
บทท่ี 3 
 

วิธีดําเนินงานวิจัย 
 

3.1 สารเคมีและวัสดุอุปกรณ 
 

3.1.1 สารเคมี 
 

1) โพแทสเซียมไดโครเมต (K2Cr2O7) 
  2) กรดซัลฟูริค (H2SO4) 
  3) ปรอทซัลเฟต (HgSO4) 
  4) ซิลเวอรซัลเฟต (Ag2SO4) 
  5) เฟอรัสแอมโมเนียมซัลเฟต ([Fe (NH4)2(SO4)2.6H2O]) 
  6) 1, 10-ฟแนนโทรลีนโมโนไฮเดรต (C12H8N2.H2O) 
  7) เฟอรัสซัลเฟต (FeSO4.7H2O) 
  8) โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH)  
  9) โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) 
  10) ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4) 
  11) ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟตเฮปตาไฮเดรต (Na2HPO4.7H2O) 
  12) แอมโมเนียมคลอไรด (NH4Cl) 
  13) แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตาไฮเดรต (MgSO4.7H2O) 
  14) แอนไฮดรัสแคลเซียมคลอไรด (anhydrous CaCl2) 
  15) เฟอรริกคลอไรดเฮกซาไฮเรต (FeCl3.6H2O) 
 

 3.1.2 วัสดุอุปกรณ 
 

  1) เตายอยสาร (COD Reactor) 
  2) ตูอบ (Oven) 
  3) เครื่องวัดคาความเปนกรดดาง (pH Meter) 
  4) ตูดูดความช้ืน (Desiccator) 
  5) เครื่องช่ังน้ําหนักดิจิตอล ทศนิยม 4 ตําแหนง (Analytical Balance) 
  6) เครื่องดูดอากาศ (Suction pump) 
  7) กรวยบุชเนอร 
  8) เตาใหความรอน (Hotplate) 
  9) เครื่องจายลม 
  10) ตูบมเช้ือ (BOD Incubator)  

11) เครื่องวิ เคราะหกาซชีวภาพแบบพกพา (Portable Biogas Analyzer)  
รุน COMBIMASS GA-M 

  12) อุปกรณวัดแกสโดยใชหลักการแทนท่ีน้ํา 
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3.2 น้ํากากสา (Molasses wastewater) 
 
 ในการศึกษาครั้งนี้ใชน้ํากากสาจากโรงงานผลิตเอทานอล อยูท่ีจังหวัดราชบุรีโดยเก็บตัวอยางน้ํา
จากบริเวณทางน้ําเขาระบบ UASB1 และเก็บรักษาสภาพไวท่ีอุณหภูมิตํ่ากวา 4 องศาเซลเซียส เพื่อยับยั้ง
การทํางานของแบคทีเรีย น้ําตัวอยางดังกลาวถูกทําการวิเคราะหคุณสมบัติตางๆไดแก ความเปนกรดดาง 
(pH) บีโอดี (Biochemical Oxygen Demand : BOD) ซีโอดี (Chemical Oxygen Demand : COD) 
ของแข็งท้ังหมด (Total Solids : TS) ของแข็งท้ังหมดระเหย (Total Volatile Solids : TVS) ของแข็งท่ี
ละลายไดท้ังหมด (Total Dissolved Solids : TDS) ของแข็งแขวนลอย (Suspended Solids : SS)  
เจลดาลห ไนโตรเจนท้ังหมด (Total Kjeldahl Nitrogen : TKN) คลอไรด (Chlorides) ฟอสฟอรัส 
(Phosphorus)  โพแทสเซี ยม  ( Potassium)  แคล เซี ยม  ( Calcium)  แมกนี เ ซี ย ม  (Magnesium)  
โดยวิเคราะหตามวิธีมาตรฐาน (APHA, 2005) แสดงดังตารางท่ี 3.1 
 
