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ยูเอเอสบี โดยในการทดลองชวงแรกทําการทดสอบประสิทธิภาพของระบบและสภาวะที่เหมาะสมในการบําบัดไนเทรตในน้ํา
เสียสังเคราะหดวยกระบวนการดีไนตริฟเคชันภายใตสภาวะไรอากาศ ถังปฏิกรณที่ใชในการทดลองมีปริมาตรทํางานขนาด  5 
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เปลี่ยนแปลงปริมาณและชนิดของจุลินทรียในระบบโดยจุลินทรียกลุมเดนที่พบในถังปฏิกรณคือ Bacteroidetes, Firmicutes และ  

Thermomicrobia ซึ่งมีการกระจายตัวอยูในเม็ดตะกอนจุลินทรียเริ่มตนและในทุกอัตราสวนซีโอดีตอไนเทรตที่ระยะเวลากักเก็บ

น้ํา 24 และ 4 ชม. สวนจุลินทรียกลุมยอยที่พบคือ Nitrospira, Acidobacteria, Actinobacteria, Deltaproteobacteria, 
Chlorobi, Betaproteobacteria และ OP8 ซึง่จัดเปนจุลินทรียในกลุมไรอากาศทั้งสิ้น 
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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 ความเปนมาและความสําคญัของปญหา 
 

สารประกอบไนโตรเจนพบไดในรูปแบบตางๆคือ ไนโตรเจน แอมโมเนีย ไนไทรตและ  
ไนเทรต ซ่ึงสารตางๆเหลานี้มีความสําคัญในบรรยากาศและวัฏจักรชีวิตของพืชและสัตว แตใน
ขณะเดียวกันก็ทําใหเกิดผลเสียไดเชนกัน ดังเชนสารประกอบไนเทรตที่มีความสําคัญ  ในฐานะเปน
แหลงไนโตรเจนในดิน แตเนื่องจากไนเทรตสามารถละลายน้ําได จึงมักซึมลงดินหรือถูกละลายไป
กับน้ําที่ไหลลงสูแหลงน้ําตางๆ ซ่ึงกอใหเกิดปญหาการเจริญเติบโตของสาหรายและพืชน้ํา 
ตลอดจนทําใหเกิดโรคเมทฮีโมโกลบีเนียในเด็กที่มีอายุต่ํากวา 6 เดือน ที่ไดรับสารประกอบไนเทรต 

การกําจัดสารประกอบไนเทรตทางชีวภาพโดยทั่วไป จะใชกระบวนการไนตริฟเคชันใน
การเปลี่ยนสารประกอบไนโตรเจนเปนไนไทรตและไนเทรตตามลําดับ จากนั้นใชกระบวนการ      
ดีไนตริฟเคชันในการเปลี่ยนสารไนเทรตเปนไนโตรเจนกาซ โดยกระบวนการทั้งคูจะเกิดในสภาวะ
ของการใชออกซิเจนและไมใชออกซิเจนตามลําดับ  

ในปจจุบันการกําจัดไนเทรตในน้ําเสียมักนิยมใชกระบวนการดีไนตริฟเคชันที่เกิดในระบบ
แอกติเวดเต็ดสลัดจ ซ่ึงเปนระบบบําบัดน้ําเสียแบบใชอากาศที่นิยมใชกันมากที่สุด แตสําหรับ
งานวิจัยนี้สนใจที่จะศึกษาการกําจัดไนเทรตดวยปฏิกิริยาดังกลาวที่เกิดขึ้นในระบบยูเอเอสบี ซ่ึงเปน
ระบบไรออกซิเจนที่มีแบคทีเรียจับตัวกันเปนเม็ดสามารถบําบัดน้ําเสียไดในปริมาณภาระบรรทุก
อินทรียที่สูงกวาระบบเอเอสมาก โดยงานวิจัยนี้จะศึกษาถึงอิทธิพลของอัตราสวนซีโอดีตอไนเทรต
และภาระบรรทุกไนเทรตไนโตรเจนที่มีผลตอการเดินระบบยูเอเอสบี ตลอดจนศึกษาความ
หลากหลายของประชากรจุลินทรีย  ประชากรจุลินทรียกลุมเดนและการเปลี่ยนแปลงของประชากร
จุลินทรียที่อาศัยอยูรวมกันในเม็ดตะกอนยูเอเอสบีที่มีผลในการบําบัดซีโอดีรวมกับไนเทรตในน้ํา
เสีย โดยองคความรูที่ไดรับจะทําใหวิศวกรไดเขาใจกระบวนการยอยสลายที่เกิดขึ้นในระบบ 
สามารถบงชี้ประสิทธิภาพและประยุกตใชในการควบคุมระบบยูเอเอสบีใหมีประสิทธิภาพสูงสุด
ตอไป 
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1.2 วัตถุประสงคของงานวิจัย 
 

1.2.1 เพื่อศึกษาถึงอัตราสวนระหวางซีโอดีตอไนเทรตไนโตรเจนตอการเกิดปฏิกิริยา 
ดีไนตริฟเคชัน 

1.2.2 เพื่อศึกษาถึงอิทธิพลของภาระบรรทุกไนเทรตไนโตรเจนที่มีผลตอการเดินระบบ 
          ยูเอเอสบี 
1.2.3 เพื่อศึกษาความหลากหลายของประชากรจุลินทรียในเม็ดตะกอนยูเอเอสบีที่มีผล    

ในการบําบัดซีโอดีรวมกับไนเทรตในน้ําเสียที่สภาวะตางๆ  
 

1.3 ขอบเขตงานวิจัย 
 

งานวิจัยนี้เปนการศึกษาในระดับหองปฏิบัติการดําเนินการ ณ.อุณหภูมิหอง ที่หองปฏิบัติการ
วิศวกรรมสิ่งแวดลอม มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีพระจอมเกลาธนบุรี โดยเปนการทดลองเปรียบเทียบ
กันระหวางถังปฏิกรณยูเอเอสบีที่มีขนาดและปริมาตรที่เทากันจํานวน 3 ชุด ซ่ึงมีขนาดเสนผาน        
ศูนยกลาง 5 ซม. สูง 120 ม. และมีปริมาตร 5000 ลบ.ซม.  

หัวเชื้อที่ใชในการทดลองเปนเม็ดตะกอนจุลินทรียจากระบบบําบัดน้ําเสียแบบไรอากาศ          
(ยูเอเอสบี) จากบริษัทเสริมสุข จํากัด โรงงานปทุมธานี และน้ําเสียที่ใชในการทดลองเปนน้ําเสีย
สังเคราะหโดยใชน้ําตาลทรายเปนแหลงคารบอน และโซเดียมไนเทรตเปนแหลงไนเทรต 

การทดลองทั้งหมดในงานวิจัยนี้แบงออกเปน 3 ชุด โดยในชุดแรกจะทําการแปรคาอัตราสวน  
ซีโอดีตอไนเทรต 3 คา ไดแก 2:1 5:1 และ 8:1 โดยคงระยะเวลากักเก็บน้ําเทากับ 24 ชม. ในการ
ทดลองชุดที่สองจะแปรผันระยะเวลากักเก็บน้ําในถังปฏิกรณทั้งสาม คือ 12 8 และ 4 ชม. ตามลําดับ 
จากนั้นเมื่อส้ินสุดการทดลองทั้งสองแลว การทดลองชุดสุดทายจะเปนการนําตัวอยางตะกอนสลัดจ
ที่เก็บจากการทดลองดังกลาวมาทําการวิเคราะหความหลากหลายของประชากรจุลินทรียโดยเทคนคิ
ทางพันธุวิศวกรรมศาสตร 
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บทท่ี 2 
เอกสารและงานวิจัยท่ีเก่ียวของ 

 
2.1 สารประกอบไนโตรเจนในน้ํา 
 
 ไนโตรเจนเปนองคประกอบสําคัญสําหรับโปรตีนและกรดนิวคลิอิกในเซลลจุลชีพและพืช
รวมทั้งสัตว  ไนโตรเจนจึงมีความสําคัญตอส่ิงมีชีวิตทุกรูปแบบ แมวาไนโตรเจนจะมีมากถึงรอยละ 
79 ในบรรยากาศ แตไนโตรเจนกลับเปนธาตุที่มีอยูอยางจํากัดในดินและในน้ํา เนื่องจากไนโตรเจน
เปนธาตุที่คงตัวและเปลี่ยนรูปไดยาก ยกเวนบางกรณี เชน ฟาผา หรือมีอุณหภูมิที่สูง และมีความดัน
สูง  ทําใหจุลินทรียจะมีบทบาทมากในการเปลี่ยนรูปไนโตรเจนเปนแอมโมเนีย และแอมโมเนียจะ
ถูกออกซิไดซไปเปนไนไทรตและไนเทรต ซ่ึงจะถูกนําไปใชตอไปโดยพืชและสาหราย 
 
 สารประกอบไนโตรเจนในแหลงน้ําที่พบทัว่ไปมี 4 ชนดิคือ 
 
 2.1.1 สารประกอบอินทรียไนโตรเจน (Organic-nitrogen compounds) 

         เปนสารประกอบอินทรียที่มีธาตุไนโตรเจนเปนองคประกอบ ในโครงสรางของพืช 
และสัตว ส่ิงขับถายจากสัตว และสารจากการยอยสลายของสิ่งมีชีวิต ไดแก โปรตีน คลอโรฟลล 
กรดอะมิโน กรดยูริก และยูเรีย เปนตน 

 
 2.1.2 สารประกอบแอมโมเนียไนโตรเจน (Ammonia-nitrogen compounds) 

          เปนสารไนโตรเจนที่อยูในรูปแอมโมเนีย หรือสารประกอบแอมโมเนีย ซ่ึงสวนใหญ
จะพบในรูปของแอมโมเนีย (NH3) และแอมโมเนียมอิออน (NH4

+) ซ่ึงเกิดจากกระบวนการแอม   
โมนิฟเคชัน (Ammonification) ซ่ึงเปนการเปลี่ยนรูปของสารประกอบไนโตรเจนจากอินทรียสาร
เปนอนินทรียสาร 

 
2.1.3 สารประกอบไนไทรต (Nitrite-nitrogen compounds) 
         เปนสารประกอบที่เกิดจากปฏิกิริยาออกซิเดชันที่ไมสมบูรณของสารประกอบ

ไนโตรเจนอื่น โดยเฉพาะอยางยิ่งกระบวนการไนตริฟเคชัน (Nitrification) โดยแบคทีเรียที่อาศัยอยู
ในดินและน้ํา 
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2.1.4 สารประกอบไนเทรต (Nitrate-nitrogen compounds) 
         เปนสารประกอบที่ เกิดจากปฏิกิ ริยาออกซิเดชันที่สมบูรณของสารประกอบ

ไนโตรเจนอื่น  และหากมีออกซิเจนในปริมาณมากพอแลว  สารประกอบไนเทรตจะเปน
สารประกอบไนโตรเจนที่มีความเสถียรมากที่สุด และยังเปนสารอาหารที่สําคัญของพืชน้ําและ
สาหรายอีกดวย 

 
2.2 ความสําคัญของไนเทรตและผลกระทบตอมนุษยและสิ่งแวดลอม 
 

ไนเทรตเปนสารประกอบอินทรียไนโตรเจน ซ่ึงมีสูตรโครงสราง คือ NO3
-  แตเนื่องจาก   

ไนเทรตสามารถละลายน้ําไดดี จึงมักซึมลงดินหรือถูกละลายไปกับน้ําที่ไหลลงสูทะเล ซ่ึงกอใหเกิด
ปญหาดังนี้ 
 

2.2.1 โรคเมทฮีโมโกลบีนีเมีย (Methaemoglobinaemia) 
          ไนเทรตเปนสาเหตุของโรคเมทฮีโมโกลบีนีเมีย หรือ Blue babies ในเด็กทารก      

โดยเด็กทารกจะมีโอกาสเปนโรคนี้สูงเนื่องจากมีคาพีเอชในกระเพาะอาหารสูงกวาทําใหเกิดการ
รีดักชันของไนเทรตไปเปนไนไทรตโดยแบคทีเรียกลุมรีดิวซไนเทรต (nitrate-reducing bacteria) 
ไดมากกวา (Bitton, 1994) และอาจเสียชีวิตไดหากรอยละ 45-65 ของฮีโมโกลบินถูกเปลี่ยนแปลง
ไปเปนเมทฮีโมโกลบิน ดวยเหตุนี้องคการอนามัยโลก (WHO) จึงกําหนดคามาตรฐานของไนเทรต 
ในน้ําดื่มไวไมเกิน 10 มก./ไนเทรต-ไนโตรเจน/ล. (ธีระ เกรอต, 2539) 

 
2.2.2 ยูโทรฟเคชัน (Eutrophication) 
          ในแหลงน้ําที่มีปริมาณไนเทรตมากจะทําใหการเจริญเติบโตของสาหรายและพืชน้ํา

สูงขึ้น ทําใหมีความตองการออกซิเจนมากขึ้น โดยเฉพาะในเวลากลางคืน ซ่ึงจะมีผลตอปลาและ
ส่ิงมีชีวิตในน้ําชนิดอื่นๆ รวมถึงสงผลกระทบตอการใชประโยชนจากแหลงน้ําสําหรับบริโภคหรือ
การพักผอน เนื่องจากแบคทีเรียจําพวกไนตริฟายเออร (Nitrifier) ตองการออกซิเจนถึง 4.6 มิลลิกรัม 
ในการออกซิไดซแอมโมเนียไนโตรเจน 1 มิลลิกรัม ซ่ึงเรียกวา Nitrogenus oxygen demand (NOD) 
ของแหลงน้ํา (Bitton, 1994) 
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2.3 กระบวนการบําบัดสารประกอบไนโตรเจนในน้ํา (สมเพลิน คําศรี, 2542) 
 

 กระบวนการบาํบัดสารประกอบไนโตรเจนในน้ําเสยีสามารถทําไดหลายวิธีทั้งวิธีทาง
กายภาพ เคมี และชีวภาพ ซ่ึงใหผลและประสิทธิภาพการบําบัดตางกันดังแสดงสรุปในตารางที่ 2.1 
ในที่นี้จะกลาวโดยพอสังเขปเฉพาะบางวิธีดังนี ้
 

 2.3.1 วิธีทางกายภาพ เชน 
 2.3.1.1 การใชอากาศเปาไลเพื่อบําบัดกาซระเหยงาย (Air Stripping) เชน ไฮโดรเจน 
ซัลไฟด ไฮโดรเจนไซยาไนด และแอมโมเนีย เปนกระบวนที่เปลี่ยนสารประกอบในรูปของเหลว
ใหเปนกาซเทานั้น ซ่ึงเหมาะสําหรับน้ําเสียจากอุตสาหกรรมที่มีความเขมขนของแอมโมเนียสูง 
 2.3.1.2 กระบวนการเยื่อแผน (Membrane Process) เชน Electrodialysis Reverse 
Osmosis และ Ultrafiltation ปจจุบันกระบวนการเหลานี้ยังมีขอจํากัดในการใชงานอยูมาก 
  

 2.3.2 วิธีทางเคมี เชน 
 2.3.2.1 การเติมคลอรีน (Break-Point Chlorination) เพื่อใหเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชัน
ของแอมโมเนียและเปลี่ยนรูปเปนกาซไนโตรเจนปลอยสูบรรยากาศในทางปฏิบัติตองใชคลอรีน    
9-10 มก/ลิตร ตอแอมโมเนีย 1 มก/ลิตร ซ่ึงมีขอดีคือ ถาใชคลอรีนเพียงพอจะลดปริมาณแอมโมเนีย
หมดได (0 มก./ลิตร) แตขอเสียคือไมสามารถบําบัดไนไทรต ไนเทรต และสารอินทรียไนโตรเจน
ได 
 2.3.2.2 การตกตะกอนเคมี เปนการตกตะกอนสารประกอบที่อยูในรูปสารละลายดวย
สารเคมีแลวแยกตะกอนออกไป วิธีนี้มีคาใชจายสูงและบําบัดไดเฉพาะไนโตรเจนที่อยูในรูป
โปรตีนและแอมโมเนียเทานั้น 
 2.3.2.3 การแลกเปลี่ยนอิออน (Ion Exchange) โดยใชอิออนที่มีเรซินตรงขามจับกับ   
อิออนที่เราตองการบําบัด ซ่ึงตองมีการฟนฟูสภาพเรซินเมื่อจับประจุเต็มและการจัดการสารที่ใช
ฟนฟูสภาพเรซิน (Regenerant) ปจจุบันไดมีการทดลองใชสําหรับการบําบัดไนเทรตในน้ําบาดาลซึ่ง
ไดผลดีเชนเดียวกับกระบวนการดีไนตริฟเคชัน 
 

 2.3.3 วิธีทางชีวภาพ เชน 
 2.3.3.1 บอออกซิเดชัน โดยการใชออกซิเจนทําใหเกิดปฏิกิริยาไนตริฟเคชัน คือการ
เปลี่ยนรูปแอมโมเนียเปนไนเทรต และในสวนที่ลึกลงไปในบอจะอยูในสภาวะไรอากาศทําให
เกิดปฏิกิริยาดีไนตริฟเคชัน คือการเปลี่ยนไนเทรตเปนไนโตรเจนกาซออกสูบรรยากาศ 
 2.3.3.2 การใชสาหราย คือกระบวนการธรรมชาติที่ใหสาหรายใชไนโตรเจนเพื่อการ
เจริญเติบโต จากนั้นจึงแยกสาหรายไปบําบัดอีกครั้ง 
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 2.3.3.3 กระบวนการไนตริฟเคชันและดีไนตริฟเคชัน โดยกระบวนการไนตริฟเคชัน
เปนกลไกการเปลี่ยนรูปของแอมโมเนียเปนไนเทรต แบคทีเรียจะไดพลังงาน เพื่อใชสําหรับการ
เจริญเติบโตของเซลลจากการออกซิเดชันของสารประกอบไนโตรเจน ซ่ึงเปนการทํางานของ
แบคทีเรียชนิด ออโตโทรฟ (Autotrop) 2 กลุมคือ Nitrosomonas ที่เปลี่ยนแอมโมเนียเปนไนไทรต 
และ Nitrobacter ที่เปลี่ยนไนทรตเปนไนเทรต สวนกระบวนการดีไนตริฟเคชันจะเกิดใน         
สภาวะไรอากาศและเปนการทํางานของแบคทีเรียชนิด ออโตโทรฟ หรือ เฮเทอโรโทรฟ โดยท่ี
กระบวนการดีไนตริฟเคชันไดรับความสนใจเนื่องจากเปนกระบวนการที่ใชบําบัดไนเทรตในน้ําใต
ดินและในน้ําเสียโดยการเปลี่ยนรูปไนเทรตใหอยูในรูปของกาซไนโตรเจน ในขณะที่กระบวนการ
ไนตริฟเคชันเปนเพียงการเปลี่ยนรูปแอมโมเนียใหอยูในรูปของไนเทรตเทานั้น 
 

2.4 การบําบัดไนเทรตในน้ําดวยกระบวนการดีไนตริฟเคชัน (Denitrification) 
 

 กระบวนการดีไนตริฟเคชันคือ การรีดักชันของไนเทรตไนโตรเจน โดยไนเทรตจะทํา
หนาที่เปนตัวรับอิเลคตรอนตัวสุดทาย  สําหรับการหายใจของจุลชีพในสภาวะที่ไมมีออกซิเจน
เรียกวา การหายใจแบบแอนแอโรบิค โดยเปนแบคทีเรียในกลุมแฟคัลเททีฟ (Facultative anaerobe)
ไดแก Achromobacter, Acinetobacter, Aerobacter, Agrobacterium, Alcaligenes, Arthrobacter, 
Bacillus, Chromobacterium, Corynebacterium, Flavobacterium, Hypomicrobium, Micrococcus, 
Moraxella, Neisseria, Paracoccus, Propionibacterium, Proteus, Pseudomonas, Rhizobium, 
Rhodopseudomonas, Spirillum และVibrio เปนตน (Parker และคณะ, 1975; Christensen และ 
Harremoes, 1977; Payne, 1981 อางถึงใน ธีระ เกรอต, 2539) เกือบทั้งหมดของแบคทีเรียพวกนี้
สามารถใชออกซิเจนเชนเดียวกับไนเทรต และบางชนิดสามารถทําการหมักไดเมื่อไมมีไนเทรตหรือ
ออกซิเจนภายใตสภาวะออโตโทรฟกดีไนตริฟเคชัน โดยแบคทีเรียจะใชคารบอนไดออกไซด
หรือไบคารบอเนตเปนแหลงคารบอนแทนคารบอนอินทรีย นอกจากนี้แบคทีเรียหลายชนิดในกลุม
เหลานี้ยังสามารถพบไดในระบบบําบัดน้ําเสียทั่วไป ดังนั้น จึงทําใหการสรางกลุมดีไนตริไฟอิงเกิด
ไดคอนขางงาย  
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ตารางที่ 2.1 แสดงสรุปกระบวนการและประสิทธิภาพในการบําบัดไนโตรเจนแบตางๆ      
(Tchobanoglous และคณะ, 1991 อางถึงใน สมเพลิน คําศรี, 2542) 

 

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

+* NO3
--N 

1.การบําบัดแบบเดิม 

ขั้นตน บําบัดได 10-20% ไมมีผล ไมมีผล 5-10 

ขั้นท่ีสอง Urea →NH3-NH4
+ บําบัดได<10% มีผลเล็กนอย 10-30 

2. วิธีทางชีวภาพ 

Bacterial Assimilation ไมมีผล บําบัดได 40-70% บําบัดไดเล็กนอย 30-70 

Denitrification ไมมีผล ไมมีผล บําบัดได 80-90% 70-95 

สาหราย มีบางสวนเปลี่ยนเปน 
NH3-NH4

+  
เปลี่ยนเปนเซลล เปลี่ยนเปนเซลล 50-80 

Nitrification มีผลจํากัด เปลี่ยนเปนไนเทรต ไมมีผล 5-20 

บอออกซิเดชัน มีบางสวนเปลี่ยนเปน 
NH3-NH4

+ 
สวนหนึ่งถูกบําบัดโดย 
Stripping 

บางสวนถูกบําบัดโดย 
Nitrification-Denitrification 

20-90 

3.วิธีทางเคมี 

Break-Point 
Chlorination 

ไมแนนอน บําบัดได 90-100% ไมมีผล 5-20 

การตกตะกอนเคมี บําบัดได 50-70% มีผลเล็กนอย มีผลเล็กนอย 20-30 

การดูดซับดวยคารบอน บําบัดได 30-50% มีผลเล็กนอย มีผลเล็กนอย 10-20 

การแลกเปลี่ยนอิออน
สําหรับแอมโมเนีย 

ไมแนนอน บําบัดได 80-97% ไมมีผล 70-90 

การแลกเปลี่ยนอิออน
สําหรับไนเทรต 

มีผลเล็กนอย มีผลเล็กนอย บําบัดได 75-90% 70-90 

4.วิธีทางกายภาพ 

การกรอง บําบัดได30-90%  
ของสวนท่ีไมละลาย 

มีผลเล็กนอย มีผลเล็กนอย 20-40 

Air Stripping ไมมีผล บําบัดได 60-95% ไมมีผล 50-90 

Electrodialysis บําบัดได 100%  
ของสวนท่ีไมละลาย 

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

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

* แอมโนเนียไนโตรเจน ประกอบดวย NH3 และ NH4
+ ถา pH ต่ําจะอยูในรูป NH4

+ ถา pH สูงจะอยูในรูป NH3 
** คิดเปนเปอรเซ็นตการบําบัดไนโตรเจนทุกรูปท่ีเขากระบวนการ 
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ระบบเอนไซมที่เกี่ยวของกับการรีดักชันของไนเทรตมีอยูสองแบบคือ 
 

2.4.1 วิธีแอสสิมิเลชัน (Assimilatory denitrification) 
          ในวิธีนี้ไนเทรตจะถูกดีไนติฟายดและลดรูปไปเปนแอมโมเนียมดวยเอนไซม        

ไนเทรตรีดักเทสหลายชนิด กอนจะถูกจุลินทรียนําไปใชในการสังเคราะหหรือสรางเซลล ขั้นตอนนี้
จึงเรียกวาดีไนตริฟเคชันแบบแอสสิมิเลชัน  

 

2.4.2 วิธีดิสสิมิเลชัน (Dissimilatory denitrification) 
          ในกระบวนการดีไนตริฟเคชันแบบนี้ จุลินทรียดีไนตริฟายเออรซ่ึงเปนไดทั้งชนิด  

เฮเทอโรทรอฟและออโตทรอฟเหมือนกับในขั้นตอนไนตริฟเคชัน แตตางกันตรงที่ภาวะนี้ตองเปน
แบบแอนอกซิก (Anoxic) คือมีไนเทรตแตไมมีออกซิเจนอิสระ และในขั้นตอนนี้จุลินทรียชนิด
เฮเทอโรทรอฟจะมีบทบาทมากกวาออโตทรอฟอยางมาก แตเนื่องจากจุลินทรียกลุมนี้ตองการ
สารอินทรียคารบอนเพื่อเปนแหลงคารบอนและใชไนเทรตเปนตัวรับอิเล็กตรอน ดังนั้นจึง
จําเปนตองมีการเติมสารอินทรียคารบอนเขาสูระบบบําบัดน้ําเสีย เพื่อใชในการลดรูปสารประกอบ
ไนโตรเจนใหเปนไนโตรเจนกาซ ซ่ึงไนโตรเจนกาซที่เกิดขึ้นจะละลายน้ําไดนอยมาก ทําให
สามารถขับออกจากมวลของน้ําไดงาย  

   
2.5 ปจจัยท่ีมีอิทธิพลตอการเกิดกระบวนการดีไนตริฟเคชนั 
 

2.5.1 พีเอช 
        ในกระบวนการดีไนตริฟเคชันจะมีการผลิต 1 สมมูลของสภาพดางตอ 1 สมมูลของ

ไนเทรตที่ลดลงมีผลทําใหคาพีเอชเพิ่มขึ้น ( Delwiche, 1981) ดังนั้นพีเอชที่เหมาะสมสําหรับ          
ดีไนตริฟายอิงแบคทีเรียคือ 6.5-8.5 (ดังรูปที่ 2.1) แตในป1997 Henze และคณะ (อางถึงใน ธงชัย 
พรรณสวัสดิ์, 2544) ระบุวาชวงพีเอชที่เหมาะสมสําหรับกระบวนการนี้คือ 7-9 (ดังรูปที่ 2.2) โดยคา
ถาพีเอชลดลงต่ํา เชนต่ํากวา 7 จะเกิดการสะสมไนตรัสออกไซด (N2O) ซ่ึงเปนผลสุดทายของ
กระบวนการดีไนตริฟเคชันแทนที่จะเปนกาซไนโตรเจน ซ่ึงผลเสียของกาซไนตรัสออกไซดคือเปน
ภัยตอส่ิงแวดลอมโดยรวม แตถาพีเอชคอนขางไปทางคาที่ เปนดาง ไนตรัสออกไซดจะถูก
เปลี่ยนเปนกาซไนโตรเจนไดดี (Bremner และ Shaw, 1958, Nommick, 1956, Wilij และ Delwiche, 
1954 อางถึงใน ธงชัย พรรณสวัสดิ์, 2544) สวนกาซไนตริกออกไซด (NO) ซ่ึงเปนกาซพิษชนิด
รุนแรงมักไมเกิดขึ้นในระบบบําบัดน้ําเสียจริง (Pichinoty และคณะ, 1977 อางถึงใน ธงชัย พรรณ
สวัสดิ์, 2544)  
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2.5.2 อุณหภูมิ 
 ดีไนตริฟายเออรมีความไวตออุณหภูมิ และแมวาจะโตไดดีที่อุณหภูมิในชวง 5-25 
องศาเซลเซียส (WEF, 1998a อางถึงใน ธงชัย พรรณสวัสดิ์, 2544) แตก็ทํางานไดดีกวาเมื่ออุณหภูมิ
เทากับหรือมากกวา 20 องศาเซลเซียส (ดังรูปที่ 2.3) ซ่ึงอัตราสูงสุดของดีไนตริฟเคชันขึ้นอยูกับ
อุณหภูมิดวย โดยมีคาเพิ่มขึ้นประมาณหนึ่งเทาทุกๆ 10 องศาเซลเซียสที่เพิ่มขึ้นในชวง 5-25 องศา
เซลเซียส 

 

รูปที่ 2.1 แสดงผลของพีเอชตออัตราดีไนตริฟเคชันสูงสุด (WEF, 1998b อางถึงใน    
ธงชัย พรรณสวัสดิ,์ 2544) 

รูปที่ 2.2 เปรียบเทียบประสทิธิภาพดีไนตฟิเคชันที่พีเอชตางกัน (HenZen และคณะ, 1997 
อางถึงใน ธงชัย พรรณสวัสดิ,์ 2544) 
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2.5.3 ความเขมขนของไนเทรต 
         ไนเทรตถูกใชเปนตัวรับอิเล็กตรอนตัวสุดทายในปฏิกิริยาดีไนตริฟเคชัน ดังนั้น       

ไนเทรตจึงมีผลกระทบตออัตราการเกิดและอัตราเร็วของปฏิกิริยา โดยจะเกิดขึ้นในอัตราเร็วสูงสุด
เมื่อมีความเขมขนของไนเทรตอยูในระดับสูงอยางเกินพอ (มั่นสิน ตัณฑลุเวศม, 2538) 

 

2.5.4 ออกซิเจน 
          ปฏิกิริยารีดอกซของสารอาหารในเซลล เมื่อมีออกซิเจนเปนตัวรับอิเล็กตรอน        

