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Thermomicrobia ซึ่งมีการกระจายตัวอยูในเม็ดตะกอนจุลินทรียเริ่มตนและในทุกอัตราสวนซีโอดีตอไนเทรตที่ระยะเวลากักเก็บ
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  This research investigated the effects of COD/Nitrate-N ratio and the diversities of microbial in the   
Upflow Anaerobic Sludge Blanket (UASB). In the first state, three 5-liter UASB reactors were used to   
study the efficiency and the proper conditions for treating nitrate by denitrification process under anoxic 

condition at room temperature (25 °C). Nitrate concentration was fixed at 100 mg/l in all reactors. The upflow 
velocity of 0.25 m/hour and the hydraulic retention time (HRT) of 24 hours were used. The COD/nitrate-N 
ratios were varied at 2:1, 5:1 and 8:1 (insufficient, sufficient and excess levels for complete denitrification of 
glucose as carbon source, respectively). The results showed that the COD removal of each test was more than 
90%. However, nitrate removal efficiencies were increased (58.00, 96.62 and 99.82%, respectively) when 
increasing the COD/Nitrate-N ratios. Three HRT conditions were set to investigate at 12, 8 and 4 hours. It was 
found that the optimum conditions were the COD/Nitrate-N ratio between 5:1 to 8:1 and the HRT of 4 hours, 
which produced more than 90 % removal of both COD and nitrate. In this experiment, the sludge from all 
reactors was primarily tested by SEM. The results showed that they all were difference in complexity, floc size 
and microbial diversities. Seed of all ratios from the reactors indicated floc formation at the end of experiment. 
Furthermore, result from Denaturing Gradient Gel Electrophoresis of Polymerase Chain Reaction amplified  
16S rDNA partial sequence (PCR-DGGE) clarified that HRT and organic loading rate of both carbon and 
nitrate-nitrogen affected on quantity and type of microorganisms in this system. Bacteroidetes, Firmicutes and 
Thermomicrobia were dominant group of microorganism which was dispersive in the seed and all 
COD/Nitrate-N ratios at hydraulic retention time 24 and 4 hours, while Nitrospira, Acidobacteria, 
Actinobacteria, Deltaproteobacteria, Chlorobi, Betaproteobacteria and OP8 were minor group of 
microorganism that all they were anaerobic microorganisms.  
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บทท่ี 1 
บทนํา 

 
1.1 ความเปนมาและความสําคญัของปญหา 
 

สารประกอบไนโตรเจนพบไดในรูปแบบตางๆคือ ไนโตรเจน แอมโมเนีย ไนไทรตและ  
ไนเทรต ซ่ึงสารตางๆเหลานี้มีความสําคัญในบรรยากาศและวัฏจักรชีวิตของพืชและสัตว แตใน
ขณะเดียวกันก็ทําใหเกิดผลเสียไดเชนกัน ดังเชนสารประกอบไนเทรตที่มีความสําคัญ  ในฐานะเปน
แหลงไนโตรเจนในดิน แตเนื่องจากไนเทรตสามารถละลายน้ําได จึงมักซึมลงดินหรือถูกละลายไป
กับน้ําที่ไหลลงสูแหลงน้ําตางๆ ซ่ึงกอใหเกิดปญหาการเจริญเติบโตของสาหรายและพืชน้ํา 
ตลอดจนทําใหเกิดโรคเมทฮีโมโกลบีเนียในเด็กที่มีอายุต่ํากวา 6 เดือน ที่ไดรับสารประกอบไนเทรต 

การกําจัดสารประกอบไนเทรตทางชีวภาพโดยทั่วไป จะใชกระบวนการไนตริฟเคชันใน
การเปลี่ยนสารประกอบไนโตรเจนเปนไนไทรตและไนเทรตตามลําดับ จากนั้นใชกระบวนการ      
ดีไนตริฟเคชันในการเปลี่ยนสารไนเทรตเปนไนโตรเจนกาซ โดยกระบวนการทั้งคูจะเกิดในสภาวะ
ของการใชออกซิเจนและไมใชออกซิเจนตามลําดับ  

ในปจจุบันการกําจัดไนเทรตในน้ําเสียมักนิยมใชกระบวนการดีไนตริฟเคชันที่เกิดในระบบ
แอกติเวดเต็ดสลัดจ ซ่ึงเปนระบบบําบัดน้ําเสียแบบใชอากาศที่นิยมใชกันมากที่สุด แตสําหรับ
งานวิจัยนี้สนใจที่จะศึกษาการกําจัดไนเทรตดวยปฏิกิริยาดังกลาวที่เกิดขึ้นในระบบยูเอเอสบี ซ่ึงเปน
ระบบไรออกซิเจนที่มีแบคทีเรียจับตัวกันเปนเม็ดสามารถบําบัดน้ําเสียไดในปริมาณภาระบรรทุก
อินทรียที่สูงกวาระบบเอเอสมาก โดยงานวิจัยนี้จะศึกษาถึงอิทธิพลของอัตราสวนซีโอดีตอไนเทรต
และภาระบรรทุกไนเทรตไนโตรเจนที่มีผลตอการเดินระบบยูเอเอสบี ตลอดจนศึกษาความ
หลากหลายของประชากรจุลินทรีย  ประชากรจุลินทรียกลุมเดนและการเปลี่ยนแปลงของประชากร
จุลินทรียที่อาศัยอยูรวมกันในเม็ดตะกอนยูเอเอสบีที่มีผลในการบําบัดซีโอดีรวมกับไนเทรตในน้ํา
เสีย โดยองคความรูที่ไดรับจะทําใหวิศวกรไดเขาใจกระบวนการยอยสลายที่เกิดขึ้นในระบบ 
สามารถบงชี้ประสิทธิภาพและประยุกตใชในการควบคุมระบบยูเอเอสบีใหมีประสิทธิภาพสูงสุด
ตอไป 
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1.2 วัตถุประสงคของงานวิจัย 
 

1.2.1 เพื่อศึกษาถึงอัตราสวนระหวางซีโอดีตอไนเทรตไนโตรเจนตอการเกิดปฏิกิริยา 
ดีไนตริฟเคชัน 

1.2.2 เพื่อศึกษาถึงอิทธิพลของภาระบรรทุกไนเทรตไนโตรเจนที่มีผลตอการเดินระบบ 
          ยูเอเอสบี 
1.2.3 เพื่อศึกษาความหลากหลายของประชากรจุลินทรียในเม็ดตะกอนยูเอเอสบีที่มีผล    

ในการบําบัดซีโอดีรวมกับไนเทรตในน้ําเสียที่สภาวะตางๆ  
 

1.3 ขอบเขตงานวิจัย 
 

งานวิจัยนี้เปนการศึกษาในระดับหองปฏิบัติการดําเนินการ ณ.อุณหภูมิหอง ที่หองปฏิบัติการ
วิศวกรรมสิ่งแวดลอม มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีพระจอมเกลาธนบุรี โดยเปนการทดลองเปรียบเทียบ
กันระหวางถังปฏิกรณยูเอเอสบีที่มีขนาดและปริมาตรที่เทากันจํานวน 3 ชุด ซ่ึงมีขนาดเสนผาน        
ศูนยกลาง 5 ซม. สูง 120 ม. และมีปริมาตร 5000 ลบ.ซม.  

หัวเชื้อที่ใชในการทดลองเปนเม็ดตะกอนจุลินทรียจากระบบบําบัดน้ําเสียแบบไรอากาศ          
(ยูเอเอสบี) จากบริษัทเสริมสุข จํากัด โรงงานปทุมธานี และน้ําเสียที่ใชในการทดลองเปนน้ําเสีย
สังเคราะหโดยใชน้ําตาลทรายเปนแหลงคารบอน และโซเดียมไนเทรตเปนแหลงไนเทรต 

การทดลองทั้งหมดในงานวิจัยนี้แบงออกเปน 3 ชุด โดยในชุดแรกจะทําการแปรคาอัตราสวน  
ซีโอดีตอไนเทรต 3 คา ไดแก 2:1 5:1 และ 8:1 โดยคงระยะเวลากักเก็บน้ําเทากับ 24 ชม. ในการ
ทดลองชุดที่สองจะแปรผันระยะเวลากักเก็บน้ําในถังปฏิกรณทั้งสาม คือ 12 8 และ 4 ชม. ตามลําดับ 
จากนั้นเมื่อส้ินสุดการทดลองทั้งสองแลว การทดลองชุดสุดทายจะเปนการนําตัวอยางตะกอนสลัดจ
ที่เก็บจากการทดลองดังกลาวมาทําการวิเคราะหความหลากหลายของประชากรจุลินทรียโดยเทคนคิ
ทางพันธุวิศวกรรมศาสตร 
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บทท่ี 2 
เอกสารและงานวิจัยท่ีเก่ียวของ 

 
2.1 สารประกอบไนโตรเจนในน้ํา 
 
 ไนโตรเจนเปนองคประกอบสําคัญสําหรับโปรตีนและกรดนิวคลิอิกในเซลลจุลชีพและพืช
รวมทั้งสัตว  ไนโตรเจนจึงมีความสําคัญตอส่ิงมีชีวิตทุกรูปแบบ แมวาไนโตรเจนจะมีมากถึงรอยละ 
79 ในบรรยากาศ แตไนโตรเจนกลับเปนธาตุที่มีอยูอยางจํากัดในดินและในน้ํา เนื่องจากไนโตรเจน
เปนธาตุที่คงตัวและเปลี่ยนรูปไดยาก ยกเวนบางกรณี เชน ฟาผา หรือมีอุณหภูมิที่สูง และมีความดัน
สูง  ทําใหจุลินทรียจะมีบทบาทมากในการเปลี่ยนรูปไนโตรเจนเปนแอมโมเนีย และแอมโมเนียจะ
ถูกออกซิไดซไปเปนไนไทรตและไนเทรต ซ่ึงจะถูกนําไปใชตอไปโดยพืชและสาหราย 
 
 สารประกอบไนโตรเจนในแหลงน้ําที่พบทัว่ไปมี 4 ชนดิคือ 
 
 2.1.1 สารประกอบอินทรียไนโตรเจน (Organic-nitrogen compounds) 

         เปนสารประกอบอินทรียที่มีธาตุไนโตรเจนเปนองคประกอบ ในโครงสรางของพืช 
และสัตว ส่ิงขับถายจากสัตว และสารจากการยอยสลายของสิ่งมีชีวิต ไดแก โปรตีน คลอโรฟลล 
กรดอะมิโน กรดยูริก และยูเรีย เปนตน 

 
 2.1.2 สารประกอบแอมโมเนียไนโตรเจน (Ammonia-nitrogen compounds) 

          เปนสารไนโตรเจนที่อยูในรูปแอมโมเนีย หรือสารประกอบแอมโมเนีย ซ่ึงสวนใหญ
จะพบในรูปของแอมโมเนีย (NH3) และแอมโมเนียมอิออน (NH4

+) ซ่ึงเกิดจากกระบวนการแอม   
โมนิฟเคชัน (Ammonification) ซ่ึงเปนการเปลี่ยนรูปของสารประกอบไนโตรเจนจากอินทรียสาร
เปนอนินทรียสาร 

 
2.1.3 สารประกอบไนไทรต (Nitrite-nitrogen compounds) 
         เปนสารประกอบที่เกิดจากปฏิกิริยาออกซิเดชันที่ไมสมบูรณของสารประกอบ

ไนโตรเจนอื่น โดยเฉพาะอยางยิ่งกระบวนการไนตริฟเคชัน (Nitrification) โดยแบคทีเรียที่อาศัยอยู
ในดินและน้ํา 
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2.1.4 สารประกอบไนเทรต (Nitrate-nitrogen compounds) 
         เปนสารประกอบที่ เกิดจากปฏิกิ ริยาออกซิเดชันที่สมบูรณของสารประกอบ

ไนโตรเจนอื่น  และหากมีออกซิเจนในปริมาณมากพอแลว  สารประกอบไนเทรตจะเปน
สารประกอบไนโตรเจนที่มีความเสถียรมากที่สุด และยังเปนสารอาหารที่สําคัญของพืชน้ําและ
สาหรายอีกดวย 

 
2.2 ความสําคัญของไนเทรตและผลกระทบตอมนุษยและสิ่งแวดลอม 
 

ไนเทรตเปนสารประกอบอินทรียไนโตรเจน ซ่ึงมีสูตรโครงสราง คือ NO3
-  แตเนื่องจาก   

ไนเทรตสามารถละลายน้ําไดดี จึงมักซึมลงดินหรือถูกละลายไปกับน้ําที่ไหลลงสูทะเล ซ่ึงกอใหเกิด
ปญหาดังนี้ 
 

2.2.1 โรคเมทฮีโมโกลบีนีเมีย (Methaemoglobinaemia) 
          ไนเทรตเปนสาเหตุของโรคเมทฮีโมโกลบีนีเมีย หรือ Blue babies ในเด็กทารก      

โดยเด็กทารกจะมีโอกาสเปนโรคนี้สูงเนื่องจากมีคาพีเอชในกระเพาะอาหารสูงกวาทําใหเกิดการ
รีดักชันของไนเทรตไปเปนไนไทรตโดยแบคทีเรียกลุมรีดิวซไนเทรต (nitrate-reducing bacteria) 
ไดมากกวา (Bitton, 1994) และอาจเสียชีวิตไดหากรอยละ 45-65 ของฮีโมโกลบินถูกเปลี่ยนแปลง
ไปเปนเมทฮีโมโกลบิน ดวยเหตุนี้องคการอนามัยโลก (WHO) จึงกําหนดคามาตรฐานของไนเทรต 
ในน้ําดื่มไวไมเกิน 10 มก./ไนเทรต-ไนโตรเจน/ล. (ธีระ เกรอต, 2539) 

 
2.2.2 ยูโทรฟเคชัน (Eutrophication) 
          ในแหลงน้ําที่มีปริมาณไนเทรตมากจะทําใหการเจริญเติบโตของสาหรายและพืชน้ํา

สูงขึ้น ทําใหมีความตองการออกซิเจนมากขึ้น โดยเฉพาะในเวลากลางคืน ซ่ึงจะมีผลตอปลาและ
ส่ิงมีชีวิตในน้ําชนิดอื่นๆ รวมถึงสงผลกระทบตอการใชประโยชนจากแหลงน้ําสําหรับบริโภคหรือ
การพักผอน เนื่องจากแบคทีเรียจําพวกไนตริฟายเออร (Nitrifier) ตองการออกซิเจนถึง 4.6 มิลลิกรัม 
ในการออกซิไดซแอมโมเนียไนโตรเจน 1 มิลลิกรัม ซ่ึงเรียกวา Nitrogenus oxygen demand (NOD) 
ของแหลงน้ํา (Bitton, 1994) 
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2.3 กระบวนการบําบัดสารประกอบไนโตรเจนในน้ํา (สมเพลิน คําศรี, 2542) 
 

 กระบวนการบาํบัดสารประกอบไนโตรเจนในน้ําเสยีสามารถทําไดหลายวิธีทั้งวิธีทาง
กายภาพ เคมี และชีวภาพ ซ่ึงใหผลและประสิทธิภาพการบําบัดตางกันดังแสดงสรุปในตารางที่ 2.1 
ในที่นี้จะกลาวโดยพอสังเขปเฉพาะบางวิธีดังนี ้
 

 2.3.1 วิธีทางกายภาพ เชน 
 2.3.1.1 การใชอากาศเปาไลเพื่อบําบัดกาซระเหยงาย (Air Stripping) เชน ไฮโดรเจน 
ซัลไฟด ไฮโดรเจนไซยาไนด และแอมโมเนีย เปนกระบวนที่เปลี่ยนสารประกอบในรูปของเหลว
ใหเปนกาซเทานั้น ซ่ึงเหมาะสําหรับน้ําเสียจากอุตสาหกรรมที่มีความเขมขนของแอมโมเนียสูง 
 2.3.1.2 กระบวนการเยื่อแผน (Membrane Process) เชน Electrodialysis Reverse 
Osmosis และ Ultrafiltation ปจจุบันกระบวนการเหลานี้ยังมีขอจํากัดในการใชงานอยูมาก 
  

 2.3.2 วิธีทางเคมี เชน 
 2.3.2.1 การเติมคลอรีน (Break-Point Chlorination) เพื่อใหเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชัน
ของแอมโมเนียและเปลี่ยนรูปเปนกาซไนโตรเจนปลอยสูบรรยากาศในทางปฏิบัติตองใชคลอรีน    
9-10 มก/ลิตร ตอแอมโมเนีย 1 มก/ลิตร ซ่ึงมีขอดีคือ ถาใชคลอรีนเพียงพอจะลดปริมาณแอมโมเนีย
หมดได (0 มก./ลิตร) แตขอเสียคือไมสามารถบําบัดไนไทรต ไนเทรต และสารอินทรียไนโตรเจน
ได 
 2.3.2.2 การตกตะกอนเคมี เปนการตกตะกอนสารประกอบที่อยูในรูปสารละลายดวย
สารเคมีแลวแยกตะกอนออกไป วิธีนี้มีคาใชจายสูงและบําบัดไดเฉพาะไนโตรเจนที่อยูในรูป
โปรตีนและแอมโมเนียเทานั้น 
 2.3.2.3 การแลกเปลี่ยนอิออน (Ion Exchange) โดยใชอิออนที่มีเรซินตรงขามจับกับ   
อิออนที่เราตองการบําบัด ซ่ึงตองมีการฟนฟูสภาพเรซินเมื่อจับประจุเต็มและการจัดการสารที่ใช
ฟนฟูสภาพเรซิน (Regenerant) ปจจุบันไดมีการทดลองใชสําหรับการบําบัดไนเทรตในน้ําบาดาลซึ่ง
ไดผลดีเชนเดียวกับกระบวนการดีไนตริฟเคชัน 
 

 2.3.3 วิธีทางชีวภาพ เชน 
 2.3.3.1 บอออกซิเดชัน โดยการใชออกซิเจนทําใหเกิดปฏิกิริยาไนตริฟเคชัน คือการ
เปลี่ยนรูปแอมโมเนียเปนไนเทรต และในสวนที่ลึกลงไปในบอจะอยูในสภาวะไรอากาศทําให
เกิดปฏิกิริยาดีไนตริฟเคชัน คือการเปลี่ยนไนเทรตเปนไนโตรเจนกาซออกสูบรรยากาศ 
 2.3.3.2 การใชสาหราย คือกระบวนการธรรมชาติที่ใหสาหรายใชไนโตรเจนเพื่อการ
เจริญเติบโต จากนั้นจึงแยกสาหรายไปบําบัดอีกครั้ง 
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 2.3.3.3 กระบวนการไนตริฟเคชันและดีไนตริฟเคชัน โดยกระบวนการไนตริฟเคชัน
เปนกลไกการเปลี่ยนรูปของแอมโมเนียเปนไนเทรต แบคทีเรียจะไดพลังงาน เพื่อใชสําหรับการ
เจริญเติบโตของเซลลจากการออกซิเดชันของสารประกอบไนโตรเจน ซ่ึงเปนการทํางานของ
แบคทีเรียชนิด ออโตโทรฟ (Autotrop) 2 กลุมคือ Nitrosomonas ที่เปลี่ยนแอมโมเนียเปนไนไทรต 
และ Nitrobacter ที่เปลี่ยนไนทรตเปนไนเทรต สวนกระบวนการดีไนตริฟเคชันจะเกิดใน         
สภาวะไรอากาศและเปนการทํางานของแบคทีเรียชนิด ออโตโทรฟ หรือ เฮเทอโรโทรฟ โดยท่ี
กระบวนการดีไนตริฟเคชันไดรับความสนใจเนื่องจากเปนกระบวนการที่ใชบําบัดไนเทรตในน้ําใต
ดินและในน้ําเสียโดยการเปลี่ยนรูปไนเทรตใหอยูในรูปของกาซไนโตรเจน ในขณะที่กระบวนการ
ไนตริฟเคชันเปนเพียงการเปลี่ยนรูปแอมโมเนียใหอยูในรูปของไนเทรตเทานั้น 
 

2.4 การบําบัดไนเทรตในน้ําดวยกระบวนการดีไนตริฟเคชัน (Denitrification) 
 

 กระบวนการดีไนตริฟเคชันคือ การรีดักชันของไนเทรตไนโตรเจน โดยไนเทรตจะทํา
หนาที่เปนตัวรับอิเลคตรอนตัวสุดทาย  สําหรับการหายใจของจุลชีพในสภาวะที่ไมมีออกซิเจน
เรียกวา การหายใจแบบแอนแอโรบิค โดยเปนแบคทีเรียในกลุมแฟคัลเททีฟ (Facultative anaerobe)
ไดแก Achromobacter, Acinetobacter, Aerobacter, Agrobacterium, Alcaligenes, Arthrobacter, 
Bacillus, Chromobacterium, Corynebacterium, Flavobacterium, Hypomicrobium, Micrococcus, 
Moraxella, Neisseria, Paracoccus, Propionibacterium, Proteus, Pseudomonas, Rhizobium, 
Rhodopseudomonas, Spirillum และVibrio เปนตน (Parker และคณะ, 1975; Christensen และ 
Harremoes, 1977; Payne, 1981 อางถึงใน ธีระ เกรอต, 2539) เกือบทั้งหมดของแบคทีเรียพวกนี้
สามารถใชออกซิเจนเชนเดียวกับไนเทรต และบางชนิดสามารถทําการหมักไดเมื่อไมมีไนเทรตหรือ
ออกซิเจนภายใตสภาวะออโตโทรฟกดีไนตริฟเคชัน โดยแบคทีเรียจะใชคารบอนไดออกไซด
หรือไบคารบอเนตเปนแหลงคารบอนแทนคารบอนอินทรีย นอกจากนี้แบคทีเรียหลายชนิดในกลุม
เหลานี้ยังสามารถพบไดในระบบบําบัดน้ําเสียทั่วไป ดังนั้น จึงทําใหการสรางกลุมดีไนตริไฟอิงเกิด
ไดคอนขางงาย  
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ตารางที่ 2.1 แสดงสรุปกระบวนการและประสิทธิภาพในการบําบัดไนโตรเจนแบตางๆ      
(Tchobanoglous และคณะ, 1991 อางถึงใน สมเพลิน คําศรี, 2542) 

 

กระบวนการบําบัด สารประกอบไนโตรเจน % ก า ร บํ า บั ด
ท้ังหมด** Organic-N NH3-NH4

+* NO3
--N 

1.การบําบัดแบบเดิม 

ขั้นตน บําบัดได 10-20% ไมมีผล ไมมีผล 5-10 

ขั้นท่ีสอง Urea →NH3-NH4
+ บําบัดได<10% มีผลเล็กนอย 10-30 

2. วิธีทางชีวภาพ 

Bacterial Assimilation ไมมีผล บําบัดได 40-70% บําบัดไดเล็กนอย 30-70 

Denitrification ไมมีผล ไมมีผล บําบัดได 80-90% 70-95 

สาหราย มีบางสวนเปลี่ยนเปน 
NH3-NH4

+  
เปลี่ยนเปนเซลล เปลี่ยนเปนเซลล 50-80 

Nitrification มีผลจํากัด เปลี่ยนเปนไนเทรต ไมมีผล 5-20 

บอออกซิเดชัน มีบางสวนเปลี่ยนเปน 
NH3-NH4

+ 
สวนหนึ่งถูกบําบัดโดย 
Stripping 

บางสวนถูกบําบัดโดย 
Nitrification-Denitrification 

20-90 

3.วิธีทางเคมี 

Break-Point 
Chlorination 

ไมแนนอน บําบัดได 90-100% ไมมีผล 5-20 

การตกตะกอนเคมี บําบัดได 50-70% มีผลเล็กนอย มีผลเล็กนอย 20-30 

การดูดซับดวยคารบอน บําบัดได 30-50% มีผลเล็กนอย มีผลเล็กนอย 10-20 

การแลกเปลี่ยนอิออน
สําหรับแอมโมเนีย 

ไมแนนอน บําบัดได 80-97% ไมมีผล 70-90 

การแลกเปลี่ยนอิออน
สําหรับไนเทรต 

มีผลเล็กนอย มีผลเล็กนอย บําบัดได 75-90% 70-90 

4.วิธีทางกายภาพ 

การกรอง บําบัดได30-90%  
ของสวนท่ีไมละลาย 

มีผลเล็กนอย มีผลเล็กนอย 20-40 

Air Stripping ไมมีผล บําบัดได 60-95% ไมมีผล 50-90 

Electrodialysis บําบัดได 100%  
ของสวนท่ีไมละลาย 

บําบัดได 30-50% บําบัดได 30-50% 40-50 

Reverse Osmosis บําบัดได 60-90% บําบัดได 60-90% บําบัดได 60-90% 80-90 

* แอมโนเนียไนโตรเจน ประกอบดวย NH3 และ NH4
+ ถา pH ต่ําจะอยูในรูป NH4

+ ถา pH สูงจะอยูในรูป NH3 
** คิดเปนเปอรเซ็นตการบําบัดไนโตรเจนทุกรูปท่ีเขากระบวนการ 
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ระบบเอนไซมที่เกี่ยวของกับการรีดักชันของไนเทรตมีอยูสองแบบคือ 
 

2.4.1 วิธีแอสสิมิเลชัน (Assimilatory denitrification) 
          ในวิธีนี้ไนเทรตจะถูกดีไนติฟายดและลดรูปไปเปนแอมโมเนียมดวยเอนไซม        

ไนเทรตรีดักเทสหลายชนิด กอนจะถูกจุลินทรียนําไปใชในการสังเคราะหหรือสรางเซลล ขั้นตอนนี้
จึงเรียกวาดีไนตริฟเคชันแบบแอสสิมิเลชัน  

 

2.4.2 วิธีดิสสิมิเลชัน (Dissimilatory denitrification) 
          ในกระบวนการดีไนตริฟเคชันแบบนี้ จุลินทรียดีไนตริฟายเออรซ่ึงเปนไดทั้งชนิด  

เฮเทอโรทรอฟและออโตทรอฟเหมือนกับในขั้นตอนไนตริฟเคชัน แตตางกันตรงที่ภาวะนี้ตองเปน
แบบแอนอกซิก (Anoxic) คือมีไนเทรตแตไมมีออกซิเจนอิสระ และในขั้นตอนนี้จุลินทรียชนิด
เฮเทอโรทรอฟจะมีบทบาทมากกวาออโตทรอฟอยางมาก แตเนื่องจากจุลินทรียกลุมนี้ตองการ
สารอินทรียคารบอนเพื่อเปนแหลงคารบอนและใชไนเทรตเปนตัวรับอิเล็กตรอน ดังนั้นจึง
จําเปนตองมีการเติมสารอินทรียคารบอนเขาสูระบบบําบัดน้ําเสีย เพื่อใชในการลดรูปสารประกอบ
ไนโตรเจนใหเปนไนโตรเจนกาซ ซ่ึงไนโตรเจนกาซที่เกิดขึ้นจะละลายน้ําไดนอยมาก ทําให
สามารถขับออกจากมวลของน้ําไดงาย  

   
2.5 ปจจัยท่ีมีอิทธิพลตอการเกิดกระบวนการดีไนตริฟเคชนั 
 

2.5.1 พีเอช 
        ในกระบวนการดีไนตริฟเคชันจะมีการผลิต 1 สมมูลของสภาพดางตอ 1 สมมูลของ

ไนเทรตที่ลดลงมีผลทําใหคาพีเอชเพิ่มขึ้น ( Delwiche, 1981) ดังนั้นพีเอชที่เหมาะสมสําหรับ          
ดีไนตริฟายอิงแบคทีเรียคือ 6.5-8.5 (ดังรูปที่ 2.1) แตในป1997 Henze และคณะ (อางถึงใน ธงชัย 
พรรณสวัสดิ์, 2544) ระบุวาชวงพีเอชที่เหมาะสมสําหรับกระบวนการนี้คือ 7-9 (ดังรูปที่ 2.2) โดยคา
ถาพีเอชลดลงต่ํา เชนต่ํากวา 7 จะเกิดการสะสมไนตรัสออกไซด (N2O) ซ่ึงเปนผลสุดทายของ
กระบวนการดีไนตริฟเคชันแทนที่จะเปนกาซไนโตรเจน ซ่ึงผลเสียของกาซไนตรัสออกไซดคือเปน
ภัยตอส่ิงแวดลอมโดยรวม แตถาพีเอชคอนขางไปทางคาที่ เปนดาง ไนตรัสออกไซดจะถูก
เปลี่ยนเปนกาซไนโตรเจนไดดี (Bremner และ Shaw, 1958, Nommick, 1956, Wilij และ Delwiche, 
1954 อางถึงใน ธงชัย พรรณสวัสดิ์, 2544) สวนกาซไนตริกออกไซด (NO) ซ่ึงเปนกาซพิษชนิด
รุนแรงมักไมเกิดขึ้นในระบบบําบัดน้ําเสียจริง (Pichinoty และคณะ, 1977 อางถึงใน ธงชัย พรรณ
สวัสดิ์, 2544)  
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2.5.2 อุณหภูมิ 
 ดีไนตริฟายเออรมีความไวตออุณหภูมิ และแมวาจะโตไดดีที่อุณหภูมิในชวง 5-25 
องศาเซลเซียส (WEF, 1998a อางถึงใน ธงชัย พรรณสวัสดิ์, 2544) แตก็ทํางานไดดีกวาเมื่ออุณหภูมิ
เทากับหรือมากกวา 20 องศาเซลเซียส (ดังรูปที่ 2.3) ซ่ึงอัตราสูงสุดของดีไนตริฟเคชันขึ้นอยูกับ
อุณหภูมิดวย โดยมีคาเพิ่มขึ้นประมาณหนึ่งเทาทุกๆ 10 องศาเซลเซียสที่เพิ่มขึ้นในชวง 5-25 องศา
เซลเซียส 

 

รูปที่ 2.1 แสดงผลของพีเอชตออัตราดีไนตริฟเคชันสูงสุด (WEF, 1998b อางถึงใน    
ธงชัย พรรณสวัสดิ,์ 2544) 

รูปที่ 2.2 เปรียบเทียบประสทิธิภาพดีไนตฟิเคชันที่พีเอชตางกัน (HenZen และคณะ, 1997 
อางถึงใน ธงชัย พรรณสวัสดิ,์ 2544) 
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2.5.3 ความเขมขนของไนเทรต 
         ไนเทรตถูกใชเปนตัวรับอิเล็กตรอนตัวสุดทายในปฏิกิริยาดีไนตริฟเคชัน ดังนั้น       

ไนเทรตจึงมีผลกระทบตออัตราการเกิดและอัตราเร็วของปฏิกิริยา โดยจะเกิดขึ้นในอัตราเร็วสูงสุด
เมื่อมีความเขมขนของไนเทรตอยูในระดับสูงอยางเกินพอ (มั่นสิน ตัณฑลุเวศม, 2538) 

 

2.5.4 ออกซิเจน 
          ปฏิกิริยารีดอกซของสารอาหารในเซลล เมื่อมีออกซิเจนเปนตัวรับอิเล็กตรอน        

จะใหพลังงานสูงกวาเมื่อมีไนเทรตเปนตัวรับอิเล็กตรอน ดังนั้นหากมีออกซิเจนคูกับไนเทรต 
แบคทีเรียจะเลือกใชออกซิเจนกอนการใชไนเทรต ทําใหส้ินเปลืองคารบอนอินทรียไปจนอาจเหลือ 
ไมเพียงพอสําหรับกระบวนการดีไนตรฟิเคชันที่สมบูรณ ซ่ึงคาออกซิเจนละลายน้ําหรือคาดีโอเมื่อมี
คาสูงกวา 0.2 มิลลิกรัมตอลิตร จะสามารถยับยั้งกระบวนการดีไนตริฟเคชันของ Pseudomonas 
(Skernan และ MacRac, 1972; Terai และ Mori, 1975 อางถึงใน ธงชัย พรรณสวัสดิ์, 2544) และของ
แอกติเวดเต็ดสลัดจได (Dawsen และ Murphy, 1972 อางถึงใน ธงชัย พรรณสวัสดิ์, 2544) ซ่ึงคาดีโอ
ที่กลาวถึงนี้คือคาดีโอในมวลของน้ํา ไมใชในตะกอนจุลินทรีย แตถาคาดีโอลดลงเมื่อผานเขาไปใน
ตะกอนจุลินทรียและลดลงจนเกิดภาวะแอนอกซิกในตะกอนจุลินทรียกระบวนการดีไนตริฟเคชันก็
สามารถเกิดขึ้นไดโดยไมถูกยับยั้งจากออกซิเจนในน้ํา 
 
 
 
 
 

รูปที่ 2.3 อัตราดีไนตริฟเคชนัจําเพาะอุณหภูมิตางๆ เมื่อใชสารอาหารตางกัน  
               (Henzen และคณะ, 1997 อางถึงใน ธงชัย พรรณสวัสดิ,์ 2544) 
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2.5.5 ไนไทรต 
          ไนไทรตในรูปของกรดไนตรัส (HNO2) อิสระ กลาวคือ ไมแตกตัวเปนไอออน 

สามารถยับยั้งดีไนตริฟเคชันไดที่ความเขมขนเพียง 0.13 มก./ล. แตที่ความเขมขนนี้และพีเอช
ในชวง 6-8 จะเทียบเทาเปนไนไทรตในรูปแตกตัวเปนไอออนถึง 100 มก. ไนไทรต/ล. ทําใหผล
กระทบของไนไทรตตอดีไนตริฟายอิงแบคทีเรียจึงมีไมมากในการปฏิบัติงานภาคสนามจริง แตถามี
สารพิษอื่นๆ มาทําใหไนโตรแบคเตอรไมทํางานหรือทํางานชาลง ก็อาจมีไนไทรตสะสมมากขึ้นจน
เปนอันตรายตอระบบบําบัดน้ําเสียได  
 

2.5.6 คาศักยออกซิเดชัน-รีดักชัน (ORP)  
         คาศักยออกซิเดชัน-รีดักชัน (ORP) เปนปริมาณความตางศักยไฟฟาที่เกิดจากการ

ถายเทอิเลคตรอนในน้ํา คา ORP ที่วัดไดอาจเปนบวกหรือลบก็ได โดยทั่วไปจะวัดคา ORPไดคา
บวกในน้ําที่มีออกซิเจนหรือไนเทรต และวัดคา ORP ไดคาลบในน้ําเสียที่ปราศจากออกซิเจน เชน 
ถาวัดคา ORP เปนคาบวกมากๆ เชน +300 มิลลิโวลท แสดงวาสารละลายนี้สามารถรับอิเลคตรอน
ไดเปนอยางดี เชน มีออกซิเจนละลายน้ํา เปนตน แตถาวัดคา ORP ไดคาลบ เชน –300 มิลลิโวลท 
แสดงวาสารละลายมีความสามารถในการรับอิเลคตรอนไดนอย หรือมีความสามารถในการให
อิเลคตรอนไดดี เปนตน 

เนื่องจากปฏิกิริยาในสารเคมีเปนปฏิกิริยาออกซิเดชัน-รีดักชัน ปฏิกิริยาแตละ
ประเภทจึงแสดงคา ORP ประจําตัวออกมาแตกตางกัน เชน ปฏิกิริยาแอโรบิกออกซิเดชันจะมีคา
ORP เปน +300 มิลลิโวท  ปฏิกิริยาไนตริฟเคชันมีคา ORP เปน +100 มิลลิโวลท ปฏิกิริยา               
ดีไนตริฟเคชันมีคา ORP เปนศูนย และในการยอยสลายแบบไรออกซิเจนจะมีคา ORP แบงออกเปน 
2 ชวง โดยชวงการสรางกรดอินทรียมีคา ORP เปน -300 มิลลิโวลท และการสรางมีเทนมีคา ORP 
เปน -500 มิลลิโวลท ตามลําดับ 

 

 2.5.7 อัตราสวนซีโอดีตอไนโตรเจน 
         ในกระบวนการดีไนตริฟเคชันแบคทีเรียสวนใหญเปนเฮทโทโรโทรฟที่ตองใช

คารบอนเปนองคประกอบหรือเปนแหลงพลังงานในการทํางาน อัตราสวนซีโอดีตอไนโตรเจนจึงมี
ความสําคัญตอกระบวนการนี้ โดยทางทฤษฎีแลวอัตราสวนนี้เทากับ 5-10 สําหรับน้ําเสียยุโรปหรือ
อเมริกา ในทางปฏิบัติแลวอัตราสวนซีโอดีตอไนเทรต-ไนโตรเจนควรเทากับ 3-7 เปนอยางนอย 
โดยวิศวกรมักใหความสนใจเปนพิเศษกับการใชสารอินทรียในสลัดจและน้ําเสียโดยเฉพาะอยางยิ่ง
จากโรงงานผลิตสุราหรือเบียร เนื่องจากคาใชจายไมสูงนัก หรืออาจใชเมธานอลหรือกรดอะซิติก
เปนแหลงคารบอนเสริมจากภายนอก อนึ่งแมวาคาเฉลี่ยของอัตราสวนซีโอดีตอไนโตรเจนจะอยูใน
เกณฑที่ยอมรับไดก็ตาม แตอัตราสวนนี้มีคาไมแนนอนตลอดเวลา โดยสามารถแปรผันตามเวลาใน
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แตละวันหรือตามวันในแตละสัปดาห ซ่ึงทําใหน้ําทิ้งไมไดมาตรฐานในบางขณะได ดังนั้นหาก
ตองการผลิตน้ําทิ้งใหมีคุณภาพดีตลอดเวลา ก็จําเปนตองมีการเติมสารอาหารแหลงคารบอนจาก
ภายนอกดวย (Lie และ Wilander, 1994; Isaacs, 1994 อางถึงในธงชัย พรรณสวัสดิ์, 2544 ) 
  

2.6 ชนิดของแหลงอินทรียคารบอนตอคา C/N ในกระบวนการดีไนตริฟเคชัน  
       (กรรณิกา ศรีปญญา, 2545) 
 

สารอินทรียคารบอนที่ใชในกระบวนการดีไนตริฟเคชันเพื่อเปนแหลงใหอิเลคตรอนนั้น 
มาจากหลายแหลง เชน  เมธานอล เอธานอล และกลูโคส เปนตน ซ่ึงการใชแหลงอินทรียคารบอน    
ที่แตกตางกันจะมีผลใหคา C/N สําหรับกระบวนการดีไนตริฟเคชันแตกตางกันดวย ดังตัวอยาง
สมการของกระบวนการดีไนตริฟเคชันที่ใชแหลงคารบอนเปน เมธานอล และกลูโคส ในหัวขอ
ดังตอไปนี้  

 

2.6.1 เมื่อใชเมธานอลเปนแหลงคารบอน กระบวนการดีไนตริฟเคชันจะมีสองขั้นตอนดัง
แสดงในสมการที่ (1) (McCarty และคณะ, 1969) 
 

NO-
3+1.08CH3OH + H+→ 0.065C5H7O2N + 0.47N2 + 0.76CO2 + 2.44H2O    (1) 

 

จากสมการที่ (1) จะไดวาเมธานอลที่ตองใชเปนแหลงคารบอนเทากับ 2.47 มิลลิกรัมเมธา
นอล/มิลลิกรัมไนเทรตไนโตรเจน หรือ C/N เทากับ 2.47 

 

 2.6.2 เมื่อใชกลูโคสเปนแหลงคารบอนกระบวนการดีไนตริฟเคชันสามารถแดงไดดัง
สมการที่ (2) 
            สําหรับกลูโคลนี้ ถาสูตรโมเลกุลของเซลลจุลินทรียเปน C5H7O2N (ศิริวัฒน คูเจริญ
ไพบูลย, 2544) นําสมการการใชเมธานอลเปนแหลงคารบอน ที่กลาวโดย (McCarty และคณะ, 
1969) และกลาวมาแลวขางตนในสมการที่ (1) มาเปลี่ยนแหลงคารบอนจากเมธานอลเปนกลูโคส 
จะไดสมการที่มีการสังเคราะหเซลลดังสมการ ที่ (2) 

 

 3NO3
- + C6H12O6 + 17H+ → C5H7O2N + N2 + CO2 + 11H2O                 (2) 

 

ในกรณีนี้สามารถคํานวณไดวากลูโคสที่ตองใชเปนแหลงคารบอน ในการบําบัดไนเทรต
ไนโตรเจน มีคาเทากับ 4.29 มิลลิกรัมกลูโคส/มิลลิกรัมไนเทรตไนโตรเจน  
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จากสมการดังกลาวขางตนเมื่อคิดเปนอัตราสวน C/N จากมิลลิกรัมเมธานอล/มิลลิกรัม    
ไนเทรตไนโตรเจน และมิลลิกรัมกลูโคส/มิลลิกรัมไนเทรตไนโตรเจน แสดงวาแหลงคารบอนท่ี
แตกตางกันจะมีผลทําใหคา C/N ที่ใชในกระบวนการดีไนตริฟเคชันแตกตางกันดวย เนื่องจากความ
แตกตางของสูตรโครงสรางของแหลงคารบอนเหลานี้ ดังนั้นจึงสรุปไดวาสัดสวน C/N สําหรับการ
เกิดกระบวนการดีไนตริฟเคชันจึงขึ้นกับชนิดของแหลงคารบอนที่ใช 
 

2.7 ลักษณะทางชีวเคมีของกระบวนการไรออกซิเจน 
 

 ปฏิกิริยาการบําบัดน้ําเสียไมวาจะเปนแบบใชออกซิเจนหรือไมใชออกซิเจน ลวนแตมี
กลไกพื้นฐานรวมกัน กลาวคือทั้งคูเปนปฏิกิริยาเคมีแบบออกซิเดชัน-รีดักชันหรือปฏิกิริยารีดอกซ 
ซ่ึงเปนปฏิกิริยาที่มีการถายเทอิเล็กตรอนเกิดขึ้นระหวางสารใหและสารรับอิเล็กตรอน ซ่ึงโดยสวน
ใหญสารอินทรียหรือมลสารในน้ําเสียจะเปนสารใหอิเล็กตรอนเนื่องจากมีพลังงานอยูในตัวสูง  
และสารอยางอื่นที่อยูในน้ําเปนสารรับอิเล็กตรอน ความแตกตางระหวางปฏิกิริยาแบบใชออกซิเจน
และไมใชออกซิเจนจะอยูที่ประเภทของสารรับอิเล็กตรอน โดยถาสารรับอิเล็กตรอนเปนออกซิเจน 
ปฏิกิริยาจะเปนแบบใชออกซิเจนหรือแอโรบิก ถาสารรับอิเล็กตรอนไมใชออกซิเจน แตเปน
คารบอนไดออกไซดไนเทรตหรือซัลเฟต ปฏิกิริยาจะเปนแบบไรออกซิเจน ดังแสดงในรูปที่ 2.4  

 
 

รูปที่ 2.4 ปฏิกิริยารีดอกซในการบําบัดน้ําเสีย (มั่นสิน ตณัฑุลเวศม, 2542) 
 
 