ตารางท่ี 3.1 การวิเคราะหคุณสมบัติน้ํากากสาจากโรงงานราชบุรีเอทานอล 

ดัชนีช้ีวัด วิธีวิเคราะห 

ความเปนกรดดาง (pH) pH meter 

บีโอดี บม 5 วัน อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส 

ซีโอดี Closed reflux, Titrate method 

ของแข็งท้ังหมด อังไอน้ํา 

ของแข็งท้ังหมดระเหย เผาท่ี 550 องศาเซลเซียส 

ของแข็งท่ีละลายไดท้ังหมด อังไอน้ํา 

ของแข็งแขวนลอย กรองดวยกระดาษ GF/C อบท่ี 105 องศาเซลเซียส 

ไนโตรเจนท้ังหมด Kjeldahl Titration method 

คลอไรด Argentometric method 

ฟอสฟอรัส Ascorbic acid method 

โพแทสเซียม AAS direct air-acetylene flame method 

แคลเซียม AAS direct air-acetylene flame method 

แมกนีเซียม AAS direct air-acetylene flame method 
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3.3 เม็ดตะกอนจุลินทรียและการทดสอบ SMA (Specific Methanogenic Activity) 
 

ในการศึกษาครั้งนี้ใชเม็ดตะกอนจุลินทรียจากโรงงานเดียวกันกับของตัวอยางน้ําเสีย อยูท่ีจังหวัด

ราชบุรีโดยเก็บจากระบบ UASB1 และนํามาเก็บรักษาดวยการหลอน้ําเสียขาออก (Effluent) จากระบบ 

UASB1 เพื่อใชใหเปนสารอาหารของตะกอนเช้ือกอนนํามาทดสอบในข้ันตอนตอไป   

 
3.3.1 ศึกษาคุณสมบัติของเม็ดตะกอนจุลินทรียในระบบ UASB  
 

ทําการวิเคราะหคุณสมบัติของเม็ดตะกอนจุลินทรียโดยมีดัชนีตาง ๆ ไดแก คาความเปน

กรด-ดาง (pH) คาความช้ืน (Moisture) คาของแข็งท้ังหมด (Total Solids) คาของแข็งระเหยงาย 

(Volatile Solids) และคาของแข็งแขวนลอย (Suspended Solids) โดยการวิเคราะหดังกลาวทําตามวิธี

มาตรฐาน APHA, 2005 

 
3.3.2 การหาขนาดของเม็ดตะกอนจุลินทรีย 
 

ทําการวิเคราะหหาขนาดของเม็ดตะกอนจุลินทรีย (Granular sludge) ซึ่งไดมีการดัดแปลง 

วิธีการหาขนาดของเม็ดตะกอนจุลินทรียจากมาตรฐานการทดสอบการหาขนาดของดินดวยตะแกรง 

ของสํานักวิจัยและพัฒนากรมชลประทาน (กรมชลประทาน, 2558) ใชเม็ดตะกอนจุลินทรีย 100 กรัม และ

ใชตะแกรงวัดขนาด (Sieve Size) 0.5, 1, 2 และ 4 มิลลิเมตร โดยมีวิธีการดังนี้ 

1) เตรียมตัวอยางเม็ดตะกอนจุลินทรีย โดยผสมตัวอยางใหเขากันเพื่อเปนตัวแทน 

ของท้ังหมด แลวนําตัวอยางไปช่ังใหไดปริมาณ 100 กรัม แสดงดังภาพท่ี 3.1 

2) นําตะแกรงวัดขนาด (Sieve Size) แตละขนาดไปช่ังน้ําหนักกอนการทดลองและบันทึก

คา จากนั้นนําตะแกรงมาวางซอนกันโดยวางตะแกรงขนาดเล็กไปหาใหญ จากลางข้ึนบนแสดง 

ดังภาพท่ี 3.2 

3) นําตัวอยางเม็ดตะกอนจุลินทรียท่ีเตรียมไวเทใสตะแกรงดานบนสุด ใชน้ํากล่ันฉีดแสดงดัง

