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รูปที่ 1.20 Stalked ciliate ชนิดที่ 2 ที่ตรวจพบในตวัอยางน้ําเสีย 48 
รูปที่ 1.21 Stalked ciliate ชนิดที่ 3 ที่ตรวจพบในตวัอยางน้ําเสีย 48 
รูปที่ 1.22 Stalked ciliate ชนิดที่ 4 ที่ตรวจพบในตวัอยางน้ําเสีย 49 
รูปที่ 2.1 แสดง PCR amplified product ของ 16S RNA genes 60 
รูปที่ 2.2 แสดง RFLP patterns ของ recombinant plasmids ที่มี 16S RNA gene 

inserts ที่แยกจากจุดเก็บที่ 1 
65 

รูปที่ 2.3 แสดง RFLP patterns ของ recombinant plasmids ที่มี 16S RNA gene 
inserts ที่แยกจากจุดเก็บที่ 2 
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สารบัญภาพ (ตอ) 
 
 หนาที่ 
รูปที่ 2.4 แสดง RFLP patterns ของ insert recombinant plasmids ที่มี 16S RNA 

gene inserts ที่แยกจากจุดเก็บที่ 3 
67 

รูปที่ 3.1 ประชากรจุลชพีในกลุมโปรโตซัวและโรตเิฟอรในระบบนิเวศนของระบบบําบัด
นําเสียจากชุมชน แบบ activated sludge ที่สัมพันธกับความเสถียรของระบบ 

72 

รูปที่ 4.1 กราฟแสดงจํานวนคาเฉลี่ย (Means) ของโรติเฟอรชนิดที่ 2 (R2) ที่พบในน้ํา
เสียทั้ง 3 จุดที่เก็บนํ้าเสยี ณ ชวงเวลาตางๆ ที่เก็บตวัอยางตลอดระยะเวลา
หนึ่งป 

78 

รูปที่ 4.2 กราฟแสดงคาเฉลี่ยจํานวน (ตัวเลข) ของโรติเฟอรชนิดที่ 2 (R2) ที่พบในน้ํา
เสียที่เกบ็จากจุดเก็บที่ 1 ณ ชวงเวลาตางๆ ที่เก็บตัวอยางตลอดระยะเวลา
หนึ่งป  

79 

รูปที่ 4.3 กราฟแสดงคาเฉลี่ยจํานวน (Means) ของโรติเฟอร ชนิดที่ 2 (R2) ที่พบในน้ํา
เสียที่เกบ็จากจุดเก็บที่ 2 ณ ชวงเวลาตางๆ ที่เก็บตัวอยางตลอดระยะเวลา
หนึ่งป 
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รูปที่ 4.4 กราฟแสดงคาเฉลี่ยจํานวน (Means) ของ Rotifer ชนิดที่ 2 (R2) ที่พบในน้ํา
เสียที่เกบ็จากจุดเก็บที่ 3 ณ ชวงเวลาตางๆ ที่เก็บตัวอยางตลอดระยะเวลา
หนึ่งป 

81 

รูปที่ 4.5 กราฟแสดงจํานวนโคโลนีของแบคทีเรีย กลุม N1 ที่พบในน้ําเสียที่เก็บจากจุด
เก็บที่ 1 (N1/1), 2 (N1/2) และ 3 (N1/3) ณ ชวงเวลาตางๆ ที่เก็บตวัอยาง
ตลอดระยะเวลาหนึ่งป 

89 

รูปที่ 4.6 กราฟแสดงจํานวนโคโลนีของแบคทีเรีย กลุม N2 ที่พบในน้ําเสียที่เก็บจากจุด
เก็บที่ 1 (N2/1), 2 (N2/2) และ 3 (N2/3) ณ ชวงเวลาตางๆ ที่เก็บตวัอยาง
ตลอดระยะเวลาหนึ่งป 

90 

รูปที่ 4.7 กราฟแสดงจํานวนโคโลนีของแบคทีเรีย กลุม S ที่พบในน้ําเสียที่เกบ็จากจุด
เก็บที่ 1 (S/1), 2 (S/2) และ 3 (S/3) ณ ชวงเวลาตางๆ ที่เก็บตัวอยางตลอด
ระยะเวลาหนึง่ป 

91 

รูปที่ 4.8 กราฟแสดงจํานวนโคโลนีของแบคทีเรีย กลุม P ที่พบในน้ําเสียที่เกบ็จากจุด
เก็บที่ 1 (P/1), 2 (P/2) และ 3 (P/3) ณ ชวงเวลาตางๆ ที่เก็บตัวอยางตลอด
ระยะเวลาหนึง่ป 
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รูปที่ 4.9 กราฟแสดงจํานวนโคโลนีของแบคทีเรียทั้งหมด [Total bacteria (T)] คือกลุม 
N1, N2, S และ P รวมกัน ที่พบในน้ําเสยีที่เก็บจากจดุเก็บที่ 1 (T1), 2 (T2) 
และ 3 (T3) ณ ชวงเวลาตางๆ ที่เก็บตวัอยางตลอดระยะเวลาหนึ่งป  
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สารบัญภาพ (ตอ) 
 

 หนาที่ 
รูปที่ 6.3.1 (A) ปริมาณของแบคทีเรียชนิด N1 ที่สามารถพบได ณ จุดเก็บตัวอยางจุด

ที่ 1 จากโรงงานบําบัดน้ําเสียหนองแขม และคา optical densities 
(OD at A405nm) ในการตรวจหาปริมาณแอนติเจนของแบคทีเรียชนิด 
N1 ดวยวิธี monoclonal antibody (W6) based-sandwich ELISA 

(B) ความสัมพันธของแบคทีเรียชนิด N1 กับ OD ของ monoclonal 
antibody (W6) based-sandwich ELISA ในการ detect N1 antigen 

109 

รูปที่ 6.3.2  (A) ปริมาณของแบคทีเรียชนิด N1 ที่สามารถพบได ณ จุดเก็บตัวอยางจุด
ที่ 2 จากโรงงานบําบัดน้ําเสียหนองแขม และคา optical densities 
(OD at A405nm) ในการตรวจหาปริมาณแอนติเจนของแบคทีเรียชนิด 
N1 ดวยวิธี monoclonal antibody (W6) based-sandwich ELISA 

(B) ความสัมพันธของแบคทีเรียชนิด N1 กับ OD ของ monoclonal 
antibody (W6) based-sandwich ELISA ในการ detect N1 antigen 

110 

รูปที่ 6.3.3  (A) ปริมาณของแบคทีเรียชนิด N1 ที่สามารถพบได ณ จุดเก็บตัวอยางจุด
ที่ 3 จากโรงงานบําบัดน้ําเสียหนองแขม และคา optical densities 
(OD at A405nm) ในการตรวจหาปริมาณแอนติเจนของแบคทีเรียชนิด 
N1 ดวยวิธี monoclonal antibody (W6) based-sandwich ELISA 

(B) ความสัมพันธของแบคทีเรียชนิด N1 กับ OD ของ monoclonal 
antibody (W6) based-sandwich ELISA ในการ detect N1 antigen 
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รูปที่ 6.4.1 (A) ปริมาณของแบคทีเรียชนิด N2 ที่สามารถพบได ณ จุดเก็บตัวอยางจุด
ที่ 1 จากโรงงานบําบัดน้ําเสียหนองแขม และคา optical densities 
(OD at A405nm) ในการตรวจหาปริมาณแอนติเจนของแบคทีเรียชนิด 
N2 ดวยวิธี monoclonal antibody (W11) based-sandwich ELISA 

(B) ความสัมพันธของแบคทีเรียชนิด N2 กับ OD ของ monoclonal 
antibody (W11) based-sandwich ELISA ในการ detect N2 antigen 

113 

รูปที่ 6.4.2 (A) ปริมาณของแบคทีเรียชนิด N2 ที่สามารถพบได ณ จุดเก็บตัวอยางจุด
ที่ 2 จากโรงงานบําบัดน้ําเสียหนองแขม และคา optical densities 
(OD at A405nm) ในการตรวจหาปริมาณแอนติเจนของแบคทีเรียชนิด 
N2 ดวยวิธี monoclonal antibody (W11) based-sandwich ELISA 

(B) ความสัมพันธของแบคทีเรียชนิด N2 กับ OD ของ monoclonal 
antibody (W11) based-sandwich ELISA ในการ detect N2 antigen 

114 

  



 ix 

สารบัญภาพ (ตอ) 
 

 หนาที่ 
รูปที่ 6.4.3 (A) ปริมาณของแบคทีเรียชนิด N2 ที่สามารถพบได ณ จุดเก็บตัวอยางจุด

ที่ 3 จากโรงงานบําบัดน้ําเสียหนองแขม และคา optical densities 
(OD at A405nm) ในการตรวจหาปริมาณแอนติเจนของแบคทีเรียชนิด 
N2 ดวยวิธี monoclonal antibody (W11) based-sandwich ELISA 

(B) ความสัมพันธของแบคทีเรียชนิด N2 กับ OD ของ monoclonal 
antibody (W11) based-sandwich ELISA ในการ detect N2 antigen 

115 

รูปที่ 6.5.1 (A) ปริมาณของแบคทีเรียชนิด S ที่สามารถพบได ณ จุดเก็บตัวอยางจุดที่ 
1 จากโรงงานบําบัดน้ําเสียหนองแขม และคา optical densities (OD 
at A405nm) ในการตรวจหาปริมาณแอนติเจนของแบคทีเรียชนิด S ดวย
วิธี W34 monoclonal antibody based-sandwich ELISA 

(B) ความสัมพันธของแบคทีเรียชนิด S กับ OD ของ W34 monoclonal 
antibody based-sandwich ELISA ในการ detect S antigen 

117 

รูปที่ 6.5.2 (A) ปริมาณของแบคทีเรียชนิด S ที่สามารถพบได ณ จุดเก็บตัวอยางจุดที่ 
2 จากโรงงานบําบัดน้ําเสียหนองแขม และคา optical densities (OD 
at A405nm) ในการตรวจหาปริมาณแอนติเจนของแบคทีเรียชนิด S ดวย
วิธี monoclonal antibody (W34) based-sandwich ELISA 

(B) ความสัมพันธของแบคทีเรียชนิด S กับ OD ของ monoclonal 
antibody (W34) based-sandwich ELISA ในการ detect S antigen 

118 

รูปที่ 6.5.3 (A) ปริมาณของแบคทีเรียชนิด S ที่สามารถพบได ณ จุดเก็บตัวอยางจุดที่ 
3 จากโรงงานบําบัดน้ําเสียหนองแขม และคา optical densities (OD 
at A405nm) ในการตรวจหาปริมาณแอนติเจนของแบคทีเรียชนิด S ดวย
วิธี monoclonal antibody (W34) based-sandwich ELISA 

(B) ความสัมพันธของแบคทีเรียชนิด S กับ OD ของ monoclonal 
antibody (W34) based-sandwich ELISA ในการ detect S antigen 

119 

รูปที่ 6.6.1 (A) ปริมาณของแบคทีเรียชนิด P ที่สามารถพบได ณ จุดเก็บตัวอยางจุดที่ 
1 จากโรงงานบําบัดน้ําเสียหนองแขม และคา optical densities (OD 
at A405nm) ในการตรวจหาปริมาณแอนติเจนของแบคทีเรียชนิด P ดวย
วิธี monoclonal antibody (W5) based-sandwich ELISA 

(B) ความสัมพันธของแบคทีเรียชนิด P กับ OD ของ monoclonal 
antibody (W5) based-sandwich ELISA ในการ detect P antigen 

121 
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สารบัญภาพ (ตอ) 
 

 หนาที่ 
รูปที่ 6.6.2  (A) ปริมาณของแบคทีเรียชนิด P ที่สามารถพบได ณ จุดเก็บตัวอยางจุดที่ 

2 จากโรงงานบําบัดน้ําเสียหนองแขม และคา optical densities (OD 
at A405nm) ในการตรวจหาปริมาณแอนติเจนของแบคทีเรียชนิด P ดวย
วิธี monoclonal antibody (W5) based-sandwich ELISA 

(B) ความสัมพันธของแบคทีเรียชนิด P กับ OD ของ monoclonal 
antibody (W5) based-sandwich ELISA ในการ detect P antigen 

122 

รูปที่ 6.6.3  (A) ปริมาณของแบคทีเรียชนิด P ที่สามารถพบได ณ จุดเก็บตัวอยางจุดที่ 
3 จากโรงงานบําบัดน้ําเสียหนองแขม และคา optical densities (OD 
at A405nm) ในการตรวจหาปริมาณแอนติเจนของแบคทีเรียชนิด P ดวย
วิธี monoclonal antibody (W5) based-sandwich ELISA 

(B) ความสัมพันธของแบคทีเรียชนิด P กับ OD ของ monoclonal 
antibody (W5) based-sandwich ELISA ในการ detect P antigen 

123 

รูปที่ 6.7 ความสัมพันธของการตรวจหาจํานวนปริมาณแอนติเจนของแบคทีเรียชนิด 
S ในน้ําเสียจากโรงงานบําบัดน้ําเสียอุตสาหกรรม (โรงงานกระดาษ) 
จังหวัดนครสวรรค กับการตรวจวัดปริมาณแอนติเจนของแบคทีเรียชนิด S 
ดวย W34 monoclonal antibody based-sandwich ELISA 

125 

รูปที่ 7.1 บริเวณจุดเกบ็ตวัอยางน้ําของระบบบําบัดน้ําหนองแขมที่สงใหผูวจัิย 127 
รูปที่ 7.2  ระบบบําบัดน้าํเสียที่จําลองขึ้น (ระบบบําบัดน้ําเสียแบบที่ไมเสถยีร 

Unstable Pilot Plant) 
128 

รูปที่ 7.3 (ก) ลักษณะของถังตกตะกอนเมือ่มองดาน Top View 
(ข) ลักษณะของถังตกตะกอนเมือ่มองดาน Side View 

130 

รูปที่ 7.4 ลักษณะถังตกตะกอนของระบบบําบัดน้ําเสียจําลอง (unstable pilot plant) 
เปนถังสี่เหลี่ยมผืนผาและไมมีใบกวาดตะกอนอยูบนผิวหนาตัดของถัง
ตกตะกอน 

130 

รูปที่ 7.5 กราฟแสดงจํานวน (Means) ของ Rotifer ชนิดที่ 1 (R1) ที่พบในน้ําเสียทั้ง 
2 จุดที่เก็บนํ้าเสียจากระบบที่มีภาวะที่ไมเสถียร (unstable pilot plant) ณ 
ชวงเวลาตางๆ 

133 

รูปที่ 7.6 กราฟแสดงคาเฉลี่ยจํานวน (ตัวเลข) ของ Rotifer ชนิดที่ 1 (R1) ที่พบในน้ํา
เสียที่จุดที่ 1+2 ซึ่งเก็บน้ําเสียจากระบบที่มีภาวะที่ไมเสถียร (unstable pilot 
plant) ณ ชวงเวลาตางๆ 

134 
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สารบัญภาพ (ตอ) 
 
 หนาที่ 
รูปที่ 7.7 กราฟแสดงคาเฉลี่ยจํานวน (ตัวเลข) ของ Rotifer ชนิดที่ 1 (R1) ที่พบในน้ํา

เสียที่จุดที่ 3 ซึ่งเก็บนํ้าเสียจากระบบที่มีภาวะที่ไมเสถยีร (unstable pilot 
plant) ณ ชวงเวลาตางๆ 

135 

รูปที่ 7.8 กราฟแสดงจํานวน (Means) ของ Rotifer ชนิดที่ 2 (R2) ที่พบในน้ําเสียทั้ง 
2 จุดที่เก็บนํ้าเสียจากระบบที่มีภาวะไมเสถียร (unstable pilot plant) ณ 
ชวงเวลาตางๆ 

137 

รูปที่ 7.9 กราฟแสดงคาเฉลี่ยจํานวน (ตัวเลข) ของ Rotifer ชนิดที่ 2 (R2) ที่พบในน้ํา
เสียที่จุดที่ 1+2 ซึ่งเก็บน้ําเสียจากระบบที่มีภาวะที่ไมเสถียร (unstable pilot 
plant) ณ ชวงเวลาตางๆ 

138 

รูปที่ 7.10 กราฟแสดงคาเฉลี่ยจํานวน (ตัวเลข) ของ Rotifer ชนิดที่ 2 (R2) ที่พบในน้ํา
เสียที่จุดที่ 3 ซึ่งเก็บนํ้าเสียจากระบบที่มีภาวะที่ไมเสถยีร (unstable pilot 
plant) ณ ชวงเวลาตางๆ 

139 
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สารบัญคํายอ 
 
Abbreviations or symbol Term 

× g Specific gravity 

°C Degrees Celsius 

A Absorbance 
AF Anaerobic filter 
AL Aerated lagoon 
AS Activated sludge 
BOD Biochemical oxygen demand 
BS Bovine serum 
BSA Bovine serum albumin 
cfu/ml Colony forming units per milliliter 
COD Chemical oxygen delmand 
DO Dissolved oxygen  
Effluent BOD Biochemical oxygen demand ของน้ําเสียขาออก 
ELISA Enzyme linked immunosorbent assay 
F:M Food to microorganism ratio คือ อัตราสวนอาหารตอจุลินทรีย 
HRP Horseradish peroxidase 
HRT Hydraulic retention time ระยะเวลากักพกัน้ํา 
Influent BOD Biochemical oxygen demand ของน้ําเสียขาเขา 
IS Immune serum 
LB-A LB-amplicilin 
MAb Monoclonal antibody (-ies) 
MCRT Mean cell resident time คือ อายุของสลัดจ เปนระยะเวลาโดย

เฉลี่ยของจุลินทรียที่อาศัยในระบบบําบัดน้ําเสีย 
MEM Minimum Essential Medium 
MLSS Mixed liquor suspended solids 
MLSS@RAS Mixed liquor suspended solid ในสลัดจที่สูบกลบัเพ่ือนําไปใช

ใหม 
MLSSavg คาของ Mixed liquor suspended solid ในสลัดจที่สูบกลับเพ่ือ

นําไปใชใหม 
MPN Most probable number 
N Nitrogen 
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สารบัญคํายอ (ตอ) 
 
Abbreviations or symbol Term 
N1 กลุมแบคทเีรยีที่สามารถยอยสลายแอมโมเนีย   
N2 กลุมแบคทเีรยีที่สามารถยอยสลายไนไตรท   

NO3
− คาไนโตรเจนในรูปของ organic nitrogen ที่เปน Nitrates 

NSS Normal saline solution 
OD Optical Density (-ies) 
P Phosphorus/Phosphate/กลุมแบคทเีรียที่สามารถยอยสลาย

ฟอสเฟต   
PAb Polyclonal antibodies 
PBS Phosphate buffered saline 
PBST Phosphate buffered saline with Tween-20 
PCR Polymerase Chain Reaction 
PCR-DGGE Polymerase Chain Reaction-Denaturing Gradient Gel 

Electrophoresis 
PS Positive control serum 
Q อัตราการไหลของน้ําเสีย เชนเดียวกับคําวา flow 
Qwas อัตราการไหลในการสูบสลดัจกลับไป 
R1 Lacane spp. (inermis) 
R2 Rotaria spp. (rotatoria) 
R3 Diplois daviesiae   
R4 Collotheca spp. 
RAS Returned activated sludge 
RFLP Restriction Fragment Length Polymorphism 
rRNA Ribosomal ribonucleic acid 
S Sulfer/กลุมแบคทีเรียที่สามารถยอยสลายซัลเฟอร 
SDS-PAGE Sodium Dodecyl Sulfate-Polyacrylamide Gel 

Electrophoresis 
Sse ความเขมขนของของแข็งแขวนลอยในน้าํปลอยทิ้ง 
SV30 ปริมาตรของสลัดจซึ่งตกตะกอนจากตัวอยาง 1,000 มิลลิลติร ใน

เวลา 30 นาที 
SVI Sludge volume index (ดัชนีปริมาตรสลัดจ) 
TAE  Tris-acetate-EDTA 
TBE  Tris-borate-EDTA 
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สารบัญคํายอ (ตอ) 

 
Abbreviations or symbol Term 
TDS  Total dissolved solid 
TN  Total nitrogen 
TSS  Total suspended solid 
VolAR1-4 ปริมาตรรวมของ aeration tank ถังที่ 1 ถงึ 4 
WW/ww/Ww Waste water extract 
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บทคัดยอ 

การพัฒนาเทคโนโลยชีีวภาพในการตรวจวดัความเสถียรของระบบบําบัดนํ้าเสีย 
ดวยระบบเตมิอากาศ 

การบําบัดน้ําเสียถือเปนสิ่งจําเปนที่ทั้งภาครัฐและภาคอุตสาหกรรมตองใหความสําคัญดวย
เหตุผลที่อาจจะแตกตางกัน สําหรับภาครัฐ การกําจัดของเสียจากชุมชนก็เพ่ือรักษาสภาวะของ
สิ่ งแวดลอมและเ พ่ือสุขอนามัยที่ ดีและความผาสุขของประชาชนเปนสําคัญ  สําหรับ
ภาคอุตสาหกรรม มักทําเพื่อเปนการปฏิบัติตามกฎหมายและ/หรือการสรางภาพลักษณที่ดีของ
ภาคอุตสาหกรรมนั้นๆ ในปจจุบันการควบคุมการทํางานของระบบบําบัดน้ําเสียใชวิธีตรวจสอบ
คุณภาพของน้ําที่จะทิ้งออกไปสูสิ่งแวดลอมหลังการบําบัดและตรวจการทํางานของเครื่องจักรใน
ระบบ การตรวจวัดการทํางานของระบบบําบัดน้ําเสียที่ผลลัพธสุดทาย คือวัดคุณภาพของน้ําที่จะ
ทิ้ง ถูกพบบอยครั้งวาของเสียในน้ําที่จะทิ้งไมไดถูกบําบัดตามที่กําหนดเพราะระบบบําบัดเกิด
ความผิดปกติคือเกิดภาวะไมเสถียรขึ้น แตก็มักสายเกินไป เพราะไดปลอยนํ้าที่บําบัดไมสมบูรณ
ออกไปสูชุมชนและสิ่งแวดลอมไปแลว ซึ่งนอกจากปญหาที่เกิดขึ้นในระบบไดรับการแกไขลาชา
หรือบางครั้งไมสามารถแกไขได แลว ยังเปนผลเสียเปนอันมากในอีกหลายๆ ดาน เชน เปนกรณี
พิพาทระหวางภาคอุตสาหกรรมและชุมชนที่ปรากฏอยูเนืองๆ และสงผลดานลบถึงภาครัฐ   

ในงานวิจัยนี้คณะผูวิจัยไดเปลี่ยนวิธีการควบคุมดูแลระบบบําบัดน้ําเสีย เสียใหม โดย
มุงเนนที่การตรวจวัดปริมาณของจุลชีพที่เปนตัวหลักในการกําจัดของเสียในระบบขณะที่ระบบ
กําลังทํางานอยางมีประสิทธิภาพหรือขณะที่ระบบมีความเสถียร ซึ่งจุลชีพเหลานี้เปนองคประกอบ
ที่สําคัญที่สุดในระบบบําบัดน้ําเสีย รวมทั้งไดพัฒนาวิธีการทางวิทยาภูมิคุมกันที่สามารถตรวจหา
และวัดปริมาณแอนติเจนของจุลชีพเปาหมายที่มีอยูในระบบบําบัดน้ําเสียดวย โดยมีจุดมุงหมาย
เพ่ือใชวิธีนี้แทนการตรวจคุณภาพน้ําที่กําลังจะปลอยทิ้งสูสิ่งแวดลอมแบบเดิม ทั้งน้ีโดยเชื่อวา
คุณภาพน้ําทิ้งจะไดมาตรฐานตลอดเวลาที่ตรวจพบวาประชากรจุลชีพหลักหรือปริมาณแอนติเจน
ของจุลชีพหลักในระบบมีปริมาณเหมาะสม   

ในการวิจัยคณะผูวิจัยใชรูปแบบการศึกษาแบบ Cross-sectional Controlled Trial Design  
โดยการวิจัยแบงเปนการศึกษาชนิดและปริมาณของจุลชีพสําคัญในระบบบําบัดน้ําเสียแบบใช
อากาศ (Activated Sludge System) ไดแกโรติเฟอรและแบคทีเรียตางๆ โดยใชตัวอยางน้ําเสีย
จากโรงบําบัดน้ําเสียที่มาจากชุมชน ที่หนองแขม กรุงเทพฯ และโรงบําบัดน้ําเสียที่มาจากโรงงาน
อุตสาหกรรม คือโรงบําบัดน้ําเสียจากโรงงานกระดาษ ที่จังหวัดนครสวรรค ในขณะที่ระบบบําบัด
น้ําเสียทั้งสองแหงมีความเสถียร เปนตนแบบในการศึกษา  และคณะผูวิจัยไดผลิตแอนติบอดีของ
หนูเมาซชนิดโมโนโคลนาลที่มีความจําเพาะตอจุลชีพหลักในระบบ และใชแอนติบอดีเหลานี้เปน
เครื่องมือในการตรวจหาและวัดปริมาณแอนติเจนของจุลชีพเปาหมายที่มีอยูในระบบบําบัดน้ําเสีย
ที่มีความเสถียรในชวงเวลาตางๆ ในรอบป ดวยเทคนิคทางวิทยาภูมิคุมกันคือ MAb based-
antigen detection assays  
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การวิจัยเริ่มจากการเก็บตัวอยางน้ําเสียจากแหลงบําบัดทั้งสองแหง โดยเก็บจากจุดตางๆใน
ระบบ สามจุดคือ จุดเก็บที่ 1 ไดแกจุดที่ Returned Activated Sludge (RAS) เพ่ิงสัมผัสกับน้ําเสีย
ที่เพ่ิงเขามาในระบบ จุดเก็บที่ 2 คือจุดที่ Mixed liquor (RAS ผสมกับน้ําเสีย) เพ่ิงออกจากถังเติม
อากาศ และจุดเก็บที่ 3 คือตัวอยาง RAS (ตะกอนจุลชีพที่บําบัดของเสียในน้ํา) ที่ถูกสูบกลับไป
เพ่ือจะเติมใหแกน้ําเสียที่เขามาใหม (ซึ่งขณะนั้นน้ําเสียเดิมไดถูกบําบัดแลวและพรอมปลอย
ออกเปน surface water) แลวนําตัวอยางน้ําเสียไปศึกษาชนิดและปริมาณจุลชีพหลักที่พบ ณ จุด
เก็บตัวอยางทั้งสามจุด 

ผลของการศึกษาชนิดและปริมาณของจุลชีพสําคัญในระบบบําบัดน้ําเสียพบวา 
โรติเฟอรที่พบในบอบําบัดน้ําเสียจากชุมชน (โรงบําบัดน้ําเสียหนองแขม) จําแนกไดเปน 4 

สายพันธุหลักคือ โรติเฟอรชนิดที่ 1 (R1): Lacane inermis โรติเฟอรชนิดที่ 2 (R2): Rotaria 
rotatoria โรติเฟอรชนิดที่ 3 (R3): Diplois daviesiae และโรติเฟอรชนิดที่ 4 (R4): Collotheca spp. 
โดยพบวาโรติเฟอรชนิดที่ 2 (R2) หรือ Rotaria rotatoria มีอัตราชุกสูงสุดโดยพบอัตราชุกที่จุดเก็บ
ที่ 1 คิดเปน 100% จุดเก็บที่ 2 คิดเปน 95.2% และจุดเก็บที่ 3 คิดเปน 100% ทําใหสรุปไดวาโรติ
เฟอรชนิดที่ 2 (R2) นี้เปนสายพันธุหลัก (common species) ที่ตรวจพบไดตลอดในระบบนิเวศน
ของระบบบําบัดน้ําเสียจากชุมชนแบบ activated sludge ในสภาวะที่ระบบมีความเสถียร โดย ณ 
จุดเก็บที่ 1 โรติเฟอรชนิดที่ 2 มีความสัมพันธผกผันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p < 0.01) กับคา 
dissolved oxygen (DO) และ Mixed liquor suspended solids (MLSS) ซึ่งจุดเก็บที่ 1 นี้เปนจุดที่
น้ําเสียเพ่ิงเขาสูระบบจึงมีปริมาณอาหาร (ของเสีย) เขามามาก จุลชีพมีการเพิ่มจํานวนมากใน
ชวงแรกรวมทั้งโรติเฟอรดวย การเพิ่มปริมาณของจุลชีพตองมีการใชออกซิเจนที่ละลายอยูในนํ้า
เพ่ิมมากขึ้น จึงพบวาคาออกซิเจนละลายน้ํา (Dissolved oxygen) ลดลง สวนคา MLSS ซึ่งคือ
ของแข็งแขวนลอยทั้งหมดสามารถใชเปนตัวแทนของปริมาณตะกอนจุลชีพได เน่ืองจากโรติเฟอรจะ
ดํารงชีวิตโดยการกินสิ่งมีชีวิตเล็กๆ เชนพวกแบคทีเรียตางๆ และเศษอินทรียวัตถุที่มีอยูในน้ํา 
ดังน้ันถามีโรติเฟอรอยูมากปริมาณตะกอนจุลชีพก็จะลดลงจากการกินโดยโรติเฟอรในระบบหวงโซ
อาหาร (food chain)  

คณะผูวิจัยใชตัวอยางน้ําเสียจากโรงบําบัดน้ําเสียอุตสาหกรรม EPCCO ที่จังหวัดนครสวรรค
ซึ่งเปนโรงงานอุตสาหกรรมกระดาษเปนตนแบบของการศึกษาเพื่อหาปริมาณและจําแนกชนิดของ
โรติเฟอร และเนื่องจากน้ําเสียจากโรงงานอุตสาหกรรมแหงน้ีไมมีความผันแปรตามฤดูกาล จึงไมได
เก็บตัวอยางตลอดทั้งป ผลการวิจัยพบวาปริมาณโรติเฟอรในนํ้าเสียจากโรงงานอุตสาหกรรม
กระดาษแหงนี้มีนอยมากและไมสามารถจัดกลุมได 

คณะผูวิจัยศึกษาความหลากหลายของเชื้อแบคทีเรียที่พบในโรงบําบัดน้ําเสียแบบใชอากาศ
ดวยวิธีมาตรฐาน (Conventional method) และวิธีทางอณูชีววิทยา (Molecular biology method) 
ดวยเทคนิค Metagenomics ไดผลดังน้ีคือ สามารถเพาะ แยก และจําแนกแบคทีเรียที่ทําหนาที่
กําจัดของเสียในนํ้าเสียจากชุมชนจากตัวอยางน้ําเสียที่เก็บจากจุดเก็บทั้งสามจุด ไดเปน 4 กลุม
หลัก คือกลุมแบคทีเรียที่ยอยสลายแอมโมเนีย (Nitrogen group 1; N1) กลุมแบคทีเรียที่ยอย
สลายไนไตรท (Nitrogen group 2; N2) กลุมแบคทีเรียที่ยอยสลายซัลเฟอร (Sulfer group; S) 
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และกลุมแบคทีเรียที่ยอยสลายฟอสเฟต  (Phosphate group; P) สวนน้ําเสียจากโรงบําบัดน้ําเสีย
ที่มาจากโรงงานอุตสาหกรรมกระดาษนั้นพบเฉพาะแบคทีเรียกลุม S ทุกจุดที่เก็บตัวอยางทั้งสาม
จุด 

คณะผูวิจัยไดศึกษา Metagenomics ของเช้ือแบคทีเรียในระบบบําบัดน้ําเสียจากชุมชน 
ดวยการสกัดดีเอ็นเอ (DNA) จากตัวอยางน้ําเสีย แลวนําดีเอ็นเอที่สกัดไดไปเพิ่มจํานวนยีนที่เปน
รหัสของ 16S RNA ดวยปฏิกิริยาลูกโซ (Polymerase Chain Reaction; PCR) แลวทําการโคลน
ยีนเหลานี้เขาสูพลาสมิด จากนั้นนําพลาสมิดเขาสูแบคทีเรียเจาบานชนิดอีโคไล หลังจากเพิ่ม
ปริมาณยีนที่เปนรหัสของ 16S RNA จากอีโคไลทรานซฟอรแมนทแตละโคลน แลวไดนําดีเอ็นเอ
ไปยอยดวยเอนไซมที่ตัดดีเอ็นเอจําเพาะ (restrictin endonucleases) สามชนิด คือ MspI, HaeIII 
และ HhaI กอนนําไปศึกษาความหลากหลายของทอนยีนที่เปนรหัสของ 16S RNA ดวยเทคนิค 
Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) พบวาความหลากหลายของทอนยีนที่
เปนรหัสของ 16S RNA ของแบคทีเรียที่แยกไดจากจุดเก็บที่ 1, 2 และ 3 หลังจากยอยดวย
เอนไซม แลวมีความแตกตางกัน 11, 9 และ 8 แบบ ตามลําดับ ซึ่งดีเอ็นเอเหลานี้ถูกเก็บไวเปน
คลังสําหรับการศึกษายีนที่สนใจตอไป 

คณะผูวิจัยไดผลิตแอนติบอดีชนิดโมโนโคลนาลจากหนูเมาซสายพันธุบาลบซี (Mouse 
monoclonal antibodies; MAb) ที่จับจําเพาะกับแอนติเจนของโรติเฟอรชนิด R2 และแบคทีเรีย
กลุม N1, N2, S และ P คือ MAb จาก clones W66, W6, W11, W34 และ W5 ตามลําดับ ทั้งน้ี
โดยใชเทคนิคไฮบริโดมามาตรฐาน 

คณะผูวิจัยไดเก็บตัวอยางน้ําเสียจากชุมชน (หนองแขม) ที่จุดเก็บตัวอยางสามจุด คือจุด
เก็บที่ 1 ไดแกจุดที่ Returned Activated Sludge (RAS) เพ่ิงสัมผัสกับน้ําเสียที่เพ่ิงเขามาในระบบ 
จุดเก็บที่ 2 คือจุดที่ Mixed liquor (RAS ผสมรวมกับน้ําเสียแลว) เพ่ิงออกจากถังเติมอากาศ และ
จุดเก็บที่ 3 คือตัวอยาง RAS (ตะกอนจุลชีพที่บําบัดของเสียในน้ํา) ที่ถูกสูบกลับไปเพื่อจะเติมให
น้ําเสียที่เขามาใหม โดยเก็บจุดละสามตัวอยาง ทุกสัปดาหตลอดป คือระหวางเดือนมีนาคม พ.ศ. 
2552 ถึงเดือนกุมภาพันธ พ.ศ. 2553 เปนระยะเวลา 49 สัปดาห (ยกเวนเก็บตัวอยางไมไดใน
สัปดาหที่ 23 ของเดือนสิงหาคม พ.ศ. 2552 และในสัปดาหที่ 39 และ 40 ของเดือนธันวาคม พ.ศ. 
2552 จึงมีตัวอยางที่เก็บจากแตละจุดจํานวน 46 x 3 หรือ 138 ตัวอยาง และผลจากการทดสอบ
ใดๆที่รายงานในรายงานฉบับน้ีเปนคาเฉลี่ยจากการทดสอบตัวอยางแตละตัวอยางที่ทําซ้ําสาม
ครั้ง)  

คณะผูวิจัยไดพัฒนาเทคนิค W66 monoclonal antibody (MAb) based-indiect ELISA 
เพ่ือตรวจหาและวัดปริมาณแอนติเจนของโรติเฟอรชนิด R2 ในตัวอยางน้ําเสียที่เก็บจากจุดเก็บ
ทั้งสามจุดตลอดปเปรียบเทียบกับจํานวนโรติเฟอรชนิด R2 ในตัวอยางเดียวกันที่ตรวจนับดวย
กลองจุลทรรศนพบวาจํานวนของโรติเฟอรชนิด R2 และปริมาณแอนติเจนของโรติเฟอรชนิด R2 
ที่ตรวจดวยวิธี MAb-based-indirect ELISA มีความสัมพันธกันอยางดีเยี่ยมในทุกตัวอยางที่เก็บ
จากทุกจุดเก็บ อยางไรก็ดีจํานวนนัอยที่สุดของโรติเฟอรชนิด R2 ที่ W66 MAb based-indiect 
ELISA จะใหผลบวกคือ จํานวนแปดตัว แตในตัวอยางน้ําเสียหลายตัวอยางมีจํานวนโรติเฟอรชนดิ 
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R2 ในปริมาตรน้ําเสีย 100 ไมโครลิตรที่ใชใน indiect ELISA นอยกวาแปดตัว จึงเปนผลใหการ
ตรวจหาปริมาณแอนติเจนของโรติเฟอรชนิด R2 เปนลบในตัวอยางเหลานี้ 

คณะผูวิจัยไดผลิต Rabbit polyclonal antibody (PAb) ตอแอนติเจนที่มีอยูในนํ้าเสียจาก
ชุมชน และพัฒนา sandwich ELISA (PAb-ตัวอยางน้ําเสีย-MAb) เพ่ือตรวจหาและวัดปริมาณ
แอนติเจนของแบคทีเรียกลุม N1, N2, S และ P ในตัวอยางน้ําเสียที่เก็บจากจุดเก็บทั้งสามจุด
ตลอดปเปรียบเทียบกับจํานวนของแบคทีเรียแตละกลุมในตัวอยางเดียวกันที่ตรวจนับดวยวิธีนับ
จํานวนโคโลนีที่เจริญบนอาหารเพาะเลี้ยงชนิดครึ่งแข็งครึ่งเหลว 

พบวาจํานวนของแบคทีเรียชนิด N1 ที่ตรวจนับดวยการนับจํานวนโคโลนีและปริมาณ
แอนติเจนของแบคทีเรียชนิด N1 ที่ตรวจดวยวิธี W6 MAb-based-sandwich ELISA มี
ความสัมพันธกันอยางดีเยี่ยมในทุกตัวอยางที่เก็บจากทุกจุดเก็บตลอดทั้งป (คา correlation                    
coefficient ของตัวอยางที่จุดเก็บที่ 1, 2 และ 3 เทากับ 0.995, 0.828 และ 0.981 ตามลําดับ) โดย
จํานวนโคโลนีของ N1 ของตัวอยางที่จุดเก็บที่ 1, 2 และ 3 ในขณะที่ระบบมีความเสถียร อยูที่ 
6.2-94.8 × 106, 2.6-52.6 × 106 และ 4.1-70.6 × 106 cfu per ml ตามลําดับ และ คา optical 
densities ที่ 405 nm ของตัวอยางที่จุดเก็บที่ 1, 2 และ 3 อยูที่ range: 0.001-0.530, 0.001-
0.470 และ 0.001-0.521; median: 0.135, 0.063 และ 0.083 และ SD: 0.180, 0.120 และ 0.170 
ตามลําดับ อยางไรก็ดีมีตัวอยางน้ําเสียที่เก็บจากจุดเก็บที่ 1, 2 และ 3 จํานวน 9 (19.6%), 19 
(41.3%) และ  11 (23.9%) ตัวอยาง ที่ผลการตรวจดวย W6 based-sandwich ELISA ใหผลลบ   

พบวาจํานวนของแบคทีเรียชนิด N2 ที่ตรวจนับดวยการนับจํานวนโคโลนีและปริมาณ
แอนติเจนของแบคทีเรียชนิด N2 ที่ตรวจดวยวิธี W11 MAb-based-sandwich ELISA มี
ความสัมพันธกันอยางดีเยี่ยมในทุกตัวอยางที่เก็บจากทุกจุดเก็บตลอดทั้งป (คา correlation 
coefficient ของตัวอยางที่จุดเก็บที่ 1, 2 และ 3 เทากับ 0.950, 0.979 และ 0.983 ตามลําดับ) โดย
จํานวนโคโลนีของ N2 ของตัวอยางที่จุดเก็บที่ 1, 2 และ 3 ในขณะที่ระบบมีความเสถียร อยูที่ 
8.4-64.5 × 106, 4.0-44.36 × 106 และ 6.1-68.0 × 106 cfu per ml ตามลําดับ และ คา optical 
densities ที่ 405 nm ของตัวอยางที่จุดเก็บที่ 1, 2 และ 3 ในขณะที่ระบบมีความเสถียร อยูที่ 
range: 0.016-0.408, 0.001-0.357 และ 0.034-0.431; median: 0.107, 0.058 และ  0.092 และ 
SD: 0.101, 0.070 และ 0.105 ตามลําดับ อยางไรก็ดีมีตัวอยางน้ําเสียที่เก็บจากจุดเก็บที่ 1, 2 
และ 3 จํานวน 6 (13.0%), 15 (32.6%) และ  8 (17.4%) ตัวอยาง ที่ผลการตรวจดวย W11 
based-sandwich ELISA ใหผลลบ  

พบวาจํานวนของแบคทีเรียชนิด S ที่ตรวจนับดวยการนับจํานวนโคโลนีและปริมาณ
แอนติเจนของแบคทีเรียชนิด S ที่ตรวจดวยวิธี W34 MAb-based-sandwich ELISA มี
ความสัมพันธกันอยางดีเยี่ยมในทุกตัวอยางที่เก็บจากทุกจุดเก็บตลอดทั้งป (คา correlation 
coefficient ของตัวอยางที่จุดเก็บที่ 1, 2 และ 3 เทากับ 0.854, 0.925 และ 0.892 ตามลําดับ) โดย
จํานวนโคโลนีของ S ของตัวอยางที่จุดเก็บที่ 1, 2 และ 3 ในขณะที่ระบบมีความเสถียร อยูที่  
10.1-38.9 × 106, 5.3-20.0 × 106 และ 8.9-45.2 × 106 cfu per ml ตามลําดับ และ คา optical 
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densities ที่ 405 nm ของตัวอยางที่จุดเก็บที่ 1, 2 และ 3 ในขณะที่ระบบมีความเสถียร อยูที่ 
range: 0.020-0.325, 0.010-0.235 และ 0.020-0.339; median: 0.092, 0.056 และ 0.108 และ 
SD: 0.070, 0.040 และ 0.079 ตามลําดับ อยางไรก็ดีมีตัวอยางน้ําเสียที่เก็บจากจุดเก็บที่ 1, 2 
และ 3 จํานวน 9 (19.6%), 18 (39.1%) และ  7 (15.2%) ตัวอยาง ที่ผลการตรวจดวย W34 
based-sandwich ELISA ใหผลลบ  

พบวาจํานวนของแบคทีเรียชนิด P ที่ตรวจนับดวยการนับจํานวนโคโลนีและปริมาณ
แอนติเจนของแบคทีเรียชนิด P ที่ตรวจดวยวิธี W5 MAb-based-sandwich ELISA มี
ความสัมพันธกันอยางดีเยี่ยมในทุกตัวอยางที่เก็บจากทุกจุดเก็บตลอดทั้งป (คา correlation 
coefficient ของตัวอยางที่จุดเก็บที่ 1, 2 และ 3 เทากับ 0.828, 0.986 และ 0.994 ตามลําดับ) โดย
จํานวนโคโลนีของ P ของตัวอยางที่จุดเก็บที่ 1, 2 และ 3 ในขณะที่ระบบมีความเสถียร อยูที่ 
14.7-65.0 × 106, 24.5-38.8 × 106 และ 16.3-96.4 × 106 cfu per ml ตามลําดับ และ คา 
optical densities ที่ 405 nm ของตัวอยางที่จุดเก็บที่ 1, 2 และ 3 ในขณะที่ระบบมีความเสถียร 
อยูที่ range: 0.050-0.496, 0.016-0.334 และ 0.058-0.544; median: 0.185, 0.095, 0.205 และ 
SD: 0.121, 0.079 และ 0.123 ตามลําดับ โดยตัวอยางจากจุดเก็บที่ 2 มี 14 ตัวอยาง (30.4%) ที่
ใหผล W5 based-sandwich ELISA เปนลบ แตไมมีตัวอยางใดจากจุดเก็บที่ 1 และ 3 ที่ใหผล 
W5 based-sandwich ELISA เปนผลลบเลย  

สําหรับระบบบําบัดน้ําเสียที่ไดจําลองใหเกิดความไมเสถียรดวยการเปด-ปดปมสําหรับเติม
อากาศเพื่อใหปริมาณออกซิเจนไมเพียงพอสําหรับจุลชีพ พบวาจํานวนโรติเฟอรทั้งชนิดที่ 1 (R1) 
และชนิดที่ 2 (R2) ที่ตรวจนับดวยกลองจุลทรรศน มีความสัมพันธดีเยี่ยมกับสภาวะของระบบคือ
เม่ือระบบไมเสถียรจํานวนของโรติเฟอรทั้งสองชนิดก็จะลดลงทันที แตการใช W66 based-
indirect ELISA เพ่ือตรวจวัดปริมาณของแอนติเจนของโรติเฟอรชนิดที่ 2 (R2) ไมสามารถบอก
ความเสถียรหรือไมเสถียรของระบบได 

จํานวนของแบคทีเรียชนิด N1 ที่ตรวจนับดวยการนับจํานวนโคโลนีและปริมาณแอนติเจน
ของแบคทีเรียชนิด N1 ที่ตรวจดวยวิธี W6 MAb-based-sandwich ELISA มีความสัมพันธกัน
อยางดีเยี่ยมในทุกตัวอยางที่เก็บจากทุกจุดเก็บ (คา correlation coefficient ของตัวอยางที่จุดเก็บ
ที่ 1+2 (RAS ผสมกับน้ําเสียที่เขามาใหมเรียบรอยแลว) และ 3 (RAS) เทากับ 0.996 และ 0.997 
ตามลําดับ) โดยจํานวนโคโลนีของ N1 ของตัวอยางที่จุดเก็บที่ 1+2 และ 3 ในขณะที่ระบบมีความ
ไมเสถียร (unstable) อยูที่ 0.01-30.0 × 106 และ 0.015-30.0 × 106 cfu per ml ตามลําดับ ซึ่ง
นอยกวาจํานวนโคโลนีของแบคทีเรียชนิด N1 ในระบบที่เสถียรอยางมีนัยสําคัญ และคา optical 
densities ที่ 405 nm ของตัวอยางที่จุดเก็บที่ 1+2 และ 3 ในขณะที่ระบบไมเสถียร อยูระหวาง 
(range)  0-0.175 และ 0-0.173 ตามลําดับ  โดยมีตัวอยางจากจุดเก็บที่ 1+2 และ 3 จํานวน 13 
และ 9 ตัวอยาง (54.2% และ 37.5%) ตามลําดับ ที่ใหผล W6 MAb-based-sandwich ELISA 
เปนลบ สวนตัวอยางที่ใหผลบวกเพราะมีการเติมอากาศเขาไปในระบบเปนบางระยะนั้นก็ให OD 
คอนขางต่ําคือไมเกิน 0.175 
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พบวาจํานวนของแบคทีเรียชนิด N2 ที่ตรวจนับดวยการนับจํานวนโคโลนีและปริมาณ
แอนติเจนของแบคทีเรียชนิด N2 ที่ตรวจดวยวิธี W6 MAb-based-sandwich ELISA มี
ความสั ม พันธ กั นอย า งดี เ ย่ี ยม ในทุ กตั วอย า งที่ เ ก็ บจากทุกจุ ด เก็ บ  (ค า  correlation           
coefficient ของตัวอยางที่จุดเก็บที่ 1+2 และ 3 เทากับ 0.993 และ 0.996 ตามลําดับ) โดยจํานวน
โคโลนีของ N2 ของตัวอยางที่จุดเก็บที่ 1+2 และ 3 ในขณะที่ระบบมีความไมเสถียร อยูที่ 0.80-
30.0 × 106 และ 0.35-30.0 × 106 cfu per ml ตามลําดับ สวนคา optical densities ที่ 405 nm 
ของตัวอยางที่จุดเก็บที่ 1+2 และ 3 ในขณะที่ระบบไมเสถียร อยูระหวาง (range) 0.005-0.177 
และ 0.005-0.174 ตามลําดับ โดยมีตัวอยางจากจุดเก็บที่ 1+2 และ 3 จํานวน 5 จาก 24 ตัวอยาง 
(20.8%) ทั้งสองจุดที่ใหผล W11 MAb-based-sandwich ELISA เปนลบ สวนตัวอยางที่ใหผล
บวกเพราะมีการเติมอากาศเขาไปในระบบเปนบางระยะนั้นก็ให OD คอนขางต่ําคือไมเกิน 0.177 

