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             กระบวนการบาํบดันํ@ าเสียทางชีวภาพ จะมีแบคทีเรียทาํหนา้ที�เป็นหลกัในการยอ่ยสลาย
สารอินทรีย ์ดงันั@นการเขา้ใจถึงบทบาทของแบคทีเรียจึงเป็นสิ�งสาํคญัในการควบคุมระบบบาํบดั   
นํ@าเสียใหมี้เสถียรภาพมากยิ�งขึ@น การศึกษานี@ จึงเป็นการศึกษาแบคทีเรียกลุ่มหลกัที�ยอ่ยสลาย
สารอินทรียใ์นระบบบาํบดันํ@ าเสียแบบ Upflow Anaerobic Sludge Blanket ;UASB จากโรงงาน
อาหารทะเลแช่แขง็ จาํนวน 3 โรงงาน ดว้ยวธีิการเพาะเลี@ยงในอาหารเลี@ยงเชื@อ และวธีิการทางชีวเคมี
ที�นาํมาใชใ้นการตรวจสอบชนิดของแบคทีเรีย โดยเปรียบเทียบกบัขอ้มูลการวเิคราะห์พารามิเตอร์ 
นํ@าเสียทางเคมี ดงันี@  pH, BOD, COD, TKN, TP, Oil& Grease และ SS  
 
 เมื�อเพาะเลี@ยงแบคทีเรียในนํ@าเสียดว้ยอาหาร Reinforced Clostridium Medium; RCM พบวา่
โรงงานที� 1, 2 และ 3 มีจาํนวนแบคทีเรียที�สามารถเจริญบนอาหารเลี@ยงเชื@อโดยเฉลี�ยเท่ากบั 2.49×107 
CFU/ml, 4.36×107 CFU/ml และ 3.62×107 CFU/ml ตามลาํดบั และเมื�อทาํการจาํแนกชนิดของ
แบคทีเรียดว้ยวธีิการทางชีวเคมีพบวา่เป็นแบคทีเรีย Bacillus sp. และแบคทีเรียในตระกลู 
Enterobacteriaceae ทั@งนี@ เมื�อวเิคราะห์ค่าพารามิเตอร์ทางเคมีของนํ@าเสียมีค่าลดลงเมื�อเปรียบเทียบ  
กบัปริมาณแบคทีเรียที�มากขึ@น  
 

เมื�อทดสอบประสิทธิภาพ  Bacillus sp. และแบคทีเรียตระกลู Enterobacteriaceae ในการ
บาํบดันํ@าเสียกบัถงัปฏิกรณ์แบบกะระดบัปฏิบติัการ พบวา่ แบคทีเรียทั@งสองชนิดมีประสิทธิภาพใน
การบาํบดันํ@าเสีย 45.2% และ 52.6% ตามลาํดบั ที�ระยะเวลากกัเก็บ 2 และ24 ชั�วโมง ตามลาํดบั 
ในขณะที�เมื�อนาํแบคทีเรียทั@งสองชนิดทดสอบกบันํ@าเสียที�ผา่นการนึ�งฆ่าเชื@อที�อุณหภูมิ 120°C   
ความดนั 15 psi พบวา่ Bacillus sp. และแบคทีเรียตระกลู Enterobactericeae มีประสิทธิภาพการ
บาํบดั 25% และ 50.2% ตามลาํดบัโดยมีระยะเวลากกัเก็บที� 24 และ8 ชั�วโมงตามลาํดบั 
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 Biological treatment has bacteria to decompose an organic, so it is important to 
understand the role of bacteria in order to increase efficiency wastewater treatment operation. 
The objective of this study was investigated an organic decomposition dominant bacteria in 
UASB from 3 Frozen Seafood Factories with Culture Based Technique and Biochemistry 
approaches. In addition, the data of microorganisms will be used to compare with chemical data: 
pH, BOD, COD, TKN, T-P, Oil& Grease and SS.  
 
  The result of  amount of average culturing bacteria in Reinforced Clostridium Medium; 
RCM from UASB sample wastewater 1,2 and 3 factory is 2.49×107 CFU/ml, 4.36×107 CFU/ml 
and 3.62×107 CFU/ml respectively and after identification culturing bacteria by biochemical 
technique found Bacillus sp. and Enterobacteriaceae. As a result, chemical parameters of 
effluent were decreased while bacteria were increased.  
 
 Bacillus sp. and Enterobactericeae were added in each Batch reactor lab-scale with 
bioaugmentation method, the efficiency of wastewater treatment were increased by 45.2% and 
52.6% with 2 and 24 hours of HRT; Hydraulic Retention Time respectively.  In contrast, when 
examine with wastewater that was autoclave at 120°C 15 psi, the efficiency of Bacillis spp. and 
Enterobacteriaceae is 25% and 50% with 24 and 8 of HRT respectively. 
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 คาํอธิบายสัญลกัษณ์และคาํย่อ 

 
BOD = Biochemical Oxygen Demand คือปริมาณออกซิเจนที�จุลินทรีย์

ตอ้งการใชใ้นการยอ่ยสลายสารอินทรียท์างชีวภาพ 
CFU/ml = Colony Form Unit per milliliter คือจาํนวนโคโลนีต่อมิลลิลิตร 
COD = Chemical Oxygen Demand คือปริมาณออกซิเจนทัYงหมดที�ใชใ้นการ

ออกซิไดซ์สารอินทรียท์ัYงในรูปที�ละลายนํYา และไม่ละลายนํYา ดว้ยวธีิ
ทางเคมี 

HRT = Hydraulic Retention Time คือระยะเวลาเก็บกกัของนํYาในถงัเติม
อากาศที�มีการไหลอยา่งต่อเนื�อง มีค่าเท่ากบั ปริมาตร/อตัราการไหล 

kg/ton = กิโลกรัม ต่อตนั 
L = ลิตร 
M = Molar คือหน่วยวดัความเขม้ขน้ของสารละลาย โดยที� 1   โมลาร์ คือ 

ตวัถูกละลาย 1 โมลต่อตวัทาํละลาย 1 ลิตร 
mg/L = มิลลิกรัมต่อลิตร 
min = นาที 
TKN = Total Kjeldahl Nitrogen คือปริมาณไนโตรเจนที�เป็นผลรวม

แอมโมเนีย-ไนโตรเจน และไนโตรเจนอินทรีย ์
T-P = Total Phosphorus คือปริมาณฟอสฟอรัสทัYงหมด 
TSS = Total Suspended Solid คือปริมาณของแขง็แขวนลอยทัYงหมด 
UASB = Upflow Anaerobic Sludge Blanket คือระบบบาํบดันํYาเสียแบบไม่ใช้

ออกซิเจนที�เลีYยงสลดัจช์นิดไม่ใชอ้อกซิเจนดา้นล่างของถงั และให้
นํYาเสียไหลผา่นชัYนสลดัจ ์
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การศึกษาแบคทเีรียกลุ่มหลกัที�ย่อยสลายสารอนิทรีย์ในระบบยูเอเอสบี  

ของโรงงานอาหารทะเลแช่แขง็ 
 

Study of Organic Decomposition Dominant Bacteria in UASB 

from Frozen Seafood Factory 
 

คาํนํา 
 

อุตสาหกรรมอาหารทะเลแช่แขง็เป็นธุรกิจอุตสาหกรรมสําคญัที�นาํรายไดเ้ขา้สู่ประเทศ 
สถานประกอบการในอุตสาหกรรมอาหารทะเลแช่แขง็ตอ้งเผชิญกบัการแข่งขนัทัYงดา้นราคาและ
คุณภาพ ความจาํเป็นในการลดค่าใชจ่้ายของวตัถุดิบ และของเสียจึงเป็นประเด็นที�มีความสาํคญั 
ที�ควรใหค้วามสนใจ แต่เนื�องจากจาํนวนของวตัถุดิบแปรผนัตรงกบัจาํนวนของ ผลิตภณัฑภ์าระ
ค่าใชจ่้ายที�ตอ้งมีการลดคือค่าใชจ่้ายที�เกิดจากการของเสีย โดยเฉพาะนํYาเสียที�เกิดขึYนปริมาณมาก 
ในแต่ละวนั  
 

ลกัษณะนํYาเสียของอุตสาหกรรมอาหารมีภาระค่าซีโอดีสูง เพราะมีปริมาณสารอินทรีย ์   
เจือปนค่อนขา้งมาก   ซึ� ง BOD; Biological Oxygen Demand และ COD; Chemical Oxygen 
Demand จากอุตสาหกรรมนํYาเสียก่อนเขา้ระบบบาํบดัจะมีค่าอยูใ่นช่วง 1,000 -3,000 mg/l และ
2,000 - 4,000 mg/l ตามลาํดบั (กรมควบคุมมลพิษ, 2545) อุตสาหกรรมอาหารทะเลแช่แขง็เป็น 
ส่วนหนึ�งของอุตสาหกรรมอาหารที�มีปริมาตรนํYาเสียต่อวนัขึYนอยูก่บักระบวนการผลิต ส่วนภาระ  
ค่าซีโอดีที�พบส่วนใหญ่ก็มีค่าใกลเ้คียงกบัอุตสาหกรรมอาหารทัYงหลาย ในบางโรงงานอาจมีภาระ 
COD สูงใกลเ้คียงกบัอุตสาหกรรมอาหารเนื�องจากในกระบวนการผลิตอาจมีการแร่เนืYอสัตวร่์วม
ดว้ย นํYาเสียที�เขา้สู่ระบบบาํบดัมาจากกระบวนการผลิต ทาํใหมี้ความจาํเป็นในการลด COD และเพื�อ
เป็นการลดตน้ทุนทางการผลิต และการบาํบดันํYาเสีย กระบวนการยอ่ยสลายแบบไม่ใชอ้อกซิเจน
ตอ้งอาศยัจุลินทรียใ์นการยอ่ยสลายสารอินทรีย ์และกลุ่มของจุลินทรียที์�มีบทบาทมากที�สุดในการ
ยอ่ยสลายสารอินทรียคื์อ กลุ่มของแบคทีเรีย (Gerardi, 2006) โดยระบบบาํบดันํYาเสียแบบไม่ใช้
ออกซิเจนนบัเป็นอีกกระบวนการที�นิยมใชใ้นการบาํบดันํYาเสียสาํหรับอุตสาหกรรมลกัษณะนีY  
เนื�องจากไม่ตอ้งมีการเติมออกซิเจนก็สามารถลดค่า BOD ของนํYาที�เขา้ระบบ และทาํใหป้ระหยดั
พลงังานในการเดินระบบอีกดว้ย (Lester and Birkett, 1999)  
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การออกแบบระบบบาํบดันํYาเสียแบบไม่ใชอ้อกซิเจน พิจารณาปัจจยัของลกัษณะนํYาเสีย, 
ปริมาณสารอินทรีย,์ อตัราการไหลของนํYา, ปริมาตรของถงัปฏิกรณ์, ลกัษณะทางกายภาพ และ
ระบบเก็บกกัก๊าซ (Tchobanoglous et al., 2004) ระบบบาํบดันํYาเสียแบบ UASB; Upflow Anaerobic 
Sluge Blanket เป็นระบบบาํบดันํYาเสียแบบไม่ใชอ้อกซิเจนที�ถูกใชเ้พื�อบาํบดันํYาเสียจากนํYาเสียชุมชน 
และอุตสาหกรรมต่างๆอาทิเช่น อุตสาหกรรมอาหาร, อุตสาหกรรมเครื�องดื�ม, อุตสาหกรรมกระดาษ 
เป็นตน้ โดยระบบบาํบดัแบบไม่ใชอ้อกซิเจนเป็นระบบที�แบคทีเรียแบบไม่ใชอ้อกซิเจนเขา้มามี
บทบาทสาํคญัในการบาํบดั 

 
กระบวนการการยอ่ยสลายแบบไม่ใชอ้อกซิเจนจะมีการเปลี�ยนแปลงของสารประกอบ

อินทรีย ์จนกระบวนการสุดทา้ยมีก๊าซมีเทนเกิดขึYน ปฏิกิริยาส่วนใหญ่ตอ้งแบคทีเรียเขา้ช่วยในการ
ยอ่ยสลาย ซึ� งแบคทีเรียที�สามารถยอ่ยสลายสารอินทรียโ์ดยไม่ใชอ้อกซิเจนจะเป็นแบคทีเรียในกลุ่ม
นอนเมทาโนเจน (Non-methanogen) โดยกระบวนการไฮโดรไลซีส (Hydrolysis) อะซิโดจีเนซีส
(Acidogenesis) และเมทาโนเจน (Methanogens) โดยกระบวนการเมทาโนเจนีซีส 
(Methanogenesis) (Steiner, 2000)  
 

อยา่งไรก็ตามงานวจิยันีYไดด้าํเนินการศึกษาเพื�อศึกษาลกัษณะของนํYาเสียจากโรงงานอาหาร
แช่แขง็ และศึกษาการตรวจหาแบคทีเรียกลุ่มหลกัที�มีความสามารถในการบาํบดันํYาเสียแบบไม่ใช้
ออกซิเจน โดยใชอ้าหารเลีYยงเชืYอในการเพาะเลีYยง นอกจากนีYยงัเพื�อศึกษาแบคทีเรียกลุ่มหลกัที�มี
ความสัมพนัธ์ต่อประสิทธิภาพในการบาํบดันํYาเสีย และตรวจวดัพารามิเตอร์ดงันีY  BOD; 
Biochemical Oxygen Demand, COD; Chemical Oxygen Demand, pH, TKN; Total Kjeldahl 
Nitrogen, T-P; Total Phosphate, SS; Suspended Solid และ Fat oil & Grease เพื�อเป็นการศึกษา
ประสิทธิภาพของการบาํบดันํYาเสียที�อาศยัแบคทีเรียบาํบดัแบบไม่ใชอ้อกซิเจน จากการวดั
พารามิเตอร์ต่างๆบริเวณนํYาเขา้ และนํYาออกจากระบบบาํบดันํYาเสียแบบไม่ใชอ้อกซิเจนของโรงงาน
อาหารแช่แขง็ตวัอยา่ง 
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วตัถุประสงค์ 
 

1.  เพื�อศึกษาคุณลกัษณะของนํYาเสียจากโรงงานอาหารทะเลแช่แขง็ส่วนของการบาํบดันํYา
เสียขัYนที� 2 ที�ใชร้ะบบบาํบดัแบบไม่ใชอ้อกซิเจนแบบยเูอเอสบี จากการตรวจวดัพารามิเตอร์ทางเคมี
ของนํYาเสีย  
 

 2.  เพื�อศึกษาแบคทีเรียกลุ่มหลกัในกระบวนการบาํบดันํY าเสียแบบไม่ใชอ้อกซิเจนที�
สามารถนบัได ้โดยศึกษาลกัษณะของแบคทีเรียจากการใชอ้าหารเลีYยงเชืYอแบบแขง็  
 

3.  เพื�อศึกษาประสิทธิภาพของแบคทีเรียที�คดัแยกไดจ้ากการบาํบดั UASB ของโรงงาน
อาหารทะเลแช่แขง็ดว้ยการเพาะเลีYยงบนอาหารเลีYยงเชืYอชนิดแขง็ (Culture Based Technique)  
 

ขอบเขตการศึกษา 
 
1.  ศึกษาคุณลกัษณะของนํYาเสียดว้ยการวเิคราะห์ค่าพารามิเตอร์ทางเคมี ดงันีY คือ BOD; 

Biochemical Oxygen Demand, COD; Chemical Oxygen Demand, TKN; Total Kjeldahl Nitrogen, 
T-P; Total Phosphorus, SS; Suspended Solid และ Oil &Grease ของนํYาเสียก่อนเขา้และออกจาก
ระบบบาํบดั UASB; Upflow Anaerobic Sludge Blanket 

 
2.  การศึกษาแบคทีเรียกลุ่มเด่นในระบบ UASB จะศึกษาจากนํYาเสียภายในระบบ UASB ที�

ประกอบดว้ยนํYาและตะกอน โดยใช ้Cooked Meat Medium และ Reinforced Clostridium Medium 
ในการเพาะเชืYอแบคทีเรียเพื�อคดัแยก และใชว้ธีิการทางชีวเคมีในการจาํแนกชนิดหรือกลุ่มของ
แบคทีเรียที�พบจากการคดัแยก 

 
3.  การศึกษาประสิทธิภาพของแบคทีเรียที�ไดจ้ากการคดัแยกและการจาํแนกจากนํYาเสียโดย

ใชถ้งัปฏิกรณ์แบบกะระดบัปฏิบติัการดว้ยการเดินระบบเป็นระยะเวลา 1 วนั เพื�อวดัประสิทธิภาพ
ของแบคทีเรียในการยอ่ยสลายสารอินทรียจ์ากค่า COD โดยการศึกษาและทดลองในหอ้งปฏิบติัการ 
ที�อุณหภูมิห้อง และไม่มีการไล่ออกซิเจนออกจากถงัปฏิกรณ์ขณะทาํการทดลอง แต่จะมีการปิดท่อ
เก็บนํYาและถงัปฏิกรณ์ดว้ยพาราฟิลม์ 
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การตรวจเอกสาร 
 

1.  โรงงานอาหารทะเลแช่แข็ง 
 

อาหารแช่แขง็เป็นอุตสาหกรรมที�มีค่าภาระบรรทุกสารอินทรีย ์(BOD Loading) ประมาณ 
2.69-216.97 kg/ton ซึ� งค่าดงักล่าวจะมีความแตกต่างที�ขึYนอยูก่บัลกัษณะของวตัถุดิบที�นาํมาใช ้ 
(กลุ่มเทคโนโลยกีารป้องกนัมลพิษ, 2551) นอกจากค่า COD ที�มีปริมาณสูงปริมาณการใชน้ํYาใน
โรงงานอาหารทะเลแช่แขง็ก็มีค่าสูงเช่นกนั ดงัแสดงในตารางที� 1 และ 2  
 

ตารางที� 1  ค่าตํ�าสุด-สูงสุดของนํYาที�ใชใ้นโรงงานอาหารทะเลแช่แขง็ปี พ.ศ. 2546 
 

 
ที�มา: กรมโรงงานอุตสาหกรรม (2551) 
 

การใชน้ํYาของสถานประกอบการดา้นอุตสาหกรรมอาหารจะเป็นกลุ่มที�มีการใชป้ริมาณ    
นํYามาก เมื�อเทียบกบัอุตสาหกรรมอื�นๆ เนื�องจากตอ้งมีสุขลกัษณะในการผลิต เพื�อความปลอดภยั
ของผูบ้ริโภค โดยเฉพาะในอุตสาหกรรมอาหารทะเลแช่แขง็มีขัYนตอนการลา้งทาํความสะอาด
อาหารทะเลก่อนนาํเขา้กระบวนการผลิตจะใชน้ํYาสะอาดผสมคลอรีนเพื�อเป็นการฆ่าเชืYอแบคทีเรีย 
(สถาบนัสิ�งแวดลอ้มไทย, 2548) เพื�อใหป้ริมาณแบคทีเรียที�พบในผลิตภณัฑอ์ยูใ่นช่วงค่าที�ยอมรับ
ไดด้งักระบวนการผลิตที�แสดงในภาพที� 1 แต่เนื�องจากอุตสาหกรรมอาหารแต่ละประเภทมีความ
แตกต่างทางดา้นวตัถุดิบ ปริมาณการใชน้ํYาจะแตกต่างกนัดว้ยเช่นกนั ดงันัYนเมื�อการใชน้ํYา วตัถุดิบ 
ขนาดของอุตสาหกรรมที�แตกต่างกนั และความตอ้งการของผูบ้ริโภคที�จะบริโภคอาหารชนิดต่างๆ
ที�แตกต่างกนั ทาํใหจ้าํนวนการผลิตส่งผลถึงค่า COD Loading ซึ� งเป็นค่าที�แสดงถึงปริมาณ
สารอินทรียแ์ละสารอนินทรียที์�มีอยูใ่นนํYาเสีย ดงัแสดงในตารางที� 2 

การใชน้ํYา 
หน่วย 

ค่าตํ�าสุด-สูงสุด ของแต่ละกลุ่มสถานประกอบการ 
กุง้ ปลา ซูริมิ 

m3/ton 30.6-128.6 27.0-31.8 32.6-96.3 
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ภาพที� 1  กระบวนการผลิตอาหารทะเลแช่แขง็ 
 
ที�มา: สถาบนัสิ�งแวดลอ้มไทย (2548) 
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ตารางที� 2  ปริมาณนํY าเสีย และ COD Loading ต่อวนัของโรงงานอาหารทะเลแช่แข็งแต่ละกลุ่ม       
สถานประกอบการที�ใชร้ะบบ UASB 

 

ประเภทอุตสาหกรรม 
ปริมาณนํYา และ COD Loading 

m3/day Kg COD/day 
กุง้แช่แขง็ (1) 1,000 2,100 
กุง้แช่แขง็ (2) 1,000 1,500 
ทาํปลา 250 600 
แช่แขง็และซูริมิ 2,400 3,000 
 

ที�มา: สถาบนัสิ�งแวดลอ้มไทย (2548) 
 

โดยทั�วไปอุตสาหกรรมอาหาร จะมีปริมาณสารอินทรียป์ะปนมากบันํYาเสียปริมาณสูงทาํให้
ระบบบาํบดัแบบไม่ใชอ้อกซิเจนเขา้มามีบทบาทในการบาํบดั เพราะสามารถลดค่า BOD Loading
ไดม้าก ดงันัYนระบบ UASB; Up-flow Anaerobic Sludge Blanket จึงเป็นระบบบาํบดันํY าเสียที�
โรงงานอุตสาหกรรมนิยมใชใ้นการบาํบดันํYาเสีย (Austermann-Haun, 1997)   
 
ตารางที� 3  ลกัษณะนํYาเสียจากโรงงานปลา 
 

พารามิเตอร์ทางเคมี หน่วย 
ความเขม้ขน้ 

การลา้งและการแช่ นํYาเสียรวม 
COD mg/l 5,250 873 

SS mg/l 371 119 
TDS g NaCl/l 46 17 
Cl- g/l 27 10 

SO4
2- mg/l 1,240 164 

TKN mg N/l 747 128 
T-P mg P/l 5 5 

 

ที�มา: Dan (2000) 
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จากตารางที� 3 จะเห็นไดว้า่ระบบบาํบดันํYาเสียมีปริมาณคลอไรด์อยูค่่อนขา้งสูง ซึ� งคลอไรด์
จะมีผลต่อระบบบาํบดัแบบชีวภาพ ไม่วา่จะมีผลต่อค่าพารามิเตอร์ทางเคมี หรือปริมาณกลุ่ม
ประชากรของ methanogen (Joseph and Frederick, 1992) 

 
โดยระบบบาํบดันํYาเสียแบบไม่ใชอ้อกซิเจนเป็นระบบบาํบดันํYาเสียทางชีวภาพที�ใช้

แบคทีเรียในการยอ่ยสลายสารอินทรีย ์ปัจจุบนัมีทัYงหมด 4 ประเภท (สุบณัฑิต, 2548; สุเทพ, 2552) 
ดงัต่อไปนีY  ระบบ UASB; Upflow Anaerobic Sludge Blanket  Reactor ระบบ Conventional 
Anaerobic Digester แต่ระบบดงักล่าวไวต่อการเปลี�ยนแปลงอุณหภูมิอยา่งมาก จึงตอ้งการอุณหภูมิ
ที�สูงและคงที�เพื�อทาํการยอ่ยสลายไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ ระบบ Anaerobic Filter (Packed-bed 
Reactors) แต่เนื�องจากพืYนที�ผิวสาํหรับจุลินทรียย์ดึเกาะนอ้ยเกินไป ส่งผลต่อประสิทธิภาพของ
ระบบ และระบบ Anaerobic Fluidized Bed Reactor ซึ� งขอ้เสียของระบบคือตอ้งการการดูแล และ
ควบคุมอยา่งใกลชิ้ด ดงันัYนจึงตอ้งอาศยับุคลากรที�มีความชาํนาญสูงในการควบคุม นอกจากนีY
ค่าใชจ่้ายในการก่อสร้างระบบสูง 
 
2. ระบบบําบัดนํ_าเสียแบบไม่ใช้ออกซิเจน Upflow Anaerobic Sludge Blanket; UASB 

 
ระบบ UASB เป็นระบบที�ไดรั้บความนิยมในการบาํบดันํYาเสียที�มีค่า COD สูง เมื�อเทียบกบั

ระบบบาํบดันํYาเสียแบบไม่ใชอ้อกซิเจนอื�นๆ เนื�องจากมีการพฒันาความหนาแน่นของตะกอน โดย
กลไกในการบาํบดัคือ นํYาเขา้จะไหลผา่นบริเวณกลุ่มตะกอนที�อยูด่า้นล่างของถงั ซึ� งกลุ่มตะกอน
ดงักล่าวจะมีจุลินทรียท์าํหนา้ที�ยอ่ยสลายสารอินทรียต่์างๆ ก่อนที�จะไหลขึYนดา้นบนของระบบ
บาํบดั และออกจากระบบบาํบดั นอกจากนีYการยอ่ยสลายของแบคทีเรียยงัทาํใหร้ะบบบาํบดั UASB 
เกิดก๊าซมีเทนขึYนดว้ยกลไกการยอ่ยสลายของแบคทีเรีย โดยที�ก๊าซจะถูกกกัไวด้า้นบนของระบบ
บาํบดั เพื�อนาํไปใชป้ระโยชน์ในดา้นอื�นๆ ต่อไป ดงัแสดงในภาพที� 2 
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ภาพที� 2  ส่วนประกอบต่างๆ ของระบบ UASB 
 
ที�มา: กรมควบคุมมลพิษ (2545) 
 

โดยการออกแบบระบบ UASB พิจารณาจากขอ้มูลของลกัษณะนํYาเสีย, ปริมาณสารอินทรีย,์ 
อตัราการไหลของนํYา, ปริมาตรของถงัปฏิกรณ์, ลกัษณะทางกายภาพ และระบบเก็บกกัก๊าซ 
(Tchobanoglous et al., 2004) นอกจากนีYยงัมีค่าพารามิเตอร์ ดงัตารางที� 4 ที�ใชใ้นการออกแบบ
เบืYองตน้ของระบบ UASB  

 
ตารางที� 4  ค่าการออกแบบถงัปฏิกรณ์ UASB เมื�อเริ�มตน้ระบบ 
 

พารามิเตอร์ หน่วย ค่าที�ใชใ้นการออกแบบ 

pH - 6.3-7.8 
Hydraulic retention time; HRT ชั�วโมง; hr 4-20 
Organic loading rate; OLR Kg COD/m3.d 0.4-3.6 
อุณหภูมิ °C 20-55 
COD:N:P - 600:5:1 
 
ที�มา: ดดัแปลงจาก Tchobanoglous et al. (2004); Habeeb et al. (2010) 
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2.1  ลกัษณะของนํYาเสีย 
 

        ลกัษณะของนํYาเสียที�ใชใ้นการบาํบดัจะพิจารณาองคป์ระกอบของนํYาเสีย และ 
ค่าของแขง็ การเกิดเม็ดตะกอนจะแตกต่างกนัตามการไหลของนํYาเสีย หรือภายใตก้ารควบคุมระบบ
บาํบดัที�แตกต่างกนั ซึ� งลกัษณะสาํคญัของระบบ UASB คือ การเก็บกกัตะกอนไวใ้นถงัปฏิกรณ์ได้
จาํนวนมาก โดยการเลีYยงจุลินทรียใ์หเ้ป็นเมด็ตะกอน จนกระทั�งมีขนาดใหญ่ และนํYาหนกัมาก        
มีความเร็วในการจมตวัสูง สามารถตกตะกอนไดดี้ การรวมตวัเป็นเมด็ตะกอนขึYนอยูก่บัลกัษณะ      
นํYาเสีย, เชืYอแบคทีเรียที�นาํมาใชต้อนเริ�มเดินระบบ และอุปกรณ์แยก 3 สถานะตอ้งทาํงานไดดี้ โดย
ตะกอนจุลินทรียที์�ตกตะกอนแยกตวัลงมา ตอ้งสามารถกลบักลบัเขา้ถงัปฏิกรณ์ไดง่้ายไม่มีการ
สะสมตวัอยูใ่นส่วนตกตะกอน และมีการหลุดออกของตะกอนไปกบันํYาทิYงนอ้ยที�สุด (กรมควบคุม
มลพิษ, 2545) นอกจากนีYสภาพแวดลอ้มก็ยงัส่งผลต่อความแตกต่างของลกัษณะของจุลินทรีย ์  
(Zafar et al,. 1997) นํYาเสียที�มีปริมาณของโปรตีน และไขมนัสูงมีแนวโนม้ทาํใหเ้กิดปัญหาต่อ     
เมด็ตะกอน และการเกิดปัญหาสลดัจเ์คก้ ซึ� งนํYาเสียของโรงงานปลาจะมีโปรตีน และไนมนัเป็น
ส่วนประกอบหลกัของนํYาเสีย (Chowdhury et al., 2010) ประสิทธิภาพในการบาํบดัของระบบ 
UASB เป็นการหมกัแบบไม่ใชอ้อกซิเจน ซึ� งควรมีค่า BOD:N:P เท่ากบั 100:1.1:0.2 และระบบ
บาํบดัควรมีค่า COD:N:P เท่ากบั 600:5:1 (Tchobanoglous et al., 2004) 
 

2.2  ปริมาณสารอินทรีย ์
 

        โดยปกตินํYาเสียที�มีค่า COD loading ที�ผา่นการบาํบดัดว้ยระบบ UASB แลว้ 
ระบบดงักล่าวจะมีประสิทธิภาพในการลดค่า COD loading 90 – 95% เมื�อ COD Loading อยูใ่นช่วง 
12 – 20 kg COD/m3dที�อุณหภูมิ 30 – 35 °C แต่หากประสิทธิภาพในการบาํบดันอ้ยกวา่ 90% และ 
มีปริมาณตะกอนออกมาพร้อมกบันํYาออกมาก ตอ้งมีการเพิ�มอตัราการไหลใหม้ากขัYนเพื�อเป็น 
การลดความหนาแน่นของเม็ดตะกอน จึงเป็นผลใหค่้า COD loading สูงขึYน โดยหากตอ้งการใหมี้
ประสิทธิภาพในการบาํบดั 85-95% สาํหรับระบบ UASB ที�อุณหภูมิ 30°C ค่า COD loading และ
ปัจจยัต่างๆ ควรเป็นไปตามดงัตารางที� 5 
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ตารางที� 5  ค่า COD loading ที�มีประสิทธิภาพในการบาํบดั 85-95% สําหรับระบบ UASB ที�  
อุณหภูมิ 30°C  

 

Wastewater 
COD (mg/L) 

Fraction as 
particulate COD 

Volumetric loading, kg COD/m3d 

Flocculent 
sludge 

Granular sludge 
with high TSS 

removal 

Granular sludge 
with little TSS 

removal 
1000-2000 0.10-0.30 2-4 2-4 8-12 

 0.30-0.60 2-4 2-4 8-14 
 0.60-1.00 na na na 

2000-6000 0.10-0.30 3-5 3-5 12-18 
 0.30-0.60 4-8 2-6 12-24 
 0.60-1.00 4-8 2-6 na 

6000-9000 0.10-0.30 4-6 4-6 15-20 
 0.30-0.60 5-7 3-7 15-24 
 0.60-1.00 6-8 3-8 na 

9000-18,000 0.10-0.30 5-8 4-6 15-24 
 0.30-0.60 na 3-7 na 
 0.60-1.00 na 3-7 na 

 
ที�มา: Tchobanoglous et al. (2004) 
 

2.3  ความเร็วในการไหลของนํYา 
 

        ความเร็วในการไหลของนํYาจะขึYนอยูก่บัการไหล และพืYนที�ของปฏิกรณ์ ซึ� ง
เป็นไปตามหลกัการการออกแบบ ซึ� งความเร็วนํYาไหลขึYนที�เหมาะสม ควรจะนอ้ยกวา่ 1 m/hr  
(Vieira and Garcia 1992) โดยการออกแบบเป็นไปตามตารางที� 6 ดงันีY  
 
 
 
 



 

 

 11

ตารางที� 6  ความเร็วในการไหลของนํYา และความสูงของถงัปฏิกรณ์ 
 

ชนิดของนํYาเสีย 
อตัราการไหลขึYน (m/h) ความสูงของถงัปฏิกรณ์ (m) 

ช่วง เฉลี�ย ช่วง เฉลี�ย 
COD nearly 100% soluble 1.0-3.0 1.5 6-10 8 
COD partially soluble 1.0-1.25 1.0 3-7 6 
Domestic wastewater 0.8-1.0 0.7 3-5 5 
 
ที�มา: Tchobanoglous et al. (2004) 
 

2.4  ปริมาตรของถงัปฏิกรณ์ 
 

        การออกแบบถงัปฏิกรณ์จะพิจารณาจาก ปริมาณสารอินทรีย ์อตัราการไหลของ
นํYา และประสิทธิภาพของระบบที�ตอ้งการ โดยที�ประสิทธิภาพของการบาํบดันํYาเสียสามารถดูไดจ้าก
จาํนวนของตะกอน และชีวมวลที�ยงัมีประสิทธิภาพในการทาํงานอยู ่โดยความสูงของถงัควรอยู่
ระหวา่ง 4.0-4.8 m และส่วนตกตะกอนควรจะสูง 1.5-1.6 m (Vieira and Garcia 1992; กรมควบคุม
มลพิษ, 2545) 
 
3.  ปัจจัยที�ควบคุมกระบวนการย่อยสลายแบบไม่ใช้ออกซิเจน 

 

แมว้า่การยอ่ยสลายสารอินทรียแ์บบไม่ใชอ้อกซิเจนจะเป็นกระบวนการที�ง่ายต่อการ
ควบคุมระบบ แต่ก็ตอ้งมีการควบคุมปัจจยัต่างๆใหเ้หมาะสมตามที�ระบบตอ้งการ เพื�อใหเ้กิด
ประสิทธิภาพสูงสุดในการบาํบดันํYาเสีย โดยสุบณัฑิต (2548) กล่าววา่ 
  

3.1  อุณหภูมิ (Temperature) 
 

       อุณหภูมิมีอิทธิพลอยา่งมากต่อการดาํรงชีวิตของแบคทีเรียในระบบบาํบดันํYาเสีย     
โดยแบคทีเรียแต่ละกลุ่มในระบบบาํบดันํYาเสียแบบไม่ใชอ้อกซิเจนจะมีความตอ้งการอุณหภูมิใน
การเจริญเติบโตที�แตกต่างกนั โดยสามารถแบ่งกลุ่มของแบคทีเรียไดด้งันีY  
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     1). Psychrophilic range มีช่วงอุณหภูมิ 5-15°C 
     2). Mesophilic range มีช่วงอุณหภูมิ 35-37°C 
     3). Thermophilic range มีช่วงอุณหภูมิ 50-55°C 

 
      เนื�องจากแบคทีเรียที�สร้างมีเทนมีบทบาทสาํคญัในการยอ่ยสลายครัY งนีY ซึ� งแบคทีเรีย

ชนิดดงักล่าวเป็นแบคทีเรียที�ไวต่อการเปลี�ยนแปลงอุณหภูมิมากซึ�งถงัยอ่ยสลายแบบที�ตอ้งใช้
อุณหภูมิสูงตอ้งใชอุ้ณหภูมิประมาณ 50-65°C ซึ� งอุณหภูมิ 52°C เป็นอุณหภูมิที�เหมาะสมมากที�สุด
ในการยอ่ยสลาย และถงัยอ่ยสลายแบบอุณหภูมิปานกลางซึ� งตอ้งมีอุณหภูมิประมาณ 30-35°C 
ส่วนในประเทศไทยระบบบาํบดันํYาเสียแบบไม่ใชอ้อกซิเจนมกัถูกควบคุมแบบ Mesophilic ไดเ้อง
โดยสภาพภูมิอากาศในประเทศไทยเอง โดยไม่ตอ้งเพิ�มอุณหภูมิใหก้บันํYาเสียก่อนเขา้สู่ระบบบาํบดั 
หรือถงัปฏิกรณ์ (สันทดั, 2549) 
 

3.2  พีเอช (pH) 
 

        ความเป็นกรด-ด่างเป็นอีกปัจจยัหนึ�งที�มีความสาํคญัในการยอ่ยสลายของ
แบคทีเรีย โดยเฉพาะอยา่งยิ�งในถงัยอ่ยสลายแบบไม่ใชอ้อกซิเจนที�มีแบคทีเรียกุล่มที�สร้างมีเทน  
ถา้ค่า pH มีค่าที�ไม่เป็นกลาง การเจริญเติบโตของแบคทีเรียกลุ่มสร้างมีเทนจะถูกยบัย ัYง ซึ� งสันทดั 
(2549) กล่าววา่ pH ที�เหมาะสมสาํหรับแบคทีเรียโดยทั�วไปมีค่าอยูร่ะหวา่ง 5-9 และค่า pH ที� 
เหมาะสมที�สุดคือ 6.8-7.2 ซึ� งเป็นสภาวะที�เหมาะสมที�ใชใ้นการควบคุมระบบบาํบดันํYาเสียทาง
ชีววทิยา 
 

3.3  อตัราการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย 
 

        ถา้สภาพแวดลอ้มต่างๆ ทัYงทางกายภาพและทางเคมีไม่ขดัต่อการเจริญเติบโตของ
แบคทีเรีย อตัราเร่งในการเจริญเติบโตของแบคทีเรียจะขึYนอยูก่บัปริมาณอาหารเท่านัYน 
(Tchobanoglous et al., 2004) โดย สันทดั (2549) กล่าววา่ การเจริญเติบโตของแบคทีเรียจะแปรผนั
โดยตรงกบัปริมาณอาหาร การวดัอตัราการเจริญเติบโตของแบคทีเรียวดัไดโ้ดยการหาปริมาณ
แบคทีเรียที�เพิ�มขึYน อตัราการเจริญเติบโตของแบคทีเรียจะสัมพนัธ์กบัระยะเวลา นั�นคือหากเลีYยง
แบคทีเรียในอาหารเลีYยงเชืYอ หรือนํYาเสีย จะสามารถแบ่งช่วงการเจริญเติบโตของแบคทีเรียไดด้งันีY  
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3.3.1  ในระยะแรกแบคทีเรียจะมีการปรับตวั และเป็นระยะที�แบคทีเรียไดรั้บ
สารอาหารเพื�อนาํมาสร้างส่วนประกอบต่างๆของเซลล ์ดงันัYนจึงยงัไม่มีการแบ่งตวั อตัราการ
เจริญเติบโตตํ�า ระยะนีY เรียกวา่ Lag phase 

3.3.2  เมื�อแบคทีเรียปรับตวัไดจ้ะมีการสะสมอาหาร และแบ่งตวัอยา่งรวดเร็ว
อยา่งสมํ�าเสมอ บางครัY งเรียกวา่ Steady state อตัราการเจริญเติบโตในระยะนีY สูงสุด เรียกวา่ Log 
phase 

3.3.3  หลงัจากนัYนอาหารต่างๆในนํYาเสีย หรืออาหารเลีYยงเชืYอเริ�มนอ้ยลง ของ
เสียจากแบคทีเรียจะเพิ�มขึYน การเจริญเติบโตของแบคทีเรียจะถูกจาํกดั โดยแบคทีเรียบางส่วน
สามารถเจริญเติบโตต่อไปได ้และบางส่วนจะตายลง ทาํใหแ้บคทีเรียโดยรวมค่อนขา้งคงที�นั�นคือ 
อตัราการเจริญเติบโตสุทธิเกือบเป็นศูนย ์ระยะนีY เรียกวา่ Stationary phase  

3.3.4  หลงัจากระยะ Stationary Phase อาหารจะยิ�งนอ้ยลง และอตัราการตายจะ
สูงกวา่อตัราการเจริญเติบโต ปริมาณแบคทีเรียจึงลดลง เรียกวา่ Declined growth 

3.3.5  Endogenous growth phase เป็นระยะที�อาหารเหลือนอ้ยลงจนเกือบหมด 
จะมีการตายมากขึYน พวกที�ดาํรงชีวติอยูไ่ดจ้าํเป็นตอ้งใชอ้าหารที�สะสมภายในเซลลเ์พื�อดาํรงชีวิต
เรียกวา่ Auto oxidation ดงัแสดงในภาพที� 3 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที� 3  การเปรียบเทียบการเปลี�ยนแปลงระหวา่งสารตัYงตน้กบัมวลของจุลินทรีย ์
 
ที�มา:  ดดัแปลงจากสันทดั (2549) 
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3.4  เวลาที�นํYาเสียอยูใ่นถงัยอ่ยสลาย (Retention Time) 
 

        เวลาที�อยูที่�อยูใ่นถงัตอ้งเป็นเวลาที�เหมาะสม และเพียงพอที�จะทาํใหเ้กิดการยอ่ย
สลายสารปนเปืY อนไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ เวลากกัเก็บนํYาเฉลี�ยอยา่งนอ้ย 4 ชั�วโมง (Lettinga et.al., 
1993) แต่ควรจะมีมากกวา่ 6 ชั�วโมง (Manila J.F. and Pohland F.G., 1992; กรมควบคุมมลพิษ, 
2545) ส่วน Lettinga et.al. (1993); กรมควบคุมมลพิษ (2545) ไดแ้นะนาํวา่ความเร็วนํYาไหลของนํYา
ไม่ควรเกิน 4 m/hr 

 
3.5  สารพิษ (Toxicants) 

  

        เนื�องจากสารบางชนิดมีผลต่อการยบัย ัYงการทาํงานของแบคทีเรีย อาทิเช่นซลัไฟด์
มีผลต่อการทาํงานของกลุ่มแบคทีเรียกลุ่มสร้างมีเทน โดยเกิดจากหากระบบมีกรดแอซีติกเกิดขึYน
ปริมาณนอ้ยจะทาํใหข้ัYนตอนสุดทา้ยในถงัยอ่ยสลายแบบไม่ใชอ้อกซิเจนเกิดปฏิกิริยาซลัเฟตรีดกัชนั 
(Sulfate Reduction) ไดก้๊าซไฮโดรเจนซลัไฟด ์และทาํใหร้ะบบลม้เหลวได ้
 

3.6  ความเขม้ขน้ของกรดอินทรีย ์
 

        กรดอินทรียจ์ะเกิดจากขัYนตอนที� 2 หรือ Acidogenesis และเป็นสารตัYงตน้ของ
ปฏิกิริยาการสร้างก๊าซมีเทน ถา้ปริมาณของกรดอินทรียมี์อยูป่ริมาณสูงกวา่ปกติจะทาํใหบ้่งชีY ไดว้า่
ขัYนตอนของปฏิกิริยาการสร้างมีเทนถูกยบัย ัYง หรือเป็นสัญญาณที�บ่งบอกถึงความไม่สมดุลของ
กระบวนการยอ่ยสลายในระบบทาํใหร้ะบบลม้เหลวได ้

 
3.7  ไอออน และความเคม็ 

 
        Joseph and Frederick (1992) กล่าววา่ ซลัเฟตเป็นตวัควบคุมที�สาํคญัในขัYนตอน 

methanogenesis เพราะมีการทาํงานแข่งกนัระหวา่ง sulfate-reducing bacteria และmethanogen 
ความเคม็มีผลต่อค่าฟลกัซ์ของก๊าซมีเทนเมื�อมีการทดลองกบันํYาทะเล โดยหาก NaCl มีความเขม้ขน้
มากกวา่ 0.2 M จะมีผลกระทบต่อกลุ่มประชากร methanogen นอกจากนีYไอออนยงัส่งผลกระทบต่อ
การเกิดปฏิกิริยาทางเคมี และอาจมีผลกระทบต่อการยบัย ัYงดา้นอื�นทางเคมี 
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4. ปฏิกริิยา และกลุ่มจุลนิทรีย์ที�มีบทบาทในการบําบัดนํ_าเสียแบบไม่ใช้ออกซิเจน 
 

กระบวนการยอ่ยสลายในสภาวะไม่ใชอ้อกซิเจนจะประกอบดว้ยกลุ่มฟังไจ และโปรโตซวั
จาํนวนนอ้ย ดงันัYนการยอ่ยสลายส่วนใหญ่เป็นหนา้ที�ของแบคทีเรีย  (Gerardi, 2006)  ชนิดของ
แบคทีเรียที�พบในระบบบาํบดัประกอบดว้ยแบคทีเรีย 3 กลุ่ม คือ ไฮโดรไลติกแบคทีเรีย 
(Hydrolytic Bacteria) เฟอร์เมนตเ์ททีฟแบคทีเรีย (Fermentative Bacteria) และ เมทาโนจีนิก
แบคทีเรีย (Methanogenic Bacteria) จากการชนิดของแบคทีเรียพบวา่ส่วนใหญ่คือ Clostridium spp. 
และ Bacteroides spp. รวมทัYง Pseudomonas spp. และ Bacillus spp.  แต่แบคทีเรียกลุ่มเด่นในระบบ
บาํบดันํYาเสียแบบไม่ใชอ้อกซิเจนคือกลุ่มแบคทีเรียแบบไม่ใชอ้อกซิเจน ส่วน Clostridium spp., 
Megasphera spp., Streptococci และ Bacilli เป็นแบคทีเรียกลุ่มเด่นในกลุ่มของ Fermentative 
Bacteria (Lester and Birkett, 1999) ทัYงนีYแบคทีเรียทาํหนา้ที�ในการยอ่ยสลายสารอินทรียจ์นกระทั�ง
กลายเป็นคาร์บอนไดออกไซด ์และก๊าซมีเทน โดยหลกัจากการยอ่ยสลายแบบไม่ใชอ้อกซิเจนจะ
ประกอบไปดว้ยกระบวนการไฮโดรไลซีส (Hydrolysis) กระบวนการอะซิโดจินีซีส (Acidogenesis) 
และกระบวนการเมทาโนจีนีซีส (Methanogenesis) (สุเทพ, 2552) ดงัภาพที� 4 

 

ภาพที� 4  การยอ่ยสลายสารอินทรียใ์นระบบบาํบดันํYาเสียแบบไม่ใชอ้อกซิเจน  
 

ที�มา: ดดัแปลงมาจาก Zehnder et al. (1982); สุเทพ (2552) 
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กรมควบคุมมลพิษ (2546) กล่าววา่ ไฮโดรไลซีส (Hydrolysis) กระบวนการแรกที�เป็น
บทบาทของกลุ่ม Hydrolytic bacteria ที�ผลิตเอนไซมอ์อกมายอ่ยสารโมเลกุลขนาดใหญ่ เช่น 
โปรตีน, ไขมนั และคาร์โบไฮเดรต ให้เป็นสารที�มีโมเลกุลขนาดเล็กแสดงในภาพที� 5, 6 และ7 
เพื�อที�เซลลส์ามารถดูดซึมเขา้สู่ภายในเซลลไ์ด ้และนาํไปใชเ้ป็นแหล่งคาร์บอน ดงัสมการที� 1 

 
C6H10O4 + 2H2O -> C6H12O6 + 2H2    ………. (1) 
 

 

ภาพที� 5  กระบวนการยอ่ยสลายโปรตีน 
 
ที�มา:  Gallert and Winter (2005) 
 

การยอ่ยสลายโปรตีนในกระบวนการ Hydrolysis จะถูกเร่งปฏิกิริยาดว้ยเอนไซม ์proteases 
ซึ� งทาํใหเ้กิดเป็นกรดอะมิโน ไดเปปไทด ์หรือโอลิโกเปปไทด ์ส่วนปฏิกิริยา Hydrolysis ของ
คาร์โบไฮเดรตจะเกิดปฏิกิริยาที�ค่า pH นอ้ยๆ (McInerney, 1988; Gallert and Winter, 2005) แต่หาก
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เป็นปฏิกิริยา Hydrolysis ของโปรตีนจะมีค่า pH ที�เหมาะสมเท่ากบัค่า pH ตามธรรมชาติ หรือมีค่า 
Alkaline pH นอ้ยๆปฏิกิริยา Aciodogenesis ของนํYาเสียที�มีโปรตีนจะมีค่า pH เท่ากบั 7 หรือมากกวา่ 
(Winterberg and Sahm, 1992; Gallert and Winter, 2005) 

 

 

ภาพที� 6  กระบวนการยอ่ยสลายแป้ง 
 
ที�มา: Gallert and Winter (2005) 

 

Gallert and Winter (2005) กล่าววา่ ไขมนัเป็นชีวพอลิเมอร์ที�มีผลต่อค่า COD ในนํYาเสียจาก
โรงงานอาหาร การยอ่ยสลายไขมนัดว้ยเอนไซม ์Lipases หรือ Phospholipases ไขมนั และนํYามนั
ตอ้งถูกลดแรงตึงผวิ การยอ่ยสลายไขมนัในสภาวะไม่ใชอ้อกซิเจนจะแสดงในภาพที� 7 โมเลกุลของ
นํYาตาล และกลีเซอรอลสามารถถูกยอ่ยสลายใหก้ลายเป็นก๊าซมีเทน และคาร์บอนไดออกไซดจ์าก
ปฏิกิริยาของ Fermentative Bacteria และ Methanogenic bacteria หลงัจากปฏิกิริยา Hydrolysis 
Fermentation และ Acetogenesis สารประกอบไขมนัที�อยูใ่นช่วง Methanogenesis จะเปลี�ยนเป็น 
acetate, คาร์บอนไดออกไซด์ และไฮโดรเจน ซึ� งเป็นแก๊สชีวภาพ ปฏิกิริยาทัYงหมดจะเกิดภายใน
เซลลที์�มีอิทธิพลมาจาก Syntrophic Interaction ที�มีการถ่ายโอนไฮโดรเจน ยกเวน้ปฏิกิริยา lipases  
ที�เกิดขึYนภายนอกเซลล ์
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ภาพที� 7  กระบวนการยอ่ยสลายไขมนั 
 
ที�มา: Gallert and Winter (2005) 
 

Clostridium butyricum และ Enterobacter aerogenes เป็นแบคทีเรียที�มีความสามารถใน
การผลิตไฮโดรเจน อยา่งมีประสิทธิภาพ (Nath and Das, 2004) ซึ� งจะอยูใ่นกระบวนการ         
Acidogenesis (Jo et al., 2008) ซึ� งกระบวนการดงักล่าวเป็นกระบวนการที�สองที�แบคทีเรียมีการ
ผลิตกรดอินทรีย ์(Organic acids) และแอลกอฮอล ์(Alcohols) จึงทาํใหแ้บคทีเรียกลุ่มนีY มีชื�อเรียกวา่ 
อะซิโดเจน (Acidogens) ตวัอยา่งแบคทีเรียในกลุ่มนีYไดแ้ก่ Clostridium spp., Peptococus anaerobes 

Bifiobaterium spp., Desulphovibrio spp., Corynebacterium spp., Lactobacillus spp., 
Acitonomycess, Staphylococcus spp. และ Escherichic coli แต่กลุ่มของจุลินทรียร์ะยะนีY เป็นกลุ่มที�
ยงัไม่สามารถผลิตมีเทนไดจึ้งเรียกนอนเมทาโนจีนิกแบคทีเรีย (Non-methanogenic bacteria) ซึ� งมี
หลากหลายสายพนัธ์ุเป็นทัYงแบคทีเรียที�สามารถเจริญไดท้ัYงในสภาวะที�มีออกซิเจน และไม่มี
ออกซิเจน (Facultative) และแบคทีเรียที�เจริญไดใ้นที�ไม่มีออกซิเจนเท่านัYน (Obligate anaerobic 
bacteria) โดยแบคทีเรียที�ไม่ใชอ้อกซิเจนที�มีบทบาทในการสร้างกรดไขมนัระเหยก็คือกลุ่ม 
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Clostridium spp. ดงัแสดงในตารางที�  7 จากการการติดตามการเปลี�ยนแปลงของกลุ่มประชากร
จุลินทรียใ์นถงั UASB พบวา่ประชากรส่วนใหญ่เป็นกลุ่ม Methanogen รองลงมา คือ Non-
Methanogen แต่เมื�อเดินระบบและมีการรับสารอินทรียพ์บวา่ปริมาณจุลินทรียใ์นแต่ละกลุ่มมี
จาํนวนเพิ�มมากขึYนตามอตัราการป้อนสารอินทรียที์�เพิ�มมากขึYน ทัYงนีYพบวา่ Suspended bed สัดส่วน
ของ Non-methanogen ต่อประชากรจุลินทรียท์ัYงหมดเพิ�มมากขึYน และเป็นกลุ่มประชากรหลกั 
ในขณะที� Packed bed สัดส่วนของ Non-methanogen คงที� (สมเกียรติ, 2547)  
 

อยา่งไรก็ตามพบวา่ Hydrolytic bacteria ในกลุ่มแรกบางพวกก็มีความสามารถทาํหนา้ที�
เหมือน แบคทีเรียที�สร้างกรด (Acid formers) ในกลุ่มที�สองบางพวก โดยสร้างกรด และแอลกอฮอล์
ไดจ้ากการหมกั (Fermentation) กรดไขมนั (Fatty acids monosaccharides)  และกรดอะมิโน 
(Amino acids) ไปเป็นพรอพิเนต (Propionate) บิวไทเรต (Butyrate) ซคัซิเนต (Succinate) 
แลคเตต (Lactate) อะซิเตต (Acetate) แอลกอฮอล์(Alcohols) คาร์บอนไดออกไซด ์(CO2 ) และ
ไฮโดรเจน(H2  ) ดงัสมการที� 2 ,3 และ4 ตามลาํดบั  บทบาทสาํคญัหลกัของระยะที�สองคือการเตรียม
สารตัYงตัYน(Substrates) ต่างๆ โดยกลุ่ม อะซิโตจีนิกแบคทีเรีย (Acetogenic bacteria) เพื�อสร้างมีเทน 
ไดแ้ก่ ไฮโดรเจน (H2) คาร์บอนไดออกไซด ์(CO2) ฟอร์เมต (Formate) เมทานอล (Methanol) 
เมทิลลามีน (Methylamines) และอะซิเตต (Acetate) ดงัสมการที� 5 ,6 และ 7 ตามลาํดบั 
 

C6H12O6 <-> 2CH3CH2OH + 2CO2   ………. (2) 
 
C6H12O6 + 2H2 <-> 2CH3CH2COOH + 2H2O  ………. (3) 
 
C6H12O6 -> 3CH3COOH     ………. (4) 
 
3CH2COO- + 3H2O <-> CH3COO- +H++ HCO-

3 + 3H2 ………. (5) 
 
C6H12O6 + 2H2O <-> 2CH3COOH +2CO2+4H2  ………. (6) 
 
CH3CH2OH + 2H2O <-> CH3COO- + 2H2 + H+  ………. (7) 
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ตารางที� 7  ลกัษณะสมบติัของแบคทีเรียบางกลุ่มในจีนสั Clostridium  
 

ลกัษณะสาํคญั ผลผลิต และลกัษณะอื�น ชนิด 
1.  ยอ่ยคาร์โบไฮเดรต 

- ยอ่ยเซลลูโลส 
อะซิเตท, แลคเตท, 
ซสัสิเนท,ไฮโดรเจน,เอทานอล, 
คาร์บอนไดออกไซด ์

C. cellubioparum 
C. thermocellum 

- ยอ่ยนํYาตาล แป้ง       
และเพคตินบางชนิด
ตรึงไนโตรเจน 

 
 

อะเซโทน, บิวทานอล, เอทธานอล,  
ไอโซพรอพินอล, บิวทาเรต,            
อะซิเตท, พรอพิโอเนท,ซสัสิเนท,
ไฮโดรเจน, คาร์บอนไดออกไซด ์

C. butyricum 
C. acetobutylicum 
C. pasteurianum 
C. perfingens 
C. thermosulfurogens 

- ยอ่ยนํYาตาลใหเ้ป็น
กรดอะซิติก 

ผลิตอะซิเตทจากคาร์บอนไดออกไซด์ C. aceticum 
C. Thermoaceticum 
C. formicoaceticum 

- ยอ่ยเฉพาะ pentoses 
หรือ methylpentoses 

อะซิเตท,พรอพิโอเนท, n-บิวทานอล,
ไฮโดรเจน, คาร์บอนไดออกไซด ์

C. methylpentosum 

2.  ยอ่ยโปรตีน และกรดอะมิโน อะซิเตท, กรดไขมนัระเหยอื�น,
แอมโมเนีย, คาร์บอนไดออกไซด,์อาจ
ใหไ้ฮโดรเจน 

C. sporogen 
C. tetani 
C. botulinum 

- อาจยอ่ยนํYาตาล บิวไทเรต และอะซิเตท                    
อาจผลิตเอกโซทอกซิน 

C. tetanomorphum 

- ยอ่ยสารประกอบที�มี
คาร์บอน 3 อะตอม 

พรอพิออเนท,อะซิเตท และ
คาร์บอนไดออกไซด ์

C. propionicum 

3.  ยอ่ยคาร์โบไฮเดรต หรือ
กรดอะมิโน 

อะซิเตท,ฟอร์เมท, มีไอโซบิวไทเรท 
และไอโซวาเลอเรทเล็กนอ้ย 

C. bifermentans 

4.  ยอ่ยพิวรีน อะซิเตท, purines, forming acetate,
คาร์บอนไดออกไซด,์ แอมโมเนีย 

C. acidurici 

5.  ยอ่ยเอทานอลใหเ้ป็นกรด
ไขมนั 

ใหอ้ะซิเตทเป็นสารรับอิเล็คตรอน C. kluyveri 

 

ที�มา:  Medigan et al (1997); กรมควบคุมมลพิษ (2546) 
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Hydrolytic Bacteria เจริญเติบโตไดไ้ม่ดีเมื�ออยูต่ามลาํพงั  เนื�องจากหากมีการสะสมก๊าซ
ไฮโดรเจนที�ผลิตขึYนมาจะทาํใหค้วามดนัพาร์เชียลสูง (สุบณัฑิต, 2548) ยบัย ัYงการเจริญเติบโตของ
แบคทีเรียสร้างกรดอะซิติก แบคทีเรียสร้างกรดอะซิติกจะสร้างอาหารใหแ้ก่แบคทีเรียสร้างมีเทน 
ส่วนแบคทีเรียที�สร้างมีเทนก็ช่วยทาํลายก๊าซไฮโดรเจนให้กบัแบคทีเรียที�สร้างกรด ดงัสมการที� 8 
และ 9 

 
CH3CH2COOH + 2H2O -> CH3COOH + CO2 + 3H2  ………. (8) 
 
CH3CH2CH2COOH + 2H2O -> 2CH3COOH + 2H2   ………. (9) 
 
เมทาโนจีนีซีส (Methanogenesis; methane formation) เป็นกระบวนการในช่วงที�มีเทน

แบคทีเรียจะเปลี�ยนกรดเป็นก๊าซมีเทน และคาร์บอนไดออกไซด ์(Steiner, 2000) ซึ� งแบคทีเรียที�
สร้างมีเทน หรือ เมทาโนเจน(Methanogen) เป็นแบคทีเรียที�ไม่อาจทนต่อออกซิเจน และ
เจริญเติบโตชา้ อีกทัYงยงัจาํเพาะต่อชนิดของอาหารมาก ดงัสมการที� 10 ,11 และ 12 ตามลาํดบั 

 
CO2 + 4H2 -> CH4 + 2H2O     ………. (10) 
 
2C2H5OH + CO2 -> CH4 + 2CH3COOH    ………. (11) 

 
CH3COOH -> CH4 + CO2     ………. (12) 

 
ตารางที� 8  การเปลี�ยนแปลงของปฏิกิริยารีดอกซ์สาํหรับจุลินทรียไ์ม่ใชอ้อกซิเจน  
 
Oxidation   , KJ 

Propionate->Acetate CH3CH2COO-+3H2O ->CH3COO-+H++HCO3
-

+3H2 
+ 76.1 

Butyrate->Acetate CH3CH2 CH2 COO- +2H2O ->2CH3COO-+H++2H2 +48.1 
Ethanol->Acetate CH3CH2 OH+ H2O ->CH3COO-+H++2H2 +9.6 
Lactate->Acetate CH3CHOHCOO-+2H2O ->CH3COO-+ HCO3

-

+H++2H2 
- 4.2 

Acetate->Methane CH3COO-+H2O -> HCO3
-+CH4 -31.0 
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ตารางที� 8  (ต่อ)   
 

Respiration   , KJ 
HCO-

3->Acetate 2HCO3
-+4H2+H+ -> CH3COO-+4H2O -104.6 

HCO-
3->Methane HCO3

-+4H2+H+ -> CH4+3H2O -135.6 
Sulfate->Sulfide SO4

2--+4H2+H+ ->HS-+4H2O -151.9 
 CH3COO-+ SO4

2--+H+ -> 2HCO3
-+H2S -59.9 

Nitrate->Ammonia NO-
3+4H2+2H+ ->NH4

++3H2O -599.6 
 CH3COO- +NO-

3+H++H2O ->2HCO3
-+ NH4

+ -511.4 
Nitrate->Nitrogen gas 2NO-

3+5H2+2H+ ->N2+6H2O -1120.5 
 
ที�มา: Joseph and Frederick (1992) 
 

นอกจากนีYยงัพบวา่ระยะเวลากกัเก็บ และภาระบรรทุกสารอินทรียค์าร์บอน และไนเตรต
ไนโตรเจนมีผลต่อการเปลี�ยนแปลงปริมาณและชนิดของจุลินทรียใ์นระบบ โดยจุลินทรียเ์ด่นที�พบ
ในถงัปฏิกรณ์คือ Bacteroidetes, Firmicutes และ Thermomicrobia ส่วนจุลินทรียก์ลุ่มยอ่ยที�พบคือ 
Nitrospira, Acidobacteria, Acinobacteria, Deltaproteobacteria, Chlorobi และ Betaproteobacteria 
ซึ� งจดัเป็นจุลินทรียแ์บบไม่ใชอ้อกซิเจนทัYงสิYน (วลยัภรณ์, 2551) ทัYงนีY  Keyser et al. (2007) ศึกษา
แบคทีเรียที�อยูใ่นตะกอนจากระบบ UASB ของอุตสาหกรรมเครื�องดื�มกระป๋องดว้ยวธีิ Fingerprint 
พบวา่ unculturable แบคทีเรีย 35 % ส่วนอีก 65 % เป็นแบคทีเรียแบบ culturable ที�ประกอบไปดว้ย
สกุลต่างๆต่อไปนีY   Bacillus, Pseudomonas, Bacteroides, Enterococcus, Alcaligenes, Clostridium, 

Shewanella, Microbacterium, Leuconostoc, Sulfurospirillum, Acidaminococcus, Vibrio, 

Aeromonas, Nirtospira, Synergistes, Rhodococcus, Rhodocycclus และ Syntrophobacter ) โดย Li 
et al. (2010) ศึกษากลุ่มแบคทีเรียของนํYาเสียจากการเลีYยงสุกรในระบบบาํบดันํYาเสียแบบไม่ใช้
ออกซิเจนพบวา่มีกลุ่ม Firmicutes 33%, Acidobacteria 23%, Proteobacteria 19%, Bacteroidetes 
11%, Nitrispira 8%, Chloroflexi 4% และแบคทีเรียชนิดอื�นอีก 2% ซึ� งผลการศึกษาดงักล่าวแตกต่าง
จากการศึกษาของ Tang et al. (2005) ที�ศึกษากลุ่มแบคทีเรียจากถงัเก็บนํYาเสียแบบไม่ใชอ้อกซิเจน
ของนํYาเสียจากการเลีYยงสุกรและพบ Clostridium 15%, Bacillus-Lactobacillus-Streptococcus 
subdivision 20%, Microplasma 10%, Flexibacter Cytophaga-Bacteroides 20% และแบคทีเรียชนิด
อื�นอีก 35% นอกจากนีYยงัแต่ต่างกบัการศึกษาของ Snell et al. (2005) ที�ศึกษาการบาํบดันํYาเสียจาก
การเลีYยงสุกรของระบบบาํบดันํYาเสียแบบกรองทางชีวภาพที�พบวา่ มีกลุ่ม Firmicutes มากกวา่ 34%, 



 

 

 23

γ-Proteobacteria 23%, α- Proteobacteria 17, β-Proteobacteria 18%, Actinobacteria 10% และ
แบคทีเรียชนิดอื�นอีก 8%  

 
 Pantamas et al. (2003) ศึกษาการทาํงานร่วมกนัของจุลินทรียใ์นการผลิตก๊าซมีเทน ซึ� งการ

ยอ่ยสลายกลูโคสไปเป็นก๊าซมีเธนเป็นการยอ่ยสลายแบบไม่ใชอ้อกซิเจนที�มีการทาํงานร่วมกนัของ
จุลินทรียห์ลายกลุ่มคือ Hydrolytic fermentative bacteria, Acetogenic bacteria, และ Methanogenic 
bacteria และศึกษาการทาํงานระหวา่ง Bacillus spp. กบั Enriched methane producing bacteria 
(Enriched MPB) โดยพบวา่ Enriched MPB มีความสามารถในการยอ่ยสลายกลูโคสไปเป็นก๊าซ
มีเทนได ้

 
ตารางที� 9  ชนิดและหนา้ที�ของแบคทีเรียอื�นๆที�ทาํหนา้ที�ยอ่ยสลายสารอินทรีย ์
 

แบคทีเรีย หนา้ที�ในการทาํงาน 
Bacillus spp. สามารถออกซิไดซ์ คาร์โบไฮเดรต กรดอินทรีย ์และสารประกอบอื�นๆ เช่น 

ไขมนั นํYามนั โปรตีน และแป้ง โดยสามารถทาํงานไดดี้ในการยอ่ยสลาย
ตะกอน เนื�องจากสามารถหลั�งเอนไซมอ์อกมานอกเซลลเ์พื�อยอ่ยสลาย
สารอินทรียโ์มเลกุลใหญ่ ให้กลายเป็นโมเลกุลเล็ก อีกทัYงสามารถทนต่อ
สภาพแวดลอ้มที�กน้บ่อไดข้ณะที�เจริญเติบโต 

Pseudomonas spp. ออกซิไดซ์สารอินทรียที์�ละลายนํYาได ้
Enterobacter spp. เจริญเติบโตไดท้ัYงในสภาพไม่มีออกซิเจน และสภาพที�มีออกซิเจน โดยภายใต้

สภาพที�มีออกซิเจนจะออกซิไดซ์สารประกอบคาร์โบไฮเดรตที�มีองคป์ระกอบ
ง่ายๆ ไดเ้ป็นคาร์บอนไดออกไซดแ์ละนํYา กลายเป็นแหล่ง
คาร์บอนไดออกไซดข์องพืชนํYา แต่ในสภาพที�มีออกซิเจนตํ�าๆ จะเกิดการหมกั
ของสารประกอบคาร์บอนทาํใหเ้กิดกรดอินทรีย ์

Nitrosomonas spp. ออกซิไดซ์แอมโมเนีย-ไนโตรเจนใหเ้ป็นไนไทรต-์ไนโตรเจนซึ�งตอ้งการ
ออกซิเจนในปริมาณที�เพียงพอ การเจริญเติบโตตอ้งอาศยัสารประกอบ
อินทรียค์าร์บอนที�ละลายนํYา แต่กระบวนการทาํงานจะถูกจาํกดัเมื�อมี
สารประกอบอินทรียม์ากกวา่ 20 ppm 

 

ที�มา: ดดัแปลงมาจาก สมคิด (2536); อาํพล (2546) 
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5.  การคัดแยกและจําแนกเชื_อจุลนิทรีย์ 
 

ปัจจุบนัมีเทคนิคการคดัแยก และจาํแนกเชืYอจุลินทรียห์ลากหลาย โดยแต่ละวธีิที�ใชใ้นการ
คดัแยกจะสามารถใหผ้ลที�แตกต่างกนั และรูปแบบที�แตกต่างกนัดงัตารางที� 10 

 

ตารางที� 10  เทคนิคที�ใชใ้นการศึกษาจุลินทรียใ์นนํYาเสียในปัจจุบนั 
 

เทคนิค ประโยชน์ ขอบเขต ตวัอยา่งการใช ้
Microscopy สามารถสังเกตเซลล์

ของจุลินทรียไ์ดอ้ยา่ง
รวดเร็ว 

ไม่สามารถจาํแนก
แบคทีเรียเด่นได ้

Association of 
filamentous bacteria with 
sludge bulking 
(Eikelboom,1975; 
Seviour et al.,1997) 

Media-based 
methods 

ง่ายต่อการทดลอง ยากต่อการเพาะเลีYยง
แบคทีเรียที�เด่น 

Domination of aerobic 
and facultative anaerobic 
heterotrophs in kraft pulp 
treatment systems 
(Fulthorpe et al., 1993) 

Indicator 
microorganism-based 
pathogen estimate 

สามารถแสดง
ลกัษณะของจุลินทรีย์
แต่ละชนิด 
 
 
 
 
เป็นมาตรฐานในการ
ตรวจสอบ coliforms 

ใชร้ะยะเวลา และ
ความละเอียดสูง 
 
 
 
 
เป็นการประมาณเชืYอ
โรคทางออ้ม 

Fecak coliform/fecal 
streptococcus ratio to 
differentiate human vs. 
non-human 
pollution(Scott et al., 
2002) 
F+ RNA and DNA 
coliphage densities as an 
indicator of water quality 
(Cole et al., 2003) 
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ตารางที� 10  (ต่อ) 
 

เทคนิค ประโยชน์ ขอบเขต ตวัอยา่งการใช ้
Amplified 
ribosomal DNA 
restriction 
analysis 
(ARDAR) 

ง่ายต่อการ
เพาะเลีYยงเชืYอ
แบคทีเรีย 
เหมาะสาํหรับ
การจาํแนก
จุลินทรียแ์บบ
กวา้งๆ 

การสกดั DNA และ ความแตกต่าง
ของ PCR  
ไม่สามารถบอกเป็นเชิงปริมาณ 

Microbial diversity of 
activated sludge 
(Blackall et al. 1998; 
Pellegrin et al.,1999) 

Ribosomal RNA 
intergenic 
spacer analysis 
(RISA) 

ง่ายต่อการ
เพาะเลีYยงเชืYอ
แบคทีเรีย 
 
เหมาะสาํหรับ
การจาํแนก
จุลินทรียแ์บบ
กวา้งๆ 
 

การสกดั DNA และ ความแตกต่าง
ของ PCR 
 
 
ไม่สามารถบอกเป็นเชิงปริมาณ 
บอกความแตกต่างตามความยาว 
และลาํดบัของแบคทีเรีย 

Bacteria diversity and 
community structure 
in plup and paper 
wastewater(Yu and 
Mohn, 2001) 
Bacterial community 
analysis from different 
plup and paper 
wastewater treatment 
systems(Baker et al., 
2003) 

Denaturing 
gradient gel 
electrophoresis 
(DGGE) 

ง่ายต่อการ
เพาะเลีYยงเชืYอ
แบคทีเรีย 
เหมาะสาํหรับ
การวเิคราะห์
จุลินทรียแ์บบ
กวา้งๆ 
ใชบ้อกความ
แตกต่างของ
ลาํดบั  rRNA  

การสกดั DNA และความแตกต่าง
ของ PCR 
 
ไม่สามารถบอกขอ้มูลเชิงปริมาณ 
ความจาํเพาะทาํใหเ้กิดปัญหา
เนื�องจากลาํดบัสัYนเกินไป 

Microbial community 
composition (Muyzer 
et al., 1993) 
Population shift (Ferris 
et al., 1997) 
Succession of bacterial 
population (Simpsom 
et al., 2000)  
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ตารางที� 10  (ต่อ) 
 

เทคนิค ประโยชน์ ขอบเขต ตวัอยา่งการใช ้
Terminal-restriction 
fragment length 
polymorphism        
(t-RFLP) 

สามารถเพาะเชืYอได ้
และเหมาะสาํหรับ
การวเิคราะห์ขอ้มูล
วเิคราะห์จุลินทรียใ์น
ช่วงกวา้ง วเิคราะห์
ไดอ้ยา่งรวดเร็วและ
ขอ้มูลกึ�งปริมาณ 

การสกดั DNA และ 
ความแตกต่างของ 
PCR 

Composition of pulp mill 
microbial community 
(Gilbride and Fulthorpe, 
2004) 
Bacterial community 
composition from sewage 
treatment plants (Hiraishi 
et al.,2000) 

Fluorescent In Situ 
Hybridization (FISH) 

ขอ้มูลเชิงปริมาณ 
 
 
 
 
สามารถมองเห็น
เซลลแ์บคทีเรียที�ไม่
สามารถเพาะเลีYยงเชืYอ
ได ้

ไม่สามารถหาเซลลที์�
ตายแลว้ได ้

In situ analysis of 
microbial community 
structure in activated 
sludge (Wagner              
et al.,1993) 
Observation of sludge 
floc forming 
microorganisms(Rossello-
Mora et al., 1995) 

Fluorescent in situ 
hybridization (FISH) 
and confocal 
scanning laser 
microscopy (CSLM) 
Multiplex PCR 

ขอ้มูลเชิงปริมาณ 
สามารถมองเห็น
เซลลแ์บคทีเรียที�
เจริญเติบโตไดช้า้ 
และแบคทีเรียที�ไม่
สามารถเพาะเลีYยงเชืYอ
ไดส้ามารถทาํได้
รวดเร็ว และ
ตรวจสอบจุลินทรีย์
ไดห้ลายชนิดในเวลา
เดียวกนั 

เครื�องมือ และ
อุปกรณ์ราคาแพง 
 
 
 
การรวมกนัของ 
ไพรเมอร์ตอ้งใช้
ปฏิกิริยา PCR เดี�ยว 

Visualization of nitrifying 
bacteria (Wagner et al., 
1998; Juretschko et al., 
1998) 
Detection of bacterial 
pathogens in wastewater 
(Ibekwe et al., 2002) and 
viruses (Beuret., 2004) 
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ตารางที� 10  (ต่อ) 
 

เทคนิค ประโยชน์ ขอบเขต ตวัอยา่งการใช ้
Nucleic acid 
microarrays 

การใชป้ระโยชน์
หลากหลาย 
 
การประยกุตข์อ้มูลที�
หลากหลาย 

มีความละเอียดนอ้ย
สาํหรับตวัอยา่งใน
สิ�งแวดลอ้ม  
กระบวนการตวัอยา่ง
ที�ซบัซอ้น 

Pathogen detection in 
water (Straub and 
Chandler, 2003),Food 
(Call et al., 2001), and 
wastewater (Lee et al., in 
press) 

On-chip technology เป็นการรวม PCR กบั 
nucleic acid 
hybridization บน 
chip 
การรบกวนที�เกิดจาก
ปฏิกิริยานอ้ย 

การปรับ และการ
บรรจุ 

Detection of bacterial 
pathogens(Lagally et al., 
2004;Blaskovic and 
Barak, 2005) 

 
ที�มา: Gilbride (2006) 
 

นอกจากการจาํแนกเชืYอจุลินทรียต์ามตารางขา้งตน้ การจาํแนกจุลินทรียต์ามกลุ่ม และ
หมวดหมู่ ตอ้งอาศยัขอ้มูลส่วนอื�นๆ เพิ�มเติมดงันีY  สัณฐานวทิยา, อาหารจาํเพาะ, การวิเคราะห์
โปรตีน และการเปรียบเทียบลาํดบัเบส 
 

5.1  รูปร่างและโครงสร้างของแบคทีเรีย (Bacterial morphology and bacterial 
structure)  

 
        ดา้นสัณฐานวทิยาเป็นคุณสมบติัที�ไม่สามารถมองดว้ยตาเปล่า ตอ้งส่องดว้ยกลอ้ง

จุลทรรศน์ จะเห็นรูปร่างลกัษณะต่างๆของแบคทีเรียตามภาพที� 8 แต่หากศึกษาโครงสร้างภายใน
เซลลต์อ้งใชก้ลอ้งจุลทรรศน์อิเล็กตรอน (ดวงพร, 2537) 

 
        Culture Based Technique โดยการนาํนํYาตวัอยา่งมาเจือจาง แลว้นาํไป เพาะเลีYยง

บนอาหารเลีYยงเชืYอทั�วไป (Nutrient Agar) ดว้ยวธีิการ spread plate, pour plate การเพาะเลีYยงแบบนีY     
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จะสามารถนบัจาํนวนเชืYอที�ขึYนในหน่วยของ CFU หลงัจากนัYนนาํเชืYอที�ไดไ้ป Streak จนกลายเป็น 
pure culture เพื�อหาชนิดเชืYอแต่ละชนิดต่อไป  

 

 
ภาพที� 8  ลกัษณะสัณฐานวทิยาของแบคทีเรีย 
 
ที�มา: Gabriel (2005) 
 

การยอ้มแกรมจะทาํเพื�อดูลกัษณะสัณฐานของแบคทีเรียที�ตอ้งการศึกษา เพื�อจาํแนก และ
แบ่งโดยปกติกลุ่มของแบคทีเรีย ซึ� งการจดัจาํแนกแบคทีเรียตาม Buchanan (1957) มีลกัษณะตาม
ตารางที� 11 โดยแบคทีเรียที�ติดสีม่วงคือแบคทีเรียแกรมบวก ส่วนแบคทีเรียที�ติดสีแดง คือแบคทีเรีย
แกรมลบ นอกจากนีYสาํหรับแบคทีเรียบางชนิดที�มีการสร้างสปอร์การยอ้มแกรมก็สามารถเห็น
ลกัษณะของสปอร์ที�มาจากแบคทีเรียชนิดนัYนๆไดเ้ช่นกนั โดยหากเป็นกลุ่มแบคทีเรียจาํพวก 
Clostridium spp. จะติดสีม่วงซึ� งเป็นแกรมบวก และสามารถสามารถดูลกัษณะของสปอร์ โดย
ตาํแหน่งของสปอร์จะมีลกัษณะแตกต่างกนัตามสปีชีส์ของจุลินทรีย ์คือ กลางเซลล ์ค่อนปลายเซลล ์
และปลายเซลล ์  

 
ตารางที� 11  Divisions ของ Procareyotae 
 

Divisions ชนิดของผนงัเซลล ์(Type of cell wall) 
Firmicutes Gram Positive 

Gracilicutees Gram Negative 
Tenericutes No rigid cell wall 

 

ที�มา: ดวงพร (2537) 
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5.2  ลกัษณะทางกายภาพและชีวภาพ (Physiological and biochemical properties)  
 

       ดวงพร (2534) กล่าววา่ สภาพแวดลอ้มที�เกี�ยวขอ้งกบัการเจริญเติบโตของ
แบคทีเรีย เช่นอุณหภูมิ, แสง, ความเป็นกรด-ด่าง, ความตอ้งการใชส้ารเคมี หรือแก๊สบางชนิด โดย
สามารถจดัหมวดหมู่ของแบคทีเรียไดด้งันีY  แบคทีเรียที�สามารถเจริญไดใ้นที�ที�มีออกซิเจน เรียกวา่ 
Aerobic bacteria ถา้ไม่สามารถเจริญไดใ้นที�ที�มีออกซิเจนเรียกวา่ Anaerobic bacteria และแบคทีเรีย
ที�สามารถเจริญไดท้ัYงสองสภาวะคือ Facultative bacteria หรือหากเจริญไดใ้นที�ที�มีออกซิเจนนอ้ย
เรียกวา่ Microaerophilic bacteria 

 
5.3  ลกัษณะการเจริญบนอาหารที�เพาะเลีYยงเชืYอ (Culteral characteristic) 

 
       จากเซลลห์นึ�งเซลลเ์จริญรวมกนัเป็นกอ้นเรียกวา่โคโลนี (Colony) จนสามารถ

มองเห็นไดด้ว้ยตาเปล่า ทาํใหส้ามารถศึกษาลกัษณะของเชืYอโคโลนี เช่น ความมนั ใส ขุ่น ทึบ ให้
รงควตัถุเป็นเมด็ละเอียด หรือหยาบ ขอบเขตการเจริญ เรียบหรือขรุขระ เมือก หรือแห้ง ดงัแสดงใน 
ภาพที� 9 

 

 
ภาพที� 9  ลกัษณะของโคโลนีที�เจริญบนอาหารแขง็ 
 
ที�มา: Prescott (2002) 
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5.4  คุณสมบติัของกระบวนการเมทาบอลิซึม หรือคุณสมบติัทางชีวเคมี (Metabolic or 
Biochemical characteristic) 

 
       ชีวเคมีเป็นวธีิการทดสอบ เพื�อแบ่งแยกลกัษณะของแบคทีเรียตามกระบวนการ 

หรือลกัษณะการดาํรงชีวิต เช่น การยอ่ยสลาย, การเคลื�อนที� และการสร้างสาร เป็นตน้ การวเิคราะห์
ทางดา้นชีวเคมีที�มีความรวดเร็ว และน่าเชื�อถือ ดงัแสดงในภาพที� 10 

 

 
ภาพที� 10   แผนผงัการเทียบเคียงทางชีวเคมีของแบคทีเรีย 
 
ที�มา: ดวงพร (2537) 
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     สาํหรับ Obligate (Strict) anaerobes ไม่ผลิตเอนไซม ์catalase และ cytochrome 
oxidase ทาํใหส้ามารถใชอ้อกซิเจนรับอิเล็กตรอนในการหายใจแบบใชอ้อกซิเจน หรือขาดเอนไซม ์
superoxide dismutase ทาํใหมี้การสะสมของ superoxide anion, peroxide anion เกิดขึYน               
การเพาะเชืYอจึงจาํเป็นตอ้งทาํในสภาพบรรยากาศที�มีค่า Eh ตํ�า เช่น thiglycolate medium, cooked 
meat medium หรือเพาะเชืYอใน anaerobic incubator หรือ anaerobic jar ที�มีการดึงออกซิเจนออก       
(นนัทนา, 2549) 

 
      Clostridia เป็นหนึ�งใน genera ที�ใหญ่ที�สุด ของโปรคาริโอตโดยตดัสินจากพืYนฐาน      

4 ขอ้คือ  
 
      1) สามารถฟอร์ม endospore   
      2) ตอ้งสร้างพลงังานจากการเมทาบอลิซึม 
      3) ไม่สามารถเกิดปฏิกิริยาของซลัเฟต และ 
      4) ผนงัเซลลต์อ้งเป็นแกรมบวก (Jo et al., 2008)        

 
      ในการทดสอบ Clostridia คือ Carbohydrate fermentation, Gelatin hydrolysis และ

Indole formation (Kaufman,1960)  
 

5.5  ลกัษณะทางพนัธุกรรม (Genetic Characteristics)  
 

      เป็นการจาํแนกที�สมบูรณ์ที�สุดควรจะศึกษาเกี�ยวกบัพนัธุกรรม เพื�อการจดัจาํแนก
แบคทีเรียให้ใกลเ้คียงกบัระบบธรรมชาติมากที�สุด ดงัตารางที� 10 ซึ� งปัจจุบนัการเปรียบเทียบลาํดบั
เบส เป็นวิธีการที�มีการใช้กนัอย่างแพร่หลาย เนื�องจากโปรคาริโอตสามารถวินิจฉัยดว้ยวิธี FISH 
หรือ Fluorescence In situ Hybridization โดย ไม่ตอ้งมีการเพาะเลีYยงเชืYอ เทคนิคดงักล่าวเป็นเทคนิค
ที�มีความน่าเชื�อถือ และสามารถวิเคราะห์ได้อย่างรวดเร็ว แต่เทคนิค FISH ก็มีข้อจาํกัดในการ
วเิคราะห์จุลินทรียที์�สาํคญั (Wagner et al., 2003)  
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อปุกรณ์และวธีิการ 
 

อุปกรณ์ 

 

1.  วสัดุ และอุปกรณ์ ในการวเิคราะห์นํYาเสียทางเคมี 
     1.1  กรวยบุชเนอร์ (Buchner Funnel) 
     1.2  กรวยแยก (Separatory Funnel) 
     1.3  ขวดบ่มเชืYอ/ ขวดบีโอดี (Incubation Bottle/BOD bottle) 
     1.4  เครื�องชั�งไฟฟ้าทศนิยม 4 ตาํแหน่ง (Analytical Balance) 
     1.5  เครื�องวดัการดูดกลืนแสง (Spectrophotometer) 
     1.6  เครื�องวดัความเป็นกรด-ด่าง(pH-meter)  
     1.7  เครื�องเป่าลม (Pump) 
     1.8  เครื�องอบลมร้อน (Hot air oven) 
     1.9  ตูเ้พาะบีโอดี 20 องศาเซลเซียส (Air incubator 20° C) 
     1.10  ชุดเครื�องมือการกลั�นแอมโมเนีย (Kjeldahl distillation apparatus) 
     1.11  ชุดเครื�องมือการยอ่ยสลาย (Digester) 
     1.12  โถดูดความชืYน (Desiccators) 
     1.13  ถว้ยอะลูมิเนียม (Aluminum disc) 
     1.14  ถว้ยระเหย (Evaporating disc) 
     1.15  ปั�มสุญญากาศ (Vacuum pump) 
     1.16  หมอ้นึ�งฆ่าเชืYอ (Autoclave) 
     1.17  หลอดเจลดาห์ล (Kjeldahl flask) 
     1.18  หลอดยอ่ยสลาย (Digestion vessels) 
     1.19  อ่างนํYาควบคุมอุณหภูมิ (Water bath) 

 
2. วสัดุและอุปกรณ์ในการคดัแยกและจาํแนกเชืYอแบคทีเรียในนํYาเสีย 
     2.1  ขวดใส่อาหารเลีYยงเชืYอ (Duran bottle) 
     2.2  จานเพาะเชืYอ (Petri disc) 
     2.3  ตะเกียงบุนเสน (Bunsen burner) 
     2.4  ตูถ่้ายเชืYอ (Laminar flow) 
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     2.5  ตูอ้บลมร้อน (Hot air oven) 
     2.6  ปิเปต (Pipette) 
     2.7  ปิเปตอตัโนมติั (Automatic Pipette aid) 
     2.8  หมอ้นึ�งฆ่าเชืYอ (Autoclave) 
     2.9  ห่วงถ่ายเชืYอ/ เขม็เขี�ยเชืYอ/ แท่งแกว้เกลี�ยเชืYอ (Loop/Needle/Spreader) 
     2.10  หลอดทดลอง (Test tube) 
     2.11  อ่างควบคุมอุณหภูมิ (Water bath) 
     2.12  Cooked Meat Medium (Buchanan, 1957) 
     2.13  Reinforced Clostridial Medium; RCM (Atlas, 2005) 
     2.14  Reinforced Clostridial Broth (Atlas, 2005) 
     2.15  ถงัเพาะเชืYอ (Lock and Lock) (นรีรัตน์, 2552) 
     2.16  Gaspak (นนัทนา, 2549) 
 

3.  วสัดุและอุปกรณ์แบบจาํลองระบบบาํบดันํYาเสียเครื�องปฏิกรณ์แบบกะ (Batch Reactor) 
     3.1  แบบจาํลองเครื�องปฏิกรณ์แบบกะ (Batch Reactor Lab-scale) 
     3.2  เครื�องวดัการดูดกลืนแสง (Spectrophotometer) 
     3.3  ขวดใส่อาหารเลีYยงเชืYอ (Duran bottle) 
     3.4  ห่วงถ่ายเชืYอ/ เขม็เขี�ยเชืYอ/ แท่งแกว้เกลี�ยเชืYอ (Loop/Needle/Spreader) 
     3.5  ปิเปตอตัโนมติั (Automatic Pipette aid) 
     3.6  หมอ้นึ�งฆ่าเชืYอ (Autoclave) 
     3.7  หลอดทดลอง (Test tube) 
     3.8  Reinforced Clostridium Broth 
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วธีิการ 

 

1.  การวเิคราะห์นํ_าเสียทางเคมี 

 
โรงงานอาหารทะเลแช่แขง็ตวัอยา่งมีระบบบาํบดันํYาเสียของ ที�ประกอบดว้ย จุดรวมนํYาเสีย 

ที�มีตะแกรง และถงัดกัไขมนัเป็นระบบบาํบดัเบืYองตน้ (Pre-treatment) ระบบปรับเสถียร และระบบ
บาํบดันํYาเสียแบบไม่ใชอ้อกซิเจน คือระบบ UASB และต่อดว้ยระบบบาํบดันํYาเสียแบบใชอ้อกซิเจน 
คือระบบแอกติเวเต็ดสลดัจซึ์� งเป็นระบบบาํบดัขัYนที� 2 (Secondary Treatment) และบ่อตกตะกอน 
ก่อนปล่อยลงสู่แหล่งนํYาธรรมชาติ ซึ� งโรงงานอาหารทะเลแช่แขง็ตวัอยา่ง 3 แห่ง ที�ใชใ้นการศึกษา 
ตัYงอยูที่�จงัหวดัสมุทรสาคร มีส่วนประกอบของระบบดงัภาพที� 11 

 
นํYาเสียที�เขา้สู่ระบบบาํบดันํYาเสียของโรงงาน ส่วนใหญ่เป็นนํYาเสียจากกระบวนการผลิตอาทิ

เช่น การลา้งวตัถุดิบ การแช่วตัถุดิบ และการลา้งอุปกรณ์ในการผลิต เป็นตน้ ซึ� งก่อนที�นํYาจะเขา้สู่
ระบบบาํบดันํYาเสียแต่ละขัYนตอน นํYาเสียทัYงหมดจะตอ้งผา่นถงัปรับเสถียร (EQ; Equalization Tank) 
ซึ� งมีหนา้ที�ในการรองรับนํYาเสียจากกระบวนการผลิตใหม้ารวมกนั ก่อนที�จะเขา้สู่ระบบบาํบดัแต่ละ
ขัYนตอนต่อไป นอกจากนีYบ่อปรับเสถียรยงัมีส่วนช่วยในการปรับอุณหภูมิของนํYาที�มีอุณหภูมิตํ�าให้
เขา้สู่อุณหภูมิปกติ 
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ภาพที� 11  กระบวนการบาํบดันํYาเสียจากโรงงานตวัอยา่ง 
 
หมายเหตุ   1 และ 2 นํYาเสียก่อนเขา้ระบบ UASB และนํYาเสียที�ออกจากระบบ UASB นาํมาวเิคราะห์  

ทางเคมี ประกอบดว้ยพารามิเตอร์ดงันีY  pH, BOD, COD, TKN, TP, SS และ Oil & 
Grease ส่วนนํYาเสียภายในระบบ UASB นาํมาวเิคราะห์ทางจุลชีววทิยา และชีวเคมี 
 
 
 
 

1 

2 

① 

1 

2 

2 

1 
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1.1  วธีิการเก็บนํYาเสีย 
 

        เก็บนํYาเสียจากจุดนํYาเขา้ และออกจากระบบบาํบดั UASB และเก็บภายในระบบ
UASB โดยการเก็บนํYาเพื�อวิเคราะห์พารามิเตอร์ทางเคมีเก็บใส่ขวดพลาสติกขนาด 1.5 L การเก็บนํYา
เพื�อวเิคราะห์ไขมนัเก็บใส่ขวดแกว้ขนาด 180 ml และการเก็บนํYาเพื�อวิเคราะห์จุลินทรียเ์ก็บใส่ขวดที�
ห่อพลาสติกสีดาํขนาด 350 ml และเก็บเตม็ขวด โดยเก็บนํYาจาํนวน 3 ตวัอยา่งต่อเดือน เป็น
ระยะเวลา 4 เดือน 
 

1.2  การหาค่าพารามิเตอร์ทางเคมีของนํYาเสีย 
 
        พารามิเตอร์ทางเคมีของนํYาเสีย เป็นตวับ่งชีY ใหเ้ห็นถึงคุณลกัษณะของนํYาเสีย ไม่วา่

จะเป็นนํYาเขา้ หรือนํYาออก ทัYงนีYนํYาเสียที�ผา่นการบาํบดัจนสามารถเป็นนํYาออก ที�ปล่อยลงสู่แม่นํYาได้
แลว้นัYนจะมีขอ้กฎหมายเป็นตวับงัคบัโดยปกติค่าพารามิเตอร์ทางเคมีของนํYาเสีย ที�รู้จกักนัเป็นอยา่ง
ดีคือ ค่า BOD และค่า COD ซึ� งค่าทัYงสองชนิด เป็นค่าที�เกี�ยวกบัปริมาณสารอินทรีย ์และปริมาณ
สารอนินทรียที์�อยูใ่นนํYาเสียนัYนๆ ตามลาํดบั แต่ยงัมีค่าพารามิเตอร์ทางเคมีของนํYาเสียอีกหลายค่าที�
สามารถบ่งชีYไดถึ้งคุณลกัษณะของนํYาเสียเหล่านัYน โดยวธีิการวเิคราะห์ของพารามิเตอร์ทางนํYาเสีย
ต่างๆ ตาม Standard Method for the Examination of Water and Wastewater 20th (APHA et al., 
1998) ดงัตารางที� 12   

 
ตารางที� 12  พารามิเตอร์ และวธีิการวเิคราะห์ 

 

 

ที�มา :  มั�นสิน (2543) 

พารามิเตอร์ วธีิการวเิคราะห์ 

COD วธีิฟลกัซ์ปิดแบบไตเตรชนั (Closed Flux Titration) 
BOD วธีิวเิคราะห์บีโอดีแบบตรง (Direct BOD) 
pH วธีิไฟฟ้า (Electrometric Method) 
TKN ทีเคเอ็น (TKN; Total Kjeldahl Nitrogen) 
TP วธีิกรดแอสคอร์บิค (Ascorbic Acid Method) 
Oil & Grease วธีิสกดัดว้ยกรวยแยก (Partition Gravimetric Method) 
SS วธีิการวเิคราะห์ของแขง็แขวนลอยทัYงหมด (Total Suspended Solids) 
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2.  การคัดแยก และจําแนกเชื_อแบคทเีรียในนํ_าเสีย 

 
2.1  การคดัแยกเชืYอแบคทีเรีย 

 
2.1.1  การเพาะเชืYอแบคทีเรียโดยใช ้Reinforced Clostridium Medium 
 
           เพาะเลีYยงแบคทีเรียดว้ย Reinforeced Clostridium Medium; RCM ดว้ย

การ spread plate ที� dilution ต่างๆ เพื�อหาจาํนวนของแบคทีเรียประเภทไม่ใชอ้อกซิเจนที�สามารถ
เจริญเติบโตไดม้ากที�สุด ห่อดว้ยพาราฟิลม์ และเก็บในภาชนะที�ไม่มีออกซิเจน ในที�นีY จะเก็บในถงัที�
ใส่ Gaspak เพื�อทาํให้เกิดสภาวะที�ไม่มีออกซิเจน ทาํการทดลอง 3 ซํY า 
 

2.1.2  การเพาะเชืYอแบคทีเรียโดยใช ้Cooked Meat Medium  
 
           เพาะเลีYยงแบคทีเรียดว้ย Cooked meat Medium ซึ� งเป็นอาหารเลีYยงเชืYอ 

Clostridium spp. และกลุ่มแบคทีเรียที�ไม่ใชอ้อกซิเจน เนื�องจาก Cooked meat medium เป็นอาหาร
เหลว การเพาะเลีYยงแบคทีเรียจะทาํในหลอดทดลองที�มีฝาปิด และปิดดว้ยพาราฟิลม์เพื�อป้องกนั
ออกซิเจน บ่มเพาะนาน 7 วนั สังเกตความขุ่นของอาหารเลีYยงเชืYอ (นนัทนา, 2549) หลงัจากนัYน
นาํมาเพาะเลีYยงบนจานเพาะเชืYอดว้ย Reinfored Clostridium medium เพื�อหาจาํนวนของแบคทีเรียที�
เกิดขึYน ดว้ยการ spread plate dilution ต่างๆ เหมือนขอ้ 2.1.1. แต่เปลี�ยนจากนํYาเสียเป็นของเหลวจาก
อาหาร Cooked meat medium ทาํการทดลอง 2 ซํY า 

 
           การเพาะเลีYยงแบคทีเรียโดยใชอ้าหารเลีYยงเชืYอ จะสามารถเกิดแบคทีเรีย

ไดห้ลายชนิด ซึ� งจะสามารถจาํแนกแบคทีเรียไดย้าก ดงันัYนหลงัจากที� Spread plate เพื�อหาจาํนวน
ของแบคทีเรียที�สามารถเจริญเติบโตบนจานเพาะเชืYอแบคทีเรียมีจาํนวนมากที�สุด เลือกแบคทีเรีย
ดงักล่าวมา Streak บนจานเพาะเชืYอ Reinforced Clostridium Medium เพื�อทาํใหเ้ชืYอบริสุทธิO ก่อน
นาํไปแยกกลุ่ม และหมวดหมู่ของแบคทีเรียต่อไป 
 
 
 
 
 



 

 

 38

2.1.3  การทาํเชืYอแบคทีเรียใหบ้ริสุทธิO  
 

           เชืYอแบคทีเรียในสภาวะแวดลอ้มมีหลายชนิด ทาํให้การเพาะเลีYยงเชืYอ
แบคทีเรียในจานเพาะเชืYอมีความหลากหลาย เพื�อเป็นการแยกชนิด และลกัษณะของเชืYอแบคทีเรีย
แต่ละชนิดการสังเกตเชืYอที�เกิดขึYนในจานเชืYอ  

 
           การพิจารณาลกัษณะของโคโลนีของแบคทีเรียแต่ละชนิดทางกายภาพ 

จะมีความแตกต่างกนั โดยการพิจารณารูปร่าง ลกัษณะต่างๆ อาศยัการเทียบเคียง พิจารณารูปร่าง 
ลกัษณะ และสีของโคโลนีแต่ละชนิด โดยสามารถคดัแยกลกัษณะภายนอกของโคโลนีตามภาพที� 9 
ซึ� งการคดัเลือกเชืYอที�มีลกัษณะแตกต่างกนัในแต่ละจานเลีYยงเชืYอจึงทาํใหส้ามารถแบ่งแยกเบืYองตน้  

 
           เขี�ยกลุ่มเชืYอจาก Cooked Meat Medium ลงใน Reinforced Clostridial 

Medium เพื�อพิจารณาจากลกัษณะทางกายภาพของโคโลนีของแบคทีเรียที�พบบนจานเพาะเชืYอ
แบคทีเรีย เนื�องจาก Selective Agar เป็นอาหารเลีYยงเชืYอเฉพาะแบคทีเรียที�อยูใ่นกลุ่มนัYนๆ ใชใ้นการ
เจริญเติบโต แต่จะมีความหลากหลายของลกัษณะโคโลนีปรากฏอยู ่เพื�อเป็นการแยกลกัษณะ
โคโลนีอยา่งชดัเจนการเลีYยงแบบ Subculture จะทาํใหแ้บ่งแยกชนิดของแบคทีเรียไดง่้ายขึYน 
 

2.2  การแยกกลุ่มหรือหมวดหมู่ของกลุ่มจุลินทรียโ์ดยใชว้ธีิการทางชีวเคมี (R.E. 
Buchanan and N.E. Gibbons, 1957)  
 

2.2.1  ยอ้มแกรม (Gram’s reaction) 
 

           การยอ้มแกรมจะทาํเพื�อดูลกัษณะสัณฐานของแบคทีเรียที�ตอ้งการศึกษา 
เพื�อจาํแนก และแบ่งโดยปกติกลุ่มของแบคทีเรีย โดยแบคทีเรียที�ติดสีม่วงคือแบคทีเรียแกรมบวก 
ส่วนแบคทีเรียที�ติดสีแดง คือแบคทีเรียแกรมลบ นอกจากนีYสาํหรับแบคทีเรียบางชนิดที�มีการสร้าง
สปอร์การยอ้มแกรมก็สามารถเห็นลกัษณะของสปอร์ที�มาจากแบคทีเรียชนิดนัYนๆไดเ้ช่นกนั โดย
หากเป็นกลุ่มแบคทีเรียจาํพวก Clostridium spp. จะติดสีม่วง ซึ� งเป็นแกรมบวก และสามารถสามารถ
ดูลกัษณะของสปอร์ โดยตาํแหน่งของสปอร์จะมีลกัษณะแตกต่างกนัตามสปีชีส์ของจุลินทรีย ์คือ 
กลางเซลล ์ค่อนปลายเซลล ์และ ปลายเซลล ์  
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2.2.2  การทดสอบแคคตาเลส (Catalase Test) 
 

           การทดสอบเอนไซม ์Catalase เพื�อศึกษาดูความสามารถของแบคทีเรีย
ในการสลาย H2O2 โดยเอนไซม ์Catalase ถา้ไดจ้ะทาํใหเ้กิดฟองแก๊สขึYน ซึ� งเป็นแก๊ส O2 
 

2.2.3  การทดสอบออกซิเดส (Oxidase Test) 
 

           การทดสอบ Oxidase ใชม้ากในการจดัจาํแนกสกุลของแบคทีเรียแกรม
ลบโดยผลบวกจะเกิดสีนํYาเงินอยา่งรวดเร็วภายใน 2 นาที ส่วนผลลบจะไม่เกิดปฏิกิริยาใดๆ 

 
2.2.4  การทดสอบการเคลื�อนที� (Motility Test) 
 
           เพื�อตรวจสอบการเคลื�อนที�ของแบคทีเรีย โดยแบคทีเรียบางชนิดจะมี 

Flagella ที�สามารถทาํใหแ้บคทีเรียสามารถเคลื�อนที�ได ้
 

2.2.5  การทดสอบการหมกันํY าตาลกลูโคส 
 
           แบคทีเรียที�มีการยอ่ยนํYาตาลมีหลายชนิด และนํYาตาลที�แบคทีเรียสามารถ

ยอ่ยไดก้็มีกลายชนิดเช่นกนั ทัYงนีYแบคทีเรียบางชนิดสามารถยอ่ยนํYาตาลกลูโคส โดยจะเปลี�ยนจาก
นํYาตาลกลูโคสเป็นกรด 
 
3.  แบบจําลองถังปฏิกรณ์แบบกะ (Batch Reactor) 

 
Lab-scale แบบ Batch Reactor ใชใ้นการทดลองเปรียบเทียบประสิทธิภาพของระบบบาํบดั

นํYาเสียที�ใชใ้นโรงงาน โดยเพิ�มจุลินทรียแ์บบ Bioaugmentation ซึ� งเป็นการเพิ�มจุลินทรียจ์าก
ภายนอกพืYนที�มาเติมลงในพืYนที�ที�ตอ้งการบาํบดัสารปนเปืY อน รวมทัYงปรับสภาพแวดลอ้มใหเ้หมาะ
แก่การเพิ�มปริมาณจุลินทรีย ์(Mohan et al., 2007) โดยทดลองระดบัปฏิบติัการ 
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ภาพที� 12  ตวัอยา่งระบบบาํบดันํYาเสียถงัปฏิกรณ์แบบกะ (Batch Reactor Lab-scale) 
 

วธีิการทดลองหาประสิทธิภาพในการบาํบดันํYาเสียของแบคทีเรียที�พบจากการคดัแยก
เบืYองตน้ในระดบัปฏิบติัการ เป็นการทดลองเบืYองตน้เพื�อดูความสามารถในการบาํบดันํY าเสียหาก
เพิ�มแบคทีเรียชนิดเด่นลงไปในนํYาเสีย  
 

โดยถงัปฏิกรณ์จะใชข้วดแกว้ ขนาด 600 ml (เจาะรูที�ฝา เพื�อใชใ้นการเก็บนํYาตวัอยา่งมา
ทดสอบค่า COD) จาํนวนขวดแกว้ที�ใชต้ามจาํนวนชนิดของแบคทีเรียที�พบมากที�สุด และแบคทีเรีย
ที�ใชใ้นการควบคุมจากสถาบนัวจิยัวทิยาศาสตร์ และเทคโนโลยแีห่งประเทศไทย; วว. ตามชนิดของ
แบคทีเรียที�พบ ชนิดละ 3 ขวด และนํYาเสียจากโรงงานอาหารทะเลแช่แขง็จาํนวน 400-500 ml เป็น
นํYาเสียตวัอยา่งในการทดลอง   

 
นาํแบคทีเรียที�เพาะเลีYยง และเจริญเติบโตไดม้ากที�สุดจากการคดัแยกและจาํแนกแบคทีเรีย 

มาบ่มเพาะใน Reinforced Clostridium Broth จนแบคทีเรียมีค่า OD600 เท่ากบั 0.5-1 โดยปริมาณนํYา
เสียต่อแบคทีเรียคือ 95:5 (นรีรัตน์, 2552) เก็บตวัอยา่งนํYาเสียจากการทดลองดว้ยถงัปฏิกรณ์แบบกะ  
ในช่วงเวลา 2, 4, 6, 8 และ 24 ชั�วโมง ตามค่า HRT การออกแบบถงัปฏิกรณ์ UASB กาํหนด 4-20 
ชั�วโมง (Tchobanoglous et al., 2004) โดยเก็บนํYาเสียจากถงัปฏิกรณ์แต่ละถงัๆละ 3 ซํY า เพื�อนาํมา
วเิคราะห์ค่า COD  
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การทดลองดว้ยถงัปฏิกรณ์แบบกะ แบ่งออกเป็น 2 รูปแบบดงันีY  
 

3.1  การทดลองเพื�อหาประสิทธิภาพ และระยะเวลากกัเกบ็ของนํYาเสียที�ไม่ไดผ้า่นการ
ฆ่าเชืYอแบคทีเรีย เป็นการทดลองที�ใชน้ํYาเสียจากโรงงานอาหารทะเลแช่แขง็โดยตรง ซึ� งเก็บจาก    
นํYาเสียก่อนเขา้ระบบ UASB  

 
3.2  การทดลองเพื�อหาประสิทธิภาพ และระยะเวลากกัเกบ็ โดยใชน้ํYาเสียที�ผา่นการฆ่า

เชืYอแบคทีเรีย เป็นการทดลองโดยใชน้ํYาเสียจากโรงงานอาหารทะเลแช่แขง็เช่นเดียวกบัขอ้ 3.1 แต่จะ
นาํนํYาเสียไปฆ่าเชืYอแบคทีเรียดว้ยการ Autoclave ที�อุณหภูมิ 121°C ความดนั 15 psi เป็นระยะเวลา 
15 นาที ซึ� งทาํใหน้ํYาเสียเกิดสภาวะปลอดเชืYอ (สันทดั, 2549) และทาํใหส้ามารถศึกษาประสิทธิภาพ
ของแบคทีเรียที�เติมเขา้สู่ระบบไดม้ากยิ�งขึYน  
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ผลและวจิารณ์ 

 
1.   ผลการวเิคราะห์นํ_าเสียทางเคมี 

 

ลกัษณะนํYาเสียของโรงงานอาหารทะเลแช่แขง็ที�ใชใ้นการศึกษาเป็นนํYาเสียที�อยูใ่นระบบ
บาํบดันํYาเสียขัYนที�สอง ที�ผา่นการบาํบดัในกระบวนการบาํบดัขัYนตน้มาแลว้ แต่ยงัคงมีสารแขวนลอย 
และสารอินทรียท์ัYงที�ละลายนํYา และไม่ละลายนํYาเหลืออยู ่โดยทั�วไประบบบาํบดัขัYนที�สองจะเป็น
ระบบบาํบดัทางชีวภาพ ที�อาศยัจุลินทรียใ์นการทาํงานภายใตก้ารควบคุมทางกายภาพ อาทิเช่น pH, 
อุณหภูมิ และปริมาณสารอินทรีย ์เป็นตน้ การบาํบดันํYาเสียขัYนนีYสามารถกาํจดัสารแขวนลอยและ
สารอินทรียซึ์� งวดัไดใ้นรูปของ BOD มากกวา่ร้อยละ 80  

 
นํYาเสียที�เขา้ระบบบาํบดัของโรงงานอาหารทะเลแช่แขง็ตวัอยา่งมาจากกระบวนการผลิต 

เช่นนํYาเสียจากการแช่แขง็, นํY าลา้งวตัถุดิบ และนํYาเสียที�เกิดการลา้งผลิตภณัฑ ์เป็นตน้ โดยที�นํYาเสีย
จากกระบวนการผลิตจะถูกรวบรวมที�บ่อปรับเสถียร เพื�อเป็นการกกัเก็บนํYา และพกันํYา เนื�องจาก   
นํYาเสียที�มาจากกระบวนการผลิตอาหารทะเลแช่แขง็จะมีอุณหภูมิตํ�า บ่อปรับเสถียรจะทาํหนา้ที�ปรับ
อุณหภูมิให้เหมาะสมกบัระบบบาํบดั หลงัจากนัYนนํYาจะเขา้สู่ระบบบาํบดัแบบไม่ใชอ้อกซิเจน คือ 
ถงัปฏิกรณ์ UASB และเขา้สู่ระบบบาํบดัแบบใชอ้อกซิเจน คือถงัปฏิกรณ์ Activated Sludge       
และถงัตกตะกอน ก่อนที�จะปล่อยลงสู่แหล่งนํYาธรรมชาติต่อไป 
  

ในการศึกษาระบบบาํบดันํYาเสีย ผูว้จิยัทาํการศึกษาคุณลกัษณะนํYาก่อนเขา้ระบบ UASB 
และนํYาที�ออกจากระบบ UASB เพื�อศึกษาคุณลกัษณะนํYาเสียหลงัจากการบาํบดัโดยระบบไม่ใช้
ออกซิเจน หรือระบบ UASB โดยนาํนํYาที�กล่าวขา้งตน้มาวเิคราะห์คุณภาพของนํYาทางกายภาพและ
เคมี พบวา่ค่าที�ไดข้องแต่ละพารามิเตอร์แตกต่างกนัดงัตารางที� 13, 14, 15 และ 16 
  
 
 
 
 
 
 
 



 

 

 43

ตารางที� 13  ประสิทธิภาพการบาํบดัของนํYาเสียในถงั UASB โรงงานที� 1 
 

เดือน pH 
ประสิทธิภาพในการบาํบดั (ร้อยละ) 

BOD COD T-P TKN O&G SS 

1 6.58 30.5 41.8 0.5 11.9 -257.1 23.4 

2 6.81 29.6 -6.7 16.4 0 68.6 10.1 

3 6.66 68.3 -2.3 8.9 77.7 78.4 20.5 

4 6.49 23.9 10 -6.8 31.4 16.7 29.5 

 

ค่าพารามิเตอร์ทางเคมีตามประสิทธิภาพของการบาํบดันํYาเสียในถงั UASB ในโรงงานที� 1 
พบวา่ระบบมีค่า pH โดยเฉลี�ยอยูที่� 6.64 และประสิทธิภาพของระบบบาํบดันํYาเสีย ที�ศึกษาจาก
พารามิเตอร์ทางเคมีดงัตารางที� 13 ของ BOD, COD, T-P, TKN, O&G และ SS โดยเฉลี�ยร้อยละ 
38.07, 10.7, 4.75, 30.25, -23.35 และ 83.5 ตามลาํดบั 

 

ตารางที� 14  ประสิทธิภาพการบาํบดัของนํYาเสียในถงั UASB โรงงานที� 2 
 

เดือน pH 
ประสิทธิภาพในการบาํบดั (ร้อยละ) 

BOD COD T-P TKN O&G SS 

1 6.81 69.9 60.0 60.6 -18.3 74 67.2 

2 6.89 69.7 71.4 60.7 -11.1 45 75.4 

3 6.97 -95.2 -411.1 -5.6 90.7 -103.4 -1,281.6 

4 6.76 27.4 -114.3 -59.9 -96.4 39.6 -520.8 

 
ค่าพารามิเตอร์ทางเคมีตามประสิทธิภาพของการบาํบดันํYาเสียในถงั UASB ในโรงงานที� 2 

พบวา่ระบบมีค่า pH โดยเฉลี�ยอยูที่� 6.86 และประสิทธิภาพของระบบบาํบดันํYาเสียที�ศึกษาจาก
พารามิเตอร์ทางเคมีดงัตารางที� 14 ของ BOD, COD, T-P, TKN, O&G และ SS โดยเฉลี�ยร้อยละ 
17.95, -98.5, 13.95, -8.77, 13.65 และ -414.95 ตามลาํดบั 
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ตารางที� 15  ประสิทธิภาพการบาํบดัของนํYาเสียในถงั UASB โรงงานที� 3 
 

เดือน pH 
ประสิทธิภาพในการบาํบดั (ร้อยละ) 

BOD COD T-P TKN O&G SS 
1 6.53 22.7 20 -90.3 79.51 7.7 -766.7 
2 6.75 5.7 -112.4 -109.3 -403.9 -150 -608.1 

3 6.39 24.3 -375 -73.5 -162.8 -63.9 -2,074.6 

4 6.17 53.4 -77.8 -60.4 -102.9 21.3 -975.6 
 
ค่าพารามิเตอร์ทางเคมีตามประสิทธิภาพของการบาํบดันํYาเสียในถงั UASB ในโรงงานที� 3 

พบวา่ระบบมีค่า pH โดยเฉลี�ยอยูที่� 6.46 และประสิทธิภาพของระบบบาํบดันํYาเสีย ที�ศึกษาจาก
พารามิเตอร์ทางเคมีดงัตารางที� 15 ของ BOD, COD, T-P, TKN, O&G และ SS โดยเฉลี�ยร้อยละ  
26.53, -136.3, -83.37, -147.52, -46.23 และ-1,106.25 ตามลาํดบั 
 

จากกค่าพารามิเตอร์ในตารางที� 13, 14 และ15 พบวา่ประสิทธิภาพในการบาํบดันํYาเสียบาง
พารามิเตอร์มีค่าติดลบ ซึ� งหมายถึงระบบไม่มีประสิทธิภาพในการทาํงาน แต่ทัYงนีYการติดลบของ
ประสิทธิภาพในการบาํบดันํY าเสียเกิดจากขอ้จาํกดัในการเก็บนํYา เนื�องจากระบบบาํบดัของโรงงานที� 
3 ไม่มีส่วนที�สามารถเก็บนํYาหลงัจากที�นํYาออกจากระบบบาํบดัแบบไม่ใชอ้อกซิเจน หรือ UASB ทาํ 
ใหต้อ้งเก็บนํYาในระบบ DN/CN ดงัภาพที� 11 ซึ� งเป็นระบบที�ต่อจากระบบ UASB ทาํใหค้่านํYาที�เป็น
ตวัแทนนํYาที�ไดจ้ากการบาํบดัในระบบ DN/CN ไม่สามารถเป็นตวัแทนที�ดีของค่านํYาที�ออกจาก
ระบบบาํบดั UASB ได ้เนื�องจากในระบบ DN/CN เปรียบเสมือนระบบ Anoxic ซึ� งเป็นอีก
กระบวนการบาํบดัอีกขัYนตอนที�ไม่ไดเ้กิดจากการบาํบดันํY าเสียจากระบบ UASB  
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ตารางที� 16  ลกัษณะนํYาเขา้ และนํYาออกเฉลี�ยจากระบบ UASB ของโรงงานอาหารทะเลแช่แขง็ 
 

พารามิเตอร์ หน่วย 
ช่วง ค่าเฉลี�ย ประสิทธิภาพ

ในการบาํบดั
เฉลี�ย % 

นํYาเขา้ นํYาออก นํYาเขา้ นํYาออก 

pH - 6.53-7.25 6.37-7.25 6.71 6.79 - 

BOD mg/l 630-1,080 380-1,230 1,359.4 790 41.9 

COD mg/l 1,200-2,800 800-6,133 1,991.6 2,466.6 -23.9 

TKN mg/l 136-378 46-583.8 233.5 212.7 8.9 

T-P mg/l 299.6-459 150.1-531.6 393.5 356.3 7.2 

Oil&Grease mg/l 90-347.1 33.8-250 141.7 86.9 38.7 

SS mg/l 237.2-854.4 213-5,223 463.7 1,507.1 -225 
 

จากการวเิคราะห์ค่าพารามิเตอร์ทางเคมีของนํYาเสียจากตารางที� 13, 14 และ 15 ดงั
ค่าพารามิเตอร์ทางเคมี  pH, BOD, COD, TKN, TP, Oil& Grease และ SS พบวา่ ค่า pH ไม่มีความ
แตกต่างกนั สาํหรับนํYาก่อนเขา้ระบบบาํบดั UASB และออกจากระบบ UASB โดยช่วงค่า pH ของ
นํYาเขา้ของโรงงานดงัตารางที� 16 ที�แสดงลกัษณะนํYาเขา้ และนํYาออกจากระบบ UASB อยูร่ะหวา่ง 
6.53-7.25 ซึ� งมีแนวโนม้ตํ�ากวา่ค่า pH ที�ใชใ้นการออกแบบมีค่าอยูร่ะหวา่ง 6.3-7.8 Habeeb et al. 
(2010) แต่ Tchobanoglous et al. (2004) กล่าววา่ pH ควรมีค่าใกลเ้คียง 7 ทัYงนีY  สันทดั (2549) กล่าว
วา่ pH ที�เหมาะสมสาํหรับการเจริญเติบโตของแบคทีเรียกลุ่มสร้างกรด และแบคทีเรียกลุ่มที�สร้าง
มีเทนมีค่าอยูร่ะหวา่ง 6.5-7.8 ซึ� งอยูใ่นช่วงของ  ค่า pH ของนํYาเสียที�เป็นนํYาเขา้ของโรงงานที�ใชใ้น
การศึกษา นอกจากนีY  สันทดั (2549) ยงักล่าวอีกวา่ ถึงแมว้า่ไม่สามารถควบคุมใหจุ้ลินทรียแ์ต่ละ
กลุ่มเจริญเติบโต และแสดงประสิทธิภาพไดร้้อยเปอร์เซ็นต ์แต่ค่า pH ที�อยูใ่นช่วงดงักล่าวจะ
สามารถทาํใหจุ้ลินทรียท์ัYงสองกลุ่มเจริญเติบโตอยูไ่ด ้และทาํหนา้ที�ในการบาํบดัสารอินทรียเ์พื�อให้
ไดก้๊าซมีเทน ทัYงนีYหากค่า pH ตํ�ากวา่ช่วงดงักล่าวจะเป็นผลโดยตรงกบัแบคทีเรียกลุ่มที�สร้างมีเทน 
และทาํใหป้ระสิทธิภาพในการบาํบดันํYาเสียลดลงได ้สาํหรับค่า BOD มีค่าลดลงโดยเฉลี�ยของแต่ละ
เดือนของแต่ละโรงงานประมาณร้อยละ 27 แต่หากพิจารณาประสิทธิภาพโดยเฉลี�ยของแต่ละ
โรงงานพบวา่โรงงานที� 1 มีประสิทธิภาพในการบาํบดั BOD มากที�สุดคือ ร้อยละ 37 ลาํดบัต่อมาคือ
โรงงานที� 3 ร้อยละ 26 และโรงงานที� 2 ร้อยละ 18 ดงัตารางที� 13, 14 และ 15 ทัYงนีYประสิทธิภาพใน
การบาํบดัของระบบ UASB เป็นการหมกัแบบไม่ใชอ้อกซิเจน ควรบาํบดัไดม้ากกวา่ร้อยละ 80  ซึ� ง
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ควรมีค่า BOD:N:P ประมาณ 100:1.1:0.2 ซึ� งพบวา่ค่า BOD:N:P ของระบบที�ใชใ้นการศึกษามีค่า
เท่ากบั 5.82:1:1.69 ซึ� งค่าของฟอสฟอรัสมากเกินไป และมีค่าไนโตรเจนนอ้ยเกินไป ทัYงนีYการที�ธาตุ
อาหารไม่สมบูรณ์จะมีผลให้การเจริญเติบโตของแบคทีเรียไม่สมบูรณ์ (สันทดั, 2549) ซึ� งอาจเป็น
ผลที�ทาํใหเ้กิดการยอ่ยสลายของ BOD นอ้ยลง ส่วนค่า COD ไม่มีค่าลดลง แต่กลบัมีค่าเพิ�มขึYน
สาํหรับนํYาที�ออกจากระบบ UASB ใน บางเดือน ทาํใหป้ระสิทธิภาพการบาํบดัมีค่าติดลบดงัตารางที� 
13 ,14 และ 15 อาจมีผลมาจากกระบวนการผลิตที�เพิ�มมากขึYน เพราะนํYาเสียที�เขา้สู่ระบบบาํบดัเป็น
นํYาเสียที�มาจากกระบวนการผลิตอาหารทะเล และกรมโรงงานอุตสาหกรรม (2551) กล่าววา่การ
ผลิตอาหารทะเลมีการใชค้ลอรีนผสมกบันํYาใชใ้นกระบวนการผลิต โดยมีวตัถุประสงคเ์พื�อควบคุม
ปริมาณจุลินทรียใ์หอ้ยูใ่นช่วงที�ยอมรับได ้ซึ� งคลอรีนที�เติมลงไปนัYนช่วงแรกจะทาํปฏิกิริยากบั
สารอนินทรียที์�อยูใ่นนํYา หลงัจากนัYนจะทาํปฏิกิริยากบัสารอินทรียแ์ละสารประกอบไนโตรเจนเกิด
เป็น Combined chloride residual และเหลือเป็น Free chloride residual โดยที� Free chloride residual 
จะเป็นสัดส่วนโดยตรงกบัปริมาณคลอรีนที�เติมลงไป ซึ� งทาํใหน้ํYาเสียมีคลอไรดม์ากกวา่
กระบวนการผลิตในช่วงเดือนปกติ ซึ� งคลอไรดมี์ผลต่อประสิทธิภาพการบาํบดั(กรมโรงงาน
อุตสาหกรรม, 2551) ของระบบค่าพารามิเตอร์ทางเคมี T-P โดยจะทาํใหป้ระสิทธิภาพในการบาํบดั
ฟอสฟอรัสลดลง และยงัทาํใหป้ระสิทธิภาพของ COD มีค่าลดลง (Chon et al., 2007) นอกจากนีYยงั
ส่งผลต่อความเขม้ขน้ของตะกอนจุลินทรีย ์เนื�องจากจุลินทรียต์อ้งปรับตวัใหมี้ความเคยชินกบั
สภาพที�มีคลอไรดสู์งซึ� งจุลินทรียที์�ไม่สามารถปรับสภาพไดอ้าจตาย และถูกยอ่ยสลายไป (ณฎัฐริกา
, 2550) นอกจากนีYปริมาณโซเดียมคลอไรดที์�มีปริมาณความเขม้ขน้สูงมากกวา่ 2.0 M จะทาํใหก้ลุ่ม
ประชากร methanogens นอ้ยลง (Joseph and Frederick, 1992) ซึ� งผลที�ตามมาคือการยอ่ยสลาย
สารอินทรียที์�เป็นหนา้ที�ของแบคทีเรีย methanogens ทัYงนีY ระบบบาํบดัควรมีธาตุอาหารเสริมสาํหรับ
แบคทีเรียคือมีค่า COD:N:P ซึ� งเป็นอตัราส่วนอาหารเสริมสร้างที�ตอ้งเติมใหก้บัระบบบาํบดันํYาเสีย
แบบไม่ใชอ้อกซิเจน เพราะอตัราส่วนเสริมที�ต ํ�ามาก สามารถชีY ใหเ้ห็นอตัราการเจริญเติบโตของ
จุลินทรีย ์หรือแบคทีเรียในระบบบาํบดันํYาเสียแบบไม่ใชอ้อกซิเจนจะตํ�ามาก เมื�อเทียบกบัอตัราการ
เจริญเติบโตของจุลินทรีย ์หรือแบคทีเรียในระบบบาํบดัแบบใชอ้อกซิเจน (สันทดั, 2549) โดย 
Tchobanoglous et al. (2004) แนะนาํใหมี้ค่า COD:N:P ตอนเริ�มเดินระบบเท่ากบั 300:5:1 ในขณะที�
หากมีการเดินระบบไปแลว้ค่า COD:N:P ควรจะมีค่าเท่ากบั 600:5:1 แต่ค่า COD:N:P ขณะเดิน
ระบบกลบัมีค่าเท่ากบั 8.53:1:1.69 ซึ� งตรงขา้มกบัค่า BOD ที�มีค่าลดลง เนื�องจากในนํYาเสียมี
สารอินทรียที์�สามารถยอ่ยสลายทางชีวภาพไดย้ากอยูม่าก  ซึ� งสอดคลอ้งกบัความสามารถ และความ
ตอ้งการในการผลิตที�มีลกัษณะสูงขึYนในเดือนนัYนๆ ในส่วนค่า TKN และ T-P มีค่าลดลงแต่ไม่มี
ความแตกต่างกนัมากระหวา่งนํYาก่อนเขา้ระบบ UASB และออกจากระบบ UASB โดย Elmitwalli 
et al. (2007) กล่าววา่ เมื�อใชร้ะบบ UASB เพื�อบาํบดันํYาที�มาจากการทาํความสะอาดภายใน
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บา้นเรือนจะสามารถบาํบดั TKN และ T-P ไดเ้พียง 23-36% และ 10-24% ตามลาํดบั เช่นเดียวกบั 
Terek and Ralf (2007) ที�กล่าวไวเ้ช่นกนัวา่การบาํบดันํYาเสียจากการทาํความสะอาดภายในบา้นมี
ประสิทธิภาพในการบาํบดั TKN และ T-P 22-30% และ 15-21% ตามลาํดบั อีกทัYง สุจินดา และคณะ 
(2547) พบวา่ความสามารถในการบาํบดันํYาเสียจากอุตสาหกรรมประมงดว้ยระบบ UASB สามารถ
บาํบดั TKN และ T-P ไดเ้พียง 17.51% และ 24.64% ตามลาํดบั นอกจากนีY ระบบไม่สามารถบาํบดั
ไขมนั เพราะไขมนัควรถูกบาํบดัในระบบบาํบดันํYาเสียตัYงแต่ขัYนแรก จากตารางที� 13, 14 และ 15 มี
ค่า Oil &Grease ติดลบ อาจเกิดจากการบาํบดัในขัYนตอนแรกไม่สามารถบาํบดัไดดี้เท่าที�ควร สังเกต
ไดจ้ากตวัอยา่งมีคราบไขมนัเกิดขึYนเมื�อตัYงทิYงไว ้จึงส่งผลใหมี้ไขมนัผา่นเขา้มาในการบาํบดัขัYนที� 2 
ส่วนค่า SS ดงัตารางที� 14 และ15 มีค่าติดลบเนื�องจากเป็นผลต่อเนื�องของระบบบาํบดัที�มีค่า 
BOD:N:P ไม่เหมาะสม ทาํใหเ้กิดมวลสารปริมาณมากขึYนตามมา ประกอบกบัเกิดขอ้จาํกดัในการ
เก็บนํYาเสีย เนื�องจากไม่มีท่อที�สามารถเก็บนํYาเสียสาํหรับนํYาเสียที�ผา่นการบาํบดันํYาเสียของระบบ 
UASB ทาํใหต้อ้งเก็บนํYาเสียที�อยูใ่นระบบ DN/CN ซึ� งทาํใหเ้กิดคลาดเคลื�อนของค่าพารามิเตอร์ทาง
เคมีของนํYาเสียที�ออกจากระบบบาํบดั UASB 
 
2.  ผลการคัดแยกและจําแนกเชื_อแบคทเีรียในนํ_าเสีย 

 

การคดัแยก และการจาํแนกเชืYอแบคทีเรียในจากนํYาเสียจากระบบบาํบดัแบบไม่ใชอ้อกซิเจน
ของโรงงานอาหารทะเลแช่แขง็ โดยการวิเคราะห์จากนํYาเสียที�อยูภ่ายในระบบ UASB พบวา่ลกัษณะ
นํYาเสียของแต่ละโรงงานมีลกัษณะตะกอนที�แตกต่างกนั และพบวา่โรงงานที�มีลกัษณะของตะกอน
เป็นเมด็ตะกอนมีเพียงโรงงานที� 2 ส่วนโรงงานที� 1 ลกัษณะของตะกอนจะเหมือนโคลน และ
โรงงานที� 3 มีตะกอนขนาดเล็กมาก ทัYงนีY โรงงานที� 1 และ โรงงานที� 2 จะเก็บนํYาดา้นล่างระบบ 
UASB ซึ� งเป็นบริเวณที�มีตะกอนอยู ่ส่วนโรงงานที� 3 เก็บนํYาจากดา้นบนของระบบ UASB ซึ� งเป็น
ผลใหพ้บตะกอนนอ้ย เนื�องจากระบบ UASB เป็นระบบที�นํYาไหลขึYน และจะมีแผน่กัYนป้องกนัไม่ให้
ตะกอน หรือสารแขวนลอยหลุดออกมา ซึ� งระบบ UASB จะมีการควบคุมการไหลของนํY า และป้อน
นํYาเสียเขา้สู่ถงัปฏิกิริยาในอตัราที�เหมาะสม เพื�อใหต้ะกอนจุลินทรียใ์นถงัสามารถเกาะตวักนัเป็น
เมด็ตะกอน โดยสุบณัฑิต (2548) กล่าววา่ ซึ� งนํYาที�ไหลขึYนมาผสมกบัจุลินทรียที์�อยูใ่นรูปตะกอนจะ
ถูกเลีYยงใหจ้บัตวัเป็นเม็ดตะกอน  ขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลางของเมด็ตะกอนจะมีขนาด 1-2 mm คลา้ย
กบัระบบตะกอนเร่งของการบาํบดัแบบใชอ้อกซิเจน และตะกอนของจุลินทรียช์นิดนีYจะมีสมบติัใน
การตกตะกอนไดดี้ ขณะที�สันทดั (2549) กล่าววา่ขนาดของเมด็ตะกอนส่วนใหญ่จะมีขนาด 1-5 mm  
การที�ตะกอนของแต่ละโรงงานแตกต่างกนั เนื�องมาจากการป้อนนํYาเขา้สู่ระบบ และอตัราการไหล
ของนํYาที�ต่างกนัหรืออาจมาจากปัจจยัอื�นๆ 
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2.1  ผลจากการเพาะเลีYยงแบคทีเรียดว้ย Reinforced Clostridium Medium; RCM 
 

       ผลการทดลองจากการนาํตวัอยา่งนํY าเสียมาเพาะเชืYอแบคทีเรียในอาหาร RCM พบวา่มี
จาํนวนแบคทีเรียที�สามารถเจริญเติบโตไดใ้นอาหารเลีYยงเชืYอต่างกนัดงันีY  

 
ตารางที� 17  จาํนวนแบคทีเรียที�พบแต่ละโรงงาน 
 

โรงงาน 
จาํนวนโคโลนีของแบคทีเรียเฉลี�ย (CFU/ml) 

ครัY งที� 1 ครัY งที� 2 

1 2.43×107 2.54×107 
2 5.12×107 3.60×107 
3 4.90×107 2.34×107 

 
เนื�องจากแบคทีเรียที�สามารถเจริญเติบโตในอาหารเลีYยงเชืYอของแต่ละโรงงานมีจาํนวนที�

แตกต่างกนั เช่นเดียวกบัค่าพารามิเตอร์ทางเคมีของนํYาเสียที�แตกต่างกนัของแต่ละโรงงาน แสดงให้
เห็นวา่จาํนวนแบคทีเรียที�มากขึYนมีผลต่อค่าพารามิเตอร์ทางเคมีโดยมีแนวโนม้ลดลงดงัตารางผล 
การทดลองค่าพารามิเตอร์ทางเคมีของแต่ละโรงงานตารางที� 13 และ 14 ของโรงงานที� 1 และ
โรงงานที� 2 ตามลาํดบั จากตารางดงักล่าวจะเห็นไดว้า่โรงงานที� 1 ของการเพาะเชืYอแบคทีเรียครัY งที� 
1 มีเชืYอแบคทีเรียที�เพาะเลีYยงไดน้อ้ยกวา่โรงงานที� 2  ครัY งที� 1 และประสิทธิภาพในการบาํบดัทางเคมี  
pH, BOD และ COD มีค่านอ้ยกวา่โรงงานที� 2 เช่นเดียวกนักบัในครัY งที� 2 ของแต่ละโรงงานมี
ประสิทธิภาพในการบาํบดัเป็นไปในแนวทางเดียวกนั คือเมื�อมีจาํนวนแบคทีเรียนอ้ย ประสิทธิภาพ
ในการบาํบดัจะนอ้ยลง เนื�องจากปฏิกิริยา Methanogenesis ที�เป็นปฏิกิริยาหลกัของกระบวนการ
บาํบดัแบบไม่ใชอ้อกซิเจนจะมี Methanogen ที�สามารถทาํงานไดดี้ในช่วงค่า pH 6.8-9.2 (มั�นสิน, 
2542) ในขณะเดียวกนั Chowdhury et al., 2010 กล่าววา่ Methanogen จะสามารถทาํงานไดดี้ในช่วง
ค่า pH 7-8 ดงันัYนสามารถสรุปไดว้า่ Methanogen จะสามารถทาํงานไดดี้อยูใ่นช่วง pH สูงๆ ซึ� งหาก
เปรียบเทียบค่า pH ของโรงงานที� 1 และโรงงานที� 2 พบวา่ ค่า pH ของโรงงานที� 1 มีแนวโนม้ตํ�ากวา่
โรงงานที� 2 ซึ� งทาํใหป้ฏิกิริยาเกิดไดไ้ม่ดีเท่ากบัโรงงานที� 2 ที�มี pH อยูใ่นช่วงค่าที� Methanogen
สามารถทาํงานไดดี้ นอกจากนีY  อตัราส่วนของ BOD:N:P และ COD:N:P ของโรงงานที� 1 และ
โรงงานที� 2 (ภาคผนวก ง) มีค่าเท่ากบั 7.74:1:2.58, 11:1:2.58, 4.81:1:1.22 และ 7.25:1:1.22
ตามลาํดบั โดย BOD:N:P และ COD:N:P ของโรงงานที� 2 มีสัดส่วนมากกวา่โรงงานที� 1 แสดงให้
เห็นวา่ปริมาณอาหาร หรือปริมาณสารอินทรียใ์นระบบบาํบดัของโรงงานที� 2 มากกวา่โรงงานที� 1
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เป็นผลใหมี้การเจริญเติบโตมากกวา่โรงงานที� 1 อีกทัYงโรงงานที� 2 ยงัมีลกัษณะตะกอนที�เป็นเมด็
ตะกอนสีดาํขนาด 1-2 mm ซึ�งต่างจากโรงงานที� 1 ที�ตะกอนเป็นโคลน ดงันัYนจะเห็นไดว้า่ปัจจยัที�มี
ผลต่อประสิทธิภาพในการบาํบดันํYาเสียนอกจากจะมีการออกแบบใหเ้ป็นไปตามเกณฑ์การ
ออกแบบของระบบบาํบดันํYาเสียแลว้ ปฏิกิริยาทางเคมีที�เกิดขึYนจากการยอ่ยสลายสารอินทรียข์อง
แบคทีเรียแบบไม่ใชอ้อกซิเจน และแบคทีเรียที�อยูใ่นระบบบาํบดันํYาเสียยงัมีบทบาทสาํคญัในการ
ยอ่ยสลายสารอินทรีย ์และสารต่างๆที�เกิดเป็นปฏิกิริยาต่อเนื�องกนั จึงควรมีการใหค้วามสาํคญัทัYงใน
ดา้นการออกแบบ และการควบคุมปัจจยัต่างๆที�มีผลต่อระบบบาํบดันํYาเสีย 

 
จากการเพาะเลีYยงเชืYอดงักล่าวดว้ย RCM ทาํใหท้ราบวา่ลกัษณะแบคทีเรียที�พบมากที�สุด   

แต่ละโรงงาน โดยการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย และขนาดของโคโลนีของแบคทีเรียจะมีความ
แตกต่างกนั ขึYนอยูก่บัสภาวะที�เหมาะสมของแบคทีเรียแต่ละชนิด แต่จากการเพาะเลีYยงเชืYอแบคทีเรีย
ดว้ยอาหาร RCM จากการศึกษามีลกัษณะดงัต่อไปนีY  
 
ตารางที� 18  ลกัษณะโคโลนี และการทดสอบทางชีวเคมีโดยใชโ้คโลนีที�เพาะไดจ้ากอาหารเลีYยงเชืYอ 
                    RCM 
 

 

รหสั 
ผลการทดสอบทางชีวเคมี 

ลกัษณะโคโลนี ติดสีแกรม รูปร่าง สร้างสปอร์ แคตาเลส ออกซิเดส 
EB3 กลม สีขาว ขอบ

เรียบ มนัวาว 
ขนาด 1-2 mm 

+ ท่อน - + - 

EB4 กลม สีครีม ขอบ
ไม่เรียบไม่มนัวาว 
ขนาด 1-2 mm 

+ ท่อน + + + 

EB5 สีครีมขาว ขอบ
เรียบ มนัวาว 
ขนาด 1 mm 

+ ท่อน + + - 

EB6 กลม สีเหลือง 
ขอบเรียบ มนัวาว 
ขนาด 0.5-1 mm 

+ ท่อน - + - 
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ตารางที� 18  (ต่อ) 

 
+ ใหผ้ลบวก = มีสปอร์, Catalase test เกิดฟอง, Oxidase test เกิดสีม่วงภายใน 10 วนิาที  
-  ใหผ้ลลบ = ไม่มีสปอร์, Catalase test ไม่เกิดฟอง, Oxidase test ไม่เกิดสีม่วงภายใน 10 วนิาที  
 

จากผลการทดสอบทางชีวเคมีของแบคทีเรียที�เพาะเลีYยงดว้ย RCM พบวา่แบคทีเรีย       
ส่วนใหญ่เป็นแบคทีเรียแกรมบวก และรูปร่างเป็นท่อน ทัYงนีYพบวา่มีแบคทีเรียสองชนิดที�พบมีการ
สร้างสปอร์ดว้ยการยอ้มสีแกรม คือ EB4 และ EB5 โดยไม่ไดมี้การยอ้มสปอร์ และเนื�องจาก
แบคทีเรียที�สามารถสร้างสปอร์มีสองชนิด คือ Clostridium sp. และ Bacillus sp. (นนัทนา, 2549) 
โดย Bacillus spp. ที�พบในระบบบาํบดัแบบไม่ใชอ้อกซิเจนจะมีหนา้ที�ในการยอ่ยสลายโปรตีน , 
เซลลูโลส, แป้ง หรือไขมนั ซึ� งการพบ Bacillus sp. (Gerardi, 2003) ส่วน Clostridium sp. มีหนา้ที�
ในการผลิตกรดอินทรีย ์และแอลกอฮอล ์จากคาร์โบไฮเดรต และเปปโทน (Sneath et al., 1986) 
ดงันัYนการทดสอบในการชีY เฉพาะแบคทีเรียไดคื้อการทดสอบดว้ยแคตาเลส และออกซิเดส ซึ� งผล
ทางชีวเคมีของ แคตาเลส ของแบคทีเรียที�ถูกทดสอบใหผ้ลเป็นบวก ทาํใหส้รุปไดว้า่แบคทีเรียทัYง
สองชนิดคือ Bacillus sp. เพราะพบสปอร์จากการยอ้มแกรม ทัYงนีY  Thierry et al. (2004) สามารถ   
คดัแยก Bacillus coagulans และ B. sphaericus จากระบบ UASB ระดบัปฏิบติัการไดเ้ช่นเดียวกนั  

 
จากผลการทดลองไดเ้ลือก Bacillus sp. (EB4) มาทาํการทดลองเพื�อหาประสิทธิภาพในการ

บาํบดัเนื�องจากสามารถชีY เฉพาะชนิดของแบคทีเรียได ้อีกทัYงเป็นแบคทีเรียส่วนใหญ่ที�ไดจ้ากการ
เพาะเชืYอแบคทีเรีย และเป็นแบคทีเรียที�พบในการทดลอง Spread plate ของทัYง 3 โรงงานอาหาร
ทะเลแช่แขง็ตวัอยา่ง 
 

 

รหสั 
การทดสอบทางชีวเคมี 

ลกัษณะโคโลนี ติดสีแกรม รูปร่าง สร้างสปอร์ แคตาเลส ออกซิเดส 
EB7 ขอบเรียบ มนัวาว 

ขนาด 1 mm 
- ท่อน - + + 

EB8 กลม สีขาวเหลือง 
ขอบเรียบ มนัวาว 
ขนาด 0.5-1 mm 

- ท่อน - + - 
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2.2  ผลการทดลองจากการเพาะเลีYยงเชืYอแบคทีเรียดว้ยอาหาร Cooked Meat Medium 
 

              การเพาะเชืYอในอาหาร Cooked Meat Medium เพื�อดูความสามารถในการสร้าง
สปอร์ถึงแมว้า่จะไม่สามารถจาํแนกแบคทีเรียไดจ้ากการสร้างสปอร์อยา่งแม่นยาํ (นนัทนา, 2549) 
แต่การนาํเชืYอมาเพาะใน Cooked Meat Medium ยงัใชใ้นการวเิคราะห์เพื�อหาเชืYอ Clostridium spp. 
และเชืYอแบคทีเรียที�ไม่ใชอ้อกซิเจนอื�นๆได ้(กระทรวงสาธารณสุข, 2548)   

 
               เมื�อทดลองนาํนํYาเสียจากภายในระบบ UASB ของโรงงานอาหารทะเลแช่แขง็   

ดงัภาพที� 13 พบวา่ลกัษณะทางกายภาพของ Cooked Meat Medium มีกลิ�น, เกิดฟองก๊าซในหลอด
ทดลอง โดยสังเกตไดจ้ากอาหารถูกดนัขึYนมาสู่ผวิหนา้อาหารที�เป็นของเหลวซึ�งแสดงใหเ้ห็นวา่มี
การผลิตก๊าซขึYน และอาหารขุ่นขึYนเมื�อเทียบกบัอาหาร Cooked Meat Medium ที�ไม่ไดใ้ส่นํYาเสีย   
 

 
 

 

 

 

 

ภาพที� 13  ลกัษณะการเปลี�ยนแปลงของนํYาเสียที�ถูกนาํมาเพาะในอาหาร Cooked Meat Medium   
 

            จากการทดลองดงัภาพที� 13 สามารถบอกไดว้า่มีเชืYอแบคทีเรียเจริญใน Cooked 
Meat Medium แต่ไม่สามารถบอกไดว้า่เชืYอแบคทีเรียที�พบเป็นแบคทีเรียชนิดใด การนาํส่วนของ
อาหารเหลวของ Cooked Meat Medium มา Spread เชืYอแบคทีเรียลงใน Reinforced Clostridium 
Medium ทาํใหส้ามารถพบวา่ มีการเจริญของแบคทีเรียเกิดขึYน ซึ� งลกัษณะของโคโลนี และผลการ
ทดสอบทางชีวเคมีดงัตารางที� 19 
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ตารางที� 19  ลกัษณะของโคโลนี และการทดสอบทางชีวเคมีโดยใชโ้คโลนีที�เพาะไดจ้ากอาหาร     
Cooked Meat Medium 

 

การทดสอบทางชีวเคมี 
รหสั 

EB1 EB2 
ลกัษณะโคโลนี สีขาว กลม ขอบเรียบ ขนาด 1 mm สีขาว กลม ขอบเรียบ ขนาด 1 mm 
รูปร่าง ท่อน ท่อน 
การติดสีแกรม - - 
การสร้างสปอร์ - - 
การทดสอบแคตาเลส + + 
การทดสอบออกซิเดส - - 
การเคลื�อนที� + + 
การหมกักลูโคส + + 
 
+ ใหผ้ลบวก = มีสปอร์, Catalase test เกิดฟอง, Oxidase test เกิดสีม่วงภายใน 10 วนิาที, 

  มีการเคลื�อนที�, การหมกักลูโคส มีการเปลี�ยนสี 

-  ใหผ้ลลบ = ไม่มีสปอร์, Catalase test ไม่เกิดฟอง, Oxidase test ไม่เกิดสีม่วงภายใน 10 วนิาที, 
  ไม่การเคลื�อนที�, การหมกักลูโคส ไม่มีการเปลี�ยนสี 
 

จากผลการทดลองทางชีวเคมีดงัตารางที� 19 จากการเลีYยงเชืYอแบคทีเรียในอาหาร Cooked 
Meat Medium ที�เจริญบนอาหารเลีYยงเชืYอ RCM พบวา่แบคทีเรียส่วนใหญ่เป็นแกรมลบ รูปร่างเป็น
ท่อน โดยการทดสอบชีวเคมีเกี�ยวกบัการเคลื�อนที� และการยอ่ยสลายนํYาตาลกลูโคสกบัเชืYอแบคทีเรีย 
EB1 และ EB2 ซึ� งผลการทดลองทางชีวเคมี และลกัษณะสัณฐานของเชืYอแบคทีเรียทัYง 2 ชนิดคือ 
EB1 และ EB2 เหมือนกนัเช่น สีแกรม, การเคลื�อนที� และการยอ่ยสลายนํYาตาลกลูโคสมีผลเป็นบวก 
ซึ� งทาํใหส้ามารถทราบเบืYองตน้วา่ EB1 และEB2 จดัอยูใ่นตระกลูของ Enterobacteriaceae (ดวงพร, 
2537; นนัทนา, 2549) 
 

จากการทดลองแบคทีเรียที�พบมากที�สุดจากนํYาเสียที�บาํบดัแบบไม่ใชอ้อกซิเจน และ
เพาะเลีYยงดว้ยวธีิการเพาะเลีYยงในอาหารเลีYยงเชืYอ คือแบคทีเรียที�มีรูปร่างเป็นรูปท่อน แกรมลบ และ
จดัอยูใ่นกลุ่ม Bacillus sp. ซึ� งการศึกษาของ Li et al. (2010) ดว้ยวธีิการ PCR-DGGE จากนํYาเสีย  
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การเลีYยงสุกรในระบบ UASB พบวา่จุลินทรียที์�มีมากที�สุดในระบบบาํบดันํYาเสียแบบไม่ใช้
ออกซิเจนคือ Clostridium spp. หรือ จุลินทรียใ์นกลุ่มของ Firmicutes เช่นเดียวกบั Bacillus spp. ที�
ไดจ้ากการทดลอง  เช่นเดียวกบั Shi et al. (2012) ที�ศึกษากลุ่มของแบคทีเรียในระบบ UASB ที�มี
การเพิ�มขึYนของวติามินซีในนํY าเสีย กล่าววา่แบคทีเรียที�เป็นแบคทีเรียหลกัคือกลุ่มของ Firmicutes  
นอกจากนีY  Kayser et al. (2007) กล่าววา่  เมื�อใชเ้ทคนิค Fingerprinting ในการจาํแนกแบคทีเรียจาก
ตะกอนที�มาจากระบบ UASB ของโรงงานเครื�องดื�มพบแบคทีเรียที�ไม่สามารถเพาะเลีYยงได ้35 % 

ส่วนอีก 65 % เป็นแบคทีเรียแบบเพาะเลีYยงไดที้�ประกอบไปดว้ยสกุลต่างๆต่อไปนีY   Bacillus, 

Pseudomonas, Bacteroides, Enterococcus, Alcaligenes, Clostridium, Shewanella, 

Microbacterium, Leuconostoc, Sulfurospirillum, Acidaminococcus, Vibrio, Aeromonas, 

Nirtospira, Synergistes, Rhodococcus, Rhodocycclus และ Syntrophobacter  
 

การคดัแยก และจาํแนกชนิดของจุลินทรีย ์พบวา่แบคทีเรียเป็นจุลินทรียที์�มีบทบาทมาก
ที�สุดในระบบบาํบดันํYาเสีย โดยแบคทีเรียที�พบมากที�สุดในการทดลองคือ แบคทีเรียในตระกลูของ 
Enterobacteriaceae และ Bacillus sp. ซึ� งเมื�อเปรียบเทียบกบัการศึกษาของ (Li et al., 2010) ที�
ทาํการศึกษากลุ่มของจุลินทรีย ์และความหลากหลายของจุลินทรียต์ัYงแต่เริ�มตน้ของระบบบาํบดั   
นํYาเสียแบบไม่ใชอ้อกซิเจนที�ใชใ้นการบาํบดันํYาเสียจากสุกรพบวา่กลุ่มจุลินทรียส่์วนใหญ่คือกลุ่ม
ของ clostridium spp. ซึ� ง Clostridium spp.เป็นแบคทีเรียกลุ่มเด่นในกลุ่มของแบคทีเรียที�มีหนา้ที�ใน 
การหมกั แต่หากเป็นแบคทีเรียที�มีมากที�สุดในระบบบาํบดันํYาเสียแบบไม่ใชอ้อกซิเจนจะเป็น
แบคทีเรียกลุ่ม methanogen แต่แบคทีเรียกลุ่มดงักล่าวเป็นแบคทีเรียที�ไม่สามารถเจริญเติบโตไดเ้ลย
หากมีออกซิเจน ทาํใหย้ากต่อการเพาะเลีYยงเชืYอแบคทีเรียชนิดนีY  เนื�องจากโตเจริญเติบโตยาก (Lester 
and Birkett, 1999) นอกจากนีY  Joseph and Frederick (1992) กล่าววา่การที�นํYาเสียมีปริมาณความ
เขม้ขน้ของเกลือมากจะมีผลกบักลุ่มประชากร methanogens ลดนอ้ยลง การศึกษาของ Nath and 
Das (2004)  Clostridium butyricum และ Enterobacter aerogenes เป็นแบคทีเรียที�มีความสามารถ
ในการผลิตไฮโดรเจน อยา่งมีประสิทธิภาพ โดยที� Lester and Birkett (1999) กล่าววา่ Clostridium 
spp., Megasphera spp., Streptococci และ Bacilli เป็นแบคทีเรียกลุ่มเด่นในกลุ่มของ fermentative 
bacteria ซึ� งจะอยูใ่นกระบวนการ Acidogenesis (Ji et al., 2008) กระบวนการดงักล่าวเป็น
กระบวนการที� 2 ของกระบวนการทัYงหมดที�เกิดขึYนในการยอ่ยสลายสารอินทรียที์�ประกอบดว้ย
กระบวนการ Hydrolysis กระบวนการ Acidogenesis กระบวนการ Acitogenesis และกระบวนการ 
Methanogenesis (Steiner, 2000) Enterobacteriaceae เป็นแบคทีเรียแกรมลบ ที�มีหนา้ที�ในการหมกั
นํYาตาล และยงัสามารถใชไ้นเตรตไอออนในปฏิกิริยา Nitrate Reduction แทนที�จะใช ้Hydrogen 
Oxidation ซึ� งทาํใหมี้การผลิตไฮโดรเจนนอ้ยลง เมื�อแบคทีเรียชนิดนีY เจริญเติบโตในพืYนที�ที�ไม่มี
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ออกซิเจน (Podesta et al., 1997) ส่วน Bacillus sp. ส่วนใหญ่อยูใ่นกลุ่ม Denitrifying bacteria ที�
สร้างไนโตรเจนจากไนเตรต จากการศึกษาที�ผา่นมายงัพบวา่ Bacillus subtilis สามารถเปลี�ยน      
ไนเตรตให้เป็นแอมโมเนียโดยไม่มีหลกัฐานของวา่ผลิตภณัฑจ์ากปฏิกิริยา Denitrification จะยบัย ัYง
การเจริญเติบโตของแบคทีเรียแบบไม่ใชอ้อกซิเจน (Michiko and Peter, 1998) 

 

ในการคดัแยกและการจาํแนกเชืYอแบคทีเรียดว้ยวธีิการเพาะเชืYอแบคทีเรียบนจานเพาะเชืYอเป็น
วธีิการที�ง่ายที�สุดการเพาะเชืYอแบคทีเรียแต่วธีิการดงักล่าวจะไม่สามารถตรวจสอบเชืYอแบคทีเรีย
กลุ่มที�ไม่สามารถเพาะเลีYยงได ้(Unculturable Bacteria) และเชืYอแบคทีเรียจาํพวก Obligate อาทิเช่น 

แบคทีเรียกลุ่ม Clostridium spp. และ Methanogens ที�เป็นแบคทีเรียที�สาํคญัในกระบวนการ 
Acidogenesis และMethanogenesis ตามลาํดบั (Gilbride et al , 2006)โดยแบคทีเรียกลุ่มที�ไม่
สามารถเพาะเลีYยงได ้และ Obligate bacteria จะศึกษาโดยการใชย้นี 16S rRNA เป็นหลกั (โชติมา, 

2553)  
 

3.  ผลการทดลองแบบจําลองถังปฏิกรณ์แบบกะ 

 

การทดลองถงัปฏิกรณ์แบบกะ เป็นการทดลองเพื�อทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรียที�
เพาะเลีYยงไดแ้บบเฉพาะเจาะจงจากตวัอยา่งนํYาเสียในระบบบาํบดันํYาเสียแบบไม่ใชอ้อกซิเจน 
(UASB) อุตสาหกรรมอาหารทะเลแช่แขง็โดยแบคทีเรียที�สามารถเพาะเลีYยงโดยใชอ้าหารเลีYยง     
เชืYอแบคทีเรีย คือ Enterobacteriaceae (EB1) และ Bacillus sp. (EB4) ซึ� งการเพิ�มจุลินทรียที์�มีอยูใ่น     
นํYาเสียลงไปเพื�อเป็นการเติมจุลินทรียเ์หล่านัYนใหมี้มากขึYน เรียกวา่ Bioaugmentation (Gerardi, 
2006) 

 
ในการทดลองประสิทธิภาพการบาํบดัของแบคทีเรียเด่นที�พบในระบบบาํบดันํYาเสียจาก

โรงงานอาหารทะเลแช่แขง็ มีการใชเ้ชืYอแบคทีเรียมาตรฐานจาก วว. ทดสอบการทาํงานของเชืYอ
แบคทีเรียควบคู่ไปกบัแบคทีเรียเด่นที�ไดจ้ากการทดลองดว้ยการคดัแยกเชืYอแบคทีเรียในผลการ
ทดลองที� 2 ซึ� งเชืYอมาตรฐานที�ใชใ้นการทดสอบจาก วว. คือ เชืYอ Clostridium sp. No. 1426 และ
Bacillus sp. No. 028 
 

การทดลองที�ใชแ้บคทีเรียแบบเฉพาะเจาะจงที�จาํแนกไดจ้ากระบบบาํบดันํYาเสีย และใช ้  
นํYาเสียที�เก็บจากโรงงานอาหารทะเลแช่แขง็ ทดลองใชค้่า OD600 เริ�มตน้เท่ากบั  0.5 โดยนํYาเสียมี 

ค่า COD เริ�มตน้เท่ากบั 1,512 mg/l  
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ตารางที� 20  ค่า COD เฉลี�ย (mg/l) ที�ระยะเวลากกัเก็บต่างๆ ของนํY าเสียที�ไม่ไดผ้่านการฆ่าเชืYอ
แบคทีเรีย 

 

 

 

 

ภาพที� 14   % COD Removal นํYาเสียที�ไม่ไดผ้า่นการฆ่าเชืYอแบคทีเรียที�ระยะเวลาเก็บกกัต่างๆ (ชม.) 
 

จากการทดลองดงัภาพที� 14 แสดงใหเ้ห็นประสิทธิภาพการบาํบดันํYาเสียของแบคทีเรียเด่น
ที�ไดจ้ากผลการคดัแยก และจาํแนกเชืYอแบคทีเรีย ซึ� งแสดงใหเ้ห็นประสิทธิภาพการทาํงานที�
แตกต่างกนัของแบคทีเรียแต่ละชนิด อีกทัYงแสดงใหเ้ห็นวา่แบคทีเรียเด่นที�เติมเพิ�มลงไปในถงั

แบคทีเรีย / ระยะเวลากกัเก็บ 
ค่า เฉลี�ย COD (mg/l) 

2 ชม. 4 ชม. 6 ชม. 8 ชม. 24 ชม. 
Control 1,320 1,224 469 936 1,056 
Clostridium sp. TISIR No.1462 2,124 1,716 878 1,692 1,744 
Bacillus sp. TISIR No.028 948 997 880 1,134 938 
Enterobacteriaceae (EB1) 1,600 1,552 1,456 751 716 
Bacillus sp.(EB4) 828 1,056 1,134 1,075 880 
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ปฏิกรณ์แบบกะทาํงานร่วมกบัแบคทีเรียชนิดอื�นๆ เนื�องจากตวัควบคุม (Control) ที�เป็นนํYาเสียจาก
โรงงานอาหารทะเลแช่แขง็ที�ไม่มีการเติมเชืYอสามารถบาํบดันํYาเสียไดเ้ช่นกนั แสดงใหเ้ห็นวา่
นอกจากแบคทีเรียที�เติมลงไปแลว้ ยงัมีแบคทีเรียชนิดอื�นๆ อยูใ่นนํYาเสียที�ทาํการทดลองเช่นกนั  

 

ดงันัYนจึงพบวา่ในนํYาเสียประกอบดว้ยแบคทีเรียหลายชนิด และเพื�อทดสอบประสิทธิภาพ
ของแบคทีเรียเด่นที�คดัแยกได ้จึงทดสอบประสิทธิภาพโดยใชค้่า OD600 เริ�มตน้ = 0.5 แต่ใชน้ํYาเสีย
จากโรงงานอาหารทะเลแช่แขง็ที�ผา่นการใหค้วามร้อน 121°C ที�ความดนั 15 psi เป็นเวลา 15 นาที 
ทัYงนีY ระดบัความร้อน และความดนัดงักล่าวจะสามารถฆ่าเชืYอแบคทีเรียที�มีอยูใ่นนํYาได ้ซึ� งนํYาเสียมีค่า 

COD เริ�มตน้ 1,332 mg/l โดยผลการทดสอบแสดงดงัตารางที� 21 

 

ตารางที� 21  ค่า COD เฉลี�ย (mg/l) ของนํYาเสียที�ผา่นการฆ่าเชืYอแบคทีเรียระยะเวลากกัเก็บต่างๆ 
 

แบคทีเรีย / ระยะเวลากกัเก็บ 
ค่า COD เฉลี�ย (mg/l) 

2 ชม. 4 ชม. 6 ชม. 8 ชม. 24 ชม. 
Control 1,368 1,296 520 1,080 1,152 
Clostridium sp. TISIR No. 1462 2,124 1,908 866.84 1,836 1,872 
Bacillus sp. TISIR No. 028 968 968 850 1,290 997 
Enterobateriaceae (EB1) 1,200 2,112 1,488 658 728 
Bacillus sp. (EB4) 1,100 1,188 1,408 1,320 997 
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ภาพที� 15   % COD Removal นํYาเสียที�ผา่นการฆ่าเชืYอแบคทีเรียที�ระยะเวลาเก็บกกัต่างๆ (ชม.) 
 
ตารางที� 22  ระยะเวลากกัเก็บ และประสิทธิภาพการบาํบดั ของแบคทีเรียแต่ละชนิด 
 

แบคทีเรีย 
นํYาเสียที�ไม่ไดผ้า่นการฆ่าเชืYอ นํYาเสียที�ผา่นการฆ่าเชืYอ 

ระยะเวลากกั
เก็บ (ชม.) 

ประสิทธิภาพ 
การบาํบดั 

ระยะเวลากกั
เก็บ (ชม.) 

ประสิทธิภาพ 
การบาํบดั 

Control 6 68.8% 6 60.96% 
Clostridium sp.        
TISTR No.1462 

 
6 

 
41.9% 

 
6 

 
34.92% 

Bacillus sp.            
TISTR No. 028 

 
2 

 
41.8% 

 
6 

 
36.19% 

Enterobacteriaceae EB1 24 52.6% 8 50.6% 
Bacillus sp. EB4 2 45.2% 24 25% 
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จากตารางที� 22 จะเห็นไดว้า่ประสิทธิภาพในการบาํบดันํY าเสียของแบคทีเรียระหวา่งนํY าเสีย
ที�ไม่ไดผ้า่นการฆ่าเชืYอแบคทีเรีย และนํYาเสียที�ผา่นการฆ่าเชืYอแบคทีเรียมีความแตกต่างกนั 
เนื�องมาจากการทดลองกบัถงัปฏิกรณ์ในครัY งที�2 และครัY งที� 3 โดยใชน้ํYาเสียที�ไม่ไดผ้า่นการฆ่าเชืYอ 
และนํYาเสียที�ผา่นการฆ่าเชืYอที�อุณหภูมิ 121°C ความดนั 15 psi  มีค่า COD เริ�มตน้คือ 1,512 mg/L 
และ 1,332 mg/L ตามลาํดบั โดยเมื�อคิดเป็นเปอร์เซ็นตมี์ค่าเท่ากบั 11.9% ซึ� งแสดงใหเ้ห็นวา่นํYาเสียที�
ผา่นการฆ่าเชืYอที�ความดนั และอุณหภูมิขา้งตน้สามารถทาํลายสารอินทรียบ์างชนิดไปได ้ถึงแมว้า่
สารอินทรียจ์ะสามารถถูกกาํจดัไดเ้มื�อเผาที�อุณหภูมิ 550 °C เนื�องจากสมบติัของสารอินทรียจ์ะ
ประกอบดว้ยคาร์บอนเป็นส่วนใหญ่ เมื�อถูกเผาที�อุณหภูมิดงักล่าวสารอินทรียจ์ะกลายเป็น
คาร์บอนไดออกไซด ์และนํYาระเหยออกไป (สันทดั, 2549) ทาํใหแ้บคทีเรียที�เติมลงไปไม่สามารถ
ทาํงานไดดี้เท่าที�ควร นอกจากนีYการทาํงานร่วมกนัของกลุ่มแบคทีเรีย สาํหรับแบคทีเรียบางชนิดจะ
สามารถทาํงานไดดี้กวา่การทาํงานชนิดเดียว คือ Bacillus sp.TISTR No. 028 และ Bacillus sp. 
(EB4) พบวา่หากเติมแบคทีเรียทัYง 2 ชนิดลงไปในนํYาเสียไม่มีการฆ่าเชืYอแบคทีเรียจะมีประสิทธิภาพ
ในการบาํบดันํYาเสียที�วดัไดจ้ากค่า COD ไดดี้กวา่นํYาเสียที�มีการฆ่าเชืYอแบคทีเรีย รวมทัYงระยะเวลา  
กกัเก็บนอ้ยกวา่ ยกเวน้ Enterobacteriaceae (EB1) ที�มีประสิทธิภาพในการบาํบดัมากขึYนหากเติมลง
ไปในนํYาเสียที�มีการฆ่าเชืYอแบคทีเรีย โดยสามารถดูไดจ้ากระยะเวลาเก็บกกัที�นอ้ยลงกวา่เดิม และ
ประสิทธิภาพในการบาํบดันํY าเสียที�ใกลเ้คียงกนั นอกจากนีYค่าที�ใชใ้นการออกแบบ HRT ของระบบ 
UASB คือ 4-20 ชั�วโมง (Tchobanoglous et al., 2004) ซึ� งระบบปฏิกรณ์ที�ใชแ้บคทีเรียจาก 
Enterobacteriaceae (EB1) มีระยะเวลาในการกกัเก็บเท่ากบั 24 ชั�วโมง ซึ� งมากกวา่ถงัปฏิกรณ์แบบ
กะที�ใช ้Bacillus sp. ที�มีระยะเวลาในการกกัเก็บเพื�อยอ่ยสลายสารอินทรียเ์พียง 2 ชั�วโมง ทัYงนีY
ปฏิกิริยาในการยอ่ยสลายสารอินทรียเ์ป็นเพียงปฏิกิริยาที�ผลิตสารตัYงตน้ที�จะนาํไปใชใ้น
กระบวนการ Methanogenesis ต่อไป 

 
ทัYงนีYการที�ระบบบาํบดัไม่มีความเสถียร เนื�องมาจากการเก็บนํYาเสีย เพื�อนาํมาใชใ้นการ

ตรวจวดั COD ดว้ยวธีิการเก็บนํYาเสียที�จุ่มปิเปตจนถึงกน้ถงัปฏิกรณ์ จึงทาํใหค่้า COD ที�ตรวจวดัได้
มีความคลาดเคลื�อน จากตะกอนที�ติดมากบันํYาเสียขณะเก็บตวัอยา่งนํYา โดยตะกอนที�เกิดขึYนเป็น
เพราะเมื�อมีการเติมนํYาเสีย และแบคทีเรียลงในถงัปฏิกรณ์ แบคทีเรียจะไดรั้บอาหาร และสารอาหาร
นอกจากที�มาจากอาหารเลีYยงเชืYอแบคทีเรียเหลว หรือ Reinforced Clostridium Broth แต่ยงัมี
สารอาหารที�มาจากนํYาเสีย ค่า COD ในบางค่าที�เพิ�มสูงขึYนในตอนแรกหลงัจากที�มีการเติมเชืYอ 
เนื�องมาจากอาหารที�ใชใ้นการเพาะเลีYยงแบคทีเรีย (ภาคผนวก ข) จะประกอบไปดว้ยสารอาหารที�
มากเกินพอสาํหรับแบคทีเรีย ทาํใหแ้บคทีเรียไม่มีความสามารถในการยอ่ยสลายสารอินทรียไ์ดห้มด 
(สันทดั, 2549) ดงันัYนค่า COD จึงเพิ�มขึYน ในขณะที�เวลาต่อมาเมื�อแบคทีเรียเริ�มปรับตวัไดจ้าก
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สารอาหารที�มีมากเกินพอ การเจริญเติบโตของแบคทีเรียที�เพิ�มขึYนอยา่งรวดเร็ว และอาหารที�หมดลง
อยา่งรวดเร็วทาํใหแ้บคทีเรียที�ไม่สามารถปรับสภาพไดต้ายไปดงัภาพที� 3 ที�แสดงการเปรียบเทียบ
การเปลี�ยนแปลงระหวา่งสารตัYงตน้ กบัมวลของจุลินทรีย ์(สันทดั, 2549; Tchobanoglous et al., 

2004) และเกิดเป็นตะกอน ทาํใหน้ํYาเสียที�ไดจ้ากการเก็บตวัอยา่งในบางช่วงมีค่ามากเกินไป 
นอกจากนีY  Tchobanoglous et al. (2004) กล่าววา่เซลลโ์ปรคาริโอตจะประกอบดว้ยสัดส่วนของ
คาร์บอนร้อยละ 53 ปริมาณของคาร์บอนจากเซลลแ์บคทีเรียสามารถมีผลต่อค่า COD เช่นกนั 

 
ความสัมพนัธ์ระหวา่งการยอ่ยสลายสารอินทรีย ์กบัจุลินทรียมี์ความแตกต่างกนัตาม

ลกัษณะของนํYาเสีย และวธีิการบาํบดันํYาเสีย (Servais et al.,1999) โดย Hargerty et al. (1999)     
กล่าววา่ การยอ่ยสลายเพิ�มขึYนของจาํนวนจุลินทรีย ์ มากที�สุดในช่วงแรกของการยอ่ยสลายขึYนอยูก่บั
สารอาหารของจุลินทรีย ์และสภาพแวดลอ้มที�เหมาะสมสาํหรับจุลินทรียช์นิดนัYนๆจากการทดลอง
ทัYงหมด จะเห็นไดว้า่ระบบ UASB สามารถแทนการบาํบดัขัYนตน้เช่น การยอ่ยสลดัจแ์บบไม่ใช่
ออกซิเจน, ขัYนตอนการบาํบดัแบบใชอ้อกซิเจน (แอคติเวเต็ดสลดัจ ์และระบบโปรยกรอง เป็นตน้) 
และระบบบาํบดัขัYนที� 2 ของระบบบาํบดัแบบใชอ้อกซิเจนแบบธรรมดา แต่อยา่งไรก็ตามนํYาที�ออก
จากระบบ UASB ตอ้งการการบาํบดัในขัYนตอนต่อไป เพื�อที�จะกาํจดัสารอินทรีย,์ สารอาหาร และ
สิ�งก่อโรค ซึ� งระบบบาํบดัขัYนสุดทา้ยสามารถบาํบดัไดใ้นระบบบาํบดัแบบใชอ้อกซิเจน เช่น บ่อ
ปรับเสถียร, ระบบแอคติเวเต็ดสลดัจ ์และ อื�นๆ (Seghezzo et al., 1998) เนื�องจากระบบสามารถยอ่ย
สลายสารอินทรียไ์ดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ แต่ดว้ยขอ้จาํกดัเกี�ยวกบันํYาเสียบางประเภท เช่นนํYาเสียจาก
อุตสาหกรรมที�มีค่าความเคม็สูง ทาํใหป้ระสิทธิภาพของระบบ และความสามารถในการยอ่ยสลาย
ของกลุ่มจุลินทรียใ์นนํYาลดลง แต่หากอุตสาหกรรมตอ้งการลดขัYนตอนในการบาํบดันํYาเสีย ก็ควรมี
การศึกษาคุณลกัษณะของนํYาเสียที�จะเขา้สู่ระบบ และขอ้จาํกดัเกี�ยวกบัระบบนัYนๆก่อน ทัYงนีYการ
ทาํงานของระบบบาํบดันํYาเสียแบบไม่ใชอ้อกซิเจนอาจตอ้งอาศยัหลายปัจจยัในการลดปริมาณ COD 
หรือค่าพารามิเตอร์ทางเคมีต่างๆอีกทัYงการทาํงานของระบบบาํบดันํYาเสียยงัตอ้งอาศยัการทาํงานของ
จุลินทรียห์ลายกลุ่ม แต่การลดลงของปริมาณ COD แสดงใหเ้ห็นวา่แบคทีเรียที�พบมีความสัมพนัธ์
กบัปริมาณสารอินทรียที์�ลดลง นอกเหนือจากปัจจยัอื�นๆที�เกี�ยวขอ้ง  
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สรุปและข้อเสนอแนะ 
 

 สรุป 

 
แบคทีเรียกลุ่มหลกัที�พบในระบบ UASB ของโรงงานอาหารทะเลแช่แขง็ คือ แบคทีเรียใน

ตระกลูของ Enterobacteriaceae (EB1) และ Bacillus sp. (EB4) ซึ� งเมื�อเปรียบเทียบกบัประสิทธิภาพ
ของระบบ UASB โรงงานอาหารทะเลแช่แขง็ พบวา่มีประสิทธิภาพในการบาํบดัทางเคมี BOD, 
COD, TKN, T-P, SS และ Oil & Grease ค่อนขา้งตํ�ากวา่ประสิทธิภาพที�ออกแบบตามเกณฑก์าร
ออกแบบ 

  
เมื�อนาํแบคทีเรียในตระกลูของ Enterobacteriaceae (EB1) และ Bacillus sp.(EB4) มา

ทดสอบประสิทธิภาพการบาํบดันํYาเสียในถงัปฏิกรณ์แบบกะระดบัปฏิบติัการพบวา่แบคทีเรียใน
ตระกลูของ Enterobacteriaceae (EB1) มีประสิทธิภาพในการลดค่า COD มากกวา่ Bacillus sp. 
(EB4) แต่ใชร้ะยะเวลากกัเก็บมากกวา่ ในขณะเดียวกนัเมื�อนาํนํYาเสียไปนึ�งฆ่าเชืYอแบคทีเรียดว้ยการ
ใหค้วามร้อนที� 121°C 15 psi ก่อนเติมแบคทีเรียในตระกลูของ Enterobacteriaceae(EB1) และ 

Bacillus sp.(EB4) พบวา่แบคทีเรียในตระกลูของ Enterobacteriaceae (EB1) มีประสิทธิภาพในการ
ลด COD มากกวา่ Bacillus sp. (EB4) เช่นกนั และเมื�อเปรียบเทียบประสิทธิภาพในการลดค่า COD 
ของแบคทีเรียแต่ละชนิด กบันํYาเสียทัYงสองแบบพบวา่มีประสิทธิภาพไม่แตกต่างกนั ซึ� ง Bacillus sp. 
(EB4) สามารถนาํไปประยกุตใ์ชก้บัระบบที�มีความลม้เหลวได ้เนื�องจาก Bacillus sp. (EB4) มี
ประสิทธิภาพในการลดค่า COD ที�ระยะเวลากกัเก็บนอ้ย ทัYงนีYแบคทีเรียที�ไดจ้ากการคดัแยกใน
ระบบ UASB ของโรงงานอาหารทะเลแช่แขง็ทัYงสองชนิดมีความสามารถในการยอ่ยสลาย
สารอินทรียที์�แตกต่างกนั  
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ข้อเสนอแนะ 
 

งานวจิยันีY เป็นการหาเชืYอจุลินทรียเ์ด่นที�มีบทบาทในการบาํบดันํYาเสียในระบบบาํบดั  
นํYาเสียแบบไม่ใชอ้อกซิเจน จากโรงงานอาหารทะเลแช่แข็ง ซึ� งจุลินทรียจ์ากการทดสอบคือเชืYอ
แบคทีเรียตระกลู Enterobacteriaceae และ Bacillus sp. ซึ� งเป็นแบคทีเรียพวก Facultative เนื�องจาก
งานวจิยันีY เป็นการทดลองเบืYองตน้ เพื�อใหท้ราบจุลินทรียที์�มีความสามารถในการบาํบดันํYาเสีย    
แบบไม่ใชอ้อกซิเจน ทัYงนีY ระหวา่งการทาํการทดลองอาจมีปัจจยัอื�นที�ทาํใหไ้ม่สามารถเพาะเลีYยงเชืYอ
แบคทีเรียอื�นที�อาจมีความสามารถในการบาํบดันํYาเสียแบบไม่ใชอ้อกซิเจน ทัYงนีYควรมีการวจิยัใน
เพิ�มเติมในหวัขอ้ต่อไปนีY  

 
1.  การเติมก๊าซเฉื�อย: ไนโตรเจน หรืออาร์กอน เพื�อใหไ้ดก้ารทดลองอยูใ่นสภาวะไม่มี

ออกซิเจน 
2.  แนวโนม้การเปลี�ยนแปลงของจุลินทรียใ์นแต่ละระดบัของความสูงของถงัปฏิกรณ์ 

UASB 
3.  ประสิทธิภาพของแบคทีเรียที�พบโดยใชถ้งัปฏิกรณ์แบบกะซึ�งเป็นการทดลองแบบ 

Lab Scale ซึ� งหากตอ้งการประยกุตใ์ช ้ควรที�จะมีการทดลองแบบ Pilot Scale หรือ Full Scale 
4.  เพื�อใหเ้กิดประโยชน์สูงสุดงานวจิยัควรมีการทดลองหาอตัราส่วนที�ดีที�สุดของชนิด

ของแบคทีเรียที�เพาะเลีYยงไดแ้ต่ละชนิดวา่ แบคทีเรียกลุ่มใดกบักลุ่มใดสามารถบาํบดันํYาเสียแบบไม่
ใชอ้อกซิเจนไดมี้ประสิทธิภาพมากที�สุด  

5.  อตัราส่วนที�เหมาะสมระหวา่งแบคทีเรีย กบันํYาเสียแต่ละชนิด ทัYงนีYความสามารถ
ของแบคทีเรียจะมีความแตกต่างกนัไปตามประเภทของนํY าเสีย 
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ภาคผนวก ก  

วธีิการวเิคราะห์ทางเคมี และสารเคมี  
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การวเิคราะห์นํ_าเสียทางเคมี 

 

1.  การวเิคราะห์พเีอช (pH) 

  
เครื�องมือและอุปกรณ์ 
1.  เครื�องวดัพีเอช (pH Meter) 
2.  บีกเกอร์ขนาด 100 ml 
 
วธีิการวดัพเีอช 

 
1.  หลงัจากเปิดเครื�องวดั pH ควรปล่อยใหเ้ครื�องร้อนอยา่ง 15 นาทีก่อนใชง้าน 
 
2.  ปรับเทียบมาตรฐาน (Standardization) เครื�องใหพ้ร้อมก่อนที�จะวดั pH ตวัอยา่ง โดยใช้

สารละลายบพัเฟอร์มาตรฐานที�ทราบค่า pH แน่นอน 
 
3.  ตวัอยา่งที�จะนาํมาวดัค่า pH ตอ้งปล่อยใหมี้อุณหภูมิคงที�เสียก่อน 
 
4.  ก่อนวดั เขยา่ตวัอยา่งใหเ้ขา้กนัดี เทใส่บีกเกอร์จุ่มอิเล็กโทรด กวนจนค่า pH หยดุนิ�ง 

อ่านค่า pH ของตวัอยา่งนํYา 
 
5.  เมื�อจะวดัตวัอยา่งต่อไปใหฉี้ดลา้งอิเล็กโทรดดว้ยนํYากลั�นแลว้ซบัดว้ยกระดาษ หรือผา้

นุ่มๆ แลว้จึงวดัตวัอยา่งถดัไป ถา้จะเลิกวดัหลงัจากที�ลา้งอิเล็กโทรดดว้ยนํYากลั�นจนสะอาด ซบัให้
แหง้แลว้ใหแ้ช่อิเล็กโทรดไวใ้นสารละลายที�มีอิออนมากพอควร และมีฤทธิO เป็นกรด 
 
2.  การวเิคราะห์ของแข็งแขวนลอยทั_งหมด (TSS) โดยวธีิทาํให้แห้งที� 103-105˚C 
 

เครื�องมือ และอุปกรณ์ 
1.  ตูดู้ดความชืYน พร้อมสารดูดความชืYน 
2.  ตูอ้บที�มีเครื�องควบคุมอุณหภูมิ 
3.  ตาชั�งละเอียด 
4.  กระดาษกรอง GFC ขนาด 4.7 cm 
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5.  กรวยบุชเนอร์ 
6.  เครื�องดูดสุญญากาศ (Suction Pump) พร้อมขวดดูดสุญญากาศขนาด 500-1,000 ml 
7.  ถว้ยอลูมิเนียมฟอยล ์
8.  ปากคีบ 
 
วธีิวเิคราะห์ 

 

1.  กระดาษกรอง GF/C จุ่มนํY ากลั�นแลว้นาํไปอบในตูอ้บที�อุณหภูมิ 103-105˚C เป็นเวลา 1
ชม. ปล่อยใหเ้ห็นในโถทาํแหง้ 

 
2.  ชั�งนํYาหนกักระดาษกรอง GF/F วางบนถว้ยอลูมิเนียมฟอยล ์
 
3.  ต่อชุดเครื�องมือสาํหรับกรอง ใชป้ากคีบหยบิกระดาษกรอง GF/C วางบนกรวยบุชเนอร์ 

เปิดเครื�องดูดสุญญากาศ  
 
4.  เลือกปริมาตรนํYาตวัอยา่งที�จะใชโ้ดยพิจารณาจากลกัษณะนํYา ถา้นํYาขุ่นมีของแขง็

แขวนลอยมาก ควรใชป้ริมาณนอ้ยๆ แต่ถา้นํYาใสควรใชป้ริมาณนํYาตวัอยา่งใหม้ากที�สุด เขยา่ตวัอยา่ง
ใหเ้ขา้กนัอยา่งดี เทตวัอยา่งที�ทราบปริมาตรลงกรองโดยค่อยๆเททีละนอ้ยอยา่งตอ้งเนื�องจนหมด ใช้
นํYากลั�นฉีดภาชนะที�ใชต้วงตวัอยา่ง เทลงกรอง และฉีดนํYากลั�นๆดา้นขา้งของกรวยบุชเนอร์รวมทัYง
บนกระดาษกรอง GF/C ปล่อยใหเ้ครื�องดูดสุญญากาศ ดูดนํYาออกจนแหง้ ปิดเครื�อง 

 
5.  ใชป้ากหนีบของกระดาษกรองขึYนวางบนอลูมิเนียมฟอยล ์นาํไปอบในตูอ้บอุณหภูมิ  

103-105˚C. อยา่งนอ้ยเป็นเวลา 1ชม. นาํออกจากตูอ้บ ปล่อยใหเ้ยน็ในโถทาํแหง้ ชั�งนํYาหนกักรอง 
 
6.  ควรทาํขอ้ 5 ซํY า จนไดน้ํYาหนกัที�คงที� หรือจนกระทั�งมีการเปลี�ยนแปลงนํYาหนกันอ้ยกวา่ 

4 % ของนํYาหนกัครัY งก่อนประมาณ 0.5 mg 
 

การคํานวณ 

 

ของแขง็แขวนลอย(มล./ล.) =  
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3.  การวเิคราะห์ BOD; Biological Oxygen Demand 

 
เครื�องมือ และอุปกรณ์ 
1.  ขวด BOD ขนาด 250-300 ml พร้อมจุกปิดสนิท 
2.  ตูค้วบคุมอุณหภูมิ ซึ� งควบคุมอุณหภูมิไดที้� 20 ± 1 °C และตอ้งมืด 
3.  อุปกรณ์เครื�องแกว้ต่างๆ เช่นกระบอกตวง บิวเรต ขวดรูปกรวย เป็นตน้ 
4.  เครื�องจ่ายลม แบบเดียวกบัที�ใชก้บัตูเ้ลีYยงปลาสวยงาม และหวัลูกฟู่  (หวัจ่ายลม) 

 
สารเคมี 
1.  นํYากลั�น 
2.  สารละลายฟอสเฟตบพัเฟอร์: สารละลายโปแตสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) 

8.5 g ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟตเฮปตะไฮเดรต (Na2HPO4.7H2O) 33.4 g ไดโปแตสเซียม
ไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4) 21.75 g และแอมโมเนียมคลอไรด ์(NH4Cl) 1.7 g ในนํYากลั�น 500 ml 
แลว้เจือจางใหเ้ป็น 1 L 

3.  สารละลายแมกนีเซียมซลัเฟต: ละลายแมกนีเซียมซลัเฟตเฮปตา้ไฮเดรต (MgSO4.7H2O) 
จาํนวน 22.5 g ในนํYากลั�นแลว้เจือจางเป็น 1 L  

4.  สารละลายแคลเซียมคลอไรด์: ละลายแคลเซียมคลอไรดป์ราศจากนํYา (anhydrous 
CaCl2) จาํนวน 27.5 g ในนํYากลั�นแลว้เจือจางเป็น 1 L 

5.  สารละลายเฟริคคลอไรด์: ละลายเฟริคคลอไรดเ์ฮกซะไฮเดรต (FeCl3.6H20) จาํนวน 
0.25 g แลว้เจือจางเป็น 1 L 

6.  สารละลายแมงกานีสซลัเฟต: ละลายแมงกานีสซลัเฟตโมโนไฮเดรต (MnSO4.H2O)    
346 g หรือแมงกานีสซลัเฟตเตตราไฮเดรต (MnSO4.4H2O) 480 g หรือแมงกานีสซลัเฟตไดโฮเดรต 
(MnSO4.2H2O) 400 g ในนํYากลั�น กรองแลว้เจือจางเป็น 1 L 

7.  สารละลายอลัคาไล-ไอโอไดด์-เอไซด ์(Alkali-Iodide-Azide reagent): ละลายโซเดียม 
ไฮดรอกไซด ์(NaOH) 500 g. หรือโปแตสเซียมไฮดรอกไซด ์700 g และโซเดียมไอโอไดด ์(NaI) 
135 g หรือโปแตสเซียมไอโอไดด ์ 150 g ในนํYากลั�นเจือจางเป็น 1 L และละลายโซเดียมเอไซด ์
(NaN3) 10 g. ในนํYากลั�น 40 ml แลว้เติมลงในสารละลายขา้งตน้ 

8. กรดซลัฟิวริคเขม้ขม้ 36 N 
 9.  นํYาแป้ง: ละลายแป้ง 5 g ในนํYาตม้ 800 ml เติมนํYาใหไ้ด ้1 L ตม้ใหเ้ดือด 2-3 นาที ตัYงคา้ง

คืนใชแ้ต่นํYาใส เติมกรดแซลลิไซลิค (Salicylic Acid) 1.25 g ต่อนํYาแป้ง 1 L 
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10.  สารละลายโซเดียมไธโอซลัเฟต 0.1 N.: ละลายโซเดียมไธโอซลัเฟตเพนตะไฮเดรต 
(Na2S2O3.5H2O) จาํนวน 24.82 g ในนํYาตม้ที�เยน็แลว้ เติมจนไดป้ริมาตร 1 L เก็บรักษาโดยการเติม
คลอโรฟอร์ม 5 ml หรือโซเดียมไฮดรอกไซด ์1 g ต่อสารละลาย 1 L  

11.  สารละลายมาตรฐานโซเดียมไธโอซลัเฟต 0.025 N: เตรียมโดยการเจือจางสารละลาย
โซเดียมไธโอซลัเฟต 0.1 N จาํนวน 250 ml ดว้ยนํYากลั�นใหเ้ป็น 1 L เก็บรักษาโดยการเติม
คลอโรฟอร์ม 5 ml หรือใชโ้ซเดียมไฮดรอกไซด ์0.4 g ต่อสารละลาย 1 L สารละลายนีYตอ้งนาํมาหา
ค่าความเขม้ขน้ที�แน่นอนดว้ยสารละลายไดโครเมต 

12.  สารละลายมาตรฐานโปแตสเซียมไดโครเมต 0.025 N: ละลายโปแตสเซียม 
ไดโครเมตที�อบแหง้ที�อุณหภูมิ 103°C นาน 2 ชม. จาํนวน 1.226 g ต่อนํYากลั�น 1 L 

13.  สารละลายโซเดียมซลัเฟต 0.025 N: ละลายโซเดียมซลัไฟตป์ราศจากนํYา (Na2SO3) 
1.575 g ในนํYากลั�น 1 L (สารละลายนีYไม่อยูต่วั ตอ้งเตรียมในวนัที�จะใชเ้ท่านัYน) 
 

วธีิเตรียมนํ_าเจือจาง (Dilution Water) 

 
1. ตวงนํYากลั�นใหม้ากกวา่ปริมาตรที�ใช ้1 ลิตร ใส่ขวดแอสไพเรเตอร์ที�สะอาด 
 
2. เป่าอากาศที�สะอาดเพื�อเพิ�มออกซิเจนในนํYา อยา่งนอ้ย 1 ชั�วโมง 
 
3. เติมสารละลายฟอสเฟตบพัเฟอร์ แมกนีเซียมซลัเฟต แคลเซียมคลอไรด ์                  

และเฟริกคลอไรด์อยา่งละ 1 ml ต่อนํYาเจือจาง 1 L 
 

วธีิวเิคราะห์ 

 

1.  เลือกตวัอยา่งที�จะใช ้ถา้ไม่ทราบค่า BOD โดยประมาณของตวัอยา่งนํYา ตอ้งหาค่า COD 
ก่อน หรืออาจจะดูจากค่า Rapid COD พร้อมกบัพิจารณาลกัษณะของตวัอยา่งนํYา แหล่งเก็บตวัอยา่ง
นํYาร่วมดว้ย เพื�อกะประมาณค่า BOD เช่น นํYาตวัอยา่งมีค่าของแขง็ละลายมาก ควรจะมีค่า BOD    
ร้อยละ 60-70 ของ COD การเลือกปริมาณนํYาตวัอยา่งนิยมเลือกใหมี้ปริมาณออกซิเจน เหลืออยู ่ 
อยา่งนอ้ย 1mg/L และควรจะมีการใชอ้อกซิเจนอยา่งนอ้ย 2 mg/L เมื�อทราบค่า BOD โดยประมาณ 
ควรเลือกปริมาณตวัอยา่งที�คาดวา่จะให ้BOD อยูใ่นช่วงที�กาํหนดแลว้เลือกปริมาณตวัอยา่งที�ใช ้  
ใหสู้ง และตํ�ากวา่ที�อยูติ่ดกนั 
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2.  เมื�อเลือกปริมาณตวัอยา่งไดแ้ลว้ ปิเปตตวัอยา่งตามจาํนวนที�เลือกไวล้งในขวด BOD 
ขนาด 300 ml อยา่งละ 2 ขวด เติมนํYาเจือจางจนเตม็ขวด BOD ตอ้งระมดัระวงัอยา่ใหเ้กิดฟองอากาศ 
ปิดฝาใหแ้น่น นาํขวด BOD ขวดหนึ�งของแต่ละปริมาตรที�เลือก มาหาค่าออกซิเจนละลายที�มีเริ�มตน้ 
สมมุติเป็น DO0 ส่วนอีกขวดนาํไปบ่มที�ตูค้วบคุมที�อุณหภูมิ 20°C เป็นเวลา 5 วนั 

 
3.  เมื�อครบ 5 วนั นาํขวด BOD ที�บ่มไวม้าหาค่าออกซิเจนละลายที�เหลืออยู ่สมมุติเป็น DO5  

 
การคํานวณหาค่า BOD ทาํได้ดังนี_ 

 

ค่า BOD (mg Oxygen/L.) = (DO0-DO5)×อตัราส่วนเจือจาง 
 
4.  การวเิคราะห์ COD; Chemical Oxygen Demand โดยวธีิฟลกัซ์ปิดแบบไตเตรชัน 

 
เครื�องมือ และอุปกรณ์ 
1.  หลอดทดลอง 
2.  เตาอบ (Oven) สามารถควบคุมอุณหภูมิใหอ้ยูป่ระมาณ 150±2 °C 
3.  บิวเรต 
4.  ขวดรูปกรวยขนาด 125 ml 

 
สารเคมี 
1.  สารละลายมาตรฐานโปแตสเซียมไดโครเมตเขม้ขน้ 0.1 N: ละลายโปแตสเซียม           

ไดโครเมต ซึ� งอบแหง้ที� 103°C เป็นเวลา 2 ชม. หนกั 4.913 g ในนํYากลั�น 500 ml  เติมกรดกาํมะถนั
เขม้ขน้ 167 ml และปรอทซลัเฟต 33.3 g คนใหล้ะลาย ปล่อยทิYงไวใ้หเ้ยน็ แลว้เจือจางดว้ยนํYากลั�น
จนไดป้ริมาตร 1,000 ml.  

2.  กรดซลัฟิวริก และซิลเวอร์ซลัเฟต: ชั�งซิลเวอร์ซลัเฟต (Ag2SO4) 8.8 g ใส่ลงใน    
กรดซลัฟุริกเขม้ขน้1 L ตัYงทิYงไว ้1-2 วนั เพื�อใหซิ้ลเวอร์ซลํเฟตละลายไดท้ัYงหมด ก่อนนาํไปใช้
ต่อไป 

3.  สารละลายมาตรฐานเฟรัสแอมโมเนียมซลั 0.05 N: ละลายเฟรัสแอมโมเนียมซลัเฟต 
(Fe(NH4)2(SO4)2.6H2O) 19.6 g ในนํYากลั�น เติมกรดซลัฟุริกเขม้ขน้ 20 ml แลว้เจือจางเป็น 1,000 ml 
ดว้ยนํYากลั�น 
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4.  สารละลายเฟอโรอีนอินดิเคเตอร์: ละลายเฟรัสซลัเฟต (Ferrous Sulfate,FeSO4.7H2O) 
695 mg และ1,10-ฟีแนนโทรลีนโมโนไฮเดรต (1,10-Phenanthroline Monohydrate, 
C12H8N2.H2O) 1.485 g ในนํYากลั�นแลว้เจือจางเป็น 100 ml 
 

วธีิการตรวจสอบความเข้มข้นของสารละลาย FAS 

 

 ปิเปตสารละลายมาตรฐานโปแตสเซียมไดโครเมต 0.1 N. 5.0 ml ใส่ขวดรูปกรวย เติมนํY า
กลั�น 50 ml แลว้จึงค่อยๆ เติมกรดซลํฟุริกเขม้ขน้ 15 ml ทิYงใหเ้ยน็ เติมเฟอโรอีน 2-3 หยด ไตเตรต
ดว้ยสารละลายมาตรฐาน FAS จนไดสี้นํYาตาลเป็นจุดยุติ 
 

ความเขม้ขน้ของ FAS, N. = (5.0×0.1)/ml. FAS ที�ใช ้
 

5.  กรดซลัฟามิก (Sulfamic): ใชส้าํหรับป้องกนัการรบกวนของไนไตรต ์(NO-
2) ปริมาณที�

ใชคื้อ 10 mg ต่อทุกๆ 1 mg ของไนไตรต ์
 
6.  สารละลายมาตรฐานโปแตสเซียมไฮโดรเจนพธาเลต (Potassium Hydrogen Phthalate 

หรือ KHP): บด KHP เพื�อลดขนาดลง และนาํไปอบที�อุณหภูมิ 103°C จนแหง้ และมีนํY าหนกัคงที� 
แลว้ละลาย KHP ที�บดและอบแหง้แลว้ 425 mg ในนํYากลั�น เจือจางใหเ้ป็น 1,000 ml สารละลายนีY มี 
COD เท่ากบั 500 mg/L สามารถเก็บรักษาในตูเ้ยน็ไดน้านไม่เกิน 3 เดือน 

 
7.  สารละลายกลูโคส: ละลาย 486.6 mg ในนํYากลั�นแลว้เจือจางใหเ้ป็น 1,000 ml. 

สารละลายนีYจะมีค่า COD เท่ากบั 500 mg/L. (กลูโคส 1 g จะให ้COD 1.067 g) สารละลายกลูโคส
จะไม่ค่อยคงตวั เพราะสามารถยอ่ยสลายทางชีวภาพไดอ้ยา่งรวดเร็ว 
 

วธีิวเิคราะห์ 

 

1.  ตอ้งลา้งหลอดแกว้ และฝาปิดดว้ยสารละลายกรดกาํมะถนั 20% เสมอทุกครัY งก่อนใช้
งาน 

 
2.  การเลือกปริมาตรตวัอยา่งนํYา: เลือกใชป้ริมาณตวัอยา่งนํYามากที�สุด 5 ml หรือใชน้อ้ยกวา่ 

แลว้เติมนํYากลั�นให้เป็น 5 ml และถา้ตวัอยา่งนํYาซีโอดีสูงมากตอ้งเจือจางตวัอยา่งนํYาก่อนนาํมาใช ้
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ควรประมาณค่า COD ของตวัอยา่งนํYาคร่าวๆ ก่อนเพื�อที�จะเลือกใชป้ริมาณตวัอยา่งไดอ้ยา่งเหมาะ 
การประมาณค่า COD สามารถทาํไดโ้ดยพิจารณาจากลกัษณะตวัอยา่งนํYา แหล่งที�มาของนํYา และ 
Rapid COD การเลือกขนาดตวัอยา่งนํYาที�จะใช ้โดยเลือกใชป้ริมาณตวัอยา่งนํYาใหผ้ลต่างของค่า FAS 
ที�ใชใ้นการไตเตรต Blank และตวัอยา่งนํYาอยูที่� 1-5 ml 

 
3.  นํYาตวัอยา่ง 
 

 3.1  ใส่นํYาตวัอยา่งลงในหลอดแกว้ขนาดเหมาะสม เติมนํYายายอ่ยสลาย หรือ 
โปแตสเซียมไดโครเมต ตามดว้ยกรดกาํมะถนัอยา่งชา้ๆ ปิดฝาใหแ้น่น และเขยา่ผสมกนัใหดี้ 
สาํหรับ Blank ใชน้ํYากลั�นแลว้ทาํเหมือนตวัอยา่งทุกอยา่ง 

 
 3.2  นาํไปอบในตูอ้บ ตัYงอุณหภูมิไวที้� 150 ± 2 °C  เวลา 2 ชม. เมื�อครบ 2 ชม. แลว้

นาํออกจากตูอ้บแลว้ปล่อยทิYงใหเ้ยน็ 
 

4.  การทาํไตเตรชนั: เทสารละลายออกจากหลอดแกว้ลงในขวดรูปกรวย ใชน้ํYากลั�นฉีดลา้ง
สารละลายในหลอดแกว้ใหห้มด แลว้เทรวมลงในขวดรูปกรวย เติมเฟอโรอีนอินดิเคเตอร์ 2-3 หยด 
แลว้ไตเตรตดว้ยสารละลายมาตรฐาน FAS สีของสารละลายจะค่อยๆ เปลี�ยนจากสีเหลือง เป็นสี
เขียวอมเหลือง สีฟ้า และกลายเป็นสีนํYาตาลแดง ซึ� งแสดวงวา่ถึงจุดยติุ จดปริมาณ FAS ที�ใชไ้ตเตรต 
 

การคํานวณ 

 

COD mg O2/L  =   

 
เมื�อ  A =  ml. ของ FAS ที�ใชใ้นการไตเตรตแบลงค ์
     B =  ml. ของ FAS ที�ใชใ้นการไตเตรตตวัอยา่งนํYา 
 N =  ความเขม้ขน้ของ FAS, Normal 
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5.  การวเิคราะห์ TKN; Total Kjeldahl Nitrogen 

 
เครื�องมือ และอุปกรณ์ 
1.  ขวดเจดาลห์ (Kjeldahl Flask) ขนาด 800 ml 
2.  ชุดเครื�องมือสาํหรับยอ่ยสลาย 
3.  ชุดเครื�องมือสาํหรับทาํการกลั�นแอมโมเนีย 

 
สารเคมี 
1.  สารละลายปรอทซลัเฟต: สารละลายปรอทออกไซด ์(HgO,Red) 8 g ในกรดกาํมะถนั    

6 N  ปริมาตร 100 ml 
2.  นํYายาสาํหรับยอ่ยสลาย: (Digestion Reagent): ละลายโปแตสเซียมซลัเฟต 25 ml เจือจาง

ดว้ยนํYากลั�นใหส้ารละลายมีปริมาตร 1 L เก็บรักษาที�อุณหภูมิ 20°C เพื�อป้องกนัการตกผลึก 
3.  สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด-์โซเดียมไธโอซลัเฟต (Sodium Hydroxide-Sodium 

Thiosulfate Reagent): ละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ์500 g และโซเดียมไธโอซลัเฟต 
(Na2S2O3.5H2O) 25 g และเจือจางเป็น 1 L 

4.  สารละลายฟีนอลฟ์ทาลีนอินดิเคเตอร์ 
 

วธีิวเิคราะห์ 

 

1.  การเลือกขนาดตวัอยา่ง โดยใหส้อดคลอ้งกบัปริมาณไนโตรเจนที�คาดวา่จะมี (สังเกตได้
จากลกัษณะนํYา และแหล่งที�มาของตวัอยา่ง) ถา้ใชข้นาดตวัอยา่งมากเกินไปอาจทาํให้เสียเวลาใน  
การยอ่ยหลายชั�วโมง เมื�อเลือกปริมาตรตวัอยา่งไดแ้ลว้ ตวงตวัอยา่งใส่ในขวดเจดาลห์ขนาด 800 ml 
เติมลูกแกว้ 3-4 เมด็ เพื�อกนัการเดือดอยา่งรุนแรงภายในขวด 

 
2.  การยอ่ยสลาย (Digestion): เติมนํYายาสาํหรับยอ่ยสลาย 50 ml ลงในขวดเจดาลห์นาํเขา้

เครื�องยอ่ยสลาย ตม้จนกระทั�งเกิดควนัสีขาวของ SO3 ใหต้ม้ต่อไปเรื�อยๆจนไดส้ารละลายใส 
จากนัYนยอ่ยสลายต่อไปอีก 20-30 นาที (ถา้ยงัไม่ไดส้ารละลายใสใหเ้ติมนํYายายอ่ยสลายอีก 50 ml 
แลว้ยอ่ยต่อไปจนไดส้ารละลายใส) ปิดไฟแลว้ปล่อยทิYงใหเ้ยน็ แลว้เติมนํYากลั�น 300 ml และ           
ฟีนอลฟ์ทาลีน 0.5 ml เขยา่ใหเ้ท่ากนัและทาํใหเ้ป็นด่างโดยค่อยๆ เติมนํYายาโซเดียมไฮดรอกไซด์ 
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ไธโอซลัเฟต 50 ml (ใชน้ํYายาโซเดียมไฮดรอกไซดไ์ธโอซลัเฟต 50 ml ต่อนํYายายอ่ยสลาย 50 ml)      
เขยา่ใหเ้ขา้กนั ถา้สีชมพขูองฟีนอลฟ์ทาลีนยงัไม่เกิด ใหเ้ติมนํYายาโซเดียมไฮดรอกไซดไ์ธโอ       
ซลัเฟตลงไปอีก จากนัYนนาํไปกลั�น 

 
3.  การกลั�น: ต่อขวดเจลดาลห์เขา้กบัเครื�องกลั�น ทาํการกลั�นโดยใหค้วามร้อนที�พอเหมาะ 

เก็บส่วนที�กลั�นออกมา 200 ml ผา่นหลอดแกว้ที�จุ่มอยูใ่นสารละลายกรดบอริค 50 ml ถา้จะหา
แอมโมเนียไนโตรเจนโดยวธีิ Nesslerization ใหใ้ชก้รดบอริคธรรมดา แต่ถา้จะหาวธีิไตเตรตใหใ้ช้
กรดบอริคที�เติมอินดิเคเตอร์ เมื�อกลั�นครบ 200 ml เลื�อนขวดเก็บสารละลายที�ไดจ้ากการกลั�น 
(Distillation) ออกและนาํไปหาแอมโมเนียต่อไป ใหท้าํแบลงคด์ว้ยโดยใชน้ํYากลั�นแลว้ทาํตาม
ขัYนตอนเหมือนตวัอยา่งนํYา 

 
4.  การคาํนวณ: ปริมาตรแอมโมเนียที�วิเคราะห์ไดจ้ากตวัอยา่งนํY าที�ผา่นการยอ่ย และกลั�น

มาแลว้จะเป็นค่า TKN ถา้ตอ้งการหาความเขม้ขน้ของสารอินทรียไ์นโตรเจนเพียงอยา่งเดียว จะตอ้ง
วเิคราะห์หาค่าแอมโมเนียของตวัอยา่งนํYาก่อน  

 
คํานวณหาค่าสารอนิทรีย์ไนโตรเจนดังนี_ 

 

สารอินทรียไ์นโตรเจน = TKN- แอมโมเนียไนโตรเจน 
 
6.  การวเิคราะห์ TP; Total Phosphate ด้วยวธีิกรดแอสคอร์บิค 

 
เครื�องมือ และอุปกรณ์ 
1.  สเปกโตรโฟโตมิเตอร์ ซึ� งมีอินฟราเรดโฟโตทิวบส์าํหรับใชค้วามยาวคลื�น 880 nm 
2.  เครื�องแกว้ที�ลา้งดว้ยกรด และนํYากลั�นจนสะอาด 

 
สารเคมี 
1.  กรดซลัฟุริค 5 N.: กรดซลัฟุริคเขม้ขน้ 70 ml ลงในนํYากลั�นจนครบ 500 ml  
2.  สารละลายแอนติโมนิลโปแตสเซียมตาเตรต (Patassium Atimonyl Tartrate Solution): 

ละลาย K(SbO)C4H4O6.5H2O 1.3715 g ในนํYากลั�น 400 ml แลว้เจือจางเป็น 500 ml ในขวดวดั
ปริมาตร เก็บในขวดแกว้ 
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3.  สารละลายแอมโมเนียมโมลิบเดต (Ammonium Molybdate Solution): ละลาย 
(NH4)6Mo7O24.4H2O 20 g. ในนํYากลั�น 500 ml เก็บในขวดพลาสติกที�อุณหภูมิ 4°C 

4.  กรดแอสคอร์บิค(Ascorbic Acid) 0.1 M: ละลายกรดแอสคอร์บิค 1.76 g ในนํYากลั�น 100 
ml สารละลายนีYจะคงตวัประมาณ 1 สัปดาห์ ถา้เก็บไวที้�อุณหภูมิ 4°C 

5.  นํYายารวม (Combined Reagent): ผสมนํYายาเคมีที�กล่าวแลว้ขา้งบนในสัดส่วนสาํหรับ 
100 ml ดงันีY  

- กรดซลัฟุริค 5 N  50 ml  
- สารละลายแอนติโมนิลโปแตสเซียมตาเตรต 5 ml 
- สารละลายแอมโมโมลิบเดต 15 ml 
- สารละลายกรดแอสคอร์บิค 30 ml 
ก่อนผสมตอ้งปล่อยใหส้ารละลายแต่ละชนิดอยูใ่นอุณหภูมิหอ้งก่อน นาํมาผสมโดยผสม

ใหเ้ขา้กนัทุกครัY งเมื�อเติมส่วนผสมแต่ละชนิด (ใหเ้ติมเรียงลาํดบัไป) ถา้มีความขุ่นเกิดขึYนในนํYายา
รวมหลงัจากเติมสารละลายแอนติโมนิลโปแตสเซียมตาเตรต หรือแอมโมเนียมโมลิบเดตใหเ้ขยา่
นํYายาเคมีรวมนีYแลว้ตัYงทิYงไว ้2-3 นาที จนกระทั�งความขุ่นหายไป จึงจะเติมนํYายาตวัอื�นต่อไป นํYายา
รวมนีYอยูต่วัไดน้าน 24 ชั�วโมง 

6.  สารละลายสตอ๊กฟอสเฟต 
7.  สารละลายมาตรฐานฟอสเฟต: นาํสารละลายสต๊อกฟอสเฟตมา 50 ml เติมนํY ากลั�นจนได ้

1,000 ml สารละลายนีY  1.00 ml = P 2.5 µg 
 

วธีิวเิคราะห์ 

 
1.  การเตรียมตวัอยา่ง: ปิเปตตวัอยา่งนํYา 50 ml ใส่ลงในขวดรูปกรวยขนาด 125 ml เติม

สารละลาย ฟีนอลฟ์ทาลีนอินดิเคเตอร์ 1 หยด ถา้เป็นสีแดงใหห้ยดกรดซลัฟุริค 5 N. ลงไปทีละหยด
จนกระทั�ง สีแดงหายไป เติมนํYายารวม 8.0 ml เขยา่ใหเ้ขา้กนั ตัYงทิYงไวอ้ยา่งนอ้ย 10 นาที แต่ไม่เกิน 
30 นาที นาํไปวดัการดูดกลืนแสง (Absorbance) ที�ความยาวคลื�น 880 nm โดยใช ้Reagent Blank 
เทียบ A=0 

 
2.  การทาํ Correction สาํหรับนํYาตวัอยา่งที�มีสี หรือความขุ่น: โดยทั�วไปสีของนํYาธรรมชาติ

จะไม่ขดัขวางการหาความยาวคลื�นสูงๆ แต่ในกรณีที�นํYาขุ่น หรือมีสีมากใหใ้ชน้ํYาตวัอยา่งเป็น Blank
โดยเติมนํYายาทุกอยา่งยกเวน้สารละลายกรดแอสคอร์บิค และสารละลายแอนติโมนิลโปแตสเซียม
ตาเตรต ลงในตวัอยา่ง นาํไป Set A = 0 แลว้วดั Absorbance ของตวัอยา่งนํYาที�เติมนํYายาครบทุกชนิด 
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3.  การเตรียมกราฟมาตรฐาน: เตรียมอนุกรมความเขม้ขน้ของสารละลายมาตรฐาน
ฟอสเฟต ดงันีY  5, 10, 15, 20, 25 และ 30 µg โดยปิเปตสารละลายมาตรฐานฟอสเฟต (1ml. = 2.5 µg 
P) มา 0, 2, 4, 6, 8, 10 และ 12  ml ใส่ขวดวดัปริมาตร ขนาด 50 ml แต่ละขวด แลว้เติมนํYากลั�นให้
ครบขีดปริมาตร เขยา่ใหเ้ขา้กนั เทใส่ขวดรูปกรวยขนาด 125  ml เติมนํYายารวม 8.0 ml เขยา่ให ้
เขา้กนั ตัYงทิYงไวอ้ยา่งนอ้ย 10 นาที แต่ไม่เกิน 30 นาที นาํไปวดั Absorbance ที�ความยาวคลื�น 880 nm 
โดยใชข้วดที�มีความเขม้ขน้ 0 µg เป็น Blank พล็อตกราฟระหวา่งความเขม้ขน้เป็น µg กบั 
Absorbance ที�ได ้แต่ละความเขม้ขน้โดยใชก้ราฟ  
 

การคํานวณ 

 

ฟอสเฟต (mg P/L.) =  

  
7.   การวเิคราะห์ Oil & Grease ด้วย วธีิการสกดัด้วยกรวยแยก (Partition Gravimetric Method) 

 
เครื�องมือ และอุปกรณ์ 
1.  กรวยแยก (Separatory Funnel) ขนาด 500 ml ซึ� งลา้งดว้ยเฮกเซน 15 ml ไวก้่อน 
2.  ถว้ยระเหย (Evaporating Disc) 
3.  เครื�ององันํYา (Water Bath) 
4.  กระดาษกรองขนาด 11cm. เบอร์ 40 
5.  ถว้ยกรอง (Funnel) 
6.  บีกเกอร์ขนาด 600 ml และ 100 ml ซึ� งลา้งดว้ยเฮกเซนประมาณ 15 ml ไวก่้อน 
7.  เครื�องชั�งละเอียด 

 
สารเคมี 
1.  กรดกาํมะถนัเขม้ขน้ 
2.  เฮกเซน 
3.  โซเดียมซลัเฟตปราศจากนํYา (Sodium Sulfate Anhydrous) 
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วธีิวเิคราะห์ 

 
1.  เทตวัอยา่งนํY าที�ทราบปริมาตรใส่ในบีกเกอร์ขนาด 600 ml เติมกรดกาํมะถนัเขม้ขน้จน 

pH นอ้ยกวา่ 2  
 
2.  เทตวัอยา่งนํYาใส่บีกเกอร์ใส่กรวยแยก เติมเฮกเซนจาํนวน 10-15 ml เขยา่อยา่งแรง

ประมาณ 2 นาที ตัYงทิYงไวจ้นสารผสมแยกชัYน ชัYนเฮกเซนจะอยูด่า้นบน ส่วนตวัอยา่งนํY าจะอยู่
ดา้นล่าง 

 
3.  ถ่ายชัYนตวัอยา่งนํYาไวใ้นบีกเกอร์เดิมเพื�อนาํมาสกดัอีก 
 
4.  ถ่ายชัYนของเฮกเซนซึ�งมีไขมนัและนํYามนัละลายอยู ่ผา่นกรวยกรองที�มีโซเดียมซลัเฟต 

บนกระดาษกรองลงในถว้ยระเหยซึ�งไดท้าํใหแ้หง้และมีนํY าหนกัคงที�และชั�งนํYาหนกัไวแ้ลว้ สมมุติ
เป็น A g 

 
5.  ทาํการสกดัซํY า ดว้ยวธีิเดียวกนันีY อีกหลายครัY ง จนกระทั�งไขมนัและนํYามนัถูกสกดั       

ออกจากตวัอยา่งหมด 
 
6.  นาํถว้ยระเหยซึ�งมีเฮกเซน และไขมนั และนํYามนัในถว้ยอยู ่ไประเหยเฮกเซนออกบน

เครื�ององัอุณหภูมิ 70°C จนแหง้ปราศจากความชืYน แลว้ปล่อยใหเ้ยน็ในโถทาํแหง้ประมาณ 30 นาที 
แลว้ชั�งนํYาหนกัสมมุติเป็น B g 
 

การคํานวณ 

 

ไขมนั และนํYามนั (mg/L.) =  
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ภาคผนวก ข  

วธีิวเิคราะห์ทางจุลชีววทิยา 
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อาหารเลี_ยงเชื_อ (Culture Media) 

 

1.  สูตรอาการเพาะเลี_ยงเชื_อแข็งสําหรับการคัดเลอืกเชื_อแบคทเีรีย 

 
1.1  Reinforced Clostridium Agar 

 
Yeast Extract   3.0   g 
Beef Extract   10.0   g 
Tryptone   10.0   g 
Glucose    5.0   g 
Soluble Strach   1.0   g 
Sodium Chloride  5.0   g 
Sodium Acetate    3.0   g 
L-Cysteine HCl    0.5   g 
Agar    15.0   g 

นํYากลั�น            1,000           ml 
 

2.  สูตรอาหารเพาะเลี_ยงเชื_อเหลว 

 
2.1  Reinforced Clostridium Broth 

 
Yeast Extract   3.0   g 
Beef Extract   10.0   g 
Tryptone   10.0   g 
Glucose    5.0   g 
Soluble Strach   1.0   g 
Sodium Chloride  5.0   g 
Sodium Acetate    3.0   g 
L-Cysteine HCl    0.5   g 

นํYากลั�น            1,000           ml 
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2.2  อาหาร Glucose yeast extract brom cresol purple broth 
 

Beef extract   3   g 
Peptone    5   g 
Yeast extract    1   g 
Glucose    10   g 
Brom cresol purple  0.0133   g 
นํYากลั�น    1,000   g 

                           ปรับ pH เป็น 6.8-7.0 
 
การเตรียม Phosphate buffer dilution water 

  
ก่อนการ spread plate จาํเป็นเป็นตอ้งมีการเจือจางลาํดบัส่วนแบบ 10 เท่า โดยการเจือจาง

ขึYนอยูก่บัปริมาณความเขม้ขน้ของจุลินทรียใ์นนํYาเสีย โดยการทดลองนีY จะเจือจางถึง 1:105 แลว้ใช ้ 
ปิเปตอนัใหม่ดูดนํYาเสียที�เจือจาง 0.1 ml ใส่ลงในอาหารเลีYยงเชืYอ 

 
1.  เตรียม Phosphate Buffer pH 7.0 จาก KH2PO4 และ MgSO4 โดยเตรียมสารละลายแต่ละ

ชนิดแยกกนัก่อน แลว้นาํมาผสมกนั โดยใช ้KH2PO4 1.25 ml และ MgSO4 5 ml ปรับปริมาตรให้
เป็น 1,000 ml  

2.  ใส่นํYาสาํหรับเจือจางใส่ลงในหลอดทดลอง 9.0 ml เพื�อใชใ้นการเจือจาง โดยการเจือจาง
จะใช ้  นํYาเสียปริมาตร 1 ml  
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ภาคผนวก ค  

วธีิการทดสอบทางชีวเคมี 
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1.  การย้อมสีแบคทเีรีย; Gram strain 

 
1.1  วสัดุ และอุปกรณ์ 
1.  สไลด ์
2.  ลวดเขี�ยเชืYอ 
3.  ลวดรองยอ้มสี 
4.  สียอ้มชนิดต่างๆ 

 
1.2  วธีิปฏิบติั 

 
1.  การเตรียมสไลด์ นาํสไลด์มาลา้งด้วยผงซักฟอก ให้สะอาดแลว้เช็ดให้แห้ง เพื�อขจดั

คราบไขมนั  
2.  การเตรียม smear โดยการเขี�ยเชืYอแบคทีเรียที�ตอ้งการศึกษา มาผสมกบัหยดนํY าบนสไลด์

แลว้ใช้ลวดเขี�ยเชืYอผสมกบัหยดนํY าบนสไลด์ให้เขา้กนั เกลี�ยเชืYอให้กระจายออกบางๆเป็นวงกลม
เล็กๆ บนสไลดอ์ยา่งสมํ�าเสมอ เพื�อใหเ้ชืYอเรียงตวักนัอยา่งพอเหมาะ ไม่หนาแน่นเกินไป 

3.  การ fix smear โดยการนาํเชืYอที� smear แลว้ในขอ้ 2 มาผา่นเปลวไฟอยา่งรวดเร็ว 2-3 
ครัY ง ในความร้อนที�มือพอทนได ้

4.  นาํเชืYอที�ผา่นการ fix smear มาหยดดว้ย crystal violet นาน 1 นาที จากนัYนลา้งสีออกดว้ย
นํY า หยดสารละลายไอโอดีนให้ท่วม smear 1 นาทีแลว้ลา้งออกดว้ยนํY า หยด 95% นาน 15-20 วินาที 
ลา้งออกดว้ยการหยดสี safranin-o นาน 1 นาที จากนัYนลา้งสีออกปล่อยให้แห้ง แลว้นาํไปตรวจดู
กาํลงัขยาย 100x โดยใชน้ํYามนั 
 

2.  การทดสอบแคตาเลส (Catalase Test) 

 

2.1  อุปกรณ์ และสารเคมี 
1.  ห่วงเขี�ยเชืYอ 
2.  ตะเกียงบุนเสน 
3.  สไลด ์
4.  H2O2 ที�มีความเขม้ขน้ 3 หรือ 30% 
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2.2  วธีิการทดสอบ 
 

1.  ปลูกเชืYอแบคทีเรียลงในอาหารวุน้เอียง (ปกติใช ้NA) บ่มที�อุณหภูมิที�เหมาะสมเป็นเวลา 
18 – 24 ชม. 

2.  หยด H2O2 ที�มีความเขม้ขน้ 3 หรือ 30%  1 หยด ลงบนสไลด ์
3.  เขี�ยเชืYอแบคทีเรียที�บ่มไดล้งบนแผน่สไลด ์ผสมใหเ้ขา้กนั 

 

ผลบวก: เกิดฟองแก๊ส 

ผลลบ: ไม่มีฟอง 
 
3.  การทดสอบออกซิเดส (Oxidase Test) 

 
 การทดสอบ Oxidase ใชใ้นการจดัจาํแนกสกุลต่างๆ ของแบคทีเรียแกรมลบ  
 

3.1  อุปกรณ์ และสารเคมี 
1.  ห่วงเขี�ยเชืYอ 
2.  ตะเกียงบุนเสน 
3.  สไลด ์
4.  5% tetramethyl-p-phenylenediamine HCI 

 
3.2  วธีิการทดสอบ  Kovacs’ method  

 

1.  วางกระดาษกรองที�อิ�มดว้ย 0.5% tetramethyl-p-phenylenediamine HCI ลงในจานเลีYยง
เชืYอ 

2.  ใชล้วด nichrome เขี�ยโคโลนีออกมาทดสอบ โดยลากโคโลนีมาบนกระดาษ ผลบวกเกิด
สีม่วงเขม้ภายใน 10 วนิาที 

 
หรืออาจจะทดสอบโดยหยดนํYายาทดสอบลงบนจานเพาะเชืYอที�มีโคโลนี ถา้มี  Oxidase จะมี

สีชมพ ูแลว้ก็สีม่วงเขม้ และสามารถเอาเชืYอไปยอ้มแกรมได ้เพราะนํYายาไม่ขดัขวางการยอ้มสีแกรม 
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ผลบวก: เกิดสีนํYาเงินภายใน 2 นาที ถา้นานกวา่นีY เป็น Weak Oxidase สารละลาย A ละลาย 1 กรัม
ของ α-napthol ลงในสารละลาย 95% alcohol ปริมาตร 100 ml. 
 

 สารละลาย B ละลาย 1 กรัม ของ p-aminodimethylaniline HCI หรือ Oxalate ลงในนํYากลั�น 
100 ml. เก็บไวใ้นตูเ้ยน็ไม่ควรเกิน 1 เดือน 
 
4.  การทดสอบการหมักกลูโคส 

 

4.1  วสัดุ และอุปกรณ์ 
1.  อาหารเลีYยงเชืYอ Glucose yeast extract brom cresol purple broth 
2.  10% KOH 
3.  ลวดเขี�ยเชืYอ 

 
4.2  วธีิทดสอบ 

 
 ตรวจการเกิดกรด หรือด่างในอาหารโดยสังเกตการเปลี�ยนสีของพีเอชอินดิเคเตอร์ใน

อาหาร 
 
ผลบวก: เปลี�ยนจากสีนํYาเงินเป็นสีเหลือง 
ผลลบ: ไม่มีการเปลี�ยนแปลง 
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ภาคผนวก ง  

ขอ้มูลจากการทดลองทางเคมี 
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ตารางผนวกที� ง1  ค่าพารามิเตอร์ทางเคมีของนํYาเสียจากโรงงานอาหารทะเลแช่แขง็ตวัอยา่งโรงงาน
ที� 1 

 

พารามิเตอร์ 
ค่าพารามิเตอร์ทางเคมีของนํYาเขา้-นํYาออกของแต่ละเดือน 

เดือนที� 1 เดือนที� 2 เดือนที� 3 เดือนที� 4 
นํYาเขา้ นํYาออก นํYาเขา้ นํYาออก นํYาเขา้ นํYาออก นํYาเขา้ นํYาออก 

pH 6.56 6.6 6.88 6.75 6.74 6.58 6.61 6.37 
BOD(mg/L) 1,230 855 1,080 765 1,200 380 1,440 1,095 
COD(mg/L) 2,200 1,280 1,200 1,280 1,200 1,227 2,400 2,160 
TP(mg/L) 459 456.6 299.6 251.2 429 390.6 454.4 485.2 
TKN(mg/L) 151 133 136 136 206 46 142.8 98 
O&G(mg/L) 70 250 175 55 347.1 75 96 80 
SS(mg/L) 338.3 260 237.2 213 298 237 474 334 
 

ตารางผนวกที� ง2  ค่าพารามิเตอร์ทางเคมีของนํYาเสียจากโรงงานอาหารทะเลแช่แขง็ตวัอยา่งโรงงาน
ที� 2 

 

พารามิเตอร์ 
ค่าพารามิเตอร์ทางเคมีของนํYาเขา้-นํYาออกของแต่ละเดือน 

เดือนที� 1 เดือนที� 2 เดือนที� 3 เดือนที� 4 
นํYาเขา้ นํYาออก นํYาเขา้ นํYาออก นํYาเขา้ นํYาออก นํYาเขา้ นํYาออก 

pH 6.62 6.99 6.53 7.25 6.96 6.97 6.74 6.81 
BOD(mg/L) 2,190 660 2,175 660 630 1,230 930 675 
COD(mg/L) 2,133 853 2,800 800 1,200 6,133 2,800 6,000 
TP(mg/L) 379.8 150.2 382.2 150.1 411.8 435 332.4 531.6 
TKN(mg/L) 274 324 306 346 378 35 274.4 583.8 
O&G(mg/L) 250 65 100 55 40 81.3 55.8 33.8 
SS(mg/L) 854.4 280 844.5 207.8 378 5,223 485 5,302 
 
 
 
 
 



 

 

 91

ตารางผนวกที� ง3  ค่าพารามิเตอร์ทางเคมีของนํYาเสียจากโรงงานอาหารทะเลแช่แขง็ตวัอยา่งโรงงานที� 3 
 

พารามิเตอร์ 
ค่าพารามิเตอร์ทางเคมีของนํYาเขา้-นํYาออกของแต่ละเดือน 

เดือนที� 1 เดือนที� 2 เดือนที� 3 เดือนที� 4 
นํYาเขา้ นํYาออก นํYาเขา้ นํYาออก นํYาเขา้ นํYาออก นํYาเขา้ นํYาออก 

pH 6.37 6.7 6.60 6.89 6.14 6.63 6.01 6.32 
BOD(mg/L) 1,320 1,020 1,193 1,125 1,298 983 1,433 668 
COD(mg/L) 2,600 2,080 1,733 3,680 800 3,800 3,600 6,400 
TP(mg/L) 292 555.8 276 577.8 238.4 413.6 325 521.4 
TKN(mg/L) 205 42 179 902 164 431 157 339 
O&G(mg/L) 260 135 60 150 138.8 227.5 212.9 167.5 
SS(mg/L) 180 1,560 393.3 2785.3 189 4,110 390 4,195 
 
 

ตารางผนวกที� ง4  ค่า COD ของเชืYอแบคทีเรียแต่ละชนิดที�เติมลงไปในถงัปฏิกรณ์แบบกะ 
    ชั�วโมงที� 2 
 

เชืYอแบคทีเรีย COD 1 COD 2 COD 3 ค่าเฉลี�ย 

Control 1,116 1,512 1,332 1,320 
Clostridium sp. 1,980 2,052 2,340 2,124 
Bacillus sp. 880 968 997 948 
EB1 1,536 1,344 1,920 1,600 
EB4 821 836 1378 828 
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ตารางผนวกที� ง5  ค่า COD ของเชืYอแบคทีเรียแต่ละชนิดที�เติมลงไปในถงัปฏิกรณ์แบบกะ 
   ชั�วโมงที� 4 

 
เชืYอแบคทีเรีย COD 1 COD 2 COD 3 ค่าเฉลี�ย 

Control 1,368 1,260 1,044 1,224 
Clostridium sp. 1,620 1,800 1,728 1,716 
Bacillus sp. 968 997 1,026 997 
EB1 1,152 1,536 1,968 1,552 
EB4 1,144 1,100 924 1,056 
 
ตารางผนวกที� ง6  ค่า COD ของเชืYอแบคทีเรียแต่ละชนิดที�เติมลงไปในถงัปฏิกรณ์แบบกะ 

   ชั�วโมงที� 6 
 

เชืYอแบคทีเรีย COD 1 COD 2 COD 3 ค่าเฉลี�ย 

Control 576 485 347 469 
Clostridium sp. 797 867 971 878 
Bacillus sp. 440 997 762 880 
EB1 1,200 1,392 1,776 1,456 
EB4 1,144 1,202 1,056 1,134 
 
ตารางผนวกที� ง7  ค่า COD ของเชืYอแบคทีเรียแต่ละชนิดที�เติมลงไปในถงัปฏิกรณ์แบบกะ 

   ชั�วโมงที� 8 
 

เชืYอแบคทีเรีย COD 1 COD 2 COD 3 ค่าเฉลี�ย 

Control 792 1,116 900 936 
Clostridium sp. 1,620 1,692 1,764 1,692 
Bacillus sp. 1,056 1,085 1,216 1,134 
EB1 624 693 936 751 
EB4 1,056 1,114 1,056 1,075 
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ตารางผนวกที� ง8  ค่า COD ของเชืYอแบคทีเรียแต่ละชนิดที�เติมลงไปในถงัปฏิกรณ์แบบกะ 
 ชั�วโมงที� 24 

 
เชืYอแบคทีเรีย COD 1 COD 2 COD 3 ค่าเฉลี�ย 

Control 1,104 1,152 912 1,056 
Clostridium sp. 1,392 2,352 1,488 1,744 
Bacillus sp. 938 909 968 938 
EB1 554 901 963 751 
EB4 821 938 1,261 880 
 
 



 

 

 94

ภาคผนวก จ  

ขอ้มูลการทดลองทางจุลชีววิทยา 
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ภาพผนวกที� จ1  ลกัษณะโคโลนีของแบคทีเรียบนอาหาร RCM ที�ห่อดว้ยพาราฟิลม์ และบ่มใน 
  candle jar ที�เกิดจากการ Spread Plate ของโรงงาน1,2 และ 3 ตามลาํดบั และใช ้
  นํYาเสียจากระบบบาํบดั  UASB 
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ภาพผนวกที� จ2  ลกัษณะโคลีนีบริสุทธิO ของ EB1 บนอาหาร Reinfored clostridium medium  
 

 
ภาพผนวกที� จ3  ลกัษณะโคลีนีบริสุทธิO ของ EB4 บนอาหาร Reinfored clostridium medium  
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ภาพผนวกที� จ4  ลกัษณะ Bacillus Sp. จาก สถาบนัวจิยัวทิยาศาสตร์ และเทคโนโลยแีห่ง 
 ประเทศไทย; วว. บน Nutrient Agar 

 

 

ภาพผนวกที� จ5  ลกัษณะ Bacillus Sp. จากการเพาะเลีYยงจากระบบบาํบดั  UASB บน Nutrient Agar 
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ภาพผนวกที� จ6  ลกัษณะ Enterobacteriaceae จากการเพาะเลีYยงจากระบบ UASB บน Nutrient Agar 
 

 

ภาพผนวกที� จ7  ลกัษณะสัณฐานของ Enterobacteriaceae ดว้ยการยอ้มแกรม ที�เพาะเลีYยงจากระบบ  

  UASB  
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ภาพผนวกที� จ8  ลกัษณะสัณฐานของ Bacillus sp. ดว้ยการยอ้มแกรม. ที�เพาะเลีYยงจากระบบUASB 
 

 
ภาพผนวกที� จ9  ลกัษณะโคลีนีบริสุทธิO ของ EB3 บนอาหาร Reinfored clostridium medium  
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ภาพผนวกที� จ10  ลกัษณะสณัฐานของ EB3 ดว้ยการยอ้มแกรมที�เพาะเลีYยงจากระบบ UASB  
 

 
ภาพผนวกที� จ11  ลกัษณะโคลีนีบริสุทธิO ของ EB5 บนอาหาร Reinfored clostridium medium  
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ภาพผนวกที� จ12  ลกัษณะสณัฐานของ EB5 ดว้ยการยอ้มแกรมที�เพาะเลีYยงจากระบบ UASB 
 

 

ภาพผนวกที� จ13  ลกัษณะโคลีนีบริสุทธิO ของ EB6 บนอาหาร Reinfored clostridium medium  
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ภาพผนวกที� จ14  ลกัษณะสณัฐานของ EB6 ดว้ยการยอ้มแกรมที�เพาะเลีYยงจากระบบ UASB 
 
 

 

ภาพผนวกที� จ15  ลกัษณะโคลีนีบริสุทธิO ของ EB7 บนอาหาร Reinfored clostridium medium  
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ภาพผนวกที� จ16  ลกัษณะสณัฐานของ EB7 ดว้ยการยอ้มแกรมที�เพาะเลีYยงจากระบบ UASB 
 

 

ภาพผนวกที� จ17  ลกัษณะโคลีนีบริสุทธิO ของ EB8 บนอาหาร Reinfored clostridium medium  
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ภาพผนวกที� จ18  ลกัษณะสณัฐานของ EB8 ดว้ยการยอ้มแกรมที�เพาะเลีYยงจากระบบ UASB 
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ประวตัิการศึกษา และการทาํงาน 
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