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คาํนํา 
 

 ปัญหานํ1 าเสียเกิดขึ1 นจากความเจริญเติบโตของประเทศ ทั1งทางด้านเศรษฐกิจ 
จาํนวนประชากรทั1งนี1 นํ1 าเสียเกิดขึ1นจากการใชน้ํ1 าของมนุษยเ์พืTอวตัถุประสงคต่์าง ๆ นบัแต่ปี พ.ศ. 
2500 เป็นตน้มาในช่วงหลงัสงครามโลกครั1 งทีT 2 ทุกประเทศไดเ้ร่งฟื1 นฟูเศรษฐกิจ จุดกาํเนิดการเกิด
นํ1 าเสียสําหรับประเทศไทยเกิดขึ1นในช่วงปี พ.ศ. 2512 ถึง พ.ศ. 2515  อุตสาหกรรมไดมี้การปล่อย
นํ1 าเสียลงสู่แม่นํ1 าแม่กลอง ความเน่าเสียในแม่นํ1 าเกิดขึ1นเป็นระยะ ๆ ในช่วงฤดูร้อนของปี พ.ศ. 
2515-2516 ไดเ้กิดภาวะเน่าเสียในแม่นํ1าแม่กลองอยา่งรุนแรงส่งผลกระทบต่อชุมชนใกลเ้คียงเป็นวง
กวา้ง กระทรวงอุตสาหกรรมจึงเริTมบงัคบัให้อุตสาหกรรมอุตสาหกรรมมีการก่อสร้างระบบบาํบดั
นํ1 าเสียก่อนปล่อยลงสู่แหล่งนํ1 า  จึงถือเป็นจุดกาํเนิดของงานบาํบดันํ1 าเสียในประเทศไทย ในปีพ.ศ. 
2518 ไดมี้การตราพระราชบญัญติัส่งเสริมและรักษาคุณภาพสิTงแวดลอ้มแห่งชาติ พ.ศ. 2518 พร้อม
ทั1งจดัตั1 งสํานักงานคณะกรรมการสิT งแวดล้อมแห่งชาติขึ1น ในช่วงระหว่างปี พ.ศ. 2530 – 2539
เศรษฐกิจของประเทศไทยไดข้ยายตวัอย่างมาก ซึT งมีผลให้เกิดมลภาวะเนืTองจากการขยายตวัของ
อุตสาหกรรมอุตสาหกรรมและชุมชน จากนั1นในปี พ.ศ. 2535 ไดมี้การประกาศใช้พระราชบญัญติั
ส่งเสริมและรักษาคุณภาพสิTงแวดลอ้มแห่งชาติ พ.ศ. 2535 แทนพระราชบญัญติั ฯ ปี พ.ศ. 2518 ซึT ง
นอกจากจะทาํใหมี้การปรับปรุงส่วนราชการใหม่โดยมีการจดัตั1งกรมควบคุมมลพิษ สํานกันโยบาย
แผนและสิT งแวดล้อม และกรมส่งเสริมสุขภาพสิT งแวดล้อมขึ1 นแทนสํานักงานคณะกรรมการ
สิTงแวดลอ้มแห่งชาติ 
 จะเห็นไดว้า่การสร้างระบบบาํบดันํ1 าเสียของประเทศไทยมีมายาวนานเกือบ 40 ปี 
แต่ปัญหาคุกคามของนํ1 าเน่าเสียยงัคงปรากฎตามชุมชนใกลเ้คียงพื1นทีTแมมี้ระบบบาํบดันํ1 าเสีย ทั1งนี1
เนืTองจากวิธีการควบคุม ติดตามและตรวจสอบระบบบาํบดันํ1 าเสียในพื1นทีTส่วนใหญ่ใชเ้ทคนิคทาง
เคมีหรือชีวเคมีทีTเป็นวิธีการบอกสถานะของระบบบาํบดันํ1 าเสียโดยรวม และระบบบาํบดันํ1 าเสียใน
ประเทศไทยมากกวา่ร้อยละ 80 เป็นระบบบาํบดันํ1 าเสียแบบชีววิทยาซึT งอาศยักลไกการทาํงานของ
จุลินทรียห์ลายกลุ่ม ในขณะทีTวิธีการตรวจวิเคราะห์ความสามารถของระบบบาํบดันํ1 าเสียอาศยั
เทคนิคทางเคมีหรือชีวเคมี ไดแ้ก่ ค่าซีโอดี (COD: Chemical Oxygen Demand) หรือ ค่าบีโอดี 
(BOD : Biochemical Oxygen Demand) โดยนาํมาคาํนวณเป็นประสิทธิภาพการบาํบดั อนัเป็นการ
แสดงถึงความสามารถของกลุ่มจุลินทรียใ์นระบบนั1น ๆ ทาํให้การควบคุมระบบบาํบดันํ1 าเสียไม่
สามารถกระทาํได้อย่างเต็มประสิทธิภาพ เนืTองจากปัจจยัทีTใช้ในการควบคุมระบบบาํบดันํ1 าเสีย 
ไดแ้ก่ ค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH)  ปริมาณอาหาร (ค่า COD หรือ BOD) สารอาหาร (ไนโตรเจน
และฟอสฟอรัส) และสภาวะแวดลอ้มอืTน ๆ ต่างเป็นปัจจยัทางเคมีวิเคราะห์ทีTถูกกาํหนดในช่วงทีT
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กวา้ง ทาํใหไ้ม่เฉพาะเจาะจงกบัจุลินทรียบ์างกลุ่มทีTพบในระบบาํบดันํ1าเสียแต่ละประเภท ดงันั1นเพืTอ
ในงานทางดา้นระบบบาํบดันํ1าเสียเกิดความรู้ความเขา้ใจอยา่งละเอียดขึ1นในกระบวนการทาํงานของ
กลุ่มจุลินทรียโ์ดยเทียบกบัค่า COD หรือ BOD ทีTใชบ้่งบอกถึงความสามารถของระบบบาํบดันํ1 าเสีย  
อย่างไรก็ตามการบ่งชี1 ประสิทธิภาพของระบบบาํบดันํ1 าเสียด้วยเชื1อจุลินทรีย์จากกระบวนการ
เพาะเลี1ยงมีขอ้จาํกดัในการตรวจสอบใชเ้วลานาน และเกิดความผดิพลาดในการตรวจสอบ ดงันั1นใน
การวิจยันี1 จึงใช้เทคนิคทางชีววิทยาโมเลกุล (molecular biology) คือ การทาํ 16S rDNA clone 
library ร่วมกบั เทคนิค Fluorescent In Situ Hybridization (FISH) มาใชใ้นแกไ้ขปัญหาทีTเกิดจาก
ขอ้จาํกดัในการเพาะเลี1ยงดงักล่าว โดยเทคนิคทั1ง 2 วิธีนี1 ไม่ตอ้งอาศยัการเพาะเลี1ยง อีกทั1งยงัใชเ้วลา
รวดเร็วในการตรวจสอบ เทียบกบัขอ้มูลวิเคราะห์ทางเคมีทีTนิยมใช้ในการควบคุมระบบบาํบดันํ1 า
เสีย คือ ค่า COD - BOD  โดยสามารถนาํขอ้มูลเปรียบเทียบนี1 ไปใชใ้นการวางแผนและควบคุม
ระบบ ตั1งแต่การเริTมตน้ระบบ และการดาํเนินระบบ เพืTอให้ระบบทาํงานไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพสูง
และมีเสถียรภาพทีTดีในระยะยาว 
 วตัถุประสงคข์องงานวิจยัเรืTองการควบคุมและตรวจสอบระบบบาํบดันํ1 าเสียดว้ย
เทคนิคชีววิทยาโมเลกุล มีความสอดคลอ้งกบันโยบายและยุทธศาสตร์การพฒันาชาติ (พ.ศ. 2551-
2554) สอดคล้องกับ ยุทธศาสตร์ทีH 4 การเสริมสร้างและพฒันาทุนทรัพยากรธรรมชาติ และ
สิTงแวดลอ้ม กลยุทธ์การวิจัยทีH 1 การบริหารจดัการและการใช้ประโยชน์ทรัพยากรธรรมชาติและ
สิTงแวดลอ้มอยา่งย ัTงยืน แผนงานวิจัยทีH 9  การวิจยัเกีTยวกบัมลพิษ การจดัการมลพิษและผลกระทบ
สิTงแวดลอ้มจากมลพิษ เนืTองจากเป็นการวิจยัโดยพฒันาใช้เทคนิคทางชีวโมเลกุลเพืTอการควบคุม
และตรวจสอบระบบบาํบดันํ1 าเสีย ซึT งมีจุดดอ้ยในการควบคุมระบบบาํบดันํ1 าเสียทีTมีมายาวนานกว่า 
40 ปี ซึT งเป็นการส่งผลระยะยาวในการใช้ทรัพยากรอย่างคุม้ค่า รวมทั1งส่งเสริมให้เกิดอนุรักษ์
ทรัพยากรนํ1 าอันเป็นปัจจัยพื1นฐานของการดํารงชีวิตของมวลมนุษยชาติและสิT งแวดล้อมใน
สถานการณ์โลกร้อน และสอดคล้องกบัยุทธศาสตร์มหาวิทยาลยัแม่โจ ้ในกลุ่มเรืT องเร่งด่วนทีT 6 
เทคโนโลยีใหม่และเทคโนโลยีทีTสําคญัสําหรับอุตสาหกรรม แผนงานวิจยั การใช้ประโยชน์จาก
จุลินทรีย ์
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วตัถุประสงค์ของโครงการวจัิย 
 
1. เพืTอศึกษากลุ่มของจุลินทรียที์Tพบในระบบบาํบดันํ1าเสียแบบใชอ้ากาศและไม่ใชอ้ากาศ 
 

ประโยชน์ทีHคาดว่าจะได้รับ 
 

1. ไดก้ลุ่มของจุลินทรียที์Tมีอิทธิพลต่อการควบคุมและตรวจสอบระบบบาํบดันํ1าเสีย 
2. ไดข้อ้มูลพื1นฐานทีTแม่นยาํทางดา้นกลุ่มจุลินทรียเ์พืTอการควบคุมและตรวจสอบระบบบาํบดั 
    นํ1าเสีย 
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การตรวจเอกสาร 
 
 ระบบบาํบดันํ1าเสียในประเทศไทยมากกวา่ร้อยละ 80 เป็นระบบบาํบดันํ1 าเสียแบบ
ชีววิทยาซึT งอาศัยกลไกการทาํงานของจุลินทรีย์หลายกลุ่มโดยเฉพาะระบบบาํบัดนํ1 าเสียของ
ภาคอุตสาหกรรม ในขณะทีTวธีิการตรวจวเิคราะห์ความสามารถของระบบบาํบดันํ1 าเสียอาศยัเทคนิค
ทางเคมีหรือชีวเคมี ไดแ้ก่ ค่าซีโอดี (COD: Chemical Oxygen Demand) หรือ ค่าบีโอดี (BOD : 
Biochemical Oxygen Demand) โดยนาํมาคาํนวณเป็นประสิทธิภาพการบาํบดั อนัเป็นการแสดงถึง
ความสามารถของกลุ่มจุลินทรียใ์นระบบนั1น ๆ ทาํให้การควบคุมระบบบาํบดันํ1 าเสียไม่สามารถ
กระทาํไดอ้ย่างเต็มประสิทธิภาพ เนืTองจากปัจจยัทีTใช้ในการควบคุมระบบบาํบดันํ1 าเสีย ไดแ้ก่ ค่า
ความเป็นกรด-ด่าง (pH)  ปริมาณอาหาร (ค่า COD หรือ BOD) สารอาหาร (ไนโตรเจนและ
ฟอสฟอรัส) และสภาวะแวดลอ้มอืTน ๆ ต่างเป็นปัจจยัทางเคมีวิเคราะห์ทีTถูกกาํหนดในช่วงทีTกวา้ง 
ทาํให้ไม่เฉพาะเจาะจงกบัจุลินทรียบ์างกลุ่มทีTพบในระบบาํบดันํ1 าเสียแต่ละประเภท ดงันั1นเพืTอให้
งานทางดา้นระบบบาํบดันํ1 าเสียเกิดความรู้ความเขา้ใจอย่างละเอียดขึ1นในกระบวนการทาํงานของ
กลุ่มจุลินทรียโ์ดยเทียบกบัค่า COD หรือ BOD ทีTใชบ้่งบอกถึงความสามารถของระบบบาํบดันํ1 าเสีย  
อย่างไรก็ตามการบ่งชี1 ประสิทธิภาพของระบบบาํบดันํ1 าเสียด้วยเชื1อจุลินทรีย์จากกระบวนการ
เพาะเลี1ยงมีขอ้จาํกดัในการตรวจสอบใชเ้วลานาน และเกิดความผิดพลาดในการตรวจสอบ ดงันั1น
การวิจยันี1 จึงใช้เทคนิคทางชีววิทยาโมเลกุล (molecular biology) คือ การทาํ 16S rDNA clone 
library ร่วมกบั เทคนิค Fluorescent In Situ Hybridization (FISH) มาใชใ้นแกไ้ขปัญหาทีTเกิดจาก
ขอ้จาํกดัในการเพาะเลี1ยงดงักล่าว โดยเทคนิคทั1ง 2 วิธีนี1 ไม่ตอ้งอาศยัการเพาะเลี1ยง อีกทั1งยงัใชเ้วลา
รวดเร็วในการตรวจสอบ เทียบกบัขอ้มูลวิเคราะห์ทางเคมีทีTนิยมใช้ในการควบคุมระบบบาํบดันํ1 า
เสีย คือ ค่า COD – BOD  โดยสามารถนาํขอ้มูลเปรียบเทียบนี1 ไปใชใ้นการวางแผนและควบคุม
ระบบ ตั1งแต่การเริTมตน้ระบบ และการดาํเนินระบบ เพืTอให้ระบบทาํงานไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพสูง
และมีเสถียรภาพทีTดีในระยะยาว 

 
1. ระบบบําบัดนํ�าเสีย (Wastewater treatment plant) 
 กระบวนการบาํบดันํ1 าเสียทีTใช้กนัอยูท่ ัTวไปในปัจจุบนั  สามารถแบ่งออกไดเ้ป็น
ประเภทใหญ่ๆ 3 ประเภท ไดแ้ก่ (คณาจารยภ์าควชิาวศิวกรรมสิTงแวดลอ้ม, 2538; สุเทพ, 2549) 
 1) กระบวนการทางกายภาพ (Physical Processes) 
 2) กระบวนการทางเคมี (Chemical Processes) 
 3) กระบวนการทางชีวภาพ (Biological Processes) 
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  กระบวนการทางกายภาพ หมายถึง กระบวนการทีTใชห้ลกัการทางกลศาสตร์ใน
การบาํบดั นํ1 าเสีย  ซึT งรวมทั1งการแยกสารแขวนลอยโดยใชต้ะแกรง  การแยกกรวดทราย  การปรับ
สมดุลของปริมาณนํ1 าเสีย  การตกตะกอน  การทาํให้ลอยตวั การแยกไขมนั การถ่ายเทก๊าซและการ
เติมอากาศ  การกรอง  กระบวนการรีเวร์ิสออสโมซีส 
 กระบวนการทางเคมีเป็นกระบวนการบาํบดันํ1 าเสียทีTมีการใช้สารเคมีหรือมีการ
เปลีTยนแปลงทางเคมีเกิดขึ1นในนํ1 าเสีย  ซึT งไดแ้ก่  การปรับค่าความเป็นกรดด่าง  การตกตะกอนทาง
เคมี  การดูดซบัผวิ  การฆ่าเชื1อโรคโดยสารเคมี 
 กระบวนการทางชีวภาพเป็นกระบวนการบาํบดันํ1 าเสียทีTอาศยัจุลินทรียใ์นการยอ่ย
สลายสารอินทรียที์Tปนมากบันํ1 าเสีย  สามารถแยกออกไดเ้ป็น  2 ประเภทใหญ่ ๆ ขึ1นอยู ่กบัประเภท
ของจุลินทรียที์Tทาํการยอ่ยสลาย ไดแ้ก่ 
 1) กระบวนการทีTใชอ้อกซิเจน (aerobic processes) 
 2) กระบวนการทีTไม่ใชอ้อกซิเจน (anaerobic processes) 
 ในแต่ละประเภทยงัสามารถแบ่งออกไดเ้ป็นแบบทีTให้จุลินทรียล่์องลอยอยู่ในนํ1 า
เสีย (suspended growth) และแบบทีTให้จุลินทรียเ์กาะติดกบัวสัดุตวักลาง  (attached growth)  
กระบวนการบาํบดันํ1 าเสียทางชีวภาพทีTนิยมใช้ในการบาํบดันํ1 าเสียส่วนใหญ่ (มัTนสิน, 2543, 
Tchobanoglous et al. , 2004 และ สุเทพ, 2549)  ไดแ้ก่ 
 
 1.1 ประเภทใช้ออกซิเจน 
 ระบบตะกอนจุลินทรียเ์ร่ง  (Activated Sludge) มีองคป์ระกอบทีTสําคญั คือ ถงัเติม
อากาศ (aerobic tank) และถงัตกตะกอน (secondary sedimentation tank) และการสูบตะกอนออก
จากถงัตกตะกอนป้อนหลบัไปยงัถงัเติมอากาศ เพืTอเพิTมปริมาณจุลินทรียใ์นถงัเติมอากาศให้มาก
พอทีTจะยอ่ยสลายสารอินทรียที์Tปนมากบันํ1าเสียไดอ้ยา่งรวดเร็ว เป็นระบบบาํบดันํ1 าเสียทางชีวภาพทีT
นิยมใชม้ากทีTสุดระบบหนึTง 
 ระบบบ่อเติมอากาศ  (Aerated Lagoon) มีลกัษณะคลา้ยระบบตะกอนจุลินทรียเ์ร่ง 
เพียงแต่บ่อเติมอากาศและบ่อตกตะกอนโดยทัTวไปจะมีระยะเวลาเก็บกกั (detention time) นานกวา่
ในระบบตะกอนจุลินทรียเ์ร่ง และอาจไม่มีการสูบตะกอนจากบ่อตกตะกอนกลบัไปยงับ่อเติมอากาศ 
 ระบบบ่อผึTง (Stabilization Pond) เป็นบ่อยอ่ยสลายสารอินทรียที์Tอาศยัจุลินทรียที์T
ใชอ้อกซิเจนโดยออกซิเจนจะซึมจากอากาศเหนือผวินํ1าลงนํ1าหรือเกิดจากการสังเคราะห์แสงของพืช
นํ1 าทีT เกิดขึ1 นในบ่อไม่ต้องอาศัยเครืT องจักรกลในการเติมอากาศให้กับนํ1 าอัตราการย่อยสลาย
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สารอินทรียช์้ากวา่การเติมอากาศ จึงตอ้งการพื1นทีTมากกวา่แต่ค่าใชจ่้ายในการดาํเนินงานและการ
บาํรุงรักษาตํTา 
 การหมกัแบบใชอ้อกซิเจน  (Aerobic Digestion) เป็นกระบวนการทีTใชบ้าํบดันํ1 า
เสียทีTมีความเขม้ขน้สูง หรือใชบ้าํบดัตะกอนทีTเกิดขึ1นจากกระบวนการบาํบดันํ1 าเสียกระบวนการอืTน 
โดยทาํการเก็บกกันํ1าเสียไวใ้นถงัหมกัซึT งอาจปรับอุณหภูมิให้สูงกวา่ปกติเพืTอเร่งอตัราการยอ่ยสลาย
นํ1าเสียมีการเติมอากาศเพืTอเพิTมออกซิเจนให้นํ1 าเสียเพืTอให้กระบวนการยอ่ยสลายสารอินทรียเ์กิดขึ1น
โดยจุลินทรียที์Tตอ้งการออกซิเจน 
 
 1.2 ประเภทไม่ใช้ออกซิเจน 
 การหมกัแบบไร้อากาศ  (Anaerobic Digestion) เป็นการบาํบดันํ1 าเสียทีTมีความ
เขม้ขน้สูง หรือตะกอนทีTเกิดจากการบาํบดันํ1 าเสียกระบวนการอืTน โดยกกัเก็บนํ1 าเสียไวใ้นถงัซึT งปิด
มิดชิดเป็นเวลานานและปล่อยให้จุลินทรียที์Tไม่ใชอ้อกซิเจนทาํการยอ่ยสลายสารอินทรียใ์นนํ1 าเสีย 
ในกระบวนการนี1จะมีก๊าซมีเธน (methane) และคาร์บอนไดออกไซด ์(carbon dioxide) เกิดขึ1น 
 ระบบบ่อไร้อากาศ  (Anaerobic Pond) เป็นการบาํบดันํ1 าเสียโดยกกัเก็บไวใ้นบ่อ
และปล่อยให้จุลินทรีย์ทีTไม่ใช้ออกซิเจนย่อยสลายสารอินทรีย์ในนํ1 าเสียในลักษณะคล้ายกับ
กระบวนการหมกัแบบไร้อากาศทีTกล่าวขา้งตน้ เพียงแต่ระบบบ่อไร้อากาศจะใชบ้่อทีTขุดขึ1น และมี
ลกัษณะเป็นการบาํบดัแบบธรรมชาติมากกวา่ 
 ระบบบ่อกรองไร้อากาศ  (Anaerobic Filter) เป็นกระบวนการบาํบดันํ1 าเสียทีTอาศยั
จุลินทรียที์Tไม่ใชอ้อกซิเจนทีTเกาะติดอยูที่TผวิของวสัดุกรองทีTบรรจุอยูใ่นถงัและผา่นนํ1 าเสียเขา้ไปโดย
ทีTวสัดุกรองทั1งหมดจะจมอยูใ่ตน้ํ1 า โดยทัTวไปการผ่านนํ1 าเสียจะผ่านจากดา้นล่างของถงัและให้นํ1 า
เสียทีTผา่นชั1นวสัดุกรองไหลลน้ลงรางทีTติดตั1งอยูเ่หนือระดบัชั1นวสัดุกรองหรือมิให้ตะกอนทีTปนมา
กบันํ1าเสียเขา้ไปอุดตนัในช่องวา่งของวสัดุกรอง 
 จากกระบวนการบาํบดัขา้งตน้ กระบวนการทางชีวภาพนับเป็นกระบวนการทีT
สําคญัในการบาํบดัมลภาวะทางนํ1 าโดยอาศยักลไกการทาํงานของจุลินทรียใ์นระบบบาํบดันํ1 าเสีย
เป็นสาํคญั ประสิทธิภาพของการบาํบดัจึงขึ1นอยูก่บัความสามารถของจุลินทรียใ์นการทาํงานภายใต้
สภาวะทีTเหมาะสม ปัจจุบนัการศึกษาการทาํงานของจุลินทรียส์ามารถวดัไดจ้ากผลการวิเคราะห์ทาง
เคมีของนํ1าเสียเป็นสาํคญั 
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2. ระบบนิเวศวิทยาของแบคทีเรียในนํ�าเสีย 
 การศึกษาและดูแลระบบบาํบัดนํ1 าเสียโดยเฉพาะระบบบําบัดนํ1 าเสียทีTอาศัย
กระบวนการบาํบดัทางชีววิทยา (biological treatment) เป็นหลกัจาํเป็นตอ้งเขา้ใจถึงบทบาทและ
ความสัมพนัธ์ของจุลินทรียใ์นการบาํบดันํ1 าเสีย โดยจุลินทรียส่์วนใหญ่ทีTนาํมาใช้ในกระบวนการ
บาํบดันํ1 าเสียทางชีววิทยา พบวา่เป็นแบคทีเรียกวา่ 95% รองลงมาไดแ้ก่ รา สาหร่าย และโปรโตซวั 
ตามลาํดบั (คณาจารยภ์าควชิาวศิวกรรมสิTงแวดลอ้ม, 2538; สุเทพ, 2551) 

 นิเวศวิทยาของจุลินทรีย์ในแหล่งนํ1 า ส่วนมากแบคทีเรียและสาหร่ายเป็นกลุ่ม
จุลินทรียส์าํคญัทีTเริTมตน้ในวงจรชีวภาพของแหล่งนํ1า ดงัภาพทีT 1 

 จากวงจรชีวภาพของแหล่งนํ1 าจะพบว่า แบคทีเรียสามารถใช้สารอินทรียใ์นรูปทีT
ละลายนํ1 าเปลีTยนเป็นสารประกอบของเซลล์ใหม่และสารอนินทรีย ์ และสาหร่ายในแหล่งนํ1 าจะนาํ  
สารอนินทรียไ์ปใชใ้นการสร้างเซลล์ใหม่  โดยเซลล์ใหม่ของแบคทีเรียและสาหร่ายจะกลายเป็น
อาหารของโปรโตซัว โรติเฟอร์และครัสตาเซียน ตามลาํดบั ซึT งสิTงมีชีวิตเหล่านี1 จะกลายเป็นอาหาร
ของปลาเล็กและปลาใหญ่ สุดทา้ยปลาจะกลายเป็นอาหารของมนุษยต์ามลาํดบั และมนุษยทิ์1งของ
เสียทีTเหลือจากกิจกรรมต่างๆ ของมนุษยล์งแหล่งนํ1า โดยของเสียเหล่านี1 เป็นสารอินทรียแ์ละสารอนิ
นทรียซึ์T งเป็นอาหารใหก้บัจุลินทรียข์องแหล่งนํ1าต่อไป การเกิดสมดุลยข์องวงจรชีวภาพในแหล่งนํ1 า
มีปัจจยัทีTสําคญัคือ ปริมาณออกซิเจนทีTละลายในนํ1 า (Dissolved Oxygen; DO) โดยแหล่งนํ1 าไดรั้บ
ออกซิเจนตามธรรมชาติจากหลายแหล่ง ไดแ้ก่ การคายออกซิเจนจากปฏิกิริยาสังเคราะห์แสงของ
พืชนํ1า การแลกเปลีTยนออกซิเจนระหวา่งบรรยากาศและผิวนํ1 า และการถ่ายเทออกซิเจนในแหล่งนํ1 า
ทีTมีการไหลเร็ว (Turbulent flow) ดงันั1นหากแหล่งนํ1 าไดรั้บปริมาณสารอินทรียเ์พิTมขึ1น กระตุน้ให ้  
จุลินทรีใชอ้อกซิเจนเพืTอสร้างเซลลใ์หม่มากขึ1น  ปริมาณออกซิเจนในแหล่งนํ1 าลดลงทาํให้สัตวน์ํ1 าทีT
อยู่ในระดับสูงกว่า เช่น ปลาขนาดใหญ่ซึT งมีความอ่อนไหวมากทีTสุดต่อปริมาณออกซิเจนทีT
เปลีTยนแปลงตายลงตามด้วยปลาขนาดเล็ก จากนั1นเป็นครัสตาเซียน โรติเฟอร์และโปรโตซัว 
ตามลาํดับ ทาํให้แหล่งนํ1 านั1นเกิดภาวะขาดออกซิเจนรุนแรงขึ1 นจนกลายสภาพเป็นสภาวะไม่มี
ออกซิเจน ทาํให้เกิดจุลินทรยก์ลุ่มใหม่คือ จุลินทรียแ์บบไม่ใชอ้ากาศ ซึT งผลทีTไดจ้ากการย่อยสลาย
สารอินทรีย์และอนินทรีย์ในภาวะแบบไม่ใช้อากาศนี1  คือ กลิTนเหม็น และสีดําจากก๊าซ
ไฮโดรเจนซลัไฟด ์และสารโลหะซลัไฟดต่์างๆ 
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ภาพ 1 วงจรชีวภาพของแหล่งนํ1า 
ทีTมา : ดดัแปลงจาก วนัเพญ็ วโิรจนกฏู, 2531. ชีววทิยาสาํหรับวศิวกรสิTงแวดลอ้ม 

 
 กลุ่มแบคทีเรียทีTมีความสําคญัในระบบบาํบดันํ1 าเสียทางชีววิทยาทีTมีศกัยภาพใน
การบาํบดันํ1 าเสียประเภทไม่ใชอ้ากาศ คือ Pseudomonas และ Clostridium เนืTองจาก Pseudomonas 
เป็นแบคทีเรียกลุ่มดีไนตริไฟเออร์ (denitrifier) ซึT งใชไ้นเตรทเป็นตวัรับอิเล็กตรอนให้กลายเป็นก๊าซ
ไนโตรเจน ในขณะทีTไนเตรทอาจเปลีTยนให้อยู่ในรูปของแอมโมเนียไดอี้กทางหนึT งขึ1นอยู่กบักลุ่ม
ของแบคทีเรีย (สุบณัฑิต, 2548 , สุเทพ, 2549 และ Tchobanoglous et al. ,2004)  สําหรับ 
Clostridium เป็นจุลินทรีย์ทีTท ําหน้าทีTในปฎิกิริยาการหมักโดยใช้ไนเตรทจากนั1 นเปลีTยนเป็น
แอมโมเนีย  (สุบณัฑิต, 2548 และ Tchobanoglous et al. ,2004)   สาํหรับแบคทีเรียทีTมกัพบในระบบ
บาํบดันํ1 าเสียแบบใชอ้ากาศจะมีความหลากหลายขึ1นอยูก่บัประเภทหรือแหล่งทีTมาของนํ1 าเสีย เช่น 
นํ1 าเสียจากอุตสาหกรรมอาหารดอง จะพบกลุ่มแบคทีเรียทนเค็ม ในขณะทีTอุตสาหกรรมแปรรูปนม
จะเป็นกลุ่มแบคทีเรียไนติไฟอิ1งแบคทีเรียเป็นกลุ่มแบคทีเรียเด่น   (สุบณัฑิต, 2548)  

 
3. การศึกษาแบคทเีรียในนํ�าเสีย 
 การตรวจสอบแบคทีเรียทีTใช้กนัอยู่โดยทัTวไป มกัจะเป็น culture based methods 
อาทิเช่น direct plate count หรือ Most Probable Number (MPN) ตอ้งอาศยัการเพาะเลี1 ยง
เชื1อจุลินทรียบ์นอาหารเลี1ยงเชื1อ ซึT งเทคนิคดงักล่าวมีขอ้จาํกดั เนืTองจากจุลินทรียบ์างกลุ่มไม่สามารถ

แบคทีเรีย 
และสาหร่าย 

ปลาขนาดใหญ่ 
 

มนุษย์ 

ของเสีย 
จากมนุษย์ 

 

ปลาขนาด 
เลก็ 

โปรโตซัว 
โรติเฟอร์ 

และครัสตาเซียน 

สารอนิทรีย์และ 
สารอนินทรีย์ธรรมชาติ 
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ทาํการเพาะเลี1 ยงได ้ หากเพาะเลี1 ยงไดก้็ใชเ้วลานาน ทาํให้จุลินทรียบ์างส่วนไม่เคยมีการตรวจพบ
และไม่มีการศึกษา และอาจเกิดความผิดพลาดในการตรวจสอบได้ง่าย เนืTองจากเชื1อบางชนิดมี
คุณลกัษณะใกลเ้คียงกนั (Amann et al., 1995) โดยในปัจจุบนัไดมี้การพฒันาเทคนิคทางชีววิทยา
โมเลกุลขึ1นเพืTอใช้ในการตรวจจบัแบคทีเรียในสิTงแวดลอ้ม โดยเทคนิคไม่ทาํการเพาะเลี1 ยง 
(unculturable technique) ซึT งจะทาํให้ไดผ้ลทีTถูกตอ้งแม่นยาํมากขึ1น ในปัจจุบนัไดมี้การนาํเอา 
ribosomal RNA ของจุลินทรียแ์ต่ละชนิดมาใชใ้นการตรวจหาและจาํแนกชนิดของจุลินทรีย ์ซึT งเป็น
วิธีการทีTมีความจาํเพาะสูง ถูกตอ้งแม่นยาํ และรวดเร็วกว่าวิธีการดงัเดิม อีกทั1งไม่ตอ้งอาศยัการ
เพาะเลี1 ยงจุลินทรีย ์ ทาํให้สามารถจาํแนกชนิดของจุลินทรียที์TมาจากสิTงแวดล้อมซึT งยากต่อการ
เพาะเลี1 ยงได ้ นอกจากนี1 ยงัไดมี้การนาํเอา 16S Ribosomal RNA มาทาํ Fluorescent In Situ 
Hybridization มาใชใ้นการศึกษา microbial organization และหนา้ทีTของจุลินทรียใ์นระบบนิเวศน์
ต่างๆ 
 เทคนิคทางชีววิทยาโมเลกุลทีTถูกนาํมาใช้ในการศึกษาแบคทีเรียในนํ1 าเสีย ส่วน
ใหญ่เป็นการศึกษายีนในส่วนของ 16S ribosomal RNA ร่วมดว้ยการออกแบบ DNA probe เพืTอใช้
ในการตรวจจบัจุลินทรียก์ลุ่มต่าง ๆ ดว้ยเทคนิค Fluorescent in situ hybridization (FISH) ซึT งเป็นวิธี
ทีTมีความถูกตอ้งแม่นยาํและใช้เวลาในการวิเคราะห์สั1 น เนืTองจากไม่ตอ้งมีการเพาะเลี1 ยงจุลินทรีย ์
(Amann et al, 1995) โดยนกัวิจยัจากต่างประเทศไดม้ีการศึกษาแบคทีเรียในนํ1 าเสียโดยใช้วิธี
ดงักล่าวมาบา้งแลว้ (Xin et al., 2008; Feder et al., 2001; Moreno et al., 2003) แต่ในประเทศ
ไทยเองมีสภาพแวดลอ้มทีTแตกต่างจากต่างประเทศ กลุ่มของแบคทีเรียทีTพบในนํ1 าเสียแบบต่าง ๆ ทั1ง
ชนิดและปริมาณอาจมีความแตกต่างจากงานวจิยัของต่างประเทศ 
 
