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อากาศ (อนามอกซ) 

 
The Study of Microbial Selection for Anaerobic Ammonium Oxidation Process 

(ANAMMOX) 
 

คํานํา 
 

ระบบบําบัดนํ้าเสียสวนใหญที่มีอยูปจจุบันในประเทศไทย ใชระบบบําบัดชนิดแอโรบิก 
เชน แอกทิเวเต็ดสลัดจ ระบบแผนหมุนชีวภาพ และระบบโปรยกรอง และระบบแอนแอโรบิก เปน
ระบบบําบัดขัน้ที่สอง ที่สามารถกําจัดปริมาณสารอินทรียออกจากน้ําเสีย แตไมสามารถกําจัดธาตุ
อาหารไนโตรเจนและฟอสฟอรัสได ทําใหนํ้าที่ผานการบาํบัดแลวเม่ือปลอยลงสูแหลงรับนํ้า เชน 
ลําคลอง หนอง บึง มีปริมาณไนโตรเจนและฟอสฟอรัสเหลืออยู กอใหเกิดปญหาสาหราย และพืช
นํ้าเจริญเติบโตเปนจํานวนมาก ในแหลงนํ้าจืดและชายฝงทะเล นอกจากนี้ยังกอใหเกิดปญหาการ
คมนาคม และนํ้าเนาเสียตามมาอีก อยางไรก็ตามประเทศแถบยุโรป เชน เนเธอรแลนด เบลเย่ียม 
เยอรมัน ไดมีการศึกษาวิจัยการกําจัดธาตอุาหารกันอยางกวางขวาง ขณะทีใ่นประเทศไทยเราก็เริ่ม
ใหความสาํคญัในเรื่องน้ีมากขึ้น เชน โรงควบคุมคุณภาพน้ําหนองแขม ที่เขมงวดในการดูแลนํ้าที่
ผานการบําบัดไมใหมีปริมาณไนโตรเจนเกินมาตรฐาน  

 
กระบวนการบําบัดไนโตรเจนที่ใชกันท่ัวไป คือ กระบวนการฟสิกส-เคมี เชน การเติม

คลอรีนเบรกพอยท การแลกเปลี่ยนประจุ การเปาอากาศ และกระบวนการทางชีววิทยาไนทริฟเค
ชัน-ดีไนทริฟเคชัน อยางไรก็ตามนิยมใชกระบวนการทางชีววิทยามากกวาเนื่องจากมีคาใชจายตํ่า
กวา หลักการของกระบวนการไนทริฟเคชัน-ดีไนทริฟเคชัน แบงเปน 2 ขั้นตอน คือ กระบวนการ
ไนทริฟเคชัน เปนกระบวนการที่จุลินทรียออโทโทรฟกใชออกซิเจนเพื่อออกซิไดซแอมโมเนียมไป
เปนไนไตรต และไนเตรตในที่สุด และกระบวนการ ดีไนทริฟเคชัน เปนกระบวนการที่จุลินทรีย
เฮเทอโรโทรฟก ใชสารอินทรียคารบอนเพื่อรีดิวซไนเตรตใหเปนกาซไนโตรเจน ดังน้ันนํ้าเสียที่ยัง
มีปริมาณสารแอมโมเนียม เมื่อปลอยออกสูแหลงรับนํ้า จะทาํใหปริมาณออกซิเจนละลายน้ําลดลง 
อยางไรก็ตามน้ําเสียที่มีแอมโมเนียมสูงๆ แตมีปริมาณสารอินทรียต่ํา เชน นํ้าทิ้งจากการบําบัด
ตะกอนจุลินทรีย ไมเหมาะสมที่จะบาํบัดแอมโมเนียมดวยกระบวนการไนทริฟเคชัน-ดีไนทริฟเค
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ชัน เน่ืองจากมปีริมาณสารอนิทรียไมเพียงพอ ตองเติมสารอินทรียคารบอนจากภายนอกเขาไปใน
ระบบ ซ่ึงระบบบําบัดท่ัวไปนิยมใชเมทานอล ทําใหคาใชจายในการดําเนินการสูง  
   

แตในชวง 10 ปที่ผานมานี้ ไดมีงานวิจัยมากมายที่นําเสนอกระบวนการบําบัดไนโตรเจน
แบบใหม ที่สามารถลดคาใชจายไดอยางมาก เชน กระบวนการชารอน-อนามอกซ (SHARON-
ANAMMOX) แคนนอน (CANON) และโอแลนด (OLAND) ที่สามารถลดคาใชจายในการบําบัด
ไดมากกวารอยละ 90 และมีความเหมาะสมกบันํ้าเสียที่มีปริมาณแอมโมเนียมสูงมาก แตมี
สารอินทรียต่ํา (Verstraete and Philips, 1998., Jetten et al., 2001) กระบวนการใหมๆ เหลาน้ี มีจุลิ
นทรียที่เก่ียวของเปนกลุมที่ตองการใชออกซิเจนนอยหรือไมใชเลย และไมใชสารอินทรียคารบอน 
เน่ืองจากเปนจุลินทรียกลุมออโทโทรฟก  

 
ในการศึกษาวจิัยครั้งน้ีสนใจเฉพาะการกาํจดัแอมโมเนียมไนโตรเจนดวยกระบวนการทาง

ชีววิทยาแบบอนามอกซ โดยใชแหลงที่มาของจุลินทรียจากระบบบาํบดันํ้าเสียในประเทศไทย เชน 
จุลินทรียจากระบบบาํบัดนํ้าเสียชุมชน และโรงงานอุตสาหกรรมบางชนิด มาคัดเลือกใหไดจุลินท
รียที่มีความสามารถในการออกซิเดชันแอมโมเนียมในสภาวะไรอากาศได ซ่ึงมีผลดีตอการปรับปรุง
ระบบบําบัดนํ้าเสีย ทําใหคาใชจายในการบําบัดนํ้าเสียตํ่าลง เพ่ือเปนแรงจูงใจใหผูที่เกี่ยวของ
ตระหนักถึงไดมากยิ่งข้ึน 
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วัตถุประสงค 
 

1.  ศึกษาหาแหลงที่มาของเชื้อจุลินทรียที่เหมาะสม ที่นํามาใชในการเริ่มกระบวนการ 
ออกซิเดชันแอมโมเนียมในสภาพไรอากาศ (อนามอกซ) ในน้ําเสีย 

 
2.  ศึกษาหาอตัราสวนของแอมโมเนียมตอไนไตรตที่เหมาะสมตอระบบอนามอกซ 
 
3.   ศึกษาอัตราการกาํจัดแอมโมเนียมและไนไตรต ของกระบวนการออกซิเดชัน

แอมโมเนียม 
ในสภาพไรอากาศ (อนามอกซ) เมื่อปริมาณความเขมขนของแอมโมเนียมและไนไตรตเพ่ิมขึ้น โดย
ควบคุมอัตราสวนแอมโมเนียมตอไนไตรตคงที่ 

 
ขอบเขตของงานวิจัย 

 
1.  ทําการทดลองในหองปฏิบัติการ ดวยขนาดถังปฏิกิริยาระดับโตะปฏบิัติการ (Lab scale) 
2.  ใชนํ้าเสียสังเคราะหในการทดลอง 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

การตรวจเอกสาร 
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กระบวนการในการกําจัดไนโตเจนในน้ําเสีย 

 
การพิจารณาเลือกวิธีการกําจัดไนโตรเจนในน้ําเสียที่เหมาะสม ตองคํานึงถึงสิ่งเหลาน้ีคือ 

(1) สารประกอบไนโตรเจนอยูในรูปใด และมีปริมาณความเขมขนเทาไร (2) ระดับคุณภาพน้ําทิ้งท่ี
ตองการ (3) คาใชจายในการบําบัด (4) ความนาเชื่อถือของระบบ และ(5) ความยืดหยุนของระบบ 
(U.S. EPA., 1975) ในการบําบัดนํ้าเสียข้ันปฐมภูมิ และการบาํบัดข้ันทุติยภูมิ  สามารถกําจัด
ไนโตรเจนไดเพียงรอยละ 10-30 (Metcalf and Eddy, 1991) กระบวนการในการกําจัดไนโตรเจนที่มี
ในปจจุบัน มีหลายวิธี เชน กระบวนการทางเคมี-ฟสิกส กระบวนการทางชวีวิทยาไนทริฟเคชัน-ดี
ไนทริฟเคชัน และกระบวนการทางชวีวิทยารูปแบบใหมๆ เชน SHARON-ANAMMOX (single 
reactor system for high ammonium removal over nitrite- anaerobic ammonium oxidation), 
CANON (completely autotrophic nitrogen removal over nitrite in one single reactor) และ 
OLAND (oxygen limited autotrophic nitrification denitrification) เปนตน 

 
1.  การกําจัดไนโตรเจนดวยกระบวนการเคมี-ฟสิกส 
 
 กระบวนการกําจัดไนโตรเจนดวยกระบวนการเคมี-ฟสิกส มีหลายวิธีประกอบดวย 
 

1.1  การเติมคลอรีนเบรกพอย เปนทางเลือกหนึ่งที่สามารถกําจัดแอมโมเนียมไนโตรเจนใน
นํ้าเสียได โดยการออกซิไดซแอมโมเนียมไปเปนกาซไนโตรเจน ดังสมการที่ (1) (U.S. EPA., 1975) 
หรือ (2) (Metcalf and Eddy, 1991) 
 

++ ++→+ HHClNNHCl 2623 242      .............(1) 
HClOHNHOCLNH 3332 223 ++→+     .............(2) 

 
จากสมการที่ (1) พบวา 1 มิลลิกรัมตอลิตร ของแอมโมเนียใชคลอรีนประมาณ 10 มิลลิกรัมตอลิตร 
แตไฮโดรเจนอิออนท่ีเกิดขึ้นทําใหคาพีเอชของระบบต่ําลง ตองทําการปรับใหเปนกลางดวยปูนขาว 
หรือโซเดียมไฮดรอกไซด สวนสมการที่ (2) พบวาอัตราสวนของคลอรีนเทียบในรูปคลอรีนตอ
แอมโมเนียมไนโตรเจน จะไดเทากับ 7.6 ตอ 1 แตในทางปฏิบัติใช 8 ตอ 1 ถึง 10 ตอ 1 อยางไรก็
ตามวิธีน้ีมีขอเสียบางประการคือ คลอรีนที่เหลือเปนพิษตอสัตวนํ้า และหากน้ําเสียมีสารอื่นๆ ที่ใช
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คลอรีนก็ทําใหปริมาณคลอรีนที่ตองการใชมีคาสูง นอกจากน้ียังทําใหเกิดไตรฮาโลมีเทน ซ่ึงอาจจะ
มีผลกระทบตอระบบน้ําใช และยังตองใชผูดูแลระบบที่มีทักษะสูง 
 

1.2  การแลกเปลี่ยนประจุ เปนกระบวนการที่ใชเรซินจบัอิออนที่ตองการกําจัด เชน 
แอมโมเนียมอิออน เรซินที่ใชไดมีทั้งเรซินธรรมชาติ เชน ซีโอไลต และเรซินสังเคราะห โดยการ
ผานนํ้าเสียที่มีแอมโมเนียมอิออนเขาไปในคอลัมภท่ีมีเรซิน กระบวนการนี้สามารถกําจัด
แอมโมเนียมไดถึงรอยละ 90-97 โดยที่ปริมาณไนไตรต ไนเตรต และสารอินทรียคารบอนไม
กระทบตอกระบวนการนี้ อยางไรก็ตามตองทําการกรองนํ้ากอนเขาสูคอลัมน เพ่ือปองกันการอุดตัน
ในคอลัมน สวนคาใชจายของกระบวนการนี้จะสูงในขั้นตอนการลงทุนสรางระบบ 
 

1.3  การเปาอากาศ ไนโตรเจนที่ตองการกําจัดตองอยูในรูปกาซแอมโมเนีย โดยการเติมปูน
ขาวเพื่อปรับใหคาพีเอชในน้ําเพ่ิมสูงขึ้นถึง 10 หรือ 11.5 ทําใหแอมโมเนียมที่ละลายอยูในน้ําเสีย
เปลี่ยนมาอยูในรูปกาซแอมโมเนีย อยางไรก็ตามกระบวนการนี้ไมเหมาะที่จะนําไปใชในพ้ืนที่ท่ีมี
สภาพภูมิอากาศหนาว ขอเสียของกระบวนการนี้คือ การเกิดตะกรันของแคลเซียมคารบอเนตในหอ
เปาอากาศและอุณหภูมิมีผลกระทบอยางมากตอกระบวนการ  

 
2.  การกําจัดไนโตรเจนดวยกระบวนการทางชีววิทยาแบบไนทริฟเคชัน-ดีไนทริฟเคชัน 
 
 โดยทั่วไปนํ้าเสียมักมีไนโตรเจนอยูในรูปของสารประกอบอินทรียไนโตรเจนและเกลือ
แอมโมเนียม เมื่อผานการบําบดัดวยกระบวนการใชอากาศที่เรียกวา กระบวนการไนทริฟเคชัน
สารอินทรียไนโตรเจนและแอมโมเนียมก็จะถูกออกซิไดซไปเปนไนไตรตและไนเตรตในที่สุด แต
กระบวนการนี้เปนเพียงแคการเปลี่ยนรูปของไนโตรเจน ความจริงแลวไนโตรเจนยังไมไดถูกกําจัด
ออกจากนํ้าทิ้ง เน่ืองจากยังคงมีไนโตรเจนอยูในรูปของไนเตรตอยู ดังน้ันจึงตองกําจัดไนเตรตออก
จากน้ําเสีย ซ่ึงตองใชสารอินทรียคารบอนไปทําหนาที่เปนสารใหอิเลคตรอน เน่ืองจากจุลินทรียที่
เกี่ยวของอยูในกลุมเฮเทอโรโทรฟก เรียกกระบวนการในขั้นตอนน้ีวาแอน็อกซิกดีไนทริฟเคชัน 
และผลิตภัณฑสุดทายท่ีไดคือกาซไนโตรเจนที่สามารถระบายออกสูบรรยากาศ 
  

2.1  กระบวนการไนทริฟเคชัน-ดีไนทริฟเคชัน  
 

รูปแบบของกระบวนการไนทริฟเคชัน-ดีไนทริฟเคชัน แสดงดังภาพที่ 1 
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ภาพที่ 1  กระบวนการไนทริฟเคชัน-ดีไนทริฟเคชัน  

 
    2.1.1  กระบวนการไนทริฟเคชัน มีจุลินทรียที่เกี่ยวของ 2 กลุมที่มีความแตกตางกันท่ี

ปฏิกิริยาการใหพลังงาน โดยกลุมที่ 1 ทําหนาท่ีออกซิไดซแอมโมเนียมไปเปนไนไตรตดังสมการที่ 
(3) เรียกจุลินทรียกลุมน้ีวาแอโรบิกแอมโมเนียมออกซิไดเซอร ไดแก Nitrosomonas, Nitrosococus,
และ Nitrosospira กลุมที่ 2 ทําหนาที่ออกซิไดซไนไตรตไปเปนไนเตรตดังสมการ (4) เรียกจุลินทรีย
กลุมน้ีวาแอโรบิกไนไตรตออกซิไดเซอร ไดแก Nitrobactor, Nitrococus, และ Nitrospira (Schmidt 
et al., 2003)  และสมการที่ (5) เปนปฏิกิริยารวม  ที่จุลินทรี์ทั้ง 2 กลุมซ่ึงเปนจุลินทรียกลุมออโท
โทรฟกที่ใชคารบอนไดออกไซดซ่ึงเปนสารอนินทรียคารบอนในการสังเคราะหเซล 
 

24 32 ONH ++   →  OHHNO 22 242 ++ +− ..........(3) 
 

222 ONO +−   →  −
32NO    ..........(4) 

 

24 2ONH ++  →  OHHNO 23 2 ++ +−     ….......(5) 
 

จากสมการที่ (5) จะเห็นวา 1 โมลของแอมโมเนียมจะทําปฏิกิริยากับ 2 โมลออกซิเจน (64 กรัม
ออกซิเจน/18 กรัมแอมโมเนียม เทากับ 64 กรัมออกซิเจน/14 กรัมไนโตรเจน หรือเทากับ 4.57 กรัม
ออกซิเจน/1 กรัมไนโตรเจน) สมการการสังเคราะหเซลแสดงดังสมการ (6) และ (7) 
(US.EPA.,1975) 
 

OHHNOHCNOCONH
asNitrosomon

2275224 4233101513 +++→+ +−+  .  .........(6) 

 

NH+
4 NO-

3 0.5N2+lots of biomass 

สารอินทรียคารบอน 2O2 (100%) 

น้ําเสีย 
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+−+− ++→+++ HNOHCNOHOCONHNO
rNitrobacto

27532242 102510   ..........(7) 

ดังน้ันเมื่อรวมทั้งสมการการสังเคราะหเซลและการออกซิเดชันแลวจะไดสมการที่ (8) 
 

3232275324 88.198.0041.1021.098.183.1 COHNOOHNOHCHCOONH +++→++ −−+ ....(8) 
  
จากการทดลองหาคาสัมประสิทธิ์การปริมาณผลิต พบวาของ Nitrosomonas มีคา 0.04-0.13 กรัมวี
เอสเอส/กรัมแอมโมเนียมไนโตรเจน ในขณะที่ Nitrobactor มีคาเทากับ 0.02-0.07 กรัมวีเอสเอส/
กรัมแอมโมเนียมไนโตรเจน (US.EPA,1975) และจากสมการที่ (8) พบวาการออกซิไดซ
แอมโมเนียมตองใชอัลคารไลนิต้ีถึง 7.07 กรัมอัลคารนิตี้/กรัมแอมโมเนียมไนโตรเจน และใช
ออกซิเจนเทากับ 4.6 กรัมออกซิเจน/กรัมแอมโมเนียมไนโตรเจน แตในการทดลองจริงตองใชอัล
คารไลนิต้ีถึง 7.14 กรัมอัลคารนิตี้/กรัมแอมโมเนียมไนโตรเจน การที่กระบวนการไนทริฟเคชัน 
ใชไบคารบอเนต จึงทําใหระดับของกรดคารบอนิกเพ่ิมข้ึนดังสมการ (9) 

 

−−=
3

32
1 log

HCO
COH

pKpH     .........(9) 

 
มีผลทําใหพีเอชของระบบลดลงอยางมาก ดังน้ันเพ่ือลดผลกระทบตองทําการเปาไลกาซ
คารบอนไดออกไซดออกจากระบบ 

 
ปจจัยทางสิ่งแวดลอมที่เหมาะสม ระบบตองมีพีเอชอยูที่ 7.5 ถึง 8.0  เน่ืองจากกระบวนการ 

ไนทริฟเคชัน มีการใชสภาพดาง ทําใหพีเอชในถังปฏิกิริยาลดลง ในการดูแลระบบจะตองหมั่น
ตรวจสอบสภาพความเปนดางในน้ํา เพ่ือปองกันการลดลงของคาพีเอช และอุณหภูมิที่เหมาะสม คือ 
30-36 องศาเซลเซียส ปริมาณออกซิเจนละลายน้ําเทากบัหรือมากกวา 1.0 มิลลิกรัมตอลิตร ก็
เพียงพอตอกระบวนการไนทริฟเคชันแลว แตถาคาออกซิเจนละลายน้ําเทากับ 0.2-0.3 มิลลิกรัมตอ
ลิตร อาจทาํใหเกิดกระบวนการไนทริฟเคชันและดีไนทริฟเคชันขึ้นพรอมๆ กัน (ธงชัย, 2544) 

 
    2.1.2  กระบวนการดีไนทริฟเคชัน เปนกระบวนการที่จุลินทรียเฮเทอโรโทรฟก ไป

ออกซิไดซสารอินทรียคารบอนที่อยูในน้ําเสีย โดยใชไนเตรตหรือไนไตรตเปนตัวรับอิเลคตรอน ใน
สภาวะขาดออกซิเจน หรือแอน็อกซิก anoxic ไดแก Pseudomonas demitrificans และ 
Pseudomonasstutzeri  ซ่ึงมีลําดับการรีดักชันจากไนเตรต ไปเปนไนไตรต  ไนทริคออกไซด  ไน



 8 

ตรัสออกไซด และเปนกาซไนโตรเจนในที่สุด (Madigan and Martinko, 2006)  
)0()1()2()4()5( 2223 NONNONONO →+→+→+→+ −−  

 
โดยกระบวนการนี้จะเกิดไดดีตองมีสารอินทรียคารบอนในปริมาณที่มากพอ อยางไรก็ตาม
อัตราสวนซีโอดีตอไนเตรตที่เหมาะสมจะขึ้นอยูกับชนิดของสารอินทรียคารบอน (Metcalf and 
Eddy, 2003) เชน ใชนํ้าเสียชุมชน เมธานอล และอะซิเตท เปนสารอินทรียคารบอน แสดงในสมการ 
(10), (11) และ (12) ตามลําดับ 

 
−− ++++→+ OHNHOHCONNONOHC 10310510 3222331910   ..........(10) 

 
−− +++→+ OHOHCONNOOHCH 675365 22233      .........(11) 

 
−− +++→+ OHOHCONNOCOOHCH 8610485 22233    ..........(12) 

     
         ผูดูแลระบบมักใชเมธานอล (CH3OH) เปนแหลงคารบอน เน่ืองจากมีราคาถูกกวาสาร

คารบอนในรูปอื่น ทั้งยังมีกําลังรีดิวซสูง และทําใหกระบวนการดีไนทริฟเคชัน มีคาสัมประสิทธิ์
การผลิตตํ่าดวย กระบวนการดีไนทริฟเคชัน จะไดสภาพดางกลับมาดวย เทากับ 3.57 กรัมแคลเซียม
คารบอเนต/กรัมไนไตรตไนโตรเจนที่ถูกรีดิวซไป ซ่ึงสภาพดางที่ไดกลับคืนมายังมีคานอยกวา
สภาพดางที่ถูกใชไปในกระบวนการไนทริฟเคชัน ทําใหตองเติมสภาพดางเขาไปในกระบวนการ
ไนทริฟเคชัน-ดีไนทริฟเคชัน กระบวนการดีไนทริฟเคชัน เปนกระบวนการที่ผลิตความเปนดาง ทาํ
ใหระดับของพีเอชคอนขางคงที่ รูปแบบทั่วไปของกระบวนการไนทริฟเคชัน-ดีไนทริฟเคชัน แสดง
ในภาพที่ 2 (Metcalf and Eddy.,2003) โดยภาพที่ 2ก เปนรูปแบบการดีไนทริฟเคชันกอน และภาพ
ท่ี 2ข เปนรูปแบบการดีไนทริฟเคชันที่หลัง  
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ภาพที่ 2  รูปแบบทั่วไปของกระบวนการไนทริฟเคชัน-ดีไนทริฟเคชัน  

 
2.2  กระบวนการดีไนทริฟเคชัน ที่ใชสารอนินทรียเปนสารใหอิเลคตรอน  
 

       2.2.1  ในกรณีที่นํ้าเสียมีคาอัตราสวนซีโอดีตอไนโตรเจนต่ํา หรือไมมีสารอินทรีย
คารบอน จุลินทรียออโตโทฟกบางกลุม เชน Thiobacillus denitrificans สามารถดีไนทริฟายไดโดย
ใชสารอนินทรียบางชนิด เชน ซัลเฟอร ซัลไฟด หรอืไธโอซัลเฟต เปนสารใหอิเลคตรอนดังสมการ
ท่ี (13) เรียกวาแบคทีเรียซัลเฟอรดีไนทริฟายอิง หรือแบคทีเรียออโทโทรฟกดีไนทริฟเคชัน ที่มีคา
อัตราการเติบโตจําเพาะสูงสุดของจุลินทรีย, maxμ = 0.3-0.4 ชั่วโมง-1 ความเขมขนของสารอาหารที่
อัตราโตจาํเพาะเทากับ 0.5 maxμ  , KS เทากับ 5-10 มิลลิกรัม/ลิตร และสัมประสิทธิ์ปริมาณการผลิต
สูงสุด (YNO3) เทากับ   0.4-0.5 กรัมวีเอสเอส/กรัมไนเตรตไนโตรเจน (ธงชัย, 2544) 

Nitrification Anoxic 
Influent 

Effluent 

Sludge 

Return activated sludge 

(2ข) การดีไนตริฟเคชันทีหลัง 

Nitrification Anoxic 
Influent 

nitrate feed 

Effluent 

Sludge 

Return activated sludge 

(2ก) การดีไนตริฟเคชันทีหลัง 
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→++++ +−−

4233 08.36.040.010.1 NHOHHCOSNO     

          NOHCHSON 275
2
42 088.88.010.15.0 +++ +− .........(13) 

