
 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาคผนวก ก 

วธิีการตรวจวัดและการวเิคราะหค์ุณภาพน า้ 
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ภาคผนวก ก 

 วธิีการตรวจวดัและการวเิคราะหค์ุณภาพน า้  

 

1.  การตรวจวดัคา่อุณหภมู ิ(Temperature) 

     เครือ่งมอืและอปุกรณ ์

   เทอร์โมมิเตอร์ชนดิกระเปาะแก้ว 

  วธิีการ 

 1. จุ่มเทอร์โมมิเตอร์ลงในน ้าตัวอย่างน ้าที่ต้องการตรวจสอบ 

ซึ่งกรณีที่ต้องการตรวจวัดในแหล่งน ้าควรจุ่มตรวจสอบในแหล่งน ้า

โดยตรง โดยไม่ควรจุ่มลงลึกกว่า 2 เท่าของความยาวของแท่งแก้ว

และขณะตรวจวัดควรตรวจวันในที่ร่ม ที่ไม่มีแสงสอดส่องกระทบ

โดยตรง กรณีที่ไม่สะดวกจุ่มตรวจสอบโดยตรง เช่น กระแสน ้าไหล

แรงและอันตรายมาก อาจเก็บตัวอย่างน ้านี ขึ นมาบนฝั่งและท้าการ

ตรวจวัดทันที 



52 
 

 

 2.  การอ่ านค่ าอุณหภูมิ น ้ า  ควรอ่ านค่ าขณะที่ ยั งจุ่ ม

เทอร์โมมิเตอร์ในน ้า หรือถ้าไม่สามารถท้าได้ให้อ่านทันที่ที่ดึง

เทอร์โมมิเตอร์ออกจากน ้าตัวอย่าง โดยให้อ่านค่าหลังจากที่จุ่ม

เทอร์โมมิเตอร์ในน ้าแล้วอย่างน้อย 1 นาที และให้ถือเทอร์โมมิเตอร์

อ่านในระดับสายตา 

 3. หลังจากการตรวจวัดแล้วให้ท้าความสะอาดเทอร์โมมิเตอร์

โดยน ้ากลั่น และเก็บในที่ปลอดภัย 

2.  การตรวจวดัคา่ความเปน็กรด – เบส 

 เครือ่งมอืและอปุกรณ ์

  1. เครื่องวัด pH (Multi-Porameter Testr 35)  

  2. บีกเกอร์ 

  3. น ้ากลั่น 

  4. กระดาษทิชช ู

 วธิีวเิคราะห ์

  1. ใช้น ้ากลั่นฉีดลา้งแท่งแกว้อิเล็คโทรดให้สะอาดซับให้แห้ง

ด้วยกระดาษทิชช ู

  2. ปรับเครื่อง pH ใหไ้ด้มาตรฐาน ดว้ยสารละลายมาตรฐาน

ที่มีค่าวัดแล้วปรับเครื่องให้ตรงกับ pH ของสาร ณ อุณหภูมหิ้อง 

  3. ให้น ้ากลั่นฉีดแท่งแก้วอิเล็คโทรดอีกครั ง ซบัน ้าให้แห้ง

และ วดัตัวอย่างน ้าที่ต้องการหาค่า pH บันทึกผล 
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3.  การวเิคราะหค์่าการนา้ไฟฟา้ 

 เครือ่งมอืและอปุกรณ ์

  1. เครื่องมือวัดสภาพการน้าไฟฟ้า EC – Metter Toledo รุ่น 

LE - 703 

  2. บีกเกอร์ขนาด 25 ml 

 วธิีวเิคราะห ์

  1. เปิดเครื่องวัดค่าการน้าไฟฟ้าอย่างน ้า 15 นาที ก่อนใช้

งาน 

  2. ใช้น ้ากลั่นฉีดลา้งแท่งอเิล็คโทรดให้สะอาด แล้วใช้

กระดาษทิชชูซับให้แห้ง 

  3. ปรับเครื่องมาตรฐาน (Standardization) ตามค้าแนะน้า

ในคู่มือของเครื่องนั่น โดยจุมอิเล็คโทรดลงในสารละลายมาตรฐาน 

  4. ใช้น ้ากลั่นฉีดแท่งอิเล็คโทรดอีกครั งซับใหแ้ห้ง 

  5. น้าน ้าตัวอย่างที่จะน้ามาวัดค่าการน้าไฟฟ้า ต้องปล่อยให้

อุณหภูมิคงที่เสียก่อน เช่นในกรณีที่น ้าตัวอย่างแช่เย็นไว้ ก่อนการ

วัดต้องเขย่าน ้าตัวอย่างให้เข้ากันดีและอุณหภูมิเท่ากับอุณหภูมิห้อง 

เทใส่บีกเกอร์ จุ่มอิเล็คโทรดลงในน ้าตัวอย่างจนตัวเลขแสดงค่าการ

น้าไฟฟ้าหยุดนิ่งแล้วบันทึกค่าการน้าไฟฟ้าของตัวอย่างน ้า เมื่อจะ

วัดตัวอย่างน ้าต่อไปให้ฉีดล้างอิเล็คโทรดด้วยน ้ากลั่นแล้วซับให้แห้ง 

แล้วจึงวัดตัวอย่างน ้าต่อไป 

4. การวเิคราะหค์่าความขุน่ 

 เครือ่งมอืและอปุรกรณ ์
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  1. เครื่องวัดความขุ่น ยี่ห้อ HACH รุ่น 2100N Bench Top 