CO2,CH3COOH ไนเทรต 

ไนโตรเจน มีเทน คารบอนไดออกไซด

ออกซิเจน 

สารอินทรีย 

ผลของปฏิกิริยา 

สารรับอิเลคตรอน 

สารใหอิเลคตรอน 

e- e- e- e- 
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 โดยกระบวนการแบบไรออกซิเจนจะมีลักษณะเฉพาะตัว ซ่ึงแตกตางจากกระบวนการแบบ
ใชออกซิเจนหลายประการ ดังนี้ 
 - ไมมีออกซิเจนอิสระ ซ่ึงเปนตัวรับอิเล็กตรอนเขามาเกี่ยวของในปฏิกิริยา 
 - ไดกาซมีเทนเปนผลสุดทายของปฏิกิริยา 

-  มีอัตราการสรางตะกอนจุลินทรียที่ต่ํามาก 
 - ตองการไนโตรเจน และฟอสฟอรัสต่ํา  
 -ไมสามารถลดความเขมขนของสารอินทรียให เหลือต่ํามากไดจึงตองบําบัดดวย
กระบวนการแบบใชออกซิเจนเสมอ 
 

 2.7.1 ลักษณะทั่วไปของกระบวนการแบบไรออกซิเจน 
ภายในถังปฏิกิริยาแบบไรออกซิเจน สารประกอบอินทรียขนาดเล็กจะถูกสงผานเขา

เซลลเมมเบรนของแบคทีเรียไดโดยตรง สวนสารประกอบอินทรียที่มีขนาดใหญจะถูกยอยดวย
เอนไซมใหมีขนาดเล็กจนสามารถถูกสงผานเขาไปในเซลลแบคทีเรียได เมื่อสารอินทรียอยูในเซลล
จะถูกออกซิไดซหลายครั้ง จนกลายเปนคารบอนไดออกไซดและมีเทน ปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นในการ  
ลดขนาดของสารอินทรีย เพื่อใหสามารถนําเขาไปในเซลลไดมักเปนปฏิกิริยาไฮโดรไลซีส
(Hydrolysis) ซ่ึงจะใชเอนไซมที่แบคทีเรียปลอยออกมาจากเซลลเปนตัวเรงปฏิกิริยา โมเลกุลขนาด
เล็กที่เกิดขึ้นจะถูกใชเปนแหลงคารบอนและแหลงพลังงานของแบคทีเรีย โดยผานกระบวนการ
หมัก (Fermentation) ซ่ึงผลผลิตสุดทายจะมีทั้งสารที่อยูในรูปออกซิไดซและรูปรีดิวซ ผลผลิตที่อยู
ในรูปออกซิไดซสวนใหญไดแก กรดอินทรียระเหย (Volatile Acids) ที่มีคารบอนไมเกิน 5 อะตอม 
ปฏิกิริยาในการสรางกรดอินทรียเหลานี้เรียกวา Acidogenesis โดยแบคทีเรียที่ทําหนาที่สรางกรด
อินทรียระเหยเหลานี้เรียกวา แบคทีเรียสรางกรด (Acidogenic Bacteria) สวนผลผลิตที่อยูในรูป            
รีดิวซจะเปนสารอินทรียหลายประเภทที่มีปริมาณแตกตางกัน ซ่ึงขึ้นอยูกับชนิดของแบคทีเรีย     
และสภาวะแวดลอมของถังปฏิกิริยา 

          นอกจากนี้แบคทีเรียบางชนิดจะสามารถใชกรดอินทรียขนาดใหญ หรือสารอินทรีย
อ่ืนๆในการสรางกรดอะซิติก คารบอนไดออกไซดและไฮโดรเจนไดดังรูปที่ 2.5 โดยปฏิกิริยาการ
สรางไฮโดรเจนจากกรดอินทรียขนาดใหญนี่จะ เรียกวาไฮโดรจีโนเจนเนซีส (Hydrogenesis) 
เนื่องจากแบคทีเรียที่สรางไฮโดรเจนมักสามารถสรางกรดอินทรียได แตแบคทีเรียที่สรางกรด
อินทรียไมสามารถสรางไฮโดรเจนไดจึงถือวาแบคทีเรียสรางไฮโดรเจนเปนชนิดหนึ่งของแบคทีเรีย
สรางกรด  โดยแบคทีเรียทั้งสองชนิดนี้อาจรวมเรียกไดวา  เปนแบคทีเ รียท่ีไมสรางมี เทน           
(Non-Methanogenic Bacteria) และยังมีแบคทีเรียอีกชนิดหนึ่งสามารถยอยสลายไฮโดรเจน 
คารบอนไดออกไซด กรดฟอรมิก และกรดอะซิติก เพื่อใชในการสรางมีเทน แบคทีเรียชนิดหลังนี้
เรียกวา แบคทีเรียสรางมีเทน (Methanogenic Bacteria)  
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2.7.2 แบคทีเรียในกระบวนการแบบไรออกซิเจน 
 2.7.2.1 แบคทีเรียที่ไมสรางมีเทน 

         แบคทีเรียประเภทนี้จะประกอบไปดวยเซลลที่ไมตองการออกซิเจนอยาง
เด็ดขาด (Obligate Anaerobes) และพวกที่ใชออกซิเจนไดบาง (Facultative Bacteria) แตพบวา
แบคทีเรียที่ไมตองการออกซิเจนอยางเด็ดขาดจะมีจํานวนมากกวาแบคทีเรียที่ใชออกซิเจนไดบาง
มากกวาหลายสิบเทา เนื่องจากการเมตาบอลิซึมของแบคทีเรียชนิดที่ไมสรางมีเทนมีไดหลายแบบ 
 ในปจจุบันพบวา แบคทีเรียชนิดที่ไมสรางมีเทนที่สามารถสรางไฮโดรเจนได
จากกรดอินทรียขนาดใหญ จะมีบทบาทที่สําคัญในการเชื่อมตอปฏิกิริยาระหวางแบคทีเรียที่สราง
กรดแบบธรรมดาและแบคทีเรียที่สรางมีเทน ทั้งนี้ เนื่องจากปฏิกิริยาที่สรางมีเทนสามารถสรางกรด    
อะซิติกไดจากสารอินทรียชนิดอ่ืนไดดวย เชน ปฏิกิริยาฟอสฟอโรคลาสติค (Phosphoroclastic) 
นักวิจัยพบวาไฮโดรเจนที่ถูกสรางขึ้นหากสะสมตัวอยูในถังปฏิกิริยาจะเปนพิษตอแบคทีเรียที่สราง
ไฮโดรเจนขึ้นมา แตไฮโดรเจนจะถูกแบคทีเรียที่สรางมีเทนใชในการรีดิวซคารบอนไดออกไซด   
ใหกลายเปนมีเทน ลักษณะการดํารงชีวิตของแบคทีเรียสองชนิดดังกลาว คือการที่แบคทีเรียที่ไม
สรางมีเทนมอบกรดอะซิติก และสารอินทรียยอยงายใหเปนสารอาหารแบคทีเรียที่สรางมีเทน           
โดยแบคทีเรียสรางมีเทนชวยทําลายไฮโดรเจนที่เปนพิษใหกับแบคทีเรียที่ไมสรางมีเทน เรียกวา 
Syntrophic growth 

สารอินทรียไมละลายนํ้าและสารอินทรียที่

สารอินทรียอยางงาย 

กรดฟอรมิก 

กรดอะซิติก 

กรดไขมันอื่นๆ กาซไฮโดรเจน 

ปฏิกิริยาไฮโดรไลซีส ตองการเอนไซมที่อยูภายนอกเซลล 
(เอ็กโซเซลลูลาร เอนไซม) 

มีเทนและ
คารบอนไดออกไซด 

ตองมีแบคทีเรียสรางกรด เอซิดโดเจนเนซีส 

เมธาโนเจนเนซิส +คารบอนไดออกไซด 

แบคทีเรียสรางมีเทน 

โดยใชไฮโดรเจน 

แบคทีเรียสรางมีเทน 

โดยใชอะซิติก 

ไฮโดรเจนเนซิส 

รูปที่ 2.5 ลักษณะที่เปนขั้นตอนของปฏิกิริยาไรออกซิเจน (มั่นสิน ตณัฑุลเวศม, 2542) 
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  2.7.2.2 แบคทีเรียสรางมีเทน 
           แบคทีเรียชนิดนี้เจริญไดชามาก และยังเปนเซลลที่เลือกชนิดของสารอาหาร 

รวมทั้งบอบบางตอสภาวะแวดลอมมาก เชน ไมอาจทนตอออกซิเจนไดแมมีปริมาณเพียงเล็กนอย 
หรือไมอาจเจริญไดดีเมื่ออยูภายนอกชวงพีเอชระหวาง 6.8-7.2 เปนตน การที่แบคทีเรียชนิดนี้
ตองการสารอาหารที่จําเพาะเจาะจงมาก ทําใหมีสารอินทรียตกคางอยูในถังปฏิกิริยาจํานวนมาก 
สงผลใหระบบไรออกซิเจนไมสามารถลดซีโอดีของน้ําเสียใหเหลือต่ําเทากับระบบใชออกซิเจนได   
 

2.8 ขั้นตอนของปฏิกิริยาชีวเคมีของการยอยสลายแบบไรออกซิเจน 
 

 ขั้นตอนของปฏิกิริยาชีวเคมทีี่ใชในการยอยสารอินทรียโดยกระบวนการไรออกซิเจน
สามารถแบงออกไดเปน 4 ขั้นตอน ดังนี ้
 ขั้นตอนที่ 1 ไฮโดรไลซีส (Hydrolysis) 
 ขั้นตอนที่ 2 การสรางกรด (Acidogenesis) 
 ขั้นตอนที่ 3 การสรางอะซิเตท (Acetogenesis) 
 ขั้นตอนที่ 4 การสรางมีเทน (Methanogenesis) 
 โดยข้ันตอนของปฏิกิริยาชีวเคมีในการยอยสลายของกระบวนการไรออกซิเจนทั้ง 4 
ขั้นตอน ตองอาศัยจุลินทรีย 3 กลุมไดแก แบคทีเรียสรางกรด แบคทีเรียสรางอะซิเตท และแบคทีเรีย
สรางมีเทนดังแสดงขั้นตอนการทํางานโดยสรุปในรูปที่ 2.6 
 

ขั้นตอนที่ 1 ไฮโดรไลซีส (Hydrolysis) 
 ขั้นตอนนี้ เปนการยอยสลายสารประกอบโมเลกุลขนาดใหญ  เชน 
คารโบไฮเดรต โปรตีน และไขมัน ใหกลายเปนสารประกอบที่มีโมเลกุลขนาดเล็กลง เชน น้ําตาล 
กรดอะมิโน และกรดไขมันชนิดยาว ตามลําดับ ซ่ึงขั้นตอนนี้เกิดขึ้นภายนอกเซลลจุลินทรียจําพวก
สรางกรด โดยอาศัยเอนไซมที่จุลินทรียชนิดดังกลาวปลอยออกมาใชในการยอยสลาย 
  การยอยสลายในขั้นตอนนี้จะเกิดคอนขางชา เพราะขึ้นอยูกับปจจัยหลาย
ประการ เชน คาพีเอช ระยะเวลากักเซลล และอัตราสวนของพื้นที่ผิวสัมผัสตอปริมาตรของ
สารอินทรีย โดยถาสารอินทรียชนิดนั้นมีอัตราสวนพื้นที่ผิวสัมผัสตอปริมาตรต่ํา จะตองใช
ระยะเวลาในการยอยสลายนานกวาจะไดสารอินทรียที่มีโมเลกุลขนาดเล็ก ดังนั้นในการยอยสลาย
แปง โปรตีน และเซลลูโลส จะตองใชระยะเวลาแตกตางกันไป อันเนื่องมาจากเหตุผลดังกลาว 
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รูปที่ 2.6 แสดงขั้นตอนการยอยสลายสารอินทรียในน้ําเสียโดยกระบวนการบําบัดแบบไมใช 
ออกซิเจน (Sam-soon และคณะ, 1987 อางถึงในภูคํา พิมจักร, 2546) 

 

ขั้นตอนที่ 2 การสรางกรด (Acidogenesis) 
 ในขั้นตอนนี้ผลผลิตของขั้นตอนที่ 1 จะถูกแบคทีเรียสรางกรดดูดซึมเขาไป
ภายในเซลล เพื่อใชเปนอาหารและถูกเปล่ียนเปนกรดไขมันระเหย เชน อะซิติก โพรไพโอนิก และ         
บิวไทริก เปนตน และผลิตไฮโดรเจนกับคารบอนไดออกไซดออกมาดวยกระบวนการทางชีวเคมีที่
เกิดขึ้นในระหวางการยอยสลายสารประกอบโมเลกุลเล็กและชนิดของผลผลิตที่ไดขึ้นอยูกับปจจัย 2 
ประการ คือ ชนิดของสารอาหาร และความดันพารเชียลของไฮโดรเจน ตัวอยางเชน กรดไขมันชนิด
ยอยยากจะถูกยอยสลายกลายเปนกรดอะซิติกและไฮโดรเจนภายใตสภาวะความดันพารเชียลของ
ไฮโดรเจนต่ํา แตกรดไขมันชนิดดังกลาวจะถูกยอยสลายกลายเปนกรดโพรไพโอนิก และ            
กรดบิวไทริกที่สภาวะความดันพารเชียลของไฮโดรเจนมีคาสูง ในขณะที่น้ําตาลจะถูกยอยสลาย

         Stage               Organism  
      Group                   

                                  Lipids        Proteins           Carbohydrates                            
 
 

    Hydrolysis            Long chain     Amino acids        Sugars        Acidogenic               
                                  Fatty acids 
 
Acidogenesis        
         
                  
                                                                                                            
Acetogenesis        Acetogenic                 
 

 
Methanogenesis   CH4 + CO2           CH4          Methanogenic  
 

                                      หมายเหต ุ  High hydrogen partial pressure 
                                               Low hydrogen partial pressure 

Short chain fatty acids + H2 + CO2 

Acetic acid + H2 + CO2 
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กลายเปนกรดอะซิติก ไฮโดรเจน  และคารบอนไดออกไซด โดยผานขั้นตอนไกลโคไรซีส 
(Glycolysis) ที่ภายใตสภาวะความดันพารเชียลของไฮโดรเจนมีคาต่ํา แตน้ําตาลชนิดดังกลาวจะถูก
ย อยสลายกลาย เปนกรดอะซิติ ก  กรดโพรไพโอนิก  กรดบิ วไทริ ก  ไฮโดร เจน  และ
คารบอนไดออกไซดที่ภายใตสภาวะความดันพารเชียลของไฮโดรเจนมีคาสูง ดังรูปที่ 2.7 

 
 

ขั้นตอนที่ 3 การสรางอะซิเตท (Acetogenesis) 
 ในขั้นตอนนี้ แบคทีเรียสรางอะซิเตทจะมีบทบาทสําคัญในการเปนตัวเช่ือม
ระหวางขั้นตอนการสรางกรดและขั้นตอนการสรางมีเทน การผลิตมีเทนโดยแบคทีเรียสรางมีเทน
นั้นตองการสารอาหารที่มีความจําเพาะเจาะจงมาก ไดแก กรดอะซิติก กรดฟอรมิก ไฮโดรเจน     
เมธานอล และเมทธีลามีน โดยกรดไขมันระเหยที่มีคารบอนมากกวา 2 อะตอม ไมอาจใชเปน
สารอาหารในการผลิตมีเทนได แบคทีเรียสรางอะซิเตทมีความสามารถในการยอยสลายกรดไขมัน
ระเหยที่มีคารบอนมากกวา 2 อะตอมใหกลายเปนกรดอะซิติก คารบอนไดออกไซดและไฮโดรเจน 
 ขั้นตอนที่ 3 นี้จะเกิดขึ้นไดเฉพาะสภาวะที่มีความดันพารเชียลของไฮโดรเจน
มีคาต่ําเทานั้น กรดไขมันระเหยจะไมสามารถถูกยอยสลายกลายเปนกรดอะซิติกภายใตสภาวะที่มี
ความดันพารเชียลของไฮโดรเจนมีคาสูงได 
 

ขั้นตอนที่ 4 การสรางมีเทน (Methanogensis) 
 ในขั้นตอนนี้ กรดอะซิติกและไฮโดรเจนจะถูกแบคทีเรียใชสรางกาซมีเทน
ภายใตสภาวะไรออกซิเจนอยางเด็ดขาด โดยสมการที่เกิดขึ้นสามารถแสดงไดดังนี้ 
 

รูปที่ 2.7 ปฏิกิริยาสรางกรดไขมันระเหยใตสภาวะที่ความดันพารเชียลของไฮโดรเจนสูงและต่ํา 
(มั่นสิน ตัณฑุลเวศม, 2542) 



  19    

CH3COOH + H2O → CH4 + H2CO3  

4H2 + H2CO3 → CH4 + 3H2O 
 

 กรดอินทรียระเหยที่มีคารบอนมากกวา 2 อะตอม ไมสามารถูกเปลี่ยนเปน
มีเทนไดโดยตรงแบคทีเรียจะตองเปลี่ยนกรดอินทรียระเหยตางๆใหเปนกรดอะซิติกหรือไฮโดรเจน
เสียกอนจึงจะใชผลิตมีเทนได นอกจากกรดอะซิติกและไฮโดรเจนแลวแบคทีเรียอาจใชสับสเตรต 
อยางงายอีกเพียงไมกี่ชนิดในการผลิตมีเทน เชน เมธานอล และกรดฟอรมิก ดังสมการ 

 

4CH3OH  → 3CH4 + CO2 + 2 H2O 

CHOOH  → CH4 + 3CO2 + 2 H2O 
 

 แบคทีเรียสรางมีเทนแบงไดเปน 3 ชนิดดังนี้ 
 - Obligate Acetoclastic Methanogen แบคทีเรียกลุมนี้จะสามารถบริโภค
กรดอะซิติกไดเพียงอยางเดยีวโดยใชเปนแหลงพลังงาน  

 

 CH3COOH + H2O → CH4 + H2CO3 
 

 - Obligate Hydrogenotrophic Methanogen (H2 Utilizer)เปนแบคทีเรียที่
สามารถผลิตมีเทนไดจากไฮโดรเจนเพียงอยางเดียวในกรณีนี้ไฮโดรเจนเปนแหลงพลังงานและมี
คารบอนไดออกไซดเปนแหลงคารบอน 

 

 4H2 + H2CO3 → CH4 + 3H2O 
 

 - Hydrogenotrophic Acetoclastic Methanogen เปนแบคทีเรียที่สามารถสราง
มีเทนไดจากกรดอะซิติก หรือไฮโดรเจน แตชอบไฮโดรเจนมากกวา 
 

2.9 หลักการทํางานของระบบยูเอเอสบี 
 

ระบบยูเอเอสบีถูกพัฒนาขึ้นโดย Lettinga และคณะ ในชวงปลายทศวรรษที่ 70  ซ่ึงเปน
ระบบที่อาศัยตะกอนจุลินทรียแบบแขวนลอย โดยภายหลังการดําเนินการไดระยะหนึ่งจะเกิด
ตะกอนจุลชีพที่มีลักษณะการเกาะตัวเปนเม็ด ขนาดเสนผานศูนยกลางประมาณ 1-2 มิลลิเมตร      
ขึ้นภายในถังปฏิกิริยา ซ่ึงมีคุณสมบัติในการตกตะกอนไดดีมาก ทําใหระบบนี้มีประสิทธิภาพใน
การบําบัดบีโอดีไดสูงมาก เมื่อเปรียบเทียบกับระบบบําบัดแบบแอนแอโรบิกอ่ืนๆ  
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2.9.1 ลักษณะและการทํางานของระบบยูเอเอสบี 
         ระบบยูเอเอสบีเปนระบบบําบัดน้ําเสียที่มีทิศทางการไหลของน้ําเสียจากดานลางขึ้น

ดานบนโดยไมใชตัวกลาง แตแบคทีเรียจะถูกเลี้ยงใหจับตัวเปนเม็ดขนาดใหญจนกระทั่งมีน้ําหนัก
มากและสามารถตกตะกอนไดดี น้ําเสียที่ไหลเขาถังปฏิกิริยาจะทําใหเม็ดแบคทีเรียลอยตัวอยูแบบ
ช้ันสลัดจที่ไมจมลงกนถัง ลักษณะโดยทั่วไปของถังปฏิกรณยูเอเอสบีจะเปนรูปสี่เหล่ียมหรือ
ทรงกระบอกก็ได ซ่ึงแบงออกเปน 2 สวนดังแสดงในรูปที่ 2.8  

 

- สวนแรกเปนถังปฏิกิริยาและระบบปอนน้าํเสีย (Feed inlet system) อยูดานลางของถัง 
- สวนที่สองเปนสวนแยกน้าํ, กาซและตะกอนแขวนลอย อยูดานบนของถัง 
 

   ในการทํางานของระบบยูเอเอสบี จะมีการเติมเชื้อแบคทีเรียเขาสูถังปฏิกิริยาจากนั้นทําให
เกิดสภาวะที่เหมาะสม เพื่อใหเกิดชั้นตะกอนจุลินทรียที่มีความหนาแนนและรวมตัวเปนเม็ดหรือ
เกล็ด (Granular or pellet) ทําใหมีความเร็วในการจมตัวสูกนถังปฏิกิริยาสูง รวมเปนชั้นของตะกอน
นอน (Sludge bed) สวนกลุมที่มีความหนาแนนต่ําและมีความเร็วในการจมตัวต่ํากวาจะลอยอยูเปน
ช้ันของตะกอนแขวนลอย (Sludge blanket) 

 

 
 เมื่อน้ําเสียถูกปอนเขาสูดานลางของถังปฏิกิริยา จุลินทรียก็จะยอยสลายสารอินทรียในน้ํา
เสียทําใหเกิดเซลลและกาซขึ้น โดยกาซที่เกิดขึ้นสวนใหญจะเปนกาซมีเทน ซ่ึงความเร็วของน้ําเสีย
ที่ปอนเขาสูระบบจะทําใหตะกอนจุลินทรียลอยข้ึนสูดานบน ทําใหเกิดการสัมผัสกันระหวางน้ําเสีย

Influent 

Sludge 

GSS 

Effluen

Gas 

รูปที่ 2.8 แสดงลักษณะทั่วไปของถังปฏิกรณยูเอเอสบี (พีรพงษ ทิพยากร, 2530) 
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กับตะกอนแขวนลอยทําใหเกิดการยอยสลายสารอินทรีย เมื่อน้ําเสียเคล่ือนที่จนถึงสวนบนของถัง
ซ่ึงมีอุปกรณแยกกาซ น้ําเสียและตะกอนแขวนลอย ตะกอนจุลินทรียจะตกลงสูกนถังปฏิกิริยา      
เมื่อน้ําเสียที่ผานการบําบัดแลวจะไหลออกทางดานขางของถัง สวนกาซที่เกิดขึ้นจะถูกแยกออกไป
ทางดานบนของถัง 
 จะเห็นไดวาปจจัยสําคัญของระบบยูเอเอสบีคือ การเลี้ยงจุลินทรียใหเกาะเปนเกล็ดหรือ
เม็ด ซ่ึงมีความหนาแนนและมีน้ําหนักมากเพื่อที่จะตกตะกอนไดดี โดยหากจุลินทรียไมมีการ
รวมตัวเปนเม็ดหรือเกล็ดจะทําใหเกิดการหลุดออก (Wash out) ของตะกอนจุลินทรียไดเปนผลให
ประสิทธิภาพของระบบลดลงหรืออาจลมเหลว นอกจากนี้การปองกันน้ําเสียเขาระบบไมใหไหล
เปนชอง (Channeling) ก็เปนสิ่งสําคัญ เนื่องจากจะมีผลทําใหประสิทธิภาพในการบําบัดสารอินทรีย
ของระบบลดลงได 
 

 2.9.2 ขอดีและขอเสียของระบบยูเอเอบี 
           สามารถแสดงโดยสรุปไดดังตารางที่ 2.2  
 

ตารางที่ 2.2 แสดงการเปรียบเทียบขอดีและขอเสียของระบบยูเอเอสบี (จิระศักดิ์ เงินทวีคูณ, 2541) 
 

ขอด ี ขอเสีย 
 1. ตะกอนจุลินทรียสามารถแยกออกจากน้ําเสียไดงาย 
 2.ไมตองใชสารตัวกลาง ทําใหคาใชจายลดลง 
 3. ตองการธาตุอาหารเสริมนอยมาก 
 4. เกิดตะกอนจุลินทรียนอย 
 5. สามารถเก็บรักษาตะกอนจุลินทรียในอุณหภูมิตํ่า
กวา 20 องศาเซลเซียส ไดถึง 1 ป จึงเปนระบบที่
สามารถใชกับแหลงผลิตที่มีน้ําเสียเปนชวงๆ ได 
 6. มีความตองการพลังงานต่ําเนื่องจากไมมีการเติม
อากาศ 
 7. ผลผลิตที่ไดคือกาซชีวภาพ (มีเทน) สามารถ
นําไปใชเปนเชื้อเพลิงได 
 8. สามารถรับภาระบรรทุกอินทรียไดสูง 

 1. ตองใชเวลาในการเริ่มตนเดินระบบคอนขางนาน 
 2. ตองการระบบบําบัดน้ําเสียท่ีตอเนื่องเพื่อลดความ
เขมขนของสารอินทรียใหไดตามมาตรฐาน 
 3. ตองเล้ียงจุลินทรียใหจับตัวเปนเม็ด มิฉะนั้นจะดอย
ประสิทธิภาพ 
 4. ตองมีอัตราการผลิตกาซชีวภาพที่เหมาะสมเพื่อชวย
ในการกวน 
 5. ตองพยายามรักษาตะกอนจุลินทรียในระบบให
เหมาะสม และควบคุมการถูกลางออก เน่ืองจากตะกอน   
จุลินทรียมีความออนไหวตอการเปลี่ยนแปลง เชน 
สารพิษ สารยับยั้งการเจริญเติบโต 
 6.แบคทีเรียโดยเฉพาะพวกผลิตมีเทนจะเจริญเติบโต
ไดดีในชวงสภาวะที่เหมาะสมแคบ เชน พีเอช ประมาณ 
6.8-7.2 
 7. เม่ือสูญเสียตะกอนจุลินทรียออกจากระบบทําให 
อัตราการรับสารอินทรียไมสูงขึ้น 
 8. ยังมีขอมูลและประสบการณในการเดินระบบนอย 



  22    

2.9.3 กระบวนการเกิดเม็ดตะกอนจุลินทรียลักษณะเม็ด (Granulation) 
          Hulshoff และคณะ (1983) (อางถึงในพีรดนย หมั่นภักดี, 2546) ไดศึกษาการเกิดเม็ด

ตะกอนจุลินทรีย โดยสังเกตจากพฤติกรรมในการคงอยูหรือการหลุดออกของตะกอนจุลินทรียและ
ไดกลาวถึงขั้นตอนการเกิดเม็ดตะกอนจุลินทรียไว 3 ขั้นตอนดังนี้ 

 

         ขั้นตอนที่ 1 (อัตราภาระบรรทุกสารอินทรีย < 2 กก.ซีโอดี/ลบ.ม.-วัน) 
          ในขั้นตอนนี้เปนขั้นตอนเริ่มตนโดยเมื่อปอนน้ําเสียเขาสูถังยูเอเอสบีแลว ช้ันตะกอน

ดานลางจะเกิดการขยายตัว  เนื่องจากน้ํา เสียที่ปอนเขาไปรวมทั้งจุ ลินทรียจําพวกเสนใย 
(Filamentous organisms) ที่มีอยูในถังจะทําใหตะกอนจุลินทรียจมตัวไดนอยลง 

 

          ขั้นตอนที่ 2 (อัตราภาระบรรทุกสารอินทรีย 2-5 กก.ซีโอดี/ลบ.ม.-วัน) 
           ในขั้นตอนนี้จะมีอัตราการสูญเสียตะกอนแขวนลอยสูงมาก เนื่องจากการเพิ่มภาระ

บรรทุกอินทรียทําใหเกิดการผลิตกาซมากขึ้นจึงมีการหลุดออกของตะกอนจุลินทรียที่มีขนาดเล็กๆ
ออกนอกถัง สวนตะกอนจุลินทรียที่มีขนาดใหญและหนักจะสามารถคงอยูในถังตอไปได  ซ่ึงเปน
การคัดเลือกของระบบที่มีการสรางจุลินทรียและมีการรวมตัวกันของตะกอนจุลินทรีย ทําใหมี
ลักษณะเปนเม็ดตะกอนจมอยูในสวนลางของถัง ในขั้นตอนนี้ขนาดของเม็ดตะกอนจุลินทรียจะมี
ขนาดใหญขึ้น(อาจมีขนาดใหญถึง 5 มิลลิเมตร) 

 

          ขั้นตอนที่ 3 (อัตราภาระบรรทุกสารอินทรีย > 3-5 กก.ซีโอดี/ลบ.ม.-วัน) 
           ขั้นตอนนี้เปนขั้นตอนที่อัตราการเกิดเม็ดตะกอนจุลินทรียมีมากกวาการหลุดออก

นอกถังของตะกอนจุลินทรีย ซ่ึงเมื่อหลังจากระบบไดผานขั้นตอนนี้แลวระบบจะสามารถรับภาระ
บรรทุกอินทรียไดมากขึ้นจนถึงคาสูงสุดที่ระบบจะรับได  ซ่ึงจากการทดลองที่ผานมาระบบอาจรับ
ไดสูงถึง 50 กก.ซีโอดี/ลบ.ม.-วัน  

 

           ลักษณะการเกิดเม็ดตะกอนจุลินทรียทั้ง 3 ขั้นตอน สามารถแสดงไดดังรูปที่ 2.9 โดย
ใชเสนกราฟความเขมขนของตะกอนจุลินทรีย (gSS/l) ตามความสูงของถังแสดงถึงขั้นตอนทั้งสาม
ดังกลาว 
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2.9.4 โครงสรางของแบคทีเรียในเม็ดตะกอนจุลินทรีย 

            MacLeod และคณะ (1990) และ Guiot และคณะ (1992) กลาววาโครงสรางภายใน
ของเม็ดตะกอนจุลินทรียสามารถแบงออกเปน 3 ช้ัน ดังรูปที่ 2.10 โดย 
           ช้ันนอก จะประกอบดวยจุลินทรียหลายกลุมที่อยูในรูปแบบ ทอน(Rods) ทรงกลม 
(Cocci) และแบบเสนใย (Filamentous) ซ่ึงจัดเปนกลุมคือ Hydrogenic acidogens Sulphate reducers 
และ Hydrogen utilising methanogens 
            ช้ันกลาง ประกอบดวยกลุมจุลินทรียประเภท Hydrogenic acidogens และ Hydrogen 
utilising methanogen 

           ช้ันใน ประกอบดวยจุลินทรียประเภท methanogens เปนสวนใหญ 
 

 

รูปที่ 2.9 แสดงการเพิ่มขึ้นของปริมาณตะกอนจุลินทรียและอัตราภาระบรรทุกอินทรียระหวางขั้นตอนการเกิด
ตะกอนจุลินทรียในถังยูเอเอสบี (Hulshoff และคณะ, 1983) 

รูปที่ 2.10 แสดงรูปแบบโครงสรางของเม็ดตะกอนจุลินทรีย (Guiot และคณะ, 1992) 



  24    

2.9.5 กระบวนการรวมตัวเปนเม็ดตะกอนจุลินทรีย 
           Yu และคณะ (2000) (อางถึงในพีรดนย หมั่นภักดี, 2546) ไดเสนอรูปแบบการเกิด
ตะกอนเม็ดซึ่งแบงออกเปน 4 ขั้นตอน ดังรูปที่ 2.11 ไดแก 
 

           ขั้นตอนที่ 1 เกิดจากการเคลื่อนที่ของแบคทีเรียทําใหมีการชนกันระหวางแบคทีเรีย
กับแบคทีเรีย หรือแบคทีเรียกับอนุภาคตางๆ (Nuclei) ซ่ึงจะเกี่ยวของกับแรงที่ทําใหเกิดการเคลื่อนที่
มาสัมผัสกัน ไดแก แรงดันของน้ํา (Hydrodrnamic Force) แรงจากการแพร (Diffusion Force) การ
เคล่ือนที่แบบตางๆของเซลลแบคทีเรียเอง (Cell Mobility) หรือการเคลื่อนที่เนื่องจากแรงโนมถวง
ของโลก (Gravity Force) 
           ขั้นตอนที่ 2 เมื่อเซลลแบคทีเรียเคล่ือนที่มาสัมผัสกันจะเกิดแรงดึงดูดระหวางกันทํา
ใหมีการดูดติดผิว ซ่ึงอาจเปนระหวางแบคทีเรียกับแบคทีเรียก็ไดหรือแบคทีเรียกับอนุภาคตางๆ 
โดยแรงดึงดูดนี้อาจเปนแรงทางกายภาพ ทางเคมี หรือทางชีวภาพ 
 

           ขั้นตอนที่ 3 เกิดการรวมตัวกันเปนกลุมกอนที่ใหญขึ้นของกลุมจุลินทรียและพรอมที่
จะเจริญเติบโตเต็มที่ โดยจุลินทรียบางชนิดอาจมีการผลิตสารพวกโพลิเมอรออกมาทําใหเกิดการจับ
ตัวกันไดดีขึ้น และมีลักษณะที่เปนเสนใยของจุลินทรียบางชนิดจะชวยในการรวมตัวเปนกลุมกอน
ไดงาย 
 

          ขั้นตอนที่ 4 เปนชวงที่เขาสูสภาวะคงที่ (Steady State) โดยแบคทีเรียจะมีการ
เจริญเติบโตเต็มที่เปนเม็ดตะกอนจุลินทรียที่สมบูรณ   
 

2.9.6 ปจจัยที่มีผลตอการเกิดเม็ดตะกอนจุลินทรีย 
         Hulshoff และคณะ (1982) กลาวถึงปจจัยที่มีผลตอการเกิดเม็ดตะกอนจุลินทรียวา

ขึ้นอยูกับเงื่อนไขของสภาพแวดลอม ซ่ึงไดแก 
 

         สารอาหาร  ซ่ึ งตองอยู ในรูปที่ แบคที เ รียสามารถนําไปใชไดอย างรวดเร็ว 
(Bioavailability) 
 

         อุณหภูมิ โดยอุณหภูมิที่สูงขึ้นจะทําใหแบคทีเรียทํางานไดดีขึ้น 
 

         คาพีเอช ชวงคาพีเอชที่เหมาะสมตอการทํางานของระบบคือ พีเอชที่ 6.5-7.8 
         ชนิดและองคประกอบของน้ําเสีย สารอินทรียที่สามารถยอยสลายไดทางชีวภาพ 

สารอินทรียและอนินทรียที่ไมสามารถยอยสลายไดทางชีวภาพ อิออนบวก และสารพิษซึ่งจะยับยั้ง
การทํางานของแบคทีเรีย 
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2.10 ปจจัยท่ีมีผลตอการทํางานของระบบยูเอเอสบี 
 

2.10.1 อุณหภูมิ 
            ระบบยเูอเอสบีสามารถแบงชวงการทํางานในชวงอุณหภูมิที่เหมาะสมสําหรับการ
เจริญเติบโตของแบคทีเรียได 3 ชวงคือ  

        - ชวงการทํางานของเทอรโมฟลิค (Thermophilic) มีอุณหภูมิประมาณ 50-65 °ซ  
        - ชวงการทํางานของมีโซฟลิค (Mesophilic) มีอุณหภูมิประมาณ 20-45 °ซ 
        - ชวงการทํางานของไซโคฟลิค (Phychrophilic) มีอุณหภูมิประมาณ 20 °ซ 
 

(ข) แสดงตัวอยางรูปแบบของการเกิดตะกอนเม็ด (Polymer or filament bonding model) 

      (EI-Mamouni และคณะ, 1998) 

รูปที่ 2.11 แสดงตัวอยางของการเกิดเมด็ตะกอนจุลินทรีย 

(ก) แสดงตัวอยางรูปแบบของการเกิดตะกอนเม็ด (Inert Nuclie Model) (Lettinga และคณะ, 1980) 
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           ในการบําบัดน้ําเสียแบบไรออกซิเจน พบวาพวกเทอรโมฟลิคจะมีความไวตอการ
เปลี่ยนแปลงอุณหภูมิมากกวา สวนชวงไซโคฟลิคกาซมีเทนเกิดขึ้นนอยมาก และในสวนการยอย
สลายจะลดลงเมื่ออุณหภูมิลดต่ํากวา 20 °ซ ดังนั้นการรักษาอุณหภูมิใหสม่ําเสมอจึงมีความสําคัญ
มากกวาที่จะทําเกิดใหอุณหภูมิที่มีอัตราการยอยสลายสูงสุด 

 

2.10.2 พีเอช สภาพความเปนดาง และกรดไขมันระเหย 
             คาพีเอช สภาพความเปนดาง และกรดไขมันระเหย มีความสําคัญตอแบคทีเรียท่ี
ผลิตมีเทน ซ่ึงโดยทั่วไปมีความตองการพีเอชอยูในชวงประมาณ 6.8-7.2 โดยถาพีเอชนอยกวา 6.2 
ประสิทธิภาพของระบบจะลดลงอยางรวดเร็ว สวนแบคทีเรียชนิดสรางกรดมักสามารถปรับตัวได
ในชวงที่มีพีเอช กวางกวา คือประมาณ 5-8.5 ดังนั้นคาพีเอชจึงมีความสําคัญตอแบคทีเรียที่ผลิต
มีเทนมากกวา สําหรับกรดไขมันระเหยที่ผลิตโดยพวกแบคทีเรียสรางกรดปกติควรมีคาอยูในระบบ
ประมาณ 200-400 มก./ล. ในรูปของกรดอะซิติก โดยถาปริมาณกรดไขมันระเหยเพิ่มขึ้นอยาง
รวดเร็ว  จะเปนสัญญาณแสดงวาระบบเสียสมดุล  และพบวา เมื่อความเขมขนของกรด                  
โพรไพออนิกมาก กวา 1,000 มก./ล. จะแสดงความเปนพิษตอแบคทีเรียได สําหรับสภาพความเปน
ดางในรูปของไบคารบอเนต จะเปนตัวแสดงใหทราบถึงกําลังบัฟเฟอร (Buffer capacity) ของระบบ 
ถากําลังของบัฟเฟอรต่ําไมพอเพียง ปริมาณกรดที่เพิ่มขึ้นเพียงเล็กนอยจะทําใหคาพีเอชของระบบ
ลดลงอยางรวดเร็ว โดยทั่วไปในการบําบัดแบบไรออกซิเจนควรมีคาสภาพความเปนดางประมาณ 
2,000-5,000 มก./ล. และอัตราสวนความเขมขนของกรดไขมันระเหย (มก./ล.ในรูปกรดอะซิติก)   
ตอสภาพความเปนดางไบคารบอเนต (มก./ล.ในรูปแคลเซียมคารบอเนต) ซ่ึงเปนการแสดงคากําลัง
ของบัฟเฟอรทางหนึ่ง โดยถาอัตราสวนดังกลาวมีคานอยกวา 0.4 แสดงวามีกําลังของบัฟเฟอรสูง 
แตถาอัตราสวนดังกลาวมากกวา 0.8 แสดงวามีกําลังของบัฟเฟอรต่ํา อาจทําใหระบบมีประสิทธิภาพ
ลดลงได 
 สารเคมีที่ใชในการควบคุมพีเอชไดแก การเติมดางแกไบคารบอเนต หรือคารบอเนต
ใหแกระบบ ตัวอยางสารเคมีที่ใชเติมใหระบบเชน โซเดียมไบคารบอเนต (NaHCO3) ซ่ึงเปนสารที่
ละลายน้ําไดดี เปนการเติมไบคารบอเนตใหแกระบบโดยตรง แตราคามักจะสูงกวาสารอื่น 
 

2.10.3 สารอาหารเสริม 
             เนื่องจากการบําบัดดวยกระบวนการไรออกซิเจนจะมีเซลลจุลินทรียที่สรางขึ้นมา
นอยกวาแบบใชออกซิเจน ดังนั้นจึงตองการอาหารเสริม เชนไนโตรเจน และฟอสฟอรัสต่ํากวา  
โดย McCarty (1964) กลาววาจุลินทรียตองการปริมาณธาตุไนโตรเจน และฟอสฟอรัสในการยอย
สลายสารอินทรียในน้ําเสีย อยางนอยควรมีอัตราสวน BOD:N:P เทากับ 100:1.1:0.2 ในปจจุบัน
พบวาแบคทีเรียที่ผลิตมีเทนตองการธาตุบางอยางในปริมาณนอยแตขาดไมได มิฉะนั้นระบบจะไม
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อาจดําเนินไปอยางมีประสิทธิภาพได ธาตุดังกลาวไดแก เหล็ก โคบอลท นิเกิล และซัลเฟอร ในรูป
ซัลไฟด แตอยางไรก็ดีการเติมธาตุดังกลาวใหแบคทีเรียนําไปใชไดลําบาก เนื่องจากซัลไฟดสามารถ
ทําใหโลหะตางๆ ตกผลึกแยกออกจากน้ําได เชน เหล็กรวมกับซัลไฟดเปนผลึกที่ไมละลายน้ํา ทําให
แบคทีเรียไมสามารถนําไปใชได ปจจุบันอาจทําไดโดยการเติมสารสกัดจากยีสต (Yeast extract)
ใหแกระบบโดยตรง 
 

2.10.4 สารพิษ 
             น้ําเสียที่จะบําบัดดวยกระบวนการทางชีววิทยาไมควรมีสารพิษปนอยูเพราะจะไป
รบกวนการทํางานของแบคทีเรียในระบบ หรือยับยั้งการเจริญเติบโต โดยเฉพาะแบคทีเรียที่ผลิต
มีเทน โดยอาจทําใหระบบลมเหลวได ความรุนแรงของสารพิษยอมขึ้นกับชนิดและความเขมขน
ของสารนั้นๆ โดยสารที่เปนพิษตอระบบไดแก 
 

 พิษของอิออนบวกกับโลหะหนัก 
  อิออนบวกที่เปนพิษตอจุลินทรียในระบบบําบัดแบบไรออกซิเจนไดแก โซเดียม 
โปตัสเซียม แมกนีเซียม และแคลเซียม ดังตารางที่ 2.3 ซ่ึงแสดงคาความเขมขนของอิออนบวกที่
กระตุนและยับยั้งกระบวนการยอยสลายแบบไรออกซิเจน 
 

ตารางที่ 2.3 แสดงคาความเขมขนของอิออนบวกทีก่ระตุนและยับยั้งกระบวนการยอยสลายแบบ    
ไรออกซิเจน (McCarty, 1964 อางถึงในพีรพงษ ทิพยากร, 2530) 

 

ชนิดอิออนบวก ความเขมขน (มก./ล.) 
กระตุน ยับยั้งปานกลาง ยับยั้งมาก 

Na+ 100-200 3,500-5,500 8,000 
K+ 200-400 2,500-4,500 12,000 

Ca2+ 100-200 2,500-4,500 8,000 
Mg2+ 75-150 1,000-1,500 3,000 

 

สวนการยับยั้งจากโลหะหนักที่มีผลตอกระบวนการยอยสลายสารอินทรียแบบไรออกซิเจน 
(Mosey และ Hughes, 1975 อางถึงในพีรพงษ ทิพยากร, 2530) ศึกษาพบวา Cu2+ มีผลตอระบบ    
มากที่สุด ดังแสดงในตารางที่ 2.4  
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ตารางที่ 2.4 แสดงความเขมขนของโลหะหนักที่มีผลยับยั้ง 50% ของแบคทีเรียสรางมีเทน 
       (Mosey and Hughes, 1975 อางถึงในพรีพงษ ทิพยากร, 2530) 
 