4. คุณลกัษณะนํ�าเสียอุตสาหกรรม 
 แมว้่านํ1 าเสียทีTเกิดในประเทศไทยทีTมีปริมาณมากในแต่ละปี คือ นํ1 าเสียจากชุมชน 
แต่เนืTองจากการควบคุมระบบบาํบดันํ1 าเสียจากชุมชนนั1นโดยส่วนใหญ่อยู่ภายใต้การดูแลของ
ภาครัฐและและมีค่าความสกปรกตํTาเมืTอเทียบกบันํ1 าเสียจากภาคอุตสาหกรรม อุตสาหกรรมอาหาร
ทะเลแช่แข็งเป็นอุตสาหกรรมอาหารทีTมีความสําคญัทีTสุดประเภทหนึT งของประเทศไทย สามารถ
ส่งออกและสร้างรายไดเ้ขา้สู่ประเทศในแต่ละปีเป็นจาํนวนมาก และยงัเป็นอุตสาหกรรมทีTก่อให้เกิด
นํ1าเสียจากกระบวนการผลิตในปริมาณมากเช่นกนั นํ1าเสียส่วนใหญ่ของอุตสาหกรรมประเภทนี1 เป็น
นํ1 าเสียทีTมีองค์ประกอบของสารอินทรียสู์ง ซึT งเกิดจากการปนเปื1 อนของเศษเนื1อ เลือด และไขมนั
ของสัตวท์ะเลทีTใชเ้ป็นวตัถุดิบในการผลิต มีผลทาํใหค่้าบีโอดี ค่าของแข็งแขวนลอยทั1งหมด และค่า
นํ1 ามนัและไขมนัสูง ดงันั1นอุตสาหกรรมดงักล่าวจึงจาํเป็นตอ้งมีการบาํบดันํ1 าเสียก่อนปล่อยลงสู่
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แหล่งนํ1าสาธารณะ เพืTอให้ไดคุ้ณภาพนํ1 าทิ1งตามมาตรฐานทีTกฎหมายกาํหนดไว ้กระบวนการบาํบดั
นํ1าเสียส่วนใหญ่ของอุตสาหกรรมอาหารทะเลแช่แขง็จึงเป็นกระบวนการบาํบดัทางชีวภาพ โดยการ
ใชจุ้ลินทรียเ์ป็นตวัยอ่ยสลายสารอินทรียใ์นนํ1าเสียใหมี้ปริมาณนอ้ยลงหรือตามทีTกฎหมายกาํหนดไว ้
ดงันั1นจุลินทรียจึ์งเป็นปัจจยัหนึTงในการควบคุมการทาํงานของระบบบาํบดันํ1 าเสียให้มีประสิทธิภาพ 
ซึT งหากทาํการศึกษาและทาํความเขา้ใจถึงชนิดและสมบติัของแบคทีเรียในการบาํบดันํ1 าเสีย ทาํให้
สามารถควบคุมประสิทธิภาพการทาํงานของระบบบาํบดันํ1าเสียใหดี้ยิTงขึ1นได ้
 ผลิตภณัฑอ์าหารทะเลแช่แขง็ใชอ้าหารจาํพวกอาหารทะเลสด เช่น ปู กุง้ ปลา และ
ปลาหมึกเป็นวัตถุดิบ นํ1 าสะอาดหรือนํ1 าประปาเป็นวัตถุดิบอีกประเภทหนึT งทีTนํามาใช้ใน
กระบวนการผลิตอาหารทะเลแช่แข็งในปริมาณมากเช่นกนั โดยมีวตัถุประสงค์ในการใช้ล้างทาํ
ความสะอาดวตัถุดิบ การล้างภาชนะและเครืT องจักรอุปกรณ์ การล้างผลิตภัณฑ์ในระหว่าง
กระบวนการผลิต การทาํความสะอาดบริเวณพื1นทีTทาํงาน และช่วยในการชาํระลา้งเศษซากต่างๆ 
นอกจากนี1ยงัมีการใชน้ํ1 าแข็งและนํ1 าเยน็ เพืTอคงความสดและควบคุมการเติบโตของเชื1อจุลินทรียใ์น
ระหว่างกระบวนการผลิต  ทั1งนี1 หากพิจารณาถึงการใช้นํ1 ารวมทั1งนํ1 าแข็งในแต่ละขั1นตอนการผลิต 
พบวา่การผลิตอาหารทะเลแช่แข็งนั1นมีการใชน้ํ1 าในทุกขั1นตอน และยงัมีปริมาณนํ1 าใชที้Tแตกต่างกนั
ดว้ย ดงัตารางทีT 1 
 

ตาราง 1  ปริมาณการใชน้ํ1าในกระบวนการผลิตปลาทะเลแช่แขง็ 

ขั�นตอนการผลติ 
ปริมาณนํ�าใช้ 

(ลูกบาศก์เมตรต่อตันวตัถุดิบ) 
การละลายนํ1าแขง็ 

การทาํความสะอาดวตัถุดิบ 
การขอดเกล็ด 
การตดัหวัปลา 

การตดัแต่งขั1นตน้ 
การลอกหนงัปลา 

การตดัแต่งขั1นสุดทา้ย 
การแช่เยอืกแขง็และจดัเก็บ 

5 
1 

10-15 
1 

1-3 
0.2-0.6 

0.1 
0.2 

ทีHมา: กรมควบคุมมลพิษ (2548) 
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 นอกจากนี1 ยงัมีขอ้มูลในการใช้นํ1 าและนํ1 าแข็งในกระบวนการผลิตอาหารทะเลแช่
แขง็ พร้อมทั1งขอ้มูลภาระบีโอดีและซีโอดีของสถานประกอบการในกลุ่มอุตสาหกรรมอาหารทะเล
แช่แขง็จาํนวน 20 แห่ง (กรมอุตสาหกรรมอุตสาหกรรม, 2551) ดงัตารางทีT 2 
 
ตาราง 2  ขอ้มูลการใชน้ํ1า-นํ1าแขง็ และภาระบีโอดี-ซีโอดีของอุตสาหกรรมอาหารทะเลแช่แขง็ 
 

สถาน
ประกอบการ 

ผลติภัณฑ์
หลกั 

กาํลงัผลติ 
(ตันต่อวนั) 

การใช้นํ�า 
(ม.3ต่อตัน) 

การใช้
นํ�าแข็ง 

(ม.3ต่อตัน) 

ภาระบีโอดี 
(กก.ต่อตัน) 

ภาระซีโอดี 
(กก.ต่อตัน) 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
10 
11 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 
19 
20 

กุง้ 
กุง้ 
กุง้ 
กุง้ 
กุง้ 
กุง้ 
ปลา 
ปลาทูน่า 
ปลาทูน่า 
ปลา 
ปลา 
ปลาหมึก 
ปลาหมึก 
ปลาหมึก 
ปลาหมึก 
ปลาหมึก 
ซูริมิ 
ซูริมิ 
ซูริมิ 
ซูริมิ 

28.85 
17.43 
9.79 
6.14 
6.36 
5.31 
14.14 
3.61 
4.26 
6.56 
34.79 
11.62 
1.67 
26.79 
59.69 
1.43 
42.93 
22.14 
4.59 
13.39 

49.01 
51.06 
48.62 
28.51 
45.11 
25.58 
25.78 
16.49 
28.28 
29.27 
22.18 
31.27 
30.75 
40.09 
25.45 
27.68 
26.18 
35.01 
35.50 
49.59 

2.17 
2.35 

0.86 

3.34 
3.56 
3.89 
0.64 
1.92 
0.00 
3.33 
0.55 
1.34 
3.04 
2.45 
0.95 
2.16 
2.00 
1.28 
2.07 

3.33 

48.49 
51.34 
60.92 
47.46 
172.23 
3.9 
47.51 
 2.69 
4.71 
105.73 
19.13 
23.46 
58.01 
78.25 
70.67 
92.11 
107.23 
115.19 
69.05 
216.97 

56.89 
94.03 
114.88 
63.34 
246.04 
10.04 
82.55 
11.04 
21.50 
134.92 
26.96 
39.10 
82.88 
97.81 
86.70 
129.95 
172.13 
175.31 
144.97 
280.56 

ทีHมา: กรมอุตสาหกรรมอุตสาหกรรม (2551) 
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 นํ1 าเสียจากกระบวนการผลิตอาหารทะเลแช่แข็ง เกิดจากการลา้งวตัถุดิบเป็นส่วน
ใหญ่ ซึT งนํ1าเสียดงักล่าวมีองคป์ระกอบของสารอินทรียสู์ง เนืTองจากมีการปนเปื1 อนของเศษเนื1อ เลือด 
และไขมนัของสัตวท์ะเลทีTใช้เป็นวตัถุดิบ มีผลทาํให้ค่าบีโอดี ค่าของแข็งแขวนลอย และค่าไขมนั
และนํ1 ามนัสูง โดยนํ1 าเสียทีTเกิดจากกระบวนการผลิตจะถูกส่งไปบาํบดัยงัระบบบาํบดันํ1 าเสียของ
อุตสาหกรรม ซึT งระบบบาํบดันํ1 าเสียของอุตสาหกรรมอาหารทะเลแช่แข็งส่วนใหญ่ใชร้ะบบบาํบดั
นํ1าเสียทางชีวภาพเนืTองจากนํ1าเสียดงักล่าวมีองคป์ระกอบของสารอินทรียสู์ง ทั1งนี1ทางอุตสาหกรรม
อาจเลือกใชร้ะบบบาํบดันํ1าเสียทางชีวภาพแบบไม่ใชอ้อกซิเจน (anaerobic)  หรือระบบบาํบดันํ1 าเสีย
ทางชีวภาพแบบใช้ออกซิเจน (aerobic) ในการบาํบดันํ1 าเสีย หรือใช้ทั1ง 2 ระบบร่วมกนั สําหรับ
ระบบบาํบดันํ1 าเสียทางชีวภาพแบบไม่ใช้ออกซิเจน (anaerobic) ของอุตสาหกรรมอาหารทะเลแช่
แขง็ ดงัตารางทีT 3 
 
ตาราง 3 ปริมาณนํ1าเสีย และ COD Loading ต่อวนัของอุตสาหกรรมอาหารทะเลแช่แข็งแต่ละกลุ่ม

สถานประกอบการทีTใชร้ะบบ UASB 
 

ประเภทอุตสาหกรรม 
ปริมาณนํ�า และ COD Loading 

m3/day Kg COD/day 
กุง้แช่แขง็ (1) 1,000 2,100 
กุง้แช่แขง็ (2) 1,000 1,500 
ทาํปลา 250 600 
แช่แขง็และซูริมิ 2,400 3,000 

ทีHมา: สถาบนัสิTงแวดลอ้มไทย (2548) 
 
 โดยทัTวไปอุตสาหกรรมอาหาร จะมีปริมาณสารอินทรียป์ะปนมากบันํ1 าเสียปริมาณ
สูงทาํให้ระบบบาํบดัแบบไม่ใชอ้อกซิเจนเขา้มามีบทบาทในการบาํบดั เพราะสามารถลดค่า BOD 
loadingไดม้าก ดงันั1นระบบ UASB; Up-flow Anaerobic Sludge Blanket จึงเป็นระบบบาํบดันํ1 าเสีย
ทีTอุตสาหกรรมอุตสาหกรรมนิยมใชใ้นการบาํบดันํ1าเสีย  
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ตาราง 4  ลกัษณะนํ1าเสียจากอุตสาหกรรมปลา 
 

พารามิเตอร์ทางเคมี หน่วย 
ความเข้มข้น 

การล้างและการแช่ นํ�าเสียรวม 
COD mg/l 5,250 873 

SS mg/l 371 119 
TDS g NaCl/l 46 17 
Cl- g/l 27 10 

SO4
2- mg/l 1,240 164 

TKN mg N/l 747 128 
T-P mg P/l 5 5 

ทีHมา: Dan (2000) 
 
 จากตารางทีT 4 จะเห็นไดว้า่ระบบบาํบดันํ1 าเสียมีปริมาณคลอไรด์อยูค่่อนขา้งสูง ซึT ง
คลอไรด์จะมีผลต่อระบบบาํบดัแบบชีวภาพ ไม่ว่าจะมีผลต่อค่าพารามิเตอร์ทางเคมี หรือปริมาณ
กลุ่มประชากรของ methanogen (Joseph and Frederick, 1992) 

 
 โดยระบบบาํบดันํ1าเสียแบบไม่ใชอ้อกซิเจนเป็นระบบบาํบดันํ1าเสียทางชีวภาพทีTใช้
แบคทีเรียในการยอ่ยสลายสารอินทรีย ์ปัจจุบนัมีทั1งหมด 4 ประเภท (สุบณัฑิต, 2548; สุเทพ, 2552) 
ดงัต่อไปนี1  ระบบ UASB; Upflow Anaerobic Sludge Blanket  Reactor ระบบ Conventional 
Anaerobic Digester แต่ระบบดงักล่าวไวต่อการเปลีTยนแปลงอุณหภูมิอยา่งมาก จึงตอ้งการอุณหภูมิ
ทีTสูงและคงทีTเพืTอทาํการย่อยสลายไดอ้ย่างมีประสิทธิภาพ ระบบ Anaerobic Filter (Packed-bed 
Reactors) แต่เนืTองจากพื1นทีTผิวสําหรับจุลินทรีย์ยึดเกาะน้อยเกินไป ส่งผลต่อประสิทธิภาพของ
ระบบ และระบบ Anaerobic Fluidized Bed Reactor ซึT งขอ้เสียของระบบคือตอ้งการการดูแล และ
ควบคุมอย่างใกล้ชิด ดังนั1นจึงต้องอาศยับุคลากรทีTมีความชํานาญสูงในการควบคุม นอกจากนี1
ค่าใชจ่้ายในการก่อสร้างระบบสูง 
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5. ระบบบําบัดนํ�าเสียและเกณฑ์การออกแบบสําหรับอุตสาหกรรมอาหารทะเล 
 ระบบบาํบดันํ1 าเสียของอุตสาหกรรมอาหารทะเลแช่แข็งส่วนใหญ่ใช้ระบบบาํบดั
นํ1าเสียทางชีวภาพเนืTองจากนํ1าเสียดงักล่าวมีองคป์ระกอบของสารอินทรียสู์ง ทั1งนี1ทางอุตสาหกรรม
อาจเลือกใชร้ะบบบาํบดันํ1าเสียทางชีวภาพแบบไม่ใชอ้อกซิเจน (anaerobic)  หรือระบบบาํบดันํ1 าเสีย
ทางชีวภาพแบบใชอ้อกซิเจน (aerobic) ในการบาํบดันํ1าเสีย หรือใชท้ั1ง 2 ระบบร่วมกนั 
 
 5.1 ระบบบําบัดนํ�าเสียแบบไม่ใช้ออกซิเจน Upflow Anaerobic Sludge Blanket; 
UASB 
 ระบบ UASB เป็นระบบทีTไดรั้บความนิยมในการบาํบดันํ1 าเสียทีTมีค่า COD สูง เมืTอ
เทียบกบัระบบบาํบดันํ1 าเสียแบบไม่ใช้ออกซิเจนอืTนๆ เนืTองจากมีการพฒันาความหนาแน่นของ
ตะกอน โดยกลไกในการบาํบดัคือ นํ1 าเขา้จะไหลผ่านบริเวณกลุ่มตะกอนทีTอยู่ดา้นล่างของถงั ซึT ง
กลุ่มตะกอนดงักล่าวจะมีจุลินทรียท์าํหน้าทีTย่อยสลายสารอินทรียต่์างๆ ก่อนทีTจะไหลขึ1นดา้นบน
ของระบบบาํบดั และออกจากระบบบาํบดั นอกจากนี1 การยอ่ยสลายของแบคทีเรียยงัทาํให้ระบบ
บาํบดั UASB เกิดก๊าซมีเทนขึ1นดว้ยกลไกการยอ่ยสลายของแบคทีเรีย โดยทีTก๊าซจะถูกกกัไวด้า้นบน
ของระบบบาํบดั เพืTอนาํไปใชป้ระโยชน์ในดา้นอืTนๆ ต่อไป ดงัแสดงในภาพทีT 2 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพ 2 ส่วนประกอบต่างๆ ของระบบ UASB 
ทีHมา: กรมควบคุมมลพิษ (2545) 
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 โดยการออกแบบระบบ UASB พิจารณาจากขอ้มูลของลกัษณะนํ1 าเสีย, ปริมาณ
สารอินทรีย,์ อตัราการไหลของนํ1า, ปริมาตรของถงัปฏิกรณ์, ลกัษณะทางกายภาพ และระบบเก็บกกั
ก๊าซ (Tchobanoglous et al., 2004) นอกจากนี1ยงัมีค่าพารามิเตอร์ ดงัตารางทีT 5 ทีTใชใ้นการออกแบบ
เบื1องตน้ของระบบ UASB  

 
ตาราง 5 ค่าการออกแบบถงัปฏิกรณ์ UASB เมืTอเริTมตน้ระบบ 
 

พารามิเตอร์ หน่วย ค่าทีHใช้ในการออกแบบ 

pH - 6.3-7.8 
Hydraulic retention time; HRT ชัTวโมง; hr 4-20 
Organic loading rate; OLR Kg COD/m3.d 0.4-3.6 
อุณหภูมิ °C 20-55 
COD:N:P - 600:5:1 

ทีHมา: ดดัแปลงจาก Tchobanoglous et al. (2004); Habeeb et al. (2010) 
 
ลกัษณะของนํ�าเสีย 
 ลกัษณะของนํ1 าเสียทีTใช้ในการบาํบดัจะพิจารณาองค์ประกอบของนํ1 าเสียและค่า
ของแข็ง การเกิดเม็ดตะกอนจะแตกต่างกนัตามการไหลของนํ1 าเสีย หรือภายใตก้ารควบคุมระบบ
บาํบดัทีTแตกต่างกนั ซึT งลกัษณะสําคญัของระบบ UASB คือ การเก็บกกัตะกอนไวใ้นถงัปฏิกรณ์ได้
จาํนวนมาก โดยการเลี1 ยงจุลินทรียใ์ห้เป็นเม็ดตะกอน จนกระทัTงมีขนาดใหญ่ และนํ1 าหนกัมาก มี
ความเร็วในการจมตวัสูง สามารถตกตะกอนไดดี้ การรวมตวัเป็นเม็ดตะกอนขึ1นอยู่กบัลกัษณะนํ1 า
เสีย เชื1อแบคทีเรียทีTนาํมาใช้ตอนเริTมเดินระบบ และอุปกรณ์แยก 3 สถานะตอ้งทาํงานไดดี้ โดย
ตะกอนจุลินทรียที์Tตกตะกอนแยกตวัลงมา ตอ้งสามารถกลับกลบัเขา้ถังปฏิกรณ์ได้ง่ายไม่มีการ
สะสมตวัอยูใ่นส่วนตกตะกอน และมีการหลุดออกของตะกอนไปกบันํ1 าทิ1งนอ้ยทีTสุด (กรมควบคุม
มลพิษ, 2545) นอกจากนี1สภาพแวดลอ้มก็ยงัส่งผลต่อความแตกต่างของลกัษณะของจุลินทรีย ์นํ1 า
เสียทีTมีปริมาณของโปรตีน และไขมนัสูงมีแนวโน้มทาํให้เกิดปัญหาต่อเม็ดตะกอน และการเกิด
ปัญหาสลดัจเ์คก้ ซึT งนํ1าเสียของอุตสาหกรรมปลาจะมีโปรตีน และไนมนัเป็นส่วนประกอบหลกัของ
นํ1าเสีย (Chowdhury et al., 2010) ประสิทธิภาพในการบาํบดัของระบบ UASB เป็นการหมกัแบบไม่
ใชอ้อกซิเจน ซึT งควรมีค่า BOD:N:P เท่ากบั 100:1.1:0.2 และระบบบาํบดัควรมีค่า COD:N:P เท่ากบั 
600:5:1 (Tchobanoglous et al., 2004) 
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ปริมาณสารอนิทรีย์ 
 โดยปกตินํ1าเสียทีTมีค่า COD loading ทีTผา่นการบาํบดัดว้ยระบบ UASB แลว้ ระบบ
ดงักล่าวจะมีประสิทธิภาพในการลดค่า COD loading 90 – 95% เมืTอ COD loading อยูใ่นช่วง 12 – 
20 kg COD/m3dทีTอุณหภูมิ 30 – 35 °C แต่หากประสิทธิภาพในการบาํบดันอ้ยกว่า 90% และมี
ปริมาณตะกอนออกมาพร้อมกบันํ1 าออกมาก ตอ้งมีการเพิTมอตัราการไหลให้มากขั1นเพืTอเป็นการลด
ความหนาแน่นของเม็ดตะกอน จึงเป็นผลให้ค่า COD loading สูงขึ1 น โดยหากต้องการให้มี
ประสิทธิภาพในการบาํบดั 85-95% สําหรับระบบ UASB ทีTอุณหภูมิ 30°C ค่า COD loading และ
ปัจจยัต่างๆ ควรเป็นไปตามดงัตารางทีT 6 
 

ตาราง 6 ค่า COD loading ทีTมีประสิทธิภาพในการบาํบดั 85-95% สําหรับระบบ UASB ทีอุณหภูมิ 
30°C  

 

Wastewater 
COD (mg/L) 

Fraction as 
particulate 

COD 

Volumetric loading, kg COD/m3d 

Flocculent 
sludge 

Granular sludge 
with high TSS 

removal 

Granular sludge 
with little TSS 

removal 
1000-2000 0.10-0.30 2-4 2-4 8-12 

 0.30-0.60 2-4 2-4 8-14 
 0.60-1.00 na na na 

2000-6000 0.10-0.30 3-5 3-5 12-18 
 0.30-0.60 4-8 2-6 12-24 
 0.60-1.00 4-8 2-6 na 

6000-9000 0.10-0.30 4-6 4-6 15-20 
 0.30-0.60 5-7 3-7 15-24 
 0.60-1.00 6-8 3-8 na 

9000-18,000 0.10-0.30 5-8 4-6 15-24 
 0.30-0.60 na 3-7 na 
 0.60-1.00 na 3-7 na 

ทีHมา: Tchobanoglous et al. (2004) 
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ความเร็วในการไหลของนํ�า 
 ความเร็วในการไหลของนํ1าจะขึ1นอยูก่บัการไหล และพื1นทีTของปฏิกรณ์ ซึT งเป็นไป
ตามหลกัการการออกแบบ ซึT งความเร็วนํ1 าไหลขึ1นทีTเหมาะสม ควรจะน้อยกว่า 1 m/hr โดยการ
ออกแบบเป็นไปตามตารางทีT 7 ดงันี1  
 
ตาราง 7 ความเร็วในการไหลของนํ1า และความสูงของถงัปฏิกรณ์ 
 

ชนิดของนํ1าเสีย 
อตัราการไหลขึ1น (m/h) ความสูงของถงัปฏิกรณ์ (m) 

ช่วง เฉลีTย ช่วง เฉลีTย 
COD nearly 100% soluble 1.0-3.0 1.5 6-10 8 
COD partially soluble 1.0-1.25 1.0 3-7 6 
Domestic wastewater 0.8-1.0 0.7 3-5 5 

ทีHมา: Tchobanoglous et al. (2004) 
 
ปริมาตรของถังปฏิกรณ์ 
 การออกแบบถงัปฏิกรณ์จะพิจารณาจาก ปริมาณสารอินทรีย ์อตัราการไหลของนํ1 า 
และประสิทธิภาพของระบบทีTตอ้งการ โดยทีTประสิทธิภาพของการบาํบดันํ1 าเสียสามารถดูไดจ้าก
จาํนวนของตะกอน และชีวมวลทีTยงัมีประสิทธิภาพในการทาํงานอยู่ โดยความสูงของถงัควรอยู่
ระหวา่ง 4.0-4.8 m และส่วนตกตะกอนควรจะสูง 1.5-1.6 m (กรมควบคุมมลพิษ, 2545) 
 
ปัจจัยทีHควบคุมกระบวนการย่อยสลายแบบไม่ใช้ออกซิเจน 
 แมว้่าการยอ่ยสลายสารอินทรียแ์บบไม่ใช้ออกซิเจนจะเป็นกระบวนการทีTง่ายต่อ
การควบคุมระบบ แต่ก็ตอ้งมีการควบคุมปัจจยัต่างๆ ให้เหมาะสมตามทีTระบบตอ้งการ เพืTอให้เกิด
ประสิทธิภาพสูงสุดในการบาํบดันํ1าเสีย โดยสุบณัฑิต (2548) กล่าววา่ 
  
อุณหภูมิ (Temperature) 
 อุณหภูมิมีอิทธิพลอย่างมากต่อการดาํรงชีวิตของแบคทีเรียในระบบบาํบดันํ1 าเสีย     
โดยแบคทีเรียแต่ละกลุ่มในระบบบาํบดันํ1 าเสียแบบไม่ใช้ออกซิเจนจะมีความตอ้งการอุณหภูมิใน
การเจริญเติบโตทีTแตกต่างกนั โดยสามารถแบ่งกลุ่มของแบคทีเรียไดด้งันี1  
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     1) Psychrophilic range มีช่วงอุณหภูมิ 5-15°C 
     2) Mesophilic range มีช่วงอุณหภูมิ 35-37°C 
     3) Thermophilic range มีช่วงอุณหภูมิ 50-55°C 

 
       เนืT องจากแบคทีเรียทีTสร้างมีเทนมีบทบาทสําคัญในการย่อยสลายครั1 งนี1 ซึT ง
แบคทีเรียชนิดดงักล่าวเป็นแบคทีเรียทีTไวต่อการเปลีTยนแปลงอุณหภูมิมากซึT งถงัย่อยสลายแบบทีT
ตอ้งใชอุ้ณหภูมิสูงตอ้งใชอุ้ณหภูมิประมาณ 50-65°C ซึT งอุณหภูมิ 52°C เป็นอุณหภูมิทีTเหมาะสมมาก
ทีTสุดในการยอ่ยสลาย และถงัยอ่ยสลายแบบอุณหภูมิปานกลางซึT งตอ้งมีอุณหภูมิประมาณ 30-35°C 
ส่วนในประเทศไทยระบบบาํบดันํ1 าเสียแบบไม่ใชอ้อกซิเจนมกัถูกควบคุมแบบ mesophilic ไดเ้อง
โดยสภาพภูมิอากาศในประเทศไทยเอง โดยไม่ตอ้งเพิTมอุณหภูมิให้กบันํ1 าเสียก่อนเขา้สู่ระบบบาํบดั 
หรือถงัปฏิกรณ์ (สันทดั, 2549) 
 
พเีอช (pH) 
 ความเป็นกรด-ด่างเป็นอีกปัจจยัหนึTงทีTมีความสาํคญัในการยอ่ยสลายของแบคทีเรีย 
โดยเฉพาะอย่างยิTงในถงัยอ่ยสลายแบบไม่ใชอ้อกซิเจนทีTมีแบคทีเรียกุล่มทีTสร้างมีเทน ถา้ค่า pH มี
ค่าทีTไม่เป็นกลาง การเจริญเติบโตของแบคทีเรียกลุ่มสร้างมีเทนจะถูกยบัย ั1ง ซึT งสันทดั (2549) กล่าว
วา่ pH ทีTเหมาะสมสําหรับแบคทีเรียโดยทัTวไปมีค่าอยูร่ะหวา่ง 5-9 และค่า pH ทีT เหมาะสมทีTสุดคือ 
6.8-7.2 ซึT งเป็นสภาวะทีTเหมาะสมทีTใชใ้นการควบคุมระบบบาํบดันํ1าเสียทางชีววทิยา 
 
อตัราการเจริญเติบโตของแบคทเีรีย 
 ถา้สภาพแวดลอ้มต่างๆ ทั1งทางกายภาพและทางเคมีไม่ขดัต่อการเจริญเติบโตของ
แบคทีเ รีย อัตราเร่งในการเจริญเติบโตของแบคทีเรียจะขึ1 นอยู่กับปริมาณอาหารเท่านั1 น 
(Tchobanoglous et al., 2004) โดย สันทดั (2549) กล่าววา่ การเจริญเติบโตของแบคทีเรียจะแปรผนั
โดยตรงกับปริมาณอาหาร การวดัอตัราการเจริญเติบโตของแบคทีเรียวดัได้โดยการหาปริมาณ
แบคทีเรียทีTเพิTมขึ1น อตัราการเจริญเติบโตของแบคทีเรียจะสัมพนัธ์กบัระยะเวลา นัTนคือหากเลี1 ยง
แบคทีเรียในอาหารเลี1ยงเชื1อ หรือนํ1าเสีย จะสามารถแบ่งช่วงการเจริญเติบโตของแบคทีเรียไดด้งันี1  
 1.  ในระยะแรกแบคทีเรียจะมีการปรับตวั และเป็นระยะทีTแบคทีเรียได้รับ
สารอาหารเพืTอนํามาสร้างส่วนประกอบต่างๆของเซลล์ ดังนั1นจึงยงัไม่มีการแบ่งตวั อตัราการ
เจริญเติบโตตํTา ระยะนี1 เรียกวา่ lag phase 
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 2. เมืTอแบคทีเรียปรับตวัไดจ้ะมีการสะสมอาหาร และแบ่งตวัอยา่งรวดเร็วอยา่ง
สมํTาเสมอ บางครั1 งเรียกวา่ steady state อตัราการเจริญเติบโตในระยะนี1 สูงสุด เรียกวา่ log phase 
 3. หลงัจากนั1นอาหารต่างๆในนํ1 าเสีย หรืออาหารเลี1ยงเชื1อเริTมน้อยลง ของเสียจาก
แบคทีเรียจะเพิTมขึ1น การเจริญเติบโตของแบคทีเรียจะถูกจาํกัด โดยแบคทีเรียบางส่วนสามารถ
เจริญเติบโตต่อไปได ้และบางส่วนจะตายลง ทาํให้แบคทีเรียโดยรวมค่อนขา้งคงทีTนัTนคือ อตัราการ
เจริญเติบโตสุทธิเกือบเป็นศูนย ์ระยะนี1 เรียกวา่ stationary phase  
 4.  หลงัจากระยะ stationary phase อาหารจะยิTงนอ้ยลง และอตัราการตายจะสูงกวา่
อตัราการเจริญเติบโต ปริมาณแบคทีเรียจึงลดลง เรียกวา่ declined growth 
 5.  Endogenous growth phase เป็นระยะทีTอาหารเหลือนอ้ยลงจนเกือบหมด จะมี
การตายมากขึ1น พวกทีTดาํรงชีวติอยูไ่ดจ้าํเป็นตอ้งใชอ้าหารทีTสะสมภายในเซลล์เพืTอดาํรงชีวิตเรียกวา่ 
Auto oxidation ดงัแสดงในภาพทีT 3 
 
 
 
 
 

 
 
 

 
 
ภาพ 3 การเปรียบเทียบการเปลีTยนแปลงระหวา่งสารตั1งตน้กบัมวลของจุลินทรีย ์
ทีHมา:  ดดัแปลงจากสันทดั (2549) 
 
 
เวลาทีHนํ�าเสียอยู่ในถังย่อยสลาย (Retention Time) 
 เวลาทีTอยู่ทีTอยู่ในถงัตอ้งเป็นเวลาทีTเหมาะสม และเพียงพอทีTจะทาํให้เกิดการย่อย
สลายสารปนเปื1 อนไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ เวลากกัเก็บนํ1 าเฉลีTยอยา่งน้อย 4 ชัTวโมง แต่ควรจะมี
มากกว่า 6 ชัTวโมง (กรมควบคุมมลพิษ, 2545) ส่วน กรมควบคุมมลพิษ (2545) ไดแ้นะนาํว่า
ความเร็วนํ1าไหลของนํ1าไม่ควรเกิน 4 m/hr 
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สารพษิ (Toxicants) 
 เนืTองจากสารบางชนิดมีผลต่อการยบัย ั1งการทาํงานของแบคทีเรีย อาทิเช่นซลัไฟด์
มีผลต่อการทาํงานของกลุ่มแบคทีเรียกลุ่มสร้างมีเทน โดยเกิดจากหากระบบมีกรดแอซีติกเกิดขึ1น
ปริมาณนอ้ยจะทาํใหข้ั1นตอนสุดทา้ยในถงัยอ่ยสลายแบบไม่ใชอ้อกซิเจนเกิดปฏิกิริยาซลัเฟตรีดกัชนั 
(sulfate reduction) ไดก้๊าซไฮโดรเจนซลัไฟด ์และทาํใหร้ะบบลม้เหลวได ้
ความเข้มข้นของกรดอนิทรีย์ 
 กรดอินทรียจ์ะเกิดจากขั1นตอนทีT 2 หรือ acidogenesis และเป็นสารตั1งตน้ของ
ปฏิกิริยาการสร้างก๊าซมีเทน ถา้ปริมาณของกรดอินทรียมี์อยู่ปริมาณสูงกว่าปกติจะทาํให้บ่งชี1 ไดว้่า
ขั1นตอนของปฏิกิริยาการสร้างมีเทนถูกยบัย ั1ง หรือเป็นสัญญาณทีTบ่งบอกถึงความไม่สมดุลของ
กระบวนการยอ่ยสลายในระบบทาํใหร้ะบบลม้เหลวได ้
ไอออน และความเค็ม 
 Joseph and Frederick (1992) กล่าววา่ ซลัเฟตเป็นตวัควบคุมทีTสําคญัในขั1นตอน 
methanogenesis เพราะมีการทาํงานแข่งกนัระหว่าง sulfate-reducing bacteria และmethanogen 
ความเคม็มีผลต่อค่าฟลกัซ์ของก๊าซมีเทนเมืTอมีการทดลองกบันํ1 าทะเล โดยหาก NaCl มีความเขม้ขน้
มากกวา่ 0.2 M จะมีผลกระทบต่อกลุ่มประชากร methanogen นอกจากนี1 ไอออนยงัส่งผลกระทบต่อ
การเกิดปฏิกิริยาทางเคมี และอาจมีผลกระทบต่อการยบัย ั1งดา้นอืTนทางเคมี 
 
 5.2 ระบบบําบัดนํ�าเสียแบบใช้ออกซิเจน  
 ระบบบาํบดันํ1 าเสียทางชีวภาพแบบใช้ออกซิเจน มีอยู่หลายรูปแบบดว้ยกนั เช่น 
ระบบบาํบดัแบบตะกอนเร่ง (Activated sludge, AS) ระบบบาํบดัแบบแผ่นจานหมุนชีวภาพ 
(Rotating biological contactor, RBC) ระบบบาํบดัแบบคลองวนเวียน (Oxidation ditch, OD) และ
ระบบบาํบดัแบบถงัปฏิกรณ์สลบัเป็นกะ (Sequencing batch reactor, SBR) (สุเทพ, 2552) โดยระบบ
บาํบดันํ1 าเสียแบบตะกอนเร่งถือเป็นระบบบาํบดันํ1 าเสียทีTมีความนิยมใช้กันอย่างแพร่หลาย ใน
ประเทศทีTพฒันาแลว้ไดมี้การออกแบบระบบบาํบดันํ1 าเสียแบบตะกอนเร่งให้มีความสามารถในการ
บาํบดัธาตุอาหารไดม้ากขึ1นนอกเหนือจากการบาํบดัสารอินทรียค์าร์บอนเพียงอย่างเดียว ซึT งระบบ
บาํบดัแบบตะกอนเร่งสามารถนาํมาประยุกต์เพืTอกาํจดัไนโตรเจน และฟอสฟอรัสได้ ในทีTนี1 จะ
กล่าวถึงระบบบาํบดันํ1 าเสียแบบ ตะกอนเร่งทัTวไป ระบบบาํบดันํ1 าเสียแบบตะกอนเร่งทีTมีการบาํบดั
สารไนโตรเจน และระบบบาํบดั นํ1าเสียแบบตะกอนเร่งทีTมีการบาํบดัสารฟอสฟอรัส ดงันี1  
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 5.3 ระบบบําบัดนํ�าเสียแบบตะกอนเร่ง  
 ระบบบาํบดันํ1 าเสียแบบตะกอนเร่ง เป็นระบบทีTสามารถบาํบดัไดท้ั1งนํ1 าเสียชุมชน
และนํ1 าเสียอุตสาหกรรมโดยอาศยัการย่อยสลายสารอินทรีย์ด้วยแบคทีเรียกลุ่มทีTใช้ออกซิเจน 
(aerobic bacteria) เป็นหลกั ซึT งระบบบาํบดันํ1 าเสียแบบตะกอนเร่งประกอบด้วยถงัเติมอากาศ 
(aeration Tank) และถงัตกตะกอน (sedimentation tank) ขั1นตอนแรกคือการเติมนํ1 าเสียเขา้ถงัเติม
อากาศทีTมีตะกอนจุลินทรียห์รือเรียกวา่ “สลดัจ”์ (sludge) อยูเ่ป็นจาํนวนมาก จุลินทรียเ์หล่านี1 จะทาํ
การย่อยสารอินทรียที์Tมีอยู่ในนํ1 าเสียให้อยู่ในรูปของคาร์บอนไดออกไซด์ (CO2) นํ1 า แอมโมเนีย 
(NH4) และเกิดเซลล์ใหม่ของจุลินทรีย ์(Bitton, 2005) หลงัจากผา่นถงัเติมอากาศแลว้นํ1 าเสียจะไหล
เข้าสู่ถังตกตะกอนเพืTอเป็นการแยกสลดัจ์ออกจากนํ1 าเสียโดยการตกตะกอนของสลัดจ์สู่ก้นถัง 
ตะกอนบางส่วนจะถูกสูบกลบัเขา้ไปในถงัเติมอากาศเพืTอรักษาความเขม้ขน้ของสลดัจใ์ห้ไดต้ามทีT
กาํหนด และอีกส่วนจะเป็นสลดัจส่์วนเกิน (excess sludge) ทีTตอ้งนาํไปกาํจดัต่อไป ค่าการออกแบบ
ระบบดงักล่าวมีประสิทธิภาพในการกาํจดับีโอดีไดถึ้งร้อยละ 85-95  (Tchobanoglous et al., 2004) 
วตัถุประสงคข์องการบาํบดันํ1าเสียแบบตะกอนเร่งคือ เพืTอใหส้ามารถลดสารอินทรียที์Tมีอยูใ่นนํ1 าเสีย
ให้มากทีTสุดในระยะเวลาอนัสั1 นโดยวิธีทางชีววิทยา ซึT งปัจจยัทีTมีผลต่อการควบคุมระบบให้มี
ประสิทธิภาพคือ (สุรพล, 2538) 
 ก.  ความเข้มข้นของสารอินทรีย์ในนํ�าเสีย  