Turbidimeter 

  2. กระดาษทิชช ู

 วธิีวเิคราะห ์

  1. เปิดเครื่องทิ งไวป้ระมาณ 30 นาท ี

  2. ปรับเทียบค่าความขุ่นมาตรฐานโดยกดปุ่ ม CAL เคร่ืองจะแสดงค่าความเข้มข้นท่ีจะต้องใส่ 

  3.  เปิดฝาเครื่องวัดความขุ่น น้าค่าความขุ่นมาตรฐานที่

เครื่องแสดงค่าไว้ใส่ลงไปในเครื่องวัดความขุ่น โดยให้ลูกศรบน

ขวดวัดความขุ่นตรงกับจุดที่แสดงไว้ในเครื่อง ปิดฝา แล้วกดปุ่ม 

Read เครื่องจะท้าการอ่านค่า 1 นาที เมื่อเครื่องท้างานเสร็จสิ น บน

หน้าจอจะกระพริบค่าความขุ่นมาตรฐานต่อไปที่ จะท้าการ 

calibration เครื่องจะอ่านค่าตั งแต่ 20, 100, 100และ800 

ตามล้าดับ 

  4. หลังจากที่ปรับเทียบค่าความขุ่นมาตรฐานเสร็จแล้ว ให้กด

ปุ่ม CAL เครื่องจะขึ นค่าศูนย ์

  5. ตวงตัวอย่างน ้าลงไปในขวดวัดความขุ่น ซึ่งต้องให้น ้าอยู่

ในระดับขีดที่แสดงบนขวดวัดความขุ่น เช็ดขวดให้แห้งเพื่อไม่ให้มี

การปนเปื้อนต่างๆ ด้วยกระดาษทิชชูที่เตรียมไว้ 

  6. ใส่ขวดวัดความขุ่นลงไปในเครื่องโดยให้ลูกศรบนขวดวัด

ความขุ่นตรงกับจุดที่ แสดงในเครื่องใส่ลงในเครื่อง ปิดฝา แล้วกด

ค้าว่า Read เครื่องจะท้าการอ่านค่าและเมื่อค่าความขุ่นบนหน้าจอ

หยุดนิ่ง บันทึกผล 
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5.  การวเิคราะหป์รมิาณของแข็งทีล่ะลายน า้ทั งหมด ( Total 

Dissolved Solids, TDS) 

 โดยเทคนิคท้าใหร้ะเหยที่อณุหภูมิ 103 – 105 oC 

 เครือ่งมอืและอปุกรณ ์

  1.  กระดาษกรอง GF/C (Glass Fiber Filter) 

  2. ชุดกรอง 

   - กรวยบคุเนอร์ ความจุ 100 มิลลิลิตร 

   - ขวดกรวย 

  3. เครื่องดูดสุญญากาศขนาด 500 – 1000 มิลลิลติร 

  4. กระบอกตวงขนาด 100 มิลลิลติร 

  5. ถ้วยระเหย 

  6. เครื่องอังไอน ้า  

  7. เครื่องชั่งละเอียด 

 วธิีวเิคราะห ์

  1. การกรองน ้าตัวอย่าง ต่อสายยางระหว่างปลายท่อดูดของ

เครื่องดูดและของขวดกรอง วางกระดาษกรอง GF/C บนกรวย

บุคเนอร์ เปิดเครื่องสญูญากาศ ล้างกระดาษกรองด้วยน ้ากลั่น 3 ครั ง 

ครั งละ 20 มิลลิลิตร และปล่อยให้ดูดน ้ากลั่นออกจากกระดาษกรอง

จนหมด ทิ งน ้าไป น้าน ้าตัวอย่างมาเขย่าให้เข้ากันอย่างดี (เนื่องจาก

น ้าตัวอย่างที่เหลือในขวดเก็บตัวอย่างจะได้น้าไปวิเคราะห์อย่างอื่น

ได้) มากรองผ่านกระดาษ GF/C ที่เตรียมไว้ให้กรองให้มากกว่า

ปริมาณที่เลือกให้ที่จะน้าไประเหย (จะใช้น ้าตัวอย่างที่ผ่านกระดาษ

กรองให้หาค่าของแข็งแขวนลอยก็ได้) 
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  2. น ้าถ้วยระเหยไปอบที่อณุหภูมิ 103 – 105 oC เป็นเวลา 1 