พบวาจํานวนของแบคทีเรียชนิด S ที่ตรวจนับดวยการนับจํานวนโคโลนีและปริมาณ
แอนติเจนของแบคทีเรียชนิด S ที่ตรวจดวยวิธี W6 MAb-based-sandwich ELISA มี
ความสั ม พันธ กั นอย า งดี เ ย่ี ยม ในทุ กตั วอย า งที่ เ ก็ บจากทุกจุ ด เก็ บ  (ค า  correlation                    
coefficient ของตัวอยางที่จุดเก็บที่ 1+2 และ 3 เทากับ 0.994 และ 0.998 ตามลําดับ) โดยจํานวน
โคโลนีของ S ของตัวอยางที่จุดเก็บที่ 1+2 และ 3 ในขณะที่ระบบมีความไมเสถียร อยูที่ 0.85-
30.0 × 106 และ 0.5-30.0 × 106 cfu per ml ตามลําดับ สวนคา optical densities ที่ 405 nm 
ของตัวอยางที่จุดเก็บที่ 1+2 และ 3 ในขณะที่ระบบไมเสถียร อยูระหวาง (range) 0.002-0.221 
และ 0.001-0.195 ตามลําดับโดยมีตัวอยางจากจุดเก็บที่ 1+2 และ 3 จํานวน 11 และ 9 จาก 24 
ตัวอยาง (45.8% และ 37.5%) ตามลําดับ ที่ใหผล W34 MAb-based-sandwich ELISA เปนลบ 
สวนตัวอยางที่ใหผลบวกเพราะมีการเติมอากาศเขาไปในระบบเปนบางระยะนั้นก็ให OD คอนขาง
ต่ําคือไมเกิน 0.221 

พบวาจํานวนของแบคทีเรียชนิด P ที่ตรวจนับดวยการนับจํานวนโคโลนีและปริมาณ
แอนติเจนของแบคทีเรียชนิด P ที่ตรวจดวยวิธี W6 MAb-based-sandwich ELISA มี
ความสั ม พันธ กั นอย า งดี เ ย่ี ยม ในทุ กตั วอย า งที่ เ ก็ บจากทุกจุ ด เก็ บ  (ค า  correlation                    
coefficient ของตัวอยางที่จุดเก็บที่ 1+2 และ 3 เทากับ 0.998 และ 0.997 ตามลําดับ) โดยจํานวน
โคโลนีของ P ของตัวอยางที่จุดเก็บที่ 1+2 และ 3 ในขณะที่ระบบมีความไมเสถียร อยูที่ 0.06-
30.0 × 106 และ 0.045-30.0 × 106 cfu per ml ตามลําดับ สวนคา optical densities ที่ 405 nm 
ของตัวอยางที่จุดเก็บที่ 1+2 และ 3 ในขณะที่ระบบไมเสถียร อยูระหวาง (range) 0-0.170 และ 0-
0.173 ตามลําดับโดยมีตัวอยางจากจุดเก็บที่ 1+2 และ 3 จํานวน 8 จาก 24 ตัวอยาง (33.3%) 
จากทั้งสองจุดที่ใหผล W5 MAb-based-sandwich ELISA เปนลบ สวนตัวอยางที่ใหผลบวกเพราะ
มีการเติมอากาศเขาไปในระบบเปนบางระยะนั้นก็ให OD คอนขางต่ําคือไมเกิน 0.173 

ดงน้ันจากการวิจัย สามารถสรุปไดวา W5 based-sandwich ELISA ที่ตรวจหาแอนติเจน
ของแบคทีเรียกลุมที่ยอยสลายฟอสเฟต (P) โดยใชตัวอยางจากจุดเก็บที่ 1 (น้ําเสียเพ่ิงเขาสู
ระบบ) และ 3 (ตัวอยาง returned activated sludge; RAS) เปนวิธีที่จะบอกความเสถียรของ
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ระบบบําบัดน้ําเสียของโรงงานบําบัดน้ําเสียจากชุมชนไดดีที่สุด สวน W34 MAb based-
sandwich ELISA ที่ตรวจหาแอนติเจนของแบคทีเรียกลุมที่ยอยสลายซัลเฟอร (S) สามารถใช
ประเมินความเสถียรของโรงงานบําบัดน้ําเสียจากอุตสาหกรรมกระดาษได ยิ่งไปกวานั้นการ
ตรวจหาโรติเฟอรชนิด Rotaria rotatoria (R2) ดวยวิธีทางจุลทรรศนศาสตรซึ่งสดวกไมยุงยาก
และใชกลองจุลทรรศนแบบสองสวางธรรมดา (light microscope) ก็สามารถใชประเมินความ
เสถียรของโรงงานบําบัดน้ําเสียจากชุมชนไดดี ซึ่งเม่ือพบ Rotaria rotatoria จากตัวอยางน้ําเสีย
จากจุดเก็บตัวอยางทั้งสามจุดก็แสดงวาระบบมีความเสถียร 
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บทสรุปผูบรหิาร 

การพัฒนาเทคโนโลยชีีวภาพในการตรวจวดัความเสถียรของระบบบําบัดนํ้าเสีย 
ดวยระบบเตมิอากาศ 

การบําบัดน้ําเสียถือเปนสิ่งจําเปนที่ทั้งภาครัฐและภาคอุตสาหกรรมตองใหความสําคัญดวย
เหตุผลที่อาจจะแตกตางกัน สําหรับภาครัฐ การกําจัดของเสียจากชุมชนก็เพ่ือรักษาสภาวะของ
สิ่ งแวดลอมและเ พ่ือสุขอนามัยที่ ดีและความผาสุขของประชาชนเปนสําคัญ  สําหรับ
ภาคอุตสาหกรรม มักทําเพื่อเปนการปฏิบัติตามกฎหมายและ/หรือการสรางภาพลักษณที่ดีของ
ภาคอุตสาหกรรมนั้นๆ ในปจจุบันการควบคุมการทํางานของระบบบําบัดน้ําเสียใชวิธีตรวจสอบ
คุณภาพของน้ําที่จะทิ้งออกไปสูสิ่งแวดลอมหลังการบําบัดและตรวจการทํางานของเครื่องจักรใน
ระบบ การตรวจวัดการทํางานของระบบบําบัดน้ําเสียที่ผลลัพธสุดทาย คือวัดคุณภาพของน้ําที่จะ
ทิ้ง ถูกพบบอยครั้งวาของเสียในน้ําที่จะทิ้งไมไดถูกบําบัดตามที่กําหนดเพราะระบบบําบัดเกิด
ความผิดปกติคือเกิดภาวะไมเสถียร แตก็มักสายเกินไป เพราะไดปลอยน้ําที่บําบัดไมสมบูรณออก
ไปสูชุมชนและสิ่งแวดลอมไปแลว ซึ่งนอกจากจะทําใหปญหาที่เกิดขึ้นในระบบไดรับการแกไข
ลาชาหรือบางครั้งไมสามารถแกไขได แลว ยังเปนผลเสียเปนอันมากในอีกหลายๆดาน เชน เปน
กรณีพิพาทระหวางภาคอุตสาหกรรมและชุมชนที่ปรากฏอยูเนืองๆและสงผลดานลบถึงภาครัฐ   

ในงานวิจัยนี้คณะผูวิจัยไดเปลี่ยนวิธีการควบคุมดูแลระบบบําบัดน้ําเสีย เสียใหม โดย
มุงเนนที่การตรวจวัดปริมาณของจุลชีพที่เปนตัวหลักในการกําจัดของเสียในระบบขณะระบบกําลัง
ทํางานอยางมีประสิทธิภาพหรือขณะที่ระบบมีความเสถียร ซึ่งจุลชีพเหลานี้เปนองคประกอบที่
สําคัญที่สุดในระบบบําบัดน้ําเสีย รวมทั้งไดการพัฒนาวิธีการทางวิทยาภูมิคุมกันที่สามารถ
ตรวจวัดปริมาณแอนติเจนของจุลชีพเปาหมายที่มีอยูในระบบบําบัดน้ําเสีย เพ่ือใชแทนการตรวจ
คุณภาพน้ําที่กําลังจะปลอยทิ้งสูสิ่งแวดลอมแบบเดิม ทั้งน้ีโดยเชื่อวาคุณภาพน้ําทิ้งจะไดมาตรฐาน
ตลอดเวลาที่ตรวจพบวาประชากรจุลชีพหลักหรือปริมาณแอนติเจนของจุลชีพหลักในระบบมี
ปริมาณเหมาะสม   

ในการวิจัยคณะผูวิจัยใชรูปแบบการศึกษาแบบ Cross-sectional Controlled Trial Design  
โดยการวิจัยแบงเปนการศึกษาชนิดและปริมาณของจุลชีพสําคัญในระบบบําบัดน้ําเสียแบบใช
อากาศ (Activated Sludge System) คือโรติเฟอรและแบคทีเรีย โดยใชโรงงานบําบัดน้ําเสียที่มา
จากชุมชน ที่หนองแขม กรุงเทพฯ และโรงบําบัดน้ําเสียที่มาจากโรงงานอุตสาหกรรม คือโรง
บําบัดน้ําเสียจากโรงงานกระดาษ ที่จังหวัดนครสวรรค ในขณะที่ระบบบําบัดน้ําเสียทั้งสองแหงมี
ความเสถียร เปนตนแบบในการศึกษา  และคณะผูวิจัยไดผลิตแอนติบอดีชนิดโมโนโคลนาลที่มี
ความจําเพาะตอจุลชีพหลักในระบบ และใชแอนติบอดีเหลานี้เปนเคร่ืองมือในการตรวจหาและวัด
ปริมาณแอนติเจนของจุลชีพเปาหมายที่มีอยูในระบบบําบัดน้ําเสียที่มีความเสถียรในชวงเวลา
ตางๆในรอบป ดวยเทคนิคทางวิทยาภูมิคุมกันคือ MAb based-antigen detection assays  
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การวิจัยเริ่มจากการเก็บตัวอยางน้ําเสียจากแหลงบําบัดทั้งสองแหง โดยเก็บจากจุดตางๆใน
ระบบ สามจุดคือ จุดเก็บที่ 1 ไดแกจุดที่ Returned Activated Sludge (RAS) เพ่ิงสัมผัสกับน้ําเสีย
ที่เพ่ิงเขามาในระบบ จุดเก็บที่ 2 คือจุดที่ Mixed liquor (RAS ผสมกับน้ําเสีย) เพ่ิงออกจากถังเติม
อากาศ และจุดเก็บที่ 3 คือตัวอยาง RAS (ตะกอนจุลชีพที่บําบัดของเสียในน้ํา) ที่ถูกสูบกลับไป
เพ่ือจะเติมใหแกน้ําเสียที่เขามาใหม (ซึ่งขณะนั้นน้ําเสียเดิมไดถูกบําบัดแลวและพรอมปลอย
ออกเปน surface water) แลวนําตัวอยางน้ําเสียไปศึกษาชนิดและปริมาณจุลชีพหลักที่พบ ณ จุด
เก็บตัวอยางทั้งสามจุด 

ผลของการศึกษาชนิดและปริมาณของจุลชีพสําคัญในระบบบําบัดน้ําเสียพบวา 
โรติเฟอรที่พบในบอบําบัดน้ําเสียจากชุมชน (โรงบําบัดน้ําเสียหนองแขม) จําแนกไดเปน 4 

สายพันธุหลักคือ โรติเฟอรชนิดที่ 1 (R1): Lacane inermis โรติเฟอรชนิดที่ 2 (R2): Rotaria 
rotatoria โรติเฟอรชนิดที่ 3 (R3): Diplois daviesiae และโรติเฟอรชนิดที่ 4 (R4): Collotheca spp. 
โดยพบวาโรติเฟอรชนิดที่ 2 (R2) หรือ Rotaria rotatoria มีอัตราชุกสูงสุดโดยพบอัตราชุกที่จุดเก็บ
ที่ 1 คิดเปน 100% จุดเก็บที่ 2 คิดเปน 95.2% และจุดเก็บที่ 3 คิดเปน 100% ทําใหสรุปไดวาโรติ
เฟอรชนิดที่ 2 (R2) นี้เปนสายพันธุหลัก (common species) ที่ตรวจพบไดตลอดในระบบนิเวศน
ของระบบบําบัดน้ําเสียจากชุมชนแบบ activated sludge ในสภาวะที่ระบบมีความเสถียร   

คณะผูวิจัยใชตัวอยางน้ําเสียจากโรงงานอุตสาหกรรม EPCCO ที่จังหวัดนครสวรรคซึ่งเปน
โรงงานอุตสาหกรรมกระดาษเปนตนแบบของการศึกษาเพื่อหาปริมาณและจําแนกชนิดของโรติ
เฟอร และเนื่องจากน้ําเสียจากโรงงานอุตสาหกรรมแหงนี้ไมมีความผันแปรตามฤดูกาล จึงไมไดเก็บ
ตัวอยางตลอดทั้งป พบวามีปริมาณโรติเฟอรในน้ําเสียจากโรงงานอุตสาหกรรมกระดาษมีนอยมาก
และไมสามารถจัดกลุมได 

คณะผูวิจัยศึกษาความหลากหลายของเชื้อแบคทีเรียที่พบในโรงบําบัดน้ําเสียแบบใชอากาศ
ดวยวิธีมาตรฐาน (Conventional method) และวิธีทางอณูชีววิทยา (Molecular biology method) 
ดวยเทคนิค Metagenomics ไดผลดังน้ีคือ สามารถเพาะ แยก และจําแนกแบคทีเรียที่ทําหนาที่
กําจัดของเสียในนํ้าเสียจากชุมชนจากตัวอยางน้ําเสียที่เก็บจากจุดเก็บทั้งสามจุด ไดเปน 4 กลุม
หลัก คือกลุมแบคทีเรียที่ยอยสลายแอมโมเนีย (Nitrogen group 1; N1) กลุมแบคทีเรียที่ยอย
สลายไนไตรท (Nitrogen group 2; N2) กลุมแบคทีเรียที่ยอยสลายซัลเฟอร (Sulfer group; S) 
และกลุมแบคทีเรียที่ยอยสลายฟอสเฟต  (Phosphate group; P) สวนนํ้าเสียจากโรงงาน
อุตสาหกรรมกระดาษนั้นพบเฉพาะแบคทีเรียกลุม S ทุกจุดที่เก็บตัวอยางทั้งสามจุด 

คณะผูวิจัยไดศึกษา Metagenomics ของเช้ือแบคทีเรียในระบบบําบัดน้ําเสียจากชุมชน 
ดวยการสกัดดีเอ็นเอ (DNA) จากตัวอยางน้ําเสียแลวนําดีเอ็นเอที่เตรียมไดไปเพิ่มจํานวนยีนที่
เปนรหัสของ 16S RNA ดวย Polymerase Chain Reaction (PCR) แลวทําการโคลนยีนเหลานี้
เขาสูพลาสมิด จากนั้นนําพลาสมิดเขาสู แบคทีเรียเจาบานชนิดอีโคไล แลวยอยดีเอ็นเอที่เปนรหัส
ของ 16S RNA ที่เพ่ิมปริมาณจากอีโคไลทรานซฟอรแมนทแตละโคลนดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 
(restrictin endonucleases) สามชนิด คือ MspI, HaeIII และ HhaI กอนนําไปศึกษาความ
หลากหลายของยีนที่เปนรหัสของ 16S RNA ดวยเทคนิค Restriction Fragment Length 
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Polymorphism (RFLP) พบวาความหลากหลายของยีนที่เปนรหัสของ 16S RNA ของแบคทีเรีย
ที่แยกไดจากจุดเก็บที่ 1, 2 และ 3 แตกตางกัน 11, 9 และ 8 แบบ ตามลําดับ ซึ่งดีเอ็นเอเหลานี้
ถูกเก็บไวเปนคลังสําหรับการศึกษายีนที่สนใจตอไป 

คณะผูวิจัยไดผลิตแอนติบอดีชนิดโมโนโคลนาลจากหนูเมาซสายพันธุบาลบซี (Mouse 
monoclonal antibodies; MAb) ที่จับจําเพาะกับแอนติเจนของโรติเฟอรชนิด R2 และแบคทีเรีย
กลุม N1, N2, S และ P คือ MAb จาก clones W66, W6, W11, W34 และ W5 ตามลําดับ ทั้งน้ี
โดยใชเทคนิคไฮบริโดมามาตรฐาน และใชแอนติบอดีชนิดโมโนโคลนาลเหลานี้ในกรรมวิธีทาง
วิทยาภูมิคุมกันเพ่ือตรวจหาและวัดปริมาณแอนติเจนของจุลชีพหลักในระบบบําบัดน้ําเสีย 
ผลการวิจัยสรุปไดวา W5 based-sandwich ELISA ที่ตรวจหาแอนติเจนของแบดทีเรียกลุมที่ยอย
สลายฟอสเฟต (P) โดยใชตัวอยางจากจุดเก็บที่ 1 และ 3 เปนวิธีที่จะบอกความเสถียรของระบบ
บําบัดน้ําเสียของโรงงานบําบัดน้ําเสียจากชุมชนไดดีที่สุด สวน W34 MAb based-sandwich 
ELISA ที่ตรวจหาแอนติเจนของแบดทีเรียกลุมที่ยอยสลายซัลเฟอร (S) สามารถใชประเมินความ
เสถียรของโรงงานบําบัดน้ําเสียจากอุตสาหกรรมกระดาษได ยิ่งไปกวานั้นการตรวจหาโรติเฟอร
ชนิด Rotaria rotatoria (R2) ดวยวิธีทางจุลทรรศนศาสตรซึ่งสะดวกไมยุงยากและใชกลอง
จุลทรรศนแบบสองสวางธรรมดา (light microscope) ก็สามารถใชประเมินความเสถียรของ
โรงงานบําบัดน้ําเสียจากชุมชนไดดีซึ่งเม่ือพบ Rotaria rotatoria จากตัวอยางน้ําเสียจากจุดเก็บ
ตัวอยางทั้งสามจุดก็แสดงวาระบบมีความเสถียร จากการวิจัยนี้ คณะผูวิจัยมีความเห็นวานาจะนํา 
W5 based-sandwich ELISA และ W34 MAb based-sandwich ELISA ไปพัฒนาเพื่อใชงานจริง
ในการประเมินประสิทธิภาพของระบบบําบัดน้ําเสียจากชุมชนและอุตสาหกรรมตอไป 
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โครงการ: การพัฒนาเทคโนโลยชีีวภาพในการตรวจวดัความเสถียรของระบบบําบัดนํ้า

เสียดวยระบบเติมอากาศ 
Development of Biotechnological Method for Assessing the Stability of 
Wastewater Management using Activated Sludge System 

 
ความสําคัญ ที่มาของปญหาที่ทําการวจิัย   

น้ําเสีย หมายถึงนํ้าที่มีสิ่งตางๆ เจือปนมากมายจนกระทั่งกลายเปนน้ําที่ไมเปนที่ตองการ
และนารังเกียจของคนทั่วไป ไมเหมาะสมสําหรับใชประโยชนอีกตอไป หรือถาปลอยลงสูลําน้ํา
ธรรมชาติก็จะทําใหคุณภาพน้ําในธรรมชาติเสียหายได (กรมควบคุมมลพิษ พ.ศ. ๒๕๕๓) 

น้ําเสียชุมชน หมายถึงนํ้าเสียที่เกิดจากกิจกรรมประจําวันของประชาชนที่อาศัยอยูใน
ชุมชนและกิจกรรมที่เปนอาชีพของครัวเรือน ไดแกน้ําเสียที่เกิดจากการประกอบอาหารและชําระ
ลางสิ่งสกปรกทั้งหลายภายในครัวเรือนและอาคารประเภทตางๆ เปนตน (กรมควบคุมมลพิษ 
พ.ศ. ๒๕๕๓) 

สวนประกอบและลักษณะของน้ําเสีย (กรมควบคุมมลพิษ พ.ศ. ๒๕๕๓) 
น้ําเสียชุมชนมีสวนประกอบและลักษณะดังนี้ 
1. สารอินทรีย ไดแก คารโบไฮเดรต โปรตีน ไขมัน เชน เศษขาว กวยเตี๋ยว น้ําแกง เศษ

ใบตอง เศษพืชผัก ชิ้นเนื้อ กระดูก เปนตน ซึ่งสามารถยอยสลายไดเองโดยจุลินทรียที่ใช
ออกซิเจน ทําใหระดับออกซิเจนละลายน้ํา (dissolved oxygen) ลดลง เกิดสภาพเนาเหม็นได 
ปริมาณของสารอินทรียในน้ําเสีย นิยมวัดเปนคา บีโอดี (BOD ซึ่งยอมาจาก biochemical 
oxygen demand) เม่ือคาบีโอดีในน้ําสูง แสดงวามีสารอินทรียปนอยูมากและสภาพเนาเหม็นจะ
เกิดขึ้นไดงาย 

2. สารอนินทรีย ไดแก แรธาตุตางๆ ที่อาจไมทําใหน้ําเกิดเนาเหม็น แตเปนอันตรายตอ
สุขภาพและชีวิต เชน คลอไรด ซัลเฟอร เปนตน 

3. โลหะหนักและสารพิษ อาจอยูในรูปของสารอินทรียหรือสารอนินทรีย และสามารถสะสม
อยูในวงจรอาหาร เกิดเปนอันตรายตอสิ่งมีชีวิต ตัวอยางเชน ปรอท โครเมียม ทองแดง ซึ่งปกติ
จะอยูในของเสียจากโรงงานอุตสาหกรรม และสารเคมีที่ใชกําจัดแมลง สัตวรบกวน และศัตรูพืช ที่
มักปนมากับนํ้าทิ้งจากการเกษตร สําหรับในชุมชนอาจมาจากอุตสาหกรรมในครัวเรือนบาง
ประเภท เชนรานชุบโลหะ อูซอมรถ เปนตน รวมทั้งน้ําเสียจากโรงพยาบาล 

4. น้ํามันและสารลอยน้ําตางๆ เปนอุปสรรคตอการสังเคราะหแสง กีดขวางการกระจายของ
ออกซิเจนจากอากาศลงสูน้ํา และทําใหเกิดสภาพไมนาดู 
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5. ของแข็ง เม่ือจมสูกนลําน้ําทําใหเกิดสภาพไรออกซิเจนที่ทองนํ้า ทําใหแหลงนํ้าตื้นเขิน 
น้ํามีความขุนสูง และทําใหเกิดสภาพไมนาดู 

6. สารกอใหเกิดฟองและสารซักฟอก ไดแก ผงซักฟอก สบู ฟองจะกีดกันการกระจายของ
ออกซิเจนในอากาศสูน้ํา และอาจเปนอันตรายตอสิ่งมีชีวิต 

7. จุลินทรีย น้ําเสียจากโรงพยาบาล หรือจากโรงงานบางประเภท เชน โรงฟอกหนัง โรงฆา
สัตว โรงงานอาหารกระปอง มักจะมีจุลินทรียจํานวนมาก จุลินทรียสวนใหญใชออกซิเจนในการ
ดํารงชีวิต จึงทําใหออกซิเจนลดลงเมื่อมีจุลินทรียจํานวนมาก ลดระดับออกซิเจนที่ละลายในน้ํา 
และทําใหเกิดสภาพเนาเหม็น จุลินทรียบางชนิดเปนเชื้อกอโรคในคนและ/หรือสัตวดวย 
โดยเฉพาะจุลินทรียในน้ําเสียจากโรงพยาบาล 

8. ธาตุอาหาร ไดแก ไนโตรเจนและฟอสฟอรัส เม่ือมีปริมาณสูง จะชวยใหสาหราย
เจริญเติบโตและเพิ่มปริมาณรวดเร็ว (algae bloom) ซึ่งเปนสาเหตุสําคัญของการทําใหออกซิเจน
ในนํ้าลดต่ําลงมากโดยเฉพาะในชวงกลางคืน นอกจากนี้ธาตุอาหารยังทําใหเกิดวัชพืชนํ้า เปน
ปญหาของการสัญจรไปมาทางน้ําอีกดวย 

9. กลิ่น มักเกิดจากกาซไฮโดรเจนซัลไฟดหรือกาซไขเนา ซึ่งเกิดจากการยอยสลายของ
สารอินทรียในสภาวะไรออกซิเจน หรือกลิ่นเหม็นอ่ืนๆ จากโรงงานอุตสาหกรรมตางๆ เชน
โรงงานปลาปน โรงฆาสัตว เปนตน 

พารามีเตอรตางๆ ที่ใชวัดปริมาณของเสียจากชุมชน (กรมควบคุมมลพิษ พ.ศ. ๒๕๕๓) 
ไดแสดงไวในตารางในหนาถัดไป สวนพารามีเตอรที่ใชในการตรวจวิเคราะหลักษณะของน้ําเสีย 
ไดแก 

1. pH เปนคาที่บอกถึงความเปนกรด-ดางของน้ําเสีย โดยทั่วไปสิ่งที่มีชีวิตในน้ําหรือจุลิน 
ทรียในถังบําบัดจะดํารงชีพไดดีในสภาวะเปนกลาง คือ pH ประมาณ 7-8 

2. Biocheminal oxygen demand (BOD) เปนคาที่บอกถึงปริมาณออกซิเจนที่จุลินทรียใช
ในการยอยสลายสารอินทรีย ถาคา BOD สูงแสดงวามีความตองการออกซิเจนสูง หมายถึงมี
ความสกปรกหรือสารอินทรียอยูในน้ํามาก 

3. Chemical oxygen delmand (COD) หมายถึงปริมาณสารตางๆ ที่มีอยูในน้ําเสีย ทั้งใน
ลักษณะที่ไมละลายน้ํา (insoluble solids) และละลายน้ํา (dissolved solids) ของแข็งบางชนิดมี
น้ําหนักเบาและแขวนลอยอยูในน้ํา (suspended solids) บางชนิดหนักและจมลงเบื้องลาง 
(settleable solids) ของแข็งที่ไมละลายน้ํา สรางปญหาในการอุดตันเครื่องเติมอากาศในระบบ
บําบัดน้ําเสียแบบเติมอากาศ (activated sludge system) และหากปลอยทิ้งในปริมาณมากจะทํา
ใหสกปรก ไมนาดู และลําน้ําธรรมชาติตื้นเขิน ตลอดจนบดบังแสงแดดที่จะสองลงสูทองน้ําดวย 

4. ไขมันและน้ํามัน (Fat, oil and grease) สวนใหญไดแกน้ํามันและไขมันจากพืชและสัตวที่
ใชในการทําอาหาร สบูจากการอาบน้ํา และฟองสารซักฟอกจากการชะลาง สารเหลานี้มีน้ําหนัก
เบาและลอยน้ํา ทําใหเกิดสภาพไมนาดูและขวางกั้นการซึมของออกซิเจนจากอากาศลงสูแหลงนํ้า 
นอกจากนี้ยังมีคา BOD สูงเพราะเปนสารอินทรีย 
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ความเขมขน (มิลลิกรัม ตอ ลิตร) 

พารามีเตอร 
นอย ปานกลาง มาก 

1. ของแข็งทั้งหมด (Total solids) 350 720 1,200 

- ของแข็งละลายน้ํา 250 500 580 

- ของแข็งแขวนลอย 100 220 350 

2. ปริมาณตะกอนหนัก (Settleable solids) 5 10 20 

3. คาบีโอดี (Biochemical oxygen demand; BOD) 110 220 400 

4. คาซีโอดี (Chemical oxygen demand; COD) 250 500 1,000 

5. ไนโตรเจนทั้งหมด (Total as N) 20 40 85 

- อินทรีย ไนโตรเจน (Organic N) 8 15 35 

- แอมโมเนีย (Free ammonia) 12 25 50 

- ไนไตรท (Nitrites) 0 0 0 

- ไนเตรท (Nitrate) 0 0 0 

6. ฟอสฟอรัสทั้งหมด (Total as P) 4 8 15 

- สารอินทรีย (Organic) 1 3 5 

- สารอนินทรีย (Inorganic) 3 5 10 

7. คลอไรด (Chlorides)(1) 30 50 100 

8. ซัลเฟท (Sulfate)(1) 20 30 50 

9. สภาวะดาง (Alkalinity as CaCO3) 50 100 200 

10. ไขมัน (Grease) 50 100 150 

11. โคลิฟอรมแบคทีเรียทั้งหมด (Total coliforms) 
MPN/100 ml 

 

106-107 107-108 108-109 

(1) เปนคาที่เพ่ิมจากคาที่ตรวจพบในน้ําใชปกติ 
ที่มา: Wastewater Engineering (Metcalf and Eddy, 1991) 
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กลไกการบําบัดน้ําเสีย 
การบําบัดน้ําเสียสามารถแบงตามกลไกในการกําจัดสิ่งเจือปนในน้ําเสียไดดังนี้ 
1. การบําบัดทางกายภาพ (Physical treatment) เปนวิธีการแยกเอาสิ่งเจือปน เชน ของแข็ง

ขนาดใหญ กระดาษ พลาสติก เศษอาหาร กรวด-ทราย ไขมันและน้ํามัน ออกจากน้ําเสียโดยใช
อุปกรณในการบําบัดทางกายภาพ คือตะแกรงดักขยะ ถังดักกรวด-ทราย ถังดักไขมันและนํ้ามัน 
และถังดักตะกอน ซึ่งเปนการลดปริมาณของแข็งในน้ําเปนหลัก 

2. การบําบัดทางเคมี (Chemical treatment) เปนวิธีการบําบัดน้ําเสียโดยใชกระบวนการทาง
เคมีเพ่ือทําปฏิกิริยากับสิ่งเจือปนในน้ําเสีย วิธีการนี้จะใชกับน้ําเสียที่มีสวนประกอบอยางใดอยาง
หน่ึงดังตอไปน้ี คือ มีคา pH สูงหรือต่ําเกินไป มีสารพิษ มีโลหะหนัก มีของแข็งแขวนลอยที่
ตกตะกอนยาก มีน้ํามันและไขมันที่ปะปนกับนํ้า มีไนโตรเจนหรือฟอสฟอรัสสูงเกินไป และมีเชื้อ
โรค ทั้งนี้ อุปกรณที่ใชบําบัดน้ําเสียดวยวิธีทางเคมี ไดแก ถังกวนเร็ว ถังกวนชา ถังตกตะกอน 
ถังกรอง และ ถังฆาเชื้อโรค 

3. การบําบัดทางชีวภาพ (Biological treatment) เปนวิธีการบําบัดน้ําเสียโดยใชกระบวนการ
ทางชีวภาพหรือใชจุลินทรียในการกําจัดสิ่งเจือปนในน้ําเสีย โดยเฉพาะสารคารบอนอินทรีย 
ไนโตรเจน และฟอสฟอรัส โดยสิ่งสกปรกเหลานี้จะถูกใชเปนแหลงอาหารและแหลงพลังงานของจุ
ลินทรียในถังเลี้ยงเชื้อเพ่ือการเจริญเติบโตและในขณะเดียวกันก็ทําใหน้ําเสียมีความสกปรกลดลง 
โดยจุลินทรียเหลานี้อาจเปนพวกที่ใชออกซิเจน (aerobic organisms) หรือไมใชออกซิเจน 
(anaerobic organisms) ก็ได ระบบบําบัดน้ําเสียที่อาศัยหลักการทางชีวภาพ ไดแก ระบบแอก
ติเวเต็ดสลัดจ (activate sludge; AS) ระบบแผนจานหมุนชีวภาพ (rotated biological contactor; 
RBC) ระบบคลองวนเวียน (oxidation ditch; OD) ระบบบอเติมอากาศ (aerated lagoon; AL) 
ระบบโปรยกรอง (tricking filter) ระบบบอผึ่ง (stabilization pond) ระบบยูเอเอสบี (upflow 
anaerobic sludge blanket) และระบบกรองไรอากาศ (anaerobic filter; AF) เปนตน 

โดยทั่วไปการบําบัดน้ําเสีย สามารถแบงตามขั้นตอนตางๆ ดังนี้ 
1. การบําบัดขั้นตน (Preliminary treatment) และการบําบัดเบื้องตน (primary treatment)  

เปนการบําบัดเพื่อแยกกรวด-ทราย และของแข็งขนาดใหญ ออกจากของเหลวหรือนํ้าเสีย 
โดยใชเครื่องจักร อุปกรณที่ใชประกอบดวย ตะแกรงหยาบ (coarse screen) ตะแกรงละเอียด 
(fine screen) ถังดักกรวด-ทราย (grit chamber) ถังตกตะกอนเบื้องตน (primary sedimentation 
tank) และเครื่องกําจัดไขฝา (skimming device) การกําจัดของเสียขั้นน้ีสามารถกําจัดของแข็ง
แขวนลอยไดรอยละ 50-70 และกําจัดสารอินทรียซึ่งวัดในรูปของคา BOD ไดรอยละ 25-40 

2. การบําบัดขั้นที่สอง (secondary treatment)  
เปนการบําบัดน้ําเสียที่ผานการบําบัดขั้นตน และการบําบัดเบื้องตนมาแลว แตยังคงมี

ของแข็งแขวนลอยขนาดเล็กและสารอินทรียที่ละลายและไมละลายในน้ําเสียคงเหลืออยู 
โดยทั่วไปการบําบัดขั้นที่สองนี้ หรือที่เรียกอีกอยางวา การบําบัดทางชีวภาพ (biological 
treatment) จะอาศัยหลักการเลี้ยงจุลินทรียในระบบภายใตสภาวะที่ควบคุมไดเพ่ือเพิ่ม
ประสิทธิภาพในการกินและใชสารอินทรียใหไดรวดเร็วกวาที่เกิดขึ้นตามธรรมชาติและมีการแยก
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ตะกอนจุลินทรียออกจากน้ําทิ้งโดยใชถังตกตะกอน (sedimentation tank) ทําใหน้ําทิ้งมีคุณภาพ
ดีขึ้น จากนั้นจึงผานน้ําเขาระบบฆาเชื้อโรค (disinfection) เพ่ือใหแนใจวาไมมีจุลินทรียที่สามารถ
กอโรคปนเปอน กอนจะระบายน้ําทิ้งลงสูแหลงน้ําธรรมชาติเปน surface water หรือนํากลับไปใช
ประโยชน (reuse) ตอไป การบําบัดน้ําเสียในขั้นน้ีสามารถกําจัดของแข็งแขวนลอยและ
สารอินทรียซึ่งวัดในรูปของคา BOD ไดรอยละประมาณ 80 

3. การบําบัดน้ําเสียในขั้นสูง (advanced treatment หรือ tertiary treatment)  
เปนกระบวนการกําจัดสารอาหาร (ไนโตรเจนและฟอสฟอรัส) สี สารแขวนลอยที่

ตกตะกอนยากและอื่นๆ ซึ่งยังไมไดถูกกําจัดในขั้นที่สอง ทั้งน้ีเพ่ือปรับปรุงคุณภาพน้ําใหดียิ่งขึ้น
และเหมาะสมเพียงพอที่จะนํากลับไปใชใหม (recycle) ได นอกจากนี้ยังชวยปองกันการเติบโต
มากผิดปกติของสาหรายที่เปนสาเหตุของการเกิดน้ําเนา แกไขปญหาความนารังเกียจของแหลง
น้ําอันเนื่องจาก สี และแกไขปญหาอ่ืนๆ ที่ระบบบําบัดขั้นที่สองไมสามารถกําจัดได กระบวนการ
บําบัดขั้นสูงไดแก 

- การกําจัดฟอสฟอรัส ซึ่งมีทั้งแบบใชกระบวนการทางเคมีและแบบใชกระบวนการทาง
ชีวภาพ 

- การกําจัดไนโตรเจน ซึ่งมีทั้งแบบใชกระบวนการทางเคมีและแบบใชกระบวนการทาง
ชีวภาพ โดยวิธีการทางชีวภาพมีสองขั้นตอน คือ ขั้นตอนการเปลี่ยนแอมโมเนียไนโตรเจน
ใหเปนไนเตรทที่เกิดขึ้นในสภาวะใชออกซิเจน หรือที่เรียกวา กระบวนการไนทริฟเคชัน 
(nitrification) และขั้นตอนการเปลี่ยนไนเตรทใหเปนกาซไนโตรเจนซึ่งเกิดขึ้นในสภาวะไร
ออกซิเจน หรือที่เรียกวา กระบวนการดีไนตริฟเคชัน (denitrification) 

- การกําจัดฟอสฟอรัสและไนโตรเจนรวมกัน ใชกระบวนการทางชีวภาพซึ่งเปนการใชทั้ง
กระบวนการแบบใชอากาศและกระบวนการแบบไมใชอากาศ รวมกับกระบวนการจับใช
ฟอสฟอรัสอยางฟุมเฟอย (phosphorus luxury update) ซึ่งตองการใชกระบวนการแบบใช
อากาศตอดวยกระบวนการแบบไมใชอากาศดวยเชนกัน  

- การกรอง (filtration) เปนกระบวนการกําจัดสารที่ไมตองการดวยวิธีทางกายภาพ อันไดแก
สารแขวนลอยที่ตกตะกอนไดยาก เปนตน 

- การดูดติดผิว (adsorption) เปนกระบวนการกําจัดสารอินทรียที่มีในนํ้าเสียดวย
กระบวนการดูดติดบนพื้นผิวของของแข็ง รวมทั้งการกําจัดกลิ่น หรือกาซ ที่เกิดขึ้นดวย
วิธีการเดียวกัน  

 
ระบบบําบัดนํ้าเสียแบบแอกทิเวเต็ดสลัดจ  (Activated Sludge; AS)   

ระบบบําบัดน้ําเสียแบบแอกทิเวเต็ดสลัดจ เปนวิธีบําบัดน้ําเสียดวยวิธีการทางชีววิทยาโดย
ใชแบคทีเรียพวกที่ใชออกซิเจน (aerobic bacteria) เปนตัวหลักในการยอยสลายสารอินทรียใน
น้ําเสีย ระบบแอกทิเวเต็ดสลัดจเปนระบบบําบัดน้ําเสียที่นิยมใชกันอยางแพรหลาย สามารถ
บําบัดไดทั้งนํ้าเสียชุมชนและน้ําเสียจากโรงงานอุตสาหกรรม แตการเดินระบบประเภทนี้จะมี
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ความยุงยากซับซอนเน่ืองจากจําเปนตองมีการควบคุมสภาวะแวดลอมและลักษณะทาง
กายภาพตางๆ ใหเหมาะสมแกการทํางานและการเพิ่มจํานวนของจุลินทรีย เพื่อใหระบบ
มีประสิทธิภาพในการบําบัดสูงสุด 

ในปจจุบันระบบแอกทิเวเต็ดสลัดจมีการพัฒนาใชงานหลายรูปแบบ เชน ระบบแบบกวน
สมบูรณ (completely mixed) กระบวนการปรับเสถียรสัมผัส (contact stabilization process)  
ระบบคลองวนเวียน (oxidation ditch) หรือระบบบําบัดน้ําเสียแบบเอสบีอาร (sequencing batch 
reactor) เปนตน  
หลักการทํางานของระบบแอกทิเวเต็ดสลัดจ 

ระบบบําบัดน้ําเสียแบบแอกทิเวเต็ดสลัดจโดยทั่วไปจะประกอบดวยสวนสําคัญสองสวน 
คือ ถังเติมอากาศ (aeration tank) และถังตกตะกอน (sedimentation tank) โดยน้ําเสียจะถูกสง
เขาถังเติมอากาศ ซึ่งมีสลัดจอยูเปนจํานวนหนึ่งตามที่ออกแบบไว (สวนใหญถูกสูบกลับมาจากถัง
ตกตะกอน จึงมักเรียกวา returned activated sludge; RAS) สภาวะภายในถังเติมอากาศจะมี
สภาพที่เอ้ืออํานวยตอการเจริญเติบโตของจุลินทรียแบบแอโรบิค จุลินทรียเหลานี้ซึ่งมีทั้งสัตวตัว
เล็กเชนโรติเฟอร (Roifers) โปรโตซัว และแบคทีเรีย จะทําการยอยสลายสารอินทรียในน้ําเสียให
อยูในรูปของคารบอนไดออกไซดและนํ้าในที่สุด น้ําเสียที่ผานการบําบัดแลวจะไหลตอไปยังถัง
ตกตะกอนเพื่อแยกสลัดจ (ตะกอนที่เกิดจากจุลชีพจํานวนมากเกาะกัน) ออกจากน้ําใส สลัดจที่
แยกตัวอยูในกนถังตกตะกอนสวนหนึ่งจะถูกสูบกลับเขาไปในถังเติมอากาศใหม (returned 
activated sludge; RAS) เพ่ือรักษาความเขมขนของสลัดจในถังเติมอากาศใหไดตามที่กําหนด 
และอีกสวนหนึ่งจะเปนสลัดจสวนเกิน (excess sludge) ที่ตองนําไปกําจัดตอไป สําหรับนํ้าใส
สวนบนจะเปนนํ้าทิ้งที่สามารถระบายออกสูสิ่งแวดลอมได  
รูปแบบตางๆ ของระบบแอกทิเวเต็ดสลัดจ  

1. ระบบแอกทิเวเต็ดสลัดจแบบกวนสมบูรณ (completely mixed activated sludge; 
CMAS) ลักษณะสําคัญของระบบแอกทิเวเต็ดสลัดจแบบน้ี คือ จะตองมีถังเติมอากาศที่สามารถ
กวนใหน้ําเสียและสลัดจที่อยูในถังผสมเปนเนื้อเดียวกันตลอดทั่วทั้งถัง ระบบแบบนี้สามารถ
รับภาระการบรรทุกสารอินทรียที่เพ่ิมขึ้นอยางรวดเร็ว (shock load) ไดดี เนื่องจากน้ําเสีย
กระจายไปทั่วถึง และสภาพแวดลอมตางๆ ในถังเติมอากาศก็มีคาสม่ําเสมอทําใหจุลทรียชนิด
ตางๆ ที่มีอยู มีลักษณะเดียวกันตลอดทั้งถัง (uniform population) 

2. ระบบแอกทิเวเต็ดสลัดจแบบปรับเสถียรสัมผัส (contact stabilization activated 
sludge; CSAS) ลักษณะสําคัญของระบบแอกทิเวเต็ดสลัดจแบบนี้ คือ จะแบงถังเติมอากาศ
ออกเปนสองถังโดยอิสระจากกัน ไดแก ถังสัมผัส (contact tank) และถังยอยสลาย (stabilization 
tank) โดยตะกอนที่สูบมาจากกนถังตกตะกอนขั้นสองจะถูกสงมาเติมอากาศใหมในถังยอยสลาย
จากนั้นตะกอนจะถูกสงมาสัมผัสกับน้ําเสียในถังสัมผัส (contact tank) เพ่ือยอยสลายสารอินทรีย
ในน้ําเสียในถังสัมผัสนี้ ความเขมขนของสลัดจจะลดลงตามปริมาณนํ้าเสียที่ผสมเขามาใหม น้ํา
เสียที่ถูกบําบัดแลวจะไหลไปยังถังตกตะกอนขั้นที่สองเพื่อแยกตะกอนกับสวนน้ําใส โดยน้ําใส
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สวนบนจะถูกระบายออกจากระบบ และตะกอนที่กนถังสวนหนึ่งจะถูกสูบกลับไปเขาถังยอยสลาย  
และอีกสวนหนึ่งจะนําไปทิ้ง ทําใหบอเติมอากาศมีขนาดเล็กกวาบอเติมอากาศของระบบแอกติเว
เต็ดสลัดจทั่วไป 

3. ระบบคลองวนเวียน (oxidation ditch; OD) ลักษณะสําคัญของระบบแอกทิเวเต็ดสลัดจ
แบบน้ี คือ รูปแบบของถังเติมอากาศจะมีลักษณะเปนวงรีหรือวงกลม ทําใหน้ําไหลวนเวียนตาม
แนวยาว (plug flow) ของถังเติมอากาศ และรูปแบบการกวนที่ใชเครื่องกลเติมอากาศตีน้ําใน
แนวนอน (horizontal surface aerator) รูปแบบของถังเติมอากาศลักษณะนี้จะทําใหเกิดสภาวะที่
เรียกวา แอน็อกซิก (anoxic zone) ซึ่งเปนสภาวะที่ไมมีออกซิเจนละลายในน้ําทําใหไนเตรท
ไนโตรเจน (NO2-

3) ถูกเปลี่ยนเปนกาซไนโตรเจน (N2) โดยแบคทีเรียจําพวกไนตริฟายอิง
แบคทีเรีย (Nitrosomonas spp. และ Nitrobactor spp.) ทําใหระบบสามารถบําบัดไนโตรเจนได 