ภาพท่ี 3.5 

4) นําตะแกรงแตละขนาดไปช่ังน้ําหนักหลังการทดลอง บันทึกคา 
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ภาพท่ี 3.1 การช่ังตัวอยางตะกอน 100 กรัม 

 
 

ภาพท่ี 3.2 การนําตะแกรงวัดขนาด (Sieve Size) แตละขนาดไปช่ังน้ําหนักกอนการทดลอง 
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ภาพท่ี 3.3 การนําตะแกรงมาวางซอนกันวางตะแกรงขนาดเล็กไปหาใหญจากลางข้ึนบน 
 

 

 
 

ภาพท่ี 3.4 การนําตัวอยางเม็ดตะกอนท่ีช่ังไวเทใสตะแกรงวัดขนาดและใชน้ํากล่ันฉีดไล 
 
3.3.3 การทดสอบ SMA (Specific Methanogenic Activity) 
 

 การศึกษาความสามารถในการผลิตกาซชีวภาพจากตะกอนจุลินทรีย (Granular Sludge)  

ของระบบบําบัดน้ําเสียแบบ UASB ในโรงงานราชบุรีเอทานอล ทําการศึกษาเพื่อหาความสามารถของ

ตะกอนเช้ือจุลินทรียกอนนําไปทดลองในข้ันตอนตอไปของการศึกษา โดยการทดสอบจะทําการแปรผันคา

สัดสวนอาหารตอเช้ือ (F/M Ratio) ในขวด Serum vial ท่ีสัดสวน F/M ratio ท่ี 0.5 และ 1 ของ

สารอาหารกลูโคสและกรดอะซิติก โดยปริมาณตะกอนเช้ือคํานวณจากคาสารแขวนลอยระเหยงาย (VSS) 

การทดสอบประสิทธิภาพการเกิดกาซชีวภาพของตะกอนจุลินทรีย (Granular Sludge) ใชตะกอนจุลินทรีย 

1 gVSS ทุกการทดลอง ทําการทดลองท้ังหมด 4 ตัวอยางการทดลอง ดังแสดงในตารางท่ี 3.2  
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ตารางท่ี 3.2 แสดงตัวอยางการทดลอง ชนิดของอาหารเล้ียงเช้ือ และคาสัดสวนอาหารตอเช้ือในขวด 

 

ตัวอยางการทดลองท่ี ชนิดของอาหารเลี้ยงเช้ือ คาสัดสวนอาหารตอเช้ือในขวด (F/M Ratio) 
1 กลูโคส 0.5 
2 กลูโคส 1 
3 กรดอะซิติก 0.5 
4 กรดอะซิติก 1 

 
โดยทําการทดลองในขวดไวแอล (Vial) ขนาด 100 มิลลิลิตร  แตละตัวอยางการทดลอง ทํา

การทดลองตัวอยางการทดลองละ 3 ซ้ํา รวมท้ังส้ินจํานวน 12 ตัวอยางการทดลอง โดยดําเนินการทําการ

ทดลองเปนเวลาอยางนอย 20 วันหรือจนกวากาซชีวภาพจะอยูในระดับสมดุล ขณะดําเนินการทดลอง ทํา

การวัดปรมิาณกาซชีวภาพสะสมทุกวันดวยวิธีการแทนท่ีน้ําและวิเคราะหกาซชีวภาพสัปดาหละ 1 ครั้ง ดวย

เครื่องวิเคราะหกาซชีวภาพ Gas Analyzer Portable ยื่หอ Binder GmbH รุน COMBIMASS GA-m 

ประเทศเยอรมัน  

 
3.4 ระบบถังปฎิกรณ UASB 
 
 ใชแบบจําลองถังปฏิกิริยา UASB ระดับหองปฏิบัติการจํานวน 2 ถัง ทําจากแผนอะคริลิค 

สีใส (acrylic price) ทรงส่ีเหล่ียม กวาง 15 เซนติเมตร ยาว 15 เซนติเมตร มีพื้นท่ีหนาตัด 225  