ชั่วโมง ปล่อยทิ งไว้ให้เย็นในตู้ดูดความชื น 

  3. เมื่อจะน้าไปใช้น้าถ้วยมาชั่งน ้าหนัก ก้าหนดเป็นน า้หนัก 

A กรัม  

  4. เขย่าน ้าตัวอย่างให้เข้ากันดี เทตัวอย่างที่ทราบปริมาณที่

แน่นอนลงในถ้วยระเหย (การเลือกปริมาณน ้าตัวอย่าง ควรเลือกให้

เหมาะสมโดยพิจารณาจากลักษณะน ้าและแหล่งที่มา) และน้าไป

ระเหยบนเครื่องอังไอน ้าที่ปรับอุณหภูมิที่ 95 oC  

  5. หลังจากระเหยน ้าออกจนหมดแลว้ ให้น้าเข้าไปในตู้อบที่

อุณหภูมิ 103 – 105 oC  

  6. น ้าออกจากตู้อบ ปล่อยทิ งใหเ้ย็นในโถท้าแห้ง แล้วชั่ง

น ้าหนัก ก้าหนดเป็นน ้าหนัก B กรัม 

  7. ควรท้าข้อ 6 ซ ้า จนได้น ้าหนักคงที ่

  8. ท้าการค้านวณหาปริมาณของแขง็ที่ละลายน ้าทั งหมด 

(TDS) ตามสูตร 

 การค้านวณ 

  ของแข็งที่ละลายน ้าทั งหมด (มล/ก)  =  (B – A) x 106 

             C  

     เมื่อ A  =  น ้าหนักถว้ยระเหยก่อน 

      B  =  น ้าหนักถว้ยระเหยและของแข็ง

ละลายน ้า 

      C  =  ปรมิาณตัวอย่างน ้า 

 

 

6. การวเิคราะหป์รมิาณของแข็งแขวนลอย (Suspended Solids) 
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 เครือ่งมอืและอปุกรณ ์

  1. กระดาษกรอง GF/C (Glass Fiber Filter) 

  2. ชุดกรองซึ่งประกอบด้วยกรวยบุคเนอร์ (Buchner) พร้อม

ขวดสญูญากาศ (Suction Flask) ขนาด 500 มิลลิลติร 

  3. เครื่องสญูญากาศ (Vacum/Suction Pump 

  4. ตู้ดูดความชื น (Auto Desiccator Cabinet) 

  5. ตู้อบ (Hot Air Oven)  

  6. เครื่องช่างละเอยีด (Analytical Balance) สามารถช่างได้

ถึง 0.0001 กรัม 

  7. กระบอกตวงขนาด 100 ml 

  8. กระดาษฟอยล ์

 วธิีวเิคราะห ์

  1. น้ากระดาษกรอง GF/C ไปอบที่อุณหภูมิ 103 – 105 oC 

เป็นเวลา 1 ชั่วโมง หลังจากอบเสร็จแล้วน้าไปปล่อยทิ งใว้ให้เย็นใน

ตู้ดูดความชื น ช่างน ้าหนัก จดบันทึกก้าหนดเป็นน ้าหนัก A กรัม 

  2. น้ากระดาษกรองวางบนกรวย Membrane Filter ต่อเข้า

กับ Suction Pump ล้างกระดาษกรองด้วยน ้ากลั่น 3 ครั ง ครั งละ 

20 มิลลิลิตร ดูดน ้าออกจนแห้ง ทิ งน ้าล้างไป 

  3. น้าน ้าตัวอย่าง 100 มิลลิลิตร หรือมากกว่า เขย่าให้เข้ากัน 

กรองผ่านกระดาษกรองดูดน ้าออกจนแห้งทิ งไว้ประมาณ 3 นาที  

  4. น ้ากระดาษกรองออกจากกรวย น้ากระดาษกรองวางบน

ถาดฟอยล์ไปอบที่อุณหภูมิ  

103 – 105 oC เป็นเวลา 1 ชั่วโมง 
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  5. น้าออกจากตู้อบ ปล่อยให้เย็นใน Dessicantor ซึ่ง

น ้าหนักกระดาษกรอง ก้าหนดเป็นน ้าหนัก B กรัม  

    

 การค้านวณ  SS (มิลลิกรัม/ลิตร)  =  ( B – A )x103 

              V 

   เมื่อ  SS  =  ปริมาณสารแขวนลอย 

      A   =  น ้าหนักของกระดาษกรอง (กรัม) 

      B   =  น ้าหนักของกระดาษกรองและ

ตัวอย่าง (กรัม) 

      V   =  ปริมาตรน ้าตัวอย่างที่ใช้ (มลิลิลิตร) 

 

 

 

 

 

 

 

 

7. การวเิคราะหป์รมิาณออกซิเจนทีล่ะลายในน ้า (Dissolved 

Oxygen, DO) 