      เนืTองจากสารอินทรียใ์นนํ1 าเสียเป็นอาหารของจุลินทรียใ์นระบบตะกอนเร่ง ดงันั1น
หากมีการเปลีTยนแปลงความเขม้ขน้ของสารอินทรียม์ากจะมีผลต่อการเจริญเติบโตของจุลินทรีย ์
และมีผลทาํใหอ้ตัราส่วนของอาหารต่อจุลินทรียสู์งคือ มีอาหารมากทาํให้จุลินทรียเ์พิTมจาํนวนอยา่ง
รวดเร็วและกระจายอยูท่ ัTวไปแทนทีTจะรวมตวักนัเป็นกอ้น (floc) ทาํใหเ้กิดการตกตะกอนไดไ้ม่ดี ใน
ขณะเดียวกนัถ้าอตัราส่วนของอาหารต่อจุลินทรียต์ ํTา คือมีอาหารน้อยจาํนวนจุลินทรียน์้อยลงเกิด
ตะกอนจุลินทรียแ์ละตกตะกอนไดเ้ร็ว แต่ก็ไม่สามารถจบัตะกอนเล็กๆตกลงมาไดห้มดทาํให้นํ1 าทีT
ออกจากถงัตกตะกอนขุ่น 
  
 ข.  อาหารเสริม 

      จุลินทรียใ์นระบบตอ้งการอาหารเสริม (nutrient) ซึT งไดแ้ก่ ไนโตรเจน ฟอสฟอรัส 
และเหล็ก นอกเหนือจากสารอินทรียต่์างๆ ปกติแร่ธาตุเหล่านี1 มีอยูค่รบในนํ1 าเสียชุมชนแต่อาจมีไม่
พอในนํ1าเสียจากอุตสาหกรรมอุตสาหกรรม ซึT งการขาดอาหารเสริมเหล่านี1 จะทาํให้จุลินทรียที์Tสร้าง
กลุ่มตะกอนเติบโตไดไ้ม่ดี จุลินทรียช์นิดเส้นใยเจริญไดม้ากกว่า ตะกอนเกิดการตกตะกอนไดย้าก
และทาํใหเ้กิดตะกอนอืด ปกติจะควบคุม ค่า BOD: N: P: Fe เท่ากบั 100: 5: 1: 0.5  
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 ค.  ออกซิเจนละลายนํ�า 
 ในถงัเติมอากาศจะตอ้งมีออกซิเจนละลายนํ1 าไม่นอ้ยกวา่ 2 มิลลิกรัมต่อลิตร เพืTอ
เป็นการรักษาความเขม้ขน้ของออกซิเจนในนํ1 า ซึT งค่าออกซิเจนละลายนํ1 าขึ1นอยูก่บัอุณหภูมิกล่าวคือ 
ถา้อุณหภูมิสูงออกซิเจนจะมีค่าการละลายนํ1 าอิTมตวัตํTาทาํให้ตอ้งมีการเติมออกซิเจนมาก และทาํให้
เกิดการสิ1นเปลือง ในขณะเดียวกนัถา้อุณหภูมิตํTาออกซิเจนจะมีค่าการละลายนํ1 าอิTมตวัสูงจึงทาํให้
การเติมออกซิเจนนอ้ยกวา่อุณหภูมิสูง 
 ง.  ระยะเวลาในการบําบัด  
      ระยะเวลาในการบาํบดัในบ่อเติมอากาศตอ้งมีมากเพียงพอทีTจุลินทรียจ์ะใชใ้นการ
ยอ่ยสลายสารอินทรีย ์หากใช้ระยะเวลาสั1นเกินไปสารทีTถูกยอ่ยสลายไดย้ากจะไม่ถูกยอ่ยจนถึงขั1น
สุดทา้ย ทาํใหค้่าบีโอดีเหลืออยูใ่นนํ1าเสียมาก 
 จ.  ค่าพเีอช 
 แบคทีเรียเจริญเติบโตไดดี้ทีTค่าพีเอช 6.5-8.5 ถา้พีเอชตํTากว่า 6.5 ราจะเติบโตได้
ดีกวา่แบคทีเรีย ทาํใหป้ระสิทธิภาพในการบาํบดัตํTาลงและตะกอนเกิดการตกตะกอนไดไ้ม่ดี ส่วนค่า
พีเอชสูงทาํใหฟ้อสฟอรัสแยกตวัออกจากนํ1า (precipitate) จุลินทรียไ์ม่สามารถนาํมาใชป้ระโยชน์ได ้
ในขณะเดียวกนัถา้พีเอชสูงหรือตํTาเกินไปจุลินทรียไ์ม่สามารถดาํรงชีวติได ้
 ฉ.  สารเป็นพษิ 

 สารเป็นพิษแบ่งออกเป็น 2 จาํพวกคือ แบบพิษเฉียบพลนั (acute toxicity) ซึT ง 
จุลินทรียจ์ะตายหมดภายในระยะเวลาไม่กีTชัTวโมงสารจาํพวกนี1 ไดแ้ก่ ไซยาไนด์ อาร์เซนิค เป็นตน้ 
และแบบพิษออกฤทธิ� ช้า (chronic toxicity) ซึT งใช้เวลานานและค่อยๆตายสารจาํพวกนี1 ได้แก่   
ทองแดง และโลหะหนกัต่างๆ เป็นตน้ 
 ช.  อุณหภูมิ 
 อุณหภูมิเป็นปัจจัยหนึT งของการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์ โดยทัTวไปการเพิTม
อุณหภูมิขึ1นทุกๆ 10 องศาเซลเซียส จะทาํใหจุ้ลินทรียเ์พิTมขึ1นเท่าตวัจนถึงอุณหภูมิประมาณ 37 องศา
เซลเซียส จากนั1นอุณหภูมิจะสูงเกินไปทาํให้จุลินทรียเ์จริญเติบโตน้อยลงอย่างรวดเร็ว แต่การ
ควบคุมอุณหภูมิทาํไดย้าก ดงันั1นจึงทาํการควบคุมความเขม้ขน้ของตะกอนเร่งในบ่อเติมอากาศหรือ 
MLSS ใหมี้ค่านอ้ยลงเมืTออุณหภูมิสูงและเพิTมใหม้ากขึ1นเมืTออุณหภูมิตํTา 
 ซ.  การกวน 
 ภายในบ่อเติมอากาศต้องมีการกวนผสมอย่างทัTวถึงเพืTอป้องกันไม่ให้ตะกอน
จุลินทรียต์กตะกอน และให้จุลินทรียส์ัมผสักบันํ1 าเสียเพืTอจะไดใ้ชอ้าหารและลดสารอินทรียใ์นนํ1 า
เสียรวมทั1งจะไดจ้บัตวัเป็นกลุ่มตะกอน (floc) ทีTดี 
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 ฌ.  อตัราการไหลของนํ�า 
 การเปลีTยนแปลงอตัราการไหลของนํ1 ามีผลโดยตรงต่อการทาํงานของระบบบาํบดั
นํ1าเสียทางชีวภาพและในบ่อตกตะกอน กล่าวคือหากอตัราการไหลของนํ1 าเสียสูง ระยะเวลาในการ
บาํบดัจะนอ้ยลง ค่าสารอินทรียเ์พิTมขึ1น และระยะเวลาตกตะกอนลดลงดว้ย ทาํให้ประสิทธิภาพใน
การทาํงานลดลง ดงันั1นจึงควรมีอตัราการไหลของนํ1 าอย่างสมํTาเสมอให้ใกล้เคียงกบัทีTออกแบบ
เอาไว ้เป็นตน้ 
   
 5.3.1. ระบบบําบัดนํ�าเสียแบบตะกอนเร่งทีHบําบัดสารไนโตรเจน 
 นํ1 าเสียบางประเภทมีปริมาณของไนโตรเจนสูง เช่น นํ1 าเสียจากแหล่งเกษตรกรรม 
โดยไนโตรเจนทีTพบในนํ1 าเสียมี 4 รูปแบบคือ ก๊าซแอมโมเนีย ไนเตรท ไนไตรท์ และสารอินทรีย์
ไนโตรเจน ดงันั1นในการกาํจดัไนโตรเจนในรูปแบบต่างๆ จาํเป็นตอ้งใชป้ฏิกิริยาหลายชนิดร่วมกนั 
เพืTอใหไ้ดป้ริมาณไนโตรเจนตามมาตรฐานนํ1 าทิ1งทีTไดก้าํหนดไว ้และเพืTอป้องกนักระบวนการยโูทร
ฟิเคชนัในแหล่งนํ1 าดว้ย ระบบบาํบดันํ1 าเสียแบบตะกอนเร่งสามารถนาํมาประยุกตใ์ชใ้นการกาํจดั
สารไนโตรเจนให้มีประสิทธิภาพตอ้งอาศยั 2 กระบวนการประกอบกนัคือ ไนตริฟิเคชนัและดีไน
ตริฟิเคชนั (สุบณัฑิต, 2548) 
 ปฏิกิริยาไนตริฟิเคชัน (nitrification) คือ กระบวนการย่อยสลายแอมโมเนียม
ไอออนหรือก๊าซแอมโมเนีย ภายใตส้ภาวะทีTใชอ้อกซิเจนกลายเป็นไนเตรท (Gerardi, 2006) 

 ปัจจยัทีTมีผลต่อการเกิดปฏิกิริยาไนตริฟิเคชนัคือ พีเอช อุณหภูมิ ความเขม้เขน้ของ
แอมโมเนียและไนไตรท ์ความเขม้ขน้ของออกซิเจน อตัราส่วนบีโอดีต่อทีเคเอ็น (BOD5/TKN ratio) 
ความเคม็ และสารพิษ (ธงชยั, 2545; Bitton, 2005) 

 ก.  พีเอช แบคทีเรียกลุ่มไนตริไฟอิง มีความไวต่อค่าพีเอชมากและทาํงานไดดี้ในพี
เอชค่อนไปทางด่างหรือประมาณ 7.5-9.0 (ธงชยั, 2545) 

 ข.  อุณหภูมิมีผลต่อ Nitrobacter มากกวา่ Nitrosomonas อุณหภูมิทีTเหมาะสมต่อ
การเกิดปฏิกิริยาไนตริฟิเคชนัคือช่วง 25-30 องศาเซลเซียส (ธงชยั, 2545; Bitton, 2005) 

 ค.  ความเขม้ขน้ของแอมโมเนียและไนไตรทใ์นถงัเติมอากาศนั1น มีผลต่อการ
เจริญเติบโตของ Nitrosomonas และ Nitrobacter ซึT งการเจริญเติบโตของแบคทีเรียทั1ง 2 กลุ่มนี1
เป็นไปตามสมการของโมนอด คือ ขึ1นอยูก่บัความเขม้ขน้ของแอมโมเนีย และไนไตรท ์ตามลาํดบั 

 ง.  ความเขม้ขน้ของออกซิเจนหรือค่าออกซิเจนละลายนํ1ามีผลต่อแบคทีเรียกลุ่มไน
ตริไฟอิง ซึT งแบคทีเรียกลุ่มนี1 มีความไวต่อออกซิเจนความเขม้ขน้ตํTา ทั1งนี1 ถา้ค่าออกซิเจนละลายนํ1 า
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เท่ากบัหรือมากกวา่ 1.0 มิลลิกรัมต่อลิตร (ธงชยั, 2545; Tchobanoglous et al., 2004) ไม่มีผลกระทบ
ต่อปฏิกิริยาไนตริฟิเคชนั แต่ควรใหมี้ค่าออกซิเจนละลายนํ1าเท่ากบั 2.0 มิลลิกรัมต่อลิตร 

 จ. อตัราส่วนบีโอดีต่อทีเคเอน็มีผลต่อไนตริไฟอิงแบคทีเรีย กล่าวคือเมืTออตัราส่วน
บีโอดีต่อทีเคเอ็นเพิTมขึ1นไนตริไฟอิงแบคทีเรียจะลดลง ดงันั1นอตัราส่วนบีโอดีต่อทีเคเอ็นทีTเหมาะ
ต่อกระบวนการเกิดปฏิกิริยาไนตริฟิเคชนัคือ ไม่เกิน 3 (Tchobanoglous et al., 2004; Bitton, 2005) 
นอกจากนี1ยงัสามารถแสดงอตัราส่วนบีโอดีต่อทีเคเอ็นทีTมีผลต่อสัดส่วนของไนตริไฟเออร์ต่อวีเอส
เอสในระบบบาํบดันํ1าเสีย  
 ฉ.  ความเคม็ มีผลทางลบต่อไนตริไฟอิงแบคทีเรีย แต่ก็ยงัสามารถปรับตวัเขา้กบั 
ความเค็มไดดี้พอควร ไดมี้การทดลองกบัระบบแอน็อกซิก-แอโรบิก พบว่าไนตริไฟอิงแบคทีเรีย
ปรับตวัเขา้กบัความเคม็ไดดี้กวา่เฮเทอโรโทปแบคทีเรียทีTกาํจดับีโอดี 
 ช.  สารพิษ มีสารหลากหลายชนิดทีTสามารถยบัย ั1งการเกิดปฏิกิริยาไนตริฟิเคชนัใน
ระบบบาํบดันํ1าเสียแบบตะกอนเร่งได ้
 ปฏิกิริยาดีไนตริฟิเคชนั (Denitrification) คือ ปฏิกิริยาทีTเปลีTยนไนเตรทให้เป็นก๊าซ
ไนโตรเจน โดยปฏิกิริยาดงักล่าวประกอบดว้ย 5 โมเลกุลไนโตรเจน และ 4 ขั1นตอนทางชีวเคมี ซึT ง
โมเลกุลทั1ง 5 โมเลกุลประกอบดว้ย ไนเตรท (NO-

3) ไนไตรท ์(NO-
2) ไนตริกออกไซด์ (NO) ไน

ตรัส-ออกไซด ์(N2O) และก๊าซไนโตรเจน (N2)  
 ปฏิกิริยาดีไนตริฟิเคชนัมี 2 ขั1นตอนทีTตอ้งการพลงังานมาช่วยในการเกิดปฏิกิริยา 
ซึT งพลงังานทีTตอ้งการนั1นคือ สารอินทรียห์รือสับสเตรท (substrate) นั1นเอง ปฏิกิริยาทีTว่าคือการ
เปลีTยนไนเตรทเป็นไนไตรท์ และการเปลีTยนไนไตรท์เป็นก๊าซไนโตรเจน โดยมีไนตริกออกไซด ์
และไนตรัส-ออกไซด ์เป็นสารประกอบตวักลาง (intermediate compound)  
 ปฏิกิริยาดีไนตริฟิเคชนัเป็นปฏิกิริยาทีTสามารถกาํจดัไนโตรเจนไดอ้ย่างสมบูรณ์ 
โดยปฏิกิริยาจะเกิดไดน้ั1นขึ1นอยู่กบัความเขม้ขน้ของตวัให้อิเล็กตรอน (สับสเตรท) และจุลินทรีย์
ภายใตส้ภาวะแอน็อกซิก  
 
 5.3.2 ระบบบําบัดนํ�าเสียแบบตะกอนเร่งทีHบําบัดสารฟอสฟอรัส 
 นํ1 าเสียบางประเภทมีสารฟอสฟอรัสปนเปื1 อนอยู่ เช่น นํ1 าเสียจากอาคารบา้นเรือน 
โดยฟอสฟอรัสจะอยู่ในรูปของฟอสเฟตหลายรูปแบบ เช่น ออร์โทฟอสเฟต คอนเดนส์ฟอสเฟต  
และออร์แกนิกฟอสเฟต (ฟอสโฟไลปิด นํ1 าตาลฟอสเฟตและนิวคลีโอไทด์) เป็นตน้ โดยกลุ่มโพลี
ฟอสเฟต และออร์แกนิกฟอสเฟตจะปนเปื1 อนในนํ1 าเสียสูงถึงร้อยละ 70 ทีTมาของสารฟอสเฟต
เหล่านี1 คือ อุจจาระ ของเสียและสารชาํระลา้งโดยเฉพาะอยา่งยิTงผงซักฟอก ฟอสฟอรัสเป็นปัจจยัทีT
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สาํคญัของการเกิด ยโูทรฟิเคชนัในนํ1 า ดงันั1นจึงตอ้งมีการบาํบดัสารฟอสฟอรัสในนํ1 าเสียก่อนปล่อย
ลงสู่แหล่งนํ1 าสาธารณะ ซึT งการบาํบัดฟอสฟอรัสด้วยวิธีทางชีวภาพต้องอาศยักระบวนการ 2 
ขั1นตอน (สุบณัฑิต, 2538) คือ ระบบทีTไม่ใช้ออกซิเจน (anaerobic system) สลบักบัระบบทีTใช้
ออกซิเจน (aerobic system) ซึT งระบบการยอ่ยสลายแบบไม่ใชอ้อกซิเจน (anaerobic system) คือ 
กลุ่มแบคทีเรียทีTไม่ใชอ้อกซิเจนทาํการดูดซึมสารประกอบอนินทรียฟ์อสเฟตเขา้ไปในเซลล์และยอ่ย
ให้เปลีTยนเป็นสารอินทรียฟ์อสเฟตก่อนทีTจะปล่อยสารอินทรียฟ์อสเฟตออกนอกเซลล์ และระบบ
การย่อยสลายแบบใช้ออกซิเจน (aerobic system) คือ กลุ่มแบคทีเรียทีTใช้ออกซิเจนและสะสม
ฟอสเฟต เรียก polyphosphate accumulate organisms (POAs) (Sidat et al., 1999; Bitton, 2005) 
เป็นแบคทีเรียกลุ่มทีTจะทาํการดูดซึมสารอินทรีย์ฟอสเฟตเข้าไปภายในเซลล์ภายใต้สภาวะทีTมี
ออกซิเจน  
 ขอ้มูลการออกแบบระบบบาํบดันํ1 าเสียแบบตะกอนเร่งชนิดต่างๆ เช่น อตัราส่วน
ของอาหารต่อตะกอนของจุลินทรีย ์(F/M) อายุสลดัจ ์ระยะกกัเก็บนํ1 า และประสิทธิภาพการกาํจดับี
โอดี แสดงดงัตารางทีT 8 
  
ตาราง 8  ขอ้มูลการออกแบบระบบบาํบดันํ1าเสียแบบตะกอนเร่งชนิดต่างๆ 
 

ระบบ F/M 
(kg BOD/kg 
MLVSS-d) 

อายสุลดัจ ์
(วนั) 

ระยะ 
กกัเก็บนํ1า 
(ชัTวโมง) 

ประสิทธิภาพ 
การกาํจดับีโอดี 
(ร้อยละ) 

ระบบทัTวไปแบบไหลตามกนั 
ระบบทัTวไปแบบกวนสมบูรณ์ 
ระบบปรับเสถียรสัมผสั 
ระบบคลองวนเวยีน 

0.2-0.4 
0.2-0.6 
0.05-0.1 
0.05-0.3 

3-15 
3-15 
5-10 
15-30 

4-8 
3-5 
3-5 
15-30 

85-95 
85-95 
80-90 
85-90 

ระบบเอสบีอาร์ 
ระบบแบบเติมอากาศยดืเวลา 

0.2-0.6 
0.05-0.1 

10-30 
20-30 

N/A 
18-36 

85-95 
75-95 

F/M  =  Food per Microorganism คือ อตัราส่วนของอาหารต่อตะกอนของจุลินทรีย ์
N/A  = not applicable คือ ไม่สามารถกาํหนดค่าทีTเหมาะสมได ้
ทีHมา: Tchobanoglous et al. (2004) 
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6. จุลนิทรีย์ทีHเกีHยวข้องกบัการบําบัดนํ�าเสีย 
 
 ทวี (2538) และสุบณัฑิต (2548) อธิบายถึงการบาํบดันํ1 าเสียดว้ยวิธีทางชีววิทยา 
(biological treatment) ซึT งเป็นการบาํบดันํ1 าเสียทีTอาศยัจุลินทรียโ์ดยส่วนใหญ่เป็นแบคทีเรียกวา่ร้อย
ละ 95 ช่วยในการย่อยสลายสารอินทรียใ์นนํ1 าเสีย ดงันั1นการศึกษาและการทาํความเขา้ใจถึงชนิด
และคุณสมบติัของแบคทีเรียทาํใหส้ามารถควบคุมการบาํบดันํ1าเสียได ้ 
 
 6.1 จุลนิทรีย์ทีHพบในระบบบําบัดนํ�าเสียแบบไม่ใช้ออกซิเจน 
 กระบวนการย่อยสลายในสภาวะไม่ใช้ออกซิเจนจะประกอบดว้ยกลุ่มฟังไจ และ
โปรโตซัวจาํนวนน้อย ดงันั1นการย่อยสลายส่วนใหญ่เป็นหน้าทีTของแบคทีเรีย  (Gerardi, 2006)  
ชนิดของแบคทีเรียทีTพบในระบบบาํบดัประกอบดว้ยแบคทีเรีย 3 กลุ่ม คือ ไฮโดรไลติกแบคทีเรีย 
(hydrolytic bacteria) เฟอร์เมนต์เททีฟแบคทีเรีย (fermentative bacteria) และ เมทาโนจีนิก
แบคทีเรีย (methanogenic bacteria) จากการชนิดของแบคทีเรียพบวา่ส่วนใหญ่คือ Clostridium spp. 
และ Bacteroides spp. รวมทั1ง Pseudomonas spp. และ Bacillus spp.  แต่แบคทีเรียกลุ่มเด่นในระบบ
บาํบดันํ1 าเสียแบบไม่ใช้ออกซิเจนคือกลุ่มแบคทีเรียแบบไม่ใช้ออกซิเจน ส่วน Clostridium spp., 
Megasphera spp., streptococci และ bacilli เป็นแบคทีเรียกลุ่มเด่นในกลุ่มของ fermentative 
bacteria ทั1 ง นี1 แบคที เ รียทําหน้าทีT ในการย่อยสลายสารอินทรีย์จนกระทัTงกลาย เป็น
คาร์บอนไดออกไซด ์และก๊าซมีเทน โดยหลกัจากการยอ่ยสลายแบบไม่ใชอ้อกซิเจนจะประกอบไป
ด้วยกระบวนการไฮโดรไลซีส (hydrolysis) กระบวนการอะซิโดจินีซีส (acidogenesis) และ
กระบวนการ เมทาโนจีนีซีส (methanogenesis) (สุเทพ, 2552) ดงัภาพทีT 4 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพ 4 การยอ่ยสลายสารอินทรียใ์นระบบบาํบดันํ1าเสียแบบไม่ใชอ้อกซิเจน 
ทีHมา: ดดัแปลงมาจาก Zehnder et al. (1982); สุเทพ (2552) 
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 กรมควบคุมมลพิษ (2546) กล่าววา่ ไฮโดรไลซีส (hydrolysis) กระบวนการแรกทีT
เป็นบทบาทของกลุ่ม hydrolytic bacteria ทีTผลิตเอนไซม์ออกมาย่อยสารโมเลกุลขนาดใหญ่ เช่น 
โปรตีน ไขมนั และคาร์โบไฮเดรต ให้เป็นสารทีTมีโมเลกุลขนาดเล็กเพืTอทีTเซลล์สามารถดูดซึมเขา้สู่
ภายในเซลลไ์ด ้และนาํไปใชเ้ป็นแหล่งคาร์บอน  
 การย่อยสลายโปรตีนในกระบวนการ hydrolysis จะถูกเร่งปฏิกิริยาดว้ยเอนไซม ์
proteases ซึT งทาํให้เกิดเป็นกรดอะมิโน ไดเปปไทด์ หรือโอลิโกเปปไทด์ ส่วนปฏิกิริยา hydrolysis 
ของคาร์โบไฮเดรตจะเกิดปฏิกิริยาทีTค่า pH นอ้ยๆ (Gallert and Winter, 2005) แต่หากเป็นปฏิกิริยา 
hydrolysis ของโปรตีนจะมีค่า pH ทีTเหมาะสมเท่ากบัค่า pH ตามธรรมชาติ หรือมีค่า alkaline pH 
นอ้ยๆปฏิกิริยา aciodogenesis ของนํ1 าเสียทีTมีโปรตีนจะมีค่า pH เท่ากบั 7 หรือมากกวา่ (Gallert and 
Winter, 2005) 
 Gallert and Winter (2005) กล่าววา่ ไขมนัเป็นชีวพอลิเมอร์ทีTมีผลต่อค่า COD ใน
นํ1 าเสียจากอุตสาหกรรมอาหาร การย่อยสลายไขมนัดว้ยเอนไซม์ lipases หรือ phospholipases 
ไขมนั และนํ1 ามนัตอ้งถูกลดแรงตึงผิว การยอ่ยสลายไขมนัในสภาวะไม่ใชอ้อกซิเจน โมเลกุลของ
นํ1 าตาล และกลีเซอรอลสามารถถูกย่อยสลายให้กลายเป็นก๊าซมีเทน และคาร์บอนไดออกไซด์จาก
ปฏิกิริยาของ fermentative bacteria และ methanogenic bacteria หลงัจากปฏิกิริยา hydrolysis 
fermentation และ acetogenesis สารประกอบไขมนัทีTอยู่ในช่วง methanogenesis จะเปลีTยนเป็น 
acetate คาร์บอนไดออกไซด์ และไฮโดรเจน ซึT งเป็นแก๊สชีวภาพ ปฏิกิริยาทั1งหมดจะเกิดภายใน
เซลลที์Tมีอิทธิพลมาจาก syntrophic interaction ทีTมีการถ่ายโอนไฮโดรเจน ยกเวน้ปฏิกิริยา lipases ทีT
เกิดขึ1นภายนอกเซลล ์
 Clostridium butyricum และ Enterobacter aerogenes เป็นแบคทีเรียทีTมี
ความสามารถในการผลิตไฮโดรเจน อย่างมีประสิทธิภาพ (Nath and Das, 2004) ซึT งจะอยู่ใน
กระบวนการ Acidogenesis (Jo et al., 2008) ซึT งกระบวนการดงักล่าวเป็นกระบวนการทีTสองทีT
แบคทีเรียมีการผลิตกรดอินทรีย ์(Organic acids) และแอลกอฮอล์ (alcohols) จึงทาํให้แบคทีเรียกลุ่ม
นี1 มีชืTอเรียกว่า อะซิโดเจน (acidogens) ตวัอย่างแบคทีเรียในกลุ่มนี1 ได้แก่ Clostridium spp., 
Peptococus anaerobes Bifiobaterium spp., Desulphovibrio spp., Corynebacterium spp., 
Lactobacillus spp., Acitonomycess, Staphylococcus spp. และ Escherichic coli แต่กลุ่มของ
จุลินทรียร์ะยะนี1 เป็นกลุ่มทีTยงัไม่สามารถผลิตมีเทนได้จึงเรียกนอนเมทาโนจีนิกแบคทีเรีย (non-
methanogenic bacteria) ซึT งมีหลากหลายสายพนัธ์ุเป็นทั1งแบคทีเรียทีTสามารถเจริญไดท้ั1งในสภาวะทีT
มีออกซิเจน และไม่มีออกซิเจน (facultative) และแบคทีเรียทีTเจริญไดใ้นทีTไม่มีออกซิเจนเท่านั1น 
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(obligate anaerobic bacteria) โดยแบคทีเรียทีTไม่ใชอ้อกซิเจนทีTมีบทบาทในการสร้างกรดไขมนั
ระเหยก็คือกลุ่ม Clostridium spp. ดงัแสดงในตารางทีT  9 จากการการติดตามการเปลีTยนแปลงของ
กลุ่มประชากรจุลินทรียใ์นถงั UASB พบวา่ประชากรส่วนใหญ่เป็นกลุ่ม methanogen รองลงมา คือ 
non-methanogen แต่เมืTอเดินระบบและมีการรับสารอินทรียพ์บว่าปริมาณจุลินทรียใ์นแต่ละกลุ่มมี
จาํนวนเพิTมมากขึ1นตามอตัราการป้อนสารอินทรียที์TเพิTมมากขึ1น ทั1งนี1พบวา่ suspended bed สัดส่วน
ของ non-methanogen ต่อประชากรจุลินทรีย์ทั1งหมดเพิTมมากขึ1น และเป็นกลุ่มประชากรหลัก 
ในขณะทีT packed bed สัดส่วนของ non-methanogen คงทีT (สมเกียรติ, 2548)  
 อยา่งไรก็ตามพบวา่ hydrolytic bacteria ในกลุ่มแรกบางพวกก็มีความสามารถทาํ
หน้าทีTเหมือน แบคทีเรียทีTสร้างกรด (acid formers) ในกลุ่มทีTสองบางพวก โดยสร้างกรด และ
แอลกอฮอลไ์ดจ้ากการหมกั (fermentation) กรดไขมนั (fatty acids monosaccharides)  และกรดอะมิ
โน (amino acids) ไปเป็นพรอพิเนต (propionate) บิวไทเรต (butyrate) ซคัซิเนต (succinate) แลค
เตต (lactate) อะซิเตต (acetate) แอลกอฮอล์(alcohols) คาร์บอนไดออกไซด์ (CO2) และไฮโดรเจน
(H2 ) ตามลาํดบั  บทบาทสําคญัหลกัของระยะทีTสองคือการเตรียมสารตั1งตั1น(substrates) ต่างๆ โดย
กลุ่ม อะซิโตจีนิกแบคทีเรีย (acetogenic bacteria) เพืTอสร้างมีเทน ได้แก่ ไฮโดรเจน (H2) 
คาร์บอนไดออกไซด์ (CO2) ฟอร์เมต (formate) เมทานอล (methanol) เมทิลลามีน (methylamines) 
และอะซิเตต (acetate) ตามลาํดบั 
 Hydrolytic bacteria เจริญเติบโตไดไ้ม่ดีเมืTออยูต่ามลาํพงั เนืTองจากหากมีการสะสม
ก๊าซไฮโดรเจนทีTผลิตขึ1นมาจะทาํให้ความดนัพาร์เชียลสูง (สุบณัฑิต, 2548) ยบัย ั1งการเจริญเติบโต
ของแบคทีเรียสร้างกรดอะซิติก แบคทีเรียสร้างกรดอะซิติกจะสร้างอาหารให้แก่แบคทีเรียสร้าง
มีเทน ส่วนแบคทีเรียทีTสร้างมีเทนก็ช่วยทาํลายก๊าซไฮโดรเจนใหก้บัแบคทีเรียทีTสร้างกรด  
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ตาราง 9  ลกัษณะสมบติัของแบคทีเรียบางกลุ่มในจีนสั Clostridium  

 
ลกัษณะสําคัญ ผลผลติ และลกัษณะอืHน ชนิด 

1.  ยอ่ยคาร์โบไฮเดรต 
- ยอ่ยเซลลโูลส 

อะซิเตท, แลคเตท, 
ซสัสิเนท,ไฮโดรเจน,เอทานอล, 
คาร์บอนไดออกไซด ์

C. cellubioparum 

C. thermocellum 

- ยอ่ยนํ1าตาล แป้งและเพคติน
บางชนิดตรึงไนโตรเจน 
 
 

อะเซโทน, บิวทานอล, เอทธานอล,  
ไอโซพรอพินอล, บิวทาเรต, อะซิเตท, 
พรอพิโอเนท,ซสัสิเนท,ไฮโดรเจน, 
คาร์บอนไดออกไซด ์

C. butyricum 

C. acetobutylicum 

C. pasteurianum 

C. perfingens 

C. thermosulfurogens 

- ยอ่ยนํ1าตาลใหเ้ป็น 
กรดอะซิติก 

ผลิตอะซิเตทจากคาร์บอนไดออกไซด ์ C. aceticum 

C. Thermoaceticum 

C. formicoaceticum 

- ยอ่ยเฉพาะ pentoses หรือ 
methylpentoses 

อะซิเตท,พรอพิโอเนท, n-บิวทานอล,
ไฮโดรเจน, คาร์บอนไดออกไซด ์

C. methylpentosum 

 