 
3.  การกําจัดไนโตรเจนรูปแบบใหม (Innovative Processes for Nitrogen Removal) 
 

3.1  แคนนอน (Completely Autotrophic Nitrogen removal Over Nitrite in one single 
reactor, CANON) 

 
        การออกซิไดซแอมโมเนียมไปเปนไนไตรต จุลินทรียจําเปนตองใชออกซิเจน แตการที่
จุลินทรียเปลี่ยนแอมโมเนียมและไนไตรตไปเปนกาซไนโตรเจนนั้นตองอยูในสภาวะไรอากาศ 
อยางไรก็ตามในงานวิจัยของ (Third et al., 2001 และ Sliekers et al., 2003) สามารถทาํใหจุลินทรีย
ท้ังสองกลุมน้ีอยูรวมกันได และเรียกกระบวนการแบบนี้วา “CANON” โดยมีปฏิริยาดังน้ีสมการที่ 
(14) ดังน้ี 
 

+− +++→+ HOHNNOONH 14.043.144.011.085.03.1 22323   ...............(14) 
 

     Jetten et al., 2001ไดนําเช้ือ Anammox มาเพาะเลี้ยงในถังปฏิกิริยาแบบซีเควนซิงค ใน
สภาวะจาํกัดออกซิเจนเทากับ 0.32 มิลลิกรัม/ลิตร เปนเวลานาน 5 เดือน พบวามีเชื้อจุลินทรีย  
Brocadia .anammoxidans ที่สามารถกําจัดแอมโมเนียมไดสูงถึง 420 มิลลิกรัม/ลิตร ดังสมการที่ 
(15) 
 

+−+ +++→+ HOHNNOONH 8.26.315.12.01.25.2 22324    .........(15) 

 
และพบวามี Brocadia anammoxidansในถังปฏิกิริยาจาํนวนรอยละ 70 และในเวลาตอมาก็พบวามี  
Nitrosomonas eutropha มากขึ้นแตไมพบจุลินทรียกลุมแอโรบิกไนไตรตออกซิไดเซอร  เชน 
Nitrobactor winogradskii  และ  Nitrospira moscoviensis   
 

     Sliekers et al., 2003 ไดนําเช้ือจุลินทรีย Anammox มาเลี้ยงในสภาวะจํากัดปริมาณ
ออกซิเจน ตรวจพบวามีกลุมไนทริฟายเออรเกิดข้ึน แตไมพบจุลินทรียกลุมไนไตรตออกซิไดเซอร 
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ในขณะเดียวกันจุลินทรียกลุมแอนแอโรบิกแอมเนียมออกซิไดเซอรยังคงทํางานได โดยมีศักยภาพ
ในการกําจัดแอมโมเนียไดสูงถึงรอยละ 85 โดยมีไนเตรตเกิดขึ้นเพียงรอยละ 15 และไมตองใช
สารอินทรียคารบอนเลย ดังน้ันระบบจึงคงเปนออโทโทรฟกดีไนทริฟเคชัน  
 

     Pynaert et al., 2003 ไดศึกษาการกําจัดแอมโมเนียมดวยถังปฏิกิริยาแบบจานหมุน
ชีวภาพ โดยใชนํ้าเสียสังเคราะหที่มีเฉพาะแอมโมเนียม พบวาระบบสามารถกําจัดแอมโมเนยีมได
สูงถึงรอยละ 89 และทาํการตรวจวัดดวยเทคนิค 16S rDNA พบวามีจุลินทรียออโทโทรฟก 2 กลุม 
คือ แอมโมเนียมออกซิไดเซอร คือ Nitrosomonas ที่ทําหนาท่ีเปลี่ยนแอมโมเนียมไปเปนไนไตรต 
โดยมีออกซิเจนเปนสารรับอิเลคตรอน เรียกขั้นตอนน้ําวาไนไตรเตชัน (nitritation) และ 
จุลินทรียอีกกลุมคือแบคทีเรียแอนแอโรบิกแอมโมเนียมออกซิไดเซอร คือ Kuenenia stuttgartiensis 
ทําหนาที่ออกซิไดซแอมโมเนียมโดยใชไนไตรตเปนสารรับอิเลคตรอน 

 
3.2  โอแลนด (Oxygen Limited AutotrophicNitrification Denitrification, OLAND) 
 

      เปนกระบวนการบําบัดนํ้าเสียที่เกิดจากจุลินทรียออโทโทรฟก ทําหนาที่ออกซิไดซ
แอมโมเนียมไปเปนกาซไนโตรเจนโดยใชไนไตรตเปนตัวรับอิเลคตรอน ในสภาวะจาํกัดปริมาณ
ออกซิเจน ถูกพัฒนาขึ้นมาใชกับนํ้าเสียที่มีปริมาณแอมโมเนียมสูงๆ ขอไดเปรียบของกระบวนการ 
OLAND เมื่อเทียบกับกระบวนการไนทริฟเคชัน-ดีไนทริฟเคชัน คือ ระบบนี้สามารถลดการใช
ออกซิเจนไดถึงรอยละ 63 และลดการเติมสารอินทรียคารบอนไดอยางสมบูรณ (Kuai and 
Verstraete, 1998) หลักการทํางานของกระบวนสามารถแบงไดเปนขั้นตอนไดเปน 2 ขั้นตอนคือ 
ข้ันตอนที่ 1 Nitrosomonas  ทําหนาที่เปลี่ยนแอมโมเนียมไปเปนไนไตรต โดยมีออกซิเจนเปนสาร
รับอิเลคตรอน ขั้นตอนที่ 2  Kuenenia stuttgartiensis  ที่ออกซิไดซแอมโมเนียมไปเปนกาซ
ไนโตรเจน โดยมีไนไตรตเปนสารรับอิเลคตรอน (Strous et al., 1998) สมการของกระบวนการนี้ 
แสดงดังสมการที่ (16) (17) และ (18) (Pynaert et al., 2004) 
 
1.32NH3 + 1.98O2 -------------> 1.32NO-

2 + 1.32H+ + 1.32H2O    (16)  
 
NH3 + 1.32NO-

2 + H+ -------------> 0.26NO-
3 +  1.02N2 + 2H2O   (17) 

 
NH3 + 0.85O2 -------------> 0.11NO-

3 + 0.14H+ + 0.44N2 + 1.43H2O   (18) 
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     Schmidt and Bock, 1997 รายงานวา แบคทีเรีย Nitrosomonas eutropha สามารถ
ออกซิไดซแอมโมเนียมไปเปนกาซไนโตรเจน ในสภาวะไรออกซิเจนโดยใชกาซไนโตรเจนได
ออกไซด (NO2) เปนสารออกซิเดนซ Windey et al., 2005 พบวากระบวนการ OLAND ในถัง
ปฏิกิริยาแบบจานหมุนชีวภาพสามารถบําบัดนํ้าเสียที่มีความเค็มได โดยทําการทดลองใชความ
เขมขนของความเค็มเทากับ 30 กรัมโซเดียมคลอไรด/ลิตร และมีประสิทธิภาพในการกําจัด
ไนโตรเจนไดถึงรอยละ 84 ที่ภาระบรรทุกปริมาตรไนโตรเจนเทากับ 725 มิลลิกรัม/ลิตร/วัน โดย
ผลกระทบของความเค็มทําใหคากิจกรรมไนทริเตชันจําเพาะลดลงรอยละ 23 และกิจกรรม 
อนามอกซจําเพาะลดลงรอยละ 58  

      
     Kuia and Verstraete., 1998 ไดศึกษากระบวนการ OLAND ซ่ึงเปนกระบวนการที่มี 

จุลินทรียกลุมแอมโมเนียมออกซิไดเซอร เปนตัวหลักมีคาอัตราไนทริฟเคชันจําเพาะเทากับ 0.1 กรัม
ไนโตรเจน/กรัมวีเอสเอส/วัน มีการใชอัลคารไลนิตี้ไป 4.1 กรัมอัลคารไลนิตี้/กรัมแอมโมเนียม
ไนโตรเจนที่กําจัดได องคประกอบของกาซผลิตภัณฑพบวารอยละ 20 เปนกาซไนโตรเจนได
ออกไซด (N2O) และอีกรอยละ 80 เปนกาซไนโตรเจน  

      
     Jetten et al., 2001 แสดงใหเห็นวาไนทริฟายเออร และอนามอกซ สามารถอยูรวมกันได

ในสภาวะจาํกัดออกซิเจน โดยไนทริฟายเออร ทําหนาทีอ่อกซิไดซแอมโมเนียมไปเปนไนไตรต 
ในขณะที่อนามอกซจะเปลี่ยนไนไตรตที่เปนพิษและแอมโมเนียมไปเปนกาซไนโตรเจน นอกจากน้ี
ยังใหความแตกตางระหวางระบบ OLAND และ CANON คือ OLAND เปนกิจกรรมไนทริฟเคชัน 
ท่ีเกิดจากจุลินทรียแอโรบิกไนทริฟายเออร  ขณะที่ CANON เกิดจากการทํางานรวมกันระหวาง 
อนามอกซและไนทริฟายเออร  
 

3.3  ชารอน (Single Reactor High Activity Ammonium Removal Over Nitrite, SHARON) 
 
     เปนกระบวนการพารเชียลไนทริฟเคชัน ที่ออกซิไดซแอมโมเนียมไปเปนไนไตรต โดย

ยับยั้งปฏิกิริยาไมใหไนไตรตเปลี่ยนไปเปนไนเตรต ภาพที่ 3ก แสดงกระบวนการ SHARON ตาม
ดวยกระบวนการดีไนทริฟเคชัน และภาพที่ 3ข แสดงกระบวนการ SHARON ที่ตามดวย
กระบวนการอนามอกซ  



 13 

 
 

 
 

ภาพที่ 3  รูปแบบของกระบวนการ SHARON ตามดวยกระบวนการดีไนทริฟเคชัน และอนามอกซ 
 
     วิธีการในการยับย้ังไมใหไนไตรตเปลี่ยนไปเปนไนเตรต ทําไดโดยการกําหนดใหคา

เวลาเก็บกัก สูงกวาอัตราการเติบโตของจุลินทรียในกลุมไนไตรตออกซิไดเซอร แตตํ่ากวาอัตราการ
เติบโตของจุลินทรียในกลุมแอมโมเนียมออกซิไดเซอร เมื่อใชคาเวลาเก็บกักประมาณ 1 วัน ทําให 
จุลินทรียถูกลางออกจากถังไป และเดินระบบที่อุณหภูมิสูงกวา 25 องศาเซลเซียส ซึ่งเปนอุณหภูมิที่
จุลินทรียพวกแอมโมเนียมออกซิไดเซอรโดดเดน หรือใชวิธีจาํกัดปริมาณออกซิเจนใหนอยกวา 0.4 
มิลลิกรัม/ลิตร หรือรอยละ 5 ของอากาศอิ่มตัว พบวาไนไตรตออกซิไดเซอร ไมสามารถเติบโตได 
ทําใหไดผลิตภัณฑเปนไนไตรตเทาน้ัน (Schmidt et al., 2003) 

     
     กระบวนการ SHARON เมื่อนํามารวมกับกระบวนการดีไนทริฟเคชัน หรือที่เรียกวา

เสนทางไนไตรต วิธีการน้ีทําใหประหยัดการเติมอากาศและใชสารอินทรียคารบอนนอยกวา
กระบวนการไนทริฟเคชัน-ดีไนทริฟเคชัน แบบทั่วไป ดังรูป 3 ก หรือการนํามารวมกับกระบวนการ 
ANAMMOX ดังรูป 3 ข  สมการของกระบวนการ SHARON แสดงในสมการที่ 19 ดังน้ี (van 
Dongen  et al., 2001) 
 

SRARON 
NH4

+(100) NH4
+/NO2

-(50/50) 

3ข 

ANAMMOX 
N2(100) 

SRARON 
NH4

+(100) NO2
-(100) 

3ก 

Denitrification 
N2(100) 
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OHCONONHOHCONH 2224234 5.15.05.075.0 +++→++ −+−+                 ……..(19) 
 
3.4  อนามอกซ (Anaerobic Ammonium Oxidation, ANAMMOX) 
 
     กระบวนการในการกําจดัแอมโมเนียมทางชวีวิทยาทีรู่จักกันทั่วไปวาเปนกระบวนการที่

เปนใชอากาศ Schimidt and Bock., 1997 รายงานวาจุลินทรีย Nitrosomonas eutropha  สามารถทํา
การไนตริฟายดและดีไนตริฟายด แอมโมเนียมไปเปนไนไตรตและไนตริกออกไซด (NO) โดยมี
ไฮดราซีนเปนสารผลิตภัณฑตัวกลาง ในสภาวะไรอากาศ โดยใชกาซไนโตรเจนไดออกไซด (NO2) 
นอกจากนี้ Mulder et al., 1995 ยังพบวาการดีไนทริฟเคชัน ดวยจุลินทรีย Nitrosomonas eutropha 
ในสภาวะแอน็อกซิก สามารถเกิดขึ้นไดโดยการใชไฮโดรเจนเปนสารใหอิเลคตรอน และไนไตรต
เปนสารรับอิเลคตรอน 

 
     นอกจากนี้ Mulder et al., 1995 ยังสังเกตพบวาถังปฏกิิริยาดีไนทริฟเคชัน แบบชั้นฟลูอิด

ไดซ ที่รับนํ้าเสียมาจากถังปฏิกิริยาสรางมีเทน แอมโมเนียมหายไปถึง 0.4 กก.ไนโตรเจน/ลบ.ม/วัน 
จากการคาํนวณดวยสมดุลยมวล พบวาใชแอมโมเนียม 5 โมลตอไนเตรต 3 โมล ไดผลิตภัณฑเปน
กาซไนโตรเจน 4 โมล จากงานวิจัยใหมๆ ยังพบวาสามารถกําจัดแอมโมเนียมในน้ําเสีย โดย
เปลี่ยนไปเปนกาซไนโตรเจนในสภาวะไรอากาศ เมื่อใชไนไตรตเปนตัวรับอิเลคตรอน (Mulder et 
al., 1995,van de Graaf et al., 1995 และ 1996,  Strous et al., 1997,และ  van Dongen et al., 2001) 
เรียกกระบวนการนี้วา ANAMMOX 

 
     กระบวนการ ANAMMOX ถูกพบครั้งแรกที่โรงบําบัดดีไนทริฟเคชันขนาดจําลอง ของ

ระบบบําบัดนํ้าเสียที่ Gist-Brocades เมือง Delft ประเทศเนเธอรแลนด ซ่ึงสังเกตพบวาแอมโมเนียม
ในน้ําออกสูญหายไปพรอมกับไนเตรต และเกิดกาซไนโตรเจนเพิ่มข้ึน (Mulder et al, 1995) 
Schmidt et al., 2003 แสดงใหเห็นวาถัง ANAMMOX ขนาดที่ใชงานจริงมีที่ระบบบําบัดนํ้าเสียเมือง 
Rotterdam ซ่ึงไดมีการประเมินวาจะคืนทุนในเวลา 7 ป เน่ืองจากไมตองเติมเมทานอล และที่ van 
Dongen et al., 2001 มหาวิทยาลัย Delft เดินระบบ ANAMMOX ดวยถังปฏิกิริยาแบบซีเควนซิงค
แบทซ โดยใชนํ้าเสียสังเคราะหที่มีความเขมขนของนไตรต 420 มิลลิกรัม/ลิตร และแอมโมเนยีม 
420 มิลลิกรัม/ลิตร พบวาสามารถกําจัดไนไตรตไดสมบรูณและแอมโมเนียมไดรอยละ 80 ได
สมการของปฏิกิริยาดังน้ี 
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OHNOCHNONHHCONONH 215.05.0232324 03.2066.026.002.113.0066.032.1 +++→+++ −+−−+ .....(20) 
 

     การกําจัดแอมโมเนียมในขณะที่ไมมีสารอินทรียคารบอน แตใชไบคารบอเนต เปน
แหลงคารบอน และในสภาวะแอน็อกซิก แบคทีเรียใชแอมโมเนียมเปนสารใหอิเลคตรอนเปลี่ยนไน
ไตรตซ่ึงเปนสารรับอิเลคตรอนไปเปนกาซไนโตรเจน และบางสวนของไนไตรต ไปเปนไนเตรต 
(Strous et al., 1998) พบวาจลิุนทรียในระบบเปนกลุมออโทโทรฟกที่ใชกาซคารบอนไดออกไซด
เปนแหลงคารบอน จากสมการที่ 20 จะเห็นวา 1 โมลแอมโมเนียมจะทําปฏิกิริยาพอดีกับ 1.32 โมล
ไนไตรต ผลิตภณัฑที่ไดสวนใหญเปนกาซไนโตรเจน และไนเตรตเพียงเล็กนอย เปนระบบที่ตองทํา 
พารเชียลไนทริฟเคชันมากอน โดยเปลี่ยนแอมโมเนียม 1 สวนใหเปนไนไตรตคร่ึงสวน และใช
แอมโมเนียมที่เหลือครึ่งสวนน้ันทําปฏิกิริยากับไนไตรตคร่ึงสวนที่ได ซ่ึงเกิดขึ้นไดเน่ืองจากเมื่อ
แอมโมเนียมถูกออกซิไดซไปแลวรอยละ 50 ทําใหพีเอชจะลดลงเปน 6.7 สภาวะเชนน้ีสามารถ
ปองกันการออกซิเดชันแอมโมเนียมสวนที่เหลืออยูได แตตองจํากัดปริมาณออกซิเจนที่ใหกับถัง 
ไนทริฟเคชัน(Strous et al., 1997) 

     
      3.4.1  ธรรมชาติชีววิทยาของจุลินทรีย Anammox  
 
                ทําการทดลองในแบทซไดคาอัตราการออกซิเดชันแอมโมเนียมจําเพาะเทากับ 

0.08 นาโนโมลแอมโมเนียม/นาที/นํ้าหนักตะกอนแหง ในขณะที่คาน้ีหากวัดในโรงงานนํารอง 
พบวามีคาเทากับ 1.2 นาโนโมลแอมโมเนียม/นาที/นํ้าหนักตะกอนแหง สาเหตุที่การทดลองทั้ง 2 
แบบมีคาไมเทากันเน่ืองจากการทดลองในแบทซมีขอจํากัดของการกระจายตัวของอาหารเขาไปใน
เม็ดจุลินทรีย (Jetten et al., 1999)  

 
3.4.2  กลไกสําหรับเชื้อจุลินทรีย ANAMMOX  

                                  
                                 Jetten et al., 1999 ไดศึกษาความเปนไปไดของการเมแทบอลิซึม ดวยการ
ติดตามดู  15N พบวาไฮดรอกซิลามีนเปนตัวสารรับอิเลคตรอน โดยไฮดรอกซิลามีนน้ีไดมาจากไน
ไตรต และมีผลิตภัณฑตัวกลางสาํคัญ คือไฮดราซีน แอมโมเนียมและไฮดรอกซิลามีนถูกเปลี่ยนเปน
ไฮดราซีนดวยเอนไซมเมมเบรนบาวนเอมไซมคอมเพล็ก ไฮดราซีนถูกออกซิไดซเปนกาซ
ไนโตรเจนที่บริเวณไซโตรปลาสซึม การรีดิวซไนไตรตและการออกซิไดซไฮดราซีนเกิดขึ้นใน
ตําแหนงที่แตกตางกัน แตใชเอนไซมชนิดเดียวกัน หรือแอมโมเนียมและไฮดรอกซิลามนีถูก
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เปลี่ยนเปนไฮดราซีนดวยเอนไซมเมมเบรนบาวนเอมไซมคอมเพล็กไฮดราซีน จะถูกออกซิไดซเปน
กาซไนโตรเจนที่บริเวณเปอริพลาสซึม แตใชเอนไซมตางกัน 

 
         Schalk et al., 1998, และ Jetten et al., 2001 รายงานวาไฮดราซีนเปนสารที่เกิดขึ้นได

เฉพาะในกระบวนการ ANAMMOX เพราะเปนที่รูกันทั่วไปวาสารประกอบน้ีไมพบใน
กระบวนการทางชวีวิทยา ดังน้ันเราสามารถตรวจการทาํงานของเชื้อจลิุนทรีย Anammox  ไดงายๆ  
ดวยการตรวจหาปริมาณไฮดราซีน  

 
    3.4.3  ปจจัยทางสิ่งแวดลอมที่เหมาะสม 
              
 คาพีเอชที่เหมาะสมควรอยูในชวง 6.7-8.3 (ดีที่สุดที่พีเอชเทากับ 8) (Jetten et al., 

1999, Egli et al., 2001, และ Schmidt et al., 2003) อุณหภูมิที่เหมาะสมอยูในชวง 20-43 องศา
เซลเซียส (ดีที่สุดที่ 37 องศาเซลเซียส) (Strous et al., 1999, และ Schmidt et al., 2003) เช้ือแบคทีเรีย
ของ Anammox มีความออนไหวตอปริมาณออกซิเจน โดย Strous et al., 1997 พบวาเมื่อมีปริมาณ
ออกซิเจนในอากาศอยูรอยละ 2, 1 และ 0.5 จะไมพบการออกซิไดซแอมโมเนียมเกิดขึ้น ตองอยูใน
ภาวะไมมีออกซิเจน (Jetten et al.,1999) สารที่สามารถยับยั้งปฏิกิริยาของเชื้อจุลินทรีย ไดแก 
ออกซิเจน ฟอสฟอรัส  ไนไตรต เปนตน ดังแสดงในตารางที่ 1 
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ตารางที่ 1  ชนิดและปริมาณของสารที่ยับย้ังกระบวนการ ANAMMOX 
 

สารยับยั้ง ความเขมขน อางอิง 
Oxygen 0-0.2 มิลลิโมล Jetten et al., 1999 

Phosphate > 2 มิลลิโมล Jetten et al., 1999 
Phosphate > 20 มิลลิโมล Egli et al., 2001 
Phosphate > 60 มก.ฟอสฟอรัสตอลิตร a Schmidt et al., 2003 
Phosphate >600 มิลลิโมล b Schmidt et al., 2003 

Nitrite > 0.1 ก.ไนโตรเจนตอลิตร Strous et al., 1999 
Nitrite > 13 มิลลิโมล Egli et al., 2001 
Nitrite > 20 มิลลิโมล Jetten et al., 1999 
Nitrite 70 มก.ไนโตรเจนตอลิตรa Schmidt et al.,2003 
Nitrite 180 มก.ไนโตรเจนตอลิตร b Schmidt et al.,2003 

 

a สําหรับ Cadidatus Brocadia anammoxidans 
b สําหรับ Candidadus Kuenenia stuttgartiensis 
 
             กระบวนการ ANAMMOX ถูกยับย้ังดวยไนไตรตที่ความเขมขนมากกวา 20 มิลลิ

โมล และในสภาวะที่มีความเขมขนของไนไตรตอยูมากเปนเวลานานกวา 12 ชั่วโมง พบวา
เช้ือจุลินทรียสูญเสียความสามารถในการออกซิไดซแอมโมเนียมภายใตสภาวะไรอากาศ (Jetten et 
al., 1999)  

 
    3.4.4  ผลิตภัณฑที่เกิดขึ้น  
  
              มากกวารอยละ 90 คือ กาซไนโตรเจน โดยมีไนเตรตไนโตรเจนในปริมาณที่

เล็กนอย และเมื่อวิเคราะหกาซที่เกิดขึ้นโดยละเอียดยังพบวามีกาซอื่นๆ ประกอบดวย N2O รอยละ 
0.03-0.06, NO รอยละ 0.00005 และ NO2 รอยละ0.0005 (Strous et al., 1998) 

 
 3.4.5  รูปแบบตางๆ ของถังปฏิกิริยา ไดมีผูวิจัยนํากระบวน ANAMMOX มาทดลองในถัง

ปฏิกิริยาหลายรูปแบบ ซ่ึงแตละแบบสามารถรับอัตราการบําบัดไดแตกตางกันดังแสดงในตารางที่ 2 
และประสิทธิภาพของถังปฏิกิริยาแสดงในตารางที่ 3 (Strous et al., 1997) 
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ตารางที่ 2  ชนิดของถังปฏิกิริยา และอัตราการบาํบัด 
 

ชนิดของถังปฏิกิริยา พารามิเตอร คา อางอิง 
ฟลูอิดไดซเบด อัตราการกําจัดไนโตรเจนสูงสุด  

 
 
 
อัตราการกําจัดแอมโมเนียมสูงสุด  

0.7 กก.แอมโมเนียมไนโตรเจน/
ลบ.ม/วัน  
1.5 กก.ไนโตรเจนทั้งหมด/ลบ.ม/
วัน 
0.4 กก.แอมโมเนียมไนโตรเจน/
ลบ.ม/วัน 