โลหะหนัก ความเขมขน(มก./ล.) 
Fe2+ 1-10 

Zn2+ 10-4 

Cd2+ 10-7 

Cu+ 10-12 

Cu2+ 10-16 

 

 พิษของกรดไขมันระเหย 
            กรดไขมันระเหยถาถูกสรางมากเกินไป เชน ในสภาวะที่สารอินทรียหรืออาหารเขา
มามากแบคทีเรียที่ผลิตกรดจะผลิตกรดไขมันออกมามาก และหากพบวาระบบมีกําลังของบัฟเฟอร
ไมเพียงพอจะทําใหคาพีเอชของระบบลดลง สงผลตอการทํางานของแบคทีเรียที่สรางมีเทนได 
ตารางที่ 2.5 แสดงความเขมขนของกรดไขมันระเหยที่มีผลยับยั้ง 50% ของแบคทีเรียสรางมีเทน 
 

ตารางที่ 2.5 แสดงความเขมขนของกรดไขมันระเหยที่มผีลยับยั้ง50% ของแบคทีเรียสรางมีเทน
(Hulshoff-Pol, 1994 อางถึงใน พีรพงษ ทิพยากร, 2530) 

 

พีเอช กรดอะซิติก (มก.ซีโอดี/ล.) กรดโพรพิออนิก (มก.ซีโอดี/ล.) 
5.0 44 13 
5.5 106 30 
6.0 300 80 
6.5 912 241 
7.0 2,851 745 
7.5 8,376 2,358 
8.0 28,368 7,398 

 

พิษของแอมโมเนีย 
 แอมโมเนียที่เกิดขึ้นในน้ําเสียของระบบไรออกซิเจน มาจากการยอยสลายพวก
สารประกอบโปรตีนโดยไนโตรเจนที่ปลอยออกมาจะอยูในรูปของแอมโมเนียมอิออน (NH+

4) และ
แอมโมเนีย (NH3) ดังสมการ 

NH+
4→ NH3 + H+ 
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โดยปริมาณของแอมโมเนียมอิออนนี้จะขึ้นอยูกับคาพีเอชคือ ที่พีเอชประมาณ 7 ความเขมขนของ
แอมโมเนียจะมีประมาณ 1 % ของแอมโมเนียทั้งหมด โดยจะมีความเขมขนของแอมโมเนียมอิออน 
99% แตถาคาพีเอชมีคาสูงขึ้น ปฏิกิริยาจะไปทางขวามากขึ้น คือทําใหเกิดแอมโมเนียมาก ซ่ึงเปน
พิษตอแบคทีเรียมากกวาแอมโมเนียมอิออน โดยความเขมขนของแอมโมเนียที่เปนพิษตอแบคทีเรีย
คือมากกวา 150 มก./ล. ในขณะที่แบคทีเรียสามารถทนความเขมขนของแอมโมเนียมอิออนไดสูงถึง 
3,000 มก./ล. ดังนั้นการรักษาพีเอชใหมีคาประมาณ 7 หรือต่ํากวา จะทําใหแอมโมเนียทั้งหมดอยูใน 
รูปแอมโมเนียมอิออน ซ่ึงเปนพิษตอระบบนอยกวา ตารางที่ 2.6 แสดงผลของความเขมขนของ
แอมโมเนียไนโตรเจนที่มีตอระบบไรออกซิเจน 
 

ตารางที่2.6 แสดงผลของความเขมขนของแอมโมเนียไนโตรเจนที่มีตอระบบไรออกซิเจน
(McCarty, 1964 อางถึงในพีรพงษ ทิพยากร, 2530) 

 

แอมโมเนียไนโตรเจน(มก./ล.) ผลตอระบบ 
50-200 ปริมาณพอเหมาะ 

200-1,000 ยังไมเกดิผลชัด 
1,500-3,000 เร่ิมยับยั้งเมื่อพเีอชสูง 

>3,000 เปนพิษโดยตรง 
 

2.11 การศึกษาความหลากหลายของประชากรจุลินทรียในระบบบําบัดน้ําเสียทางชีวภาพ  
 

ในการพัฒนาใหระบบบําบัดน้ําเสียทางชีวภาพมีประสิทธิภาพสูงขึ้น ความชัดเจนของ
ประชาคมจุลินทรียในระบบบําบัดน้ําเสียนั้นมีความสําคัญ และจําเปนตองอาศัยความรูทางดาน    
จุลชีววิทยามาชวยสนับสนุนใหเขาใจระบบอยางลึกซึ้ง ซ่ึงจากการพัฒนาเทคนิคทางชีววิทยาระดับ
โมเลกุลทําใหสามารถศึกษาความหลากหลายของจุลินทรียไดลึกถึงระดับยีน (Gene) ซ่ึงความ
หลากหลายของยีนหรือพันธุกรรมนั้นเปนผลมาจากวิวัฒนาการ โดยหลักการของการศึกษาความ
หลากหลายของจุลินทรียในธรรมชาติก็คือการวิเคราะหความแตกตางของลําดับเบสในสาย
พันธุกรรมของเซลล (DNA หรือ RNA) และจัดแบงความหลากหลายของประชากรออกมาเปนกลุม
ความแตกตาง (Pattern หรือ profile) หรืออาจเรียกวาเทคนิคการทําภาพพิมพดีเอ็นเอ (DNA 
fingerprint) ซ่ึงสามารถใชในการเปรียบเทียบองคประกอบประชาคมแบคทีเรียจากสิ่งแวดลอมตาม
ธรรมชาติ รวมทั้งการติดตามการเปลี่ยนแปลงจํานวนของแบคทีเรียไดอีกดวย  
 ในปจจุบันวิธีทางชีววิทยาระดับโมเลกุลที่นิยมใชในการศึกษาประชาคมแบคทีเรียก็คือ
เทคนิคการเพิ่มจํานวนยีนในชวงสายของ 16s rDNA ดวยวิธี PCR (Polymerase Chain Reaction) 
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และทําการวิเคราะหความแตกตางของยีนดวย DGGE (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis)
ซ่ึงรวมเรียกยอๆวาเทคนิค PCR-DGGE ซ่ึงตามหลักการของ Muyzer และ Smalla (1998) สามารถ
สรุปขั้นตอนไดดังตอไปนี้ 
 

2.11.1 การสกัดแยกกรดนิวคลีอิค (DNA หรือ RNA) ออกจากตัวอยาง 
            เปนการสกัดแยกกรดนิวคลิอิกรวมของจุลินทรียออกจากตะกอนตัวอยางที่นํามา

ทดลองโดยใชเอนไซมและหลักการแยกสารดวยไฟฟาบนอะกาโรสเจล (Agarose gel) 
2.11.2 การเพิ่มจํานวนยีน 16S rRNA ดวยเทคนิค PCR 
            การเพิ่มจํานวนยีนดวยเทคนิคนี้ ใชหลักการพื้นฐานในการสังเคราะหดีเอ็นเอสาย

ใหมจากสายดีเอ็นเอตนแบบดวยเอนไซมดีเอ็นเอโพลิเมอเรส (DNA polymerase) ซ่ึงสามารถ
สังเคราะหดีเอ็นเอไดคราวละ 2 สายพรอมกันไดโดยการใชไพรเมอร (Primer) 1 คู ซ่ึงปฏิกิริยาการ
เกิด PCR แบงออกเปน 3 ขั้นตอน ที่มีการหมุนเวียนตอเนื่องกันไปภายใตสภาวะที่เหมาะสมของแต
ละขั้นตอน ดังนี้ 

             ขั้นตอนที่ 1 Denaturing เปนการแยกสายดีเอ็นเอตนแบบจากสภาพสายคูให
กลายเปนดีเอ็นเอสายเดี่ยว ซ่ึงขั้นตอนนี้จะใชอุณหภูมิสูงประมาณ 92-95 °ซ 

             ขั้นตอนที่ 2 Annealing เปนขั้นตอนที่ลดอุณหภูมิลง เพื่อใหไพรเมอรเขาจับกับ        
ดีเอ็นเอตนแบบ ซ่ึงไพรเมอรเปนดีเอ็นเอสายสั้นๆประกอบดวยนิวคลิโอไทดจํานวน 14-30 เบส 
(Oligonuclcotide primer) และมีลําเบสเปนคูสมกับดีเอ็นเอตนแบบหรือ Template ในขั้นตอนนี้ตอง
ควบคุมอุณหภูมิใหลดต่ําลงจนใกลเคียงกับอุณหภูมิ ณ. จุดแยกตัว (melting themperature Tm) ของ
ไพรเมอร (โดยทั่วไปจะต่ํากวา Tm 1-2 องศาเซลเซียส) ซ่ึงจะอยูในชวง 37-60 องศาเซลเซียส โดย
ลําดับเบสที่จะถูกสังเคราะหขึ้นตอจากไพรเมอร จะถูกกําหนดโดยลําดับเบสบริเวณสายของดีเอ็นเอ
ที่ตองการเพิ่ม โดยไพรเมอรจะถูกเติมใหมีความเขมขนสูงกวาดีเอ็นเอตนแบบมาก ดังนั้นการจับกัน
ระหวางไพรเมอรกับดีเอ็เอตนแบบจึงมีโอกาสเกิดขึ้นมากกวาการจับคูกับ (Renature) ของดีเอ็นเอ
ตนแบบซึ่งเปนสายเดี่ยวดวยกันเอง 

          ขั้นตอนที่ 3 Extension เปนขั้นตอนการสังเคราะหดีเอ็นเอสายใหมตอจากสวนปลาย 
5’ ของไพรเมอรตามขอมูลบนดีเอ็นเอที่เปนตนแบบแตละสาย โดยอาศัยการทํางานของเอนไซม    
ดีเอ็นเอโพลีเมอเรสเปนตัวเรงปฏิกิริยา ผลจากปฏิกิริยาการสังเคราะหจะทําใหไดดีเอ็นเอสายใหม
ซ่ึงมีไพรเมอรเปนสวนประกอบอยูดวย ขั้นตอนนี้จะใชอุณหภูมิประมาณ 72-75 °ซ เพราะเปนชวงที่
อุณหภูมิทํางานไดดีที่สุด  

 จากขั้นตอนที่ 1 ถึง 3 นับเปนจํานวน PCR 1 รอบ (One cycle) และไดผลผลิตเปนดี
เอ็นเอสายใหมที่มีลําดับเบสเปนคูสมกับดีเอ็นเอตนแบบ โดยจะเพิ่มดีเอ็นเอขึ้นแบบทวีคูณ 
(Exponential) เมื่อเกิดปฏิกิริยาลูกโซจากขั้นที่ 1 ถึง 3 หมุนเวียนไปอีกหลายรอบก็จะเพิ่มปริมาณ    
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ดีเอ็นเอไดอีกมากมาย และถาทํากระบวนการนี้ 20 รอบก็จะสามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอไดไมนอย
กวา 100,000 เทา อยางไรก็ตามในทางปฏิบัติแลวผลผลิตทาง PCR ที่เกิดขึ้นจะต่ํากวาคาทางทฤษฎี 
เพราะเกิดการจับคูกันเองระหวางผลผลิตที่เกิดขึ้น และความเขมขนของเอนไซมดีเอ็นเอโพลีเมอเรส
ที่ลดลงระหวางการทํากระบวนการ PCR 

2.11.3 การวิเคราะหยีนจาก PCR โดยเทคนิคภาพพิมพพันธุกรรม 
            เทคนิค DGGE ไดถูกนํามาใชในการบงบอกถึงความหลากหลายของยีนใน

ประชากรแบคทีเรียตามความแตกตางของลําดับเบสบนชิ้นสวนดีเอ็นเอ โดยใชหลักการการ
เคล่ือนที่ของดีเอ็นเอสายคู (Double-stand DNA) ในตัวกลางสําหรับการแยกดวยกระแสไฟฟาที่เปน 
โพลีอะคริลาไมลเจล (polyacrylamide gel) ที่ถูกใหความรอนและมีการผสมดวยสารเคมีที่สามารถ
ทําลายพันธะในคูสายดีเอ็นเอ (DNA denaturant) ซ่ึงเปนสารผสมของยูเรีย (urea) และฟอรมาไมล 
(formamide) ที่ความเขมขนแตกตางกันจากนอยไปมาก (Denaturant gradient) เมื่อโมเลกุลดีเอ็นเอ 
ซ่ึงมีลําดับเบสตางกันวิ่งผานในเจล พันธะในโมเลกุลของดีเอ็นเอจะถูกทําลายดวยสารเคมีผสม    
ในรูปแบบที่แตกตางกัน โดยดีเอ็นเอที่มีความแข็งแรงของพันธะมากจะเสียสภาพไดเมื่อสัมผัสกับ
ยูเรียความเขมขนสูง ทําใหดีเอ็นเอแตละชิ้นมีการเคลื่อนที่บนเจลดวยอัตราเร็วที่แตกตางกัน ขึ้นอยู
กับความเขมขนของยูเรียที่มีความเขมขนเพิ่มขึ้นตามระยะทางบนเกรเดียนเจลดังรูปที่ 2.12 

 

 

รูปที่ 2.12 ไดอะแกรมแสดงการเคลื่อนที่ของดีเอ็นอที่มีลําดับเบสแตกตางกันบน 
                 โพลีอะคริลาไมลเจล 

                         DGGE mobility on DGGE  
                                     profiles             Sample 1   Sample 2    
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ตารางที่ 2.7 ตัวอยางของดีเอ็นเอไพรเมอรที่ใชสําหรับการวิเคราะหแบคทีเรียโดยวิธี  
PCR-DGGE (สุธาศินี อวมจันทร, 2546) 

 

Primer ใชสําหรับ ท่ีมา 
Primer PARCH340f  
(5’-CCCTACGGGG(C/T)GCA (G/C)CAG-3’) 
Primer PARCH519r  
(5’-TTACCGCGGC(G/T)GCTG-3’) 

Archaea, V3 region Ovreas และคณะ, 
1997 

Primer PRBA338f + GC clamp  
(5’-CGCCCGCCGCGCGCGGCGGGCGGGGCG 
GGGGCACGGGGGGACTCCTACGGGAGGCA 
GCAG-3’) 

Bacteria, V3 region Lane, 1991 อาง
(ถึงโดย Ovreas 
และคณะ, 1997) 

Primer PRUN518r  
(5’-ATTACCGCGGCTGCTGG-3’) 

Universal,  
V3 region 

Muyzer และคณะ 
1993 (อางถึงโดย 
Ovreas และคณะ, 
1997) 

Primer 2  
(5’-ATTACCGCGGCTGCTGG-3’) 
Primer 3  
(5’-CGCCGCCGCGCGGCGGGCGGGGCGGGG 
GCACGGGGGGCCTACGGGAGGCAGCAG-3’) 

Bacteria Rowan และคณะ, 
2003 

Primer 341f + GC clamp   
(5’-CCTACGGGAGGCAGCAG-3’) 
Primer 534r  
(5’-ATTACCGCGGCTGCTGG-3’) (250 bp) 

Bacteria Labbe และคณะ, 
2003 

Primer 1055f  
(5’-TGGCTGTCGTCAGCT-3’) GC clamp primer 
1392r 
 (5’-CGCCCGCCGCGCCCCGCGCCCGGCCC 
GCCGCCCCCGCCCACGGGCGGTGTGTAC-3’) 

Universal bacteria Tal และคณะ, 
2003 
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จากเหตุผลที่เทคนิค DGGE สามารถนํามาใชวิเคราะหองคประกอบชนิดหรือประชากร 
(Community) ของแบคทีเรียในธรรมชาติไดเปนอยางดี จึงมีการนําเทคนิค DGGE มาใชใน
การศึกษาความหลากหลายของจุลินทรียในระบบบําบัดน้ําเสียมากขึ้น ดังสรุปในตารางที่ 2.8 

 

ตารางที่ 2.8 ตัวอยางของงานวิจยัที่เกีย่วของกับความหลายหลากของแบคทีเรียในระบบแอโรบิก/ 
แอนอกซิกโดยวิธี PCR-DGGE (สุธาศินี อวมจันทร, 2546) 

สภาวะการศึกษา เทคนิคที่ใชใน
การวิเคราะห 

แบคทีเรียชนิดเดนที่พบ ที่มา 

Nitrifying granules ใน aerobic 
upflow fluidized bed (AUFB) 
reactor 

 Nitrosomonas-like bacteria Tsuneda และ
คณะ,2003 

ถังปฏิกรณไนตริฟเคชัน บําบัดน้ํา
เสียโรงงานสภาวะออกซิก            

ประเทศสวิตเซอรแลนด  

ใชเทคนิค FISH ใน
การวิเคราะห
แบคทีเรีย 

Nitrospira sp. 

Nitrosomonas communis 

Nitrosomonas oligotropha 

Nitrosomonas europaea 

Nitrosomonas eutropha 

Egli และคณะ, 
2003b 

Rotating biological contactor 
biofilm บําบัดน้ําเสียสังเคราะหที่
มีแอมโมเนียสูง  

ใชเทคนิค FISH ใน
การวิเคราะห
แบคทีเรีย 

Nitrosomonas europaea 

Nitrosomonas eutropha 

Nitrospira sp. 

CytophagaFlavobacterium-
Bacteroides (CFB) 

Candidatus Kuenenia 
stuttgartiensis 

Egli และคณะ, 
2003a 

Anaerobic bed reactor บําบัด 
metallurgic salt wastewater 

 Colwellia sp. 

Halomonas group 

Cytophaga-Flavobacterium 

Pseudomonas sp. 

Yoshie และ
คณะ, 2001 

Sludge granule anaerobic ใน 
UASB reactor  

ใชการวิเคราะหทาง
ชีวเคมี 

Methanosaeta concilii 

Methanobacterium strain AZ 

Pol และคณะ, 
2004 

   (หมายเหตุ FISH = Fluorescence in situ Hybridization) 
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2.12 ทบทวนเอกสารและงานวิจัยท่ีเก่ียวของ 
 

         2.12.1 การศึกษาอัตราสวนซีโอดีตอไนเทรตในระบบบําบัดน้ําเสียแบบไรอากาศ 
 

             Akunna และคณะ (1992) ศึกษาการเกิดกระบวนการดีไนตริฟเคชันในการบําบัดแบบ
ไรอากาศ โดยศึกษาผลของอัตราสวนของ COD/N-NOxในน้ําเสีย พบวากระบวนการดีไนตริฟเคชัน
และ การสรางกาซมีเทนเกิดไดดีที่อัตราสวน COD/N-NOx ในชวง 8.86 – 53 สวนกระบวนการ

สรางกาซมีเทนจะเกิดได เพียงอยางเดียวที่ COD/N-NOx> 53 และเกิดกระบวนการดีไนตริฟเคชัน

เพียงอยางเดียวที่ COD/N-NOx< 8.86  
      Bilanovic และคณะ (1999) ศึกษาการเกิดปฏิกิริยาดีไนตริฟเคชันในสภาวะที่ไนเทรตมี

ความเขมขนสูง โดยใชเมธานอล, โซเดียมอะซิเตทและน้ําเสียจากระบบการหมักแบบไรอากาศ           
เปนแหลงคารบอนเพื่อทําการเปรียบเทียบกัน พบวาสามารถบําบัดไนเทรตได 0.486 กรัม NO3

--N/
กรัมVSS./วัน นอกจากนั้นการใชอะซิเตทและน้ําเสียจากการหมักแบบไรอากาศเปนแหลงคารบอน
จะไมเกิดสารประกอบไนไทรต 

 Ying และ Ming (2003) ศึกษาคา COD/Nitrate ที่เหมาะสมในการเกิดกระบวนการดีไน
ตริฟเคชัน พบวาการใชไนเทรตที่ความเขมขน 25, 50, 100, 200 มก./ล. จะประเมินคา C/N ได
เทากับ 5.5 ±0.2, 4.5 ± 0.2, 4±0.2 และ 2.6± 0.2 ตามลําดับ  
 Franco และคณะ (2006) ศึกษาการสรางเม็ดตะกอนโดยการใชภาระบรรทุกอินทรียสูง
ในระบบ USB ซ่ึงใชถังปฏิกรณขนาด 0.8 ลิตร จํานวน 3 ชุด ทดลองเปรียบเทียบกัน โดยแบง
สภาวะที่ทําการศึกษาออกเปน  ถังที่ 1 ทําการเดินระบบเปนจังหวะแบบที่มีการหมุนเวียนกลับน้ํา  
ถังที่ 2 ทําการเดินระบบแบบเปนจังหวะที่ไมมีการหมุนเวียนน้ํากลับ และถังที่ 3 ทําการเดินระบบ
แบบตอเนื่องตลอดเวลาไมมีการหมุน เวียนน้ํากลับ ซ่ึงใชโซเดียมไนเทรตและกลูโคสเปนแหลง
คารบอน โดยใชภาระบรรทุกอินทรียเทากับ 67.5 กก.-ซีโอดี/ลบ.-วัน และภาระบรรทุกไนเทรต
เทากับ 11.25 กก.ไนเทรตไนโตรเจน/ลบ.-วัน พบวาในถังที่ 3 เกิดการสะสมของแอมโมเนียและ  
ไนไทรต และเมื่อมีภาระบรรทุกสูงขึ้นจะเกิดการหลุดของตะกอนจุลินทรียในระบบ ถังที่ 1 เกิด
กระบวนการดีไนตริฟเคชันถึง 90 เปอรเซ็นต และมีไนไทรต ในน้ําทิ้งนอย  ถังที่ 2 สามารถกําจัด
ไนโตรเจนไดถึง 100 เปอรเซ็นต ซ่ึงเมื่อภาระบรรทุกอินทรียสูงขึ้นในถังที่ 3 จะเกิดการหลุดของ
ตะกอนจุลินทรียในระบบ ในขณะที่ถังที่ 1 และ 2 พบวาตะกอนเกิดการจับตัวกันเปนเม็ดขนาดเล็ก
และมีประสิทธิภาพการทํางานที่ดี 

 Ruiz และคณะ (2006) ศึกษาการประยุกตใชแบคทีเรียชนิดดีไนตริฟายอิง และเมธาโน
เจนนิกในการบําบัดน้ําเสียในระบบ USB เพื่อศึกษาผลกระทบของคา COD/N โดยกําหนดคา 
COD/N ออกเปน 0 1 5 10 และ 100 ตามลําดับ ผลการทดลองพบวาถาคา COD/N ต่ําจะเกิด            
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ดีไนตริฟายอิงเพิ่มขึ้น และถาคา COD/N สูงจะเกิดเมธาโนเจนนิกเพิ่มขึ้นตาม แตถาคา COD/N ที่ 5 
หรือนอยกวาจะทําใหตะกอนตกตะกอนไดนอยและประสิทธิภาพในการทํางานลดลง เนื่องจากมี
สลัดจหลุดออกจากระบบ ซ่ึงถาใชคา COD/N มากกวา 10 จะทําใหสลัดจตกตะกอนไดดี 

 

 2.12.2 การศึกษาความหลากหลายของประชากรจุลินทรียในระบบไรอากาศ 
 

  Yoshie และคณะ (2001) ศึกษาความหลากหลายของจุลินทรียในกระบวนการ                
ดีไนตริฟเคชันของน้ําเสียดวยเทคนิค PCR-DGGE  พบวาจุลินทรียที่ทําใหเกิดกระบวนการดีไนตริ
ฟเคชันคือ  γ-Proteobacteria และ Halomonadaceae  

        Keyser และคณะ (2005) ศึกษาลักษณะของเมธาโนเจนในระบบยูเอเอสบี 3 ชนิด ที่มี
แหลงคารบอนที่ตางกันคือ น้ําเสียจากโรงงานผลิตเบียร โรงงานผลิตเหลาองุน และโรงงานปลา
กระปอง โดยใชเทคนิค PCR-DGGE ในการวิเคราะห พบวาเมธาโนเจน ประกอบดวยแบคทีเรีย  
สายพันธุตางๆดังนี้ Methanosaeta concilii, Methanosaeta thermophila,Methanosarcina barkeri 
,Methanosarcina mazeii  และ Methanobacterium formicicum 
  Emiliano และคณะ (2006) ศึกษาความหลากหลายของจุลินทรียในตะกอนเม็ดจาก
ระบบยูเอเอสบีที่บําบัดน้ําเสียจากไวน ดวยเทคนิค  FISH และ PCR-DGGE พบวาจุลินทรีย คือ 
Firmicutes Nitrospira และ Deferribacteres 
  Nuria และคณะ (2007) ศึกษาความหลากของจุลินทรียในกระบวนการดีไนตริฟเคชัน
ของเม็ดตะกอนจุลินทรีย ดวยเทคนิค FISH และ PCR-DGGE พบจุลินทรียกลุม Actinobacteria, 
Firmicutes, Proteobacteria, Chloroflexi และ  Bacteroidete 
  Parkes และคณะ (2007) ศึกษาความหลากของแบคทีเรียในตะกอนดินทะเลของ 
Skagerrak (Denmark) โดยใชตะกอนดินที่ความลึก 0.25 0.99 1.39 1.86 2.43 2.99 และ 3.8 เมตร ใน
การศึกษาความหลากของแบคทีเรีย ดวยเทคนิค PCR-DGGE โดยทําการเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอใชชวง
สายของ 16S rRNA ซ่ึงพบกลุมแบคทีเรียคือ Gammaproteobacteria, Spirochaetes , Chloroflexi,  
Deltaproteobacteria, JS และ OP8 

 Jian และคณะ (2008) ศึกษาความหลากของแบคทีเรียในชั้นตะกอนดินของแมน้ํา 
Guanting Reservoir (China) ดวยเทคนิค PCR-DGGE โดยทําการเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอใชชวงสายของ 
16S rDNA ซ่ึงแยกตามความลึกของชั้นตะกอนดินพบกลุมแบคทีเรียคือ ความลึกที่ 5 และ 35 
เซนติเมตร พบแบคทีเรียกลุม Acidobacteria ในปริมาณนอย แตที่ความลึกที่ 69 เซนติเมตร จะพบ 
Acidobacteria และที่ความลึกที่ต่ํากวา 35 เซนติเมตร พบแบคทีเรียกลุม Nitrospirae  นอกจากนั้นที่
ระดับความลึกของชั้นตะกอนดินตางๆ ยังพบแบคทีเรียกลุมอ่ืนๆ คือ Actinobacteri, Bacteroidetes, 
Chloroflexi, Firmicute ,Gemmatimonadetes, Nitrospirae, Proteobacteria และ Verrucomicrobia 



  36    

บทท่ี 3 
แผนการทดลองและการดําเนินการวิจัย 

 
3.1 แผนการทดลอง 
 

 งานวิจัยนี้ในชวงของการดําเนินการทดลองในถังปฏิกิริยาทําการทดลองที่หองปฏิบัติการ
ส่ิงแวดลอม ภาควิชาวิศวกรรมสิ่งแวดลอม มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีพระจอมเกลาธนบุรี โดยเปน
การศึกษาเปรียบเทียบกันระหวางถังปฏิกรณยูเอเอสบีจํานวน 3 ชุด ในการบําบัดน้ําเสียที่มีไนเทรต 
และในชวงหลังซึ่งเปนการศึกษาความหลากหลายของกลุมประชากรจุลินทรียในถังปฏิกิริยา 
ดําเนินการที่หองปฏิบัติการทางพันธุวิศวกรรม ศูนยความเปนเลิศแหงชาติดานการจัดการ
ส่ิงแวดลอมและของเสียอันตราย จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย โดยสามารถแบงการทดลองทั้งหมด
ออกเปน 3 ชุดดังนี้  
 

 ชุดการทดลองที่ 1 เปนการศึกษาอิทธิพลของอัตราสวนซีโอดีตอไนเทรตที่มีผลตอการ
บําบัดไนเทรตในระบบยูเอเอสบี โดยการทดลองมีการกําหนดคาอัตราสวนซีโอดีตอไนเทรต
ออกเปน 3 ระดับคือ 2:1 5:1 และ 8:1 ซ่ึงถือวาเปนอัตราสวนที่นอย เพียงพอ และมากเกินพอ 
สําหรับการเกิดปฏิกิริยาดีไนตริฟเคชันที่ใชกลูโคสเปนแหลงคารบอนตามสมการการที่ (1) และทํา
การควบคุมตัวแปรตางๆ สําหรับการศึกษาดังตารางที่ 3.1 
 

 3NO3
- + C6H12O6 + 17H+ → C5H7O2N + N2 + CO2 + 11H2O                 (1)             

 

ชุดการทดลองที่ 2 เปนการศึกษาอิทธิพลของภาระบรรทุกไนเทรตไนโตรเจนที่มีผลตอการ
เดินระบบยูเอเอสบี โดยทําการทดลองหลังจากการทดลองชุดที่ 1 เขาสูสภาวะคงตัวและสามารถ
บําบัดไนเทรตไดตามอัตราสวนซีโอดีตอไนเทรตที่กําหนดไว ดําเนินการแปรผันคาระยะเวลากัก
เก็บน้ําเสียในถังปฏิกรณทั้ง 3 ชุด ออกเปน 3 ระดับคือ 12 8 และ 4 ช่ัวโมง ตามลําดับ ซ่ึงแสดงการ
กําหนดตัวแปรควบคุมตางๆ ดังตารางที่ 3.2 โดยในการทดลองทําการเปลี่ยนระยะเวลากักเก็บน้ํา
เสียในแตละชวงเวลาตางๆ เมื่อแตละถังปฏิกรณเขาสูสภาวะคงตัวแลวเทานั้น 

 

การทดลองชุดที่ 3 เปนการศึกษาความหลากหลายของประชากรจุลินทรียในถังปฏิกรณ     
ยูเอเอสบีดวยเทคนิคทางชีววิทยาระดับโมเลกุล โดยการนําตัวอยางตะกอนสลัดจจากชุดการทดลอง
ที่ 1และ 2 มาทําการสกัดแยกดีเอ็นเอรวม ทําการเพิ่มจํานวนยีนในชวงสายของ 16S rDNA วิเคราะห
ยีนที่ทําการเพิ่มจํานวนดวยเทคนิค PCR-DGGE และหาความสัมพันธของลําดับเบสของยีน         
16S rDNA ที่ได และแจกแจงชนิดของจุลินทรียในตัวอยางที่นํามาทดสอบ (Phylogenetic 
Relationship) โดยการเปรียบเทียบกับฐานขอมูล (Database) ที่มีการเก็บรวบรวมไว 
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ตารางที่ 3.1 แสดงตัวแปรตางๆ และแผนการแปรคาอัตราสวนซีโอดีตอไนเทรตตางๆ ที่ระยะเวลา 
                     กักเก็บน้ําเสีย 24 ช่ัวโมง ในชุดการทดลองที่ 1 

 
COD/NO3

- ระยะเวลากักเก็บน้ํา
เสีย  

(ชม.) 

ภาระบรรทุก
อินทรีย 

(kg.COD/m3-d) 

ภาระบรรทุก 
ไนเทรตไนโตรเจน 
(kg.NO3

---N/m3-d) 

ความเร็วไหลข้ึนในถัง
ปฏิกรณ 
(ม/ชม) 

อัตราการปอน
น้ําเสีย 

(ลิตร/วัน) 

อัตราสูบน้ํา
เวียนกลับ 
(ลิตร/วัน) 

2:1 24 0.2 0.1 0.25 13.8 8.8 
5:1 24 0.5 0.1 0.25 13.8 8.8 
8:1 24 0.8 0.1 0.25 13.8 8.8 

 
 

ตารางที่ 3.2 แสดงตัวแปรตางๆ และแผนการแปรผันคาระยะเวลากักเก็บน้ําเสียตางๆ ในชุดการ
ทดลองที่ 2 

 
COD/NO3

- ระยะเวลากักเก็บน้ํา
เสีย (ชม.) 

ภาระบรรทุก
อินทรีย 

(kg.COD/m3-d) 

ภาระบรรทุก 
ไนเทรตไนโตรเจน 
(kg.NO3

---N/m3-d) 

ความเร็วไหลข้ึนในถัง
ปฏิกรณ 
(ม/ชม) 

อัตราการปอน
น้ําเสีย 

(ลิตร/วัน) 

อัตราสูบน้ํา
เวียนกลับ 
(ลิตร/วัน) 

2:1 12 
8 
4 

0.4 
0.6 
1.2 

0.2 
0.3 
0.6 

0.25 
0.25 
0.25 

27.6 
41.4 
82.8 

17.6 
26.4 
52.8 

5:1 12 
8 
4 

1.0 
1.5 
3.0 

0.2 
0.3 
0.6 

0.25 
0.25 
0.25 

27.6 
41.4 
82.8 

17.6 
26.4 
52.8 

8:1 12 
8 
4 

1.6 
2.4 
4.8 

0.2 
0.3 
0.6 

0.25 
0.25 
0.25 

27.6 
41.4 
82.8 

17.6 
26.4 
52.8 
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ชวงการทดลองที่ 1 : การศึกษาอิทธิพลของ COD/NO-
3 

เปรียบเทียบการทํางานของถังปฏิกรณยูเอเอสบี
จํานวน 3 ชุด ความเร็วไหลขึ้น 0.25 ม./ชม. 

ถังที่ 2: COD/NO-
3= 5:1 

ระยะเวลากกัน้ํา 24 ชม. 
ถังที่3 : COD/NO-

3= 8:1 
ระยะเวลากกัน้ํา 24 ชม. 

ชวงการทดลองที่ 2 : การศึกษาอิทธิพลของอัตราภาระบรรทุกไนเทรตไนโตรเจน 

ท่ีมีผลตอการเดินระบบยูเอเอสบี 

ถังที่ 2: COD/NO-
3= 5:1 

แปรผันระยะเวลากักน้ําเปน 
12, 8 และ 4 ชม. ตามลําดับ 

ถังที่ 3: COD/NO-
3= 8:1 

แปรผันระยะเวลากักน้ําเปน 
12, 8 และ 4 ชม. ตามลําดับ 

ระบบคงตัวและการบําบัดไนเทรตไดตามตองการ 

ถังที่ 1: COD/:NO-
3= 2:1 

ระยะเวลากกัน้ํา 24 ชม. 

ถังที่ 1: COD/NO-
3= 2:1 

แปรผันระยะเวลากักน้ําเปน 
12, 8 และ 4 ชม. ตามลําดับ 

รูปที่ 3.1 แผนภาพสรุปการทดลองชุดที่ 1 และ 2 
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3.2 วิธีการเตรียมน้ําเสีย 
 

น้ําเสียที่ใชในการทดลองเปนน้ําเสียสังเคราะหที่เตรียมขึ้นดวยการใชน้ําตาลทรายเปน
แหลงคารบอน โดยเปรียบเทียบเปนปริมาณคาซีโอดีเพื่อใหไดสัดสวนซีโอดีตอไนเทรตตาม
อัตราสวนที่กําหนด และเติมไนเทรตใหไดความเขมขนเทากับ 100 มก./ล. ในรูปของโซเดียม       
ไนเทรต ทําการเติมธาตุอาหารเสริมเพื่อการเจริญเติบโตและดํารงชีวิตของแบคทีเรียในระบบตาม
สูตรอาหารเสริมของ Speece (1996) แสดงดังในตารางที่ 3.3 และเติมโซเดียมไบคารบอเนตเพื่อเปน
บัฟเฟอรใหกับระบบเพื่อการรักษาระดับพีเอชใหอยูในชวงที่เหมาะสม 

สําหรับการเตรียมน้ําเสียสังเคราะหจะเปนการเตรียมใหมทุกวัน นํามาเติมอาหารเสริมที่มี
การเตรียมเก็บไวในรูปสารละลายเผื่อใชที่ความเขมขน 20 เทา (20x Stock solution) โดยเมื่อถึง
ระยะเวลากักเก็บน้ําที่กําหนดจะทําการลางทําความสะอาดถังพักน้ําเสียกอนทําการผสมน้ําเสีย
สังเคราะหใหมตามอัตราสวนซีโอดีตอไนเทรตตามที่กําหนดไว ทั้งนี้เพื่อปองกันปญหาการหมักที่
อาจเกิดขึ้นไดในถังพักน้ําเสีย 

 
 
 
 

นําตะกอนสลัดจจากการทดลองชุดที่ 1และ 2 มาทําการสกัดแยกดีเอน็เอรวมจากเม็ดตะกอน 

ทําการเพิ่มจํานวนยีนในชวงสายของ 16S rRNA โดยเทคนิค PCR 

วิเคราะหยีนทีท่ําการเพิ่มจํานวนโดยใช DGGE 

นําสายดีเอ็นเอที่แยกไดจาก DGGE ไปหาลําดับเบสและความสัมพันธของลําดับเบสโดยการ
เปรียบเทียบกบัสายของ 16S rRNA ของแบคทีเรียที่ทราบชนิดแลวในฐานขอมูล 

ชวงการทดลองที่ 3: การศึกษาความหลากหลายของประชากรจุลินทรีย
ดวยเทคนิคทางชีววิทยาระดบัโมเลกุล 

รูปที่ 3.2 แผนภาพสรุปการทดลองชุดที่ 3 
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ตารางที่ 3.3 สูตรอาหารเสริมสําหรับกระบวนการบําบัดแบบไมใชอากาศ (Speece, 1996)  
 

ชนิดของสารเคมี ความเขมขน (มก./ล.) ชนิดของสารเคมี ความเขมขน (มก./ล.) 
NH4Cl 400 NH4VO3 0.5 

MgSO4.7H2O 400 CuCl2.2H2O 0.5 
KCl 400 ZnCl2 0.5 

Na2S.9H2O 300 AlCl3.6H2O 0.5 
CaCl2.2H2O 50 Na2MoO4.2H2O 0.5 
(NH4)2HPO4 80 H3BO3 0.5 
FeCl2.4H2O 40 NiCl2.6H2O 0.5 
CoCl2.6H2O 10 Na2WO4.2H2O 0.5 

Kl 10 Na2SeO4 0.5 
(NaPO3)6 10 NaHCO3 6000 

MnCl2.4H2O 0.5   
 

3.3 เคร่ืองมือและอุปกรณท่ีใชในการทดลอง 
 

 3.3.1 ถังปฏิกรณยูเอเอสบีทําจากพลาสติกอะคริลิกใสขนาดเสนผานศูนยกลางภายใน 5 ซม. 
ความสูง120 ซม. มีปริมาตรสวนทําปฏิกิริยาเทากับ 2.356 ลิตร ดานบนมีชุดแยกกาซและสวน
ตกตะกอนซึ่งทําจากอุปกรณทอพีวีซี  ตามรูปที่ 3.3 จํานวน 3 ชุด 
 3.3.2 ถังน้ําเสียปอนเขาสูระบบ ใชถังพลาสติกขนาด 15 ลิตร จํานวน 3 ถัง 
 3.3.3 เครื่องสูบน้ํา (Metering pump) จํานวน 3 ชุด  
 3.3.4 ถังควบคุมระดับ (Level  tank) ทําจากหัวอุดทอพีวีซีขนาดเสนผานศูนยกลาง 2 นิ้ว   
เจาะทอน้ําเขา-ออกที่ดานขาง และดานลางตามลําดับ เพื่อปลอยน้ําเขาระบบและเพื่อระบายน้ํา 
 3.3.5 หัวเชื้อจุลินทรีย (Seed) ตะกอนหัวเชื้อที่ใชในการทดลองไดมาจากถังปฏิกรณยูเอเอสบี
ของบริษัทเสริมสุขจํากัด 
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120 ซม.

25 มม.

30 ซม.
ถงัควบคมุระดบั
( LEVEL TANK )

หวัอดุทอพีวซีี

ขนาดเสนผานศนูยกลาง 55 มม.

เสนผานศนูยกลางภายนอก 60 มม.

เสนผานศนูยกลางภายใน 50 มม.

110 มม.
30 มม.

16 ซม.

