
บทที 3
อุปกรณ์และวิธีการทดลอง

อ ุปกรณ ์
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E n v iro n m e n t In c u b a to r  S h a k e r)
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เค ร ื่อ ง ว ัด ค ่า ก า ร ด ูด ก ล ืน แ ส ง  

(S p e c tro p h o to m e te r)

ร ุ่น  N o va sp e c  I I

N e w  B ru n s w ic k  S c ie n t if ic

M e lt 1er In s tru m e n t

P h a rm a c ia

ต ู้อ บ แ ห ้ง  (H o t  A i r  O v e n )  ร ุ่น  U L  6 0  M e m m e rt

ค ู้ถ ่า ย เช ื้อ แ บ บ  L a rm in a  F lo w D w y e r  In s tru m e n ts

ป ร ะ เ ท ศ

U S A .

U S A .

U S A .

U S A .

S w itz e r la n d

E n g la n d

G e rm a n y

U S A .

ก ล ้อ ง จ ุล ท ร ร ศ น ์ (M ic ro s c o p e ) K y o w a Japan
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อ ุป ก ร ณ ์ บ ร ิษ ัท ผ ู้ผ ล ิต ป ร ะ เ ท ศ

เค ร ื่อ ง ป ่น เห ว ี่ย ง แ ย ก เซ ล ล ์ K u b o ta Japan

เ ค ร ื่อ ง ว ัด ค ว า ม เป ็น ก ร ด ด ่า ง (p H  m e te r) P H  Scan 1 S in g a p o re

เค ร ื่อ ง เข ย ่า  ( V o r te x )  ร ุ่น  G ie n e  2 S c ie n t if ic U S A .

เ ค ม ีภ ัณ ฑ ์

ส า ร เ ค ม ี บ ร ิษ ัท ผ ู้ผ ล ิต ป ร ะ เ ท ศ

แ อ ม โ ม เน ีย ม ซ ัล เฟ ต  ( N H 4) 2 S 0 4 [ ะ . M e rc k  D a m n s ta d t G e n n a n y

แ ค ล เซ ีย ม ค ล อ ไ ร ด ์ (C a C I2) ไไ ไไ

แ ม ก น ีเซ ีย ม แ ฮ บ ด ะ ไ ฮ เด ร ด
ไไ ไไ

( M g S 0 4.7 H 20 )

โ ป แ ต ส เช ีย ม ไ ฮ โ ด ร เจ น ฟ อ ส เฟ ต
ไไ ไไ

( K H 2P O  4)

แ ค ล เซ ีย ม ค ล อ ไ ร ด ํไ ด ไ ฮ เด ร ต
ไไ ไไ

(C a C I 2. 2 H 20 )

โ ซ เด ีย ม ไ ฮ ด ร อ ก ไ ซ ด ์(N a O H ) ไง ไไ

ไ ด โ ป แ ด ส เซ ีย ม ไ ฮ โ ด ร เจ น ฟ อ ส เฟ ต ไไ ไไ

( K 2H P 0 4)

ก ร ด ซ ัล ฟ ูร ิก เข ้ม ข ้น  ( h 2s o 4) ไไ ไไ
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ส า ร เ ค ม ี

เฟ อ ร ัส ฟ อ ส เฟ ต เฮ ป ด ะ ไ ฮ เด ร ด  

( F e S 0 4.7 H 20 )

บ ร ิษ ัท ผ ู้ผ ล ิต  

C a r lo  erba

ป ร ะ เ ท ศ

I ta ly

ช ิง ค ์ซ ัล เฟ ต เฮ ป ด ะ ไ ฮ เด ร ด  

( Z n S 0 4.7 H 20 )

M a y & B a k e r E n g la n d

พ า ร า ไ น โ ต ร ฟ น อ ล  ( N 0 2 C 6H 40 H ) C a r lo  e rba I ta ly

ไ ด โ ซ เด ีย ม ไ ฮ โ ด ร เจ น ฟ อ ส เฟ ต ( N a 2H P O 4) C a rlo  e rba I ta ly

แ อ ม โ ม เ น ีย ม ไ น เต ร ด ( N H 4N O g ) J .T  B a k e r U S A .

วิธีการดำเนินการทดลอง

1. การคัดแยกแบคทีเรียจากตัวอย่างนํ้าเสียและตะกอน เพื่อหาแบคทีเรียที่มี

ความสามารถในการย่อยสลายพาราไนโตรหีเนอล

1.1 การเก็บตัวอย่างนํ้าและตะกอน

เก็บตัวอย่างนํ้าและตะกอนจากถังเต ิมอากาศระบบบำบัดนํ้าเส ียแบบตะกอนเร่งของ 

โรงงานฟอกซ้อมและโรงงานฟอกหนังท ี่ม ีการไซ ้สารพารา ไนโตรฟินอลในพื้นที่จ ังหวัด 

สมุทรปราการ โดยเก็บตัวอย่างจากบริเวณที่กำหนดใส่ขวดที่ปราศจากเชื้อและแซ่ตัวอย่างไวิในถัง 

น้ําแข็ง อุณหภูมิประมาณ 5 องศาเซลเซียส
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1 .2  ว ิเ ค ร า ะ ห ์ส ม บ ัต ิท า ง เ ค ม ีข อ ง ต ัว อ ย ่า ง น ํ้า  ด ัง ต ่อ ไ ป น ี้

1 .2 .1  ว ัด ค ่า ค ว า ม เป ็น ก ร ด ด ่า ง  โ ด ย  p H  m e te r

1 .2 .2  ว ัด ป ร ิม า ณ ส า ร อ ิน ท ร ีย ์ด ้ว ย ว ิธ ีร ีฟ ล ัก ซ ์แ บ บ ป ีด  ( ม ั่น ส ิน  ด ัณ ฑ ุล เ ว ศ น ์,  2 5 4 0 )

ด ัง แ ส ด ง ใ น ภ า ค ผ น ว ก  ก

1 .2 .3  ว ัด ค ว า ม เข ้ม ข ้น ข อ ง ส า ร พ า ร า ไ น โ ต ร ห ์น อ ล  (H e itk a m p  et a l. ,  1 9 9 0 )  ด ัง แ ส ด ง  

ใ น ภ า ค ผ น ว ก  ก

1 .3  แ ย ก แ บ ค ท ีเ ร ีย ท ี่ย ่อ ย ส ล า ย พ า ร า ไ น โ ต ร บ ัน อ ล

1 .3 .1  ผ ส ม ต ัว อ ย ่า ง น ํ้า แ ล ะ ต ะ ก อ น ใ ห ้เข ้า ก ัน ด ้ว ย เค ร ื่อ ง ผ ส ม  (V o r te x  M ix e r )  ท ำ ก า ร  