Strous et al., 1997 
 
Mulder et al., 1995 

ซีเควนซิงคแบทซ อัตราการใชแอมโมเนียมสูงสุดจําเพาะ 45± 5 นาโนโมล/มก.โปรตีน/
นาที 

Strous et al., 1998 

ซีเควนซิงคแบทซ
แบบเม็ดตะกอน 

อัตราการกําจัดไนโตรเจนสูงสุด  
 
อัตราการใชไนโตรเจนสูงสุดจําเพาะ 

0.75 กก.ไนโตรเจนทั้งหมด/ลบ.ม/
วัน 
0.82 ก.ไนโตรเจน/ก.วีเอสเอส/วัน 

van Dongen et al., 2001 

แบบอากาศยกตัว
และ ซีเควนซิงค
แบทซ 

อัตราการใชไนโตรเจนสูงสุดจําเพาะ 0.9 ก.ไนโตรเจน/ก.วีเอสเอส/วัน 
(อากาศยกตัว)  
0.44 ไนโตรเจน/ก.วีเอสเอส/วัน 
(ซีเควนซิงคแบทซ) 

Dapena-Mora et al.,2004 

 

ตารางที่ 3  ประสิทธิภาพการกําจัดแอมโมเนียม และไนไตรตดวยกระบวนการตางๆ  
 
พารามิเตอร ฟลูอิดไดซเบด 

(ใชน้ําเสียสังเคราะห) 
ชั้นตรึง ฟลูอิดไดซเบด 

(ใชน้ําออกของถังหมักตะกอน) 

เวลาในการทดลอง (วัน) 84 115 150 

แอมโมเนียเขา (กก.ไนโตรเจน/
ลิตร) 

0.07-0.84 0.07-0.84 1.1-2.1 

แอมโมเนียออก (กก.ไนโตรเจน/
ลิตร)  

0.02-0.28 0.00-0.13 0.00-0.56 

ไนไตรตเขา (กก.ไนโตรเจน/ลิตร) 0.07-0.84 0.07-0.84 0.07-0.84 
ไนไตรตออก (กก.ไนโตรเจน/
ลิตร) 

0.00 0.00 0.00 

รอยละการกําจัดแอมโมเนีย 84 88 82 
รอยละการกําจัดไนไตรต 99 99 99 
การกําจัดไนโตรเจนรวม (กก.
ไนโตรเจน/วัน) 

1.8 1.1 1.5 



 19 

      เน่ืองจากจลิุนทรีย Anammox เปนจุลินทรียกลุมออโทโทรฟก จึงมีอัตราการ
เจริญเติบโตชา ซ่ึงเปนปญหาอยางมากในการที่จะนํากระบวนการนี้มาใชงานจริง รายงานคาจาํนวน
จุลินทรียเพ่ิมขึ้นเปนสองเทา ของจุลินทรีย anammox เทากับ 30 วัน (Van de Graff et al., 1996), 11 
วัน (Strous et al., 1998) และ 1.8 วัน (Isaka et al., 2005) นอกจากนี้ Strous et al., 1998 ไดแนะนําวา
ถังปฏิกิริยาแบบซีเควนซิงคแบทซ เปนถังที่มีความเหมาะสมในการเพาะเลี้ยงเช้ือจุลินทรียที่มีการ
เติบโตชา เน่ืองจากมีประสิทธิภาพในการเก็บกักตะกอนใหอยูไดนานขึ้น สารอาหารมีการกระจาย
ตัวดี และมีความคงตวัในการเดินระบบไดเปนเวลานานๆ  สวนถังปฏิกิริยาแบบฟลูอิดไดซเบด เมื่อ
นํามาใชในขนาดโตะปฏิบติัมักมีปญหา เน่ืองจากการเดินระบบทําไดยาก และบางครั้งไมสามารถ
เก็บกักตะกอน ไดเพียงพอที่จะรักษาเชื้อจลิุนทรีย Anammox ไวได และเมื่อเดินระบบนานๆ 
ประมาณ 1 ป ก็เกิดปญหาในการควบคุมพีเอช และเกิดความเสียหายกับเครื่องสูบนํ้า สวนจุลินทรีย
ท่ีอยูบนฟลม พบวาในแตละการทดลอง ความหนาของฟลม และความหนาแนนของเชื้อ ไมคงที่
ตลอดท่ัวถังปฏิกิริยา ทําใหเกิดปญหาในการกวนผสมที่ไมทั่วถึง โดยบางสวนในถังปฏิกิริยา
เช้ือจุลินทรียก็จะขาดสารอาหาร 

 
3.5  กระบวนการ SHARON ตอดวย ANAMMOX 
  
     การรวมเอากระบวนการ SHARON ตอดวย ANAMMOX ซ่ึงมีขอที่ไดเปรียบเหนือกวา

กระบวนการไนทริฟเคชัน-ดีไนทริฟเคชัน หลายประการดังน้ี (Fux et al., 2002) 
สามารถลดปริมาณการใชออกซิเจนไดถึงรอยละ 62.5 

 

23
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4 5.02 NNONH carbon
organic

O ⎯⎯ →⎯⎯⎯→⎯ −+ + lots of biomass   ……….(ไนทริฟเคชัน-ดีไนทริฟเคชัน) 
 
 

+

−+

↓
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4
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+ little biomass    ………….(SHARON-ANAMMOX). 

 
ไมตองเติมสารอินทรียคารบอนใหกับระบบดังน้ันจึงลดปริมาณาการใชไดอยางสมบรูณ เน่ืองจาก
เช้ือจุลินทรียของ Anammox เปนจุลินทรียออโทโทรฟก ตะกอนจุลินทรียที่เกิดข้ึนมีนอย เน่ืองจากจุ
ลินทรียมีสัมประสิทธิ์ปริมาณผลิตต่ําเพียง 0.066± 0.01 โมลเซลล/โมลแอมโมเนียม  
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หรือ 0.121 ± 0.018 โมลเซลล/โมลไนโตรเจน (Strous et al.,1998) และตารางที่ 4 แสดงการ
เปรียบเทียบคาสัมประสิทธิ์ปริมาณผลิตของกระบวน ANAMMOX กับกระบวนอื่นๆ  
 
ตารางที่ 4  เปรียบเทียบคาสัมประสิทธิ์ปริมาณผลิตของกระบวนการแบบตางๆ 
 

กระบวนการ สัมประสิทธ์ิการผลิตเซลล 
แอกทิเวเต็ดสลัดจ 0.6 ก.วีเอสเอส/ก.บีโอดี  
ดีไนทริฟเคชัน 0.8 ก.วีเอสเอส/ก.ไนเตรต -  
การยอยแบบแอนแอโรบิก 0.075 ก.วีเอสเอส/ก.บีโอดี 
ไนทริฟเคชัน 0.2 ก.วีเอสเอสตอก.แอมโมเนียม  
ANAMMOX 0.066 ± 0.01โมลเซลลตอโมลแอมโมเนียม (Strous et 

al.,1998) 

 
4.  จุลินทรียท่ีเก่ียวของในการกําจัดไนโตรเจน 
 

จุลินทรียที่เกี่ยวของในการกําจัดไนโตรเจนมีอยู 3 กลุม คือแอโรบิกแอมโมเนียมออกซิได
เซอร แอโรบิกไนไตรตออกซิไดเซอร และแอนแอโรบิกแอมโมเนียมออกซิไดเซอร ซ่ึงเปนจุลิน 
ทรียพวกเคโมลิโธออโตทรอฟ คือใชคารบอนไดออกไซดเปนแหลงคารบอน และไดพลังงานจาก
ปฏิกิริยาทางเคมี ออกซิเดชัน-รีดักชันของสารอนินทรีย  

 
4.1 จุลินทรียกลุมแอโรบิกแอมโมเนียมออกซิไดเซอร  
 
    แบคทีเรียที่อยูในกลุม Beta proteobacteria ประกอบดวย Nitrosomonas  และ

Nitrosospira (Mobarry et al., 1996) อีกชนิดหน่ึงอยูในกลุม Gamma-proteobacteria คือ 
Nitrosococcus  (Madigan and Martinko, 2006)ในกระบวนการ SHARON จะพบมี Nitrosomonas 
eutropha  เปนกลุมเดน จุลินทรียแอมโมเนียมออกซิไดเซอร สามารถเจริญเติบโตไดทั้งในสภาวะ
แอโรบิก แสดงดังสมการที่ 21 ไดผลิตภัณฑหลักคือ ไนไตรต ขณะที่สภาวะไรอากาศ ดังสมการที่ 
22 ไดผลิตภัณฑหลักคือ กาซไนโตรเจน ไนไตรตและไนตริกออกไซด  
 

molkjGOHHNOONH /275,25.1 '0
2224 −=Δ++→+ +−+    (21) 
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molkjGOHNONHNOONNH /295,33.1233.033.133.0 '0
222424 −=Δ++++→+ +−+  (22) 

 
การรีดิวซไนไตรตในสภาวะแอน็อกซิก จะไดกาซไนโตรเจน ซึ่งสามารถลดไนโตรเจนไดถึงรอย
ละ 45± 15 โดยมีคากิจกรรมแอมโมเนียมออกซิเดชันคอนขางต่าํเพียง 2.5 นาโนโมลแอมโมเนียม/
กรัมโปรตีน/นาท ีและมีคาเวลาการเพิ่มขึ้นเปนสองของจํานวนจุลินทรียเทากับ 30 วัน ที่คา
สัมประสิทธิ์ปริมาณผลิตเทากับ 0.13± 0.019 กรัมตะกอนแหง/แอมโมเนียมไนโตรเจน และคา KS 
เมื่อมีแอมโมเนียมเปนสารอาหารเทากับ 20 ไมโครโมล ที่คาพีเอชเทากับ 6.7-8.3  ทั้งในสภาวะมี
อากาศ และไรอากาศ ใชเอนไซมแอมโมเนียโมโนออกซิเจนเนส (AMO) ทําหนาที่ออกซิไดซ
แอมโมเนียมทําใหไดไฮดรอกซิลามีน (Schimdt et al.,2003) ในภาวะมีอากาศ (ออกซิเจนมากกวา  
0.8 มก.ออกซิเจน/ลิตร) แอมโมเนียมจะถูกออกซิไดซไปเปนไนไตรต แตถาภาวะที่มีออกซิเจนนอย
กวา 0.8 มก.ออกซิเจน/ลิตร แอมโมเนียมจะเปลี่ยนเปน NO, N2O และ N2 (Poth and Focht , 1985)  
Nitrosomonas eutropha สามารถไนทริฟาย และดีไนทริฟายไดพรอมกันในสภาวะมีอากาศ เมื่อมี 
NO2 หรือ NO โดยมีอัตราสวนของ NH3:NOX เทากับ 1000:1 และ 5000:1 (Schimidt et al., 2003) 
  

      คากิจกรรมแอโรบิกแอมโมเนียมออกซิเดชัน มีคาเทากับ 33 ไมโครโมลแอมโมเนียม/
กรัมโปรตีน/นาทีและเพิ่มเปน 280 ไมโครโมลแอมโมเนียม/กรัมโปรตีน/นาที เมื่อกระตุนดวยการ
เติม  NOX   และเมื่อ NO2 เทากับ 50 พีพีเอ็ม จะไดคากิจกรรมไนทริฟเคชัน เปน 150 ไมโครโมลไน
ไตรต/กรัมโปรตีน/นาที (Zart and Bock., 1998) 

 
4.2  จุลินทรียกลุมแอโรบิกไนไตรตออกซิไดเซอร  
 
      เปนการออกซิไดซไนไตรตไปเปนไนเตรต เกิดข้ึนจากจุลินทรียออโทโทรฟก ที่อยูใน

กลุม Alpla proteobacteria เชน Nitrobactor กลุม Gamma proteobacteria เชน Nitrococcus และ 
ไฟลัม Nitrospira (Schimdt et al., 2003)  โดยมีคาสัมประสิทธิ์ปริมาณผลิตเทากับ 0.036 กรัม
ตะกอนแหง/กรัมไนไตรตไนโตรเจน และคา maxμ  เทากับ 0.04 ชัว่โมง-1 (Both et al., 1992) แต 
Nitrobactor สามารถเติบโตไดในสภาวะทีมี่สารอินทรีย Nitrobactor บางชนิด สามารถดีไนทริฟเค
ชัน ไดในสภาวะแอน็อกซิก โดยไนเตรตถูกใชเปนตัวรับอิเลคตรอนที่มาจากสารประกอบอินทรีย
ได (Bock., 1976) ไฮดรอกซิลามีน แอมโมเนียม และ NO เปนสารยับย้ัง แอโรบิกไนไตรตออกซิได
เซอร (Sundermeyer  et al.,1981) 
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4.3. จุลินทรียกลุมแอนแอโรบิกแอมโมเนียมออกซิไดเซอร (Anammox) 
 
      4.3.1  ชนิดของจุลินทรีย (Jetten et al., 1999) พบวาเชื้อที่เดนในถังเปน Gram-negative 

และเมื่อเลี้ยงในชวงทําใหเชือ้มีจํานวนมากขึ้นดวยนํ้าเสียสังเคราะหจะพบวาตะกอนจุลินทรีย จะ
เปลี่ยนสีจากนํ้าตาลเปนแดง การตรวจพิจารณาจุลินทรียโดยเทคนิค 16S rDNA แลวพบวาอยูใน
กลุม planctomycetes   

            
             จุลินทรียในกระบวนการ ANAMMOX ถูกจัดอยูในกลุม Planctomycete มี 2 ชนิด 

ไดแก Candidatus Brocadia anammoxidans สังเกตุพบที่ประเทศเนเธอรแลนด (Jetten et al., 2001) 
และ Candidatus Kuenenia stuttgartiensis พบในการบําบัดนํ้าเสียหลายแหงในประเทศเยอรมันและ
สวิตเซอรแลนด(Egli et al. 2001) ซ่ึงไดมีผูวิจัยหาคาไคเนทิกสของจุลินทรีย ดังแสดงอยูในตารางที่ 
5 

 
ตารางที่ 5  คาไคเนทิกสของจุลินทรีย 

 
พารามิเตอร  หนวย อางอิง 

maxμ ,เวลาการเพิ่มขึ้นเปนสองของ

จํานวนจุลินทรีย 

0.0027 ตอชั่วโมง,11 วัน Strous et al.,1999., Jetten et al., 1999 

maxμ , เวลาการเพิ่มขึ้นเปนสองของ

จํานวนจุลินทรีย 
เวลาการเพิ่มขึ้นเปนสองของจํานวนจุลิ
นทรีย 

0.001 ตอช่ัวโมง. 29 วัน 
 
 
21 วัน 

Fux et al, 2002. 
 
 
Jetten  et al.,2001 

สัมประสิทธ์ิปริมาณผลิต 0.066± 0.01 โมลคารบอนตอ 
โมลเแอมโมเนียม 

Strous et al., 1998 

 

Egli et al.,2001 รายงานวาจุลินทรีย  Candidatus B. anammoxidans และ  Candidatus 
Kuenenia stuttgartensis มีลักษณะทั่วไปเหมือนกัน คือมีไฮดราซีน (N2H4) และไฮดรอกซิลามีน 
(NH2OH) เปนผลิตภัณฑตัวกลาง และเมื่อตรวจดูดวยกลองจุลทรรศน (Electron microscopy) พบวา
มีรูปรางเซลลมีลักษณะเปนรูปโดนัท ท่ีมีโปรตีนอยูตรงกลางเซล ภายในบรรจุไรโบโซม และดีเอ็น
เอ โดยลักษณะที่เปนโดนัทหรือรูปวงแหวน (Jetten et al., 2001) สามารถสังเกตเห็นไดดวยวิธี 
ฟลูออเรเซนตอินซิตูไฮบริไดเซชัน  ซ่ึงจะเห็นการติดสีฟลูออเรเซนต เขม  เหมือนกันแต 
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K.stuttgatiensis  มีความทนทานตอฟอสเฟตสูงถึง 20 มิลลิโมลและไนไตรตสูงถึง 13 มิลลิโมล และ 
ทํางานไดเมื่อมีความเขมขนของเซลต่ํา  

 
      4.3.2  การระบุชนิดของจุลินทรียในระบบ ปจจุบันนิยมใชวิธีฟลูออเรเซนตอินซิตูไฮ 

บริไดเซชัน โดยใชโพรบ (probes)  ซ่ึงโพรบแตละชนิดก็จะเฉพาะเจาะจงกับจุลินทรียชนิดน้ันๆ 
โดยเฉพาะ (Jetten et al., 2001) ตารางที่ 6 ไดแสดงโพรบในปจจุบันที่ใชตรวจวัดเชื้อจลิุนทรียกลุม 
Anammox 

 
ตารางที่ 6  ชนิดของโพรบที่ใชตรวจจุลินทรียในกลุม Anammox ในปจจุบัน 

 
ชนิดของ 
โพรบ 

ลําดับ  
(5’-3’) 

ตรวจพบเฉพาะเจาะจง อางอิง 

Pla46 GACTTGCATGCCTAATCC Order Planctomycetales Egli et al.,2001 
Amx820 AAAACCCCTCTACTTAG 

TGCCC 
Cadidatus B. anammoxidans Egli et al.,2001, Toh et 

al., 2002, Sliekers et al., 
2004, Guven et al., 
2004, Trigo et al., 2006 

Amx1240 TTTAGCATCCCTTTGT 
ACCAACC 

Cadidatus B. anammoxidans Egli et al.,2001 

Kst1275 TCGGCTTTATAGGTTT 
CGCA 

Cadidadus Kuenenia 
stuttgartiensis 

Egli et al.,2001 

AMX809F GCCGTAAACGATGGG 
GCACT 

Cadidatus B. anammoxidans, 
Candidatus K.stuttgartiensis  

Tsushima et al., 2007 

AMX818F ATGGGCAATMRGTAG 
AGGGGTTT 

Cadidatus B. anammoxidans, 
Candidatus K. stuttgartiensis 

Tsushima et al., 2007 

AMX1066R AACGTCTCACGACACG 
AGCTG 

Cadidatus B. anammoxidans, 
Candidatus K. stuttgartiensis 

Tsushima et al., 2007 

AMX667R ACCAGAAGTTCCACTCTC ANAMMOX van der Star et al., 2007 
AMX361 AGAATCTTTCGCAATG 

CCCG-F 
ANAMMOX van der Star et al., 2007 

AMX381 l-AAGGGTGACGAAG 
CGACGCC 

most ANAMMOX van der Star et al., 2007 

AMX382 l-AAGGTGACGAAGCGACGCC Kuenenia and Brocadia van der Star et al., 2007 
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อุปกรณและวิธีการ 
 

อุปกรณ 
 

1.  ถังปฏิกิริยา 
     1.1.  ถังปฏิกิริยาแบบแอนแอโรบิกเอสบีอาร (Anaerobic Sequencing Batch Reactor, 

ASBR) ในการเล้ียงเชื้อจุลินทรีย ใชถังปฏิกิริยาแบบ ASBR ซ่ึงมีลักษณะเปนถังทรงกระบอก โดยมี
สวนประกอบตางๆ ดังน้ีเครื่องสูบนํ้าเขา (influent pump,P1) เครื่องสูบนํ้าออก (effluent pump,P2) 
ทอเปากาซอารกอน-คารบอนไดออกไซด ถังเก็บผลิตภัณฑกาซที่เกิดขึ้น (gas production) ใชแทง
แมเหล็กในการกวน (magnetic stirrer) เพ่ือกวนผสมตะกอนจุลินทรียกับนํ้าเสีย ติดตั้งอุปกรณแสดง   
แผนผังดังภาพที่ 4 

 

 
 

ภาพที่ 4  แผนผังแสดงอุปกรณและถังปฏิกิริยาที่ใชในการทดลอง 
 
1.1.1  ถังปฏิกิริยาแบบ ASBR1 ขนาด 5 ลิตร ทําจากพลาสติกอะคิลิคใส ที่มี 

กาซอารกอน/คารบอนไดออกไซด 

ถังเก็บกาซที่ผลิตได 

P1 P2 

ถังเก็บน้ําออก
(Enfluent) 

เคร่ืองกวนแมเหล็ก 

ถังเก็บน้ําออก
(Effluent) 

ถังน้ําเสียเขา
(Influent) 

V1 



 25 

เสนผาศูนยกลาง 20 เซนติเมตร สูง 45 เซนติเมตร ปริมาตรทั้งหมดเทากับ 5 ลิตร และมีปริมาตรใช
งานเทากับ 4 ลิตร ดานลางของถังเจาะรูกระจายกาซผสมระหวางอารกอนและคารบอนไดออกไซด 
เพ่ือทําใหระบบอยูในภาวะไรอากาศ 

1.1.2  ถังปฏิกิริยาแบบ ASBR2 ขนาด 1.5 l. ทําจากพลาสติกอะคิลิคใส มี
เสนผาศูนยกลาง 10 เซนติเมตร สูง 20 เซนติเมตร ปริมาตรทั้งหมดเทากับ 1.5 ลิตร มีปริมาตรใชงาน
เทากับ 1 ลิตร 

    1.2  วาลวจายกาซผสมอารกอน/คารบอนไดออกไซด  (V1) 
    1.3  การกวนผสมตะกอนใชแทงแมเหล็ก โดยควบคุมอัตราเร็วการหมุนที่ 50 รอบตอ 

นาที 
    1.4  ถังพลาสติกสําหรับใสนํ้าเสียสังเคราะหขนาด 5 ลิตร 
    1.5  ถังพลาสติกสําหรับรองรับนํ้าท่ีผานการบําบัดแลวขนาด 5 ลิตร 
    1.6  กระบอกตวงขนาด 1 ลิตร ใชเก็บกาซผลิตภัณฑ 
    1.7  เครื่องสูบนํ้าแบบ Peristaltic pump 
    1.8  เครื่องกวนแมเหล็ก  
    1.9  กาซผสมอารกอน-คารบอนไดออกไซด 
 
2.  ขวดที่ใชในการทดสอบแบบแบทซ (Batch Test) 
 
     2.1  ขวดซีรัม (serum) ขนาด 125 มิลลิลิตร  
            มีลักษณะเปนขวดแกว ปดผนึกดวยจุกยาง (butyl rubber stoppers) และฝา

อะลูมิเนียม (aluminum crimps) ใชในการทดลองแบบแบทซเพ่ือศึกษาอัตราการใชแอมโมเนียม
และไนไตรต โดยแตละขวดซีร่ัมจะใสจุลินทรียและสารอาหาร  และถกูเก็บมาทดสอบที่ละขวดตาม
เวลา รักษาสภาวะไรอากาศในขวดโดยการเปาไลอากาศดวยกาซอารกอน-คารบอนไดออกไซด 

 
    2.2  ขวดชมพูขนาด 250 ml. (erlenmeyer flask) 
            มีลักษณะเปนขวดแกว ขนาด 250 ml. ปดจกุดวยจุกยางสีดํา พันรอยตอของขวดกับ

จุกดวยแผนพาราฟน เจาะจุกยางจาํนวน 3 ชองเพื่อตอทอ โดยทอที่ 1 เปนทอสูบนํ้าเสียเขา ทอที่ 2  
เปนทอเก็บตัวอยางน้ํา ทอที่ 3 เปนทอเปากาซเขาไปในขวด การรักษาสภาวะไรอากาศในขวด โดย
เปาไลอากาศดวยกาซอารกอน-คารบอนไดออกไซด 
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วิธีการ 
 

1.  การคัดเลือกเช้ือจุลินทรียแอนแอโรบิกแอมโมเนียมออกซิเดชัน (Anammox) จาก 
     แหลงท่ีมาตางกัน 
  

1.1  การเริ่มตนระบบ โดยเลี้ยงเช้ือจุลินทรียในถังซีเควนซิงแบทซ ASBR1 (anaerobic 
sequencing batch reactor) เพ่ือคัดเลือกแหลงที่มาของเชื้อจุลินทรีย โดยใชถังปฏิกิริยาแบบ ASBR 
ขนาด 5 ลิตร โดยกําหนดให 1 วัฎจักรของการเดินระบบเทากับ 48 ชัว่โมง  ซ่ึงประกอบดวยเติมนํ้า
เสียเขา ปริมาตร 2 ลิตรนาน 30 นาที ทําใหปริมาตรรวมในถังเทากับ 4 ลิตร ระบบทําปฏิกิริยา 46 
ช่ัวโมง.  เปากาซอารกอน-คารบอนไดออกไซด 5 นาที ปลอยใหตกตะกอน 55 นาที และระบายน้ํา
ออกปริมาตร 2 ลิตร ใชเวลา 30 นาที แสดงแผนผังการเดินระบบในภาพที่ 5 

 

 
 
ภาพที่ 5  แผนผังการเดินระบบถังปฏิกิริยา ASBR1ใช 1 รอบวัฎจักรเทากับ 48 ช่ัวโมง. 

