 85.9 86.3 85.87 17.17 0.45 
9 88.9 88.2 87.8 88.30 17.66 0.56 
12 89.8 88.6 89.3 89.23 17.85 0.60 
15 92.4 93.6 93.1 93.03 18.61 0.60 
18 95.3 95.8 96.4 95.83 19.17 0.55 
21 98.7 98.8 99.3 98.93 19.79 0.32 
24 99.9 100.8 101.5 100.73 20.15 0.80 
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ตารางท่ี ฉ.10 ค่าน ้าหนักเซลล์แห้งของจลุินทรีย์แต่ละสายพันธ์ุในขวดเขย่า(ต่อ) 
 

รหสั 
จุลินทรีย ์

เวลา 
(h) 

ค่าน ้าหนัก
เซลล์แหง้ 
(mg/5ml

) 
ซ ้าที่ 1 

ค่าน ้าหนัก
เซลล์แหง้ 
(mg/5ml

) 
ซ ้าที่ 2 

ค่าน ้าหนัก
เซลล์แหง้ 
(mg/5ml

) 
ซ ้าที่ 3 

ค่า
น ้าหนัก

เซลล์แหง้ 
เฉลี่ย 

ค่า
น ้าหนัก
เซลล์
แห้ง 

(mg/ml
) 

SD 

B. 
thuringiensi

s 
S1 

0 72.6 73.1 72.3 72.67 14.53 0.40 
3 78.9 78.6 79.2 78.90 15.78 0.30 
6 83.5 84.2 83.8 83.83 16.77 0.35 
9 89.6 89.9 88.7 89.40 17.88 0.62 
12 93.4 94.3 93.8 93.83 18.77 0.45 
15 95.4 96.4 95.8 95.87 19.17 0.50 
18 98.7 97.2 98.1 98.00 19.60 0.75 
21 99.5 99.1 99.1 99.23 19.85 0.23 
24 101.5 100.7 101.2 101.13 20.23 0.40 

L. 
sphaericus 

S6 

0 61.5 62.1 61.9 61.83 12.37 0.31 
3 65.4 64.8 65.7 65.30 13.06 0.46 
6 69.8 69.2 68.7 69.23 13.85 0.55 
9 73.5 73 72.8 73.10 14.62 0.36 
12 77.5 76.9 78.2 77.53 15.51 0.65 
15 79.8 79.9 80.4 80.03 16.01 0.32 
18 81.5 81.8 81.1 81.47 16.29 0.35 
21 83.5 83.7 82.9 83.37 16.67 0.42 
24 84.5 85.5 84.9 84.97 16.99 0.50 
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ภาคผนวก ช 

 
ผลการทดสอบชีวเคมี 

 
ตารางท่ี ช.1 ผลการทดสอบสมบัติชีวเคมีของ Pseudomonas sp. 
Test Pseudomonas aeruginosa Pseudomonas putida 
No. of flagella 
Fluorescent pigments 
Pyocyanine 
Carotenoids 
Growth at 41 0C 
Levan formation from sucrose 
Arginine dihydrolase 
Oxidase reaction 
Denitrification 
Hydrolysis of : 
      Gelatin 
      Starch 
      Poly - β – 
      Hydroxybutyrate 
Carbon source for growth : 
      Glucose 
Trehalose 
2 – Ketogluconate 
Meso – Inositol 
Geraniol 
L- Valine 
β – Alanine 
 

1 
db 
d 
- 
 
+ 
- 
+ 
+ 
+ 
 
+ 
- 
- 
+ 
- 
+ 
- 
+ 
+ 
+ 
+ 

>1 
+b 

- 

- 

 

- 

- 

+ 

+ 

- 

 

- 

- 

- 

+ 

- 

+ 

- 

- 

+ 

+ 

+ 

aLateral flagella of short wave length may also be product under certain conditions. 
b+ = positive for 90% or more of strains ; - = negative for 90% or more of strain ; d = positive for 
more than 10% but less than 90% of all strains studied. 
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ตารางท่ี ช.2 ผลการทดสอบสมบัติชีวเคมีของ Bacillus sp. 
 