1.  ฝาบน 

2.  ทอลดพีวีซี 4 - 2  นิ้ว 

3.  ทออะคริลิคเบอร 603 

4.  ทอลดพีวีซี  2 -  ½ นิ้ว 

5.  บอลลวาลว  ½ นิ้ว 

6.  ขอตอสายยางเสนผานศูนยกลาง ¼ นิ้ว 

6 

รูปที่ 3.3 แบบแสดงรายละเอยีดถังปฏิกรณยูเอเอสบีที่ใชในการทดลอง 
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3.4 การติดตั้งอุปกรณและหลักการทํางาน 
 
 การติดตั้งอุปกรณและหลักการทํางานของระบบยูเอเอสบีที่ใชในการทดลองนี้แสดงดังรูป
ที่ 3.4 โดยมีรายละเอียดการทํางาน คือ  
 3.4.1  เครื่องสูบน้ําเสียเขาระบบ (P1) จะสูบน้ําเสียจากถังน้ําเขาสงไปยังถังควบคุม
ระดับ เพื่อใหน้ําเสียไหลเขาสูถังปฏิกรณทางดานลาง 
 3.4.2  น้ําทิ้งจากถังปฏิกรณจะไหลเขาสูถังรีไซเคิลทางดานบน และไหลลงสูถังน้ําออก
ตอไป 
 3.4.3  เครื่องสูบน้ํารีไซเคิล (P2) จะสูบน้ําทิ้งจากถังรีไซเคิลไปยังถังควบคุมระดับ 
เพื่อใหน้ําไหลเขาสูถังปฏิกรณอีกครั้ง 
 3.4.4  กาซที่เกิดขึ้นจากปฏิกิริยาในถังปฏิกรณจะผานอุปกรณแยกสามสถานะสงไปยัง
ถังเก็บกาซ  
 

 

P2 

P1 

รูปที่ 3.4 แสดงแผนผังการไหลของระบบยูเอเอสบีที่ใชในการทดลอง 
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3.5 จุดเก็บตัวอยาง 
 
 จุดเก็บตวัอยางน้ํา ตะกอนจลิุนทรีย และกาซสําหรับชุดการทดลองนีม้ีดวยกัน 4 จุด         
ดังแสดงดวยรูป 3.5 ไดแก 

1) ถังน้ําเขา (T1) 
2) จุดน้ําออกจากถังปฏิกรณ (T2) 
3) ทอเก็บตัวอยางตามความสูงของถังปฏิกรณ (L) 
4) ถังเก็บกาซ (G) 

  

 

รูปที่ 3.5 แสดงรายละเอียดจดุเก็บตวัอยางในการทดลองนี้ 

T1 

T2 

G 

L 
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3.6 พารามิเตอรท่ีทําการวิเคราะห 
ตารางที่ 3.4 แสดงคาพารามิเตอรที่ตองทําการวิเคราะห ความถี่ จุดเก็บตัวอยางและวิธีวิเคราะหใน

การทดลองชวงที่ 1, 2 และ 3 
 

พารามิเตอร จุดเก็บตัวอยาง น้ําเสีย ตะกอน วิธีวิเคราะห 
pH/ORP จุดน้ําเขา, จุดน้ําออก

ในถังปฏิกรณ 
A - Electronic pH/ORP Meter Method 

COD จุดน้ําเขา, จุดน้ําออก B  Closed Reflux Method 
ไนไทรต จุดน้ําเขา, จุดน้ําออก B - Sulfanilamide-NED Method 
Specific methanogenic 
activity 

ในถังปฏิกรณ - C Methanogenic activity test 

Specific denitrifying activity ในถังปฏิกรณ - C Denitrification activity test 
ของแข็งแขวนลอย จุดน้ําออก B - 2450B Total Solids Dried at 103-

105°ซ 
ของแข็งแขวนลอยระเหยงาย จุดน้ําออก B - 2450E Fixed and Volatile Solids 

lgnited at 550°ซ 
Alkalinity จุดน้ําเขา, จุดน้ําออก B - Direct Titration Method 
แอมโมเนีย จุดน้ําเขา, จุดน้ําออก B - Direct Titration Method 
ไนเตรท จุดน้ําเขา, จุดน้ําออก B - Cadmium Reduction Method 
Microscopic Examination ในถังปฏิกรณ - D Scanning Electron Microscopic 

Method 
Microbial Diversity ในถังปฏิกรณ - D PCR-DGGE Analysis 

หมายเหตุ    A = ทุกวัน   B = 3 ครั้ง/สัปดาห   C = เมื่อเขาสูสภาวะคงตัวของแตละระยะเวลากักเก็บน้ํา 
    D = เมื่อสิ้นสดุการทดลอง   
 

3.7 ขั้นตอนการการวิเคราะหความหลากหลายของจุลินทรียในถังปฏิกรณยูเอเอสบี 
 

 ในการทดลองนี้เลือกใชเทคนิคทางชีววิทยาระดับโมเลกุลในการศึกษาความหลากหลาย
ของจุลินทรียในระบบ โดยการนําตัวอยางตะกอนสลัดจที่ตองการศึกษามาทําการสกัดแยกดีเอ็นเอ
รวมของจุลินทรีย และทําการเพิ่มจํานวนยีนในชวงสายของ 16S rDNA ดวยเทคนิค PCR จากนั้น
วิเคราะหความแตกตางของยีนที่ทําการเพิ่มโดยการแยกดวยไฟฟาบนโพลีอะคริละไมลเจลตาม
หลักการของ DGGE ซ่ึงสารเคมีและอุปกรณในการวิเคราะหแสดงไดดังตารางที่ 3.5 และ 3.6 
ตามลําดับ 
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ตารางที่ 3.5 สารเคมีที่ใชในการวิเคราะหความหลากหลายของจุลินทรีย 
 

สารเคมีสําหรับสกัดดีเอ็นเอ สารเคมีสําหรับ PCR สารเคมีสําหรับ DGGE 
1. โซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร 1. 10x PCR buffer 1. 40% Acrylamide 
2. MT buffer 2. dNTP mix 2. 50x TAE 
3. PPS Reagent 3. Primer 357 forward 3. Formamide 
4. Binding Matrix Suspension 4. Primer 518 reward 4. ยูเรีย 
5. SEWS-M 5. Taq DNA Polymerase 6. APS 
6. DES 6. Distill water 7. TEMED 
 7. Template DNA 8. Dye solution 
 
ตารางที่ 3.6 แสดงเครื่องมือที่ในการวิเคราะหความหลากหลายของจุลินทรีย 
 

อุปกรณ ยี่หอ รุน 
1.ชุดอุปกรณสําเร็จรูปสําหรับการสกัดแยก   
ดีเอ็นเอ (FastDNA SPIN kits for soil) 

QBiogene ,Solon, Ohio, USA - 

 2. เครื่องผสมสาร Scientific Industries, Inc. Vortex-Genie 2 
 3. เครื่องเขยาสาร (Fast PREP Instrument) Thermo Electron Corporation Fast PREPTM FP 120 
 4. เครื่องปนเหวีย่ง(Centrifuge) Eppendrof 5804R 
 5. เครื่องควบคุมอุณหภูมิสําหรับทํา PCR Thermo Electron Corporation HB-PX-2220 

 6. เครื่องแยกดีเอ็นเอดวยไฟฟา 
     (DNA Electrophoresis Gel    Boxes) 

Bioactive, Inc. - 

 7. DGGE (D Code system) Bio-Rad Laboratories, Inc. - 
 8. เครื่อง UV Transilluminator Gel Wealtec Gel Dolphin-DOC 
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(ก) 

(ง) (ค) 

(ข) 

รูปที่ 3.6  แสดงเครื่องมือตางๆ ที่ใชในการศึกษาดีเอน็เอระดับโมเลกุล 
    (ก) เครื่อง PCR ที่ใชในการเพิ่มจํานวน 16S rDNA  
  (ข) แสดงการปเปตตัวอยางดีเอ็นเอลงบนอะกาโรสเจล  

  (ค) เครื่อง Horizontal DNA Electrophoresis Gel Boxes ใชในการตรวจสอบดีเอน็เอ  
ดวยวิธีการแยกดวยไฟฟาบนอะกาโรสเจล  

    (ง) เครื่องถายภาพดีเอ็นเอบนเจล (UV Transilluminator) 
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(ก) 

(ค) 

รูปที่ 3.7 แสดงชุดอุปกรณและเทคนิคระดับโมเลกุลในการศึกษาความหลากหลายของจุลินทรีย 
(ก) อุปกรณชุด The DcodeTM Universal Multation Detection System, BIO-RAD 
สําหรับการวิเคราะห DGGE  
(ข) การปเปตตัวอยางดีเอ็นเอลงบนเจล DGGE gel  
(ค) การตอชุดอุปกรณวเิคราะห DGGE    

 

(ข) 
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3.8 ขั้นตอนการวิเคราะห 16S rDNA ดวยวิธี PCR- DGGE 
 สําหรับวิธีการตางๆ โดยละเอียดที่ใชในการทดลองนี้ แบงออกไดเปน 4 ขั้นตอน ดังนี้  
 

 3.8.1 การสกัดแยกดีเอ็นเอรวมของแบคทีเรียในเม็ดตะกอนจุลินทรีย 
    สําหรับงานวิจัยนี้ทําการสกัดแยกดีเอ็นเอรวมของแบคทีเรียจากตัวอยางตะกอนที่เก็บ
จากถังปฏิกิริยายูเอเอสบีในชุดการทดลองที่ 1 และ 2 โดยใชชุดสกัดแยกดีเอ็นเอสําเร็จรูป และ
ดําเนินการตามวิธีที่ระบุโดยผูผลิตซ่ึงมีรายละเอียดแบงออกเปน 3 ขั้นตอนดังนี้ 
 

   3.8.1.1  ขั้นการสกัดแยกดีเอ็นเอออกจากตัวอยาง คือการนําตะกอนตัวอยางที่เก็บจาก
ถังปฏิกรณยูเอเอสบี 2 มก. เอ็มแอสวีเอสเอส มาใสลงในหลอดพลาสติกขนาดเล็ก (Eppendrof) แลว
เติมโซเดียมฟอสเฟสบัฟเฟอร 1 มล. นําไปปนรวมดวยเครื่องผสม (Vortex mixer) จนตัวอยางและ
บัฟเฟอรเขากันดีจึงทําการยายตะกอนตัวอยางทั้งหมดมาใสลงในหลอด Lysin Matrix E ซ่ึงมี
ลูกแกวขนาดเล็กที่ชวยในการทําใหเซลลแตกและดีเอ็นเอหลุดออกจากตะกอนตัวอยาง จากนั้นเติม 
MT buffer 122 ไมโครลิตร เขยาหลอดตัวอยางดวยเครื่อง FastPep Instrument โดยใชความเร็ว
ระดับ 5.5 เปนเวลา 30 วินาที เมื่อครบตามเวลาที่กําหนดจึงนําหลอดตัวอยางไปปนที่ 14,000 รอบ/
นาที เปนเวลา 4 นาที ดวยเครื่องเหวี่ยง (Centrifuge) เพื่อใหเกิดการตกตะกอน ในที่สุดไดดีเอ็นเอที่
ละลายอยูในสารละลายที่แยกชั้นกับตะกอนตัวอยาง 
 

   3.8.1.2  ขั้นการทําความสะอาดดีเอ็นเอที่แยกได โดยการเทเฉพาะสวนน้ําใสที่ไดจาก
ขั้นตอนขางตนลงในหลอดพลาสติกขนาดเล็ก เติม PPS Reagent 250 ไมโครลิตร ทําการเขยาดวย
มือ 10 คร้ัง อยางชาๆ นําตัวอยางไปปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 14,000 รอบ/นาที เปนเวลา 4 นาที 
จากนั้นเทเฉพาะสวนน้ําใสลงในหลอดใหม เติม Binding Maxtrix Suspension 1 มล. เขยาดวยมือ
เปนเวลา 2 นาที และตั้งทิ้งไวใหเกิดการตกตะกอนเปนเวลา 3 นาที จะไดดีเอ็นเอที่อยูในรูป
สารละลาย 
 

           3.8.1.3  ขั้นการชะดีเอ็นออกจากตัวกรอง คือการเทเฉพาะสวนน้ําใสจากขั้นตอน
ขางตนทิ้งในปริมาตร 500 ไมโครลิตร แลวเทน้ําใสในสวนที่เหลือลงในหลอด Spin Filter ซ่ึงเปน
หลอดที่มีแผนกรองอยูดานบนของหลอด จากนั้นนําหลอดตัวอยางไปปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 
14,000 รอบ/นาที เปนเวลา 1 นาที เพื่อใหเกิดการกรองดีเอ็นเอออกจากสารละลายโดยดีเอ็นเอ      
จะติดอยูบนแผนกรองสวนสารละลายจะไหลลงสูดานลางของหลอด ใหเทสารละลายดานลาง
หลอดทิ้ง แลวเติม SEWS-M 500 ไมโครลิตร เพื่อเปนการลางสิ่งปนเปอนที่ยังคงติดอยูกับดีเอ็นเอ
ใหสะอาด นําหลอดตัวอยางไปปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 14,000 รอบ/นาที เปนเวลา 1 นาที แลวเท
สวนน้ําใสดานลางหลอดทิ้ง  จากนั้นนําไปปนเหวี่ยงอีกครั้งดวยความเร็วรอบเดิม เปนเวลา 2 นาที 
ทําการยายตัวกรองใสในหลอด Catch Tube ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 5 นาที แลวเติม DES 
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50 ไมโครลิตร นําไปปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 14,000 รอบ/ นาที เปนเวลา 1 นาที เพื่อใหดีเอ็นเอที่อยู
บนแผนกรองละลายและหลุดออกมากับสารละลาย DES โดยสุดทายจะไดสารละลายดีเอ็นเอ
ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ซ่ึงขั้นตอนการสกัดดีเอ็นเอทั้งหมดสามารถแสดงโดยยอไดดังแผนภาพใน
รูปที่ 3.8 

 

 

 

 

 

 

ใสตะกอนตัวอยาง 2 มก MLVSS  
เติม Sodium phosphate buffer 1 มล. แลวปน
ดวย ดวยเครื่องปนผสม  

ยายตะกอนมาใสใน Lysing Matrix 
E  

ใสหลอดตัวอยางในเครื่อง FastPep Instrument 
 ใชความเร็วระดับ 5.5 นาน 30 วินาที 

ปนเหวี่ยงหลอดตัวอยางดวยเครือ่ง 

Centrifuge  

เทเฉพาะสวนน้ําใสลงในหลอดพลาสตกิขนาดเล็กเติม PPS Reagent  
250 ไมโครลิตร จากนั้นเขยาดวยมือ 10 ครั้ง 

ปนเหวี่ยงอีกครัง้ดวยความเร็ว 14000 รอบ/นาที 
 เปนเวลา 4 นาที แลวเทเฉพาะสวนน้ําใสใสหลอดใหม 

 

เติม Binding Maxtrix Suspension 1 มล. 
เขยาดวยมือ 2 นาที ท้ิงใหเกิดการตกตะกอนเปนเวลา 3 นาที 

 

 

 

 

ตะกอนตัวอยาง 

รูปที่ 3.8 ขั้นตอนการสกัดแยกดีเอ็นเอรวมจากตะกอนดวย FastDNA SPIN kits 
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เทเฉพาะสวนท่ีเปนน้ําใสออกปริมาตร 500 ไมโครลิตร 
แลวเทน้ําใสสวนท่ีเหลือลงในหลอด Spin Filter 

เหวี่ยงดวยความเรว็ 14000 รอบ/นาที 

เทสวนน้ําดานลางท้ิง แลวเติม SEWS-M ปริมาตร 500 ไมโครลิตร  
เพื่อลางตะกอน เหวี่ยงดวยความเร็ว 14000 รอบ/นาที เปนเวลา 1 นาที  

 

 

เทสวนน้ําดานลางท้ิง  
เหวี่ยงดวยความเรว็ 14000 รอบ/นาที เปนเวลา 2 นาที 

นําตัวกรองใสใน Catch Tube แลวรอใหแหงท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 5 

นาที แลวเติม DES ปริมาตร 50 ไมโครลิตร เหวี่ยงดวยความเร็ว 14000 

 

ไดสารละลายดีเอ็นเอ ปริมาตร 50 ไมโครลิตร 

 

 

รูปที่ 3.8 ขั้นตอนแสดงการสกัดดีเอ็นเอรวมจากตะกอนสลัดจดวย  
  FastDNA SPIN Kit (ตอ) 
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3.8.2 การตรวจสอบความบริสุทธิ์ของตัวอยางดีเอ็นเอดวยวิธีการแยกดวยไฟฟา 
   นําตัวอยางดีเอ็นเอที่สกัดไดมาตรวจสอบโดยใช 2% อะกาโรสเจล ใน 1x TAE 
Buffer ทําการแยกดวยไฟฟาในเครื่อง Horizontal DNA Electrophoresis Gel Boxes ( Bioactive) 
โดยใช 1Kb DNA Ladder (BioLabs) เปน DNA marker ทําการเดินระบบการแยกดวยไฟฟา 
(Electrophoresis) โดยใชแรงดันไฟฟา 110 โวลท เปนเวลา 30 นาที หรือจนเห็นสียอมลงมาถึง
ประมาณ 2/3 ของเจล จากนั้นตรวจดูดีเอ็นเอที่สกัดไดดวย UV Transilluminator (Gel Dolphin-
DOC, NV, USA) 
 

 3.8.3 การเพิ่มจํานวนยีนในชวงสาย 16S rDNA ดวยวิธี PCR  
 การเพิ่มจํานวนยีนในชวงสาย 16S rDNA  ในการทดลองนี้ดําเนินการโดยใช Taq PCR 
Polymerase (QIAGEN, Chatsworth, California, USA.) โดยในหนึ่งหลอดปฏิกิริยา (Reaction tube) 
จะประกอบดวย PCR Buffer 10x 2.5 ไมโครลิตร, dNTPs 0.5 ไมโครลิตร, Primer 357f 0.625 
ไมโครลิตร, Primer 518r 0.625 ไมโครลิตร, Taq DNA Polymerase 0.125 ไมโครลิตร, น้ํากล่ัน 
20.125 ไมโครลิตร, DNA Template 0.5 ไมโครลิตร คิดเปนปริมาตรรวมของ 1 reaction เทากับ 25 
ไมโครลิตร ซ่ึงชุด Primer (Primer set) สําหรับ 16S rDNA ดังแสดงในตารางที่ 3.7  
  

ตารางที่ 3.7 แสดงชุด Primer สําหรับ16S rDNA ในการทดลอง 
 

Primer ลําดับเบสของ Primer 
357 forward + GC clamp 5’-CGCCCGCCGCGCGCGCGCGGCGGGGCG 

GGGGCPCGGGGGGCCTACGGGAGGCAGCAG-3’ 
357 forward non GC clamp 5’-CCTACGGGAGGCAGCAG-3’ 
518 reward 5’-ATTACCGCGGCTGCTGG-3’ 
 

 สําหรับสภาวะของการเพิ่มจํานวนยีนดวยเครื่อง PCR (Thermo Electron Corporation) 
มีโปรแกรมอุณหภูมิดังนี้ 
 Initial denaturation 94° ซ          3   นาที 
 Denaturing  94° ซ          0.3   นาที 
 Annealing  53 ° ซ         0.3   นาที                    35 รอบ 
 Extension   72 ° ซ         0.3    นาที 
 Final Extension  72 ° ซ         10    นาที 
 End    4   ° ซ 
 ทําการตรวจสอบดีเอ็นเอที่ไดจากขั้นตอน PCR อีกครั้งดวยวิธีแยกดวยกระแสไฟฟาตามวิธี
ในขอ 3.8.2 
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 3.8.4 การวิเคราะหความแตกตางของยีนดวยเทคนิค DGGE  
 

   3.8.4.1 การเตรียมโพลีอะคริละไมลเจล  
                        จากผลการทดลองเบื้องตนพบวาความเขมขนของยูเรียที่เหมาะสมสําหรับ 
denatured gel คือ 20% ถึง 60% ซ่ึงการเตรียมเจล 8% polyacrylamide ที่มี 20%-60% urea 
denaturant ทําไดโดยการผสมสารละลาย 0% denaturing solution (40% acrylamide 20 มล., 50x 
TAE buffer 2 มล.  เติมน้ํากล่ันปรับปริมาตรเปน 100 มล.) เขากับสารละลาย 100% denaturing 
solution ( 40% acrylamide 20 มล., 50x TAE  buffer 2 มล., Formamide 40 มล. และยูเรีย 42 กรัม 
เติมน้ํากลั่นปรับปริมาตรเปน 100 มล.) เพื่อนํามาใชเตรียม 20% denaturing solution ( 0% 
denaturing solution 12 มล. ผสมกับ 100% denaturing solution  3 มล. ) และใชเตรียม 60% 
denaturing solution (0% denaturing solution  6 มล. ผสมกับ 100% denaturing solution  9 มล.  
และเติม Dcode dye solution 100 ไมโครลิตร)  
 

   3.8.4.2 การทําเกรเดียนทของโพลีอะคริละไมลเจล 
      ประกอบชุดเกรเดียนท (รูปที่ 3.8 ก) เพื่อทําแผนเจลสําหรับ DGGE นํา 20 % 
denaturing polyacrylamide  solution  และ 60%  denaturing polyacrylamide solution มาเติม 10% 
ammonium persulfate (ammonium persulfate 0.1 กรัม ในน้ํากล่ัน 1 มล.) ปริมาตร 90 ไมโครลิตร 
และเติม TEMED 9 ไมโครลิตร  ซ่ึงเปนสารที่ทําใหเจลเกิดการแข็งตัว ใชหลอดฉีดยาดูด denaturing 
polyacrylamide solution ทั้งสองชนิดมาตอเขากับอุปกรณการเตรียมเกรเดียนท จากนั้นหมุนวงลอ
เพื่อใหเครื่องมือทําการผสม denaturing polyacrylamide solution ทั้งสองชนิดเขาดวยกันในสัดสวน
ตั้งแต 0-100% ซ่ึงจะทําใหเกิดอะคริลาไมลเจลที่มีความเขมขนของ urea denaturant ตั้งแต 20-60 % 
จากนั้นเสียบหวีสําหรับเตรียมรองบรรจุดีเอ็นเอแลวทิ้งไว  5 ช่ัวโมงเพื่อใหเจลแข็งตัวพอดี 
 

   3.8.4.3 การแยกดีเอ็นเอดวยไฟฟาบนเกรเดียนทเจล 
      นําชุดกระจกเจลประกอบเขากับเครื่องแยกดีเอ็นเอดวยไฟฟา ดึงหวีออกแลว
เติม 1x TAE buffer ปริมาตร 7 ลิตร ลงในถังของระบบแยกดีเอ็นเอดวยไฟฟาเดินเครื่องปม
หมุนเวียนบัฟเฟอรและตัวทําความรอน จนกระทั่งอุณหภูมิของบัฟเฟอรเพิ่มขึ้นถึง 60 °ซ จึงทําการ
เติมตัวอยาง 16S rDNA ลงในเจลโดยใช ØX174  DNA  Ladder เปนดีเอ็นเอมาตรฐาน (รูปที่ 3.8 ข) 
เร่ิมเดินเครื่องแยกดีเอ็นเอดวยไฟฟาโดยใชอุณหภูมิ 60 °ซ  แรงดันไฟฟา 130 โวลท เวลาประมาณ 5 
ช่ัวโมง จากนั้นนําเจลออกจากกระจกและนํามายอมสีดวยเอทธิเดียมโบรไมด  (ethidium bromide 1 
ไมโครลิตร ผสมกับน้ํากล่ันปริมาตร 15 มล) เปนเวลา 20 นาที แลวนํามาตรวจสอบลักษณะเฉพาะ
ในการแยกของเจลดวยเครื่อง UV Transilluminator 
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 3.8.5 การจําแนกความแตกตางของแถบดีเอ็นเอบนเจล DGGE ดวยวิธีหาลําดับเบส  
   (DNA sequence)  
 

           ใชใบมีดคัดเตอรที่สะอาดตัดแถบ 16S rDNA แตละแถบจากเจลใสในหลอดพลาสติก
ขนาดเล็ก เติมน้ํากลั่นปราศจากเชื้อ 50 ไมโครลิตร ใหทวมเจลจากนั้นนําไปแชเย็นที่อุณหภูมิ          
4 °ซ เพื่อใหดีเอ็นเอแพรออกมาจากเจล ทําการเพิ่มจํานวน 16S rDNA อีกครั้ตามขั้นตอน PCR ใน
หัวขอ 3.8.3 จากนั้นนําดีเอ็นเอที่เพิ่มจํานวนไดไปตรวจวิเคราะหลําดับเบส  
   นําผลลําดับเบสที่ไดมาเปรียบเทียบความเหมือนกับลําดับเบสของฐานขอมูล16S 
rDNA ที่ระบุใน GenBank ของ National Center for Biotechnology Information (NCBI) ดวย
โปรแกรม BLASTN (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) 
 

 3.8.6 การหาความสัมพันธของลําดับเบสที่ไดและการแจกแจงชนิดของจุ ลินทรีย 
(Phylogenetic analysis) 

 

             นําผลการวิเคราะหลําดับเบสมาทําการสรางตนไมแหงวิวัฒนาการ (Phylogenetic 
tree) เพื่อวิเคราะหสายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการดวยโปรแกรม ARB (Department of Microbiology, 
Technische Universitat Munchen, Munich,Germany;[ http://www.arb-home.de]) โดยการนําผล
การเปรียบเทียบลําดับเบสจากฐานขอมูล 16S rDNA ของการทดลองที่มีความยาว 166 bp ใสใน
โปรแกรมที่มีฐานขอมูลของ ssu rRNA   ซ่ึงมีความยาวเบสอยูที่ 1000 bp เพื่อทําการจัดเรียงลําดับ
เบสเปรียบเทียบกับฐานขอมูลที่จัดไวในโปรแกรม 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



  54    

บทท่ี 4  
ผลการทดลองและวิจารณผล 

 
4.1 การดําเนินการทดลอง 
 

 งานวิจัยนี้ไดแบงการทดลองออกเปน 3 ชุด ไดแก การศึกษาอิทธิพลของอัตราสวนซีโอดี
ตอไนเทรตที่มีผลตอการบําบัดไนเทรตในถังปฏิกรณยูเอเอสบี การศึกษาอิทธิพลของภาระบรรทุก
ไนเทรตไนโตรเจนตอประสิทธิภาพการเดินระบบ และการศึกษาความหลากหลายของจุลินทรียใน
ถังปฏิกรณยูเอเอสบี  
 การทดลองดําเนินการโดยออกแบบและติดตั้งถังปฏิกรณยูเอเอสบีขนาดความจุ 5 ลิตรและ
สูง 120 ซม. จํานวน 3 ถัง   เพื่อทําการทดลองเปรียบเทียบกัน ณ อุณหภูมิหอง โดยน้ําเสียที่ใชใน
การทดลองเปนน้ําเสียสังเคราะหที่เตรียมจากน้ําประปา ซ่ึงมีการเติมโซเดียมไนเทรตเปนแหลง    
ไนเทรตและน้ําตาลทรายเปนสารอินทรียคารบอนในปริมาณที่กําหนด นอกจากนี้จะมีการเติม
สารอาหารอื่น ๆ ที่จําเปนสําหรับการเจริญเติบโตของแบคทีเรียอยางครบถวนตามสูตรของ Speece 
(1996) หัวเชื้อที่ใชในการเริ่มเดินระบบเปนตะกอนเม็ดจากระบบบําบัดแบบยูเอเอสบีของบริษัท
เสริมสุข  จํากัดที่นํามาผานการปนใหเปนเนื้อเดียวกันกอนเติมลงในถังปฏิกรณยู เอเอสบี              
โดยตะกอนเม็ดเริ่มตนมีคาเอสเอสเทากับ 9,700 มก/ลิตร วีเอเอสเทากับ 8,5000 มก/ลิตร และจาก
การวิเคราะหความสามารถจําเพาะของเม็ดจุลินทรียเร่ิมตนกอนเร่ิมการทดลองพบวามีคาเทากับ 
0.348 กรัมซีโอดี- มีเทน/กรัมวีเอเอส-วัน 
 ในการทดลองชุดที่ 1 ทําการควบคุมระยะเวลากักเก็บน้ําและปริมาณไนเทรตไนโตรเจน
ในถังปฏิกรณทั้งสามใหคงที่ที่ 24 ชม. และ 100 มก./ล. และแปรผันปริมาณซีโอดีตาง ๆ กัน 3 
ระดับที่ 200 500 และ 800 มก./ล. โดยคิดเปนอัตราสวนซีโอดีตอไนเทรตไนโตรเจนเทากับ 2:1 5:1 
และ 8:1 ตามลําดับ เพื่อศึกษาถึงอิทธิพลของอัตราสวนดังกลาวตอระบบ สวนการทดลองในชุดที่ 2 
เปนการศึกษาอิทธิพลของภาระบรรทุกไนเทรตที่มีผลตอการเดินระบบ โดยเมื่อชุดการทดลองที่ 1 
เขาสูสภาวะคงตัวและบําบัดไนเทรตไดตามสัดสวนที่กําหนดแลวจึงทําการแปรผันคาระยะเวลากัก
เก็บน้ําเปน 3 ระดับ คือ 12 8 และ 4 ชม. ในทุกอัตราสวน โดยในระหวางการทดลองไดทําการเก็บ
ตัวอยางน้ําเสีย และตะกอนสลัดจจากทุกชุดการทดลองมาวิเคราะหคาพารามิเตอรตาง ๆ ทางเคมี 
ไดแก พีเอช โออารพี สภาพความเปนดาง ซีโอดี ไนเทรต ไนไทรต แอมโมเนีย ของแข็งแขวนลอย 
ของแข็งแขวนลอยระเหยงาย ความสามารถของแบคทีเรียในการสรางกาซมีเทน และความสามารถ
ของแบคทีเรียในการสรางกาซไนโตรเจน 
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 สําหรับการศึกษาประชากรจุลินทรียกลุมเดนและการเปลี่ยนแปลงกลุมประชากร           
จุลินทรียที่อาศัยอยูรวมกันในเม็ดตะกอนยูเอเอสบีที่สภาวะตางๆ ไดทําการเก็บตัวอยางเม็ดตะกอน
สลัดจจากถังปฏิกรณในชุดการทดลองชุดที่ 1 และ 2 มาทําการตรวจสอบเบื้องตนดวยกลอง
จุลทรรศนอิเลคตรอน และอาศัยเทคนิคทางพันธุวิศวกรรมศาสตรในการสกัดแยกดีเอ็นเอรวมจาก
ตัวอยางตะกอน ทําการเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอในชวงสายของ 16S rDNA ดวยเทคนิค PCR และทําการ
วิเคราะหความแตกตางของสายของดีเอ็นเอจากตัวอยางดวย DGGE จากนั้นนําไปหาลําดับเบสของ 
16S rDNA  ที่ได และทําการแจกแจงชนิดของจุลินทรียในตัวอยางที่นํามาทดสอบ  โดยการ
เปรียบเทียบกับฐานขอมูลที่มีการเก็บรวบรวมไว 
 ในชวงกอนเริ่มตนการทดลองไดทําการเลี้ยงเชื้อจุลินทรียในถังปฏิกรณยูเอเอสบีเปน
เวลา 2 เดือน เพื่อใหจุลินทรียเกิดความคุนเคยตอสภาพแวดลอมภายในระบบ โดยในระหวางนี้จะมี
การเก็บตัวอยางน้ําและตะกอนจุลินทรียเพื่อนําไปวิเคราะหและประเมินประสิทธิภาพของระบบ 
จากการทดลองเริ่มตน เพื่อเปนขอมูลในชวงการปรับสภาพของจุลินทรีย 
 ผลการทดลองที่ไดจะนําไปวิเคราะหอธิบายและวิจารณผลการทดลอง โดยจะแสดงผล
การทดลองชุดที่ 1 และ 2 รวมกันเพื่อใหเขาใจถึงผลของอัตราสวนซีโอดีตอไนเทรตและภาระ
บรรทุกอินทรียไนเทรตไนโตรเจนที่มีผลตอการบําบัดซีโอดี ไนเทรต รวมถึงประสิทธิภาพของ
ระบบเมื่อมีการรบกวนระบบโดยไนเทรตเกิดขึ้น ซ่ึงผลการทดลองและการวิเคราะหสามารถนํามา
สรุปโดยจําแนกตามพารามิเตอรตางๆ ดังนี้ 
 

4.2 ปจจัยแวดลอมท่ีเกิดขึ้นภายในถังปฏิกรณ 
 

 4.2.1 พีเอช 
           พีเอชของน้ําภายในถังปฏิกรณมีความสําคัญตอระบบบําบัดน้ําเสียแบบไมใชอากาศ
มาก เนื่องจากจุลินทรียจะสามารถทํางานไดดีก็ตอเมื่อทําการควบคุมพีเอชในระบบใหอยูในชวง
ระหวาง 6.6-7.6 (McCarty, 1964) ในงานวิจัยนี้จึงทําการควบคุมพีเอชใหอยูในชวงดังกลาว จากรูป
ที่ 4.1 พบวาคาพีเอชในชวงกอนการเติมไนเทรตมีความผันแปรและมีแนวโนมใกลเคียงกันใน     
ทุกอัตราสวนซีโอดีตอไนเทรตโดยเมื่อทําการเติมไนเทรตที่ระยะเวลากักเก็บน้ํา 24 ช่ัวโมง พบวา   
พีเอชไมมีการเปลี่ยนแปลงมากนักเนื่องจากแบคทีเรียเกิดการปรับสภาพเพื่อใหคุนเคยกับสภาวะ
แวดลอมที่มีแหลงคารบอนที่ต่ําและสภาวะที่มีไนเทรตต่ํา โดยพีเอชเฉลี่ยของน้ําเสียเขาระบบเทากับ 
8.5 ± 0.14 พีเอชเฉลี่ยของน้ําในถังปฏิกรณเทากับ 7.2 ± 0.15 และพีเอชเฉลี่ยของน้ําทิ้งออกจาก
ระบบเทากับ 7.5 ± 0.11 แตเมื่อลดระยะเวลากักเก็บน้ําเปน 12 8 และ 4 ช่ัวโมง ในทุกอัตราสวน     
ซีโอดีตอไนเทรต พบวาพีเอชแสดงแนวโนมในทางเดียวกันคือ พีเอชของน้ําเสียเขาระบบมีคา
มากกวาพีเอชของน้ําในถังปฏิกรณและพีเอชในน้ําทิ้งออกจากระบบ โดยพีเอชเฉล่ียของน้ําเสียเขา
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ระบบเทากับ 8.5 ± 0.16 พีเอชเฉลี่ยของน้ําในถังปฏิกรณเทากับ 7.3 ± 0.13 และพีเอชเฉลี่ยของน้ําทิ้ง
ออกจากระบบเทากับ 7.6 ± 0.14  เนื่องจากในการเตรียมน้ําเสียสังเคราะหเขาระบบมีการเติม
โซเดียมไบคารบอเนต เพื่อรักษาระดับพีเอชในถังปฏิกรณไมใหต่ําเกินไปและเปนการเพิ่มบัฟเฟอร
ใหแกระบบ แตในกรณีที่พีเอชของน้ําในถังปฏิกรณและน้ําทิ้งออกจากระบบมีคาต่ําลงซึ่งมีความ
ขัดแยงกับทฤษฎีของการเกิดกระบวนการดีไนตริฟเคชันที่ควรจะเกิด 1 สมมูลของสภาพดางตอ      
1 สมมูลของไนเทรตที่ลดลง และมีผลทําใหพีเอชมีคาเพิ่มขึ้นนั้นนาจะมีสาเหตุมาจากการ
เกิดปฏิกิริยาการยอยสลายน้ําตาลเปนกรดไขมันระเหยงายและกาซคารบอนไดออกไซดภายใน     
ถังปฏิกรณเปนผลใหมีการสะสมตัวของกรดไขมันระเหยงายทําใหพีเอชต่ําลง แตเนื่องจากจุลินทรีย
ในถังปฏิกรณยังทํางานอยูได คาพีเอชในถังปฏิกรณจึงไมลดลงต่ํามากนัก ทําใหพีเอชของน้ําใน    
ถังปฏิกรณมีคาอยูในชวงที่เหมาะสมตอการทํางานของจุลินทรียในกระบวนการดีไนตริฟเคชัน คือ 
7.0-7.5 และที่เหมาะสมสําหรับระบบบําบัดแบบไรอากาศคือ 6.5-7.5 (มั่นสิน ตัณฑุลเวศน, 2542)  
 

 4.2.2 โออารพี 
            ในทางทฤษฎีคาโออารพีจะแสดงถึงความสามารถในการรับอิเลคตรอนของ
สารละลาย เชน ถาวัดคาโออารพีไดคาบวกมากๆ แสดงวาสารละลายนี้มีการรับอิเลคตรอนไดดี 
และถาวัดโออารพีไดคาลบ แสดงวาสารละลายมีความสามารถในการรับอิเลคตรอนไดนอยหรือ    
มีความสามารถในการใหอิเลคตรอนไดดี และเนื่องจากปฏิกิริยาชีวเคมีตางๆที่ใชในการบําบัด      
น้ําเสียลวนเปนปฏิกิริยารีดอกซ ซ่ึงปฏิกิริยาแตละประเภทมีคาโออารพีแตกตางกัน โดยในถังยอย
แบบไรอากาศที่ทํางานไดดีตองมีคาโออารพีอยูในชวง -300 ถึง -500 มิลลิโวลท (มั่นสิน ตัณฑุล
เวศม, 2542) ซ่ึงผลการทดลองจากรูปที่ 4.2 พบวาคาโออารพีตลอดการทดลองของอัตราสวนซีโอดี
ตอไนเทรตที่ระยะเวลากักเก็บน้ําตางๆ มีคาอยูในชวง -250 ถึง -260 มิลลิโวลท ซ่ึงต่ําวาสภาวะที่
เหมาะสมสําหรับการยอยสลายทางชีภาพแบบไรออกซิเจนที่มีการรายงานไว แตยังอยูในชวง         
ที่ระบบสามารถบําบัดสารอินทรียไดอยางมีประสิทธิภาพ โดยที่อัตราสวนซีโอดีตอไนเทรต 2:1 5:1 
และ 8:1 มีคาโออารพีเฉลี่ยของน้ําทิ้งออกจากระบบเทากับ -258.1 ± 14.1, -259.3 ± 14.3, -257.7 ± 
14.9 มิลลิโวลท ตามลําดับ 
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(ก) คาพีเอชท่ีอัตราสวนซีโอดีตอไนเทรต 2:1 กอนเติมไนเทรตและที่ระยะเวลากักเก็บน้ํา ท่ี 24 12 8  และ 4 ชม. 

(ข) คาพีเอชท่ีอตัราสวนซีโอดีตอไนเทรต 5:1 กอนเติมไนเทรตและที่ระยะเวลากักเก็บน้ํา ท่ี 24 12 8 และ 4 

(ค) คาพีเอชท่ีอัตราสวนซีโอดีตอไนเทรต 8:1 กอนเติมไนเทรตและที่ระยะเวลากักเก็บน้ํา ท่ี 24 12 8 และ 

รูปท่ี 4.1 การเปล่ียนแปลงคาพีเอชตลอดการทดลอง โดยที่  (      )  คาพีเอชน้ําเสียเขาระบบ 
              (       )  คาพีเอชในถังปฏิกรณ  (      )  คาพีเอชน้ําทิ้งออกจากระบบ 
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กอนการเติมไนเทรต HRT = 24 ชม. HRT = 12 ชม. HRT = 8 ชม. HRT = 4 ชม. 

กอนการเติมไนเทรต HRT = 24 ชม. HRT = 12 ชม. HRT = 8 ชม. HRT = 4 ชม. 

กอนการเติมไนเทรต HRT = 24 ชม. HRT = 12 ชม. HRT = 8 ชม. HRT = 4 ชม. 
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(ก) คาโออารพีท่ีอตัราสวนซีโอดีตอไนเทรต 2:1 กอนเติมไนเทรตและที่ระยะเวลากกัเก็บน้ําท่ี 24 12 8 และ 4 ชม. 

(ข) คาโออารพีท่ีอัตราสวนซีโอดีตอไนเทรต 5:1 กอนเติมไนเทรตและที่ระยะเวลากกัเก็บน้ําเสีย 24 12 8 และ 4 

รูปท่ี 4.2 การเปล่ียนแปลงคาโออารพีตลอดการทดลอง โดยที่ (     )  คาโออารพีของน้ําทิ้งออกจากระบบ 

(ค) คาโออารพีท่ีอัตราสวนซีโอดีตอไนเทรต 8:1 กอนเติมไนเทรตและที่ระยะเวลากกัเก็บน้ําเสีย 24 12 8 และ 4 
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 4.2.3 สภาพความเปนดาง 
           สภาพความเปนดางบอกใหทราบถึงกําลังบัฟเฟอรในระบบไรออกซิเจน ซ่ึงเปน
พารามิเตอรที่สําคัญเนื่องจากถากําลังบัฟเฟอรต่ําเกินไป ปริมาณกรดที่เพิ่มขึ้นเพียงเล็กนอยจะทําให
คาพีเอชลดลงอยางมากและเปนอันตรายตอแบคทีเรียสรางมีเทนได แตในทางตรงขามถาระบบ       
มีสภาพดางสูงพอ ระบบก็จะสามารถทนตอการเปลี่ยนแปลงของกรดอินทรียระเหยไดโดยไมสงผล
กระทบกระเทือนกับคาพีเอชมากนัก โดยทั่วไประบบไรออกซิเจนควรมีสภาพดางประมาณ 1,500- 
2,000 มก./ล.ของหินปูน (มั่นสิน ตัณฑุลเวศม, 2542) ซ่ึงผลการทดลองจากรูปที่ 4.3 พบวาสภาพ
ดางเฉลี่ยของน้ําเสียเขาระบบในแตละสัดสวนซีโอดีตอไนเทรตมีคาตางกัน เนื่องจากในการเตรียม
น้ําเสียสังเคราะหกอนเขาระบบไดเติมโซเดียมไบคารบอเนตเพื่อเปนบัฟเฟอรใหกับระบบ            
ในอัตราสวนซีโอดีตอบัฟเฟอรเทากับ 1:1  โดยเมื่อเปรียบเทียบสภาพดางในน้ําเสียเขาระบบและ 
น้ําทิ้งออกจากระบบพบวา สภาพดางของน้ําทิ้งออกจากระบบมีคามากกวาน้ําเสียเขาระบบในทุก
อัตราสวนซีโอดีตอไนเทรตและในทุกระยะเวลากักเก็บน้ํา เนื่องจากการเกิดปฏิกิริยาดีไนตริฟเคชัน
จะมีการผลิต 1 สมมูลของสภาพดางตอ 1 สมมูลของไนเทรตที่ลดลง (Delwiche, 1981) จึงเปนผล
ใหสภาพดางของน้ําทิ้งออกจากระบบมีคาเพิ่มขึ้น และสาเหตุอีกประการที่ทําใหสภาพดางของ     
น้ําทิ้งออกจากระบบมีคาสูงขึ้นคือ กําลังบัฟเฟอรที่เติมในน้ําเสียกอนเขาระบบที่มากเกินพอตอการ
เปล่ียนแปลงของกรดอินทรียระเหยโดยไมสงผลกระทบตอคาพีเอช และไมทําใหระบบลมเหลว 
โดยที่อัตราสวนซีโอดีตอไนเทรต 2:1 สภาพดางเฉลี่ยของน้ําเสียเขาระบบเทากับ 247 ± 17.8 มก/ล. 
น้ําทิ้งจากระบบเทากับ 267 ± 12.6 มก./ล. ที่อัตราสวนซีโอดีตอไนเทรต 5:1 สภาพดางเฉลี่ยของ   
น้ําเสียเขาระบบเทากับ 559 ± 15.6 มก./ล. น้ําทิ้งออกจากระบบ 600 ± 18.7 มก./ล. และอัตราสวน       
ซีโอดีตอไนเทรต 8:1 สภาพดางเฉลี่ยของน้ําเสียเขาระบบ 859 ± 15.6 มก./ล.  และน้ําทิ้งออกจาก
ระบบ 905 ± 21.6 มก./ล.   



  60    

 

(ค) คาสภาพดางท่ีอัตราสวนซีโอดตีอไนเทรต 8:1 กอนเติมไนเทรตและที่ระยะเวลากกัเก็บน้ําท่ี 24 12 8 และ 4 

(ข) คาสภาพดางท่ีอัตราสวนซีโอดตีอไนเทรต 5:1 กอนเติมไนเทรตและที่ระยะเวลากกัเก็บน้ําท่ี 24 12 8 และ 4 

(ก) คาสภาพดางที่อัตราสวนซีโอดตีอไนเทรต 2:1 กอนเติมไนเทรตและที่ระยะเวลากกัเก็บน้ําท่ี 24 12 8 และ 4 

รูปท่ี 4.3 การเปล่ียนแปลงคาสภาพดาตลอดการทดลอง โดยที่ 
              (     )  สภาพดางในน้ําเสียเขาระบบ  (     )  สภาพดางในน้ําทิ้งออกจากระบบ 
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กอนเติมไนเทรต HRT = 24 ชม. HRT = 12 ชม. HRT = 8 ชม. HRT = 4 ชม. 

กอนเติมไนเทรต HRT = 24 ชม. HRT = 12 ชม. HRT = 8 ชม. HRT = 4 ชม. 