จะใหพลังงานสูงกวาเมื่อมีไนเทรตเปนตัวรับอิเล็กตรอน ดังนั้นหากมีออกซิเจนคูกับไนเทรต 
แบคทีเรียจะเลือกใชออกซิเจนกอนการใชไนเทรต ทําใหส้ินเปลืองคารบอนอินทรียไปจนอาจเหลือ 
ไมเพียงพอสําหรับกระบวนการดีไนตรฟิเคชันที่สมบูรณ ซ่ึงคาออกซิเจนละลายน้ําหรือคาดีโอเมื่อมี
คาสูงกวา 0.2 มิลลิกรัมตอลิตร จะสามารถยับยั้งกระบวนการดีไนตริฟเคชันของ Pseudomonas 
(Skernan และ MacRac, 1972; Terai และ Mori, 1975 อางถึงใน ธงชัย พรรณสวัสดิ์, 2544) และของ
แอกติเวดเต็ดสลัดจได (Dawsen และ Murphy, 1972 อางถึงใน ธงชัย พรรณสวัสดิ์, 2544) ซ่ึงคาดีโอ
ที่กลาวถึงนี้คือคาดีโอในมวลของน้ํา ไมใชในตะกอนจุลินทรีย แตถาคาดีโอลดลงเมื่อผานเขาไปใน
ตะกอนจุลินทรียและลดลงจนเกิดภาวะแอนอกซิกในตะกอนจุลินทรียกระบวนการดีไนตริฟเคชันก็
สามารถเกิดขึ้นไดโดยไมถูกยับยั้งจากออกซิเจนในน้ํา 
 
 
 
 
 

รูปที่ 2.3 อัตราดีไนตริฟเคชนัจําเพาะอุณหภูมิตางๆ เมื่อใชสารอาหารตางกัน  
               (Henzen และคณะ, 1997 อางถึงใน ธงชัย พรรณสวัสดิ,์ 2544) 



  11    

2.5.5 ไนไทรต 
          ไนไทรตในรูปของกรดไนตรัส (HNO2) อิสระ กลาวคือ ไมแตกตัวเปนไอออน 

สามารถยับยั้งดีไนตริฟเคชันไดที่ความเขมขนเพียง 0.13 มก./ล. แตที่ความเขมขนนี้และพีเอช
ในชวง 6-8 จะเทียบเทาเปนไนไทรตในรูปแตกตัวเปนไอออนถึง 100 มก. ไนไทรต/ล. ทําใหผล
กระทบของไนไทรตตอดีไนตริฟายอิงแบคทีเรียจึงมีไมมากในการปฏิบัติงานภาคสนามจริง แตถามี
สารพิษอื่นๆ มาทําใหไนโตรแบคเตอรไมทํางานหรือทํางานชาลง ก็อาจมีไนไทรตสะสมมากขึ้นจน
เปนอันตรายตอระบบบําบัดน้ําเสียได  
 

2.5.6 คาศักยออกซิเดชัน-รีดักชัน (ORP)  
         คาศักยออกซิเดชัน-รีดักชัน (ORP) เปนปริมาณความตางศักยไฟฟาที่เกิดจากการ

ถายเทอิเลคตรอนในน้ํา คา ORP ที่วัดไดอาจเปนบวกหรือลบก็ได โดยทั่วไปจะวัดคา ORPไดคา
บวกในน้ําที่มีออกซิเจนหรือไนเทรต และวัดคา ORP ไดคาลบในน้ําเสียที่ปราศจากออกซิเจน เชน 
ถาวัดคา ORP เปนคาบวกมากๆ เชน +300 มิลลิโวลท แสดงวาสารละลายนี้สามารถรับอิเลคตรอน
ไดเปนอยางดี เชน มีออกซิเจนละลายน้ํา เปนตน แตถาวัดคา ORP ไดคาลบ เชน –300 มิลลิโวลท 
แสดงวาสารละลายมีความสามารถในการรับอิเลคตรอนไดนอย หรือมีความสามารถในการให
อิเลคตรอนไดดี เปนตน 

เนื่องจากปฏิกิริยาในสารเคมีเปนปฏิกิริยาออกซิเดชัน-รีดักชัน ปฏิกิริยาแตละ
ประเภทจึงแสดงคา ORP ประจําตัวออกมาแตกตางกัน เชน ปฏิกิริยาแอโรบิกออกซิเดชันจะมีคา
ORP เปน +300 มิลลิโวท  ปฏิกิริยาไนตริฟเคชันมีคา ORP เปน +100 มิลลิโวลท ปฏิกิริยา               
ดีไนตริฟเคชันมีคา ORP เปนศูนย และในการยอยสลายแบบไรออกซิเจนจะมีคา ORP แบงออกเปน 
2 ชวง โดยชวงการสรางกรดอินทรียมีคา ORP เปน -300 มิลลิโวลท และการสรางมีเทนมีคา ORP 
เปน -500 มิลลิโวลท ตามลําดับ 

 

 2.5.7 อัตราสวนซีโอดีตอไนโตรเจน 
         ในกระบวนการดีไนตริฟเคชันแบคทีเรียสวนใหญเปนเฮทโทโรโทรฟที่ตองใช

คารบอนเปนองคประกอบหรือเปนแหลงพลังงานในการทํางาน อัตราสวนซีโอดีตอไนโตรเจนจึงมี
ความสําคัญตอกระบวนการนี้ โดยทางทฤษฎีแลวอัตราสวนนี้เทากับ 5-10 สําหรับน้ําเสียยุโรปหรือ
อเมริกา ในทางปฏิบัติแลวอัตราสวนซีโอดีตอไนเทรต-ไนโตรเจนควรเทากับ 3-7 เปนอยางนอย 
โดยวิศวกรมักใหความสนใจเปนพิเศษกับการใชสารอินทรียในสลัดจและน้ําเสียโดยเฉพาะอยางยิ่ง
จากโรงงานผลิตสุราหรือเบียร เนื่องจากคาใชจายไมสูงนัก หรืออาจใชเมธานอลหรือกรดอะซิติก
เปนแหลงคารบอนเสริมจากภายนอก อนึ่งแมวาคาเฉลี่ยของอัตราสวนซีโอดีตอไนโตรเจนจะอยูใน
เกณฑที่ยอมรับไดก็ตาม แตอัตราสวนนี้มีคาไมแนนอนตลอดเวลา โดยสามารถแปรผันตามเวลาใน
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แตละวันหรือตามวันในแตละสัปดาห ซ่ึงทําใหน้ําทิ้งไมไดมาตรฐานในบางขณะได ดังนั้นหาก
ตองการผลิตน้ําทิ้งใหมีคุณภาพดีตลอดเวลา ก็จําเปนตองมีการเติมสารอาหารแหลงคารบอนจาก
ภายนอกดวย (Lie และ Wilander, 1994; Isaacs, 1994 อางถึงในธงชัย พรรณสวัสดิ์, 2544 ) 
  

2.6 ชนิดของแหลงอินทรียคารบอนตอคา C/N ในกระบวนการดีไนตริฟเคชัน  
       (กรรณิกา ศรีปญญา, 2545) 
 

สารอินทรียคารบอนที่ใชในกระบวนการดีไนตริฟเคชันเพื่อเปนแหลงใหอิเลคตรอนนั้น 
มาจากหลายแหลง เชน  เมธานอล เอธานอล และกลูโคส เปนตน ซ่ึงการใชแหลงอินทรียคารบอน    
ที่แตกตางกันจะมีผลใหคา C/N สําหรับกระบวนการดีไนตริฟเคชันแตกตางกันดวย ดังตัวอยาง
สมการของกระบวนการดีไนตริฟเคชันที่ใชแหลงคารบอนเปน เมธานอล และกลูโคส ในหัวขอ
ดังตอไปนี้  

 

2.6.1 เมื่อใชเมธานอลเปนแหลงคารบอน กระบวนการดีไนตริฟเคชันจะมีสองขั้นตอนดัง
แสดงในสมการที่ (1) (McCarty และคณะ, 1969) 
 

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

 

จากสมการที่ (1) จะไดวาเมธานอลที่ตองใชเปนแหลงคารบอนเทากับ 2.47 มิลลิกรัมเมธา
นอล/มิลลิกรัมไนเทรตไนโตรเจน หรือ C/N เทากับ 2.47 

 

 2.6.2 เมื่อใชกลูโคสเปนแหลงคารบอนกระบวนการดีไนตริฟเคชันสามารถแดงไดดัง
สมการที่ (2) 
            สําหรับกลูโคลนี้ ถาสูตรโมเลกุลของเซลลจุลินทรียเปน C5H7O2N (ศิริวัฒน คูเจริญ
ไพบูลย, 2544) นําสมการการใชเมธานอลเปนแหลงคารบอน ที่กลาวโดย (McCarty และคณะ, 
1969) และกลาวมาแลวขางตนในสมการที่ (1) มาเปลี่ยนแหลงคารบอนจากเมธานอลเปนกลูโคส 
จะไดสมการที่มีการสังเคราะหเซลลดังสมการ ที่ (2) 

 

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

 

ในกรณีนี้สามารถคํานวณไดวากลูโคสที่ตองใชเปนแหลงคารบอน ในการบําบัดไนเทรต
ไนโตรเจน มีคาเทากับ 4.29 มิลลิกรัมกลูโคส/มิลลิกรัมไนเทรตไนโตรเจน  
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จากสมการดังกลาวขางตนเมื่อคิดเปนอัตราสวน C/N จากมิลลิกรัมเมธานอล/มิลลิกรัม    
ไนเทรตไนโตรเจน และมิลลิกรัมกลูโคส/มิลลิกรัมไนเทรตไนโตรเจน แสดงวาแหลงคารบอนท่ี
แตกตางกันจะมีผลทําใหคา C/N ที่ใชในกระบวนการดีไนตริฟเคชันแตกตางกันดวย เนื่องจากความ
แตกตางของสูตรโครงสรางของแหลงคารบอนเหลานี้ ดังนั้นจึงสรุปไดวาสัดสวน C/N สําหรับการ
เกิดกระบวนการดีไนตริฟเคชันจึงขึ้นกับชนิดของแหลงคารบอนที่ใช 
 

2.7 ลักษณะทางชีวเคมีของกระบวนการไรออกซิเจน 
 

 ปฏิกิริยาการบําบัดน้ําเสียไมวาจะเปนแบบใชออกซิเจนหรือไมใชออกซิเจน ลวนแตมี
กลไกพื้นฐานรวมกัน กลาวคือทั้งคูเปนปฏิกิริยาเคมีแบบออกซิเดชัน-รีดักชันหรือปฏิกิริยารีดอกซ 
ซ่ึงเปนปฏิกิริยาที่มีการถายเทอิเล็กตรอนเกิดขึ้นระหวางสารใหและสารรับอิเล็กตรอน ซ่ึงโดยสวน
ใหญสารอินทรียหรือมลสารในน้ําเสียจะเปนสารใหอิเล็กตรอนเนื่องจากมีพลังงานอยูในตัวสูง  
และสารอยางอื่นที่อยูในน้ําเปนสารรับอิเล็กตรอน ความแตกตางระหวางปฏิกิริยาแบบใชออกซิเจน
และไมใชออกซิเจนจะอยูที่ประเภทของสารรับอิเล็กตรอน โดยถาสารรับอิเล็กตรอนเปนออกซิเจน 
ปฏิกิริยาจะเปนแบบใชออกซิเจนหรือแอโรบิก ถาสารรับอิเล็กตรอนไมใชออกซิเจน แตเปน
คารบอนไดออกไซดไนเทรตหรือซัลเฟต ปฏิกิริยาจะเปนแบบไรออกซิเจน ดังแสดงในรูปที่ 2.4  

 
 

รูปที่ 2.4 ปฏิกิริยารีดอกซในการบําบัดน้ําเสีย (มั่นสิน ตณัฑุลเวศม, 2542) 
 
 

CO2,CH3COOH ไนเทรต 

ไนโตรเจน มีเทน คารบอนไดออกไซด

ออกซิเจน 

สารอินทรีย 

ผลของปฏิกิริยา 

สารรับอิเลคตรอน 

สารใหอิเลคตรอน 

e- e- e- e- 
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 โดยกระบวนการแบบไรออกซิเจนจะมีลักษณะเฉพาะตัว ซ่ึงแตกตางจากกระบวนการแบบ
ใชออกซิเจนหลายประการ ดังนี้ 
 - ไมมีออกซิเจนอิสระ ซ่ึงเปนตัวรับอิเล็กตรอนเขามาเกี่ยวของในปฏิกิริยา 
 - ไดกาซมีเทนเปนผลสุดทายของปฏิกิริยา 

-  มีอัตราการสรางตะกอนจุลินทรียที่ต่ํามาก 
 - ตองการไนโตรเจน และฟอสฟอรัสต่ํา  
 -ไมสามารถลดความเขมขนของสารอินทรียให เหลือต่ํามากไดจึงตองบําบัดดวย
กระบวนการแบบใชออกซิเจนเสมอ 
 

 2.7.1 ลักษณะทั่วไปของกระบวนการแบบไรออกซิเจน 
ภายในถังปฏิกิริยาแบบไรออกซิเจน สารประกอบอินทรียขนาดเล็กจะถูกสงผานเขา

เซลลเมมเบรนของแบคทีเรียไดโดยตรง สวนสารประกอบอินทรียที่มีขนาดใหญจะถูกยอยดวย
เอนไซมใหมีขนาดเล็กจนสามารถถูกสงผานเขาไปในเซลลแบคทีเรียได เมื่อสารอินทรียอยูในเซลล
จะถูกออกซิไดซหลายครั้ง จนกลายเปนคารบอนไดออกไซดและมีเทน ปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นในการ  
ลดขนาดของสารอินทรีย เพื่อใหสามารถนําเขาไปในเซลลไดมักเปนปฏิกิริยาไฮโดรไลซีส
(Hydrolysis) ซ่ึงจะใชเอนไซมที่แบคทีเรียปลอยออกมาจากเซลลเปนตัวเรงปฏิกิริยา โมเลกุลขนาด
เล็กที่เกิดขึ้นจะถูกใชเปนแหลงคารบอนและแหลงพลังงานของแบคทีเรีย โดยผานกระบวนการ
หมัก (Fermentation) ซ่ึงผลผลิตสุดทายจะมีทั้งสารที่อยูในรูปออกซิไดซและรูปรีดิวซ ผลผลิตที่อยู
ในรูปออกซิไดซสวนใหญไดแก กรดอินทรียระเหย (Volatile Acids) ที่มีคารบอนไมเกิน 5 อะตอม 
ปฏิกิริยาในการสรางกรดอินทรียเหลานี้เรียกวา Acidogenesis โดยแบคทีเรียที่ทําหนาที่สรางกรด
อินทรียระเหยเหลานี้เรียกวา แบคทีเรียสรางกรด (Acidogenic Bacteria) สวนผลผลิตที่อยูในรูป            
รีดิวซจะเปนสารอินทรียหลายประเภทที่มีปริมาณแตกตางกัน ซ่ึงขึ้นอยูกับชนิดของแบคทีเรีย     
และสภาวะแวดลอมของถังปฏิกิริยา 

          นอกจากนี้แบคทีเรียบางชนิดจะสามารถใชกรดอินทรียขนาดใหญ หรือสารอินทรีย
อ่ืนๆในการสรางกรดอะซิติก คารบอนไดออกไซดและไฮโดรเจนไดดังรูปที่ 2.5 โดยปฏิกิริยาการ
สรางไฮโดรเจนจากกรดอินทรียขนาดใหญนี่จะ เรียกวาไฮโดรจีโนเจนเนซีส (Hydrogenesis) 
เนื่องจากแบคทีเรียที่สรางไฮโดรเจนมักสามารถสรางกรดอินทรียได แตแบคทีเรียที่สรางกรด
อินทรียไมสามารถสรางไฮโดรเจนไดจึงถือวาแบคทีเรียสรางไฮโดรเจนเปนชนิดหนึ่งของแบคทีเรีย
สรางกรด  โดยแบคทีเรียทั้งสองชนิดนี้อาจรวมเรียกไดวา  เปนแบคทีเ รียท่ีไมสรางมี เทน           
(Non-Methanogenic Bacteria) และยังมีแบคทีเรียอีกชนิดหนึ่งสามารถยอยสลายไฮโดรเจน 
คารบอนไดออกไซด กรดฟอรมิก และกรดอะซิติก เพื่อใชในการสรางมีเทน แบคทีเรียชนิดหลังนี้
เรียกวา แบคทีเรียสรางมีเทน (Methanogenic Bacteria)  
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2.7.2 แบคทีเรียในกระบวนการแบบไรออกซิเจน 
 2.7.2.1 แบคทีเรียที่ไมสรางมีเทน 

         แบคทีเรียประเภทนี้จะประกอบไปดวยเซลลที่ไมตองการออกซิเจนอยาง
เด็ดขาด (Obligate Anaerobes) และพวกที่ใชออกซิเจนไดบาง (Facultative Bacteria) แตพบวา
แบคทีเรียที่ไมตองการออกซิเจนอยางเด็ดขาดจะมีจํานวนมากกวาแบคทีเรียที่ใชออกซิเจนไดบาง
มากกวาหลายสิบเทา เนื่องจากการเมตาบอลิซึมของแบคทีเรียชนิดที่ไมสรางมีเทนมีไดหลายแบบ 
 ในปจจุบันพบวา แบคทีเรียชนิดที่ไมสรางมีเทนที่สามารถสรางไฮโดรเจนได
จากกรดอินทรียขนาดใหญ จะมีบทบาทที่สําคัญในการเชื่อมตอปฏิกิริยาระหวางแบคทีเรียที่สราง
กรดแบบธรรมดาและแบคทีเรียที่สรางมีเทน ทั้งนี้ เนื่องจากปฏิกิริยาที่สรางมีเทนสามารถสรางกรด    
อะซิติกไดจากสารอินทรียชนิดอ่ืนไดดวย เชน ปฏิกิริยาฟอสฟอโรคลาสติค (Phosphoroclastic) 
นักวิจัยพบวาไฮโดรเจนที่ถูกสรางขึ้นหากสะสมตัวอยูในถังปฏิกิริยาจะเปนพิษตอแบคทีเรียที่สราง
ไฮโดรเจนขึ้นมา แตไฮโดรเจนจะถูกแบคทีเรียที่สรางมีเทนใชในการรีดิวซคารบอนไดออกไซด   
ใหกลายเปนมีเทน ลักษณะการดํารงชีวิตของแบคทีเรียสองชนิดดังกลาว คือการที่แบคทีเรียที่ไม
สรางมีเทนมอบกรดอะซิติก และสารอินทรียยอยงายใหเปนสารอาหารแบคทีเรียที่สรางมีเทน           
โดยแบคทีเรียสรางมีเทนชวยทําลายไฮโดรเจนที่เปนพิษใหกับแบคทีเรียที่ไมสรางมีเทน เรียกวา 
Syntrophic growth 

สารอินทรียไมละลายนํ้าและสารอินทรียที่

สารอินทรียอยางงาย 

กรดฟอรมิก 

กรดอะซิติก 

กรดไขมันอื่นๆ กาซไฮโดรเจน 

ปฏิกิริยาไฮโดรไลซีส ตองการเอนไซมที่อยูภายนอกเซลล 
(เอ็กโซเซลลูลาร เอนไซม) 

มีเทนและ
คารบอนไดออกไซด 

ตองมีแบคทีเรียสรางกรด เอซิดโดเจนเนซีส 

เมธาโนเจนเนซิส +คารบอนไดออกไซด 

แบคทีเรียสรางมีเทน 

โดยใชไฮโดรเจน 

แบคทีเรียสรางมีเทน 

โดยใชอะซิติก 

ไฮโดรเจนเนซิส 

รูปที่ 2.5 ลักษณะที่เปนขั้นตอนของปฏิกิริยาไรออกซิเจน (มั่นสิน ตณัฑุลเวศม, 2542) 
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  2.7.2.2 แบคทีเรียสรางมีเทน 
           แบคทีเรียชนิดนี้เจริญไดชามาก และยังเปนเซลลที่เลือกชนิดของสารอาหาร 

รวมทั้งบอบบางตอสภาวะแวดลอมมาก เชน ไมอาจทนตอออกซิเจนไดแมมีปริมาณเพียงเล็กนอย 
หรือไมอาจเจริญไดดีเมื่ออยูภายนอกชวงพีเอชระหวาง 6.8-7.2 เปนตน การที่แบคทีเรียชนิดนี้
ตองการสารอาหารที่จําเพาะเจาะจงมาก ทําใหมีสารอินทรียตกคางอยูในถังปฏิกิริยาจํานวนมาก 
สงผลใหระบบไรออกซิเจนไมสามารถลดซีโอดีของน้ําเสียใหเหลือต่ําเทากับระบบใชออกซิเจนได   
 

2.8 ขั้นตอนของปฏิกิริยาชีวเคมีของการยอยสลายแบบไรออกซิเจน 
 

 ขั้นตอนของปฏิกิริยาชีวเคมทีี่ใชในการยอยสารอินทรียโดยกระบวนการไรออกซิเจน
สามารถแบงออกไดเปน 4 ขั้นตอน ดังนี ้
 ขั้นตอนที่ 1 ไฮโดรไลซีส (Hydrolysis) 
 ขั้นตอนที่ 2 การสรางกรด (Acidogenesis) 
 ขั้นตอนที่ 3 การสรางอะซิเตท (Acetogenesis) 
 ขั้นตอนที่ 4 การสรางมีเทน (Methanogenesis) 
 โดยข้ันตอนของปฏิกิริยาชีวเคมีในการยอยสลายของกระบวนการไรออกซิเจนทั้ง 4 
ขั้นตอน ตองอาศัยจุลินทรีย 3 กลุมไดแก แบคทีเรียสรางกรด แบคทีเรียสรางอะซิเตท และแบคทีเรีย
สรางมีเทนดังแสดงขั้นตอนการทํางานโดยสรุปในรูปที่ 2.6 
 

ขั้นตอนที่ 1 ไฮโดรไลซีส (Hydrolysis) 
 ขั้นตอนนี้ เปนการยอยสลายสารประกอบโมเลกุลขนาดใหญ  เชน 
คารโบไฮเดรต โปรตีน และไขมัน ใหกลายเปนสารประกอบที่มีโมเลกุลขนาดเล็กลง เชน น้ําตาล 
กรดอะมิโน และกรดไขมันชนิดยาว ตามลําดับ ซ่ึงขั้นตอนนี้เกิดขึ้นภายนอกเซลลจุลินทรียจําพวก
สรางกรด โดยอาศัยเอนไซมที่จุลินทรียชนิดดังกลาวปลอยออกมาใชในการยอยสลาย 
  การยอยสลายในขั้นตอนนี้จะเกิดคอนขางชา เพราะขึ้นอยูกับปจจัยหลาย
ประการ เชน คาพีเอช ระยะเวลากักเซลล และอัตราสวนของพื้นที่ผิวสัมผัสตอปริมาตรของ
สารอินทรีย โดยถาสารอินทรียชนิดนั้นมีอัตราสวนพื้นที่ผิวสัมผัสตอปริมาตรต่ํา จะตองใช
ระยะเวลาในการยอยสลายนานกวาจะไดสารอินทรียที่มีโมเลกุลขนาดเล็ก ดังนั้นในการยอยสลาย
แปง โปรตีน และเซลลูโลส จะตองใชระยะเวลาแตกตางกันไป อันเนื่องมาจากเหตุผลดังกลาว 
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รูปที่ 2.6 แสดงขั้นตอนการยอยสลายสารอินทรียในน้ําเสียโดยกระบวนการบําบัดแบบไมใช 
ออกซิเจน (Sam-soon และคณะ, 1987 อางถึงในภูคํา พิมจักร, 2546) 

 

ขั้นตอนที่ 2 การสรางกรด (Acidogenesis) 
 ในขั้นตอนนี้ผลผลิตของขั้นตอนที่ 1 จะถูกแบคทีเรียสรางกรดดูดซึมเขาไป
ภายในเซลล เพื่อใชเปนอาหารและถูกเปล่ียนเปนกรดไขมันระเหย เชน อะซิติก โพรไพโอนิก และ         
บิวไทริก เปนตน และผลิตไฮโดรเจนกับคารบอนไดออกไซดออกมาดวยกระบวนการทางชีวเคมีที่
เกิดขึ้นในระหวางการยอยสลายสารประกอบโมเลกุลเล็กและชนิดของผลผลิตที่ไดขึ้นอยูกับปจจัย 2 
ประการ คือ ชนิดของสารอาหาร และความดันพารเชียลของไฮโดรเจน ตัวอยางเชน กรดไขมันชนิด
ยอยยากจะถูกยอยสลายกลายเปนกรดอะซิติกและไฮโดรเจนภายใตสภาวะความดันพารเชียลของ
ไฮโดรเจนต่ํา แตกรดไขมันชนิดดังกลาวจะถูกยอยสลายกลายเปนกรดโพรไพโอนิก และ            
กรดบิวไทริกที่สภาวะความดันพารเชียลของไฮโดรเจนมีคาสูง ในขณะที่น้ําตาลจะถูกยอยสลาย

         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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กลายเปนกรดอะซิติก ไฮโดรเจน  และคารบอนไดออกไซด โดยผานขั้นตอนไกลโคไรซีส 
(Glycolysis) ที่ภายใตสภาวะความดันพารเชียลของไฮโดรเจนมีคาต่ํา แตน้ําตาลชนิดดังกลาวจะถูก
ย อยสลายกลาย เปนกรดอะซิติ ก  กรดโพรไพโอนิก  กรดบิ วไทริ ก  ไฮโดร เจน  และ
คารบอนไดออกไซดที่ภายใตสภาวะความดันพารเชียลของไฮโดรเจนมีคาสูง ดังรูปที่ 2.7 

 
 

ขั้นตอนที่ 3 การสรางอะซิเตท (Acetogenesis) 
 ในขั้นตอนนี้ แบคทีเรียสรางอะซิเตทจะมีบทบาทสําคัญในการเปนตัวเช่ือม
ระหวางขั้นตอนการสรางกรดและขั้นตอนการสรางมีเทน การผลิตมีเทนโดยแบคทีเรียสรางมีเทน
นั้นตองการสารอาหารที่มีความจําเพาะเจาะจงมาก ไดแก กรดอะซิติก กรดฟอรมิก ไฮโดรเจน     
เมธานอล และเมทธีลามีน โดยกรดไขมันระเหยที่มีคารบอนมากกวา 2 อะตอม ไมอาจใชเปน
สารอาหารในการผลิตมีเทนได แบคทีเรียสรางอะซิเตทมีความสามารถในการยอยสลายกรดไขมัน
ระเหยที่มีคารบอนมากกวา 2 อะตอมใหกลายเปนกรดอะซิติก คารบอนไดออกไซดและไฮโดรเจน 
 ขั้นตอนที่ 3 นี้จะเกิดขึ้นไดเฉพาะสภาวะที่มีความดันพารเชียลของไฮโดรเจน
มีคาต่ําเทานั้น กรดไขมันระเหยจะไมสามารถถูกยอยสลายกลายเปนกรดอะซิติกภายใตสภาวะที่มี
ความดันพารเชียลของไฮโดรเจนมีคาสูงได 
 

ขั้นตอนที่ 4 การสรางมีเทน (Methanogensis) 
 ในขั้นตอนนี้ กรดอะซิติกและไฮโดรเจนจะถูกแบคทีเรียใชสรางกาซมีเทน
ภายใตสภาวะไรออกซิเจนอยางเด็ดขาด โดยสมการที่เกิดขึ้นสามารถแสดงไดดังนี้ 
 

รูปที่ 2.7 ปฏิกิริยาสรางกรดไขมันระเหยใตสภาวะที่ความดันพารเชียลของไฮโดรเจนสูงและต่ํา 
(มั่นสิน ตัณฑุลเวศม, 2542) 
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CH3COOH + H2O → CH4 + H2CO3  

4H2 + H2CO3 → CH4 + 3H2O 
 

 กรดอินทรียระเหยที่มีคารบอนมากกวา 2 อะตอม ไมสามารถูกเปลี่ยนเปน
มีเทนไดโดยตรงแบคทีเรียจะตองเปลี่ยนกรดอินทรียระเหยตางๆใหเปนกรดอะซิติกหรือไฮโดรเจน
เสียกอนจึงจะใชผลิตมีเทนได นอกจากกรดอะซิติกและไฮโดรเจนแลวแบคทีเรียอาจใชสับสเตรต 
อยางงายอีกเพียงไมกี่ชนิดในการผลิตมีเทน เชน เมธานอล และกรดฟอรมิก ดังสมการ 

 

4CH3OH  → 3CH4 + CO2 + 2 H2O 

CHOOH  → CH4 + 3CO2 + 2 H2O 
 

 แบคทีเรียสรางมีเทนแบงไดเปน 3 ชนิดดังนี้ 
 - Obligate Acetoclastic Methanogen แบคทีเรียกลุมนี้จะสามารถบริโภค
กรดอะซิติกไดเพียงอยางเดยีวโดยใชเปนแหลงพลังงาน  

 

 CH3COOH + H2O → CH4 + H2CO3 
 

 - Obligate Hydrogenotrophic Methanogen (H2 Utilizer)เปนแบคทีเรียที่
สามารถผลิตมีเทนไดจากไฮโดรเจนเพียงอยางเดียวในกรณีนี้ไฮโดรเจนเปนแหลงพลังงานและมี
คารบอนไดออกไซดเปนแหลงคารบอน 

 

 4H2 + H2CO3 → CH4 + 3H2O 
 

 - Hydrogenotrophic Acetoclastic Methanogen เปนแบคทีเรียที่สามารถสราง
มีเทนไดจากกรดอะซิติก หรือไฮโดรเจน แตชอบไฮโดรเจนมากกวา 
 

2.9 หลักการทํางานของระบบยูเอเอสบี 
 

ระบบยูเอเอสบีถูกพัฒนาขึ้นโดย Lettinga และคณะ ในชวงปลายทศวรรษที่ 70  ซ่ึงเปน
ระบบที่อาศัยตะกอนจุลินทรียแบบแขวนลอย โดยภายหลังการดําเนินการไดระยะหนึ่งจะเกิด
ตะกอนจุลชีพที่มีลักษณะการเกาะตัวเปนเม็ด ขนาดเสนผานศูนยกลางประมาณ 1-2 มิลลิเมตร      
ขึ้นภายในถังปฏิกิริยา ซ่ึงมีคุณสมบัติในการตกตะกอนไดดีมาก ทําใหระบบนี้มีประสิทธิภาพใน
การบําบัดบีโอดีไดสูงมาก เมื่อเปรียบเทียบกับระบบบําบัดแบบแอนแอโรบิกอ่ืนๆ  
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2.9.1 ลักษณะและการทํางานของระบบยูเอเอสบี 
         ระบบยูเอเอสบีเปนระบบบําบัดน้ําเสียที่มีทิศทางการไหลของน้ําเสียจากดานลางขึ้น