 
 
 

ปริมาตรตะกอน 2 

ลิตร. เติมนํ้าเสีย
ปริมาตร 2 ลิตรl. 30 
นาที 

ปริมาตรรวม 4 ลิตร 
เวลาทําปฏิกิริยา 46 ชม. 

เปากาซ  Ar/CO2 5 นาที 
และตกตะกอน 55 นาที 

ปลอยนํ้าใสออก 2 ลิตร 
ใชเวลา 30 นาที 

นํ้าเสียเขา 
นํ้าออก 

นํ้าใส 

ตะกอนจุลิน 
ทรีย 

ตะกอนจุลิน 
ทรีย 

ตะกอนจุลิน 
ทรีย 
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ทําการทดลองโดยนําเชื้อจุลินทรียจากแหลงที่มา 3 แหลงมาใสในถังปฏิกิริยาซีเควนซิงค
แบทซ (ASBR) คือ โรงงานวุนเสนเรียกถัง SIT-ASBR1 โรงควบคุมคุณภาพนํ้ารัตนโกสินทรเรียก
ถัง RAT-ASBR1 และโรงควบคุมคุณภาพน้ําหนองแขมเรียกถัง NK-ASBR1 เดินระบบดังภาพที่ 5 
โดยมีรายละเอียดของตําแหนงที่เก็บเชื้อจุลินทรีย และปริมาณสารอาหารที่ใสลงไปแสดงดังตารางที่ 
7 นํ้าเสียที่ใชในการทดลอง เปนนํ้าเสียสังเคราะห โดยนํ้าเสียที่ใสเขาระบบในชวงแรกของการเดิน
ระบบ ใชอาหารหลักประกอบดวยแอมโมเนียม และไนเตรต สวนธาตุอาหารอื่นๆ แสดง
รายละเอียดในภาคผนวก ข แลวเก็บตัวอยางน้ําออก มาวิเคราะหปริมาณแอมโมเนียม ไนไตรต และ
ไนเตรต ทําเชนน้ีทุกวัฎจักรจนกระทั่งระบบสามารถกําจดัแอมโมเนียมได จึงเปลี่ยนมาใชนํ้าเสีย
สังเคราะหที่มีอาหารหลักเปนแอมโมเนียมและไนไตรต โดยควบคุมอัตราสวนแอมโมเนียมตอไน
ไตรตคงที่เทากับ 1 ตอ 1.3 ตลอดการทดลอง  
 
ตารางที่ 7  ปริมาณแอมโมเนียม ไนไตรตและไนเตรต ที่ใชในการเริ่มตนระบบเพื่อคัดเลือก 

    แหลงที่มาของเชื้อจุลินทรียที่เหมาะสม 
 
แหลงของเชื้อ ตําแหนงที่เก็บ แอมโมเนียม 

(มก.ไนโตรเจน/ลิตร) 

ไนไตรต 
(มก.ไนโตรเจน/ลิตร) 

ไนเตรต 
(มก.ไนโตรเจน/ลิตร) 

SIT-ASBR1 บอไรอากาศ 28 
28 

- 
36.4 

140 
- 

RAT-ASBR1 ถังรีเทิรนตะกอน 28 
28 

- 
36.4 

140 
- 

NK-ASBR1 ถังรีเทิรนตะกอน 28 
28 

- 
36.4 

140 
- 

 
เลี้ยงเชื้อจุลินทรียดวยความเขมขนของแอมโมเนียม และไนไตรตเทากับ 28 และ 36.4 มก.

ไนโตรเจน/ลิตร คงท่ีตลอด 3 เดือน และเพิ่มความเขมขนของแอมโมเนียม และไนไตรตเทากับ 42 
และ 54.6 มก.ไนโตรเจน/ลิตร จนกระทั่งระบบอยูในสภาวะคงตัว  

 
1.2  การทดลองแบบแบทซเพ่ือเปรียบเทียบอัตราการกําจัดแอมโมเนียม และไนไตรตของ

เช้ือจุลินทรียจากโรงงานวุนเสน (SIT-ASBR1) โรงควบคุมคุณภาพน้ํารัตนโกสินทร (RAT-
ASBR1) และโรงควบคุมคุณภาพนํ้าหนองแขม (NK-ASBR1) 
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     นําเช้ือจุลินทรียจาก SIT-ASBR1, RAT-ASBR1 และ NK-ASBR1  ที่ถูกเลี้ยงดวย
แอมโมเนียมและไนไตรตมานาน 3 เดือนจนกระทั่งอยูในสภาวะคงตวั ที่ความเขมขนของ
แอมโมเนียม 42 มก.ไนโตรเจน/ลิตร และไนไตรต 54.6 มก.ไนโตรเจน/ลิตร มาใสในขวดทดลอง
ซีรัมขนาด 125 มิลลิลิตร แหลงละ 4 ขวด ใชเชื้อจุลินทรีย 25 มิลลิลิตร และนํ้าเสียสังเคราะห 75 
มิลลิลิตร ไดปริมาตรรวมเทากับ 100 มิลลิลิตร เปาไลอากาศดวยกาซอารกอน-คารบอนไดออกไซด 
เพ่ือรักษาสภาพไรอากาศ  

 

เขยาขวดซีรัมตลอดเวลาเพื่อใหเชื้อจุลินทรียและน้ําเสียผสมกันจนเปนเนื้อเดียวกัน เก็บ
ตัวอยางน้าํทีละขวดตามเวลา เพ่ือนํามาทาํการวิคราะหหาปริมาณแอมโมเนียม ไนไตรต ไนเตรต 
ปริมาณจุลินทรียในรูปเอ็มแอลเอสเอส และปริมาณจุลินทรียในรูปรูปเอ็มแอลวีเอสเอส เพ่ือ
เปรียบเทียบอัตราการกาํจัดแอมโมเนียม และอัตราการกําจัดไนไตรตของจุลินทรียจากทั้ง 3 แหลง 
ทําการทดลอง 3 ซํ้า แลวเลือกแหลงที่มาของเชื้อจุลินทรียที่มี อัตราการกําจัดแอมโมเนียม และอัตรา
การกําจัดไนไตรต สูงที่สุดเพ่ือคัดเลือกมาใชในการเพิ่มจํานวนเช้ือจุลินทรีย Anammox  

 
2.  การเพิ่มจํานวนเช้ือ (enrichment) Anammox ในถังปฏิกิริยา NK-ASBR2 

 
นําเช้ือจุลินทรียจากถังปฏิกิริยาซีเควนซิงคแบทซNK-ASBR1 ท่ีถูกเลี้ยงดวยแอมโมเนียม

และไนไตรตนาน 3 เดือนจนกระทั่งอยูในสภาวะคงตวั มาใสในถังแอนแอโรบิกซีเควนซิงคแบทซ
ขนาด 1.5 ลิตร (NK-ASBR2) จํานวน 400 มิลลิลิตร และเตมินํ้าเสียสังเคราะหอีก 600 มิลลิลิตร ได
ปริมาตรรวมเทากับ 1 l. เดินระบบโดยกําหนดให 1 วัฎจักร เทากับ 24 ชั่วโมง. รายละเอียดของการ
เดินระบบประกอบดวย เติมนํ้าเสียสังเคราะหเขาปริมาตร 600 มิลลิลิตร นาน 10 นาที ไดปริมาตร
รวม 1 ลิตร เปากาซอารกอน/คารบอนไดออกไซด 5 นาที ปลอยใหระบบทําปฏิกิริยา 23 ช่ัวโมง. 
เปากาซอารกอน-คารบอนไดออกไซดอีก 5 นาที ปลอยใหตกตะกอน 25 นาที ดูดนํ้าใสออก 600 
มิลลิลิตร ใชเวลา 15 นาที เกบ็ตัวอยางนํ้าเสียเขา และน้ําออก ไปวิเคราะหหาปริมาณแอมโมเนียม 
ไนไตรต และไนเตรต แตละวัฎจักรจะคอยๆ เพ่ิมความเขมขนของแอมโมเนียมและไนไตรตในน้ํา
เขา โดยดูแลใหระบบสามารถลดแอมโมเนียมไดประสิทธิภาพมากกวารอยละ 85 และหยุดเพ่ิม
ความเขมขนของแอมโมเนียมในน้ําเขา เมือ่ระบบมีประสิทธิภาพในการกําจัดแอมโมเนียมไดต่ํากวา
ท่ีกําหนด  โดยเร่ิมตนดวยความเขมขนของแอมโมเนียมเทากับ 39.2 มก.ไนโตรเจน/ลิตร และไน
ไตรตเทากับ 52.86 มก.ไนโตรเจน/ลิตร ควบคุมอัตราสวนของแอมโมเนียมตอไนไตรตคงที่เทากับ 
1:1.3 ตลอดการทดลอง   
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3.  การทดลองเพื่อศึกษาหาอัตราสวนแอมโมเนียมตอไนไตรต (NH4
+:NO2

-) ท่ีเหมาะสม 
 
นําเช้ือจุลินทรียจากถังปฏิกิริยาที่เลี้ยงเชื้อท่ีนํามาจากโรงควบคุมคุณภาพนํ้าหนองแขม ที่มี

อายุ 3 เดือน ถูกเลี้ยงที่ความเขมขนของแอมโมเนียม 42 มก.ไนโตรเจน/ลิตร และไนไตรต 54.6 มก.
ไนโตรเจน/ลิตร และอยูในสภาวะคงตวั มาใสในขวดทดลองแบบซีรัมเหมือนการทดลองในขอ 1.2 
แปรเปลี่ยนอัตราสวนของแอมโมเนียมตอไนไตรต 4  คาตั้งแต 1:0.5, 1:1.39, 1:2.24  และ 1:2.97 
ตามลาํดับโดยใชความเขมขนของแอมโมเนียมตอไนไตรตเทากับ 30.33:20.39, 29.63:41.25, 
30.75:68.77 และ 31.45:93.55 มก.ไนโตรเจน/ลิตร ตามลําดับ แลวเก็บตัวอยางน้าํตามเวลามาทาํการ
ตรวจวัดปริมาณแอมโมเนียม ไนไตรต ไนเตรต ปริมาณจุลินทรียในรูปเอ็มแอลวีเอสเอส ทําการ
ทดลอง 3 ซํ้า เพ่ือเลือกอัตราสวนแอมโมเนียมตอไนไตรตที่เหมาะสม ที่ใหคาอัตราการกําจัด
แอมโมเนียม และ  อัตราการกําจัดไนไตรต สูงที่สุด 

 
4.  การทดลองเพื่อศึกษาความสัมพันธระหวางปริมาณจุลินทรีย กับอัตราการกําจัดแอมโมเนียม  

 
นําเช้ือจุลินทรียมา เหมือนขอ 3 มาใสในขวดซีรัมเหมือนการทดลองในหัวขอ 1.2 ใส

ปริมาณแอมโมเนียมและไนไตรตเขมขนเทากับ 42 และ 54.6 มก.ไนโตรเจน/ลิตร เทากันทุกขวด
ทดลอง เปลี่ยนแปลงปริมาณความเขมขนของจุลินทรียในรูปเอ็มแอลวีเอสเอส ในแตละขวดให
แตกตางกัน 4 คาคือ 490, 710, 925 และ 1070 มิลลิกรัม/ลิตร เก็บตัวอยางน้ําตามเวลา มาทาํการ
ตรวจวัดปริมาณแอมโมเนียม ไนไตรต และไนเตรต ปริมาณจุลินทรียในรูปเอ็มแอลวีเอสเอส ทํา
การทดลอง 3 ซํ้า 
 
5.  การตรวจวัดเช้ือจุลินทรียดวยวิธีวิธีฟลูออเรเซนตอินซิตูไฮบริไดเซชัน 
 

แบงการตรวจสอบเชื้อจุลินทรียเปน 3 ตัวอยางดังน้ี 
 

5.1  เชื้อจุลินทรียท่ีเก็บมาจากถังรีเทิรนสลัดจของโรงควบคุมคุณภาพน้ําหนองแขม เรียก
ตัวอยางนี้วา “NK0” 

5.2  เชื้อจุลินทรียจากถงัปฏิกิริยาซีเควนซิงคแบทซ เลี้ยงเชื้อท่ีนํามาจากโรงควบคุมคุณภาพ
นํ้าหนองแขม โดยจุลินทรียไดผานการปรับตัวใหสามารถอยูในสภาวะแอนแอโรบิกมานาน 3 เดือน 
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ถูกเลี้ยงใหอยูในสภาวะคงตัวที่ความเขมขนของแอมโมเนียม 42 มก.ไนโตรเจน/ลิตร และไนไตรต 
54.6 มก.ไนโตรเจน/ลิตร เรียกตัวอยางนี้วา “NK1”  
 

5.3  เชื้อจุลินทรียจากถังปฏิกิริยาซีเควนซิงคแบทซ เลี้ยงเชื้อท่ีนํามาจากโรงควบคุมคุณภาพ
นํ้าหนองแขม โดยจุลินทรียไดผานการปรับตัวใหสามารถอยูในสภาวะแอนแอโรบิกมานาน 9 เดือน 
ท่ีปริมาณความเขมขนของแอมโมเนียมเทากับ 210 และไนไตรตเทากับ 284 มก.ไนโตรเจน/ลิตร 
เรียกตัวอยางนี้วา “NK2” 
 
6.  การทดลองแบบแบทซเพือ่หาคาไคเนทิกสของเช้ือแบคทีเรีย Anammox  ท่ีมีอยูในถังปฏิกิริยา 
    รอยละ 85±7.6 

 
 การทดลองแบบแบทช ทาํการทดลองโดยนําเช้ือจุลินทรียจากถังปฏิกิริยาซีเควนซิงคแบทซ 
เลี้ยงเช้ือที่นํามาจากโรงควบคุมคุณภาพน้ําหนองแขม โดยจุลินทรียไดผานการปรับตัวใหสามารถ
อยูในสภาวะแอนแอโรบิกมานาน 9 เดือน และอยูในสภาะคงตัว จุลินทรียมีความสามารถรับภาระ
บรรทกุของไนโตรเจนไดสูงสุด ที่ความเขมขนของแอมโมเนียมและไนไตรตเทากับ 392 และ 588 
มก.ไนโตรเจน/ลิตร นํามาใสในขวดรูปชมพูขนาด 250 มิลลิลิตร จํานวนเชื้อจุลินทรีย 125 มิลลิลิตร 
ผสมกับนํ้าเสียสังเคราะหอีก 25 มิลลิลิตรไดปริมาตรรวม 150 มิลลิลิตรเปล่ียนแปลงปริมาณความ
เขมขนของแอมโมเนียมและไนไตรต แสดงรายละเอียดในตารางที่ 8 โดยควบคุมอัตราสวน
อัตราสวนแอมโมเนียมตอไนไตรตคงที่เทากับ 1:1.3  เก็บตัวอยางที่เวลา 0, 15, 30 และ 45 นาที 
นํามาวิเคราะหหาปริมาณแอมโมเนียม ไนไตรต ไนเตรต และปริมาณจุลินทรียเอ็มแอลวีเอสเอส 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 31 

ตารางที่ 8  ความเขมขนของแอมโมเนียม และไนไตรตที่ใชในการทดลองแบบแบทซเพ่ือหาคา 
                 ไคเนทิกส 

 
แบทซที่ ความเขมขนแอมโมเนียม 

(มก.ไนโตรเจน/ลิตร) 
ความเขมขนไนไตรต  
(มก.ไนโตรเจน/ลิตร) 

1 7.00 9.10 
2 10.50 12.25 
3 18.20 31.98 
4 40.60 73.28 
5 60.20 89.43 
6 78.40 117.92 
7 105.00 165.03 
8 116.20 174.32 
9 180.60 252.30 
10 208.60 277.62 
11 226.80 293.52 
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พารามิเตอรและวิธีวิเคราะห 
 

1. การวิเคราะหทางเคมี  
 

การตรวจสอบระบบจะตรวจพิจารณาการเปลี่ยนแปลงของปริมาณแอมโมเนียม ไนไตรต 
ไนเตรต  ในน้ําเขาและน้ําออก โดยมีวิธีการวิเคราะหแตละพารามิเตอรดังน้ี แอมโมเนียม ไนไตรต 
ไนเตรต และปริมาณความเขมขนของจุลินทรียในรูปเอ็มแอลเอสเอส (mixed liquor suspended 
solids, MLSS)และเอ็มแอลวีเอสเอส (mixed liquor volatile suspended solids ,MLVSS) เปนวิธี
วิเคราะหตามมาตรฐานอเมริกา (APHA/AWWA/WEF, 1998) สวนคาพีเอชใชพีเอชมิเตอร   
  

นอกจากนี้การวิเคราะหหาความเขมขนของไนไตรตและไนเตรต ยังตรวจสอบแบบสุมดวย   
วิธี Ion Chromatography ใชเคร่ืองยี่หอ Methrom 761 Compact Ion Chromatograph (Methrom, 
Herisau, Switserland) ตอดวย conductivity detector. เดินเคร่ืองดวยพารามิเตอรดังน้ี column 
metrosep A supp 5, eluents Na2CO3 and NaHCO3 , flow  0.7 มิลลิลิตรตอนาที, sample loop 20 
ไมโครลิตร. 

 

2.  การระบุชนิดของเช้ือจุลินทรียดวยวิธีฟลูออเรเซนตอินซิตูไฮ บรไิดเซชัน  
 
            การระบุชนิดของเชื้อจุลินทรียใชวิธีฟลูออเรเซนตอินซิตูไฮบริไดเซชัน เก็บตัวอยางตะกอน
จุลินทรียจากถังเลี้ยงเชื้อไดทําการตรึงตวัอยางแลว มาทาํการกระจายเซลลดวยเครื่อง 
Ulltrasonicator (Kubota INSONATOR201M, Japan) แลวนํามาตรวจสอบดวยวิธีฟลูออเรเซนตอิน
ซิตูไฮ บริไดเซชัน ตามวิธีของ Amann, R., 1995 รายละเอียดวิธีการทําอยูในภาคผนวก ก ทําการ
ตรวจสไลดดวยกลองจุลทรรศนแบบ Epifluorescence (Olympus BX51, Japan) ถายภาพดวยกลอง 
CCD (Olympus DP70, Japan) และโปรแกรมบันทึกภาพ DP Controller (Olympus, Japan) สําหรับ
การนับจํานวนเซลล ทําโดยการถายภาพโพรบเปาหมายคูกับโพรบสําหรับแบคทีเรยีท้ังหมด 
(EUBmix) ในพ้ืนที่เดียวกันเปนจํานวน 20 พ้ืนที่ แลวนํามานับจาํนวนดวยโปรแกรม วิเคราะหภาพ 
Daime (digiatal Image analysis in microbial ecology, Version 1.1) คํานวณปริมาณแบคทีเรีย
เปาหมายเปนรอยละตอแบคทีเรียทั้งหมด 
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ตารางที่ 9  โพรบที่ใชในการตรวจสอบเชื้อแบคทีเรียที่เก่ียวของในการกําจัดไนโตรเจน 

 
ชื่อโพรบ ลําดับ (5’-3)’ ชนิดของจุลินทรีย อางอิง 
EUB338 GCT GCC TCC CGT AGG AGT Most bacteria Amann et al., 1990 
GAM42a GCC TTC CCA CAT CGT TT Gammaproteobacteria Manz et al., 1992) 
BET42a GCC TTC CCA CTT CGT TT Betaproteobacteria Manz et al., 1992) 
ALF1b CGT TCG YTC TGA GCC AG Alphaproteobacteria Manz et al., 1992) 
Nso1225 CGC CAT TGT ATT ACG TGT 

GA 
Betaproteobacterial ammonia-
oxidizing bacteria 

Mobary et al., 
1996) 

Nso190 CGA TCC CCT GCT TTT CTC C Betaproteobacterial ammonia-
oxidizing bacteria 

 Mobary et al., 
1996) 

NEU CCC CTC TGC TGC ACT CTA Most halophilic and 
halotolerant Nitrosomonas spp. 

Wagner et al.,1995) 

Ntspa714 CCT TCG CCA CCG GCC TTC Phylum Nitrospira Loy 2002 
NIT3 CCT GTG CTC CAT GCT CCG Nitrobacter spp. Wagner et al., 1996 
Amx820 AAA ACC CCT CTA CTT AGT GCC C Candidatus Brocadia 

anammoxidans and Candidatus 
Kuenenia stuttgartiensis 

Schmid et al., 2000 

 
 โพรบ Nso1225 และ Nso190 ใชตรวจเช้ือจุลินทรียในชั้น (class) ครอบคลุมแบคทีเรีย 
Nitrospspira briensis, Nitrosovibrio tenuis, Nitrosolobus miltiformis, Nitrosomonas europaea, 
Nitrosomonas eutropha และ nitrosococcus mobilis  โพรบ NIT3 ใชตรวจเช้ือจุลินทรียในชั้น 
Alphaproteobacteria ซ่ึงประกอบดวย Nitrobacter sp., Nitrobacter winogradskyi, และ Nitrobacter 
hamburgensis 
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ผลและวิจารณ 
 

1.  การคัดเลือกเช้ือจุลินทรียแอนแอโรบิกแอมโมเนียมออกซิเดชัน (Anammox) จากแหลงท่ีมา 
     ตางกัน 
 

1.1  การเริ่มตนระบบจุลินทรียในถังปฏิกิริยาแอนแอโรบิกซีเควนซิงคแบทซขนาด 5 ลิตร 
(ASBR1) แหลงที่มาของเชือ้จุลินทรียที่เลือกใชมาจาก 3 แหลงคือ โรงงานวุนเสน เรียก “SIT-
ASBR1” โรงควบคุมคุณภาพนํ้ารัตนโกสินทร เรียก “RAT-ASBR1” และโรงควบคมุคุณภาพน้ํา
หนองแขม เรียก “NK-ASBR1” ซ่ึงเช้ือจุลินทรียทั้ง 3 แหลงมาจากระบบแอกทิเวเต็ดสลัดจ ที่มีการ
ออกแบบใหสามารถกําจัดธาตุอาหารไนโตรเจนและฟอสฟอรัส แตระบบบําบัดนํ้าเสียเหลาน้ีไม
สามารถบําบัดไนโตรเจนและฟอสฟอรัสไดอยางมีประสิทธิภาพ เน่ืองจากมีสารอาหารไมเพียงพอ
ตอการทํางานของจุลินทรีย มีคาปริมาณทีโอซี:ไนโตรเจนนอยกวา 2.5 (พงศศักดิ์ และคณะ , 2551) 
ซ่ึงงานวิจัยหลายฉบับที่สนับสนุนการใชเชื้อจุลินทรียจากระบบแอกทิเวเต็ดสลัดจเพ่ือการเร่ิมตน
ระบบ (van Dongen etal., 2001, Toh et al., 2002, Dong and Tollner, 2003, Tsushima et al., 2007)  

 
โรงงานวุนเสน เปนโรงงานผลิตวุนเสนจากเมล็ดถั่วเขียว ลักษณะน้ําเสียมีปริมาณ

สารอินทรียคารบอนต่ํา แตสารอินทรียไนโตรเจนคอนขางสูง ระบบบําบัดนํ้าเสียที่ใช ประกอบดวย
บอไรอากาศ บอผ่ึง และตามดวยระบบแอกติเวคเต็ดสลัดจเปนระบบสุดทาย กอนปลอยนํ้าที่บาํบดั
แลวออกสูลํานํ้าสาธารณะ การเก็บตัวอยางตะกอนจุลินทรียที่นํามาใชในการทดลองเก็บจากบอไร
อากาศ  

 
โรงควบคุมคุณภาพน้ํารัตนโกสินทรเปนระบบบําบัดนํ้าเสียชุมชน ลักษณะน้ําเสียมีปริมาณ

สารอินทรียคารบอนต่ํา และคาไนโตรเจนสูง ระบบบําบดัเสียท่ีใชเปนระบบแอกทิเวเต็ดสลัดจแบบ
สองขั้นตอน ที่ออกแบบใหมีการกําจัดธาตุอาหารไนโตรเจน และฟอสฟอรัส และฆาเช้ือโรคดวย
คลอรีนกอนปลอยออกสูลําคลองสาธารณะ สวนโรงควบคุมคุณภาพน้ําหนองแขมเปนระบบบําบัด
นํ้าเสียชุมชนเหมือนกัน ลักษณะน้ําเสียมีปริมาณสารอนิทรียคารบอนต่ํา และคาไนโตรเจนสูง
เชนเดียวกับลักษณะน้ําเสียของโรงควบคุมคุณภาพนํ้ารัตนโกสินทร ระบบบําบัดนํ้าเสยีที่ใชเปน
ระบบแอกทิเวเต็ดสลัดจ ท่ีสามารถกําจัดไนโตรเจนและฟอสฟอรัสได ทั้งยังมีระบบบําบัดตะกอน
รวม ที่รับบําบดัตะกอนจากโรงบําบัดนํ้าเสียตางๆ ของกรุงเทพมหานคร นํ้าที่ผานการบําบัดแลวได
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เติมอากาศเพ่ือเพ่ิมปริมาณออกซิเจนกอนปลอยออกสูลํานํ้าสาธารณะ การเก็บตัวอยางตะกอนจุลินท
รียจากทั้ง 2 แหลงน้ี มาใชในการทดลองเก็บจากถังรีเทิรนสลัดจของระบบบําบัดนํ้าเสีย 