เจ ือ จ า ง ต ัว อ ย ่า ง  1 0  เท ่า โ ด ย ป ีเป ต ต ัว อ ย ่า ง  1 ม ิล ล ิล ิต ร  ใ ส ่ล ง ใ น ห ล อ ด บ ร ร จ ุน ํ้า ก ล ั่น ป ร า ศ จ า ก เช ื้อ  

9  ม ิล ล ิล ิต ร

1 . 3 . 2  ถ ่า ย ต ัว อ ย ่า ง ท ี่เ จ ือ จ า ง แ ล ้ว ใ น ข ้อ  1 .3 .1  ล ง ใ น อ า ห า ร เล ี้ย ง เช ื้อ เห ล ว  M B  H  

(  M o d if ie d  B u s h n e ll &  H aas M in im a l S a lts  m e d iu m )  ด ัง แ ส ด ง  [น ภ า ค ผ น ว ก  ข ซ ึง ผ ส ม เบ ร น  

ฮ า ร ์ท  อ ิน พ ิว ช ั่น  ป ร อ ท  (B ra in  H e a rt In fu s io n  B ro th )  3 .7  ม ิล ล ิก ร ัม ต ่อ ล ิต ร แ ล ะ พ า ร า

ไ น โ ต ร ท ี!น อ ล  0 .1  ม ิล ล ิโ ม ล า ร ์ บ ่ม เช ื้อ บ น เค ร ื่อ ง เข ย ่า ท ี,อ ุณ ห ภ ูม ิห ้อ ง  ด ้ว ย ค ว า ม เร ็ว  2 0 0  ร อ บ ต ่อ  

น า ท ี ห ล ัง จ า ก ท ี,ท ำ ก า ร ต ร ว จ ว ัด ค ว า ม ข ุ่น ข อ ง เซ ล ล ์แ บ ค ท ีเ ร ีย โ ด ย เค ร ื่อ ง ว ัด ค ่า ก า ร ด ูด ก ล ืน แ ส ง  ที,

ค ว า ม ย า ว ค ล ื่น  6 0 0  น า โ น เม ต ร  เ ม ื่อ ก า ร ด ูด ก ล ืน แ ส ง ม ีค ่า ต ั้ง แ ต ่ 0 .5  ข ึ้น ไ ป  แ ส ด ง ว ่า ม ีก า ร เจ ร ิญ  

ข อ ง แ บ ค ท ีเ ร ีย

1 .3 .3  แ ย ก แ บ ค ท ีเ ร ีย จ า ก ต ัว อ ย ่า ง ใ น ข ้อ  1 .3 .2  ใ ห ้เป ็น โ ค โ ล น ีเ ด ี่ย ว

1 .3 .3 .1  น ำ อ า ห า ร เล ี้ย ง เช ื้อ เห ล ว ท ี่ม ีก า ร เจ ร ิญ เต ิบ โ ต ข อ ง เช ื้อ ต ัง ท ี่ไ ด ้ก ล ่า ว ไ ว ่ใ น ข ้อ

1 .3 .2  ม า เข ี่ย ล า ก  (S tre a k )  บ น จ า น เล ี้ย ง เช ื้อ ท ี่ม ีอ า ห า ร เล ี้ย ง เช ื้อ แ ข ็ง  M B H  ท ี่ผ ส ม เบ ร น  ฮ า ร ัท  อ ิน  

พ ิว ซ ั่น  ป ร อ ท  (B ra in  H e a rt In fu s io n  B r o th )  3 .7  ม ิล ล ิก ร ัม ต ่อ ล ิต ร แ ล ะ พ า ร า ไ น โ ต ร ท ีเน อ ล  0 .1  

ม ิล ล ิโ ม ล า ร ์ บ ่ม เล ี้ย ง ท ี'อ ุณ ห ภ ูม ิห ้อ ง

1 .3 .3 .2  ใ น ร ะ ย ะ เว ล า ป ร ะ ม า ณ  1 ส ัป ด า ห ์ เม ื่อ ม ีก า ร ส ร ้า ง โ ค โ ล น ีเด ี่ย ว บ น จ า น

เล ี้ย ง เช ื้อ  เล ือ ก โ ค โ ล น ีเด ี่ย ว น ั้น ม า เข ี่ย ล า ก ซ ํ้า  บ น อ า ห า ร ส ูต ร เด ีย ว ก ัน  .บ ่ม เล ี้ย ง ท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิห ้อ ง เ พ ื่อ  

ใ ห ์ไ ด ้เช ื้อ ท ี่บ ร ิส ุท ธ ิ๙ ท ำ ก า ร ถ ่า ย เช ื้อ ห ล า ย  ๆ  ค ร ั้ง  เข ี่ย เช ื้อ แ บ ค ท ีเ ร ีย ท ี่แ ย ก ไ ว ้ล ง บ น อ า ห า ร เล ี้ย ง เช ื้อ  

แข ็ง  ต า ม ว ิธ ีก า ร ใ น ข ้อ  1 .3 .3 .1  ค ัด เล ือ ก แ บ ค ท ีเ ร ีย ท ี่ม ีค ว า ม ส า ม า ร ถ ใ น ก า ร ย ่อ ย ส ล า ย พ า ร า

ไ น โ ต ร ท ี]น อ ล  โ ด ย ก า ร ส ัง เก ต ก า ร เป ล ี่ย น ส ีข อ ง อ า ห า ร เล ี้ย ง เช ื้อ แ ข ็ง  จ า ก ส ีเ ห ล ือ ง เ ป ล ี่ย น ไ ป เป ็น ไ ม ่ม ี 

ส ี ภ า ย ใ น ร ะ ย ะ เว ล า  1 ส ัป ด า ห ์

1 .3 .3 .3  เก ็บ ร ัก ษ า เช ื้อ บ น อ า ห า ร เล ี้ย ง เช ื้อ แ ข ็ง ท ร ิป ต ิก ซ อ ย  ( T r y p ic  s o y  agar 

s la n t)  ส ำ ห ร ับ ก า ร ท ด ล อ ง ข ั้น ต ่อ ไ ป



30

1 . 4  ค ัด เ ล ือ ก แ บ ค ท ีเ ร ีย ท ี่ม ีป ร ะ ส ิท ธ ิภ า พ ใ น ก า ร ย ่อ ย ส ล า ย พ า ร า ไ น โ ต ร ค ัน อ ล ส ูง ส ุด

น ำ แ บ ค ท ีเ ร ีย ท ี'แ ย ก จ น ก ร ะ ท ั่ง ไ ด ้เ ช ื้อ บ ร ิส ุท ธ ท ี่ม ีค ว า ม ส า ม า ร ถ ใ น ก า ร เ ป ล ี่ย น ส ิข อ ง อ า ห า ร  

เล ี้ย ง เช ื้อ แ ข ็ง  M B  H  ท ี่ผ ส ม เบ ร น  ฮ า ร ์ท  อ ิน ค ัว ช ั่น แ ล ะ พ า ร า ไ น โ ต ร ค ัน อ ล  ต า ม ข ้อ  1 .3 .3 .1  ม า  

ท ด ส อ บ ป ร ะ ส ิท ธ ิภ า พ ใ น ก า ร ย ่อ ย ส ล า ย พ า ร า ไ น โ ต ร ค ัน อ ล

1 .4 .1  เต ร ีย ม ห ัว เช ื้อ ( In o c u lu m )  แ บ ค ท ีเ ร ีย ท ี่ม ีค ว า ม ส า ม า ร ถ ไ น ก า ร ย ่อ ย ส ล า ย  

พ า ร า ใ น โ ต ร ค ัน อ ล

น ำ เ ช ื้อ ท ี่ม ีป ร ะ ส ิท ธ ิภ า พ ส ูง ใ น ก า ร ย ่อ ย ส ล า ย พ า ร า ไ น โ ต ร ค ัน อ ล ไ ด ้ต า ม ข ้อ 1 . 3 . 3 . 2  

ป ร ะ ม า ณ  5 ส า ย พ ัน ธ ุม า เต ร ีย ม เป ีน ห ัว เช ื้อ  ( In o c u lu m )  โ ด ย เข ย โ ค โ ล น ํล ง บ น อ า ห า ร เล ี้ย ง เช ื้อ เห ล ว  

T S B  (ส ูต ร อ า ห า ร แ ส ด ง ไ น ภ า ค ผ น ว ก  ข )  ป ร ีม า ต ร  5 0  ม ิล ล ิล ิต ร ใ น ข ว ด ร ูป ช ม พ ู่ข น า ด  2 5 0  

ม ิล ล ิล ิต ร  เล ี้ย ง บ น เค ร ื่อ ง เข ย ่า ค ว า ม เร ็ว  2 0 0  ร อ บ ต ่อ น า ท ี เป น เว ล า  2 4 ซ ั่ว โ ม ง ท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิห ้อ ง

1 .4 .2  ท ด ส อ บ ก า ร ย ่อ ย ส ล า ย พ า ร า ไ น โ ต ร ค ัน อ ล ข อ ง แ บ ค ท ีเ ร ีย  5 ส า ย พ ัน ธ ุท ี'แ ย ก ไ ด ้

1 .4 .2 .1  น ำ ห ัว เช ื้อ ท ี'เต ร ีย ม จ า ก ข ้อ  1 .4 .1  ม า ป ร ิม า ณ  0 .1  ม ิล ล ิล ิต ร ใ ส ใ น อ า ห า ร เล ี้ย ง เช ื้อ  

เห ล ว  M B I I  ซ ึ่ง ผ ส ม เบ ร น  ฮ า ร ิท  อ ิน ฟ ้ว ซ ั่น  3.7 ม ิล ล ิก ร ัม ต ่อ ล ิต ร แ ล ะ พ า ร า ไ น โ ต ร ค ัน อ ล  ท ี่ร ะ ด ับ  

ค ว า ม เข ้ม ข ้น ต ่า ง  ๆ  ต ั้ง แ ต ่ 0 ,  0 .0 1 ,  0 .0 2 5 ,  0 .0 5  แ ล ะ  0 .1  ม ิล ล ิ'โ ม ล า ร ิ’ ป ร ิม า ต ร  1 0 0

ม ิล ล ิล ิต ร  บ ร ร จ ุไ น ข ว ด ร ูป ช ม พ ู่ข น า ด  2 5 0  ม ิล ล ิล ิต ร  เล ี่ย ง เข ย ่า ด ้ว ย อ ัต ร า เร ็ว  2 0 0  ร อ บ ต ่อ น า ท ี 

ด ้ว ย เค ร ื่อ ง เข ย ่า ท ี'อ ุณ ห ภ ูม ิห ้อ ง  เป ีน ร ะ ย ะ เว ล า  3 0  ว ัน  ท ำ ก า ร ท ด ล อ ง ซ ํ้า  3  ค ร ั้ง

1 .4 .2 .2  ต ร ว จ ว ัด ,ป ร ิม า ณ ค ว า ม เข ้ม ข ้น ข อ ง พ า ร า ไ น โ ต ร ค ัน อ ล ท ี่ล ด ล ง ด ้ว ย เค ร ื่อ ง ว ัด ค ่า ก า ร  

ด ูด ก ล ืน แ ส ง ท ี'ค ว า ม ย า ว ค ล ื่น  4 0 2  น า โ น เม ต ร  ต า ม ว ิธ ีก า ร ข อ ง  H e itk a m p  แ ล ะ ค ณ ะ ( 1 9 9 0 )  พ ร ้อ ม  

ท ั่ง ว ัด ค ่า ค ว า ม ข ุ่น ข อ ง เช ื้อ ด ้ว ย เค ร ื่อ ง ว ัด ค ่า ก า ร ด ูด ก ล ืน แ ส ง ท ี่ค ว า ม ย า ว ค ล ื่น  6 0 0  น า โ น เม ต ร  โ ด ย  

ท ำ ก า ร เก ็บ ต ัว อ ย ่า ง ด ้ว ย ว ิธ ีป ล อ ด เช ื้อ ท ุก  ๆ  3 ว ัน เ ป น ร ะ ย ะ เว ล า  3 0  ว ัน  ท ำ ก า ร ท ด ล อ ง ซ ํ้า  3 ค ร ั้ง  

ด ัด เล ือ ก ห า แ บ ค ท ีเ ร ีย ท ี่ม ีค ว า ม ส า ม า ร ถ ไ น ก า ร ย ่อ ย ส ล า ย ไ ด ้ส ูง ส ุด  2 ส า ย พ ัน ธ ุ
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2. ศึกษาปิจจัยสิ่งแวดล้อมที่มีผลต่อการเจริญของแบคทีเรียสายพันธุ AS107

และสายพันธุ AS217

น ำ แ บ ค ท ีเร ีย ท ี่ม ีป ร ะ ส ิท ธ ิภ า พ ส ูง ส ุด ไ น ก า ร ย ่อ ย ส ล า ย พ า ร า ไ น โ ต ร ใ ไ น อ ล  จ ำ น ว น  2 ส า ย พ ัน ธ ุ 

ค ือ ส า ย พ ัน ธ ุ A S 1 0 7  แ ล ะ ส า ย พ ัน ธ ุ A S 2 1 7  ม า ท ด ส อ บ ผ ล ก ร ะ ท บ ข อ ง ส ิง แ ว ด ล ้อ ม  ไ ด ้แ ก ่

ค ่า ค ว า ม เป ็น ก ร ด ด ่า ง แ ล ะ อ ุณ ห ภ ูม ิต ่อ ก า ร เจ ร ิญ ข อ ง แ บ ค ท ีเ ร ีย ท ั้ง ส อ ง ส า ย พ ัน ธ ุ

2.1 เตรียมหัวเชื้อ (Inoculum) แบคทีเรียที่ค ัดเสือกได้ที่มีความสามารถในการย่อย

พาราไนโตรที!นอลสูงสุด

น ำ แ บ ค ท ีเร ีย ท ี'ส า ม า ร ถ ย ่อ ย ส ล า ย พ า ร า ไ น โ ต ร ท ีเน อ ล ไ ด ้ส ูง ส ุด จ า ก ข ้อ  1 .4 .2 .2  จ ำ น ว น  2 

ส า ย พ ัน ธ ุ ค ือ  ส า ย พ ัน ธ ุ A S 1 0 7  แ ล ะ  ส า ย พ ัน ธ ุ A S 21 7 ม า เ ต ร ีย ม เป ็น ห ัว เช ื้อ  ( In o c u lu m )  ต า ม  

ว ิธ ีก า ร ใ น ห ัว ข ้อ  1 .4 .1

2.2 ศึกษาผลกระทบของความเป็นกรดด่างที่มีต่อการเจริญเติบโตของแบคทีเรียสายพันธุ 

AS 107 และ AS 217

ป ีเป ต ห ัว เช ื้อ ท ี่เ ต ร ีย ม จ า ก ข ้อ  2 .1  ม า ป ร ิม า ต ร  0 .1  ม ิล ส ิล ิต ร  ไ ส โ น อ า ห า ร เล ี้ย ง เช ื้อ เห ล ว  

T S B  ป ร ิม า ต ร  5 0  ม ิล ล ิล ิต ร  บ ร ร จ ุใ น ข ว ด ร ูป ซ ม พ ู'ข น า ด  2 5 0  ม ิล ล ิล ิต ร  โ ด ย ป ร ับ ค ่า ค ว า ม เ ป ็น ก ร ด  

ด ่า ง ข อ ง อ า ห า ร เล ี้ย ง เช ื้อ ไ ห ้แ ต ก ด ่า ง ก ัน  ค ือ  3 , 5 7  แ ล ะ  9 เล ี้ย ง เข ย ่า ด ้ว ย อ ัต ร า เร ็ว  2 0 0  ร อ บ ต ่อ  

น า ท ีบ น เค ร ื่อ ง เข ย ่า ท ี่ค ว บ ค ุม อ ุณ ห ภ ูม ิ (P s y c o th e rm  S h a k e r)  ร ุ่น  G - 2 7  ท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิ 3 0  อ ง ศ า  

เซ ล เซ ีย ส  เก ็บ ต ัว อ ย ่า ง ท ุก  ๆ  6 ช ั่ว โ ม ง  เป ็น ร ะ ย ะ เว ล า  4 8  ช ั่ว โ ม ง เพ ื่อ ต ิด ต า ม ก า ร เจ ร ิญ ข อ ง  

แ บ ค ท ีเ ร ีย โ ด ย ก า ร ว ัด ค ว า ม ข ุ่น ข อ ง เช ื้อ ส า ย พ ัน ธ ุท ี่ค ัด เล ือ ก  ต า ม ว ิธ ีก า ร ไ น ข ้อ  1 .4 .2 .2

2.3 ผลกระทบของอุณหภูม ิท ี่ม ีต ่อการเจริญเติบโตของแบคทีเร ียสายพันธุAS107 และ

สายพันธุ AS217 ที่คัดเสือก

ป ีเป ต ห ัว เช ื้อ ท ี' เต ร ีย ม จ า ก ข ้อ  2 .1  ม า ป ร ิม า ต ร  0 .1  ม ิล ล ิล ิต ร  ไ ส ใ น อ า ห า ร เล ี้ย ง เช ื้อ เห ล ว  

T S B  ป ร ิม า ต ร  5 0  ม ิล ส ิล ิต ร  บ ร ร จ ุใ น ข ว ด ร ูป ช ม พ ู่ข น า ด  2 5 0  ม ิล ล ิล ิต ร  ท ี่ป ร ับ ค ่า ค ว า ม เป ็น ก ร ด  

ด ่า ง ท ี่ 7 แ ป ร ผ ัน อ ุณ ห ภ ูม ิ โ ด ย เล ี้ย ง เข ย ่า ด ้ว ย เค ร ื่อ ง เข ย ่า ช น ิด โ ร ต า ร ื่ท ี่ค ว บ ค ุม อ ุณ ห ภ ูม ิท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิ 

2 0  แ ล ะ  3 0  อ ง ศ า เซ ล เซ ีย ส  ด ้ว ย  P s y c ro th e rm  S h a ke r ร ุ่น  G - 2 2  แ ล ะ ท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิ 4 0  แ ล ะ  5 0  

อ ง ศ า เซ ล เซ ีย ส  ด ้ว ย เค ร ื่อ ง เข ย ่า  C o n tro lle d  E n v iro n m e n t In c u b a to r  S h a ke r เก ็บ ต ัว อ ย ่า ง ท ุก  6
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ชั่วโมง ใน ระยะ เวล า 4 8  ชั่วโมง เพ ื่อ ว ัด ค ว าม ข ุ่น ข อ ง เช ื้อ ส าย พ ัน ธ ุส าย พ ัน ธ ุ A S 1 0 7  และสาย 
พ ันธ ุ A S 2 1 7

3. ศึกษาการย่อยสลายพาราไนโตรพีเนอลโดยแบคทีเรียสายพันธุ AS107 และ

สายพันธุ AS217 ในภาวะที่มีการเติมพาราไนโตรพันอลลงในอาหารเลี้ยงเซี้อและ 

ภาวะที่ไม่มีการเติมพาราไนโตรพันอลลงในอาหารเลี้ยงเชื้อระหว่างการบ่มเพาะ

น ำแ บ ค ท ีเร ีย ส าย พ ัน ธ ุ A S 1 0 7  และ A S 2 1 7  ม าท ดส อ บ ก ารย ่อ ยส ลายพ าราโน โต รท ี]น อ ล  
ใน ภ าว ะ ท ี่ม ีก าร เต ิม พ าร าไ น โต ร ท ี]น อ ล ล งใน อ าห าร เล ี้ย ง เช ื้อ แ ล ะ ภ าว ะ ท ี'ไ ม ่ม ีก าร เต ิม พ าร าไ น โ ต ร พ ั 
น อ ล ล งใน อ าห าร เล ี้ย ง เช ื้อ  ท ำก าร เป ร ีย บ เท ีย บ ค ว าม แ ต ก ต ่างข อ งก าร ย ่อ ย ส ล าย พ าร าไ น โต รท ีJ นอล 
ในภาวะท ี,ก าร เต ร ีย ม เซ ล ล ์แ บ ค ท ีเร ีย ต ่าง ก ัน

3.1 เตรียมหัวเชื้อ (Inoculum)

เข ี่ย เช ื้อ โ ค โ ล น ีบ ร ิส ุท ธ ฃ อ ง แ บ ค ท ีเร ีย ส า ย พ ัน ธ ุ A S 1 0 7  แ ล ะ ส า ย พ ัน ธ ุ A S 2 1 7  จ า ก โ ค โ ล น ี 

ท ี'เจ ร ิญ บ น อ า ห า ร เช ื้อ แ ข ็ง  MB H ท ี่ผ ส ม เบ ร น ฮ า ร์ท อ ิน ท ี]ว ช ัน  3 .7  ม ิล ล ิก ร ัม ต ่อ ล ิต ร  ม า  1 ล ูป  

(loop) เล ี้ย ง ใ น อ า ห า ร เช ื้อ เห ล ว  MBII ท ี่ผ ส ม เบ ร น  ฮ า ร ์ท อ ิน ท ี]ว ช ั่น  3 .7  ม ิล ล ิก ร ัม ต ่อ ล ิต ร  ที,ค ่า  

ค ว า ม เป ็น ก ร ด ด ่า ง เท ่า ก ับ  7 ป ร ิม า ต ร  1 0 0  ม ิล ล ิล ิต ร  บ ร ร จ ุใ น ซ ว ด ร ูป ช ม พ ู่ข น า ด  2 5 0  ม ิล ล ิล ิต ร  

จ ำ น ว น ส า ย พ ัน ธ ุล ะ  1 0  ข ว ด  เล ี้ย ง เข ย ่า ด ้ว ย อ ัต ร า เร ็ว  2 0 0  ร อ บ ต ่อ น า ท ี ด ้ว ย เค ร ื่อ ง เข ย ่า ช น ิด โ ร ต า ร ี่ 

ท ี่ค ว บ ค ุม อ ุณ ห ภ ูม ิ (P s y c o th e rm  S h a ke r ร ุ่น  G - 7 0 )  3 0  อ ง ศ า เซ ล เซ ีย ส  เป ็น เว ล า  2 4  ช ั่ว โ ม ง  

จ า ก น ั้น เต ิม พ า ร า ไ น โ ต ร ท ี]น อ ล โ ด ย ว ิธ ีป ล อ ด เช ื้อ ล ง ใ น ข ว ด ห ัว เช ื้อ ท ี, เต ร ีย ม ไ ว ้ข ้า ง ด ้น  ส า ย พ ัน ธ ุล ะ  5 

ข ว ด  โ ด ย ใ ห ้ม ีค ว า ม เข ้ม ข ้น  0 .1  ม ิล ล ิโ ม ล า ร ์แ ต ่ล ะ ข ว ด  ส ่ว น ท ี' เห ล ือ อ ีก ส า ย พ ัน ธ ุล ะ  5 ข ว ด ไ ม ่ม ีก า ร  

เต ิม พ า ร า ไ น โ ต ร ท ี]น อ ล ล ง ไ ป  จ า ก น ั้น  น ำ ข ว ด ห ัว เช ื้อ ท ั้ง  2 0  ข ว ด เล ี้ย ง เข ย ่า ด ้ว ย อ ัต ร า เร ็ว  2 0 0  

ร อ บ ต ่อ น า ท ี ด ้ว ย เค ร ื่อ ง เข ย ่า ช น ิด โ ร ต า ร ื่ท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิห ้อ ง  เป ็น เว ล า  3  ช ั่ว โ ม ง

3.2 เตรียมสารแขวนลอยของเซลล์แบคทีเรีย (Cell suspension) สำหรับทำการทดสอบ

การย่อยสลายพาราไนโตรพันอล

น ำแ บ ค ท ีเร ีย ส าย พ ัน ธ ุ A S 1 0 7  และ ส ายพ ัน ธ ุ A S 2 1 7  ไ ป ป ่น เห ว ี่ย งท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิ 4  องศา 
เซ ลเซ ียส  ค ว าม เร ็ว  1 0 ,0 0 0  รอ บ ต ่อ น าท ี เป ็น เว ล า  1 5  นาท ี แ ล ะ ล ้าง เซ ล ล ์อ ีก ค ร ั้งด ้ว ย อ าห าร  
เล ี้ย ง เช ื้อ เห ล ว  MB H โ ด ยแ ยก เซ ล ล ์ท ั้ง  2 ส ายพ ัน ธ ุ อ อ ก เป ็น  2 จำพ วก  ได ้แ ก ่ เซ ลล ์ท ี'ม ีการเต ิม  
พ าราไ น โต รท ีเน อ ล ล งไป ใน ระ ห ว ่าง เต ร ียม ห ัว เช ื้อ แ ล ะ เซ ล ล ์ท ี่ไ ม ่ม ีก าร เต ิม พ าราไ น โต รท ี]น อ ล ล งไ ป
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ใ น ร ะ ห ว ่า ง ก า ร เต ร ีย ม ห ัว เช ื้อ  เก ็บ ร ัก ษ า เซ ล ล ์ท ั้ง ส อ ง จ ำ พ ว ก ไ ว ้1 น อ า ห า ร เล ี้ย ง เช ื้อ เห ล ว  M B  H  ท ี่ 

อ ุณ ห ภ ูม ิ 4 อ ง ศ า เซ ล เซ ีย ส  จ า ก น ั้น  น ำ เซ ล ล ์แ ต ่ล ะ ช น ิด ท ี่เก ็บ ร ัก ษ า ไ ว ไ น ข ้อ  3 .3  เต ิม ล ง ใ น อ า ห า ร  

เล ี้ย ง เช ื้อ เห ล ว  M B  H  ป ร ิม า ต ร  1 0 0  ม ิล ล ิล ิต ร ใ น ข ว ด ร ูป ช ม พ ู่ ป ร ิม า ต ร  2 5 0  ม ิล ล ิล ิต ร ท ี่ผ ส ม พ า ร า  

ไ น โ ต ร ห ีเน อ ล  0 .1  ม ิล ล ิโ ม ล า ร ั น ำ ไ ป ว ัด ค ่า ก า ร ด ูด ก ล ืน แ ส ง ด ้ว ย เค ร ื่อ ง ว ัด ค ่า ก า ร ด ูด ก ล ืน แ ส ง  

ป ร ับ ค ่า ก า ร ด ูด ก ล ืน แ ส ง ท ี่ค ว า ม ย า ว ค ล ื่น  6 0 0  น า โ น เ ม ต ร ใ ห ัไ ด ้1 .0

3.3 ตรวจวัดความเข้มข้นของพาราไนโตรงีไนอลที่ลดลง

ท ำ ก า ร ต ร ว จ ว ัด ค ว า ม เข ้ม ข ้น ข อ ง พ า ร า ไ น โ ต ร ฟ ิน อ ล ท ี่ล ด ล ง  ต า ม ว ิธ ีก า ร ใ น ข ้อ  1 .4 .3  โ ด ย  

ท ำ ก า ร ต ร ว จ ว ัด ท ุก  ๆ  2 4  ช ั่ว โม ง  จ น ก ร ะ ท ั้ง ร ะ ด ับ ค ว า ม เข ้ม ข ้น ข อ ง พ า ร า ไ น โ ต ร ฟ ิน อ ล เป ็น  0

ม ิล ล ิโ ม ล า ร ั

4. จำแนกและตรวจสอบสายพันธุของแบคทีเรียสายพันธุ AS107 และ

สายพันธุ AS217

ใ น ก า ร จ ำ แ น ก แ บ ค ท ีเ ร ีย ใ ช ้ห ล ัก ก า ร จ ำ แ น ก ต า ม  B e r g y ’ ร M a n u a l o f  S y s te m a tic  

B a c te r io lo g y  ซ ึ่ง ไ ด ้ต ร ว จ ส อ บ  ด ัง น ี้

4.1 ลักษณะการเจริญและสัณฐานวิทยา

ส ัง เก ต ล ัก ษ ณ ะ ข อ บ  ร ูป ร ่า ง แ ล ะ ล ัก ษ ณ ะ ข อ ง โ ค โ ล น ีเช ื้อ ท ี' เ จ ร ิญ บ น อ า ห า ร เล ี้ย ง เช ื้อ แ ข ็ง  T S B

4.2 การข้อมติดสีแกรม

ใ ช ้แ บ ค ท ีเร ีย ท ี่เ จ ร ิญ ใ น อ า ห า ร เล ี้ย ง เช ื้อ แ ข ็ง  อ า ย ุ 2 4  ช ั่ว โ ม ง  น ำ ไ ป ย ้อ ม ต ิด ส ีแ ก ร ม แ ล ะ  

ศ ึก ษ า ด ูร ูป ร ่า ง แ ล ะ ก า ร จ ัด เ ร ีย ง ต ัว ข อ ง เ ซ ล ล ์ด ้ว ย ก ล ้อ ง จ ุล ท ร ร ศ น ์( ส ูต ร ส ีย ้อ ม แ ส ด ง ใ น ภ า ค ผ น ว ก  ค )
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4.3 ลักษณะทางชีววิทยาและชีวเคมี

นำแบคทีเรียทั้งสองมาตรวจสอบทางชีววิทยาและชีวเคมี โดยการ
4.3.1 การทดสอบการเคลื่อนที'
ปลูกเชื้อแบคทีเรียสายพันธุ AS107 และ AS217 บนอาหารทดสอบการเคลื่อนที่ 

(Motility Test Medium) (สูตรแสดงไนภาคผนวก ค)โดยแทงเข็มเขี่ยเชื้อลงไปจนสุดหลอด 
ทดสอบ บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเชียส ถ้าเชื้อสามารถเคลื่อนที่ได้จะมีรอยการเจริญออกจาก 
รอยที่แทงไว้

4 .3 .2  การสร้างคะตะเลส
ไซ้แบคทีเรียสายพันธุ AS107 และ A S217 ที่เจริญไนอาหารแข็ง อายุ 24 ช่ัวโมง มา 

กระจายลงบนแผ่นสไลด์ที่สะอาด หยดสารละลายไฮโดรเจนเปอร้ออกไซด์เข้มซ้น 3 °/o ลงบนเชื้อ 
ถ้ามีฟองกาซเกิดขึ้น แสดงว่าเชื้อสามารถสร้างคะตะเลสได้ ไห้ผลเป็นบวก แด,ถ้าไม่เกิดฟอง 
กาซ แสดงว่าเชื้อไม่สามารถสร้างคะตะเลสได้ ไห้ผลเป็นลบ

4.3 .3  การสร้างออกซิเดส
หยดสารเตตระเมธิลพาราพีน ิลไดเอมีนไดไฮโดรคลอไรด์ (Telramethyl Paraphenyl 

diamine dihydrochloride) เข้มข้น ไ0/ 0 ลงบนกระดาษกรองจนซุ่ม แล้ว'ไซ้ลวดแพลติ'นมเขี่ยเชื้อ 
แบคทีเรียสายพันธุ AS107 และ AS21 7 จากอาหารแข็ง ป้ายบนกระดาษกรอง ถ้าเกิดสีม่วงขึ้น 
ภายใน 10 วินาที แสดงว่าให้ผลเป็นบวก สีที่เกิดขึ้นเนื่องจากแบคทีเรียมีการสร้างไซโตโครม 
ออกซิเดส (Cytochrom e oxidase) โดย N ,N ,N ,N -Tetram ethyl paraphenyl diamine 
dihydrochloride ถูกออกไซด์โดย Oxidized Cytochrome c จะเกิดสีม่วงของ Wurster’s blue ถ้า 
ไม่เกิดสีม่วง แสดงว่าแบคทีเรียไม่สร้างเอนไซมีไซโตโครม ออกซิเดส (Cytochrome Oxidase)

4.3 .4  การทดสอบการสร้างอินโดล (Indole)
ถ่ายแบคทีเรียสายพันธุ AS107 และ A S217 ลงในอาหารเหลวทริปโตเฟน (Trytophane 

Broth) บ่มที่ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั่วโมง(สูตรแสดงในภาคผนวก ค) ทดสอบการ 
สร้างอินโดลโดยหยดสารละลายโคแวคล้ (Kovacs Reagent) 1 -2  หยด ถ้าเกิดสีชมพูขึ้นแสดงว่า 
แบคทีเรียสร้างเอนไซม์ทริปโตฟานเนส (Trytophanase) ย่อยสลายทริปโตเฟนในอาหารเลี้ยงเชื้อ 
ได้อินโดล ถ้าไม่เกิดสีแสดงว่าให้ผลเป็นลบ

4.3.5  การสร้างยูรีเอส
ถ ่ายแ บ ค ท ีเร ียส ายพ ัน ธ ุ A ร 1 07 และ A ร 21 7 ลงไน อาห ารคร ิส เตน ล ัย ูเร ีย  

(Christensen’s Urea) บ่มที่ 37 องศาเซลเชียสเป็นเวลา 1 -4  วัน(สูตรแสดงในภาคผนวก ค) ถ้า 
ปรากฎ ส ชีมพูเข้มบนอาหาร แสดงว่าแบคทีเรียสามารถสร้างยูรีเอสย่อยสลายยูเรียให้แอมโมเนีย 
ออกมา ทำให้อาหารมีสภาพเป็นด่าง จึงเปลี่ยนสีฟนอลเรดจากสีล้ม (พ ีเอซ 6 .8 ) กลายเป็นสี 
ชมพูเข้ม (พีเอซ 8 .1 ) ไห้ผลเป็นบวก ถ้าไม่เปลี่ยนสีอาหารไห้ผลเป็นลบ
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4.3.6  การไซ้ไนเตรท
ถ่ายแบคทีเรียสายพันธุ AST 07 และ AS217 ลงไนอาหารเหลวไนเตรท (Nitrate Broth) 

บ่มที่ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ช่ัวโมง (สูตรแสดงไนภาคผนวก ค)ตรวจสอบไนไตรที
ที่เกิดขึ้นโดยการเติมกรดซัลฟานิลิค(รฟโทnilic Acid) 2 -3  หยด และแอลฟาแนพทิลลามีน (o t-  
Naphthylamine) ลงไปตามลำดับ ถ้าเกิดสีแดง ภายใน 30 วินาทีไห้ผลเป็นบวก สีแดงที่เกิดขึ้น 
เนื่องจากไนไตรทีที,เกิดขึ้นทำปฏิกิริยากับกรดซัลฟานิสิก (Sulfanilic Acid) ได้สารประกอบ 
ป ระเภ ท เกล ือไดโซ เน ียม  (D izo n iu m ) และเกล ือท ี่เก ิดข ึ้นน ี้จะรวมต ัวก ับแนพท ิวลาม ีน 
(Napthylamine) ทำให้เกิดสีแดงของอะโซดาย (Azodye) ที,ละลายนํ้าได้ แต่ถ้าไม่เกิดการเปลี่ยน 
แปลงไห้ผลเป็นลบ บางครั้งไนไตรทีที่เกิดขึ้นทั้งหมดจะถูกเปลี่ยนเป็นแอมโมเนีย อาหารจึงไม่ 
เปลี่ยนสี ดังนั้นจึงต้องไล่ผงสังกะสีลงไปทดสอบ ถ้าอาหารเลี้ยงเชื้อเปลี่ยนเป็นสีแดงเนื่องจาก 
สังกะสีไปดึงออกซิเจนออกจากไนเตรทไห้กลายเป็นไนไตรที แสดงว่าเชื้อไม่สามารถไซีไนเตรทได้ 
ไห้ผลเป็นลบ ถ้าไม่เกิดสีแดง แสดงว่าไนไตรทีเปลี่ยนเป็นแอมโมเนียหมด ไห้ผลเป็นบวก

4.3.7  การไซ้ซีเตรท
ถ่ายแบคทีเรียสายพันธุ AST 07 และ AS21 7 ลงไนอาหารชิมมอนสัซิเตรท (Simmon’s 

Citrate Agar) (สูตรแสดงไนภาคผนวก ค) บ่มที่อุณหภูมี 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 -7  วัน 
เชื้อที'สามารถไซ้ชิเตรทได้ จะเปลี่ยนสีอินดิเคเตอร์ บนอาหารจากสีเซียวกลายเป็นสีนั้าเงิน
เนื่องจากเชื้อสามารถไซ้โซเดียมชิเตรทเป็นแหล่งคาร์บอนและไซ้แอมโมเนียฟอสเฟตเป็นแหล่ง 
ไนโตรเจนได้ ทำไห้ได้แอมโมเนียที่มีคุณสมบัติเป็นเบส ทำให้บรอมไทมอลบูลเปลี่ยนจากสี
เขียวเป็นสีนํ้าเงิน ถ้าเช้ือไม,สามารถไซ้โซเดียมชิเตรทได้ อาหารเลี้ยงเชื้อจะมีสีเซียวไม,เปลี่ยน
แปลง

4.3 .8  การสร้างเจลาติเนส
ถ่ายแบคทีเรียสายพันธุ AS107 และ AS2T7 ลงในหลอดอาหารเจลาติน บ่มที,อุณหภูมิ 

22 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 วัน (สูตรแสดงไนภาคผนวก ค) แล้วนำหลอดเลี้ยงเชื้อไปแซ่เย็น 
30 นาที ทำการเปรียบเทียบกับหลอดที่ไม่ได้ไล่เชื้อ ถ้าหลอดทั้ไล่เชื้อสูญเสียการแข็งตัว แสดง 
ว่าเชื้อสร้างเจลาติเนสย่อยเจลาดินได้ ไห้ผลเป็นบวก

4.3.9  การสร้างไฮโดรเจนซัลไฟด์
ถ่ายแบคทีเรียสายพันธุ AST 07 และ AS2T7 ที่ต้องการทดสอบลงในอาหารแข็งทีเอสไอ 

(TSI Agar) (สูตรแสดงในภาคผนวก ค )2 ครั้งต่อ 1 หลอด ครั้งที่สอง ลากไปบนผิวอาหารที่ 
เอียง บ่มที,อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 4 -4 8  ช่ัวโมง สังเกตดูการเปลี่ยนสีของอาหาร 
เชื้อที่ผลิตไฮโดรเจนซัลไฟด์ได้จะให้สีดำของเพ่อรัสซัลไฟด์ตามรอยที,ปลูกเชื้อ ให้ผลเป็นบวก
นอกจากนี้ อาหาร TSI Agar ยังสามารถทดสอบได้ 2 ชนิด คือการทดสอบการไซ้นี้าตาลและ 
การทดสอบการเกิดกาซ เพราะ'’ไนอาหารมีนี้าตาล 3 ชนิด คือ กลูโคส T ส่วน แลกโตส 10 
ส่วน และซูโครส 10 ส่วน มีฟนอลเรดเป็นอินดิเคเตอร์ ดังนั้นถ้าแบคทีเรียไซ้นี้าตาลในขบวน

X 1ต ่ 00  e q o  ฯ-
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การหมัก (Ferm entation) ได้จะเจริญที่ก ้นหลอด แต่ถ้าใช้นํ้าตาลไนขบวนการออกซิเดซั่น
(Oxidation) จะเกิดการเจริญที่ผิวหน้าของอาหาร แบคทีเรียที่ใช้กลูโคสได้อย่างเดียวในกระบวน 
การหมัก จะทำให้มีกรดเกิดน้อยจึงมีสีเหลืองเฉพาะที,ก้นหลอด ส่วนที'ผิวจะมีสีแดง ถ้าใช้ซูโครส 
หรือแลกโตสด้วยจะมีสืเหลืองที่ผิวอาหาร เพราะมีกรดเกินจำนวนมาก ถ้าไม่มีสีเลย แสดงว่าไม่ 
มีการหมัก และถ้ามีกาซเกิดขึ้นจากการใช้นํ้าตาล ฟองกาซจะอยู่บนวุ้นอาหาร

4 .3 .10  การทดสอบความสามารถของการใช้นํ้าตาล
ถ่ายแบคทีเรียสายพันธุ AS107 และ AS21 7 ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวทดสอบการใช้ 

นาตาล (Phenol Red Broth Base) ที่ประกอบด้วยนํ้าตาลที่ใช้ทดสอบ 1% (สูตรแสดงในภาค 
ผนวก ค)บ่มที่อ ุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 8 - 2 4  ช่ัวโมง สังเกตการสร้างกรด ถ้า 
เชื้อสามารถใช้คาริโบไฮเดรตได้ จะสร้างกรดขึ้นมา ทำให้อินดีเคเตอริฟนอลเรดในอาหารเปลี่ยน 
จากสีแดงเป็นสีเหลือง ไห้ผลเป็นบวก ถ้าไม่เปลี่ยนสีให้ผลเป็นลบ

5. นำแบคทีเรียสายพันธุ AS 107 และ AS 217 มาทดลอง'ใซ้กั'ฆนาท้ิงของ

โรงงานอุตสาหกรรมฟอกย้อม

5.1 เตรียมหัวเชื้อ (Inoculum) สำหรับเติมในนาทิ้งของโรงงานอุตสาหกรรม

เขี่ยเชื้อโคโลนีบริสุทธ๙ิของแบคทีเรียสายพันธุ AS107 และ AS21 7 จากโคโลนีที่เจริญ 
บนอาหารเชื้อแข็ง MB H ที่ผสมเบรนฮารีท อินฟวชัน 3.7 มิลลิกรัมต่อลิตร มา 1 ลูป (loop) 
เลี้ยงในอาหารเชื้อเหลว MB H ที,ผสมเบรน ฮารท อินฟวชั่น 3.7 มิลลิกรัมต่อลิตร ปริมาตร 100 
มิลลิลิตร บรรจุในชวดรูปซมพู,ขนาด 250 มิลลิลิตร จำนวนสายพันธุละ 1 0 ขวด เล ี้ยงเขย่าด้วย 
อัตราเร็ว 200 รอบต่อนาที ด้วยเครื่องเขย่าชนิดโรตารื่ที่ควบคุมอุณหภูมิ (Psycotherm Shaker 
รุ่น G - 7 0 ) 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง นำไปป่นเหวี่ยงที่อุณหภูมิ 4 องศา 
เซลเซียส ความเร็ว 1 0 ,0 0 0  รอบต่อนาที เป็นเวลา 15 นาทีและป่นล้างเซลล์อีกครั้งด้วย 
Phosphate-buffered Saline(PBS) (ภาคผนวก ข) การเตรียมแบคทีเรียสำหรับการเติมในนํ้าทิ้ง 
ทำไดโดยการนำเซลล์แต่ละสายพันธุที่ป่นแยกได้มาเติม PBร ผสมส่วนเซลลไห้เข้ากับ PBS นำ 
ไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร ปรับค่าการดูดกลืนแสงให้ได้ 1.0 ด้วย 
PBS นำสารแขวนลอยของเซลล์แบคทีเรียแต่ละชนิดมาใช้เป็นหัวเชื้อ (seed) เพื่อเติมในนํ้าทิ้ง
จากโรงงานอุตสาหกรรมต่อไป
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5.2 ศึกษาผลของการเติมแบคทีเรียสายพันธุ AS107, AS217 และสายพันธุผสม

AS 107 และ AS 217 ต่อคุณภาพนํ้าทิ้งโรงงานอุตสาหกรรมฟอกย้อม

เติมนํ้าทิ้งจากบ่อเติมอากาศของโรงงานอุตสาหกรรมฟอกย้อมปริมาตร 8 ลิตร ลงในตู้
กระจกขนาด 25 X 50 X 50 เซนติเมตร จำนวน 4 ถัง โดยถังที, 1 เป็นชุดควบคุม ไม,มีการเติม 
หัวเชื้อแบคทีเรียสายพันธุ AS107 และ AS217 ถังที' 2 และ 3 ใส่หัวเชื้อแบคทีเรีย 2 สายพันธุ 
ที่ได้เตรียมไว้ตามข้อ 5 .ใ อย่างละถัง และในถังที่ 4 ใส่เชื้อผสมแบคทีเรียสายพันธุ AST 07 และ 
A S217 ที่เตรียมไว้ เก็บตัวอย่างนํ้าในแต่ละถังทุกวัน ตลอด 2 สัปดาห์ นำมาวิเคราะห์คุณภาพ 
นา ได้แก่ ค่าความเป็นกรดด่าง ค่าความสกปรกในรูปซโอด และพาราไนโตรฟนอลที่
ตกค้างอยู่ในนํ้าทิ้ง
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