 เครือ่งมอืและอปุกรณ ์

  1. เครื่อง DO Metter (รุ่น 550A Field Pocket Gcide) 

  2. น ้ากลั่น 

  3. กระดาษทิชช ู
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 วธิีวเิคราะห ์

  1. เปิดเครื่อง DO Metter แล้วท้าการ Calibrate ประมาณ 

15 นาท ี

  2. ล้าง Membrane ด้วยน ้ากลั่นแล้วซับเบาๆ ด้วยกระดาษ

ทิชช ู

  3. วัดตัวอย่างน ้าที่ต้องการหาค่า DO รอจนตัวเลขนิ่งและ

บันทึกผล 

8. วธิีวเิคราะหป์รมิาณออกซเิจนทีจุ่ลินทรยีใ์ชใ้นการยอ่ยสลาย

สารอนิทรีย์ (Biochemical Oxygen Demand, BOD) 

 เครือ่งมอืและอปุกรณ ์

  1. สารละลายแมงกานีสซัลเฟส 

  สารละลายแมงกานีสซังเฟตโมโนไฮเดรต (MnSO4 
. H2O) 

91 กรัม ในน ้ากลัน่แล้วเจือจางเป็น 250 มิลลลิิตร 

  2. สารละลายอัลคาไล – ไอโดไดด์ – เอไซด ์

  สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH) 125 กรัม และ

โซเดียมไอโอไดด์ (NaI) 33.75 กรัม ในน ้ากลัน่เจือจางเป็น 250 มิ

ลิลิตร และละลายโซเดยีมเอไซด์ (NaN3) ในน า้กลั่น 10 มิลลิลติร 

แล้วเติมสารละลายข้างต้น 

  3. กรดซัลฟุริคเข้มข้น (H2SO4) 96 นอร์มัล 

  4. น ้าแป้ง 

  5. สารละลายโซเดียมไธโอซัลเฟต 0.1 นอร์มัล 

  สารละลายโซเดียวไธโอซัลเฟสเพนตะไฮเดตร (Na2S2O3 

.5H2O) จ้านวน 24.82 กรัม ในน ้าต้มที่เย็นแล้วเติมจนได้ปรมิาตร 1 

ลิตร 

  6. สารละลายมาตรฐานโซเดยีมไธโอซัลเฟต 0.0250 นอร์มัล 
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  เตรียมโดยเจือจางสารละลายโซเดียมไธโอซัลเฟต 0.1 นอร์

มัล จ้านวน 250 มิลลิลติร ดว้ยน ้ากลัน่ให้เป็น 1 ลิตร สารละลายนี 

ต้องน้ามาหาความเข้มข้นที่แน่นอน (Standardization)ด้วย 

  7. สารละลายมาตรฐานไดโครเมต สารละลายมาตรฐาน

โปแตสเซยีมไดโครเมต  

0.0250 นอร์มัลลายลายโปรแตสเซียมไดโครเมตทีอ่บแห้ง ที่

อุณหภูมิ 130 องซาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชั่วโมง จ้านวน 1.226 

กรัม ต่อน า้กลั่น 1 ลิตร 

  8. การหาความเข้มข้นที่แนน่อนของสารละลายโซเดียมไธโอ

ซัลเฟต 

  โดยสารละลายโปแตสเซียมไดโดไดด์ (KI) ปริมาณ 2 กรัม 

ในน ้ากลัน่ 150 มิลลิลติร ใส่ขวดรูปกรวย เติมกรดซัลฟุริค (9+1) 

10 มิลลิลติร แลว้เติมสารละลายมาตรฐานโปแตสเซียมไดโครเมต 

0.0250 นอร์มัล จา้นวน 20 มิลลิลติร ทิ งไวใ้นที่มืด 5 นาที เติมน ้า

กลั่นจะได้ปริมาตร 200 มิลลิลติร แล้วไตเตรตด้วยสารละลาย

โซเดียมไธโอซัลเฟต โดยใชน้ ้าแป้งเป็นอินดิเคเตอร์ (จากสีน ้าเงิน

จนเปลี่ยนเป็นใสไม่มีสี) 

 

 

 วธิีวเิคราะห ์

  1. น้าน ้าตัวอย่างมาปรับอุณหภูมใิห้ได้ 20 องศาเซลเซยีส 

  2. เติมออกซิเจน โดยการเตมิอากาศผ่านหัวลกูฟู่จน

ออกซิเจนละลายอิ่มตัว ประมาณ 1 ชั่วโมง 

  3. เติมน ้าตัวอย่างใส่ขวด BOD จนเต็ม 2 ขวด ปิดจุกให้สนิท

และมีน ้าหล่อที่ปากขวด 
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  4. น้าขวดหนึง่มาหาค่าออกซิเจนที่ละลายน ้า ถือว่าเปน็ค่า