ดานบนโดยไมใชตัวกลาง แตแบคทีเรียจะถูกเลี้ยงใหจับตัวเปนเม็ดขนาดใหญจนกระทั่งมีน้ําหนัก
มากและสามารถตกตะกอนไดดี น้ําเสียที่ไหลเขาถังปฏิกิริยาจะทําใหเม็ดแบคทีเรียลอยตัวอยูแบบ
ช้ันสลัดจที่ไมจมลงกนถัง ลักษณะโดยทั่วไปของถังปฏิกรณยูเอเอสบีจะเปนรูปสี่เหล่ียมหรือ
ทรงกระบอกก็ได ซ่ึงแบงออกเปน 2 สวนดังแสดงในรูปที่ 2.8  

 

- สวนแรกเปนถังปฏิกิริยาและระบบปอนน้าํเสีย (Feed inlet system) อยูดานลางของถัง 
- สวนที่สองเปนสวนแยกน้าํ, กาซและตะกอนแขวนลอย อยูดานบนของถัง 
 

   ในการทํางานของระบบยูเอเอสบี จะมีการเติมเชื้อแบคทีเรียเขาสูถังปฏิกิริยาจากนั้นทําให
เกิดสภาวะที่เหมาะสม เพื่อใหเกิดชั้นตะกอนจุลินทรียที่มีความหนาแนนและรวมตัวเปนเม็ดหรือ
เกล็ด (Granular or pellet) ทําใหมีความเร็วในการจมตัวสูกนถังปฏิกิริยาสูง รวมเปนชั้นของตะกอน
นอน (Sludge bed) สวนกลุมที่มีความหนาแนนต่ําและมีความเร็วในการจมตัวต่ํากวาจะลอยอยูเปน
ช้ันของตะกอนแขวนลอย (Sludge blanket) 

 

 
 เมื่อน้ําเสียถูกปอนเขาสูดานลางของถังปฏิกิริยา จุลินทรียก็จะยอยสลายสารอินทรียในน้ํา
เสียทําใหเกิดเซลลและกาซขึ้น โดยกาซที่เกิดขึ้นสวนใหญจะเปนกาซมีเทน ซ่ึงความเร็วของน้ําเสีย
ที่ปอนเขาสูระบบจะทําใหตะกอนจุลินทรียลอยข้ึนสูดานบน ทําใหเกิดการสัมผัสกันระหวางน้ําเสีย

Influent 

Sludge 

GSS 

Effluen

Gas 

รูปที่ 2.8 แสดงลักษณะทั่วไปของถังปฏิกรณยูเอเอสบี (พีรพงษ ทิพยากร, 2530) 
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กับตะกอนแขวนลอยทําใหเกิดการยอยสลายสารอินทรีย เมื่อน้ําเสียเคล่ือนที่จนถึงสวนบนของถัง
ซ่ึงมีอุปกรณแยกกาซ น้ําเสียและตะกอนแขวนลอย ตะกอนจุลินทรียจะตกลงสูกนถังปฏิกิริยา      
เมื่อน้ําเสียที่ผานการบําบัดแลวจะไหลออกทางดานขางของถัง สวนกาซที่เกิดขึ้นจะถูกแยกออกไป
ทางดานบนของถัง 
 จะเห็นไดวาปจจัยสําคัญของระบบยูเอเอสบีคือ การเลี้ยงจุลินทรียใหเกาะเปนเกล็ดหรือ
เม็ด ซ่ึงมีความหนาแนนและมีน้ําหนักมากเพื่อที่จะตกตะกอนไดดี โดยหากจุลินทรียไมมีการ
รวมตัวเปนเม็ดหรือเกล็ดจะทําใหเกิดการหลุดออก (Wash out) ของตะกอนจุลินทรียไดเปนผลให
ประสิทธิภาพของระบบลดลงหรืออาจลมเหลว นอกจากนี้การปองกันน้ําเสียเขาระบบไมใหไหล
เปนชอง (Channeling) ก็เปนสิ่งสําคัญ เนื่องจากจะมีผลทําใหประสิทธิภาพในการบําบัดสารอินทรีย
ของระบบลดลงได 
 

 2.9.2 ขอดีและขอเสียของระบบยูเอเอบี 
           สามารถแสดงโดยสรุปไดดังตารางที่ 2.2  
 

ตารางที่ 2.2 แสดงการเปรียบเทียบขอดีและขอเสียของระบบยูเอเอสบี (จิระศักดิ์ เงินทวีคูณ, 2541) 
 

ขอด ี ขอเสีย 
 1. ตะกอนจุลินทรียสามารถแยกออกจากน้ําเสียไดงาย 
 2.ไมตองใชสารตัวกลาง ทําใหคาใชจายลดลง 
 3. ตองการธาตุอาหารเสริมนอยมาก 
 4. เกิดตะกอนจุลินทรียนอย 
 5. สามารถเก็บรักษาตะกอนจุลินทรียในอุณหภูมิตํ่า
กวา 20 องศาเซลเซียส ไดถึง 1 ป จึงเปนระบบที่
สามารถใชกับแหลงผลิตที่มีน้ําเสียเปนชวงๆ ได 
 6. มีความตองการพลังงานต่ําเนื่องจากไมมีการเติม
อากาศ 
 7. ผลผลิตที่ไดคือกาซชีวภาพ (มีเทน) สามารถ
นําไปใชเปนเชื้อเพลิงได 
 8. สามารถรับภาระบรรทุกอินทรียไดสูง 

 1. ตองใชเวลาในการเริ่มตนเดินระบบคอนขางนาน 
 2. ตองการระบบบําบัดน้ําเสียท่ีตอเนื่องเพื่อลดความ
เขมขนของสารอินทรียใหไดตามมาตรฐาน 
 3. ตองเล้ียงจุลินทรียใหจับตัวเปนเม็ด มิฉะนั้นจะดอย
ประสิทธิภาพ 
 4. ตองมีอัตราการผลิตกาซชีวภาพที่เหมาะสมเพื่อชวย
ในการกวน 
 5. ตองพยายามรักษาตะกอนจุลินทรียในระบบให
เหมาะสม และควบคุมการถูกลางออก เน่ืองจากตะกอน   
จุลินทรียมีความออนไหวตอการเปลี่ยนแปลง เชน 
สารพิษ สารยับยั้งการเจริญเติบโต 
 6.แบคทีเรียโดยเฉพาะพวกผลิตมีเทนจะเจริญเติบโต
ไดดีในชวงสภาวะที่เหมาะสมแคบ เชน พีเอช ประมาณ 
6.8-7.2 
 7. เม่ือสูญเสียตะกอนจุลินทรียออกจากระบบทําให 
อัตราการรับสารอินทรียไมสูงขึ้น 
 8. ยังมีขอมูลและประสบการณในการเดินระบบนอย 
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2.9.3 กระบวนการเกิดเม็ดตะกอนจุลินทรียลักษณะเม็ด (Granulation) 
          Hulshoff และคณะ (1983) (อางถึงในพีรดนย หมั่นภักดี, 2546) ไดศึกษาการเกิดเม็ด

ตะกอนจุลินทรีย โดยสังเกตจากพฤติกรรมในการคงอยูหรือการหลุดออกของตะกอนจุลินทรียและ
ไดกลาวถึงขั้นตอนการเกิดเม็ดตะกอนจุลินทรียไว 3 ขั้นตอนดังนี้ 

 

         ขั้นตอนที่ 1 (อัตราภาระบรรทุกสารอินทรีย < 2 กก.ซีโอดี/ลบ.ม.-วัน) 
          ในขั้นตอนนี้เปนขั้นตอนเริ่มตนโดยเมื่อปอนน้ําเสียเขาสูถังยูเอเอสบีแลว ช้ันตะกอน

ดานลางจะเกิดการขยายตัว  เนื่องจากน้ํา เสียที่ปอนเขาไปรวมทั้งจุ ลินทรียจําพวกเสนใย 
(Filamentous organisms) ที่มีอยูในถังจะทําใหตะกอนจุลินทรียจมตัวไดนอยลง 

 

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

บรรทุกอินทรียทําใหเกิดการผลิตกาซมากขึ้นจึงมีการหลุดออกของตะกอนจุลินทรียที่มีขนาดเล็กๆ
ออกนอกถัง สวนตะกอนจุลินทรียที่มีขนาดใหญและหนักจะสามารถคงอยูในถังตอไปได  ซ่ึงเปน
การคัดเลือกของระบบที่มีการสรางจุลินทรียและมีการรวมตัวกันของตะกอนจุลินทรีย ทําใหมี
ลักษณะเปนเม็ดตะกอนจมอยูในสวนลางของถัง ในขั้นตอนนี้ขนาดของเม็ดตะกอนจุลินทรียจะมี
ขนาดใหญขึ้น(อาจมีขนาดใหญถึง 5 มิลลิเมตร) 

 

          ขั้นตอนที่ 3 (อัตราภาระบรรทุกสารอินทรีย > 3-5 กก.ซีโอดี/ลบ.ม.-วัน) 
           ขั้นตอนนี้เปนขั้นตอนที่อัตราการเกิดเม็ดตะกอนจุลินทรียมีมากกวาการหลุดออก

นอกถังของตะกอนจุลินทรีย ซ่ึงเมื่อหลังจากระบบไดผานขั้นตอนนี้แลวระบบจะสามารถรับภาระ
บรรทุกอินทรียไดมากขึ้นจนถึงคาสูงสุดที่ระบบจะรับได  ซ่ึงจากการทดลองที่ผานมาระบบอาจรับ
ไดสูงถึง 50 กก.ซีโอดี/ลบ.ม.-วัน  

 

           ลักษณะการเกิดเม็ดตะกอนจุลินทรียทั้ง 3 ขั้นตอน สามารถแสดงไดดังรูปที่ 2.9 โดย
ใชเสนกราฟความเขมขนของตะกอนจุลินทรีย (gSS/l) ตามความสูงของถังแสดงถึงขั้นตอนทั้งสาม
ดังกลาว 
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2.9.4 โครงสรางของแบคทีเรียในเม็ดตะกอนจุลินทรีย 

            MacLeod และคณะ (1990) และ Guiot และคณะ (1992) กลาววาโครงสรางภายใน
ของเม็ดตะกอนจุลินทรียสามารถแบงออกเปน 3 ช้ัน ดังรูปที่ 2.10 โดย 
           ช้ันนอก จะประกอบดวยจุลินทรียหลายกลุมที่อยูในรูปแบบ ทอน(Rods) ทรงกลม 
(Cocci) และแบบเสนใย (Filamentous) ซ่ึงจัดเปนกลุมคือ Hydrogenic acidogens Sulphate reducers 
และ Hydrogen utilising methanogens 
            ช้ันกลาง ประกอบดวยกลุมจุลินทรียประเภท Hydrogenic acidogens และ Hydrogen 
utilising methanogen 

           ช้ันใน ประกอบดวยจุลินทรียประเภท methanogens เปนสวนใหญ 
 

 

รูปที่ 2.9 แสดงการเพิ่มขึ้นของปริมาณตะกอนจุลินทรียและอัตราภาระบรรทุกอินทรียระหวางขั้นตอนการเกิด
ตะกอนจุลินทรียในถังยูเอเอสบี (Hulshoff และคณะ, 1983) 

รูปที่ 2.10 แสดงรูปแบบโครงสรางของเม็ดตะกอนจุลินทรีย (Guiot และคณะ, 1992) 
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2.9.5 กระบวนการรวมตัวเปนเม็ดตะกอนจุลินทรีย 
           Yu และคณะ (2000) (อางถึงในพีรดนย หมั่นภักดี, 2546) ไดเสนอรูปแบบการเกิด
ตะกอนเม็ดซึ่งแบงออกเปน 4 ขั้นตอน ดังรูปที่ 2.11 ไดแก 
 

           ขั้นตอนที่ 1 เกิดจากการเคลื่อนที่ของแบคทีเรียทําใหมีการชนกันระหวางแบคทีเรีย
กับแบคทีเรีย หรือแบคทีเรียกับอนุภาคตางๆ (Nuclei) ซ่ึงจะเกี่ยวของกับแรงที่ทําใหเกิดการเคลื่อนที่
มาสัมผัสกัน ไดแก แรงดันของน้ํา (Hydrodrnamic Force) แรงจากการแพร (Diffusion Force) การ
เคล่ือนที่แบบตางๆของเซลลแบคทีเรียเอง (Cell Mobility) หรือการเคลื่อนที่เนื่องจากแรงโนมถวง
ของโลก (Gravity Force) 
           ขั้นตอนที่ 2 เมื่อเซลลแบคทีเรียเคล่ือนที่มาสัมผัสกันจะเกิดแรงดึงดูดระหวางกันทํา
ใหมีการดูดติดผิว ซ่ึงอาจเปนระหวางแบคทีเรียกับแบคทีเรียก็ไดหรือแบคทีเรียกับอนุภาคตางๆ 
โดยแรงดึงดูดนี้อาจเปนแรงทางกายภาพ ทางเคมี หรือทางชีวภาพ 
 

           ขั้นตอนที่ 3 เกิดการรวมตัวกันเปนกลุมกอนที่ใหญขึ้นของกลุมจุลินทรียและพรอมที่
จะเจริญเติบโตเต็มที่ โดยจุลินทรียบางชนิดอาจมีการผลิตสารพวกโพลิเมอรออกมาทําใหเกิดการจับ
ตัวกันไดดีขึ้น และมีลักษณะที่เปนเสนใยของจุลินทรียบางชนิดจะชวยในการรวมตัวเปนกลุมกอน
ไดงาย 
 

          ขั้นตอนที่ 4 เปนชวงที่เขาสูสภาวะคงที่ (Steady State) โดยแบคทีเรียจะมีการ
เจริญเติบโตเต็มที่เปนเม็ดตะกอนจุลินทรียที่สมบูรณ   
 

2.9.6 ปจจัยที่มีผลตอการเกิดเม็ดตะกอนจุลินทรีย 
         Hulshoff และคณะ (1982) กลาวถึงปจจัยที่มีผลตอการเกิดเม็ดตะกอนจุลินทรียวา

ขึ้นอยูกับเงื่อนไขของสภาพแวดลอม ซ่ึงไดแก 
 

         สารอาหาร  ซ่ึ งตองอยู ในรูปที่ แบคที เ รียสามารถนําไปใชไดอย างรวดเร็ว 
(Bioavailability) 
 

         อุณหภูมิ โดยอุณหภูมิที่สูงขึ้นจะทําใหแบคทีเรียทํางานไดดีขึ้น 
 

         คาพีเอช ชวงคาพีเอชที่เหมาะสมตอการทํางานของระบบคือ พีเอชที่ 6.5-7.8 
         ชนิดและองคประกอบของน้ําเสีย สารอินทรียที่สามารถยอยสลายไดทางชีวภาพ 

สารอินทรียและอนินทรียที่ไมสามารถยอยสลายไดทางชีวภาพ อิออนบวก และสารพิษซึ่งจะยับยั้ง
การทํางานของแบคทีเรีย 
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2.10 ปจจัยท่ีมีผลตอการทํางานของระบบยูเอเอสบี 
 

2.10.1 อุณหภูมิ 
            ระบบยเูอเอสบีสามารถแบงชวงการทํางานในชวงอุณหภูมิที่เหมาะสมสําหรับการ
เจริญเติบโตของแบคทีเรียได 3 ชวงคือ  

        - ชวงการทํางานของเทอรโมฟลิค (Thermophilic) มีอุณหภูมิประมาณ 50-65 °ซ  
        - ชวงการทํางานของมีโซฟลิค (Mesophilic) มีอุณหภูมิประมาณ 20-45 °ซ 
        - ชวงการทํางานของไซโคฟลิค (Phychrophilic) มีอุณหภูมิประมาณ 20 °ซ 
 

(ข) แสดงตัวอยางรูปแบบของการเกิดตะกอนเม็ด (Polymer or filament bonding model) 

      (EI-Mamouni และคณะ, 1998) 

รูปที่ 2.11 แสดงตัวอยางของการเกิดเมด็ตะกอนจุลินทรีย 

(ก) แสดงตัวอยางรูปแบบของการเกิดตะกอนเม็ด (Inert Nuclie Model) (Lettinga และคณะ, 1980) 
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           ในการบําบัดน้ําเสียแบบไรออกซิเจน พบวาพวกเทอรโมฟลิคจะมีความไวตอการ
เปลี่ยนแปลงอุณหภูมิมากกวา สวนชวงไซโคฟลิคกาซมีเทนเกิดขึ้นนอยมาก และในสวนการยอย
สลายจะลดลงเมื่ออุณหภูมิลดต่ํากวา 20 °ซ ดังนั้นการรักษาอุณหภูมิใหสม่ําเสมอจึงมีความสําคัญ
มากกวาที่จะทําเกิดใหอุณหภูมิที่มีอัตราการยอยสลายสูงสุด 

 

2.10.2 พีเอช สภาพความเปนดาง และกรดไขมันระเหย 
             คาพีเอช สภาพความเปนดาง และกรดไขมันระเหย มีความสําคัญตอแบคทีเรียท่ี
ผลิตมีเทน ซ่ึงโดยทั่วไปมีความตองการพีเอชอยูในชวงประมาณ 6.8-7.2 โดยถาพีเอชนอยกวา 6.2 
ประสิทธิภาพของระบบจะลดลงอยางรวดเร็ว สวนแบคทีเรียชนิดสรางกรดมักสามารถปรับตัวได
ในชวงที่มีพีเอช กวางกวา คือประมาณ 5-8.5 ดังนั้นคาพีเอชจึงมีความสําคัญตอแบคทีเรียที่ผลิต
มีเทนมากกวา สําหรับกรดไขมันระเหยที่ผลิตโดยพวกแบคทีเรียสรางกรดปกติควรมีคาอยูในระบบ
ประมาณ 200-400 มก./ล. ในรูปของกรดอะซิติก โดยถาปริมาณกรดไขมันระเหยเพิ่มขึ้นอยาง
รวดเร็ว  จะเปนสัญญาณแสดงวาระบบเสียสมดุล  และพบวา เมื่อความเขมขนของกรด                  
โพรไพออนิกมาก กวา 1,000 มก./ล. จะแสดงความเปนพิษตอแบคทีเรียได สําหรับสภาพความเปน
ดางในรูปของไบคารบอเนต จะเปนตัวแสดงใหทราบถึงกําลังบัฟเฟอร (Buffer capacity) ของระบบ 
ถากําลังของบัฟเฟอรต่ําไมพอเพียง ปริมาณกรดที่เพิ่มขึ้นเพียงเล็กนอยจะทําใหคาพีเอชของระบบ
ลดลงอยางรวดเร็ว โดยทั่วไปในการบําบัดแบบไรออกซิเจนควรมีคาสภาพความเปนดางประมาณ 
2,000-5,000 มก./ล. และอัตราสวนความเขมขนของกรดไขมันระเหย (มก./ล.ในรูปกรดอะซิติก)   
ตอสภาพความเปนดางไบคารบอเนต (มก./ล.ในรูปแคลเซียมคารบอเนต) ซ่ึงเปนการแสดงคากําลัง
ของบัฟเฟอรทางหนึ่ง โดยถาอัตราสวนดังกลาวมีคานอยกวา 0.4 แสดงวามีกําลังของบัฟเฟอรสูง 
แตถาอัตราสวนดังกลาวมากกวา 0.8 แสดงวามีกําลังของบัฟเฟอรต่ํา อาจทําใหระบบมีประสิทธิภาพ
ลดลงได 
 สารเคมีที่ใชในการควบคุมพีเอชไดแก การเติมดางแกไบคารบอเนต หรือคารบอเนต
ใหแกระบบ ตัวอยางสารเคมีที่ใชเติมใหระบบเชน โซเดียมไบคารบอเนต (NaHCO3) ซ่ึงเปนสารที่
ละลายน้ําไดดี เปนการเติมไบคารบอเนตใหแกระบบโดยตรง แตราคามักจะสูงกวาสารอื่น 
 

2.10.3 สารอาหารเสริม 
             เนื่องจากการบําบัดดวยกระบวนการไรออกซิเจนจะมีเซลลจุลินทรียที่สรางขึ้นมา
นอยกวาแบบใชออกซิเจน ดังนั้นจึงตองการอาหารเสริม เชนไนโตรเจน และฟอสฟอรัสต่ํากวา  
โดย McCarty (1964) กลาววาจุลินทรียตองการปริมาณธาตุไนโตรเจน และฟอสฟอรัสในการยอย
สลายสารอินทรียในน้ําเสีย อยางนอยควรมีอัตราสวน BOD:N:P เทากับ 100:1.1:0.2 ในปจจุบัน
พบวาแบคทีเรียที่ผลิตมีเทนตองการธาตุบางอยางในปริมาณนอยแตขาดไมได มิฉะนั้นระบบจะไม
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อาจดําเนินไปอยางมีประสิทธิภาพได ธาตุดังกลาวไดแก เหล็ก โคบอลท นิเกิล และซัลเฟอร ในรูป
ซัลไฟด แตอยางไรก็ดีการเติมธาตุดังกลาวใหแบคทีเรียนําไปใชไดลําบาก เนื่องจากซัลไฟดสามารถ
ทําใหโลหะตางๆ ตกผลึกแยกออกจากน้ําได เชน เหล็กรวมกับซัลไฟดเปนผลึกที่ไมละลายน้ํา ทําให
แบคทีเรียไมสามารถนําไปใชได ปจจุบันอาจทําไดโดยการเติมสารสกัดจากยีสต (Yeast extract)
ใหแกระบบโดยตรง 
 

2.10.4 สารพิษ 
             น้ําเสียที่จะบําบัดดวยกระบวนการทางชีววิทยาไมควรมีสารพิษปนอยูเพราะจะไป
รบกวนการทํางานของแบคทีเรียในระบบ หรือยับยั้งการเจริญเติบโต โดยเฉพาะแบคทีเรียที่ผลิต
มีเทน โดยอาจทําใหระบบลมเหลวได ความรุนแรงของสารพิษยอมขึ้นกับชนิดและความเขมขน
ของสารนั้นๆ โดยสารที่เปนพิษตอระบบไดแก 
 

 พิษของอิออนบวกกับโลหะหนัก 
  อิออนบวกที่เปนพิษตอจุลินทรียในระบบบําบัดแบบไรออกซิเจนไดแก โซเดียม 
โปตัสเซียม แมกนีเซียม และแคลเซียม ดังตารางที่ 2.3 ซ่ึงแสดงคาความเขมขนของอิออนบวกที่
กระตุนและยับยั้งกระบวนการยอยสลายแบบไรออกซิเจน 
 

ตารางที่ 2.3 แสดงคาความเขมขนของอิออนบวกทีก่ระตุนและยับยั้งกระบวนการยอยสลายแบบ    
ไรออกซิเจน (McCarty, 1964 อางถึงในพีรพงษ ทิพยากร, 2530) 

 

ชนิดอิออนบวก ความเขมขน (มก./ล.) 
กระตุน 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 

 

สวนการยับยั้งจากโลหะหนักที่มีผลตอกระบวนการยอยสลายสารอินทรียแบบไรออกซิเจน 
(Mosey และ Hughes, 1975 อางถึงในพีรพงษ ทิพยากร, 2530) ศึกษาพบวา Cu2+ มีผลตอระบบ    
มากที่สุด ดังแสดงในตารางที่ 2.4  
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ตารางที่ 2.4 แสดงความเขมขนของโลหะหนักที่มีผลยับยั้ง 50% ของแบคทีเรียสรางมีเทน 
       (Mosey and Hughes, 1975 อางถึงในพรีพงษ ทิพยากร, 2530) 
 

โลหะหนัก ความเขมขน(มก./ล.) 
Fe2+ 1-10 

Zn2+ 10-4 

Cd2+ 10-7 

Cu+ 10-12 

Cu2+ 10-16 

 

 พิษของกรดไขมันระเหย 
            กรดไขมันระเหยถาถูกสรางมากเกินไป เชน ในสภาวะที่สารอินทรียหรืออาหารเขา
มามากแบคทีเรียที่ผลิตกรดจะผลิตกรดไขมันออกมามาก และหากพบวาระบบมีกําลังของบัฟเฟอร
ไมเพียงพอจะทําใหคาพีเอชของระบบลดลง สงผลตอการทํางานของแบคทีเรียที่สรางมีเทนได 
ตารางที่ 2.5 แสดงความเขมขนของกรดไขมันระเหยที่มีผลยับยั้ง 50% ของแบคทีเรียสรางมีเทน 
 

ตารางที่ 2.5 แสดงความเขมขนของกรดไขมันระเหยที่มผีลยับยั้ง50% ของแบคทีเรียสรางมีเทน
(Hulshoff-Pol, 1994 อางถึงใน 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 
 แอมโมเนียที่เกิดขึ้นในน้ําเสียของระบบไรออกซิเจน มาจากการยอยสลายพวก
สารประกอบโปรตีนโดยไนโตรเจนที่ปลอยออกมาจะอยูในรูปของแอมโมเนียมอิออน (NH+

4) และ
แอมโมเนีย (NH3) ดังสมการ 

NH+
4→ NH3 + H+ 
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โดยปริมาณของแอมโมเนียมอิออนนี้จะขึ้นอยูกับคาพีเอชคือ ที่พีเอชประมาณ 7 ความเขมขนของ
แอมโมเนียจะมีประมาณ 1 % ของแอมโมเนียทั้งหมด โดยจะมีความเขมขนของแอมโมเนียมอิออน 
99% แตถาคาพีเอชมีคาสูงขึ้น ปฏิกิริยาจะไปทางขวามากขึ้น คือทําใหเกิดแอมโมเนียมาก ซ่ึงเปน
พิษตอแบคทีเรียมากกวาแอมโมเนียมอิออน โดยความเขมขนของแอมโมเนียที่เปนพิษตอแบคทีเรีย
คือมากกวา 150 มก./ล. ในขณะที่แบคทีเรียสามารถทนความเขมขนของแอมโมเนียมอิออนไดสูงถึง 
3,000 มก./ล. ดังนั้นการรักษาพีเอชใหมีคาประมาณ 7 หรือต่ํากวา จะทําใหแอมโมเนียทั้งหมดอยูใน 
รูปแอมโมเนียมอิออน ซ่ึงเปนพิษตอระบบนอยกวา ตารางที่ 2.6 แสดงผลของความเขมขนของ
แอมโมเนียไนโตรเจนที่มีตอระบบไรออกซิเจน 
 

ตารางที่2.6 แสดงผลของความเขมขนของแอมโมเนียไนโตรเจนที่มีตอระบบไรออกซิเจน
(McCarty, 1964 อางถึงในพีรพงษ ทิพยากร, 2530) 

 

แอมโมเนียไนโตรเจน(มก./ล.) ผลตอระบบ 
50-200 ปริมาณพอเหมาะ 

200-1,000 ยังไมเกดิผลชัด 
1,500-3,000 เร่ิมยับยั้งเมื่อพเีอชสูง 

>3,000 เปนพิษโดยตรง 
 

2.11 การศึกษาความหลากหลายของประชากรจุลินทรียในระบบบําบัดน้ําเสียทางชีวภาพ  
 

ในการพัฒนาใหระบบบําบัดน้ําเสียทางชีวภาพมีประสิทธิภาพสูงขึ้น ความชัดเจนของ
ประชาคมจุลินทรียในระบบบําบัดน้ําเสียนั้นมีความสําคัญ และจําเปนตองอาศัยความรูทางดาน    
จุลชีววิทยามาชวยสนับสนุนใหเขาใจระบบอยางลึกซึ้ง ซ่ึงจากการพัฒนาเทคนิคทางชีววิทยาระดับ
โมเลกุลทําใหสามารถศึกษาความหลากหลายของจุลินทรียไดลึกถึงระดับยีน (Gene) ซ่ึงความ
หลากหลายของยีนหรือพันธุกรรมนั้นเปนผลมาจากวิวัฒนาการ โดยหลักการของการศึกษาความ
หลากหลายของจุลินทรียในธรรมชาติก็คือการวิเคราะหความแตกตางของลําดับเบสในสาย
พันธุกรรมของเซลล (DNA หรือ RNA) และจัดแบงความหลากหลายของประชากรออกมาเปนกลุม
ความแตกตาง (Pattern หรือ profile) หรืออาจเรียกวาเทคนิคการทําภาพพิมพดีเอ็นเอ (DNA 
fingerprint) ซ่ึงสามารถใชในการเปรียบเทียบองคประกอบประชาคมแบคทีเรียจากสิ่งแวดลอมตาม
ธรรมชาติ รวมทั้งการติดตามการเปลี่ยนแปลงจํานวนของแบคทีเรียไดอีกดวย  
 ในปจจุบันวิธีทางชีววิทยาระดับโมเลกุลที่นิยมใชในการศึกษาประชาคมแบคทีเรียก็คือ
เทคนิคการเพิ่มจํานวนยีนในชวงสายของ 16s rDNA ดวยวิธี PCR (Polymerase Chain Reaction) 
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และทําการวิเคราะหความแตกตางของยีนดวย DGGE (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis)
ซ่ึงรวมเรียกยอๆวาเทคนิค PCR-DGGE ซ่ึงตามหลักการของ Muyzer และ Smalla (1998) สามารถ
สรุปขั้นตอนไดดังตอไปนี้ 
 

2.11.1 การสกัดแยกกรดนิวคลีอิค (DNA หรือ RNA) ออกจากตัวอยาง 
            เปนการสกัดแยกกรดนิวคลิอิกรวมของจุลินทรียออกจากตะกอนตัวอยางที่นํามา

ทดลองโดยใชเอนไซมและหลักการแยกสารดวยไฟฟาบนอะกาโรสเจล (Agarose gel) 
2.11.2 การเพิ่มจํานวนยีน 16S rRNA ดวยเทคนิค PCR 
            การเพิ่มจํานวนยีนดวยเทคนิคนี้ ใชหลักการพื้นฐานในการสังเคราะหดีเอ็นเอสาย

ใหมจากสายดีเอ็นเอตนแบบดวยเอนไซมดีเอ็นเอโพลิเมอเรส (DNA polymerase) ซ่ึงสามารถ
สังเคราะหดีเอ็นเอไดคราวละ 2 สายพรอมกันไดโดยการใชไพรเมอร (Primer) 1 คู ซ่ึงปฏิกิริยาการ
เกิด PCR แบงออกเปน 3 ขั้นตอน ที่มีการหมุนเวียนตอเนื่องกันไปภายใตสภาวะที่เหมาะสมของแต
ละขั้นตอน ดังนี้ 