4. ระบบบําบัดน้ําเสียแบบเอสบีอาร (sequencing batch reactor) ลักษณะสําคัญของ
ระบบแอกติเวเต็ดสลัดจแบบน้ี คือ เปนระบบแอกทิเวเต็ดสลัดจ ประเภทเติมเขา-ถายออก (fill 
and draw activated sludge) โดยมีขั้นตอนในการบําบัดน้ําเสียแตกตางจากระบบตะกอนเรง
แบบอ่ืนๆ คือ การเติมอากาศ (aeration) และการตกตะกอน (sedimentation) จะดําเนินการ
เปนไปตามลําดับภายในถังปฏิกิริยาเดียวกัน โดยการเดินระบบบําบัดน้ําเสียแบบเอสบีอารหน่ึง 
รอบการทํางาน (1 cycle) จะมี 5 ชวงตามลําดับ ดังน้ี  1) ชวงเติมนํ้าเสีย (fill) เพ่ือนําน้ําเสียเขา
ระบบ  2) ชวงทําปฏิกิริยา (react) เปนการลดสารอินทรียในน้ําเสีย (ลด BOD)  3) ชวง
ตกตะกอน (settle) ทําใหตะกอนจุลินทรียตกลงกนถังปฏิกิริยา  4) ชวงระบายน้ําทิ้ง (draw) 
ระบายน้ําที่ผานการบําบัด และ  5) ชวงพักระบบ (idle) เพ่ือซอมแซมหรือรอรับน้ําเสียใหม  โดย
การเดินระบบสามารถเปลี่ยนแปลงระยะเวลาในแตละชวงไดงาย  ขึ้นอยูกับวัตถุประสงคในการ
บําบัด ซึ่งแสดงใหเห็นถึงความยืดหยุนของระบบบําบัดน้ําเสียแบบเอสบีอาร 
ตัวอยางระบบแอกทิเวเต็ดสลัดจที่ใชในประเทศไทย 

แหลงชุมชนระดับเทศบาลหลายแหงใชระบบบําบัดน้ําเสียแบบแอกทิเวเต็ดสลัดจ  อาทิเชน 
- ระบบแอกทิเวเต็ดสลัดจแบบปรับเสถียรสัมผัส ไดแก โครงการระบบบําบัดน้ําเสียสี่พระ

ยาของกรุงเทพมหานคร ขนาดของระบบสามารถรองรับน้ําเสียได 30,000 ลูกบาศกเมตรตอวัน 
- ระบบคลองวนเวียน ไดแก เทศบาลตําบลแสนสุข จังหวัดชลบุรี มี 2 แบบ ไดแก ระบบ

บําบัดน้ําเสียแสนสุขเหนือ ขนาดของระบบสามารถรองรับน้ําเสียได 14,000 ลูกบาศกเมตรตอวัน 
ใชพ้ืนที่ในการกอสราง 12 ไร และระบบบําบัดน้ําเสียแสนสุขใต ขนาดของระบบสามารถรองรับ
น้ําเสียได 9,000 ลูกบาศกเมตรตอวัน ใชพ้ืนที่ในการกอสราง 12 ไร 

- ระบบบําบัดน้ําเสียแบบเอสบีอาร ไดแก โครงการระบบบําบัดน้ําเสียยานนาวา ของ
กรุงเทพมหานคร หรือเรียกวา cyclic activated sludge system ขนาดของระบบสามารถรองรับ
น้ําเสียได 200,000 ลูกบาศกเมตรตอวัน 
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ปญหาตะกอนไมจมตัว (bulking sludge) และการเกิดตะกอนลอย (rising sludge) ของระบบ
แอกทิเวเต็ดสลัดจ 

ตะกอนไมจมตัว (bulking sludge) เกิดจากสภาวะที่มีจุลินทรียจําพวกเสนใย (filamentous 
organisms) มากเกินไป โดยจุลินทรียจําพวกเสนใยเหลานี้เปนสาเหตุทําใหตะกอนจุลินทรียในถัง
เติมอากาศไมจับตัวกันเปนฟล็อค (Floc) เม่ือไหลไปยังถังตกตะกอนจะพบวาตะกอนจุลินทรีย
เหลานี้จะลอยขึ้นมาคลายลูกคลื่นเปนชั้นตลอดทั่วทั้งถังตกตะกอน   

การปองกันการเกิดจุลินทรียจําพวกเสนใยในระบบนั้นตองควบคุมใหระบบมีสภาวะการ
ทํางานที่เหมาะสม ไดแก การควบคุมคาออกซิเจนละลายน้ําในถังเติมอากาศไมใหนอยกวา 2 
มิลลิกรัมตอลิตร การเติมสารอาหาร  ไดแก ไนโตรเจนและฟอสฟอรัส ในปริมาณที่พอเหมาะ การ
ควบคุม pH ไมใหต่ํากวา 6.5 เปนตน 

ตะกอนลอย (rising sludge) เกิดจากสภาวะดีไนตริฟเคชัน (denitrification) ซึ่งเปนการ
เปลี่ยนไนไตรทและไนเตรทเปนกาซไนโตรเจน โดยกาซไนโตรเจนจะสะสมตัวอยูใตชั้นของ
ตะกอนจุลินทรียในถังตกตะกอนจนมากพอที่จะดันใหตะกอนจุลินทรียเหลานั้นลอยขึ้นมาเปน
กอนใหญๆ เม่ือลอยขึ้นมาจนถึงผิวนํ้าแลวจะแตกกระจายออกเปนแผนมองเห็นฟองกาซเล็กๆ 
ลอยขึ้นมากับตะกอน 

การแกปญหาตะกอนลอย  ไดแก การเพิ่มอัตราการสูบตะกอนกลับจากถังตกตะกอนเพื่อ
ลดระยะเวลาเก็บกักตะกอนในถังตกตะกอนหรือลดอายุสลัดจ (reduction of sludge age) โดย
การเพิ่มอัตราการระบายตะกอนสวนเกิน (excess sludge) ทิ้ง  

การบําบัดน้ําเสียถือเปนสิ่งจําเปนที่ทั้งภาครัฐและภาคอุตสาหกรรมตองใหความสําคัญดวย
เหตุผลที่อาจจะแตกตางกันอยูบาง สําหรับภาครัฐการบําบัดน้ําเสียก็เพ่ือการรักษาสภาวะของ
สิ่งแวดลอมและเพ่ือสุขอนามัยที่ดีและความผาสุขของประชาชนเปนสําคัญ ทั้งนี้เพราะนํ้าเสียมี
สารพิษตางๆ และเชื้อโรคปนเปอนอยูมาก ดังที่ไดยกตัวอยางไวแลว แตสําหรับภาคอุตสาหกรรม
มักทําการบําบัดน้ําเสียเพ่ือเปนการปฏิบัติตามกฎหมายและ/หรือการสรางภาพลักษณที่ดีของ
ภาคอุตสาหกรรมนั้นๆ ซึ่งเทาที่ผานมา การควบคุมการทํางานของระบบบําบัดน้ําเสีย (ซึ่งมีทั้ง
ระบบเติมอากาศและระบบที่ไมใชออกซิเจน) ใชวิธีตรวจสอบคุณภาพของน้ําที่จะทิ้งหลังการ
บําบัดและตรวจการทํางานของเครื่องจักรในระบบเทานั้น แตการตรวจสอบจํานวนประชากรของ
จุลชีพซ่ึงเปนตัวทําหนาที่หลักในกระบวนการบําบัดของเสีย (ใชของเสียในน้ําเสียเพื่อการ
เจริญเติบโตของจุลชีพ) และเปนองคประกอบที่สําคัญที่สุดในระบบบําบัดน้ําเสียน้ันถูกมองขาม
ไป บางแหงอาจจะมีการตรวจวัดจุลชีพในกระบวนการทํางานอยูบาง แตก็เปนการตรวจคราวๆ 
คือมีเพียงการวัดมวลของของแข็งรวม (total solid mass) ที่เปนตะกอนของจุลชีพเม่ือจะปลอย
น้ําทิ้งออกไป หรือมีการตรวจวัดทางกายภาพของระบบ ซึ่งเปนการตรวจทางออมเทานั้น แต
ไมไดตรวจหาและวัดปริมาณของจุลชีพที่ทําหนาที่กําจัดของเสียในนํ้าเสียซึ่งเปนกระบวนการ
ทํางานที่เกิดขึ้นจริงในระบบ โดยตรง การตรวจวัดการทํางานของระบบบําบัดน้ําเสียที่ผลลัพธ
สุดทายของระบบเทาที่เปนอยู คือวัดที่คุณภาพน้ําทิ้งดังกลาวขางตนนั้น มักสายเกินไปกวาที่จะ
ทราบวามีปญหาเกิดขึ้นแลวในระบบ บอยครั้งที่สงผลใหปญหาที่เกิดขึ้นไดรับการแกไขลาชาหรือ
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บางครั้งไมสามารถแกไขได เพราะไดปลอยนํ้าที่บําบัดไมสมบูรณออกเปน surface water สู
ชุมชนและสิ่งแวดลอมไปแลว อันเปนผลเสียเปนอันมากในหลายๆ ดาน รวมทั้งเกิดเปนกรณี
พิพาทระหวางภาคอุตสาหกรรมและชุมชนและสงผลถึงภาครัฐ อยูเนืองๆ  

คณะผูวิจัยจึงไดเสนอเปลี่ยนมุมมองและวิธีการควบคุมดูแลระบบบําบัดน้ําเสียเสียใหมดวย
การใชเทคโนโลยีชีวภาพ โดยมุงเนนที่การดูแลและตรวจวัดปริมาณของจุลชีพในระบบขณะระบบ
กําลังทํางานอยางมีประสิทธิภาพคือขณะที่ระบบมีความเสถียร แทนการตรวจคุณภาพน้ําทิ้งที่
ปลายเหตุแบบเดิม เน่ืองจากเชื่อวาหากสามารถตรวจสอบและดูแลกระบวนการทํางานที่แทจริง
ของระบบใหคงที่ (คือมีปริมาณของจุลชีพหลักที่ทําหนาที่กําจัดของเสียอยูในเกณฑปกติในระบบ) 
ไดแลว ผลลัพธที่ได (การกําจัดของเสียในนํ้าเสีย) ยอมเปนไปตามสภาวะของกระบวนการที่
เกิดขึ้น อันเปนสภาวะที่พึงประสงค ดังน้ันงานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงคเพื่อศึกษาชนิดและ
ปริมาณของจุลชีพประเภทตางๆ ที่มีอยูภายในระบบบําบัดนํ้าเสียที่อยูในสภาวะเสถียรใน
ลําดับแรกและพัฒนาเทคนิคและวิธีการทางวิทยาภูมิคุมกันสําหรับตรวจวัดปริมาณของ
จุลชีพเหลาน้ันในระบบที่มีความเสถียรเปนลําดับถัดไป ทั้งน้ีเพ่ือใหทราบถึงสถานะของ
ระบบที่เปนปจจุบัน ซึ่งจะทําใหสามารถปองกันกอนที่ปญหาจะเกิดขึ้น หรือแกปญหาไดรวดเร็ว 
หากพบจํานวนที่ผิดปกติในกลุมประชากรของจุลชีพที่สําคัญหรือปริมาณที่ผิดปกติของแอนติเจน
ของจุลชีพที่สําคัญของระบบ รวมทั้งทําใหม่ันใจไดวาคุณภาพน้ําทิ้งจะไดมาตรฐานตลอดเวลาที่
ตรวจพบวาประเภทและปริมาณของประชากรจุลชีพที่สําคัญในระบบมีอยูอยางเหมาะสม  

คณะผูวิจัยไดทําการศึกษาชนิดของจุลชีพสําคัญที่มีอยูในระบบบําบัดน้ําเสียแบบใชอากาศ
ระบบแอกทิเวเต็ดสลัดจ (Activated Sludge System) ในโรงงานกําจัดน้ําเสียจากชุมชน คือ
โรงงานบําบัดน้ําเสียหนองแขม และโรงงานกําจัดน้ําเสียจากอุตสาหกรรมคือโรงงานกระดาษ ที่
จังหวัดนครสวรรค ในขณะที่ระบบมีความเสถียรในชวงเวลาตางๆ ในรอบหนึ่งป ดวยวิธีทางจุล
ทรรศนศาสตรและจุลชีววิทยา และหาความสัมพันธของอัตราสวนของจุลชีพชนิดตางๆ ในระบบ
กับคุณภาพของน้ําที่ออกจากระบบ จากนั้นไดพัฒนาวิธีการตรวจประสิทธิภาพของระบบบําบัด
น้ําเสียโดยการตรวจวัดปริมาณแอนติเจนของจุลชีพหลักที่มีอยูในระบบขณะที่ระบบมีความ
เสถียรโดยใชเทคโนโลยีชีวภาพ ไดแกวิธีการทางวิทยาภูมิคุมกันในรูปแบบของ antigen-based-
assay ที่ใช monoclonal antibody ที่จับจําเพาะกับแอนติเจนของจุลชีพหลักเปนตัวตรวจจับ
แอนติเจน ซึ่งเม่ือพบวาปริมาณแอนติเจนของจุลชีพหลัก ณ จุดตางๆ ในระบบในชวงเวลาตางๆ 
ในรอบป ยังมีอยูในปริมาณที่เปนปกติ ก็ยอมแสดงวาระบบบําบัดน้ําเสียยังทํางานไดตามปกติ 
คณะผูวิจัยไดออกแบบใหชุดตรวจดังกลาวสามารถทําการตรวจหาแอนติเจนไดงาย สะดวก 
รวดเร็วและประหยัดกวาวิธีทางกายภาพที่ใชอยูในปจจุบัน คือใชหลักการของ enzyme linked 
immunosorbent assay (ELISA) ผลการวิจัยที่ไดรับคือมี monoclonal antibodies ที่จับจําเพาะ
กับแอนติเจนของจุลชีพสําคัญของระบบบําบัดน้ําเสียแบบเติมอากาศ มีวิธีการตรวจหาและวัด
ปริมาณของแอนติเจนของจุลชีพหลักในระบบบําบัดน้ําเสียที่นาจะสามารถนําไปประยุกตใชเพ่ือ
ตอบสนองความตองการของภาคอุตสาหกรรมในสวนของการบําบัดน้ําเสียได โดยใชเทคนิคที่
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ทางคณะผูวิจัยไดพัฒนาขึ้นในการตรวจวัดปริมาณของประชากรจุลชีพที่บําบัดน้ําเสียโดยตรง  
ซึ่งในขณะนี้ยังไมมีผูใชวิธีนี้ คณะผูวิจัยเชื่อวาการที่ไดคิดและเริ่มตนกอนจนมีเทคโนโลยีและ
เครื่องมือที่เหมาะสมกวาและกอนผูอ่ืนถือเปนขอไดเปรียบในสภาวะการแขงขันที่ยิ่งจะทวีความ
รุนแรงมากขึ้นเรื่อยๆ ของโลกปจจุบันและอนาคต  
 
วัตถุประสงคของโครงการวิจัย 

1. วัตถุประสงคหลัก (Principal objective) 
เพ่ือพัฒนาวิธีการทางวิทยาภูมิคุมกันในการตรวจวัดปริมาณแอนติเจนของประชากร

จุลชีพ สําหรับประเมินความเสถียรของระบบการบําบัดน้ําเสียแบบใชอากาศ (Activated Sludge 
System) ใหสามารถใชงานจริงไดในภาคอุตสาหกรรม 

2. วัตถุประสงคเฉพาะ (Specific objectives) 
2.1 ศึกษากลุมประชากรจุลชีพและบทบาทที่สําคัญของกลุมจุลชีพตางๆ ที่มี

ความสําคัญในการกําจัดมลภาวะในถังบําบัดน้ําเสียแบบใชอากาศ 
2.2 พัฒนาวิธีการตรวจวัดปริมาณประชากรจุลชีพที่มีบทบาทสําคัญในการบําบัดน้ํา

เสียแบบใชอากาศ โดยเทคนิคทางวิทยาภูมิคุมกัน 
2.3 ศึกษาความสมัพันธของการเปลี่ยนแปลงของสถานะของถังบําบัดน้ําเสียแบบใช

อากาศและประสิทธิภาพในการบําบัด กับผลการวัดปรมิาณของประชากรจุลชีพทีว่ัดไดจาก
เทคนิคการวัดปริมาณแอนติเจนที่พัฒนาขึ้น 
 
ระเบียบวิธีวจิัย 

ก. รูปแบบของการวิจัย ใชรูปแบบการศึกษาแบบ Cross-sectional Controlled Trial Design 

ข. ข้ันตอนการศึกษา 

สวนที่หนึ่ง การศึกษาความหลากหลายของเชื้อโปรโตซัวและ/หรือโรติเฟอรที่พบในบอ
บําบัดน้ําเสียดวยวธิีมาตรฐาน (Conventional method) 

1. การเก็บตัวอยางน้ําเสียจากแหลงกําเนิด โดยใชตัวอยางจากโรงควบคุมคุณภาพน้ํา
หนองแขมซึ่งบําบัดน้ําเสียจากชุมชน และโรงควบคุมคุณภาพน้ําของโรงงานเยื่อกระดาษที่
จังหวัดนครสวรรค ซึ่งบําบัดน้ําเสียจากโรงงานอุตสาหกรรม และทั้งสองแหงเปนระบบบําบัดน้ํา
เสียแบบ Activated Sludge เปนตนแบบในการศึกษา  

2. ศึกษาและจําแนกประเภทของโปรโตซัวและ/หรือโรติเฟอรในระบบนิเวศนของการ
บําบัดน้ําเสียจากแหลงกําเนิด โดยการตรวจวิเคราะหรูปรางลักษณะและโครงสราง (Taxonomy) 
ของจุลชีพดังกลาว เพ่ือหาจุลชีพกลุมหลักของระบบที่พบในน้ําเสียทั้งสองแหลงที่เปนตนแบบใน
การศึกษา รวมทั้งกลุมที่แตกตางกันตามลักษณะสมบัติทางกายภาพและเคมีของน้ําเสีย  
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3. ตรวจประเมินชนิด ปริมาณ หรือจํานวนของโปรโตซัวและ/หรือโรติเฟอรกลุมหลักใน
ระบบบําบัดน้ําเสียที่มีความเสถียร ในชวงเวลาตางๆ ในรอบปที่มีน้ําเสียเขาสูระบบในปริมาณที่
แตกตางกัน และหาความสัมพันธของปริมาณ หรือจํานวนของโปรโตซัวและ/หรือโรติเฟอรกลุม
หลักกับคาพารามิเตอรตางๆ ที่ใชเปนตัวบงชี้ความเสถียรของระบบบําบัดน้ําเสีย 

สวนที่สอง: การศึกษาความหลากหลายของเชื้อแบคทีเรียที่พบในโรงบําบัดน้ําเสียแบบใช
อากาศดวยวิธีมาตรฐาน (Conventional method) และวิธีทางอณูชีววิทยา (Molecular biology 
method) ดวยเทคนิค Metagenomics 

2.1 ศึกษาดวยวธิมีาตรฐาน (Conventional method) 
เก็บตัวอยางน้ําเสียจากถัง Activated Sludge จากตะกอนที่ตกกนถัง (ซึ่งจะ 

represent Returned Activated Sludge; RAS) (ในการปฏิบัติจริงผูวิจัยไดเก็บตัวอยางเพิ่มอีก
สองจุดเก็บ) โดยตัวอยางจะถูกบรรจุในกลองควบคุมความเย็น และนําสงไปยังหองปฏิบัติการ
เพ่ือทําการเพาะเชื้อโดยมีขั้นตอนโดยยอดังนี้ 

2.1.1 การปนแยก (Differential Centrifugation) เพ่ือแยกสิ่งมีชีวิตกลุมที่มีขนาด
ใหญ เชน โรติเฟอร และ ciliates อ่ืนๆ ออกจากแบคทีเรีย โดยใชความเร็วรอบต่ํา ประมาณ 
2,000× g ซึ่งสิ่งมีชีวิตดังกลาวและวัตถุขนาดใหญจะตกตะกอน สวนแบคทีเรียจะอยูใน 
supernatant จากนั้นปน supernatant ซ้ําดวยความเร็วสูงประมาณ 12,000× g แบคทีเรีย
ทั้งหมดจะตกตะกอน แลวนําตะกอนไป resuspend ในปริมาตรนอยๆ 

2.1.2 นําตะกอนจากการปนครั้งแรกไปตรวจจําแนกชนิดและจํานวนของสิ่งมีชีวิต
กลุมที่มีขนาดใหญ เชน โรติเฟอร และ ciliates สวน resuspended pellet จากการปนครั้งที่สอง
นําไปทําการเจือจางตามวิธี standard dilution method แลวทําตอตามขอ 2.1.3 

2.1.3 ทําการเพาะเลี้ยงบนอาหารเพาะเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสม หลังจากนั้นทําการบม
ที่อุณหภูมิและเวลาที่เหมาะสม    

2.1.4 คัดเลือกโคโลนีของเช้ือแบคทีเรียเพ่ือนําไปทดสอบเอกลักษณทางชีวเคมี 
เพ่ือบอกชนิดของเชื้อ และศึกษาความหลากหลายของเชื้อ  

2.1.5 คัดเลือกเชื้อกลุมที่จะใชสําหรับพัฒนาวิธีตรวจหาปริมาณดวยวิธีทางวิทยา
ภูมิคุมกันตอไป 

2.2 ศึกษาดวยทางอณูชีววิทยาดวยเทคนคิ Metagenomics 
2.2.1 สกัดดีเอ็นเอจากตัวอยางน้ําเสีย 
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ดําเนินการสกัดดีเอ็นเอของแบคทีเรียจากตัวอยางโดยใชชุดสกัดดีเอ็นเอ
สําเร็จรูป แลวตรวจสอบคุณภาพของดีเอ็นเอที่สกัดไดดวย Gel electrophoresis โดยใช 1% 
agarose gel ในสารละลายบัฟเฟอร 1× TBE ยอมแผนเจลดังกลาวดวยสาร Ethidium bromide 
แลวสังเกตแถบดีเอ็นเอโดย UV illuminator จากนั้นทําการวัดปริมาณดีเอ็นเอที่สกัดไดดวย 
spectrophotometry  

2.2.2 เพ่ิมจํานวนชิ้นสวนยีน 16S rRNA ดวยเทคนิค Polymerase chain 
reaction (PCR) 
นําดีเอ็นเอที่สกัดไดมาเพ่ิมจํานวนชิ้นสวนยีน 16S rRNA ดวยเทคนิค PCR 

โดยใช primers ที่จําเพาะตอยีนนี้ ตรวจสอบ PCR product ที่เตรียมไดดวยเทคนิค Gel 
electrophoresis 

2.2.3 สราง Ribosomal gene library 
นํา PCR product ที่เตรียมไดจากขางตนมาทําใหบริสุทธิ์โดยใชชุดน้ํายา

สําเร็จรูป แลวทําการโคลนชิ้นสวนยีนดังกลาวเขา cloning vector แลว transform เขาสูเซลลเจา
บาน แลวทําการคัดเลือกโคลนที่มีชิ้นสวนของยีนที่เปนรหัสของ 16S rRNA เพ่ือนําไปสกัด 
พลาสมิด  

นํา Plasmid ที่ไดไปศึกษาความหลากหลายของเชื้อแบคทีเรียดวยเทคนิค 
ทางอณูชีววิทยา แลวจัดหมวดหมูของเชื้อแบคทีเรียที่พบเพ่ือศึกษาลําดับเบสตอไป 

สวนที่สาม การพัฒนาเทคนิคที่ใชในการตรวจวัดปรมิาณแอนติเจนของจุลชีพในบอ
บําบัดน้ําเสีย 

ทําการผลิตแอนติบอดีที่จําเพาะตอเชื้อจุลชีพที่สําคัญที่พบในบอบําบัดน้ําเสีย 
3.1 การผลิตโพลีโคลนาลแอนตบิอดี (Polyclonal antibodies; PAb) 

3.1.1 เตรียมเชื้อจุลชีพจากแตละกลุมที่ถูกจัดหมวดหมูในการทดลองขางตน  
3.1.2 นํามา immunize ในสัตวทดลอง (กระตาย หรือ หนู) 
3.1.3 ทําการเก็บซีรมัของสัตวทดลองที่ถูก immunize ในขางตนมาตรวจสอบหา   

antibody titer ตอเชื้อจุลชีพดังกลาว 
3.1.4 ทําการ purify immunoglobulin (polyclonal antibodies; PAb) จากซีรัม

ของสัตวทดลองที่มีคา antibody titer ที่เหมาะสม 

3.1.5 เก็บแอนติบอดี (PAb) ที่เตรียมไดไวที่อุณหภูมิ -20°C จนกวาจะนํามาใช 
3.2 การผลิตโมโนโคลนาลแอนติบอดี 

3.2.1 เตรียมเชื้อจุลชีพจากแตละกลุมที่ถูกจัดหมวดหมูในการทดลองของสวนที่
หนึ่งและสวนที่สอง ขางตน  

3.2.2 นําไป Immunize สัตวทดลอง (BALB/c mice) 
3.2.3 ทําการผลิต hybrid cells (hybridomas) โดยเทคนิค Hybridoma 
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นําเซลลมามของหนูที่ถูก Immunized ขางตนไป fuse กับ myeloma cells โดยใช
สารเคมีเปน fusogen หลังจากนั้นทําการเลี้ยง hybrid cells ใน selective medium ใน CO2 

incubator ที่อุณหภูมิ 37°C  
3.2.4 ทําการคัดเลือก specific hybridomas ซึ่งสรางแอนติบอดีตอเชื้อจุลชีพ

เปาหมาย ซึ่งพบในบอบําบัดน้ําเสียดวย immunological method 
3.2.5 ดําเนินการ purify และ concentrate monoclonal antibodies ที่ผลิตได 

แลววัดปริมาณความเขมขนของแอนติบอดีดังกลาว เพ่ือใชประกอบเปนชุดตรวจสอบ 
3.2.6 พัฒนาวิธีการตรวจจุลชีพจากบอบําบัดน้ําเสียดวยวิธีทาง Immunological 

assay เชน sandwich/indirect ELISA 
3.2.7 นําชุดตรวจตนแบบที่ไดจากหองปฏิบัติการไปทดลองใชในการติดตามภาวะ

เสถียรของระบบนิเวศนในระบบบําบัดน้ําเสียจากแหลงนํ้าเสียชุมชน และนํ้าเสียจากโรงงาน
อุตสาหกรรม  

 

ค. การเก็บขอมูล  
ขอมูลแตละตัวอยางที่ทําการศึกษาการเปลี่ยนแปลงของตัวแปร ทําการสุมตัวอยางซ้ําสาม

ครั้ง และบันทึกในตารางบันทึกผล เก็บลงในเครื่องคอมพิวเตอรและแผนบันทึกขอมูล 
 

ง. วิธีวิเคราะหขอมูล 
ขอมูลที่ไดถูกนํามาตรวจสอบความถูกตองและบันทึกในรูปแบบของแฟมขอมูลในสวน

ความจําของคอมพิวเตอร นําเสนอขอมูลเปน descriptive ในการทดสอบเชิงเปรียบเทียบ นํา
ขอมูลมาทดสอบการกระจายของขอมูล normality ทั้ง skewness และ kurtosis ในกรณีที่ขอมูล
เปน normal distribution การเปรียบเทียบขอมูลระหวางกลุมใชวิธีการทางสถิติแบบ parametric 
method ไดแก Anova และ independent student t test ในกรณีที่ขอมูลที่ทดสอบไมเปน normal 
distribution ไดนําเสนอเปน median, 95% confidence interval (% CI) และ range และใช
วิธีการทางสถิติแบบ non-parametric method การเปรียบเทียบระหวางกลุมใช Kruskal-Wallis  
analysis of variance และ Mann-Whitney U-Wilcoxon Rank Sum W test  การทดสอบ
ความสัมพันธระหวางตัวแปรใช  Spearman’s rank correlation  

 

จ. สถานที่ทําการทดลอง 
1. หองปฏิบัติการวิจัยและพัฒนาเทคโนโลย ีภาควิชาปรสติวทิยา คณะแพทยศาสตรศิริราช

พยาบาล มหาวิทยาลยัมหิดล 
2. หองปฏิบัติการหนวยเครื่องมือพิเศษเพื่อการวิจัย สถานสงเสริมการวิจัย                         

คณะแพทยศาสตรศิริราชพยาบาล  มหาวิทยาลัยมหิดล 
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3. หองปฏิบัติการภาควิชาจุลชวีวทิยาและอมิมิวโนโลยี คณะเวชศาสตรเขตรอน 
มหาวิทยาลัยมหิดล 

4. โรงควบคุมคณุภาพน้ําหนองแขม กรุงเทพฯ (เปนตัวแทนของโรงงานบําบัดน้ําเสียจาก
ขุมชน)  

5. โรงควบคุมคณุภาพน้ํา โรงงานกระดาษ  จังหวัดนครสวรรค (เปนตัวแทนของโรงงาน
บําบัดน้ําเสียจากอุตสาหกรรม)  

 
ฉ. ขอบเขตของโครงการวจิัย    

โครงการศึกษาวิจัยน้ีเปนโครงการตนแบบที่ทําการศึกษาวิจัยการบําบัดน้ําเสียดวยระบบ 
Activated sludge ซึ่งเปนระบบที่นิยมใชแพรหลายทั่วไปทั้งในและตางประเทศ โดยเลือกศึกษา
การบําบัดน้ําเสียของชุมชนในเขตกรุงเทพมหานครเปรียบเทียบกับการบําบัดน้ําเสียจากโรงงาน
อุตสาหกรรม มุงเนนการจําแนกประเภทของจุลชีพ รวมทั้งบทบาทและหนาที่ของจุลชีพเหลานั้น
ในระบบบําบัดน้ําเสีย เพ่ือศึกษาหาความสัมพันธของการเปลี่ยนแปลงของประเภทและปริมาณ
ของจุลชีพและประสิทธิภาพในการบําบัดน้ําเสีย ซึ่งจะใชเปนตัวบงชี้ในการพยากรณความเสถียร
ของระบบกอนที่จะเขาสูภาวะไมเสถียรถาวร  

 
ช. แผนการวจิัยที่เสนอไวในโครงรางงานวิจัย 

1. ทบทวนผลงานวิจัยที่เกี่ยวของเพ่ือใหทราบถึงจุลชีพประเภทตางๆ ที่มีอยูในระบบ
บําบัดน้ําเสียชีวภาพแบบใชอากาศ (aerobic treatment system) โดยทั่วไปที่ไดเคยมีการพบทั้ง
ประเภทที่มีความจําเปนตอระบบและประเภทที่กอใหเกิดผลเสียตอระบบ ประชุมคณะผูวิจัยเพ่ือ
วางแผนปฏิบัติการวิ จัยในการเก็บ การถนอม และการสงตัวอยางจากภาคสนามไปยัง
หองปฏิบัติการ การเก็บขอมูล และการจัดเตรียมน้ํายา สารเคมีสิ้นเปลืองสําหรับหองปฏิบัติการ   

2. ศึกษาและจําแนกประเภทของจุลชีพในระบบบําบัดน้ําเสียจริง โดยใชโรงควบคุม
คุณภาพน้ําหนองแขมและโรงควบคุมคุณภาพน้ําของโรงงานกระดาษซึ่งทั้งสองแหงเปนระบบ
บําบัดน้ําเสียแบบ Activated sludge เปนตนแบบในการศึกษา   

3. ศึกษาบทบาทหนาที่ของจุลชีพประเภทตางๆ  ที่ เกี่ยวของตอการบําบัด  และ
คาพารามิเตอรตางๆ ในน้ําเสีย   

4. ศึกษาปริมาณของจุลชีพประเภทตางๆ ในระบบที่เหมาะสมตอการบําบัดน้ําเสียอยางมี
ประสิทธิภาพ 

5. พัฒนาเทคนิคทางวิทยาภูมิคุมกันที่ใชตรวจวัดปริมาณแอนติเจนของจุลชีพ   
6. ใชเทคนิคที่พัฒนาขึ้นเพ่ือตรวจวัดปริมาณแอนติเจนของจุลชีพในระบบบําบัดน้ําเสีย

จริง  
7. รวบรวมผลที่ไดจากการใชงานในระบบบําบัดน้ําเสียจริง วิเคราะหขอมูล และจัดทํา

รายงาน 
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รายละเอียดของการดําเนินการวิจัยและผลงานวจิัย 

กิจกรรมขอที่ 1: วางแผนปฏิบัติการวิจัยเบื้องตนในการเก็บตัวอยางและขอมูล และการ
จัดเตรียมน้ํายา สารเคมีสิ้นเปลืองสําหรับหองปฏิบัติการ 
ไดดําเนินการทบทวนผลงานวิจัยที่เกี่ยวของเพื่อใหทราบถึงจุลชีพประเภท

ตางๆ ที่มีอยูในระบบบําบัดน้ําเสียชีวภาพแบบใชอากาศ (Aerobic treatment system) โดยทั่วไป
ที่ไดเคยมีการพบ ทั้งประเภทที่มีความจําเปนตอระบบ และประเภทที่กอใหเกิดผลเสียตอระบบ  

ไดประชุมนักวิจัยและผูเกี่ยวของเพ่ือวางแผนปฏิบัติการวิจัยเบื้องตนในการเก็บ 
การถนอมและการสงตัวอยาง และการเก็บขอมูล ไดจัดเตรียมและซื้อ น้ํายา สารเคมีสิ้นเปลือง 
วัสดุ อุปกรณสําหรับการวิจัยทั้งหมด 

กิจกรรมขอที่ 2:  ศึกษาและจําแนกชนิดจุลชีพในระบบบําบัดน้ําเสีย 

สวนที่หนึ่ง การศึกษาความหลากหลายของเชื้อโปรโตซัวและ/หรือโรติเฟอรที่พบในบอบําบัดน้ํา
เสียดวยวิธีมาตรฐาน (Conventional method) 

1. การเก็บตัวอยางน้ําเสียจากแหลงกําเนิด โดยใชโรงควบคุมคุณภาพน้ําหนองแขม (น้ํา
เสียจากชุมชน) และโรงควบคุมคุณภาพน้ําของโรงงานเยื่อกระดาษ (น้ําเสียจากโรงงาน
อุตสาหกรรม) ซึ่งเปนระบบบําบัดน้ําเสียแบบ Activated Sludge (AS) เปนตนแบบในการศึกษา 

2. ศึกษาและจําแนกประเภทของโปรโตซัวและ/หรือโรติเฟอรในระบบนิเวศนของการ
บําบัดน้ําเสียจากแหลงกําเนิดทั้งสองแหลง โดยการตรวจวิเคราะหรูปรางลักษณะและโครงสราง 
(Taxonomy) ของโปรโตซัวและ/หรือโรติเฟอรเพ่ือหาโปรโตซัวและ/หรือโรติเฟอรกลุมหลักของ
ระบบที่พบในน้ําเสียทั้งสองแหลงที่เปนตนแบบในการศึกษา รวมทั้งกลุมที่แตกตางกันตาม
ลักษณะสมบัติทางกายภาพและเคมีของน้ําเสีย 

3. ตรวจประเมินชนิด ปริมาณ และ จํานวนของโปรโตซัวและ/หรือโรติเฟอรกลุมหลักใน
ระบบนิเวศนที่เสถียรเปรียบเทียบกับระบบที่มีภาวะไมเสถียรที่มีความเปลี่ยนแปลงไปตามแตละ
ชวงเวลาในรอบปของปริมาณน้ําเสีย และหาความสัมพันธเหลานี้เพ่ือประเมินหรือใชพยากรณ
ความเปลี่ยนแปลงกับคาพารามิเตอรตางๆ ที่ใชเปนตัวบงชี้ความไมเสถียรของระบบบําบัดน้ําเสีย 

เน่ืองจากมีรายงานเบื้องตนและจากการเก็บตัวอยางน้ําเสียจากชุมชนในระยะแรกบงชี้วา 
จุลชีพที่พบในระบบบําบัดน้ําเสียจากชุมชนมักเปนสัตวหลายเซลล (metazoa) ที่เรียกกันวาโรติ
เฟอร (rotifers) เปนสวนใหญ คณะผูวิจัยจึงขอนําเรียนขอมูลเกี่ยวกับโรติเฟอรโดยสังเขป ดังนี ้

โรติเฟอร (Rotifers) 
โรติเฟอร (Rotifers) เปนสัตวหลายเซลล (metazoa) ที่มีขนาดเล็ก คือมีขนาดตั้งแต 100-

800 ไมโครเมตร จัดอยูใน Phylum Rotifera  สามารถพบไดทั่วไปตามสระน้ํา หนอง-บึง คู-คลอง 
และมีบางพวกที่อาจพบไดในน้ําเค็ม รวมทั้งในดินและน้ําทิ้งจากระบบบําบัดน้ําเสียตางๆอีกดวย 
โรติเฟอรถูกแบงออกเปน 3 classes คือ Digononta, Monogonanta และ Seisonidea โรติเฟอร
ที่พบบอยในระบบบําบัดน้ําเสียคือ family Bdelloidea (เชน Philodina spp. และ Habrotrocha 
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spp.) และ Monogonanta (เชน Lecane spp. และ Notommata spp.) โรติเฟอรจะดํารงชีวิตโดย
การกินสิ่งมีชีวิตเล็กๆ เชนแบคทีเรียตางๆและเศษอินทรียวัตถุที่มีอยูในน้ํา ดังน้ันถามีโรติเฟอร
อยูมากในกระบวนการบําบัดน้ําเสียแสดงวากระบวนการบําบัดของเสียดวยกระบวนการทาง
ชีววิทยามีประสิทธิภาพดี จึงสามารถใชปริมาณของโรติเฟอรเปนตัวบงชี้ (indicator) และ
พยากรณ (predict) ความเสถียรของระบบได 

ลักษณะทัว่ไปของโรติเฟอร 
โรติเฟอรเปนสัตวไมมีกระดูกสันหลังพวกซูโดซีลอม (Pseudoceolomate invertebrate) ที่

มีลักษณะเฉพาะคือ สวนหัวจะมีอวัยวะที่เรียกวา โคโรนา (corona) มีขน (cilia) เรียงเปนแถบ
โดยรอบชองปาก และมีแมสแท็กซ (Mastax) ซึ่งเปนลักษณะเดนประจําไฟลัม แมสแท็กซเปนอิพิ
เดอรมิสที่บุอยูภายในลําตัวจะมีแขนงซึ่งเปนสารประกอบมูโคโพลีแซคคาไรด 7 ชิ้น เรียงเชื่อมตอ
กันเรียกวา โทรไฟ (trophi) 

ลําตัวของโรติเฟอรสามารถแบงไดเปน 3 ลักษณะ คือ ลําตัวคลายถุง (sac-shaped) ทรง
กลม (spherical-shaped) และทรงกระบอกยาวคลายหนอนพยาธิ (worm-shaped) ลําตัวแบง
ออกเปน 3 ตอนคือ ตอนหนา ไดแก สวนหัว (head region) สวนลําตัว (trunk) และ ตอนทาย 
ไดแก เทา (foot) (รูปที่ 1.1) 
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รูปที่ 1.1 โครงสรางของโรติเฟอร (Miller and Harley, 2002) 
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สวนหัวของโรติเฟอรที่เรียกวา โคโรนา (Corona) มีหนาที่ชวยในการกินอาหารและวายน้ํา 
ลักษณะโครงสรางของโคโรนาจะประกอบดวยบริเวณตางๆ คือ  

1. Buccal field (บริเวณรอบปาก) เปนบริเวณที่มีซีเลียและลอมรอบชองปากอยูทางดาน
ทอง (ventral)  

2. Circumapical band เปนแถบซีเลียรอบแนวขอบของหัวซ่ึงจะมีลักษณะเปนแถบวง
แหวนบรรจบกันบริเวณรอบปาก 

3. Apical field (สวนปลายสุดของหัว) เปนสวนปลายยอดของหัวที่อยูเหนือซีเลีย หรือ
อาจกลาววาลอมรอบดวยแถบซีเลียเซอรคัมเอพิคัล 

ลักษณะโคโรนาที่แตกตางกันไปในโรติเฟอรกลุมตาง  ๆนั้นเปนวิวัฒนาการตามลําดับขั้น โดยทั่วไป
แลวบริเวณรอบปากและแถบเซอรคัมเอพิคัลมักแยกตัวออกจากกัน มากหรือนอยน้ันขึ้นกับความจําเพาะ
ในหนาที่ การพัฒนาปรับเปลี่ยนที่พบมาก คือ มีการรวมตัวกันเปนกระจุกของซีเลียในแถบเซอรคัม
เอพิคัลดานขางหัวที่เรียกวา ออริเคิล (Auricle) หรือโรติเฟอรบางชนิดมีการลดขนาดของวงโทรคัส
หรือวงโทรคัสหายไป การปรับเปลี่ยนอ่ืนๆ ไดแก การมีการรวมตัวของซีเลียเปนแทงใหญคลาย
ขนแข็ง เรียกวา เซอรไร (Cirri) 

สวนหัวของโรติเฟอรพวกเดลลอยด (Delloid) ใน Class Digononta และ พวกโนโทมมาทิด 
(Notommatid) ใน Order Ploima, Class Monogononta จะมีแขนงยื่นออกมาจากกึ่งกลาง
ดานหลังเรียกวา โรสทรัม (Rostrum) ที่ปลายซีเลียมีขนแข็งในการรับความรูสึกและทําหนาที่เกาะ
ยึด มีตาอยูทางดานหนาและมีระยางคสั้น 1-2 เสน ที่เรียกวา แอนเทนนา (Antenna) และมีอวัยวะ
รีโทรซีรีบรัล (Retrocerebral organ) ในการสรางเมือก 

สวนลําตัวของโรติเฟอรที่เปนสวนใหญของรางกาย ถูกปกคลุมดวยอิพิเดอรมิสที่แข็งเปน
เปลือกเรียกวา ลอริคา (Lorica) ลอริคาอาจเปนแผนเรียงตอกันหรือมีการแบงตามเสนรอบวงเปน
วงแหวน มักจะมีสันหนามหรือระยางคที่เคลื่อนไหวไดอยูบนลอริคา  

สวนทายหรือสวนเทาเปนสวนที่แคบกวาลําตัว อิพิเดอรมิสมีลักษณะเปนขอวงแหวน ปลาย
เทาของโรติเฟอรมักจะมีแขนงยื่นออกไป 1-4 แขนง เรียกวา นิ้วเทา (Toe) โรติเฟอรที่คืบคลาน
และเกาะอยูกับที่จะมีตอมพีดอล (Pedal gland) ที่บริเวณเทา ตอมนี้ทําหนาที่ในการสรางสาร
สําหรับเกาะออกมาตามทอซ่ึงเปดออกที่ปลายนิ้วเทาหรือบริเวณอื่นๆ ของเทา โดยการเกาะจะ
เปนแบบชั่วคราว สวนเทาของโรติเฟอรที่เปนแพลงกตอน (Planktons) มักจะมีขนาดเล็กลงหรือ
หายไป 

โดยทั่วไปแลวโรติเฟอรจะไมมีคิวทิเคิล อิพิเดอรมิสสวนนอกจะมีเสนใยโปรตีนเรียงตัว
หนาแนนเปนขายใยค้ําจุนอยูภายในเซลล (Intracellular web) โครงสรางตางๆ ที่ผิวตัวเปนแขนง
จากขายใยนี้แตยังคงมีขายใยภายในเซลลอยู คิวทิเคิลที่แทจริงจะเปนสิ่งหอหุมที่พบในโรติเฟอร
บางชนิด เชน Stephanoceros และ Collotheca เปนตน 

ผิวตัวของโรติเฟอรจะมีชองเปดสําหรับกระจายสารอยูทั่วไป ชั้นอิพิเดอรมิสจะมีเยื่อบางและ
ไมมีเยื่อก้ันระหวางเซลล ใตอิพิเดอรมิสเปนกลามเน้ือลายที่มีการจัดตัวไมเปนชั้นโดยสมบูรณ เสน
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ใยกลามเนื้อบางสวนเรียงตัวตามเสนรอบวงเปนกลามเนื้อรอบวง บางสวนเรียงตัวตามความยาว
ของลําตัวเปนกลามเนื้อหดตัว ใตผนังตัวเปนซีลอมเทียมที่มีของเหลวลอมรอบทอทางเดินอาหาร
และอวัยวะภายในอื่นๆ 

การจําแนกหมวดหมู (Classification)  
ในปจจุบัน โรติเฟอรถูกแบงเปน 3 Classes ไดแก: 
1. Class Seisonidea เปนปรสิตเกาะอยูกับเหงือกของครัสตาเซียน ไมจัดวาเปนแพลงคตอน 
2. Class Monogononta ประกอบดวย 3 อันดับ (Orders) ไดแก 

2.1 Order Ploima; Family Brachionidae; Keratella sp., Brachionus sp.             
(รูปที่ 1.2A) 

2.2 Order Flosculariacea; Conochilus sp. (รูปที่ 1.2 B) 
2.3 Order Collothecacea; Collotheca sp. (รูปที่ 1.2 C) 

3. Class Digononta; Family Bdelloidea; Philodina sp. (รูปที่ 1.2 D) 
การจําแนกชนิดของโรติเฟอรจะอาศัยขนาด รูปรางลักษณะ และลักษณะเฉพาะของ

โครงสรางตางๆ ของตัวโรติเฟอร เชน lorica, corona และ mastax เปนตน โดยนําลักษณะตางๆ 
มาเปรียบเทียบกับ Taxonomic key ของ Wallace and Snell (2001), Edmondson (1959), 
Ruttner-Kolisko (1974) และ Koste (1978) รวมทั้งภาพประกอบจาก Atlas และ Websites 
ตางๆ 
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(A)   Brachionus sp. (B) Conochilus sp. 

  
(C) Collotheca sp. (D) Philodina sp. 

