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ธารเพชร เจริญวุฒิพงศ์ : จลนพลศาสตร์และกลุ่มประชากรของกลุ่มแอมโมเนียออกซิไดซ่ิง และไนไตรท์ออกซิไดซ่ิงในน ้า
กร่อยที่การเปลี่ยนแปลงความเข้มข้นแอมโมเนียสูงและต่้า (Kinetics and communities of ammonia-oxidizing and 
nitrite-oxidizing microorganisms in brackish water under the change of high and low ammonia 
concentrations.) อ.ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์หลัก: ผศ. ดร. เบญจพร สุวรรณศิลป์, อ.ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์ร่วม: รศ. ดร. 
ตะวัน ลิมปิยากร{, 199 หน้า. 

งานวิจัยชิ นนี มุ่งศึกษาผลของจลนพลศาสตร์และการเปลี่ยนแปลงกลุ่มประชากรที่เกิดจากการเปลี่ยนความเข้มข้นของ
แอมโมเนียที่ใช้ในการเพาะเลี ยงจุลินทรีย์ที่น้ามาใช้ในการก้าจัดแอมโมเนีย และไนไตรท์ในระบบเพาะเลี ยงสัตว์น ้า โดยงานวิจัยนี ได้แบ่ง
การทดลองออกเป็น 2 ช่วง ในช่วงแรก ได้ท้าการเพาะเลี ยงจุลินทรีย์ใน 2 ถังปฏิกรณ์ขนาด 10 ลิตร แบบทีละเทที่แอมโมเนียความ
เข้มข้นแตกต่างกัน โดยที่ถังปฏิกรณ์ A เลี ยงด้วยความเข้มข้นแอมโมเนีย 50 mg-N/l ในขณะที่ถังปฏิกรณ์ B เลี ยงด้วยความเข้มข้น
แอมโมเนีย 1 mg-N/l โดยท้าการเลี ยงในน ้าเค็มสังเคราะห์ที่มีค่าความเค็มประมาณ 15 ppt ท้าการวิเคราะห์ค่าแอมโมเนีย ไนไตรท์ 
และไนเตรท เพื่อดูประสิทธิภาพการบ้าบัดแอมโมเนีย และไนไตรท์และท้าการวิเคราะห์ค่าพารามิเตอร์ทางจลนพลศาสตร์ ซ่ึงได้แก่ ค่า
อัตราการใช้แอมโมเนีย หรือไนไตรท์จ้าเพาะสูงสุด (qmax) และค่า Half saturation constant (KS) ของจุลินทรีย์กลุ่มแอมโมเนียออกซิ
ไดซ่ิง (AOM) และ จุลินทรีย์กลุ่มไนไตรท์ออกซิไดซ่ิง (NOB) รวมทั งใช้เทคนิค Fluorescence in situ hybridization (FISH) เพื่อ
วิเคราะห์กลุ่มประชากรจุลินทรีย์ภายในระบบ โดยที่ถังปฏิกรณ์ A (50 mg-N/l) กลุ่ม AOM มีค่า qmax เท่ากับ 0.128 ±  0.018 mg-
N/mgMLVSS.hr และมีค่า KS เท่ากับ 8.79 ± 3.82 mg-N/l ในขณะที่ถังปฏิกรณ์ B กลุ่ม AOM มีค่า qmax และ KS เท่ากับ 0.0089 ± 
0.0007 mg-N/mgMLVSS.hr และ 1.19 ± 0.47 mg-N/l ในขณะที่ผลการศึกษากลุ่มประชากรด้วยเทคนิค FISH พบว่า ถังปฏิกรณ์ A 
(50 mg-N/l) พ บ ก ลุ่ ม  AOM ช นิ ด  Nitrosomonas europaea ซ่ึ ง เ ป็ น ตั ว แ ท น ก ลุ่ ม  Low affinity to ammonia อ ยู่ ร่ ว มกั บ
ชนิด  Nitrosomonas oligotropha ซ่ึงเป็นตัวแทนกลุ่ม High affinity to ammonia ในขณะที่ถังปฏิกรณ์ B (1 mg-N/l) พบเฉพาะ
ชนิด Nitrosomonas oligotropha เท่านั น ในส่วนของกลุ่ม NOB ในถังปฏิกรณ์ A (50 mg-N/l) ค่า qmax และค่า KS มีค่าเท่ากับ 
0.045 ± 0.0048 mg-N/mgMLVSS.hr และ 2.57 ± 1.00 mg-N/l ตามล้าดับ ในขณะที่ถังปฏิกรณ์ B (1 mg-N/l)   ค่า qmax และค่า 
KS มีค่าเท่ากับ 0.0086 ± 0.0009 mg-N/mgMLVSS.hr และ 1.34 ± 0.80 mg-N/l ตามล้าดับ โดยที่จุลินทรีย์จากทั ง 2 ถังปฏิกรณ์
สามารถก้าจัดแอมโมเนีย และไนไตรท์ได้เกือบทั งหมดภายใน 1 วัน ส้าหรับการทดลองช่วงที่  2 ได้ท้าการสลับความเข้มข้นของ
แอมโมเนียที่ใช้ในการเพาะเลี ยงในถังปฏิกรณ์ A จาก 50 mg-N/l เป็น 1 mg-N/l และในถังปฏิกรณ์ B จาก 1 mg-N/l เป็น 50 mg-N/l 
และท้าการทดลองทางจลนพลศาสตร์ในวันที่ 6, 20, 47 และ 95 ภายหลังจากสลับความเข้มข้นและด้าเนินการทดลองคล้ายคลึงกับการ
ทดลองช่วงที่ 1  ซ่ึงจากค่าพารามิเตอร์ทางจลนพลศาสตร์ของกลุ่ม AOM พบว่า ในถังปฏิกรณ์ A (1 mg-N/l) ค่า qmax  และค่า KS ทั ง 4 
ครั งลดลงอย่างชัดเจน ในขณะที่ถังปฏิกรณ์ B (50 mg-N/l) ค่า qmax มีค่าเพิ่มขึ นจากการทดลองที่ 1 ตลอดทั ง 4 ครั งในขณะที่ค่า KS 
ไม่เปลี่ยนแปลงไปจากการทดลองช่วงที่  1 มากนัก โดยที่ผลจากเทคนิค FISH พบว่าภายในถังปฏิกรณ์ A (1 mg-N/l) กลุ่ม AOM ชนิด 
Nitrosomonas europaea ลดลงจากช่วงการทดลองที่  1 อย่างชัดเจน ในขณะที่ถังปฏิกรณ์ B (50 mg-N/l) ยังคงไม่พบ ชนิด 
Nitrosomonas europaea ภายในระบบ โดยที่ทั ง 2 ถังปฏิกรณ์ยังคงพบ AOM ชนิด  Nitrosomonas oligotropha lineage  อย่างไร
ก็ดีอาจมีความเป็นไปได้ว่าจะมีจุลินทรีย์ AOM สกุลอื่นๆ ด้วย แต่ไม่ได้ท้าการวิเคราะห์ด้วย probe FISH ในงานวิจัยชิ นนี  ส่วนกลุ่ม 
NOB ในถังปฏิกรณ์ A (1 mg-N/l) ค่า qmax ลดลงจากการทดลองช่วงที่ 1 ในขณะที่ค่า KS ไม่มีการเปลี่ยนแปลงอย่างชัดเจน ในขณะที่
ถังปฏิกรณ์ B (50 mg-N/l) ค่า qmax มีค่าเพิ่มขึ นเมื่อเปรียบเทียบกับการทดลองที่ 1 ในขณะที่ค่า KS ไม่มีการเปลี่ยนแปลงอย่างชัดเจน 
โดยที่ประสิทธิภาพการบ้าบัด แอมโมเนียและไนไตรท์ของทั ง 2 ถังปฏิกรณ์ยังคงมีประสิทธิภาพไม่ต่างจากการทดลองช่วงที่ 1  

 

 

ภาควิชา วิศวกรรมสิ่งแวดล้อม 

สาขาวิชา วิศวกรรมสิ่งแวดล้อม 

ปีการศึกษา 2558 
 

ลายมือชื่อนิสิต   
 

ลายมือชื่อ อ.ที่ปรึกษาหลัก   
 
ลายมือชื่อ อ.ที่ปรึกษาร่วม   
   

 

 



 จ 

 

 

บทคั ดย่อ ภาษาอังกฤษ 
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TARNPETCH CHAROANWOODTIPONG: Kinetics and communities of ammonia-oxidizing and nitrite-oxidizing 
microorganisms in brackish water under the change of high and low ammonia concentrations.. ADVISOR: ASST. 
PROF. BENJAPORN SUWANNASILP, CO-ADVISOR: ASSOC. PROF. TAWAN LIMPIYAKORN {, 199 pp. 

This study investigated the changes in kinetics and microbial communities of the microbial enrichments for 
treating ammonia and nitrite in aquaculture systems caused by the changes of feeding ammonia concentrations. The study 
was divided into two experiments. For the first experiment, ammonia-oxidizing microorganism (AOM) and nitrite-oxidizing 
bacteria (NOB) were enriched in two 10-liter batch reactors with different feeding ammonia concentrations, 50 mg-N/l for 
Reactor A and 1 mg-N/l for Reactor B in which the salinity of both reactors were controlled at approximately 15 ppt. The 
kinetic characteristics, maximum specific substrate utilization (qmax) and half saturation constant for substrate (KS), of AOM and 
NOB from both reactors were investigated. Microbial communities in the systems were monitored by Fluorescence in situ 
hybridization (FISH) technique. Ammonia and nitrite treatment efficiencies in both reactors were also monitored. In Reactor A 
(50 mg-N/l), the qmax of the AOM was 0.128 ± 0.018 mg-N/mgMLVSS.hr whereas KS was 8.79 ± 3.82 mg-N/l . For Reactor B (1 
mg-N/l), the qmax was 0.0089 ± 0.0007 mg-N/mgMVSS.hr whereas KS was 1.19 ± 0.47 mg-N/l. The AOM community analysis by 
FISH technique revealed that in Reactor A (50 mg-N/l), the AOM species, Nitrosomonas europaea, which represents the low 
affinity to ammonia AOM group was found along with the Nitrosomonas oligotropha lineage, which represents  the  high 
affinity to ammonia AOM group. On the other hand, in Reactor B (1 mg-N/l), only the Nitrosomonas oligotropha lineage was 
observed. For the NOB in Reactor A (50 mg-N/l), the qmax  and Ks were 0.045 ± 0.0048 mg-N/mgMLVSS.hr and 2.57 ± 1.00 mg-
N/l, respectively, whereas in Reactor B (1 mg-N/l), the qmax  and Ks were 0.0086 ± 0.0009  mg-N/mgMLVSS.hr and 1.34 ± 0.80 
mg-N/l, respectively. The microorganisms in both reactors removed ammonia and nitrite in the system effectively within 1 
day. For the second experiment, the feeding ammonia concentrations of both reactors were switched. The ammonia 
concentration fed into Reactor A was changed from 50 mg-N/l to 1 mg-N/l whereas the ammonia concentration fed into 
Reactor B was changed from 1 mg-N/l to 50 mg-N/l. The kinetic experiments were carried out on the 6th, 20th, 47th and 95th 
day after the changes of ammonia concentrations. Experimental procedure of the second experiment was identical as in the 
first experiment. For the kinetics of AOM in Reactor A (1 mg-N/l), the qmax and KS values decreased from the first experiment 
in all kinetic experiments. For Reactor B (50 mg-N/l), the qmax of the AOM increased from the first experiment whereas the KS 
did not significantly change from the first experiment. The results of microbial community analysis by FISH revealed that in 
Reactor A (1 mg-N/l), the AOM species, Nitrosomonas europaea, decreased from the first experiment whereas the 
Nitrosomonas oligotropha lineage could still be found in both reactors. Nevertheless, other AOM genera could also be present 
in these systems but they were not investigate by FISH probes in this study. For the kinetic characteristics of NOB, for Reactor 
A (1 mg-N/l), the qmax decreased from the first experiment while KS did not significantly change. For Reactor B (50 mg-N/l), the 
qmax increased from the first experiment whereas no significant change in KS was observed. Ammonia and nitrite were still 
effectively removed in both reactors similar to before the changes in feeding ammonia concentrations.                        
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วิทยานิพนธ์ฉบับนี ส้าเร็จลุล่วงได้ด้วยความอนุเคราะห์จากบุคลากรหลายท่าน ผู้วิจัยจึงขอกราบ
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จารย์ ดร. ตะวัน ลิมปิยากร อาจารย์ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์ร่วม ท่ีให้ค้าปรึกษาแนะแนวทางในการด้าเนินงานวิจัย 
และ แก้ไขสิ่งบกพร่องมาตลอดระยะการท้างานวิจัย ซึ่งมีส่วนส้าคัญมากในการท้าให้งานวิจันชิ นนี ส้าเร็จลุล่วงไป
ได้ด้วยดี 

ผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร.ศรันย์ เตชะเสน ท่ีกรุณาเป็นประธานในการสอบวิทยานิพนธ์ ตลอดจน 
ผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร.ชัยพร ภู่ประเสริฐ  รองศาสตราจารย์ ดร. ชวลิต รัตนธรรมสกุล และ ดร. สรวิศ เผ่า
ทองศุข ที่ได้มาเป็นกรรมการ ให้ค้าปรึกษาชี แนะ จนวิทยานิพนธ์นี ส้าเร็จลุล่วงไปได้ด้วยดี รวมทั ง ดร. ภริณดา 
ทยานุกูล ท่ีได้ให้ค้าปรึกษาเกี่ยวกับเทคนิค Fluorescence in situ hybridization (FISH) เป็นอย่างดี 

คณาจารย์ภาควิชาวิศวกรรมสิ่งแวดล้อม คณะวิศวกรรมศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัยทุกท่านท่ี
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วิทยาลัย  และ ศูนย์เช่ียวชาญเฉพาะทางด้านเทคโนโลยีชีวภาพทางทะเล ที่ให้ความอนุเคราะห์และอ้านวยความ
สะดวกในการใช้วัสดุอุปกรณ์ในการทดลอง 

ขอขอบคุณเจ้าหน้าที่ปฎิบัติการศูนย์เครื่องมือกลางคณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 
และศูนย์เครื่องมือวิจัยวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีจุฬาลงกรณม์หาวิทยาลยั (STREC) ที่ได้ให้ความอนุเคราะห์ใน
การใช้เครื่องมือเพื่อใช้ในการวิเคราะห์ผล Fluorescence in situ hybridization (FISH) 

ขอขอบคุณ นางสาว พิมพ์ศิริ หีบแก้ว และ นางสาว ดลหทัย สรวมศิริ ที่ได้ให้ความช่วยเหลือในการ
ท้างานเก็บข้อมูลงานวิจัยชิ นนี เป็นอย่างดี  

ขอขอบคุณโครงการพัฒนามหาวิทยาลัยวิจัยแห่งชาติประจ้าปี 2557 ส้านักงานคณะกรรมการ
อุดมศึกษา (WCU-014-PW-57) ที่ได้ให้การสนับสนุนเงินทุนวิจัยจนงานวิจัยส้าเร็จลุล่วงไปด้วยดี 

ขอขอบคุณ พี่ๆ น้องๆ และเพื่อนๆ ทุกคนที่ได้ให้ก้าลังใจ และช่วยเหลือรวมถึงคอยให้ค้าปรึกษา 
ตลอดช่วงการท้างานวิจัยท่ีผ่านมา 
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บทที่ 1 

บทน า  

1.1 ที่มาและความส าคัญ 

 อุตสาหกรรมเพาะเลี ยงสัตว์น ้าถือเป็นอุตสาหกรรมที่ส้าคัญชนิดหนึ่งในประเทศไทย ใน
ปัจจุบันมีการเพาะเลี ยงและขยายพันธุ์สัตว์น ้าต่างๆ เพ่ือเป็นสินค้าภายในประเทศ และ สินค้าส่งออก 
ทั งอุตสาหกรรมเพาะเลี ยงสัตว์น ้าจืด และ น ้าเค็ม อาทิ ปลาน ้าจืด ปลาน ้าเค็ม รวมทั ง อุตสาหกรรม
เพาะเลี ยงกุ้ง ซึ่งเป็นหนึ่งในอุตสาหกรรมที่ท้ารายได้หลักให้กับประเทศ (กรมประมง, 2553) 
 อย่างไรก็ดีในการด้าเนินการเพาะเลี ยงสัตว์น ้า เช่น กุ้งต่างๆ อาจมีปัญหาทางสภาพแวดล้อม
ของการเลี ยงดูต่างๆ ที่อาจก่อให้เกิดปัญหาในการควบคุมการเลี ยงซึ่งเกิดจากตัวสัตว์น ้าเอง อันได้แก่ 
การสะสมของสารเคมีบางประเภทในระบบ เช่น แอมโมเนีย และ ไนไตรท์ ในระบบ ซึ่งหากสาร
เหล่านี มีปริมาณท่ีมากเกินไปในระบบจะส่งผลกระทบต่อสัตว์น ้า ซึ่งอาจส่งผลให้ผลผลิตที่ได้มีคุณภาพ
ต่้าลงหรืออาจเกิดการสูญเสียสัตว์น ้าเหล่านี ในระบบ ดังนั นจึงได้มีความพยายามศึกษาหาแนวทาง
ต่างๆ ในการป้องกันและแก้ไขปัญหาเหล่านี  
 แนวทางการแก้ปัญหาหนึ่งที่ถูกน้ามาใช้อย่างแพร่หลายคือ การน้าหัวเชื อจุลินทรีย์ที่มี
ความสามารถในการบ้าบัด แอมโมเนีย และ ไนไตรท์ในระบบ มาเพ่ือใช้แก้ปัญหาการสะสมแอมโมเนีย 
และ ไนไตรท์ในระบบ ซึ่งโดยทั่วไปหัวเชื อที่ถูกน้ามาใช้มักเป็นหัวเชื อที่เลี ยงภายใต้สภาวะแวดล้อมที่มี
ความเข้มข้นของแอมโมเนียค่อนข้างสูง โดยอาจอยู่ในช่วงระหว่างความเข้มข้นของแอมโมเนียเกิน 20 
mg-N/l ขึ นไป อย่างไรก็ดีบ่อเลี ยงเพาะสัตว์น ้าส่วนมากมักมีแอมโมเนียปนเปื้อนอยู่ในปริมาณที่ไม่สูง
มากนัก ท้าให้การน้าหัวเชื อที่ได้จากสภาวะแวดล้อมที่มีแอมโมเนียสูงอาจใช้ไม่ได้ผลมากเท่าที่ควร  
เนื่องจากปัจจัยทางจลนพลศาสตร์ที่อาจไม่เอื ออ้านวยให้เชื อเหล่านี เจริญเติบโตและท้างานได้เต็ม
ประสิทธิภาพ 
 จากงานวิจัยที่ผ่านมาสามารถสรุปได้ว่าเมื่อน้าจุลินทรีย์จากสิ่งแวดล้อมที่มีสภาวะแบบหนึ่ง 
มาเพาะเลี ยงในความเข้มข้นของแอมโมเนียต่้า กลุ่มประชากรของจุลินทรีย์จะมีแนวโน้มเปลี่ยนแปลง
ไปทางกลุ่ม High ammonia affinity และเมื่อถูกเพาะเลี ยงในระบบที่มีความเข้มข้นของแอมโมเนีย
สูง กลุ่มประชากรของจุลินทรีย์ก็จะมีแนวโน้มเปลี่ยนแปลงไปยังกลุ่ม Low ammonia affinity หรือ
อีกนัยหนึ่ง กลุ่มประชากรจุลินทรีย์ในระบบจะมีแนวโน้มเปลี่ยนแปลงและปรับตัวให้เหมาะสมกับ
ระบบเสมอ เช่นเดียวกับจุลินทรีย์กลุ่มไนไตรท์ออกซิไดซิ่ง 
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 อย่างไรก็ตามสืบเนื่องจากประเด็นดังกล่าว ณ ปัจจุบัน ยังไม่มีงานวิจัยที่ยืนยันชัดเจนถึง 
สมมติฐานข้างต้นเกี่ยวกับการน้าหัวเชื อจุลินทรีย์กลุ่มแอมโมเนียออกซิไดซิ่งที่เลี ยงด้วยความเข้มข้น
แอมโมเนียสูงมาใช้งานที่ความเข้มข้นของแอมโมเนียต่้า หรือในทางกลับกันหากน้าเชื อจาก
สภาพแวดล้อมความเข้มข้นต่้ามาบ้าบัดในสภาวะแวดล้อมที่มีความเข้มข้นที่สูง ผลที่ได้จะเป็นเช่นใด
และจะมีการเปลี่ยนแปลงกลุ่มประชากรจุลินทรีย์กลุ่มแอมโมเนียออกซิไดซิ่งและจุลินทรีย์กลุ่มไน
ไตรท์ออกซิไดซิ่งเป็นอย่างไร ซึ่งประเด็นดังกล่าว จึงเป็นที่มาของงานวิจัยชิ นนี  
 งานวิจัยชิ นนี มุ่งเน้นที่จะศึกษาการเปลี่ยนแปลงของจลนพลศาสตร์ และกลุ่มประชากรของทั ง
กลุ่มจุลินทรีย์แอมโมเนียออกซิไดซิ่ง และจุลินทรีย์กลุ่มไนไตรท์ออกซิไดซิ่งเมื่อถูกน้ามาเลี ยงต่างจาก
สภาพแวดล้อมเดิมที่เชื อเหล่านั นเคยอาศัยอยู่ โดยท้าการเริ่มเลี ยงจุลินทรีย์กลุ่มแอมโมเนียออกซิไดซิ่ง 
และจุลินทรีย์กลุ่มไนไตรท์ออกซิไดซิ่งจากความเข้มข้นของแอมโมเนีย 1 mg-N/l และ 50 mg-N/l 
จากนั นเมื่อระบบคงที่แล้วจึงท้าการสลับความเข้มข้นของทั ง 2 ถัง โดยจะท้าการวัดพารามิเตอร์ทาง
จลนพลศาสตร์ ได้แก่ อัตราการใช้ Substrate สูงสุด (qmax) , และค่า Half saturation constant 
(KS) และการตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงของกลุ่มประชากรจะท้าได้โดยใช้เทคนิค fluorescence in 
situ hybridization(FISH) เป็นเครื่องมือในการตรวจสอบ รวมทั งประสิทธิภาพในการบ้าบัด
แอมโมเนีย และ ไนไตรท์ของทั ง 2 ถังปฏิกรณ ์
 
1.2 วัตถุประสงค์ของงานวิจัย 

1. เพ่ือศึกษาการเปลี่ยนแปลงทางจลนพลศาสตร์ของจุลินทรีย์กลุ่มแอมโมเนียออกซิไดซิ่งและ

จุลินทรีย์กลุ่มไนไตรท์ออกซิไดซิ่งเมื่อความเข้มข้นแอมโมเนียเปลี่ยนแปลงจากความเข้มข้นสูง 

(50 mg-N/l) ไปความเข้มข้นต่้า (1 mg-N/l) และจากความเข้มข้นต่้า (1 mg-N/l) ไปความ

เข้มข้นสูง (50 mg-N/l) 

2. เพ่ือศึกษาการเปลี่ยนแปลงกลุ่มประชากรของจุลินทรีย์กลุ่มแอมโมเนียออกซิไดซิ่งและ

จุลินทรีย์กลุ่มไนไตรท์ออกซิไดซิ่งเมื่อความเข้มข้นแอมโมเนียเปลี่ยนแปลงจากความเข้มข้นสูง 

(50 mg-N/l) ไปความเข้มข้นต่้า (1 mg-N/l) และจากความเข้มข้นต่้า (1 mg-N/l) ไปความ

เขม้ข้นสูง (50 mg-N/l) 
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1.3 ขอบเขตงานวิจัย 

1. ศึกษาและวิจัยที่ห้องปฏิบัติการ ภาควิชาวิศวกรรมสิ่งแวดล้อม คณะวิศวกรรมศาสตร์  
จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 

2. ด้าเนินการทดลองโดยการน้าหัวเชื อจุลินทรีย์บนตัวกลางพลาสติก (BCN 012-KLL) ที่ผ่าน
การบ่มโดยใช้หัวเชื อเริ่มต้นจากบ่อเลี ยงกุ้งที่มีความเข้มข้นของ แอมโมเนียแตกต่างกัน (ธนสิ
ตา โชติอนนต์, 2556) มาท้าการเพาะเลี ยงในระบบถังปฏิกรณ์ทั งหมดแบบแบทช์จ้านวน 2 
ถังที่มีความเข้มข้นแอมโมเนียเริ่มต้น 1 mg-N/l และ 50 mg-N/l ตามล้าดับโดยที่ปริมาตร
แต่ละถังคือ 10 ลิตร โดยใช้ตัวกลางพลาสติก BCN-012 KLL เป็นตัวกลางช่วยยึดเกาะเซลล์
แบคทีเรียในระบบ โดยใส่ตัวกลางปริมาตร 5 ลิตรลงไปในถังปฏิกรณ์แต่ละถัง  

3. ท้าการสลับความเข้มข้นของถังปฏิกรณ์ทั ง 2 ถังเพ่ือดูการเปลี่ยนแปลงกลุ่มประชากร
จุลินทรีย์  

4. ใช้น้้ำเสียสังเครำะห์เป็นอำหำรเลี้ยงเชื้อซึ่งประกอบด้วยแอมโมเนียและแร่ธำตุที่จ้ำเป็น  โดย
ควบคุมค่ำควำมเค็มที่ 15 part per thousand (ppt) 

5. ท้ำกำรศกึษำควำมแตกต่ำงของจลนพลศำสตร์ของแอมโมเนียออกซิเดชัน และ ไนไตรท์ออกซิ
เดชั่ น  และท้ ำกำรวิ เครำะห์ค่ ำ  Half-saturation constant (KS), Maximum specific 
substrate utilization (qmax) ของแต่ละถังปฏิกรณ์ และเมื่อทั้ง 2 ถังปฏิกรณ์สลับค่ำควำม
เข้มข้น 

6. ศึกษำปริมำณของจุลินทรีย์กลุ่มแอมโมเนียออกซิไดซิ่ง และ จุลินทรีย์กลุ่มไนไตรท์ออกซิไดซิ่ง 
โดยใช้เทคนิค Fluorescence In Situ Hybridization (FISH) 

 

1.4 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

1)  เข้ำใจจลนพลศำสตร์ของปฏิกิริยำทำงชีวภำพทั่วไปในระบบที่มีจุลชีพหลำยชนิดที่ท้ำงำน
คล้ำยคลึงกันได้ดีมำกขึ้นรวมทั้งเข้ำใจกำรเปลี่ยนแปลงลักษณะกลุ่มประชำกรของจุลินทรีย์
มำกยิ่งขึ้นเมื่อสิ่งแวดล้อมเปลี่ยนแปลงและใช้ข้อมูลเหล่ำนี้ช่วยในกำรตัดสินใจคัดเลือกหัวเชื้อ
มำใช้ในระบบบ้ำบัดน้้ำเสียต่ำงๆ ได้อย่ำงเหมำะสม 
2)  เพ่ือน้ำข้อมูลที่ได้มำทั้งหมดมำท้ำกำรปรับปรุงกำรออกแบบระบบบ้ำบัดน้้ำเสียที่เกิดจำก
ของเสียของสัตว์น้้ำ โดยเฉพำะอย่ำงยิ่ง แอมโมเนีย และ ไนไตรท์ 
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บทที่ 2 

เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

2.1 วัฏจักรไนโตรเจนในธรรมชาติ (Canfield และคณะ, 2005) 
 ไนโตรเจนถือเป็นธาตุที่จ้าเป็นต่อสิ่งมีชีวิตทั่วไปในโลก เนื่องจากไนโตรเจนถือเป็น
องค์ประกอบส้าคัญ ซึ่งในธรรมชาติไนโตรเจนสามารถอยู่หลายรูปแบบ โดยสามารถแบ่งออกเป็น 2 
กลุ่มใหญ่ คือ Inorganic Nitrogen ได้แก่ แอมโมเนีย (NH4

+) , ไนไตรท์ (NO2
-), ไนเตรท (NO3

-) ก๊าซ
ไนโตรเจน (N2) เป็นต้น ในขณะที่สารประกอบไนโตรเจนอีกกลุ่มหนึ่ง คือ Organic Nitrogen เช่น 
กรดอะมิโน (Amino acid) ซึ่งเป็นองค์ประกอบส้าคัญของโปรตีนชนิดต่างๆ และเป็นส่วนประกอบ
ส้าคัญในร่างกายของสิ่งมีชีวิต, กรดยูริค (Uric acid) และ ยูเรีย(NH2CONH2) ซึ่งเป็นของเสียที่เกิด
จากกระบวนการเผาผลาญ และขับถ่ายจากร่างกายของสิ่งมีชีวิตต่างๆ 

สารประกอบแอมโมเนีย (NH4
+) สามารถถูกออกซิไดซ์เป็น ไนไตรท์ (NO2

-) และ ไนเตรท 
(NO3

-) โดยกระบวนการไนตริฟิเคชั่น (Nitrification) ในขณะเดียวกันไนเตรทสามารถถูกเปลี่ยนไปอยู่
ในรูปของ Organic Nitrogen ด้วยกระบวนการ Assimilatory  reduction หรืออาจถูก reduced 
กลับไปอยู่ในรูปของ ไนโตรเจนที่มีค่าออกซิเดชั่น (Oxidation state) ที่ต่้ากว่า เช่น N2 , NH2OH, 
N2O เป็นต้น วัฎจักรไนโตรเจน และกระบวนการการเปลี่ยนรูปต่างๆ ของไนโตรเจนสามารถสรุปได้ดัง
รูปที่ 2.1 

 
รูปที่ 2.1 วัฏจักรไนโตรเจนในธรรมชาติ (Canfield และคณะ, 2005) 
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จากวัฏจักรไนโตรเจน ไนโตรเจนในรูปของแอมโมเนีย (NH4
+) ถือเป็นสารเคมีที่มีผลกระทบ

ต่อสิ่งมีชีวิตในแหล่งน ้าเป็นอย่างมาก เนื่องจากแอมโมเนียมีความเป็นพิษต่อสิ่งมีชีวิตต่างๆ ในแหล่ง
น ้า ซึ่งแอมโมเนียเหล่านี ส่วนมากเกิดขึ นจากกระบวนการขับถ่ายของสัตว์น ้า หรืออีกนัยหนึ่งคือ 
ไนโตรเจนในรูปของ Organic Nitrogen ถูกเปลี่ยนไปอยู่ในรูปของ แอมโมเนียแล้วถูกขับออกมาดังรูป
ที่ 2.1 โดยที่ความเป็นพิษของแอมโมเนีย และ รวมถึง Inorganic Nitrogen อ่ืนๆ เช่น ไนไตรท์ และ 
ไนเตรท จะถูกกล่าวถึงในหัวข้อถัดไป 

 
2.2 กระบวนการไนตริฟิเคชั่น (Nitrification) 
 กระบวนการไนตริฟิเคชั่น เป็นกระบวนการก้าจัดแอมโมเนียในระบบบ้าบัดน ้าเสียทั่วไป 
เนื่องจากตัวแอมโมเนียนั นมีความเป็นพิษต่อสัตว์น ้า จึงมีความจ้าเป็นที่จะต้องมีการก้าจัดแอมโมเนีย
ก่อนปล่อยสู่แหล่งน ้า 
 เนื่องจากแอมโมเนียนั นมีสถานะออกซิเดชั่นที่ต่้า (Oxidation State) จึงใช้วิธีการลดความ
เป็นพิษของแอมโมเนียด้วยการออกซิไดซ์ ซึ่งการออกซิไดซ์แอมโมเนียนั นจะถูกแบ่งออกเป็น 2 
ขั นตอนย่อยดังต่อไปนี  

1. กระบวนการแอมโมเนียออกซิเดชั่น (Ammonia oxidation) 

2. กระบวนการไนไตรท์ออกซิเดชั่น (Nitrite oxidation) 

โดยปฏิกิริยาโดยรวมของกระบวนการไนตริฟิเคชั่นสามารถเขียนออกมาเป็นสมการทางเคมี
โดยรวมได้ดังสมการที่ 2.1 (Metcalf and Eddy และคณะ, 2014) 
NH4(HCO3) + 0.982Na(HCO3) + 0.0991CO2 + 1.8675O2  → 0.01982C5H7O2N +

0.9852NaNO3 + 2.9232H2O + 1.9852CO2    (2.1)  
 
2.2.1. กระบวนการแอมโมเนียออกซิเดชั่น (Metcalf and Eddy และคณะ, 2014) 
 กระบวนการแอมโมเนียออกซิเดชั่นเป็นกระบวนการเปลี่ยนแอมโมเนีย (NH4

+) ให้กลายเป็น
ไนไตรท์ (NO2

-) โดยมีกลุ่มจุลินทรีย์แอมโมเนียออกซิไดซิ่ง อันได้แก่ แอมโมเนียออกซิไดซิ่งแบคทีเรีย
(Ammonia-oxidizing bacteria) และ แอมโมเนียออกซิ ไดซิ่ งอาร์ เคีย  (Ammonia-oxidizing 
archaea)  เป็นตัวที่ท้าให้ปฏิกิริยานี เกิดขึ น ซึ่งแบคทีเรียเหล่านี เป็นแบคทีเรียกลุ่มคีโมออโต้โทรป 
(Chemoautotroph)  
 จุลินทรีย์กลุ่มนี ใช้แอมโมเนียเป็นตัวให้อิเล็คตรอน (electron donor) และใช้ออกซิเจนเป็น
ตัวรับอิเล็คตรอน (electron acceptor) ซึ่งปฏิกิริยาดังกล่าวสามารถแสดงเป็นสมการเคมีได้ดัง
สมการที่ 2.2  
                                NH4

+ + 1.5O2  →  NO2
− + 2H+ + H2O          (2.2) 
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กระบวนการแอมโมเนียออกซิเดชั่นสามารถเรียกได้อีกชื่อหนึ่งว่า กระบวนการสร้างไนไตรท์ 
(Nitritation)  
 
2.2.2 กระบวนการไนไตรท์ออกซิเดชั่น (Metcalf and Eddy และคณะ, 2014) 
 กระบวนการไนไตรท์ออกซิเดชั่นเป็นกระบวนการต่อเนื่องจากกระบวนการแอมโมเนียออกซิ
เดชั่นโดยจะท้าการเปลี่ยน ไนไตรท์ (NO2

-) ให้กลายเป็นไนเตรท (NO3
-) โดยมีจุลินทรีย์กลุ่มไนไตรท์

ออกซิไดซิ่ง (Nitrite-oxidizing microorganisms) เป็นตัวที่ท้าให้ปฏิกิริยานี เกิดขึ น ซึ่งแบคทีเรีย
เหล่านี เป็นแบคทีเรียกลุ่มคีโมออโต้โทรป (Chemoautotroph) เช่นกัน 
 แบคทีเรียกุล่มนี ใช้ไนไตรท์เป็นตัวให้อิเล็คตรอน (electron donor) และออกซิเจนเป็น
ตัวรับอิเล็คตรอน (electron acceptor) ซึ่งปฏิกิริยาดังกล่าวสามารถแสดงเป็นสมการเคมีได้ดัง
สมการที่ 2.3 
                                   2NO2

− + O2  → NO3
−          (2.3) 

กระบวนการไนไตรท์ออกซิ เดชั่นสามารถเรียกได้ อีกชื่ อหนึ่ งว่า กระบวนการสร้างไน เตรท 
(Nitratation) 
 
2.3 กลุ่มสิ่งมีชีวิตที่เกี่ยวข้องในกระบวนการไนตริฟิเคชั่น 

 สิ่งมีชีวิตที่มีความเก่ียวข้องในกระบวนการไนตริฟิเคชั่น ประกอบไปด้วยกลุ่มสิ่งมีชีวิต 3 ชนิด
ได้แก่ 

1. แอมโมเนียออกซิไดซิ่งแบคทีเรีย (Ammonia-oxidizing bacteria) 
2. แอมโมเนียออกซิไดซิ่งอาร์เคีย (Ammonia-oxidizing archaea)  
3. จุลินทรีย์กลุ่มไนไตรท์ออกซิไดซิ่ง (Nitrite-oxidizing bacteria) 

2.3.1 แอมโมเนียออกซิไดซิ่งแบคทีเรีย (Ammonia-Oxidizing Bacteria) (AOB) (Prosser, 2006) 

แอมโมเนียออกซิไดซิ่งแบคทีเรีย เป็นแบคทีเรียชนิด Autotroph ซึ่งใช้สารอนินทรีย์เป็น
แหล่งพลังงาน ซึ่งมาจากการออกซิไดซ์แอมโมเนียให้กลายเป็นไนไตรท์ โดยแอมโมเนียออกซิไดซิ่ง
แบคที เรียนั นมีมากมายหลายชนิดในธรรมชาติ  ซึ่ งชนิดที่พบได้ ในแหล่ งน ้ าทั่ ว ไป ได้แก่  
Nitrosomonas oligotropha , Nitrosospira , Nitrosomonas europaea และในระบบบ้าบัดน ้า
เ สี ย ทั่ ว ไ ป ได้ แ ก่  Nitrosomonas europaea , Nitrosomonas oligotropha , Nitrosomonas 
eutropha ซึ่งโดยทั่วไปแล้ว แอมโมเนียออกซิไดซิ่งแบคทีเรียมีค่าคงที่ต่างๆทางจลนพลศาสตร์เป็นไป
ดังตารางที่ 2.1  
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ตารางที่ 2.1 ค่าพารามิเตอร์ของแอมโมเนียออกซิไดซิ่งทั่วไปที่พบตามระบบบ้าบัดน ้าเสีย 

เอกสารอ้างอิง µmax 

(hr-1) 
Ks 

(mg-N/l) 
KO 

(mg-
O2/l) 

Yield Decay 
(hr-1) 

Jubany และคณะ (2008) 0.05 - - 0.18 0.008 

Park และ Bae (2009) 0.046 51.3 - - - 
Munz และคณะ (2011) 0.038 - - 0.18 0.01 

Terada และคณะ (2013) 0.018 3.47 0.10 - 0.01 

Ciudad และคณะ (2006) - 0.3 0.99 - - 
Kaelin และคณะ (2009) 0.033 0.14 0.8 0.18 0.006 

Metcalf and Eddy และคณะ 
(2014) 

0.013-
0.042 

0.3-0.7 - - 0.007 

 
2.3.1.1 ปัจจัยด้านความเข้มข้นของแอมโมเนียที่ส่งผลต่อการแปรผันกลุ่มประชากรของแอมโมเนีย
ออกซิไดซิ่งแบคทีเรีย 

ปัจจัยในด้านความเข้มข้นของแอมโมเนียจะส่งผลโดยตรงต่อกลุ่มประชากรภายในระบบ ซึ่ง
จะส่งผลต่อจลนพลศาสตร์ของปฏิกิริยาแอมโมเนียออกซิเดชั่นอย่างชัดเจน ซึ่งมีงานวิจัยหลายชิ นได้
ท้าการตรวจวัดกลุ่มประชากรของแอมโมเนียออกซิไดซิ่งแบคทีเรีย ทั งจากตัวอย่างน ้าเสียจากระบบ
บ้าบัดต่างๆ รวมถึงการน้าเชื อมาเพาะเลี ยงแล้วน้ามาตรวจวัดจ้านวนประชากร 

จากงานวิจัยของ Jime'nez และคณะ (2012) ได้ท้าการตรวจวัดกลุ่มประชากร AOB จาก
ระบบบ้าบัดน ้าเสียซึ่งมีความเข้มข้นของแอมโมเนียต่้า (0-12 mg-N/L) โดยพบกลุ่ม AOB ชนิด 
Nitrosomonas oligotropha อยู่เป็นจ้านวนมาก ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ Limpiyakorn และ
คณะ (2011) ที่ได้ท้าการตรวจวัดกลุ่มประชากร AOB จากระบบบ้าบัดน ้าเสียที่มีความเข้มข้นของ
แอมโมเนียขาเข้าแตกต่างกัน ซึ่งผลที่ได้นั นพบว่า จะพบชนิด Nitrosomonas oligotropha เป็น
จ้านวนมากในระบบที่มีความเข้มข้นของแอมโมเนียต่้า (ต่้ากว่า 70 mg-N/L) ในขณะที่ระบบบ้าบัด
แห่งเดียวที่พบว่ามีจ้านวนประชากรของ Nitrosomonas europaea อยู่เป็นจ้านวนมากคือระบบที่มี
ความเข้มข้นของแอมโมเนียสูง (422.3 mg-N/L) ในขณะที่งานวิจัยของ Wang และคณะ (2010) ก็
พบ Nitrosomonas oligotropha เป็นจ้านวนมากเช่นกันในระบบที่มีความเข้มข้นของแอมโมเนียต่้า
กว่า 70 mgN-NH4

+/L และพบ Nitrosomonas europaea เป็นส่วนน้อย 
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ในงานวิจัยของ Whang และคณะ (2009) ได้ท้าการตรวจวัดกลุ่มประชากรของแบคทีเรีย
กลุ่ม AOB จากน ้าเสียของฟาร์มสุกร ซึ่งผลที่ได้พบว่าประชากรส่วนใหญ่เป็นชนิด Nitrosomonas 
europaea ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยข้างต้นเนื่องจากความเข้มข้นของแอมโมเนียนั นอยู่ในเกณฑ์ที่สูง 
(215 mg-N/L) แต่ก็ยังพบ Nitrosomonas oligotropha อยู่บ้าง 

นอกจากนี ในงานวิจัยของ Almstrand และคณะ (2011) ซึ่งได้ท้าการตรวจวัดกลุ่มประชากร 
AOB ที่ความเข้มข้นราว 8-9 mg-N/L พบประชากรชนิด Nitrosomonas oligotropha มากกว่าร้อย
ละ 72 จากจ้านวนประชากรทั งหมด อย่างไรก็ดีเมื่อความเข้มข้นของแอมโมเนียเพ่ิมสูงขึ น แนวโน้ม
ของประชากรชนิด Nitrosomonas europaea ก็มีแนวโน้มที่จะเพ่ิมมากขึ นเช่นกัน  

จากงานวิจัยดังกล่าวเราจึงพอที่จะสรุปได้ว่า Nitrosomonas europaea มักพบในระบบที่มี
ความเข้มข้นของแอมโมเนียสูง ในขณะที่ Nitrosomonas oligotropha จะพบในระบบที่มีความ
เข้มข้นของแอมโมเนียค่อนข้างต่้า  

 
2.3.1.2 ปัจจัยด้านความเค็มที่ส่งผลต่อการผันแปรกลุ่มประชากรของแอมโมเนียออกซิไดซิ่งแบคทีเรีย 

จากงานวิจัยของ Wu และคณะ (2013) ได้ท้าการศึกษากลุ่มประชากรของ Ammonia-
oxidizing bacteria และ Ammonia-oxidizing archaea ในโรงงานบ้าบัดน ้าเสียชุมชนเมื่อมีการ
แปรผันของค่าความเค็มพบว่า เมื่อค่าความเค็มมีค่าประมาณ 4.83 practical salinity unit (psu) ซ่ึง
เ ป็ น ค่ า ที่ ค่ อ น ข้ า ง สู ง  Ammonia-oxidizing bacteria ช นิ ด  Nitrosomonas marina แ ล ะ 
Ammonia-oxidizing archaea กลุ่ม Thaumarcheota 1.1a (marina group) ถูกพบเป็นจ้านวน
มาก ในขณะที่สูง Ammonia-oxidizing bacteria ชนิด Nitrosomonas ureae และ Ammonia-
oxidizing archaea กลุ่ม Thaumarcheota 1.1a (soil group) จะถูกพบเป็นจ้านวนมากเมื่อค่า
ความเค็มลดต่้าลงเหลือ 1.93 psu 

ในขณะที่งานวิจัยของ Sudarno และคณะ (2011) ได้ท้าการตรวจสอบกลุ่มประชากร 
Ammonia-oxidizer ที่มีค่าความเค็มโดยรวมของระบบอยู่ระหว่าง 0.5-9% ของเกลือ โดยน ้าหนักต่อ
ปริมาตร (ประมาณ 5-90 ppt) พบว่า ประชากรส่วนใหญ่เป็นกลุ่ม Nitrosomonas  

โดยรายละเอียดความแตกต่างทางจลนพลศาสตร์ของระบบที่มี Nitrosomonas europaea 
อยู่เป็นจ้านวนมาก กับ ระบบที่มี Nitrosomonas oligotropha อยู่เป็นจ้านวนมากสามารถแสดงได้
ดังตารางที่ 2.2 
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ตารางที่ 2.2 ค่าพารามิเตอร์เปรียบเทียบทางจลนพลศาสตร์ของแบคทีเรียในระบบที่มีแบคทีเรียชนิด 
Nitrosomonas europaea เป็นกลุ่มหลักกับระบบที่มีแบคทีเรียชนิด Nitrosomonas oligotropha 
เป็นกลุ่มหลัก 

เอกสารอ้างอิง µmax (hr-1) 
(N.europaea) 

µmax (hr-1) 
(N.oligotropha) 

Ks (mg/l) 
(N.europaea) 

Ks (mg/l) 
(N.oligotropha) 

Wang และคณะ 
(2010) 

0.088 - 0.42-0.58 0.027-0.059 

Limpiyakorn และ
คณะ (2011) 

0.063-0.138 0.014-0.025 12.3-27.4 0.4-1.1 

Wijffels และคณะ 
(1995) 

0.054 - 0.198 - 

Taylor และ 
Bottomley (2006) 

- - 0.2-0.32 0.03-0.07 

Rongsayamanont 
และคณะ (2010) 

- - 0.279-1.06 - 

Whang และคณะ 
(2009) 

- - 37 - 

Siripong และ 
Rittmann (2007) 

0.088 - - - 

 

2.3.1.3 ปัจจัยด้านความเข้มข้นของแอมโมเนียที่มีผลต่อการยับยั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย 

จากงานวิจัยของ Tora และคณะ (2010) ได้ท้าการศึกษาผลของความเข้มข้นแอมโมเนียที่ท้า
ให้เกิดการยับยั งการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย AOB ทั งในสภาวะที่มีการจ้ากัด Inorganic carbon  
และไม่จ้ากัด พบว่าในสภาวะที่ไม่จ้ากัด Inorganic carbon ที่ความเข้มข้นของแอมโมเนียรวม (Total 
Ammonium Nitrogen-TAN) ประมาณ 100 mg/l อัตราการใช้ออกซิเจนของแบคทีเรียเริ่มมีค่า
ลดลงซึ่งจะลดลงไปมากกว่าร้อยละ20 เมื่อความเข้มข้นของ TAN อยู่ที่ราว 550 mg/l ดังรูปที่ 2.2 
โดยการทดลองนี ได้ท้าการทดลองท่ีค่า pH เท่ากับ 8.3 
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รูปที่ 2. 2 กราฟความสัมพันธ์ระหว่างอัตราการใช้ออกซิเจนจ้าเพาะต่ออัตราการใช้ออกซิเจนจ้าเพาะ

สูงสุด (SOUR/SOURMAX) กับ ค่าแอมโมเนียอิสระ (FA) และ แอมโมเนียทั งหมด (TAN)  
(Tora และคณะ, 2010) 

ทางด้านงานวิจัยของ Park และ Bae (2009) ได้ท้าการศึกษาผลกระทบของแอมโมเนียที่มี
ผลต่อการยับยั งการเจริญเติบโตของ AOB จากสลัดจ์ 3 ตัวอย่างโดยท้าการศึกษาที่ pH เท่ากับ  7 
และ 8  พบว่าที่ pH 7 แอมโมเนียแทบจะไม่ส่งผลต่อการยับยั งการเจริญเติบโตของแบคทีเรียในทุก
ตัวอย่าง ในขณะที่ pH เท่ากับ 8 จะเริ่มเห็นการยับยั งที่ความเข้มข้นของแอมโมเนีย ประมาณ 50 
mg/l ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ Tora และคณะ (2010) 

 
2.3.1.4 ปัจจัยด้านความเข้มข้นของออกซิเจนละลายน้้า (DO) ที่ส่งผลต่ออัตราการใช้ substrate 
และอัตราการเจริญเติบโตของแอมโมเนียออกซิไดซิ่งแบคทีเรีย 

จากงานวิจัยของ Uemoto และคณะ (2000) ซึ่งได้ท้าการศึกษาปัจจัยในด้านความเข้มข้น
ของออกซิเจนละลายน ้าที่มีผลต่ออัตราการใช้ substrate ของแอมโมเนียออกซิไดซิ่งแบคทีเรียชนิด 
N.europaea ที่ความเข้มข้น 3.84, 7.56, 9.63, 15.54 และ 29.95 mgO2/l พบว่าที่ความเข้มข้นของ
ออกซิเจนละลายน ้า 3.84, 7.56, 9.63 mgO2/l ความเข้มข้นของแอมโมเนียลดลงจาก 100 mg/l 
เหลือน้อยกว่า 5 mg/l ภายในเวลา 24 ชั่วโมง ในขณะที่ที่ความเข้มข้นของออกซิเจนละลายน ้า 15.54 
และ 29.95 mgO2/l ความเข้มข้นของแอมโมเนียลดลงอย่างต่อเนื่องใน 12 ชั่วโมงแรกหลังจากนั นจึง
หยุดนิ่ง ซึ่งประสิทธิภาพของการบ้าบัดแอมโมเนียมีแนวโน้มที่จะลดลงเมื่อความเข้มข้นของออกซิเจน
ละลายน ้ามีค่าสูงขึ น เนื่องจากเมื่อความเข้มข้นของออกซิเจนสูงขึ น  อัตราการยับยั งการท้างานของ
แอมโมเนียออกซิไดซิ่งแบคทีเรียย่อมมีค่าสูงขึ น ดังรูปที่ 2.3 



 

 

11 

 
รปูที่ 2.3 เปรียบเทียบอัตราการลดลงของแอมโมเนียเทียบกับเวลา  

เมื่อค่าความเข้มข้นการละลายออกซิเจนเปลี่ยนไป (Uemoto และคณะ, 2000) 
 

ทางด้านงานวิจัยของ Park และ Noguera (2004) ได้ท้าการวัดอัตราการเจริญเติบโตของ
แบคทีเรียกลุ่มที่อาศัยอยู่ในภาวะออกซิเจนต่้า (Low-DO enrichment) และแบคทีเรียที่อาศัยอยู่ใน
ภาวะออกซิเจนสูง (High-DO enrichment) โดยที่แบคทีเรียกลุ่มแรกจะมีอัตราการเจริญเติบโตสูงสุด
ที่ DO ความเข้มข้นประมาณ 2 mg/l และ แบคทีเรียกลุ่มที่สองมีอัตราการเจริญเติบโตสูงสุดที่  DO 
ความเข้มข้นประมาณ 4.5 mg/l อย่างไรก็ดีเมื่ออัตราการเจริญเติบโตของแบคทีเรียทั งสองชนิดสูงขึ น
ถึงจุดสูงสุด หากค่า DO ยังคงเพ่ิมสูงขึ นอัตราการเจริญเติบโตของแบคทีเรียของทั งสองชนิดก็มี
แนวโน้มที่จะมีค่าลดลง โดยในงานวิจัยนี พบแบคทีเรียชนิด N.europaea เป็นจ้านวนมากใน
แบคทีเรียประเภทที่อาศัยอยู่ในภาวะความเข้มข้นของ DO ต่้า และพบบ้างในกลุ่มแบคทีเรียที่อยู่ใน
ภาวะความเข้มข้น DO สูง 

ในงานวิจัยของ Terada และคณะ (2013) พบว่าอัตราการออกซิไดซ์แอมโมเนียจะเกิดขึ น
สูงสุดที่ความเข้มข้นของ DO  4 mg/l ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ Park และ Noguera (2004) 
อย่างไรก็ดีในการทดลองนี ไม่ได้ท้าการทดลองที่ความเข้มข้นของ DO สูงกว่า 4 mg/l ท้าให้ไม่เห็นช่วง
ที่อัตราการออกซิไดซ์แอมโมเนียลดลงเมื่อความเข้มข้นของ DO สูงขึ นเหมือนกับงานวิจัยดังที่กล่าวไว้
ข้างต้น 
2.3.1.5 ปัจจัยของค่าความเค็มที่ส่งผลกระทบต่ออัตราการใช้ substrate ของ Ammonia-oxidizing 
bacteria 

จากงานวิจัยของ Cortés-Lorenzo และคณะ (2015) ได้ท้าการศึกษาผลกระทบต่อค่าความ
เค็มต่ออัตราการเกิด Nitrification โดยใช้ NaCl ที่ความเข้มข้น 0, 3.7, 24.1 และ 44.1 g/l (ppt) 
พบว่าที่ความเข้มข้นของเกลือ NaCl ที่ 24.1 g/l แอมโมเนียที่ออกจากถังปฏิกรณ์มีค่าเพ่ิมขึ นใน
ขณะที่ไนเตรทมีค่าลดลง ซึ่งแสดงให้เห็นว่าอัตราการเกิด Nitrification มีค่าลดลงอย่างเห็นได้ชัด 
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2.3.1.6 ปัจจัยของ pH ที่ส่งผลกระทบต่ออัตราการใช้ substrate ของ Ammonia-oxidizing 
bacteria 

จากงานวิจัยของ Park และ Bae (2009) ยังพบอีกว่า เมื่อท้าการทดลองวัดค่าอัตราส่วน 
activity/maximum activity (q/q max)  ที่ pH 7 และ 8 พบว่า ที่ pH เท่ากับ 8 อัตราส่วน q/qmax 
จะเริ่มลดลง ที่ความเข้มข้นของแอมโมเนียราว 50 mg/l  และจะลดลงอย่างต่อเนื่องเมื่อแอมโฒมเนีย
เพ่ิมสูงขึ นส่งผลให้เกิดการยับยั งการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย ในขณะที่ pH เท่ากับ 7 แทบจะไม่
แสดงถึงการลดลงของ  q/qmax  หลังจากที่ ค่า q/qmax  ขึ นสู่จุดสูงสุด เช่นเดียวกับงานวิจัยของ 
Jime'nez และคณะ (2012) ซึ่งได้ท้าการศึกษาทดลองหาค่าอัตราการใช้ออกซิเจนสูงสุด (OUR MAX) 
ที่ pH แตกต่างกันพบว่าที่ pH 7.53 และ 7.81 ให้ค่า OUR MAX สูงที่สุด 

จากงานวิจัยที่ผ่านมาท้าให้สรุปได้ว่าที่ pH ประมาณ 7 จะไม่ส่งผลกระทบต่อการยับยั งการ
เจริญเติบโตของแบคทีเรียกลุ่ม AOB 
2.3.1.7 การวิเคราะห์ Phylogenetic tree ของกลุ่ม Ammonia-Oxidizing Bacteria  