2.  ยอ่ยโปรตีน และ 
กรดอะมิโน 

อะซิเตท, กรดไขมนัระเหยอืTน,
แอมโมเนีย, คาร์บอนไดออกไซด,์อาจ
ใหไ้ฮโดรเจน 

C. sporogen 

C. tetani 

C. botulinum 

- อาจยอ่ยนํ1าตาล บิวไทเรต และอะซิเตท                    
อาจผลิตเอกโซทอกซิน 

C. tetanomorphum 

- ยอ่ยสารประกอบทีTมีคาร์บอน 
3 อะตอม 

พรอพิออเนท,อะซิเตท และ
คาร์บอนไดออกไซด ์

C. propionicum 

3.  ยอ่ยคาร์โบไฮเดรต หรือ
กรดอะมิโน 

อะซิเตท,ฟอร์เมท, มีไอโซบิวไทเรท 
และไอโซวาเลอเรทเลก็นอ้ย 

C. bifermentans 

4.  ยอ่ยพิวรีน อะซิเตท, purines, forming acetate,
คาร์บอนไดออกไซด,์ แอมโมเนีย 

C. acidurici 

5.  ยอ่ยเอทานอลใหเ้ป็นกรด
ไขมนั 

ใหอ้ะซิเตทเป็นสารรับอิเลค็ตรอน C. kluyveri 

ทีHมา:  กรมควบคุมมลพิษ (2546) 
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 เมทาโนจีนีซีส (Methanogenesis; methane formation) เป็นกระบวนการในช่วงทีT
มีเทนแบคทีเรียจะเปลีTยนกรดเป็นก๊าซมีเทน และคาร์บอนไดออกไซด์ (Steiner, 2000) ซึT งแบคทีเรีย
ทีTสร้างมีเทน หรือ เมทาโนเจน (methanogen) เป็นแบคทีเรียทีTไม่อาจทนต่อออกซิเจน และ
เจริญเติบโตชา้ อีกทั1งยงัจาํเพาะต่อชนิดของอาหารมาก ตามลาํดบั 
 นอกจากนี1 ยงัพบว่าระยะเวลากกัเก็บ และภาระบรรทุกสารอินทรียค์าร์บอน และ
ไนเตรตไนโตรเจนมีผลต่อการเปลีTยนแปลงปริมาณและชนิดของจุลินทรียใ์นระบบ โดยจุลินทรีย์
เด่นทีTพบในถงัปฏิกรณ์คือ Bacteroidetes, Firmicutes และ Thermomicrobia ส่วนจุลินทรียก์ลุ่มยอ่ย
ทีTพบคือ Nitrospira, Acidobacteria, Acinobacteria, Deltaproteobacteria, Chlorobi และ 
Betaproteobacteria ซึT งจดัเป็นจุลินทรียแ์บบไม่ใชอ้อกซิเจนทั1งสิ1น (วลยัภรณ์, 2551) ทั1งนี1  Keyser et 
al. (2007) ศึกษาแบคทีเรียทีTอยูใ่นตะกอนจากระบบ UASB ของอุตสาหกรรมเครืTองดืTมกระป๋องดว้ย
วิธี fingerprint พบวา่ unculturable แบคทีเรีย 35 % ส่วนอีก 65 % เป็นแบคทีเรียแบบ culturable ทีT
ประกอบไปด้วยสกุลต่างๆต่อไปนี1   Bacillus, Pseudomonas, Bacteroides, Enterococcus, 

Alcaligenes, Clostridium, Shewanella, Microbacterium,Leuconostoc, Sulfurospirillum, 

Acidaminococcus, Vibrio, Aeromonas, Nirtospira, Synergistes, Rhodococcus, Rhodocycclus และ 
Syntrophobacter) โดย ศึกษากลุ่มแบคทีเรียของนํ1 าเสียจากการเลี1ยงสุกรในระบบบาํบดันํ1 าเสียแบบ
ไม่ใช้ออกซิเจนพบว่ามีกลุ่ม Firmicutes 33%, Acidobacteria 23%, Proteobacteria 19%, 
Bacteroidetes 11%, Nitrispira 8%, Chloroflexi 4% และแบคทีเรียชนิดอืTนอีก 2% ซึT งผลการศึกษา
ดงักล่าวแตกต่างจากการศึกษาของ Tang et al. (2005) ทีTศึกษากลุ่มแบคทีเรียจากถงัเก็บนํ1 าเสียแบบ
ไม่ใช้ออกซิเจนของนํ1 าเสียจากการเลี1 ยงสุกรและพบ Clostridium 15%, Bacillus-Lactobacillus-

Streptococcus subdivision 20%, Microplasma 10%, Flexibacter Cytophaga-Bacteroides 20% 
และแบคทีเรียชนิดอืTนอีก 35% นอกจากนี1 ยงัแต่ต่างกบัการศึกษาของ ทีTศึกษาการบาํบดันํ1 าเสียจาก
การเลี1ยงสุกรของระบบบาํบดันํ1าเสียแบบกรองทางชีวภาพทีTพบวา่ มีกลุ่ม Firmicutes มากกวา่ 34%, 
γ-Proteobacteria 23%, α- Proteobacteria 17, β-Proteobacteria 18%, Actinobacteria 10% และ
แบคทีเรียชนิดอืTนอีก 8%  
  Pantamas et al. (2003) ศึกษาการทาํงานร่วมกนัของจุลินทรียใ์นการผลิตก๊าซมีเทน 
ซึT งการย่อยสลายกลูโคสไปเป็นก๊าซมีเธนเป็นการย่อยสลายแบบไม่ใช้ออกซิเจนทีTมีการทาํงาน
ร่วมกนัของจุลินทรียห์ลายกลุ่มคือ hydrolytic fermentative bacteria, acetogenic bacteria, และ 
methanogenic bacteria และศึกษาการทาํงานระหว่าง Bacillus spp. กับ enriched methane 
producing bacteria (Enriched MPB) โดยพบวา่ enriched MPB มีความสามารถในการยอ่ยสลาย
กลูโคสไปเป็นก๊าซมีเทนได ้
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ตาราง 10 ชนิดและหนา้ทีTของแบคทีเรียอืTนๆ ทีTทาํหนา้ทีTยอ่ยสลายสารอินทรีย ์

แบคทเีรีย หน้าทีHในการทาํงาน 
Bacillus spp. สามารถออกซิไดซ์ คาร์โบไฮเดรต กรดอินทรีย ์และสารประกอบอืTนๆ 

เช่น ไขมนั นํ1ามนั โปรตีน และแป้ง โดยสามารถทาํงานไดดี้ในการยอ่ย
สลายตะกอน เนืTองจากสามารถหลัTงเอนไซมอ์อกมานอกเซลล์เพืTอยอ่ย
สลายสารอินทรียโ์มเลกุลใหญ่ ให้กลายเป็นโมเลกุลเล็ก อีกทั1งสามารถ
ทนต่อสภาพแวดลอ้มทีTกน้บ่อไดข้ณะทีTเจริญเติบโต 

Pseudomonas spp. ออกซิไดซ์สารอินทรียที์Tละลายนํ1าได ้
Enterobacter spp. เจริญเติบโตไดท้ั1งในสภาพไม่มีออกซิเจน และสภาพทีTมีออกซิเจน โดย

ภายใตส้ภาพทีTมีออกซิเจนจะออกซิไดซ์สารประกอบคาร์โบไฮเดรตทีTมี
องคป์ระกอบง่ายๆ ไดเ้ป็นคาร์บอนไดออกไซด์และนํ1 า กลายเป็นแหล่ง
คาร์บอนไดออกไซด์ของพืชนํ1 า แต่ในสภาพทีTมีออกซิเจนตํTาๆ จะเกิด
การหมกัของสารประกอบคาร์บอนทาํใหเ้กิดกรดอินทรีย ์

Nitrosomonas spp. ออกซิไดซ์แอมโมเนีย-ไนโตรเจนให้เป็นไนไทรต์-ไนโตรเจนซึT ง
ต้องการออกซิเจนในปริมาณทีTเพียงพอ การเจริญเติบโตต้องอาศัย
สารประกอบอินทรียค์าร์บอนทีTละลายนํ1 า แต่กระบวนการทาํงานจะถูก
จาํกดัเมืTอมีสารประกอบอินทรียม์ากกวา่ 20 ppm 

ทีHมา: ดดัแปลงมาจาก อาํพล (2546) 
 
 6.2. จุลนิทรีย์ทีHพบในระบบบําบัดนํ�าเสียแบบตะกอนเร่ง 
  ระบบบาํบดันํ1 าเสียแบบตะกอนเร่งเป็นระบบบาํบดัทีTมีการนาํนํ1 าเสียมาผสมกบั
ตะกอนของจุลินทรีย ์(activated Sludge) และมีการเติมอากาศอยา่งต่อเนืTองให้กบัระบบ โดยนํ1 าเสีย
จะผ่านการย่อยสลายสิTงปนเปื1 อนด้วยจุลินทรียใ์นระบบ และถูกส่งเขา้สู่ถงัตกตะกอน เมืTอมีการ
ตกตะกอนนํ1 าใสจะไหลออกจากถงัในขณะทีTตะกอน (floc) ทีTอยู่ส่วนกน้ถงัจะถูกปั�มเขา้ถงัเติม
อากาศ และตะกอนส่วนเกินจะถูกกาํจดัออก กลุ่มแบคทีเรียทีTสําคญัซึT งทาํให้เกิดกลุ่มตะกอน (floc) 
ไดแ้ก่ แบคทีเรียในกลุ่ม Achromobacter, Aerobacter, Citromonas, Flavobacterium, Pseudomonas 

และ Zoogloea (Bitton, 2005; Gerardi, 2006) เป็นแบคทีเรียทีTพบในบ่อเติมอากาศ และแบคทีเรีย
กลุ่มนี1 จะออกซิไดซ์สารอินทรีย์ในนํ1 าเสียให้เป็นคาร์บอนไดออกไซด์และนํ1 า และมีรายงานว่า
แบคทีเรียกลุ่ม Zoogloea มกัพบบ่อยในระบบบาํบดันํ1 าเสียแบบตะกอนเร่ง ซึT งเป็นดชันีบอกว่ามี
สารอินทรียอ์ยูใ่นนํ1าเสียค่อนขา้งสูง (สาวติรี, 2552)  
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 นอกจากนี1  Liang et al. (2006) ไดท้าํการศึกษา Zoogloea spp. โดยนาํ Zoogloea 

spp. มาช่วยในการบาํบดันํ1 ามนัหล่อลืTน (lubricating oil) ทีTปนเปื1 อนในนํ1 าเสีย พบวา่ Zoogloea spp. 
สามารถบาํบดันํ1 ามนัหล่อลืTนทีTปนเปื1 อนในนํ1 าเสียได ้และผลทีTไดคื้อ ทีTระยะเวลากกัเก็บ (HRT) 12 
ชัTวโมง อตัราการไหล 16.5 ลิตรต่อชัTวโมง สามารถลดนํ1 ามนัหล่อลืTนทีTปนเปื1 อนในนํ1 าเสียไดร้้อยละ 
99.3 ภายใน 15 วนั และทีTระยะเวลากกัเก็บ 6 ชัTวโมง อตัราการไหล 33 ลิตรต่อชัTวโมง สามารถลด
ไดร้้อยละ 98.6 ภายใน 12 วนั อีกทั1ง  You and Ouyang (2007) ยงัไดท้าํการศึกษา แบคทีเรียใน
ระบบบาํบดันํ1 าเสียแบบตะกอนเร่งพบว่า  Pseudomonas spinosa, Zoogloea ramigera และ 

Streptococcus pneumoniae เป็นแบคทีเรียเด่นในระบบบาํบดันํ1 าเสียแบบตะกอนเร่ง โดยระบบมี
ประสิทธิภาพในการลดค่าบีโอดีและซีโอดีได้ถึงร้อยละ 75.6 และ 75.4 ตามลาํดบั และพบเป็น
แบคทีเรียเด่นในระบบบาํบดันํ1 าเสียแบบแผ่นหมุนชีวภาพ หรืออาร์บีซี (Rotating Biological 
Contactor) ซึT งมีประสิทธิภาพในการลดค่าบีโอดีและซีโอดีไดถึ้งร้อยละ 79.0 และ 67.0 ตามลาํดบั 
 6.3 จุลนิทรีย์ทีHพบในระบบบําบัดนํ�าเสียแบบตะกอนเร่งทีHบําบัดสารไนโตรเจน 
 ระบบบาํบดันํ1าเสียแบบตะกอนเร่งทีTบาํบดัสารไนโตรเจนเป็นระบบทีTใชแ้บคทีเรีย
กลุ่มไนตริไฟอิง (nitrifying bacteria) และแบคทีเรียกลุ่มดีไนตริไฟอิง (denitrifying bacteria) ใน
การกาํจดัไนโตรเจน ซึT งแบคทีเรียกลุ่มไนตริไฟอิงแบ่งออกเป็น 2 กลุ่มตามปฏิกิริยาคือ แบคทีเรียทีT
ใชอ้อกซิเจนเพืTอออกซิไดซ์แอมโมเนียไปเป็นไนไตรทเ์รียกแบคทีเรียกลุ่มนี1 วา่ ammonia oxidizing 
bacteria (AOB) โดยแบคทีเรียกลุ่ม AOB ทีTพบในนํ1าเสียเป็นแบคทีเรียสกุล Nitrosomonas (Gerardi, 
2006) เป็นส่วนมาก  ส่วนอีกกลุ่มคือแบคทีเรียทีTสามารถออกซิไดซ์ไนไตรทไ์ปเป็นไนเตรทเรียก
แบคทีเรียกลุ่มนี1 ว่า Nitrite Oxidizing Bacteria (NOB) เช่นแบคทีเรียสกุล  Nitrobacter และ 
Nitrospira ส่วนแบคทีเรียกลุ่มดีไนตริไฟอิงเป็นแบคทีเรียกลุ่ม facultative anaerobic bacteria 
กล่าวคือในสภาวะทีTมีออกซิเจนแบคทีเรียกลุ่มนี1 จะใช้ออกซิเจนเป็นตวัรับอิเล็กตรอน และใน
สภาวะทีTไม่มีออกซิเจนแต่มีไนเตรทแบคทีเรียกลุ่มนี1 ก็สามารถใช้ไนเตรทเป็นตวัรับอิเล็กตรอน 
แบคทีเรียกลุ่มนี1 คือ Bacillus, Pseudomonas และ Alcaligenes  (Arquiaga et al., 1993; Mara and 
Horan, 2003; Gerardi, 2006) 
 นอกจากนี1  Arquiaga et al. (1993) ไดท้าํการศึกษาแบคทีเรียอีกกลุ่มในนํ1 าเสียทีTมี
ค่าโซเดียมไนไตรท์สูง พบว่าแบคทีเรียดีไนตริไฟอิงสกุล Alcaligenes และ Pseudomonas จะพบ
บ่อยในถงัแอน็อกซิก (anoxic reactor) ร่วมกบัแบคทีเรียดีไนตริไฟอิงและกลุ่มทีTไม่ใช่แบคทีเรียดี
ไนตริไฟอิงอืTนๆ เช่น  Acinetobacter  และ Flavobacterium แต่อยา่งไรก็ตามมีเพียงแบคทีเรียสกุล 
Alcaligenes เท่านั1นทีTทาํให้เกิดปฏิกิริยาดีไนตริฟิเคชนัไดส้มบรูณ์ทีTสุด  สิรินนัท ์ และคณะ (2552) 
ไดศึ้กษาแบคทีเรียดีไนตริไฟอิงทีTมีประสิทธิภาพบาํบดัไนเตรทในนํ1 าทิ1งจากการเพาะเลี1ยงสัตวน์ํ1 า
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ชายฝัTงพบว่า  Pseudomonas spp. เป็นแบคทีเรียดีไนตริไฟอิงทีTสามารถบาํบดัไนเตรทได้และมี
ประสิทธิภาพในการลดค่าไนเตรทไดถึ้งร้อยละ 53  
 6.4 จุลินทรีย์ทีHพบในระบบบําบัดนํ�าเสียแบบตะกอนเร่งทีHมีการบําบัดสาร
ฟอสฟอรัส 
 ระบบบาํบดันํ1 าเสียแบบตะกอนเร่งทีTมีการบาํบดัสารฟอสฟอรัสเป็นระบบทีTอาศยั
กระบวนการ 2 ขั1นตอน (สุบณัฑิต, 2538) คือ ระบบทีTไม่ใชอ้อกซิเจน (anaerobic system) สลบักบั
ระบบทีTใช้ออกซิเจน (aerobic system) โดยระบบการย่อยสลายแบบไม่ใช้ออกซิเจน (anaerobic 
system) จะอาศยัแบคทีเรียกลุ่มทีTไม่ใชอ้อกซิเจนทาํการดูดซึมสารประกอบอนินทรียฟ์อสเฟตเขา้ไป
ในเซลล์และยอ่ยให้เปลีTยนเป็นสารอินทรียฟ์อสเฟตก่อนทีTจะปล่อยสารอินทรียฟ์อสเฟตออกนอก
เซลล์เขา้สู่ระบบการย่อยสลายแบบใช้ออกซิเจน (aerobic system) โดยอาศยัแบคทีเรียกลุ่มทีTใช้
ออกซิเจนและสะสมฟอสเฟตไวภ้ายในเซลล์ เรียกว่า polyphosphate accumulate organisms  
(POAs) (Sidat et al., 1999) ไดแ้ก่ Acinetobacter calcoaceticus (Bitton, 2005) Acinobacter, 

Aerobacter, Enterobacter, Klebsiella และ Proteobacter (Gerardi, 2006) ซึT งเป็นแบคทีเรียกลุ่มทีTจะ
ทาํการดูดซึมสารอินทรียฟ์อสเฟตเขา้ไปภายในเซลลภ์ายใตส้ภาวะทีTมีออกซิเจน 
 ทั1งนี1  Sidat et al. (1999) ไดท้าํการศึกษาแบคทีเรียทีTสามารถลดโพลีฟอสเฟตในนํ1 า
เสียพบวา่ Acinetobacter calcoaceticus(lowffi), Aeromonas hydrophila, และ Pseudomonas spp. 
เป็นแบคทีเรียเด่นทีTสามารถลดปริมาณโพลีฟอสเฟตในนํ1 าเสียได้โดยการสะสมโพลีฟอสเฟตไว้
ภายในเซลล ์(intracellular) ในสภาวะทีTมีอากาศ ต่อมา Sarioglu (2005) ไดท้ดลองใช ้Acinetobacter 

lowffi และ Pseudomonas aeruginosa บาํบดัฟอสฟอรัสในระบบบาํบัดนํ1 าเสียแบบเอสบีอาร์ 
(Sequencing Batch Reactor) โดยใช้นํ1 าเสียสังเคราะห์ทีTมีค่าซีโอดี ค่าออร์โทฟอสเฟต และค่า
แอมโมเนีย เท่ากบั 1,000, 20 และ 40 มิลลิกรัมต่อลิตรตามลาํดบั โดยใชถ้งัปฏิกรณ์ 3 ถงั ถงัทีT 1 เติม 
Acinetobacter lowffi ถงัทีT 2 เติม Acinetobacter lowffi และ Pseudomonas aeruginosa ถงัทีT 3 เติม 
Pseudomonas aeruginosa พบวา่ ถงัทีT 1 สามารถบาํบดัหรือลดฟอสฟอรัสไดท้ั1งหมด ส่วนถงัทีT 2 
และ 3 สามารถบาํบดัฟอสฟอรัสไดเ้พียงร้อยละ 25 และ 20 ตามลาํดบั และในทั1ง 3 ถงัปฏิกรณ์
สามารถลดค่าซีโอดีไดเ้ท่ากนัคือ ร้อยละ 90  

 อีกทั1ง Mongkolthanaruk and Dharmsthiti (2002) ไดท้าํการศึกษาการบาํบดันํ1 าเสีย
ทีTมีค่าบีโอดีตํTาแต่มีไขมนัสูงดว้ยกลุ่มแบคทีเรียรวมซึT งประกอบดว้ย Pseudomonas aeruginosa 6.1 
x 108 CFU/ml  Bacillus sp. 4.8 x 108 CFU/ml และ Acinetobacter calcoaceticus 8.9 x 107CFU/ml 
ใน 20 มิลลิลิตร พบวา่  Bacillus sp. มีการสร้างเอนไซม ์protease และ amylase ส่วน Pseudomonas 

aeruginosa และ Acinetobacter calcoaceticus มีการสร้างเอนไซม ์lipase และสามารถบาํบดันํ1 าเสีย



37 

ทีTมีค่าบีโอดีประมาณ 3,500 มิลลิกรัมต่อลิตร และค่าไขมนั 20,000 มิลลิกรัมต่อลิตรให้ลดลงนอ้ย
กวา่ 20 มิลลิกรัมต่อลิตรไดใ้นเวลา 12 วนัภายใตส้ภาวะทีTมีออกซิเจน  
 Gerardi (2006) อธิบายว่าบทบาทของแบคทีเรียในนํ1 าเสียนั1นแตกต่างกนัไป 
กล่าวคือแบคทีเรียบางกลุ่มมีบทบาทในดา้นบวกต่อการบาํบดันํ1าเสีย ในขณะทีTบางกลุ่มมีบทบาทใน
ดา้นลบต่อการบาํบดันํ1 าเสีย แต่ก็มีแบคทีเรียอีกกลุ่มทีTมีบทบาททั1งลบและบวกต่อการบาํบดันํ1 าเสีย
ดว้ย แบคทีเรียทีTมีหนา้ทีTในการยอ่ยสลายสารปนเปื1 อนในนํ1 าเสียแบบใชอ้อกซิเจน แสดงดงัตารางทีT 
11 
 
 

ตาราง 11 แบคทีเรียทีTมีบทบาทในการยอ่ยสลายสารปนเปื1 อนในนํ1าเสีย 

ชนิดของแบคทีเรีย หน้าทีH 

Pseudomonas 

 

Zoogloea 

Bacillus 

Arthrobacter 

Microthrix 

Acinetobacter 

Nitrosomonas 

Nitrobacter 

Achromobacter 

ย่อยสลายคาร์โบไฮเดรต สารปนเปื1 อนในนํ1 าเสีย และผลิตเมือกทีTช่วยในการ
สร้างฟลอ๊ค (floc) 
ผลิตเมือกทีTช่วยในการสร้างฟลอ๊ค (floc) 
ยอ่ยสลายโปรตีน 
ยอ่ยสลายคาร์โบไฮเดรต 
ยอ่ยสลายไขมนั 
ยอ่ยสลายฟอสฟอรัส 
ทาํใหเ้กิดปฏิกิริยาไนตริฟิเคชนั ขั1นทีT 1 หรือแอมโมเนียออกซิเดชนั 
ทาํใหเ้กิดปฏิกิริยาไนตริฟิเคชนั ขั1นทีT 2 หรือไนไตรทอ์อกซิเดชนั 
ทาํใหเ้กิดปฏิกิริยาดีไนตริฟิเคชนั 

ทีHมา: สุบณัฑิต (2548) 
 
 Bitton (2005) ทาํการศึกษาแบคทีเรียในระบบบาํบดันํ1 าเสียแบบตะกอนเร่งดว้ยวิธีการ 
culture-based technique พบกลุ่มแบคทีเรียเด่นคือ Zoogloea, Pseudomonas, Flavobacterium, 

Alcaligenes, Achromobacter, Corynebacterium, Comomonas, Brevibacterium, Acinetobacter และ 
Bacillus ในบ่อเติมอากาศ และทาํการศึกษาแบคทีเรียในระบบบาํบดันํ1 าเสียแบบตะกอนเร่งดว้ยวิธี
การศึกษา 16S rRNA และ 23S rRNA พบแบคทีเรียกลุ่ม Comamonas-Pseudomonas species มาก
ทีTสุด ดงัตารางทีT 12 
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ตาราง 12  แบคทีเรียทีTคดัแยกไดจ้ากระบบบาํบดันํ1าเสียแบบตะกอนเร่ง 
 

กลุ่มแบคทเีรีย การคัดแยกทั�งหมด (ร้อยละ) 
Comamonas-Pseudomonas 

Alcaligenes 

Pseudomonas (Fluorescent group) 
Paracoccus 

Unidentified (Gram-negative rods) 

50.0 
5.8 
1.9 

11.5 
1.9 

Aeromonas 

Flavobacterium-Cytophaga 

Bacillus 

Micrococcus 

Coryneform 

Arthrobacter 

Aureobacterium-Microbacterium 

1.9 
13.5 
1.9 
1.9 
5.8 
1.9 
1.9 

ทีHมา: Bitton (2005) 
 
7. การศึกษาแบคทเีรียในกระเพาะรูเมนโดยวธีิทางชีววทิยาโมเลกุล 
 
 7.1 Ribosomal RNA 
 อาร์เอ็นเอไรโบโซมเป็นองค์ประกอบสําคญัของไรโบโซม ซึT งเป็นอนุภาคทีTให้
อาร์เอ็นเอนาํรหสัอาร์เอ็นเอถ่ายโอนและองคป์ระกอบอืTนๆ ทีTจาํเป็น มาเกาะเพืTอร่วมกนัสังเคราะห์
โปรตีน ไรโบโซมของ E. coli มีมวลประมาณ 2.7x106 ดาลตนั และมีสัมประสิทธิ� การนอนกน้ 
(sedimentation coefficient) 70S ซึT งสามารถแยกออกจากกนัเป็น 2 หน่วยยอ่ยไดแ้ก่ หน่วยยอ่ย 30S 
ซึT งประกอบด้วยอาร์เอ็นเอขนาด 16S กับพอลิเพปไทด์ 21 ชนิด และหน่วยย่อย 50S ซึT ง
ประกอบดว้ยอาร์เอน็เอขนาด 5S และ 23S กบัพอลิเพปไทด์ 34 ชนิด อาร์เอ็นเอไรโบโซม 16S ช่วย
ให้หน่วยยอ่ยไรโบโซม 30S ไปเกาะบนสายอารเอ็นเอนาํรหสั ณ จุดเริTมตน้ไดอ้ยา่งจาํเพาะ การทีT
อาร์เอ็นเอไรโบโซม 16S ทาํเช่นนี1 ไดเ้พราะลาํดบัเบสทีTปลาย 3′ สามารถคู่สมกบัลาํดบัเบสจาํเพาะ
บนอาร์เอ็นเอนาํรหัส เรียกว่า ลาํดับเบส Shine-Dalgarno หรือตาํแหน่งยึดเกาะของไรโบโซม 
(ribosome binding site) หลงัจากนั1น อาร์เอ็นเอถ่ายโอนพร้อมกรดอะมิโน โปรตีนองคป์ระกอบทีT
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เกีTยวขอ้ง และหน่วยยอ่ยไรโบโซม 50S จะเขา้มาประกอบกนัเป็นไรโบโซม 70S ทีTสมบูรณ์ พร้อมทีT
จะสร้างโปรตีนต่อไปโดยแปลรหัสไปตามสายอาร์เอ็นเอ นาํรหัสแบคทีเรีย E.coli มียีนสําหรับ
สร้างสายรหสัอาร์เอน็เอไรโบโซมขั1นตน้อยูท่ ั1งหมด 7 ชุด ทีTอยูบ่นโครโมโซม ณ ตาํแหน่งต่างๆ กนั 
ยีนทั1ง 7 ชุด มีส่วนของอาร์เอ็นเอไรโบโซมเหมือนกนัแต่มีความแตกต่างกนัทีTตาํแหน่ง ชนิด และ 
จาํนวนของอาร์เอน็เอถ่ายโอนทีTแทรกอยู ่(สุกญัญา และ วเิชียร, 2547) 
 Ribosomal RNA (rRNA) โดยทัTวไปโมเลกุลของ rRNA ประกอบรวมอยู่กบั
โปรตีนแลว้เกิดเป็นสารประกอบเชิงซ้อน ทีTเรียกว่า ไรโบโซม (ribosome) ซึT งมีบทบาทสําคญัต่อ
กระบวนการแปลรหสั (ภาพ 5)  
 โปรคาริโอต สามารถแบ่งโมเลกุลของ rRNA ไดเ้ป็น 3 ชนิด คือ  
 1. 23S rRNA มีขนาดประมาณ 2,904 นิวคลีโอไทด์ (nucleotide) ซึT งเป็น
องคป์ระกอบของ หน่วยใหญ่ของไรโบโซม ขนาด 50S  
 2. 16S rRNA มีขนาดประมาณ 1,541 นิวคลีโอไทด์ เป็นองคป์ระกอบของ หน่วย
ใหญ่ของไรโบโซม ขนาด 30S  
 3. 5S rRNA มีขนาดประมาณ 120 นิวคลีโอไทด์ ซึT งเป็นองคป์ระกอบของหน่วย
ใหญ่ของไรโบโซม ขนาด 50S  
 ไรโบโซมของโปรคาริโอตมีขนาด 70S ซึT งประกอบดว้ยหน่วยย่อย 2 หน่วย คือ 
50S และ 30S โดย  
 1. Large subunit (50S) ประกอบดว้ย 23S rRNA + 5S rRNA + protein 34 ชนิด  
 2. Small subunit (30S) ประกอบดว้ย 16S rRNA + protein 21 ชนิด   
 (S = Sevedberg unit คือ A value used to express the velocity with a molecule or structure 
sediments when centrifuged in a dense solution)  
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ภาพ 5 องคป์ระกอบของไรโบโซมในโปรคาริโอต (แบคทีเรีย)  
ทีTมา: Szymanski et al. (2003) 

 
 จากทีTกล่าวมาจะเห็นได้ว่าในโปรคาริโอตทุกชนิดจะตอ้งมียีนในการสังเคราะห์   

ไรโบโซม และมีหนา้ทีTทีTแน่นอนคือการสังเคราะห์โปรตีน โดยจะผลิตโปรตีนชนิดเดิมเสมอเพืTอ
ความอยูร่อด และพบวา่มีการเปลีTยนแปลงนอ้ยมากในแต่ละช่วงวิวฒันาการ ซึT งมีบริเวณอนุรักษใ์น
ระดบัทีTเหมาะสม และยงัมีบริเวณทีTมีความแตกต่างกนัในแต่ละชนิดแต่ละกลุ่มของจุลินทรียจึ์ง
สามารถทีTจะนาํลาํดบัเบสของยีน ribosomal RNA  มาใชใ้นการเปรียบเทียบความสัมพนัธ์ระหวา่ง
สิTงมีชีวติได ้

โดยส่วนใหญ่จะนิยมใชย้ีนส่วน 16S rRNA ในการจาํแนกชนิดของจุลินทรีย ์เพืTอ
แสดงถึงความแตกต่างและความหลากหลายทางพนัธุกรรม เนืTองจากความเหมาะสมของโมเลกุล 
ของยีน 16S rRNA มีขนาดประมาณ 1500 คู่เบส ซึT งยีนส่วน 5S rRNA มีลาํดบัเบสเพียงประมาณ 
120 คู่เบส ซึT งมีขอ้มูลลาํดบัเบสทีTนอ้ย ส่วนยีน 23S rRNA มีลาํดบัเบสประมาณ 2,900 คู่เบส ซึT งมี
ขอ้มูลลาํดับเบสทีTมากและเป็นส่วนทีTดี แต่ในทางปฏิบติั และการวิเคราะห์ทาํได้ยากกว่า และ
นอกจากนี1  ยีนส่วน 16S rRNA ยงัมีความแม่นยาํ นิยมนาํมาใช้ในการจาํแนกชนิดของแบคทีเรีย
เพราะยีน 16S rRNA มีลาํดบัเบสอนุรักษป์านกลางและมีความแตกต่างมากพอทีTจะนาํมาใชใ้นการ
ระบุชนิดของเชื1อแบคทีเรียในระดบัสปีชีส์ได ้ซึT งความสัมพนัธ์ระหวา่งแบคทีเรียจะขึ1นอยูก่บัความ
คลา้ยกนั (similarity) ของลาํดบัเบสของยีน 16S rRNA และยงัมี primer ทีTเป็น universal ของยีน 
16S rRNA ทีTสามารถนาํมาใชใ้นการเริTมตน้การสังเคราะห์ดีเอ็นดีเพืTอเพิTมปริมาณของดีเอ็นเอของ
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แบคทีเรียทุกชนิดได ้(Weisburg et al., 1991; Petti et al., 2005) และสามารถนาํมาใชป้ระโยชน์
อย่างมากในการศึกษาความสัมพนัธ์ทางวิวฒันาการโดยใช ้16S rRNA ยีนซึT งเป็นทีTรู้จกักนัอย่าง
กวา้งขวางในการนาํมาใชใ้นการหาความสัมพนัธ์ทางวิวฒันาการอยา่งง่ายสะดวกและรวดเร็วดว้ย
การใช้ phylogenetic analysis รวมถึงใช้ในการจาํแนกชนิดของแบคทีเรียและการจดักลุ่มของ
แบคทีเรียได ้(Lane et al., 1985) นอกจากนี1 ยงัมีการเก็บรวบรวมของมูลของ 16S rRNA ยีนเป็น
จาํนวนมากซึT งเราสามารถคน้หาไดใ้นระบบออนไลน์ของเวปไซด์ฐานขอ้มูลทีTจดัเก็บ ซึT งง่ายและ
สะดวกต่อการคน้หาและการใชง้านในการศึกษา (Robin et al., 1994) 
 
 การศึกษาความสัมพนัธ์เชิงววิฒันาการทางพนัธุกรรมของเชื�อแบคทเีรีย 
 

การศึกษาวิวฒันาการของสิTงมีชีวิต ปัจจุบนันิยมใช้การวิเคราะห์แผนภูมิต้นไม้
เนืTองจากมีความสาํคญัในการจดักลุ่ม และศึกษาความสัมพนัธ์ของสิTงมีชีวิตแต่ละชนิด โดยพิจารณา
ถึงความสัมพนัธ์ทางวิวฒันาการของสิTงมีชีวิต และการมีบรรพบุรุษร่วมกนั และการทาํแผนภูมิ
ตน้ไมนี้1ไดมี้การนาํความรู้แผนใหม่ทางชีววทิยาและวิทยาศาสตร์สาขาอืTนๆ เขา้มาประกอบดว้ย ซึT ง
เป็นระบบทีTไดรั้บความนิยมในปัจจุบนั ซึT งในปัจจุบนันกัระบบวิทยาเชิงวงศ์วานวิวฒันาการส่วน
ใหญ่นิยมใช้วิธีเปรียบเทียบด้วยการอ่านลําดับดีเอ็นเอมากทีTสุด เนืTองจากเป็นวิธีทีTให้ข้อมูล
ความสัมพนัธ์เชิงวงศ์วานวิวฒันาการไดต้รงทีTสุด คือ เป็นวิธีทีTตรงทีTสุดในการวดัการสืบทอดทาง
พนัธุกรรมร่วมกนั จากบรรพบุรุษร่วมของสิTงมีชีวิตทั1งสองชนิดนั1น ขอ้สําคญัในการศึกษาโดยใช้
ลกัษณะระดบัอณูเช่นนี1 คือ เราจะตอ้งเลือกยีนทีTจะใช้ให้มีอตัราการวิวฒันาการเหมาะสมกบักลุ่ม
ของสิTงมีชีวิตทีTเราสนใจจะศึกษา กล่าวคือ ใชย้ีนทีTวิวฒันาการชา้กบักลุ่มทีTวิวฒันาการแยกจากกนั
ตั1งแต่ครั1 งโบราณกาล (ancient groups) ตวัอยา่งเช่น ribosomal subunit DNA ซึT งมีอยูใ่นสิTงมีชีวิตทุก
ชนิดและวิวฒันาการชา้มาก ไดถู้กนาํมาใชเ้พืTอศึกษาความสัมพนัธ์ของสิTงมีชีวิตทั1ง 3 โดเมนหลกั 
(domains) คือ bacteria, archaea และ eukaryota ขณะทีTเลือกใช้ยีนทีTวิวฒันาการเร็วกบักลุ่มทีT
วิวฒันาการแยกจากกนัเมืTอไม่นานมาแลว้ (recent groups) ตวัอยา่งเช่น mitochondrial genes ซึT งมี
อตัราการแทนทีTของลาํดบัเบสดีเอ็นเอ (base substitution rate) เร็วกวา่ใน nuclear genes ถึง 10 เท่า 
และถูกใชอ้ยา่งแพร่หลายในระบบวทิยาของสัตว ์(เจษฎา, 2545) 

ไฟโลจีเนติกทรี (Phylogenetic tree)  
ไฟโลจีเนติกทรีสามารถสร้างโดยอาศัยข้อมูลลักษณะสัณฐานวิทยา ซากดึก         