ออกซิเจนละลายเริ่มต้น ก้าหนดเป็น DO0  

  5. น้าอีกขวดหนึ่ง ไปใส่ในตู้ควบคุมอุณหภูมิ ที่มีอุณหภูมิ 20 

องศาเซลเซียส เปน็เวลา 5 วัน เมื่อครบ 5 วัน น้าตัวอย่างน ้ามาหา

ค่าออกซิเจนละลายน ้าที่เหลืออยู่ ก้าหนดเป็น DO5 

  

 การค้านวณ  

  BOD (มิลลิลติรตอ่ลิตร)  =  DO0 – DO5 

   เมื่อ  DO0 =  ค่าออกซิเจนละลายน ้าทีไ่ตเตรตได้

ในวันแรก 

     DO5 =  ค่าออกซิเจนละลายน ้าทีไ่ตเตรตได้

ในวันที่  5 

 

9. วธิีวเิคราะหห์าปรมิาณฟอสเฟส (PO4
3-) 

 เครือ่งมอืและอปุกรณ ์

  1. บีกเกอร์ขนาด 25 มิลลิลิตร 

  2. น ้ากลั่น 

  3. เครื่อง Spectrophoto Meter ยี่ห้อ HACH รุ่น DR/4000 

  4. ปิเปต 

  5. จุกยาง 

  6. กระดาษทิชช ู

 สารเคม ี

     1.สาร Phose Ver3 ส้าหรับใชห้ากับเครื่อง Spectrophoto 

Meter ยีห่้อ HACH รุ่น DR/4000 

 วธิีวเิคราะห ์
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  1. กดปุ่ม HACH Program เพื่อเลือกโปรแกรมวัดที่เครื่องตั ง

ไว้ คือโปรแกรม3025 แล้ว กดEnter หน้าจอจะแสดงผล HACH 

Program : 3025 P React As LK ความยาวคลื่น 890 nm. 

     2. ท้า Blank โดยใช้น ้ากลั่นแทนน ้าตัวอย่างปริมาตร 10 ml 

เติมลงในหลอดวดัค่าของเครื่องเติมสาร Phose Ver3 จ้านวน 1 

ซอง เขยา่ 2 นาที แล้วน้าไปวัดค่าจากนั น กดปุ่ม ZERO หน้าจอ

แสดงค่า 0.00 ml/l l  PO4
3-  

     3. ตวงน ้าตัวอย่างที่จะวดัปริมาตร 10 ml ลงในหลอดวัดค่า

เติมสาร Phose Ver3 จ้านวน 1 ซอง เขย่า 2 นาที แลว้น้าไปวัดค่า

โดยใช้เครื่อง Spectrophoto Meter ในช่อง Cell holder ปิดฝา

ป้องกันแสง จะมีผลออกมาเป็น ml/l  PO4
3- แสดงบนหน้าจอ  

  

   

 

10. วธิีวเิคราะหห์าปรมิาณไนเตรทในรปูในโตรเจน (NO3
- - N) 

 เครือ่งมอืและอปุกรณ ์

  1. บีกเกอร์ขนาด 25 มิลลิลิตร 

  2. น ้าลั่น 

  3. เครื่อง Spectrophoto Meter ยี่ห้อ HACH รุ่น DR/4000 

  4. ปิเปต 

  5. จุกยาง 

  6. กระดาษทิชช ู

 สารเคม ี
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      1.สาร Phose Ver 5 ส้าหรับใช้หากับเครื่อง 

Spectrophoto Meter ยี่ห้อ HACH รุ่น DR/4000 

 วธิีวเิคราะห ์

  1. กดปุ่ม HACH Program เพื่อเลือกโปรแกรมวัดที่เครื่องตั ง

ไว้ คือโปรแกรม2520 แล้ว กดEnter หน้าจอจะแสดงผล HACH 

Program : 3025 P React As LK ความยาวคลื่น 400 nm. 

     2. ท้า Blank โดยใช้น ้ากลั่นแทนน ้าตัวอย่างปริมาตร 10 ml 

เติมลงในหลอดวดัค่าของเครื่องเติมสาร Phose Ver 5  จ้านวน 1 

ซอง เขยา่ 1 นาททีิ งไว้ 5 นาท ีน้าไปใส่ช่อง Cell holder จากนั น 

กดปุ่ม ZERO หน้าจอแสดงค่า 0.00 ml/l  NO3
- - N 

 

  3. ตวงน า้ตัวอย่างที่จะวัดปริมาตร 10 ml ลงในหลอดวัดค่า

เติมสาร Phose Ver 5 จ้านวน 1 ซอง เขย่า 1 นาที ทิ งไว ้5 นาที 

แล้วน้าไปวัดค่าใส ในช่อง Cell holder ปิดฝาป้องกันแสง จะมีผล

ออกมาเปน็ ml/l  (NO3
- - N) แสดงบนหน้าจอ  
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11. การตรวจวเิคราะหโ์คลฟิอรม์แบคทเีรยี (Standard Test for 

Bacteria of the  

Coliform group)  

 โดยวิธีเทคนิคการหมักแบบหลายหลอด (Multiple Tube 

Fermentation Technique) ซึ่งเป็นการหาปริมาณของแบคทีเรีย

ในรูป MPN/100 ml. 