             ขั้นตอนที่ 1 Denaturing เปนการแยกสายดีเอ็นเอตนแบบจากสภาพสายคูให
กลายเปนดีเอ็นเอสายเดี่ยว ซ่ึงขั้นตอนนี้จะใชอุณหภูมิสูงประมาณ 92-95 °ซ 

             ขั้นตอนที่ 2 Annealing เปนขั้นตอนที่ลดอุณหภูมิลง เพื่อใหไพรเมอรเขาจับกับ        
ดีเอ็นเอตนแบบ ซ่ึงไพรเมอรเปนดีเอ็นเอสายสั้นๆประกอบดวยนิวคลิโอไทดจํานวน 14-30 เบส 
(Oligonuclcotide primer) และมีลําเบสเปนคูสมกับดีเอ็นเอตนแบบหรือ Template ในขั้นตอนนี้ตอง
ควบคุมอุณหภูมิใหลดต่ําลงจนใกลเคียงกับอุณหภูมิ ณ. จุดแยกตัว (melting themperature Tm) ของ
ไพรเมอร (โดยทั่วไปจะต่ํากวา Tm 1-2 องศาเซลเซียส) ซ่ึงจะอยูในชวง 37-60 องศาเซลเซียส โดย
ลําดับเบสที่จะถูกสังเคราะหขึ้นตอจากไพรเมอร จะถูกกําหนดโดยลําดับเบสบริเวณสายของดีเอ็นเอ
ที่ตองการเพิ่ม โดยไพรเมอรจะถูกเติมใหมีความเขมขนสูงกวาดีเอ็นเอตนแบบมาก ดังนั้นการจับกัน
ระหวางไพรเมอรกับดีเอ็เอตนแบบจึงมีโอกาสเกิดขึ้นมากกวาการจับคูกับ (Renature) ของดีเอ็นเอ
ตนแบบซึ่งเปนสายเดี่ยวดวยกันเอง 

          ขั้นตอนที่ 3 Extension เปนขั้นตอนการสังเคราะหดีเอ็นเอสายใหมตอจากสวนปลาย 
5’ ของไพรเมอรตามขอมูลบนดีเอ็นเอที่เปนตนแบบแตละสาย โดยอาศัยการทํางานของเอนไซม    
ดีเอ็นเอโพลีเมอเรสเปนตัวเรงปฏิกิริยา ผลจากปฏิกิริยาการสังเคราะหจะทําใหไดดีเอ็นเอสายใหม
ซ่ึงมีไพรเมอรเปนสวนประกอบอยูดวย ขั้นตอนนี้จะใชอุณหภูมิประมาณ 72-75 °ซ เพราะเปนชวงที่
อุณหภูมิทํางานไดดีที่สุด  

 จากขั้นตอนที่ 1 ถึง 3 นับเปนจํานวน PCR 1 รอบ (One cycle) และไดผลผลิตเปนดี
เอ็นเอสายใหมที่มีลําดับเบสเปนคูสมกับดีเอ็นเอตนแบบ โดยจะเพิ่มดีเอ็นเอขึ้นแบบทวีคูณ 
(Exponential) เมื่อเกิดปฏิกิริยาลูกโซจากขั้นที่ 1 ถึง 3 หมุนเวียนไปอีกหลายรอบก็จะเพิ่มปริมาณ    
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ดีเอ็นเอไดอีกมากมาย และถาทํากระบวนการนี้ 20 รอบก็จะสามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอไดไมนอย
กวา 100,000 เทา อยางไรก็ตามในทางปฏิบัติแลวผลผลิตทาง PCR ที่เกิดขึ้นจะต่ํากวาคาทางทฤษฎี 
เพราะเกิดการจับคูกันเองระหวางผลผลิตที่เกิดขึ้น และความเขมขนของเอนไซมดีเอ็นเอโพลีเมอเรส
ที่ลดลงระหวางการทํากระบวนการ PCR 

2.11.3 การวิเคราะหยีนจาก PCR โดยเทคนิคภาพพิมพพันธุกรรม 
            เทคนิค DGGE ไดถูกนํามาใชในการบงบอกถึงความหลากหลายของยีนใน

ประชากรแบคทีเรียตามความแตกตางของลําดับเบสบนชิ้นสวนดีเอ็นเอ โดยใชหลักการการ
เคล่ือนที่ของดีเอ็นเอสายคู (Double-stand DNA) ในตัวกลางสําหรับการแยกดวยกระแสไฟฟาที่เปน 
โพลีอะคริลาไมลเจล (polyacrylamide gel) ที่ถูกใหความรอนและมีการผสมดวยสารเคมีที่สามารถ
ทําลายพันธะในคูสายดีเอ็นเอ (DNA denaturant) ซ่ึงเปนสารผสมของยูเรีย (urea) และฟอรมาไมล 
(formamide) ที่ความเขมขนแตกตางกันจากนอยไปมาก (Denaturant gradient) เมื่อโมเลกุลดีเอ็นเอ 
ซ่ึงมีลําดับเบสตางกันวิ่งผานในเจล พันธะในโมเลกุลของดีเอ็นเอจะถูกทําลายดวยสารเคมีผสม    
ในรูปแบบที่แตกตางกัน โดยดีเอ็นเอที่มีความแข็งแรงของพันธะมากจะเสียสภาพไดเมื่อสัมผัสกับ
ยูเรียความเขมขนสูง ทําใหดีเอ็นเอแตละชิ้นมีการเคลื่อนที่บนเจลดวยอัตราเร็วที่แตกตางกัน ขึ้นอยู
กับความเขมขนของยูเรียที่มีความเขมขนเพิ่มขึ้นตามระยะทางบนเกรเดียนเจลดังรูปที่ 2.12 

 

 

รูปที่ 2.12 ไดอะแกรมแสดงการเคลื่อนที่ของดีเอ็นอที่มีลําดับเบสแตกตางกันบน 
                 โพลีอะคริลาไมลเจล 

                         DGGE mobility on DGGE  
                                     profiles             Sample 1   Sample 2    
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ตารางที่ 2.7 ตัวอยางของดีเอ็นเอไพรเมอรที่ใชสําหรับการวิเคราะหแบคทีเรียโดยวิธี  
PCR-DGGE (สุธาศินี อวมจันทร, 2546) 

 

Primer ใชสําหรับ 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 อาง
(ถึงโดย Ovreas 
และคณะ, 1997) 

Primer PRUN518r  
(5’-ATTACCGCGGCTGCTGG-3’) 

Universal,  
V3 region 

Muyzer และคณะ 
1993 (อางถึงโดย 
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 สามารถนํามาใชวิเคราะหองคประกอบชนิดหรือประชากร 
(Community) ของแบคทีเรียในธรรมชาติไดเปนอยางดี จึงมีการนําเทคนิค DGGE มาใชใน
การศึกษาความหลากหลายของจุลินทรียในระบบบําบัดน้ําเสียมากขึ้น ดังสรุปในตารางที่ 2.8 

 

ตารางที่ 2.8 ตัวอยางของงานวิจยัที่เกีย่วของกับความหลายหลากของแบคทีเรียในระบบแอโรบิก/ 
แอนอกซิกโดยวิธี PCR-DGGE (สุธาศินี อวมจันทร, 2546) 

สภาวะการศึกษา เทคนิคที่ใชใน
การวิเคราะห 

แบคทีเรียชนิดเดนที่พบ ที่มา 

Nitrifying granules ใน aerobic 
upflow fluidized bed (AUFB) 
reactor 

 Nitrosomonas-like bacteria Tsuneda และ
คณะ,2003 

ถังปฏิกรณไนตริฟเคชัน บําบัดน้ํา
เสียโรงงานสภาวะออกซิก            

ประเทศสวิตเซอรแลนด  

ใชเทคนิค FISH ใน
การวิเคราะห
แบคทีเรีย 

Nitrospira sp. 

Nitrosomonas communis 

Nitrosomonas oligotropha 

Nitrosomonas europaea 

Nitrosomonas eutropha 

Egli และคณะ, 
2003b 

Rotating biological contactor 
biofilm บําบัดน้ําเสียสังเคราะหที่
มีแอมโมเนียสูง  

ใชเทคนิค 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  

ใชการวิเคราะหทาง
ชีวเคมี 

Methanosaeta concilii 

Methanobacterium strain AZ 

Pol และคณะ, 
2004 

   (หมายเหตุ FISH = Fluorescence in situ Hybridization) 
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2.12 ทบทวนเอกสารและงานวิจัยท่ีเก่ียวของ 
 

         2.12.1 การศึกษาอัตราสวนซีโอดีตอไนเทรตในระบบบําบัดน้ําเสียแบบไรอากาศ 
 

             Akunna และคณะ (1992) ศึกษาการเกิดกระบวนการดีไนตริฟเคชันในการบําบัดแบบ
ไรอากาศ โดยศึกษาผลของอัตราสวนของ COD/N-NOxในน้ําเสีย พบวากระบวนการดีไนตริฟเคชัน
และ การสรางกาซมีเทนเกิดไดดีที่อัตราสวน COD/N-NOx ในชวง 8.86 – 53 สวนกระบวนการ

สรางกาซมีเทนจะเกิดได เพียงอยางเดียวที่ COD/N-NOx> 53 และเกิดกระบวนการดีไนตริฟเคชัน

เพียงอยางเดียวที่ COD/N-NOx< 8.86  
      Bilanovic และคณะ (1999) ศึกษาการเกิดปฏิกิริยาดีไนตริฟเคชันในสภาวะที่ไนเทรตมี

ความเขมขนสูง โดยใชเมธานอล, โซเดียมอะซิเตทและน้ําเสียจากระบบการหมักแบบไรอากาศ           
เปนแหลงคารบอนเพื่อทําการเปรียบเทียบกัน พบวาสามารถบําบัดไนเทรตได 0.486 กรัม NO3

--N/
กรัมVSS./วัน นอกจากนั้นการใชอะซิเตทและน้ําเสียจากการหมักแบบไรอากาศเปนแหลงคารบอน
จะไมเกิดสารประกอบไนไทรต 

 Ying และ Ming (2003) ศึกษาคา COD/Nitrate ที่เหมาะสมในการเกิดกระบวนการดีไน
ตริฟเคชัน พบวาการใชไนเทรตที่ความเขมขน 25, 50, 100, 200 มก./ล. จะประเมินคา C/N ได
เทากับ 5.5 ±0.2, 4.5 ± 0.2, 4±0.2 และ 2.6± 0.2 ตามลําดับ  
 Franco และคณะ (2006) ศึกษาการสรางเม็ดตะกอนโดยการใชภาระบรรทุกอินทรียสูง
ในระบบ USB ซ่ึงใชถังปฏิกรณขนาด 0.8 ลิตร จํานวน 3 ชุด ทดลองเปรียบเทียบกัน โดยแบง
สภาวะที่ทําการศึกษาออกเปน  ถังที่ 1 ทําการเดินระบบเปนจังหวะแบบที่มีการหมุนเวียนกลับน้ํา  
ถังที่ 2 ทําการเดินระบบแบบเปนจังหวะที่ไมมีการหมุนเวียนน้ํากลับ และถังที่ 3 ทําการเดินระบบ
แบบตอเนื่องตลอดเวลาไมมีการหมุน เวียนน้ํากลับ ซ่ึงใชโซเดียมไนเทรตและกลูโคสเปนแหลง
คารบอน โดยใชภาระบรรทุกอินทรียเทากับ 67.5 กก.-ซีโอดี/ลบ.-วัน และภาระบรรทุกไนเทรต
เทากับ 11.25 กก.ไนเทรตไนโตรเจน/ลบ.-วัน พบวาในถังที่ 3 เกิดการสะสมของแอมโมเนียและ  
ไนไทรต และเมื่อมีภาระบรรทุกสูงขึ้นจะเกิดการหลุดของตะกอนจุลินทรียในระบบ ถังที่ 1 เกิด
กระบวนการดีไนตริฟเคชันถึง 90 เปอรเซ็นต และมีไนไทรต ในน้ําทิ้งนอย  ถังที่ 2 สามารถกําจัด
ไนโตรเจนไดถึง 100 เปอรเซ็นต ซ่ึงเมื่อภาระบรรทุกอินทรียสูงขึ้นในถังที่ 3 จะเกิดการหลุดของ
ตะกอนจุลินทรียในระบบ ในขณะที่ถังที่ 1 และ 2 พบวาตะกอนเกิดการจับตัวกันเปนเม็ดขนาดเล็ก
และมีประสิทธิภาพการทํางานที่ดี 

 Ruiz และคณะ (2006) ศึกษาการประยุกตใชแบคทีเรียชนิดดีไนตริฟายอิง และเมธาโน
เจนนิกในการบําบัดน้ําเสียในระบบ USB เพื่อศึกษาผลกระทบของคา COD/N โดยกําหนดคา 
COD/N ออกเปน 0 1 5 10 และ 100 ตามลําดับ ผลการทดลองพบวาถาคา COD/N ต่ําจะเกิด            
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ดีไนตริฟายอิงเพิ่มขึ้น และถาคา COD/N สูงจะเกิดเมธาโนเจนนิกเพิ่มขึ้นตาม แตถาคา COD/N ที่ 5 
หรือนอยกวาจะทําใหตะกอนตกตะกอนไดนอยและประสิทธิภาพในการทํางานลดลง เนื่องจากมี
สลัดจหลุดออกจากระบบ ซ่ึงถาใชคา COD/N มากกวา 10 จะทําใหสลัดจตกตะกอนไดดี 

 

 2.12.2 การศึกษาความหลากหลายของประชากรจุลินทรียในระบบไรอากาศ 
 

  Yoshie และคณะ (2001) ศึกษาความหลากหลายของจุลินทรียในกระบวนการ                
ดีไนตริฟเคชันของน้ําเสียดวยเทคนิค PCR-DGGE  พบวาจุลินทรียที่ทําใหเกิดกระบวนการดีไนตริ
ฟเคชันคือ  γ-Proteobacteria และ Halomonadaceae  

        Keyser และคณะ (2005) ศึกษาลักษณะของเมธาโนเจนในระบบยูเอเอสบี 3 ชนิด ที่มี
แหลงคารบอนที่ตางกันคือ น้ําเสียจากโรงงานผลิตเบียร โรงงานผลิตเหลาองุน และโรงงานปลา
กระปอง โดยใชเทคนิค PCR-DGGE ในการวิเคราะห พบวาเมธาโนเจน ประกอบดวยแบคทีเรีย  
สายพันธุตางๆดังนี้ Methanosaeta concilii, Methanosaeta thermophila,Methanosarcina barkeri 
,Methanosarcina mazeii  และ Methanobacterium formicicum 
  Emiliano และคณะ (2006) ศึกษาความหลากหลายของจุลินทรียในตะกอนเม็ดจาก
ระบบยูเอเอสบีที่บําบัดน้ําเสียจากไวน ดวยเทคนิค  FISH และ PCR-DGGE พบวาจุลินทรีย คือ 
Firmicutes Nitrospira และ Deferribacteres 
  Nuria และคณะ (2007) ศึกษาความหลากของจุลินทรียในกระบวนการดีไนตริฟเคชัน
ของเม็ดตะกอนจุลินทรีย ดวยเทคนิค FISH และ PCR-DGGE พบจุลินทรียกลุม Actinobacteria, 
Firmicutes, Proteobacteria, Chloroflexi และ  Bacteroidete 
  Parkes และคณะ (2007) ศึกษาความหลากของแบคทีเรียในตะกอนดินทะเลของ 
Skagerrak (Denmark) โดยใชตะกอนดินที่ความลึก 0.25 0.99 1.39 1.86 2.43 2.99 และ 3.8 เมตร ใน
การศึกษาความหลากของแบคทีเรีย ดวยเทคนิค PCR-DGGE โดยทําการเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอใชชวง
สายของ 16S rRNA ซ่ึงพบกลุมแบคทีเรียคือ Gammaproteobacteria, Spirochaetes , Chloroflexi,  
Deltaproteobacteria, JS และ OP8 

 Jian และคณะ (2008) ศึกษาความหลากของแบคทีเรียในชั้นตะกอนดินของแมน้ํา 
Guanting Reservoir (China) ดวยเทคนิค PCR-DGGE โดยทําการเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอใชชวงสายของ 
16S rDNA ซ่ึงแยกตามความลึกของชั้นตะกอนดินพบกลุมแบคทีเรียคือ ความลึกที่ 5 และ 35 
เซนติเมตร พบแบคทีเรียกลุม Acidobacteria ในปริมาณนอย แตที่ความลึกที่ 69 เซนติเมตร จะพบ 
Acidobacteria และที่ความลึกที่ต่ํากวา 35 เซนติเมตร พบแบคทีเรียกลุม Nitrospirae  นอกจากนั้นที่
ระดับความลึกของชั้นตะกอนดินตางๆ ยังพบแบคทีเรียกลุมอ่ืนๆ คือ Actinobacteri, Bacteroidetes, 
Chloroflexi, Firmicute ,Gemmatimonadetes, Nitrospirae, Proteobacteria และ Verrucomicrobia 
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บทท่ี 3 
แผนการทดลองและการดําเนินการวิจัย 

 
3.1 แผนการทดลอง 
 

 งานวิจัยนี้ในชวงของการดําเนินการทดลองในถังปฏิกิริยาทําการทดลองที่หองปฏิบัติการ
ส่ิงแวดลอม ภาควิชาวิศวกรรมสิ่งแวดลอม มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีพระจอมเกลาธนบุรี โดยเปน
การศึกษาเปรียบเทียบกันระหวางถังปฏิกรณยูเอเอสบีจํานวน 3 ชุด ในการบําบัดน้ําเสียที่มีไนเทรต 
และในชวงหลังซึ่งเปนการศึกษาความหลากหลายของกลุมประชากรจุลินทรียในถังปฏิกิริยา 
ดําเนินการที่หองปฏิบัติการทางพันธุวิศวกรรม ศูนยความเปนเลิศแหงชาติดานการจัดการ
ส่ิงแวดลอมและของเสียอันตราย จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย โดยสามารถแบงการทดลองทั้งหมด
ออกเปน 3 ชุดดังนี้  
 

 ชุดการทดลองที่ 1 เปนการศึกษาอิทธิพลของอัตราสวนซีโอดีตอไนเทรตที่มีผลตอการ
บําบัดไนเทรตในระบบยูเอเอสบี โดยการทดลองมีการกําหนดคาอัตราสวนซีโอดีตอไนเทรต
ออกเปน 3 ระดับคือ 2:1 5:1 และ 8:1 ซ่ึงถือวาเปนอัตราสวนที่นอย เพียงพอ และมากเกินพอ 
สําหรับการเกิดปฏิกิริยาดีไนตริฟเคชันที่ใชกลูโคสเปนแหลงคารบอนตามสมการการที่ (1) และทํา
การควบคุมตัวแปรตางๆ สําหรับการศึกษาดังตารางที่ 3.1 
 

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

 

ชุดการทดลองที่ 2 เปนการศึกษาอิทธิพลของภาระบรรทุกไนเทรตไนโตรเจนที่มีผลตอการ
เดินระบบยูเอเอสบี โดยทําการทดลองหลังจากการทดลองชุดที่ 1 เขาสูสภาวะคงตัวและสามารถ
บําบัดไนเทรตไดตามอัตราสวนซีโอดีตอไนเทรตที่กําหนดไว ดําเนินการแปรผันคาระยะเวลากัก
เก็บน้ําเสียในถังปฏิกรณทั้ง 3 ชุด ออกเปน 3 ระดับคือ 12 8 และ 4 ช่ัวโมง ตามลําดับ ซ่ึงแสดงการ
กําหนดตัวแปรควบคุมตางๆ ดังตารางที่ 3.2 โดยในการทดลองทําการเปลี่ยนระยะเวลากักเก็บน้ํา
เสียในแตละชวงเวลาตางๆ เมื่อแตละถังปฏิกรณเขาสูสภาวะคงตัวแลวเทานั้น 

 

การทดลองชุดที่ 3 เปนการศึกษาความหลากหลายของประชากรจุลินทรียในถังปฏิกรณ     
ยูเอเอสบีดวยเทคนิคทางชีววิทยาระดับโมเลกุล โดยการนําตัวอยางตะกอนสลัดจจากชุดการทดลอง
ที่ 1และ 2 มาทําการสกัดแยกดีเอ็นเอรวม ทําการเพิ่มจํานวนยีนในชวงสายของ 16S rDNA วิเคราะห
ยีนที่ทําการเพิ่มจํานวนดวยเทคนิค PCR-DGGE และหาความสัมพันธของลําดับเบสของยีน         
16S rDNA ที่ได และแจกแจงชนิดของจุลินทรียในตัวอยางที่นํามาทดสอบ (Phylogenetic 
Relationship) โดยการเปรียบเทียบกับฐานขอมูล (Database) ที่มีการเก็บรวบรวมไว 
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ตารางที่ 3.1 แสดงตัวแปรตางๆ และแผนการแปรคาอัตราสวนซีโอดีตอไนเทรตตางๆ 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) 

อัตราการปอน
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 แสดงตัวแปรตางๆ และแผนการแปรผันคาระยะเวลากักเก็บน้ําเสียตางๆ 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) 

อัตราการปอน
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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ชวงการทดลองที่ 1 : การศึกษาอิทธิพลของ COD/NO-
3 

เปรียบเทียบการทํางานของถังปฏิกรณยูเอเอสบี
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. 

ชวงการทดลองที่ 2 : การศึกษาอิทธิพลของอัตราภาระบรรทุกไนเทรตไนโตรเจน 

ท่ีมีผลตอการเดินระบบยูเอเอสบี 

ถังที่ 2: COD/NO-
3= 5:1 

แปรผันระยะเวลากักน้ําเปน 
12, 8 และ 4 ชม. ตามลําดับ 

ถังที่ 3: COD/NO-
3= 8:1 

แปรผันระยะเวลากักน้ําเปน 
12, 8 และ 4 ชม. ตามลําดับ 

ระบบคงตัวและการบําบัดไนเทรตไดตามตองการ 

ถังที่ 1: COD/:NO-
3= 2:1 

ระยะเวลากกัน้ํา 24 ชม. 

ถังที่ 1: COD/NO-
3= 2:1 

แปรผันระยะเวลากักน้ําเปน 
12, 8 และ 4 ชม. ตามลําดับ 

รูปที่ 3.1 แผนภาพสรุปการทดลองชุดที่ 1 และ 2 
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3.2 วิธีการเตรียมน้ําเสีย 
 

น้ําเสียที่ใชในการทดลองเปนน้ําเสียสังเคราะหที่เตรียมขึ้นดวยการใชน้ําตาลทรายเปน
แหลงคารบอน โดยเปรียบเทียบเปนปริมาณคาซีโอดีเพื่อใหไดสัดสวนซีโอดีตอไนเทรตตาม
อัตราสวนที่กําหนด และเติมไนเทรตใหไดความเขมขนเทากับ 100 มก./ล. ในรูปของโซเดียม       
ไนเทรต ทําการเติมธาตุอาหารเสริมเพื่อการเจริญเติบโตและดํารงชีวิตของแบคทีเรียในระบบตาม
สูตรอาหารเสริมของ Speece (1996) แสดงดังในตารางที่ 3.3 และเติมโซเดียมไบคารบอเนตเพื่อเปน
บัฟเฟอรใหกับระบบเพื่อการรักษาระดับพีเอชใหอยูในชวงที่เหมาะสม 

สําหรับการเตรียมน้ําเสียสังเคราะหจะเปนการเตรียมใหมทุกวัน นํามาเติมอาหารเสริมที่มี
การเตรียมเก็บไวในรูปสารละลายเผื่อใชที่ความเขมขน 20 เทา (20x Stock solution) โดยเมื่อถึง
ระยะเวลากักเก็บน้ําที่กําหนดจะทําการลางทําความสะอาดถังพักน้ําเสียกอนทําการผสมน้ําเสีย
สังเคราะหใหมตามอัตราสวนซีโอดีตอไนเทรตตามที่กําหนดไว ทั้งนี้เพื่อปองกันปญหาการหมักที่
อาจเกิดขึ้นไดในถังพักน้ําเสีย 

 
 
 
 

นําตะกอนสลัดจจากการทดลองชุดที่ 1และ 2 มาทําการสกัดแยกดีเอน็เอรวมจากเม็ดตะกอน 

ทําการเพิ่มจํานวนยีนในชวงสายของ 16S rRNA โดยเทคนิค PCR 

วิเคราะหยีนทีท่ําการเพิ่มจํานวนโดยใช DGGE 

นําสายดีเอ็นเอที่แยกไดจาก DGGE ไปหาลําดับเบสและความสัมพันธของลําดับเบสโดยการ
เปรียบเทียบกบัสายของ 16S rRNA ของแบคทีเรียที่ทราบชนิดแลวในฐานขอมูล 

ชวงการทดลองที่ 3: การศึกษาความหลากหลายของประชากรจุลินทรีย
ดวยเทคนิคทางชีววิทยาระดบัโมเลกุล 

รูปที่ 3.2 แผนภาพสรุปการทดลองชุดที่ 3 
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ตารางที่ 3.3 สูตรอาหารเสริมสําหรับกระบวนการบําบัดแบบไมใชอากาศ (Speece, 1996)  
 

ชนิดของสารเคมี ความเขมขน (มก./ล.) ชนิดของสารเคมี ความเขมขน (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 เคร่ืองมือและอุปกรณท่ีใชในการทดลอง 
 

 3.3.1 ถังปฏิกรณยูเอเอสบีทําจากพลาสติกอะคริลิกใสขนาดเสนผานศูนยกลางภายใน 5 ซม. 
ความสูง120 ซม. มีปริมาตรสวนทําปฏิกิริยาเทากับ 2.356 ลิตร ดานบนมีชุดแยกกาซและสวน
ตกตะกอนซึ่งทําจากอุปกรณทอพีวีซี  ตามรูปที่ 3.3 จํานวน 3 ชุด 
 3.3.2 ถังน้ําเสียปอนเขาสูระบบ ใชถังพลาสติกขนาด 15 ลิตร จํานวน 3 ถัง 
 3.3.3 เครื่องสูบน้ํา (Metering pump) จํานวน 3 ชุด  
 3.3.4 ถังควบคุมระดับ (Level  tank) ทําจากหัวอุดทอพีวีซีขนาดเสนผานศูนยกลาง 2 นิ้ว   
เจาะทอน้ําเขา-ออกที่ดานขาง และดานลางตามลําดับ เพื่อปลอยน้ําเขาระบบและเพื่อระบายน้ํา 
 3.3.5 หัวเชื้อจุลินทรีย (Seed) ตะกอนหัวเชื้อที่ใชในการทดลองไดมาจากถังปฏิกรณยูเอเอสบี
ของบริษัทเสริมสุขจํากัด 
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120 ซม.

25 มม.

30 ซม.
ถงัควบคมุระดบั
( LEVEL TANK )

หวัอดุทอพีวซีี

ขนาดเสนผานศนูยกลาง 55 มม.

เสนผานศนูยกลางภายนอก 60 มม.

เสนผานศนูยกลางภายใน 50 มม.

110 มม.
30 มม.

16 ซม.