กอนเติมไนเทรต HRT = 24 ชม. HRT = 12 ชม. HRT = 8 ชม. HRT = 4 ชม. 
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4.3 สมรรถนะของระบบ 
 
  4.3.1 ซีโอดี ไนเทรตและไนไทรต และประสิทธิภาพการบําบัด 
       ประสิทธิภาพของระบบบําบัดน้ําเสียโดยทั่วไปสามารถประเมินไดจากความสามารถ
ในการบําบัดซีโอดีของระบบ โดยงานวิจัยนี้เปนการศึกษาถึงผลของอัตราสวนซีโอดีตอไนเทรตที่
แตกตางกันไดแก 2:1 5:1 และ 8:1 ที่ระยะเวลากักเก็บน้ําเสีย 24 12 8 และ 4 ช่ัวโมง เพื่อใหเขาใจถึง
บทบาทของอัตราสวนซีโอดีตอไนเทรตและภาระบรรทุกไนเทรตที่มีผลตอการลดลงของซีโอดี   
ไนเทรตและไนไทรต ตลอดจนประสิทธิภาพในการบําบัดและปจจัยที่มีผลตอการเดินระบบ ซ่ึงใน
การเพิ่มคาภาระบรรทุกอินทรียใหกับระบบในงานวิจัยนี้ เปนการเพิ่มในลักษณะของการลดคา
ระยะเวลากักเก็บน้ํา ซ่ึงมีรายงานวาอัตราสวนซีโอดีตอไนเทรตและระยะเวลากักเก็บน้ําเปนปจจัย
หลักสําหรับการเกิดปฏิกิริยาดีไนตริฟเคชัน (Mateju และคณะ, 1992) โดยปฏิกิริยาจะเกิดขึ้น        
ไดอยางสมบูรณจะตองมีอัตราสวนซีโอดีตอไนเทรตและระยะเวลากักเก็บน้ําที่เพียงพอ นอกจากนี้
ผลของการลดระยะเวลากักเก็บน้ําจะทําใหสามารถบําบัดน้ําไดปริมาณมากขึ้นหรือสามารถลด
ขนาดถังปฏิกิริยาลงได  
  จากรูปที่ 4.4 แสดงการเปลี่ยนแปลงคาซีโอดี ไนเทรตและไนไทรต และ
ประสิทธิภาพการบําบัดซีโอดี ที่อัตราสวนซีโอดีตอไนเทรต 2:1 พบวาเมื่อมีการรบกวนระบบโดย
การเพิ่มภาระบรรทุกอินทรียคารบอนและไนเทรตไนโตรเจน ที่ระยะเวลากักเก็บน้ํา 24 12 และ 8 
ช่ัวโมง จะเกิดการเปลี่ยนแปลงของการบําบัดซีโอดี ไนเทรตและไนไทรตกอนเริ่มคงตัว เมื่อเขาสู
ระยะเวลากักเก็บน้ําที่ 4 ช่ัวโมง และพบวาประสิทธิภาพในการบําบัดซีโอดีมีคาลดลงจากในชวง
กอนการเติมไนเทรตที่มีคาอยูในชวง 65-90 เปอรเซ็นต เหลือเพียง 70-80 เปอรเซ็นต ที่ทุกระยะเวลา
กักเก็บน้ํา โดยการบําบัดไนเทรตจะเกิดขึ้นจากกระบวนการดีไนตริฟเคชันดังแสดงในสมการที่ (1) 
 

  3NO3
- + C6H12O6 + 17H+ → C5H7O2N + N2 + CO2 + 11H2O               (1) 

 

  จากสมการพบวาจะตองใชกูลโคส 4.29 มก. ในการเปลี่ยนไนเทรต 1 มก. ใหเปน
กาซไนโตรเจน ดังนั้นอัตราสวนซีโอดีตอไนเทรต 2:1 จึงเปนอัตราสวนที่นอยกวาความตองการ
ตามทฤษฎีของการเกิดกระบวนดีไนตริฟเคชัน แตการบําบัดไนเทรตยังเกิดขึ้นไดโดยมีคาสูงสุด
เทากับ 46.6 มก. หรือเทียบเทาประสิทธิภาพการบําบัดที่ 23.3 เปอรเซ็นต แตจากผลการทดลอง
พบวาที่ระยะเวลากักเก็บน้ํา 24 ช่ัวโมง มีประสิทธิภาพการบําบัดไนเทรตและไนไทรตสูงถึง            
58 เปอรเซ็นต ซ่ึงมีคามากกวาทางทฤษฎี อาจเนื่องมาจากที่ระยะเวลากักเก็บ 24 ชม. นี้เปน
ระยะเวลาที่มากเกินพอตอการเกิดกระบวนการดีไนตริฟเคชันสําหรับอัตราสวนซีโอดีตอไนเทรต 
2:1 โดยเมื่อทําการลดคาระยะเวลากักเก็บน้ําเปน 12 8 และ 4 ช่ัวโมง ประสิทธิภาพการบําบัด       
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ไนเทรตและไนไทรตจะลดลงเหลืออยูในชวง 10-40 เปอรเซ็นต ดังนั้นจึงอาจสรุปไดวาอัตราสวน   
ซีโอดีตอไนเทรตที่ต่ํากวาคาอัตราสวนทางทฤษฎีการบําบัดไนเทรตและไนไทรตสามารถเกิดขึ้นได
แตตองใชระยะเวลาในการกักเก็บน้ําที่นานเพียงจึงจะเกิดการบําบัดที่มีประสิทธิภาพได 
  ในขณะที่อัตราสวนซีโอดีตอไนเทรต 5:1 และ 8:1 เมื่อมีการรบกวนระบบโดยการ
เพิ่มภาระบรรทุกอินทรียคารบอนและไนเทรตไนโตรเจน พบวาการบําบัดซีโอดียังคงมีคาคงที่ใน
ทุกระยะเวลากักเก็บน้ํา แตการบําบัดไนเทรตและไนไทรตจะเกิดการเปลี่ยนแปลงในชวงระยะเวลา
กักเก็บน้ําที่ 24 และ 12 ช่ัวโมง กอนเขาสูสภาวะคงตัว ซ่ึงประสิทธิภาพการบําบัดซีโอดี ไนเทรต
และไนไทรต ในทุกระยะเวลากักเก็บน้ําเมื่อเขาสูสภาวะคงตัวมีประสิทธิภาพการบําบัดสูงกวา 90 
เปอรเซ็นต ดังแสดงในรูปที่ 4.5-4.6 แตเนื่องจากอัตราสวนซีโอดีตอไนเทรต 5:1 และ 8:1 เปน
สัดสวนที่มีคาเพียงพอและมากเกินพอตอการเกิดกระบวนการดีไนตริฟเคชันดังสมการที่ (1)         
จึงยังผลใหการบําบัดไนเทรตเกิดขึ้นไดอยางมีประสิทธิภาพ โดยในทุกระยะเวลากักเก็บที่ลดลง
ประสิทธิภาพการบําบัดซีโอดี ไนเทรตและไนไทรตจะมีคาคงที่  
  ดังนั้นจึงอาจกลาวไดวาทุกอัตราสวนซีโอดีตอไนเทรต คาภาระบรรทุกอินทรียที่
เกิดขึ้นจากการเปลี่ยนแปลงจากคาระยะเวลากักเก็บน้ําในแตละถังปฏิกรณจะไมมีผลกระทบ        
ตอประสิทธิภาพการบําบัดซีโอดีในระบบอยางชัดเจน ในขณะที่การเปลี่ยนแปลงคาภาระบรรทุก     
ไนเทรตไนโตรเจนจะสงผลกระทบตอประสิทธิภาพการบําบัดไนเทรตและไนไทรตที่อัตราสวน   
ซีโอดีตอไนเทรตต่ํา (2:1) เทานั้น โดยอัตราสวนซีโอดีตอไนเทรตมีที่เหมาะสมสําหรับการเกิด
กระบวนการดีไนตริฟเคชันคือ 5:1 – 8:1 และระยะเวลากักเก็บน้ําที่เหมาะสมคือ 4 ช่ัวโมง ซ่ึง
สอดคลองกับงานวิจัยของ Akunna และคณะ (1992) รายงานวาอัตราสวนซีโอดีตอไนเทรตที่นอย
กวา 8.86 ซ่ึงคิดเปนปริมาณไนเทรตเทียบกับซีโอดีที่มากขึ้น จะสงผลใหดีไนตริไฟอิงแบคทีเรีย
เจริญเติบโตไดดี การบําบัดไนเทรตจึงเกิดขึ้นจากกระบวนการดีไนตริฟเคชันเพียงอยางเดียว 
ในขณะที่อัตราสวนซีโอดีตอไนเทรตในชวง 8.86- 53 กระบวนการดีไนตริฟเคชันจะเกิดควบคูไป
กับกระบวนการผลิตมีเทน และรายงานของ Jun และคณะ (2004) ยืนยันวาที่ระยะเวลากักเก็บน้ําเสีย  
4 ชม. ระบบยูเอสบี (USB ; Upflow Sludge Blanket) สามารถบําบัดสารประกอบไนโตรเจนได    
70 เปอรเซ็นต ในน้ําเสียสังเคราะห  สวน Wen และคณะ (2003) รายงานวาระยะเวลากักเก็บน้ําเสียที่  
3 ชม. การบําบัดซีโอดีและสารประกอบไนเทรต (ทั้งในรูปไนเทรตและไนไทรต) มีประสิทธิภาพ
สูงถึง 96 และ 92 เปอรเซ็นต ตามลําดับ  
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(ก) คาซีโอดีท่ีอัตราสวนซีโอดีตอไนเทรต 2:1 กอนเติมไนเทรตและที่ระยะเวลากักเก็บน้ํา 24 12 8 และ 4 ชม. 

(ข) คาไนเทรตและไนไทรตท่ีอัตราสวนซีโอดีตอไนเทรต 2:1 กอนเติมไนเทรตและที่ระยะเวลากักเก็บน้ํา 24 12 8 และ 4 

(ค) ประสิทธิภาพการบําบัดท่ีอัตราสวนซีโอดีตอไนเทรต 2:1 กอนเติมไนเทรตและที่ระยะเวลากักเก็บน้ํา 24 12 8 และ 4 

รูปที่ 4.4 การเปลี่ยนแปลงคาซีโอดี ไนเทรตและไนไทรต และประสิทธิภาพการบําบัดที่อัตราสวนซีโอดี 
ตอไนเทรต 2:1 ตลอดการทดลอง โดยที่ (    ) น้ําเสียเขาระบบ  (    ) น้ําทิ้งออกจากระบบ 
(    ) อัตราภาระบรรทุกอินทรียคารบอน ( X )อัตราภาระบรรทุกไนเทรตไนโตรเจน  

(∗) ประสิทธิภาพการบําบัดซีโอดี  (    ) ประสิทธิภาพการบําบัดไนเทรตและไนไทรต 
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HRT = 24 ชม. HRT = 4 ชม. HRT = 8 ชม. HRT = 12 ชม. กอนเติมไนเทรต 
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(ก) คาซีโอดีท่ีอัตราสวนซีโอดีตอไนเทรต 5:1 กอนเติมไนเทรตและที่ระยะเวลากักเก็บน้ํา 24 12 8 และ 4 ชม. 

(ข) คาไนเทรตและไนไทรตท่ีอัตราสวนซีโอดีตอไนเทรต 5:1 กอนเติมไนเทรตและที่ระยะเวลากักเก็บน้ํา 24 12 8 และ 4 

(ค) คาประสิทธิภาพการบําบัดท่ีอัตราสวนซีโอดีตอไนเทรต 5:1 กอนเติมไนเทรตและที่ระยะเวลากักเก็บน้ํา 24 12 8 และ 

รูปที่ 4.5 การเปลี่ยนแปลงคาซีโอดี ไนเทรตและไนไทรต และประสิทธิภาพการบําบัดที่อัตราสวนซีโอดี 
ตอไนเทรต 5:1 ตลอดการทดลอง โดยที่ (    ) น้ําเสียเขาระบบ  (    ) น้ําทิ้งออกจากระบบ 
(    ) อัตราภาระบรรทุกอินทรียคารบอน ( X )อัตราภาระบรรทุกไนเทรตไนโตรเจน  

(∗) ประสิทธิภาพการบําบัดซีโอดี  (    ) ประสิทธิภาพการบําบัดไนเทรตและไนไทรต 
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กอนเติมไนเทรต HRT = 8 ชม. HRT = 4 ชม. HRT = 12 ชม. HRT = 24 ชม. 
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(ก) คาซีโอดีท่ีอัตราสวนซีโอดีตอไนเทรต 8:1 กอนเติมไนเทรตและที่ระยะเวลากักเก็บน้ํา 24 12 8 และ 4 ชม.  

(ข) คาไนเทรตและไนไทรตท่ีอัตราสวนซีโอดีตอไนเทรต 8:1 กอนเติมไนเทรตและที่ระยะเวลากักเก็บน้ํา 24 12 8 และ 

(ค) คาประสิทธิภาพการบําบัดท่ีอัตราสวนซีโอดีตอไนเทรต 8:1 กอนเติมไนเทรตและที่ระยะเวลากักเก็บน้ํา 24 12 

รูปที่ 4.6 การเปลี่ยนแปลงคาซีโอดี ไนเทรตและไนไทรต และประสิทธิภาพการบําบัดที่อัตราสวนซีโอดี 
ตอไนเทรต 8:1 ตลอดการทดลอง โดยที่ (    ) น้ําเสียเขาระบบ  (    ) น้ําทิ้งออกจากระบบ 
(    ) อัตราภาระบรรทุกอินทรียคารบอน ( X )อัตราภาระบรรทุกไนเทรตไนโตรเจน  

(∗) ประสิทธิภาพการบําบัดซีโอดี  (    ) ประสิทธิภาพการบําบัดไนเทรตและไนไทรต 
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กอนเติมไนเทรต HRT = 24 ชม. HRT = 12 ชม. HRT = 8 ชม. HRT = 4 ชม. 
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  4.3.2 แอมโมเนีย 
           เนื่องจากน้ําเสียที่เขาสูระบบยูเอเอสบีที่ใชในงานวิจัยนี้เปนน้ําเสียสังเคราะหที่มี
น้ําตาลทรายเปนตัวแทนของคาซีโอดี โซเดียมไนเทรตเปนตัวแทนของไนเทรตและมีการเติม
สารอาหารที่มีองคประกอบของแอมโมเนียในปริมาณสูงเพื่อการเจริญเติบโตของแบคทีเรียทําให
ตองทําการวิเคราะหคาแอมโมเนีย และเปรียบเทียบผลของแอมโมเนียที่มีตอระบบยูเอเอสบี โดยผล
การทดลองแสดงดังรูปที่ 4.7 กอนการเติมไนเทรต พบวาผลการทดลองในทุกอัตราสวนซีโอดีตอ
ไนเทรตเปนไปในทิศทางเดียวกันและตัวเลขมีคาใกลเคียงกัน โดยแอมโมเนียของน้ําเสียออกจาก
ระบบมีคาลดลงเพียงเล็กนอยเมื่อเปรียบเทียบกับแอมโมเนียจากน้ําเสียเขาโดยแอมโมเนียที่
อัตราสวนซีโอดีตอไนเทรต 2:1 แอมโมเนียของน้ําเสียเขาและทิ้งออกจากระบบเทากับ 126 ± 7.9 
และ 106 ± 5.9 มก/ล. ที่อัตราสวนซีโอดีตอไนเทรต 5:1 เทากับ 121 ± 3.9 และ 106 ± 7.4 มก/ล. และ
อัตราสวนซีโอดีตอไนเทรต 8:1 เทากับ 122 ± 3.5 และ 111 ± 4.6 มก/ล.ซ่ึงแอมโมเนียที่หายไปสวน
นี้นาจะถูกนําไปใชในการสังเคราะหโปรตีนเพื่อการเจริญเติบโตของแบคทีเรียในระบบ โดยเมื่อ
พิจารณาถึงผลของคาระยะเวลากักเก็บน้ําเสียตางๆ พบวาไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญสําหรับ
แตละชวงเวลาที่ทําการทดลอง 
 

 4.3.3 ของแข็งแขวนลอยและของแข็งแขวนลอยระเหยงาย 
  ปริมาณของแข็งแขวนลอยและของแข็งระเหยงายเปนตัวแปรหนึ่งที่บงชี้ไดวา
ประสิทธิภาพของระบบที่พิจารณานั้นอยูในสภาวะใด โดยระบบที่ดีนั้นควรมีการกักตะกอนไมให
หลุดออกนอกระบบไดดี โดยในงานวิจัยนี้ปริมาณของแข็งแขวนลอยและของแข็งแขวนลอยระเหย
งายที่อัตราสวนซีโอดีตอไนเทรต 2:1 5:1 และ 8:1 ในระยะเวลากักเก็บที่ 24 12 8 และ 4 ช่ัวโมง 
แสดงผลการทดลองดังรูปที่ 4.8 พบวากอนการเติมไนเทรต และตลอดการทดลองของอัตราสวน   
ซีโอดีตอไนเทรตที่ระยะเวลากักเก็บตางๆ คาของแข็งแขวนลอยและของแข็งแขวนลอยระเหยงาย  
มีคาต่ํา เนื่องจากน้ําเขาระบบที่ใชในการทดลองเปนน้ําเสียสังเคราะหจึงมีปริมาณของแข็ง
แขวนลอยในปริมาณไมมาก และในการทดลองทุกคาอัตราสวนซีโอดีตอไนเทรตปริมาณของแข็ง
แขวนลอยและของแข็งระเหยงายมีการปรับตัวขึ้น-ลง ตลอดการทดลอง เนื่องจากมีกาซที่เกิดขึ้นทํา
ใหตะกอนจุลินทรียฟุงกระจายขึ้นสูดานบนของถังปฏิกรณแลวหลุดออกไปกับน้ําออกของระบบ 
แตปริมาณของตะกอนแขวนลอยที่ออกไปกับระบบมีคาต่ําจึงไมสงผลกระทบตอปริมาณตะกอน   
จุลินทรียและประสิทธิภาพของระบบ 
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(ก) คาแอมโมเนียท่ีซีโอดีตอไนเทรต 2:1 กอนเติมไนเทรตและที่ระยะเวลากกัเก็บน้ํา 24 12 8 และ 4 ชม. 

(ข) คาแอมโมเนียท่ีซีโอดีตอไนเทรต 5:1 กอนเติมไนเทรตและที่ระยะเวลากกัเก็บน้ํา 24 12 8 และ 4 ชม. 

(ค) คาแอมโมเนียท่ีซีโอดีตอไนเทรต 8:1 กอนเติมไนเทรตและที่ระยะเวลากกัเก็บน้ํา 24 12 8 และ 4 ชม. 

รูปที่ 4.7 คาแอมโมเนียที่อัตราสวนซีโอดีตอไนเทรต 2:1 5:1 และ 8:1 ตลอดการทดลอง 
 โดยที่ (    ) คาแอมโมเนียในน้ําเสียเขาระบบ  (    ) คาแอมโมเนียในน้ําทิ้งออกจากระบบ 

กอนเติมไนเทรต HRT = 24 ชม. HRT = 12 ชม. HRT = 8 ชม. HRT = 4 ชม. 

กอนเติมไนเทรต 

กอนเติมไนเทรต 

HRT = 24 ชม. 

HRT = 24 ชม. 

HRT = 12 ชม. 

HRT = 12 ชม. 

HRT = 8 ชม. 

HRT = 8 ชม. 

HRT = 4 ชม. 

HRT = 4 ชม. 
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(ก) คา SS และ VSS ท่ีอัตราสวนซีโอดีตอไนเทรต 2:1 กอนเติมไนเทรตและท่ีระยะเวลากกัเก็บน้ํา 24 12 8 และ 4 ชม. 

(ข) คา SS และ VSS ท่ีอัตราสวนซีโอดีตอไนเทรต 5:1 กอนเติมไนเทรตและท่ีระยะเวลากกัเก็บน้ํา 24 12 8 และ 4 ชม. 

(ค) คา SS และ VSS ท่ีอัตราสวนซีโอดีตอไนเทรต 8:1 กอนเติมไนเทรตและท่ีระยะเวลากกัเก็บน้ํา 24 12 8 และ 4 

รูปที่ 4.8 คา SS และ VSS ที่อัตราสวนซีโอดีตอไนเทรต 2:1 5:1 และ 8:1 ตลอดการทดลอง 
 โดยที่ (     )  คาของแข็งแขวนลอยในน้ําทิ้งออกจากระบบ 
           (     )  คาของแข็งแขวนลอยระเหยงายในน้ําทิ้งออกจากระบบ 

กอนเติมไนเทรต HRT = 24 ชม. HRT = 12 ชม. HRT = 8 ชม. HRT = 4 ชม. 

กอนเติมไนเทรต 

กอนเติมไนเทรต 

HRT = 24 ชม. 

HRT = 24 ชม. 

HRT = 12 ชม. 

HRT = 12 ชม. 

HRT = 8 ชม. 

HRT = 8 ชม. 

HRT = 4 ชม. 

HRT = 4 ชม. 
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 4.3.4 ความสามารถจําเพาะของเม็ดตะกอนจุลินทรีย 
          คาสามารถจําเพาะในการสรางมีเทนของแบคทีเรียหรือเอสเอ็มเอ (Specific 
methanogenic activity; SMA) เปนคาที่แสดงถึงความสามารถของแบคทีเรียในการเปลี่ยนรูป
สารประกอบอินทรียเพื่อสรางกาซมีเทน โดยคานี้จะบงบอกใหทราบถึงปริมาณแบคทีเรียในหนึ่ง
หนวยกรัมวีเอสเอสวามีความสามารถในการบําบัดสารอินทรียและสรางกาซมีเทนไดกี่กรัมซีโอดี
ตอวัน ซ่ึงการวิเคราะหนี้จะทําการทดสอบกับเม็ดตะกอนจุลินทรียเร่ิมตน (ในทุกถังปฏิกิริยาของแต
ละอัตราสวนซีโอดีตอไนเทรตกอนการเติมไนเทรตเขาสูระบบ) และในวันสุดทายของการทดลอง
ชุดที่ 1 และ 2 ที่ระยะเวลากักเก็บน้ํา 24 12 8 และ 4 ช่ัวโมง ตามลําดับ สําหรับแตละถังปฏิกรณที่
อัตราสวนซีโอดีตอไนเทรต 2:1 5:1 และ 8:1 ซ่ึงในการทดสอบนี้ใชกรดอะซิติกเปนสารอาหารเพื่อ
ทําการเปรียบเทียบความสามารถของแบคทีเรียการสรางกาซมีเทน แตสําหรับการทดสอบ
ความสามารถของแบคทีเรียในการสรางกาซไนโตรเจน (Specific denitrifying activity; SDA)      
ใชน้ําตาลทรายและโซเดียมไนเทรตเปนสารอาหาร ผลการทดลองที่ไดแสดงดังตารางที่ 4.1  

 

ตารางที่ 4.1 คา SMA และ SDA ในชวงระยะเวลากักเก็บน้ําตางๆ 
 

 
2:1 5:1 8:1 

SMAa SDAb SMAa SDAb SMAa SDAb 

กอนเติมไนเทรต 0.804 - 0.840 - 0.803 - 
24 0.388 0.086 0.341 0.122 0.390 0.092 
12 0.206 0.104 0.652 0.329 0.640 0.262 
8 0.237 0.096 0.609 0.324 0.653 0.332 
4 0.309 0.108 0.674 0.452 0.655 0.526 

หมายเหตุ: a = (gCOD-CH4/gVSS-day)  ,  b = (gNO3
--N2/gVSS-day)   

 

จากตารางขางตนพบวาที่ระยะเวลากักเก็บน้ํา 24 ช่ัวโมง คาความสามารถของ
แบคทีเรียในการสรางกาซมีเทนเริ่มตนกอนการเติมไนเทรต จะมีคามากกวาความสามารถของ
แบคทีเรียในการสรางกาซมีเทนหลังจากการเติมไนเทรต และพบวามีคาความสามารถของแบคทีเรีย
ในการสรางกาซไนโตรเจนเกิดขึ้นเพียงเล็กนอยตามอัตราสวนซีโอดีตอไนเทรตที่เพิ่มขึ้น ซ่ึงเมื่อทํา
การลดระยะเวลากักเก็บน้ําในถังปฏิกรณตามที่กําหนดและตรวจสอบความสามารถของแบคทีเรีย
ภายในถังปฏิกรณเมื่อระบบเขาสูสภาวะคงตัว พบวาคาความสามารถของแบคทีเรียในการสรางกาซ
มีเทนและไนโตรเจนมีคาเพิ่มขึ้นในทุกระยะเวลากักเก็บน้ํา และเมื่อพิจารณาที่อัตราสวนซีโอดีตอ      
ไนเทรตพบวา คาความสามารถของแบคทีเรียในการสรางกาซมีเทนและไนโตรเจนมีคาเพิ่มขึ้นตาม

HRT(ชม.) 

COD:NO3
- 
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อัตราสวนที่เพิ่มขึ้นเชนกัน ดังนั้นจึงอาจกลาวไดวาภาระบรรทุกอินทรียคารบอนและไนเทรต
ไนโตรเจนที่เพิ่มขึ้นจากการลดระยะเวลากักเก็บน้ํามีผลทําใหความสามารถของแบคทีเรียในการ
สรางกาซมีเทนและไนโตรเจนมีคาเพิ่มขึ้น ซ่ึงเกิดจากการที่แบคทีเรียไดรับสารอาหารเพิ่มขึ้น
ยังผลใหมีการเจริญเติบโตและผลิตกาซไดมากขึ้น 

 

4.4 การศึกษาความหลากหลายของประชากรจุลินทรียในระบบยูเอเอสบ ี

ในการศึกษาความหลากหลายของประชากรจุลินทรียในระบบยูเอเอสบีไดแบงขั้นตอน
การศึกษาออกเปน 2 สวน คือ การศึกษาโครงสรางของเม็ดตะกอนจุลินทรียดวยกลองจุลทรรศน
อิเลคตรอนชนิดสองกราด (Scanning Electron Microscopy:SEM ;JEOL รุน JSM- 5410LV) และ
การศึกษาประชากรจุลินทรียกลุมเดนและการเปลี่ยนแปลงของกลุมประชากรจุลินทรียที่อาศัยอยู
รวมกันในเม็ดตะกอนยูเอเอสบีที่สภาวะตางๆ ดวยเทคนิคการเพิ่มจํานวนยีนในชวงสายของ        
16S rDNA รวมกับ PCR-DGGE 

 

 4.4.1 การศึกษาโครงสรางของตะกอนเม็ดจุลินทรียดวยกลองจุลทรรศนอิเลคตรอน 
 

 ตัวอยางเม็ดตะกอนจุลินทรียที่ใชในการวิเคราะหในขั้นตอนนี้ไดแก เม็ดตะกอน        
จุลินทรียเร่ิมตนจากระบบบําบัดแบบไรอากาศของบริษัทเสริมสุขจํากัดซ่ึงใชเปนหัวเชื้อในการ
เริ่มตนในการเดินระบบ (seed)  เม็ดตะกอนจุลินทรียจากทุกถังปฏิกรณของชุดการทดลองที่ 2        
อัตราสวนซีโอดีตอไนเทรต 2:1 5:1 และ 8:1 ที่ระยะเวลากักเก็บน้ํา 4 ชม. ผลการทดลองดังรูปที่ 
4.9-4.12 แสดงใหเห็นวาเม็ดตะกอนจุลินทรียเร่ิมตนและตะกอนจากทุกถังปฏิกรณมีความแตกตาง
กันอยางชัดเจนทั้งความสมบูรณ ลักษณะการจับตัว และกลุมจุลินทรีย โดยหัวเชื้อจากถังปฏิกรณใน
ทุกอัตราสวนจะมีการจับตัวเปนเม็ดตะกอนสลัดจอีกครั้งภายหลังส้ินสุดการเดินระบบ แตการจับตัว
จะเปนแบบหลวมๆ ที่มีขนาดใหญขึ้น และมีการเกาะตัวกันแนนขึ้นตามคาสัดสวนซีโอดีตอ         
ไนเทรตที่สูงขึ้น และเมื่อทําการศึกษาโครงสรางภายในเม็ดตะกอนพบวามีลักษณะเปนรูพรุน และมี
ชองวางมาก  ที่บริเวณพื้นผิวและภายในเม็ดตะกอนประกอบดวยจุลินทรียคลายคลึงกันหลากหลาย
กลุมทั้งเสนใย รูปกลม และรูปทอน ในขณะที่เม็ดตะกอนสลัดจของหัวเชื้อเร่ิมตนจะมีชองวาง
ภายในนอย และมีความแตกตางกันอยางชัดเจนของชนิดจุลินทรียที่พื้นผิวและภายในเม็ด 

      โดยจากการศึกษาของ Gonzalez และคณะ (2001) รายงานวากลุมจุลินทรียที่พบในเม็ด
ตะกอนจุลินทรียจากระบบบําบัดแบบไรอากาศอีจี เอสบี  ประกอบไปดวย  Methanosaeta, 
Methanobacterium และ Methanospirillum สวน Hulshoff และคณะ (2004) พบวาเม็ดตะกอน        
จุลินทรียในระบบไรอากาศที่รวมตัวกันหนาแนนประกอบไปดวยแบคทีเรียแบบ ทอน กลม ยาว
และแบคทีเรียแบบเสนใยที่รวมตัวกัน ซ่ึงคลายกับ Methanothrix sochngenii 
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(ก) บริเวณผวิภายนอกของเม็ดตะกอนจุลินทรียที่กําลังขยาย 75 เทา 
(ข) บริเวณผวิภายนอกของเม็ดตะกอนจุลินทรียที่กําลังขยาย 7,500 เทา 
(ค) บริเวณผวิภายในของเม็ดตะกอนจุลินทรียเมื่อผาคร่ึงที่กําลังขยาย 75 เทา 
(ง) บริเวณตรงกลางเม็ดตะกอนจุลินทรียที่กําลังขยาย 10,000 เทา 

(ก) 

(ข) 

(ค) 

(ง) 

รูปที่ 4.9 ภาพถายจากกลองจุลทรรศนอิเลคตรอนของเม็ดตะกอนจุลินทรียเร่ิมตน 
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(ก) (ค) 

(ข) (ง) 

(ก) บริเวณผวิภายนอกของเม็ดตะกอนจุลินทรียที่กําลังขยาย 75 เทา 
(ข) บริเวณผวิภายนอกของเม็ดตะกอนจุลินทรียที่กําลังขยาย 7,500 เทา 
(ค) บริเวณผวิภายในของเม็ดตะกอนจุลินทรียเมื่อผาคร่ึงที่กําลังขยาย 75 เทา 
(ง) บริเวณตรงกลางเม็ดตะกอนจุลินทรียที่กําลังขยาย 7,500 เทา 

รูปที่ 4.10 ภาพถายจากกลองจุลทรรศนอิเลคตรอนของเม็ดตะกอนจุลินทรีย  
                จากถังปฏิกรณที่มีคาอัตราสวนซีโอดีตอไนเทรต 2:1 
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(ข) 

(ค) (ก) 

(ง) 

(ก) บริเวณผวิภายนอกของเม็ดตะกอนจุลินทรียที่กําลังขยาย 50 เทา 
(ข) บริเวณผวิภายนอกของเม็ดตะกอนจุลินทรียที่กําลังขยาย 7,500 เทา 
(ค) บริเวณผวิภายในของเม็ดตะกอนจุลินทรียเมื่อผาคร่ึงที่กําลังขยาย 50 เทา 
(ง) บริเวณตรงกลางเม็ดตะกอนจุลินทรียที่กําลังขยาย 7,500 เทา 

รูปที่ 4.11 ภาพถายดวยกลองจุลทรรศนอิเลคตรอนของเม็ดตะกอนจุลินทรีย  
                 จากถังปฏิกรณทีม่ีคาอัตราสวนซีโอดีตอไนเทรต 5:1 
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(ก) 

(ง) (ข) 

(ค) 

(ก) บริเวณผวิภายนอกของเม็ดตะกอนจุลินทรียที่กําลังขยาย 50 เทา 
(ข) บริเวณผวิภายนอกของเม็ดตะกอนจุลินทรียที่กําลังขยาย 7,500 เทา 
(ค) บริเวณผวิภายในของเม็ดตะกอนจุลินทรียเมื่อผาคร่ึงที่กําลังขยาย 50 เทา 
(ง) บริเวณตรงกลางเม็ดตะกอนจุลินทรียที่กําลังขยาย 7,500 เทา 

รูปที่ 4.12 ภาพถายดวยกลองจุลทรรศนอิเลคตรอนของเม็ดตะกอนจุลินทรีย  
                 จากถังปฏิกรณทีม่ีคาอัตราสวนซีโอดีตอไนเทรต 8:1 
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4.4.2 การศึกษาประชากรจุลินทรียกลุมเดนและการเปลี่ยนแปลงกลุมประชากรจุลินทรียที่
อาศัยอยูรวมกันในเม็ดตะกอนยูเอเอสบีดวยเทคนิคการเพิ่มจํานวนในชวงสายของยนี 
16S rDNA รวมกับ PCR-DGGE   

 

    ในงานวิจัยนี้ไดทําการศึกษาเปรียบเทียบความหลากหลายของจุลินทรียในเม็ด
ตะกอนตางๆ ไดแก (1) เม็ดตะกอนจุลินทรียเร่ิมตนจากระบบบําบัดแบบไรอากาศของบริษัทเสริม
สุขจํากัด ซ่ึงใชเปนหัวเชื้อในการเริ่มเดินระบบ (2) เม็ดตะกอนจุลินทรียจากทุกถังถังปฏิกรณของชุด
การทดลองที่ 1 ที่อัตราสวนซีโอดีตอไนเทรต 2:1 5:1 และ 8:1 ที่ระยะเวลากักเก็บน้ํา 24 ชม.และ (3) 
เม็ดตะกอนจุลินทรียจากทุกถังปฏิกรณของชุดการทดลองที่ 2 ที่อัตราสวนซีโอดีตอไนเทรต 2:1 5:1 
และ 8:1 ที่ระยะเวลากักเก็บน้ํา 4 ช่ัวโมง 

โดยเมื่อทําการสกัดแยกดีเอ็นเอรวมจากแตละตัวอยางดังกลาวและทําการเพิ่มจํานวน
ยีนในชวงสายของ 16S rDNA  และวิเคราะหเพื่อจําแนกความแตกตางของดีเอ็นเอดวย DGGE ผล
การวิเคราะหแสดงดังรูปที่ 4.13  พบวาจํานวนแถบ (Band) ที่เกิดขึ้นและลักษณะการเคลื่อนที่ของ
แถบ (Band pattern) จากตัวอยางเม็ดตะกอนเริ่มตนและที่อัตราสวนซีโอดีตอไนเทรตตางๆ (2:1 5:1 
และ 8:1) ที่ระยะเวลากักเก็บน้ํา 24 ช่ัวโมง มีความคลายคลึงกัน แตเมื่อเปรียบเทียบกับตัวอยางตางๆ
ที่ระยะเวลากักเก็บน้ํา 4 ช่ัวโมง พบวาลักษณะการเคลื่อนที่ของแถบยังคงมีความคลายคลึงกันแต
แตกตางกันที่ปริมาณแถบซึ่งมีนอยกวาที่ระยะเวลากักเก็บน้ํา 4 ช่ัวโมง โดยแถบเหลานี้จะแสดงถึง
ชนิดของจุลินทรียที่มีอยูในระบบ ถามีปริมาณแถบมากแสดงวามีความหลากหลายของจุลินทรียใน
ระบบมากสวนความเขมของแถบที่แตกตางกันจะแสดงถึงความเปนกลุมเดนของจุลินทรียชนิดนั้น
ในระบบ  

จากผลการทดลองแสดงใหเห็นวาคาระยะเวลากักเก็บน้ําที่แตกตางกัน (การเพิ่มภาระ
บรรทุกอินทรียคารบอนและไนเทรตไนโตรเจนใหแกระบบ) จะมีผลตอการเปลี่ยนแปลงของกลุม  
จุลินทรียในระบบ โดยทั้งชนิดและปริมาณจุลินทรียที่พบที่ระยะเวลากักเก็บน้ํา 24 ชม. จะแตกตาง
จากที่ 4 ชม. ซ่ึงที่ระยะเวลากักเก็บน้ํา 24 ชม. การเติมไนเทรตและสารอินทรียคารบอนลงในระบบ
ตามอัตราสวนซีโอดีตอไนเทรตที่กําหนดจะมีผลทําใหกลุมจุลินทรียเปลี่ยนแปลงไปจากเริ่มตน            
ที่อัตราสวนซีโอดีตอไนเทรต 2:1 กลุมจุลินทรียจะใกลเคียงกับหัวเชื้อเร่ิมตน แตเมื่อเพิ่มอัตราสวน 
ซีโอดีตอไนเทรตเปน 5:1 และ 8:1 จุลินทรียกลุมเดนที่ปรากฏในระบบจะเปลี่ยนไปโดยจุลินทรีย
กลุมเดนที่พบจะคลายคลึงกันในสองอัตราสวนดังกลาว สวนที่ระยะเวลากักเก็บน้ํา 4 ชม. การเติม       
ไนเทรตและสารอินทรียคารบอนที่มากขึ้นลงในระบบจะมีผลตอการเปลี่ยนแปลงทั้งปริมาณและ
ชนิดของจุลินทรียกลุมเดนที่พบในระบบอยางเห็นไดชัด โดยปริมาณและชนิดของจุลินทรียกลุม
เดนที่พบในระบบทุกอัตราสวนซีโอดีตอไนเทรตจะเพิ่มขึ้นและมีความคลายคลึงกัน  
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จากเจล DGGE ตนแบบในรูป 4.13 ไดทําการคัดเลือกแถบบนเจลที่มีความเขมชัดเจน

เพื่อนําไปทําการเพิ่มจํานวนยีนในชวงสาย 16S rDNA แสดงดังรูปที่ 4.14 และวิเคราะหแยกสาย     
ดีเอ็นเออีกครั้งดวย DGGE ในเจลใหม เพื่อใหแถบที่ไดนั้นมีความบริสุทธิ์มากขึ้น พบวาไดแถบที่มี
ความบริสุทธิ์ทั้งส้ิน 37 แถบ เพื่อนําไปศึกษาตอในขั้นตอนการวิเคราะหการจัดเรียงลําดับเบสบน
ชวงสายดีเอ็นเอ (DNA Sequence Analysis) 

 
 

รูปที่ 4.13 การเคลื่อนที่ของแถบดีเอ็นเอบน DGGE ของจุลินทรียในตวัอยางตะกอน
เร่ิมตนและตวัอยางจากถังปฏิกรณยูเอเอสบีที่อัตราสวนซีโอดีตอไนเทรต 
2:1 5:1 และ 8:1 ที่ระยะเวลากักเก็บน้ํา 24 และ 4 ชม. เมื่อใชความเขมขน
อะคริลาไมล 8% และมีความเขมขนของยูเรยีในชวง 20% - 60% 

      HRT = 24 ชม.       HRT = 4 ชม. 
    Seed   2:1  5:1   8:1  2:1   5:1  8:1 
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รูปที่ 4.14 จุดแสดงแถบดีเอ็นเอบนเจล DGGE ของจุลินทรียในตวัอยางตะกอนเม็ดเริม่ตนและ
ตัวอยางจากถังปฏิกรณยูเอเอสบีที่คัดเลือกเพื่อนําไปหาลําดับเบส  

 (โดยแตละจดุแสดงระบุดวยลักษณะของ UASB-No.-COD:NO3
- - HRT) 

 

UASB 1 - Seed 

UASB 2 – 8:1 - 24 

UASB 3 – 2:1 - 4 
UASB 4 – 5:1 - 4 

                         HRT = 24 ชม.                            HRT = 4 ชม. 
      Seed        2:1           5:1           8:1         2:1          5:1          8:1 

UASB 5 – 2:1 - 24 

UASB 6 – 2:1 - 4 

UASB 7 – 8:1 - 4 

UASB 8 – 8:1 - 4 
UASB 9 – 2:1 - 4 

UASB 10 – 2:1 - 4 

UASB 11 – 2:1 - 4 

UASB 12 – 2:1 - 24 UASB 13 – 8:1 - 4 

UASB 14 – 5:1 - 4 UASB 15 – 8:1 - 4 

UASB 16 – 8:1 - 4 
UASB 17 – 5:1 - 4 

UASB 18 – 5:1 - 4 UASB 19 – 2:1 - 24 

UASB 20 – 5:1 - 4 

UASB 21 – Seed 

UASB 22 – 2:1 - 24 

UASB 23 – 2:1 - 24 
UASB 24 – 5:1 - 24 

UASB 25 – 2:1 - 24 

UASB 26 – 5:1 - 24 
UASB 27 – 5:1 - 24 

UASB 28 – 8:1 - 24 
UASB 29 – 2:1 - 4 UASB 30 – 5:1 - 24 

UASB 31 – 5:1 - 24 

UASB 32 – 8:1 - 4 

UASB 33 – 2:1 - 24 

UASB 34 – 8:1 - 24 

UASB 35 – 8:1 - 4 
UASB 36 – 5:1 - 4 

UASB 37 – 2:1 - 24 
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ตารางที่ 4.2 การเปลี่ยนแปลงชนิดของจุลินทรียเร่ิมตนและจุลินทรียในถังปฏิกรณยูเอเอสบีของ 
อัตราสวนซีโอดีตอไนเทรตตางๆ ที่ระยะเวลากักเก็บน้ํา 24 และ 4 ช่ัวโมง 

 

แถบดีเอ็นเอ Seed 
ระยะเวลากักเก็บน้ํา 24 ชม. ระยะเวลากักเก็บน้ํา 4 ชม. 

2:1* 5:1* 8:1* 2:1* 5:1* 8:1* 

UASB 1 - Seed ⁄**       

UASB 2 - 8:1- 24    ⁄**    

UASB 3 - 2:1-4     ⁄**   

UASB 4 – 5:1- 4      ⁄**  

UASB 5 – 2:1- 4  ⁄**      

UASB 6 – 2:1 - 4     ⁄** ⁄ ⁄ 
UASB 7 – 8:1 – 4       ⁄** 
UASB 8 – 8:1 – 4       ⁄** 
UASB 9 – 2:1 - 4     ⁄** ⁄ ⁄ 
UASB 10 – 2:1- 4     ⁄** ⁄ ⁄ 
USBA 11 – 2:1 - 4     ⁄** ⁄ ⁄ 
UASB 12 - 2:1- 24 ⁄ ⁄** ⁄ ⁄ ⁄ ⁄ ⁄ 
UASB 13 - 8:1- 4 ⁄ ⁄ ⁄ ⁄ ⁄ ⁄ ⁄** 
UASB 14 - 5:1- 4     ⁄ ⁄** ⁄ 
UASB 15 - 8:1- 4     ⁄ ⁄ ⁄** 
UASB 16 – 8:1- 4 ⁄ ⁄ ⁄ ⁄ ⁄ ⁄ ⁄** 
UASB 17 – 5:1 – 4 ⁄ ⁄ ⁄ ⁄ ⁄ ⁄** ⁄ 
UASB 18 – 5:1- 4 ⁄ ⁄ ⁄ ⁄ ⁄ ⁄** ⁄ 
UASB 19 – 2:1 – 24 ⁄ ⁄** ⁄ ⁄ ⁄ ⁄ ⁄ 
UASB 20 – 5:1 – 4 ⁄ ⁄ ⁄ ⁄ ⁄ ⁄** ⁄ 
UASB 21 – Seed ⁄**       

UASB 22 – 2:1 - 24 ⁄ ⁄** ⁄ ⁄ ⁄ ⁄ ⁄ 
UASB 23 – 2:1 – 24 ⁄ ⁄** ⁄ ⁄ ⁄ ⁄ ⁄ 
UASB 24 – 5:1 – 24 ⁄ ⁄ ⁄** ⁄ ⁄ ⁄ ⁄ 
UASB 25 – 2:1 – 24  ⁄** ⁄ ⁄ ⁄ ⁄ ⁄ 
UASB 26 – 5:1 – 24 ⁄ ⁄ ⁄** ⁄ ⁄ ⁄ ⁄ 
UASB 27 – 5:1 – 24 ⁄ ⁄ ⁄** ⁄ ⁄ ⁄ ⁄ 
UASB 28 – 8:1 - 24 ⁄ ⁄ ⁄ ⁄** ⁄ ⁄ ⁄ 
UASB 29 – 2:1 – 4     ⁄** ⁄ ⁄ 
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ตารางที่ 4.2 การเปลี่ยนแปลงชนิดของจุลินทรียเร่ิมตนและจุลินทรียในถังปฏิกรณยูเอเอสบีของ
อัตราสวนซีโอดีตอไนเทรตตางๆ ที่ระยะเวลากักเก็บน้ํา 24 และ 4 ช่ัวโมง (ตอ) 

 

แถบดีเอ็นเอ Seed 
ระยะเวลากักเก็บน้ํา 24 ชม. ระยะเวลากักเก็บน้ํา 4 ชม. 