Test Bacillus 
subtilis 

Bacillus 
cereus 

Bacillus 
thuringiensis 

Bacillus 
mycoides 

Bacillus 
licheniformis 

Bacillus 
megaterium 

Rods 
    Width, µm 
    Length, µm 

 
0.7-0.8 

2-3 

 
1.0-1.2 

3-5 

 
1.0-1.2 

3-5 

 
1.0-1.2 
3-5 

 
0.6-0.8 
1.5-3 

 
1.2-1.5 
2-5 

Gram reaction 
    Unstained globules in the 
protoplasm 

+ 
- 

+ 
+ 

+ 
+ 

+ 
+ 

+ 
- 

+ 
+ 

Spores 
    ellipsoidal 
    round 
 central or paracentral 
    swelling the sporangium 

 
+ 
+ 
- 
- 

 
+ 
- 
+ 
- 

 
+ 
- 
+ 
- 

 
+ 
- 
+ 
- 

 
+ 
+ 
- 
- 

 
+ 
v 
+ 
- 

Crystaline 
    Parasporal bodies 

 - 
 

a -  - 

Motility + a a - + a 
Catalase + + +  

+ 
+ + 

Anaerobic growth - + + + + - 
V-P reaction + + + + + - 
pH in V-P broth 5.4-8.0 4.3-5.6 4.3-5.6 4.5-5.6 5.0-5.6 4.5-6.8 
Temperature for growth, oC 
   Maximum 
   Minimum 

 
45-55 
5-20 

 
35-45 
10-20 

 
40-45 
10-15 

 
35-40 
10-15 

 
50-55 
15 

 
35-45 
3-20 

Egg yolk reaction - + + + - - 
Growth in  
   0.001% lysozyme 
Media at pH 5.7 
0.02% azidea 
   7% NaCl 
Ammonia glucose medium 

 
B 
+ 
- 
+ 

 
+ 
+ 
 
 

- 

 
+ 
+ 
 
+ 

 
+ 
+ 
 
a 
- 

 
- 
+ 
+ 
- 
 

 
- 
+ 
 
+ 
+ 

Acid from 
Glucose 
Arabinose 
Xylose 
Mannitol 

 
+ 
+ 
+ 
+ 

 
+ 
- 
- 
- 

 
+ 
A 
A 
+ 

 
+ 
- 
- 
- 

 
+ 
+ 
+ 
+ 

 
+ 
a 
a 
+ 

Hydrolysis of Starch 
   Hippurate, 4 week 

+ 
- 

+ 
 

+ + + 
- 

+ 

Use of citrate 
   propionate 

+ 
- 

+ + + + 
+ 

+ 

Reduction NO3
- to NO2

- + + b + + b 
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ตารางท่ี ช.2 (ต่อ) ผลการทดสอบสมบัติชีวเคมีของ Bacillus sp. 
 

Test Bacillus 
subtilis 

Bacillus 
cereus 

Bacillus 
thuringiensis 

Bacillus 
mycoides 

Bacillus 
licheniformis 

Bacillus 
megaterium 

Decomposition of  
 Casein 
Tyrosine 
phenylalanine, 1 week 

 
+ 
- 

 
+ 
+ 
- 

 
+ 
+ 
- 

 
+ 
+ 
- 

 
+ 
+ 
 

 
+ 
 
a 

Liquefaction of nutrient 
Gelatin, 20 oc 2 week 

1.0 cm 
or more 

   <1.0 cm  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

+ = 85 to 100% of strains positive ; a = 50 to 84% of the strains positive ; b = 15 to 49% of the strains positive ; - = 0 to 
14% of the strain positive ; v = character inconstant 
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ตารางท่ี ช.3 ผลการทดสอบสมบัติชีวเคมีของ E. coli 
 