ตารางเซนติเมตร สูง 58 เซนติเมตร ปริมาตรใชงานรวมถังละ 10 ลิตร (0.01305 ลูกบาศกเมตร)  

ในถังแยกเปน 2 สวน สวนลางเปนสวนทําปฏิกิริยา มีปริมาตร 7.110 ลิตร  สวนบนเปนสวนแยกกาซ 

(GSS) น้ําเขาจากดานลางของถังปฏิกิริยาผานกอก 3 กอก ดวยแรงดันจากปม มีจุดเก็บตัวอยาง 3 จุด คือ 

จุดเก็บน้ําออกท่ีความสูง 48 เซนติเมตร จุดเก็บตะกอนท่ีความสูง 12 เซนติเมตร และมีจุดเก็บตัวอยางกาซ

อยูดานบนสุดของถัง ลักษณะของถังปฏิกิริยา UASB ดังภาพท่ี 3.7 ในการวัดปริมาณกาซจะใชอุปกรณ 

วัดกาซ (Gas counter) ซึ่งมีลักษณะเปนทรงส่ีเหล่ียมปริมาตร 6 ลิตร แสดงดังภาพท่ี 3.6  

 ในการเดินระบบจะใชระบบแบบ Semi Continuous โดยทําการปอนน้ําเขาระบบวันละครั้ง  

แลวปลอยใหน้ํารีไซเคิลในระบบ 24 ช่ังโมง ซึ่งการเดินระบบจะควบคุมเวลาเดินระบบดวย Timer  

โดยทําการเดินระบบ 45 นาที และหยุด 15 นาที  
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ภาพท่ี 3.5 อุปกรณวัดกาซ (Gas counter) 
 
 

 

 
 

ภาพท่ี 3.6 ถังปฏกิรณ UASB ระดับหองปฏิบัติการ 
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ภาพท่ี 3.7 แผนผังการทํางานของชุดการทดลองระบบ UASB ระดับหองปฏิบัติการ 

     หมายเหตุ  1. ถังปฏิกรณ UASB 
  2. ช้ันตะกอน (Sludge bed) 
  3. ชุดแยกกาซและตะกอน (gas – solid separation) 
  4. ทอนํากาซ 
  5. อุปกรณวัดปริมาตรกาซ (gas counter) 
  6. ทอหมุนเวียนน้ํา (Recycle) 
  7. ถังน้ําขาเขา (Influent tank) 
  8. ถังน้ําขาออก (Effluent tank) 
  9. จุดเก็บตะกอน 
  10. ระดับน้ําในถังปฏิกรณ 

 
3.5 การเดินระบบถังปฏิกรณ UASB (Operation system) 
 
 3.5.1 การเร่ิมตนระบบ (startup)  
 

 ใชตะกอนความเขมขนเริ่มตนของคาของแข็งแขวนลอยประมาณ 110 กรัมตอลิตร  

เมื่อวิเคราะหคาของแข็งแขวนลอยระเหยมีคาประมาณรอยละ 90 ซึ่งมีคาคํานวณเทากับ  99 กรัมตอลิตร 

นําตะกอนดังกลาวมาใสลงในถังปฏิกิริยาประมาณรอยละ 20 ของถังปฏิกรณเทากับปริมาณ 2 ลิตร 

จากปริมาตรถัง 10 ลิตร แลวนําน้ําเสียขาออกท่ีมาจากโรงงานราชบุรีเอทานอล มาทําการเดินระบบเพื่อ 

ใหตะกอนปรับสภาพกับน้ําเสียเปนเวลา 7 วัน จึงเริ่มทําการทดลอง 

P

7 8

58 cm

15 cm

48 cm

12 cm

12 cm

61

10

9

5

4

3

2
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ทําการเตรียมน้ําเสีย โดยนําน้ําเสียต้ังท้ิงไวใหตกตะกอนประมาณ 7 วัน จากนั้นแยกตะกอน