 เครือ่งมอืและอปุกรณ ์

        1. เครื่องอบแห้งส้าหรับฆ่าเชื อ (Hot air Ovens) 9. 

ขวดเก็บตัวอย่างน ้า 

        2. เครื่องชั่ง     10. หม้อนึ่งความดัน

ไอ 

       3. ตะเกียงแอลกอฮอล ์    11. หลอด

ทดลอง 

       4. ปิเปตนึง่ฆ่าเชื อ (ขนาด0.1,1.0,5.0, และ10.0 มล.)  

 12. ตู้บ่มเพาะเชื อ 

        5. บิกเกอร ์      13. ขวดรูป

ชมพู ่
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        6. ช้อนตักสาร     14. กระบวก

ตวง 

        7. ห่วงเขี่ยเชื อ     15. แผ่นความ

ร้อน 

  8. ลูกยางใช้กับปเิปต    16. ตู้ถ่ายเชื อ 

        17. หลอดดักแก๊ส 

 สารเคม ี

      1. Lactose broth       

      2. Brilliant green lactose bile broth 

      3. Alcohol 95%       

      4. น ้ากลั่น 

 ขั นตอนการทดสอบ 

 การเตรยีมอาหารเลี ยงเชื อ 

 Lactose broth (LB) 

1. ชั่ง Lactose broth 13 กรัม เติมน า้กลั่น 1000 มิลลิลติร 

น้าไปผสมให้เป็นเนื อเดียวกนัโดยใชเ้ครื่องกวนแม่เหลก็พรอ้มแท่ง

คนแม่เหล็ก แต่ถ้าเป็นน้าบริโภคจะใช้ Lactose broth เข้มข้นเป็น 

2 เท่า คือ 26 กรัม ในแถวแรก 

2. ปิเปต Lactose broth ใส่ในหลอดทดลอง หลอดละ 10 

มิลลิลติร ใส่หลอดดักแก๊ส และปิดด้วยฝาครอบ 

3. น้าไปนึ่งฆ่าเชื อด้วย Autoclave ที่อุณหภูมิ 121 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 15 นาท ีความดัน 15 psi 

4. น้าหลอดทดลองออกจาก Autoclave ตั งทิ งไว้ให้เยน็ และ

เก็บในตูเ้ย็น 4 - 10 องศาเซลเซียส 
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 Brilliant-Green Lactose bile broth (BGLB) 

1. ชั่ง Brilliant-Green Lactose bile broth 40 กรัม เติมน้า

กลั่น 1,000 มิลลิลติร น้าไปปั่นให้เปน็เนื อเดียวกันโดยใช้เครื่อง

กวนแม่เหล็กพร้อมแท่งคนแม่เหล็ก 

2. ปิเปต Brilliant-Green Lactose bile broth ใส่ในหลอด

ทดลอง หลอดละ 10 มิลลิลิตร ใส่หลอดดักแก๊ส และปิดด้วยฝาครอบ 

3. น้าไปนึ่งฆ่าเชื อด้วย Autoclave ที่อุณหภูมิ 121 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 15 นาท ีความดัน 15 psi 

4. น้าหลอดทดลองออกจาก Autoclave ตั งทิ งไว้ให้เยน็ และเกบ็ใน

ตู้เยน็ 4 - 10 องศาเซลเซียส 

และเก็บในตู้เย็น 4 - 10 องศาเซลเซียส 

 

 การทดสอบโคลฟิอร์มแบคทเีรยี 

1. การทดสอบขั นแรก (Presumptive Test) การทดสอบขั นนี 

เป็นการตรวจ Screen เบื องต้น เพื่อจะแยกโคลิฟอร์มแบคทีเรียออก

จากแบคทีเรียชนดิอื่นๆ ในการทดสอบอาจใช้ระบบเลี ยงเชื อแบบ 3 

หลอด หรือแบบ 5 หลอด คือ จ้านวนมิลลิลิตรของตัวอย่างที่ต่างกัน

เป็นชุด ๆ ดังนี  คือ 10 - 1 - 0.1 มิลลกิรัมต่อลติร หรือ 1 - 0.1 - 

0.01 มิลลิกรัมต่อลิตร หรือ 0.1 - 0.01 - 0.001 มิลลิกรัมต่อลิตร 
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ทั งนี ขึ นอยู่กับความสกปรกของตัวอย่างน้า โดยมีขั นตอนต่าง ๆ 

