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1 

 
บทที่  1 

บทนํา 

1.1 ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 

กระบวนการบําบัดน้ําเสียแบบไรอากาศไดนํามาใชในอุตสาหกรรมหลายๆประเภทรวมถึง

น้ําเสียจากโรงงานผลิตเอทานอลที่มีความเปนพิษและสงผลกระทบโดยตรงตอส่ิงแวดลอมซึง่ระบบ

ยูเอเอสบี (Upflow Anaerobic Sludge Blanket, UASB) เปนระบบหนึ่งที่นิยมนํามาใชอยาง

กวางขวาง เนื่องจากรับภาระบรรทุกสารอินทรียไดสูงกวาระบบบําบัดแบบใชอากาศอื่นๆและ

ตอมาไดพัฒนา จากระบบยูเอเอสบีมาเปนระบบอีจีเอสบี (Expanded Granular Sludge Bed 

reactor, EGSB) โดยการติดต้ังระบบหมุนเวียนน้ําทิ้งเนื่องจากระบบยูเอเอสบีมีปญหาในเร่ือง

ความเร็วไหลข้ึนในระบบต่ํา ทําใหการสัมผัสระหวางตะกอนจุลินทรียและน้ําเสียไมเพียงพอโดย

ลักษณะของถังปฏิกรณอีจีเอสบี มีอัตราสวนความกวางตอความสูงมากกวาถังปฏิกรณยูเอเอสบี

และใชความเร็วไหลข้ึนที่สูงกวาทําใหชั้นสลัดจ (Sludge) ขยายตัวสงผลใหมีการสัมผัสระหวางน้ํา

เสียกับตะกอนจุลินทรียมากข้ึนแตจุลินทรียที่มีอยูในระบบเปนชนิดที่ไมตองการออกซิเจนในการ

ดํารงชีพซึ่งกระบวนการบําบัดน้ําเสียแบบไรอากาศนั้นมีความสลับซับซอนและตองอาศัยปฏิกิริยา

ทางชีวเคมีหลายข้ันตอนโดยปฏิกิริยาที่เกิดข้ึนเปนการทํางานรวมกันของจุลินทรียหลายกลุม 

ดังนั้น ประสิทธิภาพการทํางานของระบบอีจีเอสบีมักจะข้ึนอยูกับความสมดุลของกลุมจุลินทรีย

ตางๆ ทั้งชนิดและจํานวนของจุลินทรียรวมทั้งการทํางานที่มีความสัมพันธกันของกลุมจุลินทรีย 

อยางไรก็ตามความรูความเขาใจพื้นฐานในระบบนิเวศของกลุมจุลินทรียที่เกี่ยวของนี้จึงมี

ความสําคัญและจําเปนอยางยิ่ง ในการควบคุมการทํางานของระบบใหมีประสิทธิภาพแตเทคนิคที่

ใชศึกษา ยังมีขอจํากัดในดานการเพาะเล้ียงโดยท่ีเชื้อจุลินทรียอาจยากตอการเพาะเลี้ยงหรือ

บางคร้ังไมสามารถเพาะเลี้ยงได จึงทําใหผลที่ไดไมสามารถบอกถึงประชากรจุลินทรียไดอยาง

แทจริงในปจจุบันมีเทคนิคทางดานชีววิทยาระดับโมเลกุลเขามาเพราะเปนวิธีที่รวดเร็วและ

ประหยัดเวลากวาการเพาะเล้ียงเชื้อในหองปฏิบัติการมากและมีความจําเพาะสูง  

ดังนั้นงานทางระดับชีวโมเลกุลจึงมีความจําเปนอยางยิ่งที่จะนํามาศึกษาการเปล่ียนแปลง

ประชากรในถังปฏิกรณอีจีเอสบี โดยเทคนิคที่นํามาใชนี้คือ การเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอโดยปฏิกิริยา

ลูกโซโพลิเมอเรส (Polymerase Chain Reaction, PCR) รวมกับดีจีจีอี (Denaturing Gradient 

Gel Electrophoresis, DGGE) ซึ่งเปนเทคนิคระดับชีวโมเลกุลที่สะดวกและงายตอการศึกษาการ
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เปล่ียนแปลงกลุมประชากรจุลินทรีย และสามารถนํามาใชเปรียบเทียบประสิทธิภาพในการกําจัด

สารอินทรียในถังปฏิกรณอีจีเอสบี ซึ่งขอมูลตางๆที่ไดรับจะเปนประโยชนตอการนํามาพัฒนา

ประสิทธิภาพการกําจัดสารอินทรียและผลิตกาซชีวภาพของถังปฏิกรณอีจีเอสบีตอไปได 

1.2 วัตถุประสงคของการวิจัย 
1.2.1 เพื่อศึกษาการเปล่ียนแปลงประชากรและชนิดของแบคทีเรียในถังปฏิกรณอีจีเอสบีที่

ภาระบรรทุกสารอินทรียตางๆ 

1.2.2  เพื่อศึกษาผลของความเร็วไหลข้ึนตอความหลากหลายของประชากรจุลินทรียในถัง

ปฏิกรณอีจีเอสบี   

1.3 ขอบเขตของการวิจยั 
ดําเนนิการวิจยัโดยใชแบบจาํลองถงัปฏิกรณอีจีเอสบี  ซึง่ถูกออกแบบขึ้นใหมใหมีอุปกรณ

แยกสามสถานะ(Three phase separator) ที่ตางกัน 2 แบบ คือสมมาตรและไมสมมาตรโดยทาํ

การทดลอง ณ หองปฏิบติัการช้ัน 1 อาคารวิศวกรรมส่ิงแวดลอม คณะวิศวกรรมศาสตร และ

หองปฏิบัติการทางพันธุวิศวกรรม ศูนยความเปนเลิศแหงชาติดานการจัดการส่ิงแวดลอมและของ

เสียอันตราย จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย โดยใชน้ําเสียจริงจากโรงงานผลิตเอทานอล ทาํการทดลอง

ภายใตสภาวะอุณหภูมิบรรยากาศภายในหอง ทดลองและตรวจวัดปริมาณกาซมีเทนที่เกิดข้ึนและ

ใชแบบจําลองถังปฏิกรณอีจเีอสบี ขนาดเสนผานศูนยกลาง 10.40 ซม.และสูง 75 ซม.โดย

กําหนดการทดลองคือ ศึกษาชนิดและวิเคราะหความหลากหลายของจุลินทรียที่เกิดข้ึนในชวงคา

ความเร็วไหลข้ึนและภาระบรรทุกสารอินทรียที่แตกตางกนั ดวยเทคนคิทางชีววิทยาระดับโมเลกุล

โดยใชเทคนิคพีซีอารดีจีจีอีศึกษาในชุดการทดลองถังปฏิกรณอีจีเอสบี 2 ชุด ๆ ละ 2  ถัง ดังนี ้

ชุดที่ 1 ใชถังปฏิกรณอีจีเอสบีที่กําหนดคาภาระบรรทุกสารอินทรียที ่ 10, 20, 30 และ 40 

กก.ซีโอดี/ลบ.ม. -วัน ภายใตความเร็วไหลข้ึน 3  ม. /ชม. และเพิ่มความเร็วไหลข้ึนเปน 5  ม. /ชม.  

ที่ภาระบรรทุกสารอินทรีย 40 กก.ซีโอดี/ลบ.ม.-วัน 

ชุดที่ 2 ใชถังปฏิกรณอีจีเอสบีที่กําหนดคาภาระบรรทุกสารอินทรียที ่ 10, 20, 30 และ 40 

กก.ซีโอดี/ลบ.ม. -วัน ภายใตความเร็วไหลข้ึน 4  ม. /ชม. และเพิ่มความเร็วไหลข้ึนเปน 6  ม. /ชม. 

ที่ภาระบรรทุกสารอินทรีย 40 กก.ซีโอดี/ลบ.ม.-วัน 

1.4 ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 
1.4.1 ทราบถงึสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตกาซมีเทนจากการบําบัดน้ําเสียโรงงานผลิต 

เอทานอลดวยระบบอีจีเอสบีเพื่อใหไดกาซมีเทนมากที่สุด 
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1.4.2 เขาใจถงึการเปล่ียนแปลงของแบคทีเรียทีเ่กิดข้ึน ในถังปฏิกรณอีจีเอสบีที่มีความเร็ว

ไหลข้ึนและภาระบรรทุกสารอินทรียที่แตกตางกนัได 

1.4.3 สามารถนําความรูทางดานแบคทีเรียที่เกิดข้ึน ในระบบมาใชพฒันาระบบบําบัด 

น้ําเสียโรงงานผลิตเอทานอลได 
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บทที่  2 

เอกสารและงานวิจัยที่เก่ียวของ 
 

2.1 การบําบัดแบบไรอากาศ   

 การบําบัดแบบไรอากาศ ซึ่งบางครั้งเรียก แบบแอนแอโรบิก หรือ แบบไมใชอากาศเปนการ

อาศัยการดํารงชีพของจุลินทรียชนิดที่ดํารงชีพโดยไมใชกาซออกซิเจน โดยการยอยสลายสาร 

(CHONPS) ใหเปล่ียนเปนเซลลใหม และกาซบางชนิดโดยอาจมีสารประกอบอนินทรียบางชนิด

เกิดข้ึนมาดวย เชน NH3 เปนตน ดังสมการ (2.1) โดยรวมดังนี้ 
 

CHONPS + Anaerobic Bacteria →เซลลใหม + CO2 + CH4 + พลังงาน + NH3+ อ่ืนๆ   (2.1) 
 

กระบวนการบําบัดนํ้าเสียแบบไรอากาศเปนกระบวนการบําบัดนํ้าเสียทางชีววิทยาในสภาวะที่ไมมี

ออกซิเจน ผลผลิตสุดทายของกระบวนการยอยสลายจะไดเปนกาซชีวภาพสวนใหญประกอบดวย

กาซคารบอนไดออกไซดและกาซมีเทน ปจจุบันกระบวนการแบบไรอากาศไดรับความสนใจมากข้ึน 

เนื่องจากไมตองใชพลังงานในการเติมอากาศและกาซมีเทนที่ไดนั้นสามารถนํามาใชเปนพลังงาน

ทดแทนไดเปนอยางดี 
 

2.2 กลไกการยอยสลายสารอินทรียของกระบวนการยอยไรอากาศ 
 
       2.2.1 หลักการ 
 
 การยอยสลายสารอินทรียในนํ้าเสียซึ่งประกอบดวย โปรตีน คารโบไฮเดรต และไขมันอยู

ทั้งในรูปของของแข็งและสารละลายโมเลกุลใหญไปเปนสารทีม่ีโมเลกุลเล็กลงเร่ือย ๆ โดยอาศัย

ปฏิกิริยาชีวเคมี ซึ่งสามารถแบงเปน 3 ข้ันตอน ดังนี ้ 

  ข้ันตอนที ่ 1 ไฮโดรไลซิส (Hydrolysis) เปนข้ันตอนการยอยสลายสารประกอบโมเลกุล

ใหญ เชน คารโบไฮเดรต โปรตีน และไขมันใหกลายเปนสารประกอบโมเลกุลเล็ก เชน นํ้าตาล 

กรดอะมิโน และกรดไขมันชนิดยาวตามลําดับ ข้ันตอนนี้สามารถเกิดข้ึนไดภายนอกเซลลแบคทีเรีย

หรือเรียกวาการยอยสลายภายนอกเซลลแบคทีเรียในกระบวนการหมกั (Fermentative Bacteria)      
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จะปลอยเอนไซมออกจากเซลลออกมาสูภายนอกเพื่อทําปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสเพ่ือใหสารอินทรียอยู

ในรูปที่สามารถนําไปใชได 

  ข้ันตอนที่ 2 การหมักกรดอินทรียระเหยและการเปล่ียนกรดอินทรียระเหยเปนกรดอะซิติก 

(Acidogenesis and acetogenesis) ข้ันตอนนี้สารอินทรียที่มีโมเลกุลเด่ียวในข้ันตอนแรกจะถูก

แบคทีเรียพวกสรางกรด (Acidogenic bacteria) ดูดซึมผานเยื่อหุมเซลลเขาสูเซลล และใชเปน

แหลงคารบอนและแหลงพลังงานโดยกระบวนการหมัก (Fermentation) ผลของปฏิกิริยาจะไดกรด

อินทรียระเหยที่มีคารบอนไมเกิน 5 อะตอม เชน กรดอะซิติก (Acetic acid) กรดฟอรมิค (Formic 

acid) กรดบิวทิริค (Butyric acid) กรดโพรพิโอนิค (Propionic acid ) กรดไอโซบิวทิริค (Isobutyric 

acid) กรดวาเลอริค (Valeric acid) กรดไอโซวาเลอริค (Isovaleric acid) เปนตน นอกจากนี้ยังจะ

ไดแอลกอฮอล กาซไฮโดรเจน และกาซคารบอนไดออกไซดอีกดวย จากนั้นกรดอินทรียระเหยที่มี

คารบอนมากกวา 2 อะตอม จะถูกเปล่ียนโดยแบคทีเรียสรางอะซิติก (Acetogenic Bacteria) ให

กลายเปนอะซิเตท (Acetate) ฟอรเมท (Formate) กาซไฮโดรเจน และกาซคารบอนไดออกไซด ซึ่ง

เปนสารประกอบสําคัญในการสรางกาซมีเทน ซึ่งข้ันตอนนี้ถือวาเปนข้ันตอนที่สําคัญในการ

หลีกเล่ียงการสะสมของกรดอินทรียระเหยและไฮโดรเจนในปริมาณที่สูงพอที่จะยับยั้งกระบวนการ

สรางกาซมีเทนได 

          ข้ันตอนที่ 3 การสรางมีเทน (Methanogenesis) แบคทีเรียจะใชกรดอะซิติกและไฮโดรเจน

และอ่ืนๆ ในการสรางมีเทน โดยข้ันตอนนี้มีการลดคาซีโอดีหรือบีโอดีในนํ้าเสียพบวาพลังงานเคมีที่

อยูในรูปซีโอดี มากกวารอยละ 90 จะเปล่ียนไปเปนมีเทนดังสมการที่ (2.2) และ (2.3) ตามลําดับ  
 

     CH3COOH + H2O → CH4 + H2CO3                (2.2) 

         4H2 + H2CO3     → CH4 + 3H2O              (2.3) 

 

  แบคทีเรียที่สรางมีเทนเปนพวกที่ดํารงชีพในสภาวะที่ไมมีออกซิเจนเทานัน้สามารถสราง

มีเทนไดจากอะซิเตตและการรีดักช่ันของกาซคารบอนไดออกไซด แบคทีเรียเหลานี้ สามารถเติบโต

ไดในชวงพีเอชแคบๆ เทานั้นและทนทานตอสภาพแวดลอมตํ่ากวาแบคทีเรียสรางกรด แบคทีเรีย

กลุมนี้สวนใหญ ไดแก Methanobacterium, Methanosarcina และ Methanococcus เปนตนซึ่ง

ในการยอยสลายแบบไรอากาศแบบสมบูรณของสารประกอบอินทรียซับซอน (Complex Organic 

Compounds) เปนกระบวนการที่เกี่ยวของหลายข้ันตอนดังที่กลาวขางตน โดยทัว่ไปจะมีแบคทีเรีย 

3 กลุมที่เกีย่วของ คือ กลุมที่ 1 คือ แบคทีเรียในกระบวนการหมัก (Hydrolytic – Fermentation 



 

  

 

6 

Bacteria) กลุมที่ 2  คือ แบคทีเรียสรางอะซิติก (Syntrophic - Acetogenic Bacteria) และกลุมที่ 

3  คือ แบคทีเรียสรางมีเทน (Methanogenic Bacteria)ระหวาง 3 กลุมนี้ แบคทีเรียสรางอะซิติก 

(Acetogenic Bacteria) และแบคทีเรียสรางมี(Methanogenic Bacteria) เติบโตชาซ่ึงจะมีระยะ

การแบงตัว (Double Time) ประมาณ 3-7 วันภายใตสภาวะอุณหภูมิปานกลาง (Mesophilic) 

กระบวนการบําบัดทางชีวภาพ สวนใหญจะรักษาแบคทีเรียที่มีชีวิตใหมากที่สุดเทาที่จะเปนไปได 

เพื่อจะใหระบบบําบัดมีประสิทธิภาพมากที่สุด (Lettinga และคณะ, 1991) โดยที่แบคทีเรียสราง

มีเทน (Methanogenic Bacteria) จําแนกไดเปน 3 ชนิด คือ แบคทีเรียที่ผลิตมีเทนไดจากอะซิเต

ตอยางเดียว (Obligate Acetoclastic Methanogen) แบคทีเรียที่ผลิตมีเทนไดจากไฮโดรเจนเพียง

อยางเดียว (Obligate Hydrogenotrophic Methanogen) และแบคทีเรียที่สามารถสรางมีเทนได

จากกรดอะซิติกหรือไฮโดรเจน (Hydrogenotrophic/ Acetoclastic Methanogen) 

ในป ค.ศ. 1962 Jeris และ McCarty ไดใชธาตุกัมมันตรังสี C14 ทดสอบการยอยสลาย

ของสารอินทรีย   พบวาประมาณรอยละ 70 ของกาซมีเทนที่เกิดข้ึนเกิดจากการสลายตัวของ

กรดอะซิติก และไดสรุปการเกิดกาซมีเทนจากการยอยสลายสารอินทรียแบบไรอากาศโดย

เปรียบเทียบกับความเขมขนซีโอดีปฏิกิริยาชีวเคมี ของการยอยสลายสารอินทรียภายใตสภาวะที่ไร

อากาศนี้จะไดกาซชีวภาพ สวนใหญประกอบดวย กาซมีเทน และกาซคารบอนไดออกไซด 

นอกจากนี้ยังประกอบดวยกาซอ่ืนๆ อีกเล็กนอย   เชน กาซไขเนา (H2S) และกาซไนโตรเจน (N2) 

ดังสมการการยอยสลายสารอินทรียแบบไรอากาศที่ (2.4)  

  

CnHaOb+ (n – a/b – b/2) H2O→ (n/2 – a/8 + b/4) CO2 + (n/2 + a/8 - b/4) CH4         (2.4) 

ขณะที่กระบวนการบําบัดนํ้าเสียแบบไรอากาศทํางานอยู พลังงานทั้งหมดของสารอาหารถูก

เปล่ียนเปนกาซมีเทนและของเหลว ซึ่งกาซมีเทน 1 โมล ตองการออกซิเจน 2 โมล เพื่อใชในการ

ออกซิไดซใหไดนํ้าและกาซคารบอนไดออกไซด ดังสมการที่ (2.5)   

 

                                   CH4 + 2O2    →   CO2 + 2H2O                                                   (2.5) 

 

ในระบบการยอยสลายแบบไรอากาศนี ้ พลังงานที่อยูในสารอินทรียประมาณรอยละ 9 0 

จะเปล่ียนไปอยูในรูปของกาซมีเทน หรือประมาณไดวา 1  กิโลกรัมของคาซีโอดีที่ถูกกําจัดจะให 
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กาซมีเทนประมาณ 0.31 ถึง 0.44 ลูกบาศกเมตร โดยมีสัดสวนมีเทนในกาซชีวภาพประมาณรอย

ละ 60 ถึง 75   

2.2.2 สภาวะแวดลอมที่เหมาะสมของการบําบัดแบบไรอากาศ   

         1) อุณหภูมิ (สุเมธ ชวเดช, 2529)  

อัตราการเกิดปฏิกิริยาจะเพิ่มข้ึนเมื่ออุณหภูมิเพิ่มข้ึนโดยทั่วไปนิยมควบคุมอุณหภูมิในถัง

หมัก ใหอยูในชวงการทํางานของแบคทีเรียมีโซฟลิค (Mesophilic Bacteria) คือ   37             

องศาเซลเซียส เนื่องจากไมตองใชพลังงานสูงเหมือนในการทํางานของแบคทีเรียเทอรโมฟลิค 

(Thermophilic Bacteria) คือ 55 องศาเซลเซียส แตอยางไรก็ตามในป ค.ศ. 1977 Buhr และคณะ

พบวาการทํางานในชวงอุณหภูมิสูงมีขอดี คืออัตราการยอยสลายสารอินทรียที่ 55 องศาเซลเซียส 

จะสูงกวา 37 องศาเซลเซียส 2-3 เทา ทําใหเวลากักเก็บลดลง และขนาดถังหมักลดลง สามารถลด

ปริมาณจุลินทรียกอโรคไดสูง นอกจากนี้ การกวนผสมยังทําไดงายข้ึนเนื่องจากอุณหภูมิสูงทําให

ความหนืดของของเหลวลดลง อยางไรก็ตามการทํางานของระบบหมักที่อุณหภูมิสูง ตองการ

พลังงานสูงดวย ทั้งนี้อาจแกโดยการใชพลังงานจากกาซชีวภาพที่เกิดในระบบเอง หรือประยุกตใช

กับน้ําเสียที่มีอุณหภูมิสูงอยูแลว นอกจากนี้ยังพบปญหาอีกประการของระบบหมัก คือ แบคทีเรียที่

ทํางานที่ 55 องศาเซลเซียส นี้ สามารถทนตอการเปล่ียนแปลงอุณหภูมิไดตํ่ากวาแบคทีเรียที่

ทํางานที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสทําใหระบบที่อุณหภูมิสูงมีเสถียรภาพตํ่ากวาระบบที่อุณหภูมิ

ปกติ 

 2) ความเปนกรดดาง (pH)    

คาความเปนกรดดางนี้มีความสําคัญตอการเจริญของแบคทีเรียในแตละกลุมที่แตกตาง

กัน โดยทั่วไปแบคทีเรียเจริญไดดีในชวงพีเอช 6.5-7.8 แตระบบบําบัดน้ําเสียแบบไมใชออกซิเจน 

อาศัยการทํางานรวมกันของแบคทีเรียสองกลุมหลัก โดยกลุมแบคทีเรียสรางกรดสามารถทนคาพี

เอชไดตํ่าถึง 4.5 ในขณะที่กลุมแบคทีเรียสรางมีเทน (Methanogenic bacteria) ซึ่งเปนแบคทีเรียที่

ผลิตกาซมีเทน สามารถทนคาพีเอชไดตํ่าเพียง 5.5 

        3) คาความเปนดาง (Alkalinity)   

เปนความสามารถของน้ําในการรับอนุภาคโปรตรอน ถาระบบนี้มีคาตํ่าแสดงวาในระบบ

เกิดการสะสมของสารอินทรียในปริมาณที่สูง ซึ่งเปนอันตรายตอแบคทีเรียในระบบจําเปน ตอง
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ระมัดระวังในการควบคุมการทํางานของระบบหมัก คาความเปนดางที่เหมาะสมตอระบบหมักมี

คาประมาณ 1,000 – 3,000 มิลลิกรัมตอลิตร ถาตํ่ากวานี้เสถียรภาพ (Buffer Capacity) ของ

ระบบตํ่าคาความเปนดางอาจเพิ่มข้ึน จากการรวมตัวของแอมโมเนียที่เกิดจากการยอยสลาย

โปรตีนกับกาซคารบอนไดออกไซด ที่แบคทีเรียขับออกมาเกิดเปนแอมโมเนียไบคารบอเนตดัง

สมการ (2.6) 

                                            NH3 + CO2 + H2O → NH4HCO3                         (2.6)  
  

                      4) กรดไขมันระเหย (Volatile Fatty Acids, VFA)  

เกิดจากสารอินทรียที่ถูกยอยใหเปนโมเลกุลที่เล็กลงและสามารถละลายน้ําได จะถูก

นําไปใชโดยกลุมแบคทีเรียสรางกรดและเกิดกรดอินทรีย ซึ่งถูกนําไปใชตอโดยแบคทีเรียสราง

กรดอะซิติก (Acetogenic bacteria) หรือ แบคทีเรียสรางมีเทน (Methanogenic bacteria) แตถา

ระบบไมอยูในภาวะสมดุล กลาวคือ แบคทีเรียที่ใชกรดไขมันระเหย ไมสามารถใชไดทันกับการ

ผลิต จะเกิดการสะสมของกรดไขมันระเหยสงผลใหคาความเปนกรดดางลดลง เกิดสภาพแวดลอม

ที่ไมเหมาะสมตอการเจริญของแบคทีเรียกลุมสรางมีเทนที่ผลิตไดจึงลดต่ําลง และถามีการสะสม

กรดไขมันระเหยในปริมาณมากก็จะทําใหระบบลมเหลวในที่สุด 

 
                       5) สารอาหาร (Nutrients)  

ไนโตรเจนและฟอสฟอรัสเปนธาตุที่สําคัญตอแบคทีเรีย ซึ่งอัตราสวนที่เหมาะสมในระบบ

หมักเพื่อใหประสิทธิภาพการยอยสลายสารอินทรียและผลิตกาซชีวภาพไดดีควรมีอัตราสวน   

COD : N : P เทากับ 350 : 5 : 1 ถาพบวาปริมาณธาตุดังกลาวไมเพียงพอก็จําเปนตองเติมเพิ่ม 

 

                       6) สารพิษ (Toxic Substances)  

  สารเคมีใดๆที่เขาสูระบบ เมื่อมีคาความเขมขนถงึระดับหนึ่งแลวมีผลใหประสิทธิภาพ 

หรือเสถีรภาพของระบบลดลงสารนัน้จัดเปนสารพษิ (Toxic) ความเปนพษิตอระบบมีไดต้ังแตการ

ยับยั้งผลของการเจริญเติบโตของจุลินทรีย (Inhibit) จนถึงการทําลายจุลินทรียดังนั้นจงึจาํเปนตอง

ควบคุมความเขมขนของสารใดๆ มิใหเกนิขีดจํากัดที่จะมีผลตอระบบในนํ้าเสียกอนที่จะปอนเขาสู 
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ระบบ ซึ่งสารที่เปนพิษตอจุลินทรียในระบบบําบัดน้ําเสียประเภทสารอินทรียในน้ําทิ้งทางชีววิทยา

แบงออกเปน 5 ประเภท คือ 

 

               6.1) พิษของไออนหรือโลหะหนัก (Iron or Heavy metal Toxicity) 

ระดับความเปนพิษของไออนหรือโลหะหนัก ถามีมากเกินจํานวนหนึ่งจะเกิดความเปนพิษ

ตอจุลินทรียในระบบได ไอออนที่สําคัญไดแก Ca2+, Mg2+, Na+,K+ และ S2-โดยปกติไอออนบวกจะ

เปนพิษมากกวาไออนลบ นอกจากนี้การศึกษายังพบวา ไออนบวกที่มีเวเลนซ่ีเทากับ 1 จะมีพิษตอ

จุลินทรียนอยกวาไออนที่มีเวเลนซ่ีเทากับ 2 ถึง 10 เทา     ดังนั้นพิษของไอออนบวกจะเพิ่มข้ึน

เมื่อเวเลนซ่ีสูงข้ึน และน้ําหนักอะตอมมากข้ึน หากตองการลดความเปนพิษสามารถทําไดโดยลด

ความเปนพิษของไออนบวก กลาวคือ การทําแอนทาโกนิซึม (Antagonism) คือเมื่อไอออนบวกอยู

รวมกันในความเขมขนที่พอเหมาะ พิษของไอออนบวกชนิดหนึ่งสามารถลดความเปนพิษไอออน

อีกชนิดหนึ่งได เชน พิษของ Na+ เขมขน 3,500 มิลลิกรัมตอลิตร สามารถทําใหหมดไปไดถามี 

Ca2+และ  Mg2+   ที่มีความเขมขนระหวาง 50 – 1,000 มิลลิกรัมตอลิตร แตในทางตรงกันขาม

ไอออนบวกบางชนิด จะไปเพิ่มพิษของไออนอีกชนิดหนึ่งเมื่ออยูรวมกันเรียกปรากฏการณเชนนี้วา 

ซินเนอรยีสซึม (Synergism) 

 

             6.2) พิษของกรดไขมันระเหย (Volatile Fatty Acids Toxicity) 

กรดไขมันระเหยเปนพิษตอจุลินทรียสรางมีเทนเพราะการที่เกิดกรดไขมันระเหยเพ่ิมมาก

ข้ึนจะทําใหพีเอชลดลงซ่ึงเปนอันตรายตอจุลินทรีย กลาวคือ ในสภาวะที่สารอินทรียหรืออาหารเขา

ระบบมามาก แบคทีเรียที่ผลิตกรดจะผลิตกรดไขมันออกมามาก สงผลตอการทํางานของแบคทีเรีย

ที่สรางมีเทนได 

 

                         6.3) พิษของสารอินทรีย (Toxic Organic material) 

 สารอินทรียบางชนิดจะไปยบัยั้งการทาํงานของจุลินทรียชนิดที่ไมใชออกซิเจนอิสระสาร

พวกนี้ไดแก แอลกอฮล (Alcohol) และกรดไขมันที่มีโมเลกุลยาว (Long-chain fatty acid) เชน   

เมทานอล (Methanol) ซึง่ความเปนพษิของสารอินทรียเหลานี้สามารถทําลายไดโดยการนาํน้าํทิ้ง

ที่มีสารอนิทรียเขาสูระบบอยางสม่ําเสมอ (Continuous Feed) เพื่อทาํใหจุลินทรียคุนเคยและ 
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ปรับตัวได แมวาจะมีความเขมขนของสารอินทรียที่เปนพิษถึง 10,000 มิลลิกรัมตอลิตร ก็ตามหรือ

อาจแกไขไดโดยการเติมสารเคมีลงไป เพื่อทําใหเกิดการตกตะกอนของสารอินทรียที่เปนพิษ 

 

              6.4) พิษของกาซบางชนิด 

 พิษของแอมโมเนีย (Ammonia Toxicity) แอมโมเนียที่เกิดข้ึนในระบบบําบัดน้ําเสียดวย

วิธีทางชีววิทยาแบบไรอากาศ จะมาจากการยอยสลายสารอินทรียที่มีไนโตรเจนรวมอยูดวยคือ 

พวกโปรตีนหรือปุยยูเรีย (Urea) ซึ่งไนโตรเจนอาจอยูในรูปแอมโมเนียไอออน (NH+4) หรือกาซ

แอมโมเนีย (NH3) โดยสารสองตัวนี้จะเปลี่ยนไปมาไดข้ึนกับพีเอช ดังสมการที่ 2.7  
 

                                      NH+
4      →        NH3 + H+                                                       (2.7) 

ถาพีเอชสูงกวา 8  ปฏิกิริยาจะดําเนินไปทางขวา ซึ่ง NH3จะยับยั้งการทํางาน และเปนพิษ

ตอจุลินทรียชนิดไมใชออกซิเจนมากกวา NH+
4 ปริมาณของแอมโมเนียไนโตรเจน ซึ่งวิเคราะหไดใน

หองปฏิบัติการจะรวมทั้ง NH+
4 และ NH3 การลดพิษของแอมโมเนียไนโตรเจน ทําไดโดยการเจือ

จางน้ําเสียกอนเขาสูระบบบําบัดหรืออาจกําจัดแอมโมเนียไนโตรเจนกอนเขาสูระบบบําบัด 

 

             6.5) พิษของซัลไฟด (Sulfide Toxicity)  

ในระบบบําบัดน้ําเสียทางชีวภาพแบบไรอากาศ จะเกิดการเปนพิษของซัลไฟดตอจุลินทรีย

เมื่อน้ําเสียที่เขาสูระบบบําบัด มีปริมาณของซัลไฟดมากหรือเกิดการยอยสลายของซัลเฟต (SO2-
3) 

หรือเกิดการยอยสลายโปรตีนซัลไฟดในระบบบําบัดน้ําเสียแบบไรอากาศอยูในรูปที่ละลายน้ํา

หรือไมละลายน้ํา ทั้งนี้ข้ึนกับไอออนบวกที่รวมอยูถารวมกับโลหะหนักก็จะตก ตะกอนลงมา สวนที่

เหลือจะละลายน้ําในรูปแบบกาซไฮโดรเจนซัลไฟด และสามารถเปล่ียนเปนกรดซัลฟูริก (H2SO4) 

ไดจากจุลินทรียชนิดที่ไรอากาศอิสระ สามารถทนตอซัลไฟดที่ละลายนํ้าอันมีความเขมขน 50 ถึง 

100 มิลลิกรัมตอลิตร แตความเขมขนที่มากกวา 200 มิลลิกรัมตอลิตร จะเปนพิษตอจุลินทรียชนิด

นี้ การลดพิษของซัลไฟดทําไดโดยการทําใหตกตะกอนของซัลไฟดหรือโดยการแยกซัลไฟดออกจาก

น้ําเสียกอนเขาระบบ 
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ตารางที่ 2.1 แสดงระดับความเขมขนสูงสุดของสารพษิ (มิลลิกรัมตอลิตร) ที่ไมเปนอันตรายตอ

แบคทีเรียในระบบบําบัดแบบไรอากาศ (สุเมธ ชวเดช, 2529) 

สารพิษ ความเขมขนสูงสุด(มิลลิกรัมตอลิตร) 

Na2+ 3,500 

K+ 2,500 

Ca2+ 1.0 

Zn2+ 5.0 

SO4
2- 0.02 

S- 100 

CN- 1.0 

Benzene 50 

Chloroform 0.1 

 

         7) การเติมน้ําเสีย (Feeding Mode)  

การเติมน้ําเสียเขาระบบหมักอาจเปนแบบเติมคร้ังเดียว (Batch Feed) เติมกึ่งตอเนื่อง 

(Semi-continuous Feed) และเติมตอเนื่อง (Continuous Feed) การเติมแบบตอเนื่องจะมี

ประสิทธิภาพสูงสุด เพราะสภาวะภายในถังหมักคงท่ีและการเติมแบบคร้ังเดียวจะมีประสิทธิภาพ

ตํ่าสุด อันเนื่องมาจากระบบมีการเปล่ียนแปลงตลอดเวลา ทําใหแบคทีเรียตองปรับตัวอยูตลอด แต

ในกรณีที่น้ําเสียมีเปนชวง ก็จําเปนตองใชวิธีการเติมแบบกึ่งตอเนื่องแทน  

       8) โออารพี (Oxidation Reduction Potential, ORP) 

เปนพารามิเตอรที่แสดงถึงปฏิกิริยารีดอกซ (Redox) โดยแสดงความตางศักยไฟฟาที่เกิด

จากการถายเทอิเล็กตรอนของที่เกิดข้ึนในระบบ โดยทั่วไปไดคาบวกในน้ําที่มีออกซิเจนหรือไนเตรต

และวัดไดคาลบในน้ําที่ไรออกซิเจน โออารพีจะแสดงความสามารถในการรับอิเล็กตรอนของ

สารละลาย ถาวัดไดคาบวกมากๆแสดงวามีความสามารถรับอิเล็กตรอนไดดี สําหรับระบบบําบัด

แบบไรออกซิเจนมีความสามารถในการใหอิเล็กตรอนไดดี คาที่เหมาะสมอยูในชวง -300 ถึง -500 

มิลลิโวลท 
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2.2.3 ขอดีและขอเสียของระบบบําบัดแบบไรอากาศ  
(ศักด์ิชัย สุริยจันทราทอง, 2542) 

       1) ขอดี  

    1.1) ใชไดดีกับนํ้าเสียที่มีความสกปรกสูง  

    1.2) ไมตองใชพลังงานมากเมื่อเปรียบเทียบกับระบบใชอากาศ เชน ระบบเอเอส  

    1.3) ไดพลังงานจากกาซมีเทนซ่ึงเปนกาซหุงตม 

    1.4) ตองการอาหารเสริมนอย เชน ไนโตรเจน และ ฟอสฟอรัส  

    1.5) ตะกอนสวนเกินมีนอย งายตอการจัดการและยังนําไปทําปุยไดดวย 

       2) ขอเสีย 

    2.1) การเดินระบบคอนขางยุงยากและใชเวลานานกวาจะเขาสูสภาวะคงที่ (Steady  

State) เนื่องจากการเจริญเติบโตจําเพาะของจุลินทรียคอนขางต่ํา 

2.2) นํ้าที่บําบัดแลวยังเหลือความสกปรกสูงเกินกวาที่จะทิ้งลงแหลงน้ําจําเปนตองนํา 

ผานระบบอ่ืน ๆ เชน ระบบแบบใชอากาศ เปนตน ในภายหลังจึงจะทําใหนํ้าทิ้งมีความ

สะอาดพอที่จะทิ้งได 

  2.3) อาจมีกล่ินเหม็นจากกาซไขเนารบกวนหากควบคุมไมดี 
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2.3 ระบบยูเอเอสบี (Upflow Anaerobic Sludge Blanket, UASB) 
 

2.3.1 หลักการทํางานของระบบยูเอเอสบี  

นํ้าเสียถูกสูบเขาสูถังหมักทางดานลาง ดวยความเร็วที่เหมาะสมเพราะความเร็วของนํ้า

เสียที่ปอนเขาสูระบบทําใหตะกอนจุลินทรียลอยข้ึนสูดานบน เกิดการสัมผัสกันระหวางนํ้าเสียกับ

ตะกอนแขวนลอยและทําใหเกิดการยอยสลายสารอินทรีย ระบบนี้ไมจําเปนตองมีการกวนผสม

อยางรุนแรงในถังหมักเพื่อใหนํ้าเสียและตะกอนแบคทีเรียสัมผัสกัน แตอาจใชการกวนเปนคร้ัง

คราวหรือการกวนเบาๆแทน ทั้งนี้เนื่องจากกาชชีวภาพที่เกิดข้ึนจะชวยใหเกิดการกวนผสมกันอยู

แลวลักษณะทั่วไปของถังปฏิกิริยาแบบยูเอเอสบี จะเปนรูปทรงส่ีเหลี่ยมหรือทรงกระบอกก็ได 

โดยจะแบงเปน 2 สวน ดังนี้ (ชํานาญ กายประสิทธิ์, 2538) สวนที่ 1  คือ สวนที่เปนถัง

หมักพรอมดวยระบบปอนนํ้าเสีย อยูทางดานลางของถัง สวนที่ 2  คือ สวนที่แยกนํ้า กาซ และ

ตะกอนแขวนลอย อยูสวนบนของถังหมัก โดยมีอุปกรณแยกเรียกวาอุปกรณแยกสามสถานะ 

(Three phase separator) ประกอบดวยแผนเอียงทํามุมประมาณ 45 ถึง 60 องศา นอกจากนี้ยัง

ชวยในการปองกันมิใหตะกอนจุลินทรียที่ฟุงกระจายโดยกาซชีวภาพหลุดออกไปจากถังหมัก ในถัง

หมักจะมีชั้นตะกอนแบคทีเรีย 2 ชั้น คือชั้นของตะกอนลาง (Sludge Bed) เปนตะกอนจุลินทรียจะ

รวมกันเปนเม็ด อยูทางดานลางเปนชั้นตะกอนจุลินทรียที่มีความสามารถในการตกตะกอน หรือ

ความเร็วการจมตัวสูงอีกทั้งยังมีความสามารถในการยอยสลายสารอินทรียไดสูงและช้ันตะกอน

แขวนลอย (Sludge Blanket) ซึ่งเปนชั้นที่มีตะกอนจุลินทรียสวนที่มีความหนาแนนต่ําและ

ความเร็วการจมตัวต่ํากวา จะลอยฟุงกระจาย เนื่องจากกาซชีวภาพที่เกิดข้ึนจากการยอยสลาย

สารอินทรียในนํ้าเสียที่ปอนเขาสูถังปฏิกิริยา ซึ่งกลุมตะกอนแบคทีเรียในถังจะถูกทําใหเกิดการฟุง

กระจาย โดยกาซที่เกิดข้ึนและสวนตะกอนที่ฟุงกระจายข้ึนมาจะเกิดการรวมกลุมและจมตัวลง 

บริเวณกรวยแยกซ่ึงตะกอนจุลินทรียที่ถูกแยกจะไหลเขาสูสวนแยกตะกอน และกาซชีวภาพจะลอย

ผานกรวยแยก และไหลไปตามทอสูที่เก็บกาซ ทางดานบนของถังหมัก รวบรวมเพื่อนําไปใชเปน

แหลงพลังงานตอไปสวนนํ้าเสีย ที่ผานการบําบัดแลวจะไหลออกทางดานบนของถัง 
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2.3.2 กระบวนการเกิดตะกอนเม็ด (Granulation Process)   

ประสิทธิภาพในการลดสารอินทรียและการผลิตกาซชีวภาพ ข้ึนอยูกับปริมาณแบคทเีรียใน

ระบบเม่ือมีปริมาณแบคทีเรียสูงข้ึนประสิทธิภาพของระบบก็สูงดวย ในการควบคุมระบบยูเอเอสบี

ใหมีประสิทธิภาพสูง จําเปนตองสรางตะกอนเม็ดแบคทีเรียที่มีคุณภาพที่ดีใหไดเนื่องจากตะกอน

เม็ดที่มีคุณภาพดีตองมีความถวงจําเพาะสูง ความเร็วการจมตัวสูง ดังนั้นตะกอนเม็ดสามารถอยู

ในระบบยูเอเอสบีได มิฉะนั้นแลวระบบยูเอเอสบีจะไมสามารถทํางานไดอยางมีประสิทธิภาพสูง  

ในกรณีที่มีตะกอนเม็ดแบคทีเรียอยูแลว การเร่ิมตนการทํางานของระบบจะไมยุงยากมากแต

โดยทั่วไปแลว ไมสามารถหาตะกอนเม็ดแบคทีเรียไดในปริมาณมากพอในการเดินระบบ ดังนั้นการ

เดินระบบยูเอเอสบีจึงมักเร่ิมตนดวยตะกอนแบคทีเรียที่ไดจากระบบหมักอ่ืนๆซึ่งตะกอนแบคทีเรีย

เหลานี้มักอยูในรูปตะกอนเบาหรือตะกอนปุยกระบวนการเปล่ียนแปลงแบคทีเรียจากตะกอนเบา

ใหเปนตะกอนเม็ด แบงออกเปน 3 ระยะดังนี้ ระยะที่ 1 ชวงตะกอนหลุดออกจากระบบ (Wash – 

Out Stage) เปนชวงแรกของกระบวนการเปล่ียนแปลงโดยเร่ิมตนเดินระบบดวยอัตราการปอน

สารอินทรียต่ํา ๆ คือ ต่ํากวา 2 กิโลกรัมซีโอดีตอลูกบาศกเมตรตอวันหรือคาของอัตรารับภาระ 

(Sludge Loading Rate) ต่ํากวา 0.3 กิโลกรัมซีโอดีตอกิโลกรัมของแข็งระเหยแขวนลอยตอวัน 

ในชวงอัตราการปอนสารอินทรียต่ํานี้จะเกิดกระบวนการสูญเสียของตะกอนแบคทีเรียขนาดเล็กที่

เบา โดยลอยออกมากับนํ้าลนตลอดเมื่ออัตราการปอนสูงข้ึนกวาชวงดังกลาว จะยังคงเกิด

กระบวนการหลุดออกมาพรอมกับมีการเพิ่มปริมาณแบคทีเรียในระบบ เนื่องจากมีปริมาณอาหาร

เขาสูระบบสูงข้ึน ระยะที่ 2 ชวงที่เร่ิมเกิดแบคทีเรียชนิดเม็ด (Transition Stage) แตยังมีจํานวน

นอยและมีขนาดเล็ก อัตราการปอนสารในชวงนี้ข้ึนกับลักษณะสมบัติของนํ้าเสียที่ปอนเขาระบบ

โดยทั่วไปเทากับ 5 กิโลกรัมซีโอดีตอลูกบาศกเมตรตอวัน หรือคาของอัตรารับภาระประมาณ 0.3 

ถึง 0.6 กิโลกรัมซีโอดีตอกิโลกรัมของแข็งระเหยแขวนลอยตอวันชวงนี้จะเกิดฟองกาซชีวภาพมาก 

ทําใหแบคทีเรียพวกตะกอนเบาจะหลุดออกจากระบบเปนจํานวนมาก ซึ่งเปนผลดีเนื่องจาก

ตะกอนเบาที่หลุดออกไป จะไมแยงอาหารตะกอนแบคทีเรียที่ดีที่จะเติบโตและเพิ่มจํานวนมากขึ้น

รวมตัวเปนตะกอนเม็ด แตตองระวังไมใหอัตราการสูญเสียตะกอนเบามากกวาอัตราการเพิ่ม

ปริมาณแบคทีเรียชนิดเม็ด ระยะที่  3 ชวงที่มีการเพิ่มขนาดและปริมาณของแบคทีเรียชนิดเม็ด    

(Progressive Granulation Stage) ซึ่งเกิดข้ึนในชวงที่ปอนสารอินทรียสูงข้ึนในชวงนี้ระบบจะมี

ความสามารถรับการเพิ่มของอัตราปอนสารอินทรียไดสูงและรวดเร็วข้ึน  

ในปค.ศ. 1992 Draaijer และคณะทดลองใชถังปฏิกรณยูเอเอสบีขนาด 1200 ลูกบาศก

เมตรโดยบําบัดนํ้าเสียชุมชนเร่ิมไมใชหัวเช้ือ เวลาเก็บกัก 6 ชั่วโมง เปนเวลา 10 สัปดาห พบวามี
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ข้ันตอนการเร่ิมตนกระบวนการหมักจนกระทั่งเขาสูสภาวะคงที่แบงออกเปน 3 ระยะกลาวคือ ระยะ

ที่ 1 เรียกวา Sludge Accumulation  เปนระยะการเก็บสะสมตะกอนใหมีปริมาณสูงระยะที่ 2 

เรียกวา Sludge Improvement เปนระยะปรับปรุงคุณภาพของตะกอนโดยการหยุดเติมนํ้าเสีย

ประมาณ 2 สัปดาห  เพื่อใหสารอินทรียที่มีอยูในถังหมักไดมีการยอยสลายทําใหตะกอนมีลักษณะ

ตกตะกอนไดดีและมีการสรางกาซมีเทนดวยและระยะที่ 3 เรียกวา Blanket Formation เปนระยะ

เพิ่มปริมาณของตะกอนใหมากข้ึน ตะกอนจะเพิ่มมากข้ึนจนช้ันของตะกอนในถังมีระดับสูงข้ึนใน

ขณะเดียวกันตะกอนก็มีการปรับปรุงคุณภาพใหดีข้ึนคือ ลักษณะที่ตกตะกอนไดดีจนกระทั่งเขาสู

สภาวะคงที่ 

 
2.3.3 ประเภทของเม็ดสลดัจ (Granular Sludge) ในถังปฏิกรณยเูอเอสบี 
 

ลักษณะของเม็ดสลัดจที่เกดิข้ึนในถงัปฏิกิริยายูเอเอสบี ข้ึนอยูกับชนิดของตะกอนหัวเชื้อ 

(Seed sludge) สวนประกอบของนํ้าเสยี ตลอดจนการเร่ิมตนการเดินระบบบําบัดแบบไรอากาศ

และส่ิงแวดลอมเร่ิมตน เม็ดสลัดจอาจมีหลายชนิดดังนี ้  

1) Sarcina Granules เปนเม็ดแบคทีเรียที่สวนใหญประกอบดวยเมธาโนซาซินาซึ่งเกิดข้ึน

เม่ือระบบหมักรับปริมาณสารอินทรียสูงเกินไป (Over Loading)  โดยทําใหเกิดสภาพการสะสม

ของกรดอินทรียมากกวา 1,000 มิลลิกรัมตอลิตร ที่มีพีเอชนอยกวา 6 นี้พบวา Sarcina Granules 

มีความสามารถในการผลิตมีเทน (Methane Production Activity) ตํ่ามาก  

2) Rod Granules เม็ดแบคทีเรียสวนใหญประกอบดวยแบคทีเรียลักษณะเปนทอนส้ันๆ 

จัดเปนพวก Methanotrix โดยเม็ดแบคทีเรียนี้มีขนาดประมาณ 3 มิลลิเมตรและมีวีเอสเอสสูงถึง 

รอยละ 90 ซึ่งตรวจพบในถังที่บําบัดนํ้าเสียโรงงานแปงมันและโรงงานนํ้าตาล 

3) Filamentous Granules เปนเม็ดแบคทีเรียสวนใหญที่พบมีลักษณะเปนแทงตอกันเปน

เสนยาว (Filamentous Bacteria) ในระบบยูเอเสบีที่มีเม็ดแบคทีเรียประเภทเสนใยยาวนี้จะมี

ประสิทธิภาพสูงสุด ซึ่งเปนสภาพการถูกกําหนดความตองการในการควบคุมระบบหมัก กลาวคือ

สภาพถังหมักจะไมมีการสะสมของกรดอินทรียในถังหมัก โดยกรดอินทรียในถังหมักควรตํ่ากวา

1,000 มิลลิกรัมตอลิตร  

4) Spiky Granules แบคทีเรียที่พบสวนใหญเปนพวกเสนใยสายยาวในกรณีที่น้ําเสียมี

สารแคลเซียมสูง จึงทําใหเม็ดแบคทีเรียในระบบยูเอเอสบีประกอบดวยสารแคลเซียมคารบอเนต
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มากกวารอยละ 60 ทําใหมีคาความเร็วการจมตัวสูงถึง 2 ถึง 90 เมตรตอชั่วโมงมีคาความสามารถ

จําเพาะของเม็ดตะกอนจุลินทรียต่ําทําใหมีปฏิกิริยาตํ่าเนื่องจากมีสารแคลเซียมคารบอเนตพอก

บนผิวเม็ดแบคทีเรีย 

ป ค.ศ. 1992 Guiot และคณะกลาววา ความเร็วของการไหลในถังปฏิกรณเปนปจจัย

สําคัญในการคัดเลือกพันธุของแบคทีเรียที่สามารถรวมตัวกันเปนเม็ดที่สามารถตกตะกอนไดดีเม็ด

ตะกอนจุลินทรียที่เกิดข้ึนมีขอดี คือ มีความหนาแนนสูงและเนื่องจากไมมีการใชตัวกลางจึงไมมี

การสูญเสียพื้นที่ในถังปฏิกรณ นอกจากนี้เม็ดตะกอนจุลินทรียยังมีอัตราสวนของแบคทีเรียตอ

ปริมาตรที่สูงมาก อยางไรก็ตามในป ค.ศ.1994 Fang และคณะไดศึกษาโครงสรางของเม็ด          

จุลินทรียในน้ําเสียประเภทคารโบไฮเดรต โดยใชกลองจุลทรรศนอิเลคตรอนแบบสแกน (Scanning 

Electron Microscopic, SEM) พบวามีโครงสรางภายในแบงออกเปน 3 ชั้นดังภาพที่ 2.1 ประกอบ

ไปดวยช้ันนอก ประกอบดวยแบคทีเรียหลายกลุม ไดแก Hydrogenic Acidogens Sulfate-

Reducers, Methanosarcina และ H2 – Utilizing Methanogens ชั้นกลาง ไดแก Hydrogenic 

Acidogens และ H2 – Utilizing Methanogens เชน Methanosarcina, Methanococcales และ 

Maethanospirillum และช้ันในเปนแบคทีเรียประเภทสรางกรดอะซิติกซ่ึงสวนใหญเปนกลุม 

Methanosaeta 

แบคทีเรียกลุม H2 – Utilizing Methanogens ในช้ันกลางและช้ันนอกมีความแตกตางกัน 

คือ กลุมแบคทีเรียชั้นนอกมีความชอบที่จะใชสับสเตรทที่ตํ่ากวากลุมแบคทีเรียช้ันกลาง และ

แบคทีเรียกลุมสรางกรดอะซิติกในช้ันกลาง การเกิดเม็ดจุลินทรียเปนโครงสรางในลักษณะดังกลาว

สงผลใหเกิดสภาพแวดลอมที่เหมาะสมตอแบคทีเรียแตละชนิด โดยเฉพาะชั้นของเม็ดจุลินทรียซึ่ง

เปนกลุมแบคทีเรียที่ผลิตมีเทนไดจากกรดอะซิติก (Aceticlastic Methanogens) เปนสวนสําคัญ

ในการผลิตมีเทนโดยอาศัยสับเสตรท ไดแก อะซิเตท ซึ่งเปนผลผลิตที่เกิดจากกระบวนการเมตาบอ

ลิซึมของแบคทีเรียกลุมชั้นนอกและชั้นกลาง โดยทั้งนี้ Methanosaeta เปนแบคทีเรียที่มีคาอัฟฟนต้ีิ

มากท่ีสุด ในกลุมแบคทีเรียอะซิติกลาสติกเมธาโนเจน ซึ่งถือวาเปนผลดีตอการทําปฏิกิริยาของ

กลุม Methanosaeta  
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ภาพที ่2.1 โครงสรางของตะกอนเม็ดจุลินทรีย (Liu และคณะ, 2003) 

 

       

2.3.4 ระบบปอนนํ้าเขา (Feed Inlet System)  

ระบบการกระจายน้ําเขาระบบ เปนสวนสําคัญสวนหนึ่งของถังยูเอเอสบีที่ทําใหเกิดการ

สัมผัสกันระหวางนํ้าเสียและตะกอนอยางเหมาะสม และทั่วถึงในการปอนนํ้าเขาตองกระจายนํ้า

เสียไดทั่วถึงตลอดหนาตัด ไมทําใหเกิดการไหลเปนชองหรือลัดวงจร (Short Circuit) ของน้ําเสียใน

ชั้นตะกอนและเกิดบริเวณจุดบอด (Dead Zone) ในถังยูเอเอสบี   

 
2.4 ระบบอีจเีอสบี (Expanded Granular Sludge Bed, EGSB) 

ระบบอีจีเอสบีเปนระบบบําบัดแบบไรอากาศแบบช้ันของเม็ดตะกอนจุลินทรีย (Granules) 

ระบบนี้พัฒนาข้ึนมาจากระบบยูเอเอสบี เพื่อปรับปรุงประสิทธิภาพการสัมผัสกันของน้ําเสีย    

(Substrate)  และจุลินทรียโดยการทําใหเกิดการขยายตัวของช้ันตะกอนจุลินทรียและการกวน

สัมผัสที่ทั่วถึง เหตุที่ทําใหมีการพัฒนาระบบยูเอเอสบีมาเปนระบบอีจีเอสบี  เพราะในป ค.ศ. 1994 

Kato และคณะไดศึกษาพบวาระบบยูเอเอสบีมีปญหาหลัก 2 ประการคือประการแรกลักษณะของ

น้ําเสียที่มีความเขมขนตํ่ามาก คาความเขมขนของซีโอดีที่ตํ่ามากของน้ําเสียที่เขาระบบทําใหระดับ

ความเขมขนของสารอาหารในถังปฏิกรณมีคาตํ่ามากและเมื่อพิจารณาจากสมการโมนอรด พบวา

อัตราการเกิดปฏิกิริยาของกลุมจุลินทรียที่เกิดข้ึนในขณะน้ันมีคาตํ่ากวาในชวงที่เหมาะสมมาก ได

มีการรายงานคา Ks (Half velocity constant) ของ Acetolactic Methanogenesis ในกลุมเม็ด

ตะกอน จุลินทรียพบวามีคาอยูในชวง 30-200 มิลลิกรัมซีโอดีตอลิตร ซึ่งสัมพันธกับคาของความ

เขมขนของสารอาหารที่ตํ่า โดยสงผลใหปริมาณกาซที่ถูกผลิตข้ึนมีปริมาณตํ่ามากและยังมีผลตอ

การกวนผสมในช้ันสลัดจที่ไมเพียงพอ และการสัมผัสระหวางน้ําเสียและจุลินทรียที่ไมทั่วถึงดังนั้น
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ปฏิกิริยาของระบบจะดําเนินไปในสภาวะที่ตํ่ากวาอัตราการเกิดปฏิกิริยาที่เหมาะสมเนื่องจากการ

ขยายตัวของช้ันสลัดจและประการที่สอง คือปริมาณออกซิเจนที่ละลายอยูในน้ําเสียทั้งนี้พบวาน้ํา

เสียที่มีความเขมขนตํ่ามักจะมีคาออกซิเจนละลายอยูในปริมาณหนึ่ง และอาจจะมีผลกระทบตอ

แบคทีเรียกลุมผลิตมีเทน 

 

2.4.1 ลักษณะและหลักการทํางานของระบบอีจีเอสบี (วัชระ พจี, 2544) 

ระบบอีจีเอสบีเปนระบบการบําบัดน้ําเสียแบบไรออกซิเจนลักษณะทั่วไปของถังปฏิกรณ

เปนถังปด  ลักษณะเปนรูปทรงกระบอกประกอบดวยสวนสําคัญ 2 สวน สวนแรกเปนสวนหมักอยู

สวนลางของถังปฏิกิริยา สวนที่สองเปนสวนตกตะกอนประกอบข้ึนดวยระบบแผนกั้น (Baffle 

system) อยูสวนบนของถังปฏิกิริยาเพื่อทําหนาที่แยกของเหลว กาซ และตะกอนจุลินทรียออกจาก

กันเรียก อุปกรณแยกสามสถานะ (Three phase Separator) ดังภาพที่ 2.2 

 
ภาพที ่2.2 ลักษณะถังปฏิกรณอีจีเอสบี (Seghezzo และคณะ, 1998) 
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สําหรับหลักการทํางานของถังปฏิกรณอีจเีอสบีมีดังนี ้

1) น้ําเสียจะถูกปอนเขาถังปฏิกรณดานลางโดยกระจายอยางสม่ําเสมอ มีทิศทางการไหล

จากดานลางข้ึนดานบนและจะสัมผัสกับช้ันตะกอนจุลินทรียชั้นลางทีม่ีความหนาแนนของจุลินทรีย 

เรียกช้ันตะกอนจุลินทรียนี้วา ชัน้ตะกอนลาง (Sludge bed) 

2)  จุลินทรียที่อยูชั้นตะกอนลางจะยอยสลายสารอินทรียที่อยูในน้ําเสียทําใหเกิดเซลลของ

จุลินทรียใหมและกาซตางๆ กาซที่เกิดข้ึนจะเกาะอยูตามผิวของตะกอนจุลินทรียความเร็วของน้ํา

เสียและฟองกาซที่เกิดจะไหลข้ึนในถังปฏิกรณจะทําใหเกิดการกวนผสมและพาตะกอนจุลินทรีย

ลอยปนปวนข้ึนไปยังชั้นตะกอนลอย มีการสัมผัสกันระหวางน้ําเสียกับช้ันตะกอนจุลินทรีย 

3) น้ําจะไหลผานช้ันตะกอนแขวนลอย   ที่มีความหนาแนนนอยกวาตะกอนลางเรียกชั้น

ตะกอนจุลินทรียที่แขวนลอยนี้วา ชั้นตะกอนลอย (Sludge blanket) ระหวางที่น้ําเสียไหลข้ึนสูสวน

ตกตะกอนทางดานบนของถัง สารอินทรียยังคงถูกยอยสลายโดยจุลินทรียในชั้นตะกอนลอย

เนื่องจากความเร็วไหลข้ึนภายในถังปฏิกรณอีจีเอสบีมีคาสูง ทําใหชั้นของตะกอนจุลินทรียขยายตัว

ข้ึนทําใหมีตะกอนแขวนลอยจํานวนมากหลุดออกไปกับน้ําออกชั้นตะกอนลอยจึงมีนอย 

4) น้ําเสียที่มีตะกอนจุลินทรียและกาซตางๆที่ลอยข้ึนไปชั้นบนจะกระทบกับแผนกั้น ซึ่งทํา

หนาที่แยกกาซ น้ําเสียและตะกอนจุลินทรียออกจากกัน ปกติแผนกั้นจะมีความเอียงประมาณ 50 

องศา    กาซที่ถูกแยกออกมาจะลอยข้ึนสูสวนที่เก็บกาซ สวนตะกอนจุลินทรียจะตกกลับลงมา ยัง

ชั้นลาง และจมตัวลงสูสวนที่เปนถังหมักอีกคร้ังหนึ่งโดยอาศัยแรงโนมถวง สวนน้ําเสียจะไหลลน

ออกจากถังปฏิกรณไปเปนน้ําออก นอกจากนี้ตะกอนจุลินทรียยังสามารถที่จะตกตะกอนสูชั้นลาง

โดยการเกิดลักษณะการไหลวกกลับ (Back-mix flow) ซึ่งเกิดจากการลอยข้ึนของกาซและการไหล

ข้ึนของนํ้าเสีย  ทําใหตะกอนจุลินทรียในถังหมักหลุดออกไปกับน้ําออกนอยลง (Van der Meer, 

1979) 

ความสําคัญของการหมุนเวียนน้ํากลับในระบบอีจีเอสบี เนื่องจากเปนระบบที่พัฒนามา

จากระบบยูเอเอสบีซึ่ง Kato และคณะ (1994) ไดศึกษาการหมุนเวียนน้ํากลับในการบําบัดน้ําเสีย

ความเขมขนตํ่าดวยระบบยูเอเอสบี วาการหมุนเวียนน้ํากลับทําใหความเร็วไหลข้ึนของนํ้าเสียใน

ถังปฏิกรณอีจีเอสบีเพิ่มสูงข้ึนเปน 5-6 เมตรตอชั่วโมง ในขณะที่ระบบยูเอเอสบีทั่วไปมีคาความเร็ว

การไหลอยูในชวง 0.5-1.5 เมตรตอชั่วโมง หรือตํ่ากวาทําใหเกิดการขยายตัวของชั้นตะกอนจุลินท

รีย เกิดการสัมผัสกันระหวางเม็ดตะกอนจุลินทรียกับน้ําเสียมากข้ึนทําใหสารอาหารสามารถแพร

เขาไปในเม็ดตะกอนจุลินทรียได อีกทั้งยังชวยเจือจางน้ําเสียที่มีความเขมขนสูงหรือน้ําเสียที่เปน
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พิษกอนเขาระบบ ทําใหระบบมีเสถียรภาพมากข้ึน (Fongsatikul และคณะ, 1995) ใชการ

หมุนเวียนน้ํากลับเพื่อฟนฟูระบบยูเอเอสบีที่ลมเหลว 

 
2.4.2 สภาพทางจลุชวีของการยอยสลายในถังปฏิกริิยาอีจีเอสบ ี

ลักษณะการทํางานของระบบอีจีเอสบี ทําใหสามารถเก็บกักตะกอนจุลินทรียไวภายในถัง

ไดมากภายใตสภาพความเร็วไหลข้ึนของน้ําสูง ทําใหตะกอนจุลินทรียพัฒนาตอไปเปนเม็ดตะกอน

ที่มีขนาดประมาณ 1-6 มิลลิเมตร ซึ่งสามารถตกตะกอนไดดีและเร็ว สวนตะกอนที่มีขนาดเล็กและ

เบาจะถูกชะลางหลุดออกไปกับน้ําออก เม็ดตะกอนจุลินทรียที่เกาะยึดกันไวเปนเม็ดอยางเห็นได

ชัดมีคาความสามารถจําเพาะของเม็ดตะกอนจุลินทรียสูง ลักษณะของเม็ดตะกอนที่เกิดข้ึนในถัง

ปฏิกิริยาอีจีเอสบีข้ึนอยูกับชนิดของตะกอนหัวเชื้อ สวนประกอบของน้ําเสีย ตลอดจนการเร่ิมตน

ของการเดินระบบและสภาพแวดลอมที่ เ ร่ิมตนเม็ดตะกอนในระบบอีจีเอสบีไดพัฒนาตอ

เนื่องมาจากเม็ดตะกอนของระบบยูเอเอสบีโดยมีทฤษฎีพื้นฐานเหมือนกัน 

 
 2.4.3 การเริม่ตนระบบอีจีเอสบี 

การเร่ิมตนนิยมนําตะกอนเม็ดจากระบบยูเอเอสบีมาเปนตะกอนหัวเช้ือ ถาไมมีก็จะ

เพาะเลี้ยงข้ึนมาใหมเหมือนกับของระบบยูเอเอสบีทั่วไป โดยใชตะกอนจากระบบบําบัดแบบไมใช

ออกซิเจน (Anaerobic sludge) เปนหัวเช้ือ    เชน ตะกอนจากบอเกรอะหรือถังหมักตะกอนแบบไร

ออกซิเจน (Anaerobic sludge digester) แลวเติมน้ําเสียลงไปจนเต็มถัง ปลอยใหตะกอน

แบคทีเรียเกิดการปรับสภาพมีกาซเกิดข้ึน จึงเร่ิมปอนน้ําเสียตอเนื่องในอัตราตํ่าๆ และเพิ่มปริมาณ

น้ําเสียเปนระยะๆ ข้ันตอนนี้ในระยะแรกจะมีตะกอนหัวเชื้อที่ปรับสภาพไมไดถูกชะลางหลุดออกมา

กับน้ําทิ้งจะเหลือเฉพาะตะกอนท่ีมีลักษณะเหมาะสมเหลือยูในถัง และเร่ิมจับตัวเปนเม็ดตะกอน

ในช้ันตะกอนลาง เมื่อเกิดอัตราการเกิดเม็ดตะกอนมีมากกวาอัตราการชะลางตะกอน ก็จะมี

ตะกอนมากพอในการใชบําบัดน้ําเสีย ไดตามที่ออกแบบไวข้ันตอนการเร่ิมระบบนี้จะใชเวลานาน 

2-6 เดือน ข้ึนอยูกับชนิดของตะกอนหัวเช้ือ น้ําเสียและสภาพแวดลอมในการเดินระบบ 
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         2.4.4 ขอกําหนดการออกแบบ 

1) เวลากักน้ําเสีย (Hydraulic retention time, HRT) เนื่องจากเปนระบบที่มีความเร็วน้ํา

ไหลข้ึนสูงจึงทําใหมีเวลาเก็บกักน้ําเสียตํ่ากวาระบบยูเอเอสบี ทั้งนี้เวลาเก็บกักน้ําเสียจะข้ึนอยูกับ

อัตราการหมุนเวียนน้ํากลับดวย (มั่นสิน ตัณฑุลเวศม, 2542) 

2) อัตราภาระบรรทุกสารอินทรีย (Organic loading rate, OLR) ระบบอีจีเอสบีเปนระบบ

ที่สามารถรับภาระบรรทุกสารอินทรียไดสูงมาก คือสูงถึง 30 กิโลกรัมซีโอดีตอลูกบาศกเมตรวัน 

(Nicolella และคณะ, 2000) 

3) ความเร็วไหลข้ึน (Upflow liquid velocity, ULV) Zoutberg และ Frankin (1996) 

กลาววาความเร็วไหลข้ึนของน้ําเสียในระบบอีจีเอสบีสามารถใชไดสูงถึง 10-15 เมตรตอชั่วโมง ซึ่ง

มากกวาระบบยูเอเอสบีซึ่งใชความเร็วไหลข้ึนเพียง 0.5-1.5 เมตรตอช่ัวโมง 

4) ความสูงของถังหมัก Lettingga (1983) กลาววาความสูงของโซนตะกอนไมควรตํ่ากวา 

1.5 เมตร    สวนความสูงของโซนแยกสลายข้ึนอยูกับความหนาของช้ันตะกอนลางกรณีของถังอีจี

เอสบีในถังที่มีความสูงมากอัตราการผลิตกาซที่กนถังจะเกิดข้ึนสูงกวาถังที่มีความสูงนอย 

5) ความเร็วในโซนตกตะกอน (Settling velocity) Zoutberg และ Frankin (1996) ศึกษา

พบวาความเร็วในโซนตกตะกอนของตะกอนในระบบอีจีเอสบีประมาณ 60-80 เมตรตอช่ัวโมง 

6)  ชุดอุปกรณแยกสามสถานะมุมลาดชันของผนังโซนตกตะกอนมีความลาดชันประมาณ 

50 องศากับแนวลาด (Lettinga, 1983) 

7) ระบบกระจายน้ําเสียเขาถังหมัก เนื่องจากถังปฏิกรณอีจีเอสบีมีอัตราสวนความสูงตอ

เสนผานศูนยกลาง (Height : diameter ratio) อยูในชวง 4-5 (Nicolella และคณะ, 2000) ซึ่งสูง

กวาระบบยูเอเอสบีที่เทากับ 0.2-0.5 ดังนั้นถังปฏิกรณอีจีเอสบีโดยทั่วไปจึงมีชวงฐานเล็กกวาและ

มีลักษณะสูง จึงไมจําเปนตองมีอุปกรณเพื่อชวยกระจายน้ําเสีย  

 
2.5 การศึกษาความหลากหลายของประชากรจุลินทรียในระบบอีจีเอสบี 

โดยทั่วไป ในอดีตการจัดจําแนกชนิดของจุลินทรียนิยมใชการเพาะเล้ียงดวยอาหารเล้ียง

เช้ือจนไดโคโลนีเด่ียวที่บริสุทธิ์ แลววิเคราะหชนิดโดยการตรวจจากรูปรางลักษณะทางกายภาพ
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ของจุลินทรียและวิธีการทดสอบทางชีวเคมี จนกระทั่งมีการพัฒนาเทคนิคทางชีวโมเลกุลทําให

สามารถศึกษาความหลากหลายของจุลินทรียถึงระดับยีน (Gene) ซึ่งความหลากหลายทาง

พันธุกรรมเปนผลมาจากวิวัฒนาการ เทคนิคระดับชีวโมเลกุลมีหลายเทคนิค เชน เทคนิคการสราง

ยีนไลบราร่ี (Gene Library)  เทคนิคเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอ (DNA) โดยปฏิกิริยาลูกโซพอริเมอเรส 

(Polymerase Chain Reaction, PCR) รวมกับดีจีจีอี และเทคนิค fluorescent in situ 

hybridization (FISH) กับ ดีเอ็นเอโพรบส (DNA probes) เปนตน นอกจากนี้ยังมีวิธีการโคลนนิ่ง 

(Cloning) ซึ่งเปนวิธีที่มีความแมนยําสูงแตใชระยะเวลานานและตองการบุคคลที่มีความเชี่ยวชาญ

เฉพาะดานเปนอยางมาก (Sanz และคณะ, 2007) ทั้งนี้เทคนิคในการศึกษาความหลากหลายของ

จุลินทรียที่กลาวมาตางก็อาศัยหลักการเดียวกันคือ วิเคราะหความแตกตางของลําดับเบสในอาร

เอ็นเอ (RNA) หรือ ดีเอ็นเอและจัดแบงความหลากหลายของประชากรออกมาเปนกลุมตามความ

แตกตาง (Profile หรือ Pattern) หรืออาจเรียกวาเทคนิคการตรวจลายพิมพดีเอ็นเอ (DNA 

fingerprint) สามารถใชเปรียบเทียบองคประกอบประชากรจุลินทรียจากส่ิงแวดลอมทางธรรมชาติ      

รวมทั้งการติดตามการเปล่ียนแปลงจํานวนของจุลินทรียไดอีกดวย 

ในปจจุบันวิธีทางชีวโมเลกุลที่นิยมใชในการศึกษาประชากรจุลินทรียในระบบบําบัด      

น้ําเสีย  คือ เทคนิคพีซีอารดีจีจีอี ซึ่งเปนวิธีที่งายและประหยัดเวลาประกอบดวยข้ันตอนการเพิ่ม

จํานวนของดีเอ็นเอดวยเทคนิคปฏิกิริยาลูกโซพอริเมอเรส และการแยกชิ้นของดีเอ็นเอดวยวิธี   

อิเลคโทรโฟเรซิส (Eletrophoresis) ในป พ.ศ. 2548 ศรีสุดา ธรรมวิชุกร กลาวถึงหลักการของ

เทคนิคดีจีจีอีดังนี้  

ยีนสิบหกเอสอารดีเอ็นเอ (16SrDNA ) เปนยีนที่มีรหัสสําหรับโมเลกุลไรโบโซม ซึ่งไรโบ

โซมเปนส่ิงที่มีอยูในส่ิงมีชีวิตทุกชนิด ยีนสิบหกเอสอารดีเอ็นเอเปนชวงสายดีเอ็นเอที่มีรหัสสําหรับ

การสรางไรโบโซมไดถูกเลือกนํามาใชรวมกับเทคนิคดีจีจีอีเนื่องจากมีขอดีหลายประการ คือ เปน

ยีนที่มีอยูในแบคทีเรียทุกชนิดเปนเหมือนยีนลายเซ็น (Signature gene) ซึ่งมีความแตกตางกันใน

แบคทีเรียแตละชนิด และมีบางชวงของสายไพรเมอรของยีนสิบหกเอสอารดีเอ็นเอที่เหมือนกันใน

แบคทีเรียทุกชนิด ในสวนที่เหมือนกันนี้สามารถนํามาใชเพื่อออกแบบไพรเมอร (Primer) หรือกลาว

อีกนัยหนึ่งก็คือ ยีนสิบหกเอสอารดีเอ็นเอจะมีชวงของสายดีเอ็นเอที่มีลําดับเบสชวงนั้นเหมือนกัน

ในทุกแบคทีเรีย ในขณะเดียวกันยีนสิบหกเอสอารดีเอ็นเอก็มีชวงของสายดีเอ็นเอที่แตกตางกันใน

แบคทีเรียแตละชนิด ชวงที่เหมือนและชวงที่แตกตางกันของลําดับเบส ในสายดีเอ็นเอนั้นสามารถ

นํามาใชประโยชนในการศึกษาความหลากหลายของแบคทีเรีย  
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ดังนั้นชวงที่เหมือนกันจะนํามาใชออกแบบไพรเมอรเพื่อการเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอ (PCR 

amplification) การที่สายดีเอ็นเอชวงนี้มีความเหมือนกันในส่ิงมีชีวิตทุกชนิดจึงสามารถนํามาใช

เปนไพรเมอรที่ถือวาเปนสากล (Universal primers) คือ ไพรเมอร 1 คูนี้ สามารถขยายหรือเพิ่ม

จํานวนยีนสิบหกเอสอารดีเอ็นเอไดจากแบคทีเรียทุกชนิด ที่มีอยูในตัวอยางที่ไดมาจากส่ิงแวดลอม

หรืออุตสาหกรรมที่จะนํามาศึกษา 

2.5.1 หลักการของการเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอดวยปฏิกิริยาลูกโซพอริเมอเรสหรือ  
พีซีอาร (Polymerase Chain Reaction, PCR) 

ในป 1998 Muyzer และ Smalla กลาววาการเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอดวยเทคนิคนี้ใชหลักการ

ในการสังเคราะหดีเอ็นเอสายใหมจากสายดีเอ็นเอตนแบบดวยเอนไซมดีเอ็นเอพอริเมอเรส (DNA 

polymerase) ซึ่งสามารถสังเคราะหดีเอ็นเอไดในปริมาณมากโดยการใชไพรเมอร ซึ่งการ

เกิดปฏิกิริยาลูกโซพอริเมอเรสแบงออกเปน 3 ข้ันตอนหลักดังนี้ 

ข้ันตอนที่ 1 การแยกสายดีเอ็นเอสายคูออกจากกัน (Denaturing) เปนข้ันตอนการแยก    

ดีเอ็นเอสายคูออกจากกันโดยใชอุณหภูมิประมาณ 94 องศาเซลเซียส ตอนเร่ิมตนดีเอ็นเอแมแบบ

จะอยูในลักษณะที่เปนสายคู เมื่อเพิ่มอุณหภูมิประมาณ 94 องศาเซลเซียสจะทําใหพันธะไฮโดรเจน

ระหวางคูเบสของดีเอ็นเอถูกทําลายทําใหเสนดีเอ็นเอขาดออกจากกัน 

ข้ันตอนที่ 2 การจับของไพรเมอรกับดีเอ็นเอแมแบบ (Annealing) ใชอุณหภูมิประมาณ   

40-62 องศาเซลเซียส เม่ือแยกสายดีเอ็นเอออกจากกันแลวจะลดอุณหภูมิลงเพ่ือใหไพรเมอรเขา

มาจับกับดีเอ็นเอแมแบบบริเวณที่มีลําดับเบสคูเหมาะสมกัน 

ข้ันตอนที่ 3 การสังเคราะหดีเอ็นเอสายใหม (Extension) ใชอุณหภูมิประมาณ 68 -72    

องศาเซลเซียส โดยอาศัยการทํางานของเอนไซมดีเอ็นเอพอริเมอเรสเปนตัวเรงปฏิกิริยา ผลจาก

ปฏิกิริยาการสังเคราะหจะทําใหไดดีเอ็นเอสายใหมซึ่งมีไพรเมอรเปนสวนประกอบอยูดวย 

2.5.2 หลักการของดีจีจีอี (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis,DGGE) 

เทคนิคดีจีจีอีไดเขามามีบทบาทในการวิเคราะหในเชิงเปรียบเทียบของโครงสรางและ

รูปแบบของความหลากหลายของกลุมแบคทีเรียตาง ๆ นอกจากนี้สวนของตัวสายดีเอ็นเอที่ถูกแยก

มาจากการใชเทคนิคดีจีจีอี คือ สายของยีนยีนสิบหกเอสอารดีเอ็นเอของแบคทีเรียแตละชนิดนั่น

สามารถนําไปวิเคราะหหาลําดับเบส และนําไปเปรียบเทียบกับสายของยีนสิบหกเอสอารดีเอ็นเอ 

ของแบคทีเรียที่ทราบชนิดแลวในฐานขอมูลขางตนที่กลาวมาแลวเพื่อตรวจสอบวาคือชนิดใดโดย
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ข้ันตอนของเทคนิคดีจีจีอีมีข้ันตอนทั้งหมด 4 ข้ันตอนดังนี้ ข้ันตอนที่ 1 สกัดดีเอ็นเอทั้งหมด ข้ันตอน

ที่ 2 ทําการเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอบริเวณสิบหกเอสอารดีเอ็นเอโดยใชเทคนิคพีซีอาร ข้ันตอนที่ 3 ทํา

การแยกสายของดีเอ็นเอจากตัวอยางโดยใชเทคนิคดีจีจีอี และข้ันตอนสุดทาย คือ สายดีเอ็นเอที่

แยกไดมาจากเจลดีจีจีอีจะถูกแยกออกมาจากเจลและนําไปวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด ดังภาพที่ 

2.3 

   

 
 

ภาพที่ 2.3 ข้ันตอนพีซีอารดีจีจีอี  โดยท่ี (A) สกัดดีเอ็นเอจากตัวอยาง (B) เพิ่มจํานวนดีเอ็นเอ

บริเวณ สิบหกเอสอารดีเอ็นเอโดยการทําพีซีอาร (C) แยกสายของดีเอ็นเอจากตัวอยางโดยใช

เทคนิคดีจีจีอี (D) สายดีเอ็นเอจะถูกแยกออกมาจากเจลดีจีจีอีและนําไปหาลําดับนิวคลีโอไทด 

(Sequencing) และ (E) หาความสัมพันธของลําดับเบสของสิบหกเอสอารดีเอ็นเอที่ไดจากการ

ลําดับนิวคลีโอไทดและการแจกแจงชนิดของจุลินทรียในตัวอยางที่นํามาทดสอบ (Phylogenetic 

Relationship) (Sanz และ คณะ, 2007) 

เทคนิคดีจีจีอีไดนํามาใชในการบงบอกถึงความหลากหลายของประชากรจุลินทรีย ดวย

เทคนิคการแยกดีเอ็นเอสายคู (Double-stand DNA) ซึ่งมีความยาวเทากันแตมีลําดับเบสตางกัน

โดยใชเกรเดียนท (Gradient) ของความเขมขนของสารเคมีที่สามารถทําลายพันธะในคูสาย         
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ดีเอ็นเอ (Denaturant) ซึ่งเปนสารผสมของยูเรียและฟอรมาไมด (Formamide) ที่ความเขมขน

แตกตางกันจากนอยไปมากในตัวกลางสําหรับการแยกดวยกระแสไฟฟา ความแตกตางของลําดับ

เบสสงผลใหการสลายพันธะไฮโดรเจนเกิดข้ึนไมพรอมกัน ในขณะที่ดีเอ็นเอเคลื่อนที่อยูภายในเจล

ทําใหแยกแถบดีเอ็นเอที่มีขนาดเทากัน แตลําดับเบสตางกันออกจากกันไดโดยดีเอ็นเอแตละชิ้น

การเคลื่อนที่บนเจลดวยอัตราเร็วที่แตกตางกันข้ึนอยูกับความเขมขนของยูเรียที่ความเขมขน

เพิ่มข้ึนตามระยะทางบนเจล (Muyzer และคณะ, 1993) ดังภาพที่ 2.4   
 

 
 

ภาพที ่2.4 ไดอะแกรมแสดงการเคล่ือนที่ของดีเอ็นเอแบคทีเรียแตละชนิดบนเจลดีจจีีอี 

(สุธาสิน ีอวมจันทร, 2546) 

เหตุผลที่เทคนิคดีจีจีอีสามารถนํามาใชวิเคราะหองคประกอบชนิดหรือประชากร (Community) 

ของจุลินทรียในธรรมชาติไดอยางดีจึงมีการนําเทคนิคดีจีจีอีมาใชในการศึกษาความหลากหลาย

ของจุลินทรียในระบบบําบัดน้ําเสียอีจีเอสบี 

 

       2.5.3 ขอดีและขอเสยีของเทคนิคดีจีจีอี (Sanz และคณะ, 2007) 

      1) ขอดี 

1.1) เปนวิธีตรวจวัดการเปล่ียนแปลงประชากรจุลินทรียที่รวดเร็วและงาย  
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1.2) เมื่อวิเคราะหความเปล่ียนแปลงของจุลินทรียดวยเทคนิคดีจีจีอีนี้จะทําใหทราบขอมูล

ถึงระดับสปชีสในระบบที่กําลังศึกษาได 

1.3) สามารถวิเคราะหตัวอยางในระบบคร้ังละมาก ๆ ได             

2) ขอเสีย 

2.1) ในข้ันตอนการสกัดและการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอบริเวณชวงจําเพาะเปนข้ันตอนที่ยาก

และตองอาศัยความชํานาญสูง 

2.2) ภายหลังจากการทําปฏิกิริยาลูกโซโพลิเมอเรสแลวการวิเคราะหแยกสายดีเอ็นเอบน

เจลจะยากเพราะข้ึนอยูกับความสมบูรณของจุลินทรียและข้ันตอนการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอบริเวณ

สิบหกเอสอารดีเอ็นเอซึ่งเปนบริเวณจําเพาะที่สงผลตอความชัดเจนของแถบดีเอ็นเอบนเจล 

 

ตารางที่ 2.2 แสดงตัวอยางของไพรเมอรที่ใชสําหรับวิเคราะหจุลินทรียโดยเทคนิคพีซอีารดีจีจีอี 

ไพรเมอร ใชสําหรับ อางอิง 

1100F (5’ACCCGTCGACAGT 

CAGGYAACGAGCGAG -3’ ) + GC clamp 

(5’-CGCC CGCC GCGCG CGCGCG 

GCGGGGCGGGGGCACGGGGGG-3’  

1400R  5’ATTACCGCGGCTGCTGG-3’  

อารเคีย Kudoและคณะ, 1997 

341F + GC clamp  

(5’-CGCCCGCCGCGCGCGGCGGGCGGGGC 

GGGGGCACGGGGGGCCTACGGGAGGCAGC 

AG-3’)  

แบคทีเรีย Zangและคณะ, 2000 

341F + GC clamp  

(5’-CCTACGGGAGGCAGCAG-3’) 

แบคทีเรีย Labbeและคณะ, 2003 
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2.6 งานวจิัยที่เกี่ยวของ 
Shin และ คณะ (1992) ไดทดลองใชระบบยูเอเอสบีบําบัดนํ้าเสียความเขมขนสูงจาก  

โรงกล่ันสุราจากการศึกษาชนิดแบคทีเรียในตะกอนเม็ดพบวาตะกอนเม็ดในถังสรางกรดมีลักษณะ

รูปรางและสีที่แตกตางกัน ในระยะเวลา 90 วัน และในถังสรางมีเทนในระยะเวลา 120 วัน 

หลังจากเริ่มตนเดินระบบ พบวาตะกอนเม็ดของแบคทีเรียสรางกรดสวนใหญประกอบดวย

แบคทีเรียที่มีรูปรางอวนส้ันตอกันเปนโซยาวและพวกรูปรางกลมหลายขนาด   ขณะที่พวก

แบคทีเรียสรางมีเทนมีลักษณะเสนใยยาวคลาย Methanothrix sp. มีแพรหลายในตะกอนเม็ดของ

แบคทีเรีย และยังพบวามีแบคทีเรียอีกหลายชนิดภายในตะกอนเม็ด 

สมเกียรติ เตชกาญจนารักษ (2543) ศึกษากลุมประชากรจุลินทรียในกระบวนการยอย

สลายสารอินทรียแบบไรอากาศแบบลูกผสมโดยพบวาสวนใหญเปนแบคทีเรียสรางมีเทนคือ 

Acetolastic methanogen และ Hydrogenotrophic methanogen เม่ือทดลองผลของซัลเฟตตอ

การเปล่ียนแปลงกลุมประชากร  จุลินทรียเมธาโนเจนและแบคทีเรียรีดิวซซัลเฟตพบวาจุลินทรียใน

กลุมเมธาโนเจนลดลงในขณะที่กลุมรีดิวซซัลเฟตเพิ่มข้ึนนอกจากนี้ความเปนพิษของซัลเฟตเม่ือถึง

ระดับหนึ่งจะสงผลใหจํานวนแบคทีเรียลดลง 

Gonzalez-Gil และ คณะ (2001) ศึกษาโครงสรางเม็ดตะกอนจากถังปฏิกรณอีจีเอสบี

บําบัดน้ําเสียจากโรงกล่ันสุราซึ่งมีคาพีเอชอยูในชวง 5.6 ถึง 7.8 ใชหัวเช้ือเร่ิมตนระบบจากระบบ  

ยูเอเอสบีที่บําบัดน้ําเสียจากโรงงานแปงมันและน้ําตาลระบบรับภาระบรรทุกสารอินทรียที่           

20 กก.ซีโอดี/ลบ.ม.-วัน พบวามีประสิทธิภาพการบําบัดซีโอดีอยูในชวง 70 ถึง 75 เปอรเซ็นต เม่ือ

ศึกษาจุลินทรียภายในเม็ดตะกอนดวยเทคนิค fluorescent in situ hybridization (FISH) พบกลุม

จุลินทรียดังนี้ Methanosaeta sp., Methanobacterium-like และMethanospirillum-like 

Maria และ คณะ (2002) ศึกษาการเปล่ียนแปลงประชากรจุลินทรียของถังปฏิกรณ        

อีจีเอสบีเพื่อบําบัดน้ําเสียกรดโอเลอิก โดยใชความเขมขนกรดโอเลอิก 6-8 กก.ซีโอดี/ลบ.ม.-วัน 

เปนแหลงคารบอนเดินระบบถังปฏิกรณอีจีเอสบี 2 ถัง คือ ถังแรก (RI) ใชหัวเชื้อเปนตะกอนเม็ด

และถังที่สอง (RII) ใชหัวเช้ือเปนตะกอนแขวนลอย ในระหวางการทดลองพบวาสลัดจของทั้ง 2 ถัง

ตกตะกอนอยูกนถังและมีบางสวนลอยอยูดานบนและจากการใชเทคนิคพีซีอารดีจีจีอีพบวาในถัง

แรกกลุมแบคทีเรียอารเคียคงที่เมื่อเทียบกับถังที่สองซ่ึงแบคทีเรียสวนใหญในกลุม Methanosaeta 

ซึ่งกรดโอเลอิกที่เขมขน 6 กก.ซีโอดี/ลบ.ม.-วัน เปนคาที่สูงที่สุดที่แนะนําใหใชในการทดลองนี้ใน

ขณะที่กรดโอเลอิกที่เขมขน 8 กก.ซีโอดี/ลบ.ม.-วัน ตรวจไมพบกิจกรรมสรางมีเทน   
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นิมารดี บุญอาพัทธิ์เจริญ และ คณะ (2546) ทําการศึกษาชนิดของจุลินทรียในเม็ด

ตะกอนจากระบบบําบัดน้ําเสียแบบไมใชอากาศที่ใชในการบําบัดน้ําเสียจากโรงงานแปงมัน

สําปะหลัง โดยใชหลักการเปรียบเทียบลําดับ   นิวคลีโอไทดของยีนสิบหกเอสอารดีเอ็นเอพบวามี  

จุลินทรียอยูหลากหลายกระจายอยูในหลายกลุม โดยสวนใหญอยูในกลุม Proteobacteria 84 

เปอรเซ็นตสําหรับโคลนของแบคทีเรีย  สวนในโคลนของแบคทีเรียอารเคียที่พบไมหลากหลายโดย

สวนใหญอยูในกลุมของอะซิโตลาสติกเมธาโนเจน คือ Methanosaeta sp. 67 เปอรเซ็นตทําหนาที่

ในการเปล่ียนอะซิติกเปนกาซคารบอนไดออกไซดและกาซมีเทนและในสวนที่เหลือเปนกลุมของ

ไฮโดรเจโนโทรฟคเมธาโนเจน คือ Methabacterium และ Methanofollis sp.ที่สามารถใช

ไฮโดรเจนและกาซคารบอนไดออกไซดที่เกิดจากจุลินทรียอ่ืนๆ ในการสรางกาซมีเทน  

McHugh และ คณะ (2004) ทดลองบําบัดน้ําเสียแบบไรอากาศ ที่มีกรดไขมันระเหยงาย

และน้ําเสียสังเคราะหน้ําตาลซูโครสลงในถังปฏิกรณอาร 1 และอาร 2 ตามลําดับชวงอุณหภูม ิ  

16-37 องศาเซลเซียส ที่ความเร็วไหลข้ึนอยูในชวง 5-7.5 ม./ชม. และใชเทคนิคพีซีอารดีจีจีอี

วิเคราะหแบคทีเรียในระบบ พบวาในถังปฏิกรณทั้ง 2 ถังมีแบคทีเรีย Methanocorpusculum 

parvum sp. และในถัง R1 พบ Methanomicrobiales sp. เปนสวนใหญ 

Akarsubasi และ คณะ (2005) ไดวิจัยแบคทีเรียกลุมสรางกาซมีเทนจากกรดอะซิติก 

โดยใชถังปฏิกรณยูเอเอสบี  2 ถัง คือ ไอยูเอเอสบีและทียูเอเอสบีปริมาตร 143  และ 476  ลบ.ม. 

ตามลําดับเพื่อบําบัดน้ําเสียจากโรงกลั่นสุรา พบวาประสิทธิภาพการบําบัดซีโอดีในถังไอยูเอเอสบี

ที่มีอัตราบรรทุกสารอินทรียอยูในชวง 6-11 กก.ซีโอดี/ลบ.ม.-วัน 90 เปอรเซ็นตในขณะที่ถังที        

ยูเอเอสบีมีประสิทธิภาพการบําบัดซีโอดี 60-80 เปอรเซ็นต ที่อัตราบรรทุกสารอินทรียอยูในชวง      

2.5-8.5  กก.ซีโอดี/ลบ.ม.-วัน เมื่อศึกษาความสามารถจําเพาะในการสรางกาซมีเทนของทั้งสองถัง 

พบวามีคาใกลเคียงกันคือ 350 และ 376 มล.มีเทน/กรัมวีเอสเอส-วัน และตรวจสอบประชากร

แบคทีเรียดวยเทคนิคพีซีอารดีจีจีอีพบวาในถังปฏิกรณยูเอเอสบีทั้งสองมี Methanobacterium 

formicicum และ Methanosaeta soehngenii เปนแบคทีเรียสรางมีเทนชนิดเดน 

Keyser และ คณะ (2005) ศึกษาลักษณะของเมทาโนเจนในระบบยูเอเอสบี 3 ชนิด ที่มี

แหลงคารบอนตางกันคือน้ําเสียจากโรงงานสุรา โรงงานผลิตไวนและโรงงานผลไมโดยใชเทคนิค  

พีซีอารดีจีจีอีในการวิเคราะหพบวาแบคทีเรียพวกเมทาโนเจนไดแก Methanosaeta concilii, 

Methanosaeta thermophila, Methanosarcina barkeri, Methanosarcina mazeii และ 

Methanobacterium formicicum 
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Buzzini และ คณะ (2006) ศึกษาการเปล่ียนแปลงประชากรจุลินทรียในถังปฏิกรณ       

ยูเอเอสบี 2 สภาวะ คือ เปรียบเทียบใหมีและไมมีการเวียนน้ําเสียกลับเขาในระบบเพื่อบําบัด     

น้ําเสียจากโรงงานผลิตเยื่อกระดาษพบวาประสิทธิภาพการบําบัดซีโอดีในชวงที่ไมมีการเวียนน้ํา

เสียกลับมี 80-86 เปอรเซ็นตและ 75-78 เปอรเซ็นตในชวงที่มีการเวียนน้ําเสียกลับและใชเทคนิค  

พีอารดีจีจีอีตรวจสอบพบวากลุมแบคทีเรียหลักที่สรางกาซมีเทนทั้ง 2 สภาวะเปนพวก 

Methanosarcina sp., Methanosaeta sp. และ Methanobacterium จากการทดลองนี้แสดงให

เห็นวาการเวียนน้ําเสียกลับไมสงผลใหกลุมประชากรจุลินทรียเปล่ียนแปลง   

Sun และ คณะ (2009) ศึกษากลุมจุลินทรียในเม็ดตะกอนจากระบบอีจีเอสบีแบบอัตรา

สูงโดยใชน้ําเสียสังเคราะห ใชหัวเชื้อจากระบบยูเอเอสบีที่บําบัดน้ําเสียโรงงานแปงมันศึกษากลุม 

จุลินทรียในเม็ดตะกอนดวยเทคนิคพีซีอารดีจีจีอีและเทคนิค fluorescent in situ hybridization 

(FISH) พบกลุมจุลินทรีย คือ Methanocorpusculum, Methanobacterium และMethanosaeta 

จากงานวิจัยที่ผานมาพบวา ไดมีการติดตามการทํางานของจุลินทรียในระบบบําบัด      

น้ําเสียแบบไรอากาศดวยเทคนิคทางชีวโมเลกุลมากมาย เชน พีซีอารดีจีจีอีหรือการใชชิ้นสวน          

นิวคลีโอไทดขนาดเล็กมาเปนโพรบ (Probe) หรือเทคนิค fluorescent in situ hybridization (FISH) 

เปนตน และเมื่อยอนไป 5 ปกอนจนถึงปจจุบันทําใหทราบวาเทคนิคพีซีอารดีจีจีอียังเปนที่นิยมใช

ศึกษาระบบนิเวศของจุลินทรียในระบบบําบัดแบบไรอากาศอยูแตมีการพัฒนาโดยศึกษารวมกับ

เทคนิคทางชีวโมเลกุลอ่ืน ๆ ควบคูกันไป เชน Sun และคณะ, 2009 ใชเทคนิคพีซีอารดีจีจีอีรวมกับ

เทคนิค fluorescent in situ hybridization (FISH) พบกลุมจุลินทรีย คือ Methanocorpusculum, 

Methanobacterium และMethanosaeta เปนตน   

เมื่อตองการศึกษาการเปล่ียนแปลงและความหลากหลายของประชากรจุลินทรียที่มีใน 

ระบบบําบัดน้ําเสียแบบไรอากาศชนิดตาง ๆ  พบวาน้ําเสียแตละประเภทจะมีความหลากหลายของ

กลุมจุลินทรียที่คลายคลึงกันหรือแตกตางกันไป เชน  Gonzalez-Gil และคณะ, 2001 ใชเทคนิคฟช 

(FISH) สวน Akarsubasi และคณะ, 2005 ใชเทคนิคพีซีอารดีจีจีอี ศึกษากลุมจุลินทรียในน้ําเสีย

ประเภทเดียวกัน คือ โรงกล่ันสุรา  แตพบกลุมจุลินทรียในสายพันธุที่คลายกัน คือ กลุมของแบคทีเรีย

ที่ผลิตกาซมีเทน เปนแบคทีเรียกลุมเดนในระบบ ซึ่งแสดงใหเห็นวาการจะเลือกใชเทคนิคใดนัน้อาจ

ตองคํานึงถึง สภาพแวดลอมของระบบ และควรศึกษาจากหลายๆ งานวิจัยมาประกอบกันถึง

เทคนิคและผลที่ ไดวาตรงตามวัตถุประสงคและการลงทุนหรือไม ซึ่งการนําความรูทางชีวโมเลกุล

มาใชอธิบายกลไกการทํางานรวมกันของจุลินทรียในระบบเพราะจุลินทรียเปนปจจัยที่สําคัญใน

การทํางานในระบบบําบัดน้ําเสียที่มีอยูในปจจุบัน 
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บทที่  3 

วิธีดําเนินการวิจัย 

3.1 เครื่องมือที่ใชในการวิจัย 

 
3.1.1 ถังพักน้ําเสยี  

ประกอบดวยถังพลาสติกที่มีปริมาตร 100 ลิตร 4 ชุดและถังพักน้ําทิ้งใชถังพลาสติกขนาด 

50 ลิตร 4 ชุด 

 
     3.1.2 เครื่องสูบนํ้าเสียเขาสูระบบและเครื่องสูบนํ้าเสียหมนุเวยีน  

         ถังปฏิกรณอีจีเอสบี 1 ชุด ประกอบดวยเคร่ืองสูบน้ําเขาระบบ 1 ตัวและเคร่ืองสูบน้ําเวียน

กลับเขาระบบ 1 ตัว 

 
       3.1.3 ถังปฏกิรณอีจีเอสบี 

  แบบจําลองถังปฏิกรณระดับหองปฏิบัติการทําดวยทออะคริลิกใสขนาดเสนผาน 

ศูนยกลางภายใน 10.40 ซม. จํานวน 4 ชุด แตละชุดประกอบดวยสวนยอยสลายสูง 210 ซม. และ

สวนตกตะกอนเสนผานศูนยกลาง 36.4 ซม. และวาลวเก็บตัวอยางน้ําและตะกอนทําดวยทอ

อะคริลิกใสสูง 75 ซม.             

 
3.1.4 อุปกรณวัดกาซ  

ถังปฏิกรณอีจีเอสบี 1 ชุดจะประกอบดวยอุปกรณวัดกาซจํานวน 1 ชุด ทํางานโดยใช

หลักการแทนที่น้ํา โดยมีกระบอกแทนท่ีน้ําทําจากพลาสติก บรรจุน้ําเต็มกระบอก โดยทําการปรับ  

พีเอชน้ําใหตํ่ากวา 3 โดยใชโซเดียมไบซัลไฟท (Na2SO3)  เพื่อปองกันการละลายน้ําของกาซ

คารบอนไดออกไซด กระบอกแทนที่น้ําจะตอสายยางนํากาซออกจากถังปฏิกรณ โดยกาซจะไป

แทนที่น้ําที่บรรจุอยูในกระบอกแทนท่ีน้ําปริมาณกาซที่วัดได คือกาซทั้งหมดที่เกิดข้ึนจากระบบ 

(มีเทน คารบอนไดออกไซด และไฮโดรเจน) ทําการวัดตอเนื่องตลอดการทดลอง 
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ภาพที ่3.1 แสดงชุดถังปฏิกรณอีจีเอสบี 4 ชุด  
 3.2 การเตรยีมน้ําเสีย 
 
            3.2.1 สวนประกอบนํ้าเสยี 

    น้ําเสียนํามาจากบอปรับเสถียร (Equalization Tank) ของโรงงานผลิตเอทานอลจาก

จังหวัดนครปฐมที่ใชวัตถุดิบเปนกากสาโดยมีขอมูลเบ้ืองตนของน้ําเสีย ณ วันที่ 1 กันยายน 2551 

ดังตารางที่ 3.1  

ตารางที่ 3.1 พารามิเตอรของน้ําเสียจากโรงงานผลิตเอทานอลจากกากสา (ช ญานิศา บุญปกครอง, 2553)    

พารามเิตอร คาขอมูล 

ซีโอดี (มก./ล.) 120,000 

บีโอดี (มก./ล.)  19,700 

ของแข็งทั้งหมด (มก./ล.)  6,880 

ของแข็งแขวนลอยทั้งหมด (มก./ล.) 2,150 
    

            3.2.2 วิธกีารเตรียมน้ําเสีย 

นําน้ําเสียจากโรงงานผลิตเอทานอลมาผสมกับน้ําประปาปรับอัตราสวนเพื่อใหคาซีโอดี

ประมาณ 5,000 มก./ล. จากนั้นนําน้ําเสียที่เจือจางแลวมาปรับคาพีเอชใหมีคาประมาณ  7      

และมีการควบคุมอัตราสวน COD : N : P เทากับ 350 : 5 : 1 เพื่อใชทดลองตอไป   
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3.3 การติดต้ังเครื่องมือ หลักการทํางานของระบบและจุดเก็บตัวอยาง 

การติดต้ังเคร่ืองมือและหลักการทํางานรวมถึงจุดเก็บตัวอยางของระบบอีจีเอสบี โดยทํา

การเร่ิมตนและการดําเนินระบบของถังปฏิกรณอีจีเอสบีทั้ง 4 ถัง พรอมกัน โดยมีข้ันตอนการ

ทํางาน ดังนี้ เม่ือเคร่ืองสูบน้ํา สูบน้ําเสียเขาระบบ P1 สูบน้ําเสียจากถังพักน้ําเสียเขาไปยังทางเขา

ของถังปฏิกรณอีจีเอสบีและเคร่ืองสูบน้ํา P2 สูบน้ําเสียเวียนกลับมายังทางเขาซึ่งเปนจุดเดียวกัน 

น้ําทิ้งที่ออกจากถังปฏิกรณอีจีเอสบีนี้จะไหลลนตอไปยังถังพักน้ําทิ้ง นอกจากนี้กาซที่เกิดข้ึนจะ

ผานอุปกรณแยกสามสถานะสงไปยังอุปกรณวัดกาซ ดังภาพที่ 3.2  
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที ่ 3.2 รายละเอียดจุดเก็บตัวอยางม ี 4 จุด คือ จุดที่ 1 = T1, ถงัน้าํเขา จุดที่ 2 = T2, จุดน้าํ

ออกจากถังปฏิกรณ จุดที ่3 = ทอเก็บตัวอยางตามความสูงทาํการเก็บ 3 จุด (จุดที1่ จากกนถัง 0.5 

ม. จุดที ่2 ที่ความสูง 1 ม.  และจุดที่ 3 ทีค่วามสูง 1.5 ม.) และจุดที่ 4 = T3, ถังเกบ็กาซ 
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3.4 แผนการวิจัย 

การทดลองในการวิจัยนี้ ดําเนินการที่หองปฏิบัติการการวิจัยของภาควิชาวิศวกรรม

ส่ิงแวดลอม คณะวิศวกรรมศาสตร และหองปฏิบัติการทางพันธุวิศวกรรมศูนยความเปนเลิศ

แหงชาติดานการจัดการส่ิงแวดลอมและของเสียอันตราย จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย โดยมุงศึกษา

กลุมจุลินทรียในถังปฏิกรณอีจีเอสบี ดวยเทคนิคทางชีววิทยาระดับโมเลกุลโดยนําตัวอยางตะกอน

สลัดจจากถังปฏิกรณอีจีเอสบีทั้ง 2 ชุดๆ ละ 2 ถัง นํามาสกัดดีเอ็นเอแลวจึงเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอ 

บริเวณสิบหกเอสอารดีเอ็นเอ วิเคราะหดีเอ็นเอที่ทําการเพิ่มจํานวนดวยเทคนิคพีซีอารดีจีจีอีและ

หาความสัมพันธของลําดับเบสบริเวณสิบหกเอสอารดีเอ็นเอที่ไดโดยการเปรียบเทียบกับฐานขอมลู 

(Database) ที่มีการเก็บรวบรวมเอาไวที่ระบุใน Genbank ของ National Center for 

Biotechnology Information (NCBI) ดวยโปรแกรม BLASTN (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) 

โดยชุดการทดลองมีรายละเอียดดังตอไปนี้ ชุดที่ 1 ใชถังปฏิกรณอีจีเอสบีที่ออกแบบใหอุปกรณ

แยกสามสถานะสมมาตร (S1) คือ  ถังปฏิกรณที่ 1 และ ไมสมมาตร (NS1) คือ ถังปฏิกรณที่ 2  

กําหนดคาภาระบรรทุกสารอินทรียที่ 10, 20, 30 และ 40 กก.ซีโอดี/ลบ.ม.-วัน ภายใตความเร็วไหล

ข้ึน 3 ม./ชม. และเพิ่มความเร็วไหลข้ึนเปน 5 ม./ชม. ที่ภาระบรรทุกสารอินทรีย 40 กก.ซีโอดี/ลบ.ม.-วัน 

และชุดที่ 2 ใชถังปฏิกรณอีจีเอสบีที่ออกแบบใหอุปกรณแยกสามสถานะสมมาตร (S2)  คือ        

ถังปฏิกรณที่ 3 และไมสมมาตร (NS2) คือ ถังปฏิกรณที่ 4 กําหนดคาภาระบรรทุกสารอินทรียที่ 

10, 20, 30 และ 40 กก.ซีโอดี/ลบ.ม.-วัน ภายใตความเร็วไหลข้ึน 4 ม./ชม.และเพิ่มความเร็วไหล

ข้ึนเปน 6 ม./ชม. ที่ภาระบรรทุกสารอินทรีย 40 กก.ซีโอดี/ลบ.ม.-วัน  

ทําการเดินระบบทั้งสองชุดการทดลองพรอมกัน ทําการปอนน้ําเสียเขาระบบกําหนดอัตรา

การสูบน้ําโดยใชขอมูลและชวงเวลาการวิเคราะหความหลากหลายของจุลินทรียดังตารางที่ 3.2 

และ 3.3 โดยศึกษาตัวแปรอิสระและตัวแปรตามดังนี้ 

ตัวแปรอิสระที่ทําการศึกษา ไดแก  

- ภาระบรรทุกสารอินทรียมีคาเทากับ 10, 20, 30 และ 40 กก.ซีโอดี/ลบ.ม.-วัน  

- ความเร็วไหลข้ึนมีคาเทากบั 3, 4, 5 และ 6 ม./ชม. 

ตัวแปรตามทีท่ําการศึกษา ไดแก 

- คาพารามิเตอรตางๆ ไดแก โครงสรางเม็ดตะกอน ขนาดเม็ดตะกอน และความ

หลากหลายของจุลินทรีย ในสวนของ อุณหภูมิ พีเอช โออารพี ซีโอดี ความสามารถ

จําเพาะของเมด็ตะกอนจุลินทรีย ปริมาณกาซชวีภาพและเปอรเซ็นตกาซมีเทนอางอิง

ผลการทดลองจากชญานิศา บุญปกครอง, 2553  
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 ตารางที่ 3.2 แสดงการศึกษาผลของคาภาระบรรทุกสารอินทรียคาตาง  ๆที่เปล่ียนแปลงสัมพนัธกับ

ความเร็วไหลข้ึนที่มีผลตอความหลากหลายของจุลินทรียในถงัปฏิกรณอีจีเอสบีชุดที่ 1  

 

ถังปฏิกรณ 

อีจีเอสบี 

ภาระบรรทุก

สารอินทรีย

(กก.ซีโอดี/ 

ลบ.ม.-วัน) 

ความเร็ว

ไหลข้ึน  

(ม./ชม.) 

อัตราการสูบ

น้ําเขา 

(ลิตรตอวัน) 

อัตราสูบน้ํา

หมุนเวียน  

(ลิตรตอวัน) 

วิเคราะหความ

หลากหลาย

ของจุลินทรีย

ดวยเทคนิค 

พีซีอารดีจีจีอี 

(คร้ัง*) 

 

อุปกรณ

แยกสาม

สถานะ

สมมาตร 

(S1) 

10 

20 

30 

40 

40 

3 

3 

3 

3 

5 

34 

34 

34 

34 

34 

577 

577 

577 

577 

985 

3 

3 

3 

3 

3 

อุปกรณ

แยกสาม

สถานะไม

สมมาตร

(NS1) 

10 

20 

30 

40 

40 

3 

3 

3 

3 

5 

34 

34 

34 

34 

34 

577 

577 

577 

577 

985 

3 

3 

3 

3 

3 

หมายเหตุ  

ถังปฏิกรณอีจีเอสบีที่มีอุปกรณแยกสามสถานะสมมาตร (S1) คือ ถังปฏิกรณอีจีเอสบีถังที่ 1 

ถังปฏิกรณอีจีเอสบีที่มีอุปกรณแยกสามสถานะสมมาตร (NS1) คือ ถังปฏิกรณอีจีเอสบีถังที่ 2 

* คือ วิเคราะห 3 คร้ังของแตละภาระบรรทุกสารอินทรีย คือ กอนการทดลอง กลางการทดลอง  

และส้ินสุดการทดลอง 
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ตารางที่ 3.3 แสดงการศึกษาผลของความเร็วไหลข้ึนที่เปล่ียนแปลงสัมพันธกับภาระบรรทุก

สารอินทรียที่มีผลตอความหลากหลายของจุลินทรียในถังปฏิกรณอีจีเอสบีชุดที่ 2  

 

ถังปฏิกรณ 

อีจีเอสบี 

ภาระบรรทุก

สารอินทรีย

(กก.ซีโอดี/

ลบ.ม.-วัน) 

ความเร็ว

ไหลข้ึน  

(ม./ชม.) 

อัตราการสูบ 

น้ําเสียเขา 

(ลิตรตอวัน) 

อัตราสูบน้ํา

หมุนเวียน 

(ลิตรตอวัน) 

วิเคราะหความ

หลากหลาย

ของจุลินทรีย

ดวยเทคนิค 

พีซีอารดีจีจีอี 

(คร้ัง*) 

 

อุปกรณแยก

สามสถานะ

สมมาตร 

(S2) 

10 

20 

30 

40 

40 

4 

4 

4 

4 

6 

34 

34 

34 

34 

34 

781 

781 

781 

781 

1,190 

3 

3 

3 

3 

3 

อุปกรณแยก

สามสถานะ

ไมสมมาตร

(NS2) 

10 

20 

30 

40 

40 

4 

4 

4 

4 

6 

34 

34 

34 

34 

34 

781 

781 

781 

781 

1,190 

3 

3 

3 

3 

3 

หมายเหตุ  

ถังปฏิกรณอีจีเอสบีที่มีอุปกรณแยกสามสถานะสมมาตร (S2) คือ ถังปฏิกรณอีจีเอสบีถังที่ 3 

ถังปฏิกรณอีจีเอสบีที่มีอุปกรณแยกสามสถานะสมมาตร (NS2) คือ ถังปฏิกรณอีจีเอสบีถังที่ 4 

* คือ วิเคราะห 3 คร้ังของแตละภาระบรรทุกสารอินทรีย คือ กอนการทดลอง กลางการทดลอง  

และส้ินสุดการทดลอง 
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3.5 พารามิเตอรที่ทําการวิเคราะห 

ตารางที่ 3.4 แสดงคาพารามิเตอรที่ตองทําการวิเคราะห ความถี่ จุดเก็บตัวอยางและวิธีวิเคราะห  
ตําแหนงที่เก็บตัวอยาง 

พารามิเตอร วิธีวิเคราะห ทางน้ํา

เขา 

ทางน้ํา

ออก 

ถังเก็บ

กาซ 

วาวลเก็บ

ตัวอยาง

ตะกอนตาม

ความสูง 

พีเอช เคร่ืองวัดพีเอช B B - - 

โออารพี เคร่ืองวัดโออารพี B B - - 

อุณหภูมิ เทอรโมมิเตอร B B - - 

ซีโอดี 
วิธีรีฟลักซแบบปด 

(Standard method#5220) 
B B - - 

ความสามารถจําเพาะ

ของเม็ดตะกอนจุลินทรีย 

Specific Methanogenic Activity 

Test (คูมือปฏิบัติการวิชา 

MIC452, มหาวิทยาลัยเทคโนโลยี 

พระจอมเกลาธนบุรี) 

- - - D 

ขนาดเม็ดตะกอน เคร่ือง Particle Size Analyser - - - D 

ปริมาณกาซชีวภาพ เคร่ืองเก็บกาซแทนที่น้ํา - - A - 

เปอรเซ็นตกาซมีเทน เคร่ืองกาซโครมาโตกราฟฟ - - D - 

โครงสรางเม็ดตะกอน 

เคร่ือง Scanning Electron 

Microscope,SEM ย่ีหอ FBI รุน 

Genesis 4000XMS600 for 

scanning 

- - - D* 

ความหลากหลายของ

ประชากรจุลินทรีย 
พีซีอารดีจีจีอี - - - C* 

หมายเหตุ  วาวลเก็บตัวอยางตามความสูงทําการเก็บตัวอยางตะกอน 3 จุด คือ  

จุดที ่1 = จากกนถงั 0.5 ม. จุดที่ 2 = ที่ความสูง 1 ม. และจุดที่ 3 = ที่ความสูง 1.50 ม.  

A    = วันจันทร ถึง วนัศุกร   B  = วนัจันทร – วนัพุธ – วันศุกร 

C = 3 คร้ังของแตละภาระบรรทุกสารอินทรีย คือ กอนการทดลอง กลางการทดลอง และ         

ส้ินสุดการทดลอง (C*= สุมเก็บในถงัปฏิกรณ)  

D   = หลังจากระบบคงตัว (D*=สุมเก็บในถังปฏิกรณ)   

-    = ไมไดวิเคราะห 
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3.6 ขั้นการวเิคราะหจลุินทรียในถังปฏกิรณอีจีเอสบีโดยเทคนิคพีซีอารดีจีจอีี                                      

นําตัวอยางตะกอนสลัดจที่เก็บจากถังปฏิกรณอีจีเอสบี ที่ศึกษามาสกัดดีเอ็นเอรวมของ   

จุลินทรียและทําการเพิ่มจํานวนยีนในชวงสายของสิบหกเอสอารดีเอ็นเอดวยเทคนิคพีซีอารจากนั้น

วิเคราะหความแตกตางของยีนที่ทําการเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอตามหลักการของดีจีจีอีโดยมีเคร่ืองมือ

และสารเคมีที่ใชทั้งหมดแสดงดังตารางที่ 3.5 และ 3.6 ตามลําดับ 
 

ตารางที่ 3.5 แสดงเคร่ืองมือที่ใชในการวิเคราะหจุลินทรียดวยเทคนิคเทคนิคพีซีอารดีจีจีอี 
เคร่ืองมือ ย่ีหอ/บริษัท รุน 

1. เคร่ืองผสมสาร Scientic Industries,Inc. Vortex-Genie2 

2. เคร่ืองปนเหวี่ยง (Centrifuge) Kubuta Japan 3700 

3. เคร่ืองเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอแบบควบคุมอุณหภูมิ

สําหรับทําพีซีอาร 

Thermo Electron 

Corporation 

HB-PX-2220 

4. เคร่ืองแยกดีเอ็นเอดวยไฟฟา 

(DNA Electrophoresis Gel Boxes) 

Bioactive, Inc. - 

5. เคร่ืองนึ่งอบฆาเช้ือ (Autoclave) Kakusan,Inc.Japan - 

6. เคร่ืองดีจีจีอี  (DCodeTM system) Bio-Rad Laboratories,Inc. - 

7. เคร่ืองตรวจสอบเจล (Gel Documentation) Wealtec Gel Dolphin-DOC 
 

ตารางที่ 3.6 แสดงสารเคมีทีใ่ชในการวิเคราะหจุลินทรียดวยเทคนิคพซีีอารดีจีจีอี 
สารเคมีสําหรับสกัดดีเอ็นเอ สารเคมีสําหรับพีซีอาร สารเคมีสําหรับดีจีจีอี 

1. บัฟเฟอรสกัดดีเอ็นเอ (DNA Extraction 

Buffer) 

1. PCR master mix 1. อะคริลาไมดตอบิส,37.5:1 40 

เปอรเซ็นต (Acrylamind/Bis) 

2. ลูกแกว (Glass Bead, Ø 0.1-0.25 mm.) 2. ไพรเมอร 1100F 2. บัฟเฟอรทีเออี (TAE Buffer) 

3. ฟนอล : คลอโรฟอรม :ไอโซเอมิล  (25:24:1) 3. ไพรเมอร 1400R 3. ฟอรมาไมด (Formamide) 

4. เอทานอลเขมขน 100 และ 70 เปอรเซ็นต 4. ดีเอ็นเอท่ีสกัดได 4. ยูเรีย 

5. โซเดียมอะซิเตท (Sodium Acetate)  5.  น้ํากล่ันฆาเช้ือ 5. เอพีเอส (Ammonium 

persulfate, APS) 

6. บัฟเฟอรทีอี (TE buffer)  6. ทีเม็ด (Tetra-Methyl-

Ethylenediamine, TEMED) 

7. อารเอ็นเอส (Rnase)   7. เอธิเดียมโบรไมด (Ethidium 

bromide) 

8. บัฟเฟอรทีเออี (TAE Buffer)  

9. อะกาโรสเจล (Agarose Gel)  

8. สีติดตาม (Dcode dye 

solution) 

10. สียอม (6x –loading dye)   
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ข) 

ภาพที่ 3.3 อุปกรณชุด DCodeTM system ,Bio-rad สําหรับการวิเคราะหดีจีจีอี   ก) ชุดอุปกรณ

ควบคุมอุณหภูมิสําหรับเจลดีจีจีอี     ข) ชุดวงลอหมุนทําเกรเดียนทเจลดีจีจีอี 
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3.6.1 ขั้นตอนการวิเคราะหสิบหกเอสอารดีเอ็นเอโดยเทคนิคพซีีอารดีจีจีอี 
 
 การวิเคราะหสิบหกเอสอารดีเอ็นเอโดยเทคนิคพีซีอารดีจีจีอีมี 4 ข้ันตอนดังนี ้

 

          1) การสกัดดีเอ็นเอในเม็ดตะกอนสลัดจจากถงัปฏิกรณ (Buzzini และคณะ, 2006) 

 นําตะกอนสลัดจประมาณ 1 มล. ใสลงในหลอดไมโครฟวจเติมน้ําที่ผานการฆาเชื้อแลว

ลงไปจากนั้นนําไปปนดวยเคร่ืองปนเหวี่ยง (Centrifuge) 8,000 รอบตอนาทีนาน 5 นาที ทิ้งสวน

น้ําใสออกใหหมดแลวเติมบัฟเฟอรสกัดดีเอ็นเอ (DNA Extraction Buffer)  300 ไมโครลิตร เติม

ลูกแกว (Glass Bead) ขนาดเสนผานศูนยกลาง 0.1 - 0.25 มม. ลงไปประมาณ 0.2 - 0.4 กรัม                         

และเติมฟนอล : คลอโรฟอรม : ไอโซเอมิล (25:24:1) 300 ไมโครลิตร พันปากหลอดดวยพาราฟลม

ใหแนนแลวนําเขาเคร่ืองผสมสารนาน 15 นาที นําไปปนเหวี่ยง 8,000 รอบตอนาทีนาน 5 นาที ดูด

น้ําใสสวนบนใสหลอด ไมโครฟวจหลอดใหมเติม ฟนอล : คลอโรฟอรม : ไอโซเอมิล (25:24:1) 300 

ไมโครลิตรแลวนําไปปนเหวี่ยง 8,000 รอบตอนาทีนาน 5 นาที   

ดูดน้ําใสดานบนใสในหลอดไมโครฟวจหลอดใหมเติมเอทานอลเขมขน 100 เปอรเซ็นต 

800 ไมโครลิตรจากนั้นเติมโซเดียมอะซิเตท 60 ไมโครลิตร แลวนําไปแชเย็นที่ -20 องศาเซลเซียส

นาน 30 นาที เมื่อนําออกมาจากตูแชเย็นแลวนําไปปนเหว่ียง 12,000 รอบตอนาทีนาน 15 นาที   

เทน้ําทิ้งและเติมเอทานอลเขมขน 70 เปอรเซ็นต 1 มล.แลวปนเหวี่ยง 12,000 รอบตอนาทีนาน        

5 นาที นําออกมาแลวเทน้ําทิ้งออกใหหมด เหลือสวนตะกอนกนหลอด นําไปทําใหแหงที่อุณหภูมิ  

37  องศาเซลเซียส แลวละลายตะกอนดวยบัฟเฟอรทีอีปริมาตร 40 ไมโครลิตร เติมอารเอ็นเอส 

(Rnase) 1 ไมโครลิตร นําไปบมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส นานประมาณ 30 นาที  นําดีเอ็นเอที่

สกัดไดไปตรวจสอบดวยวิธีอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิส (ไมไดทําเทียบกับดีเอ็นเอมาตรฐาน) 

โดยใชอะกาโรสเจลเขมขน 2 เปอรเซ็นต  จํานวน 0.2 กรัม ซึ่งผสมบัฟเฟอรทีเออีเขมขน 1 เทา     

40 มล. ละลายเจลดวยเคร่ืองไมโครเวฟ แลวเทเจลลงในถาดเสียบหวีเพื่อใหเกิดชองใสตัวอยางรอ

ใหเจลแข็งตัวประมาณ 15 นาที จากนั้นนําเจลออกมาใสไวในเครื่องแยกดีเอ็นเอดวยไฟฟา      

(DNA Electrophoresis Gel Boxes) แลวเทบัฟเฟอรทีเออีเขมขน 1 เทา ใหทวมเจลปเปตตัวอยาง

ดีเอ็นเอที่ผสมสียอม (6x – loading dye) ลงในชองใสตัวอยางที่ทํารอไวแลวเดินระบบอีเลคโทรโฟเรซิส

โดยใชความตางศักยไฟฟา 100 โวลตเปนเวลา 30 นาที จากนั้นยอมอะกาโรสเจลดวยสารละลาย

เอธิเดียมโบรไมด เขมขน 10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  นาน 10 นาที จากนั้นตรวจดูภายใตแสง

อัลตราไวโอเลต (UV) ดวยเคร่ืองตรวจสอบเจล (Gel Documentation) 
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 2) การเพิม่จํานวนดีเอ็นเอโดยวิธีพซีีอาร (Polymerase Chain Reaction, PCR) 

 ทําการเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอโดยใช PCR master mix ซึ่งในหนึ่งหลอดประกอบดวย Tag 

DNA Polymerase 0.05 หนวย แมกนีเซียมคลอไรด (MgCl2) 4 มิลลิโมลาร dATP 0.4 มิลลิโมลาร 

dGTP 0.4 มิลลิโมลาร dCTP 0.4 มิลลิโมลารและ dTTP 0.4 มิลลิโมลาร ในการทดลองนี้ใน     

หนึ่งหลอดปฏิกิริยา (Reaction Tube) มีสวนประกอบดังนี้ คือ PCR master mix 15 ไมโครลิตร 

น้ํากล่ัน 13 ไมโครลิตร ดีเอ็นเอที่สกัดได 1 ไมโครลิตร ไพรเมอร1100F  0.5 ไมโครลิตรและ       

ไพรเมอร 1400R 0.5 ไมโครลิตร (Kudo และคณะ,1997) ปริมาตรรวมคิดเปน 30 ไมโครลิตรตอ

หนึ่งปฏิกิริยาโดยมีลําดับเบสของไพรเมอร ดังตารางที่ 3.7 จากนั้นนําเขาเคร่ืองเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ

แบบควบคุมอุณหภูมิ (Thermo Electron Corporation) โดยใชโปรแกรมอุณหภูมิดังนี้ 

 

 Initial denaturation 94  องศาเซลเซียส  90 วินาท ี

 Denaturation  94  องศาเซลเซียส  30 วินาท ี

 Annealing  55  องศาเซลเซียส  30 วินาท ี

 Extension  72  องศาเซลเซียส  90 วินาท ี

 Final  Extension  72  องศาเซลเซียส      3  นาท ี

 End    4   องศาเซลเซียส    

ตรวจสอบดีเอ็นเอโดยวิธีอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิส ดวยอะกาโรสเจลเขมขน 1 เปอรเซ็นต แลว

เดินระบบอีเลคโทรโฟเรซิสโดยใชความตางศักยไฟฟา 100 โวลตเปนเวลา 30 นาที จากนั้นยอม  

อะกาโรสเจลดวยสารละลายเอธิเดียมโบรไมดเขมขน 10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  นาน 10 นาที 

จากนั้นตรวจดูภายใตแสงอัลตราไวโอเลต (UV) ดวยเคร่ืองตรวจสอบเจล (Gel Documentation) 
 

ตารางที่ 3.7  แสดงชุดไพรเมอรในการทดลอง 

ไพรเมอร ลําดับเบสของไพรเมอร 

1100F + GC clamp 5’-ACCCGTCGACAGTCAGGYAACGAGC GAG CGCC 

CGCCGCGCGCGCGCGGCGGGGCGGGGGCACGGGGGG 

-3’ 

1100F  non GC clamp 5’-ACCCGTCGACAGTCAGGYAACGAGC GAG -3’ 

1400R 5’-CGGCGAATTCGTGCAAGGAGCAGGGAC-3’ 

35 รอบ 
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3) การวิเคราะหชนิดจุลินทรียโดยเทคนิคดีจีจีอี (Denaturing Gradient Gel 

Electrophoresis, DGGE)    

 ใชชุดอุปกรณของ DCodeTM system,Bio-rad ในการวิเคราะหดังรูปที่ 3.3 โดยเตรียม  

พอลิอะคริลาไมดเจลเขมขน 8 เปอรเซ็นต ที่มีเกรเดียนทของสารละลายดีเนเชอเรนท (denaturant ) 

อยู 40 เปอรเซ็นต ถึง 60 เปอรเซ็นต โดยทั้งหมดเกิดจากการผสมสารละลาย 0 เปอรเซ็นต        

(อะคริลาไมดตอบิส 37.5:1 เขมขน 40 เปอรเซ็นต ปริมาตร 20 มล. บัฟเฟอรทีเออีเขมขน 50 เทา 

ปริมาตร 2 มล. แลวเติมน้ํากล่ันที่ฆาเชื้อปรับปริมาตรเปน 100 มล.) และสารละลาย  100 เปอรเซ็นต 

(อะคริลาไมดตอบิส 37.5:1 เขมขน 40 เปอรเซ็นต ปริมาตร 20 มล.  บัฟเฟอรทีเออี เขมขน 50 เทา 

ปริมาตร 2 มล. ฟอรมาไมดปริมาตร 40 มล. ยูเรีย 42 กรัม แลวเติมน้ํากล่ันที่ฆาเช้ือปรับปริมาตร

เปน 100 มล.) ซึ่งสารละลาย 0 เปอรเซ็นตและ สารละลาย 100 เปอรเซ็นตดังกลาวขางตนเมื่อ

เตรียมเก็บไวแลวจะนํามาเพื่อใชเตรียมเกรเดียนทของสารละลายดีเนเชอเรนท 40 เปอรเซ็นต ถึง 

60 เปอรเซ็นต ในข้ันตอไป ดังนี้ สารละลายดีเนเชอเรนท 40 เปอรเซ็นต มาจากสารละลาย 0 

เปอรเซ็นต 9 มล. ผสมกับ สารละลาย 100 เปอรเซ็นต  6 มล.ในสวนของสารละลายดีเนเชอเรนท  

60 เปอรเซ็นต มาจาก สารละลาย 0 เปอรเซ็นต 6 มล. ผสมกับสารละลาย 100เปอรเซ็นต 9 มล.

และเติมสีติดตาม (Dcode dye solution) 40 ไมโครลิตร   

ประกอบชุดเกรเดียนทเพื่อทําแผนเจลสําหรับดีจีจีอีโดยนําสารละลายดีเนเชอเรนท        

40 เปอรเซ็นต และ สารละลายดีเนเชอเรนท 60 เปอรเซ็นต มาเติมเอพีเอส (Ammonium 

persulfate, Aps) ซึ่งเตรียมโดยละลายเอพีเอส 0.1 กรัมในน้ํากล่ัน 1 มล. ซึ่งเอพีเอสที่ใชเติมนั้นมี

ปริมาตร  90 ไมโครลิตร จากนั้นเติมทีเม็ด 9 ไมโครลิตร ซึ่งเปนสารที่ชวยใหเจลแข็งตัวตอจากนั้น

ใชหลอดฉีดยาดูดสารละลาย ดีเนเชอเรนท ทั้งสองชนิดมาบรรจุยังชุดเคร่ืองมือการทําเกรเดียนท 

แลวหมุนวงลอเพื่อใหเคร่ืองมือทําการผสมสารละลายดีเนเชอเรนท ทั้งสองชนิดเขาดวยกันใน

สัดสวนต้ังแต  0 ถึง 100 เปอรเซ็นต จะทําใหเกิดอะคริลาไมดเจลที่มีความเขนขนของยูเรียดีเนเชอ

เรนท ต้ังแต  40 เปอรเซ็นต ถึง 60 เปอรเซ็นต จากนั้นเสียบหวีสําหรับเตรียมรองบรรจุลงไประหวาง

กระจกท้ังสองแผนระวังอยาใหเกิดฟองอากาศ  แลวทิ้งไวประมาณ 5 ชั่วโมงหรือขามคืนเพื่อให    

เจลแข็งตัวเมื่อพบวาแข็งตัวแลวจึงนําชุดเจลแซนวิชที่ดึงหวีออกแลว ใสลงไปในแชมเบอรที่มี

บัฟเฟอรทีเออีความเขมขน 1 เทา ปริมาตร 7 ลิตร ที่ผานการใหความรอนจนไดอุณหภูมิประมาณ                   

60 องศาเซลเซียส แลวผสมผลิตภัณฑพีซีอารทั้งหมดกับสียอมหยอดลงในชองวิ่ง จากนั้นเร่ิม

เดินเครื่องใหกระแสไฟฟาไหลผานชุดเจลแซนวิชและบัฟเฟอรทีเออีจากข้ัวลบไปขั้วบวก โดยใช

ความตางศักยไฟฟา 130 โวลต นาน 5 ชั่วโมง เม่ือครบ 5 ชั่วโมงนําเจลออกจากกระจกและยอม
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ดวยสารละลายเอธิเดียมโบรไมด ความเขมขน 10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร นาน 15 นาที จากนั้น

ตรวจดูภายใตแสงอัลตราไวโอเลต (UV) ดวยเคร่ืองตรวจสอบเจล (Gel Documentation) 

 

 4) การวิเคราะหลําดับนิวคลโีอไทดชิ้นดีเอ็นเอเดนจากโปรไฟลดีจีจีอี 

ตัดช้ินพอลิอะคริลาไมดเจลบริเวณแถบดีเอ็นเอเดนใสลงในหลอดไมโครฟวจ เติมน้ํากล่ัน

ที่ผานการนึ่งฆาเช้ือแลว 20 ไมโครลิตร แชชิ้นเจลทิ้งไวที่ 4 องศาเซลเซียส ประมาณ 1-2 วัน 

เพื่อใหดีเอ็นเอละลายออกมาจากเจลใหมากที่สุด แลวนําไปเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอดวยการทําพีซีอาร 

ดังขอ 2) จากนั้นนําดีเอ็นเอที่เพิ่มจํานวนไดสงวิเคราะห แลวนําผลลําดับเบสที่ไดมาเปรียบเทียบ

ความเหมือนกับลําดับเบสของฐานขอมูลที่ระบุใน Genbank ของ National Center for 

Biotechnology Information (NCBI) ดวยโปรแกรม BLASTN (http://www.ncbi.nlm.nih.gov)  
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บทที่  4 

ผลการวิจัยและวิจารณผล 

4.1 การดําเนนิการวิจัย 

ในงานวิจัยนี้ศึกษาการเปล่ียนแปลงของประชากรจุลินทรียในถังปฏิกรณอีจีเอสบี            

ที่ภาระบรรทุกสารอินทรียและความเร็วไหลข้ึนที่แตกตางกันโดยแบงการทดลองออกเปน 3 ชวง 

ไดแก  

ชวงที่ 1 ทําการศึกษาประสิทธิภาพของระบบอีจีเอสบีที่ภาระบรรทุกสารอินทรียตางกัน

เปรียบเทียบที่ภาระบรรทุกสารอินทรีย เทากับ 10, 20, 30 และ 40 กก.ซีโอดี/ลบ.ม.-วัน   โดยใช

ความเร็วไหลข้ึน 3 ม./ชม.ในชุดที่ 1 ซึ่งใชถังปฏิกรณอีจีเอสบีที่ออกแบบใหอุปกรณแยกสาม

สถานะสมมาตร (S1) คือ ถังปฏิกรณที่ 1 และไมสมมาตร (NS1) คือ ถังปฏิกรณที่ 2 และใช

ความเร็วไหลข้ึน 4 ม./ชม. ในชุดที่ 2 ซึ่งใชถังปฏิกรณอีจีเอสบีที่ออกแบบใหอุปกรณแยกสาม

สถานะสมมาตร (S2) คือ ถังปฏิกรณที่ 3 และไมสมมาตร (NS2) คือ ถังปฏิกรณที่ 4 

ชวงที่ 2 ทําการศึกษาประสิทธิภาพของระบบอีจีเอสบีที่ความเร็วไหลข้ึนตางกัน โดย

เปรียบเทียบที่ภาระบรรทุกสารอินทรีย 40 กก.ซีโอดี/ลบ.ม.-วัน ซึ่งใชความเร็วไหลข้ึนเปน 5 ม./ชม.

ในชุดที่ 1 ซึ่งใชถังปฏิกรณอีจีเอสบีที่ออกแบบใหอุปกรณแยกสามสถานะสมมาตร (S1) คือ         

ถังปฏิกรณที่ 1 และไมสมมาตร (NS1) คือ ถังปฏิกรณที่ 2 และใชความเร็วไหลข้ึน 6 ม./ชม.ในชุดที่ 

2 ซึ่งใชถังปฏิกรณอีจีเอสบีที่ออกแบบใหอุปกรณแยกสามสถานะสมมาตร (S2) คือ ถังปฏิกรณที่ 3 

และไมสมมาตร (NS2) คือ ถังปฏิกรณที่ 4 

ชวงที่  3  ศึกษากลุมจุลินทรียในถังปฏิกรณอีจีเอสบีดวยเทคนิคทางชีววิทยาระดับโมเลกุล

โดยนําตัวอยางตะกอนสลัดจจากถังปฏิกรณอีจีเอสบีทั้ง 2 ชุด ๆ ละ 2 ถังในชวงที่ 1 และ 2 

ดังกลาวมาสกัดดีเอ็นเอแลวเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอบริเวณสิบหกเอสอารดีเอ็นเอ วิเคราะหดีเอ็นเอที่

ทําการเพ่ิมจํานวนดวยเทคนิคพีซีอารดีจีจีอีและหาความสัมพันธของลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดโดย

การเปรียบเทียบกับฐานขอมูลระบุใน Genbank ของ National Center for Biotechnology 

Information (NCBI) ที่มีการเก็บรวบรวมฐานขอมูลของลําดับนิวคลีโอไทดเอาไว 

การทดลองดําเนินการโดยติดต้ังถังปฏิกรณอีจีเอสบีขนาดความจ ุ   16.98   ลิตรและสูง                 

2 . 8 5  ม.  จาํนวน 4  ถัง และใชน้าํเสียจริงจากโรงงานผลิตเอทานอลดวยกากสาในเขตจังหวัด

นครปฐมซ่ึงมคีวามเขมขนซโีอดีประมาณ 1 2 0 , 0 0 0 มก./ล. และมีพีเอชเทากับ 4 ในสวนของ       
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หัวเชื้อที่ใชเปนหัวเชื้อจากระบบยูเอเอสบีโดยไดรับการอนุเคราะหจากบริษัทเสริมสุขจํากัดมี

ลักษณะเปนเม็ดและมีตะกอนแขวนลอยปนกันขนาดเม็ดตะกอนประมาณ 1.0 – 4.0  มม.การ

ทดลองนี้มีระยะเวลาทั้งหมดต้ังแตเร่ิมตนเดินระบบจนสิ้นสุดการทดลองประมาณ 13 เดือน โดย

หยุดเดินระบบในชวงวันที่ 336 – 353 เนื่องจากเหตุการณความไมสงบในกรุงเทพฯ 
 

4.2 การเริ่มตนเดินระบบ (Start up) 

นําเม็ดตะกอนที่นํามาจากบอบําบัดแบบไมใชอากาศใสลงไปในถังปฏิกรณอีจีเอสบีที่ใช

ทดลองประมาณ 7 ลิตร (40 เปอรเซ็นตของปริมาตรถัง)  จากนั้นจึงเร่ิมปอนน้ําเสียใชน้ําเสียจริงจาก

โรงงานผลิตเอทานอลดวยกากสาในเขตจังหวัดนครปฐม ซึ่งมีความเขมขนซีโอดีประมาณ    

120,000 มก./ล.โดยน้ําเสียจะถูกเจือจางจนมีความเขมขนซีโอดีประมาณ 500 มก./ล. หลังจากที่

ระบบปรับตัวได    จึงเพิ่มความเขมขนของน้ําเสียที่ปอนเขาสูถังอีจีเอสบีใหสูงข้ึนตามลําดับจนเปน   

3,500   มก./ล. และปรับพีเอชใหอยูในชวง 6.8 - 7.2 โดยใชโซเดียมไบคารบอเนต ความสัมพันธ

ระหวางภาระบรรทุกสารอินทรียกับระยะเวลาที่ทําการทดลอง แสดงดังภาพที่ 4.1  และ  4.2 

กําหนดให ถังปฏิกรณอีจีเอสบีชุดที่ 1 ประกอบดวยถังปฏิกรณอีจีเอสบีที่ออกแบบใหอุปกรณแยก

สามสถานะสมมาตร (S1) คือ ถังปฏิกรณที่ 1 และไมสมมาตร (NS1) คือ ถังปฏิกรณที่ 2              

ถังปฏิกรณอีจีเอสบีชุดที่ 2 ประกอบดวยถังปฏิกรณอีจีเอสบีที่ออกแบบใหอุปกรณแยกสามสถานะ

สมมาตร (S2) คือ ถังปฏิกรณที่ 3 และไมสมมาตร (NS2) คือ ถังปฏิกรณที่ 4 
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ถังปฏิกรณอีจีเอสบีชุดท่ี 1

 

ภาพที ่4.1 ความสัมพันธระหวางภาระบรรทุกสารอินทรียกับระยะเวลาท่ีทําการทดลอง  

ชวงเร่ิมเดินระบบ (Start up) ของถังปฏิกรณอีจีเอสบีชุดที่ 1 ที่ความเร็วไหลข้ึน 3 ม./ชม. 
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ภาพที ่4.2 ความสัมพันธระหวางภาระบรรทุกสารอินทรียกับระยะเวลาท่ีทําการทดลอง  

ชวงเร่ิมเดินระบบ (Start up) ของถังปฏิกรณอีจีเอสบีชุดที่ 2 ที่ความเร็วไหลข้ึน 4 ม./ชม. 
 

4.2.1 ผลการทดลองชวงการเปลีย่นแปลงภาระบรรทุกสารอินทรียของระบบ       
อีจีเอสบี  
 
 ผลของการทดลองในการเปลี่ยนแปลงภาระบรรทุกสารอินทรีย ที่ภาระบรรทุกสารอินทรีย  

10, 20, 30 และ 40 กก.ซีโอดี/ลบ.ม.-วัน อัตราการไหลของน้ําเสียเฉล่ียเทากับ 34 ลิตร/วัน และ

ความเร็วไหลข้ึน 3 และ 4 ม./ชม. ดังตารางที่ 4.1 และ 4.2  

 อางอิงขอมูลของชญานิศา บุญปกครอง, 2553 ประกอบการวิเคราะห โดยมีขอมูลของ

พารามเิตอรตาง ๆ อยูในภาคผนวก ก 
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ตารางที่ 4.1 ผลการวิเคราะหตามการทดลองชุดที ่1 ที่ภาระบรรทุกสารอินทรีย 10, 20, 30 และ 40 กก.ซีโอดี/ลบ.ม.-วนั ที่ความเร็วไหลขึ้นคงที่ 3  ม./ชม.  

(ชญานิศา บุญปกครอง, 2553)   
 

10 กก.ซีโอดี/ลบ.ม.-วัน 20 กก.ซีโอดี/ลบ.ม.-วัน 30 กก.ซีโอดี/ลบ.ม.-วัน 40 กก.ซีโอดี/ลบ.ม.-วัน 

ภาระบรรทุกสารอินทรีย 

                    

                                       พารามิเตอร (หนวย) 

คาเฉลี่ย 

น้ําเสีย

เขา 

คาเฉลี่ย 

น้ําทิ้งถัง

ปฏิกรณ 

ที่ 1 

คาเฉลี่ย 

น้ําทิ้งถัง

ปฏิกรณ 

ที่ 2 

คาเฉลี่ย 

น้ําเสีย

เขา 

คาเฉลี่ย 

น้ําทิ้งถัง

ปฏิกรณ

ที่ 1 

คาเฉลี่ย 

น้ําทิ้งถัง

ปฏิกรณ

ที่ 2 

คาเฉลี่ย 

น้ําเสีย

เขา 

คาเฉลี่ย 

น้ําทิ้งถัง

ปฏิกรณ

ที่ 1 

คาเฉลี่ย 

น้ําทิ้งถัง

ปฏิกรณ

ที่ 2 

คาเฉลี่ย 

น้ําเสีย

เขา 

คาเฉลี่ย 

น้ําทิ้งถัง

ปฏิกรณ

ที่ 1 

คาเฉลี่ย 

น้ําทิ้งถัง

ปฏิกรณ

ที่ 2 

ซีโอดี (มก./ล.) 5,042 1,988 1,967 10,087 3,621 3,690 15,120 5,806 5,927 20,083 11,347 11,414 

ประสิทธิภาพการบําบัดซีโอดี (เปอรเซ็นต) - 60.6 61.0 - 64.1 63.3 - 61.6 60.8 - 56.5 56.2 

พีเอช 7.41 7.82 7.82 7.26 8.05 8.01 6.96 7.85 7.85 6.66 7.41 7.41 

อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) 28.5 28.9 28.9 27.7 28.3 28.3 29.6 30.3 30.2 31.0 31.4 31.3 

สภาพดางทั้งหมด (มก./ล.แคลเซียมคารบอเนต) 4,170 4,283 4,225 3,846 4,509 4,435 2,561 4,320 4,194 1,769 3,214 3,304 

กรดไขมันระเหย (มก./ล.กรดอะซิติก ) 672 491 466 1,639 598 605 2,294 820 797 2,365 1,070 1,089 

อัตราสวนกรดไขมันระเหยตอสภาพดางทั้งหมด 0.16 0.11 0.11 0.43 0.13 0.14 0.90 0.20 0.19 1.34 0.33 0.33 

ปริมาณกาซทั้งหมด (ลิตร/วัน) - 49.66 49.80 - 116.82 116.31 - 165.90 170.85 - 163.85 162.50 

กาซมีเทน (เปอรเซ็นต) - 52.3 52.5 - 54.3 54.0 - 55.4 55.0 - 49.3 49.0 

อัตราการผลิตกาซมีเทน  

(ลิตร/กรัมซีโอดีที่ถูกกําจัด) 

- 0.25 0.25 - 0.29 0.29 - 0.29 0.29 - 0.27 0.27 

- หมายถึง ไมไดวิเคราะห
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ตารางที่ 4.2 ผลการวิเคราะหตามการทดลองชุดที ่2 ที่ภาระบรรทุกสารอินทรีย 10, 20, 30 และ 40 กก.ซีโอดี/ลบ.ม.-วนั ที่ความเร็วไหลขึ้นคงที่ 4  ม./ชม.  

(ชญานิศา บุญปกครอง, 2553)   
 

10 กก.ซีโอดี/ลบ.ม.-วัน 20 กก.ซีโอดี/ลบ.ม.-วัน 30 กก.ซีโอดี/ลบ.ม.-วัน 40 กก.ซีโอดี/ลบ.ม.-วัน 

ภาระบรรทุกสารอินทรีย 

                    

                                       พารามิเตอร (หนวย) 

คาเฉลี่ย 

น้ําเสีย

เขา 

คาเฉลี่ย 

น้ําทิ้งถัง

ปฏิกรณ 

ที่ 3 

คาเฉลี่ย 

น้ําทิ้งถัง

ปฏิกรณ 

ที่ 4 

คาเฉลี่ย 

น้ําเสีย

เขา 

คาเฉลี่ย 

น้ําทิ้งถัง

ปฏิกรณ

ที่ 3 

คาเฉลี่ย 

น้ําทิ้งถัง

ปฏิกรณ

ที่ 4 

คาเฉลี่ย 

น้ําเสีย

เขา 

คาเฉลี่ย 

น้ําทิ้งถัง

ปฏิกรณ

ที่ 3 

คาเฉลี่ย 

น้ําทิ้งถัง

ปฏิกรณ

ที่ 4 

คาเฉลี่ย 

น้ําเสีย

เขา 

คาเฉลี่ย 

น้ําทิ้งถัง

ปฏิกรณ

ที่ 3 

คาเฉลี่ย 

น้ําทิ้งถัง

ปฏิกรณ

ที่ 4 

ซีโอดี (มก./ล.) 5,066 1,788 1,773 10,070 3,206 3,114 15,088 5,160 5,054 20,175 10,873 10,918 

ประสิทธิภาพการบําบัดซีโอดี (เปอรเซ็นต) - 64.70 65.00 - 68.20 69.30 - 65.80 66.50 - 60.9 61.10 

พีเอช 7.43 7.99 8.01 7.28 8.19 8.25 6.98 7.92 7.92 6.63 7.52 7.50 

อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) 28.4 29.0 29.3 27.7 28.4 28.5 29.5 30.2 30.1 31.0 31.5 31.5 

สภาพดางทั้งหมด (มก./ล.แคลเซียมคารบอเนต) 4,196 4,541 4,603 3,853 4,899 4,969 2,529 4,649 4,753 1,813 3,714 3,602 

กรดไขมันระเหย (มก./ล.กรดอะซิติก ) 648 457 453 1,638 531 520 2,270 826 808 2,402 976 979 

อัตราสวนกรดไขมันระเหยตอสภาพดางทั้งหมด 0.15 0.11 0.10 0.43 0.11 0.11 0.90 0.18 0.17 1.33 0.26 0.27 

ปริมาณกาซทั้งหมด (ลิตร/วัน) - 54.00 54.63 - 130.79 131.37 - 187.47 187.02 - 188.36 187.55 

กาซมีเทน (เปอรเซ็นต) - 53.5 53.8 - 55.1 55.6 - 56.0 56.5 - 51.3 51.0 

อัตราการผลิตกาซมีเทน  

(ลิตร/กรัมซีโอดีที่ถูกกําจัด) 

- 0.26 0.26 - 0.31 0.31 - 0.31 0.31 - 0.29 0.29 

- หมายถึง ไมไดวิเคราะห
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4.2.2 ผลการทดลองชวงการเปลีย่นแปลงคาความเรว็ไหลขึ้นของระบบอีจีเอสบี  
 

ผลการทดลองการเปล่ียนแปลงคาความเร็วไหลข้ึนที่ 3, 4, 5 และ 6 ม./ชม. โดยมีอัตรา

ภาระบรรทุกสารอินทรีย 40 กก.ซีโอดี/ลบ.ม.-วัน และอัตราการไหลของน้ําเสียเฉลี่ยเทากับ 34 ลิตร/วัน

คงที ่ของการทดลองชุดที ่1  คือ ถงัปฏิกรณที่ 1 และ 2  การทดลองชดุที่ 2 คือ ถังปฏิกรณที่ 3 และ 

4  ตลอดการทดลองรายละเอียดผลการทดลองของพารามิเตอรตางๆ แสดงดังตารางที่ 4.3  
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ตารางที่ 4.3 ผลการวิเคราะหตามการทดลองชุดที ่1 และชุดที่ 2 ที่ความเร็วไหลขึ้น 3, 4, 5 และ 6 ม./ชม. ที่ภาระบรรทุกสารอินทรียคงที่ 40 กก.ซีโอดี/ลบ.ม.-วัน  

(ชญานิศา บุญปกครอง, 2553)   
 

3 ม./ชม. 4 ม./ชม. 5 ม./ชม. 6 ม./ชม. 

      ความเร็วไหลขึ้น 

                    

                                       พารามิเตอร (หนวย) 

คาเฉลี่ย 

น้ําเสีย

เขา 

คาเฉลี่ย 

น้ําทิ้งถัง

ปฏิกรณ 

ที่ 1 

คาเฉลี่ย 

น้ําทิ้งถัง

ปฏิกรณ 

ที่ 2 

คาเฉลี่ย 

น้ําเสีย

เขา 

คาเฉลี่ย 

น้ําทิ้งถัง

ปฏิกรณ

ที่ 3 

คาเฉลี่ย 

น้ําทิ้งถัง

ปฏิกรณ

ที่ 4 

คาเฉลี่ย 

น้ําเสีย

เขา 

คาเฉลี่ย 

น้ําทิ้งถัง

ปฏิกรณ

ที่ 1 

คาเฉลี่ย 

น้ําทิ้งถัง

ปฏิกรณ

ที่ 2 

คาเฉลี่ย 

น้ําเสีย

เขา 

คาเฉลี่ย 

น้ําทิ้งถัง

ปฏิกรณ

ที่ 3 

คาเฉลี่ย 

น้ําทิ้งถัง

ปฏิกรณ

ที่ 4 

ซีโอดี (มก./ล.) 20,083 11,347 11,414 20,083 11,347 11,414 20,183 9,950 10,468 20,198 11,440 11,160 

ประสิทธิภาพการบําบัดซีโอดี (เปอรเซ็นต) - 56.5 56.20 - 56.5 56.20 - 63.7 63.1 - 58.4 59.8 

พีเอช 6.66 7.41 7.41 6.66 7.41 7.41 6.63 7.70 7.68 6.65 7.45 7.43 

อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) 30.9 31.4 31.3 30.9 31.4 31.3 31.0 31.3 31.4 30.9 31.4 31.5 

สภาพดางทั้งหมด (มก./ล.แคลเซียมคารบอเนต) 1,769 3,214 3,304 1,769 3,214 3,304 1,817 4,097 4,153 1,852 3,459 3,502 

กรดไขมันระเหย (มก./ล.กรดอะซิติก ) 2,365 1,070 1,089 2,365 1,070 1,089 2,428 843 850 2,445 1,103 1,097 

อัตราสวนกรดไขมันระเหยตอสภาพดางทั้งหมด 1.34 0.33 0.33 1.34 0.33 0.33 1.34 0.20 0.21 1.32 0.32 0.31 

ปริมาณกาซทั้งหมด (ลิตร/วัน) - 163.85 162.50 - 163.85 162.50 - 210.85 211.22 - 206.94 206.48 

กาซมีเทน (เปอรเซ็นต) - 49.3 49.0 - 49.3 49.0 - 52.8 52.0 - 50.8 50.5 

อัตราการผลิตกาซมีเทน  

(ลิตร/กรัมซีโอดีที่ถูกกําจัด) 

- 0.27 0.27 - 0.27 0.27 - 0.32 0.32 - 0.33 0.33 

- หมายถึง ไมไดวิเคราะห 
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4.3 สภาวะแวดลอมของระบบ 
 
 4.3.1 อุณหภมูิ 

จากผลการทดลองของชญานิศา บุญปกครอง, 2553  พบวาอุณหภูมิของน้ําเขาและ     

น้ําออกมีคาใกลเคียงกันมาก โดยอุณหภูมิสวนใหญในทุกชุดการทดลองมีคาอยูในชวง 27-31 

องศาเซลเซียส และมีคาเฉล่ียเทากับ 29 องศาเซลเซียส ดังตารางที่ 4.4 อุณหภูมิดังกลาวอยู

ในชวงที่เหมาะสมตอการทํางานของแบคทีเรียแบบไรอากาศและจัดอยูในชวงอุณหภูมิแบบ         

มีโซฟลิค (Mesophilic) คือ 25-40 องศาเซลเซียส (เกรียงศักด์ิ อุดมสินโรจน, 2547) ถึงแมวาจะมี

การเวียนน้ํากลับเขาระบบแตก็ไมสงผลใหอุณหภูมิของน้ําเสียเขาระบบและน้ําออกจากระบบมีคา

แตกตางกันจนสงผลตอการทํางานของแบคทีเรีย โดยวัดอุณหภูมิของน้ําเขาและน้ําออกของระบบ

ต้ังแตวันที่ 118 เปนตนไป เนื่องจากเร่ิมใสโซเดียมไบคารบอเนตเพื่อปรับพีเอชของน้ําเขาระบบให

อยูในชวง 6.8 - 7.2 
 

ตารางที่ 4.4 อุณหภูมิของน้าํเขาและน้ําออกจากระบบของถังปฏิกรณอีจีเอสบีตลอดการทดลอง

(ชญานิศา บุญปกครอง, 2553) 

อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) 

ถังปฏิกรณที่ 1 ถังปฏิกรณที่ 2 ถังปฏิกรณที่ 3 ถังปฏิกรณที่ 4 
น้ําเขา 

น้ําออก น้ําออก 
น้ําเขา 

น้ําออก น้ําออก 

27-31 27-31 27-31 27-31 27-31 27-31 

(29.06±1.31) (29.52±1.33) (29.49±1.31) (29.01±1.34) (29.59±1.33) (29.58±1.33) 

  หมายเหตุ   คาในวงเล็บเปนคาเฉลี่ยตลอดการทดลอง 

4.3.2 พีเอช 

 พีเอชของน้ําภายในถังปฏิกรณ มีความสําคัญตอระบบบําบัดน้ําเสียแบบไรอากาศมาก

เนื่องจากจุลินทรียจะสามารถทํางานไดดี ก็ตอเมื่อควบคุมคาพีเอชใหอยูในชวงระหวาง   6.6 - 7.6 

(McCarty,1964) โดยคาพีเอชของน้ําเขาระบบมีคาคอนขางสูง ดังนั้นจึงเติมโซเดียมไบคารบอเนต 

(NaHCO3) ในปริมาณ 6 กรัมของโซเดียมไบคารบอเนตตอน้ํา 1 ลิตรตลอดการทดลองเพื่อเพิ่ม

กําลังบัฟเฟอรใหกับระบบ และควบคุมพีเอชในถังใหอยูในชวง  6.8 - 7.2  จากผลการทดลอง

ของชญานิศา บุญปกครอง, 2553 พบวาพีเอชเฉลี่ยของน้ําเสียเขาระบบในถังปฏิกรณใบที่ 1 และ 
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2 เทากับ 7.07 ± 0.32 พีเอชเฉล่ียของน้ําเสียเขาระบบในถังปฏิกรณใบที่ 3 และ 4 เทากับ         

7.06 ± 0.32 ในสวนของน้ําทิ้งออกจากระบบพบวาคาพีเอชโดยเฉล่ียของถังปฏิกรณใบที่ 1 เทากับ 

7.78 ± 0.18 ถังปฏิกรณใบที่ 2 เทากับ 7.78 ± 0.17 ถังปฏิกรณใบที่ 3 เทากับ 7.87 ± 0.24 และถัง

ปฏิกรณใบที่ 4 เทากับ  7.87 ± 0.26 ซึ่งคาพีเอชของการทดลองมีแนวโนมไปในทางเดียวกัน คือ    

พีเอชของน้ําทิ้งออกจากระบบมีคามากกวาพีเอชของน้ําเสียเขาระบบโดยมีคาประมาณ           

7.78 - 7.87  แสดงใหเห็นวาถึงแมคาพีเอชที่วัดไดมีคาสูงกวาคาพีเอชที่จุลินทรียตองการนั้น แต 

Hulshoff และคณะ, 1986 ไดกลาวไววาพีเอชของน้ําเสียในชวง 6.5 - 7.8 ก็ยังเหมาะสมและไมทํา

ใหระบบลมเหลว โดยระบุวาคาพีเอชไมใชพารามิเตอรเพียงส่ิงเดียวที่บงบอกถึงประสิทธิภาพของ

ระบบไดแตการควบคุมคาพีเอชยังเปนส่ิงจําเปน เชน เมื่อเกิดการเสียสมดุลระหวางแบคทีเรียที่

ผลิตกรดกับแบคทีเรียที่ผลิตมีเทนทําใหคาพีเอชลดต่ําลงมาก ระบบจะดอยประสิทธิภาพหรือ

ลมเหลวได ดังนั้นคาพีเอชยังคงใชในการควบคุมการทํางานและตรวจสอบระบบรวมกับ

พารามิเตอรอ่ืน  

 

 4.3.3 โออารพี 

 คาโออารพีตลอดการทดลองจากผลการทดลองของชญานิศา บุญปกครอง, 2553 ซึ่ง

คาเฉลี่ยโออารพีของถังปฏิกรณทั้ง 4 มีคาใกลเคียงกันประมาณ -366 ถึง -371 มิลลิโวลตดังตาราง

ที่ 4.5 โดยในถังปฏิกรณในระบบบําบัดแบบไรอากาศที่ทํางานไดดีตองมีคาโออารพีอยูในชวง -300 

ถึง -500 มิลลิโวลต (มั่นสิน ตัณฑุลเวศม, 2542) ซึ่งเปนสภาวะที่เหมาะสมสําหรับการยอยสลาย

ทางชีวภาพแบบไรออกซิเจนและอยูในชวงที่ระบบสามารถบําบัดซีโอดีไดอยางมีประสิทธิภาพ 

 

ตารางที่ 4.5 คาโออารพีของนํ้าออกจากระบบของถงัปฏิกรณอีจีเอสบีตลอดการทดลอง  

(ชญานิศา บุญปกครอง, 2553) 

โออารพี(มิลลิโวลต) 

น้ําออกจากระบบ 

ถังปฏิกรณที ่1 ถังปฏิกรณที ่2 ถังปฏิกรณที ่3 ถังปฏิกรณที ่4 

-300 ถึง -470.4 -300 ถึง -471.8 -301.6 ถึง -432.7 -300 ถึง -440.1 

(-368.28±41.26) (-366.81±39.56) (-371.16±33.73) (-370.90±33.79) 
   หมายเหตุ คาในวงเล็บคือคาเฉลี่ยตลอดการทดลอง 
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4.4 สมรรถนะของระบบ 
 
 4.4.1 ซีโอดีและประสิทธภิาพการบาํบดัซีโอดี 

        เมื่อตองการประเมินความสามารถของระบบบําบัดน้ําเสียโดยทั่วไปสามารถพิจารณาได

จากคาซีโอดีและประสิทธิภาพการบําบัดซีโอดีซึ่งงานวิจัยนี้ในชวงแรกของการเดินระบบเร่ิมสราง

ความคุนเคยใหแกจุลินทรียโดยความเขมขนซีโอดีเขาระบบเร่ิมตน 500 มก./ล.แลวปรับเพิ่มความ

เขมขนซีโอดีจนกระทั่งความเขมขนซีโอดีเทากับ 3,500 มก./ล.ต้ังแตวันที่ 118 และเพิ่มความ

เขมขนซีโอดีเขาระบบคงที่  3,500  มก./ล.จนถึงวันที่ 132  โดยจัดระบบใหความเร็วไหลข้ึนคงท่ี          

3 ม./ชม.แกถังปฏิกรณใบที่ 1 และ 2 และความเร็วไหลข้ึนคงที่ 4 ม./ชม. แกถังปฏิกรณใบที่ 3 และ 

4 และเปล่ียนภาระบรรทุกสารอินทรียที่ 10, 20, 30 และ 40 กก.ซีโอดี/ลบ.ม.-วัน จากผลการ

ทดลองของชญานิศา บุญปกครอง, 2553 พบวาที่ภาระบรรทุกสารอินทรีย 10 กก.ซีโอดี/ลบ.ม.-วัน  

คาเฉลี่ยซีโอดีของน้ําเสียเขาระบบของถังปฏิกรณที่ 1 และ 2 เทากับ 5,042 มก./ล.   ซึ่งใกลเคียง

กับคาเฉลี่ยซีโอดีของน้ําเสียเขาระบบของถังปฏิกรณที่ 3 และ 4 คือ 5,066 มก./ล. ในสวนของ

คาเฉลี่ยซีโอดีของน้ําทิ้งออกจากระบบของถังปฏิกรณที่ 1, 2, 3 และ 4 เทากับ 1,988,  1,967,  

1,788 และ 1,773 มก./ล. ตามลําดับทั้งนี้คิดเปนประสิทธิภาพการบําบัดซีโอดีของถังปฏิกรณใบที่ 

1, 2, 3 และ 4 ตามลําดับ  ไดแก   60.60, 61.00, 64.70 และ 65.00 เปอรเซ็นต สําหรับที่ภาระ

บรรทุกสารอินทรีย 20 กก.ซีโอดี/ลบ.ม.-วัน คาเฉลี่ย  ซีโอดีของน้ําเสียเขาระบบของถังปฏิกรณใบที่ 

1 และ 2 เทากับ 10,087 มก./ล. คาเฉลี่ยซีโอดีของน้ําเสียเขาระบบของถังปฏิกรณใบที่ 3 และ 4 

คือ 10,070 มก./ล. คาเฉล่ียซีโอดีของน้ําทิ้งออกจากระบบของถังปฏิกรณใบที่ 1, 2, 3 และ 4 

เทากับ 3,621, 3,690 3,206 และ 3,114 มก./ล. ตามลําดับ และคิดเปนประสิทธิภาพการบําบัด   

ซีโอดีของถังปฏิกรณใบที่ 1, 2, 3 และ 4 ตามลําดับดังนี้ 64.10,  63.30,  68.20 และ 69.30 

เปอรเซ็นต ที่ภาระบรรทุกสารอินทรีย 30 กก.ซีโอดี/ลบ.ม.-วัน  คาเฉล่ียซีโอดีของน้ําเสียเขาระบบ

ของถังปฏิกรณใบที่ 1 และ 2 เทากับ 15,120 มก./ล. คาเฉลี่ยซีโอดีของน้ําเสียเขาระบบของถัง

ปฏิกรณใบที่ 3 และ 4 คือ 15,088 มก./ล. คาเฉลี่ยซีโอดีของน้ําทิ้งออกจากระบบของถังปฏิกรณใบ

ที่ 1, 2, 3 และ 4 เทากับ   5,806,  5,927,  5,160  และ 5,054  มก./ล. ตามลําดับ  คิดเปน

ประสิทธิภาพการบําบัดซีโอดีของถังปฏิกรณใบที่ 1, 2, 3 และ 4 เทากับ 61.60,  60.80, 65.80 

และ 66.50 เปอรเซ็นต ตามลําดับ ที่ภาระบรรทุกสารอินทรีย40 กก.ซีโอดี/ลบ.ม.-วัน คาเฉลี่ยซีโอดี

ของน้ําเสียเขาระบบของถังปฏิกรณใบที่ 1 และ 2 เทากับ 20,083 มก./ล. คาเฉลี่ยซีโอดีของน้ําเสีย

เขาระบบของถังปฏิกรณใบที่ 3 และ 4 คือ 20,175 มก./ล. คาเฉลี่ยซีโอดีของน้ําทิ้งออกจากระบบ

ของถังปฏิกรณใบที่ 1, 2, 3 และ 4 เทากับ 11,347, 11,414, 10,873  และ10,918 มก./ล. ตามลําดับ  



 

  

 

53 

คิดประสิทธิภาพการบําบัดซีโอดีของถังปฏิกรณใบที่ 1, 2, 3 และ 4 เทากับ 56.50, 56.20, 60.90 

และ 61.10 เปอรเซ็นต ตามลําดับ คาเฉลี่ยซีโอดีเฉล่ียตลอดการทดลองของถังปฏิกรณที่ 1-4 

แสดงดังตารางที่ 4.6 

ตารางที่ 4.6 คาซีโอดีเฉล่ียตลอดระยะเวลาการทดลอง (ชญานิศา บุญปกครอง, 2553) 

ที่ความเร็วไหลข้ึน 3 ม./ชม.      ที่ความเร็วไหลข้ึน 4 ม./ชม. 

ซีโอดี(มก./ล.) ซีโอดี(มก./ล.) 

ถังปฏิกรณที ่ ถังปฏิกรณที ่ 

ภาระ

บรรทุก

สารอินทรีย 

(กก.ซีโอดี/

ลบ.ม.-วัน) 
น้ําเขา 1 2 น้ําเขา 3 4 

10 5,042 1,988 1,967 5,066 1,788 1,773 

20 10,087 3,621 3,690 10,070 3,206 3,114 

30 15,120 5,806 5,927 15,088 5,160 5,054 

40 20,083 11,347 11,414 20,175 10,873 10,918 

ที่ความเร็วไหลข้ึน 5 ม./ชม.      ที่ความเร็วไหลข้ึน  6 ม./ชม. 

ซีโอดี(มก./ล.) ซีโอดี(มก./ล.) 

ถังปฏิกรณที ่ ถังปฏิกรณที ่ 

ภาระ

บรรทุก

สารอินทรีย 

(กก.ซีโอดี/

ลบ.ม.-วัน) 
น้ําเขา 1 2 น้ําเขา 3 4 

40 20,183 9,950 10,468 20,198 11,440 11,160 
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ตารางที่ 4.7 ประสิทธิภาพการบําบัดซีโอดีเฉล่ียตลอดระยะเวลาการทดลอง                            

(ชญานิศา บุญปกครอง, 2553) 
ที่ความเร็วไหลขึ้น 3 ม./ชม.   ที่ความเร็วไหลขึ้น 4 ม./ชม. 

ประสิทธิภาพการบําบัดซีโอดี(เปอรเซ็นต) ประสิทธิภาพการบําบัดซีโอดี(เปอรเซ็นต) 

ถังปฏิกรณที่ ถังปฏิกรณที่  

ภาระบรรทุก

สารอินทรีย 

(กก.ซีโอดี/ 

ลบ.ม.-วัน) 1 2 3 4 

10 60.60±1.39 61.00±1.52 64.71±1.70 65.00±1.91 

20 64.10±2.02 63.30±2.15 68.20±1.80 69.30±2.19 

30 61.60±2.22 60.80±1.47 65.80±1.03 66.50±1.35 

40 56.50±2.65 56.20±2.52 60.90±1.48 61.10±1.55 

ที่ความเร็วไหลขึ้น 5 ม./ชม. ที่ความเร็วไหลขึ้น 6 ม./ชม. 

ประสิทธิภาพการบําบัดซีโอดี(เปอรเซ็นต) ประสิทธิภาพการบําบัดซีโอดี(เปอรเซ็นต) 

ถังปฏิกรณที่ ถังปฏิกรณที่  

ภาระบรรทุก

สารอินทรีย 

(กก.ซีโอดี/ 

ลบ.ม.-วัน) 1 2 3 4 

40 63.70±1.34 63.10±1.81 58.40±1.43 59.80±1.67 

 

จากตารางที่ 4.7 เมื่อพิจารณาประสิทธิภาพการบําบัดซีโอดีเมื่อน้ําเสียผานระบบแลว

ปรากฏวาที่อัตราภาระสารอินทรีย 10 - 30 กก.ซีโอดี/ลบ.ม.-วัน เมื่อความเร็วไหลข้ึนคงที่มี

ประสิทธิภาพการบําบัดซีโอดีเฉล่ียอยูในชวง 60.60±1.39 ถึง 69.30±2.19 เปอรเซ็นต แสดงใหเห็น

วาระบบอีจีเอสบีมีประสิทธิภาพในการบําบัดซีโอดีที่ภาระบรรทุกสารอินทรียสูงไดแตเม่ือเพิ่มอัตรา

ภาระสารอินทรียเทากับ  40 กก.ซีโอดี/ลบ.ม.-วัน  พบวาประสิทธิภาพการบําบัดซีโอดีเฉล่ียอยู

ในชวง 56.20±2.52 ถึง 61.10±1.55 เปอรเซ็นต  เปนเพราะวามีปริมาณสารอินทรียเขาระบบมาก

เกินพอทําใหอัตราสวน F/M มากข้ึนจนเกินความตองการของแบคทีเรียที่มีอยูในระบบทําให

แบคทีเรียยอยสารอินทรียในน้ําเสียไดเพียงบางสวนดวยเหตุนี้ จึงทําใหสารอินทรียในน้ําออก

เพิ่มข้ึนตามความเขมขนของซีโอดีน้ําเสียเขาระบบจึงสงผลทําใหประสิทธิภาพการทํางานของ

แบคทีเรียตํ่าลง  

 เมื่อเพิ่มความเร็วไหลข้ึนที่ภาระบรรทุกสารอินทรีย 40 กก.ซีโอดี/ลบ.ม.-วันคงที่แก         

ถังปฏิกรณที่ 1 และ 2  เปน 5 ม./ชม. และ 6 ม./ชม.แกถังปฏิกรณที่ 3 และ 4 คาเฉลี่ยซีโอดีของน้ํา

เสียเขาระบบและน้ําทิ้งออกจากระบบของถังปฏิกรณที่ 1 - 4 แสดงดังตารางที่ 4.7  
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จากตารางท่ี 4.7 ผลการทดลองพบวาประสิทธิภาพการบําบัดซีโอดีของระบบมีคาสูงข้ึน

เมื่อเพิ่มความเร็วไหลข้ึนชวง 3 ม./ชม.ถึง 5 ม./ชม.ที่ภาระบรรทุกสารอินทรีย 40 กก.ซีโอดี/ลบ.ม.-วัน 

คงที่กลาวคือ เปอรเซ็นตการบําบัดซีโอดีของระบบอยูในชวง 56.20±2.52 ถึง 63.70±1.34 

เปอรเซ็นต ทั้งนี้เนื่องมาจากการเวียนน้ํากลับถือเปนการเจือจางความเขมขนซีโอดีของน้ําเสียที่เขา

สูระบบทําใหเปอรเซ็นตการบําบัดซีโอดีของระบบมีคาเพิ่มมากข้ึน แตเมื่อเพิ่มความเร็วไหลข้ึน

เทากับ 6 ม./ชม.พบวาประสิทธิภาพการบําบัดซีโอดีของระบบมีคานอยกวาประสิทธิภาพการ

บําบัดซีโอดีที่ความเร็วไหลข้ึน 5 ม./ชม. กลาวคือ ที่ความเร็วไหลข้ึน 6 ม./ชม.เปอรเซ็นตการบําบัด

ซีโอดีอยูในชวง 58.40±1.43 ถึง 59.80±1.67 เปอรเซ็นต ที่ความเร็วไหลข้ึน  5 ม./ชม. เปอรเซ็นต

การบําบัดซีโอดีเฉล่ีย 63.40±1.58 เปอรเซ็นต เนื่องจากคาความเร็วไหลข้ึนที่สูงมากเกินไประบบ

จะหมุนเวียนกรดไขมันระเหยและซีโอดีที่ยังยอยสลายไมหมดในนํ้าทิ้งกลับมาใหมเปนการเพิ่ม

ภาระใหระบบ (Romli และคณะ, 1994) สงผลใหประสิทธิภาพการบําบัดซีโอดีที่ความเร็วไหลข้ึน  

6 ม./ชม.มีคาตํ่ากวาประสิทธิภาพการบําบัดซีโอดีที่ความเร็วไหลข้ึน 5 ม./ชม. โดยภาพรวมของคา

ซีโอดีน้ําเสียเขาและซีโอดีน้ําทิ้งออกจากระบบตลอดการทดลองทั้งหมดแสดงดังภาพที่  4.3-4.6 

จากงานวิจัยนี้พบวาประสิทธิภาพการบําบัดซีโอดีตลอดการทดลองอยู ในชวง          

56.20 – 69.30 เปอรเซ็นตซึ่งสูงกวาเม่ือเทียบกับงานวิจัยของพัชรินทร นันทิวาวัฒน, 2546 ศึกษา

ประสิทธิภาพของระบบอีจีเอสบีในการบําบัดน้ําเสียกากสาจากโรงงานสุราที่ภาระบรรทุก

สารอินทรีย 5, 10 และ 15 กก.ซีโอดี/ลบ.ม.-วัน มีประสิทธิภาพในการกําจัดซีโอดีเฉล่ีย 50, 51 และ 

53 เปอรเซ็นตตามลําดับ 

 

 
ภาพที ่4.3 ภาพรวมคาซีโอดีของถังปฏิกรณที่ 1 กับเวลา (วนั) ตลอดการทดลอง 

 

ความเร็วไหลข้ึน 
3 ม./ชม. 

OLR = 10 OLR = 20 OLR = 30 OLR = 40 OLR = 40 

ความเร็วไหลข้ึน 
5 ม./ชม. 
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ภาพที ่4.4 ภาพรวมคาซีโอดีของถังปฏิกรณที่ 2 กับเวลา (วนั) ตลอดการทดลอง 

 

 
ภาพที ่4.5 ภาพรวมคาซีโอดีถังปฏิกรณที ่3 กับเวลา (วนั) ตลอดการทดลอง 

 

 
ภาพที ่4.6  ภาพรวมคาซีโอดีถังปฏิกรณที ่4 กับเวลา (วนั) ตลอดการทดลอง 

OLR = 10 OLR = 20 OLR = 30 OLR = 40 OLR = 40 

OLR = 30 

OLR = 30 

OLR = 40 OLR = 40 

OLR = 40 OLR = 40 

OLR = 20 

OLR = 20 OLR = 10 

OLR = 10 

ความเร็วไหลข้ึน 
3 ม./ชม. 

ความเร็วไหลข้ึน 
5 ม./ชม. 

ความเร็วไหลข้ึน 
4 ม./ชม. 

ความเร็วไหลข้ึน 
6 ม./ชม. 

ความเร็วไหลข้ึน 
4 ม./ชม. 

ความเร็วไหลข้ึน 
6 ม./ชม. 
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 4.4.2 กาซชวีภาพ 

 กาซชีวภาพที่เกิดจากกระบวนการบําบัดน้ําเสียแบบไรอากาศนั้นเปนผลผลิตที่มาจากการ

ย อยสลายสาร อินท รีย ใ นน้ํ า เ สี ยซึ่ ง ก า ซ ชี วภาพส วน ใหญป ระกอบด วยก า ซมี เ ทน                       

กาซคารบอนไดออกไซดและกาซอ่ืน ๆ จากผลการทดลองของชญานิศา บุญปกครอง, 2553 พบวา

ที่ความเร็วไหลข้ึนคงที่เม่ืออัตราภาระสารอินทรียเพิ่มข้ึน ระบบมีอัตราการผลิตกาซชีวภาพที่สูงข้ึน

ตามลําดับ โดยที่ภาระบรรทุกสารอินทรีย  10  กก.ซีโอดี/ลบ.ม.-วัน  ปริมาณกาซชีวภาพเฉลี่ย

ของถังปฏิกรณที่ 1, 2, 3 และ 4 เทากับ 49.66, 49.80, 54.00  และ 54.63 ลิตร/วัน และมี

เปอรเซ็นตกาซมีเทน 52.30,  52.50,  53.50 และ 53.80 ตามลําดับ อัตราการผลิตกาซมีเทน     

(วิธีคํานวณอยูในภาคผนวก ข) คิดเปน  0.25  ลิตร/กรัมซีโอดีที่ถูกกําจัด  สําหรับถังปฏิกรณที่ 1 

และ 2  ในขณะที่ถังปฏิกรณที่ 3 และ 4  คิดเปน 0.26 ลิตร/กรัมซีโอดีที่ถูกกําจัด  

 ที่ภาระบรรทุกสารอินทรีย 20 กก.ซีโอดี/ลบ.ม.-วันปริมาณกาซชีวภาพเฉล่ียของถังปฏิกรณที่ 

1, 2, 3 และ 4 เทากับ 116.82, 116.31, 130.79  และ 131.37 ลิตร/วันและมีเปอรเซ็นตกาซมีเทน 

54.30, 54.00,  55.10 และ 55.60 ตามลําดับ และมีอัตราการผลิตกาซมีเทนซึ่งคิดเปน 0.29   

ลิตร/กรัมซีโอดีที่ถูกกําจัด สําหรับถังปฏิกรณที่ 1 และ 2  ในขณะที่ถังปฏิกรณที่ 3 และ 4  คิดเปน 

0.31  ลิตร/กรัมซีโอดีที่ถูกกําจัด  ที่ภาระบรรทุกสารอินทรีย 30 กก.ซีโอดี/ลบ.ม.-วัน     ปริมาณกาซ

ชีวภาพเฉล่ียของถังปฏิกรณที่ 1, 2, 3 และ 4 เทากับ 165.90,  170.85,  187.47  และ 187.02 

ลิตร/วัน และมีเปอรเซ็นตกาซมีเทน 55.40,  55.00,  56.00 และ 56.50 ตามลําดับ  ถังปฏิกรณที่ 1 

และ 2 คิดอัตราการผลิตกาซมีเทนไดเทากับ 0.29 ลิตร/กรัมซีโอดีที่ถูกกําจัด     ในขณะที่ถัง

ปฏิกรณที่ 3 และ 4 คิดเปน 0.31  ลิตร/กรัมซีโอดีที่ถูกกําจัด ที่ภาระบรรทุกสารอินทรีย 40          

กก.ซีโอดี/ลบ.ม.-วันปริมาณกาซชีวภาพเฉล่ียของถังปฏิกรณที่ 1, 2, 3 และ 4 เทากับ 163.85, 

162.50, 188.36 และ 187.55 ลิตร/วันและมีเปอรเซ็นตกาซมีเทน 49.30, 49.00,  51.30 และ 

51.00 ตามลําดับ ถังปฏิกรณที่ 1 และ 2 คิดอัตราการผลิตกาซมีเทนเทากับ 0.27 ลิตร/กรัมซีโอดีทีถ่กู

กําจัด  ในขณะที่ถังปฏิกรณที่ 3 และ 4 คิดเปน 0.29  ลิตร/กรัมซีโอดีที่ถูกกําจัด ผลการทดลอง

แสดงที่ตาราง 4.8 
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ตารางที่ 4.8 ปริมาณกาซชวีภาพเฉล่ียตลอดระยะเวลาการทดลอง (ชญานิศา บุญปกครอง, 2553) 
ที่ความเร็วไหลขึ้น 3 ม./ชม. ที่ความเร็วไหลขึ้น 4 ม./ชม. 

ปริมาณกาซชีวภาพเฉล่ีย (ลิตร/วัน) ปริมาณกาซชีวภาพเฉล่ีย (ลิตร/วัน) 

ถังปฏิกรณที่ ถังปฏิกรณที่  

ภาระบรรทุก

สารอินทรีย 

(กก.ซีโอดี/ 

ลบ.ม.-วัน) 1 2      3 4 

10 49.66±4.06 49.80±3.67 54.00±5.99 54.63±6.28  

20 116.82±11.48   116.31±11.83 130.79±8.90    131.37±8.47 

30 165.90±3.52   170.85±4.26   187.47±5.42     187.02±5.25 

40 163.85±8.62 162.50±8.68  188.36±7.49 187.55±7.35 

ที่ความเร็วไหลขึ้น 5 ม./ชม. ที่ความเร็วไหลขึ้น 6 ม./ชม. 

ปริมาณกาซชีวภาพเฉล่ีย (ลิตร/วัน) ปริมาณกาซชีวภาพเฉล่ีย (ลิตร/วัน) 

ถังปฏิกรณที่ ถังปฏิกรณที่  

ภาระบรรทุก

สารอินทรีย 

(กก.ซีโอดี/ 

ลบ.ม.-วัน) 1 2 3 4 

40 210.85±9.29 211.22±9.10   206.94±2.45 206.48±2.46 

กาซชีวภาพนั้นเปนผลมาจากการยอยสลายสารอินทรียในน้ําเสีย ซึ่งความสามารถของ   

จุลินทรียที่สามารถยอยสารอินทรียที่สูงนั้น ในระบบยอมตองมีปริมาณอาหารที่สูงจึงจะทําใหได

ปริมาณกาซชีวภาพท่ีสูงข้ึน โดยมีชวงที่หยุดเดินระบบมาจากเหตุการณความไมสงบในกรุงเทพฯ 

ในชวงวันที่ 336 – 353 และตารางที่ 4.9 

ตารางที่ 4.9 อัตราการผลิตกาซมีเทนตลอดระยะเวลาการทดลอง (ชญานิศา บุญปกครอง, 2553) 

(วิธีคํานวณอยูในภาคผนวก ข) 

ที่ความเร็วไหลข้ึน 3 ม./ชม. ที่ความเร็วไหลข้ึน 4 ม./ชม. 

อัตราการผลิตกาซมีเทน 

(ลิตร/กรัมซีโอดีที่ถูกกาํจัด) 

อัตราการผลิตกาซมีเทน 

(ลิตร/กรัมซีโอดีที่ถูกกาํจัด) 

ถังปฏิกรณที ่ ถังปฏิกรณที ่ 

ภาระบรรทุก

สารอินทรีย 

(กก.ซีโอดี/ 

ลบ.ม.-วัน) 
1 2      3 4 

10 0.25 0.25 0.26 0.26 

20 0.29 0.29 0.31 0.31 

30 0.29 0.29 0.31 0.31 

40 0.27 0.27 0.29 0.29 
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ตารางที่ 4.9 (ตอ) อัตราการผลิตกาซมีเทนตลอดระยะเวลาการทดลอง (ชญานิศา บุญปกครอง, 

2553) (วิธีคํานวณอยูในภาคผนวก ข) 

ที่ความเร็วไหลข้ึน 5 ม./ชม. ที่ความเร็วไหลข้ึน 6 ม./ชม. 

อัตราการผลิตกาซมีเทน 

(ลิตร/กรัมซีโอดีที่ถูกกาํจัด) 

อัตราการผลิตกาซมีเทน 

(ลิตร/กรัมซีโอดีที่ถูกกาํจัด) 

ถังปฏิกรณที ่ ถังปฏิกรณที ่ 

ภาระบรรทุก

สารอินทรีย 

(กก.ซีโอดี/ 

ลบ.ม.-วัน) 
1 2     3 4 

40 0.32 0.32 0.33 0.33 

เมื่อพิจารณาจากปริมาณกาซชีวภาพดังภาพท่ี 4.7-4.10 เปอรเซ็นตกาซมีเทนและอัตรา

การผลิตกาซมีเทน จะเห็นไดวาที่ความเร็วไหลข้ึนคงท่ี เมื่อภาระบรรทุกสารอินทรียเพิ่มข้ึนระบบมี

อัตราการผลิตกาซชีวภาพสูงข้ึนตามลําดับ คือ ที่ภาระบรรทุกสารอินทรียเทากับ 10, 20 และ 30      

กก.ซีโอดี/ลบ.ม.-วัน มีปริมาณกาซชีวภาพเฉล่ียอยูในชวง 49.66±4.06 ถึง 187.47±5.42    ลิตร/วัน ซึ่ง

ระบบมีคาสอดคลองกับผลการทดลองในชวงภาระสารอินทรีย 10 -30 กก.ซีโอดี/ลบ.ม.-วัน ซึ่งมี

ประสิทธิภาพการบําบัดซีโอดีเฉล่ียอยูในชวง 60.60±1.39 ถึง 69.30±2.19 เปอรเซ็นต    อัตราการ

ผลิตกาซมีเทนอยูในชวง 0.25 ถึง 0.31 ลิตร/กรัมซีโอดีที่ถูกกําจัด ดังนั้นเมื่ออัตราภาระสารอินทรีย

เพิ่มข้ึน 10 ถึง 30 กก.ซีโอดี/ลบ.ม.-วัน ระบบมีอัตราการผลิตกาซชีวภาพและอัตราการผลิตกาซ

มีเทนเพิ่มข้ึนดังกลาว   

แตอยางไรก็ตามที่ภาระบรรทุกสารอินทรีย 40 กก.ซีโอดี/ลบ.ม.-วัน พบวาปริมาณกาซ

ชีวภาพโดยเฉล่ียในถังปฏิกรณที่ 1 และ 2 คือ 163.85±8.62 และ 162.50±8.68 ลิตร/วัน ซึ่ง

นอยลงจากท่ีภาระบรรทุกสารอินทรีย  30 กก.ซีโอดี/ลบ.ม.-วัน  คือ 165.90±3.52  และ

170.85±4.26 ลิตร/วัน แตในถังปฏิกรณที่ 3 และ 4 ในชวงเพิ่มภาระบรรทุกสารอินทรีย  30 ถึง    

40 กก.ซีโอดี/ลบ.ม.-วัน  มีอัตราการผลิตกาซชีวภาพโดยเฉล่ียคอนขางคงที่อยูในชวง187.02±5.25 

ถึง 188.36±7.49 ลิตร/วัน และที่ภาระบรรทุกสารอินทรีย 40 กก.ซีโอดี/ลบ.ม.-วัน เมื่อพิจารณา

อัตราการผลิตกาซมีเทนในถังปฏิกรณที่ 1 และ 2 พบวามีคา 0.27 ลิตร/กรัมซีโอดีที่ถูกกําจัด        

ถังปฏิกรณที่ 3 และ 4 มีอัตราการผลิตกาซมีเทน 0.29 ลิตร/กรัมซีโอดีที่ถูกกําจัด  โดยมีอัตราการ

ผลิตกาซมีเทนลดลงจากที่ภาระบรรทุกสารอินทรีย 30 กก.ซีโอดี/ลบ.ม.-วัน ซึ่งถังปฏิกรณที่ 1 และ 

2 พบวามีคา 0.29 ลิตร/กรัมซีโอดีที่ถูกกําจัด    ถังปฏิกรณที่ 3 และ 4 มีอัตราการผลิตกาซมีเทน 

0.31 ลิตร/กรัมซีโอดีที่ถูกกําจัดซึ่งสอดคลองกับผลประสิทธิภาพการบําบัดซีโอดีที่มีคาลดลงในชวง
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นี้ทําใหจุลินทรียสามารถผลิตกาซชีวภาพไดในปริมาณนอยลงที่ภาระบรรทุกสารอินทรีย                       

40 กก.ซีโอดี/ลบ.ม.-วัน   

 เม่ือเพิ่มความเร็วไหลข้ึนจาก 3 ม./ชม.เปน 5 ม./ชม.ใหกับถังปฏิกรณที่ 1 และ 2  ในสวน

ของถังปฏิกรณที่ 3 และ 4 เพิ่มความเร็วไหลข้ึนจาก 4 ม./ชม.เปน  6 ม./ชม. ที่ภาระบรรทุกสารอินทรีย 

40 กก.ซีโอดี/ลบ.ม.-วันคงที่  พบวาระบบมีปริมาณกาซชีวภาพเฉล่ียเพิ่มข้ึนเมื่อความเร็วไหลข้ึน

เพิ่มข้ึนและมีอัตราการผลิตกาซมีเทนเพิ่มข้ึนอยูในชวง 0.27 ถึง 0.33  ลิตร/กรัมซีโอดีที่ถูกกําจัด 

โดยเมื่อเพิ่มความเร็วไหลข้ึนต้ังแต 3 ม./ชม. ถึง  5 ม./ชม. พบวาระบบมีปริมาณกาซชีวภาพเฉล่ีย

อยูในชวง 162.50±8.68  ถึง 211.22±9.10 ลิตร/วัน  เนื่องจากการเวียนน้ํากลับเปนการเพิ่มภาระ

ใหกับระบบมากข้ึนทําใหจุลินทรียมีการบําบัดน้ําเสียตอวันเพิ่มมากข้ึนสงผลใหปริมาณกาซ

ชีวภาพเกิดมากซึ่งสอดคลองกับประสิทธิภาพการบําบัดซีโอดีที่เพิ่มข้ึนในชวงนี้เชนกัน  

แตเม่ือเพิ่มความเร็วไหลข้ึนเปน 6 ม./ชม.  ระบบมีปริมาณกาซชีวภาพเฉล่ียเทากับ 

206.71±2.46 ลิตร/วัน จะเห็นไดวาอัตราการผลิตกาซชีวภาพลดลงเมื่อเปรียบเทียบกับ      

ความเร็วไหลข้ึน 5 ม./ชม.  ทั้งนี้การเพิ่มความเร็วไหลข้ึนที่มากเกินไปอาจเร่ิมสงผลเสียตอระบบ 

เนื่องจากจะหมุนเวียนกรดไขมันระเหยและซีโอดีที่ยังยอยสลายไมหมดในนํ้าทิ้งกลับมาใหม ซึ่ง

สอดคลองกับผลการทดลองในเร่ืองประสิทธิภาพการบําบัดซีโอดีที่คาความเร็วไหลข้ึน 6 ม./ชม.                  

มีประสิทธิภาพการบําบัดซีโอดีลดลงจากที่ความเร็วไหลข้ึน 5 ม./ชม.เชนเดียวกัน  

 จากตารางที่ 4.9 การคํานวณทางทฤษฎี (วิธีคํานวณในภาคผนวก ข) คามีเทนยีลด

ประมาณ 0.37 ลิตร/กรัมซีโอดีที่ถูกกําจัด ดังนั้นคามีเทนยีลดจากการทดลองจึงมีความใกลเคียง

กับคามีเทนยีลดทางทฤษฏี นอกจากนี้ยังใกลเคียงกับคามีเทนยีลดจากการใชระบบยูเอเอสบีแบบ

มีถังสรางกรดในการบําบัดน้ําเสียโรงงานผลิตเอทานอลจากกากสาซ่ึงมีคาอยูในชวง 0.24 – 0.31   

ลิตร/กรัมของซีโอดีที่ถูกกําจัด (ฤทธิชัย รัตนมุกดา, 2552)     
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ภาพที ่4.7 ปริมาณกาซชีวภาพถงัปฏิกรณที่ 1 กับเวลา (วัน) ตลอดการทดลอง 

 
 

 
ภาพที ่4.8 ปริมาณกาซชีวภาพถงัปฏิกรณที่ 2 กับเวลา (วัน) ตลอดการทดลอง 

 
 

OLR = 10 OLR = 20 OLR = 30 OLR = 40 OLR = 40 

OLR = 10 OLR = 20 OLR = 30 OLR = 40 OLR = 40 

ความเร็วไหลข้ึน 
3 ม./ชม. 

ความเร็วไหลข้ึน 
5 ม./ชม. 

ความเร็วไหลข้ึน 
3 ม./ชม. 

ความเร็วไหลข้ึน 
5 ม./ชม. 
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ภาพที ่4.9 ปริมาณกาซชีวภาพถงัปฏิกรณที่ 3 กับเวลา (วัน) ตลอดการทดลอง 

 

 

 
ภาพที ่4.10 ปริมาณกาซชีวภาพถังปฏิกรณที่ 4 กับเวลา (วนั) ตลอดการทดลอง 

 

 
 

 

 

 

OLR = 10 OLR = 20 OLR = 30 OLR = 40 OLR = 40 

OLR = 10 OLR = 20 OLR = 30 OLR = 40 OLR = 40 

ความเร็วไหลข้ึน 
4 ม./ชม. 

ความเร็วไหลข้ึน 
6 ม./ชม. 

ความเร็วไหลข้ึน 
4 ม./ชม. 

ความเร็วไหลข้ึน 
6 ม./ชม. 
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4.4.3 ความสามารถจําเพาะของเม็ดตะกอนจุลนิทรีย 

 คาความสามารถจํา เพาะของเ ม็ดตะกอนจุลินทรียที่ผ ลิตกาซมี เทน  (Specific 

Methanogenic Activity : SMA) เปนคาที่ชี้วัดวาเม็ดตะกอนในระบบมีความสามารถในการยอย

สลายสารอินทรียมากนอยเพียงใดโดยในการทดลองนี้ทําการหาคาความสามารถจําเพาะของเม็ด

ตะกอนจุลินทรียตามความสูงของถังปฏิกรณที่ระยะตาง ๆ คือ จากกนถังปฏิกรณที่ความสูง 0.5 ม. 

1.0 ม. และ 1.5 ม. แบงการทดลองเปน 2 ชวง โดยชวงที่ 1 ที่ความเร็วไหลข้ึนคงที่ 3 ม./ชม.ในถัง

ปฏิกรณที่ 1 และ 2  ที่ความเร็วไหลข้ึนคงที่ 4 ม./ชม.ในถังปฏิกรณที่ 3 และ 4   ที่ภาระบรรทุก

สารอินทรียตาง ๆ คือ 10, 20, 30  และ 40 กก.ซีโอดี/ลบ.ม.-วัน  และชวงที่ 2 ที่ภาระบรรทุก

สารอินทรีย 40  กก.ซีโอดี/ลบ.ม.-วัน แตเพิ่มความเร็วไหลข้ึนเปน 5 ม./ชม.ในถังปฏิกรณที ่1 และ 2   

และ 6  ม./ชม. ในถังปฏิกรณที่ 3 และ 4  โดยทําการทดลองชวงส้ินสุดการทดลองในแตละอัตรา

ภาระสารอินทรีย ผลการทดลองแสดงดังตารางที่ 4.10 

ตารางที่ 4.10 คาความสามารถจําเพาะของเม็ดตะกอนจุลินทรีย (ชญานิศา บุญปกครอง, 2553) 
ความสามารถจําเพาะของเม็ดตะกอน 

(กรัมซีโอดี-มีเทน/กรัมวีเอสเอส-วัน) 

ที่ความเร็วไหลข้ึน 3  ม./ชม. 

ความสามารถจําเพาะของเม็ดตะกอน 

(กรัมซีโอดี-มีเทน/กรัมวีเอสเอส-วัน) 

ที่ความเร็วไหลข้ึน  4   ม./ชม. 

ถังปฏิกรณที ่1 ถังปฏิกรณที ่2 ถังปฏิกรณที ่ 3 ถังปฏิกรณที ่4 

ที่ความสูง (ม.) ที่ความสูง (ม.) ที่ความสูง (ม.) ที่ความสูง (ม.) 

ภาระ 

บรรทุก

สารอินทรีย 

(กก.ซีโอดี/

ลบ.ม.-วัน) 
0.5 1.0 1.5 0.5 1.0 1.5 0.5 1.0 1.5 0.5 1.0 1.5 

Start up 0.126 0.103 - 0.118 0.112 - 0.120 0.106 - 0.100 0.120 - 

10 0.255 0.206 0.180 0.252 0.207 0.185 0.272 0.221 0.184 0.267 0.219 0.192 

20 0.338 0.291 0.263 0.315 0.282 0.250 0.317 0.285 0.252 0.340 0.301 0.268 

30 0.347 0.305 0.266 0.339 0.312 0.263 0.342 0.314 0.265 0.349 0.308 0.270 

40 0.341 0.301 0.259 0.330 0.310 0.261 0.338 0.312 0.262 0.343 0.305 0.261 

ความสามารถจําเพาะของเม็ดตะกอน 

(กรัมซีโอดี-มีเทน/กรัมวีเอสเอส-วัน) 

ที่ความเร็วไหลข้ึน 5  ม./ชม. 

ความสามารถจําเพาะของเม็ดตะกอน 

(กรัมซีโอดี-มีเทน/กรัมวีเอสเอส-วัน) 

ที่ความเร็วไหลข้ึน  6  ม./ชม. 

ถังปฏิกรณที ่1 ถังปฏิกรณที ่2 ถังปฏิกรณที ่ 3 ถังปฏิกรณที ่4 

ที่ความสูง (ม.) ที่ความสูง (ม.) ที่ความสูง (ม.) ที่ความสูง (ม.) 

ภาระบรรทุก

สารอินทรีย 

(กก.ซีโอดี/

ลบ.ม.-วัน) 

0.5 1.0 1.5 0.5 1.0 1.5 0.5 1.0 1.5 0.5 1.0 1.5 

40 0.350 0.308 0.262 0.366 0.335 0.273 0.345 0.331 0.276 0.347 0.307 0.262 

หมายเหตุ  - หมายถึง ไมไดวัดคาเพราะช้ันตะกอนขยายตัวไมถึง 

 จากผลการทดลอง เมื่อพิจารณาภาพที ่ 4.11 - 4.14 พบวาที่ภาระบรรทุกสารอินทรียมาก

ข้ึน ที่ภาระบรรทุกสารอินทรีย 10, 20 และ 30 กก.ซีโอดี/ลบ.ม.-วนั คาความสามารถจําเพาะของ 
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เม็ดตะกอนจุลินทรียมีแนวโนมเพิ่มข้ึนจะเห็นวาในชวงแรกนั้นถึงแมวาตอนเริ่มเดินระบบมีคา

ความสามารถจําเพาะของเม็ดตะกอนจุลินทรียนอยอาจเปนเพราะวาจุลินทรียในระบบกําลัง

ปรับตัวใหเขากับสภาะวะแวดลอมภายในถังปฏิกรณสงผลใหอัตราการสรางกาซมีเทนอาจยังไมสูง

มาก จนกระทั่งมีคาสูงที่สุดที่ภาระบรรทุกสารอินทรีย 30 กก.ซีโอดี/ลบ.ม.-วัน ซึ่งสอดคลองกับอัตรา

การผลิตกาซมีเทนและปริมาณกาซชีวภาพของระบบ เมื่อเพิ่มภาระบรรทุกสารอินทรียเปน         

40 กก.ซีโอดี/ลบ.ม.-วัน ความเร็วไหลข้ึนคงท่ี พบวา คาความสามารถจําเพาะของเม็ดตะกอน

ตํ่าลง อาจเปนเพราะจุลินทรียมีปฏิกิริยาการยอยสลายสารอินทรียไดนอยลงซ่ึงสอดคลองกับ

ปริมาณกาซชีวภาพและอัตราการผลิตกาซมีเทนของระบบซึ่งลดลงเชนเดียวกัน รวมทั้งน้ําเสียอาจ

มีปริมาณกรดไขมันระเหยจากผลการทดลองของชญานิศา บุญปกครอง, 2553 มีคาอยูในชวง           

979 – 1,089 มก./ล. (ในเทอมของกรดอะซิติก)  ซึ่งปริมาณกรดไขมันระเหยงายที่สูงนี้อาจจะมีผลทําให

ประสิทธิภาพการทํางานของแบคทีเรียสรางมีเทนลดลงเพราะปริมาณกรดไขมันระเหยงายที่

เหมาะสมอยูในชวง 50 - 500 มก./ล. (ในเทอมของกรดอะซิติก) (เกรียงศักด์ิ อุดมสินโรจน, 2547) 

 จากตารางที่ 4.10  ที่ภาระบรรทุกสารอินทรียคงที่ คือ  40 กก.ซีโอดี/ลบ.ม.-วัน เม่ือเพิ่ม

ความเร็วไหลข้ึนจาก 3 ม./ชม.เปน 5 ม./ชม.ในถังปฏิกรณที่ 1 และ 2  ในสวนของถังปฏิกรณที่ 3 

และ 4 เพิ่มความเร็วไหลข้ึนจาก 4 ม./ชม.เปน 6 ม./ชม. พบวาคาความสามารถจําเพาะของเม็ด

ตะกอน จุลินทรียมีคาเพิ่มข้ึนเม่ือความเร็วไหลข้ึนเพิ่มข้ึน แสดงวาในชวงนี้การเพิ่มความเร็วไหลข้ึน

สงผลใหชั้นตะกอนขยายตัวเพียงพอและเปดโอกาสใหจุลินทรียสัมผัสกับน้ําเสียจนเกิดการถายเท

สารอาหารเขาสูภายในเม็ดตะกอนไดอยางทั่วถึง  จึงทําใหคาความสามารถจําเพาะของเม็ด

ตะกอนจุลินทรียในชวงนี้มีคาสูงข้ึน แตที่ความเร็วไหลข้ึน 6 ม./ชม.คาความสามารถจําเพาะของ

เม็ดตะกอนจุลินทรียลดลงเม่ือเปรียบเทียบกับความเร็วไหลข้ึน 5 ม./ชม. เนื่องจากอัตราการเวียน

น้ํากลับที่มากเกินไปเปนการหมุนเวียนกรดไขมันระเหยงายและสารอินทรียที่ยังยอยสลายไมหมด

ในน้ําทิ้งกลับมาใหมซึ่งเปนการเพ่ิมภาระใหกับระบบมากข้ึน จนทําใหเกิดสภาวะไมเหมาะสมตอ

การเจริญของจุลินทรีย จึงทําใหคาความสามารถจําเพาะของเม็ดตะกอนจุลินทรียในชวงนี้ลดลง  

 คาความสามารถจําเพาะของเม็ดตะกอนจุลินทรียจากการทดลองมีคาอยูระหวาง          

0.1 – 0.366 กรัมซีโอดี-มีเทน/กรัมวีเอสเอส – วัน ซึ่งเปนคาที่ตํ่ากวาขอมูลของ Gonzalez-Gil และ

คณะ, 2001 มีคาในชวง 0.3 -0.6 กรัมซีโอดี-มีเทน/กรัมวีเอสเอส – วัน ซึ่งนําเม็ดตะกอนมาจาก

โรงงานกล่ันสุราและไดกลาวไววาการลดลงของคาความสามารถจําเพาะในการผลิตมีเทน คือ         

จุ ลินท รีย ผ ลิตมี เทนได ลดลงซึ่ ง อาจ เปน สัญญาณที่ บ งบอกว า ระบบกํ า ลั งลม เหลว              

(สุวรรณา ขจรไพศาล, 2548 อางถึงใน Gonzalez-Gil และคณะ, 2001) เมื่อพิจารณาตามความ
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สูงของถังปฏิกรณจากภาพที่ 4.11 - 4.14  ปรากฏวาที่ภาระบรรทุกสารอินทรียตาง ๆ และในถัง

ปฏิกรณทุกใบ จะมีคาความสามารถจําเพาะของตะกอนจุลินทรียสูงที่สุดที่ระดับความสูง  0.5 ม. 

จากกนถังปฏิกรณ เพราะการปอนน้ําเสียเขาระบบจะปอนจากดานลางของถังปฏิกรณสงผลให

เม็ดตะกอนจุลินทรียที่อยูระดับลางมีโอกาสสัมผัสกับสารอินทรียจากน้ําเสียเขาระบบไดกอนเม็ด

ตะกอนจุลินทรียที่อยูระดับบนตามความสูงของถังปฏิกรณ และสามารถใชสารอินทรียในการยอย

สลายเปนกาซมีเทนไดมากกวาเม็ดตะกอนจุลินทรียที่ความสูงอ่ืน ๆ จึงทําใหเม็ดตะกอนจุลินทรียที่

ความสูง 0.5 ม. มีคาความสามารถจําเพาะของเม็ดตะกอนจุลินทรียดีกวาที่ความสูง 1.0 ม.และ 

1.5 ม.ตามลําดับซ่ึงคาความสามารถจําเพาะของเม็ดตะกอนจุลินทรียนี้จะลดลงตามระดับความ

สูงของถังปฏิกรณหมายความวาที่ระดับความสูงมากคาความสามารถจําเพาะของเม็ดตะกอน     

จุลินทรียนอยกวาที่ระดับลางของถังปฏิกรณ  

  

 

ภาพที ่4.11 คาความสามารถจําเพาะเม็ดตะกอนจุลินทรียที่ความสูงตาง ๆ ของถังปฏิกรณที่ 1                  

กับเวลา (วนั) ตลอดการทดลอง 

OLR = 10 OLR = 20 OLR = 30 OLR = 40 OLR = 40 

ความเร็วไหลข้ึน 
3 ม./ชม. 

ความเร็วไหลข้ึน 
5 ม./ชม. 
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ภาพที ่4.12 คาความสามารถจําเพาะเม็ดตะกอนจุลินทรียที่ความสูงตาง ๆ ของถังปฏิกรณที่ 2                            

กับเวลา(วัน)ตลอดการทดลอง  

 

ภาพที ่4.13 คาความสามารถจําเพาะเม็ดตะกอนจุลินทรียที่ความสูงตาง ๆ ของถังปฏิกรณที่ 3                            

กับเวลา (วนั) ตลอดการทดลอง  

OLR = 10 OLR = 20 OLR = 30 OLR = 40 OLR = 40 

OLR = 10 OLR = 20 OLR = 30 OLR = 40 OLR = 40 

ความเร็วไหลข้ึน 
3 ม./ชม. 

ความเร็วไหลข้ึน 
5 ม./ชม. 

ความเร็วไหลข้ึน 
4 ม./ชม. 

ความเร็วไหลข้ึน 
6 ม./ชม. 
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ภาพที ่4.14 คาความสามารถจําเพาะเม็ดตะกอนจุลินทรียที่ความสูงตาง ๆ ของถังปฏิกรณที่ 4                            

กับเวลา (วนั) ตลอดการทดลอง   

 

 4.4.4 ขนาดเม็ดตะกอนจุลินทรยี  

 งานวิจัยนี้ไดวัดการเปลี่ยนแปลงขนาดของเม็ดตะกอนจุลินทรียดวยเคร่ือง Particle Size 

Analyzer โดยใชโปรแกรม Hydro2004MU ซึ่งอาศัยหลักการวัดพื้นที่ผิวและปริมาตรของเม็ด

ตะกอนดวยระบบเซนเซอรที่แสงตกกระทบอนุภาคขณะที่เม็ดตะกอนถูกดูดไหลผานเลนสอนภุาคที่

มีขนาดกลมหรือคอนขางกลมจะถูกวัดไดคาใกลเคียงกับความเปนจริง ขอมูลขนาดของเม็ด

ตะกอนเปนการวิเคราะหการเปลี่ยนแปลงขนาดดังนั้นจึงไดเลือกคาที่เปนคาเฉล่ียในแตละชุดโดย

เลือกคา D10 D50 และ D90 ซึ่งเปนขนาดของเม็ดตะกอนที่มีขนาดรอยละ 10, 50 และ 90 ของเม็ด

ตะกอนทั้งหมดตามลําดับ หากการเปลี่ยนแปลงคา D ที่รอยละใด ๆ ลดลง   แสดงวามีเม็ดตะกอน

ที่มีขนาดเล็กในปริมาณสูงข้ึนหรือเม็ดตะกอนขนาดใหญมีการแตกตัว  ผลการเปลี่ยนแปลงขนาด

เม็ดตะกอนจุลินทรียที่แสดงคา D10 D50 และ D90  เฉล่ียของถังปฏิกรณแตละการทดลองดังตารางที่ 

4.11 - 4.16 

 
 

OLR = 20 OLR = 10 OLR = 30 OLR = 40 OLR = 40 

ความเร็วไหลข้ึน 
4 ม./ชม. 

ความเร็วไหลข้ึน 
6 ม./ชม. 
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ตารางที่ 4.11 ขนาดเม็ดตะกอนจุลินทรียชวงเร่ิมเดินระบบที่ความเร็วไหลข้ึน  3 และ 4  ม./ชม. 
ขนาดเม็ดตะกอนจุลินทรีย(ไมโครเมตร) ขนาดเม็ดตะกอนจุลินทรีย(ไมโครเมตร) 

ถังปฏิกรณที่ 1 ถังปฏิกรณที่ 2 

ที่ความเร็วไหลขึ้น 3  ม./ชม. ที่ความเร็วไหลขึ้น 3  ม./ชม. 
การวิเคราะห 

D10 D50 D90 D10 D50 D90 

ที่ความสูง 0.5 ม. 

ที่ความสูง 1.0 ม. 

ที่ความสูง 1.5 ม. 

73.486 

64.712 

55.845 

476.921 

334.657 

210.015 

784.739 

654.320 

439.328 

73.871 

63.489 

51.983 

532.658 

440.290 

374.816 

769.563 

601.398 

522.310 

ขนาดเม็ดตะกอนจุลินทรีย(ไมโครเมตร) ขนาดเม็ดตะกอนจุลินทรีย(ไมโครเมตร) 

ถังปฏิกรณที่ 3 ถังปฏิกรณที่ 4 

ที่ความเร็วไหลขึ้น 4  ม./ชม. ที่ความเร็วไหลขึ้น 4  ม./ชม. 

 

การวิเคราะห 

 
D10 D50 D90 D10 D50 D90 

ที่ความสูง 0.5 ม. 

ที่ความสูง 1.0 ม. 

ที่ความสูง 1.5 ม. 

74.900 

65.595 

56.669 

492.730 

362.001 

280.357 

820.331 

735.300 

530.111 

74.782 

64.391 

55.139 

542.501 

428.560 

300.209 

833.670 

740.387 

560.324 

 

ตารางที่ 4.12 ขนาดเม็ดตะกอนจุลินทรียทีภ่าระบรรทุกสารอินทรีย 10 กก.ซีโอดี/ลบ.ม.-วัน 

ที่ความเร็วไหลข้ึน 3 และ 4  ม./ชม. 
ขนาดเม็ดตะกอนจุลินทรีย(ไมโครเมตร) ขนาดเม็ดตะกอนจุลินทรีย(ไมโครเมตร) 

ถังปฏิกรณที่ 1 ถังปฏิกรณที่ 2 

ที่ความเร็วไหลขึ้น 3  ม./ชม. ที่ความเร็วไหลขึ้น 3  ม./ชม. 
การวิเคราะห 

D10 D50 D90 D10 D50 D90 

ที่ความสูง 0.5 ม. 

ที่ความสูง 1.0 ม. 

ที่ความสูง 1.5 ม. 

86.260 

59.330 

52.50 

663.66 

570.31 

542.98 

1,175.82 

1,134.52 

988.437 

85.588 

73.546 

56.305 

671.827 

576.443 

575.058 

1,118.096 

1,092.500 

1,088.276 

ขนาดเม็ดตะกอนจุลินทรีย(ไมโครเมตร) ขนาดเม็ดตะกอนจุลินทรีย(ไมโครเมตร) 

ถังปฏิกรณที่ 3 ถังปฏิกรณที่ 4 

ที่ความเร็วไหลขึ้น 4  ม./ชม. ที่ความเร็วไหลขึ้น 4  ม./ชม. 

 

การวิเคราะห 

 
D10 D50 D90 D10 D50 D90 

ที่ความสูง 0.5 ม. 

ที่ความสูง 1.0 ม. 

ที่ความสูง 1.5 ม. 

94.287 

85.491 

69.096 

892.019 

688.513 

609.007 

1,258.535 

1,169.314 

1,048.643 

92.846 

81.953 

58.396 

908.744 

824.273 

572.280 

1,440.016 

1,265.518 

1,061.074 
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ตารางที่ 4.13 ขนาดเม็ดตะกอนจุลินทรียทีภ่าระบรรทุกสารอินทรีย 20 กก.ซีโอดี/ลบ.ม.-วัน 

ที่ความเร็วไหลข้ึน 3 และ 4  ม./ชม. 
ขนาดเม็ดตะกอนจุลินทรีย(ไมโครเมตร) ขนาดเม็ดตะกอนจุลินทรีย(ไมโครเมตร) 

ถังปฏิกรณที่ 1 ถังปฏิกรณที่ 2 

ที่ความเร็วไหลขึ้น 3  ม./ชม. ที่ความเร็วไหลขึ้น 3  ม./ชม. 
การวิเคราะห 

D10 D50 D90 D10 D50 D90 

ที่ความสูง 0.5 ม. 

ที่ความสูง 1.0 ม. 

ที่ความสูง 1.5 ม. 

82.679 

54.204 

52.383 

691.712 

642.582 

609.307 

1,313.619 

1,253.816 

1,092.916 

72.810 

63.249 

53.574 

757.431 

631.383 

627.202 

1,288.642 

1,134.046 

1,183.452 

ขนาดเม็ดตะกอนจุลินทรีย(ไมโครเมตร) ขนาดเม็ดตะกอนจุลินทรีย(ไมโครเมตร) 

ถังปฏิกรณที่ 3 ถังปฏิกรณที่ 4 

ที่ความเร็วไหลขึ้น 4  ม./ชม. ที่ความเร็วไหลขึ้น 4  ม./ชม. 

 

การวิเคราะห 

 
D10 D50 D90 D10 D50 D90 

ที่ความสูง 0.5 ม. 

ที่ความสูง 1.0 ม. 

ที่ความสูง 1.5 ม. 

90.664 

84.183 

65.929 

957.359 

737.386 

655.417 

1,345.533 

1,265.276 

1,123.930 

92.683 

85.515 

57.364 

1,007.591 

923.000 

622.690 

1,585.147 

1,417.586 

1,216.737 

 

ตารางที่ 4.14 ขนาดเม็ดตะกอนจุลินทรียทีภ่าระบรรทุกสารอินทรีย 30 กก.ซีโอดี/ลบ.ม.-วัน 

ที่ความเร็วไหลข้ึน 3  และ 4  ม./ชม. 
ขนาดเม็ดตะกอนจุลินทรีย(ไมโครเมตร) ขนาดเม็ดตะกอนจุลินทรีย(ไมโครเมตร) 

ถังปฏิกรณที่ 1 ถังปฏิกรณที่ 2 

ที่ความเร็วไหลขึ้น 3  ม./ชม. ที่ความเร็วไหลขึ้น 3  ม./ชม. 
การวิเคราะห 

D10 D50 D90 D10 D50 D90 

ที่ความสูง 0.5 ม. 

ที่ความสูง 1.0 ม. 

ที่ความสูง 1.5 ม. 

84.56 

50.409 

50.501 

693.587 

687.919 

665.878 

1,314.302 

1,136.376 

1,158.020 

61.060 

53.298 

48.648 

860.920 

673.525 

624.140 

1,343.908 

1,287.230 

1,177.649 

ขนาดเม็ดตะกอนจุลินทรีย(ไมโครเมตร) ขนาดเม็ดตะกอนจุลินทรีย(ไมโครเมตร) 

ถังปฏิกรณที่ 3 ถังปฏิกรณที่ 4 

ที่ความเร็วไหลขึ้น 4  ม./ชม. ที่ความเร็วไหลขึ้น 4  ม./ชม. 

 

การวิเคราะห 

 
D10 D50 D90 D10 D50 D90 

ที่ความสูง 0.5 ม. 

ที่ความสูง 1.0 ม. 

ที่ความสูง 1.5 ม. 

87.112 

80.919 

63.064 

984.438 

759.662 

678.766 

1,383.047 

1,271.278 

1,172.713 

85.988 

85.235 

56.604 

1,129.391 

953.899 

668.052 

1,572.805 

1,486.00 

1,253.219 
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ตารางที่ 4.15 ขนาดเม็ดตะกอนจุลินทรียทีภ่าระบรรทุกสารอินทรีย 40 กก.ซีโอดี/ลบ.ม.-วัน 

ที่ความเร็วไหลข้ึน 3 และ 4  ม./ชม. 
ขนาดเม็ดตะกอนจุลินทรีย(ไมโครเมตร) ขนาดเม็ดตะกอนจุลินทรีย(ไมโครเมตร) 

ถังปฏิกรณที่ 1 ถังปฏิกรณที่ 2 

ที่ความเร็วไหลขึ้น 3  ม./ชม. ที่ความเร็วไหลขึ้น 3  ม./ชม. 
การวิเคราะห 

D10 D50 D90 D10 D50 D90 

ที่ความสูง 0.5 ม. 

ที่ความสูง 1.0 ม. 

ที่ความสูง 1.5 ม. 

104.187 

54.995 

54.304 

651.401 

634.535 

611.176 

1,225.573 

1,216.212 

1,124.305 

78.773 

69.901 

61.825 

689.661 

665.412 

614.584 

1,279.588 

1,265.064 

1,165.849 

ขนาดเม็ดตะกอนจุลินทรีย(ไมโครเมตร) ขนาดเม็ดตะกอนจุลินทรีย(ไมโครเมตร) 

ถังปฏิกรณที่ 3 ถังปฏิกรณที่ 4 

ที่ความเร็วไหลขึ้น 4  ม./ชม. ที่ความเร็วไหลขึ้น 4  ม./ชม. 

 

การวิเคราะห 

 
D10 D50 D90 D10 D50 D90 

ที่ความสูง 0.5 ม. 

ที่ความสูง 1.0 ม. 

ที่ความสูง 1.5 ม. 

97.193 

90.130 

67.455 

608.403 

728.546 

644.290 

1,242.641 

1,362.000 

1,183.184 

109.249 

110.338 

59.086 

1,049.357 

872.207 

621.226 

1,436.808 

1,381.836 

1,161.539 

 

ตารางที่ 4.16 ขนาดเม็ดตะกอนจุลินทรียทีภ่าระบรรทุกสารอินทรีย 40 กก.ซีโอดี/ลบ.ม.-วัน 

ที่ความเร็วไหลข้ึน 5 และ 6  ม./ชม. 
ขนาดเม็ดตะกอนจุลินทรีย(ไมโครเมตร) ขนาดเม็ดตะกอนจุลินทรีย(ไมโครเมตร) 

ถังปฏิกรณที่ 1 ถังปฏิกรณที่ 2 

ที่ความเร็วไหลขึ้น 5  ม./ชม. ที่ความเร็วไหลขึ้น 5  ม./ชม. 
การวิเคราะห 

D10 D50 D90 D10 D50 D90 

ที่ความสูง 0.5 ม. 

ที่ความสูง 1.0 ม. 

ที่ความสูง 1.5 ม. 

89.335 

47.681 

37.480 

1,060.364 

885.598 

643.124 

1,422.416 

1,395.78 

1,243.032 

56.292 

58.417 

51.674 

1,159.430 

845.622 

652.260 

1,156.616 

1,395.000 

1,271.748 

ขนาดเม็ดตะกอนจุลินทรีย(ไมโครเมตร) ขนาดเม็ดตะกอนจุลินทรีย(ไมโครเมตร) 

ถังปฏิกรณที่ 3 ถังปฏิกรณที่ 4 

ที่ความเร็วไหลขึ้น 6  ม./ชม. ที่ความเร็วไหลขึ้น 6  ม./ชม. 

 

การวิเคราะห 

 
D10 D50 D90 D10 D50 D90 

ที่ความสูง 0.5 ม. 

ที่ความสูง 1.0 ม. 

ที่ความสูง 1.5 ม. 

95.801 

91.851 

69.633 

995.753 

633.730 

528.253 

1,414.580 

1,129.462 

1,044.289 

120.749 

118.692 

64.217 

967.230 

660.000 

539.372 

1,379.930 

1,221.623 

1,089.000 
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จากภาพที่ 4.15 - 4.17 ที่ภาระบรรทุกสารอินทรีย 10 -30 กก.ซีโอดี/ลบ.ม.-วัน เม็ด

ตะกอนมีขนาดใหญข้ึนเม่ือเทียบกับตอนเริ่มเดินระบบ  โดยสังเกตจากคา D10 มีคาลดลงสวนคา 

D50 และ D90 มีแนวโนมเพิ่มข้ึนแสดงวาจุลินทรียในระบบสามารถปรับตัวใหเขากับสภาวะในระบบ

ไดดีที่ภาระบรรทุกสารอินทรีย 40 กก.ซีโอดี/ลบ.ม.-วัน   คา D50 และ D90 มีคาลดลงแตถือไดวาเมด็

ตะกอนสวนใหญมีขนาดเล็กลงและเม็ดตะกอนอาจยังแตกตัวไมมากนัก ซึ่งเปนผลเนื่องมาจากน้ํา

เสียที่นํามาใชทดลองเปนน้ําเสียจริง จึงเปนไปไดวาความเปนพิษที่เจือปนอยูในน้ํามีสวนทําให

ขนาดของเม็ดตะกอนเล็กลงได  

เมื่อภาระบรรทุกสารอินทรียคงที่ คือ 40 กก.ซีโอดี/ลบ.ม.- วัน และเปล่ียนความเร็วไหลข้ึน

ของน้ําจาก 3 ม./ชม.เปน 5  ม./ชม.   ในถังปฏิกรณที่ 1 และ 2  ปรากฎวาคา D50 และ D90 มีคา

เพิ่มข้ึน แสดงวาเม็ดตะกอนจุลินทรียมีขนาดใหญข้ึน  อาจเปนเพราะความเร็วไหลข้ึนที่สูงนั้นชวย

เจือจางความเปนพิษในน้ําเสียจึงทําใหจุลินทรียสามารถใชสารอาหารในน้ําเสียไดอยางทั่วถึงมาก

ข้ึนสงผลใหเม็ดตะกอนมีขนาดใหญข้ึนไดในสวนของถังปฏิกรณที่ 3 และ 4   เม่ือเพิ่มความเร็วไหล

ข้ึนจาก 4 ม./ชม. เปน 6 ม./ชม. พบวาคา D10 เพิ่มข้ึน  เม็ดตะกอนมีแนวโนมเล็กลง จากตารางที่ 

4.15 และ 4.16 คา D10 ที่ความสูง 0.5, 1.0 และ 1.5 ม. ของถังปฏิกรณที่ 3 ที่ความเร็วไหลข้ึน   4 

ม./ชม. ตามลําดับดังนี้  97.193, 90.130 และ 67.455 ไมโครเมตร และคา D10 ที่ความสูง 0.5, 1.0 

และ 1.5 ม. ของถังปฏิกรณที่ 4 ตามลําดับดังนี้ 109.249, 110.338 และ 59.086 ไมโครเมตร เม่ือ

เปรียบเทียบกันในถังปฏิกรณที่ 3 และ 4 เดิม แตที่ความเร็วไหลข้ึน 6 ม./ชม. ที่ความสูง 0.5, 1.0 

และ 1.5 ม. คา D10 ของถังปฏิกรณที่ 3 ตามลําดับดังนี้  95.801, 91.851 และ 69.633 ไมโครเมตร   

คา D10  ของถังปฏิกรณที่ 4 ตามลําดับดังนี้ 120.749, 118.692 และ 64.217 ไมโครเมตร เนื่องจาก

ความเร็วไหลข้ึนที่สูงมากข้ึน อาจทําใหเม็ดตะกอนเกิดการเสียดสีกันจนทําใหมีขนาดเล็กลงได 

และพบวาที่ระดับความสูง 0.5 ม. เม็ดตะกอนจะมีขนาดใหญกวาเม็ดตะกอนที่ระดับความความ

สูง 1.0 ม. และ 1.5 ม. อาจเปนเพราะเม็ดตะกอนท่ีระดับต่ําไดรับความเขมขนของสารอาหาร

มากกวาที่ระดับสูงซึ่งมีความเขมขนที่เจือจางกวา ดังนั้นที่ระดับความสูง 0.5 ม.จึงมีขนาดเม็ด

ตะกอนใหญกวา  
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ภาพที ่4.15 ขนาดเม็ดตะกอนท่ีระดับ 1.5 ม.จากกนถงัปฏิกรณกับภาระบรรทุกสารอินทรีย

ความเร็วไหลข้ึนคงที ่3 และ 4  ม./ชม. 
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ภาพที ่4.16 ขนาดเม็ดตะกอนท่ีระดับ 1.0 ม.จากกนถงัปฏิกรณกับภาระบรรทุกสารอินทรีย

ความเร็วไหลข้ึนคงที ่3 และ 4  ม./ชม. 
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ภาพที ่4.17 ขนาดเม็ดตะกอนท่ีระดับ 0.5 ม.จากกนถงัปฏิกรณกับภาระบรรทุกสารอินทรีย 

ความเร็วไหลข้ึนคงที ่3 และ 4  ม./ชม. 

 
4.5 การศึกษาความหลากหลายของจุลนิทรียในถังปฏิกรณอีจีเอสบ ี
 
 4.5.1 ลักษณะของเม็ดตะกอนจุลินทรยี 
 เม็ดตะกอนที่ใชในการทดลองเร่ิมตนมีขนาด 1.0 – 4.0 มม.  ลักษณะทางกายภาพของ

เม็ดตะกอนจุลินทรียมีสีดํา ผิวเกล้ียงและคอนขางกลม ที่ไดจากระบบบําบัดแบบไมใชอากาศจาก

บริษัทเสริมสุข จํากัด จากการตรวจสอบลักษณะของเม็ดตะกอนจุลินทรียดวยกลองจุลทรรศน

อิเล็กตรอนแบบสแกน (Scanning Electron Microscope, SEM)  โดยสุมเลือกเม็ดตะกอน

ตัวอยางที่เปนตัวแทนของของ 2 ชุดการทดลอง คือ ถังปฏิกรณอีจีเอสบีชุดที่ 1 ซึ่งประกอบดวยถัง

ปฏิกรณที่ 1 และถังปฏิกรณที่ 2  ในสวนของถังปฏิกรณอีจีเอสบีชุดที่ 2 ไดแก ถังปฏิกรณที่ 3 และ

ถังปฏิกรณที ่ 4 ที่ภาระบรรทุกสารอินทรียตาง ๆ คือ 10, 20, 30 และ 40  กก.ซีโอดี/ลบ.ม.-วนั ที่

ความเร็วไหลข้ึนคงที ่3 ม./ชม.ในถังปฏิกรณที่ 1 และ 2   และความเร็วไหลข้ึนคงที่ 4 ม./ชม.ในถัง

ปฏิกรณที่ 3 และ 4  จากนัน้เพิ่มความเร็วไหลข้ึนเปน 5 ม./ชม. ในถงัปฏิกรณที่ 1 และ 2 และเพิ่ม

ความเร็วไหลข้ึนเปน  6  ม./ชม.ในถังปฏิกรณที่ 3 และ 4  เพื่อดูลักษณะของเม็ดตะกอนวามกีาร

เปล่ียนแปลงอยางไร ผลการทดลองแสดงดังภาพที ่ 4.18 - 4.23   ผลการทดลองแสดงวาเมด็ 
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ตะกอนจุลินทรียตอนเร่ิมตนระบบกับเม็ดตะกอนจากชุดการทดลอง เม่ือระบบรับภาระบรรทุก

สารอินทรียมากข้ึน ลักษณะเม็ดตะกอนมีการเปลี่ยนแปลง คือ ลักษณะผิวภายนอกเร่ิมขรุขระและ

มีรอยแยก ฉะนั้นเม่ือระบบรับภาระบรรทุกสารอินทรียที่สูงเกินไปและปริมาณกรดไขมันระเหยของ

ระบบสะสม อางอิงงานวิจัยของชญานิศา บุญปกครอง, 2553 พบวามีคาสูงโดยอยูในชวง        

979 – 1,089 มก./ล.  (ในเทอมของกรดอะซิติก) อาจสงผลใหประสิทธิภาพการทํางานของ

แบคทีเรียในเม็ดตะกอนลดลงจนเกิดการผุกรอนและมีรอยแตกมากข้ึนเม่ือเปรียบเทียบกับลักษณะ

เม็ดตะกอนตอนเร่ิมตนเดินระบบซึ่งสอดคลองกับกับคาความสามารถจําเพาะของเม็ดตะกอน      

จุลินทรียที่มีคาลดลงในชวงเวลานี้เชนกัน และสอดคลองกับงานวิจัยของฉัตรชัย ศักด์ิวีรสุวรรณ, 

2547 ซึ่งรายงานไววาเมื่อระบบรับภาระบรรทุกสารอินทรียมากข้ึนจะทําใหเกิดกาซมากข้ึนจงึทาํให

เกิดการเสียดสีระหวางเม็ดตะกอนจุลินทรียดวยกันมากข้ึนเพราะฉะนั้นเม็ดตะกอนจึงเกิดการ      

ผุกรอนมากข้ึนดวยในสวนของรอยแตกที่เกิดข้ึนจนมีลักษณะเปนโพรงเล็กๆ เกิดข้ึนนั้นคาดวาเกิด

จากกลุมแบคทีเรียที่ผลิตกาซมีเทนผลิตกาซชีวภาพออกมาและไมสามารถระบายออกสูภายนอก

ไดจึงทําใหเกิดโพรงเพื่อเปนการระบายกาซและเมื่อดูโครงสรางภายในเม็ดตะกอนน้ันพบวามี

ความหลากหลายของจุลินทรียไมแตกตางกันมากนัก ซึ่งจุลินทรียที่พบสวนใหญมีรูปรางไปใน

รูปแบบเดียวกัน คือ เปนทอนส้ัน ซึ่งสอดคลองกับงานวิจัยของสุวรรณา ขจรไพศาล, 2548 กลาว

วาภาระบรรทุกสารอินทรียและความเร็วไหลข้ึนที่สูงข้ึนไมมีผลตอการเปลี่ยนแปลงโครงสรางของ

กลุมแบคทีเรีย คือ เมื่อเปรียบเทียบการเปล่ียนแปลงโครงสรางของจุลินทรียที่บริเวณผิวนอกและ

ผิวในเมื่อเร่ิมตนระบบกับส้ินสุดการทดลองแลวไมมีความแตกตางกัน 

 ที่ภาระบรรทุกสารอินทรีย 40 กก.ซีโอดี/ลบ.ม.-วัน เม่ือมีการเปลี่ยนแปลงความเร็วไหลข้ึน

ในระบบของถังปฏิกรณอีจีเอสบีชุดที่ 1 จากเดิม 3 ม./ชม.เปน 5 ม./ชม.และในถังปฏิกรณอีจีเอสบี

ชุดที่ 2 จากเดิม 4 ม./ชม.เปน 6 ม./ชม. พบวาเมื่อความเร็วไหลข้ึน ที่ความเร็วไหลข้ึน 6 ม./ชม. 

พบวาผิวภายนอกมีความขรุขระและผุกรอนมากซึ่งสอดคลองกับผลของขนาดเม็ดตะกอนจุลินทรีย

ในชวงความเร็วไหลข้ึน 6 ม./ชม. ที่ขนาดเม็ดตะกอนมีแนวโนมเล็กลงและสอดคลองกับงานวิจัย

ของสุวรรณา ขจรไพศาล, 2548 ซึ่งพบวาในระบบอีจีเอสบีที่ใชความเร็วไหลข้ึนสูงจะมีผลทําให

ภายในระบบมีสภาพทางชลศาสตรเกิดการปนปวนมากซึ่งมีผลทําใหเม็ดตะกอนจุลินทรียมีโอกาส

ที่จะเกิดการเสียดสีกันไดมากและเกิดการผุกรอนมาก    ในสวนของโครงสรางภายในเม็ดตะกอน

นั้น จุลินทรียสวนใหญมีรูปรางคลายกัน คือ เปนทอนส้ันและมีเสนใยกระจายอยูทั่วไปซึ่งเปนกลุม  

จุลินทรียผลิตกาซมีเทนและเปนสาเหตุใหเกิดรอยแตกบนเม็ดตะกอนที่มาจากการเปนชองระบาย
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กาซชีวภาพที่เกิดจากปฏิกิริยาของจุลินทรียที่ผลิตกาซมีเทนที่อยูชั้นใน (สุวรรณา ขจรไพศาล, 

2548 อางถึงใน ฉัตรชัย ศักด์ิวีรสุวรรณ, 2547) 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที ่4.18 ภาพถายดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสแกน (Scanning Electron 

Microscope, SEM) ตอนเร่ิมตนเดินระบบ 
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ภาพที่ 4.19 ภาพถายดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสแกน (Scanning Electron 

Microscope, SEM) ลักษณะผิวภายนอกและภายในเม็ดตะกอนจุลินทรีย ที่ภาระบรรทุก

สารอินทรีย 10 กก.ซีโอดี/ลบ.ม-วัน โดยชุดที่ 1 ใชความเร็วไหลข้ึน 3  ม./ชม.และชุดที่ 2 ใช

ความเร็วไหลข้ึน  4 ม./ชม. 
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ภาพที่ 4.20 ภาพถายดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสแกน (Scanning Electron 

Microscope, SEM) ลักษณะผิวภายนอกและภายในเม็ดตะกอนจุลินทรีย ที่ภาระบรรทุก

สารอินทรีย  20 กก.ซีโอดี/ลบ.ม-วัน โดยในชุดที่ 1 ใชความเร็วไหลข้ึน 3  ม./ชม.และชุดที่ 2 ใช

ความเร็วไหลข้ึน 4 ม./ชม. 
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ภาพที่ 4.21 ภาพถายดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสแกน (Scanning Electron 

Microscope, SEM) ลักษณะผิวภายนอกและภายในเม็ดตะกอนจุลินทรีย ที่ภาระบรรทุก

สารอินทรีย  30  กก.ซีโอดี/ลบ.ม-วัน   โดยชุดที่ 1 ใชความเร็วไหลข้ึน 3  ม./ชม.และชุดที่ 2 ใช

ความเร็วไหลข้ึน 4  ม./ชม. 
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ภาพที่ 4.22 ภาพถายดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสแกน (Scanning Electron 

Microscope, SEM) ลักษณะผิวภายนอกและภายในเม็ดตะกอนจุลินทรีย ที่ภาระบรรทุก

สารอินทรีย  40 กก.ซีโอดี/ลบ.ม-วัน   โดยชุดที่ 1 ใชความเร็วไหลข้ึน 3  ม./ชม.และชุดที่ 2 ใช

ความเร็วไหลข้ึน 4 ม./ชม. 
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ภาพที่ 4.23 ภาพถายดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสแกน (Scanning Electron 

Microscope, SEM) ลักษณะผิวภายนอกและภายในเม็ดตะกอนจุลินทรีย ที่ภาระบรรทุก

สารอินทรีย  40 กก.ซีโอดี/ลบ.ม-วัน   โดยชุดที่ 1 ใชความเร็วไหลข้ึน 5  ม./ชม.และชุดที่ 2 ใช

ความเร็วไหลข้ึน 6 ม./ชม. 
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4.5.2 การศึกษาประชากรจุลินทรียกลุมเดนและการเปลี่ยนแปลงกลุมประชากร  
จุลินทรียที่อาศัยอยูรวมกันในเม็ดตะกอนดวยเทคนิคพีซีอารดีจีจีอี 

  งานวิจัยนี้ศึกษากลุมจุลินทรียที่เปล่ียนแปลงในระบบที่ภาระบรรทุกสารอินทรียตาง ๆ คือ 

10, 20, 30 และ 40 กก.ซีโอดี/ลบ.ม.-วัน และศึกษาเมื่อภาระบรรทุกสารอินทรียเทากัน คือ           

ที่ 40 กก.ซีโอดี/ลบ.ม.-วัน แตเปล่ียนแปลงความเร็วไหลข้ึนที่ 3, 4, 5 และ 6 ม./ชม. โดยสุมเลือก

เม็ดตะกอนตัวอยางที่เปนตัวแทนของ 2 ชุดการทดลอง  คือ ถังปฏิกรณอีจีเอสบีชุดที่ 1 ซึ่ง

ประกอบดวยถังปฏิกรณที่ 1 และถังปฏิกรณที่ 2   ในสวนถังปฏิกรณอีจีเอสบีชุดที่ 2 ไดแกถังปฏิกรณ

ที่ 3 และถังปฏิกรณที่ 4  โดยทําการทดลอง 3 คร้ัง คือ ชวงกอนการทดลอง ชวงกลางการทดลอง

และชวงส้ินสุดการทดลองของแตละภาระบรรทุกสารอินทรีย  ทําการสกัดแยกดีเอ็นเอจากตัวอยาง

ในแตละชุดดังกลาวและทําการเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอในชวงสายของสิบหกเอสอารดีเอ็นเอและ

จําแนกความแตกตางของดีเอ็นเอดวยเทคนิคพีซีอารดีจีจีอีซึ่งมี 3 ข้ันตอนดังนี้ 

 1) การสกัดดีเอ็นเอในเม็ดตะกอนจากถังปฏิกรณ 

 จากการสกัดดีเอ็นเอจากเม็ดตะกอนในถังปฏิกรณ โดยใชลูกแกว (Glass Bead) รวมกับ

ใช ฟนอล : คลอโรฟอรม : ไอโซเอมิล (25:24:1) ดัดแปลงจากวิธีของBuzzini และคณะ, 2006   

สามารถสกัดดีเอ็นเอจากตัวอยางได และเห็นแถบดีเอ็นเอไดอยางชัดเจนเมื่อเทียบกับชองวิ่ง

ซายมือสุด 1kb ladder ดังภาพที่ 4.24 – 4.26 
 

 

 

 

 

 

  

ภาพที่ 4.24  ผลการสกัดดีเอ็นเอของตัวอยางที่ 1-14 ที่ภาระบรรทุกสารอินทรียตาง ๆ ชองวิ่งที่ 1-2 

คือ ตัวอยางตอนเริ่มตนเดินระบบ (Start up) ของชุดที่ 1 และชุดที่ 2   ชองวิ่งที่ 3-4-5 คือ ชวง

กอน-กลาง-ส้ินสุดการทดลองของชุดที่ 1 ชองวิ่งที่ 6-7-8 คือ ชวงกอน-กลาง-ส้ินสุดการทดลองของ

ชุดที่ 2   ชองวิ่งที่ 9-10-11 คือ ชวงกอน-กลาง-ส้ินสุดการทดลองของชุดที่ 1  ชองวิ่งที่ 12-13-14  

คือ  ชวงกอน-กลาง-ส้ินสุดการทดลองของชุดที่ 2 
 

OLR=10 
Vup= 3 m./hr. 
ชุดที่ 1 

OLR=10 
Vup= 4 m./hr. 
ชุดที่ 2 

OLR=20 
Vup= 3 m./hr. 
ชุดที่ 1 

OLR=20 
Vup= 4 m./hr. 
ชุดที่ 2 

 

Start up 
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ภาพที่ 4.25  ผลการสกัดดีเอ็นเอของตัวอยางที่ 15-26  ที่ภาระบรรทุกสารอินทรียตาง ๆ ชองวิ่งที่   

15-16-17 คือ ชวงกอน-กลาง-ส้ินสุดการทดลองของชุดที่ 1 ชองวิ่งที่ 18-19-20 คือ                   

ชวงกอน-กลาง-ส้ินสุดการทดลองของชุดที่ 2  ชองวิ่งที่ 21-22-23 คือ ชวงกอน-กลาง-ส้ินสุดการ

ทดลองของชดุที่ 1  ชองวิ่งที่ 24-25-26 คือ ชวงกอน-กลาง-ส้ินสุดการทดลองของชุดที่ 2  

 
 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 4.26 ผลการสกัดดีเอ็นเอของตัวอยางที่ 27-32 ที่ภาระบรรทุกสารอินทรียตาง ๆ เม่ือเปล่ียน

ความเร็วไหลข้ึนในชุดที่ 1 เปน 5 ม./ชม. และชุดที่ 2 เปน 6 ม./ชม. ชองวิ่งที่ 27-28-29 คือ         

ชวงกอน-กลาง-ส้ินสุดการทดลองของชุดที่ 1  ชองวิ่งที่ 30-31-32 คือ ชวงกอน-กลาง-ส้ินสุดการ

ทดลองของชุดที่ 2 

 จากผลการสกัดดีเอ็นเอจากเม็ดตะกอนในถังปฏิกรณนั้น พบวาทุกตัวอยางนั้นเมื่อสกัด    

ดีเอ็นเอไดแลวดังกลาว จะนําผลการสกัดดีเอ็นเอที่ไดไปเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอในข้ันตอนตอไปดวยวิธี 

พีซีอาร (Polymerase Chain Reaction, PCR) 

 

 

OLR=30 
Vup= 3 m./hr. 
ชุดที่ 1 

OLR=30 
Vup= 4 m./hr. 
ชุดที่ 2 

OLR=40 
Vup= 3 m./hr. 
ชุดที่ 1 

OLR=40 
Vup= 4 m./hr. 
ชุดที่ 2 

OLR=40 
Vup= 5 m./hr. 
ชุดที่ 1 

OLR=40 
Vup= 6 m./hr. 
ชุดที่ 2 
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 2) การเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอดวยเทคนิคพีซีอาร (Polymerase Chain Reaction, PCR) 

 นําดีเอ็นเอที่สกัดไดจากขอ 1) นําไปเพิ่มจํานวนดวยเทคนิคพีซีอารตามวิธีของ Kudo และ

คณะ,1997 ในการทดลองนี้ในหนึ่งหลอดปฏิกิริยาพีซีอารประกอบดวย  PCR master mix น้ํากล่ัน  

ดีเอ็นเอที่สกัดได  ไพรเมอร 1100F และไพรเมอร 1400R และตองแปรผันปริมาตรของไพรเมอร

และดีเอ็นเอที่สกัดได โดยปรัปปริมาตรในหนึ่งหลอดปฏิกิริยาดวย PCR master mix และน้ํากล่ัน  

ใหไดปริมาตรสุทธิ คือ 30 ไมโครลิตร ดังตารางที่ 4.17 

ตารางที่ 4.17 แสดงการแปรผันปริมาตรของ ดีเอ็นเอ  ไพรเมอร 1100F และไพรเมอร 1400R      

ตอหนึ่งหลอดปฏิกิริยาพีซีอาร 

ไพรเมอร1100F 

(ไมโครลิตร) 

ไพรเมอร1400R 

(ไมโครลิตร) 

ดีเอ็นเอ 

(ไมโครลิตร) 

0.5 0.5 1.0 

0.5 0.5 0.8 

0.8 0.8 1.0 

0.8 0.8 0.8 

จากการแปรผันปริมาตรของดีเอ็นเอ  ไพรเมอร 1100F และไพรเมอร 1400R ดังกลาว 

พบวาหนึ่งหลอดปฏิกิริยาพีซีอารที่เหมาะสมคือ PCR master mix 15 ไมโครลิตร น้ํากล่ัน 13 

ไมโครลิตร  ดีเอ็นเอที่สกัดได 1 ไมโครลิตร ไพรเมอร1100F 0.5 ไมโครลิตรและไพรเมอร 1400R 

0.5 ไมโครลิตร เมื่อเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยเคร่ืองแบบควบคุมอุณหภูมิ (Thermo Electron 

Corporation) โดยใชโปรแกรมสภาวะอุณหภูมิดังนี้ 

 Initial denaturation 94  องศาเซลเซียส  90 วินาท ี

 Denaturation  94  องศาเซลเซียส  30 วินาท ี

 Annealing  55  องศาเซลเซียส  30 วินาท ี

 Extension  72  องศาเซลเซียส  90 วินาท ี

 Final  Extension  72  องศาเซลเซียส      3  นาท ี

 End    4   องศาเซลเซียส    

35 รอบ 
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จากสภาวะที่ใชเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอดวยเทคนิคพีซีอารดังกลาวนั้น พบวาสภาวะนี้สามารถนํามาใช

ในการเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอไดในทุกตัวอยางที่นํามาศึกษา และผลจากการเพ่ิมจํานวนดีเอ็นเอดวย

เทคนิคพีซีอารและนําผลิตภัณฑที่ไดมาตรวจสอบดวยวิธีอะกาโรสเจลอิเลคโทรโฟเรซิสแสดงให

เห็นวาเม็ดตะกอนในแตละสภาวะที่นํามาจากระบบอีจีเอสบี ณ ตอนนั้นมีจุลินทรียอยูในระบบจริง

จึงสามารถสกัดดีเอ็นเอและนํามาเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอดวยเทคนิคพีซีอารได แตในข้ันตอนพีซีอารนี้

ผลิตภัณฑที่ไดไมสามารถระบุสายพันธุของจุลินทรียได เนื่องจากผลิตภัณฑพีซีอารทุกตัวอยางจะ

ขึ้นที่ตําแหนงเดียวกันคือ 300 bp ดังภาพที่ 4.27 – 4.29 เมื่อเทียบกับชองวิ่งซายมือสุด                

100 bp DNA ladder ดังนั้นเพื่อใหสามารถจําแนกสายพันธุของจุลินทรียที่ตองการศึกษาจึงตอง

ใชเทคนิคดีจีจีอีเขามาชวยเพื่อระบุสายพันธุของจุลินทรียใหชัดเจน  

 
 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 4.27  ผลิตภัณฑพีซีอารของตัวอยางที่ 1-14 ที่ภาระบรรทุกสารอินทรียตาง ๆ ชองวิ่งที่ 1-2 

คือ ตัวอยางตอนเร่ิมตนเดินระบบ (Start up) ของชุดที่ 1 และชุดที่ 2  ชองวิ่งที่ 3-4-5 คือ ชวงกอน-

กลาง-ส้ินสุดการทดลองของชุดที่ 1   ชองวิ่งที่ 6-7-8 คือ ชวงกอน-กลาง-ส้ินสุดการทดลองของชุดที ่

2   ชองวิ่งที่    9-10-11 คือ ชวงกอน-กลาง-ส้ินสุดการทดลอง  ของชุดที่ 1  ชองวิ่งที่ 12-13-14                         

คือ ชวงกอน-กลาง-ส้ินสุดการทดลองของชุดที่ 2 

 

 

 

 

 

OLR=10 
Vup= 3 m./hr. 
ชุดที่ 1 

OLR=10 
Vup= 4 m./hr. 
ชุดที่ 2 

OLR=20 
Vup= 3 m./hr. 
ชุดที่ 1 

OLR=20 
Vup= 4 m./hr. 
ชุดที่ 2 

 

Start up 
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ภาพที่ 4.28 ผลิตภัณฑพีซีอารของตัวอยางที่ 15-26 ที่ภาระบรรทุกสารอินทรียตาง ๆ ชองวิ่งที่         

15-16-17 คือ ชวงกอน-กลาง-ส้ินสุดการทดลองของชุดที่ 1  ชองวิ่งที่ 18-19-20 คือ                 

ชวงกอน -กลาง-ส้ินสุดการทดลองของชุดที่ 2   ชองวิ่งที่ 21-22-23 คือ ชวงกอน-กลาง-ส้ินสุดการ

ทดลองของชดุที่ 1 ชองวิ่งที่ 24-25-26 คือ ชวงกอน-กลาง-ส้ินสุดการทดลองของชุดที่ 2   
 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 4.29 ผลิตภัณฑพีซีอารของตัวอยางที่ 27-32 ที่ภาระบรรทุกสารอินทรียตาง ๆ เมื่อเปล่ียน

ความเร็วไหลข้ึนในชุดที่ 1 เปน 5 ม./ชม. และ  ชุดที่ 2 เปน 6 ม./ชม. ชองวิ่งที่ 27-28-29 คือ      

ชวงกอน-กลาง-ส้ินสุดการทดลองของชุดที่ 1  ชองวิ่งที่ 30-31-32 คือ ชวงกอน-กลาง-ส้ินสุด     

การทดลองของชุดที่ 2 
 

 

 

 

 

 

OLR=30 
Vup= 3 m./hr. 
ชุดที่ 1 

OLR=30 
Vup= 3 m./hr. 
ชุดที่ 2 

OLR=40 
Vup= 3 m./hr. 
ชุดที่ 1 

OLR=40 
Vup= 4 m./hr. 
ชุดที่ 2 

OLR=40 
Vup= 5 m./hr. 
ชุดที่ 1 

OLR=40 
Vup= 6 m./hr. 
ชุดที่ 2 
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 3) การวิเคราะหชนิดจุลินทรียโดยเทคนิคดีจีจีอี (Denaturing Gradient Gel 

Electrophoresis) และการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดดีเอ็นเอชิ้นเดนจากโปรไฟลดีจีจีอี 

 ผลจากการเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอดวยเทคนิคพีซีอารและนําผลิตภัณฑที่ไดมาตรวจสอบดวย

วิธีอะกาโรสเจลอิเลคโทรโฟเรซิสและเมื่อนํามาวิเคราะหดวยเทคนิคดีจีจีอีในพอลิอะคริลาไมดเจล

ที่มีสารละลายดีเนเชอเรนท 40 – 60 เปอรเซ็นต พบวาจะมีจํานวนแถบเกิดข้ึนหลายแถบแตเม่ือ

เปรียบเทียบกับตัวอยางแตละตัวอยางแลวนั้นแถบดีเอ็นเอมีความเขมมากนอยแตกตางกันไป 

แถบที่เขมมากแสดงวาแถบดีเอ็นเอนั้นเปนจุลินทรียกลุมหลักของชุดการทดลอง  

จากผลการทดลองเมื่อพิจารณาจากภาพ 4.30 ก) พบวาในตอนเร่ิมเดินระบบจนถึงที่ภาระบรรทุก

สารอินทรีย 20 กก.ซีโอดี/ลบ.ม.-วัน ทั้งชุดที่ 1 และชุดที่ 2 มีแถบดีเอ็นเอหลักเกิดข้ึน 5 แถบ คือ 

แถบ A, B, C, D, และ F  ภาพที่ 4.30 ข) ชุดที่ 1 และชุดที่ 2 ที่ภาระบรรทุกสารอินทรีย                         

30 กก.ซีโอดี/ลบ.ม.-วัน ยังคงมีแถบดีเอ็นเอหลัก คือ แถบ A, B, C, D, และ F โดยมีแถบ E เปน

แถบดีเอ็นเอหลักเพิ่มข้ึนมาอีก 1 แถบ ซึ่งแสดงใหเห็นวาเมื่อระบบรับภาระบรรทุกสารอนิทรียสูงข้ึน

ในชวง 10 – 30 กก.ซีโอดี/ลบ.ม.-วัน  ความหลากหลายของประชากรจุลินทรียเพิ่มข้ึนซึ่งสอดคลอง

กับประสิทธิภาพการบําบัดซีโอดีเฉล่ียที่มีคามากข้ึนเมื่อระบบรับภาระบรรทุกสารอินทรียเพิ่มข้ึน

โดยมีคาในชวง 60.60±1.39 ถึง 69.30±2.19 เปอรเซ็นต และสอดคลองกับผลการทดลองในเร่ือง

ของอัตราการผลิตกาซมีเทนอยูในชวง 0.25 ถึง 0.31 ลิตร/กรัมซีโอดีที่ถูกกําจัด ซึ่งพบวาเม่ืออัตรา

ภาระสารอินทรียเพิ่มข้ึน 10 - 30 กก.ซีโอดี/ลบ.ม.-วัน ระบบมีอัตราการผลิตกาซชีวภาพ อัตราการ

ผลิตกาซมีเทนและคาความสามารถจําเพาะของเม็ดตะกอนจุลินทรียเพิ่มข้ึนแสดงใหเห็นวาระบบ

ทํางานไดดีในชวงเวลาดังกลาว เมื่อพิจารณาปริมาณกาซชีวภาพกับความหลากหลายของ

ประชากรจุลินทรียในระบบทําใหทราบวาการที่ปริมาณกาซชีวภาพเพิ่มข้ึนเมื่ออัตราภาระ

สารอินทรียเพิ่มข้ึนในชวง 10 - 30 กก.ซีโอดี/ลบ.ม.-วัน แสดงวาจุลินทรียในระบบอีจีเอสบีนี้สามารถ

ยอยสลายอินทรียและผลิตกาซชีวภาพออกมาไดสูงขณะเดียวกันระบบยังมีความหลากหลายของ  

จุลินทรียในระบบมากข้ึนดวย (ภาพที่ 4.30 ข หนา 89) ถาหากปริมาณกาซชีวภาพในระบบตํ่า

แสดงวาจุลินทรียในระบบยอยสลายสารอินทรียและผลิตกาซชีวภาพออกมาไดนอยและยังมีความ

หลากหลายของจุลินทรียในระบบนอยลงอีกดวยจากภาพ 4.30 ข) เมื่อระบบรับภาระบรรทุก

สารอินทรียเพิ่มมากข้ึนที่ภาระบรรทุกสารอินทรีย 40  กก.ซีโอดี/ลบ.ม.-วัน พบวาแถบ A, C, D และ 

E จางลงมาก โดยแถบ A, C และ D จางลงอยางชัดเจนจนนอยเกินกวาที่จะปรากฏบนเจลดีจีจีอี

ไดแสดงใหเห็นวาชวงนั้นจํานวนของจุลินทรียในระบบลดลง ดังนั้นจึงเห็นแถบดีเอ็นเอจางลงซึ่ง

สอดคลองกับประสิทธิภาพการบําบัดซีโอดีเฉล่ียที่ลดลงอยูในชวง 56.20±2.52 ถึง 61.10±1.55 
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เปอรเซ็นต และปริมาณกาซชีวภาพในระบบที่ลดลง 162 ถึง 187 ลิตร/วัน และสอดคลองกับ     

An-jie Li และคณะ, 2008 ไดกลาวไววาเมื่อระบบรับภาระบรรทุกสารอินทรียสูงข้ึนความหลากหลาย

ของจุลินทรียนอยลงเมื่อพิจารณาภาพ 4.30 ค) ที่ภาระบรรทุกสารอินทรียคงที่ 40 กก.ซีโอดี/ลบ.ม.-วัน 

แตเพิ่มความเร็วไหลข้ึนในชุดที่ 1 เปน 5 ม./ชม. และชุดที่ 2 เปน  6 ม./ชม. พบวา แถบ A และแถบ 

E ปรากฏชัดเจนข้ึนอาจเปนเพราะเม่ือความเร็วไหลข้ึนเพิ่มมากข้ึนและระบบมีอัตราการเวียนน้ํา

กลับในอัตราที่สูงนั้นเปนการเพิ่มสภาพดางใหกับระบบซ่ึงจากผลการทดลองของชญานิศา       

บุญปกครอง, 2553 พบวาสภาพดางเพิ่มข้ึนมีคาอยูในชวง 3,304 ถึง 4,153 มก./ล. (ในเทอมของ

แคลเซียมคารบอเนต) และอยูในชวงเดียวกับระบบบําบัดแบบไรออกซิเจน ทั่ว ๆ ไปที่มีคา 2,000 

ถึง 4,000 มก./ล. (ในเทอมของแคลเซียมคารบอเนต) (Metcalf & Eddy, 2003) ดังนั้นสภาพดางที่

เหมาะสมอีกทั้งเมื่อพิจารณาจากปริมาณกาซชีวภาพในระบบที่เพิ่มสูงข้ึนในชวงนี้แสดงใหเห็นวา

จํานวน จุลินทรียเพิ่มข้ึนจนมีจํานวนมากพอและกลับมาปรากฎแถบดีเอ็นเอบนเจลดีจีจีอี ดังนั้น

จากภาพที่ 4.30 จึงคัดเลือกแถบ A, B, C, D, E และ F เนื่องจากเปนแถบ ดีเอ็นเอหลักที่ปรากฏใน

การทดลอง จากนั้นตัดแถบดีเอ็นเอที่ตองการศึกษาออกจากเจลละลายดีเอ็นเอจากชิ้นเจลดวยน้ํา

ปลอดประจุปลอดเช้ือและนําสารละลายดีเอ็นเอที่ไดไปเพิ่มจํานวนดวยเทคนิคพีซีอารและนําไป

วิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดโดยเปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทดใน Genbank (DNA 

Sequence Analysis) ดวยโปรแกรม BLASTN  (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) 
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ภาพที่ 4.30 การเคลื่อนที่ของแถบดีเอ็นเอบนเจลดีจีจีอีตลอดการทดลอง  ก) แถบดีเอ็นเอที่ไดจาก

เม็ดตะกอนในชุดที่ 1 ที่ความเร็วไหลข้ึน 3 ม./ชม. และชุดที่  2  ที่ความเร็วไหลข้ึน 4 ม./ชม.          

ที่ภาระบรรทุกสารอินทรีย 10 และ 20 กก.ซีโอดี/ลบ.ม.-วัน  ข) แถบดีเอ็นเอที่ไดจากเม็ดตะกอนใน

ชุดที่ 1 ที่ความเร็วไหลข้ึน 3 ม./ชม. และชุดที่  2 ที่ความเร็วไหลข้ึน 4 ม./ชม. ที่ภาระบรรทุก

สารอินทรีย 30 และ 40 กก.ซีโอดี/ลบ.ม.-วัน  ค) แถบดีเอ็นเอที่ไดจากเม็ดตะกอนในชุดที่ 1 ที่

ความเร็วไหลข้ึน 5 ม./ชม. และชุดที่  2 ที่ความเร็วไหลข้ึน 6 ม./ชม. ที่ภาระบรรทุกสารอินทรีย     

40 กก.ซีโอดี/ลบ.ม.-วัน 

ชุดที่ 1 Vup = 5 m./hr. 
ชุดที่ 2 Vup = 6 m./hr. 

ชุดที่ 1 Vup = 3 m./hr. 
ชุดที่ 2 Vup = 4 m./hr. 

ชุดที่ 1 Vup = 3 m./hr. 
ชุดที่ 2 Vup = 4 m./hr. 

ก) 

ข) 

ค) 



 

  

 

89 

จากผลการศึกษาลําดับนิวคลีโอไทดพบวาแถบดีเอ็นเอทั้ง  6 แถบ  ที่ ศึกษานั้นมี         

ลําดับนิวคลีโอไทดความใกลเคียงกับสายพันธุจุลินทรียดังแสดงในภาพที่ 4.31-4.36  

 
Score =  320 bits (173),  Expect = 2e-84 

Identities = 203/215 (94%), Gaps = 12/215 (5%) Strand=Plus/Plus 

Sbjct   51  GAATTGCTGGAGATACTATTAGGCTTGAGGCTGGGAGAGGTTAGCGGTACTCCCGGGGTA  81 

        |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  101  GAATTGCTGGAGATACTATTAGGCTTGAGGCTGGGAGAGGTTAGCGGTACTCCCGGGGTA  101 

 

Query  151  GGGGTGAAATCCTATAATCCCGGGAGGACCACCTGTGGCGAAGGCGGCTAACTGGAACGG  151 

       |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  201  GGGGTGAAATCCTATAATCCCGGGAGGACCACCTGTGGCGAAGGCGGCTAACTGGAACGG  201 

 

Query  251  ACCTGACGGTGAGTA--G---GC--G---CG--AACCGGATTAGATACCCGGGTAGTCCT  251 

       |||||||||||||||  |   ||  |   ||  ||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  301  ACCTGACGGTGAGTAACGAAAGCCAGGGGCGCGAACCGGATTAGATACCCGGGTAGTCCT  301 

 

ภาพที ่4.31 แถบ A มีความใกลเคียงกับ Uncultured Methanobacterium sp. Clone ARK2_8E 

โดยมีคา Similarity เทากับ 94 เปอรเซ็นต 
 
Score =  630 bits (341),  Expect = 1e-177 

Identities = 348/351 (99%), Gaps = 1/351 (0%) Strand=Plus/Plus   

      Query  1  TATCAGACTTGAGGTCGGGAGAGGTTAGAGGAACTCCCAGGGTAGGGGTGAAATCCTATA  60 

|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

    Sbjct  161  TATCAGACTTGAGGTCGGGAGAGGTTAGAGGAACTCCCAGGGTAGGGGTGAAATCCTATA  220 

 

     Query  61  ATCCTGGTATGACCACCTGTGGCGAAGGCGTCTAACTGGAACGAACCTGACGGTGAGTAA  120 

||||||| | |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

    Sbjct  221  ATCCTGGGAGGACCACCTGTGGCGAAGGCGTCTAACTGGAACGAACCTGACGGTGAGTAA  280 

 

     Query  121  CGAAAGCCAGGGGCGCGAACGCGGATTAGATACCCGGGTAGTCCTGGCCGTAAACGATGT 180 

 |||||||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

     Sbjct  281  CGAAAGCCAGGGGCGCGAAC-CGGATTAGATACCCGGGTAGTCCTGGCCGTAAACGATGT 339 

 

ภาพที่ 4.32 แถบ B มีความใกลเคียงกับ Uncultured Methanobacteriales archaeon  

โดยมีคา Similarity เทากับ  99 เปอรเซ็นต 
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Score =  739 bits (400),  Expect = 0.0 

Identities = 415/422 (98%), Gaps = 2/422 (0%) Strand=Plus/Plus 

Query  1    GTGTAAAAAGCTTTGAGAATAAGAGCTGGGCAAGACCGGTGCCAGCCGCCGCGGTAACAC  60 

        |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  121  GTGTAAAAAGCTTTGAGAATAAGAGCTGGGCAAGACCGGTGCCAGCCGCCGCGGTAACAC  280 

 

Query  61   CGGCAGCTCAAGTGGTGGCCAGGGGGGGATTGGGTCTAAAGCGTTCGTAGCCGGCTTGAT  120 

       |||||||||||||||||||||       |||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  281  CGGCAGCTCAAGTGGTGGCCA--TTTTTATTGGGTCTAAAGCGTTCGTAGCCGGCTTGAT  338 

 

Query  121  AAGTCTCTGGTGAAATCCCATAGCTTAACTGTGGGAATTGCTGGAGATACTATTAGGCTT  180 

       |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  239  AAGTCTCTGGTGAAATCCCATAGCTTAACTGTGGGAATTGCTGGAGATACTATTAGGCTT  298 

 

ภาพที่ 4.33 แถบ C มีความใกลเคียงกับ Uncultured archaeon sp. clone ACSAS2P1G2  

โดยมีคา  Similarity เทากับ 98 เปอรเซ็นต 

 
Score =  195 bits (105),  Expect = 7e-47 

Identities = 130/140 (92%), Gaps = 10/140 (7%) Strand=Plus/Plus 

Query  1    GCAGCAGGCGCGCAAACCTCCGCAATGCAGGAAAGTGCGACGGGGGAAACCCAAGTGCCA  60 

        |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  11   GCAGCAGGCGCGCAAACCTCCGCAATGCAGGAAAGTGCGACGGGGGAAACCCAAGTGCCA  70 

 

Query  61   --C-T--C----TGGC-TTTCTTAAGTTTAAAAAAGCTTTTGGAATAAGAGTGGGCAAGA  110 

        | |  |    |||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  71   CTCTTAACGGGGTGGCTTTTCTTAAGTTTAAAAAAGCTTTTGGAATAAGAGTGGGCAAGA  130 

 

Query  111  CCGGTGCCAGCCGCCGCGGT  130 

       |||||||||||||||||||| 

Sbjct  131  CCGGTGCCAGCCGCCGCGGT  150 

 

ภาพที่ 4.34 แถบ D มีความใกลเคียงกับ Uncultured Methanobacterium sp. clone SK0812-1  

โดยมีคา Similarity เทากับ 92 เปอรเซ็นต 
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Score =  555 bits (300),  Expect = 7e-155 

Identities = 304/306 (99%), Gaps = 0/306 (0%) Strand=Plus/Plus 

Query  1    CCGCCGCCTGGGAAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTTAAAGGAATTGGCGGGGGAGCACC  60 

       |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1    CCGCCGCCTGGGAAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTTAAAGGAATTGGCGGGGGAGCACC  60 

 

Query  61   ACAACGCGTGGAGCNTGCGGTTTAATTGGATTCAACGCCGGACATCTCACCAGGGGCGAC  120 

       |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  61   ACAACGCGTGGAGCNTGCGGTTTAATTGGATTCAACGCCGGACATCTCACCAGGGGCGAC  120 

 

Query  121  AGCAGAATGATGGCCAGGTTGACGACCTTGCTTGACAAGCTGAGAGGAGGTGCATGGCCG  180 

       |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  121  AGCAGAATGATGGCCAGGTTGACGACCTTGCTTGACAAGCTGAGAGGAGGTGCATGGCCG  180 
 

ภาพที่ 4.35 แถบ E มีความใกลเคียงกับ Uncultured Methanobacterium  sp. Clone A2  

โดยมีคา Similarity เทากับ 99 เปอรเซ็นต 
 

Score =  211 bits (114),  Expect = 3e-51 

Identities = 114/114 (100%), Gaps = 0/114 (0%) Strand=Plus/Plus 

Query  109  CATCTCACCAGGGGCGACAGCAGAATGATAGCCAGGTCGATGACCTTGCTTGACAAGCTG  268 

       |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  247  CATCTCACCAGGGGCGACAGCAGAATGATAGCCAGGTCGATGACCTTGCTTGACAAGCTG  306 

 

Query  169  AGAGGAGGTGCATGGCCGCCGTCAGCTCGTACCGTGAGGCGTCCTGTTAAGTCA  222 

       |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  307  AGAGGAGGTGCATGGCCGCCGTCAGCTCGTACCGTGAGGCGTCCTGTTAAGTCA  360 

ภาพที่ 4.36 แถบ F มีความใกลเคียงกับ Uncultured Methanobacterium sp.Clone Gram2M20 

โดยมีคา Similarity เทากับ 100 เปอรเซ็นต  

แถบดีเอ็นเอทั้ง 6 แถบดังตารางที่ 4.18 ที่ไดรับการยืนยันดวยคาความคลายคลึงจากการ

วิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดแลวนี้พบวาเปนกลุมจุลินทรียที่ไมสามารถเพาะเล้ียงไดในอาหารเล้ียง

เชื้อ (Uncultured) ทั้งหมด โดยในงานวิจัยนี้ใชเทคนิคพีซีอารดีจีจีอีซึ่งเปนเทคนิคทางชีวโมเลกุลที่

เปนขอไดเปรียบในดานเปนเทคนิคที่ไมตองใชการเพาะเล้ียงเช้ือ ซึ่งเทคนิคการศึกษาจุลินทรียที่

อาศัยการเพาะเล้ียงเชื้อ (Culture dependent method) ไดรับการพิสูจนถึงขอจํากัดและการ

เบ่ียงเบนขอเท็จจริงของระบบนิเวศในระบบบําบัดน้ําเสีย ในขณะที่เทคนิคที่ไมตองใชการ

เพาะเล้ียงเชื้อไดรับการยอมรับและในปจจุบันเทคนิคดังกลาวนิยมใชศึกษาการเปล่ียนแปลง

โครงสรางและความหลากหลายของประชากรจุลินทรียแพรหลายมากข้ึน  
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ตารางที่ 4.18 การเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของจุลินทรียกับฐานขอมูลลําดับนิวคลีโอไทด

ของจุลินทรียที่มีการเก็บรวบรวมไวใน Gen Bank  

แถบ 
Accession 

No. 

Similarity 

(%) 
รายละเอียด แยกไดจาก อางอิง 

A GQ995126.1 94 

Uncultured 

Methanobacterium   

sp. Clone ARK2_8E 

an anaerobic 

mesophilic full-scale  

biogas plant treating 

food industrial waste 

Karlsson 

และคณะ, 

อยูในระหวาง

ดําเนินการตีพิมพ 

B CU916723.1 99 

Uncultured 

Methanobacteriales 

archaeon 

mesophilic anaerobic 

digester which  treats 

municipal wastewater 

sludge 

Riviere 

และคณะ, 2009 

C FJ685742.1 98 
Uncultured archaeon sp. 

clone ACSAS2P1G2 
mangrove sample 

Bhattacharya

และคณะ, 

อยูในระหวาง

ดําเนินการตีพิมพ 

D FJ560739.1 92 

Uncultured 

Methanobacterium  

sp. clone SK0812-1 

enriched 

methanogen 

community from an 

anaerobicwastewater 

digestion reactor 

Jeon และ 

คณะ, 

อยูในระหวาง

ดําเนินการตีพิมพ 

E FJ428238.1 99 

Uncultured 

Methanobacterium  sp. 

Clone A2 

anaerobic sludge 
Xu และ 

คณะ, 2009 

F AY899833.1 100 

Uncultured 

Methanobacterium  

sp.Clone Gram2M20 

UASB bioreactor 

treating brewery 

wastewater 

Kovacik และ 

คณะ,  

อยูในระหวาง

ดําเนินการตีพิมพ 
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จากขอมูลจุลินทรียกลุมหลักที่พบในระบบมีทั้งหมด 6 สายพันธุ สามารถนํามาเขียนเปน

แผนภูมิตนไมวงศวานวิวัฒนาการ (Phylogenetic tree) แบบงายไดดังภาพที่ 4.37 และแบบ

ซับซอนดังภาพที่ 4.38  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที ่4.37 แผนภูมิตนไมวงศวานวิวัฒนาการของจุลินทรียทัง้ 6 สายพันธุที่คัดแยกได 

จากภาพที่ 4.37 แสดงใหเห็นวาจุลินทรียทั้ง 6 สายพันธุที่คัดแยกไดสามารถจัดจําแนกได

เปน 3 กลุมใหญ โดยกลุมที่ 1 คือ กลุมของ Uncultured Methanobacterium  ซึ่งประกอบดวย 4    

สายพันธุยอย คือ Uncultured Methanobacterium sp. clone ARK2_8E Uncultured 

Methanobacterium sp. clone SK0812-1  Uncultured Methanobacterium  sp. Clone A2 

และ Uncultured Methanobacterium sp.Clone Gram2M20  กลุมที่ 2 คือ Uncultured 

Methanobacteriales archaeon และกลุมสุดทาย คือ Uncultured archaeon sp. clone 

ACSAS2P1G2    

 

 

 

 

Uncultured Methanobacterium sp. clone ARK2_8E 

Uncultured Methanobacterium sp. clone SK0812-1 

Uncultured Methanobacterium  sp. Clone A2 

Uncultured Methanobacterium  sp.Clone Gram2M20 

Uncultured Methanobacteriales archaeon 

Uncultured archaeon sp. clone ACSAS2P1G2 
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ภาพท่ี 4.38  แผนภูมิตนไมวงศวานวิวฒันาการแบบซับซอนโดยการแทรกรหสัพนัธกุรรมของ 

ดีเอ็นเอตัวอยางจากระบบดวยโปรแกรม Clastal W สําหรับทาํแผนภูมิตนไมวงศวานววิัฒนาการ 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov)  

ในการทําแผนภูมิตนไมวงศวานวิวัฒนาการเปนการเปรียบเทียบจุลินทรียสายพันธุที่เรา

คัดเลือกไดกับสายพันธุอางอิงที่มีอยูในฐานขอมูลของ Gen Bank จากภาพท่ี 4.38 นี้เปนแผนภูมิ

แสดงความสัมพันธระหวางแบคทีเรียสายพันธุที่คัดเลือกได 6 สายพันธุกับแบคทีเรียกลุมอารเคียใน

ฐานขอมูลของ Gen Bank พบวา  

แถบ A คือ Uncultured Methanobacterium sp. Clone ARK2_8E มีความสัมพันธกับ

สายพันธุ Methanobacterium formicicum strain S1 มากที่สุด 

แถบ A 

แถบ F 
แถบ C 
แถบ E 

แถบ B 

แถบ D 
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แถบ B คือ Uncultured Methanobacteriales archaeon มีความสัมพันธกับสายพันธุ 

Methanobacterium Beijingense strain S-2 และ Methanobacterium Beijingense strain 8   

มากที่สุด 

แถบ C คือ Uncultured archaeon sp. clone ACSAS2P1G2 มีความสัมพันธกับแถบ E 

ซึ่งก็คือ Uncultured Methanobacterium  sp. Clone A2 มากที่สุดและนอกจากนั้นยังพบวาแถบ 

C และแถบ E ยังมีความสัมพันธรวมกลุมกับแถบ F ซึ่งก็คือ Uncultured Methanobacterium 
sp.Clone Gram2M20  

แถบ D คือ Uncultured Methanobacterium sp. clone SK0812-1 มีความสัมพันธกับสายพันธุ 

Methanobacterium Alcaliphilum strainDSM3387 มากที่สุด 

ซึ่งในงานวิจัยนี้กลุมจุลินทรียหลักที่พบและทราบลําดับนิวคลีโอไทดของดีเอ็นเอแตละ

แถบแลว โดยแถบดีเอ็นเอทั้ง 6 แถบนี้มีคาความคลายคลึงที่คอนขางสูงมากกวา 90 เปอรเซ็นต จึง

เปนคาที่ยืนยันไดวาในระบบท่ีทดลองนี้มีโครงสรางประชากรจุลินทรียซึ่งจัดอยูในกลุมที่ผลิตกาซ

มีเทนกลุมหลักตลอดการเดินระบบที่มีการเปล่ียนแปลงคาภาระบรรทุกสารอินทรียและความเร็ว

ไหลข้ึนที่คาตาง ๆ ดังที่กลาวไปแลว 
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บทที่  5 

สรุปผลการวิจัยและขอเสนอแนะ 

5.1 สรุปผลการวิจยั 

งานวิจัยนี้ เปนการศึกษาในระดับหองปฏิบัติการ เพื่อศึกษาความหลากหลายของ

ประชากร จุลินทรียในถังปฏิกรณอีจีเอสบีดวยเทคนิคพีซีอารดีจีจีอีและใชน้ําเสียจริงจาก

โรงงานผลิตเอทานอล โดยแบงการทดลองออกเปน 2 ชุด คือ ชุดที่ 1 ประกอบไปดวยถังปฏิกรณ  

อีจีเอสบีที่ 1 และ 2 โดยใชความเร็วไหลข้ึน 3 ม./ชม. ในสวนของชุดที่ 2 ประกอบไปดวยถัง

ปฏิกรณอีจีเอสบีที่ 3 และ 4 โดยใชความเร็วไหลข้ึน 4 ม./ชม. การทดลองทั้ง 2 ชุดรับภาระ

สารอินทรีย 4 คา ไดแก 10, 20, 30 และ 40 กก.ซีโอดี/ลบ.ม.-วันและที่ภาระบรรทุกสารอินทรีย    

40 กก.ซีโอดี/ลบ.ม.-วัน นี้ไดทําการเปล่ียนแปลงคาความเร็วไหลข้ึนของทั้ง 2 ชุดการทดลอง คือ 

ชุดที่ 1 เปน 5  ม./ชม. และชุดที่ 2 เปน  6 ม./ชม. จากผลการวิจัยสรุปไดดังนี้  

1) เม่ือความเร็วไหลข้ึนคงที่ และระบบรับภาระบรรทุกสารอินทรียที่ 10, 20, 30 และ 40   

กก.ซีโอดี/ลบ.ม.-วัน พบวาเม่ือระบบรับภาระบรรทุกสารอินทรียมากข้ึน ประสิทธิภาพการบําบัด   

ซีโอดีจะเพิ่มมากข้ึนอยูในชวง 60.60 – 69.30 เปอรเซ็นต และที่ภาระบรรทุกสารอินทรีย 40 กก.ซี

โอดี/ลบ.ม.-วัน เมื่อเพิ่มความเร็วไหลข้ึนใหกับระบบพบวา ประสิทธิภาพการบําบัดซีโอดีมีแนวโนม

ลดลงที่ความเร็วไหลข้ึน 6 ม./ชม.อยูในชวง 58 – 63 เปอรเซ็นต เนื่องจากคาความเร็วไหลข้ึนที่สูง

มากเกินไประบบจะหมุนเวียนกรดไขมันระเหยและซีโอดีที่ยังยอยสลายไมหมดในน้ําทิ้งกลับมา

ใหมเปนการเพิ่มภาระใหระบบเนื่องจากน้ําทิ้งที่เวียนกลับมามีคาซีโอดีคอนขางสูงคือประมาณ 

10,000 มก./ล.  

2)  กาซชีวภาพที่เกิดข้ึนตลอดการทดลองประกอบดวยกาซมีเทนมีคาคอนขางคงที่ 

ประมาณ 50 เปอรเซ็นต และอัตราการเกิดกาซมีเทนมีคาอยูระหวาง 0.25-0.33 ลิตร/กก.ซีโอดีที่

ถูกกําจัด ดังนั้นคามีเทนยีลดจากการทดลองจึงมีความใกลเคียงกับคามีเทนยีลดทางทฤษฏีที่มี

คาประมาณ 0.37 ลิตร/ กก.ซีโอดีที่ถูกกําจัด   

3)  ในสวนของคาความสามารถจําเพาะในการผลิตมีเทนของจุลินทรียในระบบ พบวาที่

ความเร็วไหลข้ึนคงท่ี และระบบรับภาระบรรทุกสารอินทรียมากข้ึนสงผลใหคาความสามารถ

จําเพาะในการผลิตมีเทนของจุลินทรียมีแนวโนมเพิ่มข้ึน แตเม่ือระบบรับภาระบรรทุกสารอินทรียที่ 

40   กก.ซีโอดี/ลบ.ม.-วัน ในขณะที่ความเร็วไหลข้ึนเพิ่มมากข้ึน พบวาคาความสามารถจําเพาะใน
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การผลิตมีเทนของจุลินทรียในระบบมีแนวโนมเพิ่มข้ึน เนื่องมาจากความเร็วน้ําไหลข้ึนเพิม่ข้ึนทาํให

ชั้นตะกอนจุลินทรียขยายตัวมากการยอยสลายสารอินทรียจึงเกิดไดดี 

 4)  ในดานความหลากหลายของจุลินทรียในระบบอีจีเอสบีนี้ จากภาพถายดวยกลอง

จุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสแกน (Scanning Electron Microscope, SEM) แสดงใหเห็นวา

โครงสรางภายในและโครงสรางภายนอกของเม็ดตะกอนไมแตกตางกันมากนัก คือ ประกอบดวย  

จุลินทรียที่มีลักษณะเปนทอนส้ันๆ เม่ือระบบรับภาระบรรทุกสารอินทรียมากข้ึนที่ความเร็วไหลข้ึน

คงที่ และปริมาณกรดไขมันระเหยของระบบจากผลการทดลองของชญานิศา บุญปกครอง, 2553 

มีคาสูงโดยอยูในชวง 979 ถึง 1,089 มก./ล. (ในเทอมของกรดอะซิติก) สงผลใหผิวนอกของเม็ด

ตะกอนผุกรอนและมีรอยแตกแตเมื่อความเร็วไหลข้ึนของน้ําสูงข้ึนที่ภาระบรรทุกสารอินทรีย       

40 กก.ซีโอดี/ลบ.ม.-วัน คงที่พบวาเม่ือความเร็วไหลข้ึนเพิ่มข้ึนที่ความเร็วไหลข้ึน 6 ม./ชม. พบวา

ผิวภายนอกมีความขรุขระและผุกรอนมากซึ่งสอดคลองกับผลของขนาดเม็ดตะกอนจุลินทรีย

ในชวงความเร็วไหลข้ึน 6 ม./ชม. ที่ขนาดเม็ดตะกอนมีแนวโนมเล็กลงเชนกัน  ในสวนของ

โครงสรางภายในและภายนอกเม็ดตะกอนนั้นจุลินทรียสวนใหญมีรูปรางคลายกัน คือ เปนทอนส้ัน

มีเสนใยกระจายอยูทั่วไปและพบวารอยแตกที่เกิดข้ึนอาจเปนชองระบายกาซชีวภาพที่เกิดข้ึนจาก

ปฏิกิริยาการผลิตกาซมีเทนของกลุมจุลินทรียที่อยูภายในเม็ดตะกอน 

การวิเคราะหความหลากหลายของจุลินทรียดวยเทคนิคพีซีอารดีจีจีอี พบวาแถบที่ปรากฏ

บนเจลดีจีจีอีมีจํานวนทั้งส้ิน 6 แถบคือ แถบ A, B, C, D, E และ F  เม่ือนําไปวิเคราะหลําดับ        

นิวคลีโอไทดของแถบดีเอ็นเอทั้ง 6 แถบนี้ พบวากลุมแบคทีเรียสายพันธุหลักในระบบตลอด

ระยะเวลาเปล่ียนแปลงภาระบรรทุกสารอินทรียและความเร็วไหลข้ึนที่คาตาง ๆ ประกอบไปดวย

แบคทีเรียกลุมหลัก 3 กลุมคือ กลุมของ Uncultured Methanobacterium, Uncultured  

Methanobacteriales archaeon และ Uncultured  archaeon  โดยมีการเปลี่ยนแปลงกลุม

ประชากรจุลินทรียที่อาศัยอยูรวมกันในเม็ดตะกอนตามสภาวะการเดินระบบที่เปล่ียนไปดังนี้ 

เมื่อระบบรับภาระบรรทุกสารอินทรียสูงข้ึน ที่ความเร็วไหลข้ึนคงที่ เมื่อระยะเวลาผานไป 

ยังผลใหความหลากหลายของจุลินทรียนอยลงที่ภาระบรรทุกสารอินทรีย 40 กก.ซีโอดี/ลบ.ม.-วัน  

ซึ่งสอดคลองกับปริมาณกรดไขมันระเหยของระบบจากผลการทดลองของชญานิศา บุญปกครอง, 

2553 ที่มีคาสูงโดยอยูในชวง 979 ถึง 1,089 มก./ล.(ในเทอมของกรดอะซิติก) อาจเร่ิมสงผลตอการ

ทํางานของแบคทีเรียที่ผลิตกาซมีเทน ซึ่งสงผลใหในชวงนี้แถบ A, C, D และ E จางลง โดยแถบ A, 

C และ D จางลงอยางชัดเจน  แตเมื่อเพิ่มความเร็วไหลข้ึนที่ภาระบรรทุกสารอินทรีย                   
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40 กก.ซีโอดี/ลบ.ม.-วัน นั้น  แถบ A และ E ปรากฏแถบดีเอ็นเอชัดเจนข้ึน ซึ่งสอดคลองกับผลการ

ทดลองของชญานิศา บุญปกครอง, 2553 ที่มีคาอัตราสวนของกรดไขมันระเหยงายตอสภาพดาง

ทั้งหมดของน้ําทิ้งมีคาลดลงเมื่อเพิ่มคาความเร็วไหลข้ึน โดยมีคาในชวง 0.20 – 0.33 แสดงวา

อัตราสวนของกรดไขมันระเหยตอสภาพดางนี้อยูในเกณฑที่ระบบนาจะทํางานได และมีความ

เปนไปไดวาความเร็วไหลข้ึนมีผลตอความหลากหลายของจุลินทรียในระบบ 

 
5.2 ขอเสนอแนะ 

 งานวิจัยนี้ใชเทคนิคทางชีวโมเลกุลคือ พีซีอารดีจีจีอีศึกษาความหลากหลายของประชากร

จุลินทรียในถังปฏิกรณอีจีเอสบีที่บําบัดน้ําเสียจริงจากโรงงานผลิตเอทานอลดวยกากสาโดยมี

ขอเสนอแนะตอการเดินระบบที่ไดจากการศึกษาความหลากหลายของประชากรจุลินทรียของ

งานวิจัยนี้ดังนี้ 

 ปกติแลวการเร่ิมตนกระบวนการหมักในระบบบําบัดแบบไมใชอากาศตองใชเวลานานกวา

จะไดตะกอนปริมาณมากพอและมีลักษณะตกตะกอนไดดีหรือเปนเม็ด เนื่องจากสัดสวนของการ

สรางเซลลใหมกับสารอาหารที่ไดรับของแบคทีเรียสรางมีเทนมีคาตํ่า ทําใหเวลาการเร่ิมตนระบบ

ชา ดังนั้นควรเลือกใชหัวเช้ือเร่ิมตนในการเดินระบบ โดยเลือกหัวเช้ือที่มาจากระบบบําบัดแบบ   

ไมใชอากาศจะเปนการยนระยะเวลาในการเร่ิมตนเดินระบบและควรทราบคาความสามารถ

จําเพาะการผลิตมีเทนในเม็ดตะกอนจุลินทรียของหัวเช้ือ ถาคาความสามารถจําเพาะมีคาสูง 

ระยะเวลาที่ใชในการเร่ิมตนเดินระบบจะส้ันลง ซึ่งจากงานวิจัยนี้ควรเลือกหัวเช้ือในชวงภาระ

บรรทุกสารอินทรีย 30 กก.ซีโอดี/ลบ.ม.-วัน ที่ความเร็วไหลข้ึน 3 ม./ชม. และควรเก็บหัวเชื้อจาก

ดานลางของถังปฏิกรณ เนื่องจากเปนชวงที่มีคาความสามารถจําเพาะของเม็ดตะกอนจุลินทรีย

คอนขางดีเทากับ 0.347 กรัมซีโอดี-มีเทน/กรัมวีเอสเอส-วัน และมีความหลากหลายของประชากร         

จุลินทรียมากที่สุด แตเนื่องจากกลุมจุลินทรียที่พบเปนชนิดที่ไมสามารถเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยง

เชื้อได ดังนั้นในการจะนําจุลินทรียที่พบนี้มาใชประโยชนอาจตองอาศัยเทคนิคทางชีวโมเลกุล

เทคนิคอ่ืนรวมดวย เชน การโคลนนิ่ง (Cloning) เปนตน 
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ตารางที่ ก.1 ผลการวิเคราะหตามการทดลองชุดที ่1 ที่ความเร็วไหลข้ึนคงที่เทากับ 3 ม./ชม.  

(ชญานิศา บญุปกครอง, 2553)   
   

ภาระบรรทุกสารอินทรีย 10 กก.ซีโอดี/ลบ.ม.-วัน   

พารามิเตอร (หนวย) 
คาเฉล่ีย 

น้ําเสีย 

ขาเขา 

คาเฉล่ียของ 

น้ําทิ้ง 

ถังปฏิกรณที่ 1 

คาเฉล่ียของ 

น้ําทิ้ง 

ถังปฏิกรณที่ 2 

ซีโอดี (มก./ล.) 

N = 7 

5,042 

(23.83) 

1,988 

(40.38) 

1,967 

(50.40) 

ประสิทธิภาพการบําบัด 

ซีโอดี (เปอรเซ็นต) 

N = 7 

- 60.6 

(1.34) 

 

61.0 

(1.38) 

พีเอช 

N = 7 

7.41 

(0.05) 

7.82 

(0.04) 

7.82 

(0.05) 

อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) 

N = 7 

28.5 

(1.15) 

28.9 

(1.17) 

28.9 

(1.15) 

สภาพดางทั้งหมด 

(มก./ล. แคลเซียมคารบอเนต) 

4,170 4,283 4,225 

กรดไขมันระเหย 

(มก./ล.กรดอะซิติก ) 

672 491 466 

อัตราสวนกรดไขมันระเหยตอ 

สภาพดางทั้งหมด 

0.16 0.11 0.11 

ปริมาณกาซทั้งหมด (ลิตร/วัน) 

N = 15 

- 49.66 

(4.06) 

49.80 

(3.67) 

กาซมีเทน (เปอรเซ็นต) - 52.3 52.5 

อัตราการผลิตกาซมีเทน 

(ลิตร/กรัมซีโอดีที่ถูกกําจัด) 

- 0.25 0.25 

N คือ จํานวนขอมูล 

คาที่อยูในเคร่ืองหมายวงเล็บ คือ คาสวนเบ่ียงเบนมาตรฐาน 

- คือ ไมไดวิเคราะห 
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ตารางที่ ก.2 ผลการวิเคราะหตามการทดลองชุดที ่1 ที่ความเร็วไหลข้ึนคงที่เทากับ 3 ม./ชม.  

(ชญานิศา บญุปกครอง, 2553)   
   

ภาระบรรทุกสารอินทรีย 20 กก.ซีโอดี/ลบ.ม.-วัน   

พารามิเตอร (หนวย) 
คาเฉล่ีย 

น้ําเสีย 

ขาเขา 

คาเฉล่ียของ 

น้ําทิ้ง 

ถังปฏิกรณที่ 1 

คาเฉล่ียของ 

น้ําทิ้ง 

ถังปฏิกรณที่ 2 

ซีโอดี (มก./ล.) 

N = 12 

10,087 

(50.98) 

3,621 

(203.53) 

3,690 

(219.77) 

ประสิทธิภาพการบําบัด 

ซีโอดี (เปอรเซ็นต) 

N = 12 

- 64.1 

(2.02) 

63.3 

(2.15) 

พีเอช 

N = 12 

7.26 

(0.09) 

8.05 

(0.13) 

8.01 

(0.13) 

อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) 

N = 12 

27.7 

(0.66) 

28.3 

(0.63) 

28.3 

(0.64) 

สภาพดางทั้งหมด 

(มก./ล. แคลเซียมคารบอเนต) 

3,846 4,509 4,435 

กรดไขมันระเหย 

(มก./ล.กรดอะซิติก ) 

1,639 598 605 

อัตราสวนกรดไขมันระเหยตอ 

สภาพดางทั้งหมด 

0.43 0.13 0.14 

ปริมาณกาซทั้งหมด (ลิตร/วัน) 

N = 30 

- 116.82 

(11.48) 

116.31 

(11.83) 

กาซมีเทน (เปอรเซ็นต) - 54.3 54.0 

อัตราการผลิตกาซมีเทน 

(ลิตร/กรัมซีโอดีที่ถูกกําจัด) 

- 0.29 0.29 

N คือ จํานวนขอมูล 

คาที่อยูในเคร่ืองหมายวงเล็บ คือ คาสวนเบ่ียงเบนมาตรฐาน 

- คือ ไมไดวิเคราะห 

 
 
 



     

 

 

109 

ตารางที่ ก.3 ผลการวิเคราะหตามการทดลองชุดที ่1 ที่ความเร็วไหลข้ึนคงที่เทากับ 3 ม./ชม.  

(ชญานิศา บญุปกครอง, 2553)   
   

ภาระบรรทุกสารอินทรีย 30 กก.ซีโอดี/ลบ.ม.-วัน   

พารามิเตอร (หนวย) 
คาเฉล่ีย 

น้ําเสีย 

ขาเขา 

คาเฉล่ียของ 

น้ําทิ้ง 

ถังปฏิกรณที่ 1 

คาเฉล่ียของ 

น้ําทิ้ง 

ถังปฏิกรณที่ 2 

ซีโอดี (มก./ล.) 

N = 10 

15,120 

(20.83) 

5,806 

(339.65) 

5,927 

(218.81) 

ประสิทธิภาพการบําบัด 

ซีโอดี (เปอรเซ็นต) 

N = 10 

- 61.6 

(2.22) 

60.8 

(1.47) 

พีเอช 

N = 10 

6.96 

(0.14) 

7.85 

(0.07) 

7.85 

(0.05) 

อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) 

N = 10 

29.6 

(0.73) 

30.3 

(0.91) 

30.2 

(0.79) 

สภาพดางทั้งหมด 

(มก./ล. แคลเซียมคารบอเนต) 

2,561 4,320 4,194 

กรดไขมันระเหย 

(มก./ล.กรดอะซิติก ) 

2,294 820 797 

อัตราสวนกรดไขมันระเหยตอ 

สภาพดางทั้งหมด 

0.90 0.20 0.19 

ปริมาณกาซทั้งหมด (ลิตร/วัน) 

N = 23 

- 165.90 

(3.52) 

170.85 

(4.26) 

กาซมีเทน (เปอรเซ็นต) - 55.4 55.0 

อัตราการผลิตกาซมีเทน 

(ลิตร/กรัมซีโอดีที่ถูกกําจัด) 

- 0.29 0.29 

N คือ จํานวนขอมูล 

คาที่อยูในเคร่ืองหมายวงเล็บ คือ คาสวนเบ่ียงเบนมาตรฐาน 

- คือ ไมไดวิเคราะห 
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ตารางที่ ก.4 ผลการวิเคราะหตามการทดลองชุดที ่1 ที่ความเร็วไหลข้ึนคงที่เทากับ 3 ม./ชม.  

(ชญานิศา บญุปกครอง, 2553)   

   
ภาระบรรทุกสารอินทรีย 40 กก.ซีโอดี/ลบ.ม.-วัน   

พารามิเตอร (หนวย) 
คาเฉล่ีย 

น้ําเสีย 

ขาเขา 

คาเฉล่ียของ 

น้ําทิ้ง 

ถังปฏิกรณที่ 1 

คาเฉล่ียของ 

น้ําทิ้ง 

ถังปฏิกรณที่ 2 

ซีโอดี (มก./ล.) 

N = 9 

20,083 

(24.98) 

11,347 

(533.55) 

11,414 

(712.82) 

ประสิทธิภาพการบําบัด 

ซีโอดี (เปอรเซ็นต) 

N = 9 

- 56.5 

(2.65) 

56.2 

(3.52) 

พีเอช 

N = 9 

6.66 

(0.08) 

7.41 

(0.17) 

7.41 

(0.17) 

อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) 

N = 9 

31.0 

(0.66) 

31.4 

(0.51) 

31.3 

(0.52) 

สภาพดางทั้งหมด 

(มก./ล. แคลเซียมคารบอเนต) 

1,769 3,214 3,304 

กรดไขมันระเหย 

(มก./ล.กรดอะซิติก ) 

2,365 1,070 1,089 

อัตราสวนกรดไขมันระเหยตอ 

สภาพดางทั้งหมด 

1.34 0.33 0.33 

ปริมาณกาซทั้งหมด (ลิตร/วัน) 

N = 20 

- 163.85 

(8.62) 

162.50 

(8.68) 

กาซมีเทน (เปอรเซ็นต) - 49.3 49.0 

อัตราการผลิตกาซมีเทน 

(ลิตร/กรัมซีโอดีที่ถูกกําจัด) 

- 0.27 0.27 

N คือ จํานวนขอมูล 

คาที่อยูในเคร่ืองหมายวงเล็บ คือ คาสวนเบ่ียงเบนมาตรฐาน 

- คือ ไมไดวิเคราะห 
 

 
 



     

 

 

111 

ตารางที่ ก.5 ผลการวิเคราะหตามการทดลองชุดที ่2 ที่ความเร็วไหลข้ึนคงที่เทากับ 4 ม./ชม.  

(ชญานิศา บญุปกครอง, 2553)   
   

ภาระบรรทุกสารอินทรีย 10 กก.ซีโอดี/ลบ.ม.-วัน   

พารามิเตอร (หนวย) 
คาเฉล่ีย 

น้ําเสีย 

ขาเขา 

คาเฉล่ียของ 

น้ําทิ้ง 

ถังปฏิกรณที่ 3 

คาเฉล่ียของ 

น้ําทิ้ง 

ถังปฏิกรณที่ 4 

ซีโอดี (มก./ล.) 

N = 7 

 

5,066 

(25.10) 

1,788 

(55.50) 

1,773 

(76.86) 

ประสิทธิภาพการบําบัด 

ซีโอดี (เปอรเซ็นต) 

N = 7 

- 64.70 

(1.80) 

65.00 

(1.97) 

พีเอช 

N = 7 

7.43 

(0.07) 

7.99 

(0.07) 

8.01 

(0.07) 

อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) 

N = 7 

28.4 

(1.09) 

29.0 

(1.13) 

29.3 

(1.05) 

สภาพดางทั้งหมด 

(มก./ล. แคลเซียมคารบอเนต) 

4,196 4,541 4,603 

กรดไขมันระเหย 

(มก./ล.กรดอะซิติก ) 

648 457 453 

อัตราสวนกรดไขมันระเหยตอ 

สภาพดางทั้งหมด 

0.15 0.11 0.10 

ปริมาณกาซทั้งหมด (ลิตร/วัน) 

N = 15  

- 54.00 

(5.99) 

54.63 

(6.28) 

กาซมีเทน (เปอรเซ็นต) - 53.5 53.8 

อัตราการผลิตกาซมีเทน 

(ลิตร/กรัมซีโอดีที่ถูกกําจัด) 

- 0.26 0.26 

N คือ จํานวนขอมูล 

คาที่อยูในเคร่ืองหมายวงเล็บ คือ คาสวนเบ่ียงเบนมาตรฐาน 

- คือ ไมไดวิเคราะห 

 
 



     

 

 

112 

ตารางที่ ก.6 ผลการวิเคราะหตามการทดลองชุดที ่2 ที่ความเร็วไหลข้ึนคงที่เทากับ 4 ม./ชม.  

(ชญานิศา บญุปกครอง, 2553)   
   

ภาระบรรทุกสารอินทรีย 20 กก.ซีโอดี/ลบ.ม.-วัน   

พารามิเตอร (หนวย) 
คาเฉล่ีย 

น้ําเสีย 

ขาเขา 

คาเฉล่ียของ 

น้ําทิ้ง 

ถังปฏิกรณที่ 3 

คาเฉล่ียของ 

น้ําทิ้ง 

ถังปฏิกรณที่ 4 

ซีโอดี (มก./ล.) 

N = 12 

10,070 

(56.02) 

3,206 

(186.34) 

3,114 

(226.91) 

ประสิทธิภาพการบําบัด 

ซีโอดี (เปอรเซ็นต) 

N = 12 

- 68.20 

(1.80) 

69.30 

(2.19) 

พีเอช 

N = 12 

7.28 

(0.06) 

8.19 

(0.13) 

8.25 

(0.15) 

อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) 

N = 12 

27.7 

(0.68) 

28.4 

(0.66) 

28.5 

(0.66) 

สภาพดางทั้งหมด 

(มก./ล. แคลเซียมคารบอเนต) 

3,853 4,899 4,969 

กรดไขมันระเหย 

(มก./ล.กรดอะซิติก ) 

1,638 531 520 

อัตราสวนกรดไขมันระเหยตอ 

สภาพดางทั้งหมด 

0.43 0.11 0.11 

ปริมาณกาซทั้งหมด (ลิตร/วัน) 

N = 30 

- 130.79 

(8.90) 

131.37 

(8.47) 

กาซมีเทน (เปอรเซ็นต) - 55.1 55.6 

อัตราการผลิตกาซมีเทน 

(ลิตร/กรัมซีโอดีที่ถูกกําจัด) 

- 0.31 0.31 

N คือ จํานวนขอมูล 

คาที่อยูในเคร่ืองหมายวงเล็บ คือ คาสวนเบ่ียงเบนมาตรฐาน 

- คือ ไมไดวิเคราะห 
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ตารางที่ ก.7 ผลการวิเคราะหตามการทดลองชุดที ่2 ที่ความเร็วไหลข้ึนคงที่เทากับ 4 ม./ชม.  

(ชญานิศา บญุปกครอง, 2553)   
   

ภาระบรรทุกสารอินทรีย 30 กก.ซีโอดี/ลบ.ม.-วัน   

พารามิเตอร (หนวย) 
คาเฉล่ีย 

น้ําเสีย 

ขาเขา 

คาเฉล่ียของ 

น้ําทิ้ง 

ถังปฏิกรณที่ 3 

คาเฉล่ียของ 

น้ําทิ้ง 

ถังปฏิกรณที่ 4 

ซีโอดี (มก./ล.) 

N = 10 

15,088 

(51.89) 

5,160 

(159.34) 

5,054 

(201.53) 

ประสิทธิภาพการบําบัด 

ซีโอดี (เปอรเซ็นต) 

N = 10 

- 65.80 

(1.03) 

66.50 

(1.35) 

พีเอช 

N = 10 

6.98 

(0.11) 

7.92 

(0.12) 

7.92 

(0.11) 

อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) 

N = 10 

29.5 

(0.65) 

30.2 

(0.84) 

30.1 

(0.82) 

สภาพดางทั้งหมด 

(มก./ล. แคลเซียมคารบอเนต) 

2,529 4,649 4,753 

กรดไขมันระเหย 

(มก./ล.กรดอะซิติก ) 

2,270 826 808 

อัตราสวนกรดไขมันระเหยตอ 

สภาพดางทั้งหมด 

0.90 0.18 0.17 

ปริมาณกาซทั้งหมด (ลิตร/วัน) 

N = 23 

- 187.47 

(5.42) 

187.02 

(5.25) 

กาซมีเทน (เปอรเซ็นต) - 56.0 56.5 

อัตราการผลิตกาซมีเทน 

(ลิตร/กรัมซีโอดีที่ถูกกําจัด) 

- 0.31 0.31 

N คือ จํานวนขอมูล 

คาที่อยูในเคร่ืองหมายวงเล็บ คือ คาสวนเบ่ียงเบนมาตรฐาน 

- คือ ไมไดวิเคราะห 
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ตารางที่ ก.8 ผลการวิเคราะหตามการทดลองชุดที ่2 ที่ความเร็วไหลข้ึนคงที่เทากับ 4 ม./ชม.  

(ชญานิศา บญุปกครอง, 2553)   
   

ภาระบรรทุกสารอินทรีย 40 กก.ซีโอดี/ลบ.ม.-วัน   

พารามิเตอร (หนวย) 
คาเฉล่ีย 

น้ําเสีย 

ขาเขา 

คาเฉล่ียของ 

น้ําทิ้ง 

ถังปฏิกรณที่ 3 

คาเฉล่ียของ 

น้ําทิ้ง 

ถังปฏิกรณที่ 4 

ซีโอดี (มก./ล.) 

N = 9 

20,175 

(116.96) 

10,873 

(437.28) 

10,918 

(576.87) 

ประสิทธิภาพการบําบัด 

ซีโอดี (เปอรเซ็นต) 

N = 9 

- 60.9 

(1.48) 

61.10 

(1.55) 

พีเอช 

N = 9 

6.63 

(0.08) 

7.52 

(0.17) 

7.50 

(0.16) 

อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) 

N = 9 

31.0 

(0.60) 

31.5 

(0.55) 

31.5 

(0.55) 

สภาพดางทั้งหมด 

(มก./ล. แคลเซียมคารบอเนต) 

1,813 3,714 3,602 

กรดไขมันระเหย 

(มก./ล.กรดอะซิติก ) 

2,402 976 979 

อัตราสวนกรดไขมันระเหยตอ 

สภาพดางทั้งหมด 

1.33 0.26 0.27 

ปริมาณกาซทั้งหมด (ลิตร/วัน) 

N = 20 

- 188.36 

(7.49) 

187.55 

(7.35) 

กาซมีเทน (เปอรเซ็นต) - 51.3 51.0 

อัตราการผลิตกาซมีเทน 

(ลิตร/กรัมซีโอดีที่ถูกกําจัด) 

- 0.29 0.29 

N คือ จํานวนขอมูล 

คาที่อยูในเคร่ืองหมายวงเล็บ คือ คาสวนเบ่ียงเบนมาตรฐาน 

- คือ ไมไดวิเคราะห 
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ตารางที่ ก.9 ผลการวิเคราะหตามการทดลองชุดที ่1 ที่ภาระบรรทุกสารอินทรีย  

40 กก.ซีโอดี/ลบ.ม.-วัน  (ชญานิศา บุญปกครอง, 2553) 

 
ความเร็วไหลขึ้น 5 ม./ชม. 

พารามิเตอร (หนวย) 
คาเฉล่ีย 

น้ําเสีย 

ขาเขา 

คาเฉล่ียของ 

น้ําทิ้ง 

ถังปฏิกรณที่ 1 

คาเฉล่ียของ 

น้ําทิ้ง 

ถังปฏิกรณที่ 2 

ซีโอดี (มก./ล.) 

N = 11 

20,183 

(84.10) 

9,950 

(269) 

10,468 

(356.46) 

ประสิทธิภาพการบําบัด 

ซีโอดี (เปอรเซ็นต) 

N = 11 

- 63.7 

(1.34) 

63.1 

(1.81) 

พีเอช 

N = 11 

6.63 

(0.07) 

7.70 

(0.06) 

7.68 

(0.08) 

อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) 

N = 11 

31.0 

(0.32) 

31.3 

(0.25) 

31.4 

(0.18) 

สภาพดางทั้งหมด 

(มก./ล. แคลเซียมคารบอเนต) 

1,817 4,097 4,153 

กรดไขมันระเหย 

(มก./ล.กรดอะซิติก ) 

2,428 843 850 

อัตราสวนกรดไขมันระเหยตอ 

สภาพดางทั้งหมด 

1.34 0.20 0.21 

ปริมาณกาซทั้งหมด (ลิตร/วัน) 

N = 24 

- 210.85 

(9.29) 

211.22 

(9.10) 

กาซมีเทน (เปอรเซ็นต) - 52.8 52.0 

อัตราการผลิตกาซมีเทน 

(ลิตร/กรัมซีโอดีที่ถูกกําจัด) 

- 0.32 0.32 

N คือ จํานวนขอมูล 

คาที่อยูในเคร่ืองหมายวงเล็บ คือ คาสวนเบ่ียงเบนมาตรฐาน 

- คือ ไมไดวิเคราะห 
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ตารางที่ ก.10 ผลการวิเคราะหตามการทดลองชุดที ่2 ที่ภาระบรรทุกสารอินทรีย  

40 กก.ซีโอดี/ลบ.ม.-วัน  (ชญานิศา บุญปกครอง, 2553) 

 
ความเร็วไหลขึ้น 6 ม./ชม. 

พารามิเตอร (หนวย) 
คาเฉล่ีย 

น้ําเสีย 

ขาเขา 

คาเฉล่ียของ 

น้ําทิ้ง 

ถังปฏิกรณที่ 3 

คาเฉล่ียของ 

น้ําทิ้ง 

ถังปฏิกรณที่ 4 

ซีโอดี (มก./ล.) 

N = 11 

20,198 

(109.85) 

11,440 

(311.85) 

11,160 

(397.62) 

ประสิทธิภาพการบําบัด 

ซีโอดี (เปอรเซ็นต) 

N = 11 

- 58.4 

(1.43) 

59.8 

(1.67) 

พีเอช 

N = 11 

6.65 

(0.08) 

7.45 

(0.06) 

7.43 

(0.07) 

อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) 

N = 11 

30.9 

(0.37) 

31.4 

(0.29) 

31.5 

(0.29) 

สภาพดางทั้งหมด 

(มก./ล. แคลเซียมคารบอเนต) 

1,852 3,459 3,502 

กรดไขมันระเหย 

(มก./ล.กรดอะซิติก ) 

2,445 1,103 1,097 

อัตราสวนกรดไขมันระเหยตอ 

สภาพดางทั้งหมด 

1.32 0.32 0.31 

ปริมาณกาซทั้งหมด (ลิตร/วัน) 

N = 24 

- 206.94 

(2.45) 

206.48 

(2.46) 

กาซมีเทน (เปอรเซ็นต) - 50.8 50.5 

อัตราการผลิตกาซมีเทน 

(ลิตร/กรัมซีโอดีที่ถูกกําจัด) 

- 0.33 0.33 

N คือ จํานวนขอมูล 

คาที่อยูในเคร่ืองหมายวงเล็บ คือ คาสวนเบ่ียงเบนมาตรฐาน 

- คือ ไมไดวิเคราะห 
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ภาคผนวก ข 
การทดลองและการคํานวณ 
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1) การทดสอบความสามารถจําเพาะของเม็ดตะกอนจุลินทรีย  
(Specific Methanogenic Activity : SMA) (ชญานิศา บุญปกครอง, 2553) 
 การทดสอบความสามารถจําเพาะของเมด็ตะกอนจุลินทรีย มีวตัถุประสงคในการวัด

ปริมาณกาซมเีทนที่เกิดข้ึนจากกระบวนการหมักของจุลินทรียที่ตองการทดสอบ โดยทําการทดลอง

ในขวดไวอัลมวีิธีการทดลองดังนี ้

1. เตรียมเม็ดตะกอนที่ตองการทดสอบปริมาณ 10 มล. 

2. เติมสารอาหารที่ใชกรดอะซิติกเปนตัวแทนของคาซีโอดี 3,000 มก./ลิตร ผสมกับอาหารเสริม

สําหรับระบบบําบัดแบบไรอากาศ โดยปรับพีเอชใหอยูระดับที่เปนกลาง (6.8-7.0) โดยการเติมสาร

โซเดียมไบคารบอเนต (NaHCO3) 

3. ใสสารอาหารที่เตรียมไวในขอ 2. แลวตามดวยเม็ดตะกอนลงในขวดไวอัล 

4. ไลอากาศออกจากขวดโดยการใชกาซคารบอนไดออกไซด 30 เปอรเซ็นตและกาซไนโตรเจน 70 

เปอรเซ็นต จากน้ันปดฝาขวดดวยจุกยางและครอบดวยฝาอะลูมิเนียมจนแนนเพื่อปองกันการ

ร่ัวไหลของกาซที่จะเกิดข้ึน 

5. ทําการวัดปริมาตรกาซที่เกิดข้ึนที่ระยะเวลาตางๆ โดยวิธีการแทนทีน่้ํา 

6. นําไปหาเปอรเซ็นตสัดสวนของกาซมีเทนที่เกิดข้ึนดวยเคร่ืองกาซโครมาโตกราฟฟ (Gas 

Chromatograph,GC) 

7. นําเม็ดตะกอนภายหลังจากเสร็จส้ินการทดลองไปหาคาของแข็งแขวนลอยระเหยงาย (Volatile 

Suspended Solid,VSS)  

8. นําคาปริมาณกาซมีเทนทีเ่กิดข้ึนไปสรางกราฟความสัมพันธระหวางคาปริมาณกาซมีเทนสะสม

(มล.) กับเวลา (วัน) 

9. นําคาความชันกราฟสูงสุดไปคํานวณหาคาความสามารถจําเพาะเม็ดตะกอนจุลินทรียดังนี ้

 Specific Methanogenic Activity,SMA = 
Bt

CODgCH
x

4−  

 เมื่อ tCODgCH4−  คือ คาความชันกราฟในชวงสูงสุด 

 B  คือ ปริมาณจุลินทรียหลังเสร็จส้ินการทดลอง (กรัมวีเอสเอส) 

 

 

 

 

 

 



     

 

 

119 

ตัวอยางการคํานวณคาความสามารถจําเพาะเม็ดตะกอนจุลินทรีย 
 จากขอมูลการทดลองเอสเอมเอในชวงเร่ิมเดินระบบของถังปฏิกรณที ่1 ที่ความสูง 0.5 ม. 

y = 0.9x + 1

R2 = 0.8112

0

2

4

6

0 1 2 3 4 5 6

เวลา(วัน)

ปร
ิมา
ณก

าซ
มีเ
ทน

สะ
สม

(ม
ล.

)

 
ภาพที ่ข.1 แสดงความสัมพนัธระหวางปริมาณกาซมีเทนสะสม (มล.) กับ เวลา (วนั) 

 

จากกราฟภาพท่ีข.1จะไดชวงที่มีความชนัสูงสุดเทากับ 0.9 มล./วัน  

แตที่อุณหภูมิ 0 องศาเซลเซียส ความดัน 1 บรรยากาศ มีกาซมีเทนเทากับ 350 มล.ที่ 1 กรัมซีโอดี 

ดังนัน้ที่อุณหภูมิ 29 องศาเซลเซียส จะมีกาซมีเทนเทากับ 

2

22

1

11

T
VP

T
VP =  

      
29273

V2
273
350

+=  

ดังนัน้ V2 = 0.387 มล. 

จะได 
387
0.9 = 0.0023 กรัมซีโอดี-มีเทน/วัน 

จากการทดลองใชจุลินทรียประมาณ 0.0184 กรัมวีเอสเอส 

จาก SMA = 
Bt

CODgCH
x

4−  

ดังนัน้ SMA = 0.0023 (กรัมซีโอดี-มีเทน/วนั)/ 0.0184 กรัมวีเอสเอส 

        = 0.126 กรัมซีโอดี-มีเทน/กรัมวีเอสเอส-วัน  
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2) วิธีคํานวณเปอรเซ็นตกาซมีเทน (ชญานิศา บุญปกครอง, 2553) 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี ข.2 พื้นที่ใตกราฟของกาซมีเทนมาตรฐานและตัวอยางประกอบการคํานวณเปอรเซ็นตกาซมีเทน 

ตัวอยางการคํานวณเปอรเซ็นตกาซมีเทนทีภ่าระบรรทุกสารอินทรีย 40 กก.ซีโอดี/ลบ.ม.-วัน 

ถังที ่4 ที่ความเร็วไหลข้ึน 6 ม./ชม. 

เปอรเซ็นตกาซมีเทน = เปอรเซ็นตกาซมีเทนมาตรฐาน×พืน้ที่ใตกราฟของตัวอยาง 

    พื้นที่ใตกราฟของกาซมเีทนมาตรฐาน 

       =  98.0 %× 3449595     

                               6686500 

         =  50.50 %    มกีาซมเีทน 50.50 เปอรเซ็นต 

จากตัวอยางการคํานวณเปอรเซ็นตกาซมีเทนของถังปฏิกรณที่ภาระบรรทุกสารอินทรีย 10, 20, 30 

และ 40 กก.ซีโอดี/ลบ.ม.-วัน ที่ความเร็วไหลข้ึน 3, 4, 5 และ 6 ม./ชม.แสดงดังตารางที ่ข. 1 
 

ตารางที่ ข. 1 เปอรเซ็นตกาซมีเทนของถงัปฏิกรณที่ภาระบรรทุกสารอินทรีย 10, 20, 30 และ      

40 กก.ซีโอดี/ลบ.ม.-วัน ที่ความเร็วไหลข้ึน 3, 4, 5 และ 6 ม./ชม.(ชญานิศา บุญปกครอง, 2553) 

ถังปฏิกรณที่ 

ภาระบรรทุก

สารอินทรีย 

(กก.ซีโอดี/

ลบ.ม.-วัน) 

ความเร็วไหล

ขึ้น 

(ม./ชม.) 

กาซมีเทน

มาตรฐาน 

(เปอรเซ็นต) 

พื้นที่ใตกราฟ

ของตัวอยาง 

พื้นที่ใตกราฟ

มาตรฐาน 

กาซมีเทน 

(เปอรเซ็นต) 

1 10 3 98 3548738 6651508 52.3 

2 10 3 98 3563308 6651508 52.5 

3 10 4 98 3631556 6651508 53.5 

4 10 4 98 3651510 6651508 53.8 

1 20 3 98 3685478 6651508 54.3 

2 20 3 98 3665116 6651508 54.0 

พื้นที่ใตกราฟของกาซมีเทนมาตรฐาน 

พื้นที่ใตกราฟของตัวอยาง 
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ตารางที่ ข. 1 (ตอ) เปอรเซ็นตกาซมีเทนของถังปฏิกรณทีภ่าระบรรทุกสารอินทรีย 10, 20, 30  และ 

40 กก.ซีโอดี/ลบ.ม.-วัน ที่ความเร็วไหลข้ึน 3, 4, 5 และ 6 ม./ชม.  

ถังปฏิกรณที่ 

ภาระบรรทุก

สารอินทรีย 

(กก.ซีโอดี/

ลบ.ม.-วัน) 

ความเร็วไหล

ขึ้น 

(ม./ชม.) 

กาซมีเทน

มาตรฐาน 

(เปอรเซ็นต) 

พื้นที่ใตกราฟ

ของตัวอยาง 

พื้นที่ใตกราฟ

มาตรฐาน 

กาซมีเทน 

(เปอรเซ็นต) 

3 20 4 98 3664980 6651508 55.1 

4 20 4 98 3773716 6651508 55.6 

1 30 3 98 3779321 6686500 55.4 

2 30 3 98 3752688 6686500 55.0 

3 30 4 98 3828603 6686500 56.0 

4 30 4 98 3854972 6686500 56.5 

1 40 3 98 3363719 6686500 49.3 

2 40 3 98 3343277 6686500 49.0 

3 40 4 98 3500178 6686500 51.3 

4 40 4 98 3479790 6686500 51.0 

1 40 5 98 3602522 6686500 52.8 

2 40 5 98 3547931 6686500 52.0 

3 40 6 98 3466063 6686500 50.8 

4 40 6 98 3449595 6686500 50.5 
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3) การคํานวณอัตราการเกิดกาซมีเทนตอซีโอดีที่ถูกกําจัด  
(ชญานิศา บุญปกครอง, 2553) 
 

อัตราการเกิดกาซมีเทนตอซีโอดีที่ถูกกําจัด  = ปริมาณกาซมีเทนที่เกิดข้ึน/ปริมาณซโีอดีที่ถูกกาํจัด 

 

ปริมาณกาซมีเทนที่เกิดข้ึน  = ปริมาณกาซทั้งหมดที่เกดิข้ึน (ลิตร/วนั) x เปอรเซ็นตกาซมีเทน 

 

ปริมาณซีโอดีที่ถูกกําจัด      = คาซีโอดีน้าํเขาถัง (กรัมซีโอดี/วัน) – คาซีโอดีน้ําทิ้ง (กรัมซีโอดี/วนั) 

 
ตัวอยาง  ที่ภาระบรรทุกสารอินทรียเทากับ 10 กก.ซีโอดี/ลบ.ม.-วัน ความเรว็ไหลขึ้น      
3 และ 4 ม./ชม. 
ถังที่ 1 ความเร็วไหลข้ึน 3 ม./ชม. 

ปริมาณกาซทัง้หมดที่เกิดข้ึน                                        49.66 ลิตร /วัน 

เปอรเซ็นตกาซมีเทน                                                    52.30      % 

คาซีโอดีละลายไดของนํ้าที่เขาถังอีจีเอสบีตอวัน         (5.042)(34)        =   171.43 กรัมซีโอดี/วนั 

คาซีโอดีละลายไดของนํ้าทิ้งจากถังอีจีเอสบีตอวัน      (1.988)(34)        =   67.59 กรัมซีโอดี/วนั 

 

 ดังนั้น อัตราการเกิดกาซมีเทนตอซีโอดีที่ถูกกําจัด = (49.66)(0.523) / (171.43-67.59) 

                                                                       =   0.25 ลิตร/กรัมซีโอดีที่ถกูกําจัด 

 

จากตัวอยางการคํานวณอัตราการเกิดกาซมีเทนตอซีโอดีที่ถูกกาํจัดของถังปฏิกรณที่ภาระบรรทุก

สารอินทรีย 10, 20, 30 และ 40 กก.ซีโอดี/ลบ.ม.-วนั ที่ความเร็วไหลข้ึน 3, 4, 5 และ 6 ม./ชม.

แสดงดังตารางที ่ข. 2  
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ตารางที่ ข. 2 อัตราการเกิดกาซมีเทนตอซีโอดีที่ถูกกําจัดของถังปฏิกรณที่ภาระบรรทุกสารอินทรีย 

10, 20, 30 และ 40 กก.ซีโอดี/ลบ.ม.-วัน ที่ความเร็วไหลข้ึน 3, 4, 5 และ 6 ม./ชม. 

(ชญานิศา บุญปกครอง, 2553) 

ถังที่ 

ภาระ

บรรทุก

สารอินทรีย 

(กก.ซีโอดี/

ลบ.ม.-วัน) 

ความเร็ว

ไหลขึ้น 

(ม./ชม.) 

ปริมาณ

กาซ

ทั้งหมด 

(ลิตร/วัน) 

กาซมีเทน 

(เปอรเซ็นต) 

 

คาซีโอดี

ละลาย 

ไดของน้ําเขา 

(กรัมซีโอดี/ 

วัน) 

 

คาซีโอดี

ละลาย 

ไดของน้ําทิ้ง 

(กรัมซีโอดี/ 

วัน) 

อัตรา 

การเกิด 

กาซมีเทน 

(ลิตร/ 

กรัมซีโอดีที่ถูก

กําจัด 

1 10 3 49.66 52.3 171.43 67.59 0.25 

2 10 3 49.80 52.5 171.43 66.88 0.25 

3 10 4 54.00 53.5 172.24 60.79 0.26 

4 10 4 54.63 53.8 172.24 60.28 0.26 

1 20 3 116.82 54.3 342.96 123.11 0.29 

2 20 3 116.31 54.0 342.96 125.46 0.29 

3 20 4 130.79 55.1 342.38 109.00 0.31 

4 20 4 131.37 55.6 342.38 105.88 0.31 

1 30 3 165.90 55.4 514.08 197.40 0.29 

2 30 3 164.98 55.0 514.08 201.52 0.29 

3 30 4 187.47 56.0 513.00 175.44 0.31 

4 30 4 187.02 56.5 513.00 171.84 0.31 

1 40 3 163.85 49.3 682.82 385.80 0.27 

2 40 3 162.50 49.0 682.82 388.08 0.27 

3 40 4 188.36 51.3 685.95 369.68 0.29 

4 40 4 187.54 51.0 685.95 357.95 0.29 

1 40 5 210.85 52.8 685.68 338.30 0.32 

2 40 5 211.22 52.0 685.68 356.00 0.32 

3 40 6 206.94 50.8 686.73 376.00 0.32 

4 40 6 206.47 50.5 686.73 379.00 0.32 

 

  

 



     

 

 

124 

4) การคํานวณมีเทนยีลดทางทฤษฎี (ชญานิศา บุญปกครอง, 2553) 
กําหนด ลักษณะน้ําเสียประกอบดวยน้ําตาลเปนสวนใหญ ดังนัน้จากสมการของปฏิกิริยาทาง

ชีวภาพและตารางที่ ข.3  

สมการของปฏิกิริยาทางชีวภาพ (Stoichiometry of Biological Reactions) 

R = feRa + fsRcs – Rd 

ขณะท่ี   R = overall balanced reaction 

  fe = fraction of electron donor used for energy 

  Ra = half reaction for electron acceptor 

  fs = fraction of electron donor used for cell synthesis 

  Rcs = half reaction for synthesis of cell tissue 

  Rd = half reaction for electron donor 

   fs + fe  = 1   

ตารางที่ ข.3 คร่ึงปฏิกิริยาของระบบทางชีวภาพ (Metcalf & Eddy, 2003) 
Reaction 

number 

 

Half reaction 

     Go (W),b 

kJ per electron 

equivalent 

Reaction for bacteria cell synthesis (Rcs) 

 

1. 

Ammonia as nitrogen source: 

(1/5)CO2 + (1/20)HCO3
- + (1/20)NH4

+ + H+ + e- = (1/20)C5H7O2N + (9/20)H2O 

 

 

2. 

Nitrate as nitrogen source: 

(1/28)NO3
- + (5/28)CO2 + (29/28)H+ + e-           = (1/28)C5H7O2N + (11/28)H2O  

 

Reaction for electron acceptors (Ra) 

 

3. 

Nitrite: 

(1/3)NO2
- + (4/3)H+ + e-                                                      = (1/6)N2 + (2/3)H2O 

 

-93.23 

 

4. 

Oxygen: 

(1/4)O2 + H+ + e-                                                                       = (1/2)H2O
                                                                     

 

-78.14 

 

5. 

Nitrate: 

(1/5)NO3
- + (6/5)H+ + e-                                 = (1/10)N2 + (3/5)H2O 

 

-71.67 

 

6. 

Sulfite: 

(1/6)SO3
2- + (5/4)H+ + e-                                = (1/12)H2S + (1/12)HS- + (1/2)H2O          

 

13.60 

 

7. 

Sulfate: 

(1/8)SO4
2- + (19/16)H+ + e-                                                = (1/16)H2S + (1/16)HS- + (1/2)H2O              

 

21.27 
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ตารางที่ ข.3 คร่ึงปฏิกิริยาของระบบทางชีวภาพ (ตอ) 
Reaction 

number 

 

Half reaction 

     Go (W),b 

kJ per electron 

equivalent 

Reaction for electron donors (Rd) 

Organic donors (heterotrophic reactions) 

 

8. 

Carbon dioxide (methane fermentation) 

(1/8)CO2 + H+ + e-                                                           = (1/8)CH4 + (1/4)H2O
                                                    

 

24.11 

 

9. 

Domestic wastewater: 

(9/50)CO2 + (1/50)NH4
+ +(1/50)HCO3

- + H+ + e- = (1/50)C10H19O3N + (9/25)H2O 

 

31.80 

 

10. 

Protein: 

(8/33)CO2 + (2/33)NH4
+ + (31/33)H+ + e-            = (1/66)C16H24O5N4 + (27/66)H2O  

 

32.22 

 

11. 

Formate: 

(1/2)HCO3
- + H+ + e-                                                                = (1/2)HCOO- + (1/2)H2O 

 

48.07 

 

12. 

Glucose: 

(1/4)CO2 + H+ + e-                                                                         = (1/24)C6H12O6 + (1/4)H2O
                                       

 

41.96 

 

13. 

Carbohydrate: 

(1/4)CO2 + H+ + e-                                              = (1/4)CH2O + (1/4)H2O 

 

41.84 

 

14. 

Methanol: 

(1/6)CO2 + H+ + e-                                              = (1/6)CH3OH + (1/6)H2O 

 

37.51 

 

15. 

Pyruvate: 

(1/5)CO2 + (1/10)HCO3
-  + H+ + e-                      = (1/10)CH3COCOO- + (2/5)H2O                

 

35.78 

 

16. 

Ethanol: 

(1/6)CO2 + H+ + e-                                              = (1/12)CH3CH2OH + (1/4)H2O                  

 

31.79 

 

17. 

Propionate: 

(1/7)CO2+ (1/14)HCO3
-  + H+ + e-                       = (1/14)CH3CH2COO- + (5/14)H2O             

 

27.91 

 

18. 

Acetate: 

(1/8)CO2 + (1/8)HCO3
-  + H+ + e-                          = (1/8)CH3COO- + (3/8)H2O                       

 

27.68 

 

19. 

Grease: 

(4/23)CO2 + H+ + e-                                           = (1/46)C8H16O+ (15/46)H2O          

 

27.61 
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Rd : (1/24)C6H12O6 + (1/4)H2O                      (1/24)C6H12O6 + (1/4)H2O 

Ra : (1/8)CH4 + (1/4)H2O  (1/8)CO2 + H+ + e-                                                      

Rc : (1/20)C5H7O2N + (9/20)H2O                 (1/5)CO2 + (1/20)HCO3
- + (1/20)NH4

+ + H+ + e-   

และ R = Rd – feRa - fsRc 

ตารางที่ ข.4 ตารางการคํานวณมีเทนยีลด 

 

จากคาตารางการคํานวณในแถว R 

ทําให                 mol C6H12O6  / 0.0417    =   mol CH4  / 0.1175 

                          g (C6H12O6) / (180)(0.0417) = l of methane / 22.4 (0.1175)         (ที่ STP) 

                           1.07 g COD / (180)(0.0417) = l of methane / 22.4 (0.1175)       (ที่ STP) 

                          l of methane / g COD = 0.37  l/g COD removed                         (ที่ STP) 

                          หรือ 0.40 l/g COD removed                                                ที่ อุณหภูมิหอง                          

 
 

 

 

 

รายละเอียด C6H12O6 CO2 CH4 e- 

Rd 0.0417 0.25 - 1 

Ra - 0.125 -0.0125 1 

– feRa - -(1-fs) 0.125 (1-fs) 0.125 -(1-fs) 

Rc - 0.2 - 1 

- fsRc - -0.2fs - -fs 

R = Rd – feRa - fsRc 0.0417 0.125 – 

0.075fs 

0.125 – 

0.125fs 

0 

เมื่อแทนคา  fs = 0.06 

และเทียบกับ 1 โมลของ  C6H12O6 

1 2.89 2.82 0 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 

 นางสาวศีตลา จันทรเทศ เกิดเม่ือวันที่ 9 เดือนเมษายน พ.ศ.2526 ที่จังหวัดเพชรบุรี 

สําเร็จการศึกษาระดับปริญญาวิทยาศาสตรบัณฑิต ภาควิชาเทคโนโลยีชีวภาพ คณะวิทยาศาสตร

และเทคโนโลยี มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร ในปการศึกษา 2548 และเขาศึกษาตอในหลักสูตร

วิศวกรรมศาสตรมหาบัณฑิต ภาควิชาวิศวกรรมส่ิงแวดลอม คณะวิศวกรรมศาตร จุฬาลงกรณ

มหาวิทยาลัย เมื่อป พ.ศ.2549 

 การเผยแพรวิทยานิพนธ 

ศีตลา จันทรเทศ และ ชวลิต รัตนธรรมสกุล. บทบาทของความเร็วไหลข้ึนตอความ 

หลากหลายของประชากรจุลินทรียในระบบอีจีเอสบีโดยใชเทคนิคพีซีอาร-ดีจีจีอี (Effect of upflow 

liquid velocity on microbial diversity in an EGSB reactor by PCR-DGGE technique). 

เอกสารประกอบการประชุมวิชาการดานพลังงานแหงชาติ. คร้ังที่ 1. 18-19   กุมภาพันธ 2553     
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