Test Escherichia coli Test Escherichia coli 
Gram stain (24h) 
Oxidase (24h) 
Indole production 
Methyl red 
Voges- Proskauer 
Citrate (Simmons) 
Hydrogen sulfide production 
Urea hydrolysis 
Phenylalanine deaminase 
(24h) 
Lysine decarboxylase 
Arginine dihydrolase 
Ornithine decarboxylase 
Motility 
Gelatin hydrolysis, 22 0c 
KCN, growth 
Malonate utilization 
D-Glucose, acid production 
D-Glucose, gas production 
Acid production: 
        D-Adonitol 
        L- Arabinose 
        Cellobiose 
        Dulcitol 
        Glycerol 
        Myo-Inositol 
        Lactose 
        Maltose 
        D-Mannitol 
        D-Mannose 
        Melibiose 
        α-Methyl-D-glucoside 

- 
- 
+ 
+ 
- 
- 
- 
- 
- 
+ 
[-] 
d 
+ 
- 
- 
- 
+ 
+ 
 
- 
+ 
- 
- 
D 
- 
- 
- 
+ 
+ 
- 
+ 

Raffinose 
L-Rhamnose 
Salicin 
D-Sorbitol 
Sucose 
Trehalose 
D-Xylose 
Mucate 
Tartrate, Jordans 
Esculin hydrolysis 
Acetate utilization 
Nitrate reduction 
Deoxyribonuclease, 25 oc 
Lipase 
ONPGc 
Pigmentd 
Flagella arrangemente 
Catalase production (24h) 

Oxidation-fermentation 

- 
- 
- 
+ 
D 
+ 
+ 
+ 
+ 
d 
+ 
+ 
- 
- 
+ 
- 
P 
+ 
F 

-, 0-10% positive; [-], 11-25% positive; [+], 76-89% positive; +, 90-100% positive.  
a Data not available. b No growth. c ONPG, O-nitrophenyl-β-D-galactopyranoside.  
d B, brown; O, orange; R, red or pink; Y, yellow.  
e P, peritrichous; L, lateral. f F, fermentative.  
D different reactions in different taxa (species of a genus or genera of a family)  
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ตารางท่ี ช.4 ผลการทดสอบสมบัติชีวเคมีของ lysinibacillus sp. 
ทดสอบ Lysinibacillus sphaericus Lysinibacillus fusiformis 

Rods 
    Width, µm 
    Length, µm 

 
ND 

 

 
0.6-1.0 
1.5-5.0 

Gram reaction 
    Unstained globules in the 
protoplasm 

+ + 

Growth: 
Temperature oC 
pH rang 
7% NaCl 

 
10-40 
6.0-9.5 

- 

 
17-40 
6.0-9.5 

+ 
Boron tolerance 75+ 60+ 
Voges-Proskauer test - - 
Reduction NO3

- to NO2
- - - 

Oxidase 
L-Arginine dihydrolase 
L-Lysine and L-ornithine  
Tryptophan deaminase 

+ 
ND 
ND 
-a 

+ 
ND 
ND 
ND 

Hydrolysis: 
Urea 
Gelatin 
Aesculin 

 
+ 
+ 
- 

 
+ 
+ 
- 

Acid from 
Sucrose 
D-Xylose 
N-Acetyl-D-glucosamine 

 
V 
- 

ND 

 
V 
- 

ND 
Resistance to (µg ml-1): 
Chloramphenicol  
Erythromycin 
Rifampicin 
Streptomycin 
Tetracycline 

 
+ 
+ 
- 

+W 
- 

 
+ 
+ 
- 

+W 
- 

Oxidation of: 
Pyruvate 
α- Hydroxybutyrate 
β- Hydroxybutyrate 

 
+b 
-b 
-b 

 
+b 
-b 
-b 

All type strains produced positive results for motility, growth without NaCl and catalase activity and negative 
result for H2S product and indole production. ND, data available;  V, variable result; +, positive; W, weakly 
positive; -, negative. 
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ตารางท่ี ช.5 ผลการทดสอบสมบัติชีวเคมีของ Brevibacillus sp. 
ทดสอบ Brevibacillus 

choshinensis 
 ทดสอบ Brevibacillus choshinensis 

Gram reaction  
Anaerobic growth   
Growth at: 
20°C d  
50°C  
55°C  
NaCl tolerance: 
2%   
3%  
4%  
5%  
Hydrolysis of: 
Casein  
Gelatin  
ONPG  
Starch  
Urea  
Nitrate reduction  
Acid from:f 
N-Acetylglucosamine  
d-Fructose  
d-Glucose  
Glycerol  
Maltose  
d-Mannitol  
d-Mannose  
Ribose  
d-Tagatose  
d-Trehalose  
d-Turanose  
Alkali from:f 
cis-Aconitate  
trans-Aconitate  
Aspartate  
Caprylate  
Citrate  
Fumarate  
  