ดาํบรรพห์รือขอ้มูลระดบัโมเลกุล โดยเฉพาะลาํดบันิวคลีโอไทด์และลาํดบัโปรตีนของยีนต่างๆ ทีT
เป็นออร์โธล็อก (orthologue)  
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ไฟโลจีเนติกทรี มีองค์ประกอบคล้ายตน้ไม ้คือ ประกอบด้วยกิTงกา้นหรือแขนง 
(branch) กา้นอาจแตกเป็นกิTงยอ่ยแบบสองทาง (bifurcation) หรือหลายทาง (multifurcation) ซึT ง
แบบหลงันี1พบนอ้ยมาก ตาํแหน่งทีTกา้นแตกเป็นกิTงย่อยเป็นจุดต่อ เรียกวา่ โนด (node) ทีTปลายสุด
ของกิTงจะเป็นลาํดบัเบส หรือโปรตีนสายพนัธ์ุหรือสปีชีส์ของสิTงมีชีวิต เรียกว่า ใบ (leaf) หรือ    
แทกซอน (taxon) หรือหน่วยอนุกรมวิธานเชิงปฏิบติัการ (OTU; operational taxonomic unit) 
อาจจะพิจารณาทรีเป็นกราฟชนิดหนึTงซึT งมีส่วนยอด (vertex) เป็นโนด และแขนงทีTต่อโนดเป็นเส้น
ขอบ (edge) แต่ทรีอาจมีจุดกาํเนิดร่วมหรือราก (rooted tree) ซึT งเป็นส่วนยอดทรีเป็นตาํแหน่งของ
บรรพบุรษุร่วมของแทกซา (taxa) ทั1งหมดหรือไม่มีราก (unrooted tree) ก็ได ้ทรีทีTมีรากจะทาํให้
ทราบทิศทาง เวลา และบรรพบุรุษในการวิวฒันาการความยาวของก้านทีTแตกต่างกัน แสดง
ระยะห่างของวฒันาการ ซึT งแต่ละกา้นอาจมีอตัราเร็วของววิฒันาการแตกต่างกนั ระยะห่างอาจแสดง
เป็นตวัเลขบนแต่ละกา้นหรืออาจเขียนเป็นสเกลความยาวบอกขนาดในภาพทรีอาจเขียนในลกัษณะ
เส้นตรงทีTแยกออกจากกนั (ภาพ 8 ก) หรืออาจเขียนดว้ยเส้นแนวตั1งและแนวนอน (ภาพ 8 ข) เพืTอให้
เปรียบเทียบความยาวของกา้นไดง่้าย ในกรณีเส้นในแนวตั1งเป็นเส้นเชืTอมต่อไม่มีความหมายอืTนใด 
ทรีอาจจะเขียนในลกัษณะทีTส่วนของใบเสมอกนั และโดยความยาวของกา้นไม่มีความหมาย ทรีใน
ลกัษณะนี1  เรียกวา่ เคลดโดแกรม (cladogram) ถา้พิจารณาทรีโดยสนใจเพียงโครงสร้างการแตกกิTง
กา้น ไม่สนใจความยาวของขอบสามารถจะกล่าวว่า ทรีนั1นมีโทโพโลยี (topology) เดียวกนัหรือ
เรียก topological trees เมืTอสามารถบิดหรือยดืขอบต่างๆ แลว้ทาํใหท้รี ทีTมีลกัษณะโครงสร้างของกิTง
กา้นแบบเดียวกนั ทรีอาจเรียกว่าเป็น additive tree ถา้ระยะห่างของวิวฒันาการของสองแทกซาทีT
แยกมาจากโนดเดียวกนัเท่ากบัผลบวกของระยะห่างทั1งสองจากโนดนั1น ถ้าตั1งสมมุติฐานให้ทรีมี
อตัราการกลายพนัธ์ุ (mutation rate) คงทีTสําหรับทุกสายทาง (lineages) สําหรับการวิวฒันาการของ
ลาํดบัเบสหรือโปรตีน จะเรียกสมมุติฐานนี1 ว่า สมมุติฐานนาฬิกาของโมเลกุล (molecular clock 
assumption) เนืTองจากอตัราการกลายพนัธ์ุคงทีT ดงันั1น ปริมาณการกลายพนัธ์ุของแต่ละเส้นขอบจะ
เป็นสัดส่วนกบัเวลาทีTผ่านไป ดงันั1น ไม่วา่จะใช้ความยาวของเส้นแทนปริมาณการกลายพนัธ์ุหรือ 
เวลาทีTผ่านไปจะไดต้วัเลขเดียวกนัแต่ถา้ไม่ใช้สมมุติฐานนาฬิกาของโมเลกุลทีTขอบทีTมีระยะเวลา
เท่ากนั แต่มีอตัราเร็วของการกลายพนัธ์ุแตกต่างกนั ขอบทีTมีอตัราเร็วการกลายพนัธ์ุมากกว่าจะมี
ปริมาณการกลายพนัธ์ุมากกว่าในช่วงเวลาทีTผ่านไปเท่ากันนั1น กลุ่มของแทกซาทีTกาํเนิดมาจาก   
บรรพบุรุษร่วมกนัเรียกวา่ เคลด (clad) ทรีอาจมีเพียงเคลดเดียว เรียกวา่ monophyletic tree หรือ มี
หลายเคลดเรียกวา่ polyphyletic tree และแต่ละคู่ของสปชีส์ หรือแทกซาทีTแยกจากกนัและกนัหนึTง
ช่วงโนดทีTอยู่ภายในทรี (internal node) หรือ กล่าวอีกอย่างก็คือ แทกซาคู่ใดๆทีTเส้นขอบวิTงไป
บรรจบกนั เรียกวา่ เป็นเพืTอนบา้นกนั (neighbors) สําหรับสปีชีส์หรือแทกซาทีTแยกออกจากสปีชีส์
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อืTนทีTกาํลงัศึกษาในระยะแรกๆ ของการวิวฒันาการ เรียกว่า พวกนอกกลุ่ม (outgroup) ซึT งสปีชีส์
เหล่านี1 สามารถนํามาใช้เพืTอสร้างทรีแบบมีรากได้  องค์ประกอบทีTสําคญัของไฟโลจีเนติกทรี
(สมชาย, 2008) ดงัแสดงในภาพ 6 

 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพ 6 องคป์ระกอบทีTสําคญัของไฟโลจีเนติกทรี ทรีในรูป ก และ ข เป็นแบบชนิดมีราก โดยรูป ข 
 ทรีอยูใ่นลกัษณะเส้นนอน และเส้นตั1ง ส่วนรูป ค เป็นแบบไม่มีราก ทั1งสามทรีนี1 มีโทโพโลย ี
 เหมือนกนั A-E คือ แทกซา โดย A, B แยกมาจากโนดหนึTง และ D, E จากอีกโนดหนึT ง 
 และแทกซา A, B, C อยูใ่นเคลด หนึTงส่วนแทกซา D, E อยูอี่กเคลดหนึTงต่างเคลดกนั 
ทีTมา: สมชาย (2008) 
 

จาํนวนของทรีทั1งชนิดมีรากและไม่มีราก สามารถคาํนวณหาไดเ้มืTอทราบจาํนวน
ของแทกซา ซึT งจะมีจาํนวนมากมาย ดงันั1นโปรแกรมสําหรับสร้างไฟโลจีเนติกทรีจึงมุ่งไปสู่การ
สร้างหรือค้นหาทรีทีTเหมาะสมหรือดีทีTสุด ซึT งบางวิธีจะใช้เวลาและกาํลังคอมพิวเตอร์ในการ            
วิเคราะห์มาก การสร้างไฟโลจีเนติกทรีมี 5 ขั1นตอน คือ การรวบรวมชุดขอ้มูล การจดัเรียงลาํดบั 
การพิจารณาเลือกวธีิวเิคราะห์ เลือกโมเดลววิฒันาการ และโปรแกรมการทดสอบและการนาํเสนอ 

จากทีTกล่าวมาเราสามารถนาํความรู้ทีTวเิคราะห์ไดจ้ากการศึกษาวงศว์านวิวฒันาการ
ของสิTงมีชีวิตแต่ละชนิด ไปใช้ประโยชน์ได้หลากหลายทาง ดงัเช่น สามารถเปลีTยนรูปวงศ์วาน
วิวฒันาการให้เป็นแผนผงัการจดัจาํแนกสิTงมีชีวิตตามลาํดบัชั1น (hierarchical classification) และ
เป็นกุญแจตรวจสอบรายชืTอสิTงมีชีวิต (identification key) ได ้สามารถใชว้งศว์านวิวฒันาการในการ
บอกลาํดับของการเปลีTยนแปลงลกัษณะทางสัณฐานวิทยาของสิTงมีชีวิตนั1น ไปตามแนวกิTงของ
แผนภูมิตน้ไม ้ สามารถใช้วงศ์วานวิวฒันาการในการทาํนายว่า สิTงมีชีวิตชนิดทีTเราสนใจ น่าจะมี
ลกัษณะคลา้ยคลึงกบัชนิดทีTเป็นพีTนอ้งกบัชนิดนั1น (sister taxon) เราอาจจะนาํวงศ์วานวิวฒันาการ
ของสิTงมีชีวิตหลายชนิดทีTพึTงพาอาศยักนั มาศึกษาเปรียบเทียบกนั เพืTอดูรูปแบบการเกิดวิวฒันาการ
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ร่วม (co-evolution) ของสิTงมีชีวติเหล่านั1นได ้นาํวงศว์านวิวฒันาการของสิTงมีชีวิตหลายชนิดทีTอาศยั
อยู่ในพื1นทีTทางนิเวศน์วิทยาเดียวกนั มาศึกษาเปรียบเทียบกนั เพืTอประโยชน์ในเชิงอนุรักษ์ เช่น 
กาํหนดวา่พื1นทีTใดมีความเป็นสิTงมีชีวติเฉพาะถิTนมากกวา่ (high endemism) หรือ มีความหลากหลาย
ทางพนัธุกรรมสูงกวา่ (high genetic diversity) (เจษฎา, 2545) ซึT งปัจจุบนัก็มีนกัวิจยัจาํนวนมากได้
นาํ phylogenetic tree หรือการศึกษาวงค์วานวิวฒันาการมาใชใ้นการศึกษาความหลากหลายของ
แบคทีเรีย การจดักลุ่มของแบคทีเรีย โดยการใช้ยีนส่วน 16S rRNA ในการจดัจาํแนกชนิดของ
แบคทีเรีย และจดักลุ่มของแบคทีเรียในสิTงแวดลอ้มทีTสนใจ  
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อปุกรณ์และวธีิการ 
 

อุปกรณ์ 
 

1. เครืHองมือทีHใช้ในการทดลอง 
1.1 หมอ้นึTงฆ่าเชื1อ (Autoclave) 
1.2 ตูป้ลอดเชื1อ (Laminar flow cabinet) 
1.3  กลอ้งจุลทรรศน์ (Microscope) 
1.4  เครืTองวดัค่าดูดกลืนแสง (Spectrophotometer) 
1.5  ตูบ้่มควบคุมอุณหภูมิ (Incubator) ทีTควบคุมอุณหภูมิได ้20 ± 1 องศาเซลเซียส 
1.6  เครืTองจ่ายลม (Air pump) 
1.7  เครืTองชัTงไฟฟ้าทศนิยม 2 ตาํแหน่ง และ 4 ตาํแหน่ง (Analytical balance) 
1.8  เครืTององันํ1า (Water bath) 
1.9  เครืTองกวนสาร (Magnetic stirrer)  
1.10 ตูอ้บ (Hot air oven) 
1.11 เครืTองดูดสุญญากาศ (Vacuum pump) 
1.12 เครืTองวดัค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH meter) รุ่น HANNA HI 3222 
1.13 เครืTองมือสาํหรับการยอ่ยสลาย (Digestion apparatus) 
1.14 เครืTองมือสาํหรับการกลัTนแอมโมเนีย (Distillation apparatus) 
1.15 เตาใหค้วามร้อน (Hot plate) 
1.16 ตูดู้ดความชื1น (Desiccators)  
1.17 เครืTองผสมสาร (Vortex mixer) 
1.18 Automatic pipette aid 

 

2.  อุปกรณ์ทีHใช้ในการวิเคราะห์ทางเคมี  
2.1 กระบอกตวง (Cylinder) 
2.2ขวดรูปชมพู ่(Erlenmeyer flask) 
2.3 หลอดทดลอง (Test tube) 
2.4 บีกเกอร์ (Beaker) 
2.5 บิวเรต (Burette) 
2.6 ปิเปต (Pipette) 
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2.7 ขวดปริมาตร (Volumetric flask) 
2.8 แท่งแกว้คนสาร (Stirrer rod) 
2.9 ชอ้นตกัสารเคมี (Spatula) 
2.10 แท่งแม่เหล็กกวนสาร (Magnetic bar) 
2.11 ลูกยางดูดปิเปต (Bulb) 
2.12 ปากคีบ (Forceps) 
2.13 ถว้ยอะลูมิเนียม (Aluminum weighing dishes) 
2.14 กระดาษกรอง GF/C ขนาด 4.7 เซนติเมตร 
2.15 ชุดกรวยบุชเนอร์ (Buchner funnel) 
2.16 คิวเวตต ์(Cuvette) 
2.17 ขวดเจลดาลห์ (Kjeldahl flask) 
2.18 กระดาษกรอง ขนาด 11 เซนติเมตร เบอร์ 40 
2.19 ถว้ยระเหย (Evaporating disc) 
2.20 กรวยแยก (Separatory Funnel) 
2.21 กรวยกรอง (Funnel) 
2.22 ขาตั1งพร้อมตวัหนีบยดึ 
2.23 ขวดบีโอดี (BOD bottle) 
2.24 โหลแกว้สาํหรับเตรียมนํ1าเจือจาง 
 

3. สารเคมีและอาหารเลี�ยงเชื�อ 
 3.1 สารละลาย/สารเคมี ทีTใชใ้นการสกดัดีเอน็เอ (Geneaid, Taiwan) 
 - สารละลายเอนไซม ์lysozyme (Biobasic, Canada)/TEN ความเขม้ขน้ 10 
                            มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และ RNase 2 ไมโครลิตรต่อมิลลิลิตร (Fermentas, USA) 
 - สารละลาย W1 buffer 
 - สารละลาย Wash buffer 
 - สารละลาย Elution buffer 
 - เอธานอล 95 เปอร์เซ็นต ์
 

 3.2 สารละลาย/สารเคมี ทีTใชใ้นการสังเคราะห์เพิTมปริมาณดีเอน็เอดว้ยเครืTอง PCR 
 - PCR Master Mix (Fermentas, USA) 
 - สารละลาย 16S rDNA primer ตาราง 3 (1st BASE CUSTOM OLIGOS,  
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                            Malaysia) 
 - DNA Template  
 - deionized water (RNase free water) (Fermentas, USA) 
 

 3.3 สารละลาย/ สารเคมีทีTใชใ้นการทาํ electrophoresis 
 - สารละลาย PCR product 
 - Loading dye (Fermentas, USA) 
 - GeneRuler ™100 bp Plus DNA Ladder (Fermentas, USA) 
 - GeneRuler ™100 bp DNA Ladder (Fermentas, USA) 
 - GeneRuler ™10 kb DNA Ladder (Fermentas, USA) 
 - สารละลาย Gel star (Lonza, Switzerland) 
 - UltraCleanTM Agarose gel 3.0 เปอร์เซ็นต ์ 
 - สารละลาย TAE buffer 
 
 3.4 อาหารเลี1ยงเชื1อ LB (Luria-Bertani medium) 
 - Yeast extract    10 g 
 - NaCl   5 g 
 - Peptone casine   10 g 
 - Agar   15 g 
 ปรับปริมาตร 1000 ml ปรับค่า pH ดว้ยการเติม NaOH ~ 0.2 ml 
 

3.5 สารละลายอืTนๆ 
 - Alkaline lysis solution I (50 mM glucose, 25 mM Tris-HCL pH 8, 10 mM   
   EDTA) 
 - Alkaline lysis solution II (0.2 N NaOH, 1% w/v SDS) 
 - Alkaline lysis solution III (3 M potassium acetate adjust pH to 4.8 with glacial  
   acetic acid) 
 - Lysis buffer (5 mM EDTA, 10% (w/v) sucrose, 0.25% (w/v) SDS, 100 mM  
NaOH, 60 mM KCl, 0.05% (w/v) bromophenol blue) 
 - IPTG (20 mg/ml) 
 - X-gal (20 mg/ml) 



48 

 

วธีิการดําเนินการวจิัย  
 
1.  ตัวอย่างนํ�าเสียและการวเิคราะห์คุณภาพนํ�าเสียทางเคมี 

 
เก็บตวัอย่างนํ1 าเสียเขา้และออกจากระบบบาํบดันํ1 าเสียแบบตะกอนเร่งของอุตสาหกรรม

อาหารทะเลแช่แข็ง จ ํานวน 3 แห่ง ทีTผ่านการบําบัดนํ1 า เสียดังนี1  การบําบัดขั1 นต้น (Primary 
treatment) ดว้ยตะแกรงดกัขยะ/บ่อดกัไขมนั และผ่านระบบบาํบดันํ1 าเสียทางชีวภาพแบบ UASB 
(Upflow Anaerobic Sludge Blanket) ก่อนเขา้สู่ระบบบาํบดันํ1 าเสียแบบตะกอนเร่ง ดงัภาพทีT 7 8 
และ 9 
 
อุตสาหกรรมทีH  1 
 

 
 
 
 
 
ภาพ 7 แสดงขั1นตอนของระบบบาํบดันํ1าเสียอุตสาหกรรมทีT 1 

  
 

 

 Fine Screen 
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Solids to disposal 

    Tertiary Treatment 
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  Excess Sludge 

 

Sludge Tank Belt Press 

  Solids to disposal 

Air 

 Final 
Effluent Influent 
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อุตสาหกรรมทีH  2 

 
 
ภาพ 8 แสดงขั1นตอนของระบบบาํบดันํ1าเสียอุตสาหกรรมทีT 2 

 
อุตสาหกรรมทีH  3 
 

 
 
ภาพ 9 แสดงขั1นตอนของระบบบาํบดันํ1าเสียอุตสาหกรรมทีT 3 
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 ทาํการเก็บตวัอย่างนํ1 าเสียจากระบบบาํบดันํ1 าเสียทั1งแบบตะกอนเร่ง (Activated Sludge) 
และระบบบาํบดันํ1 าเสียแบบไม่ใชอ้ากาศ (Anaerobic) ทาํการศึกษาประสิทธิภาพการบาํบดัของแต่
ละส่วนในกระบวนการบาํบดัดว้ยพารามิเตอร์ทีTใชใ้นปัจจุบนั คือ ค่า COD-BOD เปรียบเทียบกบั
กลุ่มจุลินทรียที์Tศึกษาในแต่ละส่วนของกระบวนการ ค่าพารามิเตอร์ทางเคมี คือ pH, BOD, COD, 
TKN, TP, TSS และ Oil and Grease โดยใชว้ิธีวิเคราะห์ตาม Standard Methods for Examination of 
water and wastewater, 20th Edition ดงัตารางทีT 13  
 
ตาราง 13 พารามิเตอร์และวธีิการวเิคราะห์นํ1าเสีย 
 

พารามิเตอร์ วธีิการวเิคราะห์ 
pH 

BOD 
COD 
TKN 
TP 

TSS 
Grease and Oil 

pH Meter ยีTหอ้ Hanna 
Azide Modification Method 
Closed Reflux Method  
Macro-Kjeldahl Method  
Ascorbic Acid Method 
Gravimetric Method  
Partition Gravimetric 

    
2. การสกดัดีเอน็เอ การโคลนนิHง และการหาลาํดับเบสส่วน 16S rRNA  
 

2.1. การเกบ็ตัวอย่างและการเตรียมดีเอน็เอ 
 2.1.1 การสกดัดีเอน็เอจากแบคทเีรีย  
 ตวัอยา่งแบคทีเรียจะเก็บจากนํ1 าเสียในระบบบาํบดันํ1 าเสียแบ่งออกเป็นสองระบบ
คือ ระบบบาํบดันํ1 าเสียแบบไม่ใช้ออกซิเจน (UASB) และระบบบาํบดันํ1 าเสียแบบใช้ออกซิเจนซึT ง
ของอุตสาหกรรมทีT 1 และ 2 เป็นระบบบาํบดันํ1 าเสียแบบตะกอนเร่ง และนํ1 าเสียจากบ่อ แอน็อกซิก
และบ่อแอโรบิกของอุตสาหกรรมทีT 3 ซึT งเป็นระบบบาํบดันํ1 าเสียแบบตะกอนเร่งทีTมีการบาํบดัสาร
ไนโตรเจน อยา่งละ 3 ซํ1 า นาํมาผสมรวมกนั ซึT งส่วนมากจะเป็นแบคทีเรียทีTไม่สามารถเพาะเลี1ยงใน
ห้องปฏิบติัการได ้เก็บเซลล์ดว้ยการปัTนเหวีTยงแลว้นาํมาสกดัดีเอ็นเอดว้ยชุดสกดัดีเอ็นเอสําเร็จรูป 
Genomic DNA mini kit (Geneaid Biotech Ltd.) ตามวิธีการของชุดสกดั จากนั1นวิเคราะห์ปริมาณ
ของดีเอน็เอทีTสกดัไดด้ว้ย 1% agarose gel electrophoresis 
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 2.1.2 การเพิHมจํานวนดีเอน็เอด้วยเทคนิค polymerase chain reaction 
 ใชดี้เอน็เอทีTสกดัไดจ้ากขอ้ 2.1.1 เป็นแม่พิมพใ์นการทาํ polymerase chain reaction 

(PCR) ด้วยไพร์เมอร์ 27F (5′-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′) และ 1522R (5′-

AAGGAGGTGATCCARCCGCA-3′) ทีTออกแบบจากยีนส่วน 16S rRNA ของแบคทีเรีย โดยใช้

อุณหภูมิ 95 °C นาน 5 นาที ทาํซํ1 าทั1งหมด 25 รอบของ 95 °C นาน 1 นาที 55°C นาน 1 นาทีและ 

72°C นาน 1 นาที และขั1นตอนสุดทา้ย 72°C นาน 10 นาที จากนั1นวเิคราะห์ผลผลิตจากการทาํ PCR 
ดว้ย 1% agarose gel electrophoresis   
 
 2.2 การโคลนชิ�นดีเอน็เอ 16S rRNA  
 นาํผลผลิตจากการทาํ PCR มาแยกบริสุทธิ� จากเจลดว้ยชุดสําเร็จรูป QIAquick Gel 
Extraction kit (QIAGEN) ดว้ยวิธีการตามชุดสําเร็จรูป โดยให้ลาํดบัโคลนของแบคทีเรียในระบบ
บาํบดันํ1 าเสียแบบไม่ใชอ้อกซิเจน (UASB) เป็น 3D และลาํดบัโคลนของแบคทีเรียในระบบบาํบดั
นํ1 าเสียแบบใชอ้อกซิเจน เป็น 4E จากนั1นวิเคราะห์ดีเอ็นเอทีTแยกบริสุทธิ� ไดด้ว้ย 1% Agarose gel 
electrophoresis  แล้วโคลนเขา้ดีเอ็นเอพาหะด้วยชุด RBC TA Cloning Vector Kit (RBC 
Bioscience) (ดงัภาพทีT 10 และ 11) ดว้ยวิธีการตามชุดสําเร็จรูป แลว้ถ่ายฝากดีเอ็นเอสายผสมเขา้
แบคทีเรีย E. coli ดว้ย Non heat Shock Transformation RBC HIT Competent Cell 
(RBCBioscience) จากนั1นคดัเลือกโคโลนีทีTมีดีเอ็นเอสายผสมด้วยสีของโคโลนี (blue-white 
screening) ทีTเพาะเลี1ยงบนอาหารแขง็ LB (Luria-Bertani) ทีTมียาปฏิชีวนะแอมพิซิลิน 50 ไมโครกรัม
ต่อมิลลิลิตร และ IPTG และ X-gal (5-brom-4-chloro-3-indolyl-beta-D-galactopyranoside) บ่มไวที้T
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลาประมาณ 18 ชัTวโมง เลือกโคโลนีทีTมีสีขาวหรือมี Insert gene  
เลี1 ยงในอาหารเหลว LB 5 มิลลิลิตร บ่มไวที้Tอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 16 ชัTวโมง เก็บเซลล์ 2 
มิลลิลิตร ใน Glycerol 20%  ทีTอุณหภูมิ –20 องศาเซลเซียส ส่วนหนึTงนาํไปคดัเลือกขนาดโดยวิธี 
Rapid size screening 
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ภาพ 10 Map and Sequence reference points of the RBC TA cloning vector 
ทีHมา : ดดัแปลงจาก http://www.rbcbioscience.com/products/rbc-cloning-system/ta-cloning-
vector/rbc-ta-cloning-vector-kit   (24 กุมภาพนัธ์ 2556) 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพ 11 แสดง Multiple cloning site sequence of the RBC TA Cloning Vector 
ทีHมา: ดดัแปลงจาก http://www.rbcbioscience.com/products/rbc-cloning-system/ta-cloning-
vector/rbc-ta-cloning-vector-kit   (24 กุมภาพนัธ์ 2556) 
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 2.2.1 การคัดเลอืกดีเอน็เอสายผสมด้วยขนาด (Rapid size screening) 
 เลี1 ยงเซลล์ใน LB broth ทีTมียาปฏิชีวนะแอมพิซิลิน  50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

ขา้มคืนจากนั1น ปัTนเหวีTยงเก็บเซลล์ 100 ไมโครลิตร จากนั1นเติม Lysis buffer (5 mM EDTA, 
10%w/v  sucrose, 0.25%w/v SDS, 100 mM NaOH, 60 mM KCl, 0.05% w/v bromophenol blue)  
ปริมาตร 50 ไมโครลิตร  บ่มทีTอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  5 นาที และบ่มทนัทีในนํ1 าแข็ง 4 นาที 
จากนั1นปัTนเหวีTยง 12000 รอบต่อนาทีนาน 5 นาที ดูดส่วนใสดา้นบน 30 ไมโครลิตร  มาเป็นสาร
ตวัอย่างในการทาํ 1% Agarose gel electrophoresis โดยใช้กระแสไฟฟ้า 100 โวลต์ เป็นเวลา 35 
นาที คดัเลือกโคลน  ทีTมีขนาดดีเอน็เอสายผสมประมาณ 4200 bp  

 
 2.2.2 การสกดั ดีเอน็เอสายผสม ด้วยวธีิ Alkaline lysis 

 นาํโคโลนีเดีTยวทีTได ้เลี1 ยงในอาหารเหลว LB ทีTมีแอมพิซิลิน 100 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร ปริมาตร 3-5 มิลลิลิตร บ่มทีT 37 องศาเซลเซียส บนเครืTองเขยา่ขา้มคืน ดูดเก็บ Cell culture 
3-5 มิลลิลิตรโดยดูดครั1 งละ 1.5 มิลลิลิตร ใส่ในหลอด 1.5 มิลลิลิตร จากนั1นปัTนเหวีTยงทีT 12000 รอบ
ต่อนาที นาน 5 นาที ใชปิ้เปตดูดส่วนใส (Supernatant) ออกให้หมด เก็บเฉพาะเซลล์ (Cell pellet) 
ไว ้จากนั1นละลาย Cell pellet ทีTได ้ดว้ย Alkaline lysis solution I (แช่แข็ง) ปริมาตร 100 ไมโครลิตร 
ผสมให้เป็นเนื1อเดียวกนัดว้ยการ Vortex เติม Alkaline lysis solution II (ทีTเตรียมใหม่) ปริมาตร 200 
ไมโครลิตร ผสมให้เขา้กนัดว้ยการพลิกหลอดกลบัไปมา 5 ครั1 ง (ห้าม Vortex โดยเด็ดขาด) แช่
หลอดในนํ1 าแข็ง เติม Alkaline lysis solution III  (แช่เยน็) ปริมาตร 150 ไมโครลิตร ผสมให้เขา้กนั
ดว้ยการพลิกหลอดกลบัไปมา แช่หลอดในนํ1 าแข็ง นาน 3-5 นาที ปัTนเหวีTยงหลอดทีTความเร็วรอบ 
12000 รอบต่อนาที นาน 10 นาที ทีTอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จากนั1นยา้ยส่วนใส (Supernatant) ใส่
หลอดใหม่ เติมเอทานอล 95 %   2 ปริมาตรของสารละลาย (ประมาณ 900 ไมโครลิตร) ผสมโดย
การพลิกหลอดไปมาเก็บไวที้T -20 องศาเซลเซียส 10 นาทีหรือขา้มคืน นาํไปปัTนเหวีTยงทีT 12000 รอบ
ต่อนาที นาน 10-15 นาที ปิเปตส่วนนํ1 าทิ1งดว้ยไมโครไปเปต (ระวงัอย่าให้ DNA pellet ทีTอยู่กน้
หลอดหลุด) ลา้ง DNA pellet โดยการเติมเอทานอล 70 %  1000 ไมโครลิตร ผสมดว้ยการกลบั
หลอดไปมา แลว้ปัTนเหวีTยง ทีT 12000 รอบต่อนาที นาน 5 นาที จากนั1นดูดส่วนใสทิ1ง (ระวงั DNA 
pellet หลุดหาย)  ลา้งเช่นนี1  2 ครั1 ง จากนั1นเปิดฝาหลอดแลว้ คว ํTาหลอดบนกระดาษซับ จนกระทัTง 
DNA pellet แห้ง สังเกตจาก DNA pellet จากสีขาวขุ่นเมืTอแห้งจะใสจากนั1นละลายดีเอ็นเอกลบัมา
ดว้ย TE buffer (10 mM Tris-HCl pH 8.0, 1 mM EDTA) ทีTมีเอนไซม ์RNase (TE containing 20 
ug/ml DNase-free RNase)  ปริมาตร 15-30 ไมโครลิตร ขึ1นอยูก่บัขนาดของ DNA pellet ทีTได ้เมืTอ
ละลายเรียบร้อยแลว้เก็บสารละลายดีเอน็เอทีT  –20 องศาเซลเซียส จนกวา่จะใชง้าน 
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 2.2.3 การคัดเลอืกโคลนทีHมีความแตกต่างโดยวธีิการตัดดีเอน็เอสายผสมด้วย

เอนไซม์ตัดจําเพาะ HindIII (Restriction endonuclease digestion of DNA) 

 นาํองคป์ระกอบของปฏิกิริยาการตดั เช่น dH2O, 10X buffer,  DNA มาละลายบน
นํ1 าแข็ง(ยกเวน้เอนไซม์)  คาํนวณปริมาตรของสารละลายต่างๆ ทีTจะใช้ (ตารางทีT 14) แล้วนํา
สารละลายเหล่านั1นผสมกนัในหลอด  เมืTอเตรียมปฏิกิริยาเรียบร้อยแลว้นาํเอนไซม์ตดัจาํเพาะออก
จากตูแ้ช่ -20 องศาเซลเซียส จากนั1นใช ้Tip สะอาดดูดเอนไซมผ์สมลงในหลอด ผสมดว้ยการปิเปต
ขึ1นลง นาํไปปัTนเหวีTยงอย่างเร็วในไมโครฟิวจ ์เพืTอให้ปฏิกิริยาลงมาดา้นล่างหลอดทั1งหมด จากนั1น
บ่มทีTอุณหภูมิทีT เหมาะสม (37 องศาเซลเซียส) 14-16 ชัTวโมงและวิเคราะห์ผลการตัดด้วย 1% 
Agarose gel electrophoresis 

ตาราง 14 องคป์ระกอบของการตดัพลาสมิดดว้ยเอนไซมต์ดัจาํเพาะ HindIII 
 

ส่วนผสมของปฏิกิริยา ปริมาตรทีTใช ้(ul/ปฏิกิริยา) 
dH2O     6 
10x buffer 2 
DNA  10 
ปริมาตรรวม 20 

 

 2.2.4 สกดัพลาสมิด โดยวธีิ PLASMID PREP-CTAB  

 คดัเลือกตวัอย่างทีTมีความแตกต่างมาสกดัพลาสมิดเพืTอส่งหาลาํดบันิวคลีโอไทด ์
โดยเลี1ยงเชื1อทีTคดัเลือกไดโ้ดยดูดเชื1อจากกลีเซอรอล  Stock 100 ไมโครลิตร ลงใน LB  +  Amp+  5 
มิลลิลิตร  บ่มทีTความเร็วรอบ 150 รอบต่อนาที ทีTอุณหภูมิ 37 °C ขา้มคืน  ปัTนเหวีTยงเก็บเซลล์
ปริมาตร 5 มิลลิลิตร เติม STET buffer 200 ไมโครลิตร ลงใน Suspent pellet จากนั1นเติม Lysozyme 
(50 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) 4 ไมโครลิตรผสมโดยการ Vortex บ่มทีTอุณหภูมิห้อง 5 นาที และตม้
ตวัอยา่ง 45 วินาที, ปัTนเหวีTยง 13000 รอบต่อนาที นาน 10 นาทีจากนั1นนาํไมจิ้1มฟันเขีTยโปรตีนทีTอยู่
กน้หลอดออก เติม RNaseA (10 มิลิกรัมต่อมิลลิลิตร)  5 ไมโครลิตรบ่มทีTอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส 
นาน 20 นาที  เติม CTAB (5% w/v ใน 0.5M NaCl) 10 ไมโครลิตร ผสมโดยพลิกหลอดไปมา ทิ1งไว้
ทีTอุณหภูมิห้อง 3 นาที สังเกตหากมีดีเอ็นเอจะมีลกัษณะขาวขุ่น ปัTนเหวีTยง 10 นาที ดูดส่วนใสออก
และเติม 1.2M  NaCl  ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ผสมโดยการพลิกหลอดขึ1นลง (ทาํให้ pellet ทีTติด
อยูใ่นหลอดละลายให้หมด) ทิ1งไว ้10-30 นาที เติมโคโลฟอร์ม ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ผสมโดย
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เขย่า ปัTนเหวีTยง 12000 รอบต่อนาที นาน 5 นาที ดูดส่วนใสด้านบน 400-500 ไมโครลิตร ใส่ใน
หลอดใหม่โดยใช้ไมโครปิเปต P-200 โดยอยา่ดูดโดนชั1นตะกอน เติมเอทานอล 95%  2 ปริมาตร 
(800-1000 ไมโครลิตร) บ่มทีT –20 องศาเซลเซียส  10 นาทีหรือขา้มคืน ปัTนเหวีTยง 13000 รอบต่อ
นาทีนาน 10 นาที ดูดส่วนใสทิ1ง (อยา่ให้ DNA pellet หลุดหาย) เติมเอทานอล 70%  ปริมาตร 750 
ไมโครลิตร ผสมโดยพลิกหลอดขึ1นลงเบาๆ ปัTนเหวีTยง 13000 รอบต่อนาที นาน 10 นาที ดูดส่วนใส
ทิ1งอยา่ให้ DNA pellet หลุดหายและเติมเอทานอล 70% ปริมาตร 750 ไมโครลิตรอีกครั1 งผสมโดย
พลิกหลอดขึ1 นลงเบาๆ ปัTนเหวีTยง 13000 รอบต่อนาที นาน 10 นาที ดูดส่วนใสทิ1งอย่าให้ DNA 
pellet หลุดหาย เปิดฝาหลอดแลว้ คว ํTาหลอดบนกระดาษซบัจนกระทัTง DNA pellet แห้ง สังเกตจาก 
DNA pellet จากสีขาวขุ่นเมืTอแห้งจะใส ละลายดีเอ็นเอกลบัมาดว้ย TE buffer (10 mM Tris-HCl pH 
8.0, 1 mM EDTA ) ปริมาตร 10-30 ไมโครลิตร ขึ1นอยูก่บัขนาดของ DNA pellet  
 