2:1* 5:1* 8:1* 2:1* 5:1* 8:1* 

UASB 30 – 5:1 – 24   ⁄** ⁄    

UASB 31 – 5:1 – 24   ⁄** ⁄    

UASB 32 – 8:1 – 4      ⁄ ⁄** 
UASB 33 – 5:1 – 24 ⁄ ⁄ ⁄** ⁄ ⁄ ⁄ ⁄ 
UASB 34 – 8:1 -24 ⁄ ⁄ ⁄ ⁄**   ⁄ 
UASB 35 – 8:1 – 4       ⁄** 
UASB 36 – 5:1 – 4      ⁄**  

UASB 37 – 2:1 - 24  ⁄**   ⁄ ⁄  

หมายเหตุ : * อัตราสวนซีโอดีตอไนเทรต , ** แถบที่นําไปหาลําดับเบส 
 

เมื่อไดผลการจัดเรียงลําดับเบส (Base sequence) ของดีเอ็นเอ 37 แถบ ไดนําผลการ
ทดลองมาทําการเปรียบเทียบกับขอมูลท่ีเก็บรวบรวมไวดวยโปรแกรม The Basic Local Aligument 
Search Tool (BLAST) ซ่ึงเปนทางเลือกในฐานขอมูลสารพันธุกรรมของญี่ปุน (DNA Database in 
Japan; DDBI)ผลการทดลองที่ไดแสดงผลดังตารางที่ 4.3 พบวาแถบตัวอยางที่แยกไดเมื่อนําไป
เปรียบเทียบกับฐานขอมูลที่มีการเก็บรวบรวมไว มีความเหมือนของการจัดเรียงลําดับเบสอยูในชวง 
96 ถึง 100 เปอรเซ็นต  จํานวน 27 แถบ มีความเหมือนในชวง 91 ถึง 95% จํานวน 10 แถบ และนํา
ผลการเปรียบเทียบกับฐานขอมูลทั้งหมดดังกลาวมาทําการสรางตนไมแหงวิวัฒนาการ 
(Phylogenetic tree) ดวยโปรแกรม ARB โดยการเปรียบเทียบกับ ssu rRNA ที่มีความยาวของลําดับ
เบส 1000 bp และเลือกใช unidentrified archaeon (AB019733) เปนสายพันธุนอกกลุม (Outgroup 
species) และใชตัวยอแทนแถบดีเอ็นเอที่ไดทําการศึกษานี้ โดยแสดงดังรูปที่ 4.15 
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ตารางที่ 4.3 ผลการเปรียบเทียบลําดับเบสของจุลินทรียที่แยกไดจากการทดลองกับฐานขอมูลลําดับ   
เบสของจุลินทรียที่มีการเก็บรวบรวมไวและการจําแนกกลุมของจุลินทรีย 

แถบดีเอ็นเอ Closest species in GenBank 
Similarity 

(%) 
Clone กลุมจุลินทรีย 

UASB 1 - Seed Uncultured bacterium 100% SR_FBR_L7 Chlorobi 
UASB 2 - 8:1- 24 Uncultured bacterium 97% Er-LLAYS-18 Firmicutes 
UASB 3 - 2:1-4 Uncultured bacterium 96% 061B11_B_SD_P93 Bacteroidetes 
UASB 4 – 5:1- 4 Uncultured bacterium 96% F8 Bacteroidetes 
UASB 5 – 2:1- 4 Uncultured bacterium 96% AW03C03 Bacteroidetes 
UASB 6 – 2:1 - 4 Uncultured bacterium 98% UASB6 Chlorobi 
UASB 7 – 8:1 – 4 Uncultured bacterium 98% 24 Nitrospirae 
UASB 8 – 8:1 – 4 Uncultured bacterium 95% UASB Bacteroidetes 
UASB 9 – 2:1 - 4 Uncultured bacterium 95% G3DCM-82 Bacteroidetes 
UASB 10 – 2:1- 4 Uncultured low G+C 

Gram-positive bacterium 
91% SRB6c31 Firmicutes 

UASB 11 - 2:1- 24 Uncultured low G+C 
Gram-positive bacterium 

93% SRB6c31 Firmicutes 

UASB 12 – 2:1 – 24  Uncultured bacterium 98% SHA-7 Bacteroidetes 
UASB 13 - 8:1- 4 Uncultured bacterium 92% G10 Bacteroidetes 
UASB 14 - 5:1- 4 Uncultured bacterium 98% AR-33 Bacteroidetes 
UASB 15 - 8:1- 4 Uncultured bacterium 99% KFeR3-13 Firmicutes 
UASB 16 – 8:1- 4 Uncultured bacterium 99% Hados.Sed.Eubac.15 Thermomicrobia 
UASB 17 – 5:1 – 4 Uncultured bacterium 96% SA-C47 Thermomicrobia 
UASB 18 – 5:1- 4 Uncultured bacterium 97% FRC-A2_74 Thermomicrobia 
UASB 19 – 2:1 – 24 Uncultured bacterium 93% B51 Thermomicrobia 
UASB 20 – 5:1 – 4 Uncultured bacterium 96% p816_b_1.09 Thermomicrobia 
UASB 21 – Seed Uncultured bacterium 99% D25_41 Deltaproteobacteria 
UASB 22 – 2:1 - 24 Uncultured bacterium 91% C Firmicutes 
UASB 23 – 2:1 – 24 Uncultured bacterium 96% PA-B18 Beta-proteobacteria 
UASB 24 – 5:1 – 24 Uncultured bacterium 98% UASB10 Nitrospirae 
UASB 25 – 2:1 – 24 Uncultured bacterium 97% PA-B18 Beta-proteobacteria 
UASB 26 – 5:1 – 24 Uncultured bacterium 99% HnB87 Firmicutes 
UASB 27 – 5:1 – 24 Uncultured bacterium 100% N1B51fl Thermomicrobia 
UASB 28 – 8:1 - 24 Uncultured bacterium 99% 110 Deltaproteobacteria 
UASB 29 – 2:1 – 4 Uncultured bacterium 98% OTU6 Firmicutes 
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ตารางที่ 4.3 ผลการเปรียบเทียบลําดับเบสของจุลินทรียที่แยกไดจากการทดลองกับฐานขอมูลลําดับ   
เบสของจุลินทรียที่มีการเก็บรวบรวมไวและการจําแนกกลุมของจุลินทรีย (ตอ) 

 

แถบดีเอ็นเอ Closest species in GenBank 
Similarity 

(%) 
Clone กลุมจุลินทรีย 

UASB 30 – 5:1 – 24 Uncultured bacterium 97% Er-LLAYS-41 Deltaproteobacteria 
UASB 31 – 5:1 – 24 Uncultured bacterium 96% UASB13 Actinobacteria 
UASB 32 – 8:1 – 4 Uncultured bacterium 98% PL-38B12 Beta-proteobacteria 
UASB 33 – 5:1 – 24 Uncultured bacterium 94% SsB37fl Deltaproteobacteria 
UASB 34 – 8:1 -24 Uncultured bacterium 96% PS-Ba22 OP8 
UASB 35 – 8:1 – 4 Uncultured bacterium 93% ADC4 Actinobacteria 
UASB 36 – 5:1 – 4 Uncultured bacterium 97% FRC-A2_73 Acidobacteria 
UASB 37 – 2:1 - 24 Uncultured bacterium 95% Neu2P1-66 Actinobacteria 

 

จากรูปที่ 4.15 พบวาจากลําดับเบสทั้งหมด 37 แถบ ที่แยกไดจากตัวอยางตะกอนที่ใช
ในการศึกษานี้สามารถจัดลําดับกลุมของจุลินทรียภายในตนไมแหงวิวัฒนาการที่สรางขึ้นไดทัง้หมด 
10 กลุม ไดแก 

1. Nitrospirae คือแบคทีเรียที่เปล่ียนสารประกอบไนไทรตเปนไนเทรต ซ่ึงพบไดใน
น้ํา และตะกอนจุลินทรียจากระบบบําบัดน้ําเสีย (Stevenson และคณะ, 2004) 

2. OP8 คือแบคทีเรียที่พบไดในตะกอนดินทะเล (Parkes และคณะ, 2007) 
3.  Acidobacteria คือแบคทีเรียที่พบในแหลงน้ําที่มีสารอาหารหลากหลายชนิด โดยที่ 

Acidobacteria จะยอยสลายสารประกอบอินทรียภายใตสภาวะที่มีอากาศนอย (Microaerophilic) 
(Stevenson และคณะ, 2004) 

4. Deltaproteobacteria คือแบคทีเรียลดซัลเฟตที่พบในถังยอยไรอากาศของการบําบัด
เบนซีน (Flores และคณะ, 2006) และในตะกอนดินทะเล (Parkes และคณะ, 2007) 

5. Chlorobi คือแบคทีเรียที่พบในตะกอนดิน (Asakawa และคณะ, 2008) 
       6. Firmicutes คือแบคทเีรียที่พบในถังยอยไรอากาศ (Marina และคณะ, 2007)  

7. Betaproteobacteria คือแบคทีเรียที่พบในตะกอนดิน (Jian และคณะ , 2008) 
                    8. Bacteroidetes คือแบคทีเรียที่มีลักษณะรูปรางเปนเสนสาย (Filamentous) (Xia และ
คณะ , 2007) พบในถังยอยไรอากาศ (Marina และคณะ, 2007)  
                     9. Actinobacteria  คือแบคทีเรียที่ใชไนเทรตเปนตัวรับอิเลคตรอนดวยกระบวนการ
รีดิวซไนเทรตในระบบไรอากาศ (Tan และ Reinhold-Hurek , 2003) ซ่ึงพบไดในถังยอยไรอากาศ 
(Marina และคณะ, 2007)  

10.Thermomicrobia คือแบคทีเรียในถังกรองไรอากาศ (Friedrich และคณะ, 2005) 
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รูปที่ 4.15 ตนไมแหงวิวัฒนาการจากการเปรียบเทียบลําดับเบสของจุลินทรียที่แยกไดจากถังปฏิกรณ 
                ยูเอเอสบีที่สภาวะตางๆกับฐานขอมูลลําดับเบส เมื่อใชความยาวของลําดับเบสเทากับ 1000 bp  
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ตารางที่ 4.4 แสดงการแจกแจงของจํานวนแถบดีเอ็นเอที่เกิดขึ้นบนตนไมแหงวิวัฒนาการ 
 

ลําดับกลุม กลุมจุลินทรีย จํานวนแถบดีเอ็นเอ 
จากการทดลอง 

I Nitrospirae 2 

II OP8 1 

III Acidobacteria 1 

IV Deltaproteobacteria 4 

V Chlorobi 2 

VI Firmicutes 7 

VII Betaproteobacteria 3 

VIII Bacteroidetes 8 

IX Actinobacteria 3 

X Thermomicrobia 6 

  

 ผลการศึกษาขางตนพบวาจุลินทรียทั้งหมดที่พบในถังปฏิกรณยูเอเอสบีที่ทําการศึกษาเปน  
จุลินทรียในกลุมไรอากาศทั้งสิ้น โดยจุลินทรียกลุมเดนที่พบ คือ Bacteroidetes, Firmicutes และ
Thermomicrobia ซ่ึงมีการกระจายตัวของจุลินทรียอยูในเม็ดตะกอนจุลินทรียเร่ิมตน และอัตราสวน
ซีโอดีตอไนเทรตตางๆ ที่ระยะเวลากักเก็บน้ํา 24 และ 4 ช่ัวโมง ตามลําดับ ในขณะที่จุลินทรียกลุม
ยอย คือ Nitrospirae, OP8, Actinobacteia, Chlorobi, Deltaproteobacteria, Betaproteobacteria  
และ Acidobacteria   ที่มีการกระจายตัวของจุลินทรียเหมือนกับจุลินทรียกลุมเดน ซ่ึงในการจัดเรียง
กลุมจุลินทรียในถังปฏิกรณนั้นไมมีความแตกตางกันอยางชัดเจนมากนัก ดังนั้นการพิจารณาความ
แตกตางของการจัดเรียงแถบในเจลตนแบบ ปริมาณแถบและความเขมของแถบในแตละอัตราสวน
ซีโอดีตอไนเทรตที่เกิดขึ้นทําใหทราบวาระยะเวลากักเก็บน้ํามีผลตอการเปลี่ยนแปลงของจุลินทรีย
ภายในถังปฏิกรณมากกวาอัตราสวนซีโอดีตอไนเทรตตางๆ เนื่องจากเมื่อภาระบรรทุกอินทรีย
คารบอนและไนเทรตไนโตรเจนเพิ่มยังผลใหปริมาณและของจุลินทรียเพิ่มขึ้นตามอัตราสวนซีโอดี
ตอไนเทรตที่เพิ่มขึ้น ซ่ึงสนับสนุนโดยรายงานการวิจัยเกี่ยวกับความหลากหลายของกลุมประชากร
จุลินทรียในระบบบําบัดแบบไรอากาศตางๆ แสดงในตารางที่ 4.5 
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ตารางที่ 4.5 การเปรียบเทียบผลการศึกษาความหลากของประชากรจุลินทรียจากงานวิจัยนี้กับ   
งานวิจัยอ่ืนๆในระบบยูเอเอสบี 

 

สภาวะการศึกษา 
เทคนิคท่ีใชใน
การวิเคราะห 

แบคทีเรียชนิดเดน ท่ีมา 

กระบวนการดไีนตริฟเคชัน
ในเม็ดตะกอนจุลินทรียจาก
ระบบยูเอเอสบี 

PCR - DGGE Proteobacteria 
Bacteroidetes 
Chloroflexi 
Actinobacteria 
Fimicutes 

Nuria และคณะ, ( 2007) 

การศึกษาตะกอนจุลินทรีย
จากระบบยูเอเอสบีที่บําบัด
น้ําเสียจากไวน 

PCR - DGGE Fimicutes 
Nitrospirae 
Deferribacteres 

Emiliano และคณะ,
(2006) 

การศึกษาจุลินทรียในถัง
ปฏิกิริยาเมมเบรนในสภาวะ 
Anoxic/anaerobic 

PCR - DGGE β-Proteobacteria 
Actinobacteria 
 

Zubair และคณะ, (2006) 

การศึกษาความหนาแนน
ของดีไนตริไฟเออรในระบบ 
Fluidized bed reactor 

PCR- DGGE β-Proteobacter 
α-Proteobactei 
γ-Proteobactei 
(low G + C) 
Grampositive bacteria 
 

Gentile และคณะ,(2006) 

งานวิจยันี ้ PCR- DGGE Fimicutes 
Bacteroidetes 
Thermomicrobia 
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บทท่ี5   
สรุปผลการทดลองและขอเสนอแนะ 

 
5.1 สรุปผลการทดลอง 
 งานวิจัยนี้เปนการศึกษาในระดับหองปฏิบัติการ เพื่อศึกษาหาประสิทธิภาพของระบบ           
ยูเอเอสบีในการบําบัดไนเทรตควบคูกับซีโอดีและระยะเวลากักเก็บน้ําเสียที่เหมาะสําหรับการเดิน
ระบบโดยกําหนดใหน้ําเสียมีอัตราสวนซีโอดีตอไนเทรตที่ 2:1 5:1 และ 8:1 และระยะเวลากักเก็บ
น้ําเสียที่ 24 12 8 และ 4 ช่ัวโมง ปอนน้ําเสียดวยความเร็วไหลขึ้น 0.25 ม./ชม. ใชน้ําตาลทรายเปน
แหลงคารบอน และมีความเขมขนของไนเทรตที่ 100 มก./ลิตร สรุปผลการทดลองไดดังนี้ 
 

 5.1.1 อิทธิพลของอัตราสวนซีโอดีตอไนเทรต 
           สําหรับความเขมขนไนเทรตเริ่มตน 100 มก./ลิตร ระยะเวลากักเก็บน้ํา 24 ช่ัวโมง 
อัตราสวนซีโอดีตอไนเทรตที่ 2:1  มีประสิทธิภาพการบําบัดซีโอดี ไนเทรตและไนไทรตที่ 85.00 
และ 58.00 เปอรเซ็นต อัตราสวนซีโอดีตอไนเทรตที่ 5:1 มีประสิทธิภาพการบําบัดซีโอดี ไนเทรต
และไนไทรตที่ 93.68 และ 96.62 เปอรเซ็นต  อัตราสวนซีโอดีตอไนเทรตที่ 8:1 มีประสิทธิภาพการ
บําบัดซีโอดี ไนเทรตและไนไทรตที่ 95.99 และ 99.82 เปอรเซ็นต  ซ่ึงคาอัตราสวนซีโอดีตอ         
ไนเทรตที่ไมสามารถบําบัดไนเทรตและไนไทรตไดหมดคือ 2:1 ซ่ึงมีความเขมขนของซีโอดีใน    
น้ําเสียต่ําทําใหประสิทธิภาพการบําบัดต่ํา ในขณะที่อัตราสวนซีโอดีตอไนเทรตที่ 5:1 และ 8:1 
สามารถบําบัดไนเทรตและไนไทรตไดหมดพอดี คาดวามีซีโอดีมากเกินพอสําหรับการเกิดปฏิกิริยา
ดีไนตริฟเคชันทําใหมีประสิทธิภาพการบําบัดสูง แสดงวาอัตราสวนซีโอดีตอไนเทรตที่เหมาะสม
ตอการบําบัดซีโอดีและไนเทรตในระบบยูเอเอสบีคือ 5:1 – 8:1  
 

 5.1.2 อิทธิพลของภาระบรรทุกไนเทรตไนโตรเจน 
           สําหรับความเขมขนไนเทรตเริ่มตน 100 มก./ลิตร การเปลี่ยนแปลงระยะเวลากักเก็บ
น้ําในชวง 12-4 ช่ัวโมง มีผลตอประสิทธิภาพการบําบัดไนเทรตและไนไทรตที่อัตราสวนซีโอดีตอ
ไนเทรตที่ 5:1 และ 8:1 นอยมาก ซ่ึงประสิทธิภาพการบําบัดซีโอดี ไนเทรตและไนไทรตมากกวา 90 
เปอรเซ็นต ในขณะที่อัตราสวนซีโอดีตอไนเทรตที่ 2:1 มีประสิทธิภาพในการบําบัดซีโอดี ไนเทรต
และไนไทรตที่ 70-80 และ 10-40 เปอรเซ็นต แสดงวาระยะเวลาไมมีผลตอการบําบัดไนเทรตและ
ไนไทรต เนื่องจากการลดระยะเวลากักเก็บน้ําเสียลงแตประสิทธิภาพการบําบัดซีโอดี ไนเทรตและ
ไนไทรตยังคงมีลักษณะคลายที่ระยะเวลากักเก็บน้ําเสียที่ 24 ช่ัวโมง ในทุกอัตราสวนซีโอดีตอ     
ไนเทรตที่กําหนด แตในทางปฏิบัติถาสามารถลดระยะเวลากักเก็บน้ําเสียใหนอยที่สุดได จะทําให
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สามารถบําบัดน้ําไดปริมาณมากขึ้นหรือสามารถลดขนาดถังปฏิกรณได ดังนั้นระยะเวลาที่เหมาะสม
สําหรับการบําบัดไนเทรตในระบบยูเอเอสบีคือ 4 ช่ัวโมง 
 

 5.1.3 ความหลากหลายของประชากรจุลินทรียในถังปฏิกิริยายูเอเอสบี 
           สําหรับตะกอนจุลินทรียในถังปฏิกรณยูเอเอสบีที่อัตราสวนซีโอดีตอไนเทรตตางๆ 
เมื่อส้ินสุดการทดลองเกิดการเกาะกลุมเปนเม็ดอีกครั้ง และนํามาถายภาพดวยกลองจุลทรรศน
อิเลคตรอน (Scanning Electron Microscopy:SEM ;JEOL รุน JSM- 5410LV) แสดงใหเห็นวา
โครงสรางบริเวณผิวรอบนอกของเม็ดตะกอนจุลินทรียมีความแตกตางกันอยางชัดเจน แตเมื่อ
พิจารณาที่โครงสรางภายในของเม็ดตะกอนจุลินทรียพบวาไมมีความแตกตางกัน เนื่องจากลักษณะ
ของจุลินทรียที่พบมีลักษณะที่คลายคลึงกันทั้งในเม็ดตะกอนจุลินทรียเร่ิมตนและเม็ดตะกอน           
จุลินทรียที่อัตราสวนซีโอดีตอไนเทรตตางๆ  
           สําหรับตะกอนตัวอยางในการทดสอบความหลากหลายของประชากรจุลินทรียดวย
เทคนิค PCR-DGGE คือ ตะกอนเม็ดเริ่มตนจากระบบบําบัดไรอากาศของบริษัทเสริมสุขจํากัด 
ตะกอนเม็ดจากระบบยูเอเอสบีที่อัตราสวนซีโอดีตอไนเทรตที่ 2:1 5:1 และ 8:1 ตามลําดับ พบวาที่
ระยะเวลากักเก็บน้ํา 4 ชม. (ภาระบรรทุกอินทรียคารบอนและไนเทรตไนโตรเจนเพิ่มขึ้น) ยังผลให
ปริมาณและชนิดของจุลินทรียเพิ่มขึ้น โดยที่ในทุกอัตราสวนซีโอดีตอไนเทรตมีปริมาณและชนิด
ของจุลินทรียมากกวาที่ระยะเวลากักเก็บน้ํา 24 ชม. และพบวาจุลินทรียกลุมเดนที่พบในถังปฏิกรณ  
ยูเอเอสบีคือ Bacteroidetes, Firmicutes และ Thermomicrobia ซ่ึงมีการกระจายตัวอยูในตะกอน   
เม็ดจุลินทรียเร่ิมตนและในทุกอัตราสวนซีโอดีตอไนเทรต ที่ระยะเวลากักเก็บน้ํา 24 และ 4 ชม.         
และจุลินทรียกลุมยอยที่พบคือNitrospirae, Acidobacteria, Actinobacteria, Deltaproteobacteria, 
Chlorobi, Betaproteobacteria และ OP8 ซ่ึงจัดเปนจุลินทรียในกลุมไรอากาศทั้งสิ้นที่พบในตะกอน
ดินและในระบบบําบัดแบบไรอากาศ 
 

5.2 ขอเสนอแนะ 
 

 ควรทําการศึกษาประสิทธิภาพของระบบยเูอเอสบีโดย 
 1. การนําขอมลูที่ไดจากการทดลองไปประยุกตใชในการบําบัดน้ําเสียจริงของไนเทรต เชน 
น้ําเสียจากโรงงานผลิตปุย อุตสาหกรรมอาหาร และอุตสาหกรรมเคมี  
  2. ควรทําการศึกษาความหลากหลายของประชากรจุลินทรียโดยใช PCR primer ทั้งชนิด   
ที่เปน Universal primer และ primers สําหรับ Archaea เพื่อใหเหน็ผลการศึกษาที่ชัดเจนและ
ครอบคลุมกลุมจุลินทรียทุกชนิดทั้งกลุมทีต่องการอากาศ กึ่งไรอากาศ และไรอากาศ 
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ภาคผนวก ก 
รายการคํานวณ 

 
ก. 1 การคํานวณอัตราไหลของเครื่องสูบน้ําเสยีและเครื่องสูบน้ําท้ิงเวียนกลับ 

 

กําหนด HRT  = 1 วัน 
ปริมาตรถังปฏิกรณ =  5 ลิตร 
จะได   Q =  5 ลิตร/วัน 

    =  3.5 ซม.3/นาที 
จะไดความเรว็ไหลขึ้นของเครื่องสูบน้ําเสียจาก 

A = πd2/4 

        = π(5.4)2/4 
    = 23 ซม2 

จาก        V= Q/A 
                 = 3.5 (ซม3/นาที)/23 ซม2 

   = 0.09  ม/ชม 
กําหนดความเร็วไหลขึ้นเฉลีย่เทากับ 0.25 ม/ชม 
จะไดความเรว็ไหลขึ้นของเครื่องสูบน้ําทิ้งเวียนกลับจาก  

0.25-0.09  = 0.16 ม/ชม 
และจาก     V  =   Q/A 
จะได          Q =   0.16 (ม/ชม)*23 ซม2 

         =   6 ซม3/นาที 
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ก. 2 การคํานวณสารอาหารที่ใชในการทดลอง 
การคํานวณสารอาหารเสริม 
ใชสารอาหารตามสูตรของ Speece แตเนื่องจากสารอาหารบางชนิดที่ใชเปนแบบ Industrial หรือ 
Commercial Grade จึงตองคํานวณคาความบริสุทธิ์ของสารดวย และจากการเตรียมสารอาหารได
เตรียมเก็บไวเพื่อความสะดวกในการใชดังนี้ 
 

1. สารที่ไมไดผสมเก็บไว (เตรียมน้ําเสีย 5 ลิตร/วัน) 
NaHCO3 ใช 6000 มก/ลิตร x 5 ลิตร/วัน x 1/purity = 6000x5x1/0.99 = 30.3 กรัม 
 

2. สารอาหารหลักและสารอาหารเสริมรอง ทํา stock ไว 20 เทา ในปริมาตรน้ํา 150 ลิตร 
NH4Cl เตรียม 400 มก/ลิตร x 150 ลิตร x 1/purity x 20 เทา = 400 x 150 x 1/0.995 x 20 = 1206 กรัม 
KCl                  400 มก/ลิตร x 150 ลิตร x 1/purity x 20 เทา = 400 x 150 x 1/0.99 x 20 = 1212 กรัม 
MgCl2.7H2O   400 มก/ลิตร x 150 ลิตร x 1/purity x 20 เทา = 400 x 150 x 1/0.985 x 20 = 1218 กรัม                       
(NH4)HPO4      80 มก/ลิตร x 150 ลิตร x 1/purity x 20 เทา = 400 x 150 x 1/0.9815 x 20 = 245 กรัม 
 

สารที่มี purity 100 % 
CaCl2.2H2O  เตรียม 50 มก/ลิตร x 150 ลิตร x 20 เทา  = 150 กรัม 
FeCl2.4H2O     เตรียม 40 มก/ลิตร x 150 ลิตร x 20 เทา  = 120 กรัม 
CoCl2.4H2O   เตรียม 10มก/ลิตร x 150 ลิตร x 20 เทา  = 30 กรัม 
(NaPO3)6        เตรียม 10 มก/ลิตร x 150 ลิตร x 20 เทา  = 30 กรัม 
KI                  เตรียม 10 มก/ลิตร x 150 ลิตร x 20 เทา  = 30 กรัม 
 

สารที่ใชปริมาณนอยมาก (ไมคิด% purity) 
MnCl2.4H2O  เตรียม 0.5 มก/ลิตร x 150 ลิตร x 1/purity x 20 เทา = 1.5 กรัม 
NH4VO3         เตรียม 0.5 มก/ลิตร x 150 ลิตร x 1/purity x 20 เทา = 1.5 กรัม 
CuCl2.2H2O    เตรียม 0.5 มก/ลิตร x 150 ลิตร x 1/purity x 20 เทา = 1.5 กรัม 
ZnCl2             เตรียม 0.5 มก/ลิตร x 150 ลิตร x 1/purity x 20 เทา = 1.5 กรัม  
AlCl2.6H2O    เตรียม 0.5 มก/ลิตร x 150 ลิตร x 1/purity x 20 เทา = 1.5 กรัม 
H2BO3            เตรียม 0.5 มก/ลิตร x 150 ลิตร x 1/purity x 20 เทา = 1.5 กรัม 
NiCl2.6H2O     เตรียม 0.5 มก/ลิตร x 150 ลิตร x 1/purity x 20 เทา = 1.5 กรัม 
NaWO4.2H2O   เตรียม 0.5 มก/ลิตร x 150 ลิตร x 1/purity x 20 เทา = 1.5 กรัม 
NaSeO3             เตรียม 0.5 มก/ลิตร x 150 ลิตร x 1/purity x 20 เทา = 1.5 กรัม 
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ก. 3 การทดสอบความสามารถจําเพาะของเม็ดจุลินทรีย ( Specific methanogenic activity: SMA) 
การทําเอสเอ็มเอมีวัตถุประสงคในการวัดปริมาณกาซมีเทนที่เกิดขึ้นจากกระบวนการหมักของ 

จุลินทรียที่ตองการทดสอบ โดยทําการทดลองในขวดไวอัล ขนาด 125 มิลลิลิตร ซ่ึงมีวิธีการทดลอง
ดังนี้ 

1. เตรียมเม็ดตะกอนที่ผานการอบแหงแลวประมาณ 2 กรัมตอ 1 ตัวอยาง 
2. เตรียมสารอาหารโดยแบงเปน 3 ชุดการทดลองดังนี ้
ชุดที่ 1 ใชกรดอะซิติกเปนตัวแทนของคาซีโอดี 5,000 มิลลิกรัมตอลิตร ผสมกับอาหารเสริม
สําหรับระบบบําบัดแบบไรอากาศ ซ่ึงทําการปรับพีเอชใหอยูระดับที่เปนกลาง (6.8-7.0) โดย
การเติมสารโซเดียมไบคารบอเนต (NaHCO3) 
ชุดที่ 2 ใชน้ําตาลเปนตัวแทนของคาซีโอดี 5,000 มิลลิกรัมตอลิตร ผสมกับสารอาหาร
เชนเดียวกัน พรอมทั้งบัฟเฟอรกรดโดยการเติมโซเดียมไบคารบอเนต และทําการปรับพีเอชให
อยูในระดับที่เปนกลางดวยกรดไฮโดรคลอริก (HCl) 
ชุดที่ 3 หลังจากทําการทดลองโดยใชกรดอะซิติกเปนแหลงซีโอดีจนเสร็จสิ้นแลว จึงทําการ
เปลี่ยนสารอาหารในขวดไวอัลอีกครั้ง โดยใชกรดโพไพออนิกความเขมขนประมาณ 5,000 
มิลลิกรัมตอลิตร เปนแหลงซีโอดีแทนกรดอะซิติก ทําการเติมสารอาหารและปรับพีเอชใหเปน
กลางดวยโซเดียมไบคารบอเนตเชนเดียวกัน 
3. ทําการใสเม็ดตะกอนแหงในขอแรกและสารอาหารที่เตรียมไวในขอ 2 ลงในขวดไวอัล 

โดยใหมีปริมาตรของของเหลวในขวดประมาณ 80 มิลลิลิตร 
4. ทําการไลอากาศออกจากขวดโดยการใชกาซคารบอนไดออกไซด 30 เปอรเซ็นต และ

ไนโตรเจน 70 เปอรเซ็นต จากนั้นจึงปดฝาขวดดวยจุกยางละครอบดวยฝาอลูมิเนียมจน
แนน เพื่อปองกันการรั่วไหลของกาซที่เกิดขึ้น 

5. ทําการวัดปริมาตรกาซที่เกิดขึ้นที่ระยะเวลาตางๆ โดยวิธีการแทนที่น้ํา 
6. นําไปหาเปอรเซ็นตสัดสวนของกาซมีเทนที่เกิดขึ้นดวยเครื่องจีซี (Gas Chromatograph, 

GC) คอลัมน TCD 
7. นําคาปริมาณกาซมีเทนที่เกิดขึ้นไปสรางกราฟ โดยใชความสัมพันธระหวางคามิลลิลิตร

มีเทนสะสมกับเวลา 
8. นําเม็ดตะกอนหลังการเสร็จสิ้นการทดลองทั้งหมดไปหาคาวีเอสเอส (Valatile Suspended 

Solid ,VSS) 
9. นําคาความชันกราฟในชวงทีไ่ดสูงสุดไปคํานวณหาคาเอสเอ็มเอดังนี้  
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Specific Methanogenic Activity, SMA = 
Bt
CODgCH

×
−4  

 เมื่อ      tCODgCH −4   = คาความชันกราฟในชวงสูงสุด 
  B = ปริมาณจลิุนทรียหลังจากเสร็จสิ้นการทดลอง (กรัมวีเอสเอส) 
 

      10. เมื่อส้ินสุดการทดลองในรอบแรกแลว จะทําการเปลี่ยนสารอาหารภายในขวดไวอัล โดยนํา
สารอาหารที่มีอยูเดิมออก แลวเติมสารอาหารที่เตรียมขึ้นใหมลงไปโดยยังมีคาซีโอดีและความ
เขมขนของสารอาหารเสริมหลักและสารอาหารเสริมรองตางๆ คงเดิม แลวทําการทดลองตอไปตาม
ขั้นตอนที่ไดกลาวมา ทําเชนนี้ประมาณ 3-4 รอบ (ขึ้นอยูกับผลการทดลองที่ได) เพื่อศึกษาถึง
ระยะเวลาการฟนตัวของแบคทีเรีย 
 
ก. 4 แสดงตัวอยางการคาํนวณคาความสามารถจําเพาะของเม็ดจุลินทรียในการสรางมีเทน  
        จากขอมลูการทดลอง SMA กอนการเติมเทรต ที่อัตราสวนซีโอดีตอไนเทรต 2:1  

 
        จากกราฟจะไดวาชวงที่มีความชันสงูสุดเทากับ 5.93 มล./วัน 
        แตที่อุณหภูมิ 0 °ซ ความดัน 1 บรรยากาศ มีกาซมีเทนเทากับ 0.35 มล. ที่ 1 กรัมซีโอดี 

        ดังนั้นที่ 35 °ซ จะมกีาซมีเทนเทากับ 
2

22

1
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T
VP

T
VP

=  

                                                                  
35273273

35.0 2

+
=

V  

   ดังนั้น   V2 = 0.395 มล. 
      จะได  5.93/395 = 0.015 กรัมซีโอดี-มีเทน/วัน 
      และจากการทดลองใชจุลินทรียประมาณ 0.0187 กรัมวีเอสเอส 

       จาก SMA = 
Bt
CODgCH

×
−4   

        ดังนั้น SMA = 0.015 (กรัมซีโอดี-มีเทน/วัน)/ 0.0187 กรัมวีเอสเอส 
   = 0.802 กรัมซีโอดี- มีเทน/กรัมวีเอสเอส-วัน 
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ก. 5 แสดงตัวอยางการคาํนวณคาความสามารถจําเพาะของเม็ดจุลินทรียในการไนเทรต 
        จากขอมลูการทดลอง SDA  ที่อัตราสวนซีโอดีตอไนเทรต 5:1 ระยะเวลากักเกบ็น้ํา 24 ชม. 
 
        จากกราฟจะไดวาชวงที่มีความชันสงูสุดเทากับ 0.694 มล./วัน 
        แตที่อุณหภูมิ 0 °ซ ความดัน 1 บรรยากาศ มีกาซมีเทนเทากับ 181 มล. ที่ 1 กรัมไนเทรต 

        ดังนั้นที่ 35 °ซ จะมกีาซมีเทนเทากับ 
2
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=  

                                                                  
35273273

181 2

+
=

V  

   ดังนั้น   V2 = 204 มล. 
      จะได  0.694/204 = 0.034 กรัมไนเทรต-ไนโตรเจน/วนั 
      และจากการทดลองใชจุลินทรียประมาณ 0.0278 กรัมวีเอสเอส 
        ดังนั้น SDA = 0.0034 (กรัมซีโอดี-มีเทน/วัน)/ 0.0278 กรัมวีเอสเอส 
   =  0.122 กรัมไนเทรต-ไนโตรเจน/กรัมวีเอสเอส-วัน 
 
 
 
 
 

                         
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



  99    

ภาคผนวก ข 
ผลการทดลอง 

 

ตาราง ข. 1 แสดงคาพีเอชของอตัราสวนซีโอดีตอไนเทรตที่ 2:1 กอนเติมไนเทรต 
    พีเอช       พีเอช   

วัน/เดือน/ป น้ําเขา น้ําในระบบ น้ําออก วัน/เดือน/ป น้ําเขา น้ําในระบบ น้ําออก 

2/10/2549 8.90 8.10 8.30 4/11/2549 8.70 6.80 7.10 
3/10/2549 8.10 7.70 7.90 5/11/2549 8.50 6.50 6.80 
4/10/2549 8.70 8.40 8.30 6/11/2549 8.70 7.20 7.30 
5/10/2549 8.80 7.50 8.10 7/11/2549 8.50 7.30 7.30 
6/10/2549 8.70 8.40 8.30 8/11/2549 8.60 7.40 7.50 
7/10/2549 8.70 7.51 7.70 9/11/2549 8.60 7.60 7.70 
8/10/2549 8.50 7.20 7.90 10/11/2549 8.70 7.60 7.50 
9/10/2549 8.60 7.10 8.60 11/11/2549 8.50 7.60 7.70 

10/10/2549 8.50 6.80 8.10 12/11/2549 8.40 7.50 7.60 
11/10/2549 8.60 6.50 8.00 13/11/2549 8.70 7.70 7.60 
12/10/2549 8.70 6.50 7.90 14/11/2549 8.60 7.00 7.30 
13/10/2549 8.50 6.80 7.50 15/11/2549 8.60 7.30 7.30 
14/10/2549 8.40 7.10 7.20 16/11/2549 8.70 7.60 7.70 
15/10/2549 8.80 7.30 7.80 17/11/2549 8.50 7.80 8.10 
16/10/2549 8.50 7.30 8.10 18/11/2549 8.40 7.70 7.80 
17/10/2549 8.60 7.40 7.90 19/11/2549 8.30 7.40 7.70 
18/10/2549 8.70 7.70 7.80 20/11/2549 8.60 7.50 7.90 
19/10/2549 8.80 7.80 8.00 21/11/2549 8.50 7.60 7.70 
20/10/2549 8.70 7.50 7.70 22/11/2549 8.80 7.50 7.90 
21/10/2549 8.60 7.60 7.70 23/11/2549 8.60 7.60 7.90 
22/10/2549 8.70 7.60 7.80 24/11/2549 8.70 7.50 7.80 
23/10/2549 8.50 7.50 7.60 25/11/2549 8.40 7.60 7.90 
24/10/2549 8.50 8.00 8.20 26/11/2549 8.70 7.50 7.80 
25/10/2549 8.70 7.70 8.00 27/11/2549 8.50 7.50 7.90 
26/10/2549 8.60 7.60 7.90 28/11/2549 8.60 7.40 7.80 
27/10/2549 8.70 7.50 7.70 29/11/2549 8.80 7.30 7.60 
28/10/2549 8.40 7.50 7.60 30/11/2549 8.90 7.30 7.50 
29/10/2549 8.40 7.60 7.70 1/12/2549 8.70 7.20 7.50 
30/10/2549 8.30 7.40 7.50 2/12/2549 8.60 7.30 7.60 
31/10/2549 8.20 7.30 7.50 3/12/2549 8.70 7.40 7.60 
1/11/2549 8.60 7.40 7.50 n 63 63 63 
2/11/2549 8.70 7.40 7.50 คาเฉลี่ย 8.59 7.44 7.74 
3/11/2549 8.60 7.60 7.70 SD 0.16 0.36 0.31 
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ตาราง ข. 2 แสดงคาพีเอชของอตัราสวนซีโอดีตอไนเทรตที่ 5:1 กอนเติมไนเทรต 
    พีเอช       พีเอช   

วัน/เดือน/ป น้ําเขา น้ําในระบบ น้ําออก วัน/เดือน/ป น้ําเขา น้ําในระบบ น้ําออก 

2/10/2549 9.00 8.10 8.40 4/11/2549 8.70 7.00 7.50 
3/10/2549 8.00 7.80 7.90 5/11/2549 8.50 7.20 7.40 
4/10/2549 8.60 8.40 8.50 6/11/2549 8.70 7.50 7.70 
5/10/2549 8.90 7.60 7.90 7/11/2549 8.80 7.60 7.70 
6/10/2549 8.60 8.40 8.50 8/11/2549 8.50 7.50 7.80 
7/10/2549 8.80 7.35 7.76 9/11/2549 8.70 7.40 7.50 
8/10/2549 8.60 8.50 8.70 10/11/2549 8.60 7.60 7.70 
9/10/2549 8.70 8.10 8.50 11/11/2549 8.80 7.80 7.90 

10/10/2549 8.50 7.80 8.20 12/11/2549 8.70 7.70 7.80 
11/10/2549 8.50 7.80 7.90 13/11/2549 8.80 7.50 7.80 
12/10/2549 8.80 7.20 7.30 14/11/2549 8.70 7.30 7.60 
13/10/2549 8.70 7.10 7.30 15/11/2549 8.70 7.50 7.70 
14/10/2549 8.70 7.10 7.20 16/11/2549 8.80 7.70 7.80 
15/10/2549 8.60 7.00 7.20 17/11/2549 8.70 7.60 7.70 
16/10/2549 8.50 6.80 7.10 18/11/2549 8.60 7.50 7.80 
17/10/2549 8.70 6.60 7.10 19/11/2549 8.50 7.50 7.80 
18/10/2549 8.60 6.50 7.00 20/11/2549 8.90 7.40 7.50 
19/10/2549 8.70 7.00 7.10 21/11/2549 8.80 7.00 7.30 
20/10/2549 8.70 7.10 7.30 22/11/2549 8.70 7.60 7.80 
21/10/2549 8.70 7.30 7.40 23/11/2549 8.70 7.50 7.60 
22/10/2549 8.80 7.50 7.50 24/11/2549 8.80 7.40 7.70 
23/10/2549 8.90 7.30 7.40 25/11/2549 8.70 7.50 7.80 
24/10/2549 8.50 7.20 7.30 26/11/2549 8.60 7.20 7.50 
25/10/2549 8.80 7.60 7.80 27/11/2549 8.60 7.20 7.60 
26/10/2549 8.70 7.50 7.80 28/11/2549 8.70 7.40 7.50 
27/10/2549 8.60 7.60 7.70 29/11/2549 8.90 7.30 7.50 
28/10/2549 8.50 7.80 7.90 30/11/2549 8.80 7.50 7.80 
29/10/2549 8.80 7.50 7.70 1/12/2549 8.80 7.30 7.50 
30/10/2549 8.50 7.60 7.60 2/12/2549 8.60 7.40 7.60 
31/10/2549 8.40 7.50 7.70 3/12/2549 8.70 7.50 7.70 
1/11/2549 8.70 7.40 7.50 n 63 63 63 
2/11/2549 8.50 7.50 7.60 คาเฉลี่ย 8.67 7.46 7.67 
3/11/2549 8.60 7.60 7.70 SD 0.15 0.37 0.35 
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ตาราง ข. 3 แสดงคาพีเอชของอตัราสวนซีโอดีตอไนเทรตที่ 8:1 กอนเติมไนเทรต 
    พีเอช       พีเอช   