การวิเคราะห์โดยใช้แผนภูมิ Phylogenetic (Phylogenetic tree) ช่วยให้ทราบถึงที่มา และ
บรรพบุรุษของสิ่งมีชีวิตแต่ละชนิด รวมถึงวิวัฒนาการของแต่ละชนิดที่แตกแขนงออกมาจากบรรพ
บุรุษของตัวเอง 

โดยทั่วไป Ammonia-Oxidizing Bacteria สามารถแบ่งออกได้เป็น 2 กลุ่มย่อย ได้แก่  
1. Beta-proteobacteria  

2. Gamma-proteobacteria  

ซึ่งโดยทั่วไป Ammonia-Oxidizing Bacteria มักอยู่ในกลุ่มแรกเป็นหลัก ซึ่งในการวิเคราะห์ 
Phylogenetic tree สามารถแบ่งการจ้าแนกได้ออกเป็น 2 ประเภท ได้แก่ 

1. การจ้าแนกตาม amoA gene 

2. การจ้าแนกตาม 16S rRNA gene 

ส้าหรับการจ้าแนก Ammonia-Oxidizing Bacteria โดยการจ้าแนกด้วย amoA gene ชนิด 
Nitrosomonas europaea จัดอยู่ใน Cluster 7 ในขณะที่ Nitrosomonas oiligotropha จัดอยู่ใน 
Cluster 6a ซึ่งทั งสองชนิดจัดอยู่ในกลุ่ม Nitrosomonas cluster ดังแสดงในรูปที่ 2.4 

ในขณะที่การจ้ าแนกด้วย 16S rRNA gene แบคที เรียทั ง  2 กลุ่ มจัดอยู่ ใน cluster 
“Nitrosomonas” ซึ่งในcluster นี จะถูกแบ่งออกเป็นอีก 6 กลุ่มย่อย ซึ่ง N.europaea จัดอยู่ในกลุ่ม
เดียวกันกับพวก N.eutropha, N.halophila ส่วน N.oligotropha ถูกจ้าแนกออกเป็นกลุ่มย่อยกลุ่ม
เดี่ยว ดังรูปที่ 2.5 
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รูปที่ 2.4 Phylogenetic tree ของ βproteobacterial amoA gene (Cao และคณะ, 2011) 
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รูปที่ 2.5 Phylogenetic tree แบ่งตาม 16S rRNA (Ma และคณะ, 2008) 

 
2.3.2 แอมโมเนียออกซิไดซิ่งอาร์เคีย (Ammonia-Oxidizing Archea) (Prosser, 2006) 

อาร์เคียจัดเป็นสิ่งมีชีวิตโบราณชนิดหนึ่ง ที่สามารถอาศัยอยู่ในสภาพสิ่งแวดล้อมที่รุนแรงที่
แบคทีเรียโดยทั่วไปไม่สามารถอาศัยอยู่ได้ แต่ก็มีบางกลุ่มที่อาศัยอยู่ในสภาพแวดล้อมปกติ เช่นกัน 
ตัวอย่างเช่น Ammonia Oxidizing Archea (AOA) 

Ammonia-Oxidizing Archea (AOA) ถูกค้นพบไม่นาน เนื่องจากมีการตรวจพบ ยีนส์  
archaea ammonia monooxygenase (amo) ซึ่ ง บ ร ร จุ ร หั ส พั น ธุ ก ร ร ม อยู่ บ น  ammonia 
monooxygenase (AMO) ซึ่งเป็นเอนไซม์ที่ใช้ในการบ่งบอกถึงจุลชีพที่สามารถออกซิไดซ์แอมโมเนีย
ได ้

จากงานวิจัยของ Limpiyakorn และคณะ (2011) ได้ท้าการตรวจสอบกลุ่มประชากรของ 
AOA เทียบกับกลุ่มประชากร AOB พบว่า กลุ่มประชากร AOA สามารถพบได้ในน ้าเสียของระบบ
บ้าบัดน ้าเสียชุมชนที่มีความเข้มข้นของแอมโมเนียขาเข้าและขาออกต่้า (5.6-11.0 mg-N/l และ 0.2-
3.0 mg-N/l ตามล้าดับ) นอกจากนี ในงานวิจัยชิ นนี ยังได้พบว่ากลุ่ม AOA ชนิด Candidatus- 
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Nitrosopumilus martinimus จะถูกยับยั งการเจริญเติบโตที่ความเข้มข้นของแอมโมเนีย 28 mg-
N/l รวมทั ง activity ของชนิดนี ก็ถูกยับยั งที่ความเข้มข้น 43.1 mg-N/l นอกจากนี ในงานวิจัยชิ นนี ยัง
ได้มีการรายงานค่า KS ซึ่ งมีค่าประมาณ 3.91 µM (0.05 mg-N/l) และมีค่าสัมประสิทธิ์ การ
เจริญเติบโตสูงสุด (µmax) อยู่ในช่วง 0.006-0.138 hr-1  

ในงานวิจัยของ Yamada และคณะ (2013) ได้ท้าการตรวจสอบกลุ่มประชากรของ AOA 
เปรียบเทียบกับ AOB ในกองหมักปุ๋ย (Composting pile) ซึ่งมีความเข้มข้นของแอมโมเนียค่อนข้าง
สูง (>500 mg-N/kg) ซึ่งจากผลงานวิจัยนั นแทบจะไม่พบกลุ่มสิ่งมีชีวิต AOA อยู่เลย ซึ่งสอดคล้องกับ
งานวิจัยของ Limpiyakorn และคณะ (2011) 

นอกจากนี ในงานวิจัยของ Cao และคณะ (2011) ได้ท้าการศึกษากลุ่มประชากร AOA 
เปรียบเทียบกับกลุ่มประชากร AOB ในป่าชายเลน (mangrove) ซึ่งมีความเข้มข้นของแอมโมเนียอยู่
ในช่วง 55.2 – 344.8 µM (0.78 – 4.8 mg-N/l) พบว่า จ้านวนประชากรของ AOA มีปริมาณที่
มากกว่า AOB ในทุกที่และทุกช่วงเวลาโดยที่อัตราส่วนระหว่าง AOA/AOB อยู่ระหว่าง 1.8-6.3  

จากงานวิจัยข้างต้นที่ได้กล่าวมาท้าให้เป็นที่สรุปได้ว่า Ammonia-Oxidizing archaea 
(AOA) สามารถพบได้เป็นจ้านวนมากในสิ่งแวดล้อมที่มีความเข้มข้นของแอมโมเนียที่ต่้ามาก ซึ่งจาก
รายงานดังกล่าวนี ท้าให้เป็นที่เชื่อกันว่า AOA น่าจะเป็นกลุ่มสิ่งมีชีวิตที่มีบทบาทส้าคัญในการก้าจัด
แอมโมเนียในพื นที่ที่มีความปนเปื้อนต่้า โดยเฉพาะอย่างยิ่งในระบบบ้าบัดน ้าเสียชุมชน ซึ่งมีความ
เข้มข้นของแอมโมเนียต่้า อย่างไรก็ดี Ammonia-Oxidizing Archea เป็นกลุ่มสิ่งมีชีวิตที่พ่ึงมีการ
ค้นพบและยังต้องมีการศึกษาอีกมากเพ่ือรวบรวมข้อมูล ทั งทางด้านจลนพลศาสตร์ และ การกระจาย
ตัวในสิ่งแวดล้อมต่าง ๆ 
2.3.3 จุลินทรีย์กลุ่มไนไตรท์ออกซิไดซิ่ง (Nitrite-Oxidizing bacteria) (NOB) 

จุลินทรีย์กลุ่มไนไตรท์ออกซิไดซิ่งเป็นจุลินทรีย์ชนิด Chemoautotroph ซึ่งใช้สารอนินทรีย์
เป็นแหล่งคาร์บอนหลักเพ่ือใช้ในการสร้างเซลล์ ในระบบบ้าบัดน ้าเสีย แบคทีเรียจ้าพวกนี จะใช้ CO2 
ที่ละลายอยู่ในน ้าในรูปของ HCO3

-/CO3
2- เป็นแหล่งคาร์บอนหลัก จุลินทรีย์กลุ่มไนไตรท์ออกซิไดซิ่ง

จะเจริญเติบโตได้ดีในช่วง pH ประมาณ 7-10 (Jime'nez และคณะ, 2011) และมีค่าพารามิเตอร์
โดยทั่วไปทางจลนพลศาสตร์เป็นดังตารางที ่2.3 
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ตารางที่ 2.3 ค่าพารามิเตอร์ของจุลินทรีย์กลุ่มไนไตรท์ออกซิไดซิ่งทั่วไป 

เอกสารอ้างอิง KS 
(mg-NO2/l) 

µmax 
(hr-1) 

Decay rate 
constant 

(hr-1) 

Yg 
(gCOD/gVSS) 

Ni และคณะ (2008) - 0.031 0.0083 - 

Munz และคณะ (2011) - 0.058 0.01 0.06 
Jubany และคณะ 

(2005) 
12.6 0.019 0.0059 - 

Jubany และคณะ 
(2009) 

- 0.043 0.007 - 

Kaelin และคณะ (2009) 0.5 0.02-0.04 0.01 0.06 
Jime'nez และคณะ 

(2011) 
0.3 - - - 

จากตารางที่ 2.3 จะเห็นได้ว่าแบคทีเรียชนิดนี มีอัตราการเจริญเติบโตที่ค่อนข้างต่้า ( ค่า KS , 
µmax  , Yield ต่้า) เนื่องมาจากการที่ตัวมันเองใช้ CO2 ที่ละลายในน ้าเสียเป็นแหล่งคาร์บอนหลักซึ่ง
ต้องใช้พลังงานอย่างมากในการเปลี่ยน CO2 ให้กลับไปอยู่ในรูปของคาร์บอนอินทรีย์จึงเหลือน้ามาใช้
สร้างเซลล์ได้น้อยนั่นเอง 

จุลินทรีย์กลุ่มไนไตรท์ออกซิไดซิ่งที่พบในระบบบ้าบัดน ้าเสีย โดยทั่วไป สามารถแบ่งออกเป็น 
2 ชนิดได้แก่   

1. Nitrobacter 

2. Nitrospira 

จากงานวิจัยของ Huang และคณะ (2010) พบว่าเมื่อสิ่งแวดล้อมมีความเข้มข้นของไนไตรท์
สูง Nitrobacter จะถูกพบเป็นจ้านวนมาก ในขณะเดียวกันเมื่อสิ่งแวดล้อมมีความเข้มข้นของไนไตรท์
ต่้า ก็จะพบ Nitrospira เป็นจ้านวนมากแทนซึ่งจากงานวิจัยของ Blackburne และคณะ (2007) ได้
ท้าการวัดค่าพารามิเตอร์ทางจลนพลศาสตร์ของจุลินทรีย์ทั งสองชนิด เช่น ค่า KS ผลที่ออกมาพบว่าค่า 
KS ของ Nitrobacter มีค่าสูงกว่า Nitrospira ซึ่งผลการทดลองนั นสอดคล้องกับงานวิจัยของ Huang 
และคณะ รวมทั งค่าอัตราการใช้ออกซิ เจนสูงสุด (OURMAX) ของ Nitrobacter ก็มีค่าสูงกว่า 
Nirospira อย่างมีนัยส้าคัญ ซึ่งสอดคล้องกับผลจากงานวิจัยของ Kim และ Kim (2006)ซึ่งพบว่าอัตรา
การท้างานของแบคทีเรียกลุ่ม  NOB จะเพ่ิมสูงขึ นเมื่อในระบบมี Nitrobacter อยู่มาก  
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อย่างไรก็ดี Nitrospira มีแนวโน้มที่จะเจริญเติบโตในสิ่งแวดล้อมที่มีค่าการละลายออกซิเจน 
(DO) ที่ต่้ากว่า 1 mg/l ได้ดีกว่า Nitrobacter รวมทั งเจริญเติบโตได้ในอุณหภูมิที่ต่้ากว่า Nitrobacter 
อีกด้วย Huang และคณะ (2010) 

นอกจากนี ในงานวิจัยของ Alawi และคณะ (2009) ยังได้มีการค้นพบ NOB ชนิดใหม่ที่มีชื่อ
ว่า NItrotoga ซึ่งเป็น NOB ชนิด high affinity to nitrite ซึ่งในงานวิจัยระบุว่าแบคทีเรียชนิด 
Nitrotoga สามารถพบได้ในระบบที่มีความเข้มข้นของไนไตรท์ราว 0.3 M (4.2 mg-N/l) อีกด้วย 
 
ตารางที่ 2.4 ตารางเปรียบเทียบค่าพารามิเตอร์ทางจลนพลศาสตร์ของ Nitrobacter และ Nitrospira 

เอกสารอ้างอิง KS  
(Ntirobacter) 
(mg-NO2/l) 

KS 

(Nitrospira) 
(mg-NO2/l) 

OURMAX 
(Ntirobacter) 
(mg/g-VSS.h) 

OURMAX 
(Nitrospira) 

(mg/g-
VSS.h) 

Blackburne และคณะ 
(2007) 

1.25 1.00 289 32 

Huang และคณะ (2010) 0.39 0.25 - - 

 
นอกจากนี จากงานวิจัยที่ผ่านมายังพบว่าแบคทีเรียกลุ่ม NOB มีความอ่อนไหวกับสิ่งแวดล้อม

เป็นอย่างมาก ในงานวิจัยของ Blackburne ยังพบอีกว่า Free Nitrous acid (FNA) ที่มีปริมาณมาก
พอจะชะลอการท้างานของแบคทีเรียกลุ่ม NOB โดยที่ความเข้มข้นของ FNA มากกว่า 0.4 mg/l  จะ
ส่งผลยับยั งการท้างานของ Nitrobacter มากกว่าร้อยละ 50 ในขณะที่ Nitrospira นั นจะถูกยับยั ง
การท้างานมากกว่าร้อยละ 50 ที่ความเข้มข้น FNA น้อยกว่า 0.2 mg/l หรือหากพูดอีกนัยหนึ่งคือ 
หากความเข้มข้นของไนไตรท์มีสูงมากกว่า 50 mg/l แบคทีเรียกลุ่ม NOB จะถูกยับยั งการท้างาน
มากกว่าร้อยละ 50   อีกทั งยังมีสารเคมีอิสระอีกมากมายที่มีผลต่อการยับยั งการท้างานของ NOB ใน
รายงานของ Blackburne และคณะ (2007) ยังรายงานอีกว่า แอมโมเนียอิสระ (Free Ammonia-
FA) สามารถยับยั งการท้างานของ NOB เช่นกัน โดย Nitrobacter จะเริ่มถูกยับยั งการท้างานที่ความ
เข้มข้นของ FA เท่ากับ 50 mg/l ในขณะที่งานวิจัยของ Vadivelu และคณะ (2007) รายงานว่าถูก
ยับยั งตั งแต่ 1 mg/l เป็นต้นไป ทางด้านของ Nitrospira อยู่ที่ 0.04-0.08 mg/l ตามรายงานของ 
Blackburne และคณะ (2007) จากผลงานวิจัยข้างต้นท้าให้สามารถสรุปได้ว่าแบคทีเรียกลุ่ม NOB มี
ความอ่อนไหวต่อสิ่งแวดล้อมอย่างมาก 
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2.4 ผลกระทบของแอมโมเนียและไนไตรท์ต่อการเจริญเติบโตของสัตว์น  า 

 ในปัจจุบันมีงานวิจัยต่างๆ จ้านวนมากได้ท้าการศึกษาและวิจัยถึงผลกระทบของสภาวะ
แวดล้อมที่เป็นพิษต่อสัตว์น ้าจากผลกระทบของแอมโมเนีย และ ไนไตรท ์ 
 จากงานวิจัยของ Lemarie และคณะ (2004) ได้ท้าการศึกษาผลกระทบของแอมโมเนียที่อยู่
ใ น รู ป ไ ม่ แ ตกตั ว  (unionized ammonia, NH3) ที่ มี ผ ล ต่ อ ก า ร เ จ ริ ญ เ ติ บ โ ตขอ งปลา ชนิ ด 
Dicentrarchus labrex ที่ความเข้มข้นของแอมโมเนีย (NH4

+) ระหว่าง 6.1-22.3 mg-N/l ซึ่งมีความ
เข้มข้นของแอมโมเนียอิสระในช่วง 0.24-0.90 mg-N/l ที่ค่า pH ประมาณ 8 พบว่า ที่ความเข้มข้น
ของแอมโมเนียอิสระ 0.43 mg-N/l มีผลท้าให้น ้าหนักตัวของปลาลดลงราวร้อยละ 25 เมื่อเทียบกับ
ปลาที่ถูกเลี ยงในระบบที่ไม่มีแอมโมเนียอิสระเจือปน นอกจากนี เมื่อความเข้มข้นของแอมโมเนียอิสระ
มีค่ามากกว่า 0.88 mg-N/l จะมีผลท้าให้อัตราการตายของปลาเพ่ิมสูงขึ นมากถึงร้อยละ 43 และ
ถึงแม้ว่าอัตราการตายจะลดลงเมื่อความเข้มข้นอยู่ที่ 0.90 mg-N/l โดยลดลงเหลือร้อยละ 29 แต่
โดยรวมแล้วงานวิจัยนี แสดงให้เห็นว่าแอมโมเนียอิสระที่มากเกินไปในระบบจะส่งผลต่อการ
เจริญเติบโตของสัตว์น ้าอย่างเห็นได้ชัด 
 ในงานวิจัยของ Wuertz และคณะ (2013) ได้ท้าการศึกษาผลกระทบของไนไตรท์ต่อปลา
ชนิด Sander lucioperca ในช่วงความเข้มข้นระหว่าง 0.44 – 28 mg-N/l โดยดูผลกระทบในระยะ
สั น (acute) และระยะยาว (chronic) ในช่วงเวลา 32 วันพบว่าที่ความเข้มข้น 14 mg-N/l ขึ นไปปลา
ทั งหมดจะตายภายใน 24 ชั่วโมง ในขณะที่ความเข้มข้นไนไตรท์ 7 mg-N/l อัตราการตายจะสูงขึ นถึง
ร้อยละ 70 ภายใน 120 ชั่วโมง นอกจากนี จากผลกระทบระยะยาวยังพบว่ามีการสะสมของไนไตรท์
ภายในกระแสเลือด และภายในเนื อเยื่อกล้ามเนื อของปลาอย่างมีนัยยะส้าคัญเมื่อความเข้มข้นของไน
ไตรท์มีค่า 3.5 และ 0.44 mg-N/l ตามล้าดับ ซึ่งส่งผลกระทบต่อปริมาณ เซลล์เม็ดเลือดแดง และ 
ปริมาณฮีโมโกลบินในร่างกายของปลา 
 นอกจาก แอมโมเนีย และ ไนไตรท์จะมีผลกระทบต่อสัตว์น ้าโดยตรงแล้ว ความเข้มข้นของ
เกลือยังส่งผลให้เกิดการสะสมของไนไตรท์ในร่างกายเช่นกัน ซึ่งงานวิจัยของ Wuertz และคณะ 
(2013) พบว่าผลของปริมาณ Cl- มีผลช่วยท้าให้สัตว์น ้าเหล่านี มีอัตราการ uptake ไนไตรท์เข้าไปใน
ร่างกายในปริมาณที่สูงขึ น โดยที่ความเข้มข้นของ Cl- มากกว่า 240 mg-N/l ส่งผลให้การท้างานของ 
เซลล์เม็ดเลือดแดง และ กล้ามเนื อถูกยับยั ง โดยที่ความเข้มข้นของไนไตรท์ในระบบมีค่า 10 mg-N/l 
เท่านั น และที่ความเข้มข้นของ Cl- น้อยกว่า 140 mg/l ยังคงพบการสะสมของไนไตรท์เช่นกัน 
ถึงแม้ว่าผลของการสะสมไนไตรท์ในร่างกายจะไม่ส่งผลเสียต่อตัวปลาอย่างชัดเจน 
 โดยสรุปแล้วจากงานวิจัยที่กล่าวมาข้างต้นพบว่า แอมโมเนียอิสระ (NH3) ที่เกิดจากการแตก
ตัวของแอมโมเนีย (NH4

+) ปริมาณ 0.43 mg-N/l ส่งผลกระทบต่อน ้าหนักของสัตว์น ้าที่ลดลง และเม่ือ
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ความเข้มข้นของแอมโมเนียอิสระเพ่ิมสูงขึ นถึง 0.88 mg-N/l อัตราการตายของสัตว์น ้าเพ่ิมสูงขึ น
เกือบครึ่งหนึ่งของปริมาณสัตว์น ้าในระบบ อย่างไรก็ดีปริมาณแอมโมเนียอิสระจะสูงขึ นหรือลดลง 
ขึ นอยู่กับค่า pH ในระบบซึ่งหาก pH มีค่าสูงขึ น แอมโมเนียก็มีแนวโน้มที่จะแตกตัวออกเป็น
แอมโมเนียอิสระมากขึ น เช่นกัน 
 ในขณะเดียวกัน นอกจากแอมโมเนียอิสระจะเป็นปัจจัยหนึ่งที่ส่งผลเสียต่อสัตว์น ้าในระบบ
แล้ว ไนไตรท์ซ่ึงเกิดจากการออกซิไดซ์ของแอมโมเนียก็ส่งผลเสียเช่นกัน ทั งผลระยะฉับพลันและระยะ
ยาว โดยในระยะฉับพลันหากความเข้มข้นของไนไตรท์มีค่ามากกว่า 7 mg-N/l จะส่งผลให้อัตราการ
ตายของปลาในระบบสูงขึ นอย่างมาก และหากไนไตรท์ในระบบมีค่าถึง 14 mg-N/l อาจส่งผลให้สัตว์
น ้าตายทั งระบบได้ นอกจากนี ความเข้มข้นของไนไตรท์ในระบบเพียง 0.44 mg-N/l ก็สามารถส่งผล
กระทบต่อปริมาณเซลล์เม็ดเลือดแดงของสัตว์น ้า ซึ่งส่งผลเสียต่อสุขภาพของปลาในระยะยาวได้
เช่นกัน 
 
2.5 ทฤษฎีทั่วไปของ Monod Equation (Metcalf and Eddy และคณะ, 2014) 
  สมการ Monod นั นถูกคิดค้นโดย Jaques Monod ในปี 1949 ซึ่งเป็นสมการที่ใช้ในการ
อธิบายการเจริญเติบโตของกลุ่มจุลชีพต่างๆ ในระบบ ซึ่งโดยทั่วไปในการเจริญเติบโตของจุลชีพต่างๆ 
นั นสามารถเขียนอธิบายออกมาเป็นสมการทางเคมีได้ดังนี  

      Cells + Substrate                  More cells  + Product                          (2.4) 
 ซึ่งจากสมการเราสามารถเขียนสมการทางคณิตศาสตร์เพ่ืออธิบายการเจริญเติบโตของจุลชีพ
ได้ออกมาดังสมการ 
                 𝑟𝑔 =  µ𝑋                                                   (2.5) 
 โดยที่   rg  คือ อัตราการเจริญเติบโตของจุลชีพ  
           X  คือ ความเข้มข้นของจุลชีพ  
           µ   คือ ค่า Specific Growth Rate 
 โดยที่ค่า Specific Growth Rate นั นสามารถเขียนอธิบายเป็นสมการได้ดังนี  

                                      µ =  µ𝑚𝑎𝑥  
𝐶𝑆

𝐾𝑆+ 𝐶𝑆
                                    (2.6)   

 โดยที่ค่า  µmax  คือ ค่า Maximum specific Growth Rate 
             Cs  คือ ค่าความเข้มข้นของ Substrate 
    Ks  คือ ค่าความเข้มข้นของ Substrate ที่ท้าให้จุลชีพเจริญเติบโตได้เป็นครึ่งหนึ่ง
ของค่าการเจริญเติบโตสูงสุด 

ซึ่งกราฟของสมการจะเป็นไปดังรูปที่ 2.6 
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รูปที่ 2.6 ลักษณะของกราฟ Monod ทั่วไป (Slade และ Dare, 1993) 

 
หรืออาจเขียนในรูปแบบของอัตราการใช้ Substrate ซึ่งสามารถเขียนได้ดังสมการ             

                   𝑟𝑠𝑢 =  𝑞𝑋                                         (2.7) 
โดยที่   rsu  คือ อัตราการใช้ Substrate ขอจุลชีพ  

           X  คือ ความเข้มข้นของจุลชีพ  
           q   คือ Specific substrate utilization rate 
โดยที่ค่า Specific Growth Rate นั นสามารถเขียนอธิบายเป็นสมการได้ดังนี  

                                         q =  𝑞𝑚𝑎𝑥  
𝐶𝑆

𝐾𝑆+ 𝐶𝑆
                               (2.8)   

 โดยที่ค่า  qmax  คือ ค่า Maximum specific substrate utilization rate 
             Cs  คือ ค่าความเข้มข้นของ Substrate 
    Ks  คือ ค่าความเข้มข้นของ Substrate ที่ท้าให้จุลชีพเจริญเติบโตได้เป็นครึ่งหนึ่ง
ของค่าการเจริญเติบโตสูงสุด 

อย่างไรก็ดี ในการออกแบบระบบบ้าบัดน ้ า เสียโดยทั่ ว ไปปัจจัยความเข้มข้น อ่ืนๆ 
นอกเหนือจาก substrate ถือเป็นสิ่งที่ควรน้ามาพิจารณาเช่นกัน เนื่องจากปัจจัยเหล่านี ส่งผลโดยตรง
กับอัตราการเกิดปฏิกิริยาโดยตรงหรือรวมถึงท้าให้อัตราการเจริญเติบโตของแบคทีเรียมีการ
เปลี่ยนแปลง ดังนั นจากสมการที่ (2.8) จึงได้มีการเติมเทอมของความเข้มข้นอ่ืนๆ นอกจาก 
substrate อาทิ  ความเข้มข้นของออกซิเจนดังสมการที่ 2.9 

                    𝜇 =  𝜇𝑚𝑎𝑥(
𝐶𝑠

𝐾𝑆+𝐶𝑆 
)(

𝐶𝑂2

𝐾𝑂2 +𝐶𝑂2

)                       (2.9) 
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ซึ่งโมเดลสมการดังกล่าวถูกน้ามาใช้ในหลายงานวิจัยเช่น งานวิจัยของ Park และ Noguera 
(2004), งานวิจัยของ Kaelin และคณะ (2009) เป็นต้น 
 ในงานวิจัยบางชิ นที่มีการศึกษาลักษณะทางจลนพลศาสตร์ของแบคทีเรียที่มีความเข้มข้นที่
อยู่ในช่วงต่้า สมการ Monod อาจถูกท้าให้อยู่ในรูปแบบ first-order kinetic เช่นในงานวิจัยของ 
Cheyns และคณะ (2010) ได้การศึกษาลักษณะจลนพลศาสตร์ของการย่อยสลายยาฆ่าแมลงของ
แบคทีเรียชนิดหนึ่ง ซึ่งหากความเข้มข้นของยาฆ่าแมลงมีน้อยมากเมื่อเทียบกับค่า Half-saturation 
constant (KS) สมการ Monod จะถูกทอนจากสมการที่ (2.9) เหลือเป็นสมการ 
 

                                             µ =  
𝜇𝑚𝑎𝑥𝐶𝑆

𝐾𝑆
                                              (2.10) 

เช่นเดียวกันหากการศึกษาลักษณะจลนพลศาสตร์ของแบคทีเรียอยู่ในช่วงที่ความเข้มข้นสูง
มาก สมการ Monod อาจถูกท้าให้อยู่ในรูปของ Zero-order kinetic และสามารถเขียนได้ดังสมการ 
2.11 (Chou และคณะ, 2008) 

 
                                    𝜇 =  𝜇𝑚𝑎𝑥                                            (2.11) 

 
สมการ Monod นั นถูกน้าไปใช้อย่างแพร่หลาย ทั งในการออกแบบระบบบ้าบัดน ้าเสียต่างๆ 

รวมทั งน้าไปเป็นสมการต้นแบบในงานวิจัยต่างๆ เพ่ือใช้อธิบายการเจริญเติบโตของจุลชีพต่างๆ 
ภายในระบบ 
2.6 Fluorescence in situ hybridization (FISH) (Silverman และ Kool, 2007) 

Fluorescence in situ hybridization (FISH) เป็นเทคนิคที่ใช้ nucleic acid probe ที่ท้า
ให้เรืองแสงด้วย สีย้อม Fluorescence ซึ่งให้เกิดการเรืองแสงขึ น โดย probe ที่ใช้จะมีลักษณะเฉพาะ
เพ่ือสามารถระบุ rRNA หรือ จุลชีพที่ตรงกับล้าดับของ nucleic acid ของ probe ที่เราใช้ท้าการ
ตรวจวัดได้ 
 หลักการทั่วไปของเทคนิค FISH คือ เทคนิคนี จะใช้ Phylogenic stain ที่ท้าให้เกิดการเรือง
แสงโดยที่ stain นี จะมีรหัสของล้าดับเบสตรงกับ ยีนส์ หรือ จุลชีพที่เราสนใจ ทั งนี  Phylogenic stain 
นั นสามารถทะลุผ่านเซลล์โดยที่ไม่ท้าให้เซลล์เกิดความเสียหาย และท้าการผสมผสาน (hybridize) 
กับ ribosomal RNA (rRNA) โดยตรง เนื่องจากตัว ribosome กระจายตัวอยู่ทั่วเซลล์ท้าให้ทั่วทั ง
เซลล์เกิดการเรืองแสง  
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 ขั นตอนการด้าเนินการเทคนิค FISH  
1) Fixation and permeabilization of the sample 

2) Hybridization of fluorescence probe 

3) Washing away unbound probe 

4) Detection of labeled cells by microscopy or flow cytometry 

 
ขั นตอนที่ 1  Fixation and permeabilization of the sample 
 ในขั นตอนแรกเซลล์จะถูกตรึงไว้กับ probe โดยสารที่มักจะใช้เป็นตัวยึดนั น สามารถแบ่ง
ออกเป็น 2 ชนิด ได้แก่ cross-linking reagents อาทิ เช่น aldehydes และอีกชนิด ได้แก่ พวก 
precipitants ได้แก่ methanol และ ethanol ขณะที่สารที่ท้าให้เกิดการซึมผ่านโดยมากมักใช้ 
ethanol/formalin, ethanol หรือ methanol ความเข้มข้นสูง ซึ่ง formalin มักจะถูกใช้กับ gram-
negative bacteria หรือเซลล์มนุษย ์
 
ขั นตอนที่ 2 Hybridization of fluorescence probe 
 ขั นตอนการผสาน (Hybridization) และ การล้างมักขึ นอยู่กับ จุดหลอมเหลว (TM)  และ การ
เข้ากันของ probe (Probe affinity) ซึ่งโดยมากขั นตอนการผสานมักท้าที่อุณหภูมิ 40-60 องศา
เซลเซียส ในสารละลายบัฟเฟอร์ที่มีความเข้มข้นของเกลือสูง 
 
ขั นตอนที่ 3 Washing away the unbound probe 
 ขั นตอนการล้างมักท้าในอุณหภูมิเดียวกับขั นตอนการผสาน โดยสารที่ใช้ ได้แก่ SDS, Triton 
X, Tween หรือ formaldehyde ขั นตอนนี เป็นขั นตอนที่ควบคุมได้ยากแต่ส้าคัญที่สุด เนื่องจากเป็น
ขั นตอนที่เราต้องท้าการลด probe ที่เราไม่ต้องการให้แสดงผลน้อยที่สุด 
 
ขั นตอนที่ 4 Detection of labeled cells by microscopy or flow cytometry 
 หลังจากที่ท้าการล้าง probe ที่ไม่ต้องการออกแล้ว เซลล์หรือ ตัวอย่างจะถูกวิเคราะห์ด้วย 
fluorescence microscopy หรือ flow cytometry  
 เครื่อง fluorescence microscopy นั นสามารถวิเคราะห์ได้โดยง่ายและรวดเร็วแต่ต้อง
อาศัยความช้านาญของผู้ใช้ หากผู้ใช้ไม่มีความช้านาญอาจเกิดการผิดพลาดในการตรวจนับข้อมูลเชิง
ปริมาณได้ ในขณะที่ flow cytometry สามารถให้ข้อมูลเชิงปริมาณได้อย่างแม่นย้าแต่ราคาค่อนข้าง
สูง 
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 รูปที่ 2.7 แสดงหลักการของ FISH อย่างง่าย และตารางท่ี 2.5 แสดงการใช้เทคนิค FISH เพ่ือ
ตรวจวัดแอมโมเนียออกซิไดซิ่งแบคทีเรียในงานวิจัยที่ผ่านมา 

 
รูปที่ 2.7 หลักการของ FISH อย่างง่าย (Silverman และ Kool, 2007) 

 
ตารางที่ 2.5 การเลือกใช้ probe FISH ในงานวิจัยอ่ืนๆ ที่เกี่ยวข้องกับแอมโมเนียออกซิไดซิ่ง
แบคทีเรีย 
  

Target 
organism 

Probe Sequence (5’-3’) เอกสารอ้างอิง 

N.europaea Nse1472 ACCCCAGTCATGACCCCC Rongsayamanont 
และคณะ (2010) 

แบคทีเรียทั่วไป EUB338 GCTGCCTCCCGTAGGAGT Rongsayamanont 
และคณะ (2010) 

N.oligotropha 
linage 

Cluster6a192 CTTTCGATCCCTACTTTCC Almstrand และคณะ 
(2011) 

N.oligotropha 
linage 

Noli191 CGATCCCCCACTTTCCTC Almstrand และคณะ 
(2011) 

AOB ทั่วไป Nso1225 CGCCATTGTATTACGTGTGA Almstrand และคณะ 
(2011) 

Nitrosomonas 
sp 

NEU CCCCTCTGCTGCACTCTA Li และคณะ (2013) 

Nitrosomonas 
spp 

Nsm 156 TATTAGCACATCTTTCGAT Dytczak และคณะ 
(2008) 

AOB ทั่วไป Nso 190 CGATCCCCTGCTTTTGTCC Jubany และคณะ 
(2008) 
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2.7 งานวิจัยท่ีเกี่ยวข้อง 

 จากงานวิจัยของ Limpiyakorn และคณะ (2007) ได้ท้าการทดลองดูการเปลี่ยนแปลงของ
กลุ่มประชากรจุลินทรีย์แอมโมเนียออกซิไดซิ่ง โดยการน้าสลัดจ์ตัวอย่างมาจากระบบบ้าบัดน ้าเสีย
แบบตะกอนเร่ง (Activated sludge) ที่มีความเข้มข้นของแอมโมเนียประมาณ 15-18 mg-N/l มา
เลี ยงในระบบที่มีความเข้มข้นของแอมโมเนีย ที่ 28, 70, 140 และ 420 mg-N/l ตามล้าดับโดยใช้
เทคนิค Real time PCR ในการวิเคราะห์จ้านวนประชากรและใช้เทคนิค DGGE ในการวิเคราะห์ชนิด
ของกลุ่มประชากร โดยเริ่มแรกกลุ่มจุลินทรีย์แอมโมเนียออกซิไดซิ่ งหลัก คือ ชนิด Nitrosomonas 
oligotropha เมื่อท้าการทดลองเป็นเวลา 15 วันพบว่า ที่ถังปฏิกรณ์ความเข้มข้น 70 และ 140 mg-
N/l ยังคงพบกลุ่มประชากร Nitrosomonas oligotropha ในขณะที่ถัง 28 mg-N/l ไม่พบประชากร
กลุ่มนี  เช่นเดียวกับถัง 420 mg-N/l ที่ไม่พบกลุ่มประชากร Nitrosomonas oligotropha แต่มีกลุ่ม
ประชากร Nitrosomonas europaea มาแทนที่ เมื่อผ่านไป 40 วัน ถังปฏิกรณ์ความเข้มข้น 70 และ 
140 mg-N/l ยังคงพบชนิด Nitrosomonas oligotropha เช่นเดียวกับถังความเข้มข้น 28 mg-N/l 
ในขณะที่ถัง 420 mg-N/l พบเพียงชนิด Nitrosomonas europaea เป็นหลัก นอกจากนี ในงานวิจัย
นี ยังได้ท้าการทดลองถึงผลของความเข้มข้นของไนไตรท์ที่ส่งผลต่อการเปลี่ยนแปลงประชากรของ
จุลินทรีย์กลุ่มแอมโมเนียออกซิไดซิ่ง โดยน้าเชื อที่ผ่านการทดลองในถังปฎิกรณ์ที่มีความเข้มข้นของ
แอมโมเนีย 140 mg-N/l จากการทดลองที่แล้วมาทดลองต่อที่ความเข้มข้นของไนไตรท์ 0, 28, 168 
และ 308 mg-N/l ผลที่ได้พบว่า ความเข้มข้นของไนไตรท์ไม่มีผลต่อการเปลี่ยนแปลงประชากรใน
ระบบ 
 ในงานวิจัยของ Sonthiphand และ Limpiyakorn (2011) ได้ท้าการศึกษาการเปลี่ยนแปลง
กลุ่มประชากรของจุลินทรีย์แอมโมเนียออกซิไดซิ่งจากสลัดจ์เช่นกัน โดยน้าสลัดจ์จากระบบบ้าบัดน ้า
เสียแบบตะกอนเร่งที่มีความเข้มข้นของแอมโมเนีย 9.1 mg-N/l มาท้าการทดลองในระบบที่มีความ
เข้มข้นของแอมโมเนีย 28, 140 และ 420 mg-N/l โดยใช้เทคนิค Real time PCR ในการวิเคราะห์
จ้านวนประชากรและใช้เทคนิค DGGE ในการวิเคราะห์ชนิดของกลุ่มประชากร เช่นเดียวกับงานของ 
Limpiyakorn และคณะ (2007) พบว่า ผลการเปรียบเทียบจ้านวนระหว่างกลุ่มจุลินทรีย์แอมโมเนีย
ออกซิไดซิ่ง 2 ชนิด ได้แก่ แอมโมเนียออกซิไดซิ่งแบคทีเรีย (AOB) และ แอมโมเนียออกซิไดซิ่งอาร์เคีย 
(AOA) พบว่าเมื่อเริ่มต้นกลุ่มประชากร AOA และ AOB มีค่าใกล้เคียงกัน แต่เมื่อผ่านไป 60 วัน 
จ้านวนของ AOA มีจ้านวนน้อยลงอย่างเห็นได้ชัดและแทบจะสูญหายออกไปจากระบบ ภายในเวลา 
360 วันจากทุกๆ ถังปฏิกรณ์ ในขณะที่การตรวจสอบกลุ่มประชากรของ AOA และ AOB พบว่า ใน
ส่ ว น ข อ ง  AOB จ า ก ส ลั ด จ์ เ ริ่ ม ต้ น พ บ ก ลุ่ ม AOB ช นิ ด  Nitrosomonas communis แ ล ะ 
Nitrosomonas oligotropha เป็นหลัก เมื่อเดินระบบไปได้ 60 วันถังปฎิกรณ์กลุ่มจุลินทรีย์ทั ง 2 
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ชนิดดังกล่าวกลับไม่ถูกพบในทุกๆ ถังปฏิกรณ์ใดๆ โดยพบชนิด Nitrosomonas ที่ไม่สามารถระบุ
ชนิดได้ในถัง 28 และ 140 mg-N/l และพบชนิด Nitrosomonas europaea ในถัง 140 mg-N/l 
ในขณะที่ถัง 420 mg-N/l พบชนิด Nitrosomonas marina และเม่ือผ่านไป 360 วันพบว่าในถัง 28 
mg-N/l และ 420 mg-N/l ไม่มีการเปลี่ยนแปลงกลุ่มประชากร ในขณะที่ถัง 140 mg-N/l ยังคงพบ
กลุ่ม Nitrosomonas ที่ไม่สามารถระบุชนิดได้ ในขณะที่ชนิด Nitrosomonas europaea หายไป
จากระบบโดยที่มี ชนิด  Nitrosomonas communis มาแทนที่  ซึ่ งแตกต่างกับงานวิจัยของ 
Limpiyakorn และคณะ (2007) ในขณะที่กลุ่มประชากรของ AOA ในระบบพบว่า จากสลัดจ์เริ่มต้น
พบ AOA กลุ่ม Cluster 1.1b-5 และ 1.1b-4 เป็นจ้านวนมาก เมื่อผ่านไป 60 วันพบว่าในทุกถัง พบ
กลุ่ม Cluster 1.1b-5 มากกว่าเดิมในขณะที่ กลุ่ม 1.1b-4 หายไป โดยที่ถัง 28 mg-N/l พบกลุ่ม 
Cluster 1.1a-2 และ 1.1a-3 เพ่ิมขึ น ในถัง 140 mg-N/l พบกลุ่ม Cluster 1.1a-3 1.1a-4 และ 
1.1b-1 ในขณะที่ถัง 420 mg-N/l ไม่พบกลุ่มประชากรชนิดอ่ืนภายใน 60 วันแรก เมื่อผ่านไป 360 
วันยังคงพบกลุ่ม Cluster 1.1b-5 อยู่ประปรายไม่มากเหมือนตอนที่เริ่มระบบ โดยที่ในถัง 420 mg-
N/l จุลินทรีย์กลุ่มนี ได้หายออกไปจากระบบในขณะที่กลุ่ม Cluster 1.1b-1 เพ่ิมขึ นอย่างมากหลังจาก
ที่ 60 วันแรกยังพบกลุ่มนี อยู่เป็นจ้านวนน้อย 
 นอกจากนี ในงานวิจัยของ Terada และคณะ (2013) พบว่าเมื่อน้า sludge จากโรงงาน
บ้าบัดน ้าชะขยะ (landfill leachate treatment plant) มาท้าการทดลองที่มีความเข้มข้นของ
แอมโมเนีย 300,600,900 และ 600 ตามล้าดับพบว่า กลุ่ม AOB ประเภท Low affinity to 
ammonia concentration มีแนวโน้มที่จะเพ่ิมจ้านวนในระบบมากขึ นสวนทางกับกลุ่มจ้าพวก High 
affinity to ammonia concentration อาทิ เช่น Nitrosomonas oligotropha หรือ Nitrosospira 
spp. 
 จากงานของ ธนสิตา โชติอนนต์ (2556) ได้ท้าการศึกษากลุ่มประชากรของจุลินทรีย์กลุ่ม
แอมโมเนียออกซิไดซิ่งในระบบที่มีความเข้มข้นของแอมโมเนียในระบบแตกต่างกัน โดยท้าการ
เพาะเลี ยงแบบใช้ตัวกลางยึดเกาะ โดยเริ่มเลี ยงเชื อจากถังปฏิกรณ์ที่มีแอมโมเนียเข้มข้น 1 และ 50 
mg-N/l แล้วน้ามาเลี ยงต่อในถัง Chemostat ที่ความเข้มข้น 0.25, 1, 10 และ 25 mg-N/l โดยใช้
เทคนิค Real time PCR ในการวิเคราะห์จ้านวนประชากรและใช้เทคนิค Clone Library ในการ
วิเคราะห์ชนิดของกลุ่มประชากร พบว่าในถังที่มีความเข้มข้นของแอมโมเนีย 0.25 และ 1 mg-N/l 
จุลินทรีย์ชนิด Nitrosomonas communis ซึ่ ง เป็นกลุ่ม High affinity to ammonia เป็นกลุ่ม
ประชากรหลักในระบบ ในขณะที่ในถังความเข้มข้น 25 mg-N/l พบกลุ่มจุลินทรีย์แอมโมเนียออกซิได
ซิ่งชนิด Nitrosomonas europaea เป็นกลุ่มหลักซ่ึงเป็นกลุ่ม Low affinity to ammonia 
 จากงานของ วิภาษณีย์ ตั งกิจจาวิสุทธิ์ (2556) ได้ท้าการศึกษากลุ่มประชากรของแบคทีเรีย
กลุ่มไนไตรท์ออกซิไดซิ่งในระบบที่มีความเข้มข้นของไนไตรท์แตกต่างกัน โดยท้าการเพาะเลี ยงเชื อ
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จากถังปฏิกรณ์ที่มีความเข้มข้นของไนไตรท์ 1 และ 50 mg-N/l ซึ่งมีลักษณะการเลี ยงและการ
วิเคราะห์กลุ่มประชากรคล้ายคลึงกับงานของ ธนสิตา โชติอนนต์ (2556) เมื่อเพาะเลี ยงในถังบ่มแล้ว
จึงน้ามาเลี ยงต่อในถัง Chemostat ที่มีความเข้มข้นของไนไตรท์ 0.1, 0.5, 3, 20 และ 100 mg-N/l 
พบว่าในถังบ่ม 1 mg-N/l และ ถังความเข้มข้น 0.1 และ 0.5 มีปริมาณประชากรของ Nitrobacter 
และ Nitrospira ในจ้านวนที่เท่าๆ กัน ในขณะที่ถังบ่ม 50 mg-N/l และถังความเข้มข้น 3, 20 และ 
100 mg-N/l พบชนิด Nitrobacter เป็นกลุ่มประชากรส่วนมากของระบบ 
 อย่างไรก็ดีเนื่องด้วยเทคนิคการวิเคราะห์จ้านวนประชากรโดยใช้เทคนิค Real time PCR 
ดังเช่นงานวิจัยที่ได้กล่าวมาข้างต้น มีข้อเสียในจุดที่ไม่สามารถตรวจสอบได้ว่าจ้านวนที่วัดได้ออกมา
นั นเป็นจ้านวนเซลล์แบคทีเรียที่มีชีวิตอยู่จริงมากเท่าไร ท้าให้ไม่สามารถตรวจสอบจ้านวนประชากรที่
แน่ชัดในระบบได้ ซึ่งการใช้เทคนิค Fluorescence in situ hybridization (FISH) นั นจะสามารถ
ตรวจสอบอัตราส่วนของจ้านวนเชื อที่มีชีวิตอยู่ในระบบได้ดีกว่าเทคนิค Real time PCR  
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บทที่ 3 

การด าเนินการวิจัย 

3.1 แผนงานวิจัย 

 ในการวิจัยเพ่ือศึกษาการเปลี่ยนแปลงจลนพลศาสตร์และกลุ่มประชากรของจุลินทรีย์กลุ่ม
แอมโมเนียออกซิไดซิ่ง (Ammonia-oxidizing microorganisms) และ จุลินทรีย์กลุ่มไนไตรท์ออกซิ
ไดซิ่ง (Nitrite-oxidizing microorganisms) แบ่งออกเป็น 3 ขั นตอนย่อยดังต่อไปนี  

1. การเพาะเลี ยงจุลินทรีย์กลุ่มแอมโมเนียออกซิไดซิ่งและจุลินทรีย์กลุ่มไนไตรท์ออกซิ

ไดซิ่งที่ความเข้มข้นแอมโมเนียสูง (50 mg-N/l) และความเข้มข้นแอมโมเนียต่้า (1 

mg-N/l) 

2. การเปลี่ยนความเข้มข้นของแอมโมเนียจากความเข้มข้นสูงเป็นความเข้มข้นต่้า และ
จากความเข้มข้นต่้าเป็นความเข้มข้นสูง 

3. การศึกษาการเปลี่ยนแปลงกลุ่มประชากรจุลินทรีย์ ในระบบโดยใช้ เทคนิค 
fluorescence in situ hybridization (FISH) 

 ในการทดลองช่วงที่ 1 จะท้าการเพาะเลี ยงจุลินทรีย์กลุ่มแอมโมเนียออกซิไดซิ่งและจุลินทรีย์
กลุ่มไนไตรท์ออกซิไดซิ่งที่ค่าความเข้มข้นของแอมโมเนีย 2 ค่า ได้แก่ 1 mg-N/l และ 50 mg-N/l โดย
ใช้ระบบแบบ “ทีละเท” (Batch) ซึ่งมีขนาดถังละ 10 ลิตร โดยใช้น ้าเสียสังเคราะห์ที่มีแอมโมเนียม
คลอไรด์ (NH4Cl) เป็นส่วนประกอบส้าคัญ ในช่วงระหว่างการทดลองจะท้าการตรวจสอบค่าความ
เข้มข้นของแอมโมเนีย ไนไตรท์ และไนเตรท ในระบบ เมื่อเชื อจุลินทรีย์ในระบบเจริญเติบโตเป็น
จ้านวนมากพอจึงท้าการวัดค่าพารามิเตอร์ทางจลนพลศาสตร์ต่างๆ ได้แก่ ค่าสัมประสิทธิ์การ
เจริญเติบโตสูงสุด (Maximum specific growth rate, µmax)  ค่า Half-Saturation constant (KS) 
ของทั งจุลินทรีย์กลุ่มแอมโมเนียออกซิไดซื่ง และ จุลินทรีย์กลุ่มไนไตรท์ออกซิไดซิ่ง 
 ในการทดลองช่วงที่ 2 จะท้าการเลี ยงจุลินทรีย์โดยการสลับความเข้มข้นของแอมโมเนียในทั ง 
2 ถังปฏิกรณ์จากความเข้มข้นสูง (50 mg-N/l) เป็นความเข้มข้นต่้า (1 mg-N/l) และจากความเข้มข้น
ต่้า (1 mg-N/l) เป็นความเข้มข้นสูง (50 mg-N/l) โดยที่รายละเอียดในการเพาะเลี ยงจะคล้ายคลึงกับ
การทดลองในช่วงแรก นอกจากนี จะมีการตรวจวัดค่าทางจลนพลศาสตร์ต่าง ๆ ที่เปลี่ยนแปลงไป
อย่างต่อเนื่อง 
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 ในการทดลองช่วงที่  3 จะน้าตัวอย่างของจุลินทรีย์ในช่วงการทดลองที่ 1 และ 2 มา
ท้าการศึกษากลุ่มประชากรของจุลินทรีย์กลุ่มแอมโมเนียออกซิไดซิ่งและจุลินทรีย์ไนไตรท์ออกซิไดซิ่ง
ภายในระบบ โดยใช้เทคนิค fluorescence in situ hybridization (FISH)  
 แผนการทดลองโดยรวมสามารถแสดงได้ดังรูปที่  3.1 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปที่ 3.1 รายละเอียดแผนงานวิจัย 

 
3.2 การทดลองช่วงที่ 1: การเพาะเลี ยงจุลินทรีย์กลุ่มแอมโมเนียออกซิไดซิ่งและจุลินทรีย์กลุ่มไน
ไตรท์ออกซิไดซิ่งที่ความเข้มข้นแอมโมเนียสูง (50 mg-N/l) และความเข้มข้นแอมโมเนียต่ า (1 
mg-N/l) 

 
3.2.1 การเพาะเลี ยงจุลินทรีย์กลุ่มแอมโมเนียออกซิไดซิ่ง และ จุลินทรีย์กลุ่มไนไตรท์ออกซิไดซิ่ง 

 ในการทดลองช่วงแรกน้าหัวเชื อจุลินทรีย์บนตัวกลางพลาสติก (BCN 012-KLL) ที่ผ่านการบ่ม
โดยใช้หัวเชื อเริ่มต้นจากบ่อเลี ยงกุ้งที่มีความเข้มข้นของแอมโมเนียแตกต่างกัน (ธนสิตา โชติอนนต์, 
2556) ท้าการเพาะเลี ยงในระบบถังปฏิกรณ์ทั งหมดแบบทีละเทจ้านวน 2 ถังที่มีความเข้มข้น
แอมโมเนียเริ่มต้น 50 mg-N/l (ถังปฏิกรณ์ A) และ 1 mg-N/l (ถังปฏิกรณ์ B) ตามล้าดับ โดยที่
ปริมาตรแต่ละถังคือ 10 ลิตร โดยใช้ตัวกลางพลาสติก BCN 012 KLL เป็นตัวกลางช่วยยึดเกาะเซลล์

กำรเพำะเลี้ยงจุลินทรีย์บนตัวกลำงพลำสติกในถังปฏิกรณ์แบบกึ่งเทที่
ควำมเข้มข้นแอมโมเนียสูง (50 mg-N/l) และควำมเข้มข้นแอมโมเนีย

ต้่ำ (1 mg-N/l) และศึกษำจลนศำสตร์ของกำรบ้ำบัดแอมโมเนีย 

กำรสลับกำรเพำะเลี้ยงจุลินทรีย์จำกควำมเข้มข้นแอมโมเนียสูง (50 mg-
N/l) ไปยังควำมเข้มข้นแอมโมเนียต้่ำ (1 mg-N/l) และจำกควำมเข้มข้น
แอมโมเนียต้่ำ (1 mg-N/l)  ไปยังควำมเข้มข้นแอมโมเนียสูง (50 mg-

N/l)และศึกษำจลนศำสตร์ของกำรบ้ำบัดแอมโมเนีย 

ใช้ FISH เพื่อตรวจสอบกลุ่มประชำกรใน
ระบบ 
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แบคทีเรียในระบบ ใส่ตัวกลางปริมาตร 5 ลิตรลงไปในถังปฏิกรณ์แต่ละถัง โดยลักษณะถังปฏิกรณ์
เป็นไปดังรูปที่ 3.2 

 
รูปที่ 3.2 ลักษณะของถังปฏิกรณ์ที่ใช้ในงานวิจัย 

 
 สารอาหารส้าหรับเพาะเลี ยงจุลินทรีย์กลุ่มแอมโมเนียออกซิไดซิ่งแสดงดังตารางที่ 3.1 -3.3  
โดยท้าการเติมความเข้มข้นของแอมโมเนียเริ่มต้นให้สอดคล้องตามค่าที่ก้าหนดในแต่ละถังปฏิกรณ์ 
คือ 50 mg-N/l ในถังแอมโมเนียสูง (ถังปฏิกรณ์ A) และ 1 mg-N/l ในถังแอมโมเนียต่้า (ถังปฏิกรณ์ 
B) เมื่อแอมโมเนียถูกใช้เกินกว่า 80% (ประมาณ 24 ชม.) ในแต่ละถังปฏิกรณ์จึงท้าการเติมแอมโมเนีย
ให้ได้ความเข้มข้นเริ่มต้นตามที่ต้องการอีกครั ง ด้าเนินการทดลองจนกระทั่งจุลินทรีย์เจริญเติบโตมาก
เพียงพอโดยสังเกตจากอัตราการบ้าบัดแอมโมเนีย จากนั นจึงน้าไปทดสอบค่าพารามิเตอร์ทาง
จลนพลศาสตร์ต่าง ๆ  และวิเคราะห์กลุ่มประชากรจุลินทรีย์ต่อไป 
 ถังปฏิกรณ์ที่เพาะเลี ยงด้วยความเข้มข้นแอมโมเนีย 1 mg-N/l จะใช้วิธีการปรับค่า pH ด้วย
วิธีการเติม NaOH ความเข้มข้น 0.25 นอร์มอล เพ่ือควบคุมค่าพีเอช ให้อยู่ในช่วง 7-7.5 ในขณะที่ถัง
ปฏิกรณ์ความเข้มข้น 50 mg-N/l จะใช้เครื่อง pH controller ในการช่วยเติม NaOH เพ่ือควบคุม 
pH ทั งสองถังปฏิกรณ์จะมีการเติม NaHCO3 เพ่ือเป็นแหล่งคาร์บอนของจุลินทรีย์ทั งสองถังตาม
อัตราส่วนปริมาณสารสัมพันธ์ที่เหมาะสมของแต่ละถัง และควบคุมค่าความเค็มของแต่ละถังอยู่ที่
ประมาณ 15 ppt  (part per thousand) (ธนสิตา โชติอนนต์, 2556) 
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ตารางที่ 3.1 การเตรียมสารอาหารส้าหรับเลี ยงจุลินทรีย์กลุ่มแอมโมเนียออกซิไดซิ่ง 

สารเคมี ปริมาณ (g/l) 
Potassium Bromide (KBr) 0.1 

Marinium reef sea salt 12.6 

Potassium di-hydrogen phosphate 
(KH2PO4) 

400 

Magnesium Sulfate (MgSO4) 5 
*Non-Chelated trace element 1 ml/l 

Vitamin รวม 1 ml/l 

Vitamin B1 1 ml/l 
Vitamin B12 1 ml/l 

**Silinite Tungstate 1 ml/l 
ตารางที่ 3.2 การเตรียมสารละลาย Non-chelated trace element 

สารเคมี ปริมาณ  

Hydrochloric acid (HCl) 12.5 ml/l 
Manganese Chloride 

hexahydrate(MnCl2.6H2O)  
5 g/l 

Nickle Chloride (NiCl2) 24 mg/l 

Boric Acid (H3BO3) 30 mg/l 

Ferric Sulfate heptahydrate (FeSO4.7H2O) 2.1 g/l 
Copper Chloride di hydrate (CuCl2.2H2O) 36 mg/l 

Zinc Sulfate heptahydrate(ZnSO4.7H2O) 144 mg/l 

Manganese Sulfate (MnSO4) 40 mg/l 
Cobolt Chloride hexahydratte 

(CoCl2.6H2O) 
190 mg/l 

Sodium Molybdate dihydrate 
(NaMoO4.2H2O) 

36 mg/l 
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ตารางที่ 3.3 การเตรียมสารละลาย Silinite Tungstate 

สารเคมี ปริมาณ 
Sodium Hydroxide (NaOH) 400 mg 

Sodium Tungstate dihydrate 
(NaWO4.2H2O) 

8 mg 

Sodium Silinate pentahydrate 
(NaSeO3.5H2O) 

6 mg 

DI Water 1000 ml 

 

3.2.1.1 ลักษณะหัวเชื้อจุลินทรีย์เริ่มต้นที่น้ามาเพาะเลี้ยง 

 งานวิจัยชิ นนี ได้น้าเอาหัวเชื อเริ่มต้นมาจากงานวิจัยของ ธนสิตา โชติอนนท์ (2556) โดยหัว
เชื อที่น้ามาใช้ในการเพาะเลี ยงได้น้ามาจากถังปฏิกรณ์แบบไหลต่อเนื่อง B25 และ A1 ซึ่งจะใช้เป็นหัว
เชื อเริ่มต้นของถังปฏิกรณ์ A (50 mg-N/l) และ B (1 mg-N/l) ที่ถูกยึดเกาะอยู่บนตัวกลางพลาสติก 
BCN-012 KLL โดยหัวเชื อเริ่มต้นจากงานวิจัยดังกล่าวได้น้ามาจากบ่อเพาะเลี ยงกุ้งแบบบ่อดิน
กลางแจ้ง และบ่อเพาะเลี ยงในโรงเรือนที่มีระบบหมุนเวียน จากนั นน้าหัวเชื อดังกล่าวมาบ่มในถัง
ปฏิกรณ์แบบกึ่งทีละเท โดยให้เชื อจุลินทรีย์ยึดเกาะบนตัวกลาง BKN-012 KLL เมื่อเชื อเจริญเติบโต
มากเพียงพอจึงน้าเชื อที่อยู่บนตัวกลางมาเลี ยงในถังปฏิกรณ์แบบไหลต่อเนื่อง โดยถังปฏิกรณ์ B25 ถูก
บ่มในถังปฏิกรณ์ที่มีความเข้มข้นแอมโมเนีย 50 mg-N/l และน้าไปเลี ยงในถังปฏิกรณ์แบบไหล
ต่อเนื่องที่ควบคุมความเข้มข้นที่ 25 mg-N/l โดยมีจุลินทรีย์กลุ่มแอมโมเนียออกซิไดซิ่ง ชนิด 
Nitrosomonas europaea เป็นกลุ่มประชากรหลัก ในขณะที่ถังปฏิกรณ์ A1 ถูกบ่มในถังปฏิกรณ์ที่มี
ความเข้มข้นแอมโมเนีย 1 mg-N/l และน้าไปเลี ยงในถังปฏิกรณ์แบบไหลต่อเนื่องที่ควบคุมความ
เข้มข้นที่ 1 mg-N/l โดยมีจุลินทรีย์กลุ่มแอมโมเนียออกซิไดซิ่ง ชนิด Nitrosomonas communis 
เป็นกลุ่มประชากรหลัก 
 

3.2.1.2 ตัวกลาง BCN 012 KLL 

ในงานวิจัยนี ใช้ตัวกลางพลาสติก BCN 012 KLLจากบริษัท Wassercare Thailand, co.ltd  
เพ่ือช่วยในการยึดเกาะของเซลล์แบคทีเรียภายในระบบ โดยทั่วไปแล้วตัวกลางพลาสติกนี ได้ถูกน้ามา
ประยุกต์ใช้ในงานทั่วไปในทางวิศวกรรมสิ่งแวดล้อมมากมาย อาทิ ใช้เป็นตัวกลางยึดเกาะในระบบ 
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Trickling filter หรือแม้กระทั่งเป็นตัวกลางของ Scrubber ในโรงงานอุตสาหกรรมเคมี คุณสมบัติของ
ตัวกลาง และ รูปภาพประกอบแสดงดังตารางที่ 3.4 และ รูปที่ 3.3 

 
ตารางที่ 3.4 คุณสมบัติทางกายภาพของตัวกลางพลาสติก BCN-012 KLL 

ชนิดของพลาสติก HDPE  

คุณสมบัติพิเศษ ทนทานต่อการเน่าเปื่อย รา และ สารเคมีท่ี
ละลายน ้าต่างๆ 

ความหนาแน่น 0.95 – 0.98 g/cm3 
พื นที่ผิว (Surface area) 859 m2/m3 media 

 พื นที่ผิวสุทธิเมื่อตัวกลางท้างานแบบ moving 
bed (Protected area)  

704 m2/m3 media 

น ้าหนัก 150  kg/m3 media 

                                    
รูปที่ 3.3 ตัวกลาง BCN 012 KLL 

  
3.2.1.3 การวัดค่าพารามิเตอร์ต่างๆ ในงานวิจัย 

ท้าการวิเคราะห์ค่า ความเข้มข้นของ แอมโมเนีย ไนไตรท์ และ ไนเตรท (ในหน่วย mg-N/l) 
ค่า pH ค่าการละลายออกซิเจนในน ้า (Dissolved Oxygen, DO)  และค่าความเค็ม (Salinity) 
รายละเอียดของการวิเคราะห์ค่าพารามิเตอร์ต่างๆ สามารถแสดงได้ดังตารางที่ 3.5 
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ตารางที่ 3.5 การวัดค่าพารามิเตอร์ต่างๆ 

พารามิเตอร์ วิธ/ีเครื่องมือ Standard method ความถี่ในการวัด 
แอมโมเนีย Salicylate method วัดค่า 

Absorbance ที่ 640 nm 
Salicylate-

Hypochlorite method 
(Bower และ Holm-

Hansen, 1980) 

อย่างน้อย 3 ครั ง/
สัปดาห์ 

ไนไตรท์ Colorimetric method วัด
ค่า Absorbance ที่ 543 

nm 

Colorimetric method 
(Bratton และ Marshall, 

1939) 

อย่างน้อย 3 ครั ง/
สัปดาห์ 

ไนเตรท วัดค่า Absorbance ที่ 275 
และ 220 nm แล้วน้ามาหัก

ลบกัน 

UV 
Spectrophotometric  

Scanning 
(Armstrong, 1963) 

อย่างน้อย 3 ครั ง/
สัปดาห์ 

pH pH meter/pH controller - 
 
 

อย่างน้อย 4 ครั ง/
สัปดาห์ 

Salinity Refractometer  - อย่างน้อย 3 ครั ง/
สัปดาห์ 

Dissolved Oxygen DO meter - อย่างน้อย 3 ครั ง/
สัปดาห์ 

 
3.2.1.4 การวิเคราะห์ค่าพารามิเตอร์ทางจลนพลศาสตร์ 

การวิเคราะห์ค่าพารามิเตอร์ทางจลนพลศาสตร์จะท้าการน้าเชื อที่เลี ยงภายในระบบ จากทั ง 
2 ถังปฏิกรณ์มาท้าการทดลอง โดยการดึงตัวกลางจากระบบปริมาตร 100 ml ใส่ในบีกเกอร์ ปริมาตร 
300 ml ในการวัดค่าพารามิเตอร์ทางจลนพลศาสตร์จะแบ่งออกเป็น 2 ขั นตอนย่อยได้แก่การวัดค่า
การลดลงของแอมโมเนีย และค่าการลดลงของไนไตรท ์โดยในส่วนแรกจะท้าการเติมน ้าเสียสังเคราะห์
ที่มีส่วนประกอบของ แอมโมเนียมคลอไรด์ (NH4Cl) และ โซเดียมไบคาร์บอเนต (NaHCO3) เป็นหลัก 
ท้าการเติมอากาศด้วย air pump diffuser จากนั นท้าการเก็บตัวอย่างตอนเริ่มต้น และที่เวลาต่างๆ 
เพ่ือน้ามาวัดค่าความเข้มข้นของ แอมโมเนีย ไนไตรท์ และ ไนเตรท แล้วน้ามาข้อมูลที่ได้มาสร้างกราฟ
ระหว่างความเข้มข้นของแอมโมเนีย กับ เวลาที่ผ่านไป ในขณะที่ส่วนที่สองรายละเอียดส่วนใหญ่ของ
การทดลองจะเหมือนขั นตอนแรกแต่จะท้าการเติมน ้าเสียที่มี โซเดียมไนไตรท์ (NaNO2) แทน



 

 

34 

แอมโมเนียมคลอไรด์ (NH4Cl) แล้วน้ามาข้อมูลที่ได้มาสร้างกราฟระหว่างความเข้มข้นของไนไตรท์ กับ 
เวลาที่ผ่านไป จากนั นท้าการหาค่า initial slope เพ่ือน้ามาใช้สร้างกราฟ Monod ของแต่ละระบบ
ต่อไป ดังแผนผังการทดลองรูปที่ 3.4 โดยในการทดลองทางจลนพลศาสตร์ครั งต่อไป ค่าความเข้มข้น
ของแอมโมเนีย/ไนไตรท์ เริ่มต้น และระยะเวลาที่เก็บตัวอย่างอาจมีการเปลี่ยนแปลงขึ นอยู่กับอัตรา
การเกิดปฏิกิริยาของจุลินทรีย์ในแต่ละถังในครั งล่าสุดที่ได้ท้าการทดลอง เพ่ือความเหมาะสมและ
แม่นย้าในการเก็บข้อมูลกับการเปลี่ยนกลุ่มประชากรจุลินทรีย์ที่เกิดขึ นในระบบ 
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รูปที่ 3.4 ขั นตอนการทดลองวัดค่าทางจลนพลศาสตร์ 
 

3.2.1.5 ขั้นตอนการหา Initial slope และ การสร้างกราฟ Monod  

หลังจากท้าการเก็บค่าความเข้มข้นของแอมโมเนียในแต่ละช่วงเวลาแล้วจึงท้าการพล็อต 
กราฟระหว่างความเข้มข้นของแอมโมเนียหรือไนไตรท์ และเวลาดังรูปที่  3.5 จากนั นให้ท้าการค่า
ความชันในช่วงเริ่มต้นโดยเลือกใช้จุดที่มีการลดลงของแอมโมเนีย หรือไนไตรท์อย่างชัดเจน 3-5 จุด
แรกมาใช้เป็นค่า Initial rate โดยพิจารณาจากกราฟ ดังรูปที่ 3.6 

Kinetic parameter measurement 

น้ำตัวกลำงพลำสติกปริมำตร 100 ml ของแต่ละถังมำใส่ในบีกเกอร์ 

เติมน้้ำเสียสังเครำะห์ที่มสี่วนประกอบของ NH4Cl หรือ NaNO2 และ NaHCO3 จนครบ 300 ml 

เก็บตัวอย่ำงที่เวลำต่ำงๆ  

น้ำตัวอย่ำงที่เก็บมำวัดคำ่ Ammonia หรือ Nitrite 

น้ำข้อมูลที่ไดม้ำพลอตกรำฟ ระหว่ำง Ammonia (หรือ Nitrite) vs เวลำ 

หำค่ำ initial slope จำกกรำฟ 

เก็บตัวอย่ำงที่
เหลือไว้วดั 

MLSS 

ท้ำกำรทดลองจนครบทุกค่ำควำมเข้มข้น
เริ่มต้น 

น้ำค่ำ Initial rate ทุกค่ำที่ได้มำสร้ำงกรำฟ Monod เพื่อหำ parameter ทำง จลนศำสตร์ 



 

 

36 

 
 

รูปที่ 3.5 กราฟตัวอย่างระหว่างความเข้มข้นของแอมโมเนียและเวลา 
 

 
 
รูปที่ 3.6: วิธีการลากความชันเพื่อหาความชันเริ่มต้น (Initial slope) ของอัตราการเกิดปฏิกิริยา 
 
 อย่างไรก็ดีหากกราฟอัตราการใช้แอมโมเนีย หรือ ไนไตรท์ในช่วงแรกไม่ได้แสดงถึงการลดลง
ที่ชัดเจน เช่น ยังอยู่ในช่วงของ lag time ให้ท้าการเลือกช่วงที่เริ่มเห็นการลดลงของแอมโมเนีย หรือ 
ไนไตรท์ที่ชัดเจนและใช้จุดในช่วงดังกล่าวมาเป็น initial rate ของความเข้มข้นนั นๆ ดังรูปที่ 3.7  
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รูปที่ 3.7 ตัวอย่างการหา initial slope ของกราฟที่มี lag time ในช่วงแรก 

 
          หลังจากได้ค่าอัตราการออกซิไดซ์แอมโมเนีย หรือ ไนไตรท์ครบทุกค่าแล้วจึงน้าค่าดังกล่าวมา
ค้านวณหาค่า specific rate of ammonia oxidation แล้วน้ามาหารกับค่าความเข้มข้นของตะกอน
จุลินทรีย์ (MLVSS) จากนั นจึงพล็อตกราฟระหว่าง specific rate of ammonia oxidation และ
ความเข้มข้นเริ่มต้น เพ่ือค้านวณหาค่า maximum specific rate of ammonia oxidation (qmax) 
และค่า KS ดังรูปที่ 3.8 โดยใช้โปรแกรม SigmaPlot version 11.0  
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รูปที่ 3.8 กราฟระหว่าง specific rate of ammonia oxidation (q) 
และ ค่าความเข้มข้นแอมโมเนียเริ่มต้น 

 
โดยตัวอย่างการบันทึกค่าความเข้มข้นในการทดลองทางจลนพลศาสตร์ของแอมโมเนียที่จะ

ท้าการวัดจะเป็นไปตามตารางที่ 3.6 และค่าความเข้มข้นของไนไตรท์เป็นไปดังตารางที่ 3.7 
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ตารางที่ 3.6 ตัวอย่างตารางค่าความเข้มข้นที่ใช้ในการทดลองวัดค่าจลนพลศาสตร์ของจุลินทรีย์กลุ่ม
แอมโมเนียออกซิไดซิ่ง 

ความเข้มข้น
แอมโมเนียเริ่มต้น 

(mg-N/l) 

Collection time (hr) 

0 0.25 0.5 0.75 1 1.5 2 3 4 5 6 

0.5            
1            
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ตารางที่ 3.7 ตัวอย่างตารางค่าความเข้มข้นที่ใช้ในการทดลองวัดค่าจลนพลศาสตร์ของไนไตรท์ออกซิ
ได-ซิ่งแบคทีเรีย 

ความเข้มข้นไน-
ไตรท์เริ่มต้น 
(mg-N/l) 

Collection time (hr) 

0 0.25 0.5 0.75 1 1.5 2 3 4 5 6 

0.5            
1            

2            

5            
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3.2.1.6 การหาค่า MLSS ของเชื้อแบคทีเรีย 

 น้าน ้าตัวอย่างน ้าที่มีตัวกลางพลาสติกจากถังปฏิกรณ์ไปใส่ด้วยน ้ากลั่นในปริมาตรที่
เป็นสัดส่วนเดียวกับการทดลองทางจลนพลศาสตร์ (ตัวกลางพลาสติก 100 ml ต่อปริมาตรน ้า 300 
ml) จากนั นน้าตัวอย่างดังกล่าวไป sonicate เพ่ือท้าให้เชื อจุลินทรีย์หลุดออกจากตัวกลางพลาสติกให้
มากที่สุด จากนั นน้าตัวกลางพลาสติกออกแล้วจึงน้าน ้าตัวอย่างที่มีตะกอนจุลินทรีย์จากตัวกลางไป
วิเคราะห์หาค่า MLSS และ MLVSS ตามวิธีการมาตรฐาน (Woodside และ Kocurek, 1997)  
จากนั นค้านวณปริมาณ MLSS และ MLVSS ต่อตัวกลาง ซึ่งจะน้าไปใช้ค้านวณค่า specific rate of 
ammonia oxidation ต่อไป  
                   ในการทดลองช่วงที่ 1 สามารถสรุปได้ออกมาเป็นแผนภูมิดังรูปที่ 3.9 
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รูปที่ 3.9 สรุปการทดลองช่วงที่ 1 

ปรับควำมเข้มข้นของ Ammonia ในระบบให้ควำม
เข้มข้น ของ Ammonia ประมำณ 50 mg-N/l เมื่อ
ระบบมีควำมเข้มข้นลดลงมำกกวำ่ 80 เปอร์เซนต์ 

โดยใช้ NH4Cl 

ปรับควำมเข้มข้นของ Ammonia ในระบบให้ควำม
เข้มข้น ของ Ammonia ประมำณ 1 mg-N/l เมื่อ
ระบบมีควำมเข้มข้นลดลงมำกกวำ่ 80 เปอร์เซนต์ 

โดยใช้ NH4Cl 

เติม NaHCO3 ใหเ้พียงพอ  เติม NaHCO3 ใหเ้พียงพอ  

วัดค่ำพำรำมเิตอร์ต่ำงๆ   วัดค่ำพำรำมเิตอร์ต่ำงๆ   
 

ท้ำกำรเปลี่ยนน้้ำทกุๆ 30-60 วัน 
 

ท้ำกำรเปลี่ยนน้้ำทกุๆ 30-60 วัน 

mg-N/l 

หลังจำกที่มั่นใจวำ่เชื้อกลับมำท้ำงำนได้เต็ม
ประสิทธิภำพให้ท้ำกำร วัด kinetic ขอเช้ือใน

ระบบ เพื่อทำ้กรำฟ Monod 
ดก 

หลังจำกที่มั่นใจวำ่เชื้อกลับมำท้ำงำนได้เต็ม
ประสิทธิภำพให้ท้ำกำร วัด kinetic ขอเช้ือใน

ระบบ เพื่อทำ้กรำฟ Monod 

 

ถังปฏิกรณ ์A  
(50 mg-N/l) 

ถังปฏิกรณ ์B  
(1 mg-N/l) 

เตรียม media ที่เหมำะสมกบักำรเลี้ยงเชื้อ ปริมำตร
ประมำณ 10 ลิตร โดยใช้ media 5 ลิตร 

ปรับ pH ด้วยกำรใช้ NaOH 0.5 M ใช้ร่วมกับ pH 
controller ปรับ pH ให้อยู่ในช่วง 7-7.5 

ปรับ pH ด้วยกำรใช้ NaOH 0.5 M ปรับ pH 
ให้อยู่ในช่วง 7-7.5  

เตรียม media ที่เหมำะสมกบักำรเลี้ยงเชื้อ 
ปริมำตรประมำณ 10 ลิตร โดยใช้ media 5 ลิตร 
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3.3 การทดลองช่วงที่ 2: การเปลี่ยนความเข้มข้นของแอมโมเนียจากความเข้มข้นสูงเป็นความ
เข้มข้นต่ า และจากความเข้มข้นต่ าเป็นความเข้มข้นสูง 

 ในการทดลองช่วงที่ 2 จะเป็นการทดลองต่อเนื่องจากการทดลองช่วงแรก หลังจากที่ได้ท้า
การเลี ยงเชื อถังที่มีความเข้มข้นของแอมโมเนียสูง (50 mg-N/l) และ ถังท่ีความเข้มข้นของแอมโมเนีย
ต่้า (1 mg-N/l) ในการทดลองนี จะท้าการสลับความเข้มข้นของแอมโมเนียจากถังปฏิกรณ์ทั ง 2 ถัง 
เพ่ือท้าการดูการเปลี่ยนแปลงของค่าจลนพลศาสตร์ของถังปฏิกรณ์ทั ง 2 ถังรวมทั งการเปลี่ยนแปลง
ของกลุ่มประชากรของจุลินทรีย์ภายในระบบ   
 รายละเอียดโดยทั่วไปของการทดลองครั งนี จะคล้ายคลึงกับการทดลองช่วงที่ 1 ทั งการ
เพาะเลี ยงจุลินทรีย์กลุ่มแอมโมเนียออกซิไดซิ่ง และ จุลินทรีย์กลุ่มไนไตรท์ออกซิไดซิ่งรวมทั งการ
ทดลองวิเคราะห์ค่าจลนพลศาสตร์ ขั นตอนการทดลองช่วงที่ 2 แสดงดังรูปที่ 3.10 
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รูปที่ 3.10 สรุปการทดลองช่วงที่ 2 
 
 

ถังปฏิกรณ ์A  
 (1 mg-N/l) 

ถังปฏิกรณ ์B  
 (50 mg-N/l) 

 

น้ำเชือ้ที่ได้จำกถัง 50 mg-N/l มำใช้
เป็นหัวเชือ้ในกำรเลี้ยง กำรทดลอง 

น้ำเชือ้ที่ได้จำกถัง 1 mg-N/l มำใช้
เป็นหัวเชือ้ในกำรเลี้ยง กำรทดลอง 

เตรียม media เหมือนกับกำรทดลองแรก โดยใช้ปริมำตรหัว
เชื้อประมำณ 5 ลิตรในระบบปริมำตรประมำณ 10 l  

เตรียม media เหมือนกับกำรทดลองแรก โดยใช้ปริมำตรหัว
เชื้อประมำณ 5 ลิตรในระบบปริมำตรประมำณ 10 l  

 

ใช้ควำมเข้มข้น Ammonia ในถังเริ่มต้นประมำณ 1 mg-N/l ใช้ควำมเข้มข้น Ammonia ในถังเริ่มต้นประมำณ 50 mg-N/l 
 

ปรับ pH ด้วยการใช้ NaOH 0.5 M ปรับ pH ให้อยู่ในช่วง 7-7.5 
ปรับ pH ด้วยการใช้ NaOH 0.5 M ใช้ร่วมกับ pH controller 

ปรับ pH ให้อยู่ในช่วง 7-7.5  

ปรับความเข้มข้นของ Ammonia ในระบบให้ความเข้มข้น ของ 
Ammonia ประมาณ 1 mg-N/l เมื่อระบบมีความเข้มข้นลดลง

มากกว่า 80 เปอร์เซนต์ โดยใช้ NH4Cl 

ปรับความเข้มข้นของ Ammonia ในระบบให้ความเข้มข้น ของ 
Ammonia ประมาณ 50 mg-N/l เมื่อระบบมีความเข้มข้นลดลง

มากกว่า 80 เปอร์เซนต์ โดยใช้ NH4Cl 

เติม NaHCO3 ให้เพียงพอ  เติม NaHCO3 ให้เพียงพอ  

หลังจากที่มั่นใจว่าเชื อกลับมาท้างานได้เต็มประสิทธิภาพให้ท้า
การ วัด kinetic ขอเชื อในระบบ เพื่อท้ากราฟ Monod 

ดก 

หลังจำกที่มั่นใจว่ำเชื้อกลับมำท้ำงำนได้เต็มประสิทธิภำพให้ท้ำ
กำร วัด kinetic ขอเชื้อในระบบ เพื่อท้ำกรำฟ Monod 
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3.4 การศึกษากลุ่มประชากรของแบคทีเรียในระบบ 

ในการทดลองช่วงที่ 3 จะเป็นการทดลองเพ่ือศึกษากลุ่มประชากรจุลินทรีย์ภายในแต่ละถัง
ปฏิกรณ์โดยในงานวิจัยนี ใช้เทคนิค Fluorescence in situ hybridization (FISH) ในการศึกษากลุ่ม
ประชากรจุลินทรีย์ ซึ่งในการทดลองนี ท้าการทดลองควบคู่ไปกับการทดลองช่วงที่ 1 และ 2 
รายละเอียดของการท้าการทดลองในช่วงนี สามารถอธิบายได้ด้วยแผนผัง ดังรูปที่ 3.11 

 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 3.11 สรุปการทดลองช่วงที่ 3 
 
 
 
 
 
 

การศึกษากลุ่มประชากรจุลินทรียภ์ายระบบ 

น้ำตัวกลำงพลำสติกออกมำจำกถังปริมำตร 300 ml 
โดยประมาณ 

ท้ำกำรล้ำงตัวกลำงโดยใช้น้้ำกลั่น 

ท้ำกำร Fixed sample เพ่ือน้ำไปใช้ในกำรวิเครำะห์ต่อไป 

น้ำตัวอย่ำงที่ Fixed เรียบร้อยมำท้ำกำรย้อมสี Fluorescence 
เพ่ือท้ำกำรวิเครำะห์ด้วยกล้อง Fluorescence 
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3.4.1 ขั นตอนการเก็บตัวอย่างเชื อจุลินทรีย์จากตัวกลาง 

  ท้าการดึงจุลินทรีย์จากตัวกลางพลาสติกจากถังปฏิกรณ์มาปริมาตร 300 ml จากนั นล้างด้วย
น ้ากลั่นแล้วน้าเชื อที่ได้จากการล้างตัวกลางมาใช้วิเคราะห์ในขั นตอนต่อไป 

 
3.4.2 ขั นตอนการ Fixed ตัวอย่างเพ่ือเตรียมการน้าไปใช้ (Nielsen และคณะ, 2009) 

ขั นตอนนี เป็นการเตรียมตัวอย่างเพ่ือน้าไปใช้ในการวิเคราะห์ด้วยกล้อง Fluorescence โดย
ในขั นตอนนี จะท้าการใช้สารเคมีเพ่ือเปิดท้าลาย cell membrane ของเซลล์จุลินทรีย์เพ่ือให้สารย้อม
สี Fluorescence สามารถทะลุเข้าไปในตัวเซลล์แล้วไปจับกับ Ribosomal RNA (rRNA) แล้วสามารถ
เปล่งแสง Fluorescence ได ้

นอกจากนี ในขั นตอนนี ยังสามารถที่จะช่วยให้เราสามารถเก็บตัวอย่างไว้ได้อย่างยาวนานขึ น
อีกด้วย โดยในขั นตอนนี จะแบ่งขั นตอนออกเป็นอีก 2 ขั นตอนย่อยได้แก่ 

 
1. การเตรียมสารละลายเพ่ือ Fix เซลล์ (4% Paraformaldehyde fixing solution) 

2. การ Fixation 

                                                
3.4.2.1 การเตรียมสารละลายเพื่อ Fixed เซลล์ (4% Paraformaldehyde fixing solution) 

การเตรียมสารละลาย 4% Paraformaldehyde fixing solutionสารเคมีที่ต้องใช้ในการ
เตรียม  สามารถ เตรียมได้ดังตารางที่ 3.8 
ตารางที่ 3.8 สารเคมีที่ต้องใช้ในการเตรียม 4% Paraformaldehyde fixing solution (ในกรณีที่ใช้
ปริมาตร 10 ml) 

สารเคมี ปริมาณ 
3xPhosphate Buffer Saline (3xPBS) 3.5 ml 

Paraformaldehyde 0.4 g 

DI water 6.5 ml 
                                    
 ขั นตอนในการท้าสามารถสรุปได้เป็นแผนผังดังแสดงในรูปที่ 3.12 
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รูปที่ 3.12 การเตรียมสารละลาย 4% Paraformaldehyde 
               
        * การเตรียมสารละลาย Fixing solution ควรเตรียมใหมทุ่กครั งที่จะเริ่มท้าการ Fix ตัวอย่าง* 

การเตรียมสารละลาย 4% Paraformaldehyde fixing 
solution 

น้ำน้้ำ DI มำเพิ่มอุณหภมูิจนได้อณุหภมุิ ท่ี 60 องศำเซลเซียส 

เติม Paraformaldehyde ลงไปในน้้ำ DI  

หยดสำรละลำย NaOH ลงไป 1 หยด 

คนจนสำรละลำยเป็นสีใส 

เอำสำรละลำยออกจำก Heater แล้วเติม 3xPBS 
16.5 ml 

ปรับ pH เป็น 7.2 ด้วย weak HCl 
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3.4.2.2 การ Fixation 

หลังจากที่ได้เตรียมสารละลาย Fixing Solution แล้ว ขั นตอนต่อไปคือการ Fix ตัวอย่าง 
ทั งนี ต้องมั่นใจว่าตัวอย่างที่น้ามามีความเข้มข้นของเชื อมากพอที่จะน้ามาท้าการ Fix โดยหากความ
เข้มข้นของเชื อนั นต่้าเกินไปให้น้าตัวอย่างไปท้าการ centrifuge ที่ความเร็ว 10,000-15,000g เพ่ือ
เพ่ิมความเข้มข้นของเซลล์ก่อนที่จะด้าเนินการในขั นตอนนี  

ในขั นตอนนี เริ่มต้นให้น้าตัวอย่างที่เข้มข้นมากพอมาใส่ในหลอดขนาด 1.5 ml โดยใส่ปริมาณ
ตัวอย่าง 100-300 µL หลังจากนั นท้าการเติมสารละลาย Fixing solution ลงไปในปริมาณ 3 เท่า
ของปริมาณตัวอย่างท่ีใส่ลงไป แล้วทิ งไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสเพื่อ fix RNA  

หลังจากนั นน้าตัวอย่างมา centrifuge ที่ความเร็ว 5000g เพ่ือให้ตกตะกอนจากนั นทิ งน ้า
ส่วนเกิน (supernatant) ออกจากหลอดแล้วเติมสารละลาย 1xPBS ลงไปในปริมาณที่เท่ากับที่เติม 
Fixing solution เ พ่ือล้ า งสารละลาย  Fixing solution จากนั น  Centrifuge อีกครั ง แล้ วน้ า  
Supernatant ออก โดยในขั นตอนนี อาจท้าการล้าง 2-3 ครั งเพ่ือให้แน่ใจว่า fixing solution ถูกล้าง
ออกไปจนหมด ในขั นตอนสุดท้ายให้เติมสารละลาย 1xPBS และสารละลาย ethanol ลงไปใน
อัตราส่วน 1 : 1 เทียบเท่ากับปริมาตรของสารละลายเดิมแล้วเก็บไว้ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียสโดย
สามารถเก็บตัวอย่างได้เป็นเวลาหลายเดือน รายละเอียดโดยรวมของขั นตอนนี สามารถสรุปได้เป็น
แผนผังดังรูปที่ 3.13 
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รูปที่ 3.13 ขั นตอน Fixation 
 

Fixation 

น้ำตัวอย่ำงปริมำตร 100-300 µL ใส่ในหลอด 1.5 ml 

เติมสำรละลำย Fixing solution 3 เท่ำของปริมำตร
ตวัอยา่ง 

เก็บตัวอย่ำงที่ 4 องศำเซลเซียสนำน 3 ช่ัวโมง 

Centrifuge ท่ีควำมเร็ว 5000g 
 

น้ำ Supernatant ออก แล้วเติมสำรละลำย 1xPBS เท่ำกับปริมาณเดิม 

Centrifuge ที่ควำมเร็ว 5000g 
 

น้า Supernatant ออก แล้วเติมสารละลาย 1xPBS และ ethanol ในอัตราส่วน 
1:1 ให้เท่ากับปริมาตรเดิมแล้วเก็บไว้ที่อุณหภูมิ -20 องศา 
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3.4.3 การย้อมสี Probe Fluorescence 

ขั นตอนการย้อมสีสามารถถูกแบ่งได้ออกเป็น 4 ขั นตอนย่อยได้แก่ 
1. Immobilization 

2. การเตรียมสารละลาย Probe 

3. Hybridization และ การล้าง (Washing) 

4. การส่องกล้อง fluorescence  

 
 3.4.3.1 Immobilization  

             ในขั นตอน Immobilization เป็นขั นตอนในการน้าตัวอย่างที่ได้ท้าการ Fix แล้วไปหยดลง
บนสไลด์กระจก ซ่ึงสไลด์ที่จะใช้เป็นแบบ 2 รู โดยขั นตอนต่างๆ จะเป็นดังต่อไปนี  
             ท้าการหยดตัวอย่างที่ได้จากการ Fixation ลงบนรูสไลด์กระจกจนเต็มหลุม (ประมาณ 10-
15 µL) แล้วกระจายน ้าตัวอย่างให้เต็มช่องว่าง ทิ งไว้ให้แห้ง จากนั นท้าการจุ่มสไลด์กระจกลงบน 
ethanol ที่มีความเข้มข้น 50%, 80% และ 98% ตามล้าดับโดยจุ่มลงไปครั งละ 3 นาทีแล้วจุ่มลงไป
อันถัดไปทันที ท้าจนครบทั ง 3 ความเข้มข้นแล้วทิ งไว้ให้แห้งที่อุณหภูมิห้อง 
              ในขั นตอนนี หากสไลด์กระจกไม่ได้ท้าการเคลือบพื นผิวให้ท้าการเคลือบพื นผิวของสไลด์ 
ก่อนที่จะน้ามาท้าการทดลอง ไม่เช่นนั นเซลล์แบคทีเรียจะหลุดออกมาจากสไลด์กระจก 
 
3.4.3.2 การเตรียมสารละลาย Probe 

               การเตรียมสารละลาย Probe จะถูกเตรียมให้ความเข้มข้นของสารละลาย Probe มีความ
เข้มข้นอยู่ที่  100 pmol(10-12)/µL ท้าการละลาย Probe  เป็น Master solution และเก็บไว้ที่
อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส โดยที่ Probe ทั งหมดท่ีใช้ในการทดลองนี มีดังตารางที่ 3.9 
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ตารางที่ 3.9 รายการ Probe ที่ใช้ทั งหมดในงานวิจัย 
ชื่อ Probe Sequence (5’ – 3’) %Formamide Labeled เอกสารอ้างอิง 

Universal probe 

EUB 338 GCTGCCTCCCGTAGGAGT 15-50 Cy3 (Red) Rongsayamanont และคณะ 
(2010) 

AOB probe 

Nso 190 CGATCCCCTGCTTTTCTCC 55 Alexa 
Flour488 
(Green) 

Rongsayamanont และคณะ 
(2010) 

Cluster 6a 
192 

CTTTCGATCCCCCTACTTTCC 35 Cy3 (Red) Almstrand และคณะ (2011) 

Nse1472 ACCCCAGTCATGACCCCC 50 Cy3 (Red) Rongsayamanont และคณะ 
(2010) 

NOB probe 

Ntspa 662 GGAATTCCGCFCTCCTCT 35 Cy3 (Red) Dytczak และคณะ (2008) 

NIT 3 CCTGTGCTCCATGCTCCG 40 Cy3 (Red) Dytczak และคณะ (2008) 

                
              ในการน้า Probe มาใช้ให้น้า Master solution มา 1-2 µL แล้วท้าการเจือจางลง 20 
เท่าของความเข้มข้นเดิม ไม่ใช้ Master Solution มาท้าการทดลองเด็ดขาด 
 
3.4.3.3 Hybridization และ การล้าง(Washing) 

               ขั นตอนการ Hybridization เป็นขั นตอนการผสาน Probe เข้ากับ rRNA ของแบคทีเรีย 
สารเคมีที่ต้องใช้ เป็นไปดังตารางท่ี 3.10  
ตารางที่ 3.10  สารเคมีที่ใช้ในขั นตอน Hybridization ตามความเข้มข้น Formamide ต่างๆ 

สารเคมี ปริมาณสารที่ใช้ในแต่ละความเข้มข้น Formamide  

15% 35% 40% 50% 55% 
Formamide (µl) 300 700  800 1000 1100 

5 M NaCl (µl) 360 360  360 360 360 

1 M Tris/HCl (µl) 40 40 40 40 40 
10.0%SDS (µl) 2 2  2 2 2 

DI water (µl) 1400 900  800 600 500 

ปริมาตรรวม (µl) 2000 2000  2000 2000 2000 
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               หลังจากเตรียมสารละลายให้น้า กระดาษ Chromatography หรือทิชชู่มาใส่ในหลอด 
centrifuge จากนั นหยดสารละลาย Hybridization ให้เปียกชุ่มจากนั นน้าหลอดดังกล่าวไปใส่ไว้ใน
ตู้อบที่อุณหภูมิ 46 องศาเซลเซียสเป็นเวลาประมาณ 6-10 นาที เพ่ือท้าให้เกิดสภาวะ vapor-liquid 
equilibrium ก่อนที่จะท้าการ Hybridization  
                จากนั นน้าหลอด centrifuge ออกมาจากตู้อบแล้วท้าการหยดสารละลายลงบน glass 
slide แต่ละรูตามปริมาณที่เหมาะสม จากนั นน้าใส่หลอด centrifuge ที่ได้ท้าการ pre-treatment 
ไว้แล้วน้าไปเข้าเตาอบที่อุณหภูมิ 46 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 2 ชั่วโมง  
                ระหว่างที่เกิดปฏิกิริยา Hybridization ให้ท้าการเตรียมสารละลาย Washing buffer 
solution โดยสามารถเตรียมได้ดังตารางที่ 3.11 

 
ตารางที่ 3.11 สารเคมีในการเตรียม Washing  buffer solution ตามความเข้มข้น formamide ที่
ใช้ในขั นตอน hybridization  

สารเคมี ปริมาณสารที่ใช้ในแต่ละความเข้มข้น Formamide  
15% 35% 40% 50% 55% 

0.5 M EDTA (µl) 0 500 500 500 500 

5 M NaCl (µl) 3180 700 460 180 100 
1M Tris/HCl (µl) 1000 1000 1000 1000 1000 

10.0%SDS (µl) 50 50 50 50 50 

DI water (µl) 47,730 47,500 47,900 48,130 48,350 
ปริมาตรรวม (µl) 50,000  50,000  50,000  50,000  50,000  

                    
                เมื่อเตรียมเสร็จแล้วให้น้าสารละลายใส่หลอด centrifuge 50 ml ไปใส่ใน water bath 
ที่อุณหภูมิ 48 องศาเซลเซียส จนกว่าจะถูกน้าออกมาใช้ 
                เมื่อขั นตอน Hybridization เสร็จสิ นให้น้า glass slide ออกมาแล้วล้างด้วย washing 
buffer เล็กน้อยแล้วน้า glass slide ดังกล่าวจุ่มลงไปใน washing buffer แล้วทิ งไว้ 20 นาทีที่
อุณหภูมิ 48 องศาเซลเซียสใน water bath 
                หลังจากนั นน้า glass slide ออกมาล้างด้วยน ้ากลั่น จากนั นท้าการสบัดเพ่ือเอาน ้าออก
จาก glass slide แล้วผึ่งให้แห้งในที่มืด  เมื่อแห้งแล้วให้หยดสารละลาย SlowFade-Light ลงไปบน 
glass slide ในแต่ละรู แล้วน้า glass cover วางทับ ทาขอบ slide ด้วยน ้ายาทาเล็บเพ่ือป้องกัน 
slide cover เลื่อน 
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3.4.3.4 การส่องกล้อง fluorescence  

               เมื่อเตรียม glass slide เรียบร้อยแล้วจึงสามารถน้า slide ดังกล่าวไปส่องกับกล้อง
จุลทรรศน์เพ่ือท้าการวิเคราะห์ โดยกล้องจุลทรรศน์ที่ใช้เป็นกล้อง fluorescence confocal รุ่น 
OLYMPUS-FLUOVIEW-FV10i โดยใช้ก้าลังขยายจากกล้อง 60 เท่า และสามารถปรับซูมภาพจาก
ก้าลังขยายกล้องได้มากที่สุด 10 เท่า 
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บทที่ 4 

ผลการด าเนินงานวิจัย 

 งานวิจัยนี มุ่งเน้นการศึกษาจลนพลศาสตร์และกลุ่มประชากรของจุลินทรีย์แอมโมเนียออกซิ
ไดซิ่งและจุลินทรีย์กล่มไนไตรท์ออกซิไดซิ่งที่เลี ยงด้วยความเข้มข้นของแอมโมเนียสูงและต่้า โดยแบ่ง
การทดลองออกเป็น 2 ช่วง ได้แก่ การทดลองช่วงที่ 1 เป็นการเลี ยงจุลินทรีย์ในระบบถังปฏิกรณ์แบบ
ทีละเท (Batch) 2 ถัง โดยใช้แอมโมเนียความเข้มข้น 50 mg-N/l และ 1 mg-N/l จากนั นท้าการ
วิเคราะห์ค่าพารามิเตอร์ต่าง ๆ ของแต่ละถังปฏิกรณ์ รวมไปถึงท้าการวิเคราะห์ค่าพารามิเตอร์ทาง
จลนพลศาสตร์  และท้าการศึกษากลุ่มประชากรจุลินทรีย์ของทั ง 2 ถังปฏิกรณ์ ด้วยเทคนิค 
Fluorescence in situ hybridization (FISH) ในขณะที่การทดลองช่วงที่ 2 ได้ท้าการสลับความ
เข้มข้นของแอมโมเนียระหว่างถังปฏิกรณ์ทั ง 2 ถัง จากสูงไปต่้า (50 mg-N/l เป็น 1 mg-N/l) และ
จากต่้าไปสูง (1 mg-N/l เป็น 50 mg-N/l) และท้าการวิเคราะห์พารามิเตอร์ เช่นเดียวกับการทดลอง
ช่วงที่ 1 ผลการทดลองที่ได้เป็นไปดังนี  
 
4.1 ผลการทดลองช่วงท่ี 1 ถังปฏิกรณ์ A และ B ที่ป้อนด้วยความเข้มข้นแอมโมเนีย 50 และ 1 
mg-N/l 

4.1.1 การด้าเนินการถังปฏิกรณ์ A (50 mg-N/l) และ B (1 mg-N/l)  

4.1.1.1 การด้าเนินการถังปฏิกรณ์ A (50 mg-N/l) 

 หลังจากท้าการด้าเนินระบบของถังปฏิกรณ์ A ซึ่งป้อนด้วยความเข้มข้นแอมโมเนีย 50 mg-
N/l เป็นระยะเวลาทั งสิ น 212 วัน ผลการวิเคราะห์ค่าความเข้มข้นของ แอมโมเนีย ไนไตรท์ และ ไน- 
เตรท เป็นไปดังต่อไปนี  
 ส้าหรับค่าความเข้มข้นแอมโมเนียพบว่าแอมโมเนียที่เติมลงไปในระบบมีค่าความเข้มข้นเฉลี่ย
อยู่ที่ 46.60 ± 8.09 mg-N/l และค่าความเข้มข้นของแอมโมเนียหลังจากผ่านการบ้าบัดไป 1 วันมี
ค่าเฉลี่ยเท่ากับ 0.028 ± 0.066 mg-N/l จากผลดังกล่าวแสดงให้เห็นว่า แอมโมเนียถูกบ้าบัดไปจน
เกือบหมดภายในระยะเวลา 1 วัน แสดงให้เห็นว่าจุลินทรีย์กลุ่มแอมโมเนียออกซิไดซิ่งสามารถท้างาน
ได้เป็นอย่างดีในระบบตลอดการทดลองช่วงที่ 1 โดยผลของความเข้มข้นแอมโมเนียของถังปฏิกรณ์ A 
(50 mg-N/l) สามารถแสดงได้ดังรูปที่ 4.1 
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รูปที่ 4.1 ความเข้มข้นของแอมโมเนียในถังปฏิกรณ์ A ที่ป้อนด้วยความเข้มข้นแอมโมเนีย  

50 mg-N/l 
  

ส่วนค่าความเข้มข้นของ ไนไตรท์ในระบบถังปฏิกรณ์ A (50 mg-N/l) ซึ่งมีค่าเฉลี่ยประมาณ 
0.029 ± 0.028 mg-N/l แสดงให้เห็นถึงประสิทธิภาพในการบ้าบัดไนไตรท์ของจุลินทรีย์กลุ่มไนไตรท์
ออกซิไดซิ่งในระบบที่สามารถท้างานได้เป็นอย่างดี โดยค่าความเข้มข้นของไนไตรท์สามารถแสดงได้ดัง
รูปที่ 4.2 

 

 
รูปที่ 4.2 ความเข้มข้นของไนไตรท์ในถังปฏิกรณ์ A ที่ป้อนด้วยความเข้มข้นแอมโมเนีย 50 mg-N/l 
 
 

Kinetic experiment, Day 130 
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.ในขณะทีก่ารสะสมของไนเตรทในถังปฏิกรณ์ A ในช่วงเริ่มต้นค่าของไนเตรทมีค่าเริ่มต้นอยู่ที่
ประมาณ 45 mg-N/l จากนั นค่าไนเตรทเพิ่มสูงขึ นจนมีค่าเท่ากับ 1,096 mg-N/l ในวันที่ 36 ภายหลัง
จากท้าการเปลี่ยนน ้าในวันที่ 37 ค่าของไนเตรทลดลงเหลือ 200 mg-N/l และมีค่าเพ่ิมขึ นภายในช่วง
วันที่ 37-124 ของการทดลอง เนื่องจากภายในช่วงเวลาดังกล่าวมีการน้าเชื อจุลินทรีย์ภายในระบบมา
ท้าการทดลองทางจลนพลศาสตร์หลายครั ง ท้าให้น ้าบางส่วนถูกน้าออกจากระบบ และต้องท้าการเติม
น ้าเพื่อรักษาปริมาตรภายในระบบ ท้าให้ค่าไนเตรทมีค่าค่อนข้างแกว่งไม่เพ่ิมขึ นต่อเนื่องเหมือนในช่วง
วันที่ 1-36 จนกระทั่งวันที่ 124 ได้มีการเปลี่ยนน ้าอีกครั งโดยค่าไนเตรทก่อนเปลี่ยนน ้ามีค่าเท่ากับ 
891 mg-N/l และได้ท้าการเปลี่ยนน ้า 2 วันให้หลังและวัดค่าไนเตรทได้ 260 mg-N/l และได้ท้าเดิน
ระบบไปจนกระทั่งวันที่ 212 วัดค่าไนเตรทได้ 3,605 mg-N/l โดยความเข้มข้นของไนเตรทในถัง
ปฏิกรณ์ A (50 mg-N/l) สามารถแสดงได้ดังรูปที่ 4.3  และค่าพารามิเตอร์อ่ืนๆ ได้แก่ pH อุณหภูมิ 
ค่าการละลายออกซิเจน และค่าความเค็มในถังปฏิกรณ์ A ในการทดลองช่วงที่ 1 สามารถสรุปได้ดัง
ตารางที่ 4.1 
 

 
รูปที่ 4.3 ความเข้มข้นของไนเตรทในถังปฏิกรณ์ A ที่เลี ยงป้อนความเข้มข้นแอมโมเนีย 50 mg-N/l 
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ตารางที่ 4.1 ค่าพารามิเตอร์ต่างๆ ในถังปฏิกรณ์ A ที่ป้อนด้วยความเข้มข้นแอมโมเนีย 50 mg-N/l ใน
การทดลองช่วงที่ 1   

พารามิเตอร์ ค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน 
pH 7.88±0.30 

อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) 29.58 ± 0.82 
ค่าการละลายออกซิเจน (mgO2/l) 7.55 ± 0.39 

ค่าความเค็ม (ppt) 17.59 ± 2.60 

 
4.1.1.2 การด้าเนินการถังปฏิกรณ์ B (1 mg-N/l) 

 หลังจากท้าการด้าเนินระบบของถังปฏิกรณ์ B ซึ่งป้อนด้วยความเข้มข้นแอมโมเนีย 1 mg-N/l 
เป็นเวลาทั งสิ น 221 วัน ผลการวิเคราะห์ค่าความเข้มข้นของ แอมโมเนีย ไนไตรท์ และไนเตรท เป็นไป
ดังต่อไปนี  

ความเข้มข้นแอมโมเนียในถังปฏิกรณ์ B ที่เติมเข้าสู่ระบบมีค่าเท่ากับ 1.07± 0.19 mg-N/l 
และมีค่าความเข้มข้นแอมโมเนียหลังจากผ่านการบ้าบัด 1 วันเฉลี่ยเท่ากับ 0.048 ± 0.062 mg-N/l 
จากผลดังกล่าวแสดงให้เห็นว่าแอมโมเนียถูกบ้าบัดจนเกือบหมดในระบบภายใน 1 วัน แสดงให้เห็นว่า
จุลินทรีย์กลุ่มแอมโมเนียออกซิไดซิ่งสามารถท้างานได้เป็นอย่างดีในระบบตลอดช่วงการทดลองที่ 1 
ซึ่งสามารถแสดงได้ดังรูปที่ 4.4  

 
รูปที่ 4. 4 ความเข้มข้นของแอมโมเนียในถังปฏิกรณ์ B ที่ป้อนด้วยความเข้มข้นแอมโมเนีย  

1 mg-N/l 

Kinetic experiment, Day 139 
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ส้าหรับค่าความเข้มข้นของไนไตรท์ของถังปฏิกรณ์ B ไนไตรท์เฉลี่ยในระบบมีค่าประมาณ 
0.0085 ± 0.01 mg-N/l แสดงให้เห็นถึงประสิทธิภาพในการบ้าบัดไนไตรท์ของจุลินทรีย์กลุ่มไนไตรท์
ออกซิไดซิ่งในระบบซึ่งสามารถท้างานได้เป็นอย่างดี โดยค่าความเข้มข้นของไนไตรท์สามารถแสดงดัง
รูปที่ 4.5 
 

 
รูปที่ 4. 5 ความเข้มข้นของไนไตรท์ในถังปฏิกรณ์ B ที่ป้อนด้วยความเข้มข้นแอมโมเนีย 1 mg-N/l 

 
 ค่าความเข้มข้นไนเตรทในถังปฏิกรณ์ B ในช่วงเริ่มต้นมีค่าประมาณ 45 mg-N/l และมีค่า
เพ่ิมขึ นเมื่อระยะเวลาผ่านไปจนกระทั่งวันที่ 14 ค่าไนเตรทมีค่าประมาณ 50 mg-N/l ทั งนี ในวันที่ 15 
ได้มีการเปลี่ยนน ้าใหม่ท้าให้ค่าไนเตรทลดลงเหลือ 13 mg-N/l ส้าหรับในช่วงวันที่ 15-93 เนื่องจาก
ภายในช่วงเวลาดังกล่าวมีการน้าเชื อจุลินทรีย์ภายในระบบมาท้าการทดลองทางจลนพลศาสตร์หลาย
ครั ง ท้าให้น ้าบางส่วนถูกน้าออกจากระบบ และต้องท้าการเติมน ้าเพ่ือรักษาปริมาตรภายในระบบ ท้า
ให้ค่าไนเตรทมีค่าค่อนข้างแกว่ง ไม่เพ่ิมขึ นต่อเนื่องดังเช่นในช่วงวันที่ 1-14 โดยในวันที่ 93 ค่าไนเตรท
มีค่าเท่ากับ 62 mg-N/l และหลังจากเปลี่ยนน ้าในวันที่ 95 ค่าไนเตรทลดลงเหลือ 19.31 mg-N/l 
และท้าการทดลองเดินระบบไปจนกระทั่งจบการทดลองช่วงที่ 1 ค่าไนเตรทมีค่าเท่ากับ 109 mg-N/l 
โดยค่าความเข้มข้นของไนเตรทในระบบถังปฏิกรณ์  B สามารถแสดงได้ดั งรูปที่  4.6 และ
ค่าพารามิเตอร์ต่างๆ ได้แก่ pH อุณหภูมิ ค่าการละลายออกซิเจน และค่าความเค็มของถังปฏิกรณ์ B 
ในช่วงการทดลองท่ี 1 สามารถแสดงได้ดังตารางที่ 4.2 
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รูปที่ 4.6 ความเข้มข้นไนเตรทในถังปฏิกรณ์ท่ีป้อนด้วยความเข้มข้นแอมโมเนีย 1 mg-N/l 

 
ตารางที่ 4.2 : ค่าพารามิเตอร์ต่างๆ ในถังปฏิกรณ์ B ที่ป้อนด้วยความเข้มข้นแอมโมเนีย 1 mg-N/l ใน
การทดลองช่วงที่ 1   

พารามิเตอร์ ค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน 

pH เริ่มต้นเมื่อเติมแอมโมเนีย  7.64 ± 0.21  

pH หลังจากการเติมแอมโมเนีย 1 วัน 6.89 ± 0.27 
อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) 29.58 ± 0.82 

ค่าการละลายออกซิเจน (mgO2/l) 7.63 ± 0.40 

ค่าความเค็ม (ppt) 15.45 ± 1.39 
 
4.1.2. จลนพลศาสตร์ของจุลินทรีย์ในถังปฏิกรณ์ A (50 mg-N/l) และ ถังปฏิกรณ์ B (1 mg-N/l) 

4.1.2.1 จลนพลศาสตร์ของจุลินทรีย์กลุ่มแอมโมเนียออกซิไดซิ่ง 

 จากการศึกษาจลนพลศาสตร์ของการใช้แอมโมเนียของตัวกลางซึ่งน้ามาจากถังปฏิกรณ์ A 
และ B สามารถน้ามาสร้างกราฟ Monod ผลที่ได้เป็นไปดังนี  

จากการทดลองทางพลนจลนพลศาสตร์พบว่าค่าอัตราการใช้แอมโมเนียจ้าเพาะสูงสุดของถัง
ปฏิกรณ์ A และ B มีค่าเท่ากับ 0.128 ± 0.018 mg-N/mgMLVSS.hr  และ 0.0089 ± 0.0007 mg-
N/mgMLVSS.hr และมีค่า Ks ของถังปฏิกรณ์ A และ B เท่ากับ 8.79 ± 3.82 mg-N/l และ 1.19 ± 
0.47 mg-N/l ตามล้าดับ 
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 จากผลของค่าพารามิเตอร์ของทั ง 2 ถังปฏิกรณ์จะเห็นได้ว่าค่าพารามิเตอร์ทางจลนพลศาสตร์
มีความแตกต่างอย่างชัดเจน โดยที่ถังปฏิกรณ์ A มีค่า qmax และค่า Ks สูงกว่าถังปฏิกรณ์ B ซึ่งสามารถ
บ่งบอกถึงกลุ่มประชากรจุลินทรีย์ที่คาดว่าจะพบในแต่ละระบบที่น่าจะมีความแตกต่างกัน  
 จากงานวิจัยที่ผ่านมาได้มีการรายงานค่า Ks ของแบคทีเรียชนิดต่างๆ เอาไว้เป็นจ้านวนมาก 
อาทิ เช่น จากงานวิจัยของ Jung และคณะ (2011) ได้รายงานค่า Ks ของแบคทีเรียชนิด 
Nitrosomonas europaea เอาไว้ในช่วง 7.72 - 18.2 mg-N/l ในขณะที่งานวิจัยของ Martens-
Habbena และคณะ (2009)  ได้รายงานค่าของแบคที เรียชนิด Nitrosomonas europaea, 
Nitrosomonas communis, Nitrosomonas eutropha ไว้ในช่วง 0.7 - 14 mg-N/l, 14 - 70 mg-
N/l และ 11.2 - 70 mg-N/l ตามล้าดับเช่นเดียวกับงานของ ธนสิตา โชติอนนต์ (2556)  ได้
ท้าการศึกษาเลี ยงแอมโมเนียความเข้มข้นสูง (25 mg-N/l) ในฟิล์มตึงที่มีการไหลอย่างต่อเนื่อง พบว่า
กลุ่มประชากรจุลินทรีย์หลักเป็นชนิด Nitrosomonas europaea และมีค่า Ks ที่ได้จากการทดลอง
เท่ากับ 9.23 mg-N/l 

จากงานวิจัยข้างต้นดังกล่าว กลุ่มแบคทีเรียที่ได้ท้าการกล่าวไว้ในงานวิจัยเหล่านั นเป็นกลุ่ม
แบคทีเรียชนิด Low affinity to ammonia และจากผลการทดลองหาค่า Ks ของถังปฏิกรณ์ A ซึ่งมี
ค่าเท่ากับ 8.79 ± 3.82  mg-N/l นั นสอดคล้องกับค่า Ks ที่ได้มีการรายงานจากงานวิจัยดังที่ได้กล่าว
มา ท้าให้สามารถคาดการณ์ได้ว่าในถังปฏิกรณ์ A น่าจะมีกลุ่มประชากรจุลินทรีย์แอมโมเนียออกซิได
ซิ่งชนิด Low affinnity to ammonia อยู่เป็นกลุ่มประชากรหลัก 
 อย่างไรก็ดี มีงานวิจัยบางชิ นที่ได้ท้าการรายงานค่า Ks ของจุลินทรีย์กลุ่ม Low affinity to 
ammonia ไว้ในช่วงค่าที่แตกต่างจากงานวิจัยข้างต้น โดยงานวิจัยของ Park และ Noguera (2007) 
ได้ท้าการรายงานค่า Ks ของชนิด Nitrosomonas europaea อยู่ที่ 2.59 mg-N/l ในขณะที่งานวิจัย
ของ Keen และ Prosser (1987) รายงานค่า Ks ไว้ที่ 3.65 mg-N/l 
 นอกจากกลุ่ม Low affinity to ammonia แล้ว ยังมีงานวิจัยอีกหลายชิ นที่ได้ท้าการรายงาน
ค่า Ks ของแบคทีเรียกลุ่ม High affinity to ammonia ซึ่งได้แก่ชนิด Nitrosomonas oligotropha, 
Nitrosospira และ Nitrosomonas marina ไว้ดังนี  
 จากงานวิจัยของ Martens-Habbena และคณะ (2009) ได้รายงานค่า Ks ของชนิด 
Nitrosomonas oligotropha และ  Nitrosospira ไว้ในช่วง 0.28 - 1.4 mg-N/l และ 1.26 - 9.8 
mg-N/l ตามล้าดับ ซึ่งใกล้เคียงกับงานวิจัยของPark และ Noguera (2007) ในขณะที่งานวิจัยของ 
Limpiyakorn และคณะ (2007) ได้รายงานค่า Ks ของชนิด Nitrosospira ไว้ในช่วง 1 - 7 mg-N/l 
และงานวิจัยของ Martens-Habbena และคณะ (2009) และงานวิจัยของ Jung และคณะ (2011) 
ได้ท้าการรายงานค่า Ks ของจุลินทรีย์กลุ่มแอมโมเนียออกซิไดซิ่งอาร์เคียไว้ที่  0.0014 - 0.0182 mg-
N/l  
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 จากผลงานวิจัยที่ผ่านมาดังกล่าวเมื่อน้ามาเปรียบเทียบกับผลการทดลองของถังปฏิกรณ์ B 
ในช่วงการทดลองที่ 1 ซึ่งมีค่า Ks เท่ากับ 1.19 ± 0.47 mg-N/l สามารถคาดการณ์ได้ว่า จุลินทรีย์
กลุ่มแอมโมเนียออกซิไดซิ่งในระบบน่าจะเป็นกลุ่ม High affinity to ammonia เป็นหลัก อย่างไรก็ดี 
จุลินทรีย์กลุ่มแอมโมเนียออกซิไดซิ่งอาร์เคียอาจไม่ถูกพบในระบบ เนื่องจากค่า Ks ของจุลินทรีย์กลุ่มนี 
มีค่าต่้ามากเมื่อเปรียบเทียบกับผลการทดลองที่ได้ 
 นอกจากนี เมื่อเปรียบเทียบผลของค่า qmax จากถังปฏิกรณ์ A และ B พบว่าค่า qmax ของถัง
ปฏิกรณ์ A มีค่าสูงกว่าถังปฏิกรณ์ B อยู่มากอย่างมีนัยยะส้าคัญซึ่งเป็นเครื่องยืนยันว่าทั ง 2 ถังปฏิกรณ์
น่าจะมีกลุ่มประชากรหลักแตกต่างกันอย่างชัดเจน ซึ่งโดยทั่วไปกลุ่ม Low affinity to ammonia จะ
มีค่า qmax ที่สูงกว่าเมื่อเทียบกับกลุ่ม High affinity to ammonia อย่างไรก็ดีค่าดังกล่าวไม่สามารถ
น้ามาบ่งชี ชัดกลุ่มชนิดแบคทีเรียได้อย่างชัดเจน โดยกราฟ Monod ของจุลินทรีย์กลุ่มแอมโมเนียออก
ซิไดซิ่งของถังปฏิกรณ์ A (50 mg-N/l) และ B (1 mg-N/l) สามารถแสดงได้ดังรูปที่ 4.7 และ 4.8 
ตามล้าดับ 

Ammonia Concentration (mg-N/l)
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รูปที่ 4.7 กราฟ Monod แสดงอัตราการใช้แอมโมเนียจ้าเพาะ (q) และ 

ความเข้มข้นแอมโมเนียเริ่มต้น (mg-N/l) ของถังปฏิกรณ์ A (50 mg-N/l) 

qmax = 0.128± 0.018 mg-N/hr.mgMLVSS 
KS = 8.79 ±  3.82  mg-N/l 
R2 = 0.8969 
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Ammonia Concentration (mg-N/l)
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รูปที่ 4.8 กราฟ Monod แสดงอัตราการใช้แอมโมเนียจ้าเพาะ (q) และ 
ความเข้มข้นแอมโมเนียเริ่มต้น (mg-N/l) ของถังปฏิกรณ์ B (1 mg-N/l) 

 
4.1.2.2 จลนพลศาสตร์ของจุลินทรีย์กลุ่มไนไตรท์ออกซิไดซิ่ง 

  จากการศึกษาจลนพลศาสตร์ของการใช้ไนไตรท์ของตัวกลางจากถังปฏิกรณ์ A และ B ที่ป้อน
ด้วยความเข้มข้นแอมโมเนีย 50 และ 1 mg-N/l ตามล้าดับ สามารถน้ามาสร้างกราฟ Monod ผลที่
ได้เป็นไปดังนี  

 จากการทดลองพบว่าค่าอัตราการใช้ไนไตรท์ จ้าเพาะสูงสุด ของถังปฏิกรณ์ A และ B มีค่า
เท่ากับ 0.048 ± 0.0045 mg-N/mgMLVSS.hr  และ 0.0086 ± 0.0009 mg-N/mgMLVSS.hr และ
มีค่า Ks ของถังปฏิกรณ์ A และ B เท่ากับ 2.57 ± 1.00 mg-N/l และ 1.34 ± 0.80 mg-N/l ตามล้าดับ 

งานวิจัยที่ผ่านมาได้ท้าการศึกษาและรายงานค่าทางจลนพลศาสตร์ของจุลินทรีย์กลุ่มไนไตรท์
ออกซิไดซิ่งชนิด Nitrobacter ซึ่งเป็นแบคทีเรียในกลุ่ม Low affinity to nitrite และชนิด Nitrospira 
ซึ่งแบคทีเรียกลุ่ม High affinity to nitrite เช่น ในงานวิจัยของ Schramm และคณะ (2000) ได้
รายงานค่า Ks ของ Nitrobacter ไว้ในช่วง 0.84 – 8.4 mg-N/l เช่นเดียวกับงานของ Tangkitjawisut 
และคณะ (2015) ที่ได้ท้าการเพาะเลี ยงจุลินทรีย์กลุ่มไนไตรท์ออกซิไดซิ่งที่ความเข้มข้นไนไตรท์สูง (3, 
20, 100 mg-N/l) ซึ่งมีชนิด Nitrobacter เป็นกลุ่มประชากรจุลินทรีย์หลัก และมีค่า Ks อยู่ในช่วง 
8.36 - 12.20 mg-N/l 

ในขณะที่ Nitrospira ได้มีงานวิจัยหลายงานรายงานค่า Ks ไว้เช่นกัน เช่น จากงานวิจัยของ 
Blackburne และคณะ (2007) ได้รายงานค่า Ks อยู่ที่ 0.9 mg-N/l ซึ่งอยู่ในช่วงเดียวกับงานวิจัยของ 

qmax = 0.0089 ± 0.0007 mg-N/hr.mgMLVSS 
KS = 1.19 ± 0.47 mg-N/l 
R2 = 0.9114 
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Manser และคณะ (2005) ซึ่ งรายงานค่า Ks ในช่วง 0.13 - 1 mg-N/l ในขณะที่งานวิจัยของ 
Tangkitjawisut และคณะ (2015) ที่ได้ท้าการเพาะเลี ยงจุลินทรีย์กลุ่มไนไตรท์ออกซิไดซิ่งที่ความ
เข้มข้นไนไตรท์ต่้า (0.1, 0.5 mg-N/l) ซึ่งมีชนิด Nitrospira เป็นกลุ่มประชากรจุลินทรีย์หลัก มีค่า Ks 
อยู่ในช่วง 0.71 - 0.98 mg-N/l 

จากค่า Ks ที่ได้จากทั ง 2 ถังพบว่า ถังปฏิกรณ์ A และ B ไม่ได้มีค่า Ks แตกต่างกันอย่างมีนัย
ยะส้าคัญ กลุ่มประชากรจุลินทรีย์กลุ่มไนไตรท์ออกซิไดซิ่งน่าจะมีความคล้ายคลึงกันในทั ง 2 ถัง
ปฏิกรณ์ อย่างไรก็ตามมีข้อพึงระลึกไว้ว่าทั ง 2 ถังปฏิกรณ์ไม่ได้มีการเติมไนไตรท์เข้าสู่ระบบโดยตรง 
แต่ไนไตรท์ที่เกิดขึ นภายในระบบจะค่อยๆ ถูกปล่อยออกมาจากกระบวนการแอมโมเนียออกซิเดชั่น 
และแทบจะถูกก้าจัดออกไปในทันทีท่ีเกิดขึ น ซึ่งจะสังเกตได้ว่าค่าความเข้มข้นไนไตรท์มีค่าต่้าอยู่ตลอด
ระยะเวลาในการเดินระบบ ท้าให้ในความเป็นจริงความเข้มข้นไนไตรท์ในระบบไม่ได้มีค่าที่สูงมากนัก 
ซึ่งเป็นสภาวะที่เหมาะสมต่อการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์กลุ่มไนไตรท์ออกซิไดซิ่งชนิด Nitrospira ซ่ึง
เป็นจุลินทรีย์ในกลุ่ม High afinity to nitrite  อย่างไรก็ตามถึงแม้ว่าชนิด Nitrospira จะมีแนวโน้ม
เป็นกลุ่มประชากรจุลินทรีย์หลักในระบบ แต่ก็อาจมี จุลินทรีย์กลุ่มไนไตรท์ออกซิไดซิ่งชนิด 
Nitrobacter ซึ่งเป็นกลุ่ม Low affinity to nitrite เจริญเติบโตอยู่ร่วมด้วยได้ โดยเฉพาะอย่างยิ่งใน
ถังปฏิกรณ์ A ที่มีการปล่อยไนไตรท์ออกมามากกว่าถังปฏิกรณ์ B เนื่องจากมีการเติมแอมโมเนียที่สูง
กว่าถังปฏิกรณ์ B   

นอกจากนี จากค่า qmax ของจุลินทรีย์กลุ่มไนไตรท์ออกซิไดซิ่งของถังปฏิกรณ์ A ยังมีค่า
ค่อนข้างสูงเมื่อเทียบกับถังปฏิกรณ์ B ซึ่งอาจเป็นการสื่อถึงการมีอยู่ของจุลินทรีย์กลุ่มไนไตรท์ออกซิได
ซิ่งชนิด Nitrobacter ในระบบถังปฏิกรณ์ A โดยลักษณะกราฟ Monod ของจุลินทรีย์กลุ่มไนไตรท์
ออกซิไดซิ่งในถังปฏิกรณ์ A และ B สามารถแสดงได้ดังรูปที่ 4.9 และ 4.10 
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Nitrite Concentration (mg-N/l)
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รูปที่ 4.9 กราฟ Monod แสดงอัตราการใช้ไนไตรท์จ้าเพาะ (q) และ 

ความเข้มข้นไนไตรท์เริ่มต้น (mg-N/l) ของถังปฏิกรณ์ A (50 mg-N/l) 

Nitrite concentration (mg-N/l)
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รูปที่ 4.10 กราฟ Monod แสดงอัตราการใช้ไนไตรทจ์้าเพาะ (q) และ 
ความเข้มข้นไนไตรท์เริ่มต้น (mg-N/l) ของถังปฏิกรณ์ B (1 mg-N/l) 

 
 
 
 
 

qmax = 0.048  ± 0.0045 mg-N/hr.mgMLVSS 
KS = 2.57 ± 1.00   mg-N/l 
R2 = 0.8258 

 

qmax = 0.0086 ± 0.0009  mg-N/hr.mgMLVSS 
KS = 1.34 ± 0.80  mg-N/l 
R2 = 0.8248 
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4.1.3 การศึกษากลุ่มประชากรโดยใช้เทคนิค Fluorescence in situ hybridization (FISH)  

4.1.3.1 การศึกษากลุ่มประชากรจุลินทรีย์ในถังปฏิกรณ์ A (50 mg-N/l) ในช่วงการทดลองท่ี 1 

 จากการศึกษากลุ่มประชากรในถังปฏิกรณ์ A ซึ่งป้อนด้วยแอมโมเนียความเข้มข้น 50 mg-
N/l โดยใช้เทคนิค FISH ผลที่ได้เป็นดังต่อไปนี  
 จากการใช้ probe Nso190 (Labeled Alexa488-Green) ซึ่งเป็น probe ที่ใช้ศึกษากลุ่ม
แอมโมเนียออกซิไดซิ่งแบคทีเรียใน Betaproteobacteria ซึ่งครอบคลุมแอมโมเนียออกซิไดซิ่ง
แบคทีเรียเกือบทั งหมด และ probe EUB338 (Labeled Cy3-Red) ซึ่งครอบคลุมแบคทีเรียทั งหมด 
(universal bacteria)  

ผลที่ได้แสดงให้เห็นว่าจากการเดินระบบถังปฏิกรณ์ A (50 mg-N/l) กลุ่มประชากรจุลินทรีย์
ส่วนใหญ่ในระบบเป็นกลุ่มประชากรชนิดแอมโมเนียออกซิไดซิ่งแบคทีเรีย ซึ่งแสดงจากการที่มีบริเวณ
ที่ probe ทั ง 2 ชนิดมีการซ้อนทับกันอยู่เป็นจ้านวนมาก ท้าให้สามารถสรุปได้ว่าถังปฏิกรณ์ A 
สามารถคัดเลือกกลุ่มประชากรจุลินทรีย์กลุ่มแอมโมเนียออกซิไดซิ่งได้ส้าเร็จเป็นอย่างดี ดังแสดงในรูป
ที่ 4.11 
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รูปที่ 4.11 ผลการวิเคราะห์จุลินทรีย์ที่อยู่ในระบบถังปฏิกรณ์ A (50 mg-N/l) ในการทดลองช่วงที่ 1 
ด้วยเทคนิค FISH โดยใช้ probe EUB338 (universal bacteria) ซ่ึง label ด้วยสี Cy3 (สีแดง) และ 
probe Nso190 (ammonia-oxidizing bacteria) ซ่ึง label ด้วยสี Alexa Flour488 (สีเขียว) ส่วน

ที่เป็นสีเหลือง-ส้มแสดงให้เห็นถึงจุดที่ทั ง 2 probe ซ้อนทับกัน  
 
 เมื่อทราบว่าประชากรส่วนใหญ่ภายในระบบคือ แอมโมเนียออกซิไดซิ่งแบคทีเรียแล้ว ขั น
ต่อมา เราจึงใช้ probe Nse1472 (Labeled Cy3-Red) ซึ่งเป็น probe ของแอมโมเนียออกซิไดซิ่ง
แบคทีเรีย ชนิด Nitrosomonas europaea ซึ่งเป็นตัวแทนที่ส้าคัญของแอมโมเนียออกซิไดซิ่ง
แบคทีเรียกลุ่ม Low affinity to ammonia ร่วมกับการใช้ probe Nso190 (Labeled Alexa488-
Green) ซึ่งเป็น probe แอมโมเนียออกซิไดซิ่งแบคทีเรียใน Betaproteobacteria  

ผลที่ได้แสดงให้เห็นว่าในระบบถังปฏิกรณ์ A มีแอมโมเนียออกซิไดซิ่งแบคทีเรีย ชนิด 
Nitrosomonas europaea อยู่มากพอสมควร ซึ่งสอดคล้องกับผลการวิเคราะห์พารามิเตอร์ทาง
จลนพลศาสตร์ (Ks = 8.79 ± 3.82 mg-N/l) อย่างไรก็ดียังมีบางจุดพื นที่ที่ไม่พบกลุ่มประชากรชนิดนี  
ซึ่งแสดงให้เห็นว่าการกระจายตัวของกลุ่มประชากรจุลินทรีย์ไม่ได้เป็นไปในลักษณะของเนื อเดียวกัน 
(homogenous) ท้าให้สัดส่วนอัตราการเจอชนิด Nitrosomonas europaea ไม่คงที่ในแต่ละจุด 
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โดยผลที่ได้สามารถแสดงดังรูปที่ 4.12 โดยที่ในรูป 4.12(ก.) แสดงให้เห็นถึงจุดที่ไม่พบจุลินทรีย์ชนิด 
Nitrosomonas europaea 
 

 
รูปที่ 4.12 ผลการวิเคราะห์จุลินทรีย์ที่อยู่ในระบบถังปฏิกรณ์ A (50 mg-N/l) ในการทดลองช่วงที่ 1 
ด้วยเทคนิค FISH โดยใช้ probe Nse1472 (Nitrosomonas europaea) ซ่ึง label ด้วยสี Cy3  

(สีแดง) และ probe Nso190 (ammonia-oxidizing bacteria) ซ่ึง label ด้วยสี Alexa Flour488 
(สีเขียว) ส่วนที่เป็นสีเหลือง-สม้แสดงให้เห็นถึงจุดที่ทั ง 2 probe ซ้อนทับกัน 

  
 หลังจากที่ท้าการส้ารวจกลุ่มประชากรจุลินทรีย์ชนิด Low affinity to ammonia แล้ว 
probe Cluster6a192 (Labeled Cy3-Red) เ ป็ น  probe ตั ว แทนของ กลุ่ ม  High affinity to 
ammonia โดย probe นี เป็น  probe ของชนิด  Nitrosomonas oligotropha lineage โดยใช้
ร่วมกับ probe Nso190  ซึ่งเป็น probe แอมโมเนียออกซิไดซิ่งแบคทีเรียใน Betaproteobacteria  
 โดยผลที่ ได้แสดงให้ เห็นถึงการมีอยู่ของจุลินทรีย์ ชนิด Nitrosomonas oligotropha 
lineage โดยถึงแม้ว่าในถังปฏิกรณ์ A จะถูกคาดการณ์จากค่า Ks ที่สูง (Ks = 8.79 ± 3.82 mg-N/l) 
ว่าน่าจะพบกลุ่มประชากรจุลินทรีย์ประเภท Low affinity to ammonia เป็นจ้านวนมากแต่ก็ได้มี
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การพบกลุ่มประชากรประเภท High affinity to ammonia อยู่พอสมควรเช่นกัน สาเหตุอาจ
เนื่องมาจากระบบที่ใช้ในการทดลองเป็นแบบระบบทีละเท ท้าให้ในช่วงแรกเมื่อความเข้มข้น
แอมโมเนียยังสูงอยู่กลุ่มจุลินทรีย์ประเภท Low affinity to ammonia เช่น ชนิด Nitrosomonas 
europaea อาจมีบทบาทส้าคัญในการก้าจัดแอมโมเนีย และเม่ือปริมาณแอมโมเนียลดต่้าลงจุลินทรีย์
กลุ่ม High affinity to ammonia ก็อาจท้างานเป็นหลักแทน ซึ่งผลดังกล่าวสามารถแสดงได้ดังรูปที่ 
4.13 อย่างไรก็ดีการกระจายตัวของแบคทีเรียชนิดนี ไม่ได้เป็นแบบเนื อเดียวกัน (homogenous) ท้า
ให้ไม่เจอชนิดนี ในบางจุดดังเช่นในรูปที่ 4.13 (ค)   
 

 
รูปที่ 4.13 ผลการวิเคราะห์จุลินทรีย์ที่อยู่ในระบบถังปฏิกรณ์ A (50 mg-N/l) ในการทดลองช่วงที่ 1 

ด้วยเทคนิค FISH โดยใช้ probe Cluster6a192 (Nitrosomonas oligotropha lineage) ซ่ึง label 
ด้วยสี Cy3 (สีแดง) และ probe Nso190 (ammonia-oxidizing bacteria) ซ่ึง label ด้วยสี Alexa- 

Flour488 (สีเขียว) ส่วนที่เปน็สีเหลือง-ส้มแสดงให้เห็นถึงจุดที่ทั ง 2 probe ซ้อนทับกัน  
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 หลังจากที่ท้าการวิเคราะห์จุลินทรีย์กลุ่มแอมเนียออกซิไดซิ่งแล้ว ขั นต่อไปเราจึงท้าการ
วิเคราะห์กลุ่มประชากรไนไตรท์ออกซิไดซิ่ง โดยในขั นแรกได้ท้าการวิเคราะห์ชนิด Nitrospira ซึ่งเป็น
กลุ่ม High affinity to nitrite โดยใช้ probe Ntspa662 (Nitrospira) โดย label ด้วยสี Cy3 (สีแดง) 
ร่วมกับกับ probe Nso190 ซึ่งเป็น probe แอมโมเนียออกซิไดซิ่งแบคทีเรียใน Betaproteobacteria  

ผลที่ได้แสดงให้เห็นถึงการมีอยู่ของไนไตรท์ออกซิไดซิ่งแบคทีเรียชนิด Nitrospira โดยทั่วไป
จุลินทรีย์กลุ่มไนไตรท์ออกซิไดซิ่งมักไม่ด้ารงอยู่เป็นกลุ่มเดี่ยวๆ โดยมักอยู่บริเวณที่ใกล้เคียงกับ
แบคทีเรียกลุ่มแอมโมเนียออกซิไดซิ่งเนื่องจากในบริเวณนี เป็นจุดที่มักมีการปล่อยไนไตรท์ออกมาใน
ความเข้มข้นที่มาก(Kindaichi และคณะ, 2006) จากการที่จุลินทรีย์กลุ่มแอมโมเนียออกซิไดซิ่งท้าการ
เปลี่ยนแอมโมเนียเป็นไนไตรท์ซึ่งสามารถแสดงได้ดังรูปที่ 4.14 อย่างไรก็ดีจากรูปที่ 4-14 (ก) และ (ข) 
นั นรูปที่แสดงออกมาไม่ได้แสดงถึงจุดสีแดงเดี่ยวๆ ซึ่งเป็นสีที่ได้ท้าการย้อมแบคทีเรียชนิด Nitrospira 
แต่เป็นจุดสีเหลืองที่แสดงถึงการซ้อนทับของแบคทีเรียทั ง 2 กลุ่มซึ่งอาจหมายความว่า Nitrospira ซ่ึง
เป็นไนไตรท์ออกซิไดซิ่งแบคทีเรียได้ท้าการอยู่ซ้อนกับแบคทีเรียแอมโมเนียออกซิไดซิ่งซึ่งย้อมด้วยสี
เขียว ท้าให้สัญญาณ fluorescence ไม่สามารถแบ่งแยกแบคทีเรีย 2 กลุ่มนี ได้อย่างชัดเจนนักจึงเห็น
เป็นจุดสีเหลือง อย่างไรก็ตามเป็นที่น่าสังเกตว่าการซ้อนทับกันนั นเกิดขึ นในทุกต้าแหน่งที่พบไนไตรท์
ออกซิไดซิ่งแบคทีเรียชนิด Nitrospira จึงอาจมีความเป็นไปได้ว่า probe ที่ใช้ในการวิเคราะห์กลุ่ม
แอมโมเนียออกซิไดซิ่งแบคทีเรีย (Nso 190- Labeled Alexa 488-Green) อาจถูกล้างออกไม่หมด
ท้าให้สัญญาณของ probe Nso 190 บางส่วนติดหลงเหลืออยู่ท้าให้เห็นเป็นสีเขียวและแดงซ้อนอยู่ที่
จุดเดียวกับที่พบไนไตรท์ออกซิไดซิ่งแบคทีเรียชนิด Nitrospira ซึ่งผลการทดลองในที่นี อาจเป็นสิ่งที่
พิสูจน์ได้ยากว่าเป็นการซ้อนทับกันของแอมโมเนียออกซิไดซิ่งแบคทีเรียกับไนไตรท์ออกซิไดซิ่ง
แบคทีเรียจริงหรือไม่ อย่างไรก็ตามไนไตรท์ออกซิไดซิ่งแบคทีเรียชนิด Nitrospira นั นพบเห็น
พอสมควรภายในระบบถังปฏิกรณ์ A อย่างไรก็ดีรูปที่ 4-14 (ค) แสดงถึงตัวอย่างบางส่วนที่ไม่มีการพบ
แบคทีเรียชนิด Nitrospira ในระบบ  
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รูปที่ 4.14 ผลการวิเคราะห์จุลินทรีย์ที่อยู่ในระบบถังปฏิกรณ์ A (50 mg-N/l) ในการทดลองช่วงที่ 1 
ด้วยเทคนิค FISH โดยใช้ probe Ntspa662 (Nitrospira) ซ่ึง label ด้วยสี Cy3 (สีแดง) และ probe 
Nso190 (ammonia-oxidizing bacteria) ซ่ึง label ด้วยสี Alexa Flour488 (สีเขียว) ส่วนที่เป็นสี

เหลือง-ส้มแสดงให้เห็นถึงจุดที่ทั ง 2 probe ซ้อนทับกัน 
  

หลังจากท้าการศึกษาแบคทีเรียชนิด Nitrospira ซึ่งเป็นไนไตรท์ออกซิไดซิ่งแบคทีเรียกลุ่ม 
High affinity to nitrite แล้วขั นต่อไปจึงท้าการศึกษาจุลินทรีย์กลุ่มไนไตรท์ออกซิไดซิ่งกลุ่ม Low 
affinity to nitrite ซึ่งได้แก่ชนิด Nitrobacter  

ผลที่ได้แสดงให้เห็นถึงการด้ารงอยู่ของไนไตรท์ออกซิไดซิ่งแบคทีเรียชนิด Nitrobacter โดย
ลักษณะการด้ารงอยู่ของจุลินทรีย์กลุ่มนี มีลักษณะคล้ายคลึงกับจุลินทรีย์กลุ่มไนไตรท์ออกซิไดซิ่งกลุ่ม
อ่ืน คือ อาศัยอยู่ใกล้ชิดจุลินทรีย์กลุ่มแอมโมเนียออกซิไดซิ่งดังแสดงในรูปที่ 4.15 เนื่องจาก 
Nitrobacter เป็นไนไตรท์ออกซิไดซิ่งแบคทีเรียกลุ่ม Low affinity to nitrite จากการที่พบแบคทีเรีย
กลุ่มนี อาจเป็นเหตุผลที่ท้าให้ค่า Ks และค่า qmax ของถังปฏิกรณ์ A (Ks = 1.34 ± 0.80 mg-N/l, qmax  
= 0.0086 ± 0.0009 mg-N/mgMLVSS.hr) มีค่าสูงกว่าถังปฏิกรณ์ B (Ks = 2.57 ± 1.00 mg-N/l, 
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qmax  = 0.048 ± 0.0045 mg-N/mgMLVSS.hr) อย่ า ง ไ ร ก็ ดี ยั ง มี บ า ง จุ ด ที่ ไ ม่ า ส า ม า ร ถ พบ 
Nitrobacter ได้ดังรูปที่ 4.15 (ข) และ (ค)  

เช่นเดียวกับไนไตรท์ออกซิไดซิ่งแบคทีเรียชนิด Nitrospira การที่ probe Nit3 ซึ่งเป็น 
probe ที่ใช้วิเคราะห์ไนไตรท์ออกซิไดซิ่งแบคทีเรี ยชนิด Nitrobacter ซ้อนทับกับ probe ของ
แอมโมเนียออกซิไดซิ่งแบคทีเรีย (Nso 190) อาจมีความเป็นไปได้ว่า probe Nso190 อาจถูกล้างออก
ไม่หมดท้าให้เห็นสัญญาณของ probe ดังกล่าวบางส่วนติดทับกับ probe Nit3 ซึ่งมีสีแดง ท้าให้เห็น
เป็นจุดสีเหลือง หรืออาจมีความเป็นไปได้เช่นกันว่ากลุ่มประชากรทั ง 2 ชนิดอาจอาศัยอยู่ซ้อนกันจน
สัญญาณ fluorescence แบ่งแยกได้ไม่ชัดเจน 

 

 
รูปที่ 4.15 ผลการวิเคราะห์จุลินทรีย์ที่อยู่ในระบบถังปฏิกรณ์ A (50 mg-N/l) ในการทดลองช่วงที่ 1 
ด้วยเทคนิค FISH โดยใช้ probe Nit3 (Nitrobacter) ซ่ึง label ด้วยสี Cy3 (สีแดง) และ probe 

Nso190 (ammonia-oxidizing bacteria) ซ่ึง label ด้วยสี Alexa Flour488 (สีเขียว) ส่วนที่เป็นสี
เหลือง-ส้มแสดงให้เห็นถึงจุดที่ทั ง 2 probe ซ้อนทับกัน 
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4.1.3.2 การศึกษากลุ่มประชากรจินทรีย์ของถังปฏิกรณ์ B (1 mg-N/l)  

จากการศึกษากลุ่มประชากรจุลินทรีย์ของถังปฏิกรณ์ B โดยใช้เทคนิค FISH ผลที่ได้เป็น
ดังต่อไปนี จากการใช้ probe Nso190 (Labeled Alexa488-Green) ซึ่งเป็น probe ที่ ใช้ศึกษา
แบคทีเรียกลุ่มแอมโมเนียออกซิไดซิ่ งใน  Betaproteobacteria ซึ่ งครอบคลุมแบคทีเรียกลุ่ม
แอมโมเนียออกซิไดซิ่งเกือบทั งหมด และ probe EUB338 (Labeled Cy3-Red) ซึ่งครอบคลุม
แบคทีเรียทั งหมด (universal bacteria) ผลที่ได้แสดงดังภาพที่ 4.16 

จากผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าจากการเดินระบบถังปฏิกรณ์ B ซึ่งป้อนด้วยความเข้มข้น
แอมโมเนีย 1 mg-N/l  กลุ่มประชากรจุลินทรีย์ส่วนใหญ่ในระบบเป็นแอมโมเนียออกซิไดซิ่งแบคทีเรีย 
ซึ่งแสดงจากการที่มีบริเวณที่ probe ทั ง 2 ชนิดมีการซ้อนทับกันอยู่เป็นจ้านวนมาก ท้าให้สามารถ
สรุปได้ว่าถังปฏิกรณ์ B สามารถคัดเลือกกลุ่มประชากรแอมโมเนียออกซิไดซิ่งแบคทีเรียได้ส้าเร็จ  

อย่างไรก็ดีในถังปฏิกรณ์ B มีลักษณะฟล็อคที่เล็กกว่าถังปฏิกรณ์ A รวมทั งความหนาแน่น
ของฟล็อคจุลินทรีย์โดยรวมนั นมีน้อยกว่าถังปฏิกรณ์ A สาเหตุอาจเนื่องมาจากปริมาณความเข้มข้น
ของแอมโมเนียที่ใช้ในระบบมีค่าแตกต่างกันอย่างชัดเจนการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์ในถังปฏิกรณ์ B 
จึงน้อยกว่าถังปฏิกรณ์ A โดยผลที่ได้สามารถแสดงได้ดังรูปที่ 4.16 
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รูปที่ 4.16 ผลการวิเคราะห์จุลินทรีย์ที่อยู่ในระบบถังปฏิกรณ์ B (1 mg-N/l) ในการทดลองช่วงที่ 1 

ด้วยเทคนิค FISH โดยใช้ probe EUB338 (universal bacteria) ซ่ึง label ด้วยสี Cy3 (สีแดง) และ 
probe Nso190 (ammonia-oxidizing bacteria) ซ่ึง label ด้วยสี Alexa Flour488 (สีเขียว) ส่วน

ที่เป็นสีเหลือง-ส้มแสดงให้เห็นถึงจุดที่ทั ง 2 probe ซ้อนทับกัน 
 
 เมื่อทราบว่าประชากรส่วนใหญ่ภายในระบบคือ แอมโมเนียออกซิไดซิ่งแบคทีเรี ยแล้ว ขั น
ต่อไปจึงใช้ probe Nse1472 (Labeled Cy3-Red) ซึ่งเป็น probe ที่จ้าเพาะต่อแอมโมเนียออกซิได
ซิ่งแบคทีเรีย ชนิด Nitrosomonas europaea ซึ่งเป็นตัวแทนที่ส้าคัญของกลุ่ม Low affinity to 
ammonia ร่วมกับ probe Nso190 (Labeled Alexa488-Green) ซึ่งเป็น probe แอมโมเนียออกซิ
ไดซิ่งแบคทีเรียใน Betaproteobacteria  
 จากรูปที่ 4.17 แสดงให้เห็นว่าไม่ตรวจพบแอมเนียออกซิไดซิ่งแบคทีเรียชนิด Nitrosomonas 
europaea ในระบบถังปฏิกรณ์ B ซึ่งสอดคล้องกับผลที่ได้จากการทดลองศึกษาพารามิเตอร์ทาง
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จลนพลศาสตร์ซึ่งพบว่าค่า Ks ของแอมโมเนียมีค่าค่อนข้างต่้า (Ks = 1.19 ± 0.47 mg-N/l) จึงเป็น
ดังที่คาดการณ์ไว้ว่าจะไม่มีจุลินทรีย์ประเภท Low affinity to ammonia อยู่ในระบบ  
 

 
รูปที่ 4.17 ผลการวิเคราะห์จุลินทรีย์ที่อยู่ในระบบถังปฏิกรณ์ B (1 mg-N/l) ในการทดลองช่วงที่ 1 
ด้วยเทคนิค FISH โดยใช้ probe Nse1472(Nitrosomonas europaea) ซ่ึง label ด้วยสี Cy3 

(สีแดง) และ probe Nso190 (Ammonia-oxidizing bacteria) ซ่ึง label ด้วยสี Alexa Flour488 
(สีเขียว) ส่วนที่เป็นสีเหลือง-สม้แสดงให้เห็นถึงจุดที่ทั ง 2 probe ซ้อนทับกัน 

  
หลังจากที่ท้าการส้ารวจกลุ่มประชากรจุลินทรีย์ชนิด Low affinity to ammonia แล้วขั น

ต่อมาจึงใช้ probe Cluster6a192 (Labeled Cy3-Red) ซึ่งเป็น probe ตัวแทนของกลุ่ม High 
affinity to ammonia ซึ่งเฉพาะเจาะจงต่อชนิด Nitrosomonas oligotropha lineage โดยใช้
ร่วมกับ probe Nso190 ซึ่งเป็น probe แอมโมเนียออกซิไดซิ่งแบคทีเรียใน Betaproteobacteria  
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จากรูปที่ 4.18  แสดงให้เห็นถึงการมีอยู่ของแบคทีเรียชนิด Nitrosomonas oligotropha 
lineage  ซึ่งมีจ้านวนพอสมควรเมื่อพิจารณาจากบริเวณที่มีการซ้อนทับกันของ probe (บริเวณที่มีสี
เหลือง – ส้ม) และบริเวณที่มีสีเขียว ซึ่งสอดคล้องกับผลทางจลนพลศาสตร์ที่ได้ท้าการวิเคราะห์ไว้
ก่อนหน้านี ซึ่งค่า Ks มีค่าค่อนข้างต่้า (Ks = 1.19 ± 0.47 mg-N/l) จึงเป็นที่คาดการณ์ว่าน่าจะพบ
แบคทีเรียกลุ่ม High affinity to ammonia ในระบบอย่างไรก็ดียังมีบางพื นที่ที่ไม่พบเจอแบคทีเรีย
ชนิด Nitrosomonas oligotropha lineage ดังรูปที่ 4.18 (ค) ซึ่งอาจเป็นไปได้ว่านอกจากชนิด
ดังกล่าวแล้วอาจมีจุลินทรีย์แอมโมเนียออกซิไดซิ่งประเภท High affinity to ammonia กลุ่มอ่ืนๆ 
ปะปนอยู่ เช่น ชนิด Nitrosospira, Nitrosomonas marina และอ่ืนๆ  

 

 
รูปที่ 4.18 ผลการวิเคราะห์จุลินทรีย์ที่อยู่ในระบบถังปฏิกรณ์ B (1 mg-N/l) ในช่วงการทดลองท่ี 1 

ด้วยเทคนิค FISH โดยใช้ probe Cluster6a192 (Nitrosomonas oligotropha lineage) ซ่ึง label 
ด้วยสี Cy3 (สีแดง) และ probe Nso190 (ammonia-oxidizing bacteria) ซ่ึง label ด้วยสี Alexa 

Flour488 (สีเขียว) ส่วนที่เปน็สีเหลือง-ส้มแสดงให้เห็นถึงจุดที่ทั ง 2 probe ซ้อนทับกัน  
หลังจากที่ท้าการวิเคราะห์แบคทีเรียกลุ่มแอมเนียออกซิไดซิ่งแล้ว ขั นต่อไปเราจึงท้าการ

วิเคราะห์กลุ่มประชากรจุลินทรีย์กลุ่มไนไตรท์ออกซิไดซิ่ง โดยตอนแรกจะวิเคราะห์ชนิด Nitrospira 
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ซึ่งเป็นกลุ่ม High affinity to nitrite โดยใช้ probe Ntspa662 (Nitrospira) โดย label ด้วยสี Cy3 
(สี แดง ) ร่ วมกับกับ  probe Nso190 ซึ่ ง เป็ น  probe แอมโม เนี ยออกซิ ไดซิ่ ง แบคที เ รี ย ใน 
Betaproteobacteria  

จากรูปที่  4.19  แสดงให้เห็นว่าจุลินทรีย์กลุ่มไนไตรท์ออกซิไดซิ่งประเภท High affinity to 
nitrite สามารถพบเจอได้ยากมากในถังปฏิกรณ์ B สาเหตุอาจเนื่องมาจากการที่ความเข้มข้นของไน-
ไตรท์ในระบบ มีค่าที่ต่้าอยู่ตลอดเวลาท้าให้จุลินทรีย์กลุ่มไนไตรท์ออกซิไดซิ่งมีปริมาณน้อยมาก 
อย่างไรก็ดีจากผลการด้าเนินการถังปฏิกรณ์ B ท้าให้เราสามารถยืนยันถึงการมีอยู่ของจุลินทรีย์กลุ่มไน
ไตรท์ออกซิไดซิ่งได้อย่างแน่นอนซึ่งสอดคล้องกับผลทางจลนพลศาสตร์ที่คาดว่าจุลินทรีย์กลุ่มไนไตรท์
ออกซิได-ซิ่งจะเป็นประเภท High affinity to nitrite เนื่องจากค่า KS มีค่าค่อนข้างต่้า (Ks = 1.34 ± 
0.80 mg-N/l)  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

76 

 
รูปที่ 4.19 ผลการวิเคราะห์จุลินทรีย์ที่อยู่ในระบบถังปฏิกรณ์ B (1 mg-N/l) ในช่วงการทดลองท่ี 1 

ด้วยเทคนิค FISH โดยใช้ probe Ntspa662 (Nitrospira) ซ่ึง label ด้วยสี Cy3 (สีแดง) และ probe 
Nso190 (ammonia-oxidizing bacteria) ซ่ึง label ด้วยสี Alexa Flour488 (สีเขียว) ส่วนที่เป็นสี

เหลือง-ส้มแสดงให้เห็นถึงจุดที่ทั ง 2 probe ซ้อนทับกัน 
 

หลังจากท้าการศึกษาแบคทีเรียชนิด Nitrospira ซึ่งเป็นไนไตรท์ออกซิไดซิ่งแบคทีเรียกลุ่ม 
High affinity to nitrite แล้วขั นต่อไปจึงท้าการศึกษาไนไตรท์ออกซิไดซิ่งแบคทีเรียกลุ่ม Low 
affinity to nitrite ซึ่งได้แก่ชนิด Nitrobacter  

จากรูปที่ 4.20 แสดงให้เห็นว่าในระบบถังปฏิกรณ์ B ไม่สามารถตรวจพบเจอไนไตรท์ออกซิ
ไดซิ่งแบคทีเรียชนิด Nitrobacter ซึ่งเป็นแบคทีเรียกลุ่ม Low affinity to nitrite ซึ่งสอดคล้องกับผล
การวิเคราะห์ ทางจลนพลศาสตร์ที่คาดการณ์ว่าในระบบน่าจะมีแบคทีเรียไนไตรท์ออกซิไดซิ่งกลุ่ม 
High affinity to nitrite เป็นหลักมากกว่ากลุ่ม Low affinity to nitrite เนื่องจากในระบบมีค่า Ks 
ของไน-ไตรทค์่อนข้างต่้า (Ks = 1.34 ± 0.80 mg-N/l) 
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รูปที่ 4.20 ผลการวิเคราะห์จุลินทรีย์ที่อยู่ในระบบถังปฏิกรณ์ B (1 mg-N/l) ในการทดลองช่วงที่ 1 
ด้วยเทคนิค FISH โดยใช้ probe Nit3 (Nitrobacter) ซ่ึง label ด้วยสี Cy3 (สีแดง) และ probe 

Nso190 (ammonia-oxidizing bacteria) ซ่ึง label ด้วยสี Alexa Flour488 (สีเขียว) ส่วนที่เป็นสี
เหลือง-ส้มแสดงให้เห็นถึงจุดที่ทั ง 2 probe ซ้อนทับกัน 
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4.2 การทดลองช่วงที่ 2 ถังปฏิกรณ์ A และ B ซึ่งป้อนด้วยความเข้มข้นแอมโมเนีย 1 mg-N/l 
และ 50 mg-N/l 

4.2.1 ผลการด้าเนินการถังปฏิกรณ์ A (1 mg-N/l) และ ถังปฏิกรณ์ B (50 mg-N/l) 

4.2.1.1 การด้าเนินการถังปฏิกรณ์ A(1 mg-N/l) 

ภายหลังจากท้าการลดความเข้มข้นของแอมโมเนียที่ป้อนเข้าสู่ถังปฏิกรณ์ A จาก 50 mg-N/l 
เป็น 1 mg-N/l และท้าการเดินระบบเป็นระยะเวลา 101 วัน ผลการวิเคราะห์ค่า แอมโมเนีย ไนไตรท์
และไนเตรทของถังปฏิกรณ์ A ในการทดลองช่วงที่ 2  

หลังจากท้าการทดลองพบว่าค่าความเข้มข้นของแอมโมเนียที่เติมลงไปในถังปฏิกรณ์ A (1 
mg-N/l) ในช่วงการทดลองที่ 2 ซึ่งมีค่าเฉลี่ยเท่ากับ 1.14 ± 0.12 mg-N/l ในขณะที่ค่าความเข้มข้น
ของแอมโมเนียหลังจากผ่านการบ้าบัดไปแล้ว 1 วันมีค่าเท่ากับ 0.017 ± 0.030 mg-N/l ดังแสดงใน
รูปที่ 4.21 แสดงให้เห็นว่าจุลินทรีย์กลุ่มแอมโมเนียออกซิไดซิ่งยังคงท้างานได้อย่างมีประสิทธิภาพ
แม้ว่าจะท้าการสลับความเข้มข้นในการเลี ยงจาก 50 mg-N/l มาเป็น 1 mg-N/l  

 
รูปที่ 4.21 ความเข้มข้นของแอมโมเนียในถังปฏิกรณ์ A เมื่อสลับความเข้มข้นแอมโมเนีย 

จาก 50 mg-N/l เป็น 1 mg-N/l 
 

 ค่าความเข้มข้นของไนไตรท์ของถังปฏิกรณ์ A ในการทดลองช่วงที่ 2 เมื่อสลับความเข้มข้น
จาก 50 mg-N/l เป็น 1 mg-N/l โดยค่าไนไตรท์ในระบบมีค่าเฉลี่ยอยู่ที่ 0.029 ± 0.086 mg-N/l ดัง
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แสดงในรูปที่ 4.22 แสดงให้เห็นว่าจุลินทรีย์กลุ่มไนไตรท์ออกซิไดซิ่งยังคงสามารถท้างานได้อย่างปกติ 
ยกเว้นวันที่ 25 ที่ไนไตรท์มีค่าสูงผิดปกติ (0.58 mg-N/l) เพียงวันเดียว  

  
รูปที่ 4.22  ความเข้มข้นของไนไตรท์ในถังปฏิกรณ์ A เมื่อสลับความเข้มข้นแอมโมเนีย 

จาก 50 mg-N/l เป็น 1 mg-N/l 
 
ค่าความเข้มข้นของไนเตรทในระบบถังปฏิกรณ์ A เมื่อสลับความเข้มข้นจาก 50 mg-N/l เป็น 

1 mg-N/l ในช่วงการทดลองที่ 2 โดยค่าไนเตรทเริ่มต้นในช่วงการทดลองที่ 2 อยู่ที่ 147 mg-N/l 
จากนั นไนเตรทมีค่าเพ่ิมสูงขึ นจนในวันสุดท้ายของการเดินระบบค่าไนเตรทสะสมอยู่ที่ 243 mg-N/l 
ทั งนี อาจมีบางช่วงที่ค่าไนเตรทพุ่งสูงขึ นอย่างรวดเร็ว เนื่องจากมีการเปลี่ยนหัวกระจายอากาศชิ นใหม่
ซึ่งมีอัตราการปล่อยฟองที่สูงท้าให้น ้าในถังมีการระเหยเร็วกว่าปกติ และปริมาณน ้าในระบบลดน้อยลง
ส่งผลให้ค่าไนเตรทเพ่ิมสูงขึ นอย่างรวดเร็วในบางช่วงโดยที่ค่าความเข้มข้นไนเตรทสามารถแสดงดังรูป
ที่ 4.23 และค่าพารามิเตอร์ทั งหมดของถังปฏิกรณ์ A ในช่วงการทดลองที่2 สามารถแสดงได้ดังตาราง
ที่ 4.3 โดยได้ท้าการน้าตัวอย่างมาใช้ในการทดลองจลนพลศาสตร์ในวันที่ 6, 20, 47 และ 95 ของการ
ทดลองช่วงที่ 2 
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รูปที่ 4.23 ความเข้มข้นของไนเตรทในถังปฏิกรณ์ A เมื่อสลับความเข้มข้นแอมโมเนีย 

จาก 50 mg-N/l เป็น 1 mg-N/l 
 
ตารางที่ 4.3 ค่าพารามิเตอร์ต่างๆ ที่เก่ียวข้องของถังปฏิกรณ์ A ในการทดลองช่วงที่ 2 เมื่อสลับความ
เข้มข้นแอมโมเนียจาก 50 mg-N/l เป็น 1 mg-N/l 

พารามิเตอร์ ค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน 

pH เริ่มต้นเมื่อเติมแอมโมเนีย  7.56 ± 0.17  
pH หลังจากการเติมแอมโมเนีย 1 วัน 7.03 ± 0.24 

อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) 29.02 ± 1.41 

ค่าการละลายออกซิเจน (mgO2/l) 7.61 ± 0.36 
ค่าความเค็ม (ppt) 13.23 ± 1.89 

 
4.2.1.2 การด้าเนินการถังปฏิกรณ์ถังปฏิกรณ์ B (50 mg-N/l) 

หลังจากท้าการเพ่ิมความเข้มข้นแอมโมเนียที่ป้อนเข้าสู่ถังปฏิกรณ์ B จาก 1 mg-N/l เป็น 50 
mg-N/l แล้วท้าการเลี ยงเป็นระยะเวลา 101 วัน และท้าการวิเคราะห์ค่าแอมโมเนีย ไนไตรท์และ ไน
เตรทของถังปฏิกรณ์ B เช่นเดียวกับถังปฏิกรณ์ A ผลที่ได้เป็นไปดังนี  

ค่าความเข้มข้นของแอมโมเนียที่เติมลงไปในถังปฏิกรณ์ B ในการทดลองช่วงที่ 2 มีค่าเฉลี่ย
เท่ากับ 46.43 ± 5.64  mg-N/l และค่าความเข้มข้นของแอมโมเนียหลังจากผ่านการบ้าบัดไปแล้ว 1 
วัน มีค่าเท่ากับ 0.002 ± 0.005 mg-N/l  ดังแสดงในรูปที่  4.24 แสดงให้เห็นว่าจุลินทรีย์กลุ่ม
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แอมโมเนียออกซิไดซิ่งยังคงท้างานได้อย่างมีประสิทธิภาพแม้ว่าจะท้าการสลับความเข้มข้นในการเลี ยง
จาก 1 mg-N/l มาเป็น 50 mg-N/l 

 

 
รูปที่ 4.24 ความเข้มข้นของแอมโมเนียในถังปฏิกรณ์ B เมื่อสลับความเข้มข้นแอมโมเนีย 

จาก 1 mg-N/l เป็น 50 mg-N/l 
 

ค่าความเข้มข้นของไนไตรท์ในระบบถังปฏิกรณ์ B ในช่วงการทดลองที่ 2 เมื่อสลับความ
เข้มข้นแอมโมเนียจาก 1 mg-N/l เป็น 50 mg-N/l โดยค่าไนไตรท์เฉลี่ยในระบบอยู่ที่ 0.09 ± 0.31 
mg-N/l อย่างไรก็ดี ในวันที่ 2 หลังจากการสลับความเข้มข้นของแอมโมเนียในการเลี ยง ค่าไนไตรท์
ภายในระบบอยู่ที่ 1.2 mg-N/l ซึ่งแสดงให้เห็นถึงความไม่เสถียรของการบ้าบัดไนไตรท์ในช่วงแรก แต่
หลังจากนั นจุลินทรีย์กลุ่มไนไตรท์ออกซิไดซิ่งก็สามารถท้าการบ้าบัดไนไตรท์ได้อย่างมีประสิทธิภาพ
ใกล้เคียงกับช่วงการทดลองแรก ถึงแม้ว่าในวันที่ 53 และ 55 ค่าไนไตรท์จะขึ นสูงอยู่ที่ 1.46 และ 
0.98 mg-N/l ตามล้าดับแต่โดยรวมแล้วจุลินทรีย์กลุ่มไนไตรท์ออกซิไดซิ่งสามารถท้างานได้อย่างปกติ 
ดังแสดงในรูปที่ 4.25 
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รูปที่ 4.25 ความเข้มข้นของไนไตรท์ในถังปฏิกรณ์ B เมื่อสลับความเข้มข้นแอมโมเนีย 

จาก 1 mg-N/l เป็น 50 mg-N/l 
 

 ค่าความเข้มข้นของไนเตรทในระบบถังปฏิกรณ์ B ตลอดการทดลองช่วงที่ 2 เริ่มต้นช่วงการ
ทดลองที่ 2 ไนเตรทในระบบมีค่าประมาณ 16.81 mg-N/l และมีค่าเพ่ิมขึ นอย่างต่อเนื่อง ตลอดการ
เดินระบบและมีค่า 2,590 mg-N/l ในวันสุดท้ายที่ท้าการทดลอง แสดงให้เห็นว่ากระบวนการ ไนตริ
ฟิเคชั่น ได้เกิดขึ นได้ค่อนข้างสมบูรณ์ภายในระบบ โดยที่ผลความเข้มข้นไนเตรทสามารถแสดงๆได้ดัง
รูปที่ 4.26 และค่าพารามิเตอร์ต่างๆ ได้แก่ pH อุณหภูมิ ค่าการละลายออกซิเจนและค่าความเค็ม 
ของถังปฏิกรณ์ B ในการทดลองช่วงที่ 2 สามารถแสดงได้ดังตารางที่ 4.4 โดยได้ท้าการน้าตัวอย่างมา
ใช้ในการทดลองจลนพลศาสตร์ในวันที่ 6, 20, 47 และ 95 ของการทดลองช่วงที่ 2 
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รูปที่ 4.26 ความเข้มข้นของไนเตรทในถังปฏิกรณ์ B เมื่อสลับความเข้มข้นแอมโมเนียจาก 1 mg-N/l 

เป็น 50 mg-N/l 
  
ตารางที่ 4.4 ค่าพารามิเตอร์ต่างๆ ที่เก่ียวข้องในการทดลองช่วงที่ 2 ของถังปฏิกรณ์ B เมื่อสลับความ
เข้มข้นแอมโมเนียจาก 1 mg-N/l เป็น 50 mg-N/l  

 
4.2.2 จลนพลศาสตร์ของจุลินทรีย์ในถังปฏิกรณ์ A (1 mg-N/l) และ ถังปฏิกรณ์ B (50 mg-N/l)  

 ในระหว่างการทดลองช่วงที่ 2 ภายหลังจากท้าการสลับความเข้มข้นของแอมโมเนียทั ง 2 ถัง
ปฏิกรณ์ ได้มีการน้าจุลินทรีย์จากถังปฏิกรณ์มาท้าการวิเคราะห์พารามิเตอร์ทางจลนพลศาสตร์รวม
ทั งหมด 4 ครั งในช่วงวันที่ 6, 20, 47 และ 95 หลังจากการสลับความเข้มข้น ผลที่ได้เป็นไปดังนี  
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พารามิเตอร์ ค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน 
pH 7.86±0.18 

อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) 29.02 ± 1.41 

ค่าการละลายออกซิเจน (mgO2/l) 7.26 ± 0.48 
ค่าความเค็ม (ppt) 17.51 ± 2.18 
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4.2.2.1 จลนพลศาสตร์ของจุลินทรีย์กลุ่มแอมโมเนียออกซิไดซิ่ง 

 ภายหลังจากการสลับความเข้มข้นแอมโมเนียเป็นเวลา 6 วันผลของพารามิเตอร์ทาง
จลนพลศาสตร์แอมโมเนียของทั ง 2 ถังปฏิกรณเ์ป็นไปดังนี  
 การเปลี่ยนแปลงทางจลนพลศาสตร์ของถังปฏิกรณ์ A ภายหลังจากสลับความเข้มข้น
แอมโมเนียจาก 50 mg-N/l เป็น 1 mg-N/l โดยค่า  qmax มีค่ า เท่ ากับ 0.091 ± 0.0096 mg-
N/mgMLVSS.hr และค่า Ks มีค่าเท่ากับ 0.203 ± 0.0014 mg-N/l เมื่อเปรียบเทียบกับผลจากการ
ทดลองช่วงที่ 1 (qmax = 0.128 ± 0.018 mg-N/mgMLVSS.hr, Ks = 8.79 ± 3.82 mg-N/l) ค่า qmax 
มีค่าไม่แตกต่างจากการทดลองช่วงแรกมากนักในขณะที่ค่า Ks มีค่าลดลงอย่างชัดเจน สาเหตุคาดว่า
เนื่องมาจากจุลินทรีย์แอมโมเนียออกซิไดซิ่งกลุ่ม High affinity to ammonia มีแนวโน้มที่จะเพ่ิม
จ้านวนขึ นเนื่องจากความเข้มข้นของแอมโมเนียในระบบลดลงส่งผลให้ค่า Ks ของระบบลดลง  
 ในขณะที่ถังปฏิกรณ์ B ภายหลังสลับความเข้มข้นแอมโมเนียจาก 1 mg-N/l เป็น 50 mg-N/l 
ค่า qmax มีค่าเท่ากับ 0.203 ± 0.014 mg-N/mgMLVSS.hr และมีค่า Ks เท่ากับ 0.25 ± 0.20 mg-
N/l  เมื่อเปรียบเทียบกับผลการทดลองช่วงที่ 1 (qmax = 0.0089 mg-N/mgMLVSS.hr, KS = 1.19 ± 
0.47 mg-N/l) ค่า qmax มีค่าสูงขึ นอย่างชัดเจนอันเนื่องมาจากผลของการสลับความเข้มข้นจากต่้าไป
สูง อย่างไรก็ดีจากค่า Ks แสดงให้เห็นว่าอาจยังไม่มีการเปลี่ยนแปลงของกลุ่มประชากรจุลินทรีย์
ภายในระบบมากนักเนื่องจากค่า KS ยังคงอยู่ในช่วงของกลุ่ม High affinity to ammonia  ทั งนี มี
ความเป็นไปได้ว่าเนื่องจากระบบที่ใช้เป็นระบบแบบทีละเท ซึ่งมีช่วงระยะเวลาที่ความเข้มข้น
แอมโมเนียต่้า จึงอาจส่งผลให้จุลินทรีย์กลุ่ม High affinity to ammonia ยังคงสามารถอาศัยอยู่ใน
ระบบได้ อีกทั งแม้ว่ากลุ่ม Low affinity to ammonia จะมีแนวโน้มที่จะเจริญเติบโตได้ดีในสภาวะที่
มีความเข้มข้นแอมโมเนียสูง แต่เนื่องจากจุลินทรีย์กลุ่มแอมโมเนียออกซิไดซิ่งโดยทั่วไป เป็นแบคทีเรีย
ชนิด autotroph ซึ่งอัตราการเจริญเติบโตนั นค่อนข้างต่้า ท้าให้จุลินทรีย์กลุ่มดังกล่าวยังอาจไม่
สามารถเพ่ิมจ้านวนได้มากพอที่จะส่งผลต่อการเปลี่ยนแปลงค่าจลนพลศาสตร์ 
 โดยกราฟ Monod จุลินทรีย์กลุ่มแอมโมเนียออกซิไดซิ่งของถังปฏิกรณ์ A (1 mg-N/l) และ 
ถังปฏิกรณ์ B (50 mg-N/l) ภายหลังจากการสลับความเข้มข้นเป็นเวลา 6 วันสามารถแสดงได้ดังรูปที่ 
4.27 และ 4.28 ตามล้าดับ 
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รูปที่ 4.27 กราฟอัตราการใช้แอมโมเนีย จ้าเพาะ (q) และความเข้มข้นแอมโมเนียเริ่มต้น (mg-N/l) 
ของถังปฏิกรณ์ A ภายหลังจากสลับความเข้มข้นแอมโมเนียจาก 50 mg-N/l เป็น 1 mg-N/l เป็น

เวลา 6 วัน 
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รูปที่ 4.28 กราฟอัตราการใช้แอมโมเนียจ้าเพาะ (q) และความเข้มข้นแอมโมเนียเริ่มต้น (mg-N/l) 

ของถังปฏิกรณ์ B ภายหลังจากสลับความเข้มข้นแอมโมเนียจาก 1 mg-N/l เป็น 50 mg-N/l 
 เป็นเวลา 6 วัน 

 

qmax = 0.091 ± 0.0096 mg-N/mgMLVSS.hr 
Ks = 1.50 ± 0.94 mg-N/l 
R2 = 0.68 

qmax = 0.203 ± 0.014 mg-N/mgMLVSS.hr 
Ks = 0.25  ±  0.20 mg-N/l 
R2 = 0.69 
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 จากนั นได้ท้าการศึกษาพารามิเตอร์ทางจลนพลศาสตร์ในช่วงที่ 2 ในวันที่ 20 หลังจากการ
สลับความเข้มข้นของแอมโมเนียในทั ง 2 ถังปฏิกรณ์ผลที่ได้เป็นไปดังนี  
 หลังจากท้าการสสลับความเข้มข้นของแอมโมเนียได้  20 วันค่าพารามิ เตอร์ทาง
จลนพลศาสตร์ของถังปฏิกรณ์ A (สลับจาก 50 mg-N/l เป็น 1 mg-N/l) ค่า qmax ของถังปฏิกรณ์ A 
เท่ากับ 0.035 ± 0.0027 mg-N/mgMLVSS.hr ในขณะที่ค่า Ks มีค่าเท่ากับ 0.87 ± 0.44 mg-N/l ซ่ึง
ใกล้เคียงกับการทดลองทางจลนศสตร์ภายหลังจากสลับความเข้มข้นแอมโมเนียเป็นเวลา 6 วัน จาก
ผลการทดลองที่ได้แสดงให้เห็นว่าระบบของถังปฏิกรณ์ A ได้มีการเปลี่ยนกลุ่มประชากรอย่างชัดเจน 
โดยกลุ่ม Low affinity to ammonia คาดว่าน่าจะมีจ้านวนน้อยลงไปในระบบอันเนื่องมาจาก ความ
เข้มข้นของแอมโมเนียที่จ้ากัด ในขณะที่กลุ่ม High affinity to ammonia มีแนวโน้มที่จะเจริญเติบโต
เพ่ิมขึ น 
 ในขณะที่ถังปฏิกรณ์ B  (สลับจาก 1 mg-N/l เป็น 50 mg-N/l)  ค่า  qmax ของถังปฏิกรณ์ B 
เท่ากับ 0.320 ± 0.016 mg-N/mgMLVSS.hr  ในขณะที่ค่า Ks มีค่าเท่ากับ 1.78 ± 0.56 mg-N/l ซึ่ง
ยังคงมีค่าใกล้เคียง กับการทดลองในช่วง 6 วันภายหลังจากการสลับความเข้มข้นแอมโมเนีย แสดงให้
เห็นว่าค่า Ks ที่ได้มาเม่ือเทียบกับการทดลองช่วงที่ 1 ก่อนสลับความเข้มข้นแอมโมเนีย (Ks = 1.19 ± 
0.47 mg-N/l)  แล้วค่า Ks ยังไม่มีการเปลี่ยนแปลงอย่างชัดเจน โดยจากผลการทดลองค่าพารามิเตอร์
ทางจลนพลศาสตร์ในช่วงนี อาจสามารถสรุปได้ว่า กลุ่มประชากรจุลินทรีย์เดิมของถังปฏิกรณ์ A ซึ่ง
เป็นกลุ่ม High affinity to ammonia เริ่มสามารถปรับตัวให้เข้ากับระบบที่มีความเข้มข้นสูงขึ นและ
สามารถย่อยสลายแอมโมเนียได้รวดเร็วขึ นดังที่สังเกตุได้จากค่า qmax  และยังคงสามารถอาศัยอยู่ใน
ระบบได้ถึงแม้ว่าจะมีการเติมแอมโมเนียในปริมาณที่สูงขึ นนอกจากนี จากผลการทดลองทาง
จลนพลศาสตร์ยังสามารถสื่อให้เห็นว่า กลุ่มประชากรจุลินทรีย์แอมโมเนียออกซิไดซิ่งประเภท Low 
affinity to ammonia นั นอาจเจริญเติบโตไม่ทันกลุ่ม High affinity to ammonia ท้าให้ค่า Ks ยังคง
ไม่สูงขึ นไปมากกว่าเดิม 
 โดยกราฟ Monod จุลินทรีย์กลุ่มแอมโมเนียออกซิไดซิ่งของถังปฏิกรณ์ A (1 mg-N/l) และ 
ถังปฏิกรณ์ B (50 mg-N/l) ภายหลังจากการสลับความเข้มข้นเป็นเวลา 20 วันสามารถแสดงได้ดังรูป
ที่ 4.29 และ 4.30 ตามล้าดับ 
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รูปที่ 4.29 กราฟอัตราการใช้แอมโมเนียจ้าเพาะ (q) และความเข้มข้นแอมโมเนียเริ่มต้น (mg-N/l) 

ของถังปฏิกรณ์ A ภายหลังจากสลับความเข้มข้นแอมโมเนียจาก 50 mg-N/l เป็น 1 mg-N/l  
เป็นเวลา 20 วัน 
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รูปที่ 4.30 กราฟอัตราการใช้แอมโมเนียจ้าเพาะ (q) และความเข้มข้นแอมโมเนียเริ่มต้น (mg-N/l) 

ของถังปฏิกรณ์ B ภายหลังจากสลับความเข้มข้นแอมโมเนียจาก 1 mg-N/l เป็น 50 mg-N/l 
 เป็นเวลา 20 วัน 

 
  ส้าหรับผลการทดลองทางจลนพลศาสตร์ในวันที่ 47 หลังจากการสลับความเข้มข้น
แอมโมเนีย ผลที่ได้แสดงดังต่อไปนี  

qmax = 0.035 ± 0.0027 mg-N/mgMLVSS.hr 
Ks = 0.87  ±  0.44 mg-N/l 
R2 = 0.75 

qmax = 0.320 ± 0.016 mg-N/mgMLVSS.hr 
Ks = 1.78  ±  0.56 mg-N/l 
R2 = 0.88 
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หลังจากท่ีได้ท้าการวัดพารามิเตอร์ทางจลนพลศาสตร์หลังจากท้าการสลับความเข้มข้นได้ 47 
วัน ค่าพารามิเตอร์ทางจลนพลศาสตร์ของถังปฏิกรณ์ A (สลับจาก 50 mg-N/l เป็น 1 mg-N/l) ทั งค่า 
qmax  และค่า KS เริ่มที่จะคงตัวอยู่ ในช่วงค่าที่ต่้ าซึ่ งแสดงลักษณะของกลุ่ม High affinity to 
ammonia อย่างชัดเจนมากยิ่งขึ นโดยค่า qmax มีค่าเท่ากับ 0.016 ± 0.001 mg-N/mgMLVSS.hr 
ในขณะที่ค่า Ks มีค่าเท่ากับ 0.76 ± 0.25 mg-N/l ซึ่งแสดงให้เห็นถึงการเปลี่ยนแปลงที่ชัดเจนของ
ค่าพารามิเตอร์ทางจลนพลศาสตร์เมื่อเทียบกับค่าพารามิเตอร์ของถังปฏิกรณ์ A ในช่วงการทดลองท่ี 1 
ก่อนสลับค่าความเข้มข้นแอมโมเนีย (qmax = 0.128 ± 0.018 mg-N/mgMLVSS.hr, KS = 8.79 ± 
3.82 mg-N/l) 
 ในส่วนของถังปฏิกรณ์ B (สลับจาก 1 mg-N/l เป็น 50 mg-N/l)  ค่า qmax มีค่าเท่ากับ 0.153 
± 0.0072 mg-N/mgMLVSS.hr ซึ่งลดต่้าลงจากช่วงวันที่ 6 และ 20 ภายหลังจากสลับความเข้มข้น
แอมโมเนียซึ่งคือ 0.203 ± 0.014 mg-N/mgMLVSS.hr และ 0.320 ± 0.016 mg-N/mgMLVSS.hr 
ตามล้าดับ อย่างไรก็ตามต้องพึงระลึกไว้ว่าการวิเคราะห์หาค่า qmax เทียบกับ MLVSS นั นรวมทั ง
ตะกอนจุลินทรีย์ที่มีชีวิตและไม่มีชีวิต อีกทั งยังไม่ได้เจาะจงเฉพาะจุลินทรีย์กลุ่มแอมโมเนียออกซิไดซิ่ง 
ส้าหรับค่า Ks ในการทดลองครั งที่ 3 ภายหลังสลับความเข้มข้นแอมโมเนียได้ 47 วันนั น มีค่าเท่ากับ 
1.14 ± 0.37 mg-N/l ซึ่งยังไม่แตกต่างไปจากครั งที่ 2 ภายหลังจากสลับความเข้มข้นแอมโมเนีย 20 
วันมากนัก บ่งบอกว่ายังคงเป็นไปได้ว่าอาจยังไม่มีการเปลี่ยนแปลงของกลุ่มประชากรจุลินทรีย์
แอมโมเนียออกซิไดซิ่งแตอ่ย่างใดแม้ว่าจะผ่านมา 1 เดือนครึ่งแล้วก็ตาม 
 โดยกราฟ Monod จุลินทรีย์กลุ่มแอมโมเนียออกซิไดซิ่งของถังปฏิกรณ์ A (1 mg-N/l) และ 
ถังปฏิกรณ์ B (50 mg-N/l) ภายหลังจากการสลับความเข้มข้นเป็นเวลา 47 วันสามารถแสดงได้ดังรูป
ที่ 4.31 และ 4.32 ตามล้าดับ 
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 Ammonia concentration (mg-N/l)
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รูปที่ 4.31 กราฟอัตราการใช้แอมโมเนียจ้าเพาะ (q) และความเข้มข้นแอมโมเนียเริ่มต้น (mg-N/l) 

ของถังปฏิกรณ์ A ภายหลังจากสลับความเข้มข้นแอมโมเนียจาก 50 mg-N/l เป็น 1 mg-N/l  
เป็นเวลา 47 วัน 
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รูปที่ 4.32 กราฟอัตราการใช้แอมโมเนียจ้าเพาะ (q) และความเข้มข้นแอมโมเนียเริ่มต้น (mg-N/l) 
ของถังปฏิกรณ์ B ภายหลังจากสลับความเข้มข้นแอมโมเนียจาก 1 mg-N/l เป็น 50 mg-N/l เป็น

เวลา 47 วัน 

qmax = 0.016 ± 0.001 mg-N/mgMLVSS.hr 
KS = 0.76  ±  0.25 mg-N/l 
R2 = 0.85 

qmax = 0.153  ± 0.0072 mg-N/mgMLVSS.hr 
KS = 1.14  ±  0.37 mg-N/l 
R2 = 0.87 
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 จากนั นได้ท้าการศึกษาพารามิเตอร์ทางจลนพลศาสตร์ครั งที่ 4 ต่อในวันที่ 95 ภายหลังจาก
การสลับความเข้มข้นแอมโมเนียผลที่ได้เป็นไปดังนี  
 ในการทดลองพารามิเตอร์ทางจลนพลศาสตร์ในครั งที่ 4 ของการทดลองช่วงที่ 2 ผลของถัง
ปฏิกรณ์ A (สลับจาก 50 mg-N/l เป็น 1 mg-N/l) ค่า qmax มีค่าเท่ากับ 0.029 ± 0.0017 mg-
N/mgMLVSS.hr และค่า Ks มีค่า เท่ากับ 1.41 ± 0.34 mg-N/l โดยรวมแล้วค่าพาริ เตอร์ทาง
จลนพลศาสตร์ทั ง 2 ค่าไม่ได้เปลี่ยนแปลงไปมากนักจากการทดลองครั งที่ 3 (qmax = 0.016 ± 0.001 
mg-N/mgMLVSS.hr, Ks = 0.76 ± 0.25 mg-N/l) แสดงให้เห็นถึงการที่ระบบเริ่มเข้าสู่สภาวะคงตัว 
โดยเป็นที่คาดการณ์ว่ากลุ่มจุลินทรีย์แอมโมเนียออกซิไดซิ่งกลุ่ม High affinity to ammonia จะเป็น
กลุ่มประชากรจุลินทรีย์แอมโมเนียออกซิไดซิ่งหลักภายในระบบนี และคาดว่าภายในระบบถังปฏิกรณ์ 
A น่าจะมีการเปลี่ยนแปลงกลุ่มประชากรจุลินทรีย์โดยสมบูรณ์ 
 ในขณะที่ถังปฏิกรณ์ B (สลับจาก 1 mg-N/l เป็น 50 mg-N/l) ค่า qmax มีค่าเท่ากับ 0.149 
± 0.012 mg-N/mgMLVSS.hr ซึ่งมีค่าใกล้เคียงกับการทดลองครั งที่ 3 (qmax = 0.153 ± 0.0072 
mg-N/mgMLVSS.hr) แสดงให้เห็นว่าอัตราการบ้าบัดแอมโมเนียเริ่มคงที่และระบบเริ่มมีความเสถียร
มากขึ น ในขณะที่ค่า KS ของระบบยังคงไม่มีแนวโน้มที่จะสูงขึ นโดยมีค่าเท่ากับ 1.36 ± 0.66 mg-N/l 
ซึ่งค่าดังกล่าวยังคงอยู่ ในช่วงของกลุ่มจุลินทรีย์แอมโมเนียออกซิไดซิ่งชนิด High affinity to 
ammonia นั่นอาจหมายความว่าระบบถังปฏิกรณ์ B ยังคงไม่มีการเปลี่ยนแปลงกลุ่มประชากร
จุลินทรีย์แอมโมนียออกซิไดซิ่งในระบบแต่อย่างใด  
 โดยกราฟ Monod จุลินทรีย์กลุ่มแอมโมเนียออกซิไดซิ่งของถังปฏิกรณ์ A (1 mg-N/l) และ 
ถังปฏิกรณ์ B (50 mg-N/l) ภายหลังจากการสลับความเข้มข้นเป็นเวลา 95 วันสามารถแสดงได้ดังรูป
ที่ 4.33 และ 4.34 ตามล้าดับ 
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 Ammonia concentration (mg-N/l)
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รูปที่ 4.33 กราฟอัตราการใช้แอมโมเนียจ้าเพาะ (q) และความเข้มข้นแอมโมเนียเริ่มต้น (mg-N/l) 

ของถังปฏิกรณ์ A ภายหลังจากสลับความเข้มข้นแอมโมเนียจาก 50 mg-N/l เป็น 1 mg-N/l  
เป็นเวลา 95 วัน 
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รูปที่ 4.34 กราฟอัตราการใช้แอมโมเนียจ้าเพาะ (q) และความเข้มข้นแอมโมเนียเริ่มต้น (mg-N/l) 

ของถังปฏิกรณ์ B ภายหลังจากสลับความเข้มข้นแอมโมเนียจาก 1 mg-N/l เป็น 50 mg-N/l  
เป็นเวลา 95 วัน 

 
  

qmax = 0.029 ± 0.0017 mg-N/mgMLVSS.hr 
Ks = 1.41  ±  0.34 mg-N/l 
R2 = 0.92 

qmax = 0.149 ± 0.012 mg-N/mgMLVSS.hr 
Ks = 1.36  ±  0.66 mg-N/l 
R2 = 0.78 
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4.2.2.2 จลนพลศาสตร์ของจุลินทรีย์กลุ่มไนไตรท์ออกซิไดซิ่ง 

 ในการทดลองหาค่าพารามิเตอร์ทางจลนพลศาสตร์ของจุลินทรีย์กลุ่มไนไตรท์ออกซิไดซิ่ง
ในช่วงวันที่ 6, 20, 47 และ 95 หลังจากสลับความเข้มข้นแอมโมเนียในถังปฏิกรณ์ A และ B โดยผล
ของพารามิเตอร์ทางจลนพลศาสตร์ของทั ง 2 ถังปฏิกรณ์ ภายหลังจากการสลับความเข้มข้นได้ 6 วัน
สามารถแสดงได้ดังนี  

ลักษณะทางจลนพลศาสตร์ของจุลินทรีย์กลุ่มไนไตรท์ออกซิไดซิ่งของถังปฏิกรณ์ A (สลับจาก
ความเข้มข้นแอมโมเนีย 50 mg-N/l เป็น 1 mg-N/l) ภายหลังการสลับความเข้มข้น 6 วันโดยที่ค่า 
qmax มีค่าเท่ากับ 0.120 ± 0.0013 mg-N/mgMLVSS.hr และค่า Ks มีค่าเท่ากับ 3.26 ± 1.42 mg-
N/l ค่าพารามิเตอร์ทางจลนพลศาสตร์ของถังปฏิกรณ์ A ในการทดลองช่วงที่ 1 มีค่า qmax  เท่ากับ  
0.048 ± 0.0045 mg-N/mgMLVSS.hr และ Ks  เท่ากับ  2.57 ± 1.00 mg-N/l  ถึงแม้ว่าค่า qmax 
ในช่วงการทดลองที่ 1 และ 2 จะมีค่าแตกต่างกันพอสมควรแต่ KS ในการทดลองช่วงที่ 1 และการ
ทดลองช่วงที่ 2 ไม่ได้มีความแตกต่างกันมาก ซึ่งอาจเป็นไปได้ว่าการเปลี่ยนแปลงกลุ่มประชากรของ
จุลินทรีย์กลุ่มไนไตรท์ออกซิไดซิ่งไม่ได้เกิดขึ นอย่างเด่นชัดในช่วง 6 วันแรกหลังจากท้าการสลับความ
เข้มข้นของแอมโมเนีย 
 ในขณะที่ถังปฏิกรณ์ B (สลับจากความเข้มข้นแอมโมเนีย 1 mg-N/l เป็น 50 mg-N/l) มีค่า 
qmax เท่ากับ 0.163 ± 0.016 mg-N/mgMLVSS.hr และมีค่า Ks เท่ากับ 1.30 ± 0.66 mg-N/l เมื่อ
เทียบกับการทดลองช่วงที่ 1 ( qmax =  0.0086 ± 0.0009 mg-N/mgMLVSS.hr, Ks = 1.34 ± 0.80 
mg-N/l) ค่า qmax มีค่าเพ่ิมสูงขึ นอย่างชัดเจนแสดงให้เห็นว่าจุลินทรีย์ในระบบถังปฏิกรณ์ B สามารถ
ปรับตัวในการบ้าบัดไนไตรท์ที่มีปริมาณมากขึ นได้เป็นอย่างดี อย่างไรก็ดีค่า Ks ของทั ง 2 ช่วงแทบไม่มี
การเปลี่ยนแปลงแสดงให้เห็นว่า ยังคงไม่มีการเปลี่ยนแปลงกลุ่มประชากรจุลินทรีย์กลุ่มไนไตรท์ออกซิ
ไดซิ่งหลักภายในระบบ เช่นเดียวกับถังปฏิกรณ์ A 

โดยกราฟ Monod จุลินทรีย์กลุ่มไนไตรท์ออกซิไดซิ่งของถังปฏิกรณ์ A (1 mg-N/l) และ ถัง
ปฏิกรณ์ B (50 mg-N/l) ภายหลังจากการสลับความเข้มข้นเป็นเวลา 6 วันสามารถแสดงได้ดังรูปที่ 
4.35 และ 4.36 ตามล้าดับ 
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Nitrite concentration (mg-N/l)
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รูปที่ 4.35 กราฟอัตราการใช้ไนไตรท์จ้าเพาะ (q) และความเข้มข้นไนไตรท์เริ่มต้น (mg-N/l) ของถัง

ปฏิกรณ์ A ภายหลังจากสลับความเข้มข้นแอมโมเนียจาก 50 mg-N/l เป็น 1 mg-N/l เป็นเวลา 6 วัน 
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รูปที่ 4.36 กราฟอัตราการใช้ไนไตรท์ จ้าเพาะ (q) และความเข้มข้นไนไตรท์เริ่มต้น (mg-N/l) ของถัง
ปฏิกรณ์ B ภายหลังจากสลับความเข้มข้นแอมโมเนียจาก 1 mg-N/l เป็น 50 mg-N/l เป็นเวลา 6 วัน 
 

จากนั นได้ท้าการศึกษาพารามิเตอร์ทางจลนพลศาสตร์ของจุลินทรีย์กลุ่มไนไตรท์ออกซิไดซิ่
งต่อในวันที่ 20 หลังจากการสลับความเข้มข้นแอมโมเนียผลที่ได้เป็นไปดังรูปที่ 4.37 และ 4.38 

ลักษณะทางจลนพลศาสตร์ของจุลินทรีย์กลุ่มไนไตรท์ออกซิไดซิ่งของถังปฏิกรณ์ A (สลับจาก
ความเข้มข้นแอมโมเนีย 50 mg-N/l เป็น 1 mg-N/l) โดยที่ค่า qmax มีค่าเท่ากับ 0.019 ± 0.002 mg-

qmax = 0.120 ± 0.013 mg-N/mgMLVSS.hr 
Ks = 3.26  ±  1.42 mg-N/l 
R2 = 0.90 

qmax = 0.163 ± 0.016 mg-N/mgMLVSS.hr 
Ks = 1.30  ±  0.66 mg-N/l 
R2 = 0.81 



 

 

94 

N/mgMLVSS.hr และมีค่า Ks เท่ากับ 1.46 ± 0.93 mg-N/l โดยค่า qmax นั นลดลงจากช่วง 6 วัน
หลังจากเริ่มการทดลองช่วงที่ 2 (qmax = 0.120 ± 0.0013 mg-N/mgMLVSS.hr) แสดงให้เห็นว่า
จุลินทรีย์ในระบบเริ่มปรับตัวให้เข้ากับปริมาณไนไตรท์ที่เกิดขึ นน้อยลงในระบบ ในขณะที่ค่า Ks มีค่า
ลดลงจากเดิมเล็กน้อย (Ks = 3.26 ± 1.42 mg-N/l) แต่เมื่อเปรียบเทียบกับการทดลองช่วงที่ 1 แล้ว 
(KS = 2.57 ± 1.00 mg-N/l) ก็ไม่ได้มีความแตกต่างกันมากนัก ซึ่งแสดงให้เห็นว่ากลุ่มประชากร
จุลินทรีย์กลุ่มไนไตรท์ออกซิไดซิ่งภายในระบบอาจยังไม่มีการเปลี่ยนแปลงมากนัก อย่างไรก็ดี 
จุลินทรีย์ชนิด Nitrobacter ซึ่งเป็นจุลินทรีย์ไนไตรท์ออกซิไดซิ่ง ประเภท Low affinity to nitrite 
อาจเริ่มมีจ้านวนลดลงจากระบบเนื่องจากค่า qmax ที่ลดลง 
 ในขณะที่ลักษณะทางจลนพลศาสตร์ของจุลินทรีย์กลุ่มไนไตรท์ออกซิไดซิ่งของถังปฏิกรณ์ B 
(สลับจากความเข้มข้นแอมโมเนีย 1 mg-N/l เป็น 50 mg-N/l) โดยที่ค่า qmax มีค่าเท่ากับ 0.357 ± 
0.019 mg-N/mgMLVSS.hr และมีค่า Ks เท่ากับ 1.29 ± 0.39 mg-N/l ซึ่งจากค่า KS ที่วัดได้นั น เมื่อ
เทียบกับค่า KS ในช่วงการทดลองที่ 1ก่อนสลับความเข้มข้นแอมโมเนีย และ ช่วง 6 วันหลังจากสลับ
ความเข้มข้นแอมโมเนีย (KS = 1.34 ± 0.80 mg-N/l และ 1.30 ± 0.66 mg-N/l ตามล้าดับ) ยังคง
แทบไม่มีการเปลี่ยนแปลง จึงอาจพอที่จะบอกได้ว่าในช่วง 20 วันแรกยังคงไม่เห็นแนวโน้มที่จะเห็น
การเปลี่ยนแปลงของกลุ่มประชากรจุลินทรีย์กลุ่มไนไตรท์ออกซิไดซิ่งจากผลของจลนพลศาสตร์ 

โดยกราฟ Monod จุลินทรีย์กลุ่มไนไตรท์ออกซิไดซิ่งของถังปฏิกรณ์ A (1 mg-N/l) และ ถัง
ปฏิกรณ์ B (50 mg-N/l) ภายหลังจากการสลับความเข้มข้นเป็นเวลา 20 วันสามารถแสดงได้ดังรูปที่ 
4.37 และ 4.38 ตามล้าดับ 
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 Nitrite  concentration (mg-N/l)
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รูปที่ 4.37 กราฟอัตราการใช้ไนไตรท์จ้าเพาะ (q) และความเข้มข้นไนไตรท์เริ่มต้น (mg-N/l) ของถัง

ปฏิกรณ์ A ภายหลังจากสลับความเข้มข้นแอมโมเนียจาก 50 mg-N/l เป็น 1 mg-N/l  
เป็นเวลา 20 วัน 
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รูปที่ 4.38 กราฟอัตราการใช้ไนไตรท์จ้าเพาะ (q) และความเข้มข้นไนไตรท์เริ่มต้น (mg-N/l) ของถัง

ปฏิกรณ์ B ภายหลังจากสลับความเข้มข้นแอมโมเนียจาก 1 mg-N/l เป็น 50 mg-N/l  
เป็นเวลา 20 วัน 

 
  

จากนั นได้ท้าการศึกษาพารามิเตอร์ทางจลนพลศาสตร์ของจุลินทรีย์กลุ่มไนไตรท์ออกซิไดซิ่
งอีกครั งในวันที่ 47 หลังจากการสลับความเข้มข้นแอมโมเนียในถังปฏิกรณ์ ผลที่ได้เป็นไปดังนี  

qmax = 0.019 ± 0.002 mg-N/mgMLVSS.hr 
Ks = 1.46  ±  0.93 mg-N/l 
R2 = 0.76 

qmax = 0.357 ± 0.019 mg-N/mgMLVSS.hr 
Ks = 1.29  ±  0.39 mg-N/l 
R2 = 0.91 
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ภายหลังจากการท้าการสลับความเข้มข้นแอมโมเนียได้ 47 วัน ลักษณะทางจลนพลศาสตร์
ของจุลินทรีย์กลุ่มไนไตรท์ออกซิไดซิ่งในถังปฏิกรณ์ A (สลับจากความเข้มข้นแอมโมเนีย 50 mg-N/l 
เป็น 1 mg-N/l) สามารถแสดงได้ดังรูปที่ 4.39 โดยที่ค่า qmax มีค่าเท่ากับ 0.0040 ± 0.0003 mg-
N/mgMLVSS.hr และมีค่า Ks เท่ากับ 0.24 ± 0.13 mg-N/l ซึ่งหากพิจารณาค่า qmax นั นยังคงลดลง
อย่างต่อเนื่องจากวันที่ 20 ภายหลังจากการสลับความเข้มข้นแอมโมเนีย (qmax = 0.019 ± 0.0002 
mg-N/mgMLVSS.hr) ซึ่งสาเหตุอาจเนื่องมาจากการที่จุลินทรีย์ไนไตรท์ออกซิไดซิ่งในระบบอาจเริ่มมี
การลดลงเนื่องจากขาดแคลน substrate เนื่องจากไนไตรท์มีจ้ากัด ในขณะเดียวกันค่า Ks ก็เริ่มมีค่า
น้อยลงอย่างเห็นได้ชัดจากวันที่ 20 ภายหลังจากการสลับความเข้มข้นแอมโมเนีย (KS = 1.46 ± 0.93 
mg-N/l) ซึ่งอาจแสดงให้เห็นถึงการที่ จุลินทรีย์ชนิด Nitrobacter ซึ่งเป็นกลุ่ม Low affinity to 
nitrite เริ่มมีปริมาณลดลงในระบบ 
 ในส่วนของถังปฏิกรณ์ B (สลับจากความเข้มข้นแอมโมเนีย 1 mg-N/l เป็น 50 mg-N/l) นั น
มีค่า qmax เท่ากับ 0.136 ± 0.0069 mg-N/mgMLVSS.hr และมีค่า Ks เท่ากับ 1.30 ± 0.41 mg-N/l 
ดังแสดงในรูปที่ 4.40 โดยที่หากพิจารณาจากค่า KS แล้วยังคงแทบไม่มีการเปลี่ยนแปลงใดๆ จากการ
ทดลองที่ผ่านมาในขณะที่ค่า qmax ก็ยังอยู่ ในระดับเดียวกับ 2 ครั งแรกที่ท้าการทดลองทาง
จลนพลศาสตร์ในวันที่ 6 และ 20 ภายหลังจากสลับความเข้มข้นแอมโมเนีย (KS =1.30 ± 0.66 mg-
N/l และ 1.29 ± 0.39 mg-N/l ตามล้าดับ) หรือแม้กระทั่งในการทดลองช่วงที่  1 ที่ป้อนด้วย
แอมโมเนียความเข้มข้น 1 mg-N/l (Ks = 1.34 ± 0.80 mg-N/l) 

โดยกราฟ Monod จุลินทรีย์กลุ่มไนไตรท์ออกซิไดซิ่งของถังปฏิกรณ์ A (1 mg-N/l) และ ถัง
ปฏิกรณ์ B (50 mg-N/l) ภายหลังจากการสลับความเข้มข้นเป็นเวลา 47 วันสามารถแสดงได้ดังรูปที่ 
4.39 และ 4.40 ตามล้าดับ 
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Nitrite concentration (mg-N/l)
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รูปที่ 4.39 กราฟอัตราการใช้ไนไตรท์จ้าเพาะ (q) และความเข้มข้นไนไตรท์เริ่มต้น (mg-N/l) ของถัง

ปฏิกรณ์ A ภายหลังจากสลับความเข้มข้นแอมโมเนียจาก 50 mg-N/l เป็น 1 mg-N/l  
เป็นเวลา 47 วัน 

Nitrite concentration (mg-N/l)
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รูปที่ 4.40 กราฟอัตราการใช้ไนไตรท์จ้าเพาะ (q) และความเข้มข้นไนไตรท์เริ่มต้น (mg-N/l) ของถัง

ปฏิกรณ์ B ภายหลังจากสลับความเข้มข้นแอมโมเนียจาก 1 mg-N/l เป็น 50 mg-N/l  
เป็นเวลา 47 วัน 

 
  

qmax = 0.0040 ± 0.0003 mg-N/mgMLVSS.hr 
Ks = 0.24  ±  0.13 mg-N/l 
R2 = 0.79 

qmax = 0.136 ± 0.0069 mg-N/mgMLVSS.hr 
Ks = 1.30  ±  0.41 mg-N/l 
R2 = 0.89 
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จากนั นท้าการศึกษาพารามิเตอร์ทางจลนพลศาสตร์ของจุลินทรีย์กลุ่มไนไตรท์ออกซิไดซิ่งใน
ครั งที่ 4 ในวันที่ 95 ภายหลังจากการสลับความเข้มข้นแอมโมเนียผลที่ได้เป็นไปดังนี  

ภายหลังจากท้าการสลับความเข้มข้นแอมโมเนียได้ 95 วันลักษณะทางจลนพลศาสตร์ของ
จุลินทรีย์กลุ่มไนไตรท์ออกซิไดซิ่งของถังปฏิกรณ์ A (สลับจากความเข้มข้นแอมโมเนีย 50 mg-N/l เป็น 
1 mg-N/l) ค่า qmax มีค่าเท่ากับ 0.012 ± 0.002 mg-N/mgMLVSS.hr ในขณะที่ค่า Ks มีค่าเท่ากับ 
3.78 ± 2.17 mg-N/l โดยจากการศึกษาพารามิเตอร์ทางจลนพลศาสตร์ในครั งสุดท้ายค่า qmax ยังคง
มีค่าที่ค่อนข้างต่้าซึ่งแสดงถึงลักษณะของจุลินทรีย์กลุ่ม High affinity to nitrite ถึงแม้ว่าค่า Ks จะมี
ค่ากลับมาสูงขึ นอีกครั งเมื่อเทียบกับการทดลองครั งก่อนหน้านี  แต่ค่า Ks ก็ยังอยู่ในช่วงของกลุ่ม High 
affinity to nitrite 
 ในขณะที่ผลทางจลนพลศาสตร์จุลินทรีย์กลุ่มไนไตรท์ออกซิไดซิ่งของถังปฏิกรณ์ B (สลับจาก
ความเข้มข้นแอมโมเนีย 1 mg-N/l เป็น 50 mg-N/l) ค่า qmax มีค่าเท่ากับ 0.161 ± 0.0085 mg-
N/mgMLVSS.hr และมีค่ า  Ks เท่ ากับ  2.32 ± 0.65 mg-N/l โดยรวมแล้ วก็ยั งคงไม่ เห็นการ
เปลี่ยนแปลงทางจลนพลศาสตร์ของจุลินทรีย์กลุ่มไนไตรท์ออกซิไดซิ่งอย่างชัดเจน  

โดยกราฟ Monod จุลินทรีย์กลุ่มไนไตรท์ออกซิไดซิ่งของถังปฏิกรณ์ A (1 mg-N/l) และ ถัง
ปฏิกรณ์ B (50 mg-N/l) ภายหลังจากการสลับความเข้มข้นเป็นเวลา 95 วันสามารถแสดงได้ดังรูปที่ 
4.41 และ 4.42 ตามล้าดับ 
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รูปที่ 4.41 กราฟอัตราการใช้ไนไตรท์ จ้าเพาะ (q) และความเข้มข้นไนไตรท์เริ่มต้น (mg-N/l) ของถัง

ปฏิกรณ์ A ภายหลังจากสลับความเข้มข้นแอมโมเนียจาก 50 mg-N/l เป็น 1 mg-N/l  
เป็นเวลา 95 วัน 

qmax = 0.012 ± 0.002 mg-N/mgMLVSS.hr 
Ks = 3.78  ±  2.17 mg-N/l 
R2 = 0.76 
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Nitrite concentration (mg-N/l)
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รูปที่ 4.42 กราฟอัตราการใช้ไนไตรท์จ้าเพาะ (q) และความเข้มข้นไนไตรท์เริ่มต้น (mg-N/l) ของถัง

ปฏิกรณ์ B ภายหลังจากสลับความเข้มข้นแอมโมเนียจาก 1 mg-N/l เป็น 50 mg-N/l  
เป็นเวลา 95 วัน 

 
4.2.3 การศึกษากลุ่มประชากรจุลินทรีย์โดยใช้เทคนิค Fluorescence in situ hybridization (FISH)  
4.2.3.1 การศึกษากลุ่มประชากรจุลินทรีย์ของถังปฏิกรณ์ A (1 mg-N/l)  

จากการศึกษากลุ่มประชากรจุลินทรีย์ของถังปฏิกรณ์ A ในช่วงการทดลองที่ 2 โดยใช้เทคนิค 
FISH และท้าการเก็บตัวอย่างในวันที่ 101 หลังจากการสลับความเข้มข้นแอมโมเนีย ผลที่ได้เป็น
ดังต่อไปนี  
 จ ากการ ใช้  probe Nso190 (Labeled Alexa488-Green) ซึ่ ง เป็ น  probe ที่ ใ ช้ ศึ กษา
แบคทีเรียกลุ่มแอมโมเนียออกซิไดซิ่ง ใน Betaproteobacteria ซึ่งครอบคลุมแอมโมเนียออกซิไดซิ่ง
แบคทีเรียเกือบทั งหมด และ probe EUB338 (Labeled Cy3-Red) ซึ่งครอบคลุมแบคทีเรียทั งหมด 
(universal bacteria)  

จากการทดลองโดยใช้ probe ทั งสองมาท้าการวิเคราะห์พบว่า ประชากรจุลินทรีย์ส่วนใหญ่
ของระบบถังปฏิกรณ์ A ยังคงเป็นจุลินทรีย์กลุ่มแอมโมเนียออกซิไดซิ่ง ซึ่งสามารถสังเกตได้จากการ
ซ้อนทับกันของทั ง 2 probe อย่างไรก็ดีลักษณะของฟล็อค และความหนาแน่นของฟล็อคจุลินทรีย์นั น
น้อยกว่าถังปฏิกรณ์ A ในช่วงการทดลองที่ 1 คาดว่าเนื่องมาจากการลดความเข้มข้นของแอมโมเนีย
ส่งผลให้ปริมาณจุลินทรีย์ในระบบลดลง ดังแสดงในรูปที่ 4.43 
 
 

qmax = 0.161 ± 0.0085 mg-N/mgMLVSS.hr 
Ks = 2.32  ±  0.65 mg-N/l 
R2 = 0.89 
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รปูที่ 4.43 ผลการวิเคราะห์จุลินทรีย์ที่อยู่ในระบบถังปฏิกรณ์ A ภายหลังจากสลับความเข้มข้น
แอมโมเนียจาก 50 mg-N/l เป็น 1 mg-N/l ในการทดลองช่วงที่ 2 ด้วยเทคนิค FISH โดยใช้ probe 
EUB338 (Universal bacteria) ซ่ึง label ด้วยสี Cy3 (สีแดง) และ probe Nso190 (Ammonia-

oxidizing bacteria) ซ่ึง label ด้วยสี Alexa Flour488 (สีเขียว) ส่วนที่เป็นสีเหลือง-ส้มแสดงให้เห็น
ถึงจุดที่ทั ง 2 probe ซ้อนทับกัน 

 
เมื่อทราบว่าประชากรจุลินทรีย์ส่วนใหญ่ภายในระบบคือ แอมโมเนียออกซิไดซิ่งแบคทีเรีย

แล้ว ขั นต่อมา เราจึงใช้ probe Nse1472 (Labeled Cy3-Red) ซึ่งเป็น probe ของแอมโมเนียออก
ซิไดซิ่งแบคทีเรีย ชนิด Nitrosomonas europaea ซึ่งเป็นตัวแทนที่ส้าคัญของแอมโมเนียออกซิไดซิ่ง
แบคทีเรียกลุ่ม Low affinity to ammonia ร่วมกับการใช้ probe Nso190 (Labeled Alexa488-
Green) ซึ่งเปน็ probe ที่ครอบคลุมแอมโมเนียออกซิไดซิ่งแบคทีเรียใน Betaproteobacteria  
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จากรูปที่ 4.44  (ข) และ (ค) พบว่ากลุ่มจุลินทรีย์แอมโมเนียออกซิไดซิ่งชนิด Nitrosomonas 
europaea ยังคงสามารถพบได้ในถังปฏิกรณ์ A แต่พบในปริมาณและความหนาแน่นที่เบาบาง 
เนื่องมาจากการที่ระบบถังปฏิกรณ์ A ได้ท้าการลดความเข้มข้นของแอมโมเนียจาก 50 เป็น 1 mg-
N/l ท้าให้ชนิด Nitrosomonas europaea ซึ่งเป็นตัวแทนของจุลินทรีย์กลุ่ม Low affinity to 
ammonia มีจ้านวนลดลงในระบบซึ่งสอดคล้องกับผลทางจลนพลศาสตร์ของจุลินทรีย์กลุ่มแอมโมเนีย
ออกซิไดซิ่งในวันที่ 95 หลังจากการสลับความเข้มข้นแอมโมเนีย (Ks = 1.41 ± 0.34 mg-N/l) อย่างไร
ก็ดีพื นที่ส่วนใหญ่ยังคงไม่พบชนิด  Nitrosomonas europaea ดังแสดงดังรูป 4.44 (ก)  

 

 
รูปที่ 4.44 ผลการวิเคราะห์จุลินทรีย์ที่อยู่ในระบบถังปฏิกรณ์ A ภายหลังจากสลับความเข้มข้น

แอมโมเนียจาก 50 mg-N/l เป็น 1 mg-N/l ในการทดลองช่วงที่ 2 ด้วยเทคนิค FISH โดยใช้ probe 
Nse1472 (Nitrosomonas europaea) ซ่ึง label ด้วยสี Cy3 (สีแดง) และ probe Nso190 

(Ammonia-oxidizing bacteria) ซ่ึง label ด้วยสี Alexa Flour488 (สีเขียว) ส่วนที่เปน็สีเหลือง-ส้ม
แสดงให้เห็นถึงจุดที่ทั ง 2 probe ซ้อนทับกัน 
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 หลังจากท่ีท้าการส้ารวจกลุ่มประชากรจุลินทรีย์ชนิด Low affinity to ammonia แล้วจึงท้า
การวิเคราะห์โดยใช้ probe Cluster6a192 (Labeled Cy3-Red) เป็น probe ตัวแทนของกลุ่ม High 
affinity to ammonia โดย probe นี เป็น probe ของชนิด Nitrosomonas oligotropha lineage 
โดยใช้ร่วมกับ probe Nso190 (Labeled Alexa488- Green) ซึ่งเป็น probe ที่ครอบคลุมแอมโมเนีย
ออกซิไดซิ่งแบคทีเรียใน Betaproteobacteria  

จากผลที่ได้แสดงให้เห็นว่าจุลินทรีย์กลุ่มแอมโมเนียออกซิไดซิ่ง ชนิด Nitrosomoas 
oligotropha lineage ยังคงอาศัยอยู่ ได้ภายในระบบภายหลังจากการสลับความเข้มข้นของ
แอมโมเนียจาก 50 mg-N/l เป็น 1 mg-N/l โดยในการทดลองช่วงที่ 2 จุลินทรีย์ตระกูลดังกล่าวซึ่ง
เป็นจุลินทรีย์ประเภท High affinity to ammonia กลายมาเป็นกลุ่มประชากรหลักอย่างชัดเจน ดัง
แสดงในรูปที่ 4.45 (ก) และ (ข) ซึ่งแตกต่างกับการทดลองในช่วงแรกที่กลุ่ม High affinity to 
ammonia และกลุ่ม low affinity to ammonia ด้ารงอยู่และท้างานร่วมกันโดยไม่สามารถจ้าแนก
ได้อย่างชัดเจนว่ากลุ่มใดเป็นกลุ่มประชากรหลักดังแสดงในรูปที่ 4.12 และ 4.13 อย่างไรก็ดีจากรูปที่ 
4.45 (ค) ยังคงแสดงให้เห็นถึงพ้นที่บางจุดที่ ไม่พบจุลินทรีย์ ชนิด Nitrosomoas oligotropha 
lineage ซึ่งอาจมีความเป็นไปได้ว่าบริเวณดังกล่าวอาจเป็นจุลินทรีย์ชนิด High affinity to ammonia 
ชนิดอ่ืนๆ เช่น ชนิด Nitrosospira และ Nitrosomonas marina เป็นต้น 
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รูปที่ 4.45 ผลการวิเคราะห์จุลินทรีย์ที่อยู่ในระบบถังปฏิกรณ์ A ภายหลังจากสลับความเข้มข้น

แอมโมเนียจาก 50 mg-N/l เป็น 1 mg-N/l ในการทดลองช่วงที่ 2 ด้วยเทคนิค FISH โดยใช้ probe 
Cluster6a192 (Nitrosomonas oligotropha lineage) ซ่ึง label ด้วยสี Cy3 (สีแดง) และ probe 
Nso190 (Ammonia-oxidizing bacteria) ซ่ึง label ด้วยสี Alexa Flour488(สีเขียว) ส่วนที่เป็นสี

เหลือง-ส้มแสดงให้เห็นถึงจุดที่ทั ง 2 probe ซ้อนทับกัน 
 

หลังจากที่ท้าการวิเคราะห์จุลินทรีย์กลุ่มแอมเนียออกซิไดซิ่งแล้ว ขั นต่อไปจึงท้าการวิเคราะห์
กลุ่มประชากรจุลินทรีย์กลุ่มไนไตรท์ออกซิไดซิ่ง โดยเบื องต้นจะวิเคราะห์ชนิด Nitrospira ซึ่งเป็นกลุ่ม 
High affinity to nitrite โดยใช้ probe Ntspa662 (Nitrospira) โดย(Labeled Cy3-Red) ร่วมกับ
กับ probe Nso190 (Labeled Alexa488- Green)  ซึ่งเป็น probe แอมโมเนียออกซิไดซิ่งแบคทีเรีย
ใน Betaproteobacteria  

ผลที่ได้แสดงให้เห็นถึงไนไตรท์ออกซิไดซิ่งแบคทีเรียชนิด Nitrospira ซึ่งเป็นกลุ่ม High 
affinity to ammonia ยังคงสามารถด้ารงอยู่ได้ในระบบถังปฏิกรณ์ A ที่ได้ท้าการสลับจากความ
เข้มข้น 50 mg-N/l  เป็น 1 mg-N/l ซึ่งลักษณะการด้ารงอยู่ของจุลินทรีย์กลุ่มไนไตรท์ออกซิไดซิ่งมัก 
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อยู่บริเวณใกล้เคียงหรืออยู่ภายในบริเวณฟล็อคของจุลินทรีย์กลุ่มแอมโมเนียออกซิไดซิ่ง ลักษณะ
เดียวกับที่พบใน การทดลองช่วงที่ 1 ดังรูปที่ 4.14 ซึ่งอาจส่งผลให้สัญญาณ fluorescence ที่พบมัก
เห็นเป็นสัญญาณ 2 สีทับกันเป็นจุดสีส้มเหลืองจาก probe ของชนิด Nitrospira (Ntspa662- 
Labeled Cy3-สีแดง) และ probe ของแอมโมเนียออกซิไดซิ่งแบคทีเรีย (Nso190 – Labeled 
Alexa488-สีเขียว) อย่างไรก็ดี การที่เห็นไนไตรท์ออกซิไดซิ่งแบคทีเรีย ชนิด Nitrospira เป็นจุดสี
เหลือง-ส้มแทนที่จะเห็นเป็นจุดสีแดงเดี่ยวๆ นั นอาจมีความเป็นไปได้เช่นกันว่า probe Nso190 ซึ่ง
เป็น probe ส้าหรับแอมโมเนียออกซิไดซิ่งแบคทีเรียอาจถูกล้างออกไม่หมดจนเห็นเป็นจุดเดียวกับไน
ไตรท์ออกซิไดซิ่งแบคทีเรีย ดังแสดงในรูปที่ 4.46 (ก) และ (ข) 

 นอกเหนือจากจุดที่พบ Nitrospira แล้วในรูปที่ 4.46 (ค) แสดงให้เห็นจุดที่ไม่พบจุลินทรีย์
ชนิด Nitrospira เช่นกันแสดงให้เห็นถึงความไม่เป็นเนื อเดียวกันของกลุ่มประชากรจุลินทรีย์ในแต่ละ
จุด เช่นเดียวกับตัวอย่างอ่ืนๆ 

 
รูปที่ 4.46 ผลการวิเคราะห์จุลินทรีย์ที่อยู่ในระบบถังปฏิกรณ์ A ภายหลังจากสลับความเข้มข้น

แอมโมเนียจาก 50 mg-N/l เป็น 1 mg-N/l ในการทดลองช่วงที่ 2 ด้วยเทคนิค FISH โดยใช้ probe 
Ntspa662 (Nitrospira) ซ่ึง label ด้วยสี Cy3 (สีแดง) และ probe Nso190 (Ammonia-oxidizing 
bacteria) ซ่ึง label ด้วยสี Alexa Flour488 (สีเขียว) ส่วนที่เป็นสีเหลือง-ส้มแสดงให้เห็นถึงจุดที่ทั ง 

2 probe ซ้อนทับกัน 
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หลังจากท้าการศึกษาแบคทีเรียชนิด Nitrospira ซึ่งเป็นไนไตรท์ออกซิไดซิ่งแบคทีเรียกลุ่ม 
High affinity to nitrite แล้วขั นต่อไปจึงท้าการศึกษาไนไตรทออกซิไดซิ่งแบคทีเรียกลุ่ม Low 
affinity to nitrite ซึ่งได้แก่ชนิด Nitrobacter  โดยใช้ probe Nit3 (Labeled Cy3-Red) ร่วมกับกับ 
probe Nso190 (Labeled Alexa488- Green)  ซึ่งเป็น probe แอมโมเนียออกซิไดซิ่งแบคทีเรียใน 
Betaproteobacteria   

ผลที่ได้แสดงให้เห็นว่าไนไตรท์ออกซิไดซิ่งแบคทีเรียชนิด Nitrobacter ซึ่งเป็นจุลินทรีย์กลุ่ม 
Low affinity to nitrite ถูกพบในปริมาณที่น้อยมาก ดังรูปที่ 4.47 (ก) โดยสาเหตุอาจเนื่องมาจาก
การที่ปริมาณความเข้มข้นของแอมโมเนียที่ป้อนเข้าระบบลดลงจาก 50 mg-N/l เหลือ 1 mg-N/l 
ส่งผลให้ปริมาณไนไตรท์ท่ีเกิดขึ นในระบบลดลงและท้าให้จุลินทรีย์ชนิดดังกล่าวค่อยๆ หายออกไปจาก
ระบบดังจะเห็นได้จากรูปที่  4.47 (ข) และ (ค) ที่ ไม่พบจุลินทรีย์ชนิดดังกล่าวอยู่ เลยโดยเมื่อ
เปรียบเทียบกับไนไตรท์ออกซิไดซิ่งแบคทีเรียชนิด Nitrospira ซึ่งเป็นกลุ่ม High affinity to nitrite 
ที่ยังคงด้ารงอยู่ได้ในระบบถังปฏิกรณ์ A ดังรูปที่ 4.46แสดงให้เห็นว่าไนไตรท์ออกซิไดซิ่งแบคทีเรีย
ชนิด Nitrospira เป็นกลุ่มประชากรหลักในถังปฏิกรณ์  A อย่างชัดเจนซึ่ งสอดคล้องกับผล
จลนพลศาสตร์ทั ง 4 ครั งในช่วงการทดลองช่วงที่ 2 ของถังปฏิกรณ์ A (KS ของครั งที่ 1-4 ของการ
ทดลองช่วงที่  2 มีค่าเท่ากับ 3.26 ± 1.42 mg-N/l, 1.46 ± 0.93mg-N/l , 0.24 ± 0.13mg-N/l , 
3.78 ± 2.17 mg-N/l ตามล้าดับ) โดยถึงแม้ว่าค่า KS จะมีการแกว่งไปบ้างแต่โดยรวมแล้วยังถือว่า
ค่าพารามเิตอร์ทางจลนพลศาสตร์ดังกล่าวสื่อถึงการท้างานในกลุ่ม High affinity to nitrite 
 อย่างไรก็ดีการพบกลุ่มไนไตรท์ออกซิไดซิ่งแบคทีเรียชนิด Nitrobacter ของถังปฏิกรณ์ A  
(1 mg-N/l) ยังคงมีลักษณะคล้ายคลึงกับการพบไนไตรท์ออกซิไดซิ่งแบคทีเรีย ชนิด Nitrospira ตรงที่
เราจะไม่เห็นจุดของไนไตรท์ออกซิไดซิ่งแบคทีเรียเป็นจุดเดี่ยวๆ แต่จะเห็นเป็นสัญญาณซ้อนทับกัน
เป็น 2 สีระหว่าง probe Nit3 (Labeled Cy3-Red) และ probe Nso190 (Labeled-Alexa488-
Green) ซึ่งเป็น probe ของแอมโมเนียออกซิไดซิ่งแบคทีเรียอาจเป็นเพราะ จุลินทรีย์กลุ่มไนไตรท์
ออกซิไดซิ่งมักพบอยู่ในต้าแหน่งที่ใกล้กับจุลินทรีย์กลุ่มแอมโมเนียอออกซิไดซิ่ง ซึ่งการคงอยู่ของ
แบคทีเรียเหล่านี อาจมีการซ้อนทับกันจนเห็นเป็นต้าแหน่งเดียวกัน หรือมีความเป็นไปได้ว่าอาจเกิด
จากการที่ probe Nso190 ไม่สามารถถูกล้างออกจนหมดท้าให้เห็น probe ซ้อนทับกันเป็นสีเหลือง
ส้ม  
 



 

 

106 

 
รูปที่ 4.47 ผลการวิเคราะห์จุลินทรีย์ที่อยู่ในระบบถังปฏิกรณ์ A ภายหลังจากสลับจากความเข้มข้น
แอมโมเนียจาก 50 mg-N/l เป็น 1 mg-N/l ในการทดลองช่วงที่ 2 ด้วยเทคนิค FISH โดยใช้ probe 
Nit3 (Nitrobacter) ซ่ึง label ด้วยสี Cy3 (สีแดง) และ probe Nso190 (Ammonia-oxidizing 

bacteria) ซ่ึง label ด้วยสี Alexa Flour488 (สีเขียว) ส่วนที่เป็นสีเหลือง-ส้มแสดงให้เห็นถึงจุดที่ทั ง 
2 probe ซ้อนทับกัน 
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4.2.3.2 การศึกษากลุ่มประชากรของถังปฏิกรณ์ B (50 mg-N/l)  
จากการศึกษากลุ่มประชากรจุลินทรีย์ในการทดลองช่วงที่ 2 ของถังปฏิกรณ์ B ภายหลังจาก

การสลับความเข้มข้นแอมโมเนีย โดยใช้เทคนิค FISH ผลที่ได้เป็นดังต่อไปนี  
 จ ากการ ใช้  probe Nso190 (Labeled Alexa488-Green) ซึ่ ง เป็ น  probe ที่ ใ ช้ ศึ กษา
แบคทีเรียกลุ่มแอมโมเนียออกซิไดซิ่ง ใน Betaproteobacteria และ probe EUB338 (Labeled 
Cy3-Red)ซึ่งครอบคลุมแบคทีเรียทั งหมด (universal bacteria)  

ผลที่ได้แสดงให้เห็นว่ากลุ่มประชากรจุลินทรีย์ส่วนใหญ่ของระบบถังปฏิกรณ์ B ยังคงเป็น
จุลินทรีย์กลุ่มแอมโมเนียออกซิไดซิ่ง ซึ่งสามารถสังเกตได้จากการซ้อนทับกันของทั ง 2 probe โดย
สังเกตได้จากการที ่probe ทั ง 2 ชนิดมีการซ้อนทับกันเกือบทั งหมดในทุกพื นที่ 
 นอกจากนี จากการที่ปริมาณความเข้มข้นของแอมโมเนียที่ถูกป้อนเข้าในระบบเพ่ิมขึ นจาก 1 
mg-N/l เป็น 50 mg-N/l ท้าให้ฟล็อคของจุลินทรีย์มีความหนาแน่นขึ นภายในระบบถังปฏิกรณ์ B ดัง
แสดงในรูปที่ 4.48 
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รูปที่ 4.48 ผลการวิเคราะห์จุลินทรีย์ที่อยู่ในระบบถังปฏิกรณ์ B ภายหลังจากสลับจากความเข้มข้น

แอมโมเนียจาก 1 เป็น 50 mg-N/l ในการทดลองช่วงที่ 2 ด้วยเทคนิค FISH โดยใช้ probe EUB338 
(Universal bacteria) ซ่ึง label ด้วยสี Cy3 (สีแดง) และ probe Nso190 (Ammonia-oxidizing 
bacteria) ซ่ึง label ด้วยสี Alexa Flour488 (สีเขียว) ส่วนที่เป็นสีเหลือง-ส้มแสดงให้เห็นถึงจุดที่ทั ง 

2 probe ซ้อนทับกัน 
 

เมื่อทราบว่าประชากรจุลินทรีย์ส่วนใหญ่ภายในระบบคือ แอมโมเนียออกซิไดซิ่งแบคทีเรีย
แล้ว ขั นต่อไป จึงใช้ probe Nse1472 (Labeled Cy3-Red) ซึ่งเป็น probe ที่จ้าเพาะต่อแอมโมเนีย
ออกซิไดซิ่งแบคทีเรีย ชนิด Nitrosomonas europaea ซึ่งเป็นตัวแทนที่ส้าคัญของกลุ่ม Low 
affinity to ammonia ร่ วมกับ  probe Nso190 (Labeled Alexa488-Green) ซึ่ ง เป็น  probe ที่
ครอบคลุมแอมโมเนียออกซิไดซิ่งแบคทีเรียใน Betaproteobacteria  

ผลที่ได้แสดงให้เห็นว่าจุลินทรีย์ชนิด Nitrosomonas europaea ซึ่งเป็นจุลินทรีย์ประเภท 
Low affinity to ammoniaไม่ถูกพบในถังปฏิกรณ์ B เลยหรืออาจมีอยู่น้อยมากจนสัญญาณ 
fluorescence มีความเข้มไม่มากเพียงพอที่จะตรวจสอบ ทั งที่ ได้มีการเพ่ิมความเข้มข้นของ
แอมโมเนียที่ถูกป้อนเข้าไปในระบบ อย่างไรก็ตามผลดังกล่าวนั นก็สอดคล้องกับผลของค่าพารามิเตอร์
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ทางจลนพลศาสตร์ตลอดการทดลองช่วงที่ 2 (Ks ของครั งที่ 1-4 ของการทดลองช่วงที่ 2 มีค่าเท่ากับ 
0.25 ± 0.20 mg-N/l, 1.78 ± 0.56 mg-N/l, 1.14 ± 0.37 mg-N/l แล ะ  1.36 ± 0.66 mg-N/l 
ตามล้าดับ) ดังแสดงในรูปที่ 4.49 

 

 
 

รูปที่ 4.49 ผลการวิเคราะห์จุลินทรีย์ที่อยู่ในระบบถังปฏิกรณ์ B ภายหลังจากสลับความเข้มข้น
แอมโมเนียจาก 1 mg-N/l เป็น 50 mg-N/l ในการทดลองช่วงที่ 2 ด้วยเทคนิค FISH โดยใช้ probe 

Nse1472 (Nitrosomonas europaea) ซ่ึง label ด้วยสี Cy3 (สีแดง) และ probe Nso190 
(Ammonia-oxidizing bacteria) ซ่ึง label ด้วยสี Alexa Flour488 (สีเขียว) ส่วนที่เปน็สีเหลือง-ส้ม

แสดงให้เห็นถึงจุดที่ทั ง 2 probe ซ้อนทับกัน 
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หลังจากท่ีท้าการส้ารวจกลุ่มประชากรจุลินทรีย์ชนิด Low affinity to ammonia แล้วจึงท้า
การวิเคราะห์โดยการใช้ probe Cluster6a192 (Labeled Cy3-Red) ซึ่งเป็น probe ตัวแทนของ
กลุ่ ม  High affinity to ammonia โดย probe จ้ า เพาะต่อชนิด  Nitrosomonas oligotropha 
linage โดยใช้ร่วมกับ probe Nso190 ซึ่งเป็น probe ที่ครอบคลุมแอมโมเนียออกซิไดซิ่งแบคทีเรีย
ใน Betaproteobacteria  

ผลที่ได้แสดงให้เห็นว่ากลุ่มประชากรจุลินทรีย์แอมโมเนียออกซิไดซิ่งชนิด Nitrosomonas 
oligotropha lineage สามารถถูกพบได้ในถังปฏิกรณ์ B นอกจากนี เมื่อเทียบกับผลของถังปฏิกรณ์ B 
ในช่วงการทดลองที่ 1 ดังรูปที่ 4.18 จุลินทรีย์กลุ่มดังกล่าวเกาะรวมกันเป็นฟล็อคที่ใหญ่ขึ นและ
สามารถสังเกตได้ง่ายขึ น ซึ่งเกิดจากการที่แอมโมเนียภายในระบบที่ป้อนเข้ามามีค่าเพ่ิมขึ นจาก 1 mg-
N/l เป็น 50 mg-N/l อย่างไรก็ดียังอาจมีจุลินทรีย์แอมโมเนียออกซิไดซิ่งประเภท High affinity to 
ammonia นอกเหนือจากชนิด Nitrosomonas oligotropha lineage ที่อาจอาศัยอยู่ ได้ ในถัง
ปฏิกรณ์แต่จากผลการศึกษากลุ่มประชากรนี ท้าให้สามารถยืนยันได้ว่ากลุ่มประชากรหลักในถัง
ปฏิกรณ์ B ยังคงไม่มีการเปลี่ยนแปลงลักษณะกลุ่มประชากรไปมากนักเมื่อเทียบกับการทดลองช่วงที่ 
1 ก่อนเพ่ิมความเข้มข้นของแอมโมเนียจาก 1 mg-N/l เป็น 50 mg-N/l ดังแสดงในรูปที่ 4.50 (ก) 
และ (ข) 

อย่างไรก็ตามถึงแม้ว่าจุลินทรีย์ตระกูล Nitrosomonas oligotropha linage จะถูกพบอย่าง
มากแต่ก็ยังมีบางจุดที่ไม่พบจุลินทรีย์กลุ่มดังกล่าวดังเช่นรูปที่ 4.50 (ค) ทั งนี การพบจุลินทรีย์
แอมโมเนียออกซิ ไดซิ่ งประเภท High affinity to ammonia แต่ ไม่พบกลุ่ม Low affinity to 
ammonia นั นสอดคล้องกับผลทางจลนพลศาสตร์ที่วิเคราะห์ได้ในการทดลองช่วงที่ 2 (KS ของครั งที่ 
1-4 ของการทดลองช่วงที่ 2 มีค่าเท่ากับ 0.25 ± 0.20 mg-N/l, 1.78 ± 0.56 mg-N/l, 1.14 ± 0.37 
mg-N/l และ 1.36 ± 0.66 mg-N/l ตามล้าดับ) ถึงแม้จะมีการเพ่ิมความเข้มข้นของแอมโมเนียที่เติม
เข้าสู่ระบบ แต่มีความเป็นไปได้ว่าในระบบจะมีจุลินทรีย์แอมโมเนียออกซิไดซิ่งที่มีปริมาณมากซึ่ง
สามารถลดความเข้มข้นแอมโมเนียอย่างรวดเร็ว ส่งผลให้ภายในระบบยังคงมีความเข้มข้นแอมโมเนีย
ที่ต่้า ซึ่งส่งเสริมการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์แอมโมเนียออกซิไดซิ่งกลุ่ม High affinity to ammonia 
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รูปที่ 4.50 ผลการวิเคราะห์จุลินทรีย์ที่อยู่ในระบบถังปฏิกรณ์ B เมื่อสลับความเข้มข้นแอมโมเนียจาก 
1 mg-N/l เป็น 50 mg-N/l ในการทดลองช่วงที่ 2 ด้วยเทคนิค FISH โดยใช้ probe Cluster6a192 

(Nitrosomonas oligotropha lineage) ซ่ึง label ด้วยสี Cy3 (สีแดง) และ probe Nso190 
(Ammonia-oxidizing bacteria) ซ่ึง label ด้วยสี Alexa Flour488 (สีเขียว) ส่วนที่เปน็สีเหลือง-ส้ม

แสดงให้เห็นถึงจุดที่ทั ง 2 probe ซ้อนทับกัน 
 

  
หลังจากท่ีท้าการวิเคราะห์จุลินทรีย์กลุ่มแอมเนียออกซิไดซิ่งแล้ว ขั นต่อไปจึงท้าการวิเคราะห์

กลุ่มประชากรจุลินทรีย์กลุ่มไนไตรท์ออกซิไดซิ่ง โดยในขั นต้นได้ท้าการวิเคราะห์ไนไตรท์ออกซิไดซิ่ง
แบคที เ รี ย ชนิ ด  Nitrospira ซึ่ ง เ ป็ นกลุ่ ม  High affinity to nitrite โ ดย ใช้  probe Ntspa662 
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(Nitrospira) โดย label ด้วยสี Cy3 (สีแดง) ร่วมกับกับ probe Nso190 ซึ่งเป็น probe แอมโมเนีย
ออกซิไดซิ่งแบคทีเรียใน Betaproteobacteria  

ผลที่ได้แสดงให้เห็นถึงไนไตรท์ออกซิไดซิ่งแบคทีเรียชนิด Nitrospira ภายในระบบถังปฏิกรณ์ 
B ภายหลังจากการสลับความเข้มข้นแอมโมเนียจาก 1 mg-N/l เป็น 50 mg-N/l โดยในช่วงการ
ทดลองช่วงที่ 2 นี ไนไตรท์ออกซิไดซิ่งแบคทีเรียกลุ่มดังกล่าวมีจ้านวนเพ่ิมขึ นอย่างชัดเจน เมื่อ
เปรียบเทียบกับการทดลองช่วงที่ 1 ที่ท้าการป้อนด้วยแอมโมเนียความเข้มข้น 1 mg-N/l โดยจากผล
การศึกษาพารามิเตอร์ในการทดลองช่วงที่ 2 ค่า Ks ของไนไตรท์ออกซิไดซิ่งแบคทีเรียของถังปฏิกรณ์ 
B มีค่าอยู่ในช่วงกลุ่ม High affinity to nitrite มาโดยตลอด (Ks ของการทดลองครั งที่ 1-4 มีค่า
เท่ากับ 1.30 ± 0.66 mg-N/l, 1.29 ± 0.39 mg-N/l, 1.30 ± 0.41 mg-N/l  และ 2.32 ± 0.65 mg-
N/l ตามล้าดับ) ซึ่งสอดค้องกับผลการศึกษากลุ่มประชากรไนไตรท์ออกซิไดซิ่งแบคทีเรีย โดยจากผล
ทั งจลนพลศาสตร์และกลุ่มประชากรท้าให้สามารถสรุปได้ว่า ในการทดลองช่วงที่ 2 ไนไตรท์ออกซิได
ซิ่งแบคทีเรียกลุ่ม  Nitrospira เป็นกลุ่มประชากรหลักภายในระบบดังแสดงในรูปที่ 4.51 (ก) และ (ข) 
อย่างไรก็ดียังคงมีบางพื นที่ที่ไม่สามารถค้นพบไนไตรท์ออกซิไดซิ่งแบคทีเรียกลุ่ม  Nitrospira ดังเช่น
ในรูปที่ 4.51 (ค) 
 อย่างไรก็ดีการพบกลุ่มไนไตรท์ออกซิไดซิ่งแบคทีเรียชนิด Nitrospira ของถังปฏิกรณ์ B(50 
mg-N/l) ยังคงมีลักษณะคล้ายคลึงกับการพบไนไตรท์ออกซิไดซิ่งแบคทีเรียดังที่กล่าวมาก่อนหน้านี 
ตรงที่จะไม่เห็นจุดของไนไตรท์ออกซิไดซิ่งแบคทีเรียเป็นจุดเดี่ยวๆ แต่จะเห็นเป็นสัญญาณซ้อนทับกัน
เ ป็ น  2 สี ร ะห ว่ า ง  probe Ntspa662 (Labeled Cy3-Red) แล ะ  probe Nso190 (Labeled-
Alexa488-Green) ซึ่งเป็น probe ของแอมโมเนียออกซิไดซิ่งแบคทีเรีย ทั งนี อาจเป็นเพราะ ไนไตรท์
ออกซิไดซิ่งแบคทีเรียมักพบอยู่ในต้าแหน่งที่ใกล้กับจุลินทรีย์กลุ่มแอมโมเนียอออกซิไดซิ่ง ซึ่งการคงอยู่
ของแบคทีเรียเหล่านี อาจมีการซ้อนทับกันจนเห็นเป็นต้าแหน่งเดียวกัน หรืออาจเกิดจากการที่ probe 
Nso190 ไม่สามารถถูกล้างออกจนหมดท้าให้เห็นเป็นสีเหลืองส้ม  

 



 

 

113 

 
 

รูปที่ 4.51 ผลการวิเคราะห์จุลินทรีย์ที่อยู่ในระบบถังปฏิกรณ์ B ภายหลังจากสลับความเข้มข้น
แอมโมเนียจาก 1 mg-N/l เป็น 50 mg-N/l ในการทดลองช่วงที่ 2 ด้วยเทคนิค FISH โดยใช้ probe 
Ntspa662 (Nitrospira) ซ่ึง label ด้วยสี Cy3 (สีแดง) และ probe Nso190 (Ammonia-oxidizing 
bacteria) ซ่ึง label ด้วยสี Alexa Flour488 (สีเขียว) ส่วนที่เป็นสีเหลือง-ส้มแสดงให้เห็นถึงจุดที่ทั ง 

2 probe ซ้อนทับกัน 
 
 หลังจากท้าการศึกษาแบคทีเรียชนิด Nitrospira ซึ่งเป็นไนไตรท์ออกซิไดซิ่งแบคทีเรียกลุ่ม 
High affinity to nitrite แล้วขั นต่อไปจึงท้าการศึกษาจุลินทรีย์กลุ่มไนไตรท์ออกซิไดซิ่งกลุ่ม Low 
affinity to nitrite ซึ่งได้แก่ชนิด Nitrobacter โดยใช้ probe Nit3 (Labeled Cy3-Red) ร่วมกับกับ 
probe Nso190 (Labeled Alexa488- Green)  ซึ่งเป็น probe แอมโมเนียออกซิไดซิ่งแบคทีเรียใน 
Betaproteobacteria   
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จากผลการทดลองพบว่าภายในถังปฏิกรณ์ B ไม่พบไนไตรท์ออกซิไดซิ่งแบคทีเรียชนิด 
Nitrobacter ซึ่งเป็นตัวแทนของกลุ่ม Low affinity to nitrite โดยสาเหตุอาจเนื่องมาจากการที่ไน
ไตรท์ในระบบนั นค่อนข้างมีค่าลดต่้าลงตลอดการทดลอง ส่งผลให้ไนไตรท์ออกซิไดซิ่งแบคทีเรียกลุ่ม 
Low affinity to nitrite ไม่สามารถอยู่ในระบบได้ ซึ่งสอดคล้องกับผลทางจลนพลศาสตร์ในการ
ทดลองช่วงที่ 2 ซึ่งค่า KS ของไนไตรท์อยู่ในช่วงต่้า (KS ของการทดลองครั งที่ 1-4 ในการทดลองช่วงที่ 
2 มีค่าเท่ากับ 1.30 ± 0.66 mg-N/l, 1.29 ± 0.39 mg-N/l, 1.30 ± 0.41 mg-N/l และ 2.32 ± 0.65 
mg-N/l ตามล้าดับ) ดังรูปที่ 4.52 
 

 
รูปที่ 4.52  ผลการวิเคราะห์จุลินทรีย์ที่อยู่ในระบบถังปฏิกรณ์ B เมื่อสลับความเข้มข้นแอมโมเนียจาก 

1 mg-N/l เป็น 50 mg-N/l)ในการทดลองช่วงที่ 2 ด้วยเทคนิค FISH โดยใช้ probe Nit3 
(Nitrobacter) ซ่ึง label ด้วยสี Cy3 (สีแดง) และ probe Nso190 (Ammonia-oxidizing 

bacteria) ซ่ึง label ด้วยสี Alexa Flour488 (สีเขียว) ส่วนที่เป็นสีเหลือง-ส้มแสดงให้เห็นถึงจุดที่ทั ง 
2 probe ซ้อนทับกัน 
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4.3 การวิเคราะห์การเปลี่ยนแปลงทางจลนพลศาสตร์และกลุ่มประชากรจุลินทรีย์ภายหลังสลับ
ความเข้มข้นแอมโมเนีย 

 จากผลการทดลองพารามิเตอร์ทางจลนพลศาสตร์ของจุลินทรีย์กลุ่มแอมโมเนียออกซิไดซิ่ง
ของทั ง 2 ช่วงการทดลองสามารถสรุปได้ดังตารางท่ี 4.5 และ 4.6 
 
ตารางที่ 4.5 สรุปผลพารามิเตอร์ทางจลนพลศาสตร์ของจุลินทรีย์กลุ่มแอมโมเนียออกซิไดซิ่งตลอดการ
ทดลองของถังปฏิกรณ์ A (การทดลองช่วงที่ 1 ป้อนด้วยแอมโมเนียความเข้มข้น 50 mg-N/l, การ
ทดลองช่วงที่ 2 ป้อนด้วยแอมโมเนียความเข้มข้น 1 mg-N/l)   

 
 

พารามิเตอร์ทาง
จลนพลศาสตร ์

 
 

การทดลองช่วงที่ 1 

การทดลองช่วงที่ 2 

ครั งท่ี 1 
(หลังลด 

ความเข้มข้น 6 
วัน) 

ครั งท่ี 2 
(หลังลด

ความเข้มข้น 
20 วัน) 

ครั งท่ี 3 
(หลังลดความ
เข้มข้น 47 

วัน) 

ครั งท่ี 4 
(หลังลด
ความ

เข้มข้น 95 
วัน) 

อัตราการใช้ 
แอมโมเนียจ้าเพาะ

สูงสุด (qmax) 
(mg-

N/mgMLVSS.hr) 

 
0.128 ± 0.018 

 

0.091 ± 
0.0096 

0.035 ±  
0.0026 

 

0.016 ± 
0.001 

0.029 ± 
0.0017 

ค่า Half saturation 
constant(Ks) 

(mg-N/l) 

 
8.79 ± 3.82 

 

 
1.50 ± 0.94 

 
0.87 ± 0.43 

 
0.76 ± 0.25 

 
1.41 ± 
0.34 

**MLVSS 
(mgMLVSS/m2) 

314 75 46 129 101 

R2 0.90 0.68 0.75 0.89 0.92 
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ตารางที่ 4.6  สรุปผลพารามิเตอร์ทางจลนพลศาสตร์ของจุลินทรีย์กลุ่มแอมโมเนียออกซิไดซิ่งตลอด
การทดลองของถังปฏิกรณ์ B (การทดลองช่วงที่ 1 ป้อนด้วยแอมโมเนียความเข้มข้น 1 mg-N/l, การ
ทดลองช่วงที่ 2 ป้อนด้วยแอมโมเนียความเข้มข้น 50 mg-N/l)   

 
 

พารามิเตอร์ทาง
จลนพลศาสตร ์

 
 

การทดลองช่วงที่ 
1 

การทดลองช่วงที่ 2 

ครั งที่ 1 
(หลังเพิ่ม

ความเข้มข้น 
6 วัน) 

ครั งท่ี 2 
(หลังเพิ่ม

ความเข้มข้น 
20 วัน) 

ครั งท่ี 3 
(หลังเพิ่ม

ความเข้มข้น 
47 วัน) 

ครั งท่ี 4 
(หลังเพิ่ม

ความ
เข้มข้น 95 

วัน) 
อัตราการใช้ แอมโมเนีย 
จ้าเพาะสูงสุด (qmax) 

(mg-N/mgMLVSS.hr) 

 
0.0089 ± 0.0007 

 

0.203 ± 
0.014 

0.320 ±  
0.017 

 

0.153 ± 
0.0072 

0.149 ± 
0.0012 

ค่า Half saturation 
constant(Ks) 

(mg-N/l) 

 
1.19 ± 0.47  

 

 
0.25 ± 0.20 

 
1.78 ± 0.56 

 
1.14 ± 
0.37 

 
1.36 ± 
0.66 

**MLVSS (mgMLVSS/m2) 157 39.5 39.5 86 115 

R2 0.91 0.69 0.88 0.87 0.78 

 
 จากผลการทดลองพบว่าลักษณะทางจลนพลศาสตร์ของจุลินทรีย์กุล่มแอมโมเนียออกซิไดซิ่ง
ในช่วงการทดลองช่วงที่ 1 ของถังปฏิกรณ์ A (50 mg-N/l) และ ถังปฏิกรณ์ B (1 mg-N/l) มีความ
แตกต่างกันอย่างชัดเจนทั งค่าอัตราการใช้แอมโมเนียจ้าเพาะสูงสุด  (qmax) (ถังปฏิกรณ์ A qmax =  
0.128 ± 0.018 mg-N/mgMLVSS.hr, ถังปฏิกรณ์ B qmax = 0.0089 ± 0.0007 mg-N/mgMLVSS.hr) 
และค่า KS ของแอมโมเนีย (ถังปฏิกรณ์ A KS = 8.79 ± 3.82 mg-N/l, ถังปฏิกรณ์ B KS = 1.19 ± 
0.47 mg-N/l) เมื่อเปรียบเทียบกับผลการศึกษากลุ่มประชากรของทั ง 2 ถังปฏิกรณ์ (รูปที่ 4.11 ถึง 
4.13 และ รูปที่ 4.16 ถึง 4.18) ในถังปฏิกรณ์ A (50 mg-N/l) พบแอมโมเนียออกซิไดซิ่งแบคทีเรีย 
ชนิด Nitrosomonas europaea ซึ่งเป็นจุลินทรีย์ประเภท Low affinity to ammonia ในขณะที่ถัง
ปฏิกรณ์ B (1 mg-N/l) ไม่พบจุลินทรีย์ชนิดดังกล่าว ท้าให้อาจสามารถสรุปได้ว่า จุลินทรีย์แอมโมเนีย
ออกซิไดซิ่ง ประเภท Low affinity to ammonia ส่งผลให้ค่าพารามิเตอร์ทางจลนพลศาสตร์ของถัง
ปฏิกรณ์ A(50 mg-N/l) มีค่าสูงกว่าถังปฏิกรณ์ B (1 mg-N/l) อย่างไรก็ตามในถังปฏิกรณ์ A (50 mg-
N/l) ยังพบว่ามีจุลินทรีย์แอมโมเนียออกซิไดซิ่ง ชนิด Nitrosomonas oligotropha lineage ซึ่งเป็น
จุลินทรีย์ประเภท High affinity to ammonia อยู่ในปริมาณใกล้เคียงกับ ชนิด Nitrosomonas 
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europaea ซึ่งจุลินทรีย์กลุ่ม High affinity to ammonia คาดว่าสามารถอาศัยร่วมอยู่ได้ในระบบ 
เนื่องจากในระบบทีละเทนั นย่อมมีช่วงเวลาที่แอมโมเนียถูกใช้ไปจนเหลือความเข้มข้นแอมโมเนียต่้า
มากในระบบ อย่างไรก็ตามผลทางจลนพลศาสตร์ของถังปฏิกรณ์ A ในการทดลองช่วงที่ 1 (KS = 8.79 
± 3.82 mg-N/l) นั นสื่อถึงลักษณะทางจลนพลศาสตร์ของกลุ่ม Low affinity to ammonia เป็นหลัก 
 ในการทดลองช่วงที่ 2 ภายหลังจากสลับความเข้มข้นแอมโมเนียจาก 50 mg-N/l เป็น 1 mg-
N/lในถังปฏิกรณ์ A และจาก 1 mg-N/l เป็น 50 mg-N/l ในถังปฏิกรณ์ B และค่าพารามิเตอร์ทาง
จลนพลศาสตร์ของถังปฏิกรณ์ A ภายหลังลดความเข้มข้นแอมโมเนียเป็น  1 mg-N/l มีการ
เปลี่ยนแปลงอย่างรวดเร็ว ตั งแต่เวลาผ่านไป 6 วันภายหลังลดความเข้มข้นแอมโมเนีย โดยค่า KS ของ
แอมโมเนียลดลงอย่างชัดเจนจากการทดลองช่วงที่ 1 ในขณะที่ถังปฏิกรณ์ B ซึ่งเพ่ิมความเข้มข้น
แอมโมเนียจาก 1 mg-N/l  เป็น 50 mg-N/l  มีค่าอัตราการใช้แอมโมเนียจ้าเพาะสูงสุด (qmax) สูงขึ น
ตั งแต่ช่วงเริ่มการทดลอง ในขณะที่ค่า Ks กลับไม่มีการเปลี่ยนแปลงมากนักตลอดการทดลองในช่วงที่ 
2 แม้จะผ่านไปนานถึง 95 วันหลังจากสลับความเข้มข้นแอมโมเนีย 

ส้ าหรับถั งปฏิกรณ์  A ภายหลั งลดความเข้มข้นแอมโมเนีย เป็น  1 mg-N/l ผลทาง
จลนพลศาสตร์และผลการศึกษากลุ่มประชากรจุลินทรีย์ค่อนข้างมีความสอดคล้องกัน เนื่องจาก
จุลินทรีย์ชนิด Nitrosomonas europaea มีจ้านวนลดลงอย่างมากในถังปฏิกรณ์ A ซึ่งมีแนวโน้มที่
จะส่งผลต่อค่าพารามิเตอร์ทางจลนพลศาสตร์ทั งค่า qmax  และ ค่า Ks  อย่างชัดเจน ในส่วนของถัง
ปฏิกรณ์ B ภายหลังเพ่ิมความเข้มข้นแอมโมเนียจาก 1 mg-N/l  เป็น 50 mg-N/l  ผลของค่า Ks ที่ไม่
มีการเพ่ิมขึ นสามารถอธิบายได้จากผลการศึกษากลุ่มประชากรจุลินทรีย์กลุ่มแอมโมเนียออกซิไดซิ่ง 
(รูปที่ 4.48 ถึง 4.50) โดยสาเหตุอาจเนื่องมาจากการที่ไม่พบแอมโมเนียออกซิไดซิ่งแบคทีเรียชนิด 
Nitrosomonas europaea ซึ่งเป็นจุลินทรีย์ประเภท Low affinity to ammonia แต่กลับพบเฉพาะ
แอมโมเนียออกซิไดซิ่งแบคทีเรียกลุ่ม High affinity to ammonia เป็นหลัก ทั งนี อาจมีความเป็นไป
ได้ว่าในระบบนั นไม่มีแอมโมเนียออกซิไดซิ่งแบคทีเรียกลุ่ม Low affinity to ammonia ตั งแต่ต้นและ
แอมโมเนียออกซิไดซิ่งแบคทีเรียกลุ่ม High affinity to ammonia สามารถปรับตัวเข้ากับปริมาณ
แอมโมเนียที่เติมเข้าสู่ระบบที่เพ่ิมสูงขึ นได้ โดยแอมโมเนียออกซิไดซิ่งแบคทีเรียกลุ่ม High affinity to 
ammonia อาจมีจ้านวนเพ่ิมมากขึ นและสามารถใช้แอมโมเนียได้อย่างรวดเร็วส่งผลให้แอมโมเนียใน
ระบบยังคงต่้า ซึ่งเหมาะสมกับแอมโมเนียออกซิไดซิ่งแบคทีเรียกลุ่ม High affinity to ammonia  
 นอกจากนี จากการทดลองทั ง 2 ช่วงยังท้าให้ทราบว่า ผลของการเลี ยงจุลินทรีย์ด้วยความ
เข้มข้นของแอมโมเนียที่แตกต่างกันส่งผลต่อขนาดของฟล็อคจุลินทรีย์อย่างชัดเจนโดยการทดลองช่วง
ที่ 1 ถังปฏิกรณ์ A ซึ่งเลี ยงด้วยความเข้มข้นแอมโมเนียสูง (50 mg-N/l) มีขนาดของฟล็อคที่ใหญ่กว่า
ถังปฏิกรณ์ B ซึ่งเลี ยงด้วยความเข้มข้นแอมโมเนียต่้า (1 mg-N/l) อย่างชัดเจน ในขณะที่ในการ
ทดลองช่วงที่ 2 ถังปฏิกรณ์ B ซึ่งเพ่ิมความเข้มข้นแอมโมเนียเป็น50 mg-N/l มีขนาดของฟล็อคที่ใหญ่
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ขึ นในขณะที่ถังปฏิกรณ์ A ซึ่งลดความเข้มข้นแอมโมเนียเป็น 1 mg-N/l มีขนาดที่เล็กลง โดยผลของ
ความเข้มข้นของแอมโมเนียที่มีต่อฟล็อคนี เป็นไปในลักษณะเดียวกับงานวิจัยของ Munz และคณะ 
(2012) ที่ท้าการวิเคราะห์ลักษณะของฟล็อคในถังปฏิกรณ์ที่มีความเข้มข้นของแอมโมเนียต่างกัน  

จากผลการทดลองพารามิเตอร์ทางจลนพลศาสตร์ของจุลินทรีย์กลุ่มไนไตรท์ออกซิไดซิ่งในทั ง 
2 ช่วงการทดลองสามารถสรุปได้ดังตารางท่ี 4.7 และ 4.8 

  
ตารางที่ 4.7 สรุปผลพารามิเตอร์ทางจลนพลศาสตร์ของจุลินทรีย์กลุ่มไนไตรท์ออกซิไดซิ่งตลอดการ
ทดลองของถังปฏิกรณ์ A (การทดลองช่วงที่ 1 ป้อนด้วยแอมโมเนียความเข้มข้น 50 mg-N/l, การ
ทดลองช่วงที่ 2 ป้อนด้วยแอมโมเนียความเข้มข้น 1 mg-N/l)   

 
 

พารามิเตอร์ทาง
จลนพลศาสตร ์

 
 

การทดลองช่วงที่ 
1 

การทดลองช่วงที่ 2 

ครั งที่ 1 
(หลังลด

ความเข้มข้น 
6 วัน) 

ครั งท่ี 2 
(หลังลด

ความเข้มข้น 
20 วัน) 

ครั งท่ี 3 
(หลังลด

ความเข้มข้น 
47 วัน) 

ครั งท่ี 4 
(หลังลด
ความ

เข้มข้น 95 
วัน) 

อัตราการใช้ไนไตรท์
จ้าเพาะสูงสุด (qmax) 

(mg-N/mgMLVSS.hr) 

 
0.048 ± 0.0045 

 

0.120 ± 
0.013 

0.019 ±  
0.0002 

 

0.0040 ± 
0.0003 

0.012 ± 
0.002 

ค่า Half saturation 
constant(Ks) 

(mg-N/l) 

 
2.57 ± 1.00 

 

 
3.26 ± 1.42 

 
1.46 ± 0.93 

 
0.24 ± 0.13 

 
3.78 ± 2.17 

**MLVSS 
(mgMLVSS/m2) 

314 75 46 129 101 

R2 0.83 0.90 0.76 0.79 0.76 
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ตารางที่ 4.8 สรุปผลพารามิเตอร์ทางจลนพลศาสตร์ของจุลินทรีย์กลุ่มไนไตรท์ออกซิไดซิ่งตลอดการ
ทดลองของถังปฏิกรณ์ B (การทดลองช่วงที่ 1 ป้อนด้วยแอมโมเนียความเข้มข้น 1 mg-N/l, การ
ทดลองช่วงที่ 2 ป้อนด้วยแอมโมเนียความเข้มข้น 50 mg-N/l) 

 
 

พารามิเตอร์ทาง
จลนพลศาสตร ์

 
 

การทดลองช่วงที ่
1 

การทดลองช่วงที่ 2 

ครั งท่ี 1 
(หลังเพิ่ม

ความเข้มข้น 
6 วัน) 

ครั งท่ี 2 
(หลังเพิ่ม

ความเข้มข้น 
20 วัน) 

ครั งท่ี 3 
(หลังเพิ่ม

ความเข้มข้น 
47 วัน) 

ครั งท่ี 4 
(หลังเพิ่ม

ความ
เข้มข้น 95 

วัน) 

อัตราการใช้ไนไตรท์
จ้าเพาะสูงสุด (qmax) 

(mg-N/mgMLVSS.hr) 

 
0.0086 ± 0.0009 

 

 
0.163 ± 
0.016 

 
0.357 ±  
0.019 

 

 
0.136 ± 
0.0069 

 
0.161 ± 
0.0085 

ค่า Half saturation 
constant(Ks) 

(mg-N/l) 

 
1.34 ± 0.80  

 

 
1.30 ± 0.66 

 
1.29 ± 0.39 

 
1.30 ± 0.41 

 
2.32 ± 0.65 

**MLVSS 
(mgMLVSS/m2) 

157 39.5 39.5 86 115 

R2 0.82 0.81 0.91 0.89 0.89 

 
 
 จากการทดลองทางจลนพลศาสตร์ของจุลินทรีย์กลุ่มไนไตรท์ออกซิไดซิ่งในการทดลองช่วงที่ 
1ของถังปฏิกรณ์ A ซึ่งป้อนด้วยแอมโมเนีย 50 mg-N/l และ B ซึ่งป้อนด้วยแอมโมเนีย 1 mg-N/l 
อัตราการใช้ไนไตรท์จ้าเพาะสูงสุดมีค่าแตกต่างกันอย่างมาก (qmax ถังปฏิกรณ์ A =  0.048 ± 0.045 
mg-N/mgMLVSS.hr, qmax ถังปฏิกรณ์ B = 0.0086 ± 0.0009 mg-N/mgMLVSS.hr) อย่างไรก็ตาม
ดังที่เคยอิบายไว้ว่าค่า qmax ในที่นี ไม่สามารถสื่อความหมายได้ชัดเจน เนื่องจากปริมาณ MLVSS ที่วัด
นั นครอบคลุมสารอินทรีย์ทั งหมดและจุลินทรีย์ทุกกลุ่มในขณะที่จุลินทรีย์กลุ่มไนไตรท์ออกซิไดซิ่งจริงๆ 
ในระบบมีปริมาณต่้ามาก ในส่วนของค่า KS นั นมีค่าไม่แตกต่างกันมากนัก (Ks ของถังปฏิกรณ์ A = 
2.57 ± 1.00, Ks ของถังปฏิกรณ์ B = 1.34 ± 0.80 mg-N/l) และอยู่ในช่วงที่สอดคล้องกับจุลินทรีย์
ไนไตรท์ออกซิไดซิ่งกลุ่ม High affinity to nitrite ทั งนี ความเข้มข้นของไนไตรท์ในระบบที่มีค่อนข้าง
ต่้าตลอดการทดลองซึ่งส่งเสริมการด้ารงอยู่และท้างานของจุลินทรีย์กลุ่มไนไตรท์ออกซิไดซิ่งกลุ่ม High 
affinity to nitrite อย่างไรก็ตามหากเปรียบเทียบกับผลการศึกษากลุ่มประชากรจุลินทรีย์ในระบบใน
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การทดลองช่วงที่ 1 จะพบว่า ในถังปฏิกรณ์ A (50 mg-N/l) มีจุลินทรีย์กลุ่มไนไตรท์ออกซิไดซิ่งอยู่ใน
ปริมาณที่มากกว่าอย่างชัดเจน โดยภายในระบบถังปฏิกรณ์ A พบไนไตรท์ออกซิไดซิ่งแบคทีเรียชนิด 
Nitrobacter ซึ่งเป็นแบคทีเรียประเภท Low affinity to nitrite  นอกจากนี ยังพบชนิด Nitrospira 
ที่เป็นแบคทีเรียประเภท High affinity to nitrite โดยมีจ้านวนไม่แตกต่างกับชนิด Nitrobacter มาก
นักเมื่อเปรียบเทียบกับถังปฏิกรณ์ B (1 mg-N/l) ที่แทบไม่พบสัญญาณ fluorescence ของจุลินทรีย์
กลุ่มไนไตรท์ออกซิไดซิ่งเลยแม้แต่น้อย ซึ่งอาจเป็นไปได้ว่าจุลินทรีย์กลุ่มไนไตรท์ออกซิไดซิ่งมีจ้านวน
น้อยมากท้าให้สัญญาณ fluorescence อาจไม่ชัดเจน อย่างไรก็ดีจากการที่ค่า KS ของทั ง 2 ถัง
ปฏิกรณ์มีค่าไม่แตกต่างกันมากนักจึงอาจสื่อถึงกลุ่มประชากรจุลินทรีย์กลุ่มไนไตรท์ออกซิไดซิ่งที่
คล้ายคลึงกันในถังปฏิกรณ์ A และถังปฏิกรณ์ B 
 ในการทดลองช่วงที่ 2 ภายหลังจากการสลับความเข้มข้นแอมโมเนียค่าอัตราการใช้ไนไตรท์
จ้าเพาะ (qmax) สูงสุดของถังปฏิกรณ์ A ซึ่งปรับลดความเข้มข้นแอมโมเนียจาก 50 mg-N/l เป็น 1 
mg-N/l มีค่าลดลงตามล้าดับในขณะที่ค่า KS มีค่าค่อนข้างแกว่ง ในขณะที่ถังปฏิกรณ์ B ซึ่งเพ่ิมความ
เข้มข้นแอมโมเนียจาก 1 mg-N/l เป็น 50 mg-N/l ค่า qmax มีค่าสูงขึ นตั งแต่ช่วงเริ่มการทดลองใน
ขณะที่ค่า Ks แทบไม่มีการเปลี่ยนแปลง โดยเมื่อเปรียบเทียบกับผลการศึกษากลุ่มประชากรจุลินทรีย์
ในการทดลองช่วงที่ 2 แล้ว ในถังปฏิกรณ์ A (1 mg-N/l) ยังคงตรวจพบไนไตรท์ออกซิไดซิ่งแบคทีเรีย
ชนิด Nitrobacter ซึ่งเป็นกลุ่ม Low affinity to nitrite ถึงแม้จะมีการลดแอมโมเนียที่เติมลงสู่ระบบ
แล้ว ในขณะที่ถังปฏิกรณ์ B (50 mg-N/l) สามารถตรวจพบไนไตรท์ออกซิไดซิ่งแบคทีเรียชนิด 
Nitrospira เป็นจ้านวนมากและเห็นเป็นกลุ่มฟล็อคที่ชัดเจนยิ่งขึ นเมื่อเทียบกับการทดลองที่ 1 
อย่างไรก็ดีในการทดลองช่วงที่ 2 ยังคงไม่พบไนไตรท์ออกซิไดซิ่งแบคทีเรียชนิด Nitrobacter แม้
ความเข้มข้นของแอมโมเนียจะเพ่ิมสูงขึ นซึ่งอาจมีความเป็นไปได้ว่า ชนิด Nitrobacter อาจไม่มีอยู่ใน
ระบบตั งแต่แรกและค่าไนไตรท์ในระบบมีค่าต่้าอยู่ตลอดการทดลองจึงไม่สามารถแข่งขันสู้กับชนิด 
Nitrospira ซึ่งเป็นกลุ่ม High affinity to nitrite ได้  
 อย่างไรก็ตามจากการศึกษาด้วยเทคนิค FISH สัญญาณจุลินทรีย์กลุ่มไนไตรท์ออกซิไดซิ่งที่พบ
นั นซ้อนทับกับสัญญาณของแอมโมเนียออกซิไดซิ่งแบคทีเรียจนเห็นเป็นจุดเดียวกันในทุกจุด ซึ่งอาจมี
สาเหตุเนื่องมาจากการที่ probe Nso190 (Labeled-Alexa488-Green) ซึ่งเป็น probe ส้าหรับ
วิเคราะห์แอมโมเนียออกซิไดซิ่งแบคทีเรียอาจถูกล้างออกไม่หมดท้าให้มีบางส่วนติดค้างอยู่และเมื่อท้า
การ hybridize probe ของจุลินทรีย์กลุ่มไนไตรท์ออกซิไดซิ่งจึงท้าให้เห็นเป็นจุดเดียวกับแอมโมเนีย
ออกซิไดซิ่งแบคทีเรีย นอกจากนี การวัดอัตราส่วนของจุลินทรีย์แต่ละชนิดยังคงท้าได้ยากเนื่องจาก 
อัตราส่วนของจุลินทรีย์ไม่คงที่ในแต่ละจุด เช่น บางพื นที่พบเป็นจ้านวนมากในขณะที่บางพื นที่ไม่พบ
เลย ท้าให้งานวิจัยชิ นนี ยังไม่สามารถวิเคราะห์อัตราส่วนประชากรได้อย่างแม่นย้า  
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 อีกสาเหตุหนึ่งที่ท้าให้สัญญาณ fluorescence ของ probe แอมโมเนียออกซิไดซิ่งแบคทีเรีย 
(Nso190) ซึ่ง label ด้วยสี Alexa 488(เขียว) และ probe ของไนไตรท์ออกซิไดซิ่งแบคทีเรียทั ง 2 
สกุล (Nit3 – genus Nitrobacter), (Ntspa662 – genus Nitrospira) ซ่ึง label ด้วยสี Cy3(แดง) มี
ค่า Emission wavelength ที่ความยาวคลื่นใกล้เคียงกัน ซึ่งหากเปรียบเทียบระหว่าง แสงสีเขียวและ
แสงสีแดงแล้ว แสงสีเขียวมีช่วงการปลดปล่อยคลื่นแสง (Emission wavelength) อยู่ในช่วง 490-
590 nm และสีแดงอยู่ในช่วง 570-670 nm ซึ่งแสดงให้เห็นดังรูปที่ 4.53 

 
รูปที่ 4.53 ตารางแสดงค่า excitation wavelength และ emission wavelength ของสี 
florescence ของกล้อง fluorescence confocal รุ่น OLYMPUS-FLUOVIEW-FV10i 

 
ซึ่งจะเห็นได้ว่าสีทั ง 2 นั นมีบางงช่วงที่ค่าความยาวคลื่นทับกัน ท้าให้ในรูปที่ได้จากแต่ละ 

filter อาจมีพื นที่บางส่วนที่อาจซ้อนทับกันจนเห็นคล้ายเป็นจุดเดียวกัน เมื่อน้าภาพจากทั ง 2 filter 
มารวมกันภาพที่เห็นจึงเห็นเป็นสีผสมระหว่าง เขียว และ แดง(เหลือง) ในขณะที่สี Alexa488 มีค่า 
emission wavelength ที่ 520 nm และสี Cy3 อยู่ในช่วง 567 nm ซึ่งท้าหืทั ง 2 สีเกิดการ spectral 
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overlap กันและกันขึ น โดยการที่ทั ง 2 สีมีค่า wavelength emission ที่ค่าใกล้เคียงกันก็ช่วย
สนับสนุนสมมติฐานดังกล่าวมากยิ่งขึ น  
 อย่างไรก็ดีเนื่องจากตัวอย่างที่น้ามาใช้ในการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค FISH นั นอาจมีความหนา
ของ biofilm ที่มากท้าให้สัญญาณ fluorescence ของทั ง แอมโมเนียออกซิไดซิ่งแบคทีเรีย และ ไน
ไตรท์ออกซิไดซิ่งแบคทีเรียในแต่ละชั นส่งสัญญาณออกมาซ้อนกันอยู่ในภาพเดียวกันจนมองเห็นเป็น
สัญญาณ 2 สีผสมกันได้เช่นกัน (Microscopy resource center, 2012) 
 
  ** วิธีการค้านวณ MLVSSในหน่วยของ mgMLVSS/m2 สามารถค้านวณได้ดังสมการที่ 4.1 
 

           
 𝑚𝑔𝑀𝐿𝑉𝑆𝑆

𝑚2
=

𝑚𝑔𝑀𝐿𝑉𝑆𝑆

1 𝑙  𝑤𝑎𝑡𝑒𝑟
𝑥 

1 𝑙 𝑤𝑎𝑡𝑒𝑟

333 𝑚𝑙  𝑚𝑒𝑑𝑖𝑎
 𝑥 

 106 𝑚𝑙 𝑚𝑒𝑑𝑖𝑎

859 𝑚2
           (4.1)         

 
โดยที่ค่าพื นที่ผิวของตัวกลางพลาสติก BCN-012 KLL สามารถอ้างอิงได้ดังตารางที่ 3.4 และ ปริมาตร
ของตัวกลางพลาสติก ต่อปริมาตรของน ้าในการทดลองจลนพลศาสตร์ เป็นอัตราส่วน 1:3 หรือ 
ตัวกลางพลาสติก 333 ml ต่อ ปริมาตรน ้า 1 ลิตร และการค้านวนหาค่าความเข้มข้นของจุลินทรีย์บน
ตัวกลางพลาสติกตั งอยู่บนสมมติฐานว่าตัวกลางพลาสติกทุกชิ นมีความเข้มข้นของจุลินทรีย์เท่ากัน 
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บทที่ 5 

สรุปผลการทดลอง และ ข้อเสนอแนะ 

5.1 สรุปผลการทดลอง 

 จากผลงานวิจัยในการทดลองช่วงที่ 1 ซึ่งเป็นการเลี ยงจุลินทรีย์ในระบบถังปฏิกรณ์แบบทีละ
เท  2 ถัง โดยใช้แอมโมเนียความเข้มข้น 50 mg-N/l (ถังปฏิกรณ์ A) และ 1 mg-N/l (ถังปฏิกรณ์ B) 
พบว่าถังปฏิกรณ์ A และถังปฏิกรณ์ B  สามารถท้าการบ้าบัดแอมโมเนีย และไนไตรท์ ได้เป็นอย่างดี 
โดยที่ลักษณะทางจลนพลศาสตร์ของจุลินทรีย์กลุ่มแอมโมเนียออกซิไดซิ่งทั ง 2 ถังปฏิกรณ์มีความ
แตกต่างอย่างชัดเจนโดยที่ ถังปฏิกรณ์ A (50 mg-N/l) มีค่าอัตราการใช้แอมโมเนียจ้าเพาะ (qmax) 
เท่ากับ 0.128 ± 0.018 mg-N/mgMLVSS.hr และค่า Half saturation constant to ammonia 
(KS) เท่ากับ 8.79 ± 3.82 mg-N/l ซึ่งมีค่าสูงกว่าถังปฏิกรณ์ B (1 mg-N/l) โดย qmax ของถังปฏิกรณ์ 
B มีค่าเท่ากับ 0.0089 ± 0.0007 mg-N/mgMLVSS.hr และมีค่า KS เท่ากับ 1.19 ± 0.47 mg-N/l 
จากผลทางจลนพลศาสตร์ท้าให้เป็นที่คาดการณ์ว่าในถังปฏิกรณ์ A (50 mg-N/l) น่าจะมีจุลินทรีย์
กลุ่มแอมโมเนียออกซิไดซิ่งชนิด Low affinity to ammonia อยู่เป็นจ้านวนมาก ในขณะที่ถังปฏิกรณ์ 
B (1mg-N/l) คาดว่าน่าจะมีจุลินทรีย์กลุ่มแอมโมเนียออกซิไดซิ่งชนิด High affinity to ammonia 
อยู่ เท่านั น โดยที่ผลการศึกษากลุ่มประชากรจุลินทรีย์ โดยใช้เทคนิค Fluorescence in situ 
hybridization (FISH) ยืนยันว่าพบจุลินทรีย์กลุ่มแอมโมเนียออกซิ ไดซิ่ง ชนิด Nitrosomonas 
europaea ซึ่งเป็นตัวแทนจุลินทรีย์กลุ่ม Low affinity to ammonia ในถังปฏิกรณ์ A (50 mg-N/l) 
อยู่ร่วมกับจุลินทรีย์กลุ่มแอมโมเนียออกซิไดซิ่ง ชนิด Nitrosomonas oligotropha lineage ซึ่งเป็น
ตัวแทนจุลินทรีย์กลุ่ม High affinity to ammonia ในขณะที่ถังปฏิกรณ์ B (1 mg-N/l) พบจุลินทรีย์
กลุ่มแอมโมเนียออกซิไดซิ่ง ชนิด Nitrosomonas oligotropha lineage ซึ่งเป็นตัวแทนจุลินทรีย์
กลุ่ม High affinity to ammonia เท่านั น และไม่พบชนิด Nitrosomonas europaea ซึ่ งเป็น
ตัวแทนจุลินทรีย์กลุ่ม Low affinity to ammonia แต่อย่างใด  

 ในขณะที่ลักษณะทางจลนพลศาสตร์ของจุลินทรีย์กลุ่มไนไตรท์ออกซิไดซิ่งของทั ง 2 ถัง
ปฏิกรณ์นั น ค่า Half saturation constant to nitrite (KS) ของทั ง 2 ถังปฏิกรณ์มีค่าใกล้เคียงกัน 
โดยที่ถังปฏิกรณ์ A (50 mg-N/l) มีค่า KS ของไนไตรท์เท่ากับ 2.57 ± 1.00 mg-N/l และถังปฏิกรณ์ 
B มีค่า KS ของไนไตรท์เท่ากับ 1.34 ± 0.80 mg-N/l ในขณะที่ค่าอัตราการใช้ไนไตรท์จ้าเพาะของไน
ไตรท์ (qmax) ของถังปฏิกรณ์ A (50 mg-N/l) มีค่าเท่ากับ 0.048 ± 0.0045 mg-N/mgMLVSS.hr 
ในขณะที่ ถั งปฏิกรณ์  B (1 mg-N/l) มีค่ า  qmax ของไนไตรท์ เท่ ากับ  0.0086 ± 0.0009 mg-
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N/mgMLSS.hr โดยที่ค่า qmax ของถังปฏิกรณ์ A (50 mg-N/l) มีค่ามากกว่าถังปฏิกรณ์ B (1 mg-
N/l)  อย่างมีนัยยะส้าคัญ เมื่อใช้เทคนิค FISH ตรวจสอบกลุ่มประชากรจุลินทรีย์กลุ่มไนไตรท์ออกซิได
ซิ่งในระบบแล้วพบว่า ภายในถังปฏิกรณ์ A (50 mg-N/l) พบไนไตรท์ออกซิไดซิ่งแบคทีเรียชนิด 
Nitrobacter ซึ่งเป็นไนไตรท์ออกซิไดซิ่งแบคทีเรียกลุ่ม Low affinity to nitrite และชนิด Nitrospira 
ซึ่งเป็นจุลินทรีย์กลุ่มไนไตรท์ออกซิไดซิ่งกลุ่ม High affinity to nitrite อาศัยอยู่ร่วมกัน ในขณะที่ถัง
ปฏิกรณ์ B (1 mg-N/l) ไม่เจอสัญญาณ fluorescence ของจุลินทรีย์กลุ่มไนไตรท์ออกซิไดซิ่งอย่าง
ชัดเจน 

ในการทดลองช่วงที่ 2 หลังจากได้ท้าการสลับความเข้มข้นแอมโมเนีย โดยถังปฏิกรณ์ A สลับ
จากความเข้มข้น 50 mg-N/l เป็น1 mg-N/l และถังปฏิกรณ์ B สลับจากความเข้มข้น 1 mg-N/l เป็น 
50 mg-N/l พบว่าการด้าเนินการของถังปฏิกรณ์ยังคงสามารถบ้าบัดแอมโมเนียและไนไตรท์ได้อย่างมี
ประสิทธิภาพ แสดงให้เห็นว่าการสลับความเข้มข้นแอมโมเนียนั นไม่มีผลต่อการบ้าบัดแอมโมเนีย และ
ไนไตรท์ ในขณะที่ลักษณะทางจลนพลศาสตร์ซึ่งได้ท้าการทดลองในวันที่ 6, 20, 47 และ 95 ภายหลัง
จากการสลับความเข้มข้นแอมโมเนีย พบว่าทั งค่า qmax  และค่า KS ของจุลินทรีย์กลุ่มแอมโมเนียออก- 
ซิไดซิ่งของถังปฏิกรณ์ A (1 mg-N/l) มีการลดลงอย่างชัดเจนตลอด 4 ครั งที่ท้าการทดลองทาง
จลนพลศาสตร์ ในขณะที่ถังปฏิกรณ์ B (50 mg-N/l) qmax มีค่าสูงขึ นทั ง 4 ครั งที่ท้าการทดลองเมื่อ
เปรียบเทียบกับการทดลองช่วงที่ 1 ในขณะที่ค่า KS ไม่มีการเปลี่ยนแปลงอย่างชัดเจนตลอดการ
ทดลองทางจลนพลศาสตร์ทั ง 4 ครั ง โดยผลการศึกษากลุ่มประชากรด้วยเทคนิค FISH พบว่าภายใน
ถังปฏิกรณ์ A (1 mg-N/l) จุลินทรีย์กลุ่มแอมโมเนียออกซิไดซิ่ง ชนิด Nitrosomonas europaea ซึ่ง
เป็นตัวแทนกลุ่ม Low affinity to ammonia ลดลงจากช่วงการทดลองที่ 1 อย่างชัดเจน ในขณะที่
ถังปฏิกรณ์ B (50 mg-N/l) ยังคงไม่พบจุลินทรีย์กลุ่มแอมโมเนียออกซิไดซิ่ง ชนิด Nitrosomonas 
europaea ภายในระบบ โดยที่ทั ง 2 ถังปฏิกรณ์ยังคงพบจุลินทรีย์กลุ่มแอมโมเนียออกซิไดซิ่ง ชนิด 
Nitrosomonas oligotropha lineage ซึ่งเป็นตัวแทนจุลินทรีย์กลุ่ม High affinity to ammonia 
โดยผลการทดลองทางจลนพลศาสตร์ของจุลินทรีย์กลุ่มแอมโมเนียออกซิไดซิ่งในการทดลองช่วงที่ 2 
สามารถแสดงได้ดังตารางที่ 5.1 และผลสรุปของการทดลองทางพลนจลศาสตร์ของจุลินทรีย์กลุ่ม
แอมโมเนียออกซิไดซิ่งทั ง 2 ช่วงสามารถสรุปได้ดังรูปที่ 5.1 และ 5.2 
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ตารางที่ 5.1 พารามิเตอร์ทางจลนพลศาสตร์ของจุลินทรีย์กลุ่มแอมโมเนียออกซิไดซิ่งในถังปฏิกรณ์ A 
(1 mg-N/l) และถังปฏิกรณ์ B (50 mg-N/l) ในการทดลองช่วงที่ 2 

ค่าพารามิเตอร์
ทาง

จลนพลศาสตร ์

ถังปฏิกรณ์ A(1 mg-N/l) ถังปฏิกรณ์ B(50 mg-N/l) 

ครั งท่ี 1 (6 วัน) 2(20 วัน) 3(47 วัน) 4(95 วัน) 1 (6 วัน) 2(20 วัน) 3(47 วัน) 4(95 วัน) 

ค่าอัตราการใช้
แอมโมเนีย

จ้าเพาะสูงสุด 
(qmax) 
(mg-

N/mgMLVSS.hr) 

 
0.091 ± 
0.0096 

 
0.035 ± 
0.0026 

 

 
0.016 ± 
0.001 

 
0.029 ± 
0.0017 

 
0.203 ± 
0.014 

 
0.320 ±  
0.017 

 

 
0.153 ± 
0.0072 

 
0.149 ± 
0.0012 

Half saturation 
to ammonia 

(KS) 
(mg-N/l) 

1.50 ± 
0.94 

0.87 ± 
0.43 

0.76 ± 
0.25 

1.41 ± 
0.34 

0.25 ± 
0.20 

1.78 ± 
0.56 

1.14 ± 
0.37 

1.36 ± 
0.66 

R2 0.68 0.75 0.89 0.92 0.69 0.88 0.87 0.78 

 

 
รูปที่ 5.1 แผนภูมิแท่งสรุปผลการทดลองค่าอัตราการใช้แอมโมเนียสูงสุด (qmax) ของถังปฏิกรณ์ A 

และ B ในการทดลองช่วงที่ 1 และ ช่วงที่ 2 
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รูปที่ 5.2 แผนภูมิแท่งสรุปผลการทดลองค่า Half saturation to ammonia(Ks) ของถังปฏิกรณ์ A 

และ B ในการทดลองช่วงที่ 1 และ ช่วงที่ 2 
 

ในขณะที่ลักษณะทางจลนพลศาสตร์ของจุลินทรีย์กลุ่มไนไตรท์ออกซิไดซิ่งในการทดลองที่ 2 
พบว่า ค่า qmax ของถังปฏิกรณ์ A (1 mg-N/l) ลดลงอย่างมีนัยยะส้าคัญตลอดช่วงการทดลองทาง
จลนพลศาสตร์ทั ง 4 ครั งในขณะที่ค่า KS โดยรวมแล้วไม่มีการเปลี่ยนแปลงอย่างชัดเจนมากนักเมื่อ
เทียบกับการทดลองช่วงที่ 1 ในส่วนของถังปฏิกรณ์ B (50 mg-N/l) พบว่าค่า qmax เพ่ิมขึ นอย่างมีนัย
ยะส้าคัญตลอดช่วงการทดลองทางจลนพลศาสตร์ทั ง 4 ครั งในขณะที่ค่า KS ไม่มีการเปลี่ยนแปลง
อย่างชัดเมื่อเปรียบเทียบกับการทดลองช่วงที่ 1 ผลการทดลองทางจลนพลศาสตร์ของจุลินทรีย์กลุ่ม
ไนไตรท์ออกซิไดซิ่งในการทดลองช่วงที่ 2 สามารถแสดงได้ดังตารางที่ 5.2 โดยผลการศึกษากลุ่ม
ประชากรจุลินทรีย์ด้วยเทคนิค FISH พบว่า ในถังปฏิกรณ์ A (1 mg-N/l) ไนไตรท์ออกซิไดซิ่ง
แบคทีเรียชนิด Nitrobacter ซึ่งเป็นจุลินทรีย์กลุ่มไนไตรท์ออกซิไดซิ่งกลุ่ม Low affinity to nitrite 
ลดลงอย่างชัดเจนเมื่อเทียบกับการทดลองช่วงที่ 1 และยังคงพบชนิด Nitrospira ซึ่งเป็นจุลินทรีย์
กลุ่มไนไตรท์ออกซิไดซิ่งกลุ่ม High affinity to nitrite ในขณะที่ถังปฏิกรณ์ B (50 mg-N/l) พบไน
ไตรท์ออกซิไดซิ่งแบคทีเรียชนิด Nitrospira แต่ยังคงไม่พบไนไตรท์ออกซิไดซิ่งแบคทีเรียชนิด
Nitrobacter โดยที่สัญญาณ fluorescence ของจุลินทรีย์กลุ่มไนไตรท์ออกซิไดซิ่งเห็นได้ชัดเจนขึ น
เมือเทียบกับการทดลองช่วงที่ 1 โดยผลสรุปของการทดลองทางพลนจลศาสตร์ของจุลินทรีย์กลุ่ม
แอมโมเนียออกซิไดซิ่งทั ง 2 ช่วงสามารถสรุปได้ดังรูปที่ 5.3 และ 5.4 และค่า MLVSS ของถังปฏิกรณ์ 
A และ B ทั ง 2 ช่วงการทดลองสามารถสรุปได้ดังรูปที่ 5.5 
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ตารางที่ 5.2 พารามิเตอร์ทางจลนพลศาสตร์ของจุลินทรีย์กลุ่มไนไตรท์ออกซิไดซิ่งในถังปฏิกรณ์ A (1 
mg-N/l) และถังปฏิกรณ์ B (50 mg-N/l) ในการทดลองช่วงที่ 2 

ค่าพารามิเตอร์
ทาง

จลนพลศาสตร์ 

ถังปฏิกรณ์ A(1 mg-N/l) ถังปฏิกรณ์ B(50 mg-N/l) 

ครั งที่ 1 (6 วัน) 2(20 วัน) 3(47 วัน) 4(95 
วัน) 

1 (6 วัน) 2(20 
วัน) 

3(47 วัน) 4(95 วัน) 

ค่าอัตราการใช้
แอมโมเนีย

จ้าเพาะสูงสุด 
(qmax) 
(mg-

N/mgMLVSS.hr) 

  
0.120 ± 
0.013 

 
0.019 ±  
0.0002 

 

 
0.0040 
±0.0003 

 
0.012 ± 
0.002 

  
0.163 ± 
0.016 

 
0.357 ±  
0.019 

 

 
0.136 ± 
0.0069 

 
0.161 ± 
0.0085 

Half saturation 
to ammonia 

(KS) 
(mg-N/l) 

3.26 ± 
1.42 

1.46 ± 
0.93 

0.24 ± 
0.13 

3.78 ± 
2.17 

1.30 ± 
0.66 

1.29 ± 
0.39 

1.30 ± 
0.41 

2.32 ± 
0.65 

R2 0.90 0.76 0.79 0.76 0.81 0.91 0.89 0.89 

 
 



 

 

128 

 
รูปที่ 5.3 แผนภูมิแท่งสรุปผลการทดลองค่าอัตราการใช้ไนไตรท์สูงสุด (qmax) ของถังปฏิกรณ์ A และ 

B ในการทดลองช่วงที่ 1 และ ช่วงที่ 2 
 

 
รูปที่ 5.4 แผนภูมิแท่งสรุปผลการทดลองค่า Half saturation to nitrite (Ks) ของถังปฏิกรณ์ A และ 

B ในการทดลองช่วงที่ 1 และ ช่วงที่ 2 
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รูปที่ 5.5 แผนภูมิแท่งแสดงค่า MLVSS ของถังปฏิกรณ์ A และ B ในการทดลองช่วงที่ 1 และช่วงที่ 2 

 
5.2 ประโยชน์ทางวิศวกรรม 

 ผลที่ได้รับจากงานวิจัยชิ นนี สามารถช่วยพัฒนาวิธีการบ่มเพาะเลี ยงหัวเชื อจุลินทรีย์เพ่ือใช้ใน
การบ้าบัดแอมโมเนียและไนไตรท์ในบ่อเพาะเลี ยงสัตว์น ้า ซึ่งมักจะมีความเข้มข้นของแอมโมเนียและ
ไนไตรท์ต่้า โดยจากผลงานวิจัยท้าให้ทราบว่าเราสามารถเพาะเลี ยงเชื อในระบบแบบทีละ เทที่ความ
เข้มข้นแอมโมเนียสูง เพ่ือน้าไปใช้ในการบ้าบัดแอมโมเนียและไนไตรท์ในบ่อเพาะเลี ยงสัตว์น ้าซึ่งมี
ความเข้มข้นของแอมโมเนียและไนไตรท์ต่้าได้ ทั งนี การเพาะเลี ยงหัวเชื อในระบบแบบทีละเทด้วย
ความเข้มข้นแอมโมเนียสูงก่อนนั นสามารถท้าได้โดยง่ายและสามารถช่วยเพ่ิมปริมาณหัวเชื อได้อย่าง
รวดเร็ว นอกจากนี งานวิจัยชิ นนี ยังได้พัฒนาวิธีการบ่มเพาะจุลินทรีย์กลุ่มแอมโมเนีย (AOM) และ ไน
ไตรท์ออกซิไดซิ่ง (NOB) โดยท้าการบ่มเพาะที่ความเข้มข้นแอมโมเนียประมาณ 1 mg-N/l เพ่ือให้ได้
กลุ่มประชากร AOM และ NOB ซึ่งมีค่า KS ประมาณ 0.76 - 1.50 mg-N/l  และ 0.24 – 3.78 mg-
N/l ตามล้าดับ ทั งนี จุลินทรีย์ที่ได้ท้าการเลี ยงสามารถน้าไปบ้าบัดแอมโมเนีย และ ไนไตรท์ใน
สภาพแวดล้อมที่มีความเข้มข้นแอมโมเนียประมาณ 50 mg-N/l ลงไป 
 
5.3 ข้อเสนอแนะ 

 งานวิจัยชิ นนี สามารถชี ชัดถึงประเด็นในเรื่องของลักษณะการเพาะเลี ยงจุลินทรีย์เพ่ือน้ามาใช้
ในการบ้าบัดแอมโมเนีย และไนไตรท์ในระบบเพาะเลี ยงในสัตว์น ้า อย่างไรก็ดียังมีบางประเด็นที่ควร
ปรับปรุงหรือท้าการวิจัยเพิ่มเติม ซึ่งข้อเสนอแนะส้าหรับงานวิจัยในอนาคตมีดังนี  
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1. ทดลองเพาะเลี ยงเชื อจุลินทรีย์ภายในระบบแบบไหลต่อเนื่องแล้วจึงท้าการสลับความเข้มข้น 

เพ่ือทดสอบว่าเมื่อท้าการทดลองนี กับระบบที่มีลักษณะใกล้เคียงกับบ่อบ้าบัดในความเป็นจริง

มากขึ นผลจะเป็นเช่นไร จะแตกต่างจากผลที่ได้จากระบบทีละเทหรือไม่ 

2. เพ่ิมจ้านวน fluorescence probe ที่ ใช้ในการทดลองนี เ พ่ือที่จะสามารถบ่งบอกกลุ่ม

ประชากรจุลินทรีย์ที่มีอยู่ภายในระบบให้ชัดเจนมากยิ่งขึ น 

3. ศึกษาและทดลองวิธีการ hybridize probe ของจุลินทรีย์กลุ่มไนไตรท์ออกซิไดซิ่ง เมื่อใช้

ร่วมกับ probe ของ แอมโมเนียออกซิไดซิ่งแบคทีเรียเพ่ือให้สัญญาณ fluorescence ของทั ง 

2 probe สามารถแบ่งแยกกันได้อย่างชัดเจน หรืออาจหา probe ที่เหมาะสมยิ่งขึ นมาท้า

การวิเคราะห์กลุ่มประชากรจุลินทรีย์ด้วยเทคนิค FISH ต่อไป 

4. หาวิธีที่สามารถวิเคราะห์อัตราส่วนของจุลินทรีย์แต่ละกลุ่มในระบบ เพ่ือให้สามารถระบุชัดถึง

ข้อมูลเชิงปริมาณได้อย่างชัดเจนมากขึ น 
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ภาคผนวก ก  
การสร้างกราฟมาตรฐาน 

ก. การสร้างกราฟสารลายมาตรฐานแอมโมเนีย 

 การเตรียมสารละลายแอมโมเนียมาตรฐานท้าโดยการเลือกค่าความเข้มข้นแอมโมเนียมา
อย่างน้อย 3 ค่าโดยค่าความเข้มข้นแอมโมเนียดังกล่าวต้องอยู่ในช่วงความเข้มข้นแอมโมเนีย 0.1 – 1 
mg-N/l อาทิ เช่น 0.1, 0.5 และ 1 mg-N/l จากนั นเตรียมสารละลายมาตรฐานโดยใช้สารละลาย 
NH4Cl เข้มข้น (ความเข้มข้น 1000 mg-N/l) แล้วจัดเตรียมสารเคมีที่ใช้วัดต่างๆ ตามวิธีการดังตาราง
ที่ 3.5 จากนั นให้ท้าการวัดค่าการดูดกลืนแสงของความเข้มข้นแต่ละค่าแล้วน้ามาพลอตกราฟระหว่าง 
ค่าการดูกลืนแสง (Absorbance) และ ความเข้มข้นแอมโมเนียดังรูปที่ ก.1 แล้วจึงน้ากราฟดังกล่าวใช้
ในการวิเคราะห์หาค่าแอมโมเนียของสารตัวอย่างอ่ืนๆ ต่อไป 

 
รูปที่ ก.1 ตัวอย่างกราฟสารละลายมาตรฐานแอมโมเนีย 

 
ข. การสร้างกราฟสารละลายมาตรฐานไนไตรท์ 

การเตรียมสารละลายไนไตรท์มาตรฐานโดยท้าการเลือกค่าความเข้มข้นของไนไตรท์มาอย่างน้อย 
3 ค่าโดยค่าความเข้มข้นไนไตรท์ดังกล่าวต้องอยู่ในช่วงความเข้มข้นของไนไตรท์ 0.1 – 0.5 mg-N/l 
อาทิ เช่น 0.1, 0.3 และ 0.5 mg-N/l จากนั นเตรียมสารละลายมาตรฐานโดยใช้สารละลาย NaNO2 
เข้มข้น (ความเข้มข้น 1000 mg-N/l) แล้วจัดเตรียมสารเคมีที่ใช้วัดต่างๆ ตามวิธีการดังตารางที่ 3.5 
จากนั นให้ท้าการวัดค่าการดูดกลืนแสงของความเข้มข้นแต่ละค่าแล้วน้ามาพลอตกราฟระหว่าง ค่าการ
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ดูกลืนแสง (Absorbance) และ ความเข้มข้นแอมโมเนียดังรูปที่ ก.2 แล้วจึงน้ากราฟดังกล่าวใช้ในการ
วิเคราะห์หาค่าไนไตรท์ของสารตัวอย่างอ่ืนๆ ต่อไป 

 
รูปที่ ก.2 ตัวอย่างกราฟสารละลายมาตรฐานไนไตรท์ 

 
ค. การสร้างกราฟมาตรฐานไนเตรท 

การเตรียมสารละลายไนไตรท์มาตรฐานโดยท้าการเลือกค่าความเข้มข้นของไนไตรท์มาอย่างน้อย 5 
ค่าโดยค่าความเข้มข้นไนไตรท์ดังกล่าวต้องอยู่ในช่วงความเข้มข้นของไนเตรท 0.1 – 5 mg-N/l อาทิ 
เช่น 0.1, 0.5, 1, 2 และ 5  mg-N/l จากนั นเตรียมสารละลายมาตรฐานโดยใช้สารละลาย NaNO3 
เข้มข้น (ความเข้มข้น 1000 mg-N/l) แล้วจัดเตรียมสารเคมีที่ใช้วัดต่างๆ ตามตารางที่ 3.5 จากนั นให้
ท้าการวัดค่าการดูดกลืนแสงของความเข้มข้นแต่ละค่าแล้วน้ามาพลอตกราฟระหว่าง ค่าการดูกลืน
แสง (Absorbance) และ ความเข้มข้นแอมโมเนียดังรูปที่ ก.3 แล้วจึงน้ากราฟดังกล่าวใช้ในการ
วิเคราะห์หาค่าไนเตรทของสารตัวอย่างอ่ืนๆ ต่อไป 
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รูปที่ ก.3 ตัวอย่างกราฟสารละลายมาตรฐานไนเตรท 
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ภาคผนวก ข 
 

ผลทางกายภาพในการทดลองช่วงที่ 1 โดยที่ในถังปฏิกรณ์ A เลี ยงด้วยความเข้มข้น
แอมโมเนีย 50 mg-N/l ในขณะที่ถังปฏิกรณ์ B เลี ยงด้วยความเข้มข้นแอมโมเนีย 1 mg-N/l โดยท้า
การตรวจวัดค่าพารามิเตอร์ ได้แก่ pH, อุณหภูมิ, ค่าการละลายออกซิเจน(DO) และ ค่าความเค็ม ผล
ที่ได้แสดงดังตารางที่ ข.1 และ ข.2 
 
ตารางที่ ข.1 ผลทางกายภาพของถังปฏิกรณ์ A (50 mg-N/l) 

วันที่ pH ประจ้าวัน อุณหภูมิ 
(C˚) 

ค่าการละลาย
ออกซิเจน 
(mg-O2/l) 

ค่าความเค็ม 
(ppt) 

24/3/2015 7.82 29.7 7.52 15 

25/3/2015 7.84 28.1 7.98 N.A. 

27/3/2015 7.62 29.2 7.44 15 
30/3/2015 8.01 29.5 7.61 15 

31/3/2014 8.00 29.7 N.A. N.A. 

1/4/2015 7.92 29.5 7.49 15 
3/4/2015 7.90 29.5 7.89 15 

7/4/2015 6.04 30.3 N.A. N.A. 

8/4/2015 7.84 29.9 8.13 N.A. 
9/4/2015 7.83 28.9 N.A. 15 

16/4/2015 8.12 30.1 6.54 15 
17/4/2015 7.99 30.5 7.98 15 

21/4/2015 8.02 30.9 7.30 15 

22/4/2015 8.13 30.7 N.A. 15 
24/4/2015 8.04 29.8 N.A. 15 

27/4/2015 7.98 29.5 N.A. 15 

28/4/2015 8.03 29.8 7.40 15 
29/4/2015 8.02 30.5 7.57 15 

30/4/2015 7.98 30.9 N.A. 15 
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ตารางที่ ข.1 ผลทางกายภาพของถังปฏิกรณ์ A (50 mg-N/l) (ต่อ) 

วันที่ pH ประจ้าวัน อุณหภูมิ 
(C˚) 

ค่าการละลาย
ออกซิเจน 
(mg-O2/l) 

ค่าความเค็ม 
(ppt) 

7/5/2015 8.30 31.5 7.31 15 

8/5/2015 8.20 31.0 7.31 15 
11/5/2015 7.80 31.1 8.10 15 

12/5/2015 7.92 30.7 8.35 15 

15/5/2015 8.15 29.1 8.18 15 
17/5/2015 7.68 30.8 7.65 N.A. 

18/5/2015 7.95 29.7 6.87 N.A. 

20/5/2015 8.10 30.7 7.80 N.A. 
25/5/2015 8.18 30.6 7.67 N.A. 

27/5/2015 7.98 29.8 N.A. N.A. 

29/5/2015 8.03 30.1 N.A. 19 
5/6/2015 7.85 30.1 N.A. N.A. 

8/6/2015 8.07 29.0 7.92 20 
15/6/2015 8.12 29.2 7.73 20 

16/6/2015 8.40 29.8 N.A. 20 

18/6/2015 8.05 29.0 7.48 20 
21/6/2015 8.10 29.4 8.24 20 

27/6/2015 7.88 29.4 N.A. 15 

29/6/2015 7.65 29.3 N.A. 20 
1/7/2015 7.86 31.1 7.58 20 

4/7/2015 8.01 30.0 N.A. 20 
5/7/2015 8.12 30.5 N.A. N.A. 

7/72015 8.19 30.0 7.86 N.A. 

14/7/2015 7.98 30.9 N.A. 22 
15/7/2015 8.05 29.9 N.A. 22 

19/7/2015 8.15 30.1 N.A. 20 
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ตารางที่ ข.1 ผลทางกายภาพของถังปฏิกรณ์ A (50 mg-N/l) (ต่อ) 

วันที่ pH ประจ้าวัน อุณหภูมิ 
(C˚) 

ค่าการละลาย
ออกซิเจน 
(mg-O2/l) 

ค่าความเค็ม 
(ppt) 

24/7/2015 8.04 28.9 N.A. 20 

25/7/2015 8.09 28.4 N.A. N.A. 
27/7/2015 7.75 29.6 7.13 15 

28/7/2015 7.58 30.4 7.56 15 

2/8/2015 7.71 28.6 N.A. N.A. 
3/8/2015 7.73 29.5 7.98 15 

4/8/2015 7.72 28.7 7.48 N.A. 

5/8/2015 7.72 30.3 N.A. 15 
7/8/2015 7.93 28.7 N.A. N.A. 

11/8/2015 7.90 29.6 7.95 N.A. 

12/8/2015 7.90 30.3 7.95 N.A. 
13/8/2015 7.81 29.5 7.95 N.A. 

14/8/2015 7.90 28.8 8.05 17 
16/8/2015 7.92 30.8 N.A. 17 

20/8/2015 7.91 30.7 7.78 19 

23/8/2015 8.05 29.5 7.07 19 
25/8/2015 7.82 30.5 7.59 20 

26/8/2015 7.80 29.9 N.A. 20 

28/8/2015 8.60 29.3 7.17 20 
31/8/2015 8.00 30.5 N.A. 20 

3/9/2015 7.72 30.0 7.20 20 
7/9/2015 7.68 30.8 N.A. N.A. 

11/9/2015 7.96 29.0 N.A. 20 

13/9/2015 7.71 30.8 7.08 20 
18/9/2015 7.66 29.1 N.A. 20 

24/9/2015 7.64 28.9 N.A. N.A. 
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ตารางที่ ข.1 ผลทางกายภาพของถังปฏิกรณ์ A (50 mg-N/l) (ต่อ) 

วันที่ pH ประจ้าวัน อุณหภูมิ 
(C˚) 

ค่าการละลาย
ออกซิเจน 
(mg-O2/l) 

ค่าความเค็ม 
(ppt) 

27/9/2015 7.76 29.1 7.21 N.A. 

1/10/2015 7.73 29.5 7.28 20 
2/10/2015 7.54 28.6 N.A. 20 

3/10/2015 7.64 28.1 N.A. 20 

4/10/2015 7.69 27.3 7.32 21 
6/10/2015 7.63 29.3 N.A. 21 

10/10/2015 7.63 29.1 6.99 21 

12/10/2015 7.81 29.7 7.53 21 
16/10/2015 7.67 28.9 7.02 21 

17/19/2015 7.25 29.3 7.42 21 

19/10/2015 7.97 28.5 7.52 21 
     

ค่าเฉลี่ย 7.88 29.58 7.55 17.63 
S.D. 0.30 0.82 0.39 2.60 
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ตารางที่ ข.2 ผลทางกายภาพของถังปฏิกรณ์ B (1 mg-N/l) 

วันที่ pH หลังจากการ
ด้าเนินการ 1 วัน 

pH ปรับหลัง
การเติม

แอมโมเนีย 

อุณหภูมิ 
(C˚) 

ค่าการละลาย
ออกซิเจน 
(mg-O2/l) 

ค่าความ
เค็ม 
(ppt) 

16/3/2015 7.50 7.72 28.5 N.A. 20 

17/3/2015 7.33 7.69 29.1 6.88 20 
18/3/2015 7.19 7.67 29.2 7.24 20 

23/3/2015 7.07 7.71 29.9 N.A. 20 

24/3/2015 6.95 7.42 29.7 7.12 20 
25/3/2015 6.97 7.42 28.1 7.75 N.A. 

27/3/2015 6.81 7.63 29.2 7.03 20 

30/3/2015 6.72 7.20 29.5 7.25 15 
31/3/2014 6.81 7.60 29.7 N.A. N.A. 

1/4/2015 6.85 7.58 29.5 7.43 15 

3/4/2015 7.34 7.54 29.5 7.67 15 
7/4/2015 7.20 7.61 30.3 N.A. N.A. 

8/4/2015 7.16 7.65 29.9 8.04 N.A. 
9/4/2015 6.97 7.50 28.9 N.A. 15 

16/4/2015 6.90 7.63 30.1 6.41 15 

17/4/2015 7.06 7.75 30.5 7.75 15 
21/4/2015 6.88 7.63 30.9 7.16 15 

22/4/2015 6.93 7.45 30.7 N.A. 15 

24/4/2015 6.86 7.30 29.8 N.A. 15 
27/4/2015 6.85 7.40 29.5 N.A. 15 

28/4/2015 6.86 7.43 29.8 7.92 15 
29/4/2015 6.94 7.40 30.5 7.45 15 

30/4/2015 6.88 7.42 30.9 N.A. 15 

7/5/2015 7.17 7.45 31.5 7.28 15 
8/5/2015 6.97 7.68 31.0 7.47 15 

11/5/2015 6.92 7.60 31.1 8.08 15 
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ตารางที่ ข.2 ผลทางกายภาพของถังปฏิกรณ์ B (1 mg-N/l) (ต่อ) 

วันที่ pH หลังจากการ
ด้าเนินการ 1 วัน 

pH ปรับหลัง
การเติม

แอมโมเนีย 

อุณหภูมิ 
(C˚) 

ค่าการละลาย
ออกซิเจน 
(mg-O2/l) 

ค่าความ
เค็ม 
(ppt) 

12/5/2015 6.95 7.93 30.7 8.19 15 

15/5/2015 7.11 7.61 29.1 8.38 15 
17/5/2015 7.06 7.51 30.8 7.70 N.A. 

18/5/2015 6.95 7.37 29.7 7.52 15 

20/5/2015 7.03 7.68 30.7 8.06 15 
25/5/2015 6.83 7.43 30.6 7.95 N.A. 

27/5/2015 6.88 7.53 29.8 N.A. N.A. 

29/5/2015 6.89 7.81 30.1 N.A. 15 
5/6/2015 7.18 7.60 30.1 N.A. N.A. 

8/6/2015 7.09 7.42 29.0 8.08 15 

15/6/2015 6.67 7.61 29.2 8.02 15 
16/6/2015 6.64 7.61 29.8 N.A. 15 

18/6/2015 6.84 7.63 29.0 8.03 15 
21/6/2015 7.49 7.55 29.4 8.04 15 

27/6/2015 6.90 7.87 29.4 N.A. 15 

29/6/2015 7.02 7.84 29.3 N.A. 17 
1/7/2015 6.56 7.50 31.1 8.14 15 

4/7/2015 5.54 7.81 30.0 N.A. 15 

5/7/2015 7.10 7.84 30.5 N.A. N.A. 
7/72015 6.34 8.14 30.0 7.86 15 

14/7/2015 6.86 7.90 30.9 N.A. 15 
15/7/2015 7.15 7.93 29.9 N.A. 15 

19/7/2015 6.91 7.57 30.1 N.A. 15 

24/7/2015 6.95 7.59 28.9 N.A. 15 
25/7/2015 7.08 7.80 28.4 N.A. N.A. 

27/7/2015 6.99 7.83 29.6 7.39 15 
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ตารางที่ ข.2 ผลทางกายภาพของถังปฏิกรณ์ B (1 mg-N/l) (ต่อ) 

วันที่ pH หลังจากการ
ด้าเนินการ 1 วัน 

pH ปรับหลัง
การเติม

แอมโมเนีย 

อุณหภูมิ 
(C˚) 

ค่าการละลาย
ออกซิเจน 
(mg-O2/l) 

ค่าความ
เค็ม 
(ppt) 

28/7/2015 6.76 7.53 30.4 8.13 15 

2/8/2015 6.41 7.49 28.6 N.A. 15 
4/8/2015 6.64 7.96 28.7 7.71 15 

5/8/2015 6.80 7.49 30.3 N.A. 15 

7/8/2015 6.75 7.86 38.7 N.A. 15 
11/8/2015 6.98 7.76 29.6 N.A. N.A. 

12/8/2015 7.07 8.02 30.3 7.78 15 

13/8/2015 7.04 7.85 29.5 8.18 15 
14/8/2015 7.01 7.88 28.8 8.02 15 

16/8/2015 6.82 7.70 30.8 N.A. 15 

20/8/2015 6.64 7.47 30.7 7.72 15 
23/8/2015 6.67 7.52 29.5 7.62 15 

25/8/2015 6.73 7.78 30.5 7.92 15 
26/8/2015 6.60 7.80 29.9 N.A. 15 

28/8/2015 6.70 7.96 29.3 7.38 15 

31/8/2015 6.72 7.70 30.5 N.A. 15 
3/9/2015 6.73 7.70 30.0 7.76 15 

7/9/2015 6.81 7.82 30.8 N.A. N.A. 

11/9/2015 6.91 8.06 29.0 N.A. 15 
13/9/2015 6.72 7.97 30.8 7.56 15 

18/9/2015 6.12 8.14 29.1 N.A. 15 
24/9/2015 6.76 7.15 28.9 N.A. N.A. 

27/9/2015 6.81 7.45 29.1 7.61 N.A. 

1/10/2015 6.93 7.63 29.5 7.15 15 
2/10/2015 6.93 7.53 28.6 N.A. 15 

3/10/2015 6.84 7.92 28.1 N.A. 15 
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ตารางที่ ข.2 ผลทางกายภาพของถังปฏิกรณ์ B (1 mg-N/l) (ต่อ) 

วันที่ pH หลังจากการ
ด้าเนินการ 1 

วัน 

pH ปรับหลัง
การเติม

แอมโมเนีย 

อุณหภูมิ 
(C˚) 

ค่าการละลาย
ออกซิเจน 
(mg-O2/l) 

ค่าความ
เค็ม 
(ppt) 

4/10/2015 7.03 7.51 27.3 7.71 15 

6/10/2015 6.60 7.40 29.3 N.A. 15 
10/10/2015 6.84 7.68 29.1 7.38 15 

12/10/2015 7.67 7.83 29.7 7.66 15 

16/10/2015 7.03 7.78 28.9 7.23 15 
17/19/2015 6.74 7.76 29.3 7.03 15 

19/10/2015 6.98 7.55 28.5 7.77 15 

      
ค่าเฉลี่ย 6.89 7.64 29.58 7.63 15.45 

S.D. 0.29 0.21 0.82 0.40 1.39 
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ภาคผนวก ค 
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ภาคผนวก ค 

ผลทางกายภาพในการทดลองช่วงที่ 2 โดยที่ในถังปฏิกรณ์ A เลี ยงด้วยความเข้มข้น
แอมโมเนีย 1 mg-N/l ในขณะที่ถังปฏิกรณ์ B เลี ยงด้วยความเข้มข้นแอมโมเนีย 50 mg-N/l โดยท้า
การตรวจวัดค่าพารามิเตอร์ ได้แก่ pH, อุณหภูมิ, ค่าการละลายออกซิเจน(DO) และ ค่าความเค็ม ผล
ที่ได้แสดงดังตารางที่ ค.1 และ ค.2 
 

ตารางที่ ค.1 ผลทางกายภาพของถังปฏิกรณ์ A (1 mg-N/l) 
วันที่ pH หลังจาก

ด้าเนินการ 1 วัน 
pH ปรับ

หลังจากเติม
แอมโมเนีย 

อุณหภูมิ 
(C˚) 

ค่าการ
ละลาย

ออกซิเจน 
(mg-O2/l) 

ค่าความเค็ม 
(ppt) 

19/10/2015 6.98 7.62 28.5 7.52 15 

20/10/2015 6.94 7.30 28.5 6.63 15 

21/10/2015 7.09 7.19 29.2 7.12 15 
22/10/2015 6.93 7.31 27.9 7.65 15 

24/10/2015 6.92 7.50 29.8 N.A. 15 
27/10/2015 6.93 7.28 29.7 N.A. 15 

28/10/2015 6.98 7.20 29.7 6.87 15 

31/10/2015 6.80 7.42 28.0 N.A. 15 
2/11/2015 6.71 7.43 30.1 N.A. 15 

4/11/2015 6.82 7.50 29.7 7.77 15 

5/11/2015 7.21 7.57 30.3 7.48 15 
7/11/2015 7.24 7.57 29.5 N.A. 14 

9/11/2015 7.17 7.48 30.4 N.A. 14 

11/11/2015 7.22 7.58 30.1 N.A. 13 
13/11/2015 7.2 7.61 29.6 7.52 13 

17/11/2015 6.47 7.43 30.1 N.A. 13 
18/11/2015 6.62 7.38 30.5 7.67 13 

21/11/2015 6.66 7.32 30.8 7.61 14 
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ตารางที่ ค.1 ผลทางกายภาพของถังปฏิกรณ์ A (1 mg-N/l) (ต่อ) 

วันที่ pH หลังจาก
ด้าเนินการ 1 

วัน 

pH ปรับ
หลังจากเติม
แอมโมเนีย 

อุณหภูมิ 
(C˚) 

ค่าการ
ละลาย

ออกซิเจน 
(mg-O2/l) 

ค่าความเค็ม 
(ppt) 

22/11/2015 6.83 7.56 29.8 7.50 14 
24/11/2015 6.81 7.49 30.5 7.59 15 

27/11/2015 6.79 7.51 30.0 7.45 15 

28/11/2015 6.84 7.63 29.7 7.81 15 
3/12/2015 6.89 7.63 29.6 N.A. 13 

4/12/2015 6.71 7.66 29.0 N.A. 13 
5/12/2015 6.73 7.65 28.4 N.A. 13 

7/12/2015 6.94 7.63 28.4 7.87 12 

11/12/2015 7.00 7.66 28.4 7.66 12 
13/12/2015 7.26 7.69 29.6 7.66 12 

17/12/2015 7.10 7.69 27.3 8.02 12 

19/12/2015 7.03 7.71 27.5 7.91 12 
21/12/2015 7.26 7.91 28.2 8.00 12 

22/12/2015 7.34 7.72 27.0 8.12 12 

27/12/2015 7.04 7.80 30.1 N.A. 12 
29/12/2015 7.45 7.80 29.0 N.A. 12 

1/1/2016 7.28 7.49 27.8 N.A. 11 
5/1/2016 7.02 7.32 28.4 N.A. 12 

9/1/2016 7.08 7.69 29.2 7.52 12 

11/1/2016 7.18 7.80 29.2 7.58 12 
14/1/2016 6.81 7.60 30.4 7.42 12 

18/1/2016 7.16 7.81 30.2 7.47 11 

21/1/2016 7.20 7.68 29.7 7.33 12 
23/1/2016 7.03 7.81 30.2 7.31 12 
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ตารางที่ ค.1 ผลทางกายภาพของถังปฏิกรณ์ A (1 mg-N/l) (ต่อ) 

วันที่ pH หลังจาก
ด้าเนินการ 1 

วัน 

pH ปรับ
หลังจากเติม
แอมโมเนีย 

อุณหภูมิ 
(C˚) 

ค่าการ
ละลาย

ออกซิเจน 
(mg-O2/l) 

ค่าความเค็ม 
(ppt) 

25/1/2016 7.39 7.87 23.4 8.44 12 
28/1/2016 7.20 7.60 25.4 8.04 12 

29/1/2016 7.38 7.57 27.3 7.82 12 

31/1/2016 7.53 7.53 29.2 7.57 12 
      

ค่าเฉลี่ย 7.03 7.56 29.02 7.61 13.23 
S.D. 0.24 0.17 1.41 0.36 1.39 
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ตารางที่ ค.2 ผลทางกายภาพของถังปฏิกรณ์ B (50 mg-N/l) 

วันที่ pH อุณหภูมิ 
(C˚) 

ค่าการละลาย
ออกซิเจน 
(mg-O2/l) 

ค่าความเค็ม 
(ppt) 

19/10/2015 7.55 28.5 7.52 15 

20/10/2015 7.53 28.5 7.52 15 
21/10/2015 7.53 29.2 7.38 15 

22/10/2015 7.62 27.9 7.63 15 

24/10/2015 7.77 29.8 N.A. 15 
27/10/2015 7.73 29.7 N.A. 15 

28/10/2015 7.72 29.7 7.21 15 

31/10/2015 7.84 28.0 N.A. 15 
2/11/2015 7.93 30.1 N.A. 15 

4/11/2015 7.98 29.7 7.17 15 

5/11/2015 7.98 30.3 6.72 15 
7/11/2015 7.58 29.5 N.A. 15 

9/11/2015 7.86 30.4 N.A. 15 
11/11/2015 7.92 30.1 N.A. 15 

13/11/2015 8.00 29.6 7.03 15 

17/11/2015 8.05 30.1 N.A. 17 
18/11/2015 8.02 30.5 6.92 17 

21/11/2015 8.20 30.8 7.50 17 

22/11/2015 8.03 29.8 7.76 17 
24/11/2015 7.91 30.5 6.48 17 

27/11/2015 7.60 30.0 6.41 17 
28/11/2015 7.70 29.7 6.52 17 

3/12/2015 7.56 29.6 N.A. 18 

4/12/2015 7.72 29.0 N.A. 20 
5/12/2015 7.67 28.4 7.06 20 

 



 

 

159 

ตารางที่ ค.2 ผลทางกายภาพของถังปฏิกรณ์ B (50 mg-N/l) (ต่อ) 

วันที่ pH อุณหภูมิ 
(C˚) 

ค่าการละลาย
ออกซิเจน 
(mg-O2/l) 

ค่าความเค็ม 
(ppt) 

7/12/2015 7.79 28.4 7.60 20 

11/12/2015 7.87 28.4 7.70 19 
13/12/2015 7.72 29.6 6.56 19 

17/12/2015 7.80 27.3 7.51 19 

19/12/2015 7.84 27.5 7.47 20 
21/12/2015 7.84 28.2 7.44 19 

22/12/2015 7.93 27.0 7.71 20 

27/12/2015 8.01 30.1 N.A. 20 
29/12/2015 8.03 29.0 N.A. 19 

1/1/2016 8.00 27.8 N.A. 20 

5/1/2016 8.01 28.4 N.A. 20 
9/1/2016 7.89 29.2 7.22 20 

11/1/2016 7.87 29.2 7.36 19 
14/1/2016 7.87 30.4 6.61 19 

18/1/2016 8.26 30.2 6.87 19 

21/1/2016 8.02 29.7 7.05 20 
23/1/2016 7.90 30.2 6.72 20 

25/1/2016 7.84 23.4 8.40 20 

28/1/2016 8.07 25.4 8.05 20 
29/1/2016 8.05 27.3 7.58 19 

31/1/2016 8.10 29.2 7.49 19 
     

ค่าเฉลี่ย 7.86 29.02 7.26 17.51 

S.D. 0.18 1.41 0.48 2.18 
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ภาคผนวก ง 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 



 

 

161 

ภาคผนวก ง 
 

ผลทางเคมีในการทดลองช่วงที่ 1 โดยที่ในถังปฏิกรณ์ A เลี ยงด้วยความเข้มข้นแอมโมเนีย 50 
mg-N/l ในขณะที่ถังปฏิกรณ์ B เลี ยงด้วยความเข้มข้นแอมโมเนีย 1 mg-N/l โดยท้าการตรวจวัด
ค่าพารามิเตอร์ แอมโมเนีย ไนไตรท์ ไนเตรท ผลที่ได้แสดงดังตารางที่ ง.1 และ ง.2 
  
ตารางที่ ง.1 ผลทางเคมีของถังปฏิกรณ์ A (50 mg-N/l) 

วันที่ Ammonia หลังจาก
ผ่านการด้าเนินการ 1 

วัน(mg-N/l) 

Ammonia 
(mg-N/l)  

Nitrite 
(mg-N/l) 

Nitrate 
(mg-N/l) 

24/3/2015 0.567 39.56 0.056 45 

27/3/2015 0.072 51.53 0.004 291 
30/3/2015 0.055 50.03 0.041 297 

31/3/2015 0.041 47.07 0.032 341 

1/4/2015 0.080 48.73 0.036 298 
3/4/2015 0.074 50.94 0.019 304 

9/4/2015 0.039 53.98 0.103 720 
16/4/2015 0.086 54.88 0.069 904 

17/4/2015 0.073 54.23 0.124 1023 

20/4/2015 0.058 56.43 0.05 1074 
21/4/2015 0.052 53.41 0.06 1077 

22/4/2015 0.018 34.79 0.055 1116 

23/4/2015 0.028 43.41 0.034 1023 
24/4/2015 0.023 40.67 0.05 1054 

27/4/2015 0.023 25 0.048 1065 
28/4/2015 0.004 35.68 0.155 1096 

29/4/2015 0.025 38.72 0.061 200 

30/4/2015 0.030 36 0.023 234 
5/5/2015 0.038 43.42 0.031 503 

6/5/2015 0.027 31.27 0.041 529 
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ตารางที่ ง.1 ผลทางเคมีของถังปฏิกรณ์ A (50 mg-N/l) (ต่อ) 

วันที่ Ammonia หลังจาก
ผ่านการด้าเนินการ 1 

วัน(mg-N/l) 

Ammonia 
(mg-N/l)  

Nitrite 
(mg-N/l) 

Nitrate 
(mg-N/l) 

7/5/2015 0.055 44.86 0.03 564 

8/5/2015 0.046 43.78 0.03 615 
11/5/2015 0.048 48.24 0.034 728 

12/5/2015 0.903 47.67 0.03 673 

13/5/2015 0.051 47.52 0.017 841 
15/5/2015 0.003 38 0.036 859 

17/5/2015 0.00 41.25 0.035 932 

20/5/2015 0.00 38.1 0.029 983 
20/5/2015 0.00 46.88 0.025 1010 

22/5/2015 0.00 47.28 0.039 1373 

25/5/2015 0.00 47.3 0.033 996 
27/5/2015 0.00 56.36 0.056 1082 

29/5/2015 0.00 46.96 0.08 1047 
8/6/2015 0.00 48.04 0.053 1220 

15/6/2015 0.00 39.23 0.027 1047 

16/6/2015 0.00 40.05 0.081 965 
18/6/2015 0.00 43.78 0..027 1047 

21/6/2015 0.00 42.32 0.058 965 

28/6/2015 0.00 46.31 0.015 1126 
29/6/2015 0.00 49.72 0.016 1265 

1/7/2015 0.00 50.83 0.011 1461 
4/7/2015 0.00 70.55 0.014 1476 

7/7/2015 0.00 63.51 0.014 1180 

14/7/2015 0.00 59.92 0.029 1912 
15/7/2015 0.00 77.92 0.008 1276 
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ตารางที่ ง.1 ผลทางเคมีของถังปฏิกรณ์ A (50 mg-N/l) (ต่อ) 

วันที่ Ammonia หลังจาก
ผ่านการด้าเนินการ 1 

วัน(mg-N/l) 

Ammonia 
(mg-N/l)  

Nitrite 
(mg-N/l) 

Nitrate 
(mg-N/l) 

19/7/2015 0.00 58.34 0.026 1236 

23/7/2015 0.00 62.22 0.005 891 
25/7/2015 0.00 56.00 0.042 260 

27/7/2015 0.00 58.87 0.035 297 

29/7/2015 0.00 52.46 0.014 398 
3/8/2015 0.00 72.60 0.006 697 

5/8/2015 0.00 64.99 0.026 665 

7/8/2015 0.00 63.94 0.013 505 
12/8/2015 0.00 71.89 0.011 718 

13/8/2015 0.00 57.62 0.004 909 

14/8/2015 0.007 49.51 0 801 
16/8/2015 0.023 41.25 0.007 - 

19/8/2015 0.025 53.00 0.011 1047 
20/8/2015 0.018 45.14 0.002 1137 

23/8/2015 0.00 52.03 0.005 1235 

25/8/2015 0.00 45.79 0.001 1394 
26/8/2015 0.00 44.41 0.003 1464 

28/8/2015 0.001 43.60 0.027 1633 

31/8/2015 0.010 48.22 0.016 - 
3/9/2015 0.00 43.11 0.001 1619 

11/9/2015 0.00 44.81 0 1561 
13/9/2015 0.002 48.62 0.003  

18/9/2015 0.00 43.92 0.0006 2131 

21/9/2015 0.00 50 0.005 2341 
24/9/2015 0.00 48.46 0.009 2248 
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ตารางที่ ง.1 ผลทางเคมีของถังปฏิกรณ์ A (50 mg-N/l) (ต่อ) 

วันที่ Ammonia หลังจาก
ผ่านการด้าเนินการ 1 

วัน(mg-N/l) 

Ammonia 
(mg-N/l)  

Nitrite 
(mg-N/l) 

Nitrate 
(mg-N/l) 

27/9/2015 0.001 46.19 0.012 2326 

30/9/2015 0.00 50.49 0 2507 
1/10/2015 0.013 38.52 0.005 2386 

2/10/2015 0.058 40.72 0.009 2445 

3/10/2015 0.05 36.96 0.006 3000 
4/10/2015 0.031 30.90 0.013 2466 

6/10//2015 0.002 31.56 0.023 2682 

10/10/2015 0.039 37.63 0.017 2753 
12/10/2015 0.017 39.93 0.023 2775 

16/10/2015 0.021 42.05 0.011 3055 

17/10/2015 0.040 46.07 0.022 2455 
19/10/2015 0.035 - - 3606 

ค่าเฉลี่ย  47.88 0.029 - 
S.D.  9.80 0.028 - 
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ตารางที่ ง.2 ผลทางเคมีของถังปฏิกรณ์ B (1 mg-N/l) 

วันที่ Ammonia หลังจาก
ผ่านการด้าเนินการ 1 

วัน 
(mg-N/l) 

Ammonia 
(mg-N/l) 

Nitrite 
(mg-N/l) 

Nitrate 
(mg-N/l) 

16/3/2015 0.17 1.51 0.001 44.98 
17/3/2015 0.21 1.51 0.005 48.23 

18/3/2015 0.00 1.49 0.003 48.45 

23/3/2015 0.19 1.33 0.049 53.89 
24/3/2015 0.21 1.33 0.009 52.49 

30/3/2015 0.13 1.35 0.013 50.63 
31/3/2015 0.05 1.08 0.021 13.03 

1/4/2015 0.1 1.05 0.011 16.29 

3/4/2015 0.14 1.06 0.006 8.47 
9/4/2015 0.04 1.08 0.011 16.94 

16/4/2015 0.11 1.09 0.008 31.03 

17/4/2015 0.1 1.25 0.013 36.6 
20/4/2015 0.13 0.7 0.015 41.58 

21/4/2015 0.1 0.97 0.006 46.56 

22/4/2015 0.07 1.01 0.021 44.96 
23/4/2015 0.1 1.27 0.04 44.54 

24/4/2015 0.14 1.13 0.035 40.1 
27/4/2015 0.12 0.9 0.012 43.22 

28/4/2015 0.12 0.8 0.01 30 

29/4/2015 0.04 0.85 0.02 48 
30/4/2015 0.12 0.86 0.016 47 

5/5/2015 0.08 1.00 0.039 59.52 

6/5/2015 0.08 0.87 0.015 58.08 
7/5/2015 0.09 0.78 0.008 65.33 
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ตารางที่ ง.2 ผลทางเคมีของถังปฏิกรณ์ B (1 mg-N/l) (ต่อ) 

วันที่ Ammonia หลังจาก
ผ่านการด้าเนินการ 1 

วัน 
(mg-N/l) 

Ammonia 
(mg-N/l) 

Nitrite 
(mg-N/l) 

Nitrate 
(mg-N/l) 

8/5/2015 0.1 0.78 0.012 70.66 
12/5/2015 0.08 0.85 0.008 65.34 

13/5/2015 0.03 0.74 0.013 67.27 

15/5/2015 0.05 0.61 0.011 70.18 
22/5/2015 0.00 1.05 0.011 89.88 

29/5/2015 0.00 1.08 0.013 85.8 
8/6/2015 0.00 0.86 0.017 79.67 

15/6/2015 0.00 1.07 0.005 70.48 

16/6/2015 0.00 1.21 0.003 62.31 
18/6/2015 0.00 1.3 0.007 19.91 

21/6/2015 0.00 1.25 0.003 20.94 

28/6/2015 0.00 1.03 0.006 20.01 
29/6/2015 0.00 0.88 0.006 22.58 

1/7/2015 0.00 0.98 0.004 23.28 

4/7/2015 0.00 0.73 0.007 28.83 
7/7/2015 0.00 0.86 0.014 31.49 

14/7/2015 0.00 1.13 0.012 42.67 
15/7/2015 0.00 1.04 0.001 28.05 

19/7/2015 0.00 1.12 0.0007 39.9 

23/7/2015 0.00 1.11 0.03 43.17 
27/7/2015 0.00 1.03 0.009 39.94 

29/7/2015 0.00 1.03 0.002 44.74 

3/8/2015 0.00 0.87 0.051 47.15 
5/8/2015 0.00 1.03 0.003 32.15 

7/8/2015 0.00 1.17 0.0007 49.55 
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ตารางที่ ง.2 ผลทางเคมีของถังปฏิกรณ์ B (1 mg-N/l) (ต่อ) 

วันที่ Ammonia หลังจาก
ผ่านการด้าเนินการ 1 

วัน 
(mg-N/l) 

Ammonia 
(mg-N/l) 

Nitrite 
(mg-N/l) 

Nitrate 
(mg-N/l) 

12/8/2015 0.00 1.05 0.00 39.03 
13/8/2015 0.00 0.93 0.006 49.18 

14/8/2015 0.00 1.13 0.0006 67.96 

16/8/2015 0.00 1.15 0.00 64.96 
19/8/2015 0.00 1.21 0.00 67.51 

20/8/2015 0.00 1.11 0.00 72.43 
23/8/2015 0.00 1.07 0.00 69.25 

25/8/2015 0.00 1.24 0.00 90.99 

26/8/2015 0.021 1.24 0.00 75.83 
28/8/2015 0.00 0.92 0.00 74.30 

31/8/2015 0.00 1.29 0.00 77.54 

3/9/2015 0.00 1.20 0.00 80.23 
11/9/2015 0.00 1.18 0.001 97.69 

13/9/2015 0.005 1.21 0.005 94.40 

18/9/2015 0.010 1.19 0.00 91.49 
21/9/2015 0.00 1.20 0.00 94.50 

24/9/2015 0.00 1.22 0.0006 96.65 
27/9/2015 0.00 1.20 0.002 97.41 

30/9/2015 0.002 1.14 0.00 99.40 

1/10/2015 0.184 0.98 0.00 104.50 
2/10/2015 0.101 1.06 0.0006 127.68 

3/10/2015 0.023 1.03 0.004 108.07 

4/10/2015 0.001 0.94 0.01 111.36 
6/10/2015 0.196 1.09 0.006 106.80 

10/10/2015 0.001 0.90 0.006 109.65 
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ตารางที่ ง.2 ผลทางเคมีของถังปฏิกรณ์ B (1 mg-N/l) (ต่อ) 

วันที่ Ammonia หลังจาก
ผ่านการด้าเนินการ 1 

วัน 
(mg-N/l) 

Ammonia 
(mg-N/l) 

Nitrite 
(mg-N/l) 

Nitrate 
(mg-N/l) 

12/10/2015 0.036 1.13 0.002 101.36 
16/10/2015 0.062 1.20 0.0007 103.57 

17/10/2015 0.151 0.74 0.0009 112.094 

19/10/2015   0.0005 109.42 
     

ค่าเฉลี่ย  1.07 0.009 - 
S.D.  0.19 0.011 - 
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ภาคผนวก จ 
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ภาคผนวก จ 
ผลทางเคมีในการทดลองช่วงที่ 2 โดยที่ในถังปฏิกรณ์ A เลี ยงด้วยความเข้มข้นแอมโมเนีย 1 

mg-N/l ในขณะที่ถังปฏิกรณ์ B เลี ยงด้วยความเข้มข้นแอมโมเนีย 50 mg-N/l โดยท้าการตรวจวัด
ค่าพารามิเตอร์ แอมโมเนีย ไนไตรท์ ไนเตรท ผลที่ได้แสดงดังตารางที่ จ.1 และ จ.2 
 
ตารางที่ จ.1 ผลทางเคมีของถังปฏิกรณ์ A (1 mg-N/l) 

วันที่ Ammonia หลังจาก
ผ่านการด้าเนินการ 1 

วัน 
(mg-N/l) 

Ammonia 
(mg-N/l) 

Nitrite 
(mg-N/l) 

Nitrate 
(mg-N/l) 

19/10/2015 0.035 1.07 0.008 147.36 

20/10/2015 0.112 1.12 0.002 147.89 
21/10/2015 0.015 1.13 0.003 146.83 

22/10/2015 0.020 1.28 0.006 147.71 

24/10/2015 0.080 1.51 0.011 146.76 
25/10/2015 0.068 1.18 0.004 145.54 

27/10/2015 0.077 0.99 0.006 145.59 
28/10/2015 0.041 1.11 0.012 160.28 

31/10/2015 0.038 1.07 0.011 190.36 

2/11/2015 0.045 0.97 0.010 157.61 
4/11/2015 0.019 1.06 0.014 169.60 

5/11/2015 0.032 1.14 0.010 173.32 

7/11/2015 0.040 1.05 0.029 228.86 
9/11/2015 0.00 1.09 0.012 166.80 

11/11/2015 0.00 1.05 0.007 264.42 
13/11/2015 0.118 1.25 0.583 256.66 

17/11/2015 0.00 1.11 0.013 237.26 

18/11/2015 0.00 1.65 0.008 228.21 
21/11/2015 0.00 1.15 0.007 184.25 

22/11/2015 0.00 1.09 0.009 186.84 
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ตารางที่ จ.1 ผลทางเคมีของถังปฏิกรณ์ A (1 mg-N/l) (ต่อ) 

วันที่ Ammonia หลังจาก
ผ่านการด้าเนินการ 1 

วัน 
(mg-N/l) 

Ammonia 
(mg-N/l) 

Nitrite 
(mg-N/l) 

Nitrate 
(mg-N/l) 

24/11/2015 0.00 1.15 0.010 212.05 
27/11/2015 0.00 1.17 0.008 232.74 

28/11/2015 0.00 1.20 0.008 252.78 

29/11/2015 0.00 1.18 0.009 236.35 
3/12/2015 0.015 1.18 0.015 189.12 

4/12/2015 0.013 1.16 0.104 197.16 
5/12/2015 0.00 1.15 0.024 194.70 

7/12/2015 0.00 1.16 0.067 195.70 

11/12/2015 0.00 1.17 0.028 175.30 
13/12/2015 0.00 1.22 0.018 181.95 

17/12/2015 0.035 1.16 0.038 180.22 

19/12/2015 0.00 1.16 0.007 205.86 
21/12/2015 0.00 1.13 0.011 176.96 

22/12/2015 0.00 1.10 0.017 203.67 

27/12/2015 0.00 1.18 0.029 217.22 
29/12/2015 0.00 1.13 0.001 210.31 

1/1/2016 0.00 1.22 0.023 210.97 
5/1/2016 0.00 1.08 0.001 199.95 

9/1/2016 0.00 1.06 0.037 243.30 

11/1/2016 0.00 1.06 0.014 249.65 
14/1/2016 0.00 0.98 0.017 248.70 

18/1/2016 0.00 1.05 0.010 255.62 

23/1/2016 0.00 0.94 0.046 218.03 
25/1/2016 0.00 1.09 0.014 248.32 

29/1/2016 0.00 1.04 0.006 243.94 
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ตารางที่ จ.1 ผลทางเคมีของถังปฏิกรณ์ A (1 mg-N/l) (ต่อ) 

 Ammonia หลังจาก
ผ่านการด้าเนินการ 1 

วัน 
(mg-N/l) 

Ammonia 
(mg-N/l) 

Nitrite 
(mg-N/l) 

Nitrate 
(mg-N/l) 

ค่าเฉลี่ย 0.018 1.14 0.029 N.A 
S.D. 0.030 0.12 0.086 N.A. 
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ตารางที่ จ. 2 ผลทางเคมีของถังปฏิกรณ์ B (50 mg-N/l) 

วันที่ Ammonia หลังจากผ่าน
การด้าเนินการ 1 วัน 

(mg-N/l) 

Ammonia 
(mg-N/l) 

Nitrite 
(mg-N/l) 

Nitrate 
(mg-N/l) 

19/10/2015 0.007 37.13 0.001 16.81 

20/10/2015 0.013 - 1.2 38.01 
21/10/2015 0.001 39.12 0.001 95.37 

22/10/2015 0.002 44.17 0.0003 117.83 

24/10/2015 0.002 43.78 0.002 177.61 
25/10/2015 0.021 50.82 0.018 173.80 

27/10/2015 0.001 40.40 0.003 177.61 

28/10/2015 0.012 46.66 0.005 212.99 
31/10/2015 0.005 40.67 0.004 255.59 

2/11/2015 0.008 42.41 0.003 335.46 

4/11/2015 0.023 40.91 0.004 375.40 
5/11/2015 0.012  46.31 0.002 415.34 

7/11/2015 0.00 39.73 0.004 634.86 
9/11/2015 0.00 46.55 0.004 697.57 

11/11/2015 0.00 43.85 0.002 607.71 

13/11/2015 0.00 47.81 0.008 837.86 
17/11/2015 0.00 43.21 0.009 833.98 

18/11/2015 0.00 51.45 0.008 796.48 

21/11/2015 0.00 43.02 0.008 896.04 
22/11/2015 0.00 47.60 0.009 1018.88 

24/11/2015 0.00 41.32 0.018 936.12 
27/11/2015 0.00 48.84 0.008 943.88 

28/11/2015 0.00 46.30 0.011 1095.16 

29/11/2015 0.00 46.39 0.085 1156.50 
3/12/2015 0.00 45.57 0.017 1158.16 

4/12/2015 0.00 45.57 0.022 1163.15 
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ตารางที่ จ.2 ผลทางเคมีของถังปฏิกรณ์ B(50 mg-N/l) (ต่อ) 

วันที่ Ammonia หลังจากผ่าน
การด้าเนินการ 1 วัน 

(mg-N/l) 

Ammonia 
(mg-N/l) 

Nitrite 
(mg-N/l) 

Nitrate 
(mg-N/l) 

5/12/2015 0.00 47.96 0.025 1192.04 

7/12/2015 0.00 47.70 0.014 1186.40 
11/12/2015 0.00 49.94 1.460 1172.45 

13/12/2015 0.00 46.99 0.985 1246.18 

17/12/2015 0.00 63.63 0.044 1354.79 
19/12/2015 0.00 52.04 0.010 1506.91 

21/12/2015 0.00 40.09 0.013 1595.92 

22/12/2015 0.00 - 0.009 1542.78 
27/12/2015 0.00 59.99 0.019 1821.78 

29/12/2015 0.00 59.34 0.015 1861.63 

1/1/2016 0.00 46.53 0.019 1898.50 
5/1/2016 0.00 40.52 0.009 1899.50 

9/1/2016 0.00 44.51 0.039 2513.33 
11/1/2016 0.00 39.94 0.032 2404.76 

14/1/2016 0.00 55.46 0.018 2453.97 

18/1/2016 0.00 49.94 0.029 2515.24 
23/1/2016 0.00 47.92 0.022 2673.65 

25/1/2016 0.00 47.75 0.008 2545.71 

29/1/2016 0.00 46.80 0.003 2590.48 
     

ค่าเฉลี่ย 0.002 46.43 0.094 N.A. 
S.D. 0.005 5.64 0.307 N.A. 

 
 
 
 



 

 

175 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

ภาคผนวก ฉ 
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ภาคผนวก ฉ 

ผลการศึกษาพารามิเตอร์ทางจลนพลศาสตร์ของ จุลินทรีย์กลุ่มแอมโมเนียออกซิไดซิ่ง และ 
จุลินทรีย์กลุ่มไนไตรท์ออกซิไดซิ่ง ในการทดลองช่วงที่ 1 โดยน้าตัวกลางพลาสติก 100 ml ที่ผ่านการ
บ่มจากถังปฏิกรณ์ A(50 mg-N/l) และ ถังปฏิกรณ์ B(1 mg-N/l) มาใส่ในแก้วพลาสติกแล้วเติมน ้าเสีย
สังเคราะห์ที่มีความเข้มข้น แอมโมเนีย หรือ ไนไตรท์ที่แตกต่างกันจนมีปริมาตร 300 ml ท้าการปรับ 
pH ด้วย NaOH และ NaHCO3 ท้าการทดลองในแต่ละชุด 1 ซ ้า แล้วจึงท้าการวิเคราะห์ค่า แอมโมเนีย 
หรือ ไนไตรท์ ตลอดการทดลองดังแสดงในตารางที่ ฉ.1 ถึงตารางที่ ฉ.4 
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ตารางที่ ฉ.1 ผลจลนพลศาสตร์แอมโมเนียของถังปฏิกรณ์ A (50 mg-N/l) ในการทดลองช่วงที่ 1 

ความเข้มข้นแอมโมเนียในแต่ละระบบของความเข้มข้น (mg-N/l) 

เวลา 
(ชม.) 

1  
ppm 

2  
ppm 

5 
ppm 

10  
ppm 

12  
ppm 

15  
ppm 

20  
ppm 

25 
ppm 

30  
ppm 

50 
ppm 

0 0.70 2.90 4.82 9.25 10.13 13.07 24.11 22.76 N.A. N.A. 
0.25 0.35 1.11 3.61 9.51 11.6 15.08 27.52 24.50 32.88 43.43 

0.5 0.15 0.60 2.07 8.17 11.2 13.93 28.20 20.10 30.14 39.95 

0.75 0.00 0.20 2.17 5.44 8.80 13.10 22.67 19.44 30.22 37.21 
1 0.00 0.05 0.70 3.65 7.54 11.35 20.83 13.51 25.04 36.21 

2 0.00 0.05 0.11 2.01 3.82 8.05 16.62 12.77 22.55 32.23 

4 0.00 0.00 0.00 0.55 1.65 5.40 12.84 12.27 19.90 27.38 
6 0.00 0.00 0.11 0.22 1.31 2.95 11.77 N.A. 17.08 22.28 

 
 
ตารางที่ ฉ.2 ผลจลนพลศาสตร์แอมโมเนียของถังปฏิกรณ์ B (1 mg-N/l) ในการทดลองช่วงที่ 1 

ความเข้มข้นแอมโมเนียในแต่ละระบบของความเข้มข้น (mg-N/l) 

เวลา 
(ชม.) 

0.2 
ppm 

0.5 
ppm 

1 
ppm 

2 
ppm 

8 
ppm 

12 
ppm 

เวลา 
(ชม.) 

20 
ppm 

25 
ppm 

30 
ppm 

0 0.045 0.135 0.534 1.44 N.A. N.A 0 13.56 17.01 18.54 

0.25 0.039 0.103 0.485 1.43 5.62 N.A 0.5 13.56 N.A. 18.26 
0.5 0.03 0.072 0.517 1.50 6.20 12.17 1 13.56 15.98 N.A. 

0.75 0.019 0.063 0.434 1.46 6.02 12.13 2 12.66 15.77 18.26 

1 0.012 0.022 0.380 1.31 5.87 11.75 3 12.52 15.01 17.92 
2 N.A. 0.00 0.235 1.22 5.51 11.60 4 12.18 15.36 17.30 

4 N.A. 0.00 0.156 1.15 4.80 10.60 6 12.18 14.60 16.67 

6 0.00 0.00 0.067 1.15 N.A. 10.52 N.A N.A N.A N.A. 
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ตารางที่ ฉ.3 ผลจลนพลศาสตร์ไนไตรท์ของถังปฏิกรณ์ A (50 mg-N/l) ในการทดลองช่วงที่ 1 

ความเข้มข้นไนไตรท์ในแต่ละระบบความเข้มข้น (mg-N/l) 

เวลา 
(ชม.) 

1 
ppm 

2 
ppm 

5 
ppm 

8 
ppm 

10 
ppm 

12 
ppm 

15 
ppm 

35 
ppm 

40 
ppm 

0 0.82 1.72 4.14 6.90 7.62 9.69 13.13 25.16 N.A. 
0.25 0.57 1.50 3.61 6.61 7.41 9.78 12.31 24.79 35.52 

0.5 0.32 1.11 2.78 5.95 6.32 8.36 11.12 N.A. 34.21 

0.75 0.15 0.81 2.25 5.11 5.01 7.29 10.21 24.22 34.30 
1 0.07 0.46 1.55 4.06 3.77 5.89 9.21 N.A. 33.58 

2 0.02 0.10 0.42 1.50 0.97 2.07 4.83 22.39 28.80 

4 0.01 0.02 0.05 0.20 0.21 0.43 0.70 12.28 24.10 
6 0.02 0.01 0.01 0.04 0.06 0.03 0.00 4.07 17.26 
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ตารางที่ ฉ.4 ผลจลนพลศาสตร์ไนไตรท์ของถังปฏิกรณ์ B (1 mg-N/l) ในการทดลองช่วงที่ 1 

ความเข้มข้นไนไตรท์ในแต่ละระบบความเข้มข้น (mg-N/l) 

เวลา 
(ชม.) 

0.1 
ppm 

0.2 
ppm 

0.5 
ppm 

1 
ppm 

5 
ppm 

0 0.078 0.14 0.41 0.770 N.A. 

0.25 0.069 0.13 0.39 0.712 5.56 
0.5 0.056 0.11 0.33 N.A 5.50 

0.75 0.049 0.10 0.29 0.695 5.42 

1 0.040 0.09 0.27 0.689 5.34 
2 0.018 0.04 0.16 0.585 4.89 

4 0.007 0.02 0.05 0.394 4.71 

6 0.004 0.01 0.03 0.171 4.23 
 
 
 
ตารางที่ ฉ.4 ผลจลนพลศาสตร์ไนไตรท์ของถังปฏิกรณ์ B (1 mg-N/l) ในการทดลองช่วงที่ 1 (ต่อ) 

ความเข้มข้นไนไตรท์ในแต่ละระบบความเข้มข้น (mg-N/l) 

เวลา 
(ชม.) 

12 
ppm 

18 
ppm 

45 
ppm 

เวลา 
(ชม.) 

15 
ppm 

25 
ppm 

0 9.13 14.60 37.28 0 15.03 21.97 

0.25 8.94 14.21 36.44 0.5 14.84 N.A. 
0.5 8.89 13.32 36.91 2 14.55 21.63 

0.75 8.76 13.24 36.62 3 14.32 21.41 

1 8.92 N.A. 36.38 4 13.89 21.34 
2 8.75 14.08 35.95 5 13.00 20.77 

4 8.02 N.A. 33.83 6 12.54 20.54 
6 7.24 11.14 35.59 7 12.13 20.40 
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ภาคผนวก ช 
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ภาคผนวก ช 
ผลการศึกษาพารามิเตอร์ทางจลนพลศาสตร์ของ จุลินทรีย์กลุ่มแอมโมเนียออกซิไดซิ่ง ในการ

ทดลองช่วงที่ 2 โดยน้าตัวกลางพลาสติก 100 ml ที่ผ่านการบ่มจากถังปฏิกรณ์ A (50 mg-N/l) และ 
ถังปฏิกรณ์ B (1 mg-N/l) มาใส่ในแก้วพลาสติกแล้วเติมน ้าเสียสังเคราะห์ที่มีความเข้มข้น แอมโมเนีย 
หรือ ไนไตรท์ท่ีแตกต่างกันจนมีปริมาตร 300 ml ท้าการปรับ pH ด้วย NaOH และ NaHCO3 ท้าการ
ทดลองในแต่ละชุด 1 ซ ้า แล้วจึงท้าการวิเคราะห์ค่า แอมโมเนีย โดยท้าการทดลอง 4 ครั ง ในวันที่ 6, 
20, 47 และ ของการทดลองช่วงที่ 2 ผลการทดลองของถังปฏิกรณ์ A(1 mg-N/l) แสดงในตารางที่ 
ช.1 ถึงตารางที่ ช.4 และถังปฏิกรณ์ B(50 mg-N/l) แสดงในตารางที่ ช.5-ช.8 
 
ตารางที่ ช.1 ผลจลนพลศาสตร์แอมโมเนียของถังปฏิกรณ์ A (1 mg-N/l) ในการทดลองช่วงที่ 2 ครั งที่ 
1 
(วันที่ 6 ในการทดลองช่วงที่ 2) 

ความเข้มข้นแอมโมเนียในแต่ละระบบของความเข้มข้น (mg-N/l) 

เวลา (ชม.) 0.5 
mg-N/l 

1 
mg-N/l 

2 
mg-N/l 

เวลา 
(ชม.) 

5 
mg-N/l 

8 
mg-N/l 

10 
mg-N/l 

0 0.33 0.71 1.47 0 4.67 7.03 9.08 

0.25 0.17 0.54 1.04 0.5 4.07 6.37 7.98 

0.5 0.105 0.35 0.69 1 3.52 6.28 6.88 

0.75 0.08 0.18 0.36 1.5 3.22 5.60 5.75 

1 0.03 0.08 0.16 2 2.99 5.20 4.83 

2 0.00 0.01 0.02 3 2.66 4.73 2.77 

4 0.00 0.00 0.07 4 2.40 4.83 0.45 

6 0.01 0.00 0.05 6 1.67 4.36 0.03 
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ตารางที่ ช.1 ผลจลนพลศาสตร์แอมโมเนียของถังปฏิกรณ์ A (1 mg-N/l) ในการทดลองช่วงที่ 2 ครั งที่ 
1 
(วันที่ 6 ในการทดลองช่วงที่ 2) (ต่อ) 
 

ความเข้มข้นแอมโมเนียในแต่ละระบบของความเข้มข้น (mg-N/l) 

เวลา (ชม.) 15 
mg-N/l 

20 
mg-N/l 

25 
mg-N/l 

40 
mg-N/l 

50 
mg-N/l 

70 
mg-N/l 

100 
mg-N/l 

0 12.86 18.03 24.11 37.53 47.62 64.44 86.76 

0.5 11.46 17.59 N.A. 36.56 46.50 63.23 84.06 

1 11.40 N.A. 22.20 36.40 45.89 62.12 82.37 
2 11.32 16.53 21.27 N.A. 45.57 60.35 81.57 

3 11.06 16.24 20.55 35.76 45.16 58.28 77.63 
4 10.66 16.09 20.39 35.63 44.77 56.31 74.85 

5 10.10 15.87 19.67 35.36 N.A. 51.18 74.33 

6 10.05 14.74 19.02 34.71 44.73 47.14 71.27 
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ตารางที่ ช.2 ผลจลนพลศาสตร์แอมโมเนียของถังปฏิกรณ์ A (1 mg-N/l) ในการทดลองช่วงที่ 2 ครั งที่ 
2(วันที่ 20 ในการทดลองช่วงที่ 2) 

ความเข้มข้นแอมโมเนียในแต่ละระบบของความเข้มข้น (mg-N/l) 

เวลา 
(ชม.) 

0.5 
mg-N/l 

1 
mg-N/l 

2 
mg-N/l 

5 
mg-N/l 

เวลา 
(ชม.) 

8 
mg-N/l 

10 
mg-N/l 

0 0.58 0.98 2.03 4.84 0 N.A. N.A. 
0.25 0.56 0.98 2.06 4.83 0.5 7.31 9.40 

0.5 0.51 0.92 2.11 4.91 1 7.19 9.07 

0.75 0.43 0.85 2.03 4.84 1.5 6.97 N.A. 
1 0.38 0.78 1.84 4.65 2 6.78 8.88 

2 0.17 0.46 1.54 4.34 3 6.41 8.55 

4 0.00 0.05 0.92 3.60 4 6.16 8.31 
6 0.00 0.00 0.53 3.17 6 5.79 8.21 

 

ตารางที่ ช.2 ผลจลนพลศาสตร์แอมโมเนียของถังปฏิกรณ์ A (1 mg-N/l) ในการทดลองช่วงที่ 2 ครั งที่ 
2 (วันที่ 20 ในการทดลองช่วงที่ 2) (ต่อ) 

ความเข้มข้นแอมโมเนียในแต่ละระบบของความเข้มข้น (mg-N/l) 

เวลา (ชม.) 15 
mg-N/l 

20 
mg-N/l 

25 
mg-N/l 

30 
mg-N/l 

เวลา  
(ชม.) 

40 
mg-N/l 

50 
mg-
N/l 

0 13.81 17.43 21.49 N.A. 0 33.88 N.A. 

0.5 13.68 N.A. N.A. 27.48 0.5 N.A. 42.31 

1 13.55 17.46 21.65 27.30 1 33.66 42.34 

1.5 13.34 17.37 21.82 27.18 2 33.36 41.96 

2 12.83 17.02 21.29 26.60 3 33.11 41.39 

3 12.50 16.35 21.04 26.32 4 32.35 39.96 

4 12.35 16.05 20.47 26.20 5 N.A. N.A. 

6 11.79 15.72 19.47 24.95 6 31.73 N.A. 
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ตารางที่ ช.3 ผลจลนพลศาสตร์แอมโมเนียของถังปฏิกรณ์ A (1 mg-N/l) ในการทดลองช่วงที่ 2 ครั งที่ 
3 (วันที่ 47 ในการทดลองช่วงที่ 2) 

ความเข้มข้นแอมโมเนียในแต่ละระบบของความเข้มข้น (mg-N/l) 

เวลา 
(ชม.) 

0.2 
mg-N/l 

0.5 
mg-N/l 

0.8 
mg-N/l 

เวลา 
(ชม.) 

1 
mg-N/l 

2 
mg-N/l 

5 
mg-N/l 

0 0.21 0.48 0.70 0 0.88 1.85 N.A. 

0.25 0.19 0.51 0.72 0.5 0.79 1.82 4.73 

0.5 0.16 0.43 0.58 1 0.69 1.77 4.50 

0.75 0.12 0.34 0.52 1.5 0.57 1.51 4.33 

1 0.11 0.32 0.43 2 0.42 1.29 4.04 

2 0.02 0.09 0.17 3 0.17 0.91 3.55 

4 0.00 0.00 0.00 4 0.00 0.49 3.15 

6 0.00 0.00 0.00 6 0.00 0.00 1.85 

 
ตารางที่ ช.3 ผลจลนพลศาสตร์แอมโมเนียของถังปฏิกรณ์ A (1 mg-N/l) ในการทดลองช่วงที่ 2 ครั งที่ 
3 (วันที่ 47 ในการทดลองช่วงที่ 2) (ต่อ) 

ความเข้มข้นแอมโมเนียในแต่ละระบบของความเข้มข้น (mg-N/l) 
เวลา 
(ชม.) 

10 
mg-
N/l 

12 
mg-
N/l 

15 
mg-N/l 

20 
mg-N/l 

เวลา 
(ชม.) 

30 
mg-N/l 

40 
mg-N/l 

50 
mg-N/l 

0 9.00 11.05 13.50 18.03 0.5 28.20 35.90 43.95 

0.5 9.08 10.95 13.40 18.22 1 27.95 35.70 44.80 
1 8.70 10.78 13.22 18.04 2 26.93 35.06 44.82 

1.5 8.36 10.55 13.15 17.64 3 26.48 34.90 44.34 
2.5 8.06 9.98 12.46 17.17 4 25.76 34.08 43.25 

3.5 7.83 9.36 11.98 17.22 5 24.47 33.22 43.11 

5.5 6.76 7.92 10.80 14.79 6 24.27 32.71 41.97 
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ตารางที่ ช.4 ผลจลนพลศาสตร์แอมโมเนียของถังปฏิกรณ์ A (1 mg-N/l) ในการทดลองช่วงที่ 2 ครั งที่ 
4 (วันที่ 95 ในการทดลองช่วงที่ 2) 

ความเข้มข้นแอมโมเนียในแต่ละระบบของความเข้มข้น (mg-N/l) 

เวลา (ชม.) 0.2 
mg-N/l 

0.5 
mg-N/l 

0.8 
mg-N/l 

1 
mg-N/l 

2 
mg-N/l 

3 
mg-N/l 

4 
mg-N/l 

0 0.29 0.52 0.78 0.82 1.83 2.73 3.47 

0.5 N.A. 0.39 0.64 0.73 1.60 2.61 3.40 

1 0.15 0.30 0.56 0.52 1.26 2.28 3.08 

1.5 0.09 0.25 0.46 0.32 0.83 N.A. 2.40 

2 0.00 0.05 0.16 0.18 0.54 1.50 1.81 

3 N.A. N.A. N.A. 0.03 0.13 0.78 1.68 

4 N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. 0.21 0.92 

6 N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. 0.00 

 
ตารางที่ ช.4 ผลจลนพลศาสตร์แอมโมเนียของถังปฏิกรณ์ A (1 mg-N/l) ในการทดลองช่วงที่ 2 ครั งที่ 
4 (วันที่ 95 ในการทดลองช่วงที่ 2) (ต่อ) 

ความเข้มข้นแอมโมเนียในแต่ละระบบของความเข้มข้น (mg-N/l) 
เวลา  
(ชม.) 

5 
mg-N/l 

10 
mg-N/l 

15 
mg-N/l 

เวลา  
(ชม.) 

20 
mg-N/l 

40 
mg-N/l 

50 
mg-N/l 

0 4.10 N.A. 14.19 0 N.A. N.A. N.A. 

0.5 4.20 9.28 14.39 0.5 18.56 33.79 42.33 

1 4.01 9.13 14.06 1 18.41 33.54 41.40 
1.5 3.77 8.70 13.54 2 17.76 32.64 40.47 

2 3.53 8.32 13.13 3 16.74 31.61 N.A. 

3 2.95 7.77 12.20 4 15.67 31.18 39.52 
4 2.28 6.85 11.60 5 14.67 31.07 39.19 

6 0.94 5.41 10.06 6 13.72 30.13 38.25 
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ตารางที่ ช.5 ผลจลนพลศาสตร์แอมโมเนียของถังปฏิกรณ์ B (50 mg-N/l) ในการทดลองช่วงที่ 2 ครั ง
ที่ 1 (วันที่ 6 ในการทดลองช่วงที่ 2) 

ความเข้มข้นแอมโมเนียในแต่ละระบบของความเข้มข้น (mg-N/l) 

เวลา  
(ชม.) 

1 
mg-N/l 

2 
mg-N/l 

3 
mg-N/l 

4 
mg-N/l 

เวลา 
(ชม.) 

5 
mg-N/l 

10 
mg-N/l 

0 0.55 1.25 2.17 2.74 0 4.17 6.96 

0.25 0.25 0.67 1.43 2.07 0.5 3.27 5.40 

0.5 0.05 0.13 0.70 1.39 1 2.26 3.85 

0.75 0.00 0.005 0.008 0.76 1.5 1.36 2.25 

1 0.00 0.002 0.004 0.24 2 0.66 N.A 

2 0.00 0.00 0.00 0.003 3 0.00 0.93 

4 0.00 0.00 0.00 0.00 4 0.00 N.A. 

6 0.00 0.00 0.00 0.00 6 0.00 0.11 

 
ตารางที่ ช.5 ผลจลนพลศาสตร์แอมโมเนียของถังปฏิกรณ์ B (50 mg-N/l) ในการทดลองช่วงที่ 2 ครั ง
ที่ 1 (วันที่ 6 ในการทดลองช่วงที่ 2) (ต่อ) 

ความเข้มข้นแอมโมเนียในแต่ละระบบของความเข้มข้น (mg-N/l) 

เวลา  
(ชม.) 

15 
mg-N/l 

20 
mg-N/l 

30 
mg-N/l 

40 
mg-N/l 

50 
mg-N/l 

70 
mg-N/l 

100 
mg-N/l 

0 13.51 15.66 26.08 33.27 42.79 57.28 84.80 
0.5 12.10 15.13 25.37 32.31 41.72 N.A. N.A. 

1 N.A. 13.92 25.17 32.08 42.79 N.A. 85.95 

2 10.04 12.77 20.84 30.37 38.51 53.33 84.00 
3 8.41 N.A. 17.82 27.19 34.89 51.45 79.99 

4 5.68 9.08 17.59 24.81 32.87 48.55 77.37 

5 3.47 7.50 14.61 N.A. 33.03 47.91 75.78 
6 0.10 4.46 15.24 22.35 30.77 N.A. 71.93 
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ตารางที่ ช.6 ผลจลนพลศาสตร์แอมโมเนียของถังปฏิกรณ์ B (50 mg-N/l) ในการทดลองช่วงที่ 2 ครั ง
ที่ 2 (วันที่ 20 ในการทดลองช่วงที่ 2) 

ความเข้มข้นแอมโมเนียในแต่ละระบบของความเข้มข้น (mg-N/l) 

เวลา 
(ชม.) 

0.5 
mg-
N/l 

1 
mg-
N/l 

2 
mg-
N/l 

5 
mg-
N/l 

8 
mg-
N/l 

เวลา 
(ชม.) 

10 
mg-
N/l 

15 
mg-
N/l 

20 
mg-
N/l 

0 0.45 0.73 1.73 4.57 7.26 0 8.64 12.96 17.44 

0.25 0.16 0.40 1.69 4.42 6.23 0.5 7.56 12.14 16.52 

0.5 0.005 0.13 0.89 3.80 N.A. 1 5.83 10.14 14.68 
0.75 0.00 0.00 0.26 2.77 3.52 1.5 4.65 8.87 13.44 

1 0.00 0.00 0.04 1.53 2.32 2 3.12 7.42 11.97 
2 0.00 0.00 0.00 0.06 0.63 3 1.11 5.27 9.94 

4 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 4 0.08 3.42 7.79 

6 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 6 0.00 0.54 4.61 
 
ตารางที่ ช.6 ผลจลนพลศาสตร์แอมโมเนียของถังปฏิกรณ์ B (50 mg-N/l) ในการทดลองช่วงที่ 2 ครั ง
ที่ 2 (วันที่ 20 ในการทดลองช่วงที่ 2) (ต่อ) 

ความเข้มข้นแอมโมเนียในแต่ละระบบของความเข้มข้น (mg-N/l) 

เวลา 
(ชม.) 

25 
mg-N/l 

30 
mg-N/l 

เวลา  
(ชม.) 

40 
mg-N/l 

45 
mg-N/l 

50 
mg-N/l 

70 
mg-N/l 

100 
mg-N/l 

0 26.07 29.40 0 37.17 44.90 49.03 63.95 94.02 

0.5 23.45 29.10 0.5 36.57 45.45 47.90 63.46 93.97 

1 21.34 26.40 1 34.91 43.57 45.55 61.58 91.06 

1.5 19.54 25.06 1.5 31.02 40.68 41.94 57.50 88.28 

2 18.34 23.27 2 29.47 37.74 40.11 56.06 86.43 

3 15.78 20.51 3 27.05 35.57 38.21 53.66 84.28 

4 13.79 18.66 4 25.50 34.42 36.85 52.58 82.46 

6 10.15 14.99 6 23.76 32.38 35.16 50.97 N.A. 
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ตารางที่ ช.7 ผลจลนพลศาสตร์แอมโมเนียของถังปฏิกรณ์ B (50 mg-N/l) ในการทดลองช่วงที่ 2 ครั ง
ที่ 3 (วันที่ 47 ในการทดลองช่วงที่ 2) 

ความเข้มข้นแอมโมเนียในแต่ละระบบของความเข้มข้น (mg-N/l) 

เวลา 
(ชม.) 

0.5 
mg-
N/l 

1 
mg-
N/l 

2 
mg-
N/l 

5 
mg-
N/l 

8 
mg-
N/l 

เวลา 
(ชม.) 

10 
mg-
N/l 

12 
mg-
N/l 

15 
mg-
N/l 

0 0.45 0.77 2.19 4.85 6.71 0 7.78 10.10 12.39 

0.25 0.13 0.30 1.31 4.00 5.61 0.5 6.25 8.56 10.88 

0.5 0.02 0.09 0.91 3.18 4.94 1 4.03 6.50 9.02 
0.75 0.00 0.00 0.53 2.10 3.63 1.5 2.70 4.95 7.69 

1 0.00 0.00 0.33 1.36 2.68 2 1.19 3.36 6.02 
2 0.00 0.00 N.A. 0.45 0.27 3 0.00 1.56 4.08 

4 0.00 0.00 N.A. N.A. N.A 4 N.A. 0.04 2.34 

6 0.00 0.00 N.A. N.A. N.A. 6 N.A. N.A. 0.00 
 
ตารางที่ ช.7 ผลจลนพลศาสตร์แอมโมเนียของถังปฏิกรณ์ B (50 mg-N/l) ในการทดลองช่วงที่ 2 ครั ง
ที่ 3 (วันที่ 47 ในการทดลองช่วงที่ 2) (ต่อ) 

ความเข้มข้นแอมโมเนียในแต่ละระบบของความเข้มข้น (mg-N/l) 

เวลา 
(ชม.) 

20 
mg-N/l 

25 
mg-N/l 

30 
mg-N/l 

เวลา 
(ชม.) 

40 
mg-N/l 

50 
mg-N/l 

70 
mg-N/l 

100 
mg-N/l 

0 14.98 23.95 26.32 0 33.53 45.11 64.71 N.A. 

0.5 13.47 22.12 24.96 0.5 32.26 44.51 63.65 85.08 

1 11.44 18.76 23.10 1 30.42 41.32 61.48 81.41 

1.5 10.49 17.53 21.21 2 27.41 39.25 58.20 78.30 

2 9.18 15.49 19.53 3 25.42 37.10 56.18 77.02 

3 7.22 13.36 17.56 4 22.83 35.16 53.65 74.57 

4 5.06 11.12 15.25 5 21.48 33.61 52.13 74.75 

6 2.72 9.47 12.51 6 19.82 31.75 51.28 71.56 
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ตารางที่ ช.8 ผลจลนพลศาสตร์แอมโมเนียของถังปฏิกรณ์ B (50 mg-N/l) ในการทดลองช่วงที่ 2 ครั ง
ที่ 4 (วันที่ 95 ในการทดลองช่วงที่ 2) 

ความเข้มข้นแอมโมเนียในแต่ละระบบของความเข้มข้น (mg-N/l) 

เวลา (ชม.) 0.5 
mg-N/l 

1 
mg-N/l 

2 
mg-N/l 

4 
mg-N/l 

5 
mg-N/l 

เวลา 
(ชม.) 

10 
mg-N/l 

0 0.36 0.64 1.59 3.29 4.51 0 8.37 
0.25 0.17 0.43 1.11 2.80 3.17 0.5 6.56 

0.5 0.00 0.13 0.37 1.45 1.92 1 3.66 

0.75 0.00 0.00 0.06 1.17 0.96 1.5 2.44 
1 0.00 0.00 0.00 0.44 0.32 2 0.91 

2 N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. 3 0.00 

4 N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. 5 0.00 
6 N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. 6 N.A. 

 
ตารางที่ ช.8 ผลจลนพลศาสตร์แอมโมเนียของถังปฏิกรณ์ B (50 mg-N/l) ในการทดลองช่วงที่ 2 ครั ง
ที่ 4 (วันที่ 95 ในการทดลองช่วงที่ 2) (ต่อ) 

ความเขม้ขน้แอมโมเนียในแต่ละระบบของความเขม้ขน้ (mg-N/l) 
เวลา  
(ชม.) 

15 
mg-N/l 

20 
mg-N/l 

30 
mg-N/l 

40 
mg-N/l 

50 
mg-N/l 

70 
mg-N/l 

100 
mg-N/l 

0 13.51 16.51 29.59 37.61 50.24 71.08 94.47 
0.5 10.36 13.93 26.66 35.79 47.14 69.21 93.69 

1 8.34 12.09 24.43 34.09 44.05 67.94 90.78 

1.5 6.78 10.57 23.44 31.88 42.44 65.58 89.16 

2 5.40 9.28 21.40 30.20 40.57 63.87 87.31 
3 3.48 7.21 20.09 27.28 38.47 63.17 85.72 

5 0.45 4.62 15.63 25.87 35.99 60.46 83.35 

6 N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. 
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ภาผนวก ซ 
ผลการศึกษาพารามิเตอร์ทางจลนพลศาสตร์ของ จุลินทรีย์กลุ่มไนไตรท์ออกซิไดซิ่ง ในการ

ทดลองช่วงที่ 2 โดยน้าตัวกลางพลาสติก 100 ml ที่ผ่านการบ่มจากถังปฏิกรณ์ A (50 mg-N/l) และ 
ถังปฏิกรณ์ B (1 mg-N/l) มาใส่ในแก้วพลาสติกแล้วเติมน ้าเสียสังเคราะห์ที่มีความเข้มข้น แอมโมเนีย 
หรือ ไนไตรท์ท่ีแตกต่างกันจนมีปริมาตร 300 ml ท้าการปรับ pH ด้วย NaOH และ NaHCO3 ท้าการ
ทดลองในแต่ละชุด 1 ซ ้า แล้วจึงท้าการวิเคราะห์ค่า ไนไตรท์ โดยท้าการทดลอง 4 ครั ง ในวันที่ 6, 20, 
47 และ ของการทดลองช่วงที่ 2 ผลการทดลองของถังปฏิกรณ์ A (1 mg-N/l) แสดงในตารางที่ ซ.1 
ถึงตารางที่ ซ.4 และถังปฏิกรณ์ B (50 mg-N/l) แสดงในตารางที่ ซ.5 ถึงตารางที่ ซ.8 
 
ตารางที่ ซ.1 ผลจลนพลศาสตร์ไนไตรท์ของถังปฏิกรณ์ A (1 mg-N/l) ในการทดลองช่วงที่ 2 ครั งที่ 1 
(วันที่ 6 ในการทดลองช่วงที่ 2) 

ความเข้มข้นไนไตรท์ในแต่ละระบบของความเข้มข้น (mg-N/l) 

เวลา (ชม.) 0.5 
mg-N/l 

1 
mg-N/l 

2 
mg-N/l 

เวลา (ชม.) 5 
mg-N/l 

8 
mg-N/l 

0 0.31 0.65 1.91 0 3.71 6.15 

0.25 0.22 0.41 1.68 0.5 3.24 5.51 
0.5 0.19 0.30 1.28 1 3.21 N.A. 

0.75 0.11 0.22 1.09 1.5 N.A. 4.31 

1 0.05 0.07 0.63 2 2.74 3.15 
2 0.00 0.00 0.06 3 0.69 1.01 

4 0.00 0.00 0.00 4 0.00 0.00 
6 0.01 0.00 0.00 6 0.00 0.00 
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ตารางที่ ซ.1 ผลจลนพลศาสตร์ไนไตรท์ของถังปฏิกรณ์ A (1 mg-N/l) ในการทดลองช่วงที่ 2 ครั งที่ 1 
(วันที่ 6 ในการทดลองช่วงที่ 2) (ต่อ) 

ความเข้มข้นไนไตรท์ในแต่ละระบบของความเข้มข้น (mg-N/l) 

เวลา  
(ชม.) 

10 
mg-N/l 

15 
mg-N/l 

20 
mg-N/l 

25 
mg-N/l 

30 
mg-N/l 

40 
mg-N/l 

0 6.67 10.23 13.55 N.A. 24.58 42.73 
0.5 6.15 9.83 N.A.  18.65 N.A 38.51 

1 5.82 9.51 10.62 18.44 24.03 36.37 

1.5 4.73 8.16 N.A. 16.45 24.70 N.A. 
2 3.61 7.85 9.01 12.44 22.46 33.84 

3 0.54 5.44 8.15 11.72 21.91 31.13 

4 0.00 2.25 6.99 10.41 17.78 26.33 
6 0.00 0.11 3.52 8.27 13.68 21.82 
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ตารางที่ ซ.2 ผลจลนพลศาสตร์ไนไตรท์ของถังปฏิกรณ์ A (1 mg-N/l) ในการทดลองช่วงที่ 2 ครั งที่ 2 
(วันที่ 20 ในการทดลองช่วงที่ 2) 

ความเข้มข้นไนไตรท์ในแต่ละระบบของความเข้มข้น (mg-N/l) 

เวลา 
(ชม.) 

0.5 
mg-
N/l 

1 
mg-
N/l 

2 
mg-
N/l 

เวลา 
(ชม.) 

8 
mg-
N/l 

เวลา 
(ชม.) 

15 
mg-
N/l 

25 
mg-
N/l 

35 
mg-
N/l 

40 
mg-
N/l 

0 0.53 1.12 1.83 0 7.35 0 12.93 22.71 32.09 35.36 

0.25 0.52 1.11 1.83 0.5 7.27 0.5 12.84 22.63 32.03 34.92 

0.5 0.51 N.A. 1.81 1 7.16 1 12.80 22.50 31.83 34.82 
0.75 0.49 1.08 1.79 1.5 7.10 2 12.76 22.25 31.74 34.67 

1 0.48 1.02 1.79 2 6.96 3 12.72 21.96 31.59 34.43 
2 0.42 0.81 1.70 3 6.82 4 N.A. N.A. 31.36 34.24 

4 0.21 0.46 1.27 4 6.64 5 12.69 21.74 31.09 N.A. 

6 0.20 0.13 0.81 6 6.38 6 N.A. N.A. N.A. 33.14. 
 

ตารางที่ ซ.3 ผลจลนพลศาสตร์ไนไตรท์ของถังปฏิกรณ์ A (1 mg-N/l) ในการทดลองช่วงที่ 2 ครั งที่ 3 
(วันที่ 47 ในการทดลองช่วงที่ 2) 

ความเข้มข้นไนไตรท์ในแต่ละระบบของความเข้มข้น (mg-N/l) 
เวลา 
(ชม.) 

0.2 
mg-
N/l 

0.5 
mg-
N/l 

1 
mg-
N/l 

เวลา 
(ชม.) 

2 
mg-
N/l 

5 
mg-
N/l 

8 
mg-
N/l 

10 
mg-
N/l 

12 
mg-
N/l 

15 
mg-
N/l 

25 
mg-
N/l 

0 N.A. 0.39 0.78 0 N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. 

0.25 0.19 0.38 0.84 0.5 1.71 4.30 N.A N.A. 11.43 14.36 22.22 
0.5 0.20 0.42 0.84 1 1.63 4.31 N.A. N.A. 11.39 14.17 22.51 

0.75 0.20 0.40 N.A. 1.5 1.62 4.32 N.A. 9.46 11.33 N.A. N.A. 

1 0.20 0.41 0.82 2 1.55 4.26 7.16 9.52 11.27 14.00 22.30 
2 0.17 0.31 0.76 3 1.43 4.11 7.08 9.46 11.19 13.85 22.38 

4 0.05 0.07 0.48 4 1.23 4.00 6.96 9.36 11.11 N.A. 22.25 
6 0.00 0.01 0.21 6 0.86 3.66 6.67 8.99 10.56 13.53 21.97 
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ตารางที่ ซ.4 ผลจลนพลศาสตร์ไนไตรท์ของถังปฏิกรณ์ A (1 mg-N/l) ในการทดลองช่วงที่ 2 ครั งที่ 3 
(วันที่ 47 ในการทดลองช่วงที่ 2) 

ความเข้มข้นไนไตรท์ในแต่ละระบบของความเข้มข้น (mg-N/l) 

เวลา 
(ชม.) 

0.1 
mg-
N/l 

0.2 
mg-
N/l 

0.5 
mg-
N/l 

3 
mg-
N/l 

4 
mg-
N/l 

5 
mg-
N/l 

เวลา 
(ชม.) 

10 
mg-
N/l 

15 
mg-
N/l 

20 
mg-
N/l 

30 
mg-
N/l 

0 N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. 0 N.A. N.A. N.A. N.A. 

0.5 N.A. 0.27 0.50 2.89 3.59 4.73 0.5 9.25 14.08 19.51 28.90 
1 0.09 0.26 0.49 2.86 3.56 4.74 1 9.03 14.10 19.44 29.01 

2 0.08 0.24 0.41 2.76 3.57 4.63 2 8.92 14.18 19.41 28.28 

3 0.04 0.18 0.29 2.64 3.46 4.56 4 8.56 14.12 19.04 27.97 

4 0.03 0.09 0.15 2.53 3.33 4.36 6 8.21 13.28 18.59 N.A 

6 0.04 0.00 0.00 2.05 2.95 3.88 8 7.75 13.06 17.46 26.21 
8 N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. 10 7.43 N.A. N.A N.A 
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ตารางที่ ซ.5 ผลจลนพลศาสตร์ไนไตรท์ของถังปฏิกรณ์ B (50 mg-N/l) ในการทดลองช่วงที่ 2 ครั งที่ 
1 (วันที่ 6 ในการทดลองช่วงที่ 2) 

ความเข้มข้นไนไตรท์ในแต่ละระบบของความเข้มข้น (mg-N/l) 

เวลา 
(ชม.) 

0.2 
mg-N/l 

0.5 
mg-N/l 

1 
mg-N/l 

2 
mg-N/l 

5 
mg-N/l 

8 
mg-N/l 

0 0.24 0.30 0.60 1.43 3.34 5.71 

0.25 0.20 0.29 0.57 1.40 3.39 5.02 

0.5 0.12 0.18 0.39 1.20 3.33 4.36 

0.75 0.05 0.08 0.21 0.95 3.01 3.78 

1 0.02 0.03 N.A. 0.11 1.55 2.64 

2 0.00 0.00 0.01 0.19 0.75 1.03 

4 0.00 0.00 0.00 0.01 0.05 0.18 

6 0.00 0.01 0.00 0.00 0.03 0.02 

 

ตารางที่ ซ.5 : ผลจลนพลศาสตร์ไนไตรทข์องถังปฏิกรณ์ B(50 mg-N/l) ในการทดลองช่วงที่ 2 ครั งที่ 
1 (วันที่ 6 ในการทดลองช่วงที่ 2) (ต่อ) 

ความเข้มข้นไนไตรท์ในแต่ละระบบของความเข้มข้น (mg-N/l) 
เวลา 
(ชม.) 

10 
mg-
N/l 

12 
mg-
N/l 

15 
mg-
N/l 

17 
mg-
N/l 

20 
mg-
N/l 

เวลา  
(ชม.) 

25 
mg-
N/l 

30 
mg-
N/l 

40 
mg-
N/l 

0 7.70 9.79 14.09 15.10 16.87 0 21.00 23.60 31.99 

0.5 6.98 9.34 13.21 14.24 15.61 0.5 21.07 23.15 32.91 

1 5.94 8.72 12.24 12.97 14.90 1 20.97 23.22 31.43 

1.5 5.28 8.12 11.56 12.80 14.20 1.5 N.A. 22.36 27.07 
2 4.72 7.89 10.91 12.13 N.A. 2 18.57 19.44 N.A. 

3 2.71 6.15 8.68 9.56 10.89 3 17.87 16.13 26.29 
4 1.67 4.33 6.16 5.97 7.89 4 16.02 14.69 24.88 

6 0.43 1.26 1.70 1.74 2.71 6 15.07 11.23 23.67 
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ตารางที่ ซ.6 ผลจลนพลศาสตร์ไนไตรท์ของถังปฏิกรณ์ B (50 mg-N/l) ในการทดลองช่วงที่ 2 ครั งที่ 
2 (วันที่ 20 ในการทดลองช่วงที่ 2) 

ความเข้มข้นไนไตรท์ในแต่ละระบบของความเข้มข้น (mg-N/l) 

เวลา 
(ชม.) 

0.5 
mg-N/l 

1 
mg-N/l 

2 
mg-N/l 

5 
mg-N/l 

เวลา 
(ชม.) 

8 
mg-N/l 

10 
mg-N/l 

0 0.39 0.57 1.55 3.12 0 6.19 6.08 
0.25 0.12 0.32 1.03 3.03 0.5 4.64 5.56 

0.5 0.02 0.06 0.31 2.34 1 2.45 4.32 

0.75 0.01 0.01 0.03 1.06 1.5 0.58 2.31 
1 0.00 0.00 0.00 0.26 2 0.03 0.34 

2 0.00 0.00 0.00 0.00 3 0.00 0.05 

4 0.00 0.00 0.00 0.00 4 0.00 0.00 

6 0.00 0.00 0.00 0.00 6 0.00 0.00 

 

ตารางที่ ซ.6 ผลจลนพลศาสตร์ไนไตรท์ของถังปฏิกรณ์ B (50 mg-N/l) ในการทดลองช่วงที่ 2 ครั งที่ 
2 (วันที่ 20 ในการทดลองช่วงที่ 2) 

ความเข้มข้นไนไตรท์ในแต่ละระบบของความเข้มข้น (mg-N/l) 

เวลา 
(ชม.) 

15 
mg-N/l 

20 
mg-N/l 

25 
mg-N/l 

30 
mg-N/l 

เวลา 
(ชม.) 

35 
mg-N/l 

40 
mg-N/l 

0 12.32 16.29 20.66 23.05 0 29.44 31.55 

0.5 10.72 14.91 18.41 21.35 0.5 27.95 29.88 
1 8.38 12.75 16.31 18.89 1 25.93 29.12 

1.5 5.35 10.47 14.14 16.38 2 22.06 24.40 

2 3.07 7.12 11.07 12.94 3 17.90 19.71 
3 0.08 3.00 5.82 7.34 4 12.68 14.58 

4 0.00 0.13 1.14 1.79 5 8.23 10.45 
6 0.00 0.00 0.00 0.06 6 2.95 5.04 
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ตารางที่ ซ.7 ผลจลนพลศาสตร์ไนไตรท์ของถังปฏิกรณ์ B (50 mg-N/l) ในการทดลองช่วงที่ 2 ครั งที่ 
3 (วันที่ 47 ในการทดลองช่วงที่ 2) 

 
ตารางที่ ซ.7 ผลจลนพลศาสตร์ไนไตรท์ของถังปฏิกรณ์ B (50 mg-N/l) ในการทดลองช่วงที่ 2 ครั งที่ 
3 (วันที่ 47 ในการทดลองช่วงที่ 2) (ต่อ) 

ความเข้มข้นไนไตรท์ในแต่ละระบบของความเข้มข้น (mg-N/l) 

เวลา  
(ชม.) 

20 
mg-N/l 

25 
mg-N/l 

เวลา  
(ชม.) 

30 
mg-N/l 

40 
mg-N/l 

50 
mg-N/l 

100 
mg-N/l 

0 23.25 26.61 0 33.90 33.85 43.15 86.36 

0.5 22.03 25.41 0.5 32.31 32.72 41.41 85.56 
1 19.55 23.78 1 30.92 30.97 39.81 83.70 

1.5 N.A. 20.77 2 26.77 26.89 N.A. N.A. 
2 16.25 18.32 3 25.01 24.51 31.75 77.37 

3 12.38 17.25 4 20.28 19.23 28.54 74.92 

4 8.30 12.50 5 17.10 16.40 22.60 71.99 
6 1.60 5.20 6 12.00 11.40 20.41 69.61 

 
 

ความเข้มข้นไนไตรท์ในแต่ละระบบของความเข้มข้น (mg-N/l) 

เวลา 
(ชม.) 

0.5 
mg-N/l 

1 
mg-N/l 

2 
mg-N/l 

5 
mg-N/l 

เวลา 
(ชม.) 

8 
mg-N/l 

10 
mg-N/l 

15 
mg-N/l 

0 0.46 0.83 1.63 4.18 0 6.77 8.38 17.82 

0.25 0.26 0.60 1.07 3.50 0.5 5.55 6.65 16.24 

0.5 0.13 0.40 0.63 2.84 1 3.91 4.47 14.92 

0.75 0.05 0.20 0.28 2.12 1.5 2.72 2.81 13.38 

1 0.02 0.08 0.09 1.44 2 1.40 1.08 11.60 

2 0.00 0.01 0.00 0.11 3 0.14 0.02 8.33 

4 0.00 0.00 0.00 0.00 4 0.00 0.00 4.82 

6 0.00 0.00 0.00 0.00 6 0.00 0.00 0.40 
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ตารางที่ ซ.8 ผลจลนพลศาสตร์ไนไตรท์ของถังปฏิกรณ์ B (50 mg-N/l) ในการทดลองช่วงที่ 2 ครั งที่ 
4 (วันที่ 95 ในการทดลองช่วงที่ 2) 

ความเขม้ขน้ไนไตรทใ์นแต่ละระบบของความเขม้ขน้ (mg-N/l) 
เวลา 
(ชม.) 

0.5 
mg-
N/l 

1 
mg-
N/l 

2 
mg-
N/l 

5 
mg-
N/l 

8 
mg-
N/l 

เวลา 
(ชม.) 

10 
mg-
N/l 

12 
mg-
N/l 

15 
mg-N/l 

0 0.45 0.77 1.57 4.04 7.05 0 8.46 10.67 12.69 

0.25 0.17 0.37 0.80 3.24 5.97 0.5 5.60 7.77 10.56 

0.5 0.05 0.15 0.29 2.47 5.05 1 3.07 5.44 8.16 

0.75 0.02 0.05 0.08 1.71 4.28 1.5 1.11 3.34 6.01 

1 0.01 0.02 0.01 1.03 3.36 2 0.13 1.21 3.45 

2 0.00 0.01 0.00 0.08 0.62 3 0.00 0.04 0.25 

4 N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. 5 N.A. N.A. N.A. 

6 N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. 6 N.A. N.A. N.A. 

 
ตารางที่ ซ.8 ผลจลนพลศาสตร์ไนไตรท์ของถังปฏิกรณ์ B (50 mg-N/l) ในการทดลองช่วงที่ 2 ครั งที่ 
4 (วันที่ 95 ในการทดลองช่วงที่ 2) (ต่อ) 

ความเข้มข้นไนไตรท์ในแต่ละระบบของความเข้มข้น (mg-N/l) 
เวลา  
(ชม.) 

20 
mg-N/l 

25 
mg-N/l 

30 
mg-N/l 

40 
mg-N/l 

50 
mg-N/l 

100 
mg-N/l 

0 17.85 21.64 24.34 34.34 41.18 82.71 

0.5 14.91 19.30 22.05 31.19 38.22 81.44 

1 12.10 17.07 18.26 27.90 35.76 80.31 
1.5 9.59 14.54 17.08 26.00 33.28 77.98 

2 6.66 11.79 14.70 22.89 29.84 75.59 

3 1.91 6.69 9.46 17.65 24.68 71.54 

5 N.A. N.A. N.A. 5.38 12.02 60.90 
6 N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. 
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