 

รูปที่ 1.2 ตัวอยางโรติเฟอรใน Classes ตางๆ 
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กิจกรรมการวิจัยของสวนที่ 1 
1. การเก็บตัวอยางนํ้าเสียจากแหลงกําเนิด โดยใชโรงควบคุมคุณภาพนํ้าหนองแขม (นํ้าเสีย

จากชุมชน) และโรงควบคุมคุณภาพน้ําของโรงงานเยื่อกระดาษที่จังหวัดนครสวรรค (นํ้า
เสียจากโรงงานอุตสาหกรรม) ซึ่งเปนระบบบําบัดนํ้าเสียแบบ Activated Sludge เปน
ตนแบบในการศึกษา  

 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 

 
รูปที่ 1.3 แผนผังระบบบําบัดน้ําเสียแบบ Activated Sludge 

BOD, Biochemical Oxygen Demand; COD, Chemical Oxygen Demand; TSS, Total suspended solid;  
TDS, Total dissolved solid; MLSS, Mixed liquor suspended solids; TN, Total nitrogen; DO, Dissolved 
oxygen; AS, Activated sludge

- อัตราการสูบตะกอนเวียนกลับ 
- อัตราการสูบตะกอนปลอยทิ้ง 

เติมอากาศ 

กลุมประชากรจุลชีพ 

น้ําเสียเขาระบบ น้ําที่ผาน
การบําบัด
แลว 

ตะกอนปลอยท้ิง 

   *** ขาดการตรวจวัดทางชีวภาพ  
ของกลุมประชากรของจุลชีพ ซึ่งเปน 
ผูทําหนาที่หลักในการบําบัดน้ําเสีย 

คุณภาพน้ําเสียเขาสูระบบ 
- BOD    - COD 
- TSS      - Nitrogen (N) 
- pH        - Phosphorus (P) 
- ปริมาณน้ําเสียเขาระบบระบบ 

 

การตรวจสอบระหวาง
กระบวนการ 

- MLSS    - DO      
- pH          - สี  กลิ่น ฟอง 
ลักษณะการตกตะกอน 

คุณภาพน้ําออกจากระบบ 
- BOD    - COD 
- TSS      - Nitrogen (N) 
- pH        - Phosphorus (P) 
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รูปที่ 1.4 จุดที่เก็บตัวอยางน้ําเสีย (Area of Sampling) ที่ใชในการตรวจวิเคราะห 
จุดเก็บที่ 1: จุดที่ Returned Activated Sludge (RAS) เพ่ิงสัมผัสกับน้ําเสีย 
จุดเก็บที่ 2: จุดที่ Mixed liquor เพ่ิงออกจากถังเติมอากาศ 
จุดเก็บที่ 3: ตัวอยาง RAS ขณะนั้นนํ้าเสียถูกบําบัดแลวและพรอมปลอย

ออกเปน surface water 
 

บอเติมอากาศ 
ถังตกตะกอน 

น้ําเสียเขาระบบ น้ําที่ผาน 
การบําบัดแลว 

ตะกอนปลอยท้ิง 

 

เติมอากาศ 

ตะกอนเวียนกลับ

1 
3

2

(RAS)
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จุดเก็บที่ 1

จุดเก็บที่ 2
จุดเก็บที่ 3
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Diagram 1: ระบบบําบัดน้าํเสียแบบ Activated Sludge ที่โรงควบคมุคุณภาพน้ําหนองแขม 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

ระบบบําบัดน้ําเสียโรงควบคุมคุณภาพน้ําหนองแขม

น้ําเสียเขาระบบ

ระบบดูดกลิ่น
เปาลม

น้ําตะกอนกรวดทรายขยะ

ตะแกรงดักขยะ ถังดักกรวดทราย
น้ําทิ้งในโรงบําบัด

ตะแกรงหยาบ

สถานีสูบน้ําเสีย

ระบบดูดกลิ่น

ระบบดูดกลิ่น

เครื่องเติมอากาศ

DO = 0.0 มก. / ลิตร DO = 1.0 มก. / ลิตร DO = 1.0 มก. / ลิตร DO = 2.0 มก. / ลิตร

เติมอากาศซ้ํา DO = 1.0 มก. / ลิตร

DO = 0.0 มก. / ลิตร DO = 1.0 มก. / ลิตร DO = 1.0 มก. / ลิตร DO = 2.0 มก. / ลิตรปมลม

ปมลม

เฟอรริคคลอ
ไรด

ถังตกตะกอน

ปมลม

สบูตะกอนลอย
เติมอากาศกอนลงคลอง

คลองราษฎรเจริญสุข

ปมลม

เครื่องสูบตะกอน
ไปบอเก็บตะกอน

ถังเติมอากาศ

ถังเติมอากาศ

ทางน้ําลน (น้ําฝน)

บอแบงน้ํา

ตัวแยกกรวดทราย

ศูนยจัดการคุณภาพน้ํา 3 (หนองแขม) กองจัดการคุณภาพน้ํา  สํานักการระบายน้ํา  กรุงเทพมหานคร

ระบบบําบัดน้ําเสียโรงควบคุมคุณภาพน้ําหนองแขม

น้ําเสียเขาระบบ

ระบบดูดกลิ่น
เปาลม

น้ําตะกอนกรวดทรายขยะ

ตะแกรงดักขยะ ถังดักกรวดทราย
น้ําทิ้งในโรงบําบัด

ตะแกรงหยาบ

สถานีสูบน้ําเสีย

ระบบดูดกลิ่น

ระบบดูดกลิ่น

เครื่องเติมอากาศ

DO = 0.0 มก. / ลิตร DO = 1.0 มก. / ลิตร DO = 1.0 มก. / ลิตร DO = 2.0 มก. / ลิตร

เติมอากาศซ้ํา DO = 1.0 มก. / ลิตร

DO = 0.0 มก. / ลิตร DO = 1.0 มก. / ลิตร DO = 1.0 มก. / ลิตร DO = 2.0 มก. / ลิตรปมลม

ปมลม

เฟอรริคคลอ
ไรด

ถังตกตะกอน

ปมลม

สบูตะกอนลอย
เติมอากาศกอนลงคลอง

คลองราษฎรเจริญสุข

ปมลม

เครื่องสูบตะกอน
ไปบอเก็บตะกอน

ถังเติมอากาศ

ถังเติมอากาศ

ทางน้ําลน (น้ําฝน)

บอแบงน้ํา

ตัวแยกกรวดทราย
ระบบดูดกลิ่น

เปาลม

น้ําตะกอนกรวดทรายขยะ

ตะแกรงดักขยะ ถังดักกรวดทราย
น้ําทิ้งในโรงบําบัด

ตะแกรงหยาบ

สถานีสูบน้ําเสีย

ระบบดูดกลิ่น

ระบบดูดกลิ่น

เครื่องเติมอากาศ

DO = 0.0 มก. / ลิตร DO = 1.0 มก. / ลิตร DO = 1.0 มก. / ลิตร DO = 2.0 มก. / ลิตร

เติมอากาศซ้ํา DO = 1.0 มก. / ลิตร

DO = 0.0 มก. / ลิตร DO = 1.0 มก. / ลิตร DO = 1.0 มก. / ลิตร DO = 2.0 มก. / ลิตรปมลม

ปมลม

เฟอรริคคลอ
ไรด

ถังตกตะกอน

ปมลม

สบูตะกอนลอย
เติมอากาศกอนลงคลอง

คลองราษฎรเจริญสุข

ปมลม

เครื่องสูบตะกอน
ไปบอเก็บตะกอน

ถังเติมอากาศ

ถังเติมอากาศ

ทางน้ําลน (น้ําฝน)

บอแบงน้ํา

ตัวแยกกรวดทราย

ศูนยจัดการคุณภาพน้ํา 3 (หนองแขม) กองจัดการคุณภาพน้ํา  สํานักการระบายน้ํา  กรุงเทพมหานคร
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ภาพแสดงจดุเก็บตวัอยาง  

 

    
จุดเก็บที่ 1 

 
 

    
จุดเก็บที่ 2 

 
 

    
จุดเก็บที่ 3 
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การสํารวจสายพันธุของโรติเฟอรที่มีในแหลงนํ้าเสีย 
การสํารวจหาโรติเฟอรโดยการเก็บตัวอยางน้ําเสียเฉพาะระบบ Activated sludge (AS) ใน

จุดเก็บตางๆ ในโรงบําบัดน้ําเสียชุมชน (โรงบําบัดน้ําเสียหนองแขม) และโรงบําบัดน้ําเสียจาก
โรงงานอุตสาหกรรม (โรงงานเยื่อกระดาษ จังหวัดนครสวรรค) มีรายละเอียดดังนี้ 
การกําหนดจํานวนตวัอยางน้ําเสียในการตรวจวิเคราะห 

ผูวิ จัยไดตั้งสมมุติฐานวา จํานวนของโรติเฟอรในตัวอยางน้ําเสียจากจุดตางๆ ไมมี
ความสัมพันธกับคาพารามิเตอรตางๆ ที่ใชเปนตัวบงชี้ความเสถียรของระบบบําบัดน้ําเสีย การ
ทดสอบความสัมพันธระหวางตัวแปร ใช Pearson’s correlation โดยคํานวณจํานวนตัวอยางน้ํา
เสียที่ใชตรวจวิเคราะหดังนี้ 

 
  Correlation test that ρ = ρ0 for × and y bivariate normal 
 
ตารางที่ 1.1 การคํานวณจํานวนตวัอยางน้ําเสียที่ใชตรวจวิเคราะหโดยใชตวักําหนดตามระเบียบ
วิธีทางสถิต ิ
 

Column 1 2 3 

Test significant level α 0.05 0.05 0.05 
1 or 2 sided test 2 2 2 

• Non hypothesis correlation (ρ0) 0.00 0.00 0.00 

• Alternative correlation (ρ1) 0.500 0.450 0.400 

Power (%) 80 80 80 

N (จํานวนตวัอยางน้ําเสีย) 30 37 47 

 
ดังนั้น จํานวนตัวอยางน้ําเสยีที่ใชในการตรวจวิเคราะห อยางนอย 37 ตัวอยาง 
หมายเหตุ: โครงการนี้ไดมีการปรึกษาดานความเหมาะสมและการคํานวณตามระเบียบวิธีทาง

สถิติกับหนวยระบาดวิทยาคลินิก คณะแพทยศาสตรศิริราชพยาบาล 
มหาวิทยาลัยมหิดล 



 27 

ขอกําหนดในการเก็บตัวอยางน้ําเสีย 
เวลาที่เก็บตวัอยาง: 7.00-9.00 a.m. 
ตําแหนงที่เกบ็ตวัอยาง: 3 จุดตามที่กําหนด (รูปที่ 1.4) จุดละ 3 ตัวอยาง   

- จุดเก็บที่ 1: จุดที่ Returned Activated Sludge (RAS) เพ่ิงสัมผัสกับน้ําเสีย 
- จุดเก็บที่ 2: จุดที่ Mixed liquor เพ่ิงออกจากถังเติมอากาศ 
- จุดเก็บที่ 3: ตัวอยาง RAS ขณะน้ันนํ้าเสียถูกบําบัดแลวและพรอมปลอยออกเปน surface 

water 
ภาชนะที่บรรจุ: ขวดพลาสติกขนาด 100 cc และ 1,000 cc ที่มีฝาปดแนน และการตดิฉลาก

กํากับตามตําแหนงที่เก็บตวัอยาง 
การนําสง: ใสขวดตัวอยางน้ําเสียในกลองโฟมที่มี ice pack เพ่ือใหเกิดความเยน็ รักษา

สภาพจุลชีพในตัวอยาง 
ระยะเวลาที่ดําเนินการเก็บ: ทุกสัปดาห สัปดาหละ 1 ครั้ง อยางนอย 37 ครั้ง ในการวิจัยไดเก็บ

ตัวอยางเปนระยะเวลา 49 สัปดาห คือระหวสง มีนาคม พ.ศ. 2552 ถึง กุมภาพันธ พ.ศ. 2553 
และมีจํานวนตัวอยางของทกุสัปดาหรวม 46 สัปดาห โดยไมสามารถเก็บตวัอยางของสัปดาหที่ 23 
ในเดือน สิงหาคม พ.ศ. 2552 และสัปดาห 39 และ 40 ของเดือนธันวาคม พ.ศ.2552 ได แตละ
สัปดาหมีตัวอยางจากจุดเก็บ 3 จุด และจุดละ 3 ตัวอยาง 

คาพารามิเตอร: เปนตัวบงชี้ความเสถียรของระบบบําบัดน้ําเสียที่เก็บคาพรอมกับตัวอยางน้ํา
เสียเพ่ือใชในการประเมิน หรือพยากรณความเปลี่ยนแปลงความเสถียรของระบบ ไดแก สี กลิ่น 
ฟอง ลักษณะการตกตะกอน BOD, COD, TSS / Nitrogen & Phosphorus / pH เปนตน ดังใน 
ตารางที่ 1.2 
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ตารางที่ 1.2 คาพารามิเตอรตางๆ ของตวัอยางน้ําเสียที่จะทําการตรวจ 
 
ลักษณะทางกายภาพ  Influent  Effluent  Aeration  RAS 
สี pH  pH pH pH 
กล่ิน  BOD 

influent 
BOD effluent MLSS  MLSS 

ฟอง  COD  COD  MLVSS MLVSS 
การตกตะกอน  TSS  TSS  DO (AZIDE) DO (AZIDE) 
 TN  TN  SV30 SV30 
 NO3

- NO3
- Temperature Temperature 

 NO2
- NO2

-   
 NH3 NH3   
     
 

1. RAS, Return Activated Sludge 
2. BOD influent, biochemical oxygen demand ของน้ําเสียขาเขา ซึ่งวัดปริมาณความ

ตองการออกซิเจนของจุลชีพ เพ่ือใชในการยอยสลายสารอินทรียในนํ้าเสียในชวงเวลา 5 
วัน ที่อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส 

3. BOD effluent, biochemical oxygen demand ของน้ําเสียขาออก ซึ่งวัดปริมาณความ
ตองการออกซิเจนของจุลชีพ เพ่ือใชในการยอยสลายสารอินทรียในน้ําเสียในชวงเวลา 5 
วัน ที่อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส 

4. COD, Chemical Oxygen Demand (คือปริมาณออกซิเจนทั้งหมดที่ตองการใชเพ่ือการ
ออกซิเดชันสารอินทรียในน้ําใหเปนคารบอนไดออกไซดและน้ํา) 

5. MLSS, Mix liquor suspended solid (คาปริมาณตะกอนจุลชีพในถังเติมอากาศ หมายถึง 
ปริมาณโดยรวมของจุลินทรีย) 

6. TSS, Total suspended solid (คาของแข็งแขวนลอย) 
7. DO, Dissolved oxygen (คาออกซิเจนละลายน้ํา เพ่ือใหทราบวาไดใหออกซิเจนแกจุลชีพ

พอเพียงสําหรับการใชงานหรือไม) 
8. Sv30, ปริมาตรของสลัดจซึ่งตกตะกอนจากตัวอยาง 1,000 มิลลิลิตร ในเวลา 30 นาที 
9. TN, Total Nitrogen คาไนโตรเจนที่จัดเปนสารอาหารที่จําเปนตอการเจริญเติบโตของจุล

ชีพ 
10. NO3

−, คาไนโตรเจนในรูปของ organic nitrogen ที่เปน Nitrates  
11. NO2

− คาไนโตรเจนในรูปของ organic nitrogen ที่เปน Nitrites 
12. NH3

− คาไนโตรเจนในรูปของ Ammonia 
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รูปที่ 1.5 อุปกรณที่ใชในการเก็บตวัอยางน้ําเสีย 
 

            

 

 

 

 

 

รูปที่ 1.6 ภาพแสดงการเก็บตวัอยางน้ําเสียจากจุดที่เก็บ 
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รูปที่ 1.7 การเก็บตวัอยางน้ําเสียเพ่ือการตรวจวิเคราะห 
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2. ศึกษาและจําแนกประเภทของโปรตัวซัวและ/หรือโรติเฟอรในระบบนิเวศนของการ
บําบัดนํ้าเสียจากแหลงกําเนิด โดยการตรวจวิเคราะหรูปรางลักษณะและโครงสราง 
(Taxonomy) ของโปรตัวซัวและ/หรือโรติเฟอร เพื่อหาโปรตัวซัวและ/หรือโรติเฟอรกลุม
หลักของระบบที่พบในน้ําเสียทั้งสองแหลงที่เปนตนแบบในการศึกษา รวมทั้งกลุมที่
แตกตางกันตามลักษณะสมบัติทางกายภาพและเคมีของนํ้าเสีย  

 
 

 

      

รูปที่ 1.8 ขั้นตอนการตรวจวิเคราะหน้ําเสียในการตรวจวินิจฉัยจุลชพี (Protozoa & Rotifers) 
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รูปที่ 1.9 Sedgewick chamber ที่ใชในการตรวจวินิจฉยัและนับจํานวนโปรตวัซัวและโรติเฟอร 

Cover glass 

Slide 
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รูปที่ 1.10 การตรวจวินิจฉัยและนบัจํานวนโปรตวัซวัและ/หรือโรติเฟอรดวยกลองจุลทรรศน 
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รูปที่ 1.11 แผนผังแสดงการสุมตรวจตัวอยางน้ําเสียที่เก็บมาตรวจ 
 

Point 1 Point 2 Point 3 

No.1 No.2 No.3 

B.1 B.2 B.3 

No.1 No.2 No.3 

B.1 B.2 B.3 

No.1 No.2 No.3 

B.1 B.2 B.3 

1  2  3 
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วิธีการตรวจวิเคราะหตัวอยางนํ้าเสีย 
1. ตรวจวิเคราะหตัวอยางน้ําเสียภายใน 3 ชม. หลังไดรับตัวอยางน้ําเสีย (โรงบําบัดน้ําเสีย

หนองแขม) 
2. เขยาขวดพลาสติกที่เก็บตัวอยางน้ําเสียเพ่ือใหตัวอยางน้ําเสียเขาเปนเนื้อเดียวกัน แลวดูด

น้ําเสีย 0.1 มิลลิลิตร (100 μl) ดวย pipette นําไป dilute ดวยนํ้าเกลือปกติ (normal saline 
solution; NSS) ปริมาตร 0.9 มิลลิลิตร (อัตราสวน 1:10) นําสวนผสมนี้ไป fill ใน 
Sedgewick chamber (รูปที่ 1.9) แลวปดดวย cover slip  

3. นําไปตรวจดูดวยกลองจุลทรรศน ในการตรวจเบื้องตนใชเลนสวัตถุ 4× (4 เทา) และ 10× 
(40 เทา) เม่ือพบจุลชีพไดเพ่ิมกําลังขยาย โดยตรวจดูดวยเลนสวัตถุ (Objective lens) 40× 
(400 เทา) เพ่ือดูรูปรางลักษณะในการตรวจวินิจฉัยแยกชนิดของจุลชีพสายพันธุตางๆ ที่
ตรวจพบ 

4. จดบันทึกขอมูลโดยการนับจํานวนแยกตามสายพันธุที่พบ ตามวันที่ทําการตรวจวิเคราะห
เพ่ือใชในการคํานวณตอไป 

5. บันทึกภาพจุลชีพสายพันธุตางๆ ที่ตรวจพบดวยกลองจุลทรรศนที่บันทึกภาพดวยรุน Nikon 
eclipse 600 และตัวกลองที่บันทึกภาพ Nikon Digital camera grnjDXM 1200 ดวยเลนส
วัตถุ 4×, 10×, 20× และ 40×   

ใชโปรแกรม Nikon ACT-1 เน่ืองจากโรติเฟอรมีการเคลื่อนที่เร็ว จึงตองตั้ง Mode-Photo-
quick มีผลให Shutter speed เร็วขึ้น และตั้ง File-Format-Jpeg (fine), Auto save, Sensitivity 
Max เพ่ือใหการประมวลผลในการบันทึกภาพเร็วขึ้น 
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ตารางที่ 1.3 แสดงตารางการจดบันทึกขอมูลในการตรวจวิเคราะหน้าํเสียดวยกลองจุลทรรศนเพ่ือหา
จุลชีพตางๆ ตามเกณฑทีก่ําหนด (ปรับปรุงจาก worksheet 35.4 Total Organism 
Count, Gerardi MH, 2008) 

Rotifer Stalk ciliate สถานทีเ่กบ็ 
......................... 

วันทีเ่กบ็ ..../...../..... 
 

R1 R2 R3 0ther ชนิดที่ 1 ชนิดที่ 2 ชนิดที่ 3 ชนิดที่ 4 

เปน         จุดเกบ็ที่ 1 สุมครั้งที่ 1 
ลักษณะ ..................... ตาย         

เปน         จุดเกบ็ที่ 1 สุมครั้งที่ 2 
ลักษณะ ..................... ตาย         

เปน         จุดเกบ็ที่ 1 สุมครั้งที่ 3 
ลักษณะ................ ตาย         

เปน         จุดเกบ็ที่ 2 สุมครั้งที่ 1 
ลักษณะ ..................... ตาย         

เปน         จุดเกบ็ที่ 2 สุมครั้งที่ 2 
ลักษณะ ..................... ตาย         

เปน         จุดเกบ็ที่ 2 สุมครั้งที่ 3 
ลักษณะ........................ ตาย         

เปน         จุดเกบ็ที่ 3 สุมครั้งที่ 1  
ลักษณะ....................... ตาย         

เปน         จุดเกบ็ที่ 3 สุมครั้งที่ 2
ลักษณะ....................... ตาย         

เปน         จุดเกบ็ที่ 3 สุมครั้งที่ 3 
ลักษณะ....................... ตาย         

 

 

ผูตรวจนบั....................................          วันที่ ...................................... 
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การตรวจหาและจําแนกชนิดของโรตเิฟอร (Rotifers) 
สําหรับโรติเฟอรสายพันธุตางๆ ที่พบในบอบําบัดน้ําเสียจากชุมชน (โรงบําบัดน้ําเสียหนอง

แขม) พบวา มีโรติเฟอรอยู 4 สายพันธุหลัก จึงไดทําการศึกษารูปรางลักษณะและใหการวินิจฉัย
ดังนี้คือ  

โรติเฟอรชนิดที่ 1 (R1): Lacane spp. (inermis)  
โรติเฟอรชนิดที่ 2 (R2): Rotaria spp. (rotatoria)   
โรติเฟอรชนิดที่ 3 (R3): Diplois daviesiae   
โรติเฟอรชนิดที่ 4 (R4): Collotheca spp.  

อัตราชุกของโรติเฟอรแตละสายพันธุที่ตรวจพบในตัวอยางน้ําเสียไดแสดงไวใน ตารางที่ 
1.4 พบวาโรติเฟอรชนิดที่ 2 (R2) หรือ Rotaria rotatoria  มีอัตราชุกสูงสุดโดยพบอัตราชุกที่จุด
เก็บที่ 1 คิดเปน 100% จุดเก็บที่ 2 คิดเปน 95.2% และจุดเก็บที่ 3 คิดเปน 100% ทําใหสรุปได
วาโรติเฟอรชนิดที่ 2 (R2) นี้เปนสายพันธุหลัก (common species) ที่ตรวจพบไดตลอดในระบบ
นิเวศนของระบบบําบัดน้ําเสียจากชุมชนแบบ activated sludge ที่มีภาวะเสถียร คณะผูวิจัยจึง
คัดเลือกโรติเฟอรชนิดที่ 2 (R2) เพ่ือใชเปนแอนติเจนเปาหมาย (target antigen) ในการศึกษา
และพัฒนาเทคนิคหรือวิธีการทางวิทยาภูมิคุมกันที่จะใชตรวจหาและวัดปริมาณของจุลชีพ โดย
ทําการสรางแอนติบอดีชนิดโมโมโคลนาลที่จับจําเพาะตอโรติเฟอรชนิดที่ 2 นี้ (โปรดดูสวนที่สาม) 
การตรวจหาและจําแนกชนิดโปรโตซวั (Protozoa) 

จากตัวอยางน้ําเสียทั้งหมด 42 ตัวอยางจากโรงควบคุมคุณภาพน้ําหนองแขม ซึ่งเปน
ระบบบําบัดน้ําเสียแบบ activated sludge ที่ใชเปนตนแบบในการศึกษาความหลากหลายของ
โปรโตซัวที่พบในบอบําบัดน้ําเสียดวยวิธีมาตรฐาน พบวาโปรโตซัวที่พบมีความแตกตางตาม
ฤดูกาล โปรโตซัวที่ตรวจพบมีทั้งกลุมที่เปน amoeba, flagellates และ ciliates และไมพบสาย
พันธุใดสายพันธุหน่ึงเปนสายพันธุหลักที่จะสามารถใชเปนตัวแทนของกลุมโปรโตซัวได ยิ่งไป
กวานั้น กลุมโปรโตซัวจะมีการแบงตัวเพ่ิมจํานวนแบบไมอาศัยเพศคือการแบงตัวแบบ binary 
fission และการแตกหนอ (budding) โดยเฉพาะอยางยิ่งพวก stalked ciliates มีการแตกกิ่งมาก
และมีจํานวนกิ่งหลากหลายมากตั้งแต 1 กิ่งจนถึงมากกวา 10 กิ่งทําใหไมสามารถนับจํานวนได
อยางถูกตองแมนยําพอที่จะใชเปนจุลชีพตนแบบในการศึกษาและพัฒนาเทคนิคหรือวิธีการทาง
วิทยาภูมิคุมกันที่ใชตรวจหาและวัดปริมาณของจุลชีพในระบบบําบัดน้ําเสียได  ดังน้ันในชุด
ตรวจวัดปริมาณจุลชีพในระบบบําบัดน้ําเสียดวยวิธีการทางวิทยาภูมิคุมกันจะไมใชโปรโตซัวเปน
แอนติเจนเปาหมาย 
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ตารางที่ 1.4 อัตราชุกของ ของ Rotifers แตละสายพันธุที่ตรวจพบในตัวอยางน้ําเสียที่เก็บจาก
ระบบ Activated Sludge (โรงบําบัดน้ําเสียจากชุมชนที่หนองแขม) 

Types of 
rotifers 

Total 
samples 

Positive 
samples or  
prevalence (%) 
at Point 1 

Positive 
samples or  
prevalence (%) 
at Point 2 

Positive 
samples or  
prevalence (%) 
at Point 3 

R1: Lacane spp. 
(inermis) 

42 16/42 
(38.1%) 

16/42 
(38.1%) 

18/42 
(42.9%) 

R2: Rotaria spp. 
(rotatoria)   

42 42/42 
(100%) 

40/42 
(95.2%) 

42/42 
(100%) 

R3:  
Diplois daviesiae   

42 2/42 
(4.8%) 

1/42 
(2.4%) 

4/42 
(9.5%) 

R4: 
Collotheca spp. 

42 3/42 
(7.1%) 

3/42 
(7.1%) 

2/42 
(4.8%) 
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การตรวจหาและจําแนกชนิดโปรโตซวัและโรติเฟอรในตัวอยางนํ้าเสียจากโรงงาน
อุตสาหกรรม 

คณะผูวิจัยใชตัวอยางน้ําเสียจากโรงงานอุตสาหกรรม EPCCO ที่จังหวัดนครสวรรคซึ่งเปน
โรงงานอุตสาหกรรมกระดาษเปนตนแบบของการศึกษาเพื่อหาปริมาณและจําแนกชนิดโปรโตซัว
และโรติเฟอร เน่ืองจากน้ําเสียจากโรงงานอุตสาหกรรมไมมีความผันแปรตามฤดูกาล จึงไดทํา
การตรวจน้ําเสียจากตัวอยางที่เก็บทั้งหมด 4 ครั้งเพื่อนําไปตรวจหาโปรโตซัวและโรติเฟอร และ
พบปญหาคือการเก็บและขนสงน้ําเสียมายังหองปฏิบัติการใชระยะเวลานานในการขนสงแมจะ
เก็บและแชเย็นในขณะขนสงแตก็ไมสามารถถนอมใหโปรโตซัวและโรติเฟอรในตัวอยางน้ําเสียคง
ความมีชีวิตและคงรูปรางอยูได ทําใหไมสามารถ identify และจัดกลุมได อยางไรก็ดีเน่ืองจาก
คณะผูวิจัยสามารถตรวจพบแบคทีเรียกลุมเดนในตัวอยางน้ําเสียจากโรงงานอุตสาหกรรม 
EPCCO ไดในกิจกรรมสวนที่สองคือกลุม S จึงจะใชแบคทีเรียกลุมเดนในตัวอยางน้ําเสียจาก
โรงงานอุตสาหกรรมเปนแอนติเจนเปาหมาย (target antigen) ในการศึกษาและพัฒนาเทคนิค
หรือวิธีการทางวิทยาภูมิคุมกันที่จะใชตรวจหาและวัดปริมาณของจุลชีพ แทนการใชโปรโตซัว
หรือโรติเฟอรเพ่ือประเมินความเสถียรของระบบบําบัดน้ําเสียจากโรงงานอุตสาหกรรมตอไป  
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                Objective lens; 4×  Objective lens; 4× 
 

          
 
             Objective lens; 10× Objective lens; 20× 
 

       
      
     Objective lens; 40× 
 

รูปที่ 1.12 Rotifers ชนิดที่ 1 ที่ตรวจพบในตัวอยางน้ําเสีย 
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               Objective lens; 10×                           Objective lens;  40× 
 
   

          
 
               Objective lens; 10×                              Objective lens; 40× 
 

             
                 Objective lens; 10×                                 Objective lens; 40×   
 

 
 

         รูปที่ 1.13 Rotifers ชนิดที่ 2 (ขณะหดตัว) ทีต่รวจพบในตวัอยางน้ําเสีย 
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Objective lens; 4× ขณะหดตัว Objective lens; 20× ขณะหดตัว                            

         
Objective lens; 40× ขณะหดตัว Objective lens; 4× ขณะยดืตัว            

         
Objective lens; 10× ขณะยืดตัว Objective lens; 20× ขณะยืดตัว                

         
Objective lens; 40× ขณะยืดตัว Objective lens; 40× ขณะยืดตัว 

      รูปที่ 1.14 Rotifers ชนิดที่ 2 ที่ตรวจพบในตวัอยางน้ําเสีย 
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               Objective lens; 10×                               Objective lens; 20× 
 
 

 
               

Objective lens; 40× 
                 
 
               รูปที่ 1.15 Rotifers ชนิดที่ 2 (ขณะยืดตวั) ทีต่รวจพบในตวัอยางน้ําเสีย
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Objective lens; 10×   ขณะหดตัว Objective lens; 20× ขณะหดตัว                
 
 
 
 

          
 

Objective lens; 40× ขณะยืดตัว  Objective lens; 20× ขณะยืดตัว 
 

 
 
 

                              รูปที่ 1.16  Rotifers ชนิดที่ 3 ที่ตรวจพบในตัวอยางน้ําเสีย
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             Objective lens; 10×                                   Objective  lens; 40× 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
         
             Objective lens; 20×                                   Objective lens; 40× 
 

         

            รูปที่ 1.17  Rotifers ชนิดที่ 3 (ขณะไมเคลือ่นที่) ที่ตรวจพบในตวัอยางน้ําเสีย 
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Objective lens; 10×                                     
 

   
 

Objective lens; 20× 
 

        รูปที่ 1.18 Rotifers ชนิดที่ 4 ที่ตรวจพบในตวัอยางน้ําเสีย 
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       Objective lens; 10×                                       Objective lens; 20×                   

 
 

 
 
 
 
 
 

                        
Objective lens; 40× 

 
รูปที่ 1.19 Stalked ciliate ชนิดที่ 1 ที่ตรวจพบในตัวอยางน้ําเสีย 
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             Objective lens; 20×                                   Objective lens; 20×                               

 
 

รูปที่ 1.20 Stalked ciliate ชนิดที่ 2 ที่ตรวจพบในตัวอยางน้ําเสีย 
 
 
 
 

          
                   
             Objective lens; 10×                                Objective lens; 20× 

 
 

รูปที่ 1.21 Stalked ciliate ชนิดที่ 3 ที่ตรวจพบในตัวอยางน้ําเสีย 
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        Objective lens; 10×                                 Objective lens; 20× 
 

รูปที่ 1.22 Stalked ciliate ชนิดที่ 4 ที่ตรวจพบในตัวอยางน้ําเสีย 
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สวนที่สอง การศึกษาความหลากหลายของเชื้อแบคทีเรียที่พบในโรงงานบําบัดน้ําเสีย ดวยวิธี
มาตรฐาน (Conventional method) และศึกษา metagenomics ดวยวิธีทางอณูชีววิทยา 
(Molecular biology method)   

การจําแนกเชื้อแบคทเีรียในนํ้าเสียโดยวิธี Conventional method 
1. การเตรียมเชือ้แบคทีเรียจากตัวอยางน้ําเสีย 

นําตัวอยางน้ําเสีย 500 ml ไปปนตกตะกอนครั้งแรกที่ความเร็วรอบ 800× g เปนเวลา 20 
นาที นําน้ําใสสวนบนไปทําการปนตกตะกอนอีกครั้งที่ความเร็วรอบ 6,000× g เปนเวลา 20 นาที 
ทิ้งนํ้าใสสวนบน จากนั้นละลายตะกอนแบคทีเรียดวยสารละลายน้ําเกลือปกต ิ (normal saline 
solution; NSS) และเจือจางเชื้อแบคทีเรยีที่เตรยีมไดที่ dilutions: 10-3, 10-5 และ 10-7 ดวย NSS 

2. การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียเพื่อจําแนกกลุมของแบคทีเรีย 
เน่ืองจากวัตถปุระสงคของการทดลองนี้คือการศึกษาประเภทของเชือ้แบคทีเรียทีท่ําหนาที่

กําจัดของเสียในน้ําเสีย ซึ่งสามารถจําแนกแบคทีเรียทีท่ําหนาที่ดังกลาวไดเปน 4 กลุม คือ 
- กลุมแบคทเีรยีที่สามารถยอยสลายแอมโมเนีย  (Nitrogen group 1; N1)  
- กลุมแบคทเีรยีที่สามารถยอยสลายไนไตรท  (Nitrogen group 2; N2) 
- กลุมแบคทเีรยีที่สามารถยอยสลายซัลเฟอร  (Sulfer group; S)  
- กลุมแบคทเีรยีที่สามารถยอยสลายฟอสเฟต  (Phosphate group; P)  
ดังน้ันในการทดลองนี้จึงจําแนกเชื้อแบคทีเรียที่เตรียมไดในขอที่ 1 ออกเปนกลุมๆ โดยทํา

การเพาะเลี้ยงแบคทีเรียในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีสารอาหารนอยชนิด เรียกอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดนี้วา 
“Minimum Essential Medium (MEM)” แตเตรียม MEM ใหมีสารอาหารพื้นฐานตางกัน 4 ชนิด 
คือ แอมโมเนียม ไนไตรท ซัลเฟอร และฟอสเฟต ซึ่งแบคทีเรียสามารถยอยสลายสารอาหาร
เหลานี้ไดเหมือนสารอาหารที่พบในน้ําเสีย ทําใหสามารถแบงกลุมของแบคทีเรียไดตาม
สวนประกอบที่สําคัญใน MEM โดยในการวิจัยน้ีสามารถแบงกลุมแบคทีเรียไดเปน 4 ชนิด 
เชนกัน 
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การเตรียมสวนประกอบจําเปนสําหรับ MEM แตละชนดิ มีดังนี้ (10x stock essential solution) 

Medium for individual 
bacterial groups 

Composition Sterilization 

Agar in water - Agar  (16 g) 
- NaCl (0.5 g) 
 ละลายในน้ําใหไดปริมาตร 1,000 ml 
 

Autoclave 

For Nitrogen group 1 (N1) - NH4Cl (5 g) 
 ละลายในน้ําใหไดปริมาตร 500 ml 
 

Autoclave 

For Nitrogen group 2 (N2) - NaNO2 (5 g) 
 ละลายในน้ําใหไดปริมาตร 500 ml 
 

Autoclave 

For Sulfer group (S) - MgSO4 (123.23 g) ละลายในน้ําให
ไดปริมาตร 100 ml 

- ละลาย glucose 180 g ในน้ํา ใหได
ปริมาตร 100 ml (36% glucose)- 

 

Autoclave  
 
Filtration 
through sterile 
filter 
 

For Phosphate group (P) - Na2HPO4.2H2O (37.6 g)    
- KH2PO4  (15.0 g) 
 ละลายในน้ําใหไดปริมาตร 500 ml 

 

Autoclave 
 
 

 



 52 

การเตรียม MEM  

MEM  group Composition 

Nitrogen group 1 - 90 ml of Agar in water 
 10 ml of 10× NH4Cl 

Nitrogen group 2 - 90 ml of Agar in water 
 10 ml of 10× NaNO2 

Sulfer group -  90 ml of Agar in water 
 0.5% MgSO4   (final concentration)  
 1.0% Glucose (final concentration)   

Phosphate group  -  90 ml  of Agar in water  
 10 ml of 10× Na2HPO4.2H2O and KH2PO4   

 
หลังจากผสมสวนประกอบของ MEM แลว นําอาหารเลี้ยงเชื้อเทลงในจานเพาะเลี้ยงเชื้อ 

(Petri-dishes) แลวรอจนกวาอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง (solidified) จากนั้นเก็บไวที่อุณหภูมิ 4°C เม่ือ
นํามาใชเพาะเลี้ยงเช้ือแบคทีเรียจะตองนําจานอาหารเลี้ยงเช้ือไปทําให agar surface แหงที่

อุณหภูมิ 37°C เปนเวลาประมาณ 1 ชั่วโมงกอนใช 
3. การเพาะเชื้อแบคทีเรียเพื่อจําแนกกลุมของแบคทีเรียจากตัวอยางน้ําเสีย 

นําเชื้อแบคทีเรียที่เตรียมไดในขางตน (undiluted, diluted) อยางละ 50 μl หยดบนอาหาร

เลี้ยงเชื้อแตละชนิด แลวเกลี่ย (spread) ใหทั่วผิวอาหารเลี้ยงเชื้อ นําไปบมที่อุณหภูมิ 37°C เปน
เวลา 18-36 ชั่วโมง ซึ่งพบแบคทีเรียทั้ง 4 ชนิด ณ จุดเก็บทั้ง 3 จุดจากน้ําเสียจากโรงงานหนอง
แขม คือจุดเก็บที่ 1 (จุดที่ Returned Activated Sludge เพ่ิงสัมผัสกับน้ําเสีย) จุดเก็บที่ 2 (จุดที่ 
Mixed liquor เพ่ิงออกจากถังเติมอากาศ) และจุดเก็บที่ 3 (ตัวอยาง RAS) และสามารถแยก
โคโลนีของเชื้อแบคทีเรียได ดัง ตารางที่ 2.1  

ตารางที่ 2.2 แสดงกลุมและจํานวนของ bacterial isolates ที่แยกไดจากจุดเก็บที่ 1-3 ของ
โรงงานบําบัดน้ําเสียจากโรงงานอุตสาหกรรม (โรงงานกระดาษ จังหวัดนครสวรรค) จะเห็นวามี
เพียงแบคทีเรียกลุมที่ใช sulfer (กลุม S) เทานั้นที่พบไดทุกจุดเก็บตัวอยาง สวนแบคทีเรียอีก 3 
ชนิด คือ N1, N2 และ P พบเฉพาะจุดเก็บที่ 3 คือ Returned activated sludge (RAS) เทานั้น 
ดังน้ันสําหรับการพัฒนาวิธีการทางภูมิคุมกันเพ่ือใชประเมินความเสถียรของระบบบําบัดน้ําเสีย
จากโรงงานอุตสาหกรรมจะใชแบคทีเรียกลุม S (Sulfer group) เปนแอนติเจนเปาหมาย 
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ตารางที ่2.1 แสดงประเภทและจํานวนของแบคทีเรียที่แยกไดจากจุดเก็บที่ 1-3 ของโรงงาน
บําบัดน้ําเสียจากชุมชน (โรงงานบําบัดน้ําเสียที่หนองแขม) 

 
ชนิดของแบคทีเรีย จุดที่เก็บตัวอยาง จํานวน bacterial isolates 
Nitrogen group 1 (N1) จุดที่ 1 48 
 จุดที่ 2 27 
 จุดที่ 3 86 
Nitrogen group 2 (N2) จุดที่ 1 48 
 จุดที่ 2 29 
 จุดที่ 3 45 
Sulfer group (S)  จุดที่ 1 50 
 จุดที่ 2 38 
 จุดที่ 3 41 
Phosphate group (P) จุดที่ 1 64 
 จุดที่ 2 29 
 จุดที่ 3 54 
 
โคโลนีของแบคทีเรียแตละประเภทที่แยกไดนี้จะนําไปทําการยอมสีแกรมและทดสอบทางชีวเคมี
ตอไป (โปรดดูขอ 4 ขางลาง) 
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ตารางที ่2.2 แสดงประเภทและจํานวนของ bacterial isolates ที่แยกไดจากจุดเก็บที่ 1-3 ของ
โรงงานบําบัดน้ําเสียจากโรงงานอุตสาหกรรม (โรงงานกระดาษ) จังหวัด
นครสวรรค 

 
ชนิดของแบคทีเรีย จุดที่เก็บ จํานวน isolates 

Nitrogen group 1 (N1) จุดที่ 1 - 
 จุดที่ 2 - 
 จุดที่ 3 24 
Nitrogen group 2 (N2) จุดที่ 1 - 
 จุดที่ 2 - 
 จุดที่ 3 60 
Sulfer group (S)  จุดที่ 1 47 
 จุดที่ 2 8 
 จุดที่ 3 52 
Phosphate group (P) จุดที่ 1 - 
 จุดที่ 2 - 
 จุดที่ 3 110 
-, ไมพบแบคทีเรียกลุมน้ันๆ 
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4. การยอมสีแกรมและการทดสอบเอกลักษณทางชีวเคมขีองแบคทีเรีย 
นําเชื้อแบคทีเรียแตละโคโลนีที่แยกไดจากการเพาะเลี้ยงขางตนมาจัดเปนหมวดหมูโดยดู

การติดสียอมชนิดแกรมซึ่งอาศัยความแตกตางของสวนประกอบพื้นฐานของผนังเซลลของ
แบคทีเรียเปนสวนที่ทําใหยอมติดสีแกรมแตกตางกัน โดยแบคทีเรียแกรมบวกยอมติดสีมวง และ
แบคทีเรียแกรมลบยอมติดสีสม-แดง อีกทั้งสามารถแยกชนิดแบคทีเรียโดยดูรูปรางของเชื้อ เชน 
รูปรางกลม (cocci) รูปรางเปนแทง (bacilli) ซึ่งสารเคมีสําหรับการยอมสีแกรมประกอบดวย 
Crystal violet (primary stain), Gram iodine (mordant stain), Acetone-alcohol (decolorizer 
stain) และ Safranin O (counter stain) 

การยอมสีแกรมทําโดยนําโคโลนีของแบคทีเรียมาปาย (smear) บนแผนกระจก 
(microscopic slides หรือเรียกวา สไลด) ที่สะอาด แลวทําการ fix แบคทีเรียบนสไลด โดยนํา
สไลดที่ปายเชื้อแลวไปผานเปลวไฟ 2-3 ครั้ง ทําการยอมสีขั้นตั้นโดยหยด crystal violet ทิ้งไว 
10 วินาที หยด Gram iodine ใหทั่วสไลด ทิ้งไว 10 วินาที แลวลางออกดวยน้ําประปา หยด 
Acetone-alcohol 5 วินาที ลางออกดวยนํ้าประปา หยด Safranin O ใหทั่วสไลด ทิ้งไว 30 วินาที 
ลางออกดวยน้ําประปา เม่ือสไลดที่ยอมแหงแลวนําไปสังเกตผลการยอมและตรวจรูปรางของ
แบคทีเรียโดยใชกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 100x แลวจัดกลุมแบคทีเรียเพ่ือเลือกวิธีการทดสอบ
เอกลักษณทางชีวเคมี เชน Oxidase test, Sugar fermentation, Amino acid decarboxylase 
and deamination, Indole production, Urease production การยอยสลาย citrate, Bile esculin 
และ Motility โดยผลการทดสอบสามารถระบุชนิดของเชื้อแบคทีเรียที่แยกไดจากน้ําเสียในแตละ
จุดเก็บตามประเภทของอาหารคัดเลือกดัง ตารางที่ 2.3 
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ตารางที ่2.3 แสดงกลุม ชนิด และจํานวนของ bacterial isolates ที่แยกไดจากจุดเก็บที่ 1-3 
ของโรงงานบําบัดน้ําเสียจากชุมชนที่หนองแขม 

 
กลุมของแบคทีเรีย จุดที่เกบ็ ชนิดของแบคทีเรีย จํานวน isolates 

Nitrogen group 1 (N1) จุดที่ 1 Bacillus spp.  
Enterobacter sakazakii  
Klebsiella pneumoniae  
Non-fermenting bacteria  

29 
33 
13 
5 

 จุดที่ 2 Bacillus spp.  
Enterobacter sakazakii  
Klebsiella pneumoniae  
Non-fermenting bacteria 

4 
11 
26 
11 

 จุดที่ 3 Bacillus spp.  
Enterobacter cloace  
Enterobacter sakazakii  
Klebsiella pneumoniae  

26 
5 
13 
31 

Nitrogen group 2 (N2) จุดที่ 1 Bacillus spp.  
Diptheroids  
Klebsiella pneumoniae  
Non-fermenting bacteria 

2 
3 
52 
17 

 จุดที่ 2 Klebsiella pneumoniae  
Non-fermenting bacteria 

11 
4 

 จุดที่ 3 Diptheroids  
Enterobacter cloacae  
Klebsiella ozanae  
Klebsiella pneumoniae  

6 
6 
20 
11 
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ตารางที ่2.3 (ตอ) แสดงกลุม ชนิด และจํานวนของแบคทีเรียที่แยกไดจากจุดเก็บที่ 1-3 ของ
โรงงานบําบัดน้ําเสียจากชุมชนที่หนองแขม  

 
กลุมของแบคทีเรีย จุดที่เกบ็ ชนิดของแบคทีเรีย จํานวน isolates 

Sulfer group (S) จุดที่ 1 Enterobacter aerogenes  
Enterobacter agglomerans  
Enterobacter gergoviae  
Enterobacter sakazakii  
Enterobacter spp.  
Klebsiella ozanae  
Klebsiella pneumoniae  
Klebsiella spp. 

2 
4 
10 
12 
3 
1 
25 
6 

 จุดที่ 2 Aeromonas spp. 
Bacillus spp.  
Enterobacter agglomerans  
Enterobacter spp.  
Escherichia coli  
Klebsiella pneumoniae  

6 
1 
7 
8 
16 
30 

 จุดที่ 3 Bacillus spp.  
Enterobacter agglomerans  
Klebsiella pneumoniae  
Vibrio spp.  

1 
10 
51 
8 

Phosphate group (P) จุดที่ 1 Enterobacter aerogenes  
Enterobacter agglomerans 
Enterobacter cloacae  
Enterobacter sakazakii  
Klebsiella pneumoniae 

1 
8 
18 
7 
38 

 จุดที่ 2 Bacillus spp.  
Enterobacter agglomerans  
Klebsiella pneumoniae  
Non-fermenting bacteria  

30 
5 
6 
5 

 จุดที่ 3 Aeromonas spp.  
Bacillus spp.  
Enterobacter cloacae  
Klebsiella pneumoniae  
Non-fermenting bacteria  
Plesiomonas spp. 