ออกดวยการต้ังท้ิงไวในตะกอนจมตัว หลังจากนั้นทําการแยกตะกอนกับน้ําเสียออกจากกัน ตะกอนน้ําเสีย 

ท่ีแยกไดจะถูกเก็บไวเพื่อใชในการทดลองข้ันตอไป น้ําเสียท่ีถูกแยกตะกอนแลวไดทําการเจือจางดวยน้ํากล่ัน

ใหเหลือคาซีโอดีตลอดการทดลองประมาณ 16,000 มิลลิกรัมตอลิตรเพื่อใชในการทดลองข้ึนตอไป 

 
 3.5.2 การทดสอบประสิทธิภาพของ UASB ท่ีภาระบรรทุกสารอินทรียตางๆ  
 

ทําการทดลองโดยใชน้ําเสียขาเขาท่ีแยกสารแขนลอยออก มีคาซีโอดีประมาณ 16,000 

มิลลิกรัมตอลิตร ปอนเขาระบบท่ีอัตราคาภาระบรรทุกสารอินทรีย (Organic loading Rate; OLR) ท่ี 2 

กรัมซีโอดีตอลิตรปริมาตรถังปฏิกิริยาท้ัง 2 ถังปฏิกิริยาคือ UASB-C ท่ีเปนถังควบคุม และ UASB-T ท่ีเปน

ถังทดสอบ โดยทําการปอนน้ําเสีย 0.9 ลิตรตอวันท่ีอัตราการการไหลอยูท่ี 0.3 ลิตรตอช่ัวโมง มีระยะเวลาใน

การกักเก็บ (Hydraulic Retention Time; HRT) ประมาณ 7 วัน เดินระบบจนประสิทธิภาพในการกําจัดซี

โอดีเริ่มคงท่ี จากนั้นในถัง UASB-T ทําการปอนน้ําเสียเพิ่มข้ึนท่ี OLR เปน 4 กรัมซีโอดีตอลิตรปริมาตรถัง

ปฏิกิริยาโดยทําการปอนน้ําเสียเปน 1.8 ลิตรตอวันท่ีอัตราการไหล 0.3 ลิตรตอช่ัวโมง ระยะเวลากักเก็บ 

3.5 วัน ในขณะท่ี UASB-C ยังคงปอนน้ําเสียท่ีอัตราเดิมคือ 2 กรัมซีโอดีตอลิตรปริมาตรถังปฏิกิริยาเพื่อใช

ในการเปรียบเทียบผลการทดสอบตอไป   
 

3.5.3 การทดสอบผลกระทบของสารแขวนลอยตอประสิทธิภาพของระบบ UASB 
 

การทดสอบทําปอนน้ําเสียเขาโดยจะแบงเปน 2 ชุดการทดลอง โดยถังปฏิกิริยา UASB-T 

เปนถังทดสอบปริมาณแขวนลอยท่ีปอนใหกับน้ําเสียขาเขา และถังปฏิกิริยา UASB-C  เปนถังควบคุม ใชน้ํา

เสียขาเขาท่ีแยกสารแขนลอยออกมีคาสารอินทรียในรูปของซีโอดีประมาณ 16,000 มิลลิกรัมตอลิตร 

ปอนเขารถัง UASB-T และ UASB-C ท่ีอัตราภาระบรรทุกสารอินทรียท่ี 2 กรัมซีโอดีตอลิตรปริมาตรถัง

ปฏิกิริยา แตในถัง UASB-T (ถังทดลอง) น้ําเสียท่ีปอนเขาระบบมีการเพิ่มปริมาณสารแขวนลอย 3,000 