วัน/เดือน/ป น้ําเขา น้ําในระบบ น้ําออก วัน/เดือน/ป น้ําเขา น้ําในระบบ น้ําออก 

2/10/2549 9.00 8.30 8.40 4/11/2549 8.50 7.40 7.60 
3/10/2549 8.00 7.80 7.60 5/11/2549 8.70 7.20 7.50 
4/10/2549 8.60 8.40 8.30 6/11/2549 8.90 7.10 7.30 
5/10/2549 8.90 7.60 8.00 7/11/2549 8.80 6.90 7.10 
6/10/2549 8.60 8.40 8.30 8/11/2549 8.70 6.70 7.00 
7/10/2549 8.80 7.49 7.66 9/11/2549 8.60 7.10 7.20 
8/10/2549 8.60 7.80 7.60 10/11/2549 8.50 7.40 7.50 
9/10/2549 8.70 8.20 8.50 11/11/2549 8.70 7.60 7.80 

10/10/2549 8.60 7.90 8.20 12/11/2549 8.80 7.50 7.60 
11/10/2549 8.70 7.60 7.90 13/11/2549 8.00 7.70 8.00 
12/10/2549 8.80 7.60 7.70 14/11/2549 8.90 7.60 7.70 
13/10/2549 8.70 7.40 7.60 15/11/2549 8.70 7.50 7.80 
14/10/2549 8.90 7.50 7.70 16/11/2549 8.50 7.60 7.70 
15/10/2549 8.70 7.30 7.50 17/11/2549 8.70 7.50 7.60 
16/10/2549 8.80 7.20 7.40 18/11/2549 8.80 7.80 7.90 
17/10/2549 8.50 7.50 7.50 19/11/2549 8.50 7.50 7.60 
18/10/2549 8.70 7.10 7.30 20/11/2549 8.60 7.60 7.80 
19/10/2549 8.60 7.00 7.20 21/11/2549 8.70 7.50 7.70 
20/10/2549 8.70 7.10 7.30 22/11/2549 8.70 7.50 7.80 
21/10/2549 8.70 6.80 7.10 23/11/2549 8.90 7.60 7.70 
22/10/2549 8.50 6.50 6.80 24/11/2549 8.50 7.70 7.60 
23/10/2549 8.70 7.10 7.10 25/11/2549 8.70 7.50 7.70 
24/10/2549 8.80 7.40 7.50 26/11/2549 8.80 7.60 7.90 
25/10/2549 8.50 7.30 7.50 27/11/2549 8.60 7.40 7.70 
26/10/2549 8.60 7.20 7.40 28/11/2549 8.70 7.30 7.50 
27/10/2549 8.70 7.50 7.70 29/11/2549 8.50 7.20 7.40 
28/10/2549 8.80 7.50 7.60 30/11/2549 8.80 7.40 7.60 
29/10/2549 8.50 7.80 7.90 1/12/2549 8.70 7.50 7.50 
30/10/2549 8.60 7.60 7.90 2/12/2549 8.60 7.40 7.60 
31/10/2549 8.70 7.50 7.80 3/12/2549 8.70 7.60 7.70 
1/11/2549 8.90 7.70 7.90 n 63 63 63 
2/11/2549 8.70 7.40 7.80 คาเฉลี่ย 8.67 7.47 7.64 
3/11/2549 8.60 7.30 7.50 SD 0.17 0.35 0.32 
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ตารางที่ ข. 4 แสดงคาพีเอชของอัตราสวนซีโอดีตอไนเทรตท่ี 2:1 ระยะเวลากักเก็บน้ําเสีย 24 ชั่วโมง 
    พีเอช       พีเอช   

วัน/เดือน/ป น้ําเขา น้ําในระบบ น้ําออก วัน/เดือน/ป น้ําเขา น้ําในระบบ น้ําออก 

4/12/2549 9.10 7.40 7.60 19/01/2550 8.30 6.80 7.40 
5/12/2549 8.90 7.40 7.60 20/01/2550 8.30 7.00 7.10 
6/12/2549 9.10 7.60 7.70 21/01/2550 8.20 6.90 7.60 
7/12/2549 8.00 7.60 7.80 22/01/2550 8.30 7.10 7.70 
8/12/2549 8.00 7.70 7.80 23/01/2550 8.30 6.90 7.10 
9/12/2549 8.10 7.70 7.90 24/01/2550 8.50 7.30 7.70 

10/12/2549 8.10 7.80 7.90 25/01/2550 8.70 7.40 7.80 
11/12/2549 8.00 8.10 8.20 26/01/2550 8.80 7.00 7.00 
12/12/2549 8.90 8.10 8.20 27/01/2550 9.00 6.60 7.10 
13/12/2549 8.70 8.40 8.30 28/01/2550 9.20 6.70 7.00 
14/12/2549 9.10 8.20 8.40 29/01/2550 8.70 7.40 7.80 
15/12/2549 8.90 8.20 8.40 30/01/2550 8.90 7.20 7.70 
16/12/2549 8.90 8.10 8.30 31/01/2550 8.70 7.30 8.00 
17/12/2549 8.70 7.00 8.00 1/02/2550 8.60 7.20 7.40 
18/12/2549 8.80 7.50 8.10 2/02/2550 8.68 7.20 7.10 
19/12/2549 8.70 7.80 8.00 3/02/2550 8.40 7.00 7.50 
20/12/2549 8.70 8.50 8.70 4/02/2550 8.50 7.10 7.60 
21/12/2549 8.80 8.40 8.70 5/02/2550 8.60 7.40 7.90 
22/12/2549 8.70 8.20 8.50 6/02/2550 8.50 7.10 7.70 
23/12/2549 8.80 8.10 8.50 7/02/2550 8.60 7.10 7.70 
24/12/2549 8.50 8.20 8.60 8/02/2550 8.50 7.10 7.60 
25/12/2549 8.60 8.20 8.60 9/02/2550 8.40 7.00 7.80 
26/12/2549 8.50 8.10 8.50 10/02/2550 8.40 7.10 7.40 
27/12/2549 8.70 8.30 8.70 11/02/2550 8.40 7.20 7.80 
28/12/2549 8.80 8.30 8.50 12/02/2550 8.46 7.50 7.60 
29/12/2549 8.60 8.20 8.60 13/02/2550 8.60 7.10 7.60 
30/12/2549 8.70 7.51 7.70 14/02/2550 8.50 7.20 8.00 
31/12/2549 8.50 7.40 7.84 15/02/2550 8.29 7.20 7.40 
1/01/2550 8.40 7.50 7.67 16/02/2550 8.80 7.40 7.80 
2/01/2550 8.50 7.30 7.80 17/02/2550 9.00 7.30 7.80 
3/01/2550 8.50 7.10 7.80 18/02/2550 8.50 7.20 7.40 
4/01/2550 8.50 7.20 7.60 19/02/2550 8.00 6.70 7.10 
5/01/2550 8.70 6.90 7.30 20/02/2550 8.20 7.00 7.20 
6/01/2550 8.40 6.70 7.20 21/02/2550 8.20 7.00 7.50 
7/01/2550 8.30 6.80 7.00 22/02/2550 8.20 6.80 7.30 
8/01/2550 8.30 6.90 7.00 23/02/2550 8.30 7.00 7.20 
9/01/2550 8.40 6.80 7.00 24/02/2550 8.30 6.80 7.40 

10/01/2550 8.50 6.80 6.80 25/02/2550 8.20 7.10 7.70 
11/01/2550 8.70 6.80 7.10 26/02/2550 8.35 7.20 7.30 
12/01/2550 8.50 6.90 7.20 27/02/2550 8.20 7.00 7.20 
13/01/2550 8.50 6.80 6.90 28/02/2550 8.30 7.10 7.30 
14/01/2550 8.80 6.80 6.90 1/03/2550 8.20 7.24 7.65 
15/01/2550 8.40 6.70 7.10 n 88 88 88 
16/01/2550 8.50 6.80 7.20 คาเฉลี่ย 8.53 7.32 7.66 
17/01/2550 8.30 6.80 7.30 SD 0.27 0.5 0.5 
18/01/2550 8.20 6.80 7.00     



  103    

ตารางที่ ข. 5 แสดงคาพีเอชและโออารพีของอตัราสวนซโีอดีตอไนเทรตท่ี 2:1 ระยะเวลากักเกบ็น้ําเสีย 12 ชั่วโมง 
    พีเอช       พีเอช   
วัน/เดือน/ป น้ําเขา น้ําในระบบ น้ําออก วัน/เดือน/ป น้ําเขา น้ําในระบบ น้ําออก 

2/03/2550 8.30 7.00 7.60 21/03/2550 8.50 7.20 7.40 
3/03/2550 8.70 7.30 7.70 22/03/2550 8.40 7.10 7.20 
4/03/2550 8.20 7.10 7.30 23/03/2550 8.50 7.00 7.30 
5/03/2550 8.20 7.10 7.50 24/03/2550 8.50 7.10 7.40 
6/03/2550 8.88 7.23 7.65 25/03/2550 8.40 7.20 7.30 
7/03/2550 8.30 7.11 7.50 26/03/2550 8.40 7.20 7.40 
8/03/2550 8.20 7.10 7.30 27/03/2550 8.40 7.10 7.30 
9/03/2550 8.30 7.10 7.30 28/03/2550 8.50 7.10 7.40 
10/03/2550 8.20 7.00 7.20 29/03/2550 8.40 7.10 7.30 
11/03/2550 8.20 7.20 7.30 30/03/2550 8.50 7.10 7.30 
12/03/2550 8.30 7.20 7.30 31/03/2550 8.30 7.20 7.40 
13/03/2550 8.20 7.10 7.30 1/04/2550 8.20 7.20 7.50 
14/03/2550 8.40 7.50 7.40 2/04/2550 8.40 7.30 7.40 
15/03/2550 8.50 7.30 7.40 3/04/2550 8.50 7.10 7.30 
16/03/2550 8.40 7.40 7.30 4/04/2550 8.20 7.10 7.40 
17/03/2550 8.20 7.20 7.40 n 34 34 34 
18/03/2550 8.30 7.10 7.50 คาเฉลี่ย 8.37 7.16 7.38 
19/03/2550 8.40 7.10 7.30 SD 0.16 0.11 0.12 
20/03/2550 8.20 7.10 7.50 

 

ตารางที่ ข. 6 แสดงคาพีเอชพีของอัตราสวนซีโอดีตอไนเทรตท่ี 2:1 ระยะเวลากักเก็บน้ําเสีย 8 ชั่วโมง 
    พีเอช       พีเอช   

วัน/เดือน/ป น้ําเขา น้ําในระบบ น้ําออก วัน/เดือน/ป น้ําเขา น้ําในระบบ น้ําออก 

5/04/2550 8.40 7.20 7.30 25/04/2550 8.50 7.20 7.50 
6/04/2550 8.50 7.10 7.40 26/04/2550 8.40 7.00 7.30 
7/04/2550 8.40 7.10 7.30 27/04/2550 8.30 7.10 7.30 
8/04/2550 8.40 7.00 7.40 28/04/2550 8.30 7.10 7.30 
9/04/2550 8.50 7.20 7.30 29/04/2550 8.40 7.10 7.40 
10/04/2550 8.40 7.40 7.50 30/04/2550 8.40 7.00 7.30 
11/04/2550 8.60 7.50 7.60 1/05/2550 8.30 7.10 7.20 
12/04/2550 8.40 7.40 7.50 2/05/2550 8.40 7.10 7.30 
13/04/2550 8.40 7.30 7.50 3/05/2550 8.40 7.10 7.30 
14/04/2550 8.50 7.30 7.50 4/05/2550 8.30 6.90 7.10 
15/04/2550 8.40 7.40 7.60 5/05/2550 8.30 7.00 7.30 
16/04/2550 8.30 7.10 7.50 6/05/2550 8.40 7.00 7.30 
17/04/2550 8.40 7.40 7.50 7/05/2550 8.40 7.10 7.30 
18/04/2550 8.40 7.30 7.50 8/05/2550 8.30 7.20 7.30 
19/04/2550 8.50 7.40 7.50 9/05/2550 8.30 7.00 7.30 
20/04/2550 8.40 7.20 7.60 10/05/2550 8.40 7.10 7.30 
21/04/2550 8.40 7.30 7.60 11/05/2550 8.30 7.00 7.30 
22/04/2550 8.50 7.10 7.50 n 37.00 37 37 
23/04/2550 8.40 6.90 7.70 คาเฉลี่ย 8.40 7.15 7.41 
24/04/2550 8.40 7.00 7.60 SD 0.07 0.16 0.14 
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ตารางที่ ข. 7 แสดงคาพีเอชของอัตราสวนซีโอดีตอไนเทรตท่ี 2:1 ระยะเวลากักเก็บน้ําเสีย 4 ชั่วโมง 
    พีเอช       พีเอช   

วัน/เดือน/ป น้ําเขา น้ําในระบบ น้ําออก วัน/เดือน/ป น้ําเขา น้ําในระบบ น้ําออก 

12/05/2550 8.40 7.00 7.30 31/05/2550 8.60 7.40 7.60 
13/05/2550 8.40 6.90 7.30 01/06/2550 8.40 7.40 7.50 
14/05/2550 8.40 7.00 7.30 02/06/2550 8.40 7.46 7.50 
15/05/2550 8.40 7.00 7.30 03/06/2550 8.30 7.40 7.60 
16/05/2550 8.40 7.00 7.30 04/06/2550 8.00 7.40 7.60 
17/05/2550 8.40 7.00 7.30 05/06/2550 8.50 7.50 7.50 
18/05/2550 8.40 7.10 7.30 06/06/2550 8.40 7.47 7.50 
19/05/2550 8.40 7.10 7.30 07/06/2550 8.30 7.40 7.50 
20/05/2550 8.40 7.10 7.40 08/06/2550 8.50 7.30 7.60 
21/05/2550 8.40 7.10 7.30 09/06/2550 8.70 7.35 7.60 
22/05/2550 8.30 7.30 7.50 10/06/2550 8.50 7.40 7.50 
23/05/2550 8.40 7.30 7.50 11/06/2550 8.60 7.40 7.60 
24/05/2550 8.50 7.40 7.50 12/06/2550 8.70 7.40 7.60 
25/05/2550 8.50 7.40 7.60 13/06/2550 8.60 7.50 7.60 
26/05/2550 8.50 7.40 7.60 14/06/2550 8.40 7.30 7.50 
27/05/2550 8.70 7.50 7.70 15/06/2550 8.70 7.50 7.50 
28/05/2550 8.60 7.40 7.60 n 35 35 35 
29/05/2550 8.40 7.40 7.60 คาเฉลี่ย 8.46 7.30 7.49 
30/05/2550 8.50 7.40 7.60 SD 0.18 0.18 0.13 
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ตารางที่ ข . 8 แสดงคาพีเอชของอัตราสวนซีโอดีตอไนเทรตท่ี 5:1 ระยะเวลากักเก็บน้ําเสีย 24 ชั่วโมง 
    พีเอช       พีเอช   

วัน/เดือน/ป น้ําเขา น้ําในระบบ น้ําออก วัน/เดือน/ป น้ําเขา น้ําในระบบ น้ําออก 

4/12/2549 9.10 7.40 7.50 29/12/2549 8.50 8.20 8.50 
5/12/2549 8.90 7.30 7.50 30/12/2549 8.80 7.35 7.76 
6/12/2549 9.10 7.60 7.70 31/12/2549 8.60 7.35 7.82 
7/12/2549 8.00 7.70 7.80 1/01/2550 8.50 7.34 7.73 
8/12/2549 8.10 7.60 7.80 2/01/2550 8.60 7.00 7.70 
9/12/2549 8.00 7.80 7.90 3/01/2550 8.40 7.10 7.60 
10/12/2549 8.20 8.50 8.70 4/01/2550 8.60 6.90 7.60 
11/12/2549 8.00 8.10 8.50 5/01/2550 8.60 6.60 7.10 
12/12/2549 8.80 8.10 8.40 6/01/2550 8.50 6.70 6.90 
13/12/2549 8.60 8.40 8.50 7/01/2550 8.40 6.70 7.00 
14/12/2549 9.00 8.20 8.40 8/01/2550 8.30 6.80 7.10 
15/12/2549 9.00 8.20 8.50 9/01/2550 8.50 6.70 7.10 
16/12/2549 9.00 8.10 8.40 10/01/2550 8.50 6.70 7.00 
17/12/2549 8.90 7.00 7.90 11/01/2550 8.50 6.60 7.20 
18/12/2549 8.90 7.60 7.90 12/01/2550 8.60 6.80 7.10 
19/12/2549 8.60 7.90 8.00 13/01/2550 8.40 6.50 7.00 
20/12/2549 8.60 8.40 8.80 14/01/2550 8.60 6.60 7.10 
21/12/2549 8.70 8.40 8.70 15/01/2550 8.50 6.60 7.10 
22/12/2549 8.80 8.20 8.50 16/01/2550 8.20 6.70 7.20 
23/12/2549 8.70 8.20 8.50 17/01/2550 8.20 6.60 7.30 
24/12/2549 8.60 8.10 8.60 18/01/2550 8.20 6.60 7.20 
25/12/2549 8.70 8.10 8.50 n 46 46 46 
26/12/2549 8.60 8.20 8.60 คาเฉลี่ย 8.56 7.48 7.84 
27/12/2549 8.50 8.30 8.60 SD 0.28 0.67 0.6 
28/12/2549 8.50 8.20 8.50 
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ตารางที่ ข. 9 แสดงคาพีเอชของอัตราสวนซีโอดีตอไนเทรตท่ี 5:1 ระยะเวลากักเก็บน้ําเสีย 12 ชั่วโมง 
    พีเอช       พีเอช   

วัน/เดือน/ป น้ําเขา น้ําในระบบ น้ําออก วัน/เดือน/ป น้ําเขา น้ําในระบบ น้ําออก 

19/01/2550 8.40 6.70 7.60 7/02/2550 8.50 7.00 7.40 
20/01/2550 8.30 7.00 7.60 8/02/2550 8.50 7.00 7.30 
21/01/2550 8.20 7.30 6.90 9/02/2550 8.40 6.90 7.40 
22/01/2550 8.30 7.60 7.70 10/02/2550 8.50 7.00 7.50 
23/01/2550 8.20 7.00 7.20 11/02/2550 8.50 7.20 7.50 
24/01/2550 8.50 7.30 7.60 12/02/2550 8.60 7.50 7.70 
25/01/2550 8.70 7.50 7.70 13/02/2550 8.70 7.10 7.30 
26/01/2550 8.00 7.10 6.90 14/02/2550 8.70 7.30 7.70 
27/01/2550 8.10 6.80 6.80 15/02/2550 8.44 7.20 7.70 
28/01/2550 8.60 6.60 6.90 16/02/2550 8.80 7.20 7.80 
29/01/2550 8.60 7.50 7.70 17/02/2550 8.70 7.30 7.90 
30/01/2550 8.60 7.30 7.50 18/02/2550 8.40 7.20 7.40 
31/01/2550 8.70 7.10 7.60 19/02/2550 8.20 6.60 6.80 
1/02/2550 8.20 7.10 7.20 20/02/2550 8.20 6.60 7.10 
2/02/2550 8.55 7.10 7.40 21/02/2550 8.30 6.90 7.30 
3/02/2550 8.50 7.10 7.30 22/02/2550 8.40 6.70 6.90 
4/02/2550 8.50 7.20 7.50 n 35 35 35 
5/02/2550 8.40 7.20 8.10 คาเฉลี่ย 8.45 7.09 7.41 
6/02/2550 8.50 7.00 7.40 SD 0.19 0.26 0.32 

 
ตารางที่ ข. 10 แสดงคาพีเอชของอัตราสวนซีโอดีตอไนเทรตท่ี 5:1 ระยะเวลากักเก็บน้ําเสีย 8 ชั่วโมง 

    พีเอช       พีเอช   

วัน/เดือน/ป น้ําเขา น้ําในระบบ น้ําออก วัน/เดือน/ป น้ําเขา น้ําในระบบ น้ําออก 

23/02/2550 8.40 7.00 7.10 17/03/2550 8.50 7.00 7.50 
24/02/2550 8.30 6.70 7.30 18/03/2550 8.40 7.20 7.20 
25/02/2550 8.30 7.20 7.20 19/03/2550 8.50 7.30 7.40 
26/02/2550 8.30 6.90 7.40 20/03/2550 8.40 7.40 7.40 
27/02/2550 8.30 7.00 7.20 21/03/2550 8.40 7.50 7.40 
28/02/2550 8.20 7.00 7.20 22/03/2550 8.50 7.00 7.30 
01/03/2550 8.20 6.95 7.75 23/03/2550 8.40 7.00 7.30 
02/03/2550 8.40 6.60 7.40 24/03/2550 8.50 7.00 7.40 
03/03/2550 8.90 6.80 7.60 25/03/2550 8.40 7.10 7.50 
04/03/2550 8.30 7.00 7.40 26/03/2550 8.50 7.10 7.50 
05/03/2550 8.20 6.80 7.10 27/03/2550 8.40 7.10 7.50 
06/03/2550 8.80 6.82 7.58 28/03/2550 8.50 7.10 7.40 
07/03/2550 8.20 6.84 7.30 29/03/2550 8.40 7.30 7.40 
08/03/2550 8.20 6.85 7.10 30/03/2550 8.10 7.20 7.30 
09/03/2550 8.50 6.90 7.50 31/03/2550 8.40 7.20 7.40 
10/03/2550 8.30 6.90 7.30 01/04/2550 8.20 7.30 7.40 
11/03/2550 8.20 7.10 7.30 02/04/2550 8.30 7.10 7.40 
12/03/2550 8.30 7.20 7.40 03/04/2550 8.20 7.20 7.50 
13/03/2550 8.20 7.40 7.40 04/04/2550 8.20 7.20 7.30 
14/03/2550 8.40 7.50 7.40 n 41.00 41.00 41.00 
15/03/2550 8.50 7.10 7.50 คาเฉลี่ย 8.36 7.88 8.18 
16/03/2550 8.20 7.10 7.50 SD 0.16 0.2 0.14 
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ตารางที่ ข. 11 แสดงคาพีเอชของอัตราสวนซีโอดีตอไนเทรตท่ี 5:1 ระยะเวลากักเก็บน้ําเสีย 4 ชั่วโมง 
    พีเอช       พีเอช   

วัน/เดือน/ป น้ําเขา น้ําในระบบ น้ําออก วัน/เดือน/ป น้ําเขา น้ําในระบบ น้ําออก 

5/04/2550 8.40 7.10 7.50 22/04/2550 8.40 7.20 7.70 
6/04/2550 8.60 7.10 7.40 23/04/2550 8.40 7.10 7.60 
7/04/2550 8.40 7.10 7.50 24/04/2550 8.50 7.20 7.50 
8/04/2550 8.40 7.00 7.50 25/04/2550 8.50 7.30 7.60 
9/04/2550 8.50 7.00 7.40 26/04/2550 8.20 7.10 7.50 

10/04/2550 8.50 7.50 7.60 27/04/2550 8.40 7.10 7.50 
11/04/2550 8.60 7.40 7.60 28/04/2550 8.40 7.00 7.20 
12/04/2550 8.50 7.30 7.70 29/04/2550 8.40 7.10 7.30 
13/04/2550 8.50 7.40 7.70 30/04/2550 8.40 7.10 7.20 
14/04/2550 8.40 7.30 7.60 1/05/2550 8.30 7.20 7.30 
15/04/2550 8.40 7.30 7.70 2/05/2550 8.40 7.10 7.40 
16/04/2550 8.40 7.00 7.60 3/05/2550 8.40 7.10 7.30 
17/04/2550 8.30 7.20 7.70 4/05/2550 8.40 7.00 7.30 
18/04/2550 8.50 7.10 7.70 n 30 30 30 
19/04/2550 8.50 7.10 7.70 คาเฉลี่ย 8.43 7.16 7.52 
20/04/2550 8.50 7.10 7.70 SD 0.08 0.13 0.16 
21/04/2550 8.40 7.20 7.50 
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ตารางที่ ข. 12 แสดงคาพีเอชของอัตราสวนซีโอดีตอไนเทรตท่ี 8:1 ระยะเวลากักเก็บน้ําเสีย 24 ชั่วโมง 
    พีเอช       พีเอช   

วัน/เดือน/ป น้ําเขา น้ําในระบบ น้ําออก วัน/เดือน/ป น้ําเขา น้ําในระบบ น้ําออก 

4/12/2549 9.10 7.40 7.80 29/12/2549 8.50 8.30 8.50 
5/12/2549 8.90 7.30 7.60 30/12/2549 8.80 7.49 7.66 
6/12/2549 9.10 7.60 7.60 31/12/2549 8.60 7.42 7.74 
7/12/2549 8.00 7.70 7.80 1/01/2550 8.50 7.45 7.62 
8/12/2549 8.10 7.60 7.80 2/01/2550 8.60 7.30 7.50 
9/12/2549 8.00 7.80 7.60 3/01/2550 8.40 7.20 7.20 
10/12/2549 8.20 7.80 7.60 4/01/2550 8.60 7.20 7.30 
11/12/2549 8.00 8.30 7.80 5/01/2550 8.60 6.70 6.70 
12/12/2549 8.80 8.30 8.50 6/01/2550 8.50 6.80 6.80 
13/12/2549 8.60 8.40 8.30 7/01/2550 8.40 6.80 6.90 
14/12/2549 9.00 8.10 8.30 8/01/2550 8.30 6.80 6.80 
15/12/2549 9.00 8.20 8.20 9/01/2550 8.50 6.80 7.20 
16/12/2549 9.00 8.30 8.40 10/01/2550 8.50 6.80 6.80 
17/12/2549 8.90 7.00 7.80 11/01/2550 8.50 6.80 7.20 
18/12/2549 8.90 7.60 8.00 12/01/2550 8.60 6.90 7.10 
19/12/2549 8.60 8.00 8.10 13/01/2550 8.40 6.70 6.80 
20/12/2549 8.60 8.40 8.90 14/01/2550 8.60 6.90 6.90 
21/12/2549 8.70 8.40 8.80 15/01/2550 8.50 6.80 6.90 
22/12/2549 8.80 8.30 8.70 16/01/2550 8.20 6.90 7.00 
23/12/2549 8.70 8.30 8.70 17/01/2550 8.20 6.90 7.10 
24/12/2549 8.60 8.20 8.70 18/01/2550 8.20 6.90 7.00 
25/12/2549 8.70 8.20 8.50 n 46 46 46 
26/12/2549 8.60 8.30 8.50 คาเฉลี่ย 8.56 7.56 7.74 
27/12/2549 8.50 8.20 8.60 SD 0.28 0.62 0.67 
28/12/2549 8.50 8.20 8.50 
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ตารางที่ ข. 13 แสดงคาพีเอชของอัตราสวนซีโอดีตอไนเทรตท่ี 8:1 ระยะเวลากักเก็บน้ําเสีย 12 ชั่วโมง 
    พีเอช       พีเอช   

วัน/เดือน/ป น้ําเขา น้ําในระบบ น้ําออก วัน/เดือน/ป น้ําเขา น้ําในระบบ น้ําออก 

19/01/2550 8.40 6.90 7.30 7/02/2550 8.40 7.10 7.20 
20/01/2550 8.30 6.80 7.30 8/02/2550 8.60 7.00 7.30 
21/01/2550 8.20 7.70 7.70 9/02/2550 8.40 6.90 7.40 
22/01/2550 8.30 7.00 7.90 10/02/2550 8.40 7.00 7.60 
23/01/2550 8.20 6.90 7.10 11/02/2550 8.50 7.10 7.50 
24/01/2550 8.50 7.20 7.60 12/02/2550 8.80 7.50 7.40 
25/01/2550 8.70 7.40 7.70 13/02/2550 8.40 7.10 7.50 
26/01/2550 8.00 6.80 6.90 14/02/2550 8.80 7.40 7.80 
27/01/2550 7.90 6.70 6.80 15/02/2550 8.34 7.40 7.70 
28/01/2550 8.20 6.70 6.80 16/02/2550 8.90 7.50 7.90 
29/01/2550 8.70 7.40 7.90 17/02/2550 8.20 7.40 7.90 
30/01/2550 8.50 7.10 7.60 18/02/2550 8.40 7.10 7.50 
31/01/2550 8.70 7.10 7.40 19/02/2550 8.10 6.60 6.90 
1/02/2550 8.60 7.10 7.70 20/02/2550 8.10 7.70 7.00 
2/02/2550 8.63 7.00 7.40 21/02/2550 8.30 7.00 7.10 
3/02/2550 8.60 7.00 7.40 22/02/2550 8.30 6.50 7.00 
4/02/2550 8.60 7.00 7.50 n 35 35 35 
5/02/2550 8.60 7.10 7.90 คาเฉลี่ย 8.43 7.09 7.42 
6/02/2550 8.40 7.00 7.20 SD 0.23 0.29 0.33 

 

ตารางที่ ข. 14 แสดงคาพีเอชของอัตราสวนซีโอดีตอไนเทรตท่ี 8:1 ระยะเวลากักเก็บน้ําเสีย 8 ชั่วโมง 
    พีเอช       พีเอช   

วัน/เดือน/ป น้ําเขา น้ําในระบบ น้ําออก วัน/เดือน/ป น้ําเขา น้ําในระบบ น้ําออก 

23/02/2550 8.30 6.90 7.00 17/03/2550 8.50 7.20 7.30 
24/02/2550 8.20 6.60 7.10 18/03/2550 8.50 7.10 7.00 
25/02/2550 8.30 7.00 7.60 19/03/2550 8.40 7.10 7.30 
26/02/2550 8.40 7.00 7.30 20/03/2550 8.40 7.20 7.40 
27/02/2550 8.20 6.90 7.10 21/03/2550 8.30 7.40 7.40 
28/02/2550 8.20 7.10 7.30 22/03/2550 8.50 7.30 7.50 
01/03/2550 8.20 6.99 8.05 23/03/2550 8.40 7.10 7.30 
02/03/2550 8.10 7.00 7.20 24/03/2550 8.40 7.10 7.30 
03/03/2550 8.70 7.10 7.70 25/03/2550 8.50 7.00 7.30 
04/03/2550 8.20 7.10 7.30 26/03/2550 8.50 7.10 7.30 
05/03/2550 8.30 7.10 7.50 27/03/2550 8.50 7.10 7.30 
06/03/2550 8.71 7.03 7.62 28/03/2550 8.30 7.20 7.30 
07/03/2550 8.30 7.10 7.50 29/03/2550 8.30 7.30 7.50 
08/03/2550 8.30 7.10 7.30 30/03/2550 8.20 7.20 7.40 
09/03/2550 8.40 7.10 7.40 31/03/2550 8.40 7.20 7.40 
10/03/2550 8.50 7.00 7.30 01/04/2550 8.20 7.20 7.40 
11/03/2550 8.50 7.10 7.40 02/04/2550 8.30 7.10 7.30 
12/03/2550 8.40 7.10 7.40 03/04/2550 8.40 7.20 7.30 
13/03/2550 8.40 7.20 7.40 04/04/2550 8.20 7.30 7.30 
14/03/2550 8.50 7.30 7.50 n 41 41.00 41 
15/03/2550 8.50 7.20 7.37 คาเฉลี่ย 8.37 7.11 7.36 
16/03/2550 8.50 7.20 7.30 SD 0.14 0.14 0.18 
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ตารางที่ ข. 15 แสดงคาพีเอชของอัตราสวนซีโอดีตอไนเทรตท่ี 8:1 ระยะเวลากักเก็บน้ําเสีย 4 ชั่วโมง 
    พีเอช       พีเอช   

วัน/เดือน/ป น้ําเขา น้ําในระบบ น้ําออก วัน/เดือน/ป น้ําเขา น้ําในระบบ น้ําออก 

5/04/2550 8.20 7.20 7.50 22/04/2550 8.40 7.20 7.60 
6/04/2550 8.50 7.20 7.50 23/04/2550 8.40 7.20 7.60 
7/04/2550 8.30 7.10 7.40 24/04/2550 8.40 7.20 7.60 
8/04/2550 8.30 7.20 7.40 25/04/2550 8.40 7.20 7.60 
9/04/2550 8.40 7.10 7.40 26/04/2550 8.40 7.00 7.40 
10/04/2550 8.40 7.40 7.50 27/04/2550 8.30 7.10 7.40 
11/04/2550 8.60 7.30 7.70 28/04/2550 8.40 7.10 7.40 
12/04/2550 8.40 7.40 7.60 29/04/2550 8.40 7.10 7.40 
13/04/2550 8.50 7.40 7.60 30/04/2550 8.40 7.20 7.40 
14/04/2550 8.40 7.40 7.60 1/05/2550 8.40 7.30 7.40 
15/04/2550 8.30 7.40 7.60 2/05/2550 8.40 7.10 7.30 
16/04/2550 8.40 6.90 7.60 3/05/2550 8.40 7.20 7.40 
17/04/2550 8.40 7.10 7.60 4/05/2550 8.40 6.80 7.40 
18/04/2550 8.40 7.00 7.60 n 30 30 30 
19/04/2550 8.40 7.10 7.70 คาเฉลี่ย 8.39 7.17 7.51 
20/04/2550 8.40 7.00 7.50 SD 0.06 0.15 0.11 
21/04/2550 8.40 7.20 7.60 

 
ตารางที่ ข. 16 ขอมูลการทดลองที่อัตราสวน COD/ไนเทรต = 2:1 COD 200 mg/l เวลากกัเก็บ 24 ชม. 

วันที ่
 

วัน 
 

ORP 
(mV) 

SCOD 
 เขา 

(มก./ลิตร) 

Alkalinity  
เขา 

(มก./ลิตร CaCO3) 

NH3-N 
 เขา 

(มก./ลิตร) 

SCOD 
 ออก 

(มก./ลิตร) 

Alkalinity 
 ออก 

(มก./ลิตรCaCO3) 

NH3-N 
 ออก 

(มก./ลิตร) 

ประสิทธิภาพ 
การบําบัด(%) 

2/10/49 1 -332 300 220 125 100 230 120 67 
5/10/49 4 -308 264 250 128 90 256 117 66 
9/10/49 8 -300 290 245 124 90 260 119 69 

12/10/49 11 -255 300 268 126 70 278 114 77 
16/10/49 15 -260 330 279 120 120 290 113 64 
19/10/49 18 -271 325 259 130 113 270 109 65 
23/10/49 22 -270 320 210 135 90 220 110 72 
26/10/49 25 -271 330 230 126 60 245 115 82 
30/10/49 29 -261 330 250 122 60 265 118 82 
2/11/49 32 -255 330 249 127 50 268 113 85 
6/11/49 36 -311 280 230 129 40 250 107 86 
9/11/49 39 -302 320 290 130 100 300 105 69 

13/11/49 43 -300 320 210 135 80 240 112 75 
16/11/49 46 -232 350 234 128 70 245 104 80 
20/11/49 50 -230 380 258 138 35 260 117 91 
23/11/49 53 -239 300 220 126 50 235 120 83 
27/11/49 57 -240 330 240 129 20 265 116 94 
30/11/49 60 -235 270 250 138 17 270 125 94 

n  18 18 18 18 18 18 18 18 
คาเฉลี่ย  -271 314.94 244.00 128.67 69.72 258.17 114.11 77.70 

SD  3.10 28.60 22.29 5.08 30.56 20.53 5.60 9.97 
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ตารางที่ ข. 17 ขอมูลการทดลองที่อัตราสวน COD/ไนเทรต = 5:1 COD 500 mg/l เวลากกัเก็บ 24 ชม. 

วันที ่ วัน ORP 
(mV) 

SCOD 
เขา 

(มก./ลิตร) 

Alkalinity  
เขา 

มก./ลิตร CaCO3 

NH3-N 
เขา 

(มก./ลิตร) 

SCOD 
ออก 

(มก./ลิตร) 

Alkalinity 
ออก 

มก./ลิตร CaCO3 

NH3-N 
ออก 

(มก./ลิตร) 

ประสิทธิภาพ 
การบําบัด(%) 

2/10/49 1 -312.6 560 540 123 90 590 119 83.93 
5/10/49 4 -317.4 530 550 125 60 600 120 88.68 
9/10/49 8 -310.5 440 554 121 110 610 115 75.00 

12/10/49 11 -277.8 650 560 121 90 612 118 86.15 
16/10/49 15 -270.5 650 560 107 90 620 95 86.15 
19/10/49 18 -273.3 660 578 125 72 630 105 89.09 
23/10/49 22 -275.3 650 543 110 75 600 101 88.46 
26/10/49 25 -270.3 620 540 118 70 610 112 88.71 
30/10/49 29 -275.8 670 560 128 75 620 108 88.81 
2/11/49 32 -297.8 670 570 135 35 630 120 94.78 
6/11/49 36 -291.4 700 530 128 60 625 117 91.43 
9/11/49 39 -238.2 710 520 121 50 634 115 92.96 

13/11/49 43 -235.2 700 512 123 55 645 107 92.14 
16/11/49 46 -240.1 690 578 125 82 620 109 88.12 
20/11/49 50 -253.1 820 548 130 75 600 102 90.85 
23/11/49 53 -251.1 780 567 128 76 590 109 90.26 
27/11/49 57 -250.8 750 590 123 85 620 103 88.67 
30/11/49 60 -254.2 590 548 122 64 570 108 89.15 

n  18 18 18 18 18 18 18 18 
คาเฉลี่ย  -272 657.78 552.67 122.94 73.00 612.56 110.17 88.52 

SD  25.87 89.74 20.36 6.61 17.50 18.49 7.32 4.24 
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ตารางที่ ข. 18 ขอมูลการทดลองที่อัตราสวน COD/ไนเทรต = 8:1 COD 800 mg/l เวลากกัเก็บ 24 ชม. 

วันที ่
 

วัน 
 

ORP 
(mV) 

SCOD 
เขา 

(มก./ลิตร) 

Alkalinity 
เขา 

(มก./ลิตร CaCO3) 

NH3-N 
เขา 

(มก./ลิตร) 

SCOD 
ออก 

(มก./ลิตร) 

Alkalinity  
ออก 

(มก./ลิตร CaCO3) 

NH3-N 
ออก 

(มก./ลิตร) 

ประสิทธิภาพ 
การบําบัด(%) 

2/10/49 1 -310 820 870 121 85 900 95 89.63 
5/10/49 4 -347 830 860 129 65 930 102 92.17 
9/10/49 8 -330 900 865 121 115 940 101 87.22 

12/10/49 11 -272 880 869 125 95 930 110 89.20 
16/10/49 15 -271 900 830 132 150 900 123 83.33 
19/10/49 18 -276 900 890 139 117 920 120 87.00 
23/10/49 22 -278 920 900 115 100 935 110 89.13 
26/10/49 25 -275 950 835 125 90 900 115 90.53 
30/10/49 29 -273 990 840 120 90 900 113 90.91 
2/11/49 32 -272 900 860 130 60 910 107 93.33 
6/11/49 36 -300 940 809 111 40 870 99 95.74 
9/11/49 39 -233 850 870 120 125 940 113 85.29 

13/11/49 43 -275 900 890 115 115 945 107 87.22 
16/11/49 46 -255 960 810 102 110 934 108 88.54 
20/11/49 50 -251 1000 830 112 100 890 77 90.00 
23/11/49 53 -242 1100 820 114 100 878 103 90.91 
27/11/49 57 -245 1000 878 115 60 930 110 94.00 
30/11/49 60 -236 860 845 120 80 960 115 90.70 

n  18 18 18 18 18 18 18 18.00 
คาเฉลี่ย  -274 922.22 853.94 120.33 94.28 917.33 107.11 89.72 

SD  30.96 69.92 27.78 8.80 26.84 24.83 10.40 3.07 
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ตารางที่ ข. 19 ขอมูลการทดลองที่อัตราสวน COD/ไนเทรต = 2:1 COD 200 mg/l, Nitrate 100 mg/l  
                       เวลากักเก็บ 24 ชม. 

วันที ่ วัน ORP 
Alkalinity 

เขา 
Alkalinity 

ออก 
SCOD 

 เขา 
NO3

--N 
เขา 

NH3-N 
เขา 

SCOD 
ออก 

NO3
--N 

ออก 
NO2

- -N 
ออก 

NOx-N 
ออก 

NH3-N 
ออก 

    (mV) 
(มก./ลิตร 
CaCO3) 

(มก./ลิตร 
CaCO3) 

(มก./
ลิตร) 

(มก./
ลิตร) 

(มก./
ลิตร) 

(มก./
ลิตร) 

(มก./
ลิตร) 

(มก./
ลิตร) 

(มก./
ลิตร) 

(มก./
ลิตร) 

4/12/49 1 -247 212 220 240 50 129 70 16.7 0 16.7 100 
7/12/49 4 -255 235 250 230 50 125 45 20.5 12.5 33 98 

11/12/49 8 -258 255 270 240 98 130 55 70.3 20.3 90.6 93 
14/12/49 11 -255 243 250 260 98 128 75 71.6 24.1 95.7 98 
18/12/49 15 -257 250 280 210 99 126 45 70.5 20.5 91 95 
21/12/49 18 -245 280 300 250 97 135 55 70 15.8 85.8 100 
25/12/49 22 -250 255 330 260 92 127 75 65.2 16.8 82 90 
28/12/49 25 -250 267 280 200 98 138 53 65.1 15.9 81 98 

1/1/50 29 -254 259 265 210 100 135 60 60.2 20.1 80.3 100 
4/1/50 32 -255 246 270 200 95.4 129 70 55.3 18.5 73.8 95 
8/1/50 36 -258 287 290 230 98.5 130 74 50.4 15.3 65.7 90 

11/1/50 39 -256 254 260 215 102.5 135 55 53.5 15.1 68.6 90 
15/1/50 43 -254 289 310 220 100.5 128 33 48.2 12.4 60.6 95 
18/1/50 46 -247 258 280 210 102.3 130 50 45.3 10.2 55.5 85 
22/1/50 50 -256 269 290 212 108.5 132 47 44.3 12.1 56.4 81 
25/1/50 53 -260 250 270 260 99.5 120 61 40.5 10.5 51 84 
29/1/50 57 -251 248 260 218 98.9 133 61 35.6 13.6 49.2 96 
1/2/50 60 -259 238 250 220 99.7 131 49 33.4 10.3 43.7 97 
5/2/50 64 -258 279 290 226 103.4 122 35 30.4 11.5 41.9 98 
8/2/50 67 -257 250 325 307 106.2 124 35 31.5 9.4 40.9 89 

12/2/50 71 -258 224 240 230 100.8 117 37 34 6.2 40.2 95 
15/2/50 74 -255 258 270 223 101.5 140 35 33 7.1 40.1 108 
19/2/50 78 -256 250 260 269 105.5 122 38 33.5 11.4 44.9 113 
22/2/50 81 -257 230 250 250 108.5 116 34 34.4 11.2 45.6 108 
26/2/50 85 -254 249 260 209 105.8 110 32 32.4 11.4 43.8 101 
1/3/50 88 -257 247 250 212 101.2 117 30 33 11.2 44.2 78 

n  26 26 26 6 26 26 6 6 6 6 26 
คาเฉลี่ย  -255 253.15 271.92 217 96.95 127 34.33 33.38 9.75 43.13 95 

SD  3.93 18.18 25.5 25.2 14.3 7 14.7 0.66 2.2 2.18 8 
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ตารางที่ ข. 20 ขอมูลการทดลองที่อัตราสวน COD/ไนเทรต = 2:1 COD 200 mg/l, Nitrate 100 mg/l  
                        เวลากักเก็บ 12 ชม. 