+ 
- 
 
+ 
- 
- 
 
- 
- 
- 
- 
 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
+ 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
d 
- 

 d-Galacturonate  
d-Gluconate  
d-Glucuronate  
l-Glutamate  
dl-Lactate  
d-Malate  
l-Malate  
Malonate  
Mucate  
2-Oxoglutarate  
Propionate  
Quinate  
Succinate  
l-Tartrate 

- 
d 
- 
- 
- 
d 
+ 
d 
- 
+ 
+ 
- 
- 
- 

 

  
aSymbols: +, >85% positive; d, results differ between strains (16–84% positive); −, 0–15% positive; +/v, positive or variable reaction 
within a strain; +/v/−, positive, variable or negative reaction within a strain; v, reaction varies within a strain; w, weak reaction; +/w, 
positive or weak positive reaction; d/w, results differ between strains, but positive reactions are weak; no entry indicates that no data are 
available. 
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ภาคผนวก ซ 

 
ตารางแสดงผลการวิเคราะห์ค่าซีโอดี  

 
ตารางท่ี ซ.1 ค่าซีโอดีของของจุลินทรีย์ท่ีคัดแยกได้ทั งหมด 
 

รหสั
จุลินทรีย ์

ค่าซีโอด ี
(mg/l) 
ซ ้าที่ 1 

ค่าซีโอดี 
(mg/l) 
ซ ้าที่ 2 

ค่าซีโอดี 
(mg/l) 
ซ ้าที่ 3 

ค่าซีโอดี 
(mg/l) 
เฉลี่ย 

SD % 
การบ้าบัด 

P 1 422.40 438.40 438.40 433.07 9.24 56.69 

P 2 328.40 344.40 360.40 344.40 16.00 65.56 

P 3 1000.00 886.40 1000.00 962.13 65.59 3.79 

BK 1  742.40 742.40 758.40 747.73 9.24 25.23 

BK 2 703.38 694.40 710.40 692.06 12.65 30.79 
BK 3 822.40 806.40 838.40 822.40 16.00 17.76 
BK 4 744.40 758.40 758.40 753.73 8.08 24.63 
PW 1 790.40 806.40 806.40 801.07 9.24 19.89 

Pw 2 1000.00 1000.00 886.40 962.13 65.59 3.79 

PW 3 800.00 900.00 820.77 840.26 52.77 15.97 

PK 1 566.40 582.40 550.40 566.40 16.00 43.36 
PK 2 710.40 742.40 742.40 731.73 18.48 26.83 

PK 3 838.40 838.40 822.40 833.07 9.24 16.69 

PK 4 790.40 790.40 790.40 790.40 0.00 20.96 

PK 5 886.40 870.40 870.40 875.73 9.24 12.43 

PK 6  838.40 850.32 872.40 855.71 17.01 14.43 

PK 7 694.40 678.40 710.40 694.40 16.00 30.56 
KS 1 801.35 817.56 806.40 815.10 7.77 18.49 

KS 2 579.42 582.40 566.40 576.07 8.51 42.39 
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ตารางท่ี ซ.2 ค่าซีโอดีของของจุลินทรีย์ท่ีคัดแยกได้ทั งหมด(ต่อ) 
รหสั