มิลลิกรัมตอลิตร ท้ัง UASB-T และ UASB-C  ทําการปอนน้ําเสียท่ีอัตราการไหล 0.3 ลิตรตอช่ัวโมง  

มีระยะเวลากักเก็บประมาณ 7 วัน ซึ่งระหวางการทดลองทําการวิเคราะหดัชนีช้ีวัดตาง ๆ ดังตารางท่ี 3.3 
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ตารางท่ี 3.3 ตําแหนงและความถ่ี 

ดัชนีช้ีวัด ตําแหนง ความถ่ี วิธีวิเคราะห 

ความเปนกรดดาง (pH) น้ําเขา – น้ําออก ทุกวัน pH meter 

ซีโอดีท้ังหมด (TCOD) น้ําเขา – น้ําออก 2 วันตอหนึ่งครั้ง Closed reflux, titrate 
method ซีโอดีกรอง (FCOD) น้ําเขา – น้ําออก 2 วันตอหนึ่งครั้ง 

ของแข็งแขวนลอย (SS) น้ําเขา – น้ําออก 2 วันตอหนึ่งครั้ง Gravimetric method 

กรดไขมันระเหย (VFA) น้ําเขา – น้ําออก ทุกวัน 
Titration method 

ความเปนดาง (ALK) น้ําเขา – น้ําออก ทุกวัน 

ปริมาณกาซชีวภาพ จุดเก็บกาซ ทุกวัน วัดปริมาณแทนท่ีน้ํา 
Gas composition จุดเก็บกาซ 2 วันตอหนึ่งครั้ง Gas chromatography 
 

ท่ีมา : ดัดแปลงจาก สรัญญา คําภีระ (2556) 
 
3.6 การวิเคราะหผลและการเปรีบเทียบเชิงสถิติ 
 

การวิเคราะขอมูลทางสถิติใชโปรแกรม SPSS version 17.0 วิเคราะหขอมูลสถิติเชิงพรรณา 

(Descriptive statistic) และสถิติเชิงอนุมาน (Inferential statistic) ในการทดลองของประสิทธิภาพการ

เดินระบบเมื่อมีการแปรผันคา ภาระบรรทุกสารอินทรียและคาสารแขวนลอยในน้ําเสียท่ีปอนเขาระบบ 

UASB-T และ UASB-C การวิเคราะหและเปรียบเทียบขอมูลไดแก   

1) สถิติเชิงพรรณา (Descriptive statistic) จํานวน รอยละ คาเฉล่ียนเลขคณิต สวน

เบ่ียงเบนมาตรฐาน ในการบรรยายขอมูลของชุดขอมูล คาภาระบรรทุกสารอินทรีย และคาสารแขวนลอยใน

น้ําเสียท่ีปอนเขาระบบ UASB   

2) สถิติเชิงอนุมาน (Inferential statistic) ใช Compare means ดวย Paired simple 

test เปรียบเทียบประสิทธิภาพการกําจัดสารอินทรีย ท่ีคาภาระบรรทุกสารอินทรียท่ีแตกตางกัน 

เปรียบเทียบคาสภาวะแวดลอมในการเดินระบบท่ีมีการเปล่ียนแปลงคาภาระบรรทุกสารอินทรียท่ีแตกตาง

กัน รวมท้ัง เปรียบเทียบประสิทธิภาพในการกําจัดสารอินทรีย คาสารแขวนลอย และการผลิตกาซชีวภาพ 

เมื่อมีการเติมสารแขวนลอยกับไมเติมสารแขวนลอยในน้ําเสียท่ีปอนเขาระบบ UASB  

 
3.7 สถานท่ีในการดําเนินการวิจัย และรวบรวมขอมูล 
 
 โรงงานผลิตเอทานอล ในจังหวัด ราชบุรี และ หองปฏิบัติการศูนยส่ิงแวดลอม คณะวิทยาศาสตร
และเทคโนโลยี มหาวิทยาลัยสวนดุสิต กรุงเทพมหานคร 