1.  ฝาบน 

2.  ทอลดพีวีซี 4 - 2  นิ้ว 

3.  ทออะคริลิคเบอร 603 

4.  ทอลดพีวีซี  2 -  ½ นิ้ว 

5.  บอลลวาลว  ½ นิ้ว 

6.  ขอตอสายยางเสนผานศูนยกลาง ¼ นิ้ว 

6 

รูปที่ 3.3 แบบแสดงรายละเอยีดถังปฏิกรณยูเอเอสบีที่ใชในการทดลอง 
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3.4 การติดตั้งอุปกรณและหลักการทํางาน 
 
 การติดตั้งอุปกรณและหลักการทํางานของระบบยูเอเอสบีที่ใชในการทดลองนี้แสดงดังรูป
ที่ 3.4 โดยมีรายละเอียดการทํางาน คือ  
 3.4.1  เครื่องสูบน้ําเสียเขาระบบ (P1) จะสูบน้ําเสียจากถังน้ําเขาสงไปยังถังควบคุม
ระดับ เพื่อใหน้ําเสียไหลเขาสูถังปฏิกรณทางดานลาง 
 3.4.2  น้ําทิ้งจากถังปฏิกรณจะไหลเขาสูถังรีไซเคิลทางดานบน และไหลลงสูถังน้ําออก
ตอไป 
 3.4.3  เครื่องสูบน้ํารีไซเคิล (P2) จะสูบน้ําทิ้งจากถังรีไซเคิลไปยังถังควบคุมระดับ 
เพื่อใหน้ําไหลเขาสูถังปฏิกรณอีกครั้ง 
 3.4.4  กาซที่เกิดขึ้นจากปฏิกิริยาในถังปฏิกรณจะผานอุปกรณแยกสามสถานะสงไปยัง
ถังเก็บกาซ  
 

 

P2 

P1 

รูปที่ 3.4 แสดงแผนผังการไหลของระบบยูเอเอสบีที่ใชในการทดลอง 
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3.5 จุดเก็บตัวอยาง 
 
 จุดเก็บตวัอยางน้ํา ตะกอนจลิุนทรีย และกาซสําหรับชุดการทดลองนีม้ีดวยกัน 4 จุด         
ดังแสดงดวยรูป 3.5 ไดแก 

1) ถังน้ําเขา (T1) 
2) จุดน้ําออกจากถังปฏิกรณ (T2) 
3) ทอเก็บตัวอยางตามความสูงของถังปฏิกรณ (L) 
4) ถังเก็บกาซ (G) 

  

 

รูปที่ 3.5 แสดงรายละเอียดจดุเก็บตวัอยางในการทดลองนี้ 

T1 

T2 

G 

L 
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3.6 พารามิเตอรท่ีทําการวิเคราะห 
ตารางที่ 3.4 แสดงคาพารามิเตอรที่ตองทําการวิเคราะห ความถี่ จุดเก็บตัวอยางและวิธีวิเคราะหใน

การทดลองชวงที่ 1, 2 และ 3 
 

พารามิเตอร จุดเก็บตัวอยาง น้ําเสีย ตะกอน วิธีวิเคราะห 
pH/ORP จุดน้ําเขา, จุดน้ําออก

ในถังปฏิกรณ 
A - Electronic pH/ORP Meter Method 

COD จุดน้ําเขา, จุดน้ําออก B  Closed Reflux Method 
ไนไทรต จุดน้ําเขา, 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 
ของแข็งแขวนลอยระเหยงาย จุดน้ําออก B - 2450E Fixed and Volatile Solids 

lgnited at 550°ซ 
Alkalinity จุดน้ําเขา, จุดน้ําออก B - Direct Titration Method 
แอมโมเนีย จุดน้ําเขา, จุดน้ําออก B - Direct Titration Method 
ไนเตรท จุดน้ําเขา, 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 = เมื่อเขาสูสภาวะคงตัวของแตละระยะเวลากักเก็บน้ํา 
    D = เมื่อสิ้นสดุการทดลอง   
 

3.7 ขั้นตอนการการวิเคราะหความหลากหลายของจุลินทรียในถังปฏิกรณยูเอเอสบี 
 

 ในการทดลองนี้เลือกใชเทคนิคทางชีววิทยาระดับโมเลกุลในการศึกษาความหลากหลาย
ของจุลินทรียในระบบ โดยการนําตัวอยางตะกอนสลัดจที่ตองการศึกษามาทําการสกัดแยกดีเอ็นเอ
รวมของจุลินทรีย และทําการเพิ่มจํานวนยีนในชวงสายของ 16S rDNA ดวยเทคนิค PCR จากนั้น
วิเคราะหความแตกตางของยีนที่ทําการเพิ่มโดยการแยกดวยไฟฟาบนโพลีอะคริละไมลเจลตาม
หลักการของ DGGE ซ่ึงสารเคมีและอุปกรณในการวิเคราะหแสดงไดดังตารางที่ 3.5 และ 3.6 
ตามลําดับ 
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ตารางที่ 3.5 สารเคมีที่ใชในการวิเคราะหความหลากหลายของจุลินทรีย 
 

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 แสดงเครื่องมือที่ในการวิเคราะหความหลากหลายของจุลินทรีย 
 

อุปกรณ ยี่หอ รุน 
1.ชุดอุปกรณสําเร็จรูปสําหรับการสกัดแยก   
ดีเอ็นเอ (FastDNA SPIN kits for soil) 

QBiogene ,Solon, Ohio, USA - 

 2. เครื่องผสมสาร Scientific Industries, Inc. Vortex-Genie 2 
 3. เครื่องเขยาสาร (Fast PREP Instrument) Thermo Electron Corporation Fast PREPTM FP 120 
 4. เครื่องปนเหวีย่ง(Centrifuge) Eppendrof 5804R 
 5. เครื่องควบคุมอุณหภูมิสําหรับทํา PCR Thermo Electron Corporation HB-PX-2220 

 6. เครื่องแยกดีเอ็นเอดวยไฟฟา 
     (DNA Electrophoresis Gel    Boxes) 

Bioactive, Inc. - 

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



  46    

 
 
 
 

 

  

 
(ก) 

(ง) (ค) 

(ข) 

รูปที่ 3.6  แสดงเครื่องมือตางๆ ที่ใชในการศึกษาดีเอน็เอระดับโมเลกุล 
    (ก) เครื่อง PCR ที่ใชในการเพิ่มจํานวน 16S rDNA  
  (ข) แสดงการปเปตตัวอยางดีเอ็นเอลงบนอะกาโรสเจล  

  (ค) เครื่อง Horizontal DNA Electrophoresis Gel Boxes ใชในการตรวจสอบดีเอน็เอ  
ดวยวิธีการแยกดวยไฟฟาบนอะกาโรสเจล  

    (ง) เครื่องถายภาพดีเอ็นเอบนเจล (UV Transilluminator) 
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(ก) 

(ค) 

รูปที่ 3.7 แสดงชุดอุปกรณและเทคนิคระดับโมเลกุลในการศึกษาความหลากหลายของจุลินทรีย 
(ก) อุปกรณชุด The DcodeTM Universal Multation Detection System, BIO-RAD 
สําหรับการวิเคราะห DGGE  
(ข) การปเปตตัวอยางดีเอ็นเอลงบนเจล DGGE gel  
(ค) การตอชุดอุปกรณวเิคราะห DGGE    

 

(ข) 
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3.8 ขั้นตอนการวิเคราะห 16S rDNA ดวยวิธี PCR- DGGE 
 สําหรับวิธีการตางๆ โดยละเอียดที่ใชในการทดลองนี้ แบงออกไดเปน 4 ขั้นตอน ดังนี้  
 

 3.8.1 การสกัดแยกดีเอ็นเอรวมของแบคทีเรียในเม็ดตะกอนจุลินทรีย 
    สําหรับงานวิจัยนี้ทําการสกัดแยกดีเอ็นเอรวมของแบคทีเรียจากตัวอยางตะกอนที่เก็บ
จากถังปฏิกิริยายูเอเอสบีในชุดการทดลองที่ 1 และ 2 โดยใชชุดสกัดแยกดีเอ็นเอสําเร็จรูป และ
ดําเนินการตามวิธีที่ระบุโดยผูผลิตซ่ึงมีรายละเอียดแบงออกเปน 3 ขั้นตอนดังนี้ 
 

   3.8.1.1  ขั้นการสกัดแยกดีเอ็นเอออกจากตัวอยาง คือการนําตะกอนตัวอยางที่เก็บจาก
ถังปฏิกรณยูเอเอสบี 2 มก. เอ็มแอสวีเอสเอส มาใสลงในหลอดพลาสติกขนาดเล็ก (Eppendrof) แลว
เติมโซเดียมฟอสเฟสบัฟเฟอร 1 มล. นําไปปนรวมดวยเครื่องผสม (Vortex mixer) จนตัวอยางและ
บัฟเฟอรเขากันดีจึงทําการยายตะกอนตัวอยางทั้งหมดมาใสลงในหลอด Lysin Matrix E ซ่ึงมี
ลูกแกวขนาดเล็กที่ชวยในการทําใหเซลลแตกและดีเอ็นเอหลุดออกจากตะกอนตัวอยาง จากนั้นเติม 
MT buffer 122 ไมโครลิตร เขยาหลอดตัวอยางดวยเครื่อง FastPep Instrument โดยใชความเร็ว
ระดับ 5.5 เปนเวลา 30 วินาที เมื่อครบตามเวลาที่กําหนดจึงนําหลอดตัวอยางไปปนที่ 14,000 รอบ/
นาที เปนเวลา 4 นาที ดวยเครื่องเหวี่ยง (Centrifuge) เพื่อใหเกิดการตกตะกอน ในที่สุดไดดีเอ็นเอที่
ละลายอยูในสารละลายที่แยกชั้นกับตะกอนตัวอยาง 
 

   3.8.1.2  ขั้นการทําความสะอาดดีเอ็นเอที่แยกได โดยการเทเฉพาะสวนน้ําใสที่ไดจาก
ขั้นตอนขางตนลงในหลอดพลาสติกขนาดเล็ก เติม PPS Reagent 250 ไมโครลิตร ทําการเขยาดวย
มือ 10 คร้ัง อยางชาๆ นําตัวอยางไปปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 14,000 รอบ/นาที เปนเวลา 4 นาที 
จากนั้นเทเฉพาะสวนน้ําใสลงในหลอดใหม เติม Binding Maxtrix Suspension 1 มล. เขยาดวยมือ
เปนเวลา 2 นาที และตั้งทิ้งไวใหเกิดการตกตะกอนเปนเวลา 3 นาที จะไดดีเอ็นเอที่อยูในรูป
สารละลาย 
 

           3.8.1.3  ขั้นการชะดีเอ็นออกจากตัวกรอง คือการเทเฉพาะสวนน้ําใสจากขั้นตอน
ขางตนทิ้งในปริมาตร 500 ไมโครลิตร แลวเทน้ําใสในสวนที่เหลือลงในหลอด Spin Filter ซ่ึงเปน
หลอดที่มีแผนกรองอยูดานบนของหลอด จากนั้นนําหลอดตัวอยางไปปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 
14,000 รอบ/นาที เปนเวลา 1 นาที เพื่อใหเกิดการกรองดีเอ็นเอออกจากสารละลายโดยดีเอ็นเอ      
จะติดอยูบนแผนกรองสวนสารละลายจะไหลลงสูดานลางของหลอด ใหเทสารละลายดานลาง
หลอดทิ้ง แลวเติม SEWS-M 500 ไมโครลิตร เพื่อเปนการลางสิ่งปนเปอนที่ยังคงติดอยูกับดีเอ็นเอ
ใหสะอาด นําหลอดตัวอยางไปปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 14,000 รอบ/นาที เปนเวลา 1 นาที แลวเท
สวนน้ําใสดานลางหลอดทิ้ง  จากนั้นนําไปปนเหวี่ยงอีกครั้งดวยความเร็วรอบเดิม เปนเวลา 2 นาที 
ทําการยายตัวกรองใสในหลอด Catch Tube ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 5 นาที แลวเติม DES 
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50 ไมโครลิตร นําไปปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 14,000 รอบ/ นาที เปนเวลา 1 นาที เพื่อใหดีเอ็นเอที่อยู
บนแผนกรองละลายและหลุดออกมากับสารละลาย DES โดยสุดทายจะไดสารละลายดีเอ็นเอ
ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ซ่ึงขั้นตอนการสกัดดีเอ็นเอทั้งหมดสามารถแสดงโดยยอไดดังแผนภาพใน
รูปที่ 3.8 

 

 

 

 

 

 

ใสตะกอนตัวอยาง 2 มก MLVSS  
เติม Sodium phosphate buffer 1 มล. แลวปน
ดวย ดวยเครื่องปนผสม  

ยายตะกอนมาใสใน Lysing Matrix 
E  

ใสหลอดตัวอยางในเครื่อง FastPep Instrument 
 ใชความเร็วระดับ 5.5 นาน 30 วินาที 

ปนเหวี่ยงหลอดตัวอยางดวยเครือ่ง 

Centrifuge  

เทเฉพาะสวนน้ําใสลงในหลอดพลาสตกิขนาดเล็กเติม PPS Reagent  
250 ไมโครลิตร จากนั้นเขยาดวยมือ 10 ครั้ง 

ปนเหวี่ยงอีกครัง้ดวยความเร็ว 14000 รอบ/นาที 
 เปนเวลา 4 นาที แลวเทเฉพาะสวนน้ําใสใสหลอดใหม 

 

เติม Binding Maxtrix Suspension 1 มล. 
เขยาดวยมือ 2 นาที ท้ิงใหเกิดการตกตะกอนเปนเวลา 3 นาที 

 

 

 

 

ตะกอนตัวอยาง 

รูปที่ 3.8 ขั้นตอนการสกัดแยกดีเอ็นเอรวมจากตะกอนดวย FastDNA SPIN kits 
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เทเฉพาะสวนท่ีเปนน้ําใสออกปริมาตร 500 ไมโครลิตร 
แลวเทน้ําใสสวนท่ีเหลือลงในหลอด Spin Filter 

เหวี่ยงดวยความเรว็ 14000 รอบ/นาที 

เทสวนน้ําดานลางท้ิง แลวเติม SEWS-M ปริมาตร 500 ไมโครลิตร  
เพื่อลางตะกอน เหวี่ยงดวยความเร็ว 14000 รอบ/นาที เปนเวลา 1 นาที  

 

 

เทสวนน้ําดานลางท้ิง  
เหวี่ยงดวยความเรว็ 14000 รอบ/นาที เปนเวลา 2 นาที 

นําตัวกรองใสใน Catch Tube แลวรอใหแหงท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 5 

นาที แลวเติม DES ปริมาตร 50 ไมโครลิตร เหวี่ยงดวยความเร็ว 14000 

 

ไดสารละลายดีเอ็นเอ ปริมาตร 50 ไมโครลิตร 

 

 

รูปที่ 3.8 ขั้นตอนแสดงการสกัดดีเอ็นเอรวมจากตะกอนสลัดจดวย  
  FastDNA SPIN Kit (ตอ) 
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3.8.2 การตรวจสอบความบริสุทธิ์ของตัวอยางดีเอ็นเอดวยวิธีการแยกดวยไฟฟา 
   นําตัวอยางดีเอ็นเอที่สกัดไดมาตรวจสอบโดยใช 2% อะกาโรสเจล ใน 1x TAE 
Buffer ทําการแยกดวยไฟฟาในเครื่อง Horizontal DNA Electrophoresis Gel Boxes ( Bioactive) 
โดยใช 1Kb DNA Ladder (BioLabs) เปน DNA marker ทําการเดินระบบการแยกดวยไฟฟา 
(Electrophoresis) โดยใชแรงดันไฟฟา 110 โวลท เปนเวลา 30 นาที หรือจนเห็นสียอมลงมาถึง
ประมาณ 2/3 ของเจล จากนั้นตรวจดูดีเอ็นเอที่สกัดไดดวย UV Transilluminator (Gel Dolphin-
DOC, NV, USA) 
 

 3.8.3 การเพิ่มจํานวนยีนในชวงสาย 16S rDNA ดวยวิธี PCR  
 การเพิ่มจํานวนยีนในชวงสาย 16S rDNA  ในการทดลองนี้ดําเนินการโดยใช Taq PCR 
Polymerase (QIAGEN, Chatsworth, California, USA.) โดยในหนึ่งหลอดปฏิกิริยา (Reaction tube) 
จะประกอบดวย 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 คิดเปนปริมาตรรวมของ 1 reaction เทากับ 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’ 
 

 สําหรับสภาวะของการเพิ่มจํานวนยีนดวยเครื่อง 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 
 ทําการตรวจสอบดีเอ็นเอที่ไดจากขั้นตอน PCR อีกครั้งดวยวิธีแยกดวยกระแสไฟฟาตามวิธี
ในขอ 3.8.2 



  52    

 3.8.4 การวิเคราะหความแตกตางของยีนดวยเทคนิค DGGE  
 

   3.8.4.1 การเตรียมโพลีอะคริละไมลเจล  
                        จากผลการทดลองเบื้องตนพบวาความเขมขนของยูเรียที่เหมาะสมสําหรับ 
denatured gel คือ 20% ถึง 60% ซ่ึงการเตรียมเจล 8% polyacrylamide ที่มี 20%-60% urea 
denaturant ทําไดโดยการผสมสารละลาย 0% denaturing solution (40% acrylamide 20 มล., 50x 
TAE buffer 2 มล.  เติมน้ํากล่ันปรับปริมาตรเปน 100 มล.) เขากับสารละลาย 100% denaturing 
solution ( 40% acrylamide 20 มล., 50x TAE  buffer 2 มล., Formamide 40 มล. และยูเรีย 42 กรัม 
เติมน้ํากลั่นปรับปริมาตรเปน 100 มล.) เพื่อนํามาใชเตรียม 20% denaturing solution ( 0% 
denaturing solution 12 มล. ผสมกับ 100% denaturing solution  3 มล. ) และใชเตรียม 60% 
denaturing solution (0% denaturing solution  6 มล. ผสมกับ 100% denaturing solution  9 มล.  
และเติม Dcode dye solution 100 ไมโครลิตร)  
 

   3.8.4.2 การทําเกรเดียนทของโพลีอะคริละไมลเจล 
      ประกอบชุดเกรเดียนท (รูปที่ 3.8 ก) เพื่อทําแผนเจลสําหรับ 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  ซ่ึงเปนสารที่ทําใหเจลเกิดการแข็งตัว ใชหลอดฉีดยาดูด denaturing 
polyacrylamide solution ทั้งสองชนิดมาตอเขากับอุปกรณการเตรียมเกรเดียนท จากนั้นหมุนวงลอ
เพื่อใหเครื่องมือทําการผสม denaturing polyacrylamide solution ทั้งสองชนิดเขาดวยกันในสัดสวน
ตั้งแต 0-100% ซ่ึงจะทําใหเกิดอะคริลาไมลเจลที่มีความเขมขนของ urea denaturant ตั้งแต 20-60 % 
จากนั้นเสียบหวีสําหรับเตรียมรองบรรจุดีเอ็นเอแลวทิ้งไว  5 ช่ัวโมงเพื่อใหเจลแข็งตัวพอดี 
 

   3.8.4.3 การแยกดีเอ็นเอดวยไฟฟาบนเกรเดียนทเจล 
      นําชุดกระจกเจลประกอบเขากับเครื่องแยกดีเอ็นเอดวยไฟฟา ดึงหวีออกแลว
เติม 1x TAE buffer ปริมาตร 7 ลิตร ลงในถังของระบบแยกดีเอ็นเอดวยไฟฟาเดินเครื่องปม
หมุนเวียนบัฟเฟอรและตัวทําความรอน จนกระทั่งอุณหภูมิของบัฟเฟอรเพิ่มขึ้นถึง 60 °ซ จึงทําการ
เติมตัวอยาง 16S rDNA ลงในเจลโดยใช ØX174  DNA  Ladder เปนดีเอ็นเอมาตรฐาน (รูปที่ 3.8 ข) 
เร่ิมเดินเครื่องแยกดีเอ็นเอดวยไฟฟาโดยใชอุณหภูมิ 60 °ซ  แรงดันไฟฟา 130 โวลท เวลาประมาณ 5 
ช่ัวโมง จากนั้นนําเจลออกจากกระจกและนํามายอมสีดวยเอทธิเดียมโบรไมด  (ethidium bromide 1 
ไมโครลิตร ผสมกับน้ํากล่ันปริมาตร 15 มล) เปนเวลา 20 นาที แลวนํามาตรวจสอบลักษณะเฉพาะ
ในการแยกของเจลดวยเครื่อง UV Transilluminator 
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 3.8.5 การจําแนกความแตกตางของแถบดีเอ็นเอบนเจล DGGE ดวยวิธีหาลําดับเบส  
   (DNA sequence)  
 

           ใชใบมีดคัดเตอรที่สะอาดตัดแถบ 16S rDNA แตละแถบจากเจลใสในหลอดพลาสติก
ขนาดเล็ก เติมน้ํากลั่นปราศจากเชื้อ 50 ไมโครลิตร ใหทวมเจลจากนั้นนําไปแชเย็นที่อุณหภูมิ          
4 °ซ เพื่อใหดีเอ็นเอแพรออกมาจากเจล ทําการเพิ่มจํานวน 16S rDNA อีกครั้ตามขั้นตอน PCR ใน
หัวขอ 3.8.3 จากนั้นนําดีเอ็นเอที่เพิ่มจํานวนไดไปตรวจวิเคราะหลําดับเบส  
   นําผลลําดับเบสที่ไดมาเปรียบเทียบความเหมือนกับลําดับเบสของฐานขอมูล16S 
rDNA ที่ระบุใน GenBank ของ National Center for Biotechnology Information (NCBI) ดวย
โปรแกรม BLASTN (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) 
 

 3.8.6 การหาความสัมพันธของลําดับเบสที่ไดและการแจกแจงชนิดของจุ ลินทรีย 
(Phylogenetic analysis) 

 

             นําผลการวิเคราะหลําดับเบสมาทําการสรางตนไมแหงวิวัฒนาการ (Phylogenetic 
tree) เพื่อวิเคราะหสายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการดวยโปรแกรม ARB (Department of Microbiology, 
Technische Universitat Munchen, Munich,Germany;[ http://www.arb-home.de]) โดยการนําผล
การเปรียบเทียบลําดับเบสจากฐานขอมูล 16S rDNA ของการทดลองที่มีความยาว 166 bp ใสใน
โปรแกรมที่มีฐานขอมูลของ ssu rRNA   ซ่ึงมีความยาวเบสอยูที่ 1000 bp เพื่อทําการจัดเรียงลําดับ
เบสเปรียบเทียบกับฐานขอมูลที่จัดไวในโปรแกรม 
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บทท่ี 4  
ผลการทดลองและวิจารณผล 

 
4.1 การดําเนินการทดลอง 
 

 งานวิจัยนี้ไดแบงการทดลองออกเปน 3 ชุด ไดแก การศึกษาอิทธิพลของอัตราสวนซีโอดี
ตอไนเทรตที่มีผลตอการบําบัดไนเทรตในถังปฏิกรณยูเอเอสบี การศึกษาอิทธิพลของภาระบรรทุก
ไนเทรตไนโตรเจนตอประสิทธิภาพการเดินระบบ และการศึกษาความหลากหลายของจุลินทรียใน
ถังปฏิกรณยูเอเอสบี  
 การทดลองดําเนินการโดยออกแบบและติดตั้งถังปฏิกรณยูเอเอสบีขนาดความจุ 5 ลิตรและ
สูง 120 ซม. จํานวน 3 ถัง   เพื่อทําการทดลองเปรียบเทียบกัน ณ อุณหภูมิหอง โดยน้ําเสียที่ใชใน
การทดลองเปนน้ําเสียสังเคราะหที่เตรียมจากน้ําประปา ซ่ึงมีการเติมโซเดียมไนเทรตเปนแหลง    
ไนเทรตและน้ําตาลทรายเปนสารอินทรียคารบอนในปริมาณที่กําหนด นอกจากนี้จะมีการเติม
สารอาหารอื่น ๆ ที่จําเปนสําหรับการเจริญเติบโตของแบคทีเรียอยางครบถวนตามสูตรของ Speece 
(1996) หัวเชื้อที่ใชในการเริ่มเดินระบบเปนตะกอนเม็ดจากระบบบําบัดแบบยูเอเอสบีของบริษัท
เสริมสุข  จํากัดที่นํามาผานการปนใหเปนเนื้อเดียวกันกอนเติมลงในถังปฏิกรณยู เอเอสบี              
โดยตะกอนเม็ดเริ่มตนมีคาเอสเอสเทากับ 9,700 มก/ลิตร วีเอเอสเทากับ 8,5000 มก/ลิตร และจาก
การวิเคราะหความสามารถจําเพาะของเม็ดจุลินทรียเร่ิมตนกอนเร่ิมการทดลองพบวามีคาเทากับ 
0.348 กรัมซีโอดี- มีเทน/กรัมวีเอเอส-วัน 
 ในการทดลองชุดที่ 1 ทําการควบคุมระยะเวลากักเก็บน้ําและปริมาณไนเทรตไนโตรเจน
ในถังปฏิกรณทั้งสามใหคงที่ที่ 24 ชม. และ 100 มก./ล. และแปรผันปริมาณซีโอดีตาง ๆ กัน 3 
ระดับที่ 200 500 และ 800 มก./ล. โดยคิดเปนอัตราสวนซีโอดีตอไนเทรตไนโตรเจนเทากับ 2:1 5:1 
และ 8:1 ตามลําดับ เพื่อศึกษาถึงอิทธิพลของอัตราสวนดังกลาวตอระบบ สวนการทดลองในชุดที่ 2 
เปนการศึกษาอิทธิพลของภาระบรรทุกไนเทรตที่มีผลตอการเดินระบบ โดยเมื่อชุดการทดลองที่ 1 
เขาสูสภาวะคงตัวและบําบัดไนเทรตไดตามสัดสวนที่กําหนดแลวจึงทําการแปรผันคาระยะเวลากัก
เก็บน้ําเปน 3 ระดับ คือ 12 8 และ 4 ชม. ในทุกอัตราสวน โดยในระหวางการทดลองไดทําการเก็บ
ตัวอยางน้ําเสีย และตะกอนสลัดจจากทุกชุดการทดลองมาวิเคราะหคาพารามิเตอรตาง ๆ ทางเคมี 
ไดแก พีเอช โออารพี สภาพความเปนดาง ซีโอดี ไนเทรต ไนไทรต แอมโมเนีย ของแข็งแขวนลอย 
ของแข็งแขวนลอยระเหยงาย ความสามารถของแบคทีเรียในการสรางกาซมีเทน และความสามารถ
ของแบคทีเรียในการสรางกาซไนโตรเจน 
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 สําหรับการศึกษาประชากรจุลินทรียกลุมเดนและการเปลี่ยนแปลงกลุมประชากร           
จุลินทรียที่อาศัยอยูรวมกันในเม็ดตะกอนยูเอเอสบีที่สภาวะตางๆ ไดทําการเก็บตัวอยางเม็ดตะกอน
สลัดจจากถังปฏิกรณในชุดการทดลองชุดที่ 1 และ 2 มาทําการตรวจสอบเบื้องตนดวยกลอง
จุลทรรศนอิเลคตรอน และอาศัยเทคนิคทางพันธุวิศวกรรมศาสตรในการสกัดแยกดีเอ็นเอรวมจาก
ตัวอยางตะกอน ทําการเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอในชวงสายของ 16S rDNA ดวยเทคนิค PCR และทําการ
วิเคราะหความแตกตางของสายของดีเอ็นเอจากตัวอยางดวย DGGE จากนั้นนําไปหาลําดับเบสของ 
16S rDNA  ที่ได และทําการแจกแจงชนิดของจุลินทรียในตัวอยางที่นํามาทดสอบ  โดยการ
เปรียบเทียบกับฐานขอมูลที่มีการเก็บรวบรวมไว 
 ในชวงกอนเริ่มตนการทดลองไดทําการเลี้ยงเชื้อจุลินทรียในถังปฏิกรณยูเอเอสบีเปน
เวลา 2 เดือน เพื่อใหจุลินทรียเกิดความคุนเคยตอสภาพแวดลอมภายในระบบ โดยในระหวางนี้จะมี
การเก็บตัวอยางน้ําและตะกอนจุลินทรียเพื่อนําไปวิเคราะหและประเมินประสิทธิภาพของระบบ 
จากการทดลองเริ่มตน เพื่อเปนขอมูลในชวงการปรับสภาพของจุลินทรีย 
 ผลการทดลองที่ไดจะนําไปวิเคราะหอธิบายและวิจารณผลการทดลอง โดยจะแสดงผล
การทดลองชุดที่ 1 และ 2 รวมกันเพื่อใหเขาใจถึงผลของอัตราสวนซีโอดีตอไนเทรตและภาระ
บรรทุกอินทรียไนเทรตไนโตรเจนที่มีผลตอการบําบัดซีโอดี ไนเทรต รวมถึงประสิทธิภาพของ
ระบบเมื่อมีการรบกวนระบบโดยไนเทรตเกิดขึ้น ซ่ึงผลการทดลองและการวิเคราะหสามารถนํามา
สรุปโดยจําแนกตามพารามิเตอรตางๆ ดังนี้ 
 

4.2 ปจจัยแวดลอมท่ีเกิดขึ้นภายในถังปฏิกรณ 
 

 4.2.1 พีเอช 
           พีเอชของน้ําภายในถังปฏิกรณมีความสําคัญตอระบบบําบัดน้ําเสียแบบไมใชอากาศ
มาก เนื่องจากจุลินทรียจะสามารถทํางานไดดีก็ตอเมื่อทําการควบคุมพีเอชในระบบใหอยูในชวง
ระหวาง 6.6-7.6 (McCarty, 1964) ในงานวิจัยนี้จึงทําการควบคุมพีเอชใหอยูในชวงดังกลาว จากรูป
ที่ 4.1 พบวาคาพีเอชในชวงกอนการเติมไนเทรตมีความผันแปรและมีแนวโนมใกลเคียงกันใน     
ทุกอัตราสวนซีโอดีตอไนเทรตโดยเมื่อทําการเติมไนเทรตที่ระยะเวลากักเก็บน้ํา 24 ช่ัวโมง พบวา   
พีเอชไมมีการเปลี่ยนแปลงมากนักเนื่องจากแบคทีเรียเกิดการปรับสภาพเพื่อใหคุนเคยกับสภาวะ
แวดลอมที่มีแหลงคารบอนที่ต่ําและสภาวะที่มีไนเทรตต่ํา โดยพีเอชเฉลี่ยของน้ําเสียเขาระบบเทากับ 
8.5 ± 0.14 พีเอชเฉลี่ยของน้ําในถังปฏิกรณเทากับ 7.2 ± 0.15 และพีเอชเฉลี่ยของน้ําทิ้งออกจาก
ระบบเทากับ 7.5 ± 0.11 แตเมื่อลดระยะเวลากักเก็บน้ําเปน 12 8 และ 4 ช่ัวโมง ในทุกอัตราสวน     
ซีโอดีตอไนเทรต พบวาพีเอชแสดงแนวโนมในทางเดียวกันคือ พีเอชของน้ําเสียเขาระบบมีคา
มากกวาพีเอชของน้ําในถังปฏิกรณและพีเอชในน้ําทิ้งออกจากระบบ โดยพีเอชเฉล่ียของน้ําเสียเขา



  56    

ระบบเทากับ 8.5 ± 0.16 พีเอชเฉลี่ยของน้ําในถังปฏิกรณเทากับ 7.3 ± 0.13 และพีเอชเฉลี่ยของน้ําทิ้ง
ออกจากระบบเทากับ 7.6 ± 0.14  เนื่องจากในการเตรียมน้ําเสียสังเคราะหเขาระบบมีการเติม
โซเดียมไบคารบอเนต เพื่อรักษาระดับพีเอชในถังปฏิกรณไมใหต่ําเกินไปและเปนการเพิ่มบัฟเฟอร
ใหแกระบบ แตในกรณีที่พีเอชของน้ําในถังปฏิกรณและน้ําทิ้งออกจากระบบมีคาต่ําลงซึ่งมีความ
ขัดแยงกับทฤษฎีของการเกิดกระบวนการดีไนตริฟเคชันที่ควรจะเกิด 1 สมมูลของสภาพดางตอ      
1 สมมูลของไนเทรตที่ลดลง และมีผลทําใหพีเอชมีคาเพิ่มขึ้นนั้นนาจะมีสาเหตุมาจากการ
เกิดปฏิกิริยาการยอยสลายน้ําตาลเปนกรดไขมันระเหยงายและกาซคารบอนไดออกไซดภายใน     
ถังปฏิกรณเปนผลใหมีการสะสมตัวของกรดไขมันระเหยงายทําใหพีเอชต่ําลง แตเนื่องจากจุลินทรีย
ในถังปฏิกรณยังทํางานอยูได คาพีเอชในถังปฏิกรณจึงไมลดลงต่ํามากนัก ทําใหพีเอชของน้ําใน    
ถังปฏิกรณมีคาอยูในชวงที่เหมาะสมตอการทํางานของจุลินทรียในกระบวนการดีไนตริฟเคชัน คือ 
7.0-7.5 และที่เหมาะสมสําหรับระบบบําบัดแบบไรอากาศคือ 6.5-7.5 (มั่นสิน ตัณฑุลเวศน, 2542)  
 

 4.2.2 โออารพี 
            ในทางทฤษฎีคาโออารพีจะแสดงถึงความสามารถในการรับอิเลคตรอนของ
สารละลาย เชน ถาวัดคาโออารพีไดคาบวกมากๆ แสดงวาสารละลายนี้มีการรับอิเลคตรอนไดดี 
และถาวัดโออารพีไดคาลบ แสดงวาสารละลายมีความสามารถในการรับอิเลคตรอนไดนอยหรือ    
มีความสามารถในการใหอิเลคตรอนไดดี และเนื่องจากปฏิกิริยาชีวเคมีตางๆที่ใชในการบําบัด      
น้ําเสียลวนเปนปฏิกิริยารีดอกซ ซ่ึงปฏิกิริยาแตละประเภทมีคาโออารพีแตกตางกัน โดยในถังยอย
แบบไรอากาศที่ทํางานไดดีตองมีคาโออารพีอยูในชวง -300 ถึง -500 มิลลิโวลท (มั่นสิน ตัณฑุล
เวศม, 2542) ซ่ึงผลการทดลองจากรูปที่ 4.2 พบวาคาโออารพีตลอดการทดลองของอัตราสวนซีโอดี
ตอไนเทรตที่ระยะเวลากักเก็บน้ําตางๆ มีคาอยูในชวง -250 ถึง -260 มิลลิโวลท ซ่ึงต่ําวาสภาวะที่
เหมาะสมสําหรับการยอยสลายทางชีภาพแบบไรออกซิเจนที่มีการรายงานไว แตยังอยูในชวง         
ที่ระบบสามารถบําบัดสารอินทรียไดอยางมีประสิทธิภาพ โดยที่อัตราสวนซีโอดีตอไนเทรต 2:1 5:1 
และ 8:1 มีคาโออารพีเฉลี่ยของน้ําทิ้งออกจากระบบเทากับ -258.1 ± 14.1, -259.3 ± 14.3, -257.7 ± 
14.9 มิลลิโวลท ตามลําดับ 
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(ก) คาพีเอชท่ีอัตราสวนซีโอดีตอไนเทรต 2:1 กอนเติมไนเทรตและที่ระยะเวลากักเก็บน้ํา ท่ี 24 12 8  และ 4 ชม. 

(ข) คาพีเอชท่ีอตัราสวนซีโอดีตอไนเทรต 5:1 กอนเติมไนเทรตและที่ระยะเวลากักเก็บน้ํา ท่ี 24 12 8 และ 4 

(ค) คาพีเอชท่ีอัตราสวนซีโอดีตอไนเทรต 8:1 กอนเติมไนเทรตและที่ระยะเวลากักเก็บน้ํา ท่ี 24 12 8 และ 

รูปท่ี 4.1 การเปล่ียนแปลงคาพีเอชตลอดการทดลอง โดยที่  (      )  คาพีเอชน้ําเสียเขาระบบ 
              (       )  คาพีเอชในถังปฏิกรณ  (      )  คาพีเอชน้ําทิ้งออกจากระบบ 
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กอนการเติมไนเทรต HRT = 24 ชม. HRT = 12 ชม. HRT = 8 ชม. HRT = 4 ชม. 

กอนการเติมไนเทรต HRT = 24 ชม. HRT = 12 ชม. HRT = 8 ชม. HRT = 4 ชม. 

กอนการเติมไนเทรต HRT = 24 ชม. HRT = 12 ชม. HRT = 8 ชม. HRT = 4 ชม. 
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(ก) คาโออารพีท่ีอตัราสวนซีโอดีตอไนเทรต 2:1 กอนเติมไนเทรตและที่ระยะเวลากกัเก็บน้ําท่ี 24 12 8 และ 4 ชม. 

(ข) คาโออารพีท่ีอัตราสวนซีโอดีตอไนเทรต 5:1 กอนเติมไนเทรตและที่ระยะเวลากกัเก็บน้ําเสีย 24 12 8 และ 4 

รูปท่ี 4.2 การเปล่ียนแปลงคาโออารพีตลอดการทดลอง โดยที่ (     )  คาโออารพีของน้ําทิ้งออกจากระบบ 

(ค) คาโออารพีท่ีอัตราสวนซีโอดีตอไนเทรต 8:1 กอนเติมไนเทรตและที่ระยะเวลากกัเก็บน้ําเสีย 24 12 8 และ 4 
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กอนเติมไนเทรต HRT = 24 ชม. HRT = 12 ชม. HRT = 8 ชม. HRT = 4 ชม. 

กอนเติมไนเทรต HRT = 24 ชม. HRT = 12 ชม. HRT = 8 ชม. HRT = 4 ชม. 

กอนเติมไนเทรต HRT = 24 ชม. HRT = 12 ชม. HRT = 8 ชม. HRT = 4 ชม. 
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 4.2.3 สภาพความเปนดาง 
           สภาพความเปนดางบอกใหทราบถึงกําลังบัฟเฟอรในระบบไรออกซิเจน ซ่ึงเปน
พารามิเตอรที่สําคัญเนื่องจากถากําลังบัฟเฟอรต่ําเกินไป ปริมาณกรดที่เพิ่มขึ้นเพียงเล็กนอยจะทําให
คาพีเอชลดลงอยางมากและเปนอันตรายตอแบคทีเรียสรางมีเทนได แตในทางตรงขามถาระบบ       
มีสภาพดางสูงพอ ระบบก็จะสามารถทนตอการเปลี่ยนแปลงของกรดอินทรียระเหยไดโดยไมสงผล
กระทบกระเทือนกับคาพีเอชมากนัก โดยทั่วไประบบไรออกซิเจนควรมีสภาพดางประมาณ 1,500- 
2,000 มก./ล.ของหินปูน (มั่นสิน ตัณฑุลเวศม, 2542) ซ่ึงผลการทดลองจากรูปที่ 4.3 พบวาสภาพ
ดางเฉลี่ยของน้ําเสียเขาระบบในแตละสัดสวนซีโอดีตอไนเทรตมีคาตางกัน เนื่องจากในการเตรียม
น้ําเสียสังเคราะหกอนเขาระบบไดเติมโซเดียมไบคารบอเนตเพื่อเปนบัฟเฟอรใหกับระบบ            
ในอัตราสวนซีโอดีตอบัฟเฟอรเทากับ 1:1  โดยเมื่อเปรียบเทียบสภาพดางในน้ําเสียเขาระบบและ 
น้ําทิ้งออกจากระบบพบวา สภาพดางของน้ําทิ้งออกจากระบบมีคามากกวาน้ําเสียเขาระบบในทุก
อัตราสวนซีโอดีตอไนเทรตและในทุกระยะเวลากักเก็บน้ํา เนื่องจากการเกิดปฏิกิริยาดีไนตริฟเคชัน
จะมีการผลิต 1 สมมูลของสภาพดางตอ 1 สมมูลของไนเทรตที่ลดลง (Delwiche, 1981) จึงเปนผล
ใหสภาพดางของน้ําทิ้งออกจากระบบมีคาเพิ่มขึ้น และสาเหตุอีกประการที่ทําใหสภาพดางของ     
น้ําทิ้งออกจากระบบมีคาสูงขึ้นคือ กําลังบัฟเฟอรที่เติมในน้ําเสียกอนเขาระบบที่มากเกินพอตอการ
เปล่ียนแปลงของกรดอินทรียระเหยโดยไมสงผลกระทบตอคาพีเอช และไมทําใหระบบลมเหลว 
โดยที่อัตราสวนซีโอดีตอไนเทรต 2:1 สภาพดางเฉลี่ยของน้ําเสียเขาระบบเทากับ 247 ± 17.8 มก/ล. 
น้ําทิ้งจากระบบเทากับ 267 ± 12.6 มก./ล. ที่อัตราสวนซีโอดีตอไนเทรต 5:1 สภาพดางเฉลี่ยของ   
น้ําเสียเขาระบบเทากับ 559 ± 15.6 มก./ล. น้ําทิ้งออกจากระบบ 600 ± 18.7 มก./ล. และอัตราสวน       
ซีโอดีตอไนเทรต 8:1 สภาพดางเฉลี่ยของน้ําเสียเขาระบบ 859 ± 15.6 มก./ล.  และน้ําทิ้งออกจาก
ระบบ 905 ± 21.6 มก./ล.   
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(ค) คาสภาพดางท่ีอัตราสวนซีโอดตีอไนเทรต 8:1 กอนเติมไนเทรตและที่ระยะเวลากกัเก็บน้ําท่ี 24 12 8 และ 4 

(ข) คาสภาพดางท่ีอัตราสวนซีโอดตีอไนเทรต 5:1 กอนเติมไนเทรตและที่ระยะเวลากกัเก็บน้ําท่ี 24 12 8 และ 4 

(ก) คาสภาพดางที่อัตราสวนซีโอดตีอไนเทรต 2:1 กอนเติมไนเทรตและที่ระยะเวลากกัเก็บน้ําท่ี 24 12 8 และ 4 

รูปท่ี 4.3 การเปล่ียนแปลงคาสภาพดาตลอดการทดลอง โดยที่ 
              (     )  สภาพดางในน้ําเสียเขาระบบ  (     )  สภาพดางในน้ําทิ้งออกจากระบบ 
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กอนเติมไนเทรต HRT = 24 ชม. HRT = 12 ชม. HRT = 8 ชม. HRT = 4 ชม. 

กอนเติมไนเทรต HRT = 24 ชม. HRT = 12 ชม. HRT = 8 ชม. HRT = 4 ชม. 

กอนเติมไนเทรต 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 
       ประสิทธิภาพของระบบบําบัดน้ําเสียโดยทั่วไปสามารถประเมินไดจากความสามารถ
ในการบําบัดซีโอดีของระบบ โดยงานวิจัยนี้เปนการศึกษาถึงผลของอัตราสวนซีโอดีตอไนเทรตที่
แตกตางกันไดแก 2:1 5:1 และ 8:1 ที่ระยะเวลากักเก็บน้ําเสีย 24 12 8 และ 4 ช่ัวโมง เพื่อใหเขาใจถึง
บทบาทของอัตราสวนซีโอดีตอไนเทรตและภาระบรรทุกไนเทรตที่มีผลตอการลดลงของซีโอดี   
ไนเทรตและไนไทรต ตลอดจนประสิทธิภาพในการบําบัดและปจจัยที่มีผลตอการเดินระบบ ซ่ึงใน
การเพิ่มคาภาระบรรทุกอินทรียใหกับระบบในงานวิจัยนี้ เปนการเพิ่มในลักษณะของการลดคา
ระยะเวลากักเก็บน้ํา ซ่ึงมีรายงานวาอัตราสวนซีโอดีตอไนเทรตและระยะเวลากักเก็บน้ําเปนปจจัย
หลักสําหรับการเกิดปฏิกิริยาดีไนตริฟเคชัน (Mateju และคณะ, 1992) โดยปฏิกิริยาจะเกิดขึ้น        
ไดอยางสมบูรณจะตองมีอัตราสวนซีโอดีตอไนเทรตและระยะเวลากักเก็บน้ําที่เพียงพอ นอกจากนี้
ผลของการลดระยะเวลากักเก็บน้ําจะทําใหสามารถบําบัดน้ําไดปริมาณมากขึ้นหรือสามารถลด
ขนาดถังปฏิกิริยาลงได  
  จากรูปที่ 4.4 แสดงการเปลี่ยนแปลงคาซีโอดี ไนเทรตและไนไทรต และ
ประสิทธิภาพการบําบัดซีโอดี ที่อัตราสวนซีโอดีตอไนเทรต 2:1 พบวาเมื่อมีการรบกวนระบบโดย
การเพิ่มภาระบรรทุกอินทรียคารบอนและไนเทรตไนโตรเจน ที่ระยะเวลากักเก็บน้ํา 24 12 และ 8 
ช่ัวโมง จะเกิดการเปลี่ยนแปลงของการบําบัดซีโอดี ไนเทรตและไนไทรตกอนเริ่มคงตัว เมื่อเขาสู
ระยะเวลากักเก็บน้ําที่ 4 ช่ัวโมง และพบวาประสิทธิภาพในการบําบัดซีโอดีมีคาลดลงจากในชวง
กอนการเติมไนเทรตที่มีคาอยูในชวง 65-90 เปอรเซ็นต เหลือเพียง 70-80 เปอรเซ็นต ที่ทุกระยะเวลา
กักเก็บน้ํา โดยการบําบัดไนเทรตจะเกิดขึ้นจากกระบวนการดีไนตริฟเคชันดังแสดงในสมการที่ (1) 
 

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

 

  จากสมการพบวาจะตองใชกูลโคส 4.29 มก. ในการเปลี่ยนไนเทรต 1 มก. ใหเปน
กาซไนโตรเจน ดังนั้นอัตราสวนซีโอดีตอไนเทรต 2:1 จึงเปนอัตราสวนที่นอยกวาความตองการ
ตามทฤษฎีของการเกิดกระบวนดีไนตริฟเคชัน แตการบําบัดไนเทรตยังเกิดขึ้นไดโดยมีคาสูงสุด
เทากับ 46.6 มก. หรือเทียบเทาประสิทธิภาพการบําบัดที่ 23.3 เปอรเซ็นต แตจากผลการทดลอง
พบวาที่ระยะเวลากักเก็บน้ํา 24 ช่ัวโมง มีประสิทธิภาพการบําบัดไนเทรตและไนไทรตสูงถึง            
58 เปอรเซ็นต ซ่ึงมีคามากกวาทางทฤษฎี อาจเนื่องมาจากที่ระยะเวลากักเก็บ 24 ชม. นี้เปน
ระยะเวลาที่มากเกินพอตอการเกิดกระบวนการดีไนตริฟเคชันสําหรับอัตราสวนซีโอดีตอไนเทรต 
2:1 โดยเมื่อทําการลดคาระยะเวลากักเก็บน้ําเปน 12 8 และ 4 ช่ัวโมง ประสิทธิภาพการบําบัด       
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ไนเทรตและไนไทรตจะลดลงเหลืออยูในชวง 10-40 เปอรเซ็นต ดังนั้นจึงอาจสรุปไดวาอัตราสวน   
ซีโอดีตอไนเทรตที่ต่ํากวาคาอัตราสวนทางทฤษฎีการบําบัดไนเทรตและไนไทรตสามารถเกิดขึ้นได
แตตองใชระยะเวลาในการกักเก็บน้ําที่นานเพียงจึงจะเกิดการบําบัดที่มีประสิทธิภาพได 
  ในขณะที่อัตราสวนซีโอดีตอไนเทรต 5:1 และ 8:1 เมื่อมีการรบกวนระบบโดยการ
เพิ่มภาระบรรทุกอินทรียคารบอนและไนเทรตไนโตรเจน พบวาการบําบัดซีโอดียังคงมีคาคงที่ใน
ทุกระยะเวลากักเก็บน้ํา แตการบําบัดไนเทรตและไนไทรตจะเกิดการเปลี่ยนแปลงในชวงระยะเวลา
กักเก็บน้ําที่ 24 และ 12 ช่ัวโมง กอนเขาสูสภาวะคงตัว ซ่ึงประสิทธิภาพการบําบัดซีโอดี ไนเทรต
และไนไทรต ในทุกระยะเวลากักเก็บน้ําเมื่อเขาสูสภาวะคงตัวมีประสิทธิภาพการบําบัดสูงกวา 90 
เปอรเซ็นต ดังแสดงในรูปที่ 4.5-4.6 แตเนื่องจากอัตราสวนซีโอดีตอไนเทรต 5:1 และ 8:1 เปน
สัดสวนที่มีคาเพียงพอและมากเกินพอตอการเกิดกระบวนการดีไนตริฟเคชันดังสมการที่ (1)         
จึงยังผลใหการบําบัดไนเทรตเกิดขึ้นไดอยางมีประสิทธิภาพ โดยในทุกระยะเวลากักเก็บที่ลดลง
ประสิทธิภาพการบําบัดซีโอดี ไนเทรตและไนไทรตจะมีคาคงที่  
  ดังนั้นจึงอาจกลาวไดวาทุกอัตราสวนซีโอดีตอไนเทรต คาภาระบรรทุกอินทรียที่
เกิดขึ้นจากการเปลี่ยนแปลงจากคาระยะเวลากักเก็บน้ําในแตละถังปฏิกรณจะไมมีผลกระทบ        
ตอประสิทธิภาพการบําบัดซีโอดีในระบบอยางชัดเจน ในขณะที่การเปลี่ยนแปลงคาภาระบรรทุก     
ไนเทรตไนโตรเจนจะสงผลกระทบตอประสิทธิภาพการบําบัดไนเทรตและไนไทรตที่อัตราสวน   
ซีโอดีตอไนเทรตต่ํา (2:1) เทานั้น โดยอัตราสวนซีโอดีตอไนเทรตมีที่เหมาะสมสําหรับการเกิด
กระบวนการดีไนตริฟเคชันคือ 5:1 – 8:1 และระยะเวลากักเก็บน้ําที่เหมาะสมคือ 4 ช่ัวโมง ซ่ึง
สอดคลองกับงานวิจัยของ Akunna และคณะ (1992) รายงานวาอัตราสวนซีโอดีตอไนเทรตที่นอย
กวา 8.86 ซ่ึงคิดเปนปริมาณไนเทรตเทียบกับซีโอดีที่มากขึ้น จะสงผลใหดีไนตริไฟอิงแบคทีเรีย
เจริญเติบโตไดดี การบําบัดไนเทรตจึงเกิดขึ้นจากกระบวนการดีไนตริฟเคชันเพียงอยางเดียว 
ในขณะที่อัตราสวนซีโอดีตอไนเทรตในชวง 8.86- 53 กระบวนการดีไนตริฟเคชันจะเกิดควบคูไป
กับกระบวนการผลิตมีเทน และรายงานของ Jun และคณะ (2004) ยืนยันวาที่ระยะเวลากักเก็บน้ําเสีย  
4 ชม. ระบบยูเอสบี (USB ; Upflow Sludge Blanket) สามารถบําบัดสารประกอบไนโตรเจนได    
70 เปอรเซ็นต ในน้ําเสียสังเคราะห  สวน Wen และคณะ (2003) รายงานวาระยะเวลากักเก็บน้ําเสียที่  
3 ชม. การบําบัดซีโอดีและสารประกอบไนเทรต (ทั้งในรูปไนเทรตและไนไทรต) มีประสิทธิภาพ
สูงถึง 96 และ 92 เปอรเซ็นต ตามลําดับ  
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(ก) คาซีโอดีท่ีอัตราสวนซีโอดีตอไนเทรต 2:1 กอนเติมไนเทรตและที่ระยะเวลากักเก็บน้ํา 24 12 8 และ 4 ชม. 

(ข) คาไนเทรตและไนไทรตท่ีอัตราสวนซีโอดีตอไนเทรต 2:1 กอนเติมไนเทรตและที่ระยะเวลากักเก็บน้ํา 24 12 8 และ 4 

(ค) ประสิทธิภาพการบําบัดท่ีอัตราสวนซีโอดีตอไนเทรต 2:1 กอนเติมไนเทรตและที่ระยะเวลากักเก็บน้ํา 24 12 8 และ 4 

รูปที่ 4.4 การเปลี่ยนแปลงคาซีโอดี ไนเทรตและไนไทรต และประสิทธิภาพการบําบัดที่อัตราสวนซีโอดี 
ตอไนเทรต 2:1 ตลอดการทดลอง โดยที่ (    ) น้ําเสียเขาระบบ  (    ) น้ําทิ้งออกจากระบบ 
(    ) อัตราภาระบรรทุกอินทรียคารบอน ( X )อัตราภาระบรรทุกไนเทรตไนโตรเจน  

(∗) ประสิทธิภาพการบําบัดซีโอดี  (    ) ประสิทธิภาพการบําบัดไนเทรตและไนไทรต 
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(ก) คาซีโอดีท่ีอัตราสวนซีโอดีตอไนเทรต 5:1 กอนเติมไนเทรตและที่ระยะเวลากักเก็บน้ํา 24 12 8 และ 4 ชม. 

(ข) คาไนเทรตและไนไทรตท่ีอัตราสวนซีโอดีตอไนเทรต 5:1 กอนเติมไนเทรตและที่ระยะเวลากักเก็บน้ํา 24 12 8 และ 4 

(ค) คาประสิทธิภาพการบําบัดท่ีอัตราสวนซีโอดีตอไนเทรต 5:1 กอนเติมไนเทรตและที่ระยะเวลากักเก็บน้ํา 24 12 8 และ 

รูปที่ 4.5 การเปลี่ยนแปลงคาซีโอดี ไนเทรตและไนไทรต และประสิทธิภาพการบําบัดที่อัตราสวนซีโอดี 
ตอไนเทรต 5:1 ตลอดการทดลอง โดยที่ (    ) น้ําเสียเขาระบบ  (    ) น้ําทิ้งออกจากระบบ 
(    ) อัตราภาระบรรทุกอินทรียคารบอน ( X )อัตราภาระบรรทุกไนเทรตไนโตรเจน  

(∗) ประสิทธิภาพการบําบัดซีโอดี  (    ) ประสิทธิภาพการบําบัดไนเทรตและไนไทรต 
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(ก) คาซีโอดีท่ีอัตราสวนซีโอดีตอไนเทรต 8:1 กอนเติมไนเทรตและที่ระยะเวลากักเก็บน้ํา 24 12 8 และ 4 ชม.  

(ข) คาไนเทรตและไนไทรตท่ีอัตราสวนซีโอดีตอไนเทรต 8:1 กอนเติมไนเทรตและที่ระยะเวลากักเก็บน้ํา 24 12 8 และ 

(ค) คาประสิทธิภาพการบําบัดท่ีอัตราสวนซีโอดีตอไนเทรต 8:1 กอนเติมไนเทรตและที่ระยะเวลากักเก็บน้ํา 24 12 

รูปที่ 4.6 การเปลี่ยนแปลงคาซีโอดี ไนเทรตและไนไทรต และประสิทธิภาพการบําบัดที่อัตราสวนซีโอดี 
ตอไนเทรต 8:1 ตลอดการทดลอง โดยที่ (    ) น้ําเสียเขาระบบ  (    ) น้ําทิ้งออกจากระบบ 
(    ) อัตราภาระบรรทุกอินทรียคารบอน ( X )อัตราภาระบรรทุกไนเทรตไนโตรเจน  

(∗) ประสิทธิภาพการบําบัดซีโอดี  (    ) ประสิทธิภาพการบําบัดไนเทรตและไนไทรต 
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กอนเติมไนเทรต HRT = 24 ชม. HRT = 12 ชม. HRT = 8 ชม. HRT = 4 ชม. 
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  4.3.2 แอมโมเนีย 
           เนื่องจากน้ําเสียที่เขาสูระบบยูเอเอสบีที่ใชในงานวิจัยนี้เปนน้ําเสียสังเคราะหที่มี
น้ําตาลทรายเปนตัวแทนของคาซีโอดี โซเดียมไนเทรตเปนตัวแทนของไนเทรตและมีการเติม
สารอาหารที่มีองคประกอบของแอมโมเนียในปริมาณสูงเพื่อการเจริญเติบโตของแบคทีเรียทําให
ตองทําการวิเคราะหคาแอมโมเนีย และเปรียบเทียบผลของแอมโมเนียที่มีตอระบบยูเอเอสบี โดยผล
การทดลองแสดงดังรูปที่ 4.7 กอนการเติมไนเทรต พบวาผลการทดลองในทุกอัตราสวนซีโอดีตอ
ไนเทรตเปนไปในทิศทางเดียวกันและตัวเลขมีคาใกลเคียงกัน โดยแอมโมเนียของน้ําเสียออกจาก
ระบบมีคาลดลงเพียงเล็กนอยเมื่อเปรียบเทียบกับแอมโมเนียจากน้ําเสียเขาโดยแอมโมเนียที่
อัตราสวนซีโอดีตอไนเทรต 2:1 แอมโมเนียของน้ําเสียเขาและทิ้งออกจากระบบเทากับ 126 ± 7.9 
และ 106 ± 5.9 มก/ล. ที่อัตราสวนซีโอดีตอไนเทรต 5:1 เทากับ 121 ± 3.9 และ 106 ± 7.4 มก/ล. และ
อัตราสวนซีโอดีตอไนเทรต 8:1 เทากับ 122 ± 3.5 และ 111 ± 4.6 มก/ล.ซ่ึงแอมโมเนียที่หายไปสวน
นี้นาจะถูกนําไปใชในการสังเคราะหโปรตีนเพื่อการเจริญเติบโตของแบคทีเรียในระบบ โดยเมื่อ
พิจารณาถึงผลของคาระยะเวลากักเก็บน้ําเสียตางๆ พบวาไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญสําหรับ
แตละชวงเวลาที่ทําการทดลอง 
 

 4.3.3 ของแข็งแขวนลอยและของแข็งแขวนลอยระเหยงาย 
  ปริมาณของแข็งแขวนลอยและของแข็งระเหยงายเปนตัวแปรหนึ่งที่บงชี้ไดวา
ประสิทธิภาพของระบบที่พิจารณานั้นอยูในสภาวะใด โดยระบบที่ดีนั้นควรมีการกักตะกอนไมให
หลุดออกนอกระบบไดดี โดยในงานวิจัยนี้ปริมาณของแข็งแขวนลอยและของแข็งแขวนลอยระเหย
งายที่อัตราสวนซีโอดีตอไนเทรต 2:1 5:1 และ 8:1 ในระยะเวลากักเก็บที่ 24 12 8 และ 4 ช่ัวโมง 
แสดงผลการทดลองดังรูปที่ 4.8 พบวากอนการเติมไนเทรต และตลอดการทดลองของอัตราสวน   
ซีโอดีตอไนเทรตที่ระยะเวลากักเก็บตางๆ คาของแข็งแขวนลอยและของแข็งแขวนลอยระเหยงาย  
มีคาต่ํา เนื่องจากน้ําเขาระบบที่ใชในการทดลองเปนน้ําเสียสังเคราะหจึงมีปริมาณของแข็ง
แขวนลอยในปริมาณไมมาก และในการทดลองทุกคาอัตราสวนซีโอดีตอไนเทรตปริมาณของแข็ง
แขวนลอยและของแข็งระเหยงายมีการปรับตัวขึ้น-ลง ตลอดการทดลอง เนื่องจากมีกาซที่เกิดขึ้นทํา
ใหตะกอนจุลินทรียฟุงกระจายขึ้นสูดานบนของถังปฏิกรณแลวหลุดออกไปกับน้ําออกของระบบ 
แตปริมาณของตะกอนแขวนลอยที่ออกไปกับระบบมีคาต่ําจึงไมสงผลกระทบตอปริมาณตะกอน   
จุลินทรียและประสิทธิภาพของระบบ 
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(ก) คาแอมโมเนียท่ีซีโอดีตอไนเทรต 2:1 กอนเติมไนเทรตและที่ระยะเวลากกัเก็บน้ํา 24 12 8 และ 4 ชม. 

(ข) คาแอมโมเนียท่ีซีโอดีตอไนเทรต 5:1 กอนเติมไนเทรตและที่ระยะเวลากกัเก็บน้ํา 24 12 8 และ 4 ชม. 

(ค) คาแอมโมเนียท่ีซีโอดีตอไนเทรต 8:1 กอนเติมไนเทรตและที่ระยะเวลากกัเก็บน้ํา 24 12 8 และ 4 ชม. 

รูปที่ 4.7 คาแอมโมเนียที่อัตราสวนซีโอดีตอไนเทรต 2:1 5:1 และ 8:1 ตลอดการทดลอง 
 โดยที่ (    ) คาแอมโมเนียในน้ําเสียเขาระบบ  (    ) คาแอมโมเนียในน้ําทิ้งออกจากระบบ 

กอนเติมไนเทรต HRT = 24 ชม. HRT = 12 ชม. HRT = 8 ชม. HRT = 4 ชม. 

กอนเติมไนเทรต 

กอนเติมไนเทรต 

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) คา SS และ VSS ท่ีอัตราสวนซีโอดีตอไนเทรต 2:1 กอนเติมไนเทรตและท่ีระยะเวลากกัเก็บน้ํา 24 12 8 และ 4 ชม. 

(ข) คา SS และ VSS ท่ีอัตราสวนซีโอดีตอไนเทรต 5:1 กอนเติมไนเทรตและท่ีระยะเวลากกัเก็บน้ํา 24 12 8 และ 4 ชม. 

(ค) คา SS และ VSS ท่ีอัตราสวนซีโอดีตอไนเทรต 8:1 กอนเติมไนเทรตและท่ีระยะเวลากกัเก็บน้ํา 24 12 8 และ 4 

รูปที่ 4.8 คา SS และ VSS ที่อัตราสวนซีโอดีตอไนเทรต 2:1 5:1 และ 8:1 ตลอดการทดลอง 
 โดยที่ (     )  คาของแข็งแขวนลอยในน้ําทิ้งออกจากระบบ 
           (     )  คาของแข็งแขวนลอยระเหยงายในน้ําทิ้งออกจากระบบ 

กอนเติมไนเทรต HRT = 24 ชม. HRT = 12 ชม. HRT = 8 ชม. HRT = 4 ชม. 

กอนเติมไนเทรต 

กอนเติมไนเทรต 

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 
          คาสามารถจําเพาะในการสรางมีเทนของแบคทีเรียหรือเอสเอ็มเอ (Specific 
methanogenic activity; SMA) เปนคาที่แสดงถึงความสามารถของแบคทีเรียในการเปลี่ยนรูป
สารประกอบอินทรียเพื่อสรางกาซมีเทน โดยคานี้จะบงบอกใหทราบถึงปริมาณแบคทีเรียในหนึ่ง
หนวยกรัมวีเอสเอสวามีความสามารถในการบําบัดสารอินทรียและสรางกาซมีเทนไดกี่กรัมซีโอดี
ตอวัน ซ่ึงการวิเคราะหนี้จะทําการทดสอบกับเม็ดตะกอนจุลินทรียเร่ิมตน (ในทุกถังปฏิกิริยาของแต
ละอัตราสวนซีโอดีตอไนเทรตกอนการเติมไนเทรตเขาสูระบบ) และในวันสุดทายของการทดลอง
ชุดที่ 1 และ 2 ที่ระยะเวลากักเก็บน้ํา 24 12 8 และ 4 ช่ัวโมง ตามลําดับ สําหรับแตละถังปฏิกรณที่
อัตราสวนซีโอดีตอไนเทรต 2:1 5:1 และ 8:1 ซ่ึงในการทดสอบนี้ใชกรดอะซิติกเปนสารอาหารเพื่อ
ทําการเปรียบเทียบความสามารถของแบคทีเรียการสรางกาซมีเทน แตสําหรับการทดสอบ
ความสามารถของแบคทีเรียในการสรางกาซไนโตรเจน (Specific denitrifying activity; SDA)      
ใชน้ําตาลทรายและโซเดียมไนเทรตเปนสารอาหาร ผลการทดลองที่ไดแสดงดังตารางที่ 4.1  

 

ตารางที่ 4.1 คา SMA และ SDA ในชวงระยะเวลากักเก็บน้ําตางๆ 
 

 
2:1 5:1 8:1 

SMAa SDAb SMAa SDAb SMAa SDAb 

กอนเติมไนเทรต 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)   

 

จากตารางขางตนพบวาที่ระยะเวลากักเก็บน้ํา 24 ช่ัวโมง คาความสามารถของ
แบคทีเรียในการสรางกาซมีเทนเริ่มตนกอนการเติมไนเทรต จะมีคามากกวาความสามารถของ
แบคทีเรียในการสรางกาซมีเทนหลังจากการเติมไนเทรต และพบวามีคาความสามารถของแบคทีเรีย
ในการสรางกาซไนโตรเจนเกิดขึ้นเพียงเล็กนอยตามอัตราสวนซีโอดีตอไนเทรตที่เพิ่มขึ้น ซ่ึงเมื่อทํา
การลดระยะเวลากักเก็บน้ําในถังปฏิกรณตามที่กําหนดและตรวจสอบความสามารถของแบคทีเรีย
ภายในถังปฏิกรณเมื่อระบบเขาสูสภาวะคงตัว พบวาคาความสามารถของแบคทีเรียในการสรางกาซ
มีเทนและไนโตรเจนมีคาเพิ่มขึ้นในทุกระยะเวลากักเก็บน้ํา และเมื่อพิจารณาที่อัตราสวนซีโอดีตอ      
ไนเทรตพบวา คาความสามารถของแบคทีเรียในการสรางกาซมีเทนและไนโตรเจนมีคาเพิ่มขึ้นตาม

HRT(ชม.) 

COD:NO3
- 
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อัตราสวนที่เพิ่มขึ้นเชนกัน ดังนั้นจึงอาจกลาวไดวาภาระบรรทุกอินทรียคารบอนและไนเทรต
ไนโตรเจนที่เพิ่มขึ้นจากการลดระยะเวลากักเก็บน้ํามีผลทําใหความสามารถของแบคทีเรียในการ
สรางกาซมีเทนและไนโตรเจนมีคาเพิ่มขึ้น ซ่ึงเกิดจากการที่แบคทีเรียไดรับสารอาหารเพิ่มขึ้น
ยังผลใหมีการเจริญเติบโตและผลิตกาซไดมากขึ้น 

 

4.4 การศึกษาความหลากหลายของประชากรจุลินทรียในระบบยูเอเอสบ ี

ในการศึกษาความหลากหลายของประชากรจุลินทรียในระบบยูเอเอสบีไดแบงขั้นตอน
การศึกษาออกเปน 2 สวน คือ การศึกษาโครงสรางของเม็ดตะกอนจุลินทรียดวยกลองจุลทรรศน
อิเลคตรอนชนิดสองกราด (Scanning Electron Microscopy:SEM ;JEOL รุน JSM- 5410LV) และ
การศึกษาประชากรจุลินทรียกลุมเดนและการเปลี่ยนแปลงของกลุมประชากรจุลินทรียที่อาศัยอยู
รวมกันในเม็ดตะกอนยูเอเอสบีที่สภาวะตางๆ ดวยเทคนิคการเพิ่มจํานวนยีนในชวงสายของ        
16S rDNA รวมกับ PCR-DGGE 

 

 4.4.1 การศึกษาโครงสรางของตะกอนเม็ดจุลินทรียดวยกลองจุลทรรศนอิเลคตรอน 
 

 ตัวอยางเม็ดตะกอนจุลินทรียที่ใชในการวิเคราะหในขั้นตอนนี้ไดแก เม็ดตะกอน        
จุลินทรียเร่ิมตนจากระบบบําบัดแบบไรอากาศของบริษัทเสริมสุขจํากัดซ่ึงใชเปนหัวเชื้อในการ
เริ่มตนในการเดินระบบ (seed)  เม็ดตะกอนจุลินทรียจากทุกถังปฏิกรณของชุดการทดลองที่ 2        
อัตราสวนซีโอดีตอไนเทรต 2:1 5:1 และ 8:1 ที่ระยะเวลากักเก็บน้ํา 4 ชม. ผลการทดลองดังรูปที่ 
4.9-4.12 แสดงใหเห็นวาเม็ดตะกอนจุลินทรียเร่ิมตนและตะกอนจากทุกถังปฏิกรณมีความแตกตาง
กันอยางชัดเจนทั้งความสมบูรณ ลักษณะการจับตัว และกลุมจุลินทรีย โดยหัวเชื้อจากถังปฏิกรณใน
ทุกอัตราสวนจะมีการจับตัวเปนเม็ดตะกอนสลัดจอีกครั้งภายหลังส้ินสุดการเดินระบบ แตการจับตัว
จะเปนแบบหลวมๆ ที่มีขนาดใหญขึ้น และมีการเกาะตัวกันแนนขึ้นตามคาสัดสวนซีโอดีตอ         
ไนเทรตที่สูงขึ้น และเมื่อทําการศึกษาโครงสรางภายในเม็ดตะกอนพบวามีลักษณะเปนรูพรุน และมี
ชองวางมาก  ที่บริเวณพื้นผิวและภายในเม็ดตะกอนประกอบดวยจุลินทรียคลายคลึงกันหลากหลาย
กลุมทั้งเสนใย รูปกลม และรูปทอน ในขณะที่เม็ดตะกอนสลัดจของหัวเชื้อเร่ิมตนจะมีชองวาง
ภายในนอย และมีความแตกตางกันอยางชัดเจนของชนิดจุลินทรียที่พื้นผิวและภายในเม็ด 

      โดยจากการศึกษาของ Gonzalez และคณะ (2001) รายงานวากลุมจุลินทรียที่พบในเม็ด
ตะกอนจุลินทรียจากระบบบําบัดแบบไรอากาศอีจี เอสบี  ประกอบไปดวย  Methanosaeta, 
Methanobacterium และ Methanospirillum สวน Hulshoff และคณะ (2004) พบวาเม็ดตะกอน        
จุลินทรียในระบบไรอากาศที่รวมตัวกันหนาแนนประกอบไปดวยแบคทีเรียแบบ ทอน กลม ยาว
และแบคทีเรียแบบเสนใยที่รวมตัวกัน ซ่ึงคลายกับ Methanothrix sochngenii 



  71    

 
 
 
 

(ก) บริเวณผวิภายนอกของเม็ดตะกอนจุลินทรียที่กําลังขยาย 75 เทา 
(ข) บริเวณผวิภายนอกของเม็ดตะกอนจุลินทรียที่กําลังขยาย 7,500 เทา 
(ค) บริเวณผวิภายในของเม็ดตะกอนจุลินทรียเมื่อผาคร่ึงที่กําลังขยาย 75 เทา 
(ง) บริเวณตรงกลางเม็ดตะกอนจุลินทรียที่กําลังขยาย 10,000 เทา 

(ก) 

(ข) 

(ค) 

(ง) 

รูปที่ 4.9 ภาพถายจากกลองจุลทรรศนอิเลคตรอนของเม็ดตะกอนจุลินทรียเร่ิมตน 
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(ก) (ค) 

(ข) (ง) 

(ก) บริเวณผวิภายนอกของเม็ดตะกอนจุลินทรียที่กําลังขยาย 75 เทา 
(ข) บริเวณผวิภายนอกของเม็ดตะกอนจุลินทรียที่กําลังขยาย 7,500 เทา 
(ค) บริเวณผวิภายในของเม็ดตะกอนจุลินทรียเมื่อผาคร่ึงที่กําลังขยาย 75 เทา 
(ง) บริเวณตรงกลางเม็ดตะกอนจุลินทรียที่กําลังขยาย 7,500 เทา 

รูปที่ 4.10 ภาพถายจากกลองจุลทรรศนอิเลคตรอนของเม็ดตะกอนจุลินทรีย  
                จากถังปฏิกรณที่มีคาอัตราสวนซีโอดีตอไนเทรต 2:1 



  73    

 
 
 
 

(ข) 

(ค) (ก) 

(ง) 

(ก) บริเวณผวิภายนอกของเม็ดตะกอนจุลินทรียที่กําลังขยาย 50 เทา 
(ข) บริเวณผวิภายนอกของเม็ดตะกอนจุลินทรียที่กําลังขยาย 7,500 เทา 
(ค) บริเวณผวิภายในของเม็ดตะกอนจุลินทรียเมื่อผาคร่ึงที่กําลังขยาย 50 เทา 
(ง) บริเวณตรงกลางเม็ดตะกอนจุลินทรียที่กําลังขยาย 7,500 เทา 

รูปที่ 4.11 ภาพถายดวยกลองจุลทรรศนอิเลคตรอนของเม็ดตะกอนจุลินทรีย  
                 จากถังปฏิกรณทีม่ีคาอัตราสวนซีโอดีตอไนเทรต 5:1 
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(ก) 

(ง) (ข) 

(ค) 

(ก) บริเวณผวิภายนอกของเม็ดตะกอนจุลินทรียที่กําลังขยาย 50 เทา 
(ข) บริเวณผวิภายนอกของเม็ดตะกอนจุลินทรียที่กําลังขยาย 7,500 เทา 
(ค) บริเวณผวิภายในของเม็ดตะกอนจุลินทรียเมื่อผาคร่ึงที่กําลังขยาย 50 เทา 
(ง) บริเวณตรงกลางเม็ดตะกอนจุลินทรียที่กําลังขยาย 7,500 เทา 

รูปที่ 4.12 ภาพถายดวยกลองจุลทรรศนอิเลคตรอนของเม็ดตะกอนจุลินทรีย  
                 จากถังปฏิกรณทีม่ีคาอัตราสวนซีโอดีตอไนเทรต 8:1 
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4.4.2 การศึกษาประชากรจุลินทรียกลุมเดนและการเปลี่ยนแปลงกลุมประชากรจุลินทรียที่
อาศัยอยูรวมกันในเม็ดตะกอนยูเอเอสบีดวยเทคนิคการเพิ่มจํานวนในชวงสายของยนี 
16S rDNA รวมกับ PCR-DGGE   

 

    ในงานวิจัยนี้ไดทําการศึกษาเปรียบเทียบความหลากหลายของจุลินทรียในเม็ด
ตะกอนตางๆ ไดแก (1) เม็ดตะกอนจุลินทรียเร่ิมตนจากระบบบําบัดแบบไรอากาศของบริษัทเสริม
สุขจํากัด ซ่ึงใชเปนหัวเชื้อในการเริ่มเดินระบบ (2) เม็ดตะกอนจุลินทรียจากทุกถังถังปฏิกรณของชุด
การทดลองที่ 1 ที่อัตราสวนซีโอดีตอไนเทรต 2:1 5:1 และ 8:1 ที่ระยะเวลากักเก็บน้ํา 24 ชม.และ (3) 
เม็ดตะกอนจุลินทรียจากทุกถังปฏิกรณของชุดการทดลองที่ 2 ที่อัตราสวนซีโอดีตอไนเทรต 2:1 5:1 
และ 8:1 ที่ระยะเวลากักเก็บน้ํา 4 ช่ัวโมง 

โดยเมื่อทําการสกัดแยกดีเอ็นเอรวมจากแตละตัวอยางดังกลาวและทําการเพิ่มจํานวน
ยีนในชวงสายของ 16S rDNA  และวิเคราะหเพื่อจําแนกความแตกตางของดีเอ็นเอดวย DGGE ผล
การวิเคราะหแสดงดังรูปที่ 4.13  พบวาจํานวนแถบ (Band) ที่เกิดขึ้นและลักษณะการเคลื่อนที่ของ
แถบ (Band pattern) จากตัวอยางเม็ดตะกอนเริ่มตนและที่อัตราสวนซีโอดีตอไนเทรตตางๆ (2:1 5:1 
และ 8:1) ที่ระยะเวลากักเก็บน้ํา 24 ช่ัวโมง มีความคลายคลึงกัน แตเมื่อเปรียบเทียบกับตัวอยางตางๆ
ที่ระยะเวลากักเก็บน้ํา 4 ช่ัวโมง พบวาลักษณะการเคลื่อนที่ของแถบยังคงมีความคลายคลึงกันแต
แตกตางกันที่ปริมาณแถบซึ่งมีนอยกวาที่ระยะเวลากักเก็บน้ํา 4 ช่ัวโมง โดยแถบเหลานี้จะแสดงถึง
ชนิดของจุลินทรียที่มีอยูในระบบ ถามีปริมาณแถบมากแสดงวามีความหลากหลายของจุลินทรียใน
ระบบมากสวนความเขมของแถบที่แตกตางกันจะแสดงถึงความเปนกลุมเดนของจุลินทรียชนิดนั้น
ในระบบ  

จากผลการทดลองแสดงใหเห็นวาคาระยะเวลากักเก็บน้ําที่แตกตางกัน (การเพิ่มภาระ
บรรทุกอินทรียคารบอนและไนเทรตไนโตรเจนใหแกระบบ) จะมีผลตอการเปลี่ยนแปลงของกลุม  
จุลินทรียในระบบ โดยทั้งชนิดและปริมาณจุลินทรียที่พบที่ระยะเวลากักเก็บน้ํา 24 ชม. จะแตกตาง
จากที่ 4 ชม. ซ่ึงที่ระยะเวลากักเก็บน้ํา 24 ชม. การเติมไนเทรตและสารอินทรียคารบอนลงในระบบ
ตามอัตราสวนซีโอดีตอไนเทรตที่กําหนดจะมีผลทําใหกลุมจุลินทรียเปลี่ยนแปลงไปจากเริ่มตน            
ที่อัตราสวนซีโอดีตอไนเทรต 2:1 กลุมจุลินทรียจะใกลเคียงกับหัวเชื้อเร่ิมตน แตเมื่อเพิ่มอัตราสวน 
ซีโอดีตอไนเทรตเปน 5:1 และ 8:1 จุลินทรียกลุมเดนที่ปรากฏในระบบจะเปลี่ยนไปโดยจุลินทรีย
กลุมเดนที่พบจะคลายคลึงกันในสองอัตราสวนดังกลาว สวนที่ระยะเวลากักเก็บน้ํา 4 ชม. การเติม       
ไนเทรตและสารอินทรียคารบอนที่มากขึ้นลงในระบบจะมีผลตอการเปลี่ยนแปลงทั้งปริมาณและ
ชนิดของจุลินทรียกลุมเดนที่พบในระบบอยางเห็นไดชัด โดยปริมาณและชนิดของจุลินทรียกลุม
เดนที่พบในระบบทุกอัตราสวนซีโอดีตอไนเทรตจะเพิ่มขึ้นและมีความคลายคลึงกัน  
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จากเจล DGGE ตนแบบในรูป 4.13 ไดทําการคัดเลือกแถบบนเจลที่มีความเขมชัดเจน

เพื่อนําไปทําการเพิ่มจํานวนยีนในชวงสาย 16S rDNA แสดงดังรูปที่ 4.14 และวิเคราะหแยกสาย     
ดีเอ็นเออีกครั้งดวย DGGE ในเจลใหม เพื่อใหแถบที่ไดนั้นมีความบริสุทธิ์มากขึ้น พบวาไดแถบที่มี
ความบริสุทธิ์ทั้งส้ิน 37 แถบ เพื่อนําไปศึกษาตอในขั้นตอนการวิเคราะหการจัดเรียงลําดับเบสบน
ชวงสายดีเอ็นเอ (DNA Sequence Analysis) 

 
 

รูปที่ 4.13 การเคลื่อนที่ของแถบดีเอ็นเอบน DGGE ของจุลินทรียในตวัอยางตะกอน
เร่ิมตนและตวัอยางจากถังปฏิกรณยูเอเอสบีที่อัตราสวนซีโอดีตอไนเทรต 
2:1 5:1 และ 8:1 ที่ระยะเวลากักเก็บน้ํา 24 และ 4 ชม. เมื่อใชความเขมขน
อะคริลาไมล 8% และมีความเขมขนของยูเรยีในชวง 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 ของจุลินทรียในตวัอยางตะกอนเม็ดเริม่ตนและ
ตัวอยางจากถังปฏิกรณยูเอเอสบีที่คัดเลือกเพื่อนําไปหาลําดับเบส  

 (โดยแตละจดุแสดงระบุดวยลักษณะของ 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 การเปลี่ยนแปลงชนิดของจุลินทรียเร่ิมตนและจุลินทรียในถังปฏิกรณยูเอเอสบีของ 
อัตราสวนซีโอดีตอไนเทรตตางๆ 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 การเปลี่ยนแปลงชนิดของจุลินทรียเร่ิมตนและจุลินทรียในถังปฏิกรณยูเอเอสบีของ
อัตราสวนซีโอดีตอไนเทรตตางๆ ที่ระยะเวลากักเก็บน้ํา 24 และ 4 ช่ัวโมง (ตอ) 

 

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 : * อัตราสวนซีโอดีตอไนเทรต , ** แถบที่นําไปหาลําดับเบส 
 

เมื่อไดผลการจัดเรียงลําดับเบส (Base sequence) ของดีเอ็นเอ 37 แถบ ไดนําผลการ
ทดลองมาทําการเปรียบเทียบกับขอมูลท่ีเก็บรวบรวมไวดวยโปรแกรม The Basic Local Aligument 
Search Tool (BLAST) ซ่ึงเปนทางเลือกในฐานขอมูลสารพันธุกรรมของญี่ปุน (DNA Database in 
Japan; DDBI)ผลการทดลองที่ไดแสดงผลดังตารางที่ 4.3 พบวาแถบตัวอยางที่แยกไดเมื่อนําไป
เปรียบเทียบกับฐานขอมูลที่มีการเก็บรวบรวมไว มีความเหมือนของการจัดเรียงลําดับเบสอยูในชวง 
96 ถึง 100 เปอรเซ็นต  จํานวน 27 แถบ มีความเหมือนในชวง 91 ถึง 95% จํานวน 10 แถบ และนํา
ผลการเปรียบเทียบกับฐานขอมูลทั้งหมดดังกลาวมาทําการสรางตนไมแหงวิวัฒนาการ 
(Phylogenetic tree) ดวยโปรแกรม ARB โดยการเปรียบเทียบกับ ssu rRNA ที่มีความยาวของลําดับ
เบส 1000 bp และเลือกใช unidentrified archaeon (AB019733) เปนสายพันธุนอกกลุม (Outgroup 
species) และใชตัวยอแทนแถบดีเอ็นเอที่ไดทําการศึกษานี้ โดยแสดงดังรูปที่ 4.15 
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ตารางที่ 4.3 ผลการเปรียบเทียบลําดับเบสของจุลินทรียที่แยกไดจากการทดลองกับฐานขอมูลลําดับ   
เบสของจุลินทรียที่มีการเก็บรวบรวมไวและการจําแนกกลุมของจุลินทรีย 

แถบดีเอ็นเอ Closest species in GenBank 
Similarity 

(%) 
Clone กลุมจุลินทรีย 

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 ผลการเปรียบเทียบลําดับเบสของจุลินทรียที่แยกไดจากการทดลองกับฐานขอมูลลําดับ   
เบสของจุลินทรียที่มีการเก็บรวบรวมไวและการจําแนกกลุมของจุลินทรีย (ตอ) 

 

แถบดีเอ็นเอ Closest species in GenBank 
Similarity 

(%) 
Clone กลุมจุลินทรีย 

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 พบวาจากลําดับเบสทั้งหมด 37 แถบ ที่แยกไดจากตัวอยางตะกอนที่ใช
ในการศึกษานี้สามารถจัดลําดับกลุมของจุลินทรียภายในตนไมแหงวิวัฒนาการที่สรางขึ้นไดทัง้หมด 
10 กลุม ไดแก 

1. Nitrospirae คือแบคทีเรียที่เปล่ียนสารประกอบไนไทรตเปนไนเทรต ซ่ึงพบไดใน
น้ํา และตะกอนจุลินทรียจากระบบบําบัดน้ําเสีย (Stevenson และคณะ, 2004) 

2. OP8 คือแบคทีเรียที่พบไดในตะกอนดินทะเล (Parkes และคณะ, 2007) 
3.  Acidobacteria คือแบคทีเรียที่พบในแหลงน้ําที่มีสารอาหารหลากหลายชนิด โดยที่ 

Acidobacteria จะยอยสลายสารประกอบอินทรียภายใตสภาวะที่มีอากาศนอย (Microaerophilic) 
(Stevenson และคณะ, 2004) 

4. Deltaproteobacteria คือแบคทีเรียลดซัลเฟตที่พบในถังยอยไรอากาศของการบําบัด
เบนซีน (Flores และคณะ, 2006) และในตะกอนดินทะเล (Parkes และคณะ, 2007) 

5. Chlorobi คือแบคทีเรียที่พบในตะกอนดิน (Asakawa และคณะ, 2008) 
       6. Firmicutes คือแบคทเีรียที่พบในถังยอยไรอากาศ (Marina และคณะ, 2007)  

7. Betaproteobacteria คือแบคทีเรียที่พบในตะกอนดิน (Jian และคณะ , 2008) 
                    8. Bacteroidetes คือแบคทีเรียที่มีลักษณะรูปรางเปนเสนสาย (Filamentous) (Xia และ
คณะ , 2007) พบในถังยอยไรอากาศ (Marina และคณะ, 2007)  
                     9. Actinobacteria  คือแบคทีเรียที่ใชไนเทรตเปนตัวรับอิเลคตรอนดวยกระบวนการ
รีดิวซไนเทรตในระบบไรอากาศ (Tan และ Reinhold-Hurek , 2003) ซ่ึงพบไดในถังยอยไรอากาศ 
(Marina และคณะ, 2007)  

10.Thermomicrobia คือแบคทีเรียในถังกรองไรอากาศ (Friedrich และคณะ, 2005) 



  82    

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.15 ตนไมแหงวิวัฒนาการจากการเปรียบเทียบลําดับเบสของจุลินทรียที่แยกไดจากถังปฏิกรณ 
                ยูเอเอสบีที่สภาวะตางๆกับฐานขอมูลลําดับเบส เมื่อใชความยาวของลําดับเบสเทากับ 1000 bp  
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ตารางที่ 4.4 แสดงการแจกแจงของจํานวนแถบดีเอ็นเอที่เกิดขึ้นบนตนไมแหงวิวัฒนาการ 
 

ลําดับกลุม กลุมจุลินทรีย 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 

  

 ผลการศึกษาขางตนพบวาจุลินทรียทั้งหมดที่พบในถังปฏิกรณยูเอเอสบีที่ทําการศึกษาเปน  
จุลินทรียในกลุมไรอากาศทั้งสิ้น โดยจุลินทรียกลุมเดนที่พบ คือ Bacteroidetes, Firmicutes และ
Thermomicrobia ซ่ึงมีการกระจายตัวของจุลินทรียอยูในเม็ดตะกอนจุลินทรียเร่ิมตน และอัตราสวน
ซีโอดีตอไนเทรตตางๆ ที่ระยะเวลากักเก็บน้ํา 24 และ 4 ช่ัวโมง ตามลําดับ ในขณะที่จุลินทรียกลุม
ยอย คือ Nitrospirae, OP8, Actinobacteia, Chlorobi, Deltaproteobacteria, Betaproteobacteria  
และ Acidobacteria   ที่มีการกระจายตัวของจุลินทรียเหมือนกับจุลินทรียกลุมเดน ซ่ึงในการจัดเรียง
กลุมจุลินทรียในถังปฏิกรณนั้นไมมีความแตกตางกันอยางชัดเจนมากนัก ดังนั้นการพิจารณาความ
แตกตางของการจัดเรียงแถบในเจลตนแบบ ปริมาณแถบและความเขมของแถบในแตละอัตราสวน
ซีโอดีตอไนเทรตที่เกิดขึ้นทําใหทราบวาระยะเวลากักเก็บน้ํามีผลตอการเปลี่ยนแปลงของจุลินทรีย
ภายในถังปฏิกรณมากกวาอัตราสวนซีโอดีตอไนเทรตตางๆ เนื่องจากเมื่อภาระบรรทุกอินทรีย
คารบอนและไนเทรตไนโตรเจนเพิ่มยังผลใหปริมาณและของจุลินทรียเพิ่มขึ้นตามอัตราสวนซีโอดี
ตอไนเทรตที่เพิ่มขึ้น ซ่ึงสนับสนุนโดยรายงานการวิจัยเกี่ยวกับความหลากหลายของกลุมประชากร
จุลินทรียในระบบบําบัดแบบไรอากาศตางๆ แสดงในตารางที่ 4.5 
 
 
 
 
 
 



  84    

ตารางที่ 4.5 การเปรียบเทียบผลการศึกษาความหลากของประชากรจุลินทรียจากงานวิจัยนี้กับ   
งานวิจัยอ่ืนๆในระบบยูเอเอสบี 

 

สภาวะการศึกษา 
เทคนิคท่ีใชใน
การวิเคราะห 

แบคทีเรียชนิดเดน ท่ีมา 

กระบวนการดไีนตริฟเคชัน
ในเม็ดตะกอนจุลินทรียจาก
ระบบยูเอเอสบี 

PCR - DGGE Proteobacteria 
Bacteroidetes 
Chloroflexi 
Actinobacteria 
Fimicutes 

Nuria และคณะ, ( 2007) 

การศึกษาตะกอนจุลินทรีย
จากระบบยูเอเอสบีที่บําบัด
น้ําเสียจากไวน 

PCR - DGGE Fimicutes 
Nitrospirae 
Deferribacteres 

Emiliano และคณะ,
(2006) 

การศึกษาจุลินทรียในถัง
ปฏิกิริยาเมมเบรนในสภาวะ 
Anoxic/anaerobic 

PCR - DGGE β-Proteobacteria 
Actinobacteria 
 

Zubair และคณะ, (2006) 

การศึกษาความหนาแนน
ของดีไนตริไฟเออรในระบบ 
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   
สรุปผลการทดลองและขอเสนอแนะ 

 
5.1 สรุปผลการทดลอง 
 งานวิจัยนี้เปนการศึกษาในระดับหองปฏิบัติการ เพื่อศึกษาหาประสิทธิภาพของระบบ           
ยูเอเอสบีในการบําบัดไนเทรตควบคูกับซีโอดีและระยะเวลากักเก็บน้ําเสียที่เหมาะสําหรับการเดิน
ระบบโดยกําหนดใหน้ําเสียมีอัตราสวนซีโอดีตอไนเทรตที่ 2:1 5:1 และ 8:1 และระยะเวลากักเก็บ
น้ําเสียที่ 24 12 8 และ 4 ช่ัวโมง ปอนน้ําเสียดวยความเร็วไหลขึ้น 0.25 ม./ชม. ใชน้ําตาลทรายเปน
แหลงคารบอน และมีความเขมขนของไนเทรตที่ 100 มก./ลิตร สรุปผลการทดลองไดดังนี้ 
 

 5.1.1 อิทธิพลของอัตราสวนซีโอดีตอไนเทรต 
           สําหรับความเขมขนไนเทรตเริ่มตน 100 มก./ลิตร ระยะเวลากักเก็บน้ํา 24 ช่ัวโมง 
อัตราสวนซีโอดีตอไนเทรตที่ 2:1  มีประสิทธิภาพการบําบัดซีโอดี ไนเทรตและไนไทรตที่ 85.00 
และ 58.00 เปอรเซ็นต อัตราสวนซีโอดีตอไนเทรตที่ 5:1 มีประสิทธิภาพการบําบัดซีโอดี ไนเทรต
และไนไทรตที่ 93.68 และ 96.62 เปอรเซ็นต  อัตราสวนซีโอดีตอไนเทรตที่ 8:1 มีประสิทธิภาพการ
บําบัดซีโอดี ไนเทรตและไนไทรตที่ 95.99 และ 99.82 เปอรเซ็นต  ซ่ึงคาอัตราสวนซีโอดีตอ         
ไนเทรตที่ไมสามารถบําบัดไนเทรตและไนไทรตไดหมดคือ 2:1 ซ่ึงมีความเขมขนของซีโอดีใน    
น้ําเสียต่ําทําใหประสิทธิภาพการบําบัดต่ํา ในขณะที่อัตราสวนซีโอดีตอไนเทรตที่ 5:1 และ 8:1 
สามารถบําบัดไนเทรตและไนไทรตไดหมดพอดี คาดวามีซีโอดีมากเกินพอสําหรับการเกิดปฏิกิริยา
ดีไนตริฟเคชันทําใหมีประสิทธิภาพการบําบัดสูง แสดงวาอัตราสวนซีโอดีตอไนเทรตที่เหมาะสม
ตอการบําบัดซีโอดีและไนเทรตในระบบยูเอเอสบีคือ 5:1 – 8:1  
 

 5.1.2 อิทธิพลของภาระบรรทุกไนเทรตไนโตรเจน 
           สําหรับความเขมขนไนเทรตเริ่มตน 100 มก./ลิตร การเปลี่ยนแปลงระยะเวลากักเก็บ
น้ําในชวง 12-4 ช่ัวโมง มีผลตอประสิทธิภาพการบําบัดไนเทรตและไนไทรตที่อัตราสวนซีโอดีตอ
ไนเทรตที่ 5:1 และ 8:1 นอยมาก ซ่ึงประสิทธิภาพการบําบัดซีโอดี ไนเทรตและไนไทรตมากกวา 90 
เปอรเซ็นต ในขณะที่อัตราสวนซีโอดีตอไนเทรตที่ 2:1 มีประสิทธิภาพในการบําบัดซีโอดี ไนเทรต
และไนไทรตที่ 70-80 และ 10-40 เปอรเซ็นต แสดงวาระยะเวลาไมมีผลตอการบําบัดไนเทรตและ
ไนไทรต เนื่องจากการลดระยะเวลากักเก็บน้ําเสียลงแตประสิทธิภาพการบําบัดซีโอดี ไนเทรตและ
ไนไทรตยังคงมีลักษณะคลายที่ระยะเวลากักเก็บน้ําเสียที่ 24 ช่ัวโมง ในทุกอัตราสวนซีโอดีตอ     
ไนเทรตที่กําหนด แตในทางปฏิบัติถาสามารถลดระยะเวลากักเก็บน้ําเสียใหนอยที่สุดได จะทําให
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สามารถบําบัดน้ําไดปริมาณมากขึ้นหรือสามารถลดขนาดถังปฏิกรณได ดังนั้นระยะเวลาที่เหมาะสม
สําหรับการบําบัดไนเทรตในระบบยูเอเอสบีคือ 4 ช่ัวโมง 
 

 5.1.3 ความหลากหลายของประชากรจุลินทรียในถังปฏิกิริยายูเอเอสบี 
           สําหรับตะกอนจุลินทรียในถังปฏิกรณยูเอเอสบีที่อัตราสวนซีโอดีตอไนเทรตตางๆ 
เมื่อส้ินสุดการทดลองเกิดการเกาะกลุมเปนเม็ดอีกครั้ง และนํามาถายภาพดวยกลองจุลทรรศน
อิเลคตรอน (Scanning Electron Microscopy:SEM ;JEOL รุน JSM- 5410LV) แสดงใหเห็นวา
โครงสรางบริเวณผิวรอบนอกของเม็ดตะกอนจุลินทรียมีความแตกตางกันอยางชัดเจน แตเมื่อ
พิจารณาที่โครงสรางภายในของเม็ดตะกอนจุลินทรียพบวาไมมีความแตกตางกัน เนื่องจากลักษณะ
ของจุลินทรียที่พบมีลักษณะที่คลายคลึงกันทั้งในเม็ดตะกอนจุลินทรียเร่ิมตนและเม็ดตะกอน           
จุลินทรียที่อัตราสวนซีโอดีตอไนเทรตตางๆ  
           สําหรับตะกอนตัวอยางในการทดสอบความหลากหลายของประชากรจุลินทรียดวย
เทคนิค PCR-DGGE คือ ตะกอนเม็ดเริ่มตนจากระบบบําบัดไรอากาศของบริษัทเสริมสุขจํากัด 
ตะกอนเม็ดจากระบบยูเอเอสบีที่อัตราสวนซีโอดีตอไนเทรตที่ 2:1 5:1 และ 8:1 ตามลําดับ พบวาที่
ระยะเวลากักเก็บน้ํา 4 ชม. (ภาระบรรทุกอินทรียคารบอนและไนเทรตไนโตรเจนเพิ่มขึ้น) ยังผลให
ปริมาณและชนิดของจุลินทรียเพิ่มขึ้น โดยที่ในทุกอัตราสวนซีโอดีตอไนเทรตมีปริมาณและชนิด
ของจุลินทรียมากกวาที่ระยะเวลากักเก็บน้ํา 24 ชม. และพบวาจุลินทรียกลุมเดนที่พบในถังปฏิกรณ  
ยูเอเอสบีคือ Bacteroidetes, Firmicutes และ Thermomicrobia ซ่ึงมีการกระจายตัวอยูในตะกอน   
เม็ดจุลินทรียเร่ิมตนและในทุกอัตราสวนซีโอดีตอไนเทรต ที่ระยะเวลากักเก็บน้ํา 24 และ 4 ชม.         
และจุลินทรียกลุมยอยที่พบคือNitrospirae, Acidobacteria, Actinobacteria, Deltaproteobacteria, 
Chlorobi, Betaproteobacteria และ OP8 ซ่ึงจัดเปนจุลินทรียในกลุมไรอากาศทั้งสิ้นที่พบในตะกอน
ดินและในระบบบําบัดแบบไรอากาศ 
 

5.2 ขอเสนอแนะ 
 

 ควรทําการศึกษาประสิทธิภาพของระบบยเูอเอสบีโดย 
 1. การนําขอมลูที่ไดจากการทดลองไปประยุกตใชในการบําบัดน้ําเสียจริงของไนเทรต เชน 
น้ําเสียจากโรงงานผลิตปุย อุตสาหกรรมอาหาร และอุตสาหกรรมเคมี  
  2. ควรทําการศึกษาความหลากหลายของประชากรจุลินทรียโดยใช PCR primer ทั้งชนิด   
ที่เปน Universal primer และ primers สําหรับ Archaea เพื่อใหเหน็ผลการศึกษาที่ชัดเจนและ
ครอบคลุมกลุมจุลินทรียทุกชนิดทั้งกลุมทีต่องการอากาศ กึ่งไรอากาศ และไรอากาศ 
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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 
จะไดความเรว็ไหลขึ้นของเครื่องสูบน้ําเสียจาก 

A = πd2/4 

        = π(5.4)2/4 
    = 23 ซม2 

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

   = 0.09  ม/ชม 
กําหนดความเร็วไหลขึ้นเฉลีย่เทากับ 0.25 ม/ชม 
จะไดความเรว็ไหลขึ้นของเครื่องสูบน้ําทิ้งเวียนกลับจาก  

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 การคํานวณสารอาหารที่ใชในการทดลอง 
การคํานวณสารอาหารเสริม 
ใชสารอาหารตามสูตรของ Speece แตเนื่องจากสารอาหารบางชนิดที่ใชเปนแบบ Industrial หรือ 
Commercial Grade จึงตองคํานวณคาความบริสุทธิ์ของสารดวย และจากการเตรียมสารอาหารได
เตรียมเก็บไวเพื่อความสะดวกในการใชดังนี้ 
 

1. สารที่ไมไดผสมเก็บไว (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 เทา ในปริมาตรน้ํา 150 ลิตร 
NH4Cl เตรียม 400 มก/ลิตร x 150 ลิตร x 1/purity x 20 เทา = 400 x 150 x 1/0.995 x 20 = 1206 กรัม 
KCl                  400 มก/ลิตร x 150 ลิตร x 1/purity x 20 เทา = 400 x 150 x 1/0.99 x 20 = 1212 กรัม 
MgCl2.7H2O   400 มก/ลิตร x 150 ลิตร x 1/purity x 20 เทา = 400 x 150 x 1/0.985 x 20 = 1218 กรัม                       
(NH4)HPO4      80 มก/ลิตร x 150 ลิตร x 1/purity x 20 เทา = 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 เทา  = 150 กรัม 
FeCl2.4H2O     เตรียม 40 มก/ลิตร x 150 ลิตร x 20 เทา  = 120 กรัม 
CoCl2.4H2O   เตรียม 10มก/ลิตร x 150 ลิตร x 20 เทา  = 30 กรัม 
(NaPO3)6        เตรียม 10 มก/ลิตร x 150 ลิตร x 20 เทา  = 30 กรัม 
KI                  เตรียม 10 มก/ลิตร x 150 ลิตร x 20 เทา  = 30 กรัม 
 

สารที่ใชปริมาณนอยมาก (ไมคิด% purity) 
MnCl2.4H2O  เตรียม 0.5 มก/ลิตร x 150 ลิตร x 1/purity x 20 เทา = 1.5 กรัม 
NH4VO3         เตรียม 0.5 มก/ลิตร x 150 ลิตร x 1/purity x 20 เทา = 1.5 กรัม 
CuCl2.2H2O    เตรียม 0.5 มก/ลิตร x 150 ลิตร x 1/purity x 20 เทา = 1.5 กรัม 
ZnCl2             เตรียม 0.5 มก/ลิตร x 150 ลิตร x 1/purity x 20 เทา = 1.5 กรัม  
AlCl2.6H2O    เตรียม 0.5 มก/ลิตร x 150 ลิตร x 1/purity x 20 เทา = 1.5 กรัม 
H2BO3            เตรียม 0.5 มก/ลิตร x 150 ลิตร x 1/purity x 20 เทา = 1.5 กรัม 
NiCl2.6H2O     เตรียม 0.5 มก/ลิตร x 150 ลิตร x 1/purity x 20 เทา = 1.5 กรัม 
NaWO4.2H2O   เตรียม 0.5 มก/ลิตร x 150 ลิตร x 1/purity x 20 เทา = 1.5 กรัม 
NaSeO3             เตรียม 0.5 มก/ลิตร x 150 ลิตร x 1/purity x 20 เทา = 1.5 กรัม 
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ก. 3 การทดสอบความสามารถจําเพาะของเม็ดจุลินทรีย ( Specific methanogenic activity: SMA) 
การทําเอสเอ็มเอมีวัตถุประสงคในการวัดปริมาณกาซมีเทนที่เกิดขึ้นจากกระบวนการหมักของ 

จุลินทรียที่ตองการทดสอบ โดยทําการทดลองในขวดไวอัล ขนาด 125 มิลลิลิตร ซ่ึงมีวิธีการทดลอง
ดังนี้ 

1. เตรียมเม็ดตะกอนที่ผานการอบแหงแลวประมาณ 2 กรัมตอ 1 ตัวอยาง 
2. เตรียมสารอาหารโดยแบงเปน 3 ชุดการทดลองดังนี ้
ชุดที่ 1 ใชกรดอะซิติกเปนตัวแทนของคาซีโอดี 5,000 มิลลิกรัมตอลิตร ผสมกับอาหารเสริม
สําหรับระบบบําบัดแบบไรอากาศ ซ่ึงทําการปรับพีเอชใหอยูระดับที่เปนกลาง (6.8-7.0) โดย
การเติมสารโซเดียมไบคารบอเนต (NaHCO3) 
ชุดที่ 2 ใชน้ําตาลเปนตัวแทนของคาซีโอดี 5,000 มิลลิกรัมตอลิตร ผสมกับสารอาหาร
เชนเดียวกัน พรอมทั้งบัฟเฟอรกรดโดยการเติมโซเดียมไบคารบอเนต และทําการปรับพีเอชให
อยูในระดับที่เปนกลางดวยกรดไฮโดรคลอริก (HCl) 
ชุดที่ 3 หลังจากทําการทดลองโดยใชกรดอะซิติกเปนแหลงซีโอดีจนเสร็จสิ้นแลว จึงทําการ
เปลี่ยนสารอาหารในขวดไวอัลอีกครั้ง โดยใชกรดโพไพออนิกความเขมขนประมาณ 5,000 
มิลลิกรัมตอลิตร เปนแหลงซีโอดีแทนกรดอะซิติก ทําการเติมสารอาหารและปรับพีเอชใหเปน
กลางดวยโซเดียมไบคารบอเนตเชนเดียวกัน 
3. ทําการใสเม็ดตะกอนแหงในขอแรกและสารอาหารที่เตรียมไวในขอ 2 ลงในขวดไวอัล 

โดยใหมีปริมาตรของของเหลวในขวดประมาณ 80 มิลลิลิตร 
4. ทําการไลอากาศออกจากขวดโดยการใชกาซคารบอนไดออกไซด 30 เปอรเซ็นต และ

ไนโตรเจน 70 เปอรเซ็นต จากนั้นจึงปดฝาขวดดวยจุกยางละครอบดวยฝาอลูมิเนียมจน
แนน เพื่อปองกันการรั่วไหลของกาซที่เกิดขึ้น 

5. ทําการวัดปริมาตรกาซที่เกิดขึ้นที่ระยะเวลาตางๆ โดยวิธีการแทนที่น้ํา 
6. นําไปหาเปอรเซ็นตสัดสวนของกาซมีเทนที่เกิดขึ้นดวยเครื่องจีซี (Gas Chromatograph, 

GC) คอลัมน TCD 
7. นําคาปริมาณกาซมีเทนที่เกิดขึ้นไปสรางกราฟ โดยใชความสัมพันธระหวางคามิลลิลิตร

มีเทนสะสมกับเวลา 
8. นําเม็ดตะกอนหลังการเสร็จสิ้นการทดลองทั้งหมดไปหาคาวีเอสเอส (Valatile Suspended 

Solid ,VSS) 
9. นําคาความชันกราฟในชวงทีไ่ดสูงสุดไปคํานวณหาคาเอสเอ็มเอดังนี้  
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Specific Methanogenic Activity, SMA = 
Bt
CODgCH

×
−4  

 เมื่อ      tCODgCH −4   = คาความชันกราฟในชวงสูงสุด 
  B = ปริมาณจลิุนทรียหลังจากเสร็จสิ้นการทดลอง (กรัมวีเอสเอส) 
 

      10. เมื่อส้ินสุดการทดลองในรอบแรกแลว จะทําการเปลี่ยนสารอาหารภายในขวดไวอัล โดยนํา
สารอาหารที่มีอยูเดิมออก แลวเติมสารอาหารที่เตรียมขึ้นใหมลงไปโดยยังมีคาซีโอดีและความ
เขมขนของสารอาหารเสริมหลักและสารอาหารเสริมรองตางๆ คงเดิม แลวทําการทดลองตอไปตาม
ขั้นตอนที่ไดกลาวมา ทําเชนนี้ประมาณ 3-4 รอบ (ขึ้นอยูกับผลการทดลองที่ได) เพื่อศึกษาถึง
ระยะเวลาการฟนตัวของแบคทีเรีย 
 
ก. 4 แสดงตัวอยางการคาํนวณคาความสามารถจําเพาะของเม็ดจุลินทรียในการสรางมีเทน  
        จากขอมลูการทดลอง SMA กอนการเติมเทรต ที่อัตราสวนซีโอดีตอไนเทรต 2:1  

 
        จากกราฟจะไดวาชวงที่มีความชันสงูสุดเทากับ 5.93 มล./วัน 
        แตที่อุณหภูมิ 0 °ซ ความดัน 1 บรรยากาศ มีกาซมีเทนเทากับ 0.35 มล. ที่ 1 กรัมซีโอดี 

        ดังนั้นที่ 35 °ซ จะมกีาซมีเทนเทากับ 
2
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T
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T
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=  

                                                                  
35273273
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+
=

V  

   ดังนั้น   V2 = 0.395 มล. 
      จะได  5.93/395 = 0.015 กรัมซีโอดี-มีเทน/วัน 
      และจากการทดลองใชจุลินทรียประมาณ 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 แสดงตัวอยางการคาํนวณคาความสามารถจําเพาะของเม็ดจุลินทรียในการไนเทรต 
        จากขอมลูการทดลอง SDA  ที่อัตราสวนซีโอดีตอไนเทรต 5:1 ระยะเวลากักเกบ็น้ํา 24 ชม. 
 
        จากกราฟจะไดวาชวงที่มีความชันสงูสุดเทากับ 0.694 มล./วัน 
        แตที่อุณหภูมิ 0 °ซ ความดัน 1 บรรยากาศ มีกาซมีเทนเทากับ 181 มล. ที่ 1 กรัมไนเทรต 

        ดังนั้นที่ 35 °ซ จะมกีาซมีเทนเทากับ 
2
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=  

                                                                  
35273273

181 2

+
=

V  

   ดังนั้น   V2 = 204 มล. 
      จะได  0.694/204 = 0.034 กรัมไนเทรต-ไนโตรเจน/วนั 
      และจากการทดลองใชจุลินทรียประมาณ 0.0278 กรัมวีเอสเอส 
        ดังนั้น SDA = 0.0034 (กรัมซีโอดี-มีเทน/วัน)/ 0.0278 กรัมวีเอสเอส 
   =  0.122 กรัมไนเทรต-ไนโตรเจน/กรัมวีเอสเอส-วัน 
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ภาคผนวก ข 
ผลการทดลอง 

 

ตาราง ข. 1 แสดงคาพีเอชของอตัราสวนซีโอดีตอไนเทรตที่ 2:1 กอนเติมไนเทรต 
    พีเอช       พีเอช   

วัน/เดือน/ป น้ําเขา น้ําในระบบ น้ําออก วัน/เดือน/ป น้ําเขา 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 คาเฉลี่ย 8.59 7.44 7.74 
3/11/2549 8.60 7.60 7.70 SD 0.16 0.36 0.31 

 
 
 
 
 

 



  100    

ตาราง ข. 2 แสดงคาพีเอชของอตัราสวนซีโอดีตอไนเทรตที่ 5:1 กอนเติมไนเทรต 
    พีเอช       พีเอช   

วัน/เดือน/ป น้ําเขา น้ําในระบบ น้ําออก วัน/เดือน/ป น้ําเขา 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 คาเฉลี่ย 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 แสดงคาพีเอชของอตัราสวนซีโอดีตอไนเทรตที่ 8:1 กอนเติมไนเทรต 
    พีเอช       พีเอช   

วัน/เดือน/ป น้ําเขา น้ําในระบบ น้ําออก วัน/เดือน/ป น้ําเขา 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 คาเฉลี่ย 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 แสดงคาพีเอชของอัตราสวนซีโอดีตอไนเทรตท่ี 2:1 ระยะเวลากักเก็บน้ําเสีย 24 ชั่วโมง 
    พีเอช       พีเอช   

วัน/เดือน/ป น้ําเขา น้ําในระบบ น้ําออก วัน/เดือน/ป น้ําเขา 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 คาเฉลี่ย 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     
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ตารางที่ ข. 5 แสดงคาพีเอชและโออารพีของอตัราสวนซโีอดีตอไนเทรตท่ี 2:1 ระยะเวลากักเกบ็น้ําเสีย 12 ชั่วโมง 
    พีเอช       พีเอช   
วัน/เดือน/ป น้ําเขา น้ําในระบบ น้ําออก วัน/เดือน/ป น้ําเขา 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 คาเฉลี่ย 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 แสดงคาพีเอชพีของอัตราสวนซีโอดีตอไนเทรตท่ี 2:1 ระยะเวลากักเก็บน้ําเสีย 8 ชั่วโมง 
    พีเอช       พีเอช   

วัน/เดือน/ป น้ําเขา น้ําในระบบ น้ําออก วัน/เดือน/ป น้ําเขา 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 คาเฉลี่ย 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 แสดงคาพีเอชของอัตราสวนซีโอดีตอไนเทรตท่ี 2:1 ระยะเวลากักเก็บน้ําเสีย 4 ชั่วโมง 
    พีเอช       พีเอช   

วัน/เดือน/ป น้ําเขา น้ําในระบบ น้ําออก วัน/เดือน/ป น้ําเขา 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 คาเฉลี่ย 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 แสดงคาพีเอชของอัตราสวนซีโอดีตอไนเทรตท่ี 5:1 ระยะเวลากักเก็บน้ําเสีย 24 ชั่วโมง 
    พีเอช       พีเอช   

วัน/เดือน/ป น้ําเขา น้ําในระบบ น้ําออก วัน/เดือน/ป น้ําเขา 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 คาเฉลี่ย 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 แสดงคาพีเอชของอัตราสวนซีโอดีตอไนเทรตท่ี 5:1 ระยะเวลากักเก็บน้ําเสีย 12 ชั่วโมง 
    พีเอช       พีเอช   

วัน/เดือน/ป น้ําเขา น้ําในระบบ น้ําออก วัน/เดือน/ป น้ําเขา 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 คาเฉลี่ย 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 แสดงคาพีเอชของอัตราสวนซีโอดีตอไนเทรตท่ี 5:1 ระยะเวลากักเก็บน้ําเสีย 8 ชั่วโมง 

    พีเอช       พีเอช   

วัน/เดือน/ป น้ําเขา น้ําในระบบ น้ําออก วัน/เดือน/ป น้ําเขา 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 คาเฉลี่ย 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 แสดงคาพีเอชของอัตราสวนซีโอดีตอไนเทรตท่ี 5:1 ระยะเวลากักเก็บน้ําเสีย 4 ชั่วโมง 
    พีเอช       พีเอช   

วัน/เดือน/ป น้ําเขา น้ําในระบบ น้ําออก วัน/เดือน/ป น้ําเขา 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 คาเฉลี่ย 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 แสดงคาพีเอชของอัตราสวนซีโอดีตอไนเทรตท่ี 8:1 ระยะเวลากักเก็บน้ําเสีย 24 ชั่วโมง 
    พีเอช       พีเอช   

วัน/เดือน/ป น้ําเขา น้ําในระบบ น้ําออก วัน/เดือน/ป น้ําเขา 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 คาเฉลี่ย 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 แสดงคาพีเอชของอัตราสวนซีโอดีตอไนเทรตท่ี 8:1 ระยะเวลากักเก็บน้ําเสีย 12 ชั่วโมง 
    พีเอช       พีเอช   

วัน/เดือน/ป น้ําเขา น้ําในระบบ น้ําออก วัน/เดือน/ป น้ําเขา 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 คาเฉลี่ย 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 แสดงคาพีเอชของอัตราสวนซีโอดีตอไนเทรตท่ี 8:1 ระยะเวลากักเก็บน้ําเสีย 8 ชั่วโมง 
    พีเอช       พีเอช   

วัน/เดือน/ป น้ําเขา น้ําในระบบ น้ําออก วัน/เดือน/ป น้ําเขา 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 คาเฉลี่ย 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 แสดงคาพีเอชของอัตราสวนซีโอดีตอไนเทรตท่ี 8:1 ระยะเวลากักเก็บน้ําเสีย 4 ชั่วโมง 
    พีเอช       พีเอช   

วัน/เดือน/ป น้ําเขา น้ําในระบบ น้ําออก วัน/เดือน/ป น้ําเขา 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 คาเฉลี่ย 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 ขอมูลการทดลองที่อัตราสวน COD/ไนเทรต = 2:1 COD 200 mg/l เวลากกัเก็บ 24 ชม. 

วันที ่
 

วัน 
 

ORP 
(mV) 

SCOD 
 เขา 

(มก./ลิตร) 

Alkalinity  
เขา 

(มก./ลิตร CaCO3) 

NH3-N 
 เขา 

(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 
คาเฉลี่ย  -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 ขอมูลการทดลองที่อัตราสวน COD/ไนเทรต = 5:1 COD 500 mg/l เวลากกัเก็บ 24 ชม. 

วันที ่ วัน ORP 
(mV) 

SCOD 
เขา 

(มก./ลิตร) 

Alkalinity  
เขา 

มก./ลิตร CaCO3 

NH3-N 
เขา 

(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 
คาเฉลี่ย  -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 ขอมูลการทดลองที่อัตราสวน COD/ไนเทรต = 8:1 COD 800 mg/l เวลากกัเก็บ 24 ชม. 

วันที ่
 

วัน 
 

ORP 
(mV) 

SCOD 
เขา 

(มก./ลิตร) 

Alkalinity 
เขา 

(มก./ลิตร CaCO3) 

NH3-N 
เขา 

(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 
คาเฉลี่ย  -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 ขอมูลการทดลองที่อัตราสวน COD/ไนเทรต = 2:1 COD 200 mg/l, Nitrate 100 mg/l  
                       เวลากักเก็บ 24 ชม. 

วันที ่ วัน ORP 
Alkalinity 

เขา 
Alkalinity 

ออก 
SCOD 

 เขา 
NO3

--N 
เขา 

NH3-N 
เขา 

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 
คาเฉลี่ย  -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 ขอมูลการทดลองที่อัตราสวน COD/ไนเทรต = 2:1 COD 200 mg/l, Nitrate 100 mg/l  
                        เวลากักเก็บ 12 ชม. 

วันที ่ วัน ORP 
Alkalinity 

 เขา 
Alkalinity  

ออก 
SCOD 
เขา 

NO3
--N 

เขา 
NH3-N 
เขา 

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 
คาเฉลี่ย  -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 ขอมูลการทดลองที่อัตราสวน COD/ไนเทรต = 2:1 COD 200 mg/l, Nitrate 100 mg/l  
                        เวลากักเก็บ 8 ชม. 

วันที ่ วัน ORP 
Alkalinity 

เขา 
Alkalinity 

ออก 
SCOD 
เขา 

NO3
--N 

เขา 
NH3-N 
เขา 

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 
คาเฉลี่ย  -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 ขอมูลการทดลองที่อัตราสวน COD/ไนเทรต = 2:1 COD 200 mg/l, Nitrate 100 mg/l  
                        เวลากักเก็บ 4 ชม. 

วันที ่ วัน ORP 
Alkalinity 

เขา 
Alkalinity 

ออก 
SCOD 
เขา 

NO3
--N 

เขา 
NH3-N 
เขา 

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 
คาเฉลี่ย  -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 ขอมูลการทดลองที่อัตราสวน COD/ไนเทรต  5:1 COD 500 mg/l, Nitrate 100 mg/l  
                        เวลากักเก็บ 24 ชม. 

วันที ่ วัน ORP 
Alkalinity 

เขา 
Alkalinity 

ออก 
SCOD 
เขา 

NO3
--N 

เขา 
NH3-N 
เขา 

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 
คาเฉลี่ย  -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 ขอมูลการทดลองที่อัตราสวน COD/ไนเทรต = 5:1 COD 500 mg/l, Nitrate 100 mg/l  
                        เวลากักเก็บ 12 ชม. 

วันที ่ วัน ORP 
Alkalinity 

เขา 
Alkalinity 

ออก 
SCOD 
เขา 

NO3
--N 

เขา 
NH3-N 
เขา 

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 
คาเฉลี่ย  -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 ขอมูลการทดลองที่อัตราสวน COD/ไนเทรต = 5:1 COD 500 mg/l, Nitrate 100 mg/l  
                        เวลากักเก็บ 8 ชม. 

วันที ่ วัน ORP 
Alkalinity 

เขา 
Alkalinity 

ออก 
SCOD 
เขา 

NO3
--N 

เขา 
NH3-N 
เขา 

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 
คาเฉลี่ย  -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 ขอมูลการทดลองที่อัตราสวน COD/ไนเทรต  5:1 COD 500 mg/l, Nitrate 100 mg/l  
                        เวลากักเก็บ 4 ชม. 

วันที ่ วัน ORP 
Alkalinity 

เขา 
Alkalinity 

ออก 
SCOD 
เขา 

NO3
--N 

เขา 
NH3-N 
เขา 

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 
คาเฉลี่ย  -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 ขอมูลการทดลองที่อัตราสวน COD/ไนเทรต  8:1 COD 800 mg/l, Nitrate 100 mg/l 
                    เวลากักเก็บ 24 ชม. 

วันที ่ วัน ORP 
Alkalinity 

เขา 
Alkalinity 

ออก 
SCOD 
เขา 

NO3
--N 

เขา 
NH3-N 
เขา 

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 
คาเฉลี่ย  -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 ขอมูลการทดลองที่อัตราสวน COD/ไนเทรต 8:1 COD 800 mg/l, Nitrate 100 mg/l  
                       เวลากักเก็บ 12 ชม. 

วันที ่ วัน ORP 
Alkalinity 

เขา 
Alkalinity 

ออก 
SCOD 
เขา 

NO3
--N 

เขา 
NH3-N 
เขา 

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 
คาเฉลี่ย  -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 ขอมูลการทดลองที่อัตราสวน COD/ไนเทรต 8:1 COD 800 mg/l, Nitrate 100 mg/l  
                        เวลากักเก็บ 8 ชม. 

วันที ่ วัน ORP 
Alkalinity 

เขา 
Alkalinity 

ออก 
SCOD 
เขา 

NO3
--N 

เขา 
NH3-N 
เขา 

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 

คาเฉลี่ย  -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 ขอมูลการทดลองที่อัตราสวน COD/ไนเทรต  8:1 COD 800 mg/l, Nitrate 100 mg/l  
                       เวลากักเก็บ 4 ชม. 

วันที ่ วัน ORP 
Alkalinity 

เขา 
Alkalinity 

ออก 
SCOD 
เขา 

NO3
--N 

เขา 
NH3-N 
เขา 

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 

คาเฉลี่ย  -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 ของแข็งแขวนลอยและของแข็งระเหยงายที่อัตราสวน COD/ไนเทรต = 2:1 กอนเติมไนเทรต 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 คาเฉลี่ย 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 ของแข็งแขวนลอยและของแข็งระเหยงายที่อัตราสวน COD/ไนเทรต = 5:1กอนเติมไนเทรต 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 คาเฉลี่ย 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 ของแข็งแขวนลอยและของแข็งระเหยงายที่อัตราสวน COD/ไนเทรต = 8:1 กอนเติมไนเทรต 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 คาเฉลี่ย 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 ของแข็งแขวนลอยและของแข็งระเหยงายท่ีอัตราสวน 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 คาเฉลี่ย 43.85 16.41 
22/1/50 76.67 6.67 SD 24.00 8.90 
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ตารางที่ ข. 35 ของแข็งแขวนลอยและของแข็งระเหยงายท่ีอัตราสวน 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 คาเฉลี่ย 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 ของแข็งแขวนลอยและของแข็งระเหยงายท่ีอัตราสวน 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 คาเฉลี่ย 50.81 21.21 
27/4/50 55.78 29.65 SD 16.20 7.40 

 

ตารางที่ ข. 37 ของแข็งแขวนลอยและของแข็งระเหยงายท่ีอัตราสวน 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 คาเฉลี่ย 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 ของแข็งแขวนลอยและของแข็งระเหยงายท่ีอัตราสวน 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 คาเฉลี่ย 61.43 16.15 
28/12/49 96.67 6.67 SD 20.80 10.50 

 

ตารางที่ ข. 39 ของแข็งแขวนลอยและของแข็งระเหยงายท่ีอัตราสวน 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 คาเฉลี่ย 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 ของแข็งแขวนลอยและของแข็งระเหยงายท่ีอัตราสวน 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 คาเฉลี่ย 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 ของแข็งแขวนลอยและของแข็งระเหยงายท่ีอัตราสวน 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 คาเฉลี่ย 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 ของแข็งแขวนลอยและของแข็งระเหยงายท่ีอัตราสวน 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 คาเฉลี่ย 58.27 18.47 
28/12/49 46.67 16.67 SD 16.30 10.00 

 

ตารางที่ ข. 43 ของแข็งแขวนลอยและของแข็งระเหยงายท่ีอัตราสวน 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 คาเฉลี่ย 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 ของแข็งแขวนลอยและของแข็งระเหยงายท่ีอัตราสวน 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 คาเฉลี่ย 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 ของแข็งแขวนลอยและของแข็งระเหยงายท่ีอัตราสวน 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 คาเฉลี่ย 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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 นางสาววลัยภรณ  วุฒิเมธา เกิดเมื่อวันที่ 30 พฤศจิกายน 2524  สําเร็จการศึกษาปริญญา
วิศวกรรมศาสตรบัณฑิต สาขาวิชาวิศวกรรมสิ่งแวดลอม มหาวิทยาลัยรามคําแหง เมื่อป พ.ศ. 2547 
และเขาศึกษาตอในหลักสูตรวิศวกรรมศาสตรมหาบัณฑิต ภาควิชาวิศวกรรมสิ่งแวดลอม 
จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย เมื่อปการศึกษา 2547 
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