 2.3 การหาลาํดับนิวคลโีอไทด์ของยนี 16S rRNA  

 หาลาํดบันิวคลีโอไทด์ของยีน 16S rRNA บางส่วนของแบคทีเรียทีTมีขนาด
ประมาณ 1500 bp ศึกษาโดยส่งตวัอย่างพลาสมิดทีTสกดัในขอ้ 7 ไปวิเคราะห์ดว้ยเครืTอง DNA 
sequencer โดยใช้ primer ชืTอ M-13FpUC(-40) 5’GTTTTCCCAGTCACGAC 3’ และ M-
13RpUC(-26)  5’CAGGAAACAGCTATGAC 3’ ในการตรวจหา โดยส่งตวัอยา่ง sequence ไปทาํ
การวเิคราะห์ทีTบริษทั Frist BASE Labolateries ประเทศมาเลเซีย 
 
3. การศึกษาความหลากหลายทางชีวภาพของแบคทเีรียในกระเพาะรูเมนด้วยเทคนิคทางชีววทิยา
โมเลกุลของยนีส่วน 16S rRNA และ ความสัมพนัธ์ทางวิวฒันาการ (phylogenetic tree) 
 
 3.1 นาํขอ้มูลลาํดบัเบสของดีเอ็นเอบริเวณส่วนยีน 16S rRNA ทีTไดจ้ากการโคลน
นิTงแบคทีเรียทั1งหมด โดยทาํการปรับและคดัเลือกลาํดบัเบส sequence โดยใชโ้ปรแกรม BIOEDIT 
จากนั1นนาํไปทาํการวิเคราะห์หาชนิดของแบคทีเรียใน GenBank โดยการเปรียบเทียบเปอร์เซ็นต์
ความเหมือน (homology) ดว้ยโปรแกรม BLASTN ของ The National Center for Biotechnology 
Information (NCBI, USA)  
 3.2 หลงัจากนั1นนาํลาํดบัเบสดีเอ็นเอของแบคทีเรียในกระเพาะรูเมนทีTไดท้าํการ
เปรียบเทียบความเหมือนเพืTอหาชนิดของแบคทีเรียแล้ว พร้อมกบัลาํดบัเบสทีTได้จากฐานขอ้มูล 
GenBank จาํนวน 113 ชนิดทีTพบในระบบบาํบดันํ1าเสียแบบไม่เติมอากาศ (3D) และจาํนวน 81 ชนิด
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ทีTพบในระบบบาํบดันํ1าเสียแบบเติมอากาศ (4E) จากงานวิจยัก่อนหนา้นี1  มาทาํการหาความสัมพนัธ์
ของแบคทีเรียกลุ่มต่าง ๆ ในระบบบาํบดันํ1 าเสียทั1ง 2 แบบโดยนาํลาํดบัเบสมาสร้าง phylogenetic 
tree โดยใชโ้ปรแกรมทาง bioinformatics หลายโปรแกรมร่วมกนั คือ นาํลาํดบัดีเอ็นเอทีTไดม้าทาํ
การ alignment ดว้ยโปรแกรม CLUSTAL X1.83 (Chenna, 2003) จากนั1นนาํขอ้มูลทีTไดม้าสร้าง 
phylogenetic tree ด้วยโปรแกรม PHYLIP Package  ซึT งประกอบด้วย dnadist โดยเลือก
ความสัมพนัธ์ของ Neighbour - Joining tree ดว้ยรูปแบบของ Kimura2-parameter (Kimura et al., 
1908), neighbor, seqboot และ consense (Felsenstein, 1985) ตามลาํดบั  และทาํ Bootstrap 
Neighbour - Joining tree (Edwards et al., 2004) แสดงผลในรูปสายวิวฒันาการดว้ยโปรแกรม Tree 
view  การสร้าง tree จะทาํการวิเคราะห์หาค่า bootstrap ซึT งค่า bootstrap มีความสัมพนัธ์กบัความ
เชืTอมัTนในผลการวิเคราะห์สายสัมพนัธ์ทางวิวฒันาการโดยการสร้าง tree จะเลือกใช ้bootstrap data 
resampled 1000 ครั1 ง เพืTอสร้างเมทริกความคลา้ยคลึงในการเปรียบเทียบความคลา้ยคลึงของลาํดบั
เบส โดยกลุ่มไหนแสดงค่า bootstrap 95 เปอร์เซ็นตห์รือสูงกวา่ แสดงถึงความเชืTอมัTนระดบัสูงของ
สายสัมพนัธ์ทางวิวฒันาการทีTได ้(Felsenstein, 1985) และ phylogenetic tree ทีTไดจ้ะใช ้out group 
คือลาํดบัเบสของเชื1อแบคทีเรีย Aquifex pyrophilus ในการทาํ rooting tree หรือ tree แบบตรึงราก  
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ผลการทดลองและวจิารณ์ 
 
1.  ผลการวเิคราะห์คุณภาพนํ�าเสียทางเคมี 
 จากผลการวิเคราะห์ค่าพารามิเตอร์ทางเคมีของนํ1 าเขา้และนํ1 าออกจากระบบบาํบดั
นํ1 าเสียของอุตสาหกรรมอาหารทะเลแช่แข็ง จาํนวน 3 แห่ง ทีTผา่นการบาํบดันํ1 าเสียดงันี1  การบาํบดั
ขั1นตน้ (Primary treatment) ดว้ยตะแกรงดกัขยะ/บ่อดกัไขมนั และผ่านระบบบาํบดันํ1 าเสียทาง
ชีวภาพแบบ UASB (Upflow Anaerobic Sludge Blanket) ก่อนเขา้สู่ระบบบาํบดันํ1 าเสียแบบตะกอน
เร่งและทาํการวเิคราะห์พารามิเตอร์ทางกายภาพและทางเคมีดงันี1  บีโอดี, ซีโอดี, ฟอสฟอรัสทั1งหมด, 
ทีเคเอน็, ไขมนัและนํ1ามนั, ของแขง็แขวนลอย, พีเอช โดยทาํการวิเคราะห์ตาม Standard Method for 
the Examination of Water and Wastewater 20th (APHA et al., 1998)   
 ตวัอยา่งนํ1 าจากบ่อรวบรวมนํ1 าเสีย (Sum)  และประสิทธิภาพการบาํบดันํ1 าเสียของ
อุตสาหกรรมในขั1นตอนการบาํบดัขั1นตน้ (Primary treatment) ทั1ง 3 แห่งแสดงดงัตารางทีT 15-17 

 
ตาราง 15 ประสิทธิภาพการบาํบดันํ1าเสียอุตสาหกรรมทีT 1 
 

ครั�งทีH 

ประสิทธิภาพ (%) 

บีโอดี ซีโอดี ฟอสฟอรัส
ทั�งหมด 

ทเีคเอน็ ไขมัน
และ 

นํ�ามัน 

ของแข็ง
แขวนลอย 

พเีอช 

1 21.90 15.38 -1.46 13.71 91.86 6.17 6.78 

2 22.58 57.14 -3.96 18.56 29.63 10.11 7.01 

3 27.93 50.00 4.28 30.87 -5.99 44.09 7.27 

4 3.03 25.00 -8.40 15.94 43.94 14.13 7.01 

 
   จากผลการทดลองตารางทีT 15 พบว่าประสิทธิภาพการบาํบดัของแข็งแขวนลอย 
(SS) ของครั1 งทีT 1, 2 และ 4 มีประสิทธิภาพการบาํบดัตํTาคือ 6.17, 10.11 และ 14.13 % ตามลาํดบั 
ยกเวน้ในครั1 งทีT 3 พบว่าประสิทธิภาพการบาํบดัค่อนขา้งดีคือสามารถบาํบดัไดสู้งถึง 44.09 % 
สอดคลอ้งกบัประสิทธิภาพการบาํบดับีโอดีในครั1 งทีT 3 พบวา่มีประสิทธิภาพการบาํบดัได ้27.93 % 
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เป็นไปตามเกณฑ์การบาํบดัขั1นตน้ซึT งสามารถบาํบดับีโอดีได ้25-40 % (Tchobanoglous et al., 
2004) แต่ครั1 งทีT 1,2 และ 4 พบวา่ ตํTากว่าเกณฑ์การบาํบดัคือสามารถบาํบดัไดเ้ฉลีTยเพียง 24.14 %  
เนืTองมาจากประสิทธิภาพการบาํบดัของแข็งแขวนลอยค่อนขา้งตํTา  สําหรับประสิทธิภาพการบาํบดั
ฟอสฟอรัสของครั1 งทีT 1, 2 และ 4 พบวา่เป็นลบคือ -1.46 %, -3.96 % และ -8.40 % ตามลาํดบั ซึT งตํTา
กว่าเกณฑ์การบาํบดัขั1นต้นทีTสามารถบาํบดัฟอสฟอรัสได้ 10-20 % (เกรียงศกัดิ� , 2536) ส่วน
ประสิทธิภาพการบาํบดัซีโอดีโดยรวมพบว่าค่อนข้างดีคือสามารถบาํบัดได้เฉลีTย 44.05 %  
ประสิทธิภาพการบาํบดัไนโตรเจนในรูปทีเคเอ็นพบวา่สามารถบาํบดัไดเ้ฉลีTย 19.77 % เป็นไปตาม
เกณฑ์การบาํบดัขั1นต้นทีTสามารถบาํบัดไนโตรเจนได้ 10-20 % (เกรียงศักดิ� , 2536) และ
ประสิทธิภาพการบาํบดัไขมนัและนํ1 ามนั(Grease&oil) ในครั1 งทีT1,2 และ 4 พบวา่ค่อนขา้งสูงคือ
สามารถบาํบดัไดเ้ฉลีTยถึง 55.14 % ยกเวน้ในครั1 งทีT 3 พบวา่มีประสิทธิภาพการบาํบดัเป็นลบคือ -
5.99 %  
 
ตาราง 16 ประสิทธิภาพการบาํบดันํ1าเสียอุตสาหกรรมทีT 2 
 

ครั�งทีH 

ประสิทธิภาพ (%) 

บีโอดี ซีโอดี ฟอสฟอรัส
ทั�งหมด 

ทเีคเอน็ ไขมัน
และ 

นํ�ามัน 

ของแข็ง
แขวนลอย 

พเีอช 

         1 -13.18   33.34      8.48  -37.00      -4.17    7.23     6.42 

         2 -6.62   4.53      10.95   6.13    9.09   -4.68     6.63 

         3  82.79   70.00      5.33   16.92    91.89    65.54     6.49 

         4  62.65   46.15      15.98    3.92    84.74    62.46     6.30 

 
 จากตารางทีT 16 พบวา่ประสิทธิภาพการบาํบดัของครั1 งทีT 1 และ 2 มีประสิทธิภาพ

การบาํบดัตํTาในทุกพารามิเตอร์ โดยประสิทธิภาพการบาํบดัตะกอนแขวนลอยของอุตสาหกรรม
พบวา่สามารถบาํบดัไดเ้พียง 7.23 %  และ -4.68 % ตามลาํดบั ซึT งตํTากวา่เกณฑ์การบาํบดัของระบบ
บาํบดัขั1นตน้ทีTควรบาํบดัตะกอนแขวนลอยได้ประมาณ 50-60 % (เกรียงศกัดิ� , 2536) ส่งผลให้
ประสิทธิภาพในการบาํบดัสําหรับพารามิเตอร์อืTนๆ ตํTาลงดว้ยเช่นกนั ดงัเช่น ประสิทธิภาพในการ
บาํบดับีโอดี ครั1 งทีT 1 และ 2 พบว่าเป็นลบ คือ -13.18 % และ -6.62 % ตามลาํดบั เช่นเดียวกบั
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ประสิทธิภาพการบาํบดัไนโตรเจนในรูปทีเคเอ็นพบวา่ตํTาเช่นกนัคือเฉลีTย -37.00  และ 6.13 % การ
บาํบดัไขมนัในครั1 งทีT 1 และ 2 พบวา่มีประสิทธิภาพตํTาคือ -4.17 % และ 9.09 % ตามลาํดบั สําหรับ
ประสิทธิภาพการบาํบดันํ1 าเสียในครั1 งทีT 3 และ 4 พบว่าประสิทธิภาพอยู่ในเกณฑ์ทีTดีในทุก
พารามิเตอร์ ดงัเช่นประสิทธิภาพการบาํบดับีโอดีพบวา่โดยเฉลีTยสูงถึง 72.72 % เป็นไปตามเกณฑ์
การบาํบดัขั1นตน้ทีTควรบาํบดัได ้25-40 % (Tchobanoglous et al., 2003) ประสิทธิภาพการบาํบดั
ของแข็งแขวนลอยพบสูงถึง 64.00 % เป็นไปตามเกณฑ์การบาํบดัของระบบบาํบดัขั1นตน้ทีTควร
บาํบดัตะกอนแขวนลอยไดป้ระมาณ 50-60 % (เกรียงศกัดิ� , 2536) และทาํไห้ปริมาณสารอินทรียใ์น
ระบบบาํบดันํ1 าเสียของอุตสาหกรรมทีT 3 ลดลง ประสิทธิภาพการบาํบดัซีโอดีโดยเฉลีTยบาํบดัไดสู้ง
ถึง 58.08 % ประสิทธิภาพการบาํบดัฟอสฟอรัสพบเฉลีTย 10.66 % อยูใ่นเกณฑ์การบาํบดัขั1นตน้ทีT
สามารถบาํบดัฟอสฟอรัสได ้10-20 % (เกรียงศกัดิ� , 2535) ประสิทธิภาพการบาํบดัไนโตรเจนในรูป
ทีเคเอ็นโดยเฉลีTยพบ 10.42 % เป็นไปตามเกณฑ์การบาํบดัขั1นตน้คือ 10-20 % (เกรียงศกัดิ� , 2536) 
สาํหรับประสิทธิภาพการบาํบดัไขมนัและนํ1ามนัพบวา่สามารถบาํบดัไดสู้งถึง 88.32% 
 
ตาราง 17 ประสิทธิภาพการบาํบดันํ1าเสียอุตสาหกรรมทีT 3 

 
 จากผลการทดลองตารางทีT 17 พบว่าระบบบาํบดันํ1 าเสียของอุตสาหกรรมทีT 3 มี

ประสิทธิภาพอยูใ่นเกณฑ์ดีในทุกพารามิเตอร์ สามารถบาํบดับีโอดีเฉลีTยสูงถึง 42.43 % เป็นไปตาม
เกณฑ์การบาํบดัขั1นตน้ทีTควรบาํบดัได ้25-40 % (Tchobanoglous et al., 2003) ประสิทธิภาพการ
บาํบดัซีโอดีเฉลีTย 46.05 % ประสิทธิภาพการบาํบดัตะกอนแขวนลอยพบสูงถึง 71.72 % ซึT งสูงกวา่
เกณฑ์การบาํบดัตะกอนแขวนลอยของระบบบาํบดัขั1นตน้ทีTควรบาํบดัได ้      50-60 % (เกรียงศกัดิ� , 
2536) ประสิทธิภาพการบาํบดัฟอสฟอรัสและไนโตรเจนในรูปทีเคเอ็นสามารถบาํบดัได้สูงถึง 

                                                            ประสิทธิภาพ (%) 
 
ครั�งทีH       บีโอด ี       ซีโอด ี     ฟอสฟอรัส    ทเีคเอน็        ไขมนั      ตะกอน             พเีอช                                                                                   

ทั�งหมด                           และ        แขวนลอย 
                                                                                นํ�ามนั  
   1            41.33          23.53        42.56             37.69           7.14              71.96                6.42 
    2            43.19         58.74        31.10             42.07          -20.00           -31.60               6.82 
    3            34.44         76.93        43.64             36.68           60.92            79.07               6.29 
    4            50.76         25.00        17.76             31.19           17.13            64.12               6.17 
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33.77 และ 36.91 % ตามลาํดบั สูงกว่าเกณฑ์การบาํบดัขั1นตน้ทีTสามารถบาํบดัฟอสฟอรัสและ
ไนโตรเจนไดป้ระมาณ 10-20 % (เกรียงศกัดิ� , 2536) ประสิทธิภาพการบาํบดัไขมนัและนํ1 ามนั
สามารถบาํบดัไดเ้ฉลีTย 28.40 % ยกเวน้ในครั1 งทีT 2 พบวา่ประสิทธิภาพการบาํบดัตํTาลงคือสามารถ
บาํบดัไดเ้พียง -20.00 % 

 การศึกษาระบบบาํบดันํ1าเสียก่อนเขา้ระบบ UASB และนํ1าทีTออกจากระบบ UASB 
เพืTอศึกษาคุณลกัษณะนํ1าเสียหลงัจากการบาํบดัโดยระบบไม่ใชอ้อกซิเจนหรือระบบ UASB พบวา่
ค่าทีTไดข้องแต่ละพารามิเตอร์แตกต่างกนัดงัตารางทีT 18-21 
  
ตาราง 18 ประสิทธิภาพการบาํบดัของนํ1าเสียในถงั UASB อุตสาหกรรมทีT 1 

เดือน pH 
ประสิทธิภาพในการบําบัด (ร้อยละ) 

BOD COD T-P TKN O&G SS 
1 6.58 30.5 41.8 0.5 11.9 -257.1 23.4 
2 6.81 29.6 -6.7 16.4 0 68.6 10.1 
3 6.66 68.3 -2.3 8.9 77.7 78.4 20.5 
4 6.49 23.9 10 -6.8 31.4 16.7 29.5 

 
 ค่าพารามิเตอร์ทางเคมีตามประสิทธิภาพของการบาํบดันํ1 าเสียในถงั UASB ใน

อุตสาหกรรมทีT 1 พบวา่ระบบมีค่า pH โดยเฉลีTยอยูที่T 6.64 และประสิทธิภาพของระบบบาํบดันํ1 าเสีย 
ทีTศึกษาจากพารามิเตอร์ทางเคมีดงัตารางทีT 18 ของ BOD, COD, T-P, TKN, O&G และ SS โดยเฉลีTย
ร้อยละ 38.07, 10.7, 4.75, 30.25, -23.35 และ 83.5 ตามลาํดบั 

 
ตาราง 19 ประสิทธิภาพการบาํบดัของนํ1าเสียในถงั UASB อุตสาหกรรมทีT 2 

เดือน pH 
ประสิทธิภาพในการบําบัด (ร้อยละ) 

BOD COD T-P TKN O&G SS 
1 6.81 69.9 60.0 60.6 -18.3 74 67.2 
2 6.89 69.7 71.4 60.7 -11.1 45 75.4 

3 6.97 -95.2 -411.1 -5.6 90.7 -103.4 -1,281.6 

4 6.76 27.4 -114.3 -59.9 -96.4 39.6 -520.8 
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 ค่าพารามิเตอร์ทางเคมีตามประสิทธิภาพของการบาํบดันํ1 าเสียในถงั UASB ใน
อุตสาหกรรมทีT 2 พบวา่ระบบมีค่า pH โดยเฉลีTยอยูที่T 6.86 และประสิทธิภาพของระบบบาํบดั  นํ1 า
เสียทีTศึกษาจากพารามิเตอร์ทางเคมีดงัตารางทีT 19 ของ BOD, COD, T-P, TKN, O&G และ SS โดย
เฉลีTยร้อยละ 17.95, -98.5, 13.95, -8.77, 13.65 และ -414.95 ตามลาํดบั 

 
ตาราง 20 ประสิทธิภาพการบาํบดัของนํ1าเสียในถงั UASB อุตสาหกรรมทีT 3 
 

เดือน pH 
ประสิทธิภาพในการบําบัด (ร้อยละ) 

BOD COD T-P TKN O&G SS 
1 6.53 22.7 20 -90.3 79.51 7.7 -766.7 
2 6.75 5.7 -112.4 -109.3 -403.9 -150 -608.1 

3 6.39 24.3 -375 -73.5 -162.8 -63.9 -2,074.6 

4 6.17 53.4 -77.8 -60.4 -102.9 21.3 -975.6 

 
 ค่าพารามิเตอร์ทางเคมีตามประสิทธิภาพของการบาํบดันํ1 าเสียในถงั UASB ใน

อุตสาหกรรมทีT 3 พบวา่ระบบมีค่า pH โดยเฉลีTยอยูที่T 6.46 และประสิทธิภาพของระบบบาํบดันํ1 าเสีย 
ทีTศึกษาจากพารามิเตอร์ทางเคมีดงัตารางทีT 20 ของ BOD, COD, T-P, TKN, O&G และ SS โดยเฉลีTย
ร้อยละ  26.53, -136.3, -83.37, -147.52, -46.23 และ-1,106.25 ตามลาํดบั 
 

 จากกค่าพารามิเตอร์ในตารางทีT 18-20  พบวา่ประสิทธิภาพในการบาํบดันํ1 าเสียบาง
พารามิเตอร์มีค่าติดลบ ซึT งหมายถึงระบบไม่มีประสิทธิภาพในการทาํงาน แต่ทั1งนี1 การติดลบของ
ประสิทธิภาพในการบําบัดนํ1 าเสียเกิดจากข้อจาํกัดในการเก็บนํ1 า เนืTองจากระบบบาํบัดของ
อุตสาหกรรมทีT 3 ไม่มีส่วนทีTสามารถเก็บนํ1 าหลงัจากทีTนํ1 าออกจากระบบบาํบดัแบบไม่ใชอ้อกซิเจน 
หรือ UASB ทาํ ใหต้อ้งเก็บนํ1 าในระบบ DN/CN ดงัภาพทีT 7 ซึT งเป็นระบบทีTต่อจากระบบ UASB ทาํ
ให้ค่านํ1 าทีTเป็นตวัแทนนํ1 าทีTไดจ้ากการบาํบดัในระบบ DN/CN ไม่สามารถเป็นตวัแทนทีTดีของค่านํ1 า
ทีTออกจากระบบบาํบดั UASB ได ้เนืTองจากในระบบ DN/CN เปรียบเสมือนระบบ Anoxic ซึT งเป็น
อีกกระบวนการบาํบดัอีกขั1นตอนทีTไม่ไดเ้กิดจากการบาํบดันํ1าเสียจากระบบ UASB  
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ตาราง 21 ลกัษณะนํ1าเขา้ และนํ1าออกเฉลีTยจากระบบ UASB ของอุตสาหกรรมอาหารทะเล 
               แช่แขง็ 
 

พารามิเตอร์ หน่วย 
ช่วง ค่าเฉลีHย ประสิทธิภาพ

ในการบําบัด
เฉลีHย % 

นํ�าเข้า นํ�าออก นํ�าเข้า นํ�าออก 

pH - 6.53-7.25 6.37-7.25 6.71 6.79 - 

BOD mg/l 630-1,080 380-1,230 1,359.4 790 41.9 

COD mg/l 1,200-2,800 800-6,133 1,991.6 2,466.6 -23.9 

TKN mg/l 136-378 46-583.8 233.5 212.7 8.9 

T-P mg/l 299.6-459 150.1-531.6 393.5 356.3 7.2 

Oil&Grease mg/l 90-347.1 33.8-250 141.7 86.9 38.7 

SS mg/l 237.2-854.4 213-5,223 463.7 1,507.1 -225 

 
 จากการวิเคราะห์ค่าพารามิเตอร์ทางเคมีของนํ1 าเสียจากตารางทีT 18-20  ดัง

ค่าพารามิเตอร์ทางเคมี  pH, BOD, COD, TKN, TP, Oil& Grease และ SS พบวา่ ค่า pH ไม่มีความ
แตกต่างกนั สําหรับนํ1 าก่อนเขา้ระบบบาํบดั UASB และออกจากระบบ UASB โดยช่วงค่า pH ของ
นํ1 าเขา้ของอุตสาหกรรมดงัตารางทีT 21 ทีTแสดงลกัษณะนํ1 าเขา้ และนํ1 าออกจากระบบ UASB อยู่
ระหวา่ง 6.53-7.25 ซึT งมีแนวโนม้ตํTากวา่ค่า pH ทีTใชใ้นการออกแบบมีค่าอยูร่ะหวา่ง 6.3-7.8 Habeeb 
et al. (2010) แต่ Tchobanoglous et al. (2004) กล่าววา่ pH ควรมีค่าใกลเ้คียง 7 ทั1งนี1  สันทดั (2549) 
กล่าวว่า pH ทีTเหมาะสมสําหรับการเจริญเติบโตของแบคทีเรียกลุ่มสร้างกรด และแบคทีเรียกลุ่มทีT
สร้างมีเทนมีค่าอยู่ระหว่าง 6.5-7.8 ซึT งอยู่ในช่วงของ  ค่า pH ของนํ1 าเสียทีT เป็นนํ1 าเข้าของ
อุตสาหกรรมทีTใชใ้นการศึกษา นอกจากนี1  สันทดั (2549) ยงักล่าวอีกวา่ ถึงแมว้า่ไม่สามารถควบคุม
ใหจุ้ลินทรียแ์ต่ละกลุ่มเจริญเติบโต และแสดงประสิทธิภาพไดร้้อยเปอร์เซ็นต ์แต่ค่า pH ทีTอยูใ่นช่วง
ดังกล่าวจะสามารถทาํให้จุลินทรีย์ทั1 งสองกลุ่มเจริญเติบโตอยู่ได้ และทาํหน้าทีTในการบาํบัด
สารอินทรียเ์พืTอใหไ้ดก้๊าซมีเทน ทั1งนี1หากค่า pH ตํTากวา่ช่วงดงักล่าวจะเป็นผลโดยตรงกบัแบคทีเรีย
กลุ่มทีTสร้างมีเทน และทาํให้ประสิทธิภาพในการบาํบดันํ1 าเสียลดลงได ้สําหรับค่า BOD มีค่าลดลง
โดยเฉลีTยของแต่ละเดือนของแต่ละอุตสาหกรรมประมาณร้อยละ 27 แต่หากพิจารณาประสิทธิภาพ
โดยเฉลีTยของแต่ละอุตสาหกรรมพบว่าอุตสาหกรรมทีT 1 มีประสิทธิภาพในการบาํบดั BOD มาก
ทีTสุดคือ ร้อยละ 37 ลาํดบัต่อมาคืออุตสาหกรรมทีT 3 ร้อยละ 26 และอุตสาหกรรมทีT 2 ร้อยละ 18 ดงั
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ตารางทีT 18-20 ทั1งนี1ประสิทธิภาพในการบาํบดัของระบบ UASB เป็นการหมกัแบบไม่ใชอ้อกซิเจน 
ควรบาํบดัไดม้ากกวา่ร้อยละ 80  ซึT งควรมีค่า BOD:N:P ประมาณ 100:1.1:0.2 ซึT งพบวา่ค่า BOD:N:P 
ของระบบทีTใช้ในการศึกษามีค่าเท่ากับ 5.82:1:1.69 ซึT งค่าของฟอสฟอรัสมากเกินไป และมีค่า
ไนโตรเจนนอ้ยเกินไป ทั1งนี1การทีTธาตุอาหารไม่สมบูรณ์จะมีผลให้การเจริญเติบโตของแบคทีเรียไม่
สมบูรณ์ (สันทดั, 2549) ซึT งอาจเป็นผลทีTทาํใหเ้กิดการยอ่ยสลายของ BOD นอ้ยลง ส่วนค่า COD ไม่
มีค่าลดลง แต่กลบัมีค่าเพิTมขึ1นสําหรับนํ1 าทีTออกจากระบบ UASB ใน บางเดือน ทาํให้ประสิทธิภาพ
การบาํบดัมีค่าติดลบดงัตารางทีT 18-20 อาจมีผลมาจากกระบวนการผลิตทีTเพิTมมากขึ1น เพราะนํ1 าเสีย
ทีT เข้าสู่ระบบบําบัดเป็นนํ1 าเสียทีTมาจากกระบวนการผลิตอาหารทะเล และกรมอุตสาหกรรม
อุตสาหกรรม  )2551) กล่าวว่าการผลิตอาหารทะเลมีการใช้คลอรีนผสมกบันํ1 าใช้ในกระบวนการ
ผลิต โดยมีวตัถุประสงคเ์พืTอควบคุมปริมาณจุลินทรียใ์ห้อยูใ่นช่วงทีTยอมรับได ้ซึT งคลอรีนทีTเติมลง
ไปนั1นช่วงแรกจะทาํปฏิกิริยากบัสารอนินทรียที์Tอยูใ่นนํ1 า หลงัจากนั1นจะทาํปฏิกิริยากบัสารอินทรีย์
และสารประกอบไนโตรเจนเกิดเป็น Combined chloride residual และเหลือเป็น Free chloride 
residual โดยทีT Free chloride residual จะเป็นสัดส่วนโดยตรงกบัปริมาณคลอรีนทีTเติมลงไป ซึT งทาํ
ให้นํ1 าเสียมีคลอไรด์มากกว่ากระบวนการผลิตในช่วงเดือนปกติ ซึT งคลอไรด์มีผลต่อประสิทธิภาพ
การบาํบดั(กรมอุตสาหกรรมอุตสาหกรรม  ,2551) ของระบบค่าพารามิเตอร์ทางเคมี T-P โดยจะทาํ
ให้ประสิทธิภาพในการบาํบดัฟอสฟอรัสลดลง และยงัทาํให้ประสิทธิภาพของ COD มีค่าลดลง 
นอกจากนี1 ยงัส่งผลต่อความเขม้ขน้ของตะกอนจุลินทรีย ์เนืTองจากจุลินทรียต์อ้งปรับตวัให้มีความ
เคยชินกบัสภาพทีTมีคลอไรดสู์งซึT งจุลินทรียที์Tไม่สามารถปรับสภาพไดอ้าจตาย และถูกยอ่ยสลายไป 
นอกจากนี1 ปริมาณโซเดียมคลอไรด์ทีTมีปริมาณความเขม้ขน้สูงมากกว่า 2.0 M จะทาํให้กลุ่ม
ประชากร methanogens นอ้ยลง (Joseph and Frederick, 1992) ซึT งผลทีTตามมาคือการยอ่ยสลาย
สารอินทรียที์Tเป็นหนา้ทีTของแบคทีเรีย methanogens ทั1งนี1 ระบบบาํบดัควรมีธาตุอาหารเสริมสําหรับ
แบคทีเรียคือมีค่า COD:N:P ซึT งเป็นอตัราส่วนอาหารเสริมสร้างทีTตอ้งเติมให้กบัระบบบาํบดันํ1 าเสีย
แบบไม่ใช้ออกซิเจน เพราะอตัราส่วนเสริมทีTต ํTามาก สามารถชี1 ให้เห็นอตัราการเจริญเติบโตของ
จุลินทรีย ์หรือแบคทีเรียในระบบบาํบดันํ1 าเสียแบบไม่ใชอ้อกซิเจนจะตํTามาก เมืTอเทียบกบัอตัราการ
เจริญเติบโตของจุลินทรีย ์หรือแบคทีเรียในระบบบาํบดัแบบใช้ออกซิเจน (สันทดั , 2549) โดย 
Tchobanoglous et al. (2004) แนะนาํให้มีค่า COD:N:P ตอนเริTมเดินระบบเท่ากบั 300:5:1 ในขณะทีT
หากมีการเดินระบบไปแล้วค่า COD:N:P ควรจะมีค่าเท่ากบั 600:5:1 แต่ค่า COD:N:P ขณะเดิน
ระบบกลบัมีค่าเท่ากบั 8.53:1:1.69 ซึT งตรงข้ามกบัค่า BOD ทีTมีค่าลดลง เนืTองจากในนํ1 าเสียมี
สารอินทรียที์Tสามารถยอ่ยสลายทางชีวภาพไดย้ากอยูม่าก  ซึT งสอดคลอ้งกบัความสามารถ และความ
ตอ้งการในการผลิตทีTมีลกัษณะสูงขึ1นในเดือนนั1นๆ ในส่วนค่า TKN และ T-P มีค่าลดลงแต่ไม่มี
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ความแตกต่างกนัมากระหวา่งนํ1 าก่อนเขา้ระบบ UASB และออกจากระบบ UASB โดย Elmitwalli 
et al. (2007) กล่าวว่า เมืTอใช้ระบบ UASB เพืTอบาํบดันํ1 าทีTมาจากการทาํความสะอาดภายใน
บา้นเรือนจะสามารถบาํบดั TKN และ T-P ไดเ้พียง 23-36% และ 10-24% ตามลาํดบั เช่นเดียวกบั 
Terek and Ralf (2007) ทีTกล่าวไวเ้ช่นกนัวา่การบาํบดั  นํ1 าเสียจากการทาํความสะอาดภายในบา้นมี
ประสิทธิภาพในการบาํบดั TKN และ T-P 22-30% และ 15-21% ตามลาํดบั อีกทั1ง สุจินดา และคณะ 
(2547) พบวา่ความสามารถในการบาํบดันํ1 าเสียจากอุตสาหกรรมประมงดว้ยระบบ UASB สามารถ
บาํบดั TKN และ T-P ไดเ้พียง 17.51% และ 24.64% ตามลาํดบั นอกจากนี1 ระบบไม่สามารถบาํบดั
ไขมนั เพราะไขมนัควรถูกบาํบดัในระบบบาํบดันํ1 าเสียตั1งแต่ขั1นแรก จากตารางทีT 18-20 มีค่า Oil 
&Grease ติดลบ อาจเกิดจากการบาํบดัในขั1นตอนแรกไม่สามารถบาํบดัไดดี้เท่าทีTควร สังเกตไดจ้าก
ตวัอยา่งมีคราบไขมนัเกิดขึ1นเมืTอตั1งทิ1งไว ้จึงส่งผลให้มีไขมนัผา่นเขา้มาในการบาํบดัขั1นทีT 2 ส่วนค่า 
SS ดงัตารางทีT 19 และ 20 มีค่าติดลบเนืTองจากเป็นผลต่อเนืTองของระบบบาํบดัทีTมีค่า BOD:N:P ไม่
เหมาะสม ทาํให้เกิดมวลสารปริมาณมากขึ1 นตามมา ประกอบกบัเกิดขอ้จาํกัดในการเก็บนํ1 าเสีย 
เนืTองจากไม่มีท่อทีTสามารถเก็บนํ1 าเสียสําหรับนํ1 าเสียทีTผา่นการบาํบดันํ1 าเสียของระบบ UASB ทาํให้
ตอ้งเก็บนํ1 าเสียทีTอยู่ในระบบ DN/CN ซึT งทาํให้เกิดคลาดเคลืTอนของค่าพารามิเตอร์ทางเคมีของนํ1 า
เสียทีTออกจากระบบบาํบดั UASB 

 การบาํบดัขั1นทีTสองพบวา่ คุณลกัษณะนํ1 าเขา้และนํ1 าออกโดยเฉลีTยจากระบบบาํบดั
นํ1าเสียแบบตะกอนเร่งของทั1ง 3 อุตสาหกรรม แสดงดงัตารางทีT 22 
 