19 
15 
10 
12 
7 
1 
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การศึกษา Metagenomics ของเชื้อแบคทีเรีย  
1. การสกัดดีเอ็นเอ (DNA) ของเชื้อแบคทีเรียจากตวัอยางน้ําเสีย 

นําตัวอยางน้ําเสีย 500 มิลลิลิตร ไปปนตกตะกอนครั้งแรกที่ความเร็วรอบ 800× g เปน
เวลา 20 นาที นําน้ําใสสวนบนไปทําการปนตกตะกอนอีกครั้งที่ความเร็วรอบ 3,000× g เปน
เวลา 20 นาที นําน้ําสวนใสมาสกัด DNA ดวยชุดสําเร็จรูปโดยนําน้ําสวนใส 1 มิลลิลิตรใสใน 
microtube แลวเติม lysis buffer (20 mg/ml lysozyme, 20 mM Tris-HCl, 2mM EDTA, 1% 

Triton X-100, pH 8.0) ปริมาตร 200 μl ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง (25°C) เปนเวลา 10 นาที แลว

เติม GB buffer ปริมาตร 200 μl ผสมสารละลายใหเปนเนื้อเดียวกัน incubate ที่อุณหภูมิ 70°C 
เปนเวลาประมาณ 10 นาที เติม absolute ethanol ปริมาตร 200 μl จากนั้นนําสารผสมใสลงใน 
GD column ที่บรรจุใน collection tube แลวนําไปปนที่ความเร็วรอบ 10,000× g เปนเวลา 2 
นาที เทสวนน้ําใน collection tube ทิ้ง แลวเติม W1 buffer ปริมาตร 400 μl ลงใน GD column 
นําไปปนที่ความเร็วรอบ 10,000× g เปนเวลา 30 วินาที เทสวนน้ําใน collection tube ทิ้ง เติม 
Wash buffer ปริมาตร 600 μl ลงใน GD column นําไปปนที่ความเร็วรอบ 10,000× g เปนเวลา 
30 วินาที เทสวนน้ําใน collection tube ทิ้ง นําไปปนอีกครั้งที่ความเร็วรอบ 10,000× g เปนเวลา
30 นาที จากนั้นเปลี่ยน collection tube เติม elution buffer ปริมาตร 30 μl ลงใน GD column 

ตั้งทิ้งไวที่ 25°C เปนเวลา 2 นาที นําไปปนที่ความเร็วรอบ 6,000× g เปนเวลา 30 วินาที เก็บ

สวนน้ําใสหรือ DNA ของแบคทีเรียใน collection tube ไวที่อุณหภูมิ −20°C 
2. การเพิ่มจํานวนยีนที่เปนรหัสของ 16S RNA  

นําดีเอ็นเอที่เตรียมไดในขางตนไปเพิ่มจํานวนยีนที่เปนรหัสของ 16S RNA ดวยเทคนิค 
Polymerase Chain Reaction (PCR) โดยใชไพรเมอรที่มีลําดับเบสจําเพาะตอยีนที่เปนรหัสของ 

16S RNA คือ Forward primer Bact27 5′-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′) และ Reverse 

primer 1492 5′-CGGTTACCTTGTTACGACTT-3′ แลวทําการเพิ่มจํานวนยีนที่ปฏิกริยาและ
สภาวะดังนี้ 
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PCR reaction mixture: for one reaction/25 μl   
 

Taq buffer without MgCl2 (10×)   2.5 μl   

MgCl2 (50 mM)    2.0 μl   
dNTP (10 mM)    0.5 μl   
Bact27 forward primer (50 μM)    0.5 μl   
1492 reverse primer (50 μM)    0.5 μl   
Taq polymerase (5 units/μl)    0.2 μl   
DNA template  3.0 μl   
Distilled water 14.8 μl   

 

PCR condition: 
 

First denaturation 94°C  3     minutes  

Denature 94°C  1     minute  

Annealing 55°C 90    seconds  30 cycles 

Extension 72°C 150  seconds  

Final extension 72°C 10    minutes  

 4°C       Hold  

 

ตรวจสอบ PCR product ดวยเทคนิค Agarose gel electrophoresis แลวทําการยอมเจลดวย 
Ethidium bromide และสังเกตแถบดีเอ็นเอดวย UV illuminator 
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รูปที่ 2.1 แสดง PCR amplified product ของ 16S RNA genes 
 Lanes 1 and 2, amplicons of 16S RNA genes 
 Lane M, Standard DNA ladder  

Numbers at the left and right are DNA sizes in base pairs (bp)  
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3. การโคลนยีนที่เปนรหัสของ 16S RNA 
3.1 DNA ligation 
นํา 16S RNA gene PCR product ไป ligate เขา TA Cloning Vector โดยใชชุด T & A 

Cloning Vector Kit ของ RBC Biosciences โดย reaction mixture ประกอบดวย  

          Ligation buffer A 1 μl 
Ligation buffer B 1 μl 

T&A cloning vector 2 μl 

PCR product  5 μl 

T4 DNA ligase  1 μl 

จากนั้นนําไปเก็บที่อุณหภูมิ 4°C เปนเวลา 16 ชั่วโมง 
3.2 การนํา recombinant plasmids ที่มียนีที่เปนรหัสของ 16S RNA (16S genes) เขาสู

เซลลเจาบาน E. coli DH5α ดวยเทคนิค Electroporation 
ทําการเตรียม competent cells (เซลลเจาบาน) โดยเลี้ยงเชื้อ  E. coli DH5α  ใน  LB broth  

3 มิลลิลิตร บมในเคร่ืองเขยาที่อุณหภูมิ   37°C  เปนเวลา   1  คืน นําเชื้อดังกลาวปริมาตร 2  
มิลลิลิตร เลี้ยงในฟลาสคที่บรรจุ LB medium ปริมาตร 100 มิลลิลิตร บมในเครื่องเขยาความเร็ว 

250   rpm  ที่อุณหภูมิ 37°C  จนกระทั่งไดคาดูดกลืนแสง (Absorbance) ที่   600  nm  (A600nm) 
เทากับ   0.5-0.7  ประมาณ   2  –   2.5  ชั่วโมง แลวแชฟลาสคในน้ําแข็ง   15-30  นาที นํา culture ไป

ปนที่ความเร็วรอบ 4,000× g ที่อุณหภูมิ 4°C เปนเวลา   20  นาที แลวเทสวนใสทิ้งและเติม  ice-
cold 1 mM Hepes (pH 7.0) ลงไป   100  มิลลิลิตร นําไปปนที่ความเร็วรอบ 4000× g ที่อุณหภูมิ 

4°C เปนเวลา 20 นาที  แลวเทสวนใสทิ้งและเติม  ice-cold 1 mM Hepes (pH 7.0) ลงไป   50  มิ

ลลิลิตนําไปปนที่ความเร็วรอบ 4000× g ที่อุณหภูมิ 4°C เปนเวลา  20 นาที เทสวนใสทิ้งและลาง
เซลลดวย 10% glycerol ใน  1 mM Hepes (pH 7.0)   10  มิลลิลิตร นําไปปนที่ความเร็วรอบ 

4000× g อีกครั้งที่อุณหภูมิ 4°C เปนเวลา  20 นาที ดูดสวนใสทิ้งและเติมดวย 10% glycerol ใน 
1 mM Hepes (pH 7.0)   300  μl แลวแบงเก็บใสใน 1.5 ml microtube หลอดละ   100  μl แลวเติม 
recombinant plasmids ที่มี 16S genes ที่ไดเตรียมไวปริมาตร 5  μl แชน้ําแข็ง   1  นาที จากนั้น
ยายเซลลมาใสใน  cuvette ตั้งโปรแกรมของเครื่อง Electroporator  ใหเปนโพรคารีโอต  ใช
กระแสไฟ   1700  V 5 msec เติม LB medium  ลงไปใน  cuvette 1 มิลลิลิตร  และดูดออกใสใน

หลอด นําไปบมในเครื่องเขยาความเร็ว   250  rpm  ที่อุณหภูมิ 37°C เปนเวลา   1  ชม . จากนั้นนํา 

cell suspension ไปเกลี่ย (spread) บนผิว LB-amplicilin (LB-A) plate บมที่อุณหภูมิ 37°C 

ขามคืน เขี่ยเชื้อทุกโคโลนีลงใน  LB-A broth 2    มิลลิลิตร บมในเครื่องเขยาที่อุณหภูมิ   37°C 
ขามคืน แลวนําเชื้อไปสกัดพลาสมิด (plasmid) ตอไป 
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4. การสกัด plasmid 
เลี้ยง E. coli transformant แตละ isolates ใน LB-A broth 10 มิลลิลิตร บมในเครื่องเขยา

ความเร็ว   250  rpm  ที่อุณหภูมิ  37°C ขามคืน จากนั้นปนตกเซลลที่ความเร็วรอบ 11,000× g 
เปนเวลา 30 วินาทีและเทสวนใสทิ้ง เติม Buffer A1 ลงไป 250 μl ผสมใหเขากัน เติม Buffer A2 

ลงไป 250 μl ผสมใหเขากัน เก็บไวที่ 25°C  เปนเวลา 5 นาที เติม Buffer A3 ลงไป 600 μl 
ผสมใหเขากัน จากนั้นปนตกเซลลที่ความเร็วรอบ 11,000× g เปนเวลา 10 นาที ทําการดูดสวน
ใส 700 μl ใสลงใน column ใน collection tube ปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 11,000× g เปนเวลา 
1 นาที เทสวนใสทิ้ง เติม Buffer A4 ลงไป 600 μl ปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 11,000× g เปน
เวลา 1 นาที ปนเหวี่ยงอีกครั้งที่ความเร็วรอบ 11,000× g เปนเวลา 2 นาที ยาย column มาใส

ลงใน microtube ใหม วางไว 5 นาที เติมนํ้ากลั่นลงไป 30 μl เก็บไวที่ 25°C เปนเวลา 5 นาที 
ปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 11,000× g เปนเวลา 1 นาที นํา plasmid ที่สกัดไดเก็บที่อุณหภูมิ 

−20°C เพ่ือทําการศึกษาความหลากหลายของยีนในขั้นตอนตอไป 
5. การศึกษาความหลากหลายของยีนที่เปนรหัสของ 16S RNA ดวยเทคนิค Restriction 

Fragment Length Polymorphism (RFLP)  
คณะผูวิจัยไดเปลี่ยนวิธีการศึกษาความหลากหลายของยีนที่เปนรหัสของ 16S RNA ดวย

เทคนิค Polymerase Chain Reaction-Denaturing Gradient Gel Electrophoresis (PCR-
DGGE) ที่เสนอไวในโครงรางงานวิจัยมาเปนเทคนิค Restriction Fragment Length 
Polymorphism (PCR-RFLP) เนื่องจากสามารถใชทดแทนได และมีวิธีการทําที่ไมยุงยากเทา 
PCR-DGGE ดังมีรายละเอียดดังนี้ 

นําพลาสมิดที่สกัดไดไปเพ่ิมจํานวนยีนที่เปนรหัสของ 16S RNA ดวยปฏิกิริยาลูกโซ 
(PCR) ดังขางตน จากนั้น นํา PCR product ของยีนที่เปนรหัสของ 16S RNA ที่ไดไปยอยดวย
เอนไซม fast digest restriction endonucleases สามชนิด คือ MspI, HaeIII และ HhaI ดัง
ปฏิกิริยาของของผสม (reaction mixture) ขางลาง 

 
                      Fast digest reaction mixture: for one reaction/ (30 μl) 

 

Fast digest buffer (10×)   2.0  μl   

FastDigest® HhaI   1.0  μl   

FastDigest® MspI   1.0  μl   

FastDigest® HaeIII   1.0  μl   

PCR product  10.0 μl   

Distilled water  17.0 μl   
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นําสวนผสมดังกลาวไปบมที่อุณหภูมิ 37°C เปนเวลาประมาณ 10 นาที แลววิเคราะห
ความหลากหลายของ digested PCR product ดวยเทคนิค Sodium dodecyl sulfate-
polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) 

การเตรียม SDS-polyacrylamide gel: เจลที่ใชในการทดลองนี้มีสวนประกอบดังนี้  
 
 

Component Separating gel 
Acrylamide stock (30%)  16 ml 
Tris- HCl/SDS pH 8.45 10 ml 
Sterile DW 0.64 ml  
Glycerol 3.2 ml 
Ammonium persulfate (10%)  150 μl 
TEMED  10 μl 

     * DW, distilled water      

สําหรับเตรียม Polyacrylamide gel  slabs ได 4 แผน (ขนาด  7 cm x 10 cm)   

 

การเตรียมตัวอยาง: นํา digested PCR product ที่เตรียมไดจํานวน 15 ไมโครลิตร ผสม
กับ 10x loading dye ปริมาตร 2 ไมโครลิตร  แลวเติมลงใน well ของเจลที่เตรียมขางตนแลวทํา
การแยกนิวคลีโอไทดในสารละลายบัฟเฟอร TAE (Tris acetate-EDTA), pH 8.0 (running 
buffer) โดยใชกระแสไฟฟาที่ 50 milliAmpares เปนเวลา 60 นาที แลวทําการยอมเจลที่ไดดวย 
Ethidium bromide และสังเกตแถบดีเอ็นเอดวย UV illuminator ดังแสดงใน รูปที่ 2.2 -2.4 

หลังจากนํา Digested PCR products ไปศึกษาความหลากหลายของยีนที่เปนรหัสของ 
16S RNA ดวยเทคนิค Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) พบวาสามารถ
พบความหลากหลาย 11 แบบในกลุมของแบคทีเรียที่แยกจากจุดเก็บที่ 1 และความหลากหลาย 
9 และ 8 แบบในกลุมของแบคทีเรียที่แยกจากจุดเก็บที่ 2 และ 3 ตามลําดับ ซึ่งมีรายละเอียดดังนี้ 
ความหลากหลายของยีนที่เปนรหัสของ 16S RNA ของแบคทเีรียที่แยกไดจากจุดเก็บที ่1 
ซึ่งแตกตางกัน 11 แบบ (รูปที่ 2.2) 

แบบที่ 1.1 พบจํานวน 24 clones คือ clones no. 1, 4, 5, 16, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 
25, 26, 27, 28, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 37, 38, 39 และ 40   

แบบที่ 1.2 พบจํานวน 2 clones คือ clones no. 2, และ 3  
แบบที่ 1.3 พบจํานวน 3 clones คือ clones no. 6, 7 และ 10  
แบบที่ 1.4 พบจํานวน 1 clone คือ clone no. 8 
แบบที่ 1.5 พบจํานวน 5 clones คือ clones no. 9, 11, 12, 13 และ 15 
แบบที่ 1.6 พบจํานวน 1 clone คือ clone no. 14 
แบบที่ 1.7 พบจํานวน 1 clone คือ clone no. 17 
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แบบที่ 1.8 พบจํานวน 1 clone คือ clones no. 24 
แบบที่ 1.9 พบจํานวน 2 clones คือ clones no. 29 และ 36 
แบบที่ 1.10 พบจํานวน 1 clone คือ clones no. 41 
แบบที่ 1.11 พบจํานวน 1 clone คือ clones no. 42 

ความหลากหลายของยีนที่เปนรหัสของ 16S RNA ของแบคทเีรียที่แยกไดจากจุดเก็บที ่2 
ซึ่งแตกตางกัน 9 แบบ (รปูที่ 2.3) 

แบบที่ 2.1 พบจํานวน 1 clone คือ clones no. 1  
แบบที่ 2.2 พบจํานวน 7 clones คือ clones no. 2, 4, 16, 18, 19, 22 และ 23  
แบบที่ 2.3 พบจํานวน 5 clones คือ clone no. 3, 5, 17, 20 และ 21 
แบบที่ 2.4 พบจํานวน 7 clones คือ clones no. 6, 9, 10, 11, 12, 24 และ 25 
แบบที่ 2.5 พบจํานวน 1 clone คือ clones no. 7 
แบบที่ 2.6 พบจํานวน 1 clone คือ clone no. 8 
แบบที่ 2.7 พบจํานวน 1 clone คือ clone no. 13 
แบบที่ 2.8 พบจํานวน 1 clone คือ clone no. 14 
แบบที่ 2.9 พบจํานวน 1 clone คือ clone no. 15 

ความหลากหลายของยีนที่เปนรหัสของ 16S RNA ของแบคทเีรียที่แยกไดจากจุดเก็บที ่3 
ซึ่งแตกตางกัน 8 แบบ (รปูที่ 2.4) 

แบบที่ 3.1 พบจํานวน 1 clone คือ clone no. 1  
แบบที่ 3.2 พบจํานวน 1 clone คือ clones no. 2  
แบบที่ 3.3 พบจํานวน 5 clones คือ clones no. 3, 4, 5, 7 และ 19 
แบบที่ 3.4 พบจํานวน 1 clone คือ clone no. 6 
แบบที่ 3.5 พบจํานวน 1 clone คือ clone no. 8 และ 11 
แบบที่ 3.6 พบจํานวน 1 clone คือ clone no. 9 
แบบที่ 3.7 พบจํานวน 7 clones คือ clones no. 10, 12, 13, 14, 15, 16 และ 17 
แบบที่ 3.8 พบจํานวน 1 clone คือ clone no. 18 
ตัวอยาง DNA แตละรูปแบบที่ไดจากการจัดกลุมความหลากหลายของยีนที่เปนรหัสของ 

16S RNA ของแบคทีเรียที่แยกไดจากน้ําเสีย ณ จุดเก็บตางๆ ถูกนําสงวิเคราะห DNA 
sequence แลวทําการเปรียบเทียบกับชนิด DNA sequence ใน GenBank database ดังแสดง
ใน ตารางที่ 2.4 
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C 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 2.2 แสดง RFLP patterns ของ recombinant plasmids ที่มี 16S RNA gene inserts ที่

แยกจากจุดเก็บที่ 1 
A, RFLP ของ 16S ของ 42 ตัวอยาง  
B, Schematic patterns ของ RFLP ของทั้ง 42 ตัวอยาง 
C, RFLP ของทั้ง 11 patterns ที่พบ (left block, lanes 1-11) และ Schematic 

patterns (right block, numbers 1-11)  
M, 100 bp DNA ladder 

 

M     1      2    3    4      5       6     7      8     9      10    11  

M    1    2   3    4    5    6    7   8    9  10  11    M    1    2   3    4    5    6    7   8    9  10  11    
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A 

 
 
 
 
B 

M    1     2    3    4     5     6     7      8    9   10   11  12  13  14   15   16   17   18  19  20   21  22  23   24  25    MM    1     2    3    4     5     6     7      8    9   10   11  12  13  14   15   16   17   18  19  20   21  22  23   24  25    M

 
 
C 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 2.3 แสดง RFLP patterns ของ recombinant plasmids ที่มี 16S RNA gene inserts ที่

แยกจากจุดเก็บที่ 2 
A, RFLP ของ 16S ของ 25 ตัวอยาง B, Schematic patterns ของ RFLP ของ 25 ตัวอยาง 
C, RFLP ของ 9 patterns ที่พบ (left block; lanes 1-9) และ Schematic patterns (right 

block; numbers 1-9) 
M, 100 bp DNA ladder 

M    1     2    3   4   5    6    7    8    9  

M    1     2     3     4     5    6      7    8      9   10   11   12      13  14   15    16  17  18 19   20  21 22  23  24  25   

400 
200 

100 

50 

bp 

M    1     2    3     4    5    6     7   8    9   M    1     2    3     4    5    6     7   8    9   
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B 

M    1    2      3    4     5     6     7    8     9     10    11   12   13  14  15  16  17  18   19    MM    1    2      3    4     5     6     7    8     9     10    11   12   13  14  15  16  17  18   19    M

 
 
C 
 
 
 
 
 
รูปที่ 2.4 แสดง RFLP patterns ของ insert recombinant plasmids ที่มี 16S RNA gene 

inserts ที่แยกจากจุดเก็บที่ 3 
A, RFLP ของ 16S ของ 19 ตัวอยาง B, Schematic patterns ของ RFLP ของ 19 ตัวอยาง 
C, RFLP ของ 8 patterns ที่พบ (left block; lanes 1-8) และ Schematic patterns 

(right block; numbers 1-8) 
M, 100 bp DNA ladder 

M   1    2    3   4    5   6    7     8     M    1    2      3    4     5     6     7    8    M    1    2      3    4     5     6     7    8    
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ตารางที่ 2.4 แสดงผลการเปรียบเทยีบ DNA sequence ในแตละรปูแบบที่พบในการวิจัยนี้เปรียบเทียบกับชนิด DNA sequence ใน GenBank 
database  

รูปแบบของ DNA patterns ของ
ยีนที่เปนรหัสของ 16S RNA  

BLAST results 

1.1 No significant similarity found in GenBank database 
1.2 No significant similarity found in GenBank database 
1.3 No significant similarity found in GenBank database 
1.4 - EU132456 Uncultured bacterium clone FFCH18555 16S ribosomal RNA gene, 

- EF459825 Uncultured bacterium clone 183b1 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 
- DQ083100 Uncultured bacterium clone X14 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 
- FM956995 Uncultured bacterium partial 16s rRNA gene, clone D14R30C44 

1.5 No significant similarity found in GenBank database 
1.6 - EF203172 Uncultured bacterium clone Kas2B 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 

- EF471640 Uncultured delta proteobacterium clone CB01E11 16S ribosomal RNA 
- FJ710720 Uncultured bacterium clone Dok01 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 
- FJ154966 Uncultured bacterium clone BO 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 
- EU925834 Uncultured bacterium clone 001E3 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 

1.7 No significant similarity found in GenBank database 
1.8 - EF075104 Uncultured Bacteroidetes bacterium clone GASP-WC2S3_E04 16S 

- FJ623276 Uncultured bacterium clone 1 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 
- FJ660549 Uncultured bacterium clone A24 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 

 (cont. next page)  
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- EU234268Uncultured bacterium clone C44 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 
- AY693809 Uncultured euryarchaeote clone ARC8 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 
- FJ230892 Uncultured bacterium clone F1 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 

1.9 - AM180043Uncultured bacterium partial 16S rRNA gene, clone A1-71 
- EU795883Uncultured bacterium clone 1M13R 16S ribosomal RNA gene, partial 
- EU809779Uncultured bacterium clone KS-246 16S ribosomal RNA gene, partial 

1.10 - EU592668 Uncultured bacterium clone MFBC5F01 16S ribosomal RNA gene, partial sequence  
- FJ350202Uncultured bacterium clone 051024_S1_W_T_SDP3_159 small subunit ribosomal 
RNA gene, partial sequence  

1.11 No significant similarity found in GenBank database 
2.1 No significant similarity found in GenBank database 
2.2 - AM162486 Uncultured bacterium partial 16S rRNA gene, clone B39  

- AM991275 Uncultured bacterium partial 16S rRNA gene, clone M6A-722  
- AY661909 Bacterium DM-P3 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence  
- EU101223 Uncultured bacterium clone RS06101_B19 16S ribosomal RNA gene, partial 
sequence  

- AF507586 Uncultured soil bacterium clone C131 16S ribosomal RNA gene, partial sequence  
 

2.3 No significant similarity found in GenBank database 
2.4 No significant similarity found in GenBank database 
2.5 - AM162486  Uncultured bacterium partial 16S rRNA gene, clone B39  

 (cont. next page)  
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- AY661909 Bacterium DM-P3 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence  
- AM991275 Uncultured bacterium partial 16S rRNA gene, clone M6A-722  

2.6 No significant similarity found in GenBank database 
2.7 No significant similarity found in GenBank database 
2.8 - FM242339 Uncultured Verrucomicrobium sp. partial 16S ribosomal RNA, clone 6 T9d-oil  

- EU050744 Uncultured alpha proteobacterium clone ss1_B_05_03 16S ribosomal RNA gene, 
partial sequence  

- AY676481 Uncultured bacterium clone B-11 16S ribosomal RNA gene, partial sequence  
- AB255059 Uncultured bacterium gene for 16S rRNA, partial sequence, clone: IC-31  

2.9 No significant similarity found in GenBank database 
3.1 No significant similarity found in GenBank database 
3.2 No significant similarity found in GenBank database 
3.3 - AJ717355 Microbacterium phyllosphaerae 16S rRNA gene, isolate AC13  

- DQ337503 Escherichia sp. BBDP20 16S ribosomal RNA gene, partial sequence  
- EU088014 Endophytic bacterium WR4b 16S ribosomal RNA gene, partial sequence  
- EF551816 Uncultured bacterium clone L1B_003 16S ribosomal RNA gene, partial sequence  

3.4 No significant similarity found in GenBank database 
3.5 No significant similarity found in GenBank database 
3.6 No significant similarity found in GenBank database 
3.7 AM502240  Leishmania infantum chromosome 22 99% 
3.8 No significant similarity found in GenBank database 

(cont. next page) 
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กิจกรรมขอที่ 3: ศึกษาบทบาทหนาที่ของจุลชีพประเภทตางๆ ที่เกี่ยวของตอการบําบัดน้ําเสียกับ
คาพารามิเตอรตางๆ ในน้ําเสีย 

สวนที่หน่ึง: เปาหมายของกิจกรรมนี้คือ การศึกษาหาความสัมพันธของโรติเฟอรชนิดที่ 2 
(the most prevalent species ในโรงบําบัดน้ําเสียจากชุมชน) กับคาพารามิเตอรตางๆ ที่ใชเปนตัว
บงชี้ความ (ไม) เสถียรของระบบบําบัดน้ําเสียเพื่อประเมิน/ใชพยากรณความเปลี่ยนแปลงของ
ระบบบําบัดน้ําเสีย จากความรูพ้ืนฐานและแนวคิดวาจํานวนโรติเฟอรที่เพ่ิมสูงขึ้นยอมบงบอกถึง
ความสมดุลยของระบบบําบัดน้ําเสีย จึงนําขอมูลจํานวนโรติเฟอรชนิดที่ 2 ที่ไดจากการสํารวจสาย
พันธุของโรติเฟอรที่พบในระบบบําบัดน้ําเสียจากชุมชน (โรงงานบําบัดน้ําเสียที่หนองแขม) จาก
แตละจุดที่เก็บตัวอยางน้ําเสีย (จุดเก็บที่ 1 จุดเก็บที่ 2 และจุดเก็บที่ 3) ไปหาความสัมพันธกับ
คาพารามิเตอรตางๆ โดยขอมูลที่ไดจะถูกนําไปตรวจสอบความถูกตองและบันทึกในรูปแบบของ
แฟมขอมูลในคอมพิวเตอร เพ่ือนําไปทดสอบการกระจายของขอมูล normality ทั้ง skewness และ 
kurtosis ถามีการกระจายเปน normal distribution การเปรียบเทียบขอมูลระหวางกลุมจะใช
วิธีการทางสถิติแบบ parametric method ไดแก Anova และ independent student t test 
(คาสถิติที่ใชทดสอบความสัมพันธระหวางตัวแปร 2 ตัว จะใช Pearson correlation) แตถาขอมูลที่
ทดสอบไมเปน normal distribution การนําเสนอจะเสนอเปน median และ range และใชวิธีการ
ทางสถิติแบบ non-parametric method การเปรียบเทียบระหวางกลุมใช Kruskal-Wallis  
analysis of variance และ Mann-Whitney U-Wilcoxon Rank Sum W test การทดสอบ
ความสัมพันธระหวางตัวแปรใช  Spearman correlation 

ตารางที่ 3.1 แสดงคําจํากัดความของคาพารามิเตอรตางๆ ที่ใชเปนตัวบงชี้ความไมเสถียร
ของระบบบําบัดน้ําเสียจากชุมชน (โรงงานบําบัดน้ําเสียหนองแขม) เพ่ือนําไปทดสอบหา
ความสัมพันธกับจํานวนโรติเฟอรที่ตรวจพบ และเหตุผลในการพิสูจนความสัมพันธนี้ เพ่ือแปลผล
เกี่ยวโยงกับประสิทธิภาพในการบําบัดน้ําเสีย  

ตารางที่ 3.2 แสดงผลจากการวิเคราะหขอมูลเพ่ือทดสอบหาความสัมพันธระหวางโรติเฟอร
ชนิดที่ 2 กับคาพารามิเตอรตางๆ แตละจุดที่เก็บตัวอยางน้ําเสีย (จุดเก็บที่ 1 จุดเก็บที่ 2 และจุด
เก็บที่ 3) พบวา ณ จุดเก็บที่ 1 โรติเฟอรชนิดที่ 2 มีความสัมพันธผกผันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ
ที่ p < 0.01 กับคา dissolved oxygen (DO) และ mixed liquor suspended solids (MLSS) ซึ่ง
จุดเก็บที่ 1 นี้เปนจุดที่น้ําเสียเพ่ิงเขาสูระบบจึงมีปริมาณอาหาร (ของเสีย) เขามามาก จุลชีพมีการ
เพ่ิมจํานวนมากในชวงแรกทําใหโรติเฟอรเม่ือมีจํานวนเพิ่มมากขึ้น จึงมีการใชออกซิเจนเพ่ิมมาก
ขึ้น จึงพบคาออกซิเจนละลายน้ํา (dissolved oxygen) ลดลง สวนคา MLSS ซึ่งวัดในรูปของ
ของแข็งแขวนลอยทั้งหมดเปนตัวแทนของปริมาณตะกอนจุลชีพ เนื่องจากโรติเฟอรจะดํารงชีวิต
โดยการกินสิ่งมีชีวิตเล็กๆ เชนพวกแบคทีเรียตางๆ และเศษอินทรียวัตถุที่มีอยูในน้ํา ดังน้ันถามีโร
ติเฟอรอยูมากปริมาณตะกอนจุลชีพก็จะลดลงจากการกินโดยโรติเฟอรในระบบหวงโซอาหาร 
(food chain) (รูปที่ 3.1)   
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สําหรับจุดเก็บที่ 2 ซึ่งเปนจุดที่ Mixed liquor เพ่ิงออกจากถังเติมอากาศมักใชเปนจุดที่ทํา
การตรวจสอบระหวางกระบวนการ พบวาจํานวนโรติเฟอรชนิดที่ 2 มีความสัมพันธผกผันอยางมี
นัยสําคัญทางสถิติกับคา DO เพียงคาเดียว ที่ p < 0.01 เชนเดียวกับจุดที่ 1 แตจํานวนโรติเฟอร
ชนิดที่ 2 มีความสัมพันธแปรผันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติกับคา Sludge volume index (SVI หรือ   
ดัชนีปริมาตรสลัดจ) ที่ p < 0.05 ซึ่งคา SVI นี้มีความสัมพันธทางทฤษฎีที่ใชในการดูการตกตะกอน   
แสดงวาจํานวนโรติเฟอรชนิดที่ 2 เพ่ิมมากขึ้นจะมีการตกตะกอนมากขึ้น 

สําหรับจุดเก็บที่ 3 คือ RAS ซึ่งขณะนั้นนํ้าเสียที่บําบดัแลวจะออกจากระบบ จํานวนโรติ
เฟอรชนิดที่ 2 มีความสัมพันธผกผันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติกับคา Hydraulic retention time 
(HRT; ระยะเวลากักพักน้ํา) ที่ p < 0.05 และคา DO ที ่p < 0.01 แปลผลไดวา จํานวนโรติเฟอร
ชนิดที่ 2 เพ่ิมมากขึ้นจะทําใหระยะเวลากกัพักน้ําสั้นลงตามที่ตั้งสมมตุิฐานไว เพราะมีการบําบัด
หรือยอยสลายของเสียไดเร็วขึ้น สวนความสัมพันธผกผันอยางมีนัยสําคัญทางสถติิกับคา DO นั้น
ก็สัมพันธกับผลการทดสอบทั้งจุดเก็บที่ 1 และจุดเก็บที่ 2 ซึ่งเปนไปตามที่กลาวมาแลว 
 

 
 
รูปที่ 3.1 ประชากรจุลชีพในกลุมโปรโตซัวและโรติเฟอรในระบบนิเวศนของระบบบําบัดนําเสียจาก

ชุมชน แบบ activated sludge ที่สัมพันธกับความเสถียรของระบบ 
Source: Operation of Wastewater Treatment Plants. Vol. 2, 4th edition, p. 95 
ซึ่งในงานวิจัยน้ีก็ไดผลสอดคลองกับขอมูลที่มีมากอนในระบบบําบัดน้ําเสียแบบเติม
อากาศจากตางประเทศและเปนขอมูลแรกของประเทศไทย 
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ตารางที่ 3. 1 แสดงคาพารามิเตอรตางๆ และเหตผุลในการพิสูจนความสัมพันธกับจํานวนโรตเิฟอรชนิดที่ 2 (R2) ที่ตรวจพบ 
 

Item Matching parameter Unit ความสัมพันธกับจํานวนโรติเฟอรที่ตรวจพบบงชี้ถึง หมายเหตุ 

1 Influent BOD loading kg/day ปริมาณอาหารที่เขาระบบกับปริมาณโรติเฟอรที่วัดได [BODi] x Flow 
2 Reduction in BOD loading kg/day ปริมาณอาหารที่หายไป กับปริมาณโรติเฟอรที่วัดได ซึ่ง

บงบอกถึงประสิทธิภาพในการบําบัด 
[(BODi - BODe)] x Flow 

3 Mean Cell Resident Time (MCRT)  โรติเฟอรมีผลตออายุของสลัดจ (MLSSavg x VofAR1-4):[(MLSS@RAS x 
Qwas)+(Sse x Q)] 

4 F:M (Food to Microorganism ratio)  อัตราการเจริญเติบโตของจุลชีพ (Bodi) x Q : (MLSSavg x VofAR1-4) 
5 SVI ml/mg ความสัมพันธทางทฤษฎีนี้ใชในการดูการตกตะกอน SV30@AR4 : MLSSavg 
6 HRT hours ระยะเวลากักพักน้ํานาจะสั้นลง VofAR1-4 : Q x 24 
7 Temperature  สภาพแวดลอมที่เปลี่ยนแปลง  
8 DO in sampling points 1, 2 and 3 mg/liter สภาพแวดลอมที่เปลี่ยนแปลง If high levels of organic matter are present in the 

water, microbes may use all available oxygen 
9 pH in sampling points 1, 2 and 3  สภาพแวดลอมที่เปลี่ยนแปลง  In the wastewater field pH analyses are 

important for  neutralization, corrosion control, 
precipitation, coagulation, and biological 
treatment 

10 MLSS in sampling points 1, 2 and 3 mg/liter ปริมาณรวมจุลชีพ  
 

Abbreviations 
1. BODi (Influent BOD loading) คือ biochemical oxygen demand ของน้ําเสียขาเขา (BOD influent) 
2. BODe (Effluent BOD loading) คือ biochemical oxygen demand ของน้ําเสียขาออก (BOD effluent) 
3. Flow คือ อัตราการไหลของน้ํา 
4. MCRT คือ mean cell resident time ซึ่งคอื อายุของสลัดจ เปนระยะเวลาโดยเฉลี่ยของจลุินทรียที่อาศัยในระบบบําบัดน้ําเสีย 
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5. F:M, Food to Microorganism ratio คือ อตัราสวนอาหารตอจุลินทรีย 
6. MLSS คือ Mix liquor suspended solid หมายถึง ปริมาณโดยรวมของจุลินทรีย 
7. MLSSavg คือ คาของ Mix liquor suspended solid โดยเฉลี่ย ซึ่งหมายถงึปริมาณโดยรวมของจุลินทรยี 
8. VofAR1-4 คือ ปริมาตรรวมของ aeration tank ถังที่ 1 ถึง 4 
9. RAS คือ return activated sludge 
10. MLSS@RAS คือ Mix liquor suspended solid ในสลัดจที่สูบกลับเพื่อนําไปใชใหม 
11. Qwas คือ อัตราการไหลในการสูบสลัดจกลับไป 
12. Sse คือ คือ ความเขมขนของของแขง็แขวนลอยในน้ําปลอยทิ้ง 
13. Q คือ อัตราการไหลของน้ําเสีย เชนเดียวกับคําวา flow  
14. SVI คือ sludge volume index หมายถึง ดชันีปริมาตรสลัดจ 
15. SV30 คือ ปริมาตรของสลัดจซึ่งตกตะกอนจากตัวอยาง 1,000 มิลลิลิตร ในเวลา 30 นาที 
16. DO คือคาออกซิเจนละลายน้ํา (Dissolved oxygen; DO) เพื่อใหทราบวาไดใหออกซิเจนแกจุลชีพพอเพียงสําหรับการใชงานหรอืไม เนื่องจากจุลชพีตองใช

ออกซิเจนในการดํารงชีพ 
17. HRT คือ Hydraulic retention time หมายถึงระยะเวลากักพักน้ํา 
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ตารางที่ 3.2 การศึกษาหาความสัมพันธของโรติเฟอรชนิดที่ 2 กับคาพารามิเตอรตางๆ ณ จุดเก็บตวัอยางที ่1, 2 และ 3 

 
  ความสัมพันธ 
 

F:M 
 

SVI 
 

HRT 
 

DO 
 

 pH 
 

Influent 
BOD 

Effluent 
BOD 

Mean Cell 
Resident time 

Temperature 
 

MLSS 
 

จุดเก็บที่ 1 Pearson Correlation .025 .058 .026 -.366(**) -.149 .117 .092 .018 .038 -.219(*) 
 Sig. (2-tailed) .781 .522 .771 .000 .100 .194 .306 .838 .679 .015 
 N 126 126 126 123 123 126 126 126 123 123 
            
จุดเก็บที่ 2 Pearson Correlation .097 .181(*) .008 -.446(**) -.041 .135 .110 -.060 -.051 .224(*) 
 Sig. (2-tailed) .280 .043 .927 .000 .652 .131 .219 .505 .578 .013 
 N 126 126 126 123 123 126 126 126 123 123 
            
จุดเก็บที่ 3 Pearson Correlation -.042 .028 -.180(*) -.323(**) -.062 .018 .015 -.028 -.024 .045 
 Sig. (2-tailed) .648 .761 .046 .000 .501 .844 .870 .760 .793 .629 
 N 123 123 123 120 120 123 123 123 120 120 
            

* Correlation is significant at the p < 0.05 level (2-tailed)  ** Correlation is significant at the p < 0.01 level (2-tailed)  
Abbreviations 

1. F:M, Food to microorganism ratio 
2. SVI, Sludge volume index (ดัชนีปริมาตรสลัดจ) 
3. HRT, Hydraulic retention time (ระยะเวลากักพักน้ํา) 
4. DO, Dissloved oxygen 

5. Influent BOD, biochemical oxygen demand ของน้ําเสียขาเขา  
6. Effluent BOD, biochemical oxygen demand ของน้ําเสียขาออก 
7. MLSS, Mixed liquorsuspected fluid (ปริมาณโดยรวมของจุลินทรีย) 
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สวนที่สอง สําหรับกิจกรรมของแบคทีเรียกลุมตางๆ ที่พบในน้ําเสียจากชุมชน คือโรงงาน
บําบัดน้ําเสียที่หนองแขม พบวาสามารถแบงแบคทีเรียตามกิจกรรมออกเปน 4 กลุม คือ 
แบคทีเรียที่สามารถยอยสลายแอมโมเนีย (Nitrogen group 1, N1) แบคทีเรียที่สามารถยอย
สลายไนไตรต (Nitrogen group 2, N2) แบคทีเรียที่สามารถยอยสลายซัลเฟอร (Sulfer group, 
S) และแบคทีเรียที่สามารถยอยสลายฟอสเฟต (Phosphate group, P) และพบแบคทีเรียทั้ง 4 
กลุมในตัวอยางที่เก็บทุกจุด  

สวนน้ําเสียจากโรงงานอุตสาหกรรม (โรงงานกระดาษ จังหวัดนครสวรรค) พบแบคทีเรียที่
สามารถยอยสลายซัลเฟอร (Sulfer group, S) ที่จุดเก็บตัวอยางทั้ง 3 จุด สวนแบคทีเรียที่
สามารถยอยสลายแอมโมเนีย (Nitrogen group 1, N1) แบคทีเรียที่สามารถยอยสลายไนไตรต 
(Nitrogen group 2, N2) และแบคทีเรียที่สามารถยอยสลายฟอสเฟต (Phosphate group, P) พบ
เฉพาะจุดเก็บตัวอยางจุดที่ 3 

 
กิจกรรมขอที่ 4: ระบุถึงปริมาณ/อัตราสวนของจุลชีพประเภทตางๆ ในระบบที่เหมาะสม 

สวนที่หนึ่ง  
ก. ปริมาณของโรติเฟอรในโรงงานบําบัดน้ําเสียจากชุมชน โรงงานบําบัดน้ําเสียหนองแขม  
ปริมาณของโรติเฟอรชนิดที่สอง (R2) ซึ่งเปนชนิดที่ชุกชุมที่สุดและพบไดทุกจุดที่เก็บนํ้า

เสียจากชุมชนในระบบที่เหมาะสม (เสถียร) คือโรงงานบําบัดน้ําเสียหนองแขม ผันแปรในแตละ
ชวงเวลาตลอดปที่เก็บน้ําเสีย (ตุลาคม พ.ศ. 2550 ถึง กันยายน พ.ศ. 2551) ไดแสดงไวใน รูปที่ 
4.1-4.4  

รูปที่ 4.1 แสดงภาพรวมของจํานวนเฉลี่ย (mean) ของโรติเฟอรชนิดที่ 2 ที่พบในน้ําเสีย
ทั้ง 3 จุดที่เก็บน้ําเสีย และในจุดเก็บที่ 3 (เสนสีแดง) ซึ่งเปนจุดที่น้ําที่บําบัดแลวจะออกจากระบบ
นั้น มักจะมีคาเฉลี่ยของจํานวนโรติเฟอรชนิดที่ 2 สูงกวาจุดเก็บที่ 1 และ จุดเก็บที่ 2 บงชี้วา มี
จํานวนเฉลี่ย (mean) ของโรติเฟอรแตกตางจากทั้ง 2 จุดแรก ซึ่งผลของการศึกษาวิจัยนี้
สอดคลองกับทฤษฎีที่วา “ถามีโรติเฟอรอยูมากในกระบวนการบําบัดนํ้าเสีย แสดงวากระบวนการ
บําบัดทางชีววิทยามีประสิทธิภาพดี จึงสามารถใชเปนตัวบงชี้ในการพยากรณความเสถียรของระบบ

ได” และจะเห็นไดวาโรติเฟอรชนิดที่ 2 นี้แมจะตรวจพบในระบบบําบัดน้ําเสียตลอดชวงเวลาหนึ่ง
ปของการศึกษาวิจัยนี้ แตจะมีความแตกตางในแตละชวงเดือน ซึ่งไดแสดงรายละเอียดเปนตัวเลข
ของคาเฉลี่ยในการตรวจแตละครั้งใน รูปที่ 4.2, 4.3 และ 4.4 เราจึงนาจะสามารถใชโรติเฟอร
ชนิดที่ 2 เปนแอนติเจนเปาหมายในการสรางแอนติบอดีชนิดโมโนโคลนาลที่จับจําเพาะเพื่อบง
บอกถึงประสิทธิภาพในการบําบัดของระบบได โดยเมื่อพัฒนาเทคนิคหรือวิธีการทางวิทยา
ภูมิคุมกันที่ใชตรวจหาและวัดปริมาณของจุลชีพไดแลวก็จะนํามาคา OD ที่วัดไดมาสัมพันธกับ
จํานวนเฉลี่ยของโรติเฟอรชนิดที่ 2 ในแตละจุด 

ข. ปริมาณของโรติเฟอรในโรงงานบําบัดน้ําเสียจากโรงงานอุตสาหกรรม  (โรงงาน
กระดาษ) จังหวัดนครสวรรค  
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สําหรับน้ําเสียจากโรงงานอุตสาหกรรม (โรงงานกระดาษ) จังหวัดนครสวรรค นั้น พบวาไม
มีความผันแปรในแตละชางเวลาของปแตไมสามารถตรวจนับปริมาณของโรติเฟอรและโปรโตซัว
ได  
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รูปที่ 4.1 กราฟแสดงจํานวนคาเฉลี่ย (Means) ของโรติเฟอรชนิดที่ 2 (R2) ที่พบในน้ําเสียทั้ง 3 จุดที่เก็บน้ําเสีย ณ ชวงเวลาตางๆ ที่
เก็บตวัอยางตลอดระยะเวลาหนึ่งป  
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รูปที่ 4.2 กราฟแสดงคาเฉลี่ยจํานวน (ตัวเลข) ของโรติเฟอรชนิดที่ 2 (R2) ที่พบในน้ําเสียที่เก็บจากจุดเก็บที่ 1 ณ ชวงเวลาตางๆ ที่เก็บ
ตัวอยางตลอดระยะเวลาหนึ่งป  
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รูปที่ 4.3 กราฟแสดงคาเฉลี่ยจํานวน (Means) ของโรติเฟอร ชนิดที่ 2 (R2) ที่พบในน้ําเสยีที่เก็บจากจดุเก็บที่ 2 ณ ชวงเวลาตางๆ ที่

เก็บตวัอยางตลอดระยะเวลาหนึ่งป  
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รูปที่ 4.4 กราฟแสดงคาเฉลี่ยจํานวน (Means) ของ Rotifer ชนิดที่ 2 (R2) ที่พบในน้ําเสียที่เก็บจากจุดเก็บที่ 3 ณ ชวงเวลาตางๆ ที่เก็บ
ตัวอยางตลอดระยะเวลาหนึ่งป  
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สวนที่สอง  
ก. ปริมาณของแบคทีเรียในโรงงานบําบัดน้ําเสียจากชุมชน โรงงานบําบัดน้ําเสียหนองแขม 

ปริมาณของแบคทีเรียกลุมตางๆ คือ กลุมแบคทีเรียที่สามารถยอยสลายแอมโมเนีย 
(Nitrogen group 1, N1) กลุมแบคทีเรียที่สามารถยอยสลายไนไตรท (Nitrogen group 2, N2) 
กลุมแบคทีเรียที่สามารถยอยสลายซัลเฟอร (Sulfer group, S) และกลุมแบคทีเรียที่สามารถยอย
สลายฟอสเฟต (Phosphate group, P) ที่สามารถพบไดที่จุดเก็บตัวอยางน้ําเสียจากชุมชนใน
ระบบที่เหมาะสม (เสถียร) คือโรงงานบําบัดน้ําเสียหนองแขม ณ จุดเก็บตัวอยางทั้ง 3 จุด
ครบรอบ 12 เดือน คือ มีนาคม พ.ศ. 2552 ถึง กุมภาพันธ พ.ศ. 2553 ไดแสดงไวใน ตารางที่ 
4.1 และ รูปที่ 4.5-4.9 

Nitrogen group 1 (N1): 
จุดเก็บตัวอยางจุดที่ 1: คาเฉลี่ย 39.5 × 106 cfu/ml  

Range 6.2 × 106 – 94.8 × 106 cfu/ml 
Minimum 6.2 × 106 cfu/ml in November 2009 
Maximum 94.8 × 106 cfu/ml in February 2010 

จุดเก็บตัวอยางจุดที่ 2: คาเฉลี่ย 15.6 × 106 cfu/ml  
Range 2.6 × 106 – 52.6 × 106 cfu/ml 
Minimum 2.6 × 106 cfu/ml in December 2009 
Maximum 52.6 × 106 cfu/ml in June 2009 

จุดเก็บตัวอยางจุดที่ 3: คาเฉลี่ย 27.4 × 106 cfu/ml      
Range 4.1 × 106 – 70.6 × 106 cfu/ml 
Minimum 4.1 × 106 cfu/ml in January 2010 
Maximum 70.6 × 106 cfu/ml in June 2009 

