
27

บทที่ 2

วัสดุ อุปกรณ และวิธีการทดลอง

วัสดุ
1. เชื้อจุลินทรีย

เชือ้จลิุนทรยีที่จะนํ ามาใชในการทดลอง ไดแก เชื้อแบคทีเรียสังเคราะหแสงทนเค็ม จํ านวน 
5 สายพนัธุ ซึ่งแยกโดยอมรรัตน ต้ังประสิทธิภาพ (2543) ไดแก SS3 และ SS4 แยกจากนํ้ าทะเล 
จงัหวดัสงขลา, ES16 แยกจากนํ้ าทะเล (พทัยา) จงัหวัดชลบุรี, SH5 แยกจากบอเลี้ยงกุงกุลาดํ า 
อํ าเภอระโนด จงัหวัดสงขลา และ FS3 แยกจากนํ้ าทิ้งโรงงานปติซีฟูด จังหวัดสงขลา เกบ็รักษาเชื้อ
บน G5 agar มเีกลือ 3% ทีอุ่ณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ถายเชื้อทุก 2 เดือน

2. อาหารเลี้ยงเชื้อ
G5 medium + NaCl 3% ประกอบดวย L-glutamic acid 4.0 กรัมตอลิตร, L-malic acid

3.5 กรัมตอลิตร, peptone 5.0 กรัมตอลิตร, yeast extract 5.0 กรัมตอลิตร, KH2PO4 0.12 กรัม
ตอลิตร และK2HPO4 0.18 กรัมตอลิตร , NaCl 30 กรัมตอลิตร  ปรับพีเอช เปน 7.0 โดยใช 5N 
NaOH กรณีเตรียมเปนอาหารแข็งใหเติมผงวุนรอยละ 1.5

3. วัตถุดิบ
- นํ้ าเสียจากโรงงานแปรรูปอาหารทะเล (นํ้ านึ่งปลาทูนา) ไดรับความอนุเคราะหจาก     

โรงงานสงขลาแคนนิ่งจํ ากัด กอนนํ าไปใชนํ ามากรองดวยผาขาวบางเพื่อกํ าจัดตะกอนขนาดใหญ 
ก ําจัดไขมันโดยนํ าไปตมที่อุณหภูมิประมาณ 700C จากนัน้นํ าไปเก็บที่อุณหภูมิ 40C เปนระยะเวลา 
1 คืน ไขมนัจะแยกเปนชั้นที่ผิวหนาของตัวอยาง ทํ าการตักแยกไขมันออก จากนั้นนํ านํ้ าเสียไปเก็บ
รักษาที่อุณหภูมิ –200C

- นํ ้าเสยีจากโรงงานแปรรูปนํ้ ายางขน ไดรับความอนุเคราะหจาก โรงงานเซาทแลนดรับ
เบอรจ ํากดั กอนนํ าไปใชนํ ามากรองดวยผาขาวบางเพื่อกํ าจัดตะกอนขนาดใหญออกไป จากนั้นนํ า
ไปเก็บรักษาที่อุณหภูมิ –200C
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- นํ ้าเสยีจากบอเลี้ยงกุงกุลาดํ า ไดรับความอนุเคราะหจาก คุณวาริท หมัดหมาน บอเลี้ยง
กุงกุลาดํ า (อาย ุ 3 เดอืน) จงัหวัดพัทลุง กอนนํ าไปใชนํ ามากรองดวยผาขาวบางเพื่อกํ าจัดตะกอน
ขนาดใหญออกไป จากนั้นนํ าไปเก็บรักษาที่อุณหภูมิ –200C
4. สารเคมีที่ใชในการวิเคราะห

สารเคมีที่ใช ในการวิเคราะหหาปริมาณนํ้ าหนักเซลลแหง,ของแข็งทั้งหมด,ซีโอดี,        
ปริมาณ TKN โดยวิธี Kjedahl method  ใชสารเคมีเกรดวิเคราะห