ตาราง 22 คุณลกัษณะนํ1าเขา้ - นํ1าออกโดยเฉลีTยจากระบบบาํบดันํ1าเสียแบบตะกอนเร่งของ   
 อุตสาหกรรมทีTทาํการศึกษา 
 

พารามิเตอร์ 
อุตสาหกรรมทีH 1 อุตสาหกรรมทีH 2 อุตสาหกรรมทีH 3 

นํ�าเข้า นํ�าออก นํ�าเข้า นํ�าออก นํ�าเข้า นํ�าออก 
pH 
BOD (mg/l) 
COD (mg/l) 
TP (mg/l) 
TKN (mg/l) 
TSS (mg/l) 
Grease and oil (mg/l) 

6.58 
774 

1,487 
395.9 
103 
261 
115 

6.85 
40 

390 
41.1 

7 
40 

34.4 

7.01 
806 

3,447 
316.7 
322 

2,753 
30.3 

7.28 
52 

487 
38.1 
54 
30 

24.1 

6.64 
949 

3,990 
517.2 
429 

3,163 
196.3 

7.01 
127 
426 
14.1 
111 
43 

69.4 

  



65 

นํ1 าเขา้และนํ1 าออกโดยเฉลีTยของทั1ง 3 อุตสาหกรรมซึT งเป็นระบบบาํบดันํ1 าเสียแบบตะกอนเร่งมีค่าพี
เอชอยูใ่นช่วง 6.58-7.28 ซึT งมีค่าเหมาะกบัระบบบาํบดันํ1 าเสียแบบตะกอนเร่งทีTมกัควบคุมค่าพีเอช
ให้อยู่ในช่วง 6.5-8.5 (สุรพล, 2538) ทาํให้แบคทีเรียเจริญเติบโตไดดี้และตะกอนแบคทีเรียของ
ระบบบาํบดันํ1 าเสียสามารถจมตวัไดดี้ (สันทดั, 2549) ส่วนค่าบีโอดีและค่าซีโอดีของนํ1 าเขา้ทั1ง 3 
อุตสาหกรรม ซึT งเป็นพารามิเตอร์ทีTบ่งบอกถึงปริมาณสารอินทรียใ์นนํ1 าเสีย หรือบ่งบอกถึงปริมาณ
สารอาหารของแบคทีเรียมีค่าโดยเฉลีTยไม่แตกต่างกนัมาก อย่างไรก็ตามอุตสาหกรรมทีT 3 มีค่าสูง
ทีTสุด นอกจากนี1 นํ1 าเข้าของอุตสาหกรรมทีT 3 พบ ค่าฟอสฟอรัสทั1งหมด ค่าทีเคเอ็น ค่าของแข็ง
แขวนลอย และค่านํ1 ามนัและไขมนัมีค่าสูงกว่าอุตสาหกรรมทีT 1 และ 2 เช่นกนั แต่ไม่แตกต่างกนั
มาก อีกทั1งค่าพารามิเตอร์ทางเคมีของนํ1าออกทั1ง 3 อุตสาหกรรม มีค่าลดลงเมืTอเทียบกบันํ1 าเขา้ในทุก
พารามิเตอร์   
 นอกจากนี1 เมืTอพิจารณาประสิทธิภาพการบาํบดันํ1 าเสียของอุตสาหกรรมทีT 1 ค่าพี
เอชอยูใ่นช่วง 6.61-7.14 มีประสิทธิภาพในการลดค่าบีโอดีโดยเฉลีTยร้อยละ 96 ลดค่าซีโอดีไดโ้ดย
เฉลีTยมากกวา่ร้อยละ 70 มีเพียงเดือนทีT 4 สามารถลดค่าซีโอดีไดเ้พียงร้อยละ 59.3 นอกจากนี1 ยงัมี
ประสิทธิภาพในการลดค่าฟอสฟอรัสทั1งหมด ค่าทีเคเอ็น และค่าของแข็งแขวนลอยทั1งหมดไดโ้ดย
เฉลีTยมากกวา่ร้อยละ 80 และค่าไขมนัและนํ1ามนัของเดือนทีT 1 สามารถลดไดร้้อยละ 85 ในขณะทีTค่า
ไขมนัและนํ1ามนัของเดือนทีT 2, 3 และ 4 ลดไดเ้พียงร้อยละ 61.3, 62.3 และ 36.6 ตามลาํดบั แสดงดงั
ตารางทีT 23 
 

ตาราง 23 ประสิทธิภาพการบาํบดันํ1าเสียอุตสาหกรรมทีT 1 
 

เดือนทีH พเีอช 

ประสิทธิภาพการบําบัดนํ�าเสีย (ร้อยละ) 

บีโอดี ซีโอดี ฟอสฟอรัส 
ทั�งหมด 

ทเีคเอน็ 
 

ของแข็ง
แขวนลอย
ทั�งหมด 

ไขมัน
และ

นํ�ามัน 
1 
2 
3 
4 

7.14 
6.90 
6.75 
6.61 

96.4 
96.1 
84.2 
96.6 

93.8 
78.1 
73.9 
59.3 

88.8 
86.3 
91.2 
90.8 

99.3 
94.1 
93.5 
85.7 

82.3 
87.9 
92.0 
79.3 

85.0 
61.3 
62.8 
36.6 

 
อุตสาหกรรมทีT 2 ค่าพีเอชอยูใ่นช่วง 7.11-7.38 มีประสิทธิภาพในการลดค่าบีโอดีโดยเฉลีTย

มากกว่าร้อยละ 90 ส่วนค่าซีโอดีของเดือนทีT 1 และ 2 สามารถลดไดเ้พียงร้อยละ 43.7 และ 65.0 
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ตามลาํดบั ขณะทีTเดือนทีT 3 และ 4 สามารถลดค่าซีโอดีไดโ้ดยเฉลีTยมากกวา่ร้อยละ 80 นอกจากนี1
อุตสาหกรรมทีT 2 ยงัมีประสิทธิภาพในการลดค่าฟอสฟอรัสทั1งหมด ค่าของแข็งแขวนลอยทั1งหมด 
ค่าทีเคเอน็ และค่าไขมนัและนํ1ามนัไดโ้ดยเฉลีTยมากกวา่ร้อยละ 50 แสดงดงัตารางทีT 24 
 

ตาราง 24 ประสิทธิภาพการบาํบดันํ1าเสียอุตสาหกรรมทีT 2 
 

เดือนทีH พเีอช 

ประสิทธิภาพการบําบัดนํ�าเสีย (ร้อยละ) 

บีโอดี ซีโอดี ฟอสฟอรัส 
ทั�งหมด 

ทเีคเอน็ 
 

ของแข็ง
แขวนลอย
ทั�งหมด 

ไขมัน 
และ 

นํ�ามัน 
1 
2 
3 
4 

7.38 
7.25 
7.36 
7.11 

90.0 
93.6 
96.2 
92.3 

43.7 
65.0 
91.7 
88.7 

72.7 
74.0 
91.4 
93.4 

62.7 
75.7 
91.4 
98.9 

85.2 
97.3 
99.4 
99.2 

38.5 
61.3 
75.4 
55.6 

 

ส่วนอุตสาหกรรมทีT 3 ค่าพีเอชอยูใ่นช่วง 6.72-7.34 และมีประสิทธิภาพในการลดค่าบีโอดี
โดยเฉลีTยไดม้ากกว่าร้อยละ 90 ส่วนค่าซีโอดี ค่าฟอสฟอรัสทั1งหมด และค่าของแข็งแขวนลอย
ทั1งหมด สามารถลดไดโ้ดยเฉลีTยมากกว่าร้อยละ 80 ค่าทีเคเอ็นสามารถลดไดโ้ดยเฉลีTยมากกวา่ร้อย
ละ 60 ยกเวน้ในเดือนทีT 1 ไม่สามารลดค่าทีเคเอ็นได ้ขณะทีTค่าไขมนัและนํ1 ามนัมีประสิทธิภาพทีT
แตกต่างกนัในแต่ละเดือน แสดงดงัตารางทีT 25 
 

ตาราง 25 ประสิทธิภาพการบาํบดันํ1าเสียอุตสาหกรรมทีT 3 
 

เดือนทีT พีเอช 

ประสิทธิภาพการบาํบดันํ1าเสีย (ร้อยละ) 
บีโอดี ซีโอดี ฟอสฟอรัส 

ทั1งหมด 
ทีเคเอน็ 
 

ของแขง็ 
แขวนลอย 
ทั1งหมด 

ไขมนั 
และ 
นํ1ามนั 

1 
2 
3 
4 

7.00 
7.34 
6.99 
6.72 

68.8 
92.5 
94.1 
92.8 

80.2 
94.6 
92.3 
87.5 

95.9 
97.5 
96.9 
98.7 

-126.2 
79.8 
63.1 
98.1 

99.3 
99.0 
98.3 
98.5 

43.8 
74.2 
61.0 
91.0 
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 เมืTอเปรียบเทียบประสิทธิภาพการบาํบัดนํ1 าเสียของทั1ง 3 อุตสาหกรรม พบว่า
อุตสาหกรรมทีT 1, 2 และ 3 มีค่าพีเอชอยูใ่นช่วง 6.61-7.38 ซึT งเป็นช่วงพีเอชทีTแบคทีเรียเจริญเติบโต
ไดดี้คืออยูใ่นช่วง 6.5-8.5     (สุรพล, 2538) นอกจากนี1ทั1ง 3 อุตสาหกรรม สามารถลดค่าบีโอดีโดย
เฉลีTยมากกวา่ร้อยละ 90 ทั1งนี1ประสิทธิภาพดงักล่าวเป็นไปตามค่าการออกแบบของระบบบาํบดันํ1 า
เสียแบบตะกอนเร่งทีTออกแบบไวใ้ห้สามารถลดค่าบีโอดีไดร้้อยละ 85-95 (Tchobanoglous et al., 
2004) ในขณะทีTอุตสาหกรรมทีT 3 สามารถลดค่าซีโอดีไดโ้ดยเฉลีTยมากทีTสุดคือ มากกวา่ร้อยละ 90 
เป็นส่วนใหญ่  

 สําหรับค่าของแข็งแขวนลอยทั1งหมด ค่าทีเคเอ็น และค่านํ1 ามนัและไขมนั ทั1ง 3 
อุตสาหกรรมสามารถลดไดโ้ดยเฉลีTยในแต่ละเดือนมากกวา่ร้อยละ 50 ยกเวน้อุตสาหกรรมทีT 3 ทีT
ขอ้มูลในเดือนทีT 1 ไม่สามารถลดค่าทีเคเอน็ได ้อีกทั1งนํ1าออกจากระบบมีค่าทีเคเอน็เพิTมขึ1นในขณะทีT
เดือนอืTนสามารถลดค่าทีเคเอ็นไดม้ากกวา่ร้อยละ 63.1-98.1 ดงัตารางทีT 25 เกิดจากนํ1 าเสียในเดือนทีT 
1 มีค่าบีโอดีสูงและค่าทีเคเอ็นตํTา มีผลทาํให้อตัราส่วนบีโอดีต่อทีเคเอ็น (BOD5/ TKN ratio) สูง
เกินไป ซึT งอตัราส่วนดงักล่าวเป็นปัจจยัหนึTงในการควบคุมการเกิดปฏิกิริยาไนตริฟิเคชนั กล่าวคือ
หากอตัราส่วนบีโอดีต่อทีเคเอ็นมีค่ามากกวา่ 3 ในระบบบาํบดันํ1 าเสียแบบตะกอนเร่งทีTมีการบาํบดั
สารไนโตรเจนจะทาํใหเ้กิดปฏิกิริยาไนตริฟิเคชนัลดลง (Tchobanoglous et al., 2004; Bitton, 2005)  

 ส่วนค่าฟอสฟอรัสทั1งหมดเมืTอพิจารณาแลว้พบวา่อุตสาหกรรมทีT 3 สามารถลดค่า
ฟอสฟอรัสทั1งหมดไดม้ากทีTสุดถึงร้อยละ 95.9-98.7 เนืTองจากอุตสาหกรรมทีT 3 ใชร้ะบบบาํบดัแบบ
ตะกอนเร่งทีTมีการกาํจดัไนโตรเจนซึT งมีกระบวนการเดินระบบทีTคลา้ยคลึงกบัระบบทีTมีการกาํจดั
สารฟอสฟอรัสคือเป็นระบบทีTไม่ใชอ้อกซิเจนต่อเนืTองกบัระบบทีTใชอ้อกซิเจน (สุบณัฑิต, 2548) จึง
ทาํใหเ้กิดการกาํจดัไนโตรเจนควบคู่กบัการกาํจดัฟอสฟอรัส ดว้ยเหตุนี1 อุตสาหกรรมทีT 3 จึงสามารถ
ลดค่าฟอสฟอรัสทั1งหมดไดม้ากกวา่อุตสาหกรรมทีT 1 และ 2 ซึT งมีคุณลกัษณะของนํ1าเขา้ใกลเ้คียงกนั 
 
2. ผลการศึกษาความหลากหลายของแบคทีเรียจากนํ�าเสียในระบบนํ�าเสียโดยการใช้เทคนิคทาง
ชีววทิยาโมเลกุล 
 2.1 ผลการคัดเลือกโคลนทีHมีดีเอ็นเอสายผสมด้วยสีของโคโลนี (Recombinant 
clone screening by blue/white selection)  

 จากการนาํตวัอย่างแบคทีเรียทีTเก็บจากนํ1 าเสียในระบบบาํบดันํ1 าเสียแบ่งออกเป็น
สองระบบคือ ระบบบาํบดันํ1าเสียแบบไม่ใชอ้อกซิเจน (UASB) (3D) และระบบบาํบดันํ1 าเสียแบบใช้
ออกซิเจน (4E) ซึT งของอุตสาหกรรมทีT 1 และ 2 เป็นระบบบาํบดันํ1 าเสียแบบตะกอนเร่ง และนํ1 าเสีย
จากบ่อ แอน็อกซิกและบ่อแอโรบิกของอุตสาหกรรมทีT 3 ซึT งเป็นระบบบาํบดันํ1 าเสียแบบตะกอนเร่ง
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ทีTมีการบาํบดัสารไนโตรเจน อย่างละ 3 ซํ1 า นาํมาผสมรวมกนั แลว้นาํมาสกดัดีเอ็นเอ และเพิTม
ปริมาณยีนดว้ย 16S rRNA ยีนดว้ยเทคนิค PCR จากนั1นนาํมาทาํการโคลนยีนส่วน 16S rRNA ใน
เชื1อ E.coli จากผลการโคลนและทาํการคดัเลือกดีเอ็นเอสายผสมดว้ยขนาด (Rapid size screening) 
พบวา่ผลคดัเลือกโคลนทีTมีดีเอ็นเอสายผสมดว้ยสีของโคโลนี  (Recombinant clone screening by 
blue/white selection) ซึT งเป็นการคดัเลือกครั1 งทีT 1 สามารถคดัเลือกโคลนไดท้ั1งหมดจาํนวน 344 
โคลน โดยแบ่งเป็น โคลนจากตวัอย่างนํ1 าเสียในระบบบาํบดัแบบเติมอากาศ (4E) และตวัอย่างนํ1 า
เสียในระบบบาํบดัแบบไร้อากาศ (3D) จาํนวน 131 และ 214 โคลน ตามลาํดบั โดยโคโลนีทั1งหมด
นี1จะถูกคดัเลือกต่อดว้ยวธีิ Rapid size screening  
 2.2 ผลการคัดเลือกดีเอ็นเอสายผสมด้วยขนาด (Rapid size screening of 
recombinant clone)   

 จากผลการคดัเลือกโคลนทีTมีดีเอ็นเอสายผสมด้วยขนาด สามารถอนุมานได้ว่า
โคลนทีTมีขนาดใหญ่กวา่ Marker มี Insert gene แทรกเขา้สู่ดีเอน็เอพาหะ ยกตวัอยา่งเช่น ขนาดดีเอ็น
เอของโคลนรหสั 4E2-33, 4E2-35, 4E2-37 4E2-39, 4E2-41, 4E2-47  มีขนาดใหญ่กวา่ Marker คือ 
3D2-Blue สามารถอนุมานไดว้า่มี Insert gene แทรกเขา้สู่ดีเอ็นเอพาหะ ดงัแสดงในภาพทีT 12  จาก
การทาํ Rapid size screening ทั1ง 345 โคลน พบวา่ไดโ้คลนทีTมีขนาดตามตอ้งการเพียง 172 โคลน 
โดยเป็นโคลนจาก 4E และ 3D  จาํนวน  56  และ  116 โคลน ตามลาํดบั โดยจะสังเกตเห็นไดว้า่ใน
การคดัเลือกดีเอ็นเอสายผสมดว้ยสีของโคโลนีไม่สามารถคดัเลือกดีเอ็นเอสายผสมไดท้ั1งหมดเนืTอง
ดว้ยมีปัจจยัความผดิพลาดยกตวัอยา่งเช่น สารเคมี X-Gal, IPTG อาจไม่ไดป้ระสิทธิภาพหรือวิธีการ
ผสม X-Gal, IPTG กบัอาหารแข็งโดยเราใชว้ิธี Spread Plate อาจจะทาํให้สาร X-Gal (5-brom-4-
chloro-3-indolyl-beta-D-galactopyranoside) หรือsubstrate ของเอนไซม ์β-galactosidase กระจาย
ไม่ทัTวจานเลี1ยงเชื1อจึงทาํใหโ้คโลนีของเชื1อทีTไม่ไดรั้บ Insert gene เกิดเป็นสีขาวไดเ้ช่นกนั  

ทั1งนี1 หากตอ้งการคดัเลือกดีเอ็นเอสายผสมควรมีการคดัเลือกมากกว่าหนึT งวิธี เพืTอความ
ถูกตอ้งของผลการทดลองมากทีTสุดดงัการคดัเลือกดีเอน็เอสายผสมของงานวจิยัเล่มนี1  
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ภาพ 12 แสดงตวัอยา่ง 4E ในการคดัเลือกขนาดดีเอ็นเอสายผสมตรวจสอบผลโดย 1.5 % Agarose 
gel electrophoresis  
 2.3 ผลการคัดเลอืกโคลนทีHมีความแตกต่างโดยวธีิการตัดดีเอน็เอสายผสมด้วย

เอนไซม์ตัดจําเพาะ HindIII (Restriction endonuclease digestion of DNA) 
 ผลการคดัเลือกโคลนทีTมีความแตกต่างดว้ยวิธีการตดัดีเอ็นเอสายผสมดว้ยเอนไซม์

ตดัจาํเพาะ HindIII จากโคลนทั1งหมด 172 โคลน ได้โคลนทีTมีจุดตดัของเอนไซม์ในบริเวณทีT
แตกต่าง ดงันี1  3D จาํนวน 55 โคลน และ 4E จาํนวน 51 โคลน (ไม่แสดงขอ้มูล) ยกตวัอยา่งดีเอเอ็น
สายผสมทีTมีความแตกต่างหลงัจากตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจาํเพาะ HindIII จากภาพทีT 13 โคลน 3D2-172 
ปรากฏขนาดของดีเอน็เอสายผสมสองขนาดโดยมีขนาดประมาณ 2700 bp และ 1500 bp อนุมานได้
ว่ามีจุดตดัของเอนไซม์ HindIII บนดีเอ็นเอสายผสมสองบริเวณ ขณะทีTโคลน 3D2-187 ปรากฏ
ขนาดของดีเอ็นเอสายผสมสามขนาดโดยมีขนาดประมาณ 2700 bp, 1000 bp และ 500 bp  จาก
ตวัอยา่งสองโคลนนี1ทาํใหท้ราบวา่มียนีส่วน 16S rRNA ทีTมีลาํดบันิวคลีโอไทดต่์างกนั 

การทดลองครั1 งนี1 ไดเ้ลือกใช้เอนไซม์ตดัจาํเพาะ HindIII เนืTองจากเอนไซม์นี1 มีจุดตดัใน 
Vector 2 บริเวณคือบริเวณทีTมีลาํดบัเบส 5’ AAGCTT 3’ ซึT งเมืTอตดัสมบูรณ์จะไดบ้ริเวณของ Insert 
gene ทั1งหมดจากภาพทีT 13 ทั1งนี1 เพืTอง่ายแก่การการหาลาํดบันิวคลีโอไทดบ์ริเวณ 16S rRNA  
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ภาพ 13 ดีเอ็นเอสายผสมจากตวัอย่างนํ1 าเสียระบบบาํบดันํ1 าเสียแบบไร้อากาศ (3D) ทีTถูกตดัดว้ย
เอนไซมต์ดัจาํเพาะ HindIII 
 
 2.4 การหาลาํดับนิวคลโีอไทด์ของยนี 16S rRNA  
  ผลการหาลาํดบันิวคลีโอไทด์ของยีน 16S rRNA ทีTมีขนาดประมาณ 1500 bp โดย
ใช้ primer ชืTอ M-13FpUC(-40) 5’GTTTTCCCAGTCACGAC 3’ และ M-13RpUC(-26)  
5’CAGGAAACAGCTATGAC 3’ พบวา่เมืTอนาํลาํดบัเบสของยีนส่วน 16S rRNA ทีTไดจ้ากการ
โคลนยีนของแบคทีเรียในระบบบาํบดันํ1 าเสียแบบใช้ออกซิเจน (4E) และแบบไม่ใช้ออกซิเจน 
(UASB) (3D) มาทาํการหาชนิดและความหลากหลายของแบคทีเรียโดยนาํลาํดบัเบสส่วน 16S 
rRNA ทีTมีความยาวของลาํดบัเบสประมาณ 800-1,500 เบสมาทาํการเปรียบเทียบความเหมือนดว้ย
โปรแกรม BLASTN ของ The National Center for Biotechnology Information (NCBI, USA) 
(Yang et al., 2009) ผลทีTไดจ้ากการเปรียบเทียบความเหมือนของแบคทีเรียในระบบบาํบดันํ1 าเสีย
แบบไม่ใชอ้อกซิเจน (3D) ดงัแสดงในตาราง 26 โดยใหล้าํดบัโคลนทั1ง 55 โคลนแทนดว้ยรหสั 3D1 
และ 3D2 และผลทีTไดจ้ากการเปรียบเทียบความเหมือนของแบคทีเรียในระบบบาํบดันํ1 าเสียแบบใช้
ออกซิเจน (4E) ดงัแสดงในตาราง 27 โดยให้ลาํดบัโคลนทั1ง 51 โคลนแทนดว้ยรหสั 4E1 และ 4E2 
ผลการเปรียบเทียบความเหมือนซึT งจะใช้ค่าความเหมือนในการเปรียบเทียบเพืTอศึกษา cultured 
bacteria หรือแบคทีเรียทีTเพาะเลี1ยงได ้คือมากกวา่ 97%, 90-97% และ นอ้ยกวา่ 90% (Yang et al., 
2010) พบว่าในระบบบาํบัดนํ1 าเสียแบบไม่ใช้ออกซิเจน (3D) ผลการวิเคราะห์เป็นแบคทีเรีย 
uncultured หรือแบคทีเรียทีTเพาะเลี1ยงไม่ได ้จาํนวน 28 โคลน และแบคทีเรีย cultured หรือแบคทีเรีย
ทีTเพาะเลี1ยงได ้จาํนวน 27 โคลน โดยพบวา่ในจาํนวน cultured bacteria 27 โคลน ประกอบดว้ย 7 
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โคลน ทีT มีค่าความเหมือนมากกว่า  97% คือ Rhodobacter gluconicum (3D1-43), 
Peptostreptococcus russellii (3D2-127), Peptostreptococcaceae bacterium (3D2-19), Dokdonella 
sp. (3D2-27), Streptococcus henryi (3D2-76), Streptococcus parauberis (3D2-149) และ Neisseria 
sp. (3D2-186) ส่วน 15 โคลน ทีTมีค่าความเหมือนระหวา่ง 90-97% คือ Clostridiaceae bacterium 
(3D1-8), Desulfovibrio desulfuricans (3D1-37), Acidithiobacillus caldus (3D2-4, 3D2-173), 
Rhodobacter sphaeroides (3D2-42),  Clostridium saccharolyticum (3D1-106, 3D1-125), 
Thiothrix sp.  (3D1-124, 3D2-45), Ruminococcus gnavus (3D2-171, 3D2-172)Streptococcus 

parauberis (3D2-37),  Neisseria canis (3D1-104) และ Planctomyces brasiliensis (3D2-122) และ 
อีก 4 โคลน ทีTมีค่าความเหมือนน้อยกว่า 90% คือ Synergistes sp. (3D1-36), Frigovirgula sp.  
(3D2-187), Clostridiales bacterium (3D2-121) และ Rhodobacter sphaeroides  (3D2-166) ใน
แบคทีเรีย uncultured จาํนวน 28 โคลน พบว่ามีค่าความเหมือนมากกว่า 97% จาํนวน 12 โคลน 
(3D1-10, 3D1-14, 3D1-31, 3D1-41, 3D1-51, 3D1-56, 3D1-132, 3D2-16, 3D2-49, 3D2-65, 3D2-
179 และ 3D2-188) ส่วนทีTมีค่าความเหมือนระหวา่ง 90-97% จาํนวน 13 โคลน (3D1-29, 3D1-38, 
3D1-49, 3D1-61, 3D1-68, 3D1-131, 3D2-8, 3D2-25, 3D2-40, 3D2-54, 3D2-59, 3D2-81, 3D2-82 
และ 3D2-165) และทีTมีค่าความนอ้ยกวา่ 90% จาํนวน 3 โคลน (3D1-89, 3D2-35 และ 3D2-131 )  
  ส่วนในระบบบาํบดันํ1 าเสียแบบใช้ออกซิเจน (4E) ผลการวิเคราะห์เป็นแบคทีเรีย 
uncultured หรือแบคทีเรียทีTเพาะเลี1ยงไม่ได ้จาํนวน 8 โคลน และแบคทีเรีย cultured หรือแบคทีเรีย
ทีTเพาะเลี1ยงได ้จาํนวน 43 โคลน โดยพบวา่ในจาํนวน cultured bacteria 43 โคลน ประกอบดว้ย 35 
โคลน ทีTมีค่าความเหมือนมากกวา่ 97% คือ Thiothrix sp. (4E1-4, 4E1-4, 4E1-16, 4E1-23, 4E1-28, 
4E1-30, 4E1-39, 4E1-40, 4E1-44, 4E1-52, 4E1-57, 4E1-60, 4E2-8, 4E2-9, 4E2-16, 4E2-33, 4E2-
37, 4E2-39, 4E2-41, 4E2-50, 4E2-52, 4E2-74, 4E2-77, 4E2-78, 4E2-79, 4E2-80, 4E2-97, 4E2-98, 
4E2-105, 4E2-106, 4E2-108, 4E2-122 และ 4E2-126) และ Rhodobacter gluconicum (4E2-51) 
ส่วน 3 โคลน ทีTมีค่าความเหมือนระหวา่ง 90-97% คือ Thiothrix sp. (4E2-35, 4E2-61, 4E2-111) 
และอีก 5 โคลน ทีTมีค่าความเหมือนน้อยกวา่ 90% คือ Brevundimonas sp. (4E1-26), Geobacter 

bemidjiensis (4E2-12) และ Thiothrix sp. (4E2-27, 4E2-52, 4E2-87) ในแบคทีเรีย uncultured 
จาํนวน 8 โคลน พบวา่มีค่าความเหมือนมากกวา่ 97% จาํนวน 1 โคลน (4E2-96) ส่วนทีTมีค่าความ
เหมือนระหวา่ง 90-97% จาํนวน 4 โคลน (4E1-1, 4E2-47, 4E2-83 และ 4E2-101) และทีTมีค่าความ
นอ้ยกวา่ 90% จาํนวน 3 โคลน (4E1-36, 4E2-4 และ 4E2-113)  
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ตาราง 26 ผลการเปรียบเทียบลาํดบันิวคลีโอไทด์ (BLAST) ของลาํดบัเบสยีนส่วน 16S rRNA 
 ของเชื1อแบคทีเรียทีTไดจ้ากการโคลนยีนส่วน 16S rRNA ของแบคทีเรียในระบบบาํบดั                            
 นํ1าเสียแบบไม่ใชอ้อกซิเจน (UASB) (3D) 
 

No Clone Length 
(bp) 

Nearest relative GenBank 
Accession no. 

Similarity 
 (%) 

1 3D1-8 1525  Clostridiaceae bacterium AB298726 92 
2 3D1-10 1484  Uncultured Synergistetes bacterium  CU926135 98 
3 3D1-14 1522  Uncultured Firmicutes bacterium  CU918169 99 
4 3D1-29 1551 Uncultured Firmicutes bacterium  CU925907 92 
5 3D1-31 1490  Uncultured bacterium  AB494323 98 
6 3D1-36 769  Synergistes sp.  EU476081 86 
7 3D1-37 1579  Desulfovibrio desulfuricans  DQ092636 94 
8 3D1-38 1183  Uncultured Dokdonella sp.  JN679149 92 
9 3D1-41 1080  Uncultured Streptococcus sp.  AM157443 99 
10 3D1-43 1477  Rhodobacter gluconicum  AB077986 99 
11 3D1-49 1532  Uncultured bacterium  EU234171 92 
12 3D1-51 1529  Uncultured Synergistetes bacterium  CU926135 99 
13 3D1-56 1500  Uncultured Synergistetes bacterium  CU926135 99 
14 3D1-59 1541 Uncultured bacterium GQ897706 95 
15 3D1-61 1500  Uncultured Synergistetes bacterium CU920256 95 
16 3D1-68 1522   Uncultured Synergistetes bacterium CU926135 99 
17 3D1-89 1534  Porphyromonas sp. EU012301 90 
18 3D1-104 1529 Neisseria canis JN713302 97 
19 3D1-106 1571  Clostridium saccharolyticum  CP002109 95 
20 3D1-124 1461  Thiothrix sp.  AB042537 90 
21 3D1-125 1541  Clostridium saccharolyticum  CP002109 95 
22 3D1-131 1501 Uncultured Synergistetes bacterium CU926135 99 
23 3D1-132 1481  Uncultured Synergistetes bacterium  CU926135 99 
24 3D2-4 801  Acidithiobacillus caldus  EU421841 95 
25 3D2-8 1519  Uncultured alpha proteobacterium  JQ624286 97 
26 3D2-16 1544  Uncultured bacterium JN245694 99 
27 3D2-19 1544 Peptostreptococcaceae bacterium AB377177 98 
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ตาราง 26 (ต่อ) 

No Clone Length 
(bp) 

Nearest relative GenBank 
Accession no. 

Similarity 
 (%) 

28 3D2-25 1522  Uncultured Firmicutes bacterium  GQ468574 90 
29 3D2-27 1503  Dokdonella sp.  FJ455531 98 
30 3D2-35 1035  Uncultured Synergistetes bacterium  CU918687 89 
31 3D2-37 1560  Streptococcus parauberis CP002471 94 
32 3D2-40 1545 Uncultured Deferribacteres bacterium HQ183983 93 
33 3D2-42 706  Rhodobacter sphaeroides  CP000661 92 
34 3D2-45 1515 Thiothrix sp AB042537 93 
35 3D2-49 1589  Uncultured Desulfovibrionaceae bacterium  AB218349 99 
36 3D2-54 1496  Uncultured rumen bacterium  AB270048 91 
37 3D2-59 1299  Uncultured bacterium  AY854300 90 
38 3D2-65 1567  Uncultured Clostridiales bacterium  AB721397 99 
39 3D2-76 1534  Streptococcus henryi  NR_044189 99 
40 3D2-81 1513  Uncultured Actinomycetaceae bacterium  FJ542912 95 
41 3D2-82 1516  Uncultured Actinomycetaceae bacterium  FJ542912 95 
42 3D2-121 1533  Clostridiales bacterium  JN713382 85 
43 3D2-122 1444  Planctomyces brasiliensis  NR_074297 92 
44 3D2-127 1474  Peptostreptococcus russellii  AY167963 99 
45 3D2-131 1495  Uncultured bacterium  AY858461 89 
46 3D2-149 1514  Streptococcus parauberis  NR_102798 99 
47 3D2-165 1488  Uncultured Fusobacteria bacterium  CU921109 94 
48 3D2-166 828  Rhodobacter sphaeroides  CP000143 85 
49 3D2-171 1489  Ruminococcus gnavus  NR_036800 96 
50 3D2-172 1571  [Ruminococcus] gnavus JN713312 91 
51 3D2-173 771  Acidithiobacillus caldus  EU421841 95 
52 3D2-179 1496  Uncultured Synergistetes bacterium  CU926135 99 
53 3D2-186 1520 Neisseria sp. AJ586614 99 
54 3D2-187 1262  Frigovirgula sp.  JN713196 87 
55 3D2-188 1521 Uncultured bacterium JX27754 99 

 



74 

ตาราง 27 ผลการเปรียบเทียบลาํดบันิวคลีโอไทด์ (BLAST) ของลาํดบัเบสยีนส่วน 16S rRNA  
 ของเชื1อแบคทีเรียทีTไดจ้ากการโคลนยีนส่วน 16S rRNA ของแบคทีเรียในระบบบาํบดั                            
 นํ1าเสียแบบใชอ้อกซิเจน (4E) 
 

No Clone Length 
(bp) 

Nearest relative GenBank 
Accession no. 

Similarity 
 (%) 

1 4E1-1 1572 Uncultured Verrucomicrobiales bacterium GQ406197 91 
2 4E1-4 1521  Thiothrix sp.  AB042537 99 
3 4E1-5 1710  Thiothrix sp.  AB042537 99 
4 4E1-16 1510  Thiothrix sp.  AB042537 99 
5 4E1-23 1461  Thiothrix sp.  AB042537 99 
6 4E1-26 1432  Brevundimonas sp.  GQ495029 89 
7 4E1-28 1463  Thiothrix sp.  AB042537 99 
8 4E1-30 1514  Thiothrix sp.  AB042537 99 
9 4E1-36 1036 Uncultured Clostridia bacterium JN173109 88 
10 4E1-39 1513  Thiothrix sp.  AB042537 99 
11 4E1-40 1504  Thiothrix sp.  AB042537 99 
12 4E1-44 1460  Thiothrix sp.  AB042537 99 
13 4E1-52 1466  Thiothrix sp.  AB042537 99 
14 4E1-57 1536  Thiothrix sp.  AB042537 99 
15 4E1-60 1506  Thiothrix sp.  AB042537 99 
16 4E1-79 1527  Thiothrix sp.  AB042538 99 
17 4E2-4 1145  Uncultured Rhodobacteraceae bacterium  JN625692 86 
18 4E2-8 1425  Thiothrix sp.  AB042537 99 
19 4E2-9 1514  Thiothrix sp.  AB042537 99 
20 4E2-12 1565  Geobacter bemidjiensis  NR_075007 87 
21 4E2-16 1511  Thiothrix sp.  AB042537 99 
22 4E2-27 1493  Thiothrix sp.  AB042537 86 
23 4E2-33 1524  Thiothrix sp.  AB042537 99 
24 4E2-35 1451  Thiothrix sp.  AB042538 92 
25 4E2-37 1534  Thiothrix sp.  AB042537 99 
26 4E2-39 1513  Thiothrix sp.  AB042537 99 
27 4E2-41 1501  Thiothrix sp.  AB042537 99 
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ตาราง 27 (ต่อ) 

No Clone Length 
(bp) 

Nearest relative GenBank 
Accession no. 