ดังนี  

1. น้า Lactose Broth ที่เตรยีมไว้ออกจากตู้เย็น ตั งทิ งไว้ที่

อุณหภูมหิ้องข้ามคืน (Overnight) ก่อนการทดสอบ 

2. น้าตัวอย่างที่แช่เย็นออกมาตั งทิ งไว้ที่อุณหภูมหิ้อง 

3. จัดเรียง Lactose Broth เป็น 3 แถวๆ ละ 5 หลอด 

4. เขียนรหัสตวัอย่าง และปริมาณตวัอย่างน้าข้างหลอด

ทดลอง เช่น ถ้าเป็นกรณีของน ้าจากแหล่งน ้า จะใช้อนกุรม 3 การ

เจือจาง ได้แก่ 0.1 - 0.01 - 0.001 แถวที่ 1 ความเข้มขน้ของ 

ตัวอย่างเท่ากับ 0.1 หรือ (10-1) แถวที่ 2 ความเข้มข้นของตัวอย่าง

เท่ากับ 0.01 หรือ (10-2) และแถวที่ 3 ความเขม้ข้นของตัวอย่าง

เท่ากับ 0.001หรือ (10-3) 

5. น้าขวดตวัอย่างน้ามาเขย่าขึ นลงเพื่อให้น้าผสมเข้ากนัได้ดี 

ประมาณ 20 ครั ง 

แถวที่ 1 ความเข้มข้น 0.1 

แถวที่ 2 ความเข้มข้น 0.01 

แถวที่ 3 ความเข้มข้น 0.001 

9 มิลลิลิตร 9 มิลลลิิตร 9 มิลลิลติร 

ตัวอย่างน ้า 1 มิลลิลิตร 1 มิลลิลติร 1 มิลลิลิตร 

6. เปิดฝาขวดเก็บตัวอย่าง และลนไฟที่ปากขวด ปิเปตตัวอย่าง

น า้ จ้านวน 1 มิลลิลิตร ใส่ในหลอดน ้าส้าหรับใช้เจือจางหลอดที่ 1 

(ลนไฟทีป่ากหลอดก่อนปิเปตตวัอย่างน้าลงไปทุกครั ง) แล้วเขยา่ให้

เข้ากัน 
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7. ปิเปตน ้าตัวอยา่งจากหลอดน้าสาหรับใช้เจอืจางหลอดที่ 2 

จ้านวน 1 มิลลิลติร ใส่ในหลอดน ้าส้าหรับใช้เจอืจางหลอดที่ 3 (ลน

ไฟที่ปากหลอดก่อนปิเปตตวัอย่างน้าลงไปทุกครั ง) แลว้เขย่าใหเ้ข้า

กัน 

 

8. ปิเปตตัวอย่างน ้าจากข้อ ใส่ใน Lactose Broth 

แถวที่ 1 แถวที่ 2 และแถวที่ 3 ตามลาดับ โดยใส่แถวละ 5 หลอด 

หลอดละ 1 มิลลิลิตร (ลนไฟที่ปากหลอดก่อนปเิปตตัวอยา่งน้าลงไป

ทุกครั ง) แล้วเขย่าใหเ้ข้ากนัโดยการเขย่าประมาณ 5 ครั ง 

9. น้าหลอดทั งหมดไปอบเพาะเชื อในตู้บ่มเพาะเชื อที่อุณหภูมิ 

35 ± 0.5 องศาเซลเซียส ภายในเวลา 24-48 ชั่วโมง 

10. อ่านผลครั งแรกเมื่อครบเวลา 24 ± 2 ชั่วโมง โดยสังเกต

จากความขุ่นและแก๊สที่เกดิขึ นในแต่ละหลอด ถ้าหลอดใดเกิดแก๊ส

จะดูได้จากการแทนที่ของอากาศในหลอดดักแก๊ส หรอืมีฟองปดุเมื่อ

เขย่าเบาๆ แสดงวา่ หลอดนั นให้ผลบวก ถ้าหลอดใดไม่เกิดแก๊ส 

แสดงว่าหลอดนั นให้ผลลบ ให้น้ากลบัไป 

อบเพาะเชื อในตู้บ่มเพาะเชื อที่อุณหภูมิ 35 ± 0.5 องศาเซลเซียส ต่อ

อีก 24 ชั่วโมง และอ่านผลเช่นเดียวกับครั งแรก 

 

 การทดสอบขั นยนืยนั (Confirm Test) 

เนื่องจากการเกิดแก๊สในการทดสอบขั นแรกยังไม่สามารถชี 

ชัดได้ว่าแบคทีเรียที่อยูใ่นตัวอย่างน ้าเป็นโคลฟิอร์มแบคทีเรีย 

ดังนั นจึงต้องทดสอบยืนยันโดยการถ่ายเชื อลงในอาหารเลี ยงเชื อ 

Brilliant-Green Lactose Bile Broth เพาะเชื อที่อุณหภูมิ 44.5 ± 

0.2 องศาเซลเซียส เพื่อทดสอบหาโคลิฟอร์มแบคทีเรีย และ EC 
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Medium เพาะเชื อที่อุณหภูมิ 35 ± 0.5 องศาเซลเซียส เพื่อทดสอบ