 
ทุกถังปฏิกิริยา SIT-ASBR1, RAT-ASBR1 และ NK-ASBR1 การเร่ิมตนระบบในชวงแรก

ใชสารอาหารประกอบดวยแอมโมเนียม 26 มก.ไนโตรเจน/ลิตร ไนเตรต 140 มก.ไนโตรเจน/ลิตร 
และไบคารบอเนต 1250 มิลลิกรัม/ลิตร ไมใชสารอินทรียคารบอน ในข้ันตอนเริ่มตนระบบ มีการใช
ไนเตรตเปนสารรับอิเลคตรอนแทนไนไตรต สาเหตุสําคญัที่ใชไนเตรตแทนไนไตรต เน่ืองจาก
ปริมาณไนเตรตที่มีมากเกินพอ สามารถปองกันการเกิดซัลเฟตรีดักชัน ในการเกิดซัลเฟตรีดักชัน จะ
ไดซัลไฟดเปนผลิตภัณฑ ซ่ึงเปนพิษกับจุลินทรียกลุม Anammox ที่ตองการ (van Dongen et al., 
2001) ภายในเวลา 3 สัปดาหแรก ระบบไมสามารถกําจัดแอมโมเนียมและไนไตรตไดเลย จนกระทั่ง
ในวันที่ 22  พบวาระบบสามารถกําจดัแอมโมเนียมไดรอยละ 50 จึงเปลี่ยนสารอาหารเปน
แอมโมเนียม 26 มก.ไนโตรเจน/ลิตร ไนไตรต 36.4 มก.ไนโตรเจน/ลิตร และไบคารบอเนต 1250 
มิลลิกรัม/ลิตร โดยควบคุมอัตราสวนของแอมโมเนียมตอไนไตรตที่ใชตลอดการทดลองเทากับ 
1:1.3 ซ่ึงเปนคาอัตราสวนที่เหมาะกับจุลินทรีย Anammox ตามการคํานวณดวยการสมดุลมวลใน
งานวิจัย (van Dongen et al., 2001) เดินระบบดวยความเขมขนของสารอาหารคงที่อยางตอเน่ือง
นาน 3 เดือน เพ่ือใหระบบอยูในสภาวะคงตัว หลังจากนั้นนําเชื้อจุลินทรียเหลาน้ีไปทําการทดลอง
แบบแบทซตอเพ่ือคัดเลือกแหลงที่มาของเชื้อจุลินทรียที่เหมาะสมตอไป 

 

ลักษณะทางกายภาพภายในถังปฏิกิริยาทั้งสามทั้ง ในชวง 3 สัปดาหแรกที่ระบบยังไม
สามารถกําจัดแอมโมเนียมได พบวาตะกอนจุลินทรียจาก SIT-ASBR1 มีสีแดงดํา เปนดินตะกอนมี
นํ้าหนักมาก , RAT-ASBR1 มีสีเทาดํา เน่ืองจากตะกอนจุลินทรียอยูในสภาพขาดออกซิเจน และ 
NK-ASBR1 ตะกอนมีสีดํามาก นํ้าที่ผานการบาํบัดออกจากถังทุกถังในแตละวฏัจักรของการเดิน
ระบบพบวามีสีขุนดํา และมฟีองอากาศเกิดขึ้นภายในถัง คาดวายังไมมีกลุมจุลินทรีย Anammox อยู
ในระบบ (ไมมีการตรวจวัดดวยวิธีฟลูออเรเซนตอินซิตูไฮบริไดเซชัน) เน่ืองจากจุลินทรียกลุม 
Anammox มีอัตราการเติบโตชา ตามรายงานวิจัยของ van de Graff et al., 1996 ทําใหในระยะนี้ยัง
ไมมีจุลินทรียมาออกซิไดซแอมโมเนียมในสภาพไรอากาศได แตเมื่อระบบสามารถลดแอมโมเนียม
ไดแลว จึงเปลี่ยนสูตรสารอาหารใหมเปน แอมโมเนียมและไนไตรต โดยไมใชไนเตรต สีของ
เช้ือจุลินทรียในชวงน้ีเริ่มเปล่ียนเปนสีนํ้าตาลออน  
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1.2  การทดลองแบบแบทซเพ่ือเปรียบเทียบอัตราการลดแอมโมเนียม และไนไตรตของ
เช้ือจุลินทรียจาก SIT-ASBR1, RAT-ASBR1 และ NK-ASBR1  
  

      การนําเช้ือจุลินทรียจากถังปฏิกิริยา SIT-ASBR1, RAT-ASBR1 และจาก NK-ASBR1 
ท่ีถูกเลี้ยงดวยแอมโมเนียมและไนไตรตนาน 3 เดือนจนกระท่ังอยูในสภาวะคงตวั มาทดสอบแบบ
แบทซในขวดซีรั่มขนาด 125 มิลลิลิตร ไดผลการทดลองดังตารางในภาคผนวกที่ ง และภาพที่ 6, 7 
และ 8 
 

SIT-ASBR1-batches 3 replicates

y = -0.5554x + 68.059
R2 = 0.9606

y = -0.3057x + 42.368
R2 = 0.8471
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ภาพที่ 6  การลดลงของแอมโมเนียมและไนไตรตตามเวลาของถังปฏิกิริยา SIT-ASBR1  
 

RAT-ASBR1-batches 3 replicates

y = -0.7491x + 71.89
R2 = 0.9145

y = -0.5701x + 41.476
R2 = 0.9417
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ภาพที่ 7  การลดลงของแอมโมเนียมและไนไตรตตามเวลาของถังปฏิกิริยา RAT-ASBR1 
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NK-ASBR1-batches  3 replicates

y = -1.4234x + 60.691
R2 = 0.999

y = -0.8298x + 38.581
R2 = 0.9931
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ภาพที่ 8  การลดลงของแอมโมเนียมและไนไตรตตามเวลาของถังปฏิกิริยา NK-ASBR1 
  

จากภาพที่ 6, 7 และ 8 จะเห็นวาอัตราการกําจัดแอมโมเนียม ของ SIT-ASBR1, RAT-
ASBR1 และ NK-ASBR1 เทากับ 0.3057, 0.5701 และ 0.8298 มก.ไนโตรเจน/ลิตร/ชั่วโมง 
ตามลาํดับ และอัตราการลดลงของไนไตรตเทากับ 0.5554, 0.7491 และ 1.4234 มก.ไนโตรเจน/ลิตร/
ช่ัวโมง ตามลําดับ คิดเปนอัตราการกําจัดแอมโมเนียมจําเพาะ เทากับ 0.012, 0.025 และ 0.031 กรัม
ไนโตรเจน/กรัมวีเอสเอส/วัน ตามลาํดับ และคิดเปนอัตราการกําจัดไนไตรตจําเพาะ เทากับ 0.021, 
0.032 และ 0.054 กรัมไนโตรเจน/กรัมวีเอสเอส/วัน ตามลําดับหรือคิดเปนอัตราการกําจัดไนโตรเจน
ท้ังหมดจําเพาะ เทากับ 0.033, 0.057 และ 0.085 กรัมไนโตรเจน/กรัมวีเอสเอส/วัน ตามลาํดับ จะเห็น
ไดวาเชื้อจุลินทรียจากถังปฏิกิริยา NK-ASBR1 มีอัตราการกําจัดแอมโมเนียมจําเพาะ และคาอัตรา
การกําจัดไนไตรตจําเพาะ สูงที่สุดเมื่อเทียบกับเช้ือจุลินทรียจาก SIT-ASBR1 และ RAT-ASBR1 
และเปรียบเทียบกับการวิจัยของ Kuai and Verstraete, 1998 ที่ไดนําเช้ือจุลินทรียไนทริไฟอิง มา
จํากัดปริมาณออกซิเจน พบวามีคาอตัราการกําจัดไนโตรเจนทั้งหมด เทากับ 0.061 และ 0.011 กรัม
ไนโตรเจน/กรัมวีเอสเอส/วัน ข้ึนกับปริมาณภาระบรรทุกไนโตรเจน โดยคาดวา Nitrosomonas spp. 
ใชไนไตรตเปนสารรับอิเลคตรอน และแอมโมเนียมเปนสารใหอิเลคตรอน  
 
 อัตราสวนของอัตราการกําจดัไนโตรเจน กับอตัราการกําจัดไนไตรต ของเช้ือจุลินทรียจาก 
SIT-ASBR1, RAT-ASBR1 และ NK-ASBR1 มีคาเทากับ 1:1.817, 1:1.1314 และ 1:1.715 
ตามลาํดับ จะเห็นวาคาอัตราสวนของ SIT-ASBR1 และ NK-ASBR1 มีคาสูงกวา 1:1.3 ซ่ึงเปน
อัตราสวนที่เกิดจากปฏิกิริยาของเชื้อแบคทีเรียกลุม Anammmox สาเหตุนาจะมาจากการใชไนไตรต
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ของเชื้อแบคทีเรียในกลุมดีไนทริฟายเออร ที่มีอยูเดิมในสลัดจของเชื้อจุลินทรียจากแหลงตนกําเนิด
ท่ีเก็บมา ซ่ึงใชไนไตรตเปนสารรับอิเลคตรอน และใชการยอยสลายเชื้อจุลินทรียพวกที่ตายภายใน
ถัง เปนสารอินทรียคารบอนที่ใหอิเลคตรอน  
  

ผลการทดลองนี้พบวาเชื้อจุลินทรียจาก NK-ASBR1 มีความเหมาะสมทีจ่ะนํามาเริ่มตน
ระบบเพ่ือใหไดเช้ือแบคทีเรียกลุม Anammox ที่สามารถกําจัดแอมโมเนียมในสภาพไรอากาศได 
โดยไมตองการใชสารอินทรียคารบอน แตสามารถใชสารอินออแกนนิกคารบอน เน่ืองจากเปน 
จุลินทรียออโทโทรฟก (van de Graff et al., 1996, Strous et al., 1998) โรงควบคุมคุณภาพน้ําหนอง
แขม มีระบบบาํบัดตะกอนจุลินทรียรวมอยูดวยทําใหเช้ือจุลินทรียมีความคุนเคยกับปริมาณ
แอมโมเนียมที่เขาระบบน้าํเสยีสูงกวาโรงควบคุมคุณภาพน้ํารัตนโกสินทร ที่เปนระบบบําบัดนํ้าเสีย
ท่ีบําบัดเฉพาะน้ําทิ้งจากชุมชนที่มีปริมาณไนโตรเจนไมสูงนัก สวนเชื้อจลิุนทรียจากแหลงโรงงาน
วุนเสน น้ันซ่ึงแมวาจะเปนแหลงที่คุนเคยกับการกําจัดไนโตรเจนอยูแลว เน่ืองจากวุนเสนผลิตมา
จากถั่วเขียวทีม่ีโปรตีนสูง แตจากกระบวนการผลิตมีการใชกรดซัลฟูริกในการลางเสน (ศิริพร, 
2539) ทําใหในน้ําเสียมีปริมาณซัลเฟตอยู อาจมีผลกับการเติบโตของเชื้อแบคทีเรีย Anammox  

 
2.  การเพิ่มจํานวนเช้ือ (enrichment) Anammox ในถังปฏิกิริยา NK-ASBR2 

 
นําเช้ือจุลินทรียจากถังปฏิกิริยาซีเควนซิงคแบทซ NK-ASBR1 ที่ถูกเลี้ยงดวยแอมโมเนียม

และไนไตรตนาน 3 เดือนจนกระทั่งอยูในสภาวะคงตวั มาใสในถังปฏกิิริยา NK-ASBR2 เริ่มตน
เลี้ยงดวยความเขมขนของแอมโมเนียมและไนไตรตเทากับ 39.20 และ 52.86 มก.ไนโตรเจน/ลิตร 
ตามลาํดับ และคอยๆ เพ่ิมความเขมขนของทั้งแอมโมเนียมและไนไตรตไปเรื่อยจนไดคาสูงสุดของ
แอมโมเนียม และไนไตรต ผลการทดลองแสดงอยูในภาคผนวกที่ ฉ และภาพท่ี 9 
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ภาพที่ 9  การเดินระบบในถังปฏิกิริยา NK-ASBR2 
 

 จากภาพที่ 9 จะเห็นวาสามารถเพิ่มความเขมขนของแอมโมเนียมและไนไตรตไดอยาง
ตอเน่ืองทุกวัฏจักร จากความเขมขนของแอมโมเนียมและไนไตรตเทากับ 39.2 และ 54.6 มก.
ไนโตรเจน/ลิตรตามลาํดับ เพ่ิมความเขมขนข้ึนอีกวัฏจักรละประมาณ 14 มก.ไนโตรเจน/ลิตร 
สามารถเพิ่มความเขมขนของแอมโมเนียมและไนไตรตไปไดสูงสุดถึง 392 และ 588 มก.
ไนโตรเจน/ลิตร อยางไรก็ตามในชวงการเพิ่มความเขมขน เกิดการผิดพลาดในการเตรียมนํ้าเสีย
สังเคราะหในวันที่ 224 ซ่ึงตองการเติมแอมโมเนียมเพียง 78 มก.ไนโตรเจน/ลิตร แตไดเติม
แอมโมเนียมเขาไปสูงถึง 295.65 มก.ไนโตรเจน/ลิตร ตรวจพบหลังจากเวลาผานไป 10 ชั่วโมง 
จากนั้นทําการเปลี่ยนน้ําออก และเติมนํ้าเสียเขาไปใหมที่ความเขมขนของแอมโมเนียม 78 มก.
ไนโตรเจน/ลิตร แตเมื่อครบรอบวัฎจักร 24 ชั่วโมง พบวาระบบยังคงสามารถกําจัดแอมโมเนียมได
สูงถึงรอยละ 99 และไนไตรตไดอยางสมบูรณ โดยไมมีความผิดปกติเกิดขึ้นกับระบบเลย แสดงวา
ระบบมีความคงตัว และความยืดหยุนสูงมาก  

 
เห็นไดวาระบบสามารถรับการเพิ่มภาระบรรทุกแอมโมเนียม และภาระบรรทุกไนไตรตได

อยางตอเน่ือง เร่ิมตนใชภาระบรรทุกแอมโมเนียม ตั้งแต 0.024 จนถึง 0.24 กก.ไนโตรเจน/ลบ.ม/วัน 
และภาระบรรทุกไนไตรต เริ่มตนจาก 0.032 ไปจนถึง 0.353 กก.ไนโตรเจน/ลบ.ม/วัน ซ่ึงจะเห็นได
วาทั้งภาระบรรทุกแอมโมเนียม และภาระบรรทุกไนไตรต สามารถเพิ่มขึ้นเปน 10 เทาในเวลาเพียง 
60 วัน และมีประสิทธิภาพสูง โดยมีประสิทธิภาพในการกําจัดแอมโมเนียมและไนไตรตเฉลี่ยรอย
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ละ 95 และ 99.5 ตามลาํดับ ซ่ึงสอดคลองกับงานวิจัยของ (Dapena-Mora et al., 2004) และเมื่อนํา
เช้ือจุลินทรียไปตรวจวัดดวยวิธีฟลูออเรเซนตอินซิตูไฮบริไดเซชัน พบวามีในถังปฏิกิริยามีเช้ือ
แบคทีเรีย B. anammoxidans  สูงถึงรอยละ 85.6±7.6 ซ่ึงเปนเชื้อแบคทีเรียในกลุม Anammox (Egli 
et al., 2001,Toh et al., 2002, Sliekers et al., 2004, Gueven et al., 2004, Trio et al., 2006) หรือคิด
เปนภาระบรรทุกของไนโตรเจนทั้งหมดไดสูงสุดถึง 0.593 กก.ไนโตรเจน/ลบ.ม/วัน ซ่ึงมีคา
ใกลเคียงกับงานวิจัยของ (van Dongen et al., 2001) ที่เดินระบบดวยถังปฏิกิริยา ANAMMOX แบบ
ถังซีเควนซิงคแบทซ รับนํ้าเสียจากกระบวนการ SHARON ไดคาภาระบรรทุกแอมโมเนียม และ
ภาระบรรทุกไนไตรต 0.35 กก.แอมโมเนียมไนโตรเจน/ลบ.ม/วัน และ 0.36 กก.ไนไตรต
ไนโตรเจน/ลบ.ม/วัน ตามลาํดับ และการทดลองของ (Dapena-Mora et al., 2004) ไดคาภาระ
ไนโตรเจนทั้งหมดเทากับ 2.0 และ 0.75 กก.ไนโตรเจน/ลบ.ม/วัน ในถังปฏิกิริยาแบบอากาศยกตัว
และซีเควนซิงคแบทซ ตามลําดับ 

 
การเปลี่ยนแปลงลักษณะทางดานกายภาพ ชวงเริ่มตนระบบ เปนการนําเชื้อจุลินทรียมาจาก

ถังปฏิกิริยา NK-ASBR1 ที่มาอายุ 3 เดือน ตะกอนจะเปนสีนํ้าตาลออน แตเมื่อคาภาระไนโตรเจน
ท้ังหมดคอยๆ เพ่ิมสูงและอายุตะกอนนานขึ้น เชื้อจุลินทรียก็คอยๆ เปลี่ยนเปนชมพูแดงออน จนถึง
ชมพูแดงเขมเมื่ออายุตะกอนเทากับ 9 เดือน และสามารถรับภาระบรรทุกของไนโตรเจนทั้งหมดได 
เทากับ 0.593 กก.ไนโตรเจน/ลบ.ม/วัน และเปนระยะที่ในถังปฏิกิริยามีเชื้อจุลินทรีย Anammox สูง
ถึงรอยละ 85 ซ่ึงสอดคลองกับงานวิจัยของ (Jetten et al., 1999 และ Egli et al., 2001)  

 
3.  ศึกษาหาอัตราสวนของแอมโมเนียมตอไนไตรตท่ีเหมาะสม  
  

นําเช้ือจุลินทรียจากถังปฏิกิริยาซีเควนซิงคแบทซเลี้ยงเชื้อจุลินทรียที่นํามาจากโรงควบคุม
คุณภาพน้ําหนองแขม ที่มีอายุ 3 เดือน ถูกเลี้ยงท่ีความเขมขนของแอมโมเนียม 42 มก.ไนโตรเจน/
ลิตร และไนไตรต 54.6 มก.ไนโตรเจน/ลิตร และอยูในสภาวะคงตวั มาทดสอบแบบแบทซในขวด
ซีรัม ผลการทดลองแสดงในตารางภาคผนวกที่ จ ภาพที่ 10 ซ่ึงแสดงความสัมพันธระหวางปริมาณ
แอมโมเนียมและไนไตรตในน้ําออก กับ คา อัตราการกําจดัแอมโมเนียม และอัตราการกําจัดไน
ไตรต เมื่อเปลี่ยนแปลงคาอัตราสวนของแอมโมเนียมตอไนไตรต  
นําเชื้อจุลินทรียจากถังปฏิกิริยาที่ ที่มีอายุ 3 เดือน  
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NH4:NO2 ratio - ARR - Eff, NK-ASBR1 
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ภาพที่ 10  ผลกระทบของการเปลี่ยนแปลงอัตราสวนของแอมโมเนียมตอไนไตรต  กับคาอัตราการ 
                 กําจัดแอมโมเนียมและปริมาณแอมโมเนียมและไนไตรตในน้ําออก            
 

จากภาพที่ 10 จะเห็นวาเมื่อเปล่ียนแปลงคาอัตราสวนของแอมโมเนียมตอไนไตรต เปน 
1:0.67, 1:1.39, 1:2.24 และ 1:2.97 ทําใหปรมิาณความเขมขนแอมโมเนียมในน้ําออกแตกตางกัน
ดังน้ี 17.13, 2.94, 5.02 และ 16.10 มก.ไนโตรเจน/ลิตร ตามลาํดับ และความเขมขนไนไตรตในนํ้า
ออกเทากับ 0, 0, 30.13 และ 73.58 มก.ไนโตรเจน/ลิตร ตามลําดับ กลาวคือ เมื่ออัตราสวนของ
แอมโมเนียมตอไนไตรตเทากับ 1:0.67 และ 1:1.39 ความเขมขนไนไตรตในน้ําออกถูกกําจัดหมด 
สวนความเขมขนแอมโมเนียมคอยๆ ลดลงตามคาอัตราสวนของแอมโมเนียมตอไนไตรต ที่สูงขึ้น 
และมีปริมาณนอยที่สุดที่อัตราสวนของแอมโมเนียมตอไนไตรตเทากับ 1:1.39 แตเมื่อคาอัตราสวน 
ของแอมโมเนียมตอไนไตรตเปน 1:2.24 และ 1:2.97 ทั้งความเขมขนแอมโมเนียมและไนไตรตใน
นํ้าออกกลับมีคาสูงขึ้น แสดงวาปริมาณไนไตรตที่เพ่ิมขึ้นไมไดชวยใหเชื้อจุลินทรียกําจัด
แอมโมเนียมใหหมดไป แตกลับไปยับยั้งการกําจัดแอมโมเนียมของเชื้อจุลินทรีย 

 
เมื่อพิจารณคาอัตราการกําจดัแอมโมเนียม พบวาที่คาอัตราสวนของแอมโมเนียมตอไน

ไตรต เทากับ 1:0.67, 1:1.39, 1:2.24 และ 1:2.98 มีคาเทากบั 0.2866, 0.579, 0.5647 และ 0.3371มก.
ไนโตรเจน/ลิตร/ชั่วโมง ตามลําดับ จะเห็นวาเมื่ออัตราสวนของแอมโมเนียมตอไนไตรตเพ่ิมสูงขึ้น 
คาอัตราการกําจัดแอมโมเนียม จะเพิ่มสูงตามขึ้นไปดวย โดยที่อัตราสวนของแอมโมเนียมตอไน
ไตรตเทากับ 1:1.39 มีสูงที่สุด แตเมื่อคาอัตราสวนของแอมโมเนียมตอไนไตรตเพ่ิมสูงเกินกวา 
1:1.39 กลับทําใหคา อัตราการกําจัดแอมโมเนียมลดลง สาเหตุเน่ืองจากในปฏิกิริยา ANAMMOX 
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แอมโมเนียมจะเปนสารใหอิเลคตรอน ขณะที่ไนไตรตเปนสารรับอิเลคตรอน ดังน้ันเมื่ออัตราสวน
ของแอมโมเนียมตอไนไตรตเทากับ  1:0.67 ซ่ึงเปนอัตราสวนที่มีแอมโมเนียมอยู 1 สวนและไน
ไตรต 0.67 สวน พบวาไนไตรตถูกใชหมดไปโดยใชเวลาในการทําปฏิกิริยานอยกวา 22 ช่ัวโมง. ทํา
ใหไมมีสารรับอิเลคตรอน ปฏิริยาจึงหยุด ยังคงเหลือปริมาณแอมโมเนียมอยูมากในระบบ ขณะท่ี 
อัตราสวนแอมโมเนียมตอไนไตรตเทากับ 1:1.39 ที่เวลาเก็บกัก 46 ช่ัวโมง. แอมโมเนียมลดลงไป
รอยละ 90 และไนไตรตลดลงอยางสมบูรณ สวนที่อัตราสวนแอมโมเนียมตอไนไตรตเทากับ 1:2.24 
และ 1:2.97 ไนไตรตซ่ึงเปนสารรับอิเลคตรอนมีปริมาณที่มากเกินไป ทําใหอัตราการกําจัด
แอมโมเนียมลดลง แสดงวาปริมาณความเขมขนไนไตรตที่มากเกินไปจะยับยั้งปฏิกิริยา ซ่ึง
สอดคลองกับรายงานของ (Strous et al., 1999, Jetten et al., 1999, Egli et al., 2001) ดังน้ัน
อัตราสวนแอมโมเนียมตอไนไตรตเทากับ 1:1.39 จึงเปนอัตราสวนที่เหมาะสมที่สุด ทําใหทั้ง
ปริมาณแอมโมเนียมและไนไตรตถูกกําจัดหมด และมีคา อัตราการกําจดัแอมโมเนียมสูงสุด ซ่ึง
อัตราสวนที่ไดน้ีมีคาใกลเคียงกับรายงานของ (van Dongen et al., 2001) ซ่ึงไดเสนอสมการของ
ปฏิกิริยา ANAMMOX โดยวิธีคํานวณไดอัตราสวนของแอมโมเนียมตอไนไตรตที่เหมาะสมเทากับ 
1:1.32 