Similarity 
 (%) 

28 4E2-47 1322  Uncultured Thauera sp.  HQ132466 91 
29 4E2-50 1525  Thiothrix sp.  AB042537 99 

30 4E2-51 1465  Rhodobacter gluconicum  AB077986 99 
31 4E2-52 1047  Thiothrix sp.  AB042537 85 
32 4E2-57 1524  Thiothrix sp.  AB042537 99 
33 4E2-61 1548  Thiothrix sp.  AB042537 97 
34 4E2-74 1442  Thiothrix sp.  AB042537 99 
35 4E2-77 1494  Thiothrix sp.  AB042537 99 
36 4E2-78 1407  Thiothrix sp.  AB042537 99 
37 4E2-79 1464  Thiothrix sp.  AB042537 99 
38 4E2-80 1447  Thiothrix sp.  AB042537 99 
39 4E2-83 1522  Uncultured Chlorobi bacterium  JN679178 97 
40 4E2-96 1495  Uncultured gamma proteobacterium  JQ624337 98 
41 4E2-87 1074  Thiothrix sp.  AB042537 85 
42 4E2-97 1526  Thiothrix sp.  AB042537 99 
43 4E2-98 1476  Thiothrix sp.  AB042537 99 

44 4E2-105 1478  Thiothrix sp.  AB042537 99 
45 4E2-106 1461  Thiothrix sp.  AB042537 99 
46 4E2-108 1485  Thiothrix sp.  AB042537 99 
47 4E2-101 1501  Uncultured alpha proteobacterium  FM253640 97 
48 4E2-111 1528  Thiothrix sp.  AB042537 91 
49 4E2-113 1283  Uncultured Dokdonella sp.  JF808755 88 
50 4E2-122 1524  Thiothrix sp.  AB042537 99 
51 4E2-126 1510  Thiothrix sp.  AB042537 99 
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3. ผลการศึกษาความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการ (Phylogenetic tree) ของแบคทีเรียในระบบบําบัดนํ�า
เสียแบบไม่ใช้ออกซิเจน (UASB) (3D) และระบบบําบัดนํ�าเสียแบบใช้ออกซิเจน (4E) 

 
 จากผลการเปรียบเทียบความเหมือนของลาํดบัเบสส่วน 16S rRNA ยีนของ
แบคทีเรียในระบบบาํบดันํ1าเสียแบบไม่ใชอ้อกซิเจน (3D) จาํนวน 55 โคลน และลาํดบัเบสส่วน 16S 
rRNA ยีนของแบคทีเรียในระบบบาํบดันํ1 าเสียแบบใช้ออกซิเจน (4E) จาํนวน 51 โคลน กับ
ฐานขอ้มูลใน GenBank พบวา่ในระบบบาํบดันํ1 าเสียทั1ง 2 แบบ พบเชื1อแบคทีเรีย uncultured และ 
cultured ดงันั1นจะเห็นไดว้า่การศึกษาแบคทีเรียในสิTงแวดลอ้มโดยตรงโดยปราศจากการเพาะเลี1ยง
และการใชก้ารวิเคราะห์ลาํดบัเบสของยีนเป้าหมายหรือยีน 16S ribosomal RNA gene (16S rRNA) 
ทาํใหไ้ดแ้บคทีเรีย uncultured หรือแบคทีเรียทีTเพาะเลี1ยงไม่ไดเ้กิดขึ1น และการใช ้phylogenetic tree 
ในการศึกษาวิวฒันาการความสัมพนัธ์ของแบคทีเรียจึงเป็นสิTงสําคญัในการศึกษาความหลากหลาย
ของแบคทีเรียในสิTงแวดลอ้ม ดงันั1นในงานวจิยัครั1 งนี1 จึงทาํการศึกษาความหลากหลายของแบคทีเรีย
ในระบบบาํบดันํ1าเสียโดยสร้าง phylogenetic tree เพืTอทาํการจดักลุ่มของแบคทีเรีย โดยใชล้าํดบัเบส
ทีTนาํมาจาก GenBank ทีTทราบชนิดแลว้ โดยแบคทีเรียเหล่านี1 เป็นแบคทีเรียทีTส่วนใหญ่พบในระบบ
บาํบดันํ1าเสีย ซึT งในระบบบาํบดันํ1 าเสียแบบไม่ใชอ้อกซิเจน (3D) จะใชล้าํดบัเบสทีTมาจาก GenBank 
จาํนวน 113 ชนิด พร้อมกบั 55 โคลนทีTได ้และในระบบบาํบดันํ1 าเสียแบบใชอ้อกซิเจน (4E) จะใช้
ลาํดบัเบสทีTมาจาก GenBank จาํนวน 81  ชนิด พร้อมกบั 51 โคลนทีTได ้การทาํ phylogenetic tree ทาํ
ใหเ้ราทราบววิฒันาการความสัมพนัธ์ของแบคทีเรียทีTมีความคลา้ยคลึงกนัหรือมีวิวฒันาการร่วมกนั 
จึงทาํใหท้ราบแบคทีเรีย uncultured ทีTไดมี้ความใกลเ้คียงกนักบัแบคทีเรียชนิดไหน มีความสัมพนัธ์
กบัแบคทีเรียชนิดไหน และจดัอยู่กบัแบคทีเรียในกลุ่มอะไร ซึT งผลการทาํ phylogenetic tree ของ
แบคทีเรียในระบบบาํบดันํ1าเสียแบบไม่ใชอ้อกซิเจน (3D) แสดงในภาพ 14 และ แบคทีเรียในระบบ
บาํบดันํ1าเสียแบบใชอ้อกซิเจน (4E)  แสดงในภาพ 15 
 จากผลการทาํ phylogenetic tree ของแบคทีเรียในระบบบาํบดันํ1 าเสียแบบไม่ใช้
ออกซิเจน (3D) ดงัภาพ 14 พบวา่เมืTอใชเ้ชื1อแบคทีเรีย Aquifex pyrophilus เป็น out-group ในการ
ตรึงราก tree และหาเปอร์เซ็นต์บน branch จากการทาํ 1,000 bootstrap trees สามารถจดักลุ่ม
แบคทีเรียในระบบบาํบดันํ1 าเสียแบบไม่ใช้ออกซิเจน (3D) ไดเ้ป็น 7 กลุ่ม โดยพบว่าแบคทีเรียใน
ระบบบาํบดันํ1 าเสียแบบไม่ใชอ้อกซิเจน (3D) ประกอบดว้ยกลุ่มใหญ่ 3 กลุ่มคือ Low G+C Gram-
positive bacteria (LGCGPB) เป็นจาํนวน 41% ของโคลนทั1งหมด กลุ่ม Synergister เป็นจาํนวน 
31% ของโคลนทั1งหมด และกลุ่ม Proteobacteria จาํนวน 16% ของโคลนทั1งหมด และแบคทีเรีย
กลุ่มยอ่ย 4 กลุ่มคือ High G+C Gram-positive bacteria  (HGC) เป็นจาํนวน 4% ของโคลนทั1งหมด, 
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Planctomycete เป็นจาํนวน 2% ของโคลนทั1งหมด, Cytophage-Flexibacter-Bacteroides เป็น
จาํนวน 2% ของโคลนทั1งหมด และ Unkown Bacteria เป็นจาํนวน 4% ของโคลนทั1งหมด ดงัสรุป
ในตาราง 28 
 ส่วนผลการทาํ phylogenetic tree ของแบคทีเรียในระบบบาํบดันํ1 าเสียแบบใช้
ออกซิเจน (4E) ดงัภาพ 15 พบวา่เมืTอใชเ้ชื1อแบคทีเรีย Aquifex pyrophilus เป็น out-group ในการตรึง
ราก tree และหาเปอร์เซ็นตบ์น branch จากการทาํ 1,000 bootstrap trees สามารถจดักลุ่มแบคทีเรีย
ในระบบบาํบดันํ1 าเสียแบบใชอ้อกซิเจน (4E) ไดเ้ป็น 3 กลุ่ม โดยพบวา่แบคทีเรียในระบบบาํบดันํ1 า
เสียแบบใช้ออกซิเจน (4E) ประกอบดว้ยกลุ่มใหญ่ 1 กลุ่มคือ Proteobacteria จาํนวน 96% ของ
โคลนทั1งหมด และแบคทีเรียกลุ่มยอ่ย 2 กลุ่มคือ Low G+C Gram-positive bacteria (LGCGPB) เป็น
จาํนวน 2% ของโคลนทั1งหมด และ Green-Sulfur bacteria เป็นจาํนวน 2% ของโคลนทั1งหมด ดงั
สรุปในตาราง 29 
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 ภาพ 14 Phylogenetic tree ของลาํดบัเบส 16S rRNA ยนีทีTไดจ้ากการโคลนนิTงของแบคทีเรียในระบบบาํบดันํ1 า
เสียแบบไม่ใชอ้ากาศ (3D) โดยใช ้Aquifex pyrophilus เป็น out-group ในการตรึงรากและตวัเลขทีTจุดร่วม (nodes) 
ของ tree แสดง % ความน่าเชืTอถือทางสถิติของการสร้าง tree ดว้ย bootstrap test จาํนวน 1000 ครั1 ง 
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ภาพ 15 Phylogenetic tree ของลาํดบัเบส 16S rRNA ยนีทีTไดจ้ากการโคลนนิTงของแบคทีเรียในระบบบาํบดันํ1 าเสีย
แบบใชอ้ากาศ (4E) โดยใช ้ Aquifex pyrophilus เป็น out-group ในการตรึงรากและตวัเลขทีTจุดร่วม (nodes) ของ 
tree แสดง % ความน่าเชืTอถือทางสถิติของการสร้าง tree ดว้ย bootstrap test จาํนวน 1000 ครั1 ง 
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ตาราง 28 การกระจายตวัของยนีส่วน 16S rRNA ทีTไดจ้ากการโคลนนิTงของแบคทีเรียในระบบ
 บาํบดันํ1าเสียแบบไม่ใชอ้ากาศ (3D) 

Items Clone  
No. of clone % Total clone 

Similarity  
≥ 97% 19 35 
(cultured bacteria 7 clone, uncultured bacteria 12 clone)  
90–97% 29 52 
(cultured bacteria 15 clone, uncultured bacteria 14 clone)  
< 90% 7 13 
(cultured bacteria 4 clone, uncultured bacteria 3 clone) 
Total 55 100 
1.  Low G+C Gram-positive Bacteria (LGCGPB) 22 41% 
≥ 97% 4 8 
(3D2-19,  3D2-76, 3D2-127, 3D2-149)  
90–97% 7 13 
(3D1-8, 3D1-106, 3D2-37,  3D2-45, 3D1-125, 3D2-171, 
3D2-172) 
< 90% 1 2 
(3D2-121) 
Uncultured groups 10 18 
(3D1-14, 3D1-29,  3D1-41, 3D1-59, 3D2-16, 3D2-25, 3D2-54, 
3D2-65, 3D2-165, 3D2-188) 
) 2.  Synergister bacteria group 16 31 
90–97% 1 2 
(3D1-124) 
< 90% 2 4 
(3D1-36, 3D2-187) 
Uncultured groups 13 25 
(3D1-10, 3D1-31, 3D1-51, 3D1-56, 3D1-61, 3D1-68, 3D1-131, 
3D1-132, , 3D2-35, 3D2-40, 3D2-59, 3D2-131, 3D2-179) 

3. Proteobacteria 11 16 
≥ 97% 3 4 
(3D1-43, 3D2-27, 3D2-186) 
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ตาราง 28 (ต่อ) 
Items Clone  

No. of clone % Total clone 
90–97% 4 6 
(3D1-37, 3D1-104, 3D2-42, 3D2-173) 
Uncultured groups (3D1-38, 3D2-8, 3D1-49, 3D2-49) 4 6 
4. High G+C Gram-positive bacteria (HGC) 2 4 
Uncultured groups (3D2-81, 3D2-82) 
5. Planctomycete 1 2 
90-97% (3D2-122) 
6. Cytophage-Flexibacter-Bacteroides 1 2 
90–97% (3D1-89) 
7. Unkown Bacteria 2 4 
90–97% (3D2-4) 1 2 
<90% (3D2-166) 1 2 

Total 55 100 

 
 จากตาราง 28 พบว่าแบคทีเรียในระบบบาํบดันํ1 าเสียแบบไม่เติมอากาศ (3D) 
ประกอบดว้ยกลุ่มใหญ่ 2 กลุ่ม คือ กลุ่ม 1  Low G + C Gram-positive bacteria ซึT งประกอบ 
uncultured bacteria 10 โคลน และ cultured bacteria 12 โคลน ทีTประกอบไปดว้ยแบคทีเรียชนิด  
Clostridiaceae bacterium (3D1-8), Clostridium saccharolyticum (3D1-106, 3D1-125), 
Peptostreptococcaceae bacterium (3D2-19), Streptococcus parauberis (3D2-37), Streptococcus 

henryi (3D2-76), Clostridiales bacterium (3D2-121),  Peptostreptococcus russellii (3D2-127),  
Streptococcus parauberis (3D2-149), Ruminococcus gnavus (3D2-171, 3D2-172) ในแบคทีเรีย
กลุ่ม 2  Synergister bacteria group พบ uncultured bacteria 13 โคลน และ cultured bacteria 3
โคลน ทีTประกอบดว้ยแบคทีเรียชนิด Synergistes sp ในแบคทีเรียกลุ่มทีT 3 Proteobacteria  พบ 
uncultured bacteria 4 โคลน และ cultured bacteria 7โคลน ทีTประกอบดว้ยแบคทีเรียชนิด 
Betaproteobacteria, Gammaproteobacteria, Alphaproteobacteria, Deltaproteobacteria และ 

Epsilonproteobacteria  และนอกจากนี1ในระบบบาํบดันํ1าเสียแบบไม่เติมอากาศยงัพบแบคทีเรียกลุ่ม 

High G+C Gram-positive bacteria (HGC), Planctomycete, Cytophage-Flexibacter-Bacteroides 
และ Unkowm bacteria ซึT งเมืTอเปรียบเทียบกบังานวิจยัก่อนหนา้นี1พบวา่ในปี 1998 Yuji และคณะ 
ไดร้ายงานความหลากหลายของแบคทีเรีย mesophilic และ thermophilic ในระบบ USAB โดยใช้
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ลาํดบัเบส 16S rRNA ในการศึกษา ไดพ้บว่าแบคทีเรียในกลุ่มของ mesophilic ในระบบ USAB 
ประกอบไปด้วยแบคทีเรีย Proteobacteria (27%) ชนิด Deltaproteobacteria เป็นส่วนใหญ่ซึT ง
แบคทีเรียนกลุ่มนี1 จะเป็นแบคทีเรียทีTทาํหน้าทีTเป็น syntrophic bacteria และ sulfate-reducing 
bacteria ส่วนแบคทีเรียในกลุ่ม thermophilic จะประกอบด้วยแบคทีเรีย Thermodesulfovibrio 

group, green non-sulfur bacteria และ low G+C Gram-positive bacteria ตามลาํดบั  
 จากคู่มือวิชาการระบบบาํบดันํ1 าเสียแบบไม่ใช้ออกซิเจนของกรมมลพิษ กล่าวว่า 
แบคทีเรียทีHเกีHยวข้องกับกระบวนการบําบัดแบบไม่ใช้อากาศ ประกอบด้วย แบคทีเรียสร้างกรด
ไขมนัระเหย (Acidogenic Bacteria) แบคทีเรียสร้างกรดอะซิติก (Acetogenic Bacteria) แบคทีเรียทีT
สร้างมีเทน (Methanogenesis Bacteria) และแบคทีเรียรีดิวซ์ซลัเฟต (Sulfate Reducing Bacteria, 
SRB) ดงันั1นจากการศึกษาแบคทีเรียในระบบบาํบดันํ1 าเสียแบบไม่ใชอ้อกซิเจน (USAB) ครั1 งนี1 จึง
พบวา่แบคทีเรียกลุ่มทีH 1  Low G + C Gram-positive bacteria ทีTพบเป็นกลุ่มใหญ่จาํนวน 41% 
ของโคลนทั1งหมดเป็นแบคทีเรียทีTทาํหนา้ทีTสร้างกรดไขมนัระเหย (Acidogenic Bacteria) ทาํหนา้ทีT
ผลิตเอนไซมอ์อกมายอ่ยสารโมเลกุลขนาดใหญ่ เช่น โปรตีน, ไขมนั และคาร์โบไฮเดรต ให้เป็นสาร
ทีTมีโมเลกุลขนาดเล็กเพืTอทีTเซลลส์ามารถดูดซึมเขา้สู่ภายในเซลลไ์ด ้และนาํไปใชเ้ป็นแหล่งคาร์บอน 
โดยสร้างกรด และแอลกอฮอล์ได้จากการหมัก (Fermentation) กรดไขมัน (Fatty acids 
monosaccharides)  และกรดอะมิโน (Amino acids)เช่น กรดบิวทิริก กรดอะซิติก ก๊าซ
คาร์บอนไดออกไซด์ ก๊าซไฮโดรเจน เอทานอล บิวทานอล อะซีโตน เป็นตน้ และนอกจากนี1
แบคทีเรียในกลุ่ม Low G + C Gram-positive bacteria ยงัเป็นแบคทีเรียสร้างกรดอะซิติก 
(Acetogenic Bacteria) ซึT งเมืTอผลผลิตจากแบคทีเรียสร้างกรดมีหลายชนิดดงัทีTกล่าว และบางชนิดยงั
เป็นสารโมเลกุลใหญ่ทีTแบคทีเรียสร้างมีเทนไม่สามารถนาํไปใชเ้ป็นสารอาหารไดด้งันั1น จึงตอ้งมี
การเปลีTยนสารเหล่านั1นให้กลายเป็นสารอาหารอยา่งง่ายสําหรับแบคทีเรียทีTสร้างมีเทน ยกตวัอยา่ง
เช่น แบคทีเรียพวก Clostridium ซึT งแบคทีเรียพวก Clostridium มีอยูท่ ั1งในกลุ่มแบคทีเรียทีTสร้างกรด
ทัTวไป (Acidogenic Bacteria) และกลุ่มแบคทีเรียทีTสร้างกรดอะซิติก (Acetogeneic Bacteria) ส่วน
แบคทีเรียกลุ่มทีH 2 Synergister จาํนวน 31% ของโคลนทั1งหมด ในการศึกษาครั1 งนี1  พบวา่แบคทีเรีย
กลุ่มนี1ก็มีความสาํคญัในระบบบาํบดันํ1าเสีย ซึT งปกติจะพบแบคทีเรียกลุ่มนี1โดยทัTวไปในระบบบาํบดั
นํ1าเสียแบบไม่ใชอ้ากาศ เนืTองจากแบคทีเรียชนิดนี1 เป็น anaerobic bacteria Gram-negative ทาํหนา้ทีT
ในการยอ่ยสลาย sludge ไดก้๊าซไฮโดรเจน ซึT งมีความสาํคญัต่อการผลิตก๊าซมีเทนต่อไป (Riviere  et al., 

2009) และกลุ่มทีH 3  Proteobacteria จาํนวน 16% ของโคลนทั1งหมด ก็เป็นแบคทีเรียทีTมีความสําคญั
เนืTองจาก Proteobacteria เป็นแบคทีเรีย ทาํหนา้ทีTเป็น syntrophic bacteria และ sulfate-reducing 
bacteria (Yuji et al., 1998) ซึT งแบคทีเรียรีดิวซ์ซัลเฟตเป็นแบคทีเรียไม่ใช้ออกซิเจนชนิดเด็ดขาด
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ตอ้งการสภาวะไม่ใช้ออกซิเจนในการเจริญเติบโต จดัอยู่ในกลุ่มของแบคทีเรียชนิดเคโมเฮเทอโร
โทรป (Chemoheterotroph) ดาํรงชีพและเจริญเติบโตโดยไดรั้บพลงังานจากปฏิกิริยาทางเคมีในการ
ยอ่ยสลายสารอินทรียต่์างๆซึTงเป็นแหล่งคาร์บอนและสารให้อิเล็กตรอน เช่น กรดไขมนัระเหยหรือ
แอลกอฮอลล์ ลกัษณะเด่นของแบคทีเรียกลุ่มนี1 คือ การใชส้ารประกอบอนินทรียข์องซัลเฟอร์บาง
ชนิดเช่น ซลัเฟต,ซลัไฟต ์หรือไธโอซลัเฟต เป็นสารรับอิเล็กตรอนในการยอ่ยสลายสารอาหาร แลว้
เปลีTยนสารประกอบซลัเฟอร์นั1นใหอ้ยูใ่นรูปซลัไฟด์แทน ผลผลิตทีTสําคญัคือกาซไฮโดรเจนซลัไฟด ์
ขั1นตอนนี1 ถือเป็นขั1นตอนสุดทา้ยของการย่อยสลายแบบไม่ใช้อากาศเช่นเดียวกบัขั1นตอนการสร้าง
มีเทน ดงันั1นจึงมกัพบแบคทีเรียชนิดนี1 ร่วมกบัแบคทีเรียสร้างกรดและแบคทีเรียสร้างมีเทนในระบบ
ไม่ใชอ้ากาศทีTใชบ้าํบดันํ1 าเสียทีTมีซัลเฟต ความสัมพนัธ์ของแบคทีเรียหลายกลุ่มดงัทีTกล่าวมามีทั1ง
การพึTงพาอาศยั และการแข่งขนัระหวา่งกนั นอกจากนี1แบคทีเรียกลุ่มยอ่ยทีTพบคือ High G+C Gram-
positive bacteria (HGC), Planctomycete, Cytophage-Flexibacter-Bacteroides และ Unkowm 
bacteria แมจ้ะพบเป็นส่วนน้อยแต่แบคทีเรียเหล่านี1 ทาํหน้าทีTเป็นแบคทีเรียในกลุ่ม Hydrolytic 
bacteria 
   แต่ในการศึกษาครั1 งนี1 ไม่พบแบคทีเรียในกลุ่มของ Methanogenic bacteria อาจเป็น
เพราะเนืTองจากการเก็บตวัอยา่งของนํ1 าเสียไม่ไดเ้ก็บรักษาไวใ้นสภาวะทีTไม่มีออกซิเจน 100% และ
ในการทดลองไม่ไดท้าํในสภาวะทีTไร้ออกซิเจน 100% จึงทาํใหอ้อกซิเจนปนเปื1 อนเขา้ไปในตวัอยา่ง
ทาํใหแ้บคทีเรียในกลุ่มของ Methanogenic bacteria เซลลแ์ตกจึงทาํใหไ้ม่สามารถสกดัดีเอ็นเอตั1งแต่
ขั1นตอนแรกได ้เนืTองจากแบคทีเรียในกลุ่มของ Methanogenic bacteria เป็นแบคทีเรียทีTผลิตกาซ
มีเทนจะเป็นแบคทีเรียประเภทเด็ดขาด (ทีTไม่อาจทนต่อออกซิเจนไดแ้มใ้นปริมาณเพียงเล็กนอ้ย) 
แบคทีเรียพวกนี1จะเจริญเติบโตชา้ และเลือกชนิดของอาหารมาก ดงันั1นจากการศึกษาครั1 งนี1สามารถ
นาํงานวิจยัไปต่อยอดในการศึกษาแบคทีเรียทีTมีบทบาทหนา้ทีTสําคญัในระบบบาํบดันํ1 าเสียแบบไม่
เติมอากาศได ้โดยทาํการออกแบบ 16S rDNA probe เพืTอติดตามกลุ่มแบคทีเรียทีTเราสนใจทีTมีอยูจ่ริง
ในระบบบาํบดันํ1าเสียแบบไม่เติมอากาศได ้เพืTอใชเ้ป็นประโยชน์ในการวิเคราะห์ประสิทธิภาพของ
การบาํบดันํ1าเสียหรือการผลิตก๊าซชีวภาพได ้
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ตาราง 29 การกระจายตวัของยนีส่วน 16S rRNA ทีTไดจ้ากการโคลนนิTงของแบคทีเรียในระบบ
 บาํบดันํ1าเสียแบบใชอ้ากาศ (4E) 
 

Items Clone  
No. of clone % Total clone 

Similarity  
≥ 97% 36 70 
(cultured bacteria 35 clone, uncultured bacteria 1 clone)  
90–97% 7 14 
(cultured bacteria 3 clone, uncultured bacteria 4 clone)  
< 90% 8 16 
(cultured bacteria 5 clone, uncultured bacteria 3 clone) 
Total 51 100 
1. Proteobacteria 49 96 
≥ 97% 35 69 
(4E1-4, 4E1-5, 4E1-16, 4E1-23, 4E1-28, 4E1-30, 4E1-39,   
4E1-40, 4E1-44, 4E1-52, 4E1-57, 4E1-60, 4E1-79, 4E2-8,  
4E2-9, 4E2-16, 4E2-37, 4E2-39, 4E2-41, 4E2-50, 4E2-51  
4E2-33, 4E2-57,4E2-74, 4E2-77, 4E2-78, 4E2-79, 4E2-97,   
4E2-80, 4E2-98, 4E2-105, 4E2-106, 4E2-108, 4E2-122,   
4E2-126)  
90–97% 3 6 
(4E2-35, 4E2-61, 4E2-111) 
< 90% 5 10 
(4E2-12, 4E2-26, 4E2-27, 4E2-52, 4E2-87) 
Uncultured groups 6 12 
(4E1-1, 4E2-4, 4E2-47, 4E2-96, 4E2-101, 4E2-113) 
2.  Low G+C Gram-positive Bacteria (LGCGPB) 1 2 
Uncultured groups (4E1-36) 

3. Green-sulfur bacteria 1 2 
Uncultured groups (4E2-83) 

Total 51 100 
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 จากตาราง 29 แบคทีเรียในระบบบาํบดันํ1 าเสียแบบใช้ออกซิเจน (4E) พบว่า
แบคทีเรียในระบบบาํบัดนํ1 าเสียแบบเติมอากาศ ประกอบด้วยกลุ่มใหญ่ 1 กลุ่ม คือ กลุ่ม 1  
Proteobacteria  ซึT งประกอบ uncultured bacteria 6 โคลน และ cultured bacteria 43 โคลน ทีT
ประกอบไปดว้ยแบคทีเรียชนิด  Geobacter bemidjiensis, Rhodobacter gluconicum และ Thiothrix 

sp. เป็นส่วนใหญ่ การพบแบคทีเรียในกลุ่มของ proteobacteria ในระบบบาํบดันํ1 าเสียแบบเติม
อากาศเป็นส่วนใหญ่อาจเป็นเพราะเนืTองจาก proteobacteria  เป็น facultatively หรือ obligately 
anaerobic bacteria ทาํหน้าทีTในการย่อยสลายสารอินทรียต่์างๆ  ซึT งเป็นแหล่งคาร์บอนและสารให้
อิเล็กตรอน เช่น กรดไขมนัระเหยหรือแอลกอฮอลล์ แบคทีเรียกลุ่มใชส้ารประกอบอนินทรียข์อง
ซลัเฟอร์บางชนิดเช่น ซลัเฟต,ซลัไฟต ์หรือไธโอซัลเฟต เป็นสารรับอิเล็กตรอนในการย่อยสลาย
สารอาหาร แลว้เปลีTยนสารประกอบซลัเฟอร์นั1นให้อยูใ่นรูปซลัไฟด์แทน และนอกจากนี1 ในระบบ
บาํบดันํ1 าเสียแบบเติมอากาศยงัพบแบคทีเรียกลุ่ม Low G+C Gram-positive Bacteria (LGCGPB) 
ซึT งมีหน้าทีTในการยอ่ยสลายสารอินทรียที์Tหลงเหลือจากบ่อไม่เติมอากาศ และยงัพบแบคทีเรียกลุ่ม 
Green-sulfur bacteria ซึT งแบคทีเรียกลุ่มนี1 เป็น obligately anaerobic photoautotrophic bacteria หรือ
แบคทีเรียสังเคราะห์แสง พบทัTวไปในแหล่งนํ1 าธรรมชาติ และยงัพบตามแหล่งนํ1 าเสียและบ่อบาํบดั
นํ1าเสีย มีบทบาทสาํคญัในการนาํก๊าซคาร์บอนไดออกไซดไ์ปใช ้และการตรึงไนโตรเจน (สํานกังาน
นวตักรรมแห่งชาติ)นอกจากนี1 ยงัสามารถใชส้ารประกอบซัลเฟอร์ ซัลไฟต ์และไทโอซลัเฟต เป็น
ตวัรับอิเล็กตรอนเพืTอรีดิวส์ก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ไปเป็นสารอาหารภายในเซลล์ได ้ซึT งแบคทีเรีย
เหล่านี1สามารถทนต่อสภาวะทีTมีออกซิเจนและไม่มีแสงได ้และยงัเป็นตวัให้อิเล็กตรอนต่อพืชในนํ1 า
เพืTอผลิตออกซิเจนได ้(Bryant and  Frigaard, 2006)   
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สรุปผลการทดลอง 

 
จากการศึกษาขอ้มูลจากพารามิเตอร์คุณภาพของนํ1 าเสียบีโอดี ซีโอดี ทีเคเอ็น ฟอสฟอรัส

ทั1งหมด ไขมนัและนํ1 ามนั ของแข็งแขวนลอย จากการบาํบดัขั1นตน้ (Primary treatment) ด้วย
ตะแกรงดกัขยะ/บ่อดักไขมนั และผ่านระบบบาํบดันํ1 าเสียทางชีวภาพแบบ UASB (Upflow 
Anaerobic Sludge Blanket) ก่อนเขา้สู่ระบบบาํบดันํ1าเสียแบบตะกอนเร่ง ของนํ1 าเสียอุตสาหกรรมทีT 
1 พบวา่ ประสิทธิภาพการบาํบดัของแข็งแขวนลอย (SS) มีประสิทธิภาพการบาํบดันอ้ยมากเฉลีTย
เป็น 10.13 % ยกเวน้ในเดือนทีT 3 พบวา่สูงถึง 44.09 % ซึT งสอดคลอ้งกบัประสิทธิภาพการบาํบดัของ
พารามิเตอร์ตวัอืTนๆทีTสามารบาํบดัได้สูงด้วยเช่นกนั เช่น ประสิทธิภาพการบาํบดับีโอดีสามารถ
บาํบดัไดถึ้ง 27.93% ,ประสิทธิภาพการบาํบดัซีโอดีบาํบดัไดสู้งถึง 50.00 % ส่วนประสิทธิภาพการ
บาํบดัไนโรเจนในรูปทีเคเอ็น อยู่ในเกณฑ์ทีTดีเมืTอเปรียบเทียบกบัเกณฑ์การบาํบดัไนโตรเจนของ
ระบบบาํบดัขั1นตน้ทีTสามารถบาํบดัได ้15 % อุตสาหกรรมทีT 2 จากการศึกษาพบวา่ประสิทธิภาพการ
บาํบดัของเดือนทีT 1 และ 2 มีประสิทธิภาพการบาํบดัตํTาในทุกพารามิเตอร์โดยบาํบดัตะกอน
แขวนลอยไดเ้พียง 7.23 %  ซึT งเกณฑ์การบาํบดัตะกอนแขวนลอยของระบบบาํบดัขั1นตน้นั1นควร
บาํบดัไดป้ระมาณ 40-60 % ประสิทธิภาพการบาํบดับีโอดี ,ไนโตรเจนในรูปทีเคเอ็นเป็นลบทั1งสอง
ครั1 ง ยกเวน้ครั1 งทีT 3และ 4 ประสิทธิภาพการบาํบดัในทุกพารามิเตอร์อยูใ่นเกณฑ์ทีTดีโดยเฉพาะบีโอ
ดี สามารถบาํบดัไดสู้งเฉลีTยเป็น 72.72% เนืTองจากสามารถบาํบดัตะกอนแขวนลอยไดสู้งถึง 65.54 
% และ 62.46 % จึงทาํไห้มีปริมาณสารอินทรียล์ดลงอุตสาหกรรมทีT 3 พบว่าระบบบาํบดัของ
อุตสาหกรรมมีประสิทธิภาพอยูใ่นเกณฑดี์ สามารถบาํบดับีโอดี, ซีโอดี, ของแข็งแขวนลอย ทีเคเอ็น 
และ ฟอสเฟตทั1งหมด ไดสู้งโดยมีประสิทธิภาพในการบาํบดัเฉลีTยเป็น 42.43, 46.05, 71.72, 36.90, 
39.1% ตามลาํดบั สําหรับประสิทธิภาพการบาํบดัไขมนัและนํ1 ามนัสามารถบาํบดัไดสู้งในครั1 งทีT 3 
เป็น 60.92 % ซึT งจากผลการศึกษาสามารถอธิบายได้ว่า เมืTอประสิทธิภาพการบาํบดัของแข็ง
แขวนลอยสูงทาํให้สามารถบาํบดัสารอินทรียป์ระเภทอืTนได้ดีตามไปด้วย ทั1งนี1 เนืTองจากตะกอน
แขวนลอย 70 % นั1นเป็นสารอินทรียร์วมกบั ไนโตรเจน ซลัเฟอร์ และฟอสฟอรัส  
 จากผลการศึกษาความหลากหลายของแบคทีเรียจากนํ1าเสียในระบบนํ1 าเสียโดยการ
ใชเ้ทคนิคทางชีววิทยาโมเลกุลโดยนาํตวัอย่างแบคทีเรียทีTเก็บจากนํ1 าเสียในระบบบาํบดันํ1 าเสียแบ่ง
ออกเป็นสองระบบคือ ระบบบาํบดันํ1 าเสียแบบไม่ใช้ออกซิเจน (UASB) และระบบบาํบดันํ1 าเสีย
แบบใชอ้อกซิเจนซึTงของอุตสาหกรรมทีT 1 และ 2 เป็นระบบบาํบดันํ1าเสียแบบตะกอนเร่ง และนํ1 าเสีย
จากบ่อ แอน็อกซิกและบ่อแอโรบิกของอุตสาหกรรมทีT 3 ซึT งเป็นระบบบาํบดันํ1 าเสียแบบตะกอนเร่ง
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ทีTมีการบาํบดัสารไนโตรเจน อย่างละ 3 ซํ1 า นาํมาผสมรวมกนั แลว้นาํมาสกดัดีเอ็นเอ และเพิTม
ปริมาณยีนดว้ย 16S rRNA ยีนดว้ยเทคนิค PCR จากนั1นนาํมาทาํการโคลนยีนส่วน 16S rRNA ใน
เชื1อ E.coli จากผลการโคลนและทาํการคดัเลือกดีเอ็นเอสายผสมดว้ยขนาด (Rapid size screening) 
พบวา่สามารถโคลนยีนส่วน 16S rRNA ของแบคทีเรียจากระบบบาํบดันํ1 าเสียแบบไม่ใชอ้อกซิเจน 
(UASB) จาํนวนทั1งสิ1น 116 โคลน และจากระบบบาํบดันํ1 าเสียแบบใช้ออกซิเจนจาํนวนทั1งสิ1น 56 
โคลน  

  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 