อุปกรณ
- อางแกวขนาด 25x50x20 เซนติเมตร
- เครื่องวัดแสง (Digicon  รุน LX-50)
- เครื่องเขยา (Lab-Line รุน M 3525-1)
- เครื่องปม Aquarium Air Pump 2800
- เครื่องวัดพีเอช  (Schott รุน CG 825)
- เครื่องเขยาหลอด  (Vortex Genie 2)
- เครือ่งมือสํ าหรับกลั่นโปรตีน รุน 2200 Kjeltec Auto ของบริษัท Foss Tecator
- ตัวพยงุชนดิตางๆ ไดแก ถานหัก, แผนใยขัด (สกอตไบรท), ฟองนํ้ า
- เครื่อง spectrophotometer  (Jasco รุน V-530)
- เครื่อง centrifuge  (Eppendorf รุน 5403)
- ตูอบ (hot air oven)  (Memmert รุน U-200)
- ตูบมเชื้อ (incubator)  (Revco รุน BOD30)
- หมอนึง่ฆาเชื้อดวยความดัน (autoclave)  (Tomy รุน SS 325)

วิธีการวิเคราะห
1.นํ ้าหนักเซลลแหง เหวีย่งแยกเซลลแลวลางดวยนํ้ ากลั่น 2 คร้ัง นํ าเซลลใสจานเพาะ

เชือ้ทีท่ราบนํ ้าหนกัแนนอน นํ าไปอบที่อุณหภูมิ 103 องศาเซลเซียสเปนเวลา 24 ชั่วโมง อบจนแหง
และมีนํ้ าหนักคงที่ (Noparatnaraporn et al., 1986)

2. คาซีโอดี น ําตวัอยาง 20 มิลลิลิตรหรือสวนของตัวอยางเจือจางใหได 20 มิลลิลิตร เติม
เมอควิรีซัลเฟต 0.4 กรัม โพแทสเซียมไดโครเมต (0.25 นอรมอล) 10 มิลลิลิตร เม็ดแกว 3-5 เม็ด 
และคอยๆเติมกรดซลัฟวริก 30 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน จากนัน้น ําไปกลั่นดวยอุปกรณไหลกลับ 
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ประมาณ 2 ชั่วโมง ปลอยใหเย็น ไทเทรตสารละลายโพแทสเซียมไดโครเมตที่เกินพอดวยสาร
ละลายมาตรฐานเฟอรรัสแอมโมเนียมซัลเฟต (0.1 นอรมอล) ใชเฟอรโรอินเปนอินดิเคเตอร เมื่อถึง
จดุยติุสีจะเปลี่ยนจากเขียวปนนํ้ าเงินเปนสีนํ้ าตาลปนแดง ท ํา blank โดยใชนํ้ ากลั่น 20 มิลลิลิตร 
แทนตวัอยางนํ้ า (APHA, AWWA, and WPCF, 1998)

การคํ านวณ ซีโอดี (มิลลิกรัม/ลิตร) = ( A-B) x N x 8 x 1,000
ปริมาณตัวอยาง

A คือ ปริมาณสารละลายเฟอรรัสแอมโมเนียมซัลเฟตที่ใชไทเทรต blank
B คือ ปริมาณสารละลายเฟอรรัสแอมโมเนียมซัลเฟตที่ใชไทเทรตตัวอยาง
N คือ ความเขมขนของสารละลายเฟอรรัสแอมโมเนียมซัลเฟต (นอรมอล)
3.ของแข็งทั้งหมด น ําตวัอยาง 50 มิลลิลิตรหรือนอยกวาใสลงในถวยระเหยที่ทราบนํ้ า

หนกัแนนอน น ําไประเหยใหแหงในอางนํ้ า อบแหงในตูอบที่อุณหภูมิ 103 องศาเซลเซียส เปนเวลา
1 ชัว่โมง จนมนีํ ้าหนักคงที่ (APHA, AWWA, and WPCF, 1998)