วันที ่ วัน ORP 
Alkalinity 

 เขา 
Alkalinity  

ออก 
SCOD 
เขา 

NO3
--N 

เขา 
NH3-N 
เขา 

SCOD 
ออก 

NO3
--N  

ออก 
NO2

- -N 
ออก 

NOx-N 
ออก 

NH3-N 
ออก 

    (mV) 
มก./ลิตร 
CaCO3 

มก./ลิตร 
CaCO3 

(มก./
ลิตร) 

(มก./
ลิตร) 

(มก./
ลิตร) 

(มก./
ลิตร) 

(มก./
ลิตร) 

(มก./
ลิตร) 

(มก./
ลิตร) 

(มก./
ลิตร) 

5/3/50 1 -255 245 230 210 102.5 120 50 55.6 20.3 75.9 100 
7/3/50 3 -255 239 235 218 100.5 125 55 52.6 27.5 80.1 110 
9/3/50 5 -257 240 220 215 102.3 120 60 50.4 25.3 75.7 115 

12/3/50 8 -255 255 245 220 105.1 125 55 48.5 20.4 68.9 110 
14/3/50 10 -255 265 260 215 106.5 120 50 47.8 19.3 67.1 101 
16/3/50 12 -254 235 250 210 107.6 124 55 50.2 20.6 70.8 100 
19/3/50 15 -248 260 265 237 102.6 126 62 55.3 27.1 82.4 96 
21/3/50 17 -250 210 250 252 101.8 116 82 26.4 41.3 67.7 104 
23/3/50 19 -250 240 280 201 103.5 96 75 10.1 49.5 59.6 93 
26/3/50 22 -256 220 250 240 101.6 104 75 19.3 37.2 56.5 99 
28/3/50 24 -256 230 250 227 105.4 127 56 22.5 38.5 61 68 
30/3/50 26 -258 210 240 225 101.5 121 24 24.1 39.7 63.8 94 
2/4/50 29 -253 220 230 229 103.5 108 66 24 40.1 64.1 89 
4/4/50 31 -258 180 240 180 103.8 124 48 24.1 40.4 64.5 80 

n  14 14 14 4 14 14 4 4 4 4 14 
คาเฉลี่ย  -254 232.07 246.07 215.25 103.44 118.34 48.5 23.68 39.68 63.35 97.07 

SD  3.20 22.70 10.20 17.70 2.05 9.30 14.30 0.69 0.72 1.37 12.30 
 

ตารางที่ ข. 21 ขอมูลการทดลองที่อัตราสวน COD/ไนเทรต = 2:1 COD 200 mg/l, Nitrate 100 mg/l  
                        เวลากักเก็บ 8 ชม. 

วันที ่ วัน ORP 
Alkalinity 

เขา 
Alkalinity 

ออก 
SCOD 
เขา 

NO3
--N 

เขา 
NH3-N 
เขา 

SCOD 
ออก 

NO3
--N 

ออก 
NO2

- -N 
ออก 

NOx-N
ออก 

NH3-N 
ออก 

    (mV) 
มก./ลิตร 
CaCO3 

มก./ลิตร 
CaCO3 

(มก./
ลิตร) 

(มก./
ลิตร) 

(มก./
ลิตร) 

(มก./
ลิตร) 

(มก./
ลิตร) 

(มก./
ลิตร) 

(มก./
ลิตร) 

(มก./
ลิตร) 

9/4/50 1 -258 240 280 220.8 101.9 113 27.6 37.94 54.3 92.24 91 
11/4/50 3 -257 220 280 215 103.8 120 30 40.5 50.3 90.8 100 
13/4/50 5 -254 270 260 220 105.5 125 35 50.2 45.1 95.3 120 
16/4/50 8 -255 250 270 210 102.7 127 40 55.3 40.5 95.8 118 
18/4/50 10 -261 270 290 221 104.7 115 35 58.4 35.1 93.5 110 
20/4/50 12 -258 267 290 210 105.6 120 40 50.5 37.5 88 115 
23/4/50 15 -258 259 270 207 101.5 151 62 45.7 30.6 76.3 145 
25/4/50 17 -256 246 280 290 102.3 125 76 40.1 33.1 73.2 108 
27/4/50 19 -257 287 298 315 104.5 119 70 60 20.5 80.5 106 
30/4/50 22 -259 254 280 280 101.5 121 84 72.3 16.5 88.8 107 
2/5/50 24 -255 289 310 270 102.3 120 80 70.8 15.5 86.3 110 
4/5/50 26 -257 258 280 300 102.8 120 31 73.1 15.3 88.4 104 
7/5/50 29 -251 269 290 256 105 125 30 71.2 18.4 89.6 120 
9/5/50 31 -259 250 275 221 104.5 122 35 70.3 18.5 88.8 108 
11/5/50 33 -255 248 270 229 105 121 30 70.4 17.2 87.6 108 

n  15 15 15 6 15 15 6 6 6 6 15 
คาเฉลี่ย  -257 258.47 281.53 259.33 103.57 122.93 48.33 71.35 16.90 88.25 111.33 

SD  2.46 17.80 12.60 37.20 1.48 8.60 20.84 1.02 1.26 1.05 18.40 
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ตารางที่ ข. 22 ขอมูลการทดลองที่อัตราสวน COD/ไนเทรต = 2:1 COD 200 mg/l, Nitrate 100 mg/l  
                        เวลากักเก็บ 4 ชม. 

วันที ่ วัน ORP 
Alkalinity 

เขา 
Alkalinity 

ออก 
SCOD 
เขา 

NO3
--N 

เขา 
NH3-N 
เขา 

SCOD 
ออก 

NO3
--N 

ออก 
NO2

- -N 
ออก 

NOx-N
ออก 

NH3-N 
ออก 

    (mV) 
มก./ลิตร 
CaCO3 

มก./ลิตร 
CaCO3 

(มก./
ลิตร) 

(มก./
ลิตร) 

(มก./
ลิตร) 

(มก./
ลิตร) 

(มก./
ลิตร) 

(มก./
ลิตร) 

(มก./
ลิตร) 

(มก./
ลิตร) 

16/5/50 1 -257 268 290 276 103.5 123 87 68.4 28.5 96.9 110 
18/5/50 3 -256 279 280 268 101.7 143 59 70.5 25.1 95.6 120 
21/5/50 5 -255 259 279 250 105 135 55 70.3 20.1 90.4 125 
23/5/50 8 -258 210 250 260 109 130 60 72.4 22.3 94.7 128 
25/5/50 10 -254 230 260 272 106.5 125 65 69.5 18.4 87.9 120 
28/5/50 12 -259 250 280 265 105 130 68 66.4 15.3 81.7 125 
30/5/50 15 -256 249 290 278 108 125 70 62.3 13.5 75.8 122 
1/6/50 17 -255 230 260 280 103 130 72 60.7 10.8 71.5 120 
4/6/50 19 -251 290 300 287 102.6 128 75 58.4 13.5 71.9 125 
6/6/50 22 -258 210 250 275 104.6 130 70 55.6 10.5 66.1 126 
8/6/50 24 -259 234 280 280 102.6 135 72 50.1 12.5 62.6 129 
11/6/50 26 -252 258 270 308 105.4 134 75 55.4 10.3 65.7 108 
13/6/50 29 -258 220 270 290 108.9 124 70 56.3 10.5 66.8 121 
15/6/50 31 -256 240 280 280 108.7 126 72.3 55.5 10.3 65.8 120 

n  14 14 14 6 14 14 6 6 6 6 14 
คาเฉลี่ย  -256 244.79 274.21 286.67 105.32 129.86 72.33 55.22 11.27 66.48 121.36 

SD  2.56 24.40 15.00 13.90 2.54 5.47 7.90 2.49 1.26 2.76 6.18 

 
ตารางที่ ข. 23 ขอมูลการทดลองที่อัตราสวน COD/ไนเทรต  5:1 COD 500 mg/l, Nitrate 100 mg/l  
                        เวลากักเก็บ 24 ชม. 

วันที ่ วัน ORP 
Alkalinity 

เขา 
Alkalinity 

ออก 
SCOD 
เขา 

NO3
--N 

เขา 
NH3-N 
เขา 

SCOD 
ออก 

NO3
--N 

ออก 
NO2

- -N 
ออก 

NOx-N
ออก 

NH3-N 
ออก 

    (mV) 
มก./ลิตร 
CaCO3 

มก./ลิตร 
CaCO3 

(มก./
ลิตร) 

(มก./
ลิตร) 

(มก./
ลิตร) 

(มก./
ลิตร) 

(มก./
ลิตร) 

(มก./
ลิตร) 

(มก./
ลิตร) 

(มก./
ลิตร) 

4/12/49 1 -255.6 570 610 580 50 121 35 0 0.74 0.74 110 
7/12/49 4 -254.6 560 590 520 50 125 35 0 2.4 2.4 95 
8/12/49 8 -258.1 567 582 580 97.2 115 33 9.1 5 14.1 100 

14/12/49 11 -265.1 546 580 640 98.1 118 45 10.5 4 14.5 110 
18/12/49 15 -248.1 550 595 490 97.5 120 23 51.3 7.7 59 115 
21/12/49 18 -249.5 590 620 590 98.7 128 50 23.4 12 35.4 118 
25/12/49 22 -246.9 560 615 600 99 121 60 31.5 14 45.5 117 
28/12/49 25 -251.4 650 580 450 96.4 123 22 30.5 14 44.5 119 
1/1/50 29 -255.9 570 600 490 99 125 25 25.1 10.5 35.6 120 
4/1/50 32 -253.8 530 620 480 98 120 26 15.3 8 23.3 117 
8/1/50 36 -257.7 610 630 550 99 117 34 2.8 0.7 3.5 115 
15/1/50 39 -258.9 578 600 560 99 115 36 2.85 0.5 3.35 111 
18/1/50 43 -255.4 548 610 550 99 120 35 2.8 0.4 3.2 110 

n  13 13 13 3 13 13 3 3 3 3 13 
คาเฉลี่ย  -254.7 571.46 602.46 553.33 90.84 120.62 35 2.82 0.53 3.35 112.08 

SD  4.93 31.23 16.57 55.3 18.14 3.9 10.98 0.02 0.12 0.12 7.43 
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ตารางที่ ข. 24 ขอมูลการทดลองที่อัตราสวน COD/ไนเทรต = 5:1 COD 500 mg/l, Nitrate 100 mg/l  
                        เวลากักเก็บ 12 ชม. 

วันที ่ วัน ORP 
Alkalinity 

เขา 
Alkalinity 

ออก 
SCOD 
เขา 

NO3
--N 

เขา 
NH3-N 
เขา 

SCOD 
ออก 

NO3
--N 

ออก 
NO2

- -N 
ออก 

NOx-N
ออก 

NH3-N 
ออก 

    (mV) 
มก./ลิตร 
CaCO3 

มก./ลิตร 
CaCO3 

(มก./
ลิตร) 

(มก./
ลิตร) 

(มก./
ลิตร) 

(มก./
ลิตร) 

(มก./
ลิตร) 

(มก./
ลิตร) 

(มก./
ลิตร) 

(มก./
ลิตร) 

22/1/50 1 -256.1 600 900 454 103.5 118 15 4.5 2.2 6.7 112 
25/1/50 4 -254.3 580 870 624 105 109 45 23.3 16.3 39.6 100 
29/1/50 8 -256.4 590 890 565 95.8 131 41 10.3 4.3 14.6 120 
1/2/50 11 -258.1 590 850 624 98.7 107 51 12.2 7.3 19.5 80 
5/2/50 15 -259.2 640 910 664 103.6 125 31 27.3 8.3 35.6 100 
8/2/50 18 -249.7 600 860 480 106.5 110 31 16.2 8.8 25 91 

12/2/50 22 -248.5 610 920 518 106.37 118 27 3.8 0.13 3.93 79 
15/2/50 25 -256.3 570 870 625 105.4 115 12 2.1 0.17 2.27 99 
19/2/50 29 -255.7 550 860 520 104.6 116 11 2.05 0.16 2.21 99 
22/2/50 32 -257.8 590 920 515 104.7 120 13 2 0.18 2.18 100 

n  10 10 10 4 10 10 4 4 4 4 10 
คาเฉลี่ย  -255.2 592.00 885.00 544.5 103.42 116.90 15.75 2.49 0.16 2.65 98.00 

SD  3.5 23.9 26.35 74.73 3.46 7.37 14.7 0.75 0.02 0.74 12.59 

 
ตารางที่ ข. 25 ขอมูลการทดลองที่อัตราสวน COD/ไนเทรต = 5:1 COD 500 mg/l, Nitrate 100 mg/l  
                        เวลากักเก็บ 8 ชม. 

วันที ่ วัน ORP 
Alkalinity 

เขา 
Alkalinity 

ออก 
SCOD 
เขา 

NO3
--N 

เขา 
NH3-N 
เขา 

SCOD 
ออก 

NO3
--N 

ออก 
NO2

- -N 
ออก 

NOx-N
ออก 

NH3-N 
ออก 

    (mV) 
มก./ลิตร 
CaCO3 

มก./ลิตร 
CaCO3 

(มก./
ลิตร) 

(มก./
ลิตร) 

(มก./
ลิตร) 

(มก./
ลิตร) 

(มก./
ลิตร) 

(มก./
ลิตร) 

(มก./
ลิตร) 

(มก./
ลิตร) 

26/2/50 1 -254.9 510 565 442 105.9 116 41 3.4 0.78 4.18 104 
1/3/50 3 -257.2 550 580 498 101.5 121 40 2.1 0.82 2.92 95 
5/3/50 7 -257.7 535 550 635 109.4 129 83 3.1 0.85 3.95 102 
7/3/50 9 -258.5 570 560 522 107.8 121 70 5.4 0.64 6.04 101 
9/3/50 11 -256.8 578 590 520 105.6 125 70 5.5 0.14 5.64 110 

12/3/50 14 -253.3 560 600 632 102.6 123 44 5.1 0.5 5.6 95 
14/3/50 16 -255.4 547 580 620 103.5 125 45 5.4 0.31 5.71 115 
16/3/50 18 -256.7 589 610 625 105.4 121 40 3.1 0.3 3.4 117 
19/3/50 21 -248.6 567 580 530 101.8 121 38 3.4 0.22 3.62 89 
21/3/50 23 -250.7 543 570 537 101.6 120 44 3.5 0.2 3.7 77 
23/3/50 25 -251.6 523 560 568 102.5 106 35 7.6 0.03 7.63 98 
26/3/50 28 -253.6 560 590 568 103.7 111 38 5.6 0.02 5.62 99 
28/3/50 30 -254.9 520 600 599 104.5 119 30 4.8 0.01 4.81 79 
30/3/50 32 -252.7 565 595 585 108.6 130 36 4.5 0.01 4.51 109 
2/4/50 35 -257.4 546 580 565 106.4 120 48 4.6 0.02 4.62 93 
4/4/50 37 -255.7 574 621 540 105.8 112 42 4.6 0.02 4.62 77 

n  16 16 16 5 16 16 5 5 5 5 16 
คาเฉลี่ย  -254.7 552.31 583.19 571.4 104.79 120.00 38.8 4.82 0.02 4.84 97.50 

SD  2.79 22.3 19.4 53.87 2.49 6.33 14.7 0.4 0 0.4 12.48 
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ตารางที่ ข. 26 ขอมูลการทดลองที่อัตราสวน COD/ไนเทรต  5:1 COD 500 mg/l, Nitrate 100 mg/l  
                        เวลากักเก็บ 4 ชม. 

วันที ่ วัน ORP 
Alkalinity 

เขา 
Alkalinity 

ออก 
SCOD 
เขา 

NO3
--N 

เขา 
NH3-N 
เขา 

SCOD 
ออก 

NO3
--N 

ออก 
NO2

- -N 
ออก 

NOx-N
ออก 

NH3-N 
ออก 

    (mV) 
มก./ลิตร 
CaCO3 

มก./ลิตร 
CaCO3 

(มก./
ลิตร) 

(มก./
ลิตร) 

(มก./
ลิตร) 

(มก./
ลิตร) 

(มก./
ลิตร) 

(มก./
ลิตร) 

(มก./
ลิตร) 

(มก./
ลิตร) 

9/4/50 1 -254.9 545 597 550 105.4 114 55 9.4 0.1 9.5 103 
11/4/50 3 -255.3 586 630 530 103.2 115 55 9.8 0 9.8 110 
13/4/50 5 -258.3 579 610 525 103.5 120 60 7.5 0.4 7.9 115 
16/4/50 8 -257.4 547 585 530 105.3 130 61 5.6 0 5.6 120 
18/4/50 10 -253.8 565 590 560 103.8 103 64 3.4 0 3.4 78 
20/4/50 12 -255.1 550 580 520 105.5 120 60 4.1 0 4.1 110 
23/4/50 15 -257.5 590 595 517 104.8 128 53 3.4 0 3.4 124 
25/4/50 17 -255.2 578 625 604 103.9 135 60 3.5 0 3.5 122 
27/4/50 19 -254.7 575 623 624 104.3 123 50 3.6 0 3.6 121 
30/4/50 22 -259.1 585 615 580 105.7 126 64 3.5 0 3.5 120 
2/5/50 24 -257.5 570 620 550 103.6 130 55 3.4 0 3.4 125 
4/5/50 26 -253.6 567 635 570 104.9 122 40 3.5 0 3.5 116 

n  12 12 12 6 12 12 6 6 6 6 12 
คาเฉลี่ย  -256 569.75 608.75 574.17 104.49 122.17 56.42 3.48 0.00 3.48 113.67 

SD  1.83 15.6 18.7 34.25 0.88 8.69 6.76 0.07 0 0.07 12.9 

 
ตารางที ่ข. 27 ขอมูลการทดลองที่อัตราสวน COD/ไนเทรต  8:1 COD 800 mg/l, Nitrate 100 mg/l 
                    เวลากักเก็บ 24 ชม. 

วันที ่ วัน ORP 
Alkalinity 

เขา 
Alkalinity 

ออก 
SCOD 
เขา 

NO3
--N 

เขา 
NH3-N 
เขา 

SCOD 
ออก 

NO3
--N 

ออก 
NO2

- -N 
ออก 

NOx-N
ออก 

NH3-N 
ออก 

    (mV) 
มก./ลิตร 
CaCO3 

มก./ลิตร 
CaCO3 

(มก./
ลิตร) 

(มก./
ลิตร) 

(มก./
ลิตร) 

(มก./
ลิตร) 

(มก./
ลิตร) 

(มก./
ลิตร) 

(มก./
ลิตร) 

(มก./
ลิตร) 

4/12/49 1 -238 870 950 950 50.0 128 43 0.0 0 0.0 114 
7/12/49 4 -244 860 965 880 50.0 120 80 0.5 0 0.5 116 
8/12/49 8 -251 856 978 800 94.0 129 73 27.0 0 27.0 120 

14/12/49 11 -254 890 980 920 97.0 125 90 16.0 0.5 16.5 118 
18/12/49 15 -255 845 900 780 98.0 121 38 11.0 0 11.0 110 
21/12/49 18 -247 868 890 940 99.0 124 54 26.0 0.1 26.1 109 
25/12/49 22 -243 890 910 920 94.0 123 74 36.0 0.2 36.2 107 
28/12/49 25 -241 830 890 780 99.0 119 55 28.0 0 28.0 113 

1/1/50 29 -258 890 923 780 99.0 120 40 10.9 0 10.9 115 
4/1/50 32 -253 820 860 790 98.9 120 35 8.5 0 8.5 110 
8/1/50 36 -262 810 876 890 99.7 118 34 0.5 0 0.5 107 

15/1/50 39 -254 860 890 880 105.2 120 36 0.0 0 0.0 110 
18/1/50 43 -256 870 930 850 105.3 125 35 0.0 0 0.0 120 

n  13 13 13 3 13 13 3 3 3 3 13 
คาเฉลี่ย  -250 858.38 918.62 873.33 91.47 122.46 35 0.18 0.00 0.18 113.00 

SD  7.36 26.1 39.48 65.3 18.7 3.5 19.86 0.1 0 0.1 4.58 
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ตารางที่ ข. 28 ขอมูลการทดลองที่อัตราสวน COD/ไนเทรต 8:1 COD 800 mg/l, Nitrate 100 mg/l  
                       เวลากักเก็บ 12 ชม. 

วันที ่ วัน ORP 
Alkalinity 

เขา 
Alkalinity 

ออก 
SCOD 
เขา 

NO3
--N 

เขา 
NH3-N 
เขา 

SCOD 
ออก 

NO3
--N 

ออก 
NO2

- -N 
ออก 

NOx-N
ออก 

NH3-N 
ออก 

    (mV) 
มก./ลิตร 
CaCO3 

มก./ลิตร 
CaCO3 

(มก./
ลิตร) 

(มก./
ลิตร) 

(มก./
ลิตร) 

(มก./
ลิตร) 

(มก./
ลิตร) 

(มก./
ลิตร) 

(มก./
ลิตร) 

(มก./
ลิตร) 

22/1/50 1 -244 890 900 794 103.5 123 23 8.0 0.96 9.0 105 
25/1/50 4 -254 850 870 907 107.6 120 60 12.0 0.06 12.1 107 
29/1/50 8 -256 810 890 902 105.2 129 38 0.0 0 0.0 116 
1/2/50 11 -254 825 850 878 103.5 132 43 2.5 1.5 4.0 123 
5/2/50 15 -257 850 910 820 103.6 139 27 2.8 0 2.8 120 
8/2/50 18 -252 835 860 768 104.2 115 39 1.9 0 1.9 110 

12/2/50 22 -255 860 920 768 109.5 140 35 0.2 0 0.2 116 
15/2/50 25 -256 858 870 780 103.4 125 38 0.1 0 0.1 115 
19/2/50 29 -253 840 860 840 103.5 125 30 0.1 0 0.1 118 
22/2/50 32 -255 890 920 830 102.4 130 32 0.1 0 0.1 120 

n  10 10 10 4 10 10 4 4 4 4 10 
คาเฉลี่ย  -254 850.80 885.00 805 104.64 127.80 34 0.12 0.00 0.12 115.00 

SD  3.9 25.6 26.3 52.8 2.2 7.9 10.2 0.0 0 0 5.9 
 

ตารางที่ ข. 29 ขอมูลการทดลองที่อัตราสวน COD/ไนเทรต 8:1 COD 800 mg/l, Nitrate 100 mg/l  
                        เวลากักเก็บ 8 ชม. 

วันที ่ วัน ORP 
Alkalinity 

เขา 
Alkalinity 

ออก 
SCOD 
เขา 

NO3
--N 

เขา 
NH3-N 
เขา 

SCOD 
ออก 

NO3
--N 

ออก 
NO2

- -N 
ออก 

NOx-N
ออก 

NH3-N 
ออก 

    (mV) 
มก./ลิตร 
CaCO3 

มก./ลิตร 
CaCO3 

(มก./
ลิตร) 

(มก./
ลิตร) 

(มก./
ลิตร) 

(มก./
ลิตร) 

(มก./
ลิตร) 

(มก./
ลิตร) 

(มก./
ลิตร) 

(มก./
ลิตร) 

26/2/50 1 -254 870 890 748 103.4 117 50 2.1 0 2.1 97 
1/3/50 3 -252 856 870 764 102.5 114 40 3.8 0 3.8 94 
5/3/50 7 -257 860 880 820 107.3 126 32 2.4 0 2.4 114 
7/3/50 9 -256 830 855 835 107.8 123 49 3.6 0 3.6 111 
9/3/50 11 -258 867 875 840 105.2 125 45 1.8 0 1.8 118 

12/3/50 14 -256 855 845 790 105.4 120 40 1.7 0 1.7 109 
14/3/50 16 -257 868 890 820 107.6 130 45 2.3 0 2.3 120 
16/3/50 18 -251 867 850 830 105.3 131 40 2.5 0 2.5 128 
19/3/50 21 -254 855 885 842 102.1 123 44 3.1 0 3.1 106 
21/3/50 23 -257 856 875 915 101.5 124 50 1.5 0 1.5 115 
23/3/50 25 -258 869 910 789 102.6 106 25 2.2 0 2.2 113 
26/3/50 28 -259 890 945 915 101.5 112 31 3.2 0 3.2 107 
28/3/50 30 -256 879 920 852 102.6 122 19 3.3 0 3.3 108 
30/3/50 32 -257 870 900 867 101.7 132 36 3.4 0 3.4 129 
2/4/50 35 -251 845 870 875 103.5 131 24 3.2 0 3.2 103 
4/4/50 37 -252 854 890 990 105.6 125 30 3.4 0 3.4 94 
n  16 16 16 5 16 16 5 5 5 5 16 

คาเฉลี่ย  -255 861.94 884.38 900 104.10 122.56 28 3.30 0.00 3.30 110.38 
SD  2.65 13.9 26 61 2.2 7.34 9.76 0.00 0.00 0.00 10.50 
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ตารางที่ ข. 30 ขอมูลการทดลองที่อัตราสวน COD/ไนเทรต  8:1 COD 800 mg/l, Nitrate 100 mg/l  
                       เวลากักเก็บ 4 ชม. 

วันที ่ วัน ORP 
Alkalinity 

เขา 
Alkalinity 

ออก 
SCOD 
เขา 

NO3
--N 

เขา 
NH3-N 
เขา 

SCOD 
ออก 

NO3
--N 

ออก 
NO2

- -N 
ออก 

NOx-N
ออก 

NH3-N 
ออก 

    (mV) 
มก./ลิตร 
CaCO3 

มก./ลิตร 
CaCO3 

(มก./
ลิตร) 

(มก./
ลิตร) 

(มก./
ลิตร) 

(มก./
ลิตร) 

(มก./
ลิตร) 

(มก./
ลิตร) 

(มก./
ลิตร) 

(มก./
ลิตร) 

9/4/50 1 -249 865 935 883 107.6 117 28 6.1 0 6.1 110 
11/4/50 3 -250 875 914 850 105.3 115 30 6.8 0 6.8 113 
13/4/50 5 -252 835 870 820 103.4 120 27 6.5 0 6.5 105 
16/4/50 8 -256 870 927 825 105.8 115 25 6.8 0 6.8 110 
18/4/50 10 -254 879 935 925 105.3 102 40 5.3 0 5.3 100 
20/4/50 12 -258 856 885 880 102.8 125 35 5.1 0 5.1 120 
23/4/50 15 -250 865 890 871 101.5 132 38 3.8 0 3.8 114 
25/4/50 17 -255 860 910 876 103.4 133 35 4.1 0 4.1 130 
27/4/50 19 -256 875 915 914 104.7 121 40 2.1 0 2.1 111 
30/4/50 22 -258 886 934 885 105.4 122 35 2.0 0 2.0 119 
2/5/50 24 -240 880 922 860 106.4 125 30 2.2 0 2.2 120 
4/5/50 26 -253 895 930 870 105.2 120 25 2.0 0 2.0 110 
n  12 12 12 4 12 12 4 4 4 4 12 

คาเฉลี่ย  -253 870.08 913.92 882 104.73 120.58 33 4.40 0 4.4 113.50 
SD  5.1 15.6 21.6 30.87 1.7 8.24 5.53 1.4 0 1.4 7.89 

 
ตารางที่ ข. 31 ของแข็งแขวนลอยและของแข็งระเหยงายที่อัตราสวน COD/ไนเทรต = 2:1 กอนเติมไนเทรต ที่ระยะเวลากักเก็บ 24 ชม. 

วัน/เดือน/ป 
SS VSS 

วัน/เดือน/ป 
SS VSS 

(มก./ล.) (มก./ล.) (มก./ล.) (มก./ล.) 

2/10/2549 50.00 23.33 9/11/2549 50.00 10.00 
5/10/2549 40.00 20.00 13/11/2549 43.33 10.00 
9/10/2549 23.33 16.67 16/11/2549 80.00 20.00 

12/10/2549 56.67 16.67 20/11/2549 26.67 16.67 
16/10/2549 30.00 16.67 23/11/2549 66.67 3.33 
19/10/2549 26.67 20.00 27/11/2549 43.33 10.00 
23/10/2549 63.33 20.00 30/11/2549 26.67 10.00 
26/10/2549 76.67 33.33 n 18 18 
30/10/2549 56.67 13.33 คาเฉลี่ย 49.07 16.30 
2/11/2549 66.67 20.00 SD 17.82 6.66 
6/11/2549 56.67 13.33 
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ตารางที่ ข. 32 ของแข็งแขวนลอยและของแข็งระเหยงายที่อัตราสวน COD/ไนเทรต = 5:1กอนเติมไนเทรต ที่ระยะเวลากักเก็บ 24 ชม. 
 SS VSS  SS VSS 
วัน/เดือน/ป (มก./ล.) (มก./ล.) วัน/เดือน/ป (มก./ล.) (มก./ล.) 

2/10/49 46.67 16.67 9/11/49 30.00 16.67 
5/10/49 40.00 20.00 13/11/49 50.00 40.00 
9/10/49 26.67 10.00 16/11/49 63.33 6.67 

12/10/49 70.00 16.67 20/11/49 55.60 30.00 
16/10/49 56.67 13.33 23/11/49 36.67 30.00 
19/10/49 76.67 6.67 27/11/49 30.00 6.67 
23/10/49 36.67 15.67 30/11/49 53.33 10.00 
26/10/49 76.67 33.33 n 18 18 
30/10/49 70.00 13.33 คาเฉลี่ย 49.20 18.65 
2/11/49 33.33 26.67 SD 16.88 9.93 
6/11/49 33.33 23.33 

 
ตารางที่ ข. 33 ของแข็งแขวนลอยและของแข็งระเหยงายที่อัตราสวน COD/ไนเทรต = 8:1 กอนเติมไนเทรต ที่ระยะเวลากักเก็บ 24 ชม. 

 SS VSS  SS VSS 
วัน/เดือน/ป (มก./ล.) (มก./ล.) วัน/เดือน/ป (มก./ล.) (มก./ล.) 

2/10/49 80.00 36.67 9/11/49 49.87 15.43 
5/10/49 53.33 13.33 13/11/49 50.67 20.34 
9/10/49 50.00 23.33 16/11/49 36.67 30.00 

12/10/49 53.33 20.00 20/11/49 30.00 20.00 
16/10/49 50.00 10.00 23/11/49 23.33 10.00 
19/10/49 43.33 10.00 27/11/49 20.00 6.67 
23/10/49 50.00 23.33 30/11/49 26.67 16.67 
26/10/49 96.67 6.67 n 18 18 
30/10/49 33.33 23.33 คาเฉลี่ย 46.08 18.26 
2/11/49 46.67 30.00 SD 18.94 8.54 
6/11/49 35.60 12.87 

 
ตารางที่ ข. 34 ของแข็งแขวนลอยและของแข็งระเหยงายท่ีอัตราสวน COD/ไนเทรต = 2:1 ระยะเวลากกัเก็บ 24 ชม. 

 SS VSS  SS VSS 
วัน/เดือน/ป (มก./ล.) (มก./ล.) วัน/เดือน/ป (มก./ล.) (มก./ล.) 

4/12/49 33.33 16.67 22/1/50 76.67 6.67 
7/12/49 26.67 16.67 25/1/50 36.67 0.00 

11/12/49 23.33 10.00 29/1/50 76.67 33.33 
14/12/49 53.33 16.67 1/2/50 80.00 6.67 
18/12/49 33.33 20.00 5/2/50 26.67 26.67 
21/12/49 10.00 23.33 8/2/50 53.33 3.33 
25/12/49 23.33 16.67 12/2/50 66.67 20.00 
28/12/49 23.33 6.67 15/2/50 33.33 16.67 
1/1/50 56.67 16.67 19/2/50 40.00 20.00 
4/1/50 10.00 23.33 22/2/50 76.67 33.33 
8/1/50 20.00 20.00 26/2/50 80.00 6.67 
11/1/50 26.67 10.00 1/3/50 26.67 26.67 
15/1/50 70.00 16.67 n 24 24 
18/1/50 56.67 13.33 คาเฉลี่ย 43.85 16.41 
22/1/50 76.67 6.67 SD 24.00 8.90 
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ตารางที่ ข. 35 ของแข็งแขวนลอยและของแข็งระเหยงายท่ีอัตราสวน COD/ไนเทรต = 2:1 ระยะเวลากกัเก็บ 12 ชม.  
 SS  VSS  SS  VSS 
วัน/เดือน/ป (มก./ล.) (มก./ล.) วัน/เดือน/ป (มก./ล.) (มก./ล.) 

5/3/50 23.33 6.67 26/3/50 73.33 3.33 
7/3/50 56.67 16.67 28/3/50 33.33 23.33 
9/3/50 43.33 16.67 30/3/50 40.00 20.00 
12/3/50 30.00 16.67 2/4/50 43.33 10.00 
14/3/50 50.00 40.00 4/4/50 26.67 23.33 
16/3/50 63.33 6.67 n 14 14 
19/3/50 23.33 30.00 คาเฉลี่ย 44.76 16.67 
21/3/50 53.33 13.33 SD 16.40 10.20 
23/3/50 66.67 6.67 

 
ตารางที่ ข. 36 ของแข็งแขวนลอยและของแข็งระเหยงายท่ีอัตราสวน COD/ไนเทรต = 2:1 ระยะเวลากกัเก็บ 8 ชม. 

 SS VSS  SS VSS 
วัน/เดือน/ป (มก./ล.) (มก./ล.) วัน/เดือน/ป (มก./ล.) (มก./ล.) 

9/4/50 23.33 16.45 30/4/50 50.67 18.90 
11/4/50 33.33 20.00 2/5/50 67.45 23.33 
13/4/50 26.67 20.00 4/5/50 75.44 34.56 
16/4/50 80.00 36.67 7/5/50 35.60 12.87 
18/4/50 53.33 13.33 9/5/50 49.87 15.43 
20/4/50 50.00 23.33 11/5/50 50.67 20.34 
23/4/50 53.33 20.00 n 15 15 
25/4/50 56.67 13.33 คาเฉลี่ย 50.81 21.21 
27/4/50 55.78 29.65 SD 16.20 7.40 

 

ตารางที่ ข. 37 ของแข็งแขวนลอยและของแข็งระเหยงายท่ีอัตราสวน COD/ไนเทรต = 2:1 ระยะเวลากกัเก็บ 4 ชม. 
 SS VSS  SS VSS 
วัน/เดือน/ป (มก./ล.) (มก./ล.) วัน/เดือน/ป (มก./ล.) (มก./ล.) 

16/5/50 36.67 30.00 6/6/50 46.67 20.00 
18/5/50 30.00 6.67 8/6/50 43.33 3.33 
21/5/50 53.33 10.00 11/6/50 16.67 3.33 
23/5/50 46.67 13.33 13/6/50 43.33 30.00 
25/5/50 56.67 16.67 15/6/50 45.30 32.40 
28/5/50 30.00 6.67 n 14 14 
30/5/50 80.00 10.00 คาเฉลี่ย 44.90 15.17 
1/6/50 53.33 13.33 SD 14.80 9.80 
4/6/50 46.67 16.67 
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ตารางที่ ข. 38 ของแข็งแขวนลอยและของแข็งระเหยงายท่ีอัตราสวน COD/ไนเทรต = 5:1 ระยะเวลากกัเก็บ 24 ชม. 
 SS VSS  SS VSS 
วัน/เดือน/ป (มก./ล.) (มก./ล.) วัน/เดือน/ป (มก./ล.) (มก./ล.) 

4/12/49 80.00 6.67 1/1/50 70.00 13.33 
7/12/49 26.67 26.67 4/1/50 33.33 26.67 
8/12/49 53.33 3.33 8/1/50 33.33 23.33 

14/12/49 66.67 20.00 15/1/50 78.65 20.00 
18/12/49 66.67 6.67 18/1/50 70.00 16.67 
21/12/49 73.33 3.33 n 13 13 
25/12/49 50.00 36.67 คาเฉลี่ย 61.43 16.15 
28/12/49 96.67 6.67 SD 20.80 10.50 

 

ตารางที่ ข. 39 ของแข็งแขวนลอยและของแข็งระเหยงายท่ีอัตราสวน COD/ไนเทรต = 5:1 ระยะเวลากกัเก็บ 12 ชม. 
 SS VSS  SS VSS 
วัน/เดือน/ป (มก./ล.) (มก./ล.) วัน/เดือน/ป (มก./ล.) (มก./ล.) 

22/1/50 76.67 33.33 15/2/50 30.00 33.33 
25/1/50 80.00 6.67 19/2/50 53.33 33.33 
29/1/50 26.67 26.67 22/2/50 56.67 13.33 
1/2/50 53.33 3.33 n 10 10 
5/2/50 66.67 20.00 คาเฉลี่ย 58.33 18.00 
8/2/50 66.67 6.67 SD 18.34 12.90 
12/2/50 73.33 3.33 

 

ตารางที่ ข. 40 ของแข็งแขวนลอยและของแข็งระเหยงายท่ีอัตราสวน COD/ไนเทรต = 5:1 ระยะเวลากกัเก็บ 8 ชม. 
 SS VSS  SS VSS 
วัน/เดือน/ป (มก./ล.) (มก./ล.) วัน/เดือน/ป (มก./ล.) (มก./ล.) 

26/2/50 26.67 10.00 23/3/50 50.00 23.33 
1/3/50 56.78 20.00 26/3/50 53.33 20.00 
5/3/50 70.00 16.67 28/3/50 50.00 10.00 
7/3/50 56.67 13.33 30/3/50 30.00 20.00 
9/3/50 76.67 6.67 2/4/50 33.33 26.67 
12/3/50 23.33 16.67 4/4/50 33.33 23.33 
14/3/50 33.33 20.00 n 16 16 
16/3/50 26.67 20.00 คาเฉลี่ย 47.09 18.54 
19/3/50 80.00 36.67 SD 18.30 7.30 
21/3/50 53.33 13.33 

 

ตารางที่ ข. 41 ของแข็งแขวนลอยและของแข็งระเหยงายท่ีอัตราสวน COD/ไนเทรต = 5:1 ระยะเวลากกัเก็บ 4 ชม. 
 SS VSS  SS VSS 
วัน/เดือน/ป (มก./ล.) (มก./ล.) วัน/เดือน/ป (มก./ล.) (มก./ล.) 

9/4/50 50.00 36.67 27/4/50 26.67 16.67 
11/4/50 96.67 6.67 30/4/50 33.33 16.67 
13/4/50 70.00 13.33 2/5/50 43.33 13.33 
16/4/50 96.67 6.67 4/5/50 36.67 23.33 
18/4/50 50.00 10.00 n 12 12 
20/4/50 30.00 20.00 คาเฉลี่ย 48.06 15.00 
23/4/50 23.33 10.00 SD 6.60 8.70 
25/4/50 20.00 6.67 
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ตารางที่ ข. 42 ของแข็งแขวนลอยและของแข็งระเหยงายท่ีอัตราสวน COD/ไนเทรต = 8:1 ระยะเวลากกัเก็บ 24 ชม. 
 SS VSS  SS VSS 
วัน/เดือน/ป (มก./ล.) (มก./ล.) วัน/เดือน/ป (มก./ล.) (มก./ล.) 

4/12/49 56.67 30.00 1/1/50 46.67 20.00 
7/12/49 83.33 33.33 4/1/50 80.00 3.33 
8/12/49 46.67 13.33 8/1/50 66.67 23.33 

14/12/49 56.67 16.67 15/1/50 67.45 36.78 
18/12/49 30.00 6.67 18/1/50 43.33 16.67 
21/12/49 80.00 10.00 n 13 13 
25/12/49 53.33 13.33 คาเฉลี่ย 58.27 18.47 
28/12/49 46.67 16.67 SD 16.30 10.00 

 

ตารางที่ ข. 43 ของแข็งแขวนลอยและของแข็งระเหยงายท่ีอัตราสวน COD/ไนเทรต = 8:1 ระยะเวลากกัเก็บ 12 ชม. 
 SS VSS  SS VSS 
วัน/เดือน/ป (มก./ล.) (มก./ล.) วัน/เดือน/ป (มก./ล.) (มก./ล.) 

22/1/50 33.33 23.33 15/2/50 50.00 16.67 
25/1/50 23.33 33.33 19/2/50 70.00 20.00 
29/1/50 43.33 10.00 22/2/50 26.67 13.33 
1/2/50 26.67 23.33 n 10 10 
5/2/50 33.33 16.67 คาเฉลี่ย 46.33 18.67 
8/2/50 76.67 10.00 SD 21.80 7.00 
12/2/50 80.00 20.00 

 

ตารางที่ ข. 44 ของแข็งแขวนลอยและของแข็งระเหยงายท่ีอัตราสวน COD/ไนเทรต = 8:1 ระยะเวลากกัเก็บ 8 ชม. 
 SS VSS  SS VSS 
วัน/เดือน/ป (มก./ล.) (มก./ล.) วัน/เดือน/ป (มก./ล.) (มก./ล.) 

26/2/50 56.67 20.00 23/3/50 33.33 23.33 
1/3/50 56.67 23.33 26/3/50 46.67 30.00 
5/3/50 60.00 20.00 28/3/50 60.00 23.33 
7/3/50 53.33 13.33 30/3/50 43.33 10.00 
9/3/50 30.00 36.67 2/4/50 50.00 23.33 
12/3/50 36.67 30.00 4/4/50 96.67 6.67 
14/3/50 30.00 6.67 n 16 16 
16/3/50 53.33 10.00 คาเฉลี่ย 52.08 19.58 
19/3/50 63.33 20.00 SD 16.50 8.70 
21/3/50 63.33 16.67 

 

ตารางที่ ข. 45 ของแข็งแขวนลอยและของแข็งระเหยงายท่ีอัตราสวน COD/ไนเทรต = 8:1 ระยะเวลากกัเก็บ 4 ชม. 
 SS VSS  SS VSS 
วัน/เดือน/ป (มก./ล.) (มก./ล.) วัน/เดือน/ป (มก./ล.) (มก./ล.) 

9/4/50 33.33 23.33 27/4/50 56.67 23.33 
11/4/50 46.67 30.00 30/4/50 30.00 6.67 
13/4/50 60.00 23.33 2/5/50 53.33 13.33 
16/4/50 43.33 10.00 4/5/50 66.67 23.33 
18/4/50 50.00 23.33 n 12 12 
20/4/50 96.67 6.67 คาเฉลี่ย 52.22 16.67 
23/4/50 36.67 3.33 SD 17.80 8.80 
25/4/50 53.33 13.33 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 

 นางสาววลัยภรณ  วุฒิเมธา เกิดเมื่อวันที่ 30 พฤศจิกายน 2524  สําเร็จการศึกษาปริญญา
วิศวกรรมศาสตรบัณฑิต สาขาวิชาวิศวกรรมสิ่งแวดลอม มหาวิทยาลัยรามคําแหง เมื่อป พ.ศ. 2547 
และเขาศึกษาตอในหลักสูตรวิศวกรรมศาสตรมหาบัณฑิต ภาควิชาวิศวกรรมสิ่งแวดลอม 
จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย เมื่อปการศึกษา 2547 
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