Nitrogen group 2 (N2): 
จุดเก็บตัวอยางจุดที่ 1: คาเฉลี่ย 28.6 × 106 cfu/ml  

Range 8.4 × 106 – 64.5 × 106 cfu/ml 
Minimum 8.4 × 106 cfu/ml in March 2009 
Maximum 94.8 × 106 cfu/ml in June 2009 

จุดเก็บตัวอยางจุดที่ 2: คาเฉลี่ย 14.5 × 106 cfu/ml  
Range 4.0 × 106 – 44.3 × 106 cfu/ml 
Minimum 4.0 × 106 cfu/ml in December 2009 
Maximum 44.3 × 106 cfu/ml in June 2009 

จุดเก็บตัวอยางจุดที่ 3: คาเฉลี่ย 28.6 × 106 cfu/ml      
Range 6.1 × 106 – 68.0 × 106 cfu/ml 
Minimum 6.1 × 106 cfu/ml in March 2009 
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Maximum 68.0 × 106 cfu/ml in June 2009 
Sulfer group (S): 

จุดเก็บตัวอยางจุดที่ 1: คาเฉลี่ย 19.6 × 106 cfu/ml  
Range 10.1 × 106 – 38.9 × 106 cfu/ml 
Minimum 10.1 × 106 cfu/ml in March 2009 
Maximum 38.9 × 106 cfu/ml in June 2009 

จุดเก็บตัวอยางจุดที่ 2: คาเฉลี่ย 10.3 × 106 cfu/ml  
Range 5.3 × 106 – 20.0 × 106 cfu/ml 
Minimum 5.3 × 106 cfu/ml in December 2009 
Maximum 20.0 × 106 cfu/ml in June 2009 

จุดเก็บตัวอยางจุดที่ 3: คาเฉลี่ย 22.6 × 106 cfu/ml      
Range 8.9 × 106 - 45.2 × 106 cfu/ml 
Minimum 8.9 × 106 cfu/ml in March 2009 
Maximum 45.2 × 106 cfu/ml in June 2009 

Phosphate group (P): 
จุดเก็บตัวอยางจุดที่ 1: คาเฉลี่ย 33.0 × 106 cfu/ml  

Range 14.7 × 106 – 65.0 × 106 cfu/ml 
Minimum 14.7 × 106 cfu/ml in November 2009 
Maximum 65.0 × 106 cfu/ml in June 2009 

จุดเก็บตัวอยางจุดที่ 2: คาเฉลี่ย 15.8 × 106 cfu/ml  
Range 4.5 × 106 – 38.8 × 106 cfu/ml 
Minimum 4.5 × 106 cfu/ml in December 2009 
Maximum 38.8 × 106 cfu/ml in June 2009 

จุดเก็บตัวอยางจุดที่ 3: คาเฉลี่ย 35.8 × 106 cfu/ml      
Range 16.3 × 106 – 69.4 × 106 cfu/ml 
Minimum 16.3 × 106 cfu/ml in December 2009 
Maximum 69.4 × 106 cfu/ml in June 2009 

 
ข. ปริมาณของแบคทีเรียในโรงงานบําบัดน้ําเสียอุตสาหกรรม 

ปริมาณของแบคทีเรียชนิดที่สามารถยอยสลายซัลเฟอร (Sulfer group, S) ที่สามารถพบ
ได ณ จุดเก็บตัวอยางทั้ง 3 จุดเปนตัวแทน และไดแสดงไวแลวใน ตารางที่ 2.2 
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ตารางที่ 4.1 แสดงปริมาณของแบคทีเรียกลุมตางๆ ทีส่ามารถพบได ณ จุดเก็บตัวอยางทั้ง 3 จุด จากโรงงานบําบัดน้ําเสียหนองแขม ในเดือนมีนาคม 
พ.ศ. 2552 ถึงเดือนกุมภาพันธ พ.ศ. 2553  

 
จํานวน colonies (x 106) 

มี.ค. 52 คาเฉลีย่ เม.ย. 52 คาเฉลีย่ พ.ค. 52 คาเฉลีย่ 

จุดที่
เก็บ 

ชนิดของแบคทีเรีย 

1* 2 3 4   1 2 3 4   1 2 3 4   

1 Nitrogen group 1 (N1) 7.3 10.7 38.5 6.4 15.7 16.7 12.5 11.7 14.3 13.8 13.3 58.0 77.0 92.5 60.2 
 Nitrogen group 2 (N2) 6.0 6.9 9.0 11.5 8.4 14.9 13.1 19.9 12.3 15.1 16.9 13.0 14.5 25.7 17.5 
 Sulfer group (S) 3.7 13.7 16.0 6.9 10.1 26.5 15.3 6.0 18.5 16.6 7.6 36.5 54.8 39.5 34.6 
 Phosphate group (P) 7.0 28.0 68.0 36.5 34.9 35.0 30.2 28.9 25.5 29.9 42.7 75.5 60.0 65.7 61.0 

  Total 24.0 59.3 131.5 61.3 690 931 71.1 66.5 70.6 75.3 80.5 183.0 206.3 223.4 173.3 

2 Nitrogen group 1 (N1) 2.4 2.8 5.1 4.3 3.7 5.7 11.4 2.9 12.6 8.2 11.8 9.7 4.8 35.5 15.5 
 Nitrogen group 2 (N2) 5.0 1.5 7.3 5.0 4.7 4.9 14.1 10.5 7.1 9.2 7.6 11.7 10.8 9.6 9.9 
 Sulfer group (S) 2.9 9.3 12.6 3.6 7.1 10.9 12.8 4.3 11.8 10.0 5.4 13.3 13.8 10.8 10.8 
 Phosphate group (P) 6.8 14.4 54.0 17.8 23.3 16.1 14.5 12.6 15.5 14.7 20.5 34.5 14.5 30.0 24.9 

  Total 17.1 28.0 79.0 307 38.7 37.6 52.8 30.3 47.0 41.9 45.3 69.2 43.9 85.9 61.1 

3 Nitrogen group 1 (N1) 7.1 5.4 15.0 3.7 7.8 15.5 11.2 2.6 7.2 9.1 6.8 7.7 38.0 11.5 16.0 
 Nitrogen group 2 (N2) 5.0 5.2 7.6 6.5 6.1 16.4 13.4 17.4 7.9 13.8 16.9 14.2 13.5 17.3 15.5 
 Sulfer group (S) 3.7 11.1 15.0 5.8 8.9 23.1 14.3 6.2 13.6 14.3 8.0 36.0 59.5 57.5 40.3 

  Phosphate group (P) 8.4 31.5 72.0 44.6 39.1 43.0 39.0 34.8 31.5 37.1 51.5 64.2 55.1 67.2 59.5 

  Total 24.2 53.2 109.6 60.6 61.9 98.0 77.9 61.0 60.2 74.3 83.2 122.1 166.1 153.5 131.2 

*, สัปดาหที่ 
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ตารางที่ 4.1 (ตอ) 

จํานวน colonies (x 106)   
มิ.ย. 52 คาเฉลีย่ ก.ค. 52   คาเฉลีย่ ส.ค. 52 คาเฉลีย่ 

จุดที่
เก็บ 

ชนิดของแบคทีเรีย 

1 2 3 4   1 2 3 4 5   1 2 3 4   

1 Nitrogen group 1 (N1) 94.0 92.3 64.5 32.0 70.7 45.2 97.8 53.2 10.4 39.0 49.1 92.0 nd 100.2 82.5 91.6 

 Nitrogen group 2 (N2) 45.0 66.5 93.6 52.9 64.5 38.5 44.9 21.6 3.6 21.7 26.1 40.5 nd 32.0 70.5 47.7 

 Sulfer group (S) 30.5 43.1 23.5 58.3 38.9 40.5 51.7 8.7 11.0 8.1 24.0 12.9 nd 140. 18.1 15.0 

 Phosphate group (P) 81.2 79.8 56.8 42.0 65.0 49.8 42.0 38.5 20.8 15.3 33.3 30.1 nd 35.5 49.5 38.4 

  Total 250.7 281.7 238.4 185.2 2390 1740 236.4 1220 45.8 84.1 132.5 175.5 nd 1817 2206 192.6 

2 Nitrogen group 1 (N1) 54.3 89.2 57.4 9.6 52.6 41.0 95.2 11.8 83 139 340 300 nd 335 132 25.6 

 Nitrogen group 2 (N2) 18.6 48.5 72.4 37.8 44.3 11.5 9.7 38 67 159 95 235 nd 180 360 25.8 

 Sulfer group (S) .95 12.1 18.4 39.8 20.0 32.5 14.7 52 62 72 132 104 nd 129 155 12.9 

 Phosphate group (P) 32.1 36.9 41.2 44.8 38.8 35.6 28.9 224 148 50 213 160 nd 185 220 18.8 

  Total 114.5 186.7 189.4 132.0 116.9 120.6 148.5 43.2 36.0 42.0 78.1 79.9 nd 82.9 86.7 83.2 

3 Nitrogen group 1 (N1) 75.9 96.7 94.7 15.0 70.6 94.5 96.5 49.0 67.0 12.2 63.8 50.0 nd 26.3 12.0 29.4 

 Nitrogen group 2 (N2) 47.0 76.5 95.3 53.0 68.0 32.1 47.5 45.0 80. 26.3 31.8 46.1 nd 27.3 55.3 42.9 

 Sulfer group (S) 38.5 47.0 27.9 67.3 45.2 60.5 24.0 9.0 11.2 9.0 22.7 11.6 nd 15.5 18.9 15.3 

  Phosphate group (P) 89.4 80.1 58.9 49.0 69.4 51.5 42.5 41.0 23.5 16.5 35.0 32.5 nd 38.0 53.5 41.3 

  Total 250.8 300.3 276.8 184.3 253.1 238.6 210.5 1440 109.7 64.0 153.4 140.2 nd 107.1 139.7 129.0 

nd, not determined
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ตารางที่ 4.1 (ตอ) 

จํานวน colonies (x 106) 

ก.ย. 52 คาเฉลีย่ ต.ค. 52 คาเฉลีย่ พ.ย. 52 คาเฉลีย่ 

จุดที่
เก็บ 

ชนิดของแบคทีเรีย 

1 2 3 4   1 2 3 4   1 2 3 4   

1 Nitrogen group 1 (N1) 31.2 3.0 1.5 1.0 9.2 6.1 27.3 10.2 16.2 15.0 3.1 9.4 11.1 1.0 6.2 

 Nitrogen group 2 (N2) 88.5 12.3 9.7 21.5 33.0 24.2 26.0 28.2 24.5 25.7 24.5 12.7 15.0 2.6 13.7 

 Sulfer group (S) 22.0 13.7 7.9 21.0 16.2 8.5 24.8 29.7 20.3 20.8 17.3 8.5 13.9 10.8 12.6 

 Phosphate group (P) 52.5 11.3 12.4 12.8 22.3 13.4 29.6 17.6 15.0 18.9 18.6 11.7 12.4 16.0 14.7 

  Total 194.2 40.3 31.5 56.3 80.6 52.2 107.7 85.7 760 80.4 63.5 42.3 52.4 304 47.2 

2 Nitrogen group 1 (N1) 29.7 2.7 2.1 4.8 9.8 2.8 18.8 0.9 4.7 6.8 1.2 3.7 4.7 1.1 2.7 

 Nitrogen group 2 (N2) 76.5 5.4 3.0 7.1 23.0 4.4 9.7 12.0 5.2 7.8 14.9 5.3 4.2 1.6 6.5 

 Sulfer group (S) 20.5 5.0 6.0 7.9 9.9 4.1 13.3 14.1 7.9 9.9 9.8 4.5 6.8 4.3 6.4 

 Phosphate group (P) 31.0 8.9 9.5 6.5 14..0 3.1 12.4 4.4 2.6 5.6 4.5 3.0 4.2 5.0 4.2 

  Total 157.7 22.0 20.6 26.3 56.7 14.4 54.2 31.4 20.4 30.1 30.4 16.5 19.9 12.0 19.7 

3 Nitrogen group 1 (N1) 94.5 1.2 4.0 4.0 25.9 9.0 24.5 20.8 3.1 14.4 5.2 22.5 19.0 3.4 12.5 

 Nitrogen group 2 (N2) 91.0 12.8 12.4 22.4 34.7 29.6 30.5 28.6 12.8 25.4 27.0 20.4 14.5 5.7 16.9 

 Sulfer group (S) 29.5 8.0 20.8 20.8 19.8 8.4 31.5 39.7 21.2 25.2 18.1 22.2 21.8 11.6 18.4 

  Phosphate group (P) 52.5 21.0 22.4 22.6 29.6 14.6 31.2 20.5 15.9 20.6 19.8 16.7 13.6 18.0 17.0 

  Total 267.5 43.0 59.6 69.8 110.0 61.6 117.7 109.6 53.0 85.5 70.1 81.8 68.9 38.7 64.9 
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ตารางที่ 4.1 (ตอ) 

จํานวน colonies (x 106) 

ธ.ค. 52 คาเฉลีย่ ม.ค. 53 คาเฉลีย่ ก.พ. 53 คาเฉลีย่ 

จุดที่
เก็บ 

ชนิดของแบคทีเรีย 

1 2 3 4   1 2 3 4   1 2 3 4   

1 Nitrogen group 1 (N1) 15.2 nd nd 50.0 32.6 22.4 2.8 1.0 32.5 14.7 96.0 113.5 77.0 92.5 94.8 

 Nitrogen group 2 (N2) 17.2 nd nd 4.7 11.0 21.6 8.4 27.8 39.5 24.3 86.0 98.5 14.5 25.7 56.2 

 Sulfer group (S) 13.7 nd nd 7.2 10.5 15.9 23.3 8.1 16.2 15.9 12.6 24.5 20.3 39.5 24.2 

 Phosphate group (P) 15.0 nd nd 15.0 15.0 12.0 15.0 19.8 25.0 18.0 29.5 35.4 60.0 54.5 44.9 

  Total 61.1 nd  nd 76.9 69.0 71.9 49.5 56.7 113.2 728 224.1 271.9 171.8 212.2 220.0 

2 Nitrogen group 1 (N1) 4.2 nd nd 1.0 2.6 1.8 1.4 5.6 26.0 8.7 13.7 15.6 4.8 35.5 17.4 

 Nitrogen group 2 (N2) 5.4 nd nd 2.5 4.0 13.5 1.6 28.3 14.0 14.4 25.9 12.6 10.8 9.6 14.7 

 Sulfer group (S) 7.5 nd nd 3.1 5.3 8.1 11.5 5.3 6.2 7.8 11.4 8.4 1.08 10.8 10.4 

 Phosphate group (P) 4.1 nd nd 4.9 4.5 3.6 5.1 5.9 7.0 5.4 14.0 14.9 14.5 13.0 14.1 

  Total 21.2 nd  nd 11.5 16.4 27.0 19.6 45.1 53.2 36.2 65.0 51.5 40.9 68.9 56.6 

3 Nitrogen group 1 (N1) 14.2 nd nd 12.1 13.2 12.6 1.1 1.7 1.1 4.1 98.5 102.0 38.0 11.5 62.5 

 Nitrogen group 2 (N2) 7.4 nd nd 11.4 9.4 16.8 7.1 38.3 37.1 24.8 82.5 97.6 13.5 17.3 52.7 

 Sulfer group (S) 15.5 nd nd 14.0 14.8 21.5 31.1 11.6 21.1 21.3 15.6 22.0 24.1 38.8 25.1 

  Phosphate group (P) 12.6 nd nd 20.0 16.3 11.6 16.8 21.5 26.1 19.0 32.0 34.3 59.5 57.5 45.8 

  Total 497 nd nd 575 53.6 62.5 56.1 73.1 85.4 69.3 228.6 255.9 135.1 125.1 186.2 

not determined; gray shade  คือจํานวนสูงสุดของแบคทีเรียกลุมนั้นๆ ในรอบ 12 เดือน; yellow  shade คือจํานวนนอยที่สุดของแบคทีเรียกลุมนั้นๆ ในรอบ 12 เดือน;               
green shade, คือจํานวนมากเปนอันดับสองของแบคทีเรียกลุมนั้นๆ ในรอบ 12 เดือน; pink shade คือจํานวนมากเปนอันดับสามของแบคทีเรียกลุมนั้นๆ ในรอบ 12 เดือน   
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ตารางที่ 4.2 แสดง ranges, means, standard deviations (SD) จํานวนนอยที่สุด (เดือนที่พบ) และ จํานวนมากที่สุด (เดือนที่พบ) ของแบคทีเรียทั้ง 4 กลุม   

 

Colony forming units (cfu) per ml (x 106) 
Bacterial group 

Range Mean SD Min (Month) Max (Month) 

N1 Point 1 6.2-94.8 39.5 6.18 6.2 (Nov) 94.8 (Feb) 
 Point 2 2.6-52.6 15.6 3.97 2.6 (Dec) 52.6 (Jun) 
 Point 3 4.1-70.6 27.4 4.75 4.1 (Jan) 70.6 (Jun) 

N2 Point 1 8.4-64.5 28.6 6.66 8.4 (Mar) 64.5 (Jun) 
 Point 2 4.0-44.3 14.5 3.36 4.0 (Dec) 44.3 (Jun) 
 Point 3 6.1-68.0 28.6 4.28 6.1 (Mar) 68.0 (Jun) 

S Point 1 10.1-38.9 19.6 3.73 10.1 (Mar) 38.9 (Jun) 
 Point 2 5.3-20.0 10.3 5.17 5.3 (Dec) 20.0 (Jun) 
 Point 3 8.9-45.2 22.6 4.37 8.9 (Mar) 45.2 (Jun) 

P Point 1 14.7-65.0 33.0 7.82 14.7 (Nov) 65.0 (Jun) 

 Point 2 4.5-38.8 15.8 7.11 4.5 (Dec) 38.8 (Jun) 
 Point 3 16.3-69.4 35.8 5.92 16.3 (Dec) 69.4 (Jun) 
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รูปที่ 4.5 กราฟแสดงจํานวนโคโลนีของแบคทีเรีย กลุม N1 ที่พบในน้ําเสียที่เก็บจากจุดเก็บที่ 1 (N1/1), 2 (N1/2) และ 3 (N1/3) ณ ชวงเวลาตางๆ ที่เก็บตัวอยาง
ตลอดระยะเวลาหนึ่งป 
Samples of week 23 of Aug 2009 and weeks 39 and 40 of Dec 2009 were not avavilable  
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รูปที่ 4.6  กราฟแสดงจํานวนโคโลนีของแบคทีเรีย กลุม N2 ที่พบในน้ําเสียที่เก็บจากจุดเก็บที่ 1 (N2/1), 2 (N2/2) และ 3 (N2/3) ณ ชวงเวลาตางๆ ที่เก็บตัวอยาง
ตลอดระยะเวลาหนึ่งป  
Samples of week 23 of Aug 2009 and weeks 39 and 40 of Dec 2009 were not avavilable  
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รูปที่ 4.7  กราฟแสดงจํานวนโคโลนีของแบคทีเรีย กลุม S ที่พบในน้ําเสียที่เกบ็จากจุดเก็บที่ 1 (S/1), 2 (S/2) และ 3 (S/3) ณ ชวงเวลาตางๆ ที่เก็บตัวอยางตลอด

ระยะเวลาหนึง่ป  
Samples of week 23 of Aug 2009 and weeks 39 and 40 of Dec 2009 were not avavilable  
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รูปที่ 4.8 กราฟแสดงจํานวนโคโลนีของแบคทีเรีย กลุม P ที่พบในน้ําเสียที่เกบ็จากจุดเก็บที่ 1 (P/1), 2 (P/2) และ 3 (P/3) ณ ชวงเวลาตางๆ ที่เก็บตัวอยางตลอด

ระยะเวลาหนึง่ป  
Samples of week 23 of Aug 2009 and weeks 39 and 40 of Dec 2009 were not avavilable  
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รูปที่ 4.9 กราฟแสดงจํานวนโคโลนีของแบคทีเรียทั้งหมด [Total bacteria (T)] คือกลุม N1, N2, S และ P รวมกัน ที่พบในน้ําเสียที่เก็บ

จากจุดเก็บที่ 1 (T1), 2 (T2) และ 3 (T3) ณ ชวงเวลาตางๆ ที่เก็บตวัอยางตลอดระยะเวลาหนึ่งป  
Samples of week 23 of Aug 2009 and weeks 39 and 40 of Dec 2009 were not avavilable  
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กิจกรรมขอที่ 5: พัฒนาเทคนิคหรือวิธีการที่ใชตรวจวัดประเภทและปริมาณของจุลชีพ 
คณะผูวิจัยเลือกพัฒนาเทคนิค Indirect ELISA เพ่ือตรวจหาปริมาณโรติเฟอรชนิดที่ 2 

(R2) และ เทคนิค sandwich ELISA เพ่ือตรวจหาปริมาณแอนติเจนของแบคทีเรียกลุมสําคัญทั้ง 
4 กลุม (N1, N2, S และ P) ในตัวอยางน้ําเสียที่เก็บจาก 3 ตําแหนง ณ ชวงเวลาตางๆ จาก
โรงงานบําบัดน้ําเสียจากชุมชน และตรวจหาแบคทีเรีย Sulfer group (S) สําหรับตัวอยางน้ําเสีย
จากโรงงานอุตสาหกรรม การพัฒนาสวนประกอบตางๆ ของชุดทดสอบมีดังนี้:    
การผลิตโพลีโคลนาลแอนติบอดีตอสวนประกอบตางๆในน้ําเสีย 

5.1 การเตรียมสารสกัดหยาบจากน้ําเสีย 
นําน้ําเสียที่เก็บมาจากแตละจุดในถังบําบัดมา pool รวมกัน หลังจากนั้นนําไปปน

ตกตะกอน (differential centrifugation) โดยปนครั้งแรกที่ 2,000× g เปนเวลา 10 นาที จากนั้น
เก็บสวนใส (supernatant) ไปปนเปนครั้งที่สองที่ความเร็ว 8,000× g เปนเวลา 10 นาที เทสวน
ใสทิ้ง นําตะกอนจากการปนครั้งที่สองไปละลายใน 0.1 M Tris HCl, pH 7.4 จากน้ันนําไป 

sonicate ดวยเครื่อง Sonic disintegrator ที่ amplitude 30%, 4°C เปนเวลา 15 นาที จากนั้น
นําไปปนที่ 12,000× g เปนเวลา 15 นาที เก็บสวนใสนําไปวัดความเขมขนของโปรตีนดวยวิธี
ของ Bradford (Bradford, 1976) 

สิ่งที่เตรียมไดคือ Waste water extract (ww) ที่จะใชเปนอิมมูโนเจน (immunogen) และ 
แอนติเจน (antigen) ในการทดลองขั้นตอไป 

5.2 การ immunize กระตายและหนู BALB/c ดวย ww 
กระตายที่นํามาผลิต polyclonal antibodies (PAb) ตอ ww เปนกระตายสายพันธุ New 

Zealand White น้ําหนักเริ่มตนประมาณ 2 กิโลกรัม โดยครั้งแรกฉีด ww (ขอ 5.1) ที่ผสมกับ 
Alum (Pierce, IL, USA) อัตราสวน ww : alum = 3 : 1 โดยในโดสแรกใช ww ปริมาณ 100 
ไมโครกรัมในนํ้าเกลือสองสวนผสมกับ alum หน่ึงสวน ปริมาตรรวมเปน 2 มิลลิลิตร ฉีดเขาใต
ผิวหนัง (subcutaneous injection; SC) ตอจากนั้นทุกสองสัปดาหฉีดกระตุนซ้ําอีก 4 ครั้ง 
หลังจากฉีดครั้งที่ 5 แลวสองสัปดาหไดเจาะเลือดกระตาย (test bleeding) เพ่ือนําไปทดสอบหา
ระดับแอนติบอดี (antibody titer) ในซีรัม ตอ ww ดวยวิธี indirect ELISA ตอไป 

สําหรับการเตรียมโพลีโคลนาลในหนูไมซ โปรดดูขอ 5.3 ขางลางในหัวขอการ immunize 
หนูไมซสายพันธุ BALB/c เพ่ือเตรียม immune spleen cells 
การผลิตโมโนโคลนาลแอนติบอดีเฉพาะตอสวนประกอบตางๆ ในนํ้าเสีย 

5.3 การเตรียมสารสกัดหยาบจากน้ําเสียเพ่ือใชเปน immunogen ในการผลิต immune 
splenocytes จากหนู BALB/c  
ไดเตรียม ww เชนเดียวกบัที่ใชในการผลติโพลีโคลนาลแอนติบอดี     

5.4 วิธีการเตรียมแบคทีเรียกลุมตางๆ และ R2 ที่จะใชเปน antigens ในการ screen หา 
specific monoclonal antibodies  
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นําแบคทีเรียที่แยกไดจากน้ําเสีย ซึ่งแบงออกเปนกลุมตางๆ คือ กลุม N1 (กลุมแบคทีเรยี
ที่สามารถยอยสลายแอมโมเนีย) N2 (กลุมแบคทีเรียที่สามารถยอยสลายไนไตรท) S (กลุม
แบคทีเรียที่สามารถยอยสลายซัลเฟอร) และ P (กลุมแบคทีเรียที่สามารถยอยสลายฟอสเฟต) ใน
แตละกลุม มา pool รวมกัน โดยใชปริมาณเทากัน จากนั้นนําไป sonicate ดวยเคร่ือง Sonic 

disintegrator ที่ amplitude 30%, 4°C เปนเวลา 15 นาที จากนั้นนําไปปนที่ 12,000× g เปน
เวลา 15 นาที เก็บสวนใสนําไปวัดความเขมขนโปรตีนดวยวิธีของ Bradford  

Whole bacterial cell homogenates (pools ของ N1, N2, P และ S) ที่เตรียมไดถูก
นําไปใชในการคัดเลือก hybridoma clones ที่ผลติโมโนโคลนาลแอนติบอดีเฉพาะ (specific 
monoclonal antibodies) ตอแบคทเีรียกลุมตางๆ ในน้ําเสียตอไป 

5.5 การเตรียมโรติเฟอร R2 homogenate 
นําโรติเฟอรชนิด R2 ที่แยกไดจากน้ําเสียไป sonicate ดวยเครื่อง Sonic disintegrator 

ที่ amplitude 30%, 4°C เปนเวลา 15 นาที จากนั้นนําไปปนที่ 12,000× g, 4°C เปนเวลา 15 
นาที เก็บสวนใสนําไปวัดความเขมขนโปรตีนดวยวิธีของ Bradford 

5.6 การ immunize หนูไมซสายพันธุ BALB/c เพ่ือเตรียม immune spleen cells (antibody 
producing cells) และการเตรียม mouse polyclonal antibodies (mouse PAb) 
ใชหนูไมซสายพันธุ BALB/c อายุประมาณ 6 สัปดาห เลี้ยงในหองปรับอากาศที่มี

อุณหภูมิหองประมาณ 20 – 25°C โดยใช sterile wood chips (ขี้กบ) เปน bedding และ feed 
ดวย concentrate pellets จากบริษัทซีพี สวนน้ําด่ืมเปนนํ้ากรองที่สะอาดปราศจากเชื้อโรค โดยมี
พนักงานดูแลทําความสะอาดกรงและขวดน้ําอยางสมํ่าเสมอ เม่ือหนูไมซคุนเคยกับสภาวะในโรง
เลี้ยงใหมดีแลวจึง immunize ดวย ww โดยผสม ww (ขอ 5.1) กับ alum (Pierce, IL, USA) 
อัตราสวน 3 ตอ 1 โดยในโดสแรกใช waste water extract 5 ไมโครกรัมในน้ําเกลือ 2 สวนผสม
กับ alum 1 สวน ปริมาตรรวมเปน 0.2 มิลลิลิตรตอหนู 1 ตัว นําไปฉีดเขาชองทองของหนูไมซ
แตละตัว (จํานวนทั้งหมด 3 ตัว) จากนั้นฉีดกระตุนอีก 5 ครั้ง โดยเวนระยะหางครั้งละ 2 สัปดาห  
เพ่ิมปริมาณ ww ในโดสที่สองเปน 10 ไมโครกรัม และโดสสุดทาย เพ่ิมปริมาณ ww เปน 20 
ไมโครกรัม หลังจากฉีดโดสสุดทายแลว 2 สัปดาห ไดเจาะเลือดหนูแตละตัวไปตรวจหาระดับ
แอนติบอดีในซีรัมโดยใช homologous antigen (ww) ในการ coat ELISA plates  

ไดเลือกหนูไมซที่มีระดับแอนติบอดีในซีรัมสูงสุด (1:12,800) ไวสําหรับใชเตรียม 
immune splenocytes เพ่ือสราง hybridomas ตอไป ซีรัมของหนูไมซอีกสองตัวใชเปน positive 
control serum (PS หรือ mouse polyclonal antibodies; PAb) 

สามวันกอนที่จะทํา Cell fusion ระหวาง immune mouse splenocytes กับ myeloma 
cells ไดฉีด ww เขาเสนเลือดหนูตัวที่จะใชเปน immune spleen cell donor (10 ไมโครกรัมใน
น้ําเกลือปกติ 0.2 มิลลิลิตร)  
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ตารางที่ 5.1 แสดงระดับแอนติบอดี (Indirect ELISA titers) ในซีรัมของหนูไมซทั้งสามตัวที่
ไดรับการ immunized ดวย waste water extract (ww) เม่ือใช ww เปนแอนติเจน
ในการทดสอบ 

 
 

Indirect ELISA titers after the 6th immunizing dose and on 
the day of cell fusion (three days after the intravenous 
booster) 

Mouse no. 

After 6th dose On the day of cell fusion 
1*     1:12,800 1:25,600*** 
2     1:12,800** nd 
3     1:6,400** nd 

 
  * Mouse used as splenocyte donor in cell fusion for hybridoma production 
 ** Serum samples were pooled and used as positive control serum (PS) or mouse 

polyclonal antibodies (mouse PAb) 
*** Subsequently referred to as immune serum (IS) 
nd, Not determined 
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5.7 การเลี้ยง myeloma cells 
นํา stock ของ myeloma cells (P3x – 63 – Ag 8.653) ใน cryovial ซึ่งเก็บไวใน liquid 

nitrogen tank ออกมาเลี้ยงใน RPMI-1640 medium ที่ supplement ดวย sterile, heat – 

inactivated bovine serum (BS) ที่ 37°C ใน 5% CO2 incubator จนกระทั่งเซลลเติบโตดี 
แข็งแรงและแบงตัวอยางสม่ําเสมอ สองสัปดาหกอนที่จะนํามาใชใน cell fusion ไดเปลี่ยนไปเลี้ยง
ใน RPMI-1640 medium ที่มี azaguanine ผสมอยู 0.02% และกอนการทํา cell fusion หน่ึงวัน
นําเซลลไปเลี้ยงใน 20% BS-supplemented medium ในวันที่จะทํา cell fusion ไดปนเก็บ 

myeloma cells โดยปนที่ 1,200× g ที่อุณหภูมิหอง (25°C) เปนเวลา 7 นาที แลว suspended  
cells ใน plain RPMI-1640 medium จากนั้นนับจํานวน viable cells โดยใชวิธียอมเซลลดวยสี 
trypan blue (trypan blue exclusion method) เม่ือพบวา myeloma cells มี viability > 95% จึง
นําไป hybridize กับ immune splenocytes ของหนูเมาซที่เลือกไวตอไป 

5.8 การเตรียม immune spleen cells 
นําหนูเมาซที่เลือกไวและกระตุนซํ้า (booster dose) โดยการฉีดแอนติเจนเขาเสนเลือด

ครั้งสุดทายไวแลวสามวัน ไปเจาะเลือดแยกซีรัมเก็บไวใชเปน immune serum (IS) จากนั้น 
sacrificed หนูโดยวิธี cervical dislocation นําหนูทั้งตัวไปจุม 70% ethyl alcohol เพ่ือฆาเชื้อที่
ขนและภายนอกรางกายของหนู จากนั้นใช surgical instrument ที่นึ่งฆาเชื้อแลว เปดผาหนา
ทองเพ่ือนํามามของหนูเมาซออกมาลางดวย sterile RPMI-1640 medium แลวบดใหละเอียดบน
ตะแกรงไนลอนตาถี่ ซึ่งวางไวใน Petri-dish ที่มี sterile, plain RPMI-1640 medium จากนั้นใช 
pipette ดูดเอา single cells ไปปนลางดวย plain RPMI-1640 medium หน่ึงครั้ง แลว 
suspended immune spleen cells ใน RPMI-1640 แลวนับจํานวน viable cells ดวยวิธี trypan 
blue exclusion method เชนเดียวกับ myeloma cells 
5.9 การทํา cell fusion เพ่ือเตรียม hybridomas 

นํา Spleen cells จาก immune mouse ในขอ (5.8) (จํานวน 2.88 × 108 cells) และ 
P3x -63-Ag 8.653 myeloma cells จากขอ (5.7) (จํานวน 2.88 × 107 cells) ไปผสมรวมกันใน
หลอดพลาสติกขนาด 50 มิลลิลิตร (Costar, USA) แลวปนที่ 1,200× g ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 
10 นาที หลังจากดูดเอา supernatant ออกหมดแลวเติม sterile PEG 4,000 [50% solution 
(w/v) ใน NSS] 1 มิลลิลิตร ลงไปใน cell common pellet โดยคอยๆ เติมพรอมทั้งเขยาใหเซลล

กระจายออกเปน suspension นําหลอดไปจุมใน waterbath ที่ 37°C เปนเวลา 90 วินาที แลว
เติม RPMI-1640 medium ลงไปอีก 20 มิลลิลิตร โดยใชเวลาเติมพรอมเขยาหลอด 10-15 นาที 
จากนั้นเติม RPMI-1640 medium ใหเปน 40 มิลลิลิตร เพ่ือ dilute ความเขมขนของ PEG กอน

นําเซลลไปปนที่ 1,200× g ที่ 25°C เปนเวลา 10 นาที เซลลใน common pellet ที่ไดนําไป 
suspended ใน hypoxanthine-azaserine selective medium ใหเปน 5× 105 เซลลตอมิลลิลิตร 
แลวนําไป aliquot ลงในหลุมใน tissue culture plates (96 well plates; Coster, USA) นํา plate 

ไปบมใน 37°C, 5% CO2 incubator โดยเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลลตามระยะเวลาที่เหมาะสม 



 98 

จากจํานวน 1,440 tissue culture wells ใน 96 well-plates ที่ใส fused cells ไว พบวา 
218 (15.13%) wells มี growing polyhybrids เม่ือนํา spent medium จากแตละ well ไป
ตรวจหาแอนติบอดีตอ homologous antigen (waste water extract; ww) ดวยวิธี indirect 
ELISA พบวา 42 well (19.27%) มีแอนติบอดีตอ ww เรียกเซลลเหลานี้วา ”polyclones” จากนั้น
นํา polyclone จากแตละ well ไปแยกใหเปนโคลนเดี่ยว (monoclone) โดยวิธี limiting dilution  

จาก polyclones จํานวน 42 clones ขางตน พบวาได monoclones (hybridomas) ซึ่ง
สรางและหลั่งแอนติบอดี (monoclonal antibodies; MAb) จํานวน 66 clones จึง transfer เซลล
จาก 66 clones ไปเลี้ยงในถาดชนิด 24 หลุม (24 well-tissue culture plates) เพ่ือใหได spent 
culture medium จากแตละโคลนปริมาตรมากขึ้นสําหรับนําไปตรวจหาความเฉพาะของ
แอนติบอดีตอ homogenates ของ pool N1, pool N2, pool S และ pool P และ R2 ดวยวิธี 
indirect ELISA ตอไป  

5.10 คุณสมบัติของ Monoclonal antibodies (MAb) ตอ waste water extract (ww) ที่ผลิต
จาก hybridoma clones  

เม่ือนํา MAb จาก culture supernatants ของ monoclones จาก tissue culture wells 
ทั้ง 66 wells ไปตรวจความเฉพาะโดยวิธี indirect ELISA ตอ antigens ของกลุมแบคทีเรียตางๆ 
(ตารางที่ 3.2) [กลุมแบคทีเรียที่สามารถยอยสลายแอมโมเนีย (N1) กลุมแบคทีเรียที่สามารถ
ยอยสลายไนไตรท (N2) กลุมแบคทีเรียที่สามารถยอยสลายซัลเฟอร (S) และกลุมแบคทีเรียที่
สามารถยอยสลายฟอสเฟต (P)] พบวา  

5.10.1 MAb จาก 18 clones คือ W2, W3, W42, W52, W53, W54, W55, W56, 
W57, W58, W59, W60, W61, W62, W63, W64, W65 และ W66 มีความเฉพาะตอ waste 
water extract เพียงอยางเดียว (ภายหลังพบวา MAb ของ clones W55, W63, W65 และ W66 
react กับ homogenate ของ R2 ดวยและไดใช W66 MAb เปน detection reagent ใน indirect 
ELISA เพ่ือตรวจหาปริมาณแอนติเจนของ R2 ในตัวอยางน้ําเสียจากชุมชน 

5.10.2 MAb จาก 3 clones คือ W6, W12 และ W27 มีความเฉพาะตอ waste water 
extract และกลุมแบคทีเรียที่สามารถยอยสลายแอมโมเนีย (N1) (ภายหลังใช MAb จาก clone 
W6 ในการตรวจหาปริมาณแอนติเจนของแบคทีเรียกลุม N1 ในตัวอยางน้ําเสียจากชุมชน) 

5.10.3 MAb จาก clone W11 มีความเฉพาะตอ waste water extract และกลุม
แบคทีเรียที่สามารถยอยสลายไนไตรท (N2) (ภายหลังใช MAb จาก clone W11 ในการตรวจหา
ปริมาณแอนติเจนของแบคทีเรียกลุม N2 ในตัวอยางน้ําเสียจากชุมชน) 

5.10.4 MAb จาก clone W34 มีความเฉพาะตอ waste water extract และกลุม
แบคทีเรียที่สามารถยอยสลายซัลเฟอร (S) (ภายหลังใช MAb จาก clone W34 ในการตรวจหา
ปริมาณแอนติเจนของแบคทีเรียกลุม S ในตัวอยางน้ําเสียจากชุมชน) 
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5.10.5 MAb จาก 4 clones คือ W1, W4, W5 และ W7 มีความเฉพาะตอ waste 
water extract และกลุมแบคทีเรียที่สามารถยอยสลายฟอสเฟต (P) (ภายหลังใช MAb จาก clone 
W5 ในการตรวจหาปริมาณแอนติเจนของแบคทีเรียกลุม P ในตัวอยางน้ําเสียจากชุมชน) 

 
5.10.6 MAb จาก 5 clones คือ W10, W35, W36, W40 และ W46 มีความเฉพาะ

ตอ waste water extract และกลุมแบคทีเรียที่สามารถยอยสลายแอมโมเนีย (N1) ไนไตรท (N2) 
ซัลเฟอร (S) และ ฟอสเฟต (P) (ภายหลังพบวา MAb ของ clone W46 react กับ homogenate 
ของ R2 ดวย) 

5.10.7 MAb จาก 21 clones คือ W9, W13, W14, W15, W17, W19, W20, W22, 
W23, W24, W25, W28, W29, W30, W31, W32, W33, W43, W44, W45 และ W47 มีความ
เฉพาะตอ waste water extract และกลุมแบคทีเรียที่สามารถยอยสลายแอมโมเนีย (N1) และไน
ไตรต (N2)  

5.10.8 MAb จาก clone W18 มีความเฉพาะตอ waste water extract และกลุม
แบคทีเรียที่สามารถยอยสลายแอมโมเนีย (N1) และซัลเฟอร (S)  

5.10.9 MAb จาก W8 clone มีความเฉพาะตอ waste water extract และกลุม
แบคทีเรียที่สามารถยอยสลายไนไตรท (N2) และฟอสเฟต (P)  

5.10.10 MAb จาก 5 clones คือ W16, W21, W26, W41 และ W51 มีความเฉพาะ
ตอ waste water extract และกลุมแบคทีเรียที่สามารถยอยสลายแอมโมเนีย (N1) ไนไตรต (N2) 
และฟอสเฟต (P)  

5.10.11 MAb จาก 4 clones คือ W37, W48, W49 และ W50 มีความเฉพาะตอ 
waste water extract และกลุมแบคทีเรียที่สามารถยอยสลายแอมโมเนีย (N1) ไนไตรท (N2) 
และซัลเฟอร (S) (ภายหลังพบวา MAb ของ clone W48 react กับ homogenate ของ R2 ดวย) 

5.10.12 MAb จาก W38 และ W39 มีความเฉพาะตอ waste water extract และกลุม
แบคทีเรียที่สามารถยอยสลายแอมโมเนีย (N1) ฟอสเฟต (P) และซัลเฟอร (S) (ตารางที่ 3.3) 
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ตารางที่ 5.2 แสดง Antigenic specificities ของ MAb จาก hybridoma clones ทัง้ 66 clones 
ตอ ww และ pool N1, pool N2, pool P และ pool S เม่ือตรวจดวยวธิี Indirect 
ELISA 

 
Antigen Name of hybridoma clones 

ww N1 N2 P S 
W1 + - - + - 
W2 + - - - - 
W3 + - - - - 
W4 + - - + - 
W5 + - - + - 
W6 + + - - - 
W7 + - - + - 
W8 + - + + - 
W9 + + + - - 
W10 + + + + + 
W11 + - + - - 
W12 + + - - - 
W13 + + + - - 
W14 + + + - - 
W15 + + + - - 
W16 + + + + - 
W17 + + + - - 
W18 + + - - + 
W19 + + + - - 
W20 + + + - - 
W21 + + + + - 
W22 + + + - - 
W23 + + + - - 
W24 + + + - - 
W25 + + + - - 
W26 + + + + - 
W27 + + - - - 
W28 + + + - - 
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Homologous and heterologous antigens Name of hybridoma clones 
ww N1 N2 P S 

W29 + + + - - 
W30 + + + - - 
W31 + + + - - 
W32 + + + - - 
W33 + + + - - 
W34 + - - - + 
W35 + + + + + 
W36 + + + + + 
W37 + + + - + 
W38 + + - + + 
W39 + + - + + 
W40 + + + + + 
W41 + + + + - 
W42 + - - - - 
W43 + + + - - 
W44 + + + - - 
W45 + + + - - 
W46 + + + + + 
W47 + + + - - 
W48 + + + - + 
W49 + + + - + 
W50 + + + - + 
W51 + + + + - 
W52 + - - - - 
W53 + - - - - 
W54 + - - - - 
W55 + - - - - 
W56 + - - - - 
W57 + - - - - 
W58 + - - - - 
W59 + - - - - 
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* ใชเปน antigen detection reagent ใน MAb based-ELISA 
  ww, waste water extract 
  N1, กลุมแบคทีเรียที่สามารถยอยสลายแอมโมเนีย 
  N2, กลุมแบคทีเรียที่สามารถยอยสลายไนไตรท 
  S, กลุมแบคทเีรียที่สามารถยอยสลายซัลเฟอร  
                    P, กลุมแบคทีเรียทีส่ามารถยอยสลายฟอสเฟต 
 

Homologous and heterologous antigens Name of hybridoma clones 
ww N1 N2 P S 

W60 + - - - - 
W61 + - - - - 
W62 + - - - - 
W63 + - - - - 
W64 + - - - - 
W65 + - - - - 

* W66 + - - - - 
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ตารางที่ 5.3 แสดงความเฉพาะของ MAb จาก clones ตางๆ กับ homologous antigen และ 
heterologous antigens 

 
Group of 
specific 
MAb 

Name of hybridoma clone Antigenic specificity of 
the secreted Ab to 
homologous and 
heterologous antigens 

Number 
of clones 
(%)  

 5.10.1 W2, W3, W42, W52, W53, 
W54, W55, W56, W57, W58, 
W59, W60, W61, W62, W63, 
W64, W65, W66 

ww only but did not react 
to bacterial pools 

18 (27.3%) 

 5.10.2 W6, W12, W27 Pool N1 3 (4.5%) 
 5.10.3 W11 Pool N2 1 (1.5%) 
 5.10.4 W1, W4, W5, W7 Pool P 4 (6.1%) 
 5.10.5 W34 Pool S 1 (1.5%) 
 5.10.6 W10, W35, W36, W40, W46 ww, Pool N1, Pool N2, 

Pool P, Pool S 
5 (7.6%) 

 5.10.7 W9, W13, W14, W15, W17, 
W19, W20, W22, W23, W24, 
W25, W28, W29, W30, W31, 
W32, W33, W43, W44, W45, 
W47 

Pool N1, Pool N2 21 (31.8%) 

 5.10.8 W18 Pool N1, Pool S 1 (1.5%) 
 5.10.9 W8 Pool N2, Pool P 1 (1.5%) 
 5.10.10 W16, W21, W26, W41, W51 Pool N1, Pool N2, Pool P 5 (7.6%) 
 5.10.11 W37, W48, W49, W50 Pool N1, Pool N2, Pool S 4 (6.1%) 
 5.10.12 W38, W39 Pool N1, Pool P, Pool S 2 (3%) 
ww, waste water extract  
N1, กลุมแบคทีเรียที่สามารถยอยสลายแอมโมเนีย  
N2, กลุมแบคทีเรียที่สามารถยอยสลายไนไตรต  
S, กลุมแบคทเีรียที่สามารถยอยสลายซัลเฟอร  
P, กลุมแบคทเีรียที่สามารถยอยสลายฟอสเฟต  
Monoclonal antibodies จาก clones W46, W48, W55, W63, W65 และ W66 reacted กับ R2 
homongenate ดวย 
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5.11 คุณสมบัติของ Monoclonal antibodies (MAb) ตอโรติเฟอรชนิด R2 ที่ผลิตจาก 
hybridoma clones  
ทําการศึกษาความจําเพาะของ MAb จาก clones ตางๆ ตอโรติเฟอรชนิด R2 โดยการ

นํา MAb จาก culture supernatants ของ monoclones จาก tissue culture wells ทั้ง 66 wells 
ไปตรวจความเฉพาะโดยวิธี indirect ELISA ตอ homogenate ของโรติเฟอรชนิด R2  

พบวา MAb จาก clones W46, W48, W55, W63, W65 และ W66 สามารถทํา
ปฏิกิริยาตอ whole cell homogenate ของโรติเฟอรชนิด R2 ได โดย W55, W63, W65 และ 
W66 มีความเฉพาะตอ waste water extract และโรติเฟอรชนิด R2 เทานั้น ซึ่งจะนํา MAb จาก 
clone W66 ไปทดสอบเพื่อเปรียบเทียบคา Indirect ELISA OD ที่ absorbance (A) 405 nm 
(A405nm) กับปริมาณของโรติเฟอรชนิด R2 ในแตละจุดเก็บน้ําเสียในแตละเดือนตอไป 

5.12 การตรวจหาปริมาณแอนติเจนของโรติเฟอรชนิด R2 จากโรงงานบําบัดน้ําเสียหนอง
แขม ดวยวิธี MAb based-indirect ELISA 
1. เคลือบหลุมทดสอบใน ELISA plate ดวย varying amounts ของ R2 homogenate 

หรือน้ําเสียจากจุดเก็บที่ 1, 2 และ 3 ที่เก็บจากโรงงานบําบัดน้ําเสียชุมชนที่หนอง

แขมในเดือนตางๆ ในปริมาตร 100 μl ปลอยไวใหแหงที่อุณหภูมิ 25°C  
2. Blocked ที่วางบนผิวของหลุมทดสอบ โดยการเติม 200 μl solution ของ 1% 

bovine serum albumin (BSA) ใน PBS ที่อุณหภูมิ 25°C เปนเวลา 1 ชั่วโมง 
จากนั้นลางหลุมทดสอบ ดวย washing buffer (PBS ที่มี Tween-20 ผสมอยู 
0.05%; PBST) 3 ครั้ง 

3. เติม Monoclonal antibody ที่จําเพาะกับโรติเฟอรชนิด R2 (MAb จาก clone W66) 

ลงไปในหลุมทดสอบปริมาตร 100 μl เก็บ plate ที่ 25°C เปนเวลา 1 ชั่วโมง 
จากนั้นลางหลุมทดสอบ ดวย PBST 3 ครั้ง 

4. เติม 1:1,000 diluted-goat monoclonal anti-mouse antibody-HRP conjugate ใน 

washing buffer ลงในหลุมทดสอบ เก็บ plate ที่อุณหภูมิ 25°C เปนเวลา 1 ชั่วโมง
ลางหลุมทดสอบ ดวย PBST 3 ครั้ง 

5. เติม ABTS solution ซึ่งเปน substrate ของ HRP ลงในแตละหลุม แลวเก็บ plate 

ในที่มืด ที่อุณหภูมิ 25°C เปนเวลา 20 นาที วัดคา Optical Density (OD) ที่ A405nm 
against blank (หลุมที่ใส PBST แทนตัวอยางน้ําเสีย) 

ผลบวก Indirect ELISA คือ content ในหลุมที่ OD at 405 nm > 0.05  
ปริมาณนอยที่สุดของ R2 homogenate ที่ใหผลบวกคือ lowest limit ของ W66 

monoclonal antibody based-indirect ELISA 
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5.13 การตรวจหาปริมาณแบคทีเรียจากโรงงานบําบัดน้ําเสียจากชุมชน (หนองแขม) และ
โรงงานอุตสาหกรรมกระดาษ นครสวรรค ดวยวิธี sandwich ELISA 
1. เคลือบหลุมทดสอบใน ELISA plate ดวย rabbit polyclonal (capture) antibody to 

ww ในปริมาตร 100 μl ปลอยไวใหแหงที่อุณหภูมิ 25°C  
2. Blocked ที่วางบนผิวของหลุมทดสอบ โดยการเติม 200 μl solution ของ 1% bovine 

serum albumin ใน PBS ที่อุณหภูมิ 25°C เปนเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้นลางดวย 
washing buffer 3 ครั้ง 

3. เติมนํ้าเสียที่เก็บจากจุดเก็บ 1, 2 และ 3 ที่เก็บจากโรงงานบําบัดน้ําเสียชุมชนที่หนอง

แขมในเดือนตางๆ ลงไปในหลุมทดสอบ ปริมาตร 200 μl บมที่ 25°C เปนเวลา 1 
ชั่วโมง จากนั้นลางดวย washing buffer 3 ครั้ง 

4. เติม Monoclonal antibody (32 indirect ELISA units per well) ที่จําเพาะกับ
แบคทีเรียกลุมตางๆ ทั้ง 4 กลุม (MAb จาก clone W6 สําหรับแบคทีเรียกลุม N1; 
MAb จากโคลน W11 สําหรับแบคทีเรียกลุม N2; MAb จากโคลน W34 สําหรับ
แบคทีเรียกลุม S และ MAb จากโคลน W5 สําหรับแบคทีเรียกลุม P) ลงไปในหลุม

ทดสอบปริมาตร 100 μl ที่ 25°C เปนเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้นลางหลุมทดสอบ ดวย 
PBST 3 ครั้ง 

5. เติม 1:1,000 diluted-goat monoclonal anti-mouse antibody-HRP conjugate ใน 

washing buffer ลงในหลุมทดสอบ เก็บ plate ที่อุณหภูมิ 25°C เปนเวลา 1 ชั่วโมง
ลางหลุมทดสอบ ดวย PBST 3 ครั้ง  

6. เติม ABTS solution ซึ่งเปน substrate ของ HRP ลงในแตละหลุม แลวเก็บ plate ใน

ที่มืด ที่อุณหภูมิ 25°C เปนเวลา 20 นาที วัดคา OD ที่ A405nm against blank (หลุม
ที่ใส PBST แทนตัวอยางน้ําเสีย) 

ผลบวก Monoclonal antibody based-sandwich ELISA คือ content ในหลุมที่ OD at 405 
nm > 0.05  

ปริมาณนอยที่สุดของ Bacterial homogenate แตละชนิดที่ใหผลบวกคือ lowest limit ของ   
monoclonal antibody based-sandwich ELISA ที่ใช MAb นั้นๆ เปน antigen detection 
reagent 
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กิจกรรมขอที่ 6: การใชเทคนิคที่พัฒนาขึ้นในการตรวจวัดประเภทและปริมาณของจุลชีพใน
ระบบบําบัดน้ําเสียจริง   

 
ความสัมพันธของจํานวนจุลชีพในระบบบําบัดนํ้าเสียจากชุมชนที่มีความเสถียรกับ  
Indirect- และ sandwich- ELISA optical densities (OD at A405nm) ในการตรวจหาปริมาณ
แอนติเจนดวยวิธี monoclonal antibody based-ELISA 
 

6.1 การวิเคราะหความไวของ monoclonal antibody (W66) based-indirect ELISA 
สําหรับการ detect antigen ของ R2 
ตารางที่ 6.1 แสดงผลของ W66 monoclonal antibody based-ELISA เพ่ือหาปริมาณที่

นอยที่สุดของ แอนติเจนของโรติเฟอรที่ยังใหผลบวกในการทดสอบ (detection limit ของ indirect 
ELISA) พบวาปริมาณ R2 homogenate ที่ W66 based-indirect ELISA สามารถ detected ได 
(lowest detection limit) อยูที่ 0.4 μg of ซึ่งตองใช R2 จํานวน 8 ตัว (R2 จํานวน 1 ตัวมีความ
เขมขนโปรตีน 0.05 μg) 

 
ตารางที่ 6.1 แสดงผลของ W66 monoclonal antibody based-ELISA เพ่ือหาปริมาณที่นอย

ที่สุดของ แอนติเจนของโรติเฟอรที่ยังใหผลบวกในการทดสอบ (detection limit 
ของ indirect ELISA)   

 
ความเขมขน
โปรตีน (μg) 

0.6 0.5 0.4 0.3 0.2 0.1 0.05 

OD at 405 nm 0.312 0.174 0.116 0.041 0.028 0.017 0.001 
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6.2 ความสัมพันธของการตรวจหาจํานวนโรติเฟอร R2 กับการตรวจวัดปริมาณ
แอนติเจนของโรติเฟอรชนิด R2 ดวย monoclonal antibody based-indirect 
ELISA โดยใช MAb จาก clone W66 เปน antigen detection reagent 
เน่ืองจากตัวอยาง ณ จุดเก็บบางจุดในบางชวงเวลา มีจํานวน R2 นอยมาก คือไมถึง 8 

ตัวใน 100 μl ซึ่งเปน lowest limit ของ W66 based-indirect ELISA ดังน้ันเม่ือนําตัวอยางน้ํา
เสียที่มีจํานวน R2 นอยมากเหลานี้ในปริมาตร 100 μl ไป coat well ใน ELISA plate แลว 
detect แอนติเจนเปาหมายดวย MAb-based-indirect ELISA โดยใช MAb จาก clone W66 เปน 
detection reagent จึงไดผลลบในตัวอยางนั้นๆ กลาวคือปริมาณของแอนติเจนมีนอยกวา 
detection limit ของ MAb based-indirect ELISA 

ดังน้ันการใช R2 antigen เปน target สําหรับวิธี W66 based-indirect-ELISA จึงยังไม
เหมาะสมสําหรับบอกความเสถียรของระบบ  

แนวทางการปรับปรุงคือ ตองมีการ concentrate ตัวอยางดวยการปนให rotifers ตกลง
มารวมกันที่กนหลอดแลวนํา homogenate มา coat ELISA wells และ/หรือเตรียม monoclonal 
antibody ที่มีความเฉพาะตอแอนติเจนที่มีปริมาณมากใน rotifer แตละตัว (predominant 
antigen)  

6.3 Analytical sensitivity of W6 based-sandwich ELISA สําหรับการ detect antigen 
ของ N1 
ปริมาณของ N1 homogenate ที่ monoclonal antibody (W6) based-sandwich-ELISA 

สามารถ detected ได (lowest detection limit) อยูที่ 0.125 μg of N1 homogenate (ตารางที่ 
6.2) 
 
ตารางที่ 6.2 แสดงผลของ W6 monoclonal antibody based-ELISA เพ่ือหาปริมาณที่นอยที่สุด

ของ แอนติเจนของแบคทีเรียชนิด N1 ที่ยังใหผลบวกในการทดสอบ (detection 
limit ของ sandwich ELISA)   

 
ความเขมขน
โปรตีน (μg) 

2 1 0.5 0.25 0.125 0.063 0.031 

OD at 405 nm 0.758 0.459 0.236 0.113 0.061 0.044 0.015 

 
รูปที่ 6.3.1A-6.3.3A แสดงปริมาณของแบคทีเรียชนิด N1 ที่สามารถพบได ณ จุดเก็บ

ตัวอยางจุดที่ 1, 2 และ 3 จากโรงงานบําบัดน้ําเสียหนองแขม และคา sandwich ELISA optical 
densities (OD at A405nm) ในการตรวจหาปริมาณแอนติเจนดวยวิธี monoclonal antibody (W6) 
based-sandwich ELISA  
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พบวา OD at 405 nm ของ W6 based-sandwich ELISA ของระบบที่เสถียรอยูระหวาง 
0.001-0.530, 0.001-0.470 และ 0.001-0.521; median: 0.135, 0.063 และ 0.083 และ SD: 
0.180, 0.120 และ 0.170 สําหรับตัวอยางจากจุดเก็บที่ 1, 2 และ 3 ตามลําดับ อยางไรก็ดีมี
ตัวอยางน้ําเสียจากจุดเก็บที่ 1, 2 และ 3 จํานวน 9 (19.6%), 19 (41.3%) และ 11 (23.9%) 
ตัวอยางที่ใหผลการตรวจดวย W6 based-sandwhich ELISA เปนลบ 

รูปที่ 6.3.1B-6.3.3B ความสัมพันธของจํานวนแบคทีเรียชนิด N1 กับ OD ของ W6 
monoclonal antibody (W6) based-sandwich ELISA ในการ detect N1 antigen 
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รูปที่ 6.3.1 (A) ปริมาณของแบคทีเรียชนิด N1 ที่สามารถพบได ณ จุดเก็บตัวอยางจุดที่ 1 จาก

โรงงานบําบัดน้ําเสียหนองแขม และคา optical densities (OD at A405nm) ใน
การตรวจหาปริมาณแอนติเจนของแบคทีเรียชนิด N1 ดวยวิธี monoclonal 
antibody (W6) based-sandwich ELISA 

(B) ความสัมพันธของแบคทีเรียชนิด N1 กับ OD ของ monoclonal antibody 
(W6) based-sandwich ELISA ในการ detect N1 antigen 
Correlation coefficient (r) = 0.995 (p ≤ 0.01) 

B 

A 

No. of bacteria N1 (x105)No. of bacteria N1 (x105)
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รูปที่ 6.3.2  (A) ปริมาณของแบคทีเรียชนิด N1 ที่สามารถพบได ณ จุดเก็บตัวอยางจุดที่ 2 จาก

โรงงานบําบัดน้ําเสียหนองแขม และคา optical densities (OD at A405nm) ใน
การตรวจหาปริมาณแอนติเจนของแบคทีเรียชนิด N1 ดวยวิธี monoclonal 
antibody (W6) based-sandwich ELISA 

(B) ความสัมพันธของแบคทีเรียชนิด N1 กับ OD ของ monoclonal antibody 
(W6) based-sandwich ELISA ในการ detect N1 antigen 
Correlation coefficient (r) = 0.828 (p ≤ 0.01) 

B 

A 

No. of bacteria N1 (x105)No. of bacteria N1 (x105)
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รูปที่ 6.3.3  (A) ปริมาณของแบคทีเรียชนิด N1 ที่สามารถพบได ณ จุดเก็บตัวอยางจุดที่ 3 จาก

โรงงานบําบัดน้ําเสียหนองแขม และคา optical densities (OD at A405nm) ใน
การตรวจหาปริมาณแอนติเจนของแบคทีเรียชนิด N1 ดวยวิธี monoclonal 
antibody (W6) based-sandwich ELISA 

(B) ความสัมพันธของแบคทีเรียชนิด N1 กับ OD ของ monoclonal antibody 
(W6) based-sandwich ELISA ในการ detect N1 antigen 
Correlation coefficient (r) = 0.981 (p ≤ 0.01) 

B 

A 

No. of bacteria N1 (x105)No. of bacteria N1 (x105)
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6.4 ความสัมพันธของการตรวจหาจํานวนของแบคทีเรียชนิด N2 กับ การตรวจวัด
ปริมาณแอนติเจนของแบคทีเรียชนิด N2 ดวย monoclonal antibody based-
sandwich ELISA  
ปริมาณของ N2 homogenate ที่ monoclonal antibody (W11) based-sandwicht 

ELISA สามารถ detected ได (lowest detection limit) อยูที่ 0.5 μg of N2 homogenate 
(ตารางที่ 6.3) 
 
ตารางที่ 6.3 แสดงผลของ W11 monoclonal antibody based-ELISA เพ่ือหาปริมาณที่นอย

ที่สุดของ แอนติเจนของแบคทีเ รียชนิด N2 ที่ยังใหผลบวกในการทดสอบ 
(detection limit ของ sandwich ELISA)   

 
ความเขมขน
โปรตีน (μg) 

2 1 0.5 0.25 0.125 0.063 0.031 

OD at 405 nm 0.361 0.187 0.089 0.046 0.021 0.018 0.011 

 
 
รูปที่ 6.4.1A-6.4.3A แสดงความสัมพันธของการตรวจหาจํานวนของแบคทีเรียชนิด N2 

กับการตรวจวัดปริมาณแอนติเจนของแบคทีเรียชนิด N2 ดวย monoclonal antibody (W11) 
based-ELISA   

พบวา OD at 405 nm ของ W11 based-sandwich ELISA ของระบบที่เสถียรอยูระหวาง 
0.016-0.408, 0.001-0.357 และ 0.034-0.431; median: 0.107, 0.058 และ 0.092 และ SD: 
0.101, 0.070 และ 0.105 สําหรับตัวอยางจากจุดเก็บที่ 1, 2 และ 3 ตามลําดับ อยางไรก็ดีมี
ตัวอยางน้ําเสียที่เก็บจากจุดเก็บที่ 1, 2 และ 3 จํานวน 6 (13.0%), 15 (32.6%) และ  8 (17.4%) 
ตัวอยาง ที่ผลการตรวจดวย W11 based-sandwich ELISA ใหผลลบ  

รูปที่ 6.41B-6.4.3B ความสัมพันธของจํานวนแบคทีเรียชนิด N2 กับ OD ของ 
monoclonal antibody (W11) based-sandwich ELISA ในการ detect N2 antigen 
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รูปที่ 6.4.1 (A) ปริมาณของแบคทีเรียชนิด N2 ที่สามารถพบได ณ จุดเก็บตัวอยางจุดที่ 1 จาก

โรงงานบําบัดน้ําเสียหนองแขม และคา optical densities (OD at A405nm) ในการ
ตรวจหาปริมาณแอนติเจนของแบคทีเรียชนิด N2 ดวยวิธี monoclonal antibody 
(W11) based-sandwich ELISA 

(B) ความสัมพันธของแบคทีเรียชนิด N2 กับ OD ของ monoclonal antibody (W11) 
based-sandwich ELISA ในการ detect N2 antigen 
Correlation coefficient (r) = 0.950 (p ≤ 0.01) 

B 

A 
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รูปที่ 6.4.2 (A) ปริมาณของแบคทีเรียชนิด N2 ที่สามารถพบได ณ จุดเก็บตัวอยางจุดที่ 2 จาก

โรงงานบําบัดน้ําเสียหนองแขม และคา optical densities (OD at A405nm) ใน
การตรวจหาปริมาณแอนติเจนของแบคทีเรียชนิด N2 ดวยวิธี monoclonal 
antibody (W11) based-sandwich ELISA 

(B) ความสัมพันธของแบคทีเรียชนิด N2 กับ OD ของ monoclonal antibody 
(W11) based-sandwich ELISA ในการ detect N2 antigen 
Correlation coefficient (r) = 0.979 (p ≤ 0.01) 

B 

A 



 115 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 6.4.3 (A) ปริมาณของแบคทีเรียชนิด N2 ที่สามารถพบได ณ จุดเก็บตัวอยางจุดที่ 3 จาก

โรงงานบําบัดน้ําเสียหนองแขม และคา optical densities (OD at A405nm) ใน
การตรวจหาปริมาณแอนติเจนของแบคทีเรียชนิด N2 ดวยวิธี monoclonal 
antibody (W11) based-sandwich ELISA 

(B) ความสัมพันธของแบคทีเรียชนิด N2 กับ OD ของ monoclonal antibody 
(W11) based-sandwich ELISA ในการ detect N2 antigen 
Correlation coefficient (r) = 0.983 (p ≤ 0.01) 

B

A 
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6.5 ความสัมพันธของการตรวจหาจํานวนของแบคทีเรียชนิด S กับ การตรวจวัด
ปริมาณแอนติเจนของแบคทีเรียชนิด S ดวย monoclonal antibody based-
sandwich ELISA  
ปริมาณของ S homogenate ที่ monoclonal antibody (W34) based-sandwicht ELISA 

สามารถ detected ได (lowest detection limit) อยูที่ 0.125 μg of S homogenate (ตารางที่ 
6.4) 
 
ตารางที่ 6.4 แสดงผลของ W34 monoclonal antibody based-ELISA เพ่ือหาปริมาณที่นอย

ที่สุดของ แอนติเจนของแบคทีเรียชนิด S ที่ยังใหผลบวกในการทดสอบ (detection 
limit ของ sandwich ELISA)   

 
ความเขมขน
โปรตีน (μg) 

2 1 0.5 0.25 0.125 0.063 0.031 

OD at 405 nm 0.865 0.501 0.254 0.132 0.073 0.039 0.009 

 
รูปที่ 6.5.1A-6.5.3A แสดงความสัมพันธของการตรวจหาจํานวนของแบคทีเรียชนิด S 

กับการตรวจวัดปริมาณแอนติเจนของแบคทีเรียชนิด S ดวย monoclonal antibody (W34) 
based-ELISA 

พบวา OD at 405 nm ของ W34 based-sandwich ELISA ของระบบท่ีเสถียร อยู
ระหวาง 0.020-0.325, 0.010-0.235 และ 0.020-0.339; median: 0.092, 0.056 และ 0.108 และ 
SD: 0.070, 0.040 และ 0.079 สําหรับตัวอยางจากจุดเก็บที่ 1, 2 และ 3 ตามลําดับ อยางไรก็ดีมี
ตัวอยางน้ําเสียที่เก็บจากจุดเก็บที่ 1, 2 และ 3 จํานวน 9 (19.6%), 18 (39.1%) และ 7 (15.2%) 
ตัวอยาง ที่ผลการตรวจดวย W34 based-sandwich ELISA ใหผลลบ  

 
รูปที่ 6.5.1B-6.5.3B ความสัมพันธของจํานวนแบคทีเรียชนิด S กับ OD ของ 

monoclonal antibody (W34) based-sandwich ELISA ในการ detect S antigen 
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รูปที่ 6.5.1 (A) ปริมาณของแบคทีเรียชนิด S ที่สามารถพบได ณ จุดเก็บตัวอยางจุดที่ 1 จาก

โรงงานบําบัดน้ําเสียหนองแขม และคา optical densities (OD at A405nm) ใน
การตรวจหาปริมาณแอนติเจนของแบคทีเรียชนิด S ดวยวิธี W34 monoclonal 
antibody based-sandwich ELISA 

(B) ความสัมพันธของแบคทีเรียชนิด S กับ OD ของ W34 monoclonal antibody 
based-sandwich ELISA ในการ detect S antigen 
Correlation coefficient (r) = 0.854 (p ≤ 0.01) 
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รูปที่ 6.5.2 (A) ปริมาณของแบคทีเรียชนิด S ที่สามารถพบได ณ จุดเก็บตัวอยางจุดที่ 2 จาก

โรงงานบําบัดน้ําเสียหนองแขม และคา optical densities (OD at A405nm) ใน
การตรวจหาปริมาณแอนติเจนของแบคทีเรียชนิด S ดวยวิธี monoclonal 
antibody (W34) based-sandwich ELISA 

(B) ความสัมพันธของแบคทีเรียชนิด S กับ OD ของ monoclonal antibody (W34)   
based-sandwich ELISA ในการ detect S antigen 
Correlation coefficient (r) = 0.925 (p ≤ 0.01) 

B 

A 
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รูปที่ 6.5.3 (A) ปริมาณของแบคทีเรียชนิด S ที่สามารถพบได ณ จุดเก็บตัวอยางจุดที่ 3 จาก

โรงงานบําบัดน้ําเสียหนองแขม และคา optical densities (OD at A405nm) ใน
การตรวจหาปริมาณแอนติเจนของแบคทีเรียชนิด S ดวยวิธี monoclonal 
antibody (W34) based-sandwich ELISA 

(B) ความสัมพันธของแบคทีเรียชนิด S กับ OD ของ monoclonal antibody (W34) 
based-sandwich ELISA ในการ detect S antigen 
Correlation coefficient (r) = 0.892 (p ≤ 0.01) 
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6.6 ความสัมพันธของการตรวจหาจํานวนของแบคทีเรียชนิด P กับการตรวจวัด
ปริมาณแอนติเจนของแบคทีเรียชนิด P ดวย monoclonal antibody (W5) based-
sandwich ELISA 
ปริมาณของ P homogenate ที่ monoclonal antibody (W5) based-sandwicht ELISA 

สามารถ detected ได (lowest detection limit) อยูที่ 0.25 μg of P homogenate (ตารางที่ 6.5) 
 

ตารางที่ 6.5 แสดงผลของ W5 monoclonal antibody based-ELISA เพ่ือหาปริมาณที่นอยที่สุด
ของ แอนติเจนของแบคทีเรียชนิด P ที่ยังใหผลบวกในการทดสอบ (detection limit 
ของ sandwich ELISA)   

 
ความเขมขน
โปรตีน (μg) 

2 1 0.5 0.25 0.125 0.063 0.031 

OD at 405 nm 0.478 0.242 0.104 0.059 0.046 0.031 0.012 

 
 
รูปที่ 6.6.1A-6.6.3A แสดงความสัมพันธของการตรวจหาจํานวนของแบคทีเรียชนิด P กับ

การตรวจวัดปริมาณแอนติเจนของแบคทีเรียชนิด P ดวย monoclonal antibody (W5) based-
ELISA   

พบวา OD at 405 nm ของ W5 based-sandwich ELISA ของระบบที่เสถียร อยูระหวาง 
0.050-0.496, 0.016-0.334 และ 0.058-0.544; median: 0.185, 0.095, 0.205 และ SD: 0.121, 
0.079 และ 0.123 สําหรับตัวอยางจากจุดเก็บที่ 1, 2 และ 3 ตามลําดับ โดยตัวอยางจากจุดเก็บที่ 
2 มี 14 ตัวอยาง (30.4%) ที่ใหผล W5 based-sandwich ELISA เปนลบ แตไมมีตัวอยางใดจาก
จุดเก็บที่ 1 และ 3 ที่ใหผล W5 based-sandwich ELISA เปนผลลบเลย 

 
รูปที่ 6.6.1B-6.6.3B ความสัมพันธของจํานวนแบคทีเรียชนิด P กับ OD ของ monoclonal 

antibody (W5) based-sandwich ELISA ในการ detect P antigen 
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รูปที่ 6.6.1 (A) ปริมาณของแบคทีเรียชนิด P ที่สามารถพบได ณ จุดเก็บตัวอยางจุดที่ 1 จาก

โรงงานบําบัดน้ําเสียหนองแขม และคา optical densities (OD at A405nm) ใน
การตรวจหาปริมาณแอนติเจนของแบคทีเรียชนิด P ดวยวิธี monoclonal 
antibody (W5) based-sandwich ELISA 

(B) ความสัมพันธของแบคทีเรียชนิด P กับ OD ของ monoclonal antibody (W5)   
based-sandwich ELISA ในการ detect P antigen 
Correlation coefficient (r) = 0.828 (p ≤ 0.01)

B 
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รูปที่ 6.6.2  (A) ปริมาณของแบคทีเรียชนิด P ที่สามารถพบได ณ จุดเก็บตัวอยางจุดที่ 2 จาก

โรงงานบําบัดน้ําเสียหนองแขม และคา optical densities (OD at A405nm) ใน
การตรวจหาปริมาณแอนติเจนของแบคทีเรียชนิด P ดวยวิธี monoclonal 
antibody (W5) based-sandwich ELISA 

(B) ความสัมพันธของแบคทีเรียชนิด P กับ OD ของ monoclonal antibody (W5) 
based-sandwich ELISA ในการ detect P antigen 
Correlation coefficient (r) = 0.986 (p ≤ 0.01)
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รูปที่ 6.6.3  (A) ปริมาณของแบคทีเรียชนิด P ที่สามารถพบได ณ จุดเก็บตัวอยางจุดที่ 3 จาก

โรงงานบําบัดน้ําเสียหนองแขม และคา optical densities (OD at A405nm) ใน
การตรวจหาปริมาณแอนติเจนของแบคทีเรียชนิด P ดวยวิธี monoclonal 
antibody (W5) based-sandwich ELISA 

(B) ความสัมพันธของแบคทีเรียชนิด P กับ OD ของ monoclonal antibody (W5) 
based-sandwich ELISA ในการ detect P antigen 

                      Correlation coefficient (r) = 0.994 (p ≤ 0.01) 
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6.7 ความสัมพันธของการตรวจหาจํานวนของแบคทีเรียชนิด S กับ การตรวจวัด
ปริมาณแอนติเจนของแบคทีเรียชนิด S ดวย monoclonal antibody based-
sandwich ELISA ในตัวอยางนํ้าเสียจากโรงงานอุตสาหกรรมกระดาษ 
รูปที่ 6.7 แสดงความสัมพันธของการตรวจหาจํานวนแบคทีเรียชนิด S ในน้ําเสียจาก

โรงงานบําบัดน้ําเสียอุตสาหกรรม (โรงงานกระดาษ) จังหวัดนครสวรรค กับการตรวจวัดปริมาณ
แอนติเจนของแบคทีเรียชนิด S ดวย W34 monoclonal antibody based-sandwich ELISA  

รูปที่ 6.7 (A) จุดเก็บตัวอยางจุดที่ 1 ครั้งที่ 1 จํานวนแบคทีเรีย 18.8 × 106 cfu/ml และ 
OD ของ W34 monoclonal antibody based-sandwich ELISA 0.094   

จุดเก็บตัวอยางจุดที่ 1 ครั้งที่ 2 จํานวนแบคทีเรีย 20.4 × 106 cfu/ml และ 
OD ของ W34 monoclonal antibody based-sandwich ELISA 0.115  

รูปที่ 6.7 (B) จุดเก็บตัวอยางจุดที่ 2 ครั้งที่ 1 จํานวนแบคทีเรีย 3.2 × 106 cfu/ml และ 
OD W34 monoclonal antibody based-sandwich ELISA 0.023   

จุดเก็บตัวอยางจุดที่ 2 ครั้งที่ 2 จํานวนแบคทีเรีย 3.6 × 106 cfu/ml และ 
OD W34 monoclonal antibody based-sandwich ELISA 0.034  

รูปที่ 6.7 (C) จุดเก็บตัวอยางจุดที่ 3 ครั้งที่ 1 จํานวนแบคทีเรีย 20.8 × 106 cfu/ml และ 
OD W34 monoclonal antibody based-sandwich ELISA 0.122  

จุดเก็บตัวอยางจุดที่ 3 ครั้งที่ 2 จํานวนแบคทีเรีย 22.4 × 106 cfu/ml และ 
OD W34 monoclonal antibody based-sandwich ELISA 0.139  

จะเห็นวา OD at 405 nm ของตัวอยางที่เก็บจากจุดเก็บทั้งสามจุดจากโรงบําบัดน้ําเสีย
อุตสาหกรรม (โรงงานกระดาษ) จังหวัดนครสวรรค มีความสัมพันธดีเยี่ยมกับจํานวนแบคทีเรีย
กลุม S ที่ตรวจนับโดยวิธี conventional microbiological methods (colony count) 

 



 125 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 6.7 ความสัมพันธของการตรวจหาจํานวนของแบคทีเรียชนิด S ในน้ําเสียจากโรงงานบําบัดน้ําเสีย

อุตสาหกรรม (โรงงานกระดาษ) จังหวัดนครสวรรค กับการตรวจวัดปริมาณแอนติเจนของแบคทีเรีย
ชนิด S ดวย W34 monoclonal antibody based-sandwich ELISA  

(A) จุดเก็บตัวอยางจุดที่ 1 ครั้งที่ 1 จํานวนแบคทีเรีย 18.8 × 106 cfu/ml และ OD 0.094   

ครั้งที่ 2 จํานวนแบคทีเรีย 20.4 × 106 cfu/ml และ OD 0.115  

(B) จุดเก็บตัวอยางจุดที่ 2 ครั้งที่ 1 จํานวนแบคทีเรีย 3.2 × 106 cfu/ml และ OD 0.023   

ครั้งที่ 2 จํานวนแบคทีเรีย 3.6 × 106 cfu/ml และ OD 0.034  

(C) จุดเก็บตัวอยางจุดที่ 3 ครั้งที่ 1 จํานวนแบคทีเรีย 20.8 × 106 cfu/ml และ OD 0.122  

 ครั้งที่ 2 จํานวนแบคทีเรีย 22.4 × 106 cfu/ml และ OD 0.139  
 

A 

B 

C 
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กิจกรรมขอที่ 7 เปนกิจกรรมเพิ่มเติมตามขอเสนอแนะของผูทรงคุณวุฒ ิ
เม่ือคณะผูวิจัยเสนอโครงรางงานวิจัยเพ่ือขอทุนสนับสนุนจาก สกว. ผูทรงคุณวุฒิได

แนะนําวาคณะผูวิจัยควรศึกษาจุลชีพ และ ประสิทธิภาพของเทคโนโลยีชีวภาพ (วิธี antigen 
based- assay โดยใช monoclonal antibody เปน antigen detection reagent) ที่คณะผูวิจัยได
พัฒนาขึ้นเพื่อประเมินหรือใชพยากรณความเปลี่ยนแปลงกับคาพารามิเตอรตางๆ ที่ใชเปนตัว
บงชี้ความไมเสถียรของระบบบําบัดน้ําเสีย โดยใชตัวอยางจากระบบบําบัดน้ําเสียแบบเติมอากาศ
ที่เกิดความไมเสถียรดวย โดยขอใหบริษัทยูทิลิตี้ บิสิเนส อัลลายแอนซ จํากัด จําลองแบบระบบ
บําบัดน้ําเสียแบบเติมอากาศที่ไมเสถียร และเก็บตัวอยาง (blinded) ใหแกคณะผูวิจัยเพ่ือตรวจ
ประเมินชนิด ปริมาณ และ จํานวนของจุลชีพหลัก และ ตรวจหาและวัดปริมาณของจุลชีพดวย 
antigen based assay เพ่ือเปรียบเทียบกับขอมูลจากระบบบําบัดน้ําเสียแบบเติมอากาศที่ทํางาน
เปนปกติ (เสถียร) ดวย 

ดังน้ันบริษัทยูทิลิตี้ บิสิเนส อัลลายแอนซ จํากัด จึงไดจําลองแบบระบบบําบัดน้ําเสียแบบ
เติมอากาศที่ไมเสถียร ขนาด pilot scale ขึ้น เรียกวา “Unstable pilot plant” และเก็บตัวอยาง
ใหแกคณะผูวิจัยเปนระยะๆ เพ่ือตรวจหา และบอกปริมาณของจุลชีพ (โรติเฟอรและแบคทีเรีย
ตางๆ) ดวย conventional methods รวมทั้งใช antigen based assay (monoclonal antibody 
based-indirect ELISA) แบบเสถียร ที่พัฒนาขึ้นเพ่ือตรวจหาและบอกปริมาณของแอนติเจนของ
จุลชีพหลักเหลานั้นในระบบบําบัดน้ําเสียแบบเติมอากาศที่ไมเสถียรดวย รวมทั้งหาความสัมพันธ
ของคาเหลานี้กับคาพารามิเตอรที่ใชตรวจความเสถียรของระบบฯตามปกติ 
ความแตกตางระหวางระบบบําบัดนํ้าหนองแขมที่เสถียร และระบบบําบัดนํ้าเสียที่จําลอง
จากระบบบําบัดนํ้าหนองแขมที่ไมเสถียร  (Unstable Pilot Plant) 

1. จุดเก็บตัวอยางน้ําในระบบบําบัดน้ําเสียของหนองแขมที่สงตัวอยางใหคณะผูวิจัยมี
ดวยกัน 3 จุด ดัง รูปที่ 7.1  (เปนรูปเดียวกับรูปที่ 1.4) 
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รูปที่ 7.1 บริเวณจุดเกบ็ตวัอยางน้ําของระบบบําบัดน้ําหนองแขมที่สงใหผูวจัิย 

จุดที่ 1 คือ จุดที่ RAS (Returned activated sludge) เพ่ึงสัมผัสกับน้ําเสีย 
จุดที่ 2 คือ จุดที่ Mixed liquor เพ่ึงออกจากถังเติมอากาศ 
จุดที่ 3 คือ สวนหนึ่งของตะกอนที่เวียนกลับไปใชใหม (RAS) 
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ในกรณีของ ระบบบําบัดที่จําลองจากระบบใหญ  (Unstable Pilot Plant) จุดเก็บตัวอยาง
เหลือเพียง 2 จุดคือ จุดที่ 1 รวมกับ จุดที่ 2 ในถังเดียวกัน (เรียกวาจุดที่ 1+2) และจุดที่ 3 โดยไม
มีจุดที่น้ําเสียขาเขาสัมผัสกับตะกอน RAS กอนเขาสูถังเติมอากาศ แสดงดังรูปที่ 7.2 

ตัวอยางน้ําที่เก็บจากจุดที่ 3 ของระบบบําบัดจําลอง ไดรองเก็บจากทอที่สูบตะกอนจาก
บอตกตะกอน (ลูกศรชี้ในรูปที่ 7.2) 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 7.2  ระบบบําบัดน้าํเสียที่จําลองขึ้น ใหเปนระบบบําบัดน้ําเสียแบบทีไ่มเสถียร (Unstable 
Pilot Plant) 

 
จุดเก็บที่ 1+2 คือจุดที่ Returned Activated Sludge (RAS) สัมผัสกับน้ําเสียและ

ถูกเติมอากาศรวมทั้ง mixed ใหน้ําเสียที่เขามาใหมและ RAS ผสมกัน  
จุดเก็บที่ 3 คอื RAS (ขณะนั้นนํ้าเสียเดิมไดถูกบําบัดแลวและลนออกจากถัง

ตกตะกอนเพื่อออกไปเปน surface water) 

น้ําเขา 

ถังเติมอากาศ 

ถังตกตะกอน จุดเก็บที ่1+2  

จุดเก็บที ่3  



 129 

2. ถังเติมอากาศของระบบบําบัดของหนองแขม จะแบงออกเปน 4 ถัง น้ําเสียขาเขาเมื่อ
ผสมกับตะกอน RAS แลว ผานถังเติมอากาศถัง 1 ถึง 4 ตามลําดับ โดยถังที่ 1 ถึง 3 ไดมีการ
ออกแบบภายในถังเติมอากาศใหมีการควบคุมการเติมปริมาณออกซิเจนเปนชวงๆ  

น้ําเสียที่ผานอยูในถังเติมอากาศ 1 ถึง 3 จะเกิดทั้งสภาวะ aerobic (มีออกซิเจนเพียงพอ) 
สภาวะ anoxic (มีออกซิเจนนอย) และ anaerobic (ไรออกซิเจน) สําหรับถังที่ 4 จะมีการเติม
ออกซิเจนใหกับน้ําเสียอยางมากเกินพอซึ่งจะเปนสภาวะ aerobic  

ในขณะที่ลักษณะของการเติมอากาศในระบบบําบัดน้ําเสียแบบจําลองจะเปนการเติม
ออกซิเจนใหอยางมากเกินพอซึ่งเม่ือเปรียบเทียบกับระบบบําบัดน้ําเสียของหนองแขมจะเปรียบ
ไดกับถังเติมอากาศถังที่ 4  

นอกจากนี้ ในระบบบําบัดน้ําเสียของหนองแขม น้ําเสียที่ผานการเติมอากาศจากถังที่ 4 
แลว ระหวางที่น้ําเสียกําลังไหลไปสูถังตกตะกอนก็จะมีการเติมอากาศใหระหวางทางเพื่อเปนการ
ปองกันการเกิดปฏิกิริยา Denitrification ที่ถังตะกอน 

3. ลักษณะของถังตกตะกอนในระบบบําบัดน้ําเสียของหนองแขม มีลักษณะพื้นที่หนาตัด
เปนวงกลม มีใบกวาดตะกอนอยูบนผิวหนาตัดของถังตกตะกอน และกนถังมีลักษณะเปน Slope 
แสดงดังรูปที่ 7.3 ก และ 7.3 ข ตามลําดับ ในขณะที่ถังตกตะกอนของระบบบําบัดจําลองพื้นที่
หนามีลักษณะเปนสี่เหลี่ยมผืนผาและไมมีใบกวาดตะกอนอยูบนผิวหนาตัดของถังตกตะกอน 
แสดงดังรูปที่ 7.4  
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                                        (ก)                                                                         (ข) 
 

รูปที่ 7.3 (ก) ลักษณะของถังตกตะกอนเมือ่มองดาน Top View 
(ข) ลักษณะของถังตกตะกอนเมื่อมองดาน Side View 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปทึ่ 7.4 ลักษณะถังตกตะกอนของระบบบําบัดน้ําเสียจําลอง (unstable pilot plant) เปนถัง
สี่เหลี่ยมผืนผาและไมมีใบกวาดตะกอนอยูบนผิวหนาตดัของถังตกตะกอน 
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ในระบบบําบัดน้ําเสียของหนองแขม น้ําเสียที่ผานการเติมอากาศแลว จะไหลเขาสูถัง
ตกตะกอนโดยน้ําจะไหลเขารอบถังและน้ําที่ตกตะกอนแลวจะลนออกรอบถัง ในขณะที่ของระบบ
บําบัดน้ําเสียจําลอง น้ําเสียที่ผานการเติมอากาศแลวจะไหลลงสูถังตกตะกอนจากดานบนจน
ระดับนํ้าขึ้นถึงระดับที่น้ําสามารถไหลลนออกจากถังตกตะกอนได 

น้ําเสียที่ผานการบําบดัและตกตะกอนแลว จะใชการไหลลนออกจากถังตกตะกอน โดยตอง
มีการควบคุมอัตราเร็วของการไหลลน (Overflow Rate) ซึ่งคํานวณไดจากอัตราสวนระหวาง
อัตราการไหลของน้ําเขากับพ้ืนที่หนาตัดของบอตกตะกอน ซึ่งทางวิศวกรผูออกแบบระบบบําบัด
น้ําเสียแบบจําลองไดคํานวณใหมีความสอดคลองกับระบบบําบัดน้ําเสียของหนองแขม 

4. คาพารามิเตอร F:M ratio และ HRT ที่ใชประเมินความเสถียรของระบบบําบัดน้ําเสีย
แบบจําลองไดคํานวณใหมีความสอดคลองกับระบบบําบัดน้ําเสียของหนองแขม  

หลังจากสรางระบบจําลองของระบบบําบัดน้ําเสียแบบเติมอากาศและระบบมีความเสถียร
อยูระยะหนึ่งแลว ไดทําใหเกิดความผิดปกติขึ้นในระบบบําบัด ดังนี้ 

(1) วันที่ 4 มกราคม พ.ศ. 2553 ถึง 1 กุมภาพันธ พ.ศ. 2553 ปมที่สูบตะกอนจากถัง
ตกตะกอนกลับมาที่ถังเติมอากาศ มีปญหาเปนระยะๆ ทําใหในชวงเวลาดังกลาวการสูบ
ตะกอนกลับไปยังถังเติมอากาศไมตอเน่ืองอยางที่ควรจะเปน เก็บตัวอยางน้ํา สงใหทีม
วิจัยในชวงนี้ 

(2) วันที่ 3 กุมภาพันธ พ.ศ. 2553 ถึง 12 กุมภาพันธ พ.ศ. 2553 ไดทําการจัดการปมสูบ
ตะกอนจากถังตกตะกอนใหใชงานได เก็บตัวอยางน้ํา สงใหทีมวิจัยในชวงนี้ 

(3) วันที่ 15 กุมภาพันธ พ.ศ. 2553 หลังเก็บตัวอยางน้ําสงใหทีมวิจัยแลว ทําการหรี่ปมเติม
อากาศในถัง aeration โดยใหมีคา dissolve oxygen (DO) อยูที่ประมาณ 0.1  

(4) ในวันที่ 17 กุมภาพันธ พ.ศ. 2553 หลังเก็บตัวอยางน้ําเก็บตัวอยางน้ําสงใหทีมวิจัยแลว 
ทําการปดปมเติมอากาศ จนถึงวันที่ 25 กุมภาพันธ พ.ศ. 2553 

(5) วันที่ 25 กุมภาพันธ พ.ศ. 2553 หลังเก็บตัวอยางน้ําสงใหทีมวิจัยแลวเปดปมเติมอากาศ
เพ่ือฟนฟูระบบใหกลับสูสภาวะปกติ 

 
7.1 ปริมาณของ Rotifers ใน unstable pilot plant  

การศึกษาและจําแนกประเภทของ Rotifers ในระบบบําบัดน้ําเสียแบบ Activated 
Sludge ที่มีภาวะไมเสถียร (unstable pilot plant) ที่เปนตนแบบในการศึกษา เพ่ือใชประเมินหรือ
พยากรณความเปลี่ยนแปลงกับคาพารามิเตอรตางๆ ที่ใชเปนตัวบงชี้ความไมเสถียรของระบบ
บําบัดน้ําเสียนั้น ไดผลดังนี้ 

รูปที่ 7.5 แสดงจํานวน Rotifer ชนิดที่ 1 (R1) ที่ตรวจพบในน้ําเสียซึ่งเก็บจากทั้ง 2 จุด 
(จุดที่ 1+2 และ 3) ในขณะที่ pilot plant มีภาวะเสถียร ซึ่งพบวามีแนวโนม (trend) เชนเดียวกัน
กับที่พบในระบบบําบัดน้ําเสียที่มีความเสถียรจากชุมชนที่หนองแขม แตในชวงที่ pilot plant เขา
อยูในสภาวะไมเสถียร ตรวจไมพบ Rotifer ชนิดที่ 1 เลย คือชวงแรกที่ระบบยังไมนิ่ง (มีปญหา
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เปนระยะ ๆ) (4 มกราคม พ.ศ. 2552 ถึง 12 กุมภาพันธ พ.ศ. 2553) และชวงที่ทําการปดปมให
อากาศตั้งแตวันที่ 17- 25 กุมภาพันธ พ.ศ. 2553 นั้น ปริมาณของ Rotifer ลดนอยลงจนเกือบ
เปนศูนย แตเม่ือเร่ิมเปดปมใหอากาศ เพ่ือฟนฟูระบบใหกลับสูสภาวะปกติ (หลังจากวันที่ 25 
กุมภาพันธ พ.ศ. 2553) ปริมาณของ R1 เพ่ิมขึ้นอยางชัดเจน (รูปที่ 7.5) รายละเอียดที่แสดงถึง
ปริมาณของ Rotifer ชนิดที่ 1 (R1) ที่ตรวจพบในชวงเวลาตางๆ แสดงใน รูปที่ 7.6 และ รูปที่ 
7.7 
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รูปที่ 7.5 กราฟแสดงจํานวน (Means) ของ Rotifer ชนิดที่ 1 (R1) ที่พบในน้ําเสยีทั้ง 2 จุดที่เก็บน้ําเสียจากระบบที่มีภาวะที่ไมเสถียร (unstable pilot plant) 

ณ ชวงเวลาตางๆ  
(1) ปมสูบตะกอนจากถังตกตะกอนกลับมาถังเติมอากาศมีปญหาเปนระยะๆ 

(2) ปมสูบตะกอนจากถังตกตะกอนกลับมาถังเติมอากาศทํางาน 

(3) ทําการหรี่ปมเติมอากาศในถัง aeration 

(4) ทําการปดปมเติมอากาศ 

(5) ปมเติมอากาศทํางานปกติเพื่อฟนฟูระบบใหกลับสูภาวะปกติ 

Date
09.03.1004.03.1002.03.1026.02.1025.02.1022.02.1019.02.1017.02.1015.02.1010.02.1008.02.1003.02.1029.01.1027.01.1025.01.1022.01.1018.01.1015.01.1013.01.1011.01.1008.01.1006.01.1004.01.10
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รูปที่ 7.6 กราฟแสดงคาเฉลีย่จํานวน (ตัวเลข) ของ Rotifer ชนิดที่ 1 (R1) ที่พบในน้าํเสียที่จุดที่ 1+2 ซึ่งเก็บน้ําเสียจากระบบที่มีภาวะที่ไมเสถียร (unstable pilot 
plant) ณ ชวงเวลาตางๆ 

(1) ปมสูบตะกอนจากถังตกตะกอนกลับมาถังเติมอากาศมีปญหาเปนระยะๆ 

(2) ปมสูบตะกอนจากถังตกตะกอนกลับมาถังเติมอากาศทํางาน 

(3) ทําการหรี่ปมเติมอากาศในถัง aeration 

(4) ทําการปดปมเติมอากาศ 

(5) ปมเติมอากาศทํางานปกติเพื่อฟนฟูระบบใหกลับสูภาวะปกติ 

Date
09.03.1004.03.1002.03.1026.02.1025.02.1022.02.1019.02.1017.02.1015.02.1010.02.1008.02.1003.02.1029.01.1027.01.1025.01.1022.01.1018.01.1015.01.1013.01.1011.01.1008.01.1006.01.1004.01.10
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รูปที่ 7.7 กราฟแสดงคาเฉลีย่จํานวน (ตัวเลข) ของ Rotifer ชนิดที่ 1 (R1) ที่พบในน้าํเสียที่จุดที่ 3 ซึ่งเก็บน้ําเสยีจากระบบทีม่ีภาวะที่ไมเสถียร (unstable pilot 

plant) ณ ชวงเวลาตางๆ 

(1) ปมสูบตะกอนจากถังตกตะกอนกลับมาถังเติมอากาศมีปญหาเปนระยะๆ 

(2) ปมสูบตะกอนจากถังตกตะกอนกลับมาถังเติมอากาศทํางาน 

(3) ทําการหรี่ปมเติมอากาศในถัง aeration 

 

(4) ทําการปดปมเติมอากาศ 

(5) ปมเติมอากาศทํางานปกติเพื่อฟนฟูระบบใหกลับสูภาวะปกติ 

Date
09.03.1004.03.1002.03.1026.02.1025.02.1022.02.1019.02.1017.02.1015.02.1010.02.1008.02.1003.02.1029.01.1027.01.1025.01.1022.01.1018.01.1015.01.1013.01.1011.01.1008.01.1006.01.1004.01.10
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ปริมาณของ Rotifer ชนิดที่สอง (R2)  
ปริมาณของ Rotifer ชนิดที่สอง (R2) เปนชนิดที่ชุกชุมที่สุดและพบไดทุกจุดที่เก็บน้ําเสีย

จากชุมชนในระบบที่มีภาวะเสถียร 
รูปที่ 7.8 แสดงภาพรวมของจํานวนเฉลี่ย (mean) ของ Rotifer ชนิดที่ 2 (R2) ที่พบในน้ํา

เสียที่เก็บน้ําเสียจาก unstable pilot plant  ทั้ง 2 จุด (จุดที่ 1+2 และ 3) จํานวน R2  ที่ตรวจพบ
ในน้ําเสียจาก unstable pilot plant ทั้ง 2 จุด มีแนวโนม (trend) ของการตรวจพบเพิ่มขึ้นหรือ
ลดลงใกลเคียงกันตลอดการทดลอง โดยตรวจพบจํานวน R2 มากกวาจํานวน R1 อยางชัดเจน  
จํานวน R2  มีแนวโนมลดนอยลงเมื่อเขาสูภาวะไมเสถียร (ชวงที่ทําการปดปมใหอากาศตั้งแต
วันที่ 17- 25 กุมภาพันธ พ.ศ. 2553) อยางไรก็ดีแมวามีการลดลงของจํานวน R2 ในชวงน้ี แตก็
พบวายังมี R2 มากกวา R1 อยางชัดเจน เปนที่นาสังเกตวาจํานวน R2  ที่ลดนอยลงกวาชวงที่
ระบบมีภาวะเสถียร (3 – 17 กุมภาพันธ พ.ศ. 2553) นั้นจุดที่ 3 จะตรวจพบมากกวาจุดที่ 1+2 
และเชนเดียวกันที่เม่ือเร่ิมเปดปมใหอากาศเพื่อฟนฟูระบบใหกลับสูสภาวะปกติ (หลังจาก 25 
กุมภาพันธ พ.ศ. 2553) จํานวน R2  เพ่ิมขึ้นอยางชัดเจน  

รายละเอียดที่แสดงถึงปริมาณของ Rotifer ชนิดที่ 2 (R2) ที่ตรวจพบในชวงเวลาตางๆ 
แสดงในตัวอยางน้ําเสียจาก unstable pilot plant แสดงใน รูปที่ 7.9 และ รูปที่ 7.10 
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รูปที่ 7.8 กราฟแสดงจํานวน (Means) ของ Rotifer ชนิดที่ 2 (R2) ที่พบในน้ําเสียทั้ง 2 จุดที่เก็บน้ําเสียจากระบบที่มีภาวะไมเสถยีร (unstable pilot plant) 
ณ ชวงเวลาตางๆ 

(1) ปมสูบตะกอนจากถังตกตะกอนกลับมาถังเติมอากาศมีปญหาเปนระยะๆ 

(2) ปมสูบตะกอนจากถังตกตะกอนกลับมาถังเติมอากาศทํางาน 

(3) ทําการหรี่ปมเติมอากาศในถัง aeration 

(4) ทําการปดปมเติมอากาศ 

(5) ปมเติมอากาศทํางานปกติเพื่อฟนฟูระบบใหกลับสูภาวะปกต ิ

Date
09.03.1004.03.1002.03.1026.02.1025.02.1022.02.1019.02.1017.02.1015.02.1010.02.1008.02.1003.02.1029.01.1027.01.1025.01.1022.01.1018.01.1015.01.1013.01.1011.01.1008.01.1006.01.1004.01.10
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1.00

0.00

2.00
1.00

point

(1) (2) (3) (4) (5) 

point 1+2 
point 3 
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รูปที่ 7.9  กราฟแสดงคาเฉลี่ยจํานวน (ตัวเลข) ของ Rotifer ชนิดที่ 2 (R2) ที่พบในน้ําเสียที่จุดที่ 1+2 ซึ่งเก็บน้ําเสียจากระบบที่มีภาวะที่ไมเสถียร (unstable 

pilot plant) ณ ชวงเวลาตางๆ 

(1) ปมสูบตะกอนจากถังตกตะกอนกลับมาถังเติมอากาศมีปญหาเปนระยะๆ 

(2) ปมสูบตะกอนจากถังตกตะกอนกลับมาถังเติมอากาศทํางาน 

(3) ทําการหรี่ปมเติมอากาศในถัง aeration 

(4) ทําการปดปมเติมอากาศ 

(5) ปมเติมอากาศทํางานปกติเพื่อฟนฟูระบบใหกลับสูภาวะปกติ 

Date
09.03.1004.03.1002.03.1026.02.1025.02.1022.02.1019.02.1017.02.1015.02.1010.02.1008.02.1003.02.1029.01.1027.01.1025.01.1022.01.1018.01.1015.01.1013.01.1011.01.1008.01.1006.01.1004.01.10
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0.000.000.000.000.00

point: 1.00

(1) (2) (3) (4) (5) 

point 1+2 
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รูปที่ 7.10  กราฟแสดงคาเฉลี่ยจํานวน (ตัวเลข) ของ Rotifer ชนิดที่ 2 (R2) ที่พบในน้ําเสียที่จุดที่ 3 ซึ่งเก็บน้ําเสียจากระบบที่มีภาวะทีไ่มเสถียร (unstable pilot 

plant) ณ ชวงเวลาตางๆ 
(1) ปมสูบตะกอนจากถังตกตะกอนกลับมาถังเติมอากาศมีปญหาเปนระยะๆ 

(2) ปมสูบตะกอนจากถังตกตะกอนกลับมาถังเติมอากาศทํางาน 

(3) ทําการหรี่ปมเติมอากาศในถัง aeration 

 

 

(4) ทําการปดปมเติมอากาศ 

(5) ปมเติมอากาศทํางานปกติเพื่อฟนฟูระบบใหกลับสูภาวะปกติ 

Date
09.03.1004.03.1002.03.1026.02.1025.02.1022.02.1019.02.1017.02.1015.02.1010.02.1008.02.1003.02.1029.01.1027.01.1025.01.1022.01.1018.01.1015.01.1013.01.1011.01.1008.01.1006.01.1004.01.10
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ตารางที่ 7.1 แสดงผลจากการวิเคราะหขอมูลเพ่ือทดสอบหาความสัมพันธระหวาง  R2 
กับคาพารามิเตอรตางๆ จากน้ําเสียในระบบบําบัดแบบ Activated Sludge ที่มีภาวะไมเสถียร ณ 
จุดเก็บที่ 1+2 และ 3 พบวา ณ จุดเก็บที่ 1+2 R2 มีความสัมพันธแปรผันอยางมีนัยสําคัญทาง
สถิติที่ p < 0.05 กับคา Mean Cell Resident time ซึ่งคา Mean Cell Resident time หมายถึง 
อายุของสลัดจ คือระยะเวลาโดยเฉลี่ยของจุลชีพที่อาศัยในระบบบําบัดน้ําเสีย แปลผลไดวา 
จํานวน R2 จะเพ่ิมมากขึ้นเม่ืออายุของสลัดจยาวนานขึ้น จากการที่โรติเฟอรดํารงชีพโดยการกิน
สิ่งมีชีวิตเล็กๆ และเศษอินทรียวัตถุที่มีอยูในน้ําเสีย เม่ือมีระยะเวลาที่นานขึ้นในแหลงที่มีปริมาณ
อาหารเพียงพอปริมาณโรติเฟอรยอมเพ่ิมมากขึ้น 

สําหรับจุดเก็บที่ 3 เปนจุดที่น้ําเสียที่บําบัดแลวกําลังจะออกจากระบบ จํานวน R2 มี
ความสัมพันธแปรผันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติกับคา Influent BOD ที่ p < 0.05 แปลผลไดวา 
จํานวน R2 เพ่ิมมากขึ้นจะทําให biochemical oxygen demand ของน้ําเสียขาเขาเพิ่มมากขึ้น 
หรืออีกนัยหนึ่งคือ Influent BOD ที่สูงตองการ R2 จํานวนมากในการบําบัดน้ําเสีย (ยอยสลายของ
เสีย) 
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ตารางที่ 7.1 การศึกษาหาความสัมพันธของ Rotifers ชนิดที่ 2 กับคาพารามิเตอรตางๆ จากน้ําเสียในระบบบําบัดแบบ Activated Sludge ที่มีภาวะไม
เสถียร ณ จุดเก็บที่ 1+2 และ 3  

 

 
  ความสัมพันธ 

 
F:M 

 
SVI 

 
HRT 

 
Influent  

BOD 
Effluent  

BOD 
Mean Cell 

Resident Time 

จุดเก็บที่ 1+2 Pearson Correlation -0.310 0.532  -
a
 0.384 0.239 0.445(*) 

 Sig. (2-tailed) 0.151 0.061 -
 a
 0.070 0.272 0.034 

 N 23 13 23 23 23 23 
จุดเก็บที่ 3 Pearson Correlation -0.243 -0.229  -

 a
 0.462(*) 0.235 0.268 

 Sig. (2-tailed) 0.264 0.451 -
 a
 0.027 0.280 0.217 

 N 23 13 23 23 23 23 
a Cannot be computed because for calculation at least one of the variables must be  constant 
* Correlation is significant at the 0.05 level (2-tailed) 
NB: Parameters Data of DO, pH and Temperature : not available 

Abbreviations  
1. F:M; Food to Microorganism ratio คือ อตัราสวนอาหารตอจุลินทรีย 
2. SVI; Sludge volume index หมายถึง ดัชนปีริมาตรสลัดจ 
3. HRT; Hydraulic retention time หมายถึงระยะเวลากักพักน้ํา 
4. Influent BOD; biochemical oxygen demand ของน้ําเสียขาเขา  
5. Effluent BOD; biochemical oxygen demand ของน้ําเสียขาออก 

 

 
6. Mean Cell Resident Time (MCRT) คือ อายุของสลัดจ เปนระยะเวลาโดยเฉลี่ยของ

จุลินทรียที่อาศัยในระบบบําบัดน้ําเสีย 
7. จุดเก็บที่ 1+2: จุดที่ Returned Activated Sludge (RAS) สัมผัสและผสมกับน้ําเสีย 
8. จุดเก็บที่ 3: RAS; น้ําเสียถูกบําบัดแลวและพรอมปลอยออกเปน surface water 
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ผลของการศึกษาวิจัยในกิจกรรมขอที่ 4 ไดขอมูลบงชี้วา จํานวน Rotifer ชนิดที่ 2 ที่ตรวจ

พบในน้ําเสียที่มาจากระบบบําบัดน้ําเสียที่มีภาวะเสถียรนั้นสอดคลองกับทฤษฎีที่วา “ถามีโรติ
เฟอรอยูมากในกระบวนการบําบัดน้ํ าเสีย แสดงวากระบวนการบําบัดทางชีววิทยามี
ประสิทธิภาพดี จึงสามารถใชเปนตัวบงชี้ในการพยากรณความเสถียรของระบบได”  

เม่ือทําการศึกษาทดลองตรวจหา Rotifers ในน้ําเสียที่มาจากระบบบําบัดน้ําเสียที่มีภาวะ
ไมเสถียร (unstable pilot plant) ผลที่ได (จํานวน Rotifers ทั้ง ชนิดที่ 1 และชนิดที่ 2) ก็ยังคง
สอดคลองกับทฤษฎีดังกลาวและสอดคลองกับผลของการศึกษาวิจัยจากระบบที่มีภาวะเสถียร  

จึงสามารถอาจสรุปไดวา สามารถใช Rotifer ชนิดที่ 2 เปนจุลชีพเปาหมายในการบอกถึง
ประสิทธิภาพในการบําบัดของระบบบําบัดน้ําเสียไดทั้งในภาวะที่เสถียรและภาวะที่ไมเสถียร   
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7.2 ปริมาณแบคทีเรียใน unstable pilot plant 
ปริมาณแบคทีเรียใน unstable pilot plant ในชวงเวลาตางๆ ไดแสดงไวในตารางที่ 7.2 
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ตารางที่ 7.2 แสดงปริมาณแบคที่เรียทั้ง 4 กลุม ณ จุดเก็บตัวอยาง 1+2 และ 3 ของ unstable pilot plant ในชวงเวลาตางๆ 
 

จํานวน colonies (x 106) 

            (1)            

จุดที่เก็บ ชนิดของแบคทีเรีย 

40110 60110 80110 110110 130110 150110 180110 200110 220110 250110 270110 290110 

1+2 Nitrogen group 1 (N1) 0.015 0.985 0.000 0.650 0.010 3.000 2.115 3.000 4.950 0.700 13.950 13.900 

 Nitrogen group 2 (N2) 3.000 3.200 0.800 9.850 13.800 14.500 5.900 6.150 25.900 15.600 30.000 16.700 

 Sulfer group (S) 5.150 4.450 0.850 5.700 21.700 25.800 21.150 22.450 5.150 0.425 3.000 6.200 

 Phosohate group (P) 0.060 1.290 0.000 3.000 0.270 3.000 0.150 5.650 19.750 13.400 27.300 30.000 

  Total 8.225 9.925 1.650 19.200 35.780 46.300 29.315 37.250 55.750 30.125 74.250 66.800 

RAS 3 Nitrogen group 1 (N1) 0.410 0.710 0.215 3.000 0.015 0.100 1.030 10.050 2.900 1.110 14.200 30.000 

 Nitrogen group 2 (N2) 2.900 4.100 0.350 2.600 1.450 11.800 15.150 12.150 30.000 16.700 30.000 30.000 

 Sulfer group (S) 3.700 6.550 0.500 1.900 23.900 30.000 23.350 24.300 3.000 0.385 8.100 30.000 

 Phosohate group (P) 0.045 1.010 0.000 0.865 0.000 3.000 6.650 3.000 15.400 18.700 20.300 30.000 

  Total 7.055 12.370 1.065 8.365 25.365 44.900 46.180 49.500 51.300 36.895 72.600 120.000 

 

จุดเก็บที่ 1+2 คือจุดที่ Returned Activated Sludge (RAS) สัมผัสและผสมกับน้ําเสีย 

จุดเก็บที่ 3 RAS และขณะนั้นน้ําเสียไดถูกบําบัดแลวและพรอมปลอยออกเปน surface water 

(1) ปมสูบตะกอนจากถังตกตะกอนกลับมาถังเติมอากาศมีปญหาเปนระยะๆ 

(2) ปมสูบตะกอนจากถังตกตะกอนกลับมาถังเติมอากาศทํางาน 

(3) ทําการหรี่ปมเติมอากาศในถัง aeration 

 

 

(5) ปมเติมอากาศทํางานปกติเพื่อฟนฟูระบบใหกลับสูภาวะปกติ 

gray shade, ปริมาณแบคทีเรียนอยที่สุด 

yellow shade, ปริมาณแบคทีเรียมากที่สุด 
(4) ทําการปดปมเติมอากาศ 

มีตอในหนาถัดไป 
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จํานวน colonies (x 106) 

                        
จุดที่
เก็บ 

ชนิดของแบคทีเรีย 

30210 80210 100210 150210 170210 190210 220210 250210 260210 20310 40310 90310 
1+2 Nitrogen group 1 (N1) 30.000 15.500 30.000 30.000 30.000 30.000 30.000 14.450 12.350 4.500 7.000 4.850 

 Nitrogen group 2 (N2) 30.000 30.000 30.000 30.000 30.000 30.000 30.000 17.000 15.750 30.000 17.300 15.450 

 Sulfer group (S) 30.000 17.000 30.000 30.000 30.000 30.000 30.000 17.300 19.900 3.450 5.500 4.250 

 Phosohate group (P) 30.000 30.000 30.000 30.000 30.000 30.000 30.000 30.000 30.000 30.000 28.400 8.200 

  Total 120.000 92.500 120.000 120.000 120.000 120.000 120.000 78.750 78.000 67.950 58.200 32.750 

RAS 3 Nitrogen group 1 (N1) 30.000 14.600 30.000 30.000 30.000 30.000 30.000 11.050 10.100 30.000 16.450 10.950 

 Nitrogen group 2 (N2) 30.000 30.000 30.000 30.000 30.000 30.000 30.000 19.950 19.950 8.800 30.000 14.150 

 Sulfer group (S) 3.050 9.050 30.000 30.000 30.000 30.000 30.000 30.000 30.000 6.800 13.450 5.300 

 Phosohate group (P) 30.000 30.000 30.000 30.000 30.000 30.000 30.000 30.000 30.000 30.000 30.000 8.300 

  Total 93.050 83.650 120.000 120.000 120.000 120.000 120.000 91.000 90.050 75.600 89.900 38.700 

 
 

จุดเก็บที่ 1+2 คือจุดที่ Returned Activated Sludge (RAS) สัมผัสและผสมกับน้ําเสีย 

จุดเก็บที่ 3 RAS และขณะนั้นน้ําเสียไดถูกบําบัดแลวและพรอมปลอยออกเปน surface water 

(1) ปมสูบตะกอนจากถังตกตะกอนกลับมาถังเติมอากาศมีปญหาเปนระยะๆ 

(2) ปมสูบตะกอนจากถังตกตะกอนกลับมาถังเติมอากาศทํางาน 

(3) ทําการหรี่ปมเติมอากาศในถัง aeration 

 

 

(5) ปมเติมอากาศทํางานปกติเพื่อฟนฟูระบบใหกลับสูภาวะปกติ 

gray shade, ปริมาณแบคทีเรียนอยที่สุด 

yellow shade, ปริมาณแบคทีเรียมากที่สุด 
(4) ทําการปดปมเติมอากาศ 

 

(2) (3) (4) (5) 
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7.3 ความสัมพันธของจํานวนจุลชีพใน unstable pilot plant กับคา OD จาก 
monoclonal antibody W66 based-indirect ELISA 

 
7.3.1 ความสัมพันธของการตรวจหาจํานวนโรติเฟอร R2 กับการตรวจวัดปริมาณ

แอนติเจนของโรติเฟอรชนิด R2 ดวย W66 based-indirect ELISA 
เน่ืองจาก detection limit ของการตรวจหาจํานวนโรติเฟอร R2 ดวยวิธี W66 

based-indirect ELISA ตองมีจํานวนโรติเฟอร R2 อยางนอย 8 ตัว ทําใหไมสามารถตรวจหา
จํานวนโรติเฟอร R2 ใน unstable pilot plant ไดเพราะมีปริมาณนอยกวา detection limit 
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7.3.2 ความสัมพันธของการตรวจหาจํานวนของแบคทีเรียชนิด N1 ณ จุดเก็บ
ตัวอยาง 1+2 และ 3 กับการตรวจวัดปริมาณแอนติเจนของแบคทีเรียชนิด 
N1 ดวย monoclonal antibody (W6) based-sandwich ELISA  
ความสัมพันธของการตรวจหาจํานวนของแบคทีเรียชนิด N1 ณ จุดเก็บตัวอยาง 

1+2 และ 3 กับการตรวจวัดปริมาณแอนติเจนของแบคทีเรียชนิด N1 ดวย W6 based-sandwich 
ELISA แสดงไวในรูปที่ 7.3.2.1 และ 7.3.2.2 พบวา OD at 405 nm ของ W6 based-sandwich 
ELISA พบวามีความสัมพันธดีเยี่ยมกับจํานวนของแบคทีเรียทั้งที่จุดเก็บตัวอยางที่ 1+2 และ 3 
(Correlation coefficient 0.996 และ 0.997 ตามลําดับ)    

โดยจํานวนโคโลนีของ N1 ของตัวอยางที่จุดเก็บที่ 1+2 และ 3 ในขณะที่ระบบมี
ความไมเสถียร (unstable) อยูที่ 0.01-30.0 × 106 และ 0.015-30.0 × 106 cfu per ml 
ตามลําดับ และคา optical densities ที่ 405 nm ของตัวอยางที่จุดเก็บที่ 1+2 และ 3 ในขณะที่
ระบบไมเสถียร อยูระหวาง (range)  0-0.175 และ 0-0.173 ตามลําดับ  โดยมีตัวอยางจากจุด
เก็บที่ 1+2 และ 3 จํานวน 13 และ 9 ตัวอยาง (54.2% และ 37.5%) ตามลําดับ ที่ใหผล W6 
MAb-based-sandwich ELISA เปนลบ สวนตัวอยางที่ใหผลบวกเพราะมีการเติมอากาศเขาไปใน
ระบบเปนบางระยะนั้นก็ให OD คอนขางต่ําคือไมเกิน 0.175 
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รูปที่ 7.3.2.1 (A) ความสัมพันธของการตรวจหาจํานวนของแบคทีเรียชนิด N1 ณ จุดเก็บ
ตัวอยางที่ 1+2 กับ OD at 405 nm ในการตรวจวัดปริมาณแอนติเจนของ
แบคทีเรียชนิด N1 ดวย monoclonal antibody (W6) based-sandwich 
ELISA  

(B) ความสัมพันธของแบคทีเรียชนิด N1 กับ OD ของ monoclonal antibody 
(W6) based-sandwich ELISA ในการ detect N1 antigen 
Correlation coefficient (r) = 0.996 (p ≤ 0.01) 
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รูปที่ 7.3.2.2 (A) ความสัมพันธของการตรวจหาจํานวนของแบคทีเรียชนิด N1 ณ จุดเก็บ
ตัวอยางที่ 3 กับ OD at 405 nm ในการตรวจวัดปริมาณแอนติเจนของ
แบคทีเรียชนิด N1 ดวย monoclonal antibody (W6) based-sandwich 
ELISA  

(B) ความสัมพันธของแบคทีเรียชนิด N1 กับ OD ของ monoclonal antibody 
(W6) based-sandwich ELISA ในการ detect N1 antigen 
Correlation coefficient (r) = 0.997 (p ≤ 0.01) 
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7.3.3 ความสัมพันธของการตรวจหาจํานวนของแบคทีเรียชนิด N2 กับการ
ตรวจวัดปริมาณแอนติเจนของแบคทีเรียชนิด N2 ดวย  
ความสัมพันธของการตรวจหาจํานวนของแบคทีเรียชนิด N2 กับการตรวจวัด

ปริมาณแอนติเจนของแบคทีเรียชนิด N2 ดวย W11 based-sandwich ELISA ไดแสดงไวในรูปที่ 
7.3.3.1 และ 7.3.3.2 

พบวาจํานวนของแบคทีเรียชนิด N2 ที่ตรวจนับดวยการนับจํานวนโคโลนีและ
ปริมาณแอนติเจนของแบคทีเรียชนิด N2 ที่ตรวจดวยวิธี W11 MAb-based-sandwich ELISA มี
ความสัม พันธกันอย า งดี เยี่ ยมในทุกตั วอย างที่ เ ก็ บจากทุก จุด เก็บ  (ค า  Correlation           
coefficient ของตัวอยางที่จุดเก็บที่ 1+2 และ 3 เทากับ 0.993 และ 0.996 ตามลําดับ) โดย
จํานวนโคโลนีของ N2 ของตัวอยางที่จุดเก็บที่ 1+2 และ 3 ในขณะที่ระบบมีความเสถียร อยูที่ 
0.80-30.0 × 106 และ 0.35-30.0 × 106 cfu per ml ตามลําดับ สวนคา optical densities ที่ 405 
nm ของตัวอยางที่จุดเก็บที่ 1+2 และ 3 ในขณะที่ระบบไมเสถียร อยูระหวาง (range) 0.005-
0.177 และ 0.005-0.174 ตามลําดับ โดยมีตัวอยางจากจุดเก็บที่ 1+2 และ 3 จํานวน 5 จาก 24 
ตัวอยาง (20.8%) ทั้งสองจุดที่ใหผล W11 MAb-based-sandwich ELISA เปนลบ สวนตัวอยางที่
ใหผลบวกเพราะมีการเติมอากาศเขาไปในระบบเปนบางระยะนั้นก็ให OD คอนขางต่ําคือไมเกิน 
0.177 
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รูปที่ 7.3.3.1 (A) ความสัมพันธของการตรวจหาจํานวนของแบคทีเรียชนิด N2 ณ จุดเก็บ
ตัวอยางที่ 1+2 กับ OD at 405 nm ในการตรวจวัดปริมาณแอนติเจนของ
แบคทีเรียชนิด N2 ดวย monoclonal antibody (W11) based-sandwich 
ELISA  

(B) ความสัมพันธของแบคทีเรียชนิด N2 กับ OD ของ monoclonal antibody 
(W11) based-sandwich ELISA ในการ detect N2 antigen 
Correlation coefficient (r) = 0.993 (p ≤ 0.01) 

B 

A 

O
D

 a
t 4

05
 n

m

No. of bacteria N2 (x105)

300.00250.00200.00150.00100.0050.000.00

0.20

0.15

0.10

0.05

0.00

O
D

 a
t 4

05
 n

m

No. of bacteria N2 (x105)

300.00250.00200.00150.00100.0050.000.00

0.20

0.15

0.10

0.05

0.00



 152 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 7.3.3.2 (A) ความสัมพันธของการตรวจหาจํานวนของแบคทีเรียชนิด N2 ณ จุดเก็บ
ตัวอยางที่ 3 กับ OD at 405 nm ในการตรวจวัดปริมาณแอนติเจนของ
แบคทีเรียชนิด N2 ดวย monoclonal antibody (W11) based-sandwich 
ELISA  

(B) ความสัมพันธของแบคทีเรียชนิด N2 กับ OD ของ monoclonal antibody 
(W11) based-sandwich ELISA ในการ detect N2 antigen 
Correlation coefficient (r) = 0.996 (p ≤ 0.01) 
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7.3.4 ความสัมพันธของการตรวจหาจํานวนของแบคทีเรียชนิด S กับการ
ตรวจวัดปริมาณแอนติเจนของแบคทีเรียชนิด S ดวย monoclonal 
antibody (W34) based-sandwich ELISA   
ความสัมพันธของการตรวจหาจํานวนของแบคทีเรียชนิด S กับการตรวจวัด

ปริมาณแอนติเจนของแบคทีเรียชนิด S ดวย W34 based-ELISA ไดแสดงไวในรูปที่ 7.3.4.1 
และ 7.3.4.2 

พบวาจํานวนของแบคทีเรียชนิด S ที่ตรวจนับดวยการนับจํานวนโคโลนีและ
ปริมาณแอนติเจนของแบคทีเรียชนิด S ที่ตรวจดวยวิธี W34 MAb-based-sandwich ELISA มี
ความสัม พันธกันอย า งดี เยี่ ยมในทุกตั วอย างที่ เ ก็ บจากทุก จุด เก็บ  (ค า  Correlation                    
coefficient ของตัวอยางที่จุดเก็บที่ 1+2 และ 3 เทากับ 0.994 และ 0.998 ตามลําดับ) โดย
จํานวนโคโลนีของ S ของตัวอยางที่จุดเก็บที่ 1+2 และ 3 ในขณะที่ระบบมีความเสถียร อยูที่ 
0.85-30.0 × 106 และ 0.5-30.0 × 106 cfu per ml ตามลําดับ สวนคา optical densities ที่ 405 
nm ของตัวอยางที่จุดเก็บที่ 1+2 และ 3 ในขณะที่ระบบไมเสถียร อยูระหวาง (range) 0.002-
0.221 และ 0.001-0.195 ตามลําดับโดยมีตัวอยางจากจุดเก็บที่ 1+2 และ 3 จํานวน 11 และ 9 
จาก 24 ตัวอยาง (45.8% และ 37.5%) ตามลําดับ ที่ใหผล W34 MAb-based-sandwich ELISA 
เปนลบ สวนตัวอยางที่ใหผลบวกเพราะมีการเติมอากาศเขาไปในระบบเปนบางระยะนั้นก็ให OD 
คอนขางต่ําคือไมเกิน 0.221 
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รูปที่ 7.3.4.1 (A) ความสัมพันธของการตรวจหาจํานวนของแบคทีเรียชนิด S ณ จุดเก็บ
ตัวอยางที่ 1+2 กับ OD at 405 nm ในการตรวจวัดปริมาณแอนติเจนของ
แบคทีเรียชนิด S ดวย monoclonal antibody (W34) based-sandwich 
ELISA  

(B) ความสัมพันธของแบคทีเรียชนิด S กับ OD ของ monoclonal antibody 
(W34) based-sandwich ELISA ในการ detect S antigen 
Correlation coefficient (r) = 0.994 (p ≤ 0.01) 
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รูปที่ 7.3.4.2 (A) ความสัมพันธของการตรวจหาจํานวนของแบคทีเรียชนิด S ณ จุดเก็บ

ตัวอยางที่ 3 กับ OD at 405 nm ในการตรวจวัดปริมาณแอนติเจนของ
แบคทีเรียชนิด S ดวย monoclonal antibody (W34) based-sandwich 
ELISA  

(B) ความสัมพันธของแบคทีเรียชนิด S กับ OD ของ monoclonal antibody 
(W34) based-sandwich ELISA ในการ detect S antigen 
Correlation coefficient (r) = 0.998 (p ≤ 0.01) 
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7.3.5 ความสัมพันธของการตรวจหาจํานวนของแบคทีเรียชนิด P กับการ
ตรวจวัดปริมาณแอนติเจนของแบคทีเรียชนิด P ดวย monoclonal 
antibody (W5) based-ELISA    
ความสัมพันธของการตรวจหาจํานวนของแบคทีเรียชนิด P กับการตรวจวัด

ปริมาณแอนติเจนของแบคทีเรียชนิด P ดวย W5 based-sandwich ELISA ไดแสดงไวในรูปที่ 
7.3.5.1 และ 7.3.5.2 

พบวาจํานวนของแบคทีเรียชนิด P ที่ตรวจนับดวยการนับจํานวนโคโลนีและ
ปริมาณแอนติเจนของแบคทีเรียชนิด P ที่ตรวจดวยวิธี W5 MAb-based-sandwich ELISA มี
ความสัม พันธกันอย า งดี เยี่ ยมในทุกตั วอย างที่ เ ก็ บจากทุก จุด เก็บ  (ค า  Correlation                    
coefficient ของตัวอยางที่จุดเก็บที่ 1+2 และ 3 เทากับ 0.998 และ 0.997 ตามลําดับ) โดย
จํานวนโคโลนีของ P ของตัวอยางที่จุดเก็บที่ 1+2 และ 3 ในขณะที่ระบบมีความเสถียร อยูที่ 
0.06-30.0 × 106 และ 0.045-30.0 × 106 cfu per ml ตามลําดับ สวนคา optical densities ที่ 
405 nm ของตัวอยางที่จุดเก็บที่ 1+2 และ 3 ในขณะที่ระบบไมเสถียร อยูระหวาง (range) 0-
0.170 และ 0-0.173 ตามลําดับโดยมีตัวอยางจากจุดเก็บที่ 1+2 และ 3 จํานวน 8 จาก 24 
ตัวอยาง (33.3%) จากทั้งสองจุดที่ใหผล W5 MAb-based-sandwich ELISA เปนลบ สวน
ตัวอยางที่ใหผลบวกเพราะมีการเติมอากาศเขาไปในระบบเปนบางระยะนั้นก็ให OD คอนขางต่ํา
คือไมเกิน 0.173 
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รูปที่ 7.3.5.1 (A) ความสัมพันธของการตรวจหาจํานวนของแบคทีเรียชนิด P ณ จุดเก็บ
ตัวอยางที่ 1+2 กับ OD at 405 nm ในการตรวจวัดปริมาณแอนติเจนของ
แบคทีเรียชนิด P ดวย monoclonal antibody (W5) based-sandwich 
ELISA  

(B) ความสัมพันธของแบคทีเรียชนิด P กับ OD ของ monoclonal antibody 
(W5) based-sandwich ELISA ในการ detect P antigen 
Correlation coefficient (r) = 0.998 (p ≤ 0.01) 
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รูปที่ 7.3.5.2 (A) ความสัมพันธของการตรวจหาจํานวนของแบคทีเรียชนิด P ณ จุดเก็บ
ตัวอยางที่ 3 กับ OD at 405 nm ในการตรวจวัดปริมาณแอนติเจนของ
แบคทีเรียชนิด P ดวย monoclonal antibody (W5) based-sandwich 
ELISA  

(B) ความสัมพันธของแบคทีเรียชนิด P กับ OD ของ monoclonal antibody 
(W5) based-sandwich ELISA ในการ detect P antigen 
Correlation coefficient (r) = 0.997 (p ≤ 0.01) 
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บทสรุปการวิจัย (Conclusions) 

ในงานวิจัยน้ีคณะผูวิจัยไดหาวิธีการควบคุมดูแลระบบบําบัดน้ําเสีย เสียใหม โดยมุงเนนที่
การตรวจวัดปริมาณของจุลชีพที่เปนตัวหลักในการกําจัดของเสียในระบบขณะระบบกําลังทํางาน
อยางมีประสิทธิภาพหรือขณะที่ระบบมีความเสถียร ซึ่งจุลชีพเหลานี้เปนองคประกอบที่สําคัญ
ที่สุดในระบบบําบัดน้ําเสีย รวมทั้งไดการพัฒนาวิธีการทางวิทยาภูมิคุมกันที่สามารถตรวจวัด
ปริมาณแอนติเจนของจุลชีพเปาหมายที่มีอยูในระบบบําบัดน้ําเสีย เพ่ือใชแทนการตรวจคุณภาพ
น้ําที่กําลังจะปลอยทิ้งสูสิ่งแวดลอมแบบเดิม ทั้งน้ีโดยเชื่อวาคุณภาพน้ําทิ้งจะไดมาตรฐาน
ตลอดเวลาที่ตรวจพบวาประชากรจุลชีพหลักหรือปริมาณแอนติเจนของจุลชีพหลักในระบบมี
ปริมาณเหมาะสม   

ในการวิจัยคณะผูวิจัยใชรูปแบบการศึกษาแบบ Cross-sectional Controlled Trial Design  
โดยการวิจัยแบงเปนการศึกษาชนิดและปริมาณของจุลชีพสําคัญในระบบบําบัดน้ําเสียแบบใช
อากาศ (Activated Sludge System) คือโรติเฟอรและแบคทีเรีย โดยใชโรงงานบําบัดน้ําเสียที่มา
จากชุมชน ที่หนองแขม กรุงเทพฯ และโรงบําบัดน้ําเสียที่มาจากโรงงานอุตสาหกรรม คือโรง
บําบัดน้ําเสียจากโรงงานกระดาษ ที่จังหวัดนครสวรรค ในขณะที่ระบบบําบัดน้ําเสียทั้งสองแหงมี
ความเสถียร เปนตนแบบในการศึกษา  และคณะผูวิจัยไดผลิตแอนติบอดีชนิดโมโนโคลนาลที่มี
ความจําเพาะตอจุลชีพหลักในระบบ และใชแอนติบอดีเหลานี้เปนเครื่องมือในการตรวจหาและวัด
ปริมาณแอนติเจนของจุลชีพเปาหมายที่มีอยูในระบบบําบัดน้ําเสียที่มีความเสถียรในชวงเวลา
ตางๆในรอบป ดวยเทคนิคทางวิทยาภูมิคุมกันคือ MAb based-antigen detection assays  

คณะผูวิจัยเก็บตัวอยางน้ําเสียจากแหลงบําบัดทั้งสองแหง โดยเก็บจากจุดตางๆในระบบ 
สามจุดคือ จุดเก็บที่ 1 ไดแกจุดที่ Returned Activated Sludge (RAS) เพ่ิงสัมผัสกับน้ําเสียที่เพ่ิง
เขามาในระบบ จุดเก็บที่ 2 คือจุดที่ Mixed liquor (RAS ผสมกับน้ําเสีย) เพ่ิงออกจากถังเติม
อากาศ และจุดเก็บที่ 3 คือตัวอยาง RAS (ตะกอนจุลชีพที่บําบัดของเสียในน้ํา) ที่ถูกสูบกลับไป
เพ่ือจะเติมใหแกน้ําเสียที่เขามาใหม (ซึ่งขณะนั้นน้ําเสียเดิมไดถูกบําบัดแลวและพรอมปลอย
ออกเปน surface water) แลวนําตัวอยางน้ําเสียไปศึกษาชนิดและปริมาณจุลชีพหลักที่พบ ณ จุด
เก็บตัวอยางทั้งสามจุด 

ผลของการศึกษาชนิดและปริมาณของจุลชีพสําคัญในระบบบําบัดน้ําเสียพบวา 
โรติเฟอรที่พบในบอบําบัดน้ําเสียจากชุมชน (โรงบําบัดน้ําเสียหนองแขม) จําแนกไดเปน 4 

สายพันธุหลักคือ โรติเฟอรชนิดที่ 1 (R1): Lacane inermis โรติเฟอรชนิดที่ 2 (R2): Rotaria 
rotatoria โรติเฟอรชนิดที่ 3 (R3): Diplois daviesiae และโรติเฟอรชนิดที่ 4 (R4): Collotheca spp. 
โดยพบวาโรติเฟอรชนิดที่ 2 (R2) หรือ Rotaria rotatoria มีอัตราชุกสูงสุดโดยพบอัตราชุกที่จุดเก็บ
ที่ 1 คิดเปน 100% จุดเก็บที่ 2 คิดเปน 95.2% และจุดเก็บที่ 3 คิดเปน 100% ทําใหสรุปไดวาโรติ
เฟอรชนิดที่ 2 (R2) นี้เปนสายพันธุหลัก (common species) ที่ตรวจพบไดตลอดในระบบนิเวศน
ของระบบบําบัดน้ําเสียจากชุมชนแบบ activated sludge ในสภาวะที่ระบบมีความเสถียร   
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คณะผูวิจัยใชตัวอยางน้ําเสียจากโรงงานอุตสาหกรรม EPCCO ที่จังหวัดนครสวรรคซึ่งเปน
โรงงานอุตสาหกรรมกระดาษเปนตนแบบของการศึกษาเพื่อหาปริมาณและจําแนกชนิดของโรติ
เฟอร และเนื่องจากน้ําเสียจากโรงงานอุตสาหกรรมแหงนี้ไมมีความผันแปรตามฤดูกาล จึงไมได
เก็บตัวอยางตลอดทั้งป พบวามีปริมาณโรติเฟอรในน้ําเสียจากโรงงานอุตสาหกรรมกระดาษมีนอย
มากและไมสามารถจัดกลุมได 

คณะผูวิจัยศึกษาความหลากหลายของเชื้อแบคทีเรียที่พบในโรงบําบัดน้ําเสียแบบใช
อากาศดวยวิธีมาตรฐาน (Conventional method) และวิธีทางอณูชีววิทยา (Molecular biology 
method) ดวยเทคนิค Metagenomics ไดผลดังน้ีคือ สามารถเพาะ แยก และจําแนกแบคทีเรียที่
ทําหนาที่กําจัดของเสียในน้ําเสียจากชุมชนจากตัวอยางน้ําเสียที่เก็บจากจุดเก็บทั้งสามจุด ไดเปน 
4 กลุมหลัก คือกลุมแบคทีเรียที่ยอยสลายแอมโมเนีย (Nitrogen group 1; N1) กลุมแบคทีเรียที่
ยอยสลายไนไตรท (Nitrogen group 2; N2) กลุมแบคทีเรียที่ยอยสลายซัลเฟอร (Sulfer group; 
S) และกลุมแบคทีเรียที่ยอยสลายฟอสเฟต  (Phosphate group; P) สวนน้ําเสียจากโรงงาน
อุตสาหกรรมกระดาษนั้นพบเฉพาะแบคทีเรียกลุม S ทุกจุดที่เก็บตัวอยางทั้งสามจุด 

คณะผูวิจัยไดศึกษา Metagenomics ของเชื้อแบคทีเรียในระบบบําบัดน้ําเสียจากชุมชน 
ดวยการสกัดดีเอ็นเอ (DNA) จากตัวอยางน้ําเสียแลวนําดีเอ็นเอที่เตรียมไดไปเพ่ิมจํานวนยีนที่
เปนรหัสของ 16S RNA ดวย Polymerase Chain Reaction (PCR) แลวทําการโคลนยีนเหลานี้
เขาสูพลาสมิด จากนั้นนําพลาสมิดเขาสู แบคทีเรียเจาบานชนิดอีโคไล แลวยอยดีเอ็นเอที่เปน
รหัสของ 16S RNA ที่เพ่ิมปริมาณจากอีโคไลทรานซฟอรแมนทแตละโคลนดวยเอนไซมตัด
จําเพาะ (restrictin endonucleases) สามชนิด คือ MspI, HaeIII และ HhaI กอนนําไปศึกษา
ความหลากหลายของยีนที่เปนรหัสของ 16S RNA ดวยเทคนิค Restriction Fragment Length 
Polymorphism (RFLP) พบวาความหลากหลายของยีนที่เปนรหัสของ 16S RNA ของแบคทีเรีย
ที่แยกไดจากจุดเก็บที่ 1, 2 และ 3 แตกตางกัน 11, 9 และ 8 แบบ ตามลําดับ ซึ่งดีเอ็นเอเหลานี้
ถูกเก็บไวเปนคลังสําหรับการศึกษายีนที่สนใจตอไป 

คณะผูวิจัยไดผลิตแอนติบอดีชนิดโมโนโคลนาลจากหนูเมาซสายพันธุบาลบซี (Mouse 
monoclonal antibodies; MAb) ที่จับจําเพาะกับแอนติเจนของโรติเฟอรชนิด R2 และแบคทีเรีย
กลุม N1, N2, S และ P คือ MAb จาก clones W66, W6, W11, W34 และ W5 ตามลําดับ ทั้งน้ี
โดยใชเทคนิคไฮบริโดมามาตรฐาน และใชแอนติบอดีชนิดโมโนโคลนาลเหลานี้ในกรรมวิธีทาง
วิทยาภูมิคุมกันเพ่ือตรวจหาและวัดปริมาณแอนติเจนของจุลชีพหลักในระบบบําบัดน้ําเสีย 
ผลการวิจัยสรุปไดวา W5 based-sandwich ELISA ที่ตรวจหาแอนติเจนของแบดทีเรียกลุมที่ยอย
สลายฟอสเฟต (P) โดยใชตัวอยางจากจุดเก็บที่ 1 และ 3 เปนวิธีที่จะบอกความเสถียรของระบบ
บําบัดน้ําเสียของโรงงานบําบัดน้ําเสียจากชุมชนไดดีที่สุด สวน W34 MAb based-sandwich 
ELISA ที่ตรวจหาแอนติเจนของแบดทีเรียกลุมที่ยอยสลายซัลเฟอร (S) สามารถใชประเมินความ
เสถียรของโรงงานบําบัดน้ําเสียจากอุตสาหกรรมกระดาษได ยิ่งไปกวานั้นการตรวจหาโรติเฟอร
ชนิด Rotaria rotatoria (R2) ดวยวิธีทางจุลทรรศนศาสตรซึ่งสะดวก ไมยุงยากและใชกลอง
จุลทรรศนแบบสองสวางธรรมดา (light microscope) ก็สามารถใช ประเมินความเสถียรของ
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โรงงานบําบัดน้ําเสียจากชุมชนไดดีซึ่งเม่ือพบ Rotaria rotatoria จากตัวอยางน้ําเสียจากจุดเก็บ
ตัวอยางทั้งสามจุดก็แสดงวาระบบมีความเสถียร จากการวิจัยนี้ คณะผูวิจัยมีความเห็นวานาจะนํา 
W5 based-sandwich ELISA และ W34 Mab based-sandwich ELISA ไปพัฒนาเพื่อใชงานจริง
ในการประเมินประสิทธิภาพของระบบบําบัดน้ําเสียจากชุมชนและอุตสาหกรรมตอไป 
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แผนภูมิแสดงข้ันตอนและระยะเวลาการทําวิจัย 
 

ปที่ 1 ปที่ 2 กิจกรรม/ข้ันตอนดําเนินงาน 

1-3 4-6 7-9 10-
12 

1-3 4-6 7-9 10-
12 

1. วางแผนปฏิบัติการวิจัยเบื้องตนในการเก็บขอมูล การ
จัดเตรียมน้ํายา สารเคมีสิ้นเปลืองสําหรับหองปฏิบัติการ 

        

2. ศึกษาและจําแนกชนิดจุลชีพในระบบบําบัดน้ําเสีย         
3. ศึกษาบทบาทหนาที่ของจุลชพีประเภทตางๆ ที่

เกี่ยวของตอการบําบัดคาพารามิเตอรตางๆ ในน้ําเสีย  
        

4. ระบุถึงปริมาณ/อัตราสวนของจุลชีพประเภทตางๆ ใน
ระบบที่เหมาะสม 

        

5. พัฒนาเทคนิคหรือวิธีการที่ใชตรวจวัดประเภทและ
ปริมาณของจุลชีพ      

        

6. ทดลองใชเทคนิคการตรวจวัดประเภทและปริมาณของ
จุลชีพในระบบบําบัดน้ําเสียจริง 

        

7. รวบรวมขอมูลทั้งหมด ตรวจสอบความถูกตองเพื่อ
วิเคราะห และจัดทํารายงาน 

        

 
 

สรุปกิจกรรมการวิจัยที่ไดทําไปแลว คิดเปนรอยละ 100 ของงานทั้งหมด และไมมี
ปญหาอุปสรรคใดๆ 
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