4. ปรมิาณ TKN (วธิ ีKjeldahl method) นํ าตัวอยาง 5-10 มิลลิลิตรใสในหลอดยอย เติม
สารเรงการยอย 1-2 กรัม, กรดซลัฟวริก 5-10 มิลลิลิตร จากนั้นยอยที่อุณหภูมิเร่ิมตนประมาณ 
200 องศาเซลเซยีส ประมาณ 1 ชั่วโมงและเพิ่มข้ึนจนถึง 350 องศาเซลเซียส จะใชเวลาประมาณ 
4 ชัว่โมง เมือ่ยอยจนใสหรือไดสารละลายสีฟาหรือสีเขียวอมฟา ต้ังทิ้งไวใหเย็น จากนั้น นํ าไปกลั่น
ตัวอยาง ในเครื่องกลั่นใหได condensate ประมาณ 100-150 มิลลิลิตร ไตเตรทกับ 0.02-0.1 นอร
มอล HCl หรือ H2SO4 หกัคา blank ออกเพื่อนํ าไปคํ านวณ (A.O.A.C, 1990)

การคํ านวณ ปรมิาณไนโตรเจนทั้งหมด (รอยละ) = (A-B) x N x 14
      W

A คือ ปริมาตรของกรดไฮโดรคลอริกที่ใชในการไทเทรตกับตัวอยาง
B คือ ปริมาตรของกรดไฮโดรคลอริกที่ใชในการไทเทรตกับ blank
W คือ นํ ้าหนักตัวอยาง
N คือ ความเขมขนของกรดไฮโดรคลอริก (นอรมอล)
(กรณีคิดปริมาณโปรตีน (รอยละ) คูณดวย 6.25)
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5. ประสทิธิภาพในการตรึงเซลล หานํ ้าหนกัเซลลแหงโดยเหวี่ยงแยกเซลลแลวลางดวย
นํ ้ากลัน่ 2 คร้ัง นํ าเซลลใสจานเพาะเชื้อที่ทราบนํ้ าหนักแนนอน นํ าไปอบที่อุณหภูมิ 103 องศา
เซลเซยีสเปนเวลา 24 ชั่วโมง อบจนแหงและมีนํ้ าหนักคงที่ นํ าตัวพยุงหลังผานการตรึงเซลลมาผาน
การลางดวยนํ ้ากลัน่ 2-5 คร้ัง จากนั้นนํ าตัวพยุงใสจานเพาะเชื้อที่ทราบนํ้ าหนักแนนอน นํ าไปอบที่
อุณหภมู ิ 103 องศาเซลเซียส อบจนแหงและมีนํ้ าหนักคงที่นํ ามาหักลบกับนํ้ าหนักตัวพยุงกอนเริ่ม
ท ําการทดลอง จากนัน้นํ าคาที่ไดมาเทียบเปนรอยละในการตรึงกับคานํ้ าหนักเซลลแหงที่ไดขางตน
(ดัดแปลงจาก Noparatnaraporn et al., 1986)

6. ประสทิธภิาพในการบํ าบัดนํ้ าเสีย เปรียบเทียบคารอยละการลดลงของซีโอดี (ดัด
แปลงจาก APHA, AWWA, and WPCF, 1998), รอยละการลดลงของไนโตรเจนทั้งหมด (ดัดแปลง
จาก A.O.A.C, 1990)

วิธีการวิจัย
1. การคดัเลอืกสภาวะในการเลี้ยงและสายพันธุแบคทีเรียสังเคราะหแสงที่เหมาะ
  สมกบันํ้ าเสียแตละแหลง
      1.1 องคประกอบทางเคมีและลักษณะทางกายภาพของนํ้ าเสีย 3 แหลง

น ําตวัอยางนํ ้าเสียจากโรงงานแปรรูปอาหารทะเล, โรงงานแปรรูปนํ ้ายางขน และบอเลี้ยง
กุงกุลาดํ า บํ าบัดขั้นตนโดยการกรองเพื่อกํ าจัดอนุภาคขนาดใหญที่แยกได และวิเคราะหคุณ
ลักษณะของนํ้ าเสียดังนี้ พีเอช, คาซีโอดี, ปริมาณ TKN และปริมาณของแข็งทั้งหมด

1.2 การคดัเลอืกสภาวะและสายพันธุที่เหมาะสมตอการบํ าบัดนํ้ าเสีย
1.2.1การเตรียมหัวเชื้อ
ถายเชือ้แบคทีเรียสังเคราะหแสงทนเค็มจํ านวน 5 สายพันธุ ไดแก  SS3, SS4, SH5, FS3

และ ES16 แตละสายพันธุจากอาหารวุนเอียง G5 ปริมาณ 1 ลูปลงในฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตร 
ที่บรรจุ G5 medium+3% NaCl ปริมาตร 100 มิลลิลิตร เลี้ยงแบคทีเรียสังเคราะหแสงภายใต
สภาวะไรอากาศ-มีแสง (3,000 ลักซ) และมีอากาศ-ไรแสง (บนเครื่องเขยาความเร็วรอบ 200 รอบ
ตอนาที) เปนเวลา 48 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิหอง วัดความขุนดวยเครื่องสเปคโตรโฟโตมิเตอรที่
ความยาวคลืน่ 660 นาโนเมตร เจือจางดวยอาหารเหลวใหไดความขุนเทากับ 0.5 เพื่อใชเปนเชื้อ
เร่ิมตน

1.2.2 การคัดเลือก
เลีย้งแบคทเีรียสังเคราะหแสงจํ านวน 5 สายพันธุ คือ SS3, SS4, SH5, FS3 และ ES16

โดยใชเชื้อเร่ิมตนเทากันหมดปริมาณ 10% (v/v) ถายเชือ้เร่ิมตนลงในตัวอยางนํ้ าเสียทั้ง 3 แหลง
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ภายใตสภาวะใหอากาศ-ไรแสง (บนเครื่องเขยาความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที) และไรอากาศ-มี
แสง (3,000 ลักซ) พเีอช 7 ที่อุณหภูมิหอง (30±30C) เปนเวลา 120 ชัว่โมง เกบ็ตัวอยางที่เวลา 4,
8, 12, 16, 20, 24, 30, 36, 42, 48, 60, 72, 84, 96, 108 และ120 ชั่วโมง เพือ่วดัคาพีเอชและนํ้ า
หนกัเซลลแหง รวมทั้งวเิคราะหหาคาซโีอดทีกุ 12 ชั่วโมง และหาปริมาณไนโตรเจนทั้งหมดในชั่ว
โมงที่ 120 คํ านวณหารอยละการลดลงของคาซีโอดี, รอยละการลดลงของไนโตรเจนทั้งหมดและ
คํ านวณอัตราการเจริญของเชื้อเพื่อคัดเลือกสภาวะในการเลี้ยงที่เหมาะสมตอการเจริญและการ
บํ าบดันํ้ าเสียในแตละแหลงนํ้ าเสีย

2.   การคดัเลือกตัวพยุงที่เหมาะสม
นํ าแบคทีเรียสังเคราะหแสงสายพันธุที่เหมาะสมตอการเจริญและการบํ าบัดนํ้ าเสียในแต

ละแหลงมาเลี้ยงภายใตสภาวะที่เหมาะสมที่สุดตามที่คัดเลือกได (ผลจากขอ1) โดยเลี้ยงเชื้อ
แบคทเีรียสงัเคราะหแสงสายพันธุดังกลาวในนํ้ านึ่งทูนา, นํ้ าทิ้งจากโรงงานแปรรูปนํ้ ายางขน และ 
นํ ้าทิง้จากบอเลี้ยงกุงกุลาดํ า ในฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตร ที่มีตัวพยุงบรรจุอยู ไดแก ถานหัก (ทํ า
การบดและกรองผานตะแกรงใหมีปริมาตรเทากับ 6.25 ลูกบาศกเซนติเมตร), แผนใยขัด (ขนาด 
0.5X0.5X0.5 เซนตเิมตร) จํ านวน 50 ชิ้น  และฟองนํ้ า (ขนาด 0.5X0.5X0.5 เซนตเิมตร) จํ านวน 
50 ชิน้ เตมินํ ้าเสียปริมาตร 100 มิลลิลิตร ปรับพีเอชใหเทากับ 7 และถายเชื้อเร่ิมตน 10%(v/v)  ลง
ใน ฟลาสก ที่อุณหภูมิหอง (30±30C) โดยท ําการทดลองกับตัวพยุงทีละชนิด และมีชุดทดลองอีก
ชดุหนึง่ทีไ่มเตมิตัวพยุงในนํ้ าเสีย เพื่อเปนชุดควบคุม (control) ทดลองเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 120 ชั่ว
โมง เกบ็ตัวอยางนํ้ าทุก 24 ชั่วโมงนํ ามาหาคาพีเอช, คํ านวณหาซีโอดี, นํ้ าหนักเซลลแหง, ประสิทธิ
ภาพในการตรึง และหาปรมิาณไนโตรเจนทั้งหมดในชั่วโมงที่ 120  คัดเลอืกชนิดของตัวพยุงที่ให
ประสิทธิภาพในการตรึงดีที่สุดและเปรียบเทียบกับการบํ าบัดนํ้ าเสียของแตละชุดทดลองเพื่อศึกษา
ถงึประสทิธิภาพการบํ าบัดนํ้ าเสียและประสิทธิภาพในการตรึง

3.    การบ ําบัดนํ ้าเสียโดยใชแบคทีเรียสังเคราะหแสงไมตรึงรูปและตรึงรูปในระบบเปด
เลีย้งแบคทเีรียสังเคราะหแสงไมตรึงรูปและตรึงรูปที่คัดเลือกไว ในนํ้ านึ่งปลาทูนา, นํ้ าทิ้ง

จากโรงงานแปรรูปนํ้ ายางขน และ นํ้ าทิ้งจากบอเลี้ยงกุงกุลาดํ า โดยใชปริมาตรนํ้ าเสีย 5 ลิตร โดย
ไมตองท ําใหปราศจากเชื้อ ปรับพีเอชใหเทากับ 7 และถายเชื้อเร่ิมตนปริมาณ 10% (v/v) โดยเลี้ยง
เชือ้แบคทีเรียสังเคราะหแสงในอางแกว (ขนาด 25x50x20 เซนติเมตร) ใหอากาศ 0.37 ปริมาตร
อากาศตอปริมาตรอาหารตอนาที (vvm) (ผลจากการทดลองเบื้องตน) ที่อุณหภูมิหอง (30±3 
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องศาเซลเซียส) โดยใชแผนใยขัด (ขนาด 0.5X0.5X0.5 เซนตเิมตร) จํ านวน 2,500 ชิ้น เปนตัวพยุง
จดัแบงชดุการทดลองเปน 2 ชุด คือ ชุดที่เติมตัวพยุงและชุดที่ไมเติมตัวพยุงเพื่อเปนชุดควบคุม 
(control) ท ําการทดลองภายใตสภาวะไรแสง (ทดลองภายในหองมืด) ในนํ้ าเสียแตละแหลงนํ้ าเสีย
ท ําการเกบ็ตัวอยางนํ้ าเสียทุกๆ 24 ชั่วโมง เพื่อตรวจวัดหาคา COD, พีเอช, และหาปริมาณ
ไนโตรเจนทั้งหมดของนํ ้าเสียหลังการบํ าบัด ในชัว่โมงที่ 120 ท ําการทดลองเปนเวลา 120 ชั่วโมง 
จากนั้นทํ าการเปลี่ยนนํ้ าเสียชุดใหมเขามาแทนที่ชุดเดิมโดยเหลือนํ้ าเสียเดิมไว 10% เพือ่ใชเปน
เชื้อเร่ิมตน แลวทดลองตอไปอีกเปนเวลา 120 ชัว่โมง รวมทัง้สิ้นเปนเวลาทั้งหมด 240 ชั่วโมงตั้งแต
เร่ิมทํ าการทดลอง เกบ็ตัวอยางนํ้ าเสียทุกๆ 24 ชัว่โมง เพือ่ตรวจวัดหาองคประกอบทางเคมีและ
ลักษณะทางกายภาพของนํ้ าเสียหลังการบํ าบัด คา COD, พีเอช, และหาปริมาณไนโตรเจนทั้งหมด
ในชั่วโมงที่ 240 ชัว่โมง หาคารอยละการลดลงของซีโอดี, รอยละการลดลงของไนโตรเจนทั้งหมด 
ทํ าการเปรียบเทียบประสิทธิภาพในการบํ าบัดนํ้ าเสียระหวางชุดทดลองที่เติมตัวพยุงและไมเติมตัว
พยุง