 
4.  การทดลองเพื่อศึกษาความสัมพันธระหวางปริมาณจุลินทรีย และอัตราการกําจัดแอมโมเนียม  

 
นําเช้ือจุลินทรียจากถังปฏิกิริยาซีเควนซิงคแบทซเล้ียงเชื้อจุลินทรียที่นํามาจากโรงควบคุม

คุณภาพน้ําหนองแขม ที่มีอายุ 3 เดือน ถูกเลี้ยงที่ความเขมขนของแอมโมเนียม 42 มก.ไนโตรเจน/
ลิตร และไนไตรต 54.6 มก.ไนโตรเจน/ลิตร และอยูในสภาวะคงตวั มาทดสอบแบบแบทซในขวด
ซีรัม ผลการทดลองแสดงในตารางภาคผนวกที่ จ และภาพที่ 11 ซ่ึงแสดงความสัมพันธระหวาง
ปริมาณเอ็มแอลวีเอสเอส กับอัตราการกําจัดแอมโมเนียม  
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y = 0.0487x - 16.322
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ภาพที่ 11  ความสัมพันธระหวาง อัตราการกําจัดแอมโมเนียม กับเอ็มแอลวีเอสเอส 
 

จะเห็นวา อัตราการกาํจัดแอมโมเนียม มีคาเพ่ิมสูงขึ้นแปรผันตรงกับการปริมาณเอ็มแอลวี
เอสเอส โดยทดลองเปลี่ยนแปลงปริมาณเอ็มแอลวีเอสเอส 4 คาดังน้ี  490, 710, 925 และ 1070 
มิลลิกรัม/ลิตร ไดคา อัตราการกําจัดแอมโมเนียมเทากับ 8.99, 17.65, 24.67 และ 39.16 มก.
ไนโตรเจน/ลิตร/วัน ตามลําดับ คิดเปนอัตราการกําจัดแอมโมเนียมจําเพาะเทากับ 0.0487 กรัม
ไนโตรเจน/กรัมวีเอสเอส/วัน เปรียบเทียบกับงานวิจัยของ Kuai and Verstrate, 1998 ทดลอง
กระบวนการ OLAND ในถังปฏิกิริยาแบบซีเควนซิงแบทซ ไดอัตราการกําจัดแอมโมเนียมเทากับ 
49 มก.ไนโตรเจน/ลิตร/วัน และอัตราการกําจัดแอมโมเนียมจําเพาะเทากับ 0.016 กรัมไนโตรเจน/
กรัมวีเอสเอส/วัน จะเห็นวากระบวนการ ANAMMOX ในถังปฏิกิริยา NK-ASBR1 มีคาอัตราการ
กําจัดแอมโมเนียมจําเพาะสงูกวากระบวนการ OLAND ถึง 4 เทา  

 
5.  การตรวจวัดจุลินทรียดวยวิธีฟลูออเรเซนตอินซิตูไฮบริไดเซชัน 

 
5.1  เชื้อจุลินทรียจากถังรีเทิรนสลัดจของโรงควบคุมคุณภาพน้ําหนองแขม 
 
       นําเชื้อจุลินทรียจากถังรีเทิรนสลัดจของโรงควบคุมคุณภาพน้ําหนองแขม มาทาํการ

ระบุชนิดของจุลินทรียในเชิงคุณภาพดวยวิธีฟลูออเรเซนตอินซิตูไฮบริไดเซชัน ผลการทดลองแสดง
ดังตารางที่ 10  
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ตารางที่ 10  การตรวจวัดจุลินทรียเชิงคุณภาพดวยวิธีฟลูออเรเซนตอินซิตูไฮบริไดเซชันของตัวอยาง  
                   ตะกอนจากถังรีเทิรนสลัดจจากโรงควบคุมคุณภาพน้ําหนองแขม 
 

โพรบ ผลการตรวจวดัเช้ือจุลินทรีย 
GAM42a +++ / ++++++++++ 
BET42a ++ / ++++++++++ 
ALF1b ++ / ++++++++++ 
Nso1225 + / ++++++++++ 
Nso190 + /++++++++++ 
NEU + /++++++++++ 
NIT3 0 
Ntspa714 0 
 
หมายเหตุ  
- เปรียบเทียบสัดสวนโดยประมาณใหสเกลเต็ม 10 จํานวนบวกดานซายเปนของโพรบกลุมเฉพาะ 
สวน 
    ดานขวาเปนของ โพรบ EUBmixed 
-  0 = ตรวจไมพบ 

 
ลักษณะทางดานกายภาพของเชื้อจุลินทรียตะกอนจากถังรีเทิรนสลัดจจากโรงควบคุม

คุณภาพน้ําหนองแขม มีลักษณะเปนตะกอนสีดํา ทําการตรวจหาเชื้อแบคทีเรียที่คาดวาเกี่ยวของกับ
งานดานการกําจัดไนโตรเจน พบเชื้อในกลุม Gamma proteobacteria เมื่อตรวจดวยโพรบ GAM42a 
ในปริมาณที่มากที่สุดประมาณรอยละ 30 ในขณะที่เชื้อที่อยูในกลุม Alpha proteobacteria ตรวจ
ดวยโพรบ ALF1b และ Betaproteobacteria  ที่ตรวจดวยโพรบ BET42a พบวามีปริมาณเทากันคือ
รอยละ 20  

 
การตรวจดวยโพรบกลุมแบคทีเรียไนทริฟายอิง ในกลุมแอมโมเนียมออกซิไดเซอร เมื่อ

ตรวจดวยโพรบ Nso1225, Nso190 และ NEU มีปริมาณท่ีเทากันคือรอยละ 10 แตตรวจไมพบ
แบคทีเรียในกลุมไนไตรตออกซิไดเซอร ทั้งเชื้อ Nitrobacter spp. เมื่อตรวจดวยโพรบ NIT3 และ
เช้ือ Nitrospira spp.เมื่อตรวจดวยโพรบ Ntspa714 
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5.2  เชื้อจุลินทรียจากถังปฏิกิริยาซีเควนซิงคแบทซ เลี้ยงเชื้อท่ีนํามาจากโรงควบคุมคุณภาพ
นํ้าหนองแขม โดยจุลินทรียไดผานการปรับตัวใหสามารถอยูในสภาวะแอนแอโรบิกมานาน 3 เดือน 
(NK-1) และเช้ือจุลินทรียที่ไดผานการปรับตัวใหสามารถอยูในสภาวะแอนแอโรบิกมานาน 9 เดือน 
(NK-2)  
 

       นําเชื้อจุลินทรีย NK-1 และ NK-2 มาตรวจวัดชนิดและปริมาณเชื้อจุลินทรียดวยวิธี
ฟลูออเรเซนตอินซิตูไฮบริไดเซชัน เพ่ือเปรียบเทียบการเปลี่ยนแปลงที่เกิดขึ้น ไดผลการทดลอง
แสดงดังตารางที่ 11 
 
ตารางที่ 11  ปริมาณรอยละ±ดวยคาเบี่ยงเบนมาตรฐาน ของกลุมแบคทีเรียยอยเมื่อเทียบกับ 

      ปริมาณแบคทีเรียท้ังหมด โดยใชโพรบ EUBmixed  
 

ปริมาณของแบคทีเรียชนิดตางๆ โพรบ 
NK-1 NK-2 

หมายเหตุ 

ALF1b 16.2± 8.2 1.4± 1.1  
BET42a 44.5± 6.9 1.9± 1.1  
GAM42a 7.1± 6.8 4.4± 2.8  
Nso1225 20.1± 4.1 0 ตัวแทนแบคทเีรียกลุม AOB 
Nso190 - 0 ตัวแทนแบคทเีรียกลุม AOB 
NEU - 0 ตัวแทนแบคทเีรียกลุม AOB 
NIT3 0 0 ตัวแทนแบคทเีรียกลุม NOB 
Ntspa714 18.2± 4.4 0 ตัวแทนแบคทเีรียกลุม NOB 
Amx820 - 85.6± 7.6 B.anammoxidans and 

K.stuttgartiensis  
 
หมายเหตุ  เครื่องหมาย - หมายถึงไมไดทําการตรวจวัด 
            0 หมายถึงตรวจไมพบ 
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นําเช้ือจุลินทรีย NK-1 มาทาํการตรวจหาเชือ้แบคทีเรียที่คาดวาเกี่ยวของกับงานดานการ
กําจัดไนโตรเจน พบวามีกลุมแบคทีเรียที่สําคัญในไฟลัม Proteobacteria คือ Beta proteobacteria 
(โพรบ BET42a) เปนกลุมเดน รองลงมาก็เปน Alpha proteobacteria (โพรบ ALF1b) และ Gamma 
proteobacteria (โพรบ GAM42a) คือมีรอยละ 44.5±6.9, 16.2±8.2 และ 7.1±6.8 ตามลําดับ สวนการ
ตรวจสอบแบคทีเรียท่ีเกี่ยวของกับกระบวนการไนทริฟเคชัน พบแบคทีเรียในกลุม แอมโมเนียมอ
อกซิไดเซอร ซ่ึงใชโพรบ Nso1225 เปนตัวแทน มีอยูรอยละ 20.1 และตรวจสอบแบคทีเรียในกลุม 
ไนไตรตออกซิไดเซอร คือ Nitrobactor spp. และ Nitrospira spp. ดวยโพรบ NIT3 และโพรบ 
Ntspa714 ปรากฏวาไมพบ Nitrobacter spp.แตพบแบคทีเรีย Nitrospira อยูในปริมาณรอยละ 
18.2±4.4  
 

สวนเช้ือจุลินทรีย NK-2 ทําการตรวจหาเชือ้แบคทีเรียที่คาดวาเกี่ยวของกับงานดานการ
กําจัดไนโตรเจน การนับจํานวนแบคทีเรียจากภาพพบแบคทีเรียในกลุม Gamma proteobacteria 
(โพรบ GAM42a)  กลุม Beta proteobacteria (โพรบ BET42a) และกลุม Alpha proteobacteria (โพ
รบ ALF1b) มีเพียงรอยละ 4.4±2.8, 1.9±1.1 และ 1.4±1.1 ตามลาํดับ แตไมพบแบคทีเรียในกลุม 
และแบคทีเรียกลุมไนไตรตออกซิไดเซอร แตเมื่อตรวจดวยโพรบ Amx820 พบแบคทีเรีย 
B.anammoxidans and K.stuttgartiensis ซ่ึงเปนแบคทีเรียในกลุม Anammox สูงถึงรอยละ 
85.65±7.64 แสดงดังภาพที่ 12 และ 13 เมือ่ขยายภาพจะเห็นเปนรูปรางคลายวงแหวน มีการจับ
เปนคลัสเตอรอยางหนาแนนทําใหการนับจํานวนแบคทีเรียกลุมน้ีคอนขางยากและทําใหมีคา
เบี่ยงเบนมาตรฐานสูง  ซ่ึงสอดคลองกับงานวิจัยของ (Egli et al., 2001) ที่ทําการเร่ิมตนระบบ
แบคทีเรีย Anammox จากฟลมจุลินทรียพวกไนทริฟายอิง พบวามีจาํนวนสูงถึงรอยละ  88 และเซลล
มีลักษณะคลายโดนัทจับตวักันเปนคลัสเตอรอยางหนาแนน และการวิจัยของ ( Jetten et al., 2001) 
ทําการทดลองนําเช้ือ B. anammoxidans มาเริ่มตนในระบบจานหมุนชีวภาพ ที่จาํกัดปริมาณ
ออกซิเจนใหต่ํากวา 0.32 มิลลิลิตร/ลิตร เมื่อเลี้ยงไปนาน 5 เดือน นํามาตรวจวัดองคประกอบของ
เช้ือจุลินทรียพบวามีเชน B. anammoxidans เปนกลุมเดนถึงรอยละ 70 และพบแบคทีเรีย N. 
eutropha แตไมพบเชื้อในกลุม ไนไตรตออกซิไดเซอร เชน Nitrobactor  winogradskii หรือ 
Nitrospira moscoviensis เลย 
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ภาพที่ 12  เซลล  B.anammoxidans and K.stuttgartiensis ที่ติดโพรบ Amx820 จับกันเปนคลัสเตอร 

 

 

 

ภาพที่ 13  เซลลของแบคทีเรีย B.anammoxidans and K.stuttgartiensis รูปวงแหวนที่ตดิ 

               โพรบAmx820 
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6.  การทดลองแบบแบทซเพือ่หาคาไคเนทิกสของเช้ือแบคทีเรีย Anammox  ท่ีมีอยูในถังปฏิกิริยา 
    รอยละ 85±7.6  

 
6.1  วัดอัตราการเกิดปริมาตรกาซของถังปฏิกิริยา เปรียบเทียบกับอัตราการกําจัด

แอมโมเนียม และอัตราการกําจัดไนไตรต  
  

       ทําการบันทึกปริมาตรกาซที่เกิดขึ้นต้ังแตเริ่มเติมนํ้าเสยีเขาระบบ  และตรวจวัดปริมาณ
แอมโมเนียมและไนไตรตในน้ําออกตามเวลา ไดผลการทดลองแสดงดังภาพที่ 14 และตาราง
ภาคผนวกที่ ฉ2  
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ภาพที่ 14  สัดสวนการเกิดกาซสะสม อัตราการกาํจัดแอมโมเนียมและ อัตราการกําจดั 
                 ไนไตรต 
 
จากภาพที่ 14 จะเห็นไมมีกาซเกิดข้ึนในชวง 2 ช่ัวโมงแรก และในขณะเดียวกันระบบก็ไม

สามารถกําจัดปริมาณแอมโมเนียมและไนไตรตได หลังจาก 2 ชั่วโมงผานไป ระบบจึงสามารถผลิต
กาซและกําจัดปริมาณแอมโมเนียมและไนไตรตไดดวยอัตราเร็วเดียวกัน จนกระทั่งในชั่วโมงที่ 8ไม
มีปริมาณกาซเกิดขึ้นและระบบสามารถกําจัดแอมโมเนยีมและไนไตรตหมดไป  

 
อัตราการกําจดัแอมโมเนียมและ อัตราการกําจัดไนไตรต มีความสัมพันธแปรผันตาม

ปริมาตรกาซทีเ่กิดขึ้น ดังน้ันการสังเกตปริมาณกาซที่เกิดขึ้น สามารถนํามาใชเปนพารามิเตอรใน
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การดูแลระบบ แทนการตรวจวัดปริมาณแอมโมเนียมหรือไนไตรตทางเคมี ซ่ึงผลการทดลองน้ี
สอดคลองกับการวิจัยของ (Mulder et al., 1995) พบวากาซที่เกิดข้ึนแปรผันตามอัตราการใช
แอมโมเนียม  และสามารถนําไปใชเปนตัวแปรในการควบคุมดูแลระบบโดยไมตองตรวจวัดหา
ปริมาณแอมโมเนียมและไนไตรตดวยวิธีทางเคมี  

 
6.2  การทดลองเพื่อศึกษาจลนศาสาตรของเชื้อจุลินทรีย Anammox  
 

 นําตัวอยางเช้ือจุลินทรียมาจากถังปฏิกิริยา NK-ASBR2 มาทดลองในขวดแบทซแบบขวด
ชมพู วัดคาอัตราการกําจัดแอมโมเนียม (dS0/dt) แลวนํามาพล็อตกราฟระหวาง X/(dS0/dt) กับ S0 
ความสัมพันธแสดงดังภาพท่ี 15 และตารางผลการทดลองในภาคผนวกที่ ช1  
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ภาพที่ 15  ความสัมพันธระหวาง X / (dS0/dt) กับ 1/S0 
 
 ใชเทคนิคอัตราเริ่มตน (0-15 นาที) และความสัมพันธของ Monod model ในการพล็อต
กราฟโดยนําขอมูลที่มีคาแอมโมเนียมต้ังตนตํ่าๆ( 0S ) คือ 18.2, 40.6, 60.2 และ 78.4 มก.ไนโตรเจน/
ลิตร มาใช มีปริมาณไนไตรตอยูในชวง 31.98 ถึง 117.92 มก.ไนโตรเจน/ลิตร เน่ืองจากปริมาณของ
ไนไตรตที่เกิน 100 มก.ไนโตรเจน/ลิตร ทําใหเกิดการยับยั้งปฏิกิริยา จากภาพที่ 15 ไดความชันของ
กราฟเทากับ 7.8516 และจุดตัดแกน Y เทากับ 0.671 ซ่ึงจากการคาํนวณจะสามารถหาคา SK ได
เทากับ 11.706 มก.ไนโตรเจน/ลิตร และคา maxμ เทากับ 0.0038 9 ตอชั่วโมง ทําใหไดคาจุลินทรีย
เพ่ิมขึ้นเปนสองเทาเทากับ 7.60 วัน ซ่ึงงานวิจัยของ Strous et al., 1999 ไดเสนอคา SK ไวเทากับ 0.1 
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มก.ไนโตรเจน/ลิตร ในงานวิจัยของอื่นๆ ไดเสนอคา maxμ ไวหลายคา 0.0012 ตอชั่วโมง(Hao et al., 
2002),  0.0027 ตอช่ัวโมง (van Dongen et al., 2001) และ 0.016 ตอชั่วโมง (Isaka et al., 2006) 
รายละเอียดการคํานวณแสดงในภาคผนวกที่ ช2 และการคํานวณคา gY  แสดงในภาคผนวกที่ ซ 

 
6.3  เปรียบเทียบเชื้อจุลินทรียจากถังปฏิกิริยาซีเควนซิงคแบทซ เลี้ยงเชื้อที่นํามาจากโรง

ควบคุมคุณภาพนํ้าหนองแขม โดยจุลินทรียไดผานการปรับตัวใหสามารถอยูในสภาวะแอนแอโร
บิกมานาน 3 เดือน (NK-ASBR1) กับเชื้อจุลินทรียท่ีไดผานการปรับตัวใหสามารถอยูในสภาวะแอน
แอโรบิกมานาน 9 เดือน (NK-ASBR2) 
 
ตารางที่ 12  เปรียบเทียบเช้ือจุลินทรียอายุ 5 เดือน กับอายุ 9 เดือน 
 

พารามิเตอร NK-ASBR1 NK-ASBR2 
อัตราการกําจดัแอมโมเนียม
จําเพาะ (กรัมไนโตรเจน/กรัม
วีเอสเอส/วัน) 

0.031 (ที่ NH4
+= 37.66 มก.

ไนโตรเจน/ลิตร) 
0.29 (ที่ NH4

+= 43.4 มก.
ไนโตรเจน/ลิตร) 

อัตราการกําจดัไนไตรต
จําเพาะ (กรัมไนโตรเจน/กรัม
วีเอสเอส/วัน) 

0.054 (ที่ NO2
-= 61.28 มก.

ไนโตรเจน/ลิตร) 
0.36 (ที่ NO2

-= 73.28 มก.
ไนโตรเจน/ลิตร) 

อัตราสวนของอัตราการกําจดั
แอมโมเนียมจําเพาะตออัตรา
การกําจัดไนไตรตจําเพาะ  

1:1.72 1.416 (คาเฉลีย่) 

ชนิดจุลินทรีย Nitrosomonas รอยละ 20.1±4.1 
Nitrospira  รอยละ 18.2±4.4 

B.anammoxidansรอยละ
85.6±7.6 

  
จากตารางที่ 12 การเปรียบเทียบอัตราการกําจัดแอมโมเนียมจําเพาะ ของเชื้อจุลินทรีย NK-

ASBR1 ท่ีมีอายุ 3 เดือน กับเชื้อจุลินทรีย NK-ASBR2 ที่มีอายุ 9 เดือน พบวาคาอตัราการกําจัด
แอมโมเนียมจําเพาะของ NK-ASBR2 สูงกวา NK-ASBR1 ประมาณ 10 เทา แตเปนคาที่ต่ํากวา
งานวิจัยของ Jetten et al., 1999 ที่ไดเปรียบเทียบคาอัตราการกําจัดแอมโมเนียมจําเพาะของ
กระบวนการ ANAMMOX กับระบบมีเชื้อ Nitrosomonas eutropha ทําหนาที่ออกซิเดชัน
แอมโมเนียมในสภาพไรอากาศ พบวากระบวนการ ANAMMOX มีคาสูงกวา  Nitrosomonas 
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eutropha ถึง 25 เทา แสดงวาในถัง NK-ASBR1 นอกจากจะมี  Nitrosomonas และ Nitrospira 
อาจจะมีเช้ือจุลินทรีย Anammox อยูดวย แตในการทดลองในชวงน้ีไมไดทําการตรวจวัด  
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สรุปและขอเสนอแนะ 
 

สรุป 

 
การคัดเลือกเช้ือจุลินทรียแอนแอโรบิกแอมโมเนียมออกซิเดชั่น (Anammox) จากแหลงท่ีมาตางกัน 

 
การเดินระบบถังปฏิกิริยาแบบซีเควนซิงคแบทซขนาด 5 ลิตร ในสภาวะไรอากาศ เพ่ือ

เร่ิมตนระบบ นําเชื้อจุลินทรียจากโรงงานวุนเสน โรงควบคุมคุณภาพนํ้ารัตนโกสินทร และโรง
ควบคุมคุณภาพนํ้าหนองแขม พบวาใชเวลาในการเดินระบบมากกวา 3 สัปดาหจึงสามารถลด
แอมโมเนียมไดรอยละ 50 หลังจากเดินระบบตอเน่ืองนาน 3 เดือน ที่ความเขมขนของแอมโมเนียม 
42 มก.ไนโตรเจน/ลิตร และไนไตรต 54.6 มก.ไนโตรเจน/ลิตร และอยูในสภาวะคงตวั นํามา
เปรียบเทียบอัตราการกาํจัดแอมโมเนียม และอัตราการกําจัดไนไตรต พบวาเชื้อจุลินทรียจากถัง
ปฏิกิริยาที่มีเช้ือจุลินทรียจากโรงควบคุมคุณภาพน้ําหนองแขมมีความเหมาะสมที่สุดในการนํามาใช
ในการเริ่มตนระบบ ANAMMOX โดยมีคาอัตราการกําจดัแอมโมเนียม และอัตราการกําจัดไนไตรต
เทากับ 0.83 และ 1.42 มก.ไนโตรเจน/ลิตร/ช่ัวโมง ตามลําดับ อัตราการกําจัดแอมโมเนียมจําเพาะ
และอัตราการกําจัดไนไตรตจําเพาะเทากับ 0.031 และ 0.054 กรัมไนโตรเจน/กรัมวีเอสเอส/วัน 
ตามลาํดับ และประสิทธิภาพในการกําจัดแอมโมเนียม และไนไตรตเทากับรอยละ 94.42 และ 100 
ตามลาํดับ  

 
อัตราสวนของแอมโมเนียมตอไนไตรตที่เหมาะสมกับเชื้อจุลินทรีย Anammox ในถัง

ปฏิกิริยาที่มีเช้ือจุลินทรียจากโรงควบคุมคุณภาพน้ําหนองแขม คือ 1:1.39 หากอัตราสวนของ 
แอมโมเนียมตอไนไตรตสูงกวาน้ี ไนไตรตสวนเกิดจะไปยับย้ังปฏิกิริยา คาอัตราการกําจัด
แอมโมเนียมแปรผันตามปริมาณเอ็มแอลวเีอสเอสมีคาเทากับ 8.99 ถึง 39.16 มก.ไนโตรเจน/ลิตร/
วัน โดยมีคาอัตราการกาํจัดแอมโมเนียมจําเพาะและอัตราการกาํจัดไนไตรตจําเพาะ เทากับ 0.049 
และ 0.08 กรัมไนโตรเจน/กรัมวีเอสเอส/วัน ตามลําดับ 
 
การทําใหเช้ือ Anammox มีจํานวนมากขึ้นของเช้ือจุลินทรียในถังปฏิกิริยาซีเควนซิงคแบทซ 
 

สามารถเพิ่มความเขมขนของแอมโมเนียมและไนไตรตไดอยางตอเน่ืองทุกวัฏจักร จาก
ความเขมขนของแอมโมเนียม และไนไตรตเทากับ 39.2 และ 52.86 มก.ไนโตรเจน/ลิตร ตามลาํดับ 
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สามารถเพิ่มความเขมขนของแอมโมเนียมและไนไตรตไปไดสูงสุดถึง 392 และ 588 มก.
ไนโตรเจน/ลิตร ตามลาํดับ โดยมีประสิทธิภาพในการกําจัดแอมโมเนียมและไนไตรตเฉลี่ยรอยละ 
95 และ 99.5 ตามลาํดับ คิดเปนภาระบรรทุกแอมโมเนียมและไนไตรตที่ระบบสามารถรับไดเทากับ 
0.24 และ 0.353 กก.ไนโตรเจน/ลบ.ม/วัน เห็นไดวาสามารถเพิ่มภาระบรรทุกขึ้นเปน 10 เทา ในถัง
ปฏิกิริยาน้ีมีคาจลนศาสาตรของเช้ือจุลินทรีย Anammox ดังน้ีคา SK  เทากับ 11.706 มก.ไนโตรเจน/
ลิตร และคา maxμ เทากับ 0.0038 ช่ัวโมง-1 คาจุลินทรียเพ่ิมข้ึนเปนสองเทากับ 7.60 วัน  
 
การตรวจวัดจุลินทรียดวยวิธีฟลูออเรเซนตอินซิตูไฮบรไิดเซชัน 
  

เชื้อจุลินทรียถังรีเทิรนสลัดจของโรงควบคุมคุณภาพนํ้าหนองแขม มีเชื้อแบคทีเรียในกลุม 
Gamma proteobacteria มากที่สุดถึงรอยละ 30 และพบแบคทีเรียกลุมAlpha proteobacteria และ 
Beta proteobacteria จํานวนเทากันคือรอยละ 20 และพบแบคทีเรียในกลุมแอมโมเนียมออกซิได
เซอรรอยละ 10 แตไมพบแบคทีเรียในกลุมไนไตรตออกซิไดเซอร และ Nitrospira  

 
เชื้อจุลินทรียจากถังปฏิกิริยาซีเควนซิงคแบทซ เล้ียงเชื้อที่นํามาจากโรงควบคุมคุณภาพน้ํา

หนองแขมโดยจุลินทรียไดผานการปรับตัวใหสามารถอยูในสภาวะแอนแอโรบิกมานาน 3 เดือน 
ตรวจพบเช้ือแบคทีเรียทรียในกลุม Beta proteobacteria ซ่ึงเปนชั้น (class) ที่จุลินทรีย 
Nitrosomonas จัดอยูมากท่ีสุดถึงรอยละ 44.5±6.9 รองลงมาคือ แบคทีเรียกลุม Alpha proteobacteria 
เปนช้ัน (class) ที่จุลินทรีย nitrobacter จัดอยูรอยละ 16.2±8.2 และ Gamma proteobacteria พบรอย
ละ 7.1±6.8 นอกจากน้ียังพบแบคทีเรียในกลุมแอมโมเนียมออกซิไดเซอรถึงรอยละ 20.1±4.1 และ 
Nitrospira spp. รอยละ 18.2±4.4 แตไมพบแบคทีเรีย Nitrobacter spp. 

 
เชื้อจุลินทรียจากถังปฏิกิริยาซีเควนซิงคแบทซขนาด1.5 ลิตร เลี้ยงเช้ือที่นํามาจากโรง

ควบคุมคุณภาพนํ้าหนองแขม โดยจุลินทรียไดผานการปรับตัวใหสามารถอยูในสภาวะแอนแอโร
บิกมานาน 9 เดือน ตรวจพบแบคทีเรียกลุม Gamma proteobacteria (โพรบ GAM42a)  กลุม Beta 
proteobacteria (โพรบ BET42a) และกลุม Alpha proteobacteria (โพรบ ALF1b) รอยละ 4.4±2.8, 
1.9±1.1 และ 1.4±1.1 ตามลําดับ ไมพบแบคทีเรียไนทริฟายอิงที่อยุในกลุมแอมโมเนียมออกซิได
เซอร และแบคทีเรียกลุมไนไตรตออกซิไดเซอร แตพบแบคทีเรีย Candidatus Brocadia 
anammoxidans และ Candidatus Kuenenia stuttgartiensis ซ่ึงเปนจุลินทรียในกลุม Anammox สูงถึง
รอยละ 85.65±7.64 
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ขอเสนอแนะ 
 

1.  ในการทดลองนี้ใชนํ้าเสียสังเคราะหในการเริ่มตนระบบจนไดเชื้อจุลินทรีย Anammox   
จึงควรนําไปใชทดลองกับนํ้าเสียจริง เพ่ือทําใหสามารถนําไปใชออกแบบระบบบําบดันํ้าเสียจริง 

 
2.  นําเช้ือจุลินทรีย Anammox ไปใชทดลองในถังปฏิกิริยาแบบอื่นๆ เพ่ือศึกษาเกี่ยวกับ 

ภาระบรรทุกไนโตรเจน และความเหมาะสมของถังปฏิกิริยาที่จะนําไปใชออกแบบ 
 
3.  ใชวิธีเทคนิคใหมในการตรวจสอบเชื้อจลิุนทรีย เพ่ือนําไปเปรียบเทียบกับงานวิจัยอ่ืน 
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ภาคผนวก ก 
การระบุชนิดของเชื้อจุลินทรีย ดวยเทคนิคฟลูออเรเซนตอินซิตูไฮบรไิดเซชัน  

(ปรับปรุงจาก Amann, R. 1995) 
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การระบุชนิดของเชื้อจุลินทรียดวยเทคนิคฟลูออเรเซนตอินซิตูไฮบรไิดเซชัน 
 

1.  การตรึงตัวอยาง  
 
1)  ดูดตัวอยางที่บด 1  มิลลิลิตร ใสใน eppendor tube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร 
2)  Spin down ตัวอยางที่ 1,000-2,000 รอบตอนาที 1-2 นาที 
3)  ดูดนํ้าสวนใสดานบนออก จนเกือบหมด 
4)  เติมสาร Fixative ใหไดปริมาตรรวมเปน 1 มิลลิลิตร หรือเทากับสวนที่ดูดออกจากขอ 3 เขยาให
เขากันโดยใชเครื่อง vortex นาน 1-2 นาที 
5)  นําไป incubate ท่ี 4 อาศาเซลเซียส นาน 2-24 ช่ัวโมง ขึ้นอยูกับลักษณะของตะกอน (ตัวอยางเมด็
ตะกอนจุลินทรียใชเวลาประมาณ 24 ชั่วโมง) 
6)  นําตัวอยางมา spin down 1,000-2,000 รอยตอนาที นาน 1-2 นาที ดูดสาร Fixative ออกจนเกือบ
หมด (หรือเทากับปริมาณที่ใชในขอ 4) 
7)  ลางตัวอยางโดยการเติมสาร 1xPBS (ใชปริมาตรเทากับที่ดูดออกจากขอ 6) ทําการเขยาผสม
ตัวอยาง แลวทาํการ spin down ตัวอยางดูดสวนใสทิ้ง แลวทําซํ้าอีกคร้ัง 
8)  เติมสาร 1xPBS:Ethanol(absolute) ที่อัตราสวน 1:1 โดยเติมสารผสมในปริมาณที่เทากับที่ดูด
ออกจากขอ 7 ทําใหไดปริมาตรรวมเปน 1 มิลลิลิตร ซ่ึงเทากับปริมาตรเริ่มตนที่ดูดตัวอยาง 
 
2.  การทํา Hybridization cell 
 
1)  ดูดตัวอยางที่ทําการ Fix cell เรียบรอยแลว 2-3 ไมโครลิตร ลงบนสไลด ที่ไดทําการเคลือบดวย 
Poly-L-lysin 
2)  นําไปอบที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 3-5 นาที (จนแหง) จากนั้นนําสไลด มาทาํการ 
dehydration โดยการแชใน ethanol ที่ความเขมขน 50, 80, 100 เปอรเซนต ตามลําดับ แตละครั้งให
แชทิ้งไวนาน 3-5 นาที จากนั้นนําสไลด มาตากใหแหงที่อุณหภูมิหอง 
3)  ทําการเตรียมสาร hybrid solution (ตองทราบปรมิาณของเปอรเซนต Formamide ที่ใชซ่ึงจะ
เปลี่ยนแปลงตามชนิดโพรบ) 
4)  เตรียมโพรบที่จะใชโดยอัตราสวนของ โพรบ:hybrid solution = 1:9 โดยแตละจุดบนสไลด ใช
จุดละ 15 ไมโครลิตร โดยหยดสารผสมนี้ทับจุดตัวอยาง 
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5)  นําสไลดมาใสในกลองพลาสติกทึบแสงปดฝา แลวนําไป incubate ใน water bath ที่อุณหภูมิ 46 
องศาเซลเซียส นาน 1-1.5 ชั่วโมง 
6)  ทําการเตรียม washing solution ในหลอดพลาสติกมีฝาปดขนาด 50 มิลลิลิตร นําไปอุนที่
อุณหภูมิ 46 องศาเซลเซียส นาน 15-20 นาที 
7)  นําสไลดจากขั้นตอนที่ 5 ใสในหลอดพลาสติกที่บรรจุ washing solution (จากขอ 6) ดังกลาง 
เพ่ือทําการ Washing พรอมกับทําการปรับอุณหภูมิของ water bath เปน 48 องศาเซลเซียส ทิ้งไว
นาน 15-20 นาที หลังจากน้ันลางซ้ําเชนเดิมอีกครั้ง 
8)  ลางดวยนํ้าสะอาด (DI) 2-3 ครั้ง แลวใชลูกยางปลอยไลนํ้าออกจากตัวอยาง 
9)  หยด DAPI เขมขน 300 ไมโครโมลตอมิลลิลิตร ( 15 มิลลิลิตร) ใหทั่วตัวอยางบนสไลด ทิ้งไว 
15-20 นาที จากนั้นลางสไลดดวยนํ้าสะอาด (DI) 2-3 ครั้ง แลวใชลูกยางเปาไลนํ้าออกจากตัวอยาง 
10)  หยดสาร Slow fade (Anti fade) ใหครอบคลุมเนื้อที่ที่หยดตัวอยาง แลวปดทับดวย cover slide 
11)  นําไปสองกลอง 
 
3.  การทํา Hybridization เม็ดตะกอนที่ผานการ section 
 
1)  นําสไลดที่มีตัวอยางมาแชใน Xylene 10 นาที หรือจนกวาสารที่เคลือบตัวอยางจะละลายหมด 
2)  นําไปแชใน Ethanol (Lab grade)  นาน 15 นาที 
3)  ทําเชนเดียวกับการ Hybridization cell จากขั้นตอนที่ 3-11 
 
4.  การเตรยีมสาร  
 

4.1 สาร Fixative 
 
1)  ช่ัง paraformaldehyde 1 กรัม ละลายในนํ้า DI 16.5 มิลลิลิตร 
2)  ทําใหเย็นแลวเติม 3xPBS buffer 8.25 มิลลิลิตร แลวกรองผานกระดาษกรองขนาด 0.45 
ไมโครเมตร แลวเก็บไวที่ 4 องศาเซลเซียส (เก็บไวไดนาน 1 เดือน) 
3)  ปรับพีเอชใหไดประมาณ 7.2 ดวย 10 โมลของ NaOH อาจใหความรอนชวยที่อุณหภูมิต่ํากวา 60 
องศาเซลเซียส 
 

4.2  เตรียม 3xPBS (เตรียม 500 มิลลิลิตร) 
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1)  ตองการเตรียม NaCl 390 มิลลิโมล (เตรียมจาก NaCl 3 โมล โดยใชปริมาตร 65 มิลลิลิตร) 
2)  ตองการเตรียม NaPO4 buffer  30 มิลลิโมล (เตรียมจาก NaPO4 0.5 โมล โดยใชปริมาตร 30 
มิลลิลิตร 
3)  ปรับปริมาตรจนได 500 มิลลิลิตร แลวนําไปฆาเช้ือ 
** NaPO4 buffer  0.5 โมล ไดจากการผสม NaPO4 0.5 โมล ปริมาตร 28 มิลลิลิตร+ Na2HPO4 0.5 
โมล ปริมาตร 72 มิลลิลิตร 
 

4.3  การเตรียม Hybrid solution (ตองการเตรียม 1 มิลลิลิตร) 
 
1)  ตองการ X% formamide (%FA) สมมติตองการ 35 เปอรเซนต formamide ดังน้ันตองใช 350 
ไมโครลิตร 
2)  ตองการ NaCl 0.9 โมล เตรียมจาก NaCl 3 โมล จํานวน 300 ไมโครลิตร 
3)  ตองการ SDS 0.01 % เตรียมจาก SDS 1 % จาํนวน 10 ไมโครลิตร 
4)  ตองการ Tris-HCl 20 ไมโครโมล จาก Tris-HCl 1 โมล จํานวน 20 ไมโครลิตร 
5)  ที่เหลือเติมนํ้า DI ท่ีฆาเช้ือ 
 

4.4 การเตรียม Tris-HCl 1 โมล จํานวน 200 มิลลิลิตร 
 
 ชั่ง Tris-base [Tris(hydroxymethyl) amminomethane ; NH2C(CH2OH)3] ปริมาณ 24.23 
กรัม ละลายในน้ํา DI ปริมาตร 150 มิลลิลิตร ปรับพีเอชใหได 7.2 โดยใช HCl conc. จากนั้นปรับ
ปริมาตรใหครบ 200 มิลลิลตร แลวนําไปฆาเช้ือที่ 121 องศาเซลเซียส, ความดัน 15 psi 
 

4.5  การเตรียม Washing solution (ตองการเตรียม 100 มิลลิลิตร) 
 
1)  ดูเปอรเซนต formamide ที่ใหวาตองการใช X ไมโครโมล โดยเตรียมจาก NaCl 3 โมล 
2)  ตองการ Tris-HCl 20 ไมโครโมล เตรียมจาก Tris-HCl 1 โมล 
3)  ตองการ 0.01 เปอรเซนต SDS เตรียมจาก 1 เปอรเซนต SDS 
4)  ที่เหลือเปนนํ้า DI ที่ไมตองฆาเช้ือ 
*** การคํานวณ ใชสูตร C1V1= C2V2 
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4.6  เตรียม DAPI (4,6-diamidino-2-phenylindole dihydrochloride) 
 
 ทําการเจือจาง DAPI จากขวด (stock) มาทีค่วามเขมขน 90 ไมโครโมลตอไมโครลิตร แลว
เก็บไวท่ี -20 องศาเซลเซียส การเตรียม DAPI สําหรับใชงาน ใหใช 10 ไมโครลิตร ของ 90 ไมโคร
โมลตอไมโครลิตร ผสมกับ 300 ไมโครลิตร ของ 1xPBS เมื่อใชเสร็จแลวใหเก็บไวที่ -20 องศา
เซลเซียส เพ่ือใชงานในครั้งตอไป 
 
5.  การเตรยีมแผนสไลด 
 
1)  แชสไลดใน acid alcohol 5 นาที 
2)  ทําการเคลือบดวย poly-L-lysin (ใชความเขมขน 0.01% w/v) โดยจุมสไลด 5 นาที ตั้งทิ้งไวให
แหงที่อุณหภูมิหองหรือท่ี 60 องศาเซลเซยีส นาน 1 ชั่วโมง 
*** acid alcohol ใช 1% HCl (1 ml. conc HCl) ใน 70% Ethanol 99 ml.  
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ภาคผนวก ข 
ลักษณะน้ําเสียสังเคราะห  

ปรับปรุงจาก (van Dongen et al.,2001 and Egli et al., 2001) 
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ตารางภาคผนวก ข1  องคประกอบของน้ําเสียสังเคราะหที่ใชเลี้ยงจุลินทรีย  
      

สารเคม ี ความเขมขน (กรัม/ลิตร) 
KHCO3 1.25 
KH2PO4 0.025 
CaCl2.2H2O 0.3 
MgSO4.7H2O 0.2 
FeSO4.7H2O 0.00625 
(NH4)2SO4 Vary 
NaNO2 Vary 
Micro-elements 1 ใช 2 มล.ตอลิตร1  
Na2EDTA.2H2O 10 
FeSO4.7H2O 5 
Micro-elements 2 ใช 1 มล.ตอลิตร1  
Na2EDTA.2H2O 15 
MnCl2.4H2O 0.99 
ZnSO4.7H2O 0.43 
CuSO4.5H2O 0.25 
CoCl2.6H2O 0.24 
NaMoO4.2H2O 0.22 
NiCl2.6H2O 0.19 
Na2SeO3  
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ภาคผนวก ค 
ขอมูลการทดลองของระบบซีเควนซิงคแบทซท่ีใชวัฎจักรของการเดนิระบบ 

เทากับ 48 ช่ัวโมง 
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ตารางภาคผนวกที่ ค1   ปริมาณแอมโมเนียม ไนไตรตและไนเตรตของน้ําที่เขาถังปฏกิิริยาซีเควน 
           ซิงคแบทซโดยใชวัฎจกัรการเดินระบบเทากับ 48 ชั่วโมง 

 
วันที่เดินระบบ ลักษณะน้ําเสียที่เขาถังปฏิกิรยิา (มก.ไนโตรเจนตอลิตร) 

 แอมโมเนียม ไนไตรต ไนเตรต 
1 26.00 - 140 
8 25.20 - 140 
14 22.4 - 140 
23 24.50 - 140 
35 21.00 36.40 - 
37 21.84 36.40 - 
44 23.92 36.40 - 
49 23.92 36.40 - 
61 24.76 27.70 - 
84 26.00 36.40 - 
91 26.00 36.40 - 
98 26.00 36.40 - 

101 42.00 54.60 - 
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ตารางภาคผนวกที่ ค2  ปริมาณแอมโมเนียม ไนไตรตและไนเตรตในน้ําที่ออกจากถังปฏิกิริยาซี 
                        เควนซิงคแบทซท่ีใชวัฎจักรการเดินระบบเทากับ 48 ช่ัวโมง 

 
วันที่เดินระบบ ลักษณะน้ําเสียที่ออกจากถังปฏิกิริยา (มก.ไนโตรเจนตอลิตร) 

 แอมโมเนียม ไนไตรต ไนเตรต 
1 25.00 1.947 140 
8 23.10 4.87 140 
14 21.00 1.67 140 
23 13.30 2.05 140 
32 14.00 42.61  
35 12.60 14.30  
37 13.86 14.30  
44 18.90 25.57  
49 14.00 25.57  
61 18.90 15.52  
84 12.60 4.50  
91 15.40 6.44  
98 11.20 1.83  

101 0 1.821  
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ภาคผนวก ง 
การทดลองแบบแบทซในขวดซีรั่มขนาด 125 มล. เพื่อคัดเลือกแหลงท่ีมาของเชื้อจุลินทรียท่ี

เหมาะสมดวยกระบวนการออกซิเดชันแอมโมเนียมในสภาพไรอากาศ 
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ตารางภาคผนวกที่ ง1  ปริมาณแอมโมเนียมและไนไตรตตามเวลาของเชื้อจุลินทรียโรงงานวุนเสน 
               (SIT-ASBR1) 

 
การทดลองซ้ํา 1 

(มก.ไนโตรเจน/ลิตร) 
การทดลองซ้ํา 2 

(มก.ไนโตรเจน/ลิตร) 
การทดลองซ้ํา 3 

(มก.ไนโตรเจน/ลิตร) 
เวลา 

(ช่ัวโมง) 
แอมโมเนียม ไนไตรต แอมโมเนียม ไนไตรต แอมโมเนียม ไนไตรต 

0 37.8 65.78 39.06 65.52 39.62 65.95 
20 38.64 60.48 38.5 57.07 42.28 57.00 
43 29.82 43.82 33.6 48.03 33.04 52.75 
67 15.26 28.39 21.98 35.76 19.6 29.53 

เอ็มแอลวีเอสเอสเทากับ 630 มิลลิกรัมตอลิตร 
 
ตารางภาคผนวกที่ ง2  ปริมาณแอมโมเนียมและไนไตรตตามเวลาของเชื้อจุลินทรียโรงควบคุม 
                                คุณภาพน้ํารัตนโกสินทร (RAT-ASBR1) 
 

การทดลองซ้ํา 1 
(มก.ไนโตรเจน/ลิตร) 

การทดลองซ้ํา 2 
(มก.ไนโตรเจน/ลิตร) 

การทดลองซ้ํา 3 
(มก.ไนโตรเจน/ลิตร) 

เวลา 
(ชั่วโมง.) 

แอมโมเนียม ไนไตรต แอมโมเนียม ไนไตรต แอมโมเนียม ไนไตรต 
0 37.1 63.53 37.8 68.35 38.08 66.29 
20 33.6 61.57 33.18 61.55 34.58 62.76 
43 20.86 49.02 20.30 47.10 19.88 42.09 
67 0.00 18.84 0.00 15.00 0.00 14.43 

เอ็มแอลวีเอสเอสเทากับ 553 มิลลิกรัมตอลิตร 
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ตารางภาคผนวกที่ ง3  ขอมูลปริมาณแอมโมเนียมและไนไตรตตามเวลาของเชื้อจุลินทรียโรง 
                                     ควบคุมคุณภาพน้ําหนองแขม (NK-ASBR1) 
 

การทดลองซ้ํา 1 
(มก.ไนโตรเจน/ลิตร) 

การทดลองซ้ํา 2 
(มก.ไนโตรเจน/ลิตร) 

การทดลองซ้ํา 3 
(มก.ไนโตรเจน/ลิตร) 

เวลา 
(ชั่วโมง) 

แอมโมเนียม ไนไตรต แอมโมเนียม ไนไตรต แอมโมเนียม ไนไตรต 
0 36.82 61.94 38.08 61.77 38.08 60.14 
20 24.78 31.37 22.12 29.79 24.22 32.17 
43 1.96 0.00 1.82 0.00 2.52 0.00 

เอ็มแอลวีเอสเอสเทากับ 633 มิลลิกรัม/ลิตร 
 
ตารางภาคผนวกที่ ง4   ประสิทธิภาพการกําจัดแอมโมเนียมที่เวลา 43 ช่ัวโมง. (คาเฉลี่ยการทดลอง  
                                      3 ซํ้า) 
 

แอมโมเนียม(มก.ไนโตรเจน/ลิตร) แหลงที่มาของจุลินทรีย 
เขา 

 
ออก 

 
รอยละ รอยละ

เฉลี่ย 
SIT-ASBR1  ซํ้า 1 37.8 29.82 21.11 
ซํ้า 2 39.06 33.60 13.98 
ซํ้า 3 39.62 33.04 16.61 

17.23 

RAT-ASBR1 ซํ้า 1 37.10 20.86 43.77 
ซํ้า 2 37.80 20.30 46.30 
ซํ้า 3 38.08 19.88 47.79 

45.95 

NK-ASBR1 ซํ้า 1 36.82 1.96 94.68 
ซํ้า 2 38.08 1.82 95.22 
ซํ้า 3 38.08 2.52 93.38 

94.43 
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ตารางภาคผนวกที่ ง5  ประสิทธิภาพการกําจัดไนไตรตท่ีเวลา 43 ช่ัวโมง. (คาเฉลี่ยการทดลอง 3 ซํ้า) 
 

แหลงที่มาของจุลินทรีย ไนไตรต (มก.ไนโตรเจน/ลิตร) 
 เขา 

 
ออก 

 
รอยละ รอยละ

เฉลี่ย 
SIT-ASBR1 ซ้ํา 1 65.78 43.82 33.38 
 ซํ้า 2 65.52 48.03 26.69 
 ซํ้า 3 65.95 52.75 20.02 

26.70 

RAT-ASBR1 ซํ้า 1 63.53 49.02 22.84 
 ซํ้า 2 68.35 47.10 31.24 
  ซํ้า 3 66.29 42.09 36.51 

30.20 

NK-ASBR1 ซํ้า 1 61.94 0.00 100 
 ซํ้า 2 61.77 0.00 100 
ซํ้า 3 60.14 0.00 100 

100 
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ภาคผนวก จ 
ศึกษาหาคาอัตราสวนแอมโมเนียมตอไนไตรต และศึกษาความสัมพันธระหวางปริมาณจุลินทรียใน

รูป เอ็มแอลวีเอสเอส กับอัตราการกําจัดแอมโมเนียม  
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ตารางภาคผนวกที่ จ1  ปริมาณแอมโมเนียม ไนไตรต และไนเตรต ตามเวลาเมื่ออัตราสวน 
                       แอมโมเนียมตอไนไตรตเทากับ 1: 0.67 

 
การทดลอง      ซ้ํา 1 

(มก.ไนโตรเจน/ลิตร) 
การทดลอง      ซํ้า 2 

(มก.ไนโตรเจน/ลิตร) 
การทดลอง      ซํ้า 3 

(มก.ไนโตรเจน/ลิตร) 
เวลา 

(ช่ัวโมง) 
NH +4 NO -

2 NO -3 NH +
4 NO -2 NO -3 NH +4 NO -

2 NO -
3 

0 31.64 20.05 6.46 30.10 19.23 7.64 29.26 21.90 9.61 
22 25.20 0.00 11.60 23.52 23.52 12.38 20.86 0.00 11.51 
46 17.64 0.00 9.32 17.36 17.36 14.61 16.38 0.00 12.94 

MLVSS 630 710 700 
 
 

 

NK-ASBR1- NH4+:NO2- = 1:0.67 - 3 replicates

NH4+ = -0.2866x + 30.047
R2 = 0.9948

NO2- = -0.9269x + 20.392
R2 = 1
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NO2- - 1
NO2- -2
NO2- - 3
NO2- - av.
Linear (NH4+ - av.)
Linear (NO2- - av.)

 
 

ภาพภาคผนวกที่ จ1  การเปลี่ยนแปลงของปริมาณแอมโมเนียมและไนไตรตตามเวลา เมื่อ 
        อัตราสวนแอมโมเนียมตอไนไตรต 1:0.67, เอ็มแอลวีเอสเอสเฉลี่ยเทากับ 680  
                    มิลลิกรัม/ลิตร 
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ตารางภาคผนวกที่ จ2  ปริมาณแอมโมเนียม ไนไตรต และไนเตรต ตามเวลาเมื่ออัตราสวน 
                       แอมโมเนียมตอไนไตรตเทากับ 1:1.39 

 
 

เวลา 
(ชั่วโมง.) 

การทดลอง      ซ้ํา 1 
(มก.ไนโตรเจน/ลิตร) 

การทดลอง      ซํ้า 2 
(มก.ไนโตรเจน/ลิตร) 

การทดลอง      ซํ้า 3 
(มก.ไนโตรเจน/ลิตร.) 

 NH +4 NO -
2 NO -3 NH +

4 NO -2 NO -3 NH +4 NO -
2 NO -

3 
0 31.22 41.98 11.23 30.10 41.10 10.80 27.58 39.78 10.38 

22 17.64 19.11 12.93 12.32 15.79 14.40 14.64 17.20 12.81 
46 2.80 0.00 13.46 2.80 0.00 15.42 3.22 0.00 17.19 

MLVSS 655 790 660 
 
 

NK-ASBR1- NH4+:NO2- = 1:1.39 - 3 replicates

NO2- = -0.8942x + 39.809
R2 = 0.9866

NH4+ = -0.579x + 28.938
R2 = 0.9925
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Linear (NO2- - av.)
Linear (NO2- - av.)
Linear (NH4+ - av.)

 
 
ภาพภาคผนวกที่ จ2  การเปลี่ยนแปลงของปริมาณแอมโมเนียมและไนไตรตตามเวลา เมื่อ 
         อัตราสวนแอมโมเนียมตอไนไตรต = 1:1.39, เอ็มแอลวีเอสเอส 
                                  เฉล่ียเทากับ 701.67 มิลลิกรัม/ลิตร 
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ตารางภาคผนวกที่ จ3  ปริมาณแอมโมเนียม ไนไตรต และไนเตรต ตามเวลาเมื่ออัตราสวน 
         แอมโมเนียมตอไนไตรตเทากับ 1:2.24 

 
เวลา 

(ชั่วโมง.) 
การทดลอง      ซ้ํา 1 

(มก.ไนโตรเจน/ลิตร.) 
การทดลอง      ซํ้า 2 

(มก.ไนโตรเจน/ลิตร.) 
การทดลอง      ซํ้า 3 

(มก.ไนโตรเจน/ลิตร.) 
 NH +4 NO -

2 NO -3 NH +
4 NO -2 NO -3 NH +4 NO -

2 NO -
3 

0 30.52 71.42 13.23 30.66 69.53 13.80 31.08 65.37 12.99 
22 26.46 56.89 14.18 28.70 61.58 18.14 25.48 56.51 18.31 
46 7.78 33.01 16.47 1.40 26.72 18.67 5.88 30.66 20.68 
66 0.00 22.77 20.89 0.00 16.79 23.49 0.00 18.51 23.71 

MLVSS 645 750 690 
 

 

NK-ASBR1- NH4+:NO2- = 1:2.24 - 3 replicates

NO2- = -0.7595x + 68.062
R2 = 0.9387

NH4+ = -0.5647x + 33.685
R2 = 0.8769
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ภาพภาคผนวกที่ จ3   การเปล่ียนแปลงของปริมาณแอมโมเนียมและไนไตรตตามเวลา เมื่อ 
         อัตราสวนแอมโมเนียมตอไนไตรตเทากับ 1:2.24, เอ็มแอลวีเอสเอส 
                                  เฉล่ียเทากับ 695 มิลลิกรัม/ลิตร 
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ตารางภาคผนวกที่ จ4  ปริมาณแอมโมเนียม ไนไตรต และไนเตรต ตามเวลาเมื่ออัตราสวน 
         แอมโมเนียมตอไนไตรตเทากับ 1:2.98 

 
เวลา 

(ชั่วโมง.) 
การทดลอง      ซ้ํา 1 

(มก.ไนโตรเจน/ลิตร.) 
การทดลอง      ซํ้า 2 

(มก.ไนโตรเจน/ลิตร.) 
การทดลอง      ซํ้า 3 

(มก.ไนโตรเจน/ลิตร.) 
 NH +4 NO -

2 NO -
3 NH +

4 NO -2 NO -3 NH +4 NO -
2 NO -

3 
0 31.36 93.42 10.97 30.80 94.80 11.39 32.20 92.43 7.35 

22 29.68 87.90 12.00 28.84 84.04 17.06 29.54 90.76 16.39 
46 16.20 73.83 15.01 15.12 75.08 17.49 13.02 71.84 18.64 
66 4.16 36.80 21.17 5.69 36.57 28.69 4.48 45.62 24.26 

MLVSS 585 700 620 
 

 

NK-ASBR1- NH4+:NO2- = 1:2.97

NH4+ = -0.3371x + 33.276
R2 = 0.8679

NO2- = -0.4364x + 94.791
R2 = 0.9596
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ภาพภาคผนวกที่ จ4  การเปลี่ยนแปลงของปริมาณแอมโมเนียมและไนไตรตตามเวลา เมื่อ 
         อัตราสวนแอมโมเนียมตอไนไตรตเทากับ 1:2.97, เอ็มแอลวีเอสเอส 
                                  เฉล่ียเทากับ 635 มิลลิกรัม/ลิตร 
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ตารางภาคผนวกที่ จ5  อัตราการกําจัดแอมโมเนียมจําเพาะ (SARR) และอัตราการกําจัดไนไตรต 
                                    จําเพาะ (ANRR) เมื่อเปลี่ยนแปลงอัตราสวนแอมโมเนียมตอไนไตรต 
 
อัตราสวน 
NH4

+:NO2
- 

SRR (มก.
ไนโตรเจน/
ลิตร/ชั่วโมง) 

NRR (มก.
ไนโตรเจน/
ลิตร/ชั่วโมง) 

MLVSS 
เฉลี่ย 
(mg/l) 

SARR 
(gN/gVSS/d) 

SNRR 
(gN/gVSS/d) 

1:0.67 0.2866 0.9269 680 0.0101 0.0327 
1:1.39 0.5790 0.8942 701.67 0.0198 0.0306 
1:2.24 0.5647 0.7595 695 0.0195 0.0262 
1:2.97 0.3317 0.4364 635 0.0125 0.0165 
 
 

 

NK-ASBR1- MLVSS = 490 mg/L

NO2- = -0.6838x + 45.826
R2 = 0.998

NH4+ = -0.3746x + 35.855
R2 = 0.9983
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ภาพภาคผนวกที่ จ5  การลดลงของปริมาณแอมโมเนียมและไนไตรตตามเวลา เมือ่เอ็มแอลวีเอส 
                                  เอสเทากับ 490 มิลลิกรัม/ลิตร 
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NK-ASBR1-MLVSS = 710 mg/L

NO2- = -0.9827x + 54.661
R2 = 0.9917

NH4+ = -0.7353x + 35.958
R2 = 0.9833
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ภาพภาคผนวกที่ จ6  การลดลงของปริมาณแอมโมเนียมและไนไตรตตามเวลา เมือ่เอ็มแอลวีเอส 
                                  เอสเทากับ 710 มิลลิกรัม/ลิตร 

 

NK-ASBR1- MLVSS =  925 mg/L

NO2- = -1.6438x + 50.465
R2 = 0.9424

NH4- = -1.0279x + 32.136
R2 = 0.9563
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ภาพภาคผนวกที่ จ7  การลดลงของปริมาณแอมโมเนียมและไนไตรตตามเวลา เมือ่เอ็มแอลวีเอส 
                                  เอสเทากับ 925 มิลลิกรัม/ลิตร 
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NK-ASBR1- MLVSS = 1070 mg/L

NO2- = -2.7146x + 53.474
R2 = 0.99

NH4+ = -1.6317x + 32.932
R2 = 0.9891
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ภาพภาคผนวกที่ จ8  การลดลงของปริมาณแอมโมเนียมและไนไตรตตามเวลา เมือ่เอ็มแอลวีเอส 
      เอสเทากับ 1070 มิลลิกรัม/ลิตร 

 

NK-ASBR-TNRR

TN = 0.1291x - 44.384
R2 = 0.9121
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ภาพภาคผนวกที่ จ9  ความสัมพันธระหวางอัตราการกําจัดไนโตรเจนทั้งหมด ตอปริมาณเอ็มแอลว ี
                                  เอสเอส (TNRR) ตอปริมาณเอ็มแอลวีเอสเอส 
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ภาคผนวก ฉ 

การเดินระบบดวยถังปฏิกิริยาแบบซีเควนซิงคแบทซเพื่อเพิ่มจํานวนเช้ือ Anammox  
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ตารางภาคผนวกที่ ฉ1  ปริมาณแอมโมเนียม ไนไตรต และไนเตรตของการเดินระบบ 
         NK-ASBR2 อยางตอเน่ือง 

 
แอมโมเนียม (มก.
ไนโตรเจน/ลิตร.) 

ไนไตรต(มก.
ไนโตรเจน/ลิตร.)  

ไนเตรต(มก.
ไนโตรเจน/ลิตร.) 

วันที่ จํานวนวัน เขา ออก เขา ออก ออก 
1/7/2549 208 39.20 0.00 52.86 1.82 11.76 
2/7/2549 209 41.58 0.00 48.99 0.03 11.76 
3/7/2549 210 39.48 2.74 48.03 0.03 9.42 
4/7/2549 211 40.20 3.60 48.78 0.02 8.38 
5/7/2549 212 40.73 4.88 44.47 0.013 4.82 
6/7/2549 213 40.42 5.96 43.19 0.014 3.30 
7/7/2549 214 54.07 6.64 62.35 0.012 1.82 
9/7/2549 216 52.75 4.83 64.56 0.012 5.02 

10/7/2549 217 57.71 7.27 67.09 0.59 6.10 
11/7/2549 218 54.22 6.86 76.82 0.015 4.01 
12/7/2549 219 71.93 8.57 88.79 0.014 4.43 
13/7/2549 220 66.36 3.77 89.10 0.018 4.97 
14/7/2549 221 67.12 4.82 88.29 0.013 6.61 
15/7/2549 222 64.85 4.04 91.56 0.011 9.22 
16/7/2549 223 64.29 3.50 84.59 0.050 13.19 
17/7/2549 224 295.65 2.21 112.42 0.015 11.74 
18/7/2549 225 83.85 4.96 126.46 0.016 11.15 
19/7/2549 226 84.98 40.54 106.52 24.21 16.85 
20/7/2549 227 80.08 7.08 111.93 0.015 15.26 
21/7/2549 228 83.78 1.96 113.78 0.016 15.72 
22/7/2549 229 92.96 3.51 127.52 0.010 16.05 
23/7/2549 230 81.20 3.14 133.55 0.010 13.67 
24/7/2549 231 95.48 2.05 134.78 0.010 16.34 
25/7/2549 232 95.72 0 130.13 0.053 19.57 
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ตารางภาคผนวกที่ ฉ1 (ตอ)  ปริมาณแอมโมเนียม ไนไตรต และไนเตรตของการเดินระบบ 
                  NK-ASBR2  อยางตอเน่ือง 

 
แอมโมเนียม (มก.
ไนโตรเจน/ลิตร.) 

ไนไตรต (มก.
ไนโตรเจน/ลิตร.) 

ไนเตรต (มก.
ไนโตรเจน/ลิตร) 

วันที่ 
จํานวน
วัน เขา ออก เขา ออก ออก 

26/7/2549 233 95.42 0.54 124.13 0.013 17.98 
27/7/2549 234 110.08 2.21 144.77 0.009 18.11 
28/7/2549 235 99.50 2.52 138.04 0.019 18.50 
29/7/2549 236 92.41 2.8 125.68 0.012 14.43 
30/7/2549 237 99.82 2.77 139.37 0.013 20.03 
31/7/2549 238 120.23 2.72 170.65 0.019 19.86 
1/8/2549 239 118.44 1.85 173.05 0.018 22.89 
4/8/2549 242 159.18 4.54 222.96 0.011 30.50 
5/8/2549 243 158.62 3.47 216.37 0.013 22.10 
6/8/2549 244 170.38 3.19 239.53 0.011 23.85 
7/8/2549 245 189.14 3.58 235.56 0.043 32.93 
8/8/2549 246 177.52 0.95 272.89 0.024 32.97 
9/8/2549 247 221.76 4.20 314.81 0.010 29.22 

10/8/2549 248 219.80 3.47 308.73 0.026 35.05 
11/8/2549 249 223.44 3.95 298.88 0.010 42.90 
12/8/2549 250 185.36 8.01 251.09 0.005 32.06 
13/8/2549 251 212.80 11.68 284.43 0.007 31.82 
14/8/2549 252 215.04 12.99 285.09 0.008 34.42 
15/8/2549 253 285.88 12.46 355.29 0.018 38.62 
16/8/2549 254 275.52 19.18 408.58 0.010 51.50 
17/8/2549 255 263.76 13.83 388.91 0.007 58.77 
18/8/2549 256 293.16 17.98 385.42 0.018 56.01 
19/8/2549 257 286.44 23.91 380.74 0.009 58.18 
20/8/2549 258 291.76 16.18 384.56 0.027 67.40 
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ตารางภาคผนวกที่ ฉ1 (ตอ)  ปริมาณแอมโมเนียม ไนไตรต และไนเตรตของการเดินระบบ  
        NK-ASBR2  อยางตอเน่ือง 

 
แอมโมเนียม (มก.
ไนโตรเจน/ลิตร) 

ไนไตรต (มก.
ไนโตรเจน/ลิตร) 

ไนเตรต (มก.
ไนโตรเจน/ลิตร) 

วันที่ 
จํานวน
วัน เขา ออก เขา ออก ออก 

21/8/2549 259 288.05 13.38 296.50 0.042 57.87 
22/8/2549 260 297.36 12.96 375.73 0.026 51.93 
23/8/2549 261 309.96 13.22 443.07 0.014 49.18 
24/8/2549 262 323.00 15.37 452.26 0.049 61.46 
25/8/2549 263 330.40 0.00 461.90 0.00 59.48 
26/8/2549 264 326.90 4.54 464.96 0.014 50.55 
27/8/2549 265 352.80 5.10 503.01 0.022 63.28 
28/8/2549 266 393.40 0.34 582.27 2.307 68.24 
29/8/2549 267 397.20 0.67 582 2.3 68.69 
30/8/2549 268 392.00 0.50 588 2.3 67.83 
31/8/2549 269 392.00 0.50 588 2.3 67.83 
1/9/2549 270 392.00 0.50 588 2.3 67.83 
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ตารางภาคผนวกที่ ฉ2  วัดปริมาตรกาซที่เกิดขึ้นจากถัง NK-ASBR2 เมื่อความปริมาณแอมโมเนียม 
           เทากับ 210 และไนไตรตเทากับ 294 มก.ไนโตรเจน/ลิตร 
 

ปริมาตรกาซทีเ่กิดข้ึน (มล.) เวลา 
(ชั่วโมง.) ซํ้า 1 ซํ้า 2 ซํ้า 3 

NH4
+ 

(มก.
ไนโตรเจน/

ลิตร) 

NO2
- 

(มก.
ไนโตรเจน/

ลิตร) 
0 0 0 0 148.00 254 
1 0 0 0 152.15 233 
2 - 25 23 141.90 224 
3 60 60 70 - - 
4 103 95 100 69.27 115 
5 - 120 130 - - 
6 137 155 162 13.10 39 
7 160 177 180 0.54 6 
8 183 195 198 - - 
9 183 195 200 - - 
22 183 195 200 - - 

 
หมายเหตุ  -  หมายถึงไมไดทําการตรวจวัด 
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NK-ASBR2-gas volume
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ภาพภาคผนวกที่ ฉ1  ปริมาณกาซสะสมที่เกิดขึ้นตามเวลา เมื่อความเขมขนของ 
                           แอมโมเนียมเทากับ 148 มก.ไนโตรเจน/ลิตร และไนไตรต           
                                  เทากับ 254 มก.ไนโตรเจน/ลิตร 
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ภาคผนวก ช 
การทดสอบแบบแบทชในขวดชมพู เพื่อศกึษาไคเนติกสของ 

ระบบมเีช้ือจุลินทรีย Anammox รอยละ 85  
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ตารางภาคผนวกที่ ช1  อัตราการลดลงของแอมโมเนียมและไนไตรตที่เวลา 0-45 นาท.ี 
 

แบทซที่ เวลา 
(นาท)ี 

NH4
+ 

(มก.ไนโตรเจน/ลิตร) 
NO2

- 
(มก.ไนโตรเจน/ลิตร) 

1 0 18.2 31.98 
 10 9.8 20.14 
 20 9.8 17.27 
 30 14 22.22 

2 0 40.6 73.27 
 15 21 34.41 
 30 29.4 39.91 
 45 23.8 42.08 

3 0 60.2 89.43 
 15 43.4 69.06 
 30 35 55.71 
 45 40.6 61.28 

4 0 78.4 117.92 
 15 61.6 97.31 
 30 64.4 100.96 
 45 47.6 73.95 

5 0 105 165.03 
 15 68.6 103.23 
 30 71.4 113.42 
 45 65.8 100.31 

6 0 116.2 174.32 
 15 96.6 147.96 
 30 79.8 125.25 
 45 84 126.49 
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ตารางภาคผนวกที่ ช1 (ตอ)  อัตราการลดลงของแอมโมเนียมและไนไตรตที่เวลา 0-45 min. 
 

แบทซที่ เวลา 
(min) 

NH4
+ 

(มก.ไนโตรเจน/ลิตร) 
NO2

- 
(มก.ไนโตรเจน/ลิตร) 

7 0 180.6 252.30 
 15 147.0 192.29 
 30 126.0 165.17 
 45 120.4 176.04 

8 0 208.6 277.62 
 15 149.8 218.37 
 30 128.8 169.78 
 45 151.2 189.46 

9 0 226.8 293.52 
 15 168 261.59 
 30 179.2 232.55 
 45 154 218.02 
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ตารางภาคผนวกที่ ช2  อัตราการลดแอมโมเนียมและไนไตรตที่เวลา 0-15 นาท ี
 

NH4
+ 

มก.ไนโตรเจน/ลิตร 

NO2
- 

มก.ไนโตรเจน/
ลิตร 

MLVSS 
มก/ล. 

dNH4
+/dt 

มก.ไนโตรเจน/
ลิตร/นาที 

dNO2
-/dt 

มก.ไนโตรเจน/
ลิตร/นาที 

dNO2
-/dNH4

+ 

18.20 31.98 1368.42 0.84 1.184 1.41 
40.60 73.28 1388.89 1.307 2.591 1.28 
60.20 89.43 1410.00 1.12 1.358 1.21 
78.40 117.92 1283.33 1.12 1.374 1.23 
105.00 165.03 1333.33 2.427 4.12 1.69 
116.20 174.32 1295.24 1.307 1.757 1.34 
180.60 252.30 1366.67 2.24 4.001 1.79 
208.6 277.62 1126.32 3.92 3.95 1.01 
226.80 293.52 1400.00 3.92 2.129 0.54 

         คาเฉลี่ย         1.42 
 
หมายเหตุ  ไมคิดที่ความเขมขนของไนไตรตเทากับ 277.62 และ 293.52 มก.ไนโตรเจน/ลิตร,  
การเจริญเติบโตของจุลินทรีย, gr    
   Xrg μ=     (ช1) 
การยอยสลายสารอาหาร, SUr  
   SUg Yrr −=     (ช2) 
สมการของ Monod, 
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นําสมการที่ ช4 ไปพล็อตกราฟระหวาง 
dtdS

X
/

และ 
0

1
S

จะไดสมการที่มีความสัมพันธเปน

เสนตรง โดยความชันของกราฟคือคา 
m

SYK
μ

 และจุดตัดแกน y คือคา 
m

Y
μ

 

 

kinetic-low S0-15 min

y = 7.8516x + 0.671
R2 = 0.7489
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ภาพภาคผนวกที่ ช1  ความสัมพันธระหวาง 
dtdS

X
/

และ 
0

1
S

 

 

กราฟมีจุดตัดแกน y เทากับ  
m

Y
μ

 =  0.671  gVSS/(d/gNH4
+) 

จากภาคผนวกที่ ฌ   Y  =  0.062   gVSS/gNH4
+ 

จะได     mμ  =  0.0924  d-1 

ความชันของกราฟ,   
m

SYK
μ

 = 7.8516  mgVSS/(l.d) 

     SK  = 11.701  มก.ไนโตรเจน/ลิตร 
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การคํานวณหาคาสัมประสิทธ์ิปริมาณผลิตจากปฏิกิริยาพลังงาน (Rittmann and McCarty,2001) 
 

เน่ืองจากจุลินทรีย Anammox ถูกจัดอยูในกลุมออโตโทรฟก จึงสมมติให ε  = 0.6 
วิธีทํา 

/009.35 CP GG Δ−=Δ    (1) 

PGΔ = พลังงานที่ใหในการเปลี่ยนคารบอนไปเปนกรดไพรูเวท 

PGΔ สําหรับจุลินทรีย autotrophic มีคาเทากับ 113.8 kJ/eq. 

PCGΔ พลังงานที่ใชเปล่ียนกรดไพรูเวทไปเปนเซล มีคาโดยประมาณ 3.33 kJ/g.C (McCarty.,1971) 

PCGΔ   = 3.33*มวลของจุลินทรียตออิเลคตรอนสมมูล 
มวลของจุลินทรียตออิเลคตรอนสมมูล =25.7/20 (ในกรณีที่แอมโมเนียมเปนแหลงไนโตรเจน) 
     = 1.285 kJ/e- eq 

εε
PC

n
P

S
GGG

Δ
+

Δ
=Δ    (2) 

n = +1 (เมื่อ PGΔ มีคาเปนบวก). ดังน้ัน 

6.0
285.1

6.0
8.113
1 +=Δ SG  

         =  191.808 kJ/e- eq 
แอมโมเนียมเปนสารใหอิเลคตรอน 

 −++ ++→ eHNNH
3
4

6
1

2
1

24 , dGΔ = -26.70 kJ/e- eq 

ไนไตรตเปนสารรับอิเลคตรอน 

OHNeHNO 222 2
1

6
1

3
4

3
1

+→++ −+− , aGΔ = -92.56 kJ/e- eq 

dar GGG Δ+Δ=Δ  

rGΔ = พลังงานของการเกิดปฏิกิริยา 

aGΔ = พลังงานของสารรับอิเลคตรอน 

dGΔ = พลังงานของสารใหอิเลคตรอน 

rGΔ  = -92.56-26.70 = -119.26  

r

PC
n

P

G

GG

A
Δ

Δ
+

Δ

−=
ε

εε  

)26.119(*6.0
6.0

285.1
6.0

8.113
1

−

+
−=A  
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       =  2.68  
000 1

1
1

SeS ffand
A

f −=
+

= K  

272.0
68.21

10 =
+

=Sf  

)/
3

17)(/(

)/(

4

0

eqegNHcellsmoleqen

molcellscellgMf
Y

e

CS

−+− ⋅

⋅⋅
=  

เมื่อ Mc  คือสูตรของนํ้าหนักโมเลกุลของเซลจุลินทรีย 
ne คือจํานวนอิเลคตรอนสมมูล 
(Strous., 1998) สูตรของจุลินทรีย CH2O0.5N0.15S0.05 ดังน้ันนํ้าหนักโมเลกุลเทากับ 25.7 g/mole 
และแหลงของไนโตรเจนคือ แอมโมเนียม ดังน้ัน ne = 20 e-eq./mole 
จะได  

0227.0 SfY =   
Y  = 0.227*0.272  = 0.062 g.C/gNH4

+กรัมเซลตอกรัม
แอมโมเนียม 
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