หาฟีคัลโคลิฟอร์มแบคทีเรีย โดยมีขั นตอนดังต่อไปนี  

การทดสอบโคลฟิอร์มแบคทเีรยี 

1. น้าอาหารเลี ยงเชื อ Brilliant-Green Lactose Bile Broth 

ที่เตรียมไว้เท่ากับจานวนหลอดที่ให้ผลบวก และเรยีงใหต้รงกับ

หลอด Lactose broth ที่ให้ผลบวก 

2. เขียนรหัสตวัอย่างที่หลอดอาหารเลี ยงเชื อ Brilliant-Green 

Lactose Bile Broth 

3. เขย่าหลอด Lactose broth ที่ให้ผลบวก และปิเปต 

Lactose broth 0.1 mL ใส่ในอาหารเลี ยงเชื อ Brilliant-Green 

Lactose Bile Broth หลอดตอ่หลอดโดยวิธีปลอดเชื อ 

4. เข้าตู้บม่อุณหภมูิ 35 ± 0.5 °C นาน 24 - 48 ชม. 

5. อ่านผลครั งแรกเมื่อครบเวลา 24 ± 2 ชั่วโมง โดยสังเกต

จากความขุ่นและแก๊สที่เกดิขึ นในแต่ละหลอด ถ้าหลอดใดเกิดแก๊ส

จะดูได้จากการแทนที่ของอากาศในหลอดดักแก๊ส หรือมีฟองปดุเมื่อ

เขย่าเบาๆ แสดงวา่ หลอดนั นให้ผลบวก ถ้าหลอดใดไม่เกิดแก๊ส 

แสดงว่าหลอดนั นให้ผลลบ ให้น้ากลบัไปอบเพาะเชื อในตู้บ่มเพาะ

เชื อที่อุณหภูมิ 35 ± 0.5 องศาเซลเซีส ต่ออีก 24 ชั่วโมง และอ่าน

ผลเช่นเดียวกับครั งแรก 
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ตารางที ่ก.1 เปรียบเทียบคา่ KPN Index  

 เมื่อใช้ 10 มล. 5 หลอด, 1 มล. 5 หลอด และ 0.1 มล. 5 

หลอด 

 
Combination 
of positives 

 
MPN 

Index/100 ml 

 
95% Confidence limits 

Lower Upper 
0-0-0 <2 - - 
0-0-1 2 <0.5 7 
0-1-0 2 <0.5 7 
0-2-0 4 <0.5 11 
1-0-0 2 <0.5 7 
1-0-1 4 <0.5 11 
1-1-0 4 <0.5 11 
1-1-1 6 <0.5 15 
1-2-0 6 <0.5 15 
2-0-0 5 <0.5 13 
2-0-1 7 1 17 
2-1-0 7 1 17 
2-1-1 9 2 21 
2-2-0 9 2 21 
2-3-0 12 3 28 
3-0-0 8 1 19 
3-0-1 11 2 25 
3-1-0 11 2 25 
3-1-1 14 4 34 
3-2-0 14 4 34 
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ตารางที ่ก.1 เปรียบเทียบคา่ KPN Index (ต่อ) 

3-2-1 17 5 46 

 
Combination 
of positives 

 
MPN 

Index/100 ml 

 
95% Confidence limits 

Lower Upper 
3-3-0 17 5 46 
4-0-0 17 5 46 
4-0-1 21 7 63 
4-1-0 26 9 78 
4-1-1 22 7 67 
4-1-2 26 9 78 
4-2-0 27 9 80 
4-2-1 33 11 93 
4-3-0 34 12 93 
4-3-1 23 7 70 
4-4-0 31 11 89 
5-0-0 43 15 110 
5-0-1 33 11 93 
5-0-2 46 16 120 
5-1-0 63 21 150 
5-1-1 49 17 130 
5-1-2 70 23 170 
5-2-0 94 28 220 
5-2-1 79 25 190 
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ตารางที ่ก.1 เปรียบเทียบคา่ KPN Index (ต่อ) 

 

5-2-2 94 28 220 
5-3-0 79 25 190 

 
Combination 
of positives 

 
MPN 

Index/100 ml 

 
95% Confidence limits 

Lower Upper 
5-3-1 110 31 250 
5-3-2 140 37 340 
5-3-3 180 44 500 
5-4-0 130 35 300 
5-4-1 170 43 490 
5-4-2 220 57 700 
5-4-3 280 90 850 
5-4-4 350 120 1000 
5-5-0 240 68 750 
5-5-1 350 120 1000 
5-5-2 540 180 1400 
5-5-3 920 300 3200 
5-5-4 1600 640 5800 
5-5-5 >2400 - - 