จุลินทรีย ์
ค่าซีโอด ี
(mg/l) 
ซ ้าที่ 1 

ค่าซีโอดี 
(mg/l) 
ซ ้าที่ 2 

ค่าซีโอดี 
(mg/l) 
ซ ้าที่ 3 

ค่าซีโอดี 
(mg/l) 
เฉลี่ย 

SD % 
การบ้าบัด 

KS 3 678.40 678.40 678.40 678.40 0.00 32.16 

KS 4 662.40 646.40 646.40 651.73 9.24 34.83 

R 1 678.40 646.40 662.40 662.40 16.00 33.76 

R 2 806.40 790.40 812.42 803.67 11.38 19.69 

R 3 662.40 694.40 694.40 683.73 18.48 31.63 

R 4 662.40 678.40 678.40 673.07 9.24 32.69 

R 5 390.40 416.25 406.40 404.35 13.05 59.57 

R 6 358.40 374.40 374.40 369.07 9.24 63.09 

R 7 534.40 550.40 548.32 544.37 8.70 45.56 

R 8 966.67 966.67 900.00 944.45 38.49 5.56 

R 9 886.40 886.40 886.40 886.40 0.00 11.36 

PL 1 742.40 726.40 742.40 737.07 9.24 26.29 

PL 2 534.40 518.40 545.32 532.71 13.54 46.73 

PL 3 326.40 310.40 326.40 321.07 9.24 67.89 

PL 4 886.40 870.40 892.35 883.05 11.35 11.70 

QM 1 726.40 726.40 726.40 726.40 0.00 27.36 

QM 2 598.40 624.35 614.40 612.38 13.09 38.76 

S 1 342.40 326.40 326.40 331.73 9.24 66.83 

S 2 374.40 390.40 358.40 374.40 16.00 62.56 

S 3 694.40 701.35 678.40 691.38 11.77 30.86 
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ตารางท่ี ซ.3 ค่าซีโอดีของของจุลินทรีย์ท่ีคัดแยกได้ทั งหมด(ต่อ) 
 

รหสั
จุลินทรีย ์

ค่าซีโอด ี
(mg/l) 
ซ ้าที่ 1 

ค่าซีโอดี 
(mg/l) 
ซ ้าที่ 2 

ค่าซีโอดี 
(mg/l) 
ซ ้าที่ 3 

ค่าซีโอดี 
(mg/l) 
เฉลี่ย 

SD % 
การบ้าบัด 

S 4 614.40 630.40 636.35 627.65 11.35 37.30 

S 5 582.40 578.35 566.40 575.72 8.32 42.43 

S 6 358.40 358.40 342.40 353.07 9.24 64.69 

S 7 374.40 374.40 390.40 379.73 9.24 62.03 

E 1 374.40 366.35 358.40 366.38 8.00 63.35 

E 2 294.40 294.40 310.40 299.73 9.24 70.03 
E 3 742.40 758.35 726.40 742.38 15.98 25.76 

E 4 310.40 294.40 278.40 294.40 16.00 70.56 

E 5 342.40 358.40 342.40 347.73 9.24 65.23 

E 6 694.40 710.35 678.40 694.38 15.98 30.56 
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ตารางท่ี ซ.4 ค่า MLSS ของถังปฏิกรณ์บ าบัดน  าเสียกากตะกอนช่องนนทรีและกากตะกอนช่อง
นนทรีเติมกลุ่มหัวเชื อจุลินทรีย์ 

 
ถังปฏิกรณ์ day 1 2 3 เฉลี่ย SD 

กากตะกอนน ้าสียช่องนนทร ี 1 1506 1510 1509 1508.33 2.08 
2 1535 1540 1543 1539.33 4.04 
3 1543 1545 1550 1546.00 3.61 
4 1570 1568 1565 1567.67 2.52 
5 1519 1515 1520 1518.00 2.65 
6 1535 1542 1545 1540.67 5.13 
7 1550 1549 1553 1550.67 2.08 
8 1540 1542 1540 1540.67 1.15 

กากตะกอนน ้าเสียช่องนนทร+ี 
หัวเชื อจลุินทรีย ์

1 1510 1505 1504 1506.33 3.21 
2 1558 1554 1550 1554.00 4.00 
3 1554 1550 1548 1550.67 3.06 
4 1525 1530 1538 1531.00 6.56 
5 1532 1530 1535 1532.33 2.52 
6 1530 1525 1526 1527.00 2.65 
7 1535 1538 1535 1536.00 1.73 
8 1540 1538 1536 1538.00